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Abstract: The triacylglycerol (TG) molar ratio was augmented by Lipozyme IM-mediated 

interesterification of docosahexaenoic acid (DHA) rich (72.0%) partial acylglycerol mixtures 

(DHA-70G). DHA-70G used as substrate contained TG at 49.3%. Through interesterification 
mediated by Lipozyme IM previously dried with phosphoric anhydride prior to reaction, TG 
increased to 64.5% by 24h.

The addition of molecular sieves in the reaction system at this point was effective by further 

increased TG in the reaction product. This content finally reached 81.0% at 48h 

interesterification. DHA content dominated for 73.7% of the fatty acids in TG thus obtained. 
Key words: docosahexaenoic acid, interesterification, acylglycerol mixture, docosahexaenoic 

acid-enriched triacylglycerol, Lipozyme IM

1 緒 言

ドコサヘキサエ ン酸(DHA)は 多 彩な生 理機能 を有

し1),多 くの食品 中に利用 されてい る。そのため,リ パ ー

ゼ剤の特異 性を利用 した部分 加水分 解反応2),3)や グ リ

セ リ ド合 成反 応4),5),エ ステ ル交 換反 応6)～8)に よ る

DHA高 含有 トリア シルグ リセ リン(TG)の 調製法が多

く報告 されている。 これ らの反応過程で は,量 の差はあ

る ものの副生成物 として ジア シルグ リセ リン(DG)や モ

ノア シル グ リセ リン(MG)と い った部分 ア シル グ リセ

リン(PG)の 生成 も認 め られ る。そのた め田中 ら9),10)

は魚油 の加水 分解 に よ って生 じたPGと あ らか じめ

DHAを 高濃度化 した遊離脂肪 酸(FFA)か らTGを エ

ステル合成す る反応 について詳細に報告 している。本研

究では新たな方法 と して,ア シル グ リセ リン混合物 のみ

を反応基質 とし,PG中 の脂肪酸残基 を他 のPG中 に移

行す るエステル交換反応 によ り,高 度不飽和TGの 高含

有化を試 みた。なお,本 論文では このよ うなエステル交

換反応を,特 に 「内部エステル交換反応」 と表記 した。

2 実 験

2・1 試料 及び試薬

高 度不 飽和 ア シル グ リセ リ ン混合 物(DHA-70G)

は,日 本 化 学 飼 料(株)よ り入 手 した。 酵素 は,Rhi-

zomucor miehei由 来 の固定 化 リパ ーゼ,リ ポザイ ム

IM(ノ ボ・ノルデ ィス ク社製,EC 3. 1. 1. 3, 79.2BIU/g)

を使 用 した。その他 の試薬 は,全 て市販の特級 品を用い

た。

2・2 内部 エステル交換反応

DHA-70G 20-200mgを 含む ヘキ サ ン溶液2mL

(ヘキサ ンはモ レキ ュラシーブにより使用前に脱水)に リ

ポザ イムIMを 加 え,40℃ の恒 温下 にて75strokes/

minで 撹拌 しなが ら24h反 応を行 った。有機溶媒 中で

は微量 の 水分 に よ って リポ ザイ ムIMが 活 性 化 され

る11),12)。そのため,水 の添加 による水分量の調節が困

難で あ ることか ら,リ ポザイムIM30mgを あ らか じ

め 五 酸 化 リ ンで 脱 水 す る か,又 は水 分 活 性 を 指 標

(K2CO3(aw=0.44), K2SO4(aw=0.97))に 水分量 を調

整 し反応に供 した。

2・3 モ レキ ュラ シーブの添加連絡者:高 橋是太郎
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反応系 内の酵素近傍に存在する水分 を除去 するため,

五酸化 リンで脱水 した リポザ イムIMを 用 いて24h反

応を行 った後,常 圧加熱乾燥モ レキ ュラ シーブ(2mm, 

E. Merck社 製)120mgを 添加 し,更 に24h反 応 を

行 った。

2・4 分 析

反応 混 液2μLを シ リカ ゲ ルTLCプ レー ト(E. 

Merck社 製)に 供 し,ヘ キサ ン:エ チル エーテル:酢

酸(70:30:1, vol/vol/vol)で 展 開後,3%酢 酸銅8%リ ン

酸13)を 噴霧 し,160℃ で20min加 熱 した。発色 した ス

ポ ッ トを デ ンシ トメー ター(F808型,コ スモ社製)お

よび デ ジタイザー によ って 定量 し,脂 質組 成を算 出 し

た。また,ク ロロホルム:メ タノール(1:1, vol/vol) 30

mLを 用 いて孔 径0.45μmの フ ィル ターによ り,反 応

混液か ら リポザイ ムIMを ろ別 し,メ チル エス テル化

後,ガ スク ロマ トグラフ ィー(GC)に よ り脂 肪酸 組成

を分 析 した。更 に,反 応生 成 物 を調 製 用 シ リカゲ ル

TLCプ レー ト(E. Merck社 製)に 供 し,ヘ キサ ン:

エチルエ ーテ ル(3:2, vol/vol)で 展 開後,TG画 分及び

PG画 分(MG+DG)を 分離 し,同 様 に脂肪酸組 成を分

析 した。なお,収 率 は別途10倍 容量 の系で 同様 の反応

を行 った後,重 量を測定 す ることに よ り基 質DHA-70

G重 量 に対す る回収率(%)と して算 出した。

3 結 果 及 び 考 察

3・1 リポザ イムの水分活性の影響

エ ステル交換反応で は,完 全な無水状態では リパーゼ

□ TG

■ FFA
□ 1, 3-DG

■ 1, 2-DG
■ MG

Fig. 1 Effect of Water Activity of Lipozyme IM 

on Interesterification of DHA 70G, Desig-

nated as “Substrate”.

Reaction conditions: DHA-70G (20mg)

containing hexane 2mL, Lipozyme IM30

mg (initial weight 30mg), 40℃, 24h, 75

strokes/min.

Abbreviations: TG; triacylglycerol, FFA; 

free fatty acid, 1, 3-DG; 1, 3-diacylglyc-

erol, 1, 2-DG; 1, 2-diacylglycerol, MG; 

monoacylglycerol.

が活性化 されず反応が進行 しない ものの,水 分が過剰 に

な る と副反 応で ある加水分 解反応 が進行す る。その た

め,内 部エステル交換 反応 における至適水分量を明 らか

にす る目的で,水 分活性(aw)を 指標 として リポザ イム

IMの 水 分量 を調整 し12),24h反 応 を行 った。 その結

果,五 酸化 リンで可及的に脱水 した リポザイムIMを 用

いた場 合にPGが 最 も減少 し,TG含 有率 が49.4%か

ら64.5%ま で上昇 した(Fig. 1)。 リポザイムIMをaw

=0 .44及 びaw=0.97に 調整 した場 合 は,水 分 が過剰 と

な りTG並 び にPGの 加水分解 反応が進行 し,多 量の

FFAが 生成 した。

3・2 モ レキ ュラ シーブの添加

前記の ように,五 酸化 リンで脱水 した リポザイムIM

を用いて 内部エ ステル交 換反応 を行 った場合に,TG含

有率の上昇 がみ られ たが,同 時 に10%程 度のFFAの

生成 も認め られた。そのため,更 に酵素近傍 に存在す る

水分を除去す ることが必要であ ると考えた。そ こで,24

h反 応を行 った後 に脱 水剤 としてモ レキ ュラシーブ120

mgを 添加 し,更 に24h反 応す るこ とによ り,残 存す

るPGと 生成 したFFAか らTGへ の変換反応 を試み

た。その結 果,モ レキ ュラ シー ブの添 加 によ りTG含

有率が更に上昇 し,合 計反応時間48h後 に81.0%に 達

した(Fig. 2)。

田中 ら14)はPGとFFAを1:2 (mol/mol)の 割合で

含む 反応 系 中にモ レキ ュラ シーブを添 加す る こ とで,

PGを 完全 にTGへ 変換でき ることを報告 している。本

反 応 系 に お いて も,モ レキ ュ ラ シー ブの添 加 に よ り

FFAの 含有率が低下 したことか ら,エ ステル交換過程

□ TG

■ FFA
□ 1, 3-DG

■ 1, 2-DG
■ MG

Fig. 2 Effect of Molecular Sieve on Lipozyme 

IM-mediated Interesterification of DHA

70G.

Reaction conditions: Hexane 2mL which 

contains DHA-70G (20mg), dried Li-

pozyme IM (initial weight 30mg), and 

molecular sieve 120mg (added after 24

h), 40℃, 48h, 75strokes/min.

Abbreviations are same as in Fig. 1.
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中に酵素近傍 に存在 した過剰の水分 がモ レキュラシーブ

によって除去 され,そ の結果,反 応平衡がエ ステル合成

方向へ傾 いてTG含 有率が更 に上 昇 した もの と考 え ら

れる。

3・3 DHA-70G添 加量の検討

一般に
,酵 素剤に対 し基質量 が多 いほど経済的効果は

大きい。そこで,リ ポザイ ムIM30mgに 対 しDHA-

70Gの 添加量を200mgま で増加 させて同様 の反 応を

行った。その結果,先 の ようにDHA-70G添 加量 が20

mgの ときはTG含 有率が81.0%で あ ったのに対 し,5

倍量(100mg)で は75.9%, 10倍 量(200mg)で は

71.8%に 低下 した(Fig. 3)。 この ように至適基質 量の

10倍 のDHA-70Gの 添加 に対 して はTG含 有 率 が

10%程 度低下 したが,酵 素剤 が高価 な とき はやむを得

ないと考える。本研 究で使用 した リポザイムIMはTG

の1, 3位 に特異性を有 す る酵素 であ り,エ ステル化反

応によるTGの 合成で は,1, 3-DGか ら1, 2-DGへ の

□ TG

■ FFA

□ 1, 3-DG

■ 1, 2-DG
■ MG

DHA-70G content (mg/system)

Fig. 3 Effect of DHA-70G Content on Lipozyme 

IM-mediated Interesterification.

Reaction conditions: Hexane 2mL which 

contains selected concentration of DHA-70

G, Lipozyme IM (initial weight 30mg), 

and molecular sieve 120mg, 40℃, 75

strokes/min.

Abbreviations are same as in Fig. 1.

Table 1 DHA Content (%) of the Substrate (DHA

-70G) and the Reaction Product after Li-

pozyme IM-mediated Intersterification.

Abbreviations: DHA-70G; acylglycerol mixture, 

TG; triacylglycerol, PG; partial acylglycerol.

異 性 化 が 律 速 段 階 と な る こ と が 報 告 さ れ て い る15),16)。

基 質DHA-70Gの 添 加 量 を 増 加 さ せ た の に と も な い,

反 応 生 成 物 中 に 占 め る1, 3-DGの 割 合 が 上 昇 し た こ と

か ら,本 反 応 に お い て も ア シ ル 基 転 移 過 程 が 律 速 と な っ

て い る こ と が 推 察 さ れ た 。

3・4 脂 肪 酸 組 成 の 分 析 及 び 回 収 率 の 算 出

反 応 生 成 物 の 脂 肪 酸 組 成 に お け るDHAの 組 成 比

は,基 質DHA-70G中 のDHA組 成 比 に 比 べ 変 化 が な

か っ た 。 し か しTGに 限 っ て み た 場 合,基 質DHA-70

GのTG中 のDHA組 成 比 は65.3%で あ っ た の に 対

し,反 応 生 成 物 のTG中 に はDHAが73.7%存 在 し て

い た(Table 1)。 こ れ は 内 部 エ ス テ ル 交 換 反 応 の 進 行 に

と も な いDHA組 成 比 が 高 いPGがTGに 変 換 さ れ,

TG中 のDHA組 成 比 が 増 加 し た た め で あ る と考 え られ

る 。 生 成 物 の 回 収 率 を 算 出 し た 結 果,リ ポ ザ イ ムIM

300mgに 対 し 基 質DHA-70G 200mg添 加 で は88.7

重 量%, 2000mg添 加 で は94.6%に な っ た 。

以 上 の 結 果 よ り,リ ポ ザ イ ムIMの 水 分 を 可 及 的 に 除

去 し,且 つ 反 応 系 に モ レ キ ュ ラ シ ー ブ を 添 加 す る こ と に

よ り,高 度 不 飽 和 ア シ ル グ リ セ リ ン 混 合 物 か ら よ り

DHA組 成 比 の 高 いTGを 得 られ る こ と が 明 ら か と な っ

た 。

(受 付:1998年7月22日,受 理:1998年10月28日)
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[ノー ト] リパーゼによる高度不飽和 アシルグ リセ リン

混合物の内部エステル交換反応

細川 雅史 ・堀井 亜希 ・高橋是太郎

北海道大学水産学部(〒041-8611函 館市港町3-1-1)

ドコサヘキサエ ン酸(DHA)を72.0%含 む アシルグ リセ リン混合物(PG)を 反応基 質 として外部か らア シル基

供与体 を添加せず に リポザイムIMに よる内部 エステル交換反応 をヘ キサ ン中で行 った。可及 的に トリア シル グ リ

セ リン(TG)に 変換す る反応条件 について検討 した結果,(1)あ らか じめ五 酸化 リンを用 いて リポザイムIMを 脱水

してか ら反応 に供す る こと,(2)モ レキュラ シー ブを用 いて過 剰の水分を除去す る ことの2点 が高TG組 成 比を得

るために有効であ ることを認 めた。す なわち基 質中のTG組 成比49.4%に 対 し,反 応生成物のTG組 成比が(1)に

よ り64.5%(反 応時 間24h)に 上昇 し,(1)且 つ(2)の条件下(合 計反応 時間48h)で は,TG組 成 比が さらに上昇

し,81.0%の 反応物 を得 ることが できた。 これ によって得 られたTGは73.7%のDHAを 含んでいた。

(連絡者:高 橋是太郎)Vol.48, No.1, 51 (1999)
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