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酵母菌体を利用するブドウ酒の醸造について

(第3報)酵母菌体から放出されるアミノ酸について

増田博
,
村木弘行

(昭年41年9月15日受理)

UtilizationofYeastCellsinWine･Making

Part3.
AminoAcidsDischargedbyYeastCellsintotheWine

ByHiroshiMASUDAandHiroyukiMURAKI

WhitewineswereexperimentallymadewithgrapesofK6syavarietyanda

wineyeastSaccharomyceSCereViSiaeHansenOC-2bythefollowingthreemethods:

(A)Centrifugedat15,
000r.p.m.
toremoveyeastcellsattheendofthe

fermentation,
(B)Rackedimmediatelywhenthewinebecameclear(Onemonthafterthe

endofthefermentatio.n),
(C)Keptonsedimentedyeastsforfourmonthsaftertheendofthefer-

mentatlOn.
TlleamountsOfnitrogenouscompoundswerehighestinthecaseofCand

lowestinA･
Aminoacidsinthesew
.
ineswereidentifiedbypaperchromatography･
TherewerefoundsixteenaminoacidsinA:α-andβ-alanine,α-an
dツーamino-
butyricacid,arg
inine,asparag
ine,aspart
icacid,g
lutamicacid,g
lutamine,
glycine,
histidine,
hydroxyproline,p
ipecolicacid,pro
line,ser
ineandthreonine.
InBleucine,
1ysineandtyrosinewerefoundinadditiontotheabove,an
dcystine,
methionine,p
henylalanineandvalineappearedonlyinC.
EachaminoacidexceptprolinewasoflittlequantityinA,an
dtendedto

increasebykeeplngthewineincontactwithyeastcells.
Especiallyα-alanine,
arglnine,aspart
icacid,g
lutamicacid,g
lyclne,
histidine,
leucineandlysine

showedlargeincrease.
LeesobtainedfromthewineBwassubjectedtothecell-disintegrat主on

treatment,
i
,e.re
frigerationwithdryicefollowedbythawingunderhighcarbon

dioxidepressureanddecompressionrupturebyejectingthroughasmallnozzle.
Astheresult,cons
iderableamountsofnitrogenouscompoundsappearedhthe

supernatantofthelees.
Estimationoftheaminoacidsbypaperchromatography

indicatedthatα-alanine,aspart
itcacidandglutamicacidinthesupernatant

l
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showedthegreatestincrease;glyclne,lyslne,Serineandglutamineshowedmedium

increase;andmostoftheotheraminoacidsalsoshowedsomewhatincrease.

緒 論

さきの報告1)において,著者らは白ブドウ酒の発酵中および貯蔵中における窒素成分の

変化を追跡し,発酵開始と共に急激に減少して4-6日目に最低値に達すること, それ以

後は酵母からの放出によって次第に増加し, 浮引きを行なわなければ2カ月までは比較的

すみやかに増加すること,次いで増加はゆるやかとなり,4-5カ月で最高値に達するこ

とを認めた｡また前報2)においては,淳に適当な酵母菌体破壊処理を加えることによって,

さらに多量の窒素や リン成分をブドウ酒中に溶出させ得ることを示した｡いずれの場合も,

浮の酵母菌体から溶出される諸成分は, ブドウ酒の酒質改良に有効であることが認められ

るが, この溶出成分の中でアミノ酸が非′齢こ大きな役割を演ずるであろうことは想像に難

くない｡ そこで本報においては,揮引きをおくらせてブドウ酒と樺とを長期間接触させた

場合,および掛 こ対して菌体破壊処理を加えた場合の,それぞれについて, 酵母からどの

ようなアミノ酸が溶出されるかをペーパークロマトグラフィー (以下P.C.と暗詰)によ

って検索した｡その結果を以下に報告する｡

実 験 方 法

1.供試ブドウ酒の調製方法

昭和40(1965)年度の山梨県産甲州種ブドウ果 98.4kgを破砕し,果梗 2.0kgを除き,

直ちに圧搾して柏24.4kgを分け,果汁 54.Olを採板したO果汁の分析値は次の通 りであ

る｡

還元糖 (ブドウ糖として)･.･･･.･･-････15.4g/dl

総酸 (酒石酸として)-- ･･････6.llg/l

この果汁に SO 2 (メダカ1)を使用)50メ,Pm･を加え,酒母 (SaccharomycelFCereVisiae

HansenOC-2)0.51と,精製糖 8.0kgを添加して発酵せしめたO酒母添加後15日目に発

酵が終期に入ったので,鯵を充分概拝して均一にした上で 61を採取し,SO 250ppmを添

加したのち連続遠心分離機を用いて 15,000rpmで遠心分離して酵母菌体を除き,約 50C

に冷却して発酵を停止させ,14日間静思してから,さらに第2同の倖引きを行なって完全

に清澄せしめた (T ABLEI,WA).一方,WAを探板した残の醇は, T ABLEIに示すWB,

WCの2区分に分け,それぞれ通常のように発酵を終了させた後そのま 静ゝ馨し,WBは

発酵終了後35日目に,またWCは112日日に第1回の棒引きを行なった｡WBの棒引き時

期は最も通常の酸遥法に従ったものであり,WCにおける浮との接触期間は,さきの報

告1)で窒素成分が最高値に達すると認められた長さである｡いずれもT ABLE Iに示すよう

に第2向の淳引きを行なって充分清澄せしめた｡

2.浮の処理方法

供試した樺は,前項のWBに対する第1回の棒引きによって得られた淳4.Ol (T ABLET)

であるoこの樺はそのま でゝは粘度が高く,処理しにくかったので,上澄であるWB区の



酵母菌休を用いたブドウ酒 (Ⅲ)

T ABLE I

供試ブドウ酒の仕込区分および方法

ProcessofRackingoftheVines

signMuste.da'rl.ne･rao,ffefEdeno.it.t.hne
1stRacking 2ndRacking

DateLeesWineSte2wendedn･DateLeesWineSte2wfndedn･
l

WA 6

WB 34

WC 17

Oct.27,Nov.ll,Nov.ll,也)
1965 1965 1965
0ct.27,Nov.ll,Dec.16,
1965 1965 1965

0ct.27, Nov.ll.Mar.3,
1965 1965 1966

i l ppm i l ppm

- 5･6 50 TT,06V5･25･o･1 5･5 -

410 3010 - 誓言r6･-4,0･5 29･4 50

3･0 13･7 - 誓a6r6･14,0･2 -3･5 50

a) SaccharomycescerevISiaeHansenOC12(RIFY-7013).
b) Rackingwasmadebycentrifugingthefermentingmustat15,000r.9.m

ブドウ酒を加えて2倍容に希釈し,また同時に SO2100ppmを加えて酸化および細菌に

よる汚染を防止した｡これを TAT3LE 皿に示す各区分に分け,それぞれの処理を行なった｡

LCは対照区であって無処理の浮を遠心分離したものであり, LDは前報2)に準じてドラ

イアイスを用いて菌体破壊処理を行なったものである｡樺の処理量は1同に 250mlとし,

これにドライ7イス粉末を加 えて凍結させ,約 110gのドライアイスと共に容丑 900ml

の加圧柏に入れて密閉し,室温になるまで徐々に加温して融解すると共に C0 2による圧力

を 55-60kg/cn,L2まで上昇させたOこれをそのま 約ゝ 1時間保持したのち,ノズルから急

激に噴出せしめた.この処理を2lElくりかえして行なったところ,500ndの樺から410〃Ll

の処理液が得られ,遠心分離によって 375mlの上澄液が得られた｡ LFは LD と比較す

るために試みたもので,フレンチプt/スを用いて 1,000-1,500kg/cm2の圧力で1回の菌

T ABLE I

将 の 処 理 方 法

Cell-dZ,'SintegrationTreatmentfortheSedimentedYeaStSa)

sign Leesb) Methodofcell-disintegration Zfiteelrdcoefn.srRe試 買 t

C

D

F

TL
L

L

りl/

300 None

500 Decompressionruptured)

200 Frenchpresse)

1′ん
LL)
5

0

花

.0

7

9

a) ObtainedbythelstracklngforWBinTA73LE i.

ら) Dilutedtotwofoldvolumebythesupernatantwine

c) At15,0001-Ap･m･forlOmin:
d) Byholdingtheleeswithdryleeinaclosedvessel,followedbythawing

underCO2 preSSureOf55to60kg/cm2,andthenrupturingbyejecting
through asmaunozzle

e) Pressurewas1,000to1,500kg/cm2
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体破壊処理を行なったものである｡各区分とも,15,000rpmで10分間遠心分離し,清澄な

上澄液を得て試料とした｡

3.定量方法

すべて前報2)に準じて行なった｡

4.7ミノ酸のP.C.

(1) 試料の前処理 :試料ブドウ酒 (あるいは淳の処理液)100"dを,40mlのH+壁

AmberliteiR1120のカラム (dia.22×100mm)に通し,カラムを水洗したのち5M ･

7ンモニア水で溶出し,減圧濃縮して5mlとし,PIC･の供試料とした.

(2) ろ紙 ‥東洋ろ紙 No.50,30×30cmを用いた.

(3) 展開溶媒および展開方法 :次の溶媒を使用した｡

(i) n-ブタノー ′レ:酢酸 ‥水 (4‥1:2) (V) メタノ-〟 :水 :ピリジン

(ii) フェノール :水 (10‥2) (80:20:4)

(iii) 2N･アンモニ7水で飽和させたn-ブ (vi) アセトン ‥尿素 ‥水 (60‥

クノール 0･5‥40,V/W/v)

(iv) 2,4-ルチジン :コリジン･･水

(1:1:1)

展開方法は二次元上昇法とし,主として(i)-(ii)の溶媒の組合せを用い,必要に応じ

て他の溶媒を組合わせて使用した｡

(4) 発色方法

(i) 0.2%ニンヒド.)ンの水飽和 ,7-ブタノ-Jt,溶液を噴霧し,90oCに10分間加
熱する｡

(ii) 坂口反応 :(a)10%か性ソーダ,(b)0･1%α-ナフト ′レの7′レコール溶

液,(C)次亜臭素酸ソーダ溶液 (5%のか性ソーダ溶液 100"dにプロム2g

を溶解させたもの),を順次に噴霧する｡アルギニンが赤色に呈色するo

(iii) PAULY反応 ‥(a)ジアゾ試薬 (0･9gのスルフ7ニル酸を 9mlの濃塩酸に

溶解し,水で 100"d とし,この液 5mlを5%の亜硝酸ソーダ溶液 25m‖こ水

冷撹押下に加えたもの), (b)5%炭酸ソーダ水溶液を順次に噴霧するoヒス

チジンおよびチロシンが樫乃至赤樫色に呈色するほか, ジオキシフェニルアラ

ニンも黄褐色に呈色する｡

(iV) 0.3% O-フグルジアルデヒドの7'レコール溶液を噴霧し,90oCに10分間加
熱する｡最も顕著に呈色するのはグリシンおよびヒスチジンで, グリシンは緑

色,紫外線下で褐色,ヒスチジンは緑色,紫外線下では明るい黄色の蛍光を発す

る｡また種々の他のアミノ酸も発色するが,色調はうすく,かつ異なっているo

主として (i)の発色方法を用いたが, アミノ酸の同定および分解検出の一助として他

の方法をも用いた｡

結 果 お よび 考 察

1.試酸酒および津処理液の一般分析結果

■-
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TABLEⅡに示した通 りで,発酵終期に遠心分離して酵母菌体を除去したもの (WA)は

窒素 (N)成分が少なく,酵母との接触期間が長くなるにつれて増加することは, 前報1)

と同様の結果である｡ただし,プロリン態Nは全く変化がなく,またペプチド態Nのみは,

かえってWAに多い｡

樺の処理液についても前報2)と同様に,プロリン態Nとアミド態Nを除いて各N成分が

増加を示す｡ドライアイス処理 (IJD)の効果は, フレンチプレス1回処理 (LF)と比

べて同等以上のものと認められる｡

TABLD 丑[

試醸酒および揮処理液の分析値

AnalysesoftheObtainedVinesandSupernatants

ofCell-disintegratedI,eec

Signa): WA WB WC LC LD LF

Alcohol Vol.%

Sugar-freeextracts g/dl

Reducingsugars 〃

Totalacids g/∫
Volatileacids 〃

Volatileesters mg/l

Aldehydes 〃
Totalnitrogen(N)
Freeα-NH2-N

Peptide-N
Proline-N

FreeNHS-N
Amide-N

〃

ク

〃

〃

ク

ク

I

T
1

1

t

1

1

85

45

12

58

ほ

1

5

8

2

9

3

5

I

LL7

.0

′0

1

O

LL)
0

4

7

LL)
′0

2

LL)
O

LL)

2

1

2

5

1

1

3

1

8

∠リ

ノ0

2

1

5

4

5

′0

ノ0

1

O

LL)
0

8

7

7

LL)

7

LL)

7

0′

′0

9

1

｢〇

2

5

8

7

9

3

2

8

.0

0

2

2

LL)
0

8

5

7

LL)
一I

LL)
′b

8

8

1

8

1

｢0

2

1

一
t

l

一

1

04

59

34

82

は

1

2

一

一

I
t

I

1

1

94

53

29

∽

17

1

a)SeeTABLEIandⅡ.

2.P.C.によるアミノ酸の検索結果

TA肌EⅣおよびFig.1に示した通 り,計23種のアミノ酸が見出されたほか,3種の未確

認スポッ1-が検出されたが,これらはペプチド類ではないかと思われる｡Fig.1には二例

のクロマtグラムのみを示したが, これ以外の供試料に対するクロマトグラムも,ほぼ類

似のものであった｡ 各スポッ十の同定は,各溶媒によるRf値の測定および標晶アミノ酸

との同時展開により, また二,三のアミノ酸に対しては特異的発色反応をも利用した｡ア

ルギニンとヒスチジンのスポットは尾をひきやすく, 明確に分離しにくいが,発色反応を

選択することにより容易に分離検出することができる｡メチオニンとバ リンもFig.1の溶

媒系では分離しにくいアミノ酸であるが, 溶媒系を選択し,必要があれは切 り頼って再ク

ロマTlグラフイーを行なうことによって分別することができる｡ ロイシンとイソロイシン

は,恐らく両者とも存在すると思われるが, 明確な分離確認ができず,推定の域を出なか

った｡

検出されたアミノ酸の中には, ブドウ酒中に存在するものとして特に新らしいものは見



増田,村木

TABLE Ⅳ

ベーパ-クロマ1-グラフイ-によって試醸酒および浮処理液[恒こ見出されたアミノ酸

AminoAcidsDetectedbyPaperChromatographya)intheVines

andtheSupernatantsofCell-disintegratedLees

WAWB WC LC LD LF

Samplec)used:mlo.030.05 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03

α-Alanine 1
β-Alanine

α-Aminobutyricacid

rAminobutyricacid

Arginine

Asparagine

Asparticacid

Cystine

Glutamicacid

Glutamine

Glycine

Histidine

Hydroxyproline

Leucinesd)

Lysine

Methionlne

Phenylalanine

Pipecolicacid 1

PfOline 3

Serine

Threonine

TyrosiI-e

Valine

3
1

1

2

2

1

2

3
1

1

2

2

2

3

1

3

･-

3

2

2

1

2

1

1

2

3

1

1

1

1

3

1

1

3

2

2

3

1

3

1

3

2

2

-

1

1

1

2

3

1

1

1

1

3

1

1

3

2

2

3

1

3

2

3

2

2

2

2

1

1

2

3

2

1

1

1

3

-

1

3

2

2

3

1

3

2

3

2

2

2

2

1

1

2

3

2

1

1

1

a) Thesmalllightspotswerelabelled1;thespotsofmorequantity,

2;thespotsofthegreatestquantity,3.

b) SeeTABLEIandⅡ.

C) Aminoacidsseparatedfrom lOOmlofwinebyAmberliteIR-120and

evaporatedto5mlinvacuum.

d) Leucineandisoleucinearepossiblypresent.

当らないが,α-アミノ酪酸,ヒドロキシプロリンおよびピペコリン酸は,これまでに検出

された例が比較的少なく,α-7ミノ酪酸は TARANTOLA3)によってイ リア産のブドウ酒中

に, ヒドロキシプロリンは DIhiOTAluS4)によってギリシャ産のブドウ酒中に, ピペコリン

hiは W EISS5)によってアJt/サス産のブドウ果汁中に見出され,また関連物質としてオキシ

ピペコリン酸が TERCELJ6)によって フランス産のブドウ酒中に見出されている他には,あ

まり報告例が見当らない｡

前記 (i)-(ii)の溶媒系を用い,ろ紙に付与する供試料の畳を0.00510.1mlの間で
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0.5 0.5

RfValue(Solvent I)

Fig.i. Two-dimensionalpaperchromatogramsofaminoacidsinthewineandthe

supernatantofcell-disintegratedlees.

ForWA (0.05ml)andLD (0.03ml),seeTABLEⅣ.
SolventI,n-Butanol:Aceticacid:Water-4:i:2;SolventII,Phenol:
Water=10:2.

1dentityofthespots:1,α-Ala｡ine;2,β-Alanine;3,α-Aminobutyricacid;
4,γ-Aminobutyricacid;5,Arginine+Histldlne;6,Asparaglne;7,Asparticacid;

8,Cystlne;9,Glutamicacld;10,Glutamine;ll,Glycine;12,Hydroxyproline;

13,Leucines;14,Lysine;15,Metllionine+Valine;16,Phenylalanine;17,

Pipecolicacid;18,Proline;19,Serine;20,Threonine;21,Tyrosine;22,23
and24,Unidentified.

種々に変えて展開し,各7ミノ酸の発色感度7)を参考として, 各スポットの呈色度および

面積の消長を調べることによって各アミノ酸の存在品を推定比較した｡ その結果は TABLE

Ⅳに一部を示した通 りで,発酵終期に酵母菌体を除いてしまったもの (WA)にはユ6塵の

アミノ酸が見出されたが, その丑はプロリンが最 も多く,α-7ラニン, ツーアミ/酪酸,

グ/レクミン酸,ダリ5'ン,ピペコリン酸なとが次ぎ, 他のアミノ酸は比較的少ない.約 1

カ月の酵母菌体との接触により (WB), ロイシン, リシン,チロS,ンのスポ ットが見出

されるようになると共に,各アミノ酸 とも増加の傾向を示し,その増加畳は α一アラニン,

アルギニン,アスパ ラギン酸,グ/レク ミン酸が最 も著しく, グルタミン,グリシン,ヒス

チジン,セリンがこれに次 ぎ, また β-アラニン,α-および γ-アミノ酪酸, アスパラギ

ン,ヒドロキシプロリン,スレオニンな.ども多少の増加が認められる｡ さらに倖引きをお

くらせて約4カ月間樺と接触せしめると(W C),シスチン,メチオニン,フェニルアラニ

ン,バ リンが検出されるようにな り,検出アミノ酸は23種に蓮する｡また これ と共に α-

アラニン,アスパラギン酸,グルタミン酸がふたたび顕著な増加を示し, アスパ ラギン,

グリシン,ヒスチジン, リシンがこれに次ぎ,γ-ア ミノ酪酸,アルギニン,ロイシン,セ

リン,スレオニンも僅かに増加するようである｡

洋の酵母菌体破壌処理によって溶出,増加するアミノ酸は,α-アラニン,アスパラギン

酸,グルタミン酸を主とし, グルタミン,グリシン,ロイシン,リシン,セ リンがこれに

■-
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次ぎ,β-アラニン,γ-アミノ酪酸,7JI,ギニン,シスチン,ヒスチジン,メチオニン,フ

ェニルアラニン,スレオニン,バ リンも多少の増加の傾向が認められたo

樺との接触によるアミノ酸増加については, BouRDETら8), LAFON-LAFOURBADEら9',Pou又

らlo),TERCEL,6'などの報告があるが, これらの各報告に本報の結果を加えて,たがいに

比較してみると,よく一致する点もあるが, また一致しない点も多く,酵母から放出され

るアミノ酸は種々の醸造条件によって必ずしも一定していないことを示しているo ほとん

ど常に増加を示し,しかもその量が比較的多いのは,α-アラニン,アスパラギン酸,グル

タミン酸,ダリ5,ン,ロイシン,リシン,パ 1)ン等であり, 7ミノ酪酸,アルギニン,ヒ

スチジン,フェニルアラニン,セリン,スt,オニン,チロシン等は,時として顕著な増加

を示すこともあるが,常にという訳ではないようである｡

どのような醸造条件が, どのように溶出アミノ酸に影響するかということは,全く今後

の検討に属する問題であり, また溶出アミノ酸の種類とブドウ酒の酒質とを,今ただちに

結びつけて論叢することはできないが,将来の検討に対して本実験の結果も一つの資料を

提供するものと考える｡

要 約

甲州種ブドウ果を原料とし,酒母としてブドウ酒酵母 OC-2を用いた 白ブドウ酒につ

いて,発酵終期に酵母菌体を除去してしまったもの, 発酵終了の約 1カ月後に棒引きを行

なったもの,約4カ月後に棒引きを行なったもの,の3種を試醸し, それぞれの成分アミ

ノ酸をペーパークロマ1･グラフイーによって検索したo その結果,発酵終期にはα-およ

び か アラニン,α-および γ-アミノ酪酸,7JI,ギニン,アスパラギン,アスパラギン酸,

グ/レクミン酸,グルタミン,グ.)シソ,ヒスチジン,ヒドロキシプロリン,ピペコリン酸,

プロリン,セリン,スレオニンの16種のアミノ酸が見出されたが, 70ロリンを除いてはい

ずれも量が少なかった｡ 酵母菌体との接触が長くなるにつれて,ロイシン,1)シソ,チロ

シン,次いでS,ステン,メチオニン,7-ニ′レ7ラニソ, バ リンが新たに検出されるよう

になると共に,ほとんどのアミノ酸が増加の傾向を示した｡ 増加量の比較的多いものとし

ては,a-7ラニン,アJt,ギニソ,7ス/くラギソ酸,グルタミン酸,グリシン,ヒスチジン,

ロイシン,1)S/ン等があげられるO

また同時に,このブドウ酒から分離した樺に対して,ドライアイスを用いて凍結,融解,

加圧,噴出処理を行なって酵母菌体破壊を試み, これによって菌体から溶出するアミノ酸

をペーパークロマトグラフィ-によって検索した｡ その結果は上記とほほ類似のもので,

ほとんどのアミノ酸が増加するが,主としてα-7ラニソ, アスパラギソ酪 グ/レクミン

酸,次いでグ.)ジン,ロイシン,リS,ン,セ.)ン,グJVクミンなどの溶出, 増加が著しか

った｡

終りに本稿に対し御校閲を賜わった本研究所の林武先生に御礼申上げます｡また実験に協力して就

いた斉藤澄子,川口広子両君に感謝いたします｡
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