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ペーパークロマトグラフィーによる

泡盛醒中のアミノ酸の検索について

外間宏 ＿￣

ＯｎｔｈｅＡｍｉｎｏＡｃｉｄｓｉｎＡｗａｍｏｒｉ－Ｍｏｒomi

DetectedbyPaperchromatographｙ

ＫｏｚｏＨｏｋａｍａ

Ｒ６ｓｎｍ６

ＴｈｅＡｍｉｎｏａｃｉｄｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎＡｗａｍori-Moromibypaperchromatographｙａｒｅｌｌ

ｓｏｒｔｓｏｎｔｈｅ３ｒｄｄａｙａｎｄ９ｓｏｒｔsonthel5thdayafterfermentationstartedAmong

thesortsofaminoacidscontaininginthebothgroupsfairlydifferencesarefound

Namely，arginine，histidine，tryptophaneandtyrosinearedetectedattheformer

groupthoughtheycan/tbedetectedatthelattergroup・Ｔｈｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓｆｏｕｎｄｉｎ

ｔｈｅｂｏｔｈｇｒｏｕｐｓａｒｅｌ２ｓｏｒｔｓｉｎａｌＬＴｈｅｙａｒｅａｒｇｉｎine，asparticacid，alanine，cystine，

glutamicacid，glycine，histidine，leucine，methionine，tryptophane，tyrosineandvaline、

Generallyspeaking，９lutamicacidandasparticacidarericherthantheanother
aminoacidsiｎＡｗａｍｏｒｉＭｏｒｏｍｉ・

Ｓｈｕｍｏ（thefermentedsourceof‘`Sake"）ofJapanesewine“Sake'，arericherthan

awamori-moromiinthesortsofaminoacids、NeverthelessJapanese“Sake',contains

l6sortsandAwamori-Moromicontainsl2sortsofaminoacids、Ｔｈｅｓｏｒｔｓｏｆａｍｉｎｏ

ａｃｉｄｓｉｎＡｗａｍｏｒｉ－MoromidifferremarkablyfromthosｅｉｎＳｈｕｍoofJapanese-Sake，

Cystineandtryptophanecanbefounｄｉｎｔｈｅｆｏｒｍｅｒｂｕｔｎｏｔｉｎｔｈｅｌａｔｔｅｒ，And

phenylalanine，serineandthreonineexistinthelaｔｔｅｒｂｕｔｎｏｔｉｎｔｈｅｆｏｒｍｅｒ・

Ｗｈｅｎｔｈｅｅｘｉｓｔｅｎｃｅｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎfermentationprocesswereinvestigatedby

One-DimentionalMethodandTwo-DimentionalMethodofpaperchromatography，

tryptophanevanishesandcystineandvalineappearinthelaterstageoffermentation

andmethionineappeｒｓｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔａｎｄｌａｔｅｒｓｔａｇｅｏｆｆｅｒmention．

緒

一 一一目

泡盛は琉球固有の焼酎であってシャムより伝来したものと言われ，すでに四五百年前に琉球に
産せられていたという')．

原料の点から見れば南九州地方に発達した米焼酎と同じであるが，その特有なる醸造法のため

独得の香味を有している．

泡盛用黒麹中の主なる微生物はAslc増鯏"s,〃c〃"el2s応,Asp.αzDa腕o〃,Asp.α"形"s等であ
る．

著者は泡盛膠中の微量成分を検索し延いてはこれら微量成分が泡盛製品に如何に影響を与え

●
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ろかについて研究を企画し，今回はペーパークロマトグラフィーを利用して膠中のアミノ酸の検

索をなし，一応の実験結果を得たので，ここに報告する．

言うまでもなく泡盛麹中に含まれているアミノ酸は泡盛鑓菌の重要なる栄養源として，又膠の

香味を支配する成合として重要なる役割を持つものと考えられる．

実験之部

1．アミノ酸の検索

ペーパークロマトグラフィーによるアミノ酸の定性には数種の溶媒が紹介されているが，著者

は展開溶媒としてフェノール（０．５％アンモニヤ水20％添加）及びｎ－プチルアルコーノレ・酪酸･水

(４：１：２）混液を用いた．ijEi紙は東洋炉紙Ｎｏ．３を用いて上昇法二次展開を用いてアミノ酸を

検出した．

標準アミノ酸は何れも市販の「味の素」製品18種を使用した．

溶媒としてフェノール（関東化学製）は混液調製後５時間を経て使用した．ブタノール（米国

Cenco製）は５N-H2SO４，５N-NaOHで順次に洗牒，水洗後無水炭酸カルシウムで脱水後，蒸溜

に附し，ｂｐ､116゜～117゜の溜分をとり混合調製後３時間を経て使用した．

供試品としては那覇市首里喜屋武酒造所提供の泡盛膠を用いた．その仕込配合は蒸米４．５斗，

趣１合，汲水４．９升である．仕込期間は夏季において２週間であり，１５日目に蒸溜に附し製品に

している．冬季においては20日～30日の仕込期間をおいている．

同所提供の試料を各仕込経過に応じて採取し，炉過し炉液を250CC容円錐フラスコに入れ，防

腐用としてトルオールを添加して試料とした．尚供試品は常に冷蔵庫中に保存し新鮮度保持に留

意した．

それらの試料を夫々25cc宛をとって減圧濃縮（20ｍｍＨｇ６０°Ｃ）し５ｃｃとした．この濃縮液を

ミクロピペットを用いて0.005ｃｃを炉紙につけ，二次展開を行い，０２％ニソヒドリソ・ブタノ

ール溶液を撒布後90｡～100°Ｃにて５分間加熱呈色せしめた．その結果検出したアミノ酸は第１

表の通りである．

試料中には比較的糖が多いので充分な濃縮が行われないし，又種々な夫雑物のために試料中の

アミノ酸のＲｆ値が可成りずれるために正確なアミノ酸の判定が困難である．例へぱ第１表にお

いて仕込１５日目の試料ではメチオニソとバリソのＲｆ値が殆んど一致しているためにその判定に

不正確さを伴い易く，そのｓｐｏｔの大きさ及び恰好より漸く二種のアミノ酸の重なりを判定し得

たに過ぎない．NEUBERG及びKERB2).3)'4)β)の方法は斯る際に特にすぐれていると思われるが

今回は都合により本法を応用する機会がなかった．

第１表の結果を見るに仕込3日目の所謂泡立ちの時に検出確認されたアミノ酸は９種類であり，

蒸溜前即ち15日目（仕込16日目に蒸溜に附す）では８種類が確認されたが，両者中に検出された

アミノ酸の種類には可成りの差異が認められる．即ち仕込３日目ではアノレギニソ，ヒスチヂソ，

トリプトファソ，チロシソが認められるが仕込15日目では認められない．叉逆に仕込15日目では

確認されたシスチソ，バリソ，メチオニソが仕込３日目では確認することが出来なかった．両者

を通じて検出されたアミノ酸の総数はアラニソ，アルギニソ，アスパラギソ酸，シスチソ，グル

タミン酸，グリシソ，ヒスチヂン，ロイシソ，メチオニソ，トリプトフアソ，チロシソ，バリソ

の12種類である．以上の外にヒスチヂソのＲｆ値と童っているために確認することは出来なかっ

たがそのｓｐｏｔの大きさよりリヂソの存在が推定される．これは表中？印にて示した.．

〆
一一■齢
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ペーパ鳧クロマトグラフィーによる泡盛謬中のアミノ酸の検索について1０

TableLDetectedAminoAcidS．

Ｒｆ Ｒｆ

魔I山

Sｐｏｔ プタノール・酪酸・水フニノーノレ

標準
アミノ酸

仕込
３日目

０．５９～0.65

0.59～0.65

0.08～0．２２

仕込
１５日目

仕込
３日目

仕込

１５日目
標準
アミノ酸 酸’３日目'１０に

５
８
３
５
０
０
４
７

６
６
２
３
４
５
７
６

０
０
０
０
０
０
０
０

｛
）
一
一
一
一
一
一

５
１
２
１
０
０
７
０

５
６
１
３
３
４
６
６

０
０
０
０
０
０
０
０

１
２
３
４
５
６
７
８
９
０
１
２
３
４
５
６

１
１
１
１
１
１
１

Ｐ

８
８
８
４
５
１

６
６
０
３
３
４

０
０
０
０
０
０

一
一
一
一
一
一

２
２
３
１
７
５

６
６
０
２
２
３

０
０
０
０
０
０

0.37～0.41

0.37～0.41

0.28～0．３４

０
０
３
３
０
０
３
５
８
５
６
３
６

５
４
３
２
４
４
３
２
７
３
６
７
３

●
●
●
●
●
●
●
●
●
■
●
●
●

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

一
一
一
一
一
一
一
一
一
一
一
一
一

０
０
８
５
８
０
６
０
９
４
２
８
２

４
３
２
１
２
３
２
２
６
２
６
６
３

●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

0.25～０．３３

０．３６～０．４１

０．６３～0．６８

0.38～0.42

0.30～0.35

0.27～０．３０

|:二二'零ｌ８ｉｉ二::：
0.78～0.82

0.62～0.68

0.84～０．９１

0.70～0.75

0.37～0．４１

0.76～０．８１

０．３６～０．３８

０．６１～0．６５

４
４
７

９
８
８

０
０
０

一
一
一

８
５
１

７
７
８

０
０
０

10.80～0.8710.80～0８４ １Ｍ~０５’
'０５３～0．６０

0.46～0.52

0.56～0．６１10.78～0.8310.82～0.86
10m~M，， 106Ｍ6５10.84～0.9110.57～０６３

１固々のｓｐｏｔの大さぎ，呈色濃度等より判定すれば含有量の多いと老へられるのは仕込３日目

迄はアスパラギン酸，グリシン，グルタミン酸であり，１５日目ではアスパラギン酸，グルタミン

酸である．

之等の結果を従来報告されている清酒のアミノ酸組成5)'6)の及び清酒の酒母中のアミノ酸組成8）

と比較検討して見るに，清酒中に確認されたアミノ酸18種類，及び酒母中に確認されたアミノ酸

16種類に比べて，泡盛膠の場合には僅かにその約半数に過ぎず，仕込３日目で９種類であり，仕

込15日目では８種類に過ぎない．両者を通じても12種類であり，その種類が斯く少いのは仕込日

数が清酒に比べて遙かに短いためではないかと思考される．

泡盛膠と清酒の酒母はそのアミノ酸組成において顕著な相違が見られる．即ち酒母中にはシス

チンとトリプトフアンが全く確認出来ないが，泡盛膠では，トリプトファソが醗酵前期に，シス

チンが醗酵後期にそれぞれ検出確認されている．又清酒の酒母ではフエニールアラニソ，スレオ

ニン及びセリソが検出確認されているが泡盛膠では全然確認することが出来ないということも注

目すべき点である．酒母でも含有量の多いアスパラギン酸，グルタミン酸が泡盛膠でも含有量が

多い．含有量の少いのは，ロイシソ，メチオニン，トリプトファン，バリソである．

尚イソロイシンについては純アミノ酸が入手出来ず，実験出来なかった．

第２表は第１表を更に補足するための実験結果である．実験方法は上記と全く同じであるが溶

媒に於て少しくその使用方法を異にするために標準アミノ酸のＲｆ値が第１表と異る値を示して

いる．即ち溶媒のフェノール及びブタノール（両者とも関東化学製）は夫々調製後二週間を経て

使用した．
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Table２DetectedAmmoAcidsinpreparatingprocess．

Ｒｆ Ｒｆ

検出したアミノ酸

…屋
，ｌＯｆＯ

ｌＯ､６６

ブタノール・酪酸・水フニノール

相当する
アミノ酸

亜■苧
1N０５

蠅率｜Ｍ１Ⅲ

No.11Ｎ０．２

０'２，０１１
０．６５０．６３

０．５５０．６７

ｌｌｌ

ＭＯＩＩ１；

1Ｎ０．４

川一ⅧｌⅢ

Ⅲ
｜
朴

Ｍ－ＭｌＭ
Ｍ－Ｍｌ
ＭｌＭｌ

No.４ No.５

川一Ｍ１川 アラニン

ＩｉｉＩＩｉ：’'０６５m
０．７０

0．６８

１
０．７４

0．１５

１
０．１８ :棚:|:!：

0．１０

１
０．１５

０．１５

１
０．１８

アルギ
什 十十

ン

0．１２

１
０．２２ :<:|:<Ｉ：

1２

１
１６ :<Ｉ:!：

０．１２

１
０．１８ :１１:|淵；

０．１２

１
０．１５

0．１８

１
０．２０

０．１８

１
０．２５

ラ
酸

パ
ン
ス
ギ

ア３
４
５
６
７
８
９

HＰ十十

０

0．２９

１
０．３０ :鯛:<： :<:|:1１，

０．０７

】
0．０９

０．１２

１
０．１３

＋ ＋＋シスチン

0．３２

１
０．３８ ::！::： ::!':!:|:iil:童 :鮒:lＩＩｉ

０．２３

１
０．２６ :i::<；

０．２３

１
０．２７

グルタ

ミン酸

什
十

＋ 十＋

lii:|： :i:|:髪|:i：::;：:鮒： :鮒:|：:柵
０．１５

１
０．２５

0．０４

１
０．１３

0.08

１
０．１２

十 ＋十グリシン

0．４４

0．５８

１
０．６２

0．６８

１
０．７３ :!:：

０
０

６７

１
７１

0．１４

1
0.18:鯛

0．１２

１
０．１６

ヒフミ

チヂン
十

0．６０

１
０．６７

0．２０

１
０．２５

オキシ

フ゜ロリン

:111:ｔｉｌ:!；
0．８３

１
０．９１:!:|:劃：

１
５
８
１

８
－
８
５
１
６

０．６８

１
０．７２

0．６２

１
０．６９

０．５２

１
０．５６

0．６５

１
０．７０

0．５８

１
０．６３ :<:|:<： 十＋ 十ロイシン

＋
９
．

:鮒： :こ':!：
０．１３

１
０．１５

０．１５

１
０．１８

０．０３

１
０．１０

0．１２

１
０．１７

0．０８

１
０．１２

１０ ？？リヂン

０．７７

１
０．８０

０．８３

１
０．８６

０．４５

１
０．５０

０．４４

１
０．４７

メチオ

ニン１１ 十

0．９１

１
０．９６

0．５３

１
０．５７

フェニル

アラニン1２

０．８１

１
０．８７

０．３２

１
０．３６

う゜ロリン
１３

0．８０

１
０．８４

０．８０

１
０．８７

0.8110
１１

０．８３０

８０

１
８５ :鮒

Ｉ闇:{」

０
０
０
０

トリフ゜ト

ファン
１４

十
十

:鮒：

瀞自Ｉ
６７

１
７１

0．３９

１
０．４３

0．４２

１
０．４７

1５ ＋ﾁーロシン

0．４５

0．７０

１
０．８５

０．７７

】
0．８０

0．４５

１
０．４８

0．４１

１
０．４５

０．４７

１
０．５２

リンノマ
1６ 十十

0.8510

No.１ 仕込１日目醒

仕込２日目醸

仕込３日目醸

仕込７日目鰺

仕込10日目謬

仕込１５日目鰯

試料No.１のペーパークロマトグラムを第１図に示した．第２

表の結果を見るに試料Ｎｏｌ即ち仕込１日目の膠において検出

されたアミノ酸は僅かに７種ではあるがその後醗酵の経過につれ

て，アミノ酸の種類において顕著な増加を示して居らず，仕込２

日目以降においてアスパラギソ酸とヒスチヂソの二種のアミノ酸

No.２

No.３

No.４

No.５

No.６

／
／

－－－
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が出現しているに過ぎない．アラニソ及びトリプトファソは試料No.４即ち仕込７日目において

消失しているがアラニソは仕込15日目には再び出現している．ヒスチヂソ及びチロシソは仕込１０

日目において消失している．シスチンは醗酵中期より後期にかけて出現し，バリソ及びメチオニ

ンは醗酵後期において出現している．リヂンはヒスチヂソのＲｆ値と童っていることがその

spotの大きさより推定されるが不確実であり，第１表同様？印で示した．

第一次プタノール酢酸先難
原点ヨリ３２ｃｍ

↓室温28｡～30°Ｃ

ｂ

ｅ⑦｡

⑤

第
二
次
フ
エ
ノ

←
原
点
ヨ
リ
ｎ
ｍ０

ル
先
端＜Z＞ ⑧

①

第１図

glutamicacid
leucine

試料No.１二次元展開ペーパークロマトグラム

2．ａｒｇｉｎｉｎｅ３、ａｌａｎｉｎｅ４、tyrosine5tryptphane
7．９８．９９．？

■
■

『●００－（ロ品叩》

2．仕込経過中におけるアミノ酸の消長

（１）一次展開によるペーパークロマトグラムの比較

鰺の仕込経過中に於けるアミノ酸の変化を知るため鰺の仕込経過中に於けるアミノ酸の変化を知るために各仕込操作時の膠試料のベーパークロマ

トグラムを同一炉紙上に作製して比較した．即ち各仕込操作の濃縮資料（No.１～６）の同量宛

即ち００１ｃｃをミクロピペットにて東洋炉紙No.３（40×40ｃｍ）の下辺より７ｃｍの所に並列して

４ｃｍ間隔につけ，風乾後所定の如くブタノール・酷酸・水（４：ｌ：２）混液を展開溶媒として

一次展開を行い，風乾後0.2％ニソヒドリソブタノール溶液を撒布して９５～100°Ｃに５分間加熱

呈色させた．
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その結果を見るに醗酵全期間を通じてアミノ酸の種類に可成りの変動が見られる．即ちＲｆ

ＯＯ８～0.13附近のアミノ酸は仕込１日目より３日目頃までは増加し仕込７日目頃には逆に減少し

仕込10日目頃になって再び増加しているのが認められた．Ｒｆ0.78～0.88附近のアミノ酸は仕込

10日目頃より増加していることが認められた．総体的に仕込３日目頃よりアミノ酸の量が増加し

ている．

（２）二次展開によるペーパークロマトグラムの比較

著者は北条8)．q)''0)の方法を応用して膠中のアミノ酸の仕込経過中に於ける消長を調べた．北条

はアミノ酸混合溶液を倍数稀釈して炉紙上に滴下しペーパークロマトグラフィーを行って呈色班

の消失する限界点を求め，その時の稀釈倍数の対数によってアミノ酸相互の相対的な値を表す方

法を考察し血液中の遊離アミノ酸の消長を調べている．即ち溶液の濃度は稀釈倍数の対数に比例

するから，稀釈倍数の対数で溶液中のアミノ酸の濃度を表わすことが出来る．例へぱ稀釈倍数の

２を底とする対数で表わすとすれば或Ｔａｂｌｅ３ＲｉｓｅａｎｄＦａｌｌｏｆＡｍｉｎｏ

ＡｃｉｄｓｉnAwamori-Moromi、 濃度を基準として倍数稀釈した時，４Ⅲ
｜
１
０
訓
２
１
０
２

。「一一生』｝曰『．Ｌ二十Ｊ訶一Ｔ届レト

No.６ 倍稀釈まで呈色斑が出現した時は２で

￣表わし，基準の濃度まで出現した時は１

－１ ０で，２倍の濃縮の程度まで出現しﾌﾟ(二

２ 時は－１で表わすこと力x出来る．但し
１ この場合のアミノ酸の濃度は絶対値で
１

１土なくて同種アミノ酸相互の相対的な
１

値である．
－２

本実験に於て(よ各仕込操作毎の謬試

－１ 糸｝（一次展開に用いた資料と同じ）を
？ 倍数稀釈し，その０．００５ｃｃをミクロピ
０

ペットにて炉紙上に滴下し，常法のjロ

<二次展開を行い，０．２％ニンヒドリ

ンのﾌﾞﾀﾉｰｰﾉﾚ溶液を撒布し100°Ｃに

５分間加熱呈色せしめて各アミノ酸が

何倍稀釈まで出現するかという限界点
－１

を求め，その時の稀釈倍数の２を底と
－１

－する対数でアミノ酸濃度を求め，仕込

No.２ No.３ No.４ No.５

１
１
１

１
１
１

２
１
０
１
２
１
１

一
一

２
１
１
１
１
１
１

２
１
０

０
１
０

0

０
９
．
１

’

０ ０

－１

~Il-I ｎ
〉
９

一

－１

０

経過中における各試料のアミノ酸の変化を比較した．その結果を第３表に示した．第３表の結果

を見るにアラニソは仕込７日～10日目頃に急激に減少しその後再び出現している．標準アミノ酸

のＲｆ値と近以しているためにリヂソと推定されるものが仕込３日目と15日目に出現しているが

前記した通り不確実であり検討の要がある．トリプトファンは含有量は僅少ながらも醗酵初期に

出現しているが後期においては完全に消失している．

メチオニソは醗酵初期において存在し，中期で消失し，後期では再び存在している．シスチソ

とバリソはその含有量は少く醗酵後期においてのみ見られる．第１表と第２表では醗酵後期にお

いて検出確認出来なかったアノレギニン，ヒスチヂソ，チロシソが第３表では確認されて居り，試

料が濃縮されて始めて存在が確認されることよりその含有量は僅少であることが分る．

第３表を通観するに醗酵の経過と同一アミノ酸の含有量とは比例関係が維持されて居らず，断

続的に出現しているアミノ酸が多い．検出されたアミノ酸の種類は増加は認められず各試料を通

〆
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:1４ ペーパークロマトグラフィーによる泡盛醒中のアミノ酸の検索について

して，アラニン，アルギニソ，アスペラギン酸，シスチソ，グルタミン酸，グリシソ，ヒスチヂ

ン,ロイシン，メチオニン，トリプトファン，チロシソ，パリソの12種類である．リヂソの存在

も推定されるが前記した通り不確実である．

要 約

（１）ペーパークロマトグラフィーによって琉球産泡盛膠のアミノ酸の検索及びそれらの仕込経

過中における消長について研究した．

（２）仕込３日目において９種類，仕込１５日目（蒸溜前日）において８種類のアミノ酸が検出

確認されたが両者中に検出されたアミノ酸の種類には可成りの差異が認められる．即ちアルギニ

ソ，ヒスチヂソ，トリプトファソ，チロシソは醗酵初期即ち仕込３日目においては検出されたが

醗酵後期即ち仕込15日目においては検出されなかった．又シスチン，バリソ及びメチオニソは醗

酵前期において検出されなかったが，醗酵後期においては検出された．

（３）両者ともに検出されたアミノ酸はアラニソ，アノレギソ，アスパラギソ酸，シスチソ，グル

タミン酸，グリシン，ヒスチヂソ，ロイシソ，メチオニン，トリプトフアソ，チロシソ，バリソ

の12種類である．そのほかにそのＲｆ値よりリヂソの存在が推定される．

（４）一般的に云って泡盛膠中においては，グルタミン酸，アスパラギソ酸の含有量が多く，ロ

イシン，メチニン，トリプトファン，バリソはその含有量が少い、

（５）泡盛膠のアミノ酸組成と清酒の酒母中のアミノ酸組成とを比較するに泡盛膠は清酒の酒母

に比べてその含まれるアミノ酸の種類が少く，清酒の酒母16種類に対して泡盛膠の場合には仕込

の初期において９種類，後期においては８種類に過ぎず，両者を通じても12種類である．

（６）泡盛膠と清酒の酒母はそのアミノ酸組成において顕著な相違が見られる.即ち酒母中には，

シスチンとトリプトファソが確認出来ないが泡盛醗では，トリプトファソが醗酵前期に，シスチ

ンが醗酵後期にそれぞれ確認された．又清酒の酒母ではフエニールアラニソ，スレオニソ，セリ

ンが確認されているが，泡盛膠ではそれらのアミノ酸を確認することが出来ない．

（７）仕込経過中におけるアミノ酸の消長を一次元及び二次元ペーパークロマトグラムによって

比較した結果，醗酵の経過と同一アミノ酸の含有量とは比例関係が維持されて居らず断続的に出

現しているアミノ酸が多い．最も著しい特長はトリプトファソは醗酵初期にその存在が確認され

るか後期においては確認されない．メチオニンは醗酵初期と後期に確認され中期では確認されな

い．シスチソとパリソは醗酵後期においての承見られる点である．

終りに臨永試料を気持よく提供して下さった首里喜屋武酒造所及び本実験に協力して下さった

森巌氏に深甚なる謝意を表する次第である．
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