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اثرات  گيرياندازهچهار روش معمول  سازيبهينهو  عملكرد مقايسه منظوربهاين تحقيق 
فعاليت  ايجنت بررسيدر انجام شد. ) .Pistacia vera L(عصاره متانولي مغز پسته سرخسي  اكسيدانيآنتي
درصد  5ال در سطح احتم داريمعنياختلاف  TBARS و DPPH ،FRAP ،BCBچهار روش به  اكسيدانيآنتي

آن به  زاپس و ) 409/95داراي بالاترين بازده ( DPPHمورد استفاده، روش  هايروش. در ميان مشاهده شد
 IC50 از شاخص .قرار گرفتند 4/60و  00/78، 9/89 هايبازداريبا ميزان  TBARSو  FRAP ،BCB ترتيب

عصاره در  IC50 جنتاياستفاده گرديد.  DPPHآزاد در روش  هايراديكالبيان اثرات مهار كنندگي  منظوربه
 اكسيدانيآنتينتايج نشان داد كه تفاوت مقادير بود.  27/7و  994/32به ترتيب  BHTمقايسه با استاندارد 

نوع حلال، خصوصيات انحلالي تركيبات، نوع تركيب  بستگي بهموجود  هايروشتركيبات در 
ن تركيبات وارد و مسيري كه اي هاي ثانويه، توانايي استخراج متابوليتموجود در عصاره اكسيدانيآنتي

  دارد.  شوندمي شيميايي هايواكنش
  د، فروس سولفاتياس يكتوريوباربيتبتا كاروتن، زيل، پيكريل هيدرا- 1 -دي فنيل 2و 2 كليدي: كلمات

 
  مقدمه

است كه اغلب  متعلق به خانواده آناكاردياسه يكي از ارقام وحشي پسته ).Pistacia vera L(پسته سرخسي 
تجن در حاشيه رودخانه هكتار  37553به مساحت پسته سرخسي  هايجنگل. گيردميپايه مورد استفاده قرار  عنوانبه

 - 3 -ها، فلاوانتركيبات فنلي (آنتوسيانينسرشار از مغز پسته . اندشدهواقعو مرز تركمنستان در استان خراسان رضوي 
 ).Naderinejad et al, 2013( باشديميتيلبن و اسيدهاي فنلي) ال ها، پروآنتوسيانيدين، فلاونول، فلاون، فلاونون، اس

ها بوده و شامل توكوفرول ها، فلاونوئيدها، مشتقات فنولعي در شمار تركيبات طبيعي يا پليطبي هاياكسيدانيآنت
تعيين دقيق مقادير تركيبات فنلي و خاصيت . )Conforti et al, 2009( باشنديمسيناميك اسيد، فسفاتيديك اسيد 

اصلاح ژنتيكي را با هدف ارتقاي سطح سلامت، در مسير  يهابرنامهتا  كنديمدر ارقام پسته به ما كمك  اكسيدانيآنتي
 اكسيدانيآنتبراي ارزيابي ميزان اثر  كه يهايروشاز   ).Davarynejad et al., 2012( هدايت نماييم ترييحصح

روش  ، )Diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) )Saha et al., 2004به روش  توانيمتركيبات مختلف وجود دارد 
Thiobarbituric acid reactive species (TBARS) )Ruberto et al, 2000( ، Ferric reducing antioxidant power 

assay (FRAP)  و بتا كاروتن)BCB(  .اكسيدانيآنتجهت بررسي اثر  ييتنهابههيچ روش مورد آزمايشي اشاره كرد 
 باشدميمختلف  هايعصاره اكسيدانيآنتكافي نيست و تركيب چند روش متفاوت انتخاب خوبي جهت ارزيابي فعاليت 

)Kuilisic et al, 2004(.  تنها با يك روش ارزيابي كرد؛ اين امر به  تواننميگياهي را  هايعصاره اكسيدانآنتيفعاليت
تركيبات شيميايي موجود در گياهان است بنابراين لازم است كه چندين روش رايج تائيد شده  ييچيدهپعلت طبيعت 
، قدرت احياكنندگي، بررسي ميزان فعاليت شلات كنندگي يون فروس، پراكسيداسيون ليپيدي و... DPPHمانند روش 
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يك تركيب خاص ممكن  ).Singh et al., 2007گياه به كار گرفته شوند ( هايعصاره اكسيدانآنتيبراي سنجش فعاليت 
بنابر  ).Lee et al, 2001( بالايي را نشان دهد ولي در روش ديگر فاقد اين اثر باشد اكسيدانآنتياست با يك روش اثر 

 Pistacia vera( سرخسي پسته مغز اكسيدانيآنتيمطالب گفته شده، درصدد برآمديم تا طي اين تحقيق به مطالعه اثر 

L.(  روش  چهارباDPPH ،FRAP ،TBARS  وBCB  گياه مذكور بپردازيم. متانولي هايعصارهبراي  

  هامواد و روش
  DPPH كل به روش اكسيدانآنتيتعيين ميزان 

ان داده كت شدتبهلوط ن مخيو ا) مخلوط، DPPH ) mM2/0 يمحلول متانول ليتريليم 1از نمونه با  گرميليم 2
در طول  هاآناري و جذب قه نگهديدق 30به مدت  يكياتاق و تار يها در دماهمه نمونه، سپس  )Liu et al, 2008( شد

محلول  ينگ برردرصد  ).Rojas et al, 2001( شد يريگاندازه UV/visتروفتومتر كنانومتر با استفاده از اسپ 517موج 
DPPH  گرديد:محاسبه  1شماره طبق معادله   

൬B0 െ
B1
B0
൰ ൈ 100									ሺ1ሻ 

0B  = 1 ،ينترل منفكجذب محلولB = نش كجذب مخلوط وا  
  FRAPكل به روش  اكسيدانآنتيتعيين ميزان 

يسيال در يك ليتر آب اسيد استيك گلا ليتريليم 16گرم استات سديم و  1/3تهيه محلول استوك  منظوربه
اسيد  ليتريميل 10در  TPTZ گرمميلي 31تنظيم شد (بافر استات) سپس  6/3محلول در حدود  pHمقطر حل شد و 

رم كلريد آهن در يك گ 41/5ميلي مولار كلريد آهن،  20تهيه محلول  منظوربهميلي مولار حل شد و  40كلريدريك 
ولفات آهن در سگرم  278/0ليتر آب مقطر حل گرديد. براي تهيه محلول استاندارد از سولفات آهن استفاده شد كه 

ر ليتر تهيه گرديد. بميكرومولار  1000، 500، 250، 125استاندارد  هايمحلول يك ليتر آب مقطر حل شد و در نهايت
كلريد آهن آماده شد.  ليترميلي 5/2و  TPTZ ليترميلي 5/2بافر  ليترميلي 25با مخلوط كردن  FRAPمحلول نهايي 

 5/2حاوي  صاره (كهميكروليتر از ع 10ت ريخته شد و به آن ليميكروليتر از محلول كار داخل ظروف پ 250سپس 
قرار  گراديسانتدرجه  37ي دقيقه در دما 10بافر فسفات بود) اضافه شد و به مدت  ليترميلي 6عصاره و  ليترميلي

معادل ميلي مول  اساسكل بر  اكسيدانآنتينانومتر خوانده شد ميزان  593گرفت و سپس ميزان جذب در طول موج 
  . )Benzie and Strain, 2009( بيان گرديد خشكگرم وزن  100آهن در 

  )BCB( روش رنگ بري بتاكاروتنبه كل  اكسيدانآنتيتعيين ميزان 
املاً مخلوط كش يدر لوله آزما Aون يامولس ليتريليم 5با  اكسيدانيآنت ينمونه حاو يهارقتميكرو ليتر از 200

صفر  يبرا است. Aون يامولس ليترميلي 5اتانول و  µl200 ي) حاواكسيدانيآنت(بدون ماده  ينترل منفكشد. محلول 
ه شد. جذب نمونه يته Bون يامولس ليترميلي 5ميكرو ليتر اتانول و 200 يتروفتومتر محلول حاوكردن دستگاه اسپك

نش كمخلوط وا يوحا يهاشد. لوله يريگنانومتر اندازه 470) بلافاصله در زمان صفر در طول موج ينترل منفكشاهد (
 نانومتر 470ها در طول موج ن زمان جذب نمونهيوبه شدند و بعد از گذشت اكان C◦ 50 يدر دمادقيقه 120به مدت 

رنگ  گر هرچهيست به عبارت دامتر كاروتن كبتا يبررنگشتر باشد يب اكسيدانآنتيهرچه قدرت ماده  شد. يريگاندازه
. )Kuilisic et al, 2004(ت شتر اسيب ياكسيدانآنتيت يجه خاصينتشتر حفظ شود، جذب نمونه بالاتر و در ياروتن بكبتا

  ) محاسبه گرديد:2درصد مهار طبق معادله شماره (
  

୅ୟଵଶ଴ି୅ୡଵଶ଴

୅ୡ଴ି୅ୡଵଶ଴
ൈ 100							ሺ2ሻ   

)120(CA  = 120نترل در زمان كجذب =t، C(o)A  0نترل در زمان ك= جذب=t،  120aA  اكسيدانآنتي= جذب 
  t= 120در زمان 

  )TBARS( دياس يكتوريوباربير تيپذنشكوا يهاگونه روشكل به  اكسيدانآنتيتعيين ميزان 
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محلول به لوله مختلف  هايغلظتاز  ليترميلي 1/0) و w/v 10%زرده تخم مرغ هموژن شده ( ليترميلي 5/0
   يمحلول آب 05/0ب يرسانده شد. سپس به ترت ليترميلي 1ش افزوده و مخلوط حاصل توسط آب مقطر به حجم يآزما

ABAP   )M07/05/3( %20 يكد استياس  ليترميلي 5/1)، يديپيون ليداسيسكجاد پرايا ي) (برا=pH 5/1) و 
لوط افزوده شد و ) به مخw/v 1/1%( sodium dodecyl sulfate) در w/v 8/0%ك (يتوريوباربيد تيمحلول اس ليترميلي

 5 هر لوله ردن، بهك كبعد از خن وبه شد.كان C 95◦ يدقيقه در دما 60س شدن به مدت كمخلوط حاصل بعد از ورت
بالا در  يه آليجذب لا فوژ شد.يسانتر g 2500دقيقه در 10س و به مدتكات لوله ورتيبوتانول افزوده، محتو ليترميلي

از  اكسيدانآنتيشد. شاخص  يريگتروفتومتر اندازهكبا استفاده از اسپنانومتر  5/0باند  يو پهنا نانومتر 532طول موج 
شتر باشد يب ABAP يلهوسبهد يپيون ليداسيسكاز ا يريهرچه قدرت ماده در جلوگشود. يمحاسبه م 3معادله شماره 
بت استفاده شدند نترل مثك عنوانبه BHT هاروشمتر است. در تمامي كزان جذب نور يجاد شده و ميشدت رنگ ا

)Ruberto et al, 2000( .  
Al% ൌ ቀ1 െ

୅୲

୅ୡ
ቁ ൈ 100				ሺ3ሻ  tA ش        ي= جذب نمونه مورد آزماCA  = جذب محلول شاهد  

و  1/9 نسخه SAS  افزاررمنتكرار انجام شد. آناليز آماري با استفاده از  3تصادفي و با  كاملاًطرح  صورتبهآزمايش 
 صورت گرفت.   )LSD )p < 0.05با استفاده از آزمون  هايانگينممقايسه 

  نتايج و بحث
 و  DPPH ،FRAP ،BCBمغز پسته سرخسي به چهار روش  اكسيدانيآنتينتايج حاصل از بررسي خاصيت 

TBARS  نوع روش قرار گرفته است و ميان اثرات  ريتأثتحت  ماً يمستق اكسيدانيآنتينشان داد كه خاصيت
   .)1(جدول  آماري مشاهده شد لحاظاز  داريمعنيانجام شده تفاوت  هايروش اكسيدانيآنتي

 به چهار روش مختلف ).Pistacia vera L(درصد بازداري عصاره متانولي مغز پسته سرخسي  -1جدول 

(ميكروگرم 
  80  60  40  20  10  5  )ليترميليبر 

DPPH 005/0±838/12 b 00/0±071/21 b 00/0±788/36 b 005/0±518/63 b 00/0±473/85 b 00/0±409/95 b 

FRAP 001/0±8/11 c 00/0±1/20 c 005/0±18/30 c 00/0±1/50 c 00/0±00/77 c 00/0±9/89 c 

BCB 00/0±5/6 d 00/0±1/14 d 1/0±08/20 d 00/0±2/44 d 00/0±00/64 d 00/0±00/78 d 

TBARS 00/0±3/2 e 00/0±4/8 e 00/0±00/14 e 00/0±9/30 e 00/0±65/42 e 00/0±04/60 e 

BHT 005/0±443/40 a 00/0±79/49 a 00/0±99/67 a 005/0±08/80 a 00/0±12/93 a 00/0±89/99 a 

  .ندارند داريمعنيف درصد با هم اختلا 5در سطح احتمال  LSD داراي حروف مشابه هستند با استفاده از آزمون هاستونمقاديري كه در 

  
از راندمان عملكرد  DPPHكه روش  رسديممختلف، به نظر  هايغلظتآزاد در  هايراديكالبا توجه به درصد بازداري 

بيان اثرات مهار كنندگي  منظوربه IC50 از شاخص در اين مطالعه برخوردار بوده است. هاروشنسبت به ساير  يترنهيبه
كمتر باشد قدرت بازداري عصاره  IC50استفاده گرديد. بر اين اساس هر چه مقدار  DPPHآزاد در روش  هايراديكال

در تعيين گرديد.  ليترميليميكروگرم بر  27/7 و BHT  994/32براي عصاره و استاندارد  IC50مقدار  .بيشتر بوده است
 FRAPو  DPPH هايروشبه  ).Pistacia vera Lمتانولي پوست پسته ( هايعصارهدر  اكسيدانيآنتيبررسي اثرات 

 بررسيدر  ).Rezaie et al., 2015ميلي مول بر گرم بود ( FRAP 57/6و  ليترميليميكروگرم بر  IC50 69/0 شاخص
واقع شد، بعد از آن به ترتيب  مؤثرتر FRAPو  DPPHمغز پسته سرخسي، روش عصاره متانولي  اكسيدانيآنتياثرات 

خشكباري  هايميوهبرخي  اكسيدانيآنتيدر تحقيقي كه به ارزيابي اثرات  قرار داشتند. TBARSو  BCBآزمايشات 
مغز پسته، گردو، پكان، فندق، بادام و كه  صورتنيبدپرداخته شده بود نتايج حاصل با نتايج ما مطابقت داشت 

مبستگي مثبتي كه ميان اين گونه با توجه به ه و بودندبه ترتيب داراي بيشترين مقادير تركيبات فنلي  ينيزمبادام
 مؤثرتر  FRAP و   DPPH هايروشبه  هاآن اكسيدانيآنتيبررسي اثرات  وجود دارد، اكسيدانيآنتيتركيبات با اثرات 
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در حضور DPPH  يلكاء محلول الياح DPPH اساس روش ).Jenny and Shahidi, 2010( بود هاروشاز ساير 
س كمپلك FRAPدر روش . )Kuilisic et al, 2004(است  يترون دهندگكا اليدروژن يه ييتوانا يدارا اكسيدانآنتي
ابد. با يياهش مكس كمپلكن يجه رنگ بنفش ايب شده و در نتيننده تخركدر حضور عوامل شلات  2Fe+ن ـ يفروز
 ,Oktay et al(ن زد يموجود را تخم يشلاتورها يدگننكت شلاتيتوان فعالياهش رنگ بنفش مكزان يم يريگاندازه

جه يه در نتكاست  ييهااليكنش آن با رادكاروتن به علت واكاز دست رفتن رنگ زرد بتا ،BCBروش  در .)2003
لينولئيك اسيد به دليل ساختار شيميايي خاص خود  .شونديل مكيون تشيامولس يكد در ياس يكنولئيون ليداسيسكا

در اثر جدا شدن هيدروژن از كربن آلفاي موجود در لينولئيك  .شوديماكسيد  گراديسانتدرجه  50در دماي  سرعتبه
ل كه نتيجه واكنش آن با اكسيژن تشكي شوديماسيد و مهاجرت پيوند دوگانه، يك سيستم مزدوج ايجاد 

 يريش در جلوگيقدرت ماده مورد آزما يبه بررس Friedland et al, 2000( .TBARS( هيدروپراكسيدهاي مزدوج است
ه حاصل از يب ثانوكيل تركيتش يريگه بر اساس اندازهكپردازد يم ABAP يلهوسبهدها يپيون ليداسيسكاز ا

موجود در  يكتوريوباربيد تيد با اسيآلده يشده است. مالون د يزيرد) طرحيآلده ي(مالون د يديپيون ليداسيسكا
شتر يب ABAPد توسط يپيون ليداسيسكاز ا يريهرچه قدرت ماده در جلوگند، كيرنگ م دينش داده و تولكط وايمح

د ي(تول يميدان در شيسكايت آنتيفعال يابيارز يهاروش. )Ruberto et al, 2000(متر است كجاد شده يباشد، رنگ ا
بات كيشوند متفاوت هستند، زيرا تريم يريگه اندازهك يريهدف) و در مس يهامولكولا  يمختلف و  هاييكالراد
 . )Pellegrini et al, 2003( نندكمختلف عمل  يهاسميانكق ميطرن است از كمختلف ممدان يسكايآنت

  نتيجه نهايي
توان به وجود گرديده است را ب FRAPو  DPPH هايروشتحقيق آنچه موجب برتري اين در  رسديمبه نظر 

قادرند از  روندميمار هاي ثانويه به شاين تركيبات كه از جمله متابوليتتركيبات فنلي بالا در مغز پسته نسبت داد. 
لبته مل آورند. كه اعجلوگيري به  شوندميآزادي كه در فرآيند اكسيداسيون ليپيدي توليد  هايراديكالفعاليت 
 ت موجود دربا ساير تركيبا هاآننيز به عواملي از قبيل نوع حلال، درجه پليمريزاسيون، واكنش ميان  هاآنحلاليت 

 اكسيدانيتيآندر بررسي اثرات ). Naczk and Shahidi, 2004و ساختار تركيبات نامحلول بستگي دارد (ساختار گياه 
چندان  BCBو نتايج مربوط به روش  IC50شاخص  DPPHبه روش  ).Pistacia vera L(اسانس پوست پسته 

ها در تركيبات رپنوجود مونوتبه  توانمي را DPPHدر روش  نتيجه حاصل ).Rezaie et al., 2015(نبود  بخشيترضا
برخوردار  آزاد هايراديكالاسانس نسبت داد. مونوترپن ها از جمله تركيباتي هستند كه از توانايي خوبي در مهار 

در  اكسيدانيآنتي، همچنين فقدان تركيبات فنلي در پوست پسته سبب كاهش اثرات  (Wojtunik et al. 2014)نيستند 
 غير اشباع سطح غشا با هاييچربآزاد همواره در تقابل با  هايراديكال). Dorman et al. 2000( گرديد BCBروش 

 در فرآيند شاخص عنوانبه معمولاًهم   TBARSروش  از طرفي و كنندميهدف افزايش پراكسيداسيون ليپيدي عمل 
نتيجه گرفت كه مغز پسته غني  توانمياز مطالعه حاضر ). Serbetci et al., 2012( روديمبه شمار اكسيداتيو  يهاتنش

 ن راندمانبيشتري روينازا ،استدر حداقل ميزان ممكن  احتمالاًوجود مونوترپن ها  ازنظراما  از تركيبات فنلي بوده
و  BCBمتفاوت از  بسيار TBARSمكانيسم روش  .داشته است FRAPو  DPPH هايروش دررا  اكسيدانيآنتياثرات 

DPPH يهابدست آمده در روش. نتايج باشدمي BCB و TBARS  عصاره متانولي  ه اثركن مطلب است ينشان دهنده ا
   ل دهنده آن بوده است. كيتش ين اجزايب يستينرژياز اثر س يون، ناشيداسيسكدر مهار ا
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Abstract 
This study was conducted to compare four common methods of measuring performance and 

optimize the antioxidant effects of methanol extract of Pistacia vera var. Sarakhs Kernel. In 
evaluation the results of the four methods, DPPH, FRAP, BCB and TBARS the significant 
differences were observed at 5%. DPPH method has the highest efficiency (95.409) and then as 
FRAP, BCB and TBRAS with the inhibition of 89.9, 78.00 and 60.4 has the highest functional. IC50 
index to express the inhibitory effects of free radicals DPPH method was used. The results of IC50, 
compared with BHT were 32.994 and 7.27, respectively. The difference in levels of antioxidant 
compounds in  various assays depends on the type of solvent, dissolution properties, types of 
antioxidant compound in extract, the ability of secondary metabolites extract and the way which 
these compounds are chemically reacts. Hence, the select of effective methods and eliminate assays 
that do not express the desired effects are recommended.   
Keywords: BCB, DPPH, FRAP, TBARS 


