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 چكیده

اده از دو حلال متانول با استفوستان، هندكشور با منشاء  نیم  درختبرگ گیری از عصاره

 هاعصاره محتوی كل تركیبات فنوليتعیین . انجام گرديدو ماسريشن  پركولاسیوندكوكشن، سه روش  هو بو آب  08%

استخراج بیشترين روز )روش ماسريشن(  7به مدت  %08نشان مي داد كه استفاده از متانول یو كالتیو به روش فولین س

 به روش عصاره ها میزان روبش راديکال آزاد را سبب خواهد شد. اين در حالي است كه تعیین  تركیبات فنولي

ساعت )روش پركولاسیون( دارای بیشترين  42به مدت  %08نشان مي داد كه عصاره بدست آمده با استفاده از متانول 

 تركیبات فنوليتعیین هويت  .شودثرترين عصاره در نظر گرفته ميمو های آزاد بوده و به عنوانرت روبش راديکالقد

  كه نیمبولید با نشان مي داد ورت كمي و كیفيبص كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا به روش عصاره مذكور موجود در

-3و 4و  فنوليهای ترپن و پس از آن اسیدتریلیمونويد ترين گرم عصاره، عمده 088میلي گرم به ازاء  80/4082

اين عصاره  تركیبات فنولي عمده ترينگرم عصاره  088میلي گرم به ازاء  82/030و  30/230 به ترتیب بادهیدروسالانول 

عصاره بدست آمده به آنتي اكسیداني  اثربه منظور بررسي  (28℃دمای ، روز 03) گذاریگرمخانهنتايج تست  .هستند

عصاره، بیشترين فعالیت آنتي اكسیداني را   4888نمونه روغن سويا با غلظت روش پركولاسیون نشان مي داد كه 

تا روز چهارم در مهار تشکیل محصولات اولیه اكسیداسیون داشته در حالي كه اين غلظت قادر بود تشکیل محصولات 

 مهار نمايد.سیزدهم ثانويه اكسیداسیون را تا روز 

كروماتوگرافي مايع با كارايي ، فعالیت آنتي راديکالي ، فولین سیوكالتیو،فنولي ، تركیباتنیمدرخت برگ  کلیدي:گان واژ

بالا
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مقدمه

امروزه در راستای حذف و يا كاهش تركیبات شیمیايي 

در مواد غذايي، تحقیقات زيادی برای جايگزين كردن 

مواد شیمیايي با طبیعي انجام شده است. در همین زمینه 

اكسیدانهای طبیعي از های متعددی برای يافتن آنتيتلاش

 ،4882سوهاج ن میلا) گیاهي صورت گرفته استمنابع 

كه اين عمدتا  (4880ونگ شیو ژنگ و وی  ،0887آنون 

سمیت آنتي همچنین ل ايمني و ئیل مشکلات و مسابدل

كه مي باشد  و  یدان های سنتتیك مثل ساك

 شوندبطور معمول در غذاهای حاوی چربي استفاده مي

 ،0802 هوولجولیا  ،4888آمارويچ و همکاران ريزارد )

سیدان های طبیعي كنون آنتي اكتا .(0802ايتو ن 

 جداسازی شده انمختلف گیاهبخش های بسیاری از 

مي يائه ،0880راماراسنام و همکاران ناراسیمان ) اند

فريدون وتاسینگ و ماهیندا  ،4883شون و همکاران 

كه دان های طبیعي از جمله آنتي اكسی. (0888شهیدی 

 بطور گسترده ای در سلسله گیاهان توزيع شده اند،

ها  تمام انواع فنولي. را مي توان نام برد تركیبات فنولي

رای دارای خاصیت روبش راديکال آزاد بوده و دا

باندونیئن و دوناتا ) اكسیداني هستندپتانسیل آنتي

 (. 4884موركوويچ میخائیل 

متعلق به  آزاديراچتا اينديکا با نام علمي نیمدرخت 

جنوب شرق به قاره هند و بومي ش، ملیاسه خانواده

توزيع اين گونه در ايران در  .(4882پراساد )آسیا است

گل (. 4804باشد )جعفری و همکاران سواحل جنوبي مي

ی فروردين تا خرداد شکوفا درخت از ماه هااين های 

مر و میوه های آن در ماه های خرداد تا مرداد به ث شده

درخت نیم دارای ای هبرگ (.4882پراساد )رسندمي

بوده و تركیباتي سانتي متر  0/4 و پهنای 7طول 

به همراه تعدادی  و نیمبواسترولكوئرستین همچون 

در آن شناسايي شده و مشتقاتش( لیمونوئید )نیمبین

 %8/44پروتئین،  %0/7 تركیبات برگ نیم شامل .است

. سه تركیب مختلف مي باشدمواد معدني و  كربوهیدرات

هستند كه نیمبینون فعال نیم شامل نیمبین، نیمبیدين و

مي اين تركیبات همگي از يك ترپن تتراسیکلیك مشتق 

توان به لیمونیدهای تلخ شوند. از ديگر تركیبات نیم مي

كرد اشاره سالانینو  آزاديراچتین، ملنونتريولهمچون 

 .(4882تران دانگ ژوان و همکاران )

تاكنون تحقیقات زيادی در ارتباط با مشخص نمودن  

فعالیت آنتي اكسیداني بخش های مختلف درخت نیم به 

انجام رسیده است كه نشان دهنده اثر آنتي اكسیداتیو 

سیسي ساران و همکاران اثر بالای اين گیاه مي باشد. 

آنتي اكسیداني عصاره های برگ، میوه، گل و پوست 

ساقه درخت 

را با استفاده از  

ممانعت اكسیداني كل و ، فعالیت آنتيسه روش 

از پراكسیداسیون لیپید در محیط بیولوژيك با استفاده 

سیسي ساران و پونگتیپ تعیین نمودند ) از 

همچنین اين پژوهشگر و همکارانش  (.4880همکاران 

اثرات آنتي اكسیداتیو برگ گونه های مختلف گیاه 

كشور با منشاء استان های مختلف  

و  يق تعیین محتوی كل تركیبات فنولياز طررا تايلند 

عصاره های آبي به تعیین میزان حذف راديکال آزاد 

 رميك فِروش راديکال پايدار و با استفاده از احیاء نم

سیسي ساران و همکاران  پونگتیپ) تعیین نمودند

 فعالیت روبش راديکالو همکاران  ماني كاندان. (4887

 فنولينسیل احیاء كنندگي و محتوی كل تركیبات پتا ،آزاد

عصاره اتانولي، فراكسیون اتیل استات، و فراكسیون 

تركیبات همچنین  .برگ گیاه نیم را تعیین نمودندمتانولي 

 HPLCعمده فراكسیون های مختلف اين برگ به روش 

سلطانا و . (4880مانیکاندان و همکاران تعیین گرديد )

فعالیت آنتي اكسیداني عصاره های مختلف  همکاران

پوست چهار  %08و استوني  %08، اتانولي %08متانولي 

ا از طريق تعیین كل محتوی گونه مختلف درخت نیم ر

وئیدی و همچنین تعیین ظرفیت و كل محتوی فلاون فنولي

)بشرا سلطانا و  ارزيابي نمودندروبش راديکال آزاد 

از برگ درخت  راندمان عصاره گیری. (4887همکاران 

روش دكوكشن، ماسريشن، پركولاسیون،  2نیم با 
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101                                     کروماتوگرافي مایع با کارایي بالا و ارزیابي قدرت آنتي اکسیداني آنها به روش شناسایي ترکیبات فنولي عصاره برگ درخت نیم

   سوكسله، خشك كردن انجمادی و خشك كردن

 آن را به روش ظرفیت روبش راديکال آزاد، ایافشانه

DPPH  موجود در عصاره  تركیبات فنوليهمچنین و

روش بدست آمده به روش دكوكشن را به 

سیسي  پونگتیپكروماتوگرافي لايه نازك تعیین نمودند )

 . (4882ساران و همکاران 

مقايسه روش هاای مختلاف عصااره     ،پژوهشاين هدف 

روبااش  بررساايگیااری از باارگ درخاات ناایم از طريااق  

تركیباات  تعیاین محتاوی كال    ، راديکال های آزاد 

و تعیاین كماي و   آنها به روش فاولین سایوكالتیو    فنولي

در مااوثرترين  بااه روش  فنااوليكیفااي تركیبااات 

از طرياق  ، علاوه بار ايان   .روش عصاره گیری مي باشد

انااديس هااای پراكسااید و   پااايش گرمخانااه گااذاری و  

، روند روزه 03در يك دوره زماني  یتوريك اسیدباربتیو

ر باااه تااااخیر اناااداختن  عصااااره د ماااوثرترينتااااثیر 

    تصاافیه شااده و باادون  یروغاان سااويا اكسیداساایون 

   .دوشمي بررسي اكسیدان آنتي

 

مواد و روش ها

مواد شیمیایی

مواد شیمیايي و حلال های مورد استفاده در اين كلیه 

از  .DPPHتحقیق از شركت مرك آلمان و راديکال آزاد 

در تمام مراحل  تهیه شدند. مريکاآشركت سیگما 

 آزمايشات از آب دوبار تقطیر استفاده شد.

تهیه عصاره

در نیمه دوم خرداد سال  نیم درختتازه های برگ 

ادش در شمال كشور هندوستان ار پرتاز ايالت او 0300

يه صورت لايه نازك در ساه بجمع آوری و بلافاصله 

تا زمان و خرد ( CG 088كنوود ) با خرد كن، خشك

انجام آزمايش در بطری های شیشه ای درب بسته 

نگهداری شدند.

 

 

 دکوکشنروش 

 088ساعت با  2به مدت  (08) تهیه شدهبرگ پودر 

و در زير كندانسور جوشانده، سپس آب مقطر میلي لیتر 

صاف  20و با كاغذ واتمن شماره بوسیله قیف بوخنر 

تبخیر كننده در  28℃شد. در ادامه ابتدا در دمای 

و سپس در  (Heidolph, Germany) چرخان تغلیظ

و در همان دما تا ( Labtech, Korea)خلا تحت آون 

سیسي ساران پونگتیپ ) رسیدن به وزن ثابت خشك شد

 سیسي ساران و همکارانپونگتیپ ، 4882 و همکاران

پودر بدست آمده در ظروف شیشه ای درب (. 4887

زمان انجام آزمايشات بسته و در دمای يخچال تا 

روش گراويمتری ه و راندمان عصاره گیری ب نگهداری

 تعیین شد.

پرکولاسیونروش 

ساعت در  42به مدت  (08) تهیه شدهبرگ پودر 

𝑤 48:0) %08مجاورت متانول  v⁄ .مابقي ( قرار گرفت

سیسي پونگتیپ ) مراحل مانند روش قبل انجام شد

 (.4882 ساران و همکاران

ماسریشنروش 

روز در مجاورت  7به مدت  (08) تهیه شدهبرگ پودر 

𝑤 48:0) %08متانول  v⁄ .مابقي مراحل ( قرار گرفت

سیسي ساران پونگتیپ ) انجام شد دكوكشنمانند روش 

(.4882و همکاران 

به روش فولین سیوکالتیو محتوي کل ترکیبات فنولی

به صورت رنگ سنجي و با روشي كه  كل محتوی فنولي

 اصلاح شده است تعیین شد سینگلتون و روسي توسط

 μ 088. مختصرا؛ (0820روسي ج ا سینگلتون و و ل )

به ازاء میلي گرم  088عصاره با غلظت ) محلول فنولي

 اسید كافئیكمیلي گرم  08-08غلظت های يا و كیلوگرم 

همکاران  سیسکو ونونزيا ) %08متانول كیلوگرم در 

سیوكالتیو كه  واكنشگر فولین میلي لیتر 0/4 با ((4880

 4مقطر رقیق شده است مخلوط شده، با آب برابر  08

 و درشده كربنات سديم افزوده  %0/7محلول میلي لیتر 

. در گرديددقیقه گرمخانه گذاری  00مدت ه ب 20℃دمای 
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توسط  728نهايت جذب در طول موج 

 UV 048-84مدل  شیمادزو اسپکتروفتومتر

میلي گرم اكي والان های نتايج بصورت  .گرديد قرائت

 مي گردد.ماده خشك بیان كیلوگرم كافئیك به ازاء  اسید

به روش روبش رادیكال آزاد  فعالیت آنتی رادیكالی

𝐃𝐏𝐏𝐇.

بات تج شارما و پراكاش ) با توجه به مطالعات قبلي

دقت اندازه گیری های ( مشخص شد كه دامنه 4888

  440/8-280/8 اسپکتروفتومتری در محدوده جذب

( 0828آيرس ج ه ) است %48-28است كه معادل عبور 

 .μ 78- 40 DPPHو اين میزان متناظر با غلظت های 

 .DPPHاست. با توجه به اين موارد غلظت های متفاوت 

(μ 23-03 در متانول تهیه شده و ارتباط خطي بین )

ويلانو و همکاران د ) ديکال و جذب تعیین شدغلظت را

به عنوان بهترين غلظت  μ 08در نهايت غلظت . (4882

DPPH. ويلیاومس س جي سلوان و ه ج ) انتخاب شد

 (.0828آيرس ج ه  ،0887

در متانول در غلظت  ابتدا محلول های استاندارد 

 88و  70، 08، 40، 48، 00، 08، 0، 8های مختلف 

00و  02، 08، 2، 2، 4، 8غلظت های و يا میکرومولار 

عصاره های )میلي گرم عصاره به ازاء كیلوگرم(  

و  08، 0، 2، 2، 4، 8دكوكشن و ماسريشن و غلظت های 

عصاره )میلي گرم عصاره به ازاء كیلوگرم(   04

 488محلول  يك میلي لیتر. تهیه گرديدپركولاسیون 

میلي لیتر محلول  3در متانول به  .DPPHمیکرومولار 

اضافه فوق  و يا عصاره با غلظت های متانولي 

گرمخانه  38℃دقیقه در دمای  38گرديد. سپس به مدت 

 ،و در نهايت به كمك دستگاه اسپکتروفتومتر گذاری

ر در برابر سل حاوی نانومت 007در طول موج  جذب

 (.4888بات تج شارما و پراكاش ) شد متانول قرائت

( با درصد فعالیت روبش راديکال های آزاد )

 محاسبه گرديد.  0استفاده از فرمول شماره 

  :0 فرمول شماره
OD Control−OD Sample

OD Control
× 100 

 كه در اين رابطه: 

و  جذب نمونه ، جذب كنترل 

بوده و های آزاد راديکال روبشفعالیت میزان  

تركیب  اكسیداني و درصد بازدارندگيبیانگر فعالیت آنتي

 (.4888بات تج شارما و پراكاش ) باشداكسیدان ميآنتي

گرمخانه گذاري 

جهت تعیین قدرت آنتي اكسیداني عصاره های  بدست 

ع اكسیداسیون در روغن آمده در به تاخیر انداختن شرو

)میلي گرم   4888و  0288، 088 غلظت های سويا؛

ه از عصاره بدست آمده بعصاره به ازاء كیلوگرم( 

به عنوان موثرترين عصاره در  روش پركولاسیون

رنگ ، تصفیه یبه روغن سويا ،روبش راديکال های آزاد

 03طي  بری شده و فاقد آنتي اكسیدان افزوده شد و

انديس پراكسید به عنوان شاخص ، 28℃روز در دمای 

 04 و 0 ،2 ،8سیون در روزهایولات اولیه اكسیدامحص

تیوباربیتوريك اسید به عنوان شاخص  -4و انديس 

و  8، 0، 8روزهای  محصولات ثانويه اكسیداسیون در

نظر به اينکه تركیبات پلي فنولي موجود  تعیین شدند. 03

در عصاره حلالیت كمي در روغن دارند و نیز با توجه 

به سمیت متانول، در اين تحقیق از پروپیلن گلايکول به 

 گیری استفاده شد.عنوان حلال پودر حاصل از عصاره

 048شیشه های قهوه ای رنگ به حجم ظروف نمونه، 

مايش به منظور حذف لیتر بودند كه قبل از آزمیلي

اكسیدان تا حد امکان با آب مقطر و محلول وعوامل پر

وسپس در آون  هشستشو داده شد EDTAدرصد  0/5

 .ندخشك گرديد 008℃

اندیس پراکسید

 تعیین گرديد 2078به شماره استاندارد ايران طبق 

 .(0377 (2078)شماره  ايرانملي استاندارد )

اسید تیوباربیتوریك ندیسا

میلي لیتر كلروفرم حل شده و  08گرم چربي در  3ابتدا 

اسید  %87/8 میلي لیتر محلول كار )محلول 08 سپس

تیوباربیتوريك در آب كه با هم حجمش اسید استیك 

در  .اضافه گرديدبه آن گلاسیال مخلوط شده است( 
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دقیقه در سانتريفوژ  0به مدت ادامه مخلوط بدست آمده 

در دقیقه دور  0888با سرعت ، آلمان( KS00-3)سیگما 

قسمت آبکي آن جدا شده و به سپس قرار داده شد. 

در  گرفته و ر دقیقه در حمام آب جوش قرا 38مدت 

 نانومتر قرائت شد038پايان میزان جذب در طول موج

براساس رابطه زير  (. عدد 0300 مهرانمصطفي )

 .گرديدمحاسبه 

:4 فرمول شماره

     𝐸1 cm
1 g

=
e

d.a
 

 كه در اين رابطه:

: ضخامت سل نوری : جذب نوری اندازه گیری شده، 

 سايدول وسي جي ) : وزن نمونه برحسب گرم استو 

 .(0802همکاران 

HPLCبه روش  جداسازي ترکیبات فنولیك

 RP-088 ستونو (  8888Acme)ياگلین  دستگاه 

𝐶18(2 ×  2/2 × 

. فاز تست مورد استفاده قرار گرفتاين در ( 408

 0/8( با شدت جريان 28:28) آب -استونیتريلمتحرك، 

شناسايي بوسیله دتکتور و  هبودمیلي لیتر در دقیقه 

 400در طول موج UV/Vis-YL  8048مدل فرابنفش

 (.4880مانیکاندان و همکاران پ )گرديدنانومتر انجام 

دست آمده به روش در عصاره ب فنوليتركیبات 

و سپس از طريق مقايسه  هشد جداسازیپركولاسیون 

با اسید سیرينجیك به عنوان استاندارد داخلي تعیین 

 .مقدار شدند

آنالیز آماري

، از 8/48نرم افزار با استفاده از  يسات میانگینمقا

 انجام شد.  توكيو تست   زمونطريق آ

 در نظر گرفته شد.از لحاظ آماری معني دار  >80/8

انحراف معیار  ± سه تکرار نتايج به صورت میانگین

.ندبیان شد

 

 

و بحث نتایج

گیريراندمان عصاره

برگ درخت نیم در روش های راندمان عصاره گیری از 

، 0/80/00بترتیب پركولاسیون و ماسريشن  دكوكشن،

w)درصد 880/800/02و  0/83/04

w
. تعیین گرديد( 

عصاره ها از د كه دهنآماری نشان ميآنالیز های نتايج 

اختلاف معني با يکديگر  گیریراندمان عصارهلحاظ 

به و بیشترين راندمان مربوط  (>80/8)داری داشته 

. علت را مي توان در اثر مي باشدروش ماسريشن 

متانول و همچنین مدت زمان عصاره گیری بر روی 

 استخراج مواد موثره از برگ عنوان نمود. 

راندمان عصاره گیری از برگ یسي ساران و همکاران س

 %08نیم را در روش های دكوكشن، ماسريشن با اتانول

و  0/07، 00/0 بترتیب %08و پركولاسیون با اتانول 

w)د درص 20/40

w
شود كه ( گزارش نمودند. مشاهده مي

بیشترين راندمان متعلق به روش پركولاسیون با اتانول 

(. 4882سیسي ساران و همکاران پونگتیپ )است 08%

راندمان عصاره آبي  سیسي سارن و همکارانهمچنین 

وكشن را برای برگ درخت سیامس يا همان روش دك

w)درصد 48/00 نیم

w
ماسريشن با ( و راندمان روش 

 70/2 روز چربي گیری با هگزان را 7متانول و پس از 

w)درصد

w
سیسي ساران و پونگتیپ )( گزارش كردند

 (.4880همکاران 

یمقدار کل ترکیبات فنول

با توجه به معادله رگرسیون بدست آمده در مورد اسید 

ها و قرار دادن جذب هر يك از عصاره (0)شکل كافئیك 

به صورت  مقدار كل تركیبات فنولي در اين معادله،

ازاء كیلوگرم های اسید كافئیك به والانگرم اكيمیلي

 یبترتیب برااين مقدار گرديد. ماده خشك گزارش 

و  دكوكشن، پركولاسیونهای حاصل از روش عصاره 

 40/800/37و  00/840/32، 27/827/43 ماسريشن

اسید كافئیك به ازاء كیلوگرم ماده اكي والان میلي گرم 

كل خشك بدست آمد. مشهود است كه بیشترين مقدار 

باشد ميماسريشن روش مربوط به  فنوليتركیبات 
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به روش توكي مقايسه میانگین انجام شده (. 4)شکل 

میزان كل اختلاف معني داری بین  د كهمي دا نشان

 .(80/8) وجود داردسه عصاره هر  فنوليتركیبات 

قبلا مقدار كل پلي فنول در عصاره اتانولي، فراكسیون 

 اتیل استاتي و فراكسیون متانولي برگ نیم به ترتیب

( ) 40/020/03و  08/30/73، 00/230/38

 (. 4880مانیکاندان  و همکاران پ ) ه استگزارش شد

عصاره برگ گیاه آزاديراچتا دارای محتوی تركیبات 

بر گرم اكي والان كوئرستین میلي گرم  04 -78فنولیك 

ها را در درختان سیامس نیم،  و میانگین كل فنولي است

و  0/4203، 0/022/34 مارانگو و نیم بترتیب برابر با

به ازاء هر گرم عصاره كوئرستین  میلي گرم  0/08/28

سیسي ساران و همکاران پونگتیپ ) گزارش كردند

4887.)

 فعالیت آنتی رادیكالی

ادله رگرسیون غیار خطاي   پژوهش با توجه به معدر اين 

میکرو   8/00 در متانول  𝐼𝐶50مقدار  ،بدست آمده

میکروگاارم باار میلااي لیتاار   80/880/04 معااادل مااول

باارای  𝐼𝐶50مقااادير همچنااین . (3)شااکل  محاساابه شااد

عصاااره هااای دكوكشاان، پركولاساایون و ماسريشاان    

 0/70±23/8و  24/08±43/8، 82/40±88/8 ببترتیااااااا

 تاوكي نتايج آزماون   بدست آمد.میکروگرم بر میلي لیتر 

رغم عادم وجاود اخاتلاف معناي دار     علی د كهادنشان مي

و  پركولاسایون ، های دكوكشنعصاره 𝐼𝐶50ادير مقبین 

ساه  اين  𝐼𝐶50ر يدااما مق (80/8) آنتي اكسیدان 

ی دارنااد ماسريشاان اخااتلاف معنااي دار   بااا عصاااره 

باالاتر باودن میازان كال     باا وجاود   بنابراين  (.80/8)

و همچناین رانادمان   عصااره ماسريشان    تركیبات فنولي

امااا عصاااره بدساات آمااده بااه روش     اسااتخراج آن، 

 پركولاسایون باه عناوان ماوثرترين عصااره در روباش      

(. در توضای   2د )شاکل  يا گردراديکال های آزاد معرفي 

رناگ  بايد گفات باا توجاه باه مکانیسام تغییار       اين پديده 

واكنشگر فولین، كه اكسیداسیون محلول قلیايي فنول هاا  

نونزياا سیساکو و همکااران    باشاد ) بوسیله واكنشگر مي

( و اينکااه در هنگااام عصاااره گیااری عاالاوه باار     4880

تركیبات فنولي، تركیبات ديگری كه ايان واكنشاگر قاادر    

 گردناد، است تا آنها را نیز اكسید كند نیاز اساتخراج ماي   

اشااکالات اصاالي روش فاولین ساایوكاتیو پااايین  يکاي از  

گیاری تركیباات   بودن درجه اختصاصي آن جهت انادازه 

 (.4883فريدون شهیدی و نازك فنولي است )

y = 0.0243+ 0.0138 x
Rsqr = 0.997
 

مرگوليک / مرگ يليم) تظلغ)
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 بر حسب اسید کافئیك منحنی کالیبراسیون ترکیبات فنولی -1شكل 

 %0/7 محلولمخلوط و سپس واكنشگر فولین سیوكالتیو  با %08متانول كیلوگرم اسید كافئیك در میلي گرم  08-08غلظت های 

 قرائت شد. 728جذب در طول موج ، دقیقه 00مدت ه ب 20℃گرمخانه گذاری در پس از و شده افزوده  كربنات سديم
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 در سه عصاره مختلف کل ترکیبات فنولی میزان -2شكل 

كربناات   %0/7 محلاول مخلاوط و ساپس   واكنشگر فولین سایوكالتیو   با %08متانول كیلوگرم در میلي گرم  088غلظت عصاره با هر  

میلي قرائت شد. نتايج بصورت  728جذب در طول موج ، دقیقه 00مدت ه ب 20℃گرمخانه گذاری در پس از و شده افزوده  سديم

حروف متفاوت بار روی هار ساتون نشاان دهناده وجاود        .گرديدماده خشك بیان كیلوگرم اسید كافئیك به ازاء  هایگرم اكي والان 

 ( مي باشد. 80/8اختلاف آماری معني دار )

y= x/ (a+b*x)
Rsqr = 0.9948

رالومورکيم)تظلغ)
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 BHTمنحنی کالیبراسیون  -3شكل 

 88-8 یغلظت ها)در متانول  استاندارد  محلولمیلي لیتر  3به در متانول  .DPPHمیکرومولار  488محلول  يك میلي لیتر

نانومتر در برابر سل حاوی  007جذب در طول موج ، 38℃دقیقه گرمخانه گذاری در دمای  38از پس و  افزوده شده (میکرومولار

 .متانول قرائت شد
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 در سه عصاره مختلف 𝑰𝑪𝟓𝟎مقدار   -4شكل 

عصاره  ppm 00-8 یغلظت ها)متانول  درعصاره محلول میلي لیتر  3به در متانول  .DPPHمیکرومولار  488محلول  يك میلي لیتر

دقیقه گرمخانه گذاری در  03از پس عصاره پركولاسیون( افزوده شده و  ppm 04-8های دكوكشن و ماسريشن و يا غلظت های 

حروف متفاوت بر روی هر ستون نشان دهنده  .نانومتر در برابر سل حاوی متانول قرائت شد 715جذب در طول موج ، 03℃دمای 

 ( مي باشد.80/8وجود اختلاف آماری معني دار )

عصااره متاانولي    𝐼𝐶50مقادار  ني كانادان و همکااران   ما

میکروگاارم بااه ازاء هاار میلااي لیتاار  38/08 باارگ ناایم را

سیسي  (.4880مانیکاندان و همکاران پ ) گزارش نمودند

را بارای عصااره آباي و     𝐼𝐶50مقدار  رانساران و همکا

و   23/320/42 متاااانولي بااارگ گیااااه نااایم بترتیاااب   

 گازارش لیتار  رم به ازاء هر میليمیکروگ 80/4002/000

(. 4880سیسااي ساااران و همکاااران  پونگتیااپ ) نمودنااد

را برای  𝐼𝐶50مقدار  پژوهشگر و همکارانش همچنین اين

میکروگرم به ازاء  20/30 عصاره آبي به روش دكوكشن

سیسي سااران و  پونگتیپ ) هر میلي لیتر گزارش نمودند

(، كه به عدد بدست آماده در ايان تحقیاق    4882همکاران 

 بسیار نزديك است.

 *برگ نیمهاي  مقدار کل ترکیبات فنولی عصارهفعالیت آنتی رادیكالی و  -1جدول 

روش 

 گیری عصاره
𝜇𝑔 ⁄ 𝑚𝑙

مقدار كل فنول ها

 (⁄كیلو گرم عصاره خشك  میلي گرم اكي والان های كافئیك اسید)

 82/40a27/8±27/43±88/8دكوكشن

 a43/8±24/08 b00/8±40/32 پركولاسیون

 b23/8±0/70 c40/8±00/37 ماسريشن

a80/8±80/04 - 

 باشد.( مي80/8)معني دار وجود اختلاف آماری انحراف معیار و حروف متفاوت در هر ستون نشان  ± سه تکرار میانگین * اعداد
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 ه روشب سازي ترکیبات فنولیجدا

تعیین میزان كال   دست آمده از آزمونبا توجه به نتايج ب

و همچنین بررسي روبش راديکاال هاای    فنوليتركیبات 

عصاره بدست آماده باه روش    ،(0)جدول  .DPPHآزاد 

در روباش  پركولاسایون باه عناوان ماوثرترين عصااره      

به  فنوليانتخاب و جداسازی تركیبات راديکال های آزاد 

 شاکل با استفاده از اين عصاره انجام شد.  روش 

را نشان عصاره  ليتركیبات فنو ، كروماتوگرام 0

با ذكر مقادار   فنوليتركیبات  ، مقدار4 دهد. در جدولمي

تاوان  شده است. با توجه به اين جدول ميهر يك عنوان 

میلي گرم باه ازاء   80/4082 با مقداردريافت كه نیمبولید 

تارپن ايان   تاری لیمونوياد   تارين عماده گرم عصاره  088

-3و4و  هاااای فناااوليصااااره و پاااس از آن اسااایدع

 82/030و  30/230 به ترتیب باا مقاادير  دهیدروسالانول 

 ساير تركیبات فناولي گرم عصاره  088میلي گرم به ازاء 

 . مقادار كال تركیباات فناولي    هساتند ايان عصااره   عمده 

 72/0887 لاسایون عصاره بدسات آماده باه روش پركو   

همچنااین  عصاااره اساات.گاارم 088میلااي گاارم بااه ازاء 

د تركیاب عماده در روغان    گزارش شده است كه نیمبولیا 

بیساواز و همکااران    كائوشایك ) باشاد بذر نایم نیاز ماي   

در تاكنون فقط تعداد محدودی تحقیق و بررساي  (. 4884

عصااره هاای    فناولي مورد جداسازی و تفکیك تركیبات 

از رسیده اسات.  خراجي از برگ درخت نیم به انجام است

مشاخص   4880کاندان و همکاران در سال مانیآن جمله، 

كردند كه عصااره اتاانولي بارگ نایم، حااوی نیمبولیاد،       

 مقاادير دهیدروساالانول بترتیاب باا    -3و 4كوئرستین و 

، 70/00 زمااان بااازداریدرصااد و  80/8و  02/8، 804/8

دقیقه اسات. در حالیکاه فراكسایون اتیال      08/08و  40/7

-3و 4اسااااتاتي دارای غلظاااات بااااالايي از نیمبااااین و 

 803/8و  880/8 مقاااديرب بااا سااالانول، بترتیاا دهیدرو

دقیقاه و   80/08 دقیقاه و  40/44 زمان بازداریدرصد و 

فراكساایون متااانولي غنااي از نیمبولیااد و كوئرسااتین بااا 

زماان باازداری بترتیاب    درصاد و   07/8و  80/8 مقادير

مانیکاناادان و همکاااران  ) بودناادیقااه دق 48/7و  00/00

4880.)

 
 برگ نیم پرکولاسیون  عصاره کروماتوگرام ترکیبات فنولی -5شكل 

و پس از آن ترپن تریلیمونويد ترين عمدهگرم عصاره  088میلي گرم به ازاء 80/4082 با مقدار( 33/43 )زمان بازدارینیمبولید 

 )زمان بازداری 82/030 و( 70/08تا  83/02)زمان بازداری از  30/230 مقاديربه ترتیب با دهیدروسالانول -3و4و  های فنولياسید

عصاره بدست  ولي. مقدار كل تركیبات فنهستنداين عصاره عمده  تركیبات فنوليساير گرم عصاره  088میلي گرم به ازاء ( 03/42

.عصاره استگرم 088میلي گرم به ازاء  72/0887 آمده
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 برگ نیم پرکولاسیونعصاره  فنولیترکیبات  -2جدول 

 (088عصاره مقدار ) مقدار   )%( )دقیقه( زمان بازداری تركیب رديف

 08/48 32/8324/8 ی شناخته نشدهفلاونوئیدها 0

 07/480 80/0 33/08 كوئرستین 4

 30/230 70/0870/08تا  83/02از  اسید های فنولي 3

 - - 80/08 سیرينجیك اسید)استاندارد داخلي( 2

 80/4082 84/28 33/43 نیمبولید 0

 82/030 80/8 03/42 دهیدروسالانول -3و4 2

 32/02 47/8 00/47 ی شناخته نشدهفلاونوئیدها 7

 

گذاري گرمخانهتست 

در كیلوگرم گرم میلي اكي والان عدد پراكسید )برحسب 

 04و  0، 2، 8روغن( برای تیمارهای مختلف در روزهای 

)مقدار مالون دی آلدهید موجود در يك  TBAو عدد 

، 8در روزهای برای تیمار های مختلف كیلوگرم روغن( 

بهمراه میزان فعالیت آنتي اكسیداني متناظر  03و  8، 0

 نشان داده شده است.  2و  3جداول به ترتیب در 

به منظور مقايسه بهتر بین تیمارهای مختلف از شاخص 

و فعالیت آنتي اكسیداني در مورد انديس پراكسید 

شاخص مذكور در  .تیوباربیتوريك اسید استفاده شد

محاسبه زير پراكسید با استفاده از فرمول مورد انديس 

شاخص گرديد. در مورد انديس تیوباربیتوريك نیز 

 گردد. بطور مشابه محاسبه ميفعالیت آنتي اكسیداني 

فعالیت آنتي اكسیداني    3فرمول شماره  =
انديس پراكسید(نمونه) −انديس پراكسید(شاهد)

انديس پراكسید(شاهد)
× 100

 *در روزهاي مختلفپرکولاسیون و مقادیر متناظر فعالیت آنتی اکسیدانی عصاره ها تیمار اندیس پراکسید  -3جدول 

 روز 

 04 0 2 8 ( عصارهppmغلظت ) پارامتر

)میلي اكي  انديس پراكسید

در كیلوگرم گرم والان 

 روغن(

8 88/8±40/8 02/8±00/20 30/8±0/88 3/8±37/074 

088 88/8±40/8 27/8±02/48 80/8±47/28 88/8±83/084 

0288 88/8±40/8 04/8±20/00 88/8±42/27 80/8±2/87 

4888 88/8±40/8 82/8±22/0 82/8±04/32 83/8±07/00 

 فعالیت آنتي اكسیداني

088 a88/8 b27/8±08/02 d00/8±30/20 g08/8±40/28 

0288 a88/8 c27/8±30/08 e07/8±02/27 h08/8±37/23 

4888 a88/8 d4/8±00/00 f03/8±03/24 i82/8±8/28 

باشد.( مي80/8وجود اختلاف آماری معني دار )و حروف متفاوت در هر ستون نشان انحراف معیار  ±*اعداد میانگین سه تکرار 
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 *در روزهاي مختلفپرکولاسیون مقادیر متناظر فعالیت آنتی اکسیدانی عصاره ها تیمار TBAاندیس  -4جدول 

 پارامتر

 روز 

 03 8 0 8 ( عصارهppmغلظت )

)مالون دی  TBAانديس 

در يك كیلوگرم آلدهید 

 روغن(

8 88/8±80/8 88/8±802/8 88/8±8020/8 84/8±8024/8 

088 88/8±80/8 88/8±824/8 88/8±88/8 88/8±47/8 

0288 88/8±80/8 88/8±833/8 88/8±870/8 88/8±8440/8 

4888 88/8±80/8 88/8±834/8 88/8±87/8 88/8±080/8 

 فعالیت آنتي اكسیداني

088 a88/8 b03/8±88/42 e32/8±00/38 f72/0±8/00 

0288 a88/8 c80/0±80/20 f80/8±84/04 g30/0±84/08 

4888 a88/8 d02/8±02/24 f80/8±7/04 h40/0±87/20 

.باشد( مي80/8وجود اختلاف آماری معني دار )و حروف متفاوت در هر ستون نشان انحراف معیار  ±*اعداد میانگین سه تکرار 

 

بررسيی اريير سييار عصيياره در بييه تيياخیر انييداختن  

پراکسیداسیون روغن سویا

نتايج بررسي اثر آنتي اكسیداني حاصل از عدد پراكسید 

كاه اثار روز، ساط  عصااره افازوده      حاكي از آن است 

معني  غلظتشده و اثر متقابل اين دو، در مجموع هر سه 

. اين مسئله بیانگر ايان مطلاب اسات    (80/8) دار است

كه عصاره بدست آماده باه روش پركولاسایون در هار     

( در بااه تاااخیر   4888و  0288، 088سااه سااط  ) 

نین انداختن پراكسیداسیون روغن سويا موثر است. همچ

مي توان دريافت كه با افازايش غلظات عصااره، فعالیات     

آنتي اكسیداني عصااره ماذكور، در باه تااخیر اناداختن      

 پراكسیداسیون روغن سويا به طور معني داری افزايش  

از نظر آمااری، تغییار باین زماان هاای       همچنینيابد. مي

( در فعالیت آنتي اكسیداني اثر 04و  0، 2، 8) گیریاندازه

 2(، باه طاوری كاه تاا روز     80/8داری داشاته )  معني

تا روز  2روند فعالیت آنتي اكسیداني، افزايشي و از روز 

 كاهش بوده و بیشترين فعالیت آنتاي اين روند رو به  04

عصاااره   4888و در غلظاات  2اكساایداني در روز 

 .(2)شکل  ه استمشاهده شد

تولید بررسی ارر سار عصاره در به تاخیر انداختن 

محصولات رانویه روغن سویا

نتايج بررسي اثر آنتي اكسیداني حاصل از عدد 

اثر روز، كه تیوباربیتوريك اسید حاكي از آن است 

  عصاره افزوده شده و اثر متقابل اين دو، در سط

. اين (80/8)معني دار است غلظتمجموع هر سه 

مسئله بیانگر اين مطلب است كه عصاره بدست آمده به 

و  0288، 088روش پركولاسیون، در هر سه سط  )

( در به تاخیر انداختن تولید محصولات  4888

ثانويه روغن سويا موثر است. همچنین مي توان دريافت 

كه با افزايش سط  عصاره، فعالیت آنتي اكسیداني آن 

در به تاخیر انداختن تولید محصولات ثانويه روغن 

و  علاوه براينيابد. ش ميي داری افزايسويا به طور معن

 8، 0، 8) گیریاندازهاز نظر آماری، تغییر بین زمان های 

داری داشتهتي اكسیداني اثر معنيعالیت آنف( در 03و 

داني تا به طوری كه روند فعالیت آنتي اكسی (80/8)

و بیشترين میزان آن در غلظت  ، افزايشي بوده03روز 

 (.7)شکل  مشاهده شده است  4888

 

Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir

www.sid.ir


 1131سال / 1شماره  42هاي صنایع غذایي/ جلد نشریه پژوهش                                                                 رحماني، حداد خداپرست و ...         112

 
 به عدد پراکسید با توجهی اکسیدانی رونده پیشرفت فعالیت آنت -6شكل 

، به (80/8) روز( در فعالیت آنتي اكسیداني اثر معني داری داشته 04و  0، 2، 8گیری )از نظر آماری، تغییر بین زمان های اندازه

اين روند رو به كاهش بوده و بیشترين فعالیت  04تا روز  2طوری كه تا روز چهارم روند فعالیت آنتي اكسیداني، افزايشي و از روز 

 مشاهده شد.  ppm 4888آنتي اكسیداني عصاره در روز چهارم در غلظت 

 

نتايج آنالیزهای آماری نشان مي دهاد كاه باین فعالیات     

آنتي اكسیداني سطوح مختلف عصااره افازوده شاده در    

 اخاااتلاف معناااي داری وجاااود دارد 10و  7روزهاااای 

و  1033و باااین دو غلظااات   9اماااا در روز  (80/8)

0333 ppm لیت آنتاي اكسایداني معناي دار    اختلاف فعا

در   033ppm . همچنین بین ساط  (80/8) نمي باشد

نیاز   9در روز  ppm 0333و  1033با سطوح  10روز 

 .(80/8) اختلاف معني داری وجود نداشت

 
 به عدد تیوباربیتوریك اسید با توجهیشرفت فعالیت آنتی اکسیدانی پ -7شكل 

، به (80/8) روز( در قعالیت آنتي اكسیداني اثر معني داری داشته 03و  8، 0، 8گیری)از نظر آماری، تغییر بین زمان های اندازه 

 مشاهده شد. ppm 4888طوری كه بیشترين فعالیت آنتي اكسیداني در روز سیزدهم و در غلظت 
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 کلی نتیجه گیري

در بین سه روش دكوكشن، پركولاسیون و ماسريشن، 

  880/800/02 باعصاره گیری بیشترين راندمان 

w)درصد

w
مقدار كل بود.  مربوط به روش ماسريشن (

برای سه  در روش فولین سیوكالتیو تركیبات فنولي

27/8 به ترتیب عصاره فوق

اسید كافئیك به ازاء اكي والان میلي گرم 

بیشترين مقدار كه  بدست آمدكیلوگرم ماده خشك 

. در آزمون مي باشد مربوط به عصاره ماسريشن

DPPH.  مقدار𝐼𝐶50  مول  میکرو 8/00 در متانول

محاسبه میکروگرم بر میلي لیتر 80/8 معادل

های عصاره 𝐼𝐶50مقادير اين درحالي است كه   .شد

  ببترتیب دكوكشن، پركولاسیون و ماسريشن بترتی

میکروگرم بر 88/8

؛ بنابراين عصاره بدست آمده به بدست آمد میلي لیتر

علي رغم پايین تر بودن میزان كل روش پركولاسیون 

به عنوان تركیبات فنولي نسبت به روش ماسريشن، 

مشخص در روبش راديکال های آزاد موثرترين عصاره 

عصاره بدست آمده به  فنوليتعیین هويت تركیبات . شد

ترين نیمبولید عمدهروش پركولاسیون نشان مي داد كه 

-3و4و  های فنوليو پس از آن اسیدترپن تریلیمونويد 

اين عصاره  تركیبات فنوليدهیدروسالانول ساير 

72/0887 در اين روش مقدار كل تركیبات فنوليند. سته

ج نتاي. بدست آمدگرم عصاره  088میلي گرم به ازاء 

به منظور ( 28℃دمای ، روز 03) گرمخانه گذاریتست 

عصاره بدست آمده به روش آنتي اكسیداني  اثربررسي 

پركولاسیون نشان مي داد كه نمونه روغن سويا با 

عصاره، بیشترين فعالیت آنتي   4888غلظت 

اكسیداني را تا روز چهارم در مهار تشکیل محصولات 

اولیه اكسیداسیون داشته در حالي كه اين غلظت قادر 

بود تشکیل محصولات ثانويه اكسیداسیون را تا روز 

.سیزدهم مهار نمايد
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Abstract 

Indian Neem (Azadirachta indica L.) leaf was extracted by three different extraction methods 

(Decoction, Percolation and Maceration) using two different solvents; methanol 80% (v/v) and 

water. Determination of total phenolic content by Folin-Ciocalteu method revealed that methanol 

80% (v/v) for 7 days (maceration method) cause the highest quantity of extracted phenolic 

compounds. Meanwhile, determination of radical scavenging activity of three different extracts by 

DPPH method indicated that methanol 80% (v/v) for 24 h (percolation method) cause the highest 

RSA and was considered as the most effective extract. Furthermore, qualitative and quantitative 

characterization of phenolic compounds of percolation extract as the effective extract using HPLC 

revealed that Nimbolide (2896.05 mg/100 g extract) is the main limonoid triterpen followed by 

phenolic acids and 2′, 3′-dehydrosalannol which are 635.38 and 531/94 mg/100g extract, 

respectively. Determination of antioxidative effects of percolation extract in refined soybean oil 

(without antioxidant) using accelerated oven test (13 days, 60℃) declared that soybean oil 

containing 2000 ppm of the percolation extract was more stable than other concentrations until 4th 

day in terms of hydroperoxide when the aforementioned concentration was able to make the oil 

more stable until 13th day in terms of aldehydes and ketones.  
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