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The L-malate content in grape musts plays an important role in the acidity and taste ofwine. Thus ， the 

acid composition ofwine can be altered appropriately by the production or decomposition of malate by wine yeasts. 

We examined the acid productivity of 105 strains ofwine yeasts and 470 strains ofwild yeasts (Saccharomyces 
cerevisiae) during alcoholic fermentation of grape juice ， pH 3.2. The acid content of the fermented juices ranged 

from 121 to 200% of the initial grape juice levels. Fermentation tests for the production of malate revealed that 

25 of 180 strains tested were malate-productive and 155 strains were malate-decomposing. During grape juice 

fermentation ， 5 of the productive strains produced 0.35 ・0.61 glL of malate ， whereas 6 of the decomposing strains 

degraded 1.44 ・2.69 g，ιofmalate. The addition ofammonium phosphate and mineral nutrients to the grapejuice 

accelerated the fermentation rate without affecting the production or decomposition of malate. Respiratory-

deficient mutants were derived 仕'om wine yeast RIFY 1218 by treatment with ethidium bromide to improve the 

malate productivity. These mutants increased the malate production to 0.47・1.55g lL. The properties of the yeast 

strains were influenced by the fermentation temperature and initial pH of the grape juice. Selected strains and 

mutants showed malate-productive or malate-decomposing activity during fermentation in experimental wine-

making. Since different wine yeast strains demonstrated either high malate.productivity or malate-decomposing 

activity ， selection of appropriate strains or malate-productive mutants may be useful in wine production. 

Key wordo: wine yeast ， malic acid ， acidity ， wine-making ， respiratory-deficient 

緒論

ブドウの酸度は糖度と同様に、その品種、栽培法、

生産地の地理的および気象的条件によって変動する

ものであり、これに対応した酸度調整が、ワインの香

味バランスの点から必要である。L・リンゴ酸はブドウ

果実の主要有機酸の一つであり、ワインの風味と品質

に関係している。白ワインではリンゴ酸濃度が風味特

性に影響するために、必要により補酸あるいは除酸が

行われる。また、赤ワインでは、アルコール発酵後に

マロラクティック発酵を発生させて、リンゴ酸を減少

させる。このようにワイン醗造において、リンゴ酸濃

度の調整が酸度および風味の改良のために重要であ

る(1， 10) 。ワイン酵母 (Saccharomy 四!s cerevisiae) 

は、細胞増殖およびアルコール発酵において、 L-リン
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ゴ酸を合成および分解しており、この代謝機能を発酵

もろみの酸度調整に利用することが考えられた(8，13) 。

すなわち、ワイン酵母の基本的性質であるアルコール

発酵能、車硫酸耐性、中低温発酵性に加えて、リンゴ

酸の生産性あるいは分解性の性質は、ブドウ果汁(ブ

ドウもろみ)の補酸あるいは減酸工程を補完させるた

めに有用である。ワイン酵母を始めとした関連の酵母

は、一般に、リンゴ酸を分解、利用する性質を有する。

ワイン酵母はリンゴ酸の 10 -40 %を分解し、

8chizosaccharomyces pombe 、Kloeckera javanica な

どは、ほぽ全量を分解した(4，11 ， 17) 。一方、リンゴ

酸生成に関しては生産性野生酵母 <8. cerevisiae) の

分離と発酵試験(5)、および低温発酵性酵母による生

成(2，6)が報告された。しかし、発酵もろみの酸度調整

に対する有用性については、さらに検討が必要と考え

られる。最近、清酒酵母 <8. sake) においては、清
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酒の酸度増強を目的としたL・リンゴ酸、コハク酸など

の高生産性株の造成、ならびにその利用性が検討され

た(7，18) 。

筆者らは、これまでワイン酵母の選択育種、および

野生酵母の分布と発酵特性の研究を行ってきた(13 ・

15) 。今回、ワイン酵母および野生酵母のリンゴ酸生

産性と分解性を試験して高活性株を選択し、さらに呼

吸能欠損変異によって高生産性株を造成した。また、

育種株のワイン醸造特性を、小規模試験醸造により検

討した。その結果、有用なリンゴ酸生産性株および分

解性株が取得されたので報告する。

材料と方法

1.供試酵母

当研究室に保存されているワイン酵母105 株およ

び野生酵母470 株を供試した。ワイン酵母は国産およ

び外国産酵母であり、実際の醸造に使用されるもので

ある。野生酵母は、山梨県内のブドウ園やブドウ果汁

から分離されたものである(3)。これらの供試酵母は、

すべて8. cerevisiae に属した。

2. 供試培地

Y M 培地 (0.3% 酵母エキス、 0.5% ポリペプトン、

0.3% 麦芽エキス、 1%グルコース)、ブドウ果汁(甲

州ブドウ果汁、糖分18"-"20% 、p H3.2) および栄養

源補添ブドウ果汁 (0.1%KH 2P0 4、0.044%CaHP0 4 • 

2H 20、0.05% 仔任14)2HP0 4、0.05%MgS0 4 ・7H 20 を

補添)を使用した。

3. 酸生産性、リンゴ酸生産性およびリンゴ酸分解性

試験

供試酵母はY M 寒天培地で前培養したのち、 15mL

(あるいは5mL) のブドウ果汁に接種して25 'Cで 15

"-"30 日問、静置培養した。この発酵液を p H 、滴定

酸度およびL・リンゴ酸の分析に供した。選択された高

生成株および高分解性株については、 200mL スケー

ルの発酵試験をブドウ果汁と栄養源補添ブドウ果汁

を用いて行った。この場合の発酵温度は20 'Cとし、

また、リンゴ酸分解性試験のブドウ果汁には、 L・リン

ゴ酸を2.........3g/L を加えた。さらに発酵温度10"-"30 'C、

および、初発pH3.0"-" 4.0 の発酵条件について試験した。

これらの200mL スケール試験の場合、供試酵母株は

予め6mL のブドウ果汁で25 'C、 2日間培養し、これを

種母として使用した。
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4. 呼吸能欠損変異株の造成

リンゴ酸生産性の酵母 (8. cerevisiae) は、呼吸能

欠損である事例が報告(5，7)されたことから、次の酵母

株に適用した。供試菌株は、代表的ワイン酵母のRIFY

1001 (w・ 3)とRIFY 1022 (OC ・2) 、およびリンゴ酸高

生産性として選択されたワイン酵母RIFY 1218σM ・

126) である。供試菌株はYM 寒天培地で前培養し、そ

の一白金耳をlO mL のEtBr 液体培地 (0.67%Yeast

Nitrogen Base (D正 co Laboratories) 、1%グルコース、

0.0001% エチジウムプロミド)に接種して、 25 'Cで

24 時間、静置培養した。この培養液は、菌数が10 3......... 

10 6となるようにM/15 リン酸緩衝液 (pH 7.4)で希釈

したのち、その 0.5mL をYM 平板培地上に塗布して、

25 'Cで 3日間培養した。本平板培地上に現れた小コロ

ニーをYM 平板培地に移植して25 'Cで培養し、生育し

たコロニーの呼吸能をTTC 寒天重層法により判別し

た。本法で呼吸能欠損株のコロニーは白色を呈するの

で、これを呼吸能欠損変異株として分離した。取得さ

れた変異株はY M 寒天培地で10 代の継代培養を行っ

た後に、その呼吸能欠損をTTC 寒天重層法(20) および

グリセロール培地(16) の生育試験で確認した。

5. 小規模試験醸造

本ワイン研究センター附属の育種試験地(山梨県甲

府市)で収穫された甲州ブドウを用いて、 1996 年お

よび1997 年秋期に白ワイン醸造を行った。常法によ

り得た搾汁をおり下げして清澄果汁とした。このブド

ウ果汁 7L をガラス容器(lO L容)に入れて酒母

200mL を加え、発酵栓を付して地下セラー (15 ......... 

20 'C)で発酵させた。発酵終了後にワインをろ過し

てビン詰した。試醸における供試酵母は、対照

区:RIFY 1001 、リンゴ酸生産性区:RIFY 1218 、呼吸

能欠損変異株YRDE5 、YRDE8 、YRDE10 、野生酵母

MNB ・5、およびリンゴ酸分解性区:RIFY 1026 、野生

酵母IB14 ・1、とした。

6. 発酵液およびワインの分析

(1) L・リンゴ酸:試料 1mL を試験管にとり、これに

蒸留水4mL と2N-NaOH 4mL を加えて混合し、栓を

して100 'Cで 30 分間、加水分解した。この分解液を

2N-H 2S0 4で中和して50mL とした後、そのO.lmL を

ベーリンガー・マンハイムFーキット[リンゴ酸]で分析

した。

(2) 酢酸、コハク酸、クエン酸:ー試料を適宜に希釈
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して、ベーリンガー・マンハイムF・キット[酢酸]およ

び[コハク酸]で分析した。クエン酸の場合、試料を

2N ・KOH で加水分解し、 2N ・H 2S0 4で中和して定容と

した後、ベーリンガー・マンハイムF・キット[クエン

酸]で分析した。

(3) 一般成分:国税庁所定分析法(21) に従って分析

した。総フェノールはフォリン・シオカルト法(18) に

従った。

(4) 芳香成分:直接注入法および、溶媒抽出法による

ガスクロマトグラフィー(14) で分析した。

(5) ワインの官能評価:試験醸造されたワインを 12

名の研究員により、 20 点満点法(12) で利き酒、評価し

た。

結果および考察

1. 酸生産性試験

供試果汁の酸度(酒石酸換算値として5.01g/ L)を

100% として、発酵試験における発酵液の酸度を表示

した (Table 1) 。供試ワイン酵母 105 株について、

その酸度は 121 "'170% の範囲にあり、 151% を越える

菌株が21 株であった。野生酵母470 株の酸度は121 '" 

200% であり、より高い酸生産性が示された。その中

で酸度151% を越える菌株は、 133 株であった。供試

575 菌株のうち、酸度151% 以上の高生産性株は 154

株であった。一方、低生産性の菌株(酸度 121 '" 

130%) は、 29 株であった。

pH の変化について、供試ワイン酵母の場合、初発

pH3.16 から発酵後に3.18'" 3.40となり、わずかに上

ワイン酵母のリンゴ酸生産性および分解性

昇する傾向であった。野生酵母の場合、初発pH3.16

から発酵後に 3.10"'3 .47と変化したが、大部分の菌株

は、 pHO.l"'0.2 の上昇を示した。(実験データは示

していない)

本発酵試験における酸生成は、ワイン酵母の二次的

代謝産物である有機酸類(酢酸、乳酸、コハク酸、リ

ンゴ酸など)の生成に由来したものである。従って、

高酸度の菌株におけるリンゴ酸の生産性が、また、低

酸度の菌株ではリンゴ酸の分解性が推定された。そこ

で高酸度株および低酸度株を選択して、リンゴ酸生成

と分解性試験を以下に行った。

2. 選択酵母株によるリンゴ酸の生産性および分解性

試験

本試験は、上述の発酵試験の結果 (Table 1) から

選抜した高酸度株 154 株および低酸度株26 株を供試

して、ブドウ果汁5mL スケールで行った。その結果

をTable 2に示す。この場合に発酵液のL・リンゴ酸濃

度は、供試果汁の濃度(1.06 g/L)を 100% として表

した。リンゴ酸の生産性 (101"'140% の濃度)が示

されたのは、高酸度株の中の25 株であり、低酸度株

には生産性株がみられなかった。反対に、リンゴ酸分

解性 (41 "'100% の濃度)を示したのは、低酸度株お

よび高酸度株由来の26 および129 株であった。すなわ

ち、供試酵母180 株の中の 155 株 (86% 相当)がリン

ゴ酸分解性で、あった。この結果は、ワイン酵母および

野生酵母が一般的にリンゴ酸分解性であるとした、従

来の報告(5，17) に合致した。リンゴ酸の高生産性株お

Tabl ELl. Acid production by various yeast strains during grape juice fermentation. 

Yeast strains Relative acidity σも)却
Source Number 

121 131 141 151 161 171 181 191 
M-1 3 0  -140 -150 -160 -170 -180 -190 -200 

Wine yeast 105 14 31 39 16 5 0 0 0 

Wild yeast 470 15 106 216 87 29 10 4 3 

Total 575 29 137 255 103 34 10 4 3 

a) Expressed as a production of the initial acidity ， which was assumed to be 100. 

Table 2. L.Malate production and decomposition by various yeast 
strains during grape juice fermentation. 

Yeast strains Relative malic acid content (%)叫

Acid 41 61 81 101 121 
Number 

productivity 

Low productive 
High 

prod 出血2

26 
154 

-60 -80 -100 -120 -140 

11 
25 
11 
57 

4 
47 

0 
19 

O 

6 

a) Expressed as a production of the initial malate content in the 
fermented grape juice ， which was assumed to be 100. 
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性および分解性は、上述の5mL スケールの結果とほ

ぼ一致した。

次に、以上の発酵試験の結果に基づいて、リンゴ酸

高生産性株5株および高分解性株6株を選択し、その

発酵特性をブドウ果汁および栄養源補添ブドウ果汁

を用いて200mL スケールで試験した。供試酵母株お

よび試験結果をTable 3に示す。

先ず、生産性株について、ブドウ果汁の発酵後のリ

ンゴ酸濃度は、初発濃度に対して102'"'"'147% であっ

た。この中で高生産性株はRIFY 1218 、MNB ・5、お

よびNS ・3であった。そのリンゴ酸増加量は 0.35'"'"'

0.61g/L であった。総酸については1.50'"'"'3.56g/L C酒

石酸換算値として)と顕著に

よび分解性株を選抜して、次のスケールアップした発

酵試験に供試した。

3. 選抜されたリンゴ酸生産性および分解性株による

発酵試験

初めに、上述の発酵試験 CTable 2) から選抜され

たリンゴ酸の生産性株6株および分解性株17 株につ

いて、 200mL スケールの発酵試験によってその活性

を調べた。その結果、発酵後のリンゴ酸濃度は初発濃

度に対して、生産性株が123'"'"'136 %であり、一方、

分解性株が44'"'"'55 %であった(実験データは示して

いない)。本試験における供試酵母株のリンゴ酸生産

L-Malate production and decomposition by selected yeast 
strains during grape juice fermentation with nutrient addition. 

Fermentation Al c. d) pH Total acid L-Malic acid (%) 

Lot Strain 司 time (days) (v/v%) ( g / L) 

CProductive strains) 
1. Grape juice (Juice) 
(control) RIFY 1001 

RIFY 1218 
D2-b 
NS ・3
MNB-5 
YMT31-2 

(Juice) 
RIFY 1001 
RIFY 1218 
D2-b 
NS-3 
MNB-5 
YMT31-2 

Table 3. 

巧

d
n
O
内

3
4
4
τ
n
u
q
d

唱

A
唱

i
内

4
内，
U

円
。
内
，
“

3.40 4.02 1.30 (100) 
12.2 3.30 4.92 0.83 (64) 
11.8 3.02 7.58 1.91 (147) 
11.9 3.11 6.34 1.44 (111) 
11.8 3.19 5.71 1.65 (127) 
9.3 3.09 6.04 1. 70 (131) 
11.6 3.22 5.52 1.32 (102) 

3.30 5.16 1.32 (100) 
12.2 3.09 6.12 0.80 (61) 
11.8 3.00 7.85 1.63 (123) 
11.5 2.95 6.83 0.85 (64) 
11.8 2.95 6.72 1.09 (83) 
11.3 2.99 6.76 1. 16 (88) 
11.5 3.00 6.61 0.90 箆型

II. Nutrient 
addition b) 2

2
5
5
8
 

咽
E
A

噌
E
4

噌
E
A

噌
E
A

噌
E
A

14 

CDecomposing strainsJ 
II 1. Grape juice (Juice) 一一 3.29 5.93 4.23 (100) 
(control)c) RIFY 1001 18 12.2 3.35 6.79 3.07 (73) 

RIFY 1025 23 11.9 3.32 6.38 2.79 (66) 
RIFY 1026 24 11.6 3 .48 5.97 1.54 (36) 
HKS ・1 19 11.9 3 .42 6.19 2.48 (59) 
LSI ・2 20 11.9 3.42 5.78 2.32 (55) 
MTK-71 19 11.9 3 .45 6.04 2.58 (61) 
IB14-1 18 11.9 3 .40 5.63 1.87 (44) 

IV. Nutrient (Juice) 一一 3.18 6.75 4.21 (100) 
addition b).c)RIFY 1001 11 12.1 3.22 7.88 3.14 (75) 

RIFY 1025 14 11.9 3.31 7.43 2.60 (62) 
RIFY 1026 14 11.8 3.33 7.58 1.98 (47) 
HKS-l 13 11.7 3.32 7.47 2.84 (67) 
LSI-2 13 11.8 3.30 7.24 2.72 (65) 
MTK ・71 11 11.7 3.37 7.47 2.67 (63) 
IB14 ・1 12 11.6 3 .40 7.13 2.46 (58) 

a) Wine yeasts: RIFY 1001 ， 1025 ， 1026 ， and 1218. Wild yeasts: D2 ・b，NS ・3，
MNB-5 ， YMT31 ・2，HKS ・1，LSI ・2，MTK ・71 ，and IB14 ・1.
b) Nutrient: 0.1% KHJ>04 ， 0.044% CaHP04 ・2H20 ，0.05% (NH 4hHP0 4， 
0.05% MgS04 ・7H20.
c) L-Malic acid (3 g江.)was added to the grape juice. 
d) Ethanol content. 
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増加しており、また、そのpH

が0.2'"'"'0 .4低下した。この結

果から、供試5株は酸高生成

であることが認められた。発

酵日数は菌株により相違し

た。リンゴ酸を高生成した

RIFY 1218 は、対照株(RIFY

1001) と同等に早い発酵速

度を示したが、多少アルコー

ル生成が低かった。栄養源補

添果汁の場合、供試生産性株

の発酵速度は早められてお

り、その補添成分の栄養的効

果が示された。しかし、リン

ゴ酸生産性を示したのは、

RIFY 1218 のみであった。以

上のようにRIFY 1218 は、安

定したリンゴ酸生産性およ

び良好な発酵性を示した。

リンゴ酸分解性株につい

て、ブドウ果汁の発酵後のリ

ンゴ酸濃度は、初発濃度の

36'"'"'66% に低下した。供試

株中で高分解性株は RIFY

1026 およびIB14 ・1であり、

それらのリンゴ酸減少量が

2.36'"'"'2.69g/L であった。他

の分解性株のリンゴ酸減少

量は1.44'"'"' 1.91 g/L であった。
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総酸の変化は供試株により異なったが、初発総酸に対

して0.30"'0 .45g/L の増減にとどまった。発酵速度は

供試株間に相違がみられており、これらのアルコール

生成が対照株より僅かに低かった。栄養源補添果汁の

場合、供試株の発酵速度は果汁区より促進されたが、

そのリンゴ酸分解活性は変化なしか、あるいは減退し

た。以上の発酵試験において、安定したリンゴ酸高分

解性および発酵性を示したのは、 RIFY 1026 および

IB14-1 であった。

ブドウ果汁(もろみ)の成分組成は、ブドウの品種

や栽培条件で変動するものであり、そのような変動に

対する酵母菌株の挙動を明確にする必要があると考

Table 4. L-Malate production and de ∞mposition by 
respiratory-deficient mutants of wine yeasts 
during grape juice fermentation. 

Strains 
(Juice) 

RIFY 1218 司:parental 
YRDEl :RD 助
YRDE2 : RD 
YRDE3 : RD 
YRDE4 : RD 
YRDE5 :RD 
YRDE6 :RD 
YRDE7 :RD 
YRDE8 :RD 
YRDE9 : RD 
YRDEI0 : RD 

RIFY 1001 c) : parental 
WRDEl : RD 
WRDE2 : RD 
WRDE3 : RD 
WRDE4 : RD 
WRDE5 :RD 
WRDE6 : RD 
WRDE7 : RD 
WRDE8 : RD 
WRDE9 : RD 
WRDEI0 : RD 

RIFY 1022 c) : parental 
ORDEl :RD 
ORDE2 : RD 
ORDE3 : RD 
ORDE4 : RD 
ORDE5 : RD 
ORDE6 : RD 
ORDE7 : RD 
ORDE8 :RD 
ORDE9 : RD 
ORDEI0 : RD 

L-Malic acid 

Content (宮IL) (%) 

1.54 (100) 
1.98 (128) 
2.01 (131) 
2.67 (173) 
2.84 (184) 
2.69 (175) 
2.90 (188) 
2.74 (178) 
2.80 (182) 
3.09 (201) 
2.89 (188) 
2.72 (177) 

0.76 (49) 
1.06 (69) 
0.95 (62) 
0.97 (63) 
1.04 (68) 
1.06 (69) 
0.92 (60) 
0.75 (49) 
1.00 (65) 
0.88 (57) 
0.78 皐旦

0.92 (60) 
1.28 (83) 
1.30 (84) 
1.18 (77) 
1.16 (75) 
1.25 (81) 
1.22 (79) 
1.27 (82) 
1.27 (82) 
1.22 (79) 
1.27 (82) 

a) L-Malate-productive strain. 
b) RD: Respiratory-deficient mutant. 
c) L-Malate-decomposing strain. 

ワイン酵母のリンゴ酸生産性および分解性

えた。今回の発酵試験において、栄養源補添によって

供試菌株のアルコール発酵は活性化されたが、リンゴ

酸の生成/分解の代謝活性に対する効果が、菌株によ

り相違した。従って従って果汁成分などの変化に対し

て、安定した性質の菌株を選択することが重要である。

リンゴ酸の代謝に影響する条件として好気条件、糖濃

度、栄養成分などが報告(17) されたが、さらに実際的

なワイン発酵条件下の検討が必要と考えた。

4. リンゴ酸高生産性を有する呼吸能欠損変異株の造

成

今回のエチジウムブロミド処理による呼吸能欠損

変異の発生率は、供試3菌株(RIFY 1001 ， 1022 ， 1218) 

において71.6"'98.9% と高かった。本処理法はミトコ

ンドリアDNA を効率よく破壊して、呼吸能欠損とす

ることが知られる(16) 。本法により、 3供試株 (RIFY

1001 ， 1022 ， 1218) から各々 10 株の変異株を取得した。

さらにまた、自然突然変異および紫外線照射による変

異を検討したが、その変異生成率は0.01 "'21.9%と低

く、また、取得された変異株のリンゴ酸生産性は改良

されないか、あるいは低生産性であった(実験データ

は示していなし))。

エチジウムブロミド処理により造成された呼吸能

欠損変異株について、リンゴ酸の生産性試験 (5mL

スケール)を行った。その結果をTable 4に示す。リ

ンゴ酸生産性ワイン酵母RIFY 1218 株からの変異株

は、すべてリンゴ酸生産性が改良されており、そのリ

ンゴ酸増加量が0.47'" 1.55 g/L であった。とくに

YRDE5 、8および9の生産性(リンゴ酸生成量1.35 ~ 

1.55g/L) は、その親株(生成量 0.44g/U に対して

約3倍ほど高められた。一方、リンゴ酸分解性であっ

たワイン酵母2株 (RIFY 1001 、RIFY 1022) からの

呼吸能欠損突然変異株は、発酵液中のリンゴ酸濃度が

親株より高くなった。しかし、初発濃度を上回るリン

ゴ酸の生成が見られないことから、これらの変異株で

はリンゴ酸分解活性の低下が示唆された。

リンゴ酸の生成および分解(8)には、第1の経路とし

てミトコンドリアにおけるTCA (Tricarboxylic acid) 

サイクルの反応系があり、これに関与する酵素として

リンゴ酸デヒドロゲナーゼおよびフマル酸ヒドラタ

ーゼがある。第 2の経路として、リンゴ酸酵素による

ピルビン酸と二酸化炭素への分解系がある。よって、

-6 -



TCA サイクルにリンゴ酸およびオ

キサロ酢酸を補充する反応系の酵

素群(ホスホエノールピルビン酸カ

ルボキシラーゼ、ピルビン酸カルボ

キシラーゼ、リンゴ酸デヒドロゲナ

ーゼ等)が、高活性で機能している

ことが推定された。本実験で取得さ

れた呼吸能欠損変異株の場合、 TCA

サイクルの酵素群に様々の変異が

発生したことにより、有機酸代謝系

は変化してリンゴ酸蓄積が促進さ

れたこと、ならびに有機酸の補充反

応系がより活性化されたことが、リ

ンゴ酸生産性の改変に寄与したと

推察した。今回、関係する酵素活性

を測定していないので、各反応経路

のリンゴ酸生成への関与は明確に

されなかったが、今後の研究課題と

考えた。

Table 5. Fermentation test on selected strains and respiratory-deficient 
mutants at 20 oC. 

Fermentation 
Time (days) 

30 
33 
33 
33 
33 
33 
33 
33 
33 
33 
33 
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(100) 
(108) 
(102) 
(138) 
(118) 
(144) 
(151) 
(160) 
(112) 
(159) 
(175) 

己1!i.
RIFY 1001 22 10.8 3.50 5.50 1.32 (77) 
RIFY 1026 28 10.6 3.50 5.47 0.76 (44) 

a) RIFY 1218: L-Malate-productive strain. YRDE 1-10: respiratory-
deficient mutants of RIFY 121 8. RIFY 1001 (control strain) and 
RIFY 1026: L-Malate-de ∞mposing strains. 
b) Ethanol content. 

Total acid L-Malicc acid (%) 

は4上i
1.72 
1.85 
1.75 
2.39 
2.03 
2.48 
2.60 
2.76 
1.94 
2.74 
3.02 
2.95 

4.06 
5.73 
6.14 
6.81 
6.61 
7.18 
7.16 
7.04 
6.54 
6.87 
7.68 
6.94 

pH 

3.20 
3.40 
3.30 
3.20 
3.20 
3.30 
3.20 
3.20 
3.20 
3.20 
3.30 
3.30 

Alc. b) 

年江主i

10 .4 
8.7 
9.5 
10.2 
10.6 
10.3 
9.9 
10.5 
10.5 
10.3 
10 .4 

Strain a) 

(Juice) 
RIFY 1218 
YRDE1 
YRDE2 
YRDE3 
YRDE4 
YRDE5 
YRDE6 
YRDE7 
YRDE8 
YRDE9 
YRDE lO 
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5. リンゴ酸の生産性および分解性

に及ぼす発酵温度および果汁pH の

影響

選抜された酵母菌株および取得

された呼吸能欠損突然変異株につ

いて、発酵温度および、初発pH の影

響をブドウ果汁200mL スケールで

試験した。初めに、発酵温度20 "C

における呼吸能欠損変異株10 株と

その親株、分解性株および対照株の

結果を示す (Table 5) 。供試変異

株9株のリンゴ酸生産性は、親株

RIFY 1218 より高生産性があるこ

とが示された。そのリンゴ酸生成量

は0.22"' 1.30 g/Lであり、初発濃度

に対して 113'" 176% の増加であっ

た。それらの変異株の中で高生産性株は、 YRDE ・5、

6、 8 、9 および10 であった。

次いで高生産性変異株5株と親株、分解性株および

対照株について、 10'" 30 "cにおける発酵温度の影響

をみた (Fig. I)。供試変異株のうち 4菌株 (YRDE ・5、

6、8、9) が20 、25 0C でより高生産性であり_1菌株

80 

40 

60 

20 

。

-40 

-60 

( 

話再
) 

'"c 
E 同

'-' 
帽

巳J.... 
~・.
国

:g 
~ -20 

Inf泊f1 ue児enc 印e of fermentation temperature on L 
and dec ∞ompos 白iti ぬon. Productive yeast strains: RIFY1218; 
YRDE5 ， 6，8，9， and 10. Decomposing yeast strains: RIFY 1001 ， 
RIFY 1026. 

リンゴ酸分解性株は、 TCA サイクルへのリンゴ酸の取

込みと利用性、およびリンゴ酸酵素の分解活性が高い

と考えられた。一方、リンゴ酸生産性株は、 TCA サイ

クルへの取り込みを上回るリンゴ酸生成系の存在す

ること、ならびにリンゴ酸酵素が低活性、あるいは合

成反応に働くことが考えられた。すなわち、リンゴ酸

生産性株では、リンゴ酸生成系が強力であり、とくに

ー7-

-80 
Fig. 1. 



6. リンゴ酸生産性株および分解性株による小規模試

験醸造

小規模試験醸造は1996 年および1997 年に実施した。

発酵中のリンゴ酸濃度の変化をFig.3 に示す (1996 年

度試験醸造)。リンゴ酸生産性変異株のYRDE ・5およ

びryRDE ・8は、発酵時間と共にリンゴ酸が生成されて

おり、発酵終了時において1""'2g/L ほど増加した。リ

ンゴ酸生産性のワイン酵母RIFY 1218 および野生酵

母MNB-5 は、発酵初期にリンゴ酸濃度が低下し、

ちにその濃度は上昇したが発酵後半に停滞した。これ

ら2株のリンゴ酸濃度は、初発濃度より 0.1""' 0.3g/L 

の増加に止まった。リンゴ酸分解性株のワイン酵母

RIFY 1026 および野生酵母IB14 ・1、ならびに対照のワ

イン酵母RIFY 1001 は、発酵時間と共にリンゴ酸が消

費され減少した。これら3株の場合、リンゴ酸濃度が

0.8""' 1.6g.ι ほど低下した。

発酵日数および試験醸造ワインの分析結果を

Table 6に示す。発酵日数について、リンゴ酸生産性

株RIFY 1218 および対照株RIFY 1001 が約25 日であ

った。しかし、リンゴ酸生産性変異株3株が約40 日で

あり、また、リンゴ酸分解性2株が36""'40 日と長時間

と認めた。リンゴ酸の生成/分解に対するpH の影響

は、酵母菌株および菌種により異なることが報告(17)

されており、今回の結果からも、果もろみ条件に対応

した酵母選択が重要と考えられた。

の

ワイン酵母のリンゴ酸生産性および分解性

5 10 15 20 25 30 

Fermentaton time (days) 

Fig. 3. Changes in L-malate content of Koshu musts 
during fermentation with selected strains and 
respiratory-de fi. cient mutants. Productive yeast 
strains: RIFY 1218 ， YRDE5 ， YRDE8 ， MNB-5. 
Decomposing yeasts strains: RIFY1001 (control) ， 
RIFY 1026 ， IB14 ・1.

一一__RIFY 1001(control) 
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Fig. 2. Influence of initial pH of grape juice on 
L-malate production and decomposition. 
Productive yeast strains: RIFY 1218 ， 
YRDE8 ， YRDE 10. Docomposing yeast 
strains: RIFY 1001 ， RIFY 1026. 

(YRDE- lO)が 10 "-' 2 0 "cでより高生産性であった。

親株RIFY 1218 は、 10 および15 "Cでより高生産性で

あった。しかし、 30 "Cにおいて変異株 5株の発酵が停

滞し、それらのアルコール生成は約6%で止まった(実

験データは示していなしミ)。この発酵停滞現象は、親

株RIFY 1218 においても発生しており、本菌株の中高

温感受性(6)に起因すると考えられた。以上のように、

リンゴ酸生産性株は発酵温度に影響されること、とく

に発酵の上限温度 (25 "C付近)を管理する必要が示

された。一方、リンゴ酸分解性株 (RIFY 1026) およ

び対照株 (RIFY 100 1)は、発酵温度 20 "C以下の条件

が高活性であって、 30 "Cの場合より約 2倍のリンゴ酸

分解性を示した。このように、分解性株においても、

その活性は発酵温度に影響されており、温度制御の必

要性が認められた。

初発pH 試験では、 pH3.0""'4.0 の範囲を検討してお

り、リンゴ酸生産性変異株2株と親株、分解性株およ

び対照株の5菌株を供試した (Fig.2) 。リンゴ酸生産

性株 (YRDE ・8，1O， RIFY 1218) は、高pH 側において

リンゴ酸生産性が高くなった。一方、リンゴ酸分解性

株(RIFY 1026) および対照株 (RIFY 100 1)は、低 pH

側においてリンゴ酸分解性が高い傾向であった。すな

わち、供試した生産性株は、高pH においてリンゴ酸

高生産性となり、一方、分解性株は、低pH において

リンゴ酸高分解性となる性状を示した。これら供試菌

株の性質は、ブドウ果汁(もろみ)の酸度調整に有利

由
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Table 6. Analysis of white wines produced by selected strains and respiratory-
deficient mutants. 
FT 防 Alc RS pH TA VA L-MA (%) CA SA AA 

Strains a) ~ lli2 ~ι} ~ 
1996-Koshu wines 

(Juice) nt e) nt 213.0 3.20 7.17 nt 2.69 (100) 0.21 0.02 0.02 
(1) RIFY1218 25 11.0 11.0 3.00 9.50 0.48 3.05 (113) 0.26 1.22 0.04 
(2) YRDE5 38 11.0 17.6 2.91 12.16 0.42 4.63 (174) 0.32 1.60 0.05 
(3) YRDE8 38 11. 1 15.1 2.90 10.89 0.42 3.69 (137) 0.34 1.28 0.07 
(4) MNB ・5 50 9.0 44.7 2.88 8.71 0.60 2.84 (106) 0.27 0.55 0.25 
(5) RIFY1001 23 12 .4 1.6 2.98 7.06 0.52 1.92 (71) 0.21 0.55 0.22 
(6) RIFY1026 36 12.3 4.2 3.07 6.83 0.90 1. 11 (41) 0.27 0.58 0.62 
(7) IB14-1 37 11.7 1 1.0 3.08 7.02 0.54 1.49 (55)0.27 0.78 0.17 

1997-Koshu wines 

(Juice) nt nt 208.0 3.12 6.25 nt 2.36 (100) nt 0.05 nt 
(8) RIFY1218 25 11.6 9.0 3.00 8.72 0.30 2.65 (112) nt 1.33 0.02 
(9) YRDE8 40 10 .4 30.8 2.95 10.91 0.30 3.35 (142) nt 1.06 0.03 
(10) YRDE10 40 10.5 27.2 2.90 11.63 0.30 3.69 (156) nt 1.61 0.04 
(11) RIFY1001 25 12.2 1.9 3.10 6.36 0.57 1.54 (65) nt 0.54 0.18 
(12) RI 町 1026 40 12.1 3.2 3.20 6.28 0.86 0.92 @22 nt 0.58 0.60 
Tph c) Color(OD) AcH EA THA AIB 2Ph iAA FE Wine quality ぬ

(mg/L) 430nm ~江:2 (mg/L) 

1996 
(1) 390 0.043 9 30 470 6.5 328 2.9 4.1 12.6 
(2) 425 0.045 9 21 408 3.4 224 1.8 2.2 13.2 
(3) 380 0.043 5 22 528 2.0 182 3.6 2.2 14.1 
(4) 370 0.050 8 10 190 6.2 92 1.5 2.2 12.7 
(5) 350 0.038 2 32 307 6.1 44 5.0 3.4 14.0 
(6) 345 0.043 5 58 323 5.3 62 4.3 1.7 13.0 
(7) 395 0.053 25 20 217 10.5 127 1.2 3.8 11.8 
1997 

(8) 420 0.042 3 23 421 3.9 314 3.4 2.8 12.5 
(9) 400 0.046 26 24 499 3.1 208 1.4 1.9 14.1 
(10) 410 0.045 26 27 667 4.0 245 1.5 2.5 14 .4 
(11) 420 0.042 4 30 389 4.2 83 3.3 3.4 14.0 
(12) 410 0.050 10 57 425 3.5 44 5.0 1.0 12.9 

a) L-Malate-productive strains: RIFY 1218 ， YRDE5 ， YRDE8 ， YRDE10 ， and MNB-
5. L-malate-decomposing strains: RIFY 1001 (control) ， RIFY 1026 ， and IB14 ・1.
b) FT: fermentation time; Alc: ethanol content; RS: reducing sugar; TA: total acid 
(as tartaric acid); VA: volatile acid (as acetic acid); L-MA: L-malic acid; CA: citric 
acid; SA: succinic acid; AA: acetic acid. 
c) Tph: total phenol; AcH: acetaldehyde; EA: ethyl acetate; THA: total higher 
alcohol (n-propanol + i-butanol + i-amyl alcohol); AIB: i-amyl alcohol / i-butanol; 
2Ph: 2・phenylethyl alcohol; iA A: i・amyl acetate; FE: ethyl ester of fatty acid 
(ethyl caproate + ethyl caprylate + ethyl caprate). 
d) Sensory evaluation ， using a 20 ・point quality scale. 
e) nt: Not tested. 

篠原 隆・岡田英明・柳田藤寿

であり、実際的には使用

菌株に対応した温度条

件の設定により、発酵促

進が可能と考えられた。

発酵後のリンゴ酸濃

度について、リンゴ酸生

産性2株およびリンゴ酸

生産性変異株3株は、初

発濃度に対して 106""'-'

174% の増加であった。

とくに変異株3株のリン

ゴ酸濃度は、初発濃度に

対して 137""'-' 174% であ

り、小試験の結果(Table

5) と同様に高生産性が

示された。野生酵母

MNB ・5を除いたリンゴ

酸生産性株4株の総酸は、

初発濃度より 2.3 ""'-' 

5.4g/L ほど増加した。そ

のような総酸の増加は、

主にリンゴ酸およびコ

ハク酸の高生成に起因

した。一方、これらのリ

ンゴ酸生産性株の酢酸

濃度は0.02""'-'0.07g/L で

あり、対照株の濃度

(0.18 、 0.22g/U より

低かった。親株 (RIFY

1218) の醸造特性(6)で

ある酢酸低生成の性質

が、リンゴ酸生産性と共

にこれらの変異株にお

いても認められた。

を要した。アルコール生成について、対照株および分

解性株RIFY 1026 は、見込み通りに 12% 以上を生成し

た。しかし、他の供試株の生成量は、対照株より 0.5

""'-'3%ほと、低い値であった。リンゴ酸生産性変異3株は、

発酵速度が緩慢であり、また、アルコールが低生成で

あったが、これは呼吸能欠損であることが、発酵能に

影響したと考えた。今回の場合、試験醸造ワインを地

下セラー(気温15"'-'20 'C)で一様に発酵させた結果

リンゴ酸分解性2株 (RIFY 1026 ， IB14 ・1) のリン

ゴ酸濃度は、初発濃度の39""'-'55% に低下しており、

予想した分解性が示された。その中でワイン酵母

RIFY 1026 は、リンゴ酸分解性および発酵能に優れて

いた。しかし、発酵後の総酸濃度は初発濃度と同程度

であり、リンゴ酸の減少に比例した減酸が示されなか

った。本菌は酢酸が比較的に高生成であることも含め

て、これら有機酸生成の制御が必要と考えた。
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芳香成分の分析結果は同じく Table 6に示した。リ

ンゴ酸生産性株RIFY 1218 およびその変異株3株の高

級アルコールおよび2・フェネチルアルコールは、対照

株と比較して高生成であった。とくに2・フェネチルア

ルコールは 182"" 328m g/L と高濃度に生成されてお

り、本菌株由来の芳香的特徴(6)が認められた。

試験醸造ワインの官能評価について、その結果を

Table 6に示す。野生酵母IB14 ・1を除いた供試7株は、

12 点以上の良好な評価を得た。その中でリンゴ酸生産

性変異株のYRDE ・8および10 は、ワイン酵母RIFY

1001 (対照株)と同等の良い評価であった。

以上のように、供試したリンゴ酸の生産性変異株3

株ならびに分解性1株は、それらの性質が試験醸造に

おいて有効に発現されており、また、そのワインの品

質が良好であった。これらの選択株および育種株は、

ブドウ果汁(もろみ)の酸度調節のために利用できる

有用酵母と認められた。

要約

ワイン発酵中におけるブドウ果汁(もろみ)の酸度

調整を目的として、ワイン酵母および野生酵母(いず

れもS. cerevisiae) の中から、リンゴ酸生産性および

リンゴ酸分解'性に優れた菌株の選択育種を行った。

1.ワイン酵母 105 株および野生酵母470 株を供試して、

ブドウ果汁を用いた小発酵試験 (5、15mL スケール)

を行い、その中から酸高生成であった 154 菌株および

酸低生成であった26 菌株を選択した。これら 180 菌株

のリンゴ酸生産性と分解性を試験した結果、リンゴ酸

生産性株は25 菌株に止まり、残りの 155 菌株 (86% 相

当)がリンゴ酸分解性であった。

2.リンゴ酸生産性5株および分解性6株を選択して、発

酵試験 (200mL スケール)を行った結果、生産性株

のリンゴ酸生成量が0.35""0.61g/L であり、また、分

解性株のリンゴ酸減少量が1.44""2.69g/L であった。

高活性の生産性2株(ワイン酵母RIFY 1218 、野生酵

母 MNB ・5)および分解性2株(ワイン酵母RIFY 1026 、

野生酵母IB14 ・1) について、発酵における栄養源補添

(無機塩類を使用)の効果を試験した。その補添によ

りアルコール発酵は促進されたが、リンゴ酸の生産性

あるいは分解性への効果が見られなかった。

3.リンゴ酸生産性の改良を目的として、ワイン酵母3

株のエチジウムブロミド処理を行い、呼吸能欠損変異

ワイン酵母のリンゴ酸生産性および分解性

株を造成した。ワイン酵母RIFY1218 由来の突然変異

株10 株は、リンゴ酸を0.47""1.55 g/L 生成しており、

親株(生成量 O.44g/U に対してリンゴ酸生産性が

改良された。

4.リンゴ酸生産性株 (RIFY 1218 、その変異株)およ

び分解性株RIFY 1026 の性質は、発酵温度ならびに果

汁pH に影響された。発酵温度は、使用菌株に対応し

て制御する必要性が認めれた。果汁の高pH は生産性

株の活性を、また、果汁の低pH は分解性株の活'性を

高める傾向であり、果汁(もろみ)の酸度調整に対し

て有用な性状が示された。

5.選択されたリンゴ酸生産性5株およびリンゴ酸分解

性2株を用いて、小規模試験醸造を実施した。発酵過

程において、生産性変異株3株および分解性1株の性質

は有効に発現されており、また、得られたワインの官

能評価が良好であった。以上の結果から、これらの選

択育種された酵母菌株は、発酵果汁(もろみ)の酸度

調節に有用と認められた。

今後の課題として、今回の選択育種株がワイン酵母

RIFY 1001 (対照株)に比較して、アルコール発酵能

に劣る傾向であり、その使用に際しては、原料ブドウ

や酵母菌株に対応した発酵管理(温度、期間など)を

要することである。
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