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1）Naringinis known to taste quite bittel・．On the otherhand prullin，theintermediate   

glucosidein hydrolytic decomposition of narlngin．does not．Thelatter tastes onlv   

ac…dic，anditsl）reSenCeiIlaCidicfoodsgivesnodifficultiesin cannlngl）rOCeSS．Therefor，   

particularlyin the case of acidic products such as natsudaidai，debitterlngCan be   

achieved to some extent by pal・tialhydl－01ysIS Of narlngin to prunin．  

2）The naringinase and flavonoi〔lglucosidase activities of three kind of naringinase   

Samples．were studiedin relation to their heat stabilities and the pH dependence  

and effect of sugars．   

The activity of flavonoid glucosidase wasloweredin acid pIi（3．0．the usualp‡iof   

Canned natsudaidai）alld by the presence of sugars．In these conditions naringin was   

decomposed，but not completeIy，and prullin accumulated．Therefol・ifDavismethod   

is used for the analvsis of the enzyme activities of these narlnglnaSeSamPles tested，   

theinterpretation of results are com7）licated ones．Thus．narlngln and prunin must   

be determiIledseparately．  
3）Three available methods for separate arlalysis of naringin and pruninwer・e Studied，  

and the“partition method”was found tobethemost suitableandsimpleohe，in which   

the（lifference of partition coefficients of narlng】n and pruninin water・ethylacetate   

layers was made useful．  

一般に夏ミカン缶詰を製造する場合には脱苦味をすることが多いが，最近ではナリンギナーゼ  

を使用する方法が開発応用されるようになってきた．このナリンギナーゼの応用に閲し日本では  

福本l）2）中村3）4〉野村氏5）等が，夏ミカンの脱苦味について研究報告しており，また米国でも  

Thomas，6）Dun】ap7）等がグレ，プフルーツの脱苦味について報告している．当研究婁において  

も数年前より主として夏ミカンシラップづけ缶詰の腹背味試験を行って来たが，ナリンギナーゼ  
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処理の効果を調べるのはナリシキン孟春Davis法で測定するしかなかった．ところがこのDavis  

法でほナリンギン以外のアルカリ発色する成分の影暑が大きく現われ、食味上の苦味の程度と  

Davis埴は一致しがたいことがわかった．   

ナリンギンの分解反  

応は囲1のように二段  

掛こ分jl，それぞれ別  

の簡素（ナリンギナー  

ゼ，フラポイドグルコ  

シダーゼ）により触媒  
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Fig．1En2ymatic decompositi9n Of鱒rJngin with narir；ginasc systc皿・  

されることはよく知ら  

れている．8）特にごの反応の巾問生成物であるプルニンは苦味はほとんど有しないのにDavis催  

はナリンギンとほぼ同じ債を示すのでこのプルニンの分離定量を行わない限り苦味抜きの完全な  

データーは取りにくいことがわかった．   

さらに現在市吸されているナリンギナーゼ都ま上述の2療の啓発ナリンギナーゼおよびフラボ  

ノイドグルコシダーゼの混合物であるが．この2覆の野菜は当然その療性を異にしていることが  

考えられる．   

そこでわれわれは現在大阪市立工業所究所および田導製薬1くKで新しく開発中の酵薬剤を用い  

てナリソギナーゼ．フラボノイドグルコシダーゼの特性を別個に調べるとともにナリンギ㌢，プ  

ルニンの分節定量を行うことを目的に実験を行ったので報告する．  

〔Ⅰ〕実験材料および方法   

1）ナリンギナーゼ剤   

木実験には現在大阪市立工研および田辺製薬で開発中の耐軌耐熱性の酵素剋Nq．1およびNo．2  

と対照として数年前より使用している中性酵素剤No．3を用いた．  

2）ナリンギン，プルニン   

ナリソギンは110ウCで恒誠にした後のm．p．1710C畠）のもの（結晶水2分子を含む）を用いた．  

プルエソはm．p．2240ClO）で元素分析の治果か炭素58．06％（58．06％）水菜5．06％‘（5．11％），酸  

素36．8％（36．3％）（理恵値）の漂品を無水物として用いナニ．  

3）ナリンギンの定量法   

Davis法1】）に準じて行った．すなわち試料1ml，ヂエチレンダライコール10ml，1N N豆0良心五l  

をよく鼓没混合した後，400Cの恒温韓qlで発色させてその黄色を日立製EpU－2A型St）etttO・  

Photometerを用い420m／Lで測定した．  

4）ナリンギン，プルニンの分離定量法  

a）べ一パークロマト法   

酢酸エチルで抽出笹ll・BuOIl：AcOH：H20（4：1：5）の上層を展開剤上し展開．風乾後所  

定の部位を切取って水で抽出した後Davis法にて発色させ定量した．  
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b）酵素法（ナリンギンを分解せずプルニンを分解する酵素を利用）   

既知壷のナリンギンとプルニンの混液に酵素液（0．5％）を加えpH4．5にし400cで反応させ一  

定時間どとにその一部を採りDavis法により測定した．なお，Emulsinは市販品を，フラボノイ  

ドグルコシダーゼは大阪市立工研より分譲されたものを用いた．  

C）酢酸エチル分配法   

福本氏等12）の方法に準じて行った．   

〔Ⅱ〕実験結果および考察   

1）ナリンギン，プルニンの呈味性   

ナリンギンとプルニンの味を比較するためナリンギン．プルニンの濃度を変え数回試験した．  

その一例を麦Ⅰに示す．なお，溶液としてはいずれも20％シラップを用いた．   

表Ⅰに見られるようにプルニンは無味ではないが，ナリンギンの苦味とは明らかに異り，酸味  

に近い味（渋味？）である．そして酸の共存下では与左濃度のナリンギンより苦味は盛んじにくく  

なって来る．それゆえ夏ミカンのようにかなり酸味の強いものではナリンギンをプルニンまで分  

解すれば十分脱苦味の効果が得られることになる．  

TableI．Comparison of bitternessofnarlngin and prunin．   

＊Number of panelwbo marked  

LLmore bitter”  

＊＊Differencesabovel％1evelof  
Significance．  

2）ナリンギン，プルニンのDavis  

値の比較   

図2にナリンギン，プルニンの陵  

墓曲線を示す．   

図2に見られるように Davis 法  

によるナリンギン，プルニンの吸光  

度は接近しており，この方法だけで  

は分艶定量は不可能である．   

図3にナリンギナーゼに対するグ  

ルコース阻害の一例を示す．   
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Fig，2 Stamdard cuⅣe Of naringb aェd prunin  

（Davis metbod）   
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後述のようにグルコースはナリンギン分  

解反応の第二段階．すなわちプルニンーー→  

ナIノンゲニンの反応を強く阻害するのでプ  

ルニンの蓄積が起る．囲3に見られるよう  

にグルコースの存在でプルエソの琶轟が起  

るとナリンギン量は減少してもDavis値は  

ほとんど低下しないことが明らかになっ  

た．この事実は酵素処理時の条件がプルニ  

ンの蓄琶を来たすような場合にほDavis法  

だけではだめであり，ナリンギンとプルニ  

ンの分発走量を行わねばならないことを示  

している．   

3）使用博美の性質   

図4に使用した3電の酵素剤のpH曲繚  
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Fig．3 Erfect of glucoseon naringinase activity．   

－Davis value（Naringin＋Prunin）   
・・・・‥ Nari11gln  

を示す．   

図4aには第一段の  

酵素，ナリンギナーゼ  

の，bには第二段の酵  

素フラボノイドグルコ   

シダーゼのpH曲線を   

示す．この固よりも明  

らかなようにbに示し  

たフラボノイドグルコ  

シダーゼ活性は3種と  

も大差はないが，aに  

示したナリンギナーゼ  

活性はNo．1，2とNo．3  

の問に明らかな善が認  
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Fig．4a．pH・Dependence of naringト  

nase activity of tbree  

narlnglnaSe Samples．  

（40〇C，30mi瓜）  
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p苫  

Fig．4b．pH－dependenceofflavonoid  

g】ucosidase activity of  

tbree n且nnginase samples．  

（40＝C，30min．）  

められた．すなわち1，2は明らかに酎鼓色に優れていて，夏ミカンのpHであるpH2．8前後で  

も約50％の活性を有しているが中性酵素剤No．3はP王12，8でははとんど活性を示さないことが  

わかった．更に3擾の酵素剤とも第二段階の酵素すなわちフラボノイドグルコシダーゼ活性は  

pH2．8では約20％しか有しないことが認められた，   

以上の事実から見てNo．1，2 のような啓素剤を用いて夏ミカンの脱苦味を行う場合ナリンギ  

ナーゼおよびフラボノイドグルコシダーゼのpHに対する活性の差異からプルニンの蓄積が起り  

易いことは十分考えられる，  
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図5に2苺啓発剤の覿安定性巷渦ペた結果を示す．   

図5の結果はpH4トのBu汀erを予じめ各温度で10分間保った後酵素液を加え，更に5分間その  

乳酪こ降った後直ちに水冷する．この溶液にそれぞれ基質を加え408Cで30分間反応させ残存酵素  

活性を測定したものである．   

図5aに見られるよ  

うにNo．1静養剤のナ   

リンギナーゼ活性ほ耐  

熱性に優れ600c以＿と   

でもかなりの活性を残  

している．逆にbのフ   

ラボノイドグルコシダ   

ーゼ活性はNo．2が強  

いことが認められた．   

しかしながら，この   

試験ほ非常に乾しい粂  
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Fig．5a Heatstabiliこyof naringinase Fig．5b Heat stabilityofflavonoid  

件であり支援の場合に  

は更に安定性が増すこ  

とは十分考えられる．またある  

韓の酵素においてその耐熱性は  

基質または阻害剤の共存により  

増大することが知られており，  

また中林氏によればナリンギナ  

ーゼは水溶液中よりも糖液中で  

安定性を増すといわれているの  

で軟の実験を行った．   

図6に合成シラップ中での酵  

素の安産性を示す．   

使用した合成シラップの組成  

は中林氏の報告2一に準じて糖誕  

35％，クエン酸0．2％，pl13．4  

のものを用いた．   

この合成シラップに酵素波を  

glucosidase oftwonaringinase  
Samples．（pH4．0，5min．）  

Or tWOnarIr唱maSeSamples．  
（pn4．0，51m；n．）  
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Fig．6b Heat s払b；1吋of  

flavonoid glucosidase  

iilSyrup mix山re．告  

℡ IO  

℡1鳶O  

Fig．6aIleat stability of  

narmglnaSein  

SyrupmiⅩtul●e．券  

血n  

＊…‥▲Syrupmixture werc conta；ning34％sucrose，0．2％  

citric acid and adjusted pH to3．4，  

添加し，5号自缶に入れバキュームパックし201－pmの廻転殺菌粍を用いて，75qCおよぴ700cで  

8分ないし10分加熱後冷却し残存酵素活性を測定したのが図6の結果である．   

図6aに見られるように耐熱性酵素剤No．1のナリンギナーゼ活性は750c8分，700clO分の  
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処理後も約60％の活性を残していた．一方図6bに見られるように，フラボノイドグルコシダー  

ゼ活性は同じ処理により約20％しか認められなかった．しかし．これはフラボノイドグルコシダ  

ーゼ活性の熟安定性が低いためではなく．後述のシェークローズ阻害が起っているためで，実際  

の妓存酵素病性はもっと高いものであろうと考えている．  

表Ⅱに酵素活性に対する糖の影苛を示す．   

この表でシュータローズのみ35％を使用したのは缶詰製造時には40％前後のシラップが旋用さ  

れるためである．  

Table rI． Effccts of sugaron naringhase and flavonoid glucosidase activit；es．   

表Ⅱより明らかなように簡素活性に対する轄の阻害効果はいずれの場合も序二段のフラポ／イ  

ドグルコシダーゼに対して強く認められる．特にグルコース．ガラクトース，シコ．一クローズの  

阻害が大書いことが明らかになった，一方第一毀のナリンギナーゼほこれらの楷によって余り阻  

害を受けないことが認められた．   

以上三種酵素剤のpHの影許，耐熱性．桔阻害性を調べた結果より考察して実際の夏ミカン缶  

詰の製造時の条件（pH2．8～3．0，グルコース、シェークローズの存在）でほ第二段階鱒酵素フラ  

ボノイドグルコシダーゼ活性が抑制されることが多いと考えられる．すなわち，これらの条件で  

はプルニンの畜産が起り易いこと．繰言すればナリンギンとプルニンの分認定塁が必須である◆と  

いうことになる．そこセ以下ナリンギン，プルニンの分離定量法を検討して見た．  

4）ナリンギン，プルニンの分離定量法   

麦Ⅱに現在までに葡告されているナリンギンとプルニンの分離定量儀の主なものを挙げる．  

TablelII． Methods ofseparate analysisof narlngin alld prunin．  

a）PaperchTOmatOgraphic rnelhod  

（’りExtract…・＋DevelopIllent…→Waterextract・・・－・0・D・420（Davismethod）  

（2） ′′  …－・AICl8・■・→0・D・520（Dun】ap7）－¶e血d）  

も）ErほylⅥa一言c me血od  

（1）Fbvonoid Glucosidase  

（2）β－Glucosidase（E7m－1sin）  

C）Ethylacetate par郁on metllCd  

Differencein partition c由ff；cientsin waterand ethylacetatelayer亭，  

以下各方法を検討した結果について述べる．  
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a）ペーパータロマト法   

この方法についてはJ6rio13）Dunlap7）等の報告があるがわれわれは次のような方法を用いて  

行った．   

すなわち抽出条件としてソックスレー液休抽出器を使用し1200cの抽浴上で5時間軸出後液圧  

濃縮して一定量にする．この液の一部を東洋iP紋No．51Aにスポットし，n・BuOH：AcOH：H20  

（4：1：5）の上層を展開剤として一次元ペーパークロマトを行う．風乾後一部を1％AIC13  

MeOH溶液で発色させ，それに相当する部位を細刻し2－mlの蒸留水で抽出，その1mlをとり  

Davis法で比色定量した結果を表Ⅳに示す．   

表ⅣのRf随はJoriola）の報告とよく一致していた．しかしこのペーパクロマト法ほかなり手  

問がかかる上に時間的にも2日以上要する息 多量の試料を分析するには不適当であり更に酢酸  

エチルによるナリンギンの完全抽出に若干問題があるように考えられる．  

TableIV．Separateanalysisofnaringinandpruninbypapcrchron－atOgT3phy・  

b）酵素法   

囲7に酵素法による分離定量の一例を示す  

この方法ほEmulsinまたははフラボノイドグ  

ルコシダーゼによりプルニンのみを分解させ  

ナリンギンのみにして分艶定量を行うのであ  

るが図7に見られるように今回用いた酵素は  

両方ともに問題がある．   

すなわちEmulsinの場合は非常に力値が  

く0．5％濃度で使用しても18時間でプルニン  

の完全分解が行われなかった．更にこの酵素  

は高価な点も問題である．   

一九 フラボノイドグルコシダーゼはかな  

りの力価を示し，4時間程度でプルニンを完  

全に分解しうるようであるが今回用いたもの  

／  ヱ   j   ■  げ 一別．  

℡l】■l  

Fig．7 Separateanalysis of naringln and prunin by  

enzvmatic method．  

は若干ナリンギナーゼ活性を有しているため徐々にナリンギンを分僻し吸光度は時間とともに低  

下する．   

更にこの酵素法を用いる場合のもう一つの欠点は，反応終息 すなわちプルニン100％分解点の  

決定がめんどうなことである．  
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以上の点で酵素法によるナリギン．プルニンの分離定量は問題があり今後更に検討改良すべき  

ものと考えられる．  

C）酢酸エチル分配法   

この方法は最近福本氏等により報告されたものでナリンギンとプルニンの酢酸エチルに対する  

分配率の差で分離定量を行う方法である．  

測定方法は試料4mlと酢酸エチル4mlを共栓試験管に採り，一定温度（200C）に保ち■1分  

間激しく扱葱する．しばらく静置後下層（氷層）を11－－1採りDavis法で測定しその僅をAとす  

る．一方元の試料のDavis値を測定その値をBとし，A／Bを求める（枝存率）．A／Bを縦軸に7  

ナリンギギンとプルニンの比を横軸に取りプロットすると図8のように直線関係が得られ，この  

図を用いて簡単に分乾定量出来ることが認められた．   

なお，この方法はナリンゲニ  

ンのDavis値を無視しているの  

でナリンギン，プルニン畳に比  

しナリンゲニン量が特に多い場  

合は若干問題があるが，夏ミカ  

ン缶詰の脱苦味試験の場合には  

十分量のナIメソギン，プルニン  

が存在するため，この方法を使  

用しても問題がないことが経め   

られた．   
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Fig．8PartitionpatterI10fnaringin andprunininethylaceta十e・  

＊A……Davis value，after treating with ethylacetate・  

B・”．．InitialDavis value．  

以上各分離定量法を検討した  

結果，実際夏ミカン缶詰の脱苦  

味試験を行う場合には酢酸エチ  

ル分配法が簡便で短時間にしかも多種類の試料を同時に行える点最も適していることが明らかに  

なった．   

〔Ⅱ〕 要  約   

1）ナリンギンとプルニンの味は異っていてプルニンの味は酸味に近く，夏ミカンのように酸味  

の強いものではナリンギンをプルニンまで分解すれば十分脱苦味出来ることがわかった．  

2）三種の酵素剤のpH活性，討熱性，槍阻害の影響をそれぞれナリンギナーゼ活性，フラボノ  

イドグルコシダーゼ活性に分けて調べた．その着果これらの酵素剤ではpH，糖の影響等でフラボ  

ノイドグルコシダーゼ活性が特に抑制され易く．ナリンギンは完全分解されずにプルニンの形で  

蓄積される場合がかなり多いという事実を確認した．したがってこのような種類のナリンギナー  

ゼ剤を用いて脱苦味を行う場合iこはDavis値のみでは判定が困難で，ナリンギソ，プルニンの分  
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離定量を行う必要のあることが明らかになった．  

3）ナリンギン，プルニンの分転定蛍法としては酢酸エチル分配法が簡便で最も適していること  

がわかった．  

終りにのぞみまして本案験養行うにあたり種々ご指導いただいた大阪市大福本教授，大鹿市立  

工研岡田茂孝氏，試料を提供していただいた田辺製薬KK，プルニンの元素分析に際し種々ど便  

宜をはかっていただいた大日本製薬Ⅰく．K．中央研究所長筒井碕氏に深謝いたします．  
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