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紫娟茶中甲基化儿茶素提取工艺优化
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摘要!目的!优化紫娟茶中甲基化儿茶素的提取工艺#方

法!以酸性乙醇为溶剂%考察提取时间$提取温度和液料

比对紫娟茶中甲基化儿茶素提取率的影响#结果!紫娟

茶中甲基化儿茶素的最佳提取条件为提取时间
#""G/J

%

提取温度
D(c

%料液比!

O

紫娟茶
mY

溶剂"

#mD%

!

L

&

GT

"%

此条件下甲基化儿茶素质量浓度为
!$&DG

L

&

L

%与验证值

的相对误差为
#&%')

#结论!运用
;̀ T,

分析和响应面

分析法优化紫娟茶中甲基化儿茶素的提取工艺简单$

可行#

关键词!紫娟茶'响应面'高效液相色谱法'甲基化儿茶

素'提取率
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紫娟茶是一种芽!叶!茎均为紫色的茶树品种#为普

洱茶的一个重要变种/

#

0

&紫娟茶具有明显的降压及抗敏

作用/

!

0

#且含有丰富的化学成分#如儿茶素类/

@+%

0

!花青

素类/

(

0

!色素/

$

0及微量元素/

D

0等&前期研究/

'

0表明#紫娟

茶中含有甲基化儿茶素类成分&甲基化儿茶素是最早被

日本科学家/

E

0从绿茶品种
T9('84O2E9

中分离得到#是具

有显著抗过敏!消炎!降血压等效果的新型化合物/

#"

0

&

UHJ3

等/

##+#!

0分别从台湾冻顶乌龙!绿茶
T9('84O2E9

中

先后分离得到
1A,A@v9N

和
1A,A%v9N

#且
1A,A@v

9N

在动物血液中的稳定性显著高于未甲基化的
1A,A

#

其口服吸收率约为
1A,A

的
E

倍/

#@

0

#这可能是由于甲基

化后的儿茶素脂溶性增加#总体脂溶量和吸收率均高于

正常儿茶素#其生物利用度也有很大程度提高/

#%

0

&此外#

茶树秋冬季鲜叶中的甲基化儿茶素含量高于春夏季#且

随叶片成熟度的提高而升高/

#(

0

&吕海鹏等/

#$

0研究表明

紫娟茶第三叶的
1A,A@v9N

成分含量最高并达到

#&!%)

&目前关于儿茶素提取工艺优化的研究多以提取

时间!提取温度!溶液含水率等为影响因素#通过响应面

法对儿茶素提取工艺进行优化/

#D+#'

0

&但有关甲基化儿

茶素的提取工艺研究甚少/

#@

0

&

试验前期#从云南产紫娟茶中分离得到的两个甲基

化儿茶素
1A,A@v9N

和
1,A@v9N

结构如图
#

所示&试

验拟采用
;̀ T,

和响应面分析法优化紫娟茶中甲基化儿

$(!
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图
#

!

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

结构
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茶素成分的提取工艺#采用
7N0/

L

JF1W

X

N.4'&"&$

软件对数

据进行分析并建立分析模型#明确提取时间!提取温度和

料液比
@

个因素对紫娟茶中甲基化儿茶素,

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

-提取质量分数的交互影响#以期为该茶树

品种开发新功能性饮料及保健食品的发展提供依据&

#

!

材料与方法
#&#

!

试验材料'试剂与仪器

紫娟茶)

!"#"

年#产地云南邦东'

1A,A@v9N

!

1,A@v9N

标准品)纯度为
E()

#昆明理

工大学云南省高校靶点药物筛选与利用重点实验室自制'

无水甲醇!无水乙醇)分析纯#天津致远化学试剂有

限公司'

三氟乙酸)分析纯#重庆川东化学试剂厂'

乙腈)色谱纯#美国
B,>

试剂公司'

电子天平)

,̀ $%,

型#奥豪斯仪器,上海-有限公司'

高效液相色谱)

SF@"""

型#戴安,中国-有限公司'

电热恒温水浴锅)

UBF#!""

型#上海爱朗仪器有限

公司&

#&!

!

试验方法

#&!&#

!

标准样品制备及标准曲线绘制
!

参照孙业良

等/

#@+#%

#

#E+!"

0的方法&

;̀ T,

条件)

fN2P-.3G,

#'

色谱分

析柱,

%&$GGd!("GG

#

(

#

G

-'乙腈,

:

-(

("GG32

.

T

磷酸,

B

-为流动相#

%)

!

#"")

梯度洗脱#洗脱时间

$"G/J

#流速
#&"GT

.

G/J

#柱温
@"c

#波长
!'"JG

&

#&!&!

!

精密度试验
!

取混合标准品液
$

份#按
#&!&#

的

;̀ T,

条件分别进样
$

次#计算
1A,A@v9N

和
1,A@v

9N

峰面积的相对标准偏差,

>U7

-&

#&!&@

!

重复性试验
!

选取供试品溶液
$

份#按
#&!&#

的

;̀ T,

条件连续进样
$

次#计算
1A,A@v9N

和
1,A@v

9N

峰面积&

#&!&%

!

稳定性试验
!

选取供试品溶液
#

份#配制后避光

冷藏
"

#

!

#

%

#

$

#

'

#

#!-

#按
#&!&#

的
;̀ T,

条件进样#计算

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

的
>U7

值&

#&!&(

!

回收率试验
!

选取已确定浓度的含有
1A,A@v9N

的样品
$

份#各加入
"&#G

L

1A,A@v9N

标品#按样品质

量分数测定方法进行处理和测定'取已确定浓度的含有

1,A@v9N

的样品
$

份#加入
"&#G

L

1,A@v9N

标准品#

按样品质量分数测定方法处理和测定#计算样品的平均

加样回收率&

#&!&$

!

单因素试验

,

#

-提取溶剂)准确称取
#&""

L

紫娟茶样品#浸泡于

("GT

溶液中#分别以酸性甲醇,

#) C5:

-!酸性乙醇

,

#) C5:

-!水!酸性水,

#) C5:

-!酸性甲醇水,

#)

C5:

-!酸性乙醇水,

#) C5:

-为提取溶剂#

$" c

提取

$"G/J

#重复提取
@

次#取上清经微孔滤膜后进行
;̀ T,

分析#考察提取溶剂对浸提液中甲基化儿茶素,

1A,A@v

9N

和
1,A@v9N

-质量分数的影响&

,

!

-提取时间)精确称取
#&""

L

紫娟茶样品#浸泡于

("GT

溶液中#以酸性乙醇,

#) C5:

-为溶剂#

$"c

下分

别提取
!"

#

%"

#

$"

#

'"

#

#""

#

#!"G/J

#重复提取
@

次#取上

清经微孔滤膜后进行
;̀ T,

分析#考察提取时间对浸提

液中甲基化儿茶素,

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

-质量分数

的影响&

,

@

-提取温度)精确称取
#&""

L

紫娟茶样品#浸泡于

("GT

溶液中#以酸性乙醇,

#) C5:

-为溶剂#提取温度

分别为
@"

#

%"

#

("

#

$"

#

D"

#

'"c

#提取时间为
#""G/J

#重

复提取
@

次#取上清液经微孔滤膜过滤后进行
;̀ T,

分

析#考察提取温度对浸提液中甲基化儿茶素,

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

-质量分数的影响&

,

%

-料液比)精确称取
#&""

L

紫娟茶样品#以酸性乙

醇,

#) C5:

-为溶剂#料液比分别为,

O

紫娟茶
mY

溶剂-

#m

#"

#

#m!"

#

#m@"

#

#m%"

#

#m("

#

#m$"

,

L

.

GT

-#

D"c

提

取
#""G/J

#重复提取
@

次#取上清液经微孔滤膜过滤后

进行
;̀ T,

分析#考察料液比对浸提液中甲基化儿茶素

,

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

-质量分数的影响&

#&!&D

!

响应面试验优化
!

参照高晶晶等/

!#

0的方法#根据

单因素试验结果确定响应面试验的因素水平取值#采用

B3WFBN-JZNJ

设计#以浸提液中甲基化儿茶素,

1A,A@v

9N

和
1,A@v9N

-质量分数为响应值#优化紫娟茶中甲基

化儿茶素提取工艺条件&

!

!

结果与分析
!&#

!

紫娟茶中甲基化儿茶素含量
;̀ T,

分析方法的建立

!&#&#

!

标准曲线制作
!

以不同浓度梯度
1,A@v9N

和

1A,A@v9N

两个标品的
;̀ T,

峰面积作纵坐标#两个标

品浓度 ,

G

L

.

GT

-为横坐标#计算标准曲线线性回归方程

分别为
>l@!"%&E%Q+@$&E%

#

>l!E##&%(Q+!(&$(

#且

两种标品在
"

!

@G

L

.

GT

时#质量浓度与峰面积表现出

显著线性关系#其
:

!分别为
"&EEE$"

和
"&EEE'$

&

!&#&!

!

精密度试验
!

经测定#

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

峰面积的相对标准偏差,

>U7

-分别为
#&%@)

#

#&(E)

#均

在
!)

之内#说明试验方法的精密度良好&

!&#&@

!

重复性试验
!

经测定#

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

%(!

"

g32&@'

$

=3&#

李宇倩等!紫娟茶中甲基化儿茶素提取工艺优化



峰面积的
>U7

分别为
"&%E)

#

#&%')

#均在
!)

之内#说明

此方法的重复性良好&

!&#&%

!

稳定性试验
!

经测定#

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

峰面积的
>U7

值分别为
"&%')

#

#&(')

#说明供试品的溶

液在
#!-

内稳定&

!&#&(

!

回收率试验
!

通过回收率试验的考察#样品的平

均加样回收率分别为
E%&()

#

E!&()

#说明该方法有较好

的回收率&

!&!

!

单因素试验

!&!&#

!

提取溶剂
!

由图
!

可知#以酸性乙醇为提取溶剂

时#浸提液中
1A,A@v9N

质量分数达最大值'以酸性甲

醇为提取溶剂时#浸提液中
1,A@v9N

质量分数达最大

值&从甲基化儿茶素,

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

-的提取

质 量 分 数 来 看#酸 性 乙 醇 的 提 取 质 量 分 数 可 达

#%&D((G

L

.

L

#

D")

酸性甲醇的次之#水溶剂提取的最小&

因此试验选取酸性乙醇作为提取溶剂&酸性乙醇中甲基

化儿茶素,

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

-提取质量分数最高#

可能是因为甲基化儿茶素比非甲基化儿茶素的脂溶性

更强&

!&!&!

!

提取时间
!

由图
@

可知#随着提取时间的延长#

1A,A@v9N

!

1,A@v9N

以及甲基化儿茶素,

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

-质量分数均先变大后减小#且均在
#""G/J

时达最大值#此时甲基化儿茶素,

1A,A@v9N

和
1,A@v

9N

-质量分数为
(&$$@G

L

.

L

&因此选取
#""G/J

为最佳

提取时间&这可能是甲基化儿茶素起初会随时间的延

长#浸出物增加#呈上升趋势#经过一段时间的累积#甲基

化儿茶素的浸出量接近饱和#且甲基化儿茶素会随着时

间的延长存在部分降解的现象#从而呈下降趋势&

!&!&@

!

提取温度
!

由图
%

可知#随着提取温度的升高#物

质扩散系数增大#浸出量增大#

1A,A@v9N

!

1,A@v9N

以

及甲基化儿茶素,

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

-质量分数均

增加#当提取温度
&

$"c

时#

1A,A@v9N

!

1,A@v9N

以及

甲基化儿茶素,

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

-质量分数上升

趋势均趋于平缓当提取温度为
$" c

时#甲基化儿茶素

,

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

-质量分数为
#(&%$DG

L

.

L

'当

提取温度为
D" c

时#甲基化儿茶素,

1A,A@v9N

和

1,A@v9N

-质量分数为
#D&#DDG

L

.

L

#提取质量分数明显

提高'当提取温度为
'"c

时#甲基化儿茶素,

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

-质量分数为
#E&$"(G

L

.

L

#虽然有增长的趋

势但较平缓#且乙醇的沸点为
D'&(c

#随着提取温度的升

高#乙醇会因沸腾而造成挥发#影响溶剂对紫娟茶的浸提

作用&因此#确定最佳的提取温度为
D"c

&

!&!&%

!

料液比
!

由图
(

可知#随着料液比的增加#

1A,A@v

9N

!

1,A@v9N

以及甲基化儿茶素,

1A,A@v9N

和
1,A@v

9N

-质量分数上升#且当料液比,

O

紫娟茶
mY

溶剂 -

&

#m

D"

,

L

.

GT

-后上升趋势较平稳&但就甲基化儿茶 素

,

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

-质量分数来看#当料液比

,

O

紫娟茶
mY

溶剂-为
#m#"

!

#mD"

,

L

.

GT

-#甲基化儿茶素

图
!

!

提取溶剂对甲基化儿茶素质量分数的影响

5/

L

K.N!

!

1YYNP403YNW4.HP4/3J032[NJ43J4-NGH00Y.HP4/3J3YGN4-

V

2H4NOPH4NP-/J0

图
@

!

提取时间对甲基化儿茶素质量分数的影响

5/

L

K.N@

!

1YYNP403YNW4.HP4/3J4/GN3J4-NGH00Y.HP4/3J3YGN4-

V

2H4NOPH4NP-/J0

&(!
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图
%

!

提取温度对甲基化儿茶素质量分数的影响

5/

L

K.N%

!

1YYNP403YNW4.HP4/3J4NG

X

N.H4K.N3J4-NGH00Y.HP4/3J3YGN4-

V

2H4NOPH4NP-/J0

图
(

!

料液比对甲基化儿茶素质量分数的影响

5/

L

K.N(

!

C-NNYYNP403YGH4N./H2F2/

]

K/O.H4/33J4-NGH00Y.HP4/3J3YGN4-

V

2H4NOPH4NP-/J0

,

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

-质量分数逐渐升高#当料液比

,

O

紫娟茶
mY

溶剂-为
#mD"

!

#mE"

,

L

.

GT

-时#甲基化儿茶

素质量分数虽有增高但趋于平缓#考虑其经济效益#选择

#mD"

,

L

.

GT

-作为最优料液比&

!&@

!

响应面分析法优化工艺结果

!&@&#

!

响应面模型构建
!

基于单因素试验结果#选取提

取时间!提取温度和料液比为试验因素#以浸提液中甲基

化儿茶素,

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

-质量分数为响应值#

采用
7N0/

L

JF1W

X

N.4'&"&$

软件辅助设计三因素三水平的

响应面分析试验&试验因素水平见表
#

#试验设计及结果

见表
!

&

!!

对表
!

试验数据进行多元回归分析#经拟合得到甲

基化儿茶素,

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

-质量分数的二次

多项回归方程为)

!!

>l!$&D(*"&%%Q

#

*#&(!Q

!

*"&EDQ

@

+#&#"Q

#

Q

!

+

"&$"Q

#

Q

@

*"&"''Q

!

Q

@

+#&(%Q

!

#

+!&#$Q

!

!

+#&@#Q

!

@

&

,

#

-

!&@&!

!

回归函数模型方差分析
!

由表
@

可知#模型
P

#

"&"""#

#表明该回归模型极显著'失拟度
Pl"&!"#$

&

表
#

!

响应面因素水平

CHR2N#

!

,3ON2N[N203Y4-N.N0

X

3J0N0K.YHPN

NW

X

N./GNJ4ON0/

L

J

水平
a

#

提取时间.
G/J a

!

提取温度.
c a

@

料液比,

L

.

GT

-

+# '" $" #m("

" #"" D" #mD"

# #!" '" #mE"

"&"(

#不显著&决定系数
:

!为
"&ED''

#调整系数
:

!

:O

M

为

"&E(#$

#具有一致性#表明试验误差较小#可以利用此模

型来预测紫娟茶中甲基化儿茶素提取工艺&模型中一次

项
a

#

!

a

@

#交互项
a

#

a

!

!

a

#

a

@

及二次项
a

!

#

!

a

!

@

影响显著

,

P

#

"&"(

-#一次项
a

!

和二次项
a

!

!

影响极显著,

P

#

"&"#

-#其余项影响均不显著&由
G

值可知#各因素对紫

表
!

!

响应面试验设计方案及结果

CHR2N!

!

7N0/

L

JHJO.N0K2403Y4-N.N0

X

3J0N

0K.YHPNNW

X

N./GNJ4

试验号
a

#

a

!

a

@

甲基化儿茶素质量

分数.,

G

L

1

L

+#

-

# " " " !$&'D(#

! " " " !$&E'#%

@ " +# # !!&@@"@

% " " " !$&E(DE

( " +# +# !"&%E#"

$ +# " # !(&#""#

D # +# " !@&(#%@

' " # +# !%&"(!(

E # " # !%&($@D

#" " " " !$&"'@@

## # " +# !@&E!""

#! +# " +# !!&"%$(

#@ # # " !@&$DE$

#% " " " !$&'((%

#( +# # " !%&D'D"

#$ " # # !$&!%$!

#D +# +# " !"&!@#%

'(!

"

g32&@'

$

=3&#

李宇倩等!紫娟茶中甲基化儿茶素提取工艺优化



娟茶中甲基化儿茶素质量分数的影响顺序为提取温度
&

料液比
&

提取时间&

!&@&@

!

响应面曲面分析
!

由图
(

可知#提取时间与料液

比交互作用的曲面相对较陡#因此提取温度对用酸性乙

醇提取甲基化儿茶素,

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

-质量分

数的影响显著性最强'料液比对甲基化儿茶素,

1A,A@v

9N

和
1,A@v9N

-质量分数的影响次之&在图
$

,

R

-和

图
$

,

O

-中#随提取时间增加儿茶素质量分数呈现先增大

后减小的趋势#提取时间在
##"G/J

左右出现最大值'在

图
$

,

O

-和图
$

,

Y

-中#随着料液比增大儿茶素质量分数先

快速增加后趋于平缓'在图
$

,

R

-和图
$

,

Y

-中#随着提取温

度升高儿茶素质量分数呈现先增大后减小的趋势#提取

温度在
D(c

左右出现最大值&根据响应面优化模型可

预测紫娟茶中甲基化儿茶素,

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

-

提取的最优条件为以酸性乙醇为提取溶剂#提取时间

#""G/J

!提取温度
D( c

!料液比,

O

紫娟茶
mY

溶剂 -

#m

D%

,

L

.

GT

-#此时浸提液中甲基化儿茶素,

1A,A@v9N

和

1,A@v9N

-质量分数理论值为
!D&#G

L

.

L

&

表
@

!

回归方程的方差分析h

CHR2N@

!

:=6g:4HR2N3Y[H./HR2N0

来源 平方和 自由度 均方
G

值
P

值 显著性

模型
D%&D'" E '&@#" @(&E!

#

"&"""#

%%

a

#

#&(%" # #&(%" $&$D "&"@$%

%

a

!

#'&$"" # #'&$"" '"&@E

#

"&"""#

%%

a

@

D&%D" # D&%D" @!&!E "&"""D

%

a

#

a

!

%&'!" # %&'!" !"&'@ "&""!$

%

a

#

a

@

#&%(" # #&%(" $&!' "&"%"D

%

a

!

a

@

"&"@# # "&"@# "&#% "&D!@'

a

!

#

E&E!" # E&E!" %!&'E "&"""@

%

a

!

!

#E&$E" # #E&$E" '(&##

#

"&"""#

%%

a

!

@

D&!"" # D&!"" @#&#% "&"""'

%

残差
#&$!" D "&!@"

$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$

失拟
#&"(" @ "&@(" !&%D "&!"#$

纯误差
"&(D" % "&#%"

总变异
D$&%"" #$

!

h

!%%

表示差异极显著,

P

#

"&"#

-'

%

表示差异显著,

P

#

"&"(

-'

:

!

l"&ED''

#

:

!

:O

M

l"&E(#$

&

图
$

!

各因素交互作用的等高线和响应面图

5/

L

K.N$

!

>N0

X

3J0N0K.YHPN3Y4-N

X

H/.I/0N/J4N.HP4/[NNYYNP403Y4-.NNNW4.HP4/3JP3JO/4/3J03JNW4.HP4/3JP3J4NJ4

3YGN4-

V

2H4NOPH4NP-/JY.3G\/

M

KHJ4NH

!&@&%

!

验证实验
!

根据响应面优化所得最优提取条件进

行
@

次平行实验#测定浸提液中
1A,A@v9N

质量分数平

均值 为
#@&%G

L

.

L

#

1,A@v9N

质 量 分 数 平 均 值 为

#@&@G

L

.

L

#甲基化儿茶素,

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

-质

量分数平均值为
!$&DG

L

.

L

&甲基化儿茶素,

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

-质量分数与理论预测值的相对误差为

#&%')

#说明该回归模型优化的工艺组合是有效的&

@

!

结论
建立了紫娟茶中甲基化儿茶素含量的

;̀ T,

分析方

法#并对其提取工艺进行了优化&结果表明#紫娟茶中甲

基化儿茶素,

1A,A@v9N

和
1,A@v9N

-的最优提取工艺

为以酸性乙醇为提取溶剂#提取时间
#""G/J

!提取温度

D(c

!料液比,

O

紫娟茶
mY

溶剂-
#mD%

,

L

.

GT

-#此时甲基化

儿茶素质量分数为
!$&DG

L

.

L

#与理论预测值的相对误差

为
#&%')

&后续考虑对甲基化儿茶素的药理作用进行研

究#分析不同位点的甲基化对儿茶素的药理作用的影响#

并研究不同药理作用形成的原因&
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