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 هاي تعيين ظرفيت آنتي اكسيداني مروري بر روش
و ضعف) (اساس واكنش، روش كار، نقاط قوت

c، مهرداد قواميb، بابك غياثي طرزي*b، مريم قراچورلوaسپيده حسيني

aو مهندسي صنايع غذايي، تهران، ايراندانشجو دكتري دانشگاه آزاد و تحقيقات تهران، دانشكده علوم  اسلامي، واحد علوم
bو تحقيقات تهران،ا و مهندسي صنايع غذايي، ستاديار دانشگاه آزاد اسلامي، واحد علوم اي دانشكده علوم  رانتهران،

c،و تحقيقات تهران و مهندسي صنايع غذايي، استاد دانشگاه آزاد اسلامي، واحد علوم  تهران، ايراندانشكده علوم

 27/2/1393 تاريخ پذيرش مقاله: 19/12/1392تاريخ دريافت مقاله:

هچكيد
 اكسايشي فساداز ناشيكه غذايي مواد فسادو انسانييها بيمارياز بسياري مقابلدرها اكسيدان آنتي سودمند اثراتو نقش مقدمه:

 باشندمي آزاد راديكال كننده مهاركهييها اكسيدان آنتي است در اين بين كرده جلب خودبهرا زيادي توجهات اخيريها سالدر باشد مي
ميعليها بحثو تحقيقاتاز بسياري موضوع مهاركنندگي آنها ظرفيت بررسيكه ها اهميت بيشتري داشته اكسيدان آنتي نسبت به ساير

در. گيردمي قرار استفاده موردها نمونه كنندگي مهار ظرفيت بررسي برايكه است شده ابداع متفاوت شرايطدر زيادييها روش. باشد مي
.شد خواهدمرور دقتبهآنتوقو ضعف نقاطو آزمونروش،كار اساس نظر نقطهاز آزمايشگاهي موجوديهاروشاز تعدادي مقاله اين

و روش روشها مواد در اين مقاله روشها: آزايهاي مختلفي مانند ، (FRAP)ن، آنتي اكسيدان احياكننده آه(DPPH)د احياء راديكال
پارامتر مجموع به دام انداختن راديكال آزاد، (ORAC) ظرفيت جذب راديكال اكسيژن، (TRAC)ظرفيت آنتي اكسيداني معادل ترلكس

يكميبررسيها به منظور مقايسه ظرفيت مهار راديكال آزاد نمونه (TRAP) توسط آنتي اكسيدان و كاربرد هر شود تا بتوان به اصول فني
 پي برد. 
توانند مفيدميشوند با وجود تمام معايبي كه دارندمياستفادههاي شيميايي كه در تعيين ظرفيت آنتي اكسيداني نمونههاروش ها: يافته

و نتايج را به صورت ضرايبي مانند ترلكس معرفي  و ارزان قيمت بوده كنند كه امكان مقايسه نتايج را فراهمميواقع شوند زيرا ساده
روش مي هر حال نتايج بدست آمده از اين نها نمايد اما به در بدن قياس نموتوان با نحوه عملكميي شيميايي را زيرا بعضي از ايند.رد آنها

از لحاظها روش روش كنند. به منظور رسيدن به نتايج دقيقميفعاليت pHدر شرايطي غير مشابه شرايط فيزيولوژيكي مثلا باهاتر اين بايد
از مطالعات وقت بر روش سلولي همراه شود كه البته اين دسته و زمان  باشد.ميگير

روش:ريگي نتيجه ظرفيت گيري اندازه استاندارد سازيدري بررسي ظرفيت آنتي اكسيداني، خلا بزرگيها درحال حاضر به رغم تنوع در
روش شود.مياحساس آنتي اكسيداني تواند برايميبه اين ترتيب در ميان محققين اجماع نظري وجود دارد كه استفاده از مخلوط چند

.اكسيداني در شرايط آزمايشگاهي مفيد باشدارزيابي ظرفيت آنتي 

 آنتي اكسيدان، انتقال اتم هيدوژن، انتقال الكترون، ظرفيت احياكنندگي، مهار راديكال آزاد:هاي كليديواژه

 :gharachorlo_m@yahoo.com email مكاتبات مسئول نويسنده*
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 مقدمه
و بيوشيميايي شواهد وجود دارد فراوان باليني، زيستي

از واكنشدهدمينشان كه  يها راديكال اكسايشي ناشي
و فساد موادي مختلف،ها آزاد در ايجاد بيماري تسريع پيري
 ,Halliwell & Gutteridge( غذايي دخالت دارد

ازها خاصيت آنتي اكسيدان. به دليل 2007) در ممانعت
و فساد مواد غذايي،ها اثرات راديكال آزاد در ايجاد بيماري

و اثر آنتي اكسيدان وها نقش مورد توجه محققين، پزشكان
و مطالعات ارزيابي ظرفيت  عموم مردم قرار گرفته است

ترين موضوعات مورد بررسي آنتي اكسيداني يكي از متداول
.Aldini et al., 2010)( هاي اخير بوده است در سال

ي بررسي مستقيمهاو محدوديتها پيچيدگي آزمون
ازها اكسيدان سينتيك واكنش ممانعت كنندگي آنتي

وها كه اغلب روشها اكسيداسيون چربي ي دقيقتر
درها باشند موجب شد تا روشميتري مطمئن ي ساده تر
(,.Muller et alابداع گردداكسيداني آنتي ظرفيتارزيابي

يهاي زيادي به شيوهها روشبر اين اساس 2011).
و موثر،گوناگون در شرايط مختلف ظرفيت آنتي اكسيداني

قوي بين كند اما اغلب همبستگيميبودن آنها را بررسي 
گيري شده بر روي مواد يكسان به وسيلهي اندازهها ظرفيت
و بينها روش با اندازهيها ظرفيتي مختلف گيري شده

ي مختلف وجود نداردها يك روش در آزمايشگاه
Magalhaes et al., 2008; Romay et al., )

و ويژگي. 1996) و كار يها به دليل تنوع مواد فعال، ساز
، حضورها واكنش متفاوت مانند انواع مختلف آنتي اكسيدان

 ساير مواد مداخله كننده در نمونه، عدم شركت همه آنتي
كه اكسيدان و ... هاي نمونه در واكنش روش مورد استفاده
و جهاني براينشدر واك اكسايشي دخالت دارند روش ساده
و تعيين مقداري آنتي اكسيدانها ارزيابي تاهاي صحيح

,.Zulueta et al) كنون به ثبت نرسيده است 2009).
بعلاوه تعيين ظرفيت آنتي اكسيداني در مواد غذايي با

ي بيشتري همراه است مانند خصوصياتها يدگيپيچ
و مرحله اكسيداسيون، ويژگي 1يها كلوئيدي نمونه، شرايط

و 2اكسيدانو محل حضور آنتي pHطبيعي ماده مانند رنگ

كه (Frankel & Meyer, 2000)(فاز آبي يا روغني)
گرددميگيري از يك روش اين خود باعث عدم نتيجه

 
2 ORAC: Oxygen Radical Absorbance Capacity  
4 TEAC: Trolox Equivalent Antioxidant Capacity 

بنابراين اغلب به منظور اعتبار بخشي به نتايج يك مطالعه 
اكسيداني آنتي ظرفيتاز چندين روش براي تعيين 

به اين ترتيب بزرگ شود.ميي خوراكي استفادهها نمونه
ترين مشكل بر سر راه تعيين ظرفيت آنتي اكسيداني حقيقي 

و خوراكي فقدان يك روش معتبرها نمونه ي زيستي
د. تا به حال مقالات مروري بسياري در اين زمينه به باش مي

بندي يكساني بدست چاب رسيده است ولي با اين حال جمع
,.Huang et al)نيامده است  . حقيقت اين است (2005

ن ي يك بعدي ظرفيت آنتي اكسيدانيها توان با روشميكه
و زيستي چند عاملي را بررسي نمود  مواد غذايي

(Frankel & Meyer, 2000).به اما با اين حال
توان شرايطميمنظور اعتبار بخشي به مطالعه انجام شده 

)2) استفاده از سوبستراي معرف زيستي1زير را برقرار نمود 
) اندازه گيري3استفاده از شرايط متفاوت اكسيداسيون

و محصولات ثانويه اكسيداسيون  )4محصولات اوليه
(مانند آسكوربيك اسيد، اكسيدان مقايسه چندين نوع آنتي

و آلفا توكوفرول) در غلظت مشابه براي يك گاليك اسيد
) اعلام نتايج به چند روش مختلف مانند زمان5نمونه 

ت به اكسيد شدن، درصد ممانعت كنندگي، سرعتممقاو
و محاسبه و يا تجزيه آن  IC50تشكيل هيدروپراكسيد

50ر ممانعت كنندگي(غلظتي از آنتي اكسيدان كه باعث اث
. در (Frankel & Meyer, 2000))شودميدرصدي

يي كه از مقالات مروريها كنار اين موضوع نتيجه گيري
DPPH1دهد كه روشميقبلي بدست آمده است نشان 

3

و آساني براي تعيين ظرفيت آنتي اكسيداني در روش ساده
و يا عصاره استخراجي آنها استها ميوه و سبزيجات

(Sa´nchez-Moreno, 2002) روش .ORAC2
اكثرا4

ي گياهيها گيري ظرفيت آنتي اكسيداني نمونه براي اندازه
(Prior & Cao, 2000) و زيستيPrior & Cao, ) 

TEAC4و روشTRAP3باشد. روشميمفيد 1999)

و به طور وسيعي استفاده مختص نمونه خاصي نبوده
,.Re et al) شود مي 1999; Ghiselli et al., 2000).

و معايب روش ي مختلف از لحاظها در اين تحقيق مزايا
و كار، نقطه پاياني، روش سادگي، تجهيزات مورد نياز، ساز

و ارتباط زيستي بررسي اندازه لازم به ذكر شود.ميگيري
ي انجام آزمون كه در اين مقاله توضيح دادهها است روش

1 DPPH: 1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazyl 
3 TRAP: Total Radical-trapping Antioxidant Parameter 
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بهها روششده از جمله پرتكرار ترين در تحقيقات مربوط
 مواد غذايي بوده است.

ها اكسيدان تعيين ظرفيت آنتي هاي بندي روش دسته
موجودات هوازي داراي يك شبكه دفاعي گسترده در
مقابل اكسيداسيون هستند كه آنها را قادر به مقاومت 

باها اكسيدان كند. در اين رابطه آنتي مي ي متفاوتي
 كنندميي مختلف در بدن انسان فعاليتها عملكرد

(Halliwell, 1997)پروتئينها . بعضي از آنتي اكسيدان
ي كوچكها باشند در حالي كه مابقي را مولكولميو آنزيم 
ها توان آنتي اكسيدانميدهند. از لحاظ عملكردميتشكيل

،1ي ممانعت كنندهها اكسيدان را به انواع آنتي
و تعمير، بازسازي2مهار كنندهيها اكسيدان آنتي كننده
 آنتي.(Niki et al., 1995) تقسيم بندي نمود3كننده

 باشندمي آزاد هاي راديكال كننده مهاركهييها اكسيدان
 بررسيكه هستند اكسيدان آنتي انواع ترين مهماز يكي

ميعليها بحثو تحقيقاتاز بسياري موضوع آنها ظرفيت
از طريق مهار (IH)ي مهاريها اكسيدانباشد. آنتي مي

هاي ضروري قبل از حمله به مولكول (Xº)راديكال آزاد 
د به اين طريق كه يا اتم هيدروژن اهداننمايميبدن عمل 

و يا الكترون را انتقال مي (واكنش اول) دهدميكند
و  (واكنش دوم). محصولات اين واكنش تركيبات پايدار

 ,Niki)باشدمينتي اكسيدانآاز راديكال استخراج شده
2010)  . 

اكسيداني نيز بر ايني تعيين ظرفيت آنتيها روش
شوند: روش انتقال اتمميبندي اساس در دو گروه تقسيم

,.5Huang et alو روش انتقال الكترون4هيدروژن )
وها . در روش2005) ي انتقال اتم هيدروژن آنتي اكسيدان

سوبسترا بر سر واكنش با راديكال هيدروكسيل توليد شده از
كنند.ميتجزيه حرارتي تركيبات آزو با يكديگر رقابت 

درها روش ي انتقال الكترون ظرفيت آنتي اكسيداني را

1 Preventing Antioxidants   
2 Scavenging Antioxidants 
3 Repair and de novo Antioxidants 
4 Hydrogen Atom Transfer 
5 Electron Transfer 

كاهش راديكال آزاد كه با تغيير رنگ همراه است اندازه 
ب مي ر اساس غلظت آنتي اكسيداني موجود در گيرد كه رنگ

ي تعيين ظرفيت آنتيها روش كند.ميمحيط تغيير
و كار انتقال اتم هيدروژن اكسيداني بر اساس ساز

,ORAC6شامل TRAP76وCBA8و و بر اساس ساز
,7TEAC9 كار روش انتقال الكترون شامل FRAP10و

DPPH باشدميMoreira et al., 2012; ) 
(Wootton-Beard et al., 2011 در كنار اين .

يها هاي اخير روشي تقريبا سنتي در سالها روش
اكسيداني نيز در تعيين ظرفيت آنتي 8DSC دستگاهي مانند

 ( ,.Suja et alو پيشرفت اكسيداسيون مطرح شده است
2004; Renuka Devi et al., 2007; Reddy et 

(al., 2012 .
محققين براي توضيح ظرفيت عبارات مختلفي توسط

،9آنتي اكسيداني استفاده شده است كه شامل ظرفيت
 15و فعاليت 14، توان13، پتانسيل12، پارامتر11، قدرت10كفايت

. فعاليت يك ماده شيميايي بدون شرايط ويژه مي باشد
و تعيين  واكنش مثل فشار، دما، محيط واكنش

آنميي ديگر بدون معنيها واكنشگر جايي كه باشد. از
ي مورد بررسي فقط تحتها فعاليت آنتي اكسيداني در روش

شود بنابر اين درستميشرايط خاص همان روش بررسي
و نتايج بدست آمده را  نيست كه از واژه فعاليت استفاده شود

ي مطرح شده نيزها شرايط نسبت داد. ساير واژهميبه تما
و مفهومشان از نظر غير وابسته به شرايط واكنش بوده

شايان ذكر است كه واژه ظرفيت باشد.ميشيميايي مشابه 
و متداول آنتي اكسيداني مناسب و پيشنهاد تر شودميتر بوده
 گرددها جايگزين ساير واژهميدر گزارشات عل

(Huang et al., 2010).

روش ارزيابي ظرفيت آنتي اكسيداني بر اساس-
 FRAPروش احياء آهن يا 

دوهـا آنتي اكسـيدان (ماننـد گلوتـاتيون نـوع آنزيمـي،
و غير آنزي و ...) هسـتند.ميپراكسيداز، سوپراكسيد ديسموتاز

سكوربيك اسـيد اهـداآمثلميي غير آنزيها آنتي اكسيدان

 
6 Oxygen Radical Antioxidant Capacity 
7 Total Radical-trapping Antioxidant Parameter 
8 Crocin Bleaching Assay 
9 Trolox Equivalent Antioxidant Capacity 
10 Ferric Reducing Antioxidant Power Assay 

1 Preventing Antioxidants                    2 Scavenging Antioxidants                       3 Repair and de novo Antioxidants 
4 Hydrogen Atom Transfer                               5 Electron Transfer                                      6 Crocin Bleaching Assay 
7 Ferric Reducing Antioxidant Power Assay                     8 Differential Scanning Calorimetry                   9 Capacity 
10 Efficiency               11 Power                 12 Parameter              13 Potential                 14 Potency                15 Activity 
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ــده ــا كنن ــرون ه ــيي الكت در م ــع ــند. در واق ــنش باش واك
و يك عامـل احيـا  اكسيداسيون كه يك عامل اكسيدشونده

نقـش احيـا كننـده را بـازي هـا كننده دارد آنتـي اكسـيدان 
كنند يعني ظرفيت آنتي اكسيداني آنها بـه توانـايي احيـا مي

از يك واكـنش FRAPكنندگيشان بستگي دارد. در روش 
ر رنـگ همـراهيكه با تغي شودمياكسيداسيون احيا استفاده 

(آنتي اكسيدان) الكترون است. زماني كه احيا كننده واكنش
وميكند ماده اي توليدميخود را اهدا  شود كه رنگي بـوده

توان شدت رنگ توليد شده كه نشـان دهنـدهميبه راحتي 
  (Guo)3(رابطـه پيشرفت واكنش است را اندازه گرفـت 

(et al., 2003; Martinek, 1968 .

Fe +3- complex with TPTZ (colourless or Yellow) 
 )3(

براي انجام اين واكنش از يك كمپلكس آهن دار به نام
Tptz شود:ميبا مشخصات زير استفاده 

2,4,6 Tripyridyl-s-triazine) = فرم بسته شيميايي
C18H12N6, Mw=312.33, Mp=247 - 249◦C(

لازم به ذكراست كه مقدار كمپلكس آهن سه ظرفيتي
اين واكنشو هميشه بيش از حد نياز در محيط حضور دارد

و هر واكنشگري كه در شرايط فوق  غير اختصاصي بوده
قابليت احيا يون آهن سه ظرفيتي را داشته باشد در اين 

. Wootton et al., 2011)( كندميواكنش شركت 
در محيط حضور داشته باشندها اكسيدان زماني كه آنتي

شود كه از روي شدت رنگ آبي در محيط بيشتر مي
توان به ظرفيت آنتي اكسيدانيميگيري شدت رنگ اندازه

اين سيستم به غلظت آنتي.(Liu et al., 1982)پي برد 
و تفاوت بهيها اكسيدان غير وابسته بوده مشاهده شده

و ظرفيت آنتي اكسيداني باز فاكتورهاي استكيومتري
گردد. به اين دليل كه در دز پاسخ براي مي
ي مختلف رفتار خطي ديده شده است يعنيها اكسيدان آنتي

 باشد ظرفيت آنتي اكسيداني غير وابسته به غلظت مي
(Huang et al., 2005).

 FRAPرف براي انجام اين واكنش نياز است تا مع
و(FeCl3)تهيه گردد اين معرف مخلوط كلريد آهن

TPTZ است كه در يك بافر مناسب حل شده است اين
باشد زماني كه نمونه موردميمخلوط بيرنگ تا زرد رنگ 

شود اينميبررسي يا استاندارد به اين محلول اضافه 

و تشكيل كمپلس حاوي آهن دو  كمپلكس احياء شده
راميظرفيتي آبي رنگ را  در طول دهد كه حداكثر جذب

 نانومتر دارد. 593موج 
يكها نمونه FRAPعدد بر اساس ميكرومولار در هر

 شود:ميمحاسبه4 گرم ماده خشك بشرح رابطه
FRAP value = 

���	�����	�		
��	�����	���
		��	��������	���� � ����	�����
	��	�����
���	�����	�		
��	�����	���
		��	FeSO4	!standard(

)4(
توان براي مقايسه ظرفيت از اين روش مي

و مقادير بدست آمده اكسيداني چند نمونه آنتي استفاده كرد
ترين را با هم مقايسه نمود كه اين خاصيت اصليها نمونه

 ( ,Griffin & Bhagooliباشدميكاربرد اين روش 
آن. 2004) ي مختلفها توان با تزريق غلظتمي علاوه بر

استاندارد تقريب نسبي از محتوي آنتي اكسيداني نمونه را
فعاليت آنتي اكسيداني را نيز بدست آورد. همچنين زمان 

توان محاسبه نمود كه اين عامل بيشتر به شرايط مي
و ظرفيت آنتي  گرددمياكسيداني باز استوكيومتري

(Wong et al., 2006).

و-  FRAPمعايب روش مزايا
و و ارزان بوده تواند ظرفيتمياين روش ساده

كه آنتي اكسيداني نمونه را بدست آورد اگرچه هر تركيبي
پتانسيل اكسيداسيون احياء كمتر از آنچه كه براي احياء 
آهن سه ظرفيتي به آهن دو ظرفيتي از لحاظ تئوري لازم 
و در عمل بتواند آهن سه ظرفيتي را به  است را داشته باشد

تواند در سطح آنتي اكسيدانيميآهن دو ظرفيتي احيا كند 
. نتايج (Prior et al., 2005)نمونه دخالت داشته باشد

شديدا به زمان آناليز بستگي دارد FRAPآزمون 
(Roginsky & Lissi, 2005) بنابر اين نظر بعضي از .

سريعا انجام FRAPمحققين مبني بر اين كه واكنش 
و حداكثر زمان مي را6تا4شود خواهد صحيحميدقيقه
ي خوراكي با سرعتها از پلي فنلباشد زيرا بعضيمين

وميبسيار كم وارد واكنش مثلا به زمان بالايي مانند شود
 (Alarcón & Denicola, 2013). دقيقه نياز دارد 30

و از آنجايي كه در اين روش راديكال آزادي وجود ندارد
شود زمانيميظرفيت آنتي اكسيداني با احياء آهن بررسي 

م و تحليل واد غذايي مورد استفاده قرار كه در تجزيه
 FRAPكند بنابر اين روشميگيرد نتايج متفاوتي ارائه مي

اي كه مثلا اثر يك تيمار را بر روي براي تحقيقات مقايسه

Fe +2 complex with TPTZ (blue)
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كند مناسب خواهد بودميظرفيت آنتي اكسيداني بررسي
Gorinstein et al., 2010; Kim et al., 2003; ) 
Pellegrini et al., 2003; Samaniego Sanchez 

(et al., 2007 . مشكل اصلي اين روش زماني نمايان
وها شود كه نمونه مورد بررسي عصاره مي ي گياهي

ي پلي فنليها با محلول TPTZي زيستي باشد.ها محلول
و تانيك اسيد به مانند كافئيك اسيد، فروليك اسيد

و ( آهستگي واكنش دقيقه) 180در زمان بسيار طولاني
و از طرف ديگر با آنتي (Pulido et al., 2000)دهد مي

وي تيولها اكسيدان دار مانند گلوتاتيون، ليپونيك اسيد
نها كاروتنوئيد  ( ;Ou et al., 2001شودميوارد واكنش

(Cao & Prior, 1998.به يكي ديگر از موادي كه
شود بيلي روبين استميوارد واكنش FRAPباميآرا

نانومتر كه براي 593علاوه بر آن بيلي روبين در طول موج 
شود، دارايميتعيين شدت جذب در اين روش استفاده 

و در اين روش تداخل ايجاد   كند.ميجذب بوده
بامي Fe+2محصول واكنش محيط واردH2O2تواند

و توليد راديكال فعال  هر.نمايد�OHواكنش شود وجود
نوع راديكال اضافي در محيط باعث ايجاد خطا در 

حساس بوده pHبه FRAPشود. واكنشميگيري نتيجه
يها pHو براي بدست آوردن نتايج صحيح تر بايد از 

و خنثي استفاده نمود .(Berker et al., 2007) اسيدي

روش ارزيابي ظرفيت آنتي اكسيداني با راديكال-
DPPH1

 DPPHاساس اين روش بر مبناي احياء راديكال آزاد
در غياب سايرها اكسيدان ) به وسيله آنتي5(رابطه

باشد كه نتيجه اين عملميي آزاد در محيطها راديكال
شود كه شدت آن با دستگاهميباعث ايجاد رنگي در محيط 

 ( ,.Prevec et alگيري است طيف سنجي قابل اندازه
(2013.

DPPH◦(purple) + H - A	→ DPPH-
H(yellow) + A◦ )5(

DPPH كه1(شكل ) يك راديكال آزاد پايدار است
پلها داراي يك الكترون جفت نشده بر روي يكي از اتم ي

و اساس DPPH باشد. مهار راديكالمينيتروژني  پايه

2 Half Maximal Effective Concentration 

 ظرفيت آنتي اكسيداني است.ارزيابي

 DPPHراديكال-1شكل

ك DPPHراديكال به راديكال پراكسي داردميتشابه
و سرعت اين آزمون معمولا اين روش  اما به دليل سهولت
و پوسته  براي بررسي مقدار آنتي اكسيدان در دانه گندم

و يا براي دانه  شودميي روغني استفادهها تركيبات گياهي
(Chen et al ., 2013) . 

DPPH يك راديكال پايدار است كه محلول متانولي
راميآن داراي رنگ بنفش  باشد كه بيشترين جذب نوري

و اساس اين روشمينانومتر نشان 515-520در  دهد. پايه
از DPPHاين است كه راديكال  به عنوان پذيرنده الكترون

كندمييك مولكول اهدا كننده مانند آنتي اكسيدان عمل 
(رابطهميتبديلDPPH2به DPPHدر نتيجه آن  شود

در اين حالت رنگ بنفش محيط به رنگ زرد تبديل.)5
در مي يابدمينانومتر كاهش 515شود بنابراين شدت جذب

به وسيله طيف گيري كاهش شدت جذب از روي اندازه
پيميسنجي   برد. توان به خصوصيات آنتي اكسيداني آن

بيانIC501بر پايه DPPHمعمولا نتايج آزمون
كهها بيان گر غلظت موثر از نمونه IC50شود. مي است

و از طريق رگرسيون DPPH%50ظرفيت مهار  را دارد
(رابطه و غلظت6 خطي منحني درصد ممانعت كنندگي (

 آيد.ميبدست
Inhibition%=
*+,-.+/012	-3	4-05.-6	7	*+,-.+/012	-3	8/9:62

	*+,-.+/012	-3	4-05.-6 ; 100 

)6(

شودمياصطلاحات ديگري كه در اين زمينه استفاده
EC50 23وARP .استEC50 كه ميزان آنتي اكسيدان

درصد50به اندازه DPPHمورد نياز است تا مقدار جذب 
وميمقدار اوليه برسد را نشان  ضد ARPدهد  ظرفيت

.)7(رابطه باشدمي EC50راديكالي است كه معادل عكس

1 Half Maximal Inhibitory Concentration 
1 Half Maximal Inhibitory Concentration         2 Half Maximal Effective Concentration         3 Anti Radical Power 
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ARP= >
?4@A )7(

ــارامتر ــا يكــي از پ ــدار ه ي واكــنش اســتوكيومتري، مق
(آنتي اكسيدان ) مورد نياز بـراي كـاهش واكنش % 100گر

DPPH را تــوان از حاصلضــرب مقــدار مــياســت كــه آن
EC50 بدسـت آورد2درMishra et al., 2012; ) 

(Chen et al., 2013.

و معايب-  DPPHروش مزايا
اي DPPHروش باشد اما به دليل اينميروش ساده

و ازدياد سينتيك انجام  كه راديكال نيتروژن پايدار است
و يا حتي در مواردي عدم DPPHواكنش آنتي اكسيدان با 

با راديكال آزاد، اينها انجام واكنش بعضي از آنتي اكسيدان
يها شود. از آنجايي كه روشميروش به چالش كشيده 

مختلفي براي انجام اين آزمايش استفاده شده است نتايج
ن باشد. مثلا معمولاميحاصل از اين روش قابل مقايسه

كهميدقيقه در نظر30تا20زمان انجام واكنش را  گيرند
,.Deng et alاست با زمان واقعي انجام واكنش متفاوت )

و 2011)  DPPH. علاوه بر اين، واكنش راديكال آزاد
كهميبرگشت پذير بوده كه اين قابليت بازگشت باعث شود

معمولاها ظرفيت آنتي اكسيداني بسياري از آنتي اكسيدان
(Abderrahim etكمتر از حد مشخص آن خوانده شود

(al., 2013; Prevec et al., . ساير مشكلات2013
:توان به شرح زير خلاصه نمودميروش را 

در DPPHغلظت- و حجم نمونه متفاوت كه
 شود.ميتحقيقات مختلف استفاده

و- كه pHشرايط محيطي مانند نور، اكسيژن محيط
 گذارد.ميبر روي جذب تاثير 

در DPPHاستفاده از غلظت بالاي راديكال- كه
محيط جذبي شدت رنگي بيش از حد توان دستگاه 

1 كند.ميايجاد 

ها وابستگي ظرفيت مهار كنندگي اكثر آنتي اكسيدان-
 . به اين ترتيب كه پروپيلن گالاتOHيها به گروه

)PG با سه گروه (OH ظرفيت مهار كنندگي كمتري
در OHبا يك گروه BHTازآنتي اكسيدان سنتزي 

 اين روش دارد.

3 2,2'-Azino-Bis(3-ethylbenzothiazoline-6-Sulphonic Acid) 

در- و قطبيت محيط كه ساختار شيميايي آنتي اكسيدان
 نمايد.ميايجاد تداخل DPPHواكنش با 

و- نوع محيط انجام واكنش: بر خلاف آسكوربيك اسيد
PG ظرفيت مهار كنندگيBHT در محيط بافر دار

باشد. بنابر اينميمتانولي نسبت به متانول تنها بالاتر 
تحت تاثير قطبيت DPPHظرفيت مهار كنندگي 

 گيرد.ميمحيط قرار 
توسط آسكوربيك DPPHزمان انجام واكنش: مهار-

تر نسبتا آهسته BHTاسيد فوري بوده اما فعاليت 
و جذب به طور پيوسته در طول دقيقه كاهش90بوده

حد PGيابد اما زمان انجام واكنش براي مي در
 باشد.ميمتوسطي 

معني به12پروتيكنوع حلال مورد استفاده،-
(مثلها حلال يي كه آمادگي اهداء الكترون دارند

و اپروتيك و ايزو پروپانول) 2استون، بوتانول

درها حلال يي كه توانايي اهداء الكترون ندارند نيز
مقدار عددي ظرفيت آنتي اكسيداني تاثير 

,.Mishra et alدارد 2012; Chen et al., )
(2013; Sharma & Bhat, 2009.

 ظرفيــت آنتــي اكســيداني معــادلارزيــابي روش-
 TEACيا روش ترلكس

ي مشهور تعيين ظرفيت آنتي اكسيدانيها يكي از روش
است كه اين روش بر اساس ربايش راديكال نسبتا پايدار

بيمي 3ABTSسبز آبي  رنگ باشد كه به يك محصول
شود شدت كاهش رنگ نشان دهنده مقدارميتبديل 

ها مهار است كه توسط آنتي اكسيدان+◦ABTSراديكال 
شده است كه ميزان آن با دستگاه طيف سنج نوري اندازه 

را.(Re et al., 1998) شودميگرفته  توانمياين روش
و چربيها براي اندازه گيري آنتي اكسيدان ي محلول در آب

و ي غذايي در نظر گرفت. جوابها عصارهو يا مواد ناخالص
برمياين روش بر اساس عدد ترلكس مطرح شود كه

مبناي مقايسه ظرفيت ربايش آنتي اكسيداني نسبت به 
به سه تركيب شيميايي  TEACترلكس است. روش

K2S2O8, ABTS, TROLOX, وابسته است 
Mariken et al., 2003; Gliszynska- swiglo, ) 

 (2006.

1 Protic                                          2 Aprotic 
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ABTS باشد كه براي مشاهدهميتركيب شيميايي
سينتيك يك آنزيم خاص كاربرد دارد. استفاده معمول اين 

است كه براي تشخيص تبديلELISA1ماده در روش 
بهميبه يكديگر به كارها مولكول رود. اين ماده معمولا

و اكسيدازها عنوان سوبستراي آنزيم ي چندهاي پراكسيداز
باشد. در واقع يك روش غير مستقيم مي2مولكول مس دار

براي بررسي سينتيك واكنش هر آنزيم توليد كننده پراكسيد 
و يا اندازه در هيدروژن گيري پراكسيد هيدروژن توليد شده

 ( ,.Arts, 2007; Zulueta et alنمونه است هر
.(2009 
كه TEACروش بر اين اساس است كه زماني

با يك ماده اكسيد كننده مانند ABTSمولكول 
)K2S2O8،metmyoglobin وH2O2 (خانه گرم

آبي-شود مولكول نسبتا پايدار سبزميگذاري 
)ABTS+ (رابطهمي) توليد ) رنگ ايجاد شده داراي8شود

باشد. آنتيمينانومتر 700-600حداكثر جذب در طول موج 
ي رنگيهاي موجود در محيط مايع با راديكالها اكسيدان

و محصول بي رنگ را ايجاد محيط واكنش داده
براي بيان نتايج ابتدا .  (Mariken et al., 2003)كند مي

و از روييبايد منحني كاليبراس ون استاندارد را رسم كرده
ميزان جذب نمونه مقدار غلظت معادل ترلكس را محاسبه 

 نمود.
ABTS+ K2S2O8→ABTS◦+ (Blue Green)+ 
Antioxidant→Colorless )8(

ميلي مـول غلظـت تـرلكس اسـت كـه TEACعدد
ظرفيت آنتي اكسيداني معادل يك ميلـي مـولار از محلـول 

(رابطه  .)9ماده مورد بررسي را دارد
TEAC Value= 
=BC2	,6-:2	-3	5C2	1D.E2	3-.	*FB8°		,1/E20HI0H	+J	,/9:62
BC2	,6-:2	-3	5C2	1D.E2	3-.	*FB8°		,1/E20HI0H	+J	5.-6-K

)9(

Induction Period%=*+,	+6/0L7*+,	,/9:62
*+,	F6/0L ; 100 )10(

IC50 50غلظت مورد نياز آنتي اكسيدان براي مهار%
 است كه با رگرسيون خطي بدست ABTSراديكال

 آيد. مي

2 Multi copper oxidase 

و1،4يها ابتدا منحني جذب براساس غلظت در زمان
و نمونه رسم6 شود سپس درصدميدقيقه براي استاندارد

و نمودارهاي بعدي بر اساس  ممانعت كنندگي محاسبه شده
) ازمي) به غلظت رسم IPدرصد ممانعت كنندگي شود.

يا ميلي مول غلظت TEACروي اين نمودار است كه عدد 
ترلكس كه ظرفيت آنتي اكسيداني معال يك ميلي مولار از 

توان ظرفيتميشود.مينمونه را دارد محاسبه 
اكسيداني را بر اساس مشاركت كلي در ظرفيت آنتي
و غلظت روي آنتي (يعني درصد ممانعت كنندگي اكسيداني

(محور افقي) مورد  محور عمودي نمودار) در طول زمان
و سطحب زير منحني را محاسبه نمود ررسي قرار داده

Mariken et al.,2003; Atanassora et al., )
(2011; Van der Berg et al., 2000 .

و معايب روش- TEAC2مزايا

و روش انجام آن نيز ساده اين روش نسبتا ارزان بوده
به ABTSباشد. راديكال مي  pHتوليد شده در اين روش

بر روي pHتواند جهت بررسي اثرميمقاوم بوده بنابراين
ظرفيت آنتي اكسيداني مورد استفاده قرار گيرد. لازم به ذكر 
و آنتي اكسيدان بسيار  است كه واكنش بين راديكال آزاد

شود در زمان بسيار كوتاه به نتايجميسريع بوده كه باعث 
ي ذكرها مورد نظر دست يافت. اين روش نيز مانند روش

باشد كه استفاده از آن را تحت تاثيرميشده داراي معايبي
دهد از جمله اين كه اين روش نياز به يك مرحلهميقرار 

از ABTSاضافي جهت توليد راديكال آزاد از نمك  دارد
طرفي راديكال آزاد توليد شده آن براي زمان طولاني مقاوم 

سمين ازي نشده است باشد. از آنجايي كه روش استاندارد
ي تحقيقاتيهاو كارها بنابراين مقايسه نتايج بين آزمايشگر

 ( ;Frankel & Meyer, 2000بسيار دشوار خواهد بود
Huang et al., 2005; Prior et al., 2005;

(Sánchez-Moreno, 2002.

روش اندازه گيري ظرفيت مهار كننـدگي راديكـال-
 هيدروكسيل

مولكول پايدار در زمين است كـه مولكول اكسيژن يك
ي هـاو مسـير هـاي محيطي، اشـعهها به وسيله آلوده كننده

1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay  
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ــه آب، ــا ب ــيون احي ــديل�OHوO2،H2O2اكسيداس تب
فعاليت بالايي�OHي اكسيژنها شود. در ميان راديكال مي

و باعـث آسـيب بـه مولكولهـاي زيسـتي  شـود. مـي داشته
از مولكول Fentonراديكال هيدروكسيل از طريق واكنش 

O2وH2O2شود. اگر چه كاملا آشكار نشـدهمينيز توليد
مســئول توليــد راديكــال Fentonاسـت كــه آيــا واكــنش 

هاي زنده تحت شرايط بيمـاري اسـت هيدروكسيل در بافت
كننـد. در هـرميايجادراي ديگر اين راديكالها يا واكنش

راديكـال اين است كه ظرفيت مهـار كننـدگي صورت مهم
و دارويي اندازه گرفته شـود  هيدروكسيل توسط مواد غذايي

 باشـد مـي هـا زيرا اين راديكال مسئول بسـياري از بيمـاري 
(Chung et al., 1997).

نشـان داده شـده12و11در رابطـه  Fentonواكنش
بـا EDTAمتصـل شـده بـه +Fe2است در اين واكـنش 

ياميپراكسيد هيدروژن وارد واكنش  مولكول اكسـيژن شود
ــوكلرور  ــيد هيپ ــا اس ــال ب ــت راديك و در نهاي ــنش داده واك

 شود.مي هيدروكسيل توليد

)11(H2O2 + Fe2+ → Fe3+ + HO◦– + HO-◦

)12(HOCl + O2–→ O2 + Cl– + HO◦

باشد. البتـهميسرعت واكنش دوم از واكنش اول بالاتر
 نمايدمينيز توليد راديكال هيدروكسيل HONOOتجزيه 
).13(رابطه

)13(HONOO → NO2 + HOº 

ي هيدروكسيل توليدي شديدا واكـنش پـذيرها راديكال
و بـا سـرعت بـالا k)بوده ~ 109–1010 M–1 ·s–1)بـا

، هـا، چربـي هـا هـاي اطـراف ماننـد پـروتئين مولكولميتما
و كـهد. از آنجايينشوميوارد واكنشها قندنوكلئيك اسيد

ي هيدروكسيل نيـز شـديداها سرعت تركيب مجدد راديكال
k) بالاسـت = 5 × 109 M–1 · s–1)در نتيجـه غلظـت

(رابطه   (& Tirzitis)14حالت پايدار آن عملا صفر است
.(Bartosz, 2010 

)14(HO• + •OH → H2O2
1

3 Emission 

-2-داكسي-2يا محلول در اين روش بنزوئيك اسيد
1ريبوز

به عنوان منبع توليد كننده فلوئورسنس استفاده2
راديكال آزاد توليدي با مواد توليد كننده.شود مي

و شدت تابش آن را كاهش  فلوئورسنس وارد واكنش شده
چنانچه در محيط آنتي اكسيدان وجود داشته باشد.دهد مي

از اين خاصيت. دهدميرا تحت تاثير قرار اين تغييرات
جهت تعيين ظرفيت مهاركنندگي آنتي اكسيدان استفاده 

,.Nishikimi et al( شود مي 1972; Mandel et 
(al., 2009.

ظرفيت مهار كنندكي رايكال هيدروكسيل بر اساس
,.Banerjee et al)شودميمحاسبه15رابطه  2005):

= [1-(FIS-FI0)/(FIC-FI0)] ;100% Inhabitation 
)15(

شدت فلوئورسنس درFIO در اين رابطه
Ex=350nm 2Em=470nm, 

FICبدون هيچ تيمار،3

 Em=470nm, Ex=350nmشدت فلوئورسنسي در
و  ,Em=470nmشدت فلوئورسنسFISكنترل،

Ex=350nm .در نمونه است 

و معايب-  مزايا
و با مواد شيميايي بسيار اين روش بسيار ساده بوده

و در دسترس صورت  آنميمعمول گيرد اما مشكل اصلي
باشد كه بر خلافميگيري شدت فلوروسنسي دستگاه اندازه
 سنجي چندان در دسترس نيست. دستگاه طيف

 يا روش روش ظرفيت جذب راديكال اكسيژن-
ORAC 

ORAC اكسيداني ظرفيت آنتيگيري روش اندازه
باشد. انواعميي زيستي در شرايط آزمايشگاهيها نمونه

و اين روش  مختلف ماده غذايي با اين روش آزمايش شده
وبها به عنوان مبناي ظرفيت آنتي اكسيداني نمونه در

) ) استفاده شده USDAسايت وزارت كشاورزي آمريكا
ي نا معتبر اين روش از لحاظ زيست 2012است، اما در سال 

شناخته شد كه دليل آن يافتن مداركي است كه نشان
دهد يك تركيب زيست فعال خاص كه ارزش مي
اكسيداني نشان داده است تاثيري بر روي سلامتي آنتي

 
1 Deoxy- 2- Ribose                        2 Extinction 
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ن گذارد. تعداد زيادي تركيبات زيست فعال وجودميانسان
يي مانندها دارد كه از لحاظ تئوري مانع از بيماري

و ديابتها بيماري،ها سرطان شود اماميي روده، آلزايمر
و كار  و ساز و سازي آنها هنوز ناشناخته بوده الگوي سوخت

 ORAC كند اما همچنان عددميغير آنتي اكسيداني بازي 
و مكمل هاي خوراكي براي بوسيله كارخانجات مواد غذايي

و كمك به انتخاب  بهبود بخشيدن محصولات غذايي خود
,.Kevers et alشودميده مردم استفا 2013; )

(www.usda.org.
درجه ممانعت كنندگي از راديكال آزاد ORACروش

پروكسي توليد شده بوسيله اكسيداسيون تركيبات شيميايي 
اندازه گرفته شده كه معادل ORACباشد، عدد مي

و وسعت ممانعت باشد هم زمان ممانعت مي1ترلكس كنندگي
 ORACدهد، در كنارميكنندگي از اكسيداسيون را نشان 

تواند مفيدمينيز TEACو FRAPهايي مانند روش
باشد. باتوجه به اينكه شواهد كافي وجود ندارد تا بتوان 

فنل را به ظرفيت مزاياي غذاهاي سرشار از پلي
ن آنتي  توان تواناييمياكسيداني آن نسبت داد پس
به آنتي اكسيداني مواد غذايي در شرايط آزمايشگاهي را

 شرايط داخل بدن تعميم داد.
در مواد غذايي طيفهاي آنتي اكسيدانها ملكول

تواند وسيعي از عملكرد را دارند كه يكي از آنها مي
توانايشان در جذب رايكال آزاد باشد، به اين ترتيب اولويت 

USDA هاي استفاده از روشFRAP وTEAC و
 باشد.ميمحتواي كل تركيبات فنلي

و اساس اين روش يك ماده فلوئورسنس مانند فلورسين
دن ماده توليد كنندهكرمخلوطبااست كه1بتا فيكواريترين

M) آغازگري مثل آزوورايكال آزاد  � N° O N � M)،
ميتركيب با حرارت دادن توليد رايكالكه شودي ايجاد

نمايد كه به مولكول فلوئورسنس آسيبميپراوكسي 
و در نتيجه باعث كاهش شدت فلوئورسنس مي رساند
(رابطه مي اكسيدان هاي آنتي ). حضور مولكول16گردد

باعث حفاظت از مولكول فلوئورسنس در مقابل اكسيداسيون 
گيري شدت درجه محافظت را با دستگاه اندازه.گردد مي

35كاهش شدت فلوئورسنس.آورندميفلوئورسنس بدست 
دقيقه بعد از اضافه كردن مولكول آزو كه در بيشتر مواقع

 
2 2,2’-azobis(2-amidino-propane) dihydrochloride 

AAPH 2و2يا-) دي-آميدينو-2آزوبيس پروپان)
 (Tijerinaگرددميگيري است اندازه2هيدروكلرايد

(Saenz et al., 2009; Huang et al., 2010.

)16(

منحني تجزيه فلوئورسنس بدون حضور آنتي اكسيدان
و فاصله بين اين  و با حضور آن نسبت به زمان رسم شده

شود كه معمولا جهت تعينميدو منحني انداره گرفته
مقدار ماده آنتي اكسيداني مورد نظر از ترلكس بعنوان 

شود به اين ترتيب كه با تهيهمياستاندارد استفاده 
وي مختلفها غلظت از آن منحني استاندارد بدست آمده

يا TEو نتايج بصورت شودميمنحني نمونه با آن مقايسه 
) ) گزارش Trolox Equivalentsمعادل ترلكس

 ( ;Lee, 2000; Yilmaz & Toledo, 2006شود مي
(Stockham et al., 2011 .

به اين ترتيب كه ابتدا منحني كاليبراسون ترلكس را
و از رابطه  مي 17TEمحاسبه كرده  شود. محاسبه

TE over considered consideration range =
,6-:	.2H./,,I-0	1D.E2	,/9:62
,6-:	.2H./,,I-0	1D.E2	B.-6-K )17(

توان از رسم نمودار مقدار فلوئورسنس نسبيو يا مي
هرها استاندارد در زمان ي مختلف سطح زير منحني را براي

تعها يك از غلظت ).18(رابطه ين نموديي استاندارد

AUC = 1 + RFU1/RFU0 + RFU2/RFU0 + 
RFU3/RFU0+……+RFU59/RFU0+RFU60/RF
U0                                                            )18(
RFU0 =  مقدار فلوئوروسنسي نسبي در زمان صفر
RFUx = صفر زماندر نسبي فلوئوروسنسي مقدار  
2

م مي ها حني را براي هر كدام از غلظتنتوان سطح زير
و با كمك آن نمودار يا سطح زير Net AUCتعيين نمود

منحني خالص برحسب ميلي مولار غلظت ترلكس رسم 
توان غلظت معادلمينمود كه با كمك نمودار بدست آمده 

(از تفاضل Net AUCترلكس هر  نمونه را بدست آورد
سطح زير منحني هر نمونه يا استاندارد از سطح زير منحني 

).19(رابطه شودميمحاسبه Net AUCشاهد 

1 Beta-phycoerythrin 
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 ORAC منحني استاندارد روش-2شكل

Net AUC = AUC (Antioxidant) – AUC (blank) 
)19(

(Winston et al., 1998; Ghisell et al., 1995; 
(Prior et al., 2005; Folch-Cano et al., 2010 

و معايب-  ORACروش مزايا
يكي از مزاياي اين روش آن است كه توانايي

و بدون وجود فاز تاخيري در ظرفيت آنتي اكسيداني مواد با
مخصوصا اين.شودميآنتي اكسيداني در نظر گرفته 

و  خصوصيت زماني مفيد است كه ارزيابي مواد غذايي
كه داراي تركيبات پيچيده با ظرفيتها مكمل
و آهسته آنتي توانميباشند را براحتيمياكسيداني سريع

 (Wu et al., 2008; Bisby et al., 2008)انجام داد
1 مشكلات اين روش بشرح زير است:

ظرفيت آنتي اكسيداني فقط در مقابل راديكال-1
 شود.ميخاص پراكسي اندازه گرفته 

 تشكيل راديكال پراكسي هيچگاه تاييد نشده است.-2
مدركي از شركت راديكال آزاد در واكنش هيچ-3

 وجود ندارد.
با-4 مدركي وجود ندارد كه نشان دهد يك مكمل
مشخص، همان تاثير زيستي را در بدن بعد ORACعدد 

و مزاياي  و تاكنون رابطه بين اين عدد از مصرف بگذارد
 سلامتي بخش تركيبات ارائه نشده است.

ن دهه تلاش با توجه به اين مشكلات، حاصل چندي
 آوري مقادير محققين وزارت كشاورزي آمريكا در جمع

2 European Food Safety Authority  

ORAC اين 2012براي مواد غذايي سبب شد كه از سال
 1FDAمقادير نا معتبر اعلام گردند. لازم به ذكر است كه 

ي آنتي اكسيداني مثل ويتامينها بجز ويتامين 2EFSAو
و ويتامين اي ساير آنتي را بعنوانها اكسيدان آ، ويتامين سي

و طبق تصميم  آنتي اكسيدان موثر داخل بدن قبول نداشته
ها ساير مواد كه در مقياس آزمايشگاهي ظرفيت اين سازمان

و هيچ مدرك فيزيولوژيكي  آنتي اكسيداني نشان داده اند
مبني بر اين ادعاي آنها در بدن وجود ندارد نبايد روي 

اكسيداني آنهاي غذايي ادعاي خاصيت آنتيها برچسب
 Linusو EFSA،FDA مطرح شود. مطابق با نظر

Pauling Institute ي خوراكي داراي ارزشها فنل پلي
و يا بدون ارزش آنتي آنتي اكسيداني مستقيم اكسيداني كم

ازميدر بدن  باشد. افزايش ظرفيت آنتي اكسيداني خون بعد
ا بالا مستقيم ORACباها مصرف غذاهاي حاوي پلي فنل

نبوده بلكه در نتيجه افزايش اسيد اوريكها بدليل پلي فنل
و ساز فلاوونوئيدها  باشد. بدنميحاصل از سوخت

درها فلاونووئيد و سعي را به عنوان عامل خارجي شناخته
.(Yilmaz & Toledo, 2006)نمايدميدفع آنها 

زماني كه نياز است از اطلاعات حاصل از روش
ORAC و مقايسه اي بين آنها انجام شود بايد استفاده

و مواد غذايي مشابه باشد مثلا.توجه نمود كه واحدها
را براي هرگرم از ماده غذايي با وزن ORACگروهي عدد 

و گروهي با وزن مرطوب گزارش كرده البته.اند خشك
ممكن است بر اساس مقدار مصرف در هر وعده غذايي نيز 

ش ORACعدد  ود، مثلا با اينكه كشمش داراي بيان

 
1 Food & Drug Administration 
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نآظرفيت باشد اما چونمينتي اكسيداني بالاتري از انگور
 ORACبر اساس وزن خشك بيان شده است داراي عدد 

و يا گروهي از ادويه و گياهان داروييها بالاتري است
بالايي هستند ولي بايد در نظر گرفت ORACداراي عدد

ك مثال ديگر هندوانه.شوندمياستفادهميكه در مقادير
پائيني دارد كه دليل آن محتواي ORACاست كه عدد 
,.Price et alبالاي آب است 2006; Zheng et al., )

(2007.

روش بــه ظرفيــت آنتــي اكســيداني گيــري انـدازه-
TRAP 

TRAP ي متداول تعيين ظرفيتها يكي از روش
 كه اساس باشدمياكسيداني پلاسماي خون آنتي

 در اين.دارد ORACواكنش يكساني با روش
 روش نيز سرعت پراكسيداسيون القا شده توسط
AAPH (2’-azobis(2-amidinopropane) 

(hydrochloride از طريق كاهش شدت فلوئورسنس
 1R- phycoerythrin (R-Pe)پروتئين آر فيكواريترين

در اين ORACشود. تفاوت آن با روشمياندازه گرفته
در نهايت فاز تاخيري القايي TRAPاست كه در روش 

توسط پلاسما با زمان القا شده توسط ترلكس در همان 
 ( ,.Badarinath et alشودمينمونه پلاسما مقايسه 

(2010 . 
شود روشميبه طرق متعددي انجام TRAPروش

به اين ترتيب است كه بعد از اضافه TRAPاوليه آزمون 
به پلاسما مقدار اكسيداسيون مواد قابل AAPHكردن 

اكسيد شدن از طريق اندازه گيري مقدار اكسيژن مصرفي 
ي اكسيژن اندازه گرفتهها در طول واكنش توسط الكترود

در پلاسما زمان آغازها اكسيدان شود. در حضور آنتي مي

 
1R-PE يك پروتئين فلورسنس قرمز است كه داراي چندين زيـر مجموعـه

و پـروب تواند بـه سـاير مولكـول است كه از اين طريق مي هـا متصـل شـود
جـدا phycobiliproteinفلورنس توليد نمايد. اين فلورو كروم از خانواده 

و كاربرد اصـليمي Porphyra teneraشده از جلبك قرمز دريايي باشد
هـاي هاي زنده، تگنيك هاي ايمونولوژيكي مانند رنگاميزي سلول آن در آزمون

و فرايند نشانه Oiهـا اسـت هاي دسته بندي سلول گذاري دوگانه et al., ) 
(1982.

و خصوصيات اپتيكي سطوح مختلـف گيري دستگاهي جهت اندازه3 شدت نور
و chemiluminescentباشد كه مي توانـد مي ، فلورسـنس، بازتـاب نـور

.پراكندگي نور را اندازه گيرد

و يا مص افتد،ميرف اكسيژن به تاخير واكنش اكسيداسيون
مدت زمان فاز تاخيري پلاسما با زماني كه مقادير خاصي از 
استاندارد يا ترلكس به پلاسماي خون اضافه شده است 

و به اين ترتيب مقدار( استاندارد داخلي) مقايسه شده
يها شود. اصلاحيهميظرفيت آنتي اكسيداني خون محاسبه 

گرديد مثلا گروهي پيشنهاد بسياري براي اين روش مطرح
ي پلاسما قبل از آغازها كردند لينولئيك اسيد به نمونه

اكسيداسيون به وسيله راديكال پراكسيد اضافه شود تا
ي توليد شده شروع به اكسيداسيون لينولئيكها راديكال

و اكسيژن را سريعا مصرف كنند  ( & Priorاسيد كرده
(Cao, 1999 با اين حال مشكل اصلي روش .TRAP 

ي اكسيژن است زيراها زمان پاياني براي الكترود
نها الكترود توانند پايداري خود را در طولميي اكسيژن

بر 1992زمان مورد نياز حفظ نمايند. در سال  اصلاحيه اي
كه TRAPروي روش  انجام شد به اين ترتيب

ازها راديكال باعث اكسيد AAPHي پراكسيد توليد شده
شوند كه در نتيجه اينمي)luminol(2شدن لامينول

ي لامينول توليد شده كه نور ساطعها واكنش راديكال
كند، در نهايت نور ساطع شده توسط دستگاه سنجش مي

و از رويمياندازه گيريluminimeter(3( لامينول شود
مقايسه مقدار نور ساطع شده ترلكس استاندارد ظرفيت آنتي 

 ( ,Pryorشودمياكسيداني پلاسماي خون اندازه گيري 
(2001; Wayner et al., 1985.

ابداع TRAPروش ديگري كه بر پايه اصول روش
ازميشده است به اين صورت عمل  به AAPHنمايد كه

و از بهDCFH-DA4منظور توليد راديكال پراكسيد
شود زمانيميعنوان سوبستراي قابل اكسيد شدن استفاده 

شودميبا راديكال هيدروكسيل اكسيد DCFH-DAكه 
تبديل شده كه اين ماده به شدت در5(DCF)به ماده 

 
2luminol در ماده شيميايي است كه وقتي با مواد اكسـيد كننـده مناسـب

دهد نور آبي ساطع مي كنـد بـه ايـن ترتيـب كـه حضور كاتاليزور واكنش مي
جدا مـي كنـد، luminolتر راديكال آزاد الكترون را از ترازهاي انرژي پايين

ش مياتم يونيزه شده براي پايدار يابد بـه طـوري كـه حفـره اوليـه دن آرايش
از عمقي با الكتروني از تراز بالاتر با انرژي بيشتر پر مي شود اين گذار الكترون

تراز بالا به تراز پايين با گسيل فوتـون همـراه اسـت كـه در مـورد ايـن مـاده 
كننـد. اصـطلاحا بـه نـور سـاطع شـده هاي توليدي ايجاد نور آبي مـي فوتون

chemiluminescentگويندمي.
4 2’,7’-dichlorfl uorescein-diacetate 
5 2’,7’-dichlorfl uorescein 
 

Arc
hive

 of
 S

ID

www.sid.ir


www.SID.ir

 هاي تعيين ظرفيت آنتي اكسيداني مروري بر روش

100

غذاييوتغذيه/
علوم

پاييز
1393

سال
/

يازده
شماره

م/
4

Food
T

echnology
&

N
utrition

/Fall2014
/V

ol.11
/N

o.4

فلوئورسنس (Ex=480nm, Em=526nm)طول موج
د و همچنين داراي جذب است 504nmر طول موج بوده

را DCFبنابراين  توان با دستگاهميتوليد شده
و يا دستگاه اندازه گيري فلوروسنس اسپكتروفتومتر

(رابطه اندازه ). در اين روش تشكيل20 گيري نمود
شامل چهار مرحله است. ابتدا DCFفلوروسنس يا جذب 

وجود آنتي اكسيدان در نمونه مرحله كمون، كه به دليل
توسط راديكال آزادها باشد بعد از مصرف آنتي اكسيدان مي

گردد، بعد از آن فاز كمون دومميواكنش وارد فاز انتشار 
كند اين فازمياست كه در مرحله انتشار تداخل ايجاد 

(استاندارد داخلي) در طول  كمون از اضافه كردن ترلكس
ثاميفاز انتشار به وجود  نويه است آيد در نهايت فاز انتشار

شود. از مقايسه فازميكه بعد از مصرف ترلكس ايجاد 
و ثانويه  اكسيداني نمونه توان به ظرفيت آنتيميكمون اوليه

,.Ghiselli et alپي برد 1995; Valkonen et al., ) 
(1997.

)20(

و معايب-  مزايا
آنتي توان جهت ارزيابي ظرفيتمياين روش را

(به طور كلي شرايط داخل بدن)  و يا پلاسما اكسيداني سرم
و ميزان ظرفيت آنتي اكسيدان ي غيرها بكار برد

و آسكوربيك اسيد را اندازه گرفت اماميآنزي مانند گلوتاتيون
توان براي اينمياز آنجايي كه نقطه پاياني متفاوتي را 

يج در روش در نظر گرفت بنابر اين امكان مقايسه نتا
و  تحقيقات مختلف وجود ندارد. اين روش نسبتا پيچيده

و علاوه بر اين اجراي آن نياز به تخصص و زمان بر بوده
,.Badarinath et al) تجربه دارد 2010).

 اسـاس بـر اكسـيداني آنتي ظرفيت ارزيابي روش-
و كروسين 11رنگبري بتا كاروتن

اكسـيداني يـا اين روش به منظور بررسي ظرفيت آنتي
ــاربرد دارد. روش  ــگاهي ك ــرايط آزمايش ــيداني در ش پراكس

 (2Borsو كروسين (Marco, 1968) رنگبري بتاكاروتن
(& Saran, 1984 ي چربـي هـا به ترتيـب بـراي محـيط

2 Crocin (Crocetin di-gentiobiose ester) 
شـود يكي از تركيبات جدا شده از زعفران است كه باعث ايجاد رنگ قرمز مي

 آب است.اين رنگدانه به خانواده كاروتنوئيد ها تعلق دارد كه محلول در 

و آبدوست استفاده كهميدوست وميشود تواند نتايج كامل
ي طبيعي پيچيـده كـه دارايها مفيدي را در مطالعه عصاره

مواد مختلف با درجه قطبيت متفاوت هسـتند، بدسـت آورد.
و يا كروسينها اساس اين روش بر اين است كه كاروتنوئيد

و يا راديكـال ي هـا بر اثر اكسيد شدن به وسيله نور، حرارت
از پراكسيد )ي اكسـيد شـدهها يا ليپيد AAPH(توليد شده

Kampa et al., 2002; Tubaro et al., 1998)(
در شـود مـي رنگ بي نـانو متـر) حضـور آنتـي 460(جـذب

گـردد يـا حـداقل مـي مانع از بـي رنـگ شـدنها اكسيدان
(Prior et)21(رابطـه اندازدميرنگ شدن را به تاخير بي

al., . به اين ترتيب با اسـتفاده از يـك اسـتاندارد)2005
ــب  ــيمناس را م ــيط ــيداني مح ــي اكس ــت آنت ــوان ظرفي ت

,.Laguerre et al) گيري نمود اندازه . نتايج ايـن(2007
شـود نـيم عمـرميروش به صورت نيم عمر سوبسترا بيان 

50سوبسترا به معني زمان مورد نيـاز بـراي اكسـيد شـدن 
و كروسين باشـد كـهميدرصدي سوبسترا يا همان كاروتن

2اين زمان را از روي نمودار شدت جـذب، جـايي كـه جـذب 

رســد محاســبه مــيدرصــد مقــدار اوليــه50سوبســترا بــه
و همزمان بـه مي نمايند. زماني كه هر دو ماده رنگي با هم

(روش  تـوان مـي)CCB3نمونه مورد بررسي اضـافه شـود
همها ظرفيت آنتي اكسيدان و آبدوست را با ي چربي دوست

و هـم از نظـر بررسي نمود كه اين امر هـم از نظـر هزينـه
شـود مـثلا ايـن مـي گيري بهبود فرايند اندازه سرعت باعث

توان براي بررسي ظرفيت آنتي اكسـيداني انـوعميروش را 
,.Prieto Lage et al) چـاي   (Daglia، قهـوه(2013

et al., و ... استفاده نمود.)2012

P � Q��
���	��	Q����� RSTUVWTXYZ[[[[[\ Colorless	P�����
	 )21(

و معايب-  مزايا
باشد اما غير اختصاصي عمـلمياين روش بسيار سريع

و اندازه گيري زمان، ممكن است نتـايج را بـا خطـاي كردن
 بالايي همراه كند.

 يـا روش فعاليت مهار سوپر اكسـيد ارزيابي روش-
SOSA 4

1 β-carotene and crocin bleaching reactions 
3 Carotene Combined Bleaching (CCB) assay 
4 Super Oxide Scavenging Activity Assay 
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ــدازه ــور ان ــه منظ ــن روش ب ــي اي ــايي آنت ــري توان گي
ي آبدوست در واكنش مستقيم با راديكال سـوپرها اكسيدان

اكسيد گسترش يافته اسـت. در ايـن روش راديكـال سـوپر
اكسيد از طريق اضافه كردن هيدروكسيد سـديم بـه هـواي 

از (DMSO)اشباع شـده بـا دي متيـل سولفوكسـايد  يـا
ــتم ــا سيسـ ــوزانتين مـــيي آنزيهـ ــد هيپـ ــين-ماننـ زانتـ
ــيداز ــين  (HPX-XOD)اكس ــيداز-و زانت ــين اكس  زانت

(X-XOD) شودميايجادRobak & gryglewski, ) 
ماند.ميي توليد شده در محلول پايدارهاو راديكال 1988)

1(نيترو بلو تترا زول) NBTدر محلول سوبستراي زرد رنگ

ي آزاد به ماده آبيها وجود دارد كه در اثر واكنش با راديكال
كهميتبديل2رنگ فورمازان راميشود توان تغييرات رنـگ

). نتـايج بـه22(رابطـه نانومتر انـدازه گيـري نمـود 560در 
صورت درصد مهار كنندگي راديكال سوپراكسيد بـه وسـيله 

و اســتاندارد از طريــق رابطــه   آيــد مــيبدســت23عصــاره
(Uddin Talukder et al., 2013).

)22(

گيري در بيشتر مواقع جهت اندازه SOSAروش
شودميظرفيت آنتي اكسيداني تركيبات فنولي استفاده 

Aruoma et al., 1993; Furuno et al., 2002; ) 

(Taubert et al., 2003.
از -Oº2راديكال سوپراكسيد با انتقال يك تك الكترون

ي اكسيداسيون احياء به مولكول اكسيژن ايجادها آنزيم
باشدميي زنده داراي عمر كوتاهيها شود كه در سلول مي

 شودميو مولكول اكسيژن تبديلH2O2زيرا سريعا به 
(Alscher et al., 2002).

درها اصلاحيه ي فراواني براي اين روش وجود دارد
براي توليد راديكال سوپر X-XODروش اوليه از سيستم

و فريسيتوكروم به عنوان شناساگر احيا كننده3اكسيد
. (McCord & Fridovich, 1969) گرديدمياستفاده 

سپس تحقيقات زيادي براي بهبود اين روش انجام شد كه 
 HPX-XODاين تحقيقات بر اساس استفاده از سيستم 

(Paya et al., ، پراكسيداز ترب كوهي(1992
(Pascul et al., توليد شيميايي راديكال،(1992

و شناساگرهاي (Flohe & Otting, 1984)راكسيدپ

3 Ferricytochorome  4 Active Oxygen Method (AOM) 

  ( ,NBT Beauchamp & Fridovichجديدي مانند
,.NBD-Cl (Olojo et alو 1971)  است.(2005

)23(

و معايب-  مزايا
وهايمزاين روش بدليل استفاده از آن چندان ساده نبوده

باشــد. روش مــيبرتـري ديگــر زمــانهـا نسـبت بــه روش 
SOSA ي آبـي كـاربرد دارد بنـابراينها اكثرا براي محيط

درمين يها محيط تواند جهت تعيين ظرفيت آنتي اكسيداني
 چربي دوست مفيد واقع شود.

ها ساير روش
 هاي سريع اندازه گيري پايداري روش-

از جمله موادي است كه هموارههاو چربيها روغن
كهميمصرفي انسان جزئي از غذاي باشد از آنجايي

آيدمياصلي فساد آنها به حساب اكسيداسيون عامل
ازها محاسبه پايداري روغن اهميت بسزايي دارد. بنابر اين

ي سريعي در اين زمينه مورد استفاده قرارها دير باز روش
كوتاه در مورد فساد محصول گيرد تا بتوان در زماني مي

گيريي سريع اندازهها گيري نمود. روش روغني تصميم
و متداول  درميگاه باشدميپايداري كه بسيار ساده تواند

اكسيداني تركيبات خاص نيز جهت تعيين ظرفيت آنتي
استفاده شود به اين معني كه نمونه مورد نظر به يك محيط 
و زمان پايداري روغن اندازه گرفته  روغني اضافه شده

و با مقايسه آن با شاهد معياري براي ظرفيت آنتي مي شود
 ( ;Tan & Che Man, 1999آيدمياكسيداني بدست 

(Proestos et al., ا.2013 ، برايها ين روشدر اكثر
و شيميايي از نور يا دماهاي بالاها تشديد واكنش ي فيزيكي

و پيشرفت اكسيداسيون بر اساس مصرفمياستفاده شود
شودمياكسيژن يا توليد محصولات اكسيداسيون محاسبه 

ازميانجاممياكسيداسيون روغن در ابتدا به آرا شود اما بعد
يك زمان مشخص سرعت اكسيداسيون افزايش ناگهاني 

 Induction)دارد كه اين زمان به زمان پايداري روغن 
Period) .مشهور است 

42روش اكسيژن فعال-

1 Nitro Blue Tetrazolium                   2 Formazan 
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گيري پراكسيد توليدي واكنش اساس اين روش اندازه
اكسيژن فعال با روغن است. روش كار به اين صورت است 

آن مقداري روغن داخل محفظهكه  درجه97اي كه دماي
و به طور پيوسته هوا در آن جريان دارد، سانتي گراد بوده
ي مختلف از روغن نمونهها گيرد سپس در زمانميقرار 

و كهميعدد پراكسيد آن محاسبه برداري شده شود. زماني
 mEq/kg 100لازم است تا نمونه روغني به عدد پراكسيد 

به برسد اكي والان پراكسيد در هر كيلوگرم روغن)(ميلي
 شود.ميگزارشها براي روغن AOMعنوان 

و معايب-  مزايا
ي متعددها از آنجايي كه در اين روش نياز به تيتراسيون

براي بدست آوردن عدد پراكسيد است اين روش بسيار
 AOCS (Cdميزمانبر خواهد بود. مطابق با روش رس

حداقل سه تيتراسيون براي هر نمونه مورد نياز (12-57
4/13است. نتايج ممكن است انحراف معياري در حدود % 

±25ي مختلف بينها يا حداكثر انحراف بين آزمايشگاه±
كه 100ساعت در هر ساعت نمونه داشته باشد. از آنجايي

اين روش مورد تاييد است اغلب جهت تعيين خصوصيات 
,.Ranken et al( شودميه استفادها روغن 1997.( 

1شاخص پايداري روغن-

توان به صورتميراها پايداري اكسايشي روغن
گيري نمود مانند دستگاه اتوماتيك با تجهيزات خاصي اندازه

يا دستگاه  metrohm از شركت  (Rancimat)رنسيمت
. بر خلاف Omnionگيري پايداري اكسايشي شركت اندازه

نمود در اينميكه عدد پراكسيد را محاسبه AOMروش 
روش تركيبات فرار توليدي از روغني كه تحت شرايط ثابت 

شود. تركيبات فرارميبيند، اندازه گرفتهميهوادهي حرارت 
(فرميكها مانند اسيد كهوي آلي كوتاه زنجير استيك اسيد)

د افتنميشوند در آب به داممياز روغن حرارت ديده توليد 
گيري هدايت الكتريكيو سرعت توليد آنها از طريق اندازه

به عنوان (IP)شود. زمان پايداري روغنميمحاسبه 
(OSI) براي يك روغن معين در دمان تعيين شده گزارش

(ضريب همبستگي مي شود. اين روش همبستگي خوبي
با درجه سانتي 110و 100در دماي976/0و987/0 گراد)

,.Ranken et al) دارد AOMروش  1997).

2 DSC(Deferential Scanning Calorimeter) 

و معايب-  مزايا
و كيفي بوده اما نيازمند تجهيزات اين روش ساده

 خاصي است.

 نظريه بمب اكسيژن يا آزمون سيلوستر-
اين روش بر اين اصل استوار است كه اكسيژن موجود

در هواي اطراف نمونه در واكنش اكسيداسيون جذب نمونه 
كند كه اين كاهش اكسيژنميشده در نتيجه فشار آن افت 

كهميبه صورت نمودار برحسب زمان كشيده  شود. زماني
كاهش شديدي در نمودار مشاهده شد آن نقطه به عنوان 

شود. برايميپايداري روغن در نظر گرفته پايان زمان 
اندازه گيري اكسيژن مصرفي معمولا يكي از سه روش وزن 
سنجي، اندازه گيري غلظت اكسيژن در هواي اطراف نمونه 

رود كه روشميگيري فشار در محفظه نمونه بكارو اندازه
 باشدمي FIRA-ASTELLسوم اساس كار دستگاه 
(Ranken et al., 1997).

2اناليز گرماسنجي افتراقي روش-

و جريانهاي حرارتي مربوط به تغيير در اين روش دماها
و زمان تحت شرايط اتمسفر  حالت مواد در تابعي از دما

ها شود، اين اندازه گيريمياي اندازه گرفته كنترل شده
و اطلاعاتي را در مورد مقادير و كيفيت تغييرات فيزيكي

شيميايي ماده مورد نظر كه شامل فرايندهاي گرماگير،
و يا تغييرات در ظرفيت حرارتي  باشد در اختيارميگرماده

و مرجع را حرارتميمحقق قرار  دهد. در اين روش نمونه
دهند تا از دماي مبدا به يك دماي خاصي برسد به اين مي

ومينه انرژي يكساني ترتيب دستگاه به هر دو نمو دهد
 سنجد.ميميزان تغييرات دمايي نمونه نسبت به مرجع را 

درميبرنامه دمايي اين دستگاه تواند ديناميك باشد كه
ياها آن نمونه با سرعت ثابتي در محدوده ي مورد نياز گرم

تواند شامل دماي ثابت از پيش تعيين شدهميشود،ميسرد
و تغييرات ي را كه در محدوده زماني مشخص اتفاق باشد

در افتد را اندازه مي گيري نمايد. اين روش به تنهايي
و شناسايي مواد موثر نيست اما زماني كه با  تشخيص

جر دستگاهي مانند طيف همراه FTIRسنجو طيفميسنج
درميشود اطلاعات مفيدي به ما   DSCدهد. عوامل موثر

و اندازه ذرات آن، (مقدار نمونه شامل خصوصيات نمونه

 
1 Oil Stability Index (OSI) 

Arc
hive

 of
 S

ID

www.sid.ir


www.SID.ir

انو همكار سپيده حسيني

103

غذاييوتغذيه
علوم

/پاييز
1393

سال
/

يازده
شماره

م/
4

Food
Technology

&
N

utrition
/Fall

2014
/V

ol.11
/N

o.4

و هدايت حرارتي آن) عوامل دستگاهي ظرفيت حرارتي
و و اتمسفر(سرعت گرمادهي، جنس نگهدارنده نمونه مرجع

,.Litwinienko et alآزمايش) است 1999; )
(Cerná et al., 2012; Cibulkova et al., 2005.

 در صنعت غذا: DSCكاربرد-
DSC يهاي مختلف در روغنها تواند براي بررسيمي

و همچنين ساير مواد غذايي استفاده شود كـه ايـن خوراكي
 تــوان در چهــار گــروه كلــي بشــرح زيــر مــيرا هــا بررســي
 (Berger & Akehurst, 1966) بندي نمود: طبقه
و تعيين فساد-1 مشاهده اكسيداسيون در روغن

,.Cerná et alآن 2012; Pomerantsev &) 
(Rodionova, 2005.

و-2 و تعيين زمان مقاومت مقاومت اكسايشي روغن
,.Gardette et alها فعاليت آنتي اكسيدان 2013; Tan) 

(& Che Man, 1999.
ها چربيوها سينتيك اكسيداسيون در روغن-3

Litwiniek et al., 1999; Ficarra et al., 2002;) 

.(Dave Oomah et al., 2006 
 ( ,.Chiavaro et alانواع روغن شناسايي-4

(2008.

و- و تعيين زمان مقاومت مقاومت اكسايشي روغن
 ها: آنتي اكسيدان ظرفيت

رخ زماني كه افزايش شديدي در اكسيداسيون روغن
از مي1دهد نشان دهنده پايداري اكسايشي روغن مي باشد.

آنجائيكه انتقال ملكول اكسيژن به روغن غير اشباع يك 
توان پايداري اكسايشيميفرايند گرمازا بوده بنابراين 

ازها روغن به DSCي خوراكي را با استفاده تعيين نمود
اين ترتيب كه منحني هم دما در مجاورت گاز اكسيژن 

و پايداري روغن اندازه گرفته شود ايانپ.خالص رسم شود
رخ DSCزمان  جايي است كه يك فرايند گرمازاي سريع
تواند براي تعيينميدهد به اين ترتيب اين روش مي

درجه 140و 110،120،130ظرفيت اكسايشي در دماهاي 
گراد مورد استفاده قرار گيرد. افزايش شديد دما باعث سانتي

بدليل قيمت، مقدار DSCگردد. روش تيز شدگي پيك مي
و كارآمدي بالا نسبت به روش نمونه هاي مصرفي، سرعت

 
1 -Induction Period 

توان اثرميتر است. با كمك اين روش ديگر مناسب
اكسيداني يا سينرژيستي يك تركيب را نيز تعيين نمود. آنتي

و شاهد رفتارشان با  براي چنين منظوري يك بار نمونه
شود سپس رفتار اكسيداسيون در جوارميدستگاه بررسي 

شود. بديهي است كه با افزايشميبررسي اكسيدان آنتي
ي اكسيداسيون افزايشها اكسيدان دماي شروع پيك آنتي
كه مي گرم5تا3يابد. شرايط آزمايش به اين صورت است

15از نمونه در جايگاه خاص آن ريخته سرعت گاز اكسيژن 
و سرعت گرم كردن 20تا2دسي متر معكب در ساعت

درجه 350تا40براي افزايش دما از درجه كلوين در دقيقه
ميميگراد سانتي توان براي تحريك اكسيداسيون باشد.

 نمونه از غلظت آغاز گر مناسب نيز استفاده نمود.
زمان مقاومت كمتر محاسبه DSCدر شريط آزمون

باشد. از آنجائيكهميشود كه دليل آن مقدار كم نمونه مي
امينسبت سطح به حجم نقش مه كسيداسيون باز در

ك مي شود مقدارمياز روغن استفادهميكند زماني كه مقدار
باميبرهمكنش آنها با اكسيژن بيشتر  شود. در اين روش

درجه دما زمان مقاومت تقريبا نصف10افزايش هر 
با مي شود. البته همبستگي بسيار مناسبي بين زمان مقاومت

DSC وجود دارد.ي ديگر تعيين مقاومت روغنهاو روش
توان درصد ممانعت كنندگي آنتي اكسيدانميدر اين روش 

,.Cerná et alتعيين نمود24را بر اساس رابطه  )
(2012; Pomerantsev & Rodionova, 2005.

	مقدار	شاهد7مقدار	آنتي	اكسيدان= درصد ممانعت كنندگي)24(
مقدار	شاهد ; 100 

2

معمولا در كنار تعيين مقاومت به اكسيداسيون، مشاهده
و تعيين فساد آن نيز بررسي  .شودمياكسيداسيون در روغن

و حرارت ديدهميدر اين روش توان روغن اكسيد شده
و نمودار سرد شدن آن را رسم  را بطور كامل منجمد كرده
و پيك  نموده سپس دماي آن را به آهستگي بالا آورده
و آنتالپي آن را بررسي نمود. پيك منحني  بلوريزاسيون، دما

تواند عدد صابوني، درصد اسيدهاي چرب آزادميسرد شدن 
درو تركيبات قطبي موج ود را نشان دهد. اين روش بيشتر

 تعيين فساد روغن كاربرد دارد.
از تري گليسريدهاي خوراكي مانند ساير روغنها روغن

%) ساخته شده است. زمانيكه در معرض شرايط99تا96(

 
1 Induction Period 
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گيرد رفتاري مانند پليمرها از خود نشانميبلورين قرار
دهد به اين ترتيب كه از مرحله تشكيل هسته، رشد مي

و سرانجام بحالت بلور  كهميبلورها شروع رسد. عواملي
يي مانندها روي بلورينه شدن روغن تاثير دارد ناخالصي

و محصولات  و دي گليسريد اسيدهاي چرب آزاد، مونو
و حرارتمياكسيداسيون  باشد كه در طول سرخ كردن

يابد. رفتار بلور شدن روغنميافزايش دهي در ماده غذايي
 تواند در تشخيص تجزيه حرارتي روغن موثر باشد. مي

 روش انجام كار براي اين منظور بشرح زير است:
گرم نمونه ابتدا از دماي محيط با سرعت ثابت چند ميلي

و به مدتميبالا برده C80◦تا دماي دقيقه در اين5شود
تاميدما نگهداشته  ي بلور از بين رودها هستهميتماشود

و-C30◦سپس سريعا با سرعت ثابت تا دماي خنك شده
آنميدقيقه نگهداشته5 شود تا تغييرات چند شكلي

-C85◦صورت گيرد سپس با سرعت بسيار آهسته تا دماي 
شود تا پروفايل سرد كردن آن بدست آيد. منحنيميخنك

ش دن را نشان خنك كردن يك پيك گرمازاي بلورينه
دهد. زماني كه روغن فاسدتر شده باشد پيك بلورينه مي

و شديدا كاهش شدن به سمت دماهاي پائين تر جابجا شده
و عدد پراكسيد ،اسيدهايمييابد. مي توان بين دماي پيك

و تركيبات قطبي يك معادله درجه اول نوشت كه  چرب آزاد
و درصد اسيد چرب را همبستگي منفي بين دماي پيك آزاد

دهد. همچنين يك همبستگي مثبتي بين دماي نشان مي
و عدد يوني ديده   ( ,.Gardette et alشودميپيك

2013; Tan & Che Man, 1999; Tan & Che 
(Man, 2002.

:Folin- Ciocalteu روش-
را اين روش بطور مستقيم ظرفيت آنتي اكسيداني

ن هاي بررسي كند بلكه هميشه مكمل روشميبررسي
باشد در واقع تعيين كنندهميظرفيت آنتي اكسيداني 

فنولي شامل باشد. تركيبات پليميتركيبات كل فنولي 
، فلاوانون،ها فلاوانول، ايزوفلاون فلاوانول، فلاونوئيد،

فلاوان، آنتوسيانيدين، آنتوسيانيد، ايزومرهاي كلروژنيك
و ه اسيد و و بنزوئيك اسيد مچنين خانواده سيناميك

و توكوتري انول  درميليگنين، تانن، توكوفرول باشد كه
، گياهانهاي روغني، آجيلها، سبزيجات، دانهها ميوه

و اجزا گياهان وجود دارد.  دارويي

گيري محتواي كل تركيبات هاي اندازه يكي از روش
در ميFolin- Ciocalteu فنلي روش باشد كه اولين بار

 Folin- Ciocalteuمعرف مطرح گرديد. 1927سال 
و فسفوتنگستيك اسيد باشدميمخلوطي از فسفوموليبدات

كهميرنگ سنجي عمليكه بر مبنا تواند مقدارميكند
د. اين روش نماي گيري كل تركيبات فنولي محيط را اندازه

 غير مستقيم از روي قدرت كاهش تركيبات غذا بطور
 زندميمحتواي تركيبات فنولي را تخمينهاو نوشابه

(Lester et al., 2012).
درمياين معرف تواند با بسياري از تركيبات موجود

محيط مانند تركيبات نيتروژن دار مثل هيدروسيل اميد، 
يهاي تيول، اسكوبيك اسيد، برخي نمكها گوانيدين، گروه

و... واكنش دهد ,.Turkemen et alغير آلي، گلوگز )
(2006; Lester et al., 2012.

 -Folinاساس اين روش بر اين اصل استوار است كه
Ciocalteu و پليها يك تركيب اكسنده است. فنول

آنها فنول با انتقال تك الكترون خود در محيط قليايي به
و ايجاد رنگ آبي در محيط  اين تركيب را احيا كرده

در مي ميزان جذب را نشان نانومتر بيشترين 725نمايند كه
و عوامل چيليت مي دهد.از آنجايي كه بسياري از بافرها

و همچنين دترجنت و ... در اين روش تداخل ايجادها كننده
كنند براي كنترل دقيق اين روش حتما بايد از محلول مي

شاهد يا استاندارد استفاده نمود كه در بيشتر تحقيقات از 
و نتيجه نهاييمياستفاده گاليك اسيد بعنوان استاندارد شود

در بصورت معادل گاليك اسيد برحسب ميلي گرم 100گرم
,.Obied et al شودميوزن خشك ماده بيان  2007; )
(Mediana, 2011.

همانطور كه قبلا نيز اشاره شده است موادي مثل آنتي
و مواد احيا كننده مثل آسكوبيكها اكسيدان ي غير فنولي

و سولفيدها كه افزودنيگلوكز، اسيد، ي متداولها فروكتوز
و بطور طبيعي در بسياري از آب ميوه وها غذايي هستند

توانند باعث تشكيل رنگ آبيميشوندميسبزيجات يافت
گردند. لازم به ذكر است Folin- Ciocalteuاز معرف 

و پروتين ييها كه آمينواسيدهايي مثل تيروزين، تريپتوفان
آمينو اسيدها هستند نيز داراي تاثير مشابه كه داراي اين

 تر، هاي ساده روي معرف هستند. بنابراين نياز به روش
و مستقيم جهت شناسايي تركيبات فنولي سريع  باشدميتر

(Obied et al., 2007; Mediana, 2011).
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ي سريع جايگزينهاوشريكي ازBB1روش سريع
Folin- Ciocalteu است كه اساس آن بشرح زير

يون آروماتيكي است كه تمايل به زوج BBباشد: نمك مي
دارد.هاي خود با مواد فعالي مانند فنولها كردن الكترون

ميباشد Diazoniunيها داراي گروه Fast BBمعرف 
شودميتركيبات فنولي وارد واكنش OHيها كه با گروه

تركيبات فنولي انجامرامعمولا اين زوج شدن در موقعيت پا
در مي شود مگر اينكه اين موقعيت قبلا اشغال شده باشد

افتد. محيطمياين صورت در موقعيت ارتو زوج شدن اتفاق 
وها قليايي ضعيف باعث فعال شدن گروه ي فنولي گشته

شرايط بهينه اين واكنش شود.ميتر برهم كنش آنها مناسب
و تركيب60نشنانومتر، زمان واك 420طول موج  دقيقه

% %6قليايي و حلال اتانول باشد. مقدار معادلمي70سود
گزارش شده است Fast BBگاليك اسيد كه با روش 

و قهوه Folin-Ciacoteuنسبت به روش  6تا2در چاي
ي غنيها باشد در حالي كه اين اختلاف در آب ميوهميبرابر

مقدار خودو شربت ذرت به حد اقلCشده با ويتامين
رسد كه دليل آن خاصيت احيا كنندگيميبرابر4تا1يعني 

,.Lester et al) اين سيستم است 2012).

 گيري نتيجه
با توجه ORACي ذكر شده، روشها در ميان روش

و  به ايرادات فراواني كه به اساس آن وارد شده است
براي اندازه گيري ظرفيت آنتي اكسيداني USDAاطلاعيه 
ن و زمان SOSAشود، روشميپيشنهاد به دليل پيچيدگي

بر بودن چندان مورد توجه محققين قرا نگرفته است، روش 
FRAP از آنجايي كه شديدا به تركيبات نمونه وابسته

و با توجه به اين كه در اين روش راديكال آزادي  است
و ظرفيت آن تي اكسيداني با احياء آهن بررسي وجود ندارد

و تحليل مواد غذايي مورد مي شود زماني كه در تجزيه
بنابراين.كندميگيرد نتايج متفاوتي ارائهمياستفاده قرار 

ن گيرد اما به دليلميهيچ گاه به تنهايي مورد استفاده قرار
و يا سوم تعييننساده بود همواره به عنوان روش دوم

ا رود. در موردميكسيداني در تحقيقات به كار ظرفيت آنتي
و كروسين علي رغم اين كه نيازمند  روش رنگبري كاروتن

بهميدقت بالايي است اما  توان گفت كه با توجه

 
1

خصوصيات آن بهتر است در برخي محصولات كه همزمان
و آبدوست را دارا هستندها آنتي اكسيدان ي چربي دوست

م  كمل در نظر گرفته شود. حداقل به عنوان يك روش
يهاي انجام شده با روشها با توجه به گستردگي كار

كهمي TEAC, DPPH, FRAPشيميايي توان گفت
اي را در زمينه اندازه گيري نتايج قابل مقايسهها اين روش

يها اكثر اين روش كنند.ميظرفيت آنتي اكسيداني مطرح 
و سريع بوده اما هميشه هم بستگي خوبي شيميايي ساده

ن باها شود همراه شدن اين روشميبين نتايج آنها مشاهده
با اندازه (كه در اكثر مواقع متناسب گيري كل تركيبات فنلي

 تواند مفيد واقع شود.ميي شيميايي است)ها نتايج آزمون
ــه روش در ــه DPPH ،TEACمقايسـ ــه از جملـ كـ
 گفـت: تـوان مـي باشـدميدر مقالاتها ترين روش متداول
كنـد مـي عمل8تاpH 4فقط در محدوده DPPHروش

 كـاربرد دارد.8تـاpH 1در محدوده TEACدر حالي كه 
و هـا پلـي فنـلمياكسـيداني تمـا در تعيين ظرفيـت آنتـي

به نشان دادهها فلاونوئيد وابسـته هسـتند. زيـرا pHاند كه
شوند مثـلمييي كه مثلا در غلات يافتها اغلب پلي فنل

به نحوي با ديگر اجزاء موجـودهاو فلاونوئيد ليك اسيدفنو
پيوند برقرار كرده اند پس آزاد سازي بـراي اثرگـذاري آنهـا 

خواهد بـود. تحقيقـات گذشـته نشـان pHنيازمند تغييرات 
در مـي دهد كه استخراج قليـايي مي توانـد باعـث سـهولت

(Sosulski etاستخراج تركيبات فنولي بانـد شـده گـردد 
(al., . رقت معرف كـه از اضـافه كـردن نمونـه بـه1982

آيد فاكتور اصـلي محـدود كننـدهميمخلوط واكنش دست 
(در اين روش حداكثر رقت نمونـه بـه TEAC روش است

باشـد.)10تواند يك بـهميميحجميمعرف به صورت حج
يها براي استخراج نمونه TEACنوع حلالي كه در روش 

ين ظرفيت آنتي اكسـيداني اثـر شود در تعيميجامد استفاده
و باعث اثرات معناداري  ,.Ferri et alگرددميگذار بوده )

(2013.
 ABTSتوان از روش بررسي مستقيم اضافه كردن مي

به نمونه بدون هيچ فرايند استخراج حلال نيز DPPHياو
 استفاده نمود كه اين روش داراي مزايايي بشرح زير است:

دامنه وسـيعي از تركيبـات آنتـي اكسـيداني آزاد يـا-1
 تـوان بـدون وابسـتگي بـه مـي متصل به تركيبات ديگر را 

 قابليت انحلالشان در حلال بررسي نمود.

1 Fast Blue BB (4-benzoylamino-2,5-dimethoxy benzenediazonium chloride hemi-[zinc chloride])
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ــي-2 ــت آنت ــر ظرفي ــين زدن كمت ــوگيري از تخم جل
 سيداني بدليل عدم استخراج كامل بوسيله تيمار قليايي.اك

حــذف هــر نــوع اثــر سينرژيســتي در ميــان آنتــي-3
,.Serpen et alي متفاوتها اكسيدان 2007; Serpen) 

(et al., 2008.
دري سريع اندازهها در ميان روش گيري پايداري كه

در ميان كارهاي DSCگيرد روشميمحيط روغن صورت 
تر بوده اما لازم به ذكر است كه اين مرسومپژوهشي 

درميي آبگريز كاربرديها تنها براي محيطها روش و باشد
اكثر مواقع نتايج بدست آمده از اين روش همبستگي خوبي 

بندي دهد. به عنوان جمعميس شيميايي نشانها با روش
توان گفت با توجه به نظر اكثر محققين استفادهميكلي 

ي و قابل استنادي ارائه تنها از ك روش شيميايي نتايج دقيق
ي تحقيقاتيها شود در كارميبنابراين پيشنهاد كندمين

هر حداقل از دو يا سه روش شيميايي استفاده شود اما به
راها حال نتايج بدست آمده از اين روش ي شيميايي

زيرا.توان با نحوه عملكرد آنها در بدن قياس نمودمين
در شرايطي غير مشابه شرايطها اين روشبعضي از 

به منظور.كنندميفعاليت pHفيزيولوژيكي مثلا از لحاظ 
بايد با روش سلوليها تر اين روش رسيدن به نتايج دقيق

و زمان همراه شود كه البته اين دسته از مطالعات وقت گير
. باشدميبر 
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