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蓋辛の細菌事的研究

第 4報熟成現象に就て

長 尾 清 (水産細商学教室〉

BACτ'ERIOLOGICAL STUDIES OF SHIOKARA OR “SOUSED SQUID" 

4. STUDIES ON THE RlPENING PHENOMENON OF SHIOKARA 

Kiyoshi NAGAO 

(Laboratory of Bacterio1ogy， Fa叩 1tyof Fisheries， Hokkaido University) 

The action of auto1yzing enzym田 andbactぽia1enzym白部 affectingthe ripening of 

Shiokara were studied identically. The phenornenon of ripening of Shiokara under田Vぽal

conditions was observed by detぽrniningthe arnount of arnino-nitrogen and fr配 arninoacids. 

Experirnental conditions WIぽeas follows: 

Sarnp1e 1. Fi11ed with H2 the air-tight v由記1，which has been half fil1ed with Shiokara. 

Sarnp1e 2. Fil1ed with Hz the air-tight ve:'蹴1，which has b田nhalf fil1ed with Shiokara， 

rnixed with to1uene. 

Samp1e 3. B10w the air intoShiokara，half fil1ed in an open v由民1.

Sarnp1e 4. . Mixed the toluene in shiokara， which has b田nhalf fi11ed in covered ve:'蹴1.

Sarnp1e 5. (Control sarnple)kept in natural condition in an open Ve:'配1.

塩辛が熟成ナ.る際には，これを構成している種えの物質は自家滑化酵素及び細菌の作用を受け分解

し(l)(~).漸弐低級の化合物となる。一般に魚、肉が自家消化を起す場合には，蛋白質はアミノ酸にまで

分解ナるに止まり，それιu二は分僻されないと言われている O 自家消化中に生十る微量のアシモ=ア
はアミノ酸より遊離ナるものでなく，プ1J~塩基たるアデ=シ，グアエシ等から生歩るものであろう

と考えられている、コアミノ酸は細菌酵素に依って脆アミノ作用，脱茨酸作用等が行われる。しかしこ

の分解作用は規則正しく階段的に行われるものでなく，其の時の状態によって或は酸化作用であT.
或は還元作用であり，或は其の両作用であり，若しくは一旦分解によって生じた物質が再び合成され

た札多種多様の変化が起るが，一般に好気的条件下に於ては主主して酸化作用が行われ，嫌気的条

件下に於ては還元作用が行われる。従って細菌が嫌気的状態で発育ナる場合にはア三ノ酸は還元的に

分解されて，共のアミノ酸に相当ナる飽和酸に友る。然し好気的条件下でも一部に於てこの様君主分解

型式が行われ，叉嫌気的条件下でも酸化作用が行われる場合もあるので，単に酸素の存否のみによっ

て酸化作用若しくは還元作用が行われるものとは限らないが一般には主として酸素の存在ナる程度に

よって種kの分解作用が行われる。

著者は塩辛の熟成に関与ナる自家消化酵素及び細菌の作用を.なるぺく区々に分け，下記の様に色

kな条件下に於て熟成させ，分解産物を測定して綜合的に塩辛の熟成現象を考察した。

1. 塩辛を容器中に約宇量入れ，容器中の空気を日と置換し密封した。

2. 塩辛を容器中に約宇量入れ，之に to1ueneを加え，容器中の空気をH.と置換密封したう

3. 塩辛を容器中に約今量入れ，一方の口より境宇中に硝子管を差し込み，この管を通じて通気し
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4. 塩辛を容器中に約宇量入れ之に tolueneを加えた。

以上 (1)(2) (3) (りはいす事れも一定時の間隔を置いて，一定時間振揮し続けた。

5. 塩辛を容器中に約宇量入れ，振謹しないで放置した(対照試験)。

以上の条件下に置いた塩辛に就て熟成過程をアミノ態窒素の量を測定して比較検討した。又遊離アミ

ノ酸の法長について paperchromatographyに依り観察した。

実 験

1.試料の調製:スルメイカの胴肉及び頭肉をチヨツパーにかけ完全に磨潰したもの5kgに食塩1

kg (日:本薬局法)及び肝臓250gを混合し，良く撹排したo

II.実施法 2立容硝子容器 (Fig.1.に示ナ〉を 5ケ用意し.上記試料1kgづ L均等に入れる。

之を次の条件に置いた。

a Sample b 
(1) キップ装置にて発生させた水素を過マシガシ酸カ !JID酸

性飽和溶液，濃硫酸，濃苛性ヵ F溶液，及び塩化カ 7Lγウムを入

れたガス洗務壌を)1原弐通して精製し.ガス貯槽中に充填ナる。

上記容器CFig.1)の活栓aを閉ぢ活栓bを聞き，真宰ポシプに

て真空にした後，活栓bを閉t3・，ガス貯槽と活栓b部を連結し，活

栓bを聞いて容器中の空気を H2と置換した。ガス貯糟は試料を

入れた容器よりも高位置に置き，試料を入れた容器中は常に水素

ガス圧が加わる援に保った。この容器を振器機上に置く，電源と

振麓機のモーグーとの聞にグイムリレーを置き.55分おきに5分

間振壷ナる様にする(以下試料Iと称ナ)。

(2) 試料に toluene200cc加える.試料Iと同様に院と置

c 換し叉振輩横上に置く(以下試料Eと称ナ)。

(3) 日g.lの活栓b部の硝子管を長くして，試料中に差し込む

fig. 1 援にし，活栓bをギヤアポシフ'と蓮結し，活栓a及びbを開いたま

ムGじピギヤアポシフ・の廻転に依 t.活栓bをjAT通気ナる。試料Iと同様に振麗機上に置く。電源
とギヤアポシプの芳一グーとの聞にタイム Fレーを置いて.55分おきに5分間通気及び振撞ナる緩に

ナる C以下試料Eと称ナ)。

ぐり試料に toluene200ccを加える，振聾機の上に置く乙以下試料wと称ナ)0
. (5)対照試料とし.振蓋しないで放置した(以下試料Vと称ナ〉。

以上の誤料を室沼(卒均窒ij25-270C)に放置した。誤料を取る時はFig.1のc部のゴム栓をとり，

この部分よ P取る O 試料 I及てFII の場合は試料をとった者~度真空ホ・シプにて真2きにし、新たに也と置

換した。叉誤料II及びlVは .tolueneが蒸発ナるので鹿々 tolueneを遁加した。

アミノ:態窒素測定法:誤料約10gを正確に秤量し.71<を加えて30分間抽出後.10%三塩化酵酸溶液

lOccを加え，沈澱を泥

ノ態窒素を測定した。

pHの測定:比色法に依る。

Paper cbromatograph法:アミノ態窒素を測定した残液を蒸発皿に入れ， fE浴上にて蒸発草士i臥

少量の71<に溶解して試料とナる。予言法制に依P二次元 cbromatographを行う。格媒は90%phenol 
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及び lutidine と aniline の混合液を使用した。発色には ninhyd.rin~butanol溶液を使用したO

ninhyd.rinに依る検出のほかに， di.azo誤薬を用い CPau1iの反応)tyrosine， histidineを検出向，ニ

佃の硫黄を含む eystirie及び methionineの検出には KPtI6を用いた(日。叉描沃度で酸化後，N，鰯ler

試薬を用い αamino-β-oxy酸である threonine及び serineを検出した例。

Table 1. Chang，国 inthe amount of amino-nitrogen 
during the ripening prore渇 ofShiokara 

amino~N mgjg合ymattぽ
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実験結果

各試料のアミノ:態窒素量の変

化を測定Gた結果を Table1に

示したっこれを図表に表わナ~

Fig. 2の援になる。

各試料の pHの変化を測定し

た結果を Table2に示した3

Table 3は paper chromato-

graphyに依り各試料のアミノ

酸の?局長を検出した結果を表示

したものである。

6ample 1. FiIIed with H2 the air tight v世田eIwhich ha~ b回nhaJf fi1Ied with Shiokara. 
6ample ll. FiIIed wiぬH2tl¥e air tight v欄 elwhich has been half fiIIed with Shiokara， mixed with toluene. 
Sa皿pleDl. Blow the~air into Shiokara， half fiIIed in an open v個 el.
Sample lV. Mixed the toluene in Shiokara， which has been half fiIIed in covered v倒sel.
Sample V. (control sample) kept in natural cOndition in an open v醐 el.
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Fig. 2 The change of the amount of 
amino-nitrogen during the ripening 
process of Shiokara 
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著者は第8報(7)に於て，蛋白質

の分解に依るアミノ態窒素の増

加は塩辛調製後9-12日位迄念

惑であるが.この期間中の塩辛

中の細菌数の増加は綾慢で，従

って細菌の生化学的作用は微弱

である乙考えられる，故にこの

期聞に於ける熟成は主として自

察考Table 2. Chang田 inpH valuβduring the ripening 

p，roc鰯 ofShiokara 
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i Dmof JS叫 leII Sa叩切戸時四|嗣mp切|嗣岬ley
ripeU1ng¥  

6.0 

6.0 

6.2 

6.3 

6.3 

6.0 

6.0 

6.1 

6.2 

6.2 

6.1 

6.1 

6.2 

6.3 

6.3 

6.0 

6.0 

6.1 

6.1 

6.2 

5.9 

6.0 

6.1 

6.1 

6.2 

2

8
白

m
m

Table 3. Chang回 infree amino acid liberated 

during the ripening proα潤 ofShiokara 
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+十十十十

家消化酵素に依P起!J，それ以後20日位迄はアミノ態窒素量の増加はなく殆ど一定であるが， 20日以

後に於てアミノ態窒素量は再び増加し， ζれは塩辛中の細菌数が調製後20日位より念激に増加して居

るので20日以後に於ける変化は主として細菌の作用に依るものであろうと推論した。

本実験に於ては，容器中θ空気を民で置換した試料，試料中に通気を行ったもの或は tolueneを

加えたもの等いやれの試料に於ても塩辛調製後 8-10日位迄アミノ留選素量は急速に噌加している。

これは主主して自家消化酵素に依P蛋白質が分解してアミノ酸が増加した為であろう。然したとえ
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tolueneに依る防腐条件下においた試斜に於てさえ，最初に存在していた細菌に依って生産された酵

素が影響し.その作用が真の自家治化作用主同時に表われる。勿論これは蛋白質の分解に依るアミノ

態窒素の増加率に対しては大なる影響を与えないが，アミノ酸は更に細菌の deaminase或はde-

carboxylase の作用に依りそれぞれケト酸ふアシモユア或はアミシ類とCO~を生成ナるであろう O 著

者はアミシ及びアジモ=ア量を測定してこり点を明らかにし様と計画し，ヒスグミシ量を木俣，河合

氏法拘(Egg，ぽth法 (9)を改良した方法〉に依り測定しようとしたが，測定条件が巌密なので，巳スグ

ミシ及びプシモ=アの測定を今回は行わなかった。追試して追って報告ナる予定である。

Fig.1に於て塩辛調製後10日位よ Pアミノ:態窒素は殆んど増加していない。これまでの段階を以下

第一段階と称ナると.この第一段階に於ける訟料工とE及び試料lVl;.Vとの間アミノ態窒素量の差は

tolueneに依る自家消化酵素に対ナる阻害及び微生物の発育随害或は死滅に依るものであるう。 18--

20日以後のアミノ態窒素の増加ナる過程を以下第ニ段階と称ナと，この第ニ段階に於ける試料工.nr. 
及びVのアミノ窒素の増加は明らかに細蓋酵素の作用に依るものであろう o tolueneにて処理した試

料E及びlVは8-10日以後は殆んど増加していないが，や L増加の顕向のあるのは，長初に存在して

いた細菌によって生産された酵素に依るものであろう Q 通気を行った試料理主対照試料Vと比較ナる

と，第一段階に於てアミノ態窒素は約 2mg.第二段階に於て約5mgの差がある。之は通気に依P好

気性菌の侵入及び発育が促進された為で，第ニ段階に於て細菌酵素の作用が顕著に表われている。試

料mCD第一段階の主反応は自家泊他惇素に依るものと考えられるが. bacteria freeの空気を通気し
た式持について実験して見ると更にこの点が明確になると思う。これは追試ナる予定である。 paper

chromatographyに依るアミノ酸の検l引の結果から考察ナると，イカ肉は新鮪時既に遊離アミノl授が

多く塩辛調製直後既に asparticacid， glutamic add， glycine， alanine， valine， leucine， phenyl-

alanine， tyrosine， arginine， lysine， histidine， proline， s巴rine，threonine， ornithine， taurineが

遭難アミノ酸として検出されたコ試料I及びEに於て tyrosine，arginine及び lysineが消失してい

る3 これは恐らく之等のアミノ酸が細菌酵素に依り脆茨酸され，相当ナるアミン類と炭酸ガスを生成

した為であろう。この脱茨酸作用に関与ナる酵素はその作用の最適pHが5.0附近の酸性側にあるし最

適J民度は 25_280C.民つ適応酵素であって基質之しては何れのアミノ酸もナベて作用をうけるので

はなく .OH基.COOH;基， NH2基等の極'1全基がαーアミノ基から遠く隔った位置にあるものに眠られ

ている。即ち lysine，arginine， ornithine， histidine， tyrosine， glutamic acid等のアミノ酸が基質

となる性質をもっている(10)。試料はpHも温度もr度最適に近い条件にある為に之等のアミノ酸が脆
茨酸作用に依り消失したものと考察ナる。試料m. lV及びVに於ては histidneの消失が見られる。
微生物は好気的状態でαーアミノ酸のαNH2基を離脆し相当ナるケト酸とアシモ=アを生十る所詣酸

化的肱アミノ作用が広く認められている。酸化的脆アミノ酵素(フラピシ酵素〉はその作用の最適 pH

が8.0附近にあって.pH5以下の酸性側では著しく阻害される。併し l-histdine等の極基性アミノ

酸に対ナる細菌の脆アミノ酵素は pH6.0附近に最適pHを有し.pH5.0でも pH8.0以上の作用能を呈

ナる性質をもっている(川。試料の pHは6.0-6.3にある為に，試料中に於ては中性又は酸性のアミノ

酸に対ナる酸化的脆アミノ作用は弱いが histidine等の塩基性アミノ酸に対し強力に働らいた為に

試料中の histidineが治失したと考察ナる。各試料中 ornithineが検出されたが，之は3.Fginineか

ら arginaseに依って尿素と ornithineを生じたものであろうコ叉試料Eに於ては初め ornitineが検

出されなかったがこの様な状態に於ては arginaseの作用が弱い為であろう。

arginaseは脊椎動物リ川虫、無脊椎動物(13'等に広く分布している ο イカ肝臓中に arginaseが存在

しているか否か，存在しているなら ornithinecycleが成立するか否か，細菌の argina留は動物中
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に存在する arginaseとその分解方式を具にし， arginineを尿素と omithineに分解しない，多分

guanidinodesimidaseであろう叫〉と云はれている・がはたιて guanidinodesimidaseであるか否か目
下研境中であるので追って報告する予定である。

いゴおれの試料に於ても proliI1eが遊離状に検出された9 天野氏(15) に依れば遊離アミノ酸としての

prolineはイカ特有のものであり，他'の魚類では加水分解ーを行わない限り出現しない。この ptoline

がイカの商政過程中 (2日程度〉に消失する。之は細菌の伐謝過程に利用された為であろうと報告し

ているコ著者の実験に依れば塩辛に於てはや、十れの試料に於ても)prolineが消失した事はなかっ

たコ然し熟成の後期にoxyprolineが検出された。paperchromagram上に於て prolineはninhydrin

と反応して黄色を墨ナるが'< o~ypro lineは特有の燈色を有し明らかに区別出来る(0試料lJに於て28

日後に samplingじたものが chromatogram上 oxyprolineの附近に紫赤色の spotが検出された

が，この spotは未知のもので恐らく prol¥neか.oxyprolineの分解産物ではなかろうか J

要 約-

塩辛の熟成に関与ナる自家消化酵素及び細菌の作用を，なるぺく区kJJljkに分け，下記の様に色々

な条件下にケきて熟成させ，熟}或中の amino-Nの量を測定し，叉paperchromatography t乙依り遊離

アミノ酸の治長を観測し，綜合的に複辛の黙成現象を考察したコ

(1)塩李を容器中に約宇量入れ，容器中の空気をH2と置換し密封したコ

(2)塩辛を容器中に約宇量入れ，之に tolueneを加え、容器中の空気をH2と音換し務封した弓

(3)塩辛を容器中に約宇量入れ一方の白~より塩辛中に哨子舎を整じ込み，この管を通じ七通

気したコ

(4)極半を容器中に約今量入れ，之に tolueneを加えたコ

以上(1)(2) (3) (のはい歩れも一定時の間隔を晋いて，一定時間振麓し較けたっ

くり塩辛を容器中に約三ド量入れ，振撞しないで放置した(対照試料)0
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