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食品添加剂茶黄素高效液相色谱测定方法建立及优化

田洪芸，吕邓义，刘毅，吴裕健，王爱竹，胡明燕，王骏，胡梅
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重点实验室（肉及肉制品监管技术），产业技术基础公共服务平台，山东  济南  250101）

摘 要：目的　建立高效液相色谱法测定食品添加剂茶黄素纯度的方法。方法　试样用乙醇-水（2∶8，V/V）溶液提

取后，使用 C18 反相色谱柱分离，以乙腈、0. 1% 磷酸溶液为流动相，流速为 1 mL/min，柱温为 35 ℃，使用紫外检测器

于 278 nm 下进行检测。结果　茶黄素混合标准工作溶液在 20~500 μg/mL 浓度范围内线性关系良好，相关系数 r2>
0. 99，茶黄素 4 种组分的检出限均为 0. 2 μg/mL，定量限均为 0. 5 μg/mL。对试样进行低、中、高 3 个浓度的加标回

收试验，加标回收率为 97. 9%~101. 3%，相对标准偏差为 0. 3%~1. 6%。结论　该方法精密度高、准确性好、操作简

便，可满足食品添加剂茶黄素纯度测定的要求。
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Development and optimization of a high-performance liquid chromatography method for the 
determination of theaflavin purity
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Abstract： Objectives　 A high-performance liquid chromatography method was developed to determine the purity of 
theaflavins， a food additive. Methods　The samples were dissolved in ethanol-water （2∶8，V/V） solution and separated by C18 
reversed-phase chromatography with acetonitrile and 0. 1% phosphoric acid as mobile phase.  The flow rate was 1 mL/min and the 
column temperature was 35 °C， the detection was performed at 278 nm using a UV detector. Results　The linear relationship of 
theaflavins was good in the range of 20-500 μg/mL， and the correlation coefficient r2>0. 99， the limit of detection of the four 
components of tea polyphenols was 0. 2 μg/mL， and the limit of quantification was 0. 5 μg/mL. The recovery rate of the samples 
was 97. 9%-101. 3%， and the relative standard deviation was 0. 3%-1. 6%. Conclusion　The method has high precision， good 
stability， simple operation， and can meet the requirements for the purity determination of food additive theaflavin.
Key words： Theaflavin； high-performance liquid chromatography； maximum absorption wavelength； accuracy； precision

茶黄素（Theaflavin，TF）是茶叶中多酚类物质经

氧化缩合而成的一类化合物［1］，茶黄素中含量较高

的化合物主要为茶黄素 -3，3'-双没食子酸酯、茶黄

素 -3-没食子酸酯、茶黄素 -3'-没食子酸酯［2-5］。食品

添加剂茶黄素作为抗氧化剂可在脂肪、油炸面制

品、熟肉制品等食品中使用［6-7］。茶黄素是我国特有

的食品添加剂品种，2016 年原国家卫生和计划生育

委员会发布《关于海藻酸钙等食品添加剂新品种的

公告（2016 年第 8 号）》批准其为食品添加剂新品

种，2020 年立项制定补充标准号《食品安全国家标

准  食品添加剂  茶黄素》。

目前，关于食品添加剂茶黄素纯度的测定方法

仅涉及分光光度法，相关测定文献均为茶叶基质中

茶黄素含量的测定，主要有氧化铝比色法、柱层析

实验技术与方法
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法、分光光法、液相色谱法、毛细管电泳法等［8-11］。上

述文献方法存在操作步骤烦琐、试样易氧化损失、结

果精密度差等问题。此外，由于茶黄素属于多羟基

类化合物，不同材质滤膜对其吸附力不同也检测值

存在一定差异［12-14］。本文针对食品添加剂茶黄素纯

度测定存在的问题，对试样前处理、测定条件及方法

学指标进行研究，建立了使用液相色谱法进行纯度

测定的方法。经验证该方法灵敏度高、准确性好，可

满足食品添加剂茶黄素纯度的准确测定的要求。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　主要仪器与试剂

高效液相色谱仪配有紫外检测器（沃特世公

司，美国）、分析天平（梅特勒-托利多，瑞士）、紫外分

光光度计（日立，日本）。

茶黄素标准品、茶黄素 -3-没食子酸酯（TF-3-G）
标准品、茶黄素-3'-没食子酸酯（TF-3'-G）标准品、茶

黄素 -3，3'-双没食子酸酯（TFDG）标准品（纯度 ≥
98%，源叶生物，上海），无水乙醇（国药化学试剂，上

海）、磷酸（国药化学试剂，上海）、乙二胺四乙酸二

钠（国药化学试剂，上海）、L-抗坏血酸（分析纯，国药

化学试剂，上海），乙腈（色谱纯，默克，德国），聚四

氟乙烯滤膜（安谱，上海）、尼龙滤膜（安谱，上海）、

混合材质微孔滤膜（安谱，上海）

1. 2　方法

1. 2. 1　样品前处理

准确称取试样 0. 1 g，置于 100 mL 棕色容量瓶

中，用乙醇-水（2∶8，V/V）溶解后定容至刻度，试样经

0. 45 μm 聚四氟乙烯滤膜过滤至棕色进样瓶中备用。

1. 2. 2　溶液配制

L-抗坏血酸溶液（10 mg/mL）：称取 1. 00 g 的 L-

抗坏血酸于 100 mL 棕色容量瓶中，用适量水溶解

并混匀。乙二胺四乙酸二钠溶液（10 mg/mL）：称取

1. 00 g 乙二胺四乙酸二钠，用适量水溶解至 100 mL
容量瓶中。稳定溶液：分别移取 50 mL 乙二胺四乙

酸二钠溶液、50 mL 抗坏血酸溶液和 175 mL 乙腈至

1 000 mL 棕色容量瓶中，用水稀释并混匀。磷酸溶

液（0. 1%）：移取 1 mL 磷酸至烧杯中，用适量水稀释

至 1 000 mL。标准储备溶液（2. 0 mg/mL）：分别准

确称取茶黄素、TF-3-G、TF-3'G、茶黄素-3，3'-双没食

子酸酯各 20. 0 mg，分别置于 10 mL 棕色容量瓶中，

加入适量稳定溶液溶解并定容至刻度，混匀。混合

标准系列工作溶液：分别移取 4 种标准储备液于

10 mL 容量瓶中，用稳定溶液定容至刻度，配成浓度

分别为 20、50、100、200、300、400、500 μg/mL 的混

合标准工作溶液。

1. 2. 3　仪器条件

色谱柱：C18反相色谱柱（150 mm×4. 6 mm，3. 5 μm，

填料为键合十八烷基的硅胶）或性能相当者。流动

相：A 相为乙腈，B 相为磷酸溶液，梯度洗脱程序见

表 1。流速：1 mL/min；柱温：35 ℃；进样量：10 μL；
波长：278 nm。

1. 2. 4　样品测定

将浓度为 20、50、100、200、300、400、500 μg/mL
的混合标准系列工作液注入液相色谱仪，以浓度为

横坐标、峰面积为纵坐标绘制标准曲线，计算线性

方程及相关系数。

在参考色谱条件下，分别将试样溶液注入液相

色谱仪中进行测定。以混合标准系列溶液的质量

浓度为横坐标、以峰面积为纵坐标，计算标准曲线

并计算待测液中各种化合物的质量浓度。

2　结果与分析

2. 1　样品前处理条件优化

2. 1. 1　溶剂的优化

茶黄素在水中的溶解度较差，试样呈浑浊状无

法进行上机测试；溶剂中添加乙醇能够提升茶黄素

的溶解度。试验比对了采用乙醇 -水（1∶9，V/V）、乙

醇-水（2∶8，V/V）作为溶剂对检测的影响，结果显示采

用乙醇-水（1∶9，V/V）溶解后的试液目标峰出现了前

沿，对分离度有明显影响；而采用乙醇-水（2∶8，V/V）
处理后的分离度较好，可满足检测需求（图 1）。

2. 1. 2　滤膜种类的优化

茶黄素的分子结构中含有羧基，方法制定过程

中发现不同材质的滤膜对其产生的吸附力均不同，

尤其是尼龙材质的滤膜吸附力最强。试验选择了

10 种不同材质及类型的滤膜进行研究。试验过程

中用浓度为 50 μg/mL 茶黄素混合标准溶液经不同

材质滤膜过滤后进行上机测定，测定结果见表 2。
因茶黄素化学结构中的羧基会与尼龙进行阴离子

交换吸附导致测定结果偏低［15］，结果显示尼龙滤膜

对 4 种化合物均产生了明显的吸附作用。聚醚砜

表 1　流动相梯度洗脱程序

Table 1　Mobile phase gradient elution procedure
时间/min
0.0
0.5
15.0
24.0
24.5
29.5
30.0
35.0

乙腈/%
17.5
17.5
25.0
25.0
50.0
50.0
17.5
17.5

磷酸溶液/%
82.5
82.5
75.0
75.0
50.0
50.0
82.5
82.5
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材质滤膜，0. 22 μm 型号的吸附力比 0. 45 μm 型号

的相对高些，尤其是对 TFDG 的吸附力相对较大；混

合纤维素滤膜（0. 22、0. 45 μm）处理后的检测结果

差别不大；聚四氟乙烯材质滤膜（0. 22、0. 45 μm）基

本上未产生吸附作用。故最终使用聚四氟乙烯

（0. 22 μm）的滤膜进行试验。

2. 2　检测条件的优化

2. 2. 1　色谱柱的选择

对 4 种物质的混合标准溶液分离情况开展测

试，结果表明在乙腈 -磷酸溶液的梯度洗脱程序下，

4 种目标物在 C18 色谱柱中具有理想的分离效果，其

分离度和峰形能够满足方法要求（图 2）。

2. 2. 2　最佳检测波长的确定

用紫外检测器于 190~400 nm 波长范围内对茶

黄素混合标准溶液（100 μg/mL）进行全波长扫描，

结果显示 4 种目标化合物的在 210、278 nm 波段处

均有大的吸收峰，考虑到在 210 nm 处基质干扰物

吸收较强，最终确定的检测波长为 278 nm（图 3）。

2. 2. 3　标准曲线、检出限和定量限

在 确 定 的 色 谱 条 件 下 ，对 浓 度 范 围 在 20~
500 μg/mL 的混合标准工作溶液进行测定，以质量

浓度为横坐标，峰面积为纵坐标绘制标准曲线，计

算 4 种化合物的标准曲线、检出限和定量限。测定

结果显示（表 3），标准曲线相关系数 R2>0. 99，线性

关系良好。对最低浓度的标准溶液进样，按照 GB/T 
5009. 1 附录 A 的规定对方法的检出限、定量限进行

计算，茶黄素 4 种组分的检出限均为 0. 2 μg/mL、定
量限均为 0. 5 μg/mL。

表  2　不同材质滤膜处理结果（μg/mL）
Table 2　Results of membrane treatment with different materials (μg/mL)

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

品牌

A
A
B
B
A
A
B
B
C
C

材质

尼龙（0.22 μm）

尼龙（0.45 μm）

尼龙（0.22 μm）

尼龙（0.45 μm）

聚醚砜（0.22 μm）

聚醚砜（0.45 μm）

混合纤维素（0.22 μm）

混合纤维素（0.45 μm）

聚四氟乙烯（0.22 μm）

聚四氟乙烯（0.45μm）

TF
平行 1

0
0

15.7
26.3
49.5
50.3
49.8
49.2
49.2
49.3

平行 2
0
0

21.4
25.9
49.1
50.1
49.5
48.6
49.7
49.9

TF-3-G
平行 1

0
0

11.5
22.1
50.2
50.6
49.5
50.4
49.6
49.8

平行 2
0
0

18.6
22.4
49.5
50.3
50.2
50.1
50.1
50.3

TF-3'-G
平行 1

0
0

10.3
19.6
49.6
50.5
50.3
49.2
50.2
49.9

平行 2
0
0

17.2
22.1
49.8
50.1
49.5
49.3
49.7
50.0

TFDG
平行 1

0
0
6.01

13.8
41.3
47.9
50.2
49.8
50.1
50.2

平行 2
0
0

11.7
19.4
36.4
46.1
50.6
50.4
50.3
50.0

注：平行 1、平行 2 为样品进行平行测定的 2 个结果

表 3　茶黄素线性范围、检出限、定量限

Table 3　Linear range, detection limit, quantitative limit of theaflavins
标物名称

TF
TF-3-G
TF-3'-G
TFDG

线性范围/(μg/mL)
20~500
20~500
20~500
20~500

回归方程

Y=0.176 7X-0.049 8
Y=0.186 7X-0.044 0
Y=0.198 2X-0.011 7
Y=0.201 0X-0.070 6

相关系数 R2

0.999
0.999
0.999
0.999

检出限/(μg/mL)
0.2
0.2
0.2
0.2

定量限/(μg/mL)
0.5
0.5
0.5
0.5

注：A：乙醇-水（1∶9,V/V）；B：乙醇-水（2∶8,V/V）
图 1　采用不同乙醇-水比例提取的液相色谱图

Figure 1　Liquid chromatogram obtained by different extraction with ethanol water
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2. 3　精密度、准确度试验

选择 0. 1%、1%、5% 3 个加标测试浓度，开展 6
平行加标测试，以加标回收率考察准确度，以平行

样品检测结果的相对标准偏差（Relative standard 
deviation，RSD）考察精密度，以对检测方法的精密度

和准确度开展验证。结果如表 4 所示。测试结果显

示，各目标物的平均加标回收率为 97. 9%~101. 3%，

RSD 为 0. 3%~1. 6%，表明本方法具有理想的准确

性和重复性，满足检测需求。

2. 4　样品测定

收集国内 5 家生产企业的茶黄素产品，采用本试

验建立的方法进行茶黄素纯度的测定，结果见表 5。
由样品测定结果可知，5 家企业样品茶黄素含量测

定结果分布在 23. 37%~28. 35%。测定的 4 种化合

物中 TFDG 含量最高，其他依次是 TF-3-G、TF，TF-3'-G
含量最低。

3　小结

本试验建立了使用高效液相色谱仪紫外检测

器进行茶黄素纯度测定的方法。茶黄素混合标准

工作溶液在 20~500 μg/mL 浓度范围内线性关系良

好，R2>0. 99。茶黄素 4 种组分对应的标准溶液 6 平

行测定结果显示。加标回收试验结果显示加标回收

率为 97. 9%~101. 3%，相对标准偏差为 0. 3%~1. 6%。

表 4　样品加标回收结果

Table 4　Results of recovery
样品编号

1

2

3

目标物

TF
TF-3-G
TF-3'-G
TFDG

TF
TF-3-G
TF-3'-G
TFDG

TF
TF-3-G
TF-3'-G
TFDG

样品中含量/（μg/mL）
4.69
6.76
4.22
9.83
4.52
9.71
2.41

11.2
5.29
7.16
4.91

11.0

加标水平 0.1%（n=6）
平均回收率/%

98.7
101.3

98.9
97.9
98.5
99.6
98.9
99.3

100.8
100.2

98.3
99.4

RSD
1.1
0.8
1.4
1.4
0.9
0.7
1.2
1.6
1.2
1.1
1.5
0.9

加标水平 1%（n=6）
平均回收率/%

99.4
99.1

101.2
100.1

99.5
99.6

100.5
98.8
99.4

100.3
100.1
101.1

RSD
0.9
1.1
0.7
0.7
0.8
0.5
0.7
1.0
1.0
0.7
0.8
0.5

加标水平 5%（n=6）
平均回收率/%

99.2
99.6

100.3
100.2
100.5

99.4
100.2

99.5
100.2
100.6
100.5

99.7

RSD
0.5
0.9
0.5
0.6
0.4
0.4
0.3
0.5
0.6
0.4
0.7
0.5

图 2　茶黄素标准溶液（20 μg/mL）液相色谱图

Figure 2　Chromatogram of theaflavin standard solution (20 μg/mL)

图 3　茶黄素混合标准溶液的光谱图

Figure 3　Spectral diagram of the mixed standard solution of 
theaflavins
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5 家企业食品添加剂茶黄素纯度测定结果分布在

23. 37%~28. 35% 之间。
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表 5　不同企业样品纯度测定结果/（μg/mL）
Table 5　Results of purity determination of samples from 

different enterprises/（μg/mL）
样品编号

企业 1
企业 2
企业 3
企业 4
企业 5

TF 含量

4.69
4.52
5.29
4.01
4.21

TF-3-G
含量

6.76
9.71
7.16
6.46
8.28

TF-3'-G
含量

4.22
2.41
4.91
3.86
2.06

TFDG
含量

9.83
11.20
10.99

9.04
9.83

茶黄素

含量

25.50
27.84
28.35
23.37
24.37
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