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小豆の加熱に関する研究（第６報）

－フラバノ」ル型タンニンの発現－
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前報１）２）３）で赤飯用小豆の加熱過程において渋切り時に捨てるゆで汁（以下， 熱水抽出液とする）に

含まれるタンニン類を検索し，ｒ熱水抽出液中にはフラバノール型タンニンが存在することを明らか

にした，また，小豆熱水抽出液に含まれるフラバノール型タンニンの分別方法を確立し，小豆熱水抽

出液には遊離カテキン類が含まれ，エステル型のカテキンガレート類は含まないことを報告した．
４）５）

今回は， 小豆の成熟過程のどの段階で， フラバノール型タンニン類が出現するか検索した．
即ち， 十勝農業試験場で採培した小豆を完熟したもの， 未熟のもの， その中間的なものとに分け

実験試料とした． その各々について， 当研究室で確立した分別方法に従ってフラバノール型タンニ

ン類を分別調製 （酢酸エチル層＝ （Ｆ－１） 区分以下この様に表わす） した．
得られたＦ－１区分を試料として， 二次元ペーパークロマ トグラフィー， カラムクロマトグラ

（４９）
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フィー（セファデックスＬＨ－２０

　

１．７×４０ｃｍ）等に供した． カラムクロマトグラフィーから溶出分

離した各区分をそれぞれ濃縮し， 再び二次元ペ・一パークロマトグラフィーの試料とした，

　

これらの実験の結果， 完熟した小豆からのＦ－１区分と未熟な小豆からのＦ－１区分との結果に顕

著な差異を認めたので報告する．

試料および実験方法

試料；小豆（％ｇ７２αα７２ｇ〆婚ＺＳＤ戊〃α卸” 昭和５９年北海道十勝農業試験場産）完熟したもの，未

熟のもの， その中間のものを用いた．
試薬；Ｄ－カテキン， Ｄ－エビカテキン， エビガロカテキンはメルク製特級， セファデックスＬＨ

－２０はファルマシヤ製， その他の試薬類はすべて和光純薬製特級を用いた．
実験方法；完熟した小豆， 中間の小豆， および未熟の小豆にそれぞれ１０倍量の水を加え前報

１）の

方法に従って熱水抽出を行った． 熱水抽出は殆ど乾固するまで，３庁Ｃ前後で減圧濃縮を行った． 乾

固物を少量の水に溶解し， 不溶性物質をろ別した． ろ液に水を加え一定量とした． この水溶液にア

セトンを６０％濃度になるまで加え，低温で，直射日光の当らないところで一夜放置した．次に塩化

ナトリウムを飽和になるまで加え， アセトン層と水層を分離した． アセトン層を分取し， これを減

圧濃縮乾固した．乾固物を少量の水で溶かした．次に等量のエーテルを加え３回洗浄を繰り返した．
洗浄後， 等量の酢酸エチルを加えフラバノール型タンニン類を抽出した． この抽出操作は５回繰り

返した． 抽出液を減圧濃縮乾固した， この乾固物を少量の水で溶かし， 直ちに凍結乾燥し酢酸エチ

ル層－１（Ｆ－１） とした．

　

セファデックス ＬＨ‐２０カラムの調製；セファデックス ＬＨ－２０をカラム （１，７×４０ｃｍ） に詰め，

５０％メタノール水溶液を流し，溶出液の２８０ｎｍにおける吸収が検出しなくなるまで洗浄した後，カ

ラム分析に供した．

　

カラムクロマトグラフィー；洗浄済みのカラムにＦ－１凍結乾燥物ｌｏｏｍｇをｌｍｇの５０％メタ

ノール水溶液に溶かした試料を供した，溶出は５０％メタノール水溶液で行った．溶出速度は１ｏｍｇ

／３０ｍｉｎ，で行い，各溶出液の２８０ｎｍの吸光度を測定し．て分画した．溶出の早い順に画分１，１１，
１１１，ＩＶ， Ｖとした．

各画分はそれぞれ減圧濃縮乾固し， ペーパークロマトグラフィーの試料とした．
ペーパークロマトグラフィー；ペーパークロマトグラフィーは各試料のＦ－１をカラム分析する

前と分画後の各画分について行った，ペーパークロマトグラフィーの条件は，東洋ろ紙Ｎ０，５０，２０×

２０ｃｍを用い， 二次元上昇法によって行った， 展開溶媒は（Ａ）ｎ－ブタノール：酢酸：アセトニトリ

ル：水 （８：１：４：４，４ｖ／ｖ）， （Ｂ）ｉｓｏ‐プロパノール：アセトニトリル：水 （１５：１：４ｖ／ｖ）

を用いた． 検出はバニリン‐塩酸， およびスルファニル酸を用いた，

　

カラム分析前のペーパークロマトグラフィーをペーパークロマトグラフィー１， 後をペーパーク

ロマトグラフィー２とした．

実験結果および考察

ペーパークロマトグラフィー１の結果は図１－１， １－２， １－３， １－４に示した， 図１－１

は標準品についての結果である．図１－２は完熟した小豆からのＦ－１区分，図１－３は中間の小豆

からのＦ‐１区分， 図１－４は未熟小豆からのＦ‐１区分の結果である．

（５０）



フラバノール型タンニンの発現

　　　　　

Ｂ／

図１－１

　

ペーパークロマトグラムー１（標準品）

１；カテキン， ２；エビカテキン，
３；エビガロカテキン
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図－－３ 中間小豆（Ｆ－１）区分

図－－２ 完熟小豆（Ｆ－１）区分
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図１－４ 未熟小豆（Ｆ－１）区分
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完熟した小豆のＦ－１区分には明らかにカ

テキン （エビカテキン） のスポット（ａ）とや

や不明瞭であるがエビガロカテキン （ｂ，±）

の存在が認められた． また， バニリン‐塩酸，

及びスルファニル酸で発色する２～３の成分

も検出した． しかしまだ同定していない． 中

間の小豆のＦ－１区分ははっきり呈色した４

つのスポットを得た． そのうち１つはカテキ

ン （エビカテキン）（ａ）と考えるが， 他の３

つの成分（ａ′， ｂ
′
， ｘ）はまだ同定してして

いない．未熟の小豆のＦ－１区分からは４つの

スポット （ａ′， ｘ， ｙ， ｚ） を検出した． こ

れらのスポットはＲｆ値からカテキン類とは

まったく異っていた，

標準品のペーパークロマトグラフィーの結

果はＲｆず直で示すとカテキンのＲｆｏ．７３（Ａ），
０．８４（Ｂ）， エ ビ カ テ キ ンＲｆｏ．６６（Ａ）， ０，

８１（Ｂ）， エビガロカテキンＲｆｏ．４９（Ａ），０．

６３（Ｂ）であった．（Ａ）はｎ‐ブタノール系溶

媒，（Ｂ）はｉｓｏ－プロパノール系溶媒である．

　

カラムクロマ トグラフィーの結果 は図２

－１， ２－２， ２－３に示した， 図２－１は

完熟した小豆からのＦ‐１区分の結果で５つ

に画分された． 各画分をそれぞれ集め減圧濃

縮乾固しペーパークロマトグラフィー２の試

料とした． 図２－１の画分を基準とし図２

－２， ２－３の画分に番号を附した， 即ち，

試験管番号４～１０の範囲をＦ－１画分，
１１～２１の範囲をＦ‐１１画分，２２～２９の範囲を

Ｆ－ｍ画分，３０～４６の範囲をＦ－ＩＶ画分，及び

８０～１０７の範囲をＦ‐Ｖ画分とした．この分け

方に従うと中間のものの結果はＦ－１十１１画

分，Ｆ－１１１画分，及びＦ－ＩＶ画分，に区分され，

未熟のものの結果はＦ－１十１１画分， Ｆ－ｌｖ画

分， Ｆ－Ｖ画分に区分された．

　

カラムクロマトグラフィーの結果から， 完

熟した小豆Ｆ‐１の結果に比し中間の小豆の

Ｆ－１では画分１と１１の分離が不十分であっ

た． また画分Ｆ－ＩＶ画分のピークが小さかっ

た． 未熟の小豆のＦ－１では画分Ｆ－１と１１は

分離しなかった．また画分Ｆ‐ＩＶのピークは現

１
，，
　　　　

Ｔー

　　

ー

図２－１

　

完熟小豆 （Ｆ－１） 区分のカラムクロ

　　　　

マトグラムー溶出図

図２」２

　

中間小豆 （Ｆ－１） 区分のカラムクロ

。。
す

マトグラムー溶出図

ＩＶ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

ｖ

　

　　　　

　

図２－３

　

末熱小豆 （Ｆ－１） 区分のカラムクロマト

グラムー溶出図

（５２）
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図３－１ ペーパークロマトグラムー２

完熟小豆Ｆ－１１画分

　　　　

Ｂ

　　

、

図３ー２ 完熟小豆Ｆ－ＩＶ画分
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図３－３ 中間小豆Ｆ－ＩＶ画分
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図３－４

　

末熟小豆Ｆ－１十１１画分
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われなかった．

　

カラムクロマトグラフィーで得られた画分のパターンは岡本等６｝の類似の実験結果と相違した，
ペーパークロマトグラフィー２の結果は図３－１， ３－２， ３－３， ３－４に示した， 図３‐１

は完熟した小豆のＦ－１１画分であって，Ｒｆ値からエビガロカテキンに近いスポット（ｂ
′）を検出し

た． 図３－２は同じく完熟した小豆のＦ－ＩＶ画分であって，Ｒ日直からカテキン（エビカテキン）（ａ）

と判断した．またスポット（ｂ）はかすかに呈色しＲｆ値からエビガロカテキンと推定した．図３－３

は中間の小豆のＦ‐ＩＶ画分である．Ｒｆ値からカテキン（エビカテキン）（ａ）と判断した． また呈色の

度合はかすかであったが未知のスポット（ｂ″）も検出した． 図３－４は未熟の小豆のＦ－１十１１画分

であって， バニリン－塩酸， 及びスルファニル酸によって２つのスポットが検出された． しかしこの

２つのスポットについてはまだ同定していない． 図に示した以外のそれぞれの画分ではいかなるス

ポットも検出しなかった．

　

図３－１，３－２，３－３，３－４から明らかなように，未熟の小豆のＦ－１区分にはカテキン（ａ）

に相当するスポットは検出しなかった． また中間の小豆のＦ－１区分には完熟した小豆のＦ－１
・区分

と同じようにＦ－ＩＶ画分が現われた． このＦ－ＩＶ画分にはカテキン（エビカテキン） とＲｆの近いス

ポット（ａ）を検出した， この事は小豆の熟成に伴って小豆の表皮にカテキン類が生成することを示

すものと考える，
以上の結果はペーパークロマトグラムの上での定性的な結果であり， カテキンとエビカテキンの

判別， エビガロカテキンの存在の有無を決めるには更に実験を繰り返す必要がある， 今回の実験で

はカラムクロマトグラフィーからの各画分の濃縮乾固物はその全量をペーパークロマトグラフィー

に供したので， 各画分に含まれる物質をそれぞれ結晶として取り出すことができなかった． 目下結

晶を生成し，融点，ＩＲ等でその物質を同定すべく実験を継続しているので，後日詳細に報告する．

　

なお， 完熟， 中間， 未熟の小豆の判定の一助として， 各小豆の水分を測定した． 水分の測定は常

法通り行った． その結果， 水分は完熟で２３，８８％， 中間で５７．１３％， 未熟で６８．３６％， であった． こ

の結果は上の実験を補完するものと考える，

要

　　　　　　

約

小豆の熱水抽出液にはフラバノール型タンニンが含まれることは第１報から第５報までで明らか

にした． 小豆の生成過程でどの段階で小豆にフラバノール型タンニンが発現するか検討した，

１） 未熟小豆の熱水抽出液にはフラバノール型タンニンは含まれなかった．

２） 中間の小豆の熱水抽出液にはペーパークロマトグラフィーでフラバノール型タンニンの存在を

　

確認した，
３） ペーパークロマトグラフィーとカラムクロマトグラフィーを組み合わせ， 各段階の小豆熱水抽

　

出液のＦ－１区分に含まれるフラバノール型タンニンの分離と同定を行った．
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