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二聚甘油亚油酸酯的分离纯化及其性质分析 
 

万分龙，滕英来，汪勇，李爱军，张宁 

（暨南大学食品科学与工程系，广东广州 510632） 
摘要：采用 Lipozyme 435脂肪酶催化合成的二聚甘油亚油酸酯，先用薄层层析(TLC)对产物定性分析，然后再用硅胶柱层析法

对其进行分离纯化，最后通过高效液相色谱（HPLC-ELSD）和质谱（ESI-MS）对纯化组分进行定性分析。薄层层析（TLC）分离二

聚甘油酯的理想条件为：点样量 3 µL，以氯仿/丙酮/甲醇（96/4/2，V/V/V）展开 15 min，于碘缸中碘蒸汽显色 3 min；硅胶柱层析分

离二聚甘油酯的理想条件为：2.0 g样品溶于 5 mL 氯仿-丙酮溶液（96/4，V/V），过硅胶层析柱（2.8 cm×60 cm，硅胶 200~300 目），

以不同体积比的氯仿/丙酮/甲醇（96/4/0，95/3/2，96/4/5）为洗脱液依次进行梯度洗脱，流速为 1.0 mL/min，按 10 mL/管收集洗出液。

同时对纯化后不同酯化度的二聚甘油酯进行 DSC分析和 HLB 值测定，结果表明：随着酯化度的增加，二聚甘油酯的相变温度相应的

增大，而HLB 值反而相应的减小。 
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Abstract: Diglycerol linoleic acid esters synthesized by Lipozyme 435 were qualitatively analyzed by thin layer chromatography (TLC), 

and then separated and purified by silica gel column chromatography. Finally, the purified products were analyzed by high-performance liquid 

chromatography with an evaporative light scattering detector (HPLC-ELSD) and electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS). The 

optimal TLC conditions for the separation of diglycerol linoleic acid ester were as follows: sample volume of 3 µL, separation time by 

chloroform-acetone-methanol solution (96/4/2, V/V/V) of 15 min, coloring time by iodine vapor of 3 min. The optimal silica gel column 

chromatography conditions for the separation of diglycerol linoleic acid ester were as follows: 2.0 g of sample was dissolved in 5 mL of 

chloroform-acetone solution (96/4, V/V), separated by a silica gel column (2.8 cm×60 cm, 200~300 mesh) using different mixtures of 

chloroform-acetone-methanol as the eluent (96/4/0, 95/3/2, 96/4/5, V/V/V) at a flow rate of 1.0 mL/min. Every 10 mL of eluted solution was 

collected in a tube. The obtained esters of diglycerol linoleic acid were analyzed by differential scanning calorimetry (DSC) and their 

hydrophilic-lipophilic balance (HLB) values were determined. The results showed that with increasing degrees of esterification, the phase 

transition temperatures of diglycerol linoleic acid esters increased, while their HLB values decreased. 

Key words: diglycerol linoleic acid esters; separation and purification; high performance liquid chromatograp hy; differential scanning 

calorimetry; hydrophilic-lipophilic balance 

 

聚甘油脂肪酸酯（polyglycerol esters of fatty acids, 

PGE）简称聚甘油酯，是一类新型、安全、高效的非

离子表面活性剂，被广泛应用于食品、日用化工、医

药和其它领域
[1~3]

。聚甘油酯兼有亲水、亲油双重特性， 
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具有良好的乳化、保湿、黏度调节等作用[4]。由于 PGE

比单甘酯含有更多的亲水性羟基，所以其乳化性能更

为优越[5]，且可以通过改变甘油聚合度、脂肪酸种类

及酯化度，得到一系列不同亲水亲油平衡值（HLB值

2~16）的聚甘油酯产品，以满足各种特殊的需求[6]。

其中二聚甘油酯是商品聚甘油酯的主要成分，应用开

发潜力很大，已被广泛用作乳化剂、增稠剂、分散剂、

保湿剂应用于化妆品、洗涤剂、医药和食品行业中[7~8]。 

二聚甘油酯的制备方法主要包括化学法和酶法
[9]，虽然酶法克服了传统化学方法须在高温或者高压
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下才能反应的弊端，减少了副反应的发生，而且催化

剂易与产物分离，有利于提高产品质量。但是产生的

二聚甘油酯仍然是包含有单酯、二酯及多酯的混合物，

以及未反应的脂肪酸和聚甘油等杂质。而食品、化妆

品、医药等行业对聚甘油酯产品的纯度具有较高的要

求，且不同酯化度的单酯、二酯和多酯因其结构的差

异而表现出不同的物理化学性质[7]，另外，二聚甘油

酯的分离纯化是进一步研究其结构及功能性质的一种

有效手段。因此，探究二聚甘油酯的分离纯化方法具

有十分重要的理论及现实意义。然而，目前国内外对

二聚甘油酯的分离纯化方面的研究鲜有报道，对聚甘

油酯的性质研究也仅限于由单酯、二酯及多酯所组成

的混合物[10~11]，这无疑限制了聚甘油酯的应用范围及

其功能性质的进一步研究。 

本文探讨了采用薄层层析法（TLC）定性分析酶

法合成的二聚甘油亚油酸酯，硅胶柱层析法对其进行

分离纯化，利用高效液相色谱（HPLC-ELSD）和质谱

(ESI-MS)联用对纯化组分进行结构定性确认，并对分

离纯化后得到的单酯、二酯和三酯的热性能及乳化性

能做了研究。论文结果可以对聚甘油酯的应用特性研

究提供重要参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂 

Lipozyme 435脂肪酶（原名为 Novozym 435），诺

维信公司；亚油酸（纯度 95%），安庆市中创生物工

程有限公司；二聚甘油，济南东润精化科技有限公司；

乙腈、异丙醇和甲醇均为色谱纯，天津市富宇精细化

工有限公司；硅胶（试剂级，200~300目），青岛海洋

化工厂；薄层层析硅胶板 GF254，烟台市化学工业研

究所。 

1.2  仪器、设备 

SZCL-2 数显职能恒温磁力搅拌器，巩义市予华

仪器有限责任公司；DT5-4 低速自动平衡离心机，北

京时代北利离心机有限公司；EL104 电子天平，梅特

勒-托利多仪器（上海）有限公司；GC-7820A气相色

谱，美国安捷伦公司；LC-20AT 液相色谱，日本岛津

公司；Alltech ELSD 3300蒸发光散射检测器，美国奥

泰科技有限公司（中国）；4000 QTRAP 质谱仪，AB 

SCIEX 公司；梅特勒-托利多差示扫描量热仪（DSC），

梅特勒-托利多（中国）。 

1.3  试验方法 

1.3.1  二聚甘油原料分析 

采用参考文献 [12]的分析方法，利用气相色谱法

（GC）分析二聚甘油原料的组成。 

气相色谱条件：AT-Wax 毛细管柱（15 m×0.32 

mm，0.25 µm）；进样量：0.5 µL；载气（高纯 N2）；

氢火焰检测器温度：280 ℃；进样口温度：280 ℃；

进样口压力：20 psi；采用分流模式（分流比20:1）。

以面积归一法计算各个组分的相对含量。 

1.3.2  非溶剂体系酶法合成二聚甘油亚油酸酯 

称取二聚甘油（20.0 g）和亚油酸（15.0 g）于 250 

mL圆底烧瓶中，加入 2 wt%（占底物总质量）Lipozyme 

435 脂肪酶作催化剂，通过恒温磁力搅拌器控制温度

和搅拌转速（300 r/min），在 90 ℃（该酶表现出较高

活性）并抽真空条件下反应 4 h。反应结束后，将反应

混合物在 3000 r/min 下离心 15 min 分层，下层为未反

应的二聚甘油，取上层液，得到二聚甘油酯混合产物，

其中包含有少量的三聚甘油酯和四聚甘油酯等杂质。 

1.3.3  二聚甘油酯的薄层层析（TLC）定性分

析 

将购买的薄层层析板切割为 25 mm×75 mm的小

薄板，并于烘箱中 110 ℃活化1 h后，放置于干燥器

中备用。用 0.3 mm 的毛细管在薄板的近底端点样 3 

µL，尝试在不同比例的氯仿/丙酮/甲醇（V/V/V）展开

液中展开 15 min，然后放置于碘缸中碘蒸汽显色 3 

min。 

1.3.4  二聚甘油酯的柱层析分离方法 

取二聚甘油酯产物2.0 g溶于5 mL氯仿-丙酮溶液

（96/4，V/V），上硅胶层析柱（2.8 cm×60 cm，硅胶

200~300 目）进行分离提纯。以二聚甘油单酯、二酯

和三酯为目标产物，参考 Meulenaer 等人
[13]

的洗脱方

法并进行优化，按照洗脱剂的极性大小，依次用氯仿-

丙酮（96/4，V/V），氯仿-丙酮-甲醇（95/3/2，V/V/V）

和氯仿-丙酮-甲醇（96/4/5，V/V/V）进行梯度洗脱，流

速为 1.0 mL/min，按 10 mL/管收集洗出液，经 TLC

定性检测后，分段收集相应组分。 

1.3.5  二聚甘油酯的 HPLC-ELSD 和 ESI-MS

分析  

将待测样品溶于甲醇（色谱纯）配成 1.0 mg/mL

的溶液，并通过 0.22 µm 的微孔过滤膜。 

HPLC 条件为：色谱柱 Diamonsil C18(2)（150 

mm×4.6 mm，5 µm）；ELSD 检测器：漂移管温度

70 ℃，气体流速1.7 mL/min；等度洗脱：流动相为乙

腈：异丙醇（55/45，V/V），流速1.0 mL/min，柱温 40 ℃。 

质谱条件为：电喷雾（ESI）离子源；采用正离子

模式；质量扫描范围 m/z 100~2000；毛细管电压40 V；



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2015, Vol.31, No.1 

61 

锥孔电压 5500 V；毛细管温度250 ℃。 

1.3.6  二聚甘油酯的 DSC 分析 

准确称取 5~7 mg（精确到 0.01 mg）样品平铺于

铝坩埚内并加盖密封，用空坩埚作为参比，按如下方

法进行分析，每个样品平均测试两次。 

DSC 参数：氮气（高纯 N2）流量 45 mL/min，机

械制冷降温；温度程序为：从初始温度 25 ℃以-10 ℃

/min 降温至-60 ℃，保持 10 min，再以5 ℃/min 升温

至 80 ℃，保持10 min，再以-10 ℃/min 降温至-60 ℃。 

1.3.7  HLB 值的测定 

二聚甘油亚油酸酯 HLB 值的测定方法参考文献
[14]

，按照如下 Griffin 公式进行计算： 

HLB=20×(1–S/A) 

式中：S 为二聚甘油亚油酸酯的皂化值；A 为亚油酸的酸

值。 

1.3.8  数据分析方法 

采用Microsoft Excel 2010软件对数据进行处理和

分析，结果数据为平均值（n=3）。 

2  结果与分析 

2.1  二聚甘油原料组成分析 

利用气相色谱法分析二聚甘油原料组成，结果见表

1。由表 1 可知，原料中主要以二聚甘油和三聚甘油为

主，并含有少量的甘油和四聚甘油。 

表 1 二聚甘油原料的组成成分 

Table 1 Composition of diglycerol starting materials 

原料组成 甘油 二聚甘油 三聚甘油 四聚甘油 

含量/wt% 1.55±0.22 69.00±0.21 23.79±0.06 5.67±0.05 

注：表中数据为平均值±标准偏差，(n=3)。 

2.2  二聚甘油酯产物 HPLC-ELSD 分析 

 

图 1 二聚甘油亚油酸酯的 HPLC-ELSD分析图谱 

Fig.1 HPLC-ELSD of diglycerol linoleic acid esters 

将二聚甘油酯产物进行 HPLC-ELSD 分析，结果

如图 1 所示。图 1中出现三个主要的峰，依据 C18 柱

的分离原理推测其分别对应为二聚甘油单酯、二酯和

三酯，所占的面积比分别为 26.6%、43.2%和17.7%。

而其它小峰可能为三聚甘油酯和四聚甘油酯等所对应

的峰，其相对含量较低。 

2.3  二聚甘油酯混合物 TLC 的定性分析 

由于 TLC 的分离效果主要由被分离物质的极性、

吸附剂的活性和展开剂的极性所决定，而二聚甘油酯

的极性和硅胶的吸附活性都是恒定的，因此主要通过

选择合适的展开剂来提高分离效果。本试验尝试了不

同比例的氯仿/丙酮/甲醇（V/V/V）作为展开剂：①氯

仿/丙酮=96/4；②氯仿/丙酮/甲醇=95/3/2；③氯仿/丙

酮/甲醇=96/4/2；④氯仿/丙酮/甲醇=96/4/3。结果表明

以上各种展开剂均能分离二聚甘油单酯、二酯和三酯，

但④的分离效果最好，因此选择氯仿 /丙酮/甲醇

=96/4/2（V/V/V）作为展开剂。在该展开剂条件下，TLC

定性分析结果见图 2，其中 a 为二聚甘油三酯，b为二

聚甘油二酯，c 为二聚甘油单酯。 

 
图 2 二聚甘油亚油酸酯的 TLC 分离结果 

Fig.2 TLC of diglycerol linoleic acid esters 

注：1为二聚甘油亚油酸酯产物；2、3、4分别为二聚甘油亚

油酸三酯、二酯和单酯（分离纯化后的样品）。 

2.4  二聚甘油酯的 ESI-MS 分析 

将分段收集到的组分 a、b、c 分别采用 ESI-MS

进一步定性分析。结果见图3（a~c），其中图 a、b、c

分别对应为组分 a、b、c 的质谱图。 

根据二聚甘油亚油酸酯的相对分子量可推知：在

图 3a 中，m/z 954.3、971.2、976.2分别对应为二聚甘

油亚油酸三酯[M+H]
+
、[M+NH4]

+
、[M+Na]

+
离子峰；

图 3b 中，m/z 673.8、691.8、713.8、745.8 分别对应为

二聚甘油亚油酸二酯[M-H2O+H]
+
、[M+H]

+
、[M+Na]

+
、

[M+CH4O+Na]
+离子峰；图 3c 中，m/z 411.4、429.4、

446.6 分 别 对 应 的 是 二 聚 甘 油 亚 油 酸 单 酯

[M-H2O+H]
+、[M+H]

+、[M+H2O+H]
+离子峰。因此，

综上所述可进一步确定组分 a、b、c 分别对应为二聚
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甘油亚油酸三酯、二酯和单酯。 

 

 

 
图 3 二聚甘油亚油酸酯的 ESI-MS正离子峰图谱 

Fig.3 ESI-MS cation spectra of diglycerol linoleic acid esters 

注：图 a、b、c 分别对应为组分 a、b、c 的质谱图。 

2.5  二聚甘油酯的硅胶柱层析分离效果 

将分段收集到的组分 a，b，c 分别进行液相分析，

结果如图 4（a~c）所示，其中图 a，b，c 分别对应为

组分 a，b，c 的液相图谱。由图 4 可见，在二聚甘油

单酯、二酯和三酯所对应的保留时间处均只出现一个

峰，且无其它明显杂峰，表明利用氯仿-丙酮（96/4，

V/V），氯仿-丙酮-甲醇（95/3/2，V/V/V）和氯仿-丙酮-

甲醇（96/4/5，V/V/V）进行梯度洗脱时，可以收集到

纯度较高的的二聚甘油单酯、二酯和三酯，在

HPLC-ELSD 分析图谱中均只有一个峰出现。二聚甘

油酯的洗脱顺序依次为三酯、二酯和单酯。这是由于

随着酯化度的增加，二聚甘油酯的极性相应的减小，

而硅胶层析柱属于正相分离柱，所以极性较小的二聚

甘油三酯会先洗脱出来，依次是二聚甘油二酯和二聚

甘油单酯。 

 

 

 

图 4 纯化后的二聚甘油亚油酸酯 HPLC-ELSD 分析图谱 

Fig.4 HPLC-ELSD spectra of purified diglycerol linoleic acid 

esters 

注：图 a、b、c 分别对应为二聚甘油亚油酸三酯、二酯和

单酯的 HPLC-ELSD 分析图谱。 

2.6  二聚甘油酯 DSC 分析 

对样品进行 DSC 测定时，先降温至-60 ℃（制冷

机的最低温度），用以消除其热历史，取第二次测定的

DSC 曲线为准。结果见图5（a~b），其中图 a、b分别

为二聚甘油亚油酸酯的升温曲线和降温曲线图。 

由图 5 可知，二聚甘油单酯、二酯和三酯都没有

明显的熔融峰和结晶峰，只是表现出相应的相转变，

且相转变温度（均取峰值温度）随着酯化度的增加而

相应增大。一方面，这可能是由于甘油聚合方式和亚

油酸酯化位置的不同，产生了多种极性相似的二聚甘

a 
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油单酯、二酯和三酯的同分异构体（图 6）。因此，通

过硅胶层析柱分离纯化后得到的二聚甘油单酯、二酯

和三酯仍然都是含有多种同分异构体的混合物，导致

其没有固定的熔点和结晶点。另一方面，随着二聚甘

油酯的酯化度增加，其分子量相应的增大，相变温度

也随之增大[15]。由于二聚甘油亚油酸酯在室温下是油

状液体，且 DSC 曲线中无明显的结晶峰，甚至在低温

（-60 ℃）下仍没有发生明显的结晶，因此可作为添

加剂应用于冷冻食品中，改善冷冻食品的品质及储藏

稳定性[16]。Katsuyoshi 等人[17]研究结果也表明添加少

量（0.2 wt%）聚甘油酯作为乳化剂可以有效抑制富含

甘油二酯的油发生结晶现象。 

 

 
图 5 纯化后二聚甘油亚油酸酯的 DSC曲线 

Fig.5 DSC curves of diglycerol linoleic acid esters after 

purification 

注：图 a 为升温曲线；图 b 为降温曲线。 

 
图 6 二聚甘油亚油酸酯的分子结构 

Fig.6 Molecular structures of diglycerol linoleic acid esters 

注：式中R1，R2，R3，R4=H或亚油酸酰基。 

 

2.7  二聚甘油酯的 HLB 值 

亲水亲油平衡值(HLB)是表面活性剂的重要参

数，可以用来表征聚甘油酯产品作为乳化剂的乳化性

能
[14]

。采用 Griffin 公式计算得到二聚甘油亚油酸酯的

HLB值结果如表 2 所示。 

表 2 不同酯化度的二聚甘油亚油酸酯的 HLB 值 

Table 2 HLB values of diglycerol linoleic acid esters with 

different degrees of esterification 

 
二聚甘油亚 

油酸单酯 

二聚甘油亚 

油酸二酯 

二聚甘油亚油 

酸三酯 

HLB 值 7.62±0.06 6.23±0.03 4.52±0.04 

注：表中数据为平均值±标准偏差，(n=3)。 

由表 2 可知，随着酯化度的增加，二聚甘油酯的

HLB 值反而相应的减小。其中二聚甘油单酯

（HLB=7.6）可作为水包油型（O/W）乳化剂，而二

聚甘油三酯（HLB=4.5）却是一种油包水型（W/O）

乳化剂。表明通过改变聚甘油酯的酯化度，可以获得

不同 HLB 值的聚甘油酯产品，使它成为水包油型或

油包水型乳化剂。由于 HLB 值主要取决于分子中亲

水基的亲水性和亲油基的疏水性的相对强弱
[18]

，二聚

甘油单酯含有较多的极性羟基（-OH），从而具有较高

的 HLB 值；而二聚甘油三酯中亲油性的脂肪酰基较

多，所以具有较低的 HLB 值，因此主要被用作油包

水型乳化剂。 

3  结论 

本文对酶法合成二聚甘油亚油酸酯的分离纯化作

了研究，采用薄层层析(TLC)和硅胶柱层析法对产物

进行了定性分析和分离纯化，确定了较优分离条件为：

2.0 g 样品溶于5 mL氯仿-丙酮溶液（96/4，V/V）上硅

胶层析柱（2.8 cm×60 cm，硅胶 200~300目），以不同

体积比的氯仿/丙酮/甲醇（96/4/0，95/3/2，96/4/5）为

洗脱液进行梯度洗脱，采用 TLC（氯仿/丙酮/甲醇，

96/4/2，V/V/V）进行定性检测，可以依次收集到纯度

较高的二聚甘油三酯、二酯和单酯。通过高效液相色

谱（HPLC-ELSD）和质谱（ESI-MS）对纯化组分进

行结构定性分析。随着酯化度的增加，二聚甘油酯的

相变温度相应的增大，而 HLB 值反而相应的减小，

通过改变聚甘油酯的酯化度可以得到不同 HLB 值的

聚甘油酯产品，使它成为水包油型或油包水型乳化剂。 
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