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硫化異変に関す る 研究－Ⅱ  

アスパラガス成分のシリカゲルによる分画と分画画分の腐食性  

竹内伊公子， 長阿 博光， 大塚  滋  

Studies on Sulftlr Stain ofInternalWallof Cans－ⅠⅠI  

Corrosion and Sulfur Stainwith Fractions of Asparagus  

Extraet with Sili亡a Gel  

Iknko Takeuchi，Hiromitsu Osada and ShigeruOtsuka  

In the previous papers，it was suggested that one of the corrosion factors of the  

intenlalwauofcanned asparagusisaloose conjugated compound with glutamicacidand  
OrgaTlic acids．   

In the present study，in order to purifythe corrosion factor，the aqueous solution  

（A－ⅠⅠ－2），Which caused the severe sulfur stain and corrosion ofinternalwallof cans，  

was examined．ALterthe fractionation with activated carbon followed by silica gel，the  

sulfur stain and corrosion were remarkable with the methanolic fraction（Si－2）．After  

the d；rect fractionation of A－II－2 with silica gel，both the severe sulfur stain and  

COrrOSion were observed with the methanoljc portion（Fr．2）．Frac（ion 2 gave three  

SPOtS Which wereidentified bybromocresolgreen reagent．Crystalswereisolated from the  

mixed soIvent extract（Fr．1）．（m．p．158－162OC）．The melting point and Rf valuewith  

thinlayer chromatographywerein agreementwith thoseof pyroglutamicacid．The fact  

that pyrog】utamic acid wasnot detectedin the etherealextractindicatesthatitis not free  

in fresh white asparagus．Itis＼Vellknown that glutamine and glutamic acid undergo  

ChaTlgeS tOpyrOglutamic acid．   

農産缶詰や水産缶詰を問わず，缶詰の内面の腐食や硫化黒変の現象は大きな問題ともなる．これ  

らを防止するためには，内容物申の成分に含まれる腐食や硫化異変に影菅をおよぼす要因物質（腐  

食因子）の究明が必要となる．前報1】では，アスパラガス原料のアルコールによる抽出液を検索し  

た結果，主たる腐食園子の1つとして，グルタミン酸と有権転が何らかの形で結合した，特にグル  

タミン酸は容易tこ切断されて道東の状態になりやすい有槻（含硫）化合物が腐食に関与していると  

いう知見を得た．トマト果実申の成分についても！），共通した挙動を示す酸性物質の存在が認めら  

れた．この敵性物質を明らかにするために分離精製を試み，活性炭およぴシリカゲルカラムによる  

分蘭画分の腐食および硫化黒変を比較した結果を報告する．  

実験方 法   

1．活性炭カラムによる分画   

前額で寄書したように，図1に従って得たエーテルに不溶な区分A－Ⅱ－2を，あらかじめ洗藤し  

た活性炭（Norite SX－Ⅱ）のカラムを用いて，活性炭に吸着しない区分と，水で充分に洗い涜し  

た後，メタノールならびに2Nアンモニア水で溶出した区分に分画した．それぞれの区分を，C－   
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1，C－2，C－3とした・  Extraetoffresh、、・hitcasparagus  

2． シリカゲルカラムによる分  

画   

活性炭に非吸着の区分C－1  

を，あらかじめクロロホルムで  

彫濁させたシ リカゲル（メルク  

社製シリカゲル60，メッシュ70  

～230）のカラムを用いて展開  

し，最初にクロロホルム：n－フ  

タノール（1：1V／V）で，  

読いてメタノールで溶出し，最  

後に水で洗出した．それぞれの  

淳出区分を，Sト1、Sト2，Si  

－3とした．  

3． A－Ⅱ－2のシリカゲルカ  

ラムによる分画   

A－Ⅱ－2をシリカゲルカラム  

を用いて，2に準じて分画を行  

なった．水で溶出した後，さら  

Do、TeX5011γⅩ8（HT【orm）  

elute、Vith2：（NH40H・  

Effluent：A   E】uate：B  

Effluent：A－Ⅰ  Eluate：ユー1l  

Ether，reflux for120houI，S  

slal・er：A－Ⅰト2   

Carbon．actil・ated  

Etherealh）・er：A一Ⅰトl  

Effl lIeOrlextract  2N NH40H extract 
I 

C－1  C－2  C－3  

Silica gel  

れIeOH  2N HCl  CHC13：n－BuOH（1：1）  

extract  

Si－l   

rI20  

extrac【  extract extraet  

Si－2  S卜3  S卜4  

Fig・1Fractionalion ofthe extract offreshwhite asparagt）S  

に2N塩酸で洗い流した．各両   

分をそれぞれ，Fractionl．Fraction2，  

Fraction3．Fraction4 とした．（図2）  

4．C－1ならびにSi－2の液体クロマト  

グラフィー  

1およぴ2で得たC－1ならびにSi－2  

の液沐クロマトグラフィーは，日立液体タ  

ロマトグラフま置034型を使用した．  

5．各画分のシリカゲル薄層クロマトグラ  

Aqueous la er：A－Ⅰト2  

Silica gel  

CHC13：n－BuOH（1：1） れ！eOH  H20 2N HCI 

Extract  Extract Extract Extract  

Fr．1  Fr．2  Fr．3  Fr．4   

Fig・2 Another fractiontion ofA－11－2with  

Silica gel．  

フィー   

1、2およぴ3で得た各両分のアミノ酸および有秩鼓の定性は，シリカゲルの薄層クロマトグラ  

フ（TLC）を用いて，n－ブタノール：酢鼓：水（4：1：1，Ⅴ／V）で展開し，エソヒドリンな  

らびにプロムクレゾール・グリーン（BCG）試薬で発色させた．  

6．各画分の有機酸含量   

琵1に従って得たA一Ⅱ，A－Ⅱ－1とA－Ⅱ－2およぴ3で分画した両分Fractionl，Fraction2  

の各面分の有機酸の含量は．Partition chromatography3）によるシリカゲルクロマトグラムのパタ  

ーンによった．  

ワ．各画分の腐食性  

1，2およぴ3で分画した各画分をpH7．0に詞盤後，J五肋扇′ほ あJ脚r（pH6．2）溶液を加え  

て試料溶液として，試験管に分取した．純度約100％，厚さ0．3mmのスズ枚（2×2．5cm）をその  

中に浸漬させて、封菅後，1200C，20分間加熱殺菌した．370C，1週間貯蔵後，開封して，溶出し  

たスズ壷をポーラログラフ法4）で測定した．スズ板裔の硫化采変の度合を，視覚的に＋・－で判別  

し，宗変皮として表示した．   
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実験結果   

1．各画分の腐食性   

図1に従って，A－Ⅱ－2の区分を活性炭，さらにシリカゲルカラムで分画した各画分の溶出スズ  

の農および黒変圧を，表1に示した．活性毅に非吸着の区分C－1では，スズの溶出が著しく，2  

Nアンモニ7水で溶出した区分C－3では，硫化黒変の方がより若しかったが，非吸着および吸着  

の両区分に，スズの溶出と硫化黒変をともに生じて，その差異は認めがたかった・さらに，活性炭  

に非吸着の区分C－1を，シリカゲルのカラムで分画したところ，メタノールで溶出した区分Si－  

2に，スズの溶出ならびに硫化異変が共に著しい結果を得た．最初の混合溶媒で溶出した区分Si－  

Table 2 Det；nLingaction and degreeof  

sulfur stain of fractions of  

A－Ⅰト2with silic且gel．  

Tablel Detinningaction and degrce of  

sulfur stain of丘actiorlS Or  

A－I［－2with activated carbon  

and silic且gel・  

1および最後に水で溶出した区分Si－3では，  

スズ溶出も硫化黒変もほとんどみられず，明ら  

かに差異が認められた．   

図2に従って，A－Ⅱ－2をシリカゲ  

ルカラムで分画した画分の腐食性の結  

果を，表2に示した．スズ溶出違およ  

び黒変皮はともに、メタノールの溶出  

区分Fraction2に著しい結果を得た．  

他の画分とは明らかに差異があった・  

2．各画分の液体クロマトグラフィー   

C－1，Si－2 の両区分の液体クロ  

マトグラムは，図3のとおりである・  

前報で述べたように，グルタミン酸の  

梗品と一致する位置にピークを示す  

が，他には特長的なピークほみられな  

かった．  

3．各画分の薄層クロマトグラフィー  

（TIJC）  

図1に従って得た各両分のTLCの結  

果は∴図4に示したとおりである・Si  

－1区では，Rf o．1，Rfo．3付近に3  

～4つのニンヒドリン陽性のスポット   

30  60  90  120  
（min）  

Fig．3 Chromatograms offractions ofA－1l－2  

with activated carbon and silica gel．  



硫化黒蜜に喝する研究一刀I  

をわずかに示した・Si－2区では，Rfo．1，Rfo．3～0．35，Rfo．55～0．6および原点付近に，Si  

－3区では，Rfo．1，Rfo．2．Rfo．4および原点付近にわずかにスポットがみられたが，いずれ  

も不鮮明なスポットであった・また，石段薮の定性でほ，Si－1区ははとんど陰性であり，Si－3  

区はR＝）．1と原点部分にBCG陽性の不鮮明なスポットをわずかに示した．スズ溶出ならびに硫化  

異変が著しいSi－2区についてほ，Rfo．3～0．35，Rfo．6に3～4つおよび原点部分に鮮明なス  

ポットの他に，いくつかの不鮮明なスポットがみられた．  

図2に従って分画した各画分のTLCの結果  
Rr  

は，図5に示したとおりである・Fractionll．0  

には Rf o．6にBCG 陽性の鮮明なスポット  

と Rf o．4 に不鮮明なスポットがみられた．  

Fraction2ではRfo．35～0．4、Rfo．2に2～  

3つの鮮明なスポットがみられた．Fraction3  

では，Fraction2と同位置にわずかに不鮮明な  

がらスポットを示した・Fraction4iこはRfo．4 0．5  

の鮮明なスポットがみられた．なお、Rf o．4の  

Yinhydrin  Bromocrcsol Green 

O 0  

00  
0  

00。   スポットは，標晶のクエン較、リンゴ酸にほぼ  

一致した．   

Rfo．6，Rfo．4にBCG陽性のスポットを示す  

Fractionlを強圧濃縮して得た濃縮残痘をシリ  

カゲルカラムを用いてクロロホルムで展開し，  

クロロホルム：n－ブタノール（7：3，Ⅴ／V）  

で溶出した，この混合溶媒で溶出した液を液圧  

濃縮した結果，混紡残透から白色結晶を得た．  

メタノールーエーテルで再結晶後，融点158～  

1620C．Rfo．58（BCG発色）を与えた．  

4．各画分の有機酸組成とその含量   

圏1で得た画分 A－Ⅱ．A－Ⅱ－1，A－Ⅱ－2  

および 図2に従って得た画分 Fractionl，  

Fraction2の有段鼓組成とその含量を、表3に  

示した．表中の数値は，原料100gあたりのmg  

数に換算したものである．A－Ⅱ区では，リン  

ゴ酸およびクエン鼓含量が高く，ついでピログ  

ルタミン敢が多かった．そしてわずかながら．  

フマール酸やコハク敢も検出された．A－Ⅱを  

エーテルで処理した岩見エーテルに可溶な鱒  

分A－Ⅱ－1では，ピログルタミン較，リンゴ酸  

およびクエン酸などの含量が低く，ほとんどエ  

ーテルには抽出されないで，A－Ⅱ－2 の水屑  

の方に残存するという結果になった．また，  

Fraciton2ではリンゴ酸やクエン酸含量が高  

く、ピログルタミン酸もわずかに含まれていた  

他は，検出されなかった．  

n
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Table 3 Conten【S Oforganic acidsin A－ⅠⅠ，A－Ⅰト1．  

A－ⅠⅠ－2 a】1d fractions of A－Ⅰト2 with silica  

gelcolu皿n．  （mg／100gsample）  

考  察  

前報において，生ホ  

ワイトアスパラガスの  

アルコールによる抽出  

液について∴陽イオン，  

陰イオン交換樹脂処理  

の結果．アスパラガス  

市鶉の缶内而腐食因子  

（硫化異変に関与する  

因子を含む）の1つほ，陽イオン交換樹脂に吸着されず，陰イオン交換樹脂に吸着する酸性物質で  

あり，何らかの形で化学的絵合したグルタミン酸が容易に切断されて遊離の状態になるという結果  

を得た．   

この軟性物質を含む区分から，含硫化合物や芳香族化合物などを吸着し，分別する呂的で，活性  

炭処理を行ない，それぞれの分画画分の腐食性を比較したところ，各両分にほあまり覇者な差異は  

認められなかった．   

A一Ⅱから，油脂や遊詐の有授酸などのエーテルに可溶な物質を分別する目的で，エーテルによ  

る連続抽出を行ない，エーテル屑および水屑に分別した．それぞれの画分について有稔敵組成とそ  

の含量を比較したところ，ピログルタミン醸，リンゴ酸およぴクエン酸などが，エーテルには抽出  

されないで水溶液中に大部分が残存するという結果を待たため，さらに検討を要するが，これらの  

有穐酸は，原料申に本来遊離の状態で存在したものではないと考えられる．   

A－Ⅱ－2のシリカゲルカラムによる分画の結果，メタノールで溶出した区分Fraction2に，スズ  

の溶出ならびに硫化異変を著しく認めたが，この区分が示したTLC上のいくつかのBCG陽性のス  

ポットのうち，Rfo．4は培畠のリンゴ酸に相応し，Rfo．6の小さいスポットは標品のピログルタミ  

ン酸と－・致した．他のRf o．2にみられたスポットが，未知の酸性物質に由来するものと考えられ  

る．なお，ニトロプルシッド反応によるイオウの定性の結果，Fr．2は陽性であった．このFr．2  

に存在する穀性物質（腐食および黒変因子の1つ）は，イオウを含んだ有傲化合物と考えられる．  

各両分のイオウの定性および定量については，次回報告する．   

混合溶媒で溶出した区分Fractionlでは．スズ溶出や硫化黒変ほほとんど認められなかったが，  

この区分をさらにシリカゲルカラムで精製したところ，ピログルタミン酸様の結晶を得た．融点お  

よびRf値ともに，標晶のピログルタミン較に一致した．ところが，Dame5〉らは生アスパラガス中  

にはその存在を認めていない．さらに，グルタミン、グルタミン酸ほ容易に環化してピログルタミ  

ン醸を生成する．これらから，屏食因子の1つと目される酸性物質から切断されたグルタミン酸と  

生成したピログルタミン酸との間に可逆的反応が介在して，液体クロマトグラム上のグルタミン酸  

のピークならびにTLC上のグルタミン較のスポットの発現，そしてピログルタミン酸の晶出に関  

与したものと考えられる．  

要  約  

生ホワイトアスパラガスのエキス分のうち，イオン交換馴旨およびエーテル処理を行なって得た  

両分に，グルタミン酸および有機酸が何らかの形で結合した有織化合物が存在し，容易にグルタミ  

ン醸および有機酸を遊離する・このスズ溶出および硫化黒変がともに著しく認められた両分を，活  

性炭あるいはシリカゲルを用いて分画を行ない．各面分の腐食性を比較した．   
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活性炭処理では，各画分ともにあまり差異は認めがたかったが，シリカゲルによる分画では，メ  

タノールで溶出した画分にスズ溶出および硫化異変が著しく，他の画分とは明らかな差異が認めら  

れた．この圃分は，TLC上にまだ3つ以上のスポットを有し，そのうちRfo．6．0．4のスポットは  

それぞれ，ピログルタミン酸とリンゴ酸に由来し，他に未知の酸性物質に由来すると考えられる  

Rfo．2のスポットを認めた．   

混合溶媒で溶出した画分からは，腐食因子の1つと目される酸性物質から切断されて遊離したグ  

ルタミン酸が環化して，生成したと考えられるピログルタミン酸を分離した．  
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