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魚肉試料･の固定に関する化学的研究（第２報）

揮発性祷基定量を目的とする固定法

b・酸性除蛋白剤浸漬保存中における揮発性補共の生成について鋳

大城善太郎・永吉秀夫

ChemicalStudiesontheFixativeProcedureofFiShMeat

fortheVariousEstimations.（Ⅱ）

一OntheFixativeProcedurefortheEstimation

ofVolatileBasicNitrogeｎ－

ｂ・OntheVolatileNitrogenProducedinFishMeat
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序

前報')で揮発性塩基（Ｖ－Ｎ）定量のための魚肉試料の固定保存は中性除蛋白剤と防腐
剤の併用によって完全になし得ることを報告した．

而して従来から屡交に行われている方法即ち三塩化酢酸，過塩素酸の如き酸性除蛋白剤

中に試料を浸漬保存する方法では，仮令細菌の発育並に自己消化酵素の作用を停止し得

ても新に著量のＶ－Ｎが生成することを認め，而＆その生成量が保存の温度，時間並に供

用除蛋白剤の濃度に比例して増加することからその際に生成されるＶ一Ｎは魚肉中成分の

上記除蛋白剤による加水分解の結果によるものであることを確め，この様な方法では少<

もＶ－Ｎ測定目的には妥当な結果が得ら虹なかったことも述べた．

本小論では固定法の確立という立場から，上記酸性除蛋白剤中に浸漬保存中生成さ』!/しる

V一Ｎについて検討し略麦結論し得る結果を見たので，蚊にその大要を報告する．

実験並に考察

１．酸性除蛋白剤浸漬保存中に生成増加するＶ－Ｎの内容

魚肉を酸性除蛋白剤溶液に浸漬保存中著量のＶ－Ｎが生成さ』rしることは既に前報におい

て述べた。そこで更に酸による加水分解に関与する魚肉中成分を明らかにするため，先ず

保存中に生成するＶ－Ｎの内容を追求した.即ちマグロ肉を細挫し，その５９．を三角フラ

スコに採り之に各種濃度の過塩素酸・三塩化酢酸各ﾉ&『２０cc.宛を加え，凝固する肉塊を出

来るだけ液中に分散せしめて密栓し２５±１．Ｃに保存，一定時間後之に水５０cc・を加えて

よく振鐙渡過し漁液50cc.を常法の如く減圧蒸溜して規定硫酸で受け之を一定容となし，

その一部を苛性ソーダ溶液で滴定しＶ－Ｎを求め，他方その受液についてネスラー法によ
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ってＮＨ１－Ｎを求め，Ｖ－ＮとＮＨ３－Ｎの差を以てＶ－ａｍｉｎｅ－Ｎとした．

（尚ぼＮＨ３－Ｎを比色定量する場合共存するV-amineが比色値に影響するのはＮＨ３－

Ｎ≦Ｖ－ａｍｉｎｅ－Ｎにおいて極めて僅かながら認められるのであるが，この様な試料を扱

うことは先ず考えなくてよいとした.）

之等の結果は第１表に示す通りである．即ちこの表から保存中に生成されるＶ－Ｎは

ＮＨ３－Ｎのみであることが確認さ〉tした．

Ｔａｂｌｅ、１．Ｃｈａｎｇｅｉｎａｍｍｏｎｉａ副ｎｄｖｏｌａｔｉｌｅａｍｉｎｅｎｉｔｒｏｇｅｎｏｆｆｉｓｈｍｅａｔ

ｐｒｅｓｅｒｖｅｄｉｎ急cidicproteinprecipitantsolutioｎａｔ２５室１．Ｃ、

ＣＣｌ３ＣＯＯＨ

ＨＣｌＯ４

Ａｍｏｕｎｔｏｆａｍｍｏｎｉａａｎｄｖｏｌａｔｉｌｅａｍｉｎenitrogen
afterthefollowingdays（ｍ9％〕

Ｐｒｏｔｅｉｎ

ｐｒｅｃｉｐｉｔａｎｔ
ｕｓｅｄ

第２表に見る如く加水分解は約１０日間で完了しその後におけるＮＨ３－Ｎの生成はない．

而も魚種による相異は殆んどなく（サメ類肉とて例外ではない），ＮＨ３－Ｎ生成最高量
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〔ＫＩＨＡＤＡ〕

Ｐａｇｒｏｓｏｍｕｓｕｎｉｃｏｌｏｒ

〔ＭＡＤＡＤ

Ｃａｒｃｈａｒｉｎｕｓａｌｂｉｍａｒｇｉｎａｔｕｓ

（ＴＳＵＭＡＧＩＲＯＺＡＭＥ）

Ｇａｌｅｕｓｇｌａｕｃｕｓ
（ＹＯＳＨＩＫＩＲＩＺＡＭＥ）

肌各種魚肉の保存中に増加するアンモニア量

実験Ｉの結果から加水分解によって生成されるＶ一ＮはＮＨ３－Ｎのみ､であることを認

めたのであるが，尚ほ魚種による差異の有無を確めるため実験Ｉと同様の方法で試料を固

定し３５±１。Ｃに保存しＮＨ:;一Ｎを測定した．第２表はその結果である．

Ｆｉｓｈｓｐｅｉｅｓ

Ｔａｂｌｅ、２．Ｉｎｃｒｅａｓｅｏｆａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎｉｎｓｅｖｅｒａｌｆｉｓｈｍｅａｔｓ

ｐｒｅｓｅｒｖｅｄｉｎ２０％perchloricacidat35±１．Ｃ、

＊

Ａ：ａｍｍｏｎｉａ－Ｎ

Ｂ：volatileamine-N

０１２１５１１０１２０１６０

Ａｍｏｕｎｔｏｆａｍｍｏｎｉａａｆｔｅｒｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉng
days〔ｍ9％〕
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Ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎｉｓｍａｄｅｂｙｄｉｓｓｏｌｖｉｎｇ１６０．０ｍｇｏｆａｓｐａｒａｇｉｎｅｉｎ５０ｃｃ･of

proteinprecipitantsolution･

Ｅａｃｈｆｉｇｕｒｅｉｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｍｇ･ｏｆａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎｐｅｒｃｃｔｅｓｔｓｏｌｕtion･

表示してある数字は試料1cc・中のNH,-Ｎ(mg)である．アスパラギン3.20ｍｇ/cc・
が完全に分解す』I'しば当モルのアンモニアとアスパラギン酸を生成するからそのときのＮＨ３

－Ｎ量は0.34mg/bc.である.従って35°Ｃの場合には20％過塩素酸で約10日，三塩
化酢酸で約１５日後にはＮＨ３－Ｎ生成が最高値に達し水解脱離は完了する．

叉０～2.Ｃの如き低温度でも約１０日間で三境化酢酸処理の場合約10％，過塩素酸処理の

場合約２０％のアスパラギンが分解されることになる．

ｂ）グルタミンの変化

和光純薬の特級Ｌ一グルタミン３４．５ｍｇ・を２０％三塩化酢酸１５cc・に溶解し３５°Ｃに

保存後ＮＨ３－Ｎを測定した．結果は第４表に示す通りである．

は大約200～230,9％程度である．

従って之等の結果から加水分解に関与する成分は限られたそしてより簡単な物質か乃至は

肉蛋白構成麦分の特定のものであろうことが略麦推定し得られるに到った．

Ⅲ、酸アミドの保存中に生成さ〉rしるアンモニア

加水分解に尖ってアンモニアを（脱離）生成する魚肉中成分としてはアミノ酸アミド

（アスパラギン，グルダミン）及炭酸のアミドと考えてよい尿素が挙げられよう.2)3）

之等のアミド類が本実験の如き比較的低温度の保存処理によってアンモニアを生成するか

否かを明らかにするため，魚肉の場合と同様酸性除蛋白剤に溶解して保存しＮＨ３－Ｎを測

定した．

ａ）アスパラギンの変化

和光純薬の特級アスパラギン160.0ｍｇを２０％三塩化酢酸及過塩素酸各麦５０cc・に溶

解し密栓して０～２．Ｃ及び３５土１．Ｃに保存，一定時間毎にＮＨ３－Ｎを測定した．第３表

はその結果である．

Ｔａｂｌｅ３．LiberationofammonianitrogenfroｍａｓｐＦ１ｒａｇｉｎｅｉｎａｃｉｄｉｃ

ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｉｐｉｔａｎｔａｎｄｓｔｏｒｅｄａｔ３５±１.ＣｏｒＯ～2.Ｃ、

３５±１.Ｃ
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Table４．Liberationofammonianitrogenfromglutaminestoredin20％

ｔｒｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｉｃａｃｉｄａｔ３５±１ＣＯ．

Ａｍｏｕｎｔｏｆａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎｌｉｂｅｒａｔｅｄａｆｔｅｒｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔｉｍｅｉｎｈｏｕｒｓ・
〔ｍg/cc〕

０１１１２１３ ６１８１１０１１２１２４１３６

010.021i0.05010.06710.12010.15010.17210.19210.22110.220

Testsolutionismadebydissolving３４．５ｍｇ・ｏｆｇｌｕｔａｍｉｎｅｉｎｌ５ｃｃｏｆ２０％

ｔｒｉｃｈｌｏｒａｃｅｔｉｃａｃｉｄ．

Ｅａｃｈｆｉｇｕｒｅｉｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｍｇ･ｏｆａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎｐｅｒｃｃ･testsolution．

8１

グルタミンも氷解により当モルのアンモニアを生成するから,試料グルタミン3.1mg/cc．
が完全に水解するときはＮＨ$-Ｎとして0.22mg/cc.となろう.従って表から見取れる如
くグルタミンは極めて氷解し易く１時間でその約１０％相当量が遊離され，３６時で完全に

分解されアンモニアを脱離生成する．

ｃ）尿素の変化

尿素を前二者と同様処理しても保存温度が少<も３５．Ｃ以下（50.Ｃでも変化しなかっ

た）では分解が起らず勿論アンモニアの生成は全く認められなかった．

このことは実験Ｉで多量の尿素を含有するサメ類肉（尿素含量：ヨシキリ688ｍｇ％，ツマ

ジロ６５５ｍｇ％）を保存した時生成されるアンモニア量が一般魚種と大差ないこととも符

合する．

従ってａ)～ｃ)から保存時に生成されるアンモニアは少〈も魚肉中のアスパラギン及グル

タミン等の遊離アミノ酸アミドの加水分解に依るものであり尿素は全く関与しないことが

認められた．

Ⅳ、魚肉中の遊離.アミノ酸アミド

魚肉を酸浸潰して保存する際のアンモニア生成源としては前述の如くアスパラギン，グ

ルタミンであると一応考えてよい．

併し乍ら魚肉中にＮＨ３－Ｎ２００ｍｇ％を生成すべき多量のアミドが含有さ〉|'しているとは

考えられないので念のため常法創)により遊離Amide-Nを測定した．第５表はその結果
である．

Ｔａｂｌｅ５．Ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｆｒｅｅａｍｉｄｅｎｉｔｒｏｇｅｎｉｎｓｅｖｅｒ３１ｆｉｓｈｍｅａｔｓ．

Ｆｉｓｈｓｐｅｃｉｅｓ

Ｓａｒｄｉｎｉａｍｅｌａｎｏｓｔｉｃｔａ

（ＭＡＩＷＡＳＨＤ

Ｓｃｏｍｂｅｒｔａｐｅｉｎｏｃｅｐｈａｌｕｓ

〔ＧＯＭＡＳＡＢＡ）

Ｇｅｒｍｏｍａｃｒｏｐｔｅｒｕｓ
（ＫＩＨＡＤＡ〕

Pagrosomusunicolor
（ＭＡＤＡＩ）

Ｆｒｅｅａｍｉｄｅ‐Ｎ〔ｍ9％）

８．５

７．６

９．１

１０．２
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即ち遊離ａｍｉｄｅ－Ｎは５～10,9％であり前記諸実験で得たＮＨ$一Ｎ200～230,9％に
は遥かに及ばずその約２～４％に相当する僅少量である．

Ｖ・魚肉消化液保存中のアミドとアンモーア生成量の関係

実験Ⅵの結果から，魚肉を酸浸漬保存

中にアンモニアを生成する因子としてア

ミノ酸アミドのみを取り上げることは該

物質の含量があまりにも少な過ぎること

を述べたのであるが，このアンモニア生

成は魚肉の完全加水分解に達しないうち

に終了する事実から比較的容易に脱離し

て生するものであり，換言すれば魚肉蛋

白の構成成分としてのアミドも直接分解

に参加してアンモニアを生ずるのであろ

うと考えた．この推定を確めるためには

生成するアンモニア量と共にアミドの減

少量を検することが望ましいの･てあるが

肉蛋白を構成しているアミドを直接定量

することは出来ない．そこで筆者等は魚

肉左酵素で消化させた試料について実験

を行うことにした．

即ちキハダマグロ肉を細挫し，その５虹

200

N蹄Ｎ

8２

Ｉ

一Ｎ

０
０
５
０
１
１

訳
即
日
声

5０

グーＱクーーーＵｇ℃胃グーI、〃。，画ｐＬ－ー～弓二戸回司コーＫｐＷＴｒｂ
５ １０１５２０

肉左酵素で?肖化させた試料について実験 ｄａｙｓ

を行うことにした． Ｆｉｇ．１．Ｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｉｎｃｒｅａｓｅｏｆａｍｍｏ‐

ｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｏｆａｍｉｄｅ
即ちキハダマグロ肉を細挫し，その５９ｒ

ｎｉｔｒｏｇｅｎｉｎｔｈｅｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙｚ‐
に酵素液（サバ幽門垂消化液）５０cc、を

ateoffishmeatpreservedi、２０％
加え更にトルオール約５cc・を混和して

ｐｅｒｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄａｔ３５±１｡Ｃ、

充分消ｲﾋさせ，この消化液20cc・に４０％

過塩素酸20cc・を加えて35°Ｃに保存しａｍｉｄｅ－Ｎ,ＮＨ３－Ｎを夫′閏『測定し第１図を得た．

これで明らかなようにａｍｉｄｅ－Ｎの減少とＮＨ３－Ｎの増加には相関が認められる．而も

ＮＨ３－Ｎの生成が約１０日で完了することは，魚肉を消化させないで直接保存した前諸実

験結果と全く同一の傾向を示すものである．之等の事実から魚肉試料を酸性除蛋白剤溶液

に浸漬保存した場合に生成されるアンモニアは遊離型，結合型の別なく魚肉中の全アミド

の氷解によって生ずるものと考えてよいであろう．

Ⅳ．魚肉にアスパラギンを加えた場合の変化

以上の実験から魚肉を酸Ｉ性除蛋白剤に浸漬保存すれ‘ぱ，アミドの氷解によって著量のア
ンモニアを生成することが明らかとなったのであるが，更に魚肉にアスパラギンを加えた
場合の変化左見るための実験を行った．

即ちアスパラギン水溶液3.21ｍｇ/ccを用いて次の如く試料を調製するぴ
Ａ：アスパラギン溶液５cc.＋２５％過塩素酸20cc．

Ｍ：水５cc.＋マグロ肉５９r＋２５％過塩素酸20cc・

Ａ－Ｍ：アスパラギン溶液５cc.＋マグロ肉５９r＋２５％過塩素酸20cc．

Ａ，Ｍ，Ａ－Ｍを夫麦密栓して３５．ｃに保存し生成されるＮＨｇ－Ｎの時間的変化を追跡し
た結果は第６表に示す通りである．



Ａ
Ｍ
ＭＡ
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0

0.036

0.036

Ｔａｂｌｅ６Ｌｉｂｅｒａｔｉｏｎｏｆａｍｍｏｎｉａｎｉｔｒｏｇｅｎｉｎｆｉｓｈｍｅ別tpreservedwith

asparaginein20％perchloricacidat35±１°Ｃ．

蝋
0.042

0.240

0.282

この表から明らかなようにアスパラギン，魚肉共ＮＨ３－Ｎの生成増加において略安同一の

傾向が見られ，而も魚肉にアスパラギンを添加した試料でも夫疫の和として定量されるこ

とが認められる．

従ってこの実験からも魚肉保存時におけるアンモニアの生成源はアミノ酸アミドであり，

而もその型熊には殆んど無関係に氷解に関与してアンモニアを脱離生成することが明らか

となった．

＊

Ａ：５ｃｃ･ofsolutioncontaining3､２１Ｉｎｇａｓｐａｒａｇｉｎｅｐｅｒｃｃ･ｗａｓａｄｄｅａｔｏ

２０ｃｃｏｆ２５％perchloricacid．

Ｍ：５ｃｃｏｆｗａｔｅｒａｎｄ５ｇｏｆｆｉｓｈｍｅａｔｗａｓａｄｄｅｄｔｏ２０ｃｃｏｆ２５％
ｐｅｒｃｈｌｏｒｉｃａｃｉｄ．

Ａ-Ｍ：５ccofsolutioncontaining3､２１ｍｇａｓｐａｒａｇｉｎｅｐｅｒｃｃａｎｄ５ｇｏｆｆｉｓｈ

ｍｅａｔｗａｓａｄｄｅｄｔｏ２０ｃｃｏｆ２５％perchloricacid・

Ｅａｃｈｆｉｇｕｒｅｉｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｍｇｏｆａｍｍonianitrogenpercctestsolution．

摘 要

魚肉に過塩素酸，三塩化酢酸のような酸性除蛋白剤溶液を加へて保存する場合に生成さ

）rしるＶ一Ｎについて検討し，次の諸点を明らかにした．

1)．生成されるＶ－ＮはＮＨ３－Ｎのみである．

2)．生成されるＮＨ３－Ｎ量は魚種によって左程の差異は認めら）!'しず大約200～230ｍｇ％

である．

3)．アスパラギン，グルタミンのようなアミドを上記溶液に溶解して保存する際，比較的

低温度においても容易にアンモニアを脱離する．尿素は本実験の処理条件では全く分解

しない．

4)．魚肉中の遊離ａｍｉｄｅ－Ｎ含量は５～10,9％前後である．之は保存時に生成される

ＮＨ３－Ｎの最高値の約２～４％にしか相当しない．

5)．魚肉消化液の保存中におけるａｍｉｄｅ－Ｎの減少とＮＨ３－Ｎの間には相関が見られる．

6)．試料保存中には遊離，結合型アミドの別なく同様に加水分解を受けてアンモニアを脱

離生成し，その生成量は２０％過塩素酸処理の場合３５±１°Ｃで約１０日，２０％三塩

化酢酸の場合約１５日後に何Ｊ!'しも最高値に達する．

7)．従来の実験成績の示すＶ－Ｎ量の偏差の著しいことの一因は本来酸性除蛋白剤による

試料の保存条件に随伴しての変化による結果と思われる．

大城善太郎・永吉秀夫一魚肉試料の固定に関する化学的研究（第２報）

lAmountofammonialiberatedafterthefollowingdays〔ｍg/cc）＊

Ｓａｍｐｌｅ

0.068

0.311

0.380

０１２１４１６１８１１０１１５１２０

0.068

0.311

0.381

0.065

0.312

0.377

0.056

0.281

0.336

0.060

0.301

0.363
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ｌｎｔｈｅｐｒｅｃｅｅｄｉｎｇｐａｐｅｒ，theseauthorspresentedafixativeprocedureof

fishmeat，usingmainlyproteinprecipitant，forthedeterminationofvolatile

basicnitrogen、

Ｂｕｔ，ｉｎｔｈａｔｃａｓｅａｌａｒｇｅａｍｏｕｎｔｏｆｖｏｌａｔｉｌｅｂａｓｉｃｎｉｔｒｏｇｅｎｗａｓｐｒｏｄｕｃｅｄ

ｗｈｅｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｗａｓｂｅｉｎｇｆｉｘｅｄｉｎａｃｉｄｉｃproteinprecipitaｎt･

Ｉｎｐｒｅｓｅｎｔｐａｐｅｒ，ｔｈｅａｕｔｈｏｒｓｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｏｎｔｈｅｐｒｏducedvolatilebasic

nitrogenyielｄｅｄｄｕｒｉｎｇｔｈｅｓｔｏｒａｇｅｏｆｆｉｓｈｍｅａｔｐickledinacidicprotein

precipitants・

Ａｎｄｗｅｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈａｔｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｖｏｌａｔｉｌｅｎｉｔｒｏｇｅｎｗａｓｄｕｅｔｏｔｈｅ

ｆａｃｔｔｈａｔａｍｍｏｎｉａｗａｓｌｉｂｅｒａｔｅｄｆｒｏｍａｍｉｄｅ，ｐｒｅｓｅｎｔｉｎｆｒｅｅｏｒｃｏｍｂｉｎｅｄｆｏｒｍ

ｉｎｆｉｓｈｍｅａｔ，ｂｙｂｅｉｎｇｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄｂｙｔｈｅａｃｔｉｏｎｏｆproteinprecipitantasan

１
７
７
７

１
２
３
４
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