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2H14−5　　 ポ 1丿1丿ン酸高度蓄積酵母の 育種

　　 　　　　 ○松陵 慎
一

朗，西川 絵 梨，向 由起夫

　　 　　　　　〔長 浜パ イ オ大院 ・バ イ オ サ ．
イエン ス ）

2H15−1RhizoPus 培養液を 用い た 有機性廃棄物 か ら の エ タ

　ノ
ー

ル と乳 酸の 生 産

Ot’「・村 佐知 子，門倉 利守，本多 宏明，浅川 大輝，中里 厚実

〔東農大
・
醸造）

【日 17y】リン 鉱 石 は 今後100年 で枯渇 す る。　．
方で 湖沼へ の 過剰な リン の 流

入 に よ っ て 富栄 養化が 引 き起 こ される 。こ れ らの 問題 は水中か ら リン を回

収 して 百利用す る こ とに よ り解決さ れる c水 中の リン をポ リリン 酸 として

蓄積 す る細菌を利用 した 生物 学的脱 リン 法が 実用 化 されて い る。本研 究 で

は 、酵 母を利 用 して リン を回収する こ とを 目指 して 、多 くの ポ リリン 酸 を

蓄積 す る 酵母の 育種 を試 みた ．
【方法及び 結 果】出芽酵母 ，Sα vcha ・rem ）

lces
　ce
・revi．siatt の 巨 つ の遺伝子 を破壊 す

る こ とに ．よ り、多 くの ポ リリン 酸 を蓄積 で きる と考えた。高 リン 酸条件下

で 多 くの リン 酸 を取 り込 ませ る た め に、転写活性化 因了Ph ｛，4 の負 の制御過

伝子 PHOSO を岐壊 し、酸性ホ ス フ ァ ターゼ遺 伝子 PHO5 と リン 酸 トラ ン

ス ボ ータ ー
遺伝 子

・PHO84 の 転写 を活性 化させ たc 液胞 の ポ リリン 酸 を分

解さ せ な い た め に、ポ リリン 酸ホ ス フ ァ タ…ゼ遺伝
．
子 PHM5 を破壊 した ．

液胞 サ イズ を大 きくする ために 、液 胞の 形態 と機能 に 関与する 1・ABI 遺伝

子を破壊 した 。こ れ ら三 つ の 遺伝 了の 単 独、
．．
重 お よび二 重遣伝f 破 壌株

を作成 し、それ らの 酸件 ホス フ ァ ターゼ活性 と
’］1P−NMR を用 い た ポ リ リン

酸蓄 積量 の 測定 を行 っ た。高 リン 酸 条件 下で ？）hoSO変異 を含 む す べ て の株

の酸 性ホ ス フ ァ ターゼ活性 が 上昇 した の で、ρHO84 遺 伝 子 の 発現 上 昇 に

よ リ リン 酸取 り込み 活性が 上昇 する こ とを期 待 した。Pho80変異 株 は、野

生株 よ りも約 7倍多い ボ リリン 酸 を蓄積 した。PhoSO多重変異株 で もPho80
変異株 とほ ぼ同」

ヨ
の ボ リ リン酸 を蓄積 し た。従 っ て、Phm5と ．脚 1 変異 に

よ トりボ リ リン 酸蓄積 量 を上 昇 させ る こ と はで き なか っ た 。

【目的】液体培 地 に通気撹 拌培 養し て得 られ るRh・izopus培養液は 、多 くの 有

機酸 を 生成 し、清酒 醸造 で の 腐 造乳 酸 菌 を仰 制す る ほ か、酵母 の アル コ
ー

ル耐 性を増強す る作 用が あ る た め 新規酒類 の 開発に も利用 で き る こ とを報

告 した。また ，Rh．培 養液 中 に は 各種酵素 も生産 され るた め酒類製造 に 限ら

ず有 効利 用 が 可 能で あ る と考 え られ る。本報告 で は，近年 の 環境 問題 に 対

応 したバ イ オ エ タ ノール 生 産 に 着 日 し，Rh．培養液 を用 い た有機性廃棄物 か

らの エ タ ノ ール と乳 酸 の 生産 に つ い て検討 した。
【方法 お ．よび結 果 】 脱 水 生 ごみ と 白糠 を原 料 と して 、ジ ャ

ーフ ァ
ーメン タ ー

に よ t）R．arrh ？ tOSgts4 株 を用 い て Rh．培養液 を調製 し、これ に 直接原料 を

添加 し，清酒 酵 母 を加 え て エ タ ノ ール ，お よび 乳酸 を生産 した 。Rh 培 養液

調製 後の 原 料 添 加 方 法 と して 総原料 を 一
段，二 段 お よび 三 段 で 添加 し、

i段 で 添 加 す る方法が 最 も効率 良 くエ タ ノ ール が 生産 され た。その ため、
三 段 で添 加 す る方法 を用 い、糖化 酵素剤 （グ ル ク SB ）に よ る高温糖化法 と

比 較 検討 し，10 日間で Rh．培養液を用 い た 方法 で はエ タ ノ
ー

ル が8．2％ ，酵

素剤 で は IO．2％ で ，酵素剤に よる 方法が上回った。しか し，　 Rh ．培養液 に は

酵素 剤に劣 らぬ 糖化 JJが あ り，好気性細菌の 増殖 と乳酸 菌の 活勤 を抑制す

る可 能性が 卞唆 され た 。また ．Rh ．培養液中に 4：産されたL一乳酸 は Ll％ で，
エ タ ノ ー

ル 発酵終 rまで 残存 してい たた め回 収が 可 能で ある こ とが 考 え ら

れ．エ タ ノ
ー一

ル と乳酸の 同時生産にRh．培養液 を有効活用 で き る こ とが 示 唆

され た。
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2H15−2 　余剰米 を原 料 と し た固体 エ タ ノ
ー

ル 発 酵 シ ス テ ム

　の 開発
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　進室）

【目的1無蒸煮の 余剰 米を原料 として 発酵法 で得 られ る エ タ ノー一ル は 、石油

の 代替エ ネル ギ
ー

として 注 日 され て い る ．一方で 、既 存の エ タ ノ ール 発酵
シ ス テム は液体発酵法 が 主流で ある た め 、蒸留 時 に 高 濃度 の 蒸留廃液が 排

出 される こ とか ら、その 処 理 処 分 に 苦慮 して い る 現 状 が あ 7」 ，．本研究で は

液体発酵法に よ る エ タ ノ …ル 生産シ ス テ ム に 変わ る新 規 シ ス テ ム と して蒸

留廃液 の 排出 を極 力抑制す る こ と を可 能 に す る 固 体発酵法 の 適用 を 試み

た。今同は、米の性状 とエ タ ノ ー．一ル 生成 量 の関 係 に つ い て検 討 した ．また 、
半 連続的な固 体発酵に お け る 物質 収支 を 明 ら か に し、固体 発酵法 の有 効性

を評価 した．【方法お よび結果】供試 酵素剤 は コ ク ゲン G20 を用 い 発酵 酵母

は焼 酎酵母を用 い た。供 試米 に は 、籾 殻付 き う る ち 米 、うる ち玄 米の 2種

類 の 米10kg を各 々 割砕 して 用 い た 。籾 殻付 き う る ち 米 は うる ち玄 米に 比 べ

効率良 くエ タ ノ
ー

ル生産 が で きた。発酵 3 口 目に あ ら か じめ もろ み 全量 の

5％ に あた る 0．5kg を引 き抜 き、残部 の9．5kgを 蒸留 した c蒸 留 後 、蒸 留残 渣

と引 き抜い た もろ み を混 合 し再発酵を行 っ た。こ の操 作 を 3 回繰 り返 し半

連続 発酵を行った。こ の 時 の 物 質収支 は、籾殻 付き う る ち米 10kgよ り99％

エ タ ノ・一ル が約SL 生成 され、3、6kgの 蒸留残 清が 発生 し、不 明分 は 0．4kgで
あワた、蒸留廃液 の 発生 は認 め ら れなか っ た．，

2H15−3　　 微生 物 を指標 と した よ もぎ発酵 液の 品質管理

　　　　 　　 〔．）芳田 理佳，向 由起 夫

　　　　 　　　（長浜バ イオ 大院 ・バ イオ サイエ ン ス ）

【目的】よ もぎ発酵液 は、よもぎの圧搾 抽出液 に糖 蜜や 火然塩 な ど を加 え て

発酵 させ る こ とに よ りつ くられ、生 ごみ の 分 解促進や脱臭な どに利坩 され

て い る ．よ もぎ発酵液は様・ぐ な企 業 ・団体で つ くられ て い る が、それ らが

同 じ微生物を含ん で い る か どうかは明ら か で ない 。本研究で は、よ も ぎ発
酵液 の 品質を管理 する こ とを 目的 として 、2 種類の よ も ぎ発酵液に ど の よ

うな微生物が含まれて い る の かを調べ 、それ らの 比 較を行っ た ．【方沙 と結
果】 よ もぎ発酵液の 試料 として 、［よ もぎの 力」（NPO 法 人琵 琶湖 自然浄化
プ ロ ジ ェク ト） と

一
ft恵緑汁 」 〔H 本畜産）を 用 い た 。まず、これ らの 発酵

液か ら標 準寒 天培地 に SO ℃ で コ ロ ニ
ー

を形 成 す る微生物を 分離し、その

16S 　rRNAiCl 伝子 （16S 　rDNA ）塩某配列 の相 同性検索 か ら微生物種 を推定
した ．「よ もぎの カーか らは主 に Bacittus属細 菌 とAcetobacter　ts細菌を 分離
した。「天 恵緑汁 1 か らはβα‘漁 硲属細菌 とJ．a．cioba ‘

．iUU5’属細菌を 分離した。
次 に 、発酵液 か ら 直接抽 出し たゲ ノム DNA を鋳型 として PCR に よ り 16S

rDNA を 噌幅 し、　 DGGE 法 お よび ク ロ
ー

ン ラ イブラ リー法 を行 っ た 。異 な

る年 に製造 され た 「よ も ぎの 力」 で は同じようなDGGE バ ン ドパ タ ー
ン を

観 察 し、主 要な バ ン ドは Acetebactei’ma細菌で あ っ た。1天恵緑汁　でみ られ

るバ ン ドの い くつ か は 「よ もぎの カー1 の それ とは異な っ て い た 。r犬 恵緑
汁」か ら増幅 した 16S 　rDNA の ほとん どがLactobacittus　M細 曲由来で 、全体
の7割 が 1種類の Laciobacitlzas属 細菌 で 占め られ て い た。以 上の 結果か ら、2

種類 の よ もぎ発酵液 に 含 まれ る主 要な微生物 は異 な っ て い る と結論した 。
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