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拟反相色谱法测定儿童巧克力食品中的咖啡因含量 
 

董丽丽，李敏，于玲，李东风 

（邢台学院生物化学系，河北邢台 054001） 

摘要：建立了儿童巧克力食品中咖啡因含量的快速检测新方法。采用拟反相色谱法以极性硅胶柱配以高水量的流动相，5 分钟

内快速完成样品测定。其最佳测定条件为乙腈-甲酸钠溶液（0.03 mol/L，pH 2.9）（5:95）。在线性范围 0.2~1000 µg/mL 内，线性关系

良好，r=0.9995（n=5)，检出限（S/N=3）为 0.05 µg/mL。回收率范围为 96.5~104.3%，精密度测试结果 RSD%<4.8%。由于分析时间

短，而且流动相中乙腈的比例只占 5%，极大降低了有机溶剂的消耗和排放，节约测试成本的同时减少了对环境的污染。将其用于多

种巧克力食品中咖啡因含量的测定，结果快速、准确、选择性高，可用于食品中咖啡因含量的常规测定，尤其适合大批量样品的连续

测定。同时还对咖啡因的保留机理进行了探讨。 
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Abstract: In this paper, a rapid and sensitive method based on pseudo reversed phase liquid chromatography (pseudo-RPLC) was 

developed for analysis of caffeine in children's chocolate-containing foods. The samples were analyzed on a polar silica column using an 

aqueous-rich mobile phase (sodium formate 0.03 mol/L, pH 2.9-acetonitrile, V/V, 95:5). All the samples were tested within 5 min. In view of 

less organic modifier (only 5%) in mobile phase and shorter analysis time, it was not only economical, but also environment-friendly. In addition, 

the assay was validated in the concentration range of 0.2~1000 µg/mL. The proposed method was applied to chocolate-containing foods. 

Recoveries at the concentration of 20~60 µg/mL ranged from 96.5% to 104.3% with RSD< 4.8%. The present pseudo-RPLC technique proved 

to be a good alternative of reversed-phase liquid chromatography for the analysis of caffeine in popular chocolate-containing products with the 

advantages of fast-speed, low-cost and selectivity. Moreover, the retention mechanism of caffeine was discussed. 

Key words: Caffeine; children's chocolate products; rapid determination; pseudo reversed phase liquid chromatography, retention 

mechanism 

 

巧克力味道香醇，是众多小朋友喜爱的食品。制

造巧克力的原料可可粉中含咖啡因。咖啡因是一种兴

奋剂，同一种类等量的咖啡因对孩子的危害远远大于

对成人的危害。加上儿童自我控制力差，对喜爱的食

品毫无节制，因此对儿童食品中咖啡因的含量检测是

非常必要的。在咖啡因的检测中，最常见的是咖啡、

茶、饮料中咖啡因的测定[1~7]，对巧克力食品中咖啡因

的检测则相对较少。已报道的测定咖啡因的方法有反

相液相色谱法[3,6,7]、气相色谱法[8]、毛细管电泳法[9]、

紫外分光光度法[6]等。这些方法中有的快速但准确度不

高；有的分离效果好，但分析时间长，测试成本高。

所以寻求高效、经济、快速的测定方法一直是研究者 
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的追求目标。 

本文根据咖啡因的性质，研究了咖啡因含量的新

的液相色谱检验方法。拟反相色谱法[10]是以正相色谱

所用的极性色谱柱为固定相，配以反相色谱的含水溶

剂为流动相的色谱方法。近年来随着绿色分析化学概

念的提出[11]，拟反相色谱由于其流动相中以水为主体，

所含有机溶剂的比例极低（一般≤5%），在大量降低测

试成本的同时，可减少对环境的污染，因此引起研究

者的兴趣[12~14]。但现有的研究文献主要是对不同溶质

色谱保留行为的探讨，而利用拟反相色谱进行实际样

品分析应用的并不多见。本实验将建立的拟反相液相

色谱法用于儿童巧克力食品中咖啡因含量的测定，系

统评价了该方法的准确度、可靠性及实用性。本研究

是对食品中咖啡因检测方法的补充，可用于样品的日
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常测定，同时也可以促进色谱机理的进一步研究。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

岛津 LC-20AT 高效液相色谱仪配二极管阵列检

测器。 

咖啡因标准品由茶叶中提取升华提纯。取适量溶

于甲醇制备成浓度为 5.133 mg/mL标准储备液，使用

时用流动相稀释至所需的浓度。 

德芙醇黑巧克力、奥利奥巧克力味饼干、阿尔卑

斯巧克溢糖、高乐高巧克力饮品均购自当地一家大型

超市。 

测定中所用乙腈、甲醇、异丙醇为色谱纯，其他

试剂为分析纯，水为超纯水。 

1.2  样品预处理 
巧克力：称取 5.0014 g 巧克力样品于 250 mL圆

底烧瓶中，加入 150 mL去离子水、2 g 氧化镁，摇匀

后加热回流使溶液保持微沸 45 min。冷却至室温，转

移至 250 mL容量瓶中，用去离子水定容，摇匀。 

饼干：称取 2.0003 g粉碎到 20目的样品置于 25 

mL具塞比色管中，加入 10 mL甲醇，用去离子水定

容，超声振荡 10 min。 

糖果：选取 1 块糖果，称重为 6.4113 g，加入 250 

mL超纯水，超声溶解。 

高乐高：称取3.7715 g高乐高巧克力粉，加100 mL

水，超声溶解。 

所有样品处理后，静置，取上层清液经 0.45 µm

滤膜过滤，稀释 10 倍，进样测定。 

1.3  色谱条件 

色谱柱为 Inertsil® HPLC Column 100-5SIL, 

150×4.6 mm I.D., 5 µm。 

流动相为 0.03 mol//L 甲酸钠溶液（pH=2.9）-乙

腈（95:5, V/V），流速：1.0 mL/min，进样量10 µL。

检测波长 274 nm。 

2  结果与分析 

2.1  色谱条件的优化 

2.1.1  有机溶剂类型的影响 

咖啡因，1,3,7-三甲基黄嘌呤，三个甲基为嘌呤环

供电，使嘌呤环上的电子云密度增大，该分子稳定，

极性小。本研究采用拟反相色谱法（极性硅胶柱，高

水量流动相的色谱方法）来测定咖啡因。首先考察了

流动相中有机溶剂类型对咖啡因保留的影响。分别以

甲醇、异丙醇、乙腈3种有机溶剂与甲酸钠缓冲液（0.03 

mol/L, pH=2.9）（5:95, V/V）为流动相，保持其它条件

相同进行实验，所得色谱图见图 1。3 种有机溶剂对溶

质的洗脱强度按以下顺序递增，即甲醇<异丙醇<乙

腈。由图可见，有机溶剂的类型对咖啡因的保留有着

重要的影响。本研究的目的是找到一种快速测定咖啡

因的分析方法，由于在乙腈中洗脱时间最短，所得色

谱峰最为尖锐、柱效高（n=31600/m），而且峰形对称

性好(As=1.161)，而在其它两种体系中都有严重的拖

尾现象，所以选择乙腈体系来测定咖啡因。 

  

 
图 1 有机溶剂类型对咖啡因保留的影响 

Fig.1 Influence of organic modifier on the retention of caffeine 

2.1.2  有机溶剂浓度的影响 

 
图 2 流动相中乙腈含量对咖啡因保留因子的影响 

Fig.2 The effect of ACN content in mobile phase on the 

retention factors of caffeine 

进一步考察了流动相中乙腈的含量对咖啡因保留

值的影响（见图 2）。在乙腈含量小于 50%的范围内，

随流动相中乙腈含量的增加，溶质的保留值下降，恰

巧体现出类似反相色谱的特性。而且在乙腈含量<10%

的范围内，乙腈含量的稍微降低却可导致咖啡因保留

值急剧增加。通过以上考察实验，为了兼顾咖啡因的

充足保留及快速测定，选择乙腈的含量为5%。 

2.1.3  缓冲溶液 pH 的影响  

当 pH值由 2.5 提高到 6.4 的过程中，咖啡因的洗

脱时间先是随 pH值的增加而延长，达到一最大值后，

则随 pH值的增加，保留反而减弱（见图 3），说明溶

质的保留机理是混合机理，在 pH 值的变化过程中保
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留机理发生了改变。固定相高纯硅胶填料表面的硅羟

基其 pKa 为 4.2[15]，在低 pH值时（pH<4.2），以-Si-OH

形式存在；而溶质咖啡因 pKa 为 10.4，此时以质子化

的形式存在（带正电荷）。则咖啡因在色谱柱中保留依

赖于其在硅羟基表面吸附水层和有机相之间的选择性

分配；随 pH 值的增加硅羟基逐渐电离而带负电荷

（-Si-O-），则溶质与固定相由于正负相吸产生静电引

力，导致咖啡因洗脱时间的延长；但当 pH 值进一步

增大时，咖啡因逐渐失去质子，正电荷数量减少，以

致静电引力逐渐减小，咖啡因的保留值反而降低。从

pH值对咖啡因保留值的影响结果可以看到，在拟反相

色谱中溶质的保留除了分配作用，还存在一定的离子

交换作用。也说明了，体系的 pH 值也是一个调节咖

啡因保留值的重要因素。 

 
图 3 pH 值对咖啡因保留因子的影响 

Fig.3 The effect of pH in mobile phase on the retention factors 

of caffeine 

2.1.4  离子强度的影响 

 
图 4 体系中离子强度对咖啡因保留时间的影响 

Fig.4 The effect of ionic strength in mobile phase on the 

retention time of caffeine  

为了验证上述结果，还进行了离子强度的影响实

验，结果见图 4。可以看出随体系中甲酸钠浓度的增

加（从 0.01 mol/L增加到 0.04 mol/L），咖啡因的保留

时间不断下降。说明离子强度增加时，体系中带正电

荷的阳离子与质子化的咖啡因竞争固定相上的活性保

留中心，导致溶质保留值的减弱。与上述由 pH 值影

响推测拟反相色谱中溶质的保留机理除了分配作用外

还存在一定程度的离子交换作用一致。 

通过一系列考察实验，对咖啡因在拟反相色谱中

的保留机理有了初步的认识，同时确定咖啡因的最佳

色谱分析条件为：乙腈与甲酸钠缓冲液（0.03 mol/L，

pH=2.9）的配比为5:95。拟反相色谱中未键合硅胶较

反相键合填料便宜，而流动相中有机相仅占 5％，因

此拟反相色谱是特别适合测定极性化合物的一种简

便，低耗的色谱模式。 

2.2  线性范围、检出限、重现性和回收率 

将配制好的一系列标准溶液（线性范围在

0.2~1000 µg/mL 区间），按上述的色谱条件进样，以

峰面积对相应浓度（µg/mL）作回归分析。相关系数

r=0.9995（n=5）。检出限(S/N=3)为0.05 µg/mL。我国

目前的国标中尚没有对食品中咖啡因含量的规定（只

有一个对于可乐饮料的咖啡因限定，含量不超过 0.15 

g/kg）[16]。该方法较宽的线性范围完全可以满足不同

食品中咖啡因含量的测定。 

精密吸取浓度为 20 µg/mL的咖啡因标准溶液 20 

µL，进样 10 次平行测定，峰面积的相对标准偏差为

1.8%。保留时间的相对标准偏差为 1.6%，说明该测定

方法重现性好。 

取不含咖啡因的食品如阿尔卑斯原味糖、高乐高

橙子口味、卡夫佳钙饼干作为空白试样的代表，分别

配制低、中、高 3 个浓度水平（20、40 和 60 µg/mL）

的样品溶液，按照 1.2 和 1.3 项的方法进行样品处理和

测定，计算方法的回收率与精密度（见表 1)。本方法

的平均回收率为 96.5~104.5%；相对标准偏差为

1.6~4.8%，说明本方法具有很好的准确度和精密度。

表 1 儿童食品中咖啡因的加标回收率与相对标准偏差（n=5） 

Table 1 Recoveries and relative standard deviations (RSD) of 

caffeine in children's foods 

Added/ 

(µg/mL) 

Recovery/%  RSD/% 

Candy Gaolegao Biscuit  Candy Gaolegao Biscuit 

20 102.1 103.5 97.8  3.1 1.6 3.7 

40 103.7 102.4 104.3  3.9 2.8 3.1 

60 96.5 102.6 97.5  3.0 4.8 4.4 

2.3  样品测定 

以黑巧克力、巧克力饼干、巧克力糖果和巧克力

饮品来检验方法的实用性。巧克力食品中的常见组分

包括脱脂乳粉、可可脂、可可液块、乳脂肪、精炼食

用植物油、乳糖、乳化剂(大豆磷脂)、食用香料等众

多组份。如图 5 所示，尽管不同食品成份各异，但在

选定实验条件下，每个样品中目标物咖啡因在短时间

内可与基质中的共存干扰组份达到充分分离，证明了
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该方法的高选择性。另外用该方法测定咖啡因不但方

便而且快速，5 分钟即可完成一个样品的测定。而且

由于是等度操作，容易实现高通量连续测定。如果按

一个工作日 8 小时的标准工作量，每天可测定近百个

样品，乙腈的消耗量仅仅是 24 mL。而反相色谱法，

对于基质复杂的样品为了实现目标物的分离，往往采

用梯度洗脱，最后用高比例（甚至 100%）有机相将

基体中强保留杂质尽快去除，既消耗试剂又浪费时间。

由此可以明显看到拟反相色谱分析咖啡因的速度和测

试成本的优势。 

 

 
图 5 巧克力食品中咖啡因的分析色谱图 

Fig.5 The chromatograms of caffeine in chocolate products 

经测定黑巧克力、巧克力糖果、高乐高和巧克力

饼干中咖啡因的含量分别为：2.55、0.26、2.33 及 1.25 

g/kg。由此看来，每块标准大小的黑巧克力（43 g）

内咖啡因含量高达 109.7 mg，相当于一罐330 毫升可

乐所含咖啡因（30~50 mg）的 2 倍多。而且液体饮料

体积大易饱，不便多食。但固体食品如巧克力和饼干

则不同，儿童自我控制力差，对喜爱的食品总想尽可

能地多吃，很容易造成咖啡因的摄入量超标。所以作

为家长的消费者应对儿童巧克力食品中咖啡因的含量

有清醒的认识，才能更好地保护儿童的身体健康。 

3  结论 

本文建立了拟反相色谱法快速测定巧克力食品中

咖啡因含量的新方法，系统地探讨了影响咖啡因保留

的因素。与现在普遍采用的反相色谱法相比，最突出

的优点是不但分析速度快，而且流动相中只需极少量

的有机溶剂，总体上可实现快速高通量连续运行，极

大节约了测试成本，对环境的污染也大为降低。该法

线性范围宽，灵敏度好，用于多种食品中咖啡因的测

定，回收率高，精密度好，同时分离效果好，选择性

高，抗干扰能力强，具有很好的应用价值。对于拟反

相色谱大家关注较少，相关资料也少，本文还就溶质

的保留机理进行了初步探讨，认为其保留是基于分配

和离子交换的双重作用。 
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