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Thenovelmethodforthedeterminationoftrimethylamineoxide（TMAO）wasapplied  

On thestudjesof the post・mOrtem Changeof TMAO content during chi11storageof  

marine organlSmS．   

The Polovinskireaction，a S‡給Cificintramolecular rearrangementofmethyl－N－0Ⅹides  

with acetic anhydride，Can be utilized for the sI把Cific and direct determiDatiDn Of  

TMAO．When the resulting N－methyloIcompound（Orits acetate）is hydrolyzed and  

forrnaldehydeliberatedis determinedcolorimetrically afteritscondensationwithchro－  

motropicacid．this methodisapplicablefor the micro・determinationof TMAOcontent  

Of water extract from naturalsubstances．Overallprocedureis as follows：  

1．Add2．5ml．aceticanhydrideto O．25ml．of the practically neutralsample（extract）  

COntainedin aglass reaction tub．miⅩ．and heatina boiling water－bath forlhour  

under a air condenser．   

2．After cooling，add2．5ml．ofwater hto the tubeand mix thoroughly to hydrolyze  

retTlaining acetic anhyride．   

3．Add3volun：eS Of chromotropic acid reagent（0．2per cent chromotropic acidin  

approximately20N sulfuric acid）．Heat h a boiling water－bath forlhour．   

LI．After cooling、read the density of the color developedin a colorimeter at580mFL・   

The relationship between the color density and the concentrations of TMAO was  

found to satisfy the Lambert－Beer’slaw（Fig．1）・   

TMAOcontentsofthemusclesofsomelive marineorganisms are shownin TableI，  

Whlchdecreaseduringchillstorage（Fig．2－14）．Variationsin amounts of the toluene  

extractableamines and of totalorganic bases are shown togetherwith that of pH・  

Itis concluded from these results that：  

1．ThedisappearanCe Of TMAO dming storageis common among alltbe marine  
Organisms tested．   

2．The typicalpattern of the TMAOcontentduringstorageis consisted of two dec－  

reasingphases and a’’plateau”betweeTL these where practica11y no changein TMAO  

takes place．   

3．At thebeginning of tlle SeCOnd decreasing phase，Signs of the spo血ge of thc  
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Samples（app＆ranCe，Smell，etC．）are remarkable．   

4．Organicbases starts toincrease shortly earlier than thebeginning of the second  

decreaslngPhase，and continues toincreaseduring spoilage of the sample．  

Itist＊1ieved thatthe post－mOrtem disappearance of TMAOis d叫e tOits feduction  

to thecorrespondingamine．trirnethylamine（TMA），CauSed by theactionofbacteria・  

Itis safe，there王ore，tOSay that thesecond decreasing‡血aseoiTMAO contentis，at  

the sam寧time，thebeginAng stage of the spoilage．From these considerations，SOme  

possibilitiesofthefrestmessestimationofmarineproduFtSarediscussed（Fig・15）・   

Thefreshness of marine products may be estimated by：   

1．r如拙O co和才g光f f和椚以5CJダS．   

hitialcontents of TMAOin fish organs varies due to the season，SpOtanddepthof  

WaterS Where the fishis caught．However，pOSSibilities for esti皿ating freshness are  

Stillavailable whe皿Statistics are made from examinations andexperiences accumula・  

ted．Ifafishisfoundto contain no or a very smallamount Of TMAO，itisiudged as  

SpOiled．   
2．アカg cβ椚♪αrね0乃qrJ如co乃如f∫ 0′mOβ〃d rルrA．   

The extent of the spoilageis conveniently estirrlated by comparlng the amount of  

TMAandits oxide．When the fish王s suLficiently fresh，the content of TMAO stays  

in a high1evel，Whereas，that of TMAis nilor verylow．  

If【TMAO〕≫【TMA〕，thefishissufficientlyfresh．and，if〔TMAO〕壱〔TMA〕，the  

fishisspoiledandnotedible．（【TMAO〕and〔TMA〕arethemolarconcentrationsof  

TMAOand TMA，reSpeCtively）．   

3．rカβ坤ggd〆J加成5α♪♪g〃rβ乃Cgげ丁財AO．   

AsshowninFig・15．ifthedecreaseofTMAOcontentisat thesta写eOfthet－plateatl”，  

i鱒Which the fishis fresh and could be used，the rate of decrease of the TMAO con－  

tent per hour（Or per day）is verysmallduring the chillstorage，Whereas，if the fish  

is spoilingand the decreaseof TMAOis at thesecondphaseofdecrease．wherethe  

SpOilageistakingplace，theJrateisremarkable・   

Theratios of thedecreaslngrateSWere uSual1y found to be more thanl：10．Thus，  

a possibleway of estimating the freshness offishwith this res鱒tis：   

lfthevalue，－〔TMAO〕／3叫islessthanl．thefishispracticallyfresh，andifmore  

than5．thefishis onits way of spoilage（TableI［）．   

措  

従来，水産物鮮度養判定する化学的方法として，放電の判定法あるいは規準が提唱され，実際  

に使用されており1・2），効果的常用法として揮発性塩基窒素，トリメチルアミン（以下TMAと略  

称），揮発性有線酸，インドール，ヒポキサンチンなどの含量による方法，pH．昇未反応3）．ホル  

マリンによる蛋白沈澱量の測定などの方法が用いられている2－4）．ことにTMA（およびTMAを含  

めて有撮塩基）含量を規準とする方法はiトリメチルアミン中生成が魚類死後における，きわめ  

－314一   



て著しい変化の一つであるので巌も有利な方法の一つとしてよく用いられている4）．トリメチル  

アミン・オキシド（TMAO）はTMAの前額物質（母休）であることが知られており，魚類腐  

敗時におけるこの還元反応ぬもっぱら腐敗細菌によるとされ．TMAO→TMAの還元反応に関与  

する細菌酵素系に関する研究もおこなわれている．そして．もしTMAOの分解－TMAの生  

成がもっぱら腐敗細菌の増殖に随伴する・ものであるならば．TMAO量の貯蔵中の変化の模様は，  

金品の腐放進展のパターンに最も密着したものとなるほずである．   

著者らはこの点に着日し．かつ．TMAOがほとんどの海産動物の生存中の常在成分であるこ  

とから、もしこれが一†定め法則に従って，魚類鮮度の劣化に伴なって減少していくものならば．  

魚介類貯蔵中のTMAO含景を検討することによって、魚類鮮度判定の一つの目安となしうると  

考えた．   

TMAOの定量に当たっては従来これを何らかの方法によって還元し，TMAとなしてのちトル  

エン層に摘出してピクリン酸塩として定量する、いわゆるDyerの方法6・7）・がとられてきたが，こ  

の方法は煩雑に遥ぎるとともに．その帯皮についても発点があった．著者らはTMAOの無水酢  

酸処理によって定量的に生成するホルムアルデヒド置からTMAO量を測定する新定量法を提唱  

しえたので叫．T～IAO含量の測定にこれを採用するときは，十分簡便な鮮度判定法として提唱さ  

れうるのではないかと考え、以下数軽侮産動物について．その貯級期間中のTMAO量の変化を  

追跡したので報告する．なお，合わせてTMA含量， pH、総塩基塵の変化の硬様とともに．海  

産物鮮度判定の可能性について2，3考察を行なう．   

実験および実験材料   

1．無水酢酸：市販無水酢酸中に通常不可避的に存在する光分解物はTMAO定量の第2段反  

応中，硫酸によってFAに変化して高い盲験億を与えるので，市蔽無水酢酸を椅製した．すなわ  

ち．無水酢酸800mlに濃硫酸数滴を添加して混合し，還流冷却器下に数時間煮沸する．栢潜塔  

を付して蒸潜し、1370C～1390Cの潜分を採取する．帝溜は2回線り返えす．   

2．TMAO：市販品を永とアルコールから再籍晶し，エーテルで洗浄して乾燥した軋硫喫デ  

シケーター中で恒量になるまで脱水．無水物として使用した．   

3．ジメチルアミン塩酸塩：TMAOと同線，処理によって精製した．   

4．TMA塩酸塩：同上．   

5．タロモトローブ酸：水とエタノールから再籍晶した．   

6．タロモトロープ酸試東：1gのタロモトロープ較を100mlの水に溶かして，24N硫酸400ml  

を徐々に混合しつつ加える．   

7．FA：市販ホルヤリン溶液   

8．ホルムアルデヒド重亜硫酸ソーダ：ホルマリンと重亜硫酸ソーダから常故によって合成，ア  

ルコニルから再結晶し，舞空デシケ一夕ー中で恒景となるまで保存した．  
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9．実験材料：サルエビ，マアナゴ，アワビ，イイダコ，メイタカレイ，ヒイカ，ナマコ，キュ  

ウセン（ベラ），スズキは瀬戸内海で繍笹された清けものを明石市において購入し，ドライアイス  

によぅて凍結して研究室に持ち帰った．クルマエビほ淡路島付近にお‘いて捕獲されたものを購入  

した．アサリは市販のものを用いた．  

10．試料：サルエビ，ヒイカ，イイダコ，ナマコは全体をそのままホモジナイズした．アワビ，  

アサリは殻をとってホモジナイズした．マアナゴ，メイタカレイ，ベラ，スズキ，マグロは筋肉  

部をホモジナイズした，クルマエビは筋肉（可食部）全部をホモジナイズした．  

11．貯蔵：以上のようにして得た磨砕物 5gないし10gあてを小容器にとり，5DC内外に調  

節した冷蔵庫中に保存し，各日数どとにとり出して観察して後．抽出に付した．  

12．抽出：試料（籍砕物）に2倍量の水を加えて，ただちに沸騰水浴中に10分間保ってのぢ，  

室温まで冷却，水冷下ホモジナイザーを用いて均質になるまでホモジナイズし，これを40Cに保  

って遠心分離（10，000rpm，15分）し，上清を試料溶液とした．   

13．定  量   

a）TMAO：読料（藷砕物熱水抽出液）0．25mlを試験管にとり，これに2．5mlの無水酢酸  

を添加してよく振とうしてのち，空冷管（長さ約40c爪のガラス管）を付して沸騰水浴中に1時  

間保つ．とり出して冷却後2．5mlの水を添加してよく溶け合うまで撹押して過剰の無水酢酸を  

分解する．反応混合液に対して3倍量のクロモトロープ酸試薬を添加して．ふたたび沸騰水浴中  

で1時間加熱して生ずる発色を冷却後580m〝で比色する．発色は少なくとも24時間安定であり，  

TMAO濃度0～1．5F皿01e／mlの範囲内でLambert・Beerの法則に従がう．   

b）いレエソ可溶性有犠塩基（TEB）：Dyer  

のトルエン抽出法の変法により定量した．  

14．pHの測定は狭域pH試験紙（東洋科学）  

によった．  

15．初期席数の判定は試料および抽出液の臭  

気，色，淘度などの観察によった．  

実 験 結 果   

1．生体試料申のT対AO含王   

試験に供した動物生体中のTMAO含量を調  

べてみると，TableIのどとくなり、類または  

日によってTMAO含量に一種の共通性がみら  

れる．このことはすでに古く見出されて比較生  

化学的に興味をもたれ，TMAOの生理的意義  

0  0．5  しO  t．5  

TMAOl粧mOIo′鵬．）   

Fig．1StaIldard curve for TMAO  

determinatiom  

（塩基の解毒9川），彦透圧9・10）や緩衝健12）の調節）を説明あるいは推測する際の基礎となって  
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いる．  

TableI．TMAO Contentsin Live Marine Organisms．  

Organisms  TMAO  

Vertebrates  

Flatfisll  

Wrasse  

Sea t〉rea皿  

Bass  

Sbellイi血es  

Abalone  

Bal）y Clam  

Crustacea  

Sbri皿p  

Prawn  

Cepbalopods  

Squid  

Octopus  

Ecbi皿derm  

Sea cucumber  

（Pleuronictbys comutus）  

（HalichoerespoecilopteruS）  

（Cbrysopbyrysmajor）  

（Lateolabraxjaponicus）   

（Haliotis gigantea）  

（Tapes japonica）   

（Trachypenaeuscurvirostris）  

（Penaeus japonicus BATE）   

（Loligo japonica）  

（Octopus oce11atus）   

（Stichopus japonicus）   

2．魚介類貯蔵中のT鳳AO含王の変化   

こうして生体中に，あるものではきわめて豊富に存在するTMAOが低温貯蔵中に特有のパタ  

ーンを描きつつ減少し，代って生体塩基が出現してくる有様を以下の各国に示す・   

O   1   2   さ   ヰ   ら   6   7   8  
TIHEtD叩II   

Fig．3 Variationin trimethylamine oxide  

content during chi11storage of wrasse  

（Halichoeres poecilopteruS）  

O   1   2   3   q    5   6   丁   8  
T州E（Doy～）   

Fig．2 Variationin trimethylamine oxide  

contentduring chi11storage of bass  

（Lateolabrax japonicus）  

TMAO  －・－・－TEA  
，…・……・ TotalN o oゥo pⅡ  
TEA：Toluen－eXtraCtable amines as TMA  
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J   

OIZ ち ヰ 5 6 7 0 910III2ほ14ほ＝幅H t81920  

Tl鵬照明■I  

Fig．4 Variationin trimethylamine oxide  

COntent during chillstorage of sea  

bream（Chrysophyrys major）  

o I 2 ！ ◆ 5 ● 丁 ● I ■○ 一l ■つl｝I●  

TIME沌○い）  

Fig．5 Variationin trimethyla皿ine oxide  

content during chill storage of flatfish 

（Pleuronicthys comutus）  

ミ25 モー ∈  

O l 之 さ ヰ 5 6 丁 （】 9 暮OllI21314  
Tihlこ：こGyゝ〉  

Fig．7 Variationin trimethylamitle OXide  

COntent during chillstorage of Squid  

（Loligo japonica）  

0 1 2 3 ヰ 5 6 ？ 8 91011ほ131ヰ  
T】ME（Doyl）  

Fig．6 Variationin tri皿ethylamine oxide  

COntent during clli11storage of sea  

eel（Astroconger nyriaster）  

O 1  2  ヱ  4  5  う  ア  8  9 10 11  
Tlh†三tDっys）  

Fig・9 Variationin trimethylamine oxide  

COntent during chillstorage of abalone   

（Haliotis gigantea）  

Fig・8 Variationin trimethylamine oxide  
COrltent d11ringchillstorageof octopus  
（Octopus japonicus）  

ミら○  
∈  

6   丁   8  王    4    5   

TWEtD8yS】  

Fig．10 Variationin trimethylamine oxide  
COntent dufing chi11storage of shrimp  
（Trachypenaeus curvirostris）  

Fig・11Variationin trimethylamine oxide  
COntent during chillstorage of prawn  
（Penaeus japonicus BATE）  
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ぞItO t＞  

∈  ニ＿．＿．二／■  

O  1  2   さ   ヰ   5  
T州EtP叩tI  

6   丁    8  O  1  2   ち   4   5   6   7   2  9  
T棚E（Doyt）   

Fig．13 Variationin trimethylamine oxide  

COntent during chillstorage of stri・  

Pped baby clam（Tapes japonica）  

Fig．12 VariationiJltrimethylamine oxide  
COntent during chillstorage of baby  
Clam（Tapes japonica）  

考  察  

以上の各囲から次の諸点が籍諭される．  

1．すべての海産動物はその韓死後，俸内TM   

AO含量の低下がみられる．  

2．TMAO減少の模様は動物によってそれ   

ぞれ特有であるが，共通している点が2，3見   

られる．一つは籠死数10時間tこ見られる滅少   

（欝1減少期）であり．いま一つは初期腐敗開  

こめ2つの減少期にはさまれて数日間にわたる平坦  

一一 一●一－・一●－一一一一▼一  

＿●■－一∴一一－－一・一一一一■   

8  9 10 1l   4  5  6  7  
T川ほ（Dqy雪〉  

0 1 2  3  

Fig．14Variationin trimethylamineoxide  
COntent during chillstorage of sea  

CuCumber（Stichopus japonic11S）  

始期に見られる急激な減少である．そして、  

郊ぐプラトーつがみられる．   

3．TMAO量の欝2減少期前後に初期腐飲が認められる．  

1  4．有穐塩基量はTMAOの第2減少期より少し以前に増加をはじめ，のちには当初のTMAO  

の含有量（生体中）に無関係に増加を続ける．   

2の2回の減少期中，第1次減少期は生体酵素系によるもの，第2次減少凱ま細菌の作剛こよ  

るものと考えられる．すなわち，舞1次減少期にあってほ生体細胞内にあって．互いに局在して  

作用してTMAO2TMAの酸化還元的平衡を左側にかたよらせていた酵素群が．ホモジナイズさ  

れることによって，その局在性を失って互いに珪蝕する結果，上の平衡を一部右側にずらせたも  

のであろう．   

第1次減少期でTMAO2’rMAがある平衡に達し．そのまま数日間を経てのち，細菌の活動に  

よるTMAOの分解が始まる（第2次減少期）・したがって，言葉の定義からして．TMAOの第  

2次減少期はすなわち【腐敗”そのものの開始と．その進行を示すものということができる．そし  

て生存中に存在したTMAOのすべてが消費されたのちも，他のアミン類の生成をともなうごと  

き他の化学的変化は続き，これがトルエン可溶性有線塩基（TE】∋）の増加の継続となって示され  

ているものと考えられる・このことは総塩基窒素量（TMAOを含む）の増加からも知られる（各  
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図における点線）．   

以上の観察からTMAOの定量による水産物  

鮮度判定の方針について，典型的なTMAO械  

少パターン（横型図，Fig．15）によって2，3  

考察を行ないたい．  

1．T鳳IAO含量   

生体中のTMAO量は魚介の電類によって異  

なるし，特定の一種をとり上げてみても，収穫  

の場所，季臥深度などによって異なる・した  

がって，貯蔵海産食品に共通な鮮度判定の方法  

として．あるTMAO量の規準を示して，これ  

S†ordge Period   

Fig．15 Amodelp？ttern Ofvariationin  

TMAO content duringstorage of  

marine products 

を目安とする方法を挙げることはできないが，F上述の季節・収穫場所の1つ1つについて検討し，  

経験が得られれば，たとえばTMAO何mg％以下の場合は危険といった判定法がもちろん可能  

であろう．   

2．TMAO圭とT孤IA（TE召）圭の等しくなる時期   

上述のTMAO＋TMAなる反応のみがTMAO分解め（そしてTMA生成の）唯一の反応と仮  

定するならば，この両者のモル比が1となる点ほ，すなわちTMAOの半量が分解された点とな  

る．この点ほ生体内TMAO畳がある程度以上であれば必ず第2次減少期に現われるはずであり．  

実酪 アサリ，ナマコなど著しく生体TMAO量の低いものを除き，第2次減少期に現われてい  

る．したがって，貯蔵申の魚介類をとってTMAOおよびTMAの定量を行ない，TMAO量が  

TMA量に等しいか，あるいほより低い（すなわち〔TMAO〕≒【TMA〕）と卓は食品は腐敗途  

上にある．実際にはTMAOの分解ほかなり複雉なようであるが，この法則による判定法は実蘇  

的であり，本朝転報告した海産食品中，アサリ，ナマコを除くすべてに当てはまる●・   

3．TMAO減少曲線の勾配   

Fig．14（模型）に典型的なパターンを示したごとく，貯蔵申TMAOの量はゆるやかな減少度  

を保つプラトーの後，細菌による急激な分解を受けて減少していく．したがって，r適当な単位時  

間内のTMAOの減少量  

一d〔TMA（〕〕／hr  

を見れば，その絶対値はプラトーと第2次減少期において著しい相違を示すはずである■   

A 

（p：プラトー（平坦部），S：第2次減少期）   

じっさい，たとえばスズキではプラトー上．TMAO減少量の平均は毎日6．5mg％（毎時間0．27  

mg％）であるのに反し，第2次減少期にあっては毎日112．5mg％（毎時間4．7mg％）とほぼ20倍  

の滅分を示す．   

この法則に当てほまるものにはスズキの外にカレイ、ベラ，アナゴなどの魚類，アワビ，タコ・  
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イカなど多く，かなり一般的な有力な鮮度判定法が導き出されると考えられる．すなわち試料を  

採取して2分し，50c内外に貯蔵し，数時間をはさんでそれぞれT叫AO量を測定し，両者の差  

から経験によって（たとえば前例のスズキの場合には，危険率を考慮に入れて，毎時間0．5mg％   

以下，4mg％以上というふうにレベルを競走して）試料がプラトー上にあるか否か，つまり細  

菌による飲腐傲∴以前にあるか否かを適確に知ることができよう．この定量法の楷度から考えて2  

試料の定量の間隔は2ないし3時間が適当と考えられる．TableIに数種魚介類新鮮斯および腐  

敗期において試料が5つC に保たれた場合のTMAO含量の低下率（毎日および毎3時間）を示   

した．  

TableⅡ．Rate ofI）ecrease of TMAO CoJltentS during Storage of Fresh and Spoiling  

Marine Products．  

＊MilligramsperlOO g wet sample．  

緒言に述べたどとく．TMAOの欝2次減少期が細菌にもとづくものであり，【有挽物が微生物  

の作用によって悪変して不快臭、有毒物質を生ずる現象”を席数と定義する13）以上，TMAO量変  

化のパターンは腐敗そのものの進行をもっとも端的に示しているものということができ、M魚の鮮  

変低下の問題は死後の細菌学的変化よりも．生化学的変化に重点があろう1ヰ）”とする説を肯定す  

るならば，TMAO量低下の様相はまた正確に鮮度低下そのものの様相を示しているものという  

ことができると考えられる．したがって，このパターンの適当な解析によって，さらに適確な岬腐  

敗’’の判定法や¶鮮度りの換定法が導き出されうるものと期待される．  

要  旨  

数種海産食品貯蔵申のTMAO量の変化の様椙を謁ペ，これらに基づいて海産食品鮮度判定法  

の可能性について考察した．検討した動物食品中．魚類，且類（斧足類を除く），頭足類では、  

TMAOは日数とともにほぼ共通したパターン措きつつ減少する．すなわち，死直後の急速な減  

少期のあと数日間著しい減少はなく．初期腐敗の開始とともに，ふたたび急激な減少期があり，  

TMAOは速や釧こ消滅し，代って生体塩基の増加がみられる．   

このバターンから考察して，可能と考えられる鮮度判定法は次のとおりである．  
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1．TMAO含有量による判定  

2．TMAO量とTMA量を比べて等しいか，あるいほより少ない場合，食用不適とする判定法  

3．単位時間当たりのTMAO減少量による判定法  
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