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多种茶叶废料中多酚类成分和咖啡碱的含量测定
张 梁，周 杰，秦金花

(安徽农业大学 茶叶生物化学与生物技术重点实验室，安徽 合肥 230036)

摘  要：目的：建立高效液相色谱(HPLC)法同时测定各种茶叶废料中8种多酚类成分以及咖啡碱的含量。方法：色

谱柱：Agilent SB-Aq C18(4.6mm×250mm，5μm)；柱温30℃，流动相：0.6%甲酸-水溶液(A)-乙腈(B)；梯度洗脱；

0～60min：5% B～30% B；流速0.8mL/min；检测波长278nm。结果：表没食子儿茶素没食子酸酯(EGCG)、没食

子儿茶素没食子酸酯(GCG)、表儿茶素没食子酸酯(ECG)、表儿茶素(EC)、咖啡碱(CA)、没食子酸(GA)、原儿茶酸

(PA)、没食子儿茶素(GC)、表没食子儿茶素(EGC)在10ng～20µg之间呈良好的线性关系(r＞0.99)，且重复性和稳定

性RSD小于15%。结论：此方法简便、准确，重现性良好，为评价各类茶叶的质量提供可靠的分析方法。
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Abstract：The contents of eight tea polyphenols and caffeine in wastes from various types of tea were determined by high 

performance liquid chromatography using 0.6% formic acid-water (A)-acetonitrile (B) as the mobile phase at a flow rate of 

0.8 mL/min with gradient elution from 0 to 60 min (5%–30% B). The column was Agilent SB-Aq C18 (4.6 mm × 250 mm, 

5 μm). The HPLC column temperature was 30 ℃, and the detection wavelength was 278 nm. The results showed a good 

linear relationship (r ＞ 0.99) for epigallocatechin gallate, gallocatechin gallate, epicatechin gallate, epecatechin, caffeine, 

gallic acid, protocatechuic acid, gallocatechin and epigallocatechin in the concentration range of 10 ng to 20 µg. The RSDs 

of repeatability and stability were both less than 15%. This method was simple, accurate and repeatable and allowed reliable 

analysis of tea wastes.
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茶叶为山茶科植物茶(Camellia sinensis)或者普洱茶

(Camellia sinensis var. assamica)的芽叶经过不同的加工

方式制造而成。茶叶是全世界最主要的日常饮品之一，

具有多种保健功效[1-4]。按照茶叶的发酵工艺分类，茶叶

可以分为不发酵茶、半发酵茶、发酵茶和后发酵茶；而

按照茶叶的加工工艺分类，则可以分为绿茶、白茶、黄

茶、乌龙茶、红茶和黑茶[5]。茶鲜叶中主要的化学成分为

黄烷醇单体及其聚合物、黄酮醇及黄酮苷类、嘌呤类生

物碱、茶氨酸以及一些少量的皂苷类成分[6-7]。由于受到

茶叶加工工艺的影响，茶叶鲜叶中的各种成分在加工过

程中发生了变化，例如儿茶素类成分在绿茶中的含量就

显著高于红茶和黑茶，而红茶和黑茶中没食子酸成分的

含量也显著高于绿茶和乌龙茶[8]。

文献对绿茶中多酚类成分的含量研究很多，且已有国

家测定标准(GB/T 8313—2008《茶叶中茶多酚和儿茶素类

含量的检测方法)。许多文献[9-12]报道了各种成品茶叶中的

多酚及嘌呤碱含量，但是其分析方法常常较为复杂。近年

来，随着茶叶深加工行业的快速发展，茶叶加工过程中

的废料得到了最大程度的利用。茶叶废渣可以作为天然

有机多酚类抗氧化成分的原料，降低茶多酚类功能成分

的生产成本[13]。此外，茶叶废料也被用于污水处理、畜

牧养殖、有机肥料和化工等行业[14-21]。但是，由于目前

我国茶叶种类很多，而每一种茶叶废料的成分含量缺少

详实的数据报道。本研究采用较为简便的高效液相色谱

(high performance liquid chromatography，HPLC)分析方

法，对10种主要的成品茶加工过程中的废料进行分析和



114  2013, Vol.34, No.20	              食品科学	 ※分析检测

测定，积累一些关键质量分析数据，以期为这些茶叶废

料今后在食品添加剂、抗氧化剂和天然色素领域的应用

提供研究依据[22]，为食品加工生产中进一步开发利用其

综合价值提供新的参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

10个供试样品，于2012年购买，1～10号样品分别为

黄山毛峰(安徽)、龙井(浙江)、祁门红茶(安徽)、炒青(陕

西)、六安瓜片(安徽)、铁观音(福建)、霍山黄芽(安徽)、

炒青(四川)、泾渭茯茶(陕西)和普洱茶(云南)的加工废料

或者低等茶叶末。

9个标准品(峰面积归一化法下纯度均大于98%)：

表没食子儿茶素没食子酸酯(epigallocatechin gallate，

EGCG)、没食子儿茶素没食子酸酯(gallocatechin gallate，

GCG)、表儿茶素没食子酸酯(epicatechin gallate，ECG)、

表儿茶素(epecatechin，EC)、咖啡碱(caffeine，CA)、没

食子酸(gallic acid，GA)、原儿茶酸(protocatechuic acid，

PA)、没食子儿茶素(gallocatechin，GC)和表没食子儿茶素

(epigallocatechin，EGC) 上海同田生物技术有限公司。

乙腈和甲醇均为色谱纯 美国Tedia公司；水为双

蒸水；其余试剂为分析纯。

1.2 仪器与设备

高效液相色谱仪(配有1525 Binary HPLC泵、2707自动

进样器、2489 UV/Visible检测器) 美国Waters公司；色

谱柱SB-Aq(4.6mm×250mm，5µm) 美国Agilent公司；

KQ-500DE型数控超声波清洗器 昆山市超声仪器有限公

司；AB104-N电子分析天平 瑞士Mettler Toledo公司。

1.3 方法

1.3.1 色谱分析条件A

国家标准儿茶素测试方法：A相：90mL乙腈，20mL 

乙酸，纯水定容于1000mL容量瓶；B相：800mL乙腈，

20mL乙酸，纯水定容于1000mL容量瓶。梯度洗脱条

件如表1所示，流速1mL/min，检测波长278nm，柱温

35℃，进样量10µL。

表 1 国标法HPLC梯度洗脱条件

Table 1 Chromatographic conditions for HPLC analysis by the 

Chinese national standard method

编号 时间/min
流动相

A/% B/%
1 0 100 0
2 10 100 0
3 25 68 32
4 35 68 32
5 45 100 0
6 50 100 0

1.3.2 色谱分析条件B

改进方法：A相：0.6%甲酸水(V/V)；B相：乙腈；

0～60min，5%～30% B；流速0.8mL/min，检测波长

278nm，柱温30℃，进样量5µL。

1.3.3 标准品的配制

精密称取标准品GA、PA 10.0mg，CA、EC 5.0mg， 

ECG、GCG、EGCG 1.0mg，GC、EGC 2.0mg，于9个10mL

容量瓶中，色谱级甲醇溶液定容，溶解，摇匀。即得质

量浓度分别为1mg/mL GA、1mg/mL PA 、0.5mg/mL CA、

0.5mg/mL EC、0.1mg/mL ECG、0.1mg/mL GCG、0.1mg/mL 

EGCG、0.2mg/mL GC、0.2mg/mL EGC 标准原液。4℃冰

箱保存，待用。

1.3.4 供试液的配制

母液：精确称取0.2g各供试茶叶废料或茶末，磨

碎，将均匀磨碎的试样置于10mL离心管中，加入在70℃

中预热过的70%甲醇溶液(V/V)5mL，用玻璃棒充分搅拌

均匀润湿，立即移入70℃水浴中，浸提10min(隔5min搅

拌1次)，浸提后冷却至室温，转入离心机在3500r/min离

心10min，将上清液转移至10mL容量瓶。残渣再用5mL

的70%甲醇溶液提取1次，重复以上操作。合并提取液定

容至10mL，摇匀，过0.45µm膜，待用(该提取液在4℃条

件下可至多保存24h)。

测试液：用移液管移取母液2mL至10mL容量瓶中，

用稳定溶液(50mL乙腈加入500mL容量瓶中，水定容)定

容至刻度，摇匀，过0.45µm膜，待测。

2 结果与分析

2.1 色谱条件选择性结果

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
/min

ECG
GCG

EC

EGC

CA

EGCG
PA

GA

GC

A

0 5 10 15 20 25 30 35 40
/min

10
GA GCG

CA EGCG

9
8
7
6
5
4
3
2
1

B



※分析检测	                            食品科学	 2013, Vol.34, No.20   115

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
/min

10

GA

EC

EGC

GC
PA

GCG

ECG

EGCG

9
8
7
6
5
4
3
2
1

C CA

A.10个标准品色谱图；B.国家标准法样品色谱图；C.改进方法样品色谱图。

图 1 两种HPLC方法分析茶叶中9种主要成分的图谱比较

Fig.1 Comparison of chromatograms for 9 polyphenols in tea wastes 

by the original and modified HPLC methods

国家标准儿茶素测试方法结果如图1B所示，主要的

色谱峰分离度小于1.5，未能达到8种主要多酚类和咖啡碱

成分的分离。采用改进方法的色谱条件，主要标准品、

样品溶液色谱图如图1A、C所示。由图1可知，各对照品

峰保留时间分别为：EGCG 31.91min、GCG 34.97min、

ECG 40.54min、EC 27.18min、CA 28.29min、GA 

8.91min、PA 13.75min、GC 13.70min、EGC 18.89min。

确定供试样品中该9种成分的位置。由图1还可以看出，

在改进后的色谱条件下，样品溶液中待测成分能和其他

杂峰分开，各成分之间分离度良好。

2.2 标准品的标准曲线

以进样量中各成分质量对峰面积作图，得到标准曲

线。EGCG、GCG、ECG、EC、CA、GA、PA、GC、

EGC在10ng～20µg之间呈良好的线性关系。各物质单体

回归方程见表2。

表 2 标准品回归方程

Table 2 Regression equations for the tea polyphenol standards

单体 回归方程 r
EGCG Y=0.0001X＋6.5716 0.9993

GCG Y=0.0005X＋0.8595 0.9992

ECG Y=0.0003X＋0.0836 0.9992

EC Y=0.0005X－1.0386 0.9991

CA Y=0.0003X＋107.48 1.0000

GA Y=0.0003X＋127.59 0.9999

PA Y=0.0005X＋296.30 1.0000

GC Y=0.0040X＋3.8178 0.9989

EGC Y=0.0066X＋2.8090 0.9979

2.3 重复性实验

按改进方法色谱条件，取供试液，平行操作5份，进

样5µL进行测定，EGCG、GCG、ECG、EC、CA、GA、

PA、GC、EGC的相对标准偏差(RSD)分别为14.9%、

13.0%、5.3%、7.5%、4.6%、5.3%、5.6%、6.1%、

5.8%。各成分的RSD值均小于15%，说明该方法具有良

好的操作重复性。

2.4 精密度实验

按改进方法色谱条件，分别进样5µL，重复进样6

次。EGCG、GCG、ECG、EC、CA、GA、PA、GC、

EGC的相对标准偏差(RSD)分别为4.8%、1.3%、1.4%、

3.9%、0.31%、6.0%、2.1%、0.79%、9.0%。结果显示改

进色谱条件下各成分的RSD值均小于14%，说明该方法

条件是可行的。

2.5 稳定性实验

按改进方法色谱条件，间隔2、4、6、8、24h进

样，每次进样5µL。结果EGCG、GCG、ECG、EC、

CA、GA、PA、GC、EGC的相对标准偏差(RSD)分别

为11.8%、10.5%、2.7%、5.1%、2.4%、7.9%、5.1%、

2.3%、10.8%。数据表明本实验中所采用的提取方法是可

靠的，各成分可保持良好的稳定性。

2.6 茶叶样品中9种单体成分的含量

根据表2回归方程，计算10个茶叶样品中EGCG、

GCG、ECG、EC、CA、GA、PA、GC、EGC的含量，

结果如表3所示。

表 3 10个茶样中9种单体成分的含量(x±s，n=3)

Table 3 Contents of nine individual polyphenols in tea samples (x±s，n=3)

样品
含量/(mg/g)

CA GA PA EGCG ECG GCG EC GC EGC

黄山毛峰 25.80±1.21a 7.69±0.07 15.09±0.02 4.74±0.24 5.63±0.36 1.43±0.32 1.98±0.12 2.40±0.14 0.67±0.13

龙井 34.84±0.63 8.33±0.06 15.35±0.01 10.06±0.18 10.57±0.22 5.49±0.18 2.00±0.06 4.48±0.10 0.23±0.01

祁门红茶 29.91±0.33 8.83±0.05 15.00±0.01 0.34±0.00 0.77±0.01 0.78±0.00 0.07±0.00 1.67±0.09 0.24±0.01

陕西炒青 28.05±0.37 7.52±0.04 15.04±0.01 7.37±0.09 9.70±0.20 1.99±0.06 3.70±0.08 2.01±0.08 0.62±0.05

六安瓜片 28.05±0.95 7.46±0.03 15.21±0.01 9.72±0.26 8.86±0.41 3.12±0.17 2.51±0.12 3.31±0.07 ND

安溪铁观音 38.95±0.49 7.27±0.01 15.10±0.01 5.67±0.13 7.05±0.15 1.36±0.38 3.29±0.07 2.45±0.08 ND

霍山黄芽 24.70±0.18 7.52±0.01 14.92±0.05 4.58±0.10 6.02±0.17 1.59±0.07 2.19±0.05 1.50±0.04 ND

四川炒青 35.11±0.43 7.90±0.04 15.11±0.00 6.27±0.08 8.22±0.12 3.32±0.03 2.10±0.04 1.16±0.03 1.45±0.14

泾渭茯茶 31.89±0.61 6.72±0.02 14.97±0.02 0.33±0.00 0.08±0.00 0.18±0.01 0.07±0.01 1.39±0.13 ND

普洱茶 22.21±0.30 8.64±0.04 15.68±0.02 1.35±0.01 3.58±0.02 1.41±0.10 2.79±0.03 7.15±0.13 0.30±0.28

注：ND.未测出。

由表3可以看出，在10个供试样品中，CA的含量最

高，均在22mg/g以上；PA含量比较稳定，均在15mg/g

左右，其余成分各供试样品之间差别较大；EGC含量最

低，除蜀山炒青外，含量均在1mg/g以下，在六安瓜片、

安溪铁观音、霍山黄芽和泾渭茯茶中均未检出。

3 结 论

本实验采用较为简便的梯度洗脱条件，就能够实现

不同茶叶中9种主要化学成分的分离分析。通过与国标法

HPLC的比较，本实验采用的梯度洗脱条件能够很好地实

现茶叶中咖啡碱与EGCG的分离，且此HPLC方法中流动

相的配制也较为简易，便于操作。

采用本实验建立的方法对不同品种的茶叶加工过

程废料进行了初步评价，结果显示，不同发酵茶叶中多
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酚类成分的含量有较大差异，其主要原因可能是由于茶

叶品种不同，加工和发酵方式不同等多种因素造成。而

且，在所有绿茶中，龙井茶加工废料中总多酚类成分的

含量最高，而红茶和后发酵茶叶(普洱茶和泾渭茯茶)中多

酚类成分的含量最低。泾渭茯茶和普洱茶均属于黑茶，

但是经过分析发现普洱茶中的多酚类成分含量稍高于泾

渭茯茶，其主要原因可能是由普洱茶加工过程中所使用

的大叶种成熟鲜叶原料与泾渭茯茶所使用的鲜叶原料不

同所致。
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