
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

第 2 号 ，　 2 月〕 ア ル コ ール の 連続醗酵に 関す る研 究 125

〔醗 工 　第45巻．第 2 号，p．　125v136 ，1967〕

ア ル コ ー ル の 連続 醗酵 に 関す る研 究

（第 2 報 ） Viable　yeast の 消長 に 及ぼ す 醗酵 条件 に つ い て

西 山 繁義 ・入 江 　淑郎 ・今井　富雄

（合同酒精株式会社中央研究所）

Studies　 on 　Continuous　 Alcohol　 Fermentation

（II）　 On　the　Fermentation　 Conditions　for　Obtaining　High　Levels

　　　　 of 　Viable　 Yeasts

　　Shigeyoshi　Nishiyama，　Yoshio　Irie　and 　Tomio 　Imai

（Central　Research　Lab ．，　Godo−Shusei　Co．　Ltd．，　Matsudo ，　Chiba ）

　　　In　order 　to　obtain 　a　 steady 　state 　of　oontinuous 　alcohol 　fermentation　in　corn 　mash 　sac ．

chari 丘ed 　by　liguid　black−k〔〜戸，　it　was 　 necessary 　 to　 keep　Iligh　 levels　 of ．viable 　 yeasts，　 as

reported 　in　previous 　studies ．

　　　In　this　study 　some 　fermentation　 oonditions ，　 which 　were 　assu 皿 ed　to　be　closely 　 related

to　a　viable 　yeast　levels
，
　 were 　tested　 in　batch　fermentation．

　　　Fer皿 entation 　 temperature
，
　 fermentation　 meth 〔〕ds

，
　 yeast　 strains

，
　 kind　 of　 medium ，

sterilization 　of　medium 　and 　pH 　were 　examind ．　 All　these　conditions 　influenced　the　levels　of

viable 　yeasts．

　　　Among 　these 　oonditions
，
　pH 　of 　medium 　was 　 assumed 　to　be　the 皿 ost 　impOrtant　factor．

　　　In　order 　to　keep　pH 　above 　4．O　 addition 　of　 supplements ，
　such 　 as　CaCO3 ，

　 K2HPO40r

urea ，　was 　 found　to　be　most 　 effective ，　b  aUse 　it　could 　prot  t　pH 　of　 mash 　from　decreasing．

　　　Appling　these　results 　to　continuous 　alcoho 正fermentation　using 　a　two 　vessel 　system 　with 　a

2L．Marubishi　jar　fermentor，　high　 levels　above 　90％ of 　viable 　yeasts　could 　be　consequently

obtained 　at 　a 　steady 　 state 　for　abOut 　500 　hours　using 　both　yeast　MN −4，　whlch 　was 　screened

as 　 the　most 　suitable 　 rate 　for　 oontinuous 　 alcohol 　 fermentation，　 and 　 yeast　 Hakken−No．1，

with 　which 　it　was 　 most 　di缶cu 互t　to　keep　high　levels　of　 viable 　 yeasts　in　batch　culture ．

緒 言

　前報
1）

に お い て 報告せ る ご と く，著者 らは 連 続醗酵 に お け る 2〜 3 の 条件 に つ い て 検討 し，そ の 結果 に 基づ き

玉 蜀 黍 糖 化 液を 用 い て 回分醸酵 に お け る growth 　curve を求め，　 feed　rate を算 出 し 2 槽式 に よ り連続譲酵 を 行な

っ た ．そ して 醗 彜開始後 しば ら くは 順調な経過 を 辿 っ た が，そ の 後醸酵時間の 経過 と と もに第 2 槽に お ける酵母の

弱化 お よ び 死滅 が 甚 だ し く，viable 　yeast の 減少 に よ り遂 に 連続醸 酵の 定常状態を維持す る こ と が 困難 とな っ た．

　
．
七 字ら

2・3） は糖蜜 な らび に 亜 硫 酸パ ル プ廃 液の ア ル コ
ー

ル 醪酵 で み られ る酵母の 弱化 ま た は 死滅現 象 に つ き検

討を 加 え ，通 気，撹拝 ， 培養温度 ， 代 謝 生産物 と して の ア ル コ ール 濃度 ， 酸度 ， pH な どに よ る 影響が 大 きい こ

と を報告 して い る．また Joslyn4，5） は 酵母 の 死 滅，な らび に 自己 消化に 及ぼ す pH ，温度，培養条件 に つ き検討

を 加 え 自己消化 は最 適 pH で 培養す る こ と に よ りある 程度防 ぐこ とが で きる と して い る． こ の 他各穂環境 と
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同様 に菌株 に よ っ て も自己消化 の 速度が 異な り， 好気的条件 で培養す る と促進 され る と報告 して い る．さ らに ，

Sacch．　Carlsbergensis を 用 い た連続醸 酵 で み られ た growth の 変動 の 現 象 に つ い て Finn6） は pH の 変 動 が 大

きな 要因で あ る と述べ て い る．一
方 KCP 消化液 の 連続殿酵 に 関 して は 富金原 らり の 報告 が あ り ， 死滅酵母に よ

る悪 影響 は 少な い と して い るが，著者 らは 長期 に わた っ て 連続髏酵の 定常状態を維持す る ため に は 必要量 の

viable 　yeast を 保持す る こ と が 肝 要で ある と考 え，これ に 関係す る と思 わ れ る 要因に つ い て ，2・3 の 検討を 加 え た．

　す なわ ち前報 で 報告 した ご と く酵母の 弱化 お よ び 死滅の 現象 は麦汁培地 で み られず，玉 蜀黍糖化液培地 で み ら

れ た こ と，また 玉蜀黍糖化液培地を 用 い て 連続醗酵を 行な っ た 場合 pH が 3．6〜3．8と異常に 低 い推移を示した こ

とな どか ら培地の buffer　action の 不足 な どが主 な原因と考 え られ た の で ，こ れ を補うた め，種 々 の supplement

を添加 して 実験 し，
こ の 他要因 と思 わ れる醗酵方法 ， 培養温度な らび に 酵母菌株 な どの 影響 に つ い て も回分醗酵

で 検討 した．

　 しか して pH の 低下を防ぐこ とが最 も有効 で あるこ とが わかり， こ れ を連続醸酵試験 に 応 用 した と こ ろ，酵

母の 弱化 お よ び 死 滅を 防 ぐ こ と が で き，長期間に わ た り，feed　 rate の 変動 に 対応 した 定常状態が 得 られ た の で

そ の 結果 に つ い て 報告す る．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 実 　 験 　 方 　 法

　1．培地の 調製　　ケ ニ ヤ 産 玉 蜀黍 を用 い 第 1 報
1）で 述べ た 方法 に よ り調製 した．こ の 培地 の 直糖分 は14〜15％ ，

全窒素 は 80〜90mg ／100m1 で あ っ た．

　2． 醗酵方法

　1）　回分醗酵は 500　rn1 容三 角 フ ラ ス コ を用 い 液量 300　ml で 行な い 醸酵温度， 醗酵方法，培地の 種類，酵母

菌株の 比較な らび に supplement 添加 の 基 礎 的 条 件 を検 討 し ，
こ の 結 果 を jar　fermentor に 応用 した．

　2） 連続醗酵は丸菱式 jar　fermentor （容量 2〜，2槽式）を使 用 し， 液量 1Z で 第 1 報で 報告 した 条件で 運転 した ．

　3． 分析方法お よびその 他の 実験条件　　　第 1 報 に 記載せ る ご と くで あ る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実験結果 お よ び考 察

1・ Viable　yeast の 消長に 関係する諸 要 因の 回分醗酵に おける検討

1） 静置培養 と振 盪培養　　連続醪酵 で は 連続撹拝 を行な い 液内菌 濃 度を 均
一

に し近路現象を防ぐの で ，静置
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Fig．1．　 In丑uence 　of　fermentation　methQd 　 on 　viable 　yeast　level，　 numbers 　 of 駄）tai　yeast 　 and 　 sugar

　　　　utilization 　in　oorn 　mash 　saccharlfied 　by　liguid　black．kOji　（1）
　　　　○

…
　total　yeast　　　● …reducing 　sugar ，　as 　giucose 　　　x …viable 　yeast

　Fermentation　lnethod 　A ；stationary 　fermentation，　 B ； shaken 　fermentation （150　rpm ）
　Medium ； com 　mash 　sacchari 丘ed 　by　1加 id　black．k〔yガ，　Strain； alcohol 　yeast　H −1，

　Ferm ，　temp ；30土 1℃ ．
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培養 とは大分異 な っ て い る．した が っ て こ の 培養方法に よ る影響も考え られ るの で ，静置培養 と振盪培養の 比較

を行な っ た．こ の結果を Fig．1 に示す．酵母の 増殖，糖消費速度は 振盪培養区分 が大で あ る の は 当然 で あ る が ，

viable 　yeast ％ の 低下速度も大で あ っ た．本実験結果 よ り振盪培養 （jar壬ermentor 使用）の 方 が 酵母の 弱化ま

た は 死 滅 しやす くな っ て い る こ とが わ か っ た が ，
こ れ は Jeslyn‘・s） の 報告して い る 事実 と一致 した，

　2） 平行複醗酵と単行複醗酵　　 蒸煮後冷却し，糖化剤添加俊も冷却を続け酵母を加 え，糖化と醸酵を平行

して 行なうい わゆる
“
平行複醗酵

”

させ た場合と，あ らか じめ 糖化液を作り，それ に 酵母を投入 して 醗酵の みさ

せ る い わ ゆ る
“
単行複醸酵

”
の 場合 に つ い て viable 　yeast ％ に お よ ぽ す 影響 を比 較 し た．た だ し培地 は 同 じ ロ

ッ トの もの を用 い た ．

　 こ の 結果を Fig．2 に示す．すなわ ち pH ，酸度な ど に は大差が み られな か っ た が，酵母 の 増殖およ び viable

yeast％ の 消 長 に 対 して 大 きな 差 が み られ た．す な わ ち平 行 複 醗 酵 区 分 の 方 が い ず れ もす ぐれ た結 果 を 示 し，特

に viable 　 yeast に つ い て 培養90時間 目 に 70％以 上残 っ て い る に もか か わ らず ， 単行複醗酵区分 で は 20％ に下 り

後者 に おける viable 　yeast ％ の 低下 の 著しい こ とが認 め られ た．
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Fig，2．　 Influence　of 　fermentatiQn　method 　on 　viable 　yeas目 evel
，
　numbers 　o 正 total　yeast　and 　sugar

　　　 uUlization 　in　corn 血 ash 　sacchari 丘ed 　by　ligitid　black一燈φ∫．（II）

　　　　O …total　yeast　　　●
・− reducing 　sugar ，

　 as 　glucose　　　 × …
　viable 　yeast

　　　　＋ …pH 　 　 　 ［コ
…acidity

　　　　Fermentation 　 method 　A ； Heik6 　Fukuhakko ，　 B ；Tank δ Fukuhakk6

　　　 Medium ；com 　 mash 　sacehaTified 　by　ligzaid　black・厨 ど

　　　 Strain； alcohol 　 yeast　H −1
，
　 Ferm ，　 temp ．； 30± 1°C．

　3） 酵母菌株　　酵母 も Joslyn4・5） の 述べ る よ うに 菌株に よ り死滅 しが た い もの と，そ うで な い もの が あ ろ う

と考えられる の で これ に つ い て 検討 した．菌株と して 発 研 NQ ．1 菌 の 他 に既 知 の 8 菌株 と著者 らが 分 離 した 未

同定 の 3 菌株を用 い ，静置お よ び振盪培養に よ り比 較検討を 行 な った ．こ の 結果を Table　1 に 示す ．静置お よ

び振盪両 区 分 と も大体同
・．一

傾向を示 した．本実験条件 で は 発研 No．1 菌 は醗酵 力 は強 い が特 に 死滅しや す い こ

と が わ か っ た．Schixosα cch ．　 mellacei ，　Schi20sacch．　Pombe お よ び 協会 6 号菌 は醸酵速 度が や や緩 慢で あ るが ，，

醗酵終了後の viable 　yeast ％ は高 い ．ま た 残直糖 分 が や や多 い ビール 酵 母 NQ ．25 菌 は87％以 上の 高 い viable

yeast％ を示 し死滅 しが た い こ とが 判明 した．連続醸酵 に 使用 す る酵母 と して は醗酵速度が 速 や か で か っ viable

yeast ％ の 高い 菌株が 望 ま しい が，以 上 の 結果か ら我 々 は こ の 目的 に合致す るもの と して OC 　No．2 菌お よ び

著者 らの 分 離 した未同 定 の 酵母 MN −4 菌を 選 ん だ．本実験結果 よ り
一

般 に 醸酵力の 強い 酵母 は 死滅しや す い と

言 う
一

見相反 す る関係 が み られ た が ， さ らに醸酵力強 く死滅 しに くい 新 しい 酵母菌株 の 分離 が 必要と思 わ れ る．

　4） 培地の 種類　　第 1 報 で 報告せ る ご とく viable 　yeast ％ は麦汁培 地 で は高 く．玉蜀黍 糖化液培地 で は 低

下 す る こ とが 認 め られ た の で ，玉 蜀黍糖化液 と麦汁 な らび に buffer　action の 強い 糖蜜培地の 混 合比 率 を 変え て

醸酵 させ viable 　yeast ％ に 及 ぼ す影響 に つ い て 検討 した．
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Table　 1．　 Influence　 of 　various 　yeast　 strains 　 on 　 viable 　 yeast 　levels　in　 stationary 　 or 　 shaken

　 　 　 　 fermentation．
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値）

眺

老
℃

く

，
旨．
〉

・… 1・・

1 ・19
［
97

228　

ρ
0695i4

，670440

．96270

．73830

．9540

5．20 ．ε8G ．97　72
　 　 　 　 　 　

3・8… 8 ・・エ・「51

4．1b 、316

．εio，874
．70．23

　 　 0．786

．90．906

．00．86

11。20 ，259

．70 ．257

．20 ．88
　 ［

1：1腰
　 1

Medium ； com 　mash 　saccharified 　by　commercial 　enzyme 　preparation，　 Ferm ．　temp ．； 25 土 1 °C
　

＊O．D．； absorbancy 　at 　530　m μ of　20　times　diluted　mash ，　　＊＊V ．Y ．； viable 　yeast （％ ）
＊＊＊R．S．； reducing 　sugar ，　as 　glucose （％）．

　〔1｝ 玉 蜀黍糖化液と麦汁混合培地　　こ の 結果を Table　2 に 示す．麦汁培地の pH が5．30で ある の で 玉 蜀黍

糖化液の pH も 528 に補正 した．主醗酵終 了 後の viable 　yeast％ の 推移をみ る に 麦汁区分が111時間目に36％

と最 も高い 値を示 し，同様 の 結果が両者混合区分 で も得 られ た．しか し玉 蜀黍糖化液単独区分 は 8％ と低 い 値し

か 示 さなか っ た．

Table　2．　 In丑uence 　cf 　the 　kind　of 　lnedium 　on 　viab 】e 　yeast　level，　 numbers 　 of 　total　yeast

　　　 　 and 　sugar 　utilization ．（1）

　 Composition 　 of 　 medium

pH

Corn 　 mash

Wort

5．285

．30

Brix 1
16．617

．7

Acld・ty （・ 1） 1
2．45

．0

R ．S14

．7712

．29

Analysls　of　fermented　 mash

hrRatio

　 ofcornmash

　： wort011

110

39

　 ネ

T．Y ．

52120108

　 ＊＊

V ，Y ．

9393100

　 ＊＊＊

R ．S．

6。32

．41

．8

63 87

lT・’・V ．Y ，R ．S．　 T ．Y ．V ．Y ．　 R ．S．

111

98180168941L3

9・ ！・．8

9・ i・．8

98172162

T ．Y ．　 V ．y ．　 R．S

4

ワμ

2

ρ
◎

7G

ワ

  ．60

．7

Lol 　 72
［

　　　　　 工《4

　　　　　 152

　83436 0．70

．50

．8

Medium ； wort 　or　corn 　mash 　sacchari 丘ed 　by　J嶼 ∫41 冫lack・ktゾi　was 　used 　in　the　shown 　ratio ．
Fermentation 　cond ｛tion ； stationary ，　 Temp ．； 30± 1°C，　 Strain； alcQhoi 　yeast　H −1．
＊total　yeast　（× 106），　　　

＊＊
viab 皇e　yeast 　（％），　　

＊ ＊＊
reducing 　sugar ，　 as　glucDse 　or　malto3e 　（％）．

〔2｝ 玉蜀黍糖化液と糖蜜混合培地　　この 結果は Table　3 に 示す ご と く麦汁混合培地 と同 様な 傾向を 示 した．

N 工工
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Table 　3．1nfluence　 of 　the 　kind　 of 　 medium 　 on 　 viable 　yeast 　 leve1，　 nurnbers 　 of 　 total　 yeast

　　　　　and 　sugar 　utilization ．（II）

　 Co 皿 position　of 　medium

pH Brix Acidity（ml ）

Corn　 mash

Melasses

5．205

．30

116 ．024

．0 ｝
2．52

．2

R ．S．

14．5015

．90

Analysis　 of 　fermented 　 mash

hr 28 50 76 100

Ratio　 of

鑑鉦 m ・1… e・

　 　 ＊

T ．Y ．
　 ＊＊

V ．Y ．
　 ＊＊＊

R ．S ． T ．Y ．V ．Y ．R ．S， T ．Y ， V．Y ， R．S． T ．Y ． V ，Y ． R．S．

110 011 4・ 92 … 21 °° 853 ・71

85 　　 98　　 7．9 　　120 　　80 　　 2．2

50　　　　90　　　　5，8　　　110　　　97　　　　3．8

70　　　56　　　　0．7　　　　70　　　　7　　　0．4

100 　　50　　 0，9 　　100　　38　　 0．9

90　　　80　　　　1，3　　　 90　　　84　　　 L2

Mixed 　 medium ； molasses 　 and 　 cQm 皿 ash 　 sacchari 丘ed 　by　liquid伽 c ．々砌 ∫．

Fermentation 　condiUol1 ； stationar ア，
　 Temp ．； 30± 1℃ ，　 Strai” ； alcohol 　yeast　H −1．

＊total　yeast （x106 ），＊＊viabie 　yeast （％），＊＊＊
reducing 　sugar ，　as 　glucose 　or 　total　sugar ，　as 　g監ucose （％）．

　 以上の 結果 よ り，玉蜀黍糖化液単独 の 培地で は麦汁また は糖蜜培地 の い ずれ と比較　 L　
’
［ く，

、 idk1 （ Eft ％

主醸酵期 に は ほ とん ど差 は な い が，醗酵後期 にな る と急激に 低下 し，麦汁また は糖蜜を 玉 蜀黍 糖化液 に対 して

1 ：1 混合す る と，そ の 低下を防 ぐ こ とが で きた、こ の 結果か ら培地 の 種類 に よ っ て も viable 　yeast ％ が 影響を

受 け る こ と が判明 した．

　5） 培地の 殺 菌　　玉 蜀黍 を 55℃ 40時間液体麹で 糖化 した醪をそ の ままい わゆ る
“
単行複醸酵

’

させ た 区分

と沖過 して 同様 に い わゆ る
“

単行醗酵
”

させ た 区分 に つ い て ，殺 菌が viable 　yeast ％ に 及 12す影響 を 検討 した。

こ の 結果 を Fig．3 に 示す．
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Fig．3．　 Infitience　of　pasteurIzation 　of 皿 edium （100
°C　30　min ） oロ viable 　yeast 　level，　numbers 　of

　　　　total　yeast　and 　sugar 　utilization ．
○ ◎…total　yeast　　　■ ◎ …reducing 　sugar ，　as 　glucose

　　　 non 　pasteurization　　　
−一一一pasteurization

A ； Tanko 　Fukuhakk6 　 B ； Tank6 　Hakko
Medium ； corn 　 mash 　 sacchari 負ed 　by　liguid　black−koji
Strain； alcohol 　yeast　H −1，

　 Ferm ．　 temp ．； 30士 1℃ ．

x   …　viable 　yeast
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　酵母 の 増殖 は糖化 醪を そ の まま醸酵 させ た場合 に は 殺菌区分 が 約60時問位まで は劣 る が，そ の 後か え っ て 良 く

な り， 糖化醪を沖過 して 醗酵させ た場合に は終始殺菌区分 が わ ずか で はあ るが劣 る よ うで あ っ た．ま た 両培地と

も殺菌 に よ り viable 　yeast ％ の 低 下 は速 やか と な り，そ の 傾向は 沖過 した 醪 の 方 に 強 く現 わ れ た ．ま た
一

方残

直糖分 も殺菌 に よ り増加 した が こ れ は殺菌に よ り糖が醗酵性か ら非醗酵性へ と変 化した もの と考え られ る．

　殺菌は醪中の 糖化剤 に 由来す る酵素作用 を停止 させ ， か つ 微 量 成分 な どを 熱 変性 させ る こ とが 考え られる が．

いずれ にせ よ こ の 操作 は Viable　yeast ％ の 消長に 対 して 負 の 結果を もた らす もの の よ うで あ る．

　6） 醗酵温度　　醸酵温度を 25℃ ，
3DgC と して 液体麹 お よ び酵素剤糖 1匕液を用 い，　jar　 fermentQrで 回分醗

酵 に よ り viable 　yeast の 消長を 求め た．こ の 結果 を Fig．4 に 示 す．

　す な わ ちい ずれ の 糖化液を 用い て も， 醗酵初期に は 30℃ 区分 の 方が全酵母数も幾分多 く，直糖分 の 消費速度

も速 い よ うで あ っ た が，醸酵が 中期以降 に な る と 25℃ 区 分 に比 べ て 逆 に 悪 1匕す る，しか して viable 　yeast ％ は

終始 25℃ 区分の 方 が 30℃ 区 分 に比 較 して す ぐれ て お り，特 に 醗 酵 後 期 に そ の 差 が顕 著 に 現 われ る．した が っ

て 25℃ 区 分 の 方 が 残直 糖分 も少 な く，醪酵 に 良い 影響を及 ぼ す こ とが わ か っ た．こ れ らは 七字
2）

，
Joslyn‘）が

報告して い る通 りで あ る．
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@ 【hrs ［ Fig ， 4 ．　Influence 　 of 　fermentation 　temperature 　on 　viable 　 yeast 　level ， 　sugar　utilization 　and

numbers 　　　of　 tot

　 yeast ． 　 　　　Fermentation　 temperat

e ；25±1℃ 　　○…　total 　 yeast
　　　●…　reducing 　sugar，　as 　glucose　　　×…　 via

e 　yeastFe 「mentation 　 temperatur

G30 」：1 °C 　　◎…total 　yeast 　　　◎…reducing 　sugar ，　as　glucose 　　
　醒… vi

監 e　yeastMedium ；Acorn 　mash 　sacchali丘ed　by　 ligui

@black 一厨’ 　　　　Bcorn 　mash 　sacchari 髭d　by　commercial 　ellzyme　
eparationStrain ；alcohol 　 yeast　H− 1 ， 　Agitation ；110rpm ，　 no

@aer

ion ．

＋…pH   …pH 　7）pH 　 Viable 　yeast ％の 消 長SC 関 す る 因 子の 1 つ と して pH が考 え ら れる

で，その影響を 調べた ． 玉 蜀 黍 糖 化 液 では 培 養が進 むに従 い かなりpH が低下 する．特に jar 　fermentor
撹梓し ながら培養 した り 連

続 璽酵し た 場合 にはなはだしく，主醗 酵の時に pH 　3 ．5 〜3 ．6 と 最も低く ， 後醸

では幾 分 上昇した ． このpH の
低下は培地自 体のbuffer 　action と深い 関係 があ ると 考 えsupplement を添

し pH

低下を
防
ぐ検 討 を 行 な った 、 N 工 工 一
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　（1） 培 地 の buffer 　action に お よぼす各種 supPlement の 影 響　　Buffer　action の 測定は 日 立 M −3型

pH 計 を 用 い ，　 sample 　20ml に N ／10H ・SO4 また は N ／lO　NaOH を加え pH の 移動 巾よ り β を算出 し ×10
−3

で 表示 した．

　Supplement と して は 粉末酵母 エ キ ス ・ポリペ プ ト ン ・硝酸 ソ
ーダ ・過燐酸石灰 ・

燐酸 2 カ リウ ム
・
尿素

・
炭

酸 カ ル シ ウ ム そ の 他を 用い 添加量 は 0．5％ と した．主 な supPlement の buffer　action 　eurve を Fig・5 に 示す・

基本培 地 に液体麹で 糖化 した 培地 と酵素剤 （ス ピ タ
ーゼ A ・L・お よ び グ ル クザ イ ム ）で 糖化 した培地を 用 い た場

合 の buffer　action に つ い て 比較す る と，液体麹で 糖化 した 区分 の方が幾分高い β を示す・しか して 基本培地 の

差ICよ る影響 よ り，個 々 の supPlement に よ る影響 の 方が 大 き い よ う で あ る・supPlement と して は 炭酸 カ ル シ

ゥム が 最 も有効 で 酵素剤糖化液使用 の場合 は pH 　4．0−−4．2 で ， ま た液体麹糖化 液使用 の 場合は pH 　4．8〜5．0

で そ れ ぞ れ 高 い β を 示 し，これ を添加す る こ とに よ り培地 の pH を 4・0 以 下 に低下す る の を防 ぐこ とが で き

る．燐 酸 2 カ リウ ム 添加 で は pH が 上昇 し，中性附近で 高 い β を 示す．尿素の 添加 に よ っ て は ほ とん ど β の

増 加を期待 で きない が ， 醗酵中尿素が分解利用され るに した が っ て pH の 低下 防止 に役 立 つ もの と考え られ る．
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Fig．5．　 Relation　between　bu鉦er 　action 　 and 　 supplement 　in　different　 corn 　 medium ．

　　 ●…contro1 （no 　addition ）　　 × …CaCO3 　　（D …（NH2 ）2CO 　　 △ …K2HPO4

　　Med 玉um ； Aoorn 　mash 　sacchari 丘ed 　by　liguid　black．たρノガ

　　　　　　　Bcom 　mash 　saccharified 　by　commercial 　enzyme 　preparation

　　Weight ％ of 　added 　supplement ； 0．5％．

　（2） SupPlement 添 加醗 酵 試験　 こ れ ら buffer　action の 増加に 有効 と思われ る supPlement を添加 し

’
常法 通 り醸酵試 験 を行 な い viable 　yeast に及 ぼ す 影響に つ い て 検討 した．こ の 結果 を Fig．6，　Fig．7 に 示す．

　主醸酵中 は各区分 と も
一様に高い viable 　yeast ％ を 示 した の で省略 し，40時間 目か ら90時間目 の もの に つ い

て 両 者の 関 係 を表 示 した ．図 よ り明 らか な ご と く，粉末酵母 エ キ ス
・
硝酸 ソ

ーダ ・燐酸 1 カ リウ ム ・ポ リペ プ ト

ン をそ れぞ れ 0．5％ 添加 した 区分 は 対照の 無添 加区分 と ほ ぼ 同
一 viable 　yeast ％ の 低下を 示 した こ とよ り

supplement として の 効果はほ とん ど認め られ なか っ た．さ らに 過燐酸石灰添加区分で は viable 　yeast ％ の 低

下 速度が 大 き く ，
60時間 目に は 1〜2％ とな り負 の 結果を示 した．同様 に 燐酸 ア ン モ ニ ウ ム，燐酸 カ ル シ ウ ム 添

加 に よ っ て も急激 な 低 下 が 認 め られ た．しか し燐酸 2 カ リウ ム，炭酸 カ ル シ ウ ム （そ れぞ れ O．5％ 添加），ソ ー

ダ石灰 （0，05％ 添加）区分で は supplement として の効果が認められ，特 に燐酸 2 カ リウ ム 添加区分 で は90時

澗 目 の viable 　yeast ％ は 50％ の 値を示 した．しかし燐酸 2 カ リウ ム を添加 した場合の 醗酵速度 は，40時間 目

に 1．2％ の 残直糖分 が あ っ た こ と よ り他の 区分 に 比 べ て 幾分遅 くな る よ うに 見受 け られ た．本実験結果 よ り有効

な supplement と して 炭酸 カ ル シ ウ ム ・
燐酸 2 カ リウ ム を え らん だ．な お ソ

ーダ石灰 は buffer　actLon を 高 め る

効果 は少な い が ， 中和 に よ り pH の 低下 を 防ぎ，
　 viable 　yeast ％ を 高 く保つ の に有効 と思われ た．
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Fig．7．　 Infiuence　 of 　 various 　 supplements 　 on 　 viable 　yeast 　level　 and 　 sugar 　 utilizatien ，（1正）

　　　　 ○
…K2HPO4 　　 x …（NH2 ）2CO 　　 △

…soda 　 llme　　 O …
（NH ‘），HPO4

　　　　 0 …Ca （PO ・），HO 　 ロ …CaCO ・

　　　　　　　　viable 　yeast 　　 −一一一　reducing 　 sugar ，　 as 　glucese

　　 Medium ； com 　 mash 　 sacchari 丘ed 　 by　 commercial 　 enzyme 　 preparatien．

　　 Weight ％ of 　added 　supplements ； 0．5％ （except 　soda 　lime），　 soda 　lime； O．05％

　　 Strain； aloohol 　yeast　H −1，　 Ferm ．　temp ．； 30± 1℃ ．

　（3） 炭酸 カ ル シ ウム の 最 適 添 加量　　本実験結果を Fig．8−1，2 に 示 す ．0，2％ も添 加 す れ ば buffer　action ．

の 増加も認 め られ ， 醸酵終了後の viable 　yeast ％ も高か っ た．

　た だ し注意せ ねばな らな い の は 無添加 区分 の ア ル コ
ー

ル が 7．2容量 ％で 最 も高 く， 炭 酸 カ ル シ ウ ム 添加 量 の 増

加 に よ りア ル コ ール 生産 量 は 6．9〜6．8 容量％ に 梢減少す る 傾向を 示す こ と で あ る．ゆ え に 添 加量 は 必 要最小限．

にお さえ る こ とが 肝要 と思 わ れ る．
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　　　 ●
”

℃ ontrol 　（nQn ）　　◎
…
　0．1％　　x …

　0，2％
　　　 △ …　03 ％　　　　　　　　口…　e．4％　　 

…
　0．5％

　　Medium ； corn 　 mash 　 sacchari 丘ed 　by　 com ．

　　　　　　　mercial 　enzyme 　p 【eparatlon ．

・
〜 ．

〜 。！2

　 （4） 燐酸 2カ リ ウム の 最 適添加量　　こ の 結

果 を Fig．9 に 示 す．醸酵終 了 時の viab 玉e　yeast％

は燐酸 2 カ リウ ム の 少量添加 に よ っ て も20〜30％

向上 せ しめ る こ とが で きた．

　 ア ル コ ール 容 量 ％ も添加量を 増す に 従 っ て 前実

験 同様減少の 傾向を示した．したが っ て 添加量 は

e ．1〜O．2％が 適当と 考え られ る．

　 2，　 回分醴酵 に よる検討結 果 を応 用 した連続醗

　　　 酵

　 回分醸酵 に よ り viable 　yeast の 消長に 及 ぽす

諸 要因を 検討 した が，こ の う ち最 も主要な 要因と

考 え られ る pH の 維持な どに つ い て 検討 した 結

果を応用 して 連績醸酵を行 な い ，そ の 効果を調べ

た．しか して 畷酵 温 度 は 回 分畷酵の 結果 か ら25
°
C

と した ．ま た 通 気 お よ び 撹梓条件 に つ い て は第1

報 に 準 じた．

　 1） MN ・4 菌を用い た場 合　　回 分醸酵 に お い

て 酵 母 の 増 殖お よ び糖 消費 速 度 と もに す ぐれ ， 醸

酵 後期 に お け る viable 　yeast ％ も高 い 値 を 示 し

た MN −4 菌を用 い て 連続醸酵を行な っ た．こ の

結果 を Fig．10 に 示す，

　Supplement と して は 回分醸酵で 良 い 成績を示

し工 業的 に も使用 し得 る炭 酸 カ ル シ ウ ム お よ び 尿
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　　◎
…
　total　yeast 　　● …　reducing 　sugar ，

　as 　glucose

　　＋
…

pH 　O …
acidity 　ロ…alcoho1 （volume ％）

　　 x …
viable 　yeast

　　Medium ； corn 　mash 　sacchari 丘ed 　by　com 皿 ercial

　　　enryme 　preparation ，　 Strain； alcohol 　yeast　H −1

　　Ferm．　 temp ．； 25土 1℃ ，　 Ferm．　time ； 75　hr．

素 を選 び 添加 した．ま た 単 に pH 補正 の み の 効果を調 べ るた め に 10％ NaOH 溶液も用 い た．こ れ らの supple 一
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ment は第 1 槽に 対 して の み行 な い，添 加量は 0，2％

と し，pH が 4．0 以下 に 低下す る の を防い だ．

　 添加時期は毎日 午前 9時と午後 6時 の 2回無菌的に

行な っ た ．しか して feed　 rate は 平均 90ml／hr で ，

酵母濃度 は 第 1 槽 で 240〜280× 106／ml ，第 2 槽 で は

360〜400× lefi／ml を 示 し， 定常状態が 約 21日 間 に わ

た っ て 得 られ た．また 第 1 槽 の 残直糖分に は幾分変動

が み られ る が，第 2 槽の 残 直糖分 は O．2〜0．　3％ で 2

槽式 に よ り醸酵を完結せ しめ る こ とが で きた．supple ・

ment 添加期間中の viable 　 yeast ％ は 第王，第 2 槽

とも99〜100％を示 し，い ず れ の 分 折値か ら も supple −

ment 間 に は大 きな 差が 見 られな か っ た．た だ し醗酵

開始後22日 目お よ び23 日 目 の 2 日 間 supplement の 添

加 を行な わ な か っ た と こ ろ．酵母濃度 は 低下 の 傾向を

示 し viable 　yeast も低下 し， 1司時に 残直糖分 も増加

した の で supplement の 効果が 確認 さ れ た もの と考 え

られ る．ま た 受槽 の
一

般分 析結 果 を Fig．11 に 示す．

すなわ ち supplement の 添加 に よ りア ル コ ール 分 8．5
〜8・8 容量％ ， pH 　4．1〜4．4，酸度 2．8〜3．2，残 直糖

分 O．2〜0．　25％の 範囲 内 で 定常状 態 が 得 られ る こ とが

わ か る．

　 2） 発 研 No ．1 菌を用いた場合　　回分 醸酵に お

け る 酵母菌株 比 較試験 の 結果 最 も死滅 しや す い 発研

No ．1 菌 に つ い て 同様な実験を行な っ た．こ の 結果を

Fig．12 に 示 す．

　Supplement と して 炭酸 カル シ ウ ム
， 尿 素 の 他今回

は燐酸 2 カ リウ ム をそ れぞ れ O．2％ 使用 した．ま た

pH を調整す る た め 10％ NaOH 溶液を 用 い た．し

か して 平均 90ml／hr の feed　 rate の もとで 20日 開 に

わ た っ て 連続醗酵 を 行 な っ た が， こ の 結果 い ず れ の

supplement を 添加 した場合で も回 分醸酵 に お け る と

同 様に pH が 4．0 以下 に 低下す る の を防 ぐこ とが で

き，viable 　 yeast ％ も第 1槽 で 98〜10e％ ， 第 2 槽

で 90〜94％ の 高い levelを保ち，残直糖分 ， 酵母濃

度に も変動が 少 な く定常状態が 得 られた．た だ 13日 目

に 培 地 を あ らか じめ pH を補正 した もの に 切替えた と

こ ろ ， 第 1槽 の 残直糖分 が 約 2％増加 して 6％を示し

た．こ れ は 当時の feed　 rate に大 きな変 動 が無 か っ た

こ と お よ び あ らか じめ 培 地 の pH を 10％ NaOH 溶

液で 補正 した際，培地 の pH が等電点 （pH 　5，1〜5．3）

と
一

致 し，
100℃ 20分 1 回殺菌に 依 り蛋白の 凝固析出

量が 増加 し， 培地を使用 す る 時除去 され た の で 酵母 の

窒素 源 な ど が不足 に な っ た た あ で は な いか と考 え られ

る．

受槽 の
一

般成分 は supplement を添加 した 場合 に は
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　 　［雪

…batch　fermentation　 ● …1st　 fermentor
　　◎

…　2nd　fer皿 entOr

　Mediurn； corn 　mash 　sacchari 丘ed 　by　commer −

　　cial　 enzyme 　 preparation

　Strain； alcohol 　yeast　MN −4 （isoiated　 newly ＞

　Fer 皿 ．　temp ．； 25 土 1℃ ．

　
＊
each 　supplement 　of 　O．2％ was 　addecl 　to　on1 ア
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Fig．　 IL　Time 　 course 　 of 　two 　stage 　 oontinuous

　　fermentation　in　 sacchari 丘ed 　 corn 　 medlum

　　with 　addition 　of 　supplements ．（1）−2

　 ●
…reducing 　sugar 　 ロ

…
aloQho1 （volume ％〉

　○ …acidity 　△ 99・brix　 ＋ …pH

　Medium ；corn 　mash 　sacchari 丘ed 　by　co 皿 mer −

　　cial 　 enzyme 　preparation
　Strain； a1Qohol 　yeast　MN −4 （isolated　 newly ＞

　Ferm ．　temp ．； 25± 1℃ ．
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Fig．13 に 示すように大体
一

定 して い た．す な わちア

ル コ ール 分 8，7〜8．9 容量％，残直糖分 02 〜0．3％，

pH 　4．0〜5．0，酸度 2．5〜3．5 で あり，平均 90ml／hr

の feed　 rate で 2槽式に よ りか な り安定 した醸酵成績

を収め る こ とが で きた．

　す な わ ち supple 皿 ent を 添加す る こ とに よ り，死滅

しや す い 発研 No．1 菌を使用 し， か つ 酵母 の 死滅 し

や す い 玉 蜀 黍糖化 液 を用 い た 場合で も長期に わ た り安

定 した 連続醸酵を行 なう こ とがで きた の で ある．

要 約

　玉蜀黍糖化液を使用 して ア ル コ ール の 連続醸酵を 行

な う場合に お け る viable 　 yeast の 消長 に 影響 す る 醸

酵条件 に つ い て検討 した 結果 は つ ぎの ご と くで あ る．

　 1　 回 分醸酵 に お け る 検 討

　 1）　静置培養 に 比 し 振盪培養 の 場合に は，酵母 の

growth ， 糖の 消費速 度 と もに す ぐれ て い たが ，
　 viable

yeast ％ の 低下は は な は だ しか っ た ．

　2）　単行複醗酵 に比 し併行複醗酵 の 場合 に は ， 酵母

の growth お よ び viable 　 yeast ％ が す ぐれ，特 に

viable 　yeast ％ の 差 が 大で あ っ た．

　3） 既 知 の 酵母 8 株 と 著者らの 分離 した未同定の 酵

母 3 株を 用 い て 試験 した と こ ろ，醗 酵速度の 梢緩 慢な

もの は醸 酵 終 了後 の viable 　yeast ％ は高 く，逆に 醗

酵速度 の 速 い 酵母 に 弱化また は死滅 しやす い もの が 多

い よ うで あ っ た．発 研 No ．1 菌 は 後者 に 属す る と思、

わ れ た． しか して 醸 酵 速 度 も速 くか つ vlable 　 yeast

％ も比較的高 い 酵母と して OC 　 No．2 菌お よ び著者

らの分離した MN −4 菌を選択 した．

　4） 玉 蜀黍糖化液 で は麦汁や 糖蜜に比 し醸酵後期に

おける viable 　yeast ％ の低下が は なは だ しく，玉蜀

黍 糖化 液 を 麦 汁，ま た は 糖蜜 と 1 ：1 に 混 合す る と

viable 　yeast ％ の 低下が 防止 で き た ，

　5） 平行複醗酵，単行複醸酵 い ずれ の 場合で も培地

を 殺菌す る と viable 　yeast ％ を低下 させ る よ うに思

われ た．

　6） 醸酵温度 に つ い て 25℃ お よ び 30℃ の 場合を

比 較 した と こ ろ ．
viable 　yeast ％，酵母 の growth ，

糖の 消費率 ともに 25℃ 区分の 方 がす ぐれ，特に醸酵

の 後 期 に そ の 差 が 大 き く現 われ た ．

　7） 液体麹 で 糖化 した 培地と酵素剤 （ス ピ ターゼ

A ．L ．，グ ル クザ イ ム ）で 糖化 した 培地 を 基本培地 に し

て ，培地 の buffer　 action を高 め る の に 適 当な supple −

ment を選ん だと こ ろ，基本培地 に よ る 差は 少な く，

炭 酸 カ ル シ ウ ム お よ び 燐酸 2 カ リウ ム が適 当で あ る こ

・ 畧：u a
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Flg．12．　 Tlrne　 course 　of 　two 　stage 　continuous

　　fermentation　in　 saccharified 　 corn 皿 edium

　　with 　 addition 　of 　 supplements ．（II）−1
　　巨1…batch　fermentation　 ● ・・−1st　 fermentor
　　◎

…　2nd　fermentor
　Medium ； corn 　Inash 　saocharified 　by　commel ．
　　cial 　enzyme 　preparation

　Strainl　 aicohol 　yeast　H −1

　Ferm ．　temp ．； 25± 1℃

　
＊each 　supp ｝ement 　of 　O．2％ was 　added 　to　ollly

　 　 lst　 fermentor　 at 　intervals　 of 　 10−20　 hr．
　

＊＊10％ solution 　 of 　 NaOH 　 was 　 added 　to　 the

　　皿 ediuln 　 and 　 adjusted 　 its　 pH 　 before　 the
　 　 fermentation．
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Fig．13．　 Time 　 Qourse 　of　two 　stage 　 continuous

　　fermentation　in　 sacchari 丘ed 　 corn 　 medium

　　with 　additi ・ n ・f　supPlements ．（II）−2
　●

…reducing 　sugar 　ロ…alcoho1 （velume ％）
　O …acidity 　　△ ・−
　　　　　　　　　brix　＋ …pH
　Me戸ium ； corn 皿 ash 　sa   hari裔ed 　bア commer −
　　c・al　enzyme 　preparati・ n

　Strain； alcohol 　yeast 　H −1
　Ferm．　temp ．； 25± 1℃ ．
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とが わ か っ た．しか して そ の 最適添 加 量 は共 に 約 0．2％ で あ っ た。

　 また 粉末酵母 エ キ ス ，ポ リペ プ ト ン ，硝酸 ソ ーダ，過燐酸石灰，燐酸 ア ン モ ニ ウ ム ，燐 酸 カ ル シ ウ ム な ど は無

効 と思 わ れ た．一
方尿素およ び カ セ イ ソ

ー
ダ，な らび に ソ

ー
ダ石灰 は buffer　actiQn の 増加 に は有効で は な いが ，

醸酵中 pH の 低下防止 に 役立 つ もの と思 わ れ る．しか して pH の 低下を防 ぎ pH を 4，G 以上 に保 つ こ とが

ー
viable 　yeast ％ を高 く維持する の に 有効と思われ た．

　 2． 回分醸酵に よ る検討結果を応用 し，最 も連続醗酵に適す る菌と して 選択 した MN −4 菌およ び最 も弱化ま
』
た は死滅 しや す い 発研 No．1 菌を用 い連続醸酵を行な っ た と こ ろ ， い ず れ の場合 で も 90％ 以 上 の 高 い viable

yeast ％を維持す る こ とが で き ， 長期に わ た っ て ，　 feed　 rate の 変動 に 対応 した 定常状態 が 得 られ た ．

　終 りに 臨み終 始御懇篤な御指 導 を賜 わ っ た 合同酒精株 式会 社堀 常 務に 厚 く御 礼 申上 げま す．な お発表 の 機会 を 与え られ ま

した 当社石家社長 な らびに 役 員室に 対 して 謝 意 を表 わ し ます．

　本 報告の 要 旨 は 日本醐 酵工 学 会昭 和40年 度大会 で 発 表 した．
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