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مطالعه فعالیت آنتی اکسیدانی و آنتی رادیکالی عصاره  الکلی و آبی برگ                   
Vitis vinifera در شرایط آزمایشگاهی

مژگان صادقی۱* ابوالفضل کامکار۲
  1( دانش آموخته دامپزشکی دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران، تهران، ایران
2( گروه بهداشت مواد غذایی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران، تهران، ایران

  )  دریافت مقاله: 3 دی ماه 1396،   پذیرش نهایی: 22 اسفند ماه 1396(     

 چکیده  
زمینه مطالعه: کاهش اثرات زیان بخش رادیکال های آزاد، در سامانه های غذایی و بیولوژیکی، توسط آنتی اکسیدان ها امری مهم تلقی 
می شود  لذا تأمین ذخایر آنتی اکسیدانی که بتواند بهداشت و  ایمنی جامعه  را دربر  داشته باشد ضروری بنظر می رسد. هدف: این تحقیق جهت 
بررسی اثر آنتی اکسیدانی و آنتی رادیکالی عصاره های الکلی و آبی برگ انگور در شرایط آزمایشگاهی انجام شد. روش کار: گیاه برگ انگور با 
استفاده از حلال های آب مقطر، اتانول و متانول عصاره گیری شد و میزان فعالیت آنتی اکسیدانی با  استفاده از  روش های DPPH و  بتاکاروتن 
لینولئیک اســید محاسبه شــد و میزان ترکیبات فنولی تام و فلاوونوئید تام هم در مورد همه ی عصاره ها مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج: میزان 
IC50 در آزمــون DPPH بــه ترتیب در عصاره های آبی ، اتانولــی و متانولــی )μg/ml 0/714±71/90 ، 0/481±46/66 و 0/318±37/38( و % 
مهار رادیکال آزاد  در آزمون بتاکاروتن لینولئیک اسید به ترتیب )1/84±86/51 ، 1/30±97/08و  1/27±88/20( بود و    مقادیر BHT در  آزمون 
 /60±1/55 ، 158/02±1/39 mg/g( 0/000±13/58 و در آزمون لینولئیک اسید 0/62±94/56 بود. ترکیبات فنولی کل μg/ml برابر با DPPH
201و 2/26±180/19( و ترکیبات فلاوونوئید کل )mg/g 1/64±37/16 ، 0/83±74/ 54 و 0/18±46/07( محاســبه شــد. همانطور که مشــاهده 
می شود در همه ی آزمون ها  به ترتیب عصاره  اتانولی و  بعد  عصاره متانولی و آبی بالاترین فعالیت آنتی اکسیدانی را به خود اختصاص دادند. 
نتیجه گیری نهایی: به نظر می رسد که عصاره اتانولی برگ انگور می تواند به عنوان یک منبع آنتی اکسیدان طبیعی و ارزان قیمت در صنعت غذایی 

مورد توجه قرار گیرد.

واژه های کلیدی: عصاره برگ انگور، آنتی اکسیدان، بتاکاروتن، لینولئیک اسید، فلاوونوئید

مقدمه
چربی ها وروغن ها ترکیبات با ارزشی هستند که  به عنوان منبع فشرده ای از  

انرژی محسوب می شوند. این گروه بخش مهمی از رژیم غذایی را تشکیل 

می دهنــد ودر بســیاری از فرآورده های غذایی به عنوان مــاده اولیه کاربرد 

ویژه ای دارند. این ترکیبات درحضور نور، اکسیژن، یون های فلزی، آنزیم ها، 

حرارت بالاو مدت نگهداری طولانی ازطریق واکنش تجزیه ای دچار فساد 

می شوند که مهمترین واکنش اکسیداسیون می باشد. تولید رادیکال های آزاد 

با درجه غیراشباعیت روغن ها ارتباط مستقیمی دارد. رادیکال های آزاد شده 

در ســامانه های غذایی باعث اکسیداســیون خودبه خودی و تولید ترکیبات 

نامطلوب می شــوند که این امر نه تنها ســلامت مصرف کننده را به خطر 

می اندازد بلکه ســبب کاهش کیفیت تغذیه ای ، ایجاد بو، طعم نامطبوع و 

در نتیجه تندی و بدطعمی غذا می شود)6(. همچنین در سامانه های زیستی 

رادیکال های آزاد باعث بروز بسیاری از بیماریها خصوصا سرطان می شوند.

اثر زیان بخش رادیکال های آزاد را می توان توسط آنتی اکسیدان ها کاهش 

داد. آنتی اکسیدان ها  ترکیباتی هستند که به طور مؤثر و به طرق مختلف از 

واکنش رادیکال های آزاد اکسیژن و نیتروژن فعال جلوگیری کرده و منجر 

به کاهش آسیب ویا مرگ سلولی می شوند)3(. آنتی اکسیدان های مصنوعی 

BHA )بوتیلات هیدروکسی آنیزول( و BHT )بوتیلات هیدروکسی تولوئن( 

برای جلوگیری از اکسیداســیون و افزایش ماندگاری استفاده می شوند اما 

به علت ســرطان زایی و اثرات ســمی که دارند، اســتفاده ازاین ها توصیه 

نمی شــود. همچنیــن در فرآورده های غذایی به دلیل خطرات بهداشــتی 

تابع مقررات ســختی بوده، لذا تحقیق در مورد آنتی اکسیدان های طبیعی 

به عنوان جایگزین احتمالی آنتی اکســیدان های مصنوعی لازم اســت)6(. 

امروزه اســتفاده از گیاهــان و ترکیبات ویژه آن ها بــه عنوان منابع طبیعی 

که دارای خاصیت آنتی اکســیدانی هستند، مورد بررسی قرار گرفته است. 

برگ انگور با نام علمی Vitis vinifera و نام انگلیسی Grape leaf در 

خانواده انگورســانان قرار دارد.انگور می تواند در اغلب خاک ها رشد کرده و 

محصول بدهد. حساسیت بخصوصی نداشته و اغلب محدودیت های معمول 

خاک، شوری و قلیائیت نسبی را به خوبی تحمل می کند. همچنین در برابر 

آهک خاک حســاس نبوده  و حتــی در خاک هایی که حاوی بیش از %50 

آهک اســت به خوبی رشــد می نماید، اما بایستی تا حدامکان از خاک های 

ســنگین فاقد زهکشــی و خاک های قلیایی همراه با نمــک فراوان پرهیز 

نمود. خاک های عمیق با زهکشــی مناســب و هوموس فراوان برای رشد 

انگور مناسبند)9(. ترکیب شیمیایی برگ انگور دارای ساکارز، اینوزیت، مواد 

نشاســته ای و تعدادی اسیدهای آلی است)9(. از خواص درمانی برگ انگور 

می تــوان به موارد زیر اشــاره کرد: برگ انگور در رفــع نقرس و زردی موثر 

Email: mozhgansadeghi@yahoo.com   011-32190167 :نویسنده مسئول:  تلفن: 32368642-011  نمابر )*
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است. خاصیت قابض دارد، دم کرده برگ های جوان انگور اسهال خونی را 

برطرف می کند. برای خون ریزی ها مفید است. استفراغ را برطرف می کند. 

در رفع اختلالات گردش خون در دوره بلوغ و یائسگی موثر است.ئهنگامی 

که پوســت صورت قرمز می شــود و ملتهب اســت خوردن دم کرده آن اثر 

مفیدی دارد. گرد برگ های جوان و خشک شده انگور اثر خوبی در رفع خون 

ریزی هــای رحم و خون آمدن از بینی دارد. از دم کرده برگ انگور می توان 

برای شستشــوی چشم در بیماری ورم ملتحمه استفاده کرد. دم کرده برگ 

انگور برای رفع واریس هم مفید اســت. همچنین، انگور سبز یا زرد دارای 

فلاوونوئیدی از خانواده  تانن ها به نام  کاتکین می باشد. کاتکین از ابتلا به 

پوکی اســتخوان جلوگیری می کند زیرا به علت خواص ضدالتهابی و آنتی 

اکســیدانی که دارد از استرس اکســیداتیو و التهاب جلوگیری کرده و روند 

تخریب بافت های اســتخوانی را به تاخیر می انــدازد )9(. در این تحقیق به 

منظور ارزیابی فعالیت آنتی اکسیدانی و آنتی رادیکالی برگ انگور از چهار 

روش 2و2 دی فنیل 1- پیکریل هیدرازین )DPPH (، بتا کاروتن لینولئیک 

اسید، میزان ترکیبات فنولی کل و فلاوونوئید کل استفاده شد. 

 

مواد و روش کار
مــواد گیاهــی: برگ انگور ســفید بی دانه  درتابســتان ســال 1392 از 

شهرســتان بابل جمع آوری گردید وپس از خشــک کردن و پودر کردن  تا 

زمان استفاده در ظرف دربسته و دور از نوردر دمای اتاق نگهداری شد، سپس 

عمل عصاره گیری به روش خیساندن انجام گرفت و پس از صاف کردن با 

کاغذ صافی واتمن، در دستگاه روتاری با روش تبخیر در خلا خشک گردید 

عصاره ها تا زمان آزمایش در دمای oC 4 در یخچال نگهداری شدند.

مواد شــیمیایی: حلال های مورد استفاده در آزمایش از جمله اتانول و 

متانول با درصد خلوص بالا و مواد شیمیایی نظیر کلروفرم، سدیم کربنات، 

گالیک اســید، آلومینیوم کلراید و پتاسیم اســتات، از شرکت مرک)آلمان( 

و BHT ،DPPH، بتاکاروتــن لینولئیک اســید و کوئرســتین از شــرکت 

سیگما)آمریکا( خریداری شدند.

بررسی خاصیت آنتی رادیکالی به روش DPPH: در این تست توانایی 

الکترون دهی توسط ترکیبات و عصاره های مختلف با میزان  در  بی رنگ 

کــردن  محلــول بنفش 2 و2 دی فنیل 1- پیکریــل هیدرازیل DPPH  یا 

متانول مورد سنجش قرار می گیرد.  در این آزمون، رادیکال های DPPH با 

آنتی اکسیدان ها واکنش داده و به صورت کاهش یافته درآمده و  رنگ آن  

از  بنفش تیره  به زرد  روشن تبدیل شده و  در نتیجه میزان جذب در طول 

موجnm 517 کاهش می یابد. لوله های حاوی DPPH و عصاره و متانول را 

به مدت نیم  ســاعت در دمای اتاق و  دور از نور انکوبه کرده، سپس میزان 

جذب نوری در 517nm در اسپکتروفتومترخوانده می شود. غلظتی از آنتی 

اکسیدان که موجب می شود کاهش رنگ 50% نسبت به حاولت اولیه شود، 

IC50   نامیده می شود. 

IC50=)A blank-A sample/ A blank(X100

 A blank :میزان جذب کنترل منفی A sample :میزان جذب نمونه

رونــد کار در این آزمایش به این صورت بــود که از DPPH به عنوان 

معرف اســتفاده شــد. μL 50 از غلظت های مختلــف عصاره های اتانولی، 

متانولی، آبی و اســتاندارد را به mL 5 محلول DPPH 0/004 % درمتانول 

اضافــه کردیم. پس از min 30  در دمای اتاق و در جایی دور از نور انکوبه 

 nm شــد، جذب نوری نمونه ها و استاندارد  در مقابل بلانک در طول موج

517 خوانده شد. در این آزمایش برای هرکدام از عصاره ها یک  لوله رنگ 

هم گذاشــتیم تا خطا را به صفر برسانیم، لوله رنگ حاوی mL 5 متانول و 

μl 50  از عصاره بود. کنترل مثبت یا اســتاندارد دراین آزمایش BHT بود 

و کلیــه مراحل 3 بار تکرار شــدند. در این آزمایــش توانایی الکترون دهی 

  DPPH عصاره های  مختلف با میزان  بی رنگ کردن  محلول بنفش رنگ

مورد سنجش قرار گرفت.  غلظتی از عصاره که دارای  درصد مهاری 50 بود 

توسط نمودار محاسبه شد)27(.       

تعییــن فعالیت آنتی اکســیدانی بــه روش بی رنگ کــردن بتاکاروتن 

لینولئیک اســید: در این آزمایش ظرفیت آنتی اکســیدانی به وسیله اندازه 

گیــری مهــار ترکیبات آلی و دی ان هیدروپرکســید کونژوگه شــده که از 

اکسیداسیون لینولئیک اسید به دست آمده تعیین می شود. در این آزمایش 

بتاکاروتن معرف می باشد و با توجه به بی رنگ شدن آن می توان به میزان 

فعالیت آنتی اکســیدانی عصــاره پی برد. به این ترتیب که  مواد ناشــی از 

اکسیداسیون اسیدلینولئیک با بتا کاروتن واکنش داده و سبب کاهش رنگ 

شــده و در نتیجه میزان جذب در طول مــوج nm 490 کاهش می یابد. در 

این آزمایش mg 0/5 بتاکاروتن را در ml 1 کلروفرم حل کردیم ســپس با

μl 25 لینولئیک اســید مخلوط کرده و بعــد mg 200 از توئین 40 اضافه 

کردیم. با روش تبخیر در خلا کلروفرم جدا گردید و پس از حدود نیم ساعت 

به ماده خشک شده ml 100 آب مقطر اکسیژن دار )min 30 تحت فشار

ml/min  100( اضافه کرده وآن را به شــدت تکان داده تا حل شــد. برای 

 0/01 g 2 از هرکدام جداگانه g/L با غلظت  BHT تهیه محلول عصاره ها و

رداشــته و با ml  5 اتانول به حجم رساندیم. در این آزمایش در هر کدام از 

لوله های تست، استاندارد، BHT و رنگ مقادیر زیر به کار رفت:  

لوله تســت: ml 5 /2 اســتوک بتاکاروتن لینولئیک اسید + μl 350 از 

هرکدام از عصاره های تهیه شده در اتانول 

 BHT 350 μl+ 2/5 استوک بتاکاروتن لینولئیک اسید BHT :ml لوله

در اتانول

لوله بلانک: ml 2/5 استوک بتاکاروتن لینولئیک اسید + μl 350 اتانول

  ml+ 350 از هرکدام از عصاره های تهیه شده در اتانول μl :لوله رنگ

2/5 اتانول

 48 h 490 در مقابل بلانک خواندیم و بار دیگر پس از nm یکبــار در

انکوبه کردن در دمای اتاق و دور از نور دوباره جذب نوری را خواندیم و نتایج 
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را یادداشت کردیم. همه مراحل آزمایش دوبار تکرار داشت)27(. 

آزمایش تعیین ترکیبات فنولی: در این آزمایش مقدار ترکیبات فنولی 

کل بر پایه ی رنگ ســنجی ماده فولین- ســیوکالتو انجام می شود، که بر 

اساس واکنش بین عصاره، استاندارد ) گالیک اسید( با معرف فولین و کاهش 

رنگ آن، پس از نیم ساعت جذب نوری عصاره ها و استاندارد درطول موج 

nm 765 خوانده می شود.

)g ( عصاره / )mg ( استاندارد= مقدار فنول کل

روش آزمایش به این صورت بود کهml  0/5 از  هرکدام از عصاره های 

اتانولــی،  متانولــی و  آبی )mg/ml 10( را  برداشــته و با ml  2/5 معرف 

فولین-سیوکالتیوN  0/2 مخلوط کرده و پس از min 5 به آن ml 2  سدیم 

کربنات g/l  75 اضافه کردیم، ســپس به  مدت دو ســاعت در دمای اتاق و 

دور از نورانکوبــه کرده و جذب نــوری  را در طول موج nm 765 خواندیم.

از یک لوله جذب رنگ هم برای هرکدام از عصاره ها اســتفاده شد. عصاره 

اسید گالیک به عنوان استاندارد برای رسم منحنی کالیبراسیون به کار رفت. 

آزمایش ها 3بار تکرار و میانگین آن ها گزارش شد)19(. 

آزمایش تعیین ترکیبات فلاوونوئیدی: دراین آزمایش تعیین ترکیبات 

فلاوونوئید بر پایه رنگ سنجی کلرید آلومینیوم می باشد که براساس واکنش 

بین عصاره ها، استاندارد کوئرستین با معرف کلرید آلومینیوم و کاهش رنگ 

آن، پس از نیم ساعت جذب نوری درطول موج nm 415 خوانده شد. 

)g(عصاره/)mg(استاندارد= مقدار فلاوونوئید کل

رونــد آزمایش به این صورت بود کــه ml 0/5 از عصاره های اتانولی، 

 ml 1/5 متانول مخلوط کرده سپس ml 10( را با mg/ml( متانولی و آبی

0/1 آلومینیوم کلراید به آن اضافه کرده و بعد از آن ml 0/1 پتاسیم استات 

و در آخــر ml 2/8 آب مقطراضافــه کردیم. به مدت نیم ســاعت در دمای 

 415 nm اتاق و دور از نور انکوبه کرده سپس جذب نوری را در طول موج

درمقابل بلانک خواندیم. کوئرستین به عنوان استاندارد برای رسم منحنی 

کالیبراســیون استفاده شد. آزمایش ها 3 بار تکرار و میانگین نتایج، گزارش 

شد)21(. 

آنالیز آماری: تجزیه و تحلیل داده ها با آزمونANOVA، با استفاده  از 

نــرم افزار SPSS صورت گرفت. تمامی نتایج به صورت میانگین ± انحراف 

معیار)Mean±SD(گزارش شد.

نتایج
حذف رادیکال های آزاد به روش DPPH: آنتی اکسیدان ها با رادیکال 

DPPH واکنــش داده و آن را کمرنگ یا بی رنگ می کنند. میزان کاهش 

رنگ با قدرت آنتی اکسیدانی نمونه رابطه مستقیم دارد. با افزایش غلظت 

ترکیبــات فنلی یا درجه هیدروکسیلاســیون ترکیبات فنلــی فعالیت مهار 

رادیکالی اســانس یا عصاره افزایش پیدا می کنند. همانطور که در آزمایش 

مشاهده کردیم، با افزایش غلظت عصاره ها مهار رادیکالی با قدرت بیشتری 

 IC50  صورت گرفت. غلظتی از عصاره را که 50% رادیکال را مهار می کند

می نامند که  با  استاندارد  مقایسه  می شود. هرچه مقدار IC50 بیشتر باشد، 

فعالیت آنتی اکسیدان در حذف  رادیکال  آزاد کمتر است. در اینجا توانایی 

مهار  رادیکال  آزاد توســط  عصاره های آبی، متانولی و اتانولی  به  ترتیب

μg/ml  0/714±71/90 ،0/481±46/66 ،0/318±37/38 می باشد. قدرت 

مهــار رادیــکال آزاد BHT μg/ml 0/000±13/58  بود که بالاتر از  قدرت 

مهار عصاره های  برگ انگور  بود. در  میان  عصاره ها  هم، بالاترین فعالیت 

به ترتیب مربوط به عصاره های اتانولی و متانولی بود. در این آزمون BHT به 

صورت معنی داری بهتر از بقیه عمل نموده و در بین عصاره ها نیز به صورت 

معنــی داری عصاره اتانولی بهتر از عصاره متانولی و عصاره متانولی بهتر از 

عصاره آبی عمل نموده است. 

بررســی خاصیت آنتی اکسیدانی با بی رنگ شدن بتاکاروتن:  در این 

آمایش بتاکاروتن -لینولئیک اسید در غیاب آنتی اکسیدان ها سریع بی رنگ 

می شــود که به علت اکسیداســیون بتاکاروتن و لینولئیک اسید و تشکیل 

رادیکال آزاد است.رادیکال آزاد لینولئیک اسید پس از جدا شدن اتم هیدروژن 

توســط مولکول های فــوق العاده غیر اشــباع بتا کاروتن ایجــاد می گردد، 

متعاقب آن خود بتا کاروتن نیز اکســیده شده و تا حدودی تجزیه می شود و 

رنگ نارنجی آن از بین می رود که این رویداد توســط اسپکتروفتومتر قابل 

ارزیابی می باشــد. در این سیستم در غلظت g/L 2 درصد اثر مهاری توسط  

عصاره های اتانولی، متانولی و آبی به ترتیب 97/08±1/30، 88/20±1/27 

،1/84±51/ 86 و  درصد اثر اثر مهاری BHT 0/62±94/56 به دســت آمد. 

در آزمایش ما در بین عصاره های مختلف،  عصاره اتانولی بهتر از بقیه عمل 

نمــوده ولی در این مورد تفاوت معنــی داری بین عملکرد عصاره اتانولی  با 

BHT وجود نــدارد. بین عصاره آبی و متانولی هم تفاوت معنی داری وجود 

ندارد. 

Vitis vinifera فعالیت آنتی اکسیدانی عصاره الکلی و آبی برگ

جدول 1. اثر عصاره های آبی،  اتانولی و متانولی برگ انگور و BHT در مهار رادیکال 
آزاد DPPH. داده هــای نشــان داده شــده بــا حرف غیر مشــترک بــا یکدیگر تفاوت 

معنی داری دارند.

IC۵۰  µg/ ml ± SDنمونه

a ۰/3۱۸±37/3۸عصاره اتانولی

b ۰/۴۸۱ ±۴6/66عصاره متانولی

c ۰/7۱۴ ±9۰/ 7۱عصاره آبی

BHT۱3 /۵۸±۰/۰۰۰ d 

  BHTجــدول 2. درصــد بازداری عصاره هــای آبی ، اتانولی و متانولی بــرگ انگور  و
از اکسیداســیون لینولئیک اســید. داده های نشــان داده شده با حروف غیر مشترک با 

یکدیگر تفاوت معنی داری دارند.

SD ± درصدنمونه

a ۱/3۰±97/۰۸عصاره اتانولی

db ۱/۲7±۸۸/۲۰عصاره متانولی

dc ۱/۸۴±۸۴/۵۱عصاره آبی

BHT9۴/۵6± ۰/6۲
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ارزیابــی میزان ترکیبات فنولی: محتوی تام فنولیک بر اســاس روش 

رنگ سنجی ماده فولین- سیوکالتیو که معرف ما در اینجا بود انجام گرفت. 

اســید گالیک به عنوان استاندارد برای رســم منحنی به کار رفت و میزان 

تام فنولیک بر اســاس میزان معادل، عصاره گرم در اسیدگالیک میلی گرم 

گزارش شــد. در این تســت میــزان ترکیبات فنولی  عصاره هــای اتانولی، 

متانولــی و آبی به ترتیب mg /g 1/39±201/60،  2/26±180/19 و 1/39 

±158/02 عصاره اســیدگالیک به دست آمد. در آزمایش ما، عصاره آبی به 

صورت معنی داری دارای ترکیبات فنلی کمتری نســبت به عصاره اتانولی 

اســت و این مسئله در مورد عصاره آبی و متانولی هم صادق است. عصاره 

متانولی به صورت معنی داری دارای ترکیبات فنلی کمتری نسبت به عصاره 

اتانولی است.

ارزیابــی میــزان ترکیبات فلاوونوئیدی: این آزمایش بر اســاس روش 

رنگ سنجی کلرید آلومینیوم می باشد که معرف است. کوئرستین به عنوان 

اســتاندارد برای رســم منحنی کالیبراســیون به کار گرفته شد و میزان تام 

فلاوونوئید بر اســاس میزان معادل، عصاره گرم در کوئرســتین میلی گرم 

گزارش شــد. در این تست میزان ترکیبات فلاوونوئید عصاره های اتانولی، 

متانولــی و آبی بــه ترتیــب 0/83±54/74، 0/18±46/07 و 37/16±1/64 

عصاره گرم در میلی گرم کوئرستین به دست آمد. در آزمایش ما، عصاره آبی 

به صورت معنی داری دارای ترکیبات فنلی کمتری نسبت به عصاره اتانولی 

اســت و این مسئله در مورد عصاره آبی و متانولی هم صادق است. عصاره 

متانولی به صورت معنی داری دارای ترکیبات فنلی کمتری نسبت به عصاره 

اتانولی است. 

   

بحث
 IC50 فاکتور :DPPH حــذف رادیکال های آزاد بــا اســتفاده از روش

نسبت معکوسی با فعالیت آنتی اکسیدانی دارد. بدیهی است که هرچه این 

عدد کوچکتر باشد قدرت آنتی اکسیدانی عصاره بیشتر می باشد. در آزمایش 

ما BHT بهتر از بقیه عمل نموده و در بین عصاره ها عصاره اتانولی بیشترین 

و عصاره آبی کمترین فعالیت آنتی اکسیدانی را دارا بود.

 BHT و همــکاران در ســال 2013، گزارش کردند که Salmanian

فعایت ضد رادیکالی بالاتری  نسبت به عصاره متانولی میوه ولیک  داشت، 

امــا فعالیــت ضد رادیکالــی آن در غلظت های بالاتر کمتر بــود و اختلاف 

معنی داری از نظر آماری داشــت)19(. که از  این نظر به مشــابه آزمایش ما 

بود که BHT به صورت معنی داری فعالیت آنتی رادیکالی بالاتری نسبت به 

عصاره متانولی، اتانولی و آبی داشت. Kamkar و همکاران در سال 2010، 

عملکرد آنتی اکســیدانی عصاره های الکلی دو گیاه زیره سبز  و بلغست را 

مورد بررســی قرار دادند که با توجه به نتایج به دســت آمده،IC50  عصاره 

متانولی به طور معنی داری در هر دو گیاه بیشتر از عصاره اتانولی بود )21(.  

Amiriدر سال 2009، عصاره متانولی گیاه مریم گلی   را مورد بررسی قرار 

  μg/ml  32/3 و μg/ml  به ترتیــب BHT عصــاره متانولی و  IC50 کــه

19/2 بود)Eghdami .)1 و همکاران در سال 2010، فعالیت آنتی اکسیدانی 

عصاره هــای متانولی و آبی گیاه  بومادران  را با  روش DPPH اندازه گیری 

کرده و  فعالیت آنتی اکسیدانی عصاره متانولی را بیشتر از عصاره آبی اعلام 

کردند)4(. در این بررســی میزان فعالیت  آنتی اکسیدانی در عصاره متانولی 

Rawat بیشتر از عصاره آبی بود، که مشابه آزمایش ما می باشد. در مطالعه

و همکاران در سال 2010، که  بر  روی خواص  آنتی اکسیدانی عصاره دو 

گونه مختلف میوه Myrica  انجام شد، خاصیت   آنتی اکسیدانی عصاره 

M.rubra بیشتر از M.esculenta گزارش شد)Razali .)17 و همکاران 

در سال 2008، با استفاده ازآزمون DPPH اعلام کردند که عصاره متانولی 

گیــاه Anacardium occidentale دارای بیشــترین خاصیــت آنتی 

رادیکالی بود)Oke .)18 و همکاران در ســال IC50 ،2008 عصاره متانولی 

گیاه Satureja Cuneifolia را معادل μg/ml 26 گزارش کردند)15(.  

اثر مهاری عصاره ها در برابر اکسیداسیون لینولئیک اسید: اثر مهاری 

عصاره روی اکسیداسیون لینولئیک اسید با آزمایش بتاکاروتن- لینولئیک 

اســید مــورد ارزیابی قرار گرفت و این اثر مهــاری در مورد نمونه های مورد 

آزمایــش به  درصد بیان شــده اســت. در آزمایش ما در بیــن عصاره های 

مختلف،  عصــاره اتانولی بهتر از بقیه عمل نموده ولی در این مورد تفاوت 

معنی داری بین عملکرد عصاره اتانولی  با BHT وجود ندارد. بین عصاره آبی 

و متانولی هم تفاوت معنی داری وجود ندارد. 

Kamkar و همــکاران در ســال 2012، فعالیــت آنتــی اکســیدانی 

عصاره هــای الکلی و آبی گیاه پونه را به روش بتاکاروتن-لینولئیک اســید 

بررســی کرده و بیشــترین فعالیت   آنتی اکســیدانی را در عصاره اتانولی 

گــزارش کردند)Kamkar .)13 و همکاران در ســال 2010، در مطالعه ای 

دیگــر بر روی گیــاه Mentha pulegium  درصــد مهاری عصاره های 

متانولــی و آبــی را به  ترتیب 60/38  و 67/  91% گزارش کردند که در این 

 Amiri .)14(بود BHT پژوهش ظرفیت مهاری عصاره آبی حتی بالاتر  از

جــدول3 . میــزان ترکیبــات فنولــی عصاره هــا بر حســب اســتاندارد اســید گالیک. 
داده های نشان داده شده با حروف غیر مشترک با یکدیگر تفاوت معنی داری دارند.

mg/g ± SDترکیبات فنولی

a ۱/39±۲۰۱/6۰ عصاره اتانولی

b ۲/۲6±۱۸۰/۱9عصاره متانولی

c ۱/39 ±۱۵۸/۰۲عصاره آبی

جــدول 4. میــزان ترکیبــات فلاوونوئید عصاره ها بر اســاس اســتاندارد کوئرســتین. 
داده های نشان داده شده با حروف غیر مشترک با یکدیگر تفاوت معنی داری دارند.

mg/g ± SDترکیبات فلاوونوئید

a ۰/۸3±۵۴/7۴عصاره اتانولی

b ۰/۱۸±۴6/۰7عصاره متانولی

c ۱/6۴±37/۱6عصاره آبی
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در ســال 2010، خواص آنتی اکســیدانی گیاه کلپوره شــرقی را به کمک 

آزمون بتاکاروتن-لینولئیک اســید مورد بررســی قرار داده و مقادیر 95/21 

% را  اعلام کردند که نشــان دهنده  عملکرد BHTبرای عصاره متانولی و 

94/9 % را برای  مشابه عصاره متانولی و استاندارد بود)Oke .)2 و همکاران 

درسال 2008، اثر مهاری عصاره متانولی گیاه Satureja coneifulia را 

مورد بررســی قرار داده که برابر 95/2 % بود)Gollues .)15 و همکاران در 

 Mentha  ســال 2007، روی خواص آنتی اکسیدانی عصاره متانولی گیاه

longoifolia بــا غلظــت mg/L 2 مطالعه کرده و اثر مهاری آن را 24 % 

اعلام کردند که نشان داد خاصیت آنتی اکسیدانی ضعیفی دارد)8(. 

مقادیــر فنولــی و فلاوونوئیدی کل در عصاره ها: بــه طور کلی از بین 

متابولیت های ثانویه گیاهان ترکیبــات فنولی به ویژه پلی فنل ها به لحاظ 

اعمال فیزیولوژیک و آثار بهداشتی-درمانی اهمیت ویژه ای دارند. مهمترین 

پلــی فنل ها به گروه فلاوونوئیدها تعلق دارد. در ســال های اخیر تحقیقات 

زیادی روی عصاره های گیاهی از نظر محتویات فلاوونوئیدی و فنلی انجام 

شده است. در آزمایش ما، عصاره آبی به صورت معنی داری دارای ترکیبات 

فنلی کمتری نســبت به عصاره اتانولی اســت و این مسئله در مورد عصاره 

آبی و متانولی هم صادق است. عصاره متانولی به صورت معنی داری دارای 

ترکیبات فنلی کمتری نسبت به عصاره اتانولی است. همچنین عصاره آبی 

بــه صورت معنی داری حاوی مقادیر کمتری فلاوونوئید نســبت به عصاره 

اتانولی و متانولی اســت. عصاره اتانولی هم به طــور معنی دارای ترکیبات 

فلاوونوئیدی بیشتری نسبت به بقیه است.

Sherafati و همکاران در سال 2011، میزان ترکیبات فنولی عصاره 

اتانولی مغز گــردو راmg/g 12/25±285 ومیــزان ترکیبات فلاونوئید کل 

راmg/g 14/17±365  اعــلام کردنــد)Gharekhani .)20 و همــکاران 

در ســال 2010، عصاره آبی و متانولی گیــاه گزنه را از نظرمیزان ترکیبات 

فنولیک و فلاوونوئید مورد بررســی قرار دادند، در این مطالعه نشــان داده 

شــد که میزان ترکیبات فنل و فلاوونوئید در عصاره آبی بیشــتر از عصاره 

متانولی بود)Jamshidi .)7 و همکاران در سال 2010، عصاره متانولی چند 

گیاه بومی مازندران را از نظرمیزان ترکیبات فلاوونوئید و فنلی مورد بررسی 

قرار دادند، در این مطالعه  آن ها نشان دادند که ارتباط مناسبی بین فعالیت 

آنتی اکســیدانی و ترکیبات پلی فنلی گیاه وجــود دارد)Eghdami .)10 و 

همکاران در سال2012، محتوای تام فنولی و فلاوونوئیدی گیاه بومادران را  

اندازه گیری کرده و مقادیر به دست آمده فنولی و فلاوونوئیدی را در عصاره 

متانولی  بیشتر از عصاره آبی اعلام کردند)4(، که از این نظر مشابه آزمایش 

ما است. Kamaliroosta و همکاران در سال 2011، عصاره دارچین را به 

کمک حلال متانول و اســتون استخراج کردند و مقدار کل ترکیبات فنولی 

را با روش فولین-ســیوکالتیواندازه گیری کردند.  بیشترین میزان ترکیبات  

فنولی مربوط به عصاره استونی استخراج شده به روش حلال سرد بود)11(. 

Patel  در سال 2010، عصاره آبی و اتانولی برگ گیاه نیلی وحشی  را مورد  

بررســی قرار دادند و به این نتیجه رســیدند که محتوی فنلی و فلاوونوئید 

عصاره اتانولی بیشــتر از عصاره آبی اســت که مطابق با نتیجه آزمایش ما 

می باشــد)Rawat .)16 و همــکاران در ســال 2010، ترکیبات فلاوونوئید 

El- .)17( گزارش کردند M.esculenta را بیشــتر از M.rubra عصاره

beshbishy و همکاران در سال 2009، مطالعه ای بر روی عصاره اتانولی 

 Nigella عصاره اتانولی هسته انگور و عصاره متانولی گیاه Curcumin

sativa انجام داده و در   بین این سه گیاه مختلف ، کمترین میزان ترکیبات  

فنولی را با mg/g 0/06±5/2 مربوط به عصاره اتانولی هســته انگور اعلام 

کردند)5(.

بر اســاس شــواهد موجود ارتباط مثبتی بین میــزان ترکیبات فنلی و 

فلاوونوئید و قدرت آنتی اکســیدانی گیاه وجود دارد. دانشــمندان معتقدند 

کــه ترکیبات قوی آنتی اکســیدانی موجود در قســمت هوایــی گیاه مثل 

فلاوونوئیدها، ترپنوئید و پلی فنل ها قابلیت انحلال بیشتری در آب نسبت به 

حلال های دیگر دارند . طبق بررسی انجام شده در این تحقیق نظر به اینکه 

عصاره هــای برگ انگور به ویژه عصاره اتانولی، دارای اثرآنتی اکســیدانی 

قــوی می باشــد و دارای مواد فلاوونوئیدی زیادی اســت، در نتیجه پس از 

آزمایش های تکمیلی و بهینه کردن شــرایط می توان  به عنوان جایگزینی 

برای مواد آنتی اکسیدان  مصنوعی  در صنایع غذایی استفاده کرد.

تشکر و قدردانی
بدینوســیله از حمایت های مالی معاونت محترم پژوهشــی دانشکده 

دامپزشکی دانشگاه تهران صمیمانه قدردانی می شود.

Vitis vinifera فعالیت آنتی اکسیدانی عصاره الکلی و آبی برگ
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Abstract:
BACKGROUND: Reducing the detrimental effects of free radicals, in biological and 

food systems by antioxidants is important, thus providing antioxidants is necessary in 
community health and food safety. OBJECTIVES: The aim of the present study was to 
determine antioxidant and antiradical activity of alcoholic and aqueous extract of Grape 
leaves in vitro. METHODS: Grape leaves were extracted using the solvents: distilled water, 
ethanol and methanol and the antioxidant activities were measured by DPPH, β-carotene-
linoleic acid, total phenolic compounds and total flavonoid compounds  assays. RESULTS: 
IC50 for DPPH radical-scavenging activity in water, ethanol and methanol extracts  were 
(71.90±0.714,  37.38±0.318 and 46.66±0.481µg/ml) and also the percentage of inhibition 
free radicals in  β-carotene-linoleic acid were (86.51±1.84, 97.08±1.30 and 88.20±1.27). 
These  parameters for  BHT in DPPH  test  and  β-carotene linoleic acid  test  are 13.58±0.000 
µg/ml  and  94.56±0.62 %. Total phenolic compounds and flavonoid compounds were cal-
culated (158.02±1.39, 201.60±1.55 and 180.19±2.26 mg/g) and (37/16±1.64, 54.74±0.83 
and 46.07±0.18 mg/g ). According to the results in this study, the highest radical scaveng-
ing effect was observed in ethanol, then methanol extract and water extract had the lowest 
activity. CONCLUSIONS: It seems the ethanolic extract could be considered as a cheap, 
easily accessible and potential source of natural antioxidants for food and pharmaceutical 
purposes.
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. The effect of water, ethanol and methanol grape leaves and BHT in DPPH radical scavenging. Different superscript letters 
indicate significant differences between the means.
Table 2. Percentage inhibition of water, ethanol and methanol grape leaves extracts and BHT in oxidation of linoleic acid. Different 
superscript letters indicate significant differences between the means.
Table 3. The phenolic compounds in the extracts according to Gallic acid as a standard. Different superscript letters indicate signifi-
cant differences between the means.
Table 4. The flavonoid compounds in the extracts according to Querstine as a standard. Different superscript letters indicate signifi-
cant differences between the means.
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