
Agilent 1290 Infinity LC UHPLC システムを
使用した逆相 HPLC による
トリグリセリドの高分離能分析

概要

ダイオードアレイ検出器 (DAD) を備えた Agilent 1290 Infinity LC システムを使用して、

非水系逆相グラジエント条件で大豆油に含まれるトリグリセリドを分析しました。カラ

ムには、600 bar (9000 psi) または 1200 bar (18,000 psi) で使用可能な 1.8 µm の充てん剤

を充てんした種々の長さの 内径 3.0 および 2.1 mm の ODS を使用しました。溶出力の強

い溶媒としてイソプロピルアルコール (IPA) またはメチル tert-ブチルエーテル (MTBE)

を、溶出力の弱い溶媒としてアセトニトリルを使用して長い高分離能カラムを用いた場

合の Agilent 1290 Infinity LC システムの性能を示します。
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はじめに

動物または野菜を由来とする油脂中のトリグリセリドをそのま

ま分析することは、トリグリセリドの化学組成の解明、燃料と

しての可能性の評価、および生体システムにおける脂質代謝と

その作用の解明などに役立ちます。高速液体クロマトグラフ

(HPLC) でトリグリセリドを分析するには、一般的にグラジエン

ト溶出と短波長での検出が必要です。トリグリセリドには発色

基がほとんどないので、蒸発光散乱検出器 (ELSD) または質量

分析計を使用することも有効です。

このアプリケーションノートの作成に先立ち、大豆、トウモロ

コシ、米糠、ベニバナ、ブドウの種、オリーブ、およびヤシな

どさまざまな植物油を分析しましたが、米国では大豆油の生産

量が非常に多くバイオ燃料の生産の重要性が高まっているの

で、このアプリケーションノートでは、大豆油に含まれるトリ

グリセリドの分離度が最大になる条件を検討しました。ただ

し、ここで紹介する条件は、動物性油脂を含むさまざまな油脂

にも適用することができます。

一般に、トリグリセリドの水に対する溶解度は非常に小さいの

で、順相クロマトグラフィもしくは非水系逆相クロマトグラ

フィによって分離します。順相クロマトグラフィは、主に極性

官能基の違いに基づいて試料を分離します。一方、逆相クロマ

トグラフィは、炭素鎖の長さまたは不飽和結合の数などの炭素

骨格のわずかな性質の違いにより試料を分離します。

Perkins の著書によれば [1]、大豆油の場合、トリグリセリドの

主要な構成脂肪酸は、ミリスチン酸 (14:0)、パルミチン酸

(16:0)、オレイン酸 (18:1)、リノール酸 (18:2)、およびリノレン

酸 (18:3) です。その他にも少量の脂肪酸が多数存在しますが、

それらの脂肪酸とグリセロールとの結合はランダムなので、ト

リグリセリドの構成脂肪酸の組み合わせは多岐にわたっている

可能性があります。トリグリセリドの構成脂肪酸の主な差異は

炭素鎖の長さと二重結合の数であるため、トリグリセリドの多

様性のほとんどは非極性な有機構造の特徴に起因していると見

ることができます。したがって、逆相クロマトグラフィがこの

アプリケーションに最適であると考えられます。トリグリセリ

ドは水に対する溶解度が極めて小さいので、通常は有機溶媒比

率の高い移動相か、またはこのアプリケーションノートのよう

に非水系移動相を使用します。

トリグリセリドの典型的な構造を図 1 に示します。[2]

構成脂肪酸は上から順に、パルミチン酸 (C16:0)、オレイン酸

(C18:1)、aリノレン酸 (C18:3) で、炭素鎖の長さや二重結合の

数、位置が異なっています。組成式は C55H98O6 です。
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図 1. トリグリセリドの典型的な構造

実験

サンプル調製

IPA または 体積比 2:1 のメタノール/MTBE 中で濃度 10 mg/mL
の溶液を作り、適宜希釈して使用しました。試料注入量は 0.2
〜 2 µLです。

LC メソッドの詳細
LC 条件

Agilent 1290 Infinity LC システム・バイナリポンプ G4220A、
Agilent 1290 Infinity LC システム・オートサンプラ G4226A
Agilent カラムコンパートメント G1316C (スイッチングバルブ搭載)
Agilent 1290 Infinity LC システム・ダイオードアレイ検出器 G4212A 
(光路長 10 mm のファイバーオプティックフローセル搭載)
カラム: (具体的な使用方法は各クロマトグラムを参照してく

ださい)
Agilent ZORBAX SB-C18 RRHT、3 mm x 150 mm、
1.8 µm 600 bar、部品番号 829975-302
Agilent ZORBAX SB-C18 RRHD、2.1 mm x 100 mm、
1.8 µm 1200 bar、部品番号 858700-902
Agilent ZORBAX SB-C18 RRHD、2.1 mm x 150 mm、
1.8 µm 1200 bar、部品番号 859700-902
場合によりカラムを直列につなぎ分離能を向上させま
した。

カラム温度: 20 ºC または 30 ºC
移動相: A = アセトニトリル

B = IPA または MTBE (クロマトグラムを参照)
流量: クロマトグラムを参照してください

グラジエント: IPA に比べ MTBE の溶出力は大きいので、グラジエン
ト条件は、IPA の場合は 20 % 〜 60 %、MTBE の場合
は 10 % 〜 40 % としました。グラジエントは、カラム
ボリュームあたりの増加を IPA グラジエントでは
2.6 %、MTBE では 2.0 %に保ち、それに応じてグラジ
エント時間および流量を変更しました。これは、
Agilent メソッドトランスレータを使用して計算しま
した。[3]

DAD 条件

検出； 210、220、および 230 nm、バンド幅 4 nm、リファレンス；オフ



3

結果と考察

アセトニトリル/IPA グラジエントを使用したトリグリセリドの

分離例を図 2 に示します。

図 2 のクロマトグラムとその条件について、次のような指摘が

あると思われます。溶出力の弱い有機溶媒として、より安価な

メタノールを使用するのが理想的ですが、メタノールまたはメ

タノールを含む変性エタノールを使用すると、トリグリセリド

の分離度が大きく低下します。アセトニトリル/IPA のグラジエ

ントを行う場合、システム圧の大幅な増大が起こり、システム

の使用上限圧力が分離条件の制限となる可能性があります。ま

た、クロマトグラフィの分離能は温度の上昇とともに低下する

ため、溶媒の粘性を低下させる手段としてカラム温度を上昇さ

せることは一般的に好ましくありません。

しかし、最高使用圧の高いシステムとカラムを使用すること

で、これらの制限にとらわれずに最適な分離条件を検討するこ

とができます。

大豆油、10 µg、0.6 mL/min、20 % 〜 60 % IPA/24 分。
ZORBAX SB-C18 RRHT 、3 mm × 150 mm 1.8 μm、30 ºC で最大 370 bar

図 2. 3 mm × 150 mm の ZORBAX RRHT、1.8 µm カラムにおける大豆油の クロマトグラム (UV 210-nm、上段)。システム圧のトレース (下段)。流
量 0.6 mL/min、グラジエント時間 24 分。移動相、IPA/ACN。クロマトグラムは、トリグリセリドの分離で見られる典型的な難しさを示し
ており、クロマトグラフ的に類似しているトリグリセリドの小さなピーク群が見られます。これらのピーク群は、炭素数および不飽和度が
同じ位置異性体ではなく、質量分析の結果からさまざまな鎖長および二重結合の数を持つトリグリセリドの混合物であることがわかってい
ます。

圧力

分

分
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図 3. 図 2 の上段に示した 30 ºC におけるクロマトグラムの拡大。図 2 とカラム温度以外は同条件でカラム温度 20 ºC のクロマトグラム (下段)

大豆油、10 µg、0.6 mL/min、20 % 〜 60 % IPA/24 分。
ZORBAX SB-C18 RRHT 、3 mm × 150 mm 1.8 μm、30 ºC で最大 370 bar

大豆油、10 µg、0.6 mL/min、20 % 〜 60 % IPA/ 24 分。
ZORBAX SB-C18 RRHT 、3 mm × 150 mm 1.8 μm、20 ºC で最大 400 bar

図 3 では、30 ºC で分離したときに比べ、20 ºC では分離に改善

が見られます。低い温度でのシステム圧の増加はおよそ 10 %
です。分離とシステム圧の兼ね合いから、多くの場合、分離は

30 ºC で行われてきましたが、Agilent 1290 Infinity LC システム

の最高使用圧は 1200 bar なので 20 ºC での分離も可能であり、

分離の改善に有効であることが明らかになりました。

分

分
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図 4. Agilent ZORBAX SB-C18 RRHD カラム (最高使用圧 1200 bar)、2.1 mm × 250 mm、1.8 µm、(150 mm と 100 mm を接続) による大豆油の分
析。流量 0.29 mL/min、グラジエント時間 27 分。最大圧力 760 bar。

大豆油、10 µg、0.29 mL/min、20 % 〜 60 % IPA/ 27 分。
ZORBAX SB-C18 RRHD 、2.1 mm × 250 mm 1.8 μm、20 ºC で最大 760 bar

図 4 では、カラムを長くするとトリグリセリドの一部の分離度

が著しく向上することがわかります。分離度をさらに改善する

には、より長いカラムを試すか、別の移動相またはカラム (固
定相) を試すことが現実的です。トリグリセリドの分析でもほ

とんどの高性能分離と同様に、システム圧や使用温度、最大流

量などが分離条件の制限になる傾向があります。トリグリセリ

ドの分子量が比較的大きいことや分子構造が柔軟なことなどの

理由により、高いカラム温度や高流量でのトリグリセリドの分

離はうまくいきませんでした。有機溶媒の変化率が同じとなる

ように注意深くグラジエント条件を変換しても、高流量での分

離ではクロマトグラム全体にわたって分離度の低下が見られま

した。IPA はかなり粘性が高く大きな圧損の原因となるので、

IPA の代替として、アセトニトリルと混和性があり短波長での

UV 検出に適した他の低極性溶媒を検討する必要があります。

分
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図 5 では、MTBE への変更とグラジエント条件の最適化によ

り、低いシステム圧で IPA での分離に匹敵する結果が得られま

した。トリグリセリドの分離では、高いカラム温度や高流量に

より分離度が低下することを考慮すると、Agilent 1290 Infinity

LC システムでトリグリセリドの分離を最適化するためには、高

い最高使用圧 (1200 bar) を生かして長いカラムを使用するのが

最適です。ZORBAX RRHT カラムも 1200 bar までの耐圧を有し

ています。

図 5. IPA の代わりに MTBE を使用する以外は図 4 と同条件とし、MTBE の溶出強度を考慮してグラジェントを最適化することにより、システム
圧の変化が非常に小さい新しい分離条件が得られました。流量 0.29 mL/min、MTBE 10 % 〜 40 % / 27 分、最大圧力 440 bar。

大豆油、10 µg、0.29 mL/min、10 % 〜 40 % IPA/ 27 分。
ZORBAX SB-C18 RRHD 、2.1 mm × 250 mm 1.8 μm、20 ºC で最大 440 bar

分

分

圧力
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初めに分離度と分析時間が妥当なバランスとなるようにカラム

温度や流量、グラジエント条件を最適化した後、いくつかの有

機溶媒の組み合わせを検討しました。その結果、図 6 に示すよ

うに、トリグリセリドの分離に理想的な条件下で、粒径 1.8 µm
の非常に長いカラムセットを使用する最高の条件が得られまし

た。システム圧が730 bar (Agilent 1290 Infinity LC システムの最

高使用圧 1200 barの約60%) であるので、Agilent 1290 Infinity LC
システムでは、より長いカラムあるいはより低いカラム温度が

使用可能で、分離度をさらに改善できる可能性があります。

MTBE または IPA を使用した分離は、検出器の 1 つとして質量

分析計と共に使用できます。以前の研究で、質量分析計がこの

サンプルおよびその他のサンプルに見られる多くのトリグリセ

リドの組成を迅速かつ正確に同定できることを示しました。非

水系の緩衝液を含まない移動相でエレクトロスプレーの性能を

最適化する場合、イオン化効率を向上させ分子イオンを確実に

検出するため、メタノールとギ酸アンモニウム緩衝液の混合溶

液質量分析計の前で添加する方法が有効でした。McIntyre [4]
が示したように、ギ酸アンモニウムを含む移動相を使用する

と、分子イオンの検出が著しく改善されます。

図 6. ZORBAX SB-C18 RRHD 、1.8 µm 2.1 mm × 400 mm (150 mm + 150 mm + 100 mm 直列) における大豆油の分離。
流量 0.29 mL/min、グラジエント時間 43 分。20 ºC で、最大圧力 730 bar。

大豆油、30 µg、0.29 mL/min、10 % 〜 40 % MTBE/ 43 分
ZORBAX SB-C18 RRHD 、2.1 mm × 400 mm、1.8 µm、20 ºC で最大 730 bar

分
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結論

Agilent 1290 Infinity LC システムを使用して、UHPLC の性能を示し

ました。室温より低いカラム温度で粒径 2 ミクロン以下の長いカ

ラムを使用することにより得られた分離度の大きな改善は、今回

使用したサンプルやその他の同種の物質の主成分および微量成分

の解明に役立ちます。これにより、油脂組成の解明や代謝におけ

るトリグリセリドの役割の解明、さらに、LC/TOF-MS での分析に

関心が集まっているリピドミクスの分野において液体クロマトグ

ラフィがより多く貢献することができると期待されます。
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