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含硫化合物の加熱による硫化水素生成に対する  

フマル酸の抑制効果とその機構  

長田 博光   

InhibitoryEffectsandMechanisismofFumaricAcidon  
HydrogenSulfideGenerationbyHeatingSulfur－COntaining  

CompoundsorSubstances  

Hiromitsu Osada   

Theinhibitoryeffects offumaric acid onhydrogen sulfide generation by heating sulfur－  

conta．iningcompounds orsubstances withoutcysteine、Wereinvestigated．Hydrogen sul［ide  

generationfromcysteamine．cysteinemethylester，CySteineethy上ester，Onion，radishandegg  

whitewa．sremarkablyinhibitedby fumaric acid．whilethe generation from dimethylsulfide，  

me血ylmercaptanandglutationewasconsiderablyinhibited．thou威＝oasomewhatlesserextenL   

Themainamino－COntainingcompoundformedbyheatingamixtureofcysteineandreducing  

sugarwascystine．Whencysteinewashea．tedwithpotassiumbromideorsodiumsulfate，CySteic  

acidandcystinewereformed．Andwhencyste主newasheatedwithchloroaceticacidorforma］－  

dehyde，S－（carboxymethyl）－CySteineandthiazohdine－4－Carboxylic acidcontainingaC－Sbond  

lVereformed，reSp∝tively．   

Keywords：Sulkr→∞ntainingcompound，hydrogensulLde，inhibitorye軌irhfbitorymechanism．  

魚介頬缶詰に7マル醸塩を添加すると硫化水素の生成が著しく抑制されさ）缶内面の黒変が防止  

される．その原因はフマル酸が魚介類の筋肉へ浸透し，遊離あるいはタンパク賀構成のシステイ  

ンと結合し、熱に安定なC－S結合を形成するためであることを明らかにしたご）   

本報ではシステイン以外の含硫化合物からの加熱による硫化水素生成に対するフマル酸の抑制  

効果、システインと種々の化合物の加熱によるアミノ化合物の生成ならびにタロロ酢乳 ホルム  

アルデヒドなどの硫化水素生成抑制機構について調べた．  

実 験 方 法  

1．フマル酸の硫化水素生成抑制効果   

グルタチオン，システアミン塩酸塩，システインエチルエステル，システインメチルエステル，  

ジメチルスルフィド，メチルメルカプタン，シスタミンニ塩酸胤 タウリン、システイン酸及び  

メチオニンに等モルのフマル酸モノナトリウムを添加し，それぞれ水酸化ナトリウムでpHをほぼ  

中性に調整したのち試験管に入れ．密封し．115℃，80分間加熱した．また．玉ねぎ．大根及び  

卵白はそれぞれ10gホモジナイズし，7マル酸モノナトリウム1．0、1．5及び3．Ogそれぞれ添加，  

溶解し，pH7．0に調整し，試験管に注入し．密封後同様に加熱した．加熱後20％酢酸亜鉛溶液  

中で開封し，Almy法3iで硫化水素豊を測定した．   
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2・システインと種々の化合物との混合液の加熱によるアミノ化合物の生成  

Cysteinehydrochlol・ide＋chloroaceticacid（1：1M，PH9．0）  

Cysteinehydrochloride＋（ormaldehyde（1：1M．pH3．8）  

l heatedat】15℃for80minutes．  
El細rod；a】ysis  

I coneentratedbyreducedpressure．  
Treatmentwithionexchange resin．  

（DolVeX501VX8Hリ  

lVa5hedlVithlVater．  

eluted withlO％HCl．  

ElectrodialysiJ 

COnCentratedbyreducedpressure．  
addedethylalcohol．  

Crystals  

Fig・1．Crystal）izationofproductsformedbyheatingamixtureofcysleine  
餌dchloroace［icacidalld／or一口rmaldehyde．  

システイン塩酸塩1mM溶液に等モルのタロロ酢酸，ホルムアルデヒドI臭素酸カリウム，載  

硫酸ナトリウムリンゴ酸、コハク酸，酢酸、ビルビン酸，グルタミン酸，グルコース．フルク  

トース及びD－グルタロノラクトンを加え，pH7．0に調整し．試験管に注入し．密封後115℃、  

細分間加熱した．開封後それぞれの液にpH2．2の緩衝液を加え，10倍に希釈し，日立835形高速  

アミノ酸分析計で分析した．  

3・システインとタロロ酢酸及びシステインとホルムアルデヒドとの反応生成物の精製   

システインとクロロ酢酸及びシステインとホルムアルデヒドの混合液を加熱すると多量の未知  

アミノ化合物が生成する．これらの化合物がS－（1，2－dicarboxyethyl）ぺySteine（DCEC）と同様にC  

－S結合を形成して硫化水素の生成を抑制するのか否かを明らかにするために．Fig．1に示した  

ように，システイン塩酸塩とタロロ酢酸を等モル混合し、pH9．0に水酸化ナトリウムで調整した．  

また，システイン塩酸塩とホルムアルデヒドとを等モル混合し、pH3．8に調整した．それぞれの液を  

試験管に注入し，密封後115℃，80分間加熱し，冷却した．開封後，PH7．0に調整し，旭硝子㈱製M  

E型電気透析器を用いて15Vの電圧で透析し，脱塩した．透析処理液をDowex50WX8（50－100  

メッシュ、H＋）を充填したカラム（3×26cm）に通し，水で十分洗浄し，10％塩簸で溶出した．  

溶出液を電気透析し，塩素を除去した後濃縮し、エタノールを加え，冷蔵庫に保有し，結晶を形  

成させ，その様造を調べた，  

ヰ．篇晶の分析  

1）理化学的性質   

結晶の溶媒に対する溶解性、ニンヒドリン反瓜 ニトロプルシド反応，水溶液のpH及び臨動こ  

対する耐性を調べた．  

2）HPLC分析   

結晶をpH2，2の緩衝液に溶解し．日立835形高速アミノ酸分析計で分析した．  

3）元素分析   

炭素，水素及び窒素は酸素循環燃焼方式、硫黄はフラスコ培焼イオンタロマト法，酸素は熱分  

解一白金炭素法でそれぞれ分析した．  

4）質量分析   

分子量は結晶を水に溶解し、日立LC－MS2000型で測定した．  

5）赤外スペクトル   

結晶をKBrタブレットとし，島津製作所製FTIR－8100Mで測定した．   
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結果及び考察  

1．フマル酸の硫化水素生成抑制効果   

種々の含硫化合物からの加熱による紘化水素生成に対するフマル酸の抑制効果をTablelに示  

した．グルタチオンからの硫化水素生成量は7．9％，システアミンからは0％，システインエチル  

エステルからは16．5％．システインメチルエステルからは0．7％と著しく抑制され，ジメチルス  

ルフィドからは41．1％、メチルメルカプタンからは24％とかなり抑制された．また，玉ねぎから  

は6．5％，大根からは3％，卵白からは9．1％と著しく抑制された．  

Tablel．InhibitoryeFect50rfumaricacidonhydrogens11Lfidegenerationbyheating  
sulfur－COntainingcompounds andsubstaLICeS．  

Su】fur－eOntainingcompounds  Fumaricacid Hydrogensulfide  
andsub5tanCeS  （hIorg）   （メ堰／100g）  

GIu【atiolle（0．1M）   

Cysteamine（0．5M）  

Cysteinemethylester（0．5mM）  

Cysteineethylester（0．5m丸l）   

Dilnethy】sulfide（1M）   

Methylmercaptan（1M）   

Onion（10g）   

Radish（10g）   

Eg冨lVhite（10g）  

0  

0．1  

0  

0，5  

0  

0．0005  

0  

0．0005  

0  

1  

0  

1  

0  

1  

0  

1．5  
0  

3   

朗7  

67   
157  

0   

532  
88   

544  
4   

367   
151  
25  

6   

339  
22   

166  
5  

1，5gO   
145  

EacllSOluiiol11VaSadju5tedtop717．0，andafterheatingaモ115℃For80min．．hydrogensulfidewas  
tleterminedbvAlm）r’s method．  

Table2．Amho－COntainingproductsformedbyheatingcysteineandvaLriousc（）mpOunds．  

Amino－COntainingproducts   
RT：Min◆1．一（nM／ml）  

Compounds  

19．68（l17．2）事2，38．24（31．9）事5  

25．89（17．7）暮3，38，26（90．0）  
6．50（208．5）呵，19．92（12．0），34，56（51．8）咤  

6．3ヰ（67．1），25．鴎（24．2），36．8（24．0）  
13．86（85．2）ゼ．26．08（23．4），38．18（47．6）  

25．76（26．3），38．18（60，9）  
26．02（25．0），3臥21（38．21）  
26，08（23．2），38．18（77．09）  
6．72（13．7），25．65（14．6），37．92（18．7）  
26．0（28．7），38，18（56．0）  
22．85（997．9）輔，25．81（35．6），38．42（91．1）  
26．0（28，7），38，18（56．0）  
25．朗（26．9），38，21（55．3）  
25．97（22．8），38．24（11．7）  

Fol・maldehyde  
Ace【ddehyde  
Potas5itlm bromide  
Sodium suばate  

Chloroaceモ盲c acid  

かl乱Iic acid  

Sl】CCi【lic acid  

Aceti亡aCid  
Pyl・し1Vi¢aeid  

Glycolic acid 
Glutatllic acid  
Glucose  
Fr11CtOSe  
CIucuronolactone  

Eachsoludon（1mM／100ml）wasa（1justedTOpH7．0，andafterheating飢115℃for80min．，retemionlime  
Oftheacid－COntainingproductl＼′aSdeterminedbyaminoacidanalyzer．  
■1RT：retentiontime．t2：Unknownamjnoacid．事3：Cysleine．呵：Cysteicacid．＋5；Cystine．輔：Glulamicacid．   
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2．システインと種々の化合物の混合液の加熱による主な生成アミノ化合物   

システインとホルムアルデヒドなどの混合液を加熱した時に生成するアミノ化合物はTable2  

及びFig・2に示したように、システインとホルムア／レアヒドからは約20分の位置に、システイン  

とクロロ酢酸からは約14分の位置に未知アミノ化合軌 また，両者ともシスナンの生成が認めら  

れた．システインと臭素酸カリウムからはシステイン酸，亜硫酸ナトリウムからはシステイン酸  

とシステン、リンゴ酪 酢酸．グルコース．フルクトースなどからはシステン．ピルビン酸から  

はシステイン醸とシステンの生成が認められたが．かなりの未反応のシステインが残っていた．  

3・システインとタロ＝口酢酸及びシステインとホルムアルデヒドの加熱により生成した未知アミ  

ノ化合物の同定  

1）理化学的性質   

システインとクロロ酢酸及びシステインとホルムアルデヒドの加熱により生成した未知アミノ  

化合物の結晶の理化学的性質はTable3に示したように，前者は25℃前後の水には鮒容であるが，  

温水には易溶であった．また有機溶媒には不溶であった．ニンヒドリン反応は陽性であり、ニト  

ロプルシド反応はそのままでは陰性であったが，金属ナトリウムを添加すると陽性になった．6N  

塩酸には耐性であり、0．01M溶液のpHは2．95であった．一方，後者は水に易溶であI），0．01M  

溶液のpHは4，12であった．その他の理化学的性質はいずれも前者のそれと同様であった．  

2）元素分析値   

結晶の元素分析値はTable4に示したように，両者とも硫黄を含んでおりシステインとタロロ  

酢酸の加熱生成物の実験式はC5H90州2S2であり．システインとホルムアルデヒドのそれはC4H7  

02NSであった．  

む
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凸
 
 

0 5 10 15  20 25 30 35JiO  45 min＿  

Fig．2．HPLCchrornatogramofdlePrOdt］CtSformedbyheatingamixture  
ofcysteineandchlor（）aCeticacidand／orformaldehyde．  

1：Theproductformedbyheatillgamixtureofcysteineand  
chloroacetic aeid．  

2：Theproductformedbyheatinga mixtureofcysteineand  
formaldeh），de．   
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Tab［e3．Physicalandchemicalpropertiesofproductsformedbyheatingamixtureofcysteincand  
chloroaceticacidand／orformaldehyde．  

Physicaland chemicalproperties  
A■  B■  

増  

2
 1

暮
 

4
■
±
一
＋
＋
＋
 
 

■ 2
 
 

9
5
■
1
 
 

ワ
い
±
一
＋
＋
＋
 
 

pH（0．01M solution）  
Solubilityin：＼Vaier  

Organic solvent 
Ninhydrin reaction 
NirroDursside reaction 
Hydroly5i5●3  

＾：Theproductformedbyheatingamixtureofcys【eineandchloroaceticacid・  
B：Theproductformedbyheatingam反tureofcysteineandrormaldehyde・  
＊1：Solublein ho＝Vater．  
＊2：Byaddingormeta止icsodium・  
■3：TheprodtJCtWaSheatedatl15℃for2hoursin6NHCIsolution・  

Table4．E】emenlaryanalysisoftheproductsformedbyheatingamiⅩtureOfcysteineandchloroacetic  
acidand／orformaldehyde．  

E叩erimentalvalue5（％）  
EleInent5   

A■  B◆  

36．0  
5．3  

10．5  
22．9  
25．6  

【
／
 
0
 
6
 
7
 
6
 
 

2
 
5
 
【
／
 
6
 
5
 
 

1
－
3
 
 

3
 
 

C
 
H
 
N
 
O
 
S
 
 

A：Theproduc†formedbyheatingamixtureofcysteineandchloroaceticacid・  
B：Theproductformedbyheatingamixtureofcysteineandformaldehyde・  

3）質量スペクトル   

結晶の質量スペクトルはFig，3及び4に示したように、システインとタロロ酢酸の加熱生成物  

の分子量は179．システインとホルムアルデヒドのそれは133であった．  

4）赤外スペクトル   

結晶の赤外スペクトルはFig．5及び6に示したように、システインとタロロ酢酸からの生成物  

は1，200，l†520，3，000cm－1に大きな吸収を示し，また1，410－l，420cm‾lにC－S結合の吸収を示  

した．システインとホルムアルデヒドからの生成物は1，6弧 2，260cm－1に大きな吸収を示し・ま  

た前者と同様、1．430cm‾lにC－S結合の吸収を示した．  

5）結晶の構造   

結晶の元素分析値、分子鼠赤外スペクトルから．システインとタロロ酢酸からの生成物は  

Fig．7に示したように分子式はC5＝906NSで1T・Ubukaらj）が発見したS－（carboxymethyl）－CySteine  

と同一であった，一方．システインとホルムアルデヒドからの生成物の分子式はC正わ02NSで・  

S．Ratnerら5）が発見したThiazolizine－4＜arboxylicacidと同一であった．   

システインを加熱するとFig，8に示したように．そのまま加熱すると多量の硫化水素と少量の  

シスナンが生じた．タロロ酢酸やホルムアルデヒドを添加して加熱するとS－（carboxymethyl）－  

cysteineやThiazolizine4carboxylicacidのような新しい化合物と少量のシスナンが生じた・臭素  

酸がノウムを添加して加熱すると主としてシステイン酸を，また少量の未知アミノ化合物が生じ  

た．亜硫酸を添加して加熱するとシステイン酸，シスチン及び少量の硫化水素が生じた．また還   
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｛NEGATIVE APCI＞  Dr汀【：－35V  
5．Oe＋007  

4．Oe十007  

3．Oe＋007  

2．Oe＋007  

1．Oe十007  

1）e＋000  

10  50   100   150   200   250  300  350  400  450  500  

くPOSImE APC工＞  Dr択：35V  

6．Oe＋007   

5．Oe十007   

4．Oe＋007   

3．Oe＋007   

2．Oe＋007   

l，Oe＋007  

0e十一X旧  

10  50  ユ00   150  2（氾   250  300  350  40（）   450   5∝I  

m／ 

F－ig．3．MassspectraoftheproductformedbyheatingamiⅩtureOf  

cysteineandchloroaceticacid．  

｛NEGATWE APCI｝   Drift：－60V  

2．Oe＋007  

1．5e＋007  

l‘Oe＋（）07  

5e十006  

0e十0（旧  

10  50  100   150  200   2三氾   300   350   ‘100   4う0   500  

m／z  

＜POSTTrVE APCT＞  Drift：60V  

2．Oe＋007  

l．5e＋007  

1．Oe＋007  

5e十006  

0e＋（伽  
10  50  100  150  200   250  3（氾  350  400  450  500  

m／z  

Fig．4．MassspectraoftheproductLormedbyheatingamixttlreOf  
cysteineandrormaldehyde・   
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00．  200      0．0  1        5∝）．0  

Fig．5・IRspectrumoftheproductfornedbyheatingam血IreOf  
cysteineandchloroaceticacid・  

Fig・6・mSpeCtrl－mOftheproducTformedbyheatingamixtureof  
cysteineandformaldehyde・   
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HOOC－H2C－S－CH2－CH－COOH  
■l  

NH2  
（C5H90．1NS）  

S－（ca∫boxymethyl）－CySte；ne  

H2C－CH－COOH  
、 I  
S NH  

＼c／  
H2  

（C4H702NS）  

Thiazol；dine－4－Carb叫ylicacid   

Fig．7．Structuralrormulasoftheproductsformedbyheatingamixtureofcyste言neand  
chtoroaceticacidand／orformaldehyde．  

Cystlne，hydrogensulfide．  

S－（1．2－dlcarboxyethyl）－CySteine，CySteicacid，CyStine．   

T】liaヱOlidine－4－Carboxy】ic acide．  

Cy51ille．  
S一（carboxymethyl）－CySteine．  
CyStiれe．  

Cysteicacid，unknolVn amino－COntainingcompound．   

Cysteicac軋cystine，hydrogensulfide、   

Cysteicacid，CyStine，hydTOgenSUlride．  

eated暮  

added fumaric a（：id  
乱ndl】eatd■  

-added formaldehyde 
and heated事  
-added chloroacetic acid 

CさTStei11e  
and heated霊  
addedpotassiuJT】bromide－－－→  

andhea佗d暮  
added sodium suliate 
andheated■  
addedreducingsりgar  
OrOrganieacidarld  
lleated◆  

Fig．8．Changesincyst：einebyheating．  
・：heated atl15℃ for80mint】teS．  

元糖やフマル酸以外の有積酸を添加して加熱するとシスナン及び硫化水素が生じ，未反応のシス  

テインがかなり残った．このように添加物の種顆によって生成するものが異なり，酸化反応によ  

って硫化水素の生成を抑制するものもあるが，アミノ化合物以外に硫黄を含む多くの揮発性化合  

物を生成していることも考えられる．   

フマル醸は単にシステインからの硫化水素の生成を抑制するだけでなく，メチルメルカプタン、  

ジメチルスルフィドあるいはこれらを多量含む食品からの硫化水素の生成を抑制するので，含硫  

化合物を含む大根、玉ねぎ，鶏卵などを缶詰にする場合、フマル酸を添加するとそれらの風味改  

良ならびに缶内面異変防止にも有効である．  

要  約   

システイン以外の含硫化合物の加熱による硫化水素生成に対するフマル酸の抑制効果ならびに  

システインと種々の化合物との加熱によって生じるアミノ化合物について調べた．   

7マル酸はシステアミン，システインメチルエステル．システインエチルエステル、玉ねぎ．  

大根及び卵白からの硫化水素生成を著しく．またメチルメルカブタン，ジメチルスルフィド及び   
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グルタチオンからの硫化水素生成をかなり抑制した．   

システインと還元糖類，フマル酸，ピルビン鮭以外の有機酸の加熱生成アミノ化合物は主とし  

てシスナンであり，臭素酸カリウム、亜硫酸ナトリウム及びピルビン酸とのそれはシステイン軽  

とシステンであった．またタロロ酢酸及びホルムアルデヒドとの加熱生成物は両者ともC－S結  

合を有するS－（carboxymethyl）－CySteineと¶iaヱOlizine－4－Carboxylicacidであった．   

最後に元素分析．質量分析及び赤外スペクトル分析に協力していただいた島津テクノリサーチ  

株式会社ならびに日立計測エンジニアリング株式会社にお礼申し上げます．  
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