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ガスクロマトグラフ質量分析計 (GC-MS)を用いた
各種微細藻類由来の脂肪酸組成の評価
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形式があり、文献毎で用いられる単位の表記方法が異なり
ます 1-8)。また生産性ばかりでなく、微細藻類バイオマス
の脂質組成分析についても、条件が文献によって様々であ
り、それらのうち脂肪酸分析では抽出溶媒の種類や比率、
さらには手法そのものが研究グループ毎で全く異なってい
ます (表1) 9-14) 。こうした問題は、単純な環境条件に関する
指標（光環境、水温、pH、曝気量、各種ガス濃度等）やそ
の他多くの指標においても同様に見られます。結果、こう
した成果報告が、適切に比較・検証されることは稀で、
個々の独立した成果報告が体系化されることなく散在して
いる状態です。こうした状況は、試験や分析の標準手法や
評価基準が体系化されていないことから生じる問題であり、
解決に向けて取り組むべき課題の一つです。特に、微細藻
類に含まれる脂肪酸はSAFの原料となるため、SAFのポテン
シャルを評価する上で各種藻類種が持つ脂肪酸に関する分
析手法の標準化について早急に取り組む必要があります。
そこで本研究では、ガスクロマトグラフ質量分析計、
GCMS-TQ8040 NXを活用し、微細藻類由来の脂肪酸分析に
おける抽出溶媒の種類や比率、また手法の比較検証を試み
ました。

要旨
近年、微細藻類を利用したSustainable Aviation Fuel (SAF)

の生産に対する関心が急速に高まっています。微細藻類に
含まれる脂肪酸がSAF原料となるため、それら脂肪酸に関す
る分析手法の標準化を推進していく必要があります。本稿
では、高分解能かつ高感度で検出が可能なガスクロマトグ
ラフ質量分析計 GCMS-TQTM8040 NXを用いて、微細藻類バ
イオマス中の脂肪酸に対する分析手法の検証を行なった事
例についてご紹介します。

1. はじめに
微細藻類のSAFに関する研究において、標準的な試験・

分析の手法や評価基準等が明確に規定されていない状況で
す。そのため、これまでの微細藻類に関する研究の多くは、
その成果を公平に比較・評価することが極めて困難です。
例えば、生産性に関する記述形式については、単位体積ま
たは単位面積・時間あたりのバイオマス量変化（g-biomass
L⁻¹ d⁻¹, g-biomass m⁻² d⁻¹）、単位体積・時間あたりの細胞
数変化（cell L⁻¹ d⁻¹）、単位時間あたりの吸光度（Optical
Density, OD）変化（ΔOD d⁻¹）をはじめとした多種多様な 2. 実験

本研究では、微細藻類中の脂質のうち脂肪酸メチルに変
換できるものを分析しました (図1)。すなわち、微細藻類

・抽出工程を介した脂肪酸のメチルエステル化
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の凍結乾燥物 (10 mg)について、各種抽出溶媒 (1 mL)と細
胞破砕ビーズ (ジルコニアビーズ、0.1 mm)を加えた後、
2,500 rpm・1分、間隔2分の条件を8回繰り返し、細胞破砕
を行いました (図1A)。そして、3 mLの抽出溶媒と2.5 mLの
Tris buffer (50 mM Tris, 1 M NaCl, pH 7)を加え、5分間攪拌し
ました。遠心分離して抽出溶媒層を回収しました。また残
渣中に色が残る場合には、1 mLの抽出溶媒を加えた後、5
分間の攪拌を行い、遠心分離して抽出溶媒層の回収を再度
行いました。回収したサンプルについては、窒素ガスを吹
きつけることで乾燥させました。

上記で調製したサンプルを5% H2SO4/MeOH (3 mL)で溶解
し70℃で3時間反応しました (図1B)。そして、超純水 (3 mL)
とヘキサン (3 mL)を加えて攪拌した後、遠心分離して上層
を回収しました。その後、少量の無水硫酸ナトリウムを加
えることで、サンプル中の水を取り除きました。得られた
サンプルについて、GCMS-TQ8040 NXを用いて、脂肪酸メ
チルの組成解析を行いました。 

図 1 微細藻類バイオマスにおける脂肪酸の分析手法
(A) 微細藻類バイオマスからの脂質抽出
(B) 抽出物における脂肪酸のメチルエステル化

表 1 過去文献に見られる脂質分析における抽出溶媒の一例 

(A)

(B)

微細藻類の凍結乾燥物 (10 mg)について、1 mLのトルエン
と2 mLの0.5 M CH3ONa/MeOHを加え90℃で30分間反応し
ました (図2)。室温に戻るまで静置した後、14% BF3/MeOH
(2 mL)を加えました。そして、90℃で30分間反応しました。
室温に戻るまで静置した後、ヘキサン (3 mL)とNaCl飽和水
溶液 (3 mL)を加え90℃で10分間反応しました。その後、遠
心分離して上層を回収しました。少量の無水硫酸ナトリウ
ムを加えることで、サンプル中の水を取り除きました。得
られたサンプルについて、GCMS-TQ8040 NXを用いて、脂
肪酸メチルの組成解析を行いました。 

本研究では、GCMS-TQ8040 NXを用いました (図3A)。分
析条件を表2に示しています。さらに、Smart Metabolites
DatabaseTM (図3B)を用いて、n-アルカンの保持時間から登
録化合物の保持時間を予測し分析メソッドの自動作成を行
いました。また、Supelco 37component FAME Mix (シグマ
アルドリッチ)を用いて、各脂肪酸の含有量を算出しました。
すべての値は平均値±SDで示しました。

・GC-MSの分析条件

・脂肪酸のin situメチルエステル化
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図 3 GCMS-TQTM8040 NX (A)とSmart Metabolites DatabaseTM (B)

表 2 GCMS分析パラメータ(Smart Metabolites Database: FAME分析メソッド)

図 2 微細藻類における脂肪酸のin situメチルエステル化 

(A) (B)
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[GC]

カラム SP-2560(0.25 mm I.D. × 100 m, 0.20 μm, Supelco)

注入口温度 250℃

注入量 2 μL

注入方式 Split

キャリアガス ヘリウム

制御方式 線速度

オーブン温度 40℃(2 min) – (4℃/min) – 240℃(2 min)
[MS]

IF温度 250℃

イオン源温度 200℃

イオン化法 EI

測定モード Scan
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3. 結果・考察

図 4 スピルリナ (A)、クラミドモナス (B)、ならびにナンノクロロプシス (C)における各種脂肪酸に対する分析手法の比較検証

クラミドモナスについても、CHCl3/MeOH (2:1)の抽出によ
る抽出が他の溶媒に比べて、C18:2やC18:3をはじめとした
脂肪酸含有量が高くなる傾向が示されました(図4B)。一方、
ナンノクロロプシスでは、CHCl3/MeOH (4:5)の抽出による
抽出がC16:0やC18:0、ならびに総脂肪酸含有量が他の抽出
溶媒に比べて高くなる傾向が見出されました (図4C)。これ
らの結果から、溶媒の種類や比率によって微細藻類に含ま
れる脂肪酸量が異なる結果が示され、抽出工程によって微
細藻類のポテンシャルを見誤る可能性が示唆されました。
また最適な条件もそれぞれの藻類で異なることから、各微
細藻類種で抽出溶媒の検討を行う必要があると考えられま
す。

このように、微細藻類中の脂肪酸分析の結果が抽出工程
で用いる溶媒の選択で影響を受けることが示されました。
近年、抽出工程を挟まずに、微細藻類バイオマスに含まれ
る脂肪酸のメチルエステル化法 (in situ法)に関する研究が盛
んに行われています15)。

微細藻類の脂肪酸分析において、文献毎で用いられる抽
出溶媒の種類や比率が異なっており9-14)、それぞれの条件に
おける微細藻類の脂肪酸組成に対する比較評価について検
証されていません。そのため、様々な藻類種において、各
文献で抽出効率が高い溶媒の種類や比率を一線上で比較検
証する必要があると考えています。そこで本研究では、ま
ずスピルリナ (Arthrospira platensis UTEX-3086)、クラミド
モナス (Chlamydomonas reinhardtii CC-1010)、ならびにナ
ンノクロロプシス (Nannochloropsis oceanica NIES-2145)に
ついて、抽出溶媒の種類や比率が脂肪酸組成分析に与える
影響を検討しました。その結果、GCMS-TQ8040 NXで得ら
れたクロマトグラムにおいて、どの抽出溶媒でも検出され
る脂肪酸メチルに違いは認められなかったものの、各種脂
肪酸メチルの量について、差異が見られました (図4)。すな
わち、スピルリナでは、CHCl3/MeOH (2:1)による抽出が
C16:0やC18:3の含有量を高める傾向が示され、総脂肪酸含
有量も他の抽出溶媒に比べて高いことが見出されました (図
4A)。
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図 5 スピルリナ (A)、クラミドモナス (B)、ならびにナンノクロロプシス (C)における各種脂肪酸に対する従来法とin situ法の比較

4. まとめ米国の藻類バイオマス機構 (Algae Biomass Organization,
ABO)では、微細藻類バイオマスの脂肪酸分析手法として、
in situ法を推奨していますが16)、抽出工程を介した従来法と
in situ法における比較検証があまり行われていません。そこ
で我々は、従来法とin situ法の比較検証を行いました。その
結果、従来法とin situ法で、検出される脂肪酸メチルに違い
が認められなかったものの、それらの量に顕著な差異が見
られました (図5)。すなわち、in situ法では、どの藻類種に
おいても従来法に比べて全体の脂肪酸量が低くなる傾向が
示されました。本結果から、in situ法は簡便かつ迅速な脂肪
酸分析法であるものの、微細藻類バイオマスの脂肪酸を評
価する上では更なる検証と改良を重ねる必要があるものと
考えられます。 

本アプリケーションノートでは、ガスクロマトグラフ質
量分析計 GCMS-TQ8040 NXを用いて、微細藻類における脂
肪酸分析手法の比較検証について紹介しました。抽出工程
を介した脂肪酸分析法では、溶媒の種類や比率によって微
細藻類に含まれる脂肪酸検出量が異なることが示されまし
た。また各微細藻類種で最適な条件が異なるため、抽出工
程を介した分析では抽出溶媒の検討が必要となります。こ
れに対し、抽出工程を介さないin situメチルエステル化法で
は、抽出工程を介したものに比べて、脂肪酸の検出量が低
下することが見出され、更なる改良が必要であることが示
唆されました。
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