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酵母の利用 に関する研究 (その 1)
――ブドウ酒から分離された天然酵母を用いるパンの加エーー

The Uttizatton of Yeast(1)

十一〇n  B r e a d  b a k e d  a f t e r  F e ■1 1 l e n t a t i o n

using Yeasts lsolated from Wine一一

Yasutaka Miyoshi

要約 市 販ブドウ果皮から野生酵母を分離し,そ の分離された酵母を使用して天然酵母パン

を焼くことを目的に,こ の実験を行った。焼きあげたパンの味や香りのバラエテイを求め,市

販ブドウ果実の種類や産地を変え,そ れらを皮ごと個別にそれぞれ発酵させてブドウ酒を造り,

その呆皮に付着している野生酵母を増殖させてから分離する方法を試みた。しかし,カ ビの大

量発生のために, 目的とする野生パン酵母は分離できなかった。次に天日乾燥した外国産干し

ブドウを発酵させ,野 生酵母を分離する方法を試みた。この場合もカビの発生が最大の難点で,

それを抑制するために,密 封瓶内に適量のエチルアルコール添加を試みた。その結果カビの発

生が抑制され,容 易に野生酵母を分離することができ,目 的とする香の良い天然酵母パンを焼

くことができた。

は じ  め  に

現在の日本の食生活は,献 立の洋風化と多様化に伴って,ゆ っくりとではあるが主食は伝統

食である米食から,パ ン食に変わってしまったような錯覚を覚える。それは,デ パートゃスー

パーの食品売り場や街角の,手 作り・焼きたてパンを主力商品としているパン屋の店頭では,

焼き上がり時間に合わせて焼きたてロールパンやアンパンを買おうとする人々の長い列ができ,

まさに 「焼きたてパンブーム時代になった」と思わせる風景が見られるからである。こうした

現象は,1995年本格化したコンビニエンス・ストアーチェーンによる 「焼きたてパン」販売が

浸透し,焼 きたてパンのおいしさを味わった人々の欲求の現れと受け止められる。

小さな面積のパン屋で焼きたてパンの販売が可能になった理由は,バ イオ技術によるパン酵

母の改良があげられる。こうした焼きたてパンの大部分は冷蔵あるいは冷凍耐性酵母を用い,

工場ですでに一次発酵を終え,冷 蔵あるいは冷凍されたまま配送されたパン生地なので,そ れ

をパン屋が購入し,必 要に応じて必要量のみ,解 凍 ・成形 ・発酵 ・賠焼して商品化できる。そ

のため生地を捏ねる場所や機械が不要で,売 れ筋商品や販売時間に合わせ,計 画的にパンを焼

き上げることができる。このことは販売者にも消費者にも利点が大きい。このため,焼 きたて

パンの一大ブームとなり,そ れが冷凍耐性酵母の需要拡大にも貢献し,今 や細胞融合技術等で

育種した冷凍耐性酵母の実用化では, 日本は世界で最も進んでいる国といわれている。つ

更にこの現象に輪をかけたのが天然酵母パンブームである。これは干しブドウ等を原料にし
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て,そ れに付着している種々の野生酵母を発酵増殖させ,そ れら野生酵母の混合培養液をろ過

し,そ のまま天然酵母種として焼いてあるので,複 雑な香がすばらしい自然志向パンである。

テレビ等でのこれら自然嗜好食品紹介の繁茂な放映,イ ンターネットでの天然酵母パンの焼き

方の紹介やそれら製品の通信販売などにより,「天然酵母あるいは野生酵母パン」は健康志向

食品として,一 大ブームとなっている。
カ

ところでパンに用いられる酵母はサッカロミセス属で,こ の属には食品,醸 造,発 酵工業に

最も関係の深い酵母がたくさん含まれている。代表種はSαα力竹物惣,び夕脅υおわ夕でグルコ
ース,

サッカロース,マ ルトース,ガ ラクトースを発酵し,ラ クトースを発酵しない。多くの菌種が

あり,パ ン酵母, ビール酵母,ア ルコール酵母あるいは清酒酵母などがこれに属している。
め

今回ブドウ果皮に付着している野生酵母に着目し,ブ ドウの種類や産地によって分離でき

る酵母の違い,そ れらを用い焼いたパンの味に興味を持ち,野 生酵母の分離とそれを用いた

天然酵母パンの加工 ・試食を目的に実験を行った。なお標準酵母として,市 販乾燥酵母スー

パーカメリヤ (日清製粉側市販のパン酵母,以 下カメリヤと記す),広 大セレビジエ

(助座あ仰物び容夕物お筋夕7099)を使用し,焼 き上がリパンについての比較検討を行った。

実験方法及び結果

ブドウ酒から野生酵母の分離培地

野生酵母をブドウから直接分離することが出来なっかったので,ま ずブドウ呆実と呆皮をつ

ぶしカビの発生を防ぐため密封瓶中で発酵させた。干しブドウはそのまま瓶に入れて密封し発

酵させ,ブ ドウ酒中から野生酵母を分離することにした。試行錯誤した結果,酵 母の分離は分

離操作過程で野生酵母の育ちが特に良かった次に示す培地を主に分離培地として用い実験した。

麹エキス寒天培地の組成

塩化カルシウム

リン酸一カリウム

マルトエキストラクト

蒸留水

0.02g

O.20g

2 0 g

200■11

0 。l g

O . 4 g

4 g

硫酸マグネシウム

硝酸カリウム

寒    天

pH 6.0

寒天

蒸留水

ポテトデキストロース寒天培地の組成

ポテ ト抽出液末

ブ ドウ糖

p H  6 . 0

0 . 4 g

2 . O g

1 . 5 g

100■■

ブドウ果皮に付着している野生酵母の分離

1.生 ブドウ酒からベトリフイルムつを用いての分離

減菌大型試験管の中に市販ブドウ2種類 (ピオーネ,ベ リーA)の 皮をおさえつぶした10粒

と砂糖 2gを 入れ,シ リコ栓をし,27°Cの 孵卵器の中で 7日 間発酵させる。その試験管から
一白金耳 10皿 の減菌生理食塩水に移植混合し,普 通寒天培地上に画線し,再 び 27°Cで 3日

間培養する。生育した菌をYWI培地ベトリフイルムに釣菌移植し, 3日 間,27°Cで 培養する。

生育した青緑色の菌をポテトデキストロース培地シャーレに移植し,27°Cで 3日間培養後,酵

母の観察をした。野生酵母はピオーネのみから4個 (ピオーネ1,2,4,7)分 離された。

―-226-一



酵母の利用に関する研究 (その1)

2.生 ブドウ酒から麹エキス培地を用いての分離

滅菌大型試験管の中に皮付きの市販ブドウ4種類 (マスカット,巨 峰,ニ ューピォーネ,デ

ラウェア)の 5～6粒 を割って入れ,グ ラニュー糖を lg加 え,ガ ラス棒でつぶしシリコ栓を

し,27°Cの 孵卵器で 7日 間発酵させる。カビの少ない巨峰,ニ ューピォーネ,デ ラウェア,
マスカットのそれぞれの試験管の中から一白金耳とり,そ れを 50°Cに 冷やした麹エキス寒天

培地の中に直接混ぜてシャーレに移植する場合,お よび麹エキス寒天培地を溶かしてシャーレ

に移し固めた表面にそれぞれの菌を一白金耳とり,画 線培養する。 5日後観察した結果,前 者
はあまり育っていなかったが後者はよく育っていた。以後後者の方法を採用した。野生酵母は

巨峰のみから2個 (巨峰4-3-1,4-3-2)分 離された。

3.生 ブドウ酒からポテトデキストロース寒天培地を用いての分離

カビの発生を防ぐため,滅 菌密栓ビンの中に皮付きの市販ブドウ5種類 (巨峰 。中野, ピ

オーネ・岡山,ニ ューベリーA,広 島マスカット)の 5～6粒 を割り入れ,グ ラニュー糖を

lg加 え,ガ ラス棒でつぶし,密 栓し,27°Cの 孵卵器で7日 間発酵させる。発酵密封瓶の中か

ら一白金耳とり,そ れを 50°Cに 冷やしたポテトデキストロース寒天培地をシャーレに移し固
めた表面にそれぞれ画線培養し, 5日 後酵母を分離する。野生酵母はピオーネから2個 (ピ
オーネ10-1,10-2)分 離された。

4.千 しブドウ酒からポテトデキストロース寒天培地,普 通寒天培地を用いての分離

天日乾燥した千しブドウの入手に苦労したが,幸 い生協広島の信頼できる商品が手に入った

ので,従 来の方法及びカビを防く
｀
ためエテルアルコール (今回焼酎甲類を薄めて使用)を 添加

して発酵させることにした。干しブドウ 100g,減 菌水 200胡,砂 糖 5gを 混合して密栓 5個

(番号 1～ 5),あ るいは他の組成は同一に 200皿 の滅菌水中にそれぞれ12,0,5.6,4.0%エ

チルアルコールを含む密栓瓶各 1個 (番号 6,7,8)の 計 8個 を用意した。27°Cの 孵卵器で

7日間発酵させ,ポ テトデキストロース寒天培地,普 通寒天培地を用い,酵 母を分離する。エ

チルアルコールを含まない瓶には大量のカビが見られたが,エ テルアルコール添加の瓶にはカ

ビは見られなかった。無数の野生酵母が分離されたが,発 酵試験等から選択し,野 生酵母を16

個 (発酵力の強い酵母のみ)分 離した。なお,エ チルアルコール12%含 有瓶 (番号 6)か ら酵

母は分離できなかった。

分離野生酵母の発酵試験

1.ダ ーラム管発酵法

逆さに入れたダ
ーラム管付きの試験管に,酵 母発酵試験用培地 (酵母エキス 4.5g,ベ プト

ン7.5g,ブ ドウ糖 60gを 1ゼの水に溶かす)を 約 20皿 入れ,高 圧減菌する。分離後普通寒
天斜面培地で培養しておいた被検酵母を一白金耳摂取し,27°C,24時 間培養する。ダーラム管

中にたまったガスの量で,発 酵力を比較した。

2.ア インホルン管による発酵試験

ダーラム管発酵法試験に用いた同じ培地をアインホルン管に注ぎ,高 圧減菌する。分離酵母

を一白金耳摂取し,27°C,24時 間培養し,ア インホルン管中にたまったガスの量の多少で発酵

力を比較する。この結果をパンを加工する基礎データーとした。 1, 2の 結果をまとめ表 1に

示す。
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分離野性酵母の大量培養

1.ニ ュートリエントブロースを用い前培養した酵母の培養

ニュートリエントブロース 8g,食 塩 5g及 びブドウ糖 60gを 蒸留水 1ゼに溶かし,10劇

ずつL型 試験管に分注し,高 圧蒸気減菌し,斜 面培地から分離酵母を移植する。被検酵母と比

較するために,カ メリヤを同様に操作する。振とう恒温槽で 27°C,140 rpm, 3日 間振とう培

養後,L型 試験管からメスピペットで 1皿 ずつ培養液を採り,そ れぞれL型 試験管と同じ培

地 200畑 をいれ高圧減菌した坂ロフラスコに移植する。それを,27°C,120 rpmで 4日 間振

とう培養する。フラスコの栓をとって香をかぐと, ピオーネはあまり良い香がしないが,カ メ

リヤは特に良い香がした。酵母培養液を遠心管に入れ,2,500 rpmで 10分間遠心分離し野生酵

母が得られた。

2.麦 汁液体培地を用い前培養した酵母の培養

200劇 の蒸留水にBrix 8°になるまでマルトエキストラクトを溶かし,ブ ドウ糖 lgを 加え

る。この培地をL型 試験管に 10皿 ずつ分注し|オ ートクレーブで滅菌する。斜面培地から分

離酵母を植え付け,振 とう恒温槽で 27°C,140 rpm, 3日 間振とう培養後, L型 試験管からメ

スピペットで 1皿 ずつ培養液を採り,そ れぞれL型 試験管と同じ培地 200皿 をいれ高圧減菌

した角付き三角フラスコに入れ,27°C,120 rpmで 4日 間振とう培養する。4日後,栓 をとっ

て香をかぐと,カ メリヤ,広 大セレビジエは良い香がした。培養波を遠心管に入れ,2,500

rpmで 10分間遠心分離し野生酵母が得られた。

表 1.分 離野生酵母のダーラム管発酵法,ア インホルン管発酵法及び大量培養の結果

酵母の
記 号

ダーラム管中  ア インホルン管
の ガ ス 量  の ガス量 (c m 3 )

酵母の収量 (g)

麦汁培地  合 成培地

培養酵母
の  香

巨峰4-3 - 2

巨峰4-3 - 1

ピオーネ10- 1

ポー1-1

ポー1-2

ポー2

ポー3

ポー4-1

ポー4-2

フー5-1

フー5-2

ポー7-1

ポー7-2

ポー7-3

ポー7-4

ポー8-1

ポー8-2

ポー8-3

ポー8-4

カメリヤ

十

■

十 十

十 十

十 十

十 十 十

十 十 十 十

十 十 十

十 十

十 十

十 十 十 十

十 十 十

十 十 十

十 十

十 十 十 十

十 十

十 十 十

十 十 十

十 十 十 十

十 十 十 十

0. 9

0  9

4  2

1 4  0

12. 0

13  0

14. 5

5. 0

1 4 .  5

5. 3

14  0

1  0

0  9

0  9

5, 3

×

△

△

◎

◎

×

7,

5.

6

6

6.

8

7

8

6

3

6. 7

7. 2

5  0

◎

○

◎

◎

◎

9  0

8. 3

13. 4

◎

◎

一　

一

◎とてもよい,① よい,Xよ くない,十
一実施せず
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酵母の利用に関する研究 (その1)

3.改 良麦汁液体培地を用い前培養し,振 とう器を変えての酵母の培養

改良麦汁液体培地 (蒸留水 200皿 にマルトエキストラクト末 8g,ブ ドウ糖 10gを 加え

(B故 7.5°),さ らに酵母エキス 0.9g,ベ プトン 1.5gを 追加)を L型 試験管に 10 mlずつピ

ペットで分注し,オ ートクレーブで減菌する。斜面培地から酵母を白金線を用いて植え付ける。

振とう恒温槽で 27°C,140 rpm, 3日 間振とう培養後, L型 試験管からメスピペットで 1皿

ずつ培養液を採り,そ れぞれL型 試験管と同じ培地 200胡 あるいは合成培地 (ブドウ糖 10g,

ベプトン 1.5g,酵 母エキス 0.9g,ア スパラギン0.6g,KH2P04 1 g,MgS04・ 7H200・4g)

をいれ高圧減菌した角付き三角フラスコに入れ,27°C,120 rpmで 4日 間振とう培養した。 4

日後,三 角フラスコの栓をとって香をかぐと,す べての酵母が良い香がした。以上の結果を表

1に示す。酵母培養液を遠心管に入れ,2,500 rpmで 10分間遠心分離し野生酵母が得られた。

パンの加工

1.ブ ドウから分離した酵母菌を使用したパンの加工 (その 1)

(1)材  料 (1種類当たりの材料)

強力粉

食 塩

り日

酵 母

100g

l g

1/2個

約 l g

砂 糖

牛 乳

バター

1 0 g

40 1ni

1 2 g

(2)加 工と試食

酵母に牛乳,砂 糖ひとつまみを加え,温 め,強 力粉,砂 糖,食 塩に卵を加え, こね,最 後に

バターを加え,20分 問よくこねる。生地にぬれふきんをかけ,27°C,40分 ,一 次発酵させる。

まな板の上に粉をふりかけ,そ の上で生地を押しつぶしてガスをぬく。ぬれふきんをかけて,

30分間ねかし,そ の後 90gず つに分け,パ ンの形を作り,細 長い形のものを2つ作った。パ

ン生地の香は,ピ オーネ :あまり香がしない,カ メリヤ :良い香,広 大セレビジエ :あまり良

い香でないと感じた。

さらにぬれふきんをかけて,27°Cで 20分間二次発酵させ,表 面によくといた卵をぬり,

180°Cの オーブンで14分間焼き,そ れぞれパンが得られた。カメリヤの焼き上がり体積に比べ,

天然酵母パンはやや小さかった。焼き上がりの香は, ピオーネ 1:特 に良い香, ピオーネ 2,

4,7:あ まり良い香でない,カ メリヤ :特に良い香,広 大セレビジエ :良い香であった。これ

らの結果を表 2に示す。

表 2.分 離野生酵母の培養と焼き上がり天然酵母パンの体積及び香

酵母の
記 号

培養後
の泡量

酵母の収
量 ( g )

酵

の

母   焙 焼パンの  賠 焼パン

香   体 積 (cm3)  の   香

ピォー不1

ピオー不2

ピオーネ4

ピオーネ7

カメリヤ

広大セレビジエ

十 十

十 十

十

十 十

十 十 十 十

十 十 十

1.1     0

0.9      -

1.1      -

0.9     -

2.0     ◎

1.5     0

174     ◎

150       ×

110       ×

96        ×

198     ◎

186     0

◎とてもよい,○ よい,× よくない,一 あまりなし
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2.ブ ドウから分離した酵母菌を使用したパンの加工 (その2)

(1)材  料 (1種類当たりの材料)

強力粉    100g      砂  糖     10g

食 塩      lg      牛  乳     40配

卵     1/2個       バ ター     12g

酵 母   約 l g

(2)加 工と試食

酵母に牛乳,砂 糖ひとつまみを加えて温め,強 力粉,砂 糖,食 塩に卵を加え,こ ね,最 後に

バターを加え,20分 間よくこねる。生地にぬれふきんをかけ,27°C,40分 ,一 次発酵させる。

まな板の上に粉をふりかけ,そ の上で生地を押しつぶしてガスをぬく。ぬれふきんをかけて,

30分間ねかし,そ の後 90gず つに分け,パ ンの形を作り,丸 い形と細長い形を作った。
一次発酵後のパン生地の香は,ピ オーネ :おいしいと感じる香がしない,カ メリヤ :大変良

い香,広 大セレビジエ :あまり良い香でないと感じた。

さらにぬれふきんをかけて,27°Cで 20分間二次発酵させ,表 面によくといた卵をぬり,

200°Cの オーブンで15分間焼き,そ れぞれ天然酵母パンが得られた。焼き上がりの香は,カ メ

リヤが特に良い香で,他 は香が良くなかった。カメリヤと比較すると,焼 き上がりの体積も少

なく,発 酵がうまくいっていないと考えられる。これらの結果を表 3に示す。

表3.分 離野生酵母の培養と焼き上がり天然酵母パンの体積及び香

酵母の     培 養後   酵 母の収   酵  母    焙 焼パンの  焙 焼パン

記 号      の 泡量   量  (g)   の  香    体 積 (cm3)  の   香

ピオーネ10-1   +十 十+    1.0     △       40     0

広大セレビジエ  十 十十+    0,9     0     196     0

カメリヤ     十 十+    1 : 0     0     1 9 8     ◎

巨峰4-3-2     +十 +    0.6      ×       66     -

ピオーネ10-2     ++    1.7      ×       72     -

巨峰4-3-1      ++    0.7     △       96     -

◎とてもよい,① よい,一あまりない

3.干 しブドウから分離された酵母を用いたパンの加工 (その3)

(1)培 養分離野生酵母の遠心分離

麦汁培地または酵母増殖合成培地を用い,27°C,140 rpm, 4日 間振とう培養し,冷 蔵庫で

沈殿させた酵母を遠心分離器にかけ (5分 /3,300 rpm)て ,5～ 7.8gの 酵母を得た。

(2)材 料 (1種類当たりの材料)

強力粉      200g      砂  糖       20g

食 塩       2g      全  りP      25g

バター     20g     水        116胡

酵 母     4.5～ 6g(*酵 母は11種類使用)

(3)加 工と試食

(一次発酵)強 力粉,砂 糖,食 塩,全 卵,酵 母及び水を加え, よくこねる。15分後これにバ
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ターを加え, よくこねる。

生地にぬれフキンをかけ,28°Cの 孵卵器の中で 1時 間発酵させる。この生地をおしつぶし

てガスをぬき,ぬ れ布巾をかけ 28°Cの 孵卵器の中で40分発酵させる。

(二次発酵)約 90gず つの 2個 に分け,パ ンの形を整えたらぬれ布巾をかけて20分発酵させ

て 200°Cの オーブンで12分焼いた。

焼き上がりの天然酵母パンの香 りはすべて大変強く,カ メリヤよりも格段に強かった。焼き

上がりの体積はカメリヤが一番大きく,柔 軟であった。
一般に天然酵母パンは,香 りが大変良

いが,歯 ごたえのあるパンになる傾向があった。

表4 分 離野生酵母の培養と焼き上がり天然酵母パンの体積及び香

ン
香
焼焙

の
の
旦ウ

ンパ
番

酵母の   ア インホルン管  使 用酵母  焙 焼パンの

番 号    の ガス量 (配 )  重 量(g)  体 積 (cln3)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

ポー8-2

ポー4-2

ポー8-3

ポー7-2

ポー4-1

ポー7-4

ポー1-2

ポー2

フー5-2

ポー3

カメリヤ

カメリヤ

94 0

5. 0

8, 3

5  3

1 4 . 5

1 4 .  0

1 4  0

12.  0

1 4 .  5

13.  0

1 3 .  4

13.  4

4. 4

5. 7

5  5

6. 0

6. 0

4. 4

6  0

5  0

5. 0

6. 0

5. 0

5. 0

480

614

646

620

473

373

467

554

407

536

775

773

◎

○

◎

◎

◎

◎

○

◎

○

○

◎

◎

◎とてもよい,○ よい

1)ブ ドウ果実から野生酵母の分離について

市販ブドウ果実からブドウ酒を作る段階でシリコ栓を使用したため,酸 素が入り,カ ビが生

えた。カビを防く
｀
ため酸素の出入りが少ない密栓ビンを使いカビの発生を防いだ。この結果,

カビの発生も少なく,ブ ドウ酒酵母を分離できた。しかし,こ れら生ブドウ果皮付着酵母の発

酵力は弱く,実 用的で無かった。これはブドウが完熟しないまま出荷されているので,栽 培農

家特有の野生酵母が十分付着していないのが原因と推察される。

2)天 日乾燥干しブドウから野生酵母の分離について

天日乾燥千しブドウを密閉瓶中で発酵させても,カ ビの発生は防げなかった。しかし,エ チ

ルアルコール濃度を12.0,5。6,4.0%含 む水を適量加え,密 栓して発酵した場合にはカビの発

生もなく,数 多くの野生酵母が分離できた。この理由は,天 日干しブドウはほぼ完熟した果実

を収穫すること,天 日干しなどその加工工程中に野生酵母が付着する機会も多く,野 生酵母の

宝庫となっているからと推定される。ただし,ア ルコール 12%区分からは酵母が分離できな

かったが, これは濃いアルコールの妨害により酵母が成長できにくかつたためと考えられる。

察考
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3)分 離野生酵母を用いた天然酵母パンの加工について

ブドウ酒から分離し,大 量培養した野生酵母の収量が少ない時は,パ ン加工での一次発酵が

うまくいかず,そ のため全体に回いパンになった。また, 1次 , 2次 の実験で分離した野生酵

母よりも,市 販パン酵母カメリヤの方が発酵力が強かった。分離された野生酵母の発酵力を知

るためにも,そ れぞれの野生酵母大量培養に最適の培養用培地の選択を進めたい。

なお,天 日乾燥千しブドウから分離された野生酵母の中には,一 次発酵力も強く,香 がよく,

市販酵母カメリヤに匹敵する酵母 (ポー4-2,ポ ー7-2,ポ ー8-3)が 得られた。また,パ ン

酵母の発酵により膨らんだパンの体積と香は,発 酵の度合いと密接に関連しており,発 酵が進

み体積が膨張するにつれて,香 も良くなると推定される。

Sumllnary

These experlments、vere carned out to bake breads fermented wlth the natural yeast obtained

from grapes or raisins. Three of nattral yeasts isolated from the ferIIlentadon solution of ralshs

w e r e  a p p r a i s e d  h i g h  h  t h a t  i e l d  o f  t h e  n a t u r a l  y e a s t  b r e a d
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