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水産製品の脂質酸化指標 としてのC22,6酸 減少率
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Decrease rate of  C22:6 acid as an index to oxidative 
     deterioration of lipids in fish products 

   Toshihiko Shono and Masamichi Toyomizu

緒 言

水産脂質は,ド コサヘキサエン酸(C22:6酸)の よ

うな高度不飽和脂肪酸を含有するため,陸 上動植物脂

質に較べて酸化されやす く,水 産物の品質保持上,そ

の脂質酸化が大 きな問題 となる.従 来より脂質酸化の

測定には過酸化物価(POV),チ オバルビツール酸価

(TBA価)あ るいは カルボニル価などが定母されて

いる.す なわち,DyerandFraser(1959)は 低温貯

蔵中のタラ肉の,猿 谷ら(1963)は 魚粉脂質のPOV

を,Castellら(1966)は 凍結貯蔵タラ肉脂質のTBA

価を測定した.さ らに,KoningandSilk(1963),

YuandSinnhuber(1967)は 魚油の酸化をPOVと

TBA価 とで評価し,ま たt豊 水ら(1963)は 凍結乾

燥魚肉の脂質変化をPOV,TBA価 な らびにカルボ

ニル価で論議した.し かし,こ れら酸化指標は不安定

な酸化中間生成物を対象とするために酸化初期でのみ

有効であろうが,こ れらの値と脂質酸化との相関は,

試料成分や貯蔵条件によつてもかなり異な り,必 ずし

も酸化過程を正確には表]現しえない.

著者らは,脂 質酸化指標 と して ガス クロマ ト法

(GLC)に よ るC22:6酸 減少率の測定を提唱し,こ の

測定法を用いてPOVお よびTBA価 と比較,検 討

しながらマアジ脂質,魚 粉および凍結乾燥魚肉脂質の

酸化過程を論議した.ま た,脂 質酸化生成物がC22:6

酸減少率の測定に与える影響 について検討 し,さ ら

に,鋭 敏な酸化指標として極性脂質のC22=6酸 減少率

が育効であることを示した.

実 験 方 法

試料a)マ アジ抽出脂質:新 鮮なマアジTrach-

urus/aponicusの 普通14/からFolchら(1957)の 方

法 で 抽 出 した.b)魚 粉 ニマ アジ普 通 肉ホ モ ジ ネ イ ト

を倍 量 の 沸騰 水中に 投 入 し,煮 熟 水 が 再 沸 騰 した 後

20分 間加 熱 した.煮 熟 後 冷却 し,遠 心分 離 し,沈 澱 物

を110℃ で3時間 加 熱乾 燥 した.脂 質 含 蹟5.6%.

c)凍 結 乾 燥 魚 肉:マ ア ジ普 通 肉 ホモ ジ ネ イ トを凍結

後,20時 間で 乾 燥 した.脂 質 含量6,8%.d)セ ライ

トと混和 した マ アジ脂 質:6.69の マ アジ 普通 肉抽 出

脂 質 をエ チ ル エー テル に溶 か し,王 水 処 理 した1009

のCelite535(Johns-Manville製)に 均 一 に 混 ぜ

合 わせ た 後,溶 媒 を除 去 した 、e)酸 化 マ ア ジ脂肪 酸

メ チル エス テ ル:マ ア ジ抽 出脂 質 を5%塩 酸 メ タ ノー

ル で メ チル 化 し,4mmHgで 減圧 蒸 留 した.え られ

た メチ ル エ ス テル を30℃ で30時間 概 絆 しなが ら酸

化 させ,POV620m.eq./kgの 酸化 マ ア ジ脂 肪酸 メ

チ ル エ ス テル を調 製 した.

試 料 の貯 蔵 と脂 質 の抽 出 魚 粉,凍 結乾 燥 魚 肉 お よ

び セ ライ トと混 和 した マ ア ジ脂質 を 一定 温度 に 貯蔵

し,試 料 を 一定 期 日 ご と に と り 出 し,Folchら

(1957)の 方 法で 粗 脂質 を抽 出 した.

脂 質 酸 化 測 定法a)GLCに よ るC22:6酸 減 少

率:脂質 をA.0.C.S.法(1969)で メ チル 化 し,昇 温

GLCに よ つ てC;2:6酸 の 減 少率 を 測 定 した.脂 肪

酸 の 同定 に は,等 温GLC(180℃)を 行 な い,Hof-

stetterら(1965)のequivalentchainlengthを

用 い た.C22…6酸 減 少率 の測 定 は,脂 質 酸 化 に お いて

酸 化 きれ な いC、6:0酸 を 基 準 と し,こ れ に 対 す る

C22こ6酸 の 比 率 を ガ ス ク ロマ トグ ラ ムの ピ ー ク面 積 か

ら半 値 幅 法 に よっ て 求 め,次 式 に よつ て 算 出 した.

C22・6酸減螂(%)=(1-1&lll完&:::)×1・ ・

GLCの 操作 条 件 は,検 出器;HFID,カ ラム;10%

DEGS,2m,カ ラ ム温 度;150→200℃,4℃/min,試

料 気 化 室 温 度;300℃ で あ る,b)POV:Chapman



andMackayのferricthiocyanate法(1949)に よ

り行 な っ た,POVは520mμ で の 吸 光度 をm.eq.of

peroxideperKg,oflipidで 表 わ した.c)TBA

価:Turnerら(1954)の 方 法 に 準 じ て行 な つ た.1

9の 脂 質がTBAと 反 応 して 生 ず る 旦 色 物 質 を10

m1の イ ソア ミル アル コール:ピ リジ ン混 液(2:1)

で 抽 出 した と きに相 当す る538mμ で の 吸 光度 で 酸

化 度 を表 わ した.

カ ラ ム ク ロマ ト法 に よる 脂 質分 画a)酸 化 脂肪 酸

メ チ ル エ ス テル の分 画:509の ケ イ酸 を40m1の20

%MeOHinbenzeneで 乳 鉢 中 で十分 にね つ た後,

100mlの2%MeOHinbenzeneを 速 や か に混 和

して作 成 した カ ラム(24×260mm)に 約200mgの

酸 化 脂肪 酸 メ チ ル エ ス テル を注加 し,2%MeOHin

benzeneで 米 酸 化 エ ス テル,ハ イ ド ロバ ー オ キ サ イ

ド お よ び 酸 化2次 生 成 物 を 溶 出 す るFrankelら

(196Dの 方 法 に よつ た.b)簡 易 カ ラ ム ク ロマ ト法

に よ る脂 質酸 化 生 成 物 の 除去:59の ケ イ酸 に2%

MeOHinbenzeneを 混和 して1乍成 した カ ラ ム(12×

110mm)に 約30mgの 酸 化 脂 肪 酸 メチ ル エ ス テル

を注 加 し,25m1の2%MeOHinbenzeneで 未 酸

化 エ ス テ ル を溶 出 した.c)非 極性 脂 質 と極 性脂 質 と

の 分 画:19の ケ イ酸 に ク ロuホ ル ム を混和 して作 成

した カ ラム(9×32mm)に 約30mgの メ チル 化 前

の 抽 出 脂質 を注 加 し,40m1の ク ロ ロホル ムで 非 極 性

脂 質 を,引 続 き40mlO)メ タ ノー ル で 極 性 脂 質 を溶

出 した.

結 果

1,C22:6酸 減 少 率,POVお よびTBA価 に よる

脂 質 酸 化 の比 較

マ ア ジ抽 出脂 質 を400Cで ス ター ラー を用 い て攪拌

しなが ら酸 化 させ,そ の過 程 中 にお け るC22:6酸 減 少

率,POVお よびTBA価 の経 日変 化 をFig,1に 示

す.C22..6酸 の減少 は9日 日 まで 僅小 で あつ たが,そ

れ 以 降 は 次 第 に大 とな り,21日 日の減 少 率 は 玉5%で

あつ た.こ れ に対 し,POVは9日目 まで 明 瞭 に増 加

し,そ の 後 も漸 増 した が,TBA価 は9日目 を ピ ー ク

に下 降 し,16日 目以 降 に は再 び 急 激 に増 加 した.酸 化

脂 質 と魚 肉成 分 とが 反応 す る可 能性 の あ る魚粉 お よび

凍 結 乾 燥 魚 肉 の30℃ 貯 蔵 に お け るC22:6酸 減 少 率 お

よびpovの 経 日変 化 をFig,2に 示 す,こ の結 果

か ら明ら か な よ うに,C22:6酸 減 少率 は魚 粉 で も凍結

乾 燥 魚 肉 で も日時 の経 過 とと もに徐 々 に増 加 し,魚 粉

で の 酸 化 は凍 結 乾 燥魚 肉で の 酸化 よ り も明 らか に著 し

Fig. 1. Changes in decrease rate of  C::2:G 
acid, POV, and TBAV of extracted lipids 
(jack mackerel) during oxidation. 

   •----• Decrease rate of C22:6 acid. 
O----O POV. 
•----• TBAV.

Fig. 2. Changes in decrease rate of C22:6 
acid and POV of lipids in fish meal and 
lyophilized fish muscle (jack mackerel) 
during their storage.     

•-----• Fish meal. 
0----0 Lyophilized fish muscle.

かつた.と ころが,POVO)経 口変化は初期において

のみこの傾向を示したが,5日 以降ではこの傾向も不

明確であり,抽 出脂質におけるTBA価 の 変化と同

じような不規則性 を示した.こ れらはPOVお よび

TBA価 が不安定な酸化中間生戊物0)定 量に基づくた

めと推察される.こ れに対し,C22:6酸 減 少率の変

化,特 に初期変化は小であつたが,長 期間の酸化過程

を正確に表現した.

2,脂 質酸化生成物がGLCに よるC22:6酸 減少率

測定に与える影響

C22:6酸 減少率はガスクロマ トゲラム」このC16:0酸

に対するC22:6酸 の ピーク面積比から計算したもので

あるから,脂 質酸化の進行した試料では,そ の酸化生



Fig. 3. Chromatographic fractionation of oxidized methyl ester, 

 A  : methyl ester, B : hydroperoxide, C : secondary products. 
  Silicic acid column : 24X260 mm (50 g). Immobile solvent : 

  20 % McOH in benzene. Mobile solvent : 2 % McOH in 
  benzene. Sample : 206 mg of oxidized methyl ester (jack 

  mackerel), POV 620 m.eq./kg. 
Weight, ...... Peroxide. 

  Silica gel thin layer : 0. 25 mm. Developing solvent : pe-
  troleum ether/ethyl ether 90/10.

成 物 が これ らい ず れ の脂 肪 酸 の ピ ー ク面積 に影 響 を与

えて も,正 確 なC22;6酸 減 少 率 は 測定 され な い.そ

れ 故,脂 質 酸 化 生 成物 として ハ イ ド ロパ ー オキ サ イ ド

と二 次 生 成 物 とを 用い,GLCに お け る これらの 保 持

時 間(R.t,)とC16:0酸 お よびC22:6酸 のR.t.と

を比 較 検 討 した.酸 化 マ ア ジ脂肪 酸 メ チル エ ステル を

Fig.3に 示 す よ うに,未 酸 化 マ ア ジ脂 肪 酸 メ チル エ

ステ ル(A),ハ イ ドuパ ー オキ サ イ ド(B)お よび 酸

化 二 次 生成 物(c)の3画 分 に 分 画 した.酸 化前 の メ

チル エ ステル,分 画前 の酸 化 メチ ル エ ス テル,再 分 画

ハ イド ロパ ー オキ サ イ ド画 分 お よ びC画 分 の ガ ス クロ

マ トグ ラム をFig。4に 示 す.Fig.3に 示 したB画

分 の 薄 層 クロ マ トゲ ラム に は∴ 次生 成 物 の 人 きな ス ポ

ッ トが 出現 してい るの で,B画 分 の み は再 クロマ ト法

に よつ て 分画 直後 にGLCを 行 なつ た.酸 化 マ ア ジ脂

肪 酸 メチ ル エ ステ ル で は,酸 化 前0)脂 肪 酸 メ チル エス

テル(Fig.4-1)に 存在 しな い鋸 状 の ピー クが 出現

した(Fig.4-2).再 分 画 によ つ て調 製 した ハ イ ドロ

パ ー オ キサ イ ド画 分 お よびC画 分 で は,Fig.4-3,

Fig.4-4に 示 す よ うに,C22:6'酸 のR.t.と 一 致 す

る ピー クは認 め られ な かつ たが,R.t,の 短 か い鋸 状

の 小 ピー クが 認 め られ,C1610酸 のR.t.に一致 す る

ピ ー クは皆 無 とは い え なか つ た,そ れ 故,酸 化 マ ア ジ

脂 肪 酸 メ チル エ ステ ル か ら酸 化生 成 物 を除 去す るた め

に,2%MeOHinbenzeneを 溶 出剤 とす る簡 易 ケ

Fig. 4. Gas chromatograms of 1) methyl 
ester (jack mackerel) before oxidation, 2) 
methyl ester after oxidation, 3) hydrope-
roxide, and 4) secondary products.

イ酸カラムクロマ ト法を考案した.酸 化生成物の除去

を示すカラムクロマ トグラムと酸化生成物を除去した

メチルエステルの薄層クロマ トグラムをFig.5に 示

す.30℃ 貯蔵における魚粉,凍 結乾燥魚肉およびセ

ライトと混和した脂質から脂質を抽出 して メチル化



Fig. 5. Chromatographic isolation of unoxidized methyl ester 
from oxidized methyl ester. 

  Silicic acid  column  : 12X110 mm (5g). Eluant : 2 % McOH 
  in benzene. Sample : 36mg of oxidized methyl ester (jack 

  mackerel), POV 73 m.eq./kg. A : methyl ester B: oxidized 
  products. 

                  Weight, ...... Peroxide. 
  Silica gel thin layer : 0. 25 mm. Developing solvent : petro-

  leum ether/ethyl ether 90/10. 1 : Before convenient chro-
  matography. 2: After convenient chromatography.

15日 目では100%で あったセライトと混和した脂質で

も酸化生成物による妨害は認められなかつた。

3.極 性脂質におけるC22:6酸 減少率

C22:6峻 減少率は脂質酸化により漸増し,脂 質が単

独で存在す る場合でも,乾 燥魚肉中に存在する場合で

も脂質酸化の指標として有効であることを示したが,

この経口変化は緩慢であった.C22:6酸 減少率を脂質

Fig. 6. Similarity in decrease rates of  C22'6 
acid of treated and untreated lipids of fish 
meal, lyophilized fish muscle and lipids 
supported on Celite (jack mackerel) during 
their storage. 

• • Fish meal. 
A Lyophilized fish muscle. 

•-• Lipids supported on Celite. 
...... treated by convenient column 

       chromatography. 
        untreated.

後,本 法により酸化生成物を除去した脂肪酸メチルエ

ステル と無処理のものとについてC22:6酸 減少率を

測定し,酸 化生成物がC22:6酸 減少率の 測定を妨害

するか否かを検討した結果がFig.6で あ る.魚 粉で

も,凍 結乾燥魚肉でも同様なC22:6酸減少 率がえら

れたのみでなく,C22:6酸 減少率が10日 目で70%,

Fig. 7. Changes in decrease rate of  C22:6 
acid of whole, non-polar, and polar lipids 
in fish meal (jack mackerel). 

• • Whole lipids. 
A A Non-polar lipids. 
0-0 Polar lipids.



酸 化 の指 標 とす るた め には,C22:6酸 の酸 化 に よ る減

少 率が たで あ る脂 質 画分 を対 象 とし,こ の 減少 率 を測

定 す るこ とが 得 策 で あろ う と 考 えた.こ のた めに,

50℃ に貯 蔵 した魚 粉 を試 料 と し,脂 質 を非 極 性 脂 質

と極 性脂 質 とに分 画 し,両 画 分 と分 画 前 の 全脂 質 にお

け るc22:6酸 減 少 率 を経目 的 に測 定 した 結 果がFig,

7で あ る.す な わ ち,非 極 性 脂質 で の減 少 率 は小 で あ

るの に対 し,極 性 脂 質 で の それ は最 も大 で あ り,全 脂

質 で のC22;6酸 の 減 少 は 極 性 脂 質 を 構 成 して い る

C22:6酸 の 減 少 に大 き く起 因 して い る こ とが 明 らか と

な つ た.そ れ 故,極 性 脂質 で のC22::6酸 減少 率 は,

全脂 質 で の それ よ りも酸 化過 程 を鋭 敏 に示 した.

考 察

ハ イ ドロハ ー オキ サ イ ドやTBA反 応 物 質 は 不安 定

で あ り,こ れ らが 魚 肉 中 に存 在 す る場 合 に は,Nara-

yanら(t964),RoubalandTappe1(1966),Bu-

ttkus(1967)お よ びCrawfordら(1967)が 指摘 し

て い る よ うに,魚 肉 成分 と反応 す る。 この た め に,従

来 か ら脂 質 酸化 指 標 と して広 く用 い られ て い るPOV

お よびTBA価 は,水 産 物 の 貯蔵 巾 にお け る 脂 質 酸

化 の指 標 とな り難 い.そ れ 故,著 者 らは脂 質 構 成脂 肪

酸 中最 も酸 化 され や す い と 考 え られ るC22:6酸 の減

少 に 着 目 した.C22:6酸 絶 対 臆の 測定 は煩 雑 で あ る の

で,飽 和 脂肪 酸の中 で も 含量 の高 いC16:0酸 を 基準

脂 肪 酸 と し,こ れ に対 す るC22:6酸 の 比 率 をガ ス ク

ロマ トゲ ラ ムか ら求 め,酸 化 過 程中のC22:6酸 減少}郵

を 測定 した.そ の結 果,POVお よびTBA価 に よっ

て は不 明 で あ つ た 長期 間 に 亘 る脂 質 の 酸 化 をC22:6酸

減 少 率で 明 らか に し えた,さ らに,極 性 脂 質 のC22;6

酸 減少 率の 経 日変化 は,非 極性 脂 質 お よ び全 脂 質 に較

べ て大 で,酸 化 の進 行 を鋭敏 に示 す こ とを 明 らか に し

た.し か し,生 肉 の極 性 脂 質 で は,C160酸 お よび

C22:6酸 の 変 化 に加 水分解 酵素 も関 与す るので,生 肉

の 脂 質 酸化 の 評 価 に 極性 脂 質 のC22:6酸 減少 率 を 適

用 で きな い.

著者らの 提 唱 したC22:6酸 減 少 率 の 測定 で は,酸

化 脂 質 を対 象 とす るので,酸 化 生成 物 がC16:0酸 お

よびC22:6酸 の ピ ー ク面 積 に 与 え る影 響 を 考慮 せ ね

ば な らな い.Morrison〈1963)はBF3・ メ タ ノー ル

処 理 に よつ て リノー ル酸 メチ ル エ ス テル ハ イ ド ロパ ー

オキ サ イ ドが 共 役 トリエ ン に変 化す る こ と を極 た吸 収

波 長 の 測定 か ら推 論 した.ま た,MorriSら(1960)

お よ びMorrisonandSmith(1964)は,リ ノー ル

酸 メチ ル エ ステ ル ハ イ ドロパ ー オ キサ イ ド が,GLC

中に共役 トリエンとなり,R.t.の 長いピークになっ

て出現す ることを指摘した.し か し,本 研究では,

BF3・メタノール法によつて酸化魚油 をメチル化し,

GLCを 行 なったが,ハ イドロパーオキサイドおよび

二次生成物のいずれからも共役酸 は検出 されなかつ

た.他 方,Frankelら(1961)は ダ イズ油脂肪酸メ

チルエステル,Horvatら(1966)お よび天野(1968)

は リノール酸メチルエステルの自動 酸化物から,GLC

によ り,8一 ホル ミルオクタン酸メチルの特に大きな

ピークを検出しているが,酸 化マアジ脂肪酸メチルエ

ステルの酸化生成物からは,大 きなピークは検出され

ず,鋸 状の小ピークがC22:1酸 に 相当するR.t.ま

で 出現したのみであつた.し かし,こ れら酸化生成物

ピークが,ガ スクロマ トグラム上のC16:0酸 ピーク

面積を過大にしては真のC22:6酸 減少率 を求めえな

い.著 者 らは,GLCの 前処理として,こ れら酸化生

成物を簡易,迅 速に除去で きるケイ酸カラムクロマ ト

法を考案し,こ の簡易カラムクロマ ト法を用いて酸化

生成物除去を行なつた.し かし,C22..6酸 減少率が70

%の 試料でも,C22:6酸 減少率に有意の差を認めえな

かった.よ って,C22:6酸 減少率測定において,酸 化

生成物がGLCに 与 える影響を無視できるものと結論

した.

セ ライ トと混和 した脂質は魚粉および凍結乾燥魚肉

と同一のマアジ魚群 からの脂質 であるにもかかわら

ず,そ の酸化は急激であつた.ま た,魚 粉脂質の酸化

について,外 山ら(1964)は 魚粉製造工程の加熱乾燥

過程で,過 酸化物価の増加を指摘 している.著 者らも

製造工程 において,5%のC22:6酸 減少率を認めた,

魚粉脂質は酸化されやす く,C22:6酸 の残存は期待さ

れ難いと考えがちであるが,30℃ 貯蔵で60日 を経過

して もC22:6酸 減少率は23%で あつた.そ の理由と

しては,Evansら(1958)お よびCooneyら(1958)

が指摘しているように製造工程時の加熱中および貯蔵

中の化学変化による抗酸化性物質 の生成 も考えられ

る.凍 結乾燥魚肉は脱水により組織が脆弱な多孔質構

造となるため酸素との接触面積が拡大 され,脂 質は酸

化されやすいと考えられるが,30℃60日間 貯蔵で も,
の

C22:6酸 減少率は僅か10%に 過 ぎなかつた.こ のよ

うに,貯 蔵中におけるC22:6酸 の減少率 から脂質酸

化の実態を推測しうることも本法 の特長の 一つであ

る.

要 約

脂質酸化指標 として ガスクロマト法(GLC)に よ



りC22:6酸 減少率を測定す ることを提唱 し,こ の測

定法を用いてマアジ脂質,魚 粉および凍結乾燥魚肉脂

質の酸化過程をPOV,TBA価 と比較,検 討した.

1.脂 質酸化過程を正確に表現しえたのはC22:6酸

減少率で,POVな らびにTBA価 は酸化の初期での

み有効であつた.

2.脂 質加水分解酵素が関与しない試料では,極 性

脂質のC22:6酸 減少率が,全 脂質あるいは非極性脂

質のC22:6酸 減少率よりも鋭敏な酸化指標であつた.

3.C22:6酸 減少率測定において,脂 質酸化生成物

がGLCに 与 える影響を無視できた.
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                                  Summary 

   The methods most commonly used for determining oxidative deterioration of lipids 
in fish products are the peroxide value (POV), the carbonyl value, and the 2-thiobar-
bituric acid value (TBAV). However, these tests are not always effective because they 
are based on the quantitative analyses of unstable oxidative products, which are also 
liable to react with components of fish products. 

   In order to elucidate oxidative deterioration of lipids in fish meal and lyophilized 
fish muscle during storage, the authors advocate that it is more effective to measure the 

peak area ratio of C22:6 to C16:0 acids on gas chromatogram and to calculate decrease 
rate of C28:6 acid as follows: 

   Decrease rate of CL2:6 acid (%) = (1_ tC22:6AC16_0) x 100 
oC22 : 6! oC16 : 0 

   Decrease rate of C22.6 acid, POV and TBAV were measured for extracted lipids, 
fish meal and lyophilized fish muscle of jack mackerel (Trachurus japanicus) during the 
progress of oxidative deterioration of lipids. 

   The results obtained are summarized as follows: 
   1. The changes in decrease rate of C22:6 acid was more closely related with oxida-

tive deterioration of lipids than those of POV and TBAV, because both POV and 
TBAV were liable to vary considerably with the composition of the samples and the 
conditions of oxidation (Figs. 1, 2). 

   2. In case of samples such as fish meal that lipids hydrolysis could be disregarded 
due to the inactivation of enzymes by the heating process, the decrease rate of C22.6 
acid of polar lipids was more available as an index for oxidative deterioration of 
lipids than those of non-polar and whole lipids (Fig. 7). 

   3. Oxidative products of lipids had no significant influence on GLC while deter-
mining the decrease rate of C22:6 acid (Fig. 6).


