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報 文

微生物由来固定化 リパーゼによるいわし油の改質

長 田恭一 ・高橋是太郎 ・羽 田野六男

北海道大学水産学部食品化学第一講座(〒041函 館市港町3-1-1)

Modification of Sardine Oil by Immobilized Bacterial Lipase

Kyoichi OSADA, Koretaro TAKAHASHI, and Mutsuo HATANO

Laboratory of Food Chemistry, Faculty of Fisheries, Hokkaido University,

 (3-1--1 Minato–cho, Hakodate-shi,•§041)

   Determination was made of the rates of icosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic 

acid (DHA) incorporation into triolein and sardine oil triglyceride  (TG). 

   Three kinds of lipases (Lipase OF from Candida cyrindracea
, Lipase A from Aspergillus  sp. 

and Lipase  TOYO from Chromobacterium viscosum) were first immobilized onto Celite 545 . A 

preliminary study was then performed to determine optimum conditions for acidolysis by con-

ducting this process between triolein and palmitic acid
, using these immobilized lipases including 

 LipozymeTH (Mucor miehei lipase was immobilized on a macroporous anion exchange resin)
. 

Optimum water contents for Lipase OF, Lipase A, Lipozyme, and Lipase  TOYO reaction systems 

were 20.38%, 10.24%,  6.38•`10.38%, and 5.18%, respectively
, and the optimum immobilized lipase 

amount was about 250 mg for any of the four lipases. 

   Under the above conditions, the acidolysis of triolein between pure EPA and then DHA was 

carried out. EPA incorporation rate was found highest in the system using Lipase OF (25
.09%), 

whereas in the case of DHA, it was highest in the system using Lipase  TOYO  (23 .02%). 

   Finally, acidolysis of sardine oil TG with an EPA
, DHA concentrated free fatty acid mix-

ture  (EPA+DHA 68.83%) was carried out and the results examined . 

   As a result of the low incorporation rates of EPA and DHA into the original sardine oil TG
, 

the percentage  of  DHA in the reactant TG doubled in the reaction systems using Lipase  TOYO 

and Lipozyme.

1 緒 言

魚油中のイコサペンタエン酸(EPA)や ドコサヘキサ

ェン酸(DHA)を 濃 縮する目的で,ウ ィンタ リングな

どの物理的処理が広 く行われているが,グ リセ リドのま

までは収率が悪 く,濃 縮率 も低い。そこで,欧 米では魚

油を加水分解 して混合脂肪酸を調製 し,こ れをウィンタ

リング1),尿 素付加法2),塩 形成法1)な どの化学的方法

によって,EPAな らびにDHAを 濃縮 し,エ チルエス

テルに変換 して動物投与試験あるいはヒトにおける臨床

実験が行われており,そ の生理的効果が確認され,製 剤

や健康食品として製品化されつっある。 しか し,1988

年 にLawsonとHughes3)に よってヒトにおいては,

EPAやDHAが 血 しょう(漿)中 に吸収される割合は,

エチルエステル型で摂取 した場合よりも トリグリセリド

(TG)型 で摂取した場合の方が,約2.7～3.5倍 も高いこ

とが明 らかにされたことにより,EPAやDHAをTG

の形で摂取する方が望ましいことが明確となった。すで

に田中ら4)はEPA,DHAを 濃縮するたあに微生物源

リパーゼの基質特異性を利用 した加水分解反応による魚

油の改質を試みているが,本 研究ではEPAとDHAを

生体利用率の優れた形に変換することを目的として,微

生物源リパーゼのアシ ドリシスによるいわし油の改質に

ついて検討 した.

2 実 験

2・1 供試 リパーゼとリパーゼの固定化

Table-1に 示 す供試 リパーゼのうちLipase OF,

Lipase A及 び Lipase TOYOは, Colemanと Macrea

の方法5)に 従 ってCelite 545に 固定化した。すなわち,
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リパ ー ゼ1gを 冷 水20mLに よ く懸 濁 させ て,0℃ で

Celite5452.59を か くは ん しな が ら加 え,次 い で30m

Lの 冷 アセ トンを5minに わ た り徐 々 に 添 加 した 。 そ

の 後,30minか く はん して 炉 過 を 行 い,減 圧 下 で 乾 燥

させ た 。 市 販 の 固 定 化 酵 素 で あ るLipozymeは,す で

に多 孔 性 陰 イ オ ン交 換 樹 脂 に ル毎corm陀keiの リパ ー

ゼ が 固 定 化 され て い る ので,そ の ま ま使 用 した.

2・2 ア シ ドリシ ス に及 ぼ す 水 分 量 の 影 響 の 検 討

固 定 化 リパ ーゼ を水 和 す る水 分 量 が 脂 肪 酸 の 導 入 率 と

平 衡 状 態 に達 す る時 間 に著 し く影 響 す る こ とか ら,そ れ

ぞれ の最 適 水 分 量 につ いて 調 べ た。 水 分 量 は,リ パ ーゼ

を水 和 す る 時 に加 え た 水 分 と溶 媒(n一 ヘ キ サ ン)中 の

水 分 を 加 え た もの と した 。n一 ヘ キ サ ン中 の 水 分 量 は,

等 量 の イ ソ プ ロ ピル ア ル コ ー ル を加 え て よ く混 合 し,熱

伝 導 度 型 検 出 器(TCD)に よ る気 一固 ク ロ マ トグ ラ

フ ィー(GSC)を 用 い て 水 分 量 と イ ソプ ロ ピ ル ア ル コ ー

ル 量 を 測 定 し,次 い で 水 素 炎 イ オ ン化 検 出 器(FID)に

よ りn一 ヘ キ サ ンと イ ソプ ロ ピル ア ル コ ー ル の 混 合 の 割

合 を求 め,両 者 の イ ソ プ ロ ピル ア ル コ ー ル の面 積 を媒 介

値 と して算 出 した。 な お,こ れ らの測 定 条 件 は以 下 の通

りで あ る。装 置,日 立164形 及 び163形 ガ ス ク ロ マ トグ ラ

フ;カ ラム,PorapakQ80～100mesh2mス テ ン レス

カ ラ ム;カ ラ ム 温 度,164形 は80℃,163形 は150→240℃

(5℃/min);注 入 口 及 び 検 出 器 温 度,164形(TCD)は

105℃,163形(FID)は330℃;キ ャ リ ヤ ー ガ ス,164形

はHe40mL/min,163形 はN225mL/min.

ア シ ドリシ ス は,NovoindustriAF2066)の 方 法 に

準 じて 行 った 。 す な わ ち,固 定 化 リパ ー ゼ250mgに 対

して 水 分 量 を,LipaseOFに は0.38%, 2.38%, 5.58%,

10.38%, 20.38%, 30.38%, LipaseA に は 0.38%, 2.74

%,5.24%,10.24%,20.24%,Lipozymeに は0.38%,

2.38%, 6.38%, 10.38%, 20.38%, 30.38%, Lipase

TOYOに は0.38%, 2.38%, 5.18%, 10.38%, 20.38%,

30.38%添 加 し,そ れ ぞ れ にn一 ヘ キ サ ン11.4mL,ト

リオ レイ ン(純 度73%,和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社)678μ

M,パ ル ミチ ン酸(純 度97%,和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社)

678μMを50mLの 共 栓 三 角 フ ラ ス コに 入 れ て 脱 気 後,

37℃ で イ ンキ ュベ ー トし,LipaseOFな らび にLipase

TOYOは3h,LipaseAは6h,Lipozymeは1h反

応 させ た 。 反 応 停 止 は,反 応 混 液1mLを 塩 基 性 活 性

ア ル ミナ カ ラ ム29(Alumina90 Activated, Basic,

ActivityI;Merck社,509に 水 を19加 え て活 性 化 さ

せ た もの)上 に のせ,3mLの ジエ チ ル エ ーテ ル でTGを

溶 出 させ る こ と に よ り行 っ た。 得 られ たTGをPrevot

とMordret7)の エ ス テ ル 化 改 良 法 で メ チ ル エ ス テ ル 化

した 後,次 の 条 件 で 気 一液 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(GLC)

に 供 して 脂肪 酸 組 成 を検 討 した 。 装 置,日 立063形 ガ ス

ク ロマ トグ ラ フ;カ ラ ム,Unisole3000,UniportC80

～100mesh ,3m×3mmガ ラ ス カ ラ ム;カ ラ ム温 度,

220℃;注 入 口温 度 及 び 検 出 器(FID)温 度,250℃;キ ャ

リャ ー ガ ス,N230mL/min.

2・3 固 定化 リパ ー ゼ の最 適 量 の 検 討

固 定 化 リパ ー ゼ の量 に よ って 脂 肪 酸 の 導 入 率 が 異 な る

と考 え られ る こと か ら,最 も効 率 的 に ア シ ド リシス を 行

うた め の 固定 化 リパ ーゼ 量 に つ い て 検 討 した。Lipase

OF, Lipozyme, Lipase TOYO は50, 100, 250,500,

750mg,LipaseAは100, 250,400, 600, 800mg を そ

れ ぞ れ50mLの 共 栓 三 角 フ ラス コ に と り,先 に 求 め た

最 適 量 の 水 を 加 え て 脱 気 後,ト リオ レイ ン(純 度73%)

とパ ル ミチ ン酸(純 度97%)を 基 質 と して ア シ ド リシ ス

を 行 い,脂 肪 酸 の 導 入率 を求 め た.

2・4 固 定 化 リパ ー ゼ の エ ス テ ル交 換 活 性 の 測 定

固 定 化 リパ ー ゼ の エ ス テ ル 交 換 活 性 は,Novoin-

dustriAF206の 分析 法5)に 従 って 行 っ た。 す な わ ち,

固 定 化 リパ ーゼ19で トリオ レイ ンにパ ル ミチ ン酸 が1

minに1μM導 入 す る 単 位 を1BIU(Batchlnter-

esterificationUnit)と して 算 出 した。 測 定 法 は,固 定

化 リパ ー ゼ の 最 適 条 件 下 で ア シ ド リ シス を15min,30

min,そ して 反 応 平 衡 点 の3点 につ い て 行 い,ト リオ レ

イ ン(純 度99%,SigmaChemicalCo.)に 導 入 され た

パ ル ミチ ン酸(純 度99%,SigmaChemicalCo.)量 を

GLCで 測 定 し,次 式 に よ りBIUを 算 出 した.

BIU=Pinc,eq.・1n(Pinc,eq./(Pinc,eq.-Pinc.)〕

・M/t・W

Pinc,eq.:反 応 平 衡 点 に お け る導 入 パ ル ミ チ ン酸

(%);Pinc.=15minま た は30minの 反 応 で 導 入 され

たパ ル ミチ ン酸(%);M:678μM(600mgの トリオ レ

イ ン,174mgの パ ル ミチ ン酸);ε:反 応 時 間(min);

W:固 定 化 リパ ーゼ 量(g).

2・5 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 と トリオ レイ ンの ア シ ドリシ

 Table-1 Lipase  examined.
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ス

固定化 リパーゼを用いて,先 の最適条件下でEPA及

びDHA(い ずれも純度99%,出 光 石油化学株式会社)

と トリオレイン(純 度99%)の ア シドリシスを行い,そ

れぞれの トリオレインへの導入率を求めた.

2・6 いわ し油のアシドリシスによる改質

松野ら8)の方法に従っていわし油をけん化して混合脂

肪酸を調製 し,ア セ トンに溶解後 一20℃,-40℃,及 び
一60℃ と順に冷却 して

,低 温溶媒分別9)を 行った。さら

に,2回 のカリウム塩アセ トン法 による塩形成法1)を

行ってEPAとDHAの 濃度を高あたいわし油の脂肪酸

(EPA:43.51%,DHA:25.32%)と シ リカゲルカラム

クロマ ト法によって精製 したいわ し油のTG(EPA:

22.43%,DHA:6.71%)を 基質として,先 に決定 した

最適反応条件下で固定化 リパーゼを用いてアシドリシス

を行い,EPAとDHAの 増加率について検討した.

3 結 果 及び考察

3・1 アシ ドリシス における 固定化リパーゼの最適水

分量

固定化 リパーゼによるアシドリシスは,微 水系で効率

的に起 こる10)ので,そ の水分量を調整する必要11)が あ

る。水分量が低すぎる場合には,反 応が遅く,ま た高い

場合には,TGの 加水分解が促進されて しまうことが知

られている12>。そ こで,一 定量の固定化 リパーゼを水

和するのに必要な最適水分量を トリオレインに対するパ

ル ミチン酸の導入率から求あた。その結果をFig.-1に

示す。LipaseOFで は,3hの 反応で水分量が20.38%

の とき導入率が最 も高 くなり,(15.93%),LipaseAで

は,6hの 反応で,10.24%の とき導入率が最高値(16.81

%)に 達 した。またLipozymeは,1hの 反応で,6.38

%の と き導 入 率 が 最 も高 くな った(14.12%)。Lipase

TOYOで は,3hの 反 応 で,水 分 量 が5.18%の と き最

も高 い導 入 率(18.94%)を 示 した.

これ らの 結 果 か ら,固 定 化 リパ ー ゼ の最 適 水 分 量 は,

LipaseOFで は20.38%,LipaseAは10.24%,Lipase

TOYOは5.18%で あ る と判 断 した 。Lipozymeは,6.38

%が 最 適 で あ る と も考 え られ るが,Novo社 の 測 定 条 件

で は,10%を 最 適 と して い る た あ,6.38～10.38%を 最

適 水 分 量 と した.

壇 辻 ら13)は,8αcckαromycqpsis lipolyZcα の ア セ

トン洗 浄 細 胞 を 用 い て オ リ ブ油 と ス テ ア リ ン酸 の ア シ ド

リシ スを 行 い,反 応 系 全 体 中 の水 分 量 が 約1%の と き に

最 高 の 導 入 率 を 得 て い る。 ま た,先 述 の よ う に,Novo

社 で はLipozyme250mgに 対 して10%の 水 分 量 で 最

高 の導 入 率 を 得 て い る。 これ らの報 告 に見 られ る よ う に

微 水 系 で,効 率 的 にア シ ド リシス が起 こ って い る こ と は,

著 者 らの結 果 と よ く一 致 して い る 。本 研 究 に よ り,興 味

あ る結 果 と してLipaseTOYOとLipozymeに つ いて

は,ほ とん ど水 の無 い 状 態(0.38%)で もか な り高 い 導

入 率 を示 す ことが 確 認 され た.

Fig.-1 Effect of water content on acidolyses be-

tween triolein and palmitic acid.

Fig.-2 Effect of immobilized lipase amount on

acidolyses between triolein and palmitic 

acid.

Fig.-3 Rate of palmitic acid incorporated into

triolein by immobilized lipase acidolyses.
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3・2 固 定 化 リパ ー ゼの 最 適 量

次 に,最 も効 率 的 に ア シ ド リシ スを 行 うの に 必 要 な 固

定 化 リパ ーゼ の量 に つ い て 検 討 した 。 そ の 結 果,Fig.-2

に示 し た よ う に い ず れ の 固 定 化 リパ ー ゼ と も ほ ぼ250

mg前 後 で 平 衡 近 くに達 し,200～300mgが 最 も効 率 の

良 い 固 定 化 リパ ーゼ 量 と判 断 した 。 これ 以 上 の 固 定 化 リ

パ ー ゼ の 添 加 は,酵 素 の 最 適 水 分 量 の 絶 対 量 の 増 加 に つ

な が り,系 全 体 の 水 分 量 の 増 加 に よ り,か え ってTG

の 加 水 分 解 が 促 進 され る もの と考 え られ る.

以 上 に よ り求 め た 最 適 条 件 下 で ア シ ド リ シ スを24h

行 い,経 時 的 に 導 入 率(Fig.-3)を 調 べ た結 果,Lipase

OFは24.51%,LipaseAは20.63%,Lipozymeは

17.34%,LipaseTOYOで は21.33%の 交 換 率 が 得 られ

た 。 な お,こ の と き のBIUはTable-2に 示 し た よ う

に,LipaseOFは2.86BIU,LipaseAは9.90BIU,

Lipozymeは9.58BIU,LipaseTOYOは8.88BIUで

あ った.

3・3 トリオ レイ ン とEPA及 びDHAの ア シ ドリ シ

ス

高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 が 固 定 化 リパ ーゼ に よ って どの 程 度

ア シ ドリシス され るか を 明 らか に す るた あ に,ト リオ レ

イ ン(純 度99%)にEPA及 びDHA(い ず れ も純 度99

%)を 加 え,固 定 化 リパ ー ゼ を 用 い て24hエ ス テ ル 交

換 を 行 った.

そ の 結 果,Table-3に 示 した よ う にEPAの 導 入 率

は,LipaseOFが25.09%と 最 も高 く,次 いでLipase

TOYOが21.27%,Lipozymeは21.21%で あ り,Lipase

Aは4.34%と 非 常 に低 い導 入 率 で あ っ た。 ま た,DHA

の導入率は,LipaseTOYOが23.02%と 最 も高く,次

いで,Lipozymeが15.31%で あ った。一方,Lipase

OFは7.80%,LipaseAは1.28%と 低 い導入率であっ

た。これらの結果か ら,固定化 リパーゼの種類によって導

入率がかなり異なるが,い ずれもトリオレインとEPA

な らびにDHAと の アシ ドリシスが可能であることが

明らかとなった

3・4 ア シ ドリシスによるいわし油の改質

低温溶媒分別法ならびに塩形成法で,EPA+DHAの

濃度を68.83%に まで高めたいわ し油の混合脂肪酸につ

いて,固 定化リパーゼを 用いて 元のいわ し油との間で

24hア シ ドリシスを行 った。その結果,Table-4に 示

したように,LipaseOFで はEPAが3.79%,DHAが

4.22%,LipaseAで はEPAが3.46%,DHAが0.94

%,Lipozymeで はEPAが1.65%,DHAが6.61%,

LipaseTOYOで はEPAが4.21%,DHAが5.91%と

それぞれ増加 した。固定化 リパーゼを用いていわし油の

アシドリシスを行うと,い ずれの固定化 リパーゼを用い

てもEPAとDHAの 導 入率は低 く,EPAとDHAを

合わせた導入率で も最 も高いもので約10%に 過 ぎな

かった。その原因としては,第 一に両基質とも多くの種

類の脂肪酸を含んでいることから,導 入されやすい他の

脂肪酸が,き っ(拮)抗 的に作用したことによると考えら

れる。すなわち,先 に示 した トリオレインとEPA及 び

DHAの アシ ドリシスではLipaseTOYOに 見 られるよ

うに,両 脂肪酸の導入率はそれぞれ21.27%,23.02%に

達 しているが,こ の場合は,わ ずか2種 類の脂肪酸しか

反応系に関与 していないのに対して,い わし油の改質に

おける反応系では,12種 類 以上の脂肪酸が反応に関与

しているために,そ のような作用が生じるものと推定 さ

れる。第二には反応に使用 したいわ し油の混合脂肪酸に

少量存在す る過酸化物がア シ ドリシス反応を阻害 し

た14>のではないかとも考えられる.

しか し,Table-4よ り明らか な よ う に,と くに

LipaseTOYOとLipozymeで は,TG中 のDHA含

有 率がそれぞれ改質前の6.71%か ら前者では12.62%,

後者 では13.32%と 約2倍 にも達 しており,今 回の結果

から,LipaseAの み は,EPAやDEAを 基 質とする

反応には,不 向きとも考え られるが,他 の供試 リパーゼ

Table-2 Optimum conditions for the  immobi-

lized lipase acidolyses.

Table-3 Rate of EPA and  DHA incorporation into triolein

by immobilized lipase acidolyses.
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はい わ し油 の 改 質 に充 分 適 用 で き る もの と結論 さ れ た.

4 総 括

4種 類 の 微 生 物 由来 の リパ ー ゼ を 固 定 化 し,そ の 固定

化 リパ ーゼ を 用 い て ト リオ レイ ン とパ ル ミチ ン酸 を基 質

と して ア シ ド リシ スの 反 応 最 適 条 件 を求 め た。そ の結 果,

最 適 水 分 量 は,そ れ ぞれLipase OFで は20.38%,

Lipase Aで は10.24%,Lipozym は 6 .38～10.38%,

Lipase TOYOは5.18%と な っ た。 一 方 ,最 適 酵 素 量

は い ず れ も250mg前 後 で あ った 。 トリオ レイ ン と

EPA及 びDHAと の ア シ ドリ シス に お いて ,同 条 件 下

で のEPAの 導 入率 は,LipaseOFで 最 も高 く25.09%

に 達 した 。DHAの 導 入 率 は,Lipase TOYOで 最 も高

く23・02%で あ っ た。 い わ し油 とEPA+DHAの 濃 度

を68・83%に 高 め た 混 合 脂 肪 酸 との ア シ ドリシ スで は,

ト リオ レイ ンとEPA及 びDHAと の ア シ ド リ シス の

場 合 よ り も導 入 率 は低 か った 。 この と きのEPAの 導 入

率 は,Lipase TOYOで 最 も高 く4.21%,DHAの 導 入

率 は,Lipozymeで 最 も高 く6.61%で あ った 。 ア シ ド

リ シ ス後 のTG中 に は,Lipase TOYOな ら び に

Lipozymeを 用 い た反 応 系 で約2倍 のDHAの 濃 縮 が 認

あ られ た.

〔平 成 元 年(1989)9月10日 受 理 〕
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