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摘要
欧盟标准 EN 14105:2011-07 是利用气相色谱定量分析生物柴油中的游离甘
油、残留甘油单酯、甘油二酯及甘油三酯杂质的标准方法1。该方法规定使
用“柱头进样器或同类装置”作为样品引入装置。冷柱头 (COC) 进样口似
乎是一个理想选择，尤其是在甘油三酯分析中，该装置具有较高的定量准确
度和精度，而且质量歧视效应极低。然而，对于这类应用，COC 存在一些
缺陷。由于制备好的样品中生物柴油浓度相当高，它妨碍了甘油等早洗脱化
合物的溶剂聚焦，由此导致谱带展宽以及相对于外部校准标样的保留时间位
移。更棘手的问题在于使用金属保留间隙柱时，方法的耐用性较差。向保留
间隙柱反复进样会导致方法控制指标在数次进样之后就不再满足要求。作为
一种替代方法，本研究考察了程序升温分流/不分流 (TPSS) 进样口与 COC 
的性能等效性。结果表明，TPSS 在浓度测定中的性能与 COC 进样口几乎
没有差别。此外，TPSS 不会出现性能控制失败的情况，而且能为早洗脱峰
提供溶剂聚焦，因此耐用性远优于 COC 进样口。

* 最初发表在 Journal of Chromatographic Science（《色谱科学杂志》）上：Giardina, 
M., McCurry, J.D. Comparison of Temperature Programmable Split/Splitless and Cool 
On-Column Inlets for the Determination of Glycerol and Glycerides in Biodiesel by Gas 
Chromatography with Flame Ionization Detection. J. Chromatogr. Sci., (2016), 54(5):  
683-688.(http://chromsci.oxfordjournals.org/content/early/2016/02/26/chromsci.bmw015.
abstract)

http://chromsci.oxfordjournals.org/content/early/2016/02/26/chromsci.bmw015.abstract
http://chromsci.oxfordjournals.org/content/early/2016/02/26/chromsci.bmw015.abstract
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据，一组使用 COC 进样口，另一组则
使用 MMI。使用 EN 14105:2011-07 
指南规定的 B100 生物柴油标准参比
物质进行定性和定量分析，并按所得
结果比较了两种进样口的性能。

实验部分

仪器
所有实验均采用配备火焰离子化检测
器的 Agilent 7890 系列气相色谱仪。
安捷伦 MMI 和 COC 进样口分别安装
在前进样口和后进样口位置。在比
较 COC 和 MMI 数据时，为消除结果
差别，我们使用相同的 Agilent Select 
Biodiesel UltiMetal 色谱柱（长 15 m， 
直径 0.32 mm，膜厚为 0.10 µm）分
析各个样品组。在 COC 实验中，安装
长 2 m、直径 0.53 mm 的 UltiMetal 
保留间隙柱，以便在不改动自动进样
器的情况下执行柱上进样。使用安捷
伦微板流路技术 Ultimate 接头将保留
间隙柱连接至分析柱。在 MMI 实验
中，色谱柱直接连接至进样口，不安
装保留间隙柱。COC 和 MMI 实验均使
用 5 µL 进样针针头引入样品。（有关
仪器部件的详细信息，请参阅表 1。）

发性的分析物。为了在大约 30 分钟
内洗脱甘油三酯，该方法规定使用可
程序升温至 400 °C 的高温色谱柱。
出于实际应用考虑，有必要使用金属
或高温聚酰亚胺涂层的熔融石英色谱
柱。该方法建议使用冷柱头 (COC) 进
样口或同类产品，目的是最大程度减
小质量歧视并达到最佳的定量准确
度（特别是对于高沸点化合物）。
COC 进样口非常适合这类分析，但
它存在一些固有的局限性，包括容易
因非挥发性污染物积聚而引起色谱柱
污染，以及可能由于保留间隙柱或色
谱柱的反应活性而导致样品潜在降解
等等4。程序升温分流/不分流 (TPSS) 
进样口（如多模式进样口  (MMI)）
的通用性更强，可用于多种样品引
入模式。在冷不分流模式下，TPSS 
进样口可获得与 COC 相当的结果，
因为相比热分流/不分流进样，这种模
式不易引发质量歧视和热分解5,6，而
且更容易维护，在达到污染阈值时更
换衬管即可，无需切割色谱柱7。

本研究考察了将 MMI 作为 COC 的等
效替代技术用于测定生物柴油中游离
甘油和酰基甘油酯的可行性。使用
相同的高温金属色谱柱采集了两组数

前言
生物柴油是由各种可再生植物和动物
脂质制成的燃料，其主要成分是通过
甘油三酯的酯交换反应制得的脂肪酸
单烷基酯。该反应分为两步，首先通
过酸催化预处理将游离脂肪酸转化为
烷基酯，然后烷基酯与甲醇发生碱
催化的酯化反应，得到脂肪酸甲酯 
(FAME) 形式的单烷基酯以及主要反应
副产物游离甘油2。通过纯化去除甘油
和残留的甲醇至关重要，因为这些杂
质会引起部件腐蚀和发动机积碳，大
幅降低燃料质量。其他杂质还包括少
量未反应或部分反应的酰基甘油酯，
这些杂质也会降低燃料质量，因为它
们会影响燃料的低温操作性3。

欧盟标准 EN 14105:2011-07 是测定
游离甘油、残留甘油单酯、甘油二
酯和甘油三酯浓度以确保其满足 EN 
14213 和 EN 14214 质量标准的分析
方法3。该方法规定使用配备火焰离
子化检测器的气相色谱仪。含有游离
羟基的溶质（即甘油、甘油单酯和甘
油二酯）需要衍生为三甲基甲硅烷基 
(TMS) 类似物以增强挥发性、减弱极
性并提高色谱稳定性。就是经过硅烷
化处理，该分离还涉及到各种不同挥

表 1. 仪器部件

组件 部件

色谱柱 用于分析甘油酯的 Select Biodiesel 专用柱，15 m × 0.32 mm，0.10 µm

COC UltiMetal 管，2 m × 0.53 mm 
用于 UltiMetal 色谱柱的 COC 衬管 
Ultimate 接头工具包 
隔垫，BTO，5 mm

MMI 浅凹坑衬管，内径 2 mm，200 µL 
隔垫，BTO，11 mm

进样针 5 µL，23-26s 锥形针

工具 UltiMetal 管切割器 
UltiMetal 管末端矫直器 
钻孔器
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试剂
按照 EN 14105:2011-07 中规定的方法，
使用表 2 所列的试剂配制标样和平行
样品。选择来自 NIST (Gaithersburg, 
MD) 的大豆源 B100 标准参比物质 
(SRM 2772) 作为生物柴油样品。使用
相同的标样和样品评估 COC 和 MMI 
进样口，以消除可能由样品前处理的
变异性引入的偏差。

仪器方法
仪器条件如表 3 所示。除了进样口条
件外，使用 COC 和 MMI 进样口采集
数据时所有的设置均保持相同。对于 
COC 实验，在方法设定中将色谱柱和
保留间隙柱的配置设为复合柱，使得
二者都在柱温箱加热区进行加热。 

结果与讨论

色谱分析结果比较
图 1 所示为使用 COC 进样口和 MMI 
分析 B100 SRM 得到的色谱图比较。
色谱图中示出了正庚烷溶剂峰、FAME 
洗脱范围、甘油、1,2,4-丁三醇、甘
油单酯-C19 内标 (IS)、甘油二酯-C38 
内标和甘油三酯-C57 内标。除了在 
FAME 之前洗脱的分析物之外，两幅
色谱图在保留时间和响应方面非常相
似。图 2 中横轴的放大色谱图进一步
说明了该结果，图中展示了在 FAME 
区域之前所洗脱的目标峰（甘油）以
及内标峰（1,2,4-丁三醇）的叠加图。
两幅叠加谱图对应的样品分别是由正
庚烷溶解目标化合物和内标制备而成
的标样，和对比的在正庚烷中含较大
比例 FAME 的 B100，由图可见色谱
峰的保留时间和峰形均有差异。为了
进行比较，图  3 示出了在纯正庚烷
和 B100 中使用 MMI 得到的目标峰与
分析物峰的叠加图。

表 2. 试剂

试剂 试剂盒

硅烷化试剂 N-甲基-N-(三甲基甲硅烷基)三氟乙酰胺 (MSTFA) 生物柴油 MSTFA 试剂盒

4 种浓度的甘油标准品，含内标 1,2,4-丁三醇，溶于吡啶中 甘油校准标样试剂盒 

十九烷酸单甘油酯（甘油单酯-C19）、1,3-十九烷酸甘油二酯（甘
油二酯-C38）和十九烷酸甘油三酯（甘油三酯-C57），溶于 THF 中

甘油酯标准储备液，溶于 
THF 中 

单棕榈酸甘油酯、单硬脂酸甘油酯和单油酸甘油酯，溶于吡啶中 生物柴油甘油单酯试剂盒

B100 生物柴油（大豆源） 标准参比物质 (NIST, 2772)

表 3. 仪器方法

组件 参数设置

载气 氦气，5.6 mL/min，恒流

柱温箱 在 50 °C 下保持 1 min 
以 15 °C/min 的速率升温至 180 °C，保持 0 min 
以 7 °C/min 的速率升温至 230 °C，保持 0 min 
以 10 °C/min 的速率升温至 370 °C，保持 4 min

MMI 模式：不分流 
升温程序： 
在 88 °C 下保持 0.1 min 
以 250 °C/min 的速率升温至 370 °C 
分流出口吹扫流速：9.6 mL/min，在 2.5 min 处 
隔垫吹扫流速：3 mL/min

COC 模式：炉温跟踪 
隔垫吹扫流速：1 mL/min

进样量 1 µL 

FID 加热器：380 °C 
H2 流速：30 mL/min 
空气流速：400 mL/min 
尾吹气流速：25 mL/min

A

B
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庚烷
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甘油
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甘油三酯-C57 (IS)
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甘油三酯-C57 (IS)

庚烷

图 1. 使用 COC (A) 和 MMI (B) 得到的 B100 SRM 色谱图比较
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定量比较
图 4 为使用 COC 和 MMI 获得的甘油
校准曲线的叠加图。根据 EN 14105 
的规定，校准曲线由甘油的相对响应
和相对浓度（相对于正庚烷中 1,2,4-
丁三醇）所生成。本研究使用该校准
曲线定量分析生物柴油样品中游离甘
油的含量。表 4 列出了回归参数。根
据加标至生物柴油样品中的单一浓度
标准品的相对响应对样品中残留的甘
油单酯、甘油二酯和甘油三酯进行定
量分析。总甘油含量基于甘油单酯、
甘油二酯和甘油三酯浓度的加权和来
确定。表 5 所示为使用 COC 和 MMI 
得到的 B100 SRM 定量结果比较。

表 4. 甘油校准参数

进样口 斜率 (± 95% C.I.) 截距 (± 95% C.I.) 回归标准差 相关系数

COC 0.89 ± 0.04 0.01 ± 0.02 0.0045 0.99988

MMI 0.90 ± 0.09 0.00 ± 0.04 0.0097 0.99944

表 5. 使用 COC 和 MMI 测得的 B100 SRM 中甘油和甘油酯的组成对比

分析物组
COC (wt%)  
±95 % C.I.

MMI (wt%)  
±95 % C.I. 差异 EN 14105 重复性限值

甘油 0.015 ± 0.006 0.015 ± 0.006 0.000 0.003

甘油单酯 0.24 ± 0.08 0.24 ± 0.08 0.00 0.03

甘油二酯 0.10 ± 0.03 0.11 ± 0.03 0.00* 0.01

甘油三酯 0.05 ± 0.05 0.05 ± 0.05 0.00 0.01

总甘油 0.096 ± 0.020 0.097 ± 0.020 0.001 0.007

* 在四舍五入之前相减

4.0 4.2 4.4 4.6 4.8 5.0 5.2 5.4
保留时间 (min)

甘油

1,2,4-丁三醇

图 2. 使用 COC 进样口，比较纯庚烷（实线）和 B100 生物柴油（虚线）中甘油和 1,2,4-丁三
醇的衍生物

3.75 3.95 4.15 4.35 4.55 4.75 4.95 5.15

甘油

1,2,4-丁三醇

保留时间 (min)

图 3. 使用 MMI，比较纯庚烷（实线）和 B100 生物柴油（虚线）中甘油和 1,2,4-丁三醇的衍生物

图 4. 使用 COC 进样口（实线）和 MMI（虚
线）得到的经 TMS 衍生的甘油的校准曲线 
比较
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耐用性比较
EN 14105 规定，每次分析都必须执行
色谱柱性能控制测定，以确保准确检
测甘油三酯。该方法规定，内标甘油
三酯（甘油三酯-C57）相对于甘油二
酯（甘油二酯-C38）的最大相对响应
因子 (RRF) 不得超过 1.8。如果 RRF 
大于 1.8，则表明仪器此时不适合分
析。图 5 显示了使用 COC 和 MMI 进
样口，多次进样由 B100 SRM 制备的
样品得到的 RRF。对于 COC 进样口，
RRF 随进样次数的增加而增大，直
至第 8 次进样时达到阈值。通过切割 
5 cm 保留间隙柱，系统性能在第 9 次
进样时得以恢复。与之相比，使用 
MMI 进样时所得的 RRF 更稳定，并且
在执行第 16 次进样时仍未达到阈值。
事实上，使用 MMI 逐次进样 50 次的 
RRF 几乎没有变化（如图 6 所示），
说明 MMI 在执行多次进样的过程中可
保持极高的系统稳定性。

图 5. COC 和 MMI 的 RRF 相对于进样次数作图

切割保留间隙柱 
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图 6. MMI 的 RRF 相对于进样次数作图
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样品是基于挥发性上的微小但明显的
差异。沸点较高的 FAME 会在进样口
衬管中保留较长时间，而正庚烷、甘
油、1,2,4-丁三醇及其他早洗脱化合
物以空间上比较贴近的方式被转移至
色谱柱。这种效应足以保持早洗脱化
合物的聚焦，如图 3 所示，与标准样
品相比，使用 MMI 所得的生物柴油混
合物中甘油和 1,2,4-丁三醇的峰形。 

定量比较

EN 14105 规定使用响应曲线计算生
物柴油样品中游离甘油的含量。将四
种浓度下的甘油/内标浓度比相对于甘 
油/内标峰面积比作图，即得到响应曲
线。使用普通的线性最小二乘回归模
型进行数据拟合，以确定斜率和截距
参数。根据该方法的要求，当相关系
数 (R) 大于或等于 0.9 时，视为曲线
呈线性。图 4 示出了使用 COC 进样口
和 MMI 得到的校准曲线，表 4 列出
了拟合模型参数，包括斜率、截距和
相关系数。尽管该方法未做出规定，
但表 4 还列出了斜率、截距的置信区
间，以及各组数据的回归标准误差。
由图 4 可以看出，两组数据的响应曲
线几乎重叠，表 4 中列出的模型参数
的置信区间也相当接近。两组数据的
相关系数都超过了最低标准 0.9，因此
均可判定为线性。但是，若以模型参
数中的置信区间和回归标准误差来衡
量进样口的精度，COC 进样口的精度
优于 MMI。考虑到 COC 进样口的样
品引入机制已被公认为最准确、最精
密的进样技术，这个结果并不意外4。

入机制不同。使用 COC 进样口和保
留间隙柱进样时，早洗脱化合物实现
溶质聚焦的主要机制建立在溶剂聚焦
的基础上（即溶质从低保留性区域迁
移至高保留性区域）。为实现最佳的
溶剂聚焦效果，冷凝的溶剂应在样品
引入之后，程序升温之前均匀地涂覆
在保留间隙柱的壁上，基本形成一层
准固定相。在程序升温期间，冷凝相
中具有较高分配系数但挥发性较低的
样品组分将重新聚焦至分析柱的柱头
上。随着柱温升高，溶剂逐渐汽化，
同时夹带低挥发性溶质进行迁移，使
得溶质浓缩，形成窄谱带6,7,8。就生物
柴油而言，高浓度 FAME 可与正庚烷
形成二元溶剂混合物，然后涂覆到保
留间隙柱的壁上。早洗脱化合物中的
一部分被正庚烷溶剂化，还有一部分
被 FAME 溶剂化。在这种情况下，由
于色谱柱已被加热，早洗脱溶质的谱
带会被挥发性较低的 FAME 保留，因
此，在 FAME 峰之前洗脱的峰会发生
溶质谱带扩散。生物柴油混合物与校
准标样中，甘油峰和 1,2,4-丁三醇峰 
 （使用 COC 进样口获得）的比较结果
支持了该假设（图 2）。用正庚烷稀释
校准标样，前者是提供甘油和 1,2,4-
丁三醇聚焦的理想溶剂，由此生成的
色谱峰与含 FAME 的 B100 生物柴油
中相同化合物的峰相比更为尖锐。

由于样品引入机制不同，使用 MMI 进
样时未观察到使用 COC 时出现的溶剂
聚焦干扰。使用 MMI 进样时，样品被
引入冷的进样口衬管，然后运行进样
口快速升温程序，引入到色谱柱内的

TPSS 进样口优化
根据本实验室以前积累的经验，本研
究选用了内径为 2 mm 的浅凹坑衬
管。采用冷不分流进样模式分析基质
中可能含有少量非挥发性污染物的样
品时，这种衬管通常是首选。错位分
布的浅凹坑可避免针尖到色谱柱之间
形成直接通路，而且增大了衬管的表
面积以捕集非挥发性物质。

表 3 中所列的升温程序设置基于第一
性原理，未通过实验进行优化。进样
口温度设置为 88 °C，该温度比庚烷
溶剂的沸点低 10 °C，目的是让样品
以冷凝液体的形式引入。本研究选择
的起始温度保持时间为 0.1 min，旨
在进样口加热之前确保样品被送入衬
管并抽出进样针。进样口升温速率被
设置为使得进样口在柱温箱温度达到
庚烷沸点之前达到最终柱温 370 °C，
以便溶剂进行再冷凝。

进样口的最佳吹扫时间通过实验确
定。本研究评估了四个吹扫时间：
1、1.2、2 和 2.5 min。最终选定的
吹扫时间为 2.5 min，因为它既能最
大程度减少质量歧视（根据甘油二
酯-C38 与甘油三酯-C57 的相对响应
因子确定），又能使庚烷溶剂峰与第
一个洗脱的甘油峰保持基线分离。 

色谱分析结果比较
对于早洗脱化合物，使用  MMI  和 
COC 进样口分离生物柴油样品时的
色谱性能差异（如图 1-3 中的例子
所示）在很大程度上要归因于样品引
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耐用性比较
如图 5 所示，以甘油三酯内标（甘油
三酯-C57）相对于甘油二酯（甘油二
酯-C38）的 RRF 作为色谱柱性能控制
指标，使用 COC 进样时，色谱柱性能
控制指标在第 8 次进样时超出了限值 
1.8，通过切割保留间隙柱，色谱柱性
能在第 9 次进样时得以恢复。推测其
原因，可能是进样针针头在插入金属
保留间隙柱的过程中，造成间隙柱表
面的磨损，破坏了去活化层。这一推
测得到以下事实的支持：仅需切割一
小部分保留间隙柱即可恢复性能，而
切割的长度正好与针头插入保留间隙
柱的大致深度相当（大约 5 cm）。即
使仔细矫直保留间隙柱，仍无法消除
这种效应。使用 MMI 进样时未发生这
种现象（图 6），这证明了以下推测：
色谱柱性能下降是 COC 样品引入的
物理机制所引起，而不是由基质污染 
造成。

结论
EN 14105 规定使用 COC 进样口或同
类装置作为分析生物柴油中甘油和甘
油酯的样品引入装置。本应用简报通
过比较 MMI 和 COC 的分析结果，有
力证明了使用 MMI 也能达到等效性
阈值。此外，相较于 COC，使用 MMI 
可获得更出色的早洗脱化合物分离
度，耐用性也更优异。

我们开展了由 16 个实验室参与的研
究来确定重复性和重现性的变异性，
然后根据该研究的结果计算预期精
度，从而确定了这两个指标的精度限
值。将计算得到的重复性和重现性限
值与两次测量结果的差值进行比较。
在没有系统误差的情况下，预计结
果差值应小于精度限值。本研究选择
重复性指标来比较 COC 和 MMI 的结
果，因为根据该指标进行的比较更为
严格，而且要求达到更高的精度阈
值。表 5 展示了比较结果以及 95% 置
信区间下的相关不确定度。使用 EN 
ISO 4259 第 7.2.3 节所述的方法计算
不确定度9。有趣的是，置信区间大于
重复性精度区间。这是因为 EN ISO 
4259 中规定的置信区间计算方法合
并了重复性和重现性，且重现性是主
项。对于每组分析物，COC 和 MMI 
结果的差值均小于精度限值，表明进
样口性能不存在明显差异。从分析得
到的数据来看，本研究使用 MMI 得到
的结果与使用 COC 得到的结果几乎没
有差别。

除甘油以外，EN 14105 还规定了甘
油单酯、甘油二酯、甘油三酯以及总
甘油浓度的测定方法。与响应曲线计
算方法不同，上述物质的浓度是根据
各类甘油酯内标间的单一 RRF 进行计
算。总甘油浓度值是由各组分的加权
和所推导出的百分比浓度表示：游离
甘油 (G)、甘油单酯 (M)、甘油二酯 
(D) 和甘油三酯 (T)，如公式 1 所示。

GT = G + 0.255M + 0.146D + 0.103T 

公式 1.

该方法还包括根据 EN ISO 425911 所
述的统计方法评估 95% 置信限下的测
量精度，该评估涉及两个精度指标：

• 重复性：单名操作者、单个实
验室、单台仪器测量

• 重现性：多名操作者、多个实
验室、多台仪器测量
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