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﹩﹣燉—

前 言

本标准是对 ＧＢ燉Ｔ８３１２—１９８７《茶 咖啡碱的测定》的修订。本标准“第一法 高效液相色谱法”等
效采用 ＩＳＯ１０７２７：１９９５《高效液相色谱法测定茶和固态速溶茶中的咖啡碱含量》。
本标准与 ＩＳＯ１０７２７：１９９５的主要差异是：将等效采用的 ＩＳＯ１０７２７：１９９５方法作为本标准的第

一法。
本标准与 ＧＢ燉Ｔ８３１２—１９８７的主要差异是：增加了第一法高效液相色谱法，并将 ＧＢ燉Ｔ８３１２—

１９８７中“紫外分光光度法”作为本标准的第二法。
本标准第一法和第二法可获得相同的结果。
本标准自实施之日起，同时代替 ＧＢ燉Ｔ８３１２—１９８７。
本标准由中华全国供销合作总社提出。
本标准由中华全国供销合作总社杭州茶叶研究院归口。
本标准起草单位：中华全国供销合作总社杭州茶叶研究院。
本标准主要起草人：周卫龙、孙安华、钟萝。
本标准由中华全国供销合作总社杭州茶叶研究院负责解释。
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﹩﹣燉—

﹫前言

ＩＳＯ（国际标准化组织）是一个各国标准化组织机构（ＩＳＯ成员团体）的国际性联盟。通常制定国际
标准的工作是由 ＩＳＯ技术委员会承担，每个成员团体如有兴趣，都有权成为该项目委员会的代表，与

ＩＳＯ有联系的官方或非官方的国际标准组织也参与工作。ＩＳＯ与国际电工委员会（ＩＥＣ）在电工标准文件
紧密合作。
技术委员会所采纳的国际标准草案提交各成员团体表决，国际标准的出版必须取得不少于成员团

体 ７５％的赞成票。
国际标准 ＩＳＯ１０７２７是由 ＩＳＯ燉ＴＣ３４农产食品技术委员会制定。
国际标准 ＩＳＯ１０７２７的附录 Ａ和附录 Ｂ仅供参考。
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代替 ＧＢ燉Ｔ８３１２—１９８７

中华人民共和国国家质量监督检验检疫总局批准 实施

 范围

本标准规定了用高效液相色谱法、紫外分光光度法对茶叶中咖啡碱测定的原理、仪器和用具、试剂
和溶液、操作方法及结果计算方法。
本标准适用于茶叶中咖啡碱的测定。

 引用标准

下列标准所包含的条文，通过在本标准中引用而构成为本标准的条文。本标准出版时，所示版本均
为有效。所有标准都会被修订，使用本标准的各方应探讨使用下列标准最新版本的可能性。

ＧＢ燉Ｔ８３０２—２００２ 茶 取样

ＧＢ燉Ｔ８３０３—２００２ 茶 磨碎试样的制备及其干物质含量测定

第一法 高效液相色谱法

 原理

茶叶中咖啡碱经沸水和氧化镁混合提取后，经高效液相色谱仪、Ｃ１８分离柱、紫外检测器检测，与标
准系列比较定量。

 仪器和用具

实验室常规仪器及下列各项：
 高效液相色谱仪。
 紫外检测器：检测波长 ２８０ｎｍ。
 分析柱：Ｃ１８（ＯＤＳ柱）。
 分析天平：感量 ００００１ｇ。

 试剂和溶液

甲醇为色谱纯，水为重蒸馏水。
 氧化镁：分析纯。
 高效液相色谱流动相：取 ６００ｍＬ甲醇倒入 １４００ｍＬ重蒸馏水，混匀，脱气。
 咖啡碱标准液：称取 １２５ｍｇ咖啡碱（纯度不低于 ９９％）加乙醇∶水（１∶４）溶解，定容至 ２５０ｍＬ。
使用时，待标准液至室温后，取 ２ｍＬ加水至 １００ｍＬ作为工作液。

 操作方法

 取样
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按 ＧＢ燉Ｔ８３０２的规定。
 试样制备
按 ＧＢ燉Ｔ８３０３的规定。

 测定步骤

 试液制备
称取 １０ｇ（准确至 ００００１ｇ）磨碎茶样（６２），置于 ５００ｍＬ烧瓶中，加 ４５ｇ氧化镁及 ３００ｍＬ沸

水，于沸水浴中加热，浸提 ２０ｍｉｎ（每隔 ５ｍｉｎ摇动一次），浸提完毕后立即趁热减压过滤，滤液移入

５００ｍＬ容量瓶中，冷却后，用水定容至刻度，混匀。取一部分试液，通过 ０４５μｍ滤膜过滤，待用。
 色谱条件

 检测波长：紫外检测器，波长 ２８０ｎｍ。
 流动相：水∶甲醇的体积分数为 ７∶３。
 流速：０５ｍＬ燉ｍｉｎ～１．５ｍＬ燉ｍｉｎ。
 柱温：４０℃。
 进样量：１０μＬ～２０μＬ。
 测定
准确吸取制备液（６３１）１０μＬ～２０μＬ，注入高效液相色谱仪，并用咖啡碱标准液（５３）制作标准曲

线，进行色谱测定。

 结果计算

 计算方法

比较试样和标准样的峰面积，按式（１）计算：

咖啡碱（％）＝
爞１×

爧１

爧２

爩１× 牔１× １０００× １００ …………………………（１）

式中：爞１——测定液中咖啡碱含量，μｇ；

爧１——样品总体积，ｍＬ；

爧２——进样体积，μＬ；

爩１——试样的质量，ｇ；

牔１——试样干物质含量，％。
如果符合重复性（７２）的要求，取两次测定的算术平均值作为结果，结果保留小数点后一位。

 重复性
同一样品的两次测定值之差，每 １００ｇ试样不得超过 ０２ｇ。

第二法 紫外分光光度法

 原理

茶叶中的咖啡碱易溶于水，除去干扰物质后，用特定波长测定其含量。

 仪器和用具

实验室常规仪器及下列各项：

 紫外分光光度仪。
 分析天平：感量 ０００１ｇ。
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 试剂和溶液

所用试剂应为分析纯（ＡＲ），水为蒸馏水。
 碱式乙酸铅溶液：称取 ５０ｇ碱式乙酸铅，加水 １００ｍＬ，静置过夜，倾出上清液过滤。
 盐酸：００１ｍｏｌ燉Ｌ溶液，取 ０９ｍＬ浓盐酸，用水稀释 １Ｌ，摇匀。
 硫酸：４５ｍｏｌ燉Ｌ溶液，取浓硫酸 ２５０ｍＬ，用水稀释至 １Ｌ，摇匀。
 咖啡碱标准液：称取 １００ｍｇ咖啡碱（纯度不低于 ９９％）溶于 １００ｍＬ水中，作为母液，准确吸取

５ｍＬ加水至 １００ｍＬ作为工作液（１ｍＬ含咖啡碱 ００５ｍｇ）。

 测定步骤

 试液制备
称取 ３ｇ（准确至 ０００１ｇ）磨碎试样（６２）于 ５００ｍＬ锥形瓶中，加沸蒸馏水 ４５０ｍＬ，立即移入沸水

浴中，浸提 ４５ｍｉｎ（每隔 １０ｍｉｎ摇动一次）。浸提完毕后立即趁热减压过滤。滤液移入 ５００ｍＬ容量瓶
中，残渣用少量热蒸馏水洗涤 ２～３次，并将滤液滤入上述容量瓶中，冷却后用蒸馏水稀释至刻度。
 用移液管准确吸取试液（１１１）１０ｍＬ移入 １００ｍＬ容量瓶中，加入 ４ｍＬ００１ｍｏｌ燉Ｌ盐酸

（１０２）和 １ｍＬ碱式乙酸铅溶液（１０１），用水稀释至刻度，混匀，静置澄清过滤，准确吸取滤液 ２５ｍＬ，
注入 ５０ｍＬ容量瓶中，加入 ０１ｍＬ４５ｍｏｌ燉Ｌ硫酸溶液（１０３），加水稀释至刻度，混匀，静置澄清过
滤。用 １０ｍｍ比色杯，在波长 ２７４ｎｍ处，以试剂空白溶液作参比，测定吸光度（爛）。
 咖啡碱标准曲线的制作
分别吸取 ０、１、２、３、４、５、６ｍＬ咖啡碱工作液（１０４）于一组 ２５ｍＬ容量瓶中，各加入 １０ｍＬ盐酸

（１０２），用水稀释至刻度，混匀，用 １０ｍｍ石英比色杯，在波长 ２７４ｎｍ处，以试剂空白溶液作参比，测定
吸光度（爛）。将测得的吸光度与对应的咖啡碱浓度绘制标准曲线。

 结果计算

茶叶中咖啡碱含量以干态质量分数表示，按式（２）计算：

咖啡碱（％）＝

爞２燈爧３

１０００× １００
１０× ５０

２５
爩２× 牔２

× １００ ………………………（２）

式中：爞２——根据试样测得的吸光度（爛），从咖啡碱标准曲线上查得的咖啡碱相应含量，ｍｇ燉ｍＬ；
爧３——试液总量，ｍＬ；

爩２——试样用量，ｇ；

牔２——试样干物质含量，％。
如果符合重复性（７２），取两次测定的算术平均值作为结果，保留小数点后一位。
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