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AbstFact

Thlrty-nlneStralnSOflactlCaCldbacLerlaWereIsolateddurlngthemaklngOf

redwineFrom MuscatBalleyAgrapesatShlrayurlWlnery,YamanashlPrefec-

tureFrom1992to1994ThestralnSisolatedwereclassirledasLJaCLobacLllusplan-

Larum(25strains),LeucoTWSLocoenos(6strains),LeucoTWSLocmesenLeroLdes(5

stralnS),LacLobacLuuSyamanaShLenSLS(1straln),I,acLobacLuLLSbreuLS(1straln),

1,acLobacLllus/ermenLum(1strain),1,acLobacillussp.(4strains)Eighti plan-

tarum straユnSWerefoundlntheflrStStageOfthewlne-maklngProcess,andfour

J.eu.oenosstrainslnthelaterstage.ln1993and1994,malo-1achCfermentatlOn

uccurred】ntheredwineaSaresultofwュld-typelactlCaCldbacterlaaCtivlty,but

LhlSdldnottakeplaceln1992.

緒 ロ

ワイン醸造における酸味の調節は､品質上重要で

ある｡酸度を構成する各種有機酸のうち､L-リン

ゴ酸は､乳酸菌によるマロラクティック発酵 (ML

ド)によって発酵中や新酒の貯蔵中にLl乳酸と二

酸化炭素に分解される1' 2'｡この現象によりワイ

ンの酸味は低減されてまろやかになり､微生物学的

に安定化すると同時に､MLFの副産物が酒質に複

雑性を与え芳醇な香味を形成する｡本工程は赤ワイ

ンおよび一部の白ワインに重要とされている3)0

伝統的ワイン生産国である欧米ではMLFに関す

る研究が活発に行われており､いくつかの総説も出

されている1) 2'4' 5'｡ワイン醸造中における乳

酸菌のフローラについても数多く研究され､フラン

スのLaron-Larourcadeら6'はボル ドー地方の赤

ワインについて調べ､仕込み前期よりLacLoba-

clllushLlgardLt､LacEobacillusplantarLLmが多

く分離され､後期よりLeuconostocoeTWSのみが

分離されたと報告 している｡Fleetら7'も､ボル

ドー地方の赤ワインについて調べ､仕込み前期より

PedLOCOCCuSCereULSLae､1,euconosLocTneSen-

teroLdesが多 く分離され､後期よりLeu.oeTWSの

みが分離されたと報告している｡SielrOら8'は､ス

ペインのワインについて調べ､仕込み前期より上.

planLarum､LactobacLllus breuLS､LacLoba-

cLllusbuchneri､LactobacLlluscaseL､L,actoba-

cLlluscuruatusが分離され､後期よりLplantarLLm､

Lew,oenos､i.curuatusが分離されたと報告して

いる｡日本の赤ワインについて､YoshlZumiは 9)

ワイン醸造中から嫌気性細菌を分離 し､LplanLa-
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Tablel.AnalysISOf1992ShlrayurIWinerymustsdurlngeXPerJmentalredvvlnemaklng

Sampling FermentatlOn PH T.A.LM･A･AIcohoI BrlX R･S･ Bacterial

number days (g/1)(Ⅴ/V)% % (ど/1) population(CFU/ml)
numAber dalyS 元 ｡ (67:iL 讐 』 孟vT)% 18".7 '5'i' popula2t.i704niT1 3.50 6.38 3.50 NT 18.7 NT 2.74×104

B 1 3.50 6.08 3.66 NT 17.9 NT 2.08×104

C 13 3.40 7.05 2.62 9.70 NT NT 1.90×105

D 13 3.49 6.83 2.65 9.80 NT NT 5.60×102

･Harvestdata:Sept.18,1992.
T.A∴Totalacid;L-M,A.:L-MallCaCld;R.S･:Reducingsugar;NT:Nottested

Table2 AnalysISOf1993ShlraYurlWrnerymuStSdurlngeXPerlmentalredwLnemaklng

Sampllng Fermentation pH T.A.L-M.A,Alcohol Brix R,S. Bacterial

number days (g/1) (g/1) (Ⅴ/V)% % (g/1) population(CFU/ml)

A 1 3.40 6.75 4.54 NT 16.6 NT 4.00×105

B l4 3.59 6.44 1.18 8.40 NT NT 9.00×106

C 14 3.79 6.61 0.16 7.00 NT NT 1.30×107

D 21 3.75 6.08 0.43 1000 NT 1.31 5.10×106

･Harvestdata:Sept.22,1993.

Table3 AnalysISOf1994ShlrayurlWlnerymuStSdurlngeXPerlmentalredvvlnemaklng

Sampllng FermentatlOn pH T.A.LM.A.Alcohol Bri大 R･S. Bacterial

(Ⅴ/V)% % (ど/1) populahOn(CFU/ml)

NT 18.6 NT 1.00×104

12.20 NT NT 5.30×106

ll.80 NT 2.90 7.40×105

number days (ど/1) (ど/1)

A 1 356 5.33 3.05

B 8 NT NT NT

C 16 3.84 5.37 0.21

･Harvestdata:Sept.28,1994.

ruTn､およびエactobacLllus属の菌種が分離された

と報告している｡野々村ら10) 日)はワインなどか

らMFL菌を分離 し､Lactobacillus属､LeuconoI

sloc属､Pediococcus属など多くの菌種を報告して

いる｡最近､著者ら12)も1990年度山梨大学におけ

る赤ワインの試験醸造から乳酸菌の分離を行い､仕

込み前期からL,.planLarumが､仕込み後期から

Lew.oenosが多く分布 していたと報告したO

以上のように､日本におけるワイン醸造中の乳酸

菌のフローラの研究は､約30年も前のものである｡

そこで著者 らは､1992年から1994年に山梨県のワ

イナリー (白百合醸造)における赤ワイン製造工程

中における乳酸菌の分布を調べたので報告する｡

実 験 方 法

1.赤ワインの仕込み方法およびサンプル採取経過

1992年秋に山梨市で収穫された黒ブ ドウ (マス

カット･ベリーA(MBA))を破砕､除梗した後の

果もろみをA､Bとし､これに補糖を行い､アル

コール発酵とマセレーションを10-14日間行った｡

仕込みより12日間たった発酵タンクの上層液をCと

し､この上層液をフィルタ一波過し亜硫酸を添加し

たものをDとした｡

1993年秋に山梨市で収穫された黒ブドウ(MBA)

を破砕､除梗した後の果もろみをAとし､これに補

糖を行い､アルコール発酵とマセレーションを10-

14日間行った｡仕込みより14日間たった圧搾後のフ

リーランマストをB､プレスランマストをCとし､

仕込み21日目の赤ワインをフィルター癌過し亜硫酸

を添加したものをDとした｡

1994年秋に勝沼町で収穫された黒ブドウ(MBA)

を破砕､除梗した後の果もろみをAとし､これに補

糖を行い､アルコール発酵とマセレーションを16日

間行った｡仕込みより8日間たった発酵タンクの上

層液をBとし､この上層液を圧搾したものをCとし

た｡収穫期日はTable1.-3.に示した｡

2.果汁およびワインの一般分析

サンプル採取時に果もろみのpH､総酸､L-リン

ゴ酸､D､L-乳酸､糖度､アルコール生成量につ

いて調べた｡サンプルは東洋嬉紙No2およびN05で

波過を行った｡分析は､所定の方法13'に従 って

行った｡なお､L-リンゴ酸は､検体1mlに蒸留水4
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ml､2NNaOH4mlをテフロンスクリューキャッ

プ付き試験管 (13×100mm)に採り混合した後､

ヒートブロックTA-2H(TalyO社製)を用いて100

cc､30分間加水分解を行った｡分解終了後､分解液

を室温に戻し､2N硫酸にて中和し､50mlのメスフ

ラスコにとり定容した｡この液0.1mlを試料とし､

ベーリンガ一 ･マンハイム山之内社製F-キット･

L-リンゴ酸にて測定を行った｡

D,L一乳酸は､検体2mlに蒸留水4m1,2NNaOH

2mlをテフロンスクリューキャップ付き試験管 (13

×100mm)に採り混合 した後､ヒー トブロック

TA-2H (Taiyo社製)を用いて100℃､15分間加

水分解を行った｡分解終了後､分解液を室温に戻

し､2N硫酸にて中和し､25mlのメスフラスコにと

り定容 した｡この液0.1mlを試料とし､ベーリン

ガ一 ･マンハイム山之内社製F-キット･D-乳

酸/L-乳酸にて測定を行った｡

3.乳酸菌の分離

BM寒天培地14)(カビサイジン (日本製薬㈱)

を10ppm添加 したもの)に試料の原液または希釈

したものを0.5ml接種し､BBL社製の嫌気ジャーお

よびガスパック (水素､炭酸ガス発生袋)を用いて

嫌気的にし､30℃で1週間培養を行った｡コロニー

が形成したら､形状､色などの特徴が異なったもの

を釣菌し､BM液体培地で培養を行った｡次に､こ

れらを画線培養して純化を行った｡さらに形成した

単コロニーを液体培地で培養後､顕微鏡で観察し

て､純粋になったものを分離菌株とした｡

4.分離乳酸菌の同定

乳酸菌同定マニュアルにより15)形態観察､グラ

ム染色､胞子形成､カタラーゼ､生育温度試験を

行った｡乳酸の生成能および光学異性体はOkada

ら16)の方法を参考に行った｡DL-リンゴ酸を除い

たBM培地に分離株を接種し､前培養を行い､本培

養は､同培地を用いて梓菌が2日間､球菌が5日間

それぞれ30℃にて行った｡培養液を遠心(3000rpm,

10min)し､その上澄液を梓菌は100倍､球菌は50

倍希釈したものを分析試料とした｡乳酸の測定には

ベーリンガ一 ･マンハイム山之内社製F-キット･

D一乳酸/L 乳酸を用いた｡乳酸光学異性体の判

定基準はD乳酸とL乳酸の比率より以下に示す｡4

≦D/L(D),2≦D/し く4(DL+D),0.5≦D/し く2(D

L),0.25≦D/し く0.5(DL+L),D/しく0,25(L)0
乳酸発酵形式は､乳酸測定と同様の試料を用い､

ベ-リンガ一 ･マン-イム山之内社製F-キット･

エタノールにより生成エタノール量を測定した｡ま

た､乳酸の生成能で測定したD一乳酸量とL一乳酸

量を加算したものを生成乳酸量とした｡生成ユタ

ノール量 (E‥g/1)と生成乳酸量 (L:ど/1)の比率

から発酵形式を判定した｡判定基準は岡田らⅠ7)の

基準を若干変更 し､以下の式に従 った｡E/し く

0.05:homofermentationtype､0.2≦E/L<0.51:

heterofermentationtype.
糖類発酵性試験はBM培地中のglucose,fructose,

tomatojuiceを除く成分を溶解 した後､pHを修正

し､指示薬溶液を培地1L当たり20ml添加した｡指

示薬溶液は1gC.P.氏.(chlorophenolred)を6N

NaOHで微アルカリ性にして500mlの蒸留水に溶解

させた｡この培地に対して供試糖類を1%濃度に溶

解させた後､約3mlずつ分注し､121℃で15分間滅

菌 した｡ ただ し､arabinose,ribose,Xylose,

fructose,mannose,rhamnose,maltose,sorb1-

tolは､それぞれ20%の水溶液とし､これを癌過滅

菌して基本培地 (121℃で15分間滅菌)に無菌的に

添加した｡また､糖を含まない培地を対照として用

いた｡細胞壁組成は､供試菌株を50mlのBM培地

で培養し集菌した｡得られた菌体を蒸留水で洗浄

し､凍結乾燥菌体とした｡このうち約50mgをテフ

ロンスクリューキャップ付き試験管にとり､これに

1mlの6NHClを加え100℃で18時間保ち加水分解し

た｡加水分解後､予め湿 らせた直径4cmの波紙

(東洋液紙5C)を用いてろ過した｡波紙に残った

固形物を1mlの蒸留水で洗浄し､癌液を10mlのナ

ス型フラスコに受けた｡これをロータリーエバポ

レーターで濃縮乾固した｡さらに1mlの蒸留水を加

え懸濁し､再び濃縮乾固した｡これを塩酸臭がなく

なるまで繰り返し､この残恋を300plの蒸留水に溶

かし､分析試料とした｡分析はセルロースパウダー

を塗布した20cm角のTLCプレート(メルク社製No.

5716)を用いた｡TLCの底辺から2.5cmのところ

をベースラインとし､両端を2.5cmあけて1.5cmお

きに分析試料と標準物質0.01M DL-ジアミノピメ

リン酸 (シグマ社製)を3FLlスポットした｡展開層

には展開溶媒 (メタノ-ル :水 :6NHCl･.ピリジ

ン-80:26ニ4:10)を1cm位の深さに入れ､約

3時間展開した｡展開後､ ドラフト中で1時間乾燥

させた後ニンヒドリンスプレー (東京化成工業社

製)をかけ､100℃の乾燥機に5-10分入れて発色

させた｡

DNAのGC含量の測定は､まずDNAの取得を

行った｡-･般に定常増殖期に入った菌体は溶菌酵素

に対し､抵抗性を示すようになる｡そこで比較的溶

菌しやすく､収量の多い対数増殖後期の菌体を使用

した｡また人為的に不完全な細胞壁を作らせる目的

でグリシン添加培養を行った｡本実験では､5m1,

200mlと2段階の前培養を繰り返し､ホモ型発酵梓
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菌は2L､ヘテロ型発酵梓菌及び球菌は3Lで本培養

を行った｡なお､本培養はいずれも静置培養で行っ

た｡ホモ型発酵梓菌は､本培養 4時間後に1.5%と

なるようにグリシン溶液を添加し､さらに4時間培

養した後集薗した｡ヘテロ型発酵梓菌は､本培養12

時間後にグリシン添加し､さらに12時間培養後集菌

した｡ヘテロ型発酵梓菌は､本培養16時間後にグリ

シン添加し､さらに16時間培養後に集菌した｡集菌

した菌体は､01M Saline-EDTA (0.15M NaCl,

0.1M EDTA)にて洗浄 し､次に10×TE(10mM

TrlS,1mM EDTA,pH80)にて 3回洗浄 した｡

得られた菌体は10×TEに懸商して､-20℃で保存

した｡溶菌反応には湿菌体5g用いた｡10×TEに懸

濁凍結してある菌体を融解後､遠心して上澄みを除

いた｡新たに10mlの10×TEを加え懸濁し､lyso-

zyme(生化学工業社製)を1スパーテル､N-ace-

tylmuramldaseSG (生化学工業社製)(50〃g/

ml,10×TE)0.5mlを添加 し､37℃で90分間溶菌

反応させた｡溶菌したものはprotenaseK(メル

ク社製)処理を行った｡また溶菌しなかったものは

以下に示すアルかノ処理を行った｡溶菌反応後の菌

体洗浄液を遠心し､上澄みを除いた｡菌体に0,1M

glyclne-NaOHbuffer(pHll.4)を15ml加え懸濁

し､2NNaOHでpHが 11.0-ll.5となるように調

製した後､37℃で10分間保温した｡その後､5mlの

2.0MTrlS-HCl(pH8.0)を加え中和し遠心した｡

上澄みを除き､10×TEにて 2回洗浄 した｡新た

に､10mlの10×TEを加え､lysozyme,N-acetyl一

muramldaseSGにより溶菌反応を行った｡溶菌

反応後､protenaseK (1mg/ml,10×TE)0.5ml

を添加し､37℃30分間反応させた｡反応後､細胞壁

にダメージを与える目的で-80℃で一晩凍結させ

た.次にTris-SDS(0.1MTrlS-HCl,1%SDS)を

10ml加え完全に溶解させ､60℃で10分間保温 し

た｡溶解 したものを50mlの遠沈管に移 し､フェ

ノーノL/クロロフォルム溶液(phenol.chloroform:

1SO-amylalchol)を10ml加え､氷上にて時 撹々拝

しながら20分間静置した｡次にこれを遠心し上層を

新たな遠沈管に回収した｡再びフェノール/クロロ

フォルム溶液10mlを加え､遠JL､し上層を100mlの

ビーカーに回収した｡この溶液に2倍量のエタノー

ルを注ぎガラス棒にてDNAを巻きとった｡巻き

とったDNAは､70%､80%､90%エタノールに順

に10分間浸し脱水及びフェノール除去を行った｡そ

の後､DNAを減圧乾燥させ､10mlのTE(10mM

TrlS,1mM EDTA,pH8.0)に懸濁させ一晩静置

した｡この溶液に対し50〟g/mlとなるようにRNase

A (シグマ社製)を加え､37℃で30分間保温した｡

その後､フェノール/クロロフォルム処理､エタ

ノール沈殿を行い､乾燥後10mlの1×TEに懸濁さ

せ一晩静置した｡なお､この行程は2回行った｡D

NA溶液を､同様にRNase処理､除タンパク処

理､遠心し上層を50rnlビーカーに回収した｡0.1倍

量のAcetateEDTA(3MNaOAc,1mM EDTA)

を加え軽く撹拝した｡これに0.6倍量のイソプロパ

ノールを加え､巻き取り､エタノールでリンスし､

乾燥後､3mlのTEに懸濁した｡取得したDNA溶液

を脱イオン水で10-30倍に希釈後､紫外部吸収(200

-300nm)を測定した｡純粋なDNAの紫外郎吸収

は､OD260:OD230:OD280=1二0.45:0.515であ

るとされ】8'この値を目安とした｡また簡便な方法

としてはOD260/OD280-1.8を目安とした｡DNA

の純度が低い場合はさらにRNase処理､除タンパ

ク､イソプロパノール沈殿を行った｡

高速液体クロマトグラフィー (HPLC)によるG

C含量の測定

Tamaoka】9'らの方法を基に以下のように行っ

た｡精製DNA溶液 (0D.260-5を濃度の目安とし

た)をマイクロチューブに25〃1とり､100℃で10分

間加熱処理した後急冷し､一本鎖DNAとしたOこ

れにNucleasePl溶液 (ヤマサ醤油社製)(0.1mg/

ml,40mM CH3COONa+2mM ZnSOl(pH53))

を10〟1加え､50℃で 1時間反応させ､ヌクレオチ

ドに分解した｡さらに､bacterlalalkaユ1nePhos-

phatase溶液 (Takara社製､2.4unltS/mlln0.1

M TrlS-HCl(pH8.1))を10pl加え､37℃で一晩

反応させてヌクレオシドまで分解し､これを分析試

料とした｡また標準物質として､ヤマサ醤油社製標

準ヌクレオチド溶液10〃1にnucユeasePl用緩衝液25

〟1を添加したのち､分析試料と同様にphosphatase

処理したものを準備した｡なお､試料は調製後直ち

に分析し､冷蔵保存は避けた｡HPLC条件をTable

4.に示す｡

菌種の同定はBergey'SManualorSystematlC

Bacteriology Vol.220'お よ びThe Prokaryo-
tes21'の記載に従った｡

Table4HPLCoperatlngCOndlt10nS

Instrument HitachlL-6000

Column Hitachlgel#3056(4×250mm)

Eluent 0,2MNH4H2POl-CH3CN(19:1,V/V)

Flowrate lml/min

Temperature 35℃

Samplevolume 5iLI

Detector HltaChlL14000(UV270nm)

Dataanalyzer HitachlD-2500
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実験結果および考察

(1)果もろみの一般成分と乳酸菌数

仕込み経過における果汁およびワインの一般成分

の分析値と乳酸菌の推移を仕込み年度別にTable1.

～3.に示した｡1992年度はブドウ収穫時期の天候が

良好であったため､果汁A､Bは健全なブドウ栗で

あり､乳酸菌数に差はみられなかった｡仕込み13日

目において乳酸菌数の増加がみられたが､総酸およ

び､L-リンゴ酸の分析結果からMLFは生起 して

いなかった｡

1993年度はブドウ収穫時期の天候が不順であっ

たため､糖度が低 く､酸度の高いブ ドウ栗であっ

た｡果汁の段階で乳酸菌数は4.00×105(CFU/ml)

と高かった｡これは仕込みの時かなり損傷した (柄

害を受けた)ブドウ異も一緒に仕込まれた為と考え

られる｡仕込み14日目においてサンプルB､Cは乳

酸菌数がそれぞれ9.00×106(CFU/ml)､1.30×
107(CFU/ml)に増加した｡また､L-リンゴ酸の

減少およびpHの上昇からもすみやかにMLFが生起

していた｡

1994年度はブドウ収穫時期の天候が良好であっ

たため､仕込みに用いたブドウは健全なブドウ異で

あり､乳酸菌数は1.00×104(CFU/ml)であっ

た｡仕込み8日目において乳酸菌数の増加5.30×

106(CFU/ml)がみられた｡また､仕込みから16

日目のサンプルCにおいては､L-リンゴ酸の減少

およびpHの上昇からもすみやかにMLFが生起して

いた ｡

以上のように､収穫年において天候が良く､ブド

ウが健全巣の1992年においてはMLFが生起 しな

かったが､それ以外の年はMLFが生起した｡この

理由としてMLFに必要とされる乳酸菌数 (106

CFU/ml以上)6)122) 23)に達 していたためと考

えられる｡

(2)分離乳酸菌の同定

1992年度から1994年度に､白百合醸造における

赤ワイン製造 (MBA)工程中から､乳酸菌39株が

分離された｡以下に各年度別に同定結果を示す｡

1992年分離菌株 :92SHトA-1,92SHトA-2,92

SHトB-1,92SHトC-1,92SHトC-2,92SHトC-3,

92SHトC-4,92SHトC-5,92SH㌧D-2,92SHI-

D-3,92SHI-D-4,92SHトD-5は､梓菌でホモ型

発酵にてDL一乳酸を生成し､細胞壁組成にDAPを

持ち､糖類の発酵性およびDNAのGC含量が43-

45%であることからL.plantarumと同定した｡92
SHI-D-1は､梓菌でホモ型発酵にてL一乳酸を生成

し､細胞壁にDAPを持ち､また､糖類の発酵性お

よびGC含量37%からLactobacLllusyaTnanaSht-

ensisと同定した｡92SHIIA15は､梓菌でヘテロ

型発酵にてDL-乳酸を生成し､細胞壁にLysを持

ち､15℃で生育せず45℃で生育し､また､糖類の発

酵性およびGC含量52%か らLactobaciuusfer一
mentumと同定した｡92SIHIA-4は､球菌でヘテ

ロ型発酵にてD 乳酸を生成し､細胞壁にLysを持

ち､15℃で生育し､糖類の発酵性およびGC含量39

%からLeu.mesenteroidesと同定した0

1993年分離菌株 :93SHl-A-2,93SHトA-3,93

SHI-C-3は､梓菌でホモ型発酵にてDL一乳酸を生

成し､細胞壁組成にDAPを持ち､糖類の発酵性お

よびDNAのGC含量が43-45%であることから上.

pLantarumと同定した｡93SHI-A-5は､梓菌でヘ

テロ型発酵にてDL 乳酸を生成し､細胞壁にLys
を持ち､糖類の発酵性およびGC含量44%か ら

Laclobac乙Ilusbreuisと同定 した.93SHI-B-1,

93SHトC-1,93SHLC-4は､球菌でヘテロ型発酵

にてD一乳酸を生成し､細胞壁にLysを持ち､15℃
で生育 し､糖類の発酵性およびGC含量38%より

Lew.mesenteroidesと同定した｡93SHI-B-3,93

SHトD-1,93SHI-D-2,93SHI-D-3は､球菌でヘ

テロ型発酵にてD一乳酸を生成し､細胞壁にLysを
持ち､15℃で生育せず､糖類の発酵性およびGC含

量38%からLeLL.OenOSと同定した｡

1994年分離菌株 :94SHトA-4,94SHトB-1,94

SHトB-2,94SHトC-1,94SHトC-2,94SHLC-3

は､梓菌でホモ型発酵にてDL-乳酸を生成し､細

胞壁組成にDAPを持ち､糖類の発酵性からL.plan-

taruTnと同定した｡94SHトAl1,94SHI-B-3,94

SHトB-4,94SHトC-4は､梓菌でホモ型発酵にて

L-乳酸を生成し､15℃で生育し､また､糖類の発

酵性か らLactobacillLLSSP.と同定 した｡94SHト

A-2は､球菌でヘテロ型発酵にてD-乳酸を生成

し､細胞壁にLysを持ち､15℃で生育し､糖類の発

酵性およびGC含量38%からLeu.meseTuerOides

と同定した｡94SHトB-5,94SHトC-5は､球菌で

ヘテロ型発酵にてD-乳酸を生成し､15℃で生育せ

ず､糖類の発酵性およびGC含量38%か らLeu.

oeTWSと同定した.

(3)分離乳酸菌の分布

1992年度について､仕込み 1日目の果もろみ

A､Bは比較的きれいな健全栗で2×104(CFU/

ml)の乳酸菌が存在し､L.planlaruTn3株､L.

/ermentLLm l株､Lew.mesenteroidesl株が分

離された｡アルコール発酵13日目のCは､かなり損

傷したブドウ巣が一緒に混入したため菌数が約2×

105まで増加 したと考えられ､L,.plantarum5株
が分離された｡Dは､フィルター痛過し亜硫酸を添
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如 したため菌数が5.6×102まで減少 したと考えら

れ､LJ.Plantarum 4株､L.yamanashiensis1

株が分離された｡一般に仕込み初期においてはL.

planlarumが多く分離される傾向にあるが､1992

年度において､仕込み後半においてもL.planlar'Lm
が多く分離された､これは仕込みにかなり損傷した

ブドウ異も一緒に混入したことおよび仕込み後半に

おいてもアルコール濃度が低かった (Cで9.7%､
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Dで9,8%)などが原因と考えられた｡ (4) C.氏.Davis,D.Wibowo,R.Eschenbruch,

1993年度について､仕込み 1日目の果 もろみ

は､かなり損傷したブドウも一緒に混入したため4

×105(CFU/ml)と多くの乳酸菌が存在 し､この

中からL.plantarLLTn2株､i breuLSl株が分離

された｡アルコール発酵後半の仕込み14日目には､

菌数が約107(CFU/ml)に増加 し､MLFが生起し

たOこれらからL.plantar･uml株､Lew.mesen-

Leroides3株､Lew.oeT10Sl株が分離され､アル

コール発酵中にLeu.mesenteroidesが比較的多く

存在 した｡アルコール発酵終了後の仕込み21日目

に､Lew.oenos3株が分離された｡

1994年度について､仕込み 1日目の果もろみA

は比較的きれいな健全異で 1×104(CFU/ml)の乳

酸菌が存在し､LJ.Planlaruml株､IJeLL.rneSen-

teroLdesl株､LaLobacLllussp.が分離されたoア

ルコール発酵 8日目のBは､菌数が5.3×106まで

増加 し､L.plantarum2株､Latobac乙Ilussp 2
株､Lea.oeTWSl株が分離された｡アルコール発

酵終了後の16日目のCからは､IJ.Plantarum3

株､LaLobaciLlussp.1株とLeu.oeTWSl株が分

離され､MLFが生起した｡

要 約

1992年度から1994年度の3年にわたり､白百合

醸造の赤ワイン製造 (MBA)工程中の果もろみか

ら乳酸菌の分離を行い39株を分離した｡それらの菌

株の同定を行ったところL.planLarum21株､Lew.

oenos6株､Lew.'nesenteroLdes5株､1,.yama-

nashiensLSl株､L breuLSl株､L./ermentum

l株､LatobacLllussp.4株となった｡分布を調べ

たところ､仕込み初期からは､L.planlarum8株

が､仕込み後期からは､Lew.oeTIOS4株が分離さ

れた｡MLFは1993年および1994年において野生乳

酸菌により生起 したが､1992年度では､生起 しな

かった｡

最後に､本研究遂行に当たり実験にご協力賜りま

した水上正子さん､滝本恵利子さんに感謝いたしま

す｡
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