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  اي قهوه اکسیدانی جلبکسازي استخراج ترکیبات ضد بهینه
 Sargassum angustifolium روش تاگوچیدر  رفلاکس حرارتیبا 

  

  2آریا باباخانی* و 1زهرا نحوي
  ،ي محصولات شیلاتی، دانشگاه تربیت مدرس، نورارشد، گروه فرآور دانشجوي کارشناسی1

  سرا، گیلان استادیار شیلات، گروه شیلات، دانشگاه گیلان، صومعه2
  27/1/1396 ؛ تاریخ پذیرش: 27/11/1395تاریخ دریافت: 

  چکیده
اي سارگاسوم  از روش رفلاکس حرارتی براي استخراج عصاره از جلبک قهوهدر این مطالعه   

دقیقه)  270و  180، 90زمان ( 3و در  اتانول و آب) حلال (اتانول، آب/ 3راج با استفاده شد. استخ
ها با استفاده از طرح تاگوچی در سه سطح انجام شد. میزان فنول کل و خنثی انجام شد. آزمایش

رادیکال آزاد سنجیده شد. با توجه به نتایج، بهترین شرایط براي استخراج ترکیبات  کنندگی
در شرایط   IC50دقیقه بود. میزان فنول کل و  270سارگاسوم استخراج آبی و زمان  از ضداکسیدانی

گرم عصاره بود. نتایج  میلی 008/0) و GAEگرم اسید گالیک بر گرم ماده خشک ( میلی 392بهینه 
  باشد. مناسب می ضداکسیدانینشان داد که این جلبک براي استخراج ترکیبات 

   
  خلیج فارس ، هاي طبیعیاکسیدانضد سارگاسوم، کلیدي: هاي واژه

  
 مقدمه 

 جایگزینعنوان  هاي طبیعی در مواد غذایی و دارویی بهاکسیدانصرف ضدعلاقه به مامروزه   
و ترت بوتیل  2آنیزول، بوتیل هیدروکسی 1بوتیل هیدروکسی تولوئنهمانند مصنوعی هاي اکسیدان ضد

                                                
 babakhani@guilan.ac.ir مسئول مکاتبه: *

1  - Butylated hydroxytoluene 
2  - Butylated hydroxyanisole 
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حسین امنیت غذایی وجود دارد، افزایش یافته است ( هایی که درموردنگرانی به با توجه 1هیدروکینون
از اهمیت سالم و ارزان با منشا طبیعی  ضداکسیدانیبنابراین شناسایی منابع جدید  .)2012و همکاران، 

(مندیولا و همکاران،  هستند در طبیعت هااکسیدانضدگیاهان منبع اصلی  بالایی برخوردار است.
 و صورت گرفته مستخرج از گیاهان طبیعی يها دانیاکسضد روي بر زیادي مطالعات ).2008

عنوان  بهنیز ها جلبک امروزه .مورد آزمایش قرار گرفته است غذایی يها ستمیس نیز درها  آن کاربردهاي
 نشان تحقیقات ).2011(چو و همکاران،  اندمورد توجه واقع شده هاي طبیعیاکسیدانضدمنابع غنی از 

 که هستند فنول پلی مثل مختلف يهادانیاکسضد غنی منبع دریایی 2يها جلبک وماکر که است داده
 گروه مهمی از ترکیبات ها فنول. آورند عمل به اکسیداسیون از پیشگیري در مهمی نقش توانند یم

همکاران،  و(آنوفرجوا  باشندمیزیستی سیدانی و دیگر خواص اکطبیعی هستند که داراي خواص ضد
 و فلاونول ،)گالات کاتچین و کاتچین اپی گالوکاتچین،( کاتچین مثل ها فنول پلی از ). یک سري2010

 و(آنوفرجوا  اند شده شناسایی قرمز و يا قهوه يها جلبک متانولی در عصاره گلیسرول فلاونول
 یجلبک يها عصاره ضداکسیدانی تیخاص نییتع يمهم انجام شده رو قاتیاز تحق). 2010همکاران، 

(الباکی و  سبز يهاطور مختصر به مطالعات انجام شده بر جلبک توان به یم In vitroدر شرایط 
؛ کومار و 2008؛ جانسان و همکاران، 2006 (دوآن و همکارانقرمز  يهاجلبک )،2009همکاران، 
؛ 2008ران، چاندینی و همکا؛ 2016(باباخانی و همکاران،  يا  قهوه يهاجلبک و )2008همکاران، 

  اشاره کرد.) 2005؛ کودا و همکاران، 2000ضانف، چکیویشویلی و رم
      ًمعمولا که  باشد یم 3ترکیبات زیست فعال جداسازي و شناساییمرحله در  نیتر مهماستخراج   

به  ).2011(ایگنات و همکاران،  عنوان استاندارد وجود ندارد روش واحدي براي ترکیبات مختلف به
امروزه  گیرد. مورد توجه قرار می ستخراج ترکیباتسازي ا همین دلیل در تحقیقات مختلف بهینه

دست آوردن ترکیبات زیست فعال از منابع گیاهی مورد استفاده  هي استخراج متفاوتی براي بها روش
و پروئستوس، (کومیاتیس  رندیپذ یمدر دماي رفلاکس انجام       ًمعمولا ي متداول ها روش. ردیگ یمقرار 
2008(.  

توان با  تاگوچی یک روش منحصر بفرد و قدرتمند است که میروش از سازي با استفاده   بهینه  
. تاگوچی یک شکل از طرح )2007(آدویی و اوینکان،  سازي را انجام داد کمترین تعداد آزمایش بهینه

                                                
1  - Tert butylhydroquinone 
2- Macroalgae 
3- Bioactive compounds 
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ترکیبات مختلف ثیرات متغیرها در سطوح مختلف و در أوسیله آن ت هفاکتوریل شکسته شده است که ب
جویی  بنابراین استفاده از این روش باعث صرفه )2010(چیح و همکاران،  یردگمورد سنجش قرار می

گونه سارگاسوم با توجه به پراکنشی  شود.ها میتحقیقات و بهبود عملکرد آن در وقت و هزینه انجام
 بررسی جهت گزینه بالقوه عنوان بهتواند می باشد،می فارس دارا خلیج به ویژه که در سواحل ایران و

جام این تحقیق بررسی هدف از ان .دگیر قرار بررسی مورد اکسیدانی ضد خواص با ترکیباتی دوجو
اي سارگاسوم خلیج فارس و تعیین شرایط بهینه جهت استخراج  اکسیدانی جلبک قهوهفعالیت ضد

با استفاده از روش  )Sargassum angustifoliumاي سارگاسوم ( جلبک قهوه ضداکسیدانیترکیبات 
 باشد. ساده میرفلاکس 

  
  اهمواد و روش

ز سواحل خلیج فارس ) اSargassum angustifoliumاي سارگاسوم (جلبک قهوه: آوري نمونهجمع
ها، شن فیتي اپیآوري و با آب دریا شستشو شدند تا باقیمانده شهر بوشهر جمع در منطقه ساحل جنوبی

ب شیرین شستشو شده و در دماي محیط و در ها با آها جدا شود. سپس نمونهو ماسه و نمک از جلبک
ها بعد از خشک شدن، به آزمایشگاه فرآوري ز قرار گرفته تا خشک شوند. نمونهرو 4تا  3مدت  سایه به

 ،Mulinex, La Molinettمنتقل شده و در یک دستگاه خردکن (دانشگاه گیلان  منابع طبیعی دانشکده
دار و در دماي هاي پلاستیکی دربن انجام آزمایش در کیسهصورت پودر درآمدند و تا زما فرانسه) به

  گراد نگهداري شدند.درجه سانتی -80
) براي 1 ها (جدولتوجه به طراحی صورت گرفته آزمایشبا هاي پودر شده ابتدا  نمونه: يریگ عصاره

گرفت. با  در کاغذهاي صافی قرار داده شد و در ظروف دستگاه سوکسله قرارو توزین شده  هر تیمار،
حلال (اتانول آب  3ها حلال افزوده شد. استخراج با  )، به نمونه1:20توجه به نسبت جلبک به حلال (

)، انجام شد. براي دقیقه 270و  180، 90مدت زمان استخراج ( 3آب و اتانول)، در  50/50و مخلوط 
مام زمان استخراج، س از ات. پ)Roy., 1990استفاده شد ( L9ها از طرح تاگوچی   طراحی آزمایش

هاي بیشتر (حداکثر تا لتر شده و تا هنگام انجام آزمایش) فیWhtman 42ها با کاغذ صافی (عصاره
  گراد قرار داده شدند. درجه سانتی 4اي تیره و در دماي  یک هفته) در ظروف شیشه
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  .حرارتیترکیبات فنولی در روش استخراج رفلاکس براي استخراج  ها شیآزماطراحی  -1جدول 
 استخراج (دقیقه) زمان حلال آزمایش

  90 اتانول  1
 90 اتانول /آب  2

  90 آب  3
  180 اتانول 4
  180 اتانول /آب 5
  180 آب 6
  270 اتانول 7
  270 اتانول /آب 8
 270  آب 9

  
 )1984تاگا و همکاران ( ) عصاره با استفاده از روشTPC( 1میزان فنول کل :تعیین میزان فنول کل

 2مدت  ، مخلوط شد و بهNa2Co3 )درصد 2لیتر ( میلی 4میکرولیتر از نمونه با  200شد.  گیري دازهان
 - میکرولیتر معرف فولین 200گراد) باقی ماند. سپس سانتی درجه 24-26دقیقه در دماي اتاق (

تاریکی دقیقه در دماي اتاق در  30مدت  به آن اضافه شد و پس از مخلوط شدن به درصد 50سیوکالتو 
نانومتر در مقابل شاهد  720، آمریکا) در طول موج Unicoوفتومتر (رها با اسپکتماند. جذب نمونه باقی 

گرم بر  میلی 100تا  0ي ها غلظت ازگالیک داسیبراي رسم منحنی استاندارد از محلول خوانده شد. 
 .گزارش شددر جلبکی خشک پو برگرمگالیک  اسیدرم گنتایج بر اساس میلیلیتر استفاده شد.  میلی

بررسی فعالیت ضداکسیدانی با استفاده از  :DPPH هاي آزادفعالیت مهارکنندگی رادیکال
(برند ویلیام و ، طبق روش )DPPH(2هیدرازیل  -پیکریل 1دي فنیل  2و  2هاي پایدار  رادیکال

میلی مولار  16/0ل متانولی لیتر از محلو میلی 2لیتر از عصاره به  میلی 2انجام گرفت. ) 1995همکاران، 
دقیقه در دماي محیط در تاریکی نگهداري  30 افزوده و به خوبی مخلوط و DPPHرادیکال آزاد 

نانومتر با استفاده از اسپکتروفتومتر خوانده شد. فعالیت  517گردید. جذب محلول در طول موج 

                                                
1  - Total phenol content 
2  - 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl 
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بیان  RSA1صورت درصد ه و بهعصاره مطابق فرمول زیر محاسب DPPH       ِي آزاد  ها کالیرادمهارکنندگی 
 شد.

RSA%= [1-(Asample-Asample blank)/Aconrol]*100  
  Asample =موردنظر زمان از بعدDPPH  جذب نمونه و محلول

 Acontrol =بدون نمونه DPPH جذب محلول

Asample blank= DPPH    جذب نمونه بدون محلول 
  

طرح مورد . استفاده شد Minitab (version 14)ار افز از نرم ها استخراجبراي طراحی : هاآنالیز داده
، تیماري که بالاترین میزان ها عصاره. پس از تهیه بود L9 استفاده براي انجام آزمایشات تاگوچی

پس از بررسی  ها دادهرا داشت، انتخاب شد. براي تجزیه و تحلیل آماري  ضداکسیدانیخاصیت 
و براي  2طرفه کالیز واریانس یاز آن اسمیرنف از -موگروفکولها با استفاده از آزمون  نرمالیته داده

براي رسم نمودارها از  استفاده شد. )p>05/0(درصد  5از آزمون دانکن در سطح  ها نیانگیممقایسه 
  ) استفاده شد.Excel)Microsoft office, 2010 افزار  نرم
  

  نتایج 
که میزان داد حاضر نشان  ه است. مطالعهآورده شد 1ترکیبات فنولی در شکل : میزان ترکیبات فنولی

هاي ن ترکیبات فنولی را داشت و عصارهترکیبات فنولی در عصاره استخراج شده با حلال آب بالاتری
  ).>05/0p( اتانولی کمترین میزان ترکیبات فنولی را داشتند

  

                                                
1- Radical scavening activity 
2- One-way ANOVA 
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توسط بر گرم ماده خشک  کیگال دیگرم اس یلیبر حسب ممیانگین)  ±(اشتباه معیار  یفنول باتیترک زانیم -1شکل 
 دار است. حروف مختلف نشانگر وجود اختلاف معنی. اتانول و اتانول هاي آب، آب/ حلال

  

  
در گرم اسید گالیک بر گرم ماده خشک  بر حسب میلی میانگین) ±(اشتباه معیار میزان ترکیبات فنولی  -2شکل 

  دار است. . حروف مختلف نشانگر وجود اختلاف معنیدقیقه 270و  180، 90 هاي مختلف استخراج هاي در زمان زمان
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هاي استخراج شده در  دقیقه بالاترین مقدار و عصاره 270میزان ترکیبات فنولی در زمان استخراج   
  اند. هاي بعدي قرار داشته ترتیب در رتبه دقیقه به 90و  180هاي استخراج  زمان

  
  .هاي انجام شده مختلف زمایشآدر هاي آزاد  رادیکال 50IC میزان -2جدول 

 آزمایش استخراج (دقیقه) زمان حلال گرم عصاره میلی

  1  90 اتانول  74/0
 2 90 اتانول/آب  02/0

  3  90 آب  035/0
  4  180 اتانول 59/0
  5  180 اتانول/آب 016/0
  6  180 آب 014/0
  7  270 اتانول 37/0
  8  270 اتانول/آب 018/0
 9 270  آب 008/0

  
 درصد 50دقیقه  270گرم از عصاره آبی در زمان  اتانول میلی ، حلال آب/3به نتایج جدول با توجه   

مترین قدرت هاي آزاد را خنثی کرد که بالاترین قدرت را در بین سایر تیمارها داشت. کاز رادیکال
قیقه د 270ج هاي استخراهاي استخراج شده در زمانلی بود. عصارههاي اتانوخنثی کنندگی در عصاره

  بالاتري برخوردار بودند. ضداکسیدانیا از قدرت هنسبت به سایر عصاره
  

   .هاي مختلف استخراج زمانها و  حلالدر  میانگین) ±(اشتباه معیار  هاي آزاد رادیکال 50IC میزان -3جدول 
 استخراج (دقیقه) زمان حلال گرم عصاره میلی

17/0 ± 41/0   - 90  
14/0 ±33/0   - 180 

08/0 ± 21/0   - 270  
07/0 ± 56/0   -  اتانول 
  -  اتانول آب/ 018/0 ± 00/0
 -  آب 019/0 ± 00/0



 1395 پاییز) 3)، شماره (5برداري و پرورش آبزیان ( بهره

8 

بود و  ضداکسیدانیاتانول داراي بالاترین قدرت  سازي انجام شده با تاگوچی حلال آب/ در بهینه  
را خنثی کند. همچنین زمان  DPPHاز  درصد 50گرم از عصاره توانست  میلی 018/0 ± 00/0

  را داشت.  ضداکسیدانیدقیقه بالاترین قدرت  270استخراج 
  

  بحث
ثري هستند و فعالیت ؤهاي ماکسیدانضدهاي رادیکال آزاد و هاي گیاهی مهار کنندهفنول  

ها و ترکیبات فنولی مشتق شده است. بنابراین ارتباط ها و چاي به طور عمده از فنولمیوه ضداکسیدانی
      ًمعمولا ). 2008(پن و همکاران،  وجود دارد ضداکسیدانیفعالیت نزدیکی بین میزان ترکیبات فنولی و 

براي استخراج با توجه به هدفی که وجود دارد، طبیعت ترکیبات، خصوصیات  ها حلالانتخاب 
در  .)2011(ربی و همکاران،  شود یمفیزیکوشیمیایی ماده، قابل دسترس بودن مواد و تجهیزات انجام 

شهیدي، د (ننقش بسیار مهمی دار ها فنولدر افزایش حلالیت  ها حلالت استخراج ترکیبات فنولی، قطبی
هاي حلال ترند وهاي آلی قطبی نسبت به آب محلولطور کلی ترکیبات فنولی در حلال به ).2006

(وانگ  ، اتانول و استون باشند، موثرترندهنگامی که مخلوطی آبی از متانول مورد استفاده براي استخراج
، از طریق اهدا هابه شیوه مشابهی همانند کاهندهترکیبات جلبکی ممکن است  ).2009و همکاران، 

ها به محصولات پایدار و پایان بخشیدن به واکنش  هاي آزاد و تبدیل آنالکترون و واکنش با رادیکال
   اي رادیکال آزاد عمل کنند.زنجیره

  DPPH مین مهار عنوان ابزاري جهت تخ هاي بطور گسترده یک رادیکال آزاد پایدار است که به
طور که در  همان ).2011شود (ژانگ و همکاران، اکسیدان به کار برده میرادیکال آزاد توسط ضد

در  باشد.مرتبط می الکلی هاي آبیبه عصاره ضداکسیدانیرین قدرت بیشتشود، مشاهده می 3جدول 
بود. این نتیجه بیانگر آن است که ترکیبات هاي آبی عصاره که بیشترین میزان ترکیبات فنولی در حالی

 هاي آبی/ ثرند که در عصارهؤها م عصاره ضداکسیدانیقدرت غیر از ترکیبات فنولی نیز در  هدیگري ب
هاي موثري براي اسیدهاي چرب اکسیدانها ضدفنول اتانولی میزان بیشتري از آن وجود دارد.

 ، آن را تبدیل به فرمهاي پروکسیلیدروژن به رادیکالغیراشباعی هستند. در واقع با دادن اتم ه چند
ها را یگر رادیکالدعنوان حامل زنجیره و جفت شدن با  کنند که توانایی عملکرد به می 1آریلوکسیل

                                                
1- Aryloxyl 
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 .)2003(سیرواردهانا و همکاران،  گرددمیاي رادیکال آزاد واکنش زنجیرهندارد و در نتیجه سبب مهار 
که با استفاده از آب، اتانول و متانول   هاي جلبک قرمز هنگامیعصاره دهد که مطالعات نشان می

هاي استونی، کلروفرمی و که عصاره کنندگی ضعیفی دارند. در حالیشوند، فعالیت مهاراستخراج می
هایی اند. بنابراین حلالکنندگی قوي را از خود نشان دادهاستاتی چندین جلبک قرمز فعالیت مهاراتیل

(کوکس و  ثیر بسیار زیادي بر ترکیبات مورد استخراج دارندأشوند، تي استخراج استفاده میکه برا
 70هاي جلبکی ایسلند انجام شد نیز عصاره استونی اي که بر روي عصارهدر مطالعه .)2010همکاران، 

نسبت به عصاره آبی استخراج  DPPHهاي توانایی مهارکنندگی رادیکالبا  ترکیبات بیشتري درصد
  .)2009(وانگ و همکاران،  کرد
ي صورت گرفته بود، فراکسیون آبی ا قهوهسه گونه جلبک  ضداکسیدانیاي که بر خواص  در مطالعه  

ترکیبات فنولی  )Turbinaria conidesو توربیناریا ( )Sargassum marignatum(م گونه سارگاسو
شاید یکی از  .)2008(چاندینی و همکاران،  هاي یک گونه داشتبالاتري نسبت به بقیه فراکسیون

اکسیدانی، یک محیط وان حلال در استخراج ترکیبات ضدعن استفاده از آب به دلایل ممکن این باشد که
کند که در آن ترکیبات فنولی با درجه قطبیت پایین به میزان کمتري استخراج قطبی ایجاد می     ًکاملا 

ها و قندهاي محلول در ، پروتئین هایی نظیر اسیدهاي آلیاین حضور ناخالصی بر شوند و علاوه می
شوند. هر چند حضور عصاره آبی نیز باعث اختلال در تشخیص و تعیین مقدار ترکیبات فنولی می

(چیرینوس و  کسیدانی کل در آب خالص باشدید دلیلی بر افزایش فعالیت ضداترکیبات فوق شا
اکسیدانی داري در فعالیت ضدتفاوت معنی) نیز 2010و همکاران ( کوکس ررسیدر ب. )2007همکاران، 

 ریتأثي که ا مطالعهدر  .وجود نداشت P. palmataهاي اتانولی، متانولی و استونی جلبک عصاره
متانول) بر ترکیبات فنولی یک گونه جلبک مورد آزمایش  ي مختلف (آب، اتانول، متانول، آب/ها حلال

متانول نیز پس از  و فنول کل را داشت و حلال آب/ ضداکسیدانیآب بالاترین خاصیت قرار گرفت، 
مخلوط اتانول و آب  . در چاي)2011(لوپز و همکاران،  آب داراي بالاترین میزان ترکیبات فنولی بود

اي ، ولی آب بر)2001(وانگ و هلیول،  داز متانول و استن بو مؤثرتربراي استخراج فلاونوئیدها بسیار 
(کوخار و مگنوسدوتی، بود  درصد 70و اتانول  درصد 80از متانول  مؤثرترها بسیار استخراج کاتچین

براي  درصد 50و استن  )2006(یائو و همکاران، هاي چاي . متانول استفاده شده براي پلی فنول)2002
تحقیقات انجام گرفته  . مانند دیگر)2004(ژو و یو،  هاي گندم از آب کارامدتر بوداستخراج پلی فنول

 در این آزمایش نیز حلال نقش موثري در میزان ترکیبات فنولی داشت. 
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(روساك و  باشد یمزمان استخراج  ریتأثترکیبات فنولی موجود در عصاره به شدت تحت   
ي فرایند استخراج را داشته باشیم، دما و زمان دو ها نهیهزقصد کاهش که  هنگامی .)2008همکاران، 

ي مختلفی ها دادهي مختلف ها روش. در استخراج با شوند یمسازي محسوب  ر مهم براي بهینهفاکتو
 تر مناسبرا  بلندتري ها زماناستخراج را و تعدادي  تر کوتاهي ها زمان ها آنوجود دارد که بعضی از 

میزان الاتر هاي بدر زمان استخراج .)2007؛ اسپینگو و همکاران، 2005(پینلو و همکاران،  اند دانسته
زمان هاي آزاد نیز با افزایش افت. همچنین میزان خنثی کنندگی رادیکالترکیبات فنولی نیز افزایش ی

  دقیقه به بالاترین حد رسید.  270استخراج در 
هاي طبیعی موثري اکسیدانها ضدفنولی جلبکترکیبات پلی دهد کهنتایج مطالعه حاضر نشان می

 این این ترکیباتبنابرباشند. می هاهاي آزاد به بافتن و صدمه رادیکالاکسیداسیوجهت جلوگیري از 
اظهار  توان یمبا توجه به نتایج این تحقیق،  باشند.ی و دارویی را دارا میپتانسیل استفاده در صنایع غذای

ي سارگاسوم منبع مناسبی براي استخراج ترکیبات زیست فعال بوده و با توجه ا قهوهداشت که جلبک 
از این جلبک و دیگر  برداري بهرهي خلیج فارس و عدم استفاده از این منبع، ها آبگونه در  به وفور این

  . رسد یم نظر بهي خلیج فارس امري مناسب و ضروري ها جلبک
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