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緒論

本格焼酎の製造は13-14世紀の中国大陸や東南アジアが起源とされている｡日本-は､

14世紀頃に琉球王国と交易が盛んであったシャム国 (現在のタイ国)からの伝来説が有

力である1)｡その後､南九州には16世紀に伝播したといわれている｡本格焼酎は様々な

原料で醸造される｡鹿児島の甘藷焼酎､球磨地方の米焼酎､壱岐の麦焼酎､奄美諸島の

黒糖焼酎そして沖縄の泡盛などがあるO宮崎県は主に甘藷焼酎を飲用するがソバ焼酎発

祥の地であり､県北の五ヶ瀬町を含む西臼杵郡に製造場が点在する 2)｡本格焼酎製造法

の確立は他の酒類と比較すると浅く､大正時代初めである 3)｡本格焼酎はこれまで主に

南九州で生産､消費されているに過ぎなかった｡しかし､近年､本格焼酎が全国で認め

られ､その生産量は380,(X氾klまで拡大し､南九州の重要な産業に成長している4)0

Fig･1ThJW dimensio叩 ictu陀OfbuckⅣheatbyMRI5)

A:embryo.B:skin.C:hull,D:endosperull



ソバ (FagoFynJmSPP)はタデ科の一年草の草本作物で､イネ科の作物とは形態が異な

るが用途を同じくするため雑穀として取り扱われているO外側周我維質のがっちりした

殻 (果皮)で保護されている｡その中に種皮 (甘皮)に密着して腫乳があり､またその

中に腫芽 (子葉)が存在する (Fig.1)ソバは通常食されている普通ソバ種 (Fagopy7Lm

esculentumMoench)､苦味を有するダッタン種 qagopm mtataricumGae血er)､野生種の

宿根ソバ種 (FagoFリⅥmqymOSumMeissn)がある｡普通種のソバは異型花柱性に起因す

る自家不和合性のため他家受粉をする 6)｡この影響で固有の性質が維持され難く､固有

形質を持つソバ品種は少ない｡そのため､同一品種においても､収穫年度､産地で成分

含量が大きく異なる｡特に本格焼酎原料の成分として重要な澱粉価は醸造用の米､麦と

比較してソバの澱粉価の変動が大きい｡ソバの起源は野生祖先種の発見により中国南部

雲南省であることが明らかとなった7)｡日本に伝来したのは約3000年前の縄文日計ヒ晩期

と推測されている｡日本のソバの生産量は大正時代におよそ130,000tであったが減少傾

向をたどり､平成14年度は25,000tであった｡ 都道府県別には､北海道 (10,500t)､福島

県 (2,550t)､長野県 (2210t)の順となり､宮崎県は10位 (534t)である8)｡

ソバ焼酎の製造は､蒸煮した米や麦に黒麹菌C4spergilhLSmVamOri)や白麹菌C4spergillw

kwachii)等の麹菌を接種し､2日間かけて製麹を行う｡製麹ではアミラーゼやプ ロテア

ーゼ等の酵素とクエン酸生産を目的としている｡この麹に焼酎酵母 (Sacchwowces

cerevisiae)と水を加え一次酵 (酒母)を造り5日間発酵を行う｡さらに､蒸煮したソバ､

米又は麦を掛け原料として一次矧 こ水とともに加え二次醒とし､約10日間発酵を行う｡

発酵終了後､単式蒸留機 (ポットスチル)による蒸留を経てエタノール濃度45% (V/V)

以下の蒸留液 (原酒)を得る｡この原酒はろ過を経て通常エタノール濃度20-25%(Vル)

に希釈した後､製品化される｡

本格焼酎の研究は､酵母のスクリーニングおよび改良､製麹時の酵素生産条件や､様々

な原料に適した醸造条件に関する報告が多く､香味に関する官能評価を活用した報告は

少ない9-ll)｡これまで､isoamylacetate,ethylcaprylateおよびethylcaproateなどのエステ

ル類や､n-propylalcohol､isobuty1alcohol､isoamylalcoholおよびphenethylalcoholなどの
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アルコール類が芳香を有することから､これらの揮発性成分を効率的に生成することを

目的に研究がなされてきた｡代表的なものとして､焼酎酵母と清酒吟醸酵母で細胞融合

をおこない､得られた吟醸香生成能の高い焼酎酵母で､ethylcaproate､ethylcaprylateな

どの中級脂肪酸エチルエステル類含量の多い焼酎製造が試みられている12)｡しかし､参

考にしている揮発性成分は含有量の多い低沸点揮発性成分に偏っている｡また､これら

揮発性成分は官能的に芳香ではあるが､それぞれの本格焼酎に必要な芳香成分であるか

科学的に解明されていない｡本格焼酎に含まれる揮発性成分の同定を目的とした詳細な

報告は少ない 13)14)｡唯一､甘藷焼酎については太田らにより報告されている15)｡甘藷焼

酎は蒸留方式が常圧蒸留法であるのに対し､ソバ､米および麦焼酎は減圧蒸留法である｡

常圧蒸留法は多様な揮発性成分を多量に回収できる｡その結果､甘藷焼酎は他の穀類本

格焼酎より揮発性成分分析が容易なため香りの解明が進んでいる 11)｡ソバ､米および麦

焼酎の揮発性成分は､低沸点揮発性成分を-ツドスペースGaschromatography(GC)演

で分析し､得られたn-pmpylalcohol､isobutylalcoholおよびisoamylalcoholなどのアルコ

ール類の濃度比率で､ソバ､米および麦焼酎を大まかに分類できる｡しかし､各々の穀

類本格焼酎の特徴的な香りの解明には至っていない 16)｡

本格焼酎は様々な揮発性成分から成り立っ ｡ しかし､必ずしもGCクロマトグラム上

に現れた全てのピーク (揮発性成分)を匂いとして認識しているわけではない｡また､

匂いのある全ての揮発性成分 (香気寄与成分)は本格焼酎を表す代表的な香り(特徴香)

として関与しているわけではない｡本格焼酎の特徴香の解明は､特定の揮発性成分のみ

を選択的に生成する醸造工程の検討を可能とし､原料特徴を生かした本格焼酎の製品化

に繋がると考えられる｡太田らはα-terpineol､citronellol､nerolおよびgeraniol等のモノ

テルペンアルコール類が甘藷焼酎の特徴香であることを報告した15)｡この報告をもとに､

甘藷焼酎の特徴香はイモ表層部や先端部にモノテルペンアルコールがβ-グリコシド結

合で存在し､AspergilhLgkmvachii(白麹)由来のβ-glucosidaseにより加水分解されること

を解明した｡さらにnerol､geranlolは酵中で酵母の代謝を受けcitronellolに､さらに蒸留

時の熱と酵中のクエン酸の影響でα-terpineol､lildoolにそれぞれ変換されることが明ら
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かとなった 】7)｡また､製麹時のβ-glucosidase生成メカニズム等についても研究が進んで

いる 18-20)Oこのように､甘藷焼酎の特徴香を解明したことで､研究目的が明確となり現

在の製造技術に活用されている｡昨今､本格焼酎特に甘藷焼酎が全国的なブームとなっ

ている 4)｡消費者に甘藷焼酎の味が受け入れられたことは勿論であるが､上記のような

醸造技術のレベルアップによる酒質 (品質)も貢献していると考えられる｡

香りには閥値が存在するので､単純に含有量の差で香気寄与成分の香り-の貢献度を

決定することは出来ない21)｡すなわち､香り-の重要度は分析機器のデータのみで結論

づけるのは早急であり､官能試験の評価を含めて判断する必要がある｡近年､GCに匂

い喚ぎ装置を接続したGC匂い喚ぎ (Gaschromatograpy-olfactomeby(GC-0))法が開発

された｡この方法で分離した揮発性成分は直接喚覚で強さ､匂いの質を評価できるため､

含有量だけではなく実際に香りに貢献している揮発性成分の解明が可能になった｡

ヒトは食物の香り (風味)を､まず外部から直接鼻腔の喚上皮細胞で感じる香り

(o托honasalaroma)､次に食物を口腔内に含んだ際に喉から鼻腔の喚上皮細胞に抜けて感

じる香り (retronasalaroma)で評価している (Fig.2)｡本格焼酎も清酒と同様に､官能試

験およびきき酒では､orhonasalaromaであるグラス上での香り(立ち香または上立ち香)

と､柁tOrOnaSalaromaである口に含んだ香り (含み香)についてそれぞれ評価を行ってい

る｡揮発性の高い化合物を多く含む本格焼酎は､含み香と立ち香に官能的な差が認めら

れることから､このような評価項目が必要となる｡しかし､含み香と立ち香が異なる原

因については解明されていない｡その理由として､口腔内の食物から発生する揮発性成

分の再現方法が困難であることが挙げられる｡1995年､Rot光rtSらは口腔内を模した

Retronasalaromasimulator(RAS)を作成し､唾液成分､温度および岨噂と揮発性成分の

放散との関係について報告した22)｡この方法を用いて､ラズベリーやスコッチウイスキ

ーの揮発性成分の放散について報告された 23)24)｡一般に本格焼酎の香りの分析は､GC､

Gaschromatography/mass琴だCtrOmetry (CGnvIS)による揮発性成分の含量を測定してい

るが25)26)､口腔内の揮発性成分の放散量､すなわち含み香分析についての報告は極めて

少ない｡口腔内の揮発性成分の放散に､最も影響を与える因子としてタンパク質が報告

4



されている27).タンパク質古淵 生成分と結合し放散を抑制している｡ヒト唾液成分で

はα-アミラーゼと糖タンパク質であるムチンが該当する｡タンパク質が原因と考えられ

る揮発性成分の放散抑制は､それぞれの種類により異なる｡そのため､ソバ､米および

麦焼酎に含まれる様々な揮発性成分､特に香気寄与成分がどの様な放散を示すのか検討

する必要がある｡蒸留直後の本格焼酎は多量の高級脂肪酸エチルエステル類を含む 28)｡

この高級脂肪酸エチルエステルは本格焼酎の酒質に好ましくない影響を与えるので､製

造工程で除去されるのが一般的である｡

Fig･2CITISS十弧娼onofhum anheadshowinglo租tionsoftheoWactoryepithchlminthenasal
cavi秒andthepha町n㌔)

Blackam)wsindic血 IdiemuteOfordlOnaSaJamma.RBdamwsindicatedd)ertRJteOf佃mnasalamlt仏.
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一方で､疎水性化合物である高級脂肪酸エチルエステル類は､同じ疎水性化合物であ

る本格焼酎の揮発性成分の放散に影響を与えることが考えられる｡すなわち､本格焼酎

に含まれる高級脂肪酸エチルエステル類の含有量が､本格焼酎の立ち香や含み香の放散

如何に影響されるかを､検討する必要がある｡

機能性成分は､食物繊維､含硫化合物､テルペノイド､カロテノイド､最近では､茶

のカテキン､赤ワイン､ムラサキイモのアントシアニジンなどのポリフェノール類が報

告されている30Pl)｡アルコール飲料においても､上記した赤ワイン以外に清酒､ビール

で数多くが報告されている32｣6)｡本格焼酎については､沖縄でかつて天然痘などの伝染

病が周期的に発生していた時代､泡盛は ｢風気返し (フウキカエシ)｣の薬として重宝さ

れた｡このように本格焼酎も機能性を有する可能性を秘めているが､それに関する研究

報告は赤ワイン､ビール､清酒に比べて極めて少ない37)｡

機能性評価法は様々な手法が確立されているが､その中に抗変異原試験と抗酸化測定

法がある38)｡変異原物質は自然突然変異よりも高い頻度で突然変異を誘発 (発ガン)す

る化学物質のことで､食品､大気などの自然界から見出されている｡この変異原物質が

体細胞遺伝子に損傷を与えることでガンが発生すると考えられている｡この変異原物質

を検出する方法として1971年､Am esらがサルモネラ菌salmonellaophimuriunTAシリ

ーズを用いた発ガン性を予測する方法を開発した39)｡これまでに､SalmonellaOphimurim

TAシリーズは検出感度を高めるために様々な改良がおこなわれ､薬剤耐性因子プラス

ミドの pKMIOlの導入により開発された TA98が Am es法で使用されている｡この

SalmonellaophimwiunTA98はヒスチジン生合成系遺伝子にフレームシフト型の変異が

起きた株であり､フレームシフト型変異を起こす変異原物質によりヒスチジン要求性

(his-)からヒスチジン非要求性 (his十)となり､ヒスチジンを含まない寒天培地上に復

帰突然変異体としてコロニーを作る｡ このようにAmes法はヒスチジン非要求性の復帰

変異の頻度を指標として､試料の変異原性の有無を判定する方法である｡

Ames法は実験の容易さ､費用等の点で優れていることから､抗変異原物質の第一次

スクリーニング法として広く用いられている40A])｡しかし､Am es法は､ほ乳類の薬物
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代謝経路についてはラット月刊蔵由来S-9の第-相反応のみの対応となる｡ほ乳動物は酸

化還元反応の第-相反応の他に､グルクロン酸抱合､グリコシド抱合､硫酸抱合および

メチル抱合などの第二相反応がある｡ 水光らは長年にわたり硫酸化の研究をしているこ

とから､前駆変異原物質の硫酸化による代朝雨骨性化を特異的に検出できる抗変異原試験

法を考案した42D3)｡これまでのAm es試験を改良し､S19mixの代わりにリコンビナント

硫酸転移酵素であるヒ ト肝臓由来の Humandehydroepiandrosteronesulfotransferase

(hDHEAST(SULT2Al))を使用している｡前駆変異原物質には硫酸化により代議摘ミ活

性化されることが報告されている91hydroxymethykmdmceneを使用した43)｡

活性酸素 (フリーラジカル)とは､三重項酸素分子 (302)より反応性が大きく活性
に富む酸素種のことであり､三重項酸素分子が生体内で電子供与体として作用する｡代

表的な活性酸素であるヒドロキシラジカル (･OH､OH･)､スーパーオキシド (02つ､

一重項酸素 (102)､過酸化水素 (H202)は､段階的に還元されていく過程で生成する｡

薬物､ストレス等が引き金となり生成した活性酸素が､生体内の脂質､糖質､タンパク

質およびDNAなどを攻撃し､脂質､糖質の酸化､タンパク質の変性､酵素の不活性化､

DNAの主鎖切断､塩基の修飾を誘発する｡その結果､種々の疾病をはじめ､発ガン､老

化を助長するというものである44)｡しかし､生体は様々な抗酸化物が､活性酸素の発生

するラジカルを速やかに捕捉することで守られている｡そこで､ソバ焼酎の揮発性成分

について抗酸化活性の可能性を探るために検討を行った｡方法は､安定ラジカルな

1,1-dipheny1-21Picrylhydrazy1(DPPH)が抗酸化物質から水素をもらうことにより､その可

視領域の強い吸収が消えるという簡易な方法であることから広く活用されているDPPH

ラジカル消去能測定法を用いた｡

第 1章では品種､収穫年度の異なるソバの焼酎原料適性のために原料分析を行った｡

第2章では､ソバ､米および麦焼酎を固相抽出法､pHによる溶媒抽出法で濃縮し､GC､

GC/MSで揮発性成分の分離･同定を行った｡第3章では､匂い喚ぎ装置を装着したGC-0､

Aromaextractiondilutionanalysis (AEDA)法でソバ､米および麦焼酎の個々のピークの

匂いの質､強度を分析し､それぞれの本格焼酎の香気寄与成分を同定した｡また､ソバ
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焼酎の特徴香についても検討した｡第4章ではソバ焼酎の含み香について含み香測定装

置 (Retronasalaromasimulator(RAS))を用いて測定した｡さらに､高級脂肪酸エチルエ

ステル類が中級脂肪酸エステルの含み香および立ち香に与える影響を調べた｡ 第5章で

はソバ焼酎で同定した揮発性成分の機能性言判面を､抗変異原性試験と抗酸化活性測定法

で試みた｡

以下に本論で得られたこれらの次第を詳細に論述する｡
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第1章 本格焼酎の醸造に適したソバの検討

第1節 序章

本格焼酎で原料となるソバの 90%以上は､生産量世界第二位の中国産が占めている｡

これは原料の安定供給や価格の面で国内産ソバより優れているためである｡ソバは気候

により収穫量が大きく変動し､また成分-の影響も大きい｡従って収穫年度によって成

分にバラツキが発生しやすい｡また､ソバは他家受粉のために､品種でも性質保持が難

しく､成分含量が栽培地域ごとで若干性質が異なる 6)｡本格焼酎の原料は澱粉含量の高

いものが醸造効率も良く､採用されている｡米､麦はそれぞれ､近代的な生産方式45)で

栽培されるため成分のバラツキは少ない｡一方､ソバは主要作物の収穫後に栽培する裏

作のため､栽培管理が不十分である｡以上述べたように､醸造に適するソバを安定的に

確保することは非常に重要である｡米､麦は外層に存在する粗タンパク質､粗脂肪等の

不純物を取り除くために､精米､精麦工程で外層を削っている｡一方､ソバは澱粉質が

もろいことや､粗タンパク質および粗脂肪の主成分である子葉が中心部に存在するため

磨くことが出来ない｡現在使用しているソバは澱粉以外の成分も醸造工程に持ち込むこ

とになり発酵効率-の影響が懸念される｡また､ソバ表面の甘皮の影響で麹菌が着生し

にくく製麹技術が確立されてない｡ソバの澱粉糖化率が低いのは､このように原料処理

方法が米､麦ほど整備されてないことが一因と推測される46)｡醸造に適した原料を得る

方法として製粉処理したソバ粉の造粒化が考えられる｡そのためには､必要成分を採取

可能な製粉化技術が必要である｡ソバは澱粉価を調整して製粉処理することが可能とさ

れている｡しかし､醸造に適したソバ粉を得ることが出来るのか不明である｡米や麦は

鴇精で醸造に適した原料を得ることが可能であるのに対し､ソバは物理特性が異なり未

解明な点が多い｡これまでソバについては製麺の視点から､風味､テクスチャー等につ

いて研究されてきた47)｡一方､本格焼酎用としてのソバは澱粉含量が高い ほど優れてい

ると評価され､粗タンパク質や脂質等の成分については発酵阻害や雑味の原因であるこ
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とから､低含量が求められている｡さらに､醸造原料としては､米､麦に関する研究は

報告48~50)されているが､ソバに関する報告は極めて少ない｡

本論文は､ソバ焼酎の揮発性成分について研究を行うため､高品質のソバ焼酎を必要

としている｡そのためには､澱粉含量が高く､粗タンパク質含量の低いソバが必要であ

る｡そこで､まず初めにソバ焼酎作成に最適なソバ原料を明らかにするために､原産地､

品種および収穫年度の異なるソバ6品種について､原料分析 (澱粉価､水分､粗タンパ

ク質､粕脂肪)を実施した.さらに､最適な醸造原料を得る方法の一つとしてソバの分

画製粉化が考えられる｡そこで､16画分に分画製粉処理したソバ粉について醸造適性分

析を行った｡

第2節 実験方法

第1項 実験試薬

原料分析に使用した試薬 (和光純薬工業 (樵)､AldrichChem.Co.､ResearchChemicals

Ltd.､ICNBiomedicalsInc.､東京化成工業 (秩))は特級またはそれに準ずる試薬を用い

た｡その他特に言及しない限り特級試薬を用いた｡

第2項 ソバの産地および収穫時期

本実験で使用したソバをTablelに示した｡ソバは丸実をブラベンダー粉砕器(TF17､

wonderblender(社)製)で粉末処理したものを以下の実験に供した｡
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Table1Harvestofbuckwheat

¶1eCOunby
Regl'on variety Cropyear

1 China InnerMongolia

2 China InnerMongolia

3 Chl'na InnerMongo)ia

4 China JilinProvince

5 NewZealand Christchurch

6 Japan Hokka]'do

Natives阿 leS

Natives阿 1eS

Natives阿 IeS

Mankan

Kitmvaye

Kitmvase

1999/Sep.-Oct.

2000/Sep･-Oct.

200I/Sep.-Oct.

2000/Sep.-Oct.

2001/Apr.-Mar.

2001/Åug.

第3項 ソバ分画製粉処理

各産地および各収穫年のソバは収穫後､玄ソバで保存した｡玄ソバは脱穀後の丸実

33kgを10日以内にブレーキロール式粉砕機で各ロール圧を調製しながら粉砕した｡得

られた粉は132〃mのフルイで異物を除去したものを1番粉とした｡フルイに残ったソ

バは再び粉砕したものを以下の実験に供した｡ この作業を15回繰り返し15番粉まで調

整した｡16回目でフルイに残ったものを残ヌキ粉とした｡粉末試料はガラス製密閉容器

に入れ15℃で保存した｡
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A

Fig.3Buckwheat

A:BuckdleatSeed･B:Buckwheatgrtds. C:Buckwheatgjts
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第4項 水分測定

試料約2gは予め135℃､3時間乾燥させ恒量したフタ付き秤量瓶に精秤し､135℃､3

時間乾燥したのち､デシケーターで放冷後､瓶を秤量し水分%を算出した｡

第5項 澱粉価

澱粉価は国税庁所定分析法注解を一部改変して行った 51)｡すなわち､試料約 1.2gを

精秤し､三角フラスコに採取し蒸留水 (D.W) 200m1､25% HC120mlを加え､空気冷

却管で密栓し､沸騰水浴中にて3時間加水分解した｡加熱終了後､冷却し得られた試料

はD.Wで500mlに定容した｡最後に5Aろ紙 (東洋癒紙 (秩)製)でろ過 した試料を糖

化液とした｡この糖化液はGlucoseC.test(和光純薬工業 (秩)製)を用いて還元糖を求

め次式より澱粉価を算出した｡

還元糖 (mglOOmi ) ×5×0.9
澱粉価-

試料重量 (g)×1000

第6項 粗タンパク質

国税庁所定分析法注解を一部改変して行った51)｡すなわち､分解にケルダール法窒素

迅速分解装置 (QDSl20M､MRK-NAKAYAMARIm 製)､滴定に自動式窒素 タンパク

質迅速定量装置 (KJEL-AUTODTPl4､MRK-NAKAYAMARIKA製)を用いてケルダー

ル法で測定した｡ 得られた窒素量 (N %)より次式にて粗タンパク質量を求めた｡

(滴下量-ブランク)×FX14.007×NPXO.5M
粗タンパク質 (%)-

試料重量 (g)

H2SO4溶液のファクター

NP換算係数 (6.31)

H2SO4溶液のモル濃度
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第7項 粗脂肪

国税庁所定分析法注解のソックスレ-抽出測定法を一部改変して行った51)｡すなわち､

受器 (丸型フラスコ)は予め105℃､1時間乾燥させ恒量を測定した｡試料5gを円筒ろ

紙 (ThmbleBlter､No.84､25×90mm､東洋櫨紙 (秩)製)に精秤し､105℃､1時間乾

燥した｡抽出溶媒にはジェチルエーテルを用いた｡試料 (円筒ろ紙)は脂質迅速抽出装

置 (FATEX-S､038560ME-6S)で分析を行った｡ 分析終了後､受器は再び 105℃､1時間

乾燥した｡その後デシケーターで放冷し次式で粗脂肪を算出した｡

抽出後乾燥受器量 (g)一拍出前乾燥受器量 (g)
粗脂肪 (%)-

試料重量 (g)

第8項 遊離アミノ酸

共栓付試験管に試料約 1gを精秤し､10% トリクロロ酢酸6mlを加え撹拝後､遠心分

離 (4,000×g､10mh)した｡得られた上清をエバポレーターで減圧乾固し､D.W.15ml

を加え再び減圧乾固の作業を4回繰り返した｡得られた試料は0.02MHClで10mlに定

容し､0.2〃mフィルターろ過したものをアミノ酸測定用試料とした｡得られた試料はア

ミノ酸分析計 (高速アミノ酸分析計L-8800､日立製作所 (樵)製)で測定した｡

第9項 タンパク質構成アミノ酸の測定

タンパク質聖分解は塩酸加水分解法で行った｡ すなわち､試料を加水分解チューブに

10mg秤量し､6MHCllmlを加えた｡親王下で封管し加水分解炉で110℃､36時間加熱

分解した｡分解終了後､D.Wで溶解し減圧乾固を3回繰り返しHClを除去した｡得られ

た試料は0.02MHClで10mlに定容し､0.2〃mフィルターでろ過したものをアミノ酸測

定用試料とした｡分析は第8項で使用したアミノ酸分析計で行った｡
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第10項 ルチンおよびケルセチンの測定

試料2gを精秤しメタノール20mlを加え撹拝後､遠心分離 (1,500×g､5min.)で得

た上清を0.45〃mのフィルターろ過したものを試料とした｡試料中のルチンおよびケル

セチン含量は高速液体クロマトグラフィー (DP-L910W､日本分光 (秩))を用い､カラ

ムオーブン40℃､検出波長360nm､移動相0.1%リン酸:MeOH-50:50､流速 1.0ml/min､

分析カラムODS(¢4.0×150mm)の条件で測定した52)｡

第11項 脂肪酸度

脂肪酸度は大坪らの方法を一部改変して行った53)｡すなわち､試料0.3gを精秤しトル

エン10ml添加後､30℃で30分間抽出した｡No.2ろ紙でろ過した試料 1mlにクロロホ

ルム4ml､銅試薬 (1M トリエタノ-ルアミン･.1M酢酸 :6.45% 硝酸銀水溶液-9:1:

10)2.5mlを加え撹拝した｡撹拝後遠心分離を行い､無色のクロロホルム層3mlを試験

管に採取し､発色液 (0.1%ジェチルジチオカルバミン酸ナトリウムのイソブタノール溶

演)を添加した｡440nmの吸光度を分光光度計 (Uv-1600､(秩)島津製作所製)で測定

し､検量線を用いて脂肪酸度を算出した｡

第12項 アミロースおよびアミロペクチンの含有率測定

ヨウ素呈色比色法で測定した54)｡第7項の粗脂肪測定で得た試料を105℃､2時間乾

燥した｡得られた月朋旨試料約200mgを精秤し､エタノール1ml､D.W.10mlを加え撹拝

復､10% NaOH2ml添加し2℃で一晩放置した｡試料にD.Wを加え0.25MHClを用い

て中和 (pH7.0)した｡D.Wで100mlに定容し､5Aろ紙でろ過した｡ろ液5ml､ヨウ

素溶液 (I20.2%､KI2.0%)1mlをD.W.で100mlに定容し､660nmの吸光度を分光光度

計で測定した｡試料中のアミロースおよびアミロペクチン含有率は､市販アミロースお

よびアミロペクチンを用いた検量線から算出した｡
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第 13項 遊離糖の分析

試料1g､D.W 9ml､酵素反応阻害剤として100mMHgC121mlを加え､4℃､6時間抽

出した｡ 終了後､遠心分離し (1,500×g､10min.)､ろ過したoTLCプレート (LK5D､

SILICAGEL150A､Wh ahan社製)にろ液をスポットし展開した｡展開溶媒は､クロロ

ホルム :酢酸 :D.W-36:120:12で行った｡展開終了後､十分に乾燥させ発色液 (ジ

フェニルアミン:アニリン:アセトン:80%リン酸-2:2:100:5)を散布後再び110℃､

10min.で加熱乾燥を行った｡ 遊離糖同定のためにスタンダードとしてSl(グルコース､

スクロース､5%)､S2(マルトース､マルトトリオース､マル トテトラオース､マル ト

ペンタオース5%)も試料と同条件で分析に供した｡

第3節 実験結果

Table2Comparisonwithcomponentsofvarietybuckwheats

():drypercentage.1:1999,lnnerMongolia,China.2:2000,InnerMongolia,China.3:2001,Inner
Mongolia,China.4:2000,Mankzn,China.5:2001,Kilmvase,NewZealand.6:2001,Kitmvase,
Japan.

第1項 品種および収穫年度の異なるソバの一般成分分析結果

品種､収穫年度の異なるソバの一般成分分析結果 (水分､澱粉価､粗タンパク質､粗

脂肪)をTable2に示した｡水分含量は収穫年度が新しくなるにつれて増加傾向にあった｡

1999年収穫のNo.1(1999年､中国)は12%台､2000年収穫のNo.2､N0.4は13%台､
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2001年収穫のNo.3(2001年､中国)およびNo.6(2001年､北海道)は14% 台であった｡

No.5(2001年､ニュージーランド)は中国の収穫時期より約半年早いため13% 台になる

と推測した｡以上の結果より､水分には収穫年度が新しいほど水分が高いという傾向が

認められた｡澱粉価はNo.3(2001年､中国)が最も高い値を示した (67.0%)｡最も低

い値はN0.3と同品種 (内蒙古在来種)のNo.1(1999年､中国)であった (63.1%)｡こ

のN0.1とN0.3の澱粉価の間に､北海道産 (No.6)､ニュージーランド産 (No.5)のキタ

ワセ種の澱粉価が収まるので､内蒙古在来種とキタワセ種に澱粉価による差異は無いと

考えられた｡粗タンパク質､粗脂肪はNo.3(2001年､中国)で最も低い値を示した｡製

麺用として評価の高いNo.6(2001年､北海道)は粗タンパク質､粗脂肪が共に高LVl直を

示した｡

第2項 分画製粉したソバ粉の成分分析

一番粉は収量が最も多く (6.32kg)澱粉価も高い値 (72.9%)を示した｡収量､澱粉

価は共に番粉数を重ねるごとに､最後まで減少傾向であった (Table3)｡対照的に粗タン

パク質､粗脂肪は番粉数を重ねるごとに上昇傾向にあった｡ 澱粉は柔らかく粉末化Lや

すいので速やかに製粉化されたと推測される｡対照的に､粗タンパク質および粗脂肪等

は澱粉より粉末化しにくいため後半部で製粉されることを示している｡澱粉価が高いほ

ど水分含量も高い傾向を示した｡澱粉は吸湿性が高いためこのような傾向を示したと考

えられた｡残抜き粉 (o血ernour)には甘皮部が多く含まれていることから､粗タンパク

質､粗脂肪は主に甘皮部に存在すると考えられる｡なお､全試料は同様に分画製粉処理

を行い､それらについて一般成分分析を実施したが､傾向､値が類似することからNo.3

(2001年､中国)の結果のみ示した｡
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Table3Characterizarionoffractionsofbuekwheatwithmillingmachine

Recovery Rollpresser Ratio Moisture Starch Protein Fatyacid O山ers

(kg) (%)

1stDour

2ndDour

3rdllour

4thnour

5thdour

6thflour

7thllour

8血判our

9thDour

1Oth刊our

1ldlnOur

12dlDour

13血判our

14thnour

15thflour

odlerf一our

loss

Total

6.32 5.5

4.50 5.5

3.10 5.5

21.1 14.7

15.0 13.6

10.3 14.4

2.40 5.5 8.0 14.4

2.00 1.5 6.7 14.4

1.50 1.5

I.30 1.5

I.00 1.5

0.70 1.0

0.50 1.0

0.45 1.0

0.29 0.5

0.22 0.5

0.20 0.5

0.13 0.5

3.20

2.19

27.81

5.0 14.2

4.3 14.0

3.3 14.0

2.3 14.1

1.7 13.8

I.5 13.7

1.0 13.8

0.7 13.8

0.7 13.8

0.4 13.9

10.7 13.3

7.3

92.7
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Table4Comparisonwithfreeaminoacidcompositioninbuckwheat

1 2 3 4 5 6

mg/100g-wet

3.1 3.4

14.3 20.I

3.3 7.8

3.4 5.7

39.5 59.7

4.0 1.7

3.9 8.2

5.8 9.4

0.0 8.5

13.1 10.6

4.4 5.3

35.3 58.5

0.2 0.0

1.6 3.2

I.6 3.0

0.8 1.1

3.4 4.4

17.4 13.8

1.4 2.4

2.6 4.3

2.2 4.2

2.9 1.8

22.1 58.I

1.2 1.6

2.0 2.4

11.5 14.6

3.4 5.0

2.4 3.7

28.2 42.9

1.2 1.5

3.7 3.8

4.7 4.I

7.5 0.0

9.1 13.2

5.1 6.7

28.3 46.9

0.0 0.0
1.2 1.3

1.3 2.2

0.4 0.6

2.4 2.7

18.4 16.9

0.9 1.4

2.1 2.4

I.6 2.2

4.4 3.0

I8.2 27.8

0.9 1.2

2.2 2.3

12.3 10.2

5.4 5.3

2.8 3.2

31.0 32.1

3.1 3.9

3.2 3.8

3,8 4.5

0.2 0.I

II.2 10.4

7.9 4.9

30.3 31.5

0.0 0.0

I.5 2.0

1.1 2.6

0.7 0.6

1.1 2.0

20.7 n.d.

0.8 0.8

2.7 2,8

1.8 2.0

6.5 7.2

31.9 24.6

0.8 0.0

1:1999,InnerMongolia,China.2:2000,InnerMongolia,China.3:2001,InnerMongolia,
China.4:2000,Mank肌,China.5:2001,Kitmvase,NewZealand.6:2001,Kitmvasle,Japan..
n.d.:nodata
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第3項 遊離アミノ酸分析

遊離アミノ酸の分析結果をTable4に示した｡全ての試料において､10mglOOg-wet

以上の遊離アミノ酸は､Asp､Glu､MetおよびArgであった｡ No.6(2001年､北海道)

のTrpはピークが重なるため定量出来なかった｡ No.1-3(1999年､2000年､2001年､い

ずれも中国)は､収穫年度でGlu､MetおよびArg含量が大きく異なる結果となった｡

No.2(2000年､中国)はNo.1(1999年､中国)､No.3(2001年､中国)よりGlu､Met

およびA唱の含有量が約2倍であった｡必須アミノ酸のLeuは検出されなかった｡また､

IleおよびMetはNo.I(1999年､中国)のみで検出された｡機能性成分のγ-ABAは全

てのサンプルで検出された｡

第4項 タンパク質の構成アミノ酸分析

Glu､Arg､Aspの順でアミノ酸含有量が多い結果となった (Table5)｡この傾向は遊離

アミノ酸の結果 (Table4)と類似していた｡No.2(2000年､中国)のGlu含有量は､No.3

(2001年､中国)より約600mglOOg-wet多かった｡ 同様にN0.2のAsp含有量はN0.3

より約300mg/100g-wet多かった｡ この様にNo.2(2000年､中国)の遊離アミノ酸含有

量が､No.3(2001年､中国)のそれより多レイ頃向は他のアミノ酸でも認められた｡これ

はNo.2(2000年､中国)の粗タンパク質含有量 (Table2)がNo.3(2000年､中国)よ

り多いことが起因していると推察した｡必須アミノ酸は9種類のうち8種類検出した｡

遊離アミノ酸で未検出だったLeuはタンパク質の構成アミノ酸で約600mg/100g-wet検

出した｡

アミノ酸含有量は試料で異なるが､各アミノ酸の構成比は同じであった｡ これはアミ

ノ酸の含有量は変動するが､構成比は収穫年度や品種 (内蒙古在来種､マンカン種およ

びキタワセ種)で変化しないことを示唆する結果となった｡
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Table5Comparisonwithaminoacidcompositionh)mpmteininbuckwheat

1 2 3 4 5 6

100g-wet

Asp

Thr

Ser

Glu

Gly

Ala

Cys

Vat

Met

lle

Leu

Tyr

Phe

Lys

His

Arg

Pro

1030 1122

424 459

562 603

2072 2268

643 690

473 508

198 198

530 587

220 233

356 397

671 738

323 345

455 502

638 696

295 320

1108 1216

428 468

823 1038

352 432

465 574

1612 2073

524 654

396 492

188 207

410 511

175 210

266 356

527 701

249 319

354 465

519 652

233 285

845 1115

277 438

904 993

386 418

511 551

1800 2000

585 639

431 462

182 187

483 509

199 213

310 346

577 648

290 313

386 435

573 634

269 289

950 1067

317 414

1:1999,InnerMongolia,China.2:2000,InllerMongolia,China.3:2001,InnerMongolia,
China.4:2000,Mankan,China.5:2001,Kitmvase,NewZea]and.6:2001,Kitmvase,
Japan.
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Table6Comparisonwithrutin,amyloseandamylopecti)1invarietybuckwheat

1 2 3 4 5 6

Rutin (〃dg) 39.5 54.9 23.1 45.6 60.1p 88.8

Amylose (%)Am ylopectln 16.6 16.8 27.4 7.8 24.2 19.7

1:1999,InnerMongolia,China.2:2000,InnerMongolia,China.3:2001,InnerMongolia,China.
4:2000,Mankan,China.5:2001,Kitmvase,NewZealand.6:2001,Kilmvase,Japan.

第5項 ルチン含有量とアミロース､アミロペクチン含有率

丸実のルチン含有量とアミロース､アミロペクチン含量率の結果をTable6に示した｡

No.6(2001年､北海道)はルチン含有量が最も多く､No.1-4の中国産と比較して2から

4倍多いことが認められた｡また､No.6(2001年､北海道)と同じキタワセ種であるNo.5

(2001年､ニュージーランド)もルチン含量が多かった｡ No.2(2000年､中国)とNo.3

(2001年､中国)は同じ品種でありながら､ルチン含量はそれぞれ､54.9〃g/gと23.2

〃g/gと約 2倍も差が認められた｡なお､ケルセチンの測定も行ったが､全ての試料に

おいて認められなかった｡

マンカン種のNo.4(2000年､中国)は高いアミロペクチン含有率を示した｡しかし､

No.2(2000年､中国)とNo.3 (2001年､中国)のアミロペクチン含有率は､同じ品種

でありながら収穫年度の違いで約 10%異なった｡ この結果を考慮するとNo.4(2000 年､

中国)のアミロペクチン含有率は高い値を示しているが, 収穫年度で大きく変動する可

能性があり､他の試料と同程度のアミロペクチン含有率になることも示唆された｡内蒙

古在来種 (No.1-3)とキタワセ種 (No.5､No.6)のアミロペクチン含有率は､平均でそ

れぞれ79.8%と78.1%となり類似値を示した｡

22



Table7Comparisonofamylopectinoffractions

1 2 3 4 5 6

1stf一our

2ndnour

3rdPour

4thf一our

5thf一our

6山一nour

7thlnOur

8thlnOur

9tlrnour

l伽hf一our

1lthnour

12thflour

13山爪our

14thDour

15thflour

otherdour

Wh o)enour

74.5 73.0

77.6 76.7

75.6 79.2

80.8 83.9

83.7 89.5

87.3 90.8

92.6 89.9

93.6 94.3

97.7 94.2

97.8 93,7

97.8 88.5

97.3 91.1

95.6 92.0

93.6 90.8

91.7 92.0

97.0 92.4

83.4 83.2

2

3

0

4

3

0

0
ノ
8

7

9

0

1
..
8

0

5

｣

2

3

3

2

00
3

6

9

L

3

7

6

7

8

8

9

7

7

7

7

7

00
00
00
0ノ
0
ノ
0ノ
0
ノ
0
ノ
0ノ
0
ノ
0
ノ

83.6

82.7

87.0

89.6

93.8

95.6

96.3

98.4

97.8

98.7

96.7

96.4

94.8

97.3

93.6

93.8

0
ノ
0
ノ
〔J
4

7

0ノ
6

6

5

1
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0ノ
7

6

5

0
ノ
6
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7

3
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5

3

7

3

L

6

0

6

L

3

3

8

7

7

7

7

7

00
00
0
ノ
0ノ
0ノ
0ノ
00
0ノ
0
ノ
0
ノ
0ノ

72.5

73.3

72.0

76.3

75.8

77.5

78.8

81.7

88.7

84.5

84.7

89.1

95.8

95.5

96.3

95.1

72.6 92.2 75.8 80.3

1:1999,InnerMongolia,China.2:2000,InnerMongolia,China.3:2001,InnerMongolia,
China.4:2000,Mnkan,China.5:2001,Kitmvaye,NewZealand.6.･2001,Kitmvase,
J叩an.

第6項 分画製粉したソバ粉のアミロペクチン含有率

分画製粉した時のアミロペクチン含有率をTable7に示した｡1番粉が最も少なく､9

番粉から15番粉にかけて含有率が高い結果となった｡ 特に残抜き粉 (odlerflour)は90%

以上の澱粉がアミロペクチンであることが認められた｡Table3の No.3(2001年､中国)

の結果より､残抜き粉を除き､澱粉価は番粉数が増加するほど低い値を示した｡一方､

アミロペクチン含有率は番粉数が多いほど高い値を示した｡このように､澱粉価とアミ

ロペクチン含有率が反比例する傾向はすべての試料で認められた｡以上の結果より､ア

ミロースおよびアミロペクチンと澱粉価には相関性が認められた｡マンカン種である

No.4(2000年､中国)は全ての画分において､高いアミロペクチン含有率を示した｡No.4

(2000年､中国)の全層粉 (Wh oleflour)はアミロペクチン含有率が他の試料より10%

以上高い結果と関連していると考えられる｡
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Fig.4F代eSugerana抄sisofflourhmbuckwheat

1,2:standard 3:1st批 )ur4:2nd伽 )u･5:3rdflur 6:4d18our7:5dlflour 8:6山dour9:7dlflour
10:8dlflour ll:9d18oL汀 12:10dlflour 13:lldlfIour 14:12廿lflour 15:13d18our 16:14dlflour

17:15dlflour 18:o加rfloL打 19:whole丑our (a):glucose.O)):sucrose (C):maltose (d):maltobiose

(e):maltotetraLR (f):maltope ntaose

第7項 遊離糖の分析

分画製粉毎の遊離糖を薄層クロマ トグラフィーで展開した結果をFig.4に示した｡ど

の画分においても､スクロースの割合が多いことが認められた｡次いでマル トトリオー

ス､グルコースの順であった｡それ以外の遊離糖については未検出であった｡分画数が

増加するほど各スポットが明確に確認できた｡対照的に澱粉価の高いレーン3(一番粉)

は明確にスポットを検出できなかった｡1地le3のNo.3(2001年､中国)の結果より､

澱粉価の高い画分ほど遊離糖が少ない傾向を示した｡
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第4節 考察

澱粉含量の高い原料は酒化率や酒質が優れていることから､澱粉価の高い原料を得る

ために､清酒では精米方法や品種改良の研究が進められてきた55)｡試料No.3(2001年､

中国)は最も高い澱粉価を示した｡マンカン種 (No.4)､キタワセ種 (No.5､No.6)の澱

粉価は､内蒙古在来種 (No.113)のそれとの差異は認められなかった｡ タンパク質は発

酵に関わる酵素の阻害剤であることが多く､醸造用原料では不要とされ精米段階で除去

される56)｡No.3(2001年､中国)の粗タンパク質は最も低い値を示した｡また､内蒙古

在来種 (No.1-3)の粗タンパク質含量はマンカン種 (No.4)､キタワセ種 (No.5､No.6)

より低い値を示した｡以上の結果より､現在､本格焼酎原料として広く使用されている

内蒙古在来種 (No.113)は､醸造用原料として最も優れていることが分かった｡ また､

マンカン種 (No.4)､キタワセ種 (No.5､No.6)についても醸造用原料として十分に利用

可能と考えられる｡品種間よりも収穫年度の成分格差の方が大きかった｡ この原因は気

候の影響が推測される｡高品質のソバ焼酎を安定的に供給する観点からは､原料成分の

変動はマイナス要因である｡米､麦のように毎年､安定した品質の原料を入手すること

は現状では難しい｡ソバの成分にはある程度の変動があることを考慮したうえで生産計

画を構築する必要がある｡

ソバ澱粉は非常にもろいため､甘皮を削ると中の澱粉が形を維持することが出来ない｡

丸実の分画製粉を実施したが､丸実に物理的圧力を加えると､腔乳部の柔らかい澱粉質

から回収されるというソバ特有の現象が認められた (Table3)｡1番粉は最も澱粉価が高

く､画分を重ねるごとに低下した｡ソバの成分をコントロールすることは､同じ品種で

も限界がある｡分画製粉処理を行うことでソバ粉の澱粉価､粗タンパク質量を任意に調

節することが可能であることが明らかとなった｡ 造粒技術を活用して澱粉価の高く､粗

タンパク質が低いソバ粉を加工できれば､安定した品質のソバ焼酎が製造可能である｡

中原らは､この分画製粉技術を活用して造粒化ソバの開発に成功した｡さらに､造粒化

ソバによるソバ焼酎の製造に成功している57)｡
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ソバの澱粉価は米 (74.1%)､麦 (71.6%)より低く､粗タンパク質の割合が多かった

(Table2)｡この粗タンパク質は酵素阻害などに関与し醸造に悪影響を与える｡一方で､

遊離アミノ酸は酵母の代謝促進のために微量ではあるが必要である58)｡タンパク質のア

ミノ酸含量はGlu､AspおよびA唱などが多く､遊離アミノ酸も同様にGlu､Aspおよび

Argの含有量が多い (Table4)｡ソバタンパク質の特徴としてLys含量が高いことが報告

されている59)｡遊離アミノ酸のLysについては､ソバは2mglOOg-wet以上の値を示し､

莱 (0.32mg/100g-wet)､麦 (1.02mglOOg-wet)の値より高かった｡ タンパク質の構成ア

ミノ酸のLysについても､ソバは500mg/100g-wet以上と､米 (250mg/100g-wet)､麦 (220

mglOOg-wet)より高い値を示した｡

ソバはポリフェノール化合物であるルチンを含む｡しかしルチンはソバの果皮､殻お

よび外層に存在するため､原料処理で除去される｡また､揮発性成分ではないため､本

格焼酎に含まれる可能性は極めて低い｡キタワセ種(No.5､No.6)と内蒙古在来種(No.ト3)

のルチン含有量に差が認められた｡約3倍の差が認められるので品種間格差が推測され

た｡ダッタンソバのルチン含量は970LLg/gとなりTable6の全試料より10から30倍多

くこれまでの報告と一致した00)｡

井上らは､アジア地域のソバのアミロース含量は23%以下､ヨーロッパ､中東地域の

ソバのアミロース含量は23%以上であると報告している61y'2)｡Table6の結果より､No.3

(2001年､中国)の27.4%､No.5(2001年､ニュージーランド)の24.2%以外は全て低

い値であった｡ 特にNo.4(2001年､中国)は7.8%と非常に低し可直を示した｡N0.5はニ

ュージーランド産であるが､日本の品種を栽培しているためアミロース含量はアジア地

域の傾向を示すと推測した｡アミロペクチンはアミロースより老化性が遅い 63)｡また､

アミロペクチン含量が高いほど発酵初期の酵素活性が高くなると報告されている叫｡し

かし､酒化率-の影響については報告がないので今後検討が必要である｡
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第5節 小括

一般成分分析の澱粉価､粗タンパク質の結果より､内蒙古在来種 (No.1-3)は､醸造

用原料として最も優れていた｡また､マンカン種 (No.4)､キタワセ種 (No.5､No.6)に

ついても醸造用原料として十分に利用可能と考えられる｡

一般成分分析値が最も優れていた内蒙古在来種 (No.1-3)は2001年度産であったO こ

のソバは本研究のソバ焼酎原料として以下の実験に使用した｡また､一般成分分析値は

収穫年度による変動が大きいことが明らかとなった｡ これは､気象が影響しているため

と推察された｡

ソバを16画分に分画製粉した結果､醸造に最適な高澱粉含量､低粗タンパク質量のソ

バ粉を分画可能であることが示唆された｡
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第2章 ソバ､米および麦焼酎の揮発性成分の同定

第1節 序論

穀類本格焼酎は減圧蒸留法で製造するため､常圧蒸留法で製造する甘藷焼酎より揮発

性成分の含有量が少ない｡この少ない含量の揮発性成分の同定法については､濃縮法も

含めて確立されていなかった65)｡一方で､-ツドスペースGC法のように容易な操作法

で分析できる低沸点揮発性成分については数多く報告されている 25榔 7)｡清酒吟醸香の

重要な揮発性成分として低沸点揮発性成分のethylcaproateが報告68m)されて以降､edlyl

caproateを指標として酵母育種や代謝系の解明が進んだが､本格焼酎ではこのような研

究の報告が少ない｡これは､本格焼酎の重要な香りが特定されてないためと考えられる｡

以上のように､本格焼酎の晶質向上や商品開発のために研究を進めるには､穀類本格

焼酎についても低沸点揮発性成分のみではなく､中高沸点揮発性成分の詳細な解明が必

要である｡近年､揮発性成分の濃縮技術や装置改良が進み､優れた分析方法が確立され

始めた 70)71)｡本章では果汁飲料､緑茶やビール､清酒､ワインおよび泡盛等のアルコー

ル飲料揮発性成分の濃縮に利用されているポーラスポリマービーズの一つである

porapakQ樹脂を用いた固相抽出法で､ソバ､米および麦焼酎の揮発性成分を濃縮した

72175)｡さらに､pHによる溶媒抽出法を用いてそれぞれの本格焼酎を塩基性画分､フェノ

ー/レ性画分､中性画分および酸性画分に分画した｡得られた濃縮サンプルはGCおよび

GC/MSを用いて揮発性成分の同定､定量を行った｡

第2節 実験方法

第1項 本格焼酎原料および実験試薬

ソバは第1章の結果より､最も醸造に適していた中国内蒙古自治区産2001年収穫の丸

実 (Tablel､No.3)をグリッツ処理して用いた｡グリッツはFig.3､Cに示すように圧力
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を加え破砕したものである｡麦はオーストラリア産2001年収穫精麦大麦(アラポリス種)､

米は2001年収穫国内産破砕精米をそれぞれ､精麦､精米処理したものを用いた｡

揮発性成分同定に使用した試薬 (和光純薬工業 (秩)､AldrichChem.Co.､Research

ChemicalsLtd.､ICNBiomedicalsIn°.､東京化成工業 (秩))は特級またはそれに準ずる試

薬を用いた｡その他特に言及しない限り特級試薬を用いた｡

第2項 製麹

製麺はふた麹法で行った76)｡すなわち､ソバ､麦焼酎仕込みで用いる麦麹は洗麦∴浸

漬､水切り後､約1時間蒸きょうしたO麦の蒸し後水分は40% に調整した｡ 蒸麦を放冷

後､種付け時の挟み上げ温度は 32℃で行った｡ その後恒温恒湿庫 (SANYO (秩)製)

を用いて､温度40℃､湿度95% の条件で30時間製麹後､引き続き温度を30℃に落とし

て湿度95% で 15時間製麺を行った｡ 米焼酎仕込みに用いる米麹も同様に製麹を実施し

た｡米の蒸し後水分は35%に調整した｡種付け時の操み上げ温度は36℃で行った｡種麹

は河内菌白麹C4spergilhLgktTWaChii､河内源一郎商店製)を原料 1kg当たり1.3g使用した｡

得られた麹は以下の仕込みに用いた｡

第3項 仕込み

ソバ焼酎の仕込みは次のように行った｡ 酵母は協会酵母2号 (SH-2)を予めYM培地

(1%D-glucose､0.5%pepton､0.3%yeastextract､0.3%moltextract)で30℃､24時間前培

養した｡前培養した酵母1×106cells/mi､第2項で得た麦麹原料800gと汲み水 (D.W.)

960mi を25℃､6日間発酵を行った培養液を一次醒 (もろみ)とした｡二次仕込みで使

用するソバグリッツは､水分含量が40%になるように蒸留水 (D.W)で散水後､約60

分放置した｡その後60分蒸きょうして30℃に放冷したソバグリッツ原料1600gと汲み

水2880mi､そして一次形を加えたものを二次醇とした｡発酵は30℃で14日間行った｡

米焼酎の一次仕込みは､麹に米麹を用いた以外は全てソバ焼酎と同条件で仕込みを行っ

た｡二次仕込みで使用する掛け原料 (米)は洗米､浸演に15分､水切りに60分､その
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後60分蒸きょうした｡その後放冷したものを蒸し後水分 36% に調整し二次酉劉こ使用し

た｡麦焼酎の二次仕込みで使用する掛け原料 (麦)は洗麦､浸演に60分､水切りに60

分､その後 60分蒸きょうした.その後放冷したものを蒸し後水分 38% に調整し二次醇

に使用した｡米焼酎､麦焼酎の二次仕込みの発酵温度､期間はソバ焼酎と同条件で実施

した｡

第4項 蒸留

蒸留は真空制御装置 (V800型､柴田科学 (秩)製)を接続したロータリーエバポレ

ーター (RE-10E-100､柴田科学 (樵)製)を用いて親王蒸留法で実施した｡丸底フラス

コに第3項で得た酵3000mi を加え､ウオーターバスで加温 (70℃)し､圧力80mmHg､

冷却水温6℃で行った｡ 蒸留液 (本格焼酎原酒)は次式を用いて､蒸留歩合95%､蒸留

液のエタノール濃度が44% (V/V)になるように蒸留を行った｡ 蒸留歩合は､弊社工場で

通常用いる値を参考にした｡蒸留歩合で必要となる醇のエタノール濃度は､簡易アルコ

ール分析器 (理研計器 (秩)製)で測定した｡

蒸留歩合 (%)×酵容量 (1)×酪アルコール濃度 (%)
蒸留液 (1)-

蒸留液アルコール濃度 (%)×100

第5項 固相抽出法

固相抽出法はManeeratらの方法を一部改変して行った77)｡すなわち､porapakQ樹脂

(50180メッシュ WatersCo.製)50mlをガラスフィルター付きのガラスカラム (3cmX

20cm)に充填し､ジェチルエーテル 150ml､メタノール 150ml､引き続き脱イオン水

150mlでコンディショニングを行った｡ 第4項で得た本格焼酎尉酉は脱イオン水でエタ

ノール濃度が10% (V/V)460mi になるよう希釈し､カラムに流して揮発性成分を樹脂に

吸着させたのち､脱イオン水50mlでカラムを洗浄した｡次にジェチルエーテル 180ml

でカラムに吸着している揮発性成分を抽出した｡得られたジェチルエーテル抽出物は無
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水硫酸ナ トリウム20%(WⅣ)で一晩脱水し､エバポレーターで10mlまで濃縮後､再度

窒素気流下で3.Omlまで濃縮し得られたサンプルを本格焼酎濃縮サンプルとした｡エバ

ポレーターは親王度 80mmHg､ウオーターバス28℃の条件で濃縮を行った｡ この本格

焼酎濃縮サンプルは内部標準物質としてcyclohexanolを240ppmになるように加えGC

分析に供した｡カラムの再生はメタノール 100ml､ジェチルエーテル 100mlおよび脱イ

オン水 150mlの順で洗い再使用した｡吸着､抽出および再生の操作はいずれも窒素ガス

で加圧しながら迅速に行った｡

第6項 pHによる溶媒抽出法

木原らの方法78)を一部改変して行った｡ すなわち､第5項で得たジェチルエーテル抽

出物200mlと5%HC170mlは分液ロー トを用いた溶媒抽出法で抽出を行った｡ 得られ

た水屑画分は､pHを5%NaOHで強アルカリ側 (pH12)にした｡pH処理した水層画分

150mlは､ジェチルエーテル50mlを用いて再び溶媒抽出を行い､得られた有機層を塩

基性画分とした｡5%HClによる溶媒抽出工程で残った有機層画分は､5%NaHC03で溶

媒抽出を行った｡ 得られた水層画分は5%NaOHでpH5に調整後､再び溶媒抽出を行い

有機層画分をフェノール性画分とした｡5%NaHC03の溶媒抽出で得た有機層画分は､5%

NaOH で溶媒抽出を行い 得られた有機層画分を中性画分とした｡水屑画分は5%HClで

pH3に調整し再度溶尭財由出して得た有機層画分を酸性画分とした (Fig.5)｡それぞれの

画分は20% 無水硫酸ナ トリウム (W/V)で一晩脱水後､エバポレーターと窒素気流下で

1.5mlまで濃縮し､内部標準物質としてcyclohexanolを240ppmになるように力l]え以下

の分析に供した｡全ての溶媒抽出はそれぞれ3回実施した｡
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第7項 GCおよびGC爪4S分析条件

水素炎イオン化検出器 (FlameiolhZationdetector(FID))を搭載したGC(GC2010､(秩)

島津製作所製)を用いて同定､定量分析を行った｡ 低沸点揮発性成分の分析条件は､キ

ャリアガス圧 (He)50kpa､カラム温度は40℃で3分間保持したのち160℃まで2.5℃/hh

で昇温した｡中高沸点揮発性成分の分析条件はキャリアガス圧 150kpa､カラム温度を

70℃から240℃まで3℃/minで昇温後34分間保持した｡分離カラムはDBIWAXetr(60m

x0.32mi .d.､膜厚0.25FLm､J&WScientifiC社製)を使用した｡インジェクションポー

ト､検出器の温度は260℃､スプリット比は 10:1で行った｡GC/MS(QP5050A､(秩)

島津製作所製)はイオン化電圧70eVで測定した｡分離カラムはDBIWAXetr(60mX0.25

mi .d.､膜厚0.25FLm､J&WScientiflC社製)を使用した｡またスプリットレスで実施し

た以外は全てGC分析と同一条件で行った｡

32



第8項 揮発性成分の同定および定量

揮発性成分の同定はGCによるRetentionIndex(N値)およびGC/MSのマススペクト

ルを標準物質のそれらと比較することによって決定した｡RI値は､標準試料として 〃-

パラフィン (直鎖飽和炭化水素キット､島津製作所 (秩)製)をジェチルエーテルに 100

mgq溶解LGCで測定した.RI値は次式を用いて算出した｡tR｡､tTh､tR,T+Iは､目的の揮

発性成分aとその前後に流出する直鎖飽和炭化水素の保持時間である｡得られたマスス

ペクトルはNationalin虹ituteofstzuldardsandteclmology(NIST)ライブラリーを用いて解析

を行った｡ 定量分析は内部標準物質としてcyclohexanolを用いてGCによる内部標準法

で測定した｡GC条件は第 7項と同様に低沸点､中高沸点揮発性成分の分析条件で実施

した｡なお､第7項のGC分析で､溶出順がisoamylalcohol(No.15)までの揮発性成分を

低沸点揮発性成分､それ以降を中高沸点揮発性成分として以下論じた｡

(tRa-tRn)
良.Ⅰ.-100×

(tR,I+I-tRn)

第3節 実験結果

第 1項 ソバ､米および麦焼酎の小仕込み試験

Table8には､ソバ､米および麦焼酎の最終醇の数量とエタノール濃度および蒸留結果

を示した｡蒸留歩合 (Ratio)はいずれの本格焼酎も第2節4項の予定値 (95%)より高

い値を示した｡ソバ焼酎願のエタノール濃度は米および麦焼酎に比べで低い値 (15.0%)

を示した｡
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Table8ComparisonoffermentationtestofceI℃alShoch〟

Mwomi Shochu

Ⅵ)lumea Ethylalcoholb) volumec Ethylalcohold)
(ml) (%) (ml) (%)

Buckwheat 6000

Rice 5900

Barley 6000

2130 43.5

2178 47.8

2326 44.4

*Ratio=℃d/abX100

第2項 ソバ､米および麦焼酎サンプルのGC分析

ソバ､米および麦焼酎の揮発性成分の分析は､低沸点揮発性成分および中高沸点揮

発性成分の分析条件でそれぞれGC､GC/MS分析を行い､そのクロマ トグラムの結果

をFig.6に示した｡3-ethoxy-1十prOPanOl(No.30)までの揮発性成分については低沸点揮

発性成分のGC分析条件で分析した｡2-ethylhexylacetate(No.31)以降の揮発性成分に

ついては､中高動産揮発性成分のGC分析条件で分析した (Fig.6B)｡さらにpHによ

る溶媒抽出法を用いて､塩基性画分､フェノール性画分､中性画分および酸性画分に

それぞれ分画LGC分析を行った (Fig.7,8)｡中性画分で最も多くのピークが認められ

た (Fig.8B)｡次いで酸性画分で多くのピークが認められた｡フェノール性画分のピー

ク数はソバ焼酎が最も多く､順に米､麦焼酎であった｡こフェノー/レ性画分と酸性画分

のピークは同じ揮発性成分が多く同定された｡フェノール性画分も酸性画分と見なす

と､酸性化合物の揮発性成分が多いことが分かった｡ 塩基性画分では35min.以降の揮

発性成分が認められなかった (Fig.7A)｡本格焼酎の35min.以降の揮発性成分は高級

脂肪酸とそのエチルエステル体で構成されるため塩基性化合物は少ないと考えられた｡

米および麦焼酎のGC分析結果は､ソバ焼酎の分析結果と同様の傾向が認められた｡
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Table9IdentiGedvolatilecompoundsfn)mcet℃alShoch〟

Peak ( . n一 . Concenb71tion(m
Compoundsname Retentionindex

no･ Buckwheat Rice Barley

I isopmPylalcoho1

2 ethyla]coho1

3 ethylisobutyrate

4 allylfbmate

5 isobutylacetate

6 n-propylalcoho1

7 ethylbutymte

9 ethylisovalerate

10 butylacetate

ll isobuサ1alcoho)

12 isoamylacetate

13 1-butanol

14 トdhoxy-2-propanol

15 isoamylalcohol

16 ethylcaproate

17 I-pentanol

18 31methyl-3-buten-ll)1

19 isoamyln-butyrate

20 hexy]acetate

2I 3-hydroxy-2lbutanone

22 ethy]3-hexanoate

23 4-methyll1-pentzno1

24 2-heptano1

25 3-me山y1-2-buten-1-01

26 3-methy1-1-pentano)

27 ethylheptanoate

28 ethyllactate

29 トhexano1

30 3Cthoxy-1-propanoI

31 2{thy]hexylacetate

32 ethylcaprylate

33 トocten-3-01

34 llheptanot

35 aceticacid

36 3lethy1-2-heptNIOl

9-3

9-0

9-7

9-2

1016

10-5

.0-0

.0-3

10-6

10-8

仰

欄

1I-6

.216

胤

例

m

m

12-8

憐

棚

.314

.318

13-2

13-7

13-｡

朋

13-2

朋

13-9

14-8

13-0

14-芸

.4-5

0.02* nd 0.03*

a) a) a)

0.01* n.d. 0.01*

0.01* n.d. 0.02*

0.09* 0.06*

1.58 2.45

0.98* 0.48*

n.d. n.d.

0.01* n.d.

32.70 41.00

10.66 9.19

0.62 2.13

0.01* 0.02*

551.83 651.18

0.61 0.85

tr* tr*
0.02* n.d.

tr* tr*

n.d. 什

0.13* 0.16*

n.d. 0.02*

0.01* nd

O.01 0.01

0.03* n.d.

0.05 0.05

0.01* 0.03*

tr tr

O.07 0.19

0.03* 0.03*

0.01* 0.02*

1.20 2.03

0.02 0.0I

0.07 0.03

0.10 0.10
0.01* 0.03*
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Table9(continued)

Compoundsname Retentionindex
no･ BLICkwheat Rice Barley

37octylacetate
38 ethylhexano1

39 decana1

40 2-nonano1

41ethylDL-3lhydroxybutymte

42 t光nZaldehyde

43 ethyl〟-nonanoate

44 1inaloo】

45 nィ℃tanO1

46 isobu函cacid

47 ethylmethylthiopropanoate

48 2,3Jihydrotxnzofuran

49 butanoicacid

51ethylcaprate

52 1-nonana1

53 isovalericacid

54 ethyltxnzoate

55 die仙ylsuccinate

56 a-terplneO]

57 2Jdecanone

58 me仇iono1

59 valericacid

60 2-ethylbu画cacid

61citoronero1

62 ethylphenylacetate
63 nero1

64 B-phenethytacetate

65 caproicacid

67 ethyllaurate

68 geranio1

70 2-methyl-hexanoicacid

71benzylaLcohoL

73 phenethyla)coho1

74 isoamylphenylacetate

76 nerolidol(cis-& tmns-mixture)

479

490

鰍

519

522

531

540

549

557

568

572

600

628

純

660

669

6

1

1

1

1

1

1
⊥
l

I

1

I

1

1

1

1

rl

I

1

l
t
1

1--0

.--9

1-｡7

1-I7

1--7

完

.--｡

胤

慧

1--6

慧

1--7

慧

脚02

tr tr

0.05 0.10

ll.d. n.d.

n.d. n.d.

0.07* 0.12*

0.01 tr

0.01* 0.03*

0.09 0 .10

0.02 0.04

0.45* 0.82*

0.02 0.10

tr* tr*

0.13 0.16

0.41 1.10

0.02 0.03

1.35 1.53

tr n.d.

0.51 1.14

n.d. 0.01

tr* n.d.

0.48 0.54

0.01 0.03

0.01* 0.02*

0.02 0.02

0.05 0.06

0.01 0.01

5.77 6.21

0.37 0.54

tr tr

n.d. b･

0.01* 0.01*

0.04 nd

.
32

が

j=

つ.｣
0 108.10

tr*

n.d.

0.03

tr*
0.01

0.07*

0.01
0.04!

0.15

0.04

0.37*

0.02

tr*

0.08

I_.60

0･94
0.82

n.d.

8

Ij

A

36

01

ド

02

M

o1

25

55

仕

付

0
.
∩

n

o

0
.

,
0

0

0

0

5

0

0

0.01*

0.01
96.78

n.d.

tr tr
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Table9(continued)

Peak ( . n. . Concentration(m
Comfy)undsname Retentionindex

no･ Buckwheat Rice Barley

77 ethylmyrIState

78 capryl)'cac]'d

79 isoamyHaurate

80 11methy14hydroxybenze)le

81ethylcinnamate

82 ethylpentadecanoate

83 2-phenoxyethanoI

84 1-tetmdecano)

87 bisatx)101

88 ethylpaImitate

89 trans,trams-famesy]acetate

90 capncacid

91 tm1S,tmnS-farneso1

92 undecylicacid

93 indoJe

94 I-hexadecano1

95 ethylsteamte

96 1auricacid

97 ethytoleate

98 ethyllinoleate

99 ethylnonadecanoate

100mynsticacid

101dibutylphthalate

102palmiticacid

lO3oIel'cacid

1O4bis(21methoxyethyl)phthalate

1051inoleicacid

2013 0.02

2015 0.30

2018 nd

2022 0.0 1

2035 0.05

2037 0.0 1

2040 tr*
2045 tr

2056 0.01*

2066 0.II

2068 tr

2069 0 .10

2089 0.04

2094 n.d.

2424 tr*
2095 n.d.

2432 0.01

2440 tr

2442 0.I2

2467 0.21

2483 0.01*

2643 0.01

2648 0.0 1

2846 0.03

3067 0.0 1

3081 0.02*

3098 0.02

0,23 0.07

0.42 0.24

tr nd

0.01 0.01

0.0 1 nd

0.01 0.03

tr* 0.03*L-

什 n.d.

0.03* 0.Q2*'

0.23 0.49

0.01 ∴ tr

0.15 0.07

0.07 0.02

0.07* tr*

nd 0.03*

tr n.d.

n.d. 0.07

tr 0.02

0.10 0.13

0.18 0.33

0.01* 0.02*

0.02 0.01

0.01 0.0 1

0.06 0.05

0.08 0.0 1

0.06* 0.04*

0,03 0.03

n･d･:notdetected.a):ConcenぬtionsofethanolwasadjustedtolO% bymaten'almethod.b･:tessthan
0.01mgn･*:newlyidentified.
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第3項 ソバ､米および麦焼酎の揮発性成分

Fig.6で示したクロマトグラムの分析結果をもとに､ソバ焼酎で86種類､米焼酎で81

種類､麦焼酎で84種類の揮発性成分をそれぞれ同定および定量した (Table9)｡また､

表中のアスタリスク (*)を施した成分は今回新たに本格焼酎の揮発性成分として同定さ

れたものであり､ソバ焼酎で29種類､米焼酎で23種類および麦焼酎で29種類であった｡

すなわち､新規低沸点揮発性成分としてisopropylalcohol(No.1)､ethylisobutyrate(No.3)､

allylformate(No.4)､isobutylacetate(No.5)､ethylbutyrate(No.7)､ethylisovalerate(No.9)L､

butylacetate(No.10)および1-ethoxy-2-propanol(No.14)の8種類が同定された｡ethylbutyhte

(No.7)を除くこれらの揮発性成分の含有量は､0.1mgn以下であった｡acetaldehyde(b.p.

21℃)およびethylacetate(b.p.77℃)の低沸点揮発性成分についても同定したが､L定量

が困難であったので Table9のリストから省略した｡これは沸点が低くサンプル濃縮工

程で気化したことが原因と考えられた｡米焼酎のethylbutyrate(No.7)の含有量はソバ､

麦焼酎の約半分であった｡ ソバ焼酎のn-propylalcohol(No.6)､llbutznol(No.13)含有量

は米および麦焼酎より少なかった｡

新規の揮発性成分としてethylisobutyrate(No.3)､isobutylacetate(No.5)およびisobutyric

acid(No.46)のイソ酪酸化合物を同定した｡構造異性体であるが新規の揮発性成分のehyl

butyrate(No.7)､butylacetate (No.10)､isoamyln-butyrate(No.19)お よび ethyl

DL-3-hydroxybutyrate(No.41)､既に報告されている1-butanol(No.13)およびisobuty1alcohol

(No.ll)を含めると酪酸に関係する化合物は計9種類であった｡

モノテルペンアルコール類として､1inal001(No.44)､Citronerol(No.61)､nerol(No.63)､

nerolidol(No.76)およびtrans,仕肌S-famesol(No.91)を同定した｡また､ソバ焼酎以外で

geraniol(No.68)を､米焼酎のみでα-terpineol(No.56)を同定した,これらモノテルペ

ンアルコール類はワインの主要な香気寄与成分であることや､甘藷焼酎の特徴香である

ことが報告されている79Vi0)｡

10mgn以上含まれる揮発性成分は含有劃 原にisoamylalcohol(No.15)､phenety1alcohol

(No.73)､isobutylalcohol(No.ll)およびisoamylacetate(No.12)と高級アルコールが占
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めた｡isoamylacetate伽0.12)はisoamylalcohol糾0.15)のエステル化反応で生成量が

多くなると推察される｡β-phmedlylacetate(No.64)の含有量の多さも､phenethylalcohol

(No.73)のエステル反応の影響と推察される｡なお､phemethylalcohoICNo.73)は､固

相抽出法で使用するジェチルエーテルに含まれる酸化防止剤 BITrとリテンションタイ

ムが重なることから､焼酎を濃縮する以前のサンプルを-ツドスペースGC法で分析を

行った｡

C16以上の高級脂肪酸およびエステル体は12種類 (ethylpen血 10ate(No.82)､edi91

1叫mitate(No.88)､皿d∝ylicacid(No.92)､edlylstearate(No.95)､laurieacidOvo.96)､edlyl

oleate(No･97)､ethyllinOleateCNo･98)､edlylnonade- d e(No･99)､myrisdcacid(No‥l00)､
一ヽ

rdmiticacid(No.102)､oleicacid(No.103)､血Oleicacid(No.105))を同定した｡その中

でundecylicacid(No･92)､ethylnonadew ateCNo･99)は初めて同定した｡またethyllind.eate

(No.98)の含有量はソバ焼酎で0.2mg4認められたO

backwheat rice barIey

Shochu

(
T
P

tu)
p!Dt!
An
t23

⊂二二コethylcaproate
E璽ヨethylcaprylate
⊂:::コethylcaprate
□ caproicacid
+ capry]icacid

+ caprlCacid

Fig.9Comparisonofmiddlech血 fa吋acid(C6,CS,CIO)adldesterhmcemlShLK:h〟
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第4項 各焼酎に含まれる中級脂肪酸 (C6､C8､C10) および中級脂肪酸エチルエステル

類の含量の相関性

各焼酎に含まれる中級脂肪酸 (C6､C8､C10) と､その中級脂肪酸エチルエステノレ含量

の相関性の結果をFig.96こ示した｡脂肪酸であるcaproicacid(No.65)､caprylicacid(No.78)､

capricacid(No.90)含量がソバ焼酎より米焼酎で多い場合､エステル体であるethylcaproate

(No.16)､edlylcaprylate(No32)､ethylcaprate(No.51)含量も多い傾向を示した｡麦焼

酎のethylcaprylate(No.32)､ethylcaprate(No.51)含量は最も多いにも関わらず､caprylic

acid(No.78)､capricacid(No.90)の含有量はいずれも最も低い値を示した｡

Table10ComparisonofalcoholinceI℃alShochu

第5項 低沸点高級アルコール類の比較

原料の異なる本格焼酎のアルコール類の含有量組成を TablelOに示した｡n-propyl

alcohol(No.6)､isobutylalcohol(No.ll)およびisoamylalcohol(No.15)は本格焼酎の香

気成分を形成する重要な揮発性成分でありソバ､米および麦焼酎を分類する指標とされ

ている｡

これまで西谷らにより､

I､n-propylalcohol(No.6)含量

原料による差は認められない｡
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Ⅲ､isobutylalcohol(No.ll)含量

米焼酎に多く､麦焼酎に少ない｡

Ⅲ､isoamylalcohol(No.15)含有量

ソバ焼酎に少ない｡

Ⅳ､isoamylalcohol(No.15)とn-propylalcohol(No.6)の含有量比 (A仲比)

ソバ焼酎で高く､麦焼酎で低い｡

Ⅴ､isoamylalcohol(No.15)とisobuty1alcohol(No.ll)の含有量比 (AB比)

麦焼酎で高い｡

Ⅵ､sobutylalcohol(No.ll)とn-propylalcohol(No.6)の含有量比 (B/P比)

麦焼酎で低い｡

と報告 81)されている｡

TablelOの結果より､Ⅰ､III､Ⅳ､VIの結果についてはこれまでの報告と一致したも
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第4節 考察

米焼酎､麦焼酎はそれぞれの原料で製麹が可能であることから米原料のみ､麦原料の

みで醸造が可能である｡ソバ焼酎においては醸造に適したソバ麹を作ることは麹菌の着

生､酵素量の調節が確立されていないために､ソバ単独の製麹が出来ず､麹原料は麦ま

たは米を採用しているのが現状である46)81)｡そこで､本章ではソバ焼酎の麹原料に麦を

併用した,Table8より澱粉1,000g当たりのエタノール生成量はソバ焼酎839mL米焼酎

871ml､麦焼酎922mlであり､ソバ焼酎のアルコール生成量が低かった｡ これは､シバ

澱粉が効率的に糖化､発酵してない結果46)にあり｡多様なアミノ酸で構成されるタンパ

ク質に原因があると推測される｡Table2の結果より澱粉価は米､麦より少なく粗タンパ

ク質が多いことから､エタノール生成に影響を与えていると考えられる｡小麦グロブリ

ン画分にα-アミラーゼ阻害物質が認められていることや､焼酎酵母の増殖に影響を与え

るという報告からも､α-アミラーゼ活性阻害作用の機能を持つソバタンパク質の存在が

考えられる52)盟)｡

いずれの焼酎もpHによる溶媒抽出法で､中性画分の次に酸性画分で多くのピークが

認められた｡フェノール性画分のピークも含めると酸性化合物が本格焼酎には多く存在

することになる｡本格焼酎は麹菌由来のクエン酸の影響で形､本格焼酎のpHが低い83)｡

そのため蒸留した製品自体も酸性であり､酸性化合物が多く含まれることが推察された｡

Table9の結果より低沸点区分において8種類の新規の揮発性成分を明らかにした｡

これらの揮発性成分は-ツドスペース法では低濃度のため検出できないが､第7項の低

沸点揮発性成分分析条件を用いることで初めて同定できた｡

β-phenylethlylalcohol(No.73)は､pHによる溶媒抽出法で得た全ての画分で認められ

た｡このように全ての画分で認められた揮発性成分は低沸点揮発性成分 (e也ylalcohol

(No.2)､n-propylalcohol(No.6)､isobutylalcohol(No.ll)､isoamylalcohol(No.15))で

も確認された｡これらの揮発性成分の共通点は高級アルコール類で含有量が多いことで

ある｡高級アルコール類は構造上pHの影響で角碑任しにくいこと､溶媒抽出工程におけ
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る分配作用による液相間の移動よりも高い含有量のため容易に他の溶液に移動すること

が考えられる｡このような傾向は米､麦焼酎においても同様に認められた｡

本章で初めて甘藷焼酎以外で複数のテルペン類を同定した｡ これまでモノテルペンア

ルコール類は､甘藷に配糖体として存在し､白麹菌 C4spergilluskwachii)由来の酵素β

-glucosidaseで生成すると報告されている糾博5)｡ソバ焼酎も白麹菌 C4spergilhLgkawachii)

を使用しているので､これらモノテルペンアルコール類は同様の過程を経て生成された

可能性がある｡一方で､蒸したソバ粉にはgeraniol(No.68)､nerol(No.63)が存在する

ことからソバ焼酎に直接移行することも考えられる86)｡ソバ焼酎のlinalool(No.44)は､

geraniol(No.68)が酵中の酸 (クエン酸等)と蒸留で発生した熱の影響により生成した

と考えられる17)｡そのため､今回ソバ焼酎でgeraniol(No.68)が検出されなかったのは

linalool(No.44)-ほとんど変換したためと考えられる｡

米を使用する泡盛についてもモノテルペンアルコール類の存在が報告されている79)｡

蒸したソバ粉と同様に､蒸した米にもlinalool(No.44)が存在することからβ-glucosidase

の酵素反応は受けなくても生成可能と推測された｡穀類の脂肪酸はlinOleicacid､palmitic

acidで構成され､特にlinOleicacidはcaproicacidの前駆体としても重要である｡ソバ､米

および麦焼酎の linOleicacid(No.105)は平均 0.023mdlであるが､エステル体の e血yl

linoleate(No.98)は平均0.240mgnと約 10倍であった｡ これは酵中の高級脂肪酸とエタ

ノールがェステラ-ゼによってエステノ可ヒ反応を引き起こすと推測される｡このように

ほとんどの高級脂肪酸はエステル化によりエステル化合物に生成されていると考えられ

る｡
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第5節 小括

ソバ､米および麦焼酎をPorapackQ濃縮､pHによる抽出分別法を用いてGCおよび

GC/MS分析を行い､それぞれ86種類､81種類､84種を同定および定量した｡その中で

新規の揮発性成分はソバ焼酎29種類､米焼酎23種類､麦焼酎29種類をそれぞれ同定し

た｡

ソバ､米焼酎のethylcaproate(No.16)､ethylcaprylate(No.32)およびethylcaprate(No.51)

とそのカルボン酸含量にはエステル化反応によると考えられる相関性が認められた｡ ･し

かし､麦焼酎には認められなかった｡

テルペン類の1inalool(No.44)､citoFOnerOl(No.61)､nerol(No.63)､nerolidol(No.76)

およびtrans,trams-fzmesol(No.91)と米焼酎のみであるがα-terpineol(No.56)を､米､麦

焼酎でg∬aniol(No.68)を甘藷焼酎以外から初めて同定した｡
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第3章 臭い喚ぎGC (GC-0)を用いた穀類本格焼酎の香気寄

与成分の検討とソバ焼酎の特徴香の探索

第1節 序論

第2章ではソバ､米および麦焼酎の揮発性成分を同定し､低沸点アルコール類の含有

量比により､ソバ､米および麦焼酎を分類した｡しかし､官能検査では味､香りに差が

あることは明白である｡これは､高級アルコール類の結果だけでは説明出来ない｡ネ箪

焼酎の香りは数多くの揮発性成分から構成されている｡そのため､低濃度の揮発性成分

でも､本格焼酎の香りを形成する重要な役割を担う可能性がある｡また､GC クロマト

グラム上の全てのピークは､匂いが認められる香気寄与成分として関与しているわけで

はない｡さらに､香りの強さには閥値があり単純に含有量のみで香り-の貢献度を決定

することは出来ない｡すなわち､本格焼酎の香りの評価は分析機器のデータのみで結論

づけるには早急であり､官能試験の評価を含めて判断する必要がある｡これまで､本格

焼酎の揮発性成分の指標は､含有量の多さや清酒に代表されるアルコール飲料で芳香と

された揮発性成分を用いてきた｡しかし､原料の異なる本格焼酎にこの指標が全て当て

はまるか疑問である｡近年､様々な食品で官能評価を用いた揮発性成分分析が報告され

ている 87博8)｡GCに匂い喚ぎ装置を装着し､直接単離した揮発性成分の匂いを分析する

臭い喚ぎGC法 (GasChomatographyl01factometry (GC-0))がある｡GC-0は揮発性成

分の匂いの質､強さ､個々の食品の特徴となる香りについての分析を可能とし､複雑な

香りが解明できるようになった89)｡このような方法を用いた例として､清酒で品質劣化

成分の指標とされるムレ香成分の同定や熟成についての報告がある卿 l)｡また､林らは

米焼酎用の酵母育種に関して､玉村らは泡盛の熟成に関して報告している9293)｡しかし､

穀類本格焼酎の香気寄与成分に関する研究は少ない15)｡

本論では､ソバ､米および麦焼酎の ｢香り｣に関与する揮発性成分の分析を行った｡

匂いの質はGC-0を用いて､匂いの強さは香気強度検出法(AromaExtractDilutionAnalysis
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(AEDA))法でそれぞれ分析し､原料の異なる本格焼酎の香気寄与成分の解明を行った｡

特にソバ焼酎については､特徴香を解明するために､炎光高度検出器 (Flame photomebic

detector(FPD))より高感度で､選択的に含硫化合物を検出する硫黄化学検出器 (Sul丘lr

chemiluminescencedetector(SCD))および窒素化合物を選択的に検出する元素発光検出

器 (Atomicemissiondetector(AED))を用いてGC分析を行った｡

第2節 実験方法

第1項 試料調製および試薬

ソバ､米および麦焼酎の本格焼酎濃縮サンプル､pHによる溶媒抽出法によって得られ

た､塩基性画分､フェノール性画分､中性画分および酸性画分は第2章2節7項の方法

で得た｡全ての試薬 (和光純薬工業 (樵)､ AldrichChem.Co.､ResearchChemiCalsLtd.､

ICOBiomedicalsInc.､東京化成工業 (秩))は特級またはそれに準ずる試薬を用いた｡

第2項 Gaschromatogmphy-Olfactometry(GC-0)演

GCはFⅡ)検出器を装着したGC (GC18A､(秩)島津製作所製)を使用した｡ 分離カ

ラムはDB-WAXetr(60mX0.32mi .d.､月勢享0.25FLm､J&WSciendfiC社製)を 使 用 した｡

分離カラムには検出器側にインナーシールYコネクター (cat.no.101045030､ジーエル

サイエンス (秩)製)とフューズドシリカカラム 30cm を接続し､それぞれ検出器と匂

い喚ぎ装置 (ODO-I､ジーエルサイエンス (秩)製)-接続した｡乾燥を防ぐメイクア

ップ ェア一､揮発性成分の滞留を防ぐトランスファーエアーはそれぞれワoml心血､500

ml/minで行った｡ GCの分析条件は第2章2節7項と同条件で行った｡ (Fig.10)
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A)

Fig.10Ana吋SisofcerealShLX:h〟tISingGC10

A):Ol血:torytestwascamiedoutbyGCequiprdw仙 olfhctometer.B):1TIeOpemtionofGC-0.
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第3項 香気寄与成分分析

GC-0を用いた官能試験のパネラーは､雲海酒造 (秩)研究開発部で日常､本格焼酎

の品質検査 (官能テスト)に携わる部員3名と､ソバ製粉メーカー社員 1名の協力によ

り実施した｡GC-0の分析条件は第2章2節7項と同様の方法で実施した｡まず､GCモ

ニターを見ないで匂いの有無を検討した｡1名3回ずつ実施し全てのパネラーが2回以

上匂いを確認したリテンションタイムを香気寄与成分とした｡匂いの質は予め本論の試

験とは関係ない濃縮サンプルでGC-0を行い､ワイン､食品の香気を表す代表的な用語

を参考 外%)にしてパネラー間で統一した用語を作成した｡香気寄与成分の匂いの質は､

これらの用語のみを用いて決定した｡

なお､本論ではGC分析で同定､定量した全ての成分を揮発性成分とした｡さらに､

GC-0 を用いて匂いを確認した成分を香気寄与成分､ソバ焼酎を連想する香りの成分を

特徴香と定義して以下に使用した｡

第4項 極性の異なるカラムを用いたソバ焼酎特徴香の分析

強極性カラムはDB-WAXetr(60mX0.32mi .d.､膜厚0.25LLm､J&WScientirlC社製)

を使用した｡中極性カラムはRtx-225(30mX0.32mi .d.､月勢享0.25LLm､RestekCoITX)mtion

製)をインナーシールコネクタ (cat.no.101-45026､ジーエルサイエンス (秩)製)で2

本を接続し60mにして使用した｡微極性カラムはDB-5(60mX0.32mmi.d.､膜厚0.25

〃m､J&W Scie山i丘C社製)を用いた｡それぞれのカラムはGCおよびGC -0に装着し､

第2章2節7項と同条件で実施した｡

第5項 Aromaex他ctdilutionanalysis(AEDA)法

本格焼酎濃縮サンプルはジェチルエーテルで 1､4､16､64､256､1024倍に順次希釈

した｡各々希釈したサンプルはGC-0分析を1名3回ずつ実施し､全てのパネラーが2

回以上匂いを確認した香気寄与成分はその希釈率でも匂いがあると判断した｡このよう

にして､匂いが無くなるまで測定しFlavordilution(FD)ファクターを決定した｡FDフ
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アクターⅧ は4■1希釈したサンプルを分析した結果を表している｡

第6項 GC-Sul丘汀Chemiluminescencedetector(GC-SCD)

検出器として硫黄化学検出装置(SCD(MODEL355DETECTOR ､SieversInstnments,Inc.

製))を装着したGC(HP-6890､HewlettPackard製)を使用した｡分離カラムはDB-WAXetr

(60mX0.32mmi.d.,膜厚0.25〃m,J&WScie血丘C社製)を使用した｡インジェクショ

ン部分はプログラマブル温度気化注入口 (Programmabletemperaturevaporization (PTV))

を採用し､保持温度260℃､ホール ド時間0.00mh.の条件で使用した｡カラム流量､昇

温プログラムは第2章2節7項と同条件で実施した｡

第7項 GC-Atomicemissiondetector(GC-AED)

原子発光検出器 (AED (G2530A､Agilent製))はGC (HP-6890､HewlettPackard製)

に装着し分析に用いた｡AEDの検出波長は174nmで窒素元素を測定した｡分離カラム

はCP-WAX (60mX0.32mmi.d.､膜厚0.25LLm､クロムパック社製)を使用した｡カラ

ム流量､昇温プログラムは第2章2節7項と同条件で実施した｡

第3節 結果

第1項 香気寄与成分とAEDA法の分析

香気寄与成分は延べ 30種類同定した｡内訳はソバ､米焼酎および麦焼酎でそれぞれ

23種類認である (Tablell)｡また､この中で同定できなかった香気寄与成分は8種類で

あり､主に中高沸点に多く存在した｡低沸点揮発性成分のethylisobutyrate(No.3)､ethyl

butyrate(No,7)､unidentified(No.8)､isoamylacetate(No.12)､isoamylalcohol(No.15)

が香気寄与成分であることが分かった｡エステル系の匂いを示す香気寄与成分は16種類

で､エステル化合物､テルペン類であった｡ 高沸点 (No.85､No.86)で未同定のコゲ臭

が認められた｡含硫化合物と推測される味噌､硫黄の香りの香気寄与成分は3種類認め
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られたが､No.36は31ethy1-2-heptanolと同定しており含硫化合物ではなかった.

また青臭､バニラ系および医薬品系の匂いはそれぞれ 1種類づっ確認した｡オイル系

の匂いをもつ揮発性成分は3種類 (ethylbutyrate(No.7)､isoamylalcohol(No.15)､ethyl

lactate(No.28))であり､低沸点から中沸点に存在する傾向であった｡甘藷暁酎の特徴香

であるモノテルペン類のlinalool(No.44)がFDファクター0と低いながらも､ソバ､麦

焼酎で香気寄与成分として検出された｡米焼酎は第2章で同定および定量しているが香

気寄与成分としては認められなかった (Table9)｡ 1inal001(No.44)以外のテルペン類は

含有量が少ないことから香気寄与成分とは認められなかった｡

AEDA法の分析結果より､isoamylalcohol(No.15)､phenethylalcohol(No.73)が最も

強い 値 (FDファクター4)を示した｡共にアルコール化合物で含有量が非常に多いとい

う共通点を持っていた｡FDファクタ-2以上を示す揮発性成分はソバ､米および麦嘩酎

でそれぞれ､10種類､7種類､6種類であることから､ソバ焼酎の香りは種類が多く､

匂いの強度の強い 揮発性成分が多いことが認められた｡特にethylcinnamate(No.81)は

米､麦焼酎で香りが検出されなかったのに対しソバ焼酎ではFDファクタ-2と強く､

ソバ焼酎の香りを構成する香気寄与成分の1つであると示唆された｡
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TablellAI℃ma-activecompounds(FD>0)ofcel℃alShochudetectedduringAEDAmethod

Peak

nO.
Aromacompounds Aromaquality

FDfactor

Buckwheat Rice Barley

3 ethylisobubmte

7 ethytbutyrate
8 unl'dentiRed

12 1'soamylacetate

15 isoamytalcohot

16 ethylcaproate

18 3-methyト3-buten-I-01

28 ethyHactate

32 ethylcaprylate

36 3lethy1-2-heptano1
44 1inaloo1

49 butanoicacid

50 unidentifled

52 1-nonana1

53 isovalericacid

55 die山ylsu∝inale
58 methiono1

62 ethyLphenylacetate
64 B-phenethylacetate
66 unidentified

69 unidentified

72 unidentified

73 phenethylal00hol
75 unidentl'fied

81 ethylcinnamate

83 2-PhenoxyethallO1
84 1-tetradecaJIO1

85 unidentified

86 unidentified

88 eth Imitate
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moral oily

ester green
ester banaれa

oHy
ester rose
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deep斤ied popeorn

1*

0*
2

1

4

0
0*
0
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su帆lrOuS
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musty
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bu廿eIγ
ester
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vanilla

ester

ester
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smoky

roasty

nllSO

こ

･こ

,
.3
.g

e

,…
霊

Ff

2

0
0
0
n.d.

3

0
2

ll.d.

2

∩.d.

n.d.

2

4

1

2

ll.d.

∩.d.

n.d.

0
wd y medicine 0

1* n.d.

0* 0*
2 2

2 1

4 4

1 2

∩.d. n.d二▲

0 1

2 2L

l ･1

∩.d. 0■
0 一一0
1 0
∩.d. 0
2 2

0 0
0 1
0 0
1 l
∩.d. O
n.d. 1
1 0
3 4

1 l

n.d. n.d.

0 n.d.

0 n.d.

n.d. 1

2 n.d.

0 ∩.d,

Peakno･wasthesameasthatofTable9･*:newlyidentified,n･d∴Jnotdetected･
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第2項 GC-SCDを用いた香気寄与成分の分析

Fig.11の結果より､いずれの本格焼酎からも､methylthiopropanoate(No.47)､me血ionol

(No.58)を同定した｡クロマ トグラムより米焼酎はソバ､麦焼酎よりピーク本数が多か

った｡ 米焼酎には､medlionol(No.58)溶出直後に1本､50mi n.以降に3本のピークが検

出された｡Tablellより､含硫化合物を連想させる香気寄与成分は全ての本格焼酎で 3

種類(3-ethyl-2-heptanol(No.36)､methionol(No,58))認められた｡3-ethyl12-heptanol(No36)､

ulidentifled(No.50)は香気寄与成分として硫黄系の匂いが認められたが､ピークが検出

されないことから含硫化合物では無いと考えられる｡me血yl山iopropanoate(No.47)と

me血ionol(No.58)の間に､大きなピークが全ての本格焼酎でも検出された｡しかし香気

寄与成分としては検出されなかった｡
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第3項 ソバ焼酎の特徴香の検討

GC-0分析の結果より､ethylcaprylate(No.32)はソバ焼酎の特徴香であることが分か

った (Tablell)｡しかし､ethylcaprylate(No.32)は米､麦焼酎でも検出されているが､

匂いの質が異なった｡ ソバ焼酎のethylcaprylate(No.32)の匂いの質はエステル香と小豆

香であるが､米､麦焼酎ではエステル香のみであった｡ 以上の結果より､ソバ焼酎の特

徴香を表すethylcaprylate(No.32)のピークは単一ではなく､他の揮発性成分が重なって

いると推察された｡そこで､pHによる溶媒抽出法で得た塩基性画分､フェノール性画分､

中性画分および酸性画分のGC-0を試みた｡その結果､ソバ焼酎の特徴香は塩基性画分

で検出された (Fig.12)｡中性画分のethylcaprylate(No.32)のピークの匂いの質は米､

麦焼酎と同様にエステル香のみ確認された｡ 一方､塩基性画分はethylcaprylate(No.32)

と同じリテンションタイム15.3min.(以下15.3tと省略)付近にピークは検出されなかっ

た｡しかし､ソバ焼酎の特徴香である小豆香は認められた｡また､ソバ､米および麦焼

酎の中性画分のedlylcaprylate(No.32)はいずれも含有量が約 1.5mgnでFDファクタ-

2であるが､ソバ焼酎の塩基性画分の含有量は0.01mgn以下でありながら､FDファク

タ-2と聞値が非常に小さいことも分かった (Table12)｡米､麦焼酎の塩基性画分は､

ソバ焼酎の特徴香を共に検出しなかった｡
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Fig.12GaschmmatogramofneutralandbasicfractionisolatedfmmtheBuckwhe?t

ShochubypHfractionationmethod

A:Basichction(Fig.8(A)).Onlya血Llkit妃andorwasdetected.
B:Neutral触ction(Fig.8(B)).Onlyesterdorwhichsimilarto∝lorofethylcaprylatestandard,was
detected.

Table12Comparisonof153tinGCchn)matogramofbasicandneutralfr7ICtionisolated

fromcerealShochuusmgpHfmctionationmethod

Buckwheatshcx7hu Ricesh∝hu Barleyshochu

fhction Basic Neub7L1 Basic Neu他l Basic Neutra1

Aromaquality

Concentratl'on

(mgl)

Adzuki

bean
Ester ∩d Ester nd Ester

什 1.252 nd 1.686 nd 1.835

FDfactor 2 2 nd 2 nd 2

15.3tindicatedthatretentiontimeofGC,GC-0wasI5.3min.rnleCOmPundsof15.3tofneutralhction
frombuckwheat,riceandbarleyshochuwasident捕edasethylcapryLate.nd:notdetected.tr:1essthan
0.01mgTTLl.
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第4項 GC/MSを用いた特徴香の分析

第 3項の結果より､ソバ焼酎特徴香は塩基性画分に存在することが明らかとなった｡

そこで､ソバ焼酎の塩基性画分濃縮物についてGC/MS分析を行った｡ EトMSスペクト

ル､CI-MSスペク トルの結果より､ リテンションタイムが一致 したことから

21hydroxy-3-hexanoneと同定した(Fig.13)｡2-hydroxy13-hexanoneと隣接してethylcaprylate

(No.32)も微量ではあるが同定した｡Fig.12で特徴香とethylcapqlate(No32)が重な

ると推測しているが､本章でも同様の結果を得た｡合成した 2-hydroxy-3-hexanoneもよっ

いてGC-0分析を行った結果､匂いの質は青臭であり､ソバ焼酎の特徴香の匂い (小豆

香)とは明らかに異なっていた｡この結果は､塩基性画分の15.3tに2-hydroxyl3-hex肌bne

とソバ焼酎の特徴香が重なることを示唆する結果となった｡
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Fig.13ChromatognlmOfbasicfractioninBuckwheatShochubyGC朋S
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第5項 極性の異なるカラムを用いた特徴香の分析

第4項の結果より､塩基性画分に存在するソバ焼酎の特徴香は2-hydroxy-3-hexanone

と重なる可能性が考えられた｡そこで､極性の異なる (強極性､中極性､微極性)カラ

ムを用いて特徴香と2-hydroxyl3lhexanoneの分離を試みた結果をFig.14に示した｡GC-0

の分析結果より､強極性と中極性カラムは特徴香のピークの高さ､エリアおよびGC/MS

分析のマススペクトルが類似していることから､特徴香と2-hydroxy-3lhexanoneを分離

するには至らなかった｡ 微極性カラムは隣接するピークと重なることから有益な結束を

得るには至らなかった｡

第6項 GC-SCDを用いた特徴香の分析

特徴香は塩基性化合物の可能性が高いことから､窒素､硫黄元素を含む揮発性成分の

可能性が考えられる｡そこで硫黄元素を検出するGC-SCD分析を行った結果をFig.I15

に示した｡me山ionol(No.58)のみを同定した｡特徴香 (15.3t)付近でピークを検出しな

いことから､ソバ焼酎特徴香は含硫化合物ではないと推測した｡

6□000

50亡100

48000

3000日

20000

1Dooロ

0

0 10 2ロ 30 40 50 mln

Fig.15GC-SCDchromatogramofbasicfactionh)mBuckwheatShoch〟
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第7項 GC-AEDを用いた特徴香の分析

窒素元素を検出するGC-AED分析を行った結果をFig.16に示した｡GC-FID分析で認

められたソバ焼酎の特徴香のリテンションタイム付近に､僅かではあるが窒素元素反応

を検出した｡このピークはGC爪4S分析のマスクロマ トグラム (Fig.13)でも窒素化合物

を示すマススペクトルを検出しなかったことから､非常に微量であると推測された｡
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第4節 考察

GC-0､AEDA法の結果より､FDファクターが2以上と穀類本格焼酎の香りに強い影

響を与える香気寄与成分は､ソバ焼酎で10種類､米焼酎で7種類､麦焼酎で6種類とソ

バ焼酎が最も多かった (Tablell)｡また未同定の香気寄与成分を8種類確認したが中に

は非常に含有量の少ないものもあった｡ これまでのGC分析方法等では見逃されてきた

揮発性成分であり､非常に微量な成分でも本格焼酎の香りとして重要であることが判明

した｡

ソバ粉の特徴香はn-hexanal､n-nonanaltn-octanalおよび2-octanal等の脂肪族アルデヒ

ド類である97P8)｡これらは果実､野菜の鮮度を示す香り (freshgreen様)として知られ

ている斡)｡蒸したソバ粉や本格焼酎にn-hexanal､n-non肌alおよびn-octanalが報告され

ており､発酵過程で反応を受けず直接製品に移行したと推測されるl00)｡また､ソバ焼酎

で存在が認められた1-hexanol(No.29)､2-nonanol(No.40)およびn-∝tanol(No.45)は､

原料に存在していた脂肪族アルデヒドが還元反応を受け生成したとも考えられる｡この

様にソバ粉の特徴香はソバ焼酎でも認められたが､香気寄与成分は 1-non肌al (No.52)

のみでFDファクターも0と低く､匂いの質もソバ焼酎の特徴香とは明らかに異なった｡

これまで甘藷焼酎でのみ報告されていたethylcinnamate(No.81)をソバ焼酎､米焼酎

で同定した78)｡特にソバ焼酎では､低濃度 (0.05mgn)であるがFDファクタ-2と低い

閥値であることが明らかとなった｡ さらに､少ないフローラル様の中高沸点香気寄与成

分であること等から､ソバ焼酎の香気寄与成分として重要であると考えられる｡蒸した

ソバ粉に cinnamaldehydeの存在が報告されている 100)｡そこで鯵に直接 cimmamaldehyde

を添加したところ､ethylcinnamate(No.80)含有量が増加し､酵母の関与が明らかとな

った｡ また米､麦原料にはcinnamaldehydeが存在しないことから､ソバ焼酎の香気寄与

成分ethylcinnamate(No.81)はソバ原料由来であることが示唆された｡

ソバ焼酎ではモノテルペンアルコール類を5種類同定した (第2章)｡その中で香気寄

与成分はlinalool(No.44)のみで､FDファクター0とソバ焼酎の香り-の貢献度は低い
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結果となった｡ しかし､香りは多くの揮発性成分の相乗効果やマスキング効果など様々

な作用のうえに成り立つことから､低いFDファクター値であってもソバ焼酎の香りに

重要であると考えられる｡

Fig.12､Table12より､ソバ焼酎の特徴香のピークはethylcaprylate(No.32)および

2-hydroxy-3-hexanoneと重なることが明らかになった｡ ほとんどの香気寄与成分は中性ま

たは酸性画分で検出されるのに対し､特徴香は塩基性画分のみに存在する｡さらに､

GC-AEDで検出されることから､窒素元素を含む化合物の可能性が示唆された 101̀)｡

GC爪4Sでは窒素元素を含むスペクトルは検出されなかったことから､極めて微量な含有

量であると推測される｡AEDはGC/MSより感度､選択性に優れている｡本論で使用し

たGC爪4Sは1-10mgnレベルは検出可能であることから､GC-AEDで検出したピーク

はそれ以下の含有量であることが推察される｡窒素化合物の閥値は極めて低く､濃度に

より匂いの質が異なる性質を持つ 102)103)｡ソバ焼酎の特徴香は閥値が低く芳香系である

ことから窒素化合物の可能性は十分に考えられる｡今後同定を行うには､GC爪4S分析が

可能な含有量を確保するため前処理法を検討する必要がある｡

本格焼酎は揮発性成分の含有量で､香りの重要性が述べられてきた｡しかし､香りの

強さは必ずしも含有量に比例しない｡また､濃度により香りの質が変化する揮発性成分

も存在する｡少ない含有量でも香りとして重要な揮発性成分も存在することを明らかに

し､官能試験の重要性が再認できたと考えられる｡

第5節 小括

GC-0を用いた官能試験の結果､香気寄与成分としてソバ､米および麦焼酎にそれぞ

れ23種類認められた｡

ethylc血amate(No.80)はソバ焼酎のみで確認され､低濃度でありながらFDファク

タ-2であること､フローラル様の匂いであること等から､ソバ焼酎の香りを構成する
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重要な香気寄与成分であることが認められた｡

ほとんどの香気寄与成分は中性または酸性画分で検出されるのに対し､ソバ焼酎の特

徴香は塩基性化合物であることが示唆された｡さらに､GC-AED分析の結果､窒素元素

を含む化合物であること推測された｡
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第4章 含み香測定装置 (RAS)を用いた穀類本格焼酎の含み

香と立ち香分析

第1節 序論

本格焼酎を飲用する際､まずグラスを鼻に近づけ本格焼酎の香りを認知し (立ち香)､

次に口に含み､口腔内で香り(含み香)および味を認知している｡立ち香(ordlOnaSalaro血a)

と含み香 (retronasalaroma)の違いはきき酒で認識されていたにも関わらず､科学的に

解明されていない ｡ これは口腔内を再現することが困難であるためと考えられた｡

Robertsらは⊂用空内を模した装置Retronasalaromasimulator(RAS)について報告した22)23)｡

RASは口腔内の唾液量 (成分)､岨噂､呼吸量および温度を再現しており､様々な食品

の揮発性成分の放散について分析可能となった｡ そこで､口腔内における本格焼酎揮発

性成分の放散を再現可能な装置についてRASを参考に検討した｡RASで発生した揮発

性成分の吸着剤としては､アルコール飲料および清涼飲料の揮発性成分分析で多くの報

告があるSolidphasemicroextraction(SPME)ファイバーを採用した (Fig.17)｡ SPME法

は1990年､pawliszynにより開発されたクロマト分析用の試料抽出､濃縮および導入用

調整法であるl(叫)｡揮発性成分はポリマー液相でコーティングしたフューズドシリカファ

イバー (CoatedSPMEfusedsilicafiiber:Fig.17)を試料中に露出する事で､試料マ トリッ

クス/液相間の分配作用により分配平衡に到達するまで､ファイバー液相に吸着される｡

その後､ファイバーは加熱したGCインジェクションポート内に露出する事で､吸着し

ている揮発性成分は迅速に熱脱離し､キャリアガスにより分析用キャピラリーカラムに

移送され分離後､検出器で測定される｡これは代表的な濃縮法である溶媒抽出法および

固相抽出法等と比較して､有機溶媒を必要とせず操作方法が簡易である利点がある｡さ

らに､ファイバー抽出相は9種類揃っており､様々な試料濃縮に対応可能なことから急

速に活用され始めた 1051108)｡ethylcaproate､ethylcaprylate等の中級脂肪酸エチルエステル

類は本格焼酎の香りに重要である】CP)｡一方で､血ylpalmitate､ethylsteamte､ethyloleate
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およびethyllinoleate等の高級脂肪酸エチルエステル類は酸化によって､本格焼酎の品質

劣化の指標とされる油臭の原因物質となる｡そのため､高級脂肪酸エチルエステル類は

製造ろ過工程でほとんど除去される28)｡口腔内における揮発性成分の放散抑制に､タン

パク質､脂質等の疎水性化合物の関与が報告されており22)110-112)､本格焼酎に多量に含ま

れる高級脂肪酸エチルエステル類も疎水性化合物であることから考慮する必要がある｡

本章では､RASを用いた本格焼酎の測定に最適なspMEファイバーの検討を行った｡

さらに､RASを用いてソバ､米および麦焼酎の含み香と立ち香の測定を試みた｡また､

唾液成分と高級脂肪酸エチルエステル含量は本格焼酎の揮発性成分の放散にどの様な影

響を与えるのか､本格焼酎の主要香気寄与成分である中級脂肪酸エチルエステル類のモ

デル溶液を用いて分析を行った｡

Fig.17SPMEfibermunualholder
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第2節 実験方法

第1項 実験試薬及び材料

今回使用した全ての試薬 (和光純薬工業 (秩)､AldrichChem.Co.､ResearchChemiCals

Ltd.,ICOBiomedicalsIn°.､東京化成工業 (秩))は特級またはそれに準ずるものを用い

た｡α-アミラーゼ (シグマ社製)はブタ謄臓由来のものを用いた｡ムチン (和光純薬工

莱 (樵))はブタ胃由来のものを用いた｡

第2項 ソバ､米および麦焼酎の調製

それぞれの本格焼酎は第2章2節と同法で調製した｡得られた本格焼酎噺酉はガス抜

きのために12時間の撹拝を行った｡ さらに2℃､24時間静置後､5Aろ紙 (東洋嬢紙(秩)

製)を装着したオムニテストフィルター (T-185､(有)塚本鎮吉商店製)に本格焼酎原

酒を加え窒素ガスで加圧しながら冷却ろ過を行った｡ろ液は以下の実験に用いた｡なお､

全ての作業は2℃で行った｡
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第3項 Retronasalaromasimulator(RAS)の作成

Fig.18にRASの概略図を示した｡ムエンケ式ねじ口洗浄瓶 lLの中管入口とフローメ

ータ- (東京計装 (樵)製)はシリコンチューブで接続した｡ また｡フローメーターと

窒素ガスボンベもシリコンチューブで接続した｡さらに中管出口とSPME固定台 (Fiber

receiver)もシリコンチューブで接続した｡ねじ口洗浄瓶の温度はウオーターバスで制御

した｡撹拝はスターラー (UM-24G､小池精密機器製作所製)を設置して以下の実験に

使用した｡

SPMEflber

Fig.18Diagmmofretmnasalaromasimulator(RAS)

71

ー N2gaS



第4項 人工唾液の調製

人工唾液はOdakeらの方法を一部改変し､Table13に示した人工唾液の成分を用いて

作成した113)｡すなわち､本格焼酎またはモデル溶液に蒸留水 (D.W)のみ添加したもの

をstd区分とした｡ws区分はD.W.と塩類､すなわちNaHCO35.208g､K2I廿04-3H201.369

g､NaCIO.877g､KCI0.477g､CaC12-2H200.441gをD.W.に溶解後､全量をD.W.で1,000

mlに調製した｡wSM 区分はD.W､塩類およびムチンで構成されている｡すなわちws

区分と同様の方法で予め溶解した塩類溶液でムチン 2.000gを溶解後､D.Wで全量を

1,000mlに調製した｡ wSA区分はD.W､塩類およびα-アミラーゼで構成されている｡

すなわち､予め溶解した塩類溶液でα-アミラーゼ0.080gを溶解後､D.Wで全量を1,000

mlに調製した｡wSAM 区分はD.W､塩類､ムチンおよびα-アミラーゼで構成されてい

る｡すなわち､予め溶解した塩類溶液にムチン2.000g､α-アミラーゼ0.080gの順で溶

解後､D.Wで全量を1,000mlに調製した｡std区分以外の区分については､lMHClでpH

7.0に調製した後にD.Wで全量を1,000mlにした｡

Table13Artificialsalivacomposition

Substmte std WS WSM WSA WSAM

Salts

muCln

α-amylase

D.W

+ + + +

+ +

+ +

+ + + + +

W:D.W.S:salts.M:mucin.A:α-amylase.salts:NaHCO35.208g,
K2HPO4-3H201.369g,NaCI0.877g,KCI0.477g,CaCt2-2H200.441g.+:added.
-:110tadded.
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第5項 Solidphasemicroextraction (SPME)ファイバーの検討

SPMEファイバー (スペルコ社製)は9種類市販しているが､本研究では液体専用フ

ァイバー1本を除く8種類で分析を実施した (TAble14)｡ファイバーのコンディショニ

ングはGCインジェクションポー トにおいて､PDMS､PDMSaおよびCW/DVBは250℃､

1時間の条件で行った｡ 以下同様に､PDMSbは320℃､4時間､PDMS/DVBは260℃､

1時間､PACは300℃､2時間､CARnDMSは280℃､1時間､DVB/CARnDMSは270℃､

4時間の条件でそれぞれ実施した｡測定方法は､ソバ焼酎原酒をエタノール濃度25%(vfv)

になるようにD.Wで希釈した本格焼酎サンプル400mlをねじ口洗浄瓶に添加し､37℃､

3分間予備撹拝した｡撹拝終了後､窒素ガス流量20ml/S､撹拝速度 1350rpm､37℃でSPME

ファイバーを露出して揮発性成分を10分間吸着させた｡吸着終了後､SPMEファイバー

はGC分析に供した｡1つのファイバーにつき測定は5連で行った｡

Table14SPMEfiber

Stationaryphase coadng(〟m) abbreviation

Polydime仇ylsi1oxane

Polydimethylsiloxane

Polydimethylsi1oxane

Polydimethylsilox肌e/divinylt光nZene

rx)1yacrylate

Cartx)Hen/tx)LydimethyIsi1oxane

Cartx)wax/divinylbnzene

Diviny1t光nZene/Carboxen/rx)1ydimethy1si1oxane

0

0

7

5

5

5

0

0

0

3

′0
00
7

7

つJ

I

α5

PDMS

PDMSa

PDMSb

PDMS/DVB

PAC

CAⅣPDMS

CWDVB

DVB/CA良/PDMS

第6項 RASを用いた本格焼酎の揮発性成分分析

第2項で得たソバ､米および麦焼酎原酒はエタノール濃度 25% (V/V)にD.Wで希釈

した｡希釈した本格焼酎サンプル400mlは､希釈による揮発性成分の放散を防ぐため実

験ごとに調整した｡RASの条件はRobertsらの方法を一部改変して用いた22p3)｡すなわ

ち､該当するD.W.のみ､または､Table13に示した人工唾液成分のいずれかの区分 100ml

をねじ口洗浄瓶に添加し､37℃､3分間予備撹拝した｡撹拝終了後､本格焼酎サンプル
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400mlは予め D.Wまたは人工唾液成分を添加したねじ口洗浄瓶に加え､窒素ガス流量

20ml/S､撹拝速度 1350rpm､温度37℃でSPMEファイバーをSPME固定台にセットし

た｡spMEはファイバーが露出するまでプランジャー (plunger)を押し下げた (Fig.18)0

ストッパー部の保持用ネジ (plungerretainingscrew)がZ型スロット(Zslot)の水平部分

左側 (ストッパ一部)になるようにプランジャーを時計回りに回転させた状態で揮発性

成分を10分間吸着させた｡吸着終了後､プランジャーを反時計方法に回してストッパー

を収納した｡そしてSPMEファイバーは､速やかにGCおよびGC/MS分析に使用した｡

第7項 中級脂肪酸エチルエステルモデル溶液と高級脂肪酸エチルエステル溶液の調製

edlylcaproate､ethylcaprylate､ethylcaprate､ethyllaurateおよびethylmyristateをそれぞ

れ0.25mdlになるように400mlの25%エタノール溶液に溶解した混合液を中級堰月方酸

エチルエステルモデル溶液とした｡また､ethylpalmitate､ethylstearate､ethyloleateおよ

びethyllinolateを等濃度になるように99.5%エタノールに溶解した混合液を高級脂肪酸

エチルエステル溶液とした｡この混合液は､目的の濃度になるように中級脂肪酸エチル

エステルモデル溶液400mlに添加して用いた｡

第8項 RASによる中級脂肪酸エチルエステルモデル溶液の分析

中級脂肪酸エチルエステルモデル溶液400mlは､第6項と同様の方法で測定を実施し

た｡すなわち､該当するD.W.のみ､または､Table13に示した人工唾液成分のいずれか

の区分 100mlをねじ口洗浄瓶に添加し､37℃､3分間予備撹拝した｡撹拝終了後､中級

脂肪酸エチルエステルモデル溶液400mlを､予めD.Wまたは人工唾液成分の入ったね

じ口洗浄瓶に加え､窒素ガス流量20ml/S､撹拝速度 1350IPm､温度37℃でSPMEファ

イバーを露出して揮発性成分を 10分間吸着させた､吸着終了後､SPMEファイバーは

GCおよびGC爪4Sで分析を行った｡
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第9項 GCおよびGC/MSの分析条件

RASで発生する揮発性成分の同定および定量に使用した装置はFIDを装備したGCを

用いた｡キャリアガス (He)圧 150kpa､カラム温度は40℃から240℃まで3℃血血 で昇

温後34分間保持した｡分離カラムはDB-WAXetr(60mX0.32mmi.d.､膜厚0.25〟m､J&W

scientifiC社製)を使用した｡SPME用ガラスインサー ト(cat.no.2633905､スペルコ社製)

を装着したGCインジェクションポー トの温度は240℃､検出器の温度は260℃とした｡

spMEファイバーはファイバーを収納したままでGCインジェクションポー トのセブタ

ムにセブタム貫通針 (septum piercingneedle)を通し､ニー ドルガイド (needleguide)端

がセブタムナットに当たるまでホルダーを押し下げた (Fig.18)｡次にプランジャー

(plunger)をストッパーの位置まで押し下げた｡プランジャーを時計回りに回転させ､

ストッパー部の保持用ネジ (plungerretaimigscrew)を動かしてZ型スロット(Zslot)水

平部分左側に位置させた｡この状態で10分間ファイバーに吸着した揮発性成分を脱離さ

せた｡引き続き､ファイバーに揮発性成分が残存しないように､5分間､スプリット比

1:10でクリーニングを行った｡GC/MSはイオン化電圧70eVで測定した｡分離カラムは

DB-WAXetr(60mX0.25mmi.d.､月勢享0.25pm､J&WScienti丘C社製)を使用した｡他の

条件は第2章2節7項のGC分析と同様に実施した｡

第3節 結果

第1項 SPMEファイバーの検討

Table14に示した8種類のSPMEファイバーについてGC分析した｡Fig.19にはPDMS

とPDMSaのクロマ トグラムを示した｡pDMS､PDMSaおよびPDMSbは､ほぼ同数の

ピークが出現したが､pDMSと比較すると､PDMSaはリテンションタイム20-30min.

にかけてピーク面積が小さかった｡また､pDMSbは全体的にピーク高が低かった｡PDMS

の ピーク面積の変動係数は 15%以下であるのに対 し､PDMS/DVB お よび

DVB/CAR仲DMSは30% 以上のピーク面積が多かった｡pAC､CARnDMSは他のフアイ
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バーと比較してベースラインが安定しなかった｡CARnDMSはリテンションタイム

45min.以降のピーク高が低かった｡以上の結果からpDMSが最も適していると判断した｡
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Table15IdentiGedvolatilecompoundsfmmbuckwheatSl10Ch〟

Peakarea(〟VX1000)

tlme std WS WSM WSA WSAM
C｡mp.u｡ds R讐It_ion

X ethytacetate

2 ethylal00ho1

3 ethylisobutyrate

6 n-propylalcohol

11 l'sobutylalcohol

12 isoamylacetate

15 isoamylalcohol

16 ethylcaproate

29 I-hexano1

32 ethylcaplylate

38 ethylhexano1

40 2-nonanol

43 ethyln-nonanoate
44 1inaloo1

46 isobu画cacid

51 ethylcaprate

52 1-nonana1

56 α-te叩meO1

62 ethyTphenylacetate
63 neld

64 B-phenethylacetate
67 ethyllaurate

73 B-phenethylalcohol

77 ethylmyristate

8l ethylcinnamate

88 ethy]palmitate

90 capncacid

95 ethylstearate

97 ethyloleate

98 ethyllinoleate

4.6 149.7

5.3 18801.1

5.7 n,d.

7.5 29.1

9.0 117.2

10.2 937.3

227.7 155.2

14120.0 9657.0

n.d. n.d.

34.7 24.5

153.3 117.2

1028.3 849.8

287.0 304.9

22212.4 19404.0

n.d. n.d.

47.2 30.2

211.1 137.7

978.4 1008.9

13.3 1546.9 1865.8 1520.4 2313,6 1717.2

14.5 121.5 129.6 112.7 120.7 12i.6

18.8 n.d. n.d. Il.d. n.d. n.d.

23.3 1329.2 1356.8 1254.5 804.6 ､515.0

25.6 5.1 5.0 4.9 6.5 4.6

26.3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

26.9 19.0 17.4 16.8 5.9 tr

27.3 n.d. tr tr n.d. tr

29.8 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

32.0 1981.1 1887.9 1623.3 127.8 21.3

32.8 29.7

34.4 38.4

36.8 n.d.

37.4 n.d.

38.9 139.8

39.1 407.5

41.4 15,4

46.5 81.2

49.1 tr

53.3 281.1

53.5 5.8

59.6 7.9

60.1 34.5

61.5 85.4

29.0 23.8

35.7 34.9

n.d. n.d.

n.d. n.d.

128.0 128.0

380.2 222.3

14.7 13.7

76.5 29.9

b. tr

236.2 109.7

5.3 n.d.

tr n.d.

16.6 16.3

46.0 38.0

5.1 tr

37.6 35.7

n.d. n.d.

n.d. n.d.

142.9 139.5

5.2 tr

20.9 18.9

5.8 6.3

tr tr

72.7 51.I

tr 4.9

18.4 15.1

53.3 72.5

15.0 20.6

Peakno.indicatedthesameasthatofTabLe9.Peakno.XidentifiedusingtheRAS.n.d.:notdetected.
tr:Jessthan4.0.std:ShocあけトD.W.WS:std.+salts+D.W.WSM:WS+mucin.WSA:WS+α

-amylase.WSAM:WSA+mucin.
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Table16Identifiedvolatilecompoundsh)mriceShochu

pens co-pounds Rettie:tjon
Peak甜℃a(LLVX1000)

std WS WSM WSA WSAM

X ethylacetate

2 ethylal00ho1

3 ethylisobutyrate

6 n-propylalcohol

ll isobutyla]cohoI

12 isoamylacetate

15 isoamylalcohol

16 ethylcaproate

29 I_hexano1

32 ethylmplγ1ate

38 ethyLhexano1

40 2_nonano1

43 ethyl〝¶onanoate
44 linaloo1

46 isobutyricacid

51 ethylcaprde

52 1ーnOnana1

56 α-te叩IneO1

62 ethyLphenylacetate

63 nero1

64 B-phenethylacetate

67 ethyllaurate

73 B-phenethylalcohol
77 ethylmymstate

81 ethylcinnamate

88 ethylpalmitate

90 capncacid

95 ethylstemte

97 ethyloleate

98 ethyllinoleate

4.6 426.1 135.I

5.3 22715.3 13830.7

5.7 7.2 tr

7.5 64.2 26.6

9.0 306.1 101.2

10.2 974.5 634.1

13.3 2034.2 1035.8

14.5 259.4 218.7

18.8 4.8 4.4

23.3 4851.0 4389.8

25.6 10.9 9.8

26.3 8.0 6.6

26.9 163.2 147.2

27.3 37.5 34.I

29.8 4.7 4.1

32.0 15795.7 14376.7

32.8 5.2 4.5

34.4 39.3 39.4

36.8 tr n.d.

37.4 tr ∩.d.

38.9 136.7 125.1

39.1 4926.0 4144.I

41.4 20.5 15.5

46.5 1353.8 956.1

49.1 tr n.d.

53.3 177.1 138.7

53.5 9.6 9.9

59.6 4.8 tr

60.1 28.8 14.6

61.5 71.0 39.8

408.9 433.6

24578.0 40284.5

6.4 7.0

40.9 53.4

278.9 420.6

1019.9 1303.7

1914.1 2724.8

263.0 329.3

4.7 4.2

4537.2 3777.5

9.2 4.2

273.8

17599.4

5.9

34.9

252.1

958.3

I796.0

244.1

tr

,2249.5

11.7

6,8 b･ tr

I46.5 37.5

34.4 10.4

4.4 b･

13773.1 749.5

4.6 4.9

34.1 38.8

tr n.d.

tr n.d.

127.5 138.8

2909.6 19.9

21.3 14.1

471.0 16.0

tr n.d.

i16.6 58.4

6.7 5.2

5.0 12.8

20.6 66.2

43.9 10.2

20.3

8.7

tr

362.2

4.3

38.6

n.d.

n.d.

132.3

38.7

18.9

26.0

n.d.

53.1

5.3

5.7

57.2

18.3

Peakno.indicateddleSameaSthatofTable9.Peakno.XidentifiedusingdleRAS.n.d.:notdetected.
tr:lessthan4.0.std:Sh(方hu+D.W.WS:std.+salts+D.W.WSM:WS+mucl'n.WSA:WS+α

-amylase.WSAM:WSA+mucin.
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Table17IdentiBedvolatdecompoundsfmmbarleyShochu

pens co-pounds Rettie:tjon
Peakal℃a(〟VX1000)

std WS WSM WSA WSAM

X ethy]acetate

2 ethylabho1

3 ethy]isobutyrate

6 〃-pmpylal00hol

ll l'sobutylalcohol

12 isoamytacetate

15 isoamy)alcohol

16 ethylcaproate

29 トhexano1

32 ethylcaprylate

38 ethylhexano1

40 2-nonano1

43 ethyln-nonanoate
44 linaloo1

46 isobutyricacid

51 ethylcaprate

52 トnonana1

56 a-terplneO1

62 ethylphenyJacetate
63 nero1

64 B-phenethylacetate

67 ethyllaurate

73 BIPhenethylalcoho1

77 ethylmynstate

81 ethylcinnamate

88 ethylpatmitate

90 capncacid

95 ethyLstearate

97 ethyloleate

98 ethyllinoleate

4.6 488.2 199.9

5.3 206I7.3 8596.5

5.7 n.d. n.d.

7.5 63.3 26.0

9.0 247.3 114.9

10.2 1I63.3 872.3

13.3 2150.6 1437.1

14.5 177.1 162.0

I8.8 n.d. n.d.

23.3 4095.1 3770.I

25.6 14.6 13.1

26.3 tr tr

26.9 84.5 75.5

27.3 44.3 35.0

29.8 n.d. n.d.

32.0 15131.3 13412.5

32.8 398.2 343.8

34.4 39.9 35.9

36.8 n.d. n.d.

37.4 n.d. n.d.

38.9 163.5 146.5

39.1 3743.7 3176.4

41.4 22.0 20.2

46.5 775.2 653.0

49.1 ∩.d. n.d.

53.3 105.8 73.4

53.5 5.5 4.9

59.6 4.9 tr

60.1 9.5 7.4

61.5 100 .1 88.2

265.1 458.1

11321.5 18561.2

n.d. n.d.

45.9 48.1

117.6 192.1

827.0 1089.9

1407.3 2357.6

130.7 158.5

n.d. n.d.

3990.5 2163.7

14.8 12.1

8.3 n.d.

80.7 18.0

42.2 9.8

n.d. n.d.

14005.6 798.6

347.4 11.4

41.0 34.3

n.d. n.d.

n.d. n.d.

167.1 132.5

2703.9 19.2

23.6 17.5

475.7 13.7

n.d. n.d.

98.6 403

4.2 4.3

tr 8.3

13.6 67.5

62.2 19.0

520.5

11321.5

n.d.

44.4

240.3

1207.3

2363.3

174.o

n.d.

1736.7

iL3.2
,ーn.d.

7.9

11.0

_n.d.

223.7

9.3

40.5

n.d.

n.d.

163.5

21.8

23.2

17.7

11.d.

40.6

4.6

8.I

54.4

37.2

Peakno.indicateddleSameaSthatofTable9.Peakno.XidentifiedusingtheRAS.n.d.:notdetected.
tr:1essthan4.0.std:Shochu+D.W.WS:std.+salts+D.W.WSM:WS+mucin.WSA:WS+α

-amylase.WSAM:WSA+mucin

80



第2項 RASを用いたソバ､米および麦焼酎の含み香測定

揮発性成分は､含み香を表すwSAM区分において､ソバ焼酎では24種類､米焼酎で

は27種類､麦焼酎では23種類をそれぞれ同定した (Table15117)｡得られたソバ焼酎

の揮発性成分はエステル 15種類､アルコール8種類､有機酸 1種類に分類できた｡米焼

酎については､エステル 15種類､アルコール10種類､有機酸2種類に分類できた｡ま

た､麦焼酎については､エステル14種類､アルコール8種類､有機酸1種類に分類でき

た｡ethylacetate(No.X)は第2章で定量出来なかったが､本章では定量できたことから､

リストに加えた｡ソバ､米および麦焼酎std区分において､ethylalcohol(No.2)を除く

isoamylalcohol(No.15)､ethylcaprylate(No.32)､ethylcaprate(No.51)､isoamylacetate(No.12)

およびethylhmte(No.67)のピーク面積は､全ピーク面積の1% 以上をそれぞれ示し

た (Table15), さらに､ethylpalmitate(No･88)はソバ焼酎std区分のみで､ethylmyQstate

(No.77)は米および麦焼酎のstd区分のみで､ピーク面積が全ピーク面積の1% 以上を

それぞれ示した｡第 3章で明らかとなった､ソバ焼酎の香気寄与成分 ethylcimmamate

(No.81)は､ソバ焼酎の全ての区分で同定した｡ しかし､米焼酎はWS区分､WSA区

分およびWSAM区分で検出されなかった｡また麦焼酎は全ての区分で末検出であった｡

ソバ焼酎のstd区分とWSAM区分のピーク面積を比較すると､ethylcaprate(No.51)お

よびethyllaumte(No.67)が約 1/90と著しく減少した｡また､ethylmyristate(No.77)も

約 1/13-と減少した(Table15)｡同様の傾向は米､麦焼酎でも認められた(Table16,17)｡

std区分とα-アミラーゼと塩類を含むWSA区分のピーク面積を比較すると､ethylcaprate

(No.51)が約 1/15､edlyllaurate(No.67)が約 1/80そしてethylmyristate(No.77)が約

1/13とWSAM区分と同様に減少した｡米および麦焼酎のethy11atmte(No.67)について

は､全ての区分の中で､WSM 区分のピーク面積が最も少なかった｡ 一方､ムチンと塩

類を含むWSM 区分はWSAM 区分のピーク面積のような著しい減少が認められなかっ

た｡塩類のみのWS区分のピーク面積はstd区分およびWSM 区分のピーク面積と同様

の傾向を示した｡このように､ソバ､米および麦焼酎のピーク面積の値を比較すると､

std区分､wS区分およびWSM区分と､WSAM区分､WSA区分の2つのグループに分
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類できた｡この2グループの違いは､α-アミラーゼの添加の有無であった｡ 以上の結果

より､α-アミラーゼは､中級脂肪酸エチルエステル類のピーク面積の減少に大きく関与

していることが示唆された｡

第3項 高級脂肪酸エチルエステルが中級脂肪酸エチルエステルの含み香および立ち香

に与える影響

Fig.20より､それぞれの中級脂肪酸エチルエステル (ethylcaproate､ethylcapqlate､壱hyl

caprate､ethyllaurateおよびethylmyristate)のWSAM区分は､高級脂肪酸エチルエステ

ル濃度の影響を受けず一定のピーク面積で推移した｡ethylcaproateのstd区分は高級脂

肪酸エチルエステル濃度の影響を受けず､wsAM区分と同様に一定のピーク面積で推移

した｡しかし､ethylcaprylateのstd区分は高級脂肪酸エチルエステル濃度が増加するに

つれて､緩やかな減少を示した｡さらにedlylcaprate､ethyllaumteおよびedlylmyristate

に関しては､高級脂肪酸エチルエステル濃度omgnの時に最大のピーク面積を示し､濃

度が増加するにしたがいピーク面積は急激に減少した｡最終的にはWSAM 区分と同程

度のピーク面積に近づくパターンを示した｡edlylcaprateのWSA区分は､WSAM 区分

と同様のパターンを示した｡さらに､WS区分およびWSM区分は､std区分と同様のパ

ターンをそれぞれ示した｡このように､std区分､wS区分およびWSM区分と､WSAM

区分､wsA区分の2つのグループに分類できた｡この分類はFig.20のedlylcaprylate(B)､

ethylcaprate(C)､ethyllaurate(D)およびethylmyristate(E)にも認められた｡

高級脂肪酸エチルエステルの濃度がomgM)時､ethylcaproateのstd区分はWSAM区

分のピーク面積と同じ値を示した｡同様に､ethylcaprylateでは､WSAM区分のピーク面

積はstd区分のピーク面積の約 1/3であった｡ この結果は､ソバ､米および麦焼酎のethyl

caprate､edlylcapⅣlateのstd区分とWSAM区分のピーク面積の値と同じであった(Table

15-17)｡さらに､ethylcaprateも､同様の結果が得られた｡このように､Fig.20の結果は､

実際の穀類本格焼酎に含まれる中級脂肪酸エチルエステル類の放散を再現していると考

えられた｡
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蒸留直後の高級脂肪酸エチルエステル含量は､約 130mgnであるが製品時には約 0.2

mgnまで除かれる28)114)｡本研究で使用した穀類本格焼酎の高級脂肪酸エチルエステル含

量は約0.5mgnであった｡立ち香に相当すると考えられるstd区分は高級脂肪酸エチルエ

ステル溶液の添加量がOmdlから130mgnに増加するに従い､ピーク面積はethylcaproate

(C6:炭素数6) で約0% ､ethylcaprylate(C8)で約60%､そしてethylcaprate(C10)､

ethyllaurate(C12)およびethylmyristate(C14)で約90%それぞれ減少した｡5種類の中

級脂肪酸エチルエステルは､それぞれ､炭素数が2つ異なる直鎖脂肪酸エチルエステル

類である｡炭素数の増加に伴い､ピーク面積の減少率が大きくなることが明らかとなっ

た｡
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第4節 考察

本章で開発したRASは､Robertsらの装置22)と同様の結果が得られたことから､本格

焼酎の含み香および立ち香測定が可能と判断した｡揮発性成分吸着剤としてSPMEファ

イバーを導入した｡ これまではガラスカラム充填剤であるTenaxを用いた報告が多かっ

た｡Ten狐 は GCに加熱脱着式のインジェクションポートが必要となる｡一方､SPME

ファイバーは､液体､気体いずれの条件でも対応可能である｡また､特殊なGCインジ

ェクションポートが必要なく､吸着した揮発性成分を速やかにGC分析できる利点があ

る｡SPMEファイバーはTenaxより樹脂量は少ないが､未同定を含めると多ぐのピーク

を検出したことから､RASを用いた分析は十分に応用可能であると考えられる｡また､

再現性は変動係数15%以下であった｡SPMEファイバーの吸着能力は揮発性成分の種類

で異なることから､幾つかのSPMEファイバーを組み合わせることで､更にピーク数の

増加や変動係数の改善が可能と考えられる｡std区分は､人工唾液成分の代わりにD.W.

を添加した本格焼酎をRASで測定したものである｡立ち香に近い条件である本格焼酎の

みの分析や25℃での分析結果もstd区分と同様の傾向を示した｡このように､std区分の

分析結果は直接鼻腔で感じる立ち香に相当すると考えられた｡

口腔内の揮発性成分放散に関わる因子は､飲料の揮発性成分の場合､岨噂､温度およ

び呼吸量よりも､唾液成分の塩類による塩析効果や､ムチン､α-7ミラーゼとの吸着に

よる場合が多い27)｡本格焼酎の揮発性成分の放散を抑制しているのはα-アミラーゼであ

ることを明らかにした｡デンプン等を含む食品は､α-アミラーゼの酵素反応が食品の構

造変化を引き起こし､揮発性成分の放散に影響を与えることが報告されている115~117)｡本

格焼酎はデンプンを含まないため､α-7ミラーゼの酵素的作用による影響は考えにくい｡

むしろ､揮発性成分がα-アミラーゼとの疎水結合やファンデルワールス力による吸着で

放散が抑制されると推測された110)118)｡一方､糖タンパク質のムチンを含むWSM 区分は

揮発性成分の放散を抑制していない｡ethylcaproateとmethylcaproateの放散量が異なる

こと､さらに､これらの揮発性成分はβ-ラクトグロブリンとβ-ラクトアルブミンでも
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放散量が異なることが報告されている119)｡これは､揮発性成分とタンパク質の吸着に特

異性があるためと考えられる29)｡wsAM区分の揮発性成分のピーク面積はstd区分より

減少している (Table15-17)｡しかしWSAM区分のピーク面積が増加している揮発性成

分も幾つか検出した｡特にソバ焼酎のethylacetate(No.X)のピーク面積はstd区分より

約2倍の値を示している｡このピーク面積増加の原因は塩析効果 '20)121)と低い沸点 (b.p.

77℃)であると推測される｡揮発性成分の放散量は､構造､タンパク質および脂質等の

種類および濃度により増加することも報告されている 122~124)｡そのため､重要な揮発性

成分については放散量の検討を個別に行う必要がある｡以上の結果は､本格焼酎の立ち

香と含み香の官能的な違いについて､部分的ではあるが､そのメカニズムを初ゆて解明

した｡

立ち香に相当するstd区分のピーク面積は､高級脂肪酸エチルエステル類の濃度が増

加するにしたがい減少した (Fig.20)｡これは保香効果､すなわち疎水性化合物である高

級脂肪酸エチルエステルが増加した結果､同様に疎水性化合物である中級脂肪酸エチル

エステルの溶解作用が増し安定化することで､放散が抑制されたと推察された｡ただし､

e血ylcaproateは疎水性化合物であるが､高級脂肪酸エチルエステルの影響を受けること

なく一定のピーク面積で推移した｡これは軌点 (b.p.167℃)が低いため､唾液成分の塩

類による塩析や､高級脂肪酸エチルエステルの添加による保香効果の有無に関わらず放

散すると考えられる｡

高級脂肪酸エチルエステルは､立ち香に相当する std区分の中級脂肪酸エチルエステ

ル類の放散に強く関与していると推察された｡対照的に含み香を表す wSAM 区分のピ

ーク面積は変動が少なかった｡ 高級脂肪酸エチルエステル類とα-アミラーゼは同様に放

散抑制作用を示された｡しかし､α-アミラーゼは揮発性成分との吸着で放散抑制するの

に対し､高級脂肪酸エチルエステル類は保香効果による放散抑制と作用原理が異なる｡

そのため､全ての揮発性成分にこの結果は適応しない｡揮発性成分の種類によって結果

は異なると考えられる｡

86



第5節 小括

揮発性成分吸着剤としてSPMEファイバーを装着したRASは本格焼酎の含み香と立

ち香測定が可能であると判断された｡また､8種類のSPMEファイバーについて検討し

た結果､PDMSが本研究には最適であることからRASに採用した｡

RASで本格焼酎を測定した結果､ソバ焼酎では24種類､米焼酎では27種類､麦嘩酎

では23種類をそれぞれ同定された｡

ソバ､米および麦焼酎において､含み香を表すwsAM区分のピーク面積はstd区分の

ピーク面積より減少した｡原因は唾液成分に含まれるα-アミラーゼのタンパク質構造が

揮発性成分と吸着しているためと推察された｡

本格焼酎に含まれる高級脂肪酸エチルエステル含量の増加に伴い､立ち香に相当する

std区分において､ethylcaprate､ethyllauE71teおよびedlylmyristate等の中級脂肪酸エチル

エステル類の放散は抑制された｡一方､含み香に相当するWSAM 区分は高級脂肪酸エ

チルエステル類の影響を受けないことが明らかとなった｡
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第5章 ソバ焼酎に含まれる揮発性成分の機能性試験

第1節 序論

人々の健康-の関心が高まる中､食品成分の抗変異原性や抗酸化性などの機能性に関

する研究が注目されている｡アルコール飲料に関しても例外ではなく､赤ワインは､ポ

リフェノールの機能性のほか､抗カビ活性を持つファイ トアレキシンの一種で奉る

resveratrolがIJOW-densitylipprotein (LDL)の酸化を防止し､血小板凝集抑制について報

告されている 125~127)｡清酒については､製造過程における抗酸化活性の推移に?いての

報告がある 128)129)｡また､奥田は清酒中にインスリン様物質があることを報告している

130)｡さらに清酒中のアンギオテンシン変換酵素阻害物質についても研究されて_いる

131-133)
○

本格焼酎に関しては須見らにより適量飲酒すると､ウロキナーゼ前駆体であり血栓溶

解酵素で狭心症や心筋梗塞の治療薬として現在臨床中であるPro-Urokinase(U喝が増加

し､結果としてウロキナーゼ浄性が高まり血栓溶解能力が高まることを報告した134)｡こ

のような本格焼酎の機能性に関する報告は極めて少ない｡本格焼酎は蒸留酒のため圧搾

工程で得られる清酒､ワインおよびビールより揮発性成分以外の有機酸､色素等の成分

が少ないため関心が払われなかった｡ しかし､本格焼酎は酵母､麹菌を利用した並行複

発酵で､多様な酵素により得られた代謝産物 (揮発性成分)を単式蒸留で得ることから､

蒸留酒としては香味成分が多く含まれるので､ソバ焼酎にも機能性成分を持つ可能性が

考えられる｡揮発性成分の機能性に関しては､本格焼酎と同様に酵母､麹菌および穀類

で製造した味噌､醤油の特有香気成分である 4-Hydoxy-2(5)-edlyll5(2)一methyl-3-Rm one

(HEME)に抗腫疹性が報告されている135)136)｡そこで本章では､第2章で同定したソバ

焼酎の揮発性成分の中から63種類について､抗変異原性試験および抗酸化活性試験を行
った｡
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第2節 実験方法

第 1項 試薬および菌株

ラット月刊穣由来S-9はオリエンタル酵母 (秩)より購入した｡抗変異原性試験で使用

したサルモネラ菌 (sdlmonellaophimurium)TA98株は (財)残留農薬研究所より提供し

て頂いた｡抗変異原性試験および抗酸化試験に用いた試料 (和光純薬工業 (秩)､Aldrich

Chem.ConResearchChemicalsLtd.､ICNBiomedicalsInc.､東京化成工業 (秩))は特級ま

たはそれに準ずるものを用いた｡その他､特に言及しない限り特級またはそれに準ずる

試薬を用いた｡

第2項 Ames法

TA98菌株保存培養液は20mlブロス培地 (8.0%Neutrientbro血Pifco製)､5% NAcl)

に接種し､37℃､14時間暗所で好気的に振とうして前培養とした｡間接変異原物質とし

て 3-Amin0-1,4ldimethy-5H-pyrido(4,3-b)indol(TIPIP-1､酢酸塩､和光純薬工業 (秩))を

プレート1枚あたり1.5ng使用した｡din1ethylsulfoxide(DMSO)に溶解した試料 (ソバ

焼酎で同定した揮発性成分の市販試薬品を使用)､ラット月刊蔵由来S-9に補酵素溶液 (8

mMMgC12､33mMKCl､5mMGlucose-6-Phosphate､4mMNADH､4mMNADPH､5mM

AJP､100mM Phosphatebuffer､pH7.4)を添加したS-9mixを滅菌小試験管で混合した｡

試料の最終濃度は 1mM とした｡ここに､前培養したTA98菌株懸濁液を加え､37℃､

20分間振とうした｡振とう後､小試験管にトップアガ- (0.05mML-histidine､0.05mM

L-biotine､0.6%NaCl､0.8%BactoAgarPifco社製))を加え､最少グルコース培地 (2%

D-glucose､1%Vorge1-Bommer､1.5%BactoAgar)に重層した｡シャーレは37℃､48時間

暗所で倒置培養し生じたヒスチジン非要求性復帰変異コロニー数を計数した｡抗変異原

悼 (%)は次式により求めた｡陽性対照試験 として直接変異原物質である

4-nltroquinoline-1-oxideを用いた場合は､S-9mixの代わりに滅菌水を用いた｡また､抗変

異原物質のコントロールとして､(-)-Epigallocatechingal1ate ((-)-EGCG)を終濃度500〃
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Mで用いた｡試料そのものの変異原性および抗菌性は試験結果に影響が無いことを予め

確認した｡測定は3連で行ったo Trp-p-1のみ添加した時のプレートコロニー数は141±

13であった｡

抗変異原性 (%)- (ト (A-B)/ (C-B))×100

A:試料とTIP-p-1添加時のコロニー数
B:添加物無しのコロニー数 (自然復帰)

C:Tq)-p-1のみ添加時のコロニー数

第3項 リコンビナント硫酸転移酵素の調製

リコンビナン ト硫酸転移酵素はヒ ト肝臓由来の Humandehydroepiandrosterone

sulfotransferase (hDHEAST)を使用した137)｡hDIiEASTをコー ドしている遺伝子を発

現用ベクターpGEX-2TKに､サブクローニングしたものを大腸菌BL21に導入した｡こ

の時のプライマーは 5'-GGCGAAITCATGTCGGACGAm CTTA-3'と 5'-GGCGAA-

TrCmArrCCCATGGGAACAGCTC-3'を使用 し､hDHEASTの 0penreadingframe

(ORF)を増幅した｡hDHEASTを組み込んだ大腸菌をLB培地(1%NaCl､1%Tryptone､

0.5%Yeastextract､0.01%Am picillin)で培養後､0.1mMIsopropy-β -D-thiogalactopyranoside

(IPTG)を加えさらに培養し､目的タンパク質の発現を誘導した｡ 培養終了後､遠心分

離 (1,800×g､10min.)で得られた菌体をフレンチプレス (スペクトロニック社製)で

破砕し､再び遠心分離 (13,000×g､15min.､4℃)により上清を粗酵素画分として回収

した｡得られた粗酵素画分はグルタチオンセファロースに吸着させ､ThombinbuHer(50

mMTriS-HCl､pH8.0､150mMNaCl､2.5mMCaCl2)で洗浄し､Thombin (5mi ts/ill)

を加え酵素処理によりGSTとhDHEASTを分離し､遠心分離後(8,000×g､10min.､4℃)､

得られた上清画分を精製酵素とした｡なお､全ての操作は4℃で行った｡

第4項 リコンビナント硫酸転移酵素を用いたAmes変法

測定法は Glattetal らの方法を改変して行った 138)｡すなわち､活性硫酸である

3'-phosphoadenosine-5'-phosphosulfate(PAPS)を16.7LLMになるようにBuqerB(150mM
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KCl､15mMNa2SO4､15mMMgCl2､10mMPhosphateBuffer､pH7.4)で調製した｡次に

第3項で得た酵素液を60〃g/hllになるようにBuFerC(150血MKCl､0.5mgmiBSA､10

mMPhosphatebuffer､pH7.4)で調製した｡さらに前培養したTA98菌株懸濁液を加えた｡

間接変異原物質として9-hydroxymethylanthraceneをプレートあたり104.1ng使用した139)｡

最後に､最終濃度がlmMになるようDMSOに溶解した試料を小試験管で混合した｡ 以

下､第2項のAmes法と同様に行った｡ 陽性対照試験および抗変異原性 (%)の算出法

は第2項と同様に実施した｡9-hydroxymethylanthraceneのみ添加した時のプレートの-jロ

ニー数は180±5であった｡

第5項 DPPHラジカル消去能測定

35%エタノールに溶解した各試料2.1mlを500mMAcetatebuffer(pH5.5)300FLl､99.5%

エタノール300〃1､0.25mMDPPHエタノール溶液300〃1とともに試験管に加えた後よ

く撹拝し､暗所で室温､1時間反応後､517nmの吸光度を分光光度計 (tN-1600､(樵)

島津製作所製)で測定した｡試料の最終濃度はlmM とした｡試料の代わりに35%エタ

ノールを対照として次式のようにして求めた｡また陽性対照試験として最終濃度2.5〃M

(-)-EGCGを用いて行った｡

ソバ､米および麦焼酎と甲類焼酎の測定に用いた試料は市販焼酎を用いた｡また､対

照は35% (Vル)ェタノールを使用した｡分析方法および消去活性算出法は次式より求め

た｡全ての測定は3連で行った｡

DPPHラジカル消去率 (%)- (A-B)/AXIOO

A:ブランクの吸光度 (0.D.5170.207)

B:試料添加時の吸光度
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第3節 結果

第1項 Ames法およびリコンビナント硫酸転移酵素を用いたAmes変法による抗変異原

性試験

杭変異原性試験の結果はTable18に示した｡S-9を用いたAm es法において､9サンプ

ルが20%以上の抗変異原性を示した｡その中で7サンプルがエステル化合物であり､さ

らに6サンプルがェチルエステノ可ヒ合物であった｡ 不飽和脂肪酸およびそのエチル≠ス

テル体であるNo.103/Oleicacid(46.1±0.4%)､No.98/edlyllinoleate(53.7±0.5%)笹40%

以上の抗変異原性を確認したO

リコンビンナント硫酸転移酵素を用いたAmes変法において､13サンプルが20%以

上の抗変異原性を示した｡特に No.64/β-phenethylacetate(28.1±2.6%)､No.71伽nzyl

alcohol(20.2±4.7%)およびNo.73/phenethylalcohol(28.3±3.6%)等のフェニル化合物で

抗変異原性が認められた｡また､40%以上の抗変異原性はNo.65/caproicacid(40.1±1.7%)

で認められた｡従来のAmes法は中高沸点試料で高い抗変異原活性が認められたのに対

し､硫酸転移酵素を用いたAmes変法は低軌点試料で20% 以上の抗変異原性が5サンプ

ル認められた｡No.6/1-pmpanol(15.8±3.6%)､No.ll/isobutylalcohol(9.4±1.5%)および

No.14/1-ethoxy-2-propanol(11.8±3.4%)等のプロパノール化合物より､No.13/1-butanol(28.6

±0.8%)やNo.15/isoamylalcohol(39.4±1.1%)のブタノール化合物で高い抗変異原性が認

められた｡
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Table18AntimutagenicityofvolatilecompoundsfmmbuckwheatShochLLbyAm estestand
modifledAm estestusingsulfotransfer7ISe

No. Compounds
Inhibition(%)

Amestest MdifledAmes

X ethylacetate

1isopropylalcohol

3ethylisobutymte

4 allylfbmate

5 isobutyIacetate

6 1-pmpanol

10 buty1acetate

llisobuty]alcoho1

12 isoamylacetate

13 1-butanol

14 トethoxy-2⊥propanol

15 isoamylalcohol

16e仇ylcaproate

183-methyト3-buten-1-01

213-hydroxy-2-butanone

234-methy1-1-pentano1

24 2-heptano1

253-methyト2-buten-ト01

263-methyH-pentano1

29 1-hexano1

304-octano1

312{thylhexylacetateC)

32 ethylcapry)ate･C)

33 1aten-3-01

34 1lheptano1

35aceticacid

38ethylheXanO1

4lethylDL-3-hydroxybutyrate

43ethy】∩-nonanoate

44 日naloo1

45 n-octano1

46 isobutyricacid

n.d. 4.8±1.3

n.d. 15.8±4.2

n.d. 34.7±3.7

n.d. 23.6±5.2

n.d. 14.0±1.5

12±4.3 15.8±3.6

n.d. 2.4±0.7

18.1±4.1 9.4=ヒ1.5

n.d. 31.0±7.6

n.d. 28.6±0.8

n.d. 1I.8±3.4

n.d. 39.4±1.I

n.d. 5.8±1.5

n.d. 6.3±2.6

3.6±7.9 n.d.

n.d. n.d.

n.d. 30.5±5.8

n.d. n.d.

n.d. n.d.

n.d. n.d.

n.d. 10.3±3.5

n.d.

n.d.

n.d.

15.2±2.9

n･LL

n.d.

36.5±5.1

33.3±7.0

n.d.

6.7±0.8

n.d.

n.d.

n.d.

8.1±2.4

3.2±1.5

8.1±1.2

n.d.

n.d.

n.d. 25.4±4.I

n.d. 13.0±3.3
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Table18(continued)

No･ Compounds
Inhibition(%)

Am estest MdiRedAm es
51ethylcaprate

52 I-nonano1

53 isovalericacid

55 diethylsuccinate

58 me山iono1

59 valericacid

60 2{thylbutyn-cacid

62 ethylphenylacetate

63 nerD1

64 B-phenethylacetate

65 caproicacid

70 2-methyL-hexanoicacid

71benzylalcohol

73 phenethylalcoho一

76 nerDlidol(cis-& b71nS-nl]'xture)A)

77 ethy]mynstate

78 caprylicaC1'd

80 11methy14hydroxytxnzene

8lethylcinnamateB)

82 ethylpentadecanoate

88 ethylpalmitate

90 capncacid

91trams,tmns-farnesoIA)

95 ethylsteamte

97 ethy)ol飴te

98 ethyJlino]eate

99 ethylnonadecanoate

100 mynsticacid

lO2 palmiticacid

lO3 01eicacid

105 1inoleicacid

(+EGCG*)

n.d. 9.4±2.5

11.d. 11.0±1.4

11.d. 4.7±1.3

n.d. 4.3±0,2

n.d. n.d.

n.d. 20.7±1.5

n.d. n.d.

12.2±5.3 n.d.

n.d. 8.9±1.5

34.I±6.8 28.1±2.6

n.d. 40.1±1.7

n.d. 28.6±I.8

14.7±4.1 20.2±4.7

n.d. 28.3±3.6

Il.d.

35.3±3.1

3.7±8.2

30.9±3.5

n.d.

30.6±0.2

13.0±3.2

∩.d.

n.d.

n.d.

∩.d.

n.d.

∩.d.

n.d.

8.1±2.2 5.3±1.2

31.9±0.7 2.6±0.8

53.7±0.5

46.1±0.4

∩.d.

∩.d.

76.2±6.2 86.1±3.0

No･indicatedthesameasthatofTable9.No.Xidentifledinchapter4,A):Fina]concen什ationofsample

was20〃M･B):Finalconcen他tionofsamp]ewasloo″M.n.d.:notdetected.-:Samplecouldnot

txdissolvedinDMSO.Valueshowedmeans±S.D.(N-3).*):FinalconcentrationofEGCGwas500

〃M.

94



Table19DPPHradicalscavengingactivib,ofvolatnecompoundshImbuckwheatShoch〃

Radical

No.Comrx)unds scavending

Radl'cal

o.ComfX)unds scavending
activity(%)

Xethylacetate

1isoprDPylalcoho]

3ethylisobutyrate

4altylfbmate

5isobuty1acetate

61-propanol

10butylacetate

I1isobutylalcho1

12isoamylacetate

131-butano1

141Cthoxy-2-propanol

I5isoamylal00hol

16ethylcaproate

183-methyll3lbuten-トot

2131hydroxy-2-butanone

234-methy1-1-pentano1

242-heptano1

2531methyll2-butenl1-01

263-methy1-1-pentano1

29I-hexano1

304ィ氾tanO1

3I21edlyLhexylacetate

32ethylcaprylate

331ィ氾ten-3-01

341-heptano1

35aceticacid

38ethylhexanol

n.d.

∩.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

∩.d.

∩.d.

n.d.

n.d.

∩.d.

n.d.

n.d.

n.d.

∩.d.

∩.d.

n.d.

n.d.

n.d.

∩.d.

n.d.

∩.d.

n.d.

∩.d.

∩.d.

∩.d.

∩.d.

41ethylDL-3-hydroxybutyrate n.d.

43ethyl∩-nonanoate

441inaloo1

45〟-octano1

46isobutyricacid

n.d.

ll.d.

tl.d.

ll.d.

51ethylcaprate

521-nonano1

53isovalericacid

55die山ylsu∝inate

58methiono1

59valericacid

602-dhy)butyrjcacl'd

62ethylphenylacetate

63nero1

648-phenethy)acetate
65caproicacid

702-methyl-hexanoicacid

71t光n町1alcohol

73phenethylalcohol

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

3.9±1.3

'h.d.

ll.LL

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

3.4±1.5

n.d.

ll.d.

76nerolidol(cis-& trans-mixture) n.d.

77ethytmynstate n.d.

78capIy1icacid n.d.

801-methy14hydroxytxnzene 74･4±0･9

81ethylcinnamate

82ethylpentadecanoate

88ethylpalmitate

90capncacid

91trams,trams-farnesoJ

95ethy)stearate

97ethyloleate

98ethy11inoleate

99edlylnonadecanoate

100mynsticacid

102palmiticacid

10301eicacid

lO5日noleicacid

(+EGCG*)
No.indicatedAleSameaSthatofTable9.No.Xidentifiedinchapter4.n.d:notdetected
valueshowedmeans±S.D.(N-3).*):FinalconcentrationofEGCGwas2.5LLM.
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第2項 DPPHラジカル消去能測定

No.80/トmethyl-4-hydroxybnzene(74.4±0.9%)は最も高い抗酸化性が認められた｡フ

ェニル化合物であるno.71伽nzylalcohol､no.73/phenethylalcohol､no.64/β-phenethylacetate

および no.81/ethylcinnamateについては活性は認められなかった (Table19)｡

No.80/1-methy14hydroxybenzeneの浄性はEGCG (71.0±0.0%)と同程度であるが､測定

に用いた濃度が11medlyl-4-hydroxytxrueneの1mMに対して(-)-EGCGの2.5FLMと大きく

異なることから､(-)-EGCGの抗酸化性より劣っていた｡Table20より､本格焼酎の抗酸

化活性は僅かではあるが甲類焼酎より高いことが認められた｡

Table20DPPHradicalscavengingactivityofcerealShochu

HonkakuShochu(a)

Buckwheat Rice Barley

KonJiShochu(b)

Radicalscavenglng
activity(%)

9.0±0.4 7.3±0.2 2.1±0.0 n.d.

(a):HonkakuShwhuwasobtainedkomsi.ngle-prccessdisdllation･
(b):KonLiShochuwasobtal'ned舟omcontlnuOuS-Pr∝eSSd]'sti11atl'on.
n.d.:notdetected
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第4節 考察

Oleicacid､linOleicacidなどの不飽和脂肪酸は､高い抗変異原活性およ班 湖動嘉活性が

報告されている 140-142)｡また､エチルエステル体のethyllinoleateでも抗変異原性が報告

されている 143)144)｡No.98/ethyllinoleate(53.7±0.5%)の抗変異原性は､これまでの報告

を裏付ける結果となった｡ 柑橘類特有の芳香を形成し､機能性成分として注目されてい

るテルペン類のリモネンは発ガン抑制効果が報告されている 145)｡しかしながら､

No.91/trams,trans-famesol(8.1±2.2%)を除くNo.44ninalool(n.d.)､No.63/nerol(n.d.)お

よびNo.61/nerolidol(n.d.)のテルペン類において抗変異原性は認められなかった02通

りの抗変異原性試験で 20%以上の活性が認められたものは No.64/β-phenethylacetate

(34.1±6.8%､28.1±2.6%)だけであった｡ むしろ､それぞれの抗変異原性の結果は活性

が大きく異なる傾向が強かった｡ これは､間接変異原物質を直接変異原物質に代議夷骨性

化する異化代謝確巨路が､S-9mixの酸化還元反応を利用 (薬物代謝の第一相反応)してい

るAmes法と､リコンビナント硫酸転移酵素による極性の高い物質との硫酸抱合反応(莱

物代謝の第二相反応)を利用したAmes変法の違いによると示唆された｡いくつかの高

級脂肪酸および高級脂肪酸エチルエステルは､溶媒DMSOに溶解しにくいため分析不能

であった｡これらの高級脂肪酸およびエチルエステルは､特に不飽和脂肪酸において､

これまでの報告から抗変異原性をもつ可能性が高いと推測される 1401142)｡また､不飽和

脂肪酸の抗変異原性の報告が多い中で､前駆変異原物質としてN-nitrosodimethylamineを

使用したとき､飽和脂肪酸であるla血cacidが抗変異原性を示すという報告もある146)｡

このように条件次第で異なる結果が得られることも十分に考えられる｡使用する前駆変

異原物質や溶媒の選択は今後の課題である｡

DPPHラジカル消去活性法の結果をTable19に示した｡アントシアニジンのB環に水

酸基が増えると抗酸化活性は高まることから､芳香環の水酸基すなわちフェノール基の

存在が重要である147)148)｡そのため､フェノール基を持つNo.80/1-methy14hydroxyt光ruene

(74.4±0.9%)は活性が確認され､芳香環に水酸基を持たないNo.71伽 nzylalcohol(n.d.)
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は活性が検出されなかったと考えられる｡No.80/1-methyl-4-hydroxytxnzene(30.9±3.5%)

は従来のAmes法についても抗変異原活性が確認されたが､リコンビナント硫酸転移酵

素を用いたAmes変法において活性は認められなかった｡また､2通りの抗変異原性試

験および抗酸化性試験で共に活性のある試料は認められなかった｡

第5節 小括

抗変異原性試験は､Ames法とリコンビナント硫酸転位酵素を用いたAmes変法で実

施した｡ Am es法はNo.98/edlyllinolateで最も高い活性が認められた｡リコンビナント硫

酸転移酵素を用いたAmes変法はNo.65/Capmicacidで最も高い活性が認められた｡

本格焼酎の揮発性成分はアル コール類 ､脂肪酸が多 くを占めるため

No.80/I-methyl-4-hydroxytxruene以外に抗酸化活性は認められなかった｡
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総括

本格焼酎の揮発性成分は､風味などの二次機能を決定する重要な因子である｡現在ま

で､これらの揮発性成分については､甘藷焼酎を中心に検討されており､特にその特徴

香と香気寄与成分はテルペン類であることが報告されている｡一方､宮崎県においては､

甘藷焼酎にとどまらず､ソバ､米および麦焼酎なども生産されており､それらの生産高

は甘藷焼酎に匹敵する｡しかしながら､これらの揮発性成分については､高級アルラー

ル､脂肪酸エステルなど約70種類程度が同定されているに過ぎず､数百種類存在すると

言われている揮発性成分の大半は不明である｡しかもこれらの揮発性成分のうち､どの

成分が特徴香と香気寄与成分の決定因子となるのか､ほとんど検討されていない｡本論

文では､ソバ､米および麦焼酎の品質向上を目的として､特に宮崎県で開発されたソバ

焼酎の揮発性成分とその特徴香および香気寄与成分の同定を行った｡

まず､本研究で分析試料として用いるソバ焼酎製造に最適なソバの検討を行った｡ 品

種､収穫年度および産地の異なるソバ6種類について10項目の分析を実施した｡一般成

分分析の澱粉価､粗タンパク質の結果より､内蒙古在来種は､醸造用原料として最も優

れていることが分かった｡ マンカン種､キタワセ種についても醸造用原料として十分に

利用可能と考えられた｡また､ソバを16画分に分画製粉した結果､醸造に必要な成分を

含むソバ粉を分画可能であることが分かった｡ これにより､造粒技術を用いた醸造用ソ

バの検討に参考となる知見を得られた｡

ソバ､米および麦焼酎の濃縮はfX)raPakQを用いた固相抽出法で行った｡ 得られたサン

プルをGC､GC/MSで分析した結果､ソバ焼酎では86種類､米焼酎では81種類そして

麦焼酎では 84種類同定した｡この中で新規の揮発性成分はソバ焼酎では 2-dodecanone

などを含む29種類の新規の揮発性成分を同定した｡米焼酎ではisob画 cacidなどを含

む23種類､麦焼酎ではdecanalなどを含む29種類の新規の揮発性成分を同定した｡

GCに匂いかぎ装置を接続したGC-0を用いて官能試験を試みた結果､ソバ､米およ

び麦焼酎でそれぞれ23種類の香気寄与成分を同定した｡未同定の香気寄与成分は8種類
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であった｡ この結果はこれまでのGC/MSを用いた分析では含有量が低いために見過ご

されてきた揮発性成分に､香りのある成分として重要な役割を担っていることを証明し

た｡さらに､ethylcimmamate(No.80)の香りがソバ焼酎で確認され､FDファクタ-2と

ソバ焼酎の香りを構成する重要な揮発性成分であることが認められた｡ソバ焼酎の特徴

香はpHによる溶媒抽出法で塩基性画分に存在し､GC-AEDで検出されたことから窒素

元素を含む化合物と示唆された｡さらに､GC/MSの分析でも検出されないことから微量

であると推測された｡

SPMEファイバーを装着したRASを開発し含み香を測定した結果､ソバ焼酎では24

種類､米焼酎では27種類､麦焼酎では23種類をそれぞれ同定した｡含み香の放散量は､

立ち香の放散量より減少した｡この原因は､人工唾液に含まれるα-アミラーゼのタンパ

ク質構造が､揮発性成分と吸着することにより放散が抑制されるためと推察した｡さら

に､本格焼酎に含まれる高級脂肪酸エチルエステルが立ち香の放散抑制に関与すること

を明らかにした｡本格焼酎に含まれる高級脂肪酸エチルエステノレ含量の増加に伴い､立

ち香において､ethylcaprate､ethy11乱mteおよびethylmyristate等の中級脂肪酸エチルエス

テルの放散は抑制された｡

ソバ焼酎で同定した揮発性成分について機能性評価試験を実施した｡薬物代謝の第一

相反応であるS-9mixを用いたAm es法では､edlyllinoleateに最も強い抗変異原活性が認

められた｡また､薬物代謝の第二相反応であるリコンビナント硫酸転移酵素を用いた

Ames変法では､caproicacidに最も強い抗変異原活性が認められた｡

本文は､醸造用原料に適したソバの検討､ソバ､米および麦焼酎の揮発性成分､香気

寄与成分の同定および定量､ソバ焼酎の特徴香の解明､含み香の放散機構そしてソバ焼

酎の揮発性成分の機能性試験を行い新たな知見を得た｡これらの結果は､ソバ焼酎の品

質向上および商品開発にとって価値ある情報であり､製造現場での活用が期待される｡
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