实验七 天然活性组分的认识实验

                        ——甘草黄酮提取及应用

一、实验目的

1、掌握甘草黄酮类物质的提取及分离提纯原理及操作方法。

2、掌握抗氧化活性检测的一般方法。

3、了解甘草黄酮在化妆品中的应用。

二、实验原理

现代药理研究结果表明，甘草中黄酮类化合物具有较强的生理活性，具有抗炎、抗病毒、利胆、强心、镇静和镇痛等功效，是一种有效的活性成分，具有许多潜在的药用价值，如抗肿瘤作用，抗氧化作用，抗菌作用，抗病毒作用，抗心律失常作用，保肝及对消化系统的其它作用，抗炎和抗变态反应作用，对酶的抑制作用等。

微波辅助溶剂提取法微波可直接作用于分子，使其热运动加剧，温度升高，这种热效应使微波穿透到介质内部，加速细胞壁的破坏，使甘草黄酮类物质更快地被分离提取出来，再辅以极性溶剂提取，可以更高效的提取甘草中的有效物质。

三、仪器和试剂

1、仪器：10mL容量瓶10个、刻度试管若干、紫外-可见分光光度计、烧杯、移液枪、冰箱、离心机、分析天平、量筒、粉碎机、80目筛子、微波炉、大孔吸附树脂装置

2、试剂：甘草、芦丁标准品、无水乙醇、亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧化钠、蒸馏水、甘油、乙酰化羊毛醇、十六醇、单硬脂酸甘油脂、聚氧乙烯山梨醇蜂蜡衍生物、PEG-5蓖麻油、液状石蜡、香精、抗氧剂、纯化水、DPPH溶液：称取0.0394g DPPH用95%乙醇定容至100mL（浓度为1×10-3 mol／L），于0～4℃存放，使用时稀释至1×10-4mol／L的溶液。

四、操作步骤

1、标准曲线的绘制

精密称取芦丁标准品19.5mg，加入80%乙醇适量配成浓度为0.975mg/mL的的芦丁标准溶液，精密量取标准溶液0、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9mL于20mL刻度试管中，各加入5%的亚硝酸钠溶液0.5mL，6min后加入10%的硝酸铝溶液0.5mL，放置6min，加入5%NaOH溶液5mL，混合均匀，15min后用水定容至10mL，用紫外-可见分光光度计在510nm处测吸光值，绘制标准曲线。

2、甘草黄酮的粗提：

(1)甘草磨碎成粉，80目过筛备用。

(2)称取2.000g甘草细粉，按照固液比1:10加入80%乙醇20mL，混合均匀，浸泡1h。

(3)微波功率420W条件下提取50s，加压过滤得滤液。

或者：

(1)甘草磨碎成粉，80目过筛备用。

(2)称取2.000g甘草细粉，按照固液比1:10加入80%乙醇20mL，混合均匀，浸泡1h。

(3)微波中高火辐照4min，1400r/min离心3min取上清，提取三次。

3、提取物的抗氧化活性测定

取 2mL DPPH溶液，然后加入甘草黄酮提取物溶液2mL，充分混合，在室温下静止30 min。在最大波长(517nm)处，测定各吸光度(A)。以95%乙醇溶液为空白调零，每一吸光度平行测3次，取其平均值。

4、大孔吸附树脂对甘草黄酮的提纯

操作流程：

    树脂预处理      装柱      上样      洗脱      再生

树脂预处理：装柱前应将大孔树脂放在烧杯中并加入足量的去离子水，使其溶胀至体积不再增加为止，以除去树脂内残存的致孔剂及低聚物。将湿态树脂装柱后，先用水漂洗，再加入高于树脂层10 cm的乙醇浸泡淋洗。洗至洗涤剂在试管中用水稀释不浑浊为止，然后用水淋洗至乙醇含量小于1%或无明显乙醇气味后，即可使用。也可在洁净的分离柱内，放入已经去除杂质，体积恒定的大孔吸附树脂，再加入相当于树脂体积0.4~0.5倍的乙醇或甲醇，浸泡24 h。然后用两倍柱体积的乙醇或甲醇流过柱子，用水冲洗至流出液pH值为中性，再用5%的盐酸，2%NaOH溶液重复以上步骤。

装柱：充分吸胀的树脂在搅拌下倒入层析柱(80×1500 mm)中，装柱后液体必须高于树脂20～40mm。

上样：将甘草乙醇提取物加适量去离子水稀释后上样至经过预处理的大孔吸附树脂柱，调节柱层析流出速度大约15mL·min-1，流出液收集备用。

洗脱：先用去离子水洗脱，再用体积分数分别为30%、40%、50%和 95%的乙醇梯度洗脱，流出液以500 mL瓶收集。

再生：待分离的样品经大孔树脂分离后，会有许多杂质被吸附在柱填料中，降低其吸附能力，故使用一段时间后需要再生。使用到终点后，自下而上逆流通水进行反洗，除去杂质，松动树脂层，然后自上而下通入再生剂 1 mol·L-1NaOH 进行再生，用量为2~3倍于树脂体积约1600 mL，流速为5~10 mL·min-1，再用去离子水洗至中性。

最后，通过减压蒸馏进行浓缩。

5、甘草黄酮面霜的制作

配方（重量%）：
	原料
	w/w（%）
	功能

	十六-十八醇（鲸蜡硬脂醇）
	3.5
	固态油脂

	羊毛脂
	2.0
	固态油脂

	白油（液体石蜡）
	4.0
	液态油脂

	BHT（2,6二叔丁基对甲基苯酚）
	0.05
	抗氧化剂

	单甘酯（单硬脂酸甘油酯）
	1.0
	乳化剂

	甘油
	5.0
	保湿剂

	去离子水
	To  100
	溶剂

	甘草提取物
	6.0
	活性成分

	香精
	1粒
	营养成分

	GPL（DMDM乙内酰脲）
	0.05
	防腐剂


将甘油加入纯化水中加热至85℃即为水相。羊毛脂、十六醇、单硬脂酸甘油脂、液体石蜡在同一容器中加热至80℃即为油相，将油相加入水相中，搅拌十分钟。降至45℃加入甘草提取物及香精、抗氧剂搅拌，降至30℃时为止，即可灌装。

五、计算

1、标准曲线的绘制

以芦丁标准溶液质量浓度（c，mg/mL）与吸光度（A）进行线性拟合，以总黄酮（芦丁）含量为x轴，吸光值为y轴。

（1）甘草黄酮含量计算

取0.6mL提取液，测定其510nm处的吸光度值，根据标准曲线算出比色液中总黄酮的含量，按下式计算甘草粉中甘草总黄酮的含量：

         ω= [V×(y+0.0508)/10.866]/(v×m×1000)×100%

式中：y为提取液比色液的吸光值；V为提取液总体积，mL；v为移取提取液的体积，mL（本实验过程中提取液显色时未特别注明时取0.6mL）；m为所称甘草粉的质量，g。

甘草提取液黄酮含量计算：合并提取液定容，取样测吸光度，对照标准曲线，计算黄酮含量。

3、DPPH自由基清除率计算

抑制率(％) = [1 － (Ai—Aj)／Ao]×100％

Ai —— 2mL DPPH溶液 + 2mL甘草黄酮提取物溶液吸光度值

Aj —— 2mL 乙醇溶液  + 2mL 甘草黄酮提取物溶液吸光度值

Ao —— 2mL DPPH溶液 + 2mL乙醇溶液的吸光度值

六、注意事项
1. 浓缩时烧瓶中加入沸石，以防爆沸。

2. 有机溶剂注意回收。

七、思考题
3. 水和有机溶剂浸提方法对甘草黄酮有效成分提取有何区别？为什么？

4. 如何有效保持天然提取物的功效及活性？


