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摘 要:建立了高效液相色谱( HPLC) -蒸发光散射( ELSD) 法测定生物柴油中游
离甘油的方法。用水萃取生物柴油中的甘油，选用强酸型阳离子交换柱
( Ultimate XB-SCX) 分离甘油和杂质，流动相为乙腈-水 ( 25: 75，V: V) ，柱温
35 ℃ ; ELSD 漂移管温度 30 ℃，载气压力 360 kPa。结果表明: 在 7. 12 ～
307. 31 mg /kg范围内，甘油峰面积和其浓度的对数具有良好的线性相关性，相关
系数 r为 0. 9929。甘油的回收率为 96. 3% ～ 105. 6%，RSD 均小于 2. 0% ( n =
5) 。最低检测限( LOD) 和最低定量限( LOQ) 分别为 2. 50 mg /kg、7. 12 mg /kg。
该研究为生物柴油中游离甘油的提取和检测提供了一种快速高效的方法。
关键词:高效液相色谱;蒸发光散射器;生物柴油;甘油;抽提
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生物柴油是将原料油通过酯交换工艺，制成性
质与矿物柴油接近，可替代石化柴油的可再生性柴
油燃料［1］。甘油是生物柴油生产过程中主要的副
产物［2］，其含量是评价生物柴油质量的重要指标
之一。已制定的生物柴油标准中都规定:生物柴油
中游离甘油的含量不能超过 200 mg /kg［3 － 5］。通
常，生物柴油粗品中的游离甘油可通过水洗和膜分
离等方法去除［6 － 7］。

生物柴油中游离甘油的检测方法有: 化学
法［8 ～ 11］;气相色谱法［12］;薄层色谱法［13］; 近红外光
谱法( NIR) ［1］。高效液相色谱法在生物柴油体系
中应用比较广泛，多用于脂肪酸及各种酯类的检
测［14 ～ 16］，但用于游离甘油的检测报道并不多。
Martin Hájek等［17］采用水萃取体系，SeparonTM SGX
柱分离，示差折光检测器( RID) 检测，但样品制备
时间长; P． Lozano等［18］采用水 －正己烷萃取体系，
AM1( DIONEX) 柱分离，脉冲安培检测器( PAD) 检
测，但甘油和杂质分离度不理想;何文绚等［19］采用

自制 C18 柱吸附并保留生物柴油中主要成分，淋
洗出甘油，Phenomenex Luna C18 柱分离，RID 检
测，但样品制备繁琐，谱图分离度差。作者之前
曾［20］采用乙腈 －水溶液作为萃取液，NH2 柱分离，
ELSD检测，但 NH2 柱在流动相影响下容易水解，
色谱柱寿命短，且抽提成本高。

针对现有方法的不足，本文使用纯水萃取技
术，用 Ultimate XB-SCX柱分离甘油，采用 ELSD 检
测生物柴油中甘油的含量。提出的定量检测方法
克服了甘油无紫外吸收，PAD 检测受干扰较多，以
及 RID检测平衡时间长，对温度变化敏感等不足。
1 实验部分
1. 1 仪器与试剂

LC － 20AT 高效液相色谱仪，ELSD-LTⅡ检测
器( 日本岛津公司) ，色谱柱: Ultimate XB-SCX ( 月
旭，250 × 4. 6 mm，5 μm) ; RE －5203 型旋转蒸发仪
( 上海亚荣生化仪器厂) ; TDL － 60B 型台式离心机
( 上海安亭科学仪器厂) 。
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乙腈、甲醇 ( 色谱纯，霍尼韦尔) ; 超纯水 ( 自
制) ; 生物柴油 ( 自制［21］ ) ; 甘油 ( AR ) ; 一级大
豆油。
1. 2 样品溶液

量取 8. 00 mL待测生物柴油于 20 mL 的试管
中，加入 2. 00 mL 抽提液，振荡 6 min，4000 r /min
下离心 15 min，移取下层溶液待检。
2 结果与讨论
2. 1 抽提液和色谱条件的选择
2. 1. 1 抽提液 分别考察了乙腈水溶液和纯水萃
取对甘油的抽提效果( 见表 1) 。结果表明:与乙腈
水抽提液相比，尽管在纯水体系中甘油的抽提量较
低，但萃取出的杂质却较少，使得甘油的纯度反而
略高。这是因为乙腈水抽提液可以与油混溶，因此
萃取出来的杂质较多，本文采用纯水作为抽提液。

表 1 不同抽提液的萃取效果
Tab. 1 Results of different extracts

乙腈:水( V: V) 0: 100 25: 75 50: 50 75: 25

甘油峰面积 1308417 1404257 1429678 1565747
杂质峰面积 1658 2317 2411 2612
甘油纯度 w /% 99. 87 99. 84 99. 83 99. 83

2. 1. 2 色谱柱类型 甘油的液相检测方法常用的
色谱柱有阳离子交换糖柱和 NH2 柱，对于本报道
生物柴油中甘油的检测，由于存在长链脂肪酸单烷
基酯等杂质的影响，糖柱不能将甘油和杂质很好的
分开，且峰型差; NH2 柱虽能将甘油和杂质很好的
分离，但是在流动相( 乙腈水溶液) 影响下，NH2 容
易水解，使用寿命短。本文采用 Ultimate XB-SCX
柱，根据亲水作用色谱( HILIC) 分离模式，利用样
品在固定相表面吸附的“富水层”与流动相中的分
配差异，可以将甘油和杂质很好的分离开来。同时
色谱柱不受流动相的影响，且柱寿命长，因而有一
定的优势。
2. 1. 3 流动相 选用一定比例的乙腈水溶液和甲
醇水溶液对抽提后的实际样品进行检测。实验发
现乙腈水溶液的分离效果较好;之后再选用不同比
例的乙腈水溶液对同一样品检测发现，当乙腈: 水
= 25: 75( V: V) 时分离度好，洗脱能力强，响应信号
高，故采用 25%乙腈溶液作为流动相。
2. 1. 4 流速 分别采用 0. 4，0. 5，0. 6，0. 8 mL/min的
流速对同一甘油样品进行检测，结果表明当流速为

0. 8 mL /min时，峰型尖锐，但分离度不够; 流速为
0. 4 mL /min时，峰型较宽，出峰时间延长，综合考
虑之下，选择流速为 0. 5 mL /min。
2. 1. 5 ELSD 参数 载气压力和漂移管温度是
ELSD检测器的主要参数，是决定样品和流动相能
否气化的决定性因素。通过对漂移管温度进行优
化，可以看出( 图 1) 漂移管温度越高，甘油的响应
信号越低，杂质的响应信号几乎不变。由于本方法
的流动相为 25%的乙腈溶液，含水量较高，考虑到
ELSD对水的雾化能力和使用的稳定性，在既定的
流速条件下，选定漂移管的使用温度为 30 ℃。此
外，本方法中 ELSD 的使用载气为压缩空气，一般
载气的压力减小，ELSD 的雾化能力降低，基线噪
音增大，故选择厂家建议的载气压力 360 kPa，基线
噪音约为 0. 2 mV，增益设定为 2，满足了检测的
需要。

图 1 不同漂移管温度下样品的色谱图
Fig. 1 Chromatograms of the samples at different

drift temperatures
1 － 28 ℃ ; 2 － 30 ℃ ; 3 － 32 ℃ ; 4 － 35 ℃

2. 1. 6 柱温 考察不同柱温对甘油检测的影响。
结果表明，柱温对甘油分离没有太大的影响。但柱
温低时色谱柱压力较大且不稳定，故设定柱温为
35 ℃，柱压为 5. 7 MPa。
2. 2 线性范围考察

参照吕扬效等［10］的方法制备去除游离甘油的
精制生物柴油，准确称量 0. 0488 g 甘油于 250 mL
的锥形瓶中，加入 158. 80 g精制生物柴油，在50 ℃
水浴中搅拌 20 min，得到已知准确浓度的甘油原溶
液。逐级稀释配制一系列标准溶液，用所建立的
HPLC-ELSD法进行检测，以峰面积 A 和甘油浓度
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C的自然对数作图，得到图 2 的结果。
由下图可知，在 7. 12 ～ 307. 31 mg /kg 范围

内，甘油峰面积和其浓度的对数具有良好的线性相
关性，且相关系数 r为 0. 9929。

图 2 甘油标准曲线
Fig. 2 Calibration curve of glycerol

2. 3 回收率
按照 2. 2 中所述的方法分别配制线性范围内

高、中、低 3 个浓度的生物柴油样品，按照所建立的
方法进行 5 次平行测定，依据 2. 2 的标准曲线计算
出回收率，结果见表 2。

表 2 回收率实验
Tab. 2 Recovery test for glycerol ( n = 5)

加入量
w / ( mg /kg)

测得量
w / ( mg /kg)

回收率
/%

RSD
/%

307. 31 311. 24 101. 3 2. 0
178. 50 188. 54 105. 6 1. 5
50. 26 48. 40 96. 3 1. 3

2. 4 检测限( LOD) 和定量限( LOQ)
按照 2. 2 中所述的方法逐级稀释得到一系列

含量已知的生物柴油样品，用所建立的方法进行
LOD和 LOQ 测定。结果表明，样品中甘油的 LOD
为 2. 50 mg /kg，LOQ为 7. 12 mg /kg，低于欧盟和美
国等国家对生物柴油中游离甘油标准含量不得超

过 200 mg /kg的检测规定，适用于实际生物柴油样
品中微量游离甘油的检测和定量。
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detector ( ELSD) was proposed to determine the free glycerol content in biodiesel． Glycerol in biodiesel was
extracted with pure water． The separation of glycerol from impurities was performed with a strong acid ion
exchange column ( Ultimate XB-SCX column) ，the mixture of acetonitrile and water ( 25: 75，V: V) was used as
mobile phase，column temperature was 35 ℃，drift tube temperature of ELSD was 30 ℃ and gas pressure of
nebulizer was 360 kPa． As a result，a good linear correlation ( r = 0. 9929) was observed when the contents of
free glycerol in biodiesel were in the range of 7. 12 to 307. 31 mg /kg． The recoveries of the method were from
96. 30% to 105. 60%，and the relative standard deviations ( RSD) were all less than 2. 0% ( n = 5) ． The limit
of detection ( LOD) and the limit of quantitation ( LOQ) were 2. 50 mg /kg and 7. 12 mg /kg，respectively． This
study provides a fast and effective way for extracting and detecting free glycerol in biodiesel．
Keywords: High performance liquid chromatography; Evaporative light-scattering detector; Biodiesel; Glycerol;
Extraction
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