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報 文

ボル タ ン メ トリー に よ る油 脂 中の 総遊離脂肪酸の 定量

布施　哲男
＊

， 楠　 文 代
＊

， 高村喜代子
O ＊

（1994 年 7 月 26 口 受付 ）

（1994 年 9 月 7 日審 査終 了 ）

　油脂中に含ま れ る 遊離脂肪酸の 定量 の た め に，ボル タ ン メ トリー
に よ る新 しい 方法を開 発 しt ．過塩

素酸リチ ウ ム を 支持電解質 と して 含 む，2一メ チ ル ー1，4一ナ フ トキ ノ ン （ビ タ ミ ン K3）の エ タ ノール 溶液
に 高級脂肪酸 が存在す る と，ボ ル タモ グ ラ ム 上 に キ ノ ン の 還元波 よ り も正電位 に 前置 波 が 現 れ る．こ の

波 高 は，8× 10
− 6 − 6× 10

− A
　M の 範囲で 高級脂肪酸濃度 に 比例 して 良い 直線関係 （r ＝0．992）を示 し た．

8 種類 の 油脂試料を 用い て 遊離脂肪酸の 含量 を求 め た と こ ろ，定量 値 の 相対標準偏差 は 2．5％ （n ；5）
以 下 で あ っ た，本法 は ，従来の 滴定法 よ りも感 度，精度共 に 優 れ た 方法で あ る こ と が 明 らか に な っ た，

1 緒 言

　油 脂中 の 遊離脂肪酸の 含量 は，日本薬局方 ， Jls，衛

生試験法 な ど の 公定法で は酸価 と して 表現 され て お り，
そ の 値 は 油脂 の 精製 や 劣化 の 度 合い を知 る 重要な 指標 と

され て い る．酸価 の 測定 に は ，通常 フ ェ ノ
ー

ル フ タ レ イ

ン な ど を指示薬 と して ア ル カ リに よ る中和滴定法が用 い

ら れ て い る D 一4
  し か し，こ の 方 法 で は，測定対象の

油脂試料 の 種類 に よ っ て 指示薬誤差 を生 じた り，試料の

着色 に よ り指示薬の 変色 の 識別が困難 な 場合が あ る た

め，測定値 に 誤差 を生 じやす い と い う問 題 点 が従前 か ら

指摘 さ れ て き た
5）．特 に 濃 色 試料 に つ い て は

， 指示薬法

に 代わ っ て 電位差滴定法 に よ る 測定 が 推奨 さ れ て い

る
1）．

　既 に 著者 ら は，キ ノ ン 類 の 電 気化学的酸化還元挙動に

つ い て 詳細 に 検討 した．その 結果，微量酸 の 共存時の ボ

ル タ モ グ ラム に は，キ ノ ン の 還 元 波 よ り も正 電位 に 前 置

波が 現 れ，そ の 波 高が 酸濃度 に 比 例 す る こ と を見 い だ し

た
6）7｝．こ の 事実に 基 づ い て 油脂中 の 遊 離脂肪酸が 定量

で き る な ら ば，発色試料に も適用可能で あ り，従来法 の

難点 を 解決 し，か つ 試料の 少 量 化 も図 れ る と 期待さ れ

る ．そ こ で 本報 で は
， キ ノ ン の 還元前置波を利用す る ，

油 脂中遊離脂肪酸の 新 しい 定量法を考案 した．

＊
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2 実 験

　 2・1 試　薬

　支持電解質溶液 ： 過塩 素酸 リチ ウ ム （特級，和光純薬

工業製）をエ タ ノー
ル に 溶解 して 5．0× 10

−
2M

に 調製

す る．こ れ をエ タ ノ
ー

ル で 適宜希釈 して 3．8× 10
− 2M

と し，ボ ル タ モ グ ラ ム 測 定 時 の 支持電解質溶液 と した．

　 ビ タ ミ ン K3 （2一メ チ ルー1
，
4一ナ フ トキ ノ ン ，　VK ， と以

下略記す る ）溶液 ： VKs （特級，和光純薬工 業製）をエ

タ ノ ー
ル に 溶解 し て 2．5× IO

− 2M
に 調製 し

， 冷暗所に

保存し た．VKs 溶液 は 2 週 間 ご と に 調製 し，こ れ を使

用時 に希釈し 3× 10
−
3M

とした．

　高級脂肪酸標準溶液 ： パ ル ミチ ン 酸 （99．5％ 以．ヒ），

オ レ イ ン 酸 （99％ 以上），
ス テ ア リ ン 酸 （99．5％ 以

上 ）， リ ノー
ル 酸 （99％ 以上〉（す べ て 和光純薬 工 業

製〉をそ れ ぞ れ 工 タ ノ
ー

ル で 希釈 し て 100mM の 標準

溶液 を 調製 し ，
こ れ を適宜希釈 して使用 した．

　油脂 ： カ カ オ 脂 （藤沢 ア ス トラ 製）， ツ バ キ 油 （司生

堂製薬製〉，モ ノ ス テ ア リ ン酸グ リセ リ ン （和 光 純 薬 工

業 製 ），コ ー
ン 汕 （林市次商店製），オリ

ーブ油 ，
ゴ マ 油

（宮澤薬品製 〉，ピー
ナ ッ ツ油 （小堺製薬製）をそ の ま ま

分析試料 と して 使 用 し た ．

　キ ノ ン ：p一ベ ン ゾ キ ノ ン （和 光純薬工 業 製 ），1
，
4一ナ フ

トキ ノ ン （東京化 成 工 業製），
ア ン トラ キ ノ ン （和光純

薬工 業製）をそ の ま ま 使用 し た．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

30 BUNSEKI 　 KAGAKU Vol ，　4を　（1995）

　2・2　ボル タモ グラム の 測定

　ボル タモ グ ラ ム の 測定 に は，ポテ ン シ ョ ス タ ッ ト （北

斗電 工 製 ，
HA −301），フ ァ ン ク シ ョ ン ジ ェ ネ レ

ーター

（北斗電工製，HB −104），液抵抗補正器 （北斗電 工 製 ，

HI −203）及 び レ コ
ーダー （横河電機製，　 X −Y　3077）を

使用 し た．グ ラ ッ シーカ
ー

ボ ン （直径 6mm ，東海 カ
ー

ボ ン 製，GC −30）を作用 電極 ， 飽 和 カ ロ メ ル 電 極

（SGE ）を参照電極，白金を対極とする 3 電極方式 に よ

り， 25℃ で 測定 を行 っ た．初回使用時 に グ ラ ッ シー

カ
ー

ボ ン電極 は 金 属研 磨用 ア ル ミ ナ （03 μm 径，続 い

て 0．06 μm 径 を使 用） で 研磨後，超 音波洗浄 を行 っ

た．2 回 目以降は 電極 を エ タ ノ
ー

ル 中で 超音波洗浄 して

か ら使用 し た ．こ の よ う な洗浄 を 行 っ た 上 で L   × 10
−−4

M リ ノール 酸を含 む溶液で 得 た VK3 の 還元前置波高の

測 定値 の 相対標準偏差は 1％ 以下 （η ＝30）で あ っ た．

電位掃引速度 は 5mVsri と した．

　VK3 溶液 は ボ ル タモ グ ラ ム 測定の た び に 新 し く希釈

した もの を使用 し，窒素を通気 して 除酸素後，直 ち に測

定した．窒素 は あ ら か じめ エ タ ノール の 入 っ た 洗気瓶 を

通 し，通気 に よる 測定溶媒 の揮 発 を 防い だ．

3 結果及 び考察

　3。1 ボル タモ グラ ム測定条件 の検討

　ま ず，本実験 に 最 も適 し た キノ ン を選定す る た め に
，

か
ベ ン ゾ キ ノ ン （BQ ），1，4一ナ フ トキ ノ ン （N Ω）・

VKs ，及 び ア ン トラ キ ノ ン （AQ ）の ボ ル タモ グ ラ ム を

比 較 し た． こ れ ら キ ノ ン の 還 元波 の 半 ピー
ク 電位

（Epf2）は，そ れ ぞ れ 一〇．24，

− O．51，
− O．58，及 び 一

〇．79

V で あ っ た．こ れ らの う ち B Ω は エ タ ノ
ー

ル 溶液 中で 非

常に 不安定 で あ り，1〜2 時間 で 分解し， ボル タ モ グ ラ

ム が著 し く変形 し た．AQ は エ タ ノ
ール に 溶けに く く，

か つ そ の 還 元 電位 に お け る 残余電流 が大 き い た め ，使用

が望 ま し く な い ．一
方，NQ と VK3 の 還元波 は ほ ぼ同

電 位 に 現れ ，残余電流 も比較的小 さ い の で ，波 高測定 に

は 都合がよい．しか し ，
NQ よ り も VK3 の ほ うが 溶液

中で は る か に 安定で あ り ， ボル タモ グラ ム は 遮光時 ，
室

温 に お い て 48 時間，4℃ に お い て 2週間 に わ た り一定

波高 を 示 し た．以 上 の こ と か ら，本実験 で CS　VKs を使

用する こ と と した．

　 測定溶媒 に は，高級脂肪酸及び VK ，
の 溶解性，並 び

に 測定可能な 電位範囲 な ど を考慮 し て ，エ タ ノール を用

い る こ と と し た．高 級 脂 肪酸共存時 に 生 じ る VK ：3 の 還

元前置波 の ピーク電位 は
一

〇．35V 付近で あ る の で ，0、O

V か ら
一

〇、5V まで を掃引電位範囲に 定め た．

　S 。2　脂肪酸共存時の VKs の 還元前置波

　既 に 著者 ら は，酸 （HA ）共存時 の キ ノ ン 類 （Q ）の

電極還元反応 に つ い て詳細 に 検討 し た
6 ）η．水，ア ル

コ
ー

ル 類な ど の プロ トン 性溶媒中 で 得 た Q の ポーラ ロ

グ ラ ム に は，Q が 2 電 子 還元 し て ハ イ ド ロ キ ノ ン

（QH2）を生成す る反応 に よ る 1 段 の 還元波が 現 れ tl
’
．

溶液中に 少量 の 酸が 共存す る と き，こ の 還 元波よ り も正

電位 に 前置波が 生 じた．そ の 前置波 の 特徴 と して ，波高

は酸濃度 に比 例し， 電解生成物 は主波 と同様に QH ，
で

あ る こ と，又 半波電位 （El／7）は 酸の 強度 の 減少と 共に

負電位 に 移行 し
，
El／

．
2 と酸 の pK 、

との 問 に は 直線関係

が 成 り立つ こ と を見 い だ した．こ れ らの 事実 を基 に ，Q

が電極表面で プロ トン付加体形成 を経て 電子移動す る と

仮定 し て
， 前置波の 電 極反 応 は式 （1）一（3 ）で 表 さ れ る

と考察 し た．

HA ≠ H ＋

十Ar

Q 十H
＋

F ＝コ＝ QH
＋

QH
＋

十 H ＋
十 2e≠ QH2

こ れ よ り式（4 ）が 導 か れ，

El／2
＝（RT ／2F）lnκ。＋ ・・ n ・t．

（1 ）

（2 ＞

（3 ）

（4 ）

実験 結 果 が 矛 盾 な く説明 さ れ た ．

　本実験条件に お い て も，VK3 の 還 元 波 に は 既報 と同

様に種々 の 酸共存 に よ り前置波 が 現 れ た．一
例 と し て

Fig．1 に ，リ ノ
ー

ル 酸共存下 で 得 た VK
：i の ボ ル タモ グ

ラ ム を示 す．VK3 の 還 元 波 よ り も正電位側 に 前置波 が

出現 した （半 ピーク電位 ， Ep／2
＝− O．30　V ）．

　同様 な 現象 は，ギ酸，酢酸 ， プロ ピオ ン酸，酪酸 な ど

に よ っ て も 認 め ら れ た が
， 弱 酸 に な る ほ ど前置波 の

Ep／2 は 負電位側 に移行し ，　Ep／2 と酸 の pK 、と の 間に は

直線関係 が 見 ら れ た （Fig．2）．乂，前置波 の ピーク 高

さ （iH）は酸 濃 度 に 比例 し て 増大し た．

　 こ れ らの 事実 は 既報
6 ）7 ）と一致 す る．よ っ て 本実 験 に

お け る還元前置波 の 出現 も既報と同様 な電極反応 に 起 因

す る と 考 え ら れ る．

　3・3　検量線

　リ ノ
ー

ル 酸濃度 8XlO
−
6〜6× 10

−
／aM

の 範囲 に お い

て ，還 元 前 置 波 の 波 高 と 酸 濃 度 は 良 い 直線 性

（r＝O．992）を 示 し た．又，リ ノール 酸 濃度 1．OXIO
− 4

M に お け る 繰 り 返 し実 験 の 相対標準 偏 差 は，1．1％

（n ・＝10）で あ っ た．

　油 脂 中 に 含 ま れ て い る 可 能性 の 大 き い 高級指肪酸
a）と

し て
， リ ノ

ール 酸 の ほ か
，

パ ル ミチ ン 酸，ス テ ア リ ン
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芸
 

辷
口

O

一
〇．9 一

〇．6 一
〇．3

Potential／V 　vs ．　SCE

0

Fig．　l　 Voltammograms 　 of 　3× 10
−
s
　M 　VK3 　 with

（
・一・・一一

）OMand （
一

）2．4× 10
− 3

　M 　linoleic　acid 　in
an 　ethanol 　solution 　containing 　3．8Xl  

一2
　M 　LiCIO4

at　a　glassy　carbon 　electrode

Scan　rate ： 5mV 　s
−

1

一
〇．25

02　0

51　0

国

Q

窒
〉

塰
国

一
〇．10

Fig・2peak
　and 　pKa

3 4pKa 5

Reladon　between　h訓f：peak　potential．of 　pre一

（a ） bromoacetic　 acid ； （b）formic　 acid ； （c）acetic

acid ； （d）butyric　acid ；〔e ）va 旦eric 　acid ；（f）propion至c
acid ；　（9）　 nonanoic 　 acid ．　Acid　　concentration ：

LO × 10
−4

　M

酸，及 びオ レ イン 酸 に つ い て も ボ ル タ モ グ ラ ム の 測 定 を

行 っ た E い ず れ の 場 合 に も Fig．1 と同様 な ボ ル タモ グ

ラ ム が 得 られ
， どの 脂肪酸 （1．0× IO

− 4
　M ）に よ る還元

前置波 の Ep／2 も，　iH もほ ぼ 同 じ値で あ り （Table　l＞，

酸濃度 と iH の 間 に 比例関係 が 認 め られ た．　 Ep〆2 値が 互

い に 等しい こ とは，こ れ らの 酸の 電離定数 は 同程度で あ

る こ とを示唆 して い る．従 っ て，数種 の 脂肪酸が含まれ

る場合，前置波 の ピーク電流 値 を測定 す る こ と か ら含 有

脂肪酸 の 総濃度 が 求め られ る こ と に な る．実際に ， 種々

の 高級脂肪酸を混合した VKg．溶液 で 得 た ボル タ モ グラ

ム に は一
段 の 前置波の み が 認 め られ，そ の 波高 は 総酸 濃

Table　l　Half二peak　potentials（Ep／2 ）and 　peak　cur −

　　　　 ・ cnt ・ （iH）fo・ th・ p・・p ・ ak ・ c・ u・ed 　by　var −

　　　　 ious　higher伍tty　acids

Fatty　acidEp
／2 （V 　vs．　SCE ）　 iH（μA 　cmT2 ）

Palmitic　 acid
Stearic　acid

Oleic　 acid

Linoleic　 acid

一
〇．22

− 0．22
− O．22
− O．22

3．53
．53
．43
．4

Acid　 conccntration ： 1．0× 10
− 4M

Table
　2　Gomparision　of

　free　fatty　acid 　content 　in　fhts　and 　oils　obtained 　by　the　present　and 　titratlon　methods

F・ee 　fatty・・id　c・ nt ・nt ／m ・l　g
−

1

Samp 且e Present　method 　　 　　 　 　 Titration　method
　

・… n ・・叫 　 　
P
謝 耀 ぎ

n

（】acao 　butter
Cam じllia　 oil
Glyceryl　monostearate
ButterCom

　o 三101ive
　oiI

Peanut　 oil

Sesame　 oil

4，1× 10
一

つ

3，9XlO
− 5

L6 × 10
− 5

1．1× 10
−
5

2．3× 10
− 6

2．1× 10
− 6

9．4× 10
− 7

8，9XlO
−
7

4．1× 10
− 5

4 」× 10
−

n

1．6× 10
− 5

L2 × 10
− 5

2．3× 10
− G

2．8× 10
−
6

9．4× 10
−
7

1」 × 10
− 6

4．3× 10
『5

4」 × 10MJ
1．8× 10

−
3

1．6＞く10
− 5

2．8× 10
− 6

3．2× 10
−
6

Ll × 10
− 6

1．2× 10
− 6
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度 に 比例す る こ と を確認 し た．

　3 ・4　種 々 の油脂試料中の 総遊離脂肪酸含量 の 測定

　本法 を実際の 油脂試料 に 適 用す る た め ， 油脂をエ タ

ノール に 溶解 して 試料溶液 と した，エ タ ノール に 溶解 し

な い 場合 に は，い っ た ん エ
ーテ ル に溶解 して か ら，エ タ

ノール 溶液 と し た．こ の 試料溶液 を VK3 を含 む 支持電

解質溶液 に 添加 し，ボ ル タモ グラ ム を測定 し た ．リ ノ
ー

ル 酸 を標品 と して ，標準添 加法 に よ り油脂中の 総遊離脂

肪酸 を定量 し た ．乂，オ リーブ油及 び ツ バ キ油 に リ ノ
ー

ル 酸 を添加 して 行 っ た 回収試験 に よ る 結果 は，そ れ ぞ れ

98 及 び 102％ （n ＝5）で あ っ た．こ れ よ り ， 試料中の 共

存物 質 が 本定量 法 に 及 ぼ す 影響 は 事実上無視で き る こ と

が分 か っ た．

　本法に よ り種 々 の 油脂試料中の総遊離脂肪酸を定量 し

た結 果 を Table　2 に 示 す．又，本法の 妥当性を検討する

た め に
， 水酸化 カ リウ ム の エ タ ノ

ー
ル 溶液 に よ る 滴定法

の結果 と対比 した．こ の 際，滴定終点は ， 電位差法及 び

フ ェ ノール フ タ レ イ ン指示薬法 に よ り決定 し ， そ れ ぞ れ

Tablc　2 中に 併記 し た ．本法 と 電 位 差滴定法 に よ る 定量

値 は お お む ね よ く一致 して い るが ， 指示薬法 に よる値 と

は 多少 と も相違 が見 られ る．こ れ は 指示薬 の 変色 が含有

す る脂肪酸 の 中和 点 を必 ず し も適切 に 反映して い な い た

め と考
．
え られ る．

　 こ の こ と を明 らか に す る た めに ，Fig．3 に は カ カ オ脂

（a ），コ ー
ン 油 （b）及 び ピーナ ッ ツ 油 （c ）に 対 して 得

られ た 電位 差滴定曲線を示 し， 本実験条件 で 観察 され た

指示薬の 変色域 ， 並 び に 本法 に よ る定量 値 とを比較 して

み た．Fig．3 中の 矢印は ，本法 に よ り求め た各油脂中 の

脂肪酸量 を 0．lM の 水酸化 カ リウ ム 消費量 に 換算 し た

値 で あ る．こ の 値 は ， 電位差滴定曲線 と比 べ て い ずれ の

場合 も含 有 脂肪酸 の 中和点 に 対応 して い る と見られ る．

本法 と 電位 差滴 定法 に よ る 定量 値 と が 良 い 相 関性

（r＝O．999） を示 す こ と は ， Fig．4 の 関係 か ら も明 ら か

で あ る。一
方，Fig．3 の よ うに 指示薬 の 変色域は中和点

と 必 ず し も一致 せ ず，特 に （b ）及 び （c ）の 場 合 に は 従

前の 指示薬法 で は 脂肪酸量 を過大に 見積 も る 結果 に な る

こ とが分 か っ た．

　油脂 試 料中 の 総 遊離脂肪酸 の 定 量 値 の 相対標準偏差

は，本法 ， 電位差滴定法及 び指示 薬 滴 定法 に お い て ，そ

れ ぞ れ 2．5，2．7 及 び 5．0％ （n ＝・5）以下 で あ り，本法 は

三 者 の 中で 最 も精度が 優れ て い る こ と が分 か っ た．又．

本法 に よ る 検出限界 は 8× 10
− 6M

で あ り，滴定法 の 10

倍以上 の 感 度が 得 られ た．こ の た め ，試 料量 も従来法 に

規 定 さ れ て い る 約 0．1− 20　gi
）に 比 べ

， 本 法 は 約
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Fig．3　Potentiomctric 　titration　curves 　of （a ）cacao

butter
， （b）corn 　oil 　and （c）peanut　oil　with 　O．IM
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　arrow 　shows 　the 　end 　point　converted 　f沁 m 　the

free　fatty　acid 　content 　obtained 　by　the 　present
method ，
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（a ）．sesame 　oil ；（b）peanut　oill （c）olive 　oil ；（d＞com

oil ； （c ）buttとr ；（f）glyceryl　 monostearate ；（9）cacao

butter　l（h）camellia 　oil

0． 02− 2g で定暈可能で あ る．従 っ て，本法 は油脂試料

中の 総遊離脂肪酸の 定量 法 と し て ，従来法 に 比 べ て 有用

性 が 高 い こ と が 明 ら か に な っ た．
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1432− 1，Horinouchi ，　Hachi 〔’ji−shi ン
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　Anew 　method 　fbr　determining　free飽 tty　acid 　content 　in　fats　and 　oils　is　proposed，　 The
method 　is　based　on 　the　measurcmcnt 　of　the 　reduction 　prcpeak　current 　 of 　2−mcthyl −1

，
4−

naphthoquinonc （VK3 ） caused 　 by　 highcr　 fatty　 acids 　 in　 ethanol 　 solution 　 containing

LiClO4．　 The　measurement 　was 　made 　by　potentia王 sweep 　voltammetry 　using 　a 　g蓋assy
carbon 　clectrode ．　The 　prepeak　current 　height　was 　fbund　to　be　proportional　to　the 　total

concentration 　of 　frcc　fatty　acid 　in　oil　samples 　ranging 　from　 8× 10
− 6

　to　6　x　10
−

3
　M

（r
＝0．992）． The　frec　fatty　acid 　content 　of 　80il　samples 　 was 　determined ．　 The　relative

standard 　deviation　of 　contcnt 　values 　fbr　5　rep 晝icatcs　of　each 　sample 　was 　less　than 　2．5 ％．
The　prcsent　method 　was 　proved 　to　be　far　superior 　to　thc 　conventional 　titration　method 　in
sensitivity 　and 　precision．
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