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We analyzed glycerol using thin-layer chromatography (TLC) and compared the separation resolution
of some mobile phases. When acetonitrile:distilled water (85:15 v/v) was used as a mobile phase, the
band of glycerol on the TLC was more distinctly and rapidly separated. Using TLC analysis, we pre-
pared a calibration curve for the glycerol concentration vs. the area of the glycerol band in which the
glycerol concentration of the x-axis was converted into a log-scale ranging from 3.0 to 0.0625 (%,
w/v). Based on this calibration curve, the residual glycerol concentration (0.2 [%, w/v]) in biodiesel
was determined successfully using TLC analysis. When the results of the TLC analysis were compared
with those of a chemical and enzymatic assay, the results were fairly similar. We conclude that TLC
without additional analytical instruments can be used as an alternative method for the quantitative
analysis of the concentration of glycerol in biodiesel.
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서 론

Trigyceride에서 transesterification 반응을 통하여 bio-

diesel이 만들어질 때, 동시에 부산물로 발생하는 glycerol은

biodiesel 안에 포함될 수 있는 불순물로서 biodiesel의 엔진

연소과정에서 문제를 일으키는 것으로 알려져 있다. 불순물

glycerol은 biodiesel의 품질을 결정하는 중요한 인자이며, 정

제과정에서 제거되어야 하는 물질이다. 그래서 ASTM

(American Society for Testing and Materials) standard와

European standard에서는 biodiesel 안에 포함된 잔류 free

glycerol의 함량을 0.02 (%, w/v) 이하로 규정하고 있다[1, 5].

지금까지 glycerol의 양은 chemical assay [2], enzymatic assay

[6], TLC (Thin-layer chromatography) 방법[1, 4], 그리고 gas

chromatography (GC) 및 high-performance liquid chroma-

tography (HPLC) 방법[5]에 의해서 정량적으로 분석되어져

왔다. 이러한 biodiesel에서의 품질검사를 위한 방법들 중에서

TLC 방법은 상대적으로 특별한 분석장치 없이 잔류 glycerol

을 측정하는 간편한 방법으로서 관심의 대상이 되어왔다. 본

연구에서는 기존에 알려진 TLC 방법을 이용한 glycerol 정량

법의 이동상을 변경하여 개선하고, 이를 실제 biodiesel 안에

들어있는 glycerol 측정에 적용하여 보았다. 이 때 얻어진

glycerol 정량결과를 chemical assay와 enzymatic assay 방법

의 결과와 비교하여, TLC 방법을 이용한 free glycerol 정량분

석법을 평가하였다.

재료 및 방법

시약 및 시료

TLC plate는 20×10 cm Partisil® K5F (Whatman, MA,

USA)를 사용하였고, enzymatic glycerol assay는 Sigma-

Aldrich의 free glycerol assay kit (Product Code F6428)를 사

용하였다. 그 외의 언급하지 않은 것은 reagent-grade 시약을

사용하였다. 그리고 정제된 biodiesel 시료는 강원대학교 생물

공학 연구실과 M-energy (Gyeonggi-do, Korea)로부터 공급받

았다.

Glycerol 분석을 위한 TLC

시료는 TLC plate의 아래에서 2 cm 위에 1 cm 간격으로

1.0 μl 씩 loading 하였다. 이동상으로는 acetone : butanol :

distilled water (8:1:1, v/v) [4], butanol : distilled water (1:1,

v/v) [1], 그리고 acetonitrile : water = 85:15 (v/v) [3]를 사용

하였으며, 전개 후 TLC plate에 staining solution (1.5 g
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Fig. 1. TLCs of glycerol using three different conditions, in which (A) acetone : butanol : distilled water (8:1:1, v/v), (B) butanol

: distilled water (1:1, v/v), and (C) acetonitrile : distilled water (85:15, v/v) were used as the mobile phase. Glycerol concen-

tration [0.0625-3.0 (%, w/v)] are shown below chromatogram.

KMnO4, 10 g K2CO3, 1.25 ml 10% NaOH in 200 ml distilled

water)이 스며들게 한 뒤 70℃ oven에서 10분간 incubation

시켜서 band를 확인하였다. Glycerol을 정량 분석하기 위하여

TLC plate 상의 band 이미지를 AlphaEase FC software

(Alpha Innotech, San Leonardo, CA, USA)를 이용하여 peak

로 변환한 후, 그 면적을 계산하였다.

Glycerol 분석을 위한 chemical assay와 enzymatic

assay

Glycerol의 chemical assay를 위해서 Bansal et al. [1]의 논

문에서 제시한 방법을 사용하였고, enzymatic assay는

Sigma-Aldrich의 free glycerol assay kit 설명서[6]를 참조하여

분석하였다.

Statistical significance

Microsoft Excel을 이용하여 Table 1의 세 가지 분석법에

의한 실험 결과가 서로 같다는 가정 하에 ANOVA test를 95%

신뢰수준에서 실시하여 상호간의 유의성 검증을 실시하였다.

이때 3회 실시한 실험결과의 평균값에 대하여, 같은 시료와

같은 방법에 대하여 유의성 검증을 실시하였다.

결과 및 고찰

TLC의 이동상 조사

TLC 방법을 이용하여 정량적으로 biodiesel 안의 glycerol

양을 분석하기 위하여 기존의 논문[1, 4]에 알려진 방법을 개선

하기 위한 연구를 실시하였다. 기존의 방법은 이동상 전개를

위하여 너무 많은 시간이 소요되는 단점이 있었다. 먼저 이미

보고된 Maleszka et al. [4]과 Bansal et al. [1]의 방법으로 glyc-

erol 용액에 대한 TLC를 수행하여 Fig. 1A와 Fig. 1B와 같은

TLC 결과를 얻었다. 이 때, 이동상으로 Fig. 1A에서는 acetone

: butanol : distilled water (8:1:1, v/v)를 사용하였고, Fig. 1B는

butanol : distilled water (1:1, v/v)를 사용하였다. Fig. 1A의

결과를 얻기 위하여서는 한번 전개할 때에 약 12분 정도의

시간을 소비하면서, 총 2회 전개하여 결과를 얻었으며, Fig.

1B의 결과를 얻기 위하여서는 한번 전개할 때 약 50분 정도의

시간을 소비하면서, 총 3회 전개하여 결과를 얻었다. 그러나

본 연구에서 개선된 방법으로 사용한 Fig. 1C에서는 acetoni-

trile : distilled water (85:15, v/v)을 이동상으로 사용하여

TLC를 수행하였으며, 상대적으로 glycerol이 잘 분리되고, 명

확하고 깨끗한 TLC band를 얻을 수 있었다. 이 때, 한번 전개

할 때 약 10분 정도 소요되었으며, Fig. 1C의 결과는 총 3회

전개한 결과이다. Fig. 1A와 Fig. 1B에서도 전개 횟수를 증감하

여 보았으나, TLC plate를 벗어나거나, 아니면 glycerol 이미지

가 크게 퍼지는 등, 좋지 못한 결과를 얻었다. 결과적으로 Fig.

1C는 Fig. 1A와 Fig. 1B에 비해 보다 짧은 시간 내에 더 좋은

TLC 결과를 얻을 수 있었으며, 또한, Fig. 1C에서는 보다 낮은

농도의 glycerol에서도 Fig. 1A와 Fig. 1B에 비하여 명확한

glycerol band를 확인할 수 있었다. 그래서 우리는 Fig. 1C의

이동상 조건으로 TLC를 실시하여 biodiesel 안의 잔류 glycer-

ol 농도를 측정하기로 하였다.

Glycerol 표준곡선 작성

Fig. 1C의 acetonitrile : distilled water (85:15, v/v)의 이

동상 조건으로 5.0-0.0625 (%, w/v)의 glycerol을 가지고

TLC를 수행하여 glycerol 표준곡선을 작성하는 실험을 Fig.

2와 같이 수행하였다. 그래서 Fig. 2A와 같은 명확한 TLC 결

과를 얻을 수 있었으며, Fig. 2A의 TLC 이미지를 이미지 분

석프로그램을 이용하여 peak로 전환 한 후, 그 면적을 glyc-

erol 농도에 대하여 plotting 하였다. 이 때, Fig. 2B와 같은 표

준곡선을 얻을 수 있었으며, 특히, X축의 glycerol 농도를 log
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Fig. 2. Preparation of standard curve for glycerol using TLC analysis, in which (A) and (B) are thin layer chromatogram and standard

curve for glycerol, respectively. Acetonitrile : distilled water (85:15, v/v) was used as the mobile phase. The bands in the

chromatogram were converted to peaks using the AlphaEase FC software, and their areas (arbitrary unit) were used for

preparing the standard curve. X-axes are shown as linear (○) and logarithmic scale (●), respectively. The preparations of

standard curve were performed three times (n=3), and the average and standard deviation were calculated.

Table 1. Glycerol assays using TLC, chemical and enzymatic methods for 0.2 (%, w/v) glycerol-containing biodiesel (p-value of

the same sample=0.17366, p-value of the same assay method=0.19233).

Samples
Glycerol (%, w/v)

TLC assay
a

Chemical assay Enzymatic assay

S#1
b

0.230±0.015 0.184±0.011 0.212±0.009

S#2c 0.319±0.019 0.212±0.003 0.232±0.003
a
Data from Fig. 3

b
S#1 was prepared from biodiesel of Kangwon National Univ.

cS#2 was prepared from biodiesel of M-energy.

scale로 전환하여 표준곡선을 plotting 하였을 경우에

3.0-0.0625 (%, w/v)의 glycerol 농도에서 직선의 표준곡선

[regression coefficient (r
2
)=0.987]이 됨을 알 수 있었다. 이러

한 결과를 바탕으로 TLC를 이용한 biodiesel 중의 glycerol

농도의 정량에 glycerol 농도를 표현하는 X축을 log scale로

하고, TLC 이미지에서 얻은 peak 면적을 Y축으로 하여 그린

표준곡선을 사용하였다.

Biodiesel에 포함된 glycerol 정량

위의 표준곡선 작성실험 결과를 biodiesel 안의 잔류 glycer-

ol의 함량을 측정하는데 사용할 수 있는지에 대하여 실제 조사

하여 보기로 하였다. 국내에서 구할 수 있는 두 가지 biodiesel

시료 중에 잔존하는 glycerol 함량을 측정하여 보기로 하였는

데, 최종제품 형태로 얻은 biodiesel 안의 glycerol 양은 위에서

확립된 TLC 방법으로는 측정할 수 없을 정도로 매우 작은 양

이었다. 그래서 두 biodiesel 시료에 0.2 (%, w/v)의 glycerol을

첨가한 인위적인 시료(S#1, S#2)를 제조한 후, TLC로 glycerol

양을 정량하여 보았다. 그 결과 Fig. 3에서와 같이 1.0-0.125

(%, w/v) glycerol을 표준시료로 사용하여, 0.2 (%, w/v) glyc-

erol이 함유된 두 가지 biodiesel 시료(S#1, S#2)를 TLC로 분석

하였을 때, glycerol band가 확인됨을 알 수 있었다. 이 때,

glycerol 이미지뿐만 아니라 fatty acid methyl ester와 그 이외

의 잔류물질 들도 같이 확인되었다. Fig. 3에서와 같이 TLC

결과에서 표준곡선을 작성하고, 그 결과에서 얻은 두 glycerol

함유 biodiesel 시료 안의 glycerol 함량을 정량한 결과는 Table

1과 같았다. 이 때, 이러한 TLC 방법을 통한 biodiesel 안의

glycerol 양 측정결과를 chemical assay와 enzymatic assay 방

법의 결과와도 비교하여 보았다. Table 1에서와 같이 biodiesel

안의 glycerol 농도가 우리가 biodiesel 안에 첨가한 0.2 (%,

w/v)의 glycerol 농도와 정확히 일치하지는 않았으나, 어느
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Fig. 3. TLCs of 0.2 (%, w/v) glycerol-containing biodiesel. (A) and (B) show the chromatogram of S#1 (prepared from biodiesel

of Kangwon National Univ.) and S#2 (prepared from biodiesel of M-energy), respectively. Acetonitrile : distilled water (85:15,

v/v) was used as the mobile phase. Standard curve for glycerol was prepared with 0.125-1.0 (%, w/v) glycerol solutions.

Triplicate samples of S#1 and S#2 were loaded for TLC analysis. Arrow #1 and #2 indicate the methyl ester of fatty acid

and remaining substance, and glycerol, respectively.

정도 유사한 값을 보임을 확인할 수 있었다. 그리고 세가지

측정 방법에서 상대적으로 약간의 차이는 있으나, 서로 간에

통계적으로 유의성 있게 같은 glycerol 값을 측정할 수 있음을

검증을 할 수 있었다(p>0.05). 한편, 정확히 일치하지 않는

glycerol 측정값은 우리가 사용한 두 가지의 biodiesel 시료와

glycerol의 혼합 시, 서로 층이 분리되어 잘 섞이지 않았기 때

문에 초래되는 것으로 생각된다. 즉, 0.2 (%, w/v)의 glycerol

이 포함된 biodiesel에서 시료를 채취 할 때 층분리에 의하여

발생될 수 있는 실험적인 error가 이러한 측정오차를 발생시켰

을 것으로 추정된다.

그러나 이러한 TLC 방법을 이용한 glycerol 함량의 정량

결과는 biodiesel 안의 잔류 glycerol 농도를 비교적 유사한

값으로 측정 할 수 있음을 보여주는 결과라 할 수 있겠다. 또한

기존의 TLC 방법[1, 4]에 비하여 정확하게 빠른 시간 내에 특

별한 분석기기 없이 biodiesel 안의 잔류 glycerol을 측정할

수 있기 때문에 실용적인 방법으로 쓰일 수 있을 것으로 생각

되어진다. 이러한 TLC 방법은 chemical assay나 enzymatic

assay 방법, 특히 GC나 HPLC와 같은 측정기기를 이용한 방법

에 비하여 보다 간편하기 때문에 보다 실용적으로 유용하게

활용될 가능성이 더 크다고 할 수 있다.

Bansal et al. [1]은 TLC 방법으로 0.1 (%, w/v)까지 glycerol

을 검출하였으며, 검출한계를 낮추기 위하여 연구가 필요하다

는 점을 언급하였다. 본 연구는 Bansal et al. [1]의 방법을 개선

하여 검출한계를 0.0625 (%, w/v)까지 낮추는 성과를 얻었다.

그러나 본 연구에서 얻어진 TLC 방법으로 아직까지는 bio-

diesel 안의 잔류 glycerol의 한계치인 0.02 (%, w/v)를 검출하

기에는 부족하였다. 그렇지만, 본 연구에서 얻어진 TLC 방법

을 이용한 잔류 glycerol 측정방법은 GC나 HPLC와 기기를

사용하지 않는 방법이기 때문에 biodiesel 안의 잔류 glycerol

함량의 pre-screening 방법으로 유용하게 쓰일 수 있을 것으로

생각되어진다. 또한 biodiesel 이외의 시료에서 glycerol을 분

석하는 방법으로 쓰일 수 있을 것으로 생각되어진다. 앞으로

TLC 방법의 개선을 통하여 고가의 분석기기를 대체 할 수 있

는 방법이 개발되어질 수 있을 것으로 생각되어진다.

결 론

Biodiesel 중의 glycerol을 분석하기 위하여 silica-gel이

coating된 TLC plate를 이용하여 acetonitrile : distilled water

(85:15, v/v)를 이동상으로 하여 TLC를 수행하여, 기존의 방법

에 비하여 짧은 시간에 명확한 glycerol band를 확인할 수 있

었다. 그리고 X축의 glycerol 농도를 log scale로 하고, TLC의

glycerol 이미지 면적을 Y축으로 하여 표준곡선을 작성하였을

경우에 3.0-0.0625 (%, w/v)의 glycerol 농도에서 직선의 표준

곡선을 얻을 수 있었다. 이를 이용하여 0.2 (%, w/v)의 glycer-

ol을 포함하는 biodiesel 시료에서 유의성 있게 glycerol을 정
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초록：개선된 thin-layer chromatography를 이용한 바이오디젤 중의 글리세롤 정량분석

이상은
1
․최우석

2
․강도형

3
․이현용

4
․정경환

1
*

(
1
한국교통대학교 생명공학과,

2
강원대학교 생물의소재공학과,

3
한국해양과학기술원,

4
서원대학교 식품공학

과)

Biodiesel 중의 glycerol을 분석하기 위하여 TLC를 이용하여 몇 가지 보고된 이동상에서 glycerol을 분석하였

다. 그 중에서 acetonitrile : distilled water (85:15, v/v)를 이동상으로 하여 TLC를 수행하였을 경우에 짧은 시간

에 명확한 glycerol band를 확인할 수 있었다. X축의 glycerol 농도를 log scale로 하고, TLC의 glycerol 이미지

면적을 Y축으로 하여 3.0-0.0625 (%, w/v)의 glycerol 농도범위에서 표준곡선을 작성할 수 있었으며, 이를 이용하

여 0.2 (%, w/v)의 glycerol을 포함하는 biodiesel 시료에서 유의성 있게 glycerol을 정량분석 할 수 있음을 확인하

였다. 이러한 결과는 chemical assay, enzymatic assay를 이용한 glycerol 분석과 비교하여 매우 유사한 결과이며,

TLC를 이용한 biodiesel 중의 glycerol 정량법은 특별한 분석기기를 사용할지 않아도 되는 편리하고 간편한 방법

으로 생각되어진다.

량분석 할 수 있음을 확인하였다.
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