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Листья зеленого чая (camellia sinensis) содержат до 36% полифенолов, один из которых, эпигаллокатехин-3-гал-

лат (ЭГКГ), ввиду его антимутагенного, антиканцерогенного и антибактериального эффекта оказывает наибольшее по-

зитивное действие на живой организм. Согласно клиническим исследованиям, полифенолы зеленого чая, особенно 

ЭГКГ, также понижают артериальное давление, снижают содержание сахара и холестерина в крови. На основании вы-

шеперечисленного фенольные соединения зеленого чая (особенно ЭГКГ) имеют важное значение как биологически ак-

тивные вещества, и перед технологами стоит сложная задача выделения ЭГКГ из растительного сырья. Для разработки 

технологии выделения ЭГКГ потребовалось: а) выбрать эффективный полярный сорбент для препаративной хромато-

графии; б) выбрать эффективный элюент; с) определить температурный режим и давление для эффективной адсорбции 

и десорбции полифенолов зеленого чая. Была исследована зависимость степени извлечения целевого компонента от 

параметров препаративной хроматографии. В результате лабораторных экспериментов была разработана технология 

выделения ЭГКГ из экстракта зеленого чая с концентрацией более 90% мас. при максимальном его выходе 43%мас. 

Разработанная в лаборатории технология выделения ЭГКГ методом препаративной хроматографии была успешно внед-

рена в производство.  

Ключевые слова: зеленый чай, полифенолы, эпигаллокатехин-3-галлат, полярный сорбент, препаративная жид-

костная хроматография. 

Введение 

Листья зеленого чая содержат до 36% полифенолов 1–3, один из которых, эпигаллокатехин-3-галлат 

(ЭГКГ), ввиду его антимутагенного, антиканцерогенного и антибактериального эффекта оказывает 

наибольшее позитивное действие на живой организм 4–12. Согласно клиническим исследованиям поли-

фенолы зеленого чая, особенно ЭГКГ, также понижают артериальное давление, снижают содержание сахара 

и холестерина в крови 5, 13, 14. На основании вышеперечисленного фенольные соединения зеленого чая 

(особенно ЭГКГ) имеют важное значение в качестве биологически активных веществ, и перед технологами 

стоит сложная задача выделения ЭГКГ из растительного сырья.  

Существует много способов экстракции и выделения полифенольных соединений из зеленого 

чая 15–17. В рамках настоящей работы была разработана технология выделения полифенолов методом 

препаративной хроматографии в периодическом оформлении процесса. Экспериментальная работа по вы-

делению активных компонентов из зеленого чая проводилась с использованием сухого экстракта зеленого 

чая, производимого в Китае (производитель – компания «Guizhou Highyin Biological Products Co»).  

Основным полифенольным соединением данного экстракта (43%мас.) является ЭГКГ (рис. 1), кото-

рый является также целевым компонентом при разделении этой смеси на составляющие 18.  

Хроматографическое разделение успешно 

используется для разделения многокомпонентных 

смесей [19–21]. Данный метод носит динамический  
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характер, при этом акты адсорбции и десорбции повторяются 

многократно. Для повышения выхода и чистоты разделяемых 

компонентов увеличение температуры при десорбции играет 

положительную роль. Но, с другой стороны, повышение тем-

пературы ведет к термической эпиримизации ЭГКГ и, соответ-

ственно, к потере основного компонента. Поэтому необхо-

димо было исследовать влияние температуры на качество раз-

деления и выход целевого продукта [21, 22]. Хроматографиче-

ское выделение ЭГКГ является сложной технологической за-

дачей, так как этот компонент чувствителен к изменению рН 

среды. ЭГКГ нестабилен в щелочной среде, что ограничивает 

выбор элюента и адсорбента. С другой стороны, ЭГКГ очень 

легко окисляется кислородом воздуха, что требует разработки 

технологии, ограничивающей контакт целевого компонента с окружающей средой. Кроме этого, известно, что 

галлаты, например ЭГКГ и теафлавоны, образуют с помощью галлоидных групп в водной среде комплексные 

соединения с кофеином, что неблагоприятно сказывается на чистоте выделяемого целевого компонента. Та-

ким образом, выделение целевого компонента ЭГКГ сталкивается с рядом технологических ограничений, ко-

торые необходимо учитывать. 

В начале исследования необходимо было выбрать селективную стационарную и мобильную 

фазы [23–25], которые гарантировали бы разделение данной смеси, и определить температурный режим. 

При этом ставилась задача: максимальный выход ЭГКГ при содержании целевого компонента более 

90%мас. Необходимо учитывать следующие аспекты: стабильность сорбента в течение длительного вре-

мени, его стоимость и наличие в объеме, необходимом для промышленного производства; мобильная и ста-

ционарная фаза должна удовлетворять требованиям, предъявляемым в производстве пищевых продуктов. 

Экспериментальная часть 

Для выбора стационарной фазы, обеспечивающей селективное разделение смеси зеленого чая 2, 26–

28, был исследован ряд сорбентов, характеристики которых представлены в таблице 1. 

С этой целью была исследована динамическая активность сорбента, описываемая временем проскока. 

Исследования осуществлялись на стальной лабораторной установке (длина 1 м, диаметр 0.02 м), снабжен-

ной терморубашкой (рис. 2). Установка работала без доступа воздуха, с введением инертного оксида азота 

при давлении 0.3–0.5 бар, чтобы снизить возможность окисления ЭГКГ. Мобильной фазой или элюентом 

при лабораторных исследованиях являлась смесь вода-органический растворитель. В верхнюю часть ко-

лонны вводили раствор, состоящий из экстракта зеленого чая и элюента в соотношении 1 : 1 в объеме, со-

ответствующем 0.03∙Vсорбента (где Vсорбента – загрузка сорбента в колонне). Компоненты зеленого чая элюиро-

вались со скоростью 1.5 л/час под давлением 0.5 бар, в зависимости от сил взаимодействия компонентов с 

сорбентом или их времени удерживания. Отбор фракций (одна фракция – 250 мл) осуществлялся автомати-

чески с интервалом в 10 минут с помощью автосамплера. Состав разделяемой смеси и отобранных фракций 

анализировался методом жидкостной хроматографии [19–21, 29]. 

Выбор эффективного элюента (мобильной фазы) для препаративной хроматографии также важный 

аспект для разработки технологии. Существуют литературные данные, которые описывают использование 

спиртов, ацетона и этилацетата в качестве полярной мобильной фазы 17, 30. Стоит отметить, что в нашем 

случае мобильная фаза должна удовлетворять требованиям, предъявляемым в производстве пищевых про-

дуктов. В связи с этим в качестве элюента был выбран этанол и изопропанол 21, 26. Другие компоненты 

не рассматривались.  

В рамках данной работы были проведены исследования по влиянию качественного и количествен-

ного состава выбранных элюентов в различных температурных режимах: 25 °C, 40 °C и 60 °C. Состав мо-

бильной фазы варьировался для смеси вода-этанол в соотношении 90 : 10; 85 : 15; 80 : 20%об., а смесь вода 

– изопропанол использовалась только в одном соотношении 90 : 10%об. На основании полученных экспе-

риментальных данных можно сделать вывод, что повышение температуры до 40 °С и выше значительно 

сказывается на увеличении выхода целевого компонента.  

Адсорбент после окончания эксперимента регенерировался смесью вода – этанол (60 : 40 %об.) или 

вода – изопропанол (60 : 40 % об.) соответственно изначально выбранному элюату. 

 

Рис. 1. Структурная формула 

эпигаллокатехин-3-галлата (ЭГКГ) 



РАЗРАБОТКА ТЕХНОЛОГИИ ХРОМАТОГРАФИЧЕСКОГО РАЗДЕЛЕНИЯ … 329 

Таблица 1. Характеристики сорбентов 

Наименование сорбента Полярность Матрица 
Размер удельной 

поверхности, м2/г 

Размер ча-

стиц, мкм 

Amberlite XAD 7 слабо-полярный акрилацетат  450 300–1200 

Amberchrom CG 71 с слабо-полярный метакрилат 450–650 80–160 

Diaion HP2MG слабо-полярный полиметакрилат 400 250–600 

Amberlite XAD 761 (ран-

нее название Duolite)  

полярный поликонденсат фенолформальде-

гида 

150–200 – 

Purolite MN 100 полярный полистирол 1000 300–1200 

Purolite MN 200 полярный полистирол 1000 300–1200 

Purolite A 860 – полистирол модифицированный 

дивинилбензолом 

– 300–1200 

Amberlite XAD 1600 – полимер дивинилбензола 800 300 

Amberlite XAD 1180 – полимер дивинилбензола 550 250–850 
 

 

Рис. 2. Схема лабораторной установки 

периодической хроматографии 

1 – сосуд с элюентом для ввода газообразного 

азота под давлением 0.3–0.5 бар, 2 – насос,  

3 – термостат для подогрева элюента, 4 – сосуд 

для ввода экстракта зеленого чая в присутствии 

газообразного азота под давлением 0.3–0.5 бар,  

5 – адсорбционная колонна с терморубашкой 

для обогрева, 6 – вентиль для сбора фракций,  

7 – фракционный сборник 

Количественный и качественный анализ отобранных при препаративной хроматографии водно-спир-

товых фракций осуществляли на высокоэффективном жидкостном хроматографе (ВЭЖХ) Hewlet-Packard 

System 1100 с UV/VIS, оснащенном автосамплером, градиентным насосом, дегазатором и блоком для тер-

мостатирования хроматографической колонки. Для определения количественного состава компонентов зе-

леного чая использовали колонку с обращенно-фазовым сорбентом Rocket Platinum с размером зерна сор-

бента 1.5 мкм и размером пор 100°A. В качестве подвижной фазы использовали раствор 0.05%об. трифто-

руксусной кислоты в смеси вода-ацетонитрил (87 : 13 %об.). Время анализа с учетом стабилизации системы 

перед вводом следующего образца составляло 10 мин (табл. 2). 

Качественная идентификация компонентов осуществлялась с помощью сравнения времени удержи-

вания внешнего стандарта и компонента смеси. Количественный анализ фракций проводили методом внеш-

них стандартов. Построение градуировочных зависимостей (площади хроматографического пика вещества 

от его концентрации) осуществляли с использованием стандартных образцов компонентов. Для определе-

ния количественного состава были построены калибровочные прямые для каждого компонента смеси в диа-

пазоне концентраций 0.05–2.5 мг/5 мл. Используемые в анализе реагенты представлены в таблице 3. 

Таким образом, качественный и количественный состав каждой фракции анализировался методом 

ВЭЖХ и на основании этих данных строился концентрационный профиль разделения многокомпонентной 

смеси методом препаративной хроматографии при различных экспериментальных условиях. 
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Таблица 2. Параметры аналитического метода ВЭЖХ 

Наименование Характеристики 

Прибор HPLC Hewlet-Packard System 1100 с UV/VIS  

Колонка Rocket Platinum EPS 100°A C18, 1.5 мкм 

Размер колонки 33 × 7 мм 

Мобильная фаза 0.05%об. Трифторуксусная кислота в смеси вода-ацетонитрил (87 : 13 %об.) 

Расход мобильной фазы 2.5 мл/минут 

Детектор UV at 210 нм 

Предел давления 250 бар 

Температура 23 °C 

Объем вводимой пробы 1.0 мкл 

Реагент для промывки колонки Вода-ацетонитрил (40:60 % об.) 

Таблица 3. Реагенты, используемые в ВЭЖХ 

Компоненты Производитель 

Вода деминерализованная вода, пропущенная через фильтр Millipore, Milli-Q-Gradient, со-

ответствующая требованиям GMP и внутренним cтандартам фармацевтической 

фирмы 

Ацетонитрил LiChrosolv, Merk, Art. no. 1.00030 

Трифторуксусная кислота Sigma, Art. no. T-6508 

Галусовая кислота Fluka, Art. no. 48630 

Катехин Sigma, Art, no. C-1788 

Эпикатехингаллат Sigma, Art. no. E-3893 

Эпикатехин Sigma, Art. no. E-4018 

Эпигаллокатехин-3-галлат Sigma, Art. no. E-4143 

Кофеин Fluka, Art. no. 27600 

Галлокатехингаллат Sigma, Art. no. E-3768 

Обсуждение результатов 

В результате обработки многочисленных экспериментальных данных были получены концентраци-

онные профили разделяемой смеси для различных типов сорбентов и различных элюентов в диапазоне тем-

ператур 25, 40 и 60 °С. Эти концентрационные профили показывают распределение компонентов по фрак-

циям в зависимости от времени удерживания на адсорбенте, что является основой для разработки техноло-

гии выделения целевого компонента ЭГКГ из многокомпонентной смеси. Критериями выбора оптималь-

ного процесса являлось четкое разделение на фракции, при этом целевая фракция должна была иметь кон-

центрацию ЭГКГ более 90%мас. при максимальном его выходе. В результате проведенных хроматографи-

ческих экспериментов можно все исследуемые сорбенты разделить на 3 группы.  

Сорбенты Аmberlite 1600, Amberlite 1180 на основе полимера дивинилбензола очень сильно адсорби-

руют кофеин и такие высокомолекулярные соединения, как теафлавинмоногаллат и дигаллат, теарубин 

и т.д. Все полифенолы, содержащиеся в экстракте зеленого чая, задерживаются данными типами сорбентов 

с одинаковой силой и разделение компонентов или фракционирование смеси невозможно на типах сорбен-

тов на основе полимера дивинилбензола. На рисунке 3 представлен концентрационный профиль разделения 

экстракта зеленого чая на Amberlite 1600. Как следует из графика, время проскока кофеина, а также галю-

совой кислоты, катехина, эпикатехина и галлокатехингаллата совпадает с ЭГКГ, поэтому невозможно на 

этих типах адсорбентов разделить компоненты зеленого чая на отдельные составляющие. 

Вторую группу образуют полярные сорбенты на базе полистерола: Purolite MN100, Purolite MN200 и 

Purolite A860. Компоненты зеленого чая при их хроматографическом разделении на таком твердом носителе 

как Purolite MN100, Purolite MN200 имеют одинаковое время проскока и поэтому фракционирование невоз-

можно (рис. 4). В другом случае целевой компонент ЭГКГ так сильно адсорбируется на Purolite А860, что 

даже повышение температуры до 40 °C не приводит к его десорбции. Таким образом, адсорбенты на базе 

полистерола Purolite MN100, Purolite MN200 и Purolite A860 не могут быть рекомендованы для разделения 

данной смеси.  

Третью группу образуют сорбенты на базе акрилата: Amberlite XAD7 (рис. 5, рис. 6) Amberchrom CG 

71 (рис. 7), Diaion HP2MG, которые слабо адсорбируют кофеин, галусовую кислоту (ГК), эпикатехин (ЭК). 

Галлокатехин (ГК) и эпигаллокатехингаллат (ЭГКГ) эффективно задерживаются сорбентом на основе акри-

латов и легко десорбируются элюентом вода-этанол и вода-изопропанол при повышении температуры до 
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40 °C или 60 °С. Как видно на графиках (рис. 5–7), после элюирования около 2000–3500 мл отбирали фрак-

ции, обогащенные только целевым компонентом ЭГКГ (5000–6000 мл). Поэтому указанные типы сорбентов 

могут быть рекомендованы для использования в промышленном масштабе для выделения целевого компо-

нента ЭГКГ из экстракта зеленого чая. 

 

Рис. 3. Концентрационный профиль хроматографического разделения компонентов зеленого чая на 

Amberlite 1600 при 40 °C; элюент вода – этанол в соотношении 90 : 10%об. 

 

 

Рис. 4. Концентрационный профиль хроматографического разделения компонентов зеленого чая на 

Purolite MN 200 при 40 °C; элюент вода – изопропанол в соотношении 90 : 10%об. 
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Рис. 5. Концентрационный профиль хроматографического разделения компонентов зеленого чая на 

Amberlite XAD 7 при 40 °C; элюент вода – изопропанол в соотношении 90 : 10%об. 
 

 

Рис. 6. Концентрационный профиль хроматографического разделения компонентов зеленого чая на 

Amberlite XAD 7 при 40 °C; элюент вода – этанол в соотношении 90 : 10%об. 

 

В таблице 4 представлено содержание целевого компонента ЭГКГ в экстракте зеленого чая 

(43%мас.), производимого в Китае фирмой «Guizhou Highyin Biological Products Co» и поступающего на 

установку препаративной хроматографии (табл. 4). Содержание ЭГКГ в элюате после разделения с исполь-

зованием полярного сорбента Amberlite XAD 7 составляет 92.1%мас. и выходом 43%мас. (табл. 4). 

Таким образом, для технологического разделения экстракта зеленого чая из девяти исследованных 

сорбентов были выбраны два: Amberlit XAD 7 и Amberchrom CG 71. Дальнейшие эксперименты осуществ-

лялись при варьировании значений температур и концентраций элюирующих смесей: вода – изопропанол и 

вода – этанол с целью выбора оптимальных значений данных параметров. 
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Рис. 7. Концентрационный профиль хроматографического разделения компонентов зеленого чая на 

Amberchrom CG-71 при 60 °C; элюент вода–этанол в соотношении 90 : 10%об. 

Таблица 4. Концентрация разделяемых компонентов зеленого чая до и после разделения на Amberlite 

XAD 7 при 40 °C; элюент вода – изопропанол в соотношении 90 : 10%об. 

Компонент Cостав экстракта зеле-

ного чая*, мас. % 

Содержание в целевом 

элюате, мг/мл 

Содержание в целевом 

элюате, мас. % 

Галусовая кислота (ГК) 0.09 0 0.0 

Катехин (К) 0.49 21 3.0 

Кофеин (Коф) 9.31 1 0.1 

Эпигаллокатехин-3-галлат (ЭГКГ) 43.31 644 92.1 

Эпикатехин (ЭК) 4.26 29 4.1 

Галлокатехингаллат (ГК) 8.40 3 0.4 

Эпикатехингаллат (ЭКГ) 18.63 1 0.1 

Сумма**  699 100.0 

*Средняя величина состава 7 экстрактов, установленных методом аналитической жидкостной хроматографии.  

**Неидентифицированные высокомолекулярные соединения в экстракте зеленого чая составляют 15.5%мас. 

Выводы 

1. Для промышленного производства целевого компонента эпигаллокатехин-3-галлата (ЭГКГ) реко-

мендованы два полярных сорбента на основе акрилатов, а именно Amberlite XAD 7 (американского произво-

дителя «Dow Chemical», ранее «Rohm and Haas») и Amberchrom CG 71 (японского производителя «Toso Haas»). 

2. Методом препаративной хроматографии удалось выделить из смеси зеленого чая целевой компо-

нент эпигаллокатехин-3-галлат (ЭГКГ) с концентрацией 92%мас. и выходом целевого продукта 43%мас. 

при использовании сорбента Amberlite XAD 7.  

3. Наилучшее качество целевого продукта ЭГКГ (концентрация 97%мас. при выходе продукта 

73%мас.) было достигнуто при разделении методом препаративной хроматографии экстракта зеленого чая 

на Amberchrom CG 71, так как данный вид адсорбента имеет большую поверхность (размер частиц 80–

160 мкм, удельная поверхность 450–650 м2/г) по сравнению с Amberlite XAD 7.  

4. Для выделения ЭГКГ методом препаративной хроматографии могут быть равнозначно успешно 

использованы два элюента: вода-этанол и вода-изопропанол, оба в соотношении 90 : 10%об. 

5. Установлено, что наиболее эффективное разделение исследуемой смеси достигается при повыше-

нии температуры в диапазоне от 40 до 60 °С, что приводит к увеличению выхода целевого компонента.  
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Muelchi E.P.,1 Andryukhova M.V.2* DEVELOPMENT OF THE TECHNOLOGY FOR THE SEPARATION OF THE 

COMPONENTS FROM GREEN TEA USING THE PREPARATIVE LIQUID CHROMATOGRAPHY BY DESIGN OF PE-

RIODICAL PROCESS 

1 SwissCo Services AG, Buchweg, 9, Reinach, 4153 (Switzerland) 
2 Altai State Technical University named after I.I. Polzunova, pr. Lenina, 46, Barnaul, 656038 (Russia),  

e-mail: andryukhova@mail.ru 

Leaves of the green tea plant camellis sinensis contain up to 36 % polyphenols. Epigallocatechin gallate (EGCG) is the 

most interesting polyphenols because it exhibits a strong antioxidant effect. Furthermore, it has been demonstrated that EGCG 

has an antimutagenic and an anticancer effects, an antibacterial effect and a beneficial effect on cholesterol level in blood. There-

fore, is needed to isolate EGCG in a pure form in high yield by simple and commercial process. This method for isolation of 

EGCG contents the following steps: a) selection of macroporous polar resin for the preparative liquid chromatography; b) selec-

tion of polar elution solvent; c) determination the temperature and pressure for adsorbtion and desorbtion of the polyphenols of 

the green tea. Therefore, it was searched the interconnection between yield of EGCG and the range of temperature and amount 

of eluent. Finally, the process for the separation of Epigallocatechin gallate from green tea extract was developed in the laboratory 

and EGCG was isolated with the concentration 92% by the yield 43%. Accordingly, the technology of EGCG production based 

on the preparative liquid chromatography was launched and introduced on the market.  

Keywords: green tea, polyphenols, Epigallocatechin gallate (EGCG), the preparative liquid chromatography, polar elu-

tion solvent, microporous polar resin. 
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