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油脂 中の ス テ ロ ー ル 類 の 高速 液体ク ロ マ トグラ フ ィ
ー に よる 定量

藤本　宣 國  ＊
， 形非 　雅 昭

＊＊
， 廻 　 治 雄

＊＊＊

（1985 年 10 月 8 口 受 理）

　 高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ーに よ る ス テ ロ

ー
ル の 分析法 を 検 討 し た ．分 析対象 と し た ス テ ロ

ール は ・

C27 の コ レ ス テ v 一ル ，　 G ． の エ ル ゴ ス テ ロ ール と カ ン ペ ス テ ロ
ール ，　 C2g の ス テ ィ グ マ ス テ ロ ール と

β
一シ ト ス テ ロ

ー
ル 及 び CM の ス ク ア レ ソ を 用 い た ．固 定 相 は 逆相 タ イ プ の Zorbax 　ODS

， 移 動 相 は 非

水 系 の メ タ ノ ール
ー
テ ト ラ ヒ ド P フ ラ ン （99 ： 1），検 出 波 長 は UV の 205　nm を 用 い た ． 本 法 に よ る

定量性 に つ い て は ，各 ス テ ロ
ー

ル の ピー
ク 高 さの 相対標準偏差 が 7％ 以下 （10 回繰 り返 し 測定） と 良

好 で あ り ， 叉 ， 検 量 線 は エ ル ゴ ス テ ロ
ール と コ レ ス テ ロ

ー
ル が 10〜200　ti9／ml の 間 で ，

ス テ ィ グ マ ス

テ ロ ール と カ ソ ペ ス テ ロ ール と β一シ ト ス テ ロ ール が 15〜200μg／ml の 闇 で ，又 ，ス ク ア レ ン は 2〜 20

μg／ml の 間 で 直 線 関 係 が 得 ら れ た ．

1 緒 言

　動植物油脂 は 主成分 と し て 脂肪酸や グ リセ リ ド，又，

微量成分 と し て 不け ん 化 物成分 で あ る ス テ ロ
ー

ル
， 高級

ア ル コ ー一ル ，炭化水素及 び 脂溶性 ビ タ ミ ソ な どが 認 め ら

れ る．こ れ ら各成分 を有 す る 動植物油脂中 の ス テ ロ
ー

ル

の 分 析 法 と して ，従来 か ら GC1 ＞
− s）

，
カ ラ ム ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー

（CC ）
6 ），　 HPLC7 ）− i3 ） などの 各種 ク 卩 マ ト

グ ラ フ ィ
ー

に よ り 検討 が な さ れ て い る ．GCi ）a）は 油 脂 中

の ス テ ロ
ー

ル を ジ キ ト ニ ド体に 誘導 し，分別後再度 ア セ

テ
ー

ト体 に 誘導 し た もの を 分離定量す る 方法で 比較的長

い 分析時間 を 必 要 とする． HPLC に っ い て は Holeni3 ）

が 8 種 の ス テ ロ
ー

ル を検討 し，数種 の 試料 に 応用 し，そ

の パ タ
ー

γ 分析 を 試 み て い る が
， 他 は い ず れ もス テ ロ

ー

ル 類 の 炭素数 と二 重結合 の 数及 び 二 重結合 の 位置 の 差異

に よ る 溶 出挙動 に つ い て の 報告 で あ り，実試料中 の ス テ

巨 一ル 類 の 同時定量 の 報告は 見 られ な い ．

　そ こ で 今回，著者 らは 食用油脂中に わずか に 含有が認

め られ て い る ，
エ ル ゴ ス テ ロ ール

，
コ レ ス テ ロ

ー
ル

，
ス

テ ィ グ マ ス テ ロ
ール ，カ ソ ペ ス テ ロ

ール ，β一シ ト ス テ 卩

一
ル と こ れ ら ス テ ロ

ール の 前駆 物質 で あ る ス ク ア レ ン の

6 種類 に つ い て，Zorbax　ODS カ ラ ム を 用 い た HPLC
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で 分離条件を 検討 した と こ ろ，良好な 結果が得 られ た ．

　更 に
， 本法 の 応用 と し て 植物性食用油 に つ い て ，常法

に 従 い 0．5M 水酸化 カ リ ウ ム
ーエタ ノ

ー
ル 溶液に よ る け

ん 化法 に よ り脂肪酸 な ど を 除去 した 後，ス テ P 一
ル を炭

化水素及 び 高級 ア ル コ ール 類な ど の 混在物 と と もに 不 け

ん 化物 と し て 抽 出 し， こ の 抽 出液中 の 混在物を フ 卩 リ ジ

ル カ ラ ム ク 卩 マ ト グ ラ フ
ィ
ー2） に よ り分画精製 し ， 得 ら

れ た ス テ ロ
ー

ル の 抽出液 に つ い て ， HPLC で 分 離定量

を 検討 し た ．な お ， 本法 で は 植物性食用油 の 定量を行 う

際，エ ル ゴ ス テ ロ
ー

ル は 前処理操作 に お い て 長時間 を 要

した た め 分解し て し ま うの か ，消失 し，ス ク ア レ ン は 炭

化水素で ある た め 前処 理操 作の 段 階 で Fr．1 に 溶出す

る こ とか ら，他 の ス テ ロ
ール と の 同時定量 が 困難 で あ っ

た ．又 ， コ レ ス テ ロ
ール に つ い て も混在物 の 影響の た め

に 同定 が 困難で あ り同時定暈 が で きな か っ た ．

2　実 験

　2 ・1　装置及び操作条件

　 高 速 液体 ク ロ マ ト グ ラ フ は 島津製 LC −4A で 同 社 製

紫 外 線 吸 光 光度検出 器 SPD −2AS を 接続 し ， 測 定波長

205nm
， 感度 0 ．04　AUFS

， ヵ ラ ム 温度 30 °C で 測 定 し

た ．

　 カ ラ ム は Zorbax 　ODS （島津製 ， 粒径 5〜6　pm ，4 ・6
× 250mm ） で ， ガ

ードカ ラ ム と し て Zorbax 　ODS （島

津製 ， 粒径 5〜6pm ， 2・1x50 　mm ） を 分 析 カ ラ ム の 前

に 接続 し て 用 い た．

　移動相 は メ タ ノ ール （MeOH ）一テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン

（THF ）− 99 ： 1 を 用 い ， 流速 は 　1．Oml ／min 又 は 1．2
ml ／min と し た．
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Fig．2　 Relation　 between　 number 　 of 　carbon 　atoms

　　　　and 　capacity 　factor　（109　k
「

）

　　　　○ ； cholesterol ； △ ：campesterol ； 口 ：β一sito −

　　　　stero1 ；　　◎ ； squalene ；　　▲ ； ergosterol ；　　■ ；

　 　 　 　 stigmasterol

　3・3　再 現 性

　各 ス テ ロ
ール の THF 溶液 （エ ル ゴ ス テ ロ

ール 0 ．32

mM
，

ゴ レ ス テ 卩
一

ル 0．22mM ，ス テ ィ グ マ ス テ ロ
ー

ル

0・27mM
， カ ン ペ ス テ ロ

ール O．2mM
， β一シ トス テ ロ ー

ル 0・41mM
，

ス ク ア レ ン 0 ・03　mM の 混合溶液）4　pl を

10 回繰 り返 し測 定 を 行 っ た 結果 を Table 　 l に 示 し た ．

昭 ／ml の 各範囲 で原点 を通 る直線関係 が 得 られ た ．又 ，

検 出限界は SIN 比 が 3 の と きで エ ル ゴ ス テ ロ
ー

ル が 38

ng ， コ レ ス テ 卩
一ル が 26　ng

，
ス テ ィ グ マ ス テ ロ

ー
ル が

34ng ， カ ン ペ ス テ 卩
一ル が 28　ng

， β
一シ トス テ ロ

ー
ル

が 52ng
，

ス ク ア レ ソ が 4ng で あ っ た ．

　3・5　添加回収実験及び 実試 料へ の 適用

　3 ・5・1　添加回収実験　 大豆油 に ス テ ロ
ール の 混合溶

液を
一

定量添加 し，2 ・3 に 従 っ て 回収率を測定 した 結 果

を Table 　 2 に 示 した ．大 豆 油中の ス テ ィ グ マ ス テ ロ
ー

ル
，

カ ソ ペ ス テ ロ
ー

ル 及び β一シ トス テ ロ
ール の 平 均回

収率は 96・6〜98・8％，相対標準偏差 0．96〜2．63％ で

あ っ た ．な お
，

エ ル ゴ ス テ ロ ール は ，抽出操作及 び ク リ

”y ア
ッ

プ操 作に お い て 長時間を要 した た め ，エ ル ゴ ス

テ P 一ル が酸化分解，又 は ， 光分解 が起 こ り
， 徐 々 に 減

少 して し ま うの が認め られ ， 本法 に よる定量は 困難で あ

っ た．

Table　2　Recovery 　 of 　 sterols 　 added 　to　soybean 　 oil

No ． 躑默 A
鯉

凪

醴
d／ R

脳

Table 　l　 Reproducibility　of 　chromatogram

StigmasteroI

Compound
　 　 　 　 R ．S．　D ．，％
−

Retention　time 　　 Peak 　he三8ht

ErgQsterol
CholesteroI
Stigmasterol

CampesteroI

β・Sitosterol
Squalene

0．390
．560
．500
．530
．430
．34

3．436
．145
．093
．176
．894
．10

　 1　 　　 　 　 560

　 2　　 　　 　 550
　 3　　 　　 　 560
　 4　　 　　 　 560

　 　 　 Mean 土SD
　 　 　 R ．S．　D ．
Campesterol

1　　　　　 600
2　　 　　 　 600
3　　 　　 　 600
4　　 　　 　 600

　 　 Mean ± SD

　 　 R ．S．　D 。

n ＝10；　R．S，　D ．： relative 　 standard 　deviation

　各 ス テ ロ
ー

ル の 保持時間 の 相対標準偏差 は い ず れ も

0．5％ 以 下 ， 又 ， ピ ーク 高 さ の 相対標準偏差 は β一シ ト

ス テ ロ
ー

ル の 約 6・9％， コ レ ス テ ロ
ール の 約 6．1％ と

若干相対標準偏差 の 大 きい もの もあ る が
， 全体と して 良

好 な 結果 で あ っ た ，

β・Sitostero且
1　 　　 　 1930
2　　　　 1930

3　　 　　 1930
4　　 　　 1930

　 　 Mean 土 SD

　 　 R．S．　D ．

16Q　　　　　690
160　 　 　　 　 670
270　 　 　　 　 830

270　 　 　　 　 810

　 　 96．6± 2．92％
　 　 2．63％

180　　 　 　　 760
180　 　 　 　 750
230　 　 　　 　 810
230　 　　 　　 820

　 　 97．5± 1。08％
　 　 0．96％

320　 　　 　 2180

320　 　　 　 2150
410　 　 　 　 2380
410　　　　 2360

　　 98．8± 2 ．99％
　 　 2．62％

95，893
，110097

，6

97，496
．297
．698
，8

96．995
．6101
．7100
．9

　3 ・4　検量線

　2・1 に 従 っ て検量線を作成 した 結果 ，
エ ル ゴ ス テ ロ

ー

ル と コ レ ス テ ロ
ー

ル は い ずれ も 10〜200 μg／ml
，

ス テ ィ

グ マ ス テ ロ ール ， カ ソ ペ ス テ ロ
ー

ル 及 び β一シ トス テ 卩

一 ル は い ずれ も　15〜200
μg／ml ， ス ク ァ レ ソ は 2〜20

Amount 　of 　 samplc ： 19

　3・5 ・2 実試料の 分析 　 2・3 の 操作 に 従 っ て 抽出 及

び ク リ
ーソ ア ッ フ拠 理操作を行 い

， 大豆油，落花生油，

ゴ マ 油， トウ モ ロ コ シ 油，ヤ シ 油，綿実油 ，
サ フ ラ ワ

ー

油 ，
オ リーブ 油 ， 米 ぬ か 油 ， 菜種油な ど の 市販食用 油脂

に 応 用 し 、 そ の う ち の 数例 の ク ロ マ ト グ ラ ム を Fig ．3

に 示 し，か つ
， そ の 結果 を Table 　3 に 示 した ．オ リ

ー
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［… 1

10　　 　 20　 　 　　

　　　 Retention　time／min

Fig．3　Chromatograms 　of 　sterols 　in　cdib1c 　oils

　　　　Samp 且e ； （A ） cottonseed 　 oil （amount 　 of 　in−

　　　　jection　3　Fl），　（B）　elive 　oil （5　Fl），　（C）　soy ・

　　　　beans 　oi1 （3　Fl），（D ） rapeseed 　 oi1 （2艮D ．（E）

　　　　 rice
−bran ・il （1pl ），（F ）SU 田・ wer ・ il （3ゆ ；

　　　　Peaks ； （3） stigniastero1 ， （4） campesterol ，（5）

　　　　β・sit・・t… 1； Ch ・・ m ・t・9 ・aphi ・ c。nditi ・ n ・・ m ・

　　　　 as 　Fig．1．

Table 　3Determination 　of 　stigmastcrol ，　 campesterol

and β
・sitosterol 　in　edible 　oil　by　HPLC

β・Sit・・

）1

）

）

9軸
3

）4

）5

）6

）
）
）

780V

10）
ll）

12）

13）
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　　　　　　　　　 ☆

Sample 　 oi1 Stigma．

Soybeans
PeanutSesameCornCoconut

Cottonseed
SaMower
OliveRice

−bran
Rapessed

0．560
．140
。240
．790
．160
．120
．24tr
．

2．05N
．D ．

0，600
．470
．501
．640
，110
．450
．820
．042
．992
．57

1．931
．74L506

．660
．713
．841
．860
．748
．354
．06

Figures　are 　expressed 　in　 rng ／g
−
edible 　 oiL 　 Stigma．；

stigmasterol ，　CalnPe・； camPesterol ，　 β一Sito．： β一sito ・

stcrol

プ 油 を除 くい ずれ の 試料 と も妨害 ピ ーク は 出 現 せ ず ス テ

ィ グ マ ス テ ロ
ール ， カ ン ペ ス テ ロ

ール 及 び β
一シ ト ス テ

P 一ル の 同時定量 が で きた．しか し コ レ ス テ ロ
ー

ル に つ

い て は ，
コ レ ス テ 卩

一ル の ピ ーク が 未確認成分 の ピ ー
ク

と重 な り，分離が悪 く定 量が 困難 で あ っ た ．

　　　　　（
1984 年 10 月 ， 第 15 回 中 部 化 学 関 係 学

協会支 部 連 合 秋 季大 会 に お い て
一部 発 表）

　Determination 　of 　sterd 旦s　i皿 fat　by　high　pe  for．

mance 　liqUid 　chromatography 。　NobUkuni 　 Fu亅1
−

MoTo ＊
，
　 Masaaki　 KATAI ＊＊

and 　 Haruo 　 MEGuRI ＊＊＊

（
＊Scientific　Investigation　Research 　Laboratory・ Osaka
Prefectural　Pol三ce ，9， 0temaeno −cho ，　Higash三一ku ，　Osaka −

shi
，
　Osaka 　540 ；

＊ ＊Department 　 of 　Applied　Chemistry，
Osaka　Institute　 of 　Technology，

5−16−1
，
0miya ・cho ，

Asahi −ku，　 Osaka −shi
，
　 Osaka　535；　

＊＊＊Facu 麗ty　 of 　Phar−

maceutical 　Sciences
，
　Setsunan 　University， 45−1，　Nagao −

touge −cho ，正lirakata−shi ，　Osaka　573
−Ol）

　 Simultaneous 　dcterm 血 ation 　of　ergosterol ，　cholestsro1 ，

stigmasterol ，　campesterol 　and β
一sitosterol 　in　edible 　oil 　has

been 　dcveloped　by　 means 　 of 　high　 performance 　liquid

chromatography ．　 The　unsaponifiable 　matter 　of 　edible

oil　was 　obtained 　by　saponification 　with 　O．5　M −ethanolic

KOH 　solution 　at 　90 °C 　for　 I　h　according 　to　a　standard

method ．　 Sterols　in　the 　reaction 　mixture 　were 　extracted

with 　diethylether，
　and 　the 　extract 　was 　evaporated 　to

dryness　 at 　35°C ．　The 　 residue 　was 　dissolved　 in　 chlo −

roform ，　and 　chromatographed 　on 　florisil　column ．　 After

eluting 　with 　the 　hcxaneldiethylether（25 ：8），　the 　sterol

fraction　 was 　collected 　by 　eluting 　 with 　hexane ／diethyl−

cther （50 ： 50）．　The　eluate 　 of 　stero 且s　 was 　cvaporated

to　dryness　at 　35°G ．　 Thc 　res 三due 　was 　diSsolved　in　3　mI
of 　tetrahydrofurane （THF ） and 　injected　into　Zorbax
ODS 　 colu 皿 n （4．6　mm 　i．d．× 250　m 皿 ）．　 The 　 su 田 cient

resolution 　was 　obtained 　by　using 　MeOHITHF （99 ： 1）

as 　 a　 mobile 　phase 　 and 　 column 　tempcrature 　 at 　30°C ．

AUV 　photometer　was 　used 　 as 　a 　dctecter　at 　205　nm ．

Relat三〇nships 　between 　capacity 　factors　and 　the 　number

of 　carbon 　ato 皿 s　in　sterols 　and 　the 　effect 　of 　the 　double
bond　 at　C22　werc 　 studied ．　 The 　chromatographic 　re −

sponse 　was 　linear　to　the 　concentration 　of 　stero 且in　the

range 　l　5〜 200　pglmL 　Sterols　wcre 　identified　hy　the 　re
・
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