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   بافت کشت از حاصل کالوسدر  گالات گالوکاتچین اپی مؤثره ماده بررسی و مقایسه
   پلیمر با استخراج نوین روش به )Camellia sinensis (L.) Kuntze( دارویی گیاه

  )MIP( مولکولی قالب
  

  3مهدي علیزاده ،*2گلسفیدي، مازیار احمدي1آذرم موحدي

 شناسی، دانشکده علوم، واحد گرگان، دانشگاه آزاد اسلامی، گرگان، ایرانگروه زیستدانشجوي دکتري، 1
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 دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی، گرگان، ایرانگروه کشاورزي، دانشکده تولید گیاهی، دانشیار، 3

  

    30/6/99 تاریخ پذیرش:    24/2/99 تاریخ دریافت:
  

  چکیده
در این تحقیق به منظور گیاه چاي در صنایع دارویی و غذایی، “ ”EGCG 1اپی گالو کاتچین گالاتماده موثره دلیل اهمیت  به

 EGCGگیـري  اقدام به جداسازي و اندازه ،مسن و کالوس گیاه ،در عصاره برگ جوان (دوبرگی) EGCGبررسی و مقایسه میزان 
زایی، کـالوس گیـاه   جهت تولید و تحریک کالبه  1397در سال . گردید MIP 2در عصاره کالوس به روش پلیمر قالب مولکولی

هـاي گیـاهی   با مقادیر مختلـف از هورمـون   WPMو  MS ،SHهاي کشت حیطمازندران در م غرب منطقه از شده چاي برداشت
از عصـاره   EGCGگیري شدند. براي خـالص سـازي   درصد به روش ماسراسیون عصاره 70کشت شد. برگ و کالوس با متانول 

 CNTs-MIPگـرم، در سـاخت   میلـی  1-10ي در محـدوده  (MWCNTs) 3دار کـربن ي چند دیواره و عاملکالوس، مقدار نانولوله
نتـایج  ، استخراج و میزان آن با کروماتوگرافی فاز مایع تعیین شـد.  CNTs-MIPدر عصاره کالوس با  EGCGبررسی و بهینه شد. 

  هـاي با غلظت  بهینـه از هورمـون   SHدر محیط  EGCGو بیشترین میزان   WPMبیشترین حجم کالوس در محیط نشان داد که 
BA (2 mg/L), 2,4-D (0.5 mg/L) گرم از میلی 8، مشاهده شد. افزودنMWCNTs  به ساختار پلیمر، میزان بیشتري ازEGCG  را

باشـد. میـزان   گـرم در گـرم مـی   میلی 13/0، 19/7، 34/37ترتیب  برگ جوان و مسن و کالوس گیاه بهدر  EGCG استخراج نمود.
EGCG  در کالوس با استفاده ازCNTs-MIP ،91/0 رم محاسبه شد. با وجـود مقـدار کـم    گرم در گمیلیEGCG    در کـالوس، بـا

  گیري و بیانگر کارایی این تکنیک می باشد.برابري قابل اندازه 8مقدار این ماده با ضریب تغلیظ  CNTs-MIPاستفاده از 
  

 4چاي سبز، کالوس، کشت بافتمولکولی،  قالب پلیمرگالوکاتچین گالات، اپی هاي کلیدي:واژه

 
   

                                                             
1. Epigallocatechin gallate 
2. Molecularly Imprinted Polymer 
3. Functional multiwall carbon nanotubes 
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  مقدمه
 Camellia sinensis (L.) ام علمیـــبا نگیاه چاي 

Kuntze  سال قبل از میلاد مسـیح در   2700در حدود
 سبز حاوي است. چايشده چین کشت و مصرف می

 اپـی  ،EC 1کـاتچین اپـی  فنلـی شـامل    پلـی  ترکیبات
ــاتچین ــیEGC 2گالوک ــاتچین ، اپ ــالات ک  و ECG 3گ

باشـد کـه اثـرات    مـی  EGCG 4گالوکاتچین گالات اپی
 بـر  شود. اعتقـاد درمانی آن به این ترکیبات مربوط می

 مسئول سبز، چاي در موجود هايفنلپلی که است این
پرولیفراسـیون و   اکسیدان، مهـار  آنتی هايفعالیت اکثر
چاي سـبز  بـا مهـار    . محافظتی (پیشگیري) هستنداثر 

آنزیم لیپاز، باعث کاهش کلسترول، تري گلیسرید شده 
ــوگیري مــی ــر و از تصــلب شــرائین جل ــا اث ــد و ب کن

هـاي آزاد در مهـار   اکسـیدانی و جـذب رادیکـال    آنتی
تومور سرطانی نقش دارد. همچنین با تحریک فعالیت 

است. به علاوه با پوکی استخوان مؤثر در استئوبلاست 
تأثیر بر میزان دوپامین در بیماري پارکینسون اثـر دارد.  

عروقی، درمان  -قلبی هايبیماري سرطان، از پیشگیري
ي باکتریایی و ویروسی و اخـتلالات  ها چاقی، عفونت

 Pizzorno;( است شده گزارش سبز چاي عصبی براي

et al., 2016; Gruenwald et al., 2007; Ramawat, 
2009 Braun et al., 2015.(  ترکیبات فنلی با فعالیـت 

تـــرین تولیـــدات فـــراوان، از گســـترده بیولـــوژیکی
 ,.Ghasemzadeh et al(هاي ثانویـه هسـتند    متابولیت

2011.(  
ــد ــت تولی ــايمتابولی ــه ه ــق از ثانوی ــت طری  کش

 و نظیر کـاهش میـزان کشـت    معایبی داراي زرعه،ــم
 و طـمحی یا فصل تغییر دلیل به هامتابولیت میزان تغییر

 از این رو کشـت بافـت گیـاهی، بـراي     است. جغرافیا
 شــودتوصــیه مــی  ثانویــه يهــا متابولیــت تولیــد

                                                             
1. Epicatechin 
2. Epigallocatechin 
3. Epicatechin gallate 
4. Epigallocatechin gallate 

)Ramachandra et al., 2002.(  قابـل  سـاده و  تولیـد 
تولیـد   از سریع، جلوگیري و کارآمد کنترل، جداسازي

متابولیـت   مقـادیر زیـادي از   تولید ناخواسته، ترکیبات
 ي حیوانـات تغذیـه  متابولیکی در امکان ردیابی ،ثانویه

 اثر نشاندار شده، حذف ثانویه آزمایشگاهی با ترکیبات
ــلی ــت در فص ــه  کش ــت، از جمل ــاي باف ــد مزای  تولی

جـاي   به گیاهان سلولی کشت در ثانویه هايمتابولیت
 مفید ).Karuppusamy, 2009( باشند کشت زراعی می

 القاء سازي بهینه 2016 سال در همکاران و  بجنوردي
 بافـت  کشـت  شرایط در را افدرین تولید براي کالوس
جـین  ). MofidBojnordi et al., 2016( کردند بررسی

مبادرت به القاء کـالوس از   ،2012و همکاران در سال 
و  Sericostoma pauciflorumگیـاه   ي ساقهریزنمونه

ــت  ــد متابولی ــه تولی ــاي ثانوی ــا  ه ــر بت ــو نظی  -بیواکتی
سیتواسترول و کافئیک اسـید جداسـازي و شناسـایی    

   ).Jain et al., 2012( شدند
 از EGCG اسـتخراج  روش جذب متـداول بـراي  

 وبــنامطل اجزاي از بسیاري حاوي معمولاً سبز چاي
 و دارنـد  کمی قدرت انتخابی هاروش این است، دیگر
 حفظ براي. دهندمی اهشــــک را EGCG مفید اثرات

 انتخـابی  قدرت جـذب  افزایش ، EGCG میزان اثرات
 هـاي روش ).Xueqing et al., 2017( اسـت  ضروري
دلیل  به EGCG ازيـــسغنی و استخراج براي موجود

 آوردن دسـت  بـه  بـراي  زیـاد  زمـان  و نیاز بـه حـلال  
ي احتیـاج  بالا، به مطالعات گسترده خلوص با کاتچین

 ي اخیر، میکروها سال). در Zhang et al., 2013( دارد
پلیمر  روش از استفاده با SPME 5جامد  فاز استخراج

 انتخابی استخراج و تغلیظ براي ،6MIP مولکولی قالب
راج ـمیکرواستخ .است یافته توسعه متابولیکی ترکیبات

 7کربن ينانولوله که با فیبر توخالی يفاز جامد بر پایه
CNT ي هـا  تکنیـک  اسـت یکـی از   شده تقویتMIP 

                                                             
5. Solid- Phase Micro Extraction 
6. Molecularly Imprinted Polymer 
7. Carbon Nanotube 
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  العادهشیمیایی فوق و فیزیکی خواص دلیل بهکه است 
CNTs غلبـه  برايو  استخراج جاذب يماده عنوان به 

 اندشده معرفی استخراج هايتکنیک هايمحدودیت بر
)Alothman et al., 2018; Es’haghi et al., 2010.( 

 از اسـتفاده  بـا  آکـریلات  بر مبتنی پلیمر اي،در مطالعه
 براي و شده تقویت CNTsبا  و سنتز ژل -سل تکنیک

 طبیعی ايــهنمونه در خاص ترکیبات مقدار استخراج
 ,.Ahmadi- Golsefidi et al( گرفت قرار استفاده مورد

2012.(  
 EGCGدلیل اهمیت مـاده مـؤثره    به مطالعه این در

موجود در گیاه چاي در کاربردهاي مختلف در صنایع 
سازي آن و با توجه به عدم دارویی و غذایی و خالص

سهولت دسترسـی دائـم بـه گیـاه بـا کیفیـت ثابـت و        
پارمترهایی چون تغییرات فصل، نوع برداشت، کنتـرل  
شرایط خشک کردن و حمل گیاه به محل مـوردنظر و  

ها و با توجه بـه مـاتریس پیچیـده گیـاه     ي آنها هزینه
سازي، به کشت بافت گیاه چاي مبادرت جهت خالص

اسـتخراج   براي مولکولی قالب تکنیک پلیمر شده و از
EGCG       از عصاره کـالوس اسـتفاده شـد و بـا مقـدار
EGCG  در عصــاره بــرگ جــوان (دوبرگــی) و مســن

استخراج این ماده مـؤثره بـا   همچنین مقایسه گردید.  
ــا شــده مولکــولی تقویــت قالــب اســتفاده از پلیمــر  ب

 کربن براي اولین بار، صورت گرفـت کـه   هاينانولوله
 عیــ ـطبی ترکیبات استخراج زمینه در نوین روش یک

  شود.می محسوب
  

 هامواد و روش

ي چاي از مرکز تحقیقات هاي نمونهبوته :کشت بافت
هـاي جـوان   نشتارود تنکابن تهیه و در فصل بهار برگ

طبـق دسـتورالعمل   برداشت شد و بر  تک گره و ساقه
از )، پـس  Alizadeh, 1390ارائه شده توسط علیزاده (

هـاي تجــاري، در  شستشـو بــا آب شـهري و شــوینده  
گرم در لیتر به مدت دو  0,2کش با غلظتمحلول قارچ

آب ساعت ضدعفونی و سپس چندین بار شستشو بـا  
هود لامینار (ژال تجهیز، به زیر مقطر (کملب، بلژیک) 

درصد به  60سدیم هیپوکلریتو مجدد با  ایران) حمل
طـر و شستشـو بـا    دقیقه و آبکشی با آب مق 25مدت 
تا  3ها به درصد) و مجدد با آب مقطر، برگ 70الکل (

 20قسمت برش شد و درون ظرف کشت محتـوي   4
(تهیـه   WPM3و  MS1 ،SH2لیتـر محـیط کشـت    میلی

هـاي  حـاوي غلظـت هورمـون   شده طبق پروتکـل)،   
ــه ــین  بهین ــل آدن ــده بنزی ــازي ش ، BA (2 mg/L) 4س

 D  (0.5 mg/L)-52,4اســید اسـتیک  کلروفنوکسـی  دي
)Ducheffa co, Netherland(  زغــال فعــال وmg/L 

که اتوکلاو (ایران ابزار، ایران) و سپس سرد شده  200
هـا در اتـاق کشـت بـا     بودند، کشت انجام شد. نمونـه 

گـراد نگهـداري و پـس از    درجـه سـانتی   25±2دماي 
آوري و خشک شده و پس هفته کالوس جمع 4حدود 

  .گیري شداز توزین، عصاره
-ISO14502 گیري مطـابق روش  عصارهگیري: عصاره

2:2005(E) .گرم میلی 250با کمی اصلاحات انجام شد
ان (دوبرگـی)، بـرگ مسـن و کـالوس     پودر برگ جـو 

 ـ  به درصـد   70لیتـر متـانول   میلـی  5ا صورت مجـزا، ب
مغناطیسـی هـم خـورد.    دقیقه روي همزن  30مدت  به

دور  3500دقیقه با سرعت  10مدت  مخلوط حاصل به
و محلول حاصل در یک بالن در دقیقه سانتریفیوژ شد 

ها براي استخراج و  لیتري حجم رسید. عصاره میلی 10
  آنالیز در یخچال نگهداري شدند.

مطـابق روش  : EGCGاسـتخراج   بـراي  MIPسنتز 
بــا کمــی  )Tian et al., 2012( تیــان و همکــارانش

 6MAAمتاکریلیک اسـید ل از مومیلی 5/0، اصلاحات

اي کوچـک منتقـل   یک ظرف شیشه بهآلمان)  -(مرك
                                                             
1. Murashige & Skoog Medium 
2. Shenck & Hildebrandt Medium 
3. Lioyld G. and McCown Medium 
4. Benzyl Adenine 
5. 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid 
6. Methacrylic acid 
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اتـیلن گلایکـول دي متـاکریلات    مـول  میلی 3 شده و
1EGDMA 2بـه آن اضـافه شـده و بـا     آلمان) -(مرك 

شود. در ایـن مرحلـه،   مخلوط میاستونیتریل لیتر میلی
، آلدریچ -(سیگما EGCGمول از استاندارد میلی 01/0

شود. سـپس  به مخلوط فوق افزوده و حل میآمریکا) 
 2دار کـربن ي چند دیواره و عامـل گرم نانو لولهمیلی 5

FMWCNTs  )(افزوده  پژوهشگاه صنعت نفت، ایران
  Unident(مدلدقیقه در حمام اولتراسوند  20شده و 

Geneve   سـريMicro 10(  گیـرد. در ایــن  قـرار مــی
 3متیل پروپیونیتریل)-2(آزوبیس گرم میلی 30مرحله، 

AIBN (آکروز، بلژیک)      افـزوده شـده و پـس از حـل
دقیقه همزمان با گاززدایی با جریانی  10مدت  شدن، به

فـت و  از گاز نیتروژن، در حمام اولتراسـوند  قـرار گر  
دقیقـه   10مـدت   سپس ظرف حاوي مواد واکـنش بـه  

ر نهایـت درب ظـرف   سیسـتم خـلأ متصـل شـد. د     به
 درجـه  60ساعت در حمام  24مدت  بهد شده و ـهوابن

گراد قرار گرفت تا پلیمر تشکیل شـود. پـس از    سانتی
ــر در آون   ــدت، پلیم ــن م ــت ای ــه 70-80گذش  درج

گراد خشک شد و پس از خنک شدن، از ظرف  سانتی
شود. پـودر پلیمـر بـه    اي خارج شده و پودر میشیشه

لیتري منتقل شده و دو بار، هـر بـار   میلی 25یک بشر 
دقیقه، روي همـزن   20لیتر متانول به مدت میلی 10 با

از  4مغناطیسی قرار می گیرد تا عملیات خروج تمپلیت
MIP  50پودر حاصل در دمـاي   در نهایتشود. انجام 
پلیمر بـدون   شود.گراد در آون خشک میسانتی درجه

بــا همــان روش فــوق، بــدون  NIP 5قالــب مولکــولی
  .گالوکاتچین گالات سنتز شداپیافزودن استاندارد 

جهـت   MIPدر عملکـرد   CNTسازي مقادیر بهینه
منظـور تعیـین بهتـرین شـرایط      بـه  :EGCGاستخراج 

                                                             
1. Ethylene glycol dimethacrylate 
2. Functional multiwall carbon nanotubes 
3. Azobis (2-methylpropionitrile) 
4. Template 
5. Non-imprinted molecularly polymer 

و بررســی اثــر  EGCGعملیــات جــذب و اســتخراج 
CNT ــر کــارایی ــادیر مختلــف از غلظــت MIP ب ، مق

FMWCNTs ــا  1 در محــدوده ــی 10ت گــرم طــی  میل
 5در  CNTاضافه گردید. مقـادیر   MIPفرآیند ساخت 
گرم در سنتز پلیمر میلی 1، 2، 5، 8، 10مقدار مختلف 

  مورد بررسی قرار گرفتند. 
توسـط پلیمـر قالـب مولکـولی      EGCGاستخراج 

 CNTs-MIP :(1/0( 6کـربن ه تقویت شده با نانولول
لیتــر از محلــول اســتاندارد میلــی 10بــا  MIPگــرم از 

EGCG 10ppm دقیقه بـا   20مدت  به، مخلوط شده و
شـود، ســپس صــاف  همـزن مغناطیســی مخلـوط مــی  

شود. سپس پودر روي صافی پس از خشک شـدن   می
دقیقـه   20مـدت   لیتر متانول بهمیلی 2آزاد، با  در هواي

شود. محلول واشویی در حمام اولتراسوند واشویی می
شـود.  از پودر جدا شده و براي آنـالیز نگهـداري مـی   

حلول استاندارد مورد استفاده، پس محلول واشویی و م
مـایع بـا   کرومـاتوگرافی  از عبور از فیلتر نـایلونی بـه   

 شوند. تزریق می 7HPLC کارایی بالا

 EGCGسـازي نمونـه کـالوس و اسـتخراج     آماده
 10بـا   CNTs-MIPگرم از  CNTs-MIP :1/0توسط 

ي کالوس، مخلوط شده و به مـدت  لیتر از عصارهمیلی
شـود، سـپس   مخلوط می همزن مغناطیسیدقیقه با  20

صاف شده و پودر روي صافی پس از خشک شدن در 
دقیقـه در   20مـدت   لیتر متانول بهمیلی 2آزاد، با  هواي

شود. محلول واشـویی از  حمام اولتراسوند واشویی می
  شود. پودر جدا شده و براي آنالیز نگهداري می

  HPLCبـا یـک سیسـتم     EGCGآنالیز : HPLCآنالیز 
آلمان، مجهز به پمپ استیل  Knauer متعلق به شرکت

ml 10  مدلK-1001  و دتکتـور ،UV   مـدلK-2600 
 -Uncleosilانجام شد. جداسازي مواد بر روي سـتون 

                                                             
6. Carbon nanotube –molecularly imprinted 

polymer 
4. High performance liquid chromatography 
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100, ODS C18 )250× 4.6 mm, 3-5 micrometer( 
 EZChrom افزار ها با نرمصورت گرفت. کروماتوگرام

Elite V.3.1.7       .فـاز  ثبـت، تجزیـه و تحلیـل شـدند
% 1/0متحـرك شــامل اســتونیتریل و فســفریک اســید  

% تـا  8حجمی در آب، به صورت گرادیـان از   -وزنی
دقیقه، یک دقیقه ایزوکراتیک  35%  استونیتریل طی 22
 %8% تـا  22% استونیتریل، شـویش گرادیـان از   22در 

% 8دقیقه ایزوکراتیـک در   5دقیقه و  9استونیتریل طی 
لیتـر بـر دقیقـه    استونیتریل با سرعت جریان یک میلی

هاي مورد استفاده، گریـد  ي حلالصورت گرفت. کلیه

HPLC      بودند. آشکارسـازي ترکیبـات در طـول مـوج
ها پیش از تزریق نانومتر انجام گرفت. کلیه نمونه 280

 µl20عبـور داده شـده و    µm45/0 از فیلتـر نـایلونی   
با استفاده از  EGCGتزریق شدند.  منحنی کالیبراسیون 

 ppm 20-5ي غلظتـی  محلول اسـتاندارد در محـدوده  
-y= 38579X  رسم گردید که بر ایـن اسـاس معادلـه   

بــر  EGCGبـا ضــریب رگرسـیون از غلظــت    31993
 شـکل (حاصـل شـد    R2=1حسب سطح زیر پیک آن 

1.(

 

  
  گالاتگالوکاتچینمنحنی کالیبراسیون استاندارد اپی :1شکل 

 

  نتایج
قابـل   a-d(2( همـانطور کـه در شـکل   کشت بافـت:  

ــاه چــاي ســبز،   مشــاهده اســت، در کشــت بافــت گی
هاي جوان و در فصل بهار هایی که از نمونه برگ برش

بیشـتري  تهیه شده بودند در زمان کوتاهتر و با میـزان  
کالوس تولید کردند. با توجه وجود ترکیبـات فنلـی و   

اي شدن محـیط کشـت، انجـام کشـت در دمـاي      قهوه
پایین و سـاعات آغـازین روز و بـا اسـتفاده از زغـال      

، e2فعال، نتیجه بهتري حاصل شد. با توجه به شـکل  
بیشترین میـزان   MS, SH, WPMدر سه محیط کشت 

هفتـه   4دود پس از ح ـ WPMرشد کالوس در محیط 
قابـل مشـاهده    3مشاهده شد. همانطور کـه در شـکل  

 ي هورمونیبهینه هاي مذکور با غلظتاست، در محیط
)0.5 mg/L(BA (2 mg/L), 2,4-D زغــال فعــال ، 

mg/L200، ــترین ــزان  بیش ــیط  EGCGمی  SHدر مح
  مشاهده شد. 

  

y = 38579x - 31993
R² = 1
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  ساقه یا تک گره  ریز نمونه (b)برگ  ریز نمونه (a)هاي مختلف. در محیطالقاء کالوس گیاه چاي  :2 شکل

(c) زایی کالوس(d)  واکشت کالوس(e) حجم کالوس در سه محیط کشت مقایسه  
  

  
  گرم بر گرم وزن خشک)میلی( EGCGگیري براي اندازه HPLC نتایج :3شکل

  هاي کشت پایهکالوس چاي در محیط عصاره
  

  
  گرم بر گرم وزن خشک) (میلی EGCGگیري براي اندازه HPLCنتایج  :4 شکل

  هاي برگ و کالوس چاي عصاره
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ــزان  ــرگ و  در عصــاره EGCGمقایســه می هــاي ب
هاي حاصل از برگ در عصاره EGCGمیزان : کالوس

جوان (دوبرگی)، برگ مسن و کالوس چاي، با استفاده 
 4تعیین گردیدنـد. شـکل    EGCGاز منحنی استاندرد 

ي جــوان هــا را در بــرگ EGCGمقــدار قابــل توجــه 
  دهد.  نسبت به برگ مسن و کالوس نشان میدوبرگی 

: CNTs-MIPتوسـط   EGCGاستخراج  سازي بهینه
حاصل از مراحل مختلف هاي  در نمونه EGCGمیزان 

بهینه سازي، با استفاده از منحنی اسـتاندرد حاصـل از   
تعیـین گردیدنـد.    EGCGي استاندرد ها تزریق محلول
ــاتوگرام  ــتاندارد   HPLCکروم ــه اس ــوط ب  EGCGمرب

  شود.  مشاهده می 5محاسبه غلظت در شکل  جهت
  

  
  

  گالاتگالوکاتچیناپی مربوط به استاندارد HPLCکروماتوگرام  :5 شکل
  

چنـد دیـواره و    ا توجه بـه نتـایج، ورود نانولولـه   ب
اي بر  اثر قابل ملاحظه MIPدار کربن در ساختار عامل

  ).6استخراج دارد (شکل کارایی 

  
   EGCG در استخراج MIPکربن بر کارایی  بررسی اثر نانولوله :6شکل 

  
ــه ــزان بهین ــازي می ــارایی  MIPدر  CNTس ــر ک ب

هاي حاصـل از  نتیجه کروماتوگرام :EGCGاستخراج 
ي تهیـه شـده بـا    هـا  CNTs-MIPمحلول واشـویی از  

 7در شکل  FMWCNTsگرم میلی 10 ،8 ،5 ،2مقادیر 
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گرم نانولوله کربن میلی 8این اساس،  گردد. برارائه می
در  CNT، بهترین نسبت وجود MIP به ازاي یک گرم

MIP دهد باشد و بالاترین استخراج را به دست میمی.  

  

  
   MIPکربن در ساخت  سازي میزان نانولولهنتایج بهینه مقایسه: 7شکل 

  

  گردد.ارائه می 8 در شکل FMWCNTsسازي میزان حاصل از محلول واشویی از بهینه کروماتوگرام
  

  
  

(مقـدار بهینـه). پیـک     FMWCNTsگـرم  میلـی  8تهیه شده با  CNTs-MIPمحلول واشویی توسط  HPLCکروماتوگرام : 8شکل 
EGCG  مربوط بهEGCG هاي واجذب شده از سایتCNTs-MIP باشـد کـه از محلـول اسـتاندارد     در حلال میEGCG   توسـط

CNTs-MIP .جذب شده است  
  

-CNTsتوسـط   EGCGنتایج حاصل از اسـتخراج  

MIP   :مقـدار   از نمونـه کـالوسEGCG  موجـود در 
-CNTs وسـیله  هاي کالوس خشـک و تـر، بـه   رهعصا

MIP    جذب و در حلال مجزایـی واجـذب گردیـد و ،

 وسـیله  به EGCG، براي استخراج CNTs-MIPکارایی 
منظــور، محلــول  تعیــین گردیــد. بــدین HPLCآنــالیز 

عصاره پـس از اسـتخراج    واشویی، محلول باقی مانده
ي کالوس پیش از اسـتخراج،  و عصاره CNTs-MIPبا 
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ول در محلــ EGCGآنــالیز شــدند. ســطح زیــر پیــک 
و  91316ترتیـب   هاي تر و خشک بـه واشویی کالوس

در  EGCGدر مقایسه بـا سـطح زیـر پیـک      100677
و  20698ترتیـب   هاي تر و خشـک بـه   کالوس عصاره
ــه  54598 ــارایی تجزیـ ــراي  CNTs-MIPاي کـ را بـ

از کـالوس   EGCGاستخراج، تخلیص و پیش تغلـیظ  
 1). جـدول  9-12هاي دهد (شکلگیاه چاي نشان می

اره در محلـول واشـویی و عص ـ   EGCGمیزان غلظت 
  دهد. تر را نشان می کالوس خشک و

  
  

از عصاره کـالوس تـر    EGCGمربوط محلول واشویی حاصل از استخراج، تخلیص و پیش تغلیظ  HPLCکروماتوگرام : 9 شکل
عنـوان حـلال    جـذب شـده و سـپس در متـانول بـه      CNTs-MIPهاي موجود در عصاره، در سایت CNTs-MIP .EGCGتوسط 

  شود.واشویی، واجذب می

  
  

ي کـالوس خشـک   از عصاره EGCGمحلول واشویی حاصل از استخراج، تخلیص و پیش تغلیظ HPLC  کروماتوگرام :10شکل 
عنـوان حـلال    جـذب شـده و سـپس در متـانول بـه      CNTs-MIPهاي موجود در عصاره، در سایت CNTs-MIP .EGCGتوسط 

  شود.واشویی، واجذب می
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  CNTs-MIPعصاره کالوس تر پیش از استخراج با HPLC  کروماتوگرام: 11شکل 
  

  
  CNTs-MIPکالوس خشک پیش از استخراج با  عصارهHPLC  کروماتوگرام :12شکل

  

  
  

   کالوس خشک و تر در محلول واشویی و عصاره EGCGمیزان  مقایسه :13 شکل
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    کالوس خشک و تر در محلول واشویی و عصاره ppmبرحسب  EGCGغلظت : 1جدول 
  کالوس خشک  کالوس تر

  هانمونه
  محلول واشویی از کالوس خشک  ي کالوس خشکعصاره  محلول واشویی از کالوس تر  ي کالوس ترعصاره

70/1  196/3  24/2  44/3  EGCG   
  

  بحث
بر روي کشت بافت گیـاه چـاي، انجـام     مطالعاتی
اقدام بـه کـالزایی    MSه اغلب در محیط ـشده است ک

 هاي اند. نیکلاُو و همکاران به بررسی اثر غلظت نموده
2,4-D (2×10-4, 2×10-5, 2×10-6) و NAA (6×10-5, 

روي رشد کالوس و تولیـد   (10-7×2 ,10-6×2 ,10-5×2
ترکیبات فنلی در محـیط کشـت کـالوس گیـاه چـاي      
پرداخته و بیان کردند رشد کالوس و میـزان ترکیبـات   

قابـل توجـه بـوده     D (2×10-5)-2,4 فنلی در غلظـت  
همچنـین خلیـق و    ).Nikolaeva et al., 2009( اسـت 

 -Qi- Men, Jueهمکارانش ، با سـه واریتـه از چـاي    

Keng, Ruopi   زایـی از کشـت سـاقه و    اقدام به کـال
ــیط    ــرچم در مح ــرگ و پ ــه  MSب ــد. در واریت   کردن

Qi- Menي بـرگ در  زایی از ریـز نمونـه  ، بهترین کال
ــاوي MSمحــیط   )mg/l 1.5( و BA )mg/l 0.1( ح

BAP  مشاهده شد که به رنگ زرد بودنـد )Khaliq et 

al., 2002.( هاي گیـاه  موتایا و همکارانش نیز، از برگ
هاي ، کالوس5mg/l( BA( حاوي MSچاي در محیط 

هـا  دست آوردند. سپس با کشت این کـالوس  تردي به
 + IAA (5mg/l) + 2,4-D (2 mg/l)در محیط حاوي 

BAP (2 mg/l) + Kin (2 mg/l)     بـه بررسـی تولیـد ،
 ,.Muthaiya  et al( هـاي ثانویـه پرداختنـد   متابولیـت 

گالوکاتچین گالات ولید اپیبه منظور ت باسوکی ).2013
و  MSاز کشت بافت، اقدام به بررسی محـیط کشـت   

تکنیک مناسب کرد. هدف کلی در آن تحقیق، دستیابی 
از کشـت بافـت بـود. تولیـد      EGCGبه تکنیک تولید 
هـاي  هاي برگ گیاه چـاي در محـیط  کالوس از جوانه

هـا در محـیط   مختلف انجام و سپس واکشت کـالوس 

در کـالوس مـورد    EGCGهـا وجـود   مناسـب و در انت 
هاي با غلظت MSبررسی قرار گرفت. باسوکی محیط 

 NAA (0,5 mg/l) + 2IP (0,5 mg/l) ،2,4-Dمختلف 

(1 mg/l) + Kin (1 mg/l) 2,4و-D (0.5mg/l) +  

BAP (1 mg/l)  استفاده شـد )Basuki, S., 2011.(  در
ي به کار ها با روش MSاین تحقیق، کالزایی در محیط 

رفته در مطالعات فوق نتایج مناسبی به همراه نداشـت  
هـا، رشـد   و با وجود تغییـر غلظـت و نـوع هورمـون    

کالوس مناسب نبود. از این رو کالزایی، در دو محـیط  
SH  وWPM      بررسی شـده و پـس از مشـاهده رشـد

 هـا  کالوس در این دو محیط، غلظت و نـوع هورمـون  
س و مـاده  بهینه شد. نتیجه  بررسی میزان رشـد کـالو  

نشان داد کـه کـالوس چـاي در محـیط      EGCGمؤثره 
WPM       بیشترین رشـد را داشـت امـا بیشـترین میـزان

EGCG  در محیطSH .مشاهده شد  
 توسـط باسـوکی    EGCGبا توجه به تأیید وجود 

)Basuki, S., 2011(  در کالوس چاي و به دلیل مقدار
) نیاز به روش مناسبی 4کم این ماده در کالوس (شکل 

باشد. باوجودي کـه تیـان و   براي تغلیظ و تخلیص می
جهت استخراج و خـالص   MIPهمکارانش از تکنیک 

 Tian( در برگ چاي سبز، استفاده کردند EGCGسازي 

et al., 2012.(  استخراج اما استفاده از این تکنیک براي
EGCG   از عصاره کالوس انجام نشده بود. از ایـن رو

پس از ایجاد اصلاحاتی در روش تیان جهت سـاخت  
MIPعالی عملکرد دلیل ، به CNTs جذب مـواد و  در 
 راجــاستخ ايــهتکنیک هايمحدودیت بر غلبه براي

)Alothman et al., 2018،(  اثر ورودCNTs  در ساختار
از عصاره کالوس، بـراي   EGCGپلیمر براي استخراج 
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اولین بار بررسی شـد. بـه دلیـل مشـاهده تـأثیر قابـل       
) که به دلیل 6(شکل  MIPملاحظه در افزایش کارایی 

 ـ  زایش تعـداد  افزایش سطح جذب پلیمر و بنـابراین اف
در  FMWCNTsسازي میـزان   ي جذبی، بهینهها سایت

 ساختار پلیمر، جهت دستیابی به بالاترین ضریب تغلیظ،
 8تـا   FMWCNTsانجام شد کـه بـا افـزایش میـزان     

گرم، میزان استخراج ماده مؤثره سیر صعودي داشته  میلی
دلیـل   ، بـه FMWCNTsو پس از آن با افزایش میـزان  
هـاي جـذبی، کـاهش     جایگزینی این مـاده در سـایت  

موجـود در   EGCGاستخراج مشاهده شد. در نهایت، 
بهینـه شـده،    CNTs-MIPعصاره کالوس با استفاده از 

استخراج شـد. بـا توجـه بـه نتـایج حاصـل از آنـالیز        
هاي واشـویی حاصـل از    هاي کالوس و محلول عصاره

، علاوه بر کـاهش تـداخلات   CNTs-MIPاستخراج با 
ي آنـالیز،  کـالوس در مرحلـه   ناشی از ماتریس عصاره

-CNTsبرابري در اسـتفاده از   8ضریب تغلیظ حداقل 

MIP  براي استخراجEGCG  هـاي کـالوس   از عصـاره
  حاصل گردید.

  
 گیري نهایینتیجه

در  EGCGاین تحقیق بـر مبنـاي مقایسـه مقـادیر     
هاي کشـت بافـت   سازي محیطکالوس حاصل از بهینه

به کمک تنظیم  Camellia sinensis (L.) Kuntzeگیاه 
، MSهاي پایـه  هاي رشد گیاهی در محیط کشتکننده

SH  وWPM   ــتخراج ــد اس ــرد روش جدی ــا رویک ، ب
EGCG اکسـیدان  عنوان ترکیـب آنتـی   از گیاه چاي، به

 -مهم با کاربرد در صـنایع غـذایی، دارویـی، آرایشـی    
ي تشکیل فاز جامد قالـب مولکـولی   بهداشتی، بر پایه

 اسـید  اسـاس  بر جاذب باشد. در این روشاستوار می
هـا در سـاخت   ماهیـت مولکـول  . شد سنتز متاکریلیک

هاي اتصال در ساختمان پلیمر نقـش اساسـی در   محل
 مناسـب  انتخـاب  آنالیـت،  جـذب  بهتـرین  به دستیابی

 ذرات نـانو  يمولکـولی و انـدازه   شـکل  پلیمر، اندازه
 يبهینـه  غلظـت  از جـاذب  درصـد  افزایش براي .دارد

 مـوارد  HPLC آنـالیز  نتایج. شد استفاده کربن نانولوله
  کند.می تأیید را شده ذکر

استفاده از فاز جامد استخراج کننده بـا اسـتفاده از   
ي تکنیک قالب مولکولی حمایـت شـده بـا نـانو لولـه     

براي اولـین بـار اسـت کـه مـورد       CNTs-MIPکربن 
مطالعه و بررسی قرار گرفته است. این مطالعـه نشـان   

بـر اسـاس فـاز     EGCGداد استخراج و پـیش تغلـیظ   
ي کربنـی  لوله جامد قالب مولکولی تقویت شده با نانو

پذیر بوده و نتایج حاکی از آن اسـت کـه مقـدار    امکان
ي کربنـی در سـاخت پلیمـر قالـب     نـانو لولـه   از بهینه

ــتخراج   ــدمان اس ــزان ران ــر می از  EGCGمولکــولی، ب
کالوس حاصل از کشت بافت گیاه چاي مـؤثر اسـت.   
با پیشنهاد توسعه و بهبود این روش در استخراج سایر 

ان در سایر گیاهان نیز مطالعه و تحقیق توترکیبات، می
  صورت گیرد. 

  
  سپاسگزاري

مراتـب تشـکر و قـدردانی خـود را از     نویسندگان 
 گرگان -شرکت داروسازي گیاه اسانس دکتر سلیمانی

و همچنـین  هـاي آن  ل مساعدت در تأمین هزینـه لید به
  .دارندمیاعلام دانشگاه آزاد اسلامی واحد گرگان 

  
References 
1.Ahmadi-Golsefidi, M., Es,haghi, Z., and 

Sarafraz-Yazdi, A. 2012. Design, 
synthesis and evaluation of a 
molecularly imprinted polymer for 
hollow fiber- solid phase 
microextraction of chlorogenic acid in 

medicinal plants. Journal of 
Chromatography A, 1229: 24-29. 

2.Alizadeh, M. 1390. A user manual on 
Plant tissue culture and 
micropropagation, Nowruz Publications, 
Gorgan, 322p.  



 ...گیاه بافت کشت از حاصل کالوس در گالات گالوکاتچین اپی مؤثره ماده مقایسه و بررسی

61 

3. Alothman, Z.A., and Wabaidur, S.M. 
2018. Application of carbon nanotubes 
in extraction and chromatographic 
analysis: A review. Arabian Journal of 
Chemistry, 1-19. 

4. Bansal, S., Choudhary, S., Sharma, M., 
Kumar, S.S., Lohan, S., Bhardwaj, V., 
Syan, N., and Jyoti, S. 2013. Tea: A 
native source of antimicrobial 
agents.  Food Research International, 
53 (2): 568-584. 

5. Basuki, S. 2011. Produksi 
Epigallocatechin Gallate Pada Kultur in 
vitro Kalus Camellia sinensis Sebagal 
Kandidat Pangan Fungsional. Journal 
Tecknologi Pangan, 5(2):92-100. 

6. Beltz, L.A. 2009. The effects of the green 
tea polyphenol epigallocatechin gallate 
on the central nervous, endocrine, and 
innate immune systems. 137-152. In: 
Ramawat, K.G., (ed.). Herbal Drugs: 
Ethnomedicine to  Modern Medicine. 
Springer, India, 402p. 

7. Braun, L., Cohen, M., 2015. Herbs & 
natural supplements, An evidence-based 
guide. Elsevier, Australia, 1362p. 

8. Chopade, V.V., Phatak, A.A., 
Upaganlawar, A.B., and Tankar, A.A. 
2008. Green tea (Camellia sinensis) 
chemistry, traditional, medicinal uses 
and its pharmacological activities-a 
review. Pharmacognosy Reviews, 2 (3): 
157-162. 

9. Es’haghi, Z., Ahmadi- Golsefidi, M., 
Saify, A., Tanha, A.A., Rezaeifar, Z., 
and Alian-Nezhadi, Z. 2010. Carbon 
nanotube reinforced hollow fiber solid/ 
liquid phase microextraction: A novel 
extraction technique for the 
measurement of caffeic acid in 
Echinacea purpurea herbal extracts 
combined with high-performance liquid 
chromatography. Journal of 
Chromatography A, 1217: 2768–2775. 

10. Es’haghi, Z., Rezaeifar, Z., Rounaghi, 
G.H., Nezhadi, Z.A., and Ahmadi- 
Golsefidi, M. 2011. Synthesis and 
application of a novel solid-phase 
microextraction adsorbent: hollow fiber 
supported carbon nanotube reinforced 
sol-gel for determination of 
phenobarbital. Analytica Chimica Acta, 
689(1): 122-8.  

11. Ghasemzadeh, A., and Ghasemzadeh, 
N. 2011. Flavonoids and phenolic acids: 
Role and biochemical activity in plants 
and human. Journal of Medicinal Plants 
Research, 5(31): 6697-6703. 

12.Gruenwald, J., Brendler, T., and 
Jaenicke, C. 2007. PDR For herbal 
medicines. Thomson Healthcare Inc, 
U.S.A, 1026p. 

13.Hussain, M.S., Fareed, S., Ansari, 
S., Rahman, M.A., Ahmad, I.Z., and 
Saeed, M. 2012. Current approaches 
toward production of secondary plant 
metabolites. Journal of Pharmacy and 
Bioallied Sciences, 4 (1): 10-20. 

14.International Standard, 2005, ISO 
14502-2(E), Switzerland, 23p. 

15.Jain, S.C., Pancholi, B., and Jain, R. 
2012. In-vitro Callus Propagation and 
Secondary Metabolite Quantification in 
Sericostoma pauciflorum. Iranian 
Journal of Pharmaceutical Research, 
11(4): 1103-1109. 

16.Karuppusamy, S. 2009. A review on 
trends in production of secondary 
metabolites from higher plants by in 
vitro tissue, organ and cell cultures. 
Journal of Medicinal Plants Research, 
3(13): 1222-1239. 

17.Khaliq, A., Rashid, H., and Quraishi, A. 
2002. Tissue culture studies of Tea 
(Camellia sinensis L.). Pakistan 
Journal of Agricultural Research, 17 (3): 
297-301. 

18.MofidBojnordi, M., Aghdasi, M., 
Mianabadi, M., and Nadaf, M. 2016. 
Optimization of callus induction and 
ephedrine production in Ephedra major. 
Journal of Plant Researches (Iranian 
Journal of Biology), 29 (1): 199-209. 

19.Muthaiya, M.J., Nagella, P., 
Thiruvengadam, M., and Mandal, A.K.A. 
2013. Enhancement of the Productivity 
of Tea (Camellia sinensis L.) Secondry 
Metabolites in Cell Suspension Cultures 
Using Pathway Inducers. Journal of Crop 
Science and Biotechnology, 16(2): 143-
149. 

20.Naz, A., Parween, R., Farheen, R., 
Kishwar, F., and Anwar, A. 2018. 
Infusion extracts of commercially 
available tea bag samples. 



  49-63/ صفحات:  1399، زمستان  4، سال هشتم، شماره 32فصلنامه اکوفیتوشیمی گیاهان دارویی، شماره پیاپی 

62 

FUUAST Journal of Biology, 8(1): 147-
152. 

21.Nikolaeva, T.N., Zagoskina, N.V., and 
Zaprometov, M.N. 2009. Production of 
phenolic compounds in callus cultures 
of tea plant under the effect of 2,4-D and 
NAA. Russian Journal of Plant 
Physiology, 56 (1): 45-49. 

22.Pizzorno, J.E., Murray, M.T., Joiner-
Bey, H. 2016. The clinical,s handbook 
of natural medicine. Elsevier Inc, U.S.A, 
992p. 

23.Ramachandra, R.S., and Ravishankar, 
G.A. 2002. Plant cell cultures: chemical 
factories of secondary metabolites. 
Biotechnology Advances, 20: 101–153. 

24.Reygaert, W.C. 2014. The antimicrobial 
possibilities of green tea. Frontiers 
in Microbiology, 5: 434. 

25.Tian, M., Zhang, H., Row, K.H, 2012. 
Solid- Phase extraction of catechin 

compounds from green tea by catechin 
molecular imprinted polymers . Asian 
Journal of Chemistry. 24 (10): 4606- 
4610. 

26.Watson, R., and Preedy, V.R. 2008. 
Botanical medicine in clinical practice. 
CABI, London, 915p. 

27.Xueqing, Y., Yingjun, J., and Nana, Y. 
2017. The effective and selective 
separation of (-) – epigallocatechin 
gallate. The Journal of Food Science 
and Technology, 54 (3): 770-777. 

28.Zhang, H., Xu, F., Duan, Y.; Luo, X., 
Zhang, C., Yan, Y., Sun, G., and Sun, X. 
2013. Selective adsorption and 
separation of (-)-epigallocatechin gallate 
(EGCG) based on silica gel surface 
molecularly imprinted polymers. IERI 
Procedia, 5: 339-343. 

 
  

    



 ...گیاه بافت کشت از حاصل کالوس در گالات گالوکاتچین اپی مؤثره ماده مقایسه و بررسی

63 

Eco-phytochemical Journal of Medicinal Plants, 8th Year, Volume Four, Winter 2021 
 

 

Evaluation and comparison of the active ingredient epigallocatechingallate 
in callus obtained from culture of medicinal plant tissue of  

Camellia sinensis L. Kuntze by modern extraction method with  
Molecularly Imprinted Polymer (MIP) 

 
Movahedi, A.1, Ahmadi Golsefidi, M.2*, Alizadeh, M.3 

1Ph.D student, Department of Biology, Faculty of sciences, Gorgan branch, Islamic Azad University, 
Gorgan, Iran.  

2 Assistant Professor, Department of chemistry, Faculty of sciences, Gorgan branch, Islamic Azad 
University, Gorgan, Iran. 

3Accossiate Professor, Department of Horticultural Sciences, Gorgan University of Agricultural Sciences 
and Natural Resources, Gorgan, Iran. 

 
Received: 2020-5-13   ;    Accepted:  2020-9-20 

Abstract 
Due to the importance of the active ingredient epigallocatechin gallate (EGCG) in tea plant 

in pharmaceutical and food industries, the amount of EGCG in young leaf, old leaf and callus 
extract was measured and compared. EGCG in callus extract was isolated and measured by 
Molecularly Imprinted Polymer (MIP) technique in 2019 in Giah Essence Phytopharm 
Company. In order to induce callus production, callus of tea plant harvested from the western 
region of Mazandaran province was cultured in WPM, SH, MS media with different amounts of 
plant hormones. Leaves and callus extracted with 70% methanol by maceration method. For 
optimization of extraction and purification, various quantities of functional multiwalled-CNTs 
1-10 mg were used for production of CNTs-MIP. EGCG of callus extract was extracted with 
CNTs-MIP and its amount was determined with HPLC. The highest volume of callus in WPM 
medium and the highest amount of EGCG in SH medium was observed with optimized 
concentrations of hormones BA (2 mg/l), 2, 4_D (0.5 mg/l). The highest content of EGCG was 
extracted by adding 8 mg of MWCNTs in the polymer structure. EGCG in young and old leaves 
and callus were 37.34, 7.19 and 0.13 mg/g of dried weight, respectively. By CNTs-MIP, the 
obtained EGCG content in callus was 0.91 mg/g. Despite the low amount of EGCG in callus, 
using CNTs-MIP, the amount of this substance are measureable with a concentration coefficient 
of 8 times and indicates the efficiency of this technique. 
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