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概要
欧州規格の EN 14105:2011-07 は、バイオディーゼル中の遊離グリセロールと、モノ、ジ、
トリアシルグリセリド残留不純物をガスクロマトグラフィー (GC) で定量するための分析メ
ソッドです 1。このメソッドでは「オンカラムインジェクタまたは等価デバイス」がサンプル
導入の手段として指定されています。クールオンカラム (COC) は、最小の質量差別効果に
より高い定量真度と精度を実現するため、特にトリアシルグリセリドの定量では最適な選
択肢と考えられています。しかし、今回のアプリケーションでは、COC の使用にはいくつか
の難点があります。前処理したサンプル中の高濃度のバイオディーゼルは、グリセロール
などの早く溶出する化合物の溶媒フォーカシングを妨げ、外部キャリブレーション標準と
比べるてバンド拡散およびリテンションタイムシフトが生じやすいためです。さらに問題と
なるのはメタルリテンションギャップ使用時のメソッドの堅牢性です。リテンションギャップ
への繰り返し注入により、少ない回数の注入でメソッド管理仕様は損なわれます。代替手
段として、温度設定可能なスプリット/スプリットレス (TPSS) 注入口の性能等価性を調査し
ました。この結果では、TPSS では COC 注入と同等の濃度測定が得られることが示されま
した。さらに、TPSS は、メソッドの性能管理不全がなく、早く溶出するピークで溶媒フォー
カシングが実現するため、COC 注入口よりも堅牢性は大幅に優れています。 

次にオリジナルの出典を示します。Journal of Chromatographic Science: 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)
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入口の性能は、EN 14105:2011-07 のガイドライ
ンに記載された B100 バイオディーゼル標準参
照物質の定性分析と定量分析に基づいて比較
しました。

実験方法
装置構成
すべての分析で、FID 付き Agilent 7890 シリー
ズ GC を用いました。Agilent MMI 注入口と COC 
注入口はそれぞれ前面と背面に設置しまし
た。COC および MMI データの比較において結
果に違いが出ないよう、同じアジレント製の長
さ 15 m、直径 0.32 mm、膜厚 0.10 µm の Select 
Biodiesel UltiMetal カラムを使用して、各サン
プルセットを分析しました。COC の分析では、
オートサンプラでの変更なしにオンカラム注入
が可能になるよう、長さ 2 m、直径 0.53 mm の 
UltiMetal リテンションギャップが取り付けらまし
た。リテンションギャップは、Agilent キャピラリ・
フロー・テクノロジー Ultimate ユニオンを使用
して分析カラムに接続しました。MMI の分析
では、リテンションギャップを取り付けることな
く、カラムを直接注入口に接続しました。COC 
分析と MMI 分析の両方で、同じ 5 µL シリンジ
ニードルを使用してサンプル導入を行いました
(機器の消耗品の詳細は、表 1 を参照してくだ
さい)。

物を包含します。トリグリセリド類を約 30 分
以内に溶出させるために、このメソッドでは
最高 400 ° C に温度設定できる高温カラム機
能の使用が指定されています。実用において
は、金属製または高温ポリイミド被覆のフュー
ズドシリカカラムの使用が必要になります。こ
のメソッドは、最小の質量差別効果と最適な
定量真度を実現するために、特に高沸点物
の場合は、クールオンカラム (COC) または同
等のものを使用するように推奨しています。
COC 注入口はこの分析に最適ですが、非揮
発性混入物質の蓄積を原因とするカラムの汚
れの影響を受けやすい性質や、リテンション
ギャップやカラムの活性などを原因とするサ
ンプル劣化の可能性など、固有の制限があり
ます 4。マルチモード注入口 (MMI) などの温
度プログラム可能なスプリット/スプリットレス 
(TPSS) 注入口は、さらに用途が広く、さまざま
なサンプル導入モードで使用できます。コー
ルドスプリットレスモードでは、TPSS 注入口は
ホットスプリット/スプリットレス注入よりも、質
量差別効果および熱分解の影響を受けにくく 

5、6、COC と類似した結果を得られます。また、
メンテナンスが容易で、汚染の閾値に達した
場合に必要になるのは、カラムクリッピングで
はなくライナ交換です 7。

今回の研究では、バイオディーゼル中の遊離
グリセロールとアシルグリセリドの分析におい
て、COC と同等の手法として MMI の使用を調
査しました。COC 注入口によるデータと MMI 
によるデータの 2 種類のデータセットを、同じ
高温メタルカラムを使用して採集しました。注

はじめに
バイオディーゼルは、さまざまな植物および
動物性の再生可能な脂質を原料とする燃料で
す。主に脂肪酸のモノアルキルエステル類で
構成されていますが、これはトリアシルグリセ
リドのエステル交換反応によって生成されま
す。この反応は、2 段階のプロセスから成る酸
触媒前処理を使用して、遊離脂肪酸をアルキ
ルエステルに変換した後、メタノールと塩基
触媒でエステル化し、脂肪酸メチルエステル 
(FAME) の形態のモノアルキルエステル類を生
成し、主な反応副生成物として遊離グリセロー
ルを生成します2。グリセロールや残留メタノー
ルは腐食やエンジン堆積物の原因となって燃
料品質を大幅に低下させるため、これらの不
純物を除去する精製が重要です。この他の不
純物として、反応しないまたは部分的に反応
する少量のアシルグリセリド類もあり、これら
は低温で運転性能の低下を招くため、燃料品
質に影響を与えます 3。

欧州規格 EN 14105:2011-07 は、EN 14213 と 
EN 14214 品質基準を遵守して、遊離グリセ
ロールと、残留モノ、ジ、トリアシルグリセリ
ドを定量するための分析メソッドです3。この
メソッドでは、GC と水素炎イオン化検出器 
(FID) の使用が指定されています。遊離ヒド
ロキシル (つまり、グリセロール、モノグリセ
リド、ジグリセリド) を含む溶質はトリメチシ
ル (TMS) 類似体に誘導体化され、揮発性が
増大し、極性が低下して、クロマトグラフィー
の安定性が向上します。シリル化を伴う場合
でも、分離は広い揮発性レンジの分析対象

表 1. 機器の消耗品

項目 消耗品

カラム Select Biodiesel for Glycerides、15 m × 0.32 mm、0.10 µm

COC UltiMetal チューブ、2 m × 0.53 mm 
UltiMetal カラム用 COC 注入口 
Ultimate Union キット 
セプタム、BTO、5 mm

MMI ディンプルライナ、内径 2 mm、200 µL 
セプタム、BTO、11 mm

シリンジ 5 µL、23 ～ 26s テーパードニードル

ツール UltiMetal チューブカッター 
UltiMetal チューブ用エンドストレートナ 
リーマ
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試薬
標準および複製サンプルは、表 2 の試薬を用
い、EN 14105:2011-07 の手順に従って調整し
ました。NIST (メリーランド州ゲイザースバーグ) 
から入手した大豆由来の B100 標準参照物質 
(SRM 2772) をバイオディーゼルサンプルとして
選択しました。COC および MMI 注入口の評価
では、同じ標準とサンプルを使用して、サンプ
ル前処理のばらつきが原因で生じる可能性の
ある偏りを取り除きました。

機器と分析メソッド
表 3 に、機器の条件を示します。注入口条件
以外のすべての設定を同一にして、COC およ
び MMI 注入口でデータを収集しました。COC 
では、カラムとリテンションギャップをコンポ
ジットカラムとして、オーブン温度ゾーンで加
熱されたリテンションギャップとカラムの両方
をメソッド設定で構成しました。 

結果と考察
クロマトグラフィーの比較
図 1 では、B100 SRM 分析における、COC 注
入口および MMI 注入口を用いた場合のクロ
マトグラムを比較しています。n-ヘプタンの
溶媒ピーク、FAME 溶出範囲、グリセロール、
1,2,4-ブタントリオール、モノ C19 内部標準 
(IS)、ジ C38 IS、トリ C57 IS のクロマトグラムを
示しています。FAME の前に溶出した分析対
象物を除くと、クロマトグラムのリテンションと
レスポンスは極めて類似しています。図 2 に、
COC 注入口の場合の FAME 領域前に溶出す
るターゲットピーク、グリセロール、内部標準 
(1,2,4-ブタントリオール) の部分のクロマトグラ
ムを拡大して示しています。図 2 の重ね表示
は、純粋 n-ヘプタン中のターゲットおよび内
部標準を含む標準を注入した場合と大量の 
FAME に加えた n-ヘプタンを含む B100 を注入
した場合の、リテンションとピーク形状の違い
を示しています。比較のために、MMI を使用
した場合の純粋 n-ヘプタンと B100 中のター
ゲットおよび分析対象物のピークの重ね表示
を図 3 に示します。 

表 2. 試薬

試薬 キット

シリル化試薬、N-メチル-N-トリメチルシリルトリフル 
オロアセトアミド (MSTFA)

バイオディーゼル MSTFA キット

4-レベルのグリセロール標準とピリジン中の  
1,2,4-ブタントリオール内部標準

グリセロールキャリブレーション標準キット 

THF 溶液中の、Glyceryl monononadecanoin (Mono 
C19)、1,3-glyceryl dinonadecanoin (Di C38)、
glyceryl trinonadecanoate (Tri C57)

標準グリセリド、原液、THF 溶液 

ピリジン溶液の、モノパルミチン、モノステアリン、 
モノオレイン

バイオディーゼルモノグリセリドキット

B100 バイオディーゼル (大豆ベース) 標準参照物質 (NIST、2772)

表 3. 機器と分析メソッド

項目 パラメータの設定値

キャリアガス ヘリウム、5.6 mL/min の定流量

オーブン 50 °C で 1 分維持  
15 °C/min で 180 °C まで上昇、0 分維持  
7 °C/min で 230 °C まで上昇、0 分維持  
10 °C/min で 370 °C まで上昇、4 分維持

MMI モード: スプリットレス 
温度プログラム:  
88 °C で 0.1 分維持 
250 °C/min で 370 °C まで 
スプリットベントへのパージ流量: 2.5 分で 9.6 mL/min 
セプタムパージ流量: 3 mL/min

COC モード: トラックオーブン 
セプタムパージ流量: 1 mL/min

注入量 1 µL 

FID ヒーター: 380 °C 
H2 流量: 30 mL/min 
空気流量: 400 mL/min 
メイクアップ流量: 25 mL/min

A

B
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リテンションタイム (分)
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リテンションタイム (分)

ヘプタン

FAMEフォーカシングしないゾーン

グリセロール

グリセロール

1,2,4-ブタントリオール (IS)

1,2,4-ブタントリオール (IS)

フォーカシングするゾーン FAME

モノ C19 (IS)
ジ C38 (IS)

トリ C57 (IS)

モノ C19 (IS) ジ C38 (IS)

トリ C57 (IS)

ヘプタン

図 1. COC (A) と MMI (B) を使用した B100 SRM の分析でのクロマトグラムの比較
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定量的比較
図 4 は、COC と MMI を用いて得られたグリセ
ロールの検量線の重ね表示です。EN 14105 で
指定されているように、各検量線は n-ヘプタ
ン中の 1,2,4-ブタントリオールについてグリセ
ロールの相対レスポンスと相対濃度を使用し
て作成しました。この検量線を使用して、バイ
オディーゼルサンプル中の遊離グリセロール
を定量できます。表 4 は、回帰パラメータを示
しています。残留するモノ、ジ、トリグリセリド
の定量は、バイオディーゼルサンプルに添加し
たシングルレベルの標準の相対レスポンスを
ベースとします。グリセロールの総量は、モノ、
ジ、トリグリセリドの濃度の加重和を基に求め
ることができます。表 5 では、COC と MMI を
使用した場合の B100 SRM の定量結果を比較
しています。

表 4. グリセロールキャリブレーションパラメータ

注入口
傾き 
(± 95 % C.I.)

切片 
(± 95 % C.I.)

回帰の 
標準誤差 相関係数

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. COC と MMI についての B100 SRM 中のグリセロールとグリセリドの分析結果の比較

分析対象物の 
グループ

COC (wt%)  
±95 % C.I.

MMI (wt%)  
±95 % C.I. 差 EN 14105 の反復リミット

グリセロール 0.015 + 0.006 0.015 + 0.006 0.000 0.003

モノグリセリド 0.24 + 0.08 0.24 + 0.08 0.00 0.03

ジグリセリド 0.10 + 0.03 0.11 + 0.03 0.00* 0.01

トリグリセリド 0.05 + 0.05 0.05 + 0.05 0.00 0.01

総グリセロール 0.096 + 0.020 0.097 + 0.020 0.001 0.007

* 丸める前で引き算

4.0 4.2 4.4 4.6 4.8 5.0 5.2 5.4
リテンションタイム (分) 

グリセロール

1,2,4-ブタントリオール 

図 2. COC 注入口を使用する場合の純粋ヘプタン中 (実線) および B100 バイオディーゼル中 (破線) の 
誘導体化されたグリセロールと 1,2,4-ブタントリオールの比較 

3.75 3.95 4.15 4.35 4.55 4.75 4.95 5.15

グリセロール 

1,2,4-ブタントリオール 

リテンションタイム (分)

図 3. MMI を使用する場合の純粋ヘプタン中 (実線) および B100 バイオディーゼル中 (破線) の 
誘導体化されたグリセロールと 1,2,4-ブタントリオールの比較 

図 4. COC 注入口 (実線) と MMI (破線) を使用した 
場合の TMS 誘導体化されたグリセロールの検量線 
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堅牢性の比較
トリグリセリドが適切に検出されるよう、EN 
14105 では各分析についてカラム性能の管理
測定が必要とされています。このメソッドで
は、ジグリセリド (ジ C38) に対するトリグリセ
リド内部標準 (トリ C57) の最大相対レスポン
ス係数 (RRF) を 1.8 に設定しています。RRF が 
1.8 より大きい場合、その機器は分析に適しま
せん。B100 SRM を用いて準備したサンプルを
複数回注入し、各注入における COC 注入口と 
MMI 注入口の両方の RRF を図 5 に示します。
COC 注入口の場合、RRF は注入回数に応じて
増大し、8 回目の注入で閾値に到達しました。
システム性能は、9 回目の注入でリテンション
ギャップを 5 cm 取り除くことによって回復しま
した。一方、MMI 注入口の場合は、より安定
した RRF を示し、16 回の注入回数を通して閾
値に到していません。実際に、図 6 は MMI で
の 50 回注入の経過を示していますが、RRF 変
動はほとんどなく、複数回の注入経過を通し
てシステムの安定度が高いことが分かります。 

図 5. COC と MMI での注入回数に対する RFF

リテンションギャップのクリップ 
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図 6. MMI での注入回数に対する RFF
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定量的比較
EN 14105 では、レスポンスカーブを用いてバ
イオディーゼルサンプル中の遊離グリセロー
ルを定量するように規定されています。この
レスポンスカーブは、4 つの濃度レベルにつ
いて、内部標準に対するグリセロールの濃度
比と、内部標準に対するグリセロールのピー
ク面積比をプロットすることによって作成しま
す。通常の線形最小二乗法回帰モデルを使用
し傾きと切片のパラメータを決定して、データ
をフィッティングします。メソッドに従って、相
関係数 (R) が 0.9 以上の場合は、カーブの直
線性が確立されます。図 4 に COC および MMI 
注入口の両方の検量線を示し、表 4 にフィッ
ティングモデルのパラメータとして傾き、切片、
相関係数を示します。メソッドでは指定されて
いませんが、表 4 には各データセットについ
て、計算で求めた傾きおよび切片の信頼区間
および標準回帰誤差も記載しています。図 4 
の各データセットのレスポンスカーブを観察す
ると、実質的に区別することはできず、表 4 の
モデルパラメータの信頼区間はかなりの部分
が重なります。この 2 つのデータセットの直線
性は、最小要件の相関係数 0.9 を超えて確立
されました。しかし、モデルパラメータの信頼
区間および標準回帰誤差によって求めた精度
は、COC 注入口が MMI 注入口よりも高い精度
であることを示しています。COC 注入口のサン
プル導入のメカニズムが最高の真度と精度の
注入技術とされていることを考えると、これは
驚くことではありません 4。

質にコーティングし、基本的に疑似固定相と
なるものを形成する必要があります。濃縮相
中の分配係数が高く揮発性がやや低いサンプ
ルの成分が、温度プログラミング中に分析カ
ラムのヘッドにリフォーカシングされます。カ
ラム温度の上昇時、溶媒は徐々に気化し、低
揮発性溶質を伴って移動します。これにより、
溶質を狭いバンドに集中できます 6、7、8。バイオ
ディーゼルの場合は、高濃度の FAME と n-ヘ
プタンが二成分系溶媒の混合物を形成し、リ
テンションギャップの壁をコーティングします。
早く溶出する物質は、一部は n-ヘプタンによっ
て、一部は FAME によって溶媒和されます。こ
の場合は、カラムを過熱すると、早く溶出する
溶媒のバンドは揮発性の小さい FAME によっ
て保持されます。これにより、FAME ピークの
前に溶出するピークについて溶質バンド拡散
が生じます。この仮説は、COC 注入におけるバ
イオディーゼル混合物中のグリセロールおよ
び 1,2,4-ブタントリオールとキャリブレーション
標準を比較することで裏付けられます (図 2)。
キャリブレーション標準を n-ヘプタンで希釈し
て、グリセロールと 1,2,4-ブタントリオールの
両方のフォーカシングに最適な溶媒を提供し、
FAME が存在する B100 バイオディーゼル中の
同じ成分と比較してシャープなクロマトグラ
フィーピークを生成します。

COC で観察された溶媒フォーカシング中の乱
れは、MMI ではサンプル導入のメカニズムが
異なるために観察されませんでした。MMI の
場合、サンプルは低温の注入口ライナに導入
された後、高速に注入口を昇温し、揮発性に
基づくカラムへのサンプル導入において、軽微
ではあるものの重要な差別化を実現します。
沸点がより高い FAME は長い時間注入口ライ
ナに留まり、n-ヘプタン、グリセロール、1,2,4-
ブタントリオールなどの早く溶出する物質は
狭いバンドでカラムに移動します。この効果
は、早期溶出物のフォーカシングを保持する
のに十分です。MMI を使用したバイオディー
ゼル混合物とキャリブレーション標準中のグリ
セロールと 1,2,4-ブタントリオールのピーク形
状を比較した図 3 に、その効果が示されてい
ます。 

TPSS 注入口の最適化
アジレントのラボでの経験を基に内径 2 mm 
ディンプルライナを選択しました。このライナ
は一般的に、サンプルマトリックスに少量の非
揮発性混入物が含まれる、コールドスプリット
レス注入用に適しています。オフセットディン
プルは、ニードルチップからカラムまでの直接
的な経路を防止し、非揮発性物質を捕獲でき
るように大きな表面を提供します。

表 3 の温度プログラムの設定は、原則に基づ
くもので、実験で最適化したものではありませ
んでした。注入口温度は、 サンプルを濃縮液
体として導入できるように、ヘプタン溶媒の沸
点よりも 10 ° C 低い 88 ° C に設定しました。開
始温度の持続時間を 0.1 分に選択して、注入
口を加熱する前にサンプルをライナに確実に
供給しシリンジを引き抜きます。オーブン温度
がヘプタンの沸点に到達する前に、注入口を
加熱し最終カラム温度の 370 ° C になるように
注入口の昇温速度を選択して、溶媒を再濃縮
させました。

注入口の最適なパージ時間は実験で求めまし
た。1、1.2、2、2.5 分の 4 つのパージ時間につ
いて評価しました。ヘプタン溶媒ピークと最初
に溶出するグリセロールピークとの間のベー
スライン分離を維持しつつ、ジ C38 対トリ C57 
の相対レスポンス係数によって求められるディ
スクリミネーションが最少となったため、パー
ジ時間は 2.5 分としました。 

クロマトグラフィーの比較
早く溶出する化合物では、図 1 ～ 3 で例示し
た MMI と COC 注入口を使用した場合のバイ
オディーゼルサンプル分離におけるクロマトグ
ラフィー性能の違いは、サンプル導入のメカニ
ズムと大いに関係します。COC 注入口とリテン
ションギャップを使用した場合の早期溶出物
の溶質フォーカシングの主なメカニズムは、溶
媒のフォーカシング (つまり、低リテンションエ
リアから高リテンションエリアへの溶質移動) 
がベースです。最適な溶媒フォーカシングで
は、サンプル導入直後かつ温度プログラミング
前に濃縮溶媒がリテンションギャップの壁を均
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堅牢性の比較
図 5 に示すように、ジグリセリド (ジ C38) に対
するトリグリセリド内部標準 (トリ C57) の RRF 
に基づく COC のカラム性能の管理指標は、8 
回目の注入でリミットの 1.8 を超えています。
リテンションギャップをクリップすることによっ
て 9 回目の注入で性能が回復しています。メ
タルリテンションギャップへの挿入中にシリン
ジニードルによる擦過によって表面の不活性
が除去されたものと仮定しました。この仮定
は、性能を回復するためにギャップへのニード
ル挿入の深さ (約 5 cm) とほぼ等しい長さのリ
テンションギャップのわずかな部分のみを取り
除く必要があったという事実によって裏付けら
れました。リテンションギャップを注意してまっ
すぐにしている場合でも、この影響をなくすこ
とは困難です。MMI ではこの影響は観察され
ず (図6) 、カラム性能の低下の原因がマトリッ
クスの付着物ではなく COC によるサンプル導
入の物理的メカニズムであるとする仮説が裏
付けられました。

結論
EN 14105 では、バイオディーゼル中のグリセ
ロールおよびグリセリドを分析するためのサン
プル導入の手段として、COC 注入口または同
等のデバイスの使用が規定されています。この
アプリケーションノートでは、MMI と COC の比
較により MMI でも同等の閾値が得られるとい
う説得力のある証拠が得られました。さらに、
MMI は早期溶出化合物についてより良好な分
離能を実現し、COC よりも堅牢性が高いこと
を示しています。

両方の精度指標について、精度リミットは、反
復性および再現性の分散が測定されている 
16 のラボ研究の結果を基に予想精度を計算し
て求めます。算出した反復性リミットと再現性
リミットは 2 つの測定の結果の違いと比較さ
れます。系統誤差を除くと、結果の違いは精
度リミットよりも小さくなることが予想されま
す。COC と MMI の結果の比較には、反復指標
を選択しました。これは、より正確な比較が可
能になり、より高い精度の閾値が求められる
ためです。表 5 は、測定結果と関連する 95 % 
の信頼度での不確実性を示しています。不確
実性は、EN ISO 4259 のセクション 7.2.3 で指定
されたメソッドを使用して計算しました 9。興
味深いことに、信頼区間は反復精度区間より
も広くなります。EN ISO 4259 で規定された信
頼区間の計算は反復性と再現性の両方を包
含しており、再現性が支配的であるためです。
分析対象物の各グループで、COC と MMI の結
果の違いは精度リミットよりも小さく、注入口
性能にほとんど違いがないことが示されます。
分析データを見る限り、今回の研究では MMI 
で得た結果と COC で得た結果は区別がつか
ないと考えられます。

EN 14105 では、グリセロールに加え、モノ、ジ、
トリグリセリドおよび総グリセロール濃度が規
定されています。レスポンスカーブとは対照的
に、各グリセリドタイプの内部標準のシングル 
RRF を基に算出します。総グリセロールは、下
述した方程式 1 で得られる、構成物質である
遊離グリセロール (G)、モノ (M)、ジ (D)、トリグ
リセリド (T) の加重和から導出されるパーセン
ト濃度として報告されます。

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

方程式 1

メソッドには、EN ISO 425911 に記載されてい
る統計学的メソッドに準拠した 95 % 信頼度
リミットでの測定精度の評価も含まれていま
す。次の 2 種類の精度指標が割り当てられて
います。 

• 反復性の指標: 同一のオペレータ、同一
のラボ、同一の分析機器による測定

• 再現性の指標: 複数のオペレータ、複数
のラボ、複数の分析機器による測定
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