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摘  要:  采用高效液相色谱法测定橄榄果实甲醇提取物中没食子酸的含量, 并用二苯基苦基苯

肼自由基 ( DPPH# )法研究了橄榄果实提取物的自由基清除能力。没食子酸质量浓度在 8. 4~

42m g /L范围内,没食子酸峰面积与其进样量呈良好的线性关系 (R = 0. 999 3), 没食子酸平均质量分数 4. 03% , 相对标

准偏差 ( RSD ) ( n= 6) 1. 77% ,平均回收率 98. 75% , RSD ( n = 6) 1. 21%。该方法简单灵敏, 准确可靠,重复性好。橄榄

果实甲醇提取物具有较高的自由基清除能力, DPPH# 的半数抑制浓度 ( IC50 )为 40. 14 m g /L。
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Abstrac t: The con tent o f gallic ac id in ex tract o fw hite canary tree (Canar ium album ( Lour. ) Raeusch) fru it was de term ined by

HPLC. The rad ica l scaveng ing activ ity of ex tractw as determ ined by 1, 1-d ipheny-l 2-p icry lhydrazy l ( DPPH ) assay. The linear ity

o f ga llic ac id content w as over the range of 8. 4- 42 m g /L w ith good linear corre lation (R = 0. 999 3). Them ean va lue of ga llic

acid contentw as 4. 03% , w ith re la tive standard dev iation ( RSD ) ( n= 6) 1. 77% . The average recovery was 98. 75% w ith RSD

( n = 6) 1. 21% . The determ ina tion m ethod is sim ple, sensitiv e, accurate, re liab le and w ith good reproduc ib ility. C. album fruit

ex tract show ed a ve ry good DPPH rad ica l scaveng ing activ ity ( IC50 ) 40. 14 mg /L.

K ey words: Canarium album ( L our. ) Raeusch; ga llic ac id; HPLC; rad ica l scaveng ing ac tiv ity

橄榄 (Canarium album ( Lour. ) R aeusch)为橄榄科橄榄属常绿乔木,其果实又名青果, 为我国传统中

药材, 具有清热、利咽、祛痰、生津、健脾、解毒等功效, 用于咽喉肿痛、咳嗽、烦渴、鱼鳖中毒等治疗
[ 1- 2]
。

橄榄果实中所含有效成分没食子酸具有抗 HBsAg /HBeAg的作用
[ 3-4 ]
。本研究采用高效液相色谱法测

定橄榄果实提取物中没食子酸的含量并用二苯基苦基苯肼 ( DPPH )法研究了其抗氧化活性。

1 实 验

1. 1 材料、试剂与仪器

材料:新鲜橄榄果实购于福建厦门农贸市场去核切片后备用。试剂:没食子酸对照品, 中国药品生
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物制品检定所;乙腈, 色谱纯;其它试剂均为分析纯; 实验用水为去离子水。仪器: 美国 A glient 1100高

效液相色谱仪, DAD检测器, A gilent Chemsta tion工作站; TU- 1800型紫外可见分光光度计,北京普析。

1. 2 溶液的制备

1. 2. 1 对照品溶液的制备  精密称取没食子酸对照品 20mg,置于 100mL量瓶中, 加水溶解并稀释至

刻度,精密量取 2. 0、4. 0、6. 0、8. 0、10. 0mL置于 50mL量瓶中,加水稀释至刻度,混匀, 得不同浓度梯

度没食子酸对照品溶液。

1. 2. 2 供试品溶液的制备  称取新鲜橄榄果实样品 66 g,然后加入 600mL 60% 甲醇溶液后用组织捣

碎机捣碎,浸提 30m in, 重复提取 3次。收集提取液在 35 e 减压旋转蒸发除去溶剂, 将水相冷冻干燥后

得提取物, 称质量。准确称取冷冻干燥后提取物干粉 40mg溶于 50mL量瓶中, 加水至刻度。用

0. 22 Lm滤膜过滤,作为供试品溶液。

1. 3 方法

1. 3. 1 检测波长的选择及其它色谱条件  检测波长的选择: 称取没食子酸约 1. 68mg置 100mL量瓶

中,加流动相溶解至刻度, 摇匀后用紫外可见分光光度计在 200~ 500 nm波长范围内扫描, 选择测定波长

为 271 nm。

色谱条件:色谱柱为依利特 HypersilODS柱 ( 4. 6mm @ 200mm, 5Lm);流动相为乙腈- 0. 1% 的三

氟乙酸水溶液 (体积比 5B95) ,流速 0. 8mL /m in,柱温为室温。

1. 3. 2 回归方程的确定  取 1. 2. 1节各浓度梯度的对照品溶液,各进样 10 LL,测定峰面积, 以没食子

酸质量浓度为横坐标, 峰面积为纵坐标进行回归处理, 得没食子酸的回归方程为: Y = 3 378. 1X +

1. 209 5, R= 0. 999 3。没食子酸质量浓度在 8. 4~ 42mg /L范围内,与峰面积之间呈很好的线性关系。

1. 3. 3 样品含量测定  取 1. 2. 2节供试品溶液 3份, 按 1. 3. 1节色谱条件重复测定 6次。用外标法计

算没食子酸的含量。

1. 3. 4 精密度实验  取 1. 2. 2节供试品溶液按 1. 3. 1节色谱条件重复进样 5次,测定峰面积。

1. 3. 5 稳定性实验  取 1. 2. 2节供试品溶液, 在 0~ 6 h内 (放置时避光 )每隔 1 h测定 1次, 共测定 6

次,测定峰面积。

1. 3. 6 重复性实验  取 1. 2. 2节供试品溶液,按 1. 3. 1节色谱条件重复进样 5次进行含量测定。

1. 3. 7 加样回收实验  精密称取已测含量的样品粉末 40mg(共 5份 ) ,各精密加入没食子酸对照品适

量,分别按 1. 2. 2节方法处理后, 重复测定 6次并计算回收率。

图 1 橄榄果实甲醇提取物 ( a)与没食子酸对照

品 ( b)液相色谱图

Fig. 1 HPLC spec tra ofm ethanol extract from

C. album fru its ( a) and gallic acid( b)

1. 3. 8 二苯基苦基苯肼 ( DPPH )法测定自由基清除能力
[ 5]

 配制质量分数为 0. 004% DPPH甲醇溶液,避光保存。不

同质量分数的样品溶液 0. 1mL加 3mL的 0. 004% DPPH

甲醇溶液于 10mL试管中, 设 3个重复。摇匀后室温放置

30m in,测定其在 517 nm处的吸光度 (A s )。另以甲醇溶剂

做空白对照测定 3mL DPPH溶液与 0. 1mL甲醇溶剂混合

后在 517 nm处的吸光度 (A c )。橄榄果实甲醇提取物对二

苯基苦基苯肼自由基 ( DPPH# )的清除率用抑制率 ( I, % )来

表示。

I= (A c- A s ) /A c @ 100%

2 结果与讨论

2. 1 样品的液相色谱测定结果

橄榄果实甲醇提取物与没食子酸对照品色谱图见图 1。

由图 1可知,橄榄果实甲醇提取物中没食子酸的保留时间与对照品一致。
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2. 2 没食子酸的含量测定结果

橄榄果实提取物中没食子酸的含量测定结果见表 1。

表 1 橄榄果实中没食子酸的质量分数

Tab le 1 Conten t of gallic ac id in C. a lbum fru its

样品编号

No.

没食子酸质量分数 /%

m ass fract ion of gallic acid
RSD( n= 6) /%

1 3. 91 1. 57

2 4. 10 1. 81

3 4. 08 1. 93

平均值 m ean valu es 4. 03 1. 77

精密度实验结果测得平均质量分数为 3. 99%, RSD为 1. 37%;稳定性实验结果测得平均质量分数

为 3. 30%, RSD为 1. 64% ,说明样品溶液在室温条件下 6 h内稳定; 重复性实验结果测得平均质量分

数为 3. 99% , RSD为 1. 78%; 加样回收实验结果见表 2。

表 2 加样回收实验

Tab le 2 R esu lts of recovery test

样品质量 /mg

m ass of sam p les

对照品加入量 /m g

addit ion am ount of control

substance

测定量 /m g

determ ined am oun t

回收率 /%

recovery rate

平均回收率 /%

average recovery rate
RSD( n= 6 ) /%

1. 603 2 3. 484 96. 69

1. 623 2 3. 614 99. 76

1. 671 2 3. 643 99. 25 98. 75 1. 21

1. 668 2 3. 626 98. 85

1. 649 2 3. 619 99. 18

2. 3 橄榄果实提取物的自由基清除能力
DPPH#是性质较为稳定的自由基, 通常以此体系进行相关化合物与混合物的抗氧化能力的评

价
[ 6]
。较低的半数抑制浓度 ( IC50 )值表示具有更高的自由基清除能力, 橄榄果实甲醇提取物的自由基

的 IC50为 40. 14mg /L,优于人工合成抗氧化剂 BHA的 IC50 57. 46mg /L和抗坏血酸的 IC50 78. 25mg /L。

表明橄榄果实甲醇提取物具有较高的自由基清除能力。

3 结 论

3. 1 采用高效液相色谱法测定橄榄果实甲醇提取物中没食子酸平均质量分数为 4. 03%, 相对标准偏

差 ( RSD ) ( n= 6) 1. 77%。本法用于测定橄榄果实甲醇提取物中的没食子酸的含量, 也可为测定橄榄果

实复方制剂中没食子酸的含量提供初步的数据。

3. 2 橄榄果实甲醇提取物具有较高的自由基清除能力,其二苯基苦基苯肼自由基 ( DPPH# )的半数抑

制浓度 ( IC50 )为 40. 14mg /L,自由基清除能力高于抗氧化剂 BHA和抗坏血酸, 可进一步研究开发为抗

氧化功能性食品。
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