
فصلنامه فناوری های نوين غذايی، دوره ٥، شماره ٢، صفحه ٣٥٩-٣٤٩، زمستان ١٣٩٦

تاثیر روش هاى مختلف استخراج بر میزان ترکیبات فنلى و فعالیت آنتى اکسید انى عصاره 
برگ گرد وى (.Juglans regia L) مناطق شاهرود ، د ماوند  و هزارجریب

، جعفر محمد زاد ه میلانى2 عیسى سند گل1، زینب رفتنى امیري2*

1. د انشجوى کارشناسى ارشد ، علوم و صنایع غذایى، د انشگاه علوم کشاورزى و منابع طبیعى سارى
2. د انشیار، گروه علوم و صنایع غذایى، د انشگاه علوم کشاورزى و منابع طبیعى سارى

 

 
(تاریخ د ریافت: 96/2/27، تاریخ بازنگرى: 96/4/19، تاریخ پذیرش: 96/5/5)

چکید ه
نگرانى از ایمنى آنتى اکسید ان هاى سنتتیک به تحقیقات گسترد ه اى د رباره گیاهان، که منبع غنى از آنتى اکسید ان هاى طبیعى 
هستند  منجر شد . برگ گرد و منبعى غنى از ترکیبات فنولى است که این ترکیبات مهم ترین آنتى اکسید ان هاى طبیعى هستند . د ر 
این پژوهش ابتد ا تاثیر مناطق شاهرود ، د ماوند  و هزارجریب و روش هاى استخراج غرقابى، اولتراسوند  و ماکرویو بر بازد ه استخراج 
ترکیبات فنلى از برگ د رخت گرد و با آزمایش فاکتوریل د ر قالب طرح کاملا تصاد فى با سه تکرار مورد  بررسى قرار گرفت. سپس 
فعالیت آنتى اکسید انى نمونه هاى عصاره برگ گرد و با آزمون هاى DPPH و قد رت احیا کنند گى مورد  ارزیابى قرار گرفت. بالاترین 
بازد ه استخراج ترکیبات فنلى با روش اولتراسوند  و بیش ترین میزان ترکیبات فنلى مربوط به منطقه د ماوند  بود ه است. بالاترین 
میزان ترکیبات فنلى مربوط به برگ گرد وى منطقه د ماوند  با روش استخراج اولتراسوند ، 0/46±245/08 میلى گرم گالیک اسید  
د رهرگرم عصاره و کم ترین مقد ار آن به برگ گرد وى هزارجریب با روش غرقابى، 7/4±170/49 میلى گرم گالیک اسید  د رهرگرم 
عصاره بود . فعالیت آنتى اکسید انى عصاره ها نیز متناسب با میزان ترکیبات فنلى آن ها بود . کم ترین میزان EC50 براى آزمون هاى 

DPPH و قد رت احیا کنند گى مربوط به روش استخراج اولتراسوند  و منطقه د ماوند  بود ه است. 
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1- مقد مه
و   Juglandaceae خانواد ه  از   Juglans علمى  نام  با  گرد و 
Juglans است. گونه هاى این جنس همگى خزان د ار و  جنس 
د اراى میوه خوراکى مى باشند  و خواهان آب و هواى مد یترانه اى 
هستند . گرد وى ایرانى .Juglans regia L، گونه غالب از خانواد ه 
Juglandaceae مى باشد  که منشا طبیعى آن مناطق کوهستانى 

آسیاى مرکزى است [1].  محصولات جانبى به د ست آمد ه از 
برگ  و  د رخت  پوست  مغز،  پوسته،  سبز،  گرد وى  مانند   گرد و 
قرار  استفاد ه  مورد   آرایشى  و  د ارویى  صنایع  د ر  مى توانند   آن 
التهابات  براى د رمان  گیرند  [2]. برگ هاى آن د ر طب سنتى 
به طور وسیعى  معد ه  و زخم  از حد   پوستى، عرق کرد ن بیش 
مورد  استفاد ه قرار مى گیرد  [3]. برگ هاى خشک گرد و به طور 

گسترد ه اى به صورت د م کرد ه مصرف مى شود  [4].
ترکیبات فنلى، مواد  زیستى هستند  که به طور گسترد ه اى د ر 
انسان مى باشند .  رژیم غذایى  اجزاى  از  گیاهان وجود  د ارند  و 
ترکیبات فنلى گیاهى گروه هاى مختلفى از جمله فلاونویید  ها 
فلاونویید ى  غیر  و  فلاون ها  و  فلاونول ها  آنتوسیانین ها،  مانند  
مثل فنولیک اسید  ها، لیگنین ها و استلیبن ها را شامل مى شوند . 
د ارا  را  فنلى  ترکیبات  گروه هاى  تمامى  خاص  به طور  گرد و 
ترکیبات فنلى بر حسب  آنتى اکسید انى  فعالیت   .[5] مى باشد  
آنتى اکسید انى  فعالیت  و  است  متفاوت  آن ها  ملکولى  ساختار 
میوه ها و سبزى ها به میزان ترکیبات فنلى آن ها بستگى د ارد  
[6]. این فعالیت آنتى اکسید انى به د لیل ویژگى هاى اکسایشى- 
که  است  ملکول ها  این  شیمیایى  وساختار   (Redox) کاهشى 
مى توانند  نقش مهمى د ر خنثى سازى راد یکال هاى آزاد ، شلاته 
گانه  و سه  یگانه  اکسیژن  فرونشاند ن  و  سنگین  فلزات  کرد ن 
د اشته باشند  [7]. تحقیقات زیاد ى د ر مورد  شناسایى ساختار 
انجام گرفته است [2،  ترکیبات فنلى محصولات جانبى گرد و 

.[8-10
انجام آزمون هاى آنتى اکسید انى و استفاد ه  اولین مرحله د ر 
 .[11] است  گیاهى  عصاره هاى  تهیه  صنعت  د ر  گیاهان  از 
و  آرایشى  د اروسازى،  هم چون  صنایعى  د ر  گیاهى  عصاره هاى 
بهد اشتى کاربرد  د ارند . روش هاى مختلفى براى استخراج این 
ترکیبات وجود  د ارد . یکى از این روش ها، روش غرقابى است که 
روشى زمان بر است و میزان مصرف حلال و آلود گى محیطى 

از روش هاى جد ید تر مثل  امروزه  رو  این  از  د ر آن زیاد  است. 
استخراج کمک اولتراسوند  ، ماکرویو ، آنزیم ، مید ان الکتریکى 
ضربان د ار  و به عنوان روش هاى سریع براى استخراج ترکیبات 

موثر گیاهى بهره مى گیرند [12].
د ر بررسى تحقیقات مشابه، رضایى ارمى و همکاران عصاره 
برگ گرد و را با د و روش استخراج به کمک ماکرویو و سنتى 
استخراج کرد ند  و ویژگى هاى آنتى اکسید انى عصاره هاى حاصل 
که  رسید ند   نتیجه  این  به  آن ها  د اد ند .  قرار  ارزیابى  مورد   را 
استخراج به کمک ماکرویو د ر مقاسیه با روش سنتى با صرف 
استخراج  د رصد   نظر  از  بالاترى  بازد هى  کم تر،  بسیار  زمان 
ترکیبات فنولى د ارد . د ر بررسى فعالیت آنتى اکسید انى مشخص 
شد  که بین میزان ترکیبات فنولى موجود  د ر عصاره و فعالیت 
آنتى اکسید انى رابطه مستقیمى وجود  د اشته و هم چنین فعالیت 
است[13].  بود ه  غلظت  به  وابسته  عصاره ها  آنتى اکسید انى 
را  گرد و  برگ  د ر  موجود   فنولى  ترکیبات  همکاران  و  آلمید ا 
به عنوان  را  گالاکتوزید   سه  کوئرستین  و  کرد ند   خالص سازى 
ترکیب فنولى اصلى و عمد ه موجود  د ر برگ گرد و عنوان کرد ند . 
هم چنین نشان د اد ند  که عصاره برگ گرد و توانایى بسیار زیاد ى 
مى تواند   و  د ارد   آزاد   راد یکال  انواع گونه هاى  د ر خنثى سازى 
استفاد ه  مورد   طبیعى  هاى  آنتى اکسید ان  از  منبعى  به عنوان 
غرقابى،  استخراج  روش  سه  اثر  بررسى  د ر  گیرد [14].  قرار 
استخراج به کمک اولتراسوند  و استخراج به کمک ماکرویو بر 
روى میزان ترکیبات فنولى برگ هاى گزنه، قره خانى و همکاران 
به این نتیجه رسید ند  که د ر بین سه روش، استخراج به کمک 
تقریبا  استخراج  بازد هى  و  کرد ه  عمل  موثرتر  بسیار  ماکرویو 
برابر سایر روش ها د اشته است[15]. روحانى و همکاران   1/5
را  زغفران  گل  پرجم  آنتى اکسید انى  و  آنتوسیانینى  ترکیبات 
توسط امواج فراصوت استخراج کرد ند . د ر این بررسى اثر شد ت 
ترکیبات  فنولى،  ترکیبات  میزان  روى  زمان  و  فراصوت  امواج 
آنتوسیانینى، مهار راد یکال آزاد  DPPH و قد رت احیاکنند گى 
مورد  ارزیابى قرار گرفت. آن ها به این نتیجه رسید ند  که بهترین 
فعالیت  بالاترین  فنولى و هم چنین  شرایط استخراج ترکیبات 
آنتى اکسید انى مربوط به زمان 10 د قیقه و شد ت صوت %100 

بود ه است[16].
فیتوشیمیایى  ترکیبات  سمت  به  فزایند ه اى  علاقه  اخیرا 
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به عنوان منبعى غنى از آنتى اکسید ان هاى طبیعى به وجود  آمد ه 
است. هد ف استفاد ه از این ترکیبات د ر صنایع غذایى و د ارویى، 
که  مى باشد   سنتزى  آنتى اکسید ان هاى  با  آن ها  جایگزینى 
براى سلامتى بشر مضر هستند . برگ گرد و یک منبع بالقوه از 
ترکیب-هاى محافظ سلامت مى باشد  و به طور وسیعى د ر طب 
استخراج  تاثیر سه روش  مطالعه   این  کاربرد  د ارد . د ر  سنتى 
سنتى (غرقابى)، استخراج به کمک ماکرویو و استخراج به کمک 
اولتراسوند  روى میزان استخراج ترکیبات فنلى از برگ گرد وى 
آنتى اکسید انى  فعالیت  هم چنین  شد .  بررسى  مختلف  مناطق 
 DPPH   عصاره هاى به د ست آمد ه با د و روش مهار راد یکال آزاد

و قد رت کاهند گى آهن (III) مورد  ارزیابى قرار گرفت. 

2-مواد  و روش ها
اتانول  متانول،  تحقیق  د راین  استفاد ه  مورد   شیمیایى  مواد  
معرف  ایران)،  کشور  ساخت  غد یر  شیمیایى  صنایع  (شرکت 
فرى سیانید   سد یم،  بى کربنات  فسفات،  بافر  فولین-سیوکالتو، 
 DPPH معرف  ترى کلرواستیک اسید ،  گالیک،  اسید   پتاسیم، 
(2و2 د ى فنیل 1- پیکروهید رازیل) و آهن (III) کلرید  (شرکت 

مرك ساخت کشور آلمان) مى باشند .

2-1- مواد  اولیه
د ر این پژوهش برگ گرد و از سه منطقه شاهرود ، هزارجریب 
و د ماوند  د ر شهریور ماه سال 1392 جمع آورى شد ند . به طورى 
که نمونه هاى چید ه شد ه فاقد  هر گونه آثار آفتاب سوختگى و 
کاملا سالم بود ند . پس از تهیه، برگ ها به مد ت د ه روز د ر سایه 
مجیک  (شرکت  آسیاب  توسط  سپس  و  شد ند   خشک  کاملا 
بلند ر ساخت کشور کره جنوبى) خرد  و از الک با مش 40 عبور 
د اد ه و براى انجام آزمون-هاى بعد ى د ر کیسه هاى پلى اتیلنى 
نگه د ارى  سانتى گراد   د رجه   -18 د ماى  د ر  و  رطوبت  محافظ 

شد ند  [17].

2-2- روش ها
2-2-1- استخراج سنتى (غرقابى)

براى این منظور10 گرم از نمونه هاى برگ گرد وى خشک از 
1 قسمت  10:1 یعنى  با نسبت  از مناطق گفته شد ه  هر یک 

نمونه و10 قسمت حلال، با حلال اتانول:آب (4:6) مخلوط شد . 
سپس نمونه ها براى استخراج به مد ت 24 ساعت روى شیکر (شرکت 
فن آزما ساخت کشور ایران ) با 120 د ور د ر د قیقه قرار گرفت.

2-2-2- استخراج به کمک اولتراسوند  
وزنى-  10:1 نسبت  به  گرد و  برگ  گرم   10 روش  این  د ر 
حجمى، با حلال اتانول:آب (4:6) مخلوط شد ه و  به مد ت 40 
د قیقه د ر د ماى 30 د رجه  سانتى گراد  و فرکانس 60-50 هرتز 
شرکت  اچ   30 اس  (مد ل  اولتراسونیک  حمام  د ستگاه  توسط 
الماسونیک ساخت کشور آلمان) استخراج صورت گرفت [18].

2-2-3-استخراج به کمک ماکرویو 
براى استخراج عصاره توسط ماکرویو ابتد ا 10 گرم از نمونه 
با 100 میلى لیتر حلال اتانول:آب (4:6) کاملا مخلوط شد ه و 
سپس تحت اثر امواج ماکرویو (مد ل سولار د ام شرکت ال جى 
ساخت کشور کره جنوبى) با توان 360 وات به مد ت 10 د قیقه 

استخراج انجام شد  [12].
عصاره هاى به د ست آمد ه حاصل از روش هاى مختلف توسط 
فیلتر شد .  پمپ خلا  کمک  با  یک  صافى واتمن شماره  کاغذ 
عصاره هاى فیلتر شد ه حاصل توسط آون (شرکت ممرت ساخت 
کشور آلمان) و د ر د ماى کم تر از 50 د رجه سانتى گراد  خشک 
شد ه و براى انجام آزمایشات بعد ى د ر د ماى کم تر از 18- د رجه 

سانتى گراد  نگه د ارى شد ند .

2-2-4- اند ازه گیرى ترکیبات فنلى 
گرد و  برگ  عصاره  د ر  موجود   فنلى  ترکیبات  کل  میزان 
قرار  بررسى  مورد   فولین-سیوکالتو  سنجى  رنگ  روش  با 
گرفت[19].  براى این منظور200 میکرولیتر از نمونه با غلظت 
 500 با  استخراجى،  د ر حلال  میلى لیتر  د ر  1000 میکروگرم 
میکرولیتر معرف فولین- سیوکالتو به نسبت 10:1 رقیق شد ه 
با آب مخلوط شد ه و بعد  از گذشت 3 د قیقه 800 میکرولیتر 
محلول سد یم بى کربنات (7/5% وزنى – حجمى) به آن اضافه 
شد  و به مد ت 30 د قیقه د ر مکانى تاریک قرار د اد ه شد . سپس 
مقد ار جذب محلول توسط د ستگاه اسپکتروفتومتر د و پرتویی 
ماوراء بنفش- مرئی (مد ل اسپکول 2000 شرکت آنالیتیکا جنا 
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نانومتر خواند ه شد .   765 موج  د ر طول  آلمان)  ساخت کشور 
رسم  خط  معاد له  از  استفاد ه  با  فنولی  ترکیب هاي  کل  مقد ار 
شد ه (R2= 0/9988) براي اسید  گالیک (شرکت مرك ساخت 
و به صورت میلى گرم  گالیک  اسید   مبناي  بر  آلمان)،  کشور 

اسید  گالیک د ر هر گرم عصاره خشک بیان گرد ید .

2-2-5- ارزیابى فعالیت آنتى اکسید انى 
DPPH  2-2-5-1- ارزیابى فعالیت مهار راد یکال آزاد

و  ترکیبات  توسط  الکترون  یا  هید روژن  اتم  د اد ن  توانایى 
شد ن  بى رنگ  میزان  با  آزمایش  این  د ر  مختلف  عصاره هاى 
 (DPPH) محلول بنفش رنگ 2و2 د ى فنیل 1- پیکروهید رازیل

د ر اتانول مورد  سنجش قرار گرفت.
و  یائو  روش  به   DPPH آزاد   راد یکال هاى  مهار  توانایى 
همکاران انجام گرفت [20]. براى این منظور 100 میکرولیتر 
از غلظت هاى مختلف عصاره به میزان 25، 50، 100، 200 و 
با  و  تهیه  500 میکروگرم د ر میلى لیتر، د ر حلال استخراجى 
1/4 میلى لیتر محلول اتانول 50% مخلوط و به آن 1 میلى لیتر 
 15 از  پس  شد .  اضافه  اتانول  د ر   DPPH از  محلول%0/004 
د قیقه جذب آن د ر 517 نانومتر خواند ه شد . براى شاهد  1/5 
محلول%0/004  میلى لیتر   1 با   %50 اتانول  محلول  میلى لیتر 
اتانول مخلوط شد ه و جذب آن د ر همان طول  از DPPH د ر 
موج خواند ه شد . فعالیت آنتى اکسید انى بر حسب د رصد  مهار 

راد یکال ازاد  DPPH طبق رابطه (1) محاسبه شد :

DPPH=                                              (1) مهار د رصد 

                                                  ×100      

جهت بررسى بهتر فعالیت آنتى راد یکالى از فاکتور EC50 که 
بیانگر د رصد ى از عصاره که قاد ر به خنثى کرد ن 50 د رصد  از 

راد یکال هاى آزاد  DPPH است، استفاد ه شد . 

2-2-5-2- ارزیابى فعالیت آنتى اکسید انى عصاره ها به روش قد رت 
(III) احیا کنند گى آهن

توانایى عصاره ها براى احیا آهن سه ظرفیتى بر اساس روش 

این  اساس  بر   .[13] شد   اند ازگیرى  همکاران  و  ارمى  رضایى 
 ،25 میزان  به  عصاره  مختلف  غلظت هاى  از  1میلى لیتر  روش 
حلال  د ر  میلى لیتر  د ر  میکروگرم   500 و   200  ،100  ،50
استخراجى با 1میلى لیتر بافر فسفات (PH = 6/6 و M =0/2) و 
1 میلى لیتر محلول فرى سیانید  پتاسیم (10 گرم د ر لیتر) کاملا 
مخلوط شد  و به مد ت 20 د قیقه د ر د ماى 50 د رجه سانتى گراد  
ترى کلرواستیک اسید   میلى لیتر   1 سپس  شد .  نگه د ارى 
(100گرم د ر لیتر) به مخلوط فوق اضافه و کاملا مخلوط شد . 
سپس نمونه ها به مد ت 10 د قیقه سانتریفوژ (g 3000) گرد ید . 
پس از آن، 1 میلى لیتر از محلول رویى با 1میلى لیتر آب مقطر 
لیتر)  (1 گرم د ر  کلرید    (III) آهن  میکرولیتر محلول   150 و 
مخلوط گرد ید  و د ر طول موج 700 نانومتر جذب آن با د ستگاه 
اسپکتروفتومتر خواند ه شد . میزان جذب نشان د هند ه قد رت احیا 
کنند گى عصاره ها مى باشد . به طور معمول براى مقایسه نیروى 
 EC50 احیاکنند گى عصاره هاى مختلف از فاکتورى تحت عنوان
استفاد ه مى شود . طبق تعریف EC50 به غلظتى از عصاره اطلاق 
مى گرد د  که د ر طول موج 700 نانومتر جذبى معاد ل 0/5 د اشته 
باشد . بنابراین هرچه این غلظت کم تر باشد ، نشان د هند ه نیروى 
احیاکنند گى بالاتر عصاره ها و د ر نتیجه فعالیت آنتى اکسید انى 
مى باشد . فنلى  ترکیبات  وجود   به د لیل  که  است  آن ها  بهتر 

2-2-6- تجزیه و تحلیل آماري
د ر این مطالعه تاثیر د و فاکتور روش استخراج سنتى، ماکروویو 
بر مقد ار  اولتراسوند  و منطقه شاهرود ، هزارجریب و د ماوند   و 
ترکیبات فنلى با آزمایش فاکتوریل د ر قالب طرح کاملا تصاد فى 
انجام  تیمارها د ر سه تکرار  تجزیه و تحلیل قرار گرفت.  مورد  
شد ه و نتایج با استفاد ه از روش آنالیز واریانس (ANOVA) و 
د انکن  د امنه اى  چند   آزمون  از  استفاد ه  با  میانگین ها  مقایسه 
د ر سطح احتمال 5 د رصد  با نرم افزار SPSS 16 مورد  تجزیه و 

تحلیل قرار گرفت. نمود ار ها با نرم افزار اکسل رسم شد ه اند . 

3- نتایج و بحث
میزان  روى  استخراج  مختلف  روش هاى  مقایسه   -1-3

ترکیبات فنلى کل
اند ازگیرى ترکیبات فنلى  براى  فولین-سیوکالتو، که  آزمون 

 د رصد  جذب نمونه - د رصد  جذب شاهد
 د رصد  جذب شاهد
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و رقیق کرد ن غشاء سلولى مى شود  و این ها پد ید ه هایى هستند  
 .[24] مى نماید   امکان پذیر  محیط  تغییر  براى  را  فراصوت  که 
مقایسه  براى  همکاران  و  روجو  رود ریگیز-  که  پژوهشى  د ر 
انجام د اد ند ،  اولتراسوند   و  استخراج سنتى، ماکرویو  سه روش 
استخراج  روش  بهترین  به عنوان  اولتراسوند   امواج  با  استخراج 
ترکیبات فنلى از برگ رزمارى انتخاب شد  و پس از آن روش 
ماکرویو و سنتى قرار گرفت [25]، که با نتایج به د ست آمد ه 
د ر این پژوهش مطابقت د ارد . گلى و همکاران ترکیبات فنلى 
مناسب  را روش  اولتراسوند   روش  و  کرد ند   استخراج  را  پسته 

براى استخراج ترکیبات فنلى اعلام کرد ند  [26].
هم چنین بین د و روش ماکرویو و غرقابى، روش ماکرویو میزان 
ترکیبات فنلى بیش ترى را استخراج کرد  و اختلاف آن ها از نظر 
آمارى معنى د ار بود  (جد ول 1). اصول گرماد هى با استفاد ه از 
امواج ماکرویو بر مبناى تاثیر مستقیم ماکرویو روى ملکول ها 
توسط هد ایت یونى و چرخش د وقطبى است. ملکول هاى قطبى 
مانند  پلى فنل ها و محلول هاى یونى انرژى ماکرویو را به شد ت 
جذب مى کنند . زیرا آن ها یک گشتاور د وقطبى ثابت د ارند . این 
امر موجب افزایش سریع د ما و تکمیل سریع واکنش مى گرد د  
مى گرد د   استخراج  کارایى  بهبود   به  منجر  د ما  افزایش   .[27]
البته تا جایى که منجر به تخریب ترکیبات نگرد د . د لیل این امر 
را این گونه توضیح مى د هند  که افزایش د ما منجر به افزایش 

واجذبى ترکیبات از ماتریکس مى شود  [28].
استخراج  د ر  جغرافیایى  منطقه  اثر  که  د اد   نشان  نتایج 
است  معنى د ار  د رصد    5 احتمال  سطح  د ر  فنلى  ترکیبات 

به عنوان  است که  استفاد ه شد ه، سالها  برگ گرد و  کل عصاره 
محصولات  فنلى  ترکیبات  اند ازگیرى  براى  مرجع  روش  یک 
طبیعى مطرح است. این روش آسان و فراگیر است و ترکیبات 
را  آروماتیک  آمینواسید  هاى  و  قند  ها  مانند   کنند ه  مد اخله 

محد ود  مى کند  [21].
آنالیز واریانس نشان د اد  که اثر نوع روش به کار رفته  نتایج 
روى استخراج ترکیب هاي فنولی کل از برگ گرد و تاثیر گذار 
(1) مشاهد ه مى شود ، د ر  د ر جد ول  است. همان طور که  بود ه 
بالاترین  اولتراسوند   روش  استخراج  مختلف  روش هاى  بین 
میزان استخراج ترکیبات فنلى را  با 226/55 میلى گرم گالیک 
اسید  به گرم عصاره  د اشته است (p<0/05). امواج اولتراسوند  
محیط  د رون  حباب هایى  ایجاد   باعث  بود ن  سینوسى  به د لیل 
مى شوند  که پر از بخار حلال هستند . د ر طى سیکل فشار این 
حباب ها و گاز د رون آن ها فشرد ه شد ه و منفجر مى شود  و باعث 
انفجار حباب ها  نتیجه  افزایش فشار و د ما د ر محیط مى شود . 
است.  گیاهى  ماد ه  و  بهتر حلال  شد ن  مخلوط  محیط،  د رون 
علاوه بر این اولتراسوند  یک نیروى مکانیکى هم ایجاد  مى کند  و 
باعث افزایش نفوذ حلال د ر بافت گیاهى مى شود . این د و عامل 
مى شود   سلولى  د یواره  شکستن  و  جرم  انتقال  افزایش  باعث 
[22]. هم چنین اولتراسوند  به د لیل به وجود  آمد ن راد یکال هاى 
آزاد  طى پد ید ه کاویتاسیون مى تواند  باعث تغییرات شیمیایى 
و  سلول ها  د رون  به  حلال ها  نفوذ  آن  نتیجه  د ر   .[23] شود  
نتیجه  د ر  که  سریعى  تغییرات  مى یابد .  افزایش  جرم  انتقال 
کاویتاسیون د ر د ما و فشار به وجود  مى آید  باعث شکستن برشى 

جد ول (1) مقایسه میانگین تاثیر روش استخراج روى ترکیبات فنلى کل و فعالیت آنتى اکسید انى برگ گرد وى مناطق مختلف
Table 1 Comparison of the mean values of the effect of extraction method on the total phenolic compounds and antioxidant activity of walnut 

leaves from different regions 

روش استخراج
Method of extraction

ترکیبات فنلى کل
Total phenolic compound
(mg GAE/g Dry extract)

EC50 (µg/ml)

DPPH  مهار راد یکال آزاد
Inhibition of free radical DPPH

قد رت احیاکنند گى
Reducing power

روش سنتى
Traditional 

192.88c*248.11c156.31c

روش ماکرویو
Microwave 

212.43b201.88b139.84b

روش اولتراسوند 
Ultrasound 

226.55a168.11a119.11a

*حروف غیر مشابه د ر هر ستون نشان د هند ه اختلاف معنى د ار د ر سطح 0/05 مى باشد .

Different letters at each column show significant difference in 95% of confidence level (p<0.05).
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میزان  بیش ترین  جغرافیایى  منطقه  سه  بین  از   .(p<0/05)
ترکیبات فنلى مربوط به منطقه د ماوند  و پس از آن به ترتیب 
شاهرود  و هزارجریب بود  (جد ول 2). ترکیبات فنلى تحت تاثیر 
عوامل مختلفى مى باشد . از آن جمله مى توان به نور، فاکتورهاى 
رقم هاى  حتى  و  نگه د ارى  شرایط  و  محیطى  شرایط  ژنتیکى، 
مانند   رشد   شرایط  ژنوتیپ،  واقع  د ر   .[2] کرد   اشاره  مختلف 
قابلیت د ستیابى به آب، کیفیت نور و د ما، روى سنتز و ذخیره 
ترکیبات فنلى د ر بخش هاى مختلف یک گیاه تاثیر مى گذارد  
و د ر نتیجه فعالیت آنتى اکسید انى نیز تحت تاثیر قرار مى گیرد  
فنلى برگ گرد و بین  این پژوهش میزان ترکیبات  [29].  د ر 
245/08- 170/49 میلى گرم گالیک اسید  د ر هر گرم عصاره 
متغیر بود ه است (جد ول 3). آلمید ا و همکاران میزان ترکیبات 
استخراج   (4:6) اتانول:آب  حلال  توسط  که  گرد و  برگ  فنلى 
عصاره  گرم  به  اسید   گالیک  گرم  میلى   270±3 را  بود   شد ه 

گزارش کرد ند  [3].

3-2- ارزیابى فعالیت آنتى اکسید انى عصاره ها 
جد ول هاى 1 و 2  به ترتیب تاثیر فاکتور هاى روش استخراج 
مختلف  عصاره هاى  آنتى اکسید انى  فعالیت  روى  را  منطقه  و 
عصاره هاى   EC50 د ر  شد ه  مشاهد ه  تفاوت  مى د هد .  نشان 
آن ها  فنلى  ترکیبات  مقاد یر  د ر  تفاوت  به  مى توان  را  مختلف 
استخراج  عصاره هاى  مختلف،  روش هاى  بین  د ر  د اد .  نسبت 
فعالیت  د یگر  روش هاى  به  نسبت  اولتراسوند   روش  با  شد ه 
آنتى اکسید انى بالاترى را نشان د اد ند  و از بین مناطق مختلف 
عصاره هاى منطقه د ماوند  کم ترین میزان EC50 را د ارا مى باشند  
بود ه  فنلى  ترکیبات  از  سرشار  گرد و  برگ  عصاره   .(p<0/05)
د ر گیاهان ساخته مى شوند .  ثانویه  به عنوان متابولیت هاى  که 
توانایى  هید روکسیل،  گروه هاى  د اشتن  به د لیل  ترکیبات  این 

جد ول (2) مقایسه میانگین تاثیر منطقه جغرافیایى روى ترکیبات فنلى کل و فعالیت آنتى اکسید انى برگ گرد وى مناطق مختلف
Table 2 Comparison of the mean values of the geographical area effect on the total phenolic compounds and antioxidant activity of walnut 

leaves from different regions

منطقه
Region

ترکیبات فنلى کل
Total phenolic compound
(mg GAE/g Dry extract)

EC50 (µg/ml)

DPPH  مهار راد یکال آزاد
Inhibition of free radical DPPH

قد رت احیاکنند گى
Reducing power

شاهرود 
Shahrood 

213.71b*207.54b126.65b

هزارجریب
Hezarjerib 

185.35c259.77c186.06c

د ماوند 
Damavand

232.80a151.28a102.54a

*حروف غیر مشابه د ر هر ستون نشان د هند ه اختلاف معنى د ار د ر سطح 0/05 مى باشد .

Different letters at each column show significant difference in 95% of confidence level (p<0.05).

جد ول (3) مقایسه میانگین مقاد یر فنل کل حاصل از روش هاى مختلف استخراج و مناطق مختلف
Table 3 Comparison of the mean values of total phenols which extract by different extraction methods and different regions

منطقه
Region

Total phenolic compound ترکیبات فنلى کل
(mg GAE/g Dry extract)

غرقابى
Immersion

اولتراسوند 
Ultrasound

ماکرویو
Microwave

شاهرود 
Shahrood 

187.27 ± 3.37e*236.57± 2.22b217.26 ± 2.44c

هزارجریب
Hezarjerib 

220.87 ± 1.72c245.08 ± 0.46a232.46 ± 3.86b

د ماوند 
Damavand

170.49 ± 7.4f198 ± 1.01d187.56 ± 3.04e

*حروف غیر مشابه د ر هر ستون نشان د هند ه اختلاف معنى د ار د ر سطح 0/05 مى باشد .

Different letters at each column show significant difference in 95% of confidence level (p<0.05).
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به عنوان  مى توانند   و  د اشته  را  آزاد   راد یکال هاى  خنثى سازى 
د هند ه الکترون یا هید روژن عمل کنند  [4]. باریرا و همکاران 
برگ، پوسته خارجى،  آبى گل،  عصاره  آنتى اکسید انى  فعالیت 
پوسته د اخلى و میوه بلوط را بررسى کرد ه و گزارش کرد ند  که 
همه عصاره ها به جز عصاره میوه د اراى فعالیت آنتى اکسید انى 
بالاتر  پلى فنلى  مقاد یر  د ارى  نمونه هاى   .[30] بود ند   خوبى 
مى کند   ثابت  امر  این  د اد ند .  نشان  را  کم ترى   EC50 مقاد یر 
نقش  عصاره  آنتى اکسید انى  فعالیت  د ر  فنل ها  احتمالا  که 

شکل (1) تاثیر مناطق مختلف روى د رصد  مهار راد یکال آزاد DPPH عصاره هاى حاصل از برگ گرد و
Fig. 1 Effect of geographical region on the percentage of inhibition of free radical DPPH of extracts of walnut leaves

 
شکل (2) تاثیر مناطق مختلف روى قد رت احیاکنند گى عصاره هاى حاصل از برگ گرد و

Fig. 2 Effect of geographical region on the reducing power of extracts of walnut leaves

نشان  آزاد   راد یکال  مهار  آزمون  از  آمد ه  به د ست  نتایج  د ارند . 
و  هید روژن  د اد ن  به وسیله  مى تواند   عصاره  که  مى د هد  
از  مانع  احتمالا  و  کنند   خنثى  را   آزاد   راد یکال هاى  الکترون 
تاثیر آن ها روى بیوملکول هایى مثل لیپوپروتئین  ها، اسید  هاى 
د ر  قند  ها  و  پروتئین ها  آمینواسید  ها،   ،DNA غیراشباع،  چرب 

سیستم هاى حساس بیولوژیکى و غذایى شوند  [31].
د اد  که تاثیر  و مقایسه میانگین نشان  واریانس  آنالیز  نتایج 
منطقه و غلظت روى نیروى احیا کنند گى و مهار راد یکال آزاد  



فصلنامه فناوری های نوين غذايی، دوره ٥، شماره ٢، زمستان ١٣٩٦ 356

DPPH عصاره ها و د ر نتیجه فعالیت آنتى اکسید انى آن ها معنى د ار 

مختلف  مناطق  از  حاصل  عصاره هاى  د ر   .(p<0/05) است 
فعالیت مهار راد یکال آزاد  و هم چنین قد رت احیا کنند گى با 
افزایش غلظت عصاره افزایش مى یابد  و د ر هر د و آزمون منطقه 
(شکل  است  د اشته  را  آنتى اکسید انى  فعالیت  بالاترین  د ماوند  
فعالیت  روى  و غلظت  استخراج  اثر روش  بررسى  و 2). د ر   1
آنتى اکسید ان مشخص شد  که فعالیت آنتى اکسید انى عصاره ها 
با افزایش غلظت عصاره افزایش مى یابد . بیش ترین میزان مهار 

روش  به  مربوط  کنند گى  احیا  قد رت  و   DPPH آزاد   راد یکال 
اولتراسوند  بود ه است (شکل 3 و 4).  ویژگى هاى احیاکنند گى 
افزایش  با  است.  الکترون همراه  اهد اکنند ه  ترکیبات  با حضور 
احیاکنند گى  قد رت  عصاره،  د ر  موجود   فنلى  ترکیبات  میزان 
آن ها افزایش مى یابد . ظرفیت کاهند گى به عنوان شاخص براى 
اثر  است.  مطرح  د وم  نوع  آنتى اکسید انى  قد رت  د اد ن  نشان 
عبارت  به  یا  آن ها  کاهش  میزان  به  ترکیبات  آنتى اکسید انى 
د یگر به میزان توانایى آن ها د ر د اد ن هید روژن به راد یکال آزاد  

شکل (3) تاثیر روش هاى مختلف استخراج روى د رصد  مهار راد یکال آزاد DPPH عصاره هاى حاصل از برگ گرد و
Fig. 3 Effect of different methods of extraction on the percentage of inhibition of free radical DPPH of extracts of walnut leaves

 
شکل (4) تاثیر روش هاى مختلف استخراج روى قد رت احیاکنند گى عصاره هاى حاصل از برگ گرد و

Fig. 4 Effect of different methods of extraction on the reducing power of extracts of walnut leaves
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میزان  چقد ر  هر  رو  این  از  د ارد .  بستگى  آن  کرد ن  خنثى  و 
قد رت کاهند گى ترکیبات بیش تر باشد  فعالیت آنتى اکسید انى 
آن ها بالاتر است [32، 33]. د ر بررسى اثر غلظت عصاره روى 
انجام گرفته است  زیاد ى  تحقیقات  قد رت کاهند گى عصاره ها 
عصاره  غلظت  افزایش  با  که  د اد ند   نشان  آن ها   .[34-36  ،4]

فعالیت آنتى اکسید انى آن افزایش مى یابد .
راد یکال آزاد  DPPH د ر محیط الکلى د اراى حد اکثر جذب د ر 
517 نانومتر است و ایجاد  رنگ ارغوانى مى کند . د ر صورت خنثى 
شد ن این راد یکال، از شد ت رنگ ارغوانى کاسته شد ه و به زرد  کم 
رنگ تغییر مى یابد . بنابراین کاهش جذب نور متناسب با توانایى 
خنثى سازى راد یکال DPPH توسط عصاره ها و به عبارت د یگر 
بود  [37]. پریرا  قد رت آنتى اکسید انى نمونه مورد  نظر خواهد  
برگ آبى شش رقم  و همکاران فعالیت آنتى اکسید انى عصاره 

گرد و را بررسى کرد ند  و گزارش کرد ند  که فعالیت مهار راد یکال 
آزاد  DPPH د ر غلظت هاى کم تر از 0/5 میلى گرم بر میلى لیتر 
مطابقت  مطالعه  این  نتایج  با  که   [4] بود ه  غلظت  به  وابسته 

د اشت.
  

4- نتیجه گیرى 
تاثیر منطقه جغرافیایى و روش استخراج روى میزان استخراج 
که  مى د هد   نشان  نتایج  است.  ملاحظه  قابل  فنلى  ترکیبات 
استخراج به کمک اولتراسوند  بالاترین بازد ه استخراج ترکیبات 
نیز  آنتى اکسید انى  فعالیت  مورد   د ر  مى باشد .  د ارا  را  فنلى 
عصاره هاى حاصل از منطقه د ماوند  کم ترین میزان EC50 یعنى 

بالاترین فعالیت آنتى اکسید انى را د ارا مى باشند . 
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