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با استفاده  برگ گیاه گردو یموثر در عصارهخواص ضداکسیدانی با شناسایی ترکیبات 

 خطی کالیبراسیون چندمتغیرههای روشو سنجی جرمی طیف –مایع از کروماتوگرافی 

 2، مهرداد اخگری2مهرآرابهاره  ،2ناصر صمدی، 1،*سعید معصوم
 ان، ایرانشیمی، دانشگاه کاشان، کاشدانشکده 1

 دانشکده علوم، دانشگاه ارومیه، ارومیه، ایران2

 28/04/97تاريخ پذيرش:                   22/04/97تاريخ تصحيح:                   27/10/96تاريخ دريافت: 

 چکيده

باشد. دارای خواص ضداکسیدانی و ضدمیکروبی خوبی می . این گیاهاست درمانی و طب سنتی شناخته شده دارو گردو به دلیل اثرات گوناگون دربرگ گیاه 

سنجی جرمی مورد تجزیه یفط-کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا ی دستگاهوسیلهی برگ گیاه گردو از مناطق مختلف ایران بهدر این مطالعه، عصاره

مورد آزمایش قرار گرفته و  (DPPH)پیکریل هیدرازیل -1دی فنیل -2، 2 ی سنجشوسیلهر فعالیت بازداری رادیکال آزاد، بهها از نظ. نمونهقرار گرفت

 های کروماتوگرافی صورت پذیرفت.های مسئول خاصیت ضداکسیدانی از پیکی خطی، شناسایی پیکبا استفاده از چندین روش کالیبراسیون چندمتغیره

دلیل سادگی و تفسیرپذیری ضرایب رگرسیون، برای نشان دادن ترکیبات مسئول فعالیت رد مطالعه روش رگرسیون اجزای مستقل بههای مواز بین روش

 شود.ها ترجیح داده میضداکسیدانی در نمونه

  .مستقل، رگرسیون اجزای ول خاصیت ضداکسیدانیترکیبات مسئ خطی، رهچندمتغین سیواکالیبرگردو، برگ گیاه :کلیدی کلمات

 مقدمه -1

مين بهداشییت و میی موی عوام  ه  با  دام درمان و ه  ااز دیرباز تاکنون، گياهان دارویی از ارزش و اهميت خاصییی در ت

شگيری از بيماری سوند. پي شيمياییها برخوردار ه سورده از داروهای  موفاده گ شکی نوین و ا گرایش مردم  ،پس از ظهور پز

شکی نوین، مجددا طب  شورها با گياهان دارویی کاهش یافت. اما اکنون پس از حدود یک قرن از حاکميت مطلق پز برخی ک

 .[1] گياهی قد برافراشوا و اموقبال بشر با آن رو با افزایش امت

 هااکسيدانضد، هاویوامين، فيبر، پروتئينمغزدار باارزشی امت کا منب  عا ی  یميوه Juglans regia نام علمیبا  گردوگياه 

شدمی مواد معدنیو  صد  3درخت گردو دارای  برگ .با ميد الاژیک، اینوژیتدر ميد گا يک، ا صوص و  ا سی با بوی مخ مان و ا

امییت. عصییاره برگ  کاروتنچنين و ه  باری ، منيزی ، پوامییي ، کلسییي مانند  ام ح معدنی، مواد چرب و تانن، پارافينمقداری 

 . [2] رداکشی دباکوریکشی و ميکروب واصخ و باشدهای طبيعی میمرشار از ضداکسيدان درخت گردو
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های آزاد اثر اکسییيدکنندگی ها با دادن ا کورون با رادیکالآنباشییند. های آزاد میها بهورین راه مقابلا با رادیکالضییداکسییيدان

های آزاد موعود در رادیکالدر این پژوهش، فعا يت پالایشییی . شییوندبا مواد زایدی تبدیل نمی ها را خنثی کرده و خود نيزآن

صاره موفاده ازی برگ گياه گردو ع شود کا و يوگلو و منجش می (DPPH)پيکریل هيدرازیل -1دی فنيل -2، 2 ترکيب با ا

نگ کا رمت بنفشاترکيبی DPPH. [3] ط خطی داردهمکاران گزارش کردند کا با ترکيبات فنلی و ف ونویيدی در گياه ارتبا

ترکيب ین ا. شدبامیل آزاد یکارادمنب  ه و در واق  مدل درآیکاصورت رادایی بیحورابارش ماخوادر فنيل وه گرحضور  يل دبا

 .هددنگ میرتغيير زرد، نگ بنفش با ان، از رکسيدون از ترکيب ضداری کواک یرفون ییا گیب

موخراج عصاره از آمده دمتبا کروماتوگرافی اثرانگشت مت فراوان و موعددی هایپيک از یک نمونا گياهی حاوی شده ا کا  ا

شدمی زیادی موغيرهای حاوی می. با و یا  پيک ارتفاع پيک، زیر مطح گيریاندازه با هاانگشت اثر اط عاتی مدووای اگرچا برر

سوقل هایپيک از یک هر بازداری زمان شد و یمی پذیرامکان م مبات حج  با سيار مدا شد منگين ب  کاصورتی در. خواهد 

شانی هایپيک صل کروماتوگرامدر  شده همپو شد حا شوا با شی ،وعود دا  نويجا در و شوندنمی گرفوا نظر در اط عات از بخ

 تعيين پيچيده، هایمخلوط کمی تا تجزیا دگردمی موعب امر اینکا  حاصییل نخواهد شیید گياه مییاخوار از واضییدی تصییویر

 آمده دمتبا شيميایی اط عات از عامعی تفسير و نباشد پذیرامکان راحویبا گياه شيميایی منشا تشخيص و ماخوار خواص،

 تا امت شيميایی اط عات برای مدل یک ایجاد زمينا این درممکن  حل راه تنها. حاصل نشود کروماتوگرافی هایاثرانگشت از

 هایروش تومیی  عبارتی با و آماری هایروش از طریق کار اینکا  کرد پيدا گياه با نسییبت منامییبی دید آن کمک با بووان

از کروماتوگرافی مای  با عملکرد بالا و حاصل ی هاامماتوگروکرهای حاصیییل از دادهب ییییییترکي گردد.مدقق می کموموریک

ل خاصيت مسئوی هاهد تا پيکدمیزه عااکموموریک با ما ی هاروش اینی بايدیکساضداص ویخه از دیمآت یمدایبی ایهداده

 Xصورت ماتریس ( باHPLC-DADهای داده های کروماتوگرافی )شاملدر این پژوهش داده .مشخص کني را نی اکسيداضد

بين  و همبسییوگی 2، بهنجارمییازی1پردازش منامییب شییامل تمرکز بر ميانگينهای پيشامییوخراج شییده و پس از اعمال روش

، عهت تجزیا و تدليل yعنوان بردار دمیت آمده از خاصیيت ضیداکسیيدانی باهای با، همراه با داده[4]3ی بهيناهمسیازشیده

 گيرند.آماری مورد بررمی قرار می

 
1 Mean centering 
2 Normalization 
3 Correlation optimized warping (COW) 
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 ،[8و  7] 2، رگرميون حداقل مربعات عزئی[6و  5] 1های کا يبراميون چندموغيره شامل رگرميون عزء اصلیبا اموفاده از روش

با رم   و [51-13] 5رگرميون عزء مسوقل، [21و  11] 4، تصویرمازی موعامد ماخوارهای نهفوا[10و  9] 3تصديح ع مت موعامد

دهند. صورت منفی نشان می، خود را باهای مسئول خاصيت ضداکسيدانیرگرميون، پيک نمودارهای موغيرها بر حسب ضریب

های نسبت با مایر روشICR ی آماری بالاتر از تعامد برخوردار امت اط عات حاصل از روش کا اموق ل از مرتباعاییاز آن

های قدرت بيشوری در تجزیا مجموعا داده ICRامت. روش  بدث شده در این پژوهش از اهميت و عامعيت بيشوری برخوردار

د بهبوروش، ین او  های مخلوط را بهور نشان بدهدتواند خواص ذاتی ميگنالها میICچندموغيره دارد زیرا آمار درعا بالاتر 

های منجی عرمی، پيکی نهایی با اموفاده از دموگاه طيفدر مرحلا .[13-15] اه داردریا همیبن را گرميورتفسير ضریب 

باشد مشخص خاصيت ضداکسيدانی میمسئول شنامایی شده و با این طریق، نام ترکيب مورد نظر کا عامل ایجادکننده 

 گردد.می

ی ی عصارهدهندهبا بررمی خواص ضداکسيدانی و شنامایی اعزای فنو ی تشکيل 2012نومی و همکاران در تدقيقی در مال 

يلی و . در تدقيقی دیگر عل[16]اند اتيل امواتی گياه گردوی تونسی با اموفاده از کروماتوگرافی مای  با عملکرد بالا پرداخوا

با اموفاده از را های موفاوت بررمی و این اعزا مدووای فنو ی برگ گردوی ایرانی را در نمونا خاک 2012همکاران در مال 

چنين رگویيرو و همکاران در پژوهشی دیگر در مال . ه [17]اند منجی عرمی شنامایی نمودهطيف –کروماتوگرافی مای  

 .[18] منجی شنامایی نمودندکارگيری کروماتوگرافی مای  تلفيقی با طيفبا بافنول در گردو را ، اعزای پلی2014

تيسوارت و چين توم  م و یوناوبومی س ما ووه گيارد مودر تدقيقی ، نیاکسيداضداص خودر موثر ت شنامایی ترکيبارد مودر 

دیگری، معصوم و همکاران  تدقيقاتی در .[20و 19]مت اگرفوا رت صو 2012و  2009در مال بلژیک ه نشگاهمکاران در دا

بين ط تبا، ارهااز آنهر یک  نیاکسيداتعيين خاصيت ضدزنيان و و یشن های مخولف آوگونامانس ای اعزابر تعيين وه ع 

موثر  ایعزو امی ربر کا يبراميون چندموغيره مخولفی هاروشتوم  را مانس ه اهنددتشکيلای عزو انی اکسيداخاصيت ضد

 .[22و  21]اند نمودهشنامایی را مانس اترکيب در نی اکسيداضد خاصيتدر 

 

 

 

 

 
1 Principal components regression(PCR) 
2 Partial least squares (PLS) 
3 Orthogonal signal correction (OSC) 
4 Orthogonal projections to latent structures (OPLS) 
5 Independent component regression (ICR) 
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 بخش تئوری -2

 ي بهينهسازشدهبستگي بين همهم -2-1

باشد  ذا در بعضی موارد ی مشابا امری طبيعی میها در یک نموناعایی پيکعلت تغييرات ظریف پارامورهای دموگاهی، عابابا

ی بهينا یا مازشدهبسوگی بين ه گردد. در روش ه ها احساس میترازمازی طيفبرای دمويابی با نوایج بهور، نياز با ه 

COW ها اند پرکاربردتر امت، با اموفاده از یک عمليات ریاضی طيفبا این منظور ابداع شدههایی کا کا در بين مایر روش

گيرند. های مشابا در یک مکان قرار میها شامل شکل و مطح زیر پيک، موقعيتعا شده و با حفظ اط عات موعود در دادهعابا

ای از طيف نمونا با ک کشيده شدن یا عم  کردن تکاهای نمونا نسبت با کروماتوگرام مرع  با کمدر این روش کروماتوگرام

 شوند.تراز میاموفاده از درون یابی خطی ه 

باید  COWشوند. در روش مازی انوخاب میی قطعا از طریق یک فرآیند بهينای قطاع و اندازهدر این روش دو پارامور اندازه

ی واقعی داشوا باشد. تعداد کشيده شدن و فشرده شدن با نموناعنوان مرع  انوخاب شود کا بيشورین شباهت را ای بانمونا

توان ذکر کرد عنوان مزیت این روش میشود. بای قطاع کنورل میمشخصی برای هر قطعا مورد نياز امت کا با پارامور اندازه

ل عيب این روش این امت کا کا برای اموفاده از این روش هيچ اط عاتی در مورد شناخت نمونا مورد نياز نيست و ی با هرحا

 .[4] گيری امتها زیاد باشد روش وقتکا تعداد دادهدر صورتی

 1تجزيه اجزاي اصلي -2-2

ای از کردن مجموعاتواند برای فشردهباشد. این روش میتجزیا اعزای اصلی، روشی قدیمی و رایج در تجزیا چندموغيره می

ی تعداد مطرها دهندهنشان nکا مورد اموفاده قرار بگيرد، عایی n×mبا ابعاد  Xها با ابعاد زیاد با ابعاد کمور برای ماتریس داده

 باشد.های بازداری( میها )در این پژوهش زمانی تعداد موونندهدهنشان mها( و ) نمونا

گيرد. در این روش، او ين ها در حد امکان، با حفظ بيشورین اط عات صورت میدر روش تجزیا اعزای اصلی کاهش ابعاد داده

باشد شامل از عزء اول میکا مسوقل ( 2PC) باشد و دومين عزء اصلیهميشا دارای بالاترین واریانس می (1PC)عزء اصلی 

 .[23] باشدبيشورین تغييرات بعدی امت کا توم  عزء اول توصيف نگردیده و عمود بر عزء اصلی اول می

 رگرسيون جزء اصلي -2-3

یابد. بينی کننده کاهش میهای او يا، تعداد موغيرهای پيشروی داده PCAدر روش رگرميون عزء اصلی، از طریق اعرای یک 

مازی، تعداد کموری از موغيرها در مقایسا با تعداد زیاد ی مدلمهمورین مزیت رگرميون عزء اصلی این امت کا در مرحلا

 .گرددی زیر معرفی میگردد. مدل رگرميون عزء اصلی با معاد اموغيرهای اصلی اموفاده می

 
1 Principal components analysis (PCA) 
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Y= TB + E          (1-1)  

گردد. در این معاد ا ضریب رگرميون امت کا مدامبا می Bو  PCAی امکور حاصل از مرحلا T موغير وابسوا، Yکا در آن 

E آید:دمت می. در روش حداقل مربعات معمو ی ضریب رگرميون از فرمول زیر باباشدمی ی خطای باقيماندهنماینده 

B = (TTT)-1(TTY)         )1-2( 

 .[5و  6] کني را ترانهاده می Tرود کا ماتریس کار میوقوی با TTنماد 

 رگرسيون حداقل مربعات جزئي -2-4

ویژه هنگامی مفيد باشد و باهای پيشگویی میروش رگرميون حداقل مربعات عزئی روشی رایج و قدرتمند برای ماخون مدل

عبارتی ی بزرگی از موغيرهای مسوقل داشوا باشي . باای از موغيرهای وابسوا از مجموعاامت کا ما نياز با پيشگویی مجموعا

باشد. می Xگویی ی ماتریس پيشوميلابا yی دمت آوردن بردار وابسواان برای بایک روش رگرميون موغير پنه  PLSدیگر،

بينی موثرتر خواهند بود و وزن دهند در پيشبسوگی بالایی با موغيرهای پامخ نشان میموغيرهایی کا ه  PLSدر روش 

شود در روش عزء اصلی اموفاده میعهت تعيين  Xگيرند. برخ ف روش رگرميون عزء اصلی کا فق  از ماتریس بيشوری می

PLS  ع وه بر ماتریسX  از بردارy کند.مازی ایفا می ذا این روش نقش موثرتری در مدل ،شوده  بهره گرفوا می 

 تصحيح علامت متعامد -2-5

کا ناهمبسوا و موعامد نسبت با  Xاز روش تصديح ع مت برای عداکردن تغييرات ميسوماتيک ناخواموا از ماتریس پامخ 

شود. در روش تصديح ع مت موعامد یا گردند اموفاده میدارشدن مدل میهسوند و باعث پيچيدگی و نوفا yبردار خواص 

OSC  امکان حذف اعزای دومویا ازX  کا عمود برy شود و از حذف اط عات مه  و ضروری برای توصيف هسوند بررمی می

اموفاده  Xپردازش موقدم برای عدامازی نوفا از ی پيشعنوان یک مرحلاتواند بامی OSCفيلور  کند.یری مآنا يت علوگي

 ی معاد ا زیر توصيف شود:وميلاتواند بامی OSCشود. مدل 

X' = X - toscp
T

osc         )1-3( 

باشند. می yبا ترتيب بردارهای امکور،  ودینگ و وزن عمود بر  oscwو osct، oscpباشد. می osct Ty=0وosc= Xwosctکا در آن 

Xʹ  ماتریس فيلور OSCشود.امت کا موعاقبا در مدل رگرميون موغير پنهان اموفاده می 

 تصويرسازي متعامد ساختارهاي نهفته -2-6

در روش رگرميون خطی تصویرمازی موعامد ماخوارهای نهفوا کا او ين بار توم  تيگ و و د معرفی گردید موغيرهای موعود 

های او يا حذف گردیده و بدین طریق پيچيدگی مدل را کاهش باشند از دادهعمود می yهمبسوگی ندارد و بر y کا با  Xدر 

باشد باعث شده کا معمو ی می PLSی مدل کا شکل اص ح شده OPLSی مدل بخشند. مادگیافوا و با تفسير آن بهبود می
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بسوا از ه  عدا شده و حد تشخيص بسوا و غيره موغيرهای ه  OPLSاین روش با روشی پرکاربرد تبدیل گردد. در روش 

 . [12و  11]کند امکور بهبود پيدا می

 1تجزيه اجزاي مستقل -7-2

های منب  اصلی و نسبت دمت آوردن ميگنالروش عدامازی منب  کور امت کا هدف آن با ی اعزای مسوقل، یکروش تجزیا

های ی ميگنالهای مسوقل را از مجموعاتوان ميگنالای ناشناخوا امت. با کمک این روش میهای تجزیاها در مخلوطآن

 مشاهده شده شنامایی کرد.

 شود:صورت زیر نشان داده میی آن باباشد کا معاد امی Sو  Aضرب دو ماتریس حاصل ICAدر واق  مدل 

X = AS          (4-1)  

 باشد.ماتریس اعزای مسوقل می Sکننده و پارامور ماتریس مخلوط Aکا پارامور 

زده شده مسوقل ی خطی منامب از بردارهای غيرگومينی امت کا در آن بردارهای تخمينپيداکردن یک ارائا ICAهدف 

بسيار  فابدون نو ICAی ترکيب خطی این اعزای مسوقل مشخص شوند. مدل وميلاتواند باها میو مخلوط ميگنالهسوند 

شوند ی ترکيب خطی بعضی از اعزای اصلی عمود مشخص میوميلاهای مخلوط باباشد کا در آن ميگنالمی PCAشبيا روش 

های مسوقل و در ICی خطی دارند کا در او ی پيدا کردن معيارهای موفاوتی امت کا در ارائا PCAو  ICAمهمورین تفاوت 

 .[13]های عمود امت PCدومی پيداکردن 

 .اندمعرفی شده ICsی اعزای مسوقل یا برای تعيين تعداد بهيناهای آزمایشگاهی های اخير دو روش مبونی بر دادهدر مال

ها در هر یک از گردد. نمونای تقریبا معادل آغاز میها با دو یا چند قطعا با اندازهی شکافون ماتریس دادهوميلابا اول روش

یک از این  عزء مسوقل برای هر Aتا  1با  ICAهای مخولفی از ی تمام ماتریس داده هسوند. مپس مدلها نمایندهاین قطعا

عنوان ابزاری با باشد کامی Durbin – Watsonمعيار روش دوم روش  .ICA-by-Blocks))روش  شودها مدامبا میقطعا

 Aتا  1با  ICAهای مخولفی از ها تعریف گردیده امت. در این روش ابودا مدلدر ميگنال فانوبرای تعيين نسبت ميگنال با 

پذیرد. های موعود صورت میها با اموفاده از تمام دادهشود و ی این تفاوت وعود دارد کا ماخت این مدلعزء مسوقل ایجاد می

شود. مانده اعمال میها در ماتریس باقیروی نمونا Durbin – Watsonپس از اموخراج اعزای مسوقل از ماتریس اصلی، معيار 

 این معيار را مدامبا نمود.توان می 5-1ی از طریق رابطا

DW =
∑ (s(i)−s(i−1))

2n
i=2

∑ s(i)2n
i=1

        (5-1)  

 
1 Independent component analysis (ICA) 
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واتسون با صفر ميل کند در ميگنال هيچ  -کا مقدار معيار دوربينباشد. هنگامیمی Sام در ماتریس iی داده s(i)در این رابطا 

باشد ميل کند ميگنال فق  شامل نوفا می 2کا این معيار با باشد اما هنگامیدار میای وعود ندارد و فاکوور مورد نظر، معنینوفا

 .[14] دهندبخش و مشابهی میایج رضایتتواند کنار گذاشوا شود. هر دو روش تعيين اعزای مسوقل، نوو می

 رگرسيون جزء مستقل -2-8

روش رگرميون عزء مسوقل بر اماس روش تجزیا اعزای مسوقل توم  چن و وانگ معرفی شد. ا گوریو  کامل این روش بسيار 

با ICR ها و ماتریس ضریبشان در روش ICباشد تنها تفاوت در اموفاده از می (PCR)شبيا با روش رگرميون عزء اصلی 

ی آماری بالاتر از تعامد برخوردار کا اموق ل از مرتباعاییباشد. از آنمی PCRها و ماتریس امکور در روش PCعای اموفاده از 

قدرت بيشوری  ICRاز اهميت و عامعيت بيشوری برخوردار امت و روش  PCRاز روش  ICRامت اط عات حاصل از روش 

های مخلوط را بهور نشان تواند خواص ذاتی ميگنالها میICهای چندموغيره دارد، زیرا آمار درعا بالاتر جزیا مجموعا دادهدر ت

 = yآید و مپس با اموفاده از فرمول دمت میبا (A)کننده ماتریس مخلوط ICAابودا بر اماس روش  ICRبدهد. در روش 

AB  کا در آنy شده مانند خاصيت ضداکسيدانی گياهان امت، ماتریس ضرایب  گيریبيانگر کميت اندازه(B) شود تعيين می

[15]. 

 بخش تجربی -3

   مواد شيميايي مورد نياز -3-1

درعا با  ميگماآ دریچتهيا شده از شرکت  HPLC gradeموانول  مواد شيميایی مورد اموفاده در این مطا عا عبارتند از:

ریل اموونيو ،درصد9/99 >با درعا خلوص Chem Lab تهيا شده از شرکت  HPLC grade آب ،درصد 9/99 >خلوص 

HPLC grade  اميد تهيا شده از شرکت پانریک با فرميک  ،درصد9/99 >با درعا خلوص  ميگماآ دریچتهيا شده از شرکت

 .درصد99با درعا خلوص  عناتهيا شده از شرکت  (DPPH) پيکریل هيدرازیل-1دی فنيل -2، 2و  درصد9/99 >درعا خلوص 

 وسايل مورد نياز -3-2

مایل موفاده در این مطا عا عبارتند از: و شا مورد ا شي صافی واتمن، ار نقيف  ماعت، با ن  ای، کاغذ  شا  شي مایر، روتاری، 

مياب، ا ک مش ميلی 2و  1پت  يوری، پیميلی 100، 10و  5حجمی  شا20 يوری،  و ا آزمایش، آ شي صاره، ،  ی نگهداری ع

 .HPLCفيلور مرمرنگی مخصوص 

 هاي انجام آزمايشروش -3-3

بودن خاصيت ضداکسيدانی عصاره این گياه با  ی برگ گياه گردو و با توعا با بالاپس از بررمی خاصيت ضداکسيدانی عصاره

 ، برگ گياه گردو، برای بررمی و پژوهش انوخاب گردید.DPPHاموفاده از روش رادیکال 
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 کردن گياهآوري، خشک و آسيابجمع -3-4

 16دادماه( از ی این گياه )اواخر تيرماه و اوایل مرکيلوگرم برگ گياه گردو در زمان منامییب برای گرفون عصییاره 2ابودا حدود 

مرهرّد ُ)ارمک، بروعن، مخولف ایران ناحيا صر، همدان، خرقان، خوی، مد ت، مرق، مياندوآب، نراق، نيا شوه، اروميا  ،، قم نور، ن

شد. برگعم  و زنجان( مایا با مدت یک هفوا کام  خشک گردید. پس از آوری  های تازه و عوان این گياه عم  گردید و در 

 گيری آماده شد.برای عصاره 20های خشک شده، پس از عبور از ا ک مش ها آمياب گردیده و پودر برگبرگ ،کردنخشک

 گيريعصاره -3-5

ی برگ گياه گردو، از روش مامراميون اموفاده شد با این تفاوت کا مدت زمان مورد نياز با د يل اموفاده برای گرفون عصاره

ار ن ریخوا و ار ن را با   يورموانول در یکميلی 500گرم از برگ گياه را با  50این روش، از حمام فراصییوت تسییری  گردید. در 

گراد قرار درعا مانوی 50ماعت در حمام فراصوت با دمای  2دهي ، مپس مخلوط را با مدت مدت یک روز در شيکر قرار می

نانومور صاف نموده و مدلول زیر صافی را با اموفاده از  240صافی با اندازه منافذ  دهي . مخلوط حاصل را با اموفاده از کاغذمی

 کني .زدایی میشدن کامل عصاره مورد نظر، ح لروتاری تا خشک

 گيري خاصيت ضداکسيدانيروش اندازه -3-6

را ماخوا و مپس مدلول   يورميکروگرم بر ميلی 60با غلظت  DPPHگيری خاصيت ضداکسيدانی ابودا مدلول برای اندازه

 5های عصاره را با موانول با حج  گرم از نموناميلی 20های نمونا، ابودا دهي . برای تهيا مدلولحاصل را با نمونا واکنش می

با رقيق کردن  يور ميکروگرم بر ميلی 100تا  10ی غلظوی ر مددودهد، چهار غلظت این مدلول مادر يور رمانده و مپس از ميلی

گردد. های تهيا شده اضافا مییک از نمونا  يور از هرميلی 2با  DPPH يور از مدلول ميلی 2مپس شود. تهيا میبا موانول 

گردد. از هر غلظت ما نمونا ماخوا  يور موانول تهيا میميلی 2 با DPPH يور مدلول ميلی 2مدلول شاهد نيز با اضافا کردن 

ها کامل گردد. مپس عذب در طول موج شوند تا واکنش آندقيقا در تاریکی قرار داده می 70های حاصل با مدت شد. مدلول

-1ی مبا و با اموفاده از رابطاشود. ميانگين عذب مداگيری میها اندازهی نمونانانومور در برابر شاهد موانول برای هما 517

 آید. دمت میدرصد بازداری با 6

%I = (Aشاهد -Aنمونا) / A6-1(        100×شاهد( 

 مت. انانومور  517ج مول طودر قيقا د 70ازنمونا پس ب عذ Aنموناو شاهد  بعذ Aشاهددر این فرمول، کا 

HPLC-و طيف  yدمت آمده بردار های با50ICآوری . در اینجا دمت میهای عصاره بارا برای هر یک از نمونا 50ICس، مپ

DAD  ماتریسX دهد.را تشکيل می 
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 آناليز آماري -3-7

باشیید. این مدي  عمدتا عهت کار با می TMMATLAB 8.2 ها در این پژوهشافزار مورد امییوفاده ما برای پردازش دادهنرم

موفاده از  OSC-PLSو  PCR ،PLSشمار ریاضی طراحی گردیده امت. روش های های ماتریسی و اعرای تواب  بیداده با ا

پذیرد کا این ععبا ابزار مدصول شرکت صورت می PLS toolboxبا نام  MATLABععبا ابزار نصب شده روی برناما ی 

Eigen vector research باشدمی 

 بخش دستگاهی -4

 HPLCآ مان، دموگاه  Biowave IIمدل  فرابنفش -منجی مرئیطيف مورد اموفاده در این مطا عا عبارتند از: هایدموگاه

 Biosystems AP1100آ مان، طيف میینج عرمی Elmasonic S30Hآمریکا، حمام فراصییوت  Agilent 1100مدل 

 آمریکا.

 کروماتوگرافي مايع با عملکرد بالاتزريق عصاره به دستگاه  -4-1

 يور رمییانده و ميلی 10گرم از عصییاره را با موانول با حج  ميلی 5/7ابودا  HPLCهای عصییاره با دمییوگاه برای تزریق نمونا

ط در موانول کام  حل قرار داده تا مخلوگراد مییانویدرعا  25دقيقا در حمام فراصییوت با دمای  3مییپس مخلوط را با مدت 

صوص  مرنگی مخ مر صل را از فيلور  مپس مدلول حا موون  HPLCگردد.  شد.  HPLCعبور داده تا برای  ماز نبا شکل  م

مورد اموفاده با شرح  HPLCباشد. مشخصات و شرای  دموگاه می HPLCی تزریق با دموگاه دمت آمده آمادهمدلول با

، ميکرومور 5/3قطر ذرات  و مورميلی 6/4مور، قطر داخلی ميلی 250 طولبا  Agilent C18 (SB-C18)موونباشد: ذیل می

،  يور بر دقيقاميلی 5/0میییرعت عریان ح ل ، درصییید امیییيد فرميک 1/0فاز مودرک امیییوونيوریل و مخلوط آب و همراه با 

 .دقيقا 37زمان کل شویشو  ميکرو يور 20، حج  تزریقی دیودیآشکارماز آرایا

های مخولف موانول دمت آمده توم  ح لهای بای شسوشو، پس از بررمی ميزان کيفيت عدامازی پيکبرای انوخاب برناما

کا امییوفاده از آب انوخاب شیید و با توعا با این -های امییوونيوریل موانول، ح ل -آب و امییوونيوریل  -آب، امییوونيوریل  -

آب +  -های اموونيوریل گردید ح لها میباعث عدامازی بيشور و بهور پيک مخلوط آب با اميد فرميک با عای آب خا ص،

 خ صا گردیده امت: 1ی شسوشوی نمونا در عدول ی کار انوخاب گردیدند. برنامادرصد اميد فرميک برای اداما 1/0
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 HPLC ی گردو در دستگاهی عصارهی شستشوی نمونهبرنامه -1جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 HPLC-MSتزريق عصاره به دستگاه -4-2

 Agilentموونبا  HPLCدموگاه با این قرار امت: HPLC-MS مشخصات دموگاه ی برگ گردو، ی عصارهنمونابرای تزریق 

C18 (SB-C18) های ح ل شامل فاز مودرک. ميکرومور 5/3قطر ذرات  مور وميلی 6/4قطر داخلی  مور،ميلی 250 طول با

زمان  و ميکرو يور 20حج  تزریق ، يور بر دقيقاميلی 5/0مرعت عریان ح ل با ، درصد اميد فرميک 1/0اموونيوریل و آب با 

منب  یونيزاميون ا کوروافشانا در و  چهارقطبی گر عرمینوع تجزیابا  منج عرمیطيفدموگاه . دقيقا 37برابر با کل شویش 

 .کيلو و ت 5/3و واژ منب  و  1500تا  100از m/zمددوده ی با  حا ت منفی

 نتایج و بحث -5

 هاي عصاره برگ گردوتعيين خاصيت ضداکسيداني نمونه -5-1

در . گيری شداندازه DPPHهای عصاره توم  روش منجش هریک از نمونا 50ICمقدار  6-3طبق روش ذکر شده در بند 

 مقدار باشد کوچک 50ICمقدار  هرچا گزارش شده امت. ی عصاره برگ گياه گردوهابرای هریک از نمونا 50ICميزان  2عدول 

با توعا با . باشدمی بيشوری ضداکسيدانی دارای خاصيت یعنی امت، نياز آزاد هایرادیکال تخریب برای گياه عصاره از کموری

آوری شده، دارای خاصيت های مخولف عم های برگ گياه گردو، هما نموناشود کا در عصارهدمت آمده مشاهده میبانوایج 

ی ارمک دارای کمورین ی دره دارای بيشورین خاصيت ضداکسيدانی و نموناها نموناضداکسيدانی قوی هسوند کا از ميان آن

 .باشندخاصيت ضداکسيدانی می

 های برگ گیاه گردو در مناطق مختلفعصارهبرای  05ICمیزان  -2جدول 

50IC نام نمونه نام علمی ی برداشتمنطقه 

 برگ گردو .Juglans regia L ارمک 25/50

 برگ گردو .Juglans regia L بروجن 70/34

 برگ گردو .Juglans regia L دره 79/13

 برگ گردو .Juglans regia L قمصر 35/25

 درصد ح ل اموونيوریل زمان بر حسب دقيقا

0 15 

12 40 

18 60 

20 80 

28 85 
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 برگ گردو .Juglans regia L همدان 12/20

 برگ گردو .Juglans regia L خرقان 90/23

 برگ گردو .Juglans regia L خوی 75/25

 برگ گردو .Juglans regia L محلات 10/20

 برگ گردو .Juglans regia L مرق 92/21

 برگ گردو .Juglans regia L میاندوآب 35/17

 گردوبرگ  .Juglans regia L نراق 19/16

 برگ گردو .Juglans regia L نیاسر 34/16

 برگ گردو .Juglans regia L نور 99/31

 برگ گردو .Juglans regia L نشوه 18/25

 برگ گردو .Juglans regia L ارومیه 63/19

 برگ گردو .Juglans regia L زنجان 09/18

 ضداکسيداني عصاره برگ گردوهاي کاليبراسيون چندمتغيره روي خواص اجراي روش -5-2

رم  گردیدند کا در  ORIGINها توم  نرم افزار های مطلوب، کروماتوگرامشدن کروماتوگراممازی و حاصلپس از بهينا

ی های مخولف عصارههای نموناب(کروماتوگرام-1و شکل  ا ف( کروماتوگرام نمونا ارمک -1شکل  باشد.قابل مشاهده می 1شکل 

ها را های حاصل از کروماتوگرافی باید ابودا آنبرای بررمی دادهدهد. را نشان می يور گرم بر ميلیميلی 75/0 گردو با غلظت

ها کا همان دقيقا، شدت کروماتوگرام 00666/0ها هر کروماتوگرام پایشآماده کرد. با  MATLABبرای ورود با نرم افزار 

ی برگ گياه گردو، برای عصاره HPLCآید. با در نظر گرفون این نکوا کا زمان کل شویش در دمت میامت با yارتفاع مدور

عدد بود، یک ماتریس  16های برگ گردو مورد پژوهش قرار گرفوا، کا تعداد نمونادمت آمد و با توعا با ایندقيقا با 37

 باشد.می Xآید کا همان ماتریس دمت میبا 16×  5525
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 254در طول موج لیتر گرم بر میلیمیلی 75/0با غلظت  ی گردوهای مختلف عصارههای نمونهکروماتوگرامالف( کروماتوگرام نمونه ارمک، ب( -1شکل 
 لیتر بر دقیقهمیلی 5/0درصد اسید فرمیک و سرعت جریان حلال  1/0، فاز متحرک استونیتریل و مخلوط آب + نانومتر

 ي بهينهسازشدهبستگي بين همهمپردازش ها با استفاده از پيشترازسازي کروماتوگرامهم -5-3

های عصاره دمت آمده از نموناهای باها و نومانات دموگاهی و خطاهای شخصی موق  تزریق نمونا، پيکعلت ناپایداریبا

ها ابودا گونا تجزیا و تدليل روی داده و قبل از شروع هر برای همين لازم امت در ابودا ،باشندمخولف کام  بر ه  منطبق نمی

های مشابا در یک مکان قرار بگيرند. در ابودا ترازمازی کني  تا موقعيته  COWپردازش ها را با اموفاده از پيشداده

ها با آن کروماتوگرامعنوان هدف انوخاب شده و بقيا ی کموری امت باهای بهور و نوفاکروماتوگرامی کا دارای عدایی پيک

ترازی ترین مقدار عهت ه منامب 25ی قطاع و اندازه 221ی قطعا ی برگ گردو، اندازهی عصارهگردند. در نموناتراز میه 

طورکا دراین شکل دهد. هماننشان می COWها را قبل و بعد از اموفاده از تفاوت موقعيت کروماتوگرام 2باشد. شکل می
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دمت مازی و باد يل بهبود مدلگردد. باها با روی ه  میهای مشابا پيکترازی موعب قرارگرفون موقعيته  شودمشاهده می

 تراز شده اموفاده نمودی .های ه های کا يبراميون چندموغيره از دادهآوردن نمودارهای هموارتر ما در اداما برای اعرای مدل

 

ز متحرک استونیتریل و ، فانانومتر 254لیتر در طول موج گرم بر میلیمیلی 75/0با غلظت  ی برگ گردوهای نمونهای از کروماتوگراممحدوده –2شکل 
 ترازسازی باب( بعد از هم COWترازسازی با قبل از هم الف( لیتر بر دقیقهمیلی 5/0سرعت جریان حلال  و درصد اسید فرمیک 1/0مخلوط آب + 

COW 

 هاي کاليبراسيون چندمتغيره روي خواص ضداکسيداني عصاره برگ گردواجراي روش -5-4

ی های عصاره)خاصيت ضداکسيدانی نمونا yو بردار  HPLC-DAD)های حاصل از دموگاه )داده Xپس از فراخوانی ماتریس 

های مخولف کا يبراميون روش COWترازمازی شده با نرم افزار های ه ، روی کروماتوگرامMATLABگردو( در نرم افزار 

برای اعرای مدل  پذیرد.های موفاوت انجام میپردازشبا پيش ICRو  PCR ،PLS ،OSC-PLS ،OPLSچندموغيره اع  از 

ICR وميلا دو روشرا باتوان این اعزا چيز باید تعداد اعزای مسوقل تعيين گردد کا می قبل از هر  ICA-by-Blocks  و

ضریب نمودار  4در شکل  باشد.می دو، 3عا تعداد اعزای مسوقل با توعا با شکل تعيين کرد. در این Durbin Watsonمعيار 

برحسب زمان بازداری  ICRو  PCR ،PLS ،OSC-PLS ،OPLSهای مخولف کا يبراميون چندموغيره اع  از رگرميون روش

 رم  گردیده امت.
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 Dorbin Watsonب( نمودار تعیین اجزای مستقل به روش معیار  ICA By Blockالف( نمودار تعیین اجزای مستقل به روش  -3شکل 

 

 گیاه گردو عصاره درها های مختلف روی دادهدست آمده از اجرای مدلو نمودارهای ضریب رگرسیون به HPLC-DADهای کروماتوگرام -4شکل 
 لیتر بر دقیقهمیلی 5/0سرعت جریان حلال  و درصد اسید فرمیک 1/0فاز متحرک استونیتریل و مخلوط آب +  بالیتر گرم بر میلیمیلی 75/0با غلظت 
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 ضريب رگرسيون -5-5

ت آمده از تمامی دمبانمودار ضریب رگرميون در ی گردو، برای مشخص کردن اعزای مسئول خاصيت ضداکسيدانی عصاره

 اند همان عزء نقش بيشوری در خاصيت ضداکسيدانی دارد.های رگرميون منفی شدهدر هر قسموی کا پيک های ذکر شدهروش

دهد و در نويجا ترکيباتی کا بووانند نقش موثرتر و مفيدتری را می yتشکيل بردار  IC50طور کا قب  اشاره شد مقادیر همان

تر باشند این ترکيبات باشند. هر چا ضرایب رگرميون مربوط با ترکيبات منفیداشوا باشند، مهمور می yدر بيان مقادیر کمور 

های شود نمودارهای مدلمشاهده می 4طورکا در شکلهماننمایند. نقش موثرتری در تعيين خاصيت ضداکسيدانی گياه ایفا می

OSC-PLS ،OPLS  وICR های از نمودارهای مدل با یکدیگر شبيا و تيزتر PCR وPLS باشند و در این ميان مدل می

ICR روش شودباشد و ترعيح داده میهای کمور و نمودار هموارتری نسبت با نمودارهای دیگر میدارای نوفا .ICR  قدرت

های مخلوط را تواند خواص ذاتی ميگنالها میICهای چندموغيره دارد زیرا آمار درعا بالاتر بيشوری در تجزیا مجموعا داده

 های بازداری گزارش گردیده امت. ی گردو با همراه زمانی عصارهاعزای شيميایی نمونا 3در عدول . بهور نشان بدهد

های مسئول خاصيت ضداکسيدانی پيک 4داکسيدانی ارزشمندی وعود دارند. با توعا با شکل در بين این اعزاء نيز، ترکيبات ض

-، وا ونئيک اميد دی کوون، اموریسوينين، )+(ΙΙپنوا گا ویل گلوکز، تلی ماگراندین 1،2،3،4،6ترتيب زمان بازداری، دیگا ویل، با

 صورت پذیرفت.  HPLC-MSدموگاه  ها با اموفاده ازباشندکا شنامایی آنکاتچين و کاموارنين می

در نويجا این دو ترکيب  ،ترین ضریب رگرميون را دارندمشخص امت کا دیگا ویل و اموریسوينين منفی 4با توعا با شکل 

باشند. در این ی برگ گردو میتری در تعيين خواص ضداکسيدانی عصارهنسبت با بقيا ترکيبات دارای نقش بيشور و امامی

ترازمازی و تمرکز بر ميانگين رم  شده امت و پردازش ه شکل، نمودار پنج روش کا يبراميون با اموفاده از دو روش پيش

ی عصاره گردو در بالای نمودار برای مقایسا رم  گردیده امت. دمت آمده برای چند نمونابا HPLC-DADهای کروماتوگرام

ها، نمودار هموارتر و قابليت تفسير بهور نسبت با مایر با د يل تيزتر بودن پيک ICRشود مدل کا مشاهده میطوریهمان

 شود.ها، ترعيح داده میروش

ی پرتو عنوان مدافظت کنندهاميد از گلوکز امت. این ترکيب بایک امور پنواهيدروکسی گا يک پنواگا ویل گلوکز 1،2،3،4،6

او ين  تلی ماگراندین هسوند مقاومت کند. pHهای اکسيداميونی کا وابسوا با تواند در برابر واکنشچنين میرود و ه کار میبا

وا ونئيک اميد  باشد.باشد کا خواص ضد ویروس هرپس را دارا مییم پنواگا ویل گلوکز 1،2،3،4،6الاعيوانين شکل گرفوا از 

یک تانين قابل هيدرو يز امت کا اثرات بازداری را روی آنزی  موثر در موابو يس  اموروئيدها و مرطان پروموات  دی کوون

 باشد.ویروس آنفولانزا را دارا می باشد کا فعا يت ضدهای بيواکويو شيميایی میی الاعيوانيناز خانواده اموریسوينين. متدارا

باشد کا خواص ضداکسيدانی قدرتمندی در بين مایر اعضای یک نوع فنول طبيعی و از ایزومرهای رایج کاتچين می کاتچين-)+(
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 دیگا ویل گيرد.ی فعال کربنی مورد اموفاده قرار میعنوان یک بازدارندهنيز یک ا جيوانين امت و با کاموارنينف ونوئيدها دارد. 

تا با امروز منبعی  دیگا ویل شود. از خواص ضدميکروبی یا ضداکسيدانیهای بلوط دیده مییک گا وتانين امت کا بيشور در گونا

 باشد.در دمورس نمی

 نتیجه گیری -6

حاصل ی هاامماتوگروکرهای حاصل از دادهب یترکيباشند. ی برگ گياه گردو دارای خواص ضداکسيدانی نسبوا مطلوبی میعصاره

زه عااکموموریک با ما ی هاروشا ینی بايدیکساضداص ویخه از دیمآت یمدایبی ایهاز کروماتوگرافی مای  با عملکرد بالا و داده

هر چا مقدار ترکيباتی کا دارای مقدار ضریب رگرميون مشخص کني . را نی اکسيداضد ل خاصيتمسئوی هاهد تا پيکدمی

ی ی عصاره منطقاباشد و نموناتری هسوند در نمونا عصاره بيشور باشد با طب ، خاصيت ضداکسيدانی آن نيز بيشور میمنفی

های از بين روشباشد. خاصيت ضداکسيدانی میدره با دارا بودن بالاترین ميزان دیگا ویل و اموریسوينين دارای بالاترین 

ی پيکهادن مشخص کرای برهای عصاره برگ گياه گردو، امماتوگروکروت روی موفای هادازشپرخطی با پيشن ميواکا يبر

 شناخوا شد.های مورد بررمی روش در نمونابهورین عنوان ، روش رگرميون اعزای مسوقل بانیاکسيداخاصيت ضدل مسئو

تواند خواص ذاتی ها میICهای چندموغيره دارد زیرا آمار درعا بالاتر درت بيشوری در تجزیا مجموعا دادهق ICRروش 

 اه دارد.ریا همیبن را گرميورتفسير ضریب د بهبوروش، ین او  های مخلوط را بهور نشان بدهدميگنال
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 ی برگ گردوی محلاتی عصارهاجزای شیمیایی نمونه -3

 

 (m/z)های عرمی شکافوگی فرمول شيميایی
گيری عرم اندازه

 شده
 نام ترکيب

زمان 

 بازداری
 ردیف

C13H16O10 04/271 ،03/241 ،01/169  0734/332 Monogalloyl-glucose 95/4 1 

6O14H15C 03/179 ،05/205 ،08/245 0789/290 (-) Epicatechin 95/7 2 

9O18H16C 04/135 ،034/179 ،06/191 0947/354 Chlorogenic acid 73/9 3 

8O6H14C 02/185 ،01/229 ،01/257 

،99/283 

0059/302 Elagic acid 18/10 4 

8O18H15C 04/163 ،049/205 ،06/235 

،07/256 

0994/326 Coumaric acid hexoside acid 56/10 5 

12O26H30C 07/289 ،08/407 ،09/425 

،10/451 

2050/866 Procyanidin dimer 09/11 6 

8O18H16C 05/119 ،04/163 0993/338 3-p-coumaroylquinic acid 81/11 7 

14O20H20C 01/169 ،06/313 ،07/331 0874/484 Digalloyl 20/13 8 

26O32H41C 06/431  ،08/617 ،09/769 

،09/787 

1170/940 1,2,3,4,6 pentagalloyl-glucose 30/14 9 

26O30H41C 99/300  ،07/483 ،08/635 

،08/785 

1017/938 Tellimagrandin ΙΙ 53/14 10 

13O10H21C 99/166 ،99/300 ،01/425 

،99/450 

0119/470 Valoneicacidedilactone 72/14 11 

13O22H27C 02/275 ،99/300 ،04/421 

،05/463 

0790/634 Strictinin 27/15 12 

6O14H15C 03/179 ،05/205 ،08/245 0789/290 (+)-Catechin 95/15 13 

22O24H34C 02/275 ،99/300 ،06/481 0751/784 Pedunculagin 32/17 14 

18O24H27C 01/169 ،06/313 ،06/423 ،07/465 

،08/483 

0947/636 Trigalloyl-glucose isomer 99/18 15 

18O28H41C 02/275 ،99/300 ،06/481 

،07/783 ،08/907 

0810/952 Praecoxin A 22/19 16 

26O28H41C 02/275 ،99/300 ،06/481 ،

07/633 ،07/783 

0856/936 Casuarinin 24/22 17 

52O54H82C 99/300 ،99/450 ،07/633 

،07/783 ،07/1085 

1560/1870 Heterophylliin D 13/29 18 

13NO35H28C 12/197 ،11/241 ،12/283 

،14/343 ،16/403 

210/593 Glansreginin A 19/30 19 
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 تقدیر و تشکر-7

های کاشان و اروميا و نيز آقایان دکور حسين حسينی و مهدی مهران از بخش های پژوهشی دانشگاهنویسندگان مقا ا از حمایت

های ارزشمندشان کمال تقدیر و تشکر را ها و راهنماییخاطر کمکتدقيق و تومعا شرکت دارومازی باریج امانس کاشان با

 دارند.
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