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北大水産業報

25 (2)， 154-161. 1974. 

魚類筋肉脂質の冷凍貯蔵中の変化

IV. 低温におけるトリゲリセライドおよびレシチンの自動酸化分解場

高間浩蔵材

Changes in the Flesh Lipids of Fish during Frozen Storage 

IV. Autoxidations of triglyceride and lecithin 

in cold storage 

EδzδTAKAMA事*

Abstract 

Autoxidative decompositiO'ns O'f trigly，ωride and lecithin， m晶jO'rcO'nstituent 
lipids in貧日:h11倒Ih，were studied in cold B句，rage.
Under the cO'ndiもiO'nsin this wO'rk， C80・5and C88:6' cO'nstituent polyun自抗urated
f叫 'yacids inもhe自elipiゐ decre品目eddecidedly，品ndfurthermO're in the process O'f 
O'xidωiO'n， C18:1 O'f triglyc唱，ridealsO' decre制 ed.
Inもheproducts fO'rmed by the O'xidatiO'n O'f these lipids， prO'panal， ethanal and 
aceもO'newere recO'gnized to be the principal mO'nO'carbO'nyl cO'mpounds， and 巴晶proic
and propiO'nic acids to be likewise the principal vO'latile fatty乱cids.
8ince sO'me O'f these O'xidative products have shO'wnも0'be the mO'st re晶ctive

with salt-soluble prO'tein，もheprO'moも，iO'nsO'f O'xidative deteriO'ratiO'ns O'f polyun脇-
turated lipids in fi自:hfiesh during cold 白色O'r，品gewere ∞nsidered to conω1m effect-
ively wiもhthe insolubilizatiO'n of the pro句，in.

緒言

魚肉脂質は多量の高度不飽和脂肪酸を構成分とするため酸化されやすく，魚肉を低温fL貯蔵した場

合でも酸敗は進行する。

Buttk凶 1)は，不飽和脂質の代表的な酸化生成物であるマロンアルデヒドが， ミオシンのアミノ基

と反応し， -200C においても +200Cの場合と同程度の反応牲を示すととを明らかにした。また著者

ちのは，脂質の酸化分解生成物として認められている低級アルデヒドや低級脂肪酸とアクトミオシン

区たん自質との反応性ついて検討を行い.-200C Iとおいてプロパナールとカプロン酸がとくにたん白

質不溶化作用の高いととを報告し，低温貯蔵魚肉の脂質酸化分解物の生成が，塩溶性たん白質の変性

にも関与し得るととを示唆した。

しかし，著者らの用いた脂質酸化生成物としての低級アルデヒドや低級脂肪酸などに関する従来の

知見は，いずれも室温以上の酸化条件で得られたものであり，低温において検討されたものはほとん

キ昭和49年4月 日本水産学会年会(東京)11:て講演発表
紳北海道大学水産学部食品他学第一講座

(Laboratory 01 F，ωd侃仰i8try1， F，加旬Uy01 Fi8heriω， Hokka必oU叫抑制勿)

-154 -



高間:;魚類筋肉脂質の冷凍貯蔵中の変佑(IV)

ど見当らない。

本報では，魚肉脂質の主要成分であるトリグリセライド (TG)およびレシチン (Lec)を試料とし，

それらを低温に貯蔵した場合の自動酸化分解生成物について検討した。

実験方法

TGおよびLecの聞製 ホッケ肉細砕物から 2倍容のクロロホルムーメタノール (2:1)で4回抽出

を繰返し，抽出液を濃縮後，セルローズカラムクロマト法によって非脂質成分を除去して総脂質を得た。

ζれをケイ酸カラムIL供しクロロホルム アセトンおよびメタノールで順次溶出を行い，クロロホル

ム溶出区を濃縮して TGを調製した。またメタノール溶出区濃縮物を無水エタノーJレで処理して得た

エタノール可溶部の粗Lecをさらにケイ酸カラムIL供し，クロロホルムーメタノール (5:5)および(4:6)

溶出区を濃縮して Lecを調製した。一方，ナガヅカ卵巣より調製した総脂質からアセトン分別によっ

てリン脂質区分を得， ζれに無水エタノ-)レを加えて可溶の区分を分別後， アルミナカラムクロマト

法によって Lecを調製した。

脂質の純度調製した TGおよび Lecの純度測定は， ケイ酸プレートを用いた薄層クロマト法

(TLC)によって行った。 TGは， n-ヘキサンーエーテルー酢酸 (90:10:1)で展開し， 5096-H2S04によ

ってスポットを検出後，デンシトメーター(明日香製OZUMOR-82)を用いて測定した結果， 9796の

純度であった。 Lecは，クロロホルムーメタノールー酢酸ー水ー(75:20:1:2)で展開し，モリブデン酸アン

モニウムー過塩素酸試薬で発色した結果， ホッケ肉およびナガヅカ卵巣から調製したいずれの Lecも

単一スポットを示した。

脂質の酸化直径約 9cmのぺトリ皿にあらかじめ脂質の約 10倍量のセライト 545をとり， ζれ

に脂質のエーテル(過酸化物除去)溶液を注加後，充分IL撹持して均一化し，エーテルを揮散させたの

のちー200Cに放置した。 1ヶ月放置ののち，酸化を促進させるため 2-50Cの冷蔵庫へ移し入れた。

た立し Lecの酸化試料の調製は，ナガヅカ卵巣 Lecを用いて行った。

酸化試料からのTGおよびLecの分別 TG酸化試料からはクロロホルムーメタノール(2:1)で抽出

して脂質を回収し，展開弗IJnヘキサンーエーテルー酢酸 (90:10:1)，ケイ酸プレ{トによる TLCを行

い，ローダミン 6Gを噴霧後， uvランプでスポットを確認，かきとったのち，小カラムIC詰めクロ
ロホルムーメタノール (1:9)で溶出して TGを分別した。 Lec酸化試料からは同様にして得た回収脂

質をケイ酸カラムに供し，クロロホルム溶出物を除去したのち， クロロホルムーメタノ{ル(5:5)で溶

出して Lecを分別した。

揮発性酸化生成物の捕集酸化試料を 25m1の水とともにフラスコに移し，さらに 25m1の水を加

えて蒸留し，留出液25m1を捕集してカルポニル化合物および低級脂肪酸の検索に供した。

カルポ=ル化合物の検索前記留出液の 10m11C 2， 4-~ ニトロフェニールヒドラヲンーH2S04 試
薬のを加えて一夜冷室IL放置後，生じた沈殿を濃別し，中性になるまで水洗して減圧デシケーター中

で乾燥しヒドラゾン (DNPH)を調製した。

(i) TLC 調製した DNPHを少量のクロホルムIL溶解後， ケイ酸プレ{トにスポットし，ベンゼ

ンーn-ヘキサン (75:25)で展開して各成分の分離を行いデンシトメーターで相対濃度を1JliJ定した。

。。吸収スペクト)1，. TLC によって分離した各成分について市川らの，平山りの方法IL従いクロロ

ホルムおよびエタノール溶液における近紫外部吸収スペクトルの測定およびアルカリ処理による吸収

特性から物質の同定・推定を行った。

揮発性脂肪酸の検索 前記留出液の残りを 1NNaOHで微アルカリ性とし減圧濃縮乾回したのち，

2 N H2SO，で微酸性としてエーテル抽出を行い，エ{テル層を乾燥後，溶剤を除去し目立F6-Dガス

クロマトグラフ，ヲエチレングリコールコハク酸ポリエステル(DEGS)， 1m (3mm， i. d.)ガラスカラ

ム，カラム温度 1200Cの条件によるガスクロマト法 (GLC)によって成分測定を行った。
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その他の実験法 (i)カルポニJj..価(CO・V)の測定 酸化試料 Igをとり，熊沢らのの方法K準じて

測定し， meq/g脂質で表示した。

(ii)チオパJj..ピツーJj..駿値(TBA-V)の測定 Vynckeηの方法K準じて測定した。すなわち酸化試

料 0.5gをとり， 15 mlの7.596トリクロル酢酸溶液(0.196没食子酸プロピルおよび0.196EDTA 

含有)を加えて1分間携持抽出後鴻過し，鴻液5mlK 5mlの0.02M TBA試薬を加えて沸騰水浴中

40分間加熱後，流水中で 10分間冷却して 538nmにおける吸光値を測定し， EO3S/g酸化試料で表示

した。

(iii)脂肪酸組成の分析酸化前後の TGおよび Lecを封管中 1096 HClメタノールとともに加熱

し脂肪酸メチルエステルを調製後， DEGS， lm(3mm， i.d.)ガラスカラム，カラム温度 2000Cの条

件による GLCKよって脂肪酸組成の分析を行った。

結果および考察

魚肉 LecはTGK比して C22:6酸の多い乙とが一般的であり， ナガヅカ卵巣 Lecの脂肪酸組成が

ホッケ肉Lecのそれと近似する ζとを認めたので，本実験における Lec酸化試料の調製は脂質量の

関係からナガヅカ卵巣 Lecを用いて行った。

酸化試料の調製は表面積を大きくするために脂質をセライト 545Kコーティングする方法で行った

が，貯蔵中の TBA試薬反応性物質の生成量は図1のようである。 -200C，1ヶ月の貯蔵では TGの

酸化進行が極めて緩慢であったため，その後2_50Cの冷蔵庫へ移し入れた。冷蔵庫へ移し入れてから

20日， 45日酸化の TGおよび 10日酸化の Lecを酸化試料として以下の実験に供した。各酸化試料の

co-Vおよび TBA-Vは表 1K示しである。

酸化前後の TGおよび Lecの脂肪酸組成の変化酸化前後の TGおよび Lecの主要構成脂肪酸

の組成は表 2K示してある。酸化前の TGは LecK比し C1S:1酸が多く ，C20:5' C22:6酸の高度不

飽和脂肪酸は LecK多く含有されている。酸化前の TGおよび Lecをそれぞれ 1∞としたときの

量的変化は表 3K示しであるように， TGで

は20日酸化で約66，45日酸化で約261となり，

GLCで得た脂肪酸組成から脂肪酸の平均分子

量を求めそれらの脂肪酸量を算出すると，酸

化前で 90の脂肪酸が20日酸化で 59，45日酸

化で 23に減少した ζとを示している。 Lecで

は 10日酸化で約64となり，同様にして脂肪

酸量を算出すると 66から42K減少したζとを

示している。 さらにζれらの結果から主要構

成脂肪酸量を求めて同表K示しである。 TG

およびLecの酸化ではともに C20:o'C22・6酸

が顕著に減少し，とくに TG45日酸化試料で

はとれらの不飽和脂肪酸が全く消失している

ζ とのほか， C1S・1酸も多量に減少している ζ

とが特徴的である。以上のζとから TGおよ

び Lecの酸化進行tとともなって生成する分解

物は，主KC20:5， C22:6および C1S:1酸の分解

に由来するものと考えられる。

カルポニル化合物揮発性分解生成物のう

ち，カルポニル化合物は 2，4-DNPHとして
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T晶ble1. TBA側 dωrbonylωI也伺 01側 toxidizedtriglyceride (TG)側 dlecith仇 (Lec)仇
ωld 8torage. 
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TBA-V (E悶s/gof co乱tedcelite) 
co-V (x 10-3 meq/g of Iipid) 

1.33 I 3.50 
95.2 1542.2 

* 421.3 mg of TG prep晶redform抗kamackerel flesh w拙 coatedon 5 g ofωIite 
545，晶nd312.5 mg of Lec prep品，red企omnorthern blenny roe w，制 co晶，tedon 3 
g of the celiぬ.

料 Lipidscoated celite were stored at -20oC for 1 month， and then transfered 
into a refrigerator (2_50C) in order to promote their oxid此ion.
The numbers refer to the storage days at 2_50C. 

Table 2. Major fatty acid co叩p倒iti側 '80fTGα叫 Lecbモfore側 dafter側 toxidat必叫
初 ωld8torage. 

TG Lec 

After* 
Before Before After* 

20 45 

14:0 5.7 7.2 4.7 
16:0 13.6 15.9 28.8 20.7 38.4 
16:1 12.8 15.9 19.8 8.1 8.4 
18:0 9.3 20.4 
18:1 22.1 30.2 35.9 13.7 17.5 
20:1 5.3 6.7 1.7 
20:5 13.8 5.1 。 15.2 1.0 
22:6 9.4 2.1 。 23.3 4.4 

* Separations of Iipids from oxidized働 mpleswere achieved by preparative TLC 
for TG， and siIicic acid column chromatography for L四.

分離後， TLCで各成分を分離した。とれらの Rf値，クロロホルムおよびエタノ{ル溶液の吸収スベ

クトル測定結果，ならびにアルカリ処理による吸収スペクトル測定結果は表4-1-4-3K示すとおり

である。

マロンアルデヒドの DNPHはRf0.08，入85513356を示すζとから， TG20日， 45日酸化試料にお

ける No.l成分はマロンアルデヒドと推定される。 Lec酸化試料Kおける No.l成分はいずれの溶

液における吸収極大波長も TG酸化試料に比し長波長域にあり， E罰Cla/Ef4~C13 = 1. 24を示した。 ζ
の値はぺンター2， 3-~ オンー2 ， 4-DNPH の1.215) K近似する ζ とから乙れに類した物質と考えられ，

各酸化試料における No.l成分はいずれもヲカルポニル化合物であると推定される。 No.2成分は

0.25NNaOH処理90分後でも 520nm付近の吸収が消失せずケトンである ζ とを示し， アセトンと

推定される。

TG20日酸化および Lec酸化試料における No.3， 4成分，ならびに TG45日酸化試料における

No.4，5成分はともに飽和アルデヒドである ζ とが認められ，標品のRf値などと一致したことから

それぞれをエタナ{ルおよびプロパナールと同定した。
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Table 3.σ加時四 ofa側側Sof TG and Lec， and the major fat勿αcidsbefore and 
af抑制toxidati，仰向 coldstorage. 

TG Le唱

Mter 
Before Before Afもer

20 45 

Lipid 100.0 66.4 25.6 100.0 64.4 

Toもalfatもy
90.0 59.5 22.9 66.4 41. 8 

品。id

14:0 5.1 4.3 1.1 一
16:0 12.2 9.5 6.6 13.7 16.1 
16:1 11.5 9.5 4.5 5.4 3.5 
18:0 6.1 8.5 
18:1 19.8 18.0 8.2 9.1 7.3 
20:1 4. 7 4.3 1.4 一
20:5 12.4 3.0 。 10.0 0.4 
22:6 8.4 1.2 。 15.5 1.8 

The amounts of lipids were comp品，redwith 100.0 value of TG or Lec immediately 
before oxidation， and the f1品ttyacids were c晶lculatedbasing on the mean molecular 
weight obtained from GLC da句.

Table 4-1. Oarbo吋 1C01叩側協ゐproducedi叫側toxidiz仇gTG伽ringstorage at 2_500 
jor 20 days after storage at -200σfor 1慨onth.

一R
D
D
D

EtOH CHCI8 
Rf 

0.08 
0.19 
0.41 
0.54 
0.71 

SpoもNo.

唱

l
e
a
-
o
a
a
E

区。
0.25N 凶hanolicN品OH
O.ooIN 95% ethano¥ic NaOH conぬining10% of chloroform 
品fter90 min treated with reagent of晶 R:Remain， D: Dis晶，ppear

.•..•• 
晶

b

e

飽和カルポニルーDNPHのクロロホルム含有エタノール性 NaOH溶液は λmax430 :a示し， エナ

CHCla ~O ， . alk. EtOH {ルは 460 を，!/エナールは 4舶を示す。また 2， 4ーペンタ・!/エナールは λ~~~~.t3384tλ;~x~I.VU481

を示し， 2ーブテナールおよび2ーペンテナールは λ85213373~374，λ25ftOH4回を示すの ζとから，

TG20日酸化試料における No.5成分はζれらの不飽和アルデヒドの混合物と推定される。

豊水8，9)は，イカ肝油の加熱酸化lとより各種の飽和アルデヒドのほかに， 2ーブテナ~)レ 2-ヘプテ

ナーJレ， 2ーオクテナーJレ， 2，4-ウンデヵ・!}エナールの生成する ζとを認め， Fisherち10)は C20:5'

C2判明酸の自動酸化tとより 2ーペンテナール，2-へキセナールの生成するととを認めている。したが

って本研究における原料脂質の脂肪酸組成から ζれらに類した不飽和アルヒデドも生成している ζと

が推察される。

TG45日酸化試料における No.8成分およびLec酸化試料の No.6成分はエナールのほか， CO，7，8，9 
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T品，ble4ー2. Oarb側 ，ylω押町pound8prod;uced 的側toxidizingTG d匂ri吋 8めrageat 2_500 
for 45 days after storage at -2000 for 1 month. 

入max I Absorb晶ncenear 
Spot No・ Rf T.'t.l.r¥.TT  I _ 11- .....LATTa I _ 11- ~L^YI"hlω630-c 

1 0.07 354 358 432 430 
2 0.18 364 362 435 428 R 
3 0.25 358 354 435 420 D 
4 0.40 355 355 430 428 D 
5 0.55 357 358 432 430 D 
6 0.61 364 363 443 440 R 
T 0.67 362 361 437 430 R 
8 0.74 373 371 452 必O D 

Legend自ofa， b and c乱reshoWJl in T油 le←1.

Table 4-3. Oarb側 ylc凹叩叫符d8produced i抑制toxidiz仇gLec dur.ぬg8tor，日geat 2_500 
for 10 daY8 after 8tor，岬eat -2000 for 1 m側仇

λ皿ax Absorbance near 
Spot No. Rf 

lalk.EもOHalalk.臨 OHb
at 520 nmc CHCla EもOH

1 0.06 392 399 553 548 
2 0.20 370 362 433 432 R 
3 0.40 355 355 430 427 D 
4 0.55 358 358 434 430 D 
5 0.69 362 sω 434 432 R 
6 0.81 371 370 442 446 D 

LegendB of a， b and c are shoWJl in T油 le4-1. 

Tぬle5. Relative amO'!ωt8 of m01ωcarb側 ylωmpounゐ produced的側toxidiz伽g
TG and Lec. 

TG Lec 
M品加ri晶I

20ホ 45本 10申

Acetone 19.3 37.9 7.6 
uk 2.1 
Eth晶n品l 9.5 10. '1 27.5 

PUrK 
opa，naI 15.4 19.3 46.1 

7.2 
Butanone 9.4 9.6 
Penぬ・dien晶I

55.8 Butenal， Pentenal 
CS，7，8，9 aldehydes It 13.3 It 9.3 

場 Thenumbers are shoWJl in T晶ble1. 

飽和アルデヒドの混合物であると推定される。このほかTG45日酸化試料の No.7およびLec酸化試

料の No.5成分は飽和ケトンである ζとを示し，ブタノンと推定される。

各酸化試料のモノカルボニル化合物およびデンシトメーターによって求めた相対濃度を表51<::'示し

である。 TG20 日酸化では多量のヲエナ~)レを含有する不飽和カルポニルが生成し，酸化の進行した
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Table 6. R必 tivea例叫nt8of世olatilefatty acids (VF.A) produced仰側toxidizi'吋
TGa九dLfX. 

VFA 
O
U
T格

的
一

O

V
E
L
-
-
-
E
A
 

G
一戸
T
一必

VFA 
TG Lec 
45* 10* 

。2 2.6 4.5 uk 3.0 
C3 20.0 28.2 C. 8.0 4.9 
C. 4.6 5.9 C8 3.0 3.9 
C6 2.6 10.1 uk 1.1 
uk 4.6 C. 7.9 
C. 41. 7 37.8 

* The number冒 areshown in Table 1. 

45日酸化試料では， ζれらの不飽和カルポニルがさらに分解し，主としてアセトンやブロパナール生

成する ζとが認められた。 Fisherら10)は， ~0:5， C22:6 町酸の自動酸化による主要生成物が C3，4，5ア

ルデヒドである乙とを報告しているように， C22・6酸を多量に含有する Lecの酸化においてもプロパ

ナールが主要生成物として認められた。乙のほか TG酸化試料ではアセトンの生成が顕著であるのに

対し， Lec酸化試料ではエタナ{ルが多量に生成する乙とが特徴的差異として認められた。

揮発性脂肪酸 酸化試料の留出液から Na塩として分離した揮発性脂肪酸を前述の方法で分析した

結果は表6に示すとおりである。 TG20日酸化試料の揮発性脂肪酸は，生成量が極めて微量であり分

析が困難であったため，本表fCはTG45日酸化およびLec酸化試料の分析結果を示してある。

脂肪酸の同定は標品のほとの比較によって行ったが，カプロン酸とプロピオン酸がTGおよびLec

k共通した主要酸化生成物として認められた。 ζのほか TG酸化試料では Q酸が特徴的な生成物と

して認められたが，乙れは Louryll)がオレイン酸およびノナナールの自動酸化iとより C9酸の生成す

る乙とを指摘しているように， TGの主要構成脂肪酸である C18・1酸の酸化分解fC起因しいると考えら

れ，前述の TG45日酸化試料における C18・1酸の顕著な減少 (Table3)に対する結果と考えられた。

総 括

魚肉脂質の主要成分である TGおよびLecの低温における自動酸化分解について検討した結果，低

温においても乙れらの酸化が進行し，主要構成脂肪酸のC20:5，C22:6酸が顕著に分解減少する ζとを認

めた。また酸化の進行iとともなっては TG1<::多量に含有される C18:1酸の分解も行われた。その結果

生成したモノカルポニル化合物はブロパナール，エタナール，アセトンが， また揮発性脂肪酸はカプ

ロン酸，ブロピオン酸が主要なものであった。 ζれらの物質の中には前述のように，-20oCで塩溶性

たん白質と最も高い反応性を示すものがあり，魚肉の低温貯蔵においてもその不飽和脂質の酸化が進

行する乙とは，塩溶性たん白質の変性(不溶化)に対し促進的に関与し得る乙とが考えられた。
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