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  1396، تابستان 2، سال پنجم، شماره 18فصلنامه اکوفیتوشیمی گیاهان دارویی، شماره پیاپی 
 

   .Stevia rebadiana Bertoni از گیاه دارویی استویوزید کیفی و کمی استخراج
  قالب مولکولی فاز جامد روشبا استفاده از 

  

  3هادي سلیمانیمحمد، *2، مازیار احمدي گلسفیدي1سمیه آقابیک
  ایران ،گرگانی، دانشگاه آزاد داسلام، واحد گرگان، دانشکده علوم، گروه شیمی2و1
  ایران ،گرگان ،داروسازي گیاه اسانس3

  

  19/02/1396 تاریخ پذیرش:؛     08/11/1395 تاریخ دریافت:
 

  1چکیده
که با اثر گلیکوزیدي بدون کالري است ، یول حاوي شیرین کننده استو .Stevia rbaudiana Bertoniبا نام علمی  استویاگیاه 

هدف از انجام این تحقیق  نماید.عنوان یک داروي موثر عمل می بهخصوص در بیماران دیابتی ه تنظیم میزان قند خون ب بر
استویا گیاه دارویی عنوان شیرین کننده بدون کالري از  کیفی و کمی استویوزید بهجداسازي جهت نوین  دستیابی به یک روش

شد.  تهیه گلساران شمالتولید کننده  شرکتاز  1394 ماهدر شهریور استویا گیاه برگهاي خشک شده نمونه این تحقیقدر باشد. می
برخی از  سپسو  تهیه مناسب قالب مولکولی جامدیک فاز ، و پلاروگرافی HPLCعلاوه بر روش استویوزید  استخراج منظور به

 اکریلاتی نومر عاملیومیک ، از گر استخراج براي تهیه پلیمر .دیبهینه سازي گرد ،توسط این روش نویناستخراج  عوامل موثر بر
گر  استخراج فازدرجه ریز شدگی و همچنین تاثیر  دهنده پلیمر کمی اجزاي تشکیلنسبت  شد. یک اتصال دهنده عرضی استفادهو 

 به 1 نسبت در استویوزید استخراجبیشترین درصد بازدهی نتایج نشان داد که  . قرار گرفت ارزیابیمورد نیز  بر راندمان استخراج
 و دست آمد به میکرون 1000 گرهترین درجه ریز شدگی این استخراجب و رضیدهنده ع اتصالمقدار نومر عاملی به وممقدار از  5

  .گزارش گردیددرصد وزنی  11,16استویوزید نیز  میزان
  
  ، کروماتوگرافی مایع با کارایی بالاپلاروگرافی پلیمر قالب مولکولی، استویوزید،استویا، استخراج فاز جامد،  :کلیدي هاي واژه

  
  

                                                             
  mahmadig@gmail.com نویسنده مسئول:*
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  مقدمه
 Stevia Rebaudianaنـام علمـی بـا اسـتویا گیاه 

Bertoni. متعلق به تیـره آفتـابگردان )Asteraceae(  و
 ,.Gardana et al( باشـدو برزیـل مـی پاراگوئهبومی 

گلیکوزیـد  8محـل ذخیـره هاي اسـتویا  گ بر). 2003
ــی ــداســتویول م ). Brandle andTelmar,2007( باش

از شیرینی هسـتند کـه ي هاگلیکوزید استویول ترکیب
ــتو ــاه اس ــیگی ــتخراج م ــتویوزید و یا اس ــوند. اس ش
در ایـن  و مهم عروفمگلیکوزید  ، دوAربایودیوزاید 

برابـر  300اسـتویا حـدود بـرگ گیـاه . باشندمی گیاه
عنوان یک  به . استویوزیدباشد تر از ساکاروز میشیرین

وکز متصل به یـک مولکول گل 3 گلیکوزید متشکل از
). Mondase et al.,2012( شـود آگلیکون توصیف مـی

ساختار شیمیایی گسترده استویوزید را نشـان  1شکل 

چنـدین ترکیـب  تـاکنون علاوه بر استویوزیددهد. می
، Bدیوزایـد ، رباAدیوزاید مانند استویوزید، رباشیرین 

ــــد ربا ــــد ، رباCدیوزای ــــد ، رباDدیوزای و  Eدیوزای
انـد ستویا جداسازي و استخراج شدهاز ا Aدوالکوزید 

)Anvari and  Khayati, 2016.(  
 ,.Pol et al(پل و همکـاران  مطالعات سم شناسی

اسـتویوزید فاقـد ماده مـوثره  دهد کهنشان می )2007
. باشـد مـی یی و سـرطانتیکـعوارض جهـش زاي ژن

هـاي  لیکوزیدهاي موجود در اسـتویا داراي ویژگـیگ
مصـرف مـنظم ایـن است کـه  بیولوژیکی ارزشمندي

داده و ان قند و کلسترول خون را کـاهش ترکیبات میز
 رددگـ مـیسـلولی و انعقـاد خـون  احیاي بافت باعث

)Atteh et al., 2007.(  

  

 
  کننده بدون کالري) شیمیایی استویوزید (شیرین ساختار :1شکل 

  

هاي متعددي جهت استخراج در حال حاضر روش
توسط محققین بـا اسـتفاده از گلیکوزیدهاي استویول 

از  اسـت،مورد ارزیابی قرار گرفته مختلفهاي تکنیک
 هــاي مختلــفقبیــل ماسراســیون واســتفاده از حــلال

)Lorenzo et al.,2014،( استخراج مایع تحـت فشـار 
)Teo et al., 2009( 1وسـیله مـایع داغه اسـتخراج بـ   
)Pol et al., 2007،( استخراج به کمک امواج فراصوت 
)Puri et al.,2013( هـاي سیسـتم، اسـتخراج توسـط

 Abolghasembeyk et( دوفازي آبی با کـولین کلریـد

al., 2016 (ریزمـوجسـتخراج بـه کمـک ا )Yildi z-

                                                             
1. PHWE (Power Heat Water Extraction) 

ozturk et al., 2015 ،( استخراج به کمک سـیال فـوق
استخراج به کمـک )، Erkucuk et al., 2009( بحرانی
اسـتخراج توسـط )، Fuh and Chiang, 1990( آنـزیم

و روش فرایند  )Steriedner et al.,1991( ء یونیغشا
  ).Weiss et al., 2001( تعویض یون
یـا 2استخراج فاز جامـد هاي اخیر از روش در سال
در جداسازي ترکیبات مهم طبیعـی و  SPEبه اختصار 

-Andrade( ي زیـادي شـده اسـتها شیمیایی استفاده

Eiroa et al., 2016.( روشی است استخراج فاز جامد 
که در آن از یک فـاز جامـد و یـک فـاز مـایع بـراي 

                                                             
2. Solid Phase Extraction 



 .....Stevia rebadiana Bertoni دارویی گیاه از استویوزید کمی و کیفی استخراج

صـورت  هترکیب طبیعی یا شـیمیایی بـجداسازي یک 
یکـی از دلایـل اسـتفاده از  شـود.محلول استفاده مـی

 اسـت آن پـذیر گـزینشاستخراج فاز جامد، استخراج 
)Plotka-Wasylka et al., 2016 .(ماده  ،در این تکنیک

از فــاز مـایع بــه درون فـاز جامــد  مـوثره مــورد نظـر
پلیمرهــاي قالــب  روشاخیــرا گــردد.  اســتخراج مــی

جهـت  هـاتکنیـکیکی از قویترین  MIPیا 1مولکولی
 انـد معرفی شدهو جداسازي ترکیبات طبیعی  استخراج

)Ashley et al., 2017.( تهیـه  استخراج بـراياین نوع
ــی،  ــات طبیع ــترکیب ــیش تغلیظ ــتخراج و پ داروها، اس

ـــی، ـــات طبیع ـــده ترکیب ـــا از محیط،آلاین ـــواد ه م
ولات غـذایی و بیولوژیکی،مواد غذایی و نمونه محصـ

  ).Brandle et al., 2007( رودآشامیدنی به کار می
اي عـاملی هـگروهبین  MIP روش استخراج بادر 

یک  ،نومرومهاي عاملی با گروه) الگو(مولکول هدف 
هـاي شـود و سـایتمولکولی ایجـاد مـیواکنش بین 

 واکنشها تحت .این سایتدنگردتشخیصی حاصل می
یی از پلیمریزاسیون منومرهاي عـاملی بـا غلظـت بـالا

توسط شوند.پس از آن اتصال دهنده عرضی محکم می
 ,Sarhan( شـود الگو حذف مـیمولکول  شوییحلال

 MIP  یـاده قالـب مولکـولی پلیمر بدست آم). 1972
 روشایـن  ).Quaglia et al., 2001( شـودنامیده مـی

طـور بـالقوه  هب )Gama et al., 2016( همکاران گاما و
جداسـازي  از قبیـل اسـتخراجی زیـادي تحقیقاتدر 

 بیوسنسـورها )Ebarvia et al.,2004( کـایرال مولکول
)Tianwei et al., 2001(، ترکیبـــات  جداســـازي

سازي تجزیـه بادي و شبیه سازي آنتیشبیه ،بیوشیمیایی
اسـتفاده شـده  )Ye and Mosbach, 2001( هـاآنـزیم
تهیه یک فاز جامد استخراج این تحقیق با هدف  است.

اسـتخراج  بـرايپلیمرقالـب مولکـولی  کننده بر پایـه
مهمترین  وانجام شد  استویا گیاه دارویی استویوزید از

ارزیابی و در نهایت  بهینه سازي شد عوامل موثر بر آن
                                                             
1. Molecularly Imprinted Polymers 

در  .صـورت پـذیرفت هاي طبیعیدر نمونه این روش
 روش براي اولین بارجهت بررسی کارایی این تحقیق 

نجش اسـتویوزید منظـور سـ اه پلاروگرافی بـهاز دستگ
  .بهره گرفته شد

 
 ها مواد و روش

منظور تهیه برگ خشـک بههاي گیاه استویا: تهیه برگ
گیـاه اسـتویا کـه کیلوگرم از  10مقدار این گیاه، ابتدا 

کننـدگان آن در شـمال کشـور تولیـد توسط یکـی از 
صورت کشت بافت تکثیر  هشرکت گلساران شمال) ب(

خریـداري  94و پرورش یافته بود در شـهریور سـال 
سپس براي خشک کردن به آزمایشگاه تحقیـق و شد. 

توسعه شرکت داروسازي گیاه اسانس منتقل شـدند و 
درجه به  45پس از شستشوي با آب مقطر تحت دماي 

دستگاه خشک کن تحت عملیـات ساعت در  3مدت 
گرم از قرار گرفتند. سپس مقدار یک کیلو خشک کردن

برگ سبز و خشک شده گیـاه در آسـیاب صـنعتی در 
et al., Deshmukh ( حد بسـیار ریـز آسـیاب شـدند

هاي مورد مطالعـه از این گیاه براي کلیه نمونه). 2014
  در این تحقیق استفاده شد. 

 ,.Brandle et al( ماسراسیونگیري به روش  عصاره

خشک شده گیاه استویا را پودر کرده  هاي برگ): 2007
یتـر متـانول ل میلـی 10گرم از پودر خشک شده با  1و 

ساعت بر روي شیکر  3مدت  خالص خیسانده شد و به
  قرار داده شد. سپس با کاغذ صافی صاف شد.

تهیه فـاز   و سازي محلول استاندارد استویوزید آماده
ه ایـن کـیی از آنجا کننده استویوزید: جامد استخراج

کـار براي استخراج استویوزید به براي اولین بارروش 
رود لذا مقادیر مواد اولیه متناسب بـا اسـتوکیومتري می

مقـدار نـیم  .هادر پلیمریزاسون انتخـاب شـدندواکنش
(خریداري شـده  MAA متا اکریلیک اسیدلیتر از  میلی

و  نومر عاملیوعنوان م به) Sigma-Aldrich از شرکت
 اتـیلن گلیکـول دي متیـل اکـریلات لیتـر از میلی 5/2
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EGDMA  ـــرکت ـــده از ش ـــداري ش -Sigma(خری

Aldrich (4024/0دهنــده عرضــی،  عنــوان اتصــالبــه 
ــی ــولمیل ــی 9/323معــادل  م  از اســتویوزید گــرممیل

آغـازگر گـرم 05/0عنوان مولکول الگـو و هاستاندارد ب
ــل  ــیس بوتیرونیتری ــده از  AIBNآزوب ــداري ش (خری

 10مـدت  و بـه شـد اضافه) Sigma-Aldrichشرکت 
دقیقـه در حمـام  20دقیقه گاززدایی انجام شد. سپس 

گـرم از نانولولـه  1/0مقدار اولتراسونیک قرار داده شد.
راج به مخلوط فـوق سازي استخ کربنی نیز جهت بهینه

ــه دقیــق دیگــر در حمــام  20مــدت  اضــافه شــده و ب
پس از  ).Ma et al, 2017( اولتراسونیک همگن گردید

 24مــدت  هـت انجــام فراینــد پلیمریزاســیون بــهآن ج
 330با طول موج  UVلامپ  مقابل تشعشعساعت در 

 .شد تركگراد  درجه سانتی 8الی  4 نانومتر و در دماي
بـا (اسـتویوزید) سپس مرحله حـذف مولکـول الگـو 

. ایـن مرحلـه بـا شودشویی انجام میحلالاستفاده از 
ــلال ــردن ح ــه  اضــافه ک ــتیک ب ــید اس ــانول و اس (مت

مـدت  بـه gr 1بهml 10 به پلیمر به نسبت )1به9نسبت
. بعد از آن محلـول تحت رفلاکسادامه یافتساعت 24

و مجدد با متانول خالص  شده صافتوسط کاغذ صافی
همـان تحـت مرحله خروج الگـو ساعت  24مدت  به

پس از اتمام عملیـات  شرایط رفلاکس ادامه پیدا کرد.
رفلاکس فاز جامد با متانول شستشو داده و در هـواي 

ون چینی ها توسطتهیه شده  جاذبآزاد خشک گردید. 
خرد شد و بـا غربـال تـوري سـیمی بـه به ذرات ریز 

ــانگین مهــاي مــش ــدازه ی ــر 2000و  1000ان میکرومت
  همگن شدند. بندي و  دسته

منظور عملیات اسـتخراج شـیرین کننـده بـدون  به
ــالري  ــدار  ،اســتویوزیدک ــرم  1/0مق ــد از گ ــاز جام ف

عصـاره  محلـول لیتر  میلی 10 تهیه شده با استخراجی
 داستویوزی هیدروالکلی گیاه استویا یا محلول استاندارد

ppm 10 همـراه هدرون یک بشـر بـدقیقه 20مدت  به
و فرایند  شده صاف محلولسپس هم زده شد. مگنت 
اسـتخراج از سـطح  اسـتویوزید هاي مولکول واجذب

ورت متـانول صـمیلی لیتـر   3شستشو توسط با کننده
 نهایی شامل شیرین کننده است و برايمحلول  گرفت.

لیتر محلول یک میلی 25 با آنالیز با دستگاه پلاروگرافی
ــولار ــده از ( SO4H2 م ــداري ش ــت Merckخری ) تح

پـس از آنـالیز بـا  .شـد سازيآماده عملیات رفلاکس 
مـورد تحلیـل قـرار دستگاه پلاروگرافی نتایج حاصل 

نیازي بـه  HPLCبراي سنجش توسط دستگاه  .گرفتند
  باشد.ت آماده سازي با سولفوریک اسید نمیاعملی

در ایـن تحقیـق تمـام : شرایط دسـتگاه پلاروگرافـی  
هاي کمی و کیفی الکتروشـیمیایی توسـط  گیري اندازه

ــتگاه  ــیدس ــرکت  797( پلاروگراف ــا  )Metrohmش ب
 سیستم سه الکترودي انجام پذیرفت.الکترود قطرجیوه

)DME( ،الکترود کالومل اشـباع به عنوان الکترود کار 
)SCE( عنوان الکترود مرجع و الکترود کمکی میلـه  به

از محلول  لیتر میلی 25/0نازك پلاتین انتخاب گردید. 
رقیق شد و  لیتر میلی 20به حجم  (عصاره یا استاندارد)

ـــک  ـــزایش اســـتاندارد و تکنی ـــه کمـــک روش اف ب
پلاروگرافی پالسی در دماي اتاق مورد آنالیز کمی قرار 

 ml گرفت. محلول استاندارد استفاده شده در این آنالیز
لازم بـه  در هر مرحلـه بـود. ppm100از محلول  1/0

مـایش ذکراست قبل از انجام آنـالیز، محلـول آمـاده آز
دقیقه توسـط ورود گـاز نیتـروژن، اکسـیژن  5مدت  به

ــالیز  ــت آن ــتگاهی جه ــاي دس ــد. پارامتره ــی ش زدای
تـا  1/0دامنه پتانسیل (از  صورت ذیل تنظیم گردید: به
  .ولت برثانیه میلی 10)، سرعت اسکن ولت 7/0

 کروماتوگرافی مـایع بـا عملکردبـالا   شرایط دستگاه
HPLC : آنالیـت مـورد نظـر جداسازي و اندازه گیري

ومـاتوگرافی مـایع بـا عملکـرد بـالا توسط دستگاه کر
 )Berlin Zehlendarf, Germany( ســاخت شــرکت

knauer  انجام گرفت. این دستگاه مجهز به آشکارساز
 Perfectsil RP-18ستون مدل ، K-2600فرابنفش مدل 

(4.6mmdiameter, 250mm length, ODS 3-5m) 
صـورت جریـان  هبـ RP-18بود. یـک محـافظ سـتون 

مستقیم روي ستون نصب شده بود. پمپ چهار کانالـه 
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همراه با گاز زدا نیز از جملـه متعلقـات  K-2600 مدل
متـانول بـه  -این سیستم بود. فاز متحـرك شـامل آب

ــل  20-80نســبت  ــود و عم ــوانی ب ــک ت ــورت ت بص
نانومتر و بـا سـرعت  330آشکارسازي در طول موج 

  قه انجام پذیرفت.میلی لیتر بر دقی 1جریان 
  

 نتایج 

به منظور بررسی عملکرد فاز جامد استخراج کننده 
زید و تعیین بهترین شرایط متغیرهـاي گلیکو استویول

آن ، ابتدا سنجش به روش الکتروشیمی و با استفاده از 
 2گونه که در شـکل  همان انجام پذیرفت. پلاروگرافی

اسـتویوزید ملاحظه می شود محل سیگنال مربوط بـه 
پلیمـر جـاذب اسـتخراج کننـده  استخراج شده توسط

ولـت بدسـت  1تا  5/0در ولتاژ بین  MIP استویوزید
اند. در کلیه آنالیزها از یک نوع محلول با غلظـت  آمده

معــین جهــت افــزایش اســتاندارد و در شــرایط برابــر 
  استفاده شد.

   

  
  هاي استویوزید استخراج شده توسط فاز جامد قالب  پلاروگرام نمونه :2شکل 

  )ولت 7/0تا  1/0(دامنه پتانسیل:  مولکولی در شرایط مختلف
  

 RF5الـی  RF1نمودارهاي  فوق پلاروگرام این در
 دهنده عرضـی، به اتصال نومروم 2/0نسبت  :عبارتند از

 منـومر 2/0)، نسبت RF1( میکرون 1000ذرات  سایز
 میکـرون 2000ذرات  سـایز دهنده عرضـی، به اتصال

)RF2 دهنـده عرضـی، منومربـه اتصـال 05/0)، نسبت 
 منومر 05/0)، نسبت RF3( میکرون 1000ذرات  سایز

 میکـرون 2000ذرات  سـایز دهنده عرضـی، به اتصال
)RF4 ــــده  4/0)، نســــبت ــــه اتصــــال دهن منومرب

  .)RF5( میکرون 1000عرضی،سایز
دهد که بیشـترین درصـد  نشان می 1نتایج جدول 

گـرم بـر لیتـر میلـی10بازیافت استویوزید بـا غلظـت 

ــه آزمایشــگاهی در نســبت  بــه ــه  MAAعنــوان نمون ب
EGDMA  حاصل شـده اسـت. ایـن مقـدار 2/0مقدار
 در بهتـرین شـرایط بدسـت آمـدهدرصد  80بازیافت 

هـاي  نشان نمود که اغلـب در روش است. باید خاطر
معضـل کاسـتی  فاز جامد قالب مولکـولیاستخراج با 

همچنین تاثیر همزمـان دو  درصد بازیافت وجود دارد.
اسـتخراج نسبت ترکیـب اجـزا و انـدازه ذرات متغیر (

دهـد کـه  نشان می 2و شکل  1 ) نیز طبق جدولکننده
 10در غلظــت (بهتـرین درصــد بازیافــت اســتویوزید 

 MAA/EGDMA) در نسبت ترکیـب گرم بر لیتر میلی
اسـتخراج کننــده قالــب و انــدازه ذرات  2/0برابـر بــا 
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 شـود. حاصـل مـی میکرومتـر 1000برابر با  مولکولی
مشـاهده  3طور که در تصاویر الکترونـی شـکل  همان

در فـاز جامـد اسـتخراج هاي قالب دار  شود سایت می
  .اندشدهتهیه کننده استویوزید 

   

  ب  الف

  
  ث

مونـومر بـه  4/0تصویر میکروسکوپ الکترونی بدست آمده از استخراج کننده قالب مولکولی استویوزیدالف) با نسبت  :3شکل 
  اتصال دهنده عرضیمونومر به  05/0مونومر به اتصال دهنده عرضی پ) نسبت  2/0اتصال دهنده عرضی ب) با نسبت 

  

هاي مختلف منومر عاملی بـه اتصـال  مقایسه کارایی استخراج کننده استویوزید بر حسب مقادیر درصد بازیافت نسبت :1جدول 
  .ی در مقابل اندازه ذرات فاز جامددهنده عرض

 ردیف
نسبت وزنی منومر به اتصال 

  دهنده عرضی
درصد بازیافت براي درجه 

 میکرون 1000ریزشدگی 
درصد بازیافت براي درجه ریز شدگی 

 میکرون 2000

1 0,05 30%(RF3) 10% (RF4) 

2 0,2 80%(RF1) 60% (RF2) 

3 0,4 30%(RF5) 20% 

  
با هـدف  ،کنندهاستخراج  اثبات کارایی عمل براي

از عصـاره الکلـی گیـاه اسـتویا استخراج اسـتویوزید 
استفاده شد. عصاره هیدروالکلی عنوان نمونه حقیقی  به

آمـاده سـازي و انجـام فراینـد  گیاه استویا پس از رقیق
  تزریق شد.  HPLCبه دستگاه سازي 
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 بحث

ید براسـاس سـاختار با توجه بـه اینکـه اسـتویوز
ــود ( ــو  )1شــکل مولکــولی خ ــدنمــیالکترواکتی  باش

)Komorsky et al., 2010 .( کـردن آن براي فعـال لذا
باید تحت شـرایط با دستگاه پلاروگرافی  قبل از آنالیز
تفکیک مولکولی قرار گیرد. ایـن شـرایط  دخاص مور

شـود.  مایشگاه تحت اکسایش شدید حاصل مـیدر آز
هـا قبـل از  سـازي نمونـه نگهداشتن شرایط آمادهثابت 

پلاروگرافی بسیار حساس و تاثیر گذار بر نتایج است. 
نشان  2هاي حاصله که در شکل  یکتوجه به محل پ با

داده شده است این مهم به درستی محقق شده است و 
با  نشان از صحت و دقت بسیار بالاي آزمایشات دارد.

تحقیقـی  غیر ازه هاي صورت گرفته ب توجه به بررسی
توســط کومورســکی و همکــاران  2010کــه در ســال 

گیـري  اکنون گزارشی مبنی بر اندازهمنتشر شده است ت
وشیمیایی و از جمله هاي الکتر استویوزید توسط روش

پلاروگرافی پالسی منتشر نشده است و اولین بار است 
هاي پیش  که در این تحقیق استویوزید به کمک روش
  . است آماده سازي تحت یونش مولکولی قرار گرفته

در این تحقیق جهت سـنتز فـاز جامـد اسـتخراج 
و  MAAنومر عاملی وکننده بر پایه قالب مولکولی از م

 حجمـی در سه نسبت EGDMAعرضی  هپیوند دهند
استفاده شد. دلیل این کار بدسـت  4/0و  2/0و  05/0

جهـت افـزایش این مواد آوردن بهترین نسبت ترکیب 
کـه اسـتخراج  کارایی عمل استخراج است. از آنجایی

ي قالب مولکولی داراي گزینش پـذیري زیـاد ها کننده
هستند لذا افزایش درصد بازیافـت در فرآیند استخراج 

آنهــا در عملیــات جداســازي و همچنــین فرآینــدهاي 
اي بسیار حائز اهمیت است. براي افزایش درصـد  تهیه

بازیافت باید بهترین شرایط تهیه قالب ایجاد شود تا از 
حداکثر فضـا و حجـم موجـود بـراي افـزایش تعـداد 

بـا  ایـن مهـم ).He et al., 2007( ها بهـره ببـرد قالب
دهنـده  سبت ترکیب مونومر عاملی بـه اتصـالرعایت ن

این فاز دهنده  عرضی که با اهمیت ترین اجزاي تشکیل
آید. اگرچـه در تحقیقـات  دست میباشند، به جامد می

در دسـت هـایی خیر در خصوص این نسبت گزارشا
ب اجـزا است ولی نوع آنالیت در مقـادیر بهینـه ترکیـ

از  ).Wang et al., 2017( کند تفاوت اساسی ایجاد می
و یک گلیکوزید استویولی است آنجایی که استویوزید 

داراي ساختاري پیچیده و درشت مولکول بـوده و بـه 
 .باشد هاي خاص می شیمی جزو مولکوللحاظ استریو

کمترین استرس در شرایط قالب زنی این مولکـول لذا 
هـاي  اي را در تعداد سـایت العاده تواند تاثیرات فوق می

جاذب ایجاد کند و اغلب فاز جامد به عنوان قالب دار 
گردد. بنابراین شرایط  می ها منجر به کاهش تعداد قالب

تهیه استخراج کننده بدون استرس و تحت دما و فشار 
معمول و همچنین زمان دادن به تشـکیل ایـن جـاذب 

موثر واقـع شـود کـه نسـبت  تواند  میتنها در صورتی 
تا حد ممکن متناسب با استریوشیمی مواد آمیخته شده 

  و اندازه مولکول الگو باشد. 
در تحقیقات مبتنی بـر اسـتخراج چنانچـه درصـد 

درصد حاصل شود نتیجه مطلـوب  60بازیافت حدود 
. این درحالی است )Płotka et al., 2016( خواهد بود

درصد  80که در این تحقیق با رعایت بهترین نسبت تا 
نیـز  4ه اسـت. نمـودار شـکلآمـدبه دسـت بازیافت 

ــترین بازیافت ــا بیش ــبت را  ه ــی 5/0در نس ــر  میل لیت
. در سـایر نسـبتهاي داده اسـتنشان  متاکریلیک اسید

نتایج یکسان و به مراتب  اجزاي این دو ترکیب تقریباً
با توجه به نوع کمتر از مقدار بهینه حاصل شده است. 

واکنش پلیمري شدن که بـراي تهیـه ایـن فـاز جامـد 
استخراج کننده صورت می گیرد نسبت مونومر عاملی 
به اتصال دهنده عرضی بیشتر از مقدار حاصل شده در 
ــارایی  ــر تعــداد و ک ــاثیر چنــدانی ب نمــودار مــذکور ت

یکـی  هاي تولید شده در این فـاز جامـد نـدارد. قالب
دیگر از اهداف این تحقیق بررسی تـاثیر انـدازه ذرات 

میزان رانـدمان اسـتخراج فاز جامد استخراج کننده بر 
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استخراج  جامد استویوزید بوده است. اندازه ذرات فاز
تواند بر مقدار   دلیل تفاوت در سطح جذب می به کننده

ها تاثیر گـذارد. شـایان آنالیت جذب شده توسط قالب
ذکر است که هرچقدر سطح جـذب اسـتخراج کننـده 

یابد و  تر باشد سینتیک جذب سطحی افزایش می وسیع
وه بر سرعت استخراج و متعاقب آن کاهش زمـان علا

هاي تولیـد شـده در استخراج، درصد بیشتري از قالب
 ,.Chen et al( گیرنـد فاز جامد مورد استفاده قرار می

در این تحقیق از دو اندازه متفاوت سایز ذرات  ).2012
جامد ماده استخراج کننده اسـتفاده شـد. ذرات بـا  فاز

میکرومتر. نتایج  2000میکرومتر و 1000میانگین  قطر 
بدست آمده نشـان مـی دهـد کـه بیشـترین تـاثیر بـر 

 1000بـا انـدازه  فـاز جامـدراندمان اسـتخراج بـراي 

آید. اگرچه نوع آنالیـت نیـز تـاثیر میکرون بدست می
اسـاس تئـوري  بـر فراوانی بـر ایـن متغیـر دارد ولـی

توان پیش بینـی نمـود ، میهاي جذب سطحی ایزوترم
میـزان تـر باشـند که هرچقدر ذرات جـاذب کوچـک

 ).Ya et al., 2001( درصد بازیافت نیـز بیشـتر اسـت
میکـرون  1000تر از میانگین البته اندازه ذرات کوچک
هـاي عملیـاتی در محـدودیتدر خصوص استویوزید 

زیرا بـا توجـه جاد می کند. آیند جذب و واجذب ایفر
سازي نمونه اسـتخراج شـده  مرحله آماده به اینکه یک

 بـه همـین دلیـل وقبل از پلاروگرافی هم وجود دارد 
بـازدهی اسـتخراج،  مطلـوب درصـد حصولمنظور  به

ــوچکتر از  ــدازه ذرات ک ــادیر ان ــر  1000مق میکرومت
  استفاده نشد.

  

  
 
 
 
 
 
 
 
 

در مقابل اندازه ذرات استخراج کننده قالب  MAA/EGDMAاي میزان درصد بازیافت تغییرات نسبت  بررسی مقایسه :4 شکل
  .مولکولی استویوزید

  

 2000اسـتفاده از ذرات بزرگتـر از از سوي دیگر 
میکرومتر به دلیل کاهش متوالی سطح جـذب کـارایی 

 4شـکل شـماره دهـد. استخراج را به شدت تنزل می
تاثیر همزمان این دو عامـل ( انـدازه ذرات اسـتخراج 
کننده و نسبت مونومر به اتصال دهنده عرضی ) را در 

بـراي افـزایش درصـد یک نمـودار نشـان مـی دهـد. 
بازیافت باید بهترین شرایط تهیه قالب ایجـاد شـود و 

نـومر عـاملی بـه بت ترکیـب مواین امر با رعایت نسـ

تــرین اجــزاي  ضــی کــه بــا اهمیــتدهنــده عر اتصــال
 گـردد ده است میسر میدهنده این استخراج کنن تشکیل

)Puri et al., 2013; Yildiz-ozturk et al., 2014.(  
بـرگ گیـاه  ج شـده از عصـارهاستخرااستویوزید 

تقویت  و قالب مولکولی فاز جامداستویا با استفاده از 
توســط دســتگاه در نهایــت شــده بــا نانولولــه کربنــی 

مـورد ) HPLC(کروماتوگرافی مـایع بـا کـارایی بـالا 
  قرار گرفت. و ارزیابی سنجش
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  .عصاره گیاه استویا که با استفاده فاز جامد استخراج کننده استویوزید HPLCکروماتوگرام :5 شکل

  بعد از استخراج توسط فاز جامد ب) .الف) قبل از استخراج
  

نشـان داده شـده اسـت  5همانگونه که در شـکل 
استخراج کننده فـاز جامـد توانسـته اسـت تـا حـدود 
ــایر  ــین س ــادي بطــور انتخــابی اســتویوزید را از ب زی
ترکیبات موجود در عصاره گیـاه اسـتویا جداسـازي و 

الف عصاره هیـدروالکلی -5در شکل استخراج نماید. 
ــد و ــق ش ــاتوگرافی تزری ــتگاه کروم ــه دس ــتویا ب  اس

زمان بـازداري حـدود همانگونه که مشخص است در 
دقیقه استویوزید خارج شده است. جهت اثبـات  21,5

این امر یک محلول اسـتاندارد اسـتویوزید بـا غلظـت 
معین به دستگاه کروماتوگرافی در همان شرایط تزریق 
شد و تنها یک پیـک کرومـاتوگرام در زمـان بـازداري 

رومـاتوگرام ب ک-5مذکور پدیـدار گشـت. در شـکل 
حاصل از تزریق محلول استخراج شده استویوزید پس 
از استخراج با فازجامد قالب مولکولی نشان می دهـد 
ــاي  ــایر پیکه ــذف س ــا ح ــازي ب ــل جداس ــه عم ک
کروماتوگرام بصورت گزینش پذیر بـراي اسـتویوزید 
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ایـن موضـوع ). Puri et al., 2013( عمل کرده اسـت
طور گسـترده  هب دلیل اهمیت در علوم خالص سازي به

گیرد. در صنایع دارویی و غذایی مورد استقبال قرار می
با توجه به اینکه هم اکنون در صنایع غذایی بسیاري از 

عنـوان شـیرین  شورهاي توسعه یافته اسـتویوزید بـهک
کننده بدون کالري در دستور مصرف یا جـایگزینی بـا 

هـاي شکر گلوکز قرار گرفته اسـت و از طرفـی روش
ه استخراج با حلال است استخراج اغلب بر پای معمول

تواند چشـم انـداز رسد این روش جدید میبه نظر می
مطلوبی را بـراي صـنایع مـرتبط مصـرف کننـده ایـن 

همچنین قابل ذکر است  محصول به دنبال داشته باشد.
روش بــه دلیـل عـدم اســتفاده از کـه اسـتفاده از ایـن 

شـته و از نظـر سبز مطابقت دا هاي آلی با شیمی حلال
بسیار کم آلاینـده تـر نسـبت بـه سـایر محیطی  زیست
 تهیـهبنابراین استخراج کننـده  هاي رقیب است.روش
بر اساس فاز جامد و تکنیک قالب در این تحقیق شده 

تقویـت شـده اسـت مولکولی که بـا نانولولـه کربنـی 
عنـوان  در خالص سازي استویوزید بـهقابلیت مناسبی 

. کالري در گیاه دارویی استویا داردشیرین کننده بدون 
اساس نتایج بدست آمده از تزریق عصـاره متـانولی بر

و انجام محاسبات  HPLCبرگ گیاه استویا به دستگاه 
مربوطه بر اساس رسم منحنی کالیبراسیون استاندارد، و 
همچنین محاسبه آن در مقدار اولیه وزن گیاه اولیـه بـه 

قداردرصـد اسـتویوزید کار رفته در انجام این تحقیق م
 دست آمددرصد به 16/11بدست آمده در گیاه معادل 

)Anvari and  Khayati. 2016.(  
  
  نهایی  گیري نتیجه

 بهینه سازي فرآیند ایجاد و بر حاضر مبتنی تحقیق
عنوان یک ه باز گیاه استویا استخراج استویوزید  جدید

داروسـازي و نـوین ارزشمند در صنایع بسیار ترکیب 
قالـب  فـاز جامـدغذایی است کـه بـر پایـه تشـکیل 

جامــد فــاز  مولکــولی اســتوار مــی باشــد. اســتفاده از
 تکنیـک قالـب مولکـولیاستخراج کننده با استفاده از 

که در استخراج استویوزید بکـار براي اولین بار است 
رود و تا کنون گـزارش علمـی در ایـن خصـوص می

منتشر نشده است.  این تحقیق نشـان داد اسـتخراج و 
قالـب  فـاز جامـد پیش تغلیظ استویوزید بـر اسـاس 

مولکولی به آسانی امکان پذیر است. همچنـین نتـایج 
فاز اسـتخراج کننـده حاکی از تاثیر اندازه ذرات ریزتر 

نسـبت ترکیـب . رعایـت باشدمیبر راندمان استخراج 
توانسـت تـاثیر  فـاز جامـداجزاي تشـکیل دهنـده در 

ــر میــزان درصــد بازیافــت اســتویوزید  چشــمگیري ب
نشـان بگذارد. همچنین قابل ذکر است که این تحقیق 

ــه در ــد ک ــتویوز داده ش ــري اس ــدازه گی ــان ید ان امک
هایالکتروشـیمیایی ماننـدپلاروگرافی روش کارگیري به

آمـاده سـازي ملیات پـیشنیز وجود دارد و با انجام ع
نمونه، قبل از پلارو گرافی این امر به خوبی قابل انجام 

گیري استویوزید حاصـل از اسـتخراج بـه است. اندازه
روش پیشنهادي در این تحقیق از عصاره گیـاه اسـتویا 
نشان داد که مقدار به دست آمده با آنچه کـه در گیـاه 

اشـاره هاي علمی بـه آن انتظار می رفت و در گزارش
چنانچه شده است تا حدود زیادي قابل مقایسه است. 

ــان  ــد امک ــتري یاب ــعه بیش ــود و توس ــن روش بهب ای
کارگیري آن براي بسیاري از ترکیبات موثره گیـاهی  به

  گردد.پیشنهاد می
  

  سپاسگزاري
ــود از  ــمیمانه خ ــپاس ص ــب س ــندگان مرات نویس
دانشگاه آزاد اسلامی واحد گرگان به جهت در اختیـار 
گذاردن امکانات و تجهیزات لازم و همچنین شـرکت 
داروسازي گیاه اسانس به جهـت تـامین برخـی مـواد 

  اولیه را دارند.
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Abstract 

Stevia rebaudiana Bertoni. with non-calorie steviol glycoside  is an effective drug to 
decrease of blood glucose in treat of  diabetics. The goal of this study is obtaining of  a novel 
method in order to a quantitative and qualitative extraction of stevioside as a non-calorie 
sweetener from Stevia. In this study the dry leaves of Stevia was prepared from Golsaran 
Shomal company and then in order to extraction of stevioside a solid phase molecularly 
imprinted extractor was prepared and some parameters affective on extraction of stevioside 
were optimized. An acrylate functional monomer and a cross linker were used to preparation of 
stevioside extractor polymer. Functional monomer to cross linker ratio and size and fining 
degree of the extractor were studied and evaluated. In this study analysis of the stevioside beside 
of HPLC was accrued by polarography method .The best ratio of functional monomer to cross 
linker was obtained in 0.2, also the best polymer particle size was obtained in 1000 micron for 
extraction of stevioside by the extractor and the amount of stevioside was determined 11.6% 
w/w in this plant. 

 
Keywords: Molecularly imprinted, Polarography, Solid phase, Stevia rebaudiana Bertoni, 
stevioside 

 
 

 


