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ブ ドウ成熟中のポ リフェノールオキシダーゼの

経時的変化
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Abstract

Changesin Polyphenoloxidase(PPO)activityand othercomponentsoffivegrape

varieties(Koshu,Chardonnay,Riesling,MuscatBaileyA,andCabernetSauvignon)Were
investigated during ripening period.Thegrapejuiceswereseparated intosolubleand

insolublefractionsbycentrifugation,andtheirPPOactivitiesweredetermined.Thelevels

oftotalandinsolublePPOactivitiesduring theripeningperiod wereindependentofthe

changesin several componentsofjuiceanalyzed.However,thechangein solublePPO

activityoffourgrapevarieties,allexceptKoshu grape,wascloselyrelatedtotheirtotal
acidandsugarcontents.Theresultssuggest血atthemeasurem飢tOfsolublePPOactivity

ingrapejuicesisusefulindeterminingthebestharvestingtimeforthegrapes.

緒 言

一般にワインの品質は,原料ブドウの品質に大きく

依存しており.ワインの香味や色調に関与するほとん

どの成分は原料ブドウに由来し,これらが発酵中や熟

成中に種々変化しワインの品質を主に決定している.

それ故,高品質のワインを製造するためには最適の熱

期 (適熟期)でブドウを収穫することが必要であるこ

とはよく知られている.これまでヨーロッパ'やアメリ

カなどにおいては,ブドウの熱期と関係する種々の成

分変化などに関し数多くの研究1)がなされ,その過熱

期の判定に糖一酸比や酒石酸-リンゴ酸比等2～4)が有

効な指標となることが報告されている.しかし,これ

らの指標 (値)は良い土嚢と気象条件の下で栽培され

たブドウで求められたものであり,我が国のように十

分な糖度と酸度をもつブドウを生産できない地域にお

いては,ほとんど適用できない不都合さが指摘されて

いる.従って我が国の場合にはそれぞれの栽培地にお

いて,それぞれの品種ごとに数年に渡って,その栽培

調査や成分分析を行い,それらの結果を集約し品種ご

とに過熱期判定の一助として糖一酸比の値を算出して

いる5).しかし,これらの検討は地域,品種,気象条

件などを考慮しつつ長期間を要することから,通熟湖

の判定にあたっては他の有効な指標の検索が望まれて

いる.

｢一万,ブドウ果実[印こほ種々の酵素が存在している

が,最近 Sapisら6),Wissemannら7)およびKidron

ら8)により,ブドウ果実の酸化 ･褐変反応に関与する
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ポ リフェノールオキシダーゼ(PPO)の活性はブドウ

の熱度と関係があるとの報告がなされた.そこで我々

は,これらの報告に睦目し,PPO活性がブドウの通

熱期の判定に利用しうるか否かについての検討を試み

た.本報では,当研究施設育種試験地で栽培されてい

るワイン用ブドウ5品種を対象とし,それらブドウの

成熟中におけるPPO活性の消長を経時的に調べ,糖

皮,酸度,総フェノール量,総窒素塁および総遊離アミ

ノ酸量の変化と比較検討した結果について報告する.

実 験 方 法

1.材料およびPPOの調製

山梨大学附属発酵化学研究施設育種試験地で栽培さ

れている甲州,S/ヤルドネ,リースリング,マスカッ

トベリーAおよびカベルネソービ'二台ン種ブドウを用

いた.各試験樹に対し平均的な巣房40房を選定し,

1985年8月-11月にかけてそれらの房より250-300g

づつを経時的に採取した.採取した果粒は洗浄後皮を

除き,二重のガーゼ中で手で圧搾 ･搾汁して果汁を得

た.この果汁を仝 PPO画分とした.次いでその一部

を15,000rpmで30分間遠心分離し,その上清を可溶性

PPO画分とし,沈澱物は 酢酸緩衝液又はMcIIvaine

の緩衝液で洗浄後,その1gに対し同様の緩衝液を50

m川口えPotter-Elvehjem型 ガラスホモジナイザーで

1-3分間ホモジナイズし,この懸衛液を不溶性PPO

画分とした.なお仝PPOおよび可溶性PPO画分は,

0.1N NaOHでそれぞれの至通pHに調整した.

2.PPO活性測定法

PPO活性の測定にあたっては,ワ-ルブルグ検圧計

(大野科学工業K･K,W-14塾)を用いた.反応容器

主室にPPO試料2mlを入れ,側室には基質と して

0.025Mカテキン水溶液0.5ml,副室には0.2mlの120

%KOHを入れ,30OC,15分間予熱後基質をPPO試

料液と混合し,300Cで30分間反応させ,酸素吸収量

を測定した.PPO活性は果汁100mlが30分間に吸収

する酸素量 (〃102uptake/30min.100mljuice)として

表示した.なお不溶性PPO画分の活性については果

汁100mg中に存在する沈澱物量に相当するよう測定

値を補正した.

3.果汁成分の分析

果汁の糖度は屈折糖度計(AtagoNo.76090)で測定

しBrix度として表示し,酸度は0.1N NaOH溶液を

用い自動滴定装置(平沼K.氏,COMTITE-8)で測定

し,酒石酸換算で表示した.総フェノール量はフェノー

ル自動分析装置9'で測定し没食子酸換算で表示した.

また総窒素量はケルダール法19)で､測定し,総遊離7ミ

ノ酸量はアミノ酸自動分析装置を用いて測定した.

結果および考察

ブドウ採取期間中の気象条件 1985年8月-11月の

闇の気温および降水量を甲府気象台の気象月報により

調べた結果をFig.1に示す.最商気温が 8月中旬か

ら9月上旬にかけて平年より高い日があったか,総体

的には気温 ･降水量ともほぼ平年並みであった.

果汁PPOの経時的変化 ブドウを破砕 ･圧搾して

得た果汁中背 POの大部分は･不溶性の状態で果汁
中に存在していることはよく知られている6～8･11-13)

それ故PPOに関する報告の多くは,その不溶性画分

(果汁沈澱物)に界面活性剤を添加しPPOを可溶化

し,その可溶化されたPPOを対象としている11,12)

一方横塚ら18)は,甲州ブドウマスト中のPPOの分布

について調べ,PPO活性の大部分がマストの沈澱物

中に存在していることから,その不溶性の状態での

PPO活性について検討している.そこで本朝 では

PPOに対する可溶化操作は行なわずに,果汁中に可

野性の状態で存在するPPOと不溶性の状態で存在す

515 25 5 15 二5 5 1525■■ll__ll._一 一 一ヽ一一一- ■
Aug. Sep. α:七･

Date

R

R

10

6

,)
O
J
n
lt2J
O
d
u
o
ニ

ーV

ウ
ー巨
)
uOttq
d
p
oJ
d

刀

R

o

Fig.1. MeteorologicaldataforcityofKofu,
yamanashiPrefecture,from Augustth-

rougllOctot)erin1985.
Allvaluesofairtemperatureandpreci-

pitaitionWereobtainedfromdataofKofu

MeteorologiC年1Observatory.
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るPPOおよび仝果汁中のPPOに ついて,それぞれ

の活性を経時的に調べることとした･ 】

ます各ブドウ品種において,仝果汁,可溶性および

不溶性画分のPPO活性の至通pHについて検討した.

甲州,S/ヤル ドネ,リースリング,マスカットベリー

Aおよびカベルネソーどこヨンの仝果汁画分の至適

pHはそれぞれ6.5,6.5,5.0,5.5および6.5付近,

可溶性画分のそれらは,4.5,5.5,5.0,6.0および

7.0付近,不溶性画分のそれらは,6.0,6.5,5.0,6.5

および6.0付近にあったことから,各品種の各画分の

PPO活性は上記のpH値で測定した.Fig.2に白ワイ

ン用品種の甲州,シャルドネ,リースリングブドウに

おける3画分のPPO活性の経時的変化を示す.甲州

においては,不溶性PPO活性が11月初旬以降わずか

に増加傾向を示したが,仝果汁および可溶性 PPO活

x103

5

4

3

2

⊥

o

(
a
D
Tn〔
Tuq
OT

r
･tJTu
OM
＼

月
山Jdnjo
TrL
)

^

1
.L
.̂lI2
'
O
S

t
)P
tX
O
一

OU
a

LJdAt
od

性は,実験期間中いずれも大きな変化は観察されす,

ほとんど一定値を示した.S/ヤルドネおよびリース1)

ングでは,可溶性および不溶性PPO活性の変化に類

似性が認められた.即ち,可溶性PPO活性は実験開

始時より徐々に低下する傾向が認められ,S/ヤルドネ

では9月初旬に,リースリングでは10月有J旬に極めて

低いレベJvで一定値を示した.また不溶性PPO活性

は,両品種とも多少増加する傾向が認められた.Fig.

3に赤ワイン用品種のマスカットベリーAおよびカベ

ルネソーどこヨンブドウの結果を示す.両品種とも可

溶性のPPO活性は経時的に低下傾向を示し,マスカ

ットベリーAでは10月中旬,カベルネソーどこヨンで

は9月下旬に極めて低いレベルとなった.この傾向は

i/ヤJVドネや リースリングの場合とよく類似してい

た.仝果汁および不溶性PPO活性については,マス
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Fig.2. ChangesinpolyphenoloxidaseactivityofKoshu,ChardonnayandRiesling
grapejuicesduringripening.

Alterremovalofskins,theberrieswerecrushedbyhandandfilteredthrough two

layersofgauze.ThefiltratewasadjustedtopH 6.5(KoshuandChardormay)and

pH 5.0(Riesling)with 0.1N NaOH andusedニastotal polyphenoloxidase(PPO)
fraction.Thefiltratewascentrifugedat15000rpm for30Dinat40Candthe

supematantwasadjustedtopH 4.5(Koslm),pH 5.5(Chardonnay)andpH 5.0

(Riesling)with0.1N NaOH.Theprecipitatewaswashedandsuspendedin50ml

ofMcIIvainebuffer(Koshu;pH 6.0,Chardonnay;pH6.5,andRiesling;pH 5.0),

andthesuspensionwashomogenizedforll3minin aPotter-EIvehjemhomogenizer.
ThesupernatantandhomogenatewereusedassolubleandinsolublePPOfraction,
respectively.EachPPOactivityofthreefractionswa菖determinedbytheWarburg
methoddescribedinthetext.

0;totalPPOactivity,●;insolubleProactity, ▲ ;solublePPOactivity,
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Fig.3. ChangesinpolyphenoloxidaseactivityofMuscatBaileyAandCabernet

SauvignongrapeJuicesduringripening.

ExperimentalconditionswereasinthefootnoteofFig.1, exceptthattotal,

insolubleandsolublePPOfractionswereadjustedtopH 5.5,6.5,6.0,(Muscat

BaileyA)andpH 6.5,6.5,7.0(CabernetSauvignon),respectively.
0;totalPPO activity, +;insolublePPO activity, ^ ;solublePPO
activlty.

カットベ1)-Aではいずれも顕著な変化は認められな

かったが,カペルネソーどこヨンでは両活性とも増加

する傾向が認められた.仝果汁のPPO活性の増加傾

向は,試験した品種の中でカベルネソーどこヨンにお

いて特徴的であった.

上記5品種の各PPO活性において,全果汁のPPO

悟性は,カベルネソーどこヨン種を除き他の4品種で

は測定期間中あまり大きな変化はなく,ほぼ一定の活

性レベルで推移した.不溶性PPO活性においては,

いずれの品種においても程度の差は認められたものの

わずかに増加する傾向が観察された.一万可溶性PPO

の活性変化は,甲州を除く他の4品種でかなり類似し

た傾向を示し,最終的にいずれも極めて低い活性Vベ

ルで一定値を示した.尚,可溶性PPOと不溶性PPO

の活性の和が仝果汁のPPO活性の値と一致しなかっ

たが,その原因については不明であり,今後詳しく検

討する必要があると思われる.

ブドウ成熟中のPPO活性の変化については,すで

にいくつかの報告があるが6～8,14,15),それらによると

果実中のPPO活性はブドウの成熟期間中大きく変動

することが明らかにされている.しかし,その変化の

パターンは,それぞれの報告においてかなり異なって

おり,それがブドウ品種や栽培地の相違によるものか

否かは明確でない.それ故 ブドウの成熟とPPO活性

の相関に対して満足のいく説明はなされていないが,

いずれの報告においてもブドウが十分に成熟する時期

(完熟期)においてのPPO活性は相対的にかない低い

レベルまで減少するという結果にはかなりの類似性が

認められる.本報での結果においては,可溶性PPO

画分の活性に多少の変動はみられたものの全体的な活

性レベルには,それほど大きな変化はないように思わ

れた.これらの点は上記軍告とかなり異なっていたが

その原因はブドウ品種や栽培地の相違,或いは上述し

たようにPPOサンプルの調製法の相違に 起因してい

るかもしれない.本朝において,不溶性PPOの可溶

化を行なわなかったのは,本実験ではPPO活性が ブ

ドウの過熱期の判定に利用しうるか否についての検討

をその日的としたことから,PPOの調製法はできる

だけ簡単であることが望ましいと考えたからである.

しかし,上記の各報告との比故検討のためには,今後

それらの報告と同様の方法でPPO活性の経時的変化

を調べる必要があり,またその検討は興味あることと
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思われる.

PPO活性と種々の果汁成分量の相関 PPO活性の

測定と同時に,同果汁中の糖度,酸度,総フェノール

塞,総窒素量および総遊離アミノ酸量について測定し

3画分のPPO活性とそれら成分量との相関性につい

て調べた.Fig.4に3画分のPPO活性と糖度との関

係を示す.仝果汁および不溶性PPO活性と糖度とは,
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いずれの品種においても明確な相関性は認められなか

った.しかし,可静陸PPO活性は 甲州種を除き他の

4品種では糖度の増加に伴って減少する傾向が認めら

れた.Fig.5に3画分のPPO活性と酸度との関係を

示す.糖度の場合と同様,仝果汁 および不溶性PPO

活性と酸度とは相関性は なかったが,可溶性PPO活

性については,EP州種以外の4品種では酸度の減少に

mso1lJble Soluble

DegreeBrix(%)

Fig,4. Relationshipbetweenpolyphenoloxidaseactivityand

sugarcontentoffivegrapevarietiesduringripening.

0 ;Koshu, △ ;Chardonnay, ① ;Riesling,●;MuscatBaileyA, ▲;Cal⊃ernetSauvignon.
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Fig.5 Relationshipbetwem POlyphenoloxidaseactivityand

totalacidcontentoffivegrapevarietiesduringripening.

0;Koshu, △ ;Chardonnay, ① ;Ries]ing,●;MuscatBaileyA, ▲;CabernetSauvlgnOn.
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Fig.6 Relationshipbetweenpolyphenoloxidaseactivityandtotal

nitrogencontentoffivegrapevarietiesduringripening.
0;Koshu, △ ;Chardonnay, ① ;Riesling,+;MuscatBaileyA, ^;CabernetSauvignon.

Fig.7. Relationshipbetweenpolyphenoloxidaseactivityandfree

aminoacidcわntentoffivegrapevarietiesduringripening.

0;Koshu, △ ;Chardonnay, ① ;Riesling,●;MuscatBaileyA,▲;CabernetSauvignon.
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totalphenolcontentoffivegrapevarietiesduringripening.

0;Koshu, △ ;Chardonnay, ① ;Riesling,●;MuscatBaileyA,
伴って活性も減少する傾向が認められた.総窒素量,

総遊離 アミノ酸量 および給フェノール畳と 3画分の

PPO活性との関係について調べた結果を,それぞれ

Fig.6,Fig.7およびFig.8に示す.これらの成分

とPPO活性との関係においては,いずれの品種の場

合も明確な相関性は認められなかった.なお,データ

は示さなかったが,絶望素量および総遊離アミノ酸畳

は試験したいずれの品種においても,成熱中徐々に増

加する傾向が観察された.これらの結果は,さきに

Richard16)らが数種のブドウについて調べた結果と類

似していた.また総フェノール量については,品種に

よりその含量は異なっていたが,成熟期間中大きな変

化は観察されす,ほとんど一定のレベルで推移した.

さきに Kimberlyら11)は,総フェノール量とPPO活

性とは直接的な関連性はないと報告しているが,本苛

の結果においても,それらの関連性は低いものと推察

された.

上記の結果から,甲州種を除く他の4品種では可溶

性PPO活性が糖度および酸度と関連性のあることが

示唆された/果汁中の糖度と酸度は,ブドウの成熟の

度合を判定するための最も重要な指標であることを考

慮すれば,果汁中の可溶性PPO活性の変化は ブドウ

の成熟経過と密接な関係にあるものと予想される.そ

こで,可溶性PPO活性と糖度および酸度の経時的変

▲ ;CabernetSauvlgnOn.

化を4品種についてまとめた.その結果をFig.9お

よびFig.10に示す.可溶性PPO活性は,いずれの品

種の場合も糖度の増加と酸度の減少に伴って低下傾向

を示し,シャル ドネでは9月中旬,リースリングでは

10月初旬,マスカットベリーAでは10月中旬,カベル

ネソービニヨンでは9月下旬に,それぞれ最低値を示

し,以後一定Vベルで推移した.この可溶性PPO活

性が最低値を示した時期における糖度と酸度の値は,

いずれの場合もブドウがかなり成熟した状闇にあるこ

とを示している.一方山川ら5)は,本実験で用いた品

種と同一のブドウ品種を当研究施設育種試験地におい

て数年にわたり栽培し,それら品種の栽培特性を明ら

かにするとともに通熱期の目安として,糖-酸比がシ

ャルドネ29,リース リング26,マスカットベリーA

21,カベルネソーどこヨン18程度の値の時が適当であ

ろうと報告している.そこで可溶性PPO活性が最低

値を示す時期を仮にそれらブドウの過熱期とし,その

時の糖-酸比をFig.9およびFig.10より求めたとこ

ろ,シャル ドネ29,リースリング23,マスカットベリ

ーA29,カベルネソービニヨン16の値となり,上述の

結果とよく近似した値となった.勿論,糖一酸比の値

は,栽培地域,天候,品種および収穫量の相違などに

より異なることが知られ,また特に日本のような気象

条件の下では,同一地域,同一品種においても収穫年
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により,その値はかなり変動することがあるので厳密

には,それらの値を比敦 ･論議することはむずかしい

が上述の結果は興味ある事実と思われる.また,この

結果は 少くとも,可溶性PPO活性が糖度や酸度と同

様に,ブドウの通熱期を判定するための1つの指標と

して利用しうる可能性のあることを示しているものと

考えられる.しかし,本結果は供試ブドウのサンプリ

ング量が比故的少ないこと,および1985年度1年間の

分析結果に基すいている点は注意すべきである.即ち

同じブドウ園の同一のブドウ品種でも,土壌のタイプ

やこまかな気象条件の差などによって各ブドウ樹各ブ

ドウ房短に糖度や酸度,その他の成分量などが異なる

場合のあることを考慮すれば,ブドウ果汁中の PPO

活性やその変化のパターンなども異なる可能性のある

ことも否定できない.それ故,本結論を明確なものと

するためには,さらに数年にわたり種々のブドウ品種

において多くの試験樹を対象とし検討を重ねる必要が

あるものと考えられる.

要 約

ブドウ果汁中に 存在するPPOの活性がブドウの適

熱期を判定するための指標として利用しうるか否かを

朗らかにするため甘こ,甲州,S/ヤルドネ,リースリン

グ,マスカットベリーAおよびカベルネソーどこヨン

巷ブドウを対象とし,それらブドウの成熱中における

PPO活性を仝PPO,不溶性PPOおよび可溶性 PPO

の3つの画分においてそれぞれ経時的に調べ,以下の

器具を得た.

1.仝果汁のPPO活性は, カベルネソービニヨン

磯では経時的に増加する傾向が認められたが,他の品

壇では顕著な変化はなく,ほぼ一定の活性レベルで推

移した.不溶性PPO活性は,いずれの 品種において

も程度の差は認められたものの,わずかに増加する傾

向が認められた.可溶性PPO活性の変化は,甲州種

を除く他の品種でかなり類似した傾向を示し,ブドウ

の完熟期においては,いずれも極めて低い活性レベル

で一定値を示した.

2.3画分のPPO活性の経時的変化と果汁中の

2.3の成分含量の経時的変化との相関性について調

べた中では,可溶性PPO活性と糖度および酸度とに

相関性が認められた.また可溶性PPO活性の経時的

な減少傾向は,糖度の増加と酸度の減少経過とよく相

舶しており,ブドウが十分に成熟する時期においては

その活性は最低値を示すことがわかった.この結果は

ブドウ果汁中の可溶性PPO活性が,ブドウの過熱期

の判定に利用しうる可能性のあることを示唆した.

本報告の概要はブドウ･ワイン学アメ.)カ学会日本部会

1986年度大会 (東京)において謂淑した.またブドウの採
取にあたり助言 ･協力いただきました育種試験地 ･山)rl得

秀助教授に感謝致します.
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