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酵母 菌の 變異 に關 す る研究　（第 2 報 ） 自然變 異 と菌株 保存 に 就 い て

小 田 雅 夫 ・ 若 林 謙 太 郎 （大 阪大 學 工 學 部 醗 酵工 學 教 室 ）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 緒　　　　　言

　我 々 は前 報 1｝ に於 て 酵母 の 誘發 變異に 就 い て若干試 驗 した が，今 回 は 自然 變異 の 問題 乃 至 菌株保存 法 に 就い て

試驗 した．菌株を出來 る 丈安定な歌態 で 保存す る 事 け學徳上又醗酵工 業上 重要な課題 で あ る事 は今更論 を俟 た な

い ．酵母菌株保存 の 特殊の 方注 と し て は 古 くは HANSEN の 廡糖液法
2）が あ り ， 近 くは 斜面培養を鑛物温鵠 又は

パ ラ フ ィ ン 独
4） sI） で 被覆す る方法 ， 夊最近 で は Lyophile 法 6）篳 も試 み られ，此等 の 方法 の 内に は相當良 い 結果

の 得 られ る もの もあ るが ，從 來 か ら廣 く普通 に用い られ て い る方 法 は麹汁寒天 又 は麥芽汁寒天 に累代培 養す る方

法 で あ る．此 の 方 法 で 長 く累代培 養を繼續す る聞 に 自然に 變性す る傾向の あろ事が詔 め られ て い る けれ ども，上

述 の 特殊 の 方法 は或 る限 られた數の 菌株 に は 鷹用出來るが 多數の 菌株に は 實施 困難な憾があ る故，從來の 普逋の

斜面培養 の 方法 も金 く棄 て 去 る事 は 出來ない ．そ こ で從 來の 方法 を 用 い ろ場 合如何なる方向に變性iを 示 し ， 又 此

の 變性 を 可及 的に 抑制す る に は 如何なち方法 が好適なる か を知 る 事 も無駄で ない と考え，先 づ 適當な培地の 選定

をす る 目的 で 清酒酵母を對象 と し，從 來
一

股 に廣 く用い られ た麹汁寒天 を Contro1 と しで之 に禰 々 の 植物抽IH液
を添加 したもの 並び に 其の 他 2 ，3 の 培 地を用い て 累代培養を行つ た．本報 に於 て け それ らの 培地で培養した場

合の 形態的，生 理 的性質を比 鞍試驗 した 結果 ， 現在迄得られ た 現象に就 い て 述 べ る事 に す る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 實　驗　方　法

　〔1） 菌株 ： 昭和27酒造年度 に 於 て灘 の 某酒輩場g醪 か ら新 に 分離した清酒酵母 KM −467） を使用 した．本菌株

は 此 の 醪 に 於 け る分布が 最 も多 い 株 で あ り，香 昧 良 好且 つ 醗酵 力旺 盛な種類 で ある．

　（2〕培地 ： 累代培養 に 用 い た培 地 の 種類は Table 　1 に 示 ナ 　麹汁 に添加すべ き植物抽出液は 試料 の 固形分と し

て 約 1 ％ と し た．即 ち 乾燥酵母10　　　 Tab1e 　L　The 　kind　of 　medi ？ us ∋d　for　successive 　subculture

g ， 人參90g， 三1三蜀黍 10．5g， 馬鈴　　　　　　　　 of 　Sak6　yeast．

薯 45g，米糠10．5g，の 夫 々 に 水道

水 を加えて 300irtとな し ，
一夜氷

藏庫に放 置 し 20　tb，15分 間 オ ー

ト ク レ ープ し て 後布 で 濾過す る．

其 の 濾液 150ml を15
°
Bg ，麹汁300

1n1 に添 加 し， 塞天 2％ を加え て

約10mJ 宛分注 し，常 法 に よ り蒸

氣殺菌を行つ た．便用す ろ遙は 寒

天 斜面 の 乾燥 を出來 る 丈防止す ろ

た め低温 （12〜15℃ ） に 貯藏 した ．

　〔3） 培 瀁方法 ； 供試菌株 の 麹汁

培養を よ く振撮 して 其 の一白 金 耳

Abbre −
Vlatlon

Kind 　 of 　 media

KY

α

伽

PRM

恥

HS

Koji　extract 　 agar

Koj 量extract 　plus　yeagt　 extract 　 agar

Koji　extract 　plus 　 carrot 　extra ¢ t　agar

K っji　extract 　plus　corn 　extract 　ag ユr

Koji　extract 　plus　pDtato 　extrac 事 agar

Koji　extract 　plus　rice　braコ extract 　 agar

Malt 　 extract 　 agar

Tr 跏 sfer 　on 　 various 　 solid 　 n ：edia 　in　 rQtation

Modi 丘6d　HENNEBERG ’
s　sorution

範

Sucrose 　10％

　　　　　　　　　　　　　　　　　　
NGIucsse

　10％，　KHePO4 　O．5％，　pepton 　O．5％，　MgSO4 ・7aq　O．2％．

宛 を上 記 の 各培地 に 接種 し，培 養源度 は 15， 25 ， 30
’C と し ， 5 日及 び 1 ケ 月間隔 で 移植 した．5 日間 隔 の もの は

Segregation を 出來 る丈無 くす る事 と Subculture の 回數 を多 く重ね る 目的か らで あ り， ユ ケ 月 間隔の 方 は 出來

る丈普通 の 植繼 ぎ期間に 近似せ しめ っ L 圓數 を多 くし よ弓と した の で あ る．

　（4） 比 較試瞼 ： 1 ケ 月間 隔累代培養 の もの は 5 次毎 に ， 5H 閤隔累代培養 の 方 は 工0次毎に，次 の 如 き事柄に 就

い て 比 較試 驗 を行 つ た．此 の 際各培 i融 ます べ て 10B ＆ 麹汁10m ’，に接種 し30℃
，
2 日聞前培養 して か ら各試驗に

供 した．

　（a） 細胞形 態 ： 麹汁寒 天 に 接種 し30℃ ，3 日 聞 培 養後 檢鏡 し た．長短軸 の 測定は 夫 λ 50個の 細胞を 任 意 に 邏 ん

で 行 D ．た ．

　（b）培 養約特徴の 觀察 ： 麹汁寒天 に 接穂し30℃
， 3 日聞培養 し た もの を麹汁駟膠斜面上 に 鋼線培養し1ずC

， 40
日後に 觀察した，
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　（c ）胞子 形成： 麹汁寒天 に 接種 し30℃ ， 3 日間培養 したもの を修ll　GoRoDKoWA 　X 天
8）に 接種 し30℃ ，

10日

間 培養後水 を 加 え て 菌體 を斜 面 か ら遊離 せ しめ，適當 に稀 釋 し血球 計 を使用 して 約 500 個 の 細胞 に 就 き其 の 胞 子

形成牽 を測定 した．

　（d） 糖類 の 醗酵性 ： 麹汁寒 天 に 接種 し30℃，3H 聞培養 し た後 LINDNER 小 醸酵試驗法 に よ り檢 べ た ．

　（e） 醸 酵 力 ： 10Bg ，麭汁 10・rll こ接種 し30℃ ，2 日聞 前 培 養 した もの sO ．5n：1を Glucose 　15％，K・citrate 　1％，

（NH4 ）2SO40 ．8％ ，　KH2PO40S6 ％ ，　K2HPO4 ・3aq　O．16％ M 琴SO4 ・7aq　O．05％ ，　Yeast　extract 　O．4％ な る

組成 の 培地
9 ） 100−r．1に 接種 し，ALWooD 醸酵管 を附 し て 30℃ に艀置 し 1 口 1 回 振動 し て 減量を秤 つ た．

　（f） 香氣 ： 10Bg ，麹汁50m ’に一白 金 耳 を撲種 し20℃ ， 5 臼聞 培養後，．練達 し た 14入 の 鑑定者に 依 蝦 して 官能

的に 比 較 した．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 覽　驗　結　果

　〔1〕 移植培地上 の 發育歌態

　 5 日聞隔移植 の 場合第30弐培養迄 を通 じ て 異駄形細胞及 び胞子形成 は 認め られなか っ た．Table　2 に 示 す如 く

　　　　　　　　　　　　　 Table　2．　 Cultural　 conditions 　 on 　 various 　 media ．

Five　days，　interval One 　 month 　intervaI

M 。di。 ［
　　　 t15

℃ 25℃ 30℃ 15℃ 25℃ 30℃

iGrowth　ColorlGrowtb　Co・or1〜｝rowth 　ColoriGrowth　ColorlGrowth　ColoriGrowth　Color

KY

α

伽

PRM

 

RS1

十

⊥「

十

十

十

十

十

十

十

士

　

yCCCCCCCC

キ

　
キ

　

や

　
ナ

　
キ

　
う

　
　
　
キ

　

ナ

什

卦

昔

も

廿

昔

卅

什

十

士

ybyyyyyyCCCCCCCC や

　

　

　

　

　

　

　

　

キ

壮

卅

卅

柵

柵

柵

柵

柵

朴

±

　　1C．yb
．CC
．yC
．yC
．yC
．yC

．yC
，y

C

℃

CCCCCC

　

b

サ＋

幵

骨

廿

什

廿

什

卦

＋

土

刪

冊

冊

冊

鼎

儡

珊

冊

昔

引

ybyyyyyyCCCCCCCC 刪

脚

儡

儡

柵

冊

冊

柵

卅

±

ybyyyyCyCCCCCC

弘

C

　　　　　　　　　Note　C ：cream 　 color ；y ： yellowish ； b ： brownish

固形 培 地で の 發育は 麥芽汁寒天が一番 旺 盛で あ り，各種植物抽出液添加 の培地が 之 に 次ぎ， 麹汁寒天 は 稍 々 劣 つ

て い た．色 調 は培 養温度 が高 い 程黄色3ζは 褐色 を櫓 び て 來るが，特 に 酵母抽出液添加 の 培地で は 其 が著 しかつ た．

1 ケ 月間隔移値 の 場合 に も發育朕態 と色＃ に 關 して は 前者 の 場合 と同康な事が 云え ろが ， 麹汁寒天 30℃ 培…養に

於 匸は大型胡瓜形細 抱 を含有 し未發逹 の Pseudomycelial 　 chains の 形成 も認 め られ た．す べ （の 閲形培地 を逋

じ ⊂云 える事 は25及 び30℃ 培養で は接翻後 3 〜4 遞 間經過す る と極め ⊂僅か で は あ るが胞子 形成を示 すが，15℃

培養で は 1 ケ 月 後 に もそ れ を認 め なか つ た．

　  細 胞 形 態 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ・

　 5 日間隔移植 の 場合 異 默形細胞 は認 め られ ない で 卵圓形乃至 楕圓形 で あつ た ．但 し Table 　3 に示 され る如 く

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Table 　3 ．　 Effect　 of 　 s 　uccessive 　 subculture 　 on 　 cell 　 form ．

　　　 Cell　form　was 　represented 　by　the　ratig 　of　 minor 　 axis 　to　 major 　one 　 of 　 ce ！L　Parent： O．78

Media

Five　days’interva1

10th 　transfer 20th 　transfer

・5C 　1　25℃ 30℃ 1ユ5℃
　 　 11

・5e・ 1・・b

・

30th 　transfer

『
・5e・ 1・5・C30 ℃

i　 　 One 　 month

　 　 　 interva1

K 　・．82 ・．781 ・．79

Y 　 O．820 ．8馴 0．780

．790

．860

．800

．82O

．790

．82

1 ・・h ・… f・・

0．780
．80O

．770

．80

15℃

0．76　「0．80
。．8、1。。73　　 1

・5
°
・ i… ．

0 ．77　　0．72夢
　 　 　

0・8310 ・8Q
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α

働
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恥
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．860
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　 　 dO
．8110 ，81
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　 　 11

：；9」．9：ll　　 　
0，74　10 ．82
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0．870
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．840
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0．780
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．790
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．82

0．81　10．77
　　 10
．81　10 ．79

　 　 　

0 ・
馴

0・83

0．81　ト0．76
　 　 tO
．78　　0．83

　 　 卩
0『77　10．80
0．85　10 ．78

0．82　！0曾78
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’
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．81

0
層
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．760
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HENNEBERG 培地 で 25及 び30℃ 培養 に 於 ごは 著 し く圓味 を糟 び C 來 る． 1 ケ 月 間隔移植 の 場合に も
一

股に 卵 圓

形乃 至楕圓形 で あ る．そ して 麹汁寒 天 30℃ 培養に は矢張 り大型 胡瓜 形 細胞力
’
満 干認 め られ た．

　（3） 培 養 的 所 見

　5 日間 隔移値の 場 合 HENNEBERG 培地 で 25及 び30℃培養 の 劃線培養は真の 表面 は い ぼ默を呈 し 邊縁 も出入著

し く明か に 異 つ た歌貌を呈 し て い たが ， 他 の 培養 の もの は 殆 ど同糠に 滑面 で あつ た． 1 ケ 月間隔移植の 場 含に は

す べ て一康 に 滑面 を呈 した ．

　（4） 胞　子 　形 成

　 5 日間隔移殖 の 場合 Table 　4 に 示 す如 く培養澀度 の 影響 が 認 め られ た．皀卩ち
一

設 に 30℃ 培養 の もの s 胞 子形

　 　 　 　 　 　 　 　 　Table 　4．　 Effect　of 　s コccessive 　subculture 　on 　sporulating 　ability ．

　　　　Spori 工ating 　ability 　was 　 represented 　by 　per　 cent 　 of 　sporulated 　 cells 　 on 　GoRoDKowA ’
s

　　　　agar 　 after 　10　days’ incubation　 at 　30°C ，　Parent；50％

Media

Five　days，
　in宅erval One 　 month

　 interva1

・・th ・ra ・ s… 1… h ・ran ・・er 30亡h　1：ransfer 5th 　 transfer

・5℃ 1・5°・ ［… 1・5°・ 1・5e・ 1舘 ・ 1・5e・ ・5
°
・ 1… II

・5
°
・ ・S

”
・　1…

KY

α

硫

PRM

 

HS
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四

181725

拠

1825

認

馴
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貯
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認

36401

　 　 1

313520

給

錚

郷
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ー

ユ
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お
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娼
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16

留
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錫
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盟

錫

餌

鈴
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必

以

45

姐
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ユ3

．29

訂

43

婁5 、
30

1043351422

、tS22539

認

40

成攀 は 比 蛟的大 で あ るの に 對 し ， 25及 び ユ5℃ ，培 養 で は同 程 度 に 小 な る値 を示 す。然 るに 1 ケ 月聞隔移穂 の 場 合

に は培養源鹿の 影響 に 關 し て 有意な差 を認め なかつ た，此の 場合 に は 15及び 25℃ 培養 の もの に 於 て 胞子形成傘が

前者 の 場 舎 に 較 べ 大 で あ り， 30℃培 養 に 於 て は 爾 者 の 間 に 差 は 認め られ な か つ た ．倫 1 ケ 月間隔移植 の 場 合 に は

麹汁寒天 よ り も麥 芽汁寒 天 が 優 掲 叉植物抽 出液 添加 の 好影響 が 認 め られ ，特 に 培 地轄換法 及 び蕉謄液法 は 胞 子

形成力 を持續す る の に 最適 の 様 で あ る。細枹形態 ， 培養的特徴 ， 並 び に 弐 に 逋 べ る醸釁力 の 點 で 最 も異 つ た 朕況

を示 した HENNEBERG 培地 で の 5 日聞隔移楠に 於ける25及 び 3e℃ 培養 は 其 の 胞 r形成率ガ魎 め て 大 で あつ た 纂

蟹・並 びに 5 日間隔移植の 場 合 小なる 形成牽 を示 し た麥芽汁寒天 が 1 ケ 月 間隔の 場 合に は 寧 ろ大 な る形成 葷 を示

し た 事 實 等 は 注 意 を惹 い た ．

　（5） 穃類 の 醸酵性

　5 日及 び 1 ケ 月 間隔移随 の 兩者 と も親株 との 差異 は 認 め られなか つ た．鞘類 の醸酵性1は極め て 安 宏し た悔質で

ある と諏 5饗來か ら の 見解 を支持するもの で ある，
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（6｝醸　 酵　　力

各培地の 培養 とも醸釁終了後 に は大體 ア ル コ ール 7．4V 。1％ ， 殘糖0．4％を示 し差異 は 認め難い ．從つ て 接種後

3 日 目 に 於け る COa 　X 生量 を以 て 便宜上醸驛力 を比 較す る事 に した．それ は Table　5 に 示 す如 く， 5 日間隔移

　　　　　　　　 Table　5，　 Effect　of　successive 　s ロbculture　on 　fermentation　power ．

　　　　　 Fermen 声ation 　power 　was 　represented 　by　CO2　production 　in　g　after 　3　days，

　 　 　 　 　 　 incubation　 at 　30℃ ，　 Parent ： 5ユg ．
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．t　 1 ケ 月

間隔移植 の 場 合 に は著 し い 低 ドは 認 め られ　　 Media

なか つ た．暁 の 點｝こ關 し て は 更 に 檢 討 を要

す る・　　　　　　　　　　　　　　　　　　 K

　（7） 香 　 　　氣　　　　　 　　　　　　　　 Y

　香氣 の 優劣は 1，2，3の 順位 で 表わ し （點　　　 Ct

數の 小な る方が優れ て い る事 を示 す）， 14人　　　 Cn

の 鑑定者   合計 順位 の 大 小 を以 て 比 較 し た ．　　
P
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び蔗塘液 法 を用い た もの が固形培地 に鞍べ 、
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Rn
て 翻 曙 しく．働 ている事 1鯉 攀蟋 く・・一・．、H 、

固沸 葦脚菟於て は 埴物抽出濯添加の 艇響は 　　　S
、

到然 と し ない が ， 25℃ 培i鬱に は香氣 の 著 し

植 の 場合 HENNEBERG 培地で 25及び 30℃ 培養 は著 し く醸酵力 の 低下 を示 した 事を除 い て ，
一般に培養週度の 影

響 は 認 め られ な い が ， 培 地轄換法 及 び蔗糖液法 は 比 較的好適 な條 件 に あ る． 1 ケ 月 間 隔移植 の 腸 含に も培養瀏麗

の 影響 は勃 然 とし ない が ， 醗酵力 を 持績す 　　Table 〔i，　Effect　ef 　successive 　subculture 　on　flavour　of　Sak6 ．
るに 適 したもの として は矢張 り培地轉換法　 Discrimination 　of 　flavour　of 　each 　culture 　was 　repres   ted

で ある と思 われ る． HENNEBERG 培地 で 　　by　the 　total　orders 　given　by　14　sensorial 　test 　examiners ．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 The 　smaller 　 nu 珮 ber　 indicates 　 the 　 order 　 of 　 the 　 better
25及 び3〔〕℃ 培 養の もの は 5 研 間隔 の 場 合 非
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 flavour　of 　 cultUre 　 liquid．
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＜劣つ た例 （＞ 3g） が 翼 タ見 出惑れた Tt そ し て
一般 に侭瀝保 存 （15℃ ） の 方 が 香 氣 の 點 で 好適 で あ ろ と思 われ る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 者　　　　　察

　上 述 の 如 き諸種の 現象論的遉 究 は未だ 準行中 で あ り ， 今後更に Subculture 、の 囘 蠍 を重ね實驗 を繰返 さなくて

は 結 論的 な事 は 云 え な い 譯 で あ る．純系で ない 酵母は 胞子 を 形成すれ ば新 しい Genotype を分離 し て 變 異 が 現わ

れ る か ら，胞子 を作 らない 中 ｝：　Diploid を移植す る事は 必要 で は あるが ， 保存に は 培 地 の 性 質 も等閑に附 せ られ

ない 冫考える．清酒酵母 の 保存 に 從來か ら比較的贋 く使用 され て い る麹汁寒天單獨 よ り も麥芽汁寒天 が優 りt 更
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（442 ） （暗村 ， 河 野） 夏 蜜 柑 菓 軒 襞 造 に 蘭 す る 基 虚 韵 枅 究 （鑛14報）

　に 種 々 の 植物抽出液 を 麹汁に 添加す る事 に よ り變性 （退化）が 比 較的緩 慢 とな る樣 で あ り，特に 培地轉換 法 に 於

　て變性 が 少 い の は 成長素其 の 他 必 須微量成分 の 偏奇 か ら救われ るた め で は ない か と考 え る．夊清瀬酵母 と し て の

　香氣 の 點 に關 して HENNEBERG 培 地及び 蔗糖液 法 が好適 で あつ た 事 は今後 の 問題 と し て興昧 の あ る 事柄 で あろ

「
と考え る．之 を 要 す る に 累代培養に よ る酵母菌株 の 保 存 に 就 い て は培 地 の 組成條件が先 づ 考慮 され なけ れ ば なら

　な い が ， 更 に 物理的諸因子 も考慮 に 入れ る必要 の ある もの と考え る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 要　　　　　約

　　清酒酵母を累代培養して 保存す る場 合に 生ず る變性 を細 泡形態，培養的特徴 ， 胞子形成力 ， 糖類の 醸酵性 ， 醸

　酵力 ， 並 び に香 氣の 諸點 に就 い て 觀察 した．其 の 結果 麹汁寒天 よ りも麥芽汁寒天 が稍 々 優 り， 碕麹汁に 乾燥酵母 ，

　人參 ， 王 蜀黍 ， 馬鈴薯，米糠等 の 抽出液 を夫 々 添加する と變性が 更 に緩慢となる傾向 の ある事 が 認め られ ，特に

　それ らの 培 地韓換法 は最も好適な結果 を 示 した．要 す るに累代培養に よ る菌株保存に は 可 及的に Segregationの

起 ら な い 状 態 ，具 體 的 に は本 實 驗 條 件 で は 15℃ の 低 温 に 置 く と共 に 供試 の 培 地 を 順次 轄換 し て 行 く方法 が 最 も良

　い 結果 を 得 た．

　終 りに 酵母培養液 の 香氣 の 鑑定を煩 わ し た大 阪國税局鑑定官室長武藤始太郎氏をは じめ 同 室 の 各技官 の 方 々 に

深謝 致 し ます．
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果 汁 の 褐變機構 に つ い て （其 の 4 ） glucose ・ glycine 反 應

野 村 男 典 ・河 野 正 夫 （山 ロ大 學 農 學 部 ）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 緒　　　　　誉

　著者等 は先 に 本講（第10報 ）
1） に ア ミ ノ 酸が此 の 種褐變 に大 きい 影響 を與 え るこ とを報告 した．こ の 反應は一一ma

に MAILLARD 反應9 と呼ばれ，邃 元 糖 とア ミ ノ 酸 との 聞 の 反應 と して ，よ く知 られ て い る．然 し其 の 機樗に つ

い て は 尚推察 の 域 を 脆 し な い 部分が 多 い ， 著者等 は こ の 種 機簿の 一部 で も明らか に し よ 5と志 し ， glucose と

glycine を各 々 の 代表 に邏 び， 兩者 を用 い て 多少 の 研 究 を行つ た．こ の 報 告 は其 の 結果 の
一
鄭 で あ る．

　 こ の 種反騾 の 最終産物 は 高度 の 重 合化合物 で ある黒色 の melanoidine と呼ば れ る不 定形 の 物質 で ある が，そ

の 生成機簿 は 先 に もふ れ た 通 り， 必 ず し も一
定 で は ない ．然 し ，　

’
− tしら の 中 で 最 も鶉嘗 とされ て い る機簿を簡單

に 紹介 し て 殿 く．

　先 づ 反懸 の 第
一
段 階 と考え られ て い る の は N 一

配糖禮 の 形成 で ある．こ の N −substituted 　glycosyiamine （N 一

配 糖 鐙 ） の 確 認 は GOTTsCHALK ，　PARTRmGE 兩 氏 等 3） の
’“　一　．〈　P一ク ロ マ トグ ラ フ 法 に よ る もの 以 來多 くの 研

究 が あ る
4＞−6）、本邦 で も最近足立氏

7）が 其 の 分離 に 成功 して い る，禽此 の 反賑ほ HANNANS ）
，
　HAUGAARD9 ，兩

派 の 研 究 の 結 果，麹 の よ 5な反應機構 が 示され て い る．．
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