
聚酰胺色谱法分离制备高纯度

表没食子儿茶素没食子酸酯

王传金　魏运洋
*
　朱广军　杜杨艳

(南京理工大学化工学院　南京 210094)

摘　要　绿茶的乙醇浸提液经浓缩 、脱色和萃取 , 得茶多酚粗品 , 用聚酰胺层析柱分离提纯得( -)-EGCG单

体。采用正交试验法考察了绿茶的粒度 、乙醇用量和提取次数对( -)-EGCG提取率的影响 , 得出优化醇提工

艺为:绿茶粉末粒径小于 0.960 mm ,用 12倍量的体积分数为 95%的乙醇溶液 ,回流提取 3次 , 每次提取 1 h。

研究了绿茶醇提液的活性炭脱色工艺 , 考察了活性炭用量 、脱色次数 、脱色时间对脱色液的吸光度和

( -) -EGCG提取率的影响 , 得出优化的脱色工艺为:加入绿茶用量 36%的活性炭脱色 2次 , 每次脱色

30 m in。研究了茶多酚粗品的聚酰胺色谱法分离条件 , 考察了聚酰胺的粒度和上样量与聚酰胺的量比对

( -)-EGCG提取率的影响。结果表明 , 当所用的聚酰胺的粒度为 0. 170 ～ 0.210 mm , 上样量与聚酰胺质量比

为 1∶50时 , ( -)-EGCG提取率达 50%。通过对醇提 、脱色和分离工艺的优化 , 1 g绿茶可提取出 0.04 g纯度

大于 99.0%的( -)-EGCG单体。采用质谱 、元素分析 、紫外 、红外 、核磁共振和高效液相色谱等测试技术表征

了提取物的化学结构。
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表没食子儿茶素没食子酸酯 [ ( - )-EGCG ]是从绿茶中提取分离出来的生物活性成分 ,毒性低 ,具

有抗氧化 、降血脂 、降胆固醇 、防癌 、抗癌 、抑制细菌和病毒等生理药理活性 ,可广泛用于粮油 、食品 、药

品 、精细化工等领域
[ 1]
。( - )-EGCG的提纯分离方法主要有 sephadex LX-20柱层分离

[ 2]
,高效液相色

谱法的制备分离
[ 3]
和高速逆流色谱分离

[ 4]
等 。这些提取分离方法工艺流程长 、提取过程中使用氯仿或

重金属等有毒物质 ,设备投资高 ,分离材料昂贵 ,限制了其在食品 、粮油 、医药等领域的广泛应用。本文

采用聚酰胺柱层分离法制备高纯度的 ( - )-EGCG ,与所报道的提取纯化工艺相比较具有工艺简单 、所

用溶剂无毒无污染 、安全 、价廉 、溶剂和聚酰胺可重复循环使用等优点 ,适合工业化生产。

1　实验部分

1. 1　仪器和试剂

W ate rs 600型高效液相色谱仪(HPLC)(美国);BRUKER(500 MH z)核磁共振仪 (德国 ), D2O作溶

剂;FINN IGAN液-质联用仪(美国);UV-1601型紫外分光光度仪(日本 );VECTOR-22型红外光谱仪 (德

国 );WZZ-2S数字式旋光仪;ALPHA I-6型冷冻干燥机 (德国 );CHN-O-Rapid元素分析仪 (德国)。

玻璃层析柱规格 1 200mm ×40mm;聚酰胺粒径 0.170 ～ 0.210mm;甲醇(色谱纯 );乙酸乙酯(分析

纯 );乙醇(工业品 ),绿茶(安徽滁州市施集茶厂 );实验用水为蒸馏水。

1. 2　绿茶中 ( -)-EGCG的含量测定与提取率的计算

取 ( -)-EGCG标准样用 HPLC法测定浓度-峰面积标准线性方程如下
[ 5]
:

Y =5 586 243. 3X - 125 577. 5

式中 , Y为峰面积 (μV s);X为 ( - )-EGCG的质量浓度 (mg /L);方程的线性相关系数为 1.00;色谱条

件:以 V(CH 3OH)∶V(H 2O)=3∶7的混合溶剂为流动相 ,检测波长为 275 nm ,流速为 1mL /m in。
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参考文献 [ 5]方法 ,称取 1.0 g /份的经粉碎过孔径为 0.960mm筛的绿茶粉末 3份 ,置于 3个圆底

烧瓶中 。分别加入体积分数为 50%的乙醇溶液 10 mL,在水浴中恒温 50 ℃回流提取 2 h,过滤 。滤饼再

按以上步骤重复提取 2次 。合并滤液 ,定容至 50 mL容量瓶中作为供试品液。用 HPLC法测定峰面积 ,

根据标准样的浓度-峰面积标准线性方程计算绿茶中( - )-EGCG的质量分数(ω)为 8.0%。

在后续醇提和脱色工艺研究中 ,每次取提取液或脱色液总体积的 1 /5 ,分别加入体积分数为 50%的

乙醇 ,定容至 50mL容量瓶中作为供试品液;在聚酰胺柱层分离工艺研究中 ,每次取洗脱液 80mL,分别

加入体积分数为 50%的乙醇 ,定容至 100mL容量瓶中作为供试品液。用 HPLC法测定各供试品液的峰

面积 ,根据标准样的浓度-峰面积标准线性方程计算供试品液中( - )-EGCG的质量分数(ω′),按下式计

算 ( -)-EGCG的提取率:

( - )-EGCG的提取率(%)=
ω′
ω
×100%

1. 3　聚酰胺的处理和装柱

将 50 g聚酰胺置于 600mL乙醇中加热回流 2 h,过滤 ,滤饼用蒸馏水洗 3次 ,滤液中的乙醇回收重

复使用 。再向聚酰胺中加入 300 mL蒸馏水浸泡过夜。用脱脂棉塞住层析柱底部 ,将蒸馏水浸泡处理好

的备用聚酰胺细粉除去气泡后 ,倒入层析柱中 ,使聚酰胺自然沉降 ,放出柱内多余的蒸馏水 ,至水面略高

于聚酰胺粉表面时关闭活塞 ,待用。

1. 4　提取分离步骤

称取 10 g绿茶 ,粉碎过孔径为 0.960 mm筛 ,用乙醇液热提 ,抽滤 ,滤液经旋转蒸发回收乙醇 ,得比

重为 1.03的浓缩液 ,加入 3.6 g活性炭脱色 。用乙酸乙酯萃取 ,萃取液经旋转蒸发回收乙酸乙酯 ,得茶

多酚粗品。加适量蒸馏水溶解 ,配成质量分数为 25%的水溶液加入到聚酰胺柱上。先用蒸馏水洗脱 ,流

速为 2.5 mL /m in,至收集液由黄色变成无色为止 。换体积分数为 50%的乙醇水溶液洗脱 ,流速为

4.0mL /m in,按每份 50mL收集 , HPLC检测至洗脱完全 。将含( - )-EGCG的流份合并 ,回收乙醇 ,浓缩

液经冷冻干燥后 , 得 0.4 g ( - )-EGCG的类白色粉末 , 提取率 50%, HPLC测得 ( - )-EGCG含量为

99%。

2　结果与讨论

2. 1　产物的结构表征

2. 1. 1　旋光度测定　在与文献
[ 6]
相同的条件下 ,测定提取物的旋光度 ,结果与文献值

[ 6]
完全一致 ,

[ α] D =- 148.0(c=1.0, THF)。

2. 1. 2　紫外光谱和红外光谱　提取物水溶液紫外光谱上的最大吸收波长为 275 nm ,与文献
[ 7]
报道的

( - )-EGCG的紫外吸收峰 273.4 nm一致 。

提取物的红外光谱在 1 692 cm
-1
处有 1组较强的 νC—O伸缩振动吸收峰 ,在 1 190 ～ 1 240 cm

-1
处有

1组较强的 νC—O—C非对称伸缩振动吸收峰 ,在 1 450 ～ 1 610 cm
-1
处有苯环骨架特征振动吸收峰 ,与文

献
[ 7]
报道一致 。

2. 1. 3　元素分析和质谱　提取物的质谱峰 m /z:457(100%, M
+
- H), 413(15%), 357(14%), 335

(10%), 317(10%)。( -)-EGCG分子量为 458,质荷比 457的基峰应是分子离子脱氢形成的 ,因此提取

物的质谱与 ( -)-EGCG的结构一致 。

提取物按 C22H18O11的元素分析值 (计算值) /%:C 57.55(57.65), H 4.02(3.96),与( - )-EGCG的

结构一致。

2. 1. 4　核磁共振氢谱和碳谱　提取物的氢谱为:
1
H NMR(D2O , 500MH z), δ:6.73(s, 1H), 6.72(s,

1H), 6.31(s, 1H), 6.30(s, 1H), 5.88 ～ 5.89(m , 2H), 5.20(d, J =2.5H z, 1H), 4.52 ～ 4.54(m , 1H),

2.66(bs, 2H)。结合 ChemD raw U ltra 8. 0软件的预测 ,各峰的归属如 Scheme 1所示。苯环 A和 B上各有

2个 H ,因化学环境不完全相同 ,化学位移略有差异(相差 δ0.01)。苯环 C上的 2个 H可能存在 W偶

合 ,出现多重峰。在 δ2.66处的 CH 2基团出现比较宽的单峰 ,可能是因为分辨率不高 ,峰的裂分未显示
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Schem e 1　A ssignments o f the 1H NMR chem ical

shifts for the ex tract

出来。对提取物进行氢谱分析所用的是 500MHz核

磁共振仪 ,溶剂是 D2O;而文献
[ 6]
是采用 400 MH z

核磁共振仪 ,溶剂是 acetone-d6 /D2O(2∶1)。得到的

氢谱图与文献有区别 ,但通过上述分析表明 ,所得到

的氢谱图与 ( -)-EGCG的结构一致 。

提取物的核磁共振碳谱化学位移值如下:
13
C NMR(D2O , 500 MHz)实测值 (文献值

[ 6]
), δ:

167.1(166.4), 155.5 (156.6), 155.4 (156.0),

145.1(145.5), 144.4 (145.2), 138.2 (138.5),

132.1(132.4), 129.9 (129.9), 120.5 (120.5),

110.0(109.4), 106.8(106.1), 99.3(98.1), 96.2

(95.8), 95.5(95.0), 77.3(77.4), 69.3(69.5),

25.1(25.9)。结果可见 , 与文献
[ 6]
(100 MHz,

CDC l3)基本一致 。

2. 2　影响( -)-EGCG分离纯化的因素

2. 2. 1　影响醇提过程的因素　( -)-EGCG为醇溶性的儿茶素类成分 ,采用体积分数为 95%乙醇为溶

剂进行提取 。选择绿茶粒度(mm)、回流提取次数 (T)、每次加入体积分数为 95%乙醇用量(mL)这 3个

因素 ,每个因素选取 3个水平 ,采用 L9 (3
4
)正交试验。绿茶均取 5.0 g,每次提取时间为 1.0 h ,以

( - )-EGCG的提取率为考察指标 。

由正交试验得出 ,各因素对 ( - )-EGCG的提取率影响程度依次为:回流提取次数 >绿茶粒度 >

95%的乙醇用量。同时得出 ,用 95%乙醇提取 ( - )-EGCG的最佳工艺条件为:绿茶粒度 0.960 mm ,每

次加入 60mL的体积分数为 95%乙醇 ,提取 3次 ,每次 1.0 h。按照优选工艺条件重复试验 3次 ,所得

( - )-EGCG的平均提取率为 96.8%。

绿茶粒度对 ( -)-EGCG的提取率的影响:绿茶粒度较小时 ,在提取的渗透阶段 ,体积分数为 95%乙

醇易于渗入到绿茶颗粒内部;在扩散阶段 , 由于其具有较大的扩散面积 ,较短的扩散距离 ,有利于

( - )-EGCG的浸出 。但是 ,如果绿茶粉碎得太细 ,导致大量的细胞破裂 ,使细胞内的一些高分子物质 (如

树脂 、黏液质等)易溶于浸出液中 ,从而使绿茶外部的溶液黏度增加 , ( - )-EGCG扩散系数降低 ,导致

( - )-EGCG的提取率下降 。如果绿茶的粒度过大 ,使绿茶颗粒的总扩散面积下降 , ( - )-EGCG有较长

的扩散距离 ,也导致( - )-EGCG的提取率下降 。

在提取时间一定的条件下 (为 1.0 h),回流提取次数对( - )-EGCG的提取率有显著的影响 ,若提取

次数过少 ,将会使 ( - )-EGCG浸出不完全 。而提取次数过多 ,生成成本增加 。在 ( - )-EGCG的醇提过

程中 ,每次所用体积分数为 95%乙醇的量过少 ,将使 ( - )-EGCG的扩散存在较小的浓度梯度和较小的

扩散系数 ,从而降低( - )-EGCG的浸出;但若用量过大 ,将导致生成成本增加.

2. 2. 2　影响活性炭脱色过程的因素　选择活性炭用量 (g)、脱色次数 (T)、脱色时间 (m in) 3个因素 ,

每个因素选取 3个水平 ,采用 L9(3
4
)正交试验。取绿茶粗粉(粒度为 0.960 mm)90 g,用 12倍量体积分

数为 95%的乙醇溶液在 85 ℃回流提取 3次 ,将 3 150 mL合并提取液均分为 9份 ,以 ( - )-EGCG提取

率及脱色溶液中叶绿素 A(663 nm处 )和叶绿素 B(645 nm处)吸收度作为综合考察指标 。

综合考察指标 =25%X X/ +25%Y Y/ +50%Z /Z。

式中 , X为 9份脱色液中叶绿素 A吸收度 , X为其平均值;Y为 9份脱色液中叶绿素 B吸收度 , Y 为其平

均值;Z 为 9份脱色液中( - )-EGCG的提取率 , Z 为其平均值。

由正交试验得出 ,各因素对 ( - )-EGCG的提取率及脱色溶液中叶绿素 A和叶绿素 B吸收度综合影

响程度依次为:脱色次数 >活性炭用量 >脱色时间 。绿茶的醇提液用活性炭脱色的最佳工艺条件为:活

性炭粉末 3.6 g,回流脱色 3次 ,每次 30m in。

根据优选工艺条件重复试验 3次 ,所得( - )-EGCG的提取率为 65.4%。脱色液中叶绿素 A和叶绿
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素 B的吸收度分别为 0.013 2和 0.013 6,综合指标为 2.210 3。

活性炭用量对绿茶醇提取液脱色效果有着显著的影响 ,当活性炭用量较大时 ,对色素的吸附力增

强 ,脱色效果亦增强;但若过大 ,将增加对 ( - )-EGCG的吸附力 ,导致 ( - )-EGCG的提取率下降。当活

性炭用量较小时 ,对( - )-EGCG吸附力减弱 ,使( - )-EGCG的提取率增加;但对色素的吸附力减弱 ,脱

色效果下降 。

随着活性炭脱色次数的增加和脱色时间的延长 ,活性炭对色素的吸附能力增大 、脱色能力增强 ,当

加入活性炭粉末 3.6 g,回流脱色 2次 ,每次 30 m in,即有较好的脱色效果 ,再增加活性炭脱色次数和延

长脱色时间 ,脱色液无明显变化 ,而( -)-EGCG的提取率不断下降 。

2. 2. 3　影响柱层分离过程的因素　在 ( - )-EGCG的柱层分离过程中 ,以 ( - )-EGCG的提取率和洗脱

液的流速作为考察指标 ,对聚酰胺的粒度进行了优选 ,结果见表 1。

表 1　聚酰胺粒度的影响

Tab le 1　 In fluence of partic le d iam eter of polyam ide on extrac tion rate of( -)-EGCG

D iam eter of polyam id e /mm Extraction rate of( - )-EGCG /% C urren t ve loci ty of elu tion /(mL m in - 1)

0. 300 ～ 0. 575 10. 48 7. 8

0. 210 ～ 0. 300 20. 89 6. 0

0. 170 ～ 0. 210 50. 40 4. 0

0. 140 ～ 0. 170 51. 34 2. 5

　　粒度越小 ,分离效果越好 ,但流速减慢 ,分离时间延长 ,效率下降;粒度越大 ,虽然流速加快 ,但是

( - )-EGCG与杂质成分的分离度下降 , 影响 ( - )-EGCG的提取率。综合考虑 ,以粒径为 0.170 ～

0.210mm的聚酰胺作为分离材料时 , ( - )-EGCG的提取率接近最大值 ,且洗脱液流速较快 ,生产效率

高 。

在聚酰胺柱层分离过程中 ,上柱样品和所用聚酰胺的质量比不能太大 ,否则 ( - )-EGCG的分离效

率下降;但也不能太小 ,否则聚酰胺的用量增加 ,增加了生产成本。二者质量比以 1∶40 ～ 1∶60为好 ,在此

范围内的质量比对( - )-EGCG分离效果的影响结果见表 2。

表 2　样品和聚酰胺的质量之比的影响

Tab le 2　 In fluence ofmass ratio of samp le to polyam ide on extrac tion rate of( -)-EGCG

m(sam ple)∶m(polyam id e) Ex traction rate of( -)-EGCG /% m(samp le)∶m(po lyam ide) Extraction rate of( -)-EGCG /%

1∶40 35. 60 1∶55 51. 43

1∶45 42. 36 1∶60 51. 85

1∶50 51. 26

　　由表 2结果可知 ,当上柱样品和所用聚酰胺的质量比为 1∶50时 , ( -)-EGCG的提取率基本不再增

加 ,所以确定二者质量比为 1∶50。
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Preparation ofH igh Purity Epigallocatechin Gallate by

Polyam ide Packed Chromatographic Column Separation

WANG Chuan-Jin, WEI Yun-Yang
*
, ZHU Guang-Jun, DU Yang-Yan

(S chool of Chem ica lEngineering ,Nan jingUn iversity of Science and Technology, Nanjing 210094)

Abstract　Po lypheno ls w ere obtained from green tea by soaking it w ith ethanol, fo llow ed by concentration,

deco lo riza tion and ex traction w ith ethy l aceta te. H igh purity ( - )-EGCG was then obta ined by po lyam ide

packed chroma tog raphic co lumn separation. O rthogona l design of experimen tw as used to de term ine the optima l

amoun t o f alcoho l, ex traction times and partic le diame ter of green tea to max im ize the extrac tion y ield o f

( - )-EGCG. The optim al cond itions w ere dete rm ined as fo llow s. Tw e lve mL of 95% alcoho l w ere used to

ex tract 1 g of g reen tea w ith pa rticle size less than 0.960 mm fo r 1 hou r and the ex traction w as repeated

3 times. The deco lo riza tion of the e thano l extract o f g reen teaw ith active carbon w as stud ied. Optima l results

of deco loriza tion w e re obtained by using 0.36 g of activa ted carbon to deco lor 1 g of green tea fo r 30m in and

the deco lo riza tion w as repea ted 2 times. The polyam ide chromatog raphy separation cond itions of crude

po lypheno lwe re investigated. The influence o f particle size and amount of po lyam ide used on extraction yie ld

of ( -)-EGCG were studied. Itw as found that best separa tion resu ltsw ere obta ined if 50 g of polyam idew ith

particle size o f 0.170 ～ 0.210mm were used for 1 g ex traction of green tea. 0.04 g of( - )-EGCG w ith over

99.0% purity w as obta ined from 1 g of green tea through op tim ized proce ss o f ethano l extraction , disco lo-

rization and separation. The ex traction y ield o f( -)-EGCG was 50%. The structure o f the fina l product sepa-

ra ted was identified by LC-MS , elemen tal analysis, UV , IR , HPLC and NMR. It w as expe rimenta lly

demonstrated that the proposed process is a safe, m ild, low cost and w aste free procedure.

Keywords　( - )-EGCG , po lyam ide, HPLC , ex traction process, orthogonal design o f experiment, activated

carbon
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