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http://www.jhd.iaushk.ac.ir/


 976-961 )ویژه نامه فارسی(، 3هفتم، شمارهسال  ،داروهاي گياهي

 

971 

 

 . مقدمه 1

سال در  62تا  52لیون نفر از افراد یطبق آمار وزارت بهداشت دو م

ایران دچار بیماری دیابت هستند. به علاوه این بیماری ششمین علت 

سال از عمر افراد کم  91تا  2باشد و به میزان مرگ و میر در دنیا می

نتایج (. همچنین براساس Otroshy & Mokhtary, 2014) کندمی

درصد ساکنین  01اعلام شده توسط سازمان بهداشت جهانی، بیش از 

 ,Farokhzad & Bagheri)باشند. خاورمیانه دچار اضافه وزن می

در سرتاسر جهان تمایل افراد برای . با توجه به مسائل فوق (2004

استفاده از محصولات کم کالری و بدون قند در حال افزایش است. در 

یرینی ی طبیعی با شستویا به عنوان یک شیرین کنندهاین بین گیاه ا

برابر نسبت به شکر مورد توجه پژوهشگران قرار  011تا 511تقریبی 

(. برگ استویا منبع  2004et alKoyama ,.) گرفته است

 مثل استویوزید و ربادیوزید 0استویول 5مشتق ترپنی 9گلیکوزیدهای

A 4 همراه با اجزاء بسیار جزئی ربادیوزیدB ،C ،D  وEاستویول ، 

 8هیدروایزواستویولو دی 7، ایزواستویول A6، دولکوزید2بیوزید

درصد  91تا  2(. این مواد حدود Koyama et al., 2004باشد )می

 511شوند و به حرارت پایدار هستند و وزن برگ خشک را شامل می

 ,.Jaroslov et alباشند )تر از قند چغندرقند میبرابر شیرین 011تا 

ترین فرآیند نشان داد که مطلوب 9181در سال  1(. فیلیپس2007

استخراج با حلال و یا با آب، تبادل یونی،  :استخراج شامل چهار مرحله

. باشدکردن می ته نشینی با تصفیه و پس از آن تبلور و خشک

(Brandle et al., 1998 تا به حال در حدود .)اختراع با عنوان  921

ها مراحل اساسی این فرایند پن به ثبت رسیده است. تصفیه در ژا

باشد؛ در اغلب فرایندها از شامل استخراج، جدا سازی و تصفیه می

 ,.Balsini et alها استفاده شده است )های آلی و انعقاد دهندهحلال

بوتانول، اتانول و الکل چرب برای استخراج -n(. آب، متانول، 2008

(. در De et al., 2013اند )استفاده شده استویوزید از برگ استویا

به ارزیابی شرایط   5195و همکاران در سال  Raiی اخیر مطالعه

اند. بهینه برای استخراج استویوزید از استویا با  استفاده از آب پرداخته

                                                 
1. Glycosides  

2. Terpene 
3. Steviol 

4. Rebaudioside A 

5. Steviolbioside 
6. Dulcoside A 

7. Isosteviol 

8. Dihydroisosteviol 

درجه  78دهد که بهترین شرایط برای استخراج، دمای نتایج نشان می

 9194دقیقه و نسبت برگ به آب  26دهی گراد، زمان حرارتسانتی

متانول برای استخراج (. Ray et al., 2012) حجمی بوده است-وزنی

های استویا در مقایسه با آب کارایی بیشتری نشان استویوزید از برگ

ای مختلفی برای های تجزیهروش .(Puri et al., 2011a)داده است 

در گیاه  91ترپنوئیدهای شیرین دیارزیابی مقدار و توزیع گلیکوزید

، 99استویا ربادیانا وجود دارد. که شامل کروماتوگرافی لایه نازک

ای با فشار ، کروماتوگرافی لایه95ای جریان مخالفکروماتوگرافی قطره

با  A92باشند. استویوزید و ربادیوزید می 94موئین ، الکتروفورز90بالا

ا به استر هتبدیل آناستفاده از کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا بعد از 

(. هدف از پژوهش  2011et alPuri ,.) اندبررسی شده 96بروموفنسیل

فوق بهینه سازی شرایط استخراج و همچنین بررسی تاثیر آب و هوا 

 باشد.بر میزان شیرینی و خلوص استویوزید می

 مواد و روش ها   .2

 . مواد اولیه2-1

 %18یوزید با خلوص برگ استویا از شرکت گلسار، استاندارد استو

استونیتریل، متانول و اسید استیک از شرکت مرک، از شرکت سیگما، 

، وزن  4/11 ≤اتانول از شرکت صنایع شیمیایی اتانول نصر )خلوص 

میکرومتر از شرکت  42/1فیلتر با قطر منافذ ، (7165/1مخصوص 

 سرینگ و کاغذ صافی از شرکت بکو  تهیه شد.

 . آماده سازی نمونه2-2

های خشک استویای دریافتی که از شرکت گلسار ر ابتدا برگد

شمال خریداری شده را توسط آسیاب خانگی پودر و مخلوط کرده و 

ی ذرات در میکرون عبور داده تا اندازه98و  8از الک آزمایشگاهی  

را جدا کرده و در  98باشد، پودر برگ روی مش  یکسان طول آزمایش

 ر گرفته است.طی پژوهش مورد استفاده قرا

9. Phillips 

10. Diterpenoid 
11. Thin layer chromatography 

12. Droplet counter-current chromatography 

13. Over-pressured layer chromatography 
14 .Capillary electrophoresis 

15. Rebaudioside A 

16. Bromophenacyl esters 
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گیاهان دریافتی . . آماده سازی گیاهان پرورش داده شده2-2-1

ی کشت بافت تکثیر شده بودند را از شرکت گلسار شمال که بوسیله

در استان گیلان تحویل گرفته، تحت شرایط مناسب در گلدان کاشت 

شد و درسه شهر اصفهان، شهرکرد و شیراز با شرایط اقلیمی و آب و 

اند از اصفهان1 معتدل و کوهستانی، شهرکرد1 وت که عبارتهوایی متفا

سرد و کوهستانی و شیراز1 گرم و کوهستانی قرار داده شد. گیاهان 

آوری شده و جداسازی پس از طی مدت زمان لازم برای رشد جمع

 21تا  42ها در آون تحت دمای ها انجام گرفت، برگها از ساقهبرگ

ساعت خشک شده سپس از هر  4 درجه سانتیگراد در مدت زمان

ها  به وسیله دوربین منطقه جداگانه برای بررسی خصوصیات برگ

عکس گرفته  و بعد به ترتیب مانند  Nikon Coolpix p600دیجیتال 

ها پودر شده، ی خشک، در ابتدا برگهاکار انجام شده بر روی برگ

 الک شده و در طی پژوهش مورد استفاده قرار گرفت.
 

 

                                      

 

 

                     شیراز   هرکرد                    ش                   اصفهان

عکس برگ خشک شده گیاهان پرورش یافته در اصفهان،  .1شکل

 .شهرکرد، شیراز

 

 شرایط استخراج  . بهینه سازی2-3 

تیمارهایی که برای این آزمون در نظر گرفته شد شامل 1 دما، 

باشد نکه محیط الکلی میزمان و حجم حلال می باشد. به دلیل ای

درصد  21سپس از محلول الکلی  نیست. pHگیری نیازی به اندازه

)طبق نتایج بدست آمده از تحقیقات آسترکی و همکاران در سال 

لیتر استفاده کرده میلی 961و  941، 951، 911( حجم های 5195

دقیقه و  951و   61، 01، 92، 91های در طی زمان هاو استخراج

درجه سانتیگراد از طریق اعمال روش  21و  42، 41، 02ی دماها

ی حمام آب گرم و بکارگیری همزن مکانیکی برای دهی بوسیلهحرارت

ها دهی یکسان انجام گرفت. در هر یک از استخراجاطمینان از حرارت

ی کاغذ صافی محلول دهی، بوسیلهپس از اتمام مدت زمان حرارت

رف نمونه در بسته و تاریک انتقال استخراجی صاف شده و به یک ظ

داده شد، سپس هر یک را نام گذاری کرده و تا زمان تزریق به دستگاه 

کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا در یخچال نگهداری شد. قابل ذکر 

های در نظر گرفته شده با توجه به مقرون به صرفه است که محدوده

ا هباشد. شرایط استخراجی اقتصادی آنها میبودن در صنعت و جنبه

 شود.( مشاهده می9و میزان استویوزید حاصله در جدول )

 کننده. تعیین میزان شیرین2-4

ی ی استویا بوسیله کروماتوگرافکنندهآزمون تعیین میزان شیرین

ساخت  18cمایع با کارایی بالا که ساخت شرکت ناور آلمان و ستون 

ز متحرک شامل استونیتریل/ شرکت مچری نایژل آلمان انجام شد. فا

بوده و دمای ستون  لیتر بر دقیقهمیلی9( و با سرعت  41/  61آب )

در طول   UVدرجه سانتیگراد ثابت نگه داشته شد و دتکتور  58در 

ی تزریق شده به دستگاه به کار برده شد. حجم نمونه nm 524موج 

یق از فیلتر میکرولیتر بوده و هر نمونه قبل از تزر 51در هر مرتبه 

میکرومتر عبور داده شد. برای شروع آزمایش کروماتوگرافی مایع  42/1

سی آب مقطر سی 91گرم از استاندارد را در  9/1با کارایی بالا در ابتدا 

میکروگرم بر  9111بدین صورت محلول استوک با رقت حل کرده 

ول للیتر( بدست آمد. سپس از این محگرم بر میلیمیلی 9میلی لیتر )

رقت مختلف دیگر نیز تهیه شد و جهت رسم منحنی  0استوک 

تزریق  HPLCکالیبراسیون به همراه محلول استوک به دستگاه 

پس از رسم منحنی کالیبراسیون بر اساس سطح زیر نمودارهای گشت. 

های پرورش یافته بدست آمده و غلظت آنها، شرایط فوق برای نمونه

 ه قرار گرفت.های مختلف مورد استفاددر شهر

 های پرورش یافته  .  استخراج از برگ2-5

، استخراج 0-0با توجه به شرایط بهینه به دست آمده در قسمت 

 های مختلف صورت گرفت.های پرورش یافته در اقلیماز برگ

 های پرورش. بررسی میزان شیرین کننده و ناخالصی برگ2-6

 یافته

یج ثبت و بررسی شد. تزریق و نتا HPLCی استخراجی به عصاره

ی بدست آمده از این گیاهان،  برای بررسی میزان ناخالصی عصاره

ساخت کشور  ،H 937031کدورت سنج  )ساخت کمپانی هانا،  مدل 

 رومانی( مورد استقاده قرار گرفت. 
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 . آنالیز آماری2-7

های مربوط به نتایج بدست آمده از نرم افزار برای رسم منحنی

ها از نرم افزار . همچنین برای بررسی سطوح برگاکسل استفاده شد

Image proplus ver 6  .استفاده گردید 

 

شرایط استخراج و میزان استویوزید در نمونه برگ های  .1جدول 

 91، وزن نمونه برگ  %21، اتانول  rpm 6خشک استویا . دورهمزن 

 .گرم ، حرارت دهی بوسیله حمام آب گرم
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1A 91 02 911 26 

2A  91 41 911 69 

3A 91 42 911 65 

4A 91 21 911 42 

5A 91 02 951 61 

6A 91 41 951 4/65 

7A 91 42 951 5/69 

8A 91 21 951 66 

9A 91 02 941 6/68 

10A 91 41 941 8/62 

11A 91 42 941 5/67 

12A 91 21 941 6/72 

13A 91 02 961 4/65 

14A 91 41 961 5/72 

15A 91 42 961 4/71 

16A 91 21 961 88 

1B 92 02 911 60 

2B  92 41 911 67 

3B 92 42 911 75 

4B 92 21 911 61 

5B 92 02 951 8/71 

6B 92 41 951 5/71 

7B 92 42 951 4/86 

8B 92 21 951 0/71 

9B 92 02 941 6/72 

10B 92 41 941 84 

11B 92 42 941 4/82 

12B 92 21 941 8/76 

13B 92 02 961 8/76 

14B 92 41 961 4/78 

15B 92 42 961 4/14 

16B 92 21 961 8/15 

1C 01 02 911 71 

2C  01 41 911 75 

3C 01 42 911 77 

4C 01 21 911 77 

5C 01 02 951 8/76 

6C 01 41 951 78 

7C 01 42 951 78 

8C 01 21 951 4/81 

9C 01 02 941 5/89 
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10C 01 41 941 8/10 

11C 01 42 941 18 

12C 01 21 941 6/910 

13C 01 02 961 16 

14C 01 41 961 4/915 

15C 01 42 961 5/917 

16C 01 21 961 995 

1D 61 02 911 77 

2D  61 41 911 86 

3D 61 42 911 11 

4D 61 21 911 12 

5D 61 02 951 4/86 

6D 61 41 951 4/15 

7D 61 42 951 16 

8D 61 21 951 4/991 

9D 61 02 941 18 

10D 61 41 941 8/917 

11D 61 42 941 4/916 

12D 61 21 941 4/990 

13D 61 02 961 995 

14D 61 41 961 4/998 

15D 61 42 961 951 

16D 61 21 961 6/951 

1E 951 02 911 87 

2E  951 41 911 17 

3E 951 42 911 919 

4E 951 21 911 999 

5E 951 02 951 16 

6E 951 41 951 6/11 

7E 951 42 951 6/912 

8E 951 21 951 4/996 

9E 951 02 941 4/916 

10E 951 41 941 8/917 

11E 951 42 941 6/997 

12E 951 21 941 6/909 

13E 951 02 961 8/996 

14E 951 41 961 8/954 

15E 951 42 961 5/909 

16E 951 21 961 5/901 

 نتایج و بحث .3

 . بهینه سازی شرایط و بررسی میزان شیرین کننده3-1

( کروماتوگرام مربوط به تزریق نمونه استاندارد 5در شکل )

گرم در لیتر مشاهده یلیم 9سازی در غلظت  بعد از رقت استویوزید

ها نیز به همین ترتیب آماده شود. سایر غلظت های تزریقی نمونهمی

-ها بررسی شد. عصارهو به دستگاه تزریق شد و هر یک از کروماتوگرام

سازی برای تزریق توسط سرنگ با های استخراج شده پس از آماده

 7ان تزریق شدند و  طی زم HPLCمیکرولیتر به دستگاه  51حجم 

 های مورد نظر حاصل گردید.دقیقه پیک

سطح زیر  ها با مقایسه مساحتموجود در نمونه استویوزید میزان

 پیک استاندارد محاسبه شد 1
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 کروماتوگرام مربوط به استاندارد استویوزید. 2شکل 
 

 .بررسی اثر میزان الکل بر میزان استخراج استویوزید.  3-1-1

ابت بودن متغییرها و متغییر بودن غلظت (، با ث0با توجه به شکل )

الکل، رایطه خطی بین استخراج استویوزید و میزان حلال وجود دارد 

 ی به دستو هر چه میزان مصرف حلال افزایش یابد با توجه به معادله

تا  911ی میزان الکل آمده میزان استویوزید استخراجی در محدوده

یابد و بالاتر از این افزایش میگرم برگ استویا  91لیتر بر میلی 961

رسد. طبق قانون فیک غلظت الکل به عنوان مقدار به حد ثابت خود می

تواند بر سرعت و میزان استخراج استویوزید از برگ استویا حلال می

ی الکل بالاتر باشد غلظت نهایی موثر باشد. قطعا هرچه مقدار اولیه

رگ ار بیشتری از استویوزید باستویوزید در فاز الکلی کمتر بوده و مقد

استویا استخراج خواهد شد. بنابراین تاثیر میزان حلال برای انتخاب 

ی اقتصادی در استخراج استویوزید موثر است که در این شرایط بهینه

نامه هدف از انتخاب پارامتر میزان حلال انتخاب میزان بهینه در پایان

 است. صورت تبدیل نتایج تحقیق به فرایند تجاری

 

 

 

 

 

 

 بررسی اثر میزان الکل بر میزان استخراج استویوزید .3شکل
 

وجه با ت. .  بررسی اثر زمان بر میزان استخراج استویوزید3-1-2

(، با ثابت بودن متغییرها و متغییر بودن زمان،  بین میزان 4به شکل )

استخراج استویوزید و زمان ارتباط خطی وجود دارد و هر چه زمان 

ی به دست آمده میزان استویوزید د با توجه به معادلهافزایش یاب

گرم برگ  91دقیقه بر  951تا  91ی زمان استخراجی در محدوده

سد. ریابد و بالاتر از این مقدار به حد ثابت خود میاستویا افزایش می

طبق قانون فیک یکی از عواملی که عامل ایجاد انتشار است اختلاف 

ی با گذر زمان اختلاف غلظت بین ماده غلظت است و از آنجایی که

رود در زمان بینهایت به یابد انتظار میکننده و برگ کاهش میحل

حد تعادل برسد بنابراین تاثیر زمان برای انتخاب زمان بهینه اقتصادی 

 نامه هدف از انتخابدر استخراج استویوزید موثر است که در این پایان

ه در صورت تبدیل نتایج تحقیق به پارامتر زمان انتخاب زمان بهین

 فرایند تجاری است.

 

 

 

 

 

 

 

 .بررسی اثر زمان  بر میزان استخراج استویوزید. 4شکل

 

ه با توج. . بررسی اثر دما بر میزان استخراج استویوزید3-1-3

(، با ثابت بودن متغییرها و متغییر بودن دما،  ارتباط خطی 2به شکل )

جود دارد و هر چه دما افزایش بین دما و میزان استخراج استویوزید و

ی به دست آمده میزان استویوزید استخراجی یابد با توجه به معادله

گرم برگ استویا افزایش  91درجه بر  21تا  02در محدوده دمای 

رسد. دما با کاهش یابد و بالاتر از این مقدار به حد ثابت خود میمی

یزان تواند بر ممیویسکوزیته و درنهایت با افزایش ضریب دیفوزیون 

ه طور کاستخراج استویوزید موثر باشد. با توجه به قانون فیک همان

-رود دما باعث افزایش میزان استخراج شده است. از آنجاییانتظار می

که سایر پارامترهای موثر بر قانون فیک ثابت مانده است، تنها پارامتری 

 باشد.که تغییر یافته میزان ضریب دیفوزیون می

  

y = ۱۲x + ۵۲
R² = 0/99

0

۵0

۱00

۱۵0

۱0 ۱۵ ۳0 ۶0 ۱۲0

ید
وز

وی
ست

م ا
گر

ی 
ميل

(دقيقه)زمان 
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 .بررسی اثر دما بر میزان استخراج استویوزید .5کلش

 

. استخراج استویوزید از برگ استویا پرورش یافته در 3-2

 های مختلفاقلیم

، استخراخ از 9-0با توجه به بهینه سازی شرایط در بخش 

، rpm  6های پرورش یافته در شرایط یکسان شامل1 دور همزنبرگ

گراد، حلال درجه سانتی 61ی دقیقه، دما 951دهی مدت زمان حرارت

گرم  91لیتر، وزن نمونه برگ میلی 961درصد، حجم حلال  21اتانول 

 دهی حمام آب گرم صورت گرفت.و با روش حرارت

-.  نتایج حاصل از استخراج استویوزید در نمونه برگ3-2-1

های برگ در مورد ویژگی 5با توجه به جدول . های پرورش یافته

 91گرم استویوزید استخراجی از ته که شامل میلیگیاهان پرورش یاف

ی گیاه پرورش یافته در سه شهر، سطح نمونه برگ گرم برگ نمونه

توان نتیجه باشد میگیاهان و میزان کدورت و ناخالصی هر نمونه می

گرم پودر برگ به  91گرفت بیشترین میزان استویوزید استخراجی در 

شیراز بوده و بیشترین سطح و   ترتیب متعلق به اصفهان، شهرکرد و

در نتیجه بیشترین راندمان تولید تن در هکتار  هر بوته متعلق به 

-استان اصفهان و پس از آن به ترتیب متعلق به شیراز و شهرکرد می

باشد. از روی بررسی آزمون کدورت سنجی مشخص شد که اصفهان 

وده و شتر بزای بیشتر در نتیجه میزان ناخالصی بیدارای مواد کدورت

پس از آن به ترتیب متعلق به شهرکرد و شیراز می باشد. و در کل 

توان نتیجه گرفت راندمان تولید تن در هکتار هر بوته در اصفهان می

بالا بوده ولی میزان ناخالصی موجود در گیاه شهر اصفهان بیشتر است 

ز ، او در مقابل شیراز با وجود کم بودن راندمان تن در هکتار هر بوته

در طی تحقیقات گذشته نیز اثر   ناخالصی کمتری برخوردار است.

های استویا به اثبات رسیده شرایط اقلیمی بر روی میزان گلیکوزید

 (. Jeffrey & Alejandro, 1999) است 

 

استویوزید  ( و میزان غلظت2mها )میزان سطح برگ. 2جدول 

پرورش یافته در  های برگ نمونه گرم( و کدورت دراستخراجی )میلی

 .شرایط استخراج بهینه

 نتیجه گیری. 4

مشخص شد که دما،  های انجام شدهبر طبق مشاهدات و بررسی

زمان و حجم الکل بر میزان غلظت استویوزید استخراجی تاثیرگذار 

است و با افزایش هر یک از پارامترهای موجود میزان استخراج 

استویوزید افزایش یافته و پارامترهای مد نظر روند صعودی بر میزان 

 ههای در نظر گرفتاستخراج را نشان داده است. از آنجایی که محدوده

شده با توجه به مقرون به صرفه بودن در صنعت بوده است بهترین 

دقیقه و  951لیتر و زمان میلی 961نتیجه استخراج از غلظت الکل 

درجه بوده و یک روند صعودی را در پی داشته است.  21دمای 

درنتیجه استویوزید حساس به زمان، دما و میزان الکل نبوده و با 

یزان استخراج استویوزید افزایش یافته است. افزایش هر یک از آنها م

با بررسی گیاهان پرورش داده شده در سه منطقه از ایران مشاهده شد 

که اصفهان بیشترین راندمان تولیدی تن در هکتار را داشته و پس از 

باشد. از بررسی عصاره استخراج شده آن به ترتیب شیراز و شهرکرد می

ا زص شد که بیشترین مواد کدورتاز برگ گیاهان این سه شهر مشخ

های موجود به ترتیب متعلق به اصفهان، شهرکرد و شیراز و ناخالصی

و بیشترین میزان استویوزید استخراجی نیز به ترتیب متعلق به 

اصفهان، شهرکرد و شیراز است. بنابراین گزارش شد با اینکه اصفهان 

ی یی دارد ولی داراراندمان تولید تن در هکتار و غلظت استویوزید بالا

گرم ميلي نام شهر

استویوزاید در 

 گرم 13

کدورت  (2mسطح برگ )

(FTU  ) 

 66 11/200901±33/11 2/203 اصفهان

 99/30 10/937121±00/30 2/923 شيراز

 63/32 17/80138±62/19 8/980 شهرکرد
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ناخالصی بیشتری بوده و در مقابل شیراز دارای راندمان تولید تن در 

 هکتار کمتر و ناخالصی کمتری می باشد.
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