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多酸性酵母の育種（第 1報）

 一多酸性酵母の分離一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　食品発酵部  郡司     章     長谷川裕正

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　市川   重和     石神  靖裕*

1．  緒  言

 果実酒製造において，原料中に含まれる酸量の多少により製品の品質が影響され易く，特に酸の少

ない原料で仕込んだ果実酒は，香味の面で何か物足りなさを感じる。そこで，酸を多量に生成する酵

母の育種を目的として，原料果実からの多酸性酵母の分離及び細胞融合に用いる親株の選択試験を実

施した。

2.　 実験方法

1）  多酸性酵母の分離

 酵母の分離法は，原料果実の一つである中国福建省産の竜眼を材料として，常法 1)の希釈法，拭き

取り法により分離した。また，発酵性が高い酵母で Saccharomyces 属の酵母を分離し易くするために，

培地のグルコースをエンリッチにした集積培養法を併用した。

 一次スクリ一ニングは，分離した酵母をナシマストとマスカットマストで発酵させて，官能的に問

題がなく，発酵能の強い株を選んだ。更に，ニ次スクリーニングでは，優良なワイン酵母

（Saccharomyces cerevise－W3，71B）と比較して，滴定酸度 2)で 2 倍以上多いもめを多酸性酵母と

して選択した。

2）  分離多酸性酵母の性質・

 形態学性質及び生理学的性質は常法 3)4)5)に従い試験した。

3）  有機酸の生成条件 6)

 有機酸の生成条件を検討するだめに，糖の種類別，糖量及び培地の差異による影響を試験した。糖

の種類としては， G1ucose， Fructose， Sucrose， Maltose， Galactose を使用して， Bacto  Yeast

nitrogenbase（Difco 社）にそれぞれ 3％添加した培地に酵母を接種し，培養後の酸度を測定した。

糖の量の影響では， Glucose を 5～20％に変えて試験した。培地の違いによる影饗には，リンゴマス

ト，マスカットマスト，ナシマスト，試作じた竜眼マスト， Brix 15゜にした Bacto Yeast nitrogenbase

を使用して，酵母を接種し 25℃で 7日間静置培養して，発酵後の液について分析した。
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4）  有機酸の分析法

 有機酸の分析では，酵素法と高速液体クロマトグラフィー法（HPLC）を検討した。酵素法はべ一リ

ンガー・マンハイム社の F キットを使用した。HPLC1 ま島津 LC－6A を用い，前処理 7L いとして試料

を中性とした後， ウォーターズ社製 Sep－PackC18力一トリッジで央雑物を除去し，次の条件で分析

した。Shim－pack  SCR－101H (7．9mm×30cm）のカラムを用いカラム温度 55℃，Mobi1 phase は pH2．

lHC1O4，流速は 0．6m1／min で行い，検出器は VU－210nm で，試料量は 10μ1注入した。

5）  呼吸欠損株の分離

エチジウムプロマイド（20μg／ml）を含む平板培地に， S． cerevisiae71B を塗抹し 30゜Cで 2～3

日間培養した。出現した小型コロニ一を釣菌し培養後，TTC 染色で白色を呈しグリセリン培地で生育

しないコロニ一を吸収欠損した。吸収欠損株

の安定性は， 6回継代いして確認した。

3．  実験結果及び考察

1）  多酸性酵母の分離

 竜眼よりー次スクリ一ニングで500株の酵母

を分離し，ニ次スクリーニングで 21株の多酸

性酵母を分離した。

  二次スクリーニングで分離した21株につい

て，小仕込試験を実施し，宮能検査により優

良であった No．437 株を選定した。

2）  分離多酸性酵母の性質

優良ワイン酵母である S． cerevisiae71B 及

ーび分離した No．473 株について形態学的，

生理学的性質を調ベた結果を表 1 に示す。こ

の結果からNα473株は Sacchsromyces属の酵

母であると思われる。

3）  多酸性酵母の有機酸生成条件

 有機酸の生成に及ぼす糖の種類の影響を検

討るために，  G1ucose ，   Fructose ，

Sucrose  ，Maltose，  Ga1actose を用い Bacto－Yeast nitrogenbase （Difco）にそれぞれ 3％添加

した培地に酵母を接種し，培養後の酸度を分析した結果を図 1 に示した。Ga1actose の場合は酸度が

低いけれども，他の糖ではほぼ同量の酸度であり差異は少なかった。
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  Glucose の濃度による影響について試験した

結果を図 2に示した。濃度が 15％までは酸度が

増加しているが， それ以上になっても酸度は

増加しなかった。

  培地の違いによる影響を調ベるために，  リ

ンゴマスト，マスカットマスト，  ナシマスト，

試作した竜眼マスト，及び Brix15゜にした

Bacto －Yeast nitrogen を使用して，  S．

cerevisiae 71B 及び分離した No．473 酵母を接

種し，25゜Cで 7日間静置培養後に酸度を分析し

た結果を図 3 に示した。。これより S．

cerevisiae  71Bではどの培地でもほぼ同量の酸

度であったが，分離した No．437 株では，使用す

る培地により酸度が異なっており，かなりの影響

を受けているのがわかり，多酸性酵母の分離にお

いて培地の選択が重要であるとおもわれる。

4）  生成有機酸の分析

  ナシマストを用いて，分離した N0．473 酵母で発酵させた液について HPLC で有機酸の分析を行っ

た結果を図 4に示す。Lactic acid， Ma1ic acid， Succinic acid， Acetic acid 等の有機酸が分離

されたが定量性に問題があり，他の分析法を検討する必要がある。

  ナシマスト発酵液の Lactic acid を HPLC と酵素法で定量した結果を表 2 に示す。HPLC と酵素法で
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定量したLactic acid量との相関係数は0．946

となり高い相関を示した。

酵素法により，  S． cerevisiae71B と分離

した No．473 株を用いてナシマストを発酵さ

せ，液の有機酸を測定した結果を図 5に示す。

No．473 株と S． cerevisiae71B とでは，  S．

cerevisiae71Bの場合Lactic acidをほとんど

生成しないが， No．473 株では Lactic acid の

生成が顕著であった。

5）  融合用親株の選択

  細胞融合用親株とじて，優良ワイン酵母で

新酒タイプに向き，華やかなプーケを有する

等の特長を持つ S． cerevisiae71B からエジ

ウムプロマイドにより吸収欠損株を分離した。

6回継代し安定な 3株の吸収欠損株を得た。多

酸性酵母 No．473 株の E thy1amine の資化性，

イノシト一ル要求性を育種時のマーカーとし

て利用できると思われた。
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