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های کالیبراسیون چندمتغیره در تشخیص ترکیبات موثر در فعالیت توانایی روش

سنجی طیف -ضداکسیدانی گیاهان دارویی با استفاده از روش کروماتوگرافی گازی 

 جرمی
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 دانشکده شیمی، دانشگاه کاشان، کاشان، ایران
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 چکيده

شوند. کننده و ضدسرطان استفاده می، ضدعفونیمیکروبضداکسیدان، ضدعنوان زنیان از جمله گیاهان دارویی معروف در دنیا هستند که بهآویشن و 

دست آمده و به هایباشد. برای این منظور کروماتوگرامزنیان میو  آویشنهای هدف از این پژوهش تعیین پتانسیل ضداکسیدانی ترکیبات در اسانس

 -1دی فنیل  -2 ،2های اندازی رادیکالها با استفاده از روش به دامها مورد استفاده قرار گرفت. فعالیت ضداکسیدانی اسانسفعالیت ضداکسیدانی اسانس

دست آمده از خواص ضداکسیدانی با های بههای حاصل از کروماتوگرافی گازی و دادهوگرامگیری شد. از تلفیق کروماتاندازه (DPPH) پیکریل هیدرازیل

اصلی و رگرسیون  رگرسیون جزء هایهای ایجادکننده خاصیت ضداکسیدانی را شناسایی کرد. برای این منظور روشتوان پیکهای کمومتریک میروش

صورت نمودارهای رگرسیون ها بهشد. نتایج حاصل از این روشاجرا زنیان و آویشن  هایراممتفاوت روی کروماتوگ هایپردازشمستقل با پیش جزء

های ایجادکننده خاصیت ضداکسیدانی دارای ضریب رگرسیون منفی هستند. در نهایت برای مشخص کردن ساختار ها پیکنمایش داده شدند که در آن

 شد.سنج جرمی استفاده طیف -از روش کروماتوگرافی گازی ،شیمیایی ترکیبات شناخته شده در فعالیت ضداکسیدانی

 کالیبراسیون چندمتغیرههای روشسنجی جرمی، طیف -، خاصیت ضداکسیدانی، کروماتوگرافی گازی، زنیانآویشن :واژگان کلیدی

 

 مقدمه -1

های درمانی كشف ويژگی مين بهداشت و سلامتی جوامع برخوردار هستند.اگياهان دارويی از ارزش و اهميت خاصی در ت

كردند و دراين عنوان غذا و دارو استفاده میهای اوليه از گياهان بهانسانزيرا ، تواند ناشی از نوعی غريزه انسانی باشدگياهان می

ها در بعضی از گياهان شدند و براساس اين گونه راستا به مرور زمان و در اثر آزمايش و خطا موفق به كشف برخی ويژگی

با ظهور داروهای شيميايی و بيولوژيك، نقش و اهميت گياهان دارويی در . بندی كردندها، گياهان را شناسايی و طبقهژگیوي

بسياری از مردم به هنگام بيماری به داروهای شيميايی روی تأمين سلامت بشر، در معرض فراموشی قرار گرفت و باعث شد 

به دليل ماهيت طبيعی و وجود تركيبات همولوگ دارويی در كنار هم، با بدن  اين در حالی است كه گياهان دارويی .آورند

گرايش عمومی جامعه به استفاده از داروها و  بختانهخوش .سازگاری بهتری دارند و معمولا فاقد عوارض ناخواسته هستند
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 آن هایعلتترين مهماز فزايش بوده و های اخير روبه اهای طبيعی به ويژه درطی سالطور كلی فرآوردههای گياهی و بهدرمان

های زيست محيطی كه كره زمين را اثبات اثرات مخرب و جانبی داروهای شيميايی از يك طرف و ايجاد آلودگیتوان به می

 اشاره كرد.تهديد می كند از سوی ديگر 

باشند كه برخی از اين تركيبات وت میگياهان دارويی حاوی محدوده وسيع و متنوعی از انواع تركيبات مختلف با اثرات متفا

چه كه در ابتدا د. بنابراين آننگردی نامطلوب میبجان نمايند و برخی هم سبب بروز عوارضاثرات مورد نظر درمانی را ايجاد می

كه در اسانس و  ثرهواين ماده م .نمايدای است كه اثر درمانی مورد نظر را ايجاد میثرهوبسيار حائز اهميت است شناسايی ماده م

 .]1[ بايد از ساير تركيبات موجود در گياه و از اندام مورد نظر جداسازی و استخراج شوديا عصاره گياه وجود دارد 

كه دليل اينشوند. بههای شيميايی از يکديگر جدا و شناسايی میبا كمك روش پس از استخراج، تركيبات موجود در گياه

بررسی يك جزء از گياه به تنهايی نتايج قابل قبولی را ايجاد  ،هان در ارتباط با هم هستندتركيبات شيميايی موجود در گيا

 كند و بايد تمام اجزا، به جهت پی بردن به فعاليت دارويی و عوارض جانبی احتمالی، بررسی شوند.نمی

، كروماتوگرافی مايع با 2گازی، كروماتوگرافی 1كروماتوگرافی لايه نازک توان بههای كنترل كيفيت گياهان میاز روش

الگوی كروماتوگرافی حاصل از تركيبات استخراج شده از هر گياه،  .]2[د و غيره اشاره كر 4، الکتروفورز لوله مويين3عملکرد بالا

 .]3[شود گفته می 5همانند اثرانگشت منحصربه فرد بوده و از اين رو به آن اثرانگشت كروماتوگرافی

شود، مانند سنجی استفاده میهای كروماتوگرافی و طيفبه اطلاعات بيشتر از تلفيق روش امروزه برای دستيابی

GC)–   سنج جرمیطيف -كروماتوگرافی گازی )DAD-HPLC) 6آشکارساز آرايه ديودی -كروماتوگرافی مايع با عملکرد بالا

MS)آشکارساز آرايه ديودی  -، الکتروفورز لوله مويينDAD)-(CE هايی دو ها دادههای حاصل از اين روشو غيره. داده

توان های طيفی حاصل میبا كمك داده .هستند كه يك بعد آن مربوط به كروماتوگرام و يك بعد مربوط به طيف است 7بعدی

 .]4[زمان تركيب جداسازی شده را شناسايی كرد صورت همبه

خصوص به ها جهت تجزيه تركيبات فرارين روشترسنج جرمی يکی از رايجكروماتوگرافی گازی تلفيق شده با طيف

 باشد.های فرار میروغن

های متعددی است و متغيرهای زيادی را شامل ی استخراج شده حاوی پيكدست آمده از نمونهاثرانگشت كروماتوگرافی به

های ارتفاع پيك هر يك از پيكگيری زمان بازداری، سطح زير پيك و ها با اندازهشود. بررسی محتوای اطلاعاتی اثر انگشتمی

 
1Thin layer chromatography 
2Gas chromatography 
3High performance liquid chromatography 
4Capillary electrophoresis 
5Chromatographic fingerprint 
6Diode array detector 
7Two-way data 
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های كه كروماتوگرام حاصل حاوی پيكباشد. در صورتیپذير است، البته حجم محاسبات بسيار سنگين میمستقل امکان

آيد دست نمیشوند و در نتيجه تصوير واضحی از ساختار گياه بههمپوشانی شده باشد، بخشی از اطلاعات در نظر گرفته نمی

های پيچيده، تعيين خواص و تشخيص منشا گياه شود تعيين ساختار شيميايی گياه، تجزيه كمی مخلوطب میاين امر سب .]5[

های كروماتوگرافی انجام نگيرد. تنها دست آمده از اثرانگشتتفسير كاملی از اطلاعات شيميايی بهپذير نباشد و راحتی امکانبه

لاعات شيميايی است تا بتوان به كمك آن ديد مناسبی نسبت به گياه پيدا راه حل در اين گونه موارد ايجاد يك مدل برای اط

 گيرد.انجام می 1های كمومتريكهای آماری و به عبارتی توسط روشكرد. اين كار توسط روش

تر اجزا و های كمومتريك به منظور يررسی دقيقهای انجام شده بر روی اسانس گياهان، از روشدر بسياری از پژوهش

تركيبات موثر در خواص ضداكسيدانی گياه مالتوس كه ، 2شود. در گروه تحقيقاتی هيدنها استفاده مین خصوصيات آنتعيي

آوری و پس گونه مختلف جمع 17نمونه گياه مالتوس از  39بومی ويتنام و چين است مورد بررسی قرار گرفت. در اين تحقيق 

 3های حداقل مربعات جزيیبندی شدند، سپس با روشهای كمومتريك طبقهوشگيری و انجام كروماتوگرافی مايع با راز عصاره

 .]6[ها شناسايی شدند اجزای موثر در خاصيت ضداكسيدانی آن 4و تصويرسازی متعامد ساختارهای نهفته

رسيون رگهای كارگيری روشبا بهزنيان و آويشن هدف در اين پژوهش تعيين اجزای موثر در خاصيت ضداكسيدانی گياهان 

 باشد.می 6رگرسيون جزء مستقلو  5جزء اصلی

 تئوری -2

 متغيرهمتغيره و چندهاي تجزیه تکروش -2-1

 .آيددست میگيری شده و مقدار جسم به واسطه يك رابطه تجربی يا يك رابطه رياضی بهارتباط بين يك كميت اندازه

باشد كه در اين رابطه به ازای هر نمونه يك می خطی  رابطه ،ترين نوع ارتباط بين پاسخ فيزيکی و مقدار جسمرايج

متغيره های تجزيه چندكه تعداد متغيرها افزايش يابد از روشزمانی و باشدمتغيره میمتغير وجود دارد و يك روش تجزيه تك

 .شوداستفاده می

 

 

 

 
1Chemometric methods 
2 Heyden 
3 Partial least squares (PLS) 
4 Orthogonal projection to latent structure (OPLS) 
5 Principal component regression (PCR) 
6 Independent component regression (ICR) 
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 .1تجزیه اجزاي اصليروش  -2-2

شوند كه ای در فضا چرخانده میها به گونهدر اين روش داده كه متغيره استتجزيه اجزای اصلی يك روش چندروش 

ها گيرد كه ابعاد دادهزمانی مورد استفاده قرار میتجزيه اجزای اصلی  بيشترين تغييرات روی بردارهای جديد تصوير گردد.

شود كه بين ها، ابعاد جديدی ايجاد میدادهروی ماتريس تجزيه اجزای اصلی با اعمال  .ها دشوار باشدبزرگ و كار كردن با آن

شود كه متغيرهای آن حداكثر واريانس وجود دارد. در روش تجزيه اجزای اصلی به تعداد متغيرهای اوليه بعد جديد تشکيل می

س بعدها با شود واريانباشد و اين باعث میتركيب خطی از ابعاد قبلی هستند با اين تفاوت كه ضرايب ابعاد مختلف، متفاوت می

هم تفاوت داشته باشد. از ميان بعدهای جديد تنها آن دسته از بعدها قابل قبول هستند كه واريانس شاخصی دارند و مابقی 

باشند و ای شامل بعدهای حذف شده میدهد. بعدهای انتخابی به گونهشوند، به اين ترتيب يك كاهش ابعاد رخ میحذف می

 .]7[ دهدخ نمیهيچ نقصی در اطلاعات اوليه ر

 2روش تجزیه اجزاي مستقل -2-3

ها توسعه پيدا كرد. اين روش نخستين بار در پردازش با هدف پردازش سيگنال 1990روش تجزيه اجزای مستقل در دهه 

يمی گيرند مانند شها مورد بررسی قرار میهايی كه سيگنالكارگرفته شد و پس از آن در تمامی حوزههای مخابراتی بهسيگنال

های تصويری( سنجی(، دارو و پزشکی )جهت تشخيص تومورهای مغزی و تجزيههای طيفها با روشتجزيه )جهت تجزيه نمونه

های مستقل را از مجموعه توان سيگنالمیتجزيه اجزای مستقل  با كمك روش آماری .]8[مورد استفاده قرار گرفت 

 های مشاهده شده شناسايی كرد. سيگنال

متغير تصادفی  nتركيب خطی از  ،(n, …, x2, x1x)های مشاهده شده متغير تصادفی كه عبارتند از سيگنال n كهزمانی

 شود.صورت زير نمايش داده میبه ICAباشند مدل  (ns …, ,2s ,1s) ديگر

 (1                     )(i=1, 2, ...,  n)                     niniii sa...sasax  2211 

نمايش داد. هدف روش  X=ASصورت را بهتوان آنباشد و میمی Sو A ضرب دو ماتريس حاصل ICAمدل در واقع 

ICA  تعيين ماتريس مخلوط كنندهA و ماتريس اجزای مستقلS  های مخلوط كه تنها ماتريس سيگنالباشد. در حالیمیX 

ICA كه مدلبرای اطمينان از ايندر اكثر مواقع  .]9[ باشدمی 3يك روش جداسازی منبع كور ICAمعلوم است بنابراين روش 

اين است كه اجزای  ICAات در يترين فرضشود. يکی از مهمهايی اعمال میتواند تخمين زده شود فرضيات و محدوديتمی 

 .گيردبرای منابع با حداقل حالت گوسی صورت می ICAاجرای روش مستقل آماری باشند، از طرفی  از همديگرs بردار 

 
1Principal components analysis (PCA) 
2Independent components analysis (ICA) 
3Blind source separation (BSS) 
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شود. همچنين بايد تعداد برای متغيرهای تصادفی كه توزيع گوسی دارند استفاده نمیICA های مرتبط با روش بنابراين

 xكمتر از تعداد اجزای بردار  sتعداد اجزای بردار  X=ASعبارتی در رابطه مشاهدات از تعداد اجزای مستقل بيشتر باشد، به

 باشد. 

 اي مستقلتجزیه اجزهاي الگوریتم -2-3-1

استفاده  ICAهای متفاوتی جهت اجرای های مختلفی در تخمين استقلال آماری وجود دارد، بنابراين الگوريتمروش

JADE)  1 ،) InfomaxICA، اتصال تقريبی قطری ماتريس ويژهFastICAتوان به روش ها میاز جمله اين روش .شودمی

به شرايط موجود در تعيين استقلال آماری و روش استفاده شده در حداكثر اشاره كردكه انتخاب نوع الگوريتم   KernelICAو

تر شدن الگوريتم وجود يك مرحله پيش پردازش جهت ساده ICAهای در اكثر الگوريتم .]10[ كردن استقلال بستگی دارد

كه تعداد در حالتیين روش ا. باشدمی تجزيه اجزای اصلیها روش ترين پيش پردازش استفاده شده در الگوريتمدارد. رايج

توان گفت عبارتی میشود. بههای مشاهده شده بيشتر از تعداد اجزای مستقل باشد به منظور كاهش بعد اعمال میسيگنال

شود كه اجزای مستقل توزيع گوسی داشته است كه در آن فرض می ICAيك حالت خاصی از  تجزيه اجزای اصلیروش 

 گيرد.های مشاهده شده روی بردارهای ويژه صورت میوسيله تصوير كردن دادهن اجزا بهباشند. در اين روش عمل تخمي

تخمينی از اجزای  Sباشد در اين صورت ماتريس  Aتخمينی از معکوس ماتريس مخلوط كننده  Wها اگر در اين الگوريتم

با كمك  Sهای ماتريس الص در رديفهای تركيبات خشود سيگنالتخمين زده می Wكه . در واقع زمانیمستقل خواهد بود

 .]11[شوند بازيابی می S=WXرابطه 

 تعيين تعداد اجزاي مستقل -2-3-2

، تعيين تعداد متغيرهای پنهان (LVs)ی مهم و اساسی در زمان استفاده از يك مدل بر اساس متغيرهای پنهان يك مرحله

 باشد.عبارتی اجزای مستقل میيا به

نيز از  ICAگيرد. در روش وسيله سهم كاهنده واريانس استخراج شده انجام میبه PCAدر روش  تعيين متغيرهای پنهان

های خالص را تجزيه كند و نتايج نادرستی را ارائه دهد، تعيين اجزای تواند سيگنالها میICكه محاسبه بيش از حد جايیآن

 مستقل از اهميت زيادی برخوردار است.

دست آمده وجود دارد، اما بسياری های استخراجی از يك مجموعه داده بهIC ن تعداد بهينههای مختلفی جهت تعييروش

های به نامهای اخير دو روش سريع بستگی دارد. در سال Aها مانند ماتريس مخلوط كننده ها به دانش اوليه از دادهاز آن

 
1Joint approximate diagonalization of eigenmatrices (JADE) 
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های آزمايشگاهی وابسته هستند ارائه ها به دادهكه تن Watson-Durbinو معيار  1هاتجزيه اجزای مستقل به وسيله قطعه

های بيشتری ها به دو قطعه يا در صورت لزوم به قطعهداده ها،تجزيه اجزای مستقل به وسيله قطعهدر روش  .]12[شده است 

ود. پس از شها محاسبه میجزء مستقل برای هر يك از اين قطعه Aتا  1با تعداد  ICAهای مختلفی از شوند. مدلتقسيم می

شوند. دست آمده در هر قطعه از طريق محاسبه همبستگی بين هر دو جفت سيگنال استخراج شده مقايسه میهای بهICآن 

های ديگر است و دست آمده در قطعههای بهICدست آمده در يك قطعه مشابه های بهICمدل با بالاترين بعد برای هر يك از 

 دهد.های مورد بررسی را نشان میدههای استخراجی از داICتعداد بهينه 

 رگرسيون جزء اصلي -2-4

 ارتباط بين ماتريس پيش بينی كننده PCAدر روش رگرسيون جزء اصلی، با استفاده از اجزای اصلی تعيين شده به روش 

(T) و ماتريس پاسخ باشد كه همان ماتريس اسکور می(Y) رگرسيون جزء  گيرد. مدل ايجاد شده به روشمورد بررسی قرار می

 .]13[باشد ماتريس ضرايب میB كه در آن  استY=TB اصلی به صورت 

 رگرسيون جزء مستقل -2-5

ابداع  3و وانگ 2توسط چن (ICR) بر اساس روش تجزيه اجزای مستقل، يك روش رگرسيون با نام رگرسيون جزء مستقل

شود، سپس از طريق تعيين می ICAر اساس روش ب (A)شد. در روش رگرسيون جزء مستقل، ابتدا ماتريس مخلوط كننده 

گيری شده مانند خاصيت بيانگر كميت اندازه yشود. در اين رابطه محاسبه می (B)ماتريس ضرايب  y=ABرابطه 

 .]14[ باشدضداكسيدانی گياهان می

 اکسيدانيخواص ضد -2-6

اين تركيبات در حين واكنش اكسيژن با باشند، های آزاد تركيباتی هستند كه دارای تك الکترون میراديکال

 DNAهای سلولی مانند ها با قسمتهای آزاد در بدن و واكنش آنشوند. وجود اين راديکالها توليد میبرخی مولکول

 شود.هايی مانند سرطان و سکته مغزی میبسيار خطرناک است و منجر به بروز پيری زودرس و بيماری

 وجود عليرغم د.كننها جلوگيری میهای آزاد در سلوله از تشکيل راديکالها موادی هستند كاكسيدانضد

 شده ايجاد آزادهای راديکال بردن بين از به قادر تنهايی به بدن دفاعی سيستم پلاسما، در مختلفهای اكسيدانضد

ترين منابع کی از مهمگياهان ي .]15[ دارد خارجی منابع از اكسيدانضد مينات به نياز جهت همين به نيست، بدن در

 
1ICA-by-Blocks 
2Chen 
3Wang 
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ها، فلانوئيدها، فنولاكسيدانی گياهان به دليل حضور تركيبات متفاوتی مانند پلیباشند. فعاليت ضدضداكسيدان می

 .]16[باشد می غيره ترپنوئيدها و

، برگ توان به چای سبز، زنيان، نعناع، زيره، گشنيزباشند میاكسيدانی میاز جمله گياهانی كه دارای خاصيت ضد

ها توسط كنند كه اين اتمهای هيدروژن آزاد میها در محيط، اتمدرخت گردو، آويشن و غيره اشاره كرد. ضداكسيدان

 شود. ها میای آنهای آزاد جذب شده و مانع از گسترش زنجيرهراديکال

 گيري فعاليت ضد اکسيدانيروش اندازه -2-6-1

-1دی فنيل-2و2گيری كاهش ظرفيت راديکالی به كمك تركيب ز روش اندازهها با استفاده ااكسيدانی اسانساثر ضد

های فنيل در تركيبی بنفش رنگ است كه به دليل حضور گروه DPPHگيرد. مورد ارزيابی قرار می (DPPH)پيکريل هيدرازيل 

تركيب با گرفتن يك الکترون از  باشد. اينصورت راديکال درآمده و در واقع منبع راديکال آزاد میراحتی بهساختار آن، به

نانومتر جذب دارند كه از  517 در DPPHهای آزاد موجود در راديکال. دهداكسيدان، از بنفش به زرد، تغيير رنگ میتركيب ضد

اكسيدان رابطه خطی دارد. هرچه مقدار ماده كاهش جذب اين تركيب با ميزان ماده ضد. كنندقانون بير لامبرت پيروی می

نمودار جذبی  1شکل  .كندبيشتری مصرف شده و رنگ بنفش بيشتر به سمت زرد ميل می DPPHاكسيدان بيشتر باشد، ضد

 دهد.اين تركيب را نشان می

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 DPPHنمودار جذبی ترکیب  -1شکل
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 شود.استفاده می 2مصرف شده گزارش شود از معادله  DPPHاگر فعاليت بر اساس 

        )2( 

و  شودنانومتر خوانده می 517در اين رابطه جذب نمونه و جذب شاهد پس از هفتاد دقيقه از شروع واكنش در طول موج 

بيشتر باشد فعاليت  DPPHهای هر چه ميزان به دام اندازی راديکال گردد،از دست رفته محاسبه می DPPHميزان 

 اكسيدانی نمونه بيشتر است.ضد

توان غلظتی از اسانس نسبت به غلظت می SA%های مختلفی از اسانس و رسم منحنی برای غلظت SA 1%ی با محاسبه

 محاسبه كرد.( 50IC)های آزاد را تخريب كند از راديکالدرصد  50را كه قادر است 

 بخش تجربی -3

 مواد شيميایي مورد نياز -3-1

 پيکريل هيدرازيل-1فنيل دی-2،2، سديم سولفات و مواد شيميايی مورد نياز در اين پژوهش شامل اتانول، متانول

(DPPH)  باشد.مرک آلمان میخريداری شده از شركت 

 هاي مورد استفادهدستگاه -3-2

و  آمريکا Agilentشركت  HP-5973سنج جرمی مدل طيف-گازیهای كروماتوگرافیدر اين پژوهش از دستگاه

 استفاده شد. كره جنوبی Mecasysشركت  Optizen 3220UVماورای بنفش مدل –سنج مريیطيف

  شرح آزمایش -3-3

بر اساس روش تقطير با آب  2نمونه گياه آويشن توسط دستگاه كلونجر 30نمونه گياه زنيان و  5در اين پژوهش 

های تزريق شدند و اثرانگشت GC-MSمنظور جداسازی و شناسايی اجزای موجود در اسانس به دستگاه هگيری و باسانس

 ها حاصل گرديد.وماتوگرافی آنكر

گرم از ميلی 3استفاده شد. برای اين كار ابتدا مقدار  DPPHها از محلول اكسيدانی نمونهگيری خاصيت ضدبرای اندازه

تا  20های نمونه مقدار ليتری با متانول به حجم رسانده شد. برای تهيه محلولميلی 50درون يك بالن حجمی  DPPHپودر 

ها، مقدار اكسيدانی نمونهليتر رسانده شد )با توجه به ميزان خاصيت ضدميلی 10م از اسانس با متانول به حجم گرميلی 40

 ها تهيه گرديد.شود(، سپس سه غلظت متفاوت از آنها استفاده میمتفاوتی از اسانس

 
1Scavengig activity 
2Clevenger 
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دو نمونه تهيه شد به اين ترتيب كه از ها، ساخته شده از نمونه پذيری واكنش برای هر سه غلظتبه جهت اطمينان از تکرار

ها اضافه شد، اين به آن DPPHليتر از محلول ميلی 2ليتر در دو لوله آزمايش متفاوت ريخته و ميزان ميلی 2هر غلظت مقدار 

اهد با دقيقه در محيطی تاريك قرار داده شدند تا واكنش كامل شد. نمونه ش 70ها به همراه نمونه شاهد به مدت لوله آزمايش

ها با دقيقه، جذب نمونه 70شد. پس از گذشت ليتر از متانول تهيه ميلی 2با  DPPH ليتر از محلولميلی 2مخلوط كردن 

كه ابتدا برای صفر شدن گيری شد، به اين ترتيبنانومتر اندازه 517سنج جذبی دو پرتويی در طول موج استفاده از دستگاه طيف

های ساخته شده گرفته شد. پس از آن جذب محلول شاهد و جذب غلظت 1ل پر و يك خط زمينهدستگاه، هر دو سل با متانو

 2گيری شد. ميانگين جذب برای هر غلظت محاسبه و مطابق با معادله به ترتيب از رقيق به غليظ در مقابل شاهد متانول اندازه

 دست آمد.درصد بازداری به

های مختلف از هر نمونه اسانس رسم شد و با قرار بازداری در مقابل غلظت پس از محاسبه درصد بازداری، نمودار درصد

 محاسبه گرديد. 50ICدست آمده ميزان در معادله بهyبه جای  50دادن 

50IC كند مهار را آزاد هایراديکال ازدرصد  50باشد ليتر است كه قادر میغلظتی از اسانس بر حسب ميکروگرم بر ميلی. 

و  Xهای كمومتريك ارتباط بين ماتريس توان با استفاده روشدهد و میرا تشکيل می yبردار  50ICو  Xماتريس  GCطيف 

 گزارش شده است. زنيان و آويشن گياه  50ICترتيب به 2و  1را تعيين كرد. در جدول  yبردار 

حاصل  30×4190اتريسی با ابعاد های گياه آويشن مو برای نمونه 5×4626های گياه زنيان ماتريسی با ابعاد برای نمونه

های بازداری مبين شدت در زمان 4190و  4626ها و بيانگر تعداد نمونه 30و  5 كه خواهد بود Xخواهد شد كه همان ماتريس 

 باشد.مختلف می

بين همساز همبستگی شوند كه برای اين كار از روش تراز میها همها، پيكالبته قبل از انجام هرگونه عملياتی روی داده

 شود.استفاده می 2شده بهينه

 های مختلف آویشننمونه IC 50 -1جدول 

 g/ml)(50IC نام علمی نوع گونه آويشن نماد

A آويشن شيرازی Zatariamultiflora 1/85 

B آويشن باغی Thumus vulgaris 0/203 

C آويشن شيرازی Zatariamultiflora 2/245 

 
1Baseline 
2Correlation optimized warping (COW) 
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D آويشن دنايی Thymus daenensis 8/250 

E آويشن شيرازی Zatariamultiflora 1/169 

F آويشن باغی Thumus vulgaris 0/231 

G آويشن شيرازی Zatariamultiflora 8/132 

H ناشناخته Unknown 1/118 

I آويشن باغی Thumus vulgaris 0/260 

J آويشن باغی Thumus vulgaris 6/66 

K آويشن دنايی Thymus daenensis 3/81 

L ناشناخته Unknown 8/101 

M آويشن واقعی Thymus serpylum 0/660 

N آويشن كرک آلود Thymus migricus 0/1861 

O آويشن باغی Thumus vulgaris 0/60 

P آويشن كوچيانوس Thymus kotschyanus 2/376 

Q آويشن آذربايجانی Thymus eriocalyx 0/1360 

R آويشن باغی Thumus vulgaris 5/111 

S آويشن كوچيانوس Thymus kotschyanus 0/2491 

T آويشن باغی Thumus vulgaris 0/220 

U آويشن شيرازی Zatariamultiflora 8/207 

V آويشن شيرازی Zatariamultiflora 0/176 

W آويشن شيرازی Zatariamultiflora 0/219 

X آويشن باغی Thumus vulgaris 1/96 

Y هناشناخت Unknown 4/155 

Z آويشن باغی Thumus vulgaris 0/106 

AA آويشن باغی Thumus vulgaris 0/233 

AB آويشن باغی Thumus vulgaris 2/288 
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AC آويشن دنايی Thymus daenensis 0/112 

AD آويشن كارامانيکوس Thymus caramanicus 0/140 

 

 های مختلف زنیانگونه50IC -2جدول 

 g/ml)(50IC زنياننوع گونه 

 294 زاهدان

 135 يزد

 614 اردبيل

 127 شيراز

 197 تبريز

 

توان می yو بردار  Xهای مختلف روی ماتريس پردازشبا پيش ICR و  PCRهای كمومتريك مانندبا اجرا كردن روش

ين خاصيت ضداكسيدانی ضريب رگرسيون را بر حسب متغيرها رسم كرد و به كمك آن تشخيص داد كه چه اجزايی در تبي

 اند.نمونه نقش بيشتری را ايفا كرده

های m-fileو نيز  PLStoolboxبه نام  MATLABاين محاسبات با استفاده از جعبه ابزار نصب شده روی برنامه 

 گيرد.انجام می نوشته شده در اين محيط

 بحثنتایج و  -4

 هاترازسازي کروماتوگرامهم -4-1

شود. در ها اعمال میروی ماتريس كروماتوگرام MATLABمربوطه در محيط  m-fileتفاده ازبا اس COWپردازش پيش

 ه است.نشان داده شد COWترازسازی مربوط به گياه آويشن با استفاده از روش تفاوت در قبل و بعد از هم 3و  2های شکل

 هابندي نمونهطبقه -4-2

های بندی نمونهدر طبقه شود.های آويشن انجام میندی تنها روی نمونهبهای گياه زنيان طبقهدليل كم بودن نمونهبه

در هر دو روش ابتدا روش تجزيه اجزای  شود.استفاده می JADEICAو  FastICAاز دو الگوريتم  ICAآويشن به روش 

های بر روی داده ICAسپس روش  ،شودكار گرفته میبه Xهای ماتريس داده پردازش جهت كاهش ابعادعنوان پيشبهاصلی 

 شود.پردازش شده اجرا میپيش
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 COW ترازسازی با های آویشن قبل از همکروماتوگرام نمونه -2شکل 

 

 

 

 COWترازسازی با های آویشن بعد از همکروماتوگرام نمونه -3شکل 

نتايج  دهد.را نشان می FastICAهای آويشن به روش تجزيه اجزای مستقل با الگوريتم بندی نمونهنمودار طبقه 4شکل 

 FastICAمشابه با نتايج الگوريتم  JADEICAهای آويشن به روش تجزيه اجزای مستقل با الگوريتم بندی نمونهطبقه

 باشد.می

دسته دوم شامل  .های شيرازی استشوند. دسته اول گونه آويشنبندی میها به سه دسته طبقهنمونه 4با توجه به شکل

های آويشن آذربايجانی و واقعی است كه در طبيعت دارای فراوانی كمتری نسبت به ساير گونه ،آلودكرک ،نوسهای كوچياگونه

باشد به اين مفهوم كه گونه آويشن دنايی با آويشن باغی اختلاف های آويشن باغی و دنايی میدسته سوم شامل گونه هستند.
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ای از آويشن دنايی يا باغی گونه (H)د كه نمونه ناشناخته منطقه كاشانتوان تشخيص دازيادی ندارد. به كمك اين نمودار می

 .تواند متعلق به گونه آويشن شيرازی باشد.می (Y) است و نمونه ناشناخته منطقه اراک

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fast ICAبا استفاده از الگوریتم  ICAنمودار  -4شکل 

 تعيين ضرایب رگرسيون -4-3

ماتريس  آندر شود كه می را بررسی y و بردار پاسخ Xبينی كننده پيش رتباط بين ماتريسابرای تعيين ضرايب رگرسيون 

X با  سازیاست. پس از مدل هانمونه اكسيدانیضدباشد و بردار پاسخ خاصيت می هاپيك شدتها و زمان بازداری كروماتوگرام

تفسير  هااكسيدانی با توجه به نمودارضدخاصيت  بر حسب زمان بازداری رسم و يب رگرسيوناضر های مناسب،پيش پردازش

 شود.می

 اجراي مدل رگرسيون جزء اصلي -4-3-1

و تمركز بر  COWپردازشبا پيش PCR مربوط به اجرای مدلنمودارهای ضرايب رگرسيون به ترتيب  6و  5 هایشکل

 باشد.زنيان میآويشن و بر روی گياه  ميانگين

1 

2 

3 
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 برای گیاه آویشن PCRو تمرکز بر میانگین در مدل  COWسیون بر حسب متغیرها با پیش پردازش نمودار ضرایب رگر -5شکل .

 

 

 

 

 

 

 

 برای گیاه زنیان PCRو تمرکز بر میانگین در مدل  COWنمودار ضرایب رگرسیون بر حسب متغیرها با پیش پردازش  -6شکل 

 اجراي مدل رگرسيون جزء مستقل -4-3-2

داده شده  ICA-by-Blocksنشان با روش های آويشن تعداد اجزای مستقل بهينه برای نمونه نمودار تعيين 7 در شکل

 شود.انتخاب می 2های آويشن برابر با بهينه برای نمونه اجزای مستقلاست. مطابق با اين نمودار تعداد 

 ضرایب رگرسیون
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 تعیین تعداد اجزای مستقلجهت  ICA-by-Blocksنمودار  -7شکل 

نشان  ICRيب نمودارهای ضريب رگرسيون مربوط به گياه آويشن و زنيان را بر اساس روش به ترت 9و  8 هایشکل

است دو پيك با ضريب رگرسيون منفی ظاهر شده است.  PCRدر اين نمودارها كه مشابه نمودارهای حاصل از روش  دهد.می

است و اين دو روش در  PCRروش كاملا مشابه با نتايج حاصل از  ICRتوان گفت نتايج حاصل از روش عبارتی میبه

باشد كه در سازی میهای كمی نتايج يکسانی خواهند داشت. تنها تفاوت اين دو روش در ماتريس وارد شده در مدلبينیپيش

است كه با  (X)ماتريس اسکور  PCRاست و در روش  ICAمحاسبه شده با روش  (A)كننده ، ماتريس مخلوطICRروش 

 ست.محاسبه شده ا PCAروش 

كمتر باشد مقدار كمتری از اسانس گياه برای  50ICبا توجه به توضيحاتی كه در قسمت تئوری داده شد هرچه ميزان 

دهد و در را می yتشکيل بردار  50ICباشد، يعنی خاصيت ضداكسيدانی بيشتری دارد. مقادير های آزاد نياز میتخريب راديکال

باشد. هر چه ضرايب رگرسيون مربوط به مهمتر می ،ايفا كنند yدر بيان مقادير كمتر  نتيجه تركيباتی كه بتوانند نقش موثرتری

 خاصيت ضداكسيدانی گياه دارند.تر باشد اين تركيبات نقش موثرتری در تعيين تركيبات منفی



 قاسمیو معصوم                                                                                                              ... هاي کاليبراسيون چندمتغيرهتوانایي روش

180 

 برای گیاه آویشن ICRنمودار ضریب رگرسیون بر حسب متغیرها در مدل  -8شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 برای گیاه زنیان ICRریب رگرسیون بر حسب متغیرها در مدل نمودار ض -9شکل 

 اکسيداني اسانستعيين اجزاي موثر در خاصيت ضد -4-4

اكسيدانی هستند. از مقايسه های دارای ضريب رگرسيون منفی نشان دهنده جزء موثر در خاصيت ضددر اين نمودارها پيك

ها از طريق شناسايی اين پيك .ك موثر در خاصيت ضداكسيدانی را تعيين كردتوان پيها میاين نمودارها با كروماتوگرام نمونه

 گيرد. انجام می GC-MSهای مرجع موجود در كتابخانه دستگاه ها با طيفمقايسه طيف جرمی آن

 ،گاما ترپينن ،پاراسيمن ،شود كه تركيبات تيمولگياه آويشن مشاهده می PCR و ICRهای از نمودارهای حاصل از روش

كاريوفيلن و بتاميرسن و آلفاپينن دارای ضريب رگرسيون منفی هستند و در خاصيت ضد اكسيدانی گياه آويشن ، كارواكرول

باشد و بيانگر اين است كه تيمول نسبت تر مینقش دارد. در اين نمودارها پيك مربوط به تيمول دارای ضريب رگرسيون منفی

 .كندر خاصيت ضداكسيدانی آويشن ايفا میبه ساير تركيبات ذكر شده نقش بيشتری د
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گياه زنيان مربوط به تركيبات تيمول و  ICRو  PCRهای دارای ضريب رگرسيون منفی نمايان شده در نمودارهای پيك

 اكسيدانی دارند.باشد كه خاصيت ضدگاماترپينن می

 شناسایي ترکيبات موجود در اسانس -4-5

آوری شده به های جمعهای استخراج شده از گياهان زنيان و آويشن، نمونهر اسانسبرای شناسايی دقيق تركيبات موجود د

 تزريق شدند. GC-MSدستگاه 

بر اساس  NIST(05)و  CHEMESTATIONدست آمده با استفاده از نرم افزارهای های بههای كروماتوگرامپيك

طيف جرمی استانداردشان مقايسه و شناسايی  به الگوهای طيفی تبديل و از نظر شاخص تشابه با Wiley7nكتابخانه 

آويشن و ترين تركيبات شناسايی شده در گياهان طيف جرمی استاندارد و استخراج شده مهم 16تا  10های شکل شوند.می

 دهند.زنيان را نشان می

 

 تیمول )ب( استاندارد و طیف جرمی )الف( استخراج شده طیف جرمی -10شکل 
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 گاماترپینن )ب( استاندارد و طیف جرمی )الف( استخراج شده میطیف جر -11شکل 

 

 ( پاراسیمنب) استاندارد و طیف جرمی (الف) استخراج شده طیف جرمی -12شکل 
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 ( کارواکرولب) استاندارد و طیف جرمی (الف) استخراج شده طیف جرمی -13شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ( کاریوفیلنب) استاندارد رمیو طیف ج (الف) استخراج شده طیف جرمی -14شکل 

 جذب

m/z 
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 ( بتامیرسنب) استاندارد و طیف جرمی (الف) استخراج شده طیف جرمی -15شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ( آلفاپیننب) استاندارد و طیف جرمی (الف) استخراج شده طیف جرمی -16شکل 
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 گیری نتیجه -5

های دارای يکسان بود و پيك ICR و  PCRشنتايج تركيبات موثر در خاصيت ضداكسيدانی گياه زنيان در هر دو رو

 ضريب رگرسيون منفی تيمول و گاماترپينن شناسايی شدند.

 و  PCRهایبرای گياه آويشن تركيبات تيمول، پاراسيمن، گاماترپينن، كارواكرول، كاريوفيلن، بتاميرسن و آلفاپينن با روش

ICR  شناسايی شدند، كه روشICR تری ها با ضريب رگرسيون منفیعلاوه پيكاده شد و بهاز تعداد فاكتور كمتری استف

 دست آمدند. به

های ها با روشاكسيدانی نمونهشود كه شناسايی تمام اجزای موثر در خاصيت ضدگونه نتيجه گرفته میدر نهايت اين

های واقعی ی تجزيه نمونههای كمومتريك، يك روش قابل اعتماد براها با روشپذير نيست و تلفيق اين روشدستگاهی امکان

 كند.فراهم می
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