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 Azolla filiculoidesاکسیدانی گیاه آزولا  سازي استخراج ترکیبات آنتی بهینه
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  20/11/94 پذیرش:        18/05/94دریافت: 
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  :چکیده

و  ی سرخس آبـی آزولا، از روش اسـتخراج حلالـی   اکسیدان آنتیي استخراج ترکیبات ساز بهینهبراي 

غلظـت اتـانول، زمـان اسـتخراج و      فرایندیرهاي وابسته در این غي تاگوچی استفاده شد. متساز بهینه

ي خواص معنادار طور بهنسبت ماده خشک به حلال بود. غلظت اتانول و نسبت ماده خشک به حلال 

 تغییـر داد هـاي آزاد را   کننـدگی رادیکـال   ي شده با میزان فنول کـل و خنثـی  گیر اندازهی اکسیدان آنتی

)05/0p<،( ی نداشـت اکسـیدان  آنتـی ي بـر میـزان ترکیبـات    معنـادار  تأثیرکه زمان استخراج  درحالی 

)05/0p> بر گرم  گالیکاسید  گرم میلیبرحسب  42/16تا  77/5). میزان ترکیبات فنولی در تیمارها از

تا  درصد 51/20نیز از ها  هاي آزاد عصاره کنندگی رادیکال ماده خشک متغییر بود. میزان درصد خنثی

 48ماده خشک به حلال و زمان استخراج  15به 1اتانول، نسبت  درصد 50بود. غلظت  درصد 71/93

توانـد بـراي اسـتخراج ترکیبـات      مـی  تیمار بهینه انتخاب شد. نتـایج نشـان داد آزولا   عنوان بهساعت 

  ی مناسب باشد.اکسیدان آنتی

  

 تخراج، حلال، ترکیبات فنولی.، اس، آزولااکسیدان آنتی: کلید واژگان

 

  مقدمه

و به طرق  مؤثر طور بهها ترکیباتی هستند که  اکسیدان آنتی

هاي اکسیژن  مختلف از واکنش رادیکال هاي آزاد به شکل

هـایی نظیـر پـروتئین،     مولکـول  زیستو نیتروژن فعال با 

، جلـوگیري کـرده و منجـر بـه     DNA، لیپید و اسید آمینو

عروقی و  - قلبی هاي ، بیماريولیکاهش آسیب و مرگ سل

در حـال   ).Shrififar et al., 2007( شـوند  مـی  هـا  سرطان

هاي طبیعی در مـواد   اکسیدان حاضر علاقه به مصرف آنتی

هاي سنتزي همانند  اکسیدان جایگزین آنتی عنوان بهغذایی 
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و  2، بوتیل هیدروکسی آنیزول 1بوتیل هیدروکسی تولوئن

هـایی کـه    نگرانـی  بـه  ا توجـه ب 3ترت بوتیل هیدروکینون

امنیـت غـذایی وجـود دارد، افـزایش یافتـه اسـت        بارةدر

)Hossain et al., 2012.(    بنابراین شناسایی منـابع جدیـد

از اهمیـت  طبیعـی   أی سـالم و ارزان بـا منش ـ  اکسیدان آنتی

  بالایی برخوردار است.

 هسـتند  در طبیعـت  ها اکسیدان گیاهان منبع اصلی آنتی

.(Mendiola et al., 2008) ــات ــادي مطالع ــر زی  روي ب

 اسـتخراج  زي خشکی گیاهان از که طبیعی يها دانیاکس آنتی

 يهـا  سـتم یس نیـز در آنها  کاربردهاي وانجام شده  ،اند شده

 ;Babakhani et al, 2013( ه اسـت شـد آزمـایش   غـذایی 

Babakhani et al, 2015.(  

 ترکیبـات هـاي طبیعـی    اکسیدان آنتی هاي شاخه از یکی

 .شوند می یافت گیاهان در فراوان مقدار به که هستند لیونف

 5دو الاگیک اسی 4اسیدهاي گیاهان زمینی از گالیک  فنول پلی

 يهـا  تیمتابول از گروه کی یفنول باتیترک .شوند می تقمش

 اهـان یگ رشـد  نیح ـ در آنها تنوع و زانیم که هستند هیثانو

 و آب عوامـل  و پـرورش  رشد، طیشرا ک،یژنت تأثیر تحت

  ). Lopez et al., 2011( است ییهوا

ــا مصــنوعی هــاي اکســیدان آنتــی جــایگزینی امــروزه  ب

 توجـه  مـورد  غـذایی  صـنایع  در طبیعـی  هـاي  اکسیدان آنتی

 و ارزش کـم  هـاي  گونـه  از استفاده. گرفته است قرار فراوان

 باشد می گونه مهاجم که آزولا، همچون فراوان در هر منطقه

 مخـــرب هـــايتأثیر اخیــر  ايهـــ ســـال در آن ازدیــاد  و

 ایـران  هـاي  تـالاب  اکوسیسـتم  بـر  فراوانـی  محیطی زیست

  . شود می مخرب آنها هاي، باعث کاهش اثراست گذاشته

                                                             
1. Butylated hydroxytoluene 
2. Butylated hydroxyanisole 
3. tert Butylhydroquinone 
4. gallic acid 
5. ellagic acid 

 »اي سرخس پشه«گونه که به  7جنس آزولا با داشتن 

یا سرخس آبی مشهور است یک سرخس آبزي کوچـک  

هـا،   هـا، برکـه   صـورت طبیعـی در رودخانـه    است که به

 اسـت، و مزارع شالیکاري کـه داراي آب راکـد    ها کانال

دلیـل تـراکم بـالاي تولیـد،      ). بهSingh, 1989روید ( می

شـود   مـی  غذاي دام و طیور ماهی استفاده عنوان بهآزولا 

)Subudhi and Singh, 1978 غـذا در   عنـوان  بـه ). آزولا

شـود. از آزولا   می برخی کشورها از جمله چین مصرف

هـا، بـه   هـا، برگر  گوشتی، املـت  هاي کوفته ها، در سوپ

 ,Singhشـود (  مـی  شکل پختنی و سرخ کردنی استفاده

). میزان پروتئین ماده خشک ایـن گیـاه در حـدود    1989

درصد  40صد است که در مقایسه با سویا که در 20- 30

  باشد. می بسیار مناسب ،است

 در مـدیریتی  اهـداف  بـدون  1363این گیاه از سـال  

 و انزلــی تــالاب در یصــنعت و کشــاورزي مصــارف

 Nezam abadi( شـد  رهاسازي ایران شمال هاي مانداب

and Ansari, 1386مسـائل   نکردن سفانه با رعایتأ). مت

هـا   هاي مزارع و تالاب حفاظتی و امنیتی این گیاه به آب

هاي مهم شمال  وارد شده و پس از چند سال اکوسیستم

متفاوتی . راهکارهاي ه استقرار داد تأثیرکشور را تحت 

کار برده  براي از بین بردن و مقابله با این گونه مهاجم به

کارساز نبودند. استفاده صنعتی  از آنها ولی هیچ یک ،شد

براي  مؤثرتواند از راهکارهاي  می و کاربردي از این گیاه

باشـد.    هـاي طبیعـی ایـران    به اکوسیتم آنکاهش تهاجم 

توانـد یکـی از    مـی  طبیعی اکسیدان آنتی عنوان بهاستفاده 

تواند امکان  می هاي این گیاه باشد که بررسی آن پتانسیل

 روي بر مطالعاتیاستفاده کاربردي از آن را فراهم آورد. 

 انجـام  زي خشـکی  هـاي  سـرخس  یاکسیدان آنتی خواص

 ی آزولااکسـیدان  آنتـی  ترکیبـات  روي بـر  ، امااست شده
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 ;Dai et al., 2012( اسـت  شـده  انجـام اندکی  مطالعات

Nayak et al., 2014; Selvaraj et al., 2013( کــه ،

  باشد.  می آزولا یاکسیدان آنتیوجود خواص  ةدهند نشان

 حـلال  و روش نیمـؤثرتر  مـورد  دری فراوان مطالب

ي ها افتهی یول دارد، وجودی فنول باتیترک استخراجي برا

. باشـند  یم هم متناقض یگاه و متفاوت اریبس منابع نیا

 اتـانول،  آب،( مختلـف  يها حلال تأثیر که يا مطالعه در

 جلبک گونه کی یفنول باتیترک بر) متانول/آب متانول،

 فنول و یاکسیدان آنتی ویژگی نیبالاتر آب ،شد شیآزما

 يدارا آب از پـس  زین متانول/آب حلال و داشت را کل

). Lopez et al, 2011( بود یفنول باتیترک زانیم نیبالاتر

 ,Yao et al( يچا يها فنول  یپل يبرا شده استفاده متانول

 يهـا  فنـول  یپل استخراج يبرا درصد 50 استن و) 2006

در ). Zhou and Yu, 2004( ندبود کارامدتر آب از گندم

هاي ساختار به توجه باهاي آبی  حلالدر برخی از موارد 

 ـامتفاوت   ییایمیش ـ وی ک ـیزیف خـواص  و بـات یترک نی

ترکیبـات   اي اسـتخراج بـر هاي یکسان  روش ارائه ،آنها 

همچنـین  ). Rebey et al., 2012( است رممکنیغ فنولی

 و بـر  نـه یهز ،در اسـتخراج  گذارتأثیر عوامل همهی بررس

هـاي   تـوان از روش  مـی  بـدین منظـور   .اسـت  ریگ وقت

ي براي کاهش تیمارهاي آزمایشی استفاده کرد. ساز بهینه

 ـفاکتور طرح از شکل کی 1یتاگوچي ساز بهینهطرح   لی

 در رهـا یمتغ هايتأثیر آن لهیوس به که است شده کستهش

 شـود  سنجیده می مختلف باتیترک در و مختلف سطوح

)Cheah et al., 2010( .  

هـاي   ربـط چـالش   هـاي زي  با توجه به اینکه سـازمان 

منظـور کـاهش    حل مناسبی بـه  دن راهکربزرگی براي پیدا 

محیطی نامطلوب سرخس آبی آزولا دارند،  زیست هاياثر

                                                             
1. Taguchi experimental design 

مـاده   عنـوان  بهدر این پژوهش کوشش شد تا از این ماده 

اولیه تولید ترکیبات با ارزش زیستی استفاده شود تا ضمن 

مصرف بیشتر از این منبع باعث کاهش پراکندگی این گیاه 

. به همین منظور در این پژوهش ترکیبات فنولی گیاه گردد

اتانول و اتانول - هاي آب، آب سرخس آبی آزولا با حلال

ي مقدار آنها در تیمارهاي گیر اندازهاستخراج شد و ضمن 

مختلف زمانی و نسبت حـلال بـه مـاده خشـک، امکـان      

سازي استخراج این ترکیبات در شرایط آزمایشگاهی  بهینه

 . گردیدفراهم 

  

  ها شمواد و رو

  آوري نمونه جمع

 1392در اوایل فصل بهار سـال   Azolla filiculoides ۀگون

 ـ  آب ۀدر منطق تالاب انزلیاز  ا اسـتفاده از سـاچوك   کنـار ب

شیلات دانشکده گروه آزمایشگاه  لافاصله بهآوري و ب جمع

در هــا  نتقــل شــد. نمونــهممنــابع طبیعــی دانشــگاه گــیلان 

 هـا ولاي آن شو شده و گـل و شستبا آب شیرین آزمایشگاه 

روز قـرار گرفتـه و    14گرفته شد. سپس در سایه به مـدت  

در  هـا  ها تا زمان انجـام آزمـایش   نهنمو خشک شدند. کاملاً

 .ندجاي خشک و خنک نگهداري شد

 

  گیري عصاره

هــاي آزولا خشــک شــده بــا قهــوه خــردکن  ابتــدا نمونــه

صورت پودر  ، ساخت کشور فرانسه) بهAR 10(مولینکس، 

درآورده شدند. سپس با توجه به طراحـی صـورت گرفتـه    

زین شده ها تو ) براي هر تیمار، نمونه1ها (جدول  آزمایش

اي) استخراج ریخته شدند.  اي (بالن شیشه و در ظرف شیشه

)، بـه  1:15و  1:10، 1:5با توجه به نسبت آزولا به حـلال ( 

حلال (اتانول، آب  3حلال افزوده شد. استخراج با  ها نمونه
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مدت زمان استخراج  3آب و اتانول)، در  50/50و مخلوط 

ها  حی آزمایشساعت)، انجام شد. براي طرا 72و  48، 24(

پـس از   .(Roy, 1990) گردیدستفاده ا L9ی از طرح تاگوچ

 Watman)با کاغـذ صـافی    ها عصاره ،اتمام زمان استخراج

ي بیشتر (حداکثر ها شیم آزماو تا هنگام انجا فیلتر شده (42

درجـه   4اي تیره و در دماي  تا یک هفته) در ظروف شیشه

 قرار داده شدند. گراد یسانت

ها براي استخراج ترکیبات فنولی در  طراحی آزمایش 1جدول

 وري روش استخراج غوطه

 زمان(ساعت) حلال  آزمایش
نسبت آزولا به 

 )W/Vحلال (

 1:5 24 آب  1

 1:10 24 آب/اتانول 2

 1:15 24 اتانول 3

  1:10 48 آب 4

 1:15 48 آب/اتانول 5

 1:5 48  اتانول 6

 1:15 72 آب 7

 1:5 72 اتانولآب/ 8

 1:10 72 اتانول 9

 

  یفنول باتیترک زانیم نییتع

 Tagaش () عصاره با استفاده از روTPCفنول کل ( زانیم

et al., 1984( از نمونـه   تریکرولیم 200شد.  يریگ اندازه

، مخلــوط شــد و  Na2Co3 )درصــد 2( تــریل یلــیم 4بــا 

ــه ــدت  ب ــهیدق 2م ــا ق ــاق ( يدر دم ــه 26- 28ات  درج

معـرف   تـر یکرولیم 200مانـد. سـپس    ی) بـاق دگرا سانتی

و پـس از   شـد  ضافهبه آن ا درصد 50 وکالتویس - نیفول

 یکیاتاق در تار يدر دما قهیدق 30مدت  مخلوط شدن به

 UV/Visوفتومتر (رها بـا اسـپکت   ماند. جذب نمونه  یباق

2100،Unico  شاهد  برابرنانومتر در  720) در طول موج

اسـتاندارد از محلـول    ین ـرسـم منح  يخوانده شد. بـرا 

 تریل یلیبر م گرم میلی 100 ات 0 يها از غلظتگالیک دیاس

برگـرم  گالیک دیاس گرم میلیبراساس  جیاستفاده شد. نتا

بـراي رســم منحنــی   .خشــک گـزارش شــد  آزولاپـودر  

 10گالیک، در ابتدا یک محلول با غلظت اسید استاندارد 

سـاخته شـد.   اسید  گالیکلیتر از  میلی 100در  گرم میلی

لیتر را از این محلول بـه   هشت دهم میلیتا  مقادیر صفر

لیتر  میلی 5/0. سپس گردیدلیتر اضافه  میلی 10هاي  بالن

ها افـزوده و   سیوکالتو به هر کدام از بالن - معرف فولین

لیتر محلول کربنـات   از آن یک میلی پس. مخلوط گردید

 ـ   به همه بالن درصد 2سدیم  ا آب ها اضـافه گردیـد و ب

دقیقـه   30از  پـس رسانده و لیتر  میلی 10مقطر به حجم 

شاهد  برابرنانومتر در  720ها در طول موج  جذب نمونه

براي تهیه محلول شاهد نیز بـدون افـزودن    خوانده شد.

 گردد.  می تمامی مراحل بالا تکرار اسید گالیک

  

 DPPH آزاد هاي کالیراد یمهارکنندگ تیفعال

هـاي    کسیدانی با استفاده از رادیکالا بررسی فعالیت آنتی

،  DPPH)هیدرازیل ( - پیکریل 1دي فنیل  2و  2پایدار 

 2. شدانجام  (Brand-William et al., 1995)طبق روش 

 16/0لیتر از محلول متانولی  میلی 2از عصاره به  تریل یلیم

 یخـوب  بـه  افـزوده و  DPPHمیلی مـولار رادیکـال آزاد   

دقیقه در دماي محـیط   30ها  نمونهسپس شدند.  مخلوط

. جذب محلول در طول موج شدند نگهداري یکیدر تار

نانومتر با استفاده از اسـپکتروفتومتر خوانـده شـد.     517
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عصـاره   DPPHآزاد ِ يهـا  کـال یراد یمهارکنندگ تیفعال

  RSA صـورت درصـد   زیر محاسـبه و بـه   فرمولمطابق 

  شد. انیب

 

-Asample)-1] = هـاي آزاد  رادیکـال کنندگی  خنثیدرصد 

Asample blank)/Aconrol] 100 ×   

Asample = دقیقـه  30از  پـس   DPPH    جـذب نمونـه و

 محلول

Asample blank = DPPH  جذب نمونه بدون محلول  

Acontrol = بدون نمونه DPPH  جذب محلول   

 

 تجزیه و تحلیل آماري

 Minitab (versionافزار  از نرم ها استخراجبراي طراحی 

ــراي انجــام  اســتف (14 ــورد اســتفاده ب اده شــد. طــرح م

، هـا  عصـاره بود. پس از تهیـه   L9تاگوچی  هاي آزمایش

ی را اکسـیدان  آنتـی  ویژگـی تیماري کـه بـالاترین میـزان    

داشــت، انتخــاب شــد. بــراي تجزیــه و تحلیــل آمــاري 

ترکیبات فنولی و قدرت گیري  ي حاصل از اندازهها داده

و براي مقایسه  1طرفه کاز آنالیز واریانس ی رادیکالی آنتی

درصـد اسـتفاده    5از آزمون دانکن در سـطح   ها نیانگیم

دست آمـده   منظور تجزیه و تحلیل مقادیر کمی به شد. به

بـا اسـتفاده از    هـا  دادهبـودن   طبیعیکنترل  ها شیآزمااز 

از تجزیـه واریـانس    2اسـمیرنوف  –آزمون کولمـوگراف 

 تصـادفی  کـاملاً  فاکتوریل در قالب طرح زمونآ یکطرفه

. شدتکرار انجام  3در  ها تمامی آزمایشاستفاده گردید. 

و  SPSS 17 يافزارها براي انجام آنالیزهاي آماري از نرم

MINITAB 14   2007افـزار   استفاده شـد. از نـرم Excel 

   براي رسم نمودارها استفاده گردید.

                                                             
1. One-way ANOVA 
2. Kolomogorav – Smirnov 

  

  نتایج

  لیومیزان ترکیبات فن

، 24لـف اسـتخراج   هاي مخت میزان ترکیبات فنولی در زمان

ــاعت در شــکل  72و  48 ــده اســت.  1س ــزانآورده ش  می

هـا   عت بالاتر از سایر زمـان سا 48در زمان  لیوترکیبات فن

عت اخـتلاف  سا 72ساعت و  24هاي استخراج  زمانو  بود

 .)<05/0p( داري با هم نداشتندامعن
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 وري به روش غوطه ساعت) 72و  48، 24( هاي مختلف استخراج زمان درآزولا میزان ترکیبات فنولی  1شکل 

  .است عدد 3بیان شده است. تعداد تکرار در هر تیمار  »میانگین ±انحراف معیار «نتایج برحسب  -

  .است در بین تیمارها معنادارحروف لاتین متفاوت نشانگر اختلاف  -
 

 ـهـاي   میزان ترکیبات فنولی در عصاره و  یولاتـان -، آبیآب

عصاره ترکیبات فنولی آورده شده است.  2شکل در  یاتانول

 بیشـترین میــزان ترکیبـات فنــولی را داشــت  اتــانولی -آبـی 

)05/0p<( ي معنـادار اخـتلاف  اي اتانولی و آبی ه عصاره و

 .)<05/0p( با هم نداشتند
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  وري. (آب، آب/اتانول و اتانول) به روش غوطه هاي مختلف حلال وسیلۀ هبدر استخراج  آزولا میزان ترکیبات فنولی 2شکل 

  .است عدد 3بیان شده است. تعداد تکرار در هر تیمار  »میانگین ±انحراف معیار «نتایج برحسب -

  .است در بین تیمارها معنادارحروف لاتین متفاوت نشانگر اختلاف  -
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گرفتـه  هاي ماده خشک به حلال در نظر  از میان نسبت

پودر آزولا به  15به  1ها، نسبت  شده براي استخراج عصاره

که اخـتلاف   ولی را داشتبیشترین میزان ترکیبات فنحلال 

ان ترکیبات زمی. )>05/0p(داشت  5به  1ي با نسبت معنادار

ــود 5بــه  1بیشــتر از  10بــه  1هــاي  نســبتفنــولی در   ب

)05/0p>(.  

b

ab

a
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کی
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ک 
الی

گ

نسبت آزولا به حلال

  
  ).15به  1و  10به 1، 5به 1( هاي مختلف استخراج در نسبتآزولا میزان ترکیبات فنولی  3شکل 

  .است عدد 3بیان شده است. تعداد تکرار در هر تیمار  »میانگین ±انحراف معیار «نتایج برحسب -

  .است در بین تیمارها معنادارحروف لاتین متفاوت نشانگر اختلاف  -
 

  DPPHزاد مهارکنندگی رادیکال آ ویژگی

-DPPH (2,2د آزا هـاي  رادیکال کنندگی نتایج درصد خنثی

diphenyl-1-picrylhydrazyl) هـــــاي آزولا در  عصـــــاره

. ه اسـت آورده شـد  4هاي مختلف استخراج در شکل  زمان

فعالیـت   درصـد  58ساعت با  24پس از گذشت ها  عصاره

 را داشتندمقدار بالاترین  ،DPPHمهارکنندگی رادیکال آزاد 

 بـین تیمارهـا وجـود نداشـت     يمعنـادار اختلاف  چندهر 

)05/0p>(.  
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  هاي مختلف استخراج در زمان DPPHفعالیت مهارکنندگی رادیکال آزاد  4شکل 

  .است عدد 3بیان شده است. تعداد تکرار در هر تیمار  »میانگین ±انحراف معیار «نتایج برحسب -

  .است در بین تیمارها معنادارت نشانگر اختلاف حروف لاتین متفاو -

 
هـاي   هاي آزاد حـلال  کنندگی رادیکال میزان خنثینتایج 

میـزان   ۀدرمقایس ـآورده شـده اسـت.    5مختلف در شـکل  

 بترتی تلف، بههاي مخ هاي تهیه شده با حلال جذب عصاره

هاي اتانولی، آب/اتانول و آبی داراي بیشترین مقادیر  عصاره

فعالیـت مهارکننـدگی    درصـد  62 اتانولی بـا  ةصارع بودند.

رادیکال آزاد بالاترین مقدار را در بین نمونـه هـا دارا بـود.    

 درصـد  45و  57 ترتیـب  بـه  انول و آبـی هاي آب/ات عصاره

  .)<05/0p( داشتندکنندگی  خنثی
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  هاي مختلف حلال وسیلۀ بهاج در استخر DPPHفعالیت مهارکنندگی رادیکال آزاد  5شکل 

  .است عدد 3بیان شده است. تعداد تکرار در هر تیمار  »میانگین ±انحراف معیار «نتایج برحسب -

  .است در بین تیمارها معنادارحروف لاتین متفاوت نشانگر اختلاف  -
 

هاي وزنی در نظر گرفتـه شـده بـراي     نسبت ۀدر مقایس

 83با آزولا به حلال  پودر 15به  1ها، نسبت  ساخت عصاره

را  DPPHدرصد مهارکنندگی رادیکال آزاد  بالاترین درصد

 26و  54با  ترتیب به 5به  1و  10به  1هاي  نشان داد. نسبت

  .)>05/0p( هاي بعدي قرار داشتند در رتبه درصد
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  ).15به  1و  10به 1، 5به 1( مختلف استخراجهاي  در نسبت DPPHفعالیت مهارکنندگی رادیکال آزاد  6شکل 

  .است عدد 3بیان شده است. تعداد تکرار در هر تیمار  »میانگین ±انحراف معیار «نتایج برحسب -

  .است در بین تیمارها معنادارحروف لاتین متفاوت نشانگر اختلاف  -
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  بحث

 هـدف  بـه  توجـه  با استخراج يبراها  حلال انتخابمعمولاً 

 مـاده،  ییایمیکوشیزیف هاي ویژگی بات،یترک هیتما ،مطالعه

 Rebey( شود یم انجام زاتیتجه و مواد بودن دسترس قابل

et al., 2012 .(ها  حلال تیقطب ،یفنول باتیترک استخراج در

 Nazdk( دارد یمهم اریبس نقشها  فنول تیحلال شیافزا در

and Shahidi, 2006 .(هاي مختلـف ماننـد    از حلال تاکنون

 يبــرا کلروفــرم و نواســت بوتــانول، آب، اتــانول، ول،متــان

 ,.Lim et alاسـت ( شـده   استفاده یفنول باتیترک استخراج

2002; Duan et al., 2006; Chandini et al., 2008 .(

 اسـتخراج  يبـرا  مناسـب  حلال و روش کی نییتع نیبنابرا

 1شـکل   بـه  توجـه  بـا  .پذیر نیست امکان یعیطب يها فنول

 باتیترک زانیم نیبالاتر يدارا اتانول-آبل با حلا استخراج

 يهـا  عصـاره  یفنـول  باتیترک زانیم). p>05/0( بود یفنول

اسـتخراج   در. بـود  آبـی  يهـا  عصـاره  از شـتر یب زین اتانولی

مؤثرتر  اریبس یآب تانولي از چاي حلال ادیفلاونوئترکیبات 

 ).Wang and Helliwell, 2001بـود (  نواسـت  و متـانول  از

 و درصـد  80 متـانول  از ها نیکاتچ استخراج يبرا آب یول

 Khokhar and( کـارایی بـالاتري داشـت    درصد 70 اتانول

Magnusdotti, 2002 .(  یپل ـ يبـرا  شـده  اسـتفاده  متـانول 

. (Yao et al., 2006) بـود  کارامـدتر  آب زا يچـا  يها فنول

 آب،( مختلفي ها حلال تأثیر که يا   مطالعه درکه،  درحالی

 ـفنـول  باتیترک بر) متانول/آب تانول،م اتانول،  گونـه  کی ی

 وی اکسـیدان  آنتـی  ویژگی نیبالاتر آب ،شد شیآزما جلبک

 ـن متـانول /آب حـلال  و داشـت  را کل فنول  آب از پـس  زی

 ,.Lopez et al( بـود ی فنـول  باتیترک زانیم نیبالاتري دارا

هاي آب،  حلال تأثیرکه بر روي  يدیگر ۀدر مطالع). 2011

جلبک سارگاسـوم  انول بر میزان ترکیبات فنولی متانول و ات

ی اکسـیدان  آنتی ویژگیفارس انجام شد نیز حلال آبی  خلیج

 Babakhani( هاي متانولی و اتانولی داشت بالاتري از حلال

et al., 2012(  .  

 ـا در ،هشد انجام قاتیتحق گرید مانند  ـن شیآزمـا  نی  زی

بـالاتر  . داشـت  یفنول باتیترک زانیم در يمؤثر نقش حلال

حلال  دوبودن میزان ترکیبات فنولی در استخراج با مخلوط 

هاي جداگانه در مطالعات متعددي مشـاهده   نسبت به حلال

 کی از دلایل احتمالی این موضوع این است کهشده است. ی

تـري از   دامنـه وسـیع  اسـتخراج   وجود آب و اتانول سـبب 

ایـن   نبودتر  مناسب گرید لیدلا از. شود میترکیبات فنولی 

 يسـاختار  هـاي  یژگیو ،یفنول باتیترک استخراج در حلال

 شــد، اشــاره کــهگونــه  . همــاناســت مطالعــه مــورد گونــه

 از پـیش  و گـذارد  یم تأثیر استخراج بر يادیز يها شاخص

 نیب يها تفاوت از روشن يریتصو توان ینم شیآزما انجام

  .کرد ینیب شیپ عوامل گرید وها  حلال

 رادیکال کاهش به قادر اکسیدان آنتی، DPPH آزمایش در

 اثـر . اسـت  رنـگ  زرد پیکرازیـل  فنیـل  دي به DPPH پایدار

 توانـایی  بـه  مربـوط  DPPH رادیکـال  مهـار  بر اکسیدان آنتی

گونـه    همان). Zhang et al., 2011( باشد می هیدروژن اهداي

 ـ قـدرت  ،شـود  یم ـ مشـاهده  5شـکل   در که  کننـدگی  یخنث

 دو از شـتر یب اتانولی يها ارهعص در DPPH آزاد هاي یکالراد

 ـ ،اسـت  گـر ید عصاره  ـ آن تفـاوت  یول اتـانول زیـاد   - آب اب

 ـ نسـبت  کـه انـد   کـرده  ذکـر  زین گرید نامحقق. باشد نمی  نیب

 آزاد هـاي  یکـال راد یکنننـدگ  یخنث ـ قدرت و یفنول باتیترک

 ,.Chandini et al( سـت ین یهمسـان  و میمسـتق  رابطـه لزوماً 

قـدرت بـالاتر    ت فنـولی لزومـاً  ) و بالا بودن در ترکیبا2008

در واقع این پدیده نشـانگر  کند.  رادیکالی را ایجاب نمی آنتی

ی دیگـري نیـز عـلاوه بـر     اکسـیدان  آنتیآن است که ترکیبات 

اتـانول   حلالکه  است ترکیبات فنولی در این عصاره موجود

  توانایی استخراج بیشتري از آنها را دارد.
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 تـأثیر  تحـت  شدت به عصاره در موجود یفنول باتیترک

 منظـور  ). بـه Rusak et al., 2008( اسـت  اسـتخراج  زمـان 

 يبـرا  یمهم عاملزمان  ،استخراج فرایند هاي ینههز کاهش

 يهـا  روش بـا  اسـتخراج  در. دشـو  یم محسوب يساز نهیبه

آنهـا   از یبعض ـ کـه  دارد وجـود  یمختلف ـ يها داده مختلف

 رالنـدتر  ب يهـا  زمان يتعداد و استخراجتر  کوتاه يها زمان

 Pinelo et al., 2005; Spingo and Deاند ( تر دانسته مناسب

Faveri, 2009 شـده  اسـتخراج  يها عصاره ). در این مطالعه 

 یفنـول  بـات یترک زانیم نیبالاتر يدارا ،ساعت 48زمان  در

 سـاعت  72سـاعت و   24 زمـان اسـتخراج   نیب یول ،بودند

بالاتر بودن دلیل ). p<05/0(نشد  مشاهده يمعنادار تفاوت

 سـاعت را  24ساعت نسبت به  48ترکیبات فنولی در زمان 

توان به اثر بیشتر حلال بر ماده خشک دانست. از طرفی  می

ساعت میـزان   72ساعت به  48با افزایش زمان استخراج از 

  ترکیبات افزایش نیافت و تا حدي نیز دچار تخریب شد. 

هـاي   رههـاي آزاد در عصـا   کنندگی رادیکال میزان خنثی

هـا بیشـتر    از سایر عصارهساعت  24استخراج شده پس از 

سـاعت اخـتلاف    72و  48هـاي   زمـان در بود. که این امـر  

ي نشان ندادند. در زمـان اسـتخراج نیـز همبسـتگی     معنادار

کننـدگی   قـدرت خنثـی  بالایی بین میزان ترکیبات فنـولی و  

  مشاهده نشد. 

 در مهــم نسـبت  کی ـ حـلال  بــه خشـک  مـاده  نسـبت 

 حـلال  نسـبت  تأثیر. شود یم محسوب استخراج يساز ینهبه

 در نامحقق ـ گـر ید ) وPinelo et al., 2005ط (توس ماده به

 Cacace andاسـت (  شـده  گـزارش  مختلـف  خـام  مـواد 

Mazza, 2003; Herodez et al., 2003 .(حـلال  به توجه با 

 آن، توسـط  مـاده  انتقـال  وهیش ـ بـه  توجه با و استفاده مورد

 زانی ـم نیشتریب يدارا حلال به خشک ماده تنسب نیبالاتر

 ـ جامـد  مـاده  ). Spingo et al., 2007بـود (  آمـده  دسـت  هب

 حـلال  بـه  آزولا 15بـه   1 نسـبت  با شده استخراج عصاره

 ـبـود  یفنـول  باتیترک زانیم نیبالاتر يدارا  کننـدگی  ی. خنث

 طـور  بـه  15بـه   1 استخراج نسبت در زین آزاد هاي یکالراد

 ـا. بـود  بـالاتر  گـر ید سبتن دو از يمعنادار  در تفـاوت  نی

   .شد دهید زین 1:5 و 1:10 نسبت

 پـس  عامل هر نیانگیم سهیمقا ،یتاگوچي ساز بهینه در

 عصـاره  ج،ینتـا  به توجه با. شد انجام ها یشآزما یطراح از

 آزولا نسـبت  با و ساعت 48 در شده استخراج اتانولی-آب

 انتخـاب  خراجاسـت  نـه یبه ماریت عنوان به ،15 به 1 حلال به

علاوه بر این نتایج نشان داد که استفاده از مخلوطی از  .شد

اکسـیدانی   هاي آلی در استخراج ترکیبات آنتـی  آب و حلال

ی کارامدتر است. استفاده ئنسبت به سیستم حلالی تک جز

 ـ تـأثیر هـاي مختلـف نیـز     از حلال داري در اسـتخراج  امعن

همچنـین نتـایج    .ها نشان داد اکسیدانی عصاره ترکیبات آنتی

 و است یاکسیدان آنتی ویژگینشان داد عصاره آزولا داراي 

  توان براي این گونه کاربردهایی را متصور شد.  می
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Abstract 

Solvent extraction and taguchi method were used to optimize conditions for 
the antioxidant activity of Azolla fern extracts. The independent processing 
variables were ethanol concentration, extraction time and solid to solvent 
ratio. Ethanol concentration and solvent to solid ratio significantly affected 
antioxidant activity measured by the total phenol content (p < 0.05). whereas 
the extraction time did not significantly affect the activity (p > 0.05). 
Antioxidant activity of the extracts, determined by the total phenolic content, 
varied from 5.77 to 16.42 mg acid gallic equivalents/g of dry sample. DPPH 
scavenging activity percentage ranged from %20.51 to %93.71. Ethanol 
concentration of %50 and sample to solvent ratio of 1 to 15 were optimal for 
the highest antioxidant activities measured by the TPC assay and the DPPH 
method. The optimal extraction time was 48h. The result show that azolla 
fern is suitable for antioxidant extraction. 
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