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薄层色谱-热辅助水解甲基化-气相色谱法测定

生物柴油中的甘油酯

王 鹏 孙 杨 刘哲益 傅宇飞 潘再法 王丽丽﹡

( 浙江工业大学化学工程与材料学院，杭州 310014)

摘 要 建立了薄层色谱-热辅助水解甲基化-气相色谱法测定生物柴油中残余甘油酯含量的方法。样品中

的甘油酯经薄层色谱分离，萃取后与三甲基氢氧化硫 ( 0． 1 mol /L) 各 3 !L 先后加入到样品杯中，在 350 ℃
下，于裂解器中进行衍生化反应，气相色谱测定生成的脂肪酸甲酯，确定甘油酯的含量。生物柴油中常见的甘

油一酯、二酯、三酯在 60 ～ 2000 mg /L 浓度范围内线性关系良好，r2 为 0． 9863 ～ 0． 9993。对于浓度为 250 mg /
L 的4 种甘油二酯重复测定 5 次，相对标准偏差为 3． 2% ～ 7． 2%。本方法对实际样品中的甘油酯的测定结果

表明，方法准确、灵敏。
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1 引 言

生物柴油是一种低硫、可再生的清洁燃料
［1］，现已成为一种优质的石油柴油替代品。它是在催化

剂 ( 酸或碱) 存在下，由动植物油与过量甲醇发生酯交换反应制得的。通常因反应不完全，生物柴油残

余少量甘油一酯、二酯、三酯。残余的甘油酯过高会沉积在发动机阀门、活塞等部位，影响发动机的性

能
［2］。为了控制生物柴油的品质，研究残余甘油酯的定量分析方法非常重要。现有的分析方法有气相

色谱法 ( GC) ［3 ～ 6］、高效液相色谱-蒸发光散射检测器法 ( HPLC-ELSD) ［7，8］、薄层色谱-氢火焰离子化

检测器法 ( TLC-FID) ［9］
等。GC 是较常用的方法，但是甘油脂的分子量较大，需高温 GC; HPLC-ELSD

法能够用于甘油酯的分离，但是 ELSD 线性范围较窄，灵敏度不够高; TLC-FID 法能较好地分离甘油酯，

但定量分析尚不够准确。
热辅助水解甲基化-气相色谱法 ( Thermally assisted hydrolysis and methylation-gas chromatography，

THM-GC) 已被应用于脂肪酸甘油酯的分析
［10］，这种方法是将甘油酯在线衍生化为脂肪酸甲酯进行测

定。由于生物柴油本身含有大量脂肪酸甲酯，因此仅用该法无法分析生物柴油中残余的甘油酯。本研

究将 TLC 与 THM-GC 两种方法结合，即薄层色谱-热辅助水解甲基化-气相色谱法 ( TLC-THM-GC) ，生

物柴油经薄层色谱分离，溶剂提取薄板上的甘油酯，采用在线热辅助水解甲基化法将甘油酯在裂解器内

同时同步水解衍生为相应的脂肪酸甲酯，气相色谱测定所产生的脂肪酸甲酯，进而确定甘油酯的含量。
本方法能够测定生物柴油中残余的各甘油酯的含量，同时可有效分析甘油酯中脂肪酸的组成。

2 实验部分

2． 1 仪器与试剂

CP-3800 气相色谱仪( 美国 Varian 公司) ，配氢火焰离子化检测器; 5890 /5972 气质联用仪 ( 美国

Agilent 公司) ; Py-2020iD 纵型微型炉裂解器 ( 日本 Frontier Lab 公司) 。
硬脂酸甘油一酯、二酯、三酯 ( 纯品，美国 Accstandard 公司) ; 油酸甘油二酯、亚油酸甘油二酯、亚麻

酸甘油二酯 ( 纯度 ＞ 99%，美国 Nu-Chek 公司) ; 三甲基氢氧化硫 ( 0． 1 mol /L 甲醇溶液，日本东京化成

工业株式会社) ; 乙酸乙酯 ( 分析纯，国药集团试剂公司) ; 甲苯，丙酮 ( 分析纯，衢州巨化试剂公司) ;

GF254 硅胶板 ( 10 cm ×20 cm，青岛海洋化工有限公司) ; 菜籽油、棕榈油为原料的生物柴油样品 ( 浙江
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工业大学化学工程研究所) 。
2． 2 标准溶液和生物柴油样品溶液的制备

2000 mg /L 甘油二酯混合标准溶液: 称取硬脂酸 ( C18∶ 0) 、油酸 ( C18∶ 1 ) 、亚油酸 ( C18∶ 2 ) 、亚麻酸

( C18∶ 3) 、甘油二酯各 0． 0100 g，定容至 5 mL。逐级稀释得一系列溶液，浓度分别为 2000，1000，500． 0，

250． 0，125． 0 和 62． 50 mg /L。
1900 mg /L 甘油一酯、三酯的标准溶液: 称取硬脂酸 ( C18∶ 0) 甘油一酯和三酯各 0． 0038 g，分别定

容至 2 mL。逐级稀释得一系列溶液，浓度分别为 1900，950． 0，475． 0，237． 5，118． 8 和 59． 40 mg /L。
生物柴油样品溶液: 取生物柴油样品 200 !L，定容至 1 mL，得稀释 5 倍后的溶液。
所有溶液皆用乙酸乙酯( 分析纯) 作溶剂，进行定容与稀释，配制的溶液存放于 4 ℃ 冰箱中。

2． 3 实验方法

2． 3． 1 薄层色谱分离 取 100 !L 上述标样及样品点在长为 10 cm 的硅胶板上 ( 20 个点，每点 5 !L)

，以甲苯-丙酮( 92∶ 8，V /V) 为展开剂展开，使用碘蒸气显色。待各斑点褪色后，刮入试管中并加入乙酸

乙酯 2 ～ 4 mL ( 甘油一酯与三酯组分加 2 mL，甘油二酯组分因斑点面积较大，硅胶较多，加 4 mL) ，超声

萃取 45 min，以 3000 r /min 离心 10 min。取 1 ～ 2 mL 上层清液 ( 甘油一酯与三酯取 1 mL，甘油二酯取

2 mL) ，放入到小样品瓶中，在 110 ℃ 下，于通风橱中加热蒸发至干，加入 50 !L 乙酸乙酯，超声辅助溶

解。
2． 3． 2 THM-GC 法测定 取上述样品 3 !L 加入到样品杯中等待 5 min 使溶剂挥发后，加入 3 !L
0． 1 mol /L 三甲基氢氧化硫( Trimethylsulfonium hydroxide，TMSH) ，将样品杯固定在进样杆上，装入裂解

器。仪器稳定后，按下进样杆使样品杯自由落到预先设定为 350 ℃ 的炉心，样品受热瞬间发生水解甲

基化反应，生成的产物立即由载气带入气相色谱进行测定。
2． 4 定量方法

采用外标法进行定量分析。将各甘油酯衍生化得到的各脂肪酸甲酯的峰面积总和代入到硬脂酸甘

油一酯、二酯、三酯标准曲线的线性方程，即可求得生物柴油样品溶液中相应的甘油一酯、二酯、三酯的

含量，然后再乘以 5 ( 稀释倍数) ，即可求得生物柴油样品中甘油酯的含量。
2． 5 仪器工作参数

气相色谱: DB-23 色谱柱 ( 30 m ×0． 25 mm ×0． 25 !m) ; 柱温: 初温 80 ℃，以 20 ℃ /min 速率升到

180 ℃，再以 5 ℃ /min 速率升到 230 ℃，保持 3 min。汽化室和检测器温度均为 250 ℃，分流比 30∶ 1，

图 1 甘油酯标准品和生物柴油样品的薄层色谱图

Fig． 1 Typical chromatogram of glyceride standards and
biodiesel sample obtained by TLC
1． 硬脂酸甘油一酯; 2． 油酸甘油二酯; 3． 硬脂酸甘油三酯;

4． 生物柴油样品。1． Monostearin; 2． Diolein; 3． Tristearin;

4． Biodiesel sample．

载气 N2，柱流量 1 mL /min。
质谱: EI 离子源 ( 由传输线传递温度) ，电离能量

70 eV，扫描范围 40 ～500 amu; 配备 Nist 02 谱库。

3 结果与讨论

3． 1 薄层色谱分离和定性

以 GF254 硅胶板作为薄层色谱的固定相，选择

甲苯-丙酮 ( 92∶ 8，V /V) 为展开剂，用碘蒸气显色。
如图 1 所示，从左到右依次是硬脂酸甘油一酯，油酸

甘油二酯，硬脂酸甘油三酯，生物柴油样品。计算得

到甘油一酯 R f 值为 0． 06; 甘油二酯 R f 值为 0． 40 和

0． 55，是同分异构体
［11］; 甘油三酯的 R f 值为 0． 92。

生物柴 油 样 品 中 观 察 到 R f 值 分 别 为 0． 06，0． 40，

0． 55，0． 92 的 4 个斑点，与标准品比较，可定性为甘

油一酯、二酯和三酯。此外，在甘油二酯和三酯之间

还观察到一个很大的斑点，经验证是脂肪酸甲酯。
3． 2 TLC-THM-GC 方法学考察
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将薄板上含甘油酯的斑点刮下，经溶剂提取后用 THM-GC 测定。高温下甘油酯在过量 TMSH 存在

下发生水解甲基化反应生成脂肪酸甲酯，GC 测定生成的脂肪酸甲酯，进而确定甘油酯的含量。由于以

植物油为原料的生物柴油中的甘油酯主要包含硬脂酸、油酸、亚油酸、亚麻酸等脂肪酸，取含上述脂肪酸

的甘油酯标样，对 TLC-THM-GC 法的线性范围、相关系数、重现性等进行了考察。欧盟规定生物柴油中

甘油一酯，二酯，三酯的含量分别不高于 0． 8%，0． 2% 和 0． 2% ( w /w ) ［12］，根据生物柴油密度
［12］

( 0． 86 ～ 0． 90 g /mL，取 0． 87 g /mL 计算) 转换成质量体积浓度，经 5 倍稀释后其相应的限量分别为

1402，348 和 348 mg /L。各 甘 油 酯 在 60 ～ 2000 mg /L 的 浓 度 范 围 内 的 线 性 关 系 良 好，r2 为

0． 9863 ～ 0． 9993，线性范围的下限小于欧盟规定的最大限量( 表 1) 。对 250 mg /L 甘油二酯平行测定 5
次，相对标准偏差小于 3． 2% ～7． 2%，表明方法的重现性良好。上述结果表明，TLC-THM-GC 法适合测

定生物柴油中的甘油酯。

表 1 甘油酯的线性范围、相关系数 ( r2 ) 、线性方程
Table 1 Linear range，regression coefficient ( r2 ) and linear equation of glycerides

编号
Number

化合物
Compound

线性范围
Linear range ( mg /L)

相关系数( r2 )
Correlation coefficient

线性方程
Linear equation

1 硬脂酸甘油一酯 Monostearin 59． 4 ～ 1900 0． 9976 y = 344． 55x － 5679
2 硬脂酸甘油二酯 Distearin 62． 5 ～ 2000 0． 9987 y = 384． 43x －

14664
3 硬脂酸甘油三酯 Tristearin 59． 4 ～ 1900 0． 9993 y = 442． 50x +

12849
4 油酸甘油二酯 Diolein 62． 5 ～ 2000 0． 9992 y = 321． 38x －

14827
5 亚油酸甘油二酯 Dilinolein 62． 5 ～ 2000 0． 9863 y = 301． 91x －

16826
6 亚麻酸甘油二酯 Dilinolenin 62． 5 ～ 2000 0． 9894 y = 161． 19x －

15496

3． 3 生物柴油样品分析

样品按照 2． 3 节实验步骤分析，各类型脂肪酸甲酯通过保留时间和质谱解析定性，按照 2． 4 节定量

方法计算甘油酯含量。各甘油酯中脂肪酸的组成( 即相对百分含量) 用归一化法定量 ( 各脂肪酸的峰

面积除以该甘油酯中脂肪酸面积的总和) 。
生物柴油样品经 TLC 分离后得到的各甘油酯的 THM-GC 色谱图( 图 2) 。生物柴油样品中各甘油

酯的含量及其脂肪酸的相对百分含量见表 2。从图 2 及表 2 可见，两种生物柴油中均检测到残余的甘

油一酯、二酯、三酯，而甘油酯中的脂肪酸有 C16∶ 0 和 C18∶ 0，C18∶ 1，C18∶ 2 这 4 种组分。菜籽油中主要

是 C18∶ 1 为主，在各甘油酯中其相对百分含量都大于 73%。而棕榈油中 C16∶ 0 含量最多，在各甘油酯

中其相对百分含量都超过 50 %。

图 2 生物柴油样品经 TLC 分离后的各甘油酯的热辅助水解甲基化-气相色谱图，( a) 菜籽油为原

料; ( b) 棕榈油为原料

Fig． 2 Typical chromatograms obtained by thermally assisted hydrolysis and methylation- gas chromatogra-
phy for residual glycerides in biodiesel samples made by rap oil ( a) and palm oil ( b) after TLC separation
1． 棕榈酸甲酯; 2． 硬脂酸甲酯; 3． 油酸甲酯; 4． 亚油酸甲酯。1． Methyl palmitate; 2． Methyl stearate; 3． Methyl o-

leate; 4． Methyl linoleate．
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表 2 还表明，两种生物柴油中甘油一酯与甘油三酯的含量均低于欧盟规定的 7008 和 1740 mg /L，

而甘油二酯的含量皆超过了欧盟规定的 1740 mg /L，分别为 2035 和 2601 mg /L。

表 2 菜籽油和棕榈油为原料的生物柴油样品中残余甘油酯的含量及其脂肪酸的组成
Table 2 The content of residual glycerides and their composition of fatty acids in biodiesel samples made by rap oil and palm oil

甘油酯
Glyceride

脂肪酸的组成 Fatty acid composition
C16∶ 0
( % )

C18∶ 0
( % )

C18∶ 1
( % )

C18∶ 2
( % )

甘油酯含量
Glyceride content

( mg /L)

菜籽油
Rap oil

甘油一酯 Monoglyceride 13． 1 5． 7 73． 4 7． 8 2637
甘油二酯 Diglyceride 18． 1 4． 3 77． 6 － 2035
甘油三酯 Triglyceride 22． 2 － 77． 8 － 445

棕榈油
Palm oil

甘油一酯 Monoglyceride 61． 0 21． 3 16． 1 1． 6 4342
甘油二酯 Diglyceride 70． 5 17． 1 12． 4 － 2601
甘油三酯 Triglyceride 53． 8 10． 1 31． 9 4． 2 1455

考察了实样的加标回收率。取 200 !L 生物柴油样品 ( 菜籽油) 分别加入油酸甘油二酯 0． 54 和

1． 40 mg，测得回收率分别为 96． 3%和 97． 2%，相对标准偏差 ( n = 5) 分别为 4． 2%和 3． 6%。表明方法

的准确度和重现性良好。实验结果表明，本方法准确、灵敏，不仅能测定生物柴油样品中各甘油酯的含

量，同时可以有效检测各甘油酯中脂肪酸的组成。本方法完成一个实际样品的分析耗时约 3 h。
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Determination of Glycerides in Biodiesel by Thin Layer
Chromatography-Thermally Assisted Hydrolysis and

Methylation-gas Chromatography

WANG Peng，SUN Yang，LIU Ze-Yi，FU Yu-Fei，PAN Zai-Fa，WANG Li-Li*

( College of Chemical Engineering and Materials Science，Zhejiang University of Technology，Hangzhou 310014)

Abstract A method was developed for the determination of residual glycerides in biodiesel on the basis of
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thin layer chromatography-thermally assisted hydrolysis and methylation-gas chromatography ( TLC-THM-GC)

using a pyrolysis-GC system． With the THM in the presence of an organic alkali，trimethylsulfonium hydroxide
( TMSH) ，glycerides were converted into their corresponding fatty acid methyl esters． Thus，residual glycer-
ides could be determined well by the total peak area of fatty acid methyl esters formed． Glycerides in samples
were separated by TLC， and then were extracted． The results showed that by adding 3 ! L TMSH
( 0． 1 mol /L) methanol solution to 3 !L extract of sample and methylating the mixture at 350 ℃，the glycer-
ides would be sensitively determined． The calibration curves of monoglyceride，diglyceride and triglyceride
exhibited good linearity with the regression coefficients from 0． 9863 to 0． 9993 at the concentration ranged
from 60 to 2000 mg /L． The reproducibility was fairly good with the RSD ( n = 5) from 3． 2% to 7． 2% for four
kinds of diglycerides at 250 mg /L concentration level． The potential of the proposed method was assessed by
applying it to the determination of residual glyceride in biodiesel． The results prove this TLC-THM-GC tech-
nique is an accurate and sensitive method for determining residual glyceride in biodiesel samples．
Keywords Thin layer chromatography; Thermally assisted hydrolysis and methylation; Gas chromatography;

Trimethylsulfonium hydroxide; Glyceride; Biodiesel
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