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摘要：研究了生物柴油中甾醇糖苷（Ｓｔｅｒｏｌ　Ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ，ＳＧ）富集，纯化及气相色谱定量测定的方
法。通过皂化，液液萃取及固相萃取（ＳＰＥ），富集和纯化甾醇糖苷，采用β－胆甾烷醇作为内标，对
其进行气相分析并定量。讨论了生物柴油及其副产物乳化生物柴油和生物柴油残渣的不同前处
理，考察了皂化强度对甾醇糖苷含量测定的影响。结果表明：生物柴油样品不需皂化，生物柴油
副产物乳化生物柴油和生物柴油残渣皂化条件为：皂化溶液：０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＫＯＨ－乙醇，皂化温度
为６０℃，皂化时间：４０ｍｉｎ。
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　　生物柴油主要是植物油脂和短链醇类如甲醇

发生酯交换反应而形成的脂肪酸短链一元醇酯［１］。

生产生物柴油主要以植物油或废弃油脂为原料，其

加工及储存过程中，易形成胶状沉淀物堵塞过滤装
置以及残留在储存罐底部，这些沉淀物中含有较高
含量的甾醇糖苷［２］。生物柴油中的甾醇糖苷会严
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重影响生物柴油的品质，当甾醇糖苷的量较多时，
会使生物柴油结块，影响其正常使用。但是甾醇糖
苷是一种具有生物活性的物质，降低胆固醇和提高
免疫力的功效显著［３－４］，也是一种新颖的帮助肽类
药物通过鼻粘膜和肠粘膜的吸收促进剂［５］，Ｌｉａｎｇ－
ｃａｉ　Ｐｅｎｇ［６］等人发现甾醇糖苷作为底物，在植物中
合成纤维素。甾醇糖苷的应用范围十分宽广，具有
较大的利用价值。
生物柴油中的甾醇糖苷含量较低，通过检测其

含量可以有效控制生物柴油中甾醇糖苷含量，有助
于生产出性能优良的生物柴油；生物柴油储存桶沉
淀物中甾醇糖苷含量很高，提取、纯化和利用甾醇
糖苷，提高原料利用率，增加产品附加值，降低生物
柴油综合生产成本。所以，生物柴油中甾醇糖苷分
析及分析方法的建立，非常具有实际意义。生物柴
油中的甾醇糖苷有使用ＡＳＴＭ　Ｄ　６５８４测定生物柴
油中甘油的方法进行分析检测［７－８］，面临分析生物
柴油时因未经过富集，峰面积较小给定量带来困难
以及无法检测乳化生物柴油和生物柴油残渣等生

物柴油中的甾醇糖苷等问题。也有采用 ＨＰＬＣ方
法对油脂或生物柴油中的甾醇糖苷进行测定［９－１０］，
但是经过前处理之后，杂质仍然很多，不容易定出
峰位置。不同样品类型，对甾醇糖苷提取、含量测
定影响较大，作者对不同类型样品的前处理进行摸
索，采用皂化，液液萃取，固相萃取等多种方式对其
甾醇糖苷进行了分析。

１．１　材料、试剂
石油醚，乙醚，叔丁基甲醚，氯仿，丙酮，无水甲

醇，乙醇，氢氧化钾，无水硫酸钠，硅烷化试剂ＢＳＴ－
ＦＡ＋ＴＭＣＳ（９９∶１），所用试剂均为分析纯；β－胆
甾烷醇标准品（纯度９６％）：原料来自马来西亚生物
柴油工厂生物柴油样品以及乳化生物柴油和生物

柴油残渣。

１．２　主要仪器设备

ＧＣ　６８９０Ｎ型气相色谱仪，ＨＰ－５色谱柱（填料
为９５％ｄｉｍｅｔｈｙｌ－５％ｄｉｐｈｅｎｙｌ－ｐｏｌｙｓｉｌｏｘａｎｅ）３０ｍ×
０．３２ｍｍ×０．２５μｍ。

１．３　实验方法

１．３．１　色谱条件　升温程序见表１。

表１　气相升温程序

Ｔａｂ．１　Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ　ｐｒｏｇｒａｍ　ｆｏｒ　ｇａｓ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

升温速度／
（℃／ｍｉｎ）

起始
温度／℃

保持
时间／ｍｉｎ

２７５　 ０

２　 ３２０　 ７０

后运行 ３２０　 ２

　　进样口温度３００℃，检测器温度３６０℃，分流
模式，分流比５∶１，载气：Ｈｅ，柱流量：１ｍＬ／ｍｉｎ，

Ｈ２：４０ｍＬ／ｍｉｎ，空气：４００ｍＬ／ｍｉｎ。

１．３．２　预处理方法

１）生物柴油样品预处理　准确称取生物柴油

３．５ｇ，精确至０．０００　１ｇ至烧杯中。用３ｍＬ石油
醚／乙醚（体积比为８７∶１３）溶解后，完全转移至

ＳＰＥ柱中。分别使用１２ｍＬ石油醚／乙醚（体积比
为８７∶１３）、１２ｍＬ无水乙醚、１２ｍＬ氯仿洗涤ＳＰＥ
硅胶柱，丢弃流出液。使用２４ｍＬ丙酮进行洗脱，
再使用无水甲醇２０ｍＬ洗脱，收集流出液至１００
ｍＬ旋转蒸发瓶中，加入内标（β－胆甾烷醇）溶液５０

μＬ，６０℃下水浴旋转蒸发除去溶剂。残渣全部转
移至８ｍＬ反应瓶中，氮吹挥去溶剂，加入硅烷化试
剂ＢＳＴＦＡ＋ＴＭＣＳ（９９∶１）１００μＬ，１０５℃下加热

１５ｍｉｎ。进样１μＬ。

２）生物柴油副产物（乳化生物柴油和生物柴油
残渣）样品预处理　准确称取样品（生物柴油残渣

０．６ｇ，乳化生物柴油０．３ｇ），精确至０．０００　１ｇ，加
入５ｍＬ　０．１ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钾－乙醇溶液皂化（６０
℃，４０ｍｉｎ）后，加入４ｍｏｌ／Ｌ的盐酸溶液至中性终
止反应并冷却（乳化生物柴油中含有较多蜡质，冷
却时避免骤冷，以防凝聚）。全部转移至１００ｍＬ分
液漏斗中，加入蒸馏水和氯仿溶液各２５ｍＬ，轻微摇
匀，静止，收集氯仿层至５０ｍＬ离心管中，加入无水
硫酸钠至溶液为透亮状（无水硫酸钠不得结块）。
离心，转移上清液至１００ｍＬ旋转蒸发瓶中，氯仿洗
涤无水硫酸钠固体３～４次（１０ｍＬ／次），合并洗涤
液并转至旋转蒸发瓶中，６０℃水浴下旋转蒸发溶剂
至１～２ｍＬ后，用３ｍＬ氯仿转移至已活化的ＳＰＥ
柱中，分别用１８ｍＬ氯仿，１２ｍＬ叔丁基甲醚洗涤，
流出液丢弃。用２４ｍＬ氯仿／甲醇（体积比９∶１）和

１２ｍＬ无水甲醇洗脱，收集流出液至旋转蒸发瓶
中，加入内标（β－胆甾烷醇）溶液１００μＬ，６０℃水浴
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蒸发溶剂后，残渣转移至８ｍＬ反应瓶中，氮吹挥干
溶剂后，加入硅烷化试剂ＢＳＴＦＡ＋ＴＭＣＳ（９９∶１）

１００μＬ，１０５℃下加热１５ｍｉｎ。进样１μＬ。

２．１　实验结果
甾醇糖苷是有多种组分的，甾醇和糖苷种类的

不同，组合出多种甾醇糖苷类型，在ＧＣ图谱上的出
现的是一个甾醇糖苷带，图１是甾醇糖苷（ＳＧ）标准
品谱图，４０～７０ｍｉｎ之间出现一组甾醇糖苷。图２

是生物柴油样品中的甾醇糖苷（ＳＧ），在１０ｍｉｎ出
现的峰是β－胆甾烷醇内标物，在计算其含量时，将
所有甾醇糖苷积分，使用β－胆甾烷醇作为内标物，
得到甾醇糖苷总量。

　　表２为３种不同的样品类型的平行测定情况。
可以看出，生物柴油中含有１３μｇ／ｇ左右，生物柴油
残渣中含有５００μｇ／ｇ左右，而乳化生物柴油中含有

４　０００μｇ／ｇ左右，从相对标准偏差来看，生物柴油和
乳化生物柴油的平行性比较好，生物柴油残渣受到
样品均匀性影响，平行性较差。

图１　甾醇糖苷标准品ＧＣ－ＦＩＤ图谱
Ｆｉｇ．１　ＧＣ－ＦＩＤ　ｐｒｏｆｉｌｅ　ｏｆ　ｓｔｅｒｏｌ　ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ　ｓｔａｎｄａｒｄ

图２　生物柴油样品甾醇糖苷ＧＣ－ＦＩＤ图谱
Ｆｉｇ．２　ＧＣ－ＦＩＤ　ｐｒｏｆｉｌｅ　ｏｆ　ｓｔｅｒｏｌ　ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ　ｉｎ　ｂｉｏｄｉｅｓｅｌ

２．２　实验讨论

２．２．１　皂化对实验结果的影响　生物柴油副产物
乳化生物柴油样品和生物柴油残渣样品必须经过

皂化，不经过皂化或皂化不足会导致样品结块，然
而皂化强度会影响甾醇糖苷含量测定，为了防止甾
醇糖苷分解，皂化条件应尽可能温和。
乳化生物柴油样品和生物柴油残渣样品分别

在０．０１，０．０５，０．１０ｍｏｌ／Ｌ的ＫＯＨ－乙醇溶液在６０

℃下皂化４０ｍｉｎ，结果表明：使用０．１０ｍｏｌ／Ｌ的

ＫＯＨ－乙醇溶液，样品溶液清亮未结块，使用０．０１，

０．０５ｍｏｌ／Ｌ的ＫＯＨ－乙醇溶液，样品结块严重。
乳化生物柴油样品和生物柴油残渣样品在

０．１０ｍｏｌ／Ｌ的ＫＯＨ－乙醇溶液，６０℃条件下，分别
皂化１０，２０，３０，４０ｍｉｎ，结果表明：皂化１０，２０，３０
ｍｉｎ时，样品结块；皂化４０ｍｉｎ时，样品溶液清亮未
结块。
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表２　３类样品中甾醇糖苷质量分数

Ｔａｂ．２　Ｔｈｅ　ｃｏｎｔｅｎｔ　ｏｆ　ｓｔｅｒｏｌ　ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ　ｉｎ　ｔｈｒｅｅ　ｋｉｎｄｓ　ｏｆ　ｓａｍ－

ｐｌｅｓ

样品种类 序号
甾醇糖苷
质量分数／（μｇ／ｇ）

ＲＳＤ／％

生物柴油
１　 １３．６

２　 １３．７
０．５２

生物柴油残渣
１　 ５０２

２　 ５４７
６．０７

乳化生物柴油
１　 ４　０７７

２　 ４　００６
１．２４

　　因此，温和皂化条件确认为 ＫＯＨ－乙醇溶液在

６０℃下皂化４０ｍｉｎ。为验证温和皂化是否会对甾
醇糖苷含量产生影响，对生物柴油样品进行未皂化
和温和皂化对比试验。实验表明：温和皂化后的生
物柴油甾醇糖苷含量为１３．４μｇ／ｇ，未经过皂化处
理的生物柴油甾醇糖苷含量为１３．７μｇ／ｇ，结果比
较接近，温和皂化时甾醇糖苷基本未损失，说明温
和皂化对甾醇糖苷结构影响较小，可以应用于乳化
生物柴油和生物柴油残渣中。
在文献报道中，在温和皂化的条件下，酰化甾

醇糖苷很容易从２处断裂，从酰化甾醇糖苷转化为
游离甾醇糖苷［１２］。如图３示意图中所示，温和皂化
时，糖苷上的羟基与脂肪酸形成的酯键容易水解，

形成游离甾醇糖苷，强烈皂化时，甾醇和糖苷之间
的醚键水解，形成甾醇。对乳化生物柴油分别采用

２ｍｏｌ／Ｌ的ＫＯＨ－乙醇溶液皂化２ｈ的强烈皂化和

０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＫＯＨ－乙醇溶液皂化４０ｍｉｎ的温和皂化
做比较。结果表明：强烈的皂化会使得甾醇和糖苷
之间的键断裂，而直接形成甾醇。图４是乳化生物
柴油样品强烈皂化所得到的谱图，在１１～１４ｍｉｎ时
候出现了甾醇的３个峰，４０～７０ｍｉｎ的甾醇糖苷带
没有出峰，说明在强烈皂化的时候，甾醇糖苷分解，
甾醇生成。图５是乳化生物柴油温和皂化所得到
的谱图，１１～１４ｍｉｎ时是没有甾醇峰出现的，４０～
７０ｍｉｎ的甾醇糖苷带出现了一组甾醇糖苷峰，得到
推论，在经过强烈皂化之后，甾醇糖苷转化为甾醇。

１．在强烈皂化条件下，酰化甾醇糖苷皂化形成游离甾醇；２．在温和

皂化条件下，酰化甾醇糖苷皂化形成游离甾醇糖苷

图３　甾醇糖苷不同条件下水解示意图
Ｆｉｇ．３　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｓｔｅｒｏｌ　ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ

图４　乳化生物柴油强烈皂化后ＧＣ－ＦＩＤ图谱
Ｆｉｇ．４　ＧＣ－ＦＩＤ　ｐｒｏｆｉｌｅ　ｏｆ　ｅｍｕｌｓｉｆｉｅｄ　ｂｉｏｄｉｅｓｅｌ　ｗｉｔｈ　ｓｔｒｏｎｇ　ｓａｐｏｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ
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图５　乳化生物柴油温和皂化后ＧＣ－ＦＩＤ图谱
Ｆｉｇ．５　ＧＣ－ＦＩＤ　ｐｒｏｆｉｌｅ　ｏｆ　ｅｍｕｌｓｉｆｉｅｄ　ｂｉｏｄｉｅｓｅｌ　ｂｙ　ｍｉｌｄ　ｓａｐｏｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　　从以上的实验可以得到以下的推论：在进行生
物柴油及其副产物中甾醇糖苷的检测中，为了能够
准确定量，前处理步骤中的皂化一步是相当关键
的，掌握好皂化的条件，才能够不让样品结块或乳
化，或者由于皂化过度使被检测物质分解。

２．２．２　３种不同样品结果分析　经过分析生物柴
油及副产物等样品，乳化生物柴油中含有大量的甾
醇糖苷，质量分数在４　０００μｇ／ｇ左右，生物柴油质
量分数在１３μｇ／ｇ左右，生物柴油残渣质量分数在

５００μｇ／ｇ左右。对于副产物提取甾醇糖苷再次回
收利用来说，乳化生物柴油是更适合进行提取的，
效率和收益都比生物柴油残渣要大。

　　由于生物柴油中含有甾醇糖苷，在天气较为寒
冷的情况下，就会出现结块等诸多使用问题。通过
实际的检测，可以检测生物柴油中的甾醇糖苷来监
测生物柴油的品质。
对温和皂化和未皂化的生物柴油进行比较，实

验结果表明：温和皂化对生物柴油中甾醇糖苷的测
定影响不大，生物柴油可以直接提取出甾醇糖苷，
不用进行皂化即可。而对于生物柴油副产物（生物
柴油残渣和乳化生物柴油）来说必须要经过皂化之

后才能够进行甾醇糖苷提取，通过对强烈皂化和温
和皂化进行对比，强烈皂化会使甾醇糖苷转化为甾
醇，严重影响甾醇糖苷含量的检测。乳化生物柴油
样品和生物柴油残渣样品分别在０．０１，０．０５，０．１０
ｍｏｌ／Ｌ的ＫＯＨ－乙醇溶液在６０℃下皂化４０ｍｉｎ，
结果使用０．１０ｍｏｌ／Ｌ的ＫＯＨ－乙醇溶液，样品溶液
清亮未结块，而使用小于０．１ｍｏｌ／Ｌ的ＫＯＨ－乙醇
溶液，样品结块严重。使用０．１ｍｏｌ／Ｌ的 ＫＯＨ－乙
醇，６０℃下皂化１０，２０，３０ｍｉｎ，乳化生物柴油和生
物柴油残渣样品结块，导致甾醇糖苷无法提取。在

４０ｍｉｎ的情况下，样品溶解，能够将甾醇糖苷提取
出来，使用该皂化方法测定生物柴油中的甾醇糖
苷，其含量基本和未皂化生物柴油中含量相同，所
以选择皂化条件为０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＫＯＨ－乙醇６０℃皂
化４０ｍｉｎ。
经过分析生物柴油及副产物等样品，发现乳化

生物柴油中含有大量的甾醇糖苷，含量在４　０００μｇ／

ｇ左右，生物柴油含量在１３μｇ／ｇ左右，生物柴油残
渣含量在５００μｇ／ｇ左右。此方法可以通过检测生
物柴油中甾醇糖苷来对生物柴油的品质进行监控，
从而帮助选择副产物甾醇糖苷进行回收利用，提高
产品附加值，对甾醇糖苷功能及应用方面进行更为
深入的研究。
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会议背景介绍：生物工程和生物工艺技术正在成为实现绿色、低碳、健康、环保社会的技术平台。为促进以

上领域的国际交流与合作，２０１２年国际生物工程前沿论坛（ＩＳＡＢＥ　２０１２）将于２０１２年１０月２５日到２９日在美丽
的中国城市桂林召开。ＩＳＡＢＥ　２０１２由清华大学、日本东京工业大学和广西科学院联合举办，会议涵盖生物工程
领域的学术研究和工业实践，包括工业生物技术、纳米生物技术、生物医药技术、环境生物技术、生物燃料和生物
能源技术及食品生物技术。
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