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概要

このアプリケーションノートでは、水性 C2～ C7 遊離脂肪酸、C2～ C18 有機酸、および Agilent WAX 
UI テスト混合物の分析における Agilent J&W DB-FATWAX ウルトライナート GC カラムの性能を評価
します。DB-FATWAX ウルトライナート GC カラムは、水性マトリックスの繰り返し注入において優れた
安定性を示します。また、DB-FATWAX UI カラムは、Agilent J&W DB-FFAP GC カラムのような酸修
飾 WAX カラムと比較して、短鎖揮発性有機酸で同等またはそれを上回るピーク形状を示します。実験
の結果から、DB-FATWAX UI は非誘導体化揮発性有機酸と遊離脂肪酸の分析に関して、複数の他社製 
WAX カラムよりも不活性度、熱安定性、リテンションタイムの再現性が優れていることがわかりました。

揮発性有機酸と脂肪酸の分析の比較研究

DB-FATWAX ウルトライナートカラムと他の WAX GC カラム
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はじめに

さまざまな種類の揮発性有機酸および脂肪
酸のモニタリングは、食品、香料、アルコー
ル、飲料などの業界で必要とされる一般的な
分析手法です。ライフサイエンス分野の研究
ラボでは日常的に、バクテリア培地から抽出
した脂肪酸のプロファイルを分析することに
より、バクテリアを同定しています1。また、発
酵時の嫌気性または好気性の消化作用につ
いて調べるために、短鎖有機酸 (C2～ C7) 
も定期的にモニタリングしています。この場
合、ヘッドスペース/GC または液液抽出の後
に GC 分析を組み合わせて使用できます。最
も一般的なメソッドは、水中に酸をダイレクト
注入することです2。非誘導体化揮発性有機
酸は、GC による定量は困難です。その理由
は、このような高極性化合物はカラムで活性
サイトと強力に相互作用し、テーリングまた
は分離が不十分なピークを生成することがあ
り、低濃度での定量が困難になるためです。
いくつかの酸では、吸着が不可逆的になる
こともあります。ダイレクト注入メソッドでは 
GC カラム固定相を使用する必要があります
が、これは強力な酸と水の中でも分解しない
ためです。 

通常、脂肪酸は分析においてメチルエステル
に誘導体化されます。食品業界の一般消費財
を同定して定量するには通常、脂質および油
中のさまざまな飽和および不飽和脂肪酸の比
率を測定することにより、脂肪酸エステルを分
析します3。これらの前処理手順は煩雑で時間
がかかります。抽出プロセスにおいて、酸から
エステルへの変換が不完全で、短鎖脂肪酸エ
ステルが失われる可能性があります。そのた
め、誘導体化、抽出、およびクリーンアップ手
順に関連する問題を取り除くために、非誘導
体化有機酸と遊離脂肪酸を分析する必要が
あります。通常、これらの脂肪酸は 2 種類の 
GC カラムを用いて遊離型で分析します。1 つ
は FFAP カラムのような酸修飾 WAX カラム
で、もう 1 つはウルトライナート WAX カラム
です。 

以前の記事では、DB-FATWAX UI カラムを使
用した FAME の GC 分析について詳細に説明
しました4,5。このアプリケーションノートでは、
DB-FATWAX UI、DB-FFAP、およびその他の 
WAX カラムを使用した遊離脂肪酸の分析方
法について説明します。 

実験方法

化学物質および標準試料
テスト混合物中のすべての標準化合物と試薬
は、ANPEL Scientific Instrument Co. Ltd 
(上海、中国) から購入しました。各標準化合
物と溶媒の純度は 98 % を超えています。標
準溶液混合物は、個別の純粋化合物から調
製しました。WAX ウルトライナートテスト混
合物6は、表 1 に示されている 12 種類の化
合物から構成されており、表 4 のクロマトグ
ラフィー条件に従って分析しました。

表 1. WAX UI テスト混合物、ジクロロメタン中

ピーク
番号 化合物

カラム量  
(ng)

1 2-ノナノン 3.3

2 デカナール 3.3

3 プロピオン酸 3.3

4 エチレングリコール 3.3

5 ヘプタデカン 1.65

6 アニリン 3.3

7 ドデカン酸メチル 3.3

8 2-クロロフェノール 3.3

9 1-ウンデカノール 3.3

10 ノナデカン 1.65

11 2-エチルヘキサン酸 6.6

12 エチルマルトール 6.6
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装置構成
分析は、水素炎イオン化検出器 (FID) を
備えた Agilent 7890B GC を使用して実
行しました。サンプルの導入には、5 µL 
シ リ ン ジ (部 品 番 号 G4513-80213) 
とスプリット/スプリットレス注入ポートを備え
た Agilent 7683B 自動液体サンプラを使用し
ました。表 2～ 4 に、装置構成と分析条件を
まとめて示します。表 5 に、この実験で使用し
たその他の消耗品のリストを示します。

表 2. メソッド 1 実験条件 (C2～C7 遊離脂肪酸水溶液)

表 3.メソッド 2 実験条件 (C2～C18 有機酸)

表 4.メソッド 3 実験条件 (WAX UI テスト混合物)

パラメータ 設定値

GC システム 7890B/FID

カラム
J&W DB-FATWAX ウルトライナート、30 m、0.25 mm、0.25 µm (部品番号 G3903-63008) 
J&W DB-FFAP、30 m、0.25 mm、0.25 µm (部品番号 122-3232)  
他社 1 および他社 2 製 WAX カラム、30 m、0.25 mm、0.25 µm 

キャリアガス流量 ヘリウム、42 cm/s、定流量モード 

注入口 スプリット/スプリットレス、250 ° C、スプリット比 30:1 

オーブン 162 ° C 定温

FID 250 ° C、水素: 40 mL/min、空気: 400 mL/min、メークアップガス: 25 mL/min

サンプル 0.06～ 0.13 % 各酸水溶液

注入量 0.1 µL

パラメータ 設定値

GC システム 7890B/FID

カラム
J&W DB-FATWAX ウルトライナート、30 m、0.25 mm、0.25 µm (部品番号 G3903-63008) 
J&W DB-FFAP、30 m、0.25 mm、0.25 µm (部品番号 122-3232)  
他社 1 および他社 2 製 WAX カラム、30 m、0.25 mm、0.25 µm

キャリアガス流量 ヘリウム、42 cm/s、定流量モード 

注入口 スプリット/スプリットレス、280 ° C、スプリット比 50:1 

オーブン 120 ° C (2 分間)、5 ° C/min で 140 ° C まで昇温 (3 分間)、20 ° C/min で 250 ° C まで昇温 (10 分間)

FID 280 ° C、水素: 40 mL/min、空気: 400 mL/min、メークアップガス: 25 mL/min

サンプル 0.05～ 0.1 % ジクロロメタン中の各成分

注入量 1 µL

パラメータ 設定値

GC システム 7890B/FID

カラム
J&W DB-FATWAX ウルトライナート、30 m、0.25 mm、0.25 µm (部品番号 G3903-63008) 
J&W DB-FFAP、30 m、0.25 mm、0.25 µm (部品番号 122-3232)  
他社 1 および他社 2 製 WAX カラム、30 m、0.25 mm、0.25 µm

キャリアガス流量 ヘリウム、40 cm/s、定流量モード

注入口 スプリット/スプリットレス、250 ° C、スプリット比 75:1 

オーブン 130 ° C 定温

FID 250 ° C、水素: 40 mL/min、空気: 400 mL/min、メークアップガス: 25 mL/min

注入量 0.5 µL

表 5.消耗品

供給 説明

バイアル 茶色、ラベル付き、認定済み、2 mL、スクリュートップバイアルパック (部品番号 5182–0554)

セプタム ノンスティック BTO セプタム (部品番号 5183-4757) 

カラムナット セルフタイト、注入口/検出器 (部品番号 5190-6194)

フェラル
15 % グラファイト/85 % ベスペル、ショート、内径 0.4 mm、0.1～ 0.25 mm カラム用  
(10 個、部品番号 5181-3323)

ライナ Agilent ウルトライナートスプリットライナ、ガラスウール入り (部品番号 5190-2295)

注入口シール ウルトライナート、金メッキ、ワッシャ付き (部品番号 5190-6144)
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結果と考察

水性 C2～ C7 遊離脂肪酸テスト混合物
GC 分析では、水中に溶解した遊離脂肪酸の
直接注入は非常に困難です。強力な酸と水が
存在するため、従来の WAX タイプの相は不
安定で活性化してしまい、ピーク形状と再現
性は不十分で寿命も短くなります。ライナの気
化容量のオーバーロードを防止するために、
水性サンプルの注入量は 1 μL 未満にする必
要があります。 

図 1 に、J&W DB-FATWAX ウルトライナート 
(UI) カラムでの C2～ C7 遊離脂肪酸水溶液
混合物の GC/FID クロマトグラムを示します。
表 2 に、分析条件を示します。DB-FATWAX 
UI GC カラムのウルトライナート性能により、
すべての酸が良好に分離され、シャープで左
右対称なピーク形状が得られました。 

分2 3 4 5 6

1
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5
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8

9

1. 酢酸
2. プロピオン酸
3. イソ酪酸
4. 酪酸
5. イソ吉草酸
6. 吉草酸
7. 4-メチル吉草酸
8. ヘキサン酸
9. ヘプタン酸

図 1. 30 m × 0.25 mm 内径、0.25 µm J&W DB-FATWAX ウルトライナートカラムでの C2～ C7 遊離脂肪酸
水溶液混合物の GC/FID クロマトグラム (表 2 に示した条件) 
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図 2. 図 1 と同じ水性 C2～C7 遊離脂肪酸サンプルの繰り返し注入により得られた GC/FID クロマトグラムの重ね表示 

分析の再現性とカラム性能の安定性を、水性 
C2～ C7 遊離脂肪酸サンプルを 15 回注入
することにより試験しました。図 2 は、水溶
性サンプルの繰り返し注入によってリテンショ
ンタイムの安定性がドリフトしていないことを
示しています。ピーク形状も、本分析の最後

まで維持されています。すべての遊離脂肪酸
において、リテンションタイムの相対標準偏差 
(RSD) は 0.03 % 未満で、絶対ピーク面積は 
2 % 以内に収まっていました。
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酸修飾 WAX カラムの DB-FFAP は主に、有
機酸、遊離脂肪酸、または酸性不純物の定
量が必要なサンプルの分析向けに設計され
ています。図 3 は、DB-FFAP カラムと DB-
FATWAX UI カラム両方での水性 C2～ C7 
遊離脂肪酸テスト混合物のクロマトグラムを
示しています。分析完了までに要した時間は、
DB-FFAP カラムで約 5 分、DB-FATWAX UI 
カラムで 6 分でした。両方のカラムで、すべて
の酸について優れたピーク形状と高い分離能
が得られています。表 6 は、このクロマトグラ
ムの各ピークのピーク高さの 10 % 位置での
ピーク非対称性 (As.10 %) を示しています。
DB-FATWAX UI で の As.10 % は 0.98 ～
1.16 の間で、DB-FFAP では 0.91～ 1.20 の
間です。DB-FATWAX UI では、酢酸 (ピーク 1) 
およびイソ酪酸 (ピーク 3) という対称性のあ
るピークも得られています。

その他 2 つの他社製 WAX タイプカラムにつ
いても、同じ条件下で同じ試験を実施しまし
た。水性 C2～ C7 遊離脂肪酸混合物を使用
した場合、他社製 WAX カラムではピークテー
リングが観察されました (図 4 および表 6)。
特に、他社 1 製 WAX カラムではカラム活性
と不安定相により、酢酸 (ピーク 1)、プロピオ
ン酸 (ピーク 2)、イソ酪酸 (ピーク 3) などの
重要な分析対象物において、リテンションタイ
ムのドリフト、分離が不十分なピーク、応答の
欠落も引き起こしています。同じ結果が図 6 
に示されています。 

1. 酢酸
2. プロピオン酸
3. イソ酪酸
4. 酪酸
5. イソ吉草酸
6. 吉草酸
7. 4-メチル吉草酸
8. ヘキサン酸
9. ヘプタン酸
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図 3. 30 m × 0.25 mm 内径、0.25 µm J&W DB-FFAP カラムと DB-FATWAX ウルトライナートカラムで 
メソッド 1 を使用した水性 C2～ C7 遊離脂肪酸サンプルの GC/FID クロマトグラム (表 2 を参照) 

表 6. ピーク高さの 10 % 位置におけるピークの非対称性 (As.10 %)

ピーク番号
As.10 %

1 2 3 4 5 6 7 8 9

DB-FATWAX UI 0.98 1.04 1.15 1.16 1.14 1.08 1.06 1.07 1.04

DB-FFAP 0.91 1.05 1.20 1.16 1.16 1.15 1.09 1.05 1.06

他社 1 製 WAX 1.56 共溶出 共溶出 1.97 1.65 2.04 1.96 1.96 1.87

他社 1 製 WAX 0.97 1.08 1.32 1.22 1.28 1.23 1.27 1.26 1.23
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3. イソ酪酸
4. 酪酸
5. イソ吉草酸

6. 吉草酸
7. 4-メチル吉草酸
8. ヘキサン酸
9. ヘプタン酸
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DB-FATWAX UI 

他社 2 製 WAX カラム

図 4. J&W DB-FATWAX UI カラムと他社 1 および他社 2 製 WAX カラムでメソッド 1 を使用した水性 C2～ C7 
遊離脂肪酸サンプルの GC/FID クロマトグラム (表 2 を参照) 
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C2～ C18 有機酸テスト混合物
図 5～ 7 に、J&W DB-FFAP と DB-FATWAX 
UI カラム、さらに他社製 WAX カラムにお
ける、C2～ C18 有機酸テスト混合物の 
GC/FID クロマトグラムの例を示します。カラ
ムを 250 ° C で 50 時間コンディショニングし
た後、試験を実施しました。図 5 に示すよう
に、DB-FFAP は DB-FATWAX UI と比較して、
高温 (250 ° C) で比較的低いカラムブリードを
示しており、C18 脂肪酸のような高分子量有
機酸を溶出するための分析時間も短くなって
います。

ただし、図 5 を拡大した図 6 によると、
DB-FATWAX UI カラムは DB-FFAP と比較し
て、C2～ C12 揮発性有機酸で同等またはそ
れを上回る良好なピーク形状を示しています。
これらの揮発性酸は食品の香りや品質に大
きな影響を与えるため7、一部の食品ではこれ
らの活性揮発性酸の含有量が品質保証の指
標になります。図 7 は、他社製 WAX カラム
の不活性度性能が、50 時間のカラムコンディ
ショニング後に大幅に低下したことを示してい
ます。他社 2 製 WAX カラムは、不活性 WAX 
相カラムとして報告されています。このカラム
では、異性体を含むすべての化合物が分離で
きましたが、クロマトグラムでは C2～ C7 遊

離有機酸で顕著なテーリングが発生していま
した。他社 1 製 WAX カラムは、代表的な従
来型 WAX 相 GC カラムです。他社 1 製 WAX 
カラムは、カラム不活性度と熱安定性が欠如
していたため重大なピークテーリングを引き起
こし、特に活性 C2～ C7 遊離脂肪酸とレブリ
ン酸の感度、分離能、および選択性に悪影響
を与えました。

図 5. J&W DB-FFAP および DB-FATWAX UI GC カラムでメソッド 2 を使用した有機酸 (C2～C18) テスト混合物の FID クロマトグラムの例 (表 3 を参照)
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12. ヘプタン酸

13. オクタン酸
14. ノナン酸
15. デカン酸
16. レブリン酸
17. ラウリン酸
18. ミリスチン酸
19. パルミチン酸
20. ステアリン酸
21. オレイン酸
22. リノール酸
23. リノレン酸
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図 6. J&W DB-FFAP および DB-FATWAX UI GC カラムで分離された有機酸 (C2～ C18) テスト混合物の  
GC/FID クロマトグラムの拡大図 (溶出順序は図 5 と同じ)
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図 7. J&W DB-FATWAX UI カラムと他社製 WAX カラムでの有機酸 (C2～C18) テスト混合物の GC/FID クロマトグラムの例 (溶出順序は図 5 と同じ)
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Agilent WAX UI テスト混合物
DB-FATWAX UI GC カラムは、J&W ウルトラ
イナート GC カラムファミリの製品です。これ
らの活性極性化合物に対して不活性度の性能
を保証するために、すべてのカラムを業界で
最も要求の厳しいテスト混合物を用いて試験
しています6。WAX UI テスト混合物には、プ
ロピオン酸、エチルヘキサン酸、およびその
他の活性化合物が含まれています。図 8 およ
び 9 に、DB-FATWAX UI、DB-FFAP、および
他社 1 および他社 2 製 WAX カラムで分離さ
れた WAX UI テスト混合物のクロマトグラム
を示します。DB-FATWAX UI カラムでは、分
析対象化合物の優れたピーク形状が得られま
した。DB-FFAP と DB-FATWAX UI は、プロ
ピオン酸および 2-エチルヘキサン酸に対して
同程度の不活性度性能を示していますが、図 
8 の DB-FFAP カラムのクロマトグラムによる
と、エチレングリコールのピークに関して顕著
なテーリングが観察されています。エチレング
リコールの As.10 % は、DB-FFAP で 0.37、
DB-FATWAX UI で 0.91 でした。また、DB-
FFAP でのエチレングリコールのクロマトグラ

ムでは、明らかに応答が低下しています。他
社 2 製 WAX カラムは、デカナール、プロピ
オン酸、およびエチレングリコールでピークが
テーリングしており、ピークの非対称性値はそ
れぞれ 1.28、1.32、および 1.26 です。他社 
1 製 WAX カラムのカラム活性度を、デカナー

ル、プロピオン酸、エチレングリコール、2-エ
チルヘキサン酸、エチルマルトールなど、重要
な分析対象物に関するピークテーリングおよ
び応答の欠落により特性解析しました (図 9)。 
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図 8. J&W DB-FFAP および DB-FATWAX UI GC カラムでメソッド 3 を使用した WAX UI テスト混合物の  
GC/FID クロマトグラムの例 (表 4 を参照)
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図 9. J&W DB-FATWAX UI カラムおよび他社製 WAX GC カラムでメソッド 3 を使用した WAX UI テスト混合物の GC/FID クロマトグラムの例 (表 4 を参照)
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結論

有機酸および WAX UI テスト混合物を 
GC/FID 分析することにより、J&W DB-
FATWAX ウルトライナート GC カラムを評
価しました。不活性度と熱安定に優れた 
DB-FATWAX UI では、この研究で評価したど
の他社製 WAX カラムよりも良好なピーク形
状が得られ、長期にわたって安定した分析結
果がもたらされました。この傾向は、強力な
短鎖揮発性有機酸と水性サンプルが存在する
場合に特に顕著でした。揮発性有機酸と遊離
脂肪酸は、DB-FATWAX UI と DB-FFAP GC 
の両方のカラムで適切に分離され、シャープ
で対称性のあるピークが得られました。C18 
脂肪酸分析には DB-FFAP カラムが適してい
ます。その理由は、高温 (250 ° C) で低いカラ
ムブリードを示し、分析時間も短いためです。
アルコール、ジオール、グリコール、有機酸
を含む複雑なサンプルに最適なカラムは DB-
FATWAX ウルトライナートです。これは、特に
大部分の活性化合物でシャープなピークと高
い応答性を示し、分析困難な対象物で高い感
度と再現性が得られるためです。C2～ C7 遊
離脂肪酸水溶液に関する再現性の高い分析に
より、水性注入における DB-FATWAX UI の
優れた相安定性が示されました。 
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