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(57)【 要 約 】

【 課 題 】 従 来 の パ ン 酵 母 Saccharo m yces cerevis iaeは ラ ク ト ー ス を 発 酵 で き な い た め 、 砂

糖 を 添 加 せ ず ホ エ ー パ ウ ダ ー を 含 む パ ン 生 地 を 十 分 に 膨 張 さ せ る こ と は で き な い 。 一 方 、

ラ ク ト ー ス 発 酵 性 酵 母 K luyvero m yces m arxianusは 一 般 に パ ン 生 地 発 酵 力 が 低 く 、 パ ン 生

地 中 に 生 成 す る マ ル ト ー ス を 発 酵 で き な い 。

【 解 決 手 段 】 パ ン 生 地 発 酵 力 の 高 い ラ ク ト ー ス 発 酵 性 酵 母 K luyvero m yces

m arx ianusと 通 常 の パ ン 酵 母 Saccharo m yces cerevis iaeの 培 養 菌 体 を 混 合 す る こ と に よ り

、 ホ エ ー パ ウ ダ ー を 含 む 高 品 質 の パ ン 類 を 製 造 す る こ と が で き る 。

【 選 択 図 】 な し
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 パ ン 生 地 発 酵 力 の 高 い ラ ク ト ー ス 発 酵 性 酵 母 Kluyveromyces

marxianusと 通 常 の パ ン 酵 母 Saccharomyces cerevisiaeの 培 養 菌 体 を 混 合 し て ホ エ ー パ ウ

ダ ー を 含 む パ ン 生 地 を 膨 張 さ せ る こ と を 特 徴 と す る パ ン 類 の 製 造 方 法 。

【 請 求 項 ２ 】

　 パ ン 生 地 発 酵 力 の 高 い ラ ク ト ー ス 発 酵 性 酵 母 が Kluyveromyces

marxianus NITE P-799で あ る 請 求 項 1記 載 の パ ン 類 の 製 造 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

　 パ ン 生 地 発 酵 力 の 高 い ラ ク ト ー ス 発 酵 性 酵 母 Kluyveromyces

marxianusと 通 常 の パ ン 酵 母 Saccharomyces cerevisiaeの 培 養 菌 体 を 混 合 し て ホ エ ー パ ウ

ダ ー を 含 む パ ン 生 地 を 膨 張 さ せ る こ と を 特 徴 と す る パ ン 類 の 製 造 方 法 に よ っ て 製 造 さ れ た

パ ン 類 。

【 請 求 項 ４ 】

　 パ ン 生 地 発 酵 力 の 高 い ラ ク ト ー ス 発 酵 性 酵 母 が ま た は Kluyveromyces

marxianus NITE P-799で あ る 請 求 項 3記 載 の パ ン 類 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 栄 養 豊 富 な ホ エ ー パ ウ ダ ー を 含 み 優 れ た 風 味 を 備 え た パ ン 類 の 製 造 方 法 と そ

れ に よ っ て 得 ら れ る パ ン 類 に 関 す る も の で あ る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 パ ン に は 多 く の 種 類 が あ り 、 食 パ ン 、 菓 子 パ ン や そ の 他 の パ ン を 含 め て パ ン 類 と 総 称 さ

れ て い る 。 そ の 製 法 は 小 麦 粉 、 水 、 砂 糖 、 食 塩 、 乳 製 品 、 油 脂 、 酵 母 な ど を 混 捏 し て パ ン

生 地 を つ く り 、 発 酵 後 に 焼 成 し て 出 来 上 が る 。 原 料 の ひ と つ で あ る 乳 製 品 と し て 広 く 利 用

さ れ て い る の は 脱 脂 粉 乳 で 、 栄 養 価 を 高 め 、 焼 成 し た パ ン の 風 味 を 増 す と と も に 、 表 面 の

焼 き 色 を 鮮 や か な 茶 褐 色 に す る と さ れ て い る 。 脱 脂 粉 乳 以 外 で 同 様 の 効 果 の あ る 乳 製 品 と

し て 知 ら れ て い る の が 、 ホ エ ー パ ウ ダ ー や ホ エ ー タ ン パ ク 質 濃 縮 物 で あ る 。 ホ エ ー パ ウ ダ

ー と は 、 生 乳 を 凝 固 さ せ て チ ー ズ を 製 造 す る 際 に 副 生 す る 液 体 （ チ ー ズ ホ エ ー ） を 噴 霧 乾

燥 し た も の で あ り 、 そ の 主 成 分 は ラ ク ト ー ス 78%、 ホ エ ー タ ン パ ク 質 12%、 無 機 塩 類 6%

で あ る 。 ホ エ ー タ ン パ ク 質 濃 縮 物 は 、 チ ー ズ ホ エ ー か ら 膜 処 理 に よ っ て ラ ク ト ー ス を 除 去

し て タ ン パ ク 質 を 30～ 60%に ま で 濃 縮 し た 粉 末 で あ る 。 チ ー ズ ホ エ ー は 原 料 乳 の 約 90%に 相

当 す る 量 が 発 生 し 、 廃 液 と し て 処 理 す る に は 大 き な 環 境 負 荷 が か か る 。 そ の た め 、 チ ー ズ

ホ エ ー の 大 部 分 は 乾 燥 粉 末 化 し て 加 工 食 品 な ど に 利 用 さ れ て い る が 、 世 界 的 な チ ー ズ の 増

産 に よ る 供 給 過 剰 で 価 格 は 脱 脂 粉 乳 よ り 低 く 、 ホ エ ー パ ウ ダ ー は ホ エ ー タ ン パ ク 濃 縮 物 よ

り も さ ら に 安 い 。 し か し 、 ホ エ ー タ ン パ ク 質 の 成 分 で あ る β -ラ ク ト グ ロ ブ リ ン や α -ラ ク

ト ア ル ブ ミ ン は 腸 管 に お け る カ ル シ ウ ム の 吸 収 を 促 進 す る と と も に 血 圧 降 下 に 関 与 す る ア

ン ジ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 阻 害 活 性 を 示 し 、 ま た ラ ク ト フ ェ リ ン は 肝 炎 の 発 生 や 進 行 を 抑 制

す る な ど の 効 果 が あ る と さ れ て い る 。 こ の よ う に ホ エ ー パ ウ ダ ー は 安 価 で あ り な が ら 機 能

性 成 分 を 豊 富 に 含 む 優 れ た 食 品 素 材 で あ り 、 パ ン の 原 料 と し て 使 用 す る こ と に よ り 幅 広 い

効 果 が 期 待 で き る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 ホ エ ー パ ウ ダ ー を 含 む パ ン に 関 連 す る 先 行 技 術 と し て は 、 小 麦 デ ン プ ン と ホ エ ー パ ウ ダ

ー を 含 有 す る 製 パ ン 改 良 剤 （ 特 許 文 献 １ ） 、 ラ ク チ ュ ロ ー ス を 一 定 量 以 上 含 む ホ エ ー パ ウ

ダ ー を 有 効 成 分 と す る 製 パ ン 品 質 改 良 剤 （ 特 許 文 献 ２ ） に 関 す る も の が あ る 。 ホ エ ー パ ウ

ダ ー の 関 連 製 品 で あ る ホ エ ー パ ー ミ エ ー ト （ チ ー ズ ホ エ ー か ら タ ン パ ク 質 を 分 離 し た も の

で ラ ク ト ー ス を 主 成 分 と し て 含 有 ） に つ い て は 、 甘 味 料 と し て パ ン 製 造 に 利 用 す る 方 法 が

あ る （ 特 許 文 献 ３ ） 。 ま た 、 ラ ク ト ー ス 発 酵 性 酵 母 Kluyveromyces marxianus菌 株 に よ っ

て 脱 脂 粉 乳 を 含 む パ ン 生 地 を 膨 張 さ せ て パ ン の 製 造 に 適 用 し た 報 告 が あ る (非 特 許 文 献 １ )

10

20

30

40

50



(3) JP  2011-78360  A   2011.4.21

。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ６ － ３ ２ ５ ５ ３ ６ 号 公 報

【 ０ ０ ０ ５ 】

【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ８ － １ ６ １ ０ ７ ３ 号 公 報

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 Ｈ ５ － ６ ８ ４ ６ ７ 号 公 報

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 R. Calallero, P. Olguin,A. Cruz-Guerrero, F. Gallardo, M. Garcia

-Garibay, L.Gomez-Ruiz, Evaluation of Kluyveromyces marxianus as baker＇ s yeast,

 Food Research International, 28, 37-41, 1995

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 最 近 の 消 費 者 に は 、 油 脂 な ど を 豊 富 に 含 む 濃 厚 な パ ン 類 に 人 気 が あ る 一 方 で 、 シ ン プ ル

な パ ン 類 も 好 ま れ る 傾 向 が あ る 。 そ の た め 、 砂 糖 を 添 加 せ ず に ホ エ ー パ ウ ダ ー を 多 く 含 む

よ う な カ ロ リ ー が 控 え め で 栄 養 ・ 機 能 性 の あ る パ ン 類 に 注 目 が 集 ま る と 予 想 さ れ る 。 こ の

パ ン 生 地 中 で 、 通 常 の パ ン 酵 母 Saccharomyces cerevisiaeは 生 地 中 に わ ず か に 存 在 す る 単

糖 類 を 細 胞 内 に 取 り 込 ん で 1時 間 以 内 に 消 費 し 、 そ の 後 の 2～ 3時 間 は 小 麦 粉 に 含 ま れ る β -

ア ミ ラ ー ゼ な ど の 作 用 に よ っ て デ ン プ ン か ら 生 成 す る マ ル ト ー ス を 取 り 込 む 。 酵 母 は エ ム

デ ン ・ マ イ ヤ ー ホ フ 経 路 で 取 り 込 ん だ 糖 を 代 謝 し 、 発 生 す る 炭 酸 ガ ス で パ ン 生 地 を 膨 張 さ

せ る と 同 時 に 、 発 酵 さ せ た パ ン 特 有 の 好 ま し い 風 味 を 与 え て い る 。 し か し 、 酵 母 Saccharo

myces cerevisiaeは ホ エ ー パ ウ ダ ー 中 の 主 要 成 分 で あ る ラ ク ト ー ス を 発 酵 で き な い 。 一 方

、 Kluyveromyces marxianusな ど の ラ ク ト ー ス 発 酵 性 酵 母 は 糖 の 発 酵 速 度 が Saccharomyces

cerevisiaeよ り も 劣 り 、 マ ル ト ー ス も 発 酵 す る こ と が で き な い の で 、 製 パ ン に は 不 適 と 考

え ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 こ れ ま で に Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1109お よ び NRRL-Y-2415と 市 販 パ ン 酵 母 か

ら 分 離 し た Saccharomyces

cerevisiae菌 株 の パ ン 生 地 発 酵 力 を 比 較 し た 報 告 が あ る (非 特 許 文 献 １ )。 こ の 文 献 で は 、

い ず れ の 菌 株 も 糖 無 添 加 お よ び ス ク ロ ー ス を 添 加 し た パ ン 生 地 の 発 酵 力 は 同 等 で あ り 、 ホ

エ ー ま た は ラ ク ト ー ス を 含 む パ ン 生 地 の 発 酵 力 は Kluyveromyces marxianus NRRL-Y-1109

お よ び NRRL-Y-2415の ほ う が 高 い と 記 載 さ れ て い る 。 し か し 、 後 述 す る よ う に 本 発 明 者 が K

luyveromyces marxianus NRRL-Y-2415と 同 一 菌 株 で あ る NBRC

1735の ス ク ロ ー ス を 添 加 し た パ ン 生 地 の 発 酵 力 を 調 べ て み た と こ ろ 市 販 パ ン 酵 母 分 離 菌 株

の 1/3以 下 と き わ め て 低 い 水 準 で あ り 、 実 際 の 製 パ ン に 使 用 す る の は 困 難 で あ っ た 。 こ の

よ う に 砂 糖 を 添 加 せ ず に ホ エ ー パ ウ ダ ー を 多 く 含 む パ ン 生 地 中 の 糖 を 十 分 に 発 酵 す る こ と

に よ り 、 パ ン 生 地 を 大 き く 膨 張 さ せ て 優 れ た 風 味 を 与 え る よ う な 酵 母 に 関 す る 従 来 技 術 は

な い の が 現 状 で あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 上 記 の 目 的 を 達 成 す る た め に は 、 パ ン 生 地 発 酵 力 の 高 い ラ ク ト ー ス 発 酵 性 酵 母 Kluyvero

myces

marxianusと 通 常 の パ ン 酵 母 Saccharomyces cerevisiaeの 培 養 菌 体 を 混 合 し て 利 用 す れ ば

良 い 。 す な わ ち 、 前 者 の 酵 母 に よ っ て ホ エ ー パ ウ ダ ー 中 の ラ ク ト ー ス を 、 後 者 の 酵 母 に よ

っ て パ ン 生 地 中 に 生 成 す る マ ル ト ー ス を 発 酵 さ せ る こ と に よ り 、 砂 糖 を 添 加 せ ず に ホ エ ー

パ ウ ダ ー を 多 く 含 む パ ン 生 地 を 十 分 に 膨 張 さ せ る こ と が で き る の で あ る 。 本 発 明 者 は 鋭 意
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研 究 し た 結 果 、 こ の よ う に 混 合 し た 酵 母 の 培 養 菌 体 に よ っ て 高 品 質 か つ 特 徴 的 で 良 好 な 風

味 を 備 え て い る パ ン 類 を 製 造 で き る こ と を 発 見 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ た 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 の パ ン 類 の 製 造 方 法 に よ っ て 、 栄 養 豊 富 な ホ エ ー パ ウ ダ ー を 含 み 優 れ た 風 味 を 備

え た パ ン 類 を つ く る こ と が 可 能 と な り 、 チ ー ズ 製 造 の 副 産 物 で あ る ホ エ ー パ ウ ダ ー の 有 効

活 用 に 大 き く 役 立 つ こ と に な る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 で い う ラ ク ト ー ス 発 酵 性 酵 母 と は パ ン 生 地 発 酵 力 の 高 い Kluyveromyces

marxianus で あ れ ば 特 に 限 定 せ ず 、 好 ま し く は Kluyveromyces marxianus NITE

P-799で あ る 。 通 常 の パ ン 酵 母 と は パ ン 生 地 発 酵 力 の 高 い Saccharomyces cerevisiae菌 株

で あ れ ば 特 に 限 定 せ ず 、 好 ま し く は 市 販 さ れ て い る 製 パ ン 用 の 圧 搾 酵 母 や 乾 燥 酵 母 か ら 単

コ ロ ニ ー 分 離 さ れ た 菌 株 で あ る 。 こ れ ら 二 つ の 酵 母 の 培 養 菌 体 を 混 合 す る 比 率 は 、 ホ エ ー

パ ウ ダ ー を 含 む パ ン 生 地 の 発 酵 力 が 最 大 と な る の で あ れ ば 特 に 限 定 し な い が 、 好 ま し く は

1:1で あ る 。 本 発 明 で い う ホ エ ー パ ウ ダ ー と は チ ー ズ ホ エ ー を 噴 霧 乾 燥 さ せ た 粉 末 で あ る

が 、 ラ ク ト ー ス を 多 く 含 む よ う な 乳 製 品 も 使 用 す る こ と が で き る 。 ホ エ ー パ ウ ダ ー の 添 加

量 は パ ン 生 地 発 酵 力 が 著 し く 低 下 し な い 程 度 で あ れ ば 特 に 限 定 し な い が 、 好 ま し く は 小 麦

粉 重 量 当 た り 5～ 10%で あ る 。 い ず れ に し ろ 、 パ ン 類 を 製 造 す る 条 件 は 使 用 す る 酵 母 お よ び

原 料 を 勘 案 し 、 適 当 に 決 定 す れ ば よ い 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 で 使 用 す る 上 記 の Kluyveromyces marxianus NITE

P-799は 発 酵 乳 よ り 分 離 し た 菌 株 で 、 次 の よ う な 性 質 を 有 す る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

（ １ ） 形 態 学 的 性 質

　 Y M寒 天 培 地 で 25℃ 、 3日 間 培 養 し た と き の 細 胞 は 球 形 ま た は 楕 円 形 で 、 大 き さ は 2～ 5 μ

m × 4～ 7μ mで 、 多 極 出 芽 す る 。 コ ロ ニ ー は 淡 褐 色 で 、 光 沢 が あ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

（ ２ ） 生 理 的 性 質

温 度 22～ 37℃ で 生 育 す る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

（ ３ ） 糖 の 発 酵 性

　 　 　 グ ル コ ー ス 　 　 　 　 　

+

　 　 　 ラ ク ト ー ス 　 　 　 　 　

+

　 　 　 ガ ラ ク ト ー ス 　 　 　 　

+

　 　 　 ラ フ ィ ノ ー ス 　 　 　 　

+

　 　 　 ス ク ロ ー ス 　 　 　 　 　

+

　 　 　 ト レ ハ ロ ー ス 　 　 　 　

-

　 　 　 マ ル ト ー ス 　 　 　 　 　

-

　 　 　 イ ヌ リ ン 　 　 　 　 　 　

+

【 ０ ０ １ ７ 】
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（ ４ ） 炭 素 源 の 資 化 性

　 　 　 グ ル コ ー ス 　 　 　 　 　 +

　 　 　 D-ア ラ ビ ノ ー ス 　 　 　

-

　 　 　 ガ ラ ク ト ー ス 　 　 　 　

+

　 　

D-リ ボ ー ス 　 　 　 　 　 +

　 　

L-ソ ル ボ ー ス 　 　 　 　 -

　 　

L-ラ ム ノ ー ス 　 　 　 　

-

　

　 ス ク ロ ー ス 　 　 　 　 　

+

　

　 エ リ ス リ ト ー ル 　 　 　 -

　 　

マ ル ト ー ス 　 　 　 　 　

-

　 　

ア ド ニ ト ー ル 　 　 　 　

+

　

　 セ ロ ビ オ ー ス 　 　 　 　

+

　

　 ズ ル シ ト ー ル 　 　 　 　

-

　

　 ト レ ハ ロ ー ス

　 　 　 -

　

　 D-マ ン ニ ト ー ル 　 　 　 +

　

　 ラ ク ト ー ス 　 　 　 　 　

+

　 　

D-ソ ル ビ ト ー ル 　 　 　 +

　

　 メ リ ビ オ ー ス 　 　 　 　

-

　

　 α -メ チ ル グ ル コ シ ド 　 -

　

　 ラ フ ィ ノ ー ス 　 　 　 　

+

　

　 サ リ シ ン 　 　 　 　 　 　
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+

　

　 メ レ ジ ト ー ス 　 　 　 　

-

　

　 グ ル コ ン 酸 　 　 　 　 　

-

　

　 イ ヌ リ ン 　 　 　 　 　 　

+

　

　 乳 酸 　 　 　 　 　 　 　 　

+

　

　 可 溶 性 デ ン プ ン 　 　 　 -

　

　 コ ハ ク 酸 　 　 　 　 　 　

+

　

　 D-キ シ ロ ー ス 　 　 　 　

+

　

　 ク エ ン 酸 　 　 　 　 　 　

+

　

　 L-ア ラ ビ ノ ー ス 　 　 　 +

　 　 イ ノ シ ト ー ル 　 　 　 　

-

【 ０ ０ １ ８ 】

（ ５ ） そ の 他 の 資 化 性 お よ び 生 育 の 特 徴

　 　 硝 酸 カ リ ウ ム 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

-

　 　 ゼ ラ チ ン の 液 化 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

-

　 　 カ ダ ベ リ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

+

　 　 ア ル ブ チ ン の 分 解 　 　 　 　 　 　 　 　 　

+

　 　 L-リ ジ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

+

　 　 尿 素 の 分 解 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

-

　 　 エ チ ル ア ミ ン 塩 酸 塩 　 　 　 　 　 　 　 　

+

　 　 有 機 酸 生 成 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 -

　 　 50%グ ル コ ー ス 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 -

　 　 シ ク ロ ヘ キ シ イ ミ ド 耐 性 100mg/l　 　 +

【 ０ ０ １ ９ 】

（ ６ ） 26Sリ ボ ソ ー ム D N A

D1/D2領 域 の 塩 基 配 列
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培 養 菌 体 か ら 常 法 に よ り D N Aを 抽 出 し 、 NL-1(5'-GCATATCA ATA A GCG G A G G A A A A G-3')お よ び NL-

4 (5'-G GTCCGTGTTTCA A G ACG G-3')

の 両 プ ラ イ マ ー に よ っ て 26Sリ ボ ソ ー ム D1/D2領 域 を 増 幅 さ せ る 。 増 幅 断 片 は 両 プ ラ イ マ ー

で サ イ ク ル シ ー ケ ン シ ン グ を 行 い 、 ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (ア プ ラ イ ド バ イ オ

シ ス テ ム ズ ジ ャ パ ン 株 式 会 社 )に て 塩 基 配 列 を 決 定 す る 。 得 ら れ た 545塩 基 の 配 列 情 報 を イ

ン タ ー ネ ッ ト 上 の BLASTプ ロ グ ラ ム に 入 力 し て ホ モ ロ ジ ー 検 索 を 行 う と 、 Kluyveromyces m

arxianusの 相 当 す る 塩 基 配 列 と 完 全 に 一 致 す る 。

【 実 施 例 １ 】

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 独 立 行 政 法 人 製 品 評 価 技 術 基 盤 機 構 生 物 遺 伝 資 源 部 門 （ NBRC） 保 存 の 微 生 物 菌 株 の う ち

、 ラ ク ト ー ス 発 酵 性 を 有 す る Kluyveromyces marxianus 5株 、 そ の 無 性 世 代 で あ る Candida

 kefyr 9株 、 発 酵 乳 よ り 分 離 し た Kluyveromyces

marxianus NITE P-799お よ び 市 販 パ ン 酵 母 か ら 分 離 し た Saccharomyces

cerevisiae HP 216の ス ク ロ ー ス 添 加 パ ン 生 地 発 酵 力 を 比 較 し た 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 各 菌 株 を 試 験 管 中 の YPD培 地 （ バ ク ト 酵 母 エ キ ス 1.0%、 バ ク ト ペ プ ト ン 2.0%、 グ ル コ ー

ス 2.0%） 3mlで 30℃ 、 24時 間 往 復 振 盪 培 養 (120rpm)し 、 そ の う ち の 0.6mlを 300mlバ ッ フ ル

付 き 三 角 フ ラ ス コ 中 の YPS培 地 (バ ク ト 酵 母 エ キ ス 2.0%、 バ ク ト ペ プ ト ン 4.0%、 K H2PO4

 0.2%、 MgSO4・ 7H2O 0.1%、 ア デ カ ノ ー ル LG-294 0.05%、 ス ク ロ ー ス 2.0%)60mlに 接 種 し

て 30℃ 、 24時 間 旋 回 振 盪 培 養 (150rpm)し た 。 YPS培 地 は 、 酵 母 菌 体 の パ ン 生 地 発 酵 力 を 高

め る た め の 培 地 で あ り 、 ス ク ロ ー ス お よ び そ の 他 の 成 分 は 別 々 に 滅 菌 し て お き 、 使 用 直 前

に 混 合 し た 。 培 養 後 の 菌 体 は 遠 心 分 離 で 回 収 し 、 蒸 留 水 で 2回 洗 浄 し て か ら 乾 燥 さ せ た 吸

収 板 の 上 に 数 分 間 置 い て 培 養 湿 菌 体 を 得 た 。 培 養 菌 体 の 固 形 分 は 約 30%に な る が 、 一 部 を

乾 燥 さ せ て 正 確 な 数 値 を 算 出 し 、 以 下 の 実 験 で は 固 形 分 33%に 換 算 し た 重 量 と し た 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 小 麦 粉 （ 強 力 ） 10g、 0.5gの ス ク ロ ー ス を 含 む 水 溶 液 5.5mお よ び 酵 母 菌 体 0.2gを 含 む 懸

濁 液 1.0mlを 1分 間 混 捏 し た 。 調 製 し た パ ン 生 地 は 2.4cm× 20cmの 試 験 管 に 入 れ 、 発 生 す る

炭 酸 ガ ス 量 を 飽 和 食 塩 水 中 の メ ス シ リ ン ダ ー に 導 い て 30℃ 、 2時 間 当 た り に 発 生 す る 炭 酸

ガ ス 発 生 量 を パ ン 生 地 発 酵 力 と し て 測 定 し た 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

【 表 １ 】

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 表 1に 示 し た よ う に 、 NBRC保 存 の Kluyveromyces marxianus 5株 の パ ン 生 地 発 酵 力 は い ず
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れ も Saccharomyces

cerevisiae HP 216の 1/3以 下 で あ っ た 。 こ の う ち の NBRC 1735(=NRRL-Y-2415)は 、 パ ン 生

地 発 酵 力 が 市 販 パ ン 酵 母 分 離 株 と 同 程 度 と 報 告 さ れ て い る (非 特 許 文 献 １ )。 こ の 論 文 の 実

験 で 使 用 し た 培 地 中 に は 酵 母 エ キ ス 0.2%し か 含 ま れ て お ら ず 、 市 販 パ ン 酵 母 分 離 株 の パ ン

生 地 発 酵 力 が 十 分 に 発 現 さ れ て い な か っ た た め に Kluyveromyces marxianusと 同 程 度 の 低

水 準 に な っ た と 推 察 さ れ る 。 Candida

kefyrの 中 に は NBRC保 存 の Kluyveromyces marxianusよ り も パ ン 生 地 発 酵 力 の 高 い 菌 株 が あ

っ た が 、 も っ と も 優 れ て い た の は 本 発 明 の Kluyveromyces marxianus NITE P-799で あ っ た

。 し か し 、 こ の 菌 株 で も パ ン 生 地 発 酵 力 は Saccharomyces cerevisiae HP 216の 約 60%で あ

っ た 。

【 実 施 例 ２ 】

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 Kluyveromyces marxianus NITE P-799、 Saccharomyces cerevisiae HP 216を 実 施 例 1と

同 様 の 方 法 で 培 養 菌 体 を 調 製 し 、 菌 体 濃 度 が 0.2g/mlに な る よ う に そ れ ぞ れ 懸 濁 し た 。 小

麦 粉 （ 強 力 ） 10g、 0.5gの ホ エ ー パ ウ ダ ー を 含 む 水 溶 液 4.5mお よ び 酵 母 菌 体 0.4gを 含 む 懸

濁 液 2.0mlを 1分 間 混 捏 し 、 発 生 す る 炭 酸 ガ ス 量 を パ ン 生 地 発 酵 力 と し て 1時 間 毎 に 5時 間 目

ま で 測 定 し た 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

【 表 ２ 】

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 表 2に 示 し た よ う に 、 Kluyveromyces

marxianus NITE P-799の パ ン 生 地 発 酵 力 は 、 い ず れ の 測 定 時 間 で も Saccharomyces

cerevisiae HP 216を 下 回 っ て い た 。 Saccharomyces cerevisiae HP

216は パ ン 生 地 中 の 発 酵 性 糖 を 消 費 し て 4時 間 で 炭 酸 ガ ス の 発 生 が 停 止 し た 。 パ ン 生 地 発 酵

力 は Kluyveromyces marxianus NITE P-799の 菌 体 に Saccharomyces

cerevisiae HP 216の 菌 体 を 加 え る と 4時 間 目 以 降 で 顕 著 に 増 加 し 、 小 麦 粉 10g当 た り 各 菌

体 0.2gの 計 0.4g添 加 し た と き に 最 高 と な っ た 。

【 実 施 例 ３ 】

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 Kluyveromyces marxianus NITE P-799、 Saccharomyces cerevisiae HP 216を 実 施 例 1と

同 様 の 方 法 で 培 養 菌 体 を 調 製 し 、 そ れ ぞ れ の 菌 体 濃 度 が 0.2g/mlに な る よ う に 懸 濁 し た 。

小 麦 粉 （ 強 力 ） 10g、 各 菌 体 0.2gの 計 0.4gを 含 む 懸 濁 液 2.0ml、 蒸 留 水 4.5mlま た は 0.5g、 1

.0g、 1.5gま た は ,2.0gの ホ エ ー パ ウ ダ ー を 含 む 水 溶 液 4.5mを 1分 間 混 捏 し 、 発 生 す る 炭 酸

ガ ス 量 を パ ン 生 地 発 酵 力 と し て 1時 間 毎 に 5時 間 目 ま で 測 定 し た 。

【 ０ ０ ２ ９ 】
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【 表 ３ 】

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 表 3に 示 す よ う に 小 麦 粉 10g当 た り 0.5gお よ び 1.0gの ホ エ ー パ ウ ダ ー を 添 加 す る こ と に よ

っ て パ ン 生 地 の 発 酵 力 は 上 昇 し た が 、 こ れ 以 上 で は 低 下 す る 場 合 も あ っ た 。 ホ エ ー パ ウ ダ

ー が 増 え る と 、 パ ン 生 地 中 の 浸 透 圧 が 高 く な っ て 酵 母 に よ る 発 酵 が 阻 害 さ れ る も の と 推 察

さ れ る 。

【 実 施 例 ４ 】

【 ０ ０ ３ １ 】

　 Kluyveromyces marxianus NITE P-799お よ び Saccharomyces cerevisiae HP 216を 実 施

例 1の よ う な 方 法 で 培 養 し 、 培 養 菌 体 お よ び こ れ ら の 混 合 菌 体 を 使 用 し て ス ト レ ー ト 法 で

パ ン を つ く っ た 。 小 麦 粉 （ 強 力 粉 ） 200g、 ホ エ ー パ ウ ダ ー 10.0g、 油 脂 10.0g、 培 養 菌 体 8.

0g（ 各 菌 体 お よ び 等 量 混 合 菌 体 ） 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 溶 液 1.0ml(6mg/ml)お よ び 蒸 留 水 133ml

を ピ ン ミ キ サ ー で 約 3分 間 混 捏 し た 。 30℃ 、 80分 の フ ロ ア タ イ ム 後 、 パ ン 生 地 を 100gづ つ

分 割 し て 丸 め て 30℃ 、 15分 の ベ ン チ タ イ ム を と っ た 。 こ れ を モ ル ダ ー と シ ー タ ー で 成 型 し

、 38℃ 、 湿 度 85%の ホ イ ロ 発 酵 を 55分 行 っ て か ら 200℃ 、 25分 焼 成 し た 。 こ れ を 室 温 で 放 冷

後 、 重 量 と 容 積 を 測 定 し て 比 容 積 を 算 出 し た 。 さ ら に 、 こ れ ら の パ ン は ポ リ 袋 に 入 れ て 室

温 で 一 日 保 存 し 、 5名 の パ ネ ラ ー に よ っ て 色 、 香 り 、 味 、 外 観 を 4段 階 （ 非 常 に 良 好 、 良 好

、 や や 劣 る 、 劣 る ） で 評 価 し た 。 そ の 結 果 を 表 4に 示 す 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

【 表 ４ 】

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 上 述 の よ う に パ ン 生 地 発 酵 力 の 高 い ラ ク ト ー ス 発 酵 性 酵 母 Kluyveromyces

marxianusと 通 常 の パ ン 酵 母 Saccharomyces cerevisiaeの 培 養 菌 体 を 混 合 す る こ と に よ り

、 ホ エ ー パ ウ ダ ー を 含 む 高 品 質 の パ ン 類 を 製 造 す る こ と が 可 能 と な る 。

【 手 続 補 正 書 】

【 提 出 日 】 平 成 22年 5月 26日 (2010.5.26)

【 手 続 補 正 １ 】

【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書

【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ９

【 補 正 方 法 】 変 更

【 補 正 の 内 容 】

【 ０ ０ １ ９ 】

（ ６ ） 26Sリ ボ ソ ー ム D N A D1/D2領 域 の 塩 基 配 列

培 養 菌 体 か ら 常 法 に よ り D N Aを 抽 出 し 、 NL-1プ ラ イ マ ー (配 列 番 号 １ )お よ び NL-4 プ ラ イ
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マ ー (配 列 番 号 ２ ) の 両 プ ラ イ マ ー に よ っ て 26Sリ ボ ソ ー ム D1/D2領 域 を 増 幅 さ せ る 。 増 幅

断 片 は 両 プ ラ イ マ ー で サ イ ク ル シ ー ケ ン シ ン グ を 行 い 、 ABI

PRISM 310 Genetic Analyzer (ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム ズ ジ ャ パ ン 株 式 会 社 )に て 塩 基

配 列 を 決 定 す る 。 得 ら れ た 545塩 基 の 配 列 情 報 (配 列 番 号 ３ )を イ ン タ ー ネ ッ ト 上 の BLASTプ

ロ グ ラ ム に 入 力 し て ホ モ ロ ジ ー 検 索 を 行 う と 、 Kluyveromyces marxianusの 相 当 す る 塩 基

配 列 (日 本 D N Aデ ー タ バ ン ク ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 U94924)と 完 全 に 一 致 す る 。

【 手 続 補 正 ２ 】

【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書

【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表

【 補 正 方 法 】 追 加

【 補 正 の 内 容 】

【 配 列 表 】

2011078360000001.app

10


	bibliographic-data
	abstract
	claims
	description
	written-amendment

