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摘要:使用高压液相色谱和荧光检测器对咖啡因样品进行分离和荧光检测ꎬ经过优化确定采用 ２２０ ｎｍ 为激发波长、４００ ｎｍ
为发射波长进行检测ꎬ建立了相对于咖啡因的荧光物质含量的定量方法ꎬ并对不同咖啡因样品进行分析ꎮ 研究发现ꎬ粗品咖啡

因中荧光物质主要有 ６ 种ꎬ合格成品咖啡因中荧光物质剩余 ４ 种ꎬ确定保留时间为 １７􀆰 ２９ ｍｉｎ 的物质(简称物质 ３)为导致产品

荧光指标不合格的主要物质ꎮ 采用工业上常用的高锰酸钾氧化、连二亚硫酸钠还原、活性炭吸附和重结晶咖啡因精制方法对回

收的一浓品咖啡因进行了处理ꎮ 结果表明ꎬ重结晶能够有效脱除物质 ３ꎬ脱除效率为 ８９􀆰 ５％ꎬ其他方法都不能有效去除物质 ３
且呈现出不同的影响趋势ꎮ
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　 　 咖啡因化学名称为 １ꎬ３ꎬ７－三甲基黄嘌呤ꎬ是具

有重要药用价值的白色粉末状生物碱ꎬ主要用于医

药和食品行业[１]ꎮ 作为药物和饮食品添加剂ꎬ咖啡

因的用量很大ꎬ因被直接摄入人体ꎬ市场上对咖啡因

的纯度、色泽要求很高ꎬ直接影响其市场前景ꎮ
根据来源咖啡因主要分天然咖啡因和工业咖啡

因 ２ 种ꎮ 工业咖啡因制备路线有多条ꎬ以氯乙酸或

氰乙酸为原料ꎬ经多步反应制咖啡因是主流方

法[２]ꎮ 由于反应步骤多、原料纯度低等原因造成工

业咖啡因粗品杂质含量多、色泽深ꎬ需要经过精制处

理才能达到要求ꎬ其中色度和荧光是影响咖啡因产

品质量的 ２ 个重要指标ꎮ

咖啡因精制工艺有升华法、萃取脱色法、氧化脱

色法和还原脱色法等[３]ꎮ 升华法利用了咖啡因易

升华的性质ꎬ主要用于从茶叶中提取天然咖啡因的

精制ꎬ此法有效但不适用于工业上大批量咖啡因精

制ꎬ应用范围有限ꎮ 萃取脱色法用氯仿、二氯甲烷等

有机溶剂进行萃取、脱溶剂处理ꎬ达到精制咖啡因的

目的ꎬ此法相对于升华法效率高、优势明显ꎬ但加大

了废水处理的难度ꎬ需进一步改进ꎮ
目前国内工业咖啡因精制普遍采用氧化脱色

法[４－５]ꎬ氧化剂为高锰酸钾ꎬ脱色剂为活性炭ꎮ 处理

后的咖啡因溶液趁热过滤ꎬ滤去活性炭和二氧化锰ꎬ
滤液冷却结晶得到咖啡因产品ꎬ此法能达到同时脱

􀅰９６２􀅰
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除颜色和荧光的目的ꎮ 结晶后的产品母液还含有

１％~２％的咖啡因ꎬ经过蒸发浓缩结晶得到质量较

差的一浓品再去回收精制ꎮ
美国专利[６] 提出采用连二亚硫酸钠或锌粉的

还原脱色法ꎬ以达到与氧化法同样的脱色效果ꎮ 国

内吉林舒兰公司[７] 公开了一种氧化与还原相结合

的精制工艺ꎮ
以上这些精制方法都不能从根本上达到脱除荧

光的目的ꎮ 荧光是困扰国内外工业法合成咖啡因的

一个普遍问题ꎬ一直无法彻底解决ꎮ 国内陈启槐

等[８]用氯仿对荧光物质提取并进行薄层层析ꎬ在荧

光灯下观察到 ９ 种荧光物质ꎬ并认为高锰酸钾氧化

只能降低荧光强度不能减少荧光种类ꎮ 张伟等[９]

使用氯仿和氨水处理合成咖啡因ꎬ用荧光分光光度

法[１０]鉴别出合成咖啡因中特有的一种荧光物质ꎮ
一般认为荧光物质主要来源为反应物中的杂质及反

应过程产生的副产物[１１－１２]ꎬ但究竟有多少种类、具
有何种理化性质至今都没有明确的研究结果ꎮ 荧光

物质种类多、含量少ꎬ受技术手段限制ꎬ这方面的研

究一直没有进一步的成果ꎮ
本文中采用高效液相色谱－荧光检测技术[１３]对

咖啡因样品中的荧光物质进行检测ꎬ实现了荧光物

质的分离和定量ꎬ找到了导致产品不合格的主要荧

光物质ꎬ并采用常见的咖啡因精制方法对一浓品中

主要荧光物质进行脱除效果研究ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １　 样品和试剂

咖啡因粗品、合格品、不合格品、一浓品和活性

炭由某制药公司提供ꎮ 实验中的清洗、配样过程使

用的高纯水取自超纯水机(四川优普超纯科技有限

公司)ꎮ 试剂高锰酸钾、连二亚硫酸钠、硫酸和氢氧

化钠为分析纯ꎮ
１􀆰 ２　 仪器和设备

高效液相色谱(美国赛默飞 Ｕ３０００ꎬ配置紫外检

测器 ＲＳ－ＶＷＤ 和荧光检测器 ＲＳ－ＦＬＤ 检测器)ꎻ色
谱柱:赛默飞 Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＧＯＬＤ Ｃ１８ꎬ２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍꎬ
５ μｍꎻ电热恒温水浴锅(上海森信实验仪器有限公

司)ꎻｐＨ 计(ＰＨＳ－２５)ꎮ
１􀆰 ３　 咖啡因分析样品配制

对于固体样品ꎬ先将样品烘干研细ꎬ然后分别取

样 ０􀆰 ０５ ｇꎬ１００ ｍＬ 容量瓶定容ꎬ使配制后的分析样

品咖啡因质量分数在 ５００×１０－６左右ꎮ 实验处理后

的咖啡因溶液样品也均定容到 ５００×１０－６左右ꎮ

１􀆰 ４　 实验方法

根据影响咖啡因精制效果的主要因素[４] 及相

关专利[６－７]ꎬ考察了高锰酸钾配比、连二亚硫酸钠配

比、活性炭配比及重结晶等因素对导致咖啡因不合

格的荧光物质 ３ 的脱除效果ꎮ 实验所用样品为烘干

后的一浓品ꎮ
１􀆰 ４􀆰 １　 高锰酸钾氧化

准确称取 １３ ｇ 一浓品于烧杯中ꎬ加 ６０ ｇ 水ꎬ加
热到 ８０℃充分溶解ꎬ使用稀硫酸调溶液 ｐＨ 到 ３ꎬ转
移至具塞锥形瓶中ꎬ分别加入质量为一浓品 １􀆰 ０％、
１􀆰 ５％、２􀆰 ０％、２􀆰 ５％的高锰酸钾ꎬ摇匀ꎬ置于水浴恒

温振荡器上振荡ꎬ温度 ８０℃ꎬ震荡速率 １５０ ｒ / ｍｉｎꎬ反
应时间 ６０ ｍｉｎꎮ 反应完成后准确取样 ０􀆰 ２８１ ｇꎬ于
１００ ｍＬ 容量瓶中定容ꎬ取样分析ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ２　 连二亚硫酸钠还原

准确称取 １３ ｇ 一浓品于烧杯中ꎬ加 ６０ ｇ 水ꎬ加
热到 ８０℃充分溶解ꎬ使用氢氧化钠溶液调 ｐＨ 到

１０ꎬ转移至具塞锥形瓶中ꎬ 加入质量为一浓品

０􀆰 ５％、１􀆰 ０％、１􀆰 ５％、２􀆰 ０％的连二亚硫酸钠ꎬ摇匀ꎬ其
他条件如 １􀆰 ４􀆰 １ꎮ 反应完成后取样分析ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ３　 活性炭吸附

准确称取 １３ ｇ 一浓品于烧杯中ꎬ加 ６０ ｇ 水ꎬ加
热到 ８０℃充分溶解ꎬ转移至具塞锥形瓶中ꎬ加入质

量为一浓品 １􀆰 ０％、２􀆰 ０％、３􀆰 ０％、４􀆰 ０％的活性炭ꎬ摇
匀ꎬ其他条件如 １􀆰 ４􀆰 １ꎮ 吸附完成后取样分析ꎮ
１􀆰 ４􀆰 ４　 重结晶

准确称取 １３ ｇ 一浓品于烧杯中ꎬ加 ６０ ｇ 水ꎬ加
热到 ８０℃充分溶解ꎬ室温下自然降温结晶 １ ｈꎬ结晶

后真空抽滤得到固体咖啡因ꎬ取少量水冲洗固体表

面ꎮ 固体咖啡因烘干后取样分析ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 荧光检测波长条件的确定

咖啡因粗品颜色较深ꎬ首先用高效液相色谱紫

外吸收检测器进行分析ꎮ 经优化ꎬ色谱条件如下:柱
温 ３０℃ꎻ流量 １􀆰 ０ ｍＬ / ｍｉｎꎻ流动相 Ａ 为质量分数

０􀆰 ５％乙酸水溶液ꎬＢ 为甲醇ꎻ紫外检测波长 ２７０ ｎｍꎻ
进样量 ２０ μＬꎮ 紫外吸收谱图如图 １ 所示ꎮ 图 １ 中

除了咖啡因外ꎬ并没有其他明显的杂质峰ꎬ面积归一

化法含量为 ９９􀆰 ５６％ꎬ外标法得到咖啡因实际质量

分数为 ９５􀆰 ３８％ꎮ 根据生产工艺ꎬ粗品中的杂质应

该主要是无机盐类物质及少量有机杂质ꎬ紫外吸收

谱图并不能给出影响产品色号和荧光杂质的有用

信息ꎮ
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图 １　 咖啡因粗品的紫外吸收谱图

根据文献[８]ꎬ粗咖中荧光物质种类较多ꎬ如果

不进行预先分离ꎬ荧光光谱就会互相重叠ꎬ不易分

辨ꎮ 采用高压液相色谱对这些物质进行分离ꎬ固定

激发波长得到发射光谱[１０]ꎮ 经过条件优化ꎬ激发波

长固定为 Ｅｘ ＝ ２５０ ｎｍꎬ扫描发射光谱波长范围为 Ｅｍ

＝ ３００ ~ ６５０ ｎｍꎬ得到图 ２ 所示的粗品荧光发射光

谱ꎬ图中横坐标为保留时间ꎮ 一般认为咖啡因本身

荧光较弱或不发射荧光[８]ꎬ对比图 １ 的咖啡因保留

时间和图 ２ 谱图ꎬ可以看出咖啡因其实有较明显的

荧光发射ꎬ只是波长较短ꎬ主要在紫外区域ꎮ 从图 ２
还可分辨出粗咖中至少 １０ 种荧光物质ꎮ

图 ２　 咖啡因粗品的荧光发射光谱

２􀆰 ２　 荧光物质相对含量的确定

根据图 ２ꎬ固定激发波长 Ｅｘ ＝ ２５０ ｎｍꎬ优化发射

波长为 Ｅｍ ＝ ４００ ｎｍꎬ分别对咖啡因粗品、合格品、不
合格品和一浓品进行荧光分析得到如图 ３ ~图 ６ 的

谱图ꎮ

图 ３　 咖啡因粗品荧光谱图

图 ３ 中主要峰的停留时间为:咖啡因 ９􀆰 ７８ ｍｉｎꎻ
物质 １ １４􀆰 １８ ｍｉｎꎻ物质 ２ １５􀆰 ２７ ｍｉｎꎻ物质 ３ １７􀆰 ２９
ｍｉｎꎻ物质 ４ １４􀆰 ９９ ｍｉｎꎻ物质 ５ ２１􀆰 ２９ ｍｉｎꎻ物质 ６
２５􀆰 ８０ ｍｉｎꎮ

图 ４　 咖啡因合格品荧光谱图

图 ５　 咖啡因不合格品荧光谱图

图 ６　 一浓品样品的荧光谱图

结合图 ２、图 ３ 可看出粗咖中荧光物质种类较

多ꎬ图 ３ 中标出了 ６ 种主要物质ꎮ 粗咖精制得到的

合格品(见图 ４)主要荧光物质减少到 ４ 种ꎮ 图 ５ 为

不合格品荧光谱图ꎬ可以看出不合格品中物质 ３ 的

峰面积相对于咖啡因异常偏高ꎬ可以确认物质 ３ 含

量高是导致产品荧光不合格的原因所在ꎮ 由图 ６ 可

知ꎬ产品母液浓缩回收的一浓品中物质 ３ 含量也异

常高ꎮ
根据以上荧光谱图ꎬ无法给出各荧光物质的准

确含量ꎬ本文中按杂质峰面积 /咖啡因峰面积给出各

杂质的相对含量ꎬ见表 １ꎮ
表 １　 主要荧光物质的相对含量

峰名称 合格品 不合格品 一浓品

咖啡因 １ １ １

物质 ２ ０􀆰 ０５０ ０􀆰 ０６７ ０􀆰 ０１０

物质 ３ ０􀆰 ２２４ ７􀆰 ９５９ ８７􀆰 ７４３

物质 ４ ０􀆰 ０１８ ０􀆰 ０００ ０􀆰 ００５

物质 ６ ０􀆰 ５３２ ０􀆰 ６５８ ２􀆰 １４３
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　 　 从表 １ 可看出ꎬ不合格、一浓品中物质 ３ 含量分

别是合格品的 ３５􀆰 ５ 倍和 ３９１􀆰 ７ 倍ꎬ物质 ３ 应该是影

响咖啡因不合格品荧光指标的主要物质ꎮ
２􀆰 ３　 荧光物质 ３ 的脱除

对一浓品分别进行高锰酸钾氧化、连二亚硫酸

钠还原、活性炭吸附和重结晶实验ꎬ考察这 ４ 种处理

方法对物质 ３ 的脱除效果ꎮ 取样分析处理后的样

品ꎬ按荧光物质 ３ 峰面积 /咖啡因峰面积给出相对定

量值ꎮ 高锰酸钾氧化结果见图 ７ꎬ连二亚硫酸钠还

原结果见图 ８ꎬ活性炭吸附结果见图 ９ꎮ

图 ７　 高锰酸钾加入量对荧光物质 ３ 的影响

图 ８　 连二亚硫酸钠加入量对荧光物质 ３ 的影响

图 ９　 活性炭加入量对荧光物质 ３ 的影响

重结晶后咖啡因中的荧光物质 ３ 相对定量值为

９􀆰 ２２１ꎬ重结晶对荧光物质 ３ 脱除效果明显ꎬ脱除效

率达 ８９􀆰 ５％ꎮ 说明物质 ３ 在水中溶解度较大ꎬ结晶

时大部分留在了水相(母液)ꎮ
由图 ７ 可以看出ꎬ随着高锰酸钾加入量的增加ꎬ

物质 ３ 含量呈现直线上升的趋势ꎬ说明在此过程中ꎬ
物质 ３ 不但不能被氧化破坏ꎬ反而又有新的生成ꎮ
图 ８ 中物质 ３ 的含量随着连二亚硫酸钠加入量增

加ꎬ先降低后增加ꎬ存在一个最佳加入量ꎬ但效果也

不理想ꎮ 图 ９ 中活性炭不能吸附脱除物质 ３ꎬ反而

使其含量有了比较大的增加ꎬ原因可能是活性炭对

物质 ３ 的生成有催化作用ꎮ

３　 结论

(１)建立了合成咖啡因的高效液相色谱荧光物

质分析方法ꎬ给出了相对于咖啡因的荧光物质定量

方法ꎮ
(２)咖啡因粗品中荧光物质至少有 １０ 种ꎬ合格

产品中的荧光物质种类有所减少ꎮ 导致咖啡因产品

荧光不合格的原因是保留时间为 １７􀆰 ２９ ｍｉｎ 的物质

３ 异常增加ꎮ
(３)高锰酸钾氧化、活性炭吸附对物质 ３ 的生

成有促进作用ꎬ连二亚硫酸钠还原效果也不佳ꎮ 重

结晶脱除物质 ３ 效果明显ꎬ脱除率达 ８９􀆰 ５％ꎮ
(４)关于荧光物质 ３ 的分子结构、来源、物化性

质等需要进行更加深入的研究ꎮ
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