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 (Citrus sinensis) پرتقال  درخت  برگ  عصاره   ضدمیکروبى  و  ضداکسندگى  اثرات 
کشت شده در ایران و بررسى پایدارى اکسیداسیون روغن سویا غنى سازى شده با آن 

، هادى کوهسارى2 ابوالفضل فدوى1 *

1.  گروه علوم و صنایع غذایى، دانشگاه آزاد اسلامى، واحد آزاد شهر، استان گلستان
2. گروه علوم پایه، دانشگاه آزاد اسلامى، واحد آزاد شهر، استان گلستان

(تاریخ دریافت: 93/5/4، تاریخ پذیرش: 93/6/19)

چکیده
ترکیبات  محتوى  ضداکسندگى،  خواص  نظر  از  پرتقال  درخت  شده  سیاه  و  سبز  برگ  از  آمده  به دست  متانولى  عصاره هاى 

میکروب هاى  بر  ضدمیکروبى  اثرات  و  فنولى 
 1000 ppm بررسى گردید. سپس این عصاره ها در 3 غلظت 500، 750 و 
مقادیر  در روغن سویاى تصفیه شده بدون ضداکسنده به کار گرفته و در دماى C° 60 به مدت یک ماه ذخیره شدند. متعاقباً 
اندیس یدى و اندیس پراکسید نمونه هاى روغن تعیین گردیدند. بر اساس نتایج به دست آمده، هر دو عصاره برگ  اسیدیته، 
پرتقال قدرت ضداکسندگى و ضدمیکروبى ضعیفى داشتند؛ زیرا که در غلظت هاى با ماده خشک 500 الى µg/mL 2000 از 
عصاره ها، عصارة سبز آن به طور معنى دارى (p<0/01) قدرت ضداکسندگى به روش حذف رادیکال هاى DPPH (در محدوده 
%26/5- 3/57) بیش ترى نسبت به عصارة برگى سیاه (در محدوده %20/85- 1/4) داشت. هم چنین عصارة برگ سبز پرتقال 
با حداقل غلظت ماده خشک mg/mL 55 فقط از رشد باکترى  ممانعت کرد. اما عصارة برگى سیاه با 
جلوگیرى نماید. در  حداقل غلظت ماده خشک mg/mL 110 توانست از رشد  و 
آزمون هاى پایدارى روغن، با افزایش غلظت ماده خشک عصاره  برگ سبز مقادیر  اسیدیته و پراکسید نمونه ها به طور معنى دارى 
نظر  از  پرتقال  سبز  برگ هاى  عصارة   1000  ppm حاوى  سویاى  روغن  که  داد  نشان  نهایى  نتایج  یافت.  کاهش   (p<0/05)
مقادیر  اسیدیته فاقد اختلاف معنى دار (p<0/05)، از نظر مقادیر اندیس یدى مشابه و در آزمون عدد پراکسید واجد اختلاف 
معنى دار (p<0/05) و داراى میزان کم ترى از عدد پراکسید نسبت به روغن سویاى حاوى ضداکسنده تجارتى پروپیل گالات

به عنوان جایگزین آنتى اکسیدان هاى سنتزى در نگه دارى روغن ها و  بود. لذا عصاره برگ  سبز پرتقال می تواند   (200 ppm)
چربى هاى خوراکى به کار رود، اما با توجه به مشکل کدورت ظاهرى ایجاد شده در روغن سویا حاوى آن، روش هاى کدورت 

زدایى در تحقیقات بعدى پیشنهاد مى گردد.
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1- مقدمه
ترکیبات آلى،  سرآغاز تغییرات اساسى در ساختار مولکولى 
شیمیایى، بیولوژیکى و حتى عناصر معدنى، اکسیداسیون آن ها 
به ویژه چربى ها،  غذایى،  مواد  در  به خصوص  امر  این  که  است 
فرایند هاى حرارتى گشته و  عدم تحمل  ناپایدارى و  به  منجر 
کیفیت ماده غذایى را کاهش مى دهد. براى جلوگیرى از تخریب 
استفاده  اکسنده1  ضد  نام  به  ترکیباتى  از  روغن ها  و  چربى ها 
اکسیداسیونى  واکنش هاى  پیشرفت  و  شروع  از  که  مى کنند 
اکسنده هاى  ضد  از  استفاده  امروزه   .[1] مى کنند  جلوگیرى 
مصنوعى یا سنتزي (BHA ،BHT ،PG ،TBHQ و ...) به منظور 
جلوگیرى از این پدیده هاى نامطلوب و کنترل این واکنش ها، 
امرى رایج در صنعت غذا شده است، اما تحقیقات اخیر نشان 
از  نامطلوبى  عوارض  باعث  این ضداکسنده ها  که مصرف  داده 
قبیل سرطان زایی و آسیب هاى کبدي در حیوانات آزمایشگاهی 

مى گردد[2]. 
به عنوان  گیاهى  منشاء  با  فنولى  ترکیبات  از  برخى  نقش 
ضداکسنده هاى طبیعى براى بسیارى از محققان مشخص شده 
است [3-4] که می توانند نقش هاي مهمی را در خنثی کردن 
نشاندن  فرو  و  انتقالی  فلزات  کردن  احاطه  آزاد،  رادیکال هاي 
مولکول هاي اکسیژن یگانه و سه گانه از طریق تغییر مکان یا 
از مواد غذایى  باشند[5]. یک دسته  تجزیه پراکسید ها داشته 
که امروزه از ضداکسنده هاى ساختگى براى افزایش ماندگارى 
گیاهى  منشاء  با  خوراکى  روغن هاى  مى شود،  استفاده  آن ها 
تهیه  در  نقش مهم ترى  آن ها  بین  در  روغن سویا  هستند که 
غذاها و پخت و پز ایفا مى کند. امروزه محققان به دنبال یافتن 
آن ها  بهتر  و  بیش تر  کیفیت  و  پایدارى  حفظ  براى  راه هایى 
توسط ضد اکسنده ها مى باشند و در این خصوص ضداکسنده ها 
در  و  نداشته  انسان  براى  جانبى  اثرات  که  گیاهى  منشاء  با 
توجه  مورد  نیز  باشد  داشته  به سزائى  نقش  هم  بدن  سلامت 
بررسى  و  ترکیبات  این  از  غنى  منبع  یافتن  لذا   .[7-6] است 
غذایى ضرورى  بهبود کیفیت مواد  از آن ها در  امکان استفاده 

به نظر مى رسد.
سبز  برگ هاى  داراى   Citrus sinensis علمى  نام  با  پرتقال 
ایران  در  که  محلى  پرتقال هاى  از  مى باشد.  سفید  گل هاى  و 
از جمله پرتقال هاى شیرین به شمار  پرورش داده مى شوند و 
1. Antioxidant

مى آیند، مى توان به پرتقال شهسوارى، آملى، جهرمى، دارابى، 
2 و یا  بمى، پرتقال هاى نافدار1 هم چون 

3 که میوه هاى بى دانه دارند و در اثر جهش یافتن جوانه از 

رقم برزیلى دانه دار  حاصل شده اند، اشاره نمود. 
پرتقال یافا که میوه آن در دى ماه مى رسد و پرتقال والنسیا5  
نیز در ایران پرورش داده مى شوند. هم چنین پرتقال هاى خونى6 
این  اثر وجود آنتوسیانین بوده و  داراى گوشت میوه رنگى در 
نوع پرتقال ها از نواحى مدیترانه مى باشند. در ضمن پرتقال هاى 
ترش7 از جمله بوکت و سویل در برخى از کشورها پرورش داده 

مى شوند.
فروت  گریپ  بخش خوراکى  است که  داده  تحقیقات نشان 
رادیکال هاى  کردن  خنثى  در  پرتقال  با  مقایسه  در  صورتى 
آزاد مؤثرتر است [8]. در تحقیق دیگرى که روى عصاره هاى 
گریپ  و  نارنگى  پرتقال،  پذیرفت، عصاره هاى  مرکبات صورت 
از  شده  استخراج  لیپوپروتئین هاى  اکسیداسیون  روى  فروت 
نشان  را  اکسیدان  آنتى  اثر  هیچ گونه  شده،  خنثى  پلاس هاى 
ندادند [9]. در این تحقیق هیسپرتین8 و هیسپریدین9 که دو 
ترکیب فنولیک عمده در عصارة میوه پرتقال محسوب مى شود، 
این  در تحقیق دیگرى عکس  اما  نداد،  از خود نشان  فعالیتى 
آنتى  خاصیت  واجد  را  ترکیب  دو  این  و  آمد  به دست  نتیجه 
اکسیدان معرفى نمود [10]. در دسته بندى عوامل مختلفى که 
مى توانند روى قدرت ضداکسندگى برگ ها اثر گذار باشند، یکى 
ترکیبات موجود در آن قسمت از گیاه است و دیگرى عواملى 
عضو  و  واریته  مى نماید.  تغییر  دستخوش  را  ترکیبات  آن  که 
گیاه مورد مطالعه مى تواند در تفاوت بین خواص ضداکسندگى 
و محتوى ترکیبات فنولى اثر بخش باشد [11]. آنزیم هایى از 
ردوکتاز  آسکوربات،  پراکسیداز  دیسموتاز،  اکسید  سوپر  قبیل 
برخى  برگ هاى  در  موجود   [12] کاتالاز  و  دهیدروآسکوربات 
مرکبات و ترکیبات پلى فنولى اپى گالوکتچین10، اپى کتچین11، 
1. Navel
2. Thompson Navel
3. Washington Navel
4. Larania Selecta
5. Valencia
6. Blood oranges
7. Sour oranges
8. Hesperetin
9. Hesperidin
10. Epigallocatechin
11. Epicatechin
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کتچین1، روتین2، گالیک اسید3، نارینجین4، کلروژنیک اسید5، 
هسپریدین و پارا-کوماریک اسید6 موجود در چاى سیاه تهیه 
اکسیدانى  آنتى  خاصیت  ایجاد  در  مرکبات  برگ هاى  از  شده 
مى توانند موثر باشند [13]. تحقیقات نشان داده که برگ ها در 
-O) مى نمایند 

تنش هاى حرارتى تولید آنیون هاى سوپر اکسید (٢
آنتى  خاصیت  واجد  آنزیم هاى  تحریک  و  فعالیت  افزایش  که 
دارد  همراه  به   را  فتوسنتزى  فعالیت هاى  کاهش  و  اکسیدانى 
[12]. روند پیرى برگ هاى پرتقال مجاورت داده شده با اتیلن 
یک  که  آلفا-توکوفرول،  تجمع  افزایش  در  کلروفیل  تجزیه  و 
ترکیب آنتى اکسیدانى شاخص است، نیز مى تواند در افزایش 

این خاصیت تاثیر گذار است [14].
ویژگى هاى  شناخت  روى  که  مختلفى  مطالعات  على رغم 
ضداکسندگى قسمت هاى خوراکى، میوه و روغن هسته پرتقال 
صورت پذیرفته است، منابع اندکى را مى توان در مورد خصوصیات 
ضداکسندگى و ضدمیکروبى عصاره برگى و نقش کاربردى آن 
پیدا نمود. لذا ضرورت شناخت اثر ضداکسندگى این قسمت از 
این گیاه امرى مهم براى استفاده صنعتى و تولید ضداکسنده هاى 
گیاهى مى باشد. علاوه بر آن، یکى از پدیده هاى رایج در برگ ها، 
اکسیداسیون و سیاه شدن آن ها مى باشد که این پدیده در تهیه 
چاى از آن ها کاربرد دارد، که بررسى اثر این پدیده بر فعالیت 
است.  تحقیق  این  اهداف  از  دیگر  یکى  آن ها  ضداکسندگى 
مقایسه خصوصیات  و  بررسى  به طور کلى هدف از این تحقیق 
ضداکسندگى و ضدمیکروبى برگ هاى سبز و سیاه شده درخت 
پرتقال مى باشد. ضمن این که پایدارى روغن هاى سویاى حاوى این 
عصاره ها که تحت فرایند دمایى قرار گرفته اند نیز بررسى مى گردد.

2- مواد و روش ها
2-1- مواد 

معرف فنلى فولین-سیوکالتیو7 (Merck)، متانل، اسید گالیک8  
 ،(Acros Organics, 98%) 9کربنات سدیم بدون آب ،(Fluka, 98%)

1. Catechin
2. Rutin
3. Gallic acid
4. Naringin
5. Chlorogenic acid
6. ρ-coumaric acid
7. Folin–Ciocalteu’s phenol reagent
8. Gallic acid
9. Anhydrous sodium carbonate

 ،(Sigma Chemical Co.) 11-1 دى فنیل-2- پیکریل هیدرازیل
فروس سولفات هپتا هیدرات2 (Acros Organics, 98%)، معرف 
فروزین3 حاوى 3-(2-پیریدیل) 5، 6 دى فنیل-1، 2 ،4 تریازین-
.(Sigma, 90%) 4دى سولفونیک اسید هیدرات مونو سدیم p ΄،p

2-2-جمع آورى برگ ها و تهیه عصاره متانولی برگ هاى 
سبز و سیاه

باغات شهر  از  ماه شهریور  یافا در  پرتقال  درخت  برگ هاى 
 36° ,50  ̋N 29, °54، و  ̋E گرگان با طول و عرض جغرافیایى
و با ارتفاع 100 متر از سطح دریا چیده و جمع آورى و سپس، 
برگ ها، شسته و نم گیرى شدند. براى تهیه برگ هاى سبز خشک، 
برگ هاى تمیز شده در دماى C°60 به مدت 12 ساعت در آون 
قرار گرفته، پس از خشک شدن به قطعات 0/5 سانتى متر خرد 
گردیدند. براى تهیۀ برگ هاى خشک سیاه، برگ هاى سبز تازه و 
تمیز را ابتدا در دماى C°40 به مدت 4 ساعت پلاسیده نموده، 
سپس عمل مالش دهى و خرد کردن انجام  گردید. براى انجام 
دماى در  ساعت   8 مدت  به  آن ها  شدن  قهوه اى  واکنش هاى 
C° 37 گذاشته شده تا زمانى که واکنش ها کامل گردد. سپس 

براى  بالا رفت و طى 12 ساعت خشک گردند.   60°C تا دما 
تهیه عصارة متانولى برگ ها، 40 گرم از برگ هاى خشک شده 
با  200 میلى لیتر متانول مخلوط گردیده و به مدت 10 ساعت 
به حالت سکون ماند. سپس عصاره ها با استفاده از کاغذ صافى 
دماى  آون تحت خلاء در  دستگاه  با  و  2 صاف  واتمن شمارة 
C°50 و فشار 50 میلى بار تغلیظ و خشک گردید. عصاره هاى 

تهیه شده در دماى C°20-  تا زمان انجام آزمایشات نگه دارى 
گردیدند. غلظت عصاره ها در هر آزمون بسته به حداقل اثرى 
غلظت ها و محدوده  نشان دادند، حداقل  از خود  که عصاره ها 

آن ها تعیین گردید. 

حذف  اساس  بر  ضداکسندگى  فعالیت  2-3-اندازه گیرى 
5 DPPH  رادیکال هاى

در این آزمون غلظت هاى µg/mL 2000-500 از عصاره هاى 
1. 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl
2. Ferrous sulphate hepta-hydrate
3. Ferrozine iron reagent
4. (3-(2- Pyridyl) -5,6 – diphenyl- 1,2,4- triazine- p,p΄- disulfonic 
acid hydrat monosodium
5. Diphenyl-1-picrylhydrazyl-2, 2
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برگى پرتقال با حلال متانول تهیه گردید. سپس 0/3 میلى لیتر 
رادیکال هاى  محلول  میلى لیتر   2/7 با  از عصاره ها  هر کدام  از 
گردید.  مخلوط   (6×10-3   M غلظت  در  شده  (تهیه   DPPH

مخلوط ایجاد شده به صورت شدید هم زده شده و به مدت 30 
دقیقه ساکن مى ماند و بعد میزان جذب نورى آن در طول موج 
نتایج  مى شود.  خوانده  نورسنج  طیف  دستگاه  با  نانومتر   517
بر حسب درصد رنگ برى ترکیب DPPH  بر اساس رابطۀ زیر 

محاسبه و گزارش گردید [15]: 
      100 /Ao× (Ao– Ac) =  فعالیت ممانعت کنندگى(%)
که Ao= میزان جذب نورى در نمونۀ شاهد و Ac  = میزان جذب 

نورى در نمونۀ اصلى مى باشد. 

2-4- اندازه گیرى میزان کل ترکیبات فنولى
از  میکرو لیتر   300 که  است  ترتیب  بدین  آزمون  روش   
به  ریخته،  آزمایش  لولۀ  در   200  µg/mL غلظت  با  نمونه ها 
آن 1/5 میلى لیتر معرف فولین سیوکالتیو (از محلول 10 برابر 
وزنى/حجمى  محلول  میلى لیتر   2 سپس  شد.  اضافه  رقیق) 
ایجاد شده  محلول  گردید.  اضافه  آن  به  سدیم  7/5% کربنات 
میزان جذب  سپس  گذاشته شده،  دقیقه ساکن   30 مدت  به 
نورى آن در طول موج 765 نانومتر خوانده شد. با استفاده از 
صفر،  غلظت هاى  با  محلول ها  با  شده  تهیه  استاندارد  منحنى 
50، 100، 150، 200 و 250 میلى گرم در لیتر اسید گالیک، 
میزان کل ترکیبات فنولى بر حسب میلى گرم ترکیبات فنولى 
معادل گالیک اسید در گرم عصاره خشک شده گزارش شد و 
 y=0/111 x -0/0148 (R2=0/9998) در این خصوص از رابطه
استفاده گردید که y میزان جذب نور توسط محلول و x محتوى 
کل فنولى بر حسب میلى گرم ترکیبات فنولیک معادل گالیک 

اسید در گرم عصاره خشک ( GAE)1 است[16].

یون هاى  کنندگى2  لیت  کى  قدرت  اندازه گیرى   -5-2
(FIC آزمون) آهن دو ظرفیتى

از   100-1000  µg/mL غلظت هاى  آزمون  این  در  ابتدا 
روش  گردید.  تهیه  متانول  حلال  با  پرتقال  برگى  عصاره هاى 
محلول هاى  ابتدا  در  که  است  ترتیب  بدین  آزمون  این  انجام 
1. Gallic Acid Equivalent
2. Chelating

mM 2 سولفات آهن (FeSo4) و mM 5 معرف فروزین تهیه 

مى گردد. هر محلول 20 برابر رقیق گردید. سپس 1 میلى لیتر 
محلول  از  میلى لیتر   1 با  آهن  سولفات  رقیق شدة  محلول  از 
نمونه مخلوط شده و سپس 1 میلى لیتر از محلول رقیق شده 
معرف فروزین به آن اضافه گردید. سپس به مدت 10 دقیقه 
میزان جذب  و  شده  داده  استراحت  آمده  به دست  مخلوط  به 
نورى آن در طول موج 562 نانومتر خوانده شد. نمونۀ شاهد 
آزمون  این  نتایج  مى گیرد.  قرار  آزمون  مورد  نیز  عصاره  فاقد 
بر حسب درصد قدرت کى لیت کنندگى بر اساس رابطۀ زیر 

گزارش  شد.
= قدرت کى لیت کنندگى(%)،
(Acontrol – Asample) ×100/ Acontrol 

Acontro میزان جذب نورى در نمونۀ شاهد و Asample میزان جذب 

نورى در نمونۀ حاوى عصاره مى باشد[17].

2-6- اثر ضد باکتریایى
،(PTCC 1399)1 باکتري  گونه   6

 PTCC)  3  ،(PTCC 1596)  
 ،(PTCC 1436)  4  ،(1188

6 مقاوم به وانکومایسین    و
ایران  و صنعتی  علمی  پژوهش هاي  از سازمان   (Van R 181)
تهیه شدند. از کشت 24 ساعته باکتري هاي مورد نظر در محیط 
کشت مولرهینتون آگار، یک لوپ به محیط کشت مایع انتقال 
باکتري معادل 0/5 مک فارلند تهیه  از  داده و سوسپانسیونی 
میکروبى  سوسپانسیون  از   [18] روش چاهک  طبق  و  گردید 
مولرهینتون  کشت  محیط  سطح  بر  فارلند  مک  نیم  معادل 
استفاده  با  سپس  شد.  داده  کشت  یکنواخت  صورت  به  آگار 
میلى متر   7 قطر  با  چاهک هایى  کن  سوراخ  پنبه  چوب  از 
عصاره ها مختلف  غلظت هاى   از  میکرولیتر   100 و  شد  ایجاد 

به  سپس  شد،  ریخته  چاهک ها  در   (13/75-110  mg/mL)
مدت 24 ساعت در37 درجه سانتى گراد در گرمخانه گذاشته 
شدند. پس از این مدت با اندازه گیرى قطر هاله عدم رشد در 
1. Escherichia coli
2. Salmonella typhimurium
3. Shigella dysenteria
4. Staphylococcus aureus
5. Yercinia enthrocolitica
6. Entherococcus faecalis
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اطراف چاهک ها، حساسیت یا مقاومت باکترى  هاى مورد نظر به 
عصاره ها تعیین شد. هاله هاى  عدم رشد بیش از 12 میلى متر 

نشان دهنده حساسیت باکترى به عصاره مى باشد.  

2-7- میزان اسیدیته، عدد پراکسید و عدد یدى
این تحقیق، غنى سازى روغن سویا با  با توجه به این که در 
جنبه  دو  از  آزمون ها  این  مى گیرد،  صورت  برگى  عصاره هاى 
حضور  امکان  دلیل  به  که  جهت  این  از  اول  دارند.  اهمیت 
روى  آن ها  اثرگذارى  و  برگى  عصاره  در  مختلف  آنزیم هاى 
روغن ها  کیفیت  افت  و  ناپایدارى  است  ممکن  روغن،  کیفیت 
که  آزمون هایى  از  یکى  خصوص،  این  در  لذا  گردد.  مشاهده 
میزان اسیدیته  بررسى  دهد،  را نشان  پایدارى روغن  مى تواند 
در  شده  آزاد  چرب  اسید هاى  مقدار  بیانگر  آزمون  این  است. 
نتیجه هیدرولیز چربی ها می باشد و مقدار آن تابعی از خلوص، 
امکان  جنبه  از  دوم  است.  روغن ها  هیدرولیز  درجه  و  تازگی 
در  که  عصاره ها  توسط  روغن ها  اکسایش  کند سازى  یا  توقف 
این خصوص از آزمون هاى کیفى از قبیل عدد یدى (روش ید 

هانوس)، عدد پراکسید استفاده گردید. 
در این مرحله از آزمون، عصاره هاى برگى سبز و سیاه به دست 
و  750  ،500 غلظت   3 در  پرتقال  درخت  برگ هاى  از  آمده 
ppm 1000 به روغن سویا اضافه شد. روغن سویاى مورد استفاده 

در این تحقیق، روغن تصفیه شده فاقد ضداکسنده تجارتى بوده 
و از تولید همان روز کارخانه تصفیه روغن شرکت عالیا گلستان 
به  گردید.  تهیه  گلستان  استان  کردکوى،  شهرستان  در  واقع 
همراه نمونه هاى حاوى عصاره هاى گیاهى، نمونۀ بازارى حاوى 
ضداکسنده تجارتى پروپیل گالات به غلظت ppm 200 تولید 
شده در همان کارخانه و نمونۀ شاهد فاقد ضداکسنده نیز مورد 
 1 به مدت   60 °Cاین نمونه ها در دماى بررسى قرار گرفتند. 
ماه قرار گرفتند تا در فرصت دیگرى از نظر آزمون هاى تغییرات 
و  پراکسید[20]  عدد   ،[19] اسیدیته  درصد  قبیل  از  کیفى 
گیرند.   قرار  بررسى  مورد   [21] ید هانوس)  (روش  یدى  عدد 

2-8- تجزیه و تحلیل آماري
قالب  آزمایش مقایسه میانگین ها در  تحقیق به صورت  این 
طرح کاملا تصادفی در 3 تکرار انجام شد و داده هاي به دست 
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آمده توسط نرم افزار SAS آنالیز و میانگین ها در سطح 0/05 
مقایسه و در نهایت نمودارها با استفاده از نرم افزار Excel رسم 

شدند. 

3- نتایج وبحث
3-1- قدرت ضداکسندگى

1) مشخص گردید  نتایج به دست آمده (شکل  به  توجه  با   
که قدرت ضداکسندگى عصارة برگ سبز درخت پرتقال بسیار 
بوده و در تمامى غلظت هاى  بیش تر از عصارة برگى سیاه آن 
در   .(p<0/01) بود  معنى دار  آن ها  اختلاف  آزمون  مورد 
غلظت هاى مختلف عصاره ها که بین 500 تا 2000 میکروگرم 
ماده خشک بر میلى لیتر بود، محدوده نتایج براى عصاره برگى 
برگى سیاه  عصاره  براى  و  بوده   %26/5 الى   %3/57 بین  سبز 
محدوده  در  و  سبز  برگى  عصاره  از  کم تر  بسیار  میزان  این 
1/4% تا 20/85% قرار داشت که براى هر دو عصاره با افزایش 
میزان غلظت عصاره ها این مقادیر افزایش یافت، ولى باتوجه به 
درصد پایین مهارکنندگى رادیکال هاى آزاد، به طورکلى هر دو 
عصاره فعالیت ضد اکسندگى کمى را از خود نشان دادند. این 
اسانسى  روغن  روى  که  همکاران  و  کمال  یافته هاى  با  نتایج 
در  بود.  مشابه  تحقیق نمودند  پرتقال  پوست  از  آمده  به دست 
  (100g/g) تحقیق آن ها اسانس روغنى پوست پرتقال با غلظت
0/24 داراى 14/05% قدرت رادیکال زدایى ترکیب DPPH را 
دیگران  نتایج  تامسون  پرتقال  میوه  مورد  در  اما  داشت[22]. 
بیانگر بالاتر بودن این خاصیت نسبت به برگ آن بود [23]. در 
از آبمیوه پرتقال  5 رقم  تحقیقات دیگرى که روى  با  مقایسه 
اثر  آن ها  همگى  که  گردید  گرفت مشخص  اسپانیایى صورت 
ضداکسندگى آشکارى داشتند که بالاتر از نتایج ما بود [24]. 
که  است  شده  مشخص  پرتقال  پوست  درخصوص  هم چنین 
فلاونوئیدهاى موجود در آن نقش موثرى در ایجاد قدرت آنتى 
اکسیدانى آن مى کند [25]. بخش پوست و گوشت چهار پایه 
پرتقال تامسون نیز توسط قره خانى و همکاران مورد بررسى 
قرار گرفت که مشخص شد عصاره هاي پوست و گوشت میوه 
آنتی  به عنوان  می توانند  پوست)  (به خصوص  تامسون  پرتقال 
اکسیدان طبیعی عمل نموده و پس از آزمایش هاي تکمیلی به 

مواد غذایی اضافه شوند.
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را  برگ سبز  زدایى عصاره  رادیکال  بودن خاصیت  بالاتر  علت 
مى توان به حضور و موقعیت گروه هاى هیدروکسیل ترکیبات 
ارتباط داد [27]. در  فنولى آن  فنولى و سالم بودن ترکیبات 
برگ هاى سیاه، واکنش هاى قهوه اى شدن آنزیمى باعث تبدیل 
گروه هاى هیدروکسیل ترکیبات فنولى، توسط آنزیم هاى پلى 
باعث  امر  این  به گروه هاى کتنى مى گردد که  اکسیداز،  فنول 

کاهش خاصیت ضداکسندگى آن ها مى گردد [28]. 

3-2- قدرت کى لیت کنندگى یون آهن
این آزمون نشان داد  نتایج به دست آمده (شکل2) از  آنالیز 
که اختلاف معنى دارى (p<0/01) بین مقادیر قدرت کى لیت 
کنندگى یون آهن در تمامى غلظت هاى عصاره هاى برگى سبز و 
سیاه پرتقال وجود دارد. در غلظت هاى 500 تا 1000 میکروگرم 
بر میلى لیتر عصاره  برگ هاى سبز و سیاه، محدوده نتایج براى 
عصاره برگ سبز  13/5% الى 63/75% بود و براى عصاره برگ 
از عصارة برگى سبز و در محدوده %9  این میزان کم تر  سیاه 
میزان  افزایش  با  عصاره  دو  هر  براى  و  داشت  قرار   %51/7 تا 
نقش  بیانگر  پیشین  تحقیقات  یافت.  افزایش  عصاره،  غلظت 
کم تر ترکیبات فنولى و نقش بیش تر ترکیبات نیتروژن دار در 
این ویژگى مى باشد، زیرا که نقش کى لیت کنندگى آن ها از 

ما  نتایج  خصوص  این  در  مى باشد.  بهتر  فنولى  ترکیبات 
لیت  کى  مقادیر  با  عصاره  غلظت  افزایش  بین  ارتباط  نظر  از 
کنندگى یون آهن با داده هاى به دست آمده از دیگر تحقیقاتى 
گونه هاى  برگ  از  آمده  به دست  متانولى  عصاره هاى  روى  که 
مختلف زنجبیل زینتى اعم از نوع قرمز[29] و زنجبیل مشعلى

[29-30] مشابه بود.                                               

3-3- میزان کل ترکیبات فنولى
 در این آزمون، عصاره برگ سبز با غلظت µg/mL 200 حاوى 
 54/12±0/32  mg GAE (Gallic Acid Equivalent)/g

(میلى گرم ترکیبات فنولیک معادل گالیک اسید در گرم عصاره 
با  پرتقال  درخت  سیاه  برگ  و عصاره  پرتقال)  درخت  خشک 
غلظت µg/mL 200 حاوى mg GAE/g 0/41± 46/38 بودند 
که اختلاف معنى دارى در سطح اطمینان 99% داشتند. با توجه 
ترکیبات  این  از  بیش ترى  مقادیر  سبز  برگ  این که عصاره  به 
به مقدار  را مى توان  دارد داشتن قدرت ضداکسندگى بیش تر 
ترکیبات فنولى مرتبط داد. ضمن این که بین میزان ترکیبات 
فنولى و داشتن خواص ضداکسندگى ارتباط مستقیمى وجود 
و گوشت  فنلى بخش پوست  میزان ترکیبات   .[32-31] دارد 
چهار پایه پرتقال تامسون نیز توسط قره خانى و همکاران مورد 

شکل (1) میزان رادیکال زدایى (%) عصارهاى برگى سبز یا سیاه  پرتقال

شکل (2) درصد کى لیت کنندگى یون آهن توسط عصارهاى برگى سبز و سیاه پرتقال 
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بر  بود.  کم تر  تحقیق  این  نتایج  از  که  گرفت  قرار  اندازه گیرى 
اساس نتایج آن ها مقدار ترکیبات فنولی و فلاونوئیدي در بخش 

پوست نسبت به گوشت میوه بیش تر بود. 

3-4- اثر ضدمیکروبى
اثر ضدمیکروبى عصاره هاى متانولى برگ هاى سبز و سیاه شده 
درخت پرتقال در جدول 1 نشان داده شده است. همان طور 
که مشاهده مى گردد در حالى که عصاره برگ هاى سیاه شده 
به   110  mg/mL خشک  ماده  غلظت  در  توانست  پرتقال 

میزان mm 9 هم از رشد  و 
سبز  برگ  عصاره  اما  بیاورد،  به عمل  ممانعت 
منفى  اثر  رشد  بر  توانست  تنها  آن 
بگذارد، که البته حداقل غلظت ممانعت کنندگى روى رشد آن 
 (55  mg/mL از عصاره برگ سیاه (در غلظت باکترى، کم تر 

، بود. سایر میکروارگانیسم ها، یعنى
و    ،

، هیچ گونه حساسیتى نسبت به عصاره هاى مورد 
تحقیق از خود نشان ندادند.
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تحقیقات پیشین نشان داده است که به طور کلی باکتري هاي گرم 
مثبت نسبت به عصاره هاي گیاهی حساس تر از باکتري هاي گرم 

منفی می باشند که با توجه به گرم مثبت بودن 
 و حساسیت آن به عصاره                                                ها، این امر موید نتیجه به دست 
آمده در این تحقیق نیز مى باشد. این پدیده ممکن است به علت 

تحمل ذاتی گرم منفی ها به ترکیبات گیاهی باشد [33].
مطالعات مختلف نشان داده است که دیواره سلولی باکتري هاي 
گرم مثبت نسبت به باکتري هاي گرم منفی در مقابل بسیارى 
از آنتى بیوتیک ها، ترکیبات شیمیایى ضدمیکروبى [33] و حتى 
بسیارى از داروهاى گیاهى حساسیت زیادى دارند [35-34]. 
لیپوپلى  لایه  وجود  منفی،  گرم  باکتري هاي  در  مقابل،  در  اما 
ساکاریدى دیواره و نیز فضاى پرى پلاسمیک مقاومت نسبى 

آن ها را افزایش داده است [36]. 
از نتایج به دست آمده در این تحقیق چنین برداشت مى گردد 
که واکنش هاى قهوه اى شدن در برگ هاى پرتقال از یک طرف 
 55 mg/mL باعث کاهش اثر ضدمیکروبى آن گردیدند (غلظت
اثرى نداشت) و از طرف  عصاره روى

دیگر باعث تقویت آن خاصیت گردیدند (روى باکترى 

جدول (1) اثر ضد باکتریایى غلظت هاى مختلف عصاره هاي متانولی برگ هاى سبز و سیاه پرتقال بر حسب قطر هاله عدم رشد به میلى متر با غلظت هاى 
مختلف بر علیه شش گونه باکتري با استفاده از روش چاهک

غلظت عصاره برگ هاى سیاه  پرتقال 
(mg/mL)

غلظت عصاره برگ هاى سبز پرتقال
(mg/mL)

110 55 27/5 13/75 110 55 27/5 13/75 باکترى
- - - - - - - -
- - - - - - - -

9 a - - - 10 a 9 a - -
- - - - - - - -  
- - - - - - - -  

9 a - - - - - - -  

(-) محدوده ممانعت کنندگى کم تر از mm 1: فاقد فعالیت ضد میکروبى؛ محدوده ممانعت کنندگى بین 2-3 میلى متر: خاصیت ضدمیکروبى ضعیف؛ محدوده 
محدوده  بالا؛  میلى متر: خاصیت ضدمیکروبى   6-9 بین  کنندگى  ممانعت  محدوده  متوسط؛  6-4 میلى متر: خاصیت ضدمیکروبى  بین  ممانعت کنندگى 

ممانعت کنندگى بیش از mm 9: خاصیت ضدمیکروبى قوى. 
a  داده ها با حرف مشابه (در غلظت هاى متفاوت) بیانگر معنى دار نبودن آن هاست (سطح اطمینان %95).
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 اثر ممانعت کنندگى از خود به جا گذاشت). علت 
در  که  شدنى  قهو ه اى  واکنش هاى  نوع  به  مى تواند  رفتار  این 
واکنش هاى  طى  در  زیرا  باشد.  مربوط  مى افتد،  اتفاق  برگ ها 
قهو ه اى شدن آنزیمى، اکسیداسیون و پلیمریزاسیون ترکیبات 
فنولى اتفاق مى افتد که این اتفاقات باعث درگیر شدن گروه هاى 
فعال ترکیبات فنولى با یکدیگر، کاهش قدرت یونى و کاهش 
واکنش هاى  خصوص  در  اما   .[28] مى گردد  آن ها  حلالیت 
قهوه اى شدن غیر آنزیمى مایلارد، خاصیت ضدمیکروبى افزایش 
مى یابد [37]. زیرا فعالیت کى لیت کنندگى محصولات حاصل 
افزایش مى یابد که طى این پدیده، یون هاى  از این واکنش ها 
فلزى و کمپلکس هاى فعال با آن ها پیوند برقرار مى کنند. این 
محصولات فعالیت ضداکسندگى نداشته ولى دیگر ضداکسنده ها 

را در برابر تخریب حفظ مى کنند [38].  

3-5- خواص کیفى روغن سویاى حاوى عصاره هاى برگى 
پرتقال 

3-5-1- اندیس اسیدى
جدول  در  آزمون  این  در خصوص  آمده  به دست  داده هاى 
براى  مى گردد،  مشاهده  که  همان طور  است.  شده  آورده   2
حاوى  تجارتى  ضداکسنده  بدون  سویاى  روغن   نمونه هاى 
مقادیر متفاوت عصاره برگى سبز پرتقال، محدوده  اسیدیته بین 
0/35% الى 0/58% و براى نمونه هاى روغن سویاى بدون ضد 
الى   %0/56 پرتقال  برگى سیاه  عصاره  تجارتى حاوى  اکسنده 
0/95% بود. بر این اساس در بین دو گروه از نمونه  هاى حاوى 
اختلاف  پرتقال،  و سیاه  سبز  برگى  عصاره  مشابه  غلظت هاى 
آن ها  اسیدیته  میزان  در   (%95 اطمینان  (سطح  معنى دارى 
مشاهده گردید. بیش ترین میزان اسیدیته (0/95%) مربوط به 
 500 ppm دو نمونه سویاى فاقد ضداکسنده و روغن حاوى 
با  که  بود  برگى)  عصاره  غلظت  (کم ترین  سیاه  برگى  عصاره 
گردید  مشخص  هم چنین  نداشتند.  معنى دارى  اختلاف  هم 
که نمونه  روغن حاوى ppm 1000 عصاره برگى سبز مى تواند 
روغن  نمونه هاى  اسیدیته  میزان  در  را  توجهى  قابل  کاهش 
ضد  داراى  سویاى  روغن  نمونه  با  که  طورى  به  نماید  ایجاد 
اکسنده تجارتى (حاوى ppm 200 ضداکسنده پروپیل گالات 
است) اختلاف معنى دارى نداشته باشد که مجموعه این نتایج 

اسیدیته  افزایش  از  جلوگیرى  در  عصاره ها  مثبت  اثر  بیانگر 
اسیدیته،  میزان  نظر  از  عصاره ها،  گروه  دو  بین  در  مى باشد. 
از نمونه هاى  بهتر  کیفیت روغن هاى حاوى عصاره برگى سبز 
سبز  برگ  عصاره   غلظت  افزایش  با  و  بود  سیاه  عصاره  حاوى 

مقادیر  اسیدیته نمونه ها کاهش معنى دارى داشت. 
آنزیم هاى  کم  میزان  یا  فقدان  به  مى توان  را  امر  این  علت 
چربى ها  تجزیه  ممانعت کنندگى  فعالیت هاى  یا  و  لیپولیتیک 
داده  تحقیقات نشان  زیرا  ارتباط داد.  پرتقال  برگى  در عصاره  
در  لیپید ها  کننده  تجزیه  آنزیم هاى  برگ هاى گیاهان،  در  که 
مقادیر متفاوتى مى توانند موجود باشند [39] و یا بالعکس آن، 
از  برخى  در  چربى ها  تجزیه  از  جلوگیرى کننده  مکانیسم هاى 

گونه هاى مرکبات بررسى و دیده شده است [40]. 

3-5-2- اندیس یدى
جدول 2 نشان  دهنده نتایج به دست آمده در این آزمون است 
 500-1000 ppm  که محدوده اندیس یدى براى روغن هاى حاوى
نمونه هاى  براى  هم چنین  و   181 تا   157 سبز  برگى  عصاره 
حاوى ppm 1000-500 عصاره برگى سیاه 140 تا 146(گرم 
چربی/سانتی گرم ید جذب شده) بوده است. مقادیر عدد یدى 
عصاره  مختلف  غلظت هاى  حاوى  روغن  نمونه هاى  به  مربوط 
 (%95 اطمینان  (سطح  معنى دارى  اختلاف  هم  با  برگى سیاه 
ضداکسنده  بدون  نمونه  در  را  مقدار  این  کم ترین  نداشتند. 
حاوى سویاى  (روغن  تجارى  نمونه  در  آن  بیش ترین  و 

ppm 200  ضداکسنده پروپیل گالات است) به دست آمد. در این 

آزمون عصاره هاى برگى سیاه توانایى کم ترى در حفظ پیوند هاى 
دوگانه ترى گلیسریدها داشتند و عدد یدى نمونه روغن حاوى 
نزدیک ترین   ،181 میزان  به  سبز  برگى  عصاره   1000  ppm

بازار، که 198 (گرم چربی/سانتی گرم ید  عدد به نمونه روغن 
جذب شده) است، بود. در نمونه هاى حاوى عصاره برگى سبز، با 
افزایش غلظت عصاره، میزان اندیس یدى افزایش یافت که این 
امر بیانگر تاثیر ترکیبات فنولى عصاره سبز در جلوگیرى از، از 
بین رفتن باندهاى دوگانه اسیدهاى چرب ترى گلیسریدها است. 

3-5-3- اندیس پراکسید
ماده  یا  و  روغن  روغن ها،  اشباعیت  غیر  درجه  افزایش  با 
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در  مى کند.  پیدا  اکسیداسیون  براي  بیش تري  آمادگی  چرب 
وقتی  است.  اولیه پراکسید  اکسیداسیون مواد چرب، محصول 
مختلفی  تغییرات  برسد،  معینی  حد  به  پراکسید  میزان  که 
صورت گرفته و مواد فرار آلدئیدي و کتونی ایجاد  مى شوند که 

در ایجاد بو و طعم نامطبوع مواد چرب موثر هستند [41].
جدول2، داده هاى به دست آمده از این آزمون را نشان مى دهد. 
اندیس پراکسید در تمامى نمونه هاى روغن با یکدیگر  مقادیر 
بالاترین  داشتند.   (%95 اطمینان  (سطح  معنى دارى  اختلاف 
به  اکسنده  نمونه روغن بدون ضد  در  پراکسید  اندیس  میزان 
میزان 165(میلى اکى والان در کیلوگرم روغن) و کم ترین آن 
در نمونه روغن حاوى ppm 1000 عصاره برگى سبز به میزان 
35 (میلى اکى والان در کیلوگرم روغن) دیده شد که این نتیجه 
افزایش  از  و معنى دار عصاره ها در جلوگیرى  اثر مثبت  بیانگر 
روغن هاى  براى  پراکسید  اندیس  محدوده  مى باشد.  اسیدیته 
حاوى  نمونه هاى  براى  و  تا90   35 سبز  برگى  عصاره  حاوى 
عصاره برگى سیاه 102 تا 128(میلى اکى والان در کیلوگرم 
روغن) بود که این امر بیانگر اثر مطلوب عصارة برگى سبز است. 
در بین این دو گروه، اختلاف معنى دارى (سطح اطمینان %95) 
بین مقادیر اندیس پراکسید در روغن هاى حاوى عصاره برگى 
سبز با نمونه هاى حاوى عصاره برگى سیاه وجود داشت. در هر 
دو دسته از نمونه ها با افزایش غلظت عصارة برگى، این اندیس 
کاهش مى یابد که نشان مى دهد با افزایش غلظت عصارة برگى 
و  مى یابد  افزایش  در عصاره ها  اکسیدان  آنتی  ترکیبات  مقدار 

است.  آن ها  در  فنولی  ترکیبات  بیش تر  حضور  دهنده  نشان 
میزان پراکسید در روغن حاوى ppm 1000 عصاره برگى سبز 
بسیار کم تر از روغن بازارى حاوى آنتى اکسیدان تجارتى بود.
در  همکاران  و  قره خانى  تحقیق  از  آمده  به دست  نتایج 
خصوص بررسى و گوشت میوه پرتقال تامسون در جلوگیري 
نتایج  با  پراکسید  آزمون هاى  در  سویا  روغن  اکسیداسیون  از 
در  عصاره ها   که  کردند  مشخص  آن ها  داشت.  مطابقت  ما 
غلظت هاي 600 و ppm 1000 تاثیر قابل ملاحظه اى داشتند، 
 200 ppm 1000 با ppm ولى تنها اثر عصاره پوست در غلظت

ضداکسنده تجارتى BHT معادل بود.
مشابه عصاره برگى پرتقال، عصاره استخراجی از تفاله انگور 
نیز در رقابت با آنتى اکسیدان هاى سنتزى (در نگه دارى روغن 
از  سویا) عملکرد بهترى داشت. در این خصوص نتایج حاصل 
تحقیق 13 روزه نگه دارى روغن سویاى حاوى 50، 150، 250 و
ppm 350 عصاره استخراجی از تفاله انگور نشان داد که در غلظت 

ppm 150، عصاره داراي فعالیت مناسبی در مهار اکسیداسیون 

روغن سویا بود و از نظر آماري تفاوت معنی داري بین سطوح 
این خصوص  در  که  نشد،  مشاهده   350  ppm و   250  ،150
متفاوت بود. این عصاره ها حتی از غلظت با نتایج این تحقیق 
بهترى  ppm 200 آنتی اکسیدان هاي سنتزي، داراى خاصیت 

فساد  میزان  روى  که  بررسى  طى  هم چنین   .[42] بودند 
انار  هسته  فنولى  ترکیبات  اکسیداسیونى روغن سویاى حاوى 
انجام گرفت،  به مدت 12روز    60°C دماى در  نگه دارى شده 

جدول (2) آزمون هاى کیفى صورت پذیرفته روى روغن سویاى فاقد ضداکسنده، روغن سویاى تجارى حاوى ppm 200  ضداکسنده پروپیل گالات، روغن 
سویاى فاقد ضداکسنده غنى شده با عصاره ها

(ppm) غلظت عصاره ها انواع روغن هاى سویا
1000 750 500 ضداکسنده فاقد  روغن هاى   انواع 

سنتزى حاوى عصاره برگى پرتقال
روغن حاوى

 ppm 200  پروپیل گالات
 روغن

فاقد ضداکسنده
آزمون

0/56c 0/7b 0/95a حاوى عصاره برگى سیاه پرتقال
0/32e 0/95a

(%) اسیدیته
0/35e 0/48d 0/58c حاوى عصاره برگى سبز  پرتقال
146e 143e 140e حاوى عصاره برگى سیاه  پرتقال

198a 105f
چربی/ (گرم  یدى  اندیس 
181b(سانتی گرم ید جذب شده 167c 157d حاوى عصاره برگى سبز  پرتقال

102d 120c 128b حاوى عصاره برگى سیاه  پرتقال
95e 165a

 اندیس پراکسید (میلى اکى
35h 65g(والان در کیلوگرم روغن 90f حاوى عصاره برگى سبز  پرتقال

a, b, c, d, e, f, g, h داده ها با حروف متفاوت بیانگر معنى دار بودن آن هاست(سطح اطمینان 95%) و داده ها میانگین سه تکرار مى باشند.
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نمونه حاوى  ppm 350 ترکیبات فنولى هسته انار در مقایسه 
 BHA تجارتى  اکسیدان  آنتى   200 ppm نمونه هاى حاوى  با 
میلى    62 برابر  در   60/69 (به ترتیب  پراکسید  مقادیر  داراى 
اکى والان پراکسید در 1000 گرم) کم ترى بودند [43] که با 
مقایسه با نتایج تحقیق حاضر (عدد پراکسید 35 در برابر 95 
میلى اکى والان پراکسید در 1000 گرم به ترتیب براى تیمار 
 200 ppm 1000 عصاره سبز برگى و روغن حاوى ppm حاوى
پروپیل گالات)، مشخص مى شود که عصاره سبز برگى پرتقال 
اثر نگه دارندگى بهترى روى روغن سویا دارد. نکته قابل ذکر در 
طى افزودن عصاره هاى متانولى برگ ها، کاهش شفافیت نمونه ها 
به طور غیر منتظره بود که به طور مشهودى نمایان بود. این امر 
بگذارد.  تاثیر  مصرف کنندگان  توسط  آن  پذیرش  در  مى تواند 

4- نتیجه گیرى
فعالیت  اندازه گیرى  آزمون  که در  این  وجود  با  به طور کلى 
رادیکال زدایى DPPH و کى لیت کنندگى، عصاره برگى پرتقال 
اثرات قابل توجهى را از خود نشان نداد و هم چنین در خصوص 
آزمون هاى ممانعت کنندگى روى شش میکروارگانیسم، عصاره 
برگى سیاه پرتقال تنها روى دو میکروارگانیسم و عصاره برگى 
سبز پرتقال روى یک میکروارگانیسم در غلظت هاى بالا تاثیر
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