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　 告　 は じめ に

　油脂 は化学的に い うとグ リ セ リ ン と脂肪酸の エ ス テル
，

すなわち ト リグ リセ リ ドで あ る。油脂を構成 して い る脂

肪酸は 直鎖で 炭素数が偶数の もの が主 で あ り，飽和あ る

い は 二 重結合を数個含 ん で い る 。 油脂 の 性状は ，どの 様

な脂肪酸が どの 位含まれ て い る か に よ っ て 決 ま る の で ，

油脂の 脂肪酸組成を 知 る こ とは，そ の 油脂を知 る た め の

最も手近な ， か つ 最も確か な道で あ り，また油脂 の 鑑別

に も利用 され る場 合 もあ る 1）
。 今 日脂肪酸組成 の 分析 に

は ほ とん ど ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

（GLC ）が 用 い られ

て お り，脂肪酸メ チ ル が試料 と され る 。 昇温 GLC に ょ

る ト リ グ リセ リ ドの 分析も行 わ れ て い る が ，全炭索数 に

よ る分離の み で ，飽和，不飽和の 分離は 行わ れな い 。

　GLC 分析 に つ い て あ らか じめ 注意すべ き点 をあげる

と，（！）GLC は 混合物中 の 個 々 の 成 分 を 分 離す る分離分

析 の 機器 で あ り，各成分が何 で ある か とい う知見を 独立

し て 得 る こ とは 出来ず，定性分析は 流出時間 （正 し くは

保持容量） の 比較 に よ る だ け で ある。  後述の 様に 操作

箇所が い くつ もあ り，それ らの 条件が適当で な い 時に は

誤 っ た結果を 生 じ る こ とが あ り，と くに 定 量 分析に お い

て そ れ が 著 しい 。 〔3汾 離能力は カ ラ ム に 大 きく依存して

お り，カ ラ ム は使用す る に つ れ て 劣化す る の で 常に その

性能を管理 しな け れば ならな い。

　2． 試料 の 調製

　2−1　メチル エ ス テ ル の 調製

　脂肪酸 メ チ ル の 調製が正 し く行われ ない と．い か に G
LC 分析を適確に行っ て も得 られた結果は もとの 油脂 の

脂肪酸組成 と異な っ て し ま う。と くに 低級酸 （C8 以下）

や高度 不飽和酸を含む油脂 の 取扱 い は，後述する よ うに

慎重を期 さねばならな い 。油脂また は 脂肪酸 か らメ チ ル

エ ス テ ル を 作 る方法 は い く通 りもあ る が ，普通 は ほ とん

ど同 じ結果 が得られ る。した がっ て 各方法の 長所，短所

を考え ， 原料 の 性質などに よ り最 も適した 方法 を選 ぶ べ

きである 。
つ ぎに メ チ ル エ ス テ ル を 得 る一般的 経 路 を 示

す 。
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　 なお 低級酸や高度不飽和酸が存在す る時 は 次 の 様な注

意が必要である。

　 （1） 低級酸

　 メ チ ル エ ス テ ル と した 時．蒸気圧 が か な り高 く．また

水 に対する溶解性 も高級脂肪酸 メ チ ル よ り大 きい た め ，

溶 剤留去や 水 洗 な ど の 操作中そ の
一
郡 が 失 わ れ る恐れが

ある 。 そ の た め飽和食塩水で 洗 うとか ，最終段階で の 溶

剤留去を 不完全に行な うな ど の 注意が 必要 で ある （溶剤

が 残 っ て も GLC 分析の 妨げ と な らな い ）。　 また ジ ア ゾ

メ タ ン に よ る方法，BF
・ を触媒とする方法は前記 の よ う

な 操作 が ない の で 低級酸 メ チ ル を失 う恐れ が少な い 。

　（2 ） 高度不飽和酸

　魚油 な どに 通常含 まれ て お り，ぎわ め て 不安定で ある

の で ．す べ て の 操作 を 不 活性 ガ ス 気流中で 行 い ，エ ス テ

ル として か らもすみ や か に分析を行なわねばならない 。

　 2−・2　エ ス テ ル交換

　 こ の 方 法 は 不 ケ ン 化物が 多い 場合や ，遊離脂肪酸が存

在 して い て AV が 1〜2 を示す よ うな時に は適さ な い
。

触媒 と し て は塩酸，硫酸，水酸化 ナ ト リ ウ ム ，ナ ト リウ ム

メ チ ラ ー ト，三 フ ッ 化 ホ ウ素などが用 い られ るが，酸性

触媒 で は 反応速度が お そい の で ．普通 ア ル カ リ性触媒が

用 い られ る 。 以下に ナ ト リ ウ ム メ チ ラ ー トを 用 い る方法

の
一

例をあげ る。200mg の 油脂 に エ ス テル 交換試薬 （無

水 メ タ ノ ール 11 に 対 し 1g の 割合で 金属ナ ト リ ウ ム を

加え，水素発生の 終る まで 完全 に反応を行 っ て 作る。 使

用 の つ ど作成す る こ とが望ま し い ）を 10ml の 割合で 加

え，約 2 時間加熱還流を行な う。次 に 酢酸ま た は 塩 酸を

加 え て 中和 し，減圧下 で メ タ ノ ール を留去，残留を エ ー

テ ル 抽出 し，水洗後無水硫酸ナ トリ ウ ム で乾燥 ， ろ 過．
エ
ー

テ ル 留去を行 っ て 試料を得る。
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　 2−3　ケン化，加水分解2）78 ）

　 反 応 条件 は一
定 で は な い が 次 に そ の

一
例 を 示す。油脂

ユ00g に 約 1N の 水 酸化 カ リ ウ ム また は 水酸化 ナ ト リウ

ム ー＝ タ ノ
ール 溶 液 （出来 る だ け少量 の 水 で ア ル カ リを

溶 か し，エ タ ノ ール を加えて 所定 の 濃度 とす る）500ml

を加え，3 時間加熱還流を行なう。つ ぎに大部分の エ タ

ノ
ール を留去 し て か ら水 を 加 え ，生 じた 石 け ん を とか す 。

こ れ に 硫酸また は塩酸を 加えて 加温 し脂肪酸を遊離 させ

る。エ ーテ ル で 抽出 し，エ
ー

テ ル 溶液を水液 し，無水硫

酸ナ ト リ ウ ム で 乾燥，ろ 過，エ ーテ ル 留去を 行 っ て脂肪

酸 を 得 る 。 もし不 ケ ン 化物を除 く必要 のある時は ， 硫酸

を 加え る前 に 石油 工 一テ ル また は エ ー
テ ル を 加 え て 不 ケ

ン 化物 を抽出す る。こ の 抽出は 毎回新 しい 溶剤を用 い て

2〜3回 繰 り返 し行 な う。 石けん は こ れ らの 溶剤 に とけな

い が．エ タ ノ ール がある程度残 っ て い る と，溶剤中に 多

少移行す る 。

　 2−4　脂肪酸の メ チ ル エ ス テ ル 化

　 触媒 と して は 塩化水素，硫酸，p一トル エ ン ス ル ホ ン 酸，

三 フ ッ 化 ホ ウ素などを 用 い ，脂肪酸と メ タ ノ
ール を反応

させ る。

　 （1）　硫酸を触媒と す る方法
4）

　 脂肪酸 2g に 60mZ の 硫酸 メ 〃
一

ノレ溶液 （無水 メ タ

ノ ール 230ml に 対 し 濃硫酸を 2ml の 割合 で 加え る）を

加 え，1時間加熱還流を 行 な う。 分液漏斗を用 い ，水 100

皿 Zを 加 え た の ち毎回 50皿 1の エ ーテ ル また は 石 油 工 一
テ

ル で 2 回抽出し，エ ーテル 溶液を 水 洗，無水 硫酸 ナ ］・リ

ウ ム で 乾燥，ろ過，エ ー
テ ル 留去を行な っ て エ ス テ ル を

得 る。

　（2） BF3 を触媒 とす る方法

　脂 肪酸 1g を フ ラ ス コ に と り ，
10ml の BFa 一メ タ ノ ー

．ル 試薬 （ll 中 に BF3125g を含む メ タ ノ ール 溶液 ：市販

の BF3一メ タ ノ
ール コ ソ プ レ ッ ク ス ま た は BF3一エ チ ル エ

ー
テ ル コ ソ プ レ

ッ ク ス をメ タ ノ ール で うす め て 作 る）を

加え ， 2 分間加熱還流す る。冷却後石油 工 一
テ ル また は

エ
ー

テ ル 5ml を加え て 1 分間煮沸 し た の ち約 100mZ の

飽 和食塩水 を 加 え ， 浮上 した メ チ ル エ ス テ ル の 石 汕 工 一

テ ル また は J ＝・一テ ル 溶液を注射器に とり． GLC 装置に

注入す る。

　2−5 脂肪酸とジ ア ゾ メ タ ン の 反応

　原料脂肪酸が 少量 （10皿 g で も可）で あ っ た り，　低 級

酸や高度不 飽和酸 を 含む 時 に 適 し た 方法で ある 。
ジ ア ゾ

メ タ ン は 普通 工 一テ ル 溶液と して 用 い るが 保存出来な い

た め その っ ど N −・メ チ ル ーN 一ニ トロ ソ ーp一トル エ ン ス ル ホ

ン ア ミ ドなどか ら得る 。 ア リ カ リ の 存在 下 で ス ル ホ ン ァ

．ミ ドに ア ル コ ール を作用 させ る とジ ア ゾメ タ ン が 発生す
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第 1 図　 ジ ア ゾ メ タ ン 発生装置

　　　　　　（1 ）　　　　　　　　　　　　 （lv）

　　 （1） エ ーテ ル 80m ご 　（ID ヵ ル ビ トール 2m 〜，水

　　酸化 カ リ ウ ム 水溶液 lml （水酸化 カ リ ウ ム 3g十 水 5mZ）
　　 （皿）　脂肪酸 J ：一テ ル 溶液　　（猶「）　氷酢酸 50ml

る 。 原理的 に 第 1 図 の よ うな装置
5）
を 用 い る と操作 が 簡

単 で あ る。容 ee　1 の 横 の 口 か らス ル ホ ン ア ミ ド2g を 4

ml の エ ー
テ ル に とか し た もの を加えすばや く栓をするn

こ こ で発生 した ジ ア ゾ メ タ ン は ．頂に 送 られ脂肪酸と反

応 し て メ チ ル エ ス テ ル を 生成する 。
こ の 反応は 数分ない

し10数分間で 完結 し，過剰 の ジ ア ゾメ タ ン に よ り溶液が

黄色を 帯びて 来た ら 田を は ず し，水 浴 な どで ゆ る や か に

加温して ジ ア ゾ メ タ ン を留去 し，さらに エ ー
テ ル を蒸留

し て必 要に応じて 濃縮 し分析試料を得 る 。 なお ス ル ポ ソ

ア ミ ドは 市販 さ れて い る が 合成
6 ）も容易で あ る。

　 ジ ア ゾ メ タ ン に よ る方法 で は 上 記 の よ うに 水洗の 操作

が なく，常温で 反応が行わ れ るの で 低級酸が失わ れず，

また 不 飽和酸が変化 を 受け な い とい う利点が あ る 。

一
方

欠点な らび に 注意しなければ ならな い こ とは ，〔1猛 毒で

あり．必ず ドラ フ ト中で 操作す る 。｛2爆 発性が あ るの で

30°C 以下で 操作 し ，火気を 近 づ けて は な ら な い
。 す り

合せ 器具も用 い て は ならない 。ガ ラ ス 管 の 切 口 は 火 で あ

ぶ っ て十分平滑に して お く。

　 2−6 標準試料

　定 性分析の 項 で述べ る よ うに ，GLC 分析に は ど うし

て も標準試料が 必要 で あ り，出来 る限 り多種を 揃 え てお

く こ とが 望 ま しい 。 その た め 極 め て 高純度の 脂肪酸 メ チ

ル の 標準試料 が 市販され て い る が．高価で あ り，定性 分

析で 用 い る 場合に は それ程 純度 の 高い 必 要 もな く，各人

が 調製 した もの で 十分役 に 立 つ 。例 え ばパ ル ミ チ ン 酸，

ス テ ア リン 酸，オ レ イ ン 酸 は それぞれ市販品を用 い ，リ

ノ ール 酸．リノ レ ン 酸な どは それぞれ サ フ ラ ワ
ー

油，ア

マ S 油を 原料 と し，尿素付加，低温分別 ， 分留などの 操

作を適当に 組合わせ ，繰返 し行 な うこ とに よ っ て か な り

純度 の 高い もの （98％以上）が得られ る 7）
。 二 重結合を

2 個以上含む もの は保存 に 注意 し なければ い けない 。

　3． GLC の 操作条件
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　 3−1　操作条件

　 GLC の 操作条件 と して， キ ャ リヤ ガ ス の 種類，流速，

検 出器 の 温度，カ ラ ム の 長 さ ， 材質，担体の 種類，粒度，

固定相液体 の 種類，濃度 （固定相液体（g）1担体（g）），カ

ラ ム 温度，注入 口 温度，注 入量 な ど非常に 多 くの 項 目が

あ り，こ れらは 互 に 関連 して い る の で．1 つ 1 つ に つ い

て 完全な条件を決 め る こ とは 不可能 で あ る 。 こ れ らの う

ち と くに 結果に 対して 大 きな影響を与え る もの と L て ，

固 定相液体を 別 にする と，カ ラ ム 温度，注入 量などがあ

る 。 普通使わ れ て い る検出器 と し て 水素炎 イ オ ン 化方式

（FID ）と熱伝導度方式 （TCD ）とが あ るが，　 FID を備え

た もの は ，
TCD に くらべ 試料注入 量が少 な い こ と，安定

化 に 要す る 時間が 短 い こ とな どの 特微を もつ が，こ の ほ

か に 後述する よ うに ，試料 の 化学構造や分子量 の 違 い に

よ る相対感度 に 関して TCD との 間 に 若干 の 違 い があ る。

　 通常の 脂肪酸組成 の 分析に 採用 され て い る 条 件 を 示

す
s）’9）。カ ッ

コ 内は F工D 付 きの 装嚴の 場 合 である 。

　 〔1）キ ャ リ ヤ ガ ス ；He （N2 また は He ），30・−60mJ！min

［2）カ ラ ム ；銅，ス テ ソ レ ス また は ガ ラ ス 2m 〜3m 　〔3〕ヵ

ラ ム 温度 ；180〜230 °C （170周21  ℃ ）　 〔4｝検出器温度 ；

ヵ ラ ム 温度 よ り3e −−50 °C 高 い 温度　（6｝注入 口 温度 ；カ

ラ ム 温度 よ り約50 °C高 い 湿度　〔61固 定相液体，担 体 ；E

GS また は DEGS 　60〜80mesh また は 80A・100me ：h，

普通20％前後 の 濃度 の もの 　〔7｝注入量 ；約 20％の 溶液 と

して 1・“　5pl （O．5e−2μ1）

　 以上は 決定的なもの で は な く，例えば低級酸に つ い て

は カ ラ ム 温度 を もっ と低 くし な け れ ば い け な い 。

　 （1）　キ ャ リヤ ガス の 流速

　装置に よ っ て 適 した 流速が大体決め られ て お り， それ

よ り速すぎて も遅す ぎて も理 論段数．相対尖鋭度は 低下

し ．ま た 相対感度も変化す る。

　（2）　固定相液体

　脂肪酸 メ チ ル の 沸点は
一

般 に 高 く，沸点以．一ヒの 温度で

GLC 分析を行な うこ とは 不 可能で あ る。　 TCD で 180〜

230 °C
，
FID で 170〜2工0°C で 分析をす るの で ，固定相

液体 も こ の 温度で 安定なもの で な けれ ば な らな い 。普通

脂肪酸組成 の 分析に用 い られ る の は，ポ リエ ス テ ル 系 の

EGS や DEGS で あ る 。 こ れ らは 極性が 大 で ，不 飽和度

の 違 い に よる分離が 可能 で あ る。ア ピ エ ゾ ン 系や シ リコ

ーソ 系（SE30 な ど）の もの は ポ リ エ ス テ ル 系よ り高温に

耐 え得るが，極性が 小 さ く，不 飽和度 に よ る分離が ほ と

ん ど不 可 能 で あ り，天 然 油脂 の 脂肪酸分析に は 不 適で あ

る。ポ リ エ ス テル に も色 々 なもの が あり，分離能 に 若干

の 相違 が あ るの で 日的や試料に 応じ て 適当なもの を え ら

ば ねば な らない 。例えば EGS や DEGS の カ ラ ム で は

C18：3 と C2e、e また は C20：1 と の 分離が困離な 場合があ る

が（第 1表参照），プ 卩 ピ レ ン グ リ コ ール また は ジ プ 卩 ピ

レ ン グ リ コ ール と コ ハ ク 酸の ポ リ エ ス テ ル 10），ブ タ ン ジ

オ
ール と コ ハク 酸 の ポ リ エ ス テ ル ， また は α

一ブチ ル ー

α
’一

オ キ シ エ チ ル グ リ セ リル ジ エ
ー

テ ル とア ジ ピ ン 酸 ま

た は コ ハ ク 酸 の ポ リ エ ス テ ル 11 ）
を用 い る と分離が 良好 と

な る（第 1 表参照）。

　固 定相 液 体 の 濃度 は5〜25％ の もの が多 い が，5％以下

の もの も市販 され て い る 。 こ の よ うな もの は 低濃度 カ ラ

ム と もい わ れ，分析時間 の短縮，カ ラ ム 温度 の低 下 が可

能 で 分 析可 能 な 沸 点 範 囲 が高 くな る とい わ れ る が，注 入

量 が多い と分析が 不完全 とな り，また カ ラ ム の 寿命 も短

い 。 脂肪酸メ チ ル の 分析で は20％前後の もの が無難で あ

る 。

　（3）　カ ラ ム 温 度

　 カ ラ ム 温度を 上げる と保持時間は 短くな り，ピーク の

幅がせ ま くな り， 高さを増す。 また テーリン グを 若干減

少す る が温度 を 上げす ぎる と分離が悪 くな り．固定相液

体 の 劣化 が お こ りやす くな る 。 カ ラ ム 温度 と ピーク の 位

置や 形 な どと の関係に つ い て一例を第 2 図に示 す。（a）は

ピ ーク の 重 な りが 著 し く，（C）で は 小 さい ピーク の 形 が 定

量 に 適 し て い な い
。

第2 図 ス テ ア リ ン 酸 メ チ ル と オ レ イ γ酸メ チ ル 混 合物

　　　 の 分析例

（a）
．
カ ラ ム 温 度23ぴC 　　（b）20（fC　　　　 （c ）18e℃

　 DEGS 　25％，舛 モ ソ ル ブ W6Q 〜80メ ッ
シ ュ，2m ×3mm

　 注入 口 温度 240 ℃ ，検 掲器 （FID ）温 度 250°C
　 キ ャ リ ヤーガ ス ， N2　40ml／min

　（4 ）　試料注入量

　検知器 の 能力に 限度があ り ， 注 入 量が 多す ぎる と誤 っ

た 定量分析 の 結果 を与えや すい
。 ま た一般に ピーク の 重

な り も増す。注入 量は 少 な い 方が 良 い 結果が 得 られ る よ

うで ある が ， そ の た め に感度を上げねばな らず．ベ ース

ラ イ ン の 安定化に 余分の 時間 が か か る こ とが あ る。

　（5）　注入 口 温度

　試料 は 注入後ただちに 瞬間蒸発す る の が理 想的 で あ る

が，こ の た め に も脂肪酸 メ チ ル の よ うに 高沸点試料 の 注

入 量 は 少 な い ほ うが 良く，注入 口温度は 試料が 分解 しな

い 限度まで 高い 方 が 良 い （〃 レ ン 酸メ チ ル は 350DC 以
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上 で 分解する）。温度 が低 い と ピー
ク の 尖鋭度 は 低下 し，

分離能力も低下す る 。

　 3−2 操作条件とクロ マ トゲラム の 関係

　 GLC 分析を行な うと
一

連 の ピー
ク群 の 描か れ た ク n

マ トグ ラ ム が得 られ る。定性分析，定量 分析 の 項で 詳 し

く述べ るが こ の ク P マ トグラ ム か ら ピー
ク の 保持容量を

測定 して 何が 含 まれ て い るか を決 め，ピー
ク 面積を測 っ

て 定量を行なうわけで ある 。 した が っ て 正 しい 分析を行

う為 に は ，定 性，定量 に 適 した ク P マ トグ ラ ム を得 ね ば

な らない 。ク n マ トグ ラ ム の 良否 は 通常，ピ ーク の 位置，

形などで 判断 し，不 良 で あれば条件を変えて再度分析を

す る こ とが 必 要 で あ る。

　 （1）　ピークの位置

　 定 性分析は 各成 分 の 保持容量に の み 依存 して お り，出

発点 か ら ピー
ク の 頂 まで の 距離を は か っ て 判断を下す わ

け で あ る 。 そ の 距離が近い こ とは分析時間が短い と い う

利点 は あ るが，測 定誤差を 生 じや す くな り，む し ろ適当

な保持容量 が 必要 で あ る 。 し た が っ て あ ま り早 く ピーク

が 現れ る時 に は ．とくに それ が 1 個で ない 時．カ ラ ム 温

度をやや低 くし た り，記録紙 の 送 り速度を早 くす る必要

があ る 。 しか し カ ラ ム 温度をあま り低 くす る と，尖鋭度

が 小 とな り，重な りが増 し，また 後か ら流出す る成分 の

分離が 不 良 と な る。

　 （2）　ピーク の 形

　 先端 が尖 っ た二 等辺三角形で あ る こ とが望 ましい 。し

か しあ ま りに も尖 りすぎて幅の せ ま い ピ ー
ク は，定性分

析で は 差 し支え な い が，定量分析で 三 角形 の 面積を 測 る

場合，幅 の 測定 に誤差が大きくな る。ピーク の 高 さの 半

分 の 位置に お け る幅 （半値幅） が 少な くとも約 5mm 程

度 は 必 要で あ る 。 こ の 場合，
’0．5mm 目盛の 物尺を用 い

る こ とが 望 ま しい 。 幅を広 くす る た め に は ，カ ラ ム 温度

を低 くした り，記録紙 の 送 り速度を早くすれば良い
。 し

か し それに と もな う影響に つ い て は ll］の 場合と同様 で あ

る 。 なお 記録紙 の 送 り速度を途中で 変え る場合に は （始

め は 速 く，途中で 遅 くする），あらか じめ そ の 速度を正確

に 測 っ て お くこ とが必 要である 。 ま た高さ に くらべ 幅が

広すぎる ピーク も正 しい 面積測定が困離である 。 高さ の

半分の 位置が 僅か に ずれ て も．そ の 点 に お け る 幅が か な

り変 るた め で あ る 。 こ の 様な ピ ーク に 対して は ， 感度を

切り替え て高さを増す 。 こ の 場合，感度切替えが正 し く

行 なわ れ る こ とをあ らか じめ チ ェ ッ
ク し て お く必要があ

る。

　テーリン グが は な は だ しい 時 は ，定量分析で 正 し い 結

果 が 得 られない 。テ ーリ ン グの 主 な原因は ，担体が 試料

を 吸着す る た め ともい わ れ ， 操作条件を変え て もほ とん

48

ど除 くこ とは 難 し い が．注入 口温度や カ ラ ム 温度を 上げ

る と多少減らす こ とが出来る。また テ ーリ ソ グ は カ ラ ム

の劣化が著しい 時に もよ く見受け られ ，カ ラ ム を新し く

した り，他 の 種類 の カ ラ ム を 用 い る と除 くこ と が 出 来

る 9

　 （3 ）　ピーク の 形

　 あまり小さい ピー
ク は 定量分析 で 大きな誤差を伴 う。

とくに ベ ース ラ イ ソ に 乱れが あると面積測定の 誤差 は さ

ら に 大 き くな る。フ ル ス ケ ール の 少 な く と も 3 分 の 1 位

の 高 さを もつ ピーク が望 ま し く，その た め に は 注入 量 を

増す こ とと，感度を上げ る こ とが考えられ る。試料中に

多量 の 成分 と少量 の 成分 が 混ざっ て 含 まれ て い る と，ピ

ーク の高低 の差が著し くな り， 小さ い ピー
ク が生ずる 。

こ の 時，少量成分の ピー
ク だ け感度を 高くし て ，見掛け

上 ピーク の 高 さを 大 き くそ ろ え る こ とが 出来 る 。 しか し

天然 の 脂肪酸組成を分析す る時 は，成分 の 数 も多 く，し

か も接近 して 現わ れ る ピー
ク （例 えば C18 ；o ，　 C18 ：1）が

あ るの で ，感度切 替が実 行 出 来 な い 場 合が 多 い 。 こ の 様

な 時に は 多量成分 の ピー
ク の 大きさに 合わ せ た 感度 で 1

枚の ク 卩 マ トグ ラ ム を作 り，次 に 少量成分 の ピー
ク が フ

ル ス ケ ール の 約 3 分の 1 位の 高さ に な る よ うに して （感

度増大 また は 注入量増加） もう 1枚 ク ロ マ トグ ラ ム を得

る （多量成分 の ピ ーク は ス ケ ール ア ウ トする）。 そ し て こ

の 2 枚 の ク ロ マ トグ ラ ム に共通な，中程度含有率の 成分

の ピーク を標準 として，一方で は こ れ と多量成分 の 比 を

求め
， 他方で は こ れ と少量成分 との 比を求め ，計算に よ

り全体に つ い て の各成分の 比 を得る こ とが 出来 る 。

　感度 切 替 を 行 わ な い 場 合．約 5 ％に 満 た な い 面積の ピ

ー
ク に つ い て の 分析値 は，極め て 信頼性が 低 い とい え る。

　 （4）　ピークの 重なり

　 ピ ー
ク は 重ならな い こ とが 望 ま しい が，た とえ重な り

合 っ て も 2 つ の ピーク の 間の 谷の 高さが
， 両方 の ピー

ク

の高さの 半分 の 位置 よ b も低ければ大体正 し い 定量分析

が行なわれ る 。 通常 の 油脂 の 脂肪酸分析で ，一
般 に 微量

な い しは それに 近 い 奇数酸 ， 分枝酸を別 に し て，飽和酸

お よ び モ ノ エ ン 酸の系列，それ に 広 く存在す る リ ノール

酸，リノ レ ン 酸の 範囲内で は ，良好な カ ラ ム を 用 い ，操

作条件が 適当な らば ほ とん ど ピ ー
ク の 重な りは 防げる筈

で ある 。 した が っ て ピー
ク に 大きな重なりがある場合，

カ ラ ム 温度を変え た り，注入量を減 らす こ とに よ り，多

少重 な りを 減 らす こ とも出来るが，それに も限度が あ り，

カ ラ ム を取 り換え る こ とが重な りを除 く最良の 方法 とも

言え よ う。 重な りは，カ ラ ム の 劣化，試料注入量に 対 し

固定 相 液体 の 量が 少 な い こ と ， 固定柑液体 の 選択 の 誤 り

な どがそ の 原因で あ る 。
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ーの 食 品分析へ の 応用

　　カ ラ ム の 分離能力をしらべ る一つ の 方法 と して，ス テ

　ア リン 酸 メ チ ル とオ レ イ ン 酸 メ チ ル の ほ ぼ等量 混合物を

試料と し て GLC 分析 を 行 な い ，次 式に よ り分離能を 求

　め る 。

　 　 　 　 　 　 　 2Y
　　 分離能 ＝
　　　　　　 S十〇

　 Y ： 2 っ の ピーク 頂 点間 の 距離

　 S，0 ： それ ぞれ ス テ ア リン 酸メ チ ル
， オ レ イ ン 酸 メ チ

　　　　 ル の ピーク の 底辺 の長 さ

　 上式 の 分離能 の 値が LO 以 上 で あ る こ とが 望 ま し い 。

　 4．　定性分析

　 各 ピーク に 相当する 成分を 決 め るた め に ，以下 に 述べ

るよ うな方法が単独 に，ある い は併用 し て 採用され る。

た と えば大部分 の ピ ー
ク を ECL 値 で 求め ，接近 した ピ

ー
ク は 標準試料 と比較 し て 決め れ ば誤 りが 少ない 。 しか

し微量成分 まで検討するよ うな時 に は，か な り接近した

保持容量をもつ もの がい くつ か存在し， た と えば C16；o

と C18：0 の 間 に 現わ れ る ピ ーク に は，　 C17；D，　Cls：1　O ほ か

分枝酸などが あ り，簡単 に 同定す る こ とは 極 め て 危険 で

ある 。 試料を 水素添加 して か ら また GLC 分析 を 行ない ．

水 素添加前の ク ロ マ トグ ラ ム と比較する こ とに よ り，不

飽和酸の ピー
ク を確認す る こ とが出来る。

　 保持時間 を 測 る と きの 出発点 は 次 の よ うに し て 決め て

も差 し支え な い
。 注入器を ヘ キ サ ン や エ ー

テ ル で 洗 っ た

際僅か に注入 器内に こ れ らが 残 り，試料 の ク ロ マ トグ ラ

ム に こ れ らの 溶剤の ピーク が 現われ る 。 また試料を こ れ

らの 溶液と して 分析す る 時に は，当然溶剤の ピーク が 見

られ る。脂肪酸 エ ス テ ル の 分析の よ うに か な り高温 で G

LC を 操作す る時 は こ れ らの 溶剤 の ピー
ク を 出発点 と見

な し得る 12）
。

　 4−1 純物質 （標準試料）と の 比較

　保持容量 は カ ラ ム の 種類，温度などの 操作条件が少 し

で も変 る とか な りの 影響を受け る の で
， 分析の つ ど純物

質の 保持容量 を 測 り，こ れ と比較 し て 同定を 行 な う。 試

料中の 成分 の数が多 く．それ らをす べ て こ の 方法で 同定

す る こ とは実際上 困難で あ り，また 余り意味 もない 。

　 4−2 グ ラ フ による方法

　保持容量 の 対数 と炭素数との 間に は 直線関係がある の

で ， 炭素数 の 異な る任意の飽和酸 メ チ ル を 2 種以上えら

び ．こ れ らの 保 持容量を測 り，そ の 対数 と炭素数とを両軸
とす る グ ラ フ を 画 く。 次 に 未知試料を 分析 し て 各 ピーク

の 保持容量を測 り．そ の 対数を求 め ，こ の グ ラ フ か ら炭

素数を 知 り得 る。こ の 場 合保持容量 の か わ りに ，出発点

か ら ピ ーク頂点 まで の 距離の数値を用 い 得 る。こ の グ ラ

フ は 飽和酸 メ チ ル ．モ ノ エ ン 酸メ チ ・レ．ジ ェ ン 酸メ チ ル

に つ き，それぞれ独立 し た別 の 直線となるの で ，飽和酸

メ チ ル で 得た グ ラ フ を モ ノ エ ン 酸 メ チ ル に 適用す る こ と

は 出来ない 。ジ エ ソ 酸に つ い て は 2 種類以上 の標準試料

を入手す る こ とが難し く，そ の グ ラ フ を画 くこ とは 困難

で あ る。な お標準試料を入手しに くい 飽和奇数酸の 同定

に は ，
こ の 方法は 極 め て有効で ある 。 な お こ の グ ラ フ も

操作条件に よる 影響を うけ る の で分析の 度毎 に 作 らね ば

な らな い 。

　 4−3　相対保持容量 （相対保持時間）

　 上述 の 様 に 保持容量は操作条件で 変 わ り，分析 の つ ど，

純物質と比較した り，グ ラ フ を作らね ばな らない 。 こ の

手数を省 くた め に 相坿保持容量 （実際に は 相対保持時間

として 求め る場合が多い の で ，以下 相 対 保持時間 とす る ）

が提唱 された 。
こ れ は カ ラ ム 温度 や キ ャ リヤ ガ ス の 流速

が 多少変わ っ て も同
一

カ ラ ム に つ い て は ，各脂肪酸 メ チ

ル 間 の 保持時間 の 比 は
一

定 で あ る こ とを 基 と した もの で

あ る。あ らか じめ成分 の わか っ た混合脂肪酸 メ チ ル の ク

P マ トグ ラ ム を作 り （各 ピー
ク が何で あ る か を知 っ て お

く），各 ピーク の 保持時間を 求 め る 。 そ の な か の 一
成分

　（中央位置 に 流出する もの が 良い ）を標準成分と し，こ

れ の 保持時閤を 1 と し，他成分 の 保持時間を 1 に 対す る

数値 に 換算す る。こ の 換算 した値を各脂肪酸 メ チ ル の 相

対保持時間とい う。 標準成分 と し て は，C14：0 や C16：0　hg

多 く用 い られ る 。 未知試料 の ク ロ マ トグ ラ ム で 前記 の 標

準成 分 の ピーク を見出し （予想か ら分 る こ とがある 。 あ

るい は 標準成分の 純物質を用 い て保持時間を 求 め て お

く）， こ の ピ ーク の 保持時間を 1 として 他 の ピ ーク の 相

対保持時間を求め
， 前に 求 め て お い た 値と比較して未知

試料中 の 成分を決め る 。 した が っ て 出来る限 り多種の 脂

肪酸 メ チ ル に つ い て 相 対保持時間を 求め て お くこ とが必

要 で ある。相対保持時間の
一

例を第 1 表に 示す。

　　　　　　　 第 雪表　相対保持時間
11 ）

脂肪藤諭 く 曼 IEGS　 S ・ 　 A ・＊

C16 ：0
＊＊ ＊

CI6 ：1C18

：0C18

：1C

工8：2CIS

：3C2e

：1C22

：1

　 1

L551

．782
．182
．822

，824
．39

　 11

．06
工．761
、832
，102
．503
．　346
．20

　 工

1．071
．771
．882
，132
，533

．315
．57

（182 ）

　
＊

α
一ブ チ ル α 仁 オ キ シ ＝ チ ル グ リ セ リル ジ エーテ ル と コ ハ

　　ク 酸の ポ リエ ス テ ル

＊＊
上 記ジ エ ーテ ル とア ジ ピ ン 酸 の ポ リ エ ス テル

＊＊＊

標準成 分

　操作条件

　ヵ ラ ム 温 度 ： 235℃ 流速 ：S4m9／皿 ill注入 口 温度 ；350℃
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　 4−4ECI ． 値 （Equivalent　Chain 　Le 皿gth 　value ）

　 　 　 ま た は Carbon 皿 umber

　4−2 の よ うに して 飽和酸 メ チ ル の 保持容量 の 対数 と炭

素数の グ ラ フ を作 り，次 に 既知 の 不飽和酸 メ チ ル の 保持

容量を求め ，こ の グ ラ フ か ら炭素数何個 （小数点以下 も

読む） の 飽和酸 メ チ ル に 相当す るか を求 め た値を ECL

値また 1，t 　Carbon　number とい い ．相対保持時間を炭素

数で 表現 し た 値で ある。した が っ て こ れ もカ ラ ム 温度や

流速 な どの 影響をあま り受けず，同
一

カ ラ ム に つ い て そ

れぞれ
一

定値を示 し ，不 飽和酸 ，と くに 4−2 の グ ラ フ か

ら同定する こ とが 困難な リ ノ ール 酸や リノ レ ソ 酸の分析

に 利用され る 。 ECL 値の 例を第 2 表 に 示すが，既法 の

デー
タ に 頼る こ とは 危険 で ，各人 が そ れ ぞれ の カ ラ ム に

つ い て 求め ねばならな い 。

　ECL 値は 相 対 保持時間 と同 じ く，流出1頂序を 示す わ け

で あ り，こ の 値 が 近 い こ とは 分離が不 完全 で あ る こ とを

意味す る 。 た とえば ア ピ エ ゾン L に お け る C18二正
〜C18：3

が そ の 例 で あ る 。

　　　　　　 第 2表

＼ 　 　 　カ ラ ム

遍旨肪 酸
丶丶丶、

　 メ チ ル 　　 ＼

各種脂肪酸 の ECL 値

C16：1C18

：エ

C18：2C1813C20

：4C22

：1

MAE ＊

（185
°
C ）

正6．418
．318
．919
．6521

，622
．2

ア ピ エ ゾ ン L
（203

°C ）

15．7517

，6517
，517
．55

工8．9521
．6

＊ X レ イ ン 酸，ア ジ ピ ン 酸 と エ チ レ ソ グ リ コ ール か ら成 る ポ

　 リ エ ス テル

　 5． 定量分析

　 5−1　面積 の 測定

　GLC に よ る定量分析 は 各成分 の 量が． ピ ーク面積 と

比例関係に ある こ とを基 と し て い る。した が っ てすで に

述べ た よ うに ，面積 の 測定が 正 し く行な わ れ る よ うな ピ

ー
ク の 位置，形，大 ぎさが得られ る に 操作条件をえ らぶ

こ とが 正 し い 定量分析を行な うた め の 第一
条件 で あ る。

　面積測 定 法 と して は ，ピ ーク を 三 角形と見な し，半値

幅法 （高さx 高 さの 半分 の 位置 の 幅）など物尺を使 っ て

測定す る方法や イ ン テ グ レ ータ ーな ど電気的1・L 求め る方

法 があ る。物尺は 検定付きの もの を 用 い ，プ ラ ス チ ッ ク

製の もの は 絶対 に 用 い て は な らな い 。

　 5−2 定量法

　
一

般 に は 内標準法，絶対検量線法などもある が，脂肪

酸 の GLC 分析で は面積百分率法が多 く用 い られ る。こ

れ は各成分 の ピ ーク面積 を 測 り，そ の 合計 を 100 と し て

各 ピー
ク の 面積比を計算 し，組成を知る方法で ある。前

に 述べ た よ うに ．途 中で 感度切替や記録紙送 り速度 を変

え た時は ， 求め た面積を補正する こ とを忘れ て は ならな

い 。

　 5−3　相対感度，補正 係数

　 GLC 分析 で は一般に ，互に 似た物質の 混合物を試料

と した時，重 量 混 合％と ピー
ク 面積％とは ほ とん ど

一
致

す るが ， 互 に 似て い な い 物質な ど の 混合物 の 場合， 両百

分率の 間に 差が出 る こ と があ る 。 こ れ は 混合物中の 各成

分 の 相対感度が 同じで な い た め に 起 る もの で ，相対感度

の 逆数で ある補正係数 が 分 っ て い れば，こ れを ピ ーク 面

積 に 乗ずる こ と に よ っ て補正す る こ とが 出来 る 。 すなわ

ち．1 よ り大 きな 相対感度を もつ 脂肪酸 メ チ ル は，実際

以上IC大きな ピー
ク を生 じ，1 以下 の もの はそ の 逆 とな

る わけで ある。相対感度は物質の 化学機造や分子量 の 違

い に よ っ て 影 響を 受け る。TCD や FID に つ い て相 対 感

度 に 関す る報告は 極め て 数 が多 い 。TCD と F工D の 相対

感度 の 間に は 明らか に 違 い が あ り，最近我が国で 行なわ

れた 多数 の 研究機関 の 参加 に よる 合同実験 の 結果 に よ る

と，TCD の 場 合
13 ），第 3表 に示 すよ うに各機関に よっ

て 求 め られた各脂肪酸 メ チ ル の 相対感度 （表で は 補正係

数と して 示 し て あ る ）は ，機関 に よ っ て も異な り，し か

も同
一機関で も組成 の 異なる 2 種 の 試料か ら別 々 に 求 め

た 値が一
致 し な い 例 もあ っ た 。し か し炭素数が増す と相

対感度が 減少す る傾向がすべ て機関 に つ い て 認 め られ，

今迄に 報告され て い る多 くの 実例と
一

致 した 傾向を示 し

た 。した がっ て TCD を 使 っ て 分析 を行な っ た 場合，よ

り正確な結果を得 るた め に は 当然補正係数を用 い た 方が

良 い が，そ の 補正係数を求め る こ とが問題である。天然

油脂 に 似 た 脂肪酸組成をもつ GLC 用混合脂肪酸 メ チ ル

標準試料 （各脂肪酸 メ チ ル の 重量混合％が明示 され て い

る）も市販 され て お り， こ れを GLC 分析し．その 装置，

　　　 第 3表 　各機関に よ っ て 求め られ た 補正係数
1 の

機関齶 翻 ・・2 ・・1
’
C141・IC16・・ 1・ … 。 に18・・

113344556678ACACACACACCA

　 　 　 　 　A
重量混合 ％
　 　 　 　 　 C

0．9120
．9120
．9830
，9420
．9410
．8900
．9220
．9930
．8980
．9350
．9660
．96717

．5Q14
．50

0．9520
．9630
．9730
．9800
．9621
．0000
．　9670
．9830
．9670
．958 ．

0．9800
．97317

．8033
．90

0．984
 ．9800
，9690
．9900
．9731
．0540
．9810
，9800
．9880
．9901
．0000

．98825

．209
．70

1，0701
，0291
．0261
．0751
．0871
．0591
．0071
．0591
．0421
．0071
．029

　　 ま
1・075i1 ・091

21．4027

，40

1．0741
．0591
，0821

．0590
．9481
．0851
．0511
．098L1071

．0821
．05317

．9014
．50
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ガ ス ク 卩 マ トグ ラ フ a
一の 食 品分析 へ の 応用

操作条件に つ い て の 各脂肪酸メ チ ル の 補正係数を求め る

こ とが出来 る が，こ の 試料は 高価で あ り，一
般的 に 入手

し 易い とは い い 難 い 。い ずれ に して も他 人 の 求 め た補 正

孫数が利用出来ない こ とは 確 か で あ る 。 した が っ て 面積

百 分率か らそ の ま ま組成を求 め る の が 普通 とな っ て い る

が ，炭素数 に か な り差 の あ る 混合脂肪酸の 場合 に は ，と

くに 炭素数 の 少ない 成分 は 真 の 値 よ り多少大きい 値が，

ま た 炭素 数 の 多い 成 分 は 小 さい 偵が 得 られ る。第 3 表か

ら見れば，C12 か ら Cls まで の 混合物で．　 C12お よび Cls

に つ い て 大体 5 ％前後 の カ タ ヨ リが ある こ とが 分 り，分

析の 目的に よ っ て は これ で 十分 とい え よ う。

　 FID の 場合
u ），各機関 に よ っ て 求 め られた 相対感度は

．必ず しも
一

定 で は な く，また TCD の 時 の よ うに 炭素数

に よ る 傾向も認 め られなか っ た 。 こ の 様なパ ラ ツ キ は ，

注 入量，カ ラ ム 温度など検知器以外 の 操作条件 に よ る こ

とも考えられ る。しか し適当な操作条件を選 べ ば ，補正

を行なわ ず に 面積百分率 で 脂肪酸組成を求め て も，真 の

値 に ほ とん ど
一
致 した結果が得られ る筈 で あ る 。 なお幾

種類 か の 純粋な脂肪酸 メ チ ル をまぜ て 組成 の 分 っ た 試料

を作 り，こ れ を分析する こ と に よ り， カ ラ ム や 操作条件

が 適当であり ， 検知器 が 正 し く作用 し て い る か 否か を チ

ェ ッ ク する こ とは，正 しい 分析 を 行 な うた め の 極 め て 有

鋤 な手段で あ る 。
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