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豆浸池时由细菌作用的发酵
。

在这一发酵过程中
,

主要

是 由乳酸菌 发 酵产 酸 使大 豆 酸 化
,

� � 值降至

�
�

�一 �
�

�
,

从而抑制其它杂菌的生长
,

而有利于霉菌的

生长
,

细菌发酵的另一作用是可以分解某些低聚糖
。

第二步发酵过程是由霉菌完成的
,

主要是根霉

属�� ��
� �� �

�� 
,

其主要的种为�� �� �� � �� �� ��
,

�� �� ��
�

�� �� 
� ,

�� � �� �� �和 �
�

�� � 讼��
。

其中以少抱根霉 ��
一

�� �� ��� � � “�� 发酵为最好
,

它能发酵蔗糖
,

具有很强的

分解蛋白质和脂肪的能力
,

能产生某些抗氧化物质
,

并

能产生诱人的风味
�

此外
,

研究表明
,

克雷伯氏菌�� �� 

� �绝�� 夕� � � � � � �� �� 与丹贝中�
� , �

的合成有关
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。
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茶叶中儿茶素

、

咖啡因和叶绿素的制取和分析鉴定研究

厦门大学化学系 ��� � � ��� 吴明光 王金茂 吴 兵

摘 要

采用多阶式分离提取技术从茶叶中提取分离出三

种有应用价值的成分
�

根据其理化性质和高压液相色

谱
、

红外光谱的测定结果
,

确定这三种成分为儿茶素
、

咖啡因和叶绿素
。

同时进一步分析鉴定了儿茶素中主

要的四种成分为��� �一表没食子儿茶素�� �  !
、

( 刁一

表儿茶素(E C)
、

( 一)一表没食子儿茶素没食子酸

醋(E G C G )和卜)- 表儿茶素没食子酸醋(E C G )
.

月lJ 舌

茶叶中的儿茶素咖啡因和叶绿素无论作为保健食

品或医药品
,

化妆品中的添加剂都具有不可忽视的应

用前景
.
因而引起国内外有关专家的关注

,

已有不少研

究结果发表
.
但 已有的研究工作多侧重于儿茶素类或

多酚类化合物等的抗氧活性及药理方面的研究
。

本文

则是着重于茶叶的深加工综合利用的角度
,

研究了适

于工业化的溶剂分步萃取法 (多阶式分步提取)相继地

从茶中分离制取了较高纯度的咖啡因儿茶素和叶绿

素
,

并对分离产物进行了相应的测试分析
。

1

.

实验部分

,
.
1 仪器设备与材料:

日本W at er s公司的高压液色谱仪;日本岛津公司

的IR
·

4

35
型红外光谱仪;日本M P

一

5
00
型显微熔点测定

仪
.

茶叶:市售天坛牌绿茶;

标样:儿茶素(一)
一

E C

,

购自F luk a C h em ieal C o
.

叶绿素购自E
.
M erek C h em ieal C o

.

试剂:所用的甲醇
、

二氯甲烷
、

氯仿
、

乙酸乙醋
、

丙

酮等溶剂均为分析纯
.

1
.
2 提取分离方法和步骤:

采用多阶式分离技术从茶叶中相继制取出咖啡

因
、

儿茶素和叶绿素
。

,
.
2

.
, 咖啡因的制取:

把3509茶叶研磨成粉末
,

用80 % 甲醇水溶液1
.
5L

浸泡并在50一55 ℃充分搅拌3h
,

冷却过滤
,

提取液在

旋转蒸发浓缩器中减压浓缩
,

蒸去甲醇
,

残留液用300

m l二氯甲烷萃取3次
,

浓缩萃取液成糖浆状
,

然后经硅

胶柱层析并用丙酮一二氯甲烷混合液洗脱
,

洗脱液减

压浓缩至干
,

得灰白色固体物质
,

再用升华法精制
,

得

到白色长针状结晶物质
,

此物质为咖啡因
。

1

.

2

.

2 儿茶素的制取

上述经二氯甲烷萃取后的水溶液用300 m l乙酸乙

醋萃取3次
,

浓缩萃取液至干
,

加适量水加热溶解后
,

用
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50 9 S ep h ad e s L H
一

2 0 吸附
,

然后用70 % 的丙酮水溶液

洗脱S eP h ad ex L H
,

20 上的吸附物
,

洗脱液减压浓缩
,

除去大部分溶剂
,

( 回收)
.
冷却后析出固体物质

,

经过

滤
,

真空减压干燥
,

得到灰白色物质
,

此物质为含有多

钟不同成分的儿茶素混合物
.

1
.
2. 3 叶绿素的制取:

上述经甲醇水溶液提取后的茶叶残渣
,

在室温下

把溶剂挥发干净
.
加L SL 氯仿浸泡提取

,

滤去茶渣
.
滤

液加人50 % 甲醇水溶液50 Om l
,

充分搅拌
,

静置分层
,

分离甲醇水溶液
,

氯仿层溶液浓缩至干
,

然后加人200

m l乙醚
一

石油醚充分搅拌提取3次
,

提取液浓缩至适当

体积后冷却过滤
,

干燥后即得墨绿色的物质叶绿素
.

1
.
3 提取物的测试分析:

,
.
3

.
1 用W at er s高压液相色谱仪分析从茶叶中提取

出的儿茶素混合物中的四种已知组分
.
测试的色谱条

件 为:C
l。
柱

,

流动 相采 用 冰醋 酸:二 甲基 甲酞

胺:水(3
“
1

:

15

:

81 体积比)
,

流速为1
.
sm l/ m in

,

紫外

检测器选择的波长为280nm
,

纸速为0. 2cm /m in
,

进样

量为10拜l(浓度为i
.
im g/m l)标样:(一)E C (97 % )浓度

为1
.
lm g/l 。

测定标样的保留时间tr( 标)和试样的液相

色谱峰保留时间tr 值
,

参照有关文献
‘” 进行定性定量

分析
.
根据液相色谱分离的四个峰

,

分取各峰位流出

液
,

浓缩干燥
,

以备进行红外光谱测定分析
.

1
.
3. 2 用 日本岛津公司的IR

一

4
35
型红外光谱仪进行红

外光谱测定
、

制样:采用K B r混合压片法
。

扫描波数范

围:4 (X) 0一400 cm
一

, ,

扫描速度:中速
.

1
.
3
.
3 用 日本M P

一

5
00
型显微熔点测定仪测定有关提

取物的熔点
.

2
.
结果与讨论

2
.
1 从绿茶中提取的儿茶素混合物液相色谱测得四个

色谱 峰 的 保 留时 间 值 t
:
依 次 为5

.
2 6

、

6

.

0 2

、

7. 8 6

、

13

.

82 (分)
,

标样儿茶素(一)E C的保留时间ta 为6.

03 (m in )
.
比较试样的保留时间值并对照有关文献的测

定结果 (1
,

2) 可确定所提取的儿茶素棍合物中的四种

主要成分分别是(一)
一

表没食子儿茶素(E G C)
、

(一) 表

儿茶素 (E C )
、

( 一卜表没食子儿茶素 没食子 酸

醋(E G C G )和(一)
一

表儿茶素没食子酸醋(E C G )
。

2

.

2 液相色谱分离的四个峰位流出液中的儿茶素红外

光谱如图(略)所示
.
经与有关的标准红外光谱比较

,

结

果相一致
.
从而进一步验证了从茶叶中提取的儿茶素

混合物的四种主要成分是E G C
、

E C

、

E G E C 和 E C G
。

2

.

3 从液相色谱峰面积测算可以看出
,

提取出的四种

主要儿茶素成分中
,

以E G C G 含量最高
,

约占四种儿

茶素总量的38 .0 % 左右
,

E C 含量最低
,

约占5.0 % 左右
.

不同种类的茶叶和提取的方法不同
,

分析的结果存在

着明显的差异
.

茶叶中儿茶素类化合物成分有10种之多
。

影响茶

叶儿茶素及其成分含量的因素比较复杂
。

茶树品种
、

采

E G C
、

E C

、

E G C G 和E C G 的分子结构式如下:

O H

1一EGC(
epiglloeateehin)

(一)
一

表没食子儿茶素
f)I诬

O H

L 一 E C (
eP ie ate eh in )

(一)
一

表儿茶素

0 1汪

’‘。

勿{
OHIJ一一 E G C G

(
e p i g

a
l l
o e a t e e

h i
n g a

l l
a t e

)

(一)
一

表没食子儿茶素没食子酸醋
0 H

1一ECG (即i
eateeh in gallate)

(一)
一

表儿茶素没食子酸菌

摘季节
、

采摘部位
,

尤其是茶叶加工条件和工艺的不

同
,

引起茶叶中儿茶素类化合物发生的生物化学的变

化就会有很大的差别
。

实验已经证明
〔3 ’ ,

绿茶中儿茶

素类化合物的含量比其他品种的茶叶高一些
.
这是因

为绿茶是一种
“

不发酵茶
” ,

所以在绿茶加工过程中
,

儿

茶素由于非酶性自动氧化和由酶促氧化引起的生物化

学和化学变化比其他品种的茶叶小一些
,

儿茶素的损

失就少一些
,

相对含量就会高一些
。

此外
,

提取的方法

和所采用的溶剂不同
,

也是影响儿茶素成分及其含量
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的重要因素
。

我们曾经对提取的儿茶素粗品水溶液用

Seph ad ex L H
一

20
吸附后

,

分别用60 % 丙酮水溶液洗

脱和精制
,

液相色谱的测定结果有显著的不同
。

采用本文前述的提取方法获得的儿茶素类化合

物
,

其纯度较高
,

得率为茶叶干重的8一9 %
。

2. 4 从茶叶中制取的白色长针状结晶物质
,

溶于乙醇
,

丙酮氯仿
,

味苦
,

溶点为235 ℃ 一 23 6 ℃
,

升华温度为

i7soC 一i79oC
,

U V 孺
nm 227(sh)272

,

测定的红外光谱

与咖啡因标样的红外光谱图相一致
,

因此
,

可以推定该

物质为咖啡因
,

用O
.
IN 高氯酸非水电位滴定法测定含

量为98 % 以上
。

2

.

5 从茶叶中制取的墨绿色固体物质m pll5
·

1
17
℃

,

溶于乙醇
,

丙酮和氯仿
,

其乙醇溶液呈兰绿色
。

红外光

谱与叶绿素标样的红外光谱相一致
。

因此
,

可以推定该

物质为叶绿素
。

3

.

儿茶素咖啡因叶绿素用途

3
.
IJL茶索

3
.
1
.
1 儿茶素具有抑制致突变致畸降低胆固醇和抗菌

作用
,

可用于配制保健饮料
。

原征彦
「‘ 1
用含有30 尽g / m l

E G C G 的培养基对B aeillus S ubtilis N IG 1125抗致

突变研究结果显示 E G C G 具有显著的抗致突变作用
。

用含有1% E G C G 的高脂肪(15 % )高胆固醇(1 % )饲料

饲养W is ter 系大白鼠
,

四周后
,

试验组大白鼠肝脂和

胆固醇分别为23
.
9m g/g肝 二织和71 m g/g

肝组织 ,

而对照组

大白鼠肝脂和胆固醇分别为32
.
9m g/g。。织

、

1
0 6 m

g
/

g

, 。 , ,

表明E G C G 显著抑制肝脂和胆固醇的增长
。

许多

研究结果证明 E G C G 具有抑制痢疾
、

伤寒
、

霍乱和金

色葡萄球菌的作用
,

其抑菌的最低浓度为300 P P M 左

右
,

为乙醇抗菌力的100 倍
。

所以近年来以儿茶素为主

要成分的各种凉茶饮料获得迅速发展
。

3

.

,
.
2 儿茶素具有强力的抗氧化作用

,

是优良的脂类
,

各种食品的天然抗氧剂和色素稳定剂
。

儿茶素化合物

分子结构中的连苯或邻苯酚基具有高活性抗氧化作

用
,

比目前普遍使用的人工合成抗氧剂B H A 和B H T

等更有效更安全
。

例如对猪油的防氧化酸败的研究结

果显示10P P M 儿茶素混合物的抗氧化力与200P P M

维生素E
,

50
P P M B H A 的抗氧化力相当

.
又如当果汁

添加0
.1肠茶叶提取物

,

在室内自然光照两个月后
,

刀
-

胡萝 卜素残留率为33
.
3肠

,

而添加50 m g肠 L 抗坏血酸

的果汁
,

其尽胡萝 卜素的残留率仅为6
.
5%

〔‘’
。

上述试

验例表明儿茶素比B H A
、

维生素E
、

维生素C 更强的

抗氧化作用
.
已广泛用于动植物油脂防酸败

,

各种食品

如糕点肉类的保鲜
,

防止天然色素的褪色等
。

3

.

1

.

3 儿茶素能与某些臭气化合物如鱼类的三甲基胺

和 「l臭气味的甲硫醇等反应从而消除或减少臭味
,

是

优 良的消臭剂
。

例如在制作 鱼干时
,

用含儿茶素

300一soo P P M 水溶液浸渍
,

能防止鱼变黄
,

脂氧化并

去除腥味
,

保持鱼的鲜度和风味
〔6 ’

。

此外
,

儿茶素还可

以作为消臭剂加人「I香糖消除口臭
,

去除大豆制品的

豆腥味
,

燕麦小麦谷物制品以及乳粉的异味
。

3

.

2 咖啡因

咖啡因具有兴奋利尿等作用
,

在医药上用作利尿

剂强心剂和苏醒剂
。

与澳化物调配的合剂用于治疗神

经官能症
。

还可作用平喘药
。

与阿司匹林配成的复方可

以用于治疗头痛
。

与麦角胺合用可治疗偏头痛
。

3

.

3 叶绿素

本品是优良的天然食用着色剂
,

其水溶性制品叶

绿素铜钠和油溶性叶绿素铜是国标指定许可使用的食

品着色剂
,

可用于塘果糕点的彩装
。

果味饮料
、

果子露
、

汽水
、

配制酒
、

罐头
、

化妆品
、

医药品等的着色
。

在医药

上用于治疗皮肤伤「l
,

可加速溃疡和灼伤的愈合
,

亦可

用作消臭剂去除rl 臭
。
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