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摘 要：目的 建立了分光光度法测定食品添加剂茶黄素含量的分析方法。方法 样品先用水溶解，依次用乙酸

乙酯、2. 5% 碳酸氢钠溶液萃取，一定体积酯相用乙醇定容后，采用分光光度法定量。探究最大吸收波长、样品量、

碳酸氢钠溶液浓度、碳酸氢钠溶液萃取时间等对吸光度的影响。结果 探索了最大吸收波长、样品量、碳酸氢钠溶

液浓度、碳酸氢钠溶液萃取时间等对吸光度的影响。在最佳条件下，4 种茶黄素单体在各自浓度范围内线性关系良

好，相关系数均>0. 999。采用茶黄素-3-没食子酸酯标曲定量，定量限为 3%，加标回收率为 95. 2%~108. 4%，相对

标准偏差均<5%。结论 本检测方法具有较好的重复性、精密度及稳定性，适用于检测食品添加剂茶黄素含量。
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Determination of food additive theaflavins by ultraviolet spectrophotometry
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Abstract：Objective To establish a method for the determination of food additive theaflavins by ultraviolet
spectrophotometry. Methods After dissolved in water，the sample solution was extracted with ethyl acetate and 2. 5%
sodium bicarbonate solution in turn. A certain volume of ester phase was fixed with ethanol，and then it was quantified by
spectrophotometry. The maximum absorption wavelength，sample quality，concentration of sodium bicarbonate solution
and extraction time by sodium bicarbonate solution were researched. Results Under the best conditions，four theaflavin
monomers had good linear relationships within their respective concentration ranges，and the correlation coefficients were
all greater than 0. 999. The limit of quantitation was 3%，the standard recoveries were 95. 2%-108. 4%，and the relative
standard deviations were less than 5%. Conclusion This method has good repeatability，precision and stability，and is
suitable for the determination of food additive theaflavin.
Key words：Ultraviolet visible spectrophotometry；food additive；theaflavins

茶黄素（Theaflavin，TFl）是我国允许使用的食

品添加剂，已列入 GB 2760 系列标准中，作为天然

抗氧化剂可在多种食品中进行使用。茶黄素是存

在于发酵茶中的一种金黄色色素，为茶叶发酵产

物［1］，是由茶多酚类物质经氧化缩合而形成的一类

具有苯骈卓酚酮结构的化合物，溶于乙酸乙酯后呈

橙黄色的物质［2］。到目前为止，已发现茶黄素种类

达 28 种之多，其中含量最多是 TFl、茶黄素 -3-没食

子酸酯（theaflavin-3-gallate，TF2A）、茶黄素 -3′-没食

子酸酯（theaflavin-3′-gallate，TF2B）和茶黄素 -3，3′-

双没食子酸酯（theaflavin-3，3′-gallate，TF3）［3-5］。由

于茶黄素具有抗氧化、调血脂、抗肿瘤、抗病毒等多

种特殊的生物学活性，广泛受到国内外的关注［6-10］。

目前，关于食品添加剂茶黄素中茶黄素含量测

定方法的报道较少，相关方法均是测定茶叶及含茶

制 品 中 茶 黄 素 含 量 的 方 法 ，主 要 有 Robert 法 、

Flavognost（α-氨基乙基二苯硼酸酯）法、氧化铝比色

法、SephadexxLH-20 柱层析法、Whitehea 法、高效液

相色谱法、毛细管电泳法等［11-16］；相关国家标准方法

实验技术与方法
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有 GB/T 30483—2013《茶叶中茶黄素的测定 -高效

液相色谱法》［17］和 GB/T 31740. 3—2015《茶制品

第 3 部分：茶黄素》［18］，均为液相色谱法。利用液

相色谱法直接检测，灵敏度高，专属性好，仪器设备

要求高。国家卫生计生委发布关于海藻酸钙等食

品添加剂新品种的公告（2016 年第 8 号）［19］将茶黄

素纳入食品添加剂新品种，目前，尚无检测食品添

加剂茶黄素国家标准，公告中茶黄素含量测定方法

为分光光度法。分光光度法不能区分茶黄素单体，

测定的是茶黄素总量。

目前，茶黄素含量相关检测方法有原国家卫生

和 计 划 生 育 委 员 会 2016 年 第 8 号 公 告 、GB/T
31740. 3—2015《茶制品 第 3 部分：茶黄素》和 GB/
T 30483—2013《茶叶中茶黄素的测定 -高效液相色

谱法》。2016 年第 8 号公告为使用混合茶黄素对照

品进行定量的紫外分光光度法，其中公告中的茶黄

素指纹图谱也明确了茶黄素主要有四种单体成分，

见 图 1［19］。 GB/T 31740. 3—2015、GB/T 30483—
2013 规定了使用高效液相色谱法测定 TF1、TF2A、
TF2B、TF3 4 种成分并采用这四种成分的总和计算

茶黄素总量，与 2016 年第 8 号公告一致。

对从市场和企业获得的 20 余种食品添加剂茶

黄素样品经高效液相色谱法实验验证，茶黄素样品

主要有茶黄素、茶黄素-3-没食子酸酯、茶黄素-3′-没

食子酸酯、茶黄素-3，3′-双没食子酸酯 4 个保留峰。

谱图见图 2。由图 2 可以看出，茶黄素样品主要有

茶黄素、茶黄素-3-没食子酸酯、茶黄素-3′-没食子酸

酯、茶黄素-3，3′-双没食子酸酯 4 个成分，可能是茶

黄素其他成分的保留峰比较小，与基线相近。

本研究在参考公告和国家标准方法的基础上，

结合目前国内市场产品的实际情况和企业调研，形

成采用茶黄素 4 个主要单体成分进行定量测定的

紫外分光光度法，并对不同类型的 20 余种实际样

品进行了测定。

1 材料与方法

1. 1 主要仪器与试剂

紫外可见分光光度计（美国赛默飞世尔公司）。

茶黄素、茶黄素-3-没食子酸酯、茶黄素-3′-没食子

酸酯、茶黄素-3，3′-双没食子酸酯标准品（纯度≥98%，

乐美天医药），红茶提取物（茶黄素混合物，sigma），咖啡

因标准品（99%，sigma），碳酸氢钠、乙酸乙酯、95%乙醇

（分析纯，国药集团化学试剂有限公司）。

检测用的茶黄素样品从 3 家生产企业直接购

买获得。

1. 2 方法

1. 2. 1 溶液配制

1. 2. 1. 1 茶黄素标准溶液（1 mg/mL）
称取 25 mg 茶黄素标准品，用 95% 乙醇溶解并

定容至 25 mL，摇匀。

1. 2. 1. 2 茶黄素-3-没食子酸酯标准溶液（1 mg/mL）
称取 25 mg茶黄素-3-没食子酸酯标准品，用 95%

乙醇溶解并定容至 25 mL，摇匀。

1. 2. 1. 3 茶黄素-3'-没食子酸酯标准溶液（1 mg/mL）
称取 25 mg茶黄素-3′-没食子酸酯标准品，用 95%

乙醇溶解并定容至 25 mL，摇匀。

1. 2. 1. 4 茶黄素 -3,3'-双没食子酸酯标准溶液

（1 mg/mL）
称取 25 mg 茶黄素 -3，3′-双没食子酸酯标准

品，用 95% 乙醇溶解并定容至 25 mL，摇匀。

1. 2. 1. 5 红茶提取物溶液（1 mg/mL）
称取 25 mg 红茶提取物，用 95% 乙醇溶解并定

容至 25 mL，摇匀。

1. 2. 1. 6 咖啡因标准溶液（1 mg/mL）
称取 10 mg 咖啡因标准品，用 95% 乙醇溶解并

定容至 10 mL，摇匀。

1. 2. 1. 7 碳酸氢钠溶液（2. 5%）
称取 25. 0 g 碳酸氢钠，用水溶解并定容至 1 L，

摇匀。临用现配。

1. 2. 2 样品前处理

准确称量 0. 10 g 样品，用适量水溶解，超声

10 min，用水定容至 100 mL，摇匀；准确移取上述样

品溶液 30 mL于 100 mL分液漏斗中，迅速加入 30 mL
乙酸乙酯，震荡 5 min，静置分层，移取酯相 15 mL
至另一 100 mL 分液漏斗中，并加入 15 mL 2. 5% 碳

图 1 茶黄素指纹图谱

Figure 1 The spectrum of theaflavins

图 2 食品添加剂茶黄素样品液相色谱图

Figure 2 The chromatographic diagram of food additive
theaflavins sample
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酸氢钠溶液，再震荡 30 s，最后移取酯相 4 mL 到

25 mL容量瓶中，用 95% 乙醇定容，摇匀，为样品待

测液。

1. 2. 3 标准曲线

分别移取 0. 00、0. 25、0. 50、1. 00、2. 00 mL 茶

黄素标准溶液于 25 mL 容量瓶中，分别用 95% 乙醇

溶解并定容至 25 mL，摇匀。

分别移取 0. 00、0. 25、0. 50、1. 00、2. 00 mL 茶

黄素-3-没食子酸酯标准溶液于 25 mL 容量瓶中，分

别用 95% 乙醇溶解并定容至 25 mL，摇匀。

分别移取 0. 00、0. 25、0. 50、1. 00、2. 00 mL 茶

黄素 -3′-没食子酸酯标准溶液于 25 mL 容量瓶中，

分别用 95% 乙醇溶解并定容至 25 mL，摇匀。

分别移取 0. 00、0. 25、0. 50、1. 00、2. 00 mL 茶

黄素-3，3′-双没食子酸酯标准溶液于 25 mL 容量瓶

中，分别用 95% 乙醇溶解并定容至 25 mL，摇匀。

将标准曲线溶液分别采用 1 cm 石英比色皿，以

95% 乙醇为空白于 380 nm 下测定吸光值。

1. 2. 4 样品检测

以标准系列吸光值为纵坐标，对应的浓度为横

坐标，绘制标准曲线。根据标准曲线计算茶黄素

浓度。

W (%) = C × 100 × 25/4m × 1 000 × 100
式中：W：茶黄素的质量分数，%；C：根据茶黄素单体

标准曲线计算的样品浓度，mg/mL；C=aA+b（A 为吸

光值）；m：试样的质量，g；100——定容至 100 mL；
25/4：4 mL 稀释到 25 mL；1 000：换算系数。

1. 3 统计学分析

4 个茶黄素单体标准曲线的线性相关系数均大

于 0. 999。在重复性条件下获得的 6 次独立测定结

果的绝对差值不超过算术平均值的 10%，相对标准

偏差小于 5%。

2 结果

2. 1 最大吸收波长的确定

对红茶提取物、茶黄素、茶黄素-3-没食子酸酯、

茶黄素-3′-没食子酸酯、茶黄素-3，3′-双没食子酸酯

和咖啡因标准溶液在 200~600 nm 波长下扫描。由

图 3 可知，红茶提取物、茶黄素 4 个单体标准物质、

咖啡因在 200~300 nm 均有 2 个比较强的吸收峰，

并且部分重叠；在 380、480 nm 左右，红茶提取物和

茶黄素 4 个单体也各有一个吸收峰，并且咖啡因在

此波长下没有吸收峰。为了排除咖啡因对测定结

果的影响，本方法选取测定波长为 380 nm。

2. 2 前处理条件

2. 2. 1 称样量的确定

选取 1 个茶黄素含量 30% 左右（茶黄素含量预

先经过分光光度法确认）的样品，称取 0. 10、0. 20、
0. 30、0. 50、1. 00 g，经相同提取处理后，进行比色测

定，结果见图 4。随称样量的增大，茶黄素含量逐渐

降低。说明称样量太大，样品溶解不完全，导致提

取不完全，测定的含量偏低。本方法选择称样量为

0. 10 g 左右。

2. 2. 2 碳酸氢钠溶液浓度与振荡时间

茶色素是一类以儿茶素为主的茶多酚类化合

物经酶促氧化或非酶促氧化的植物酚性色素，含多

酚类化合物、糖类、氨基酸等多种组分，依颜色可分

为茶黄素类、茶红素类、茶褐素类［20］。茶黄素具有

易溶于水、乙醇和乙酸乙酯的特性；茶红素成分主

要有可溶于乙酸乙酯的组分、可溶于正丁醇的组

分、不溶于正丁醇的组分和非透析性的褐色高聚合

物［20］；茶褐素是一种水溶性聚合酚类化合物，能溶

于水，不溶于乙酸乙酯和正丁醇［21］。根据茶黄素、

茶红素、茶褐素的特性，将茶黄素分离出来。用

2. 5% 碳酸氢钠溶液处理样品可以除去茶红素［19，22］。

但是 2. 5% 碳酸氢钠碱性溶液也可使茶黄素自动氧

化而使测定结果偏低，所以需要严格控制 2. 5% 碳

酸氢钠溶液用量和处理时间，既能保证除去茶红素

图 3 紫外吸收曲线

Figure 3 The curves of UV absorption

图 4 不同称样量下的茶黄素含量

Figure 4 The theaflavin content under different sample weights
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杂质，又不影响茶黄素结果测定。本方法考察了碳

酸氢钠浓度为 0. 0、1. 0%、2. 5%、5. 0%、10. 0% 时，

相同碳酸氢钠溶液体积处理后茶黄素含量，结果

见图 5。

由图 5 看出，碳酸氢钠溶液浓度为 0~1. 0% 时，

茶黄素含量明显下降，这是由于样品经碳酸氢钠溶

液处理，除去了茶红素杂质，测定结果降低。碳酸

氢钠溶液浓度为 1. 0%~5. 0%，茶黄素含量基本保

持不变，说明茶红素杂质在这个浓度范围可基本被

去除。当碳酸氢钠溶液增加到 10. 0% 时，测定的茶

黄素含量有较为明显的下降，说明采用较大浓度的

碳酸氢钠溶液处理，使茶黄素含量降低。所以选取

与公告 2016 年第 8 号一致的结果，即碳酸氢钠溶

液为 2. 5%。

2. 3 方法的线性曲线和检出限

2. 3. 1 方法的线性曲线

参照《国家卫生计生委发布关于海藻酸钙等食

品添加剂新品种的公告（2016 年第 8 号）》中茶黄素

含量测定方法。研究发现，标准曲线的茶黄素含量≥
0. 08 g/L 时，吸光度值大于 1。因此标准曲线选取

0. 00、0. 02、0. 04、0. 06、0. 08 g/L 5 个点，在此范围

内标准曲线的线性相关系数 r=0. 999，具有比较好

的线性，见图 6。同时，分别用这 4 个茶黄素单体的

标准曲线对实际样品进行定量，样品的检测结果基

本是一致的，其中用茶黄素单体标曲定量的样品含

量偏低，偏差小于四种单体定量结果的平均值的

10%。因此，检测实际样品时，选取一种茶黄素单体

标曲进行定量即可（本文采用茶黄素-3-没食子酸酯

标准曲线来定量）。

2. 3. 2 方法的检出限

空白试验中未检出目标物，按照样品分析的全部

步骤，对浓度值或含量为估计方法检出限的 2~5倍的

样品进行平行测定（n≥7），将各测定结果换算为样品

中的浓度或含量，计算平行测定的标准偏差，按公

式（1）计算方法检出限（Limit of detection，LOD）。

LOD = t（n-1，0. 99）×SD （1）
本次验证时，以 2% 标准溶液进行 n（n=7）次重复

测定，计算测定结果的标准偏差（SD），根据公式（2）和

公 式（3）计 算 方 法 检 出 限 和 定 量 限（Limit of
quantitation，LOQ）。

LOD= t（n-1，0. 99）×SD=3. 143×SD （2）
LOQ = 10×LOD （3）
因此，确定本方法茶黄素检出限为 0. 27%，定

量限为 3%。国家卫生计生委发布关于海藻酸钙等

食品添加剂新品种的公告（2016 年第 8 号）［19］规定

茶黄素含量≥20%，将近 3% 的 7 倍，因此本方法满

足公告检测要求。具体检测结果见表 1。

图 5 不同碳酸氢钠浓度下的茶黄素含量

Figure 5 The theaflavin content under different sodium
bicarbonate concentrations

图 6 茶黄素单体的标准曲线

Figure 6 Standard curve of theaflavin monomer solution
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2. 4 精密度实验

选取茶黄素含量为 30% 的样品，每个样品平行

测定 6 次，计算平均值和相对标准偏差。检测结果

见表 2。

可见，茶黄素测定结果的平均值为 31. 71%，相

对标准偏差为 1. 33%，方法的精密度较好。

2. 5 加标回收率实验

选取茶黄素含量为 30% 的样品，分别在 3%、

20%、40% 的低、中、高三个浓度水平进行加标试验，

按照样品分析的全部步骤进行处理，每个样品平行

测定 7 次，计算不同浓度水平样品的加标回收率和

相对标准偏差等参数，检测结果见表 3。

在 3 个加标水平下，加标回收率为 95. 2%~
108. 4%，相对标准偏差为 1. 6%~4. 7%，加标回收率

满足 GB/T 27404—2008《实验室质量控制规范 食

品理化检测》标准的要求，数据分布集中，说明该方

法具有较高的准确性。

2. 6 样品检测

按照本方法对 3 家企业的 22 个茶黄素样品进

行测定（按茶黄素-3-没食子酸酯标曲计算），结果见

表 4。茶黄素按含量通常分为 TF20、TF40 和 TF60
共 3 种规格。表 4 样品类型中的数字表示样品的茶

黄素标示含量，以 TF50为例，表示含茶黄素 50%。

由表 4 可以看出，22 个样品中，仅 7 个样品实

际检测值与标示值是基本相符的，另外 15 的样品

的实际检测值均低于标示值 20% 以上。由此看出，

市场上的一部分食品添加剂茶黄素含量标识与实

际含量不符，品质质量有待进一步规范，方便快捷

的检测方法是亟待研发。

3 结论

本文建立的分光光度法测定食品添加剂茶黄

素含量的方法，具有前处理简单、线性相关系数好、

检出限低、精密度好、准确度高、安全快捷的优势。

本方法适用于食品添加剂中茶黄素含量的测定。

方法的检出限和定量限既能满足现行公告的检测

要求，又满足了中小企业的低成本检测需求，为茶

黄素质量控制和监管提供了一种简便易行的方法。
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