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緒言

醤油はわが国において米，魚，疏菜を主体とする食生

活と密接な関連を保ちつつ伝承されてきた独特の調味料

で，豊富な魚，肉，果実類の保存と貯蔵に対する古代人

の工夫の所産と考えられる。

その醸造は基本的には，ほぼ同量の蒸煮大豆と妙)I!¥小

麦とから麹を{乍り，これとほぼ向量の食塩水(18.90Be)と

を混じて酸酵槽に仕込み，時々撹持しながら室温におい

て約1年間の餓酵，熟成を経るもので，搾汁，火入れし

て製品とする。この聞に，麹，酵母，細菌による蛋白，

澱粉，脂肪などの分解があり，その結果，アミノ酸，ペ

プチド，糖類，脂肪酸，アノレコーノレ，有機酸などが生産

されて独得の色沢と味わい，および香りが醸成される，

微生物の関与なくしては造り得ないものである。

* Soya mash is a fermentation product of the mixture of salt and koji which is made by cu¥turing 
mold， Aspergillusογyzae， on the steamed soybean and roasted wheat. The pressed )UlCe of this 
fermented mIxture is called as soya sauce or shoyu and is generally used as a seasoning in Japan. 
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古来，良好な醤油には夏期における旺盛な「湧き」が

必要だとされている。このことは醤油醸造における酵母

の重要性を示唆するものであり，酵母による旺盛な主酸

酵とその後の長い熟成があってはじめて優れた品質とな

るものと考えられる。

饗泊醸造における酵母の重要性は早くから着目され研

究が行なわれているが，その多くは分類と分布の検討を

主としたものであり，諸味という高い食塩濃度の特殊な

環境において酵母を生態的にとらえ，熟成との関連を適

切に考察したものはない。

一方，北海道における醤油醸造は明治3年の開拓使設

置にはじまり，同 14年，民間に受継がれて今日に及んで

いるが，内地製品にくらべて呑味が劣るとL、う漠然とし

た評価を受けている。この問題に関して，北海道大学農

学部応用菌学講座では，微生物学的立場から品質改善の

方策を得ょうとしてきたが，未だその核心をつくにいた

らなかった。

醤j由が国民的晴好に最も適合した調味料としてわが国

の食生活に密接に結びつきながら今後も変らぬ重要性を

保つことを考え，また特に近年，合成食品添加物等の害

が取沙汰されるに及んで、，自然食品への関心が高まりつ

つあることを考え，ここに北海道内における醤油醸造を，

酵母の生態を通して眺め，酵母の意義を考え，有効な利

用を図って品質の改善に役立てようと思い，一連の研究

を行なった。この分野において幾らかでも貢献できれば

幸いである。

この研究を行なうに当り，試料収集に御協カ頂いた北

海道味噌醤油協同組合連合会，並びに醸造試験に便宜と

御助力を頂いた福山醸造株式会社に厚く感謝の意を表

する。

この研究に際し，終始御指導御鞭縫頂いた北海道大学

名誉教授佐々木酉二先生，御助力頂いた同農学部高尾彰

一教授，坂村貞雄教授に衷心より御礼申上げる。

研究史

醤油が科学的に研究されるようになったのは 19世紀

末からのことで，すでに 100年近くの研究史をもつが，

その内容は，初期における成分分析および微生物分類検

索の時代と，第2次大戦後の著しい分析機器の発達およ

び酵母の新分類法確立(1952)などを背景とした新らしい

展開の時代，の2つの山からなると見ることができる。

初期の研究は，第1次大戦の始まる大正3年 (1914)頃

で一段落となるが，その前半，明治33年 (1900)頃まで

は主として醤油の化学成分分析が行なわれ，磯野氏1)，

回原氏2)， 岡原， 喜多尾両氏3)，平野氏4)，古川氏5)等

は，醤油が栄養の点からも重要な調味品であることを指

摘している。この中で磯野氏は，醸造期間中の諸味の成

分変化が最初の 10カ月間に急速に進み，その後は緩慢

になる，として醸造過程の一つの型を示している。

微生物学的な研究は明治30年 (1897)，西村氏6)によっ

て始めて報告された。氏は，麹製造および諸味熟成過程

における化学変化を追って基礎的な検討を行なし、，醤油

醸造は麹製造により澱粉分解と蛋自分解が，酵母により

アルコール畷酵がそれぞれ行なわれ，高濃度食塩により

不要の細菌類の生育を妨げるもの，と結論し，諸味から

得た2種の酵母を，酒酵母と Saccharomycesexig.削 S類

縁種として報じた。

これに対して斎藤氏7，8)は，複雑な畷酵現象の究明に

は，化学的研究と同時に微生物学的検討が是非とも必要

である，として，醤油酵母その他の微生物に関し詳細な

研究を発表した。氏は，銚子，浜口醸造場の麹および諸

味から 10績のかび 5種の酵母と 7種の細菌とを分離

し形態学的，生理学的性質の記載を行ない，特に主要

菌についてはその生育や酵素活性と食塩濃度との関係を

も検討している。

斎藤氏によると，これら微生物中主なものの一つは，

原料の澱粉糖化，蛋自分解に不可欠の重要な役割を果た

す Aspergillus01ツzaeで，そのインベノレターゼは20%

の食塩濃度にも耐えるとL、う。また他の一つは，いわゆ

る醤油酵母で， 新種 SaccharomycesSoyaと名付けら

れ，諸味酸酵過程で大量のアノレコーノレを生成する。この

酵母は細胞中にインベノレターゼをもつが，サツカロース

を酸酵し得ないこと， 20%の食塩溶液中で原形質分離を

起すが速やかに回復すること，などの興味ある特徴を有

する，と報じた。

諸味から同時に得られた酵母としては，このほかに

酸酵液面に形成される“Kahmhaut"の形成菌として

Saccharomyces farinosus，“Soya-KahmhefeヘA今-
coderma spなど，いずれも産膜性の 3種と，耐塩型と

見られる Torulasp.がある。“Soya-Kahmhefe"は後

年， 同氏によって Zygosaccharomycesjaponicusと命

名された9)。

7種の細菌のうち，Bacterium Soya， Sω-cina Hama-

guchiaeの2種は新種で， 17%食塩液中でも生育し得る

乳酸生成菌であり，他は Bacillussubtilisなどの好気性

有胞子細菌で，諸味中では胞子の形で生存する，として

いるo

Saccharomyces Soyaのアノレコーノレ酸酵については，
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西村氏10)が研究し食塩を5%内外に含む場合のグノレ ての微生物学的研究に先鞭をつけたものであり，化学的

コース畷酵は最も旺盛で，食塩濃度が高くなると議酵力 成分変化の研究と相侠ってヲ少なくとも，その主役とな

が弱められることを明らかにしさらに醤油酵母が食塩 る徴生物，特に酵母の地位をほぼ明らかにしたものと見

に恩iI養できて高濃度でも迅速に繁殖するようになること ることが出来ょう。

を見出した11)。氏はまた全国的に数多くの醤油諸味試料 これ以後の一時期，醤油に関する興味は，一つは細菌

を集め， 11種の産膜酵母12)，:3種の非産膜酵母13)を分離， 類に，一つは醤油の特徴的な香味を如何に速やかに得る

それぞれ新種として命名した。特に産膜酵母については かの点に向けられ，細菌類の解析とともに速醸法の開発

産膜の機構，生理などについて詳細な検討を行なって と呑味，色の本質究明が主なテーマとなった。

いる14)。 蛋自分解に重要と見られる細菌類の分類と分布の研究

同年，満田氏15)も野田，竜野，半田地方の諸味を採取 ではすでに高椋氏23)，栂野氏24-27)等の報告があり，諸

し 5種の酵母について生理性を検討し斎藤氏の酵母 味醸造に重要なことが示唆されていたが，この考えは木

とは酸酵性において異なるものを含むと報告した。 下氏28)，宮路氏四)，松本氏ら30-35)，石丸氏お)，村津氏57)

喜多氏16)は醤油醸造に関する一連の研究で，野田，銚 によってうけつがれ，細菌類の効用が強調された。

子，静岡，半田，堺，小豆島，および竜野各地方で，仕 また畷酵熟成期間短縮のための加温醸造38-40)や酵素

込時期を異にする諸味試料から4種の酵母を分離した 利用による速醸法41-44)の研究が行なわれ，香味の改善

が，一度夏期の駁酵を通った諸味からは Torulaに属す と速醸を目的とした微生物の添加醗酵が続々と試みられ

る主要菌が共通して分離され，未畷酵の諸味からはこれ た。微生物を特に添加して風味良好な品質を速やかに得

と別種の酵母が得られるとし後者は諸味癒酵に重要で ょうとの試みは，伊藤氏45)による乳酸菌応用ョ栂野氏46)

ないとするなど，酵母と醸造過程との関係を動的に捉え による食塩馴養細菌および酵母添加が鴨矢となり，安

ょうとした。 藤氏47)が AspergillusorzaeとBacillusllattoによる製

しかしこれらはいずれも分類学的には不充分なもの 麹醸造て、良品を得たとし松本氏ザト53)が乳酸菌，酵

で，さらに系統的な研究が必要であるとの見地から，高 母，馬鈴薯菌を粉末剤または生菌として添加醸造し，香

橋，湯川両氏17-19)は，各地の工場から熟成度の異なる 味優れた良品を得，熟成を早め得たことを報告した。

52種の諸味試料を集め，分離した芽生菌について分類学 香味に関しては，エステノレ形成54)，有用菌の繁殖55)，

的位置の検索を行ない，醤油熟成との関連性を考察し， アノレデヒド形成56，57)，ブチレングリコーノレ58)などの重要

さらに子嚢胞子の形成，発芽について詳細な検討を行 性が指摘され，さらに分析法の進展とともに化学的な究

なったほか，各分離菌の麹汁醗酵生産物についても分析 明が行なわれるようになった。庄司氏59-63)がポーラロ

した。分類した菌種は，みgosaccharomycesmajoωr， Z. グラフイ一を駆使してフエノ一ノルレ区分を醤油呑気の主体

s岬oJιZ.sals川usの3新種とZ.jaρon川z口tκcuιμ可S訂fら，無胞子型 Z とし7たこほか，醤油特有の呑気としてケトンアノルレテ恭ヒドの

g叩oj，μa，My戸coder担川as叩p.p.乃'ilたω'CνaゐZυiρaalco品holoψρμhμ〉υil，μavar.， Torula ソヤナーノレ64)，アノレデヒド類65，66)，含硫化合物67，68)，ピ
2種，Mo川 lia1穆など合計 10種である。このうち，非 ロン誘導体のショーユオーノレ69)，フェノーノレ化合物の

産膜性の Z 川 α:jorおよびZ.soja については，前者が ショーユフェリン70)が報告された。

熟成後期の試料に多くヲ後者が初期の諸味に多く見られ 石丸氏71)が醤油酵母について大正14年以降 10年間の

ることから，この両者が醤油熟成に重要なことを推測し 研究をまとめて発表したのは1935年のことである。

た。また同じく非産膜性の無胞子型Z.sojaは小豆島， 氏は，高橋，湯川氏らと同様の方針で仕事を進め，ヤ

竜野など，関西地方の諸味から多く出現しているとし マサ醤泊醸造場の諸味あるいは醤油から非産膜性酵母と

酵母の分布に興味ある点を指摘している。 してZ.sojaの5変種， Z. mojorの2変種，産膜酵母と

一方，北海道においても既にこの時期，吉田武郎氏20， してZ.japonicus 1変種と Torula属6種を得，夏を中

21)によって醤油“生i敷"の原因菌としての酵母3
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酸酵性に着目し，概して産膜酵母の類は非産膜酵母に比

べて酸酵力弱く，諸味中での繁殖力も劣り，著しい畷酵

を営まず，諸味の酸酵化学的変化の微妙な点に関与する

もの，と推測，主要酵母は20%の食塩を含む場合でもよ

く繁殖，醸酵するが，食塩のない場合に最もよく醗酵し，

食塩が増すに従い酸酵力は弱まること，人工培養に際し

てはオリザニン，米麹汁の添加が有効であることを見，

また，アルコーノレ酸酵の副産物として高級アルコーノレ，

アノレテ守ヒド，琉王白酸などが生産され， これが醤油に軽快

芳醇な香味を付与し，色沢を整えるとし，糖分，アミノ

酸の消費により，細菌，麹菌の酵素による呈味成分の蓄

積を促進する，と結んで、醤油酵母の重要性を強調した。

支那事変から第2次世界大戦にかけて，国内は耐乏生

活を強いられると同時に，食品関係の研究も戦時食や携

帯食糧，乾燥食品の開発に向けられ，醤油の化学的，微

生物学的究明は全くなされないまま終戦にいたった。

戦後の混乱期には食糧事情の悪化による多くの問題が

提起されたが，醤油醸造に関しでも原料の品質低下によ

る湧き現象に端を発し，茂木氏ら72-76)による湧き酵母

の発見と防湧の研究が行なわれたほか，醤油の微生物学

的な究明が再び活滋となった。

北大応用菌学講座では早くから北海道産醤油の品質向

上をはかるための微生物学的な研究を行なって来たが，

森田氏77)は北海道内数カ所の醸造場の諸味試料から酵

母を分離し，酸酵の初期および後期には酵母の出現頻度

が比較的少なく，主として非産膜性で糖類醗酵性の乏し

い酵母および産膜性酵母が見られること，最も盛んに官接

酵している期間には糖類醗酵性の旺盛な非産膜性酵母が

高い頻度で現われること，天然醸造諸味，速醸諸味で向

ーの傾向が見られることなどを示し，特に香気との関連

性を検討して，特有の醤油類似呑を有するものはほとん

どが非産膜酵母であることを見ている。次いで石川氏78)

は，これら酵母の分類学的検索を行ない， 4属9種， 6変

種としたが，このうち，醤油類似香をもつものとして

Torulopsis， Rlwdotorulaなどを挙げている。

佐合氏79)は，寒地醸造の型式を発見することを目的と

して，正常な醗酵状態を微生物学的に明らかにするため，

醤油諸味熟成中の各微生物群の消長を，かび，酵母，酸

生成菌および蛋自分解菌の4群に分け，特に耐塩性のも

のについて調べた結果， f~酵中における酵母菌数の増減

が諸味の熟成とある程度比例する傾向にあることを突き

とめ，熟成の経過について麹菌などのかびは熟成の進行

とともに徐々に死滅し分泌された酵素が原料成分の溶

出，分解に，恐らく熟成の最後まで関係すると考えられ

ること，その問に微生物各種があるいは協力的に，ある

いは阻害的に複雑な条件の下で作用し，特にi底油醸造の

究極の目的である呑味の調熟に関しては，酵母群が第一

義的に有効であること，正常'な酸酵では，前半の主眼酵

から後半の後醗酵に移るのが大体 50~60 日目と見られ

ることなど示唆に富む結論を導いた。また若い諸味搾汁

を用いて純粋分離酵母の醗酵試験を行ない，呑味を比較

したところ，産膜酵母はほとんどが不快臭を塁し，非産

膜性で酸酵の旺盛なものにわずかに良いものが認められ

るが，呑味といえるものはなく，試験後，放置して酸化

蒸発したものにややそれに近くなるものがあった程度と

しており，従来，ほぼ定説とされていた主要な非産膜性

の醤油酵母が香味を附与するとの考えに疑問を投げかけ

ている。この点については矢内氏ら80)も芳香性Z.soya 

を過剰に添加して不調和に急激な磁酵を行なわせると品

質が劣ってくることを示し，主酸酵酵母の利用について

警告を発している。

1952年に至り， LODDERおよびKREGER-VANRU両

女史81)は，それまでの酵母分類、を集大成した上，新たに

系統的酵母分類学を確立しその後の酵母の分類は専ら

この方法に基づいて行なわれるようになった。しかしこ

の中で，Zygωacch山一O/!l}'cesの特徴である， 2細胞の按

合によって子褒を形成するとLヴ性質は，この栄養細胞

がハプロイドであるためで， ディプロイドである Sac-

charomycesの一面に過ぎないとして Zygosaccharo-

lnyces属を認めず，Saccl: ar Jmyces属に統合してしまっ

た。このため，伝統あるZ.sojaその他の醤油酵母は，非

産膜性，産膜'I!I，を問わず，すべて Saclzaromycesrouxii 

として取り扱われることになり，斉藤氏の醤油酵母 Sac司

charomyces soyaもまたこの種に包含された。

LODDER女史らの分類法にしたがって，醤油酵母を検

討したものに，小原，野々村両氏82)による溜諸味および

麹から得た酵母の研究があり， S. rouxiiのほかに Deba-

lyO川ycestalllω-ll， Pichia川 ogii，P. sake， P. farUIOSa 

var. japonia， C1YPtococcuS di.ffiuens var. nOlll!山 Pト

branaefムciens，Candida polylJlorlうha，Trichosporon 

cutaneunt var. curvatUJJI，いずれも新種，新変種の得

られたことを報告している。

また，大西氏83，84)が野田地方の醤油諸味その他から得

た酵母について分類学的研究を行なった結果，耐塩性の

強い酵母として S.rouxii， S. rouxii var. halomelJJ-

branis， S. acid抑 cicns，S田町idifaciensvar. haloJllelJJ-

branis， Torulopsis halophilus， T. nodaensis， T.famata， 

T.ver.泊 tilis，T. etchellsii¥T.ゆhaerica，T. sake， Pichia 
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Jの叩osa，Candid2 polymolアha.Trichoゆoronbeh-

rendii，耐塩性の弱L、酵母として C.tropicalis， C. krusei， 

C. rugosa， Trichosporon cutaneumなど2新種， 2変種

を含む16種を報告している。

一方，醤油の生態究明の動きも活滋となり，清水氏85，

86)，山田氏ら87)，呑川県醤油試験場回)がそれぞれ醗酵力

の比較，食塩と生育，酸酵との関係を検討したが，中で

も山田氏らは，種々の塩濃度 (0~19%) および窒素濃度

で，z.川aJorの生育と酸酵能を調べ，この酵母の生育曲

線は下面酸酵酵母型で，“lagphase"が長く，且つ好気

的条件での酸酵は不安定であること，醗酵能の形成は食

塩によって促進されるが，その耐塩性は低く，諸味程度

の食塩濃度で著しく抑制されること，窒素が高濃度にな

ると醗酵能の形成，耐塩1生が共に低下すること，z.川aJor

の生育は醗酵能に依存し，食塩濃度が高くなるとともに

生育も阻害されるが，その程度は生育適温付近で最も小

さし高温では特に著しく阻害される，などを示した。

さらに佐藤，植村両氏ら83-97)は Z 川alorの食屋耐

性の機作に言及し，食塩濃度 10%の場合，この酵母の耐

塩性には遺伝的形質としての面のほかに，耐塩性を賦活

させる機作があって，コリン，メチオニン，イノシトーノレ

が重要な役割を演じ少なくともこれらの一つは核酸代

謝に関係するものと推論している。このうち，コリン要

求性は Torulopsis属酵母についても認めている98-1問。

また今原氏ら101-105)は特に産膜酵母に注目して，繁殖

状態と醗酵力との関係を追究し，食塩に対して馴致され

ると，高濃度の食塩培地での酸酵力は，皮膜を形成する

細胞の方が沈澱中の細胞に比較して食塩による影響をう

け難いこと，食塩による繁殖抑制状態でも代謝様式に関

する呼吸商の変化は考えられないことを明らかにしま

た，好気的条件では，非産膜性酵母によるグノレコース代

謝能は微弱であるが，産膜性酵母では食塩が高濃度の場

合，主として皮膜にそのグルコース代謝能が認められる

こと， Z. salsusは塩類，糖類を添加して表面張力を高め

た培地では皮膜を形成するがTween類0.01%の添加で

産膜性は抑えられること，エーテノレ型 Emulgen0.05% 

添加て、非産膜性となり，これを用いて醤油を醸造すれば

香りやや優れたものを得る，と興味ある報告をした。

竹田氏ら106)もまた， 上面醗酵酵母と下面駿酵酵母と

の性格を比較し，醗酵力は累代培養によって変化するも

のでないこと，累代培養した場合の形態変化は上面酸酵

酵母が特に塩分の影響をうけること，を見たほか，通気

培養により，下面際酵酵母の増殖には上面酸酵酵母より

も多量の酸素を必要とすることを推測し，諸味中の酵母

の生活現象から，湧付調熱、の点で‘通気法は優れた醸造法

になることを指摘している。

S. rouxiiの酸酵性に関し，照明，佐瀬両氏107)は特に

サッカロースの酸酵性について検討しこれが適応的で

あり，。目2%Lーアスパラギン酸および1μg/ml!のビオチ

ン強化培地では， LODDERらの方法でサッカロース醗酵

性が陰性であった菌株も陽性になる，との興味ある報告

をしている。

また大西氏は， S. rouxμ の生理的性質について詳細な

研究を行ない， 18%食塩含有培地では細胞膜透過性が増

大すること 1阻)， 400Cでの生育には一定濃度以上の食塩

その他の塩類または糖類が必要であること109)，高濃度の

食塩を含む培地で好気的に培養すると多量のグノレセロー

ノレを生産すること 110-114)，18%の食塩を含む培地では，

普通培地で認められたガラクトース，マノレトースの同化

性，自登酵性はほとんど認められなくなること115)，などの

特異性を明らかにした。 また別に新種 T.halonitrato-

ρhilaを分離し，この酵母が300Cでは偏性好塩性である

が， 20
0
C以下では通性好塩性となる特性を見，好塩性に

は温度の影響も見逃せないこと 116)，徴生物相の動態に

は，食塩濃度， pHの変化も大きな影響を与えること 117)

などを指摘している。

このほか，堂本氏ら118)による Z 川aJorとZ.soyae 

およびノfン酵母の呼吸に及ぼす食塩と塩化カリ (濃度各

0~3M) の影響の検討があり， いずれの場合も塩濃度と

ともに呼吸阻害が起るが塩の種類による差はないとして

いる。

微生物相の動態についての報告は数少なし、。

好井氏ら119)は天然醸造諸味の微生物相について，仕込

後，熟成に至るまでの動態を経時的に調査し，酵母はい

ずれの諸味においても気温が適当となれば増殖し夏期

には最高 (106cells/g)となり，糖分の大半が急激に消費

されること，細菌総数は仕込当初に減少しその後も漸

減する傾向が見られるが Bacillus群は全期間ほぼ一定

と恩われること，乳酸菌についても醸造経過とともに漸

減し，醸造末期には仕込時に比べて極く少数となること，

麹菌胞子は諸味中でかなり長期間生存し得ることなどを

見，微生物相の変化と諸味成分の変化，品質との聞に明

らかな相関性を認め得なかったが，酵母の酸酵が醤油醸

造上に大きな意義をもつものと推定している。

山里氏ら1初)は撹持法による駿造で微生物相の動態，有

機酸組成の変動を調べ，麹に由来する耐塩性の低い擬菌

糸形成酵母は，仕込後会、減し，これに代っていわゆる醤

油酵母が増殖するが，乳酸菌はあまり変らないとして
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いる。

このほか，町女史121)の天然醸造と温際諸味の微生物相

の動態を比較した研究があり，適正な管理を行なえば，

温醸は時間短縮と恒常的に良品を得る上で推奨出来ると

している。

醤油の品質向上，呑味附与のための基礎的な研究は，

分析機器の著しい発達にともなって進展したが，アミノ

酸，有機酸，無機成分などはその微量をも検出定量出来

るようになり，特に味覚と関連して，核酸物質122)，グノレ

タミン酸およびアミノ酸123-129)，ペプタイド類1泊)が醸

造過程での消長も含めて分析検討され，特異な多価アノレ

コーノレ生成も大西氏ら131)によって味覚に影響するもの

として取扱われた。有機酸についても詳細なデーターが

得られるようになり，石塚氏ら123)，原田氏ら132)，黒島

氏133)，後安氏134)，上田氏ら1お，136，138，139)，上野氏137)，石

上氏ら140，141)，森本氏ら142)によって，醸造法，味覚，微

生物動態などと有機酸との関連性が検討された。

これら醤油成分の詳細な分析研究と相前後して，これ

まで主として蛋自分解作用に注目されていた醤油細菌類

の研究は，乳酸菌を主とする酸生成菌に向けられるよう

になり，好塩性ないし耐塩性で生酸性の強い菌として，

Pediococcω acidilacticiまたはその変種143)，新種 Ped.

soyaeI44-147) ，同類似菌および耐塩性の新種 Tetracoccus

soyae148，149)， StreρtococcUSl50) ，耐塩性の好気性生酸菌

Staphylococcus epider川 idisl51)などが分離，研究され，

その好塩性ないし耐塩性と強い乳酸生成によって諸味の

pHを低下し，主醗酵酵母の繁殖を促し香味向上など

熟成に好影響を与えることが示唆された。

これと平行して醸造への利用も当然検討され，乳酸菌

Ped. soyaeの添加152，153)，醤油酵母 S.rouxiiと乳酸菌

Ped. soyaeの混合添加1日-157)，によって香味優れ，風味

の調和した諸味が得られる，と報告された。

これと関連して醤油酵母 S.rouxiiが高濃度の食塩存

在下で生育する場合には，ビタミン，アミノ酸類を必要

とする158)， と同時に， 高濃度のグノレコースの存在109)，

乳酸菌 Pediococcusなどによる pHの低下159)が必要で

あり，醸造初期における pHが徐々に低下するような場

合は Torulopsis属酵母が先行して pHを下げ， その

後 S.rouxiiが優勢に発育して醤油諸味熟成に重要な役

割を演ずることが強調されている 117)。

分析機器の発達は醤油香気の研究分野にも大きく貢献

し， その成分して 1946年以降， アノレデヒド類160-169)，

アミノエステノレ170-172)，フェノーノレ性成分173-181)， aージ

ケトン類182-186)などが組上に上った後，フェノーノレ系化

合物が重要視されるに至り，極く最近，横塚氏ら187-189)

は， 4-エチノレグワヤコール， 4ーエチノレフェノーノレをその

成分として挙げ，T. versati・lisにその生成特性のあるこ

とを報じしいる。

小幡氏ら1叩-196)は香気成分に[到し分析的手法によっ

ては醤油香気本来の性質が損われる恐れがあるとして，

可能性ある化合物3 特に含硫アミノ酸，メノレカプタン，

アノレデヒド，不飽和アノレデヒド，不飽和ケトンなどを素

材として化合物を合成し種々の醤油様香気を得ている。

第1章北海道産醤油諸味酵母の

種類とその分布

醤油には濃口，淡口，溜，甘露などの種類があるが，

北海道においては濃口のみが生産されている。生産工程

から見ると，天然醸造のほかにアミノ酸分解過程を塩酸

によって行なう新式2号といわれる速成醸造や，アミノ

酸添加醤油がある。

北海道における天然醸造法は，一般的手法とほとんど

変るところがなく，工程を概略すれば次のようになる

(図 1)。すなわち，蒸した小麦数および熔妙した小麦を割

砕しこれと，撤水して水分を含ませた脱脂大豆および

浸漬吸水させた丸大豆を合わせて蒸煮したものとを混合

し適度に冷却した後，種麹 (Aゅergillusoryzaeの胞

子)を混合し，27~280C ， 約 70 時間で製麹する。これと

食塩水とを混じた諸味を畷酵槽に仕込み，百護酵，熟成さ

せる。熟成期聞は 3~6 カ月といわれている。熟成後の

諸味は圧搾して生揚醤油を得，火入れして壕詰，樽詰の

製品とする。

一般に仕込時期としては晩秋から中春がよいとされ，

夏の高温期に旺盛な畷酵を行なって後，熟成期に入り，

約1O~15 カ月を経るとし、う。 2土用を経過したものが最

図1 醤油製造工程
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良であるといわれる。

この章では北海道産醤油諸味中に存在する酵母の実態

を把纏する目的で，北海道内各地の醤油諸味を集め，酵

母を分離して分類学的諸性質を検討した上，これらの分

布状態を調べ，さらに品質との関係について考察した結

果を述べる。

第 1節 酵母の分離と分類

広く北海道内各地から醤油諸味試料を集めて酵母を分

離し，分類学的検討を行なった。

実験方法

a)試料

醤油諸味試料の採取には殺菌した150ms容のスクリ

ューキャップ付ポリエチレン爆を用い，これを各工場宛

送付した。

試料採取に当っては諸味中の酵母の種類が主酸酵の前

後において交替する可能性も考え，存在する酵母の種類

が最も多いと思われる仕込後 2~3 カ月の諸味を集める

こととし，畷酵槽の中心で，表面下約lOcmの部分の諸

味を採取するよう指示した。

b) 酵母の分離

酵母の分離には葡萄糖馬鈴薯寒天培地 (PGagar)を平

板として用いた。 PGagarは剥l皮洗糠して細断した馬鈴

薯300gと麦芽根50gを水1sに浸漬，煮沸して布務;し，

必
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図2 試 料

水を補って濯、液を1sとし，中和後， 2%の割に寒天を加

えて煮沸，溶解する。これに2%のグルコースを加え，

溶解した後，試験管に分注， 25ポンド圧蒸気で瞬間滅菌

した。

食塩濃度は，好塩型，耐塩型酵母などをも充分検出で

きるよう食塩無添加のほか， 5%， 15%添加の3段階と

して用いた。

また平板に流し込む際に，滅菌した1%乳酸溶液1me

を加え， pHを約4.2i;こ調整した。

試料は充分に撹詳しできるだけ均一にした後，その

約O.2gをとり，寒天平板に一面によく塗抹し， 27
0
Cで

1週間培養した。培養後の平板に出現したコロニーは検

鏡して確め，異種類と思われるものを別々に計数した後，

種類別に適宜これを分離した。分離した菌株については

同培地による平板培養を繰返して純粋培養とした。

c) 酵母の分類，同定

主として LODDERおよび KREGER-VANRU81)の分

類方式により，形態学的諸性質(胞子形成，栄養細胞の

形，大きさ等，麦芽汁および麦芽汁寒天培養状鵠，疑菌

糸の形成等)および生理学的性質(糖類畷酵性，糖類同

化性，硝酸カリ同化性，エタノーノレ資化性，高濃度食塩

培地における生育，高濃度糖類の醗酵性，リトマス牛乳

培養状態等)について試験，検討した。

菌株は PGagarに2田植継いだ後供試した。

北海道

採 取 地

試科番号|地方屯|地臣名

I!豊知|滝川
2 1 奈井江

3 Is島最 i苫)M主
4，5 I ~t 昆 l 北且
6 1 留辺藁

7 1 網走
8 1 美幌
9 1 湧別

IO~/5，351 石狩|札幌
16 1 江別
lλ18 1十勝|帯広
19 1 清水
20 1 本別
21 1 幕別

22 1釧路|釧路
23 1よ )111美深
Mザ'26I 1M )11 
27，28 1 名寄
29 1 和寒
30 1 富良野
32 1渡島|瀬棚

31，33，341 函館
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表 1 試料採取地および試料の品質

地方名 l地区名市孟| 香 気 ~弘質|耐n 考

空知 ?屯 J[[ l アノレコーノレ臭 良上

奈井江 2 甘い香り 良

胆振 苫小牧 3 アノレコーノレ臭， エステノレ臭 優

北見 北 見 4 Uい香り，焦げ臭 良

5 力、 び 臭 可

WI辺楽 6 エステノレ臭，焦げ臭 良上

網 走 7 やや焦げ臭 良

美 幌 8 アノレコーノレ臭， エステノレ臭 優

湧 1JIJ 9 エステノレ臭，焦げ臭 良上

石狩 札 幌 10 t[ い香り 良

11 エステノレ臭，香りが薄い 良 醗酵が遅れた感じ

12 ヵ、 び 臭 可

1:ぅ アノレコーノレ臭 良|三

14 tl い香り 良 再生仕込と忠われる

15 ややエステノレ臭，香りが薄い 良

35 エステノレ臭 秀

江 1Jlj 16 エステノレ臭 秀

十勝 帯 広 17 甘い香り，焦げ臭 良

18 甘い香り，焦げ臭 良 i留り醤油諸味様

清 7K 19 目い香り，焦げ臭 良

本 )Jlj 20 甘い香り，ユステノレ臭 良と

幕 )Jlj 21 香りが薄い 良 醗酵が遅れた感じ

調11 路 調11 路 22 香りが薄い 良 塩分過剰と忠、われる

上川 奨 i't 23 アノレコーノレ臭， 焦げ臭 良

旭 J[[ 24 アノレコーノU臭 秀

25 アノレコーノレ臭， エステノレ臭 優

26 エステノレ臭，甘い香り 優

4λ7 コ 寄 27 不 潔 臭 不可

28 エステノレ臭 優

和 寒 29 アノレコーノレ臭 優

富良野 30 焦げ臭， エステノレ臭 可

渡島 瀬 棚 32 有ミ 潔 コ同'量二 不可

函 館 31 アミノ酸臭 不可

33 ユステノレ臭 良

34 不 潔 臭 可

実験結果および考察

a)試料

集められた試料は表1および図20こ示すように，北海

道内 35工場からのお点である。各試料について，採

取地，官能検査結果による品質評価なども同表に一括

した。

試料35点中，品質特に優れしいると判断されたもの

(秀および優)は9点，約26%であった。

b) 酵母の分離

供試35試料からの純粋分離酵母は合計742株で，各

試料別，食塩濃度別の菌株数を表2に示した。すなわち，

食塩無添加培地により 203株， 5%添加培地で323株，
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表2 分離菌株数 表3 分離酵母の菌種名

分 離 菌 株 数 ------¥¥ 分離培地の食塩濃度I菌株数
食塩濃度
(%) 

O 5 15 計
菌種 名------一一一一一一一(%) I 0 5 15 

試料番号 | 
Saccharomyιes cerevisiae HANSEN 32 

l 3 14 11 28 
TorttLfoo ρsis sake (SAITO et OT A) 

2 4 9 9 22 ODDER et KREGER-VAN RU 
67 5:3 

3 2 7 5 14 Saccharomyces rouxii BOUTROUX 80 91 138 

4 6 4 4 14 SacchaffJ732yces ft rkucRtEuG zMM 3 
5 2 12 5 19 

LODDER et KREGER-V AN RU 

6 4 10 4 18 socclzafontyces bzsKPR 0714s(NAGANISEtI)| I 
LODDER et KREGER-V AN RU 

1 3 

7 10 8 8 26 
SOCCharonTa) ycesmguts (FABIAN et 

8 6 9 6 21 QUINET) LODDER et KREGER- 1 

9 1 16 6 23 
VAN RU 

10 10 10 12 32 
H… 5 

11 6 11 6 23 P. SYDOW 

12 4 6 7 17 Hansenula subpelliculosa BEDFORD 3 

13 2 6 6 14 山
14 1 5 9 15 SASAKI et YOSHIDA 

1 2 

15 5 7 4 16 
Condzda CtrAoSpTzcEdl f is|  l 

16 9 12 5 26 (CASTELLANI) BERKHOUT 
1 1 

17 10 6 9 25 CaJ刀1dz dd 8) uωL1dAfJhJiN.eUGFr勾川ER O Pn2 dZ日z( C A 5 T E L - | l 5 
18 5 5 5 15 

LANIl LANGERON et GUERRA 

19 13 12 6 31 Ca(nAdStHdFaOpRaDr)aPL5A21N0G5tEsRON Et TALICEl l 4 2 

20 9 12 7 28 
Candida solani ~'?.r?.r?'::~~ e.t.... n.. I 

21 8 12 5 25 KREGER-VAN RU 
1 

22 15 10 6 31 
TorttJopsis gro(pHeAnRgRzeIsSsOerN z i l 

23 5 4 6 15 ) LODDER 
1 30 1 

24 5 1:3 5 23 Torlllopsis bacillωー~~_~~~?~~~~~e! 8 2 1 
25 5 10 7 22 KRUMBHOLZ) LODDER 

26 3 12 4 19 TortdLoo pus jappzatd(HARRISON)! 
ODDER et r王REGER-VAN RU 4 11 

27 6 11 4 21 
ToruLJoLpl muersdttJts(ETCHELLS 巴~..I 19 

28 11 10 4 25 BELLl LODDER et KREGER司VANRU 38 16 

29 9 12 6 27 Toruloρ5isdPIOHtafd LODDER Et | 
8 

30 6 5 14 KREGER-V AN RU 

31 4 14 5 2占 Torulopsis etchell;j~!:?.?~D!，:~ .~tn_. 
KREGER戸VANRU 

3 20 38 

32 4 10 5 19 

33 4 6 6 16 KREGER-V AN RU 
35 7 

34 5 6 6 17 1'orul01りsisnodaensis ONISHI 1 

35 4 6 8 18 
IZlzodotoruf(aJりmRGuEciNfdSgEZN72)05d|i 2 1 

742 (JORGENSEN) HARRISON 

争川
1 1 VAN NIEL 

15%添加培地で216株であった。 5%または 15%濃度

の食塩添加培地から分離された酵母については，耐塩性

のあることが考えられるが，いずれの試料においても， 742 

食塩添加培地からの分離株数はかなりあり，耐塩性酵母

の多いことを示している。また，食塩無添加培地におけ 数が明らかに多い24試料(試料番号 1，2， 3， 5， 6， 9， 11， 

るよりも 5%または15%食塩添加培地における分離株 12， 13， 14， 15， 16， 20， 21， 24， 25， 26， 27， 29， 30， 31， 32， 
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33， 35)では耐塩性酵母とともに好塩性酵母の存在が推

測される。

c) 酵母の分類

供試742株の分類結果は表 3に示すように 1新種を

含む7属23種であった。 このうち， 食塩を添加した培

地からのみ得られた酵母としては，Saccharomyces cerc-

visiae， S. fructuum， Hansenula anomala， !-1. subpel・

liculosa， Torulopsis falllata， T.刀wgnoliac，T. noda-

enSISの7種があり，食塩無添加培地からのみ分離され

た酵母としては S.mcllis， T. ano川ala，Candida 

guilliermondii， C. solaniの4種があって，菌種により，

食塩に対する態度が特徴的なことが考えられる。

以下に分類学的諸性状について記述する。

1. Debaryomyces halotoler.ωIS SASAKI et YOSHIDA 

イ.形態学的性状

異体接合によって子嚢を形成し，そのなかに 3~4 個，

通常4個の胞子を形成する。胞子は球形ないし卵形で，

内部に通常1個の油滴を有す。

麦芽汁， 250C， 3日間培養では沈澄を生じ，薄く管壁

を上る級状の皮膜を形成する。細胞は球形ないし卵形

で，幅1.5~6μ，長さ 2.4~7.2μ，単独または対をなして

見られる。 1アC，1カ月後の培養は，泥質，クリーム色

の沈澄多く，皮膜は白色で薄く，著しく敏状となる。

麦芽汁寒天， 250C， 3日間培養では，細胞は球形ない

し卵形，幅 2~5μ，長さ 2~7.5μ の大きさでp 単独かま

たは対となって見られる。 170C，1ヵ月後の培養は，淡

黄褐色から淡黄桃色に変り，糸状，または羽毛状に生育

し，属平で表面平滑であるが幾分粉状となる。その縁辺

は波状で，樹状に発育した細胞により繊毛状を呈する。

Slide cultureでは卵形ないし長卵形の細胞が樹状に

生育するが疑菌糸は形成しない。

多極性出芽をなす。

ロ.生理学的性状

グルコース，ガラクトースを同化，畷酵し，マノレトー

スを同化する。サッカロースの同化性，酸酵性は甚だ微

弱である。ラクトースは同化も醗酵もしない。

硝酸カリは同化しなし、。

エタノーノレをよく利用して生育し液面に“Kahmhaut"

を形成する。

25%食塩含有培地に生育して全面級状を呈す。

リトマス牛乳培養は青色に変じ，ペプトン化が見ら

れる。

この酵母は，子嚢胞子を形成すること，硝酸カリを同

化しないこと，から，Saccharomyces， Pichia，あるい

は Debaryomyces属のいずれかに属する。

このうち Saccharolllyces属酵母は細胞が一般に dip-

loidで，糖類酸酵性の強いのを特徴とする。しかし，分

離された供試酵母は，具体接合を行なって子裳胞子を形

成するのが普通で，したがって栄養細胞はhaploidと考

えてよい。また服酵性についてもガラクトース，サッカ

ロースの蔽酵性は弱く，時にはクールコースの畷酵でさえ

も~~\，、場合があり，液体培地で“Kahmhaut" を形成す

るとL、う点もこの酵母の特性で，Saccharomyccs属とは

明らかに異なる。

Pichia属は， 1904年 HANSEN氏197)によって創ら

れ，液体培地に速やかに皮膜をつくることを特徴とし，

その胞子は半球形か不規則な形で角ばっており，酸酵性

なく，疑菌糸をよくつくる，と記載されている。その後，

KLOCKER氏198)により，子嚢胞子が球形で，胞子形成

前に接合を行なうこと， ~~\，、醗酵性を有すること，が付

け加えられ，さらに STELLING-DEKKER女史109)によっ

て栄養細胞の形が様々で，疑菌糸をつくる傾向をもつこ

とが示された。

これらの点を基として LODDER女史ら81)は，Pichia 

属を次の様に定義している。すなわち， ["細胞は卵形，

長卵形，円筒形など様々で，多極性出芽を行ない，疑菌

糸を形成する。子嚢は異体接合の後，あるいは接合なし

に形成され，胞子は半球形，帽子形で，表面平滑かある

いは角ばっており，子重量中に1ないし4{固形成されp 通

常1個の油滴を含む。液体培地に乾いた不透明な皮膜を

形成し，酸化的代謝を主とする。硝酸塩は同化せず，ア

ノレフ梢チンは分解できないか，極く弱く分解する」となっ

ている。

一方 Debaryomyces属は 1909年， KLOCKER氏が

始めて記載し胞子は一層の膜からなり，表面Ei;状であ

ることを特徴としさらに 1924年，子嚢形成が無性的に

か，あるいは接合後に行なわれるとし，栄養細胞は球形

で，グルコースを醗酵することを付記している209)。 ま

た， GUILLIERMOND氏却1)は，この属の酵母が同体接合

か，多くは異体接合によって子嚢を形成すること，胞子

は子嚢中に1個，稀に2あるいは3個形成され 1個の

油滴を含むこと，栄養細胞は一般に球形で 1個の油滴

を含むことなどを特性とすることを記している。さらに

STELLING-DEKKER女史199)は，栄養細胞が主に球形で、

小さし液体培地て‘は沈法のほかにリング状発育をい

稀に皮膜をつくり，畷酵性はないか，稀に強いことがあ

ることを付け加え， LODDER女史ら81)は疑菌糸形成が

極く未発達か，稀によく発達するものがあるが，多くは
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と，栄養細胞がhaploidであることを
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形成しないこと，

記している。

これらの諸特性を照し合わせて見ると Pichia，De-

baJyomyces両属の差として挙げられるものは，栄養細

胞の形と疑菌糸の形成とすることができる。すなわち，

Pichiaの細胞は比較的長く，疑菌糸をよく形成するが，

Debaryomycesの細胞は比較的球形で，疑菌糸は形成し

ないか，ほとんど未発達である。

この点を参考とすれば，供試酵母は，ほとんどが球形

ないし卵形の細胞であること，と，未発達の疑菌糸が形

成されるに過ぎないことから，Debaryomyces属に入れ

るのが妥当と考えられる。

LODDER女史らの分類系で DebaJyomycesに属する

酵母は，D. hansenii， D. Kloeckeri， D. subglobosus， 

D. Vtnlおよび D.nicotianaeの5種となっている。供

試酵母は，細胞形態および大きさの点ではこれら5種の

いずれにも類似しているが，明らかに異なる 2つの特徴

がある。その一つは，供試酵母は常に具体接合を行なっ

て子嚢を形成しそのなかに4個の，ほぼ球形で 1個

の油滴を含む胞子を形成することであり，また他の一つ

は，夕、、ノレコース，ガラクトースを畷酵し， クツレコース，

ガラクトースおよびマノレトースを同化するが，サッカ

ロースの醸酵性，同化性が微弱なことである。これらの

特性に類するものとして D.viniがあるが，表4に示す

ように，この酵母は供試酵母と比較して細胞が幾分小さ

し皮膜をつくらず，疑菌糸を形成する，などの点、で明

らかに異なっており， LODDER女史らの分類系には供試

酵母に該当するものはなし、。

1954年 DIMEr叩A氏202)は， 異体接合の結果 1~4

個の胞子を形成する D.maramaを空中から分離し新

種として報告した。しかしクゃルコースのみを醗酵する

こと，グノレコース，ガラクトース，マノレトースのほか

サッカロースをもよく同化することで供試酵母とは異な

る(表4)。

また CAPRIOTTI氏203)も4個の胞子を形成する新種

D. castelliiを記載，発表したが，これは，細胞大きく，

疑菌糸の発達よく，ガラクトースを殴酵せず，マノレトー

スを醗酵し，ラクトースを同化するなど，供試酵母とは

かなり異なるものである(表4)。

これらの特性から見て，供試酵母は新種であると断

じ 25%の食塩を含む培地にも生育することから De-

baryomyces halotolerans SASAKI et YOSHIDAと命名

した。

この種は，函館の試料から，分離用平板上に極く少数

そ早

艇

持E

吉田:

司事

事隠
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M 母の分類検索表

子賞胞子を形成する。 (Class: Ascomycetes)。

子糞は裸出する。 (Subclass: Protoascales)。

千葉は細胞の接合によって形成されるかまたは接合なしに直接形成される。 (Order: Endomycetales¥o 

細胞は分裂法か出非法によって府軍1iL，n菌糸，疑菌糸，節胞子を生ずるものがある。 (Family: Endomycetacea針。
}調体11酵母状で，子葉胞子11針状とならないo(Subfamily: Saccharomycetoideae)。

細胞は多極性Hi~により I骨殖 L ，疑 j'fi井を 'J'.-j るが児繭糸をつくらない。大部分は強い醗酵悦を示九 (Tribe: Saccharomyceteae)。
附問主砲を同化LなL、。

皮膜を形成せrリン Yを生 Fるo
胞子IJ.球形で去国平滑。〆ルコースを強く醗酵する。 (GenusSacazaromyces (MEYEN) REESS)。

[ル スサ スマ 湘同化すお h り H 
グルコース，カラクトース，サツカロースを醗酵，同化L，マルトースを
同化する 0 ・ ..........s. fructulllJl LODDER et KREGER-VAN RU 

Yルコース，マル lースを醗酵，同化L，カラク iースを同化する。 .S.l'OllXii BOUTROUX 

fルコースを醗酵，同化L，ノfラク lースを同化する。 ー・ S.biゆorllS(NAGANISHI) LODDER et KREGER-VAN RU 

Yルコ スを醗酵，同化する。........... .5.lIlellis (F ABIAN et QUINET) LODDER et KREGER-VAN RU 

管墜を上り飯のある乾いた簿レj主膜を形成する。

胞子は球形。

〆ルコ スの醗酔性 l 主 ij~l、otGenu討 jJl'bmyomycesLODDER et KREGER-VAN RIJ)。

Yルコース，ノfラク lースを際情，い1化する。マル lースを同化する。
サツカロ スの醗醇n.[';J化'Yf::工羽L、o ー ])ebar)'olllyce.~ halutolerans SASAKI et YOSHIDA 

硝酸塩を同化する。

疑商品を形成し，管壁をじる乾いたj土I!!<を形成する。 (Genusllansenul.μH. et P. SYDOW)。

IYルコース，ガラク lース，サツカロース，マル lースを醗酵，同化する。 JI，山山叫zυ川nsellul.μaa山仰11川z打川，οJ， 
Yルコース，サツカロ スを醗酵，同化する。カラクト ス，マル lースを
!日Hヒ「る。 ............/-1.subpelliculoso BEDFORD 

Ballistosporeを形成 FるotClass: Basidiomycetes)。

細胞は鮮母状で多極性山克により増殖 L，J可菌糸，疑i事糸を形成する場合もある。

細胞の一部に油市 1伺の便干を生じ ballistosporeを政rHする。 (Family: Sporobolomycetaceae)。

Ballistospore i!.非対称で腎臓型をな L，淡泊、色または桃色を皇す。 (GenusStorobolomyces KLUYVER et VAN NIEL)。

l耐酸塩を同化する。

グルコース，カラク l ス，サツカロース，マルト スを同化する。 L)l)()}"(，hο/υIJly('es，りseusKLUYVER et V AN NIEL. 
j也子古形成LなL、oI.Class: Deuteromycetes.l。

分生子を生ぜ -r， 細胞は暗色とならな~ '0 tOnler: Cryptococcales)。

細胞はHl芥法により増殖し，分裂して増殖する場合もある。抗菌糸，疑菌糸，節胞子を生ずる場合もある。 lFamily: じryptococcaceae)。

節胞子を生ぜずカロテノイド系色素を生成LなL、。 (Subfami1y: Cryptococcoideae)。

細胞は球形ない L卵形で J1菌糸，疑菌糸をつくらない。爽膜をつくらず澱粉tR物質をつくらず，醗M:または般化作用を有する。
¥Genus 1'0叩 lopsisBERLESE)。

硝酪塩を同化しなL、。

[グ コ…一→ス 力…ラリ山ク川ト一ス … ス マ…レ川……}ト…一→ス捕捌酵 … η川川f坤ψ 恥山……lβ山伽山5臼加山AI日…I汀m山一T町m山0白刊e引t
グノルレコ一ス' サツカロ-スを醗E醇孝，同化する。プカJラク l一スを同化する。 '1、gropengiesseri(HARRISON) LODDER 

グルコース，サツカロ←スを醗酵，同化する。.........]、 h山 illaris(KROEMER et KRUMBHOLZ) LODDER 

グルコースを醗酵，同化 L，ガラク lース，サツカロース，マル iースを同化
する。......・ 7・fum“la(HARRISON) LODDER et KREGER-VAN RIj 

{iJ'I酸厄を同化する。

l 
同化する.. . . . . . . • . . . . . . . . ・ T.o"{'el川lilis(ETCHELLSetBELL)LODDER et KREGER-VA:-.I RU・

1/1レ士一ス，カラクトースを醗酵，同化L.，マルトースを同化するが醗酔性は
弱いかこれを欠く 0 ・ . ， ， . . . . . . . .・ ... .....'1‘unomalu LODDER et KREGER-VAN RU 

クノレコースを醗酵，同化する。カラク lース，マルト スを同化するがマル
1. -スの続酵性は弱L、かニれを欠く。 ・ i: etιhellsii LODDER et KREGER-VAN RU 

グノレコ ス，ガラク iースを醗酵，同化L，サツカロースを同化する。 T.lloda刊IsisONISHI. 

Fルコースを醗酵，同化L，ガラクトース，サツカロ スを同化する。..T. mugJloliae LODDER et KREGER-VAN RIJ. 

細胞は球形ないL卵形で11菌糸をつくら -r， 民i白糸を形成するo(Genus Calldida BERKHOUT)。
硝酸塩を同化し ない。

[ルス ス ス マーす… (CASTELLANI)BERKHOU 
グルコ ス，サツカロース，マルトースを醗酵，同化する。ガラク lースを
同化する 0 ・ e ・ ・0・C，guilliennondii ，CASTELLANI) LANGERON et GUERRA. 

Fルコースを醗酵，同化 L，カラクトース，サツカロース，マルト スを同化
する。カラタ lースの醗酵性は弱l'b・これを欠く。 ・ ・ ・C.parapsilosis (ASHFORD) LAI'¥'GERON et TALICE. 

Yルコースを醗酵，同化L，サアカロース，マノレ lースを同化する。....C. soluni LODDER et KREGER-VAN RU 

節胞子を生ぜず，カロテノイト系色素を生産する。 (Subfamily: Rhodotoruloideae)。

細胞は卵形で究菌，f"疑菌糸をつくらず，醗酵性なく，酸化分解により異化する。 lGenusRhodotorula HARRISON)。

硝酸溢を同化LなL。

ダノレコース，カラタ lース，サツカロ ス，マル i スを同化 Fる。 Rhοdotorula IJIw't"lagiJlosa (JORGENSEN) HARRISON. 
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が見出されたに過ぎない。

(以下，既知の菌種の記載は省略する)。

2. Saccharomyces cerevisiae HANSEN81) 

3. Sacchαγornyces rouxii BOUTROUX7 ，8， 17，18，19，81， 

199，2日4，205)

ネ4. Sacchω-omyces fructllllm LODDER et KREGER-

VAN RIJ81) 

5. Saccharomyces bisporlls (NAGANISHI) LODDER 

et KREGER-V AN Rl]81，199，206，207) 

本6. Saccharornyces mellis F ABIAN et QUINET LOD-

DER et KREGER-V AN RIJ81，208) 

7. Hansenllla anomala (HANSEN) H. et P. SYDOW 

81，209) 

8. Hansenula sllbpelliclllos，αBEDFORD81，209) 

9. Sporobolomyces roseus KLUYVER et V AN NIEL 

81，210，211) 

*10. Torlllopsis sake (SAITO et OTA) LODDER et 

KREGER-V AN RIJ81，213) 

11. Torulopsis gropengi回seri(HARRISON) LODDER 

81，214) 

*12. Torulopsis bacillaris (KROEMER et KRUMB-

HOLZ) LODDER81，215) 

*13. Torllloρsis famata (HARRISON) LODDER et 

KREGER-VAN RIJ81，216) 

14. Torulopsis versatilis (ETCHELLS et BELL) LOD-

DER et KREGER-VAN RU81，217) 

*15. Torulopsis anomala LODDER et KREGER-VAN 

RIJ81，217) 

16. Torulopsis etchellsii LODDER et KREGER-VAN 

Rl]81，217) 

17. Torlllopsis magnoliae LODDER et KREGER-V AN 

RIJ81) 

18. Torulopsis nodaensis ONISHI84，218) 

19. Candida troPicalis (CASTELLANI) BERKHOUT 

81，210) 

20. Candida gllilliermondii (CASTELLANI) LAN-

GERON et GUERRA81，212) 

21. Candida parapsilosis (ASHFORD) LANGERON 

et T ALICE81) 

22. Candida solani LODDER et KREGER-V AN RIJ81) 

*23. Rhodotorula Jnllcilaginosa (JりRGENSEN)HAR-

RISON81，210，215，219) 

d) 酵母の分類検索表 (300ページ参照)

第2節酵母の分布についての考察

分離した酵母の各菌種について，その分布状態を地域

ならびに品質との関連において眺め，各酵母の，醸造に

おける重要性について考察した。

1. 分離酵母の分布と地域について

各酵母菌種の地域的な分布状態を表5vこ示した。分離

された地域はO印をもって示しである。

これを見ると，北海道内の醤油諸味中には Saccharo-

Illyces属酵母と，Torulopsis属酵母が広く存在すること

が考えられる。特に S.rou.riiは全試料から多量に分離

され，諸味醸造に最も大きな影響を与えることが推察さ

れる。

わが国では古くから S.soya， Zygosaccharomyces 

soya， Z. japoniclls， Z. Illajorなどの酵母がし、わゆる醤

油酵母とされ，諸味醗酵の主役をなすとされしおり 8，17，

18，19，71>， LODDER女史ら81)によって，S. rouxiiに一括

統合されたとは云え，これが醤油諸味酸酵における中心

的役割を果していることは疑いなし、。大西氏84，117)が，

わが国の代表的な，野団地方の醤油諸味について検ベた

結果でも酸酵期の諸味には圧倒的に S.rOllX口の多いこ

とが確められている。この点では，北海道内の醤油諸味

についても全く向様の性格をもつものと見ることが出

来る。

S.l・ollxiiと近縁関係にあると恩われる S.cerevisiae 

および TorlllopsissakeもS.rOllxiiとほぼ同程度の広

* J. LODDER編 TheYeasts， A taxonomic study， 1970年版では次のようになっている。
4.→Saccharomyces chevalie門 GUILLIERMOND.

6→Saccharomyces bisporlls (NAGANISHI) LODDER巴tKREGER-V AN RU  var. mellis (FABIAN et QUINET; 

VAN DER WALT. 

10→Candida sake (SAITO et OTA) VAN UDEN et BUCKLEY. 

12→ Torulopsis stellata (KROEMER et KRUMBHOLZ) LODDER. 

13.→ Torlllopsis candida (SAITO) LODDER. 

15.→Torlllopsis versatilis (ETCHELLS et BELL) LODDER et KREGER-VAN Rl] 

23.→RhodotOl百larllbra (DEMME) LODDER 
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表5 分離酵母の地域的分布

阻 1ヒ
振 見¥¥  柚岨区地方名 |間主川江坪

菌、、名 苫 北紹網美湧
辺種エh手守¥¥¥、、、、

牧 見互選走幌別

Saccharomyces cerevisiae O O 00  00  
(Torulopsis sake) 00  O O 000  
S. 1'ouxii 00  O 00000  
S. fructuum O 00  
S. bisjうorus O 
S. mellis O 

Hansenula anomala 

H. S1lb1勾lliculosa

Debaryomyces halotolerans 

Candida troPicalis 

C. gllilliermondii O 
C. parapsilosis 

C. solani 

T01'ulopsis bacillaris O 
T. gropengiesseri 00  00  O 
T. famata 00  O O 
T. versatilis O O 00000  
T. anomala 

T. etchellsii 00  
T. lIlagnoliae 00  
T.刀odaensis

Rhodotorula mucilaginosa 

S1うorobolomycesroseus O 

汎な分布を示している。これらは全般に出現頻度も高

く，S. rouxiiとともに北海道内醤油諸味の畷酵醸造の

過程で主要な役割を果たすものと見られる。

その他の Saccharomyces属酵母として S.fructuum， 

S. bi学orusおよび S.mellisがある。これらはし、ずれも

かなりの耐塩性をもつが，出現頻度は小さく，その分布

も地域的に限られているように思われる。

Torulopsis属降母は Saccharomyces属酵母群に次い

で広い分布を示Lt-::o このうち，最も広く，且つ，多数

分布すると思われるのは ToruloρSlSむersatilisで， 諸

味の性格に及ぼす影響も大きいと考えられる。また Z

etchellsiiと，これと性状がよく似ている T.famata， 

T. magnoliaeおよび T.grOjうenglesseバがこれに次い

で広い分布を示し，量的にもかなり多いので，諸味熟成

における重要性がうかがえる。

Hansenula， Debarツomyces，Candida各属の酵母と

O 

O 

石 十 釧| 上 渡
1寺 勝 路 )11 島

札江 f昔前本幕 ~J I\ 美旭名和富 函瀬
良

11見5JJj 広水別別 路 深川容栄野 館棚

O 0000  000  00  

00  O O O 0000  00  

00  0000  O 00000  00  

O 

O 

O O 

O 

O 

O 

O O 

O 

O 

O O O O 

00  O 00  00  

O O O 00  

O 000  000  O 

O 

00  O 00  00  O O 

00  00  O 0000  O 

O 

O O 

O 

赤色酵母 SpOJ吋 olomycesおよび Rhodotorulaは，そ

の存在がほとんどー，二の試料に限られ，地域的という

よりは，むしろ試料によって特徴的な酵母とも受取られ

る。ことに Candida属酵母や赤色酵母は，元来自然界

に分布の広い菌であり，耐梅性もないことから，諸味中

では不活性な混入雑菌と見てよいようである。

II. 分離酵母の分布と諸味の品質について

分離酵母菌株の分布を諸味の品質と関連づけて表わし

たのが表6である。この表は，試料諸味の官能検査結果

により，品質特に優れたものから，秀，優，良上，良，

可，および不可と左から右へ向って順に試料番号によっ

て配列し，菌種の分布を示したものである。

Sacchaγomycesγoux口， S. cere'VlSlae，および Toru-

lo戸issakeの Saccharomグces属酵母群と T.versatili s 

は，品質の良否にかかわりなく各試料に多量に存在して



ァ?τ1=13512仲
Saccharomyces cerevisiae 00000  0000  O 00  o 0 000  00  

(Torulopsis sake) 000  000000  O O O 00  00  000  o 0 00  000  
S. rouxii 000  000000  00000  00000000000000  0000  000  

S. fructuum O 00  

S. bisporus O 00  

S.押lellis O 

Hansenula anomala O O 
E時
日

H. subpelliculosa O 
.. 
ムrγム

Dehaγyornyces halotoleγans O 希i
品t

Candida tropicalis O O 院社
国主

C. guilliermondii O O O 王子

C. pm百ρsilosis O 
~ 
持

C. solani O 鴇
平E

ToruloJうsisbacillaris O O O O O O 
町f< 

Eil 
T. grotengiesseri O O 000  000  O O O 000  00  斗

む4

T. farnata O 00  o 0 00  O O 00  王者

T. versatili s O O 00  O 00000  O 00  O o 0 o 0 O 00  O 
討喜

T. anomala O 

T. ctchellsii 000  000  00  O 00000  000  

T. rnagnoliae 00  00  O 000  O 000  O O 000  

T. nodaensis O 

Rhodotorula rnuαlaginosa O O 

Storobolomyces r・'Oseus O O 

1， 2 醗酵が遅れたと考えられるもの 3: 再生仕込と思われるもの 4: 食塩過剰と思われるもの

5，6: 不潔臭あるもの ω
。ω
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おり， いずれもアルコーノレ駿酵力が強く， 諸味醗酵に

おいては，基木的な下地造りを行なうもののように思わ

れる。

風味特に優れ，芳醇とされた3試料(試料番号 16，24，

35)と， 最も品質が悪いとされた3試料(試料番号 27，

32， 31) とを比較すると，後者3試料には共通して T.

versatilisとT.etchellsiiおよび T.magnoliaeの3酵

母が欠けている特徴を見ることが出来る。特に T.etch-

ellsiiは品質優秀な諸味に広く分布し，諸味の優秀性と

よく対応していることが分る。品質優良とされたものの

中に，T. etchellsiiの見られなかった例もあるが，S. 

cerevisiaeの存在がこれを補っているように思われる。

これらのことから，諸味に優れた性格を与えるために

は，T. etchellsiiの存在と，さらには T.versatilis， S. 

cere'1川ilaeの存在が意義を有するものと考えられる。中

でも T.etchellsii¥T. versrtilisは培養中においても明

らかな爽香を放つもので，品質に対する影響の重要なこ

とが考えられる。

T. etchellsiiをはじめ T.versatilis， T. magnoliae， 

さらに S.cerevisiaeを含んで，酵母の分布としては好

条件にありながら，試料番号21，18， 14， 22， 11の5試料

および試料番号30，12， 34， 5の4試料，の各諸味が品質

良好となり得なかったのは，試料番号21などの5試料

が，酸酵遅延とか塩分過剰などの人為的な原因が禍いし

ているもの， あるいは， 試料番号30など4試料が“か

び臭"による悪評価を得た，などであり，いずれも畷酵

管理の改善によって，品質良好となり得ることが考えら

れる。

第3節要 約

北海道産醤油諸味酵母の実態を把握する目的で，北海

道内35個所の醤油陵造工場の諸味試料から，食塩濃度

0，5，および15%の葡萄糖馬鈴薯寒天平板を用いて 742

株の酵母を分離し，分類ならひ、に分布の検討を行ない，

品質との関連性，酵母の役割などについて考察した。結

果を要約すれば次の通りである。

1. 分離菌株の分類学的検索の結果，これらは新種

Debaηomyces halotoleransを含む次のような7属23

種となった。

Saccharomyces cerevisiae HANSEN. 

S. rouxii BOUTROUX 

S.}トuctuumLODDER et KREGER-V AN RU. 

S. bisporus (NAGANISHI) LODDER et KREGER・VAN

RU. 

S. rnellis (F ABIAN et QUINET) LODDER et KREGER-

VAN RU. 

Debaryomyces halotolerans SASAKI et YOSHIDA. 

Hansenula anomala (HANSEN) H. et P. SYDOW 

H. subpelliculosa BEDFORD. 

SρorobolonりIceSroseus KLUYVER et V AN NIEL. 

Torulopsis sake (SAITO et OTA) LODDER et 

KREGER-VAN RU. 

T. gropengiesseri (HARRISON) LODDER. 

T. bacillaris (KROEMER et KRUMBHOLZ) LODDER. 

T. famata (HARRISON) LODDER et KREGER-V AN 

RU. 

1~ versatilis (ETCHELLS et BELL) LODDER et 

KREGER-VAN RU. 

T. anomala LODDER巴tKREGER-VAN RIJ. 

T. etchellsii LODDER et KREGER-VAN RU. 

T. rnagnoliae LODDER et KREGER-V AN RU. 

T. nodaensis ONISHI. 

Candida tropicalis (CASTELLANI) BERKHOUT. 

C・guilliermondii(CASTELLANI) LANGERON et 

GUERRA. 

C. parapsilosis (ASHFORD) LANGERON et T ALICE. 

C. solani LODDER et KREGER-VAN RU  

Rhodotorula rnucilaginosa (JORGENSEN) HARRI-

SON. 

2. 各菌種の分布を検討した結果，Saccharomyces 

rOU.Tμ が全試料から多数得られたのをはじめ，S. cere-

V1Stae， Torulopsis sake， T. versatilisが地域的に広汎

な分布を示しており，また T.etchellsiiとこれに近縁の

T.角川ata，T. rnagnoliae， T. gropengiesseriがこれに

次いで広く分布することが分った。これらは，いずれも

耐塩性があり，諸味中において重要な影響力をもつこと

がうかがわれた。 S.fr印uωCυ山tμuμ叫u臼m肌n帆Z人，S.bωi宅学ρ01'門印u“5ん，S.ηmellμi 
かなり『耐E肘t塩性の酵母でで、あるが，試料からの出現は稀で，
地域的にも限られている。 Hansenula，Debaryomyces， 

Candida各属の酵母と，Sporobolomyces， Rhodotorula 

の赤色酵母とは，その存在が極く少数の試料に認められ

たに過ぎず，中でも Candida属酵母と赤色酵母は耐溢

性もなく，単なる混入雑菌と見られる。

3. 分布と品質との関連を検ベた結果，S. ro札口i，S. 

cereV1Slae， T. sakeおよび T.versatilisは品質の如何

にかかわらず，各試料に広く，多数分布していて，これ

らが諸味品質の基礎造りに重要な役割をもつものと考え

られた。 T.etchellsiiの分布は，特に優れた品質とよく

対応、していた。

4. これらのことから北海道産醤油諸味の際酵は，
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いわゆる醤油酵母 S.rOUXllを始め，S. cerevisiae， T. 

sake， T. versatilisが中心となって行なわれていること

が分り，1'. etchellsiiが諸味に優れた性格を与えるのに

役立つと考えられた。

第2章食塩漫度と酵母の生育および
醗酵との関係

前章において北海道産醤油諸味酵母742株は， 7属23

穫に分類されることが分ったが，種類により，高濃度の

食塩に対する態度の異なることが認められた。

醤油諸味は約18%の食塩を含んでいるが， このよう

な異常な環境においては，微生物学的に強い淘汰が行な

われていると見られ，この条件下でも旺盛に繁殖し，種

種の活性を示し得るものは，諸味品質に対する影響も大

きいと考えられる。

この章では，前章において分離，検討した酵母のなか

から代表的な菌株を選び，その生育と酸酵に対する食塩

の影響を見，諸味醗酵における各種酵母の意義を考察

した。

第 1節生育に対する食塩漬度の影響

各種酵母の生育に対する食塩濃度の影響を検討した。

実験方法

a) 供試菌株

北海道内 35工場の醤油諸味から分離した酵母のうち，

表7 生育試験用菌種および菌株数

菌 菌株数種 名

Saccharomyces T・'OUXll

S. bisporus 

S. mellis 

Debaηlomyces halotolerans 

Candida guilliermondii 

C. troPicalis 

C. paraρsilosis 

C. solani 

Torulopsis sake 

1'. versatilis 

T. anomala 

T. etchellsii 

0

1

1

1

5

1

4

1

7

9

8

3

1

4

2

1

 

n
h
u
t
-

1'. gropengiesseri 

T. bacillaris 

Rhodotorula mucilaginosa 

sρorobolomyces roseus 

199 

代表的な菌株を選び，表Hこ示すような6属16種， 199 

株を用いた。

b)培地

前培養培地としし食塩無添加の PGagarを用いた。生

育試験には， PGagar培地に，食塩を添加しないもの，

1， 3， 5， 7， 10， 13， 15， 20，および25%(w/v)添加のも

のを斜面として用いた。

c)生育試験

食塩無添加の PGagar斜面で， 2rC， 3日間培養の菌

体を，濃度約108cells/meになるように0.9%滅菌食塩

水に懸濁し，これを白金線により試験用斜面培地に画線

し， 270Cで培養した。生育度は，培地表面での発育程度

を， 培養7日後に肉眼観察し， 食塩無添加培地で、 Sac-

charomyces rouxii 80株が示した生育のうち最も良好で

あった生育度を 5 として，これと比較した生育度を 0~5

の6段階に表わし，各食塩濃度ごとに記録した。試験は

すべて2本宛平行して行なった。

実験結果および考察

供試酵母 199株の示す生育度を表8に一括した。表中

の数字は，食塩濃度ごとに生育度に応じて菌株数を配列

し，菌株の食塩濃度ごとの分布を示したものである。ま

た，図3には食塩濃度と生育との関係をさらに見易くす

るために，各食塩濃度ごとに分布菌株の最大数を結んで

大凡の生育曲線とし，その生育曲線が，ほぼ3型に分け

られることを典型的な5菌種によって示した。

Saccha酎romycesro官別ouαXlμzおよひび‘ Torulopsis sakeは，

ともに醤油諸味熟成における主要な役割を果たしている

ものと考えられるが，食塩に対する抵抗性は強く，食塩

濃度10%までは食塩無添加の場合と同じ程度のよい生

育を示す。 13%以上の濃度で生育度はわずかに鈍り，

20%を超えると著しく低下するが， 25%においてもな

おかなりの生育能力を示すものである。

LODDER女史によれば S.rouxiiは， 60% (w/v)の

グノレコースを含む酵母エキス寒天にも良好に発育する

“osmophily"とされており81)，Zygosaccharomyces soya 

およびZ.majorは20%(w/v)の食塩を含む培地上に

生育し得る，と報告されている17)。大西氏83)の分離した

S. rouxii は，食塩の 20~22%，クツレコースおよびサッ

カロースの 80%が生育の限界濃度とされている。

北海道産醤油諸味から得た S.rouxii 80株と 1'.sake 

67株の耐塩性は，これらにくらべるとさらに高く，食塩

濃度25%でも生育でき，長期間の培養では，無塩培地に

おけるとほぼ同程度にまで発育する。また，両者の培養

は，培地の食塩含量が増加するにしたがい，粗面の度を
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表 8 種々の食塩含有培地における分離酵母の生育 (1-16)

0-25%の10階段に食塩を合む PGagar斜面上の生育を， 27
0
C， 7日後，肉限で観察した。

生育度は食塩添加で s.rouxii 80株が示した生育中，最も良好の場合を 5とした 0-5の6段階で示した。
表中の数字は，各食塩濃度ごとに，同じ生育度に該当した菌株数を示している。

8-1. S. rouxii (80株)

F~aCl % I 0 1 3 5 7 10 13 15 却 25

生育度51557768631

4 44 50 51 54 56 53 51 51 17 

3 31 25 22 19 17 19 23 24 49 

つ・4 1 2 13 24 

1 56 

O 

8-3. D. halotolerans (1株)

NaCl % I 0 1 3 5 7 10 13 15 20 25 

生育度 5I 1 1 1 l 1 1 1 1 1 

4 

3 

1 

1 

。

8-5. C. solani (1株)

NaCl % I 0 1 3 5 7 10 13 15 20 25 

生育度5

1 1 1 1 1 1 

3 

2 

1 

o I 1 1 1 

8-7. T. versatilis (19株)

NaCl % I 0 1 3 5 7 10 13 15 20 25 

生育度5 3 3 6 9 8 8 3 2 3 

4 9 9 8 9 9111111 7 2 

3 7 7 5 1 2 5 6 9 9 

2 8 

1 

。

82. T. sake (67株)

NaCl % I 0 1 3 5 7 10 13 15 20 25 

生育度 5I 10 9 14 12 9 9 4 2 1 

49 45 33 10 

9 18 32 46 

10 28 

39 

4 37 45 43 45 48 

3 17 11 10 10 10 

2 3 2 

1 

O 

8-4. S. biψorus (1株)

NaCl %I 0 1 3 5 7 10 13 15 20 25 

生育度5

4 

3[111  111  

2 

O 

8-6. T. bacillaris (4株)

NaCl 70 I 0 1 ::l 5 7 10 13 15 初出

生育度5

4 

3 I 4 4 4 221  1 1 1 
つ白

1

i

A
り

2 2 3 3 3 3 

3 

1 

8-8. T. etchellsii (3株)

NaCl % I 0 1 3 5 7 10 13 15 20 お

生育度 51 11321  

4 I 2 332  2 1 211  

3 I 1 1 2 

2 

1 

O 
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8-9. S. mellis (1株)

NaCl % I 0 1 3 5 7 10 13 15 20 25 

生育度5

4 11  

3111111  11  

2 l 

811. C. tropicalis (1株)

NaCl % I 0 1 3 5 7 10 13 15 20 25 

生育度511

'
i
 

4

A

q

J

つん】

1
ム

ハ

リ

1 1 1 

1 

1 

1 1 

8-13. C. guilliermondii (5株)

NaCl 70 I 0 1 3 5 7 10 13 15 20 羽

生育度513 3 3 2 2 1 

41222  3 223  

っiυ

内

A

1

i

n

u

ワム
H

q

o

ワ

ム

の

4

1

1

F
D
 

つムワM1
i
 

815目 Rh.mucilaginosa (2株)

NaCl % I 0 1 3 5 7 10 13 15 勾 25

生育度 512 2 2 2 

4

3

2

1

0

 

2 

2 2 

2 

2 2 

8-10. T. gropengiesse門 (1株)

NaCl % I 0 1 :3 5 7 10 13 15 20 25 

生育度 5 1 1 

唱

a
i

--A 
噌

'
A

t
E晶

司
B
ム

1
i
 

A

a

z

q

d

q
ム

'
i

ハ
り

1 

8-12. T. anomala (8株)

NaCl % I 0 1 3 5 7 10 13 15 20 25 
生育度 5

4 7 4 5 5 1 1 

3 l 4 3 3 6 7 8 

2 1 8 8 

l 6 。 2 

814. C. parapsilosis (4株)

NaCl % I 0 1 3 5 7 10 13 15 20 25 

生育度51441111

4

3

2

1
ム

O

3 3 3 3 2 2 

223  

3 

1 

816. Sρroseus (1株)

NaCl % I 0 1 3 5 7 10 13 15 20 25 

生育度 511 1 

4a

つd

つ白

1
ム

ハ

リ

1 

1 

1 1 

1 1 1 

増す傾向を示した。すなわち，無塩培地上の生育は平滑 ETCHELLSと BELL両氏217)らによって耐塩性酵母に

ないし鈍光沢を有し， 3~10% 食塩含有培地でほぼ粗面 ついて認められたところと一致している。

となり 13%以上になると培養表面全体にわたって簸 Deb町yomyceshalotoleransの耐塩性も前2者と同型

状を呈するようになる。この点は高橋，湯川両氏17)， になるが，生育は旺盛で，食塩20%前後までは食塩無添



25%の濃度においてもかなりの生育を示しており，T. 

versatilisや T.etchellsiiと同裂の好塩型酵母と見られ

る。 LODDER女史ら81)によれば S.1Ilellisは高濃度糠

液にも生育し得ると記されている。

Candida tropicalisの示す生育は，無塩培地における

よりも 1%の食塩を含む培地における生育度が良い好塩

型を呈するが，この酵母は， 10%以上の食塩濃度で生育

が極度に低下し， 15%以上の濃度ではもはや生育し得な

いことからいわば弱好塩型とでもすべきものである。

その他の菌株は，食塩濃度の増加とともに生育度が低

下する嫌塩型ともいうべきもので T.anomala， Can-

dida guilliennondii， C.lうarapsilosis，および赤色酵母が

これに属する。とくに赤色酵母 Sp01叫 olollりcesroseus 

は耐塩性がほとんどなく，食塩10%までに生育度を著

しく低下し， 13%以上の濃度では生育できない。この点

で、は，同じ嫌塩型に属する他の菌種にくらべて，この種

酵母が食塩の影響をはるかに強くうけるものとして強嫌

塩型といえる。

第4号第8巻北海道大学農学部邦文紀要
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これらの結果から，供試酵母を食塩濃度に対する生育

度から見た場合，各菌種それぞれが特色ある型を示すこ

とが分り，耐塩型，好塩型，と嫌塩型の3型が認められた。

このうち，諸味磁酵に重要な役割をもっと考えられた

S. rOllxii，ヱsake，T. versatilisおよび T.etchellsiiの
4者は，前2者が耐塩型， 後2者が好塩型であることが

明らかになったわけで，醤油諸味の食塩濃度に相当する

15~20% の食塩培地においても生育甚だ良好なことか

これら4者の重要性がさらに高められたといえる。

酪酵性に対する食塩濃度の影響

1906年，斉藤氏8)は醤油諸味の微生物学的研究におい

て，Saccharomyces soyaの興味ある記録を残している。

すなわち，培地の食塩濃度が7.5%以下あるいは20%以

上では，この酵母の細胞に原形質分離がおこり， 7.5~ 

20% あるいは 15~20% におくと復元されるという。さ

らにまた， 同じく諸味から得た AspergillusO1yzaeの

ディアスターゼおよびインベノレターゼなどの粗酵素液

は，食塩濃度の増加とともに活性を減ずるが， 20%でも

なお活性を保っている，としている。また最近の研究で、

大西氏115)はS.rouxiiのマノレトース酸酵能が，食塩18%

で消失することを認めている。これらの事柄は，耐塩性

のこれらの菌が，その細胞活性あるいは酵素活性におい

て食塩濃度と密接な関係にあることを示すものである。

前節において特に強い耐塩性をもち，好塩型の生育を

示すことが分った T.versatilisおよび T.etchellsiiは，

第 2節

ら，

種々の食塩濃度に対する分離酵母の生育型

加の場合と同様に速やかに発育し， 25%にいたってやや

衰える。

これら 3者はいずれも食塩に対する抵抗性の高いもの

で，曲線の型から耐塩型と呼ぶことができる。

この型に属するものとしてはこのほかに，Sa町cchaαωro官O

7押m叫zザ:ycαesbμISφJρう切on叫必“S肖，To仰r官uloψρSμ川z日sba町cillaωr円1川lS，およびCandida

solaniを挙げることができる。 S.bisporusおよび T.

bacillarisの生育は， 20%の食塩濃度においてもかなり

認められ，明らかな耐塩型を示す。 C.solaniは食塩濃度

15%以上では生育できないが， 13%までは良好な生育

を示すので，弱耐塩型といえる。

Toruloρsis versatilisおよび T.etchellsiiは醤油諸

味の品質に対する影響の大きな酵母として重要視できる

が，その生育曲線は特異である。すなわち，無塩培地よ

りも食塩濃度 5~13% における生育がよく，この範囲の

食塩濃度を好む好塩型ということができる。しかも，

25%食塩培地においては， 2~3 週間後相当量の生育を

示すほどの耐塩性をも有している。

ちなみに，T. versatilisおよび T.etchellsiiは， も

ともと ETCHELLS氏217)らにより“cucumberbrines" 

から分離記載されたもので， 20~24% の食塩培地に生育

し， 40~60% の夕、ノレコースおよびサッカロースをも醸酵

し得る抗惨透圧性酵母とされている。

Saccharomyces mellisおよび Torulopsisgro，ρen-

giesse円もまた 3~10% の食塩培地で，より良く発育し，

図3
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こういった点で、甚だ輿味ある酵母であり，醤油諸味の熟

成過程における役割の重要性から，この特性をさらに明

確にするため，同時に分離した多数の菌株をも用いて糖

類磁酵性に対する食塩濃度の影響を検討した。

実験方法

a) 供試菌株

第1章において同定した T.versatilis 73株と T.

etchellsii 8株とを用いた。

b)培地

畷酵試験用の培地としては， 0.5%酵母エキスに，食塩

を加えないもの，および， 3， 5， 15， 20， 25%の5段階の

濃度に加えたものを試験管に分注，滅菌し，これに溶過

除菌した糖液を 3%の濃度となるように加えて用いた。

c) 実験方法

駿酵試験培地に PGagarで2TC，7日間前培養した菌

体を大量に接種した後， 270Cに培養し， 発生する COz

ガスをスミス氏懸酵管に導いて経時的に発生量を記録し

た。試験は T.versatilisに対してはグルコース，サッカ

ロース，およびマノレトースについて行なL、，T. etchellsii 

に対してはグノレコースのみについて行なった。試験はす

べて 2本宛平行して行なった。

結果および考察

各条件において，平行試験はほとんど同ーの結果を示
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し，供試各菌株は菌種によりほぼ同様の磁酵経過をとっ

た。それぞれの菌種の典型的な醗酵経過を図4および5

に示した。図は，糖類からの発生COz量をv軸にとり，

食塩濃度を Z軸に，経過時間をz軸にとって酸酵経過を

示してある。

T. ver・'satilisの場合，グノレコース醗酵は，食塩無添加，

および 3~5% 添加のいずれにおいても同様の経過を示

し 2日後までに最高点に達した。最高藤酵量は，対始

糖理論{直(22.4mé') の 70~100% となり，菌株によって幾

らかの差はあるが，食塩無添加と低濃度添加の場合には

強い醗酵性が認められた。食塩濃度が 15%以上になる

と酸酵は緩慢となり， 20~25% では著しく抑制される。

したがって，この酸酵の図形は全体として痛が手前に傾

いた形となるが，高濃度においてもかなりの酸酵カを示

すものであることが分った。この酵母によるマノレトース

醗酵もグノレコースの場合と全く同じ経過をとった。

サッカロースの酸酵経過もこれら2つの糖に対すると

ほぼ同様の傾向をもつが，その酸酵能は食塩無添加，添

加を問わず著しく弱く，駿酵が長期間にわたってゆるや

かに続けられるという特徴を示した。この駿酵は7日後

にほぼ定常状態に達し， その COz発生量は対始糖理論

値の 30%程度に留まった。また食塩濃度5%の場合の

畷酵が，他の濃度段階におけるよりも幾分よく，好塩性

の酸酵であることが認められた。

したがって， この酵母の畷酵性については，斎藤氏め

が Aspergillusoryzaeの粗酵素液について認めたと同

様，食塩濃度の増加とともに酵素活性が抑制されるとい

う一般的な傾向が認められると同時に，これらの糖の醸

酵が強い耐塩性を有するものであり， この点ではs.
rOUXlt のマノレトース酸酵能が 18%食塩の存在により失

われるとL、う大西氏115)の報告と異なっている。また，

サッカロース酸酵性が幾分好塩型であると同時に著しく

~~l，、と L、う特異性を示したが，この酵母の生育が好塩型

であったことから，これらの特性が細胞の本質に寄困す
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るように思われる。この点に関しては，酵素の性質，細

胞の透過性，などについての詳細な検討が必要と思わ

れる。

T. etchellsμ のグノレコース醗酵は，食塩に対し特異な

親和性をもつことを示している。すなわち，食塩濃度が

高くなると醸酵は抑えられながらも緩慢に続げられると

いう点では T.ver.川 tilisの場合と変らないが，無塩培

地におけるよりも食塩添加培地における醗酵量が高く，

食塩濃度が 3~5% において醗酵が最大となるという甚

だ顕著な特性があり，図形は中高のドーム型となる。し

かも食塩無添加の場合の駁酵が，ごく初期に，はるかに

低い価(対始糖理論{直の約18%のCO2発生量)で留まっ

てしまうことが認められる。このことは T.etchellsiiの

グルコース酸酵伎が食塩の存在に強く依存するものであ

ることを示しており，本質的に好塩性で、あると見られる。

以上の結果から，これらの酵母による醗酵は，醤油諸

味の熟成過程において，特に後期に，徐々に影響を現わ

して来るものと見てよく，後熟酵母としての重要性をう

カミカ:うことヵ:でトきる。

第3節要 約

1. 北海道産醤油諸味から分離した酵母のうち代表的

な6属 16種， 199株について，その生育に対する食塩濃

度の影響を見たところ，これらは菌種によって食塩に対

する抵抗性に差があり，食塩濃度の高い場合で、も無添加

の場合と同様によく生育できる耐塩型と，ある範囲の食

塩濃度では，無添加の場合にくらべてむしろよく生育で

きる好塩型と，食塩が存在した場合，あるいは食塩濃度

が高くなる程生育度が落ち，高濃度では生育不能となる

嫌塩型との 3型に分けられることが分った。

2. 耐塩型に属するものは，主要な醤油酵母とされる

S. rouxiiとこの近縁の T.sakeのほか，S. bisporus， 

Debaryomyces halotolerans， T. bacillarisがあり，

Candida solaniも弱耐塩型と見られる。

好塩型に属するものとしては，醤;油諸味熟成に重要と

見られる T.versatilis， T. etchellsiiと，S. 1Ilellis， T. 

gropengiesseriがあり， C. tropicalisが弱好塩型と考え

られる。その他 T.anomala， C. guilliermondii， C. 

parapsilosisおよび赤色酵母は嫌塩型でSporobolomyces

roseusは特に強嫌塩型といえるもので，食塩に対する抵

抗性は著しく弱し、。

3. S.γouxii， T. sαke， T. versαtilisおよび T.etch-

ellsiiはそれぞれ耐塩型，好塩型で，醤油諸味の食塩濃度

に相当する 15~20% でも生育がはなはだ良好であるこ

とから諸味中では特に大きな影響力をもつことが考え

られる。

4. いずれも好塩型の生育を示す T.versatilis 73株

と，T. etchellsii 8株とを用い，糖類酸酵能に対する食

塩の影響を検討した結果，食塩濃度が高くなる程，限酵

が抑えられるという一般性が認められたほか， 20~25% 

の高濃度においても畷酵力をもち，徐々に緩慢な醗酵を

続ける耐塩型の酵酸性が見られた。しかし，T. versatilis 

のサッカロース隠酵は，幾分好塩型であることと，酸酵

量が著しく低いことが特徴で，この酵母のサッカロース

醗酵が特異であると考えられる。また，T. etchellsiiの

グノレコース醗酵性は， 食塩濃度が 3~5% の場合に特に

よい好塩型であることが認められた。

5. これらの特性から，T. versatilisおよび T.etch-

ellsiiはともに醤油諸味の後熟酵母として重要な影響を

与えるものと考えられる。

第3章 :I'orulopsis vers“tilisの糖類醸酵性
前章において，T. versatilisはグノレコース， マノレトー

スの畷酵能にくらべてサッカロース酸酵能が弱く，醗酵

によって生ずる CO2の最高量が，グノレコースの場合，対

始糖理論{直の70%以上に達するのにくらべ，サッカロー

スの場合はわずかに30%前後に過ぎないことが共通し

て認められた。この原因としては， 1)インベノレターゼに

欠陥があるのか，または， 2)この酵母が好塩型というこ

とから，食塩の存在，ないしは参透庄が影響しているの

ではないか，などが考えられる。

この章では先ず，食塩無添加の場合の糖類自主酵性を確

め，次いで，食塩その他の塩類を種々の濃度に添加した

場合と， pHを種々に調整した場合とにおける糖類醗酵

性から，酸酵能に対する塩類，渉透圧，およびpHの影

響を検討して，この酵母の醗酵特性を明らかにしようと

した。また，サッカロース，およびラフィノースの酸酵

に関し，粗酵素液を調製してインベノレターゼおよびメリ

ビアーゼの活性をも検討した。

第1節 食塩無添加時における糖類霞酵性

前章，醗酵試験に用いた T.versatilisのうち，任意の

1株を用い， 食塩無添加の状態で種々の糖類の駿酵性を

調ベ，ペーパークロマトグラフィーによって，畷酵液中

の残糖検出を行なった。

実験方法

a) 供試菌株

帯広の醸造工場の諸味から分離した T.'versatilis (N 0・
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18C2株)を供試した。

b) 培地および試験法

前章，第2節におけると同様の方法によった。

c) 使用糖類

グノレコース， ガラクトース， フラクトース， サッカ

ロース，メリビオース，およびラフィノースの6種を用

L 、7こo

d) ペーパークロマトグラフィ _220)

培養後の酸酵液と標準糖i液とを東洋法紙 No.50にス

ポットし，nブタノーノレ.ピリジン:水=6:4:3による

展開221)を3度行なって充分に分離し，これを乾燥した

後，アニリン水素フタール酸， 1100Cで発色させ， Rf 値

を標準品と比較して同定した。標準に用いた糖類は酸酵

に用いたと同一である。

結果および考察

a) 各種糖類の畷酵性

食塩無添加培地での醸酵試験結果を図6に示した。図

は， 6種の糖について， 6日間にわたり測定した発生CO2

量をもって醸酵能を表わすグラフとしたものである。

クツレコースの酸酵を見ると，培養後 2~3 日間で醗酵

量はほぼ最高となり， CO2発生量は対始糖理論値の約

94%に相当した。 ガラクトースの磁酵はややゆるやか

に，ほぼ一定速度で上昇し 6日以降にはグノレコースの

最高酸酵量に匹敵する値を示すようになる。メリピオー

スの醗酵もガラクトースとほとんど同じ型の曲線で経過

し 6日後に70%台となり，なお，ゆるやかに醸酵が続

けられる。

サッカロースとラフィノースの場合は明らかにこれら

とは異なる酸酵経過を示す。すなわち，醗酵は非常に4響、

く，特にサッカロースの場合は， 4~5 日でほぼ一定値に

達して終了するが，その畷酵量は対始糖理論値の約22%

に過ぎなし、。ラフィノースの酸酵もまた約25%で留

まる。

また，フラクトースの駿酵は再三にわたる試験によっ

ても全く認められなかった。

1'. versatilisが ETCHELLS氏ら217)によって最初に

記載された時には，グノレコース，ガラクトース，サッカ

ロース，マノレトース，ラクトース，メリビオース，およ

びラフィノースを蔽酵する，となっているが， LODDER 

女史ら81)は再検討の結果，この酵母はメリビアーゼを持

たず，したがってラフィノースを 1/3醗酵するが屡々微

弱であるとしている。しかし著者が分離し供試した

菌株は，メリビオースをよく酸酵し，メリビアーゼ活性

を有していることは明らかである。この点から見れば，

ラフィノース駿酵が理論値の 1/3にしか過ぎなかったこ

とも，メリビアーゼによって遊離されたガラクトースが

磁酵された結果として納得される。ここで特に注目され

るのは，フラクトース醸酵性が全く認められなかったこ

とである。フラクトースおよびマンノースが?その分子

構造の類似性から，クツレコースと同様に醗酵されるもの

であることは，すでに KLUYVER氏222，223，224)によって

指摘され LODDER女史ら81)も分類上の検査項目には

入れていない位であるが，著者の供試菌株によっては，

グノレコースがほとんど完全に畷酵されたにもかかわら

ず，フラクトースの畷酵は全く認められず，この条件で

はこの糖の醗酵性はないものとせざるを得ない。した

がって，サッカロースからインベソレターゼ、によって遊離

される 2つの単糖類から，フラクトースは醗酵されずに

残されることになり，理論的には，サッカロースは 1/2

醸酵の後止むことになる。供試菌の場合には，この価は

zo 〉く---y-一一-><一一一一・4 一一一一一×アルコ λ
CO2 
m/. 

/0 

。。 2 3 4 5 d 

経過日数

図6 Torulopsis versatilis (18 C 2)による糖類醗酵性



312 北海道大学農学部邦文紀要第 8巻第4号

さらに低く，理論値の 1/4にも満たない価となったが，

これは，あるいは何らかの醗酵阻害をうけているものと

も考えられる。ラフィノース駿酵についてこれを見る

と，活性の高いメリビアーゼが作用してガラクトースと

サッカロースを生成し，ガラクトースがほぼ完全に駿酵

される形をとり，サッカロースが不完全な醗酵をうける，

と解釈される。

b) 醗酵残液中の糖類のペーパークロマトグラフィー

前項a)の酸酵残液のペーパークロマトグラムを図7に

示した。図は 12日間培養後の苦手、酵液についての結果

で，グノレコース，ガラクトース，メリビオース各培地に

ついてのそれぞれの糖のスポットが醗酵後完全に消失し

ているのが分る。ラフィノース培地においてはこれらと

異なり，ラフィノースが消費された後，わずかなサッカ

ロースのスポットと明瞭なフラクトースのスポットとを

残しており，また，サッカロース培地におけるこの糖も

かなり消失して，フラクトースを残すことが明らかに認

められる。醗酵されなかったフラクトース培地における

同糖のスポットは勿論明瞭不変である。

したがって，この酵母によれば，ラフィノースは主と

してメリビアーゼによって分解され，さらに弱L、インベ

ノレターゼが働いてフラクトースが分解されずに残ること

が確められたといえる。

フラクトースの分解能がなく， グルコース，ガラク

トースなどが分解されるとしづ場合，代謝はぺントース

径路によっていることを示唆するものと思われる。しか

しまた， SCARR氏225)の報告に見られるように，廃糖蜜

から得た好参透圧性酵母が，pH5付近でのみサッカロー

ス分解能を示し，この糖を徐々に分解，同化する事実が

あり，さらにまた，糖代謝には無機塩類の影響も考えら
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れることから.フラクトースあるいはサッカロース，ラ

フィノースの酸酵に関しては，食複濃度や無機塩類，参

透庄， pHなどの諸条件についての考慮が必要と思わ

れる。

第2節糠類酪酵性に対する塩類とその

濃度およびpHの影響

無塩培地を用いた実験で T.vel・satilisの1株には，

フラクトース酸酵性のないことが確められたが，食塩濃

度や惨透圧， pH，などの外界諸条件が磁酵性に影響する

ことも考えられるので，食塩およびこれと同様に生理的

に重要な塩化カリ，塩化カノレシウムが，種々の濃度，種

種の惨透圧において，糖類酸酵性に与える影響，種々の

pHの影響を同菌株について調べ，諸条件におけるフラ

クトースの醗酵をさらに検討した。

実験方法

a) 使用菌株および試験糖類は，前節におけると同様

である。また醗酵試験法は前章，第2節におけると同様

である。

b) 参透圧調整

培地の参透圧調整には，食塩および塩化カリを， 0ふ

0.8， 1.2， 2.0， 2.5，および3.5モル濃度の 6段階に加えた

場合 (VAN'THOFFの式を適用して 270Cでの穆透圧を

概算すれば，ほぼ25，40， 60， 100， 123，および172気圧

となる)のほか， 参考として等モノレ濃度の塩化カノレ、ンウ

ムをも用いた(参透圧は，ほぼ37，60， 90， 148， 185，お

よび260気圧となる)。 いずれの場合も塩類無添加 (0モ

ノレ)を対照とした。

c) pH 調整

pH調整は塩酸および苛性ソーダーを用いて行ない，

pH 4.0， 4.8， 6.0，および8.0の4段階とした。

結果および考察

糖類畷酵性に対する塩類とその濃度の影響を調べた結

果を図8に， pH試験の結果を図9に，それぞれ示した。

図中，X 軸上に経過時間をとり，y軸上に酸酵量を生

成 CO2量で示し，各塩類濃度，または pH毎に得られ

る曲線をz軸上に並べてある。

a) 種々の塩類とその濃度の影響

(1) 食塩の影響

糖類駿酵性に対する食塩とその濃度変化による影響を

図 8 について見ると，食塩を 0.5~1.2 モノレ濃度に添加し

た場合，グルコースの際酵は，食塩無添加の場合とほぼ

同等か，あるいは幾分良い程度で，ほとんど影響がなく，

2.5モノレ以上の食塩濃度では醸酵は抑えられてゆるやか
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図8 T. versatilis (18 C 2)の糖類醗酵性に対する塩類とその濃度の影響
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な曲線となるが， 3.5モノレの高濃度で、も徐々に酸酵を続

ける，全体として耐塩型か弱い好塩型を示した。ガラク

トースの酸酵は，食塩濃度の増加とともに順次強く抑制

され， 3.5モノレで、は全く綴酵が認められなかった。サッ

カロースの醸酵は弱く，食塩濃度が高くなると抑えられ，

低濃度では無添加の場合と同じか，やや良い位となって

弱L、好塩型とも見られるが， CO2発生量はやはり低く，

理論量の 1/3以下であった。 また， 3.5モノレ添加の場合

でも酸酵は徐々に続けられた。

ラフィノースの酸酵もこれと同じ型となった。メリピ

オースの酸酵性は前節において認められたが，その酸酵

経過はグルコースの場合とほぼ同型となり，低濃度の食

塩によってはほとんど抑制されず， 3.5モノレ添加の場合

でもかなり強い酸酵性を示した。

したがって食塩は，ガラクトース駿酵性に対して強い

抑制効果を示すが，他の糖の酸酵性に対する影響は弱く，

むしろ促進的に働らく場合もあり， 3.5モノレの高濃度で、

も徐々に酸酵が続けられることが確められた。

しかし，フラクトースの醗酵性は，いずれの食塩濃度

においても認められなかった。

(2) 塩化カリの影響

塩化カリを添加した場合には，一般に無添加の場合よ

りも醸酵量がやや低下する。しかしグルコース，サッ

カロース，およびラフィノースの酸酵では，塩化カリの

濃度変化による影響をほとんどうけず， 3.5モル添加の

場合でも， 無添加または0.5モル添加の場合とほぼ同程

度の醗酵を示した。メリピオース酸酵においても，塩化

カリ添加により畷酵量は幾分低下するが， 1.2モノレ以上

ではほとんど変わらず，また，ガラクトースの酸酵につ

いても 2.5~3.5 モノレの塩化カリ添加によって低下する

が，なおかなりの醸酵能が認められ，低濃度ではほとん

ど影響されない。

塩化カリによる影響を食塩の場合と比較すると，等漆

透圧の場合でも糖類醗酵性に対する影響は明らかに異な

り，塩化カリは食塩ほど強い抑制作用を示さないことが

わかる。 このことは， この酵母の酸酵が渉透圧だけに

よって影響されるものでないことを示唆している。

フラクトースの酸酵性はこの試験においても全く認め

られなかった。

(3) 塩化カノレシウムの影響

酸酵性に対し，塩化カノレシウムは低濃度ではほとんど

影響ぜず，ガラクトースの醗酵に対しでも余り影響して

いない。しかし高濃度添加の場合には著しく阻害し，

特に3.5モノレ添加でt土，ガラクトース，サッカロース，

メリビオース，およびラフィノースの畷酵をほとんど，

あるいは全く抑制した。全体としては，食塩による影響

と類似した畷酵型となるが，高濃度での著しい阻害が特

徴といえる。塩化カノレシウムのような三元電解質による

渉透圧は，食塩や塩化カリのような二元電解質による場

合とくらべ，高濃度において著しく高まるので，この影

響が強く出たので

しかしし，たとえば， 0.8モノレの塩化カルシウムによる影

響と， この彦透圧 (27
0

Cでほぼ60気圧)に相当する1.2

モルの食塩あるいは塩化カリによる影響とをくらべた場

合，ガラクトースの醗酵では，塩化カルシウムの場合の

方が食塩の場合よりはるかに良いが，ラフィノース酸酵

では塩化カルシウムより食塩の方がはるかに高い醸群量

を示していること，また，ラフィノース醗酵では塩化カ

ノレシウムより塩化カリの方がよいが，メリピオ}ス醸酵

では復化カリより塩化カノレシウムの方がはるかによいこ

と，などが認められ，畷酵に対する塩類の影響が穆透圧

だけによるものでないことを，ここでも見ることがで

きる。

フラクトースの畷酵性は， この場合にも認められな

かった。

駿酵に対し，惨透圧が特に影響するものでないことは，

CONWAY氏ら226)のしづ“Osmoticbarrier"の存在に

よっても考えられ，供試酵母の細胞がこれによって外界

の高穆透圧から充分に保護され得るものと思われる。ま

た，大西氏108)が耐塩性の S.rouxii についての実験で

述べているように， 18%食塩含有培地に生育した細胞の

イオン透過性が著しく変化増大し， これと等惨透庄の

50%グノレコース培地に生育したものでは，透過性の変化

が見られず，単なる“Osmoticeffect"によって透過性

が変化するものでないことを指摘しており，このことが

事実とすれば，参透圧だけが畷酵を規制する要因ではな

い，と考えてよいようである。

一般に，微生物の活性は微量の金属イオンによって促

進されるが K+の場合は他のイオンにくらべて酵母細

胞の“transportingsystem"に対する親和性が強し，227)

といわれ，さらにその出入は一定のバランスを保つよう

よく規制されている228)ことが分っており，塩化カリ添

加の際の酸酵が高濃度においてほとんど影響をうけな

かったのはこのためと考えられる。

また一方， PAYNE一派による海洋細菌の研究で，培

地中のK+を増加すると細胞壁拡散率が増大することに

よって229)，また Na+の増加によっては， とり込み機

構の合成と機能に影響することによって，ともに，非イ
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図9 T versatilis (18 C 2)の糖類醗酵性に対する pHの影響

オン化物質の細胞透過量を増大することが明らかにされ

ており，物質の酸酵代謝にこれらの金属イオンがそれぞ

れ重要な役割を果していることが考えられる。ただこの

場合，その出入りがよく規制されている K+と異なり，

Na+の場合には，特に高濃度において阻害効果が現われ

たものであり，高濃度の塩化カルシウムの場合は，高い

参透庄が阻害作用を示したものと考えられる。

供試酵母が耐塩型であり，好塩性を有する点から見れ

ば，これら金属イオンの賦活作用は当然考えられてよい

わけであるが，フラクトースの醗酵性に関する限りいず

れの場合にも全く認められず，この糖の酸酵性は，塩類

や参透圧とは無関係に欠如しているものと考えられる。

サッカロースおよびラフィノースの蔽酵量がともに低

かったことは，勿論このフラクトース酸酵性の欠如に起

因するものであろう。しかし，その最高藤酵量は，いず

れも対始糖理論値の26%程度に留まり，グノレコースの

最高畷酵量が76%であるのとくらベ， ほぼ1/3の{直に

しかすぎなかったことは，これらオリコ'糖の酸酵が，フ

ラクトース醗酵能の欠如以外に，さらに何らかの阻害を

うけていることを意味している。これらオリゴ糖の醸酵

は，食塩あるいは塩化カリ添加の場合にくらべ，塩化カ

ノレシウム添加によって著しく低下しており，この塩によ

る阻害が他の塩類によるよりも強いように思われる。

b) pHの影響

各糖類の酸酵性を pH4.0， 4.8， 6.0，および8.0の4段

階において調べた結果を図 9について見ると，グルコー

ス酸酵の場合， pH 4.0， 6.0，および8.0のいずれにおい

てもほぼ同様の醗酵経過を示したが， pH4.8における酸

酵は立上りも早く，酸酵量も最高値を示し，最適pHは

この付近にあると考えられる。同様の傾向は， ガラク

トース，メリピオース，およびラフィノースについても

見られ，いずれも pH4.8付近に醸酵の最適点を有する。

サッカロースの場合， 醗酵の最適点は酸性となり， pH 

4.0~4.8 を示した。 この点から見てもラフィノース酸酵

が主としてメリビアーゼによって行なわれていることが

分る。

フラクトースの酸酵性は，この範囲のpH変化によっ

ても認められず， フラクトース醗酵性の欠如がpHに

よって影響されているとは考えられない。

第3節組酵素液によるサッカロースと
ラフィノースの分解

前節までに，供試した T田町内atilisのサッカロース

およびラフィノース醸酵性が弱し、原因の一つがフラク

トース酸酵性の欠如によることが分り，ラフイノースの

畷酵が主としてメリビアーゼによって行なわれると考え



316 北海道大学農学部邦文紀要第8巻第4号

られた。ここではさらに， この種酵母のインベノレターゼ

活性を確めるため，代表的な3菌種について粗酵素液を

調製し，これによる両糖分解と食塩による影響とを観察

した。

実験方法

a) 供試菌株

前節において使用した T.versatilis 18 C 2株と，同様

に醤油諸味から分離し保存中の 1C2および 26C5を加

え 3株を供試した。いずれも弱し、サッカロース酸酵性

を示すほか， 18C2， 1C2はともにラフィノース酵酵性，

26C2はラフィノースをほとんど醗酵し得ないとされた

菌株であり 3株ともにフラクトース酸酵は認められ

ない。

b) 生菌体による駿酵試験法

第2章，第2節におけると同様の方法によった。

c) 使用糖類

サッカロースおよびラフィノースの2種を用いた。

d) 粗酵素液調製法

12%の甜菜糖蜜液を培地とした振遺培養により，大量

の菌体を得た後，自己消化と凍結融解を繰り返す中性分

別自己消化法231)によって粗酵素液を調製した。 この方

法によるとかフラクトシダーゼ(インベノレターゼ)と

uーガラクトシダーゼ(メリビアーゼ)の抽出が可能で

あった。

e) 粗酵素液によるサッカロースとラフィノースの

分解

分解条件はpH4.5(酷酸緩衝液)， 350032)で，基質に

食塩無添加の場合，および食塩を3，5，15%の各濃度に添

加した場合について分解程度を調べた。分解程度は，分

解によって遊離される還元糖量を SHAFFER-SOMOGYI

氏法233)で経時的に定量し，Nj10チオ硫酸ソーダ滴定値

をもって分解程度とした。

結果および考察

a) No.18C2菌株の生菌体によるサッカロースおよ

びラフィノースの酸酵性と粗酵素液による同糖

分解

生菌体による酸酵試験の結果を図 10に，粗酵素液に

よる糖類分解試験の結果を図 11にそれぞれ示した。図

中，z軸には食塩濃度をモノレ数で・示し，x軸には経過時

間を，y軸には，畷酵能の場合には，発生した CO2ms， 

また酵素活性の場合は生成還元糖量を NjlOチオ硫酸

ソーダによる滴定 ms数で示してある。

生菌体によるサッカロースとラフィノースの酸酵性

は，前節までの結果と同様，耐塩型か弱い好塩型を示し，

酸酵量は低い価に留まった。

この菌株の粗酵素液によるサッカロース，ラフィノー

スの分解は，明らかに認められ，同時に，生菌体による

酸酵性に見られたと同様の，やや中高の好塩型となって

おり，したがって，この酵母のインペルターゼ‘は間違い

なく存在し，その活性は，一定濃度の食塩の存在によっ

てむしろ促進されるように見られる。

一般に，ラフィノースが畷酵される場合には，インベ

ノレターゼかメリビアーゼ、が作用するもので， インペノレ

ターゼが働らくとフラクトースが遊離され，またメリビ

アーゼ、が作用するとガラクトースが遊離されて，これら

がそれぞれ醸酵をうけることになる。供試菌の場合は，

フラクトースの醗酵性はないのでラフィノースにインペ

ルターゼだけが作用した場合にはCO2は発生し得ない。

しかしサッカロースが醗酵されることから，インベノレ

ターゼ‘を持っていることは確かで、あり，この酵母による

ラフィノースからの CO2発生は， インベルターゼとメ

リビアーゼがともに作用したことを示すものと考えるこ

とが出来る。

b) No.1C2菌株の生菌体によるサッカロースおよ

びラフィノースの醗酵性と粗酵素液による同糖

分解

1C2菌株の生菌体による醸酵性を図 12に示したが，

サッカロースの酸酵性は， 5%の食塩存在下で最もよい

明らかな好塩型を示した。しかしラフィノースの酸酵

性は極めて悪く，食塩添加によって逆に著しい低下が認

められた。

この菌株の粗酵素液による分解は，図 13に示す通り

で，明らかなサッカロース分解活性を有していたが，食

塩による阻害が見られ，食塩濃度が高くなるとともに活

性が低下し，生菌体による醗酵性とは異なる型となっ

た。ラフィノースの分解はやはり食塩によって阻害され

る型となったが，この場合には生菌体による同糖酸酵性

と似た型となっている。

したがっ，この酵母のインベノレターゼも健全ではある

が食塩による抑制作用をうけるように思われる。サッカ

ロースの醗酵性が好塩型であったことは，分解されて生

じたフラクトースとグノレコースのうち，前者が醗酵され

ず，後者が好塩型の酸酵をうけたのではないかと考えら

れる。ラフィノース酸酵性に対する食塩の抑制作用が認

められたが，この場合にはむしろメリビアーゼ、が働らい

て，ラフィノースから生じたガラクトースが嫌塩型の磯

酵をうけたと見るべきで，この酵母の醗酵には，インペ

ルターゼ、よりもメリビアーゼの影響が強く現われたもの
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と考えられる。

c) No.26C5の生菌体によるサッカロースおよびラ

フィノースの服酵性と粗酵素液による同糖分解

26C5株の生菌体によるサッカロース酪酵も，図14に

示すように好塩型となったが，ラフィノース畷酵性は全

く認められなかった。

この菌株の粗酵素液によるサッカロースララフィノー

スの分解は図 15に示したが，サッカロースの分解は1C2

の場合と同様，弱L、嫌塩型を示し，また，ラフィノース

分解は，極く~~\，、嫌塩型となって明らかに認められた。

いずれも酸酵型とは異なる型となった。したがって，こ

の酵母もインベノレターゼ活性を有することは明らかで，

この作用によってサッカロースから生成されたグノレコー

スとフラクトースのうち，後者が醗酵されず，前者が好

塩型の懸酵をうけたと解釈される。一方，ラフィノース

の場合は，インベノレターセ、活性による分解生成物のフラ

クトースとメリピオースがそのまま残された形と見られ

るので，この酵母にはメリビアーゼ活性がないのではな

弘、かと考えられる。 インベノレターゼ自体は 1C2の場合

を同様，食塩により阻害作用をうけるようである。

これらのことから，T. versatilisとした菌株には，或

程度の食塩の存在によって活性が高められる好塩性のイ

ンベノレターゼ‘を有するものと，食塩の存在によって活性

を低下する嫌塩型のインベノレターゼを有するものとがあ

り，この酵素の性格は，生菌体による醗酵型と必ずしも

一致するものでないことが分った。また，ラフィノース

分解に際しては，菌株によってメリビアーゼがインベノレ

ターゼとともに作用する場合やメリビアーゼが強く作用

する場合，さらにメリビアーゼ活性を全く示さないもの

のあることが推察され，この種の酵母では，これらの活

性について，種々の型を含んでいるように思われる。

第4節要 約

1. サッカロース磁酵性の弱かった好塩型の Tω-ulo-

psis versatilis 1株について，食塩無添加で，クゃルコー

ス，ガラクトース，フラクトース，サッカロース，メリ

ピオース，ラフィノースの6種の糖類に対する醗酵性を

調べたところ，この酵母は，クツレコースと同様，ガラク

トースとメリビオースをよく醗酵するが，サッカロース，

ラフィノースの騒酵性は弱く，対始糖理論値のそれぞれ

22%，25%程度にすぎず，さらに，この酵母によってフ

ラクトースは全く畷酵されないことが明らかとなった。

醗酵残液についてのペーパークロマトグラフィーに

よっても，フラクトースは膝酵されずに残されることが

確められた。

2. 食塩，塩化カリ，塩化カルシウムを種々の濃度 (0，

0.5， 0.8， 1.2， 2.0， 2.5， 3.5モノレ)に加え，塩類，参透圧を

変えた状態で， またpHを種々 (4.0，4.8， 6.0， 8.0)に調

整した状態で，グノレコース，ガラクトース，フラクトー

ス，サッカロース，メリビオース，およびラフィノース

の醗酵性を調べた結果，次のことが分った。

a) 基質に塩類を添加した場合，畷酵性は弱い好塩型

か，ほぼ耐塩型となったが，食塩が高濃度で醗酵を抑制

したのに反し，塩化カリは，ほぼ同じ参透圧の場合でも

特に強い影響を示さず，また塩化カノレシウムを添加した

場合でも，ほぼ等渉透圧の食塩および塩化カリの場合に

くらべて醸酵量が明らかに高い場合と低い場合とがあっ

て，一定した傾向を示さず，参透庄だけが醗酵を規制す

る要因とは考えられなし、。

b) サッカロースの限酵はpH4.0，4.8において最も

よく，その他の糖類では，いずれも pH4.8において最高

の強酵量を示し，それぞれ酸酵の最適pHはこの範囲に

あると思われる。

c) フラクトースの阪酵性は，試験した諸条件のいず

れにおいても認められず， したがってこの酵母によって

はフラクトースは醸酵されないものと考えられ，このこ

とがサッカロース，ラフィノースの畷酵性の弱L、主な原

因と考えられる。

3. フラクトース憾酵性をもたない T.versatilis 3株

を用い，これらのインベノレターゼ活性を確めるため，粗

酵素液を調製してサッカロースとラフィノースの分解と

食塩による影響を調べた結果 3菌株ともにインベノレ

ターゼは存在することが確められた。しかしその挙動

から，食塩によってある程度活性の高まる型と，阻害さ

れる型があるほか，ラフィノースの醸酵に際しては，菌

株によってインベノレターゼとメリビアーゼ、が同様に作用

する場合，メリビアーゼ活性がより強く作用する場合，

あるいは，メワピアーゼ活性がない場合，などのあるこ

とが考えられた。

第4章醤油諸味酵母のフラクトース

醸酵性と同化性

前章までに醤油諸味の熟成に重要と思われる Torulo-

psis vel・.satilisが，サッカロースとラフィノースの酸酵

性が弱く，そのうちの 1株について精査したところ，フ

ラクトースを分解する能力がなく， したがって，この糖

を醸酵も同化もできないことが分り，これがこの弱さの

主な原因と考えられた。
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グノレコースを醗酵してフラクトースを酸酵し得ないと

いうことは，酵母の場合，例を見ないことである。そし

て，これが T.versatilisの特性であるのか，好塩型酵母

に共通した性質て、あるのか，また，醤油諸味酵母に特有

の性格なのかどうか，などは，生態学的に興味ある問題

であり，この種酵母の実態を知る上にも重要なことと思

われるので，第1章において，醤油諸味から同時に分離

した各種酵母を用L、，グノレコースおよびラフィノースの

醸酵能を確め，さらに両糖の同化能の有無について検討

した。

第1節醸酵性および同化性試験

c) 同化試験法

LODDER女史ら81)の方法にしたがい，液体培地によ

り試験した。すなわち，硫酸アンモニウム 0.5%，燐酸ー

カリ 0.1%，硫酸マグネシウム 0.05%，塩化カノレシウム

0.01%，食塩0.01%，酵母エキス 0.05%の組成の液体培

地を用し、，これにさらに食塩を添加しないものと 5%添

加したものとを用意し，これを試験管に分注して滅菌し，

これに，務過除菌したグノレコースまたはフラクトースを

0.5%の濃度となるように無菌的に加え，若い前培養か

ら調製した 102~ 103 cells/msの供試酵母懸渇液を1滴

宛接種し， 270Cで培養して 10日聞にわたり濁度を測

定して生育度とした。濁度の測定には，島津製作所製光

実験方法 電比色計 DF-II型 (630mμ)を用いた。

a) 供試菌株 結果および考察

第 1章において，分離し保存中の菌株のうち，醤油の 同化性の試験において，食塩無添加の場合の生育がか

主醸酵および後熟に関係あると思われる酵母を中心とし なり悪い菌種もあったが，全体として，醸酵性および同

て，表9に示すような5属 18種， 194株を選んで供試 化性は，食塩添加，無添加のいずれにおいてもほぼ同じ

した。 傾向を示した。表10には， 食塩無添加の場合の結果を

b) 限酵試験法 一括して示した。表中には，各種酵母の供試菌株数と，

前章におけると向様の方法によったが，食塩無添加の グノレコースおよびフラクトースの駿酵性または同化性の

場合と， 5%添加の場合とについて試験した。 認められた菌株数を示してある。

表9 フラグトースの醗醇性および同化性 表 10 分離酵母のフラクトースおよびグノレ

試験菌種および菌株数 コースの醗酵性および同化性

菌種名 菌株数

S. cerevisiae 2

5

0

3

4

2

 

q
U
F
b
 

(1'. sake) 

s. rOUXll 
S. fructuulIl 

s.川ellis

H. anomala 

D. halotolerans 

c. tro}りicalis
C. guilliermondii 

C. parapsilosi s 

C. solani 

qο

ヮ“

ηδ

つω

T. gropengiesseri 

1'. bacillaris 

1'. famata 

1'. versatilis 

T. anomala 

T. etchellsii 

T. magnoliae 

6

2

3

1

 

1

3

 

11 

13 

194 

菌種名
使 用|醗酵菌株数|同化菌株数

菌株数|グル才ラク|グノレ 7ラク
|コース炉ース1コーストース

2 1 2 2 

3513535 

6016058 

3133133  

4140140  

s. cerevisiae 
(1'. sake) 

S. rouxii 

S. fructuuJIl 

s. mellis 

H. anomala 2 I 2 

D. halotolerans 3 I 3 

C. tropicalis 2 I 2 
C. guilliennondii I 3 I 3 

C目 parapsilosis 2 I 2 
C. solani 1 I 1 

1'. gropengiesseri I 16 I 16 
1'. baciUa円 2 I 2 

T. famata 3 I 3 
1'. ver.川 tilis I 31 I 31 

1'. anomala 1 I 1 

1'. etchellsii I 11 1 11 

1'. magnoliae I 13 I 13 

2 1 2 2 

3 1 3 3 

212  2 

3 1 3 3 

2 1 2 2 

1 1 1 1 

o 1 16 0 
o 1 2 0 
o I 3 0 
2 1 31 0 

o I 1 0 
1 1 11 0 

2 1 13 0 



この中で， S. rouxiiとS.cerev isiaeおよびその不完

全型の T.sakeの3種を含む97株は，諸味の酸酵に関

与する，いわば主酸酵酵母群であるが，すべてクツレコー

スおよびフラクトース両糖の強い酸酵性と同化性を示

した。

その他の Saccharomyces属酵母のうち， S. fructuullL 

についても，両糖を良く醗酵，同化することが認められ

た。しかし S.mellisの場合は，グルコースに対して弱

い畷酵性，同化性を示したにとどまり，フラクトースに

対しては醗酵も同化もしないことが分った。

Hansenula， Debaryomycesおよび Candida各属酵

母はいずれもグノレコース，フラクトースをともによく畷

酵，同化した。

T. sake以外の ToruloρSlS属酵母77株は，諸味の熟

成に関与すると思われる酵母を含んでいるが，このうち，

T. anomalaが幾分異なって，フラクトースの醗酵性が

なく，同化性は極く微弱と判断された以外は，供試した

Torulopsis属酵母はすべてフラクトースの限酵性も同

化性も持たないことが明らかとなった。

フラクトース分解性を示さなかった S.mellisおよび

Toruloρsis属酵母は，いずれも食塩に対する抵抗性があ

り，S. mellis， T. gropengiesseri， T. versatilis，および

T. etchellsisが好塩型，T. bacillaris， T. farnata，およ

び T.magnoliaeが耐塩型，のそれぞれ生育を示し，さ

らに， S. mellis， T. bacillaris， T. versatilisおよび T.

etchellsii については 40~60% の高濃度糖液にも生育す

ることが確められ，いずれも抗惨透圧性とL、う共通性を

もってし、る。

したがって， S. rouxiiとS.cerevisiaeおよび T.sake 

の主醗酵酵母群と，Hansenula， Debaryomycesおよび

Candidaに属する供試酵母がすべてグルコースとフラ

クトースの酸酵性および同化性を示したのに反し， S. 

mellisや， 特に後熟に関係あると見られる ToruloρSlS

属酵母など抗告参透圧性の酵母はすべて， グノレコースを畷

酵するがフラクトースを醗酵も同化もしないことが明ら

かとなった。さらにまた，前章で，T. versatilisの1株

に認められたフラクトース非分解牲とL、う特殊な性格

が，供試した T.versatilisすべてに共通した性格で、あ

ることが分ったばかりでなく， 抗参透圧性の S.川 ellis

や Toruloρsis属酵母，特に諸味熟成に関与すると見ら

れる酵母全体についても認められる性格であることが明

らかになったわけで， S. rouxiiを中心とする主畷酵酵

母群が高いフラクトース分解能を有し，T. versatilis， 

T. etchellsiiを主体とし，品質に大きく影響すると見ら
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れる後熟酵母群が，フラクトースを全く分解し得ないと

いうことは甚だ興味深いことであり，諸味酵母の生態を

見る上で重要な鍵となるものと考えられる。

ここでフラクトースの同化性をも含めた幾つかの特性

から北海道産醤油諸味酵母を見ると，表 11のようにな

る。すなわち，各菌種について， 10%の食塩に対する抵

抗性の有無，フラクトース同化性の有無，および硝酸カ

リ同化性の有無，によって区分すれば，先ず， 10%の食

塩に抵抗性をもつものとしては，Saccharomyces， Han-

senula， Debaryomyces， TorulojうSISの各属酵母があり，

このうちでフラクトース同化性のものとしてはS.mellis

を除いた， S. rouxμ および S.cerev isiaeとこの不完全

型の T.sakeを含むSaccharomyces属酵母群と，Han-

senula， Debaryomyces各属酵母があり，フラクトース

同化性をもたないものとしては，ほとんどが硝酸カリ同

化性の Torulψsis属酵母群が含まれ， この中には品質

を左右する後熟酵母として重要と見られる T.versatilis 

やT.etchellsiiがある。耐塩性のこれら酵母のうちで，

菌株分離試験において出現頻度が非常に小さく，しかも

その分布が地域的にも限られていた S 川 ellisや Han-

senula， Debaryomycesを別とすれば，諸味の主醗酵に
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関与する S.rouxiiなどの Saccharomyces属酵母群は

フラクトース同化性で硝酸カリ非同化性の一群として，

また後熟に関与すると見られる T.ver羽 tilis，T. etchel-

lsiiなどの Torulopsis属酵母群はフラクトース非同化

性で硝酸カリ同化性の一群として，それぞれ分別するこ

とが出来ると考えられる。

第2節要 約

1. T. versatilisの1株に認められたフラクトースの

非分解性が，普遍的なものかどうかを確めるため，醤油

諸味から同時に分離した酵母のうち主なもの5属 18種，

194株について， グルコースとフラクトースの醗酵性と

同化性とを調べた。その結果， 次のことが明らかとな

ったo

a) S. rouxiiおよび S.CereVIStaeとその不完全型

の T.sakeの3種は，グルコースおよびフラクトースの

強い醗酵性と同化性を示した。 s.jト-ut仰 111 もまた両糖
をよく醗酵，同化した。 S.mellis はクソレコースの~~\，、酸

酵性，同化性を示したが，フラクトースを醗酵も同化も

しなかった。

b) Hansenula， Debaryomycω および Candida属

酵母は，いずれも，グルコース，フラクトースをよく醗

酵し同化した。

c) Torulopsis属酵母のうち，T. anomala はフラク

トースの醸酵性がなく，極く弱L、同化性を示したが，こ

れと T.sakeを除いた他のすべての Torulopsisは， グ

ルコースを醗酵，同化するがフラクトースの醗酵性も同

化性も示さなかった。

2. 耐塩性または好塩性で，後熟酵母として諸味品質

に影響すると見られる Torulopsis属酵母が， 特異的に

フラクトースの分解能を示さなかったことから，この特

性を用いて，諸味の主暇酵酵母群と後熟酵母群とを分別

することが可能と考えられた。

第 5 章 Sαcchω'01叫1/c咽属および T01・ltlopsù~

属酵母群の分別計数

第 1章および第2章において，北海道産醤油諸味中の

酵母に2つの大きなグノレープがあり，その一つはいわゆ

る醤油酵母とされる S.rouxiiと，諸性質がこれに極め

て似ている S.cerevisiae， およびこの不完全型である

T. sakeの3穫を含むいわば Sacchω-omyces属酵母群

で，耐塩性強く，諸味の主醗酵に関与するもの，他の一

つは，T. versatilis， T. etchell仰を主体とする好塩性

の ToruloρSIS属酵母群で， 後熟に関与すると考えられ

るもの，であることが分った。さらに，これらの生理的

性質を詳細に調べたところ，Saccharomyces属酵母群

は，いずれもフラクトースをよく同化するのに反し，好

塩性の Torluopsis属酵母群は， いずれも硝酸カリ同化

性であるほか，フラクトースを醗酵も同化もしないとい

う特性のあることが分った。

したがって，耐塩性と，フラクトース同化性の有無，

および硝酸カリ同化性の有無，によって適当に選択出来

れば，これら主要な両群を分別計数することが可能とな

り，さらに，諸味中における主要酵母群の消長を把え，

諸味品質との関連性を追究することが出来ると考えられ

たので，これらの特性を基縫とした両群の選択培地を考

案し，分別言十数の可能性を調べた。

諸味の熟成に特に重要と考えられる T.etchellsiiにつ

いては，さらにその特性を精査しその消長を追究する

ための方策をも検討した。

第1節選択惰地とその適用

前章までに明らかになった， 1)主醗酵および後熟に

関与する酵母群が，いずれも強い耐塩性を有しているた

め， 10%程度の食塩濃度によって耐塩性のない他の酵母

と区別出来ると考えられること， 2)主醗酵に関与する

Saccharomyces属酵母群がフフクトース同化性で，硝酸

カリ非同化性であること， 3)後熟に関与すると思われ

表 12 醤油諸味酵母の選択培地

組 成

S 1070食塩含有葡萄糖馬鈴薯寒天

F (NH4)zS04 0.5% KHzP04 0.1% MgS04・7aq. 0.05% 

NaCl 109も フラグトース 29も 寒 天 29ら

N KN03 0.08% KHzP04 0.1% MgS04・7aq. 0.05% 

NaCl 10% グルコース 29も 察 天 29も
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る ToruloρSlS属酵母群がフラクトース非同化性で硝酸 分別計数するための選択培地として充分使用し得ること

カリ同化性であること，の 3点を利用し， LODDER女史 を示している。因みに，選択培地に酵母エキスを添加し

ら81)の同化試験培地を参考として，表12の様なら， F-， て用いた場合には，各酵母の生育はよくなり，平板当り

N・培地の3種を選択用に考案し，これを試験することと のコロニー数も増すが，選択性が悪くなる傾向が見られ

した。すなわち，ふ培地は， 10%の食塩を含むPGagar る。したがって，商事母エキス無添加培地を用いて充分と

で，これにより耐塩性の酵母が計数でき，食塩 10%と， 思われる。

窒素源として硫酸アンモニウム，炭素源としてフラク

トースを含むF-培地では，主として Saccharomyces属

酵母群が生育しまた，食塩を 10%含み，窒素源として

硝酸カリ，炭素源としてグルコースを加えた N-培地で

は，主として To叩 lo戸 lS属酵母群が生育しそれぞれ

分別出来る筈である。

本節では，選択培地を純粋培養および諸味に適用し，

両酵母群の分別計数の可能性を検討した。

1. 純粋培養への適用

実験方法

純粋培養として北海道産醤油諸味から同時に分離した

S. rouxii (1 C:31)， S. cerevisiae (16 C4)， T. versatilis 

(1C2)，および T.etchellsii (1 C 32)の4菌株を用い， 5% 

食塩を含む PGagar斜面の前培養から菌体をとり，滅菌

した生理食塩水に懸濁し，適宜稀釈して 1mC当り 102

程度の細胞数とした稀釈液 1mO'宛をペトリ皿に無菌的

に注入した後，予め融解した選択培地を流し込み平板に

固化した。平板は27"Cに7日間培養し，発育したコロ

ニーを培地毎に計数した。

試験は，各菌株単独の場合と 4者を混合した場合，

の5つの試験区について行ない，各試験区毎に3種の培

地につき 3枚宛の平行試験を行なった。

結果および考察

結果を表13に示した。各コロニー数は3枚の平行試

験結果の平均値で示してある。 4種の純粋培養を単独に，

または混合して用いた場合，各培地におけるコロニーの

発育はいずれもほぼ忠実な再現性を示し，これらの培地

がSaccharomyces属酵母群と Torulopsis属酵母群とを

表 13 選択培地による代表的醤油諸味

酵母の分別計数

l コロニー数

菌 種 (接種細胞数)I 

S. rouxii ( 90) 91 O 88 

S. cerevisiae (90) 90 O 87 

T. versatilis (110) 103 98 O 

T. etchellsii (120) 113 109 O 

4種混合 356 208 189 

II. 醤i由諸味への適用

前項1.で適当と判断された選択培地を，実際の醤油諸

味に適用し得るかどうかについて試験した。

実験方法

a)試料

札幌市，福山醸造株式会社工場より，仕込時期を異に

する 1，2， 3， 4，および5カ月経過の諸味を採取し，試料

とした。

b)試験法

諸味試料について稀釈平板培養を行ない，前項と同法

により選択培地毎に分別計数した。

結果および考察

分別計数の結果を表14に示した。表には各月の試料

毎に， S-， F-， N-培地， 3種の選択培地により分別した

表14 醤油諸味中の酵母の分別計数

a) 1カ月経過諸味

選択培地 1 S己斗旦
選択培地上のコロニー数(x叫)1附 l叫 1 335 
b) 2ヵ月経過諸味

選択培地 1 S 1 F 1 N 

選択培地上のコロニー数(x叫)1 州 5.01 4.5 

c) 3ヵ月経過諸味

選択培地 1 S 1 F 1-N 

選択培地上のコロニー数(x叫)[ 107.0 [叫回6

d) 4カ月経過諸味

選択培地下 1 F [ N 

選択培地上のコロニー数(x叫)1 吋加9[μ2

e) 5ヵ月経過諸味

選択培地寸 s1 F 1 N 

選択培地上のコロニー数(x叫)い42.71叫位6
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コロニー数を，諸味1g (湿重)当りの菌数で表わしてあ

り，各培地毎に3枚宛の平行試験を行なった結果の平均

値で示しである。

各月試料の酵母菌数は，同一条件の醸造ではないので

直接比較することは出来ないが，総体的に酵母数は 1カ

月諸味で多く， 2カ月諸味で低くなった後，次第に増加す

るように思われる。また特に 1カ月後の若く未熟な諸

味では Saccharolnyces属酵母群が多く， 4，5カ月後の

諸味になると ToruloρSIS属酵母群が多くなるという傾

向が認められる。

これらの結果は，選択培地を用いたこの分別法が，諸

味中における主要酵母群の大まかな消長を把えるのに甚

だ有効で、あることを示すものといえる。

なお， N 培地，および F-培地に発育したコロニーに

ついては，その外観と細胞の形，大きさとからSaccharo-

myces型酵母か Torulopsis型酵母かの凡その判定を行

なったが，両培地においてそれぞれ多少の混入はあった

ものの，その割合は数%に過ぎず，大勢の判断には影響

しないと考えられた。

また，Saccharomyces属，Torulopsis属酵母群以外の

耐塩性のない雑酵母については，食塩無添加で， pH4.2 

程度に乳酸酸性とした PGagarにより，同時に計数し

耐塩性両酵母群菌数を差ヲI¥，、た残りをもって菌数と考え

たが，仕込時104cells/g 程度のものが 1 カ月後 1/1O~

1/1000に減少し，最初の1カ月以内にほとんどが消失し

てしまうものと見られる。

第2節 l'm"，uθ'psis etchellsiiの生育条件
第 1ないし3章において，T. versatilisなどの好塩性

7，フrulopsis属酵母が熟成に関与するものであり，中ても

T. etchellsiiが後熟酵母として重要なことを指摘した。

しかし，この酵母は，他の醤油諸味酵母にくらべて生育

の悪いことが多く，培養条件がかなり厳密なもののよう

に思われた。諸味中におけるこの種酵母の生育如何が品

質に大きく影響すると思われるので，ここで、は，この酵

母の生育に適した温度や栄養条件を食塩濃度と関連付け

ながら検討した。

1. 温度の影響

T. etchellsiiの生育と温度の関係を種々の食塩濃度に

おいて検討し諸味の主要酵母群と比較した。

実験方法

a) 供試菌株

前節r.において用いたと同じ菌株を供試した。すな

わち， 7: etchellsii (1 C32) 1株のほか， 対照として S.

cerevlSlae (16C4)， S. rouxii (1 C3j)， T. versatilis 

(lC2)各 1株，合計4株である。

b) 試験培地

糖濃度約11%の麹エキスを用い，これを食塩無添加

(0%)と 5および10%添加の3段階に調製しそれぞ

れ50m!!宛を 150m!!容三角フラスコに分注，滅菌した。

c) 試験法

5%の食塩を含む PGagarで5日間培養した菌体を，

滅菌生理食塩水に懸濁し，その一定量を試験培地に無菌

的に接種した。接種後の菌数は 1m!! 当り 105~1O6 とし

た。接種したフフスコは， 27， ;)2， ;)7，および450Cの4

段階で静置培養し， 6日後の菌数を THOMAの血球計数

盤を用いて測定した。

結果および考察

結果を図 16に示した。 図は縦に T.etchellsiiと S

cereVISlae， S. rouxii，および T.versatilisの順に，各

温度，各食塩濃度毎の菌数の増加(右倶~)と減少(左側)を

示してある。

この結果を見ると， 450Cではどの菌も全く生育せず，

むしろ菌数減少の傾向が見られる。 3アC以下について

見るとS.cereVlswe， S. rOllxiiなどの主酸酵酵母群

は，食塩の存在如何にかかわらず， よく生育，増殖する

が，T. ve rsati lisの場合は，食塩添加培地での生育はよ

いが，食塩無添加で、は生育が悪くなる傾向が認められ，

2r， :)20， 370Cと高温になる程この傾向が強くなる。 T.
etchellsiiにおいても 2rcおよび320Cの， 比較的低温

の場合に同じような傾向が見られ，食塩が存在すればか

なりよく生育することが分った。しかしこの酵母だけ

は，食塩存在下でも 370Cでは全く生育出来ず， むしろ

菌数が減少するという著しい特徴を示した。すなわち，

4種の酵母は，食塩存在の如何にかかわらず， 45
0
Cでは

発育できないこと， 3アC以下の場合，食塩無添加では，

主醗酵を行なう Sacchoromyces属酵母群はよく生育す

るが，後熟に関係ある Torulopsis属酵母群は，温度が

高くなるほど生育が抑制されること，そして，食塩存在

下では，s山町':C、℃叫C
3幻rcでで、もよく生育するが，T. etchellsiiは全く生育し得

ないこと，が明らかとなった。

T. etchellsiiに関するこのような特性はまだ認められ

ておらず，好塩性とも関連して甚だ興味深い現象と思わ

れるが，このことはまた，醗酵管理の上からも無視でき

ない問題であり，諸味品質向上のための一つの示唆を与

えるものといえる。すなわち，諸味温度を比較的低温と
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図16 醤油諸味主要4酵母の生育に対する温度と食塩濃度の影響

して醗酵管理を行なえば，後熟酵母として充分増殖する

機会をT.etchellsii Iこ与えることができるわけであり，

この意味で温度管理に対する留意が必要で、ある。また，

この特性をも合わせて利用すれば， T. etchellsiiは，主

醗酵を行なう Saccharolnyces属酵母群とは勿論，後熟

に関係ある T.むersatilisとも区別して計数することが

可能と考える。

II. 栄養源の影響

前項1.と同じく ，T. etcellsii (1 C32)を用い，食塩濃

度と栄養源により，この酵母に好適な生育条件を検討

した。

好塩性ないし耐塩性酵母の栄養要求に関しては2，3の

研究が報告されているに過ぎないが，ピオチンが必須で

あること 234，235)，イノシ卜ーノレが要求されることお6，237)，

ピオチンメチオニン系が必要であること94)，などが分っ

ている。また，一般に麹は糖分を供給するばかりでなく，

種々の生育促進物質の供給源としても重要と考えられ，

この意味から麹エキスは酵母の最良の栄養源のーっとさ

れている。

この項では，これらを含めた各種栄養源の単独使用効

果とともに，麹エキスを中心とした混合添加の影響をも

観察した。また，特に Saccharomyces属酵母群との関

連性を明らかにする意味から，S. cerevisiae， S. rouxiiの
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自己消化液あるいは浸出液の影響についても検討した。

実験方法

a) 試験法

表 15に示した基礎培地を小試験管に分注，滅菌後，こ

れにi慮過除菌，または瞬間滅菌したビタミン類その他の

栄養源水溶液を，一定濃度となるように無菌的に添加し

酵母懸濁液 (103cells/mf!) 1滴宛を接種した後， 27"Cま

たは32
0

Cに7日間培養し， 濁度により生育程度を測定

した。使用した栄養源は表 16に示したように， ビタミ

ン類8種のほか，麹エキス，市販酵母エキス，S. cerevisiae 

(16C4)およびS.rouxii (1 C3j) の自己消化液ならびに

浸出液，ぺプトンなど7種を加えた 15種で，単独，また

表 15 生育試験用基礎培地

(NH4lzS04 
KH2P04 

MgS04・7aq. 

CaCl2・2aq.

NaCl 

0.5% 。.1
0.05 

0.01 

0.01 

1.0 グルコース

pH5.6 

)
 

D
い

W
M

O
仰

320C (栄美源15佑量添加)

ロ食塩無添加

Eコ5%食塩添加
圃・ Ii必 多

目5

は混合して添加しその効果を比較した。

試験は前項におけると同様，食塩無添加 (0%)および

栄養 i原

表 16 生育試験用ビタミン類その他の栄養源

記号使用濃度

ビタミン類

イノシトーノレ

パγ トテン酸 Ca

ピオチン

シスチン

チアミン塩酸塩

ピリドキシン塩酸塩

ナイアシン

リ庁、ブラビン

その他

S. ccrevisiaeの自己消化液

S. rouxiiの自己消化液

s. cerevisiaeの浸出液
S目 rOllxuの浸出液

酵母エキス(粉末)

麹エキス

ベフトン

4 mg% 

Pa 0.8 

B 0.004 

C 0.4 

T 0.8 

Py 0.8 

N 0.8 

R 0.4 

%' 
2

2

2

2

1
ム

0

2

ハ
リ
ハ
リ
ハ
リ
ハ
u

h

u

t

-

A

U

A

A

E

E

 

C

R

C

R

Y

K

P

 

M.M 基礎培地
320C 1. 基礎培地十イノシトーノレ

Pa. 基礎培地十パントテ Y酸-Ca

日5ト E B 基礎培地+ビオ予ン

C. 基礎培地+シスチン

T. 基礎培地+チアミン塩酸塩
Py. 基礎培地十ピリドキシ Y塩酸塩

N. 基礎培地+ナイアシン
/.Or R. 基礎培地十リボフラビン

27
0
C 

CA. 基礎培地+5.cerevisiaeの自己消

化液

1I 5~ • RA. 基礎培地十S.rOUXllの自己消化液

MM I 

T. etchellsiiの生育に対するビタミン類および

5acchar01nyces属酵母自己消化液の影響



326 北海道大学設学部邦文紀要第8巻第4号

5， 10%添加の 3段階で行ない， すべて 2本宛の平行試

験とした。

b) 酵母の自己消化液調製

振滋培養後の菌体を遠沈して集め， 湿重量で約10%

(w/v)濃度の水懸濁液をつくり， これを550Cに 24時間

放置して得た自己消化液を源過除菌して供試した。

濁度は島津製作所製光電比色計 CFD-II型， 630mμ 

で、測定した。

~ 
K 

Y 

CA 

応4

CE 

RE 
IT  
I 

Pa 

8 

I.M+I IC 

7 

K+lf予

N 

R 

Y 

CA 

RA 

vf 
p 

五1示

<::> "" '" 
H 

"" 

言。

章。，-
'"己

ロ食4亘書聖添加
回脱会塩湖0・・ 10% ら

M.M. 基礎培地

K 麹エキス

Y 酵母エキス

CA‘ S. cerev is iaeの自己消化液

RA. S. rouxiiの自己消化液

CE. S. cerevisiaeの浸出液

RE. S. rouxiiの浸出液

1. イノシ lーノレ

Pa. ノミントテン酸-Ca

B ピオチン

C. シスチン

T. チアミン塩酸塩

Py目 ピリドキシン塚酸塩

N. ナイアシン

R リボフラビン

V目 ビタミン類混合

P. ベプトン

図18 T. etchellsμ の生育に対する各種栄養源の影響
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c) 酵母の浸出液調製

振重量培養し遠沈した菌体を自己消化液調製と同様約

10% (wjv)の水懸濁液とし， 1l00Cで5分間滅菌したも

のを浸出液とした。

むその他

麹エキスは， 米麹1kgにH の水を加え 550Cに保

温，糖化し，これをi慮過， 1l0oCで5分間滅菌して使用

した。

酵母エキスは， 市販酵母エキス(オリエンタノレ酵母工

業株式会社製)，ペプトンはポリペプトン(第五栄養化学

株式会社製)を使用した。

結果および考察

1. 単独添加の影響

ビタミン類などを単独に添加した培養結果を図 17に

示した。図は，食塩無添加および5，10%添加の場合に

ついて左から基礎培地のみの場合 (M.M)，これにイノシ

トーノレ (1)，パントテン酸カノレシウム (Pa)，ビオチン (B)，

シスチン(C)，チアミン塩酸塩 (T)，ピリドキシン塩酸塩

(Py)，ナイアシン (N)，リボフラビン (R)，S. cerevtSlae 

の旬己消化液 (CA)，および S.rouxiiの自己消化液

(RA)をそれぞれ添加した場合の T.etclzellsiiの生育程

度を渇度で示したもので， 上， 中段 2つのグラフは

320C，下段は270C培養の場合，また，上段の栄養源は，

中，下段の 15倍量を添加してある。

グラフによってこの結果を見ると，一般にビタミン類

など栄養源を添加することによって生育はよくなり，そ

の効果は食塩の存在によってさらに強まることが分る。

栄養源の濃度を増加したことによって効果の増したもの

として，シスチン，リボフラピンなどがあり，低濃度

(中，下段)の場合では， 比較的低温の2TC培養の方が

効果大きく，パントテン酸カノレシウム，ピオチン，ナイ

アシンにおいて特に大きいようである。これらのビタミ

ン類にくらべて，主醗酵酵母の自己消化液は著しい生育

促進効果を示し特にS.cerev;siaeのそれは， 10%食

塩添加時に甚だ有効て‘あることが認められた。 また S.

rouxiiの自己消化液が，低温の 27
0

C培養において大き

な効果を示したことは著しい特徴として注目される。す

なわち，T. etchellsiiは，食塩が存在した場合，栄養要

求度が高まるが，主醗酵酵母の細胞内容物によってその

生育を強く促進されることが明らかとなり，しかも，S. 

rOUXllの自己消化液の場合には比較的低温で効果が大

きいことが分った。したがって， 1'. etchellsiiが諸味中

で増殖するためには，主醗酵酵母を充分繁殖させた後，

温度をやや低自に保つことが効果的のように思われる。

2 混合添加の影響

麹エキスを主体とし他の栄養源を混合添加してその

効果を2TCで、調べた結果を図 18に示した。図は上から

基礎培地のみの場合 (M.M.)，これに麹エキス (K)，酵母

エキス (Y)，S. cerevisiaeおよびS.rOlαltの自己消化

液(それぞれ CA，RA)と浸出液 (CE，RE)を各単独に

加えた場合，麹エキスと各ビタミン類をともに添加した

場合，麹エキスと，酵母エキス，自己消化液および浸出

液をそれぞれ混合して添加した場合，麹エキスとビタミ

ン類混合液 (V)をともに加えた場合，ビタミン類混合液

添加の場合，ペプトン (P)を加えた場合，麹エキスとぺ

プトンをともに加えた場合， など 24種の培地における

生育程度を食塩濃度 (0，5，10%)ごとに示してある。

この結果，食塩無添加の場合には酵母エキスに著しい

促進効果が認められた。食塩添加培地においては，基礎

培地 (M.M.)，浸出液添加 (CE，RE)を除いて，いずれ

も生育促進効果を示したが，中でも麹エキス (K)，酵母

エキス (Y)，自己消化液 (CA，RA)，麹エキスーペプトン

混合添加 (K-P)などは促進効果の大きいことが分った。

しかし，麹エキスにさらにビタミン類その他を添加した

場合は， ビタミンなど単独添加効果(前項1.，図 17)に

くらべてはるかによいが，麹エキス単独の添加効果より

もかなり低く，結果的にはむしろ麹エキスの促進効果を

抑えた形となった。ぺプトンは食塩存在下で麹エキスと

混合添加することによって著しい促進効果を示した。

これらのことから，T. ctc hellsi iの生育に対し，食塩

無添加の場合には酵母エキスが促進効果を示し，食塩存

在下では3 酵母エキス，主醗酵酵母群の自己消化液およ

び麹エキスに強い促進効果があり，さらに麹エキスとペ

プトンの混合添加が甚だ有効なことが明らかとなった。

主目獲酵酵母の自己消化液による生育促進効果は，この

実験においても確められ，諸味熟成における主醗酵酵母

の重要性は，従来把えられていたような単なる糖分分解

とアノレコーノレ生成などの生産性にとどまらず，その自己

消化によって細胞内容物を供給し，後熟酵母の生育を著

しく促進する点にあることを示唆する興味ある結果と

なっk.。

第3節宜'01"IU吋JsisetchellsI'Iの分男IJ計数

前節において，T. etchellsiiが栄養的に好適な条件下

で、あっても，3TC以上では生育できないことが明らかと

なったので，この温度で充分生育できる T.ve rsatilisと

分別計数することが可能かどうかを検討した
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実験方法 charoJllyces属醇母群)と，T. versatilis， T. etchellsii 

a) 供試菌株 の-1H'(Torulopsis属隣母群)とを分別計数できること
前節1.において使用した T.v引で叫tilis(1 C 2)および が分り，実際の諸味についてもこの両醇母群を分別計数

T. etchellsii (1 C32)各 1株を用いた。 してその消長を検討できることが確められた。

b) 試験方法 2. 熟成に関与し，風味向上に役立つと思われる T.

麹エキスを培地とした振溢培養を行なって得た純粋培 etchellsilの生育を促進するため，温度および栄養条件

養菌体を用い，本章第1節におけると用様に Nー培地に について検討した結果， 1)この酵母の生育には食塩の存

よる平板培養を行ない，これを27
0

Cおよび3TCvこ同時 在が必要であること， 2) 320C以下の比較的低い培養温

に培養して，両温度培養におけるコロニー数の差をもっ 度が必要であること， 3)ビオチンなど 5種類の栄養源に

て T.etchellsiiの菌数とした。 幾らかの促進効果が見られること， 4)特に酵母エキス，

結果および考察 麹エキス，麹エキスとペプトン，および主醗酵酵母 S.

T. versatili.¥と T.etchell却をそれぞれ単独に，また cereviS7'ae， S. rouxiiの自己消化液の添加は著しい促進

は混合して試験した結果を表1Hこ示した。表には，各 効果をもつことが分った。 したがって，諸味中での Z

菌または菌群について，各培養温度ごとに計測したコロ etchellsiiの増殖を最も効果的に促進するには，主醗酵

ニー数を示しである。これによると，T. versatilisはい 酵母群の充分な繁殖が必要であり，温度管理が重要な意

ずれの温度においてもよく生育しているが，T. et正hellsll 義をもつものと考えられた。

は :3TCでは全く生育せず，両者を混合した場合にも温 3. 好塩性の Torulopsis属酵母群の選択用 N 培地で

度によってよく分別計数されることが確められた。 生育できる T.versatilis， T. etchellsiiのうち，前者は

Lたがって，本章第1節における分別計数法にさらに 3TCによく生育するが，後者は，栄養的に好条件の場合

Nー培地培養の平板を， 270Cと3TCとに培養する方法を でも 370C以上では生育できないことが分った。 この特

加えることによって，T. etchells iiの消長をも見極める 性を利用して， N培地を用いた稀釈平板培養を 270Cお

ことができると考えられる。 ょび3TCで行なうことにより，その菌数の差から T.

表17 生育温度差による T.むersatilisおよび
T'. etchellsiiの分別計数

菌 種(細胞数)

T. versatilis (350) 

T. etchellsii (200) 

両者混合

内訳 T. versatilis 

T. etchellsii 

N 培地組成.

I N 培地により計測した
菌数(コロニー数)

2アC培養 I370C培養

I ~お lm143 0 

143 

148 

0 

KN03 0.08%， KH2P04 0.1 %， MgS04.7 aq. 0.05% 

NaCllO%， グノレコース 29も，寒天 2%

第 4節要 約

1. 醤油諸味中の主要酵母が耐塩性であること，主醗

酵に関与する Saccharomyces属酵母群がフラクトース

同化性で硝酸カリ非同化性であること，後熟に関与する

と思われる Torulopsis属酵母群がフラクトース非同化

性で硝酸カリ同化性であること，を利用した選択培地

(表 12)により S.rouxii， S. cerevlszaeの一群 (Sac-

etchellsiiを分別計数できることが確められた。

第6章 純粋培養酵母の添加による醸造試験

第2章までに，醤油諸味から分離した酵母のうち，S. 

C印ereτ.e'l日E

11町りa白5属酵母群が主目畷護酵を行ない T.versatilis， T. 

etchellsiiなど好塩性の Torulopsis属酵母群が後熟に関

係するもので，特に後者は，香気付与などの点で品質に

大きな影響を与えることを推測した。さらに前章まで

に，この両群は生理的諸性質の差を利用した選択培地に

よってほぼ分別計数できることが分った。

本章においては，これらの知見を実際に適用して，諸

味の品質向上をはかるための小規模な醸造試験を企図

し，上記主要酵母の純粋培養添加諸味について Sac-

charomyces属，Toruloρ51S属両酵母群の動態と品質に

対する影響を見，品質向上のための方策を検討した。

第 1節主要酵母添加の影響

醤油諸味中の主要酵母 S.cerevisiae， S. rouxii， T. 

versatilis，および T.etchellsiiを添加して醸造試験を

行ない，Saccharomyces属，Torulopsis属商酵母群の

消長と，品質に対する影響を検討した。



吉田. 北海道産醤油諸味酵母に関する研究 329 

醸造試験に際し最も留意しなければならないのは，

小規模の試験でしばしば陥り易い環境因子，例えば温度

など，の著しい不均衡や変動を出来るだけ避けることで，

この実験では，ポリエチレン袋詰めとした諸味を，仕込

1日後の60石タンク(コンクリート製，約 11ks)中に沈

めて培養する方法をとった。

実験方法

的供試菌株

前章において使用したと同様の S.cerevisiae (16C4)， 

S. rouxii (1 C3j)， T. versatilis (1 C2)，および T.etchel-

lsii (1 C32)の4株を用いた。

b) 添加用酵母の培養と調製

酵母は15%の食塩を加えた PGagarの前培養から

500ms容振重量フラスコ中の 10%の食塩を含む麹エキ

ス (110Blg.)50 msに接種し 300Cで5日間振遺培養後，

適当本数のフラスコの菌体を遠沈し滅菌生理食塩水で

洗樵した後，泥状のまま添加用とした。

c) 諸味仕込と酵母添加

仕込諸味は，脱脂大豆小麦.越が5:4:1の重量比の

もので，これを2枚重ねにしたポリエチレン袋(幅60cm，

長さ 65cm，厚さ 0.3mm)に食塩水とともに入れ，諸味

lOkg当り酵母 10g (湿重量)を添加した後2組tで袋の口

を軽く閉じ，醗酵槽中に沈めて培養した。培養中，諸味

は適時持撹した。

純粋培養酵母の添加は，表 18に示すように行ない， 4 

菌株をそれぞれ単独に仕込時および1カ月後に添加した

もの 4菌株を混合添加したもの，および対照として酵

母無添加のもの，の 10試験区とした。

d) 試料採取

表 18 仕込諸味への純粋培養酵母添加処理 (1)

区合穴
醇
院
M
吋試 処 理

o 酵母無添加(対照区)

1 仕込時 S.cerevisiae添加

2 仕込時 S.rouxii添加

3 仕込時 T.versatilis添加

4 仕込時 T.etchellsii添加

5 仕込時4種混合添加

6 仕込1カ月後 S.cerevisiae添加

7 仕込1ヵ月後 S.rouxii添加

8 仕込1カ月後 T.versatilis添加

9 仕込1ヵ月後 T.etchellsii添加

1o 仕込 1カ月後4種混合添加

添加量はいずれも諸味湿重 10kg当り酵母湿重約 10g

試料採取は，仕込直後 1カ月後，および3カ月後の

3回行ない，酵母を添加した後充分混和して採取した。

e) 温度，水分， pHの測定

諸味各試料について，温度，水分 (Kettの赤外線含水

率計による)および pH(目立， Horiba D-5型による)

を測定した。

f) 菌数測定

菌数測定は前章第1節の方法により，稀釈平板培養を

行なって分別計数し，Saccharomyces属，Torulopsis属

両酵母群の消長を見た。

g) 品質評価

3カ月後の諸味について醸造工場の専門家3名， 応用

菌学教室員3名による官能検査を行ない，呑気を中心と

した評価を総合して品質を判定した。

結果および考察

諸味の温度，水分および pHの変化と菌数変化は表19

に示した通りである。また 3カ月後の香気等の品質評

価も表に加えた。

仕込直後から1カ月後，および3カ月後に至り，品温

は150C，20~240C， 320Cに上昇し，水分は63から 66.5%

に増加した。 pHは仕込後5.4から3カ月後， 4.4程度ま

で低下した。

酵母菌数は， S培地による耐塩性酵母菌数 (S)，F←培

地による Saccharomyces属酵母菌数 (F)，および Nー培

地による Torulopsis属酵母菌数 (N)，それぞれについ

て，各試料ごとに諸味 19当りの価を 102の orderで表

わし平行試験結果の平均で示してある。品質は+で

表示し，十の数の多い程優れたものとした。

これによって菌数変化を見ると，概して，仕込直後か

ら1カ月経過諸味まではほとんど変わらず，比較的高温

となった3カ月目に至り著しい増殖を示した。すなわ

ち，耐塩性酵母菌数は，仕込直後， 1 g当たりほぼ 102程

度で，最初の 1カ月間では Saccharomyces属酵母群が

若干増加し，ToruloJりSlS属酵母群がわずかに減少する

傾向が見られる程度で，全体として大きな変化はない。

これは，恐らく仕込当初の品温が15
0Cとかなり低く，そ

の後徐々に上昇したとはいえ 1 カ月後でもなお 20~

24
0

Cであったため，増殖が円滑に進まなかったことによ

ると思われる。 3カ月後の諸味中の菌数は，いずれも 19

当り 104~1O5 の order となり，仕込時の 100~1000 倍

の増加を示し，温度上昇とともに酵母の増殖が盛んに

なったことを示している。

主醗酵は，佐合氏79)も指摘したように， 2カ月前後で

終了すると思われ，諸味の性格も 3カ月後すでにかなり



330 北海道大学農学部邦文紀要第8巻第4号

表19 純粋培養酵母添加仕込諸味の醗酵経過と酵母数変化

経過時間(月) O I III 

温 度CC) 15 20-24 32 官能検査

による
水 分 ('10) 63 62 66.5 

香 気

pH 5.2-5.4 5目2 4.4-4目6

試験区 O 2.4 0.9 1.1 4.9 0.5 13 400 160 240 -tt 

1 2.4 0.4 1.5 4.6 0.4 1.4 1050 480 610 +十

2 2.5 0.5 1.4 3.2 0.3 1.3 1100 500 680 十

3 7.5 4.2 2.6 7.2 2.5 3.4 4300 2780 1720 +仲

4 7.0 3.7 2.4 7.4 3.2 2.8 2000 1040 780 H骨

5 4.0 1.3 2.2 10.9 3.5 6.3 4500 1500 :)500 判十

6 3.2 1.2 1.9 8.3 0.9 6.4 1080 552 528 -tt 

7 4.0 1.2 2.2 18.4 0.6 15.5 1100 530 620 -tt 

8 5.7 3.4 1.5 24.0 1.5 19.0 2670 2030 540 4十

9 3.7 2.0 1.4 9.3 1.4 7.8 3500 1840 1650 刊十

10 5.6 2.5 2.1 5.8 2.4 3.2 5850 4400 1380 十

S N F S N F S N F 

1. 選択培地 (S，N，および F)上のコロニー数から算出した諸味湿重 19当りの酵母数x102

2. 附:香気著しく優れたもの 掛:香気良好のもの 十十.香気特にないもの

+: 香気余りよくないもの

明瞭となった。

酵母無添加区 (0試験区)の諸味はいわば平均的な品質

で，これを標準にとり-ttで表わせば，S. cerevisiae (試

験区1および6)，S. rouxii (試験区2および7)それぞれ

を単独に添加した諸味では，いわゆる“田舎づくり"と

か“醤油臭さ"とかし、われる諸味臭があって，標準に近

いか，またはそれ以下とし、う評価で，必ずしもよい諸味

とは言えなかった。これらはいずれも Saccharol11yces

属酵母群がよく増殖して Torulopsis属酵母群より菌数

の多いのが特徴である。これに反して T.versatilis 

(試験区3および8)とT.etchellsii (試験区4および9)と

をそれぞれ単独に添加した諸味では，Torulops付属酵母

群の増殖が顕著で，いずれも香気あるよい品質となっ

た。特に T.etchellsiiを添加した試料(試験区4および

9)でt工，芳香が著しく，この添加により香味ともに優れ

た品質となることが分った。 T.versatilisを仕込1カ月

後に添加した諸味(試験区8)は，Torulopsis属酵母の増

殖があったにかかわらず，評価はよくなかった。これは

“産膜臭"が影響したもので，異常服酵によるものと見ら

れる。 4種の酵母を混合添加した場合の影響は，顕著に

は認められなかった。

これらのことから，ToruloJうSIS属酵母の添加が特に香

気付与，品質向上の鍵になると思われ，このためには，

この種酵母の純粋培養添加は効果的であり， 中でも T.

etchellsiiの添加は著しい効果をもつものと考えられた。

添加時期については，仕込時から 1カ月聞がかなりの

低温であったために，添加時期による目立った差がない

ようで，この点については Saccharomyces属酵母群の

生育とも関連してさらに検討が必要と思われる。

第2節 T01・ulopsisetchellsiiの添加効果

前節において，諸味品質の向上に，T. versatilisおよ

び T.etchellsiiの添加効果が優れ，特に後者の添加が著

しい効果を示すことが分ったが，この点をさらに確める

ため，T. etchellsiiを中心とした純粋培養酵母の添加効

果をしらベ，品質向上のための方策を検討した。

実験方法

使用菌株，培養法，試験法などは前節と同じであるが，

純粋培養酵母の添加は表20に示すように行なった。す

なわち，S. ceJ 

T. etchellsii 4菌株をそれぞれ仕込時および1カ月後に

添加したものと S.cerev山 aeまたは S.rouxii添加

1カ月後の諸味それぞれに，さらに T.etchells iiを添加

したもの，との 1~10，合計 10 の試験区と，酵母無添加

の対照区 11とを用意した。 また， 試料採取は仕込直後

と，その後1カ月毎に5回，の 6回行なし、，酵母菌数測
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仕込諸味への純粋培養酵母添加処理 (2)表 20

理

仕込時 S.cerevisiae添加

仕込 1ヵ月後 S.cerevisiae添加

仕込時 S.cerevisiae添加， 1カ月後 T.etchellsii添加

仕込時 S.rouxii添加

仕込1ヵ月後 S.rouxii添加

仕込時 S.rouxii添加， 1ヵ月後 T.etchellsii 添加

仕込時T.versatilis添加

仕込 1ヵ月後 T.versatilis添加

仕込時 T.etchellsii添加

仕込 1ヵ月後T.etchellesii添加

酵母無添加(対照区)

処

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

 
1

1

 

た。 pHは，仕込直後の5.6から次第に下がり， 5カ月後

4.2前後となった。水分は55%程度から増加を続け，終

了時には 67~68% に達した。

2. 酵母群の消長と諸味品質

醗酵期間中の各酵母群の消長と品質に関する官能検査

結果を図 20(a~e) に示した。図は，主醗酵を行なう

Saccharomyces属酵母群(点線)と，後熟に関与する Z

versatilis (実線)およびT.etchellsii (太線)，それぞれ

定に当たっては，前章第3節の方法により， T. etchellsii 

の菌数変化も測定した。 Torulopsis属酵母菌数中， N-

培地， 37
0
C生育の酵母はT.versatilisとして扱った。

結果および考察

1. 温度， pH，および水分変化

醗酵期間中の温度， pH，および水分変化を図 19に示

した。

温度は，仕込時22
0
Cから 1，2カ月後320Cに上り， 3 

カ月以降， 25
0C前後となり， 5カ月後 220Cに低下し
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の菌数を対数でとり，培養月毎の価を結んでグラフとし

たものである。 また，各諸味について4カ月目および5

カ月日の香気を主とした品質評価を+の数で表わして

併記し，+の数の多い程優れたものとした。

先ず，培養酵母無添加の対照区，第 11試験区における

菌数変化を見ると(図 20-a)，Saccharo1llyces属酵母群

は1カ月後に一度塙殖するが，その後は著しく減少し

た。この消長は，温度変化の影響を強く受けたものと見

られるが 3カ月以降ではかなりの細胞崩壊が起きてい

るものと考えられる。 T.versαtilisは最初の3カ月間に

著しく増加し， 3~4 カ月後に一時減少するが再び徐々に

増加する傾向を示した。 T.etchellsiiは， 1カ月後に減

少した後増加するが T.versat山~sこくらべて菌数は少

ない。全体としては Saccharomyces属酵母群が土問加し，

減少するのと入れ違いに Toruloρsis両種酵母が相伴っ

て増加する形となるもので，従来，この種の研究で，一

般に認められている，醸造過程における微生物相の変遷

の型，例えば，天然諸味醸造などで酵母が夏期に増殖し

た後，長期間に豆りほぼ定常的菌数を示す119)といった

型は，内容的には主醗酵酵母と後熟酵母の交代が行なわ

れているものであることが，ここで明らかとなったわけ

で，熟成期間中も数的には変動のないままに見i遇されて

いた酵母の意義が，これによって明確にされたといえる。

香気を主とした官能検査の結果は良好で，ほぼ標準的

な品質と評価された。

図20-bは，S. cerevisiaeを仕込時(第 1試験区)， 1カ

月後(第2試験区に)それぞれ添加した結果と，仕込時に

S. cerevisiaeを， 1カ月後にさらに T.etchellsiiを添加

した諸味(第3試験区)での酵母の動態を示したもので

ある。

仕込時に添加した第1試験区において Saccharomyces

属酵母群は 1カ月以降3カ月後までに増加してかなり

高いレベノレとなった後減少し T.ve rsatilisは対照区

と同様よく増殖し，特に3カ月以降急激な増加を示し

た。また，T. etchellsiiはlカ月後から3カ月後にかけ

て著しく増加した。したがって，この諸味は，対照区に

くらべると， 3カ月後における Saccharomyces属酵母群

と T.etchellsiiの，また， 4カ月以降における T.ver-

satilisの増加が特徴的である。官能検査の結果は最終的

にはほぼ標準的品質とされたが 3カ月後の諸味が香気

優れた品質と評価されており，T. etchellsiiの著しい増

殖が好影響を与えたものと考えられる。

仕込1カ月後に添加した第2試験区は T.versatilis 

が対照区とほぼ同程度の増殖を示しただけで，他の酵母

の生育は悪く，特に T.etchellsiiはほとんど増殖してい

ない。品質も全試料中最も劣ったものとなった。

仕込時に S.cerevisiaeを 1カ月後に T.etchellsii 

を添加した諸味(第3試験区)では 2カ月後の Sac-

chω.omyces属酵母群の増加が顕著であり，T. versatili s 

は対照区とほとんど同じ傾向を示したが，T. etchellsii 

は1カ月後から急激に増加し，その後も徐々に上昇を続

けて高いレベノレに達する特徴を示した。官能検査結果も

呑気よく，品質の甚だ優れた諸味となり，Saccharomyces 

属酵母群の増殖に続いて T.ctchellsi iの順調な増加が好

影響を示したと見てよい。

S. rouxii添加の諸味(第4，5および6試験区，図20-c)

のうち，仕込時添加の第4試験区において Saccharo・

myces属酵母群は一時的な減少 2カ月後における増加

とその後の低温期における減少など， S. cerevisiae添加

の諸味第1および3試験区における同群の動向とほぼ同

じ経過をとったが，増殖程度は低く，対照区よりは幾分

ょいとL、う状態に過ぎなかった。 T.verasatilisは対照

区とほぼ向様の消長を示したが，T. etchellsiiの生育は

悪く 2カ月以後，ほとんど頭打ちの形となった。品質

も対照区にくらべて幾分良好といえる程度であった。

これに反して，仕込1カ月後に S.rouxiiを添加した

諸味(第5試験区)では，Saccharomy正es属酵母群の増

加が著しく ，ToruloJりsis属酵母群もこれを追う形で急速

に増加するが，温度が低下して，Saccharomyces属酵母

群が減少した後，Torulopsis属酵母群もこれにつれて著

しく減少するとLヴ激しい動きを示した。この諸味の香

気，品質は，かなり優れたものと評価され，Saccharo-

myces， Torulopsis両属酵母群の良好な生育が影響した

ものと考えられる。

S. rouxiiを仕込時に添加し 1カ月後に T.etchellsii 

を添加した諸味(第6試験区)では T.versatilisが対

照区と同様の増加傾向を示したほかは，Sacch山 .omyces

属酵母群が最初の 1カ月間にかなりの増殖を示したこと

と，T. etchellsiiが醗酵初期から中期，後期へと徐々に

菌数を増加したことが特徴的で，風味，品質の良好な諸

味となった。

試験区7および8(図 20-d)は，T. versatilsを仕込時

および 1カ月後にそれぞれ添加したもので Sacchω・O司

myces属酵母群および T.etchellsiiの消長は対照区と

ほとんど同じであるが，T. vel 

加したほか，後期にさらに著しく増加しており，添加し

た T.versatilisが充分生育していることが認められる。

また，この諸味は，いずれもかなり優れた風味とされ，
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1'. versatilsの添加も効果的であることが確められた。

1'. etchellsiiを仕込時および1カ月後に添加した第9

および 10 試験区(図 20~e) では Saccharomyces 属酵

母群と 1'.versatilisはともに対照区におけるとほぼ同

様の傾向を示したが，1'. etchellsiiの生育がよく，順調

に生育し続けている点で特徴的である。また，この諸味

はともに芳香を有して格別に優れたものと判定された。

これらのことから，添加した酵母は大体において諸味

中でよく発育し， 1'. versatilisおよび 1'.ethellsiiはそ

の添加によって，諸味の呑気を増し，品質を良くする特

性のあることが確められた。 ことに 1'.etchellsiiは，

単独添加の場合でも，S. cer，仰山aeあるいは S.roux口

添加後に加えた場合でも，順調な生育を示すと同時に，

いずれも優れた風味の諸味とした。

また，ToruloJりSlS属酵母群の増殖は，Saccharomyces 

属酵母群が増殖した後を追う形で認められる場合が多

く，特に 1'.etchellsiiが充分に増殖するには Saccharo-

7り ces属酵母の充分な増殖が必要な前提といえる。この

ことは，前章第2節の実験結果に示された Saccharo

1Ilyces属酵母の自己消化液による生育促進作用と解釈し

てよいであろう。

酵母の生育が，その環境温度によって影響されること

は当然であるが，ことに食塩濃度の高い条件下ではその

影響が強まることは考えられ Saccharolltyces属酵母

は， 30
0

C前後でよく増殖するが温度の低下によって著し

く減少することが分り，細胞の崩壊も考えられるほどで

あった。しかし このような条件でも Torulopsis属酵

母は増殖できるのであり，特に 1'.etchellsiiは漸次増加

の一途をたどり，SacchaJ・'OlJzyces属酵母群増殖後の多数

の細胞の崩壊、と低温とがむしろ T‘etchellsiiなどに好適

な条件を与えたと見るべきである。したがって，醗酵の

初期には比較的高温として Saccharomyces属酵母群の

増殖を促しその後，すみやかに低温として p この細胞

の崩壊と 1'.etchellsiiの増殖をはかる，など，諸味の温

度管理に留意することが必要と思われる

第3節要 約

1. ポリエチレン袋に仕込んだ諸味を隊群槽諸味中に

沈める方法で，S. cerevisiae， S. rouxii， 1'. versatilis 

および 1'.etchellsii (し、ずれも北海道産醤油諸味中より

分離したもの)の4種の純粋培養を諸味に添加して醸造

し， 3カ月にわたり耐塩性酵母群，Saccharomyces属酵

母群，および TorulopSis属酵母群の消長と諸味品質に

対する影響を検討した。その結果，Saccharolllyces属酵

母群にくらべて，Torulopsis属酵母群がよく増殖した諸

味は品質がよく ，ToruloρSlS属酵母の添加が品質向上に

効果的なことが認められた。特に， 1'. etchellsiiの添加

効果は著しく，香気のよい優れた品質の諸味となること

が分った。

2 同様の方法により， 4種の純粋培養を， 1'. etchellsii 

を主体とし この酵母を Saccharolltyces属酵母添加1

カ月後にも加える形も含め， 添加， 試験した結果 1'.

versatl・lisおよび 1'.etchellsiiの添加が優れた品質の諸

味を得るために効果的であり，特に， 1'. etchellsiiの添

加は，香気，風味の格段と優れた諸味とすることが確め

られた。

3. S.αι:charollりces属酵母群が充分生育した後，減少

するのと入れ違いに TorulojうSlS属酵母群がよく増殖す

るといった形をとった諸味で、は，Torulopsis属酵母の添

加効果が充分に認められ，醸造に際しては，初期に高温

として Saccharolltyces属酵母群を短期間に充分に増殖

させた後，低温としてこの細胞崩壊を促し， 同時に

Torulojうsis属酵母，特に， 1'. etchell川の増殖をはかる

など，酵母の添加とともに温度管理に対する留意の必要

を認めた。

考 察

1. 北海道産醤油諸味酵母の種類と分布について

わが国古来の醤油酵母，Sacchω'omyces soya， Zygo-

sacchωー011りcessoya， Z. joponicus， Z.刀lajorなとを含

む Saccharomycesrouxiiは，北海道産醤油諸味中にも

広く，かつ多量に存在し，分離した742株中， 309株を

占めていて，醤油諸味醗酵の主役をなしていることがう

かがえる。この酵母は，食塩濃度の高い培地で培養する

と，液体，固体のいずれにも厚い織のある皮膜をつくる

が，このことは，高橋，湯川両氏18，19)，大西氏83，117)に

よってすでに認められ，大西氏はこれを特性として扱

い，変種を設けているほどである。接合により， 1~4 個

の子嚢胞子を形成するが，この胞子形成は，分離と保存

に際して食塩含有培地を用いた培養で甚だ多く認めら

れ，食塩濃度が高い程，胞子形成が著しいとL、う傾向が

認められた。また，胞子を形成した培養表面が次第に鍛

状になり，この簸状が Coadidaや Trichosporonなど

に見られる疑菌糸の形成によるものでないことも観察し

た。したがって，このような皮膜形成と胞子形成，食塩

濃度との関にはかなり密接な関係があるように恩われ，

ここでは特に変種として扱わなかった。

糖類醗酵性に関して，S. rouxiiはクソレコースとマノレ
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トースを自殺酵し， グノレコース，ガラクトースおよびマル

トースを同化するのをたてまえとするが，その他の形態

学的，生理学的諮性質が全く同じで，明瞭なサッカロー

ス醗酵性を示したものがかなりあり，これらを S.cere-

visiaeとして，また，これから胞子形成能を失なったと

見られる一群を Toruloρsissakeとして，それぞれ扱っ

た。しかし S.cerevisiaeとしたものも LODDER女史

ら81)の記載では稀であるとされている同体接合による

子褒形成と， 4{固の胞子形成が非常にしばしば見られる

点，液体培地上に厚くクワーム色の輪状に発育する点，

固体培地上の培養が白霊光沢，織を有する点，などの特

異な性格があり，これらはむしろS.rouxiiに酷似する

ものである。さらにまた，S. rouxii， S. cerevisiaeとし

たものの中には，長期間の保存培養によってサッカロー

スの酸酵性，同化性を示すようになるもの，失なったと

考えざるを得ないもの，などが認められたことから，こ

れら S.rOUXll， S. cerevisiae， T. sakeの3者は，培養

上の織の形成，胞子の形成，およびサッカロースの畷酵

性と同化性に関して連続的なもので，むしろ Saccharo-

myces属酵母群として一括できると考える。

S. rouxiiのサッカロース醗酵性については， STEL-

LING-DEKKER女史199)とLODDER女史81)が酵母分類

に際して詳細な検討を行なっているが，この性格は極く

弱L、か，またはかなり不安定なものであることを示唆し

ている。 このことはまた，最近に至って SCARR氏225)

が，サッカロース醗酵性が条件によって変わり得ること

を指摘したこと， SCHEDA， YARROW 両氏238)が酵母に

よるガラクトース，サッカロース，マノレトース，ラフィ

ノースの醗酵性，同化性は不安定で.連続的に相互に変

わり得る一群の酵母のあることを実証したこと，によっ

ても支持される。この性格については食塩濃度の高い特

殊な環境が影響していることも考えられるが，いずれに

してもサッカロースを分類上の標識とすることは不安で

あり，今後の検討を要する。

この点は，好塩性で芳香を生ずる T.versatilisや T.

etchellsiiについても認められ，前者においてはサッカ

ロース醗酵性，同化性が陽性のものから極く弱L、もの，

したがってラフィノースの醗酵性が3/3，2/3， 1/3の陽性

のものや陰性のものが得られており，後者においては，

サッカロース，マノレトースの同化性が陽性のもの，およ

び陰性のものを含み，他の性質が全く同じであり，また

他の種に一致するものもなく， SCHEDA氏ら2謁)が述べ

ているように分離源が同一であることから，同じorigin

から系統を引し、て来たものと解釈するのが妥当と考え，

これらをそれぞれ一括して T.versatilisあるいは T.

etchellsiiとして扱った。

T. versatilis， T. etchellsiiに性格類似の静母として，

T. magno!iae， T. nodaensisの硝酸カリ同化性群と，

T. gropengiesseri， T. bacillaris，ヱjalllataの硝酸カ
リ非同化性群が得られている。これらはし、ずれも細胞の

形態，大きさ，培養諸性質が近似していて糖類敵酵性と

同化性とによっておのおの区分される。 T.mαgnoliae

は T.etchellsiiに非常に近い性格を有し，マノレトースの

酸酵性，同化性をなくした形と考えられる耐塩型の酵母

である。 T.gropengiesseri f工T.magnoliaeの硝酸カリ

同化住の陰性となった形と考えてよく，その他の諸性質

は相互によく一致している。同じ関係は T.etchellsiiと

T.戸川αtaについても見られ，後者は，硝酸カリ同化能

をもたない以外は諸性質極めてよく T.etchellsiiに近似

している。これら酵母が，地域と余り関係なく，ほぼ良

質の諸味に同時に存在する傾向のあることは，上記

SCHEDA氏らの記述をまつまでもなく，品質との関連

とともに酵母相互に密接な関係をもつものとして興味

深い。

醤油諸味には「白かび菌」と一般に呼ばれている産膜性

酵母があり，古くは，Saccharomyces jarinosus8)， Zygo-

saccharomyces japonicus9)， Pichia lJlonilゲonnis12)，

Z. salsus17)などがこれに該当する。このうち， Z. japo-

nicus， Z. salsusはともに S.rouxiiこ含められている

が，北海道の試料中，白色で織のある顕著な皮膜を形成

する酵母としては S.rouxiiとその類縁の一群のほか

に，Hansenula anomala， H. subpelliculosa， Debωッ0-

myces halotoleransがある。これら産膜性のHansenula，

Debaryomycesは耐塩性もあり，醤油諸味上に容易に生

育し得ることは考えられるが，実際には極めて限られた

一部の諸味にわずかに存在していたに過ぎない。

諸味から得られたCandida属酵母ややorobolomyces，

Rhodotorula両属の赤色酵母は，自然界に広く分布する

種類である。これらは試料中での出現頻度も小さし分

布も限られた一部で・もあり，食塩耐性も余りないことか

ら，醤油諸味にとっては混入雑菌と見た方が妥当であ

ろう。

したがって，北海道産醤油諸味中の酵母は，S.1・ouxii

と S.cerevisiae，その不完全型の T.sakeを含む Sac-

charo川:yces属酵母群と，T. versatilisと T.etchellsii 

を主としこれらと類縁の酵母を含む好塩性ないしi耐複

性の Torulops付属酵母群とが大部分を占め，Saccharo・

myces属酵母群はその強い醗酵性によって主畷酵を行な
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うもの，Torulopsis属酵母群はその芳香性と好塩性とか

ら熟成に関与するものと見てよい。

因みに，大西氏83，84，117，218)が主として野田地方産の醤

油諸味などから分離した150株の酵母について研究した

結果を見ると，仕込初期の諸味から得た酵母は，Pichia 

farinosa， To叩 10)うsisfamata， Candida polymorpha， 

C. troPicalis， C. krusei， C. rugosa， Trichosporon 

behrendii， Tr. cutanωmの4属8穫に，般酵期の諸味

から得た酵母は，S. rouxii， S. rouxlt var. halomern-

branis， S. acidifaciens， S. acid拘 ciensvar. halomem-

branisの1属2種， 2変種に，また，醗酵後期の古い諸

味から得た酵母は Torulopsishalonitratophila， T. 

halophilus， T. nodaensis， T. versatilis， T. etchellsii， 

T. sphaerica， T. sakeのl属7種に，それぞれ分類さ

れており，供試菌150株の大部分は S.rouxiiであった

と報じている。このうち S.acidグactensとしたものは，

細胞形が短く， LODDER女史ら81)の記載が長卵形なの

とはかなり異なり，その他の諸性質から見て，むしろS

mellisとすべきものと思われる。

S. rouxii var. halomembranis， S. acidifaciens var. 

halomembransisは，それぞれの種から含塩培地で簸の

ある被膜をつくる点だけが異なる変異株であるo

醗酵後期の Torulopsis属酵母のうち T.halonitra-

toρhila， T. halophilus， T. nodaensisはいす.れもガラ

クトース，サッカロース，マノレトースの醗酵性，同化性

を異にする点で分けられているが，T. etchellsiiとは諸

性質が極めてよく似た近縁種である。

これらのことから，北海道産醤油諸味中の酵母は，内

容的には野田産の諸味におけるとほとんど差はないと考

えられる。

2. 食塩濃度と酵母の生育および醸酵との関係

微生物の耐塩性が問題とされる場合，多くは「生育の

限界」によって表現されるが，生育の度合，活性など，

限界濃度以内における状態も菌の性格をよく反映するも

のである。生態学的にはむしろ食塩の種々の濃度におけ

る菌の対応が重要である。

FLANNERY氏2却)は好塩細菌の概念を規定する意味

で，食塩に対する態度によって細菌を次のように分けて

し、る。

1. Nonhalophiles. 

A. Salt-sensitive ......食塩2%以下でのみ生育

B. Salt-tolerant.. ・・ 2%以下でよく生育するが，

2%以上でも生育

II. Halophiles. 

発

育

オi耐塩型

c 且性低血型

A : 55 
B 申
C 強

図21 微生物の発育と塩濃度との関係

INGRAM. M.: Microbial Ecology， p. 90 (1957)， 
Cambridge Univ. Press. London and New York. 

A. Facultativ巴・ ・・ 2%以下でも生育するが，

2%以上でよく生育。

B. Obligate'"……… 2%以上でのみ生育。
また， INGRAM氏自0)はその内容をも考慮に入れて，

図21に示すように耐性を Intol巴rant(非耐塩型)， Fac-

ultative (通性耐塩型)， Obligate (偏性耐塩型)の3型と

しそれぞれをさらに A(弱)， B(中)， C(強)の3亜型に

分けている。

細菌の場合とは異なり，約 18%の食塩を含む醤油諸

味の酵母に対して 2%濃度で区切る FLANNERY氏の

分類は当てはまらない。著者の実験で得られた酵母の食

塩耐性に INGRAM氏の型を適用するとすれば，大部分

は非耐塩型となり，T. versatilis， T. etchellsiiだけが通

性耐塩型として扱われることになる。しかし， INGRAM 

氏の型は，非耐塩型とはいっても，例えばC亜型はかな

りの高濃度まで食塩無添加の場合と同程度の生育を保持

するもので明らかな耐塩型と見るべきであり，通性およ

び偏性耐塩型はむしろ好塩型として取扱ってよい。著者

の実験においては INGRAM氏の非耐塩型Aに相当する

ものを嫌塩型，同Cに相当するものを耐塩型，通性耐塩

型に入るものを好塩型とした。

生育と酵酸性に関する実験結果は，酵母の属，種に

よって食塩に対する態度が異なることを示すと同時に，

約18%とL、う諸味の食塩濃度が酵母のlIoraを著しく

淘汰することを示し，主醗酵を行なう Saccharomyces

属酵母群および後熟に関与する Torulo)うSIS属酵母群を

かなり明確に把握で、きたと思う。このような酵母群のと

らえ方はいまだ行なわれたことがなく，従来の研究が，

いわゆる醤油酵母と称された斗'gosaccharomycessaya 
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などを含む Sacchω.omycesrOllxi川このみ集中され，あ

るいは，静母数の消長とし、う漠然としたとらえ方しかで

きなかったために，阪酵の実態を把握すすことが困難で

あったのであり，このような生態学的な見方によっては

じめて個々の酵母の意義を見出し得たといえる。

3. '1'例'nlopsisVCI'刷ttilisによる糖類畷酵性

KLUYVER氏222，223，224)によるいわゆる阪酵の 3則は，

1)暇酵性を有するものはグノレコースを畷酵する， 2)グ

ノレコースを醗酵するものはフラクトース，マンノースを

醗酵する， 3)マノレトースを酸苦手するものはラクトースを

醗酵しない，また逆に，ラクトースを醗酵するものはマ

ノレトースを醗酵しない， というもので，今日尚引用され

ており，フラクトース，マンノースの酸酵性は LODDER

女史ら81)の分類の検査項目から外されているほどで

ある。

グルコース，ガラクトース，サッカロース，マルトー

ス， ラクトース，およびラフィノースを酸酵し得る

Torlllopsis versatilisは，この点で特異な酵母である。

この酵母は ETCHELLS氏ら217)がきゅうりの漬物汁

から分離して，最初 Brettanomycesvesratilisとして記

載したが，酸生成の少ないことを理由に LODDER女史

ら81)によって TorllloρSISに編入されている。その畷酵

性については ETCHELLS氏らによると，サッカロース

は6日後，メリビオース，ラフィノースは 12日後にそれ

ぞれ“maximum"に達する醗酵を示したとしており，

インベノレターゼ，メリビアーゼ両活性を持っていたこと

が分る。 LODDER女史らはこれを再検討してメワピ

アーセ、活性を認めず，ラフィノースは 1/3を畷酵するが

しばしば微弱であるとしている。

これらを考え合わせると T.versatilisのインベノレ

ターゼ，メリビアーゼは，ともに弱L、か，不安定なもの

のように見受けられる。実際に，粗酵素液について見る

と，インベノレターゼ、の存在は確められたが，両酵素の活

性は菌株によってかなり異なるばかりでなく，食塩に

よっても影響されることが分り，サッカロース，ラフィ

ノースの醗酵性の不安定な理由も一部はこの点にあると

考えられた。

サッカロース，ラフィノースの醗酵性が低い最も大き

な原因は，この酵母がフラクトースを分解し得ないとい

う特異性にあることが明らかとなった。このことについ

てはまだ報告がなく ，T. versatilisは KLUYVER氏の

原則から大きくはみ出した特異な酵母と考えられ，高濃

度の食塩が影響しているように思われる。

4. 醤油諸味酵母のフラクトース隠酵性と同化性

醤油諸味酵母について全般的な実験結果から，フラク

トースを分解し得ないとL、う特性が T.ve rsati lisなど

好塩性，耐塩性の Torlllopsis属酵母の大部分に共通し

て認められ，種についてほぼ一定であることが明らかと

なった。

酵母は一般に，グノレコースと同様にフラクトースもよ

く利用する，とされている。これは，両糖がよく似た化

学構造をもっているために，細胞内への取り込みや分解

に同じ機構が働らくため，と考えられている。

しかし耐塩性，あるいは耐穆透圧性の酵母では，フ

ラクトースの方をよく利用する，との報告があり，この

場合は，栄養微量要素が影響している89，田，95，96，97，107)あ

るいは，細胞表層部分に，穆透圧に対する抵抗性ととも

に糖類の選択性がある242，243)，などを理由としている。

好塩性のT.versatilis，その他がフラクトースを分解し

得ないことは，これらによっては説明できないが，この

酵母にも，特殊な物質透過の機構があることは推測で

きる。

一方，酵母のグルコース分解は，主として， EMBDEN-

MEYERHOF経院を通って行なわれるとされているが，

“penlose phosphate cycle"が共存することも知られて

おり 244-248)， この経路は，酵母の種類や細胞の老若に

よっては前者より多い場合がある拙，245)ほか，好気条件

で培養した酵母244，217)，あるいは好塩性酵母246)で，この

経路が主となることが報告されている。

したがって，好塩性の T.versatilisなどにおいても

“pentose phosphate cycle"が重要な役割をもつことが

考えられる。

このほか， 細菌においては， ENTNER-DoUDOROFF 

経路，および“phosphoketolase"経路があって，いず

れもフラクトースを経ないで分解されるが，特に後者は

“phosphofructokinase"がない;場合の経路であり，好塩

性酵母に phosphofructokinaseがなかった， との報

告246)もあるので，好塩性 T.versatilisなどでは，この

経路を通る可能性が考えられる。

グルコースを分解してフラクトースを分解しない微生

物としては，このほかに Nocω.diaasteroid，凸に関する

報告側)があり， この場合には， フラクトースの利用性

の菌から“transportsystem"の変異によってで、きたも

の，と解釈している。

5目 &tccltノ仰'mn1/c制属および Tm・叫opsis属酵母

の分別計数

大西氏216)はS.rOllxiiが18%食塩を含むグノレコース
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培地では生育するが，同濃度に食塩を含むマノレトース培

地では生育しないとし茂木氏らお0)はこの点を利用し

て，醤油諸味中の酵母について動態を調査する方法を報

じた。しかし酵母によるマルトースの分解が少なくと

も3つの遺伝子によりコントロールされていることは周

知のことであり，そのためにおこる醗酵性，同化性の不

安定さについても， SCHEDA氏ら2お)が詳細な研究に

よって指摘しているところで，特に茂木氏らが使用した

18%としづ食塩濃度が共通性をもつかどうかの疑問と

ともに，実際に当ってこの濃度を正しく保持できるかど

うかなど危倶が感ぜ、られる。この点について著者の分離

した S.rQuxiiは，試験した限りにおいて食塩25%存

在下でもマノレトースを例外なく醗酵していることを特記

せねばならない。

茂木氏らはまた，フラクトース利用性の差による著者

の方法では，S. rouxiiを分別計数できないとしている

が，北海道産醤油諸味の場合，フラクトース利用性の差

が属，種について根本的な性格である点で，不安定なマ

ノレトース分解性と異なることと，生態的には，S. rouxiれt 

と性質類似の S.c印er問-でev山IS幻S臼iω-

chαω1'0百O仰n川2ザ:yc印es属酵母群として主目限護酵の役割を果している

と解釈しており1)， これらと後熟に関与する To仰r百叫uloψρS川2日S 

属酵母群とを分別することに意義があるのてで、，S. rouxii 

に固執する必要はない。

この実験では特に後熟酵母として品質に重要な影響を

与えるこれら Torulo戸付属酵母群の動向を充分把握す

ることに重点をおいた。さらにまた， 1'. etchellsiiに焦

点を合わせて，栄養等の条件がかなり満足されても温度

に敏感なことを知り，これを利用して，Saccharollり刊ぷ

属酵母とは勿論，後熟酵母のーっと見られる T.versa-

tilisとも分別できることを確めた。

T. etchellsiiが Saccharonりces属酵母の自己消化液

によって増殖を促進されることは新らたな特徴で、あり，

生態学的にも甚だ興味深い現象である。

6. 純粋培養酵母の添加による醸造試験

醤油諸味醗酵における酵母の重要性は，第2次大戦後，

佐々木氏お1)，佐合氏79)によって指摘されたが，従来の

研究が S.rouxiiによる主醗酵，乳酸菌による香味醸成

などに向けられ，その熟成過程はなお不明のままであっ

t.::o このことはp 酵母をふ rOuxtlとしてとらえ，ある

いは単に酵母として一括するだけで，その内容について

理解し得なかったことに起因している。

この実験では，仕込後，いわゆる混入雑酵母が速やか

に淘汰された後，温度上昇とともに主醗酵酵母 Saccha-

romycesの増殖が旺盛となり，温度が下降し，Saccharo-

myces属酵母群の菌数が低下するのと入れ違いに好塩性

の Torulopsis属酵母群が増加するという明らかな消長

があり，これによって熟成の進むことが明らかとなっ

た。さらに，添加した純粋培養酵母はほぼよく増殖して，

それぞれの特性を現わし T.versatilisおよび T.et田

chellsiiの添加により諸味品質が向上すること， ことに

T. etrhellsiiの添加は諸味の香気，風味を格段に良くす

ることが確められた。 Sac正haromyces属酵母が旺盛に

増殖した後下降し，これと入れ違いに Torulot5is属酵

母が増殖するとLヴ傾向は，T. etchellsiiが Saccharo-

myces属酵母の自己消化液によって増殖を促進されると

いう特徴によって理解できる。 このことによって熟成

に対する Saccharollりces属酵母の意義が明確になった

と考えられ，T. etchell川を諸味中において増殖させる

には，Saccharomyces属酵母の著しい増殖と，その後の

速やかな崩壊とが重要な鍵になると見られる。

したがって，諸味醗酵において優れた品質を得るため

には，純粋培養の添加とともに，初期の高温による Sac-

charomyces属酵母群の増殖促進と，その後，低温に移

しての細胞崩壊促進，これを利用する Toruloρ51S属酵

母，ことに T.etchellsiiの増殖促進をはかる必要があ

り，温度管理による影響を重視しなければならない。

総 t舌

北海道産醤油諸味の品質向上をはかる目的で，広く北

海道内35工場の諸味試料をあつめ，酵母を分離してこ

れを分類同定し，その分布と品質との関連性を明らかに

した。次いでこれら酵母の食塩に対する態度をしらべて

それぞれの諸味中における役割を推察しさらに熟成過

程に重要と思われる酵母について醗酵性，同化性，生育

条件などを把握した上，その特徴を利用した分別計数法

を考案しこれらを応用して，純粋培養添加による小規

模な醸造を行ない，酵母群の消長を明らかにし，また，

好塩性 Torulotsis，特に Torulotsisetchellsiiの著し

い添加効果を確め，優れた品質の諸味とする可能性を生

態学的に明らかにした。

得られた結果を総括すると次のようになる。

1 北海道内35工場の諸味試料から分離した酵母は

総数742株で，これらは分類学的検索の結果，次のよう

に新種 Debaryomyceshalotoleransを含む7属 23種と

なった。
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S. fructuum LODDER et KREGER-V AN RU. 

S. biゆorus(NAGANISHl) LODDER et KREGER-VAN 

RU. 

S. mellis (F ABIAN et QUINENT) LODDER et 

KREGER-VAN RU. 

Debaryomyces halotolerans SASAKI et YOSHIDA. 

Hansenula anomala (HANSEN) H. et P. SYDOW. 

H. subpelliculosa BEDFORD 

Sp01・'Obolomycesroseus KLUYVER et V AN NIEL. 

Torulopsis sake (SAITO et OT  A) LODDER et 

KREGER-VAN RU. 

T. gropengiesseri (HARRISON) LODDER. 

T. bacillaris (KROEMER et KRUMBHOLZ) LODDER. 

T. famata (HARRISON) LODDER et KREGER-VAN 

RU. 

Torulopsis versatilis (ETCHELLS et BELL) LODDER 

巴tKREGER-VAN RU. 

T. anomala LODDER et KREGER-VAN RU. 

T. etchellsii LODDER et KREGER-VAN RU. 

T. magnoliae LODDER et KREGER-VAN RU. 

T. nodaensis ONISHI. 

Candida troPicalis (CASTELLANI) BERKHOUT. 

C. guilliennondii (CASTELLANI) LANGERON et 

GUERRA. 

C. parapsilosis (ASHFORD) LANGERON et TALICE. 

C. solani LODDER et KREGER-VAN RU. 

Rhodotorula 押印cilaginosa(JORGENSEN) HARRI-

SON 

2. このうち，わが国古来の醤油酵母を含むS.rouxii 

と，サッカロース醗酵性を示す以外はこれと性格をーに

するS.cerevisiae，この胞子形成能を失なった形と見ら

れる T.sake，の3者は，その類縁性から Saccharomyces

属酵母群として一括したが，これらは蒐集試料中に最も

広く，かつ多量に分布しており，食塩濃度20%前後でも

旺盛に生育する耐塩性をもち，強い醗酵性を有すること

から諸味の主醗酵を行なうものと解釈された。

:3. T. versatilisおよび T.etchells口は Saccharo-

myces属酵母群に次いで広く，多い分布を示したが，好

塩性であり，いわば好塩性の Torulopsis属酵母群とし

て一括できるが，高濃度の食塩を含む糖液をも徐々に酸

酵する能力をもち，その培養が芳香を有することから，

後熟酵母として諸味熟成に関与するものと見られた。

4 その他，耐塩型の生育を示す酵母としては S.bis-

porus， D. halotolerans， T. bacillaris， C. solaniがあ

り，好塩型に属するものとして S.mellis， T. gropengies-

seri， C. tropicalisがあり，S)りorobolomycesroseus， T. 

anomala， C. guilliermondii， C. parapsilosis， Rhodo・

torula mucilaginosaが耐塩性をもたない嫌塩型であっ

た。これらは，いずれもその分布が地域的にも量的にも

限られていて，諸味に対して影響を与えるとは考えられ

ない。

5. T. versatilisのサッカロース，ラフィノースの醗

酵性が異常に低いことが分ったが， これは， インベノレ

ターゼ‘とメリビアーゼ活性の不安定さにもよるが，その

1株について精査した結果， 最も大きな原因としてフラ

クトース醗酵性がないとL、う特異性が明らかとなった。

この特徴は，塩類，渉透圧， pHなどによって変わるも

のでなく，この酵母の本質的な欠陥と解釈された。

6. フラクトース分解能をもたないという特性は，供

試した T.versatilis全菌株 (31株)について共通して見

られるばかりでなく，好塩性の S.mellis (4株)， T. 

gropengiesseri (16株)， T. etchellsii (11株)，耐塩性の

T. bacillaris (2株)， T. famata (3株)， T. magnoliae 

(13株)にも共通して認められ，フラクトース畷酵性，同

化性を明瞭に示す Saccharomyces属酵母群やその他の

Hansenula， Debaryomy白人 Candida各属酵母とは本

質的に区別されることが明らかとなった。

7. 主醗酵を行なう Sacchω'omyces属酵母群と熟成

に関与する好塩性の Torulopsis属酵母群とは，共に高

濃度食塩培地で生育し，前者がフラクトースを同化し，

硝酸カリを同化しないこと，後者がフラクトースを同化

せず，硝酸カリを同化すること，の特性を利用してそれ

ぞれの選択培地を考案し，これによって純粋培養は勿

論，諸味中でのこれら酵母群の消長を計測することが可

能となった。

8. T. etchellsiiは，ぺプトン，麹汁，酵母エキスと

ともに Saccharomyces属酵母群の自己消化液により著

しい生育促進をうけることが明らかとなった。また，渚

養の最適条件で Saccharomyces属酵母群や T.versa-

tilisが370Cで充分良好に生育するのに対し，T. etchel-

lsiiは， 320C以下でよく生育するが370Cでは全く生育

し得ないことが確められ，この点を利用することによっ

て諸味中での T.etchellsiiの動向を把えることが可能

となった。

9. S. rouxii， S. cerevisiae， T. versatilisおよび T.

etchellsiiの4菌株(¥，、ずれも醤油諸味から分離したもの)

の純粋培養を，仕込初期に添加した諸味を，開設酵槽中の

仕込諸味中に沈める方法で，小規模な酸造試験を行ない，

酵母の消長，品質への影響を見た結果，混入雑酵母が早

期に淘汰された後，混度の上昇とともに Saccharomyces
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属酵母群が著しく増加して主酸酵を行ない，その後，温

度の下降とともに急激に減少し，これと入れ違いに好塩

性の Torulopsis属酵母群が増加するとL、ぅ一般的な傾

向が認められ，この間に，Saccharomグces属酵母群細胞

の崩壊とこれを利用した Toru]olうSIS属酵母群の増加と

いう交代現象が明らかに認められた。

添加した酵母は概して順調に生育すると同時に，それ

ぞれの特牲を示し，好塩性の Torulopsis属酵母群を添

加した諸味は品質がよく， 特に 1マ etchellsiiの添加，

増殖した諸味は格段に優れた品質となることが確めら

れた。

10. したがって，諸味醸造においては，早期に温度を

300C前後に保って Saccharomyces属酵母群の増殖を促

し，その後，低温に移して Torulopsis属酵母群の増殖

をはかることが品質向上の重要な鍵となると思われ，

Torulopsis属酵母群，とりわけ T.etchellsiiの添加利

用とともに温度管理に対する留意が必要と考えられた。
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Description of Debaryomyces 

halotolerans nov. sp. 

Growth in malt extract: After 3 days at 250C， 

cells are round to oval (1.5-6) X(2.4-7.2)μ， single or 

in pairs. A sediment and thin creeping， wrinkled 

p'ellicle is formed. After one month at 170C， thin 

white， rugous and wrinkled creeping pellicle and 

creamy gray clayish s巴dimentare present. 

Growth on malt agar: After 3 days at 250C， 

cells are round to oval (2-5)x(2-7.5)μ， single and 

in pairs. The steak culture after one month at 170C， 

IS五liformor plumose， rather flat， smooth and some-

what rugous， cretaceous surface， with undulate mar-
gin which is fringed by means of chainy or tree 

like formation of cells. Color changes from mar-

guerite yellow to pale cinnamon pink. 

Slide cultures: Slight development of small trees 

consisting of oval and somewhat elongated cells. 

Sporulation : Heterogamous conjugation may 

precede ascus formation. Three to fours， usually 

four， round to oval spores are formed in an ascus. 

Spore usually contains an oil drop 

Fermentation : 

Glucose + Maltose 

Galactose weak Lactose 

Sucrose. weak 

Sugar assimi1ation: 

Glucose + Maltose + 
Galactose 十 Lactose

Sucrose weak 

Assimilation of potassium nitrate: Absent. 

Ethanol as sole source of carbon: Good growth 

with the formation of“Kahmhaut". 

Osmotolerance: Good growth on Potato glucose 

agar containing 20~も NaCl after 3 days at 250C， and 

on 25% NaCI medium after a week. The growth 

on salted medium are cretacious and rugous entirely. 

Growth in litmus milk: Litmus changed to blue 

and milk peptonized. 

Sumrnary 

Taxonomic and ecological studies of many yeast 

strains isolated from soya mash samples of 35 fac-

tories in di任erentparts of Hokkaido resulted in 

potential improvements in soya mashes produced 

in this area. The presenc巴 ofthe yeasts was cor-

related with quality of the mashes and with their 

ability to tolerate salt. Two species of Saccharo-

myces and three species of halophilic and halotolerant 

Toγulopsis were found to be of importance to quality 

of mash. Th巴sespecies were divided into two 

groups. One group consisted of two species of 

Saccharomyces and one species of Torulopsis， all 

three notable for strong fermentation and haloto・

lerance. The other group consisted exclusively of 

halophilic Torulopsis species characterized by their 

ripening e妊ectsupon the mash. These species were 

distinguished by ability to ferment and assimilate 

sugars and requirements for certain nutrients. The 

results of this study led to a differential culture 

method for separation of the Torulopsis group from 

other yeasts. Small batch fermentations using se・

lected mixtures of pure strains produced successful 

soya fermentations. Changes in yeast flora during 

fermentation were clarified. An adventageous e任ect

of the Torulopsis groups， especially of T. etchellsii， 

was con五rmed.

The results obtained are summarized as follows 

1. A total of 742 strains isolated from soya 

mωhes in Hokkaido were classi日edin the following 

7 gen巳raand 23 species， incIuding a new species 

Debaryonりceshalotolerans: 

Saccharomyces cerevisiae HANSEN 

S. rouxii BOUTROUX 

*S. fructuum LODDER et KREGER-VAN RU 

S. bisporus (NAGANISHI) LODDER et KREGER-

VAN RU 

*S. mellis (F ABIAN et QUINET) LODDER et KREGER-

VAN RU 

Debalyomyces halotolerans SASAKI et YOSHIDA 

Hansenula anomala (HANSEN) H. et P. SYDOW 

H. subpelliculosa BEDFORD 

Sporobolomyces roseus KLUYVER et VAN NIEL 

* Torulopsis sake(SAITO et OTA)LoDDER et KREGER-
VAN RU 

T. gropengiesseri (HARRISON) LODDER 
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*T. bacillaris (KROEMER et KRUMBHOLZ) LODDER recognized as halotolerants. S，ρ. roseus， T. anomala， 

マ'.farnata (HARRISON) LODDER et KREGER-VAN C.郡山町川ondii，C. parapsilosis， and Rh.刀!Ucilagi-
RlJ Jlosa were halophobics. 

T. versatilis (ETCHELLS et BELL) LODDER et As the distribution of these species in mashes 

KREGER-VAN RlJ was limited in respect to area and number， it was 

*T. a河omalaLODDER et KREGER-VAN Rl] suggested that these species had little significance 

T. etchellsii LODDE Ret KREGER-VAN Rl] in the fermentation process. 

T. magnoliae LODDER et KREGER・VAN Rl] 5. Torulop川 versatilisshowed remarkably little 

T. nodaensis ONISHI activity on sucrose and raffinose. This could be 

Candida troPicalis (CASTELLANI) BERKHOUT explained partly by the variable activity of both 

C. guilliermondμ(CASTELLANI) LANGERON et 巴nzymes，invertase and melibiase， in this yeast. 1n 

GUERRA addition， fructose is not decomposed by this species. 
C. parapsilosis (ASHFORD) LANGERON et T ALlCE This characteristic was proved to be fundamental 

C. solani LODDER et KREGER-VAN RlJ in this speci巴sand not to be affected by kinds of 

* Rhodotorula mucilaginosa (JりRGENSEN)HARRISON salts， osmotic pressures or pH values. 

6. The inability to decompose fructose was also 

2. Saccharomyces rouxii， S. cerevisiae and T. sake r巴cognizedin other species of halophilic and haloto-

were included in the same group， namely， Saccharo- lerant Torulopsis. Sacchaomyces group and species 

myces group， because of their closely resembling of HαJlsenula， Debaryomyces， Candida and red yeasts 

characters with the exceptions of negative or doubt- showed clear fermentation of this sugar. 

ful fermentation of sucrose in S. rouxii and absence 7. Selective media wer巴 devisedto distinguish 

of sporulation in T. sake. Since the Saccharomyces th巴principalfermenting and ripening yeasts. Selec-

group was distributed abundantly in almost all tivity was based on halotolerance and ability or 

samples and had characteristic halotolerance and inability to a日 imilatefructose and potassium nitrate. 

strong fermentation ability， this group was con- Using this method there was good agreement with 

sidered of prime importance in soya mash fermenta- the known ratio of cells in the inoculum. The 

tion. selectiv巴 mediacould be used throughout the fer-

3. Torulopsis versatilis and T. etchellsii were the mentation for distinguishing the various types pre-

next 

* Seven species are reclassified by J. LODDER in The Yeasts， A taxonomic study (1970) as follows: 
Saccharomyces jrllctllllJn →S. chevalieri GUILLERMOND 

S. mellis →S. biやorlls(NAGANISHI) LODDER et KREGER-VAN R]l var. Illellis (FABIAN 

et QUINET) V AN DER W AL T 

Torlllopsis sake →Candida sake (SAITO et OTA) V AN UDEN et BUCKLEY 

T. bacillωーIS →T.stellata (KROEMER et KRUMBHOLZ) LODDER 

T. famata →T. candida (SAITO) LODDER 

T. anomala →T. versatilis (ETCHELLS et BELL) LODDER et KREGER-VAN RJI 

Rhodotorllla IJlllci・laginosa→Rh.rubra (DEMME) LODDER 
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satilis and T. etchellsii to exarnine the changes in Halophilic Torulopsis group， added to soya mash， 

yeast 1I0ra and the qua!ity of mash. markedly irnproved its quality. The addition of T. 

The following change of flora was observed: etchellsii gave a rnost desirable e任ect to mash 

The rapid disappearance of the halophobics came quality. 

五rst，and then in accordance with changes of tern- 10. Frorn these results th巴 followingprocedure 

perature， an increase and decrease of Saccharomyces will be recornrnended to irnprove the quality of 

group， followed by a gradual increase of cells of rnash: Pure cultures such as T. etchellsii are added 

halophilic Torulopsis. It is probably true that the to mash and mash is kept at rather high ternpera-

autolysates of Saccharonりcesgroup cells would be ture during the五rststage of ferrnentation to increase 

released after the dirninution of cell nurnbers and the growth rate of Saccharomyces group， then main-

would be uti!ized by halophilic Torulopsis group， tained at lower ternperature to promote autolysis 

especially by T. etchellsii， to achieve remarkable of cells of Saccharomyces group. Components of 

growth. It will also be noted that good growth of the autolysate enhances growth且ndactivities of the 

added yeasts in soya rnash was cornrnonly recognized. halophilic Torulopsis group， especially T. etchellsii. 


