
Title 逆相系高速液体クロマトグラフィーによる高度不飽和脂肪酸含有トリグリセリド分子種の分離改善に及ぼ
すカラム温度の影響

Author(s) 澤田, 哲志; 高橋, 是太郎; 羽田野, 六男

Citation 日本水産学会誌, 58(7), 1313-1317
https://doi.org/10.2331/suisan.58.1313

Issue Date 1992

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/52079

Rights © 1992 公益社団法人日本水産学会

Type journal article

File Information JSFS58_1313.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



Nippon Suisan Gakkaishi 58(7), 1313-1317 (1992)

逆 相系高速液体 クロマ トグ ラフィーに よる高度不飽和脂肪酸含有

トリグ リセ リ ド分子種 の分離改善 に及 ぼす カ ラム温 度の影響

澤 田 哲 志,高 橋是太郎,羽 田野六男

(1991年10月2日 受付)

Effect of Column Temperature on Improvement of Resolution in Separating

 Triglyceride Molecular Species Containing Highly Unsaturated Fatty Acids

 by Reverse Phase High Performance Liquid Chromatography*1,2

Tetsushi Sawada, *3 Koretaro Takahashi, *3 and Mutsuo Hatano*3

By taking advantage of the low melting point of fish oil, chilled-column reverse-phase 

high-performance liquid chromatography (HPLC) was examined in order to obtain good 

resolution of triglycerioe (TG) molecular species. TGs containing high proportions of eico-

sapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) were synthesized by using 90% pure 

EPA and DHA with a bacterial lipase. Four TG molecular species thus obtained were sub-

jected to HPLC analysis, from which the difference in retention time, theoretical plate number, 

and resolution of the adjacent peaks were discussed in relation to the column temperature 

of the system. The lower the column temperature, the better the theoretical plate number and 

resolution. However, they reached a maximum at around -15•Ž. It was concluded that low 

temperature, wherever it is practicable not to exceed the melting point, is the best temperature 

for fish oil TG molecular species analysis and fractionation.

高分 子分離 膜の急速 な発達 と ともに,魚 油の部 分加水

分解物 よ りエ イコサペ ンタエ ン酸(EPA)や ドコサ ヘキ

サエ ン酸(DHA),さ らには パル ミ トオ レイ ン酸 を 多 く

含む部分 グ リセ リ ドを と り出そ うとす る試みが行 われ始

めてい る.1.2)一 方,リ パ ーゼの分解 な らび に合 成活性 を

活用 して,こ れ らの脂肪 酸 の濃 度を高 めた グ リセ リ ドの

合成 も試み られ てい る.3)し か し,原 料 とな るべ き魚油

の分子種 組成 につい ては堀 ら4)に よ りご く一部 が明 らか

にされ てい るに過 ぎず,こ のため魚 油改質 の研究 は試 行

錯誤的 に行われ てい るのが現 状で ある。魚 油の分子 種の

組成 が十 分 明 らかに されて いない主 な理 由は,そ の組成

が極 めて複雑 であ る ことに加 え,高 速液体 クロマ トグラ

フ ィー(HPLC)の 分 解能 が一定 溶媒比 溶出法 で は 極 め

て不十 分な点 にあ る。HPLCの 分解 能を最 大限発 揮 させ

るには勾配溶離 法を用 い なければ な らないが,従 来 まで

トリグ リセ リ ド(TG)分 子種 の検 出に広 く用い られて き

た示差屈折検出器では勾配溶離法の適用ができなかっ

た.一 方これに対し,勾配溶離法が可能なUV検 出器や

蛍光検出器はTG分 子種の検出には適さないという問題

があった。以上の理由から,両 者の欠点を改善した散乱

光検出器を魚油のTG分 子種分析に応用することは,従

来まで分析がほぼ不可能とされていた魚油の分子種の組

成解明に新たな可能性を提供するものであると考えられ

る.散乱 光検出器はマスディテクターとも呼ばれ,そ の

原理は溶離溶媒とともに噴霧器に入った試料が霧状にな

り,そ こにタングステン光を照射して散乱光の変化を光

電管で検出するものである。魚油の分析に散乱光検出器

の使用を試みた例としてはHerslof5)の 研究があるが,

1989年 当時のHPLCの 分解能の不十分さを指摘したに

とどまっている。

本研究では原料魚油の主要成分であるTGの 分子種組

成を明らかにすることを目標として,勾 配溶離法を可能

*1 散 乱 光 検 出 器 を有 した 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フに よ る魚 油 ト リ グ リ セ リド の分 子 種 分 析－I (Molecular Species

 Analysis of Fish Oil Triglyceride by Light Scattering Mass Detector Equipped Liquid Chromatograph-

I).
*2 本 研 究 は

,文 部 省 平 成2年 度 科 学 研 究 費 補 助 金 に 基 づ く研 究(一 般 研 究C)の 一 部 と し て行 っ た も の で あ る

.　 な お,大 要 は 平 成3年 度 日本 水 産 学 会 秋 季 大 会 に お い て 講 演 発 表 した

.*3 北 海 道 大 学 水 産 学 部 食 品 化 学 第 一 講 座(Laboratory of Food Chemistry, Faculty of Fisheries, Hokkaido

 University, Minato, Hakodate, Hokkaido 041, Japan).



にす る散 乱光検出 器をHPLCに 応用す る と ともに,魚

油の融点 が低い こ とに着 目して分配 クロマ トグラフ ィー

の性能を最 大限 発揮 させ るべ く,カ ラム(分 離 管)の 低

温化の有効性 につい て検討 した。

実 験 方 法

試料 　純度約90%のEPAな らびにDHAと,イ ワ

シ油 お よび カ ツオ油(内 臓 油)は日 本 化学飼 料(株)の

供与 を うけ,い ずれ も可及 的に過酸 化物を含 まない もの

を用い た。

一方,金 華山沖 にて平成3年9月2日 に捕獲 した体

重1.8kgの カツオ よ り氷蔵2日 後 に深部血合 肉を と り

だ し,ク ロロホ ルム/メ タ ノール混 液(8:3,v/v)で 全脂

質 を抽出 した。

こ れ らよ り,調 製用薄 層 クロマ トグラフ ィー[Kiesel-

gel 60 F254, 20×20cm, 0.5mm厚;n-ヘ キサ ン/エ チル

エ ーテル/酢 酸(70:30:1,v/v)]に よってTGを 精製 し

た。

Fig. 1. Reverse phase HPLC elution profiles of 

synthetic triglycerides containing high pro-

portions of EPA and DHA under various 
column temperatures.

EPAとDHAか らな る トリグ リセ リ ド分子種 の合成

前報6)の方 法に準 じ,　EPAとDHA 0.6mlず つに グ リ

セ ロー ルを16ml混 合 し,こ れに リパ ーゼTOYO Chro-

mobacterium viscosum(東 洋醸造(株))を30.4mg含

む酵 素液(pH 6.0の0.5Mリ ン酸緩衝液0.22mlに同 酵

素 を溶 解)を 添加 して, 25℃ で反 応を開始 した.反 応 は

アル ゴンガスを封 入 した共栓 三角 フ ラス コ中 にて1,500

rpmに 攪拌 しな が ら行い,24h後,エ タ ノールを30ml

加 える ことに よって反応 を停 止 した 。次いで エチルエ ー

テルを用 いて反応 生成物 を抽出 し,エ チルエ ーテル層を

水 洗後,調 製用TLC(同 上)に よ っ てTGを 精 製 し

た 。

逆 相勾配 溶離高速 液体 クロマ トグラ フ ィー　合成 した

TGを 以 下の条件 で逆相HPLCに 供 した。装置:日 立

638-50型 液体 クロマ トグラフ,カ ラム: Wakosil 5C18N

(粒子径5μm),300×4mmとSupersphere RP-18(粒

子径4μm), 250×4mmの 直 列構成,溶 媒:ア セ トン/

アセ トニ トリル(3:2→7:1/240minの直 線 勾配溶離),流

速:0.7ml/min,カ ラム温 度:20,15, 10, 5, 0, -5, -10,

 -15 , -20℃ の9段 階,検 出器: Applied Chromato-

graphic Systems 750/14型 散 乱光検 出器(マ スデ ィテ ク

ター; Time Constant: 5, Attenuation: ×2,ホ トマ ル

感度: 1,噴 霧器 の空気圧,0.8kg/cm2),試 料 量: 1～2μl。

なお,本 検 出器 は試料 の回 収 が困難 とされ るが,本 研究

では分離 管 の出 口を分 岐 させ てTGの 分取 を可 能 とし

た。分取 の同調 はオ イル レ ッ ドをマ ーカー とし,ニ ー ド

ルバル ブに よって行 った。 この方 法に よって分取 した合

成TG分 子 種の 同定 は,前 報6)に よ った。

Fig. 2. Relationship between the retention time 

of a synthesized triglyceride composed of 

EPA and DHA and the reciprocal value of 

absolute column temperature in reverse phase 

HPLC.

Each point represents means of ten chro-

matographic runs. E stands for EPA and D 

for DHA.溶離溶媒の粘度測定　オス トワルド型粘度計を用い,



アセ トン/ア セ トニ トリル(3:2)な らびに アセ トン/ア セ

トニ トリル(7:1)に つい てそれ ぞれ の各温度 に 対 す る

粘度 の相対 変化 を測定 した 。

トリグ リセ リ ドの融 点の測 定　理 学 電 機(株)CN

8131L型 低温 形示 差熱分 析計 を用 い,20と-100℃ に

おける保持時 間を5min,両 者 の間 の温 度上 昇お よび下

降速度を60と10℃/minの2種 類 に 設定 し,吸 熱 ・

発熱の ピー クを検 出 して,そ の ときの示す温 度を融 点 と

した。

結果 お よび考察

リパー ゼに よ り合成 したTGよ りFig. 1の クロマ ト

グラムを得 た。 これ らの主要 分子 種につ いて縦軸 に保 持

時間の対 数値,横 軸 に カラムの絶対 温度 の逆数 を とると

(Fig. 2),い ず れの分 子種 も カラム温度 の逆数 に対 して直

線関係 とな り, 4μ=RTln αな るMartinの 式7)(4μ は

ケ ミカルポテ ンシ ャル,Rは 気 体定 数,Tは 絶対 温度,

αは分 配係数)を 裏付 け る結 果が得 られた 。この関係 は

一定溶媒比 溶出 法 ,勾 配溶 離法 の別 にかかわ らず成 り立

った。す なわ ち,カ ラム温度 が低 くな るほど保 持時間 が

対数的 に延 長す る こ とが認め られた 。

Fig. 3. Relationship between the distance be-
tween two adjacent peaks and the tempera-

ture of the column in reverse phase HPLC.
 Each point represents means of ten chro-

matographic runs. Symbols are the same as 

in Fig. 2.

一方 ,ク ロマ トグラム上 で相 隣合 う分子種 の ピー ク間

の距離 を対 数値 として縦軸 に と り,横 軸 にカ ラム温 度を

とってもFig. 3の ような直線 関係 が得 られた。した が っ

て,ピ ー ク間 の距 離 は温度 の低下 とともに増 し,EPA,

 DHA含 有TGは 融 点 が低 い(EPAとDHAを90%

以上 含む場合 は-90℃ 以 下)こ とか ら冷 温 ク ロマ トグ

ラフ ィーは ピー ク間 の分離 に極 めて有利 に働 くと考 え ら

れた。 しか しなが ら,カ ラム温度 を低温 にす る とそれに

ともな って ピー ク幅 も増 える こ とが知 られてい るので,

理論段 数を指標 と して次 に この点 につ いての検討 を行 っ

た。

Fig. 4は カ ラム温度 に対 す る各成分TGピ ー クの理

論段数(成 分量 の違 いを面積 比 に よ り補正 した値)を 示

した ものであ る。 この図 よ り明 らかな よ うに,カ ラム温

度 が低 くな るにつれ て理論 段数 は高 くな るが-15℃ 付

近で極 大 とな り,そ れ以下 の温度 では む しろ低 下す るこ

とが認め られた。 これ は-15℃ 以下 では溶媒 の粘度 が

急激 に上昇す るか,固 定相 に対 する溶質 の溶解度 が大 き

く低下 す るためで はない か と推察 され た。

Fig. 4. Relationship between theoretical plate 

number* and the temperature of the column 

in reverse phase HPLC.

Each point represents ten chromatographic 

runs. Symbols are the same as in Fig. 2.
* Each theoretical plate number was calcu-

lated after the correction of the peak area,

 supposing that four dominant peaks in Fig. 

1 have the same peak area.
一般 に,カ ラム温 度が低 下す るほ ど理 論段数 はむ しろ

低下す る こ とが知 られ て い る.8)し か し,カ ラム温 度 が

低下 すれば,同 族体 同士 の分配 率の差 が よ り大 き くあ ら

われ る とも考 え られ,ま た寄与 率は小 さい とはい えカ ラ

ム温度 の低下 に よって渦状 拡散 や軸 方向拡散 が小 さ くな

るこ とも推察 され る。そ の結果,本 条件 では カ ラム温度

の低下 に ともない理 論段数 が上 昇 した とも考 え られ る。

クロマ トグラムの分 離 の良不 良を表す 指標 として分 離

度(Rs)9)が あ る。Rsは 二つ の相隣合 うピー クの 幅 を そ

れ ぞれTw1, Tw2,保 持時間 をそれぞれtR1, tR2と す る と,

Rs=tR2-tR1/(1/2)(tW1+tW2)で与 え られ る。Rsの 値 が よ り大 き くな る とい うこ とは,



分離 が よ くなる ことを意味す る。Rs(成 分 量の違 いを面

積比 に よ り補正 した値)と カラム温度 との関係 につい て

検討 した結果, Fig. 5に 見 られ る よ うにFig, 4同様

-15℃ 付近 で極 大 とな り,そ れ以下 の温 度で はむ しろ

分離 は低下 した。Rsは 先 の理 論段数 の平方根 に比 例す

るこ とが知 られ てい る9)の で,こ の ことは当然 の結 果な

が らFig. 4と 同様,-15℃ 以下 では溶媒 の粘度 が急激

に上昇す るか,固 定相 に対 す る溶質 の溶解度 が大 き く低

下 す るた めでは ないか と考 え られ た。

Fig. 5. Relationship between resolution (Rs) 

value and the temperature of the column in 
reverse phase HPLC.

Each point represents means of ten chro-
matographic runs. Symbols are the same as 

in Fig. 2.

Fig. 6. Relative comparison of viscosity by 

Ostwald viscometer between solvent A, ace-

tone/acetonitrile (3:2, v/v), and solvent B,

 acetone/acetonitrile (7:1, v/v).•¬

: Solvent A (initial gradient solution).•Ÿ

: Solvent B (final gradient solution).

そ こで,こ の点 を確かめ るため に溶 離溶媒 の粘度 を測

定 した結果, Fig. 6に 見 られ る よ うに-15～-20℃ に

おいての粘度 上昇 は比 較的急激 で あった。 この温 度域 で

の固定相 に対 す る溶 質の溶解度 の低下 を測定 す る方 法が

な いので確 かな こ とはい えないが,-15℃ 以下の温度

帯におけるRsの 低下は, EPA, DHA含 有TGの 固定

相に対する溶解度の低下と溶離溶媒の粘度の急激な増大

が複合して起こるものと推察された。

Fig. 7. Reverse phase HPLC elution profiles of 

sardine oil triglycerides and bonito dark mus-

cle triglycerides under various column tem-

peratures.

一 方,低 温形示 差熱分 析計 を用 いて供試 魚油TGの 融

点を測 定 した ところ,イ ワシ油TGで 約0℃,カ ツオ油

(内臓油)TGで は約5℃ であ った。また,O℃ 以上 の

温度 では カラム内に析 出 し て 残存 す るTG分 子種 はな

い こ とが,ク ロマ トグ ラフ ィー終 了後 室温 に までフ ラッ

シュ した際に溶 出す る成 分 がな い こ とに よ り確認 され

た。これ らの こ とか ら,融 点以 上の可及 的低 温がTG分

子 種 の至適分析温 度 と考え る ことがで きる。すなわ ち,

TGの 融 点以上 であれ ば一般 に カ ラム温 度が低 い程Rs

は高 く,分 離が よくな る もの と結論 した。

実際,イ ワシ油TGと カ ツオ血 合肉TGを 種 々の温

度 で逆相 勾配 溶離HPLCに 供 した ところ,Fig. 7に 示

した よ うにTGの 融点 以上 の温度 で あ れ ば カラム温度

が低 いほ ど分 離 が向上 した(な お,-5℃ 以 下 の温度 で

はTG分 子種 の一部 が カラム内で 析出 したので,そ れ 以

下 に温度 を下げ るこ とはで きなか った)。

以上 のこ とよ り,今 後 は魚油TGの 分子種 の分析,分

離,精 製 に冷 温逆 相勾配 溶離HPLCを 積極 的に導 入 す

べ きであ る と考 える。
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