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  آفسنطينآرتيميزيا بيوشيميايي تركيب آنتي اكسيداني و  روي تواناستخراج  شرايط
  2محمد رضا نقوي و 1، حسين غفوري*1ريحانه سريري

 گروه زيست شناسيرشت، دانشگاه گيلان، دانشكده علوم،  1

  كرج، دانشگاه تهران، دانشكده كشاورزي، گروه بيوتكنولوژي 2

  25/2/92 :تاريخ پذيرش  24/5/91 :افتتاريخ دري

  چكيده

. مطالعه شدند Artemisia absinthiumاثرات دما و نوع حلال بر روي استخراج تركيبات بيوشيميايي و ظرفيت آنتي اكسيداني 
سانتي درجه  30-60( استخراجي متفاوت شامل دما ها در شرايطايي و ظرفيت آنتي اكسيداني عصارهيتركيبات بيوشيم مقدار تغيير
 mg GAE/100 g( كل فنل قاديرم. مطالعه شد) درصد 25-100(حلال  تظو غل) متانول اتانول و استونيتريل(، حلال )گراد

DW  1033-612 ( و توتال فلاونوئيد)mg CE/100 g DW 392 (ظرفيت شكار راديكالهاي آزاد . شد اندازه گيريها در نمونه
 ferric reducing( FRAP، )درصد DPPH )2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (79-51 مختلف، با استفاده از روشهاي

antioxidant power) (µM TE /100g DW287-151 ( وABTS )2,2-azinobis 3-ethyl-benzothiazoline-6-sulfonic 

acid) (39 -17 mM TE/g FM ( خراج مناسب است متانول به عنوان حلال ،آمده به دستبر اساس نتايج . گرديداندازه گيري
فعاليت آنتي اكسيداني را نشان درجه بالاترين  45و دماي  درصد 75ده در شرايط متانول مآ به دستاي ه عصاره .انتخاب شد

آناليز . داشتنددرجه بالاترين سطح فنل را  60درصد و دماي  75ده با استفاده از متانول مآ به دستكه عصارهاي  در حالي دند،دا
اما برخلاف برخي  انجام شد )HPLC( يي بالاآكروماتوگرافي مايع با كار با استفاده از روش يزينينبراي تركيب آرتم هانمونه

 ميكروگرم anabsinthin )58/16وجود بيشترين مقدار تركيب   HPLCنتايج . ها شناسايي نشد اين تركيب در نمونه ،مطالعات
  .نشان داد درصد 25را درمتانول )  در گرم گياه ميكروگرم 45/9( و  كمترين مقدار  درصد 75را در متانول ) در گرم گياه

 ، آرتميزينين anabsinthin ،ظرفيت آنتي اكسيداني،  Artemisia absinthium :  واژه هاي كليدي

  sariri2@yahoo.co.uk :پست الكترونيكي ، 01333333647 :تلفن نويسنده مسئول،* 

  مقدمه

مصرف غذاهاي  ،جهت جلوگيري از بسياري از بيماريها
برخي از گياهان  .مشتق از گياهان بسيار توصيه شده است

 و داراي آنتي اكسيدان طبيعي به ميزان قابل توجه اي هستند
ه گرديده است ظرفيت آنتي ظها ملاحدنبال مصرف آنه ب

 .يابدمياكسيداني پلاسما به طور معني داري افزايش 
به خانواده جنسهاي مربوط يكي از گسترده ترين  آرتميزيا

Asteraceae  (Compositae)   گونه در ايران  34با حدود
در دنيا با توجه به منابع هاي اين جنس تعداد گونه. است

گونه برآورد شده است كه بيشتر در  250- 500مختلف بين 
با تحقيق  .)10و3( آسيا، اروپا و شمال آمريكا پراكنده است

   A. absinthiumدر مورد انواع آن در كشور، مشخص شد 
هاي پراستفاده اين جنس در ايران است كه يكي از گونه

بر اساس مطالعات . بيشتر در شمال ايران پراكندگي دارد
اين گونه از نظر تركيبات آنتي اكسيداني  ،صورت گرفته

به ئورسيتين ومثل كي كه تركيب طوريه بسيار غني است ب
ي برخ. )4( مقدار قابل توجهي در آن شناسايي شده است

و همچنين توانايي ) 6(ويژگي ضد پارازيتي مطالعات، 
 .)5 و 1(گزارش نموده اند را  آن هاي كبديبهبود نارساي

جهت استخراج تركيبات  هاي متنوعروش رغم وجود علي
 كامل براي تا به حال يك روش تكرار پذير و، فيتوشيميايي
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 .كمتر گزارش شده استاستخراج تركيبات مختلف از گياه 
در گياه فعاليت آنتي اكسيداني بررسي نتايج  ،از طرفي

به  .به نوع حلال و شرايط استخراج وابسته است شديداً
نيتريل، متانول، استواز قبيل  حلالهاي مختلفهمين دليل 

ي عصاره گيري و استخراج آنتي اتيل استات و اتانول برا
 اولهدف . )10و2،9( دنها و فنلها استفاده مي شوناكسيدا

اثر تكنيكها و حلالهاي مختلف بر بررسي  از اين تحقيق
ميزان استخراج  تركيبات بيوشيميايي و آنتي اكسيداني گياه 

A. absinthium  با توجه به اينكه تركيب همچنين. بود ،
گياه مذكور تا به حال گزارش نشده است، هدف  هثرؤم

 را ثره اين گونهؤميزان تركيب م بررسي حاضر مطالعه ديگر
تجزيه اي كروماتوگرافي مايع با كارآيي  روشبا استفاده از 

  . براي اولين بار در كشور بود HPLC بالا

  مواد و روشها
از مركز ملي  A. absinthiumبرگ گياه  نمونه مورد مطالعه

ذخاير ژنتيكي و زيستي ايران تهيه و بعد از آورده شدن به 
و تا  خشك شدهدر آون آزمايشگاه تحقيقاتي بيوشيمي 

انجام مراحل استخراج در ظرف درب بسته و در يخچال 
لف همه با درجه خلوص بالا حلالهاي مخت. نگهداري شد

 .از مرك تهيه شدند و بدون تغيير مورد استفاده قرار گرفتند
دستگاههاي مورد استفاده در دانشگاههاي گيلان و تهران 

  .موجود بودند

پس از خشك  رمورد نظنمونه : گياهي روش تهيه عصاره
با استفاده از آسياب پودر شده و  ،درجه 40كردن در دماي 

 25(در غلظتهاي وزن مشخص از آن در حجم مورد نظر 
متانول، استونيتريل و (از حلالها ) درصد 100و  75، 50،

وتحت هم زدن ) درجه 60و 45، 30(در دماهاي ) اتانول
با مدت به از اين . قرار گرفتندساعت  24 مغناطيسي براي

صاف گرديدند و  4افي وايتمن شماره استفاده از كاغذ ص
  .درجه نگهداري شدند 4تا زمان استفاده در دماي 

  با تام ل سنجش مقدار فن: )TPC(سنجش مقدار فنل تام 

انجام شد و منحني   Folin-Ciocalteuاستفاده از معرف 
ميلي  5- 100(استاندارد با غلظتهاي مختلف اسيد گاليك 

نانومتر  765جذبها در طول موج . رسم گرديد) ر ليترگرم ب
قرائت شد و نتايج بر حسب ميلي گرم معادل اسيد گاليك 

  )9( گرديدگرم وزن خشك گياه بيان صد در 

سنجش مقدار : )TFC(تام  فلاونوئيدسنجش مقدار 
. فتگرفلاونوئيد تام با استفاده از كلريد آلومينيوم انجام 

عصاره رقيق شده،  ميكروليتر 300 شاملمخلوط واكنش 
 درصد 5ميكروليتر نيتريت سديم  100ميلي ليتر آب و  6/1

 10ميكروليتر آلومينيوم كلرايد  150 ،دقيقه 6بعد از  .بود
ميلي  6/0دقيقه  5در ادامه بعد از  گرديده واضافه درصد 

ميكروليتر آب  250مولار و  1ليتر هيدروكسيد سديم 
جذب . طور كامل مخلوط گرديده با ورتكس ب اضافه شد و

. نانومتر قرائت شد 510بلافاصله در طول موج مخلوط 
گرم وزن صد نتايج بر حسب ميلي گرم معادل كاتچين در 

  )10( گرديدخشك گياه بيان 

پاكسازي نمونه براي در اين روش فعاليت : DPPH تست
كاهش عمل اساس . سنجش مي شود DPPHراديكال 

هاي دهنده اكسيدانضور آنتيدر ح DPPHمحلول الكلي 
جهت . تركيبات فنلي مي باشد هيدروژن، مخصوصاً

ا ه غلظت مختلف از عصاره 4نمونه ها،     IC50دستيابي به 
گي بر عليه درصد مهاركنند ،رسم نمودار تهيه شد و براي
ا   DPPHميكروليتر  300 عملدر . دگرديغلظت استفاده 

ق شده تركيب و با ميكروليتر نمونه رقي 100مولار با 
. ده شديميلي ليتر رسان 2ي ياستفاده از متانول به حجم نها

جذب در طول  ،تاريكيقرار گرفتن در بعد از نيم ساعت 
نانومتر قرائت شد و با استفاده از فرمول زير در  517موج 
  )10(آمد  به دستكنندگي ارصد مه

DPPH مهار درصد   = ( ADPPH -ASample/ ADPPH )*100 

ADPPH :  جذبDPPH در عدم حضور نمونه  

ASample  : جذبDPPH در حضور نمونه  
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Extraction Temperature (°C)  

, TPTZ )2 ,4استفاده از  با  FRAPروش : FRAPتست 
6 - tripyridyl-s-triazine( روشاساس اين . انجام گرفت 

- +Fe2  به Fe3+-TPTZ(آهن فريك به فروس  ياحيا
TPTZ (محلول . در حضور آنتي اكسيدان استFRAP  به
، محلول ) pH 3.6(مولار  0,3محتوي بافر استات ترتيب 
TPTZ  10  ميلي مولار درHCl 40  ميلي  20ميلي مولار  و

مي  1- 1- 10با نسبتهاي  (III)مولار محلول كلريد آهن 
در اين . بايد بصورت تازه تهيه شود FRAPمحلول . باشد

ميلي ليتر  1/4ميكروليتر عصاره رقيق شده با  100روش 
دقيقه جذب در  20مخلوط شده و بعد از  FRAPمحلول 

  )7(  نانومتر قرائت مي شود 593ل موج طو

با غلظت  ABTSمحلول در اين روش ابتدا :  ABTSتست 
ميلي مولار تهيه شد، به اين محلول پرسولفات پتاسيم  7

اضافه گرديد محلول حاصل به مدت يك شب در تاريكي 
ها با از نمونهميكروليتر  20. داده شد و دماي اتاق قرار

مخلوط گرديد و جذب   ABTSميكروليتر راديكال  1480
  )7(نانومتر قرائت شد  734در طول موج 

 الگوي فنلي عصاره: )TLC( كروماتوگرافي لايه نازك
اي متانولي با استفاده از كروماتوگرافي لايه نازك بررسي ه

ميكروليتر نمونه بر روي صفحات  10در اين روش . شد
RP-C18 فاز متحرك شامل نسبتهاي ثابتي . ه گذاري شدلك

 و 5/1، 11، 20(از متانول، آب، استونيتريل و اسيد استيك 
بعد از اتمام جداسازي و خشك شدن . مي باشد)  5/0

  مشاهده شد   UV254nmدها در نالگوي با TLCصفحه 

براي بررسي وجود  A. absinthiumگياه  :  HPLCآناليز 
فاز (  RP-HPLCاستفاده از روشبا  آرتميزينينتركيب 
داروهاي مشتق از آرتميزينين يكي . آناليز گرديد) معكوس
ترين داروها در ارتباط با درمان مالاريا  معرفي مي  از مهم
نانومتر جذب دارد اما  203اين تركيب در طول موج . شوند

با توجه به مشكلات كار كردن در اين طول موج، عمل 
بر روي اين  دن جذب بيشنه جهت بالا بر مشتق سازي

و در طول  RP-HPLCتركيب صورت گرفت  با استفاده از 

در اين . نانومتر  آناليز تركيب انجام پذيرفت 258موج 
به عنوان  C-18ستون با  HPLC Agilent 1200 روش از

فاز ثابت و از استونيتريل و آب به عنوان فاز متحرك 
ليتر بر دقيقه  سرعت جريان برابر يك ميلي. استفاده شد
اين روش نيز با استفاده از  Anabsinthinتركيب . تنظيم شد

   .گرديدآناليز 

 در تمامي تستها، به منظور بررسي تفاوت آماري بين شرايط
 One way(هاي مختلف از تجزيه واريانس يك طرفه 

ANOVA ( استفاده گرديد، همچنين به منظور مقايسه
  . شداستفاده  Tukeyميانگين از آزمون مقايسه 

  نتايج 
قطبيت حلال  تحقيق حاضر نشان دادند كه مقدارنتايج 

نقش بسيار مهمي در استخراج تركيبات بيوشيميايي و آنتي 
ي همه حلالهاي بررسي برا. سيداني از منابع طبيعي دارداك

به  30شده مشخص گرديد كه افزايش دماي استخراج از 
 فلاونوئيد كل و باعث افزايش استخراج مقدار فنل كل 60

لعات قبلي همخواني دارد در صورتي كه كه با مطا مي شود
ظرفيت آنتي اكسيداني با افزايش دما نتايج متفاوتي نشان 

موجب ) درجه 60(افزايش دما  موارد اغلبدر  .مي دهد
به و بر اساس نتايج د كاهش ظرفيت آنتي اكسيداتي مي شو

هاي فعاليت مناسب برايدرجه دماي  45آمده دماي  دست
  . )1شكل ( مي باشدآنتي اكسيداني 

  

  
  
  
  
  
  

 ،TPC ،TFCدر تستهاي ) 60و  45،30(اثر دماي استخراج  -1شكل 
FRAP ، DPPH   وABTS  ) 100نتايج در ( )درصد 75متانول 

  به منظور مقايسه ميانگين از آزمون مقايسهگرم گياه خشك بوده و 
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Solvents  

Tukey استفاده شد.(  
متانول نسبت به  2آمده در شكل  دستبه بر اساس نتايج 

حلال مناسبتري در استخراج بيشتر  ،استونيتريل و اتانول
ثير دماهاي أمعرفي شد و به همين دليل بررسي تتركيبات 

  . مختلف بر استخراج فقط بر روي متانول انجام گرفت

  

  

  

  

  

اثر حلالهاي استخراج بر ميزان تركيبات فنولي و ظرفيت آنتي  -2شكل
 75اتانول  -2، درصد 75متانول  - 1(درجه  45داني در دماي اكسي

، TPC ،TFCدر تستهاي  )درصد 75استونيتريل  -3و  درصد

FRAP ، DPPH  وABTS ) گرم گياه خشك بوده و  100نتايج در
  ).استفاده شد Tukeyبه منظور مقايسه ميانگين از آزمون مقايسه 

آنتي  داربالاترين و پايين ترين مق ،3بر اساس شكل 
 25و  75در متانول  به ترتيب DPPH در تستاكسيداني 

 FRAPآمد، در صورتي كه در تست  به دست درصد
حاصل  درصد 100بالاترين مقدار آنتي اكسيداني در متانول 

بطور كلي در اين مطالعه ارتباط منطقي بين . )3شكل ( شد
مقدار فنل كل، فلاونوئيدها و ظرفيت آنتي اكسيداني 

  .نشد همشاهد

نشان دادند كه حلال استخراج، اثر معني داري  TLCنتايج 
بر مقدار محتوي فنلي عصاره دارد به طوري كه بيشترين 

درصد و كمترين مقدار آن در متانول  75مقدار در متانول 
 ).4شكل (درصد مشاهده گرديد  25

  

  

  

  

  

  

  

  

در تستهاي  )درصد 75متانول  -4و  درصد 50استونيتريل  -3، درصد 25متانول  -2 ،درصد 100متانول  -1( غلظتهاي مختلف متانول  اثر  -3شكل 
TPC ،TFC ،FRAP ،  DPPH وABTS )A: C°30، B :C° 45 ،C :C°60( ) به منظور مقايسه ميانگين از گرم گياه خشك بوده و  100نتايج در

  ).استفاده شد Tukeyآزمون مقايسه 

C 

A  B 
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 - ºC )1 45در دماي  TLCالگوي  اثر حلالهاي استخراج بر -4شكل 

 -4، درصد 75استونيتريل  -3 ،درصد 50متانول  -2 ،درصد 75متانول 
  .)درصد 100متانول  -5و  درصد 25متانول 

اين مطالعه عدم شناسايي  توجه يكي از نتايح بسيار جالب
بر . ر گونه آرتميزياي مطالعه شده استتركيب آرتميزينين د

كدام از عصاره ها  هيچآمده،  تبه دس  HPLCاساس نتايج 
اين نتايج مخالف با  .حاوي تركيب آرتميزينين نبودند

تحقيقاتي بودند كه وجود ماده مذكور را گزارش نموده 
در ارتباط با آناليز تركيب . بود) 12و  8( بودند

Anabsinthin  باHPLC  در آمده به دستو بر اساس نتايج 
 58/16(بالاترين  Anabsinthin مقدار درصد 75متانول 

µg/g DW ( پايين ترين  درصد 25و در متانول)45/9 µg/g 

DW(  مشخص گرديد) 5شكل(. 

 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  
  

   50متانول  - C، درصد 75متانول  - B، درصد 100متانول  -ºC )A 45در دماي  anabsinthinاثر حلالهاي استخراج بر ميزان تركيب  -5شكل 

A  B C

D  E 
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  .)درصد 75يل استونيتر -Eو  درصد 25متانول  -D، درصد

  بحث
نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد كه مقدار قطبيت حلال 
نقش بسيار مهمي در استخراج تركيبات آنتي اكسيداني از 

آمده، غلظتهاي  به دستبر اساس نتايج . منابع طبيعي دارد
و  TPC(ثير با اهميتي در محتواي فنلي أمختلف متانول ت

TFC (اني و آنتي اكسيد)DPPH وABTS, FRAP ( نشان
در اين مورد و با توجه به نتايج آماري و مقايسه . مي دهد

به  درصد 75نتايج تركيبات فنولي با آنتي اكسيداني، متانول 

يكي از . عنوان بهترين حلال جهت استخراج انتخاب شد
نتايح بسيار جالب توجه اين مطالعه عدم شناسايي تركيب 

بر اساس . آرتميزياي مطالعه شده استآرتميزينين در گونه 
كدام از عصاره ها حاوي  آمده، هيچ به دست  HPLCنتايج 

اين نتايج مخالف با تحقيقاتي . تركيب آرتميزينين نبودند
و  11(است كه وجود ماده مذكور را گزارش كرده بودند 

12.(  
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Extraction Strategy Affects Biochemical Compounds and 

Antioxidant Capacity of Artemisia absinthium! 
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Abstract 

Extraction temperature and solvent type were altered in order to investigate their 
individual effects on the biochemical compounds and antioxidant capacity of Artemisia 
absinthium. Therefore, alternations on biochemical composition and antioxidant 
potential of plant extracts were studied in response to temperatures (30-60 °C), solvent 
types (methanol, ethanol and acetonitrile) and solvent concentration (25-100%). Total 
phenolic content (612-1033 mg GAE/100 g DW) and total flavonoid content (239-392 
mg CE/100 g DW) were measured using the appropriate chemical procedures. The 
antioxidant tests including DPPH (51-79%), FRAP (151-287 µM TE /100g DW) and 
ABTS (17- 39 mM TE/g FM) were performed in triplicate experiments. The results 
indicated that methanol was the solvent of choice for subsequent extraction procedures. 
On the other hand, according to HPLC results the highest anabsinthin content was 
obtained when 75% methanol (16.58 µg/g DW) was used as extraction solvent, while it 
was lowest by 25% methanol (9.45 µg/g DW). 

Key words: Artemisia absinthium, anabsinthin, antioxidant power, extraction 

 


