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چکیده
بنه (Pistacia atlantica) از گونه هاى غالب پسته وحشى موجود در ایران مى باشد. صمغ بنه یک صمغ الئورزینى است که از لایه 
خارجی پوست داخلی این گیاه ترشح مى شود که در ایران، سقز نامیده مى شود. از آن جا که فعالیت ضدمیکروبى و ضداکسایشى 
فعال نشاسته اى، اسانس  بنابراین براى تولید فیلم  اثبات رسیده است،  این گیاه در مطالعات مختلف به  اسانس اجزاء مختلف 
حاصل از صمغ بنه انتخاب شد. در این تحقیق ابتدا اسانس از صمغ بنه به روش تقطیر آبى استخراج و ترکیبات فرار آن با دستگاه 
کروماتوگرافى متصل به طیف سنج جرمى (GC/MS) شناسایى شد. فیلم نشاسته اى حاوى اسانس بنه در چهار سطح مختلف 
(0، 0/5، 1 و2 درصد) تولید و فعالیت ضدمیکروبى آن روى چهار باکترى گرم مثبت، چهار باکترى گرم منفى و سه نوع قارچ 
مورد بررسى قرار گرفت. هم چنین فعالیت ضداکسایشى فیلم هاى تولید شده با آزمون مهار رادیکال آزاد مورد ارزیابى قرار گرفت. 
نتایج حاصل از آزمون GC/MS نشان داد که آلفاپینن (77/1 درصد) عمده ترین ترکیب اسانس بنه مى باشد. نتایج نشان داد که 
فیلم هاى حاوى اسانس بنه فعالیت ضدمیکروبى و ضداکسایشى مطلوبى دارند که با افزایش میزان اسانس، این خصوصیات در 
فیلم ها افزایش یافت و طیف حاصل از ATR-FTIR تاییدکننده  محتواى اسانس در فیلم بود. با توجه به یافته هاى این تحقیق 

مى توان اسانس بنه را به عنوان یک ماده نگه دارنده طبیعى به فیلم هاى زیست تخریب پذیر اضافه نمود.  
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1- مقدمه
به ویژه  بسته بندى  مواد  پسماندهاى  افزایش  روبه  تجمع 
تولید  صنایع  آن ها،  طولانى  عمر  چرخه  و  سنتزى  بسپارهاى 
بسته بندى  مواد  کشف  در جهت  را  بسته بندى  و  غذایى  مواد 
تحقیقات  [1]. تاکنون  تخریب پذیر تشویق کرده است  زیست 
آوردن مواد بسته بندى مواد غذایى  براى به دست  توجهى  قابل 
سازگار با محیط زیست یا زیست تخریب پذیر انجام شده است 
پلى ساکاریدها،  جمله  از  طبیعى  مواد  از  وسیعى  طیف   .[2]
پروتئین ها، چربى ها و یا ترکیبى از آن ها را مى توان فراورى کرد و 
به منظور تهیه  فیلم و پوشش هاى بسته بندى زیست تخریب پذیر 
و خوراکى به کار برد [3]. نشاسته به دلیل قیمت به نسبت پایین، 
در دسترس بودن گسترده و سهولت کاربرد، رایج ترین ماده خام 
مورد استفاده مى باشد. از این گذشته، این ماده به طور کامل در 

آب و خاك زیست تخریب پذیر است [4].
از طرفى آسیب هاى ناشى از حضور رادیکال هاى آزاد حاصل 
بیمارى هاى  پیرى، سرطان،  در  مهمى  نقش  اکسیداسیون،  از 
 .[5] دارند  جهش  و  عصبى  بیمارى هاى  خون،  فشار  قلبى، 
افزایش آگاهى اهمیت بهداشت در سطح  علاوه بر آن با وجود 
بالا در زنجیره  عرضه  مواد غذایى، هم چنان بیمارى هاى ناشى از 
مواد غذایى توسط میکروارگانیسم ها بزرگ ترین مشکل سلامت 
عمومى مى باشد [6]. امروزه بسته بندى فعال مواد غذایى یک 
راه حل ابتکارى براى پاسخگویى به تغییرات مداوم در تقاضاهاى 
فعال  بسته بندى  مى باشد.  بازار  تمایلات  و  کنندگان  مصرف 
ایمنى  و  مى دهد  گسترش  را  محصول  ماندگارى  غذایى  مواد 
مواد غذایى را با در بر داشتن عوامل ضدمیکروبى و ضداکسایشى 
بهبود مى دهد. فیلم هاى تولید شده با زیست بسپارهاى حاصل 
مواد  مانند  فعال  ترکیبات  توانایى حمل  تجدیدپذیر،  منابع  از 
ضداکسایشى و ضدمیکروبى را دارند [7]. در بسته بندى هاى 
فعالیت هاى  و  اکسایشى  واکنش هاى  این که  به  باتوجه  فعال، 
میکروبى در سطح ماده غذایى اتفاق مى افتد، مى توان ترکیبات 
فعال را به جاى این که به طور مستقیم به ترکیبات ماده غذایى 
افزود، به بستر فیلم ها افزود تا این که اثرات عملکردى بهترى 

در سطح ماده غذایى ارائه دهند [8].
اسانس ها، به عنوان نوعى از مواد طبیعى با فعالیت ضدمیکروبى 
قوى در برابر انواع عوامل بیمارى زاى ناشى از موادغذایى توسط 

سازمان غذا و دارو (FDA) در لیست GRAS طبقه بندى شده 
از آن است که مى توان آن ها را در صنایع  است و این حاکى 
فیلم،  بستر  درون  اسانس ها  افزودن   .[9] استفاده کرد  غذایى 
به جاى کاربرد آن ها به طور مستقیم بر روى محصولات غذایى 
کند،  کمک  اسانس ها  از  نیاز  مورد  میزان  کاهش  به  مى تواند 
در حالى که فعالیت ضدمیکروبى آن ها حفظ مى شود [10]. از 
فیلم هاى  تولید  در  اسانس  کاربرد  حوزه  در  علمى  یافته هاى 
در  آویشن  اسانس  تأثیر  به  مى توان  تخریب پذیر  زیست  فعال 
دارچین  اسانس هاى   ،[11] نشاسته-کیتوزان  ترکیبى  فیلم 
وپونه کوهى در فیلم هاى نشاسته اى و کیتوزانى [12]، اسانس 
آویشن و ریحان در فیلم ترکیبى نشاسته گندم_کیتوزان [13]، 
 ،[14] ذرت  نشاسته  فیلم  در  شیرازى  آویشن  و  پونه  اسانس 
محلول  پلى ساکارید  فیلم  در  پونه  و  شیرازى  آویشن  اسانس 
سویا [15] و اسانس مرزنجوش در فیلم بیوکامپوزیتى ژلاتین 

ماهى و کیتوزان [16]، اشاره کرد.
از  یکى  آناکاردیاسه،  خانواده  از   (Pistacia atlantica) بنه 
گونه هاى پسته  وحشى در ایران است که داراى ارقام موتیکا 1، 
و  قنارى  جزایر  از  آن  انتشار  و  مى باشد  کابولیکا3  و  کردیکا2 
آسیاى  تا  و  مى شود  مدیترانه شروع  دریاى  ساحل  کشورهاى 
امتداد  پاکستان  و  افغانستان  ایران،  قفقاز،  سوریه،  صغیر، 
مى یابد [17]. درختان بنه زیرگونه موتیکا و کردیکا در بیش 
از 1200000 هکتار از بخش هاى غربى، مرکزى و شرقى ایران 
در منطقه زاگرس در حدفاصل استان هاى فارس و کردستان، 
به طور وحشى مى روید [18]. صمغ بنه یک منبع داروئى سنتى 
براى تسکین درد شکم، درد معده، سوء هاضمه و زخم معده، 
آسم، اگزما، عفونت گلو، سنگ کلیه، ضد اسهال و قابض، ضد 
مهم ترین  از   .[19] مى آید  به شمار  ویروس  و  تب، ضدباکترى 
بتاپینن و ترانس وربنول  آلفاپینن،  بنه،  ترکیبات اسانس صمغ 
[20] مى باشد و مطالعاتى در جهت تعیین فعالیت ضداکسایشى 
[21، 22] و فعالیت ضدمیکروبى برخى از گونه هاى بنه [23] 
با  رابطه  در  اخیر  نگرانى هاى  به  توجه  با  است.  گرفته  صورت 
مواد بسته بندى  از پسماندهاى  ناشى  آلودگى زیست محیطى 
بسپارهاى سنتزى و مصرف مواد غذایى حاوى ترکیبات طبیعى، 
اهمیت تولید و کاربرد فیلم هاى تولید شده از زیست بسپارهاى 
1. Mutica
2. Kurdica
3. Cabulica
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بنابراین  است.  شده  مطرح  فعال  ترکیبات  حاوى  تجدیدپذیر 
هدف از این پژوهش، تولید فیلم نشاسته اى حاوى اسانس صمغ 
فعالیت ضداکسایشى و ضدمیکروبى  بنه و در پى آن، بررسى 

فیلم حاصل مى باشد.

2- مواد و روش ها
2-1- مواد

مواد مورد نیاز در این مطالعه شامل نشاسته از شرکت الوند 
اسید  فارس،  اقلید  جنگل هاى  از  بنه  درخت  صمغ  همدان، 
و   (DPPH) دى فنیل هیدرازین  2و2  رادیکال  پودر  گالیک، 
معرف فولین سیوکالتو از شرکت سیگما، گلیسرول، توئین 80 
و محیط کشت هاى BHI ،PDA ،MHA از شرکت مرك آلمان 
و سویه هاى میکروبى مورد استفاده در این پژوهش از سازمان 

پژوهش هاى علمى و صنعتى ایران تهیه گردید.

2-2-روش ها
2-2-1-جمع آورى مواد گیاهى و استخراج اسانس

موتیکا  زیرگونه ى  آتلانتیکى  بنه  درخت  اولئورزینى  صمغ 
در ماه  فارس  اقلید  در شهرستان  واقع  بنه  درختان جنگل  از 
آبان جمع آورى شد و سپس نوع و گونه  گیاهى نمونه توسط 
داروسازى  دانشکده  در  سنتى  داروسازى  گروه  کارشناسان 
شیراز مورد تأیید قرار گرفت. به منظور اسانس گیرى، مقدار 25 
بنه به دستگاه کلونجر منتقل شد و  اولئورزینى  گرم از صمغ 
با آب به مدت 4 ساعت صورت  به روش تقطیر  اسانس گیرى 
گرفت و اسانس پس از جمع آورى و آب گیرى با سولفات سدیم 

بى آب در دماى 4 درجه سانتى گراد نگه دارى شد [24].

2-2-2- شناسایى ترکیبات اسانس
 0/5 تزریق  با  شده  استخراج  اسانس  ترکیبات  شناسایی 
دستگاه  به  سیکلوهگزان  با  شده  رقیق  اسانس  میکرولیتر 
 HP-5MS 6890 حاوي ستونA گازکروماتوگرافی آجیلنت مدل
(طول 30 متر، قطر داخلی250 میکرومتر و ضخامت فاز ثابت 
مدل  آجیلنت  سنج جرمی  طیف  به  متصل  میکرومتر)   0/25
5975 انجام پذیرفت. برنامه دمایی ستون به این طریق تنظیم 
گردید: دماي ابتدایی آن 40 درجه سانتى گراد بود و دما با سرعت

5 درجه در دقیقه تا رسیدن به دماي 200 درجه سانتى گراد 
افزایش یافت و در این دما یک دقیقه باقی ماند و سپس دما 
دماي 250  به  تا رسیدن  در دقیقه  10 سانتى گراد  با سرعت 
سانتى گراد افزایش یافت و پس از 5 دقیقه توقف در این دما در 
نهایت با سرعت 25 درجه سانتى گراد در دقیقه به دماي 300 
 1 سرعت جریان  با  هلیوم  گاز  شد.  رسانده  درجه سانتى گراد 
میلی لیتر در دقیقه به عنوان گاز حامل به کار گرفته شد و دماي 
محفظه تزریق 240 درجه سانتى گراد تنظیم گردید. طیف سنج 
جرمی با ولتاژ یونیزاسیون 70 الکترون ولت به کار گرفته شد. 
آلکان ها  نرمال  کمک طیف  با  اسانس  ترکیبات  نوع  شناسایی 
(C8-C24) و به دست آوردن شاخص بازداري (RI) گزارش شده 
در نرم افزار NIST2013 و مقایسه طیف جرمی هر یک از اجزاي 
 wiley7n.1 ترکیبات اسانس با طیف جرمی موجود در کتابخانه
موجود در دستگاه GC/MS صورت پذیرفت و میزان ترکیبات 
گردید. محاسبه  پیک ها  منحنی  زیر  سطح  از  استفاده  با   (%)

2-2-3-تهیه فیلم ها
سیب  نشاسته  گرم   4 ابتدا  شاهد  فیلم  آماده سازى  براى 
 %30) گلیسرول  حاوى  مقطر  آب  میلى لیتر   100 به  زمینى 
در  حاصل  مخلوط  و  اضافه  نشاسته)  خشک  وزن  به  نسبت 
دقیقه هم زده شد.   10 به مدت  70 درجه سانتى گراد  دماى 
سپس به منظور ژلاتینه شدن کامل و شفاف شدن، به مدت 10 
زده  هم  سانتى گراد  درجه   90 دماى  در  سوسپانسیون  دقیقه 
شد. براى یکسان سازى شرایط آزمایشگاهى و تهیه فیلم شاهد 
با سایر فیلم هاى حاوى اسانس، سوسپانسیون توسط دستگاه 
هموژنایزر (اولتراتوراکس مدل T-25، آلمان) در سرعت 6500 
دور در دقیقه براى مدت 2 دقیقه و در9500 دور در دقیقه براى 
مدت 1 دقیقه هموژن شد. سپس محلول حاضر به منظور خروج 
حباب هاى هوا، به حمام اولتراسونیک (یوروندا مدل 4D، ایتالیا) 
با دماى 85 درجه سانتى گراد به مدت 10 دقیقه منتقل شد. در 
نهایت محلول تشکیل دهنده  فیلم، روى ظروف پلکسى لبه دار با 
مساحت حدود 400 سانتى متر مربع پخش شد. سپس فیلم ها 
ساعت   18 مدت  براى  آون  درون  به  شدن  منظور خشک  به 
در دماى 30 درجه سانتى گراد منتقل شدند. فیلم هاى حاوى 
نهایى غلظت  به  رسیدن  براى  بنه  اسانس  افزودن  با  اسانس 
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تغییر  زرد  به  بنفش  از  الکترون  گرفتن  اثر  در  ضداکسایشى 
در فیلم  نمونه هاى  از  میلى گرم   25 خلاصه،  به طور  مى کند. 

5 میلى لیتر آب مقطر حل شد، 0/1میلى لیتر از محلول عصاره 
 DPPH متانولى (محلول DPPH فیلم با 3/9 میلى لیتر محلول
به مدت  میلى مولار) مخلوط شد سپس نمونه ها  متانولى 0/1 
60 دقیقه در مکان تاریک با دماى اتاق، قرار داده شدند. جذب 
نمونه ها با دستگاه اسپکتروفتومتر (اسپکول مدل2000، شرکت 
موج  در طول  خالص  متانول  مقابل  در  آلمان)  جنا،  آنالیتیک 
کردن  براى صفر  است  ذکر  به  لازم  شد.  قرائت  نانومتر   517
دستگاه از متانول خالص استفاده شد. این آزمون در سه تکرار 
براى هر فیلم انجام شد. فعالیت مهار رادیکال نمونه ها به عنوان 
درصد مهارکنندگى (RSA) با استفاده از معادله (2) محاسبه 

گردید؛
        RSA(%)=(Ab-As)/Ab ×100                                 (2)

در این رابطه، Ab، میزان جذب در نمونه کنترل (حاوى تمامى 
اجزا بجز ترکیب مورد آزمون) و As میزان جذب در ترکیبات 

نمونه مورد آزمون مى باشد.

2-2-7- تهیه سوسپانسیون میکروبى از میکروارگانیسم هاى 
مورد آزمون و ارزیابى فعالیت ضدمیکروبى فیلم ها

سازمان  از  لیوفیلیزه  به صورت  میکروارگانیسم ها  کلیه 
پژوهش هاى علمى و صنعتى ایران تهیه شد. آمپول هاى لیوفیلیزه 
باکترى ها ابتدا در شرایط آسپتیک باز و در محیط کشت مایع 
سانتى گراد  درجه   37 دماى  در  ساعت   24 مدت  به   BHI

دیگر  کشت  به  اولیه  از کشت  بار  و چند  شد  گرمخانه گذارى 
منتقل شدند تا به طور کامل فعال شوند. باکترى ها روى محیط 
 PDA و کپک ها و مخمر روى محیط کشت BHI کشت تازه
به اضافه  کلرامفنیکل کشت داده شدند. سپس پلیت هاى حاوى 
و  درجه سانتى گراد   37 دردماى  24 ساعت  مدت  به  باکترى 
مخمر نیز به مدت 24 ساعت در دماى 29 درجه سانتى گراد 
سوسپانسیون  تهیه  به  منظور  سپس  شدند.  گرمخانه گذارى 
باکتریایى و مخمرى، توسط لوپ استریل 6-5 کلونى برداشته و در

5 میلى لیتر محلول سرم فیزیولوژى به مدت 15 ثانیه هم زده شد 
و به کمک اسپکتروفتومتر در طول موج 625 نانومتر کدورت 

0/5, 1 و 2 % (حجمى-حجمى) همراه با توئین 80 (با نسبت 
براى  امولسیفایر  به عنوان  اسانس)  به  امولسیفایر   %0/1 ثابت 
کمک به پراکندگى اسانس درون سوسپانسیون نشاسته پس از 
ژلاتینه شدن کامل افزوده شد و بقیه مراحل تولید مانند فیلم 
شاهد صورت گرفت. فیلم هاى خشک از سطح قالب جدا شد و 
فیلم هاى سالم و بدون ترك خوردگى در مکان تاریک با دماى 
1±25 درجه سانتى گراد تا زمان ارزیابى نگه دارى شد [14، 25].

2-2-5-سنجش محتواى ترکیبات فنولى کل
سیرپاتراون  روش  به  توجه  با  کل  فنولى  ترکیبات  میزان 
شد  انجام  فولین-سیوکالتیو  سنجى  رنگ  کمک  به  هارت   و 
درون فیلم  نمونه   میلى گرم   25 ابتدا  منظور،  بدین   .[26]
آب مقطر حل شد. به طورخلاصه، 0/1 میلى لیتر  میلى لیتر   5
معرف  میلى لیتر   0/5 و  مقطر  میلى لیترآب   7 با  فیلم  عصاره 
فولین سیوکالتو مخلوط شد و پس از 8 دقیقه، 1/5 میلى لیتر 
پایانى محلول  تا حجم  افزوده شد  (2%) و آب  کربنات سدیم 
از مدت زمان 2 ساعت نگه دارى  10 میلى لیتر برسد. پس  به 
نمونه ها در تاریکى، جذب نمونه ها در طول موج 765 نانومتر 
شرکت  مدل2000،  (اسپکول  اسپکتروفتومتر  دستگاه  توسط 
آنالیتیک جنا، آلمان) اندازه گیرى گردید. میزان ترکیبات فنول 
براساس منحنى کالیبراسیون اسیدگالیک (0-1000   (T) کل
به معادله (1) محاسبه و برحسب  با توجه  بر لیتر)،  میلى گرم 
از فیلم خشک بیان  میلى گرم اسیدگالیک موجود در هر گرم 

شد؛
                                                                                                              T=C.V/M                                                         (1)

                       
که در این رابطه، C، غلظت معادل اسیدگالیک حاصل از معادله  
عصاره  حجم   ،V میلى لیتر)،  بر  (میلى گرم  استاندارد  منحنى 

فیلم (میلى لیتر) و M وزن فیلم (گرم) مى باشد.

DPPH 2-2-6- فعالیت مهار رادیکال آزاد
به روش  بررسى فعالیت مهار رادیکال آزاد DPPH با توجه 
براند-ویلیام و همکاران انجام شد [27]. این روش براى ارزیابى 
توانایى  آن  اساس  و  مى شود  استفاده  ضداکسایشى  فعالیت 
اهداء هیدروژن مى باشد. رنگ معرف DPPH در حضور ترکیب 
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سوسپانسیون  و  گرفت  قرار  بررسى  مورد  سوسپانسیون 
کدورت  با  معادل   0/08-1 بین  جذب  میزان  با  میکروبى 
و باکترى  براى   (1/5×108  cfu/ml) مک فارلند  نیم  استاندارد 
تهیه  براى  شد.  تهیه  مخمر  براى   (1/5×106  cfu/ml)
که   PDA روى  کپک هاى  از  نیز  اسپورى  سوسپانسیون 
بودند،  کرده  رشد  سانتى گراد  دماى25  در  روز   7 مدت  به 
 24 از  بعد  و  پخش  مایع  محیط  در  اسپورها  شد.  استفاده 
ساعت، سوسپانسیون اسپورها مطابق با کدورت نیم مک فارلند

(spores/ml 104×5-0/4) تهیه شد [28].
نفوذ  روش  از  فیلم ها  ضدمیکروبى  فعالیت  تعیین  به منظور 
آگار  استفاده شد. در شرایط استریل دیسک هاى فیلم (با قطر 
تلقیح  بر روى محیط کشت هاى  و  بریده شد  یک سانتى متر) 
شده با 100 میکرولیتر سوسپانسیون میکروبى (MHA) براى 
کشت سوش هاى باکتریایى و PDA براى مخمر و کپک ها) قرار 
داده شد. سپس پلیت هاى حاوى سوش باکتریایى به مدت 24 
مخمر  حاوى  پلیت  و  سانتى گراد  درجه   37 دماى  در  ساعت 
سانتى گراد  درجه   28 دماى  در  ساعت   48 مدت  به  کپک   و 
گرم خانه گذارى شدند. سپس قطر ناحیه ممانعت با یک کولیس 
سه  در  میکروارگانیسم  هر  براى  آزمون  این  شد.  اندازه گیرى 

تکرار انجام شد [29].

2-2-8-آنالیز طیف سنجى مادون قرمز تبدیل فوریه مجهز 
ATR-FTIR به منشور بازتابش کلى باریک

طیف سنجى مادون قرمز تبدیل فوریه براى مطالعه  حضور 
بر همکنش هاى بین ترکیبات در فیلم ها استفاده مى شود. روش 
تغییراتى  مبناى  بر  حقیقت  در   ATR یا  باریک  کلى  بازتابش 
است که در پرتوهاى بازتابشى از سطح نمونه مى باشد. به منظور 
با   FTIR سنجى  طیف  فیلم،  نمونه   در  اسانس  اختلاط  تایید 
استفاده از دستگاه اسپکترومتر ATR-FTIR مدل گلدن گیت 
ساخت کشور انگلستان، با تفکیک پذیرى  cm-1  4 در گستره  

650 تا cm-1 4000 انجام شد [30].

2-2-9-آنالیز آمارى
طرح آمارى مورد استفاده در این پژوهش، طرح کاملاً تصادفى 
با یک عامل متغیر بود. براى تعیین اختلاف معنى دارى، تجزیه 

با  آن ها  میانگین  مقایسه   و  شد  استفاده   ANOVA واریانس 
آزمون مقایسه  میانگین چند دامنه اى دانکن در سطح احتمال 

5 درصد و با استفاده از نرم افزار SAS صورت پذیرفت.

3- نتایج و بحث
3-1- شناسایى و تعیین میزان ترکیبات شیمیایى اسانس
با  موتیکا  زیرگونه   آتلانتیکى  بنه  صمغ  از  حاصل  اسانس 
راندمان اسانس گیرى 17/2%، داراى رنگ زرد متمایل به سبز 
روشن همراه با بوى سقز بود. 24 ترکیب تشکیل دهنده  اسانس 
در  که  شد  شناسایى   GC/MS دستگاه  توسط  شده  استخراج 
مجموع 97/26% از کل اجزاى اسانس را شامل مى شدند (جدول 
اسانس حاصل  در  موجود  گروه  عمده ترین  میان،  این  در   .(1
مشاهده   (%85/61) هیدروکربنه  ترپن هاى  مونو  بنه  صمغ  از 
شد که بیش ترین مقدار آن ها مربوط به آلفا پینن (%77/10) 
مى باشد و سایر گروه ها شامل مونوترپن هاى اکسیژنه (%7/05)، 
سسکوئى ترپن هاى هیدروکربنه (1/07%) و سسکوئى ترپن هاى 

اکسیژنه (2/16%) مى باشند (شکل 1).
موتیکا  زیرگونه   آتلانتیکى  بنه  صمغ  از  حاصل  اسانس  در 
سایر  با  که  مى باشد   (%77/10) آلفاپینن  ترکیب  عمده ترین 
نتیجه اى  چنین  دارد،  زیادى  بسیار  اختلاف  عمده  ترکیبات 
اسانس  ترکیبات  که  همکاران  و  زاده  محقق  مطالعه   در 
نیز  بودند  کرده  بررسى  را  موتیکا  واریته  آتلانتیکى  بنه  صمغ 
مشاهده شد [20]. در مطالعه حاضر، سایر ترکیبات عمده  این 
 ،(%2/79) استات  بورنیل   ،(%3/98) گاماترپینن  اسانس شامل 
وربنون   ،(%1/65) اسپاچولنول   ،(%1/70) ترانس پینوکاروئول 
وربنول  و   (%1/06) آلفاترپینولن  بتاپینن(%1/19)،   ،(%1/21)
(1/01%) مى باشند. مطالعات مختلفى روى اسانس صمغ انواع 
ترکیبات عمده در گونه   بنه صورت گرفته است که  گونه هاى 
آتلانتیکى آلفاپینن (78/7%)، ترانس وربنول (5/3%)، بتاپینن 
  ،(% 70) بتاپینن   ،[20] (%1/9) ترانس پینوکاروئول  (2/4%) و 
گونه   در  و   [23]  (%86) آلفاترپینولن  و   (%76) آلفاکوپائن 
تربنتوس آلفاپینن، بتاپینن و سابینن [31] و در گونه  لنتیکوس 
 [32] بتاکاریوفیلن  و  لیمونن  بتاپینن،  بتامیرسن،  آلفاپینن، 
گزارش شده اند. نتایج پژوهش هاى مختلف نیز نیز گویاى این 
واقعیت است که گونه، محل رویش و آب و هواى منطقه ایى 
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جدول(1) اجزاى تشکیل دهنده اسانس حاصل از صمغ اولئورزینى بنه آتلانتیکى زیرگونه  موتیکا
مقدار ترکیب (%)شاخص باز دارى (RI)*نام ترکیبردیف

1(α-Pinene) 10/21277/10آلفا پینن
2(Camphene) 10/8280/20کامفن
3(Sabinene) 12/0590/64سابینن
4(β-Pinene) 12/1611/19بتا پینن
5(β-Myrcene) 12/9820/37بتا میرسن
6(Δ-3-Carene) 13/8230/23دلتا3-کارن
7(p-cymene) 14/5710/1پاراسیمن
8(Limonene) 14/7560/46لیمونن
9(1,8 cineole) 115/0230/22 و 8- سینئول
10(Cis-ocimene) 15/2280/13سیس-اوسیمن
11(trans-ocimene) 15/2890/15ترانس-اوسیمن
12(α-Terpinolene) 17/7511/06آلفا ترپینولن
13(Verbenol) 17/9871/01وربنول
14(trans-Pinocarveol) 29/0381/70ترانس پینوکاروئول
15(Myrtenol) 31/7170/12میرتنول
16(Verbenone) 33/5051/21وربنون
17(Bornyl acetate) 37/2792/79بورنیل استات
18(Bourbonene) 43/6080/52بوربونن
19(γ-Terpinene) 43/6583/98گاما ترپینن
20(Spathulenol) 43/9251/65اسپاچولنول
21(Δ-Cadinene) 45/8120/55دلتا کادینن
22(Caryophyllene oxide) 46/4690/51کاریوفیلن اکساید
23(hexadecanoic acid) 52/9200/75هگزادکانوئیک اسید
24(octadecanoic acid) 58/2740/62اکتادکانوئیک اسید

97/26 مجموع
HP-5 MS روى ستون C8-C24 شاخص باز دارى متناسب با ستون آلکان هاى نرمال :RI*         

ترکیبات  میزان  و  نوع  روى  بر  مى کند،  رشد  آن  در  گیاه  که 
آلفاپینن،  به هرحال،  شیمیایى آن تأثیر مى گذارد [22، 33]. 
بتاپینن و گاماترپینن از ترکیبات عمده  این اسانس و نیز اسانس 
حاصل از بنه  لنتیکوس و پسته  ورا هستند. مقادیر بتامیرسن در 
این اسانس (0/37%) مشاهده شد که بسیار کم تر از اسانس بنه 
لنتیکوس (8-5%) مى باشد که این ترکیب باعث کاهش کیفیت 
بررسى  از  پس  همکاران  و  کادسوداکى   .[34] مى شود  روغن 

خاصیت ضدمیکروبى اجزاء مختلف اسانس صمغ بنه ى لنتیکوس، 
گزارش کردند که ترکیباتى چون وربنون، آلفاترپینئول و لینالول 
به دلیل عملکرد هم افزایى به فعالیت ضدمیکروبى اسانس کمک 
ازصمغ  حاصل  اسانس  در  موجود  آلفاپینن   .[32] مى کنند 
داده  نشان  خود  از  را  خوبى  ضدباکتریایى  اثر  آتلانتیکى  بنه  
است [35] واز طرفى بنه داراى ترکیبات فنولى و ترپنوئیدها 
.[36] فعال هستند  باکترى ها  در مقابل  ترپنوئیدها  هستند و 
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شکل(1) گروه هاى تشکیل دهنده  اسانس صمغ بنه
جدول (2) تأثیر مقادیر مختلف اسانس بر محتواى ترکیبات فنولى کل و مهار رادیکال آزاد DPPH در فیلم

مهار رادیکال آزد DPPH (%)محتواى ترکیبات فنولى کل (میلى گرم بر گرم فیلم خشک)اسانس(%)
0/52/313 ± 0/018 c37/000 ± 1/790 c

13/170 ± 0/088 b51/453 ± 0/948 b

24/156 ± 0/290 a68/425 ± 1/641 a
          داده ها، میانگین سه تکرار ± انحراف معیار. حروف غیر یکسان در هر ستون نشان دهنده  اختلاف آمارى معنادار در سطح p≤0/05 مى باشد.

3-3-محتواى ترکیبات فنولى کل
با  اسانس  حاوى  فیلم هاى  کل  فنولى  ترکیبات  محتواى 
استفاده از معرف فولین سیوکالتو و به کمک منحنى استاندارد 
اسید گالیک محاسبه شد و برحسب مقدار معادل اسید گالیک 
مى شود،  ملاحظه  که  همان طور  شد.  خلاصه   (2) جدول  در 
فیلم ها  فنولى  ترکیبات  محتواى  اسانس،  میزان  افزایش  با 
این  از  حاصل  نتایج  روند  که  یافت  افزایش  معنادارى  به طور 
فیلم هاى  روى  گرفته  صورت  پیشین  مطالعات  در  مطالعه 
مشاهده شده  نیز  ترکیبى نشاسته حاوى اسانس هاى مختلف 
است [11، 13و37]. هم چنین در پژوهش هایى که روى سایر 
بود  گرفته  صورت  اسانس  حاوى  زیست تخریب پذیر  فیلم هاى 
افزایش  اثر  در  فیلم  فنولى  ترکیبات  محتواى  افزایش  به  نیز 
غلظت اسانس، اشاره شده است [40-38]. فیلم حاوى اسانس، 
محتواى ترکیبات فنولى کم ترى نسبت به ترکیب خالص همان 
این  است  ممکن  چون  دارد.  یکسان  وزنى  بخش  با  اسانس، 
فرایند  یا  و  ماتریکس  با  برهمکنش هایى  تأثیر  ترکیبات تحت 
تولید فیلم مثل تبخیر اسانس در حین تولید و خشک شدن 

قرار گیرند و این امر باعث کاهش محتواى ترکیبات فنولى فیلم 
حاوى اسانس نسبت به ترکیبات خالص همان اسانس مى شود 

.[13]

مهار  سنجش  با  ضداکسایشى  فعالیت  3-4-تعیین 
DPPH رادیکال آزاد

رادیکال  از روش اسپکتروفتومترى، مقدار جذب  با استفاده 
آزاد DPPH سنجیده مى شود که میزان جذب به طور معکوس با 
فعالیت ضداکسایشى در ارتباط است [41]. در تمامى نمونه ها 
با افزایش غلظت اسانس، ظرفیت مهار DPPH فیلم ها افزایش 
بیش ترین  اسانس  درصد   2 حاوى  فیلم  در  به طورى که  یافت 
فعالیت ضداکسایشى مشاهده شد (جدول 2). به طورکلى درجه  
با  متناسب  تخریب پذیر  زیست  فیلم هاى  ضداکسایشى  قدرت 
مقدار ترکیبات ضداکسایشى افزوده شده مى باشد [40]. یافته  
مطالعات است  یافته هاى سایر  از مطالعه  حاضر مشابه  حاصل 
چنان چه تاثیر افزایش غلظت اسانس روى فعالیت ضداکسایشى 
فیلم هاى زیست تخریب پذیر در تحقیقات سابق نیز بیان شده 
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است [11، 13، 38 و39]. این نکته لازم به ذکر است که در 
فیلم هاى حاوى اسانس، مقادیر مهار DPPH نسبت به اسانس 
خالص در غلظت هاى یکسان کاهش مى یابد که این امر مى تواند 
به برهم کنش هاى بین ماتریکس فیلم و اجزاى اسانس مرتبط 
باشد [38]. هم چنین ممکن است اسانس در جریان شکل گیرى 
فیلم اکسید شود و یا تحت تأثیر برهم کنش با ماتریکس فیلم 
یابد.  کاهش  انتظار  مورد  ضداکسایشى  ظرفیت  و  گیرد  قرار 
فعالیت  اسانس، کاهش  مثل  فرار  ترکیبات  مورد  از طرفى در 
ضداکسایشى مى تواند با تبخیر شدن آن ها در جریان تولید و 

هم چنین خشک شدن فیلم مرتبط باشد [13، 38 و39].

3-5- بررسى خاصیت ضدمیکروبى فیلم
شده  انتخاب  میکروبى  سویه هاى  علیه  ضدمیکروبى  آزمون 
روش  این  گرفت.  صورت  آگار  در  دیسک  انتشار  روش  به 
دیسک  اطراف  شده  ایجاد  شفاف  ناحیه  اندازه گیرى  براساس 
رشد  از  ممانعت  به دلیل  ضدمیکروب  مواد  حاوى  فیلم هاى 
میکروارگانیسم ها مى باشد درحالى که دیسک به صورت مستقیم 

در تماس با کشت باکتریایى است [42].
شده  آورده   (3) جدول  در  فیلم ها  ضدمیکروبى  آزمون  نتایج 

فعالیت  که  پترى دیش هایى  در  بازدارندگى  هاله  (قطر  است 
ضدمیکروبى در آن ها مشاهده نشد، صفر و در صورت مشاهده  
دیسک  قطر  گرفتن  نظر  در  با  مقادیر  ضدمیکروبى،  فعالیت 
گزارش شد). همان طور که مشخص است فیلم نشاسته اى بدون 
بر روى میکروارگانیسم هاى  اسانس هیچ فعالیت ضدمیکروبى 
فیلم ها  فیلم،  به  اسانس  افزودن  با  ولى  نداشت،  آزمون  مورد 
فعالیت ضدمیکروبى از خود نشان دادند به طورى که با افزایش 
معنادارى  به طور  فیلم ها  ضدمیکروبى  فعالیت  اسانس،  غلظت 
ضدمیکروبى  تأثیر  بیش ترین   %2 سطح  در  و  یافت  افزایش 
فیلم ها مشاهده شد. واضح است که هرچه مقدار بیش ترى از 
اسانس با جمعیت ثابتى از میکروب ها در تماس باشد، مقاومت 
کم ترى از میکروب ها را شاهد خواهیم بود. چنین نتیجه اى در 
نیز  اسانس  حاوى  فیلم هاى  بر  گرفته  صورت  تحقیقات  سایر 

مشاهده شده است [14، 16و43].
باکترى  حاصل،  نتایج  به  توجه  با   

کپک  و  میکروارگانیسم  حساس ترین 
مقاوم ترین میکروارگانیسم در بین تمامى سویه هاى مورد آزمون 
در تمامى سطوح اسانس به کار رفته در فیلم ها بود. به طور کلى 
اثر  مثبت  گرم  باکترى هاى  روى  بنه  اسانس  حاوى  فیلم هاى 

جدول (3) قطر هاله ایجاد شده توسط فیلم هاى حاوى اسانس بر میکروارگانیسم ها و حساسیت آن ها (میلى متر)

نام میکروارگانیسم 
 اسانس (%)

00/512
0/00 Ad13/33±0/38 Ac15/33±0/38 Ab18/00±1/00 Aa

0/00 Ad13/00±0/50 Ac15/00±0/25 ABb17/50±0/50 ABa

0/00 Ac0/00 Dc13/67±0/52 CDb15/67±0/52 CDEa

0/00 Ac0/00  Dc13/00±0/80 DEb15/00±0/50 DEa

0/00 Ac0/00 Dc14/00±0/50 BCDb16/50±0/90 BCa

0/00 Ad13/00±0/20 Ac15/00±0/60 ABb17/00±0/98 ABCa

0/00 Ac0/00 Dc14/00±0/80 DEb14/70±0/75 DEa

0/00 Ad11/67±0/62 Cc14/50±0/61 ABCb16/00±0/50 CDa

0/00 Ad12/33±0/42 Bc15/00±0/51 ABb17/00±0/73 ABCa

0/00 Ac0/00 Dc12/33±0/34 Eb14/50±0/66 Ea

0/00 Ab0/00 Db0/00 Fb13/00±0/52 Fa

   داده ها، میانگین سه تکرار ± انحراف معیار. حروف غیر یکسان در هر سطر (حروف کوچک) و ستون (حروف بزرگ) نشان دهنده اختلاف آمارى معنادار در سطح
   p≤0/05 مى باشد.
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مهارگنندگى بالاترى نسبت به باکترى هاى گرم منفى داشتند 
خارجى  غشاء  وجود  به  گرم منفى،  باکترى  بالاى  مقاومت  که 
به  تقریبى  به طور  که  مى شود  داده  نسبت  آن  فسفولیپیدى 
ترکیبات چربى دوست نفوذناپذیر مى شوند. عدم وجود این سد 
اجازه مى دهد تا  اجزاء آب گریز  به  باکترى هاى گرم مثبت  در 
با لایه فسفولیپیدى غشاء سلولى تماس مستقیم داشته باشند 
و بدین صورت اسانس ها کارایى خود را داشته و باعث افزایش 
نفوذپذیرى به یون ها و در پى آن نشت ترکیبات حیاتى داخل 
سلول شوند [36]. با توجه به نتایج آزمون در بین باکترى هاى 

و  گرم مثبت،  حساس ترین 
 مقاوم ترین باکترى بودند که دلیل مقاومت بالاى این 
باکترى مى تواند اسپورزا بودن آن باشد [44]. هم چنین در بین 

باکترى هاى گرم منفى  حساس ترین و 
 مقاوم ترین باکترى بود که مقاومت آن را مى توان به وجود 
محیط  در  تغییر  ایجاد  مسئول  که  ترکیبى  چندگانه  سیستم 
بین قارچ هاى مورد آزمون  خارجى است، نسبت داد [45]. از 

و  حساس ترین  نیز  
پژوهش  در  نتیجه اى  چنین  که  مى باشد  قارچ  مقاوم ترین 

بن هامو و همکاران نیز گزارش شده است [46].
از آن جا که اطلاعاتى در مورد تأثیر ضدمیکروبى فیلم فعال 
حاوى اسانس بنه در دسترس نبود، بنابراین نتایج مطالعه  حاضر 
با یافته هایى از اسانس بنه به تنهایى مقایسه مى شود. در برخى 
مطالعات حساسیت باکترى هاى گرم مثبت به ترکیبات صمغ 
بنه نسبت به باکترى هاى گرم منفى گزارش شده است که در 
 [48  ،47] مى باشد  حاضر  پژوهش  از  حاصل  نتایج  با  توافق 
فعالیت ضدمیکروبى  بر بررسى  از مطالعات مبنى  و در برخى 
اجزاء  سایر  و  صمغ  از  حاصل  مختلف  عصاره هاى  و  اسانس 
باکترى هاى  بالاى  بنه علاوه بر حساسیت  گیاه  گونه هاى  انواع 
با  ضدمیکروبى  فعالیت  افزایش  مستقیم  ارتباط  به  گرم منفى 
افزایش غلظت اسانس یا عصاره اشاره شده است [20، 34 و48]. 
فعالیت ضدمیکروبى در این اسانس را مى توان به ترکیباتى نظیر 
لینالول و آلفاترپینئول [32، 47]، کارواکرول، کامفن و لیمونن 
[34]، آلفاپینن [35]، 1 و 8 سینئول، بورنئول، کارواکرول و 
تیمول و سایر پیش سازهاى آن ها (پاراسیمن و ترپینن) [48]، 
از  ترپینئول  که  داد  نسبت   [50] ترپینئول   ،[49] ترپینولن 

در   .[34،50] مى کند  جلوگیرى  کپک ها  میسلیوم هاى  رشد 
منوترپن  بنه  صمغ  اسانس  ترکیب  عمده ترین  حاضر،  مطالعه  
هیدروکربنه  آلفاپینن (77/10%) بود که محدود بودن باندهاى 
باعث کاهش  هیدروکربنه  منوترپن هاى  در ساختار  هیدروژنى 
حلالیت آن ها در آب و به دنبال آن کاهش قدرت نفوذپذیرى 
در   .[51] مى شود  آن ها  ضدمیکروبى  خاصیت  و  محیط  در 
تیمار  که  داشت  نظر  در  باید  اسانس ها  عمل  مکانیسم  بحث 
میکروارگانیسم ها توسط اسانس ها منجر به تخریب یکپارچگى 
به مرور زمان مى تواند منجر  امر  این  و عملکرد غشا مى شود. 
به افت خودپایدارى سلول، نشت ترکیبات درون سلولى و در 
نتیجه مرگ سلول شود. هم چنین این تاثیرات به صورت وابسته 
غلظت هاى  که  مى باشند  ضدمیکروب  مواد  مقدار  و  زمان  به 

بالاتر، سریع تر منجر به تأثیرات شدید مى شود [52].

فوریه  تبدیل  قرمز  مادون  سنجى  طیف  آنالیز   -  6-3
 ATR-FTIR مجهز به سل بازتابش کلى باریک

طیف ATR-FTIR مربوط به فیلم نشاسته اى شاهد (الف) و 
فیلم حاوى 2% اسانس بنه (ب) در شکل (2) نشان داده است. 
هنگامى که چند ترکیب باهم مخلوط مى شوند باندهاى فیزیکى 
و برهم کنش هاى شیمیایى توسط تغییراتى در پیک هاى طیف 
منعکس مى شوند [53]. در طیف فیلم نشاسته  باند پهنى در 
کششى  ارتعاشات  به  مربوط  که  مى شود  دیده   3317  cm-1

گروه هایى مانند هیدروکسیل است که به دنبال جذب آب به 
درون پلیمر فیلم ظاهر مى شوند [54] چنان چه در نتیجه  آن، 
 2928 cm-1 ویژگى آبدوستى نسبتاً بالایى را دارد [55]. پیک در
مسئول ارتعاش کششى C-H مى باشد درحالى که باندهایى در 
 CH2 در آب و (OH) 1426 به ترتیب به باندهاى cm-1  1643 و
 1158 cm-1 اختصاص دارند [56]. باندهاى محدوده ى 763 تا
نیز به ارتعاشات کششى C-O مربوط مى شود [53]. همان طور 
فیلم نشاسته اى حاوى  (2) دیده مى شود، طیف  که در شکل 
اسانس (ب) و شاهد (الف) داراى اختلافات کوچکى در محدوده  
(cm-1 1500-1000) مى باشند به طورى که در مقایسه با فیلم 
cm-1 1020یک پیک  فیلم حاوى اسانس در نقطه   شاهد، در 
 (950-1050 cm-1)  کوچک دیده مى شود و هم چنین در محدوده
نیز پیک در نقطه cm-1 995 به نقطه  cm-1 1018 جابه جا شده 
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بنه  این اختلافات نشان مى دهد که ترکیبات اسانس  است. و 
هرچند  شیمیایى  برهم کنش هاى  نشاسته  عاملى  گروه هاى  با 

اندك ایجاد کرده است.

4- نتیجه گیرى
اسانس  نشاسته اى حاوى  فیلم  تولید  امکان  مطالعه  این  در 
صمغ بنه مورد بررسى قرار گرفت. نتایج حاصل از آزمون تعیین 
فعالیت  فیلم ها داراى  این  داد که  فعالیت ضداکسایشى نشان 
غلظت هاى  در  به خصوص  و  بوده  خوبى  بسیار  ضداکسایشى 
گسترده اى  طیف  رشد  مهار  بر  توجهى  قابل  اثر  اسانس  زیاد 
طیف  داشتند.  بیمارى زا  و  فساد  عامل  میکروارگانسیم هاى  از 
نشان دهنده   نیز  اسانس  حاوى  فیلم  از  حاصل   ATR-FTIR

برهمکنش هاى شیمیایى بین ترکیبات اسانس و گروه هاى عاملى 
بود. درنهایت چنین پیشنهاد مى شود  نشاسته  شبکه  بسپارى 
بنه،  اسانس  حاوى  نشاسته اى  فعال  فیلم هاى  از  مى توان  که 
به عنوان یک بسته بندى ضداکسایش و ضدمیکروب در نگه دارى 
محصولات با رطوبت پایین و چربى زیاد مثل کیک هاى چرب 

استفاده کرد.

تشکر و قدردانى
منابع  و  کشاورزى  دانشگاه  پژوهشى  معاونت  از  بدین وسیله 
طبیعى رامین خوزستان بابت حمایت مالى انجام این پایان نامه 
کارشناسى ارشد، که مقاله حاضر بخشى از نتایج آن بود، تقدیر 

و قدردانى مى گردد.

شکل (2) طیف ATR-FTIR براى الف) فیلم نشاسته اى شاهد و ب) فیلم نشاسته اى حاوى 2% اسانس بنه
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