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,-Aminobutyric acid (GABA)-enriched non-centrifugal brown sugar, "Kokuto", was developed by lactic 

acid fermentation method. Lactobacillus brevis NBRC 3345 was inoculated into sugar cane juice 

containing added sodium glutamate and yeast extract and cultured at 30℃ . Addition of the yeast 

extract was necessary for GABA production by L. brevis NBRC 3345 from sugar cane juice. Sodium 

glutamate and yeast extract were added to the sugar cane juice to a concentration of 0.2% each. 

GABA-enriched Kokuto containing 275mg GABA per 100 g Kokuto was made successfully from the juice 

fermented for 24h. Solid Kokuto could not be produced from juice fermented for 30h. However, it was 

possible to produce solid Kokuto containing 302mg GABA per 100 g Kokuto, when fresh juice and 

fermented juice were mixed in a ratio of 1 : 4. 

(Received Apr. 3, 2017 ; Accepted Jul. 19, 2017) 
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沖縄県の特産品である黒糖は，サトウキビ (Saccharum

spp. hybrid)の搾汁液をそのまま加熱濃縮して製造さ

れる含みつ糖である I)。そのため黒糖には，ショ糖に加

えてr—アミノ酪酸 (GABA) をはじめとするアミノ酸や

ミネラル叫ポリコサノール類3)などサトウキビ由来の有

用成分を豊富に含んでいる。さらに，黒糖に含有される

フェノール性抗酸化成分4)やLDL(低比重リポタンパ

ク）酸化抑制作用叫抗動脈硬化作用6)やフラボン配糖体

のNO産生抑制作用7)などが明らかとなり，甘味資源に加

えて健康機能性の面からも注目されている。

GABAは血圧上昇抑制効果8)や抗ストレス効果叫睡眠

の質改善効果10i,皮膚改善効果11)など多様な機能性が報

告され，注目されている。微生物においては培地の酸性

化に対する防御機構の一つとして，グルタミン酸よりグ

ルタミン酸脱炭酸酵素 (GAD) によって生成される12)0 

* 1 〒901-0336 沖縄県糸満市真壁820番地

乳酸菌にGABAを生産する菌株13)が見出され，乳酸発酵

により GABA含有量を高めた食品の開発14)が報告される

など，食品分野でもGABAの機能性に着目した研究が展

開されている。そこで本研究では，付加価値を高めた黒

糖の製造技術開発を H的として，乳酸発酵を利用して

GABAを増強した黒糖の開発を試みた。

実験方法

1. 供試材料

サトウキビは沖縄県農業研究センター圃場で栽培した

NiF 8 (夏植え， 2008年1月収穫）を用いた。収穫した

未出穂茎を脱葉し，完全展開葉第 5葉より上部を切除し

た原料茎をサトウキビ小型圧搾機 (TM340, マツオ）

で搾汁し（搾汁率50%),Brix25. 5, pH5. 2の搾汁液を

得た。サトウキビ搾汁液は80℃まで加熱した後に遠心分

§Corresponding author, E-mail: hirosent@pref.okinawa.lg.jp 
* 2 〒903-0213 沖縄県中頭郡西原町千原 1番地
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離(9,QQQXg, 10分間）で不溶性成分を除去し， 105℃

で15分間加熱殺菌して，サトウキビ搾汁液培地 (CJ培

地， pH5.3) として用いた。グルタミン酸ナトリウム

（和光純薬）および酵母エキス（ナカライ）は0.20μmの

メンブレン (MinisartRC15, Sartorius) でろ過除菌し，

加熱殺菌した培地に添加した。

2. 供試乳酸菌株

乳酸菌はサトウキビ搾汁液が植物性の素材であること

から，植物性乳酸菌15)であるLactobacillusbrevisを6株

（いずれも生物遺伝資源センター株）供試した (Table

1)。MRS培地（関東化学， pH6.2土0.2) を用いて30℃

で24時間培養した培養液をCJ培地に接種し， 30℃で24

時間の静置培養した培養液をさらにCJ培地に植え継い

で培養したものをスターターに用いた。

3. CJ培地でGABAを生産する乳酸菌株の選択

0.1%のグルタミン酸ナトリウム (MSG) と酵母エキ

ス (YE) を添加したCJ培地 (pH5.3) に乳酸菌スター

ターを 1%接種し， 30℃で48時間静置培養を行った。培

養液より遠心分離 (2,000X g, 2分間）で乳酸菌体を

除去した上消の遊離アミノ酸組成を分析し， GABAの生

産量を指標に乳酸菌株を選択した。アミノ酸の分析には

アミノ酸分析システム (LC-VPアミノ酸分析システム，

島津製作所）を使用した。カラムはShim-packAmino-

Na (島津GLC) を用い， 0-フタルアルデヒドを反応試

薬として蛍光強度 (Ex=348run, Em= 450run) を蛍光検

出器 (RF-lOAXL, 島津製作所）で測定した。生菌数の

測定には， BCP加プレートカウント培地 (Merck.pH

6. 9) を用いた。滅菌生理食塩水で培養液を適宜希釈し

て混釈平板を作成し， 37℃で72時間培養して出現したコ

ロニーを計数した。

4. 乳酸発酵条件の検討

発酵温度の検討では， 0.1%のMSGとYEを添加したCJ

培地に乳酸菌スターターを 1%接種して25~40℃で96時

間静置培養を行い， 24時間毎に培地のGABA含有量と660

runの吸光度を測定した。 MSG添加濃度の検討ではMSG

を0.05~1. 0%, YEを0.5%添加したCJ培地 (pH5.4~

5.6) を用い， 96時間静置培養を行った。また， YE添加

濃度の検討ではYEを0.05~1. 0%, MSGを0.5%添加し

たCJ培地 (pH5.3~5. 5) を用いて，同様に培養試験を

行った。

5. 黒糖の試作方法

〇.2%のMSGとYEを添加して乳酸菌スターターを

1%接種し， 30℃で乳酸発酵させたCJ培地に水酸化カ

ルシウムを添加してpH7.5に調整し， 80℃まで加熱した

後に遠心分離 (9,000Xg, 10分間）で不溶性成分を除

去して消澄化するコールドライミング16)を行った。消澄

化した搾汁液を常圧下で加熱濃縮し，シラップ温度が

130℃に達した時点で加熱を終了した。得られた過飽和

シラップをステンレス製ボウルに移して撹拌しながら冷

却し，固化させて黒糖を試作した叫

6. 成分分析方法

色調の測定には黒糖の20%水溶液を用い，分光測色計

(CM-2600d, コニカミノルタ）で透過反射光を測定して，

L*町b*表色系で表示した。着色度の測定には黒糖の 4%

水溶液を用い， 0.2NのNaOHでpH7.0に調整した後に420

rnnの吸光度を測定し (μQuant,Bio-Tek), ICUMSA色

価を算出した18)。有機酸の分析には有機酸分析システム

(LC-lOA, 島津製作所）を用いた。カラムはShim-pack

SPR-H (7. 8 x 250mm, 島津GLC) を2本直列接続し，移

動相は 5mMp—トルエンスルホン酸，緩衝液には 5mM

pートルエンスルホン酸とlOOμMEDTAを含む20mMBis 

-Trisを用いた。流速を0.7m£/minとし，カラム温度は 1

本目を25℃, 2本目を45℃とした。検出器には電気伝導

度検出器 (CDD-6A, 島津製作所）を用いた。糖組成は

液体クロマトグラフ (LC-20A, 島津製作所）で分析し

た。カラムはAsahipak-NH氾50(4. 6 x 250mm, Shodex) 

を用い，移動相は75%アセトニトリル，流速を1.Om£/min 

とし，カラム温度は40℃とした。検出器には蒸発光散乱

検出器 (ELSD-LT, 島津製作所）を用いた。

実験結果と考察

1. CJ培地でGABAを高生産する乳酸菌株の選択

CJ培地にL.brevisの6株を接種して30℃で48時間培養

したところ，いずれの菌株もCJ培地に生育したものの，

GABAの蓄積はみられなかった (Table1)。また，乳

酸菌によるGABA生産の前駆体であるグルタミン酸

(MSG) を添加しても，同様にGABAの蓄積は見られな

かった。乳酸菌によるGABA生産にはYEを添加した培

地がよく用いられる 14)。そこでCJ培地にMSGに加えてYE

を添加したところ， L.brevis NBRC 3345が顕著にGABA

を生産したことから，本菌株をサトウキビ搾汁液におけ

るGABA生産菌として以下の実験に用いた。麹菌由来の

GADでは活性の発現に補酵素であるピリドキサールリ

ン酸が必要であること 19)や，乳酸菌由来のGADは硫酸イ

オン濃度の増加によって活性が増大すること 20)が報告さ

れている。 YEの添加によるL.brevis NBRC 3345の生菌

数増加は1.4倍程度であることから，顕著なGABA生産

量の増加はGADの補酵素あるいは活性を増大させる物

質がYEに含有されている可能性を示唆しており，今後

詳細な検討が必要と考えている。

2. 乳酸発酵条件の検討

GABA生産量を指標に， L.brevis NBRC 3345による

乳酸発酵条件を検討した。 CJ培地にMSGとYEを各0.1%

添加して25~40℃で培養したところ，培養温度30℃以上

では24時間， 25℃では48時間で定常期に達した。 GABA

生産量は培養温度25~30℃では培養48時間で56mg/100m£

程度に達した。一方，培養温度35℃でのGABA生産量は

培養48時間で24mg/100叫と低くなり，培養温度40℃では，

ほとんど生産されなかった (Fig.1)。サトウキビ搾汁液

を含有した乳培地でL.lactisを培養した場合では30~
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Table 1 Comparison of GABA production by Lactobacillus brevis in different media 

CJ CJ+MSG CJ+MSG+YE 

Strain Growth Glu GABA Growth Glu GABA Growth Glu GABA 

NBRC 3345 

NBRC 3960 

NBRC 12005 

NBRC 12520 

NBRC 13109 

NBRC 13110 

Control 

2.7 

1.9 

2.1 

3.3 

3.6 

1.9 

1.2 

1.4 

1.1 

0.9 

0.9 

1.0 

0.6 

6.5 

6.3 

6.1 

6.2 

6.2 

6.0 

5.9 

3.0 

1.8 

2.5 

2.4 

3.8 

2.2 

71.2 

73.6 

59.4 

69.4 

68.9 

74.6 

77.8 

6.5 

6.5 

8.1 

8.5 

6.1 

6.1 

6.7 

3.7 

3.1 

2.4 

3.5 

4.1 

2.2 

13.1 

74.0 

77.1 

67.7 

75.8 

74.9 

79.5 

52.8 

9.7 

7.3 

13.5 

6.8 

6.8 

6.8 

0.1 % of MSG (and YE) were added to CJ medium and incubated at 30℃ for 48hr. 
Growth (x 10'cfu/100叫）, Glu: Glutamic acid, GABA: r-aminobutyric acid (mg/100m€) 
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Fig. 1 Effect of culture temperature on 

production by Lactobacillus brevis NBRC 3345 

96 

GABA 

Sugar cane juice containing 0.1 % MSG and YE was used as 

the culture medium. 

Growth was indicated by absorbance at 660run. 

(0: 25℃，● ： 30℃．△ ： 35℃，▲： 40℃) 

35℃でGABAを良好に生産しており 20, GABA生産にお

ける最適温度は乳酸菌株や培地条件によって異なるもの

と考えられた。これらの結果より，培養温度は25℃また

は30℃が適すると判断し，平均気温の高い沖縄でも冷却

の必要が少ない30℃で以下の実験を行った。

CJ培地へのMSG添加濃度を0.05~1.0%としたところ，

MSGの増加に伴って菌体の生育も僅かに増加したが，

いずれの濃度でも培養48時間で菌体の増殖が定常期に達

し， GABAが急激に増加した (Fig.2)。GABAの生産量

はMSG添加濃度が高くなると多くなったが， GABAの

(
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Fig. 2 Effect of MSG concentration on 

production by Lactobacillus brevis NBRC 3345 

96 

GABA 

Sugar cane juice containing O. 5% YE was used as the 

culture medium. 

The cultures were incubated at 30℃. 

Growth was indicated by absorbance at 660nm. 

MSG content (A : 0.05%, △ ： 0.1%, ● ： 0.2%, 0 : 0.5%, 
■ : 1.0%) 

生産効率（グルタミン酸 1molの添加に対して得られる

GABAのモル濃度）では， MSG添加濃度0.2%以下では

培養48時間でほぽ100%近くになったが， 0.5%添加では

84%, 1. 0%添加では49%と低くなった。培養96時間で

のGABA生産効率は， 0.5%添加で95%, 1.0%では73%

まで上昇したが，長時間の培養を要することから効率的

ではないと考えられた。

次にYE添加濃度について検討した。添加濃度を0.05

~1.0%としたところ， YEの増加に伴って菌体の生育も

増加し，添加濃度0.2%以上では培養48時間でGABA生
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Fig. 3 Effect of YE concentration on GABA production 

by Lactobacillus brevis NBRC 3345 

Sugar cane juice containing 0.1% of MSG was used as the 

culture medium. 

Cultures were incubated at 30℃. 

Growth was indicated by absorbance at 660nm. 

YE content (• : 0.05%, △ ： 0.1%, ● ： 0.2%, 0 : 0.5%, 
■ : 1.0%) 

産量がほぼ平衡に達した。一方，添加濃度0.05~0.1%

では培養48時間目以降もGABA生産量が緩やかに増加し

た (Fig.3)。培養48時間目でYE添加量当たりのGABA

生産量を比較すると，添加濃度0.2%が最も高くなった。

これらの結果より，庶汁に添加するMSGおよびYE濃度

は，いずれも0.2%とした。

3. GABA高含有黒糖の試作

L. brevis NBRC 3345を接種して30℃で48時間培養し

たCJ培地を用いて黒糖製造を試みたが，全く固まらな

かった。サトウキビ搾汁液には乳酸菌等の微生物がよく

生育し，デキストラン等の代謝生成物がショ糖の結晶化

を阻害することが指摘されている22)。そこで，培養時間

を24~30時間と短縮し，黒糖を試作した。その結果を

Table 2に示す。培養24時間の搾汁液を用いると， GABA

含有量は274.7mg/100gDWに止まるものの，固形黒糖を

製造できた。しかし，培養30時間の搾汁液を用いると，

GABA含有贔は419.3mg/100gDWに達したが，完全には

固化しなかった。そこで，培養30時間の搾汁液に新鮮な

CJ培地を 1/4量添加して製糖したところ， GABA含有

量が301.6mg/100gDWで，やや軟らかい黒糖が製造でき

た。得られたGABA高含有黒糖は，いずれも市販の黒糖

よりも黄色が強く (b*値が高い），色相値 (a*/b*) が

小さい傾向にあり，着色度も高めであった。

以上の結果より，乳酸発酵を利用することで， GABA

を増強した黒糖を製造できることが明らかとなった。サ

トウキビ搾汁液には微生物が容易に繁殖する22)ことを利

用して， GABA以外にも微生物に生産させた有用物質を

含有した黒糖を製造することで，黒糖の高付加価値化が

可能であると思われた。一方， GABA高含有黒糖は乳酸

を多く含むため，食味に及ぽす影響の評価が必要である。

今後は，乳酸発酵によって黒糖が固化しにくくなった要

因を解明し， GABAをより強化した黒糖の製造を試みる

と共に，ヒトに対する機能性の評価を進めていきたいと

考えている。

Table 2 Characteristics of GABA-enriched Kokuto 

GABA-enriched Kokuto (mean士SE,n = 8) Kokutox 

Culture time (hr) 

Fresh juice added after fermentation Y 

24 

not added 

30 

not added 

30 

added 

GABA (mg/lOOgDW) 

Glutamic acid (mg/lOOgDW) 

Sucroce (g/lOOgDW) 

Reducing sugar (g/lOOgDW) 

Lactic acid (mg/lOOgDW) 

274.7土5.4

277.0士8.8

93.0士0.5

0.18土0.01

955.2土 13.6

419.3士 11.4

79.0士9.3

91.3土0.7

0.27土0.01

1244.8士45.5

301.6土8.1

71.3士4.2

91.0士0.3

0.40土O.Dl

870.9土30.6

15.7土 1.0

29.7士2.3

84.4士2.5

0.70土0.06

264.9士50.3

Color L* 

a* 

b* 

a*/b* 

Color value (ICUSMA 10/¥3) 

35.7土 1.0

8.2士0.7

17.0土1.5

0.49土0.02

14.4士0.2

32.4士0.4

8.7士0.1

12.4土0.6

0.71土0.04

18.4士0.9

37.2士0.7

6.3士0.5

17.3士0.6

0.38士0.05

16.0士0.8

27.3土0.6

4.2士0.7

3.6士LO

1.47土0.18

12.7士0.9

Hardness ＋＋ not solidify ＋ ＋＋ 

XRepresentative means of commercial Kokuto2> 

YFresh juice and fermented juice were mixed in a ratio of 1 : 4. 
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要 約

乳酸発酵を利用してアーアミノ酪酸 (GABA) を強化し

た黒糖を開発した。サトウキビ搾汁液にグルタミン酸ナ

トリウムと酵母エキスを添加し， Lactobacillusbrevis 

NBRC 3345を接種して30℃で乳酸発酵させた。 L.brevis 

NBRC 3345によるGABA生産には，サトウキビ搾汁液

に酵母エキスの添加が必要であった。グルタミン酸ナト

リウムと酵母エキスの最適添加濃度は，いずれも0.2%

であった。 24時間乳酸発酵させた搾汁液で製糖すると，

GABAを275mg/100g含有する黒糖を製造することがで

きた。 30時間乳酸発酵させた搾汁液では，そのままでは

固形の黒糖を製造できなかったが， 1/4量の新鮮な搾

汁液を添加することで302mg/100gのGABAを含有する

固形の黒糖を製造できた。
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