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Theantimicrobialactivityofsodium cinnamateagainstthegrowth

offilm･formingyeastsonwinewasinvestigated.Thefilm-formingyeasts
usedwereCandidakruseiK407,Candida validaK504,HanselZulaarzDmala

K426,Pichiamembranaefaciens WF124andSaccharomycesbayanus

J5.1twasfoundthatsodium cinnamatesuppressedthegrowthofall

thefilm･formingyeastsat1.0mM onthemedium adjustedtolessthan

pH5.0.Thedegreeofinhibitioninfluencedbysodium cinnamatevaried

withtheyeastsused,pHsandconcentrationsofethanolinthemedia.
Whenthemedium containedmorethan8% ethanol,thegrowthofthe

yeasts wereinhibitedbysodium cinnamateconcentrationwhichwas
O.2mM.Sodiumcinnamatehadanoticeableeffectonthedecreaseinthe

oxidativeactivitiesofthesefilm･formingyeastssuchastoactonetha･

nol,aceticacid,Citricacid,glucoseandalanine.

Thewine,whichhadremarkableresistingforcetothegrowthofthe

yeasts,wasproducedbytheadditionofsodium cinnamatetofermenting

must.Thisantifilm-formingactivityremainedeveninthewinewhich

hadbeeninstorageforoneyear.

シンナム酸(cinnamicacid,桂皮酸,分子量148)1-2)

およびその類縁化合物は微生物の増殖に阻害的な作

用を及ぼすことか知られている.3,4,5)Baranowskiら6)

はp-coumaricacid(4-hydroxycinnamicacid),ferul

llCaCld(4･hydroxy-3･methoxycinnamicacid) 等の

hydroxycinnamateが酵母の増殖を阻害することを

示した.我々は先にシンナム酸の7サドゥマス ト-の

添加が発酵の遅れや停止をもたらす事実を報告し,7)

この現象を貯蔵熟成させるワインの酒質管理に応用

する研究を進めてきた.すなわち,貯蔵中のワイン

表面に皮膜を形成し酒質を低下させるワイン産膜性

酵母の増殖を阻止し,難産膜性のワインを醸造する

方法について検討を加えてきた.ブ ドウ果汁,ワイ

ン中ではシンナム酸類の大部分は酒石酸エステルの

かたちで存在することが知られ8･9･10･11)遊離型はほ

とんど認められないと報告されている.9,11･12･13) シ
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Table1.Compositionofbasalmedium.

Ethanol

(NH4)2SO4

KH2PO4

MgSO4･7H20

CaC12･2H20

Wine(MuscatBaileyA)

Vitamin

Biotin

Ca･pantothenate

Folicacid

InositoI

Niacin

p･Aminobenzoicacid

Pyridoxine･HCI

Riboflavin

Thiamine-HCI

Totalvolume

ンナム酸はシキミ酸経路においてフェニルアラニン

の脱アンモニア反応により生成し,p･coumaricacid,

caffeicacid,ferulicacidの前駆体である14). この

ように原料束の生合成反応系に含まれているものの

中から産膜防止に有効な化合物が兄い出されるなら

ば,その意義はきわめて大きい.

本研究では予備試験の結果より,シンナム酸類の

中で産膜防止効果の高かったシンナム酸を選択し,

その作用条件について検討を加えた後,実際のワイ

ン醸造に応用し,難産膜性ワインが転造可能である

ことを確認したので報告する.

供試料および実験方法

供試菌株 CandidakruseiK407,Candida

valida K504,Hansenulaanomala K426.Pichia

membranaefacienswF124,および Saccharomyces

bayanusJ515)の 5菌株を供試した.以下,菌株名は

番号で略称 した.

培地組成 Tablelに示す培地を使用した.千

備試験により,培地-ワインを培地塁の20%加えて

おくと酵母菌体収量が約 2倍に増加する結果を得た.

この結果ならびに大塚 ら16)の報告を参考にし,ワイ

p" 3◆8

ン10%を培地に添加した.使用したワインはMuscat

BaileyA種から骨法通 り観造した赤ワインである

(ェタノール分 13.4%,総酸度 0.765g/100ml,残

糖量 3･5g/l,全ポリフェノール量 760ppm,pH3.

71･遊維SO227･lpp-)･上記成分をもつ赤ワ弓
をナイロン粉末処理 してポリフェノール含量を 36C

ppmまで低下させ16),このナイロン粉未処理ワイン

と原ワインとを使用した培地で酵母増殖の比較試験

を行なったが,増殖に差は認められず,ワイン中の

ポ))フェノールは増殖に影響 していなかった.遊離

S02は 0.6% H202を加えて除去 した.培地中のエ

タノール浪度を一定にする場合は,ワインを 40oC
で減圧膿縮し,エタノールを含む揮発成分を97%除

去した後,蒸留水にて原体横に復 し,このものをエ

タノールを含まないワイン画分 として使用した.培

地中のエタノール浪度は通常の場合,静置培養では

5,10%,振返培養では 1,5% で実験を行なった.揺

地の殺菌は70oC. 5分間加熱する条件で行なった.

この操作においてエタノール浪度10%以下の場合,

殺菌操作前後の培地中エタノール濃度に大きな変化

はなかった.

噂糞方法 培養温度は静置培養のとき20125oC.
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Table2.Effectofvariouscompoundsonfilm-forminggrowthofH.anomalaK426.

Compounds(0.5mM)
Cultivationtime(day)
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Theyeastwascultivatedat200Cinthemediumcontaining10% ethanol.

Table3.EffectofvariouscompoundsongrowthofH･anomalaK426.

Compounds(1mM)
Growth Final

(OD660) pH

Sodium cimnamate

Methylcinnamate

Ethylcinnamate

Benzoicacid

Methylbenzoate

Ethylbenzoate

Butyl･p･hydroxybenzoate

None(Control)

02

03

鵬

82

56

03

9
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0

0

0

1

1
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Theyeastwasgrownbyshakingcultureat30oC for48hrinthemedlum

containing5% ethanol.

振返培養では30oCとした.静置培養は内径15mm少の

試験管に培地 10mlを入れ,培地の液探を5.66(ml/

cm2)とした,種菌は振盈培養したものを106(cell/ml)

前後となるように接種 した.菌の生育は皮膜の形成

状態の観察および濁度 (OD660)で測定した.

試薬 シンナム酸は水に対する溶解性が低いの

で,主にナ トリウム塩 (sodium cinnamate,和光純

薬 K.K.)を使用 した.その他の試薬は東京化成工

業 K.K.のものを傭用した.

測定方法 生死菌の判定において菌体の染色は

ローダミンB染色法18)を使用した.酸化活性の測定

はワ-ルブルグ検圧法で行った.

【 実験結果および考察

産膜性酵母の増殖に対する各種化合物の影響

シンナム酸 ソーダおよびその誘導体が K426,J5

の産膜増殖におよぼす影響を検討し,K426の結果

をTable2に示した.化合物無添加のコントロール

培地では順調な産膜増殖がみられたのに対 し,シン

ナ ミルアルコールを添加した培地では増殖に遅延が

生じた.シンナム酸ソーダの場合は25日を経過して

も産膜および液内増殖した沈殿酵母は認められず,

培地 pHの変化もなかった.比較05ため使用した安

息香酸は酸性側 pHで殺菌作用を示すことが知られ

ているが19)10日日頃より産膜を生 じ17日目には豊富

な紫殖が認められた.J5の結果もほぼ同様であっ

った.振盟培養した場合はシンナム酸エステルにつ

いても増殖阻害効果が認められた (Table3).また,

■
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Table4.EffectsofpH andsodium cimamateom

film.formationofH.anomalaK407.

Sodium Initial

cinnamate pH

Culturetime(day)

2 7 10 14
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Theyeastwascultivatedat25℃ inthemediumcontaining5% ethanol.

比較に用いた安息香酸類の中で p-オキシ安息香酸

ブチルは pHの影響をうけにくい抗 ･殺菌剤として

知られているが19), pH3.8の培地 (Table1)でシ

ンナム酸ソーダはこれと同程度の抗菌力を示した,

pH の影響 シンナム酸ソーダによる増殖阻害

効果において培地 pHの及ぼす影響を検討した,静

置培養ではシンナム酸ソーダ無添加のとき,pH2を

除く全てのpH範囲で活発な産膜増殖がみられた(Taもle

4).シンナム酸ソーダを 0.5,5.0mM添加した培

地ではそれぞれ pH4,pH5以下のとき産膜増殖は

阻害され,また培養による培地 pHの変化は認めら

れなかった.振亜培養においてもシンナム酸ソーダ

の濃度が0.5mMのときpH4以下の域で増殖は阻害

された (Fig.1).酸性域におけるシンナム較ソーダ

の増殖阻害パターンは安息香酸 と類似していた.以

上の静置ならびに振逸培養において得られた結果は

K407,K426, J5の各菌株に共通していた.

シンナム酸ソ-ダによる増殖阻害と膏の生死

増殖阻害を起こさせるのに必要なシンナム酸ソータ

の濃度は培地中に共存するエタノール濃度や菌種に

よっても異なるが,供試菌株の中で最も抵抗性の強

いK407では1.O nM,次いでK426では0.5mMの浪

度に培地-添加すれば増殖を停止させることができ

た.Fig.2は K407の振凌培養において増殖活性の

最も高い時期に矢印の点でシンナム酸ソーダを添加

した例を示している.0.5mMの場合は添加直後に誘

導期がみられたものの再び増殖した.しかし定常期

の菌体浪度はコントロールと比較し低い値 となった.
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Fig.1.EffectsofpHandgrowthinhibitorycom-

poundsongrowthofH･anomalaK426.

TheyeastwasgrolVnbyshakingcultureat

30℃ for48hrinthemediumcontainingO.5mM

ofeachcompoundand5% ethanol.

Table5.Effectoftheadditionofsodium cinnamateonviablecellnumber.

Amountsofsodium Viablecell Percentageofviable

Film･yeasts cinnamateadded number cell

(mM) (cell/ml)×107 (%)

C.kruseiK407 0 12 95.7

0.5 5.0 83.8

1,0 2.6 79.4

H.anomalaK426 0 9.7 98.9

0.5 1.5 82.5

1,0 0.7 61.2

Cellnumberswerecountedelevenhoursaftertheadditionofsodiumcinnamate

intileCultureshowninFig.2.
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Fig.2.GrowthinhibitionofC･kruseiK407byaddi･

tiomofsodiumcinnamate,

Theyeastwascultivatedat30oCinthemedium

containing5% etbanol.

ThearrowindicatestheadditionoLsodiumcin･

namate.Sodiumcinnamateadded:×,1.OmM;●,
0.5mM;andO,nosupply･

また,1mMのシンナム酸ソーダを添加すると増殖は

完全に停止した.シンナム酸ソーダを添加してから

11時間経過した時点で培養液中の生死菌数を測定し

たところ,コントロールの生菌数がほぼ 108(cell/m日

まで増加し,生菌率も商いのに比較し,シンナム較

ソーダを1.0m〟 添加した培養液では添加前後の薗

繊度に変化は認められず増殖は停止していた(Fig.2,

Table5)･しかし,生菌率はK407が79%,K426も

61%を示していた.従って,シンナム酸ソータは1.0

7rLM以下の浪度のとき菌を短時間で致死させる程強

力な殺菌剤ではない.さらに長い培巷時間が経過し,

その間にシンナム酸ソータ,エタノール浪度,pH

等培地中で抗菌力を形成している因子のバランスに

変化が生じた場合,酵母は再び増殖を開始する可能

性も考えられる.

シンナム酸ソーダによる酸化活性の低下 産膜

性酵母菌体による各種炭素化合物の酸化活性がシン

ナム酸ソーダによりどのような影響を受けるか検討

した.酸化活性の測定には振姫培餐菌の洗浄菌体を

使用した.エタノールおよびその酸化経路上にある

アセ トアルデヒド,酢酸の酸化活性はシンナム酸

ソーダにより低下した (Table6).これらの化合物

以外にもクエン酸,グルコース,アラニン等広い範

囲の化合物の酸化活性が抑制された.このことはシ

ンナム酸ソーダによる増殖の阻害が,単にエタノー

ル酸化と直接関係している辞素反応の阻害だけによ

り引きおこされているものではないことを示唆して

いる.シンナム酸による酸化活性の阻害20),呼吸系辞

素21)ならびに電子伝達に関与する酵素22)の阻害ある

いはフェニルアラニンアンモニアリアーゼ 23)の阻害
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Table6･Effectofsodium cinnamateonoxidativeactivity.1)

Concentrationof Oxidationsubstrates2)

sodiumcinnamate(mM)EthanoIAcetaldehydeAcetateCitrateGlucoseAlanine

C.krusei 0
K407 0.5

5.0

H.ano7nala 0
K406 0.5

5.0

S.bayanus 0
J5 0.5

5.0

42.3 62.1 7.4 11.3 28.2 5.9

12.5 3.8 1.2 9.4 1.3 6.1

0 0 0000
86.0 78.1 12.0 8.1 35.7 6.1

23.3 0.6 0016.1 0
0 0 0000

97.9 90.5 10.7 16.0 43,1 12.7

28.2 2.1 0 6.0 20.6 3.7

0 0 0000
1)ill02/mgcell/hr.

2)Theconcentrationsofsubstrateswere0.5%,exceptacetaldehyde(0.1%,Ⅴ/V).

Theyeastcellsusedwerecultivatedbyshakingflasksfor 15hrinthemedium

containing1% ethanol.

Theoxidativeactivitiesweremeasuredat30oC uslngWashedceH suspensions.

Table7.Effectsofsodium cinnamateandethanolonfi1m･formationof

H.anomalaK426.

Sodium cinnamate Ethanol(%)

(mM) 0 2 4 6 8 12 14

=

qtH

TJ

0

0

1

2

3

5

7

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

Film-forminggrowthwasfoundintheareasenclosedwithlines.

Thelinesshowthetimeelapsed,-･-1･--･-,2days;一･一･-

1〇days;and, ,20days.
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Table8･Thesuppressionoffilm-forminggrowthQfH.anomalaonthe

surfaceofwinewhichwasproducedfromsodiumcinnaTnate･added
nust.

Concentrationofsodium Concentrationofethanolinwine(%)

cinnamateaddedtomust

(mM) 0 5 6 7 8 9 10 11 13

Excessethanolinthewinewasremovedbyrotaryevaporationin

vacuoat40oC.Film-forminggrowthwasfoundintheareasenclosed

withlines.Thelinesshowthetimeelapsed,･･日日･･,3days;-･-･-,

i

J

7days;一一一一,14days,and一

等が酵母や細菌についてこれまでに報告されてきた.

本研究で使用した産膜性酵母がどのような機構でシ

ンナム酸ソーダにより増殖阻害を受けるのか今のと

ころ明らかではない.

増殖阻害に対するシンナム酸ソーダとエタノール

の相補作用 シンナム酸ソーダとエタノールを種

種の濃度に組合せて使用した場合に,産膜増殖が生

じた範囲をTable7に示した.シンナム酸ソーダ無

添加のとき培養 2日目でエタノール泌度 6%以下の

範囲に産膜が生 じた.また,エタノールを含まない

培地ではシンナム酸ソーダが 1.0m〟 存在しても培

養20日目には産膜増殖が見られたが,エタノールを

加えておくと,その濃度増加に伴い,より低浪度の

シンナム酸ソーダで産膜増殖を阻止することが可能

であった.このようにシンナム酸ソーダとエタノー

ルは産膜増殖を相補的に阻害することが明らかとな

った.産膜増殖が可能なシンナム酸ソーダとエタノ

ールの濃度範囲は培養日数と共に拡大していった.

しかし,10日目から20日目にかけて新たに産膜を生

じた区域は10日以前と比較し小さく,拡大の速度が

低下傾向にあることを示した.すなわち,実線で示

した区域外の条件にある試料はきわめて難産膜性で

あることを示 している.エタノール池度10%,シン

ナム酸ソータ磯度1,10mMの場合,供試した5菌株

のすべてが22日間培養してもまったく産膜増殖する

ことができなかった.通常のワインはエタノール磯

-,20days.

度が12%前後であることを考えればlmM以下のシ

ンナム酸ソーダ濃度でワインの難産膜性は十分維持

されよう.

マス トにシンナム酸ソーダを添加 した醸造試験

発酵途中のマストにシンナム酸ソーダを添加し,難

産膜性のワインを製造するための醸造試験を行った.

MuscatBaileyA種のブ ドウ果汁にメタ重亜硫酸

カリウム (遊離S02として50ppm)を加えた後,捕

糖 して温度30oCで発辞させた.発酵開始後 7日目に

シンナム酸ソーダを0.5,1.OmM濃度に添加した.

ひきつづき後発酵を行わせた後,16日目にオリを除

き得られたワインはぴん詰めし気相を窒素ガス置換

し.て10oCで保有した.このワインはエタノール濃度

13.3(%),残糖量3.5(g/1)であった.保有して 1

年後に再度オリ引きした後,得られたワインに対す

る産膜性を試験した.コントロール (シンナム酸ソ

ーダ無添加)を含むそれぞれのワインに対 し,K426,

K407,∫5酵母を106(cell/ml)の波度に接種 した

が,エタノール浪度が高いためか 1ヶ月を経過して

も産膜増殖はみられなかった.そこで,ワイン中の

エタノール浪度を下げて試験するためにそれぞれの

ワインを40oCで減圧嘩縮 し,エタノール,水分を含

む揮発成分を除去した後,蒸留水で原体横に復すと

共にエタノールも加えて0-13%の浪度に調製した.

これらのワインを試料としてK426の産膜増殖試験を

行った結果をTable8に示した.シンナム酸ソーダ無
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添加のコン トロールは培養14日でエタノール濃度10

%の試料まで産膜増殖がみられた.これに対 し,シ

ンナム産ソーダ0.5mM の試料はエタノール濃度が8

%以下の試料には塵膜増殖が生じたが,9%以上で

は産膜せずしかも14日以降も産膜は認められなかっ

た.またシンナム較ソーダを1mM とした試料では

エタノール濃度が6%以下でないと産膜しなかった.

このようにシンナム酸ソーダを添加 して醸造したワ

インではコントロールのワインより低いエタノール

濃度の範囲でしか産膜増殖できなかった.また,シ

ンナム酸ソーダを添加 (0,0.5,1.OmM)して醜造

したワインのエタノール濃度を5%に統一 して,K

426,K407,J5の産膜増殖試験を行ったところ,

シンナム酸ソーダの濃度の増加に従って産膜増殖に

遅延がみられた.

このように貯蔵 1ヶ年を経過 してもシンナム酸ソ

ーダによるワインの難産膜性は十分維持されること

から,醸造途中でシンナム酸ソーダを添加利用する

方法はワインの長期に渡る貯蔵熟成期間に産膜を防

止するためのきわめて有効な方法であることが示さ

れた.

シンナム酸はシナモンやココアにも含まれる芳香

成分の一つであるが,2)ワインに添加する場合使用塁

によってはその特有な香 りがワインの香味に影響を

及ぼす.従って,高地度に使用することは適当でな

い･本研究の産膜形成試験においては遊離亜硫酸を

全 く含まないワインないしはワイン培地に多量の産

膜性酵母を接種 し,産膜形成がきわめて促進されや

すい条件のもとで試験を行っている.従って,ワイ

ンか良好な管理状態におかれるならばさらに低過度

のシンナム酸ソーダでワインの難産膜性は促進保持

されると考えられる.

要 旨

ワイン産膜性酵母の増殖に対するシンナム酸ソー

ダの抗菌活性を研究した.研究に使用 した産膜性酵

母はCandidakruseiK407,CandidavalidaK504,

HansenulaanomaLaK426,Pichiamembranaefaciens

WF124および SaccharomycesbayamLSJ5である.

pH5以下の酸性側 pHをもつ培地において,シンナ

ム酸ソーダは1.0mMで供試酵母の増殖を停止させる

ことが明らかとなった.シンナム酸ソーダによる増

殖阻害の程度は使用 した酵母,培地の pHおよびユ

タノ-ル波度に依存していた.培地中のエタノール

浪度が8%以上のとき,供試酵母は0.2mMのシンナ

ム酸ソーダで増殖阻害をうけた.供試酵母による,

エタノール,酢酸,クエン酸, グルコースおよびア

ラニンの酸化活性はシンナム酸ソーダにより低下 し

た.

供試酵母の産膜増殖に対 し, きわめて抵抗力をも

つワインが発酵中のマス トへシンナム酸ソーダを添

加する方法で魁造された.このワインの産膜増殖に

対する抵抗性は 1年間貯蔵 した後にもなお保持され

ていた.

本研究を行なうに当り実験の一部を担当された那須信

男君,篠原雅弘君に感謝します.
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