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  چكيده

موم حاصل از استخراج به دو روش خيساندن و فراصوت و نيز تأثير در اين پژوهش مقدار تركيبات فنلي كل موجود در عصاره بره   
نوع و مقدار هر يك از تركيبات فنلي به روش كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا  بررسي شده است. استخراج به روش  روش استخراج بر

انجام گرفت.  h٢٤ و  ٨ ،٢هاي مختلف و در مدت %٧٠به حلال اتانل   ٥٠% w/vو  ٣٠ ،١٠موم هاي مختلف برهخيساندن در نسبت
بيشترين انجام شد.  %١٠٠ و ٨٠ ،٦٠هاي نوساني و دامنه ٢١ minو  ١٤ ،٧دهي ي صوتهادر مدتنيز فراصوت استخراج به كمك 

 %٨٢/٤٤موم به حلال برابر با بره ١٠% w/v و با نسبت  ٢٤ hموم از روش خيساندن در مدت استخراج مقدار تركيبات فنلي در عصاره بره
 %١٩/٤١ترين تركيبات فنلي برابر با  بيش %٨٠ دامنه نوسانيو با  ٢١ minكه، با روش اعمال فراصوت به مدت دست آمد. در حاليبه

تركيب فنلي  ١٥ها با استفاده از كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا نشان داد كه تعداد حاصل شد. شناسايي محتوي تركيبات فنلي عصاره
تركيب شناسايي  ١٣آمده از روش فراصوت ستموم حاصل از روش خيساندن مشخص شدند در حالي كه در عصاره به ددر عصاره بره
ها پينوسمبرين بود كه مقدار آن در عصاره موم از هر دو روش استخراجترين تركيب بازيابي و شناسايي شده در عصاره برهشدند. بيش

ي تركيبات شناساي در روش خيساندن تعيين شد. نتايج كروماتوگرافي نشان داد كه درصد هر يك از %٧/١١در روش فراصوت و  %١/١٥
 تر از تركيبات مشابه در روش خيساندن بود.شده در عصاره استخراج شده به روش فراصوت بيش
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  مقدمه  .١
 رهيتي اقهوه تا سبز رنگو به  چسبنده وي نيرزي ادهما مومبره   

عنوان يك عامل شود و بهتوليد مي عسل زنبور توسط كه است
. دارد قرار كندو داخل به زنبور ورود محل دركننده ضدعفوني

موم بسيار پيچيده و تحت تأثير منشا تركيبات شيميايي بره
 ،صمغاين تركيبات شامل جغرافيايي خود بوده و به طور كلي 

 ،يآل باتيترك و گل گرده ،يضرور چربي دهاياس موم،
 باتيترك نوع و مقدار. ]١[ي هستند معدن عناصر وها نيتاميو

 متفاوت آن ديتول روش وي آورجمع زمانو  مكان به بسته مومبره
 مومبره در موجود يفارماكولوژيك اجزاي فعالترين مهم .]٢[ است

 ناميده فلاونوئيدها جمعاً فلاوانونز، كه فلاونز، فلاونولز، از عبارت

به سبب  .آروماتيك هستند و فنلي تركيبات و ساير شوند، مي
ي هاتيفعال وي درمان خواصي دارا مومبرهوجود اين تركيبات، 

 ضد، يقارچ ضدي، كروبيم ضد خواص جمله ازي متنوعي كيولوژيب
 و يمنيا ستميسكننده كيتحر، ها زخم دهنده اميالتي، روسيو

 تجاري استفاده. ]٣-٥[ باشدي ميسرطاني هاسلول رشد توقف
ين چن هم. درماني است و غذايي مكمل يك عنوانبه مومبره اصلي

 دض و ميكروبي ضد هايفعاليت اكسيداني، آنتي خصوصيت
ايجاد  غذايي مواد تكنولوژي در هايي را فرصت مومبره قارچي

 .]٦-١٢[كند مي

صورت خام مورد  طور مستقيم و بهتوان بهموم را نميبره   
استفاده قرار داد. لذا، به منظور حذف مواد بي فايده و حفظ بخش 

-اگر چه، آماده .]١[سازي كرد فعال پلي فنلي، بايد آن را خالص

گيري دقيق سازي نمونه و حذف مواد ناخواسته براي اندازه
لي كننده اصتركيبات فنلي مهم است، اما روش استخراج تعيين

هاي ترين تكنيكها است. رايجبراي جداسازي و بازيابي فنل
هاي آلي يا غير معدني استخراج تركيبات فنلي استفاده از حلال

هاي استخراج مانند آب، استون، اتيل انتخاب حلال باشد.مي
ها بر ها (متانل، اتانل و پروپانول) و مخلوط آناستات، الكل

. در اين ]١[ گذاردعملكرد تركيبات فنلي استخراج شده تأثير مي
ترين محيط براي عنوان مناسبالكلي به -هاي آبيحلال ميان،

موم خام توصيف استخراج اجزاي فنلي فعال بيولوژيكي از بره
هاي استخراج مورد استفاده براي تجزيه شيميايي تكنيك  اند.شده
موم خام، روش خيساندن در دماي اتاق و نيز استخراج بره

 ي هستند كه اغلب براي بازيابيهاي معمولروشرفلاكس گرم 
د. اينوـشموم  نيز استفاده مياي برهــهركيبات فنلي از نمونهـت

  

نسبت ارزان هستند و استخراج هاي ساده نيازمند دستگاه بهروش
ن حال، با ايگيرد. به مقدار قابل توجهي صورت مي تركيبات فنلي

حجم بالاي گير و نيازمند هاي استخراج متعارف اغلب وقتروش
هاي فرايند و كاهش پايداري محيطي حلال، افزايش هزينه

هاي غيرمتعارف از روش. به همين علت، استفاده از ]١[هستند 
، گرمايش ]١٥[ ، ميدان الكتريكي پالسي]١٤ ،١٣[جمله فراصوت 

 مورد توجه ]١٩ ،١٨[بحراني هاي فوق، سيال]١٧ ،١٦[مايكروويو 
 هاي استخراج متعارف ماننددر عين حال، روش اند.قرار گرفته

-عنوان روشهنوز هم به سوكسله، خيساندن و تقطير با بخار آب

، ٢٠[روند هاي جديد به كار ميهاي مرجع و براي مقايسه با روش
 -هاي آبموم را در حلالهاي برهكوبيلين و همكاران عصاره  .]١

روغن زيتون را به روش  -پروپيلن گلايكول و آب -اتانلي، آب
دست آوردند. با به C٧٠ خيساندن در دماي اتاق و نيز در دماي 

سي كالچيو مقدار كل تركيبات فنلي در -استفاده از روش فولين
اسيد گاليك  ٧/١٢ mg/L تا  ٥/٠موم در محدوده هاي برهعصاره

دست آمد. نتايج ارزيابي نشان داد كه محتوي تركيبات فنلي به
  . ]٢١[استخراج شده به شدت به نوع حلال بستگي دارد 

فراصوت يك نوع خاص از موج صوتي فراتر از شنوايي انسان و    
فراصوت  امواج  مگاهرتز است.  ١٠٠كيلو هرتز تا  ٢٠در محدوده 

گذرند و اين فرايند از طريق فشرده سازي و انتشار از محيط مي
كند كه به معني توليد، زايي ايجاد ميپديده اي را به نام حباب

مقدار  سازين امر موجب آزادايها است. رشد و سقوط حباب
زيادي انرژي و بنابراين بالا رفتن دما در محيط شده و حرارت 

شود. بر پايه اين ايجاد شده به محتويات داخل محيط منتقل مي
اصل استخراج به كمك فراصوت توسعه يافته است. استخراج به 
كمك فراصوت در مايعات و مايعات حاوي مواد جامد توسعه يافته 

مزيت اصلي استخراج به كمك فراصوت در نمونه گياه جامد  است.
شود، زيرا انرژي فراصوت، ترشح تركيبات ارگانيك و مشاهده مي

هنگامي كه . ]٢٢[كند غير آلي را از ماتريكس گياه تسهيل مي
 تر از محيط مايعموج فراصوت با دامنه فركانسي (شدت) بيش

شود. تر ميهاي ايجاد شده بيشكند، فروپاشي حبابعبور مي
 جاداي باعث تواندگياهي مي غشاهاي نزديكي در حباب فروپاشي
 هاي بسيار ريزيشكاف شود و بنابراين، شديدي برشي نيروهاي

كند و بدين ترتيب اختلال در بافت مي ايجاد گياهيهاي بافت در
. در ]٢٥-٢٣[يابد افزايش مي وري استخراجسلولي و بهبود بهره

اين شرايط، تركيبات فنلي، فلاونوئيدي و نيز تركيبات با خواص 

٢٩٤ 



 

 

 

مقدار رطوبت  .شودمنتقل مي تري به حلالآنتي اكسيداني بيش
زه ذرات و حلال، عوامل بسيار مهمي نمونه، درجه آسياب، اندا

علاوه بر اين، دما، فشار،  براي استخراج كارآمد و موثر هستند.
دهي از عوامل موثر در عمل  فركانس، دامنه ارتعاش و مدت صوت

   .]٢٦-٢٨ ،٢٠[فراصوت هستند 
سال گذشته تحولات قابل توجهي در تحقيق بر  ٢٥طي    

استخراج، شناسايي و تعيين مقدار تركيبات فنلي مواد طبيعي از 
ي هاموم صورت گرفته است. تروشوا و همكاران تكنيكجمله بره

و استخراج به كمك   ج فراصوتاستخراج خيساندن، استخرا
موم ههاي برمايكروويو را در استخراج اجزاي بيولوژيكي فعال نمونه

ها را بر اساس مورد استفاده قرار دادند. اين گروه اثربخشي روش
مقدار كل تركيبات فنلي و فلاونوئيدي استخراج شده مقايسه 

جر به بسيار سريع بود، اما من  MAEنتايج نشان داد كه  كردند.
       استخراج مقدار زيادي از مواد غير فنلي و غير فلاونوئيدي شد. 

به  UEترين مقدار تركيبات فنلي استخراج شده از روش بيش
  هايدست آمد. در مقايسه با استخراج به روش خيساندن، روش

MAE و UE چنين مدت عملكرد استخراج بالايي داشتند، هم
نشان  UEتري مصرف شد. روش ل كمتر بود و حلااستخراج كوتاه
ترين روش بر اساس عملكرد، مدت استخراج و داد كه كارآمد

اره ـچنين، سانپا و همكاران عص. هم]٢٠[ودن است ـانتخابي ب
 ، و٤٥، ٣٠، ١٥هاي راصوت در مدتـموم را با استفاده از فبره

min موم را براي مقايسه هاي برهاستخراج كردند و عصاره ٦٠
هاي موميولوژيكي مورد بررسي قرار دادند. برههاي بفعاليت

 و ١٥وت در مدت استخراج ـده با استفاده از فراصـاستخراج ش
min هاي مورد ها و باكترياثرات مهاركنندگي بر روي قارچ ٣٠

. ]١٣[اكسيداني نشان دادند هاي آنتيچنين فعاليتآزمايش و هم
لف جنوب برزيل را به موم نقاط مختو همكاران عصاره بره ليما

هاي خيساندن، استخراج به كمك فراصوت و سوكسله با روش
هاي مختلفي انجام دادند و سپس در غلظت % ٧٠-٨٠حلال اتانل 
ان عنوآكريليك اسيد بهوينيل الكل وپليهاي پليازهيدروژل

هاي خيساندن، گذاري كردند. روشهاي حامل جايسيستم
 ين بازدهي استخراج تركيبات فنليسوكسله و فراصوت براي تعي

ا، هموم خام مورد استفاده قرار گرفتند. بر اساس نتايج آناز بره
دست آمده از فراصوت بهترين كارايي را براي ممانعت عصاره به

  . ]٢٩[باكتريايي نشان داد 

فريرا از روش سيال فوق بحراني  عصاره  از سوي ديگر، بيسكايا و 
موم را  استخراج در انتها عصاره با كروماتوگرافي مايع با كارايي بره

را به دو صورت   SCFها روش استخراج بالا شناسايي كردند. آن
بعلاوه كمك حلال و نيز  2CO، و 2CO اي با فرايند يك مرحله

-اي با استفاده از اتانل، اتيل استات، كلروفرم، اِنرآيند دو مرحلهف
هگزان، آب و مخلوط آب/ اتانل انجام دادند. بر اساس نتايج 

، عملكرد SCF عنوان حلال در به اتانل دست آمده استفاده ازبه
افزايش يافت.  2COاستخراج در حدود سه برابر نسبت به استخراج 

دند كه براي رسيدن به غلظت مناسب مواد ها پي برچنين، آنهم
 .]٣٠[فعال بيولوژيكي شرايط فرايند دو مرحله اي ارجحيت دارد 

هاي استخراج موم و روشباره تهيه عصاره برهاگرچه كه تاكنون در
ها بر اما غالب آن ،تركيبات فنلي تحقيقات زيادي صورت گرفته

 ر فعاليت بيولوژيكي و اثر ضد ميكروبي عصارهاثر استخراج ب
كه در رابطه با اثر روش اند، در حالياستخراج شده متمركز بوده

ع موم مناباستخراج بر نوع تركيبات فنلي استخراج شده از بره
باشد. لذا، در اين پژوهش نه تنها به مطالعه كمي در دسترس مي

م با مويبات فنلي برهبرخي عوامل مؤثر بر راندمان استخراج ترك
دو روش استخراج خيساندن و فراصوت پرداخته شده، بلكه 
بررسي تأثير روش استخراج بر نوع تركيبات فنلي  استخراج  و 

  موم از اهداف اصلي اين پژوهش است.شناسايي شده از نمونه بره
   

  ها. مواد و روش٢
از شركت تعاوني مشهد،  شمال منطقهموم مربوط به بره   

الكل اتيليك با رتبه  ايران تهيه شد. -رضوي زنبورداران خراسان
از شركت تقطير خراسان در ايران خريداري شد و با  %٩٦تجاري 

-از آن تهيه شد. معرف فولين %٧٠زدايي شده، اتانلآب مقطر يون
گاليك و استانداردهاي معتبر اسيدهاي فنلي  اسيد سي كالچيو و

موم براي كروماتوگرافي از شركت برهتر در و فلاونوئيدهاي رايج
  آلدريچ ساخت كشور آمريكا خريداري شدند. -سيگما

  

  موم. آماده سازي بره٢.١
موم و تهيه عصاره الكلي آن، به منظور استخراج مواد مؤثره بره   

موم توسط ازت مايع منجمد و با استفاده از آسياب برقي ابتدا بره
خرد و  ايران، ساخت 300T8 از شركت توس شكن خراسان مدل

عبور داده شد. پودر  ٤٠دست آمده از الك با مش سپس پودر به

٢٩٥ 



براي تهيه عصاره آن  ٤ ○Cتهيه شده دور از نور و در دماي 
  . ]٣١[داري شد نگه

  
  . استخراج به روش خيساندن ٢.٢
مقدار  ٥٠%w/vو  ٣٠  ،١٠هاي مورد نظر متناسب با نسبت   

 ٥٠٠ mLبه يك ارلن به ظرفيت  موم پودر شدهمعيني از بره
به آن اضافه شد و در دماي  %٧٠منتقل و حجم معيني از اتانل 

-زن مغناطيسي دائماً هممحيط آزمايشگاه در حالي كه توسط هم

 ٨، ٢هاي مختلف لال مخلوط و استخراج در مدتـشد با حزده 
انجام شد. براي جلوگيري از تبخير و از اتلاف حلال در  ٢٤  hو 

ل فرايند و نيز محافظت از مواد داخل ظرف در مقابل تابش طو
نور دهانه و اطراف ارلن كاملا با فويل آلومينيمي پوشيده شد. 

ها بعد از مدت اعمال شده، توسط كاغذ صافي واتمن مخلوط
و به كمك پمپ خلا دو بار صاف گرديدند. حذف حلال  ١شماره 
ك و در دماي دست آمده در محل تاريهاي الكلي بهعصاره

دست آمده براي هاي خشك بهآزمايشگاه انجام شد. عصاره
در دماي  اي تيره و در يخچال هاي بعدي در ظرف شيشهاستفاده

C○ ٣١[داري شدند نگه ٤[ .  
 
  . استخراج به كمك فراصوت٢.٣
براي استخراج تركيبات فنلي به روش فراصوت، از دستگاه    

ساخت  VCX750ل ، مدSonics & Materialفراصوت شركت 
 ٢٠ kHzو فركانس  ٧٥٠ Wكشور آمريكا، با بيشينه توان اسمي 

موم بره از مخلوط همگن يك  ابتدا استفاده شد. به اين منظور در
موم به حلال معادل تهيه شد كه نسبت بره %٧٠پودر شده و اتانل 

w/v % ادامه در و آماده معمولي هايزنهم از استفاده بود و با ٣٠ 

هاي گرفت. اعمال فراصوت در مدت قرار  فراصوت مواجا تحت
 و ٨٠ ،٦٠هاي نوساني و نيز دامنه ٢١ ,١٤ ,٧ minدهي صوت
دست آمده از اين هاي بهدر دماي محيط انجام شد. عصاره % ١٠٠

هاي و دور از نور براي آزمون ٤ ○Cروش نيز خشك و در دماي 
  .]٢٠ ،١٣[داري شدند بعدي نگه

  
  اندازه گيري تركيبات فنلي  .٢.٤
-فولين  سنجي رنگ روش اساس بر كل فنلي تركيبات ميزان   

به  .]٣٣ ،٣٢[شد  گيرياندازه گاليكاسيد حسب بر سي كالچيو و
، ١٠٠، ٥٠هاي مختلف اسيد گاليك اين منظور، ابتدا غلظت

ها با از آن ٥/٠ mLتهيه و  ٣٠٠  mg/ mLو  ٢٥٠ ،٢٠٠ ،١٥٠
mL تا  ٥/٠كالچو مخلوط و طي مدت سيو -معرف فولين ٥/٢
min قدار ، م ٨mL سديم كربنات  ٢w/v % به آن اضافه شد.  ٥/٧

داري و سپس جذب در دماي محيط نگه ٣٠ minها به مدت نمونه
مدل  Hachاسپكتروفوتومتر  دستگاه وسيله بهها آن نوري

DR5000  ساخت كشور آمريكا در طول موجnm خوانده و  ٧٦٠
   نمودار استاندارد رسم شد. 

از  ١/٠ gموم، مقدار هاي برهتام نمونه براي تعيين مقدار فنل   
ل و سپس ـح %٧٠اتانل   ٢٥ mLموم در شده برهخشكعصاره

mL از محلول تهيه شده تا حجم  ١mL  سازي شد. مقدار رقيق ٥
mL شده با از محلول رقيق ٥/٠mL سديم وكربنات ٢mL  ٥/٢ 

در تاريكي  ١-٨ minكالچو مخلوط و به مدت سيو -معرف فولين
خوانده و مقدار  ٧٦٠ nmداري و سپس جذب آن در طول موج نگه

گاليك در عصاره خشك تركيبات فنلي بر حسب درصد اسيد
  .]٣٢[محاسبه گرديد 

 
ه موم بهاي برهتعيين محتوي تركيبات فنلي عصاره .٢.٥

  HPLCروش 
ق موم مطابهاي برهجداسازي و شناسايي تركيبات فنلي عصاره   

از   با روش ملو به كمك دستگاه كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا
ساخت كشور آمريكا انجام  HPLC 1100مدل  Agilentشركت 

بود.  ٢٦٠ nmديودي در  شد كه متصل به يك آشكارساز آرايه
از هر محلول به دستگاه كروماتوگرام  ٣٠٠ μLبراي اين منظور 

بت ـيد استيك به نسـل آب: اسـاز متحرك شامـف .دـتزريق ش
v/v به عنوان  حلال ١:١٩A   و متانل به عنوان حلالB  با سرعت

شروع شد  Bحلال  %٣٠گراديان با  بود.  ١ mL/ minجريان ثابت 
و  ٩٥ min در  %٩٠،  ٨٥ minدر  %٧٥،  ٤٥ minر د %٦٠و با 

اي ستون در ـدم ادامه پيدا كرد. ١٠٥ minدر  %٣٠بازگشت به 
C○ رم ها با استفاده از نثابت نگه داشته و پردازش كروماتوگرام ٣٠

ساخت  Agilentاز شركت   Chemstateافزار رايانه كروماتوگرافي 
  . ]٣٤[كشور آمريكا انجام گرديد 

  
  تحليل آماري .٢.٦
براي مطالعه اثر متغيرهاي مورد نظر در هر روش استخراج از    

طرح كاملا تصادفي ساده در قالب فاكتوريل استفاده شد و تجزيه 
 ١٦. ٢. ٤نسخه  تبافزار مينيها با استفاده از نرمو تحليل داده

٢٩٦ 



 

 

 

طح در س ها با استفاده از آزمون توكيانجام شد. مقايسه ميانگين
-ها با استفاده از نرم) انجام شد. نمودار٠٥/٠p، (%٩٥نان اطمي

رسم شد. لازم به ذكر است كه كليه  ٢٠١٠افزار اكسل نسخه 
  ها در سه تكرار انجام شد.آزمون

  

  . نتايج و بحث  ٣
  استخراج تركيبات فنلي .٣.١
مقدار كل تركيبات فنلي پارامتر مهمي براي ارزيابي كمي و    

مقدار تركيبات فنلي  .]٣٦ ،٣٥[محصول است  ظرفيت بيولوژيكي
هاي مختلف تعيين شده از استخراج به روش خيساندن در مدت

موم به حلال اتانل در شكل هاي مختلف برهاستخراج و نيز نسبت
نشان داده شده است. نتايج استخراج تركيبات فنلي به روش  )١(

سبب  موم به حلالخيساندن بيانگر اين بود كه افزايش نسبت بره
شود و از سوي كاهش مقدار تركيبات فنلي استخراج شده مي

نلي ف ديگر افزايش مدت استخراج، سبب افزايش مقدار تركيبات
ها حاكي از آن بود گردد. مقايسه ميانگين دادهاستخراج شده مي

 هايموم به حلال در مقايسه با نسبتبره ١٠ %w/v كه در نسبت
تري استخراج شده بودند. از تركيبات فنلي بيش  ٥٠%w/vو  ٣٠

موم به بره ١٠ % w/vسوي ديگر، طبق نتايج آماري، در نسبت 
ان مقدار تركيبات فنلي استخراج شده داري ميحلال تفاوت معني

وجود دارد  ٢٤ hنسبت به مدت استخراج  ٨ hو  ٢در مدت 
)٠٥/٠pموم به حلال يعني هاي بالاتر برهكه در نسبت). در حالي

دت ـتخراج شده در مـدار تركيبات فنلي اسـمق ٥٠ %w/vو  ٣٠
h راج ــدت استخــمبت بهـنس ٨h دـدار ندارنيـاوت معنـتف ٢٤

)٠٥/٠p بر اين اساس، در استخراج تركيبات فنلي به روش .(
ترين مقدار كار برده شده، بيشخيساندن، تحت شرايط به
و با  ٢٤ hموم در مدت استخراج تركيبات فنلي در عصاره بره

دست آورده به %٨٢/٤٤  موم به حلال به مقداربره  %w/v١٠نسبت 
هاي تعيين شده در شرايط داري از ديگر غلظتشد و به طور معني

ترين مقدار كه كم). در حالي>٠٥/٠pزماني و غلظتي متفاوت بود (
  %٥٠ w/vو در نسبت  ٢ hتركيبات فنلي استخراج شده در مدت 

تعيين شد. اين نتايج قابل  %٧٨/٣٢ موم به حلال به مقداربره
دياز و  .]٣٧-٩٧[هاي ديگر محققين است مقايسه با يافته

 هايمربوط به سرزمينموم برههاي همكاران نشان دادند كه نمونه
 . ]٣٦[داشتند  %٢٣تر از گرم، محتواي فنلي و فلاونوئيدي بيش

موم از و همكاران تركيبات فنلي كل از عصاره اتانلي بره توسي
نقاط مختلف آرژانتين كه به روش خيساندن در مدت يك هفته 

تا  ٤١/٨تهيه شده بود را بررسي كرده و مقدار آن را در محدوده 
w/w% ها نتيجه گرفتند كه هرچه . آن]٤٠[گزارش كردند  ٣١/٣٢

ابد، درصد تركيبات استخراج شده نيز مدت خيساندن افزايش ي
تروشوا و همكاران مقدار تركيبات شود. از سوي ديگر، تر ميبيش

هاي فنلي استخراج شده به روش خيساندن را بر روي نسبت
موم به حلال اتانل بررسي كردند و دريافتند كه وقتي مختلف بره
تر است ا بيشـي ١:١٠ w/vموم بره /اي حلالــهكه نسبت

دار تركيبات فنلي ـها مقيار بالا است. آنـي استخراج بسـازدهب
و  ١:١٠اي ـهاندن در نسبتـده به روش خيســراج شــاستخ
w/v گزارش  %٤٤و  ٤٣موم به ترتيب معادل بره /لالـح ١:٢٠

  . ]٢٠[كردند 
  

  
  هاي مختلف استخراجم به حلال، و در مدتموهاي مختلف برهمقدار تركيبات فنلي استخراج شده از روش خيساندن در مقابل نسبت )١شكل (

Fig. 1. The amount of extracted phenolic compounds from the maceration method against different ratios of propolis/ solvent, and various times of 
extraction 
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) مقدار تركيبات فنلي استخراج شده از روش اعمال ٢در شكل (   
موم به حلال به صورت تابعي از بره  %٣٠ w/vراصوت در نسبت ف

دهي و دامنه نوسان نشان داده شده است. مقايسه مدت صوت
دهد هاي حاصل از روش استخراج فراصوت نشان ميميانگين داده
مقدار تركيبات استخراج شده در تمامي  ٢١ minكه در مدت 

دست آمد. به ٧ min و ١٤هاي تر از مدتهاي فركانسي بيشدامنه
را  مومو همكاران مقدار تركيبات فنلي استخراج شده بره تروشوا

 ٣٠ minو  ١٠هاي مختلف صوت دهي به روش فراصوت در مدت

صوت دهي  ٣٠ minها نشان داد كه مدت بررسي كردند. نتايج آن
دار باشد. بر اين اساس مقبراي استخراج تركيبات فنلي مناسب مي

 ٣٠ minو  ١٠در مدت  موماستخراج شده از بره تركيبات فنلي

. سانپا و همكاران به ]٢٠[دست آمد به %٥٠و  ٩/٣٥به ترتيب 
موم تايلند را در هاي برههاي اتانلي نمونهكمك فراصوت عصاره

استخراج كردند و بر اساس فعاليت ضد  ١٥-٦٠ minهاي مدت
دست آمده دريافتند كه بهترين خاصيت هاي بهميكروبي عصاره

 ٣٠ minو  ١٥هاي استخراج ضد ميكروبي مربوط به مدت
روه مقدار تركيبات فنلي استخراج شده را بين ـباشد. اين گمي

mg /g از سوي ديگر، بررسي  .]١٣[گزارش كردند  ١٣/٧-٠٧/١٤
اثر تغيير دامنه فركانسي موج فراصوت بر مقدار تركيبات فنلي 

مقدار تركيبات  ١٤ minنشان داد كه در مدت ، استخراج شده
تر از دامنه كم %٨٠و   ٦٠هاي فركانسي استخراج شده در دامنه

دار نبودند ها معنيدست آمد ولي تفاوتبه %١٠٠فركانسي 
)٠٥/٠P مقدار تركيبات استخراج شده در ٢).  بر اساس شكل ،

به طور معني %٨٠و   ٦٠هاي فركانسي براي دامنه ٧ minمدت 

بود. حسين و  %١٠٠دار آن در دامنه فركانسي تر از مقداري بيش
 هايفنلهمكاران نشان دادند كه با افزايش دامنه موج مقدار پلي

-فرار آنتي اكسيداني كارنوسيك اسيد و كارنوسول افزايش معني

استخراج اسيد كارنوسيك از رزماري با  يابد.) مي>٠٥/٠Pداري (
. اگرچه ]٤١, ٢٥[افزايش دامنه موج فراصوت نيز افزايش يافت 

ري ترود با افزايش دامنه فركانس نيروي برشي بيشكه انتظار مي
خراج با راندمان بالاتر را ايجاد شده و لذا تخريب سلولي و است

هاي فركانسي در اين سبب شود، اما روند مشخصي براي اثر دامنه
رسد كه اثر طور كلي به نظر ميگردد. بهتحقيق مشاهده نمي

هاي فركانسي مختلف در استخراج تركيبات فنلي اعمال دامنه
مناسب باشد. در اين رابطه، برخي منابع  %٨٠موم تا سطح بره

احتمالا سبب شكست  %٨٠هاي بالاتر از اند كه دامنهردهگزارش ك
و يا تغييرات ساختاري در برخي از محتويات مولكولي شده و اين 

. بر اساس ]٢٨-٢٦, ٢٠[امر سبب كاهش راندمان استخراج گردد 
-هاي حاصل از استخراج تركيبات فنلي به كمك فراصوت كمداده

دامنه دهي با صوت ٧ minترين مقدار استخراج شده در مدت 
ترين دست آورده شد و بيشبه %٣٤/٢٦معادل  %١٠٠ نوساني

فراصوت در مدت  مقدار تركيبات فنلي استخراج شده از روش
min ١٩/٤١ا مقداري حدود ب %٨٠ دامنه نوسانيو با  ٢١% 

دست آمده است. اين مقدار قابل مقايسه با درصد تركيبات فنلي به
لال ـموم  به حده از روش خيساندن با نسبت برهــاستخراج ش

w/v و در مدت  ٣٠h است كه معادل  ٢٤w/v دست به %٢٢/٤٠
  باشد. تر ميبيش %١آمده و تنها به مقدار 

  
 

 
 كل استخراج شده به كمك فراصوت به صورت تابعي از مدت  و دامنه نوسان تركيبات فنلي )٢شكل (

Fig. 2. Total phenolic compounds extracted by ultrasound as a function of time and amplitude. 
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  HPLC. تعيين تركيبات فنلي و فلاونوئيدي با ٣.٢
نظور تعيين اثر روش استخراج بر نوع و مقدار تركيبات به م   

هاي استخراج شده به فنلي استخراج شده، دو نمونه از عصاره
ترين مقدار صوت را كه داراي بيشهاي خيساندن و فراروش

انتخاب كرده  HPLCدرصد استخراج بودند براي كروماتوگرافي  
جام شد. شكل و جداسازي و شناسايي تركيبات اين دو عصاره ان

كروماتوگرام تركيبات فنلي جداسازي و شناسايي شده از  )٣(
هاي خيساندن و موم حاصل از استخراج را به روشعصاره بره

نشان  HPLCدهد. مقايسه نتايج كروماتوگرافي فراصوت نشان مي
داد كه روش استخراج خيساندن موجب استخراج تعداد تركيبات 

. تعداد تركيبات استخراج شده از موم شده استتري از برهبيش
تركيب بود در حالي كه در  ١٥اندن شامل ـموم در روش خيسبره

نام  )١(تركيب شناسايي شدند كه در جدول  ١٣روش فراصوت 
هاي ها درج شده است. اين تفاوت در تعداد به وجود پيكآن

، و كامفرول، ٧اتر، پيك شماره  -متيل -٣ -تركيبات كئورستين
دست آمده از روش خيساندن مربوط ، در عصاره به١١ره پيك شما

ها در عصاره حاصل از استخراج به روش شود كه فقدان آنمي

 ). بر اساس دادهاي١و جدول   ٣فراصوت مشاهده گشت (شكل
افزار آن، مقدار كل تركيبات و آناليز نرم HPLCكروماتوگرافي 

از روش فنلي شناسايي شده در كروماتوگرام عصاره حاصل 
كه گزارش شد در حالي ٧٣٧/١١ μg/mLاستخراج خيساندن 

براي تركيبات فنلي شناسايي شده در عصاره تهيه شده از  
  دست آمد. به ٧/ ٤٦٢ μg/mLاستخراج به كمك فراصوت مقدار 

غلظت  HPLCدست آمده از هاي بهچنين، بر اساس دادههم   
تركيبات جداسازي و شناسايي شده با كروماتوگرافي بر حسب 
درصد محاسبه شد. نتايج بيانگر اين مطلب بود كه درصد هر يك 
از تركيبات شناسايي شده در عصاره استخراج شده به روش 
فراصوت بيشتر از تركيبات مشابه در عصاره استخراج شده به 

پنج تركيب فنلي و  اولين )٢(باشند. جدول روش خيساندن مي
دهد كه داراي بالاترين فلاونوئيدي از اين دو عصاره را نشان مي

گردد كه بيشترين درصد استخراج در غلظت بودند. مشاهده مي
باشد ، مي١٤هر دو عصاره مربوط به پينوسمبرين، پيك شماره 

كه در روش استخراج به كمك فراصوت و روش خيساندن به 
  دست آمد.به %٧٠/١١ و ١٣/١٥ترتيب مقادير 

  

  
 

 
  ) فراصوتb) خيساندن و aموم حاصل از استخراج به روش: تركيبات فنلي عصاره بره كروماتوگرام HPLC )٣شكل (

Fig. 3.  HPLC chromatogram of phenolic compounds of propolis extract obtained by extraction of: a) maceration and b) Ultrasound methods 
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  ..HPLCموم حاصل از دو روش استخراج خيساندن و فراصوت بر اساس كروماتوگرام هاي برهتركيبات فنلي شناسايي شده در عصاره )١جدول (
Table 1 The phenolic compounds detected in propolis extracts obtained by two methods of maceration and ultrasound extraction based on 

 HPLC chromatogram. 

  فنلي تركيب Ultrasound فراصوت Maceration  روش خيساندن
Phenolic compound شماره پيك  Peak No.  شماره پيك   Peak No.  

1 1 
  اسيد گاليك

  Gallic acid 

2 2 
  كافئيك اسيد

  Caffeic acid 

3 3 
  كاتكين

  Catechin 

4 4 
  اپي كاتكين

  Epicatechin 

5 5 
  اسيد فروليك

  Ferulic acid 

6 6 
  كئورستين

  Quercetin 

7 - 
  اتر -متيل -٣ -كئورستين

 Quercetin-3-methyl-ether  

8 7 
  اسيد كوماريك

  Coumaric acid 

9 8 
  نارنجنين

  Naringenin 

10 9 
  آپي جنين

  Apigenin 

  كامفرول - 11
  Kaempferol  

12 10 
  لوتئولين

 Luteolin 

13 11 
  كرايسين
Chrysin 

14 12 
  پينوسمبرين

 Pinocembrin 

15 13 
  گالانجين

  Galangin 
  

 .HPLCموم حاصل از دو روش استخراج خيساندن و فراصوت بر اساس نتايج هاي برهترين تركيبات فنلي شناسايي شده از عصارهبيش )٢جدول (
Table 2 The most phenolic compounds detected from propolis extracts obtained by two methods of maceration and ultrasound extraction based on 

HPLC chromatography results. 

 Ultrasound  فراصوت  Macerationروش خيساندن 

  فنلي تركيب
 Phenolic compound 

  شماره پيك
 Peak No. 

  غلظت
 Concentration (%) 

  فنلي تركيب
 Phenolic compound 

  شماره پيك
 Peak No. 

  غلظت
 Concentration (%) 

 پينوسمبرين
Pinocembrin 

14 11.7 
  پينوسمبرين

 Pinocembrin 
12 15.1 

  نارنجنين
 Naringenin 

9 11.1 
  نارنجنين

 Naringenin 
8 14.4 

  اسيد فروليك
 Ferulic acid 

5 7.7 
  كرايسين

 Chrysin  
11 11.0 

  گالانجين
 Galangin  

15 7.1 
  اسيد فروليك

 Ferulic acid 
5 10.8 

 كرايسين
Chrysin 

13 6.7 
  گالانجين

 Galangin 
13 10.7 
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ديگر تركيبات شناسايي شده نيز روند مشابهي را به لحاظ    
درصد جداسازي و شناسايي شده نشان دادند. نارنجنين، پيك 

، كه به لحاظ مقداري دومين تركيب موجود در عصاره ٩شماره 
به ترتيب از  %١٠/١١و  ٤٠/١٤موم بود نيز داراي مقادير بره

هاي استخراج شده به روش فراصوت و روش خيساندن عصاره
به لحاظ مقدار در روش فراصوت مربوط  دست آمد. رديف سومبه

كه در روش دست آمد در حالياستخراج به %١١به كرايسين با 
قرار  %٧/٦با  ، در رتبه پنجم١٣خيساندن كرايسين، پيك شماره 

گرفت. در مراتب بعدي استخراج به كمك فراصوت، يعني رديف 
، و گالانجين، پيك ٥چهارم و پنجم،  اسيد فروليك، پيك شماره 

قرار گرفتند و در  %٧٠/١٠و  ٨٠/١٠ هاي ، با درصد١٥شماره 
مقابل، در عصاره استخراج شده به روش خيساندن دو تركيب 

هاي سوم و چهارم و با رديف اسيد فروليك و گالانجين در
قرار گرفتند. يانگ و همكاران از روش  %١٠/٧و  ٧٠/٧درصدهاي 

موم چيني را استخراج هاي برهاستخراج به كمك فراصوت عصاره
تركيبات فنلي با خاصيت  HPLCكردند و به كمك كروماتوگرافي 

آنتي اكسيداني استخراج شده را جداسازي و شناسايي نمودند. بر 
-هاي شناسايي شده به ترتيب بيشها تركيبهاي آنداده اساس

، ٧٨٥/٢ mg/gترين مقدار بازيابي شده عبارت از گالانجين 
، كئورستين ٨٤٤/٠ mg/g، جنستئين ١٧٠/١ mg/gلوتئولين 

mg/g روتين ٦٤٣/٠ ،mg/g و كوركومين  ٣٩٨/٠mg/g ٠١٤/٠  
موم از ناحيه همكاران عصاره اتانلي بره. كوسالك و ]٤٢[بودند 

. اين مورد بررسي قرار دادند HPLCآدرياتيك كرواسي را به روش 
ن، و كافئيك، گالانجيگروه با فلاونوئيدهاي پينوسمبرين، اسيد

ب ها نشان داد كه فلاونوئيد غالنتايج آن كرايسين را آناليز كردند.
 %٠٣/٠-١٤/٦ ها پينوسمبرين است و مقدار آن ازدر تمامي نمونه

موم برههاي هاي اين گروه نمونهگزارش شد. بر اساس يافته
مناطق مختلف كرواسي محتواي فلاونوئيدهاي كرايسين، 

ي اپينوسمبرين، نارنجنين و گالانجين تفاوت قابل ملاحظه
اونق و .  ]٤٣[كافئيك متفاوت بودند نداشتند اما در مقدار اسيد

وم را مهمكاران مقدار تركيبات فلاونوئيدي كل عصاره الكلي بره
گيري هسنجي جرمي اندازطيف-به روش كروماتوگرافي گازي

ها خواص درصد گزارش كردند. آن ٢٤/٢٦ كردند و مقدار آن را
ضدقارچي اين تركيب را به تركيبات فلاونوئيدي و اسيد 

چنين، . هم]٤٤[ها مربوط دانستند سيناميك موجود در نمونه
و آشكارساز فرابنفش  HPLCو همكاران روشي بر پايه  بروسچي

موم توسعه داد براي تعيين مقدار تركيبات موجود در عصاره بره
ها بر پايه سنجش ها ناحيه خطي جواب. بر اساس روش آن]٨[

گرفت و قرار مي  ٢٤/٠ -٤٠/٢ mg/mLكرايسين در محدوده 
و  ولپي ها بود.نتايج بيانگر صحت، دقت و كارايي روش آن

موم از كشورهاي مختلف را به روش هاي اتانلي برههمكاران عصاره
پاشش تركيب شده با و يونش الكترون HPLCزماني هم

اد ها نشان دهاي آناسپكتروسكوپي جرمي  بررسي كردند. يافته
رين تموم كشورهاي آرژانتين، ايتاليا و اسپانيا داراي بيشكه بره

از كل فلاونوئيد  %٣٩و  ٤٨، ٤٩رتيب مقدار پينوسمبرين  به ت
ه كباشد. در حاليشناسايي شده و مقادير مشابه ديگر اجزا مي

-موم كشورهاي چين، آذربايجان و اتيوپي بيشهاي برهبراي نمونه

 %٦٢و  ٤٦، ٦٣ها به ترتيب ترين مقدار پينوسمبرين در آن
جنين، دست آمد اما نمونه چين فاقد جنيستئين، كامفرول، آپيبه

و كرايسين، نمونه آرژانتين فاقد جنستئين، كامفرول، آكاستين و 
  .]٤٥[كرايسين و نمونه اتيوپي فاقد كامفرول و آكاستين بودند 

 
  گيري. نتيجه٤
ج موم استخراد در عصاره اتانلي برهمقدار تركيبات فنلي موجو   

چنين به روش خيساندن با طولاني شده به روش فراصوت و هم
كردن مدت فرايند افزايش يافت. بر اين اساس، بهترين راندمان 

و در  ٢٤ hاستخراج تركيبات فنلي به روش خيساندن در مدت 
دست آمد. به  ٢١ minروش استخراج به كمك فراصوت در مدت 

نظر از نوع رسد عامل مدت استخراج صرفين به نظر ميبنابرا
كار برده شده عاملي مهم و بسيار اثرگذار بر راندمان و روش به

هاي هاي حاصل از روشكيفيت مواد استخراج شده باشد. داده
استخراج نشان داد كه مقدار تركيبات فنلي استخراج شده در 

ج و شرايط اعمال موم بستگي به روش استخراعصاره اتانلي بره
ر تكه نسبت بيشكه، در حاليشده در آن روش دارد از جمله اين

موم براي استخراج به روش خيساندن سبب افزايش حلال به بره
موم گرديد، در استخراج به تر تركيبات فنلي در عصاره برهبيش

به  %٨٠كمك فراصوت افزايش دامنه فركانسي موج فراصوت تا 
بنابراين، بسته به نوع   ركيبات فنلي منجر شد.تر تاستخراج بيش

توان از هريك از اين امكانات و كاربرد تركيبات استخراج شده مي
چنين نتايج ها در شرايط بهينه استفاده كرد. همروش

نشان داد كه اگرچه تعداد تركيبات  HPLCكروماتوگرافي 
تر از روش فراصوت بود، استخراج شده به روش خيساندن بيش

٣٠١ 



ليكن درصد هر يك از تركيبات فنلي استخراج شده از روش 
تر از مقدار استخراج شده همان تركيب به روش فراصوت بيش

تواند باشددست آمد.  اين مطلب به اين معني ميخيساندن به

كند تر عمل ميكه روش استخراج به كمك فراصوت انتخابي
ل تري از حلاار كمتر و با مقدكه استخراج در مدتي كوتاهضمن اين

گيرد. صورت مي
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