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و   .Urtica dioica L سنتي از  عصاره گيريبه كمك ريزموج و  عصاره گيريمقايسه 
  DPPHو HPLCاكسيداني آن به روش ارزيابي فعاليت آنتي

  2نژاد يزدي نجاتي مسعود و 2دشتكي لهراسبي ، محمدرضا*1مطلب غلامرضا
  شناسي زيست گروه، پايه علوم دانشكده، زابل دانشگاهزابل،  1

  شيمي گروه، پايه علوم دانشكده، زابل شگاهدانزابل،  2

  28/10/93 :تاريخ پذيرش  31/4/93 :تاريخ دريافت

  چكيده

قابل توجهي افزايش يافته است چنانكه مزاياي اصلي آن  به طور (MAE)در چند سال گذشته استخراج به كمك ريزموج 
در اين تحقيق، تاثيرات دو نوع روش استخراج  .شدبابيشتر از روشهاي استخراج سنتي مي) كاهش زمان استخراج و حجم حلال(

هاي آبي، عصاره. اكسيداني گزنه مورد بررسي قرار گرفتو سنتي روي فعاليت آنتي (MAE)شامل استخراج به كمك ريزموج 
يكال آزاد تعيين ظرفيت مهار رادبراي متانولي و اتانولي از برگ و ساقه گزنه از هر دو روش سنتي و ريزموج به دست آمدند و 

(RSC)  به وسيله كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا(HPLC)1-فنيلدي- 2،2هاي جدا شده توسط راديكال اكسيدان، آنتي -
ها توسط كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا اكسيداني عصارهفعاليت آنتي  .مورد ارزيابي قرار گرفت (DPPH)پيكريل هيدرازيل 

-اكسيداني عصارهفعاليت آنتي. دشهيدرازيل تعيين پيكريل-2-فنيلدي-1،1با استفاده از راديكال آزاد  نانومتر 517در طول موج 

، در حالي كه اختلاف بودگزنه بدست آمده از روش ريزموج در مقايسه با روش سنتي بيشتر) عصاره اتانولي(هاي برگ و ساقه 
- روش با اكسيداني برگ و ساقه گزنه، فعاليت آنتينشان دادند كه  DPPH و HPLCهاي  روشالبته  . (P>0.05)دار نبود معني

  .دهدنشان نميداري اختلاف معنيو سنتي  MAEهاي 

  گزنه،دي پي پي اچ- اچ پي ال سي،ام آ اي،فعاليت آنتي اكسيداني: واژه هاي كليدي

  rezamotalleb@gmail.com :پست الكترونيكي،  09386902201 :تلفن، نويسنده مسئول* 

 مقدمه

گياهان دارويي منابع طبيعي ارزشمندي هستند كه امروزه 
تبديل به  برايمورد توجه قرار گرفته و به عنوان مواد اوليه 

در اين زمينه . شوندخطر براي انسان تلقي ميداروهاي بي
ترين منابع گياهان دارويي جهان به شمار ايران يكي از غني

هي براي انواع گياهان رود كه داراي تنوع بالاي زيستگامي
منبعي از  توان به عنوانبنابراين گياهان را مي. )5( باشدمي

- مواد شيميايي مفيد دانست كه تنها بخشي از آن مورد بهره

اين مواد شيميايي را نه تنها به . برداري قرار گرفته است
توان به عنوان الگو و نقطه شروعي عنوان دارو، بلكه مي
اي دارويي به كار برد و همچنين از هبراي ساخت آنالوگ

آنها به عنوان مدلي سودمند به منظور فهم و درك بهتر 
بسياري از  .)12(استفاده كرد شناختي هاي زيستپديده

تحقيقات پزشكي و علمي بر اين پايه استوار است كه 
هاي آزاد كنترل نشده در بدن علت مستقيم حضور راديكال

ها هاي آزاد، اتمراديكال .برخي از مشكلات جسمي است
هايي با يك الكترون جفت نشده هستند كه باعث يا مولكول

از اين . گرددناپايداري و  تمايل شديد به كسب الكترون مي
كنند تا كمبود هاي ساختماني بدن حمله ميرو، به مولكول

البته لازم به ذكر است كه . الكتروني خود را جبران نمايند
مثلا يك رشته پروتئيني  اجزاي سلولي د به هاي آزاراديكال



 1394، 2، شماره 28جلد                                                                                         )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

402 

هاي كنند و از يكي از اتم حمله مي DNAيا يك رشته 
-موجود در آمينواسيد رشته پروتئيني يا نوكلئوتيدهاي رشته

گيرند و بنابراين ساختمان سلول الكترون مي DNAي 
پوشش  مانندمواد مختلفي . )10(دچار تغيير خواهد شد

، )2(، ضايعات كاكائو )17(، زيتون )10(هسته انگور ها، دانه
اكسيدان  و غيره به عنوان منبع آنتي پ هويجلضايعات پا

گزنه، گياهي دارويي  .اند طبيعي مورد آزمايش قرار گرفته
ه و مردم از قبل تاريخ نيز وجود داشت ما از دوراناست كه 

تاريخ استفاده درماني از . كردندآن جهت تغذيه استفاده مي
گردد كه براي درمان هاي دور باز ميبه زمان آن نيز

هاي چركين، درد ناشي از گزش مار، سرماخوردگي، زخم
، )اگزما(هاي پوستي درد معده و مفاصل، خونريزي، بيماري

گرفته خوني مورد استفاده قرار ميكم و هاي دهانيالتهاب
و نام  L. Urtica dioicaگزنه با نام علمي ). 18( است

، Common nettle, Stinging nettle, Nettleانگليسي 
، جنس Urticaceaeيا   Polygonaceaeاز تيرهگياهي 
Urtica  و گونهDioica علفي، چند ، پايهوداين گياه . است

متر سانتي 120تا  50ايستاده به ارتفاع  و ساله، پايا، سبز
هاي خزنده از ريشه. باشدميهاي گزنده  و داراي كركبوده 

گردد كه باعث جهات خارج مي تمامهايي در شآن پاجو
هاي متعدد در آمده و محل شود گياه به صورت پايهمي

هاي مورد  قسمت. فرا گيرد كامل به طوررويش خود را 
هاي تازه، ريشه و شيره حاصل از آن  استفاده گزنه، برگ

 رسددانه آن نيز كم و بيش به مصارف درماني مي. است
كش بوده كرم و ، قابض، ضد انگلرارآورگياه گزنه اد ).15(

التهاب كليه، وجود خون در ادرار، مفرط بودن  درمان و در
خون عادت ماهيانه، ازدياد شير مادران، ادرار و عرق نافع 

و صفراوي، تب  هاي قند همچنين در علاج بيماري. است
هاي براي ورم. باشدمي مؤثروردن خون آبند  نيز و زرد

هاي پوست و مو، بيماري، )پروستات سرطان( پروستات
تسكين درد طحال و كليه ، Cكمبود ويتامين  آسم، آكنه،
، ها ينها، ساپون استرولدر اين گياه  ).18 و 1( باشدمفيد مي

، تركيبات حاوي نيتروژن و مواد ها ينآمينواسيدها، كومار

در  ترپنوييدها يها و تر هوايي و استرول يها فنولي در اندام
داراي تانن، همچنين نه گز .)9( اند گزنه شناسايي شدهريشه 

پتاسيم و كلسيم، اسيد، نيتراتكفورميلعاب، لسيتين، 
 ).18( است Cين ويتام و ، گوگردتركيبات آهن، آلومينيم

ن ترين و كارآمدترين روشها براي استخراج ئيكي از مطم
تركيبات موجود در بافتهاي گياهي استخراج به كمك امواج 

به  مؤثراست كه از روشهاي سريع و  MAE)(كروويو ماي
اين روش داراي مزاياي زيادي نسبت . )10(رود  شمار مي

به روشهاي مرسوم استخراج ميباشد از جمله ميتوان به 
حلال مصرفي بسيار كمتر و راندمان ،دماي پايين تر

به عنوان روش  MAEروش . )6( دكراستخراج بالاتر اشاره 
ه تعيين فعاليت آنتي اكسيداني توسط استخراج به همرا

داراي سرعت عمل و دقت  HPLCو روش   DPPHمعرف 
خوبي در غلظتهاي پايين آنتي اكسيدان نيز قابل استفاده 

با توجه به انجام عصاره گيري سنتي اين گياه از  ).8( است
ديرباز و عدم وجود سابقه پژوهش در مورد مقايسه ميزان 

استخراج شده  سنتي و عصاره صارهاكسيداني عفعاليت آنتي
 ضمن تحقيق اين به كمك امواج مايكروويو گياه گزنه، در

 و) ريزموج( ماكروويو امواج به كمك گيري عصاره مقايسه
 آنتي فعاليت گزنه گياه ساقه و برگ از سنتي گيري عصاره

 مايع كروماتوگرافي( HPLC-DPPH روش به آنها اكسيداني
  .   گرديد ابيارزي) بالا كارايي با

  روشها و مواد
) Urtica dioica(گياه خشك شده گزنه  مواد مصرفي

–سيگما( DPPH آوري شده از منطقه قمصركاشان،جمع

 ،)آلمان – مرك( ، اتانول)آلمان -  مرك( متانول ،)آمريكا
  مي باشد آب مقطر

 ويودستگاه مايكرو: تجهيزات آزمايشگاهي
)MILESTONE -اتوگرافي مايع با ، دستگاه كروم)ايتاليا

مجهز به سيستم تزريق  HPLC- JASCO(كارايي بالا 
، دستگاه )ژاپن - ميكروليتر 100اتوماتيك به حجم 
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-RAYLEIGH UV)دو پرتويي  .UV-Visاسپكتروفتومتر 

  .، همزن برقي،پارافيلم(2100

ابتدا برگهاي گياه از ساقه جدا : روش انجام آزمايش
تحت شرايط طبيعي جداگانه  به طور يكگرديد و هر 

محيطي و با استفاده از جريان هوابه مدت ده روز در سايه 
خشك شده و با استفاده از دستگاه آسياب بصورت پودر 

سپس جهت استفاده در مراحل بعدي در دماي . درآمدند
C˚4 اكسيدان در اين طرح، ميزان آنتي.نگهداري شدند

ايط موجود در عصاره برگ و ساقه گياه گزنه كه در شر
 به طوربهينه با روش مايكروويو استخراج شده بود، 

ارزيابي شد و با ميزان  HPLCغيرمستقيم توسط روش 
اكسيدان موجود در عصاره سنتي مورد مقايسه قرار آنتي

بعنوان يك عامل اكسنده  DPPHبدين منظور از . گرفت
شود كه در ناحيه مرئي داراي جذب بوده و از استفاده مي
در حضور تركيبات آنتي . كندلامبرت پيروي مي-قانون بير
اين معرف واكنش ) داراي ويژگي احياء كنندگي(اكسيدان 

همين كاهش در . يابدداده و ميزان جذب آن كاهش مي
اكسيداني عصاره ميزان جذب، مبناي ارزيابي محتواي آنتي

 HPLCنمونه گياهي خواهد بود كه در كروماتوگرام 
 براي .گردديك ظاهر ميبصورت كاهش سطح زير پ

اتانولي، متانولي (گيري، پارامترهاي نوع حلال عصاره
گيري و دماي ، توان دستگاه مايكروويو، زمان عصاره)وآبي

  .استخراج بهينه شد

از  µM500 جهت تهيه محلول : DPPH محلول تهيه
DPPH ،00197/0  گرم از ماده جامد را برداشته و با اتانول

  ).17(رسانيم تر ميليميلي 10به حجم 

بررسي  براي: DPPH بررسي طيف جذبي معرف
، محلول استاندارد تهيه شده به دستگاه DPPHكروماتوگرام 

HPLC چنانكه شرايط كاري . تزريق شدHPLC  بصورت
 ml/min: سرعت جريان فاز متحرك:زير تنظيم شده است

متانول به نسبت : ، آبnm 517: موج دتكتور، طول1
)70:30(v/v ستون ، :Finepak sil C18-10 (4.6 x 250 

mm, Jasco, Tokyo, Japan ، (حجم تزريق : µl100  به
   .صورت اتوماتيك

از پودر گياه گزنه تهيه شده در مرحله : تهيه عصاره گزنه
  . استفاده شد) برگ و ساقه(قبل 

گيري شده و در سل گرم از آن توسط ترازو، اندازه 5/0
 10به ظرف حاوي گياه، . ر گرفتدستگاه مايكروويو قرا

. دشاضافه  )اتانولي، متانولي وآبي( ليتر حلالميلي
توان : فرض تنظيم شدپارامترهاي دستگاه بصورت پيش

در پايان استخراج، . دقيقه 15و زمان  C ˚75وات، دما  300
متري صاف ميلي 150محلول فوق توسط كاغذ صافي

استفاده قرار گرفت  عصاره تهيه شده بلافاصله مورد. گرديد
در تاريكي قرار  C˚4و يا اينكه تا زمان استفاده در دماي 

  ).3(شد داده 

پس از : زنهگاكسيداني گياه آنتي فعاليتگيري اندازه
ليتر ميلي 1، به DPPHليتر از محلول ميلي 1گيري، عصاره

دقيقه تكان دادن  20پس از . شداز عصاره مورد نظر اضافه 
تزريق  HPLCيك، محلول فوق به دستگاه در محيطي تار

ميكروليتر  20حجم تزريق شده به دستگاه برابر .شد
برگ و ساقه نيز (دست آمده از هر سه حلال هاي بهعصاره
. شدبه صورت بالا واكنش داده و آناليز ) جداگانه به طور

- سپس بر اساس سطح زير پيك كروماتوگرام مربوطه، بهينه

   .انجام شد سازي نوبتي

عصاره گيري از برگ : سازي توان دستگاه مايكروويوبهينه
وات  600و  500،  400، 300، 200هاي و ساقه، در توان

ها سپس نمونه. طي ثابت نگه داشتن ساير عوامل انجام شد
 و مورد بررسي قرار گرفتندشده وارد واكنش  DPPHبا 

)14.(  

اب گيري با انتخعصاره: گيريسازي زمان عصارهبهينه
هاي توان مناسب و ثابت نگه داشتن ساير عوامل در زمان

  ).7( انجام شددقيقه  20و 15، 10، 5، 2



 1394، 2، شماره 28جلد                                                                                         )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

404 

، 60گيري در دماهاي عصاره: سازي دماي استخراجبهينه
گراد با انتخاب توان درجه سانتي 110و  100، 90، 80، 70

. انجام شد و زمان مناسب و ثابت نگه داشتن ساير عوامل
واكنش داده شده و بررسي  DPPHا با هسپس عصاره

  ).3(گرديدند 

گزنـه  گرم پودر گياه خشك شـده   5/2: گيري سنتيعصاره
معـادل نسـبت   (از هر حلال ليتر ميلي 50به ) برگ يا ساقه(

درون بشر اضافه شده ) نمونه و حلال در روش مايكروويو
 rpmساعت روي همـزن برقـي بـا سـرعت      48و به مدت 

س از جـدا كـردن ذرات جامـد توسـط     پ. قرار گرفت 400
كاغذ صافي عصاره ها براي انجام مراحل بعدي آزمايش در 

  ).13( نگهداري شد C˚4دماي 

گيـري توسـط   گيـري سـنتي بـا عصـاره    مقايسه عصاره
  DPPHليتر از عصاره سنتي را با محلول ميلي 1: مايكروويو
وارد واكنش كرده و مخلوط واكـنش توسـط    1:1به نسبت 

HPLC سپس نتايج مربوطه با نتايج . ورد آناليز قرار گرفتم

مربوط به عصاره استخراج شده توسط مايكروويو، مقايسـه  
  .گرديد

براي آنكه بهترين شرايط كاري برگزيده شوند، لازم است 
كه متغيرهاي آزمايشگاهي را در سطوح مختلف مورد 

 . ارزيابي آماري قرار دهيم

اجراي  براي SPSSزار نرم اف 16بدين منظور، از نسخه 
 Multipleو  ANOVA One-Wayآناليز واريانس از 

Comparison هر اندازه گيري سه بار تكرار ( استفاده شد
   .)گرديد

  نتايج
در اين مطالعه، پس از بهينه كردن عوامل مؤثر بر فرآيند 
-استخراج توسط امواج مايكروويو، ميزان خاصيت آنتي

ستخراج شده توسط روش اكسيداني عصاره برگ و ساقه ا
ويو با يكديگر و همچنين با عصاره سنتي مقايسه مايكرو
  .گرديد

  

 
 استاندارد DPPHطيف جذبي محلول  -1شكل
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 nm517پيك جذبي قوي مشاهده شده در طول موج 
مربوط به تك الكترون جفت نشده روي ساختار راديكال 

ي خود هاي كنارباشد كه توانايي رزونانس با حلقهآزاد مي
با انجام . باشدرا دارد و محل انجام واكنش احياء مي

اكسيدان واكنش، اين الكترون آزاد توسط تك الكترون آنتي
اين . گرددشود و در واقع راديكال آزاد خنثي ميجفت مي

  .نشان داده شده است 2و  1حالت در شكل 

  

 
  اكسيداناحياء شده توسط آنتي DPPH طيف جذبي محلول -2شكل

  

بصورت كاهش ارتفاع  HPLCاين فرايند در كروماتوگرام 
 برايگردد كه طبق فرمول زير و سطح زير پيك ظاهر مي
رود ها بكار مياكسيداني عصارهمحاسبه ميزان فعاليت آنتي

)17.(  
∆S = Sblank - Ssample  

  :ندشوپارامترهاي موجود بصورت زير تعريف مي

 S∆ )اكسيدانآنتي ميزان خاصيت( تفاضل سطح زير پيك 

سطح   = DPPH Sblank سطح زير پيك محلول استاندارد =
عصاره  بعد از واكنش با DPPHزير پيك محلول استاندارد 

  = Ssample گياهي

: استخراج عصاره برگ گزنه به كمك مايكروويو
يابي به شرايط استخراج عصاره برگ گزنه جهت دست

اتانول و متانول، در  آلي هايبهينه، توسط آب مقطر و حلال
ابتدا محلول ). 14(توان، زمان و دماهاي مختلف انجام شد

 3تزريق شد و پس از  HPLCبه  DPPHميلي مولار  5/0
بار آناليز، ميانگين سطح زير پيك آن به عنوان مرجع به 

ها با محلول استاندارد از عصاره يكسپس هر . دست آمد
DPPH كسيدان هر عصاره اوارد واكنش شده و ميزان آنتي

دقيقه  4تا  3پيك مشاهده شده در بازه زماني . دشمشخص 
  ).4شكل(باشد مربوط به اتانول مي

  



 1394، 2، شماره 28جلد                                                                                         )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

406 

  

  
  )ml/min1،سرعت جريان nm 517طول موج (استانداردDPPHكروماتوگرام-3شكل 

  

  
  )ml/min1،سرعت جريان nm 517طول موج (كروماتوگرام اتانول  -4شكل 
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هاي اتانولي، متانولي و يك عصارهپس از آن، سطح زير پ
 DPPHبا سطح زير پيك ، DPPHپس از واكنش با آبي 

ها، برابر با تفاوت سطح زير پيك. گرديدمقايسه استاندارد 
آزاد  اكسيداني است كه براي خنثي كردن راديكالميزان آنتي

DPPH 17( صرف شده است.(  

ب حلال انتخا برايابتدا : سازي نوع حلال استخراجبهينه
- متانول(هاي مذكور مناسب، استخراج به كمك حلال

هاي مربوطه در كه كروماتوگرام انجام شد) اتانول و آب
  ).5،6،7به ترتيب شكلهاي (ادامه آمده است 

  

 
  )ml/min 1،سرعت جريانnm 517طول موج ( DPPHكروماتوگرام عصاره متانولي بعد از واكنش با  -5شكل 

  

  
  )ml/min 1، سرعت جريان nm 517طول موج ( DPPHام عصاره اتانولي بعد از واكنش با كروماتوگر -6شكل 
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  )ml/min1،سرعت جريان nm 517طول موج ( DPPHكروماتوگرام عصاره آبي با  -7شكل 

  

  
هاي آبي، متانولي و اكسيداني عصارهميزان خاصيت آنتي -8شكل

  .اتانولي استخراج شده به روش مايكروويو

اكسيدان موجود دهند كه ميزان تركيبات آنتينشان مينتايج 
هاي آلي به مراتب بيشتر از محتواي در عصاره حلال
تفاوت سطح زير  8با توجه به شكل. باشد عصاره آبي مي

 پيك در عصاره اتانولي بيشترين ميزان بوده و بيانگر
اكسيداني در بين سه عصاره بالاترين ميزان تركيبات آنتي

آناليز واريانس . متانولي و آبي در برگ گزنه است اتانولي،
)ANOVA (داري هاي آلي و آب تفاوت معني، بين حلال

هاي داري بين حلالاما تفاوت معني. (p<0.05)نشان داد 
در عين حال در حلال اتانول ). P>0.05(آلي وجود نداشت 
بنابراين، . اكسيدان بيشتري وجود داردميزان تركيبات آنتي

سازي فرايند استخراج از اتانول به عنوان ادامه بهينهدر 
  .دشحلال استخراجي استفاده 

هاي استخراج در توان: وسازي توان دستگاه مايكروويبهينه
وات انجام شده و بررسي  600و  500، 400، 300، 200

اكسيداني در توان نتايج نشان دادكه تركيبات آنتي. گرديدند
كروماتوگرام عصاره استخراج .باشدوات حداكثر مي 600

، حداكثر ميزان كاهش سطح )9شكل ( 600شده در توان 
دهنده بيشترين ميزان محتواي  زير پيك را دارد كه نشان

  ).اتانول:حلال(اكسيداني در اين عصاره است تركيبات آنتي

  
-مقايسه توان مايكروويو بر روي ميزان خاصيت آنتي -10شكل 

 لياكسيداني عصاره اتانو
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  )ml/min1،سرعت جريان nm 517حلال اتانول، طول موج ( وات 600كروماتوگرام عصاره گرفته شده در توان  -9 شكل

  

داري بين تفاوت معني) ANOVA(هر چندآناليز واريانس 
اين در حالي است ). P> 0.05(هاي مختلف نشان نداد توان

وات  600اكسيداني در توان كه ميزان خاصيت آنتي
 برايوات  600لذا در ادامه كار از توان . باشدشترين ميبي

، 5، 2هاي گيري در زمانعصاره.گيري استفاده گرديدعصاره

-و نتايج نشان دادكه عصاره شددقيقه انجام  20و 15، 10

و )11شكل( دارد دقيقه بيشترين بازدهي را 15گيري در
داني اكسيدهنده بيشترين ميزان محتواي تركيبات آنتي نشان

بازده استخراج به مرور زمان در البته . در اين عصاره است
  . يابدوات افزايش مي 600توان

 
  )ml/min 1،سرعت جريان nm 517وات،طول موج  600حلال اتانول،توان(دقيقه  15استخراج شده پس از  كروماتوگرام عصاره -11شكل 



 1394، 2، شماره 28جلد                                                                                         )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

410 

  
روي ميزان وات بر  600مقايسه زمان استخراج با توان  -12 شكل

  اكسيداني عصاره اتانوليخاصيت آنتي

دقيقه  15اكسيداني عصاره برگ در ميزان خاصيت آنتي
-نيز بين زمان) ANOVA(آناليزواريانس. باشدبيشترين مي

داري نشان دقيقه اختلاف معني15و  2هاي مختلف به ويژه 
دقيقه بعنوان  15بنابراين،درادامه كارزمان ). P>0.05(نداد 
گيري عصاره. بهينه براي عمل استخراج استفاده گرديدزمان 

درجه  110و100، 60،70،80،90هاي حرارت در درجه
نتايج نشان داد كه ميزان تركيبات . گراد انجام گرفتسانتي
اكسيداني موجود در عصاره استخراجي در دماي آنتي

C˚110 بيشتر ازدماهاي ديگراست.  

  
، سرعت جريان nm 517طول موج (است وارد واكنش شده  DPPHاستخراج شده و با  C˚110در دماي  كهاي كروماتوگرام عصاره -13شكل

ml/min 1(  

  
، 60ها در درجه حرارت اكسيدان عصارهميزان آنتياستخراج  -14شكل

  گراد با دستگاه مايكروويو درجه سانتي 110و  100، 90، 80، 70

ها داري بين دمانيارتباط مع)ANOVA(گرچه آناليزواريانس
 C˚110در عين حال در دماي اما ). P> 0.05(نشان نداد 

اكسيداني بيشتري وجود دارد؛ لذا اين ميزان تركيبات آنتي
دما بعنوان درجه حرارت بهينه براي عمل استخراج استفاده 

  .گرديد

-بهينه: استخراج عصاره ساقه گزنه به كمك مايكروويو

بين ) ANOVA(اليزواريانس آن: سازي نوع حلال استخراج
 (P<0.05)دار نشان داد هاي اتانول وآب تفاوتي معنيحلال

هاي آلي وجود نداشت داري بين حلالاما تفاوت معني
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)P>0.05 .( در عين حال در حلال اتانول ميزان تركيبات
-بنابراين، در ادامه بهينه. اكسيدان بيشتري وجود داردآنتي

تانول به عنوان حلال استخراجي سازي فرايند استخراج از ا
  .استفاده گرديد

  
  )ml/min 1، سرعت جريان nm 517طول موج ( DPPHكروماتوگرام عصاره اتانولي بعد از واكنش با  -15شكل

  
هاي آبي، متانولي و اكسيداني عصارهميزان خاصيت آنتي -16شكل

  .اتانولي استخراج شده به روش مايكروويو

نتايج نشان داد كه : سازي توان دستگاه مايكروويوبهينه
وات حداكثر  600اكسيداني درتوان تركيبات آنتي

  ).17شكل(باشد مي

وات،  400به  300با افزايش توان دستگاه مايكروويو از 
يابد ميزان تركيبات استخراج شده از ساقه گياه كاهش مي

ه حساس ثرمؤتواند ناشي از تخريب برخي تركيبات كه مي
به ويژه گليكوزيدها در اين توان و دماي متناسب باآن باشد 

وات با افزايش اين  400هاي بالاتر از اما در توان. )3(

افزايش تواند به دليل اين امر ميشويم و تركيبات مواجه مي
در دماي  اكسيداني عصاره ساقهآنتيتركيبات  استخراج

گرچه آناليز ). 7(بالاي حاصل از امواج مايكوويو باشد
هاي داري بين توانتفاوت معني) ANOVA(واريانس 

- ميزان خاصيت آنتي اما). P>0.05(مختلف نشان نداد 

در ادامه از ؛ لذا باشدوات بيشينه مي 600اكسيداني در توان 
  .گيري استفاده گرديدعصاره برايتوان مذكور 

  

  
اكسيداني ت آنتيمقايسه توان مايكروويو بر روي ميزان خاصي -18شكل

 عصاره اتانولي ساقه گزنه
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گيري عصاره نتايج نشان داد: گيريزمان عصاره سازيبهينه
اكسيداني در دقيقه داراي بيشترين تركيبات آنتي 20در زمان 

  .اين عصاره است

  

  

  

  
  )ml/min 1ت جريان ، سرعnm 517حلال اتانول، طول موج ( وات  600كروماتوگرام عصاره گرفته شده در توان  -17شكل

  
  )ml/min 1، سرعت جريان nm 517وات ، طول موج  600حلال اتانول، توان (دقيقه  20كروماتوگرام عصاره استخراج شده پس از -19شكل
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وات بر روي ميزان  600مقايسه زمان استخراج با توان -20شكل

  اكسيداني عصاره اتانولي ساقه گزنهخاصيت آنتي

وات افزايش  600مرور زمان در توان بازده استخراج به 
-دقيقه، ميزان تركيبات آنتي 20با افزايش زمان تا . يابدمي

رسد اكسيدانت استخراج شده از ساقة گياه به حداكثر مي
هاي بين زمان) ANOVA(گرچه آناليز واريانس ) 7(

  ).P> 0.05(داري نشان ندادمختلف اختلاف معني

يج نشان داد كه تركيبات نتا: بهينه سازي دماي استخراج
اكسيداني موجود در عصاره استخراجي در دماي آنتي

C˚110 بيشتر از محتواي عصاره در دماهاي ديگر است.  

  
، سرعت جريان nm 517طول موج (است وارد واكنش شده  DPPHاستخراج شده و با  C˚110در دماي  اي كهكروماتوگرام عصاره -21شكل

ml/min 1(  

  
  .گراد با دستگاه مايكروويو استخراج شدنددرجه سانتي 110و  100، 90، 80، 70، 60هايي كه در درجه حرارت اكسيدان عصارهيزان آنتيم-22شكل
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ها داري بين دماارتباط معني) ANOVA(آناليز واريانس 
توان نتيجه گرفت ميبنابراين ). P>0.05(دهد نشان نمي

. گيري نداردايند عصارهدماي استخراج تأثير چنداني در فر
اكسيداني ميزان تركيبات آنتي C˚110در عين حال در دماي 

بيشتري وجود دارد؛ لذا اين دما بعنوان درجه حرارت بهينه 
  .دشبراي عمل استخراج استفاده 

: استخراج عصاره برگ و ساقه گزنه به روش سنتي
هاي اتانول، متانول و آب ها توسط حلالاستخراج عصاره

مقايسه با  برايها از اندام يكام شد تا حالت بهينه هر انج
  .عصاره حاصل از روش مايكروويو بدست آيد

  

  
  )ml/min 1، سرعت جريان nm 517طول موج (است وارد واكنش شده DPPHاتانولي برگ به روش سنتي كه با  كروماتوگرام عصاره -23شكل

  

  
  )ml/min 1، سرعت جريان nm 517طول موج (است وارد واكنش شده DPPHروش سنتي كه با  متانولي برگ به كروماتوگرام عصاره -24شكل
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  )ml/min 1، سرعت جريان nm 517طول موج (است وارد واكنش شده DPPHآبي برگ به روش سنتي كه با  كروماتوگرام عصاره -25شكل

  
  )ml/min 1، سرعت جريان nm 517طول موج (است وارد واكنش شده DPPHاتانولي ساقه به روش سنتي كه با  كروماتوگرام عصاره-26شكل

  
  )ml/min 1، سرعت جريان nm 517طول موج (است وارد واكنش شده DPPHمتانولي ساقه به روش سنتي كه با  كروماتوگرام عصاره-27شكل
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  )ml/min 1، سرعت جريان nm 517طول موج (است وارد واكنش شده DPPHآبي ساقه به روش سنتي كه با  كروماتوگرام عصاره-28شكل

  
هاي برگ بدست آمده به روش سنتي كه با مقايسه عصاره-29شكل

DPPH طول موج (است وارد واكنش شدهnm 517 سرعت جريان ،
ml/min 1(  

  
هاي ساقه بدست آمده به روش سنتي كه با مقايسه عصاره-30شكل

DPPH طول موج (است وارد واكنش شدهnm 517،  سرعت جريان
ml/min 1(  

 ساقه اكسيداني عصاره اتانوليكه فعاليت آنتينتايج نشان داد
-باشد شكلها ميگزنه بيشتر از ساير حلال

اكسيداني عصاره همچنين، خاصيت آنتي.)30و29(هاي
اتانولي برگ گزنه به مراتب بيشتر از عصاره اتانولي ساقه 

رتباط معني ا (ANOVA)آناليز واريانس البته  .باشدمي
  .(P< 0.05)داد داري بين اين دو عصاره نشان 

اكسيداني عصاره برگ و ساقه در مقايسه خاصيت آنتي
سازي شرايط استخراج پس از بهينه: روش مايكروويو

هاي مربوطه عصاره از هر دو اندام گياه گزنه، كروماتوگرام
از نظر تفاضل سطح زير پيك كروماتوگرام مقايسه 

اكسيدان برگ نشان دادكه ميزان تركيبات آنتينتايج .شدند
  . باشدبيشتر از ساقه مي

  
  اكسيداني عصاره برگ و ساقه گزنهمقايسه فعاليت آنتي-31شكل

تفاوت معني داري ميان  (ANOVA)گرچه آناليز واريانس 
  .(P> 0.05)هاي گياه نشان نداداكسيداني اندامفعاليت آنتي
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وجود در عصاره سنتي با اكسيدان ممقايسه ميزان آنتي
ويو عصاره گرفته شده توسط دستگاه مايكرو: ويومايكرو

نتايج نشان .در شرايط بهينه، با عصاره سنتي مقايسه گرديد
اكسيدان موجود در عصاره دادكه ميزان تركيبات آنتي

استخراجي توسط دستگاه مايكروويو بيشتر از عصاره سنتي 
  .باشد مي

  
  ي استخراجهامقايسه روش-32شكل

با توجه به نتايج بدست آمده، روش مايكروويو نسبت به 
گيري باعث استخراج بهتر تركيبات روش سنتي عصاره

شودولي در عين حال آناليز واريانس مي اكسيدانيآنتي
گيري به روش مايكروويو و داري بين عصارهاختلاف معني

   .)p> 0.05 (سنتي نشان نداد  

  بحث
پس از بهينه كردن عوامل مـؤثر بـر فرآينـد    در اين مطالعه، 

-استخراج توسط امواج مايكروويو، ميـزان خاصـيت آنتـي   

اكسيداني عصاره برگ و ساقه استخراج شده توسـط روش  
ويو با يكديگر و همچنين با عصـاره سـنتي مقايسـه    مايكرو
اكسيدان دهند كه ميزان تركيبات آنتينتايج نشان مي. گرديد

هـاي آلـي بـه مراتـب بيشـتر از      لموجود در عصـاره حـلا  
هـايي كـه از   بـراي سيسـتم  . باشـد  محتواي عصاره آبي مـي 

كننـد، اتـانول   هاي آلي جهت اسـتخراج اسـتفاده مـي   حلال
زيرا اتانول تمـام انـرژي امـواج    . كندتر عمل ميبسيار قوي

مايكروويو را جـذب كـرده و تـأثير مسـتقيمي روي بافـت      
جذب، سبب افـزايش دمـاي   اين افزايش .كندنمونه وارد مي

هـا  حلال و سپس گياه شده كه باعث شكستن ديواره سلول

هـا بـه   در طـي ايـن فراينـد، اجـزاء درون سـلول     . گرددمي
استخراج . )10(شوند سرعت در محيط اطراف استخراج مي

وات انجام شده  600و  500، 400، 300، 200هاي در توان
-يبــات آنتــينتــايج نشــان دادكــه ترك. و بررســي گرديدنــد

. باشـد وات حداكثر مي 600اكسيداني برگ و ساقه در توان 
اكسـيداني  دهنده بيشترين ميزان محتواي تركيبات آنتي نشان

باافزايش توان دسـتگاه  ). اتانول:حلال(در اين عصاره است 
وات،ميزان تركيبات استخراج شده  300به 200مايكروويو از

نـد ناشـي از تخريـب    توايابد كه مياز برگ گياه كاهش مي
ه حساس در اين توان و دماي متناسب مؤثربرخي تركيبات 

وات بـا افـزايش    300اما در توان بـالاتر از  . )3(با آن باشد 
توانـد بـه دليـل    اين امر ميشويم و اين تركيبات مواجه مي

تركيبات فوق در دمـاي بـالاي حاصـل از     افزايش استخراج
، 5، 2هاي گيري در زمانعصاره). 7( وويو باشدرامواج مايك

ــه   20و 15، 10 ــايج نشــان دادك ــه انجــام گرفــت و نت دقيق
با افزايش . دقيقه بيشترين بازدهي رادارد 15گيري درعصاره

اكسـيدانت اسـتخراج   دقيقه، ميزان تركيبات آنتي 15زمان تا 
رود بـا  انتظـار مـي  ). 7(رسـد  شده از گياه بـه حـداكثر مـي   

تخراج شده افزايش يابد اما گذشت زمان،غلظت تركيبات اس
علت تخريب تركيبات  اين كاهش به. افتدچنين اتفاقي نمي

اسيدو گليكوزيدي بافت گياه به دليل افزايش زمـان  فنوليك
احتمـالاً زمـان كـافي بـراي     .باشدتابش الكترومغناطيسي مي

تابش امواج مايكروويووافزايش درجـه حـرارت تـا دمـاي     
لذا طي اين . باشددقيقه مي 15جوش حلال در توان مذكور،

شـوند و  مدت زمان، تركيبات اصلي گياه به سرعت آزاد مي
ه مـؤثر پس از آن ممكن است بـه دليـل تخريـب تركيبـات     

بافت گياه توسط حرارت حاصل از امواج مايكروويو،بـازده  
به عبـارت ديگرميـزان خاصـيت    . )3(استخراج كاهش يابد 

. باشـد قه بيشترين مـي دقي 15اكسيداني عصاره برگ در آنتي
اكسيداني موجـود در  نتايج نشان داد كه ميزان تركيبات آنتي

ــاي   ــتخراجي در دم ــاره اس ــاي   C˚110عص ــتر ازدماه بيش
با افـزايش درجـه حـرارت سـرعت آزاد شـدن      . ديگراست

پس از آن سرعت ايـن  . يابدتركيبات اصلي گياه افزايش مي
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ره اشـباع  فرايند ثابت مانـده تـا زمـاني كـه حـلال از عصـا      
بعلت تخريب برخي تركيبات فنولي و  C100°دردماي .شود

). 3و 15(يابـد  ها كاهش مياكسيدانگليلوزيدي، ميزان آنتي
ة ديگـري  مـؤثر تركيبات  0C110در نهايت با افزايش دما تا 

اكسـيداني  گرددكـه خاصـيت آنتـي   نيز از گياه استخراج مـي 
رارت بهينه براي لذا اين دما بعنوان درجه ح. يابدافزايش مي

هاي استخراج به كمك حلال. عمل استخراج استفاده گرديد
كـه ميـزان    نتايج نشـان داد . آب، اتانول و متانول انجام شد

هـاي آلـي   اكسيدان موجود در عصـاره حـلال  تركيبات آنتي
باشد و تفاوت سـطح زيـر    بيشتر از محتواي عصاره آبي مي

 ـ     وده كـه بيـانگر  پيك در عصاره اتـانولي بيشـترين ميـزان ب
اكسيداني در بـين سـه عصـاره    بالاترين ميزان تركيبات آنتي

ايـن  ).15شـكل (اتانولي، متانولي و آبي در ساقه گزنه اسـت 
افزايش جذب امواج،سبب افزايش دمـاي حـلال شـده كـه     

در طي اين فراينـد،  .گرددها ميباعث شكستن ديواره سلول
شـوند  اج مية بافت ساقه در محيط اطراف استخرمؤثرمواد 

سـازي فراينـد اسـتخراج از    بنابراين، در ادامـه بهينـه  . )10(
نتـايج  . اتانول به عنوان حـلال اسـتخراجي اسـتفاده گرديـد    

اكسـيداني موجـود در عصـاره    نشان داد كه تركيبـات آنتـي  
بيشـتر از محتـواي عصـاره در     C˚110استخراجي در دماي 
طه جوش با افزايش درجه حرارت تا نق. دماهاي ديگر است

حلال و عصاره گياه، سرعت آزاد شدن تركيبات اصلي گياه 
پس از آن با افـزايش دمـا تـا چنـد درجـه      . يابدافزايش مي

گراد، سرعت اين فرايند ثابـت مانـده تـا زمـاني كـه      سانتي
در نهايت بـا افـزايش دمـا تـا     . حلال از عصاره اشباع شود

0C110  گردد مي ة ديگري نيز از گياه استخراجمؤثرتركيبات
يابد در عين حال، اكسيداني آن افزايش ميكه خاصيت آنتي

اكسـيداني بيشـتري   ميـزان تركيبـات آنتـي    C˚110در دماي 
اكسيداني عصاره كه فعاليت آنتينتايج نشان داد. وجود دارد

هـا  بيشتر از سـاير حـلال   در روش سنتي گزنه ساقه اتانولي
ويـو در  ايكروعصاره گرفته شده توسط دستگاه م ـ. باشدمي

نتـايج نشـان   . شرايط بهينه، با عصاره سنتي مقايسـه گرديـد  
اكســيدان موجــود در عصــاره دادكــه ميــزان تركيبــات آنتــي

استخراجي توسط دستگاه مايكروويو بيشتر از عصاره سنتي 
در عمل استخراج بـه كمـك امـواج مـايكروويو،از     .باشد مي

همين امـر   شود وهاي فيزيكي و شيميايي استفاده ميپديده
ــر روش  ــا ديگ ــي آن ب ــاوت اساس ــي تف ــوم م ــاي مرس -ه

برهمكنش مستقيم امواج مايكروويوبـاآب موجـود در   .باشد
بنـابراين در  .گـردد گياه سبب افزايش استخراج عصـاره مـي  

بهترين نتايج مربـوط  ) Urtica dioica(گيري از گزنهعصاره
نتايج ). 4و7(گيري توسط دستگاه مايكروويو بود به عصاره

ييد كننده نتايج مدرسـي و همكـاران در سـال    أين تحقيق تا
است كه نشان دادند عصاره حاصل از بوتانل و ) 11( 2009

اتيل استات استخراج شده از گزنه بيشـترين توانـايي مهـار    
با توجـه  . با استفاده از روش سوكسله بود  DPPHراديكال 

به نتايج بدست آمـده، روش مـايكروويو نسـبت بـه روش     
-گيري باعـث اسـتخراج بهتـر تركيبـات آنتـي     عصارهسنتي 

شود ولي در عين حال آناليز واريانس اختلاف مي اكسيداني
گيري بـه روش مـايكروويو و سـنتي    داري بين عصارهمعني

  . )p> 0.05 (نشان نداد 
  اهگيري و پيشنهادنتيجه

اكسيداني ميانگين ميزان تركيبات آنتي نتايجبا توجه به 
ج شده به روش مايكروويو بيشتر از روش عصاره استخرا

در روش مايكروويو، ميزان حلال آلي كمتري . سنتي است
گيري نيز بشدت كاهش گردد و زمان عصارهاستفاده مي

باشد كه بهترين شرايط كه از مزاياي اين تكنيك مي يابدمي
زمان  ،وات 600توان مايكروويو  ،حلال اتانولي : شامل

دقيقه و براي  15وات براي برگ  600استخراج با توان 
درجه 110 و ساقهدماي دستگاه براي برگ ،دقيقه 20ساقه 

اما با توجه به آناليز واريانس و معنادار نبودن . سانتيگرادبود
تر يعني سنتي را هزينه توان روش كمتفاوت دو روش، مي

-در روش سنتي كه همان خيساندن مي. پيشنهاد داد

يار افزايش يافته و ميانگين ميزان استخراج بس باشدزمان
يابد كه از معايب اين اكسيداني نيز كاهش ميخاصيت آنتي
تري دارد و باشدامااحتياج به تجهيزات سادهروش مي

  .باشدتر تواند از لحاظ اقتصادي مقرون بصرفه مي
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شود در ، با توجه به نتايج بدست آمده پيشنهاد ميپاياندر 
مشخص كردن  براي GC-MS از روش يندهمطالعات آ

هاي استخراج شده استفاده شده و مقادير اجزاء عصاره
  .نسبي آنها در دو روش فوق مقايسه گردد
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Comparison of microwave assisted and traditional extraction of 
Urtica dioica L. and evaluation of its antioxidant activity by 

HPLC- DPPH assay 
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Abstract 

In the present study, the effects of two types of extraction methods: traditional and 
microwave-assisted extraction (MAE) on antioxidant activity of Urtica dioica L. was 
investigated. Water, methanol and ethanol extracts of leaf and stem of Urtica dioica L. 
were obtained from both traditional and MAE methods and evaluated for their radical 
scavenging capacity (RSC) by high performance liquid chromatography (HPLC)-
separated antioxidants with the 2,2‘-diphenyl-1-picrylhydrazyl radicals (DPPH•). The 
antioxidant activities of all the extracts were determined by high performance liquid 
chromatography at 517nm using 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl free radical (DPPH). It 
was determined that antioxidant activity of leaf and stem (ethanol extracts) of Urtica 
dioica L. by MAE method was higher compared to traditional method, however, was 
not significantly  different (p>0.05). In conclusion, HPLC and DPPH assay did not 
show significant difference between MAE and traditional methods in antioxidant 
activity of leaf and stem of Urtica dioica L. 

Key words: Antioxidant activity, MAE, HPLC-DPPH, Urtica dioica L. 


