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HPLC － ELSD法测定生物柴油中的游离甘油
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摘 要: 采用液液萃取及高效液相色谱 －蒸发光散射检测技术，建立了生物柴油中游离甘油含量的测定方
法。待测生物柴油经乙腈 －水(75 ∶ 25)抽提并离心分离后，取部分下层水相进行分析。优化的色谱条件为:
色谱柱 Inertsil NH2(250 mm ×4. 6 mm，5 μm); 流动相为乙腈 －水(75 ∶ 25); 流速 1. 0 mL /min; 柱温 35 ℃ ;
进样量 30 μL; ELSD载气压力 360 kPa，漂移管温度 28 ℃。结果表明，在优化条件下，生物柴油中游离甘油
的含量在 3. 73 ～ 302. 0 mg /kg范围内呈良好线性，相关系数 r = 0. 999 8，检出限(S /N≥3)为 2. 1 mg /kg，其加
标回收率为 98%～101%，相对标准偏差(RSD)为 0. 59%～ 1. 8%。方法灵敏、准确且重复性好，可为生物柴
油中游离甘油含量的测定提供一种快速高效的方法。
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Determination on Content of Free Glycerol in Biodiesel by HPLC － ELSD
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(Chemical Engineering Research Center of the Ministry of Education for Advanced Use Technology of Shanbei Energy，
Shaanxi Research Center of Engineering Technology for Clean Coal Conversion，School of Chemical

Engineering，Northwest University，Xi'an 710069，China)

Abstract: An analytical method was established for the determination of free glycerol in biodiesel by
using liquid － liquid extraction technique and high performance liquid chromatography(HPLC) with e-
vaporative light-scattering detector(ELSD) ． The biodiesel sample was extracted with acetonitrile －
water(75 ∶ 25)，followed by centrifugation． The obtained aqueous layer was analyzed by HPLC －
ELSD． The testing conditions of HPLC － ELSD were optimized and the optimal conditions were as fol-
lows: separation column: Inertsil NH2 column(250 mm ×4. 6 mm，5 μm)，mobile phase: mixture
of acetonitrile and water(75 ∶ 25)，flow rate: 1. 0 mL /min，injection volume: 30 μL，drift tube
temperature: 28 ℃，gas pressure of nebulizer: 360 kPa． The result indicated that，under the opti-
mal conditions，the calibration curve was linear over the content of free glycerol in biodiesel in the
range of 3. 73 － 302. 0 mg /kg with a correlation coefficient of 0. 999 8，and the limits of detection(S /
N≥3)were 2. 1 mg /kg． The spiked recoveries were in the range of 98% －101% with relative stand-
ard deviations(RSDs) of 0. 59% － 1. 8% ． The method was sensitive，accurate and reproducible，
and could provide an efficient way for the determination of the content of free glycerol in biodiesel．
Key words: high performance liquid chromatography(HPLC); evaporative light-scattering detector
(ELSD); biodiesel; glycerol

生物柴油是一种以动、植物油脂或餐饮废油等为原料，通过酯交换工艺制成的可再生清洁燃料，
甘油为其生产过程中最主要的副产物

［1］。生物柴油粗品中的游离甘油可通过水洗或膜分离等方法得以
部分去除

［2］，然而在生物柴油燃烧过程中，少量残留的游离甘油会对柴油机产生破坏作用并释放出丙

烯醛等有害气体
［3 － 6］。因此，欧盟和美国等国家规定生物柴油中游离甘油的含量不得超过 200 mg /

kg［7 － 8］。可见，生物柴油中游离甘油含量的测定尤为重要。
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生物柴油中甘油含量的测定方法很多，其中化学法最为常用，然而该方法耗时长，试剂用量大，

干扰因素多
［5，9 － 11］; 电氧化法的检出限较低，但其样品前处理过程复杂，检测结果稳定性差

［6］; 气相

色谱法比较灵敏且精确度较高，但需对甘油进行硅烷化处理，操作繁琐
［12］; 薄层色谱法成本低，但检

出限较高，实用性不强
［4］; 高效液相色谱法(HPLC)在生物柴油体系中的应用比较广泛，但多用于该

体系中脂肪酸及各种酯类的检测
［13 － 16］，测定该体系中游离甘油的报道很少

［17 － 19］。
考虑到甘油能与水或乙腈混溶且具有沸点高、对紫外无吸收的特性，本研究通过乙腈水溶液抽提

待测生物柴油制备样品溶液，研究了适于分析高沸点有机物的 HPLC 法，并选用适于检测无紫外吸收
不挥发物的通用型质量检测器———蒸发光散射检测器(ELSD)，建立了可对生物柴油中游离甘油进行定
量测定的分析方法。

1 实验部分
1. 1 仪器与试剂

LC-20AT高效液相色谱仪(日本岛津公司)，ELSD-LTⅡ检测器(日本岛津公司)，色谱柱: Inertsil
NH2(250 mm ×4. 6 mm，5 μm); 超纯水仪(上海优普实业有限公司); GA-3000 型低噪音空气泵(北京
中兴汇利科技发展有限公司); 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); QL-901 型旋涡混合器(广州市永程实验仪器有限公司)。
乙腈、甲醇、异丙醇(色谱纯，霍尼韦尔 B ＆ J提供); 超纯水(自制); 生物柴油(参照文献［20］

制备); 甘油(分析纯，天津市福晨化学试剂厂); 一级大豆油(福临门，山东菏泽市)。

1. 2 样品溶液的制备
准确量取 8. 0 mL待测生物柴油于20 mL试管中，加入2. 0 mL乙腈 －水(75 ∶ 25)后，塞紧管口并用旋涡

混合器振荡 6 min，以 4 000 r /min离心 20 min，移取部分下层溶液于液相色谱进样瓶中，待检。

1. 3 色谱条件
色谱柱: Inertsil NH2(250 mm × 4. 6 mm，5 μm); 流动相: 乙腈 －水(75 ∶ 25); 流速: 1. 0 mL /

min; 柱温: 35 ℃; 进样量: 30 μL; ELSD检测器参数: 载气压力 360 kPa，漂移管温度 28 ℃。

2 结果与讨论
2. 1 色谱条件及提取液的选择
2. 1. 1 色谱柱的选择 阳离子交换糖柱或 NH2 柱均可用于水相中游离甘油含量的测定

［16 － 17］，而本研

究是通过测定甘油抽提液中的甘油含量来确定生物柴油中的游离甘油含量。实验发现，在优化条件下，
阳离子交换糖柱未能将甘油峰与杂峰完全分开。而 NH2 柱不仅可将该两峰彻底分开，且峰形好，出峰

较早，信号响应高，故选用 NH2 柱。
2. 1. 2 流动相的选择 分别考察了以 80%异丙醇、80%甲醇和 80%乙腈溶液为流动相时的分离效果，
发现以 80%乙腈溶液为流动相的效果最理想。再分别用体积比为 85 ∶ 15、80 ∶ 20、75 ∶ 25 的乙腈 －
水作为流动相，对同一样品进行检测，发现随着流动相中乙腈比例的下降，甘油峰的响应信号大幅增

强，同时停留时间大幅缩短，但流动相中水的比例过高会加速 NH2 键水解，从而严重影响柱寿命。因
此，本方法选用体积比为 75 ∶ 25 的乙腈 －水为最佳流动相。
2. 1. 3 提取液的选取 分别用不同体积分数的乙腈 －水溶液作为抽提液，按照 “1. 2”制备样品溶液
并进样检测(当用 100%乙腈作抽提液时，乙腈与待测生物柴油混溶，未能进样)，结果见表 1。由表 1
可知，色谱响应信号随着抽提液中乙腈浓度的增加而增大，为确保实际样品检测过程中的灵敏度以及

色谱峰形的对称性，本方法选用乙腈 －水(75 ∶ 25)为最佳提取液。

表 1 乙腈浓度与响应值的关系
Table 1 Relationship between response value and acetonitrile concentration

Acetonitrile ∶ Water(by volume) 0 ∶ 100 10 ∶ 90 30 ∶ 70 50 ∶ 50 65 ∶ 35 75 ∶ 25
Height of peak /104 31. 0 36. 2 49. 9 68. 1 94. 5 － *

Area of peak /104 225. 4 257. 2 356. 0 490. 9 649. 3 －

* value exceed the upper limit of the ELSD
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图 1 不同流速下样品溶液的色谱图
Fig. 1 Chromatograms of the sample under

different flow rates
1． impurities，2． glycerol; A: 1. 8 mL /min，B:
1. 5 mL /min，C: 1. 0 mL /min，D: 0. 5 mL /min

2. 1. 4 流速的选择 分别考察了 4 种不同流速下
甘油在 NH2 柱上的分离情况，结果见图 1。由图 1
可知，随着流速的增加，甘油与杂质的保留时间缩

短，但二者间的分离度降低，综合考虑，选择流动

相的流速为 1. 0 mL /min。
2. 1. 5 柱温的选择 考察了不同柱温条件下样品
在 NH2 柱上的分离情况(见图 2)。结果表明，柱温
对甘油的保留时间以及与杂质间分离度的影响不

大。当柱温从 30 ℃升至 40 ℃时，杂质峰的出峰时
间几乎一致，甘油峰的保留时间也仅从 3. 7 min 缩
短至 3. 5 min。故本方法选用柱温为 35 ℃。
2. 1. 6 ELSD 条件的优化 漂移管温度和载气压
力是决定流动相气化是否完全、基线噪音大小的重
要因素，通过对漂移管温度进行优化，发现杂质的

图 2 不同柱温下样品溶液的色谱图
Fig. 2 Chromatograms of the sample solution

under different column temperatures
A: 40 ℃ ; B: 35 ℃ ; C: 30 ℃ ; flow rate: 1. 5 mL /min;

the other conditions are the same as that in Fig. 1

响应值并不受管温变化的影响，但甘油峰的响应值

却随着管温的下降而大幅增强(图 3)。然而漂移管
的温度下限是环境温度，因此本方法选定漂移管温

度为 28 ℃。
此外，考虑到成本因素，本研究使用压缩空气

为载气。通常，载气压力过大，大液滴数量会减
少，响应值降低; 而压力过小会导致基线噪音增

加，本方法采用厂家推荐的载气压力 360 kPa，基
线噪音可维持在 0. 4 ～ 1 mV 之间，满足分析要求。
为扩大显示范围，将 ELSD增益值调为 2(Gain2)。
2. 2 标准曲线的绘制
为消除基体效应对测定结果的影响，本方法采

用标准加入法(增量法)绘制标准曲线。参照吕扬效
等
［9］
的方法制备去除游离甘油的生物柴油，准确称

图 3 不同漂移管温度下样品溶液的色谱图
Fig. 3 Chromatograms of the sample solution under

different drift tube temperatures
A: 35 ℃ ; B: 31 ℃ ; C: 28 ℃ ; flow rate: 1. 5 mL /min;

the other conditions are the same as that in Fig. 1

量 0. 030 0 ～ 0. 040 0 g甘油于 250 mL锥形瓶中，加
入已去除游离甘油的生物柴油 100. 0 g，加塞后在
50 ℃水浴中磁力高速搅拌约 20 min，即得到高浓
度的甘油溶液。再用逐级稀释并加塞搅拌的方法配
成一系列已知甘油含量的生物柴油，用所建立的

HPLC － ELSD法进行检测，并以峰面积 A的自然对
数( lnA)为横坐标，甘油含量的自然对数( lnw)为纵
坐标进行线性回归。
结果表明，生物柴油中的甘油含量在 3. 73 ～

302. 0 mg /kg范围内，lnA与 lnw具有良好的线性关
系，其线性方程为 lnw = 0. 711 4lnA － 4. 516 8，相
关系数( r)达 0. 999 8。根据信噪比 S /N≥3，可得
方法的检出限为 2. 1 mg /kg。
2. 3 方法的准确度与精密度
通过甘油的回收率及重复性实验，考察了所建方法的准确度和精密度。按照 “2. 2”方法，分别

配制线性范围内高、中、低 3 个水平甘油含量的生物柴油样品，并按本方法进行 6 次平行测定，结果
见表 2。由表 2 可知，甘油的回收率为 98%～ 101%，表明该方法准确度良好; RSD 均小于 2%，故所
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建立的方法精密度较高。 表 2 甘油的回收率实验(n = 6)
Table 2 Recovery test for glycerol(n = 6)

Added
wA /(mg·kg －1)

Average measured
珔wm /(mg·kg －1)

Average recovery
珔R /%

RSD sr /%

302. 0 305. 62 101 1. 8
69. 87 68. 80 98 0. 59
7. 58 7. 60 100 0. 91

2. 4 实际样品的测定
以大豆油为原料，参照文献［20］合成生物

柴油，弃去甘油层后，旋蒸上层生物柴油(真空

度 0. 03 MPa，浴温 50 ℃，时间 40 min)。将旋
蒸后的生物柴油水洗 2 次(水洗条件: 水与待洗
柴油的质量比 1 ∶ 5，浴温 40 ℃，搅拌时间 15 min)，并在每次水洗后静置20 min，弃去下层水相，取少
许上层生物柴油样品待测。按本方法测得水洗 1、2次后生物柴油中的游离甘油含量分别为 92. 3 mg /kg和
4. 3 mg /kg。

3 结 论
利用游离甘油能与水或乙腈混溶的特点，采取振荡 －离心的方法对油相中的游离甘油进行有效抽

提。本研究所选用的 ELSD不仅克服了示差折光检测器(RID)对环境变化敏感、平衡时间长等缺点，同
时弥补了紫外检测器(UV)对甘油无吸收的不足。所建立的方法精密度高，准确度良好，检出限低，可
为生物柴油中游离甘油含量的测定提供一种快速高效的方法。
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