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著者らはこれまでに、花卉から分離した酵母がパン製造へ利用できることを確認している。そこで本研

究では、この分離酵母をパン製造現場で培養・保持するための方法について検討した。製造現場でも容易

に取得可能な原材料を用いて培地を調製し、分離酵母を培養したところ、酵母数は良好に増加した。また、

この酵母培養液を用いて中種法にてパンを試作したところ、生地を十分に膨張させることができた。  
 

１．はじめに 

近年、消費者は「天然」や「自然」をコンセプトと

した食品に対し、好意的な印象を持つ傾向にある。パン

の市場においてもその傾向は同様であり、その一例とし

て、発酵種を用いたパンが挙げられる。発酵種とは、穀

物や果物などを媒体に、そこに付着している微生物を増

殖させたものであり、パン製造では生地を発酵させる際

に使用される。この発酵種中には、酵母や乳酸菌など複

数の微生物が共存しており、発酵時にそれらが生成する

代謝産物によって生地の膨張や、独特な風味の付与が生

じる。そのため、発酵種中に雑菌が混入すると、菌叢が

変化し最終製品であるパンの品質に影響を及ぼす可能性

がある。よって、発酵種を用いたパンの品質を保つには、

発酵種中に存在する微生物群の生育を保持しつつ、外部

からの雑菌の混入を抑制する必要があり、その管理には

かなりの労力がかかる。一方、一般的な酒やパンなどの

食 品 製 造 で は 、 単 一 株 の 酵 母 (Saccharomyces 
cerevisiae)が長い年月に渡り利用されてきた。単一株の

S. cerevisiae は、菌叢の不明確な発酵種よりも扱い易

いだけでなく、食経験が豊かで安全・安心な食品素材で

ある。そこで、自然界から単一株の S. cerevisiae を分

離しパン製造へ利用することができれば、「自然」をコ

ンセプトとした製品が、発酵種使用時よりも容易に製造

できるようになる。ただしその際に、分離した酵母は、

地産地消の観点から分離源と同じ地域に所在する中小企

業での利用が多くなると想定される。そのため、比較的

少量の分離酵母を定期的に生産・供給する必要がある。

しかし現状では、このような供給方法を酵母製造企業で

実施することは難しい。 

よって著者らは、従来の発酵種とは異なり、自然界

から分離した単一株の酵母を、雑菌による汚染の危険性

が少なく、より簡易に管理できる方法を提示することを

目的に研究を行っている。これまでに自然界から複数の

酵母を分離し、パン製造への利用適性について検討して

きた 1)2)。そこで本研究では、パン製造者が自社で実施

可能な分離酵母の培養・保持方法の検討を行った。 
 

２．実験方法 

2.1 使用酵母 

食品工業技術センターが保有する、庄内緑地のカキ

ツバタより分離された酵母を用いた。培養には、YPD
培地(2%グルコース、2%ハイポリペプトン、1%酵母エ

キス)を用い、30℃で所定時間振とう培養した。圧搾酵

母は、培養液を遠心分離後、ろ紙ろ過により取得した。 
2.2 酵母の特性試験 
2.2.1 耐糖性試験 

YPD 培地にて前培養した酵母培養液を、スクロース

濃度 2、10、20、30、40、50%となるよう調製した

YPD 培地に、波長 600nm での濁度(OD600)が 0.05 とな

るよう添加した。この培養液を 25℃で 168 時間静置培

養し、培養期間中、経時的に濁度を測定した。 
2.2.2 アルコール耐性試験 

YPD 培地にて前培養した酵母培養液を、エタノール

濃度 10、15、20%となるよう調製した YPD 培地に、

OD600 が 0.05 となるよう添加した。この培養液を 25℃
で 192 時間静置培養し、培養期間中、経時的に濁度を

測定した。 
2.3 分離酵母用培地の検討 
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2.3.1 エタノール濃度の検討 
 16%スクロース、5%モルトエキス溶液に、エタノー

ルを 0、2.5、5、10%となるよう添加した培地を用いた。

モルトエキスは添加前に沸騰湯浴中で 25 分間保持した

ものを用いた。これらの培地に圧搾酵母を 0.02%添加

し、25℃で 3 日間静置培養した。経時的に培養液を採

取し、酵母数を測定した。酵母数は、ポテトデキストロ

ース寒天培地(0.01%クロラムフェニコール添加)を用い

た混釈法により測定した。 
2.3.2 モルトエキス濃度の検討 

 2.5%エタノール溶液に、モルトエキスを 5 又は 10%
添加し、Brix が 20 となるようスクロースを加えた培地

を用いた。これらの培地に圧搾酵母を 0.02%添加し、

25℃で 3 日間静置培養後、10℃で 24 日間静置した。経

時的に培養液を採取し、酵母数を測定した。 
2.4 継代培養 
 酵母前培養液(12%スクロース、10%モルトエキス、

2.5%エタノール、0.02%圧搾酵母)を 25℃で 3 日間静置

培養後、10℃で 18 日間静置した。継代時に酵母前培養

液のアルコール濃度、Brix を測定し、終濃度がアルコ

ール 2.5%、Brix 20 となるよう調製した培地に、酵母

前培養液を 10%添加した。25℃で 3 日間静置培養後、 
10℃で 32 日間静置し、経時的に酵母数、pH、アルコ

ール濃度、Brix を測定した。アルコール濃度は、アル

コメイト AL-2 型(理研計器株式会社製)にて測定した。 
2.5 生地膨張力試験 
シリンダー法 3)にて実施した。2.4 節と同様に調製し

た酵母前培養液を、25℃で 3 日間静置培養後、10℃で

13 日間静置した。この前培養液を終濃度がアルコール

2.5%、Brix 20 となるよう調製した培地に添加した。こ

れを 25℃で 3 日間培養したものを酵母培養液とし、中

種の調製に使用した。表１に示した原料配合で混捏し

た中種を 20、25、30℃の各温度で 24 時間発酵させた。

その後、中種と表１に示した本捏生地用の原材料を混捏

し、シリンダーに詰めた。30℃で静置し、継時的に生

地頭頂部の高さを測定し、生地体積を算出した。各時間

測定後の生地はガス抜きを行った後、再度シリンダーに

詰めて試験を継続した。発酵前の生地体積に各測定時刻 
 
 
 
 
 
 
 
 

における生地体積膨張量を累計し、その値を発酵前生地

体積で除した値を生地膨張率とした。 
2.6 製パン試験 

2.5 節で使用した酵母前培養液を継代し、25℃で 3 日

間静置培養後、10℃で 24 日間静置した。この前培養液

を終濃度がアルコール 2.5%、Brix 20 となるよう調製

した培地に添加した。これを 25℃で 3 日間培養したも

のを酵母培養液とし、中種の調製に使用した。表２に

示した原料配合で混捏した中種を 25℃で 24 時間発酵さ

せた。その後、中種と表２に示した本捏生地用の原材料

を混捏し、30℃で 60 分間発酵させた。ガス抜き、分割、

成形を行った後、最終発酵は 38℃、85%RH のホイロ

内で生地が型上 1cm になるまで行った。焼成条件は

200℃、25 分とした。焼成後のパンは、重量測定と菜

種法による体積測定を行い、比容積を算出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
３．実験結果及び考察 

3.1 分離酵母の耐糖性とアルコール耐性 

分離酵母用の培地組成を決めるため、酵母の耐糖性

を評価した。分離酵母を添加した糖濃度の異なる YPD
培地について、経時的に濁度を測定した結果を図１に

示す。20%スクロース添加 YPD 培地を用いたとき、酵

母は最も良好に生育した。また、30%以上添加した培地

を用いると、スクロース濃度の増加と共に酵母の生育が

抑制される傾向が見られた。次に、雑菌の増殖抑制を目

的としたエタノール添加濃度を設定するため、分離酵母

のアルコール耐性を評価した。図２に示すように、10%
エタノール添加培地では分離酵母は生育可能であったが、

15%以上添加した YPD 培地中では生育できなかった。

また、両試験結果から、分離酵母は培養開始 72 時間後

に定常期に移行していることが確認された。以上より、

分離酵母を培養する培地の組成はスクロース 20%、エ

タノール 10%以下とし、培養時間は 72 時間とした。 
3.2 分離酵母の培養条件の検討 
3.2.1 分離酵母用培地の検討 
本研究で用いる分離酵母用培地は、パン製造現場で

の調製・使用を想定している。そのため培地の原材料に 
は、容易に取得が可能な製パン材料で、窒素やミネラル 

中　種 本捏生地

小　麦　粉 70 30
酵母培養液 20 －

上　白　糖 5 5
食　　　塩 － 2

水 22 23

配合割合 (%)

表１ 原料配合 (生地膨張力試験) 

中　種 本捏生地

小　麦　粉 70 30
酵母培養液 20 －

上　白　糖 7 3
食　　　塩 － 2

ショートニング － 5
水 22 23

配合割合 (%)

表２ 原料配合 (製パン試験) 

�7



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

を含むモルトエキスを用いた。分離酵母の特性試験結果

を基に、Brix 20 となるようモルトエキスとスクロース

を加えた培地を用いて、分離酵母用培地へのエタノール

添加量を検討した。その結果、図３に示すように 10%
エタノール添加培地では酵母数が減少したが、他の培地

中では良好な増殖がみられた。この結果に加え、培養・

保管中の酵母によるエタノール生成も考慮し、分離酵母

用培地のエタノール濃度は 2.5%とした。次に、モルト

エキスの添加量について検討した結果を図４に示す。

一定菌数の分離酵母を長期間保持することを想定し、酵

母培養液を 25℃で 3 日間培養後、10℃で保管し酵母数

を測定した。25℃で 3 日間培養後の酵母数は、モルト

エキスの添加量にかかわらずほぼ同等であったが、

10℃で 24 日間静置した 10%モルトエキス添加培地中の

酵母数は、5%モルトエキス添加培地よりも若干高く

3.1×107cfu/mL であった。また、25℃で 3 日間培養し

た培養液中のエタノール濃度は、10%モルトエキス添加

培地の方が高く、Brix の低下も大きかった(結果は図示

せず)。以上より、分離酵母用培地のモルトエキス添加

量は、酵母の生育が良好な 10%とした。 
3.2.2 分離酵母の継代 
前項で検討した培地を用いて分離酵母を継代した結果

を図５に示す。25℃で 3 日間培養後、 酵母数は 2.6× 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
108cfu/mL となり、良好に生育していることが確認され

た。その後、10℃で 32 日間(総試験日数 35 日)保持し

た際の酵母数は 2.7×107cfu/mL であった。この数値は、

継代時の酵母前培養液中の酵母数(1.3×107cfu/mL)より

も高いことから、10℃で 32 日間保管後も十分な菌数が

保持されていることがわかった。また、酵母培養液は、

Brix の減少と共にアルコール濃度の上昇と pH の低下

が見られた。25℃で 3 日間培養後にはアルコール濃度

5.4%、pH4.1 を示し、その後 10℃で 32 日静置後には

アルコール濃度 10.5%、pH3.9 となった。この結果か

ら、酵母培養液内は、混入が懸念される小麦粉由来の

Bacillus 属の増殖を抑制可能な環境になっていると考え

られる 4)～6)。 
3.3 分離酵母培養液を用いた生地膨張力試験 
 分離酵母用培地を用いた酵母培養液を使用し、生地膨

張力試験を行った。中種法での生地膨張率を発酵温度で

比較した結果を図６に示す。中種の発酵温度が 20～
30℃のどの試験区においても生地体積は増加した。発

酵温度の上昇に伴い生地膨張率が増加する傾向が見られ、

25、30℃の試験区の方が 20℃の試験区よりも生地の膨

張速度が大きかった。パンを製造する際、本捏生地の最

終発酵は、発酵前生地体積の 3～4 倍膨らむよう発酵条

件を調整する 7)。今回の試験条件で生地膨張率が 3 以上 
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図１ 糖濃度の異なる YPD 培地中での酵母増殖曲線 
スクロース濃度： 2%(〇 )、 10%(■ )、 20%(△ )、
30%(◇)、40%(＊)、50%(●) 

図２ アルコール濃度の異なる YPD 培地中での

酵母増殖曲線 
エタノール濃度：10%(○)、15%(■)、20%(△) 

図３ アルコール濃度の異なる分離酵母用培地中の酵

母数 
エタノール濃度：0(〇)、2.5%(■)、5%(△)、10%(◇) 

図４ モルトエキス濃度の異なる分離酵母用培地中

の酵母数 
モルトエキス濃度：5%(○)、10%(■) 
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になる発酵時間は、20℃の試験区で 320 分、25、30℃
の試験区で 260 分であった。ただし、30℃の試験区で

は、若干ではあるが中種が過発酵の様相を呈していたた

め、中種は 25℃で発酵させることとした。 
3.4 分離酵母培養液を用いた製パン試験 
 生地膨張力試験の結果をもとに、中種法にて製パン試

験を行った。本製法では、一般的な中種法に比べ発酵時

間が長いことから、中種の原材料のうち、酵母が資化す

る糖の配合比率を高く設定した。また、生地の伸展性を

向上させ、パンの体積を増大させるため本捏生地にはシ

ョートニングを添加した。本試験では、最終発酵時、生

地が型上 1.0cm になるまでに要した時間は 210 分であ

った。これは生地膨張力試験にて、生地膨張率が 3 以

上になった時間とほぼ一致していた。焼成後のパンの比

容積は 3.7cm3/g となり、一般的に好ましいとされてい

る角型食パンの比容積 3.8～4.2cm3/g、山形食パンの比

容積 4.0～4.5cm3/g 8)に比べ低い値を示した。よって今

後は、生地の発酵条件等について試験を重ね、生地体積

を増加させるための方法を検討していく。 
 

４．結び 

カキツバタから分離した酵母の耐糖性について評価

した結果、20%スクロース添加 YPD 培地で最も良好な

生育を示した。アルコール耐性試験では、10%エタノー 
ル添加 YPD 培地で生育が確認され、それ以上の濃度で

は酵母の生育は見られなかった。10% モルトエキス、 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
2.5%エタノール、12%スクロース添加培地を用いて分

離酵母を 25℃で 3 日間培養したところ、酵母数は

108cfu/mL まで増加した。この酵母培養液は、10℃で

32 日間保管後も酵母数 107cfu/mL を保っていた。酵母

培養液を用いて調製した中種を 25℃で 24 時間発酵させ

た後、中種法にてパンを試作した結果、比容積は若干低

かったが、パンを製造できることが確認された。以上よ

り、本研究で定めた分離酵母用培地にて培養・保持され

た分離酵母が、パン製造へ利用できる可能性が示された。 
 

付記 

本研究は、公益財団法人エリザベス・アーノルド富

士財団平成 27 年度学術研究助成により実施した。 
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図６ 発酵温度の異なる中種の生地膨張率 
20℃(○)、25℃(■)、30℃(△) 
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図５ 継代後の酵母培養液中の成分変化 
(A) 酵母数(●)、pH(■) 
(B) アルコール濃度(△)、Brix(○) 
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