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バイオテクノロジーの応用による製造合理化に関する研究

―清 酒 酵 母 の 育 種一

                                                                長谷川裕正＊  添田  泰徳＊＊

                                                                吉浦  貴紀＊  郡司    章＊

1.  はじめに

  噌好の高級化,多様化の時代を迎え,華やかな香りを特徴の一つとする吟醸酒が高付加価値商品として脚光をあびるよ

うになった。吟醸酒の製成には原料や発酵管理技術等いろいろな要因が影響を及ぼすがその中でも酵母の役割は大きいも

のがある。

  そこで,明利小川酵母に変異処理を行い,醸造適性を損なわず吟醸香の高い酵母の育種を目指し実験を行った。変異処理

については蟻川ら 1)2)の方法に従い高酢酸イソアミル生産株の分離を試みた。次に得られた変異株と親株に対し変異処理

を行い高カプロン酸エチル生産株の分離を試みた。得られた変異株の培養液についてヘッドスペース法のによるガスクロ

マトグラフィで分析した結果,親株より香気成分を多く生成する株が得られたので報告する。

2.方  法

2.1  高酢酸イソアミル生産株の分離

(1)  供試菌株

  明利小川酵母(協会10号泡なし酵母)

(2)  培  地

  a.YPD培地

グルコース4%，ポリペプトン  1%，酵母エキス0.5%，  KH2PO4 0.5%，　MgSO47H2O  0.2%

  b.YM培地

グルコース5%,ポリペプトン0.5%,酵母エキス0.3%,マルトエキス0.3%

  c.TFL培地

    YNB (Yeast Nitrogen Base) 0.67%, グルコース2%,寒天2%

    TFL(5,5,5-trifluoro-DL-leucine)  lmM

(3)  高酢酸イソアミル生産株の分離

    YPD斜面培地に30℃，  2日間培養し,その菌体を一白金耳とり,エチルメタンスルフォネート(EMS)にて一時間変異

処理を行った。遠心集菌をし,  5ml無菌水で二回洗浄後, TFL培地に塗布し,生育してきた株を釣菌した。
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4)  香気成分生成能の測定

    TFL培地に生育してきた株を, YM 液体培地で30t,  2 日間培養し,培養液中の香気成分濃度をヘッドスペース法で

ガスクロマトグラフィーで測定し,親株と比較した。そのうち,香気成分生成能に優れていると思われる株について小仕

込試験を行った。

(5)  小仕込試験

  α米120g,アルゴール脱水麹40g,水250ml,50%乳酸0.18ml, YPD酵母培養液5mlを用い,三角フラスコで15℃,16日間

培養した。上槽は,遠心分離(3,000rpm,10min)により行った。一般成分を国税庁所定分析法 4)で,香気成分をヘッドス

ペース法により分析を行った。

2.2  高カプロン酸エチル生産株の分離

  (1)  供試菌株

    明利小川酵母(協会10号泡ナシ酵母)

    TFL-12

  (2)  培  地

    a.  YPD培地

    b.  YPCD地

    c.  YNB培地

       YNB (Yeast Nitrogen Base)  1%,  グルコース5%,   カザミノ酸1%

  (3)  高カプロン酸エチル生産株の分離

  YPD斜面培地上のコロニ-よりー白金耳をとり, EMSで一時間処理し,無菌水で二回洗浄後,YPCD培地に塗布し,生じた

  コロニ-を釣菌した。

  (4)  香気成分生成能の測定

  YPCD培地に生育してきた株を, YNB液体培地で25℃, 3日間培養し,培養液中の香気成分濃度をヘッドスペース法で

  ガスクロマトグラフィーで測定し,親株と比較した。

3.結  果

  清酒の吟醸香の主要な成分である,酢酸イソアミルとカプロン酸エチルの高生産株を小川酵母を親株として分離を試み

た結果、香気成分の生成量が親株より優れた変異株が得られた。そのおもなものについてYM培地,小仕込における分析値

を表1～5に示した。高酢酸イソアミル生産株が期待されるTFL耐性変異株については表1～3に分析値を示した。分離し

た50株のうちほとんどがYM培地においても小仕込においても親株よりも生成するイソアミルアルコール,酢酸イソアミ

ル濃度が高く,3倍近い生成量を示す株もみられた。また,アルコールの生成量についても親株と同定度の能力を持つこと

がわかった。

  高カプロン酸エチル生産株が期待されるセルレニン耐性変異株については,表4にTFL耐性株として分離したTFL-12を



    茨城県工業技術センター研究報告  第21号

－102－

親株として得られたもの,表5には小川酵母を親株として得られた株についてYNB液体培地における分析結果を示した。

TFL-12 に二度目の変異処理をしたものはイソアミルアルコールの生成が親株より低くなり,中には,小川酵母より低くな

ったものも見られた。

 表1   YM液体発酵試験香気成分分析結果(TFL耐性株)

表2  小仕込試験一般分析結果(TFL耐性株)
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表3  ・小仕込試験香気成分分析結果(TFL耐性株)

表4  YNB液体発酵試験分析結果(セルレニン耐性株)
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表5  YNB液体発酵試験分析結果(セルレニン耐性株)

  カプロン酸エチルについてはどちらの親株についても変異株の方が多くなっているものが見られたが香気成分のバラ

ンスについては問題があるものが多く今後小仕込を行いさらに検討する必要がある。

4.  まとめ

明利小川酵母を親株としてEMSによる変異処理により吟醸用酵母の育種試験を行った。

1)  高酢酸イソアミル生産株の分離についてはYM液体培養,小仕込いずれにおいても親株より高生産株が得られた。

2)  高カプロン酸エチル生産株の分離については,高酢酸イソアミル生産株及び小川酵母を親株として変異処理を行っ

た。カプロン酸生成量が高くなるものもあるが酢酸イソアミル生産能が低下するものが多く香気成分のバランスのと

れたものはほとんど得られなかった。

 3)  セルレニン耐性株については今後小仕込によりさらに検討する必要がある。
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