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Synopsis

 Three types of wines were produced using Saccharomyces cerevisiae immobilized within double-

layer calcium alginate and kappa-carrageenan gel beads and using free S. cerevisiae. The double-

layer alginate gel beads were prepared using 0.85 and 1.0%  (w/v) sodium alginate and the flow rates 

at 2.75 and 1.87  ml/min for inner and outer gels, respectively, under the conditions of the drop length 

at 1.5 cm between the nozzle and the surface of the CaC12 solution. Wine yeast was suspended in the 

inner alginate solution. The kappa-carrageenan gel beads were obtained when 2.0%  (w/v) kappa-

carrageenan solution incubated at  45°C was dropped into 2.0% (w/v) KC1 solution at  20°C. These gel 

beads ranged in diameter from 3.4 to 3.5 cm and had sufficient strength for wine brewing. The red 

grape juice was fermented to wine for thirty days by two types of gel beads containing S. cerevisiae 

and free yeast. The pH, the decrease of glucose and the production of ethyl alcohol in the fermented 

solutions were the same as those of free yeast except for the turbidity. The free yeast showed higher 

turbidity than the immobilized yeast. The wine produced by immobilized yeast within kappa-

carrageenan gels had the quality nearly equal to the commercial wine in terms of flavor and taste by 

sensory test.
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緒 言

近年、生体触媒を固定化する様々な技術が確立

されてきている。微生物や細胞を固定化すると、

その触媒能力を安定化することが可能で、触媒活

性を長時間維持 し、 くり返し使用できる利点があ

る。生体触媒を固定化する技術を活用 して、バイ

オリアクター中で微生物変換や酵素変換を行って

有用物質を生産する技術 も実用化され、またバイ

オセンサーを用いてさまざまな物質を定量できる

ようになってきた。たとえぼ、固定化酵母による

バイオエタノール、アミノ酸、 ビタミンや抗生物

質の生産、ステロイ ドの水酸化、環境汚染物質の

分解、生体成分の臨床検査な ど、多 くの報告が

ある1)。

最近、酒類醸造分野でも固定化生体触媒の導入

が進んできている。醸造分野ヘバイオ リアクター

を導入する利点は、麦汁や果汁中の糖分をそのま

ま発酵基質 として利用できることと、通常の発酵

に比べて発酵温度や速度を容易に制御できるよう

にな り、一定品質のビールやワインを安定 して製

造することができる点にある。すでに固定化酵母

を用いて連続醸造 したビールが商業生産され2)、

またパイ ロッ トスケールでのワイ ン醸造3)や ス

パーリングワインの二次発酵4)に 固定化酵母が導

入されている。

近畿大学農学部は2006年8月 に酒類試験製造免

許を取得 した。そして、赤ブ ドウ果汁から遊離ワ

イ ン酵母 と固定化酵母を用いて赤ワイ ンの醸造を

おこなった。ワイン醸造に固定化酵母を用いる最

大の利点は、発酵液の清澄化である。既存のワイ

ン製法では、酵母は一度発酵 した後に澱 として除

去されるが、澱が沈殿するのに時間がかかる上、

澱の除去に手間がかかる。しかし、酵母を固定化

すると、容易に酵母を添加あるいは除去すること

ができ、また繰 り返 し酵母を利用できるので、低

コス ト・低労力でワインを製造することが可能 と

なる。

そこで本実験では、二種類のゲル化剤(ア ルギ

ン酸カルシウムゲル とκカラギーナンゲル)を 用

いてワイ ン酵母を包括固定した。アルギン酸カル

シウムゲルでは、固定化酵母が発酵液に漏れ出て

こないように酵母を包埋 したアルギン酸カルシウ

ムゲル ビーズをさらに同 じゲルで包埋する二重ゲ

ルを調製した。

まず、適度な硬さ と大 きさをもつゲル ビー ズ

を作成する条件(ア ルギン酸ナ トリウムと κカラ

ギーナン溶液の濃度 と流速、溶液が滴下する距

離)を 検討 した。次にブ ドウ果汁に遊離酵母 と二

重アルギン酸ゲル固体化酵母、 κカラギーナンゲ

ル固体化酵母を加 えて、アルコール発酵させた。

そ して発酵液の濁度 とpH、 スクロー ス濃度、エ

タノール濃度を経時的に測定 した。

その結果、遊離酵母を添加 した発酵液の濁度は

高かったが固定化酵母で発酵させ た液の濁度 は

低 く、また発酵液 のpH、 スクロースおよびエタ

ノール濃度に差異は認められなかった。 また30

日間発酵させ たワインと市販赤ワイ ンを10人 の

パネラーを対象に2点 比較法で官能検査 したとこ

ろ、 κカラギーナンゲルで固定化 した酵母で発酵

させたワインが、香 りと味で市販ワインと有意差

が認められなかった。 これ らの結果から、ワイン

酵母を κカラギーナンゲルに包括固定することに

よって、市販ワインと有意差のないワインをつ く

ることができることを明らかにした。

実験方法

1.材 料

供 試 ワ イ ン 酵 母 に は8.cereu`c`αeSW-3株 を 使

用 し、 前 培 養 に はYM培 地(Becton,Dickinson

andCompany,USA)を 用 い た 。 固 定 化 担 体 に 使

用 し た ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム(300～400cp)と

κカ ラ ギ ー ナ ン は 和 光 純 薬 工 業(大 阪)か ら購 入

し た。

2.二 重アル ギ ン酸 力ル シ ウムゲル ビーズの

作 成

アルギン酸ナ トリウムは水溶「生だが、カルシウ

ム塩はゲル化する。そこで酵母を懸濁したアルギ

ン酸ナ トリウム溶液を塩化カルシウム溶液に滴下

して、酵母固定化ゲルビーズを作成 した。
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層各雛

図1.二 重 ア ル ギ ン酸 カ ル シ ウ ム ゲ ル ビー ズ 作 成 装 置

1;外 層 ゲ ル用 アル ギ ン酸Na溶 液,2;酵 母を 懸 濁 した内

層 ア ルギ ン酸Na溶 液,3;ペ リス タポ ン プ,4;シ リコ ン

チ ューブ,5;二 重 ノズ ル,6;ビ ー カー,7,二 重 アル ギ

ン酸Caゲ ル,8;0.1MCaCl2溶 液,a;2.1mm,b;1.73

mm,c;0.75mm,d;0.43mm,e;塩 化 カル シ ウ ム 溶

液,f;1～3cm。

/

冷水(20°C)ス ターラー

図2.κ カラギーナンゲル作成装置

二重ゲル ビーズは、図1に 示 した二重ノズルを

もつゲル作成器を用いて作成 した5)。内層 と外層

アルギン酸ナ トリウム溶液は、マイクロチューブ

ポンプMPSJ(東 京理化器械株式会社、東京)と

ペ リスタポンプSJI211(ア トー株式会社、東京)

を用いてノズルまで液を輸送 し、ノズルから撹搾

している0.1M塩 化カルシウム溶液1000mlに 滴下

してゲル ビーズを作成 した。前培養 した酵母 は、

内層ゲル作成用アルギン酸ナ トリウム溶液に懸濁

した。

アルギ ン酸ナ トリウム濃度 と溶液の流速、ノズ

ルか ら塩化 カルシウム溶液面までの距離を変え

て、酵母の固定化に適 したゲル ビーズの作成条件

を検討 した。

3.κ カ ラ ギ ー ナ ン ゲ ル の作 成

κカラギーナ ンは熱水に可溶で45℃ 以上では

ゲル化 しないが、20℃ 以下に冷却するとゲル化す

る。さらにカリウムイオンが存在するとゲル化が

進行する特性をもっている。

そ こで、図2に 示 した装置 を用 いて、 κカラ

ギー ナンに蒸 留水 を加え100℃ で加 熱溶 解 した

後、45℃ に保 った κカラギーナン溶液を20℃ に

保 った2%(w/v)塩 化カリウム溶液中に滴下 して

ゲルビーズを作成 した6)。

κカラギーナン溶液の濃度 とノズルか ら液面ま

での距離を変えて、最適な硬さと大きさを もつゲ

ルビーズの作成条件を検討 した。

4.酵 母埋 設 ゲル ビー ズの作成

YM培 地 で前培 養 したワイ ン酵 母を1.4×105

cfu/m1と なるように、0.85%(w/v)ア ルギ ン酸ナ

トリウム溶液、または45℃ に保った κカラギー

ナン溶液に懸濁 した。それぞれのゲル作成条件は

上記に従った。

5.赤 ブ ドウ 果 汁 を 用 い た ワ イ ン の 醸 造

ス テ ン レス 製 寸 胴 鍋 に赤 ブ ドウ 果 汁(コ ン コー

ド種 、 神 田 屋 か ら 供 与 、 大 阪 府)を4000m1入

れ 、 メ タ 重 亜 硫 酸 カ リ ウ ム0.294gと 糖 度 が21%

(w/v)と な る よ う に グ ル コ ー ス を 添 加 し た 。

ビ ー カ ー に1000m1ず つ 分 注 し、 ワ イ ン 酵 母 を

固 定 化 し た ゲ ル ビ ー ズ16gあ る い は 遊 離 酵 母 を

1.0×104cfu/m1と な る よ う に 添 加 し た 後 、 蓋 を

し て21.5℃ で5日 間 保 っ た 。 こ の 液 を ガ ロ ン 瓶

に 移 しエ ア ロ ッ ク栓 を して21.5℃ に25日 間 保 っ

た 。 発 酵 液 を 経 時 的 に サ ン プ リ ン グ し、pH(pH

メ ー タE22、 堀 場 製 作 所 、 京 都)、 濁 度(OD660、

UV-1200、 島 津 製 作 所)、 グ ル コ ー ス 残 量(F一

キ ッ ト、 ロ ッ シ ュ ・ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク社 、 ス

一15



岸本 憲明 ・村上 恭美 ・藤田 藤樹夫

イ ス と糖度計、株式会社 アタゴ、東京)と エ タ

ノール濃度(蒸 留法 と酒精度浮ひょう)を 経時的

に測定 した。

6.官 能検査

エアロック栓を したガロン瓶の中で21.5℃ 、25

日間醸造 した3種 類のワインは、上澄をろ過(ろ

紙No.2)し てから、官能検査に供 した。官能検査

は市販赤 ワインと今回作製 したワイン1点 をサ ン

プルA、Bと して、色、香 り、味の3項 目につい

て二点比較法で実施 した。残 りのワイ ン2点 も同

様 にして市販 ワイン と比較する方法で官能検査

を行った。パネラーには飲酒経験のある10人(22

～27才 、男性6名 、女性4名)を 選出 した。検査

結果か ら求めたXo2値 を基 に、2つ のサンプル問

に有意差の有無を調べた。Xo2値 は次式より算出

した7)。

実験結果および考察

1.二 重 アル ギ ン酸 ゲル ビーズの作 成

内層ゲル を外層ゲル と判別 しやす くするため

に、あ らかじめ内層アルギン酸ナ トリウム溶液に

墨汁を数滴滴下 して着色 した。まず内層 と外層ア

ルギ ン酸溶液 の濃度を0.8と1.0%(w/v)に 固定

し、ゲル溶液の流速(内 層 と外層ゲル溶液のペ リ

スタポン プの 目盛 りを30～100と2～10)と ノ

ズルか ら塩化カル シウム液面までの距離(0.5～

2.Ocm)を 変えて二重ゲル ビーズを作成 した。各

条件で作成 したゲルビーズの中から30粒 選出し、

その直径、硬さ、割れ易さを測定した。硬さと割

れ易さはビーズを指で挟んで力を加え、破損程度

を評価 した。

ワイン酵母を固定化するのに適したゲルビーズ

作成条件 として、固定化酵母の量を多 くするため

に内層ゲル容積を大きく、ビーズの破損に伴 う酵

母の漏出を最小限に抑えるために、ゲル強度を高

図3.検 討 した固定化条件で作成した二重アルギン

酸カルシウムゲル ビーズ

内層ゲルは墨汁で着色 して外層ゲルと区別し
た。

めることを考慮 した。そこで、ビーズ全体の大き

さは小さ く、内層ゲル容積は大きくするように試

みた。

多数のゲル ビーズを作成 して試験 した結果、

内層 と外層のアルギ ン酸ナ トリウム溶液の濃度

は0.85と1.0%(w/v)、 また溶 液の流速 は2.75と

1.87ml/min(ペ リスタポンプの目盛 り100と8)

に調整 し、ノズル と液面の距離を1.5cmに 設定 し

た とき、ゲル ビーズ外層の直径は3.50cm、 内層

ゲル容積が大きく、指でゲルを挟んで力を加えて

も簡単に割れない二重ゲル ビーズを作成すること

ができた(図3)。

2.κ カラギ ーナ ンゲル の作成

45℃ に保持 した κカラギー ナン溶液を45℃ の

まま二重ノズルから滴下する装置を作成すること

ができなかったので、 κカラギーナンゲルは一重

ゲルを作成 した。酵母の生育を阻害せず、かつ κ

カラギーナン溶液がゲル化 しない最低温度を調べ

たところ、45℃ であった。そこで、 κカラギーナ

ン溶液の濃度(2.0～3.5%、w/v)と ノズルか ら

液面までの距離(0.5～2.Ocm)を 変えてゲルを作

成した。得 られたゲルの直径 と硬さ、割れ易 さを

アルギン酸ゲルビーズと同じ方法で評価 した。

その結果、45℃に保 った2.0%(w/v)κ カラギー

ナン溶液をノズルか ら1.5cm離 れた2.0%(w/v)

塩化 カ リウム溶液(20℃)に 滴下す る と、直径

3.4cmの κカラギーナンゲルを作成することがで

きた。 このゲルの硬さもアルギン酸カルシウムゲ
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ル と同程度の硬さをもっていた。

3.赤 ブ ドウ果汁 を用い た ワイ ンの醸造

糖 度21%(w/v)に 補 糖 し た赤 ブ ドウ果 汁

4000mlに メタ重亜硫酸カ リウムを0.294g添 加 し

た。ビーカー に1000mlず つ分注 し、 ワイン酵母

を固定化 した2種 類のゲル ビーズ16gあ るいは遊

離酵母 を1.0×104cfu/mlと なるよ うに添加 した

後、蓋 を して21.5℃ で5日 保 った。1つ はワイ ン

酵母を接種 しないコン トロール とした。酵母を接

種 したブ ドウ果汁は、2日 後から活発に発泡 し始

めた。これらの液をガロン瓶に移しエアロック栓

を して21.5℃ に25日 保 った。 酵母 を接種 したブ

ドウ果汁はガロン瓶に移 してか らも7日 ぐらい活

発に発泡 していた(図4)。

ブ ドウ果汁のpHは3.2で 、 アル コール発酵が

進行 しても発酵液のpHは3.0～3.1の 間にあって

大き く変動 しなかった(図5)。 これはアルコール

発酵が有機酸発酵 と違 って、生成物が発酵液の

pHに 変動を与 えないエタノール と炭酸ガスであ

るため と考えられる。

発酵液中のグルコースは発酵の経過 とともに消

費されて、ガロン瓶に移 したときには50g/Lに 低

下 していた。グルコースはガロン瓶内でもゆっく

図4.エ アロック栓を装着 したガロン瓶内で発砲す

るブドウ果汁液

κカラギーナンに固定化したワイン酵母を接種

図5.ア ル コー ル 発 酵 中 のpHの 変 動

○;コ ン トロー ル,■;遊 離 酵母 ▲;二 重 アル ギ ン

酸Caゲ ル 固定 化 酵母,●;κ カ ラギ ー ナ ンゲ ル 固定

化酵 母 。

図6.ア ル コー ル発 酵 中 の グル コー ス 濃 度

シンボルは図5と 同 じ。

りと消費され、発酵30日 後 にはいずれの発酵液

でも20g/L以 下 に低下 していた(図6)。

発酵液中のグルコース濃度の減少に対応 してエ

タノール濃度が上昇 した。ガロン瓶に移 したとき

にはすでに8～10%(v/v)の エ タノール が生成

し、ガロン瓶内でも徐々にエ タノール濃度が上昇

した。30日 間発酵させ ると10～ll%(v/v)の エ

タノールが生成 された(図7)。

3種 類の発酵液でエタノール生成パターンが異

なっていた。最 もエタノール生成速度が遅かった

のは遊離酵母で、次いで二重アルギン酸カルシウ

ムゲル固定化酵母、最 もエタノール生成速度 と生

成量が多かったのは κカラギーナンゲル固定化酵

母であった。

遊離酵母より固定化酵母でアルコール生成速度

が速 く生成量 も多かったのは、遊離酵母は自身が

生成 したアルコールによってタンパ ク変性、酵素

失活を受け易 く代謝活性が低下するのに対 して、
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発酵液の濁度を除 くと、遊離酵母 と固定化酵母

できわめてよ く似 たアル コール発酵過程を示 し、

固定化酵母を使用 しても遊離酵母 と同じように発

酵が進行することを確認することができた。

図7.ア ル コー ル 発 酵 中 の アル コー ル 濃 度

シンボルは図5と 同 じ。

4.官 能検 査

今回作成 したワイ ン3点 の色調 と香 り、味をそ

れぞれ市販赤ワインと比較する二点比較法で官能

検査 した。その結果、遊離酵母で作成したワイン

の評価は、

∩h_
Tabiel。 市販 ワイ ンと今回作成 したワイ ンの官能

検査(二 点比較法)

二重アルギン酸 非固定化酵母で κカラギーナン

Ca固 定化酵母で 作成 したワイン 固定化酵母で作

作成 したワイン 成 したワイ ン

色調 0。2 9.8士 5,0士

香 り 3.2 5.0* 0.2

味 5.0央 5.0央 0.2

央有 意 差あ りXo2≦3 .84

図8.ア ル コー ル 発 酵 中 の アル コー ル 濃 度

シンボルは図5と 同 じ。

k目 ノ

固定化酵母はゲル化剤に守られているため、アル

コールによる害を直接受けなかったためと考えら

れる。アルギン酸二重ゲルよりκカラギーナンー

重ゲルで固定化 した酵母のアルコール生成量が高

かったことから、アルコール発酵に使用する固定

化剤には κカラギーナンが適 している と考 えら

れる。

アルコール発酵液の濁度は遊離酵母 が最 も高

く、固定化酵母では低い値に抑えられた。注 目す

べ き点は、発酵10日 目を過 ぎると、いずれの発

酵液でも濁度が大き く低下し、清澄な発酵液にな

ることである(図8)。 この発酵液を観察すると瓶

の底に澱が沈殿 していた。澱の量は遊離酵母で最

も多 く、固定化酵母で発酵 させ た液では少量で

あった。遊離酵母で発酵 した液は、ガロン瓶を移

動させるときなど、取 り扱いによって沈殿 してい

た澱が浮遊 して発酵液の濁度が上昇することが

あった。

いずれの項 目でも市販ワイ ンよ り有意に低かっ

た。また、 κカラギーナンゲルで作成したワイン

では色調が、二重アルギン酸カルシウムゲルで作

成したワインでは味の評価が市販ワインより有意

に低かった(Table1)。 κカラギーナンの色調評

価が低かったのは、市販ワイ ンより濁っていたた

めで、これはろ過法の違いによると考えられる。

今 回は1枚 のろ紙(No.2)を 通過させ ただけなの

で、細かな浮遊物を取 り除 くことはできなかった

が、市販ワイ ン製造に用い られているろ過装置を

使用すれば、市販ワインと同等の透明度を もった

ワインをつ くることができると期待される。

要 約

アル ギ ン酸 ナ トリ ウ ム と κカ ラ ギ ー ナ ン を ゲ ル

化 剤 に 用 い て 、 ア ル コ ー ル 発 酵 用 酵 母 の 固定 化 に

適 し た ゲ ル ビ ー ズ を作 成 した 。 そ の 結 果 、 二 重 ア

ル ギ ン 酸 カ ル シ ウ ム ゲ ル の 作 成 は 、 内 層 と外 層

ゲ ル に0.85と1.0%(w/v)ア ル ギ ン 酸 ナ トリ ウ ム

溶 液 を 、 ま た 溶 液 の 流 速 は2.75と1.87ml/minに

調 整 し、 ノ ズ ル と液 面 の 距 離 を1.5cmに 設 定 す る

と、 ゲ ル ビ ー ズ 外 層 の 直 径 は3.50cm、 内層 ゲ ル

一1 8一
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容積が大きく、硬さも充分 固い二重ゲルビーズを

作成することができた。また、45℃ に保った2.0%

(w/v)κ カラギーナン溶液をノズルか ら1.5cm離

れた2.0%(w/v)塩 化 カ リウム溶液(20℃)に 滴

下す る と、直径3.4cmの κカラギーナ ンゲルを

作成する ことができた。 このゲルの硬 さもアル

ギ ン酸カル シウムゲル と同程度の硬さをもって

いた。

2種 類のゲルで包括固定 したワイン酵母 と遊離

酵母で赤ブ ドウ果汁をアルコール発酵させ たと

ころ、 固定化酵母 と遊離酵母で グルコー ス減少

速度 とエタノール生成速度に違いは認 め られな

かった。遊離酵母で発酵させると濁度が上昇 した

が、固定化酵母では濁度の上昇が抑えられた。30

日間発酵させたワインを市販ワインと官能検査で

比較したところ、 κカラギーナンで固定化 した酵

母で発酵させたワインが、香 りと味で市販ワイン

と有意差が認められず、固定化酵母で市販ワイン

に近いものが製造できることを確認することがで

きた。
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