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要旨

食品から誘導体化した脂肪酸メチルエステル (FAME) の
分析は、食品の特性評価として非常に重要な手順です。
このエステルは通常、ポリエチレングリコールやシアノ
プロピルシリコンなどの極性固定相でコーティングした
カラムで分析し、炭素数、不飽和度、cis-trans構造、お
よび二重結合の位置に応じた脂肪酸の分離が可能です。

脂肪酸メチルエステル分析に使用する
カラムの選択
アプリケーション

このアプリケーションノートでは、FAME の分離につい
て 3種類の固定相を比較します。ポリエチレングリコー
ルのカラムを使用した場合、あまり複雑でないサンプル
では良好に分離されましたが、cis-trans異性体は分離さ
れませんでした。中極性のシアノプロピルカラム (DB23)

では、複雑な FAME 混合物が非常に良好に分離され、
cis-trans異性体もある程度分離できました。cis-transの
より詳細な分離については、極性の高いシアノプロピル
カラム HP-88 が適しています。

はじめに

脂肪酸メチルエステル (FAME) の分析は、食品中の脂質
成分を特性評価する際に用いられ、最も重要な食品分析
の 1 つとなっています。脂質は主に、グリセリン 1 分子
と脂肪酸 3 分子のエステルで構成されるトリグリセリド
です。食品用の油脂は主に、ラウリン酸 (ドデカン酸)か
らアラキジン酸 (エイコサン酸)までの範囲の脂肪酸が含
まれます。直鎖飽和脂肪酸の他にも、分岐脂肪酸、モノ
不飽和脂肪酸、ジ不飽和脂肪酸、高度不飽和脂肪酸があ
ります。その中でも最も重要な脂肪酸とその略名を表 1
に示します。

食品分析
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脂質成分を特性評価するには、トリグリセリドをグリセ
リンと遊離脂肪酸に加水分解 (鹸化)します。こうした遊
離脂肪酸の分析は HP-FFAP などの極性固定相カラムに
直接注入しても分析できますが、より安定した再現性の
良いクロマトグラフデータを得るには、遊離脂肪酸をメ
チルエステルに誘導体化します。加水分解やメチル化の
過程を含む誘導体化には、さまざまなメソッドがありま
す [1]。こうしたメソッドは簡易に使用でき、高価な試
薬や装置を必要としません。一般的な試料調製メソッド
は、試料調製のセクションで説明します。

FAME に誘導体化すると、それらは炭素数 (メチルエス
テル炭素を除いた脂肪酸鎖内の炭素原子数) と不飽和度
に応じて分離されます。さらに、二重結合の位置と幾何
構造 (cis/trans)も重要なパラメータで、これらの測定
は、食品に含まれる脂質成分の特性を評価する上でのよ
り詳細な情報となります。

表 1 脂肪酸の慣用名と略号

脂肪酸 慣用名 略号
ブタン酸 酪酸 C4:0

デカン酸 カプロン酸 C10:0

ドデカン酸 ラウリン酸 C12:0

テトラデカン酸 ミリスチン酸 C14:0

ヘキサデカン酸 パルミチン酸 C16:0

ヘキサデセン酸 パルミトレイン酸 C16:1

オクタデカン酸 ステアリン酸 C18:0

cis-9-オクタデセン酸 オレイン酸 C18:1- cis (n9)

trans-9-オクタデセン酸 エライジン酸 C18:1- trans (n9)

cis-9,12-オクタデカジエン酸すべて リノール酸 C18:2 - cis (n6)

trans-9,12-オクタデカジエン酸すべて リノールエライジン酸 C18:2 - trans (n6)

cis-9,12,15-オクタデカトリエン酸すべて α-リノレン酸 C18:3 (n3)

cis-6,9,12-オクタデカトリエン酸すべて γ-リノレン酸 C18:3 (n6)

エイコサン酸 アラキジン酸 C20:0

cis-11-エイコセン酸 C20:1 (n9)

cis-11,14-エイコサジエン酸すべて C20:2 (n6)

cis-11,14,17-エイコサトリエン酸 C20:3 (n3)

cis-8,11,14-エイコサトリエン酸 ジホモ-γ-リノレン酸 C20:3 (n6)

cis-5,8,11,14-エイコサテトラエン酸 アラキドン酸 C20:4 (n6)

cis-5,8,11,14,17-エイコサペンタエン酸すべて EPA C20:5 (n3)

ドコサン酸 ベヘン酸 C22:0

cis-13-ドコセン酸 エルカ酸 C22:1 (n9)

cis-7,10,13,16-ドコサテトラエン酸 C22:4 (n6)

cis-4,7,10,13,16,19-ドコサヘキサエン酸すべて DHA C22:6 (n3)

テトラコサン酸 リグノセリン酸 C24:0

cis-15-テトラコセン酸 ネルボン酸 C24:1 (n9)

このアプリケーションノートでは、FAME の分離につい
て 3 種類の固定相を比較します。最初のメソッドは、ポ
リエチレングリコールカラム DB-Wax で、C4 (酪酸)か
ら C24 (リグノセリン酸)までの FAME を炭素数と不飽
和度に応じて分離できます。このカラムでは、cis- と
trans- 異性体の分離はできません。魚油などの複雑な混
合物の場合、一部の FAME の分離が困難です。しかし、
ポリエチレングリコールカラムで FAME を分離する方法
は広く使用されており、穀物、トウモロコシ、オリーブ、
大豆から得られた植物油などといった“古典的な”サン
プルの特性評価に用いられています。さらには、動物油
の分析も可能です。乳脂肪では、酪酸の分析が重要なア
プリケーションの 1 つとなっています。乳中の酪酸濃度
は、乳の質を示す重要な指標の 1 つであるため、乳の分
析は牛乳、乳製品、チョコレート製品にとって非常に重
要です。
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魚油などの複雑なサンプルの分析では FAME をさらに詳
細に分離することが必要で、これを行うには、DB-23 な
どのシアノプロピル固定相でコーティングしたキャピラ
リカラムを使用します。このカラムでは、cis-
5,8,11,14,17-エイコサペンタエン酸メチルエステル
(EPA、C20:5 ω3) および cis-4,7,10,13,16,19-ドコサヘ
キサエン酸メチルエステル (DHA、C22:6 ω3) などの高
度不飽和脂肪酸がすべて、他の FAME から分離されます。
この分析は、近年関心の高いオメガ-3 脂肪酸測定のフレ
ームワークとして非常に重要です。シアノプロピルカラ
ムでは、cis- とtrans- 異性体の分離も可能です。シアノ
プロピルカラムでは、cis- 異性体のシアノ双極子との相
互作用が強力であるため、trans- 異性体は cis- 異性体
よりも前に溶出します。この方法によって trans- 脂肪酸
の分離も不可能ではありませんが、この固定相の極性は、
複雑な cis-trans 混合物を完全に分離するには不十分で
す。

trans- 脂肪酸が比較的多量に含まれれている複雑な
FAME 混合物を分離するには、高極性カラム HP-88 が
適しています。この高極性カラムでは、cis- 異性体と
trans- 異性体との良好な分離ができますが、一部の高分
子量脂肪酸では分離が困難となります。

カラムの概要とそれらカラムのアプリケーションデータ
を図 1 にまとめました。

実験

サンプル

FAME のリファレンス標準品は、溶液または原体として
さまざまな入手源から得られます。分析用の標準品は一
般的に、0.01%～0.1% (w/v) の濃度でヘキサンに溶解さ
れています。

カラムの検証には、37 成分の標準品混合液 (Supelco
#18919) を使用しました。この混合液は 100 mg の原体
混合物で、C4～C24 の FAME (相対濃度 2%～4%) が含
有されています。サンプル全体を 10 mL ヘキサンで希
釈し、使用前の最終濃度を FAME あたり 0.2～0.4
mg/mL にしました。油脂サンプルの調製は、さまざま
はメソッドにより行うことができます [1-5]。

試料調製メソッド [5]

20 mL 試験管 (ネジ蓋付き)または反応バイアルで、100
mg のサンプルを量ります。このサンプルを 10 mL ヘキ
サンに溶かします。2 N 水酸化カリウムのメタノール溶
液 (100 mL 中に 11.2 g) 100 µL を加えます。試験管ま
たはバイアルに蓋をして、遠心分離器で 30 秒間遠心分
離します。上澄液を 2 mL のオートサンプラバイアルに
移します。

分析条件

この分析は、水素炎イオン化検出器 (FID) 付きのAgi-
lent 6890 GC で行いました。自動スプリット注入には、
Agilent 7683 オートサンプラを用いました。表 2 には
DB-Wax カラム、表 3 には DB-23 カラム、表 4 には
HP-88 カラムでの装置構成と分析条件をまとめました。

No cis-trans
Some overlap
"Simple" mixtures
Milk fat

DB-Wax

Complex mixtures
Partial cis-trans separation
Omega 3 (EPA, DHA) analysis
Fish oils

DB-23

Complex mixtures
Excellent cis-trans separation
Olive oil
Refined (hydrogenated) oils

HP-88

FAME Analysis

図 1 脂肪酸メチルエステル (FAME) を分析するカラム選択の概要

FAME 分析

単純な混合物
cis-trans分離しない
一部のピークに重なり
乳脂肪

複雑な混合物
cis-transやや分離
オメガ３(EPA, DHA) 分析
魚油

複雑な混合物
cis-trans優れた分離
オリーブ油
精製 (水素化)油



4

表 2 メソッド 1 (DB-Wax)

装置
クロマトグラフシステム Agilent 6890 GC
注入口 スプリット/スプリットレス
検出器 FID または Agilent 5973 MSD
オートサンプラ Agilent 7683
ライナ スプリットライナ (p/n 5183-4647)
カラム 30 m×0.25 mm 内径、0.25 µm DB-Wax (J&W 122-7032)

GC-FID の実験条件
注入口温度 250 ℃
注入量 1 µL
スプリット比 1/50
キャリアガス 水素
ヘッド圧 定圧力 53 kPa (50 ℃で 36 cm/s)
オーブン温度 50 ℃、1分、200 ℃まで 25 ℃/min、230 ℃まで 3℃/min、18 分
検出器温度 280 ℃
検出器ガス 水素：40 mL/min、空気：450 mL/min、ヘリウムメークアップガス：30 mL/min

表 3 メソッド 2 (DB-23)

装置
クロマトグラフシステム Agilent 6890 GC
注入口 スプリット/スプリットレス
検出器 FID または Agilent 5973 MSD
オートサンプラ Agilent 7683
ライナ スプリットライナ (p/n 5183-4647)
カラム 60 m×0.25 mm 内径、0.15 µm DB-23 (J&W 122-2361)

GC-FID の実験条件
注入口温度 250 ℃
注入量 1 µL
スプリット比 1/50
キャリアガス ヘリウム
ヘッド圧 定圧力 230 kPa (50 ℃で 33 cm/s)
オーブン温度 50 ℃、1 分、175 ℃まで 25 ℃/min、230 ℃まで 4 ℃/min、5 分
検出器温度 280 ℃
検出器ガス 水素：40 mL/min、空気：450 mL/min、ヘリウムメークアップガス：30 mL/min

表 4 メソッド 3A および 3B (HP-88)

装置
クロマトグラフシステム Agilent 6890 GC
注入口 スプリット/スプリットレス
検出器 FID または Agilent 5973 MSD
オートサンプラ Agilent 7683
ライナ スプリットライナ (p/n 5183-4647)
カラム A 100 m×0.25 mm 内径、0.2 µm HP-88 (J&W 112-88A7)
カラム B 60 m×0.25 mm 内径、0.2 µm HP-88 (J&W 122-8867)

GC-FID の実験条件
注入口温度 250 ℃
注入量 1 µL
スプリット比 1/50
キャリアガス A 水素
キャリアガス B ヘリウム
ヘッド圧 定流量 2 mL/min
オーブン温度 A 120 ℃、1 分、175 ℃ まで 10 ℃/min、10 分、210 ℃ まで 5 ℃/min、5 分
オーブン温度 B 175 ℃、10 分、3 ℃/min、220 ℃、5 分
検出器温度 280 ℃
検出器ガス 水素：40 mL/min、空気：450 mL/min、ヘリウムメークアップガス：30 mL/min



5

結果

37成分の FAME リファレンス標準試料を DB-Wax カ
ラムによって分析して得られる代表的なクロマトグラム
結果を、図 2 に示します。
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図 2 37 成分 FAME 標準品混合試料の GC-FID 分析。 30 m×0.25 mm 内径、0.25 µm の DB-Wax カラムを使用し、条件は
メソッド 1 (表 2参照)による。

分離はおおむね良好ですが、以下の脂肪酸はうまく分離
されていません。14.38 min では cis- および trans- の
C18:1 が共溶出し、15.13 min では cis- および trans-
の C18:2 が共溶出し、19.44 min では C20:3 n6 と
C21:0 が共溶出し、30.73 min では C22:6 と C24:1 が
共溶出しています。それでもこの分離結果は、油脂を特
性評価する古典的なメソッドとして十分な結果です。酪
酸は 4.28 min で溶出し、このメソッドで乳脂肪を測定
することが可能です。その結果を図 3 に示します。これ
は、検定済み乳脂肪リファレンスサンプル (CRM 164、
[6]) の分析結果です。
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図 3 乳脂肪 (CRM 164) 脂肪酸の GC-FID 分析。30 m×0.25 mm 内径、0.25 µm の DB-Wax カラムを使用し、条件はメソッド 1 (表
2) による。

60 m×0.25 mm 内径、0.15 µm の DB-23 カラムで 37 成
分を含む FAME 標準品混合試料を分離した結果を、図 4
に示します。

Time (min)

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Norm.

20

30

40

50

60

70

80

90

100

C4
:0

C6
:0

C8
:0

C1
0:

0

C1
1:

0

C1
2:

0

C1
3:

0

C1
4:

0
C1

4:
1

C1
5:

0
C1

5:
1

C1
6:

0
C1

6:
1

C1
7:

0
C1

7:
1

C1
8:

0
C1

8:
1,

tr
an

s

C1
8:

1,
ci

s
C1

8:
2,

tr
an

s
C1

8:
2,

ci
s

C1
8:

3
n6

C1
8:

3
n3

C2
0:

0
C2

0:
1n

9

C2
0:

2
C2

1:
0

C2
0:

3
n6

C2
0:

4
n6

C2
0:

3
n3

C2
2:

0
C2

0:
5 C2

2:
1

C2
2:

2
C2

3:
0

C2
4:

0

C2
4:

1
C2

2:
6

DB-23

図 4 FAME 標準的混合試料の GC-FID 分析。 60 m×0.25 mm 内径、0.15 µm の DB-23 カラムを使用し、条件はメソッド
2 (表 3) による。



7

これらの条件では、標準品混合試料に含まれるすべての
成分が十分に分離されています。重要な点は、cis/trans
異性体の分離、および EPA (19.15 min) 成分と DHA
(22.38 min) 成分の分離です。このメソッドは、複雑な
混合物に含まれる脂肪酸を分析する際に非常に有用で、
特に EPA や DHA などのオメガ-3 脂肪酸の測定に有用
です。海洋生物から得た多価不飽和脂肪酸混合物を分離
した例を図 5 に示します。EPA および DHA が容易に検
出・定量できています。
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図 5 海洋生物中の不飽和脂肪酸混合物の GC-FID 分析。60 m×0.25 mm 内径、0.15 µm の DB-23 カラムを使用し、条件
はメソッド 2 (表 3) による。

37成分標準品混合試料を高極性カラム HP-88 で分離し
た結果を、図 6 に示します。
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図 6 37 成分 FAME 標準品混合試料の GC-FID 分析。100 m×0.25 mm 内径、0.2 µm の HP-88 カラムを使用し、条件はメ
ソッド 3A (表 4A) による。

この場合も極めて良好な分離が得られていますが、
C22:0 と C20:3 (n-6) が24.7 min で共溶出しています。
しかし、このカラムを使用すると cis- と trans- 異性体
の分離は非常に優れています。これは、5 つの C18:1 異
性体を含む標準品混合試料の分離で説明できます。cis-
と trans- 位置異性体の分離が図 7 で示すとおり十分に
分離されています。
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図 7 C18:1 異性体の GC-FID 分析。100 m×0.25 mm 内径、0.2 µm の HP-88 カラムを使用し、
条件はメソッド 3A (表 4A)による。
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同様に、4 つの C18:2 異性体 (trans-trans、cis-trans、
trans-cis、cis-cis)の分離についても、図 8 に示すよう
に良好な分離を得ました。
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図 8 C18:2 異性体の GC-FID 分析。100 m×0.25 mm 内径、0.2 µm の HP-88 カラムを使用し、条件はメソッド 3A (表 4)による。

DB-23 カラムと HP-88 カラムとの比較を、高度に水素
化した油脂の分離によって行いました。この水素化プロ
セスにより、可能性のあるすべての位置異性体および幾
何異性体 (cis-trans)が生成します。このサンプルを
DB-23 カラムと HP-88 カラムにより、どちらも 180 ℃
の等温でそれぞれ分析しました。クロマトグラムの比較
を図 9 に示し、C18:1についてはその詳細を溶出ウィン
ドウで示しています。図 4 では 37 化合物含有の標準試
料にて trans-C18:1(n9) と cis-C18:1 (n9) がベースラ
イン上で分離されていますが、この図 9 では、複数の
C18:1 異性体が含まれる実サンプルでは HP-88 による
cis-trans 分離がカラム選択として適していることを示
しています。
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図 9 水素化油に含まれる C18:1 異性体分離の比較。60 m×0.25 mm 内径、0.15 µm の DB-23 カラム (上のウィンドウ)、お
よび 100 m×0.25 mm 内径、0.2 µm の HP-88 カラムを使用し、どちらのカラムも 180 ℃で等温分析した。

HP-88 のアプリケーションを、部分水素化菜種油の分析
で説明します。図 10 では、trans- 脂肪酸がきれいに分
離されています。trans-異性体と cis- 異性体との谷は容
易に定量できます。また、他の trans- 異性体 (C18:2 と
C18:3) も検出されています。
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このカラムは、EC Regulation 2568/91 に準拠したオ
リーブ油の品質管理に使用できます [5].表 4 に記載され
ているメソッド (カラム A - メソッド A) では、キャリア
ガスとして水素を使用した 100 m カラムでの分析時間は
約 35 分です。オリーブ油の品質管理 (QC) では、60 m
カラムも使用できます (表 4 - カラム B)。キャリアガス
としてヘリウムを使用して別の温度プログラム (つまり
表 4 のオーブン温度 B) を用いた場合、図 11 に示すよ
うに 20 分以内で非常に良好な分離が得られます。この分
離結果は EC regulation に完全に適合しています [5]。

図 10 部分水素化菜種油に含まれる FAME のGC-FID分析。100 m×0.25 mm 内径、0.2 µm の HP-88 カラムを使用し、条件はメソッド
3A (表 4) による。した結果
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図 11 オリーブ油に含まれる FAME の GC-FID 分析。60 m×0.25 mm 内径、0.2 µm の HP-88 カラムを使用し、
条件はメソッド 3B (表 4) による。

結論
FAME の分析には、3 種類の固定相を使用できます。

1. DB-Wax カラムは、乳脂肪に含まれる酪酸の測定な
ど食用油脂の古典的分析に有用です。ただし、このカ
ラムでは、cis-trans 異性体は分離されません。

2. 中極性のシアノプロピルカラム DB-23 は魚油を含む
複雑な FAME 混合物の分析に優れ、EPA や DHA な
どのオメガ 3 脂肪酸を測定できます。cis-trans は部
分的に分離されます。

3. より詳細なcis-trans 分離が必要である場合には、
HP-88 カラムが推奨されます。このカラムは、オリ
ーブ油の品質管理 (QC) 分析に最適です。
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