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チーズホエイを原料とする糖化同時発酵におけるエタノール生産量の改良
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Abstract

To examine a method for producing Japanese spirits (shochu) from cheese whey-based fermentation broth, we

evaluated the ethanol production by simultaneous saccharifying fermentation using Kluyveromyces marxianus KD15

released from catabolite repression. The rice koji obtained by growing Aspergillus luchuensis or A. oryzae was mixed in

combination with each yeast strain of K. marxianus NBRC1963 (wild strain), K. marxianus KD15 and Saccharomyces

cerevisiae NBRC10515. The pH, a-amylase and glucose forming activities as well as the glucose, lactose and ethanol

contents in cheese whey-based fermentation broth were determined for 21 days. The results showed that the production

of ethanol by K. marxianus KD15 in combination with either koji was signiˆcantly higher than that by other yeast

strains and the level in combination with rice koji obtained by A. luchuensis was approximately 30 higher compared

with others. The a-amylase and glucose forming activities tended to decrease during fermentation. Nevertheless, the

total amounts of lactose consumption in the fermentation broth using K. marxianus KD15 were the highest even in

combination with either koji, indicating that the improved ethanol production by K. marxianus KD15 could be caused by

its higher consumption ability of lactose derived from cheese-whey, but not of starch-derived glucose. These results

show that K. marxianus KD15 has high abilities of both cheese whey utilization and ethanol production even in the

presence of mixture components including starch-degraded products, and is e‹cient for producing cheese whey-based

Japanese spirits (shochu).

緒 言

近年，チーズの消費量の増加や消費者の嗜好の多様化

に合わせたチーズの生産が活発化しており，生産規模の

大小を問わずその製造が盛んになって来ている。チーズ

の製造にともなって副生されるホエイには，微生物の生

育に必要な糖やアミノ酸，微量元素などが豊富に含まれ

ていることから，微生物発酵を利用してホエイを有効に

活用する研究が行われている1～3)。特に近年，ホエイを

微生物発酵によって燃料用エタノールへ変換する研究が

活発に行われており，発酵効率の高い菌株の選抜や発酵

方法の検討が報告されている4～12)。しかし，培養する

時にグルコースが存在していると，カタボライト抑制と

言われるラクトース分解に関連した lac オペロンの発現

調節機能が働き，グルコースが消費された後にラクトー

スが消費されるため，結果としてホエイに含まれるラク

トースの資化が妨げられ，効率的な発酵生産が阻害され

ることが報告されている13)。

ホエイを焼酎や清酒，ビール等のアルコール飲料に活

用する場合，製造工程の中でデンプンを主とする原料の

糖化によりグルコースが生成されることから，ホエイ中

のラクトースを効率よく発酵させるためには，微生物が
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ラクトースの分解能力に優れていることに加え，グル

コース抑制を受けないことが求められる。現在，焼酎，

清酒，ビール等に使用される酵母は圧倒的に Saccharo-

myces cerevisiae を使用する場合が多いが，ラクトース

を資化できない欠点がある14)。一方，Kluyveromyces

marxianus はラクトースを分解し発酵する酵母菌として

知られ，動物の乳中や，果実，樹皮などから単離され，

多くの糖類に対する資化能と高い発酵能力を有すること

から，様々な炭素源を対象とした発酵生産に用いられて

いる15)。しかしながら，K. marxianus もグルコース存在

下ではグルコース以外の糖の資化が阻害されることが報

告されている8)。

そこで，小田らは，グルコースやショ糖の存在下で

もホエイ由来のラクトース資化が可能な K. marxianus

KD15 を取得し，そのエタノール発酵生産の有用性に

ついて報告した8)。K. marxianus KD15 は，K. marxia-

nus NBRC1963 を親株とするグルコース抑制が機能し

ない変異体であり，スクロースやグルコースが培地中に

共存していても，ラクトースを発酵することが可能であ

る8)。本格焼酎などの焼酎類は，原料の風味付けを特徴

とし，原料の特色を活かした付加価値の高い商品として

開発されている。本研究では，ホエイを原料とする焼酎

生産を目指して，焼酎製造に使用される Aspergillus ory-

zae，および，A. luchuensis mut. Kawachii 由来の麹を

使用した仕込み法を参考に，チーズホエイを原料として

加えた糖化同時発酵をおこなった。この時，ホエイ由来

のラクトースとグルコースが共存するため，ホエイを含

む各種デンプン糖化液を用いたファーメンターによる流

加培養においても安定したエタノール生産を示した K.

marxianus KD15 を用いて9)，糖化同時発酵におけるエ

タノール生産の改良を検討した。

材料および方法

. 試料

エタノール発酵用の酵母は Saccharomyces cerevisiae

NBRC10515, Kluyveromyces marxianus NBRC1963，

および Kluyveromyces marxianus KD158)を使用した。

麹 は 焼 酎 醸 造 用 米 麹（Aspergillus luchuensis mut.

Kawachii），焼酎醸造用米麹（Aspergillus oryzae）をいず

れも株式会社秋田今野商店から購入したものを使用し

た。主原料として，小麦はきたほなみ（山本忠信商店）

を使用した（デンプン含量は約74.8）。また，ホエイ

はホエイパーミエート（ラクトース濃度約13，雪印

メグミルク株式会社）を使用した。

. 培養条件

一次発酵は，ホエイパーミエート28 ml，米麹25 g，

酵母培養液を 2 ml を300 ml 容フラスコに混合後，シリ

コ栓に通気制限処理を施した条件下で 7 日間静置培養

した。二次発酵は，一次発酵後にホエイパーミエート

82.5 ml，小麦粉10 g を添加し，その後さらに14日間培

養した。培養温度は，培養 0～3 日目20°C，3～5 日目30

°C，5～21日目25°Cに設定し，24時間毎に撹拌した。ホ

エイパーミエートは，63°C，30分で低温殺菌処理後，

室温，5,000 rpm，3 分間遠心分離し沈殿物を除去した

ものを使用した。酵母は YPD 液体培地（1 yeast ex-

tract, 2 peptone, 2 glucose (w/v））で24時間培養後，

培養液を遠心分離して菌体を回収し，滅菌蒸留水を加え

て2.8×108 cfu/ml に調整したものを用いた。

. 測定条件

 pH 測定

測定は，培養 0 日目，7 日目（二次発酵の開始直前と

直後），14日目，21日目に行った。防水型ペンタイプ pH

計（pHTestr10BNC/pHSpear，ニッコー・ハンセン株

式会社）を用い，半固形の発酵混合物に直接突き刺して

測定した。測定は撹拌直後に実施し，1 回の測定につき

ランダムに 3 カ所の数値を求めた。

 エタノールおよび残存糖の定量分析

培養 0 日目，7 日目（二次発酵の開始直前と直後），

14日目，21日目の試料をマイクロチューブに採取し，4

°C，13,000 rpm，1 分間遠心分離して上清を回収し，こ

れを測定試料とした。エタノール，グルコースおよび

ラクトースの測定には，高速液体クロマトグラフィー

（Elite LaChrom，株式会社日立ハイテクノロジーズ）を

用い，RI 検出器（L2490）の測定データを D2000Elite

型 HPLC システムマネージャで計測処理した。分析カ

ラムは Shodex SUGAR KS801（昭和電工株式会社）を

使用し，カラム温度は50°C，溶離液は超純水，流速は

1.0 ml/min の条件で測定した。

 aアミラーゼ活性の測定

基質に 2クロロ4ニトロフェニル 65アジド65デ

オキシbマルトペンタオシド（N3G3bCNP）を用

い，測定は aアミラーゼ測定キット（alpha-Amylase

Assay Kit（60213），キッコーマンバイオケミファ株式

会社）を使用した。測定用の試料は，培養 0 日目，7 日

目，21日目に 1 g を採取した後，10 mM 酢酸緩衝液（pH

5.0，0.5NaCl を含む）を 5 ml 加え固体分を懸濁し，

室温で 3 時間混合した後，5,000 rpm，1 分間遠心分離

した上清を使用した。基質溶液50 ml と酵素溶液（グルコ

アミラーゼ，bグルコシダーゼ）50 ml をマイクロチュー

ブに分注し，37°Cで約 5 分間予備加温後，測定試料を10

ml 加え，37°C，10分間反応させた。反応停止液（炭酸ナ



第号

トリウム）を200 ml 添加後，生じた 2クロロ4ニトロ

フェノール（CNP）の生成量を，分光光度計（U2810，

日立ハイテクサイエンス）を用いて波長400 nm におけ

る吸光度（A400）で測定した。

 糖化力の測定

グルコアミラーゼと aグルコシダーゼにより分解

される基質，4ニトロフェニル bマルトシド（G2b

PNP）を用いて，糖化力（グルコース生成力）を測定キ

ット（Glucose Forming Activity Assay Kit（60211），キ

ッコーマンバイオケミファ株式会社）で測定した。即

ち，基質溶液50 ml に等量の酵素液（bグルコシダーゼ）

を加えて37°Cで約 5 分間予備加温後，aアミラーゼ活

性の測定と同様の条件で調製した測定試料を10 ml 加え，

37°Cで10分間反応させた。反応停止液（炭酸ナトリウム）

を200 ml 添加後，生じた 4ニトロフェノール（PNP）の

生成量を，分光光度計（U2810，日立ハイテクサイエン

ス）を用いて波長400 nm における吸光度（A400）で測定

した。

 タンパク質含量の測定

ブラッドフォード法により測定した。即ち，試料を

0.5NaCl を含む10 mM 酢酸緩衝液（pH 5.0）で適宜希

釈後，その150 ml を染色液（バイオ・ラッド ラボラト

リーズ株式会社）に加え，室温で 5 分間以上放置後，分

光光度計（U2810，日立ハイテクサイエンス）を用いて

波長595 nm における吸光度（A595）で測定した。

. 統計解析

Microsoft Excel 2013（マイクロソフト社）の統計解

析プログラムを使用して統計解析を行った。

結 果

2 株の麹菌（Aspergillus luchuensis, A. oryzae）のい

ずれかで得られた米麹と 3 株の酵母（Kluyveromyces

marxianus NBRC1963 とそのカタボライト抑制解除株

K. marxianus KD15，及び Saccharomyces cerevisiae

NBRC10515）との 6 通りの組み合わせで，チーズホエ

イを加えた糖化同時発酵における培養混合物中の pH を

経時的に測定した（Fig. 1A, B）。その結果，A. luchuen-

sis で得られた米麹との組み合わせでは，培養直後の pH

は酵母との組み合わせに関わらず約3.3であった。培養

7 日目（1st period, 7b days）になると，いずれの酵母と

の組み合わせでも3.6程度の若干の上昇が見られたが，

二次発酵の原料の添加直後（2nd period, 7a days）から

培養終了の21日目までは，全ての組み合わせで約4.2の

まま大きな変化はなかった（Fig. 1A）。一方，A. oryzae

で得られた米麹との組み合わせでは，培養直後の pH は

全ての酵母との組み合わせで約5.6となり，A. luchuen-

sis で得られた米麹との組み合わせよりも有意に高い値

を示した（Fig. 1B）。しかし，培養 7 日目（1st period,

7b days）では，全ての酵母との組み合わせで約4.9程度

まで低下し，二次発酵の原料の添加直後（2nd period,

7a days）から培養14日目まで，いずれの酵母との組み

合わせでも低下傾向が見られたが，特に K. marxianus

NBRC1963 とそのカタボライト抑制解除株 K. marxia-

nus KD15 との組み合わせでは pH の低下が顕著だった

（Fig. 1B）。

次に，培養混合物中のグルコースとラクトースの濃

度を経時的に測定した（Fig. 1C, D, E, F）。まず，A.

luchuensis で得られた米麹と各酵母菌株との組み合わせ

でグルコース濃度を測定した結果，全ての酵母菌株と

の組み合わせでグルコース濃度が上昇し，培養 7 日目

（1st period, 7b days）の濃度は，K. marxianus KD15

が最も高く（207 mg/ml），K. marxianus NBRC1963

（143 mg/ml），S. cerevisiae NBRC10515（78 mg/ml）

の順だった（Fig. 1C）。一方，培養 7 日目（1st period,

7b days）のラクトース濃度は，逆に K. marxianus KD

15 との組み合わせで最も低く（75 mg/ml），S. cerevisiae

NBRC10515 との組み合わせではラクトース濃度に大き

な変化は見られなかった（Fig. 1E）。また，二次発酵の

原料の添加後では，その直後（2nd period, 7a days）か

らグルコース濃度は全ての酵母との組み合わせで低下

し，培養14日目以降では，K. marxianus NBRC1963 と

S. cerevisiae NBRC10515 との組み合わせではほぼ枯渇

状態になったが，K. marxianus KD15 との組み合わせ

では15 mg/ml 程度の残存が確認された（Fig. 1C）。一

方，ラクトース濃度は，二次発酵の原料の添加直後（2nd

period, 7a days）から培養14日目にかけて全ての酵母と

の組み合わせで低下したが，特に K. marxianus KD15

との組み合わせで顕著に低下した（Fig. 1E）。

次に，A. oryzae で得られた米麹と各酵母菌株との組み

合わせでグルコースとラクトース濃度を測定した（Fig.

2D, F）。その結果，グルコース濃度は，いずれの酵母菌

株との組み合わせでも培養を通して低下する傾向を示し，

培養14日目ではほぼ完全に消費されたが，A. luchuensis

で得られた米麹を用いた場合と同様に，培養 7 日目（1st

period, 7b days）の濃度は S. cerevisiae NBRC10515 と

の組み合わせの時が最も低かった（Fig. 2D）。一方，ラ

クトース濃度は，全ての酵母菌株との組み合わせで，培

養とともに緩やかに低下し，培養 7 日目（1st period, 7b

days）の濃度は K. marxianus KD15 との組み合わせの

時に最も低い傾向を示した（Fig. 2F）。さらに，二次発

酵の原料の添加直後（2nd period, 7a days）から，いず

れの酵母菌株との組み合わせでも同様に低下したが，
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Fig. 1. The pH value (A, B), glucose (C, D) and lactose (E, F) concentrations in the whey-added fermentation broth with rice
koji obtained by growing A. luchuensis (A, C, E) or A. oryzae (B, D, F) in combination with each yeast strain. The rice
koji (25 g) was mixed with yeast culture (2 ml) and whey (28 ml), and incubated for 7 days (1st period). Then, ‰our
(10 g) and whey (82.5 ml) were added and incubated for 14 days (2nd period). The pH values and the remaining
glucose and lactose concentrations were determined at 0, 7 (7b and 7a show immediately before and after the addi-
tional supply of ‰our and whey, respectively), 14, and 21 days after the incubation as described in Materials and
Methods. Symbols used: ○, Kluyveromyces marxianus NBRC1963 (wild); □, Kluyveromyces marxianus KD15; D,
Saccharomyces cerevisiae NBRC10515. The values are shown as the means±S.D. of three replicates.
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K. marxianus KD15 との組み合わせでは，グルコース

がほぼ枯渇した培養14日目以降でもラクトース濃度が

低下し，培養21日目の濃度は最も低かった（Fig. 2F）。

Table 1 に，培養混合物中の固体分に含まれる aアミ

ラーゼ，及びグルコース生成能を示す糖化力（グルコア

ミラーゼと aグルコシダーゼ）の活性を示した。aア

ミラーゼの活性は，A. oryzae 由来の米麹を含む固体分

の方が A. luchuensis よりも培養期間を通して顕著に高

く，糖化力は培養 7 日目までは A. luchuensis の方が高

い傾向が見られ，いずれの活性も各酵母菌株との組み合

わせによる影響は低いと考えられた。しかし，これらの

活性値は培養時間の経過とともに低下した。

Figure 2A に，培養混合物中に生成されたエタノール

総重量を示した。A. luchuensis で得られた米麹と各酵

母菌株とを組み合わせた場合に生成されたエタノール

重量は，一次発酵では，K. marxianus NBRC1963 との

組み合わせでは3.6 g，K. marxianus KD15 は2.9 g，

S. cerevisiae NBRC10515 は5.4 g となり，S. cerevisiae
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Fig. 2. Ethanol production (A) and total amounts of
lactose consumption (B) in the whey-added
fermentation broth with rice koji obtained by
growing A. luchuensis or A. oryzae in combina-
tion with each yeast strain. The rice koji (25 g)
was mixed with yeast culture (2 ml) and whey
(28 ml) for 7 days (1st period). Then, ‰our (10
g) and whey (82.5 ml) were added and incubat-
ed for 14 days (2nd period). A portion of the
broth was withdrawn and both the amounts of
ethanol production (21 days after the incuba-
tion) and the total amounts of lactose consump-
tion (sum of the consumed amounts in the 1st
and 2nd periods) were measured as described in
Materials and Methods. The values are shown
as the means±S.D. of three replicates. In each
column, means not followed by the same letter
diŠer signiˆcantly at the 5 level according to
Student's t-test. Black (■) and white (□) bars
indicate A. luchuensis and A. oryzae, respec-
tively, in combination with each yeast strain.
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NBRC10515 との組み合わせで最も高い値を示した。し

かし，続く二次発酵を経たエタノール総重量は，それ

ぞれ8.8 g，11.2 g，8.5 g となり，K. marxianus KD15

と組み合わせた場合が最も有意に高かった。一方，A.

oryzae で得られた米麹と各酵母菌株との組み合わせで

は，一次発酵では，K. marxianus NBRC1963 との組み

合わせでは 3.3 g，K. marxianus KD15 は 3.6 g，S.

cerevisiae NBRC10515 は5.4 g となり，A. luchuensis で

得られた米麹と組み合わせた場合と同様に S. cerevisiae

NBRC10515 との組み合わせで最も高い値を示したが，

続く二次発酵を含めたエタノール総重量は，それぞれ

7.3 g，8.7 g，6.3 g となり，K. marxianus KD15 と組み

合わせた場合が A. luchuensis で得られた米麹と組み合

わせた場合と同様に最も高かった（Fig. 2A）。

Figure 2B に，培養混合物中に加えられたホエイ由来

のラクトースの総消費量を示した。A. luchuensis で得

られた米麹と K. marxianus KD15 を組み合わせた場

合，ラクトース総消費量は14.9 g（一次発酵1.5 g，二次

発酵13.4 g）で，他の酵母菌株と組み合わせた場合（K.

marxianus NBRC1963一次発酵0.4 g，二次発酵7.9 g，

S. cerevisiae NBRC10515一次発酵 0 g，二次発酵8.4

g）よりも有意に高かった。一方，A. oryzae で得られた

米麹との組み合わせでも，K. marxianus KD15 との組

み合わせで消費されたラクトース総消費量が他のいずれ

の酵母菌株と組み合わされた場合よりも高い傾向が見ら

れた（K. marxianus KD15一次発酵1.3 g，二次発酵

12.5 g，K. marxianus NBRC1963一次発酵0.8 g，二

次発酵10.9 g，S. cerevisiae NBRC10515一次発酵1.1

g，二次発酵11.6 g）。これらの結果から，K. marxianus

KD15 は培養混合物中でも高いラクトース資化能を有

していることが示された（Fig. 2B）。

考 察

本論文では，多様な酵素や有機酸を生産する糖化同時

発酵にチーズホエイを原料として加え，カタボライト抑

制解除株，K. marxianus KD15 の焼酎製造における有

用性が検証された。実験に使用された麹は，焼酎製造に

使用される麹菌 Aspergillus luchuensis（黒麹菌）を改良

した A. luchuensis mut. Kawachii（白麹菌）であること

から，有機酸，特にクエン酸を作る能力が高いため，pH

が低下する効果により腐敗菌の繁殖が抑制される16)。

実験の結果，A. luchuensis で作成された麹の培養混合物

の pH は，A. oryzae で作成された麹の場合と比較して培

養開始時から顕著に低く，A. luchuensis によって産生

されたクエン酸により低下した可能性が考えられた。ま

た，発酵が進んでも pH が低く維持されていたことから

（Fig. 1A），pH が 4 前後にまで低下したことにより，A.

luchuensis によるクエン酸生成，または Kluyveromyces

（NBRC1963，あるいは KD15）による乳酸生成が抑制

された可能性が考えられた6)。一方，A. oryzae で作成さ

れた麹の場合は，K. marxianus NBRC1963，あるいは

K. marxianus KD15 との組み合わせで培養混合物の pH

が継続的に低下した（Fig. 1B）。この pH の低下は，A.
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Table 1 The aamylase and glucose forming activities in the solid components of whey-added fermentation broth.

Koji mold Yeast
aAmylase (U/mg protein) Glucose forming activity(U/mg protein)

0d 7d 21d 0d 7d 21d

A. luchuensis NBRC1963 5.9±2.9 2.5±1.2 1.2±0.7 17.2±1.7 7.8±1.2 2.1±0.1
KD15 5.7±2.4 0.6±0.2 0.4±0.1 12.9±0.8 1.2±0.2 0.4±0.1
NBRC10515 8.4±1.8 2.3±0.7 0.5±0.2 11.3±0.6 5.2±0.4 0.9±0.1

A. oryzae NBRC1963 32.0±0.5 21.4±4.8 12.9±5.9 1.5±0.2 0.9±0.1 1.0±0.4
KD15 36.6±3.6 26.4±14.3 12.9±1.4 1.5±0.2 1.2±0.2 1.0±0.2
NBRC10515 37.6±6.2 40.1±3.8 11.2±1.2 1.6±0.2 2.1±0.2 0.7±0.1

The values show the hydrolytic activities of G2bPNP by glucoamylase and aglucosidase as described in Materials and
Methods.

The measurement was carried out immediately before the additional supply of ‰our and whey on 7th day.
The values are the means±S.D. of three replicates.
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oryzae 由来の特性ではなく，Kluyveromyces(NBRC1963，

あるいは KD15）の乳酸発酵により引き起こされた可

能性が考えられた6)。A. luchuensis や A. oryzae は，b

ガラクトシダーゼによるラクトース分解能を持つことが

知られている3,18～20)。しかし，麹と 3 株の酵母を組み合

わせ，培養混合物中のラクトース濃度を経時的に測定し

た結果，K. marxianus KD15 と組み合わせた場合，培

養混合物中のラクトース消費量は組み合わせた酵母の中

で最も高く，特に A. luchuensis で作成された麹と組み

合わせた場合は顕著に高かった（Figs 1E, 2B）。これら

の結果から，K. marxianus KD15 は培養混合物の pH

が低い環境下においても高いラクトース資化能を有する

ことが明らかになった。

培養開始点（原料混合直後）における培養混合物中の

グルコース濃度は，A. luchuensis で作成された麹を混合

した場合よりも A. oryzae 由来の麹を混合した方が顕著

に高く，A. oryzae の高いアミラーゼ活性が影響している

可能性が考えられた（Fig. 1C, D, Table 1）。また，一

次発酵におけるグルコースの消費量は，いずれの麹を混

合した場合でも，Saccharomyces cerevisiae NBRC10515

と組み合わせた場合が顕著に高く（Fig. 1C, D），その結

果，一次発酵におけるエタノール生産量が S. cerevisiae

NBRC10515 との組み合わせで最も高い値を示したと考

えられた。しかし，続く二次発酵では，各麹と酵母菌株

のいずれの組み合わせでも糖化力が一次発酵と比較して

顕著に低下した（Table 1）。これは，エタノール濃度の

上昇や原料混合直後の過剰なグルコースにより，麹菌由

来の糖化酵素の阻害が引き起こされた可能性が考えられ

た17)。従って，二次発酵時におけるグルコース供給量

は著しく低下し，培養14日目までにほぼ消費されたこ

とから（Fig. 1C, D），二次発酵におけるエタノール生

産の主な糖源は，デンプン由来のグルコースよりもホエ

イ由来のラクトースであると考えられた。ただ，ラク

トース資化能力の無い S. cerevisiae NBRC10515 とラク

トース資化能力を有する K. marxianus NBRC1963 の総

ラクトース消費量に有意な差が見られなかったことは，

一次発酵，二次発酵を通じて K. marxianus NBRC1963

は強いカタボライト抑制を受けていることを示してい

る。これは，二次発酵時，特にグルコースが見かけ上検

出できない培養14日目以降においても麹由来の酵素に

よる糖化が進んでおり微量のグルコースが供給され続け

ていることを示している。従って，一次発酵から二次発

酵を経たエタノール総生産量は，カタボライト抑制を受

けずグルコース存在下でもラクトース資化能が強い K.

marxianus KD15 と組み合わせた場合，他の 2 菌株と

の組み合わせよりも有意に高い値を示し（Fig. 2A），同

時に総ラクトース消費量も高かったことは（Fig. 2B），

発酵期間中にグルコースが供給され続けるチーズホエイ

が原料として加えられた糖化同時発酵においては極めて

有利な点であると考えられた。

K. marxianus KD15 の取得に利用された 2デオキシ

グルコース耐性による変異株の取得方法は，長期の発酵

過程においても十分な発酵能を維持していることが報告

されていることから21)，K. marxianus KD15 は安定し

た発酵能を維持していると考えられた。また，本実験で

使用したホエイパーミエート（ラクトース濃度約13）

のように，通常のホエイ（ラクトース濃度約 5）より

も高いラクトース濃度の原料を用いると，エタノール生

産量が向上する可能性が報告されているが4,12)，本実験

の結果では培養混合物中にラクトースが残存していたこ

とから，ホエイパーミエートを投入する時期，およびそ

の濃度をより詳細に検討することによって，エタノール

生産量のさらなる向上が期待できる。

以上の結果から，チーズホエイを原料とする糖化同

時発酵にカタボライト抑制が解除された K. marxianus

KD15 を用いることにより，発酵の全期間を通してグ

ルコース存在下でもラクトースの消費が可能になり，S.

cerevisiae NBRC10515 を用いた場合よりもエタノール
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生産量が30以上改良された。従って，K. marxianus

KD15 は，焼酎製造に使用される Aspergillus 由来の麹

とチーズホエイを原料とする糖化同時発酵条件下におい

て効率的なエタノール生産が可能であり，チーズホエイ

などラクトースを主原料とする焼酎の製造に有用である

ことが示された。

要 約

チーズホエイを原料に用いた焼酎製造法を検討するた

め，カタボライト抑制解除株 Kluyveromyces marxianus

KD15 を用いて，チーズホエイを加えた糖化同時発

酵におけるエタノール生産量を改良した。Aspergillus

luchuensis あるいは A. oryzae で作成された麹と酵母 3

株（K. marxianus NBRC1963（親株）と K. marxianus

KD15, Saccharomyces cerevisiae NBRC10515）を組み合

わせ，培養混合物中の pH，グルコースとラクトース含

量，a アミラーゼと糖化力，並びにエタノール含量を経

時的に21日間測定した。その結果，K. marxianus KD

15はいずれの麹との組み合わせでもエタノール生産量

が他の酵母株よりも有意に高く，A. luchuensis との組

み合わせでは，親株，及び S. cerevisiae NBRC10515 よ

り約30向上した。aアミラーゼ，および糖化力は培

養とともに低下傾向を示したが，K. marxianus KD15

はいずれの麹との組み合わせでもラクトース消費量が最

も高かったことから，K. marxianus KD15 による高い

エタノール生産は，デンプン由来のグルコースよりも

チーズホエイ由来のラクトース消費量の影響を受けると

考えられた。以上の結果から，K. marxianus KD15 は

デンプン質の混合原料の存在下でも高いチーズホエイの

資化とエタノール生成能を有し，チーズホエイを原料と

した焼酎製造への有用性が示された。
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