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چکیده
 GC/MS در این تحقیق اسانس برگ نارنج منطقه ملاثانى خوزستان به روش تقطیر آبى استخراج و ترکیبات فرار موجود در آن با
شناسایى و میزان ترکیبات فنلى اسانس با استفاده از روش فولین-سیوکالتو و فعالیت ضد رادیکالی آن با استفاده از روش هاي 
DPPH و ABTS محاسبه گردید. نتایج نشان داد اسانس برگ نارنج داراى 7/1 میلى گرم ترکیبات فنولی در هر گرم ماده خشک 

است و لینالول (32/41٪)، آلفا ترپینئول (16/51٪)، نرول (16/49٪) و ژرانیل استات (8/31٪) عمده ترین ترکیبات موجود در 
اسانس برگ نارنج هستند. فعالیت ضد اکسیدانی اسانس در روغن مخصوص سرخ کردنی در شرایط اکسایش تسریع شده در 
طى هفت شبانه روز، با اندازه گیري اعداد پراکسید، دى ان مزدوج، تیوباربیتوریک اسید، P-آنیزیدین و اندیس توتوکس تعیین 
ارزیابى حسى  نارنج مورد  اسانس برگ  با ضد اکسیدان سنتزي TBHQ مقایسه شد. نمونه هاى روغن حاوى مقادیر مختلف  و 
قرار گرفتند. در آزمون DPPH مقدار EC50 اسانس 0/961 میلى گرم بر میلى لیتر بود و آزمون ABTS نشان داد که بیش ترین 
غلظت  معادل  درصد،   64/13 (بازدارندگى  نارنج  اسانس برگ  بر میلى لیتر  میلى گرم  غلظت10  به  فعالیت ضد رادیکالى مربوط 
0/098میلى گرم بر میلى لیتر آسکوربیک اسید) است. اسانس برگ نارنج در غلظت 800 پى پى ام اثر ضد اکسیدانى معادل با غلظت 
100 پى پى ام  TBHQ دارد. نتایج آزمون ارزیابى حسى نشان داد که این اسانس تا غلظت 800 پى پى ام تغییر محسوسى در 
خصوصیات ارگانولپتیکى روغن ایجاد نمى کند. نتایج این تحقیق نشان داد که از اسانس برگ نارنج مى توان به عنوان یک ضد 

اکسیدان طبیعى در روغن خوراکى استفاده کرد.
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1- مقدمه
پایدارى اکسایشى عاملى بسیار مهم در کیفیت روغن ها، به 
قرار  مى رود.  شمار  به  کردنى  سرخ  مخصوص  روغن هاى  ویژه 
گرفتن طولانى مدت روغن هاى سرخ کردنى در معرض دماى 
بالا، منجر به اکسایش و تجمع ترکیبات مخرب و کاهش کیفیت 
تغذیه اى و تنزل ایمنى محصول مى گردد. از این رو براى مقابله با 
فساد اکسایشى از ضد اکسیدان ها استفاده مى گردد [1]. به دلیل 
اثبات برخى عوارض نامطلوب ناشى از مصرف ضد اکسیدان هاى 
سنتزى، مطالعات بسیارى بر روى خواص ضد اکسیدانى گیاهان 
است  داده  نشان  تحقیقات   .[2] است  گرفته  صورت  مختلف 
دارویى،  گیاهان  از  شده  استخراج  عصاره هاى  و  اسانس ها  که 
مى تواند  درختان  از  برخى  برگ  و  میوه  پوست،  ادویه جات، 
منابع بالقوه اى از ضد اکسیدان هاى طبیعى باشد [3]. ترکیبات 
فنولى که جزء متابولیت هاى ثانویه آروماتیک گیاهى مى باشند، 
در سراسر گیاه پخش شده و داراى تاثیرات بیولوژیکى متعدد 
هم چون فعالیت ضد اکسیدانى و فعالیت ضدباکتریایى هستند. 
فنولى  گروه هاى  خود  ترکیبات  در  که  گیاهانى  بنابراین 
مى باشند  ضد اکسیدانى  فعالیت  داراى  عمدتاً  دارند،  زیادى 
فلاونوئید،  مهم  ذخایر  عنوان  مرکبات به  میوه ها،  بین  در   .[4]
مى باشند[5].  ملاحظه اى  قابل  ضداکسیدانى  فعالیت  داراى 
مناطق  بومى  مرکبات  جمله  از   (Citrus aurantium) نارنج 
استوایى آسیا از جمله هند و چین بوده و در مناطق گرمسیرى 
نقاطى  نیمه گرمسیرى به خوبى رشد مى کند. هم چنین در  و 
به وفور  مازندران و فارس  از ایران از جمله استان هاى گیلان، 
یافت مى شود [6]. ترکیبات فعال بیولوژیکى مختلفى از جمله 
داشته  وجود  نارنج  در  ویتامین ها  انواع  و  فلاونوئیدها  فنل ها، 
 .[7] است  شده  سنتى  طب  در  آن  از  استفاده  موجب  که 
آن  جوشانده  و  بوده  غذا  هضم کننده  و  آرام بخش  نارنج  برگ 
 .[8] می کند  معالجه  را  کبدى  اختلالات  و  میگرن  بی خوابی، 
مطالعات مختلف روى ترکیبات شیمیایى اسانس هاى مستخرج 
و  نارنج، نشان مى دهد که از نظر کمى  مختلف  از قسمت هاى 
شده  استخراج  اسانس  در  ملاحظه اى  قابل  تفاوت هاى  کیفى 
که  ترتیب  این  به  دارد.  وجود  نارنج  مختلف  قسمت هاى  از 
منوترپن هاى  شامل  ترکیب ها  بیش ترین  پوست،  اسانس  در 
برگ اسانس  در  و  مریسین  و  لیمونین  مانند  هیدروکربنه 

مونوترپن هاى  به  مربوط  مقادیر  بیش ترین  نارنج  گل هاى  و 
و  استات  ژرانیل  استات،  لینالیل  لینالول،  شامل  اکسیژنه 
آلفاترپینئول مى باشد [10-9]. بنابراین به دلیل تفاوت در نوع 
و مقدار ترکیبات موجود در اسانس قسمت هاى مختلف نارنج، 

میزان اثربخشى و عملکردهاى متفاوتى ایجاد خواهد شد. 
استخراج  ترکیبات  برخى  مى دهد  نشان  متعدد  تحقیقات 
شده از اسانس پوست و برگ نارنج داراى فعالیت ضد اکسیدانى، 
ضدمیکروبى، ضدقارچى، ضدانگلى و ضدالتهابى مى باشد [12- 
11]. برخى مطالعات نشان مى دهند که ترکیبات معطرى مانند 
گاماترپینن، ترپینولین، ژرانیول، بتاپینن و میریسین حتى در 
غلظت هاى پایین داراى فعالیت ضد اکسیدانى بالایى مى باشند 

 .[12-13]
34 گونه  رادیکالى  مهار  فعالیت   (2000) چوى و همکاران 
بین 17/7  از اسانس هاى مرکبات را بررسى و مشاهده کردند 
مهار  قدرت  داراى  بررسى،  مورد  اسانس هاى  درصد   64 تا 
رادیکال 2،2-دى فنیل1-پیکریل هیدرازیل (DPPH) مى باشند 
را  ضد رادیکالى  فعالیت  حداکثر  گردید  مشخص  هم چنین  و 
و  ترپینولین  ژرانیول،  حاوى  آن ها  اسانس  که  دارند  مرکباتى 
توانایى   (2012) همکاران  و  مجنونى   .[9] است  گاماترپینن 
مهار رادیکالى اسانس استخراج شده از برگ نارنج منطقه شیراز 
 DPPH آزمون  انجام  با   BHA ضداکسیدان  با  مقایسه  در  را 
مورد بررسى قرار داده و مشاهده کردند که اسانس برگ نارنج 
نسبت به ضد اکسیدان BHA توانایى کم ترى در مهار رادیکال 
EC50 اسانس معادل 0/9±1040 میکروگرم  DPPH داشته و 

بر میلى لیتر بود [14]. سارو و همکاران (2013) ترکیبات فرار 
موجود در اسانس پوست، گل و برگ هاى پیر و جوان نارنج هاى 
فعالیت ضد اکسیدانى مورد  از نظر  یونانى را شناسایى کرده و 
ارزیابى قرار داده و بالاترین فعالیت ضد اکسیدانى را در اسانس  
و  الوز   .[15] کردند  مشاهده  پیر  برگ هاى  از  شده  استخراج 
همکاران (2012) زمان برداشت برگ نارنج در فصول مختلف 
را عاملى موثر بر ترکیب شیمیایى و ویژگى هاى زیستى اسانس 
نارنج  برگ  برداشت  زمان  بهترین  را  تابستان  فصل  و  دانسته 
جهت تهیه اسانس گزارش نمودند [16]. ترابلسى و همکاران 
(2014) فعالیت ضدباکتریایى و ضداکسایشى اسانس مستخرج 
نشان  و  بررسى  را  تونس  شمال  نارنج  پوست  و  برگ  گل،  از 
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دادند که اسانس حاصل از همه قسمت هاى مورد بررسى داراى 
فعالیت ضداکسایشى و ضدباکتریایى مى باشند [17].

با توجه به مطالعات مختلف صورت گرفته در خصوص شناسایى 
ویژگى هاى  بررسى  و  نارنج  مختلف  اندام هاى  اسانس  ترکیبات 
ضداکسیدانى و ضدباکتریایى آن و عدم گزارشى مبنى بر استفاده 
در  طبیعى  ضداکسیدان  یک  عنوان  به  نارنج  برگ  اسانس  از 
استخراج اسانس برگ  تحقیق  این  انجام  از  غذایى، هدف  مواد 
نارنج منطقه ملاثانى خوزستان، شناسایى ترکیبات آن و ارزیابى 
فعالیت ضد اکسیدانى اسانس حاصل در سامانه روغن مخصوص 

سرخ کردنى در مقایسه با ضد اکسیدان سنتزى TBHQ بود.

2- مواد و روش ها
2-1- مواد شیمیایی

رادیکال DPPH و کلیه حلال ها و مواد شیمایی مورد استفاده 
معرف  و  آلمان  از شرکت مرك  بالا  با خلوص  تحقیق  این  در 
فولین سیوکالتو، اسید گالیک، p- آنیزیدین، 2،2- آزینو بیس3- 
پرسولفات  و   (ABTS) اسید  اتیل بنزوتیازولین6-سولفونیک 
روغن  نمونه  شدند.  تهیه  آمریکا  سیگماي  شرکت  از  پتاسیم 
مخصوص سرخ کردنی متشکل از 60٪ روغن سویا، 40٪ پالم 
در  واقع  نوین  ارجان  شرکت  از  سیتریک  اسید   100 ppm و 
شهرستان بهبهان استان خوزستان تهیه و تا روز قبل از آزمون 

به منظور جلوگیري از اکسایش در فریزر نگه داري شد. 

2-2- استخراج اسانس برگ نارنج
برگ گیاه نارنج از درختان شناسایى شده در پردیس دانشگاه 
 1392 پائیز  در  خوزستان  رامین  طبیعى  منابع  و  کشاورزى 
جمع آورى گردید و اسانس آن با روش تقطیر با آب به وسیله 
3 ساعت جمع آورى و سپس توسط  کلونجر به مدت  دستگاه 
سولفات سدیم بى آب خشک شد و تا زمان استفاده، در یخچال 

در دماى 4 درجه سانتى گراد نگه دارى گردید.

2-3- شناسایی ترکیبات شیمیایی اسانس برگ نارنج
شناسایی ترکیبات اسانس استخراج شده با تزریق 2 میکرولیتر 
اسانس رقیق شده با سیکلوهگزان به دستگاه گازکروماتوگرافى 
Shimadzu مدل GC-17A Corporation Kyoto, Japan داراى 

قطر  متر،   30 طول  به   TRASCIL Meta X5 موئینه  ستون 
نگار جرمى  25 میکرومتر، متصل به طیف  داخلى و ضخامت 
مدل GC-MS QA 5050A، انجام پذیرفت. برنامه دمایى ستون 
به این طریق تنظیم گردید: دماى شروع جداسازى ستون 80 
درجه سانتى گراد که با سرعت 5 درجه در دقیقه به دماى 250 
درجه سانتى گراد رسیده و پس از یک توقف 1 دقیقه اى دما با 
سرعت 25 درجه در دقیقه به 300 درجه سانتى گراد افزایش 
یافت. گاز هلیوم با سرعت جریان 0/9 میلی لیتر در دقیقه به 
عنوان گاز حامل به کار گرفته شد و دماى محفظه تزریق نمونه و 
شناساگر به ترتیب 230 و 300 درجه سانتى گراد تنظیم گردید.
افزار  نرم  اطلاعات جرمی  بانک  به کمک  شناسایی طیف ها 
کتابخانه اى Willey 2.29 ، زمان  بازدارندگى1، محاسبه اندیس 
و  اسانس  اجزاء  از  هریک  جرمی  طیف هاي  مطالعه  کواتس2، 
بررسى الگوهاى شکست آن ها، مقایسه با طیف هاى استاندارد 
NIST 2011  صورت گرفت. درصد  از منابع معتبر  و استفاده 
نسبى هر یک از اجزاى تشکیل دهنده اسانس بر اساس سطح زیر 
منحنى هر یک از پیک هاى کروماتوگرام گاز کروماتوگرافى در 
مقایسه با سطح کل زیر منحنى، محاسبه گردید. در این تحقیق 
در  انگلستان،  کشور  آووکادو  آنتول، ساخت شرکت  ترانس  از 
غلظت ppm 1 به عنوان استاندارد داخلى استفاده گردید. تزریق 
نمونه دوبار به دستگاه انجام گرفت و نتایج به صورت میانگین 

دو تکرار بیان گردید.

2-4- تعیین محتوي کل فنل
براي اندازه گیري میزان فنل کل اسانس برگ نارنج، از روش 
روش   این  مطابق  شد.  استفاده  سیوکالتو  فولین  رنگ سنجى 
200 میکرولیتر از اسانس که به نسبت 1:10 در متانول تهیه 
نسبت  با  که  سیوکالتو  فولین  واکنش گر  میلی لیتر   1 به  شده 
1:10 با آب مقطر رقیق شده اضافه مى شود. پس از گذشت 4 
دقیقه 800 میکرولیتر کربنات سدیم (75گرم بر لیتر) به آن 
افزوده و محلول حاصل به مدت 2 ساعت در دماي اتاق قرار 
مى گیرد. سپس میزان جذب نمونه در طول موج 765 نانومتر 
قرائت مى شود. از گالیک اسید (غلظت 1 تا 100 میکروگرم بر 
میلی لیتر) براي رسم منحنی استاندارد استفاده شده و میزان 
1. Retention Time
2. Kovats Index
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کل فنل بر مبناي اسید گالیک با استفاده از رابطه 1 محاسبه 
مى شود [18]:

 (1)

C : محتواي فنل کل بر مبناي اسید گالیک (میلى  گرم  بر  گرم)
C1:  غلظت معادل اسید گالیک بر حسب میلى گرم بر میلى لیتر

V: حجم اسانس مصرفی (میلى لیتر)
m: وزن گیاه مورد نیاز جهت استخراج 200 میکرولیتر اسانس (گرم)

DPPH 2-5- سنجش قدرت مهارکنندگی رادیکال
DPPH، رادیکالی چربی دوست بوده که داراي جذب بیشینه 

در طول موج 517 نانومتر مى باشد. در این آزمون رادیکال هاي 
ضدرادیکالی  گونه هاي  دیگر  یا  ضد اکسیدان ها  با   DPPH

نتیجه  در  و  می یابد  کاهش  آن ها  مقدار  و  می دهند  واکنش 
میزان  مى شود.  کم  نانومتر   515-517 موج  طول  در  جذب 
گروه هاي  تعداد  با  معادل  تقریبا   DPPH ملکول هاي  کاهش 
با  هیدروکسیل  می باشد. گروه هاي  در دسترس  هیدروکسیل 
دادن هیدروژن به رادیکال هاي DPPH، آن ها را از رنگ بنفش 
نتیجه جذب در طول  تبدیل می کند. در  به زرد روشن  تیره 
موج 517 نانومتر، بیان گر مقدار DPPH  باقی مانده است. در 
میزان   ،(2000)  Bucar و    Burits روش  مطابق  آزمون  این 
مختلف  غلظت هاي  در  نارنج  برگ  اسانس  از  میکرولیتر   50
متانول  در   DPPH درصد   0/004 محلول  میلی لیتر   5 به 
اضافه شده و به مدت 30 دقیقه در دماي اتاق نگه داري شد. 
سپس شدت جذب نمونه ها با استفاده از اسپکتروفتومتر مدل
روى1  میلتون  شرکت  ساخت   ،Spectronic Genesys 5

درصد   .[19] شد  قرائت  نانومتر   517 موج  طول  در  آمریکا، 
مهار رادیکالDPPH با استفاده از رابطه 2 محاسبه گردید.

 (2)

در این فرمول Ablank میزان جذب نوري نمونه شاهد (که تمامی 
موارد به استثناي اسانس را دارد) و Asample بیانگر جذب نوري 
غلظت هاي مختلف اسانس برگ نارنج می باشد. در این آزمون 
1. Milton Roy Company

از ضد اکسیدان TBHQ به عنوان ضد اکسیدان استاندارد استفاده 
شده و میزان EC50 (غلظتی از هر اسانس که لازم است تا 50 
درصد رادیکال هاي آزاد DPPH را مهار کند) اسانس برگ نارنج 

تعیین شد. 

 ABTS 2-6- سنجش قدرت مهارکنندگى رادیکال
در این آزمون ابتدا یک محلول 7 میلی مولار ABTS در آب 
مقطر تهیه شد. سپس یک محلول 2/45 میلی مولار پرسولفات 
نیز تهیه و هر دو محلول به نسبت 1:1 با یکدیگر مخلوط شدند 
در  و  اتاق  دماي  در  ساعت   16 مدت زمان  حاصل،  مخلوط  و 
به نسبت  تاریکى قرار گرفت. سپس محلول ABTS با متانول 
1:25 رقیق شد و پس از آن میزان 20 میکرولیتر از غلظت هاي 
مختلف اسانس به 2 میلی لیتر محلول ABTS رقیق شده افزوده 
شد سپس در لحظه اول و پس از 15 دقیقه میزان جذب در 
بازدارندگی  درصد  سپس  شد.  قرائت  نانومتر   734 موج  طول 
نمونه با استفاده از رابطه 3 محاسبه و در نهایت به صورت ظرفیت 

ضد اکسیدانی معادل آسکوربیک اسید گزارش شد[20].

 (3)

و  شاهد  نمونه  نوري  جذب  میزان   Ablank فرمول  این  در 
برگ  اسانس  مختلف  غلظت هاي  نوري  جذب  بیانگر   Asample

نارنج می باشد.

2-7- افزودن اسانس برگ نارنج به عنوان ضد اکسیدان 
طبیعی به روغن مخصوص سرخ کردنی

 ،200 در چهار سطح  نارنج  برگ  از  شده  استخراج  اسانس 
 TBHQ سنتزى  ضد اکسیدان  و   800  ppm و   600  ،400
سرخ  مخصوص  روغن  به   200  ppm و   100 سطح  دو  در 
روند  تسریع  به منظور  و  اضافه  ضد اکسیدان  فاقد  کردن 
گرم خانه  سانتى گراد  درجه   90 دماي  در  نمونه ها  اکسایش، 
پیشرفت  میزان  متوالى  روز  شبانه   7 طى  و  شده  گذاري 
روش طبق  پراکسید  عدد  اندازه گیري  با  آن ها  در  اکسایش 

تیوباربیتوریک  (AOCS cd 8-53) [21]، دى ان مزدوج[22]، 



  ( Citrus aurantium L.) زهرا هاشمی و همکاران                                   بررسی فعاليت ضد اکسيدانی اسانس برگ نارنج

اندیس  و   [24]  (IUPAC, 1987) p-  آنیزیدین   ،[23] اسید1 
توتوکس [25] تعیین شد.

2-8- آزمون ارزیابى حسى
ارزیابى حسى نمونه هاى مختلف روغن، حاوى اسانس برگ 
با استفاده   ،TBHQ نارنج، نمونه  شاهد و حاوى ضد اکسیدان
از آزمون هدونیک 11 نقطه اى انجام شد. در این آزمون از 10 
ارزیاب آموزش ندیده (5 مرد و 5 زن در محدوده سنى 20 تا 
تا خلال  هاى سیب زمینى سرخ شده  30 سال) خواسته شد 
در نمونه هاى مختلف روغن را که همگى در شرایط یکسان و 
در دماى 175 درجه سانتى گراد به مدت 8 دقیقه سرخ شده 
بودند [26]، از نظر سه فاکتور رنگ و ظاهر، بو و طعم و مزه 
از هر  بر اساس میزان رضایتمندى  قرار داده و  مورد بررسى 
براي  (امتیاز صفر  10 بدهند  تا   0 بین  امتیاز  به آن ها  کدام، 
مطلوبیت  حداکثر  براي  ده  امتیاز  و  نمونه  مطلوبیت  حداقل 

نمونه بود). 

2-9- تجزیه و تحلیل آماري
تکرار  سه  با  تصادفی  طرح کاملا  یک  قالب  در  تحقیق  این 
انجام شد. تجزیه و تحلیل داده ها با استفاده از نرم افزار آماري
SAS  نسخه 3.9 انجام و میانگین تیمارها با استفاده از آزمون 

از  بهره گیري  با  نمودار ها  و  گرفته  قرار  مقایسه  مورد  دانکن 
نرم افزار Excell ترسیم شدند.

3- نتایج و بحث
3-1- ترکیبات استخراجى اسانس برگ نارنج

نارنج  این تحقیق 31 ترکیب شیمیایى در اسانس برگ  در 
جرمى،  سنج  طیف  به  متصل  گازى  کروماتوگرافى  توسط 
همراه  به  ترکیبات شناسایى شده  و شناسایى شد.  جداسازى 
شاخص بازدارى و درصد هر یک در جدول 1 نشان داده شده 
نرول   ،(٪16/51) ترپینئول  آلفا   ،(٪32/41) لینالول  است. 
(16/49٪)، ژرانیل استات (8/31٪)، میرسین (5/32٪) و نریل 
استات (5/30٪) ترکیبات عمده موجود در اسانس حاصل بودند. 
اسانس برگ  ترکیبات موجود در   (1383) مصدق و همکاران 
نارنج منطقه تنکابن را توسط کروماتوگرافى گازى مورد بررسى 
1. TBA
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قرار داده و لینالول (38/72 ٪)، لینالیل استات (36/52 ٪) و 
در اسانس  موجود  ترکیبات  را عمده   (٪  8/68) ترپینوئل  آلفا 
معرفى نمودند [27] که هم چون گزارش ارائه شده توسط الوز 
و همکاران (2012) در بررسى اسانس برگ نارنج شمال شرقى 
تونس بود [16]. در گزارشى دیگر لینالیل استات (53/76 ٪) 
و لینالول (22/11 ٪)، عمده مواد فرار موجود در اسانس برگ 
نارنج منطقه شمال تونس معرفى شدند [17]. هم چنین سارو 
و  جوان  برگ هاى  اسانس  فرار  ترکیبات   (2013) همکاران  و 
شناسایى  گازى  کروماتوگرافى  توسط  را  یونانى  نارنج هاى  پیر 
اسانس  در  موجود  ترکیبات  عمده ترین  دادند  نشان  و  کرده 
-36/03) لینالول  از  عبارتند  ترتیب  به  پیر  و  جوان  برگ هاى 
استات  ژرانیل   ،(٪7/11-12/89) آلفاترپینئول   ،(٪58/21
(8/70-4/49٪)، نریل استات (4/46-2/18٪) و ترانس بتااوسمین 
بتافارنزین  و  آلفاهامولین  آلفاپینن،  هم چنین   .(٪4/08-3/11)
فقط  نرولیدول  و  استات  ترپینیل  و  جوان  برگ هاى  در  تنها 
پژوهش حاضر  [15]. در  است  شده  مشاهد  پیر  برگ هاى  در 
ترپینئول عمده ترکیبات موجود در  آلفا  دو ترکیب لینالول و 
بود  سایرین  نتایج  مشابه  نظر  این  از  که  بوده  حاصل  اسانس 
برگ هاى  از  مخلوطى  تحقیق  این  در  هم چنین  [15و27]. 
از شاخه هاى حاوى برگ هاى پیر و جوان  نارنج  پیر1  جوان و 
نتیجه  در  گرفته،  قرار  استفاده  مورد  نامشخص  نسبت هاى  با 
برگ هاى  مخلوط  اسانس  در  موجود  ترکیبات   1 جدول  در 
این نظر نیز با نتایج سارو و  پیر و جوان دیده مى شود؛ که از 
همکاران (2013) مطابقت داشت. در پژوهشى دیگر که توسط 
مجنونى و همکاران (2012) بر روى ترکیبات فرار اسانس برگ 
نارنج منطقه شیراز صورت گرفت عمده  ترکیب شناسایى شده 
در اسانس شامل، لیمونن (57/57٪) و لینالول (8/01٪) بوده 
این تحقیق و سایر پژوهش هاى  نتایج به دست آمده در  با  که 
انجام شده مغایرت داشت که مى تواند به علت استفاده از یک 
گونه خاص و یا فصل و مکان برداشت و شرایط اسانس گیرى 

متفاوت باشد [14].

3-2- میزان ترکیبات فنلى اسانس برگ نارنج 
نتایج نشان داد که  هر گرم اسانس برگ نارنج حاوي 7/1 میلی گرم 
1 . منظور از برگ هاى جوان همان برگ هاى تازه سبز شده و برگ هاى پیر برگ هاى قدیمى تر 

موجود بر شاخه هاى درختان مورد بررسى مى باشد.
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جدول (1) ترکیبات شیمیایی اسانس استخراجی برگ نارنج(Citrus aurantium) توسط گازکروماتوگراف- طیف سنج جرمى

درصد ترکیب شاخص بازدارى نام ترکیب ردیف
0/30 946 (alpha pinene) آلفا پینن 1
0/02 967 (camphene) کامفن 2
0/55 986 (beta pinene) بتاپینن 3
5/32 996 (myrcene) میرسین 4
0/14 1015 (delta 3 carene) دلتا3کارن 5
0/03 1026 (alpha terpinene) آلفاترپینن 6
1/05 1042 (limonene) لیمونن 7
0/64 1047 (trans beta ocimene) ترانس بتااوسمین 8
3/27 1055 (cis beta ocimene) سیس بتااوسمین 9
0/07 1070 (gamma terpinene) گاماترپینن 10
0/09 1087 (linalool oxide) لینالول اکساید 11
1/03 1099 (terpinolene) ترپینولین 12
32/41 1111 (linalool) لینالول 13
0/04 1161 (citronellal) سیترونلال 14
0/40 1201 (terpineol-4) 4ترپینئول 15
16/51 1202 (alpha terpineol) آلفاترپینئول 16
16/49 1235 (nerol) نرول 17
3/05 1271 (linalyl acetate) لینالیل استات 18
2/74 1278 (geraniol) ژرانیول 19
5/30 1366 (neryl acetate) نریل استات 20
8/31 1390 (geranyl acetate) ژرانیل استات 21
0/02 1399 (beta elemene) بتاالمین 22
0/88 1449 (trans caryophyllene) ترانس کاریوفلین 23
0/05 1458 (beta farnesene) بتافارنزین 24
0/13 1471 (alpha humulene) آلفاهامولین 25
0/05 1505 (alpha farnesene) آلفافارنزین 26
0/29 1507 (bicyclogermacrene) بایسیکلوجرماکارین 27
0/08 1533 (delta cadinene) دلتاکادینه 28
0/51 1566 (nerolidol) نرولیدل 29
0/17 1605 (caryophyllene oxide) کاریوفیلین اکساید 30
0/06 1608 (viridiflorol) وریدى فلورول 31



  ( Citrus aurantium L.) زهرا هاشمی و همکاران                                   بررسی فعاليت ضد اکسيدانی اسانس برگ نارنج

ترکیبات فنولیک بر مبناي اسید گالیک برحسب ماده خشک 
بوده است. کریمى و همکاران (2012) عصاره هاى مختلف بهار 
قرار  بررسى  مورد  فنولى  ترکیبات  محتوى  لحاظ  از  را  نارنج 
به طور  نارنج،  بهار  عصاره  گرم  هر  در  کردند  مشاهده  و  داده 
متوسط مقدار 4/43 میلى گرم ترکیبات فنولیک بر مبناى اسید 
فنلى  ترکیبات  میزان کل  [28]. هم چنین  دارد  گالیک وجود 
 1/53 به ترتیب 5/1 و  نارنج  موجود در پوست میوه و هسته 
میلى گرم بر مبناى اسید گالیک گزارش شده است [30-29]. 
نتیجه پژوهش حاضر در مقایسه با سایرین نشان داد که میزان 
ترکیبات فنولى در اسانس برگ نارنج، بیش تر از میزان موجود 
در بهار نارنج و پوست و هسته نارنج بوده و از آن جا که با افزایش 
میزان ترکیبات فنولى فعالیت ضد اکسیدانى نیز افزایش مى یابد 
عمده   عنوان  به  گیاهان خوراکى  در  موجود  فنلى  ترکیبات  و 
دارند[28  نقش  گیاه  ضداکسیدانى  فعالیت  در  موثر  ترکیبات 
نارنج  فعالیت ضد اکسیدانى برگ  داشت  انتظار  ,30]، مى توان 
از بهار نارنج، پوست و هسته نارنج بیش تر باشد. البته فعالیت 
واریته،  هم چون  مختلفى  عوامل  به  گیاه،  یک  ضد اکسیدانى 
شرایط آب و هوایى، روش، حلال و شرایط استخراج اسانس نیز 

بستگى دارد [30,14].

DPPH 3-3- آزمون
 DPPH قدرت اسانس برگ نارنج در مهار رادیکال هاى آزاد
مشخص  که  همان گونه  است.  شده  داده  نشان   1 شکل  در 
قدرت  درصد،   5 تا   0/05 از  اسانس  غلظت  افزایش  با  است 
داده،  نشان  را  معنى دارى  افرایش  اسانس  آنتى اکسیدانى 
معنى دارى  تفاوت  درصد،   10 به   5 از  غلظت  افرایش  با  اما 
نتایج  این  است.  نشده  مشاهده  آن  آنتى اکسیدانى  قدرت  در 
مى تواند ناشى از ماهیت شیمیایى و نوع فعالیت ترکیبات داراى 
خاصیت  با  ترکیبات  که  چرا  باشد؛  آنتى اکسیدانى  خاصیت 
سرعت  و  شدت  با  غلطت،  افزایش  با  ابتدا  در  آنتى اکسیدانى، 
بیش ترى قادر به جذب رادیکال هاى آزاد موجود در محیط بوده 
و از حمله  این رادیکال ها به سایر اجزاء مستعد اکسیداسیون 
از جمله چربى ها جلوگیرى مى کنند؛ ولى در صورتى که غلظت 
ترکیبات آنتى اکسیدانى در محیط از حدى بیش تر باشد، دیگر 
رابطه مسقیمى را با قدرت مهار رادیکالى بروز نمى دهند و حتى
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پروکسیدانى  خاصیت  خود  از  است  ممکن  بالا  غلظت هاى  در 
فعالیت  با  معکوس  نسبت  که   EC50 شاخص  دهند.  نشان 
میلى گرم  نارنج 0/961  برگ  اسانس  براى  دارد،  ضد اکسیدانى 
استفاده  مورد  غلظت هاى  گستره  آمد.  به دست  میلى لیتر  بر 
بوده  میلى لیتر  بر  میلى گرم   10 تا   0/05 بین  آزمون  این  در 
و  غلظت هاى 5  در  آزاد  رادیکال هاى  مهار  درصد  بیش ترین  و 
برابر  دو  با  اگرچه  گردید؛  مشاهده  میلى لیتر  بر  میلى گرم   10
نگردید.  برابر  دو  رادیکال ها  مهار  میزان  اسانس،  غلظت  شدن 
ضد اکسیدان  با  نارنج  برگ  اسانس  رادیکالى  مهار  قدرت 
قرار  مقایسه  مورد  مثبت  کنترل  به عنوان   TBHQ سنتزى 
رادیکال  مهار  در   TBHQ بازدارندگى  قدرت   2 جدول  گرفت. 
اسانس  بازدارندگى  درصد  مقایسه  مى دهد.  نشان  را   DPPH

در  اسانس  این  داد  نشان   TBHQ ضد اکسیدان  با  نارنج  برگ 
غلظت 1 میلى گرم بر میلى لیتر قدرت بازدارندگى معادل 0/05 
میلى لیتر ضد اکسیدان TBHQ داشت. مجنونى و  بر  میلى گرم 
مهار رادیکالى اسانس استخراج شده  همکاران (2012) توانایى 
 BHA از برگ نارنج منطقه شیراز را در مقایسه با ضد اکسیدان
با انجام آزمون DPPH مورد بررسى قرار داده و مشاهده کردند 
توانایى   ،BHA ضد اکسیدان  به  نسبت  نارنج  برگ  اسانس  که 
کم ترى در مهار رادیکال DPPH داشته و EC50  اسانس معادل 
مى توان  که  آمد  به دست  میلى لیتر  بر  میکروگرم   1040±0/9
گفت تا حدودى با نتیجه پژوهش حاضر مطابقت داشت [14]. 
آزاد  رادیکال هاى  مهار  قدرت  که  داد  نشان  نتایج  هم چنین 
DPPH برگ هاى مورد بررسى در این تحقیق، کم تر از شاخص 

است   (2014) ترابلسى و همکاران  توسط  EC50 گزارش شده 

مى تواند  محصول،  برداشت  مکان  و  علاوه بر زمان  علت آن  که 
روش استخراج و حلال مورد استفاده در استخراج اسانس باشد
[ 16].  کریمى و همکاران (2012) قدرت ضد رادیکالى سه عصاره 
آبى، متانولى و اتانولى بهار نارنج را با انجام آزمون DPPH  مورد 
ارزیابى قرار داده و نشان دادند عصاره متانولى قوى تر از سایرین 
بر میلى لیتر داراى 55/3 ٪  بوده و در غلظت 300 میکروگرم 
درصد قدرت مهار رادیکالى بوده است [28]. بن سونا و همکاران 
(2013) قدرت ضد اکسیدانى اسانس استخراج شده از بهار نارنج 
شدن  بى رنگ  و   DPPH رادیکال  مهار  آزمون هاى  انجام  با  را 
بتاکاروتن مورد ارزیابى قرار داده و مشاهده کردند اسانس توانایى
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DPPH به عنوان کنترل مثبت در مهار رادیکال TBHQ  جدول (2) قدرت بازدارندگى

TBHQ  کنترل مثبت
(mg/mL)  غلظت(٪RSI)  درصد بازدارندگى

0/0550/23
0/1079/41
0/2085/29

شکل (1)  رابطه میان فعالیت حذف کنندگی رادیکال آزاد DPPH با غلظت اسانس برگ نارنج. نتایج میانگین سه تکرار ± انحراف معیار است. حروف مختلف 
.(RSI  =فعالیت حذف کنندگی رادیکال) بیانگر اختلاف معنى دار در سطح 95 درصد است
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 EC50 میزان  و  داشته   DPPH رادیکال  مهار  در  خوبى  بسیار 
معادل 1/8 میکروگرم بر میلى لیتر به دست آمد [31]. سارو و 
همکاران (2013)، ترکیبات فرار موجود در اسانس پوست، گل 
و برگ نارنج هاى یونانى را از نظر فعالیت ضد رادیکالى با انجام 
آزمون DPPH مورد ارزیابى قرار دادند. نتایج آن ها نشان داد 
بالاترین درصد مهار رادیکالى مربوط به اسانس  استخراج شده از 
برگ هاى پیر بوده که در حدود 94/36 ٪ مى باشد و پس از آن 
به ترتیب اسانس استخراج شده از گل ها (53/98 ٪)، برگ هاى 
جوان(22/79 ٪) و پوسته نارنج (19/29 ٪) قرار داشتند [15]. 
مولهى و همکاران (2012) شاخص EC50 عصاره هسته نارنج 
میلى لیتر  بر  میلى گرم   0/188 مقدار  به  مشابه  آزمونى  در  را 
گزارش کردند که بسیار کم تر از مقدار مشاهده شده در تحقیق 
حاضر مى باشد[30]. این محققین میزان ضداکسیدانى گیاهان 
را وابسته به میزان ترکیبات فنولى و نوع ساختار این ترکیبات 
بیان مى کنند. نتایج به دست آمده و مقایسه EC50 اسانس برگ 
نارنج مورد  نمایانگر آن است که برگ  نتایج سایرین،  با  نارنج 

با توجه به  استفاده فعالیت ضد رادیکالى متوسطى داشته که 
قابل  متفاوت  رویشگاه  و  برداشت  فصل  برگ،  نوع  در  تفاوت 

توجیه مى باشد.

ABTS 3-4- آزمون
 ABTS جدول 3 قدرت اسانس برگ نارنج در مهار رادیکال
را نشان مى دهد. همان گونه که مشخص است رابطه مستقیمى 
داشت  وجود  آن  مهارکنندگى  قدرت  و  اسانس  غلظت  بین 
معنى دارى  اختلاف  درصد   1 احتمال  سطح  در  نظر  این  از  و 
نتایج  بر اساس  داشت.  وجود  اسانس  غلظت هاى مختلف  بین 
به  مربوط  ضد رادیکالى  فعالیت  بیش ترین  آمده  به دست 
بوده که  نارنج  برگ  اسانس  بر میلى لیتر  10 میلى گرم  غلظت 
میلى گرم   0/098 غلظت  معادل   ،%64/13 بازدارندگى  داراى 
همکاران  و  طاهانژاد  مى باشد.  اسید  آسکوربیک  میلى لیتر  بر 
(1391)، فعالیت ضد رادیکالى عصاره پنیرك در سامانه روغن 
 ABTS سویا را مورد بررسى قرار داده و نتایج حاصل از آزمون
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جدول (3) درصد بازدارندگى و ظرفیت ضد اکسیدانى معادل آسکوربیک اسید غلظت هاى مختلف اسانس برگ نارنج
(mg/mL) ظرفیت ضد اکسیدانى معادل آسکوربیک اسید درصد بازدارندگى (mg/mL) غلظت

0/032±0/011 e  21/04±0/601 e 0/2
0/050±0/007 d 32/21±4/567 d 0/5
0/071±0/002 c 45/79±1/499 c 1
0/080±0/021 bc 51/52±0/360 bc 2
0/086±0/003 b 55/43±2/404 b 5
0/098±0/002 a 64/13±2/701 a 10

               داده ها میانگین سه تکرار ± انحراف معیار است. حروف مختلف در هر ستون بیانگر اختلاف معنى دار در سطح 1 درصد است.

به غلظت 5  نشان داد، بیش ترین فعالیت ضد رادیکالى مربوط 
میلى گرم بر میلى لیتر پنیرك بوده که داراى بازدارندگى 70 ٪ 
معادل آسکوربیک اسید با غلظت 0/14 میلى گرم بر میلى لیتر به 
عنوان یک ضداکسنده بود [32]. سیاهپوش و امرایى (2011) 
ظرفیت ضد رادیکالى عصاره هاى مختلف گیاه گونه ایگون را با 
دادند.  قرار  بررسى  مورد   ABTS و   DPPH آزمون هاى  انجام 
نتایج نشان داد میزان مهار رادیکال ABTS  بر مبناي ترولکس 
معادل  به ترتیب  تام، کلروفرمی، پلی فنلی و آبی  عصاره  براي 
آزمون  این  در   .[33] بود   24/22 و   21/29  ،14/55  ،29/38
منابع  سایر  با  مقایسه  در  نارنج  برگ  اسانس  داد  نشان  نتایج 
خوبى  به نسبت  قدرت  داراى  شده،  ذکر  طبیعى  ضد رادیکالى 
در مهار رادیکال هاى ABTS و DPPH  مى باشد، که مطابق با 
گزارش ترابلسى و همکاران (2014) بود [16]؛ ولى با گزارش 
 DPPH الوز و همکاران (2014) منطبق نبود [17]. اگرچه روش
به منظور ارزیابى فعالیت آنتى اکسیدانى اسانس  گیاهان مختلف 
به کار مى رود، ولى استفاده از آزمون  ABTS به دلیل نزدیک تر 
بودن شرایط محیطى آزمون به شرایط فیزیولوژیکى و هم چنین 
چون اساس آن بر پایه انتقال الکترون و با سرعت بیش ترى بوده، 
اغلب از این آزمون در کنار روش DPPH  استفاده مى گردد و 
هر دو آزمون فوق مبین فعالیت ضداکسایشى متوسط تا خوب 
اسانس برگ نارنج مى باشند. وجود ترکیباتى نظیر گالیک اسید، 
نارنج  اندام هاى مختلف  نئوهسپریدین در  نارینجین، کامفرول 
مى توانند به عنوان عوامل اصلى فعالیت ضداکسیدانى برگ نارنج 

بیان شوند زیرا این ترکیبات با اتصال به ترکیبات اکسیدکننده، 
مانع از فعالیت اکسایشى آن ها مى گردند [30-29].

روغن  در  نارنج  برگ  اسانس  ضد اکسیدانى  اثر   -5-3
سرخ کردنى

فعالیت ضد اکسیدانى اسانس برگ نارنج در روغن سرخ کردنى 
درجه سانتى گراد،   90 دماى  در  روز  7 شبانه  زمان  مدت  در 
برحسب اعداد پراکسید، دى ان مزدوج، تیوباربیتوریک اسید و
نشان   5 و   4  ،3  ،2 شکل هاى  در  ترتیب  به  آنیزیدین   -p

مشاهده مى شود،   2 است. همان گونه که در شکل  داده شده 
و  شده  آغاز  آزمون  دوم  روز  از  پراکسید  عدد  افزایشى  روند 
تیمارها  غلظت  افزایش  با  و  بوده  تیمارها  غلظت  به  وابسته 
عدد پراکسید افزایش کم ترى نشان داده است. از این رو بین 
سطح  در   TBHQ و ضد اکسیدان  اسانس  مختلف  غلظت هاى 
مشاهده  معنى دارى  اختلاف   (P<0/01) درصد   1 احتمال 
 400 ppm گردید. هم چنین مشاهده شد که تیمارهاى 200 و
اما در  اسانس، تاثیر چندانى بر کاهش عدد پراکسید نداشته 
غلظت هاى بالاتر اسانس، نمونه روغن نسبت به بالا رفتن عدد 
افزایش  به دلیل  امر  این  مقاومت نشان مى دهد که  پراکسید 
ترکیبات فنولى در غلظت هاى بالاتر اسانس مى باشد. بنابراین 
 800  ppm و  600 در غلظت هاى  پراکسید  عدد  روند کاهش 
اسانس به طور کامل مشهود است. اما در مقایسه با هر دو سطح 
100 و TBHQ  200 ppm داراى اثر کم ترى مى باشد. یسارى 
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شکل(2) فعالیت ضداکسیدانی اسانس برگ نارنج بر حسب عدد پراکسید

شکل (3) فعالیت ضداکسیدانی اسانس برگ نارنج بر حسب دى ان مزدوج

شکل (4) فعالیت ضداکسیدانی اسانس برگ نارنج بر حسب تیوباربیتوریک اسید
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در  تامسون  پرتقال  پوست  اسانس  تاثیر   (2013) همکاران  و 
نشان  نتایج  داده  قرار  بررسى  مورد  را  کانولا  روغن  پایدارى 
داد، اسانس در غلظت هاى 1000، 2000 و ppm 3000 قادر 
به جلوگیرى از افزایش عدد پراکسید مى باشد، اما در هر سه 
غلظت داراى تاثیر ضعیف ترى نسبت به ضد اکسیدان سنتزى 

TBHQ در سطح غلظتى ppm 100 مى باشد [34].

از دیگر روش هایى که جهت بررسى مراحل اولیه اکسایش 
مزدوج  میزان دى ان هاى  تعیین  استفاده کرد،  آن  از  مى توان 
این محصولات،  میزان تولید  در  افزایش  است که  تولید شده 
شاخصى از پیشرفت مراحل اولیه اکسایش مى باشد. وجود این 
را  آزمون عدد پراکسید مى تواند نقش مکمل  آزمون در کنار 
داشته باشد. لذا در این تحقیق از این آزمون نیز استفاده شد. 
در شکل 3 روند تغییرات دى ان هاى مزدوج و تاثیر تیمارهاى 
است.  شده  داده  نشان  شبانه روز   7 زمان  مدت  در  مختلف 
به  افزایش دى ان هاى مزدوج  مشاهده مى شود  همان گونه که 
آرامى از روز اول آزمون آغاز شده و وابسته به غلظت تیمارها 
 TBHQ بوده و بین غلظت هاى مختلف اسانس و ضد اکسیدان
مشاهده   (P<0/01) درصد   1 سطح  در  معنى دارى  تفاوت 
شد. در این آزمون هم مانند آزمون عدد پراکسید اسانس در 
تاثیر  مراتب  به   (800  ppm و   600) خود  بالاتر  غلظت هاى 
داشته،  مزدوج  دى ان هاى  افزایش  از  جلوگیرى  بر  بیش ترى 
ولى باز هم تاثیر ضعیف ترى نسبت به TBHQ  از خود نشان 
که  گردید  مشخص  گرفته  صورت  بررسى هاى  با  است.  داده 

سنجش  مورد  مختلف  سطوح  ضد اکسیدانى  فعالیت  ترتیب 
اسانس برگ نارنج در این آزمون با نتایج به دست آمده از آزمون 

عدد پراکسید به طور کامل مطابقت داشت. 
مزدوج  دى ان  و  پراکسید  عدد  تعیین  هم چون  آزمون هایى 
به تنهایى مشخص کننده اکسایش روغن نمى باشند. زیرا تنها 
شاخص وجود محصولات اولیه اکسایش بوده و چنان چه اکسایش 
در سطح پیشرفته ترى رخ داده باشد، ترکیبات ثانویه اى تولید 
مى شود که این آزمون ها قادر به شناسایى این ترکیبات و تعیین 
پیشرفت اکسایش نیستند. بنابراین وجود آزمون هایى هم چون 
تیوباربیتوریک اسید (TBA) و P-آنیزیدین به عنوان شاخصى از 
میزان پیشرفت اکسایش و تولید محصولات ثانویه ضرورى به 
نظر مى رسد. شکل 5 روند تغییرات عدد TBA و شکل 5 روند 
تغییرات P-آنیزیدین در مدت زمان آزمون را نشان مى دهد. با 
غلظت هاى  میان  معنى دارى  اختلاف   ،4 نتایج شکل  به  توجه 
مختلف اسانس، ضد اکسیدان و نمونه شاهد (P<0/01) مشاهده 
شد. همان گونه که ملاحظه مى شود بیش ترین فعالیت ضد اکسایشى 
 ppm غلظت  به  مربوط   ،TBHQ از   200  ppm غلظت  از  بعد 
800 اسانس مى باشد که داراى اثر ضد اکسیدانى بالاترى نسبت 
روزهاى  در  هم چنین  است.   TBHQ از   100 ppm غلظت  به 
 600 ppm اول و دوم آزمون، اختلاف معنى دارى بین غلظت
اسانس و ppm 100 از TBHQ  (P< 0/01)  مشاهده نشد. اما 
در روز هفتم آزمون غلظت ppm 600 اسانس اثر ضداکسایشى 
بالاترى نسبت به غلظت ppm 100 از TBHQ، از خود نشان 

شکل (5)  فعالیت ضداکسیدانی اسانس برگ نارنج برحسب p- آنیزیدین
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داد. در مقابل غلظت هاى 200 و ppm 400 اسانس، فعالیت 
ضداکسایشى چندانى نداشته و حتى در بعضى روزها  اختلاف 
معنى دارى با نمونه شاهد (P< 0/01)  نشان ندادند. با توجه 
  800 ppm به نتایج  شکل 6، اختلاف معنى دارى بین غلظت
روز  در   TBHQ از   200  ppm و   100 غلظت هاى  و  اسانس 
نخست آزمون (P < 0/01) وجود نداشت، اما از روز دوم به بعد 
اختلاف معنى دار شده و غلظت ppm 800 اسانس اثر کم ترى 
غلظت  دو  هر  به  نسبت  P-آنزیدین  افزایش  از  جلوگیرى  در 
 ppm داشته است. در این جا باز هم غلظت هاى 200 و TBHQ

تا  و  نداشته  در کاهش P-آنیزیدین  اثر چندانى  اسانس   400
از  حدودى مى توان گفت که غلظت ppm 600 در جلوگیرى 

افزایش P-آنیزیدین نسبت به نمونه شاهد موثر بوده است. 
مزدوج،  دى ان  پراکسید،  اعداد  میانگین  مقایسه   4 جدول 
P،TBA-آنیزیدین و اندیس توتوکس (مجموع ترکیبات اولیه و 

ثانویه اکسایش) در روز هفتم آزمون را نشان مى دهد. همان گونه 
که مشخص است در روز هفتم بین غلظت ppm 800 اسانس 
و ppm 100 ازTBHQ در آزمون هاى عدد پراکسید، دى ان هاى 
مزدوج و اندیس توتوکس تفاوت معنى دارى در سطح 1 درصد 
(P<0/01) وجود ندارد. از طرفى در آزمون تیوباربیتوریک اسید 
در روز هفتم هر دو سطح غلظت هاى 600 و ppm 800 اسانس 
موجب  و  کرده  عمل   TBHQ از   100  ppm غلظت  از  بهتر 
کاهش بیش تر اکسایش شده است و از این نظر داراى تفاوت 
معنى دار با غلظت ppm 100 از TBHQ (P<0/01) مى باشد. 
 800 ppm در بررسى اندیس توتوکس مشخص گردید غلظت
اسانس داراى بیش ترین فعالیت ضد اکسیدانى بوده، در حالى که 
روند  در کاهش  تاثیر چندانى   400 ppm و   200 غلظت هاى 
اکسایش نداشته  و حتى در روز هفتم فاقد اختلاف معنى دار با 

نمونه شاهد (P<0/01) بوده است.
همان طور که جدول 4 نشان مى دهد با افرایش غلظت اسانس 
از 200 تا ppm 800، بر قدرت آنتى اکسیدانى آن  مورد مطالعه 
 400 ppm افزوده شده است. به طورى که  در کاربرد غلظت هاى 200 و
در  معنى دارى  تفاوت  p-آنیزیدین)  عدد  در  (به جز  اسانس 
پیشرفت اکسیداسیون روغن، در مقایسه با نمونه   جلوگیرى از 
شاهد، مشاهده نشد. حتى در آزمون عدد آنیزیدین هم، هرچند 
میزان پیشرفت اکسیداسیون روغن حاوى این دو سطح اسانس 
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میزان  هم  باز  ولى  بود،  کم تر  شاهد  نمونه   با  مقایسه  در 
با  مقایسه  در  اسانس  سطوح  این  حاوى  روغن  اکسیداسیون 
آنتى اکسیدان    200  ppm و   100 سطح  دو  هر  حاوى  روغن 
سنتزى، به شکل معنى دارى بیش تر بود؛ که این نشانگر ضعف 
 ppm) کم  غلظت هاى  در  اسانس  این  آنتى اکسیدانى  فعالیت 
از  ناشى  مى تواند  پدیده  این  مى باشد.  آن)  از  کم تر  یا   400
ترکیبات  نظیر  آنتى رادیکالى  خواص  داراى  موثره   مواد  کمبود 
که  همان طور  اما  باشد.  اسانس  کم  غلظت هاى  در  فنولیک 
قدرت آنتى اکسیدانى  غلظت اسانس،  با افزایش  مشخص است 
تمام  به طورى که  کرده  پیدا  افزایش  معنى دارى  شکل  به  آن 
آزمون هاى مورد استفاده، افزایش ثبات اکسیداتیو روغن حاوى 
یا  با روغن حاوى ppm 600 و  ppm 800 اسانس در مقایسه 

مقادیر کم تر اسانس را تایید کردند. هم چنین این آزمون ها ثبات 
اسانس   800  ppm و   600 حاوى  روغن هاى  اکسیداتیو  بالاتر 
به دست  نتایج  رساندند.  اثبات  به  را  شاهد  نمونه   با  مقایسه  در 
آمده از آزمون هاى به کار رفته در این بررسى نشان داد فعالیت 
با غلظت  غلظت ppm 800 اسانس در مقایسه  آنتى اکسیدانى 
معنى دارى  تفاوت   ،TBHQ سنتزى  آنتى اکسیدان   100  ppm

بالاتر  قدرت  p-آنیزیدین  و   TBA عدد  آزمون هاى  و  نداشته 
با غلظت  غلظت ppm 800 اسانس در مقایسه  آنتى اکسیدانى 
ppm 100 آنتى اکسیدان TBHQ را به اثبات رساندند. هرچند 

بودن  ضعیف تر  نشانگر  آزمون ها  اکثر  از  آمده  به دست  نتایج 
فعالیت آنتى اکسیدانى غلظت ppm 800 اسانس در مقایسه با 
به  توجه  با  اما  بود،  سنتزى  آنتى اکسیدان   200  ppm غلظت 
این واقعیت که امروزه در صنعت روغن، در روغن هاى خوراکى 
معمولى (روغن سالاد و روغن مخصوص پخت و پز) و روغن هاى 
 120 ppm مخصوص سرخ کردنى به ترتیب از غلظت هاى 100 و
از TBHQ استقاده مى شود، و نیز با توجه به اثبات عدم وجود 
 800 ppm اختلاف معنى دار بین قدرت آنتى اکسیدانى غلظت
پتانسیل  داشتن   ،TBHQ آنتى اکسیدان   100  ppm و  اسانس 
جایگزینى این اسانس به عنوان یک ترکیب طبیعى داراى خواص 

ضداکسیدانى با آنتى اکسیدان هاى سنتزى، به اثبات رسید.

3-6- آزمون ارزیابى حسى
جدول 5 نتایج مقایسه میانگین آزمون ارزیابى حسى نمونه هاى 
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(میلى اکى والان/کیلوگرم)، P-آنیزیدین و   TBA ،(میکرومول/گرم) جدول (4) مقایسه میانگین اعداد پراکسید (میلى اکى والان/ کیلوگرم)، دى ان مزدوج
اندیس توتوکس

اندیس توتوکسP- آنیزیدینعددTBAدى ان مزدوجعدد پراکسیدتیمارها
a8/15±0/035 a0/72±0/007 a19/31±0/141 a168/71±2/969 a 1/414±78/2شاهد

ppm72/6±1/979 a8/39±0/049 a0/72±0/001 a18/4±0/183 b163/60±4/143 a 200 اسانس

ppm72/6±0/848 a7/94±0/ 268 ab0/70±0/007 ab17/86±0/091 b163/06±1/788 a 400 اسانس

ppm68±4/525 a7/57±0/403 b0/64±0/001 cd16/13±0/148 c152/13±8/902 a 600 اسانس

ppm57/6±0/565 b7/01±0/240 c0/610±0/014 d15/30±0/572 d130/50±1/704 b 800 اسانس

TBHQ 100 ppm53/2±1/131 b6/805±0/049 c0/670±0/014 bc14/21±0/254 e120/61±2/517 b

TBHQ 200 ppm40/2±3/111 c6/05±0/113 c0/535±0/035 e13/84±0/615 e76/24±9/848 c

*حروف مشابه در هر ستون نشان دهنده عدم تفاوت معنى دار (P<0/01) مى باشد. نتایج میانگین سه تکرار ± انحراف معیار مى باشد.

جدول (5) مقایسه میانگین صفات مورد بررسى (رنگ و ظاهر، طعم و مزه و بو) در آزمون ارزیابى حسى تیمارهاى مختلف
صفات مورد بررسى

بوطعم و مزهرنگ و ظاهرتیمار
a8/3±0/919 a8±1/414 a 0/707±9/5شاهد

ppm8/3±0/494 a8/5±0/707 a7/9±1/272 a 200 اسانس

ppm8/8±0/282 a8/6±1/979 a8/5±1/484 a 400 اسانس

ppm8/9±0/141 a9±1/414 a8/7±0/989 a 600 اسانس

ppm8/5±0/707 a7/9±0/777 a7/25±1/767 a 800 اسانس

TBHQ 100 ppm8/3±0/494 a8/3±0/989 a7/4±1/979 a

TBHQ 200 ppm9/4±0/848 a8/5±0/707 a8/1±1/555 a

                  *حروف مشابه در هر ستون نشان دهنده عدم تفاوت معنى دار (P<0/01) مى باشد. نتایج میانگین سه تکرار ± انحراف معیار مى باشد.
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روغن را نشان مى دهد. بر اساس نتایج به دست آمده نمونه هاى 
روغن حاوى اسانس برگ نارنج از لحاظ ظاهر و رنگ، طعم و 
 TBHQ مزه و بو با نمونه هاى روغن شاهد و حاوى ضد اکسیدان
تفاوت معنى دارى (P<0/01) نداشتند. در واقع این نتایج نشان 
 ،800  ppm غلظتى  سطح  تا  نارنج  برگ  اسانس  که  مى دهد 
تغییر نامطلوب و محسوسى در خصوصیات ارگانولپتیکى روغن 
نمونه هاى  بین  تفاوتى  کننده،  مصرف  دید  از  و  نکرده  ایجاد 
روغن حاوى اسانس برگ نارنج و نمونه هاى فاقد آن، از لحاظ 

رنگ و ظاهر، طعم و مزه و بو وجود نداشت.

4- نتیجه گیرى
نتایج این پژوهش نشان داد اسانس برگ نارنج حاوى مقادیر قابل 

توجه از ترکیبات فنولیک بوده و آزمون هاى مختلف، خاصیت 
ارزیابى حسى  ضد اکسایشى آن را تصدیق مى کند. هم چنین 
نشان داد که این اسانس تا غلظت ppm 800 تغییر محسوس 
و نامطلوبى در خصوصیات ارگانولپتیکى روغن ایجاد نمى کند. 
بنابراین اسانس برگ نارنج به عنوان یک ضد اکسیدان طبیعى 
توانایى واکنش با رادیکال هاى آزاد ناشى از اکسایش را داشته 
در  حتى  داشت  انتظار  مى توان  خالص سازى  صورت  در  و 
غلظت هاى پایین تر بتواند به نحو موثرى از پیشرفت اکسایش 
جلوگیرى کرده و روند اکسایش را کند نماید. از این رو امکان 
تکمیلى  آزمون هاى  انجام  از  پس  آینده،  در  آن  از  استفاده 
به عنوان یک ضد اکسیدان طبیعى در روغن هاى خوراکى وجود 

خواهد داشت. 
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