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概要

各国で代替燃料に関する法律が制定されつつあり、消費者の関心が増
加することによって、公共輸送機関におけるエタノール配合ガソリンの使
用を求めるという動きも起こっています。
米国では2005年度に380億ガロン以上のエタノールを生産しており、こ
れは2001年に比べて120%の増加となっています。現在米国では19
の州に延べ100以上のバイオエタノール製造工場があり、世界的にはさ
らに110箇所ほどあります。米国のバイオエタノール製造工場だけでも年
間470億ガロンの生産能力があります2)。とうもろこしなどを原料とする

製造においては、酵素やイーストを利用しスターチと糖をエタノールに変換
する発酵プロセスを利用しています。この発酵プロセスの生産性を向上さ
せるためにはイーストの活性に影響するファクタを管理する必要があります。
このプロセスにはグルコース・エタノール・乳酸・酢酸の濃度に関するモニタ
リングが含まれています3)。これは発酵条件を最適化するために用いられ、
一般的にはHPLC分析法が使われています。典型的なHPLC分析時
間は20分～30分です4)。
このアプリケーションノートでは高速HPLCによる分析時間10分のメソッド

をご紹介します。分析時間の短縮はラボのコスト削減だけでなく、生産
工程を細かにコントロールすることにより生産性を向上させることにも貢献
します。

サンプルの準備
デキストリン(タイプ1：とうもろこし由来)/マルトトリオース/マルトース(一水
和物、グレード1)/グルコース一水和物/L(+)-乳酸
(SigmaUltra，98%)/グリセロール/酢酸(96.0%)/硫酸(ACS試
薬)/エタノール
以上すべてSigma-Aldrich(Milwaukee,WI)より購入しました。
エタノール，工業用標準はMidland Scientific(Omaha,NE)より購

入しました。
※デキストリンは少量の低分子量ポリサッカライドを含むポリサッカライドの
混合物です6)。クロマトグラムによれば、3つ以上のグルコースユニットを持
つポリサッカライド92.1%とマルトトリオース2.7%、マルトース1.7%、グ
ルコース2.6%、未同定のオリゴサッカライド0.9%が含まれており、この

値は標準濃度の計算に用いられました。

分析条件

装置 : 1515/717plus/2414 HPLCシステム

カラム : 7.8x150mm, IC-PakTM Ion Exclusion
プレカラム : 6.0x50mm SH-1011P
カラム温度 : 75 ℃

流速 : 1.0 mL/分
移動相 : 0.5mM 硫酸

注入量 : 5μL
RI温度 : 30℃
RI sensitivity : 32
RI time constant   : 0.2sec
サプリング速度 : 5ポイント/秒

1515/717Plus/2414
アイソクラティックHPLCシステム

Alliance2695/2414 
グラジエントHPLCシステム



図2. 乳酸の検量線；R2=0.9999

表1. 各成分の検量線(面積値vs濃度)

図1. 主成分8化合物のHPLCクロマトグラム

1.デキストリン
2.マルトトリオース
3.マルトース
4.グルコース
5.乳酸
6.グリセロール
7.酢酸
8.エタノール

エタノール発酵試料は糖とアルコールを含み
ます。主な成分としてはデキストリン、マルトト
リオース、マルトース、グルコース、乳酸、グリ
セロール、酢酸、エタノールです。図1には
WatersのHPLCシステムを用いてカラム径・

カラム温度・移動相の濃度・流速を最適化
して分析したクロマトグラムです。個々のピー
クは標準試料の分析から同定されました。

表1には検量線情報をまとめまたものを示し

ます。面積値に対して濃度をプロットした検
量線は表中に示した濃度範囲で直線性が
良好でした。ピーク高さを用いた場合にも同
様の範囲で直線性が得られました。

図2には乳酸の検量線を示します。



表2. 市販工業用の燃料エタノール標準試料の比較

表3. 移動相中の硫酸濃度の変化に対する繰り返し再現性

酸性化合物の保持時間は移動相のpH(硫酸の濃度)に
よって変わります。図3にはこの硫酸濃度を変化させたとき

の各成分の保持時間の再現性をまとめました。範囲は
90% か ら 103% で あ り 、 こ れ は 0.452mM か ら
0.515mMに相当します。

表3には市販の工業用燃料エタノールを異なる移動相の

硫酸濃度で測定した場合の繰り返し再現性を示します。
保持時間の平均は±0.7%以内であり、定量結果は
±8.7%以内と安定した結果が得られました。

表2には市販の工業用燃料エタノール標準試料を分析した結果の比較を示します。各6回ずつ注入しています。
いずれのピークの定量結果も±10%以内に収まっています。

図3. 保持時間再現性のまとめ



まとめ

WatersのHPLCと最適化された分析条件によって、分析時間わずか10分の燃料エタノール発酵成分の分析が可能に

なりました。市販の工業用燃料エタノールの分析において精密かつ正確な定量結果が得られました。
分析時間の短縮化は生産性を向上させコスト削減にも貢献します。
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