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Al）StraCt Composition of tannins wasinvestigated onwalnuts，Teuchi－gurumi

（JuglansregiaL．）－andOni一gurumi（LmandshuricaMaxim．var．SieboldianaMaki－

no）．Teuchi－gurumicontainedimmobileandmobileasssociated tannins（A．T）

Which were detected on paperchromatograms，but these tannins were not

detectedin Oni－gurumi．Tannic a．cid，（－）gallocatechin and（－）epigalloca－

techinwere detected on paperchromatogramsin Teuchi－gurumi．Total phenol

（T．P），flavanantannin（F．T）andvanillin－POSitive phenol（Ⅴ．P）werehigher

in Teuchi－gurumithanin Oni－gurumi．PolyphenoIsinTeuchi－gurumiwerefound

to consist ofV．P，and F．Tin Oni－gurumi，aS themajor component．

タソニソは，本来，渋味を有しタソ自質と結合

沈殿し，皮革をなめす性質のある高分子のポリフ

ェノール成分をさすが，このような性質をもたな

い低分子フェノール類もタソニソとして扱われる

ことが多い。

タンニンは，背渋味や黒色，褐色など変色の原

因になるだけでなく，特にタソ自質と結合しやす

く，タソ白質の栄養価の低下，消化酵素の作用阻

害といった面でマイナス要因となることが多い。

これまで，野菜・果物や穀摂，豆類，イモ塀など

のタソニソ成分については，かなり広汎に研究が

なされている。

著者は，長野県農産物の特産の一つとして，東

借地方で古くから栽培されているテウチグルミの

用途拡大を目的として，主として，タソ白質の特

性に着目して研究を進めてきた。しかし，クルミ

の食用部位である果仁には，容易に除去し難い渋

皮が付着しているた軌　生食用にしても，又，据

渡してペースト状にした場合も，苦渋味や変色の

原因となり，食品としての価値を大きく損なうこ

とが多い。従って，この渋皮を剥皮することなく，

効果的にタンニン成分せ除去することができれば，

クルミの食味改善に大きく寄与するものと思われ

る。しかしながら，クルミのタソニソ忙関する研

究はほとんどみあたらない。そこで著者は，長野

県産のテウチグルミ（≠シナノグルミ〝）と野生種

のオニグルミのタソニソ成分を定性的に比較検討

したので報告する。
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実験方法

ユ　試料

クルミは，栽培種のテウチグルミ（♪fgJα乃g

γgggαL・）（長野県更埴市，平成2年10月産）と

野生種のオニグルミ（∫∽α乃ああぴγfcαMaxim．

Var・5ね如gdα乃αMakino）（宮城県小野田町

昭和63年10月産）を使用した。

クルミのタソニソは，クルミ果仁をコーヒーミ

ルで粉砕し，ついでn－ヘキサンで十分に脱脂し

た残漆（クルミ脱脂粉末）から適当な溶媒を用い

て抽出した。テウチグルミについては，渋皮を果

仁より，できるだけ完全にとり除いて脱脂した試

料（以下，渋皮除去テウチグルミ）のタソニソ成

分についても検討した。

2・タンニン成分の抽出溶媒の検討

抽出溶媒の種類によって，タンニソの抽出率が

異なることはよく知られている。ここではLaila

Husseinらの方法1）に準じ，以下の5種類の溶媒

について検討した。

①　水　㊥1％HClメタノール溶液

④10％酢酸　④10％酒石酸メタノール溶液

④　70％アセトソ

クルミ脱脂粉末からタソニソを抽出するには，

クルミ脱脂粉末5gに20倍量の抽出溶媒を加え，

振とう券（YAMATO，MODEL SA－31）で1

時乱　室温下で抽出し，炉過により抽出液を得た。

残壇は同じ溶媒でよく洗浄し前記の抽出液に合せ

た後，定容した。この抽出液は，タンニソの定性

反応および全フェノール，Flavanan　tannin

（Condensedtannin）およびVanillin－POSitive

pIlen01の定量に使用した。

3．分析方法

1）定性反応　それぞれのタンニン抽出液につ

いて，ゼラチン液による沈艶　塩化第二鉄溶液に

よる墨色　水酸化ナトリウム溶液による皇色　酢

酢一酢酸鉛による沈殿，塩酸－ホルマリン試薬に

よる沈殿の5種塀の定性反応を試みた。

2）全フェノールの定量

10

各種溶媒で抽出した抽出液について，Folin－

Dennis2）法で定量した。

抽出液5．0mgにFolin試薬5．0mgを加え混合し，

3分間静置した亀10％炭酸ナトリウム溶液5．0

mgを加え混合した。そのまま1時間室温下に放

置した後遠心分離し，その上澄液について760mm

の吸光度を測定した（日本分光UVIDEC－5型を

用いた。以下同じ。）。

3）Flavana．n tannin（縮合塑タソニソ）の

定量

HagermanとBut1erのタソ白質沈殿法3）で定

量した。

クルミ脱脂粉末に約15倍量のメタノールを加え，

振とう器で1時間，室温下で抽出した後，遠心分

離で上澄液を得た。この上澄液を減圧濃縮（タイ

テック（株）製コンセントレ一夕ーTC－10Gを用

いた）し，再び2．0mgのメタノールに溶解した。

このメタノール溶液0．5m銅こ5．0mgの0．1％（W／

V）牛血清アルブミソ（BSA）を加え10分間静置

した後，遠心分離で沈殿物を得た。次いで，この

沈殿物に1．0mgの水を加え懸濁し，さらに4．0mg

の1％SDS－5％（Ⅴ／v）トリエタノールアミソ溶

液および1．0mgの0．1N塩化第二鉄溶液を加え，

よく渡合した後30分間静置し，510nmの吸光度を

測定した。検量線は，（＋）カテキソを使用し，こ

の際はBSAによる沈殿操作は行なわなかった。

4）Vanillin～POSitivephenol

カチキンのようなフラボノイド構造を有するフ

ェノール塀の定量に，バニリソー硫酸法4）を用い

た。すなわち，検波3mgを氷水中で振とうしな

がらバニリソ試薬（バニリン1gを70％（Ⅴ／v）硫

酸100mgに溶解）6mgをビューレットより10～

15秒で添加，室温に15分放置彼，500nmの吸光度

を測定した。標準曲線は（＋）カテキソを使用した。

5）ペーパークロマトグラフ法

20×20cmの東洋漏紙No．50を用い，1次元に

2％酢酸，2次元にブタノール4，酢酸1，水．

2．2の渡波で上昇展開した。
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呈色試薬は，フェリシアソ化カリ（赤血塩）－

鉄ミョーバソ液（各300mg％液の等量渡合液）

及び，バニリソー塩酸試薬（10％のバニリソを含

むェクノール液5容と濃塩酸3容を使用直前に涯

合）を用いた。

標準品は，三井農林（株）製の（－）ェピカテキ

ソ，（－）ェピカテキソガレート，（－）ェピガロカ

テキソ，（－）ェピガロカテキンガレート，（＋）カ

テキソと，Aldrich chemical Company製の

クロ∵ロゲソ酸および純正化学（株）製のタソニソ

酸を使用した。

6）薄層クロマトグラフ法

WhatmanSILICA GEL60A（20×20cm，250

〝mlayer）を用い，1次元にterセーブクノール3，

酢酸1，水1の混液（TBA），2次元に6％酢酸

で上昇展開した。呈色試薬は，バニリソー塩酸試

薬（ェクノールと濃塩酸の4：1混液にバニリソ

を4％溶解）を用いた。

試験溶液の点者畳は，10〆とした。

結果および考察

1・タソニソ抽出液の定性反応

テウチグルミ，渋皮除去テウチグルミ，および

オニグルミの脱脂粉末から，5位叛の溶媒を用い

て，振とう法によって抽出した抽出液について各

種の定性試薬について得られた定性反応の結果を，

表1に示した。

予想された通り，渋皮を除去したテウチグルミ

の反応が最も弱く，クルミのタソニソ成分が，渋

皮に集中して多いことがわかった。

ゼラチソ液の添加による沈殿物の生成は，3種

病ともひじょうに微弱であり，オニグルミではほ

とんど枕でん物が認められなかった。

塩化第二鉄溶液に対しては，テウチグルミとオ

ニグルミのいずれも，鋭敏に反応したが，沈殿の

色調は，テウチグルミが黒紫色であるのに対し，

オニグルミのそれは，黄色ないし褐色を呈し，タ

ソニソ成分が異種のものである可能性を示唆した。

希カセイソーダ溶液および酢酸一酢酸鉛について

も，テウチグルミの抽出液がかなり鋭敏に反応し

ているのに対し，オニグルミのそれは，それほど

顕著な反応を示さなかった。これらの結果から，

テウチグルミとオニグルミでは，タソニソ成分の

種病が異なると共に，また，タソニソの含量も，

表1テウチクルミ，渋皮除去テウチグルミおよびオニグルミの抽出溶媒を異にするタソニソ抽出液の定性反応

定　　　　性　　　　試　　　　薬

ゼラチソ可動ヒ第二鉄液傾カセイソ‾ダl酢酸灘酸鉛悸讐‾ホルマ
タソニソ抽出溶媒

水

10　　％　　酢　　酸

1％HCl－メタノール

10％酒石酸メタノール

70　％　ア　セ　ナ　ソ

淡黄色沈澱±

淡赤橙色　一

傲赤色沈澱±

淡黄色沈澱亭

徴黄色沈澱±

黄白色沈澱　一汁

黄白色沈澱　＋

褐黄色沈澱　≠

自黄色沈澱　＋

褐黄色沈毅　鼎

無色透明　一

徹紅色　　一

紅色

濃紅色　　一

淡紅色　　－

水

10　　％　　酢　　酸

1％HCl一メタノール

10％酒石酸メタノール

70　％　ア　セト　ソ

無色透明

無色透明

白色沈澱

無色透明

無色透明

水

10　　％　　酢　　酸

1％HCl－メタノール

10％酒石酸メタノール

70　％　ア　七．ト　ソ

無色透明

無色透明

無色透明

無色透明

無色透明
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表2　テウチグルミ，渋皮除去テウチグルミおよびオ

ニグルミの全ポリフェノール含量（mg／100g）

テクチグルミがオニグルミよりもかなり多いこと

が予測された。塩酸－ホルマリソ液に対しては，

渋皮除去テウチグルミの抽出液にわずか沈殿が認

められた程度で他の2着では沈殿は生成しなかっ

た。

2・全ポリフェノール含量

タソニソの抽出に使用した5種類の溶媒につい

て，抽出液の全ポリフェノール畳を潮定し，その

結果を蓑2に示した。テウチグルミでは，1％

HClメタノール液が最も高い値を示し，渋皮除去

テウチグルミおよびオニグルミの両者は，70％ア

セトンによる抽出量が最高値を示した。量的には，

テウチグルミが，オニグルミのおよそ4倍，渋皮

除去クルミの約8．5倍とかなり多量のポリフェノ

ール成分を含むことがわかった。このことは，タ

ソニソ抽出液の定性反応が，テウチグルミの抽出

液が他の2着に比較して，かなり鎖敏な反応を示

したことを裏づけるものと思われた。

3・Flavanan ta・nnin　と　Vanillin－POSitive

pllenOlの含量

この両者の定量に供した検液は，蓑2で全ポリ

フェノールの抽出値が最高を示した溶媒を用いて

調製した。すなわち，テウチグルミについては1

％HClメタノール溶液を，渋皮除去テウチグルミ

とオニグルミについては70％アセトソ溶液を用い

て検液を調製した。

表3にその定量結果を示した。この裏から明ら

かなように，FlavanantanninおよびVanillin－

POSitivephenolのいずれも，テウチグルミが最
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表3　テウチグルミ，敷皮除去テウチグルミおよび

オニグルミのFlavanan tanninとVanillin－

positivephenolの含量（mg／100g）

試　　料rFlavanantaminlVani等監悪tive

も多量に含み，とくにVanillin－POSitivephenol

は，Flavanantanninのおよそ2倍も含むこと

がわかった。

一方，オニグルミはFlavanantanninが

Vanillin－pOSitive phenolの2．4倍も多く，テウ

チグルミとちょうど逆の関係がみられた。これら

の結果からクルミのタソニソ成分の含量と種類は，

栽培種のテウチグルミと野生種のオニグルミでは，

かなり相異し，このことがクルミの風味・食味に

大きく影響しているのではないかと推察された。

4．ペーパークロマトグラフィ（PC）と蒋層ク

ロマトグラフィ（TLC）

タソニソ成分の標準物質について，PCの二次

元法によって得られたクロマトグラムを図1に，

TLCの一次元法によるクロマトグラムを図2に．

示した。図3は，クルミとヒマワリのタソニソ成

分のTLC一次元クロマトグラムであるが，図2の

ポリフェノール標準物質の1～6のカテキソ薪の

スポッHはバニリソー塩酸試薬によって紅色を豊

したが，図3のクルミのTLCには紅色のスポッ

トは認められなかったことから，クルミにはカテ

キソ頬のポリフェノール成分が少ないと推察され

る。また，同じ図2の標準物質のスポットには，

タソニソ酸を除いて，テーリソグは認められなか

ったが，テウチグルミ，オニグルミでは，2つの

スポットにテーリソグがみられ，それが原点付近

から長く続き，分子量の大きいタソニソ成分の存

在が推察された。しかし，渋皮を除去したテクチ

グルミには，テーリソがみられず，また，スポッ

トの呈色の程度もかなり弱かったことから果仁そ
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1st．2％AcOH

図1標準ポリフェノール成分のペーパークロマト

グラム

1．タンニン酸

2．（－）ェピカテキソガレート

3．（＋）カテキソ

4．（－）ェピガロカテキソガレート

5．（－）ェピカテキソ

6．（－）ガロカテキソ

7．（－）ェピガロカテキソ

8．クロログソ酸

9．イソクロログソ酸

10．ネオクppゲソ酸

図2　標準ポリフェノール成分の帝層クロマトグラ

フィー（一次元法）

1．（－）エビカテキソ

2．（－）ェピカテキソガレート

3．（一）ェピガロカテキソ

4．（－）ェピガロカテキソガレート

5．（＋）カテキソ

6．カテコール

7．タンニソ酸

8．クpPゲソ酸

尊属板：SucAGEL60A（20×20cm）

（W■hatman）

展開剤：トBnOH3，酢酸1，水1の混液

皇色試薬：バニリソ塩酸試薬

図3　テウチグルミ，オニグルミのタソニソ成分の

蒋層クロマトグラフィー（一次元法）

試料A：テウチグルミ

〝　B：オニグルミ

〝　C：渋皮除去テクチグ／レミ

（雷管闘瓢皇色試薬碓図2と）
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のものにはタソニソほ少なく，タソニソ成分が渋

皮に集中して含まれることが明らかに認められた。

このことは，仝ポリフェノールやFlavanan

tannin，Vanillin－POSitive phenolの定量値が，

渋皮除去テウチグルミでかなり低い値を示したこ

図4　テウチグルミポリフェノールのペーパークロ

マトグラム

1．タソニソ酸

2．（－）ガロカテキソ

3．（－）ェピガロカテキソ

4．5．6，7．不明

ユst．2％AcOH

図5　渋皮除去テウチグルミのポリフェノールのペ

ーパークロマトグラム

1．2，クンニソ酸

3．（－）ガロカテキソ
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1st．2％AcOH

図6　テウチグルミの渋皮のポリフェノールのペー

パークロマトグラム

1．タソニソ酸

2．（－）ェピガロカテキソ

3．′一7．不明

とと一致する。図4，図5，図6は，PCの2次

元クロマトグラムであるが，テウチグルミでは，

図4に示した通り，タソニソ醜（－）ガロカテキ

ソおよび（－）ェピガロカテキソと思われるスポッ

トの他に数個が単独のスポットとして存在し，ま

た原点付近から中央付近に広がった状態で存在す

る部分が認められた。これは，会合度の大きい高

分子のタソニソ成分にみられるもので中林5）は，

中央付近まで移動するものを移動性会合塾タソニ

ソ（MAT），原点付近にとどまっているものを不

動性会合塾タソニソ（IAT）と呼んで区別してい

る。図6にテウチグルミから採取した渋皮だけの

ペーパークロマトグラムを示したが，図4のテク

チグルミのPCとよく一致し，渋皮のタソエソ成

分の影響が大きいことがわかる。一方，なように，

渋皮を除去したテウチグルミでは，図5で明らか

MAT，IATはもちろん，他の単独のスポットも

みられず，タソニソ酸と思われるスポットがわず

か認められるだけで，クルミのタソニソ成分が渋

皮に集中して存在することが，このPCでも明ら

かにされた。一方，図7に示したように，オニグ
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テウチグルミおよびオニグルミのタソニソ成分

2nd．BuOH：AcOH：H20

4　：1：2．2

図7　オニグルミのポリフェノールのペーパークロ

マトグラム

1．（－）エビガロカテキソ

2．′、ノ6．不明

ルミでは，MAT，IATのいずれも認められず，

また，カテキソ類の比較的低分子のフェノール類

の存在も認められず，テウチグルミとは，タソニ

ソ成分の組成が大きく異なることが確認された。

要　約

タソニソ成分は，苦渋味や変色の原因となり，

食品としての価値を低下させることが多い。テウ

チグルミ（力′βgfαし．）は，脂監　タソ／くク質を

多量含み，栄養価の高い食品であるが，長期保存

の間に食味が低下しがちである。その理由の一つ

にタソニソの存在が考えられたので，タソニソ成

分忙ついて，オニグルミ（上古ねおはα乃α，Maxim．）

と比較検討したところ，次のような結果が得られ

た。

（1）テクチグルミ，渋皮除去テウチグルミおよ

びオニグルミからタソニソ成分を抽出し，その特

性を定性的に比較したところ，塩化第2鉄溶液，

希カセイソーダ溶液，酢酸・酢酸鉛溶液に対する

反応が，テウチグルミとオニグルミではかなり異

なり，両者のタソニソ成分に大きな違いのあるこ

とが推察された。

（2）全ポリフェノール（Totalpolyphenol；T．

P），Flavanantannin；F．T）および（Vanillin

POSitive phenol；Ⅴ．P）の含量は，テウチグル

ミが最も高いが，渋皮を除去すると，T．Pは約1／

9に，F．Tが約1／4に，Ⅴ．Pほ約1／13にそれぞれ

急減した。オニグルミのT．P，F．TおよびⅤ．P

はそれぞれテウチグルミのおよそ1／4，1／1．5およ

び1／7と少なかった。

（3）テウチグルミのF．TとⅤ．Pの含量比はお

よそ1：2でⅤ．Pが多かったのに比べ，オニグ

ルミでは2：1で逆性F．TがⅤ．Pを上回った。

囲　ペーパークロマトグラフ法で，テウチグル

ミとオニグルミのタソニソ成分の種類と組成を比

較した結果，前者には移動性会合塾タソこソと不

動性会合型タソニソが認められたが，後者には認

められなかった。

本実験を行うにあたり，カテキソ病の試料を捉

供してくださった三井農林（株）食品総合研究所

の原征彦先生に感謝します。
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