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摘 要：该文建立微乳超高效液相色谱测定茶饮料中咖啡因的含量，并考察微乳流动相的组成及 pH 值等影响因

素。样品仅需简单的稀释，经 0.22 µm 微孔滤膜过滤，即可直接上机测定，以 Waters BEH C18 柱（2.1 µm×150 mm，

1.7 µm）为色谱柱，以 9.3 g/L 十二烷基硫酸钠‐60 g/L 正丁醇‐8 g/L 正庚烷‐0.4 g/L 磷酸‐3.4 g/L 磷酸二氢钾水溶液为

流动相，流速为 0.20 mL/min，检测波长为 272 nm，柱温为 30 ℃，外标法进行定量测定。在选定试验条件下，咖啡因浓

度在 0.5~20.0 mg/L范围内具有良好的线性关系（r=0.999），检出限为 0.005 g/kg，咖啡因回收率为 88.0%~101.0%。对

样品重复测定 6次，其峰面积的相对标准偏差均小于 5%，可用于检测茶饮料中的咖啡因。
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Abstract：This study established a method for the determination of caffeine in tea‐drinks using microemulsion
ultra‐high performance liquid chromatography and investigated the effects of the composition and pH value of
the microemulsion mobile phase. The samples only required simple dilution and filtration through a 0.22 µm
microporous membrane before direct injection. A Waters BEH C18 column（2.1 µm×150 mm，1.7 µm）was
used，and the mobile phase consisted of an aqueous solution of 9.3 g/L sodium dodecyl sulfate，60 g/L n‐buta‐
nol，8 g/L n ‐heptane，0.4 g/L phosphoric acid，and 3.4 g/L potassium dihydrogen phosphate. The flow rate
was 0.20 mL/min，the detection wavelength was 272 nm，and the column temperature was maintained at
30 ℃. Quantitative analysis was performed using the external standard method. Under the selected experimen‐
tal conditions，caffeine showed a good linear relationship in the concentration range of 0.5-20.0 mg/L（r =
0.999），with a detection limit of 0.005 g/kg. The recovery of caffeine ranged from 88.0% to 101.0%. The
sample was measured repeatedly six times，and the relative standard deviations of the peak areas were all less
than 5%，indicating that the method can be used for the determination of caffeine in tea‐drinks.
Key words：caffeine；microemulsion ultra‐high performance liquid chromatography；sodium dodecyl sulfate；
tea‐drinks；rapid determination of caffeine
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咖啡因属于甲基黄嘌呤类生物碱化合物，是一种中

枢神经兴奋剂，具有多方面的应用价值。在临床医学领

域，可用于治疗早产儿呼吸系统疾病，还能辅助缓解疼

痛、改善困倦状态；在日化领域，亦被广泛应用于各类化

妆品中，其给药途径多样，涵盖外用、口服、吸入及注射

等方式。咖啡因主要从咖啡生豆、茶叶和可可豆中提

取，也可以通过各种黄嘌呤和茶碱的甲基化合成获取。

咖啡因的主要代谢产物为副黄嘌呤、可可碱和茶碱。咖

啡因的吸收速度取决于肠道 pH值，其吸收不受年龄、

性别、遗传、疾病、伴随药物的影响。咖啡因在人体各个

器官以及所有体液中均有分布，但摄入的 70%咖啡因

都会通过肾排泄出体外。GB 2760—2024《食品安全国

家标准 食品添加剂使用标准》中规定可乐型碳酸饮料

中咖啡因最大使用量为 0.15 g/kg，超量使用会影响身

体健康。目前食品中咖啡因的检测方法主要有气相色

谱法[1‐4]、紫外分光光度法[5‐7]、胶束电动色谱法[8]、高效

液相色谱法[9‐11]、高效液相色谱‐质谱法[12‐15]等。

微乳液相色谱（microemulsion liquid chromatogra‐
phy，MELC）法是一种新的色谱形式，是使用微乳为流

动相的一种反相液相色谱，微乳是由表面活性剂、助

表面活性剂、油相和水相按适当比例混合而成的乳状

液，具有无色透明、各向同性、低黏度等特点，各向同

性且热力学稳定的油水混合系统，由表面活性剂与助

表面活性剂共同起稳定作用。该方法制备的微乳具

有独特的两相组成，因而对不同极性的化合物均表现

出优异的溶解性能。在传统高效液相色谱中，样品未

经过前处理，易导致严重的干扰并损害色谱柱。而在

MELC 中的表面活性剂具有极强的增溶能力，支持各

类样品直接进样测定，从而简化样品制备过程。

MELC 方法允许生物样品不经过除蛋白质、富集、浓

缩等样品前处理过程，用流动相稀释过滤后直接注入

色谱系统[16]。这是由于溶质、固定相、水相和微乳流

动相之间的多种相互作用对许多化合物产生了独特

的选择性。一方面，微乳流动相的增溶作用会以更快

的速度在更短的时间洗脱溶质；另一方面，在 MELC
中，溶质之间的分离能力主要取决于溶质在三相之间

的分配差异大小[17]和微乳流动相的极性大小，这种相

互作用使保留机制复杂化，提高了分离效率，因此，对

于复杂样品使用 MELC可以简化样品的前处理过程。

研究表明，微乳液相色谱法能够实现对不同极性和溶

解性组成的复杂混合物的有效分离[18‐20]，为诸多复杂的

分离测定难题提供了解决方案。近年来，MELC已应用

于多组分的分离、药物及杂质的分离与生物样品分析检

测[21‐23]，但关于 MELC 在复杂基质茶饮料检测中的应

用却鲜有报道。

茶饮料是指用水浸泡茶叶，经抽提、过滤、澄清等

工艺制成的茶汤或在茶汤中加入水、糖液、酸味剂、食

用香精、果汁或植（谷）物抽提液等调制加工而成的制

品。具有茶叶的独特风味，含有天然茶多酚、咖啡碱等

有效成分，兼有营养、保健功效，是一种多功能饮料。

本研究以微乳液为流动相，对茶饮料的直接进样分析

进行探讨，以期建立微乳液相色谱法测定茶饮料中咖

啡因含量的分析方法。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

茶饮料：市售；0.22 µm 微孔滤膜：上海安谱实验

科技股份有限公司；咖啡因标准溶液（1 000 mg/L）：坛

墨质检科技股份有限公司；甲醇、乙腈（均为色谱纯）：

德国 Merck公司；乙酸乙酯、正己烷、正庚烷（均为色谱

纯）：天津市四友精细化学品有限公司；磷酸二氢钾（分

析纯）：西陇科学股份有限公司；十六烷基三甲基溴化

铵（cetyltrimethyl ammonium bromide，CTAB）、十二烷基

硫酸钠（sodium dodecyl sulfate，SDS）、磷酸、氢氧化钠

异戊醇、正丁醇（均为分析纯）：国药集团化学试剂有限

公司。

1.2 仪器与设备

ACQUITY UPLC H‐Class超高效液相色谱仪（配备

二极管阵列检测器）、BEH C18 柱（2.1 µm×150 mm，
1.7 µm）：美国 Waters 公司；BSA223S 电子天平（精度

1 mg）：德国赛多利斯公司；TG16‐WS 台式高速离心

机：上海卢湘仪离心机仪器有限公司。

1.3 试验方法

1.3.1 样品制备

精确称取混匀后的茶饮料 1 g（精确到 0.001 g），

置于 100 mL 棕色容量瓶中，加微乳流动相稀释至刻

度，摇匀。于避光处静置 50 min 后，经 0.22 µm 微孔

滤膜过滤后上机。

1.3.2 标准使用液

准确吸取 5.00 mL 咖啡因标准溶液于 50 mL 棕

色容量瓶内，加流动相定容至刻度，混匀，制成质量浓

度为 100 mg/L的标准使用液，备用。

1.3.3 液相色谱条件

色谱柱：Waters BEH C18 柱（2.1 µm×150 mm，

1.7 µm）；柱温：30 ℃；流速：0.20 mL/min；流动相：9.3 g/L
十二烷基硫酸钠‐60 g/L正丁醇‐8 g/L正庚烷‐0.4 g/L磷

酸‐3.4 g/L磷酸二氢钾水溶液；进样量：10 µL；检测器：

光电二极管阵列检测器（photo‐diode array，PDA）；检测

波长：272 nm。

2 结果与分析

2.1 色谱条件优化

2.1.1 表面活性剂类型对色谱峰的影响

在相同色谱条件情况下，分别考察了 SDS、CTAB
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两种表面活性剂对色谱峰分离的影响，结果见图 1。

从图 1中可以看出，当使用 CTAB时，目标物色谱

峰几乎无保留，很快被洗脱下来；当使用 SDS 作为表

面活性剂时，目标物色谱峰有保留，分离较好，所以选

择 SDS进行后续试验。

2.1.2 表面活性剂浓度对色谱峰的影响

在 MELC中，物质在微乳流动相、固定相和水三者

间进行分配，表面活性剂的浓度一定要大于其临界胶

束浓度才能形成微乳液，在较低浓度下，分析目标物的

保留时间过长；浓度过高时，会使流动相的黏度增加，

导致黏度效应，柱压增高。 SDS 临界胶束浓度为

0.008 mol/L，因此，选择 0.01、0.03、0.05、0.07 mol/L SDS
进行试验，结果见图 2。

从图 2 可以看出，随着 SDS 浓度的增加，分析物

的保留时间明显缩短，这可能是随着 SDS 浓度的增

加，被测物分配到微乳流动相的浓度也增加，化合物迅

速从固定相中释放出来，从而缩短了溶质的保留时间，

因此在柱上的保留随之降低。综合考虑分辨率与保留

时间，选定 SDS 浓度为 0.03 mol/L，即 9.3 g/L SDS 水

溶液。

2.1.3 助表面活性剂对色谱峰的影响

在 MELC 中，因表面活性剂在固定相上的吸附减

缓了传质速率，降低了色谱柱柱效。MELC 的分离效

率一般较小，微乳流动相的溶解能力一般低于等体积

有机溶剂，甚至部分溶质在微乳体系中未能溶解，需添

加助表面活性剂。为了提高传质速率，减少表面活性

剂在固定相上的吸附，提高色谱柱柱效，常添加的助表

面活性剂有正丁醇、异戊醇和乙腈等。本研究中选择

乙腈、正丁醇、异戊醇作为助表面活性剂。图 3显示了

不同助表面活性剂对色谱峰的影响。

从图 3中可以看出，当使用极性较大的乙腈作为

助表面活性剂时，色谱峰拖尾且峰高小，分离效果不

佳。当使用极性较小的正丁醇作为助表面活性剂时目

标分析物峰高大而尖，分析时间合适，因此，选择正丁

醇作为助表面活性剂。

2.1.4 助表面活性剂浓度对色谱峰的影响

为了得到助表面活性剂正丁醇的最适浓度，分别

选择 60、120 g/L正丁醇为流动相进行试验。图 4显示

了流动相中不同浓度的正丁醇对色谱峰分离的影响。

图 1 不同表面活性剂对色谱峰分离的影响

Fig.1 Effects of different surfactants on chromatographic peak
separation
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图 2 SDS 浓度对色谱峰分离的影响

Fig.2 Effects of SDS concentrations of surfactants on
chromatographic peak separation
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图 3 不同助表面活性剂对色谱峰分离的影响

Fig.3 Effects of different co‐surfactants on chromatographic
peak separation
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图 4 助表面活性剂浓度对色谱峰分离的影响

Fig.4 Effects of different concentrations of co‐surfactants on
chromatographic peak separation
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由图 4可知，正丁醇浓度越高，目标分析物出峰越

快，当正丁醇浓度为 120 g/L时，色谱峰出现完全重叠

或部分重叠；当正丁醇浓度为 60 g/L时，此时色谱峰完

全分离，分离度大于 1.5。综合考虑样品分析时间及干

扰物的分离情况，最终确定助表面活性剂选用 60 g/L
正丁醇溶液。

2.1.5 油相类别和浓度的优化

微乳油相通常有乙酸乙酯、正己烷、正庚烷等，增

加油的含量，流动相中有机相的比例增加，溶质的保留

时间缩短，油相的类型改变也能改变溶质的保留时间。

油相含量一般小于 12 g/L，其最佳含量约为 8 g/L[24]。
本研究使用乙酸乙酯时，不能很好地分离复杂样品中

目标分析物，尝试采用正庚烷时，取得较好结果，因此

油相选用 8 g/L的正庚烷。

2.1.6 磷酸对色谱峰的影响

不同分析物的理化性质不同，在不同 pH 值的流

动相中存在的形式不同。因此，在色谱条件的优化中，

必须首先考虑流动相的 pH值。咖啡因的 pKa=4.2，当
pH值>4.2时咖啡因以盐的形式存在，当 pH值<4.2时

咖啡因以分子的形式存在。因此，咖啡因的分离需要在

酸性条件下进行。在配制好的微乳流动相中添加 0.1、
0.2、0.3、0.4、0.5 g/L磷酸，色谱分离结果如图 5所示。

由图 5 可知，添加 0.4 g/L 磷酸时，目标分析物峰

形较好且分析保留时间适宜。因此，选择流动相添加

0.4 g/L磷酸。

2.1.7 磷酸二氢钾对色谱峰的影响

微乳液相色谱法一般会使用 0.005~0.050 mol/L的

缓冲盐，来达到改善峰形和延长保留时间的目的，磷酸

二氢钾可以控制流动相的 pH值并增大其离子强度。本

研究在流动相中分别添加了 0.005、0.015、0.025 mol/L
的磷酸二氢钾，磷酸二氢钾浓度对色谱峰分离的影响

见图 6。

由图 6 可知，当磷酸二氢钾浓度增加时，离子的

峰高增加，保留时间缩短，这可能是由于磷酸二氢钾

的增加提高了溶液的离子强度，降低了微乳液表面的

电势，增强了溶质和微乳液的作用。磷酸二氢钾含量

过高时，柱效降低，其浓度在 0.025 mol/L 时可获得最

好结果，本文选择磷酸二氢钾的浓度为 0.025 mol/L，
即 3.4 g/L磷酸二氢钾水溶液。

综上所述，通过试验优化，得到了最佳的色谱条

件：9.3 g/L 十二烷基硫酸钠‐60 g/L 正丁醇‐8 g/L 正庚

烷‐0.4 g/L磷酸‐3.4 g/L磷酸二氢钾水溶液为流动相，柱

温 30 ℃。在最佳色谱条件下，注入 10 µL用流动相溶

液配制的标准溶液，在 0.20 mL/min 的流速下，272 nm
处得到的标准溶液色谱图，如图 7所示。

2.2 方法学评价

2.2.1 线性范围、检出限与定量限

标准工作溶液的制备：吸取一定量的标准使用液

于 10 mL容量瓶中，用流动相定容，配制成质量浓度为

0.5、1.0、5.0、10.0、15.0、20.0 mg/L的标准工作溶液。咖

啡因在方法所确定的试验条件下，以咖啡因浓度为横

坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线，见图 8。
由图 8可知，当咖啡因浓度在 0.5~20.0 mg/L范围

a. 0.5 g/L；b. 0.4 g/L；c. 0.3 g/L；d. 0.2 g/L；e. 0.1 g/L。
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图 5 磷酸对色谱峰分离的影响

Fig.5 Effects of phosphoric acid on chromatographic peak
separation
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Fig.6 Effects of potassium dihydrogen phosphate on
chromatographic peak separation
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Fig.7 Chromatogram of standard solution under optimal
chromatographic conditions
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内时，线性关系良好，其相关系数 r=0.999。同时，根据

1.3.1方法，取 1 g样品，得到最低检出浓度为 0.5 mg/L，
计算得出方法的检出限为 0.005 g/kg，定量检出限为

0.010 g/kg。
2.2.2 重复性试验及加标回收试验

称取 9份不含咖啡因茶饮料样品，将一定量咖啡

因加入其中，按 1.3.1 方法进行前处理、检测，计算回

收率，每份样品检测 3次，加标回收试验结果见表 1。

经检测计算，相对标准偏差（relative standard de‐
viation，RSD）为 2.5%，保留时间均在 7 min左右，保留

时间 RSD为 0.10%，说明该方法的重复性良好。由表

1 可知，样品加标回收率在 88.0％~101.0％之间，低、

中、高水平加标回收率平均值为 94.9%，检测结果

RSD小于 5%，说明建立的测定方法准确可靠，可用于

茶饮料样品检测。

2.3 实际样品测定

对市售茶饮料中咖啡因进行测定，结果见表 2。
由表 2可知，市售茶饮料测定值在 483~1 062 mg/kg

之间，平均值为 716 mg/kg，检验结果的相对标准偏差

（RSD）在 1.9%~4.2% 之间，均小于 5%，可见检测方法

准确可靠，满足实际检测要求。

3 结论

本研究通过考察微乳流动相体系中表面活性剂、

油相和助表面活性剂的种类及浓度、流动相的 pH 值

等对咖啡因分离的影响，确定了微乳流动相的组成。

应用优化后的色谱条件，可使咖啡因与茶饮料中复杂

成分完全分开，且分析时间短。该法样品前处理简单，

仅需将样品粉碎、溶解、稀释后经微孔滤膜过滤便可进

样分析，既可节省分析时间又可减少样品的用量。该

法为茶饮料中咖啡因的分离及快速测定提供了参考。

由于 MELC的理论研究及在茶饮料分析方面的应用较

少，今后的工作中有待做进一步研究。
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