
 

 

  گيري روغن در بذر اندازه
ميلي 18گردد و با در اين روش يك گرم بذر وزن مي. گيري روغن در بذر از روش وزني استفاده شد براي اندازه

اند در يك هاون خرد شده و مخلوط بهمخلوط شدهبا هم  2: 3نسبت حجمي  هگزان و ايزوپروپانول كه به -ليتر محلول ان
ليتر ميلي 6سپس هاون و دسته هاون با . دست آمده توسط كاغذ صافي درون بشري كه از قبل وزن شده بود، صاف گرديد

هگزان و -محلول صاف شده پس از تبخير ان. گرددهگزان و ايزوپروپانول شستشو داده شده و مجددا صاف مي -محلول ان
و وزن ثانويه آن مقدار روغن موجود در يگ گرم بذر را ) بشر خالي(اختلاف وزن اوليه بشر . گردد پروپانول توزين ميايزو

  .ازاي گرم وزن تر بافت محاسبه گرديد گرم به در نهايت مقدار روغن بر حسب ميلي. دهدنشان مي
ن گياهان كم بود بنابراين يك مرحله ديگر به روش بالا اينكه در اين روش مقدار روغن برآورد شده براي اي نظر به: نكته مهم
هاي  ايزوپروپانول خرد شدند مستقيما به لوله -صورت كه بعد از اين كه بذر در هاون با محلول ان هگزان بدين. اضافه شد

قه سانتريفيوژ دقي 10مدت  به 1000ها با دور  بعد اين لوله. كردن صورت نگرفت اتيلني منتقل شدند و ديگر عمل صاف پلي
شدند و بعد از سانتريفيوژ فاز بالايي به داخل بشر از قبل وزن شده ريخته شد و عمل تبخير صورت گرفت و دوباره بشر وزن 

  .باشد شد كه اختلاف وزن درصد روغن مي
  

صورت كه  بدين. ودش سديم استفاده مي در مواردي كه در عصاره الكلي رنگيزه وجود دارد براي حذف رنگيزه از سولفات: نكته
ليتر از اين  ميلي 12ليتر عصاره الكلي  ميلي 24ازاي هر  بعد از آن به. گردد ليتر آب مقطر حل مي ميلي 30گرم از اين ماده در  2

در . شود شود و براي يك دقيقه تكان داده مي بعد در قيف محكم مي. شود شود و در قيف جداكننده ريخته مي ماده اضافه مي
شود اين عمل  شود تا گاز تشكيل شده خارج مي شود و آرام انتهاي آن باز مي طرف بالا نگهداشته مي سر قيف بهحين كار 

نشين  سديم ته ها در انتهاي قيف با سولفات رنگيزه. شود بعد از يك دقيقه، سر قيف برداشته مي. شود چندين بار انجام مي
  .ادامه كار مثل بالا است. گردد از الكلي جدا ميآرامي از ف گردد كه با بازكردن دهانه قيف به مي

  
  گيري قندهاي محلول استخراج و اندازه

  استخراج قندهاي محلول
 5گرم از بافت تر گياهي با  ميلي 40در اين روش . انجام شد) 1996(استخراج قندهاي محلول با استفاده از روش اوموكولو 

. گراد قرار گرفت درجه سانتي 70با دماي ) ماري بن(دقيقه در حمام آب گرم  10مدت  درصد مخلوط و به 80ليتر اتانول  ميلي
دست آمده حاوي  سانتريفيوژ گرديد و محلول شفاف به g1000 دقيقه با دور  15مدت  دست آمده به هاي الكلي به عصاره

در نهايت . انده تكرار گرديدجا م مرتبه ديگر بر روي بقاياي بافتي به 4قندهاي محلول به يك بشر منتقل شد و عمل فوق 
 1دست آمده به نسبت  براي حذف كروفيل، عصاره به. پنجم اوليه رسيد عصاره الكلي با حرارت تغليظ شده و حجم آن به يك

اين عمل سبب جدا شدن . حال سكون رها شد دقيقه به 5مدت  با كلروفرم مخلوط گرديد و بعد از ورتكس كردن به 5به 
فاز شفاف . شد           ساتريفيوژ g 10000دقيقه با سرعت  10مدت  آمده  بهدست   فاز آبي رويين به. گرديد كلروفيل از فاز آبي

   . گيري انواع قندهاي محلول استفاده شد بالايي جدا شده و از آن براي اندازه
در اين هنگام ) ليتر ميلي 4مثال  براي(شود  ليتر مي ميلي 5برخي اوقات در هنگام تبخير مقدار عصاره الكلي كمتر از : نكته
هاي بعدي بر روي اين  گيري و اندازه) شود ليتر آب اضافه مي يعني يك ميلي(توان مقدار كم شده را با آب تكميل كرد  مي

  .شود عصاره الكلي انجام مي



 

 

صورت  بدين. شود ستفاده ميزدايي از پودر زغال ا شود كه براي رنگ برخي اوقات در عصاره الكلي قندي رنگيزه وارد مي: نكته
دقيقه سانتريفيوژ  15مدت  به g4000شود و در  گرم پودر زغال اضافه مي ميلي 200ليتر از عصاره قندي،  ميلي 20ازاي هر  كه به
 .شود مي

  
  گيري قند كل اندازه
 200(ليتر  ميلي 2/0كل گيري قند  براي اندازه. انجام گرديد) 1950( همكاران و كريدي مكروش   گيري قند كل به اندازه

درجه  100دقيقه در حمام آب گرم با دماي  20مدت  ليتر آنترون مخلوط و به ميلي 3از عصاره تغليظ شده با ) ميكروليتر
  .گيري شد نانومتر اندازه 620ها پس از سردشدن در طول موج  ميزان جذب نور هر يك از نمونه. گراد قرار گرفت سانتي

گرم  ميلي 1قند كل نمونه، ابتدا بايد منحني استاندارد قند كل رسم گردد كه براي رسم آن از محلول گلوگز گيري  قبل از اندازه
گرم گلوگز را با  ميلي 5توان  گيري بيشتر گردد، مي لازم به ذكر است كه براي آنكه دقت اندازه. ليتر آب استفاده شد ميلي 1در 

، 60، 40، 20، 0اي مقادير  هاي آزمايش شيشه پس از تهيه محلول گلوگز، در لوله. ليتر آب مخلوط كرد و استفاده كرد ميلي 5
در . ميكروگرم گلوگز بود، اضافه گرديد 100و  80، 60، 40، 20، 0ترتيب حاوي  ميكروليتر از محلول فوق كه به 100و  80

عنوان شاهد استفاده شد  فاقد گلوگز بود بهلوله آزمايشي كه . ميكروليتر رسانده شد 200ها با آب مقطر به  نهايت حجم محلول
هاي آزمايش  هاي آزمايش اضافه شد و پس از اضافه كردن، لوله ليتر آنترون به هر كدام از لوله ميلي 3پس از آن ). بلانك(
متر نانو 620گراد قرار گرفت و پس از سرد شدن در طول موج  درجه سانتي 100دقيقه در حمام آب گرم با دماي  20مدت  به

  ).جدول و شكل زير( قرائت گرديد 
بعد از . ليتر آب رقيق شد ميلي 30درصد با  98ليتر اسيدسولفوريك  ميلي 76ليتر معرف آنترون، ابتدا  ميلي 100براي تهيه : نكته

  .گرم آنترون در آن حل گرديد و در ظرف كهربايي نگهداري شد ميلي 150سرد شدن 
  .ايد كم كم در آب ريخته شود و آب در اسيد ريخته نشود زيرا احتمال خطر وجود داردلازم به ذكر است كه اسيد ب: نكته

  
  
  
  
  

  )1950( و همكاران كريدي طرز تهيه نمودار استاندارد قند كل به روش مك - 1- 3جدول
مقدار محلول گلوگز  شماره لوله آزمايش

  )ميكروليتر(
 آب مقطر     

  )ميكرو ليتر( 
معرف آنترون        

  )ميلي ليتر(
جذب نور در طول موج 

  نانومتر 620
1  0 200 3  0  
2  20 180 3  402/0  
3  40 160 3  598/0  
4  60 140 3  868/0  
5  80 120 3  1.075  
6  100 100 3  1.335  

  

  



 

 

  
  )1950(كريدي و همكاران  نمودار استاندارد گلوكز به روش مك - 1- 3شكل 

شود عدد خوانده شده بايد در  اصلي پس از اعمال تيمار با اسپكتوفتومتر خوانده ميلازم به ذكر است كه وقتي نمونه : نكته
ليتر از عصاره  ميلي 1/0ليتر،  ميلي 2/0جاي  رنج اعداد منحني استاندارد باشد و اگر بالاتر از اعداد منحني استاندارد بود بايد به

  .راحل بعدي ادامه پيدا كندسي آب اضافه گردد و بعد م سي 1/0الكلي برداشته شود و به آن 
  گيري قنداي احيايي اندازه

ليتر از عصاره تغليظ شده  ميلي 5/1گيري قندهاي احيايي  براي اندازه. گيري شدند اندازه) 1959(قندهاي احيايي به روش ميلر 
دقيقه در حمام آب گرم  20مدت  نيتروساليسيليك اسيد مخلوط شده و به ليتر از معرف دي ميلي 5/1حاوي قندهاي محلول با 

به آن افزوده و پس  40%ليتر پتاسيم سديم تارتارات  ميلي 5/0پس از آن بلافاصله . گراد قرار گرفت سانتي  درجه 90در دماي 
  .نانومتر خوانده شد 575ها جذب نور آنها در طول موج  از سرد شدن لوله

هاي آزمايش،  به هر يك از لوله. ليتر استفاده شد گرم در ميلي ميلي 1براي تهيه منحني استاندارد از محلول گلوگز با غلظت 
، 200، 150، 100، 0ميكروليتر از محلول گوكز كه به ترتيب حاوي  1000، و 800، 600، 400، 200، 150، 100، 0مقادير 

 5/1آب مقطر به هاي آزمايش توسط  در نهايت حجم لوله. ميكروگرم گلوكز بودند، اضافه گرديد 1000، و 800، 600، 400
پس از انجام مراحل ذكر شده در . عنوان شاهد در نظر گرفته شد هاي آزمايشي كه فاقد گلوكز بود، به لوله. ليتر رسانده شد ميلي

  ).2-2شكل (نانومتر خوانده شد و با استفاده از آن منحني استاندار رسم گرديد  575بالا ميزان جذب نور در طول موج 
گرم هيدروكسيد سديم را در آب مقطر حل كرده و سپس  1نيترو ساليسيليك اسيد،  ليتر معرف دي ميلي 100براي تهيه : نكته

گرم  2/0نيترو ساليسيليك اسيد را با  گرم دي 1در ظرف ديگري . گردد به آن اضافه مي) Na2SO3(گرم سولفيت سديم  05/0

  .رسد ليتر مي ميلي 100آب مقطر به جم نهايي شود و با  فنل در آب مقطر حل كرده و به محول اول اضافه مي

  
  
  
  

y = 0.0128x + 0.0727
R² = 0.9893
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  )1959(طرز تهيه نمودار استاندارد قندهاي احيايي به روش ميلر  -2- 3جدول 

  شماره لوله
گرم درميلي1گلوكز

  ليتر  ميلي
  )ميكروليتر(

  آب مقطر 
  )ميكروليتر(

نيترومعرف دي
ساليسيليك اسيد 

  )ليتر ميلي(

  پتاسيم  40%محلول 
  تارتاراتسديم 

  )ليتر ميلي( 

  جذب نور
  در طول موج 
  نانومتر 575 

1  0 1500 5/1 5/0  0  
2  100 1400 5/1 5/0  017/0  
2  150 1350 5/1 5/0  082/0  
4  200 1300 5/1 5/0  187/0  
5  400 1100 5/1 5/0  649/0  
6  600 900 5/1 5/0  088/1  
7  800 700 5/1 5/0  455/1  
8  1000 500 5/1 5/0  864/1  

  
 

  
  )1959(نمودار استاندارد قندهاي احيايي به روش ميلر  - 2- 3 شكل

  غيراحيايي قندهاي گيري اندازه
 1/0با  شده تغليظ الكلي عصاره از ليتر ميلي 1/0منظور  بدين .گيري شدند اندازه) 1968(قندهاي غيراحيايي به روش هاندل 

 قرار داده گراد سانتي درجه 100 دماي در ماري بن در دقيقه 10مدت  به و درصد مخلوط شده 30 هيدروكسيد پتاسيم ليتر ميلي

 درجه 40 دماي با ماري بن در دقيقه 20 مدت و به آن افزوده به آنترون معرف ليتر ميلي 3 ها، شدن لولهد سر از پس .شد

در نهايت با توجه به . شد قرائت نانومتر 620طول موج  در ها نمونه از يك هر نور جذب سپس .گرفتند گراد قرار سانتي
  .آيد دست مي ها ميزان قند غيراحيايي به دست آمده از نمودار استاندارد و جذب نور در نمونه فرمول به

  غيراحيايي قندهاي استاندارد نمودار تهيه
آزمايش،  لوله هر به. شد استفاده مقطر آب ليتر ميلي در گرم ميلي يك غلظت با ساكارز محلول از استاندارد نمودار تهيه براي

 ميكروگرم 100، 80، 60، 40، 20، 0حاوي  ترتيب به كه ساكارز پايه محلول از ميكروليتر 100، 80، 60، 40، 20، 0 مقادير

y = 0.002x ‐ 0.1435
R² = 0.9908
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 كه لوله آزمايشي .شد رسانده ميكروليتر 100 به مقطر آب با آزمايش هاي لوله حجم نهايت در .گرديد اضافه ساكارز بودند،

 30 پتاسيم هيدروكسيد ليتر محلول ميلي 1/0مخلوط حاصل  به سپس .شد گرفته نظر در شاهد عنوان به ساكارز بود، فاقد

 3 ها، لوله سردشدن از پس .شد داده قرار گراد سانتي درجه 100دماي  در ماري بن در دقيقه 10 مدت و به اضافه درصد
 سرد از پس .گرفت قرار گراد سانتي درجه 40 دماي با ماري بن در دقيقه 20 مدت به و افزوده به آن آنترون معرف ليتر ميلي

  گرديد رسم غيراحيايي قندهاي استاندارد نمودار و قرائت نانومتر 620 طول موج در جذب نور ها، لوله شدن
  

  )1968(طرز تهيه نمودار استاندارد قندهاي غير احيايي به روش هاندل  - 3- 3جدول

  شماره لوله
  مقدار محلول 

  ساكارز
  )ميكروليتر( 

  آب مقطر
  )ميكروليتر(

  محلول 
هيدروكسيد پتاسيم 

  )ليتر ميلي(درصد 30

  معرف آنترون
  )ليتر ميلي(

  جذب نور
  در طول موج 
  نانومتر 620 

1  0  100  1/0  3  0  
2  20  80  1/0  3  197/0  
3  40  60  1/0  3  490/0  
4  60  40  1/0  3  703/0  
5  80  20  1/0  3  909/0  
6  100  0  1/0  3  208/1  

 
  
  

 
 
 

  )1968(نمودار استاندارد قندهاي غير احيايي به روش هاندل  -3-3شكل

  نكات
 . محلول پس از اضافه شدن معرف آنترون زرد و پس از حمام سبز رنگ شد

y = 0.0128x ‐ 0.0147
R² = 0.9966
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 .نمونه ي شاهد زرد رنگ باقي ماند
  .دقت شود در اين كار وسايل مورد استفاده شده كاملا تميز و خشك باشند

  فروكتوزگيري  اندازه
ليتر از عصاره الكلي تغليظ شده،  ميلي 2بدين منظور به . انجام گرديد) 1957(گيري فروكتوز با استفاده از روش اشول  اندازه

ها را در حمام آب گرم با  لوله. ليتر اسيد كلريدريك رقيق اضافه گرديد ميلي 7سورسينول و  ليتر معرف ري ميلي 1ترتيب  به
ور ساخته تا  دقيقه در آب غوطه 5مدت  هاي آزمايش را به قرار داده و پس از آن، لوله 10مدت  راد بهگ درجه سانتي 80دماي 

  .شد دقيقه قرائت 30در فاصله   نانومتر 520طول موج  در ها نمونه از يك هر محلول رنگي جذب سپس. خنك شوند
. كنيم ليتر آب مقطر حل مي ميلي 50گرم فروكتوز را در  ميلي 5براي رسم تهيه منحني استاندارد : تهيه نمودار استاندارد فروكتوز

ليتر از محلول استاندارد،  ميلي 1و  8/0، 6/0، 4/0، 2/0، 0اي مقادير  هاي آزمايش شيشه پس از تهيه محلول فروكتوز، در لوله
عنوان  كه فاقد فروكتوز بود به لوله آزمايشي. ليتر رسانده شد ميلي 2ها با آب مقطر به  در نهايت حجم محلول. اضافه گرديد

ليتر اسيد كلريدريك رقيق به هر كدام از  ميلي 7سورسينول و  ليتر معرف ري ميلي 1پس از آن ). بلانك(شاهد استفاده شد 
 80دقيقه در حمام آب گرم با دماي  10مدت  هاي آزمايش به ترتيب اضافه شد و پس از اضافه كردن، لوله هاي آزمايش به لوله

بعد از آن . ور كرده تا خنك شوند دقيقه در آب غوطه 5مدت  به هاي آزمايش را   گراد قرار گرفتند و سپس لوله سانتي درجه
  ).و شكل زير 2جدول(  دقيقه قرائت گرديد 30در فاصله   نانومتر 520طول موج  در ها نمونه از يك هر محلول رنگي جذب

اوره را در  گرم تيوه 25/0سورسينول و  گرم ري 1سورسينول ،  از معرف ري ليتر ميلي 100براي تهيه : سورسينول معرف ري
  .اين معرف در تاريكي پايدار است. ليتر اسيد استيك يخي حل گرديد ميلي 100

  .قسمت اسيد كلريك غليظ با يك قسمت آب مقطر مخلوط گرديد 5: اسيد كلريدريك رقيق
  

  
  
  

  )1957(فروكتوز به روش اشول  طرز تهيه نمودار استاندارد قند  - 4- 3جدول

شماره 
  لوله 

مقدار محلول
فروكتوز 

  )ليتر ميلي(

  آب مقطر
  )ليتر ميلي(

معرف
سورسينول      ري
  )ليتر ميلي(

اسيد كلريدريك 
  )ليتر ميلي(رقيق 

  جذب نور 
  در طول موج

  نانومتر 520 
1  0 2 1 7  0  
2  2/0 180/0 1 7  144/0  
3  4/0 160/0 1 7  293/0  
4  6/0 140/0 1 7  408/0  
5  8/0 120/0 1 7  463/0  
6  1 1/0 1 7  555/0  

 



 

 

  
 

  )1957(نمودار استاندارد قند فروكتوز به روش اشول   - 4- 3شكل 

  

  نشاسته گيري اندازه و استخراج

  استخراج نشاسته
 جا به بافتي بقاياي از گرم ميلي 40 روش اين در .تگرف صورت) 1950( همكاران و كريدي مك روش با نشاسته استخراج

 آن به صلهابلاف و شد نگهداري يخ در و افزوده آن به مقطر آبليتر  ميلي 2/0ريخته و  ميكروتيوب در را بافت گياهي مانده
 4/0 مدت، اين گذشت از پس .شد نگهداري يخ در دقيقه 15 مدت به و افزوده درصد 52 پركلريك اسيدليتر  ميلي 26/0

 به بالايي فاز سانتريفيوژ،پس از. سانتريفيوژ گرديد g 5800 سرعت با دقيقه 10 مدت به و افزوده آن به مقطر آب ليتر ميلي

ليتر  ميلي 13/0ليتر آب مقطر و  ميلي 1/0نيز با  مانده باقي رسوبات. گرديد نگهداري يخ در و شد منتقل آزمايش لوله درون
 فاز حجم نهايت در و شد منتقل اول لوله به آن بالايي فاز سانتريفيوژ،درصد مجددا استخراج و پس از 52اسيد پركلريك 

  .شد استفاده نشاسته گيري اندازه براي آن از و شد رسانده ليتر ميلي 2با آب مقطر به  آزمايش لوله درون محلول
  

   نشاسته گيري اندازه
 حاوي عصاره از ليتر ميلي 2/0، روش اين در. شد استفاده ) 1950( همكاران و كريدي مك روش از نشاسته گيري اندازه براي

 سرد از پس .گرفت قرار گراد سانتي درجه 100 دماي در دقيقه 20 مدت به و مخلوط آنترون معرف از ليتر ميلي 3 با نشاسته

گيري مقدار نشاسته از نمودار استاندارد قند  براي اندازه .شد قرائت نانومتر 620 موج طول در ها نمونه نور جذب ها لوله شدن
  .استفاده گرديد) 1-3شكل (كل 

  و كل و كاروتنوئيدها a  ،bتعيين غلظت كلروفيل 
سپس محلول حاصل به . اييده شددرصد س 80ليتر استن  ميلي 10گرم از بافت تر گياه در داخل هاون چيني با  ميلي 100ابتدا 
. درصد شسته و به محلول درون لوله اضافه گرديد 80بقاياي موجود در هاون، با مقداري استن هاي سانتريفوژ انتقال و  لوله

ليتري انتقال يافته و  ميلي 25محلول فوقاني به بالن ژوژه . سانتريفوژ شدند rpm 6000دقيقه در  10مدت  ها به سپس لوله
با روش اسپكتروفتومتري با دستگاه و كارتنوئيد روفيل گيري كل اندازه. ليتر رسيد ميلي 25درصد به  80حجم آن توسط استن 

y = 0.005x + 0.0357
R² = 0.9744
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نانومتر خوانده  663و  645 ،510، 480 ها را در طول موج به اين ترتيب كه مقدار جذب  محلول. اسپكتروفتومتر انجام گرفت
  : بر اساس روابط زير محاسبه گرديد، كل و كاروتنوئيد  a ،b و مقدار كلروفيل 

Chl.a mg/g FW=[ 7/12  ( A663) – 69/2  (A 645)] × V/W 

Chl.b mg/g FW=[ 9/22  ( A645) – 68/4  (A 663)] × V/W 

Chl. total mg/g FW=[ 2/20  ( A645) + 02/8  (A 663)] × V/W 

C mg/g FW = [ 6/7  (A 480) – 49/1  (A  510 )] × V/W 

480A ،510A  ، 645A  و A663 663و  645 ، 510، 480 در طول موجبه ترتيب عبارتند از مقدار جذب خوانده شده 
  .وزن بافت تر است Wليتر و  حجم نهايي استن مصرفي بر حسب ميلي Vنانومتر، 

  گيري آنتوسيانيناندازه
ليتر  ميلي 10گرم از سير تازه را با  1صورت كه بدين. صورت گرفت) 1979(بر طبق روش وانگر  تعيين مقدار آنتوسيانين

پس از اين به . ندگراد قرار داده شد درجه سانتي 4ساعت در تاريكي در دماي  24ها براي عصارهمتانول اسيدي ساييده و 
 S 2000 ، عصاره را سانتريفوژ نموده و جذب محلول رويي با استفاده از اسپكتوفتومتر g4000دقيقه در دور  10مدت 

uv/vis  ده از فرمول مقدار آنتوسيانين با استفا. نانومتر قرائت شد 520در طول موجA=εbc دست آمد كه در آن مقدار  بهε 
مقدار  cمتر و  سانتي 1گيري برابر  عرض كووت اندازه bمقدار جذب،  mMcm-1 3300 ،A يا ضريب خاموشي معادل

در نهايت ميزان آنتوسيانين بر حسب ميكرو مول در گرم وزن تر سير . باشدآنتوسيانين بر حسب مول بر گرم وزن تر گياه مي
 .تازه بيان گرديد

  گيري فعاليت آنزيم ليپاز اندازه
ليتر  ميلي 6گرم بافت تر گياه با  2در اين روش ابتدا . انجام گرديد )2002(پور و باهالتا  فعاليت آنزيم ليپاز به روش صادقي

 1منيزيم  مولار، سولفات ليمي 10مولار، كلريد پتاسيم  4/0، ساكاروز 5/7مولار با اسيديته  1/0بافر استخراج شامل تريس بازي 
مولار،  ميلي 1 (PMSF)فلورايد  مولار، فنيل متيل سولفونيل ميلي 1 (ETDA)مولار، اتيلن دي آمين تترا استيك اسيد  ميلي

سپس . اون سرد خرد و هموژنيزه گرديدهمولار در  ميلي 50مركاپتواتانل  -2درصد و  6/0 (PVPP)پلي ونيل پلي پيروليدون 
سانتريفوژ شد و فاز رويين  g   ×5800دقيقه در  15مدت  پس از صاف شدن توسط دو لايه پارچه ململ، به عصاره حاصل

ليتر بافر  ميلي 2فاز رويين روغني برداشت شده پس از سانتريفوژ در  .كار رفت گيري فعاليت آنزيم ليپاز به روغني براي اندازه
ليتر از مخلوط  ميلي 1/0سپس . طور كامل هموژن گرديد مولار به 2/0ساكاروز حاوي  5/7ميلي مولار با اسيديته  20تريس 

مخلوط گرديد و  9و  5/7مولار با اسديته  1/0، بافر تريس 5/4مولار با اسديته  1/0ليتر بافر استات سديم  ميلي 9/0حاصل با 
ليتر از مخلوط  ميلي 1/0ك ساعت، هر بار مدت ي اي به نگهداري شد و در فواصل ده دقيقه C 35°در حمام آب گرم با دماي 

ميزان اسيدچرب آزاد شده در مخلوط واكنش به روش . فعاليت آنزيمي متوقف گرديد C 90°واكنش برداشت شد و در دماي 
برداشت شده از مقادير . گيري شد  اندازه) 1969رابرتي و همكاران  جك(  .Chakrabarty et al (1969)اسپكتروفتومتري 

چرب آزاد شده در فاز بنزني استخراج  ليتر بنزن با استفاده از ورتكس مخلوط گرديد تا اسيدهاي ميلي 1ي مختلف با ها زمان
ليتر بنزن  ميلي 6/1ليتر از فاز بنزني برداشت شد و با  ميلي 4/0، مقدار g × 1000دقيقه در  5مدت  پس از سانتريفوژ به. شوند

دقيقه جذب نور در طول  30پس از گذشت . به آن افزوده شد 6Gمعرف رودآمين  ليتر ميلي 1مخلوط گرديد و در نهايت 
  .گيري شد نانومتر اندازه 535موج 



 

 

و  240، 200، 160، 120، 80، 40، 0متري مقادير  ميلي 12×  100هاي آزمايش  چرب به لوله براي تهيه نمودار استاندارد اسيد
نانومول  560و  480، 400، 320، 240، 160، 80، 0ترتيب حاوي  بنزن كه بهميكرومتر از محلول اسيد استئاريك در  280

لوله آزمايشي كه . ليتر رسانده شد ميلي 1هاي آزمايش با محلول بنزن به  در نهايت حجم لوله. اسيدچرب بودند، منتقل گرديد
به آن افزوده شد و جذب  6Gرودآمين  ليتر معرف ميلي 5/0سپس . عنوان شاهد در نظر گرفته شد فاقد اسيد استئاريك بود به

در نهايت با استفاده از مقادير جذب نور بدست آمده نمودار ). 5-3جدول(نانومتر به دست آمد  535موج ها در طول  نور آن
  .استاندارد اسيدچرب رسم گرديد
 7/9مولار با اسيديته  2/0 (KH2PO4)ليتر بافر فسفات  ميلي 25در  6Gآمين  گرم رود ميلي 25براي تهيه معرف رودآمين ابتدا 

استخراج ) دكانتور(ليتر بنزن در يك قيف جدا كننده  ميلي 500سپس محلول حاصل با . مولار حل شد 2/0 (NaOH)و سود 
ظرف كهربايي منتقل شده و پس از افزودن اندكي سود   در نهايت فاز آبي دور ريخته شد و فاز بنزني نارنجي رنگ به. گرديد

  .نگهداري گرديد در تاريكي
  

   (1969) رابرتي و همكاران جك طرز تهيه نمودار استاندارد اسيدچرب به روش -5- 3جدول 

  شماره لوله 
محلول اسيد 
  استئاريك

  )ميكروليتر(

مقدار اسيد 
  استئاريك

  )نانو مول(

محلول بنزن 
  )ميكروليتر(

  معرف
  6Gآمين  رود
  )ليتر ميلي(

  جذب نور
  در طول موج

  نانومتر 535
1  0  0  1000  5/0  0  
2  40  80  960  5/0  051/0  
3  80  160  920  5/0  102/0  
4  120  240  880  5/0  141/0  
5  160  320  840  5/0  212/0  
6  200  400  800  5/0  250/0  
7  240  480  760  5/0  313/0  
8  280  560  720  5/0  328/0  

  
  



 

 

  
   (1969) رابرتي و همكاران جك نمودار استاندارد اسيدچرب به روش - 5-3شكل 

  

  گيري فعاليت آنزيم پروتئاز اندازه
 10ليتر بافر استخراج شامل  ميلي 5گرم از بافت تر گياه با  1ابتدا . انجام گرديد )1938(آنسون  به روشفعاليت آنزيم پروتئاز 

ليتر از عصاره  ميلي 1. در هاون سرد خرد و هموژنيزه شد pH=5/7كلسيم  با  مولار استات ميلي 5سديم و   مولار استات ميلي
سپس مخلوط حاصل با . درصد كازئين بود، انتقال داده شد 65/0ليتر محلول  ميلي 5فوق را به لوله آزمايش كه داخل آن  

بعد از . ري شدگراد نگهدا درجه سانتي 37دقيقه در حمام آب گرم با دماي  10استفاده از ورتكس  مخلوط گرديد و به مدت 
وسيله ورتكس مخلوط شد و سپس  مخلوط فوق به. مولار به آن اضافه گرديد ميلي 110ليتر تري كلرواستيك اسيد  ميلي 5آن 

سپس محلول حاصل با استفاده از كاغذ واتمن . دقيقه قرار گرفت 30گراد به مدت  درجه سانتي 37در حمام آب گرم با دماي 
 5ترتيب  پس از آن به. ليتر از محلول صاف شده به لوله آزمايش منتقل گرديد ميلي 1از آن بعد . صاف گرديد 5/0شماره 
. به لوله آزمايش اضافه گرديد سيوكالتوليتر معرف فولين  ميلي 1و  pH=5/7مولار با   ميلي 500سديم  ليتر محلول كربنات ميلي

گراد قرار داده  سانتي درجه 37حمام آب گرم با دماي دقيقه در  30مدت  سپس محلول حاصل با ورتكس هموژنيزه شد و به
  .گيري شد نانومتر اندازه 660سپس جذب نور در طول موج . شد

 12×  100هاي آزمايش  در لوله. مولار استفاده شد ميلي 1/1تايروزين با غلظت  براي تهيه نمودار استاندارد از محلول ال
هاي  در نهايت حجم لوله. تايروزين اضافه گرديد ليتر  محلول ال ميلي 50/0، 40/0، 20/0، 10/0، 05/0، 0متري مقادير  ميلي

به  سيوكالتوليتر معرف فولين  ميلي 1سديم و  ليتر كربنات ميلي 5ترتيب  سپس به. ليتر رسانده شد ميلي 2آزمايش توسط آب به 
هاي آزمايش  لوله. عنوان شاهد استفاده شد ن بود بهتايروزي آزمايشي كه فاقد ال لوله. هاي آزمايش اضافه گرديد هر يك از لوله

سپس . دقيقه در حمام آب گرم قرار داده شد 30مدت  هاي آزمايش به پس از آن لوله. با استفاده از ورتكس مخلوط گرديد
  .نانومتر قرائت گرديد 660ها  در طول موج  جذب نور هر يك از محلول

  .ليتر آب مقطر مخلوط كنيد ميلي 40را با  سيوكالتو ليتر فولين يليم 10،  سيوكالتو براي تهيه معرف فولين -
درجه  80 – 90در دماي  pH=5/7پتاسيم با  ليتر بافر فسفات ميلي 125گرم كازئين را در  65/0براي تهيه محلول كازئين،  -

  ).نجوشد(دهيم  دقيقه حرارت مي 10مدت  گراد به سانتي

y = 0.0012x + 0.0029
R² = 0.9917
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 80-90يونيزه شده در دماي  ليتر آب دي ميلي 100گرم آز آنرا در  02/0مولار،  ميلي 1/1تايروزين  براي تهيه محلول ال -
  . كنيم تا كاملا حل گردد و بعد در دماي اتاق سرد مي) نجوشد( دهيم  حرارت مي

  
  )1938(آنسون طرز تهيه نمودار استاندارد پروتئاز به روش  -6- 3جدول 

  ولهشماره ل
  تايروزين ال
  )ليتر ميلي(

  آب مقطر
  )ليتر ميلي(

 محلول
  سديم  كربنات

  )ليتر ميلي(

  سيوكالتو فولين
  )ليتر ميلي(

  جذب نور
  در 
  نانومتر 660

1  0 2 5 1  0  
2  05/0 95/1 5 1  057/0  
3  10/0 90/1 5 1  123/0  
4  20/0 80/1 5 1  234/0  
5  40/0 60/1 5 1  485/0  
6  50/0 50/1 5 1  560/0  

  

  
  )1938(آنسون نمودار استاندارد پروتئاز به روش   - 6-3شكل 

  

  گيري فعاليت آلفاآميلاز اندازه
 10ليتر بافر فسفات  ميلي 20ابتدا يك گرم از بافت تر گياه با . انجام گرديد) 1955(فعاليت آنزيم آلفاآميلاز به روش برنفلد 

سپس عصاره . ساييده شددر داخل هاون چيني باشد، در دماي اتاق  مي NaClمولار  ميلي 50كه حاوي  pH=2/7مولار با  ميلي
حاوي   سپس لوله. روي شيكر قرار گرفت  ساعت لوله حاوي نمونه 24مدت  به. سانتريفوژ انتقال داده شد   حاصل به لوله

و  شد منتقل آزمايش لوله درون به بالايي فاز سانتريفيوژ،پس از. سانتريفوژ شد rpm 2000دقيقه در  35مدت  عصاره به
پس از سانتريفيوژ، فاز . ساعت روي شيكر قرار داده شد 2مدت  سي از بافرفسفات به سي 10مانده نيز با افزودن  رسوبات باقي

گراد  درجه سانتي -20در دماي نمونه در صورت انجام نشدن آزمايش در همان روز . بالايي آن به لوله اول منتقل شد
ها  درصد به ترتيب به لوله 1ليتر محلول نشاسته  ليتر عصاره آنزيمي فوق و نيم ميلي بعد از آن نيم ميلي. شود نگهداري مي

y = 1.1224x + 0.0048
R² = 0.9994
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پس از آن لوله حاوي . گراد قرار گرفت درجه سانتي 100دقيقه در حمام آب گرم با دماي  10مدت  سپس به. اضافه گرديد
نيترو  ليتر معرف دي ميلي 3سپس به مخلوط حاصل . قرار داده شدگراد  درجه سانتي 37دقيقه در دماي  3مدت  نمونه به

  سردشدن از پس. گراد قرارداده شد درجه سانتي 100دقيقه در حمام آب گرم با دماي  5مدت  اسيد اضافه و به ساليسيليك
براي . نانومتر قرائت گرديد 510ليتر تارتارات سديم پتاسيم به آن افزوده و مقدار فعاليت آنزيم در طول موج  ميلي 1، ها لوله 

  خراج عصاره از برگ گياهتاس .گيري مقدار آلفاآميلاز از نمودار استاندارد گلوكز استفاده گرديد اندازه
ي پودر هانمونه. ندسپس در آسياب به صورت پودر در آمد برگها در محيط آزمايشگاه و در دماي طبيعي خشك شدهابتدا  

درصد  80سي سي متانول  50ميلي ليتري ريخته شد و سپس به آن  50گرم از پودر نمونه در ارلن  5وزن شده و مقدار  شده
 متانوليمحلول ساعت با استفاده از كاغذ صافي  24پس از . )بايد باشد10به 1نسبت نمونه به محلول متانولي (  اضافه شد

پس  .ا به دستگاه روتاري براي خارج كردن متانول از عصاره  انتقال داديممتانولي ر محلول پس از آن. صاف شد حاوي نمونه
و براي اندازه گيري فنل ، فلاوونوئيد و  فعاليت آنتي  شد در ظرف كوچكي ريخته از تبخير متانول در دستگاه، عصاره خالص

  .اكسيداني استفاده شد
  

  DPPHاندازه گيري آنتي اكسيدانت به روش 
ابتدا از .مورد ارزيابي قرار گرفت) 2008( ابراهيم زاده و همكاران روش ، با)DPPH(هاي دي پي پي اچ لميزان مهار راديكا

وزن مورد نظر را برداشته در مقدار كمي متانول حل . سي سي  متانول حل كرديم 25ميلي گرم وزن نموده در  40عصاره بالا 
ره چسبناك است و وزن كردن آن سخت است پس اول بالن چون عصا. سي سي با متانول رسانديم 25كرده سپس به حجم 

  . رقم اعشار باشد 4دقت ترازو براي اين كار بايد تا . سي سي روي ترازو صفر كرديم و نمونه را در ان مي ريزيم 25
سي سي  100ميلي گرم در  4را به غلظت  DPPHدر اين مرحله راديكال  راديكال پايدار دي فنيل پيكريل هيدرازيل يا  

هائي با براي اين منظور، محلول.  .غلظت بايد ساخته شود 5سپس براي هر عصاره . )ميلي مولار 0.1( متانول حل مي كنيم
. كنيملوله انتخاب مي 5پس  .ها در حلال متانول آماده شدندليتر از تمامي عصارهگرم در ميليميكرو 5/12-500هاي غلظت

لوله با غلظت  5پس . اضافه مي كنيم DPPHسي سي عصاره به  2سپس  .مي ريزيم DPPHسي سي  2ابتدا در همه لوله ها 
دقيقه در محيط تاريك قرار مي گيرد و در  15بعد از اين كار لوله ها بمدت  .يكسان داريم DPPH وهاي متفاوت عصاره 

د در نظر مي گيريم اين لوله ماكزيمم علاوه بر لوله هاي مذكور يك لوله براي شاه. شوندنانومتر خوانده مي 517طول موج 
 .اسپكت بايد با متانول صفر شود. داردسي سي متانول  2و  DPPHسي سي 2جذب را دارد و فقط 

يعني غليظ ترين لوله كه بيشترين عصاره را دارد زرد . معمولا رنگ لوله ها در جهت افزايش غلظت از ارغواني به زرد است
:   شوداعداد زير توسط فرمول زير به درصد مهار تبديل مي .است  DPPHت و مربوط بهاست و كمترين غلظت ارغواني اس

از ( عدد شاهد كم كرده و بر عدد شاهد تقسيم مي كنيم بنابراين براي هر جذب يك درصد مهار داريم عدد جذب نمونه را از
- مده در اكسل تشكيل يك شيب خط را ميعدد بدست آ 5در انتها ). درصد مهار داريم 5غلظت خوانده شد پس  5هر نمونه 

  .باشدغلظت بوده و مجهول ما مي Xدرصد جذب مهار است و  yاز فرمول بدست آمده يا همان شيب خط بدست آمده . دهد

                                                 ( )
100

_
×

A
AA

c

sc= درصد مهار راديكال هاي آزاد )DPPH(  

  غلظت  6/1  8/0  4/0  2/0  1/0
  درصد مهار  8/92  4/62  7/38  4/16  7/5
  



 

 

  IC50باشد غلظت چقدر است به اين عدد  50با بدست آمدن اين خط براحتي مي توان محاسبه كرد كه اگر درصد مهار ما 
. است و واحد آن ميلي گرم بر ميلي ليتر است% 50غلظتي را نشان مي دهد كه در آن درصد مهار  IC50   در واقع.گويند
IC50  توان حساب كرد را توسط ماشين حساب ميX  ها وY بجاي  50ها را به دستگاه داده و در نهايت با دادن عددy  ،

در عصاره متانولي بر اساس ميلي گرم بر ميلي ليتر  IC50%  50در مقاله ميانگين غلظت مهار . را حساب كرد xمي توان 
  .گزارش مي شود

را هم شامل شود، به ) 50نه لزوما عدد ( 50عدد بدست آمده براي درصد مهار به گونه اي باشد كه عدد  5بايد دقت كرد كه 
داراي محدوده  79،83،94،95،99هم وجود دارد، در حاليكه اعداد  50عدد  62.4و  38.7عنوان مثال در جدول بالا بين اعداد 

علت اين امر بالا بودن غلظت عصاره است، بدين منظور بايد يك نمونه جهت تست نمودن كه داراي . نادرستي مي باشند
تا غلظتهاي مناسب جهت بدست آوردن ) ميكروگرم بر ميلي ليتر 1000تا 12.5(محدوده وسيعي از غلظت بالا تا پايين باشد 

بدست آمده از اين معادله خط  IC50استفاده شود،  50در صورتي كه از اعداد با محدوده بالا تر از . ددرصد مهار بدست آي
  .منفي مي شود، كه نادرست است

  
  اندازه گيري فنل كل

بعد از گرفتن . تهيه عصاره به روش قبلي است. انجام شد) 2008(اندازه گيري فنل كل از روش ابراهيم زاده و همكاران  
رقيق شده با  10به  1(سي سي فولين سيوكالتيو  5را با ) سي سي 25ميلي گرم در  40(سي سي عصاره متانولي  0.5عصاره 

. اضافه مي كنيم) سي سي آب مقطر 100گرم در  10.6(سي سي كربنات سديم يك مولار  4مخلوط ميكنيم سپس ) آب مقطر
مي شود و بعد فولين سيوكالتيو و كربنات سديم اضافه مي  براي شاهد نيز بجاي عصاره خشك، متانول كه حلال است ريخته

دقيقه در تاريكي قرار گيرد و بعد  15محلول فوق بايد .  از اين محلول براي صفر كردن اسپكتروفتومتر استفاده مي شود. گردد
سي سي  25م در ميلي گر 40عصاره متانولي را مي توان كمتر درست كرد مثلا . نانومتر خوانده شود 765در طول موج 

معادله اي كه بدست مي آيد مشابه معادله    .با استفاده از استاندارد گاليك اسيد منحني كاليبراسيون رسم مي شود.متانول
y=0.0063X  است .  

 40چون غلظت عصاره . بدست مي آيد xهمان عددي است كه در مقابل بلانك خوانده مي شود از اين طريق  yدر اينجا 
بايد اين . گرم در ليتر  بوده است 1.6ميلي گرم در ليتر يا 1600سي سي و يا به عبارت ديگر  80ميلي گرم عصاره خشك در 

x  كه در اينجا . گرم در ليتر حساب كرد 1را برايx  دوم بدست امده به عنوان محتواي فنلي و بر حسب اكي والان گاليك
  .ر يك گرم عصاره خشك بدست مي ايداسيد د

  
  اندازه گيري محتواي فلاونوئيد

سي سي آلومنيوم  0.1+ سي سي متانول 1.5+ سي سي از عصاره متانولي 0.5.  روش قبلي استه تهيه عصاره خشك ب
يك مولار  سي سي استات پتاسيم 0.1)+ سي سي اتانول و آب مقطر 100گرم الومنيوم كلريد در  10( در اتانول% 10كلريد

متانول خالص مي  ،براي تهيه شاهد نيز بجاي عصاره متانولي. سي سي اب مقطر 2.8)+ سي سي آب مقطر 10گرم در  2.41(
اعداد بدست امده براي . نانو متر خوانده مي شود 415سپس مخلوط در نيم ساعت تاريكي قرار گرفته و در طول موج . ريزيم

به . براي اين كار بدين صورت عمل مي شود. منحني استاندارد تبديل به ميزان واقعي شوندفنل و فلاونوئيد بايد با رجوع به 
  باشد،   y= 0.0067x+0.0132عنوان مثال اگر معادله منحني استاندارد ما 



 

 

Y در اينجا . همان جذب خوانده شده توسط بلانك استx  گرم در ليتر  1را بدست آورده و سپس در يك تناسب براي
  .اسبه مي شود و بر اساس اكي والان كوئرستين در يك گرم عصاره خشك گزارش مي شودعصاره مح

  
   HPLC اندازه گيري كلروژنيك اسيد و كافئيك اسيد با استفاده از دستگاه

يعني كروماتوگرافي   HPLC. به منظور اندازه گيري كلروژنيك و كافئيك اسيد از كروماتوگرافي با كارايي بالا استفاده شد
كه فاز . از دو فاز ثابت و متحرك تشكيل شده است  HPLC. مايع با فشار زياد يا كروماتوگرافي مايع با كاركرد عالي است

  .ثابت ممكن است جامد و يا مايع باشد و فاز متحرك مايع است
  :كه شامل تجهيزات زير مي باشد. هيتاچي است - مدل دستگاه استفاده شده مرك

 لاكروم: پ پم -1

 7100 -مدل ل -2

  UV: دتكتور  -3
 ميلي متر 250×  6/4با ابعاد  C‐18: ستون  -4

 ميكرومتر 5: اندازه ذرات  -5

فاز متحرك شامل . نانومتر اندازه گيري شدند 280نمونه ها با سرعت جريان يك ميلي متر در دقيقه در طول موج 
  .ميلي ليتر آب مقطر ديونيزه مي باشد 89يد استيك و ميلي ليتر اس1ميلي ليتر به اضافه  10استونيتريل به ميزان 

  آماده سازي نمونه 
درجه  38ساعت در آون با دماي  48، ابتدا نمونه به مدت  HPLCبراي آماده سازي نمونه جهت تزريق به دستگاه   

ميلي  5/12ري حاوي ميلي ليت 50ميلي گرم از نمونه پودر شده به ارلن ماير  50. سانتيگراد خشك شده و سپس آسياب شد
دقيقه در التراسوند قرار داده شده و پس از آن آب دو  30اضافه شد سپس) v/v( 20به  80ليتر تركيب متانول و آب به نسبت 

 15محلول حاصله به مدت . )ميلي ليتر آب دو بار تقطير اضافه شد 12.5( به عصاره اضافه گرديد 1:1بار تقطير به نسبت 
انتقال داده   HPLCبخش فوقاني محلول سانترفيوژ شده به ظروف مخصوص . سانترفيوژ شد 6000ا ت 5000دقيقه در دور 

  ).2006شوتز و همكاران (درجه تا زمان آناليز نگه داري شدند  -18شد و در دماي 
  

  تهيه نمودار كاليبراسيون براي كلروژنيك اسيد و كافئيك اسيد
ميلي گرم بر ليتر  10و  20، 50، 100، 250، 500خط مربوطه از غلظت هاي  به منظور تهيه منحني كاليبراسيون و معادله

به اين صورت ابتدا يك محلول پايه از كلروژنيك و كافئيك اسيد با غلظت . كلروژنيك اسيد و كافئيك اسيد استفاده گرديد
متانول خالص رقيق نموده تا هر  سي سي، توسط 10ميلي گرم بر ليتر تهيه و سپس حجم معيني از آن را درون بالن ژوژه  500

هر يك از استانداردهاي فوق را سه بار به دستگاه تزريق تا از كاليبره بودن دستگاه . يك از غلظت هاي فوق حاصل گردد
سپس با استفاده از مساحت سطح زير منحني هر يك از استانداردها نمودار كالبراسيون مربوطه رسم و . اطمينان حاصل گردد

  .حاصل بدست آمد معادله خط
  
  
  



 

 

  تزريق نمونه گياهي 
به منظور شناسايي پيك مربوط به كلروژنيك و كافئيك اسيد در نمونه هاي تهيه شده، زمان بازداري آن در نمونه با زمان 

ربوطه براي اطمينان بيشتر نمونه اي همراه با استاندارد تزريق و و پيك م. بازداري تركيب استاندارد در هر تزريق مقايسه شد
  . دقيقا در زمان پيك استاندارد ظاهر شد

مجهول در فرمول منحني را با جايگزين كردن سطح  X. ميزان كلروژنيك اسيد و كافئيك اسيد بر حسب درصد بيان مي شود
پي پي ام مقدار ميلي . بر حسب پي پي ام مي باشد) x(واحد مجهول . زير نمودار نمونه هاي تزريق شده به دست مي آوريم 

ميلي ليتر متانول حل شده بود،  1سي سي است كه با توجه به اينكه عصاره خشك قبل از تزريق در محلول  1000گرم در 
بيان ميلي ليتر به دست مي آوريم و سپس به گرم تبديل كرده و درصد  1مقدار ميلي گرم كلروژنيك و كافئيك اسيد در حجم 

  .   مي كنيم
  
  
 


