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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アスペルギルス・ニガー（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ）から単離されたプロ
リン特異性プロテアーゼの存在下にビールを製造することを含むビール醸造プロセスの加
速方法であって、
プロリン特異性プロテアーゼを使用しない同等のプロセスと比べてラガーリング期間が短
縮される方法。
【請求項２】
　アスペルギルス・ニガーから単離されたプロリン特異性プロテアーゼの存在下に麦汁を
発酵させた後、熟成段階および安定化段階を行うことを含むビールの製造方法であって、
安定化段階の持続期間が５日未満である方法。
【請求項３】
　安定化段階の期間が、ろ過および／またはパッケージングのための最終温度にまでビー
ルを冷却するのに必要な時間まで短縮される請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　安定化段階が、ビールをパッケージングするのに適した温度で行われる請求項１または
２に記載の方法。
【請求項５】
　発酵中にアルファアセトラクテートデカルボキシラーゼもまた存在する請求項１～４の
いずれか一項に記載の方法。
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【請求項６】
　ラガーリング期間が８日間未満である請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　ＰＶＰＰが使用される請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　クロスフローメンブレンフィルターが使用されるろ過工程を含む請求項１～７のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項９】
　プロリン特異性プロテアーゼが、酸性ｐＨが最適なプロリン特異性プロテアーゼである
請求項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　請求項１～９のいずれか一項に記載の方法により得られるビール。
【請求項１１】
　請求項１０に記載のビールを含むビン、缶またはケグ。
 
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
［発明の分野］
　本発明は、ビールの醸造方法に関する。特に、本発明は、プロリン特異性プロテアーゼ
を含む加速させたビールの醸造方法に関する。
【０００２】
［発明の背景］
　従来のビール製造方法では、モルトから抽出した麦汁にビール酵母を加え、８～１５℃
の最高温度（低温発酵と高温発酵のどちらを使用するかによって異なる）で約７日間発酵
させる。この発酵は、また、一次発酵としても知られている。発酵が完了し、発酵可能な
糖の大部分がアルコールに変わると、酵母が沈殿する。ラガービールの場合、酵母は発酵
液の底に集まり、他のビールでは発酵液の表面に集まる。この一次発酵で得られる「グリ
ーン」ビールは、幾分かの非沈殿酵母や、比較的高濃度の望ましくないフレーバー成分、
特に、ジアセチルおよびアセチルアルデヒドなどのジケトンを依然含有している。
【０００３】
　これら後者の望ましくないフレーバー成分を味のない化合物に変えることは、その後の
ビール熟成段階の重要な一面である。特に、バター様の異臭を放つ化合物であるジアセチ
ルを味のないアセトインへと還元するプロセスは、時間を要するものの、極めて重要であ
る。従来のビール製造方法では、この熟成段階を約１週間行っている。ビール醸造の次の
段階、いわゆる安定化段階では、ビールを、タンパク質－ポリフェノール凝集体の形成が
促進されるように保ち、その後、沈殿した凝集体を除去する。これらのタンパク質－ポリ
フェノール凝集体は、モルトからのポリフェノールと、プロリンに富むいわゆるヘイズ活
性を有するタンパク質とからなる。これらの凝集体の凝集とその後の沈殿は、安定化段階
で、ビールを、約７～１０日間、０℃またはさらに－２℃にまで冷やすことによって促進
される。ナルチス（Ｎａｒｚｉｓｓ）（ナルチス，エル（Ｎａｒｚｉｓｓ，Ｌ．）１９９
０　ファーメンテーション（Ｆｅｒｍｅｎｔ．）３、ｐ．５４－６２）は、後者の低温安
定化期間は必須であるとしている。沈殿物を除去した後、通常、非沈殿ポリフェノールお
よび／またはヘイズ活性タンパク質を、パッケージ後の製品に「冷却混濁」が生成するの
を防止するために除去する。そのためには、残留している非沈殿ポリフェノールはポリビ
ニルポリピロリドン（ＰＶＰＰ）に吸収させることによって除去することができ、かつ／
または、残留しているヘイズ活性タンパク質はシリカゲルに吸収させることによって除去
することができる。この後、ポリフェノールおよび／またはヘイズ活性タンパク質をそれ
ぞれ吸収したＰＶＰＰおよび／またはシリカゲルは、珪藻土ろ過によって、残留酵母と共
に除去することができる。
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【０００４】
　上記した従来のビール製造方法は、全体で約２０日を要する。得られた製品は完全に透
明かつ安定であるので、商業的な保存期間に目に見える変化は生じない。
【０００５】
　醸造所の柔軟性を増大させ、かつ資本コストを節約するために、長年にわたって醸造プ
ロセスにおける発酵、熟成および安定化の各段階を最短化する研究が数多く行われてきた
（ナルチス，エル（Ｎａｒｚｉｓｓ，Ｌ．）１９９０　ファーメンテーション（Ｆｅｒｍ
ｅｎｔ．）３、ｐ．５４－６２）。例えば、「加圧発酵」法では、発酵および熟成の各温
度を、通常、約１４～１８℃の温度に上昇させることによって、発酵および熟成の速度が
速められる。このアプローチでは、発酵および熟成は７日間で完了する。全製造プロセス
、すなわち、安定化も含むプロセスは、２週間を少し超えるところまで、かなり短縮され
る。しかしながら、得られるビールは、わずかに酵母の味がし、全体としてフレーバー評
価はあまり良くない。
【０００６】
　よく行われる代替法、いわゆる「低温発酵－高温熟成」法では、従来の低温発酵法に従
うため、優れた味のビールが得られる。求められた製造時間の短縮は、熟成段階の温度を
１８～２２℃に上昇させることによって行われる。その結果、２～３日の期間内にフレッ
シュビールの未熟な味が克服される。ビールの安定化は、従来の方法で行われる。品質の
良いビールが得られるが、この方法はエネルギーコストが比較的高い。
【０００７】
　ビールの熟成を促進するさらに別のアプローチでは、酵母を除くためにグリーンビール
の徹底した遠心分離を行い、その後、高濃度の固定化酵母を含むバイオリアクターに通す
。９０℃への嫌気的加熱工程と組み合わせると、全てのジアセチルが１～２時間以内にア
セトインに還元される。この急速熟成ビールもまた、通常の低温貯蔵期間と、ＰＶＰＰま
たはシリカゲルによる処理によって安定化される。しかしながら、このバイオリアクター
アプローチは酵母の異臭を発生しやすく、かつ、先進技術の装置を必要とするため、資本
支出が大きくなるおそれがある。
【０００８】
　さらに、ビール発酵段階で添加する新開発の酵素の導入が、ビールの製造に影響を及ぼ
し始めている。ごく最近のアプローチでは、冷却混濁の生成を防止するために、ＰＶＰＰ
またはシリカゲルによる処理に代えてプロリン特異性エンドプロテアーゼが使用されてい
る（ＥＰ　１　３２６　９５７号明細書）。ビールの発酵過程で、酵素がプロリンに富む
ヘイズ活性タンパク質を選択的に加水分解し、それによってタンパク質－ポリフェノール
複合体の沈殿が防止される。この方法の利点は、報告によれば、酵素によって冷却混濁が
有効に防止されるので、ＰＶＰＰまたはシリカゲルが不必要であることである。さらに、
この方法は、ビール製造の最後の最も不安定な段階の処理工程をかなり簡素化するが、ビ
ール醸造プロセスの期間については何ら重大な影響は及ぼさない。実際のところ、ＰＶＰ
Ｐとポリフェノールとの反応、および／または、シリカゲルとヘイズ活性タンパク質との
反応は、ほぼ瞬時に起こる。したがって、ＰＶＰＰまたはシリカゲルによる処理が不要に
なることは、ビール醸造プロセスを短縮することにはならない。酵素を用いる別のアプロ
ーチでは、酵母を投入した麦汁に酵素アルファアセトラクテートデカルボキシラーゼを添
加する。この添加によって、ビール発酵時のジアセチルの生成が防止され、それによって
、ジアセチル濃度の低減が主な目的である熟成期間を２～３日短縮することができる（米
国特許第５，１０８，９２５号明細書および米国特許第４，７０８，８７５号明細書を参
照）。
【０００９】
　ビール製造の熟成段階を短縮する多くの報告が存在するが、ビールの安定化段階の速度
を速める実施可能な方法に関する報告は、今までのところ見当たらない。しかしながら、
この安定化期間は、通常、０℃付近の温度で約１週間であって、かなりの装置容量を専有
し、かなりのエネルギーを投入する必要がある。ビール製造プロセスをさらに短縮し、か
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つ簡素化することが、経済的に非常に重要であることは明白である。そうした短縮され、
かつ簡素化された製造プロセスは醸造プラントの柔軟性を高め、ひいては固定費および労
働コストを減少させる。
【００１０】
［発明の概要］
　本発明においては、好ましくはラガーリング期間を短縮することにより、ビール醸造プ
ロセスを加速するためのプロリン特異性プロテアーゼの使用が提供される。
【００１１】
　本発明は、また、
－プロリン特異性プロテアーゼの存在下にビールを製造することを含むビール醸造プロセ
スの加速方法であって、ラガーリング期間が短縮される方法、および
－プロリン特異性プロテアーゼの存在下に麦汁を発酵させた後、熟成段階および安定化段
階を行うことを含むビールの製造方法であって、安定化段階の持続期間が７日未満である
方法
を提供する。
【００１２】
　さらに、本発明は、本発明の方法によって得られるビール、およびそのようなビールを
含むビン、ケグまたは缶を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】ＩＦＢＭパイロットプラントで製造した１０月齢ビールについて、ＰＣＳにより
測定した粒子径と累積正規化散乱強度との関係を示す。
【００１４】
［発明の詳細な説明］
　本発明は、ビール醸造プロセスを加速するためのプロリン特異性プロテアーゼの使用に
関する。特に、ビール製造の安定化段階を短縮および簡素化することによりビール醸造プ
ロセスを加速するためのプロリン特異性プロテアーゼの使用に関する。
【００１５】
　安定化段階は、また、従来の醸造プロセスより高い温度で行うことができる。したがっ
て、事実上、本発明は、醸造プロセスの後発酵段階が従来の方法に比べて短縮され、かつ
／または、従来の方法より高い温度の方法に関する。したがって、本発明は、また、プロ
リン特異性プロテアーゼの存在下にプロセスを実行することを含むビール醸造プロセスの
加速方法に関する。そのような方法においては、安定化段階を、従来の醸造プロセスと比
べて、より短期間に、かつ／または、より高温で実施することができる。
【００１６】
　世界では非常に多様なビール醸造プロセスが使用されている。しかしながら、通常、こ
れらのプロセスは全て、少なくとも次の工程、またはそれに対応する段階を基本的に含ん
でいる。
・発酵
・熟成
・安定化
・ろ過（しかしながら、ろ過を使用しないプロセスもある）
【００１７】
　プロセスは、場合により、安定性をさらに高めるため、例えば保存期間を長くするため
に、追加の一つないし複数の工程を含む。これについては任意の公知の技術、例えば、ポ
リビニルポリピロリドン（ＰＶＰＰ）および／またはシリカゲルによる処理の使用が可能
である。通常は、そのような追加の工程は、安定化と最終ろ過段階との間で行われるが、
そのような工程をプロセスの他の部分で行ってもよい。
【００１８】
　各プロセス行程の詳細は、プロセスが異なれば相当に異なる可能性があり、ビール醸造
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プロセスを実施する際に、当業者であれば各段階について自分自身の定義を持つであろう
。不明瞭さを避けるために、本発明との関連においては、発酵、熟成、安定化、ＰＶＰＰ
およびシリカゲル処理、およびろ過という用語は、本説明中の開示と同じであるとする。
あるプロセスでは、発酵が一次発酵としても知られていることに注意すべきである。発酵
段階は、酵母を加えることによって、利用可能な糖をアルコールに発酵させることを目的
としたビール醸造の段階である。熟成段階は二次発酵としても知られており、ジケトンな
どの望ましくないフレーバー成分を味のより良好な成分に変化させることを目的とするも
のである。安定化段階は、ポリフェノール－タンパク質凝集体の生成を促進し、それらを
沈殿させることを目的とするものである。ＰＶＰＰおよび／またはシリカゲル処理は、行
うとすれば、非沈殿ポリフェノールおよびヘイズ活性タンパク質をそれぞれ除去して、パ
ッケージング後の製品の保存安定性を高めることを目的とするものである。最後に、ろ過
工程は、行うとすれば、パッケージングの前に、沈殿したポリフェノールおよびヘイズ活
性タンパク質、残留酵母、ＰＶＰＰおよび／またはシリカゲルを除去することを目的とす
るものである。
【００１９】
　一般に、ビール醸造中には多くのパラメータがチェックされる。例えば、発酵段階の終
わりは、製造中のビールの密度を測定し、グルコース量などの発酵性抽出物の減少を調べ
ることによって決定される。発酵段階の終わりは、一般に、熟成段階の始まりであるとみ
なされる。熟成段階の終わりと、それに伴う安定化段階の始まりは、通常、ビール中に存
在するジアセチルの量を測定することによって決定される。しかしながら、実際には、こ
れは所望のビールのタイプによって変化し得る。例えば、隣接ジケトン濃度が約０．１０
ｍｇ／ｌ未満になると熟成段階を終了したとする醸造所もあれば、隣接ジケトン濃度が約
０．０５ｍｇ／ｌ未満になると終了したとする醸造所もある。したがって、熟練者であれ
ば、所望の隣接ジケトン濃度によって、熟成段階の終わりおよび安定化段階の始まりを決
めることができるであろう。
【００２０】
　本発明との関連においては、安定化段階の始まりは、ＥＢＣ　ｍｅｔｈｏｄ　９．２４
．１　ビール中の隣接ジケトン：分光光度法（Ｖｉｃｉｎａｌ　Ｄｉｋｅｔｏｎｅｓ　ｉ
ｎ　Ｂｅｅｒ：Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｉｃ　Ｍｅｔｈｏｄ）による測定で、
ジアセチル濃度が約０．１０ｍｇ／リットル未満にまで減少した時点と定義することがで
きる。本発明との関連においては、安定化期間の終わりは、ビールが最終ろ過工程に供さ
れる時点、あるいは、ＰＶＰＰおよび／またはシリカゲル処理が醸造プロセスの一部であ
る場合は、ビールがＰＶＰＰおよび／またはシリカゲルに接触した時点と定義される。ろ
過を行わないプロセスならば、安定化期間の終わりはビールがパッケージングされる時点
と定義される。
【００２１】
　本発明の一実施態様においては、安定化に必要な時間が約７日未満に短縮される。６、
５、４または３日未満であることが好ましい。２または１日未満に短縮されることがより
好ましい。熟成段階の温度から望ましい温度、例えばビールのろ過および／またはパッケ
ージングに望ましい温度にまでビールを冷却するのに必要な期間と、製造規模で安定化期
間が同等になるまでに短縮されることが特に好ましい。この期間は、従来、冷却期間と呼
ばれている。ビールを望ましい温度に冷却するのに必要な時間まで安定化期間を短縮する
ことは、そうなれば安定化段階の期間が利用可能な冷却能力にのみ依存することになるこ
とから、非常に有利である。
【００２２】
　熟成段階からのビールは、伝統的に約－２℃～約０℃（０℃を含む）に冷却される。意
外にも、本発明のプロリン特異性プロテアーゼを使用すると、安定化段階が短縮されるだ
けでなく、従来よりも高温で実施できることがわかった。伝統的にも、比較的高い温度で
行われる安定化プロセスはあるが、これらのプロセスでは、例えば６週間以上と、非常に
長い時間がかかる。したがって、本発明の別の実施態様では、通常、上記のように短縮さ
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れ得る安定化期間が、好ましくは最高で約２℃、より好ましくは最高で約３℃、４℃、５
℃または６℃、よりいっそう好ましくは最高で約７℃または約８℃、特に好ましくはパッ
ケージング、すなわちビン詰めまたはケグ詰めに望ましい温度にまで冷却したビールに適
用される。
【００２３】
　パッケージングに望ましい温度は、プロセスにより異なり得るが、ビール中に二酸化炭
素を望ましい濃度で溶解させるためには、８℃以下、好ましくは７℃前後の温度で行うこ
とが好ましい。ビールをパッケージングに要求される温度にまで単に冷却するプロセスで
は、当該技術分野で知られているプロセスと比べてかなり少ないエネルギーで済む。
【００２４】
　本発明の好ましい一実施態様では、安定化段階が、熟成段階の終わりの温度からパッケ
ージングに望ましい温度にビールを冷却するのに必要な期間にまで短縮され、それにより
、従来の低温安定化期間が省略される。
【００２５】
　したがって、本発明においては、ビールは、最高で約２℃、より好ましくは最高で約３
℃、４℃、５℃または６℃、よりいっそう好ましくは約７℃または８℃に、特に好ましく
はパッケージングに望ましい温度にまで冷却される。その後、ビールは直ちにパッケージ
ングされ得る。すなわちこの実施態様では、ビールは冷却された温度で一時たりとも保持
されることはない。
【００２６】
　本発明においては、必要に応じて、清澄性および／または安定性をさらに向上させるた
めに、さらなる処理工程を行ってもよい。実際、もしパッケージングに望ましい温度にま
でビールを冷却するのに必要な期間に対応する短縮安定化段階を使用するならば、例えば
、ＰＶＰＰおよび／またはシリカゲルでビールを処理することが望ましい。これにより、
保存期間の安定性を向上させ得る。
【００２７】
　この実施態様が工業的に意味するところは、安定化期間それ自体をビール製造プロセス
から省略することができ、それによりコストを大幅に節約し、かつビール製造プラントの
柔軟性を増大させることができることである。
【００２８】
　本発明により安定化されたビールは、製品として販売が許可される清澄度および安定度
を得るために、さらなる処理を行うことができる。これは、一般に、追加の処理工程によ
り達成される。ろ過工程を用いてもよい。これは、通常、パッケージング前の醸造プロセ
スにおける最終工程である。
【００２９】
　これに関しては、任意の公知の技術を使用することができる。例えば、そのような追加
の清澄化および／または安定化処理は、ＰＶＰＰ、シリカゲル、ガロタンニンまたは固定
化した架橋不溶性アガロースによる処理などの適切な吸着剤による処理を用いることによ
りなし得る。これらの処理の使用やそれらの醸造への適用は、当業者にはよく知られてい
る。ＰＶＰＰは、通常、約１０～約７０ｇ／ｈｌの量が加えられる。シリカゲルは、通常
、約１０～約７０ｇ／ｈｌの量が加えられる。
【００３０】
　固定化した架橋不溶性アガロースの例としては、国際公開第９７／４３４０１号パンフ
レットおよび米国特許第６，００１，４０６号明細書に記載の複合安定化システムおよび
ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｃａｒｅ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ　ＡＢ製造の複合安定化システム
樹脂が挙げられる（テーラー（Ｔａｙｌｏｒ）ら、２００６、Ｕｓｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃ
ｏｍｂｉｎｅｄ　Ｓｔａｂｉｌｉｓａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｉｍｐ
ａｃｔ　ｏｎ　ｂｅｅｒ　ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ、Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔ
ｈｅ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｂｒｅｗｉｎｇ　ａｎｄ　Ｄｉｓｔｉｌｌｉｎｇ、Ａ
ｓｉａ　Ｐａｃｉｆｉｃ　Ｓｅｃｔｉｏｎ、ホバート（Ｈｏｂａｒｔ）、オーストラリア
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（Ａｕｓｔｒａｌｉａ）を参照）。あるいは、または、これに加えて、パパインによる処
理などの酵素処理も、さらなる安定性および／または清澄度を達成するために使用できる
であろう。
【００３１】
　上記の処理は、固定化した形態、例えば固定化ＰＶＰＰ粒子の形態で行うことができる
。
【００３２】
　上に挙げた追加処理は全て、本発明の安定化手順と併用することができる。追加処理の
組み合わせ、例えば、そのような追加処理のうちの２つ、３つ、４つまたは全部を、本発
明の安定化手順と併用することができる。
【００３３】
　都合のよいことに、そのような追加の清澄化および／または安定化処理は、本発明によ
りビールを安定化させた後に行うことができる。しかしながら、本発明は、また、追加の
清澄化および／または安定化処理をプロセスの他の時点、または本発明の安定化と同時に
行う方法に関する。
【００３４】
　本発明の好ましい実施態様では、ＥＰ－Ａ－１３２６９５７号明細書に開示されている
ようなプロリン特異性エンドプロテアーゼを使用しており、そのため、ＰＶＰＰおよびシ
リカ処理が場合により不要となり、また、ＰＶＰＰ再生装置に固有のコストやこの装置の
運転に係る労働コストが不要となる。さらに、ビールの天然抗酸化能が高まるとともに、
多くのＰＶＰＰまたはシリカゲル処理したビールの不十分なコロイド安定性が向上する。
さらに、飲料が酸素に触れる危険性が格段に減少し、廃液流れが最小限に抑えられる。
【００３５】
　本発明の好ましい一実施態様では、この安定化段階の短縮またはさらに省略は、熟成段
階（ジアセチルのアセトインへの転換が主なる目的の段階）の短縮と組み合わされる。本
発明との関連においては、以下、熟成段階の始まりは、ビールの密度測定から算定した外
観発酵度が約７０％～約９０％に、より好ましくは約７７～約８４％に達した時点と定義
する。ビールの密度は、ピクノメータまたは密度計（それぞれ、ＥＢＣ　Ｍｅｔｈｏｄ　
８．２．１および８．２．２）により測定することができ、最終発酵度はＥＢＣ　ｍｅｔ
ｈｏｄ　８．６．１または８．６．２（発酵性、麦汁の最終発酵度（Ｆｅｒｍｅｎｔａｂ
ｉｌｉｔｙ、Ａｔｔｅｎｕａｔｉｏｎ　Ｌｉｍｉｔ　ｏｆ　ｗｏｒｔ））に準拠して測定
される。本発明との関連においては、熟成段階の終わりは、ＥＢＣ　ｍｅｔｈｏｄ　９．
２４．１　ビール中の隣接ジケトン：分光光度法（Ｖｉｃｉｎａｌ　Ｄｉｋｅｔｏｎｅｓ
　ｉｎ　Ｂｅｅｒ：Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｉｃ　Ｍｅｔｈｏｄ）による測定
で、ジアセチル濃度が約０．１０ｍｇ／リットル未満に減少した時点と定義することがで
きる。熟成段階は当該技術分野で知られた方法で短縮することができる。例えば、熟成は
、「加圧発酵」法および「低温発酵－高温熟成」法（ナルチス，エル（Ｎａｒｚｉｓｓ，
Ｌ．）１９９０、ファーメンテーション（Ｆｅｒｍｅｎｔ）、３、ｐ．５４－６２）で記
載されているような高温の使用で加速させることができる。熟成は、また、バイオリアク
ター的アプローチでの固定化酵母の使用、あるいはアセトラクテートデカルボキシラーゼ
活性体の使用によって短縮することができる（ＡＬＤＣ：ＥＣ　４．１．１．５．；例え
ば、米国特許第５，１０８，９２５号明細書または米国特許第４，７０８，８７５号明細
書参照）。熟成は、これらの方法の１つまたは組み合わせを使用し、高温で操作されるバ
イオリアクターを使用すれば、実現可能な期間として、２日、１日または１日未満まで短
くすることができる。
【００３６】
　本発明との関連においては、ビール製造の熟成段階および安定化段階の両者を組み入れ
た段階をラガーリング期間と呼ぶ。
【００３７】
　したがって、本発明は、ビール醸造プロセスを加速するためのプロリン特異性プロテア
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ーゼの使用を提供するものである。通常、加速は、発酵後の期間の短縮、例えばラガーリ
ング期間の短縮、好ましくは安定化期間の短縮によって達成される。
【００３８】
　これに関連して、用語「加速」および「短縮」には、プロリン特異性プロテアーゼを使
用しない同等のプロセスと比べて時間のかからないビール醸造プロセスを示す目的がある
。加速は、一般に、発酵後の期間を短縮した結果として生じる。すなわち、その期間は、
プロリン特異性プロテアーゼを使用した場合、そうした酵素を使用しない同等のプロセス
と比較して、より短時間に行うことができる。
【００３９】
　熟成段階を短縮する対策と組み合わせて本発明を使用すれば、ラガーリングの全期間を
８日未満、７日未満または６日未満にまで短縮することができる。好ましくは５日未満、
４日未満または３日未満にまで短縮される。より好ましくは、２日未満にまで短縮される
。よりいっそう好ましくは、ラガーリングの全期間を２４時間未満にまで短縮される。
【００４０】
　本発明の好ましい一実施態様では、プロリン特異性プロテアーゼとアセトラクテートデ
カルボキシラーゼ、例えばアルファアセトラクテートデカルボキシラーゼと組み合わせる
ことによって、４日以下にまでラガーリング期間を短縮することができる。
【００４１】
　好ましい一実施態様では、プロリン特異性プロテアーゼと、場合によりアセトラクテー
トデカルボキシラーゼとを、一次発酵に加える。この一次発酵後、グリーンビールを急速
熟成処理に供し、その後、ジアセチル濃度が約０．１０ｍｇ／リットル未満に低下したと
ころで、直ちにビールを約２℃、好ましくは約５℃、より好ましくは約７℃、特に好まし
くはパッケージングに適した温度に冷却し、その後、場合によりろ過を行うことにより、
ビン詰めが可能な透明なビールを得ることができる。こうして、発酵後の段階の加速が達
成され、また醸造プロセス全体の加速が達成される。
【００４２】
　本発明の方法の利点は、下面発酵ラガービールにも上面発酵ラガービールにも適用され
る。上面発酵ビールは非常に速く発酵し熟成するが、下面発酵ビールと同様に、ポリフェ
ノール－タンパク質凝集体を除去するために長期の低温貯蔵期間を必要とする。本発明の
方法の利点は、特に、下面発酵ラガービールに適用される。本発明の使用および方法は、
自然発酵したビールにも適用することができる。
【００４３】
　別の態様では、本発明は、本発明に従ってプロリン特異性プロテアーゼを使用する方法
に関する。すなわち、本発明は、好ましくはラガーリング期間を短縮することによって（
安定化期間を短縮するなどによって）、ビール醸造プロセスを加速する方法であって、前
記ビール醸造プロセスをプロリン特異性プロテアーゼの存在下に行うことを含む方法を提
供するものである。ラガーリング段階、例えば安定化段階は、従来のビール醸造プロセス
で通常使用されているよりも高い温度で行うことができる。通常、安定化段階の継続時間
は、ビールを熟成段階からパッケージング温度に冷却するのに必要な時間であろう。
【００４４】
　本発明との関連においては、ペプチドおよびタンパク質という用語は同じ意味で使われ
る。本発明との関連においては、「ヘイズ（ｈａｚｅ）」、「混濁（ｃｌｏｕｄｉｎｅｓ
ｓ）」および「濁り（ｔｕｒｂｉｄｉｔｙ）」という用語もまた同じ意味で使用される。
【００４５】
　外観発酵度が約７７～約８４％に到達する時点を決定するために、ビールの密度測定が
用いられる。ＥＢＣ　ｍｅｔｈｏｄ　９．２４．１　ビール中の隣接ジケトン：分光光度
法（Ｖｉｃｉｎａｌ　Ｄｉｋｅｔｏｎｅｓ　ｉｎ　Ｂｅｅｒ：Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏ
ｍｅｔｒｉｃ　Ｍｅｔｈｏｄ）は、ジアセチル濃度を定量するために使用される。ＥＢＣ
　ｍｅｔｈｏｄ　９．２４．１は、一般に、ジケトンを測定するために設計されたもので
あるが、ジアセチルがジケトンの圧倒的な主成分であることから、本発明との関連におい
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ては、この測定法の結果をジアセチル濃度の指標とみなしていることに注意されたい。ジ
アセチル濃度は、その方法に代えて、ＥＢＣ　ｍｅｔｈｏｄ　９．２４．２　ビール中の
隣接ジケトン（Ｖｉｃｉｎａｌ　Ｄｉｋｅｔｏｎｅｓ　ｉｎ　ｂｅｅｒ）により、ガスク
ロマトグラフでも測定することができる。飲料中のヘイズ量の定量には、濁度計を使用す
ることができる。濁度計では、入射光線の方向に対して所定の角度で散乱する光量が測定
される。濁度の測定は、タンパク質－ポリフェノール間の相互作用の結果生じるヘイズの
測定に非常に適していることが知られている。
【００４６】
　ポリフェノールは、少なくとも１個の水酸基で置換された少なくとも２個の芳香環を含
む化学構造、または、少なくとも２個の水酸基で置換された少なくとも１個の芳香環を含
む化学構造を有する化合物と定義される。ポリフェノールの例としては、例えばカテキン
、フラボノールおよびアントシアニンなどのタンニンおよびフラボノイドが挙げられる。
【００４７】
　用語「ビール」は、ここでは、非モルト化穀類から製造されるマッシュや、モルト化穀
類から製造される全てのマッシュ、さらに、モルト化および非モルト化穀類の混合物から
製造される全てのマッシュから製造されるビールを少なくとも包含するものである。用語
「ビール」は、下面発酵ビールのみならず上面発酵ビールも、さらに添加物を加えて製造
されるビールも、そしてあらゆる可能なアルコール含有率を有するビールも包含する。
【００４８】
　発酵時に添加されるプロリン特異性プロテアーゼの量は、使用するモルトの濃度および
実施する発酵のタイプによって異なり得る。本発明の使用および／または方法の好ましい
一実施態様では、１００％モルトビール１ヘクトリットル当たり、例えば約１２プラート
度で、約７．５～約１５単位（ＰＰＵ）、例えば約１０～約１２．５単位（ＰＰＵ）のプ
ロリン特異性プロテアーゼ活性体が添加される。添加されるプロリン特異性プロテアーゼ
活性体の最大量を明記することはできない。最大量は、例えば、ヘイズを低減ないし抑制
する所望の量、プロテアーゼが最大の活性を示すｐＨでのビールの組成により異なる。酵
素の単位の定義は、本願の材料および方法の項に記載する。
【００４９】
　プロリン特異性プロテアーゼは、ビール製造の様々な段階で加えることができる。発酵
の開始時に酵素を加えれば、見込まれる最良の結果が得られる。しかしながら、酵素はマ
ッシュ、またはヘイズが生成される前の発酵ビールに加えることができる。
【００５０】
　ここでは、プロリル特異性プロテアーゼ、プロリン特異性プロテアーゼ、プロリン特異
性エンドプロテアーゼ、プロリン特異性エンドペプチダーゼ、およびプロリル特異活性ま
たは類似の発現を有するプロテアーゼという用語は、同じ意味で使用される。
【００５１】
　本発明においては、プロリン特異性プロテアーゼは、単離または精製された形態で使用
することができる。「単離された」または「精製された」とは、生来の環境から移動した
プロリン特異性プロテアーゼを意味する。例えば、宿主細胞中に発現した、遺伝子組換え
により製造されたプロリン特異性プロテアーゼは、例えば、スミス（Ｓｍｉｔｈ）および
ジョンソン（Ｊｏｈｎｓｏｎ）、ジーン（Ｇｅｎｅ）６７：ｐ．３１－４０（１９８８）
で開示されている一段精製法などの適切な技術により十分に精製された天然または組み換
え技術によるポリペプチドと同様に、本発明の目的のために単離されたとみなされる。
【００５２】
　本発明の使用に適したプロリン特異性プロテアーゼは、組み換え細胞培養物から、例え
ば、硫酸アンモニウムまたはエタノール沈澱法、酸抽出法、および高速液体クロマトグラ
フィ（ＨＰＬＣ）などのクロマトグラフ法などの当業者にはよく知られた方法により回収
することができる。
【００５３】
　本発明の使用に適したプロリン特異性プロテアーゼは、自然精製により製造された物、
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化学合成により製造された物、例えば細菌、酵母、真菌、高等植物、昆虫および哺乳動物
の細胞といった原核生物または真核生物の宿主から遺伝子組換え技術によって生産された
物であってよい。
【００５４】
　しかしながら、プロテアーゼは意図した酵素の目的を妨害しない担体または希釈剤と混
合して使用することができ、それも単離されたものとみなし得ることは、理解できるであ
ろう。本発明の使用に適したプロリン特異性プロテアーゼは、また、精製度のより高い形
態もとり得る。したがって、プロリン特異性プロテアーゼは、その中のタンパク質の７０
％超、例えば８０％、９０％、９５％、９８％または９９％超がプロリン特異性プロテア
ーゼである配合物に含まれていてもよい。
【００５５】
　通常、プロリン特異性プロテアーゼは、他のプロテアーゼを含まないか、または実質的
に含まない形態をとり得る。
【００５６】
　本発明の使用に適したプロリン特異性プロテアーゼは、大量のタンパク質含有液を処理
することができるよう、固定化した形態で使用することができる。適当な担体材料および
適当な固定化法を選択する方法は、文献、例えば「Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ
　Ｅｎｚｙｍｅｓ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌｓ」（ゴードン・エフ・ビッカースタッフ（Ｇｏｒ
ｄｏｎ　Ｆ．Ｂｉｃｋｅｒｓｔａｆｆ）編；ＩＳＢＮ　０－８９６０３－３８６－４）に
広く記載されている。
【００５７】
　本発明との関連においては、プロリン特異性プロテアーゼは、タンパク質またはペプチ
ドがその分子鎖上にプロリン残基を含む位置で、タンパク質またはペプチドを切断するプ
ロテアーゼと定義される。好ましくは、プロリン特異性プロテアーゼは、タンパク質また
はペプチドがプロリン残基を含む位置で、タンパク質またはペプチドを「切断する」（加
水分解する）エンドプロテアーゼである。本発明の方法においては、プロリン残基のカル
ボキシ末端のペプチド結合を加水分解するプロリン特異性エンドプロテアーゼを使用する
ことが好ましい。そのような酵素の例としては、プロリルオリゴペプチダーゼ（ＥＣ３．
４．２１．２６）、ジャーナル・オブ・アグリカルチュラル・アンド・フード・ケミスト
リー（Ｊ．Ａｇｉｃ　Ｆｏｏｄ　Ｃｈｅｍ）、第５３巻（２０）、ｐ．７９５０－７９５
７、２００５に報告されているアスペルギルス・ニガー（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉ
ｇｅｒ）由来のプロリルエンドプロテアーゼ、およびＤＰＰ　ＩＶ（ＥＣ３．４．１４．
５）などのプロリン特異性ジペプチジルペプチダーゼが挙げられる。プロリン残基をＮＨ

２末端で切断するプロリン特異性エンドプロテアーゼは、例えば、１９９８年１月１５日
のネイチャー（Ｎａｔｕｒｅ）、第３９１巻、ｐ．３０１－３０４での発表に記載されて
いる。
【００５８】
　酵素活性によく見られるように、プロリン特異性エンドプロテアーゼの活性はｐＨに依
存する。本発明では、通常、添加するビール（または、マッシュもしくは麦汁など）のｐ
Ｈに対応するｐＨで最大のプロリル特異性活性を示すプロリン特異性エンドプロテアーゼ
が使用される。本発明の方法の好ましい一実施態様では、酸性ｐＨが最適な、すなわち、
最適ｐＨが６．０以下、例えばｐＨ５、４または３のプロテアーゼがビールの一次発酵時
に加えられる。本発明の使用および／または方法のより好ましい一実施態様では、酸性ｐ
Ｈが最適で、かつ食品グレードの微生物によって発酵培養液中に活発に分泌されるプロテ
アーゼがビール発酵時に加えられる。
【００５９】
　プロリン特異性プロテアーゼは、動物および植物中には広く見出されるが、微生物中の
存在は限られているようである。現在、プロリン特異性プロテアーゼは、アスペルギルス
（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）（ＥＰ　０　５２２　４２８号明細書）、フラボバクテリウ
ム（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）（ＥＰ　０　９６７　２８５号明細書）およびエロ
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モナス（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ）（ジャーナル・オブ・バイオケミストリー（Ｊ．Ｂｉｏｃ
ｈｅｍ．）１１３、ｐ．７９０－７９６）、キサントモナス（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ）
およびバクテロイデス（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）の種で確認されている。これらの微生
物の多くに由来するプロリン特異性酵素は、ｐＨ８付近で活性であるが、アスペルギルス
（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ）由来の酵素はｐＨ５付近で最適の活性を有す。本発明のプロ
リン特異性プロテアーゼは、上記微生物種の１種、特にアスペルギルス（Ａｓｐｅｒｇｉ
ｌｌｕｓ）の種から単離することができる。好ましくは、プロリン特異性エンドプロテア
ーゼは、アスペルギルス・ニガー（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ）の菌株から単
離される。プロリン特異性エンドプロテアーゼは、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）などの他の宿
主も適切な発現ベクターであるが、より好ましくは、プロリン特異性エンドプロテアーゼ
をコードする遺伝子を過剰に発現するように改変されたアスペルギルス・ニガー（Ａｓｐ
ｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ）宿主から単離される。例えば、フラボバクテリウム（Ｆ
ｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）由来のプロリン特異性エンドプロテアーゼを、なかでも大
腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）中でクローニングおよび過剰生産することによって、純粋な形態で
利用可能なある種のプロリン特異性エンドプロテアーゼが生産されている。そのような過
剰生産による構築物の例は、ワールド・ジャーナル・オブ・マイクロバイオロジー・アン
ド・バイオテクノロジー（ｔｈｅ　Ｗｏｒｌｄ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｂｉ
ｏｌｏｇｙ＆Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）、第１１巻、ｐｐ２０９－２１２に記載され
ている。アスペルギルス・ニガー（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ）宿主は、Ａ．
ニガー（Ａ．ｎｉｇｅｒ）プロリン特異性エンドプロテアーゼをコードする遺伝子発現を
駆動するＡ．ニガー（Ａ．ｎｉｇｅｒ）プロモータを使用して、非組み換え自己構築物を
生産するのに好適に使用される。
【００６０】
　特に好ましくは、プロリン特異性エンドプロテアーゼは、ＥＰ－Ａ－１３２６９５７号
明細書に開示されているエンドプロテアーゼであり、このプロテアーゼは参照することに
よって本明細書に援用される。ＥＰ－Ａ－１３２６９５７号明細書には、また、ビール醸
造におけるプロリン特異性エンドプロテアーゼの使用についても開示されている。しかし
ながら、その明細書には、飲料中のヘイズを減少させるために使用することのみが開示さ
れているに過ぎない。プロリン特異性エンドプロテアーゼそれ自体が、ビール醸造プロセ
スを加速するために使用できるであろうことは開示されていない。さらに、当業者には、
ＰＶＰＰおよび／またはシリカゲル処理が瞬時に行われるものであることが知られている
。ラガーリング期間または安定化期間を短縮する方法は、何ら開示されていない。適切な
安定化段階を行わずに従来のプロセスを使用する場合、例えばコロイドの安定性および透
明度に関して品質の悪いビールが得られることは当業者には明らかであろう。したがって
、ビールの醸造にプロリン特異性エンドプロテアーゼを使用すると、ビールの品質に悪影
響を及ぼさずにプロセスを短縮できることは予期できないことであった。
【００６１】
　発酵中に加えられるアセトラクテートデカルボキシラーゼ活性体は、当業者に知られて
いる範囲で変化し得る。要求される活性体の指標は、ハンネマン（Ｈａｎｎｅｍａｎｎ）
の論文（ＭＢＡＡ　ＴＱ、第３９巻、第３号、２００２、ｐ．１４９－１５５）に記載さ
れている。
【００６２】
　現代の醸造所は、ビール醸造プロセスから、ＰＶＰＰ、シリカゲルまたは珪藻土のよう
なバルク粉体は全て使用しないよう努めている。このアプローチでは、最終の珪藻土ろ過
はメンブランろ過またはクロスフローろ過に置き換えられている。本発明の別の実施態様
では、本発明のビール製造プロセスは、ろ過用のＰＶＰＰまたはシリカハイドロゲルまた
は珪藻土のようなバルク粉体を使用せずに実施することができる。したがって、本発明の
使用および／または方法により製造されたビールは、ＰＶＰＰおよび／またはシリカハイ
ドロゲルおよび／または珪藻土を含まないか、または実質的に含まないものとなり得る。
【００６３】
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　本発明の方法を使用すれば、クロスフローろ過などのろ過技術によりビールを透明にす
ることができる。したがって、本発明は、プロリン特異性プロテアーゼをクロスフローメ
ンブランフィルターと組み合わせて使用するビール製造方法を包含する。
【００６４】
　本発明は、プロリン特異性プロテアーゼを使用し、安定化期間がプロリン特異性プロテ
アーゼを使用しない醸造プロセスに比べて短縮でき、さらに、ＥＢＣ　９．２９の目視判
定のための用語による目視によるビールの透明度に関しては、同等の特性を少なくとも維
持するビール醸造法に関する。
【００６５】
　本発明は、また、本発明の方法により得られるビールに関する。通常、ビールの透明度
は種々の方法で判定される。ＥＢＣ　ｍｅｔｈｏｄ　９．２９には、ビール中のヘイズ量
の測定方法が記載されている。ＥＢＣ単位は、濁時計により９０度の角度で測定される。
あるいは、目視により評価することもできる。ＥＢＣ　ｍｅｔｈｏｄ　９．２９、すなわ
ち、９０度の散乱角度でＥＢＣ単位を測定したとき、０．５ＥＢＣ単位未満の濁度を有す
るビールは、目視では「非常に透明（ｂｒｉｌｌｉａｎｔ）」と評価されるであろう。ビ
ールの濁度が約０．５～１．０ＥＢＣ単位の場合、ビールは目視では「透明（ｖｅｒｙ　
ｃｌｅａｒ）」と評価され、２～１ＥＢＣ単位では「非常に僅かに濁っている（ｖｅｒｙ
　ｓｌｉｇｈｔｌｙ　ｈａｚｙ）」と評価され、２～４ＥＢＣ単位では「濁っている（ｈ
ａｚｙ）」と評価され、８ＥＢＣ単位を超えると「非常に濁っている（ｖｅｒｙ　ｈａｚ
ｙ）」と評価されるであろう。当然ながら、ヘイズの異なる尺度間、あるいは異なる研究
所で行われた目視観察の間には、正確な等価性は期待できないものの、大きく相違するこ
とはない。さらに、結局のところ、消費者によって行われる目視検査が、商業的観点から
は重要であろう。したがって、一般に許容されるには、ビールは（ほぼ）非常に透明（ｂ
ｒｉｌｌｉａｎｔ）、すなわち、９０度散乱で測定したＥＢＣ単位の値が１以下でなけれ
ばならない。
【００６６】
　意外にも、本発明の方法で製造したビールでは、ＥＢＣ単位の値は、訓練された評価委
員会による目視評価に対応しないことが判明した。ビール中に依然存在するタンパク質と
ポリフェノールの量が多いほど９０度散乱値は高くなるが、目では検出できないのであろ
うと推測される。実施例で示すように、ＥＢＣ単位値が１を超えるビールに対し「非常に
透明（ｂｒｉｌｌｉａｎｔ）」との目視評価や、ＥＢＣ単位値が２を超え８までにも達す
るビールに対し「ほぼ非常に透明（ａｌｍｏｓｔ　ｂｒｉｌｌｉａｎｔ）」との目視評価
がなされ得ることが判った。すなわち、本発明の方法により得られるビールは、従来の醸
造ビールとは異なる（物理）化学的組成を有している。
【００６７】
　このことは、異なる方法で安定化させたビールの粒子分析を行うことによって確認され
た。これは、本発明により安定化されたビールに含まれる粒子の大きさが、ＰＶＰＰまた
はシリカハイドロゲルを用いて安定化されたビール中に確認されるものより、平均して小
さいことを示している。
【００６８】
　したがって、別の態様では、本発明は、濁度が１ＥＢＣ単位を超える、好ましくは１．
２５以上、特に好ましくは１．５以上のビールであり、一方で、訓練された委員会による
醸造直後の１℃での目視評価では、そのビールはＥＢＣ用語で「非常に透明（ｂｒｉｌｌ
ｉａｎｔ）」と格付けされるであろう。別の一実施態様では、本発明は、濁度が２ＥＢＣ
単位を超える、好ましくは３を超える、より好ましくは４を超える、よりいっそう好まし
くは６を超える、特に好ましくは８ＥＢＣ単位を超えるビールに関し、一方で、少なくと
も３カ月間の室温での貯蔵、好ましくは少なくとも６カ月間の貯蔵、または、特に好まし
くは９カ月間の室温での貯蔵後の、訓練された委員会による１℃での目視評価では、その
ビールはＥＢＣ用語で「ほぼ非常に透明（ａｌｍｏｓｔ　ｂｒｉｌｌｉａｎｔ）」と格付
けされるであろう。
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【００６９】
　本発明の使用および／または方法により得られたビールは、通常は、パッケージングさ
れるであろう。ビン、ケグまたは缶など、任意の適切なパッケージを用いることができる
。本発明の使用および／または方法により得られたビールは、また、バルクタンクにパッ
ケージングすることもできる。したがって、本発明は、本発明の使用および／または方法
により得られたビールを含むパッケージ、例えばそのようなビールを含むビン、ケグまた
は缶を提供するものである。
【００７０】
　以下、次の実施例により本発明を説明するが、それらは本発明を限定するものではない
。
【００７１】
［材料および方法］
［プロリン特異性酵素の活性測定］
　最適ｐＨが６．０未満のプロリン特異性エンドプロテアーゼの活性は、ｐＨ４．６のク
エン酸塩／リン酸二ナトリウム緩衝液中、３７℃で、合成ペプチドＺ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－
ｐＮＡで試験する。
最適ｐＨが中性のプロリン特異性エンドプロテアーゼの活性は、ｐＨ７．０のリン酸塩緩
衝液中、３７℃で、合成ペプチドＺ－Ｇｌｙ－Ｐｒｏ－ｐＮＡで試験する。
最適ｐＨが６．０未満のジペプチジルジペプチダーゼの活性は、ｐＨ４．６のクエン酸塩
／リン酸二ナトリウム緩衝液中、３７℃で、合成ペプチドＧｌｙ－Ｐｒｏ－ｐＮＡで試験
する。
最適ｐＨが６．０未満のジペプチジルジペプチダーゼの活性は、ｐＨ７．０のリン酸塩緩
衝液中、３７℃で、合成ペプチドＧｌｙ－Ｐｒｏ－ｐＮＡで試験する。
全てのプロリン特異性プロテアーゼの反応生成物を、分光光度法により４０５ｎＭでモニ
ターする。１単位（１ＰＰＵ）は、これらの試験条件で１分当たり１μｍｏｌのｐ－ニト
ロアニリドを遊離させる酵素の量である。
【００７２】
［醸造プロセス中の分析］
　特に記載がない場合、各種分析は、「アナリティカ－ＥＢＣ（Ａｎａｌｙｔｉｃａ－Ｅ
ＢＣ）」（ファッハフェアラーク・ハンス・カール（Ｆａｃｈｖｅｒｌａｇ　Ｈａｎｓ　
Ｃａｒｌ）、ニュルンベルク（Ｎｕｒｎｂｅｒｇ）、独国（Ｇｅｒｍａｎｙ））の２００
４年版に準拠して行った。モルトの分析は、次のＥＢＣ　ｍｅｔｈｏｄ、４－２、４－５
－１、４－９－１、４－３－１、４－１８、８－１３－２、４－８、４－１５および４－
１４に準拠して行った。マッシングは、糖化速度の測定およびマッシュろ過によりモニタ
ーした。麦汁は、ＥＢＣ４－５－１、４－７－２、４－１１に準拠して分析し、さらに遊
離アミノ窒素（ＥＢＣ　ｍｅｔｈｏｄ　８．１０）、全窒素（ＥＢＣ　ｍｅｔｈｏｄ　８
．９．１－ケルダール（Ｋｊｅｌｄａｈｌ）、または８．９．２－デュマ燃焼法（Ｄｕｍ
ａｓ　Ｃｏｍｂｕｓｔｉｏｎ　ｍｅｔｈｏｄ））、ｐＨおよび全麦汁ポリフェノール（Ｅ
ＢＣ法８．１２）を分析した。各種発酵実験は、温度、抽出物の減少および圧力を測定し
た。酵母の数は、投入時、発酵第１日目およびビールのろ過前に測定した。ジアセチルは
、発酵中、熟成中およびろ過の直前に、ガスクロマトグラフィにより測定した。ビールの
ろ過は、ろ過前後の酵母の計数、関係する圧力降下および流量によりモニターした。溶解
酸素は、炭酸水中と、ろ過の入り口および出口のビール中と、ビン詰めしたビール中で測
定した。各種のビールの分析には、泡保持性、ｔｒａｎｓ－２－ノネナールおよび還元力
を測定するための、ＥＢＣ９．４、９．６、９．７、９．８、９．１１、９．２４．１、
９．２４．２、９．２９、９．３０、９．３５、９．３７、Ｒｏｓｓ＆Ｃｌａｒｋ法およ
びＮＩＢＥＭ（９．４２）法が含まれる。ＶＯＳ　ＲＯＴＡ　９０／２５　Ｈａｚｅｍｅ
ｔｅｒ（ハフマンズ（Ｈａｆｆｍａｎｓ）、ベンロー（Ｖｅｎｌｏ）、オランダ（Ｔｈｅ
　Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ））を使用し、種々の温度（実施例２参照）において、散乱角
２５度および９０度で行った種々のヘイズ測定により、ヘイズの発達を追跡した。ＥＢＣ
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９．３０保存期間推定試験に準拠して加速試験を行った。
【００７３】
［醸造プロセス］
　ビール醸造実験は全て、マッシング用に３００ｋｇのピルゼンモルト（ハイネケン（Ｈ
ｅｉｎｅｋｅｎ）Ａタイプ）および９５０ｌの水を使用して２０ｈｌ規模で実施した。醸
造には、次の温度条件：４５℃で２０分間、２０分以内に４５℃から６４℃へ、６４℃で
１５分間、１２分以内に６４℃から７６℃へ、７６℃で２５分間、そして最後に５分以内
に７６℃から７８℃へという条件のマッシングプロセスを組み込み、その後、マッシュろ
過を行った。スパージングには熱水を使用した。煮沸は９０分間とし、ホップペレットの
形態でホップを加えた。個々の実施例に明記した条件で低温安定化を実施した。粗および
微細グレードのプレコートを施したプレートフィルターを使用してビールをろ過した。微
細グレードのプレコートは、また、ボディフィードとしても使用した。ビン詰めには、Ｃ
ａｒｂｏｆｉｌｌフィラーを使用した。ビンは６０℃で１５分間の殺菌を行った。
【００７４】
［実施例］
［実施例１］
［パイロット規模でのビールの製造］
　ＩＦＢＭ（Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　Ｆｒａｎｃａｉｓ　ｄｅ　ｌａ　Ｂｒａｓｓｅｒｉｅ
　ｅｔ　ｄｅ　ｌａ　Ｍａｌｔｅｒｉｅ、Ｖａｎｄｏｅｕｖｒｅ－ｌｅｓ－Ｎａｎｃｙ、
フランス（Ｆｒａｎｃｅ））の２０ｈｌ半工業的パイロット醸造所において、２つのピュ
アモルト麦汁を同一条件で醸造した。発酵中に、これらの麦汁の１つにプロリン特異性プ
ロテアーゼ（オランダ、ＤｅｌｆｔにあるＤＳＭ　Ｆｏｏｄ　Ｓｐｅｃｉａｌｉｔｉｅｓ
からの５ＰＰＵ／グラム製品を含有するＢｒｅｗｅｒｓ　Ｃｌａｒｅｘ）を１０ＰＰＵ／
ヘクトリットル麦汁となるように添加し、また、発酵の初期にアセトラクテートデカルボ
キシラーゼ（デンマーク（Ｄｅｎｍａｒｋ）、ＢａｇｓｖａｅｒｄにあるＮＯＶＯからの
１，５００ＡＤＵ／グラム製品を含有するＭａｔｕｒｅｘ　Ｌ）を４５００ＡＤＵ／ヘク
トリットル麦汁となるように添加した。この発酵を「試行発酵」と称した。他方の麦汁は
そのまま発酵させ、「対照発酵」と称した。
【００７５】
［醸造］
　３００ｋｇの大麦モルトおよびホップペレットから醸造物を製造した。マッシング条件
は、水：穀物比を４：１（体積／重量）、ｐＨを５．６とした。マッシング図は、４５℃
で２０分間の第１工程、６４℃で１５分間の第２工程、７４℃で３０分間の第３工程、そ
して最後の７８℃で５分間のマッシュオフを含んだ。加熱速度は毎回１℃／分とした。マ
ッシュオフの後、ロータータンでマッシュをろ過した；最初は麦汁を再循環させ、その後
ｐＨ５．６で高温（７８℃）スパージングを行った。得られた麦汁を９０分間煮沸し、そ
の後、渦により良好なトラブ（ｔｒｕｂ）分離を行った。
【００７６】
［発酵］
　発酵は、ＶＬＢ（ベルリン（Ｂｅｒｌｉｎ）、独国）より購入した下面酵母菌株Ｒｈを
用い、１７．１０６生菌細胞／ｍｌ－１２℃プラート麦汁となるように投入して行った。
発酵プロセスは５℃プラートになるまで１２℃で行い（３日間）、その後は、発酵の終わ
りまで１４℃で継続した（３日間）。
【００７７】
［後発酵］
　発酵の終わりに、対照発酵では、さらに３日間１４℃に保持し、ジアセチル濃度を減少
させた。この熟成期間の後、１日以内にビールを０℃まで冷却し、０℃で５日間ビールを
安定化させ、その後、用量３０ｇ／Ｈｌでの使い捨てＰＶＰＰによる処理、珪藻土を用い
たビールのろ過およびビン詰めを行った。
【００７８】
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　しかしながら、試行発酵では熟成期間は設けなかった。さらに、安定化期間は、ビール
を４℃にまで冷却するのに必要な期間に限定した。発酵終了後直ちに、４日間で４℃にま
で直線的に温度を下げてビールを冷却した。発酵中にＢｒｅｗｅｒｓ　Ｃｌａｒｅｘを使
用しているために、ビール安定化剤（ＰＶＰＰまたはシリカゲルなど）は添加しなかった
。その代わりに、冷却後直ちにビールを珪藻土でろ過し、その後、ビン詰めを行った。「
アナリティカ－ＥＢＣ（Ａｎａｌｙｔｉｃａ－ＥＢＣ）」に記載されている、欧州醸造協
議会（Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｂｒｅｗｅｒｙ　Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎ）（ＥＢＣ）が制定し
た方法に準拠して、標準的なビールのパラメータ（例えば、ｐＨ、色、苦味、エタノール
など）を分析した。
【００７９】
［結果］
　一般に、標準的なビールの分析では、対照および試行発酵の両者でビールのパラメータ
は類似していた。溶解酸素濃度は、両試験品で同程度であり、０．２ｍｇ／ｌ未満であっ
た。初期のヘイズレベルは両ビールで同程度であったが、エル・シャポン（Ｌ．Ｃｈａｐ
ｏｎ）（ＥＢＣ　ｍｅｔｈｏｄ　９．４１）によるアルコール冷却混濁試験では、試行ビ
ールが非常に低い値を示した。さらに、ビールの加速試験「ビール保存期間の推定（Ｐｒ
ｅｄｉｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｓｈｅｌｆ－Ｌｉｆｅ　ｏｆ　Ｂｅｅｒ）」（ＥＢＣ
　ｍｅｔｈｏｄ　９．３０）では、試行ビールは、参照発酵ビールより良好な成績であっ
た。試行発酵および参照発酵の両ビールの隣接ジケトンの濃度は、０．１０ｍｇ／リット
ル未満であった（ＥＢＣ　ｍｅｔｈｏｄ　９．２４．１　ビール中の隣接ジケトン：分光
光度法（Ｖｉｃｉｎａｌ　Ｄｉｋｅｔｏｎｅｓ　ｉｎ　Ｂｅｅｒ：Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏ
ｔｏｍｅｔｒｉｃ　Ｍｅｔｈｏｄ）により測定）。ＩＦＢＭ（Ｖａｎｄｏｅｕｖｒｅ－ｌ
ｅｓ－Ｎａｎｃｙ、フランス）で、訓練された評価委員会（８人で構成）により、官能試
験を、標準手順、すなわち、サンプルを試飲後、評価者が味質特性について採点するとい
う手順で実施した。結果を集計してサンプルの官能プロフィールを作成した。試験は、「
アナリティカ－ＥＢＣ（Ａｎａｌｙｔｉｃａ－ＥＢＣ）」の２００４年版第１３章に記載
された官能分析のためのガイドラインに準拠して行った。試飲委員会では、参照および試
行発酵のビール間に大きな味質の差は観察されなかった。
【００８０】
［結論］
　この例は、プロリン特異性プロテアーゼおよびアセトラクテートデカルボキシラーゼを
使用することによって、参照ビールのパラメータと類似し、かつ参照ビールと比較して味
質に大きな差のない標準的なビールのパラメータ（欧州醸造協議会（ＥＢＣ）が制定した
方法により測定）を有するビールを製造できることを示している。さらに、９日間のラガ
ーリング期間（対照）が４日間に短縮されることから、本発明の使用は、時間節約プロセ
スに繋がるものである。さらに、１日で０℃にまで冷却し、この温度をさらに５日間維持
する代わりに、４日以内に４℃に冷却することによって、かなりのエネルギーが節約され
た。
【００８１】
［実施例２］
［低温安定化期間の短縮と、酵素により安定化された１００％モルトビールの透明度に与
えるその効果］
　短縮した低温安定化期間を採用したときの１００％モルトビールに対するプロリン特異
性エンドプロテアーゼの効果を評価するために、醸造試験を行った。その目的のために、
６つの異なる麦汁を準備し、全く同一の手順で発酵させた（材料および方法を参照）。５
つの発酵槽にアスペルギルス・ニガー（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇｅｒ）由来のプ
ロリン特異性プロテアーゼを、０．１２５ＰＰＵ／リットルの濃度（活性の定義は、材料
および方法を参照）になるように加え、しかも、その酵素は、５つの全ての発酵において
、酵母投入の前に、低温麦汁に加えた。第６番目の発酵は参照用であり、プロリン特異性
プロテアーゼは加えなかった。全ての発酵槽に新鮮なラガー酵母（約１千７百万個の細胞
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／ｍｌ麦汁）を加え、５プラートになるまで１２℃で発酵させ、その後、ジアセチルなど
の隣接ジケトンを除去するために１４℃まで温度を上昇させた。熟成の終わり（この場合
、発酵開始から９日後）に、マイナス１℃までビールを冷却した。酵素を加えた全ての発
酵槽からの熟成ビールを、様々な期間、マイナス１℃に保持した後、珪藻土ろ過を行った
。プロリン特異性プロテアーゼを加えた４つのバッチは、そのままろ過した。プロリン特
異性プロテアーゼを加えた第５番目のバッチは、使い捨てＰＶＰＰ（４０ｇ／ｈｌ；ビー
ルフィルターに向けて注入）によりインライン処理し、その後、ろ過した。
【００８２】
　酵素を加えなかった発酵槽からの熟成ビールもまた、マイナス１℃まで冷却し、「古典
的」安定化手順に供した。すなわち、ビールをマイナス１℃に９日間保持した後、４０ｇ
／ｈｌの使い捨てＰＶＰＰにより同一のインライン処理を行い、その後、珪藻土ろ過を行
った。充填後、ビンを１５ＰＵで殺菌し、２０℃で保管した。
【００８３】
　６週間の保管期間の後、それらの各種ビールについて２０℃および１℃でヘイズの測定
を行った。そのために、ビールを測定温度、すなわち１℃または２０℃で２４時間のプレ
インキュベーションを行った後、その温度でヘイズの測定を行った。９０度および２５度
の散乱を測定する濁度計を使用してヘイズの測定値を記録した。この濁度計（Ｈａｆｆｍ
ａｎｓ　ＶＯＳ　ＲＯＴＡ　９０／２５）で得られた９０度および２５度散乱データを、
それぞれ「Ｈ９０」および「Ｈ２５」値として、関連する測定温度とともに表１に示す。
これらのヘイズ測定に先立って、ビンを振盪して均一化し、十分な時間放置して気泡を消
失させた。気泡が測定に影響しないよう、複数回の測定を行った。これらのヘイズの測定
とは別に、訓練された評価委員会（ｎ＝５）により、目視評価および試飲評価を行った。
【００８４】
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【表１】

【００８５】
　目視検査によれば、全てのビン詰めビール、すなわち、低温安定化期間に供されなかっ
た酵素処理ビールを含むビールは、２０℃で６週間の保管後、２４時間、８℃に冷却した
後も完全に透明であった。
【００８６】
　非常に意外なことに、これらの目視によるヘイズの評価は、異なる方法で得られたヘイ
ズ測定値とは完全には一致しなかった。ＥＢＣ標準では、ＥＢＣ９．２９法（９０度散乱
角で測定）に準拠して測定され、１．０～２．０ＥＢＣの値を得るビールは、「非常に僅
かに濁っている（ｖｅｒｙ　ｓｌｉｇｈｔｌｙ　ｈａｚｙ）」となる。２．０ＥＢＣを超
えると、ビールは「僅かに濁っている（ｓｌｉｇｈｔｌｙ　ｈａｚｙ）」になり始める。
得られた９０度散乱測定値は最大で１．２６ＥＢＣにもなるが（表１参照）、これらのビ
ールは全て、目視では「非常に透明（ｂｒｉｌｌｉａｎｔ）」に格付けされた。この相違
については実施例３で扱う。
【００８７】
　また、専門家による試飲委員会によれば、製造されたビールがいずれも試飲プロフィー
ルに異常を示さなかったということも、注目すべきことである。
【００８８】
［実施例３］
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［濁度測定およびヘイズの生成］
　１２プラートの１００％モルト麦汁に対し、実施例２に記載した手順に従って３つの２
０Ｈｌ発酵を行った。第１の発酵（参照）は、発酵時にプロリン特異性プロテアーゼを加
えずに行った。他の２つの発酵では、酵母投入時にＡ．ニガー（Ａ．ｎｉｇｅｒ）由来の
プロリン特異性プロテアーゼを、それぞれ０．１２５ＰＰＵ／ｌおよび０．２０ＰＰＵ／
ｌの濃度となるように加えた。熟成の終わり（この場合、発酵開始から９日後）に、３種
類のビールを全て、１℃で５日間、低温で安定化させ、その後、酵母および低温沈殿物を
除去した。いずれもＰＶＰＰまたはシリカゲルによる処理は行わなかった。３種のビール
を全て、粗および微細グレードのプレコートが施された珪藻土フィルターでろ過した。最
後に、ビールをビン詰めし、１５ＰＵで殺菌し、その後、保存期間を調べるために室温で
保管した。
【００８９】
　種々の保管期間の後、ビールに１℃で２４時間のプレインキュベーションを行い、その
後、この温度において９０度散乱角でビールのヘイズを測定した。測定に先立って、ビン
を振盪して均一化し、十分な時間放置して気泡を消失させた。気泡が測定に影響しないよ
う、複数回の測定を行った。得られたデータを表２にまとめて示す。
【００９０】
【表２】

【００９１】
　濁度測定とともに、訓練された委員会（ｎ＝５）によりビールの目視検査を行い、ＥＢ
Ｃ９．２９の用語を用いた判定を行った。
【００９２】
　予想されたように、酵素処理を行わなかった参照ビールは、高いＨ９０ＥＢＣ値を示し
た。この高Ｈ９０値に一致して、ｔ＝０、３、６および９ヶ月の全てのビールは、目視検
査で「非常に濁っている（ｖｅｒｙ　ｈａｚｙ）」（ＥＢＣ　ｍｅｔｈｏｄ　９．２９に
規定されている用語による格付け）と格付けされた。
【００９３】
　酵素処理したビールの中で、新鮮な（ｔ＝０）サンプルだけが低Ｈ９０値を示した（そ
れぞれ１．５および１．３ＥＢＣ）。新鮮な酵素処理ビール（ｔ＝０ヶ月）に対する目視
委員会の評価は、得られたＨ９０値に基づくと、「非常に僅かに濁っている（ｖｅｒｙ　
ｓｌｉｇｈｔｌｙ　ｈａｚｙ）」との格付けが予想されたが、その予想に反して「非常に
透明（ｂｒｉｌｌｉａｎｔ）」であった。
【００９４】
　より長い期間保管された酵素処理サンプルは全て、４ＥＢＣ以上のＨ９０値を示した。
意外にも、３、６および９ヶ月の保管後の２種類の酵素処理ビールの目視による格付けは
、Ｈ９０値から予想される「濁っている（ｈａｚｙ）」でなく、「ほぼ非常に透明（ａｌ
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【００９５】
　したがって、ビール発酵プロセスにプロリン特異性プロテアーゼを使用したことの結果
として、計器によるＨ９０散乱値は、目視によるヘイズの認識の指標にならず、また、本
発明のパッケージングされたビールのコロイド安定性の指標にもならないと結論しなけれ
ばならない。さらに、本発明のビールは当該技術分野で知られているビールとは異なって
いると結論しなければならない。
【００９６】
［実施例４］
［異なる方法で安定化させたビールの粒子径分析］
　ＩＦＢＭ（Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　Ｆｒａｎｃａｉｓ　ｄｅ　ｌａ　Ｂｒａｓｓｅｒｉｅ
　ｅｔ　ｄｅ　ｌａ　Ｍａｌｔｅｒｉｅ、Ｖａｎｄｏｅｕｖｒｅ－ｌｅｓ－Ｎａｎｃｙ、
フランス）の半工業的パイロット醸造所において、１２プラートの１００モルト麦汁に対
して、実施例２に記載した手順に従って、４種類の発酵を行った。発酵体の１つに、酵母
投入時にＡ．ニガー（Ａ．ｎｉｇｅｒ）由来のプロリン特異性プロテアーゼを０．１２５
ＰＰＵ／ｌの濃度となるように加えた。他の３つの発酵体にはプロリン特異性プロテアー
ゼは加えなかった。熟成の終わり（この場合、発酵開始から９日後）に、全てのビールを
１℃で５日間、低温で安定化させ、その後、酵母および低温沈殿物を除去した。プロリン
特異性プロテアーゼで安定化させなかった３種のビールのうちの１つは、その後、３０ｇ
／Ｈｌの使い捨てＰＶＰＰで安定化させた（ビールろ過部に向けてインラインで注入）。
プロリン特異性プロテアーゼを加えなかった別の１つのビールは、３０ｇ／Ｈｌのシリカ
ヒドロゲルで安定化させた（ビールろ過部に向けてインラインで注入）。Ａ．ニガー（Ａ
．ｎｉｇｅｒ）由来のプロリン特異性プロテアーゼで処理したビール、および残りの「非
処理」対照ビールは、そのまま、すなわちＰＶＰＰまたはシリカヒドロゲルを加えずにろ
過した。４種のビール全てを、粗および微細グレードのプレコートを施した珪藻土フィル
ターでろ過し、いずれの場合も、ろ過中に珪藻土のボディフィードを加えた。最後に、ビ
ルをビン詰めし、１５ＰＵで殺菌し、その後、室温で保管した。処理中、酸素濃度を注意
深く最小化し、そして、それは４種類全てのビールで同等であった。
【００９７】
　室温で約１０ヶ月保管した後、４種のビールの粒子径分布を、Ｂｒｅｗｉｎｇ　Ｒｅｓ
ｅａｒｃｈ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ（ＢＲＩ、Ｎｕｔｆｉｅｌｄ、英国（Ｕｎｉｔ
ｅｄ　Ｋｉｎｇｄｏｍ））において、光子相関分光法（ＰＣＳ）により、６℃で調べた。
この技法は、粒子をそのまま計数するのではなく、光散乱の測定値を提供するものであっ
て、散乱の割合と特定サイズのクラスの粒子と関連付けることができ、それにより４種の
ビールの粒子径分布を比較することが可能となる。
【００９８】
　累積の正規化散乱強度を図１にプロットする。図１は、「非処理」の対照ビールでは、
全ての散乱光が２０００ナノメートルより小さい粒子からのものであることを示している
。ＰＶＰＰおよびシリカヒドロゲルで安定化したビールでは、光を散乱する粒子は全て、
それぞれ約１２５０ｎｍおよび７５０ｎｍより小さい。しかしながら、プロリン特異性プ
ロテアーゼで処理したビール中の粒子は平均してそれよりさらに小さく、３８５ｎｍを超
える大きさの粒子は見出されなかった。比較のために、図１のグラフを、次の２つの変数
により定量化した。
・ｄ５０、散乱光の５０％がこれより小さな粒子からのものである粒子直径、および
・ｄ９０、散乱光の９０％がこれより小さな粒子からのものである粒子直径
後者のデータを表３に示す。
【００９９】
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【表３】

【０１００】
　表３のｄ５０およびｄ９０の両者の値は、プロリン特異性プロテアーゼで処理したビー
ル中で散乱を起こしている粒子は、ＰＶＰＰまたはシリカヒドロゲルで安定化したビール
中のものより、かなり小さいことを示している。これは、ヘイズ活性タンパク質をプロリ
ン特異性プロテアーゼにより加水分解すると、エージング時のタンパク質－ポリフェノー
ル複合体の生成が防止ないし抑制されるという本発明者らの仮説と一致する。本発明者ら
は、プロリン特異性プロテアーゼのこのような作用の結果として、ヘイズ活性タンパク質
が加水分解され、保管期間中、タンパク質とポリフェノールとの複合体がより小さいまま
留まり、これにより、専門家による委員会によるヘイズの目視評価と測定器による比較的
高い９０度散乱測定値との間に不一致が見られると結論する。本発明者らは、再度、本発
明の方法を使用して得られるビールが当該技術分野で知られているビールと異なるもので
あると結論する。
【０１０１】
［実施例５］
［低温安定化期間の短縮と、室温で４ヶ月および６ヶ月保管後の１００％モルトビール中
のヘイズの発達に及ぼすその影響］
　この実施例では、実施例２に記載したビールの長期安定性に関するデータを提供する。
ビン詰めされ、殺菌されたビールを、最大で６ヶ月間、室温（約２０℃）で保管した。４
ヶ月および６ヶ月の保管後、ビール（表１に示すように、バッチ１、２、３、４および５
と参照）を、これも実施例２に記載した濁度測定および目視評価により分析した。得られ
たデータを表４に示す。
【０１０２】
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【表４】

【０１０３】
　実施例２の表１に示したデータは、室温で６週間保管後、ＥＢＣ９．２９に準拠した目
視評価を行うと、ビン詰めされ殺菌されたビールは全て「非常に透明（ｂｒｉｌｌｉａｎ
ｔ）」に格付けされることが示している。これらのデータによれば、低温安定化期間が、
熟成ビールをマイナス１℃にまで冷却するのに必要な時間に短縮されたとしても、すなわ
ち、この低温での保持期間を実質的に設けなくとも、プロリン特異性プロテアーゼを使用
するだけで優れたビールが保障されることになる。しかしながら、表４に示すように、さ
らに長期間保管すると、ビールのヘイズ安定性は変化する。室温で４ヶ月保管後では、酵
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素処理した全てのビール（０～５日までの低温安定処理がされている）に、非常に微かで
はあるがヘーズが生じている。したがって、プロリン特異性プロテアーゼを、最小限の低
温安定化期間と組み合わせて使用するならば、１００％モルトビールは、少なくとも６週
間までは目視上、安定性が維持されると結論しなければならない。プロリン特異性プロテ
アーゼとＰＶＰＰで処理されたバッチ５のビールは、最小限の氷点下の安定化期間が与え
られただけであるが、「非常に透明（ｂｒｉｌｌｉａｎｔ）」を維持している。したがっ
て、後者の知見は、プロリン特異性プロテアーゼをＰＶＰＰと組み合わせて使用すれば、
ビールの長期的なヘイズ安定性に悪影響を及ぼさずに、低温安定化期間を飛躍的に短縮で
きることを示している。本発明者らが１００％モルトビールを扱っているという事実から
すれば、この知見はより意外である。
【０１０４】
［実施例６］
［酵素処理と高温での短い安定化期間との組み合わせ］
　低温安定化期間の長さとは別に、ビールを０℃未満に冷却するために必要なエネルギー
もまた、ビール製造プロセスのコストを大幅に増大させる。したがって、プロリン特異性
プロテアーゼを使用するメリットは、理想的には、低温安定化期間の大幅な短縮に限定す
べきものではなく、氷点下の安定化温度を不要のものとすべきである。この後者の選択肢
をテストするために、新たな一連のパイロット規模の醸造実験を開始した。実質的に本願
の材料および方法の項と実施例２に記載した条件下、２０ｈｌの規模で、６通りの醸造を
試みた。ここでも、プロリン特異性プロテアーゼを使用することの効果を、ＰＶＰＰおよ
びシリカを使用した場合と比較した。０℃および７℃で、数時間から４日間にわたる種々
の低温安定化手順を使用した。プロリン特異性プロテアーゼとＰＶＰＰとは、有力なビー
ル安定化の組み合わせと考えられるので、実施例２に記載した実験のバッチ５の条件を繰
り返した。しかしながら、本実験では、ビールをマイナス１℃まで冷却せず、７℃までと
した。後者の温度は、通常、ビン詰めまたはケグ詰めで使用される最高温度であるから、
使い易い選択肢を提供することになるであろう。
【０１０５】
　第１の２０ｈｌ発酵では、熟成ビールを、０℃に冷却する１日を含む低温安定化期間、
次いで、０℃での４日間の保管期間に供した。その後、ビールを珪藻土でろ過し、そのビ
ールのろ過過程で２つに分けた。最初の７ｈｌは珪藻土（ボディフィード）と混合した３
０ｇ／ｈｌのＰＶＰＰにより処理し、最後の７ｈｌは、これもまた珪藻土（ボディフィー
ド）と混合したＳｉｌｉｇｅｌ　Ｓ（Ｓｐｉｎｄａｌ、Ａｒｍａｉｎｖｉｌｌｉｅｒｓ、
フランス；４０ｇ／ｈｌ）で処理した。ろ過後、ビールをビン詰めし、殺菌した。表５で
は、これらの２種類の生成物をバッチ１（ＰＶＰＰ使用）およびバッチ２（シリカゲル使
用）という。
【０１０６】
　第２の２０ｈｌ発酵は、第１の発酵と全く同じ方法で行った。しかしながら、この場合
には、ビールは、７℃に冷却する１日を含む低温安定化期間、次いで、７℃での４日間の
保管期間に供した。これらの２種類の生成物をバッチ３（ＰＶＰＰ使用）およびバッチ４
（シリカゲル使用）という。
【０１０７】
　第３および第４の２０ｈｌ発酵は、両者とも、酵母投入前に、Ａ．ニガー（Ａ．ｎｉｇ
ｅｒ）由来のプロリン特異性エンドプロテアーゼを０．１２５ＰＰＵ／ｌの濃度になるよ
うに低温麦汁に加えて行った。この第３発酵から得られたビールは、０℃に冷却する１日
を含む低温安定化期間、次いで、０℃での４日間の保管期間、その後、珪藻土ろ過（ＰＶ
ＰＰおよびシリカゲルの添加なし）、ビン詰めおよび殺菌に供した（バッチ５）。第４発
酵からのビールは、７℃に冷却する１日を含む低温安定化期間、次いで、７℃での４日間
の保管期間に供した。この場合も、その後、珪藻土ろ過（ＰＶＰＰおよびシリカゲルの添
加なし）、ビン詰めおよび殺菌を行った（バッチ６）。
【０１０８】
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　第５の発酵では、低温安定化を、熟成ビールを単に０℃へと冷却することによってのみ
行い（所要日数１日未満）、その後、珪藻土でビールをろ過した。その後、ここでも、得
られたビールを、そのろ過中に２つの部分に分けた。最初の７ｈｌは珪藻土と混合した３
０ｇ／ｈｌのＰＶＰＰにより処理した（バッチ７）。このビールの最後の７ｈｌは、これ
もまた珪藻土（ボディフィード）と混合した４０ｇ／ｈｌのＳｉｌｉｇｅｌ　Ｓで処理し
た（バッチ８）。
【０１０９】
　第６の発酵は、再び、酵母投入前に、Ａ．ニガー（Ａ．ｎｉｇｅｒ）由来のプロリン特
異性エンドプロテアーゼを（０．１２５ＰＰＵ／ｌ）の濃度になるように低温麦汁に加え
た。熟成後、ビールを直ちに７℃まで冷却し、珪藻土と混合した３０ｇ／ｈｌのＰＶＰＰ
で処理した。ろ過後、このビールもまた、直ちにビン詰めし、殺菌した。表５では、得ら
れたビールをバッチ９という。
【０１１０】
　ビン詰め後すぐに、全てのビールについて、アルコール度、苦味度、ジアセチル濃度、
ポリフェノール濃度およびノネナール濃度など、数多くの標準ビール分析を行った。さら
に、泡の保持力を測定した（ＮＩＢＥＭおよびＲｏｓｓ＆Ｃｌａｒｋ）。得られたデータ
からは、得られた各種ビールの品質は類似しており、予測できないほどの差がないことが
わかった。また、官能分析でも、些細な差が示されたのみであった。予想されたように、
最も大きな差は、各種加速試験でのビールの成績に現れた。例えば、ＥＢＣ９．３０に準
拠した加速データと、６日間、６０℃の加速エージング試験後の最終的なヘイズの量を、
各種ビールのビン詰め後すぐに測定した。これらの測定結果を表５に示す（「加速」およ
び［６日間６℃］を参照）。表５には、また、室温で８週間保管後に記録したビン詰めビ
ールの各種Ｈ９０濁度のデータおよび目視評価を示す。これらＨ９０データの測定は実施
例２に記載したように行った。
【０１１１】
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【表５】

【０１１２】
　表５に示したデータは、プロリン特異性プロテアーゼを単独で使用するだけで、低温安
定化期間を飛躍的に短縮することができることを再度示している（バッチ５を参照）。さ
らに、表５のデータは、そのような短い安定化期間は、高温においても実行可能であるこ
とを示している（バッチ６を参照）。こうしたことから、特定のカテゴリーの醸造業者に
とって、この知見は経済性に大きく関係するものである。実施例５で提供されたデータを
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、プロリン特異性プロテアーゼを使用せずに安定化させたビールの比較的高いＥＢＣ．９
．３０加速試験値と組み合わせると、本実施例の表５に示すように、これらの安定化条件
が、長期間保管後に目視による優れた透明性を有する（ｂｒｉｌｌｉａｎｔ）ビールにな
ることを保障するのに十分でないことも、また、示唆している。長期の保存が予想される
ならば、ここに示したデータ（バッチ９）は、プロリン特異性プロテアーゼとＰＶＰＰ処
理を組み合わせれば、「ビン詰め温度までの冷却のみ」の手順、すなわち、約７℃までの
急速冷却で十分であることを示唆している。このように、本実施例の最も意外な知見は、
プロリン特異性プロテアーゼ（長期保存が予想される場合は、場合によりＰＶＰＰと組み
合わせて）を組み合わせることにより、低温安定化期間を完全に省略できそうなことであ
る。その意味するところは、熟成から直接ビン詰めという、非常に重要なプロセス上の短
縮であり、さらに保存安定性に優れ、目視的に非常に透明（ｂｒｉｌｌｉａｎｔ）である
ビールが製造されることである。

【図１】
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