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 فصلنامۀ پژوهشی تحقیقات گیاهان دارویی و معطر ایران
 )1383(، 331-323، صفحۀ 3شمارۀ  20     جلد 

 
 تعیین میزان ژوگلون در برگ و میوه سبز درخت گردو

 (juglans regia L.)  توسط کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا(HPLC) 
 

 3ابوالفضل سجادی پور، سید1، محمدباقر رضایی2پروین بقایی ،1 جایمندکامکار

 3 و ملیحه نصرآبادی

 
 چکیده

  .juglans regia Lژوگلون تركيبي نفتوكينوني است كه در برگ و پوسته ميوه درخت گردو            
در اين تحقيق،   . وجود دارد، و براي ساليان زيادي به طور وسيع در طب سنتي بكار مي رود                

 از درختي در منطقه     ١٣٨١مختلف سال   نمونه هايي از برگ و پوسته سبز ميوه گردو در ماههاي           
ابتدا نمونه ها با حلال استون توسط دستگاه سوكسوله چربي زدايي          . كلاك كرج جمع آوري شد   

شده و سپس با كلروفرم ماده مورد نظر استخراج و براي اندازه گيري تركيب ژوگلون پس از                   
 استفاده  HPLCارايي بالا   انجام مراحل مختلف خالص سازي از دستگاه كروماتوگرافي مايع با ك         

 .گرديد

 ١١٤/٠ تا    ٠٢١/٠ گياه، از حداقل       برگ در    طي دورة رشد     در  ژوگلون  تركيب ميزان
ميلي گرم در ليتر متغير بود كه در مردادماه بيشترين ميزان و در پوسته سبز ميوه درخت به ميزان                  

در اين  . زان را دربرداشت   ميلي گرم در ليتر بود كه در شهريور ماه بيشترين مي          ٥٣٤/٠ الي   ٠٣٥/٠
تحقيق از دو حلال پتروليوم اتر و كلروفرم جهت استخراج تركيب ژوگلون استفاده كرديم و                  

 .كلروفرم به عنوان حلال بهتر شناخته شد

 )HpLc(كارايي بالا  گردو، ژوگلون، كروماتوگرافي مايع با :های کلیدی واژه

                                                           
 .١٣١٨٥ – ١١٦اعضاء هيأت علمي مؤسسه تحقيقات جنگلها و مراتع، تهران صندوق پستي  -١

E-mail: Jaimand@rifr-ac.ir  
 .عضو هيأت علمي دانشگاه صنعتي اميركبير -٢

 . دانشجويان كارشناسي ارشد دانشگاه صنعتي اميركبير-٣
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 مقدمه
گ تازه و پوسته سبز ميوه درخت گردو يافت         ژوگلون تركيبي نفتوكينوني است كه در بر      

پوسته سبز ميوه گردو را كه اپي كارپ مي نامند كه             ). ١٩٩٤،  Wichtl et al(مي شود  
پوسته سبز ميوه گردو داراي درصد املاح        . داراي تركيبها و اثراتي مشابه با برگ است        

، )درصد ٧٨/٠(، فسفر   ) درصد ٨٤/٠(، ازت   ) درصد ٩٥/٠(مختلفي از جمله پتاسيم      
 ).١٣٧٧طباطبايي و همكاران، (مي باشد )  درصد١٠/٠(و منيزيم )  درصد٤٩/٠(كلسيم 

ژوگلون بارزترين ماده موجود در اندام هاي مختلف گياه گردو است، اين ماده كه                
 هيدروكسي  -٥( مرحله اي اكسي تترا سايكلين است، يك كينون         ١٦نقطه شروع تركيب    

 مي باشد كه پيش    ١٦/١٧٤ و وزن ملكولي     C10H5O2 (OH)با فرمول   )  نفتوكينون – ١،٤
 تري هيدروكسي نفتالين گلوكوزيد است كه به صورت پيوند          – ٥و٤،١ماده تركيب آن    

شده در اندام هاي هوايي به ويژه برگها وجود داشته و در اثر آبشويي تحت عمل                      
 ).١٣٦٩ زرگري،(هيدروليز و اكسيداسيون قرار گرفته و به ژوگلون تبديل مي شود 

از برگ و پوست ميوه درخت گردو در طب سنتي براي اثرات دارويي گوناگون و                 
 مفيدي كه دارد استفاده مي كنند مانند داروي قابض و تجزيه كننده بافتهاي شاخي                   

)Beauquesne et al  ،ضد اسهال و ضد كرم پهن و تصفيه كننده و                   )١٩٩٠ ، 

 و كاهش دهنده قند خون      ) ١٩٨١ ،Nahrstedt(، ضد قارچ     )١٩٩٤،  Wichtl( مقوي  

)Neef et al  ،از اين گياه اثر ضد ويروس بر عليه ويروس التهاب كيسه مخاط              )١٩٩٥ ،
همچنين ). ١٩٨٦،  Husson et al( نيز گزارش كرده اند  ) vesicularis stomatitis(دهان  

Girzu et al  ،)م در مورد تأثير تسكين دهندگي تركيب ژوگلون تحقيقاتي انجا         ) ١٩٩٨
 .داده اند

هدف از اين تحقيق بررسي ميزان و اندازه گيري تركيب ژوگلون در طي دوره رشد                
 .گياه مي باشد
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  و روشهامواد
 روش برداشت نمونه برگ و پوسته میوه درخت گردو

نمونه هاي برگ و پوسته سبز ميوه درخت گردو در ماههاي خرداد، تير، مرداد، شهريور،               
 شهرستان كرج، منطقه كلاك برداشت شده        -استان تهران    در   ١٣٨١مهر و آبان سال      

 .است و نمونه ها به صورت تازه مورد استخراج قرار گرفتند
 

 بررسی اثر حلال در استخراج ژوگلون از نمونه برگ درخت گردو

، .Beauquense et al و   ١٩٩٤،  .Wicht et al(درمرحلة نخست آزمايش با بررسي منابع       
بنابراين، . لف پتروليوم اتروكلروفرم جهت استخراج استفاده شد      از دو حلال مخت   ) ١٩٩٠

 پس از چربي زدايي توسط استون با مقايسه دو روش استخراج ژوگلون با پتروليوم                  

 اتر و استخراج با كلروفرم، مشخص گرديد كه استخراج با حلال كلروفرم، داراي                   

اج ها با استفاده از حلال      از اين رو، در مراحل بعدي استخر        .  بازده بالاتري مي باشد  
 مقدار ژوگلون در نمونه برگ خرداد ماه توسط پتروليوم              (كلروفرم انجام پذيرفت      

 و مقدار ژوگلون در نمونه برگ خرداد ماه            mg/g ٢٣٤١٢/٠ = ٣٠ × ٠٠٧٨/٠= اتر  
 ).mg/g ١١٣/١ = ٣٠ × ٠٣٧١١١/٠= توسط كلروفرم 

 
 ت گردوروش استخراج ژوگلون از برگ و پوسته میوه درخ

 گرم نمونه تازه از برگ و پوسته سبز ميوه گردو، با حلال استون توسط                     ١٠مقدار  
دستگاه سوكسوله چربي زدايي شده و بعد استخراج توسط حلال كلروفرم صورت                 
گرفت، با حذف حلال در دستگاه تقطير در خلاء و تهيه ماده جامد به آن آب مقطر                     

تات محلول به قيف جداكننده انتقال داده شد،        اضافه شد و سپس با اضافه كردن اتيل اس        
آنگاه فاز اتيل استات را جدا كرده و بعد ماده بدست آمده با             . مواد زائد وارد فاز آبي  شد     

از محلول بدست آمده جهت اندازه گيري تركيب ژوگلون         . متانول به حجم رسانده شد    
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مام نمونه ها استفاده   بنابراين، از اين روش براي ت      .  استفاده شد  HPLCتوسط دستگاه   
 .شده است

 
 HPLC دستگاهیشرایط 

HPLC                    يا كروماتوگرافي مايع با كاركرد عالي تكنيك مناسبي براي جداسازي و 
يكي از روشهاي   . مواد دارويي و بيوشيميايي مي باشد     , اندازه گيري محصولات طبيعي  

گاه مورد  دست.  مي باشد HPLCدقيق جهت اندازه گيري تركيب ژوگلون استفاده از            
 Maxi-star K-1000 با پمپ مدل     Well Chrom 2000 مدل   Knuerاستفاده از شركت    

 نانومتر تنظيم گرديده و       ٢٥٤كه در    , spectrophotometer K-2500و دتكتور مدل     
 ميليمتر و فاز    ٤ سانتيمتر و قطر      ٢٥ به طول     Erospher 100 C18ستون مورد استفاده  

با شدت جريان يك ميلي ليتر در       , )٥ : ٦٥ : ٣٠ (آب و اسيد استيك   , متحرك متانول 
 . دقيقه انجام گرديد٢٠ به مدت ليتر ميكروميلي lµ٢۰ و مقدار نمونه تزريق شده, دقيقه
 

 رسم منحنی کالیبراسیون برای نمونه استاندارد

غلظتهاي . شدبراي بررسي ميزان ژوگلون با تهيه منحني استاندارد به صورت زير انجام             
 ٠٢١/٠ و   ٠٣٢/٠ و   ٠٦٤/٠سه نمونه با غلظتهاي     (متفاوتي از نمونه استاندارد تهيه كرده       

آنها را به دستگاه تزريق كرده بعد با داشتن سطح زير طيف ماده              ) ميلي گرم در ميلي ليتر  
 .مجهول و انطباق آن با منحني كاليبراسيون، غلظت ماده مجهول را بدست مي آوريم
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  منحنی کالیبراسیون-1شکل شمارۀ 

 
 نتايج

 ميلي گرم در   ٠٣١/٠ميزان تركيب ژوگلون در طي دوره رشد در برگ در ماههاي خرداد             
 ميلي گرم در ميلي ليتر، در     ١١٤/٠ ميلي گرم در ميلي ليتر، در مرداد       ٠٣٧/٠ميلي ليتر، در تير    

 ميلي گرم در ميلي ليتر و در آبان        ٠٢٤/٠  ميلي گرم در ميلي ليتر، در مهر      ٠٣٧/٠شهريور  
 ميلي گرم در ميلي ليتر بدست آمد و ميزان اين تركيب در پوسته سبز ميوه گردو                 ٠٢١/٠

 ميلي گرم در ميلي ليتر، در     ١٣٩/٠ ميلي گرم در ميلي ليتر، در تير       ٠٣٥/٠در ماههاي خرداد    
گرم در ميلي ليتر، در مهر       ميلي  ٥٣٤/٠ ميلي گرم در ميلي ليتر در شهريور         ١٥٩/٠مرداد  
 ميزان.  ميلي گرم در ميلي ليتر بدست آمد     ٤٧٩/٠ ميلي گرم در ميلي ليتر و در آبان         ٥٠٦/٠

 در مرداد ماه بيشترين و در پوسته سبز ميوه              برگ در   اين تركيب درطي دورة رشد     
در مراحل اوليه آزمايش از       . باشد مي ماهدرخت گردو بيشترين ميزان در شهريور          

اي مختلف جهت تعيين بهترين حلال براي بيشترين ميزان استخراج و ساده بودن             حلاله
بنابراين، از بين دو حلال پتروليوم اتر و كلروفرم حلال دوم            . روش استفاده شده است   

 .مناسبتر تشخيص داده شده است كه در مراحل بعدي آزمايش لحاظ گرديد
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 ماههای مختلف نمودار میزان ترکیب ژوگلون در -2شکل شمارۀ 

 

 
  منحنی میزان ترکیب ژوگلون در ماههای مختلف-3شکل شمارۀ 
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 mg/ml 064/0کروماتوگرام طیف استاندارد ترکیب ژوگلون با غلظت  -4شکل شمارۀ 
 
 

 
 کرماتوگرام طیف نمونه میوه گردو -5شکل شمارۀ 
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 بحث
Girzu, et al.  ،ن را در برگ گياه گردو توسط دستگاه             ميزان تركيب ژوگلو    ١٩٩٨

HPLC  گرم  ٢/١ جمع  آوري و مقدار     ١٩٩٦برگ درخت در ارديبهشت     .  تعيين كرده اند 
 ميلي ليتر كلروفرم به مدت يك ساعت خيسانده و بعد حلال كلروفرم              ١٥٠برگ را در    

رده  ميلي ليتر متانول حل ك    ١٠توسط روش تقطير در خلاء جدا گرديد، باقي مانده را در            
فاز متحرك در اين تحقيق آب      .  اندازه گيري شده است   HPLCو ميزان تركيب با دستگاه      

 دقيقه  ١/٩ استونيتريل انتخاب و تركيب ژوگلون در زمان بازداري           - فسفوريك اسيد    -
 ١٠٠ گرم در    ٧٤٨٢/١ و   ٧٤٢٨/٠ نمونه بين    ٥مقدار ژوگلون در    . شناسايي شده است  

 .گرم بدست آمد

Girzu, et al.، در طي مراحل كار متوجه شدند كه نگهداري تركيب ژوگلون            ١٩٩٨ 
 درجه سانتيگراد در    ٤اما برگ خشك را مي توان در       . در محلول متانول قابل دوام نيست     
 .محل خنك و تاريك نگهداري كرد

ولي . در تحقيق حاضر جهت استخراج ژوگلون از حلال كلروفرم استفاده شد                
) ٥ : ٦٥ : ٢٠( آب و اسيد استيك        - متانول   HPLCحلالهاي فاز متحرك دستگاه       

.  دقيقه شناسايي گرديد   ٦تركيب ژوگلون در اين روش در زمان بازداري         . انتخاب گرديد 
جهت ميزان ژوگلون از برگ و پوسته سبز ميوه نيز استفاده شده است، نتايج اين بررسي                

هاي مختلف سال در     نمودار و ميزان تركيب ژوگلون را در ماه        ٣ و   ٢را در شكل شماره     
ميزان اين تركيب در طي دوره رشد گياه در           . برگ و پوسته ميوه گردو مشاهده كنيد       

بيشترين و در پوسته سبز ميوه در         )  ميلي گرم در ميلي ليتر    ١١٤/٠(برگ در مرداد ماه      
 .بيشترين ميزان را دارا مي باشد)  ميلي گرم در ميلي ليتر٥٣٤/٠(شهريور ماه 
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Determination of Juglone from Leaves and fresh peels of 
juglans regia L. by High Performance Liquid 

Chromatography 
 

K. Jaimand1, P. Baghai2, M. B. Rezaee1, S. A.Sajadipoor3 

and M. Nasrabadi3 
 

 
Abstract 
Juglone is a naphtoquinone compound present in walnut (Juglans regia L.; 
Juglandaceae) leaves and peels. that have been broadly used in traditional 
medicine for many years. In this research, samples were collected during 
June to November 2001 and (10 g) extracted with a Soxhlet apparatus for 2 
hours. The concentrate of the acetone extract of the samples was defatted 
and then extracted with chloroform. The chloroform solution was evaporated 
under reduced pressure to give a dry residue recoverd by methanol. The 
extract was analyzed by HPLC. Juglone content in leaves was from 0.021 
mg/ml to 0.114 mg/ml and in peels were 0.035 mg/ml to 0.534 mg/ml, 
respectively.  
 
Key words: juglans regia L., juglone, HPLC 
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