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Abstract

RedwiれesweremadefromMuscatBaileyA,CabernetSauvignon,Piれot

Noir,andMerlotgrapes,respectively,in1991,Thirty･eightstrainsoflactic
acidbacteriawereisolatedduringtheexperimentalredwine･makingprocess.

Thestrainsiso】atedduringwinemakingfrom MBAgrapeswere classified

asLactobacillusPlantaT7Lm (6strains),andOenococcusoeni(4strains).The
isolates from CS grapes were classified as 0.oeni (6 strains),and
LacEobadllus♪wacasei(1strain).TheisolatesfromPNgrapeswereclassified

asL,b.♪LanEa77Jm (6strains),andLacLobacillusTleulen'(3strains).Theisolates
from Merlotgrapeswereclassifiedas0.oem'(7 strains),Lb.TleuteT7-(2
strains),I,b.pLanLarum (1strain),andLeuconostocmesenleT10ides(1strain).

Theisolateswereexamined formalolacticfermentation (MLF) ability.
Microflorainthelacticacidbacteriavariedaccordingtothegrapevariety
andtimeofharvest.

緒 言

赤ワイン醜道において､乳酸菌によるマロラ

クティック発酵 (MLF)は､その減酸作用に

より酸味が低減されてまろやかになり､また､

MLFの副産物が酒質に複雑性を与え､良好な
香味を形成する上で望ましいとされている｡ワ

イン中の酸度を構成する各種有機酸のうち､L-

リンゴ酸は､乳酸菌によって発酵中や新酒の貯

蔵中にL-乳酸 と二酸化炭素 に分解 され

るl)･2)･3)4)｡従来MLFは､野生乳酸菌による自

然発生に依存しており安定なMLFは得られて
いなかった｡現在､欧米では培養乳酸菌をスター

ターとして使用することが普及している｡日本

においては､1996年度よりMLFのための

乳酸菌添加による人工的生起について許可となっ

た 5)｡
そこで著者らは､1991年度マスカット･

ベリーA (MBA)､カベルネ ･ソーどこヨン

(CS)､ピノ ･ノワール (PN)､メルロー

(Mer)の4品種における赤ワイン仕込経過

中より乳酸菌の分離同定を行い､乳酸菌の分布

を調べた｡また､これら分離乳酸菌のL-リン

ゴ酸分解能を調べ､優良MLF菌の検索を行っ

た｡

実 験 方 法

1､赤ワインの仕込方法およびサンプル採取経過

本研究施設育種試験地で栽培された1991

年度産マスカット･ベリーA (MBA)､カベ

ルネ･ソーどこヨン (CS)､ ピノ･ノワール

(PN)､メルロー (Mer)の4品種のブドウ

を用いて赤ワインの仕込を行った｡仕込方法は

各ブドウ約26kgを破砕､除梗後､果もろみ

を13kgに分け､亜硫酸水を25ppm､酒
母 (SaccharomycescerevisiaeW-3)を3%添
加したものをS区､酒母を3%添加のみのもの
をN区 (亜硫酸無添加)とした｡また､分離さ

れた菌株は､果もろみを1とし､圧搾後をS-2,

N-2,その後 S･3,N･3と分離回数ごとに番号を
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つけた｡仕込は発酵化学研究施設､試験工場で

行った｡

2.果汁およびワインの一般分析

果もろみのpH､総酸､比重､アルコール生

成ELJについて径時的に調べた｡採取果もろみは

東洋嬉紙No.2およびN0.5で波過を行い､分

析は所定の方法6)に従って行った｡

3.乳酸菌の分離

BM寒天培地7) (カビサイジン (日本製薬

(秩))を 10ppm添加したもの)に採取果もろ

みの原液または希釈 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､

30oC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

的菌し､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に顕微鏡

で観察して､純粋な形状の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8)より形態観察､グ

ラム染色､胞子形成､カタラーゼ､乳酸の生成､

生成乳酸の立体異性､発酵形式9)､DNAのGC

含鼻､培地の初発pH試験､アルコール耐性試

験､生育温度試験を行った｡生成乳酸の立体異

性はOkadaら10)の方法を参考に行った｡乳酸生

成は､BM培地に分離株を接種して､30℃に

て培養し､培養液を遠心 (3000rpm,10min)
したのち､その上澄液を分析試料とした｡乳酸

の測定にはペーパークロマトグラフィーを用い

た｡スタンダー ドとして､1%酒石酸､1%リ

ンゴ酸､乳酸ナトリウム (乳酸ナ トリウム1g､

1N-HClを混合し､50mlに定容したもの)

の1:1:L混合液を用いた｡スタンダー ドとサ

ンプルを東洋ろ紙No.50上に0.01ml塗布し､酢

酸エチル :酢酸 :水 (3:1:1)の展開剤を用

いて90分間展開させた｡そのろ紙を乾燥させ

た後､0.1mlBPB(プロムフェノールブルー)ア
ルコール溶液を噴霧し発色させた｡本発色法で

は､有機酸は黄色のスポットとして現れた｡

[培地の初発pH試験] BM培地のpHを

3.0,3.3,3.5,4.0,4.8のそれぞれに調整した後､

オートクレーブ (121℃ 15min)した｡pHが
変動したものについては､殺菌 した6N NaOH

と6NHClで無菌的にpHを修正 した｡その培

地5mlに供試菌株を接種し､30℃､7日間培養
した｡生育度は肉眼観察及びBTB混合指示薬

を用いた｡1/10NNaOHの滴定量で､判定 し
た｡[アルコール耐性試験] BM培地5mlに

エタノールを添加 して､その濃度を0,5,10,

ll.5,13(Ⅴ/V)%にそれぞれ調整した後､供

試菌株を接種し､30℃,7日間培養 した｡生育

度は肉眼観察及びBTB混合指示薬を用いた｡
1/10NNaOHの滴定量で判定した｡

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を調整し､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.R.

(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,sor

bitolは､それぞれ20%の水溶液とし､ これを

渡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6N

HCl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の嬉

紘 (東洋滅紙5C)を用いてろ過 した｡慮紙に

残った固形物を1mlの蒸留水で洗浄 し､櫨液

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

の残虐を300〃1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 (メタノール

:水:6NHCl:ピリジン -80:26:4:10)
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､

100oCの乾熱機に 5-10分入れて発色させた｡

DNAのGC含罰の測定は､柳田ら11)の方法に
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従った｡菌種の同定はBergey'sManualof

SystematicBacteriologyVol.212) および

TheProkaryotes13)の記載に従った｡

5.分離乳酸菌のL-リンゴ酸分解能の測定14)

91年度MBAワインに5g/Pになるよう
に0.2〟mのメンプランフィルターを用いて無

菌的にL-リンゴ酸を加え､2N NaOHにてp

Hを3.5に調整 し､BM培地で前培養を行った

分離乳酸菌をパスツールピペットで2滴接種し

て18℃で14日間培養し､経時的にL-リンゴ

酸を測定し､分解能を調べた｡

実験結果および考察

(1)分離乳酸菌の同定

分離乳酸菌の形態学的､生理生化学的性質お

よび化学分頬学的試験の結果をTable2.に示し

た｡これらの結果にもとずいて菌種の同定を行っ

た｡

1)MBAから分離された乳酸菌の同定

分離菌91MBA-ト1,91MBA-1-4,91MBA-N･

2-2,91MBA-S-2-1,91MBA-S-212,91MBAIS1

2-4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44%であること

からL,actobacillusplantarumと同定 した｡
91MBA-N-2-1,91MBA-N-2-3,91MBA-N-3-1,

91MBA-S-3-1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37-

38%であることからOenococcusoeniと同定 し

た｡

2)CSから分離された乳酸菌の同定
分離菌91CS-1-2は､梓菌でホモ型発酵にて

L一乳酸を生成し､細胞壁組成にLysを持ち､

糖類の発酵性およびDNAのGC含量が45%

であることからLacEobacillusparacaseiと同定
した｡91CS-N-2-1,91CS-N･2･2,91CS･N-3-1,
91CS-N･312,91CS-S-211,91CS-S-3-2の6株は､
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37-39%であることか

ら0.oeniと同定した｡

3)PNから分離された乳酸菌の同定
分離菌91PN-1-1,91PN-1-2,91PN-N-2-3,

91PN･S-2-2,91PN-S-2-3,91PN-S-2･4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D

NAのGC含量が44-45%であることか ら

Lb.plantanLmと同定 した｡ 91PN-S-2-1,
91PN-S-3-1,91PN-S-3-2の3株は､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､糖類の発酵性
およびGC含量40-42%であ ることか ら

Lactobacillusreuten'と同定した｡

4)Merから分離された乳酸菌の同定

分離菌91Mer-N-2-3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､糖類の発酔性およびDNAのGC含量が

44%であることからLb.plantanLmと同定 した0
91Mer-S-2-1,91Mer-S-2･2は､梓菌でヘテロ

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40%であることか らLeuconostoc
mesenteroidesと同定した｡91Mer-111,91Mer-
N-3-2,91Mer-N-3-3,91Mer-N-4-1,91Mer-S-

3-1,91Mer-S-312,91Mer-S･4･1の7株は､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℃で生育せず､糖類の

発酵性およびGC含量37-39%であることか

ら0.oeniと同定した｡

(2)品種別赤ワイン仕込経過中における分骨乳酸菌の分布

果もろみ及びワインからの分離総コロニー数

を表2に示した｡品種別に分離総コロニー数を

比較してみると､PN､CSの方がMBA､M

erよりも分離総コロニー数が多かった｡これ
は供試したPN､CSに天候不順のため腐敗栗

が多かったためと思われる｡MBA､Merは､

PN､CSの2品種に比べ健全巣が多かった｡

MBAの仕込み初期にはLb.plantaTum が
分離され､仕込8日目(圧搾後)でS区3.0×103

(CFU/ml)､N区で1.5×104(CFU/ml)の乳

酸菌が存在し､S区からはL,b.Plantanm が､
N区から0.oeniが主に分離された｡仕込 27
日日 (アルコール発酵終了後)では､S区､N

区とも1.0×1013(CFU/ml)以上まで乳酸菌が

増殖し､0.oeniのみが分離された.

CSでは､仕込初期にLb.paracaseiが分離
され､仕込8日目 (圧搾後)でS区2.77×107

(CFU/m】)､N区で1.0×10Ⅰ3(CFU/m】)以上

まで乳酸菌が増え､この時期からは､0.oeni
が分離された｡仕込27日目 (アルコール発酵
終了後)では､S区1.97×10】2(CFU/ml)､





品種別赤ワイン仕込経過中の乳酸菌の分布と分離同定 9

N区1.10×1010(CFU/ml)まで乳酸菌が増殖

し､0.oeniが分離されたo
PNの仕込み初期からはLb.♪kzntanLm が
分離され､仕込8日目 (圧搾後)でS区1.54×

109(CFU/ml)､N区で1.22×109(CFU/ml)

の乳酸菌が存在し､L,a.Plantar7Lm が分離さ
れた｡仕込 13日目 (アルコール発辞終了後)

では､S区8.60×107(CFU/ml)､N区1.07×

109(CFU/ml)となり､S区からLb.reuleriが
分離された｡

Merの仕込み初期からは0.oeniが分離さ
れ､仕込8日目 (圧搾後)でS区1.00×1013(c

FU/ml)以上の､N区で2.00×10(CFU/ml)

の乳酸菌が存在し､S区から0.oeni､L,b.･reu-
tenlが分離されN区からL,eu.mesenteroides､
L,b.9kmtanLm が分離された.仕込20日目
(アルコール発酵終了後)では､S区2.00×104

(CFU/ml)､N区2.73×103(CFU/ml)とな

り､また仕込31日目では､S区7.84×107(cF

U/ml)､N区1.00×10)3(CFU/ml)以上に乳

酸菌数が増加し､0.oeniが7株分離された｡
1991年度赤ワイン製造工程中における乳

酸菌の分布をブドウの品種別に見ると､健全異

が多くブドウの状態が良かったMBAでは仕込

前期からL,b.plantaTum6株､仕込後 期 から
0.oeniが4株が分離された｡Merでは仕込前期
からLactobacl'llus属3株が中期から後期にかけ
ては0.oeniが7株が分離された｡また､腐敗果
の多かったCSからは､ 仕込み前期にLb.
paracaseil株が分離され､中期から後期にか
けて0.oeniが6株が分離された｡PNからは､

L,a.Plantarum 6株､I,b.reutenlが3株分離さ
れた｡PNとCSで特異的な分布が示されたが､

これはPNとCSのブドウ状態が悪かった為な

のか､ブドウの品種によるものなのか､今後検

討する必要がある｡

また､経時的な乳酸菌相の変化についても調

べてみた.その結果､仕込 1週目では､Lb.

planlanLmが多 く､ 2週目ではLb.plantanLm
のほかに､L,b.reuteri､0.oeniも多 く分離さ

れた｡3週目以降では0.oeniのみが分離され
た｡著者らは､1990年度の赤ワイン製造工

程中における乳酸菌の分布を調へており､仕込

前期で上b.plantarum が､仕込後期で0.oeni
が多く分離されたと報告した｡本試験の199

1年度も経時的な乳酸菌相の変化については､

1990年度と同様の傾向が見られた｡

前報の90年度の仕込みにおいては15)､MB

A､CSともアルコール発酵終了後､乳酸菌数

はかなり減少していた｡しかし､91年度仕込
において はM LFに必 要 と され る106(

CFU/ml)以上に乳酸菌数が増加しており､ま

た､L-リンゴ酸の減少と乳酸生成が確認され､

MLFが生起した｡乳酸菌の分布は､分離培地､

ブドウの品種､更にワインのpH､亜硫酸濃度

によっても異なるが､仕込に用いるブドウの状

態にも影響された｡91年度仕込のように腐敗

臭が多いと乳酸菌は多数生息した｡90年度仕
込のように健全巣が多いと乳酸菌数が極端に少

なくなり､それに従って乳酸菌の分離や分布状

況も異なったと考えられた｡

(3)分離乳酸菌のL-リンゴ酸分解能

91年度分離乳酸菌のL-リンゴ酸分解能を
Table3.に示した｡MBA仕込前期から分離さ

れた91MBA-N-2-2(Lb.plantanLm)は､7日目
で42%､14日目で57%とMBA分離株中で最も

高い分解能を示した.また､I,b.PlantanLmで
ある91MBA-S12-1,91MBAl1-4も14日目でそ

れぞれ40,45%の分解率を示した｡仕込後半

から分離された0.oeniには分解能は見られな
かった.CSの仕込前期から分離 されたLb.

paracasei(91CS-112)には分解活性はなかった
が､中期および後期より分離された0.oeni
(91CS-N-2-1,91CS-N-2-2,91CS-N-3-1,91CS-

N-3-2,91CS-S-2-1,91CS-S-3-2)は7日目で28

-49%､14日目で47-85%と高い分解率を示

し､特に91CS-S-3-2は14日目で85%と供試菌

株中で最も高い分解率を示 した｡PNの仕込前

期から分離されたLb.plantaT7Lm(91PN-1-2,
91PN-S-2-2,91PN-S-2-3,91PN･S-2-4)は､7

日目で23-41%､14日目で33-45%の分解率

を示し､その中でも91PN-1-2は7日目で41%.

14日目で45%と高い分解率を示した｡また､

Lb.reuten'である91PN-S-2-1は､7日目で28%､
14日目で35%であり､仕込後期から分離され

た91PN-S-3-1,91PN-S-3-2は､活性を示さな

かった｡Merから分離された0.oeni, Leu.

mesenteroides,L,b.reuten',L,b.PlantaTumは､
7日目で0-15%､14日目で0-27%と低い分

解能であった｡

以上の結果から分離した数株について､L-
リンゴ酸分解能という観点から非常に有用なM

LF菌であった｡しかし､MLFの重要な役割

の一つである"良好な風味の形成"という面か

らの検索は行っていないために､全てが優良M

LF菌であるかは不明であり､検討の必要があ

る｡今後の課題として､実際の赤ワイン醸造に
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おける減敢作用の確認および添加時期の検討､

それに伴い良好なフレーバーを発現するMLF

菌の検索などが挙げられる.

要 約

本研究施設育種試験地にて収穫された199

1年度MBA､CS､PN､Merの4品種につ
いて､それらの赤ワイン仕込経過中より乳酸菌

の分離同定を行い､乳酸菌の分布を調べた｡M

BAの仕込 よりLactobacillusPlantarum (6
strains)とOenococcusoeni(4strains)が分
離された｡ CSの仕込より0,oeni(6strains)

とLactobacillusParacasei(1strain)が分離
されたoPNの仕込 よりLb.PlantanLm (6
strains)と LacLobacillusreutenl(3strains)
が分離 されたcMerの仕込より0.oeni(7
strains)と Lb.reuLeri (2strains) と

Lb.♪LanLanLm (1 strain)とLeuconosloc
mesenleroides(1strain)が分離された｡ また､
これら分離乳酸菌のL-リンゴ酸分解能を調べ

たところ､数珠について高分解能であることが

認められた｡

最後に､本研究遂行に当たり実験にご協力賜

りました斎藤真紀 (旧小宮山)さん､後藤亜紀

人さん､鎌田 勉さんに感謝いたします｡
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