
ACQUITY UPLC®/ELS/UVによる
バイオディーゼル中のFFA，FAME，TAGの高速分析

No. No. 720002155720002155JJ

概要

バイオディーゼルは化石燃料の代替品として注目を集め、開発が進み、需
要が伸びています。国によっては政策や助成金による補助も行われています1)-

4)。2004年～2005年のバイオディーゼル生産量はUSで10万トンから110万
トンに増加しました。2004年のEUにおける生産量は230万トンでしたが、

2007年には400万トンに達する見込みです3)。バイオディーゼルは各国で標準
化されており、規格化が進んでいます(US；ASTMD6751，EU；EN14214
＆EN590，ブラジル；ANP2551)-4))。

種油と動物性脂肪の脂肪酸メチルエステル(FAME)として知られるバイオ
ディーゼルは触媒存在下でトリグリセロール(TAG)とメタノールのエステル化反応

によって生成されます。(図1)不純物としては、未反応のTAG、反応中間体の
モノアシルグリセロール(MAG)やジアシルグリセロール(DAG)、副生成物のグリ

セロールと遊離脂肪酸(FFA)が存在する可能性があります。狭雑物を多く含む

バイオディーゼルは自動車などの機能に問題を引き起こす恐れがあるため、その
品質管理は重要な課題です1)2)5)6)。

GCとHPLCによるバイオディーゼルとその不純物の分析1)2)8)-13)においては
異なる条件による分析が必要となります。例えばFAMEとTAGはGCで分析さ

れますが、高沸点のTAGのために350℃での測定が必要で、不揮発性成分

(FFA，MAG，DAG)は誘導体化を行う必要があります。誘導体化反応は時

間を要しますし定量分析には必ずしも適していません1)2)8)。また、一般的な
HPLC分析条件でも30分～80分の測定時間がかかり、ハロゲン化溶媒使用

に対する発ガン性への懸念から規制されている場合があります9)-13)。
このアプリケーションノートでは、Waters ACQUITY UPLC®システムを用

いたFAMEバイオディーゼル合成の高速分析例をご紹介します。検出器として
フォトダイオードアレイ(PDA)とエバポレート光散乱検出器(ELS)を、移動相とし

てアセトニトリルとイソプロパノールを使用しています。

サンプルの準備
バイオディーゼルはスーパーマーケットブランドの大豆油と試

薬グレードのメタノール・水酸化ナトリウムを用いて合成され
ました 14)。そのうち一部をイソプロパノールで希釈し、
0.45μmのPVDFシリンジフィルタ(WAT200531)でろ

過し、12mg/mLの濃度のサンプルを調整しました。標準
品(表1)はシグマーアルドリッチ社とTCIアメリカより購入し、

イソプロパノールで希釈して原液を作成しました。原液を混
合・希釈し、0.5mg/mLの標準サンプルと0.7mg/mLの
大豆油サンプルを調整しました。

分析条件

装置 : ACQUITY UPLC® ELS/PDAシステム
EmpowerTM2ソフトウエア

カラム : ACQUITY BEH C18 
1.7μm  2.1x 150 mm

カラム温度 : 30 ℃

移動相A : アセトニトリル
移動相B : イソプロパノール

メソッド1流速 : 0.15mL/分
メソッド1グラジエント : 10%(0分)-90%B(22分)
メソッド2流速 : 0.17mL/分
メソッド2グラジエント : 11%(0分)-37.5%(7分)

-90％(7.01分)-90%B(12分)

PDA測定波長 : 195 ～300nm
PDAサンプリングレート : 20ポイント/秒

ELSゲイン : 500
ネブライザー : Cooler
N2ガス圧 : 40psi
ELSサンプリングレート : 20ポイント/秒
ドリフトチューブ温度 : 55℃
タイムコンスタント : 0.1

ACQUITY UPLC® システム

図1. エステル化反応の経路

図1にはエステル化反応と加水分解反応

経路を示します。バイオディーゼルの合成

条件が最適でなかったり、保存条件がよく

ない場合には、不純物濃度が高くなります。



図2. 大豆油から合成したバイオディーゼルのELSクロマトグラム(12mg/mL)

図3. 大豆油から合成したバイオディーゼルのUVクロマトグラム(12mg/mL)

前報ではUPLCテクノロジーを用いた、種

油中のTAGの高速分離について報告しま

した15)16)。UPLC分析メソッドによって、大

豆油中の関連成分18種を同定することが

できます。
表１にはグリセロール、6種のFAME、6種
のFFA、2種のMAG、2種のTAGと大豆

油を含む成分のCASナンバーとクロマトグラ

ム中に使用したピークラベルをまとめていま

す。

図2，3，4にはバイオディーゼルと標準サン

プルのELSクロマトグラムとUVクロマトグラム

を示しました。これらはメソッド1(分析時間

22分)を使用しています。いずれも多数の

ピークが分離・検出されていることがわかり

ます。ほとんどのピークは標準ピークとの比

較によって同定することができました。

大豆油のエステル化反応の生成物である

5種のFAME(4,7,10,11,13)は保持時

間3.7分から7分の間で分離されています。

ピークcはリノレン酸メチル、ピークeはリノー

ル酸メチルで、オレイン酸メチルとパルミチン

酸メチルはピークgに共溶出しており、ピー

クiはステアリン酸メチルです17)。

グ リ セ ロ ー ル (1) 、 MAG(3,6) 、

DAG(16) 、 TAG(17) と 5 種 の FFA 
(2,5,8,9,12)は加水分解反応によって

生成する、好ましくない成分と言えます。こ

れらもすべて検出され、同定されています。

保持時間12分以降に溶出するピークは

大豆油中のTAG成分とよく一致していま

す。また、7分から12分の間に現れている

ピークは反応中間体のDAGと推定されま

す。

標準ピークとの比較から、アルキル鎖長の

短いものが早く溶出し、かつ不飽和結合の

数が多いものが早く溶出していることがわか

ります。不飽和結合を持つメチルエステルと
FFAは210nmにおいてUV吸収が高く、

PDA検出器によって容易に検出できます。

210nmでの抽出クロマトグラムはエステル

化反応・加水分解反応のモニターに使用

できます。UV吸収が低い成分もELS検出

によって検出されます。

図4. 標準品のELSとUV(210nm)クロマトグラム；メソッド1 
大豆油(0.7mg/mL),FFA,FAME,MAG,DAG,TAG(各0.5mg/mL)



表1. バイオディーゼルに関連する標準品と図中のラベル

図5. 自家製バイオディーゼルのELSクロマトグラム；メソッド2

反応モニターにおいては、TAG、ピークが減

少していくにつれ、MAG、DAG、FAMEピー
クが大きく増加していく様子が観察されます。

TAGが反応によって消費されると、MAGと

DAGのピークが減少を始めます。FAMEピー
クは増加し続け、MAGとDAGが消費されて

いきます。反応時間に対し、ピーク強度をプ

ロットしていくことにより、反応経路と進行度

を容易にモニターすることが可能です。

予期しない副反応が起こったような場合には、

MS検出器の利用によって構造に関する情

報も得ることが可能です。

生産技術の観点からは、反応の終点の決

定はFAME、FFAの相対的な量と残存

TAG量によってなされます。そのような場合、

FAMEとFFAの分離に重を置き、容易に同

定されるTAGの溶出を早めた分離条件が

適切かもしれません。

図5、6には自家製のバイオディーゼルの

ELSとUVクロマトグラムを示します。メソッド

2(分析時間12分)で短いグラジエント分析

条件となっています。図7に示した標準品の

クロマトグラムと比べ、初めの9分間に現れる

ピークは容易に同定でき、かつTAGの短時

間での溶出により、分析時間が短縮されて

います。

このような分析条件の利用によって、さらに

効率の高い、ハイスループット分析が可能と

なります。

図6. 自家製バイオディーゼルのUVクロマトグラム；メソッド2



図7. 標準品のUVとELSクロマトグラム；メソッド2

まとめ

Waters ACQUITY UPLC®/ELS/UVシステムの利用により、バ

イオディーゼルの高速・高感度・高分離能分析が可能になりました。

この分析条件は最終製品の品質管理だけでなく、エステル化のよう

な合成反応のモニタリングに使用することができます。ELSとUVといっ

た複数の検出器を用いることにより、予期しない副反応による生成

物も検出できる確率が高くなります。分析時間は従来のHPLCに比

べ何倍も短くなっており、毒性の低い移動相溶媒のより少ない使用

量で分析が行えます。この移動相条件はMS検出器の利用にも適

しています。

このアプリケーションはバイオ・医薬・食品・化粧品など他の幅広い分

野にも応用が期待されます15)16)。
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