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緒 論

食品の色は品質を支配する重要な因子であり,加 工

食品には古 くから色素による着色が行なわれて来た.

近年タール系色素を主 とする合成着色料に対する健康

への影響が懸念されるに至 り,加 工食品への天然色素

の利用を検討せざる得なくなつた.し かしながら,周

知のように天然色素は一般に極めて不安定であり,熱

や光すなわち食品の加工 ・貯蔵過程で速やかに退色す

るのみならず褐変を引き起こし逆に食品の品質を著 し

く劣化させる.一 方,ブ ドウは白色種を除きアントシ

アニン色素を豊富に含有しており,世 界で最 も多 く生

産されている果実である.わ が国で も近年の就農人口

減に伴 う一般果樹生産の漸減傾向にもかかわらず,ブ

ドウは1960年 の18万 トンか ら1974年 の30万 トンと

その生産は増加の一途にあり,加 工用途の需要 も急速

に高揚 している.

著 者らは天然色素中最 も実用性に富むと考えられる

水溶性色素,ア ントシアニンを対象として,そ の退色

防止,安 定化さらには高度有効利用に関する研究を行

なつて来た.先 ず色素の工業的原料として最 も可能性

の高いブドウを対象に研究を開始 し,国 産ブ ドウ中の

構成色素の分離 ・同定を行なつた(芥 田 ・松冨,1976

a,b;芥 田 ら1977a,b,c;松 富 ら,1977a,b;

太 田 ら,1978d).次 に品質評価等を目的とした色素

の簡易分析法を設定 し(太 田ら,1978f),果 汁中の

色素の安定性を調査(太 田ら,1976)す る と共に,色

素の化学構造 と安定性との関連を理論的かつ実験的に

明らかにした.ま たある種の無機塩 有機酸および糖

が一定pHの 色素溶液の赤紫色を強める濃色化効果能

を有すること,な らびに添加によつて強められた赤紫

色を長時間安定化する こ とを見出し(太 田 ・筬島,

1978a,b;太 田 ら,1978c),そ の濃色化機構を分

光学的 および電気化学的 に追究した(太 田ら,1978

e).さ らに非水ならびに混合溶媒を導入することに

よつて色素 と溶媒との相互作用を物理化学的に検討し

て来た.

今 アントシアニン色素の化学的研究を考える時,そ

の進展を阻む一大要因に必要かつ充分量の精製色素を

単離 し得ないことが挙げられる.多 量の純粋色素の調

製は食品工業上喫緊の要務にもかかわらず,カ ラムク

ロマ トグラフ法は一般に色素画分の精製のみに使用さ

れ,多 種類の色素が混在 しているブ ドウアントシアニ

ン色素の分離に対する適用は困難であつた.最 近,不
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Fig. 1. Polyvinylpyrolidone (PVP) and 
Polyamide  (PA)  .

溶性ポリビニルピロリドン(以 下PVPと 略す,構 造

式Fig.1参 照)が 低分子のフェノール成分を特異的

に吸着することから(WrolstadandPutman,1969;

中林,1972),ア ン トシアニン色素の分離に使用され

良好な結果が得られている(Hrazdina,1970)。 しか

しなが らPVPは 色素を極めて良 く吸着し,そ の溶離

が困難なことから色素の分離には不適当とする報告も

ある(剣 持 ・片山,1975).ま たポリア ミド(以 下PA

と略す,構 造式Fig.1参 照)はPVPと 類似した吸

着剤にもかかわらず,色 素画分の精製に使用されるも

のの,色 素の分離例で満足な報告は見当たらない.

本研究においてブドウ中の主要アントシアニン色素

をカラムクロマ トグラフ法によつて単離することを目

的としてPVPお よびPAの 両吸着剤の比較ならびに

溶出溶媒の条件等を検討 し一応の成果を得たので報告

する,

材 料 お よ び 方 法

1.実 験材料お よび原色素液 の調製

材料:1974年 福 岡県園芸試験場で 収穫され たべー

リ・アリカントAブ ドウの凍結貯蔵品(-30℃)を 使

用 した,

原色素液:凍 結果粒(100g)を 電子レンジ(東 芝

NE-100)に て解凍後,1%塩 酸一エタノール液(500

ml)に 浸漬,ブ レンダーによつて磨砕 した.色 素抽出

液をブフナー濾斗で濾過(東 洋濾紙No.2)し た後,

粗色素液は濾液から塩基性酢酸鉛法(太 田ら,1976)

で 調製 した.原 色素液は粗色素をDowex-50WX4

H型 陽 イオン交換樹脂に吸着させ,カ ラム管(5×30

cm)に 充填,一 旦水ついでメタノールで 溶出液が無

色 になるまで洗浄した後,1%塩 酸-エ タノール 液 に

よつて溶出し調製 した.

既知色素の 標準品を 用いた セルロース薄層クロマ

トグラフィーによる色素分析(太 田ら,1978f)の

結 果,原 色 素 液 中 に はmalvidin-3,5-diglucoside

(Mv-3,5DG),malvidin-3-monoglucoside(Mv-3

MG),peonidin-3,5-diglucoside(Pn-3,5DG)お

よびpeonidin-3-monoglucoside(Pn-3MG)の 計

4種 類 の色 素 が 確 認 さ れ た.

ブ ドウ果 汁 の 調製:ブ ドウ果 汁 は べ ー リ ・ア リカ ン

トAブ ドウ の凍 結果 粒 を解 凍 後,ガ ー ゼを 用 いハ ン ド

プ レ ッサー によ つ て搾 汁,10,000rpm,20分 間 遠心 分

離 して得 た.

2.吸 着 剤 お よ び 装 置

2.1吸 着剤

PVP:PolyclarAT(五 協 産 業 製)を 脱 イ オ ン水 に

懸 濁,20分 後 に上 澄 み 液 を 除去 す る操 作 を 繰 り 返 し

て(20回)カ ラ ム用 に調製 した,

PA:PolyamideC-200(和 光 純薬 製)を 同 様 な

方 法 で 調製 した.

色 素 の 吸着 実 験 に は上 述 の処 理 を 施 した 吸着 剤 を定

温 乾 燥器(60℃)で 乾燥 した もの を 供 した.

2.2装 置

pHメ ー タ ー:日 立-堀 場 製H-5型 を使 用 した,

分 光光 度 計:日 立Perkin-Elmer139型 分 光 光 度 計

を用 い た.

薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィー(TLC):AvicelSFセ ル

ロ一ス を 吸着 剤 と して ガ ラス プ レー ト(20×20cm)

に厚 さ300μ の薄 層 を 作 成 し,風 乾 後80℃ で30分

間 活性 化 を 行 な い,乾 燥 剤(シ リカゲ ル)を 入 れ たデ

シケ ー ター 中 で 放 冷 して 保 存 した.

3,実 験 方 法

3.1色 素 の吸 着 お よび 回収

吸着 量:E530nmを 測 定 した原 色 素 液(50ml)を0.5

N水 酸化 ナ トリウ ムでpH2.O,3.0,4.0,5,0,6.0

お よ び7.0の 各pHに 調 整後,吸 着 剤(59)を 添 加

・混 合 して2時 間 室 温 に 放 置 した .色 素 を 吸 着 した

PVPお よ びPAは6,000rpm,10分 間 遠 心 分 離 して

沈 降 させ た.非 吸 着色 素量 は 上 澄 み 液を 濃 縮 ・乾 固

後,0.1%塩 酸-メ タ ノ ー ル液 に溶解 ・定 容(50m1),

E530nmを 測定 し(上 澄 み 液 のE530nm)E値 と して表 示

した.吸 着 量 は下式 か らE値 と して求 めた.

吸着 量=原 色 素 液 のE530nm-上 澄 み 液 のE530,m

回収 率:色 素 の 同収 量 は沈 降 した色 素-PVPお よ び

色 素-PA混 合 物 か ら0.1%塩 酸-メ タノ ー ル 液 で色 素

を 抽 出 ・定 容 後,E530nmを 測 定 す る こと に よつ て 求

め た.回 収 率 は 下式 か ら計算 した,



回収率(％)=綴 難モ量1溜一1・・

3,2.カ ラムクロマ トグラフ法の基礎的条件

カラムクロマ トグラフ法は室温で下記の条件を用い

て行なつた.

カラム管,1×40cm;カ ラムベッド,1×30cm;

原色素液,lm1;流 速,20～24m1/hr,溶 出溶媒はメ

タノールおよびエタノールの両溶媒系を用い,塩 酸濃

度0.Ot～1%の 条件下で検討 した.

3.3.吸 着剤の再生法

使用 した吸着剤は0.5N水 酸化ナトリウムー脱イオ

ン水一0.5N塩 酸一脱イォン水の順で 洗浄 して再生し

た.本 再生法で約5回 繰り返 して使用し得る.

結 果 お よ び 考 察

1.色素 の吸着量お よび 回収率 に及ぼすpH

の効 果

PVPお よびPAに よる色素の吸着量およ び回収量

に及ぼすpHの 効果をFig.2に,ま た回収率に及

ぼすpHの 効果をFig.3に 示 した.Fig.2か ら明

らかなように,PVPお よびPAと もに中性付近で色

素をより多量に吸着することを示 した.こ のことは色

素の発色形,フ ラビリウム塩(赤 色)よ りも非発色

形,カ ルビノールベース(無 色)の 方が 両吸着剤に

より吸着 されやすいことを 示唆 して い る(中 林ら,

1972).PVPとPAの 両 吸着剤を比較すると,PVP

の方が吸着量が高く,よ り多くの色素を吸着すること

が認められた.他 方,回 収を比較すると,逆 にPAの

方が高い回収を示し中性付近ではPVPの 約2倍 に達

した.ま たFig.3に 見 られるように,色 素の 回収

率はpHの 影響を ほとんど受けず,PAが 約80%,

PVPが 約50%の 値 を示 した.PVPに 吸着された色

素の回収率が低いことは剣持 ら(1975)の 報告と一致

しており,微 量色素の精製に対する本吸着剤の使用が

不適当であることを示すものである.

上述の結果は大量の色素調製を必要とする食品工業

においてPAの 方がより適合 していることを示してい

る.こ れに対 してPVPは 逆 に脱色等を必要とする場

合には有効であると考えられる。

2,ポ リビニルピ ロ リドン(PVP)カ ラ ムク

ロマ トグラフ ィーの検討

前項の結果に基づいて,原 色素液を0.5N水 酸化ナ

トリウムでpH4.5に 調整 した後,カ ラム頂に注加,

Fig. 2. Effect of pH on the adsorption of 

pigment and the recovery of pigment from 
the adsorbates. PVP,  polyvinylpyrolidone; 
PA, polyamide C-200.

Fig. 3. Effect of pH on the recovery of 

pigment from the adsorbates. PVP, polyvi-
nylpyrolidone ; PA, polyamide C-200.

充分量の脱イオン水で洗浄した.色 素の単離を目的と

してPVP-カ ラムクロマ トグラフィーを検討 した結果

をTablelに 要約 した.表 に見 られるように,0.1

%塩 酸濃度で30%エ タノールおよび60%メ タノール

液を用いた場合,4個 のピークを与え最良の分離を示

した,こ れらの溶出プロフィルを比較すると,各 ピー

クともに重なりが見 られ優劣は判断し得なかつたが,

以後の研究にはエタノール系溶媒を使用 した,

色素分離に及ぼす塩酸濃度の影響を 調べるために,

最良の分離を 示 した30%エ タノール液 を用 い て,



Fig. 4. PVP-column chromatograms of anthocyanins from Bailey Alicante 
A grapes with  0.01% HCI-30% EtOH (A), 0.1% HCl-30% EtOH (B) and 
1 % HCI-30% EtOH (C) . Column size, 1 x 40 cm; Flow rate, 20-24 ml /hr ; 
Sample, 1 ml; PVP, polyvinylpyrolidone.

Table 1. Effect of solvent systems on the 
separation by PVP-column chromatography 

of anthocyanins from Bailey Alicante A 

grapes.

Column size, 1 x 40 cm; Flow rate, 20-24 ml/ 
hr; Sample, 1 ml; PVP, polyvinylpyrolidone.

0.Ol%,0.1%お よ び1%塩 酸 濃度 で 検 討 した結 果 を

Fig.4に 示 した,図 か ら 明 らか な よ うに0.1%塩 酸

濃 度 で色 素 の最 良 の 分離 を 示 す こ とか ら,塩 酸 濃度 を

0.1%と 決 定 した.

引 き続 い て,ス テ ップ ワ イ ズ方 式 によ る分 離 の改 良

を試 みた結 果,O.1%塩 酸-30%エ タ ノ ール 液 お よ び

O.1%塩 酸-80%エ タ ノ ー ル液 を 用 い てFig.5の よ

うな クロ マ トグ ラ ムを得 た,図 の色 素 画 分1,2,3

お よび4はTLC分 析(太 田 ら,1978f)の 結 果,各

々Mv-3,5DG,Pn-3,5DG,Mv-3MGお よ びPn-

3MGと 一 致 した.し か しな が ら各 色 素 画 分 は な お重

複 が 認 め られ た.

Fig. 5. PVP-column chromatogram of an-

thocyanins from Bailey Alicante A grapes. 
For conditions see Fig. 4. PVP,  polyvinylp 

yrolidone.

3,ポ リア ミ ド(PA)カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ

フ ィー の 検 討

PVP一 カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー に続 いて,PA-カ

ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー の検 討 を 行 な つ た,そ の 結 果

をTable2に 要 約 した.表 に見 られ る よ うに単 一溶

媒 系 で は最高3個 の分 離 ピー ク しか 得 られ ずPVPの

よ うな 最 適条 件 は見 出 せ な かつ た。 し か し な が ら,

O.1%塩 酸一20%エ タ ノ ー ル液 で3個 の ピー クを 与 え

る こ とか らPVPの 場 合 と比 較 して,よ り低 いア ル コ

ー ル濃 度 か つ狭 い濃 度 範 囲 に分 離 の 最 適条 件 が あ る と

推 定 され た.そ こで0.1%塩 酸液,0.1%塩 酸-20%

エ タノ ー ル 液 を用 いて ス テ ップ ワイ ズ方 式 に よ る改 良

を 試 み た.そ の結 果 を 分 離 した色 素 画 分 のTLC分 析



Fig. 6. PA-column chromatogram of anthocyanins from Bailey 
Alicante A grapes (A) and thin-layer chromatogram of four pig 
ment fractions with BHW (B). For conditions see Fig. 4. PA, 
polyamide  C-200; BHW, n-butanol-hydrochloric acid-water, 7 : 
2: 5 (v/v).

と併せてFig.6に 示 した.図 から明瞭なように,原

色素液は4つ の画分に分離された.ま たTLCの 結

果は各色素が良好に単離されていることを示 した.

TLC分 析の結果か ら色素画分1,2,3お よ び4は

各々Mv-3,5DG,Pn-3,5DG,MGお よびPn-3

MGに 一致 した,

4.ブ ドウ果汁へ の適用

前項までの基礎的条件の検討結果に基づいて,工 業

的規模における色素の単離に歩を進めるべく,カ ラム

管を拡大し,ブ ドウ果汁そのままか らの色素の単離を

試みた.

4.1.PVP-カ ラムクロマ トグラフィーの適用

PVPを カラム管(5×100cm)に 充填 し,ブ ドウ果

汁500mlを カラム頂に注加 した.一 旦,溶 出液にブ

ドウの香りがなくなるまで脱イオン水(約31)で 洗

浄 した.先 ず0.1%塩 酸-30%エ タノール液(約2.5

')で 色素を溶出し,最 初の2つ の色素画分を分取し

た(第1お よび第2色 素画分).さ らにO.1%塩ue-60

%エ タノール液(約21)で 展開 し,残 りの2色 素画

分を分取した(第3お よび第4色 素画分).

TLC分 析の結果,第1色 素画分 はMv-3,5DG

の単一スポットを,第2色 素画分はPn-3,5DGの

単一スポットを与えた,両 色素画分からの色素の回収

は濃縮後,少 量の0.1%塩 酸-メ タノール液 に溶解,

過剰のエチルエーテルを加え色素を析出することによ

つて 行なつた.収 量:Mv-3,5DG(塩 化物),235

Table 2. Effect of solvent systems on the 

separation by PA-column chromatograhy of 
anthocyanins from Bailey Alicante A grapes.

For conditions see Table 1. PA, polyamide 

 C-  200.

mg;Pn-3,5DG(塩 化物),184mg.ま た第3お よ

び第4色 素画分は各々Mv-3MGお よびPn-3MG

で あつたが,各 色素の混在が認められさらに分離 ・精

製を必要とした.

4.2.PA-カ ラムクロマ トグラフィーの適用

PVPと 同様な操作によつて色素を吸着させ た.吸

着後,脱 イオン水の洗浄によつて色素が溶出した(第

1色 素 画分).溶 出液にブ ドウの 香りが なくなつた

後,0.1%塩 酸 液(1l)で 展開し1つ の色素画分を

得た.引 き続き0.1%塩 酸-20%エ タノール液(2t)

で展開,2つ の色素画分(第3お よび第4色 素画分)

を分取した.

TLC分 析の結果,第1お よび第2色 素画分 には

Mv-3,5DGとPn-3,5DGの 混在が,ま た第3お よ



び第4色 素画分にはMv-3MGとPn-3MGの 混

在が認められた,本 結果は一見不都合に思えたが,結

合糖の数によつて色素が分離されており分離分析上有

用と見なされる.こ の点に着目し,1977年 秋 に収穫

されたべー リ・アリカントAブ ドウから調製 した果汁

(300m1)をPA一 カ ラム(5×80cm)の 頂 に注加し,

水洗浄後0.1%塩 酸液(2.51)～0.1%塩 酸一エタノー

ル液(2.5t)の グラジェント方式によつ て色素を溶

出させた結果,第1色 素画分(3,5DG色 素群),第

2色 素画分(3MG色 素群),第3色 素画分(P一 ク

マル酸のアシル化3,5DG色 素)お よび第4色 素画

分(ア シル化3MG色 素)の 計4個 の色素グループ

に分離させ得ることを認めた.

PVPお よびPA両 カラムクロマ トグラフィーによ

る果汁からの色素分離を比較すると,PVP一 カラムク

ロマ トグラフィーの方が色素をより強く吸着するため

水洗浄中の色素流出は起こらず除糖操作は容易であつ

た.ま た主要色素の単離に関 しても従来のマスペーパ

ークロマ トグラフィーに よる色素の 回収量が 最高数

mgオ ーダーであるのに対して(中 林ら,1972),PVP

一カラムクmマ トグラフィーでは一回の操作で200～

300mgの 回収量を示 し化学的研究にはほぼ満足すべ

きものであつた.今 後カラム管の拡大などを考慮すれ

ば純粋色素の より高い回収量が期待される.他 方,

PA一 カ ラムクロマトグラフィーはPVPよ りも色素に

対する親和力は小さいが,色 素を結合糖数,ア シル基

の有無で異なる4グ ループに分離し得る利点を有 して

いる.し たがつてPAお よびPVPの 両カラム ク ロ

マ トグラフィーの併用に よつて多種類のアントシア

ニン色素を分離する可能性は大きく,現 在両カラム

クロマ トグラフィーを用いてブ ドウ果汁中の多種類色

素の一括分離を果汁pHに よる影響と合せて検討中

である.

なお,PVPお よびPA一 カラムクロマ トグラフィー

ともに色素を展開 ・溶出した後,カ ラム頂に分解 ・重

合した色素は強く吸着されたままであり,100%エ タ

ノール濃度でも全く溶出できなかつた.い ずれにして

も本研究結果は工業的規模における色素の単離 ・調製

に対 して基礎的知見を与えるものである.

要 約

化学的研究に必要かつ充分量の純粋なアントシアニ

ン色素を単離することを目的として不溶性ポリビニル

ピロリドン(PVP)お よび ポリアミドC-200(PA)

カ ラムクロマ トグラフ法によるべ一リ・ア リカントA

ブ ドウ中 の主 要 色 素 の分 離 を 試 み た.

1.色 素 の 吸着 量 はpHの 上 昇(pH≦7.0)に 伴

い増 加 した.色 素 の回 収 率 はPVPか ら50%,PAか

ら80%と ほぼ 一定 値 を示 した.

2.PVP一 カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィーで は0。1%塩

酸 一30%エ タノ ー ル 液 お よ び0.1%塩 酸 一80%エ タ ノ

ール 液 の ステ ップ ワイ ズ方 式 で,ま たPA一 カ ラ ム ク

ロマ トグ ラ フ ィー で は0.1%塩 酸 液 お よ び0.1%塩 酸

一20%エ タノ ー ル 液 の ス テ ップ ワイ ズ方 式 で色 素 は各

々4つ の画 分 に分 離 した.

3.ブドウ 果 汁 か らの色 素 分離 はPVP一 カ ラム ク ロ

マ トグ ラフ ィー の 方 がPA一 カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー よ り も良 好 で あ つ た.し か しなが ら,グ ラ ジ ェ ン ト

方式 を用 い るPA功 ラ ム ク ロセ ト グ ラフ ィー で,べ

一 リ ・ア リンカ ン トAブ ドウ果 汁 の ア ン トシア ニ ンは

結合 糖 お よ び ア シル基(ρ 一クマ ル 酸)の 数 によつ て

4グ ル ー プ に分離 した.

4.上 述 の結 果 に基 づ きPVPお よびPA一 カ ラ ム

ク ロマ トグ ラ フ ィー の併 用 によ る多 種 類 色 素 の一 括 分

離 の可 能 性 を論 議 した.
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                                  Summary 

   The major anthocyanin pigments from Bailey Alicante A grapes have been sep-
arated using column chromatography on insoluble polyvinylpyrolidone (PVP) and 

polyamide C-200 (PA) to obtain the pure pigments in quantities large enough for 
chemical research. 

   1. The adsorption of pigment to adsorbents increased with increasing pH (pH 
:7.0). The recovery of pigment from pigment-PVP and pigment-PA adsorbates 

was 50 ©o and 80 %, respectively. 
   2. A stepwise elution of the prepared pigments on PA-column (0. 1 % HCI-H2O 

and 0. 1 % HCI-20 % EtOH) and PVP-column (0. 1 % HCI-30 % EtOH and 0. 1 % 
HCI-80 EtOH) gave four pigment fractions, respectively. 

   3. An elution of the anthocyanin pigments in grape juice on PA-column result-
ed in poorer resolution than that on PVP-column. Using a gradient elution on 
PA-column, the anthocyanins of Bailey Alicnate A grape juice were fractionated 
four groups according to their degree of glycosylation and acylation with p-cou-
maric acid. 

   4. From these results, the separation of individual pigments using column chro-
matography on PA and PVP was discussed.


