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phenetylalcoholthanlOtimesofthatofthewildstrain・Themaximumfactorwas23．

緒目

焼酎の香りは酒質の重要な要素の１つであり，従っ

て香気成分の制御は酒質制御の重要な部分を占める。

鹿児島県の特産品である甘藷焼酎に関しては，香気成

分の由来は下記のように大別できる'･2)。

物 質 群由来

モノテルペンアルコール類甘藷中のモノテルペ

ンアルコール類配糖

体 が 麹 の 生 産 す る

β‐グルコシダーゼ

により加水分解さ

れ，生成

モノテルペンアルコール以外の酵母の代謝産物（例

アルコール，エステ ル等 ：β ‐フ ェネ チル ア

ルコール）

甘藷焼酎の特徴臭は，前者のモノテルペンアルコー

ルであり，芳香物質の代表的なものに，酵母の代謝産

物の一つであるβ‐フェネチルアルコールがある。β‐

フェネチルアルコールは，バラのような香りを持ち，

甘藷焼酎以外にも様々な酒類に含まれている。代表的

な例としては，清酒（70ppm)，ビール（20ppm)，ワ

イン(50ppm)，ウイスキー(15ppm)，ブランデー(5ppm）

が挙げられる。Akitaら3)は，清酒用酵母協会７号の

β‐フェネチルアルコール高生産株を育種する方法と

＊：三和酒類株式会社

してアナログ耐性株の取得を報告した。図１３)にそれ

に関係する酵母の調節系を示す。

本研究においては，突然変異株をスクリーニングす

ることにより，β‐フェネチルアルコール高生産能株

を育種することを目的とした。具体的には，突然変異

誘発剤であるエチルメタンスルフォネート（以下ＥＭ

Ｓと略す）によって焼酎酵母である鹿児島酵母に変異

処理を施した後，フェニルアラニンのアナログである

ｐ‐フルオロフェニルアラニンの耐性株を分離するこ

とにより，β‐フェネチルアルコール高生産株の育種

を試みた。

1．実験

１．１培地

本研究においては，表ｌに示すような培地をその目

的に応じて使用した。

１．２スクリーニング実験

１．２．１変異処理及び１次スクリーニング

鹿児島酵母をスラントからｌ白金耳とり，綿栓付き

試験管中の５ｍlのＹＣＢ培地に接種し，３０℃で24時

間振とう培養した。その後，遠心分離（3000rpm×５

min）により集菌し，滅菌水lOmlを注いだ。これを再

び遠心分離し，菌体を0.29のグルコースを含む0.1Ｍ

のリン酸バッファー溶液lOml中に懸濁した。ＥＭＳ
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第３３号（1991）

ＹＣＢ培地 １．１７％yeastcarbonbase(Difco）

0.50％casaminoacids(Difco）

１．１７％yeastcarbonbase(Difco）

0.33％L-phenylでalanine

２．０％glucose

O､67％yeastnitrogenbase(Difco）

２．０％glucose

２．０％ａｇａｒ

Ｏ､5mg/mlp-fluorophenylalanine(ＳＩＧＭＡ）

１．０％yeastextract(Difco）

２．０％glucose

２．０％tryptone(Difco）

1.17％yeastcarbonbase(Difco）
０．５％casaminoacids(Difco）

１５．０％glucose

１．０％yeastextract(Difco）

２．０％tryptone(Difco）

２．０％glucose

２．０％ａｇａｒ

組成培地名

発酵力試験用

ＹＣＢ培地

菌株保存用

スラント培地

ＹＥＰ培地

フェニルアラリンを含む

YCB培地

ｐ－ＦＰＡプレート
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を0.3ｍl加え30℃で45分間振とうした後，ＥＭＳの中

和のために５％Na2S203溶液lOmlを加えた。１０分間放

置し，菌体を２回洗浄後，ｌＯｍｌの滅菌水中に懸濁した。

その液を100倍に希釈して0.3ｍlずつp-FPAプレート

上にコンラージ棒とターンテーブルを使用してひろげ

た｡このプレートを30℃で２週間インキュベー卜した。

１．２．２２次スクリーニング

２週間のインキュベート後，p-FPAプレート上に生

育したコロニーからｌ白金耳をとり，綿栓付き試験管

中の５ｍlのうエニルアラニンを含むＹＣＢ培地に接

種した。３０℃に保ったインキュベーター中で２日間静

置培養し，増殖したものをp-FPA耐性変異株とした。

１．２．３３次スクリーニング

ｌ）増殖力試験

綿栓付き試験管中の５ｍlのＹＥＰ培地にp-FPAプ

レート上のコロニーからｌ白金耳を接種した。３０℃に

保ったインキュベーター中で２日間静置培養した（前

培養)。シリコ栓付きの三角フラスコ中の100mlのＹ

ＥＰ培地に前培養液を２ｍl接種した。３０℃のインキュ

ベーター中で12時間静置培養し，１時間毎に菌体密度

を測定した。

２）発酵力試験

増殖力試験と同じ条件で前培養を２日間行い，シリ

コ栓付きの三角フラスコ中のlOOmlのＹＣＢ培地に前

培養液を２ｍl接種した。３０℃のインキュベーター中

で９日間静置培養し，フラスコ重量と菌体密度を毎日

測定した。その際，培養液中の菌体の濃度が均一にな

るようにフラスコを軽くふった。３，６及び９日後の

培養液上清をガスクロマトグラフにより分析し，エタ

ノールとβ‐フェネチルアルコールを定量した。グル

コース測定試薬を用いて残存グルコース量の定量も

行った。

３次スクリーニングでは比較の対象として鹿児島酵

母を必ず入れた。

１．３分析方法

１．３．１菌体密度の測定

試料0.3ｍlを2.7ｍlの生理食塩水で10倍に希釈し，

660,ｍにおける吸光度を分光光度計（日本分光ＵＶＩ

ＤＥＣａ－ｌ型）で測定した。

１．３．２培養液上清のエタノール及び微量成

分の分析

採取した培養液を3000rpmで５分間遠心分離した

後，その上清と内部標準物質を混合し，ガスクロマト

グラフにより分析した（試料量１ﾉｕｌ)。詳細な条件を

表２に示す。

２．結果と考察

２．１１次及び２次スクリーニングの結果

１次及び２次スクリーニングは合計３回実施した。

１次スクリーニングでは合計48の変異株が残り，２次

スクリーニングでは１次スクリーニングに残った計4８

表２ガスクロマトグラフによる分析の条件

ガスクロマトグラフ

カラム

エタノールの分析

内部標準物質

カラム温度（initial）

（final）

インジェクション温度

内部標準物質使用量

GC-9A（島津製作所）

ガラスキャピラリーカラム

HPFusedSilicaCapillaryColumnUltra＃２

Crosslinked5％PhenylMethylSillicone

酢酸エチル

40℃（７ｍin）
40℃

250℃

試料２ｍlに対し0．２，１

β-フェネチルアルコール及びその他の微量成分の分析

内部標準物質カブリン酸メチル（0.44wt％）
カラム温度（initial）４０℃（８ｍin）

（final）210℃

昇温速度１０℃/ｍｉｎ

インジェクシヨン温度250 ℃

内部標準物質使用量試料２ｍlに対し0．４，１
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の変異株のすべてがコロニーを形成し，ｐ－ＦＰＡ耐性

変異株であることがわかった。鹿児島酵母のＥＭＳ変

異処理後の生存率は23％であった。また変異処理後の

酵母のp-FPA耐性変異株の出現率は２．９×１０~3％で

あった。つまり鹿児島酵母にＥＭＳ変異処理を施して

p-FPAプレート上に耐性変異株を得る確率は，６．７×

10~4％であった。Akitaら3)は，清酒用酵母協会７号

について同様な操作を行った結果，ＥＭＳ処理生存率

として57％，ｐ－ＦＰＡ耐性株分離率として2.2×１０~5％

を報告した。
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図３比増殖速度を決定するためのプロット（鹿児島

酵母）

２．２３次スクリーニングの結果

２．２．１増殖力試験の結果

増殖力試験は，２．１で得られた48の耐性株のうち，

２次スクリーニングのプレート上のコロニーが極めて

小さいもの１７を除いて計31の株について行った。増殖

力試験は，計５回実施し，その結果を最大比増殖速度

として表３にまとめた。増殖パターンの典型例を図２

及び３に示す。これらは第５回目の増殖力試験の結果

をプロットしたものである。図の横軸は時間，縦軸は

培養液濁度（660,ｍ）である。５回の増殖力試験の結

表３増殖力試験の結果
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図２増殖力試験の結果（菌体密度と時間との関係、

第５回目）

０．４４

０．３８

０．４０

０．３８

１
６
７
４
０
７
９
３

４
３
３
４
３
３
１
３

●
●
●
●
●
●
●
●

０
０
０
０
０
０
０
０

~

３
９
０
９
２
２
２
０
２
９
４

３
２
４
３
３
４
３
４
３
２
４

●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

４

２

〕
Ｓ
の
ロ
○

６

４
９
０
７
７
９
５
９

１
２
１
０
０
２
０
２

●
●
●
■
●
●
●
●

０
０
０
０
０
０
０
０



表４発酵力試験の結果

１０５上村・今村・下田・幡手：鹿児島酵母の香気成分高生産株の育種

果，何れの回でも図２の様なパターンを示し，鹿児島

酵母の増殖が最も早かった。図３に鹿児島酵母の場合

の片対数プロットを示す。この直線部分が対数増殖期

であり，この直線の傾きから，以下の式に従い，表３

に示す最大比増殖速度を求めた。

ｘｔ＝xoexp(ﾉａｔ）（１）

lnxt＝lnxo＋ﾉａｔ （２）

ここで，ｘＯは菌体の初発濃度，ｘｔは菌体の培養t時間

後の濃度である。表３に示す結果から，変異株の最大

比増殖速度は，鹿児島酵母のそれと比べると1/2から

ほぼ同等であることがわかる。

２．２．２発酵力試験の結果

表４に発酵力試験の結果を示す。エタノールの生成

量に大きな差は無かった。物質収支からは，グルコー

スのほとんどがエタノールに変換されたことがわかっ

た。β‐フェネチルアルコールの生産力は，元株と同

等のものから約23倍におよぶものまで様々であった。

元株の１０倍以上のβ‐フェネチルアルコール生産力を

持つものは６株であった。

結巨

鹿児島酵母の変異処理による香気成分高生産株の育

種を行い，以下の結果を得た。

ｌ）親株である鹿児島酵母に比べ，β‐フェネチルア

ルコールの生成量が多い変異株が得られ，そのなかで

最高のものは，鹿児島酵母の23倍のβ‐フェネチルア

ルコールを生成した。

２）比増殖速度は，鹿児島酵母の同等から1/2程度で

あった。

本研究により，このような香気成分高生産株の利用

あるいは新種酵母の育種により新しい品質の焼酎が作

り出される可能性が示された。
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