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　　摘要：考察绿茶中表没食子儿茶素没食子酸酯在多种体系中的稳定性。通过柱色谱分离纯化绿茶中的表没食子
儿茶素没食子酸酯（ＥＧＣＧ）产品；采用紫外可见分光光度法定性研究温度、时间、酸碱、紫外光、溶剂等对 ＥＧＣＧ稳定
性影响，以及ＥＧＣＧ分别与Ｈ２Ｏ２、ＤＰＰＨ·的反应。研究结果，温度、时间、酸碱、紫外光等都不同程度影响ＥＧＣＧ稳定

性，紫外可见光谱跟踪到了Ｈ２Ｏ２、ＤＰＰＨ·与ＥＧＣＧ的反应。
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　　表没食子儿茶素没食子酸酯（ＥＧＣＧ）是绿茶所含儿茶素
中含量最多的功能成分。因为含有多个酚羟基，ＥＧＣＧ具有
很强的抗氧化活性，医药工业上应用于抗菌、抗癌、抗衰老等

治疗，能够改善癌细胞对化疗的敏感性并减轻对心脏的毒

性［１－３］。在食品工业中ＥＧＣＧ应用于抗氧化、保鲜、祛臭等产
品，日化工业中作特殊功能添加剂等［４］。但是在含茶叶的食

品、药品和饮料的加工和储藏过程中，ＥＧＣＧ易受到温度、金
属离子、酶和ｐＨ值等因素的影响，极易发生化学变化，从而
改变了其原先的结构和生物活性［５－７］。因此考察ＥＧＣＧ的稳
定性很有必要。本试验采用紫外可见分光光度法，定性研究

不同环境条件下ＥＧＣＧ的稳定性。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
ＥＧＣＧ对照品（南京广润生物制品，９８％），ＤＰＰＨ·

（Ｓｉｇｍａ公司生产）、无水乙醇、３０％过氧化氢、盐酸、氢氧化
钠、己烷、乙酸乙酯、四氯化碳、三氯甲烷、甲醇，以上药品皆为

国产分析纯试剂。绿茶为苏州东山碧螺春茶厂提供。

紫外可见分光光度计：型号ＵＶ－１８０１；十万分之一天平：
ＣＰＡ２２５Ｄ；电热恒温水浴锅；三用紫外分析仪：ＷＦＨ－２０３，上
海精科实业有限公司；Ｐ２３０型高效液相色谱仪：配有 Ｐ２３０＋

紫外检测器；Ｐ２３０／Ｐ２３０ｐ高压恒泵；ＥＣ２０００色谱工作站：大
连依利特分析仪器有限公司生产；ＲＵＣ－５２００型超声波清洗
机：上海睿祺公司生产。

１．２　试验方法
１．２．１　ＥＧＣＧ的分离提纯　取绿茶１０ｇ，置于２５０ｍＬ容量
瓶中，加入９５％乙醇１５０ｍＬ，８０℃超声提取３０ｍｉｎ，提取２
次，合并提取液，过滤、８０℃减压回收乙醇，所得浓缩液上聚
酰胺树脂，以乙醇 －醋酸梯度洗脱，薄层层析跟踪检测，收集

ＥＧＣＧ部位流分，脱色、浓缩、重结晶，得 ＥＧＣＧ纯品，液相色
谱法检测产品成分与纯度。

１．２．２　浓度对ＥＧＣＧ的影响　依次量取浓度为５０１．４μｇ／ｍＬ
ＥＧＣＧ储备液０．１０、０．２０、０．３２、０．４９、０．６４ｍＬ于２５ｍＬ的比
色管中，添加无水乙醇至１０ｍＬ，配制浓度分别为８、１２、１６、
２４、３２μｇ／ｍＬ的梯度溶液，用紫外 －可见分光光度计进行光
谱扫描。

１．２．３　温度对 ＥＧＣＧ溶液的影响　分别吸取浓度为
５０１．４μｇ／ｍＬＥＧＣＧ储备液２ｍＬ于４支２５ｍＬ比色管中，添
加无水乙醇至１０ｍＬ，制成同浓度的溶液，分别放入室温、４０、
６０、８０℃温度的水浴锅中３０ｍｉｎ，用紫外 －可见分光光度计
进行光谱扫描。

１．２．４　时间对 ＥＧＣＧ溶液的影响　分别吸取 ＥＧＣＧ储备液
２ｍＬ于５支比色管中，添加无水乙醇至１０ｍＬ，制成同浓度的
溶液，将其中４支比色管放入８０℃水浴锅中，分别在１、３、５、
７ｈ后扫描吸收曲线，剩下１支不加热作为原液进行对比。
１．２．５　紫外灯照射对 ＥＧＣＧ溶液的影响　分别吸取２ｍＬ
ＥＧＣＧ储备液于 ６支 ２５ｍＬ比色管中，添加无水乙醇至
１０ｍＬ，制成同浓度的溶液，将其中的５支比色管置于照射频
率为２５４ｎｍ紫外灯下照射，照射时间分别为２０、４０、６０、３２０、
４００ｍｉｎ，留１支比色管不照射紫外光作为对照，用紫外 －可
见分光光度计进行光谱扫描。

１．２．６　ｐＨ值对ＥＧＣＧ溶液的影响　分别吸取０．５ｍＬＥＧＣＧ
储备液于３支２５ｍＬ比色管中，再加入４ｍＬ水，编号１、２、３，１
号作为对照液进行定性扫描，向 ２号比色管中逐滴加入
０１０、０．２５、０．４０、０．５５、０．７０、０．８５ｍＬ盐酸（０．０１ｍｏｌ／Ｌ），分
别定性扫描后与原液对比；向３号比色管中逐滴加入０．１、
０２、０．３、０．４、０．５、０．６、０．７、０．８、０．９ｍＬ氢氧化钠
（０．０１ｍｏｌ／Ｌ），分别定性扫描后与原液对比。
１．２．７　溶剂对 ＥＧＣＧ溶液的影响　分别称取 ＥＧＣＧ
０．２５ｍｇ，转入２５ｍＬ比色管中，分别加入水、己烷、乙酸乙酯、
四氯化碳、三氯甲烷、甲醇、乙醇定容至２５ｍＬ，配制成浓度为
１０．０μｇ／ｍＬＥＧＣＧ溶液，用紫外－可见分光光度计进行光谱
扫描。

１．２．８　Ｈ２Ｏ２与 ＥＧＣＧ溶液的反应　量取４ｍＬ０．１ｍｍｏｌ／Ｌ

—４９２— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第７期



ＥＧＣＧ储备液至２５ｍＬ比色管中，不断滴加０．０４ｍｏｌ／Ｌ的过
氧化氢溶液，连续扫描其紫外吸收光谱图。

１．２．９　ＥＧＣＧ与 ＤＰＰＨ·的反应　量取 ４ｍＬ０．１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＧＣＧ储备液至２５ｍＬ比色管中，不断滴加０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的
ＤＰＰＨ· 乙醇溶液，连续扫描其紫外吸收光谱图。

２　结果与分析

２．１　液相色谱法检测ＥＧＣＧ产品成分及含量
摸索得到的色谱分离条件为：色谱柱：ＳｈｉｍｐａｋＣ１８

（４．６ｍｍ ×１５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇 －水 －冰醋酸
（２０∶８０∶０．２）；检测波长：２８０ｎｍ；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：
３０℃；进样量５μＬ。纯化的样品及 ＥＧＣＧ对照品色谱如图
１、图２。ＥＧＣＧ纯度大于９７％。

２．２　浓度对ＥＧＣＧ溶液的影响
由图３可知，ＥＧＣＧ在２１０、２７６ｎｍ处都有吸收峰。从 ａ

到ｅ，随着ＥＧＣＧ溶液浓度升高，ＥＧＣＧ在２７６ｎｍ处吸收峰位
置不变且随着 ＥＧＣＧ浓度增大而逐渐升高，可以作为其特征
吸收，只是浓度过低时不显著。而在２００～２２０ｎｍ处吸收峰
不稳定，随浓度增大而发生红移，所以该处吸收不能作为其特

征吸收。

２．３　温度对ＥＧＣＧ溶液的影响
对４组１００．２μｇ／ｍＬＥＧＣＧ溶液，分别考察其在室温、

４０、６０、８０℃的水浴锅中加热３０ｍｉｎ后的变化，用紫外－可见
分光光度计进行定性光谱扫描。从图４可以看出，随着温度
的升高，ＥＧＣＧ溶液吸收曲线基本形状没有变化，只是吸收强
度随温度的升高逐渐减弱，说明该浓度的 ＥＧＣＧ溶液加热时
发生了部分降解，温度越高降解程度越大。王静等发现即使

在０℃氧化２ｍｉｎ，ＥＧＣＧ的氧化程度也会达０．３［７］。

２．４　加热时间对ＥＧＣＧ溶液的影响
从图５可以看出，８０℃下放置一段时间后，ＥＧＣＧ溶液吸

收曲线大体形状没有改变，２７６ｎｍ处特征吸收峰位置没有变
化，吸光度值随放置时间延长而增大，１～５ｈ内，吸收峰升高
且趋于稳定，而７ｈ后吸收强度再次大幅增加。２７６ｎｍ处吸
收强度增大应该与 ＥＧＣＧ浓度增大没有关系，可能是其他类
似物质大量产生引起的。吴平等研究了不同温度热处理的

ＥＧＣＧ，发现 ＥＧＣＧ的氧化产物比较复杂，无法进行定量分
析［８］，有待进一步研究。

２．５　紫外灯照射对ＥＧＣＧ溶液的影响
从图６可知，ＥＧＣＧ经一段时间紫外光照射后，其吸收曲

线基本形状没有明显改变，随着照射时间延长，２７６ｎｍ处特
征吸收强度逐渐降低，可能是 ＥＧＣＧ在紫外光照射下逐渐发
生某种降解的缘故。

２．６　酸碱对ＥＧＣＧ溶液的影响
由图７可知，ＥＧＣＧ溶液中加入不同量的盐酸后，溶液颜

色没有变化，其光谱图基本形状也没有明显变化，从２７６ｎｍ
特征吸收处观察，随着加入盐酸的量逐渐增多，２７６ｎｍ处吸
收强度降低幅度逐渐增大，但是总体幅度不大，说明ＥＧＣＧ在
酸性体系中是相对稳定的，随着酸性增强稳定性逐渐有所降

低。陈利燕等将不同酸度（ｐＨ值分别为２．６、３．６、４．６、５．６）
的儿茶素溶液在２５℃放置１８ｈ后，儿茶素的含量都有所减
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少，而ＥＧＣＧ是８种儿茶素组分中最稳定的［６］。

　　向 ＥＧＣＧ溶液中逐滴加入氢氧化钠时，溶液由无色变为
浅橙色，且逐渐加深。从图８可以看出，从ｂ到ｊ，ＥＧＣＧ体系
中加入碱的量逐渐增大，ＥＧＣＧ光谱图形发生明显变化，在
２７６ｎｍ处的特征吸收峰随着氢氧化钠加入越来越弱，在
３２３ｎｍ附近产生了１个新吸收宽峰，并且随着氢氧化钠的进
一步加入，新吸收峰３２３ｎｍ处强度越来越大。张玉艳等发现
在碱性环境下，儿茶素酚羟基易与氢氧化钠作用生成酚钠，因

此溶液呈现淡红色，生成的苯氧基负离子使吸收波长红

移［９］。王静等也认为碱性条件有利于儿茶素 Ｂ环上·ＯＨ的
裸露，更易发生氧化聚合，导致碱性条件下 ＥＧＣＧ反应速率
较快［７］。

２．７　溶剂对ＥＧＣＧ溶液的影响
ＥＧＣＧ在己烷、乙酸乙酯中不溶、在四氯化碳、三氯甲烷

中稍溶，能溶于乙醇、甲醇和水中。ＥＧＣＧ的溶解度大小和溶
剂的极性大小一致：水＞甲醇 ＞乙醇 ＞乙酸乙酯 ＞氯仿 ＞四
氯化碳＞己烷，说明 ＥＧＣＧ的溶解性随溶剂极性的减小而
降低。

　　从图９可以看出，ＥＧＣＧ的特征吸收峰位置不随溶剂变

化而改变，且乙醇作为溶剂时，ＥＧＣＧ溶液在２７６ｎｍ处的吸
收峰最强。ＥＧＣＧ在不同溶剂中２７６ｎｍ处吸收强度顺序为：
水＜甲醇 ＜乙醇，这与三者的极性大小顺序正好相反。在
２１０ｎｍ附近的吸收，随溶剂乙醇、甲醇、水极性升高而蓝移波
数依次增加，且吸收强度逐渐减低。

２．８　Ｈ２Ｏ２与ＥＧＣＧ溶液的反应
由图１０可知，从 ｂ到 ｒ，在 ＥＧＣＧ溶液中，随着 Ｈ２Ｏ２加

入量的不断增加，ＥＧＣＧ溶液在 ２７６ｎｍ处的吸光度逐渐降
低，最后消失，说明ＥＧＣＧ的特征结构已经遭到破坏。

２．９　ＥＧＣＧ与ＤＰＰＨ·的反应
从图 １１可以看出，在 ＥＧＣＧ溶液中滴加少量 ＤＰＰＨ·

后，ＥＧＣＧ的 ２７６ｎｍ吸收峰位置和强度基本没有变化，而
２５０ｎｍ以及３００～５００ｎｍ处吸收峰随着 ＤＰＰＨ·的不断加
入，吸收强度呈逐渐升高，以至于 ＥＧＣＧ的２７６ｎｍ特征吸收
峰相对强度逐渐降低。说明体系中生成了其他物种，使吸收

带复杂起来。

３　结论

采用紫外可见分光光度法定性研究了ＥＧＣＧ在不同体系
中的稳定性，初步跟踪了ＥＧＣＧ与Ｈ２Ｏ２、ＤＰＰＨ·的反应。发
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櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
现ＥＧＣＧ的稳定性较差，温度、紫外光照、持续受热、酸碱条
件、氧化剂和自由基等都会引起它的分解或转化。ＥＧＣＧ与
Ｈ２Ｏ２、ＤＰＰＨ·的反应过程中紫外可见吸收光谱连续变化
明显。
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花生壳总黄酮提取工艺优化及其抑菌活性研究
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　　摘要：采用醇提法探索花生壳中总黄酮的最佳提取工艺，并研究其抑菌活性。结果表明：花生壳总黄酮的最佳提
取工艺为乙醇溶液浓度８０％、提取温度８０℃、提取时间３．０ｈ、料液比１ｇ∶２０ｍＬ，各因素对总黄酮得率的影响由大到
小依次为提取温度、乙醇溶液浓度、料液比、提取时间；验证试验表明，最佳提取工艺下花生壳总黄酮得率为０６１８％；
抑菌试验表明，花生壳总黄酮对大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌具有一定抑菌作用，且其抑菌效果远优于山

梨酸钾。
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　　中国是花生生产大国，花生种植广泛分布于全国各地，花
生产量居世界第１位。花生壳是花生脱壳加工而产生的农副
产品，其质量约占花生荚果总质量的３０％左右。我国花生年
产量约１４６０万ｔ，其中花生壳质量就高达４５０万 ｔ［１］。有研
究将花生壳热压成型制作塑木板，或加工成饲料、燃料等，但

大部分花生壳被作为废弃物扔掉，不但会破坏环境，而且造成

了极大的资源浪费。黄酮类化合物具有清除体内自由基及毒

素、预防心血管疾病以及抗过敏、抗肿瘤、广谱抗菌、抗病毒等

作用［２－７］。本研究选用花生壳作为原料优化黄酮类化合物的

提取工艺，并进行了抑菌试验，以期为降低黄酮类产品生产成

本、拓展花生综合利用领域奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
１．１．１　材料　将花生壳清洗烘干，冷却至室温，粉碎至通过
孔径０．３ｍｍ的网筛后，脱脂，备用。芸香苷标准品（纯度
９９％）购于成都生物科技有限公司；大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉ）、金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）、枯草芽孢杆菌
（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）由枣庄学院生物学实验教学中心微生物实
验室提供；培养基为琼脂营养培养基。

１．１．２　仪器　ＡＬ１０４型电子天平（瑞士梅特勒－托利多有限
公司）；ＦＷ１００型高速万能粉碎机（天津市泰斯特仪器有限公
司）；ＪＪ－１型精密增力电动搅拌器（江苏省金坛市金城国胜
实验仪器厂）；Ｒ２０１８－Ⅱ型旋转蒸发仪（郑州长城科工贸有
限公司）；ＤＫ－Ｓ２６型数显恒温水浴锅（上海三发科学仪器有
限公司）；ＳＨＢ－ⅢＡ型循环水式多用真空泵（郑州长城科工
贸有限公司）；ＢＭ２０００型生物显微镜（南京江南永新光学有
限公司）；ＰＬＹ－４５型恒温培养箱（天津市莱玻特瑞仪器设备
有限公司）；ＳＷ－ＣＪ－２ＦＤ型超净工作台（苏州安泰空气技术
有限公司）；ＢＸＭ－３０Ｒ型高压蒸汽灭菌锅（上海博讯实业有
限公司）。
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