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　　Abstract－For　establishing　simple　and　rapid　determination　of　lower　fatty　acids（C2tvCs）　in　sewage　sludge，　gas

chromatography　of　free　fatty　acids　in　water　was　studied　by　use　of　direct　injection　method．　This　method　has　an

lnterference　problem　of　ghost　peaks　caused　by　irreversible　adsorption　of　a　free　fatty　acid　mainly　on　the　wall　of

evaporating　port　of　gas　chromatograph．　Formic　acid　was　used　as　an　adsorption　inhibltorto　prevent　from　ghosting，

because　free　fatty　acids　adsorbed　were　eluted　by　injecting　formic　acid．

　Sample　solutioRs　for　injection　were　prepared　by　adding　5　ml　of　the　original　samples　to　5　ml　of　1　v／vO／o　formic　acid．

Five　pt　of　each　sample　solution　was　lnjected　with　a　10－pt　1　microsyringe．

　The　proposed　method　is　simple　and　i“apid，　and　yields　good　results　with　negligibly　small　interference　of　ghosting　for

a　practical　use．　A　linear　calibration　curves　was　obtained　in　the　wide　range　of　the　concentration　up　to　IO，OOO　rng／1

for　each’fatty　ac2d．　Relatlve　standard　deviatlon　of　found　values　of　the　concentration　was　less　than　4．60／o　for　all　fatty

acids　used．　The　detection　limits　were　2．5　mg／！　for　acetic　acid，　and　1　mg／1　for　otker　acids．

1。緒 言

　下水汚泥の腐敗過程の中間生成物として生成する低

級脂肪酸（C2～C5）は，嫌気的環境条件や有機物質の分

解機構と密接に関連しており1），消化槽や濃縮槽を維

持管理するうえでの指標としても用いられる2）。また，

低級脂肪酸は活性汚泥に糸状性微生物を増殖させて，

汚泥膨化（バルキング）を発生させる原因物質のひとつ

に考えられており3），数雛g／1の低濃度から数千mg／1の

広い濃度範囲にわたる汚泥中の低級脂肪酸を分析する

意義はますます大きくなってきている。

　低級脂肪酸を迅速に分析するために，ガスクロマト
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グラフィによる遊離低級脂肪酸の直接分析が行われて

いる。しかし，直i接分析では低級脂肪酸が注入部の金

属部，石英ガラスウール，およびこれらに付着した不

揮発性残留物に吸着されてテーリングピーク，ダブル

ピーク，ゴーストピークなどの異常ピークを生じるこ

とが知られている4）一7）。ゴーストピークを抑制するた

めに，Eenaemeら8）は試料に高濃度のギ酸（15％）を添

加して良好な結果を得ており，Geddesらはキャリ

ヤーガスにギ酸蒸気を混入することを推奨してい
る6）7＞。

　最近では水中の遊離低級脂肪酸分析用の充てん剤が

開発され，またガラスカラムを用い，ギ酸を併用するこ

となく分析が行われている。しかしガラスカラムでも

吸着現象が見られ，特に微量分析では細心の注意を払

う必要があることから9），遊離低級脂肪酸のガスクロ

マトグラフィーによる分析は現在でもなお困難な分野

に属していると言える。ことに汚泥の分析においては

注入部の汚れは避けられず，遊離低級脂肪酸の吸着を

抑制するためにギ酸の使用が必要であると考えられ

る。しかし試薬ギ熱中には酢酸が不純物として含まれ

ているため1。〉，前述のEenaemeらの方法ではtWmg／　1

程度の低濃度の酢酸の定量は困難であると考えられ
る。

　そこで著者らは，下水汚泥中の低級脂肪酸を簡便迅

速に定量することを目的として，水中の低級脂肪酸の

直接分析におけるギ酸添加の効果および分析条件の基

礎的検討を行った。

2e実　　験

　2．遷試薬

　低級脂肪酸は，ギ酸（純度90％），酢酸（純度99。5％以

上），プuピオン酸（99．o％），　iso一酪酸（98．o％），　n一酪

酸（98．0％），iso一吉草酸（98．0％）およびn一吉草酸

（98．0％）の試薬特級をそのまま使用した。

　低級脂肪酸標準溶液は，上記の各脂肪酸をそれぞれ

水に溶解して10，000mg／！の濃度の原液を調製し，適宜

希釈混合して混合酸標準溶液として用いた。その他，

本研究での試薬はすべて和光純薬工業製の特級晶を用

いた。

　2．2　カラム充てん剤

　カラム充てん剤としては，ガスクロ工業製のEGA

！O％Uniport　S　60／80，グラファイトカーボン系の

Unicarbon　A－30060／80，ポーラスポリマー系のGas－

kuropack　5480／100およびURisole　F－20030／60（固定

相液体：エチレングリコール系，担体：Flusin　P）を用

いた。またギ酸中の酢酸の分析にはPEG　600010％

Flusin　P　30／60を用いた。

　2．3装置

　ガスクロマトグラフは，気化室の汚れを容易に取り

除くことができるガラスインサート式注入口を備えた

日立製163型を使用し，検出器にはFIDを用いた。クロ

マトグラムのピークの同定およびピrク面積の測定は

島津製デ～タ処理装置C－R2AX型で行った。

3。結果および考察

　3．i　吸着抑制に及ぼす胃酸の効果

　3．塞．箋　ゴース塾現象

　Smithらはプロピオン酸とn酪酸を用い，気化室を

272℃に加熱しながら酸素を通じて空焼きすることで

ゴーストピークの出現を防ぎ，気化室の汚れが遊離低

級脂肪酸の吸着の主な原因であるとしている4）。Smith

らの結果を確認するため，Gaskuropack　54を充てん

したステンレスカラムを用いて，空焼き前および空焼

き後の注入部に酢酸，プUピオン酸およびギ酸を連続

して注入し，溶出した各低級脂肪酸のピークについて

相対ピーク面積を測定した。その結果をFig。1－1およ

びFig．1－2に示す。注入部の空焼きはカラムを取り外

した注入部を250℃に加熱し，空気を約3時間通じて

行った。空焼き前（Fig．！－1）は，酢酸を注入した後のプ

ロピオン酸の注入によって酢酸がゴーストピークとし

て溶出し，またそれに続くギ酸の注入では，プロピオ

ン酸で洗い出し切れなかった酢酸がゴーストピークと

して出現した。このことはギ酸が酢酸やプロピオン酸

に比べて洗い出し効果の強いことを示している。一方，

空焼き後（Fig．1－2）は同様の操作によりそれぞれ極め

て小さいゴーストピークが出現した。

　以上の結果より，低級脂肪酸の吸着する箇所は主に

注入部であり，また空焼きによって吸着を抑えられる

ことが確認できた。しかし，Smithら4）も指摘している

ように，試料の注入を続けると再びゴーストピークが

現れるようになることから，注入部を空焼きする方法

は実用性に乏しい方法である。
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Fig．1－！　Relation　between　injection　number　and　peak

　　　　area　before　air　purging　of　injection　port
　　　　Injection　number　：　acetic　acid　（i－8）；

　　　　propioi3ic　acid　（9－14）；　formic　acid　（15－18）；

　　　　Sample　：　iw／vO／o　solutioR　of　each　acid；

　　　　Pacl〈ings：Gaskuropack　54；　Column　temper－

　　　　ature：2000C；Sample　vo工ume：5μ1

溶液を用いて制酸の効果について調べた。添加したギ

酸の濃度と吸着されずに溶出する各低級脂肪酸の溶出

率（Elgtion　ratio）の関係をFig．2に示す。なお溶出率

は式（1）により求めた。
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ここで

　S：試料液の注入で溶出したピーク面積

W：ギ酸（lv／v％）で洗い出されたピーク面積
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Fig．　2　Effect　of　the　concentration　of　forinic　acid

　　　added　on　elution　ratio　of　acetic　acid，

　　　prepionic　acid，　n－bntyric　acid　and　n－valeric

　　　acid
　　　Packings　：　EGA　iOO／o　Uniport　S　；　Column

　　　temperature：　！000C　；　Sample　volume：　5pt　l

2

Fig．1－2　Relation　between　injection　nuiinber　and　peal〈

　　　　area　after　alr　ptirglng　of　injection　port

　　　　Ixxjection　number　：　acetic　acid　（1－6）；

　　　　propionic　acid　（7－iO）；　formic　acld　（li－14）；

　　　　Sampie：O．　lw／v％　solution　of　each　acid；

　　　　Pacl〈ings：Gaskttropack　54；　Column　temper－

　　　　ature　：　200eC　；　Sample　volume　：　5rd

　ガラスカラムを用いてオンカラム方式の注入を試み

たが，ステンレスカラムに比べてクロマトグラムに現

れたゴーストピークは小さかったものの，ゴースト

ピークの出現を完全に抑えることはできなかった。

　これらのことから，気化室の不揮発性残留物を容易

に取り除くことができるガラスインサート式注入口を

用い，カラムには取り扱いが容易なステンレスカラム

を用いることとした。また，分析の対象である遊離低

級脂肪酸の吸着を抑制するためにギ酸を用いることに

した。

　3．1．2　吸着抑制効果に及すギ酸濃度の影響

　酢酸，プロピオン酸，n一酪酸，　n一吉草酸の混合酸標準

　試料にギ酸を添加していないときの溶出率は，酢酸

が17．6％，プuピオン酸が76．4％，n一酪酸が89．4％，　n一

吉草酸が96．9％であったが，ギ酸の添加で溶出率が向

上し，面長濃度lv／v％でほぼ10e％に達した。これらの

低級脂肪酸のなかで酢酸が最も強く吸着され，分子量

が大きくなるに従って脂肪酸は次第に吸着されなくな

る傾向が見られた。

　前述したように，添加したギ酸が高濃度であるほど

吸着を抑制する効果は強くなる。しかし，試薬ギ酸に

は酢酸（max．0．05％，　Merck社規格10））が不純物とし

て含まれているため，ギ酸を高濃度に添加することは

低濃度の酢酸の定量を困難にする。また試薬ギ町中の

酢酸含有量が多ければ，同様に低濃度の酢酸の定量が

困難になる。そこで，ギ酸と酢酸を分離できる充てん

剤PEG　6◎00！0％Flusin　Pを用い，試薬ギ酸1μ1を注

入して，本研究で使用した試薬ギ酸中の酢酸の定量を

試みた。分析結果をTable　Iに示す。その結果，試薬

ギ酸（純度90％）には約1，140mg／1，また試薬ギ酸（純度

99％）には約670mg／1の酢酸が含まれていた。また一般
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Table　1 Analytical　values　of　acetic　acid　as　an　impurity　in　formic　acid　reageRt，　and　response　iRtensity　of　FID　for

formic　acid

Coneen£rat　i　on　（　as　aeet－i　e　aeid　mg／b

Sampie
Aeeh’e　aerd Formie　aeid“ Acetie　十　Formie　aeid

Form　i　e　aeid　y’eagent

ea．90％　pure　1140
　1v／v％aq．　solR．　I　l．4　b

430
4．3　b

1570　b

15．7　b　（16．4）C

Formie　aeid　reagent

ea．99％　pure　670
　1v／v％aq．　soiR．　6．7　b

430
4．3　b

1100　b

11．o　b

Paekings：PEG　6000　10％　Fiusin　P；Column：stainless　steei．3mm　i．d．　×　lm
a　Respomse　iittemsity　of　F　ID　as　aeetie　aeid，　b　Caieulated　values，
C　Mesured　va　l　ues

にFIDはギ酸に応答しないと言われているが7），ギ酸

自身も酢酸換算で約43伽g／1に相当した応答を示すこ

とが分った。

　低級脂肪酸の分析に用いた充てん剤Unisole　F－200

は，酢酸とギ酸のピークが重なるため，試薬ギ酸（純度

90％）を用いてギ酸（lv／v％）を調製した場合，酢酸

11．4mg／1にFIDへのギ酸の応答強度（酢酸換算4．3㎎／1）

が加算され，計算上は酢酸15．7mg／1に相当した応答を

示すことになる。これは実測値の16．4mg／1とよく一一致

していた。また試薬ギ酸（純度99％）を用いてギ酸（1v／v

％）を調製した場合でも，計算上は酢酸として1LO

mg／1の応答を示し，試薬（純度90％）を用いた場合と比

べて大きな違いが見られなかった。

　以上のことから，本研究では純度90％の試薬ギ酸を

用い，また添加するギ酸の濃度を1v／v％とした。

　3．L3酢酸塩に対するギ酸の効果

　汚泥にはアンモニウムイオンや他の陽イオンが共存

しており，低級脂肪酸は遊離の状態のみで存在してい

ない。低級脂肪酸のなかで最も強く吸着された酢酸を

用いて，塩類に対するギ酸の効果を調べた。充てん剤

にEGA　10％Uniport　Sを用い，酢酸，酢酸アンモニ

ウムおよび酢酸ナトリウムの水溶液に丁丁を添加した

試料液で得られた，酢酸および酢酸塩の濃度（酢酸換

算）とピーク面積の関係をFig．3に示す。酢酸，酢酸ナ

トリウムおよび酢酸アンモニウムはほぼ同じ直線上に

あり，ギ酸は低級脂肪酸の塩類に対しても吸着を抑制

する効果のあることが確められた。
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Fig．　3　Effect　of　addition　of　foninic　acid　on　the　cali－

　　　bration　curves　for　acetic　acid，　sodium　acetate

　　　aRd　ammonigm　acetate
　　　Added　amount　of　formic　acid　（lv／vO／o）：　equal

　　　vo｝um　to　the　sample；Packings：EGA　Uniport
　　　S　；　Column　temperature：　！00”C　；　Sample　vol－

　　　ume：5μ王

　　　　ち　3．2ガスクmマトグラフの分析条件の検討

　3．2．壌充てん剤の選定

　カラム充てん剤を選定するために（a）Gaskuropack

54，（b）Uuicarbon　A－300，（c）EGA　10％Uuiport　S

および（d）Unisole　F－20eの4種類の充てん剤を用いて
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比較検討した。Mullerii）によれば汚泥中の低級脂肪酸

は，酢酸47．3～68．9％，プロピオン酸23．0～32．5％，

また酪酸4．4～19．7％であり，主な成分は酢酸とプロピ

オン酸である。できるだけ実試料に近い組成で充てん

剤の性能を比較するために，酢ee1000mg／1，プロピオ

ンWa500ing／1，　iso一酪酸1001ng／1，　n一酪酸20伽g／1，　iso一吉

草酸10伽g／1およびn一吉草酸100mg／1の混合酸標準試

料で得られたクロマトグラムの一例をFig．4一（a）～（d）

に示す。

1

　　　（a）

　　G琶竃skurOP8』ck　54

？　Col．　temp．230℃

4
3
56
　　78

e　le　2e

i　（C）

　EGA
2　Col．temp．　100℃

4

5　s

a　（b）
　　UBic＆rbon　A－3C）O

　Col．temp．140℃

2

　これら4種の充てん剤のなかで，（c）と（d）を用いた

場合にプロピオン酸とisO酪酸のピークは完全に分離

されなかった。これら2つの酸のピークの分離率12）を

Table　2に示す。（d）を用いたときのプロピオン酸と

iso一酪酸の分離率は，カラム温度120℃で95．8％，140℃

で9L5％であり，カラム温度140℃での両ピーークの分離

は120℃より劣るが，それぞれ定量が可能であった。ま

た他の3種の充てん剤に比べてシャープなピークが得

られるため，酢酸からn一吉草酸までを約7分以内で分

析することができた。以上の結果より，本法に最適な

充てん剤として（d）を選んだ。

　Table　2　Resolution　of　Propionic　and　iso－Butyric　acid

　　　　　peak

Column　packings　ColuTnB　t．emp．（℃〉　Resolutjon（％）

EGA　IO％　Uniport，　S

Unisole　F－200

100

120

140

76．5

95．　8

9玉．5

　34
　　　　　5　6

o　ao　2e
1

　　　（d）

　Uni＄ole　F－2eO
2
　Col．temp．　140　℃

56
7g

〇　　　　　　嘩0　　　　　20　　　0　　　　　　粉　　　　　　20

　　　　　　R¢tenセionセim¢《ml筒．》

Fig．　4　Typical　chromatograms　obtained　witk
　　　（a）　Gaskuropack　54，　（b）　UnicarboR　A－300，

　　　（c）　EGA　10％　Uniport　S　and　（d）　UBIsole　F－200

　　　Peal〈s：　1＝acetic　acld　（1000　mg／1），

　　　2　：propionic　acid　（500　mg／D，

　　　3＝：iso－butyric　acid　（100　mg／1），

　　　4　：n－butyric　acid　（20e　mg／1），

　　　5＝＝iso－valeric　acid　（！eO　mg／1），

　　　6＝n－valeric　acid　（10e　mg／1），

　　　7＝＝iso－caproic　acld　（IOO　mg／1），

　　　8＝n－caproic　acid　（IOO　mg／1）

　3．2．2　ピークの鋭さおよび再現性

　（1）気化室温度の影響

　酢酸ユOOOmg／1を5μ1注入したときの気化室温度と

ピーク高さ，ピーク面積，および相対標準偏差の関係

をFig．5に示す。気化室温度が高いほどシャープな

ピークが得られ，また測定されたピークの高さの再現

性も向上したが，その相対標準偏差は6．0～8．6％で

あって実用上不十分であった。一方，ピーク面積は気
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Fig．　5　Effect　of　injection　port　teinperature　on　peak

　　　height，　peak　area　and　their　relative　standard

　　　deviatioR　（R．　S．　D）

　　　O　：　area；　tw　：　height；　〈〉　：　R．　S．　D　（area）；

　　　dy：　R．　S．　D　（height）

　　　Sample　：　acetic　acid　（1000　mg／1）；　Results　of　8

　　　replicates
　　　Packings：　Unisole　F－200；　Sample　volume：5pt　1
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化室温度やピーク形状に影響されずほぼ一定してお

り，また相対標準偏差は！。6～4．2％であって，ピーク

高さに比較して良好な再現性を示した。

　（2）注入量の影響

　注入量を変えたときのピーク高さ，ピーク面積およ

びそれぞれの相対標準偏差をFig．6に示す。ピーク高

さは注入量と直線関係を示さず，また各注入量につい

て測定されるピーク高さの再現性は注入量の増加に

伴って悪くなった。一方，ピーク面積は注入量に比例

した直線関係を示し，また各注入量におけるピーク面

積の相対標準偏差は！．0～L8％であり再現性は良好で

あった。

　以上の結果より，再現性あるシーブなピークを得る

ためには少量の試料液を注入し，気化室の温度を高く

することが望ましい。しかし，注入量0．5μ1のときの酢

酸の溶出率は90．4％であり，添加したギ酸が吸着を抑

える効果は減少した。この溶出率は0．1v／v％ギ酸を添

加した試料液を5μ1注入したとき得られた92．2％（Fig．

2参照）にほぼ一致していた。これは注入された酸の量

が少なくなったため，吸着を抑制する効果が弱まった

ものと思われる。

　従って，ギ等量および注入口のセプタムの耐熱性を

考慮して，注入量を5μ1とし，気化室温度を200～220℃

とした。なお，注入量5μ璽でのピーク高さの変動が大き

いため，定量に際してはピーク面積を用いた。

　3．2．3　キャリヤーガス流量とカラム効率

　キャリヤーガスにヘリウムを用いたときの，酢酸

プロピオン酸，n一酪酸およびn一吉草酸のキャリヤーガ

ス流量とカラム効率の関係をFig。7に示す。キャリ

ヤーガス流量40～50inl／minで最適のカラム効率が得

られた。
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O　：acetic　acid　（10eO　mg／1）；　〈〉：propionic　acid

（500　mg／1）；　A　：　n－butyric　acid　（200　mg／1）；

V　：　R－valeric　acid　（100　rag／1）
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！300C；　Sample　volume　：　5rd
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　　　area　and　their　relative　staRdard　deviation　（R．

　　　S．　D）
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　　　Sample　：　acetic　acid　（！000　mg／1）；　Results　of　5

　　　replicates
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　　　Pacl〈iRgs：EGA　100／o　Uniport　S；　Flow　rate：
　　　helium　50　ml／inin；　Air　：　2．0　Kg／cm2
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　3．2．4　水棄流盤とFID感度の関係

　水素圧とFID感度の関係をFig．8に示す。ヘリウム

流量SOml／min，空気圧2kg／cm2のときに水素圧

0．7～0．8kg／c㎡で最大の感度を示した。しかし試料の

注入でFIDのフレームが消えることがあったので，感

度は低下するが安全をみて水素圧を0．9kg／cm2とした。

　3．3検盤線

　低濃度領域（0～約iOOmg／1）で作成した検量線を

Fig．9－1に，また高濃度領域（0～約10，000mg／！）で作成

した検量線をFig．9－2に示す。プmピオン酸，　iso一酪酸，

11儲酸，isO一吉草酸およびn一吉草酸の検量線はそれぞ

れ約10，00伽g／ユまで原点を通る良好な直線関係にあっ

た。なお前述（3．L2）したように，添加したギ酸に酢酸

が含まれていることから，酢酸の検量線は原点を通ら

なかったが約10，000mg／！まで良好な直線関係を示し

た。
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　3．4　分析の基本操作

　以上のことから，分析の基本操作として次の簡便な

方法を採用し，またガスクUマトグラフd一による測

定はTable　3に示す条件に設定した。

　（1）ガスクロ用試料液の調整

　試料溶液5mlにギ酸（1v／v％）5n1を添加し，ガス

クロ分析用の試料液とする。

　（2＞分析操作

　ギ酸（lv／v％）数Pt　1を連続して数回注入し，ゴース

トピークが溶出しないことを確かめる。ガスクロ用試

料液5Pt　1を注入して，得られたクロマトグラムについ

てピーク面積を測定する。混合酸標準試料液とギ酸（1

v／v％）のプランク試料液を用いて，あらかじめ作成し

てある検量線（2点検量線法）から低級脂肪酸を定量す

る。次いで，再びギ酸（IV／V％）数Pt　1を連続して数回注

入し，吸着した低級脂肪酸を洗い出し，次ぎの試料液

の分析に備える。

　Table　3　Analytical　conditions　of　gas　chromatogra－

　　　　　phy
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　3，5　分析の精度および検出限界

　混合酸標準試料を繰り返し注入し，得られたクロマ

トグラムより即成分量を求め，その再現性を調べた。

ステンレスカラムおよびオンカラム注入方式のガラス

カラムで得られた結果をTable　4に示す。

　各低級脂肪酸の種類と濃度により異なるが，ステン

レスカラムを用いて測定した各低級脂肪酸の分析値の

相対標準偏差はいずれも5％以下で，ガラスカラムを

用いた場合のものに比べて精度は少し悪いが，実用上

差し支えないと考えられる精度が得られた。検出限

界13）は酢酸については約2．5mg／1であり，他の低級脂肪

酸については！　mg／1程度であった。また酢酸の保証限

界13）は約5　mg／1であった。
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Table　4 Comparison　of　precision　of　observed　values　of　coRcentrations　of　lower　fat£y　acids　measured　wieh

a　stainless　steel　column　and　a　glass　column

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Relative　standayd　dev．i　ati　on　（％）

Coユu恥n　　　Repeti一　　／

　　　　　tions　Aeetie　Propionie　lso－ButyTic　n－But，yrie　lso－Va！erie　n－Valerie

Acid　mixture　sampユe　A

ComposKion（mgA）　100

Stainless　8

Glass　8
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4。結 言

　下水汚泥中の低級脂肪酸（C2～C5）の簡易定量を目

的として，ガスクロマトグラフd一による遊離低級脂

肪酸の直接分析について基礎的検討を行った。

　遊離低級脂肪酸の直接分析では，吸着に基づくゴー

ストピークが出現して分析を妨害するが，試料溶液に

等容のギ酸（1v／v％）を添加することで，その妨害を実

用上差し支えない程度まで小さくできた。ギ酸を添加

して試料液とする本法は，それぞれの低級脂肪酸の検

量線は低濃度から約IO，000mg／1まで直線関係にある

ため適用範囲が広く，充てん剤にUnisole　F－200を用

いてカラム温度140℃のとき，酢酸（C，）からn一吉草酸

（C，）までを約7分以内で迅速かつ精度よく分析でき

た。

　また酢酸を用いた実験から，本法は遊離酸だけでな

く，アンモニウム塩やナトリウム塩についても定量可

能であったので，下水汚泥の分析に応用できると思わ

れる。

　（1983年，日本下水道協会　第20回下水道研究発表会

において一部発表）
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