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 چکیده  
زمینه مطالعه: عسل به عنوان ماده ای با خواص بیولوژیکی مختلف، از جمله اثرات آنتی اکسیدانی شناخته شده است. اسیدهای فنولیک و 
فلاونوئیدها آنتی اکسیدان های اصلی این محصول می باشند. اندازه گیری این ترکیبات می تواند به انتخاب عسل با خاصیت آنتی اکسیدانی بالا 
کمک کند. هدف: در این مطالعه میزان کل ترکیبات فنولیک، محتوای تام فلاونوئیدی و فعالیت آنتی اکسیدانی هشت نمونه عسل سبلان بررسی 
شد، علاوه براین چند آزمون کنترل کیفیت شیمیایی عسل از جمله: pH، اسیدیته، فعالیت دیاستازی )کیفی( و تشخیص وجود هیدروکسی متیل 
فورفورال )کیفی( نیز انجام گرفت. روش کار: مقدار کل ترکیبات فنولیک با اســتفاده از معرف فولین ســیوکالتیو، فعالیت آنتی اکسیدانی با روش 
DPPH  و مهار رنگ بری بتاکاروتن، محتوای تام فلاونوئیدی با استفاده از معرف کلرید آلومینیوم اندازه گیری گردید. از روش های ذکر شده در 
استاندارد شماره92 سازمان ملی استاندارد ایران جهت اندازه گیری پارامترهای فیزیکوشیمیایی عسل استفاده شد. تجزیه وتحلیل داده ها با آزمون 
ANOVA)one-way(، با استفاده از نرم افزار SPSS صورت گرفت. نتایج: محدوده مقادیر بدست آمده حاصل از آزمون ها عبارتست از: میزان 
ترکیبات فنولیک )mg 41/58-15/71  معادل گالیک اســید در g 100 عســل(، محتوای تام فلاونوئیدی )mg 13/20-3/80  معادل کوئرستین 
در g100 عســل(، میزان فعالیت آنتی اکســیدانی به روش DPPH )25 /94-23/19%( و با روش مهار پراکسیداسیون بتاکاروتن- لینولئیک اسید 
)69/54-85/69 %(، pH )3/83-3/63(، اسیدیته آزاد )mEq/kg  20/50- 11/99(. فعالیت دیاستازی تمام نمونه ها به جز )نمونه یک( منفی شد، 
نتیجه تست HMF تمام نمونه ها مثبت گردید. نتیجه گیری نهایی: نمونه های مورد آزمون فعالیت آنتی اکسیدانی قابل توجهی از خود نشان دادند، 
نتایج آزمون های شیمیایی مطابق با استانداردهای جهانی بود به استثنای آزمون دیاستاز و HMF که میتواند به علت شرایط نامناسب فرآوری و 

نگهداری، حرارت دادن محصول، تازه نبودن عسل وغیره باشد.

واژه های کلیدی: عسل، DPPH، فعالیت آنتی اکسیدانی، محتوای تام فنولی

مقدمه
عسل یک ماده طبیعی شیرین است که به توسط زنبورهای عسل از شهد 

گل ها، ترشــحات بخش های زنده گیاهان و یا مواد دفعی حشرات ناشی از 

مکیدن بخش  زنده گیاهان تولید می شود ) 2،9(. 

عســل عمدتاًً مخلوط پیچیده ای از کربوهیدرات ها )فروکتوز و گلوکز( 

اســت )حــدود 77-79%( و ترکیبات دیگــری )حدود 3%( نظیــر فنول ها، 

اسیدهای آلی، آمینو اسید ها، پروتئین ها، مواد معدنی، ویتامین ها، لیپیدها 

و غیــره در آن وجــود دارد )3،25(. ایــن بخش نه تنهــا خواص عملکردی 

متعددی از خود نشان میدهد بلکه  با توجه به فلور گیاهی، عوامل محیطی 

و گونه های زنبور عسل متفاوت می باشند. برخی از ترکیبات از شهد یا گرده 

وارد عسل شده و مابقی توسط زنبور عسل در طول فرآیند تولیدعسل در آن 

تشکیل می شوند )23(. 

آنتی اکســیدان ها کــه از فعال ترین ترکیبات فیزیولوژیکی در عســل 

می باشــند در حفاظــت ازموجودات زنده در برابر آســیب اکســیداتیو نقش 

مهمی دارند واز بروز انواع بیماری های مزمن مانند ســرطان، بیماری قلب 

وعروق و دیابت جلوگیری می کنند. عســل دارای انواع آنتی اکسیدان های 

آنزیمی و غیر آنزیمی شامل گلوکز اکسیداز، کاتالاز، ال-آسکوربیک اسید، 

فلاونوئیدها، اسیدهای فنولیک، کاروتنوئیدها و اسیدهای آلی، آمینواسیدها 

و پروتئین هــا می باشــد )8(. اســیدهای فنولیک وفلاونوئیدهــا دو ترکیب 

اصلی ایجاد کننده فعالیت آنتی اکســیدانی عســل می باشند که از واکنش 

اتواکسیداسیون جلوگیری کرده و اثر مهارکنندگی روی رادیکال های آزاد با 

مکانیسم های مختلف دارند )13(. مقدار آن ها به شدت تحت تأثیر  عواملی 

نظیر  منابع گل، فصل و عوامل محیطی می باشد، در این میان منشأ گیاهی 

عسل بیشترین تأثیر  را برروی فعالیت انتی اکسیدانی  آن دارد در حالی که 

فرآوری و نگهداری عسل به مقدار جزئی در این مورد مؤثرند )3،16(. 

با توجه به این که امروزه مصرف آنتی اکسیدان های طبیعی به علت اثرات 

بسیار مفید آن ها در درمان و پیشگیری بسیاری از بیماری ها رو به افزایش 

است، عسل می تواند به عنوان یک محصول دارای ترکیبات آنتی اکسیدانی 

طبیعی مورد استفاده قرار گیرد. انواع مختلف عسل حاوی ترکیبات فنولیک 

متفاوتی می باشند و اندازه گیری این ترکیبات در عسل های مختلف می تواند 

به انتخاب عسل با خاصیت آنتی اکسیدانی بالا کمک کند. در این مطالعه که 

برای اولین بار در ایران صورت می گیرد میزان ترکیبات فنلی موجود در هشت 

نمونه عسل سبلان و همچنین فعالیت آنتی اکسیدانی و آنتی رادیکالی آن ها 

بررســی گردید. علاوه براین برخی پارامترهای فیزیکوشیمیایی نمونه های 

عسل مطابق  با استاندارد ملی ایران تعیین گردیدند.

Email: akamkar@ut.ac.ir   021-6933222 :نویسنده مسئول:  تلفن: 61117042-021  نمابر )*
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مواد و روش کار 
عســل: در ایــن مطالعه تعداد هشــت نمونه عســل از تولید کنندگان 

عمده عســل که به صورت شهد بودند تهیه و سپس در شرایط معمولی به 

آزمایشــگاه منتقل شــده و پس از آماده سازی های اولیه مطابق روش های 

معتبر برای هر کدام از فاکتورها مورد آنالیز و ارزیابی قرار گرفتند.

مواد شیمیایی: کلیه مواد و محلول های شیمیایی مورد استفاده در این 

مطالعه از درجه خلوص بالایی برخودار بوده و توســط شرکت های معروف 

دنیا تولید شده بودند.

 :DPPH اندازه گیری فعالیت آنتی اکســیدانی عسل در حضور رادیکال

فعالیت آنتی اکســیدانی عســل در حضور رادیکال آزاد 2و2- دی فنیل 1- 

پیکریــل هیدرازیل )DPPHا;Sigma( به روش اســپکتروفتومتری انجام 

گرفــت. مقدار ml 1/25 از محلول عســل )g/ml 0/05( حل شــده در آب 

مقطــر بــا ml  1/5  محلول متانولی DPPH )0/004 %( مخلوط شــد و به 

مدت 90 دقیقه در دمای محیط و در تاریکی نگهداری شد، سپس جذب در 

طول موج nm 517 در برابر متانول- آب 1:1 به عنوان شاهد قرائت گردید. 

نمونه کنترل طبق روش بالا تهیه شــد با این تفــاوت که به جای محلول 

عسل، ml  1/25 متانول با ml  1/5 محلول DPPH مخلوط شد. فعالیت آنتی 

اکسیدانی عسل به صورت درصد بازدارندگی بیان شد و با استفاده از فرمول 

زیر محاسبه گردید )31(. 

Ablank - Asample/Ablank([*100([ =درصد به دام انداختن رادیکال آزاد   

اندازه گیری فعالیت آنتی اکســیدانی عســل بــه روش مهار رنگ بری 

بتاکاروتــن: بــرای انجــام آزمایش ابتدا یــک محلول پایــه از بتاکاروتن- 

لینولئیک اســید( بتاکاروتــن )Merck K 15555836(، لینولئیک اســید  

)Sigma L 1376(تهیــه گردید:}gا0/025 بتاکاروتــن در ml   50 کلروفرم 

)Merck k34945431( حل شــد، ml   2 از این محلول برداشــت شد و به 

آن µl 25 لینولئیک اســید و mg 200  توئینRiedel( 40 63159(، اضافه 

  100    ml ، گردید وکاملا مخلوط شــد، پس از جداســازی و تبخیرکلروفرم

آب مقطر اشباع شده با اکسیژن همراه با تکان شدید به آن اضافه شد، در 

ادامه ml    2/5 از محلول پایه تهیه شــده فوق به لوله آزمایش منتقل شــد و  

µl    350 محلول عسل )g/ml 0/1( به آن اضافه گردید. تمامی این مراحل در 

مورد محلول BHTا)Sigma B1378( به عنوان استاندارد )کنترل مثبت( و 

  50 oC 350 اتانول( انجام شد. نمونه ها درحمام آب گرم µl شاهد)فقط حاوی

قرار داده شدند وجذب نوری نمونه ها در زمان های صفر و 120در طول موج

nm 470 قرائت شد )10(.

نمونه شاهد: به جای µl 100 محلول عسل،  µl 100  آب مقطر اضافه 

شد و بقیه مراحل طبق روش بالا انجام گرفت. 

اندازه گیری مقــدار کل ترکیبات فنولیک: مقدار کل ترکیبات فنولیک 

موجود در عســل بــه روش فولین- ســیوکالتو )Merck 3252562( مورد 

بررسی قرار گرفت. g 1 از هر نمونه عسل در ml  10 آب مقطر حل و توسط 

کاغــذ فیلتر واتمن 4  صاف شــد. µl 100 از ایــن محلول با ml 1 از فولین 

ســیوکالتو 10% نرمال، مخلوط گردید و به مدت پنج دقیقه تکان داده شد، 

پــس از آن µl 600 ســدیم کربنــات )Merck 1022562(20% به محلول 

اضافه گردید و به مدت دو ســاعت در دمای محیط و در تاریکی نگهداری 

شد، سپس مقدار جذب محلول توسط دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج

nm 760 در برابر نمونه شاهد قرائت گردید )5(.

نمونه شــاهد: به جای µl 100 محلول عسل، µl 100 آب مقطر اضافه 

شد و بقیه مراحل طبق روش بالا انجام گرفت. مقدار کل ترکیبات فنولیک 

از روی معادله خط رسم شده برای اسید گالیک، بر مبنای "میلی گرم معادل 

اسید گالیک )Merck 300562(، بر g 100 عسل" بیان گردید. 

اندازه گیــری محتــوای تــام فلاونوئیدی: محتوای تــام فلاونوئیدی با 

استفاده از معرف کلرید آلومینیوم  )Merck7362562( اندازه گیری شد. پنج 

 )0/1 g/ml( 5  محلول عسل ml با )%سی سی محلول آلومینیوم کلراید )2

مخلوط شد. جذب نوری مخلوط پس از 10 دقیقه نگهداری در دمای اتاق، 

 Sigma( 415 در مقابل بلانک خوانده شــد. کوئرستین nm در طول موج

Q:0125( به عنوان استاندارد برای رسم منحنی کالیبراسیون استفاده شد. 

مقدار فلاونوئید بر مبنای "میلی گرم معادل کوئرستین بر g 100 عسل" بیان 

گردید )12(. 

  75  ml10( را در یک بشر وزن و در g مقداری عسل )حدود :pH تعیین

آب مقطر بدون CO2 حل شده و با کمک دستگاه pH متر که با بافر 4و 7 

کالیبره شده بود میزان pH را در دمای oC   20 بدست آمد.

تعیین اسیدیته آزاد: g 10 از نمونه عسل را وزن و در ml  75  آب مقطر 

بدون CO2 )تازه جوشیده وسرد شده( حل شد، محلول در مجاورت شناساگر 

فنل فتالئین و یا با کمک pH متر تا رسیدن به PH )8/3( با سود N 0/1 تیتر 

شد. آزمایش شاهد برای آب مقطر و شناساگر انجام گرفت.  نتیجه آزمون 

طبق فرمول اسیدیته بر حسب mEq/kg بیان شد.      

W/ا)'V-V(اN *1000= اسیدیته                                                    

 :V' ،میلی لیتر ســود مصرفــی نمونه :V ،نرمالیتــه ســود مصرفی :N

میلی لیتر سود مصرفی شاهد، W: وزن نمونه به گرم 

تعیین فعالیت دیاستازی )روش کیفی(: g 10از هر نمونه در ml  20 آب 

حل و در دو لوله آزمایش هر یک ml  10 از این محلول ریخته شد، به یکی 

از لوله ها )لوله نمونه(، ml    1 محلول نشاسته 1% اضافه گردید و در بن ماری 

با دمای oC  45 به مدت یک ساعت قرار داده شد سپس به ان ml   1 محلول 

ید اضافه و رنگ حاصل با رنگ لوله شاهد مقایسه گردید.

لوله شاهد: بلافاصله ml   1 محلول نشاسته و ml   1 ید به محلول عسل 

اضافه شد. 

تشخیص وجود هیدروکســی متیل فورفورال )HMF(- روش کیفی: 

g 20 عسل را در ml   20 آب سرد حل نموده، ml   4 اتر اتیلیک به آن افزوده 
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و به آرامی به هم زده و مخلوط گردید ، قسمت اتری را در یک بشر کوچک 

انتقال داده و اجازه داده شــد تا تبخیر شود باقیمانده تبخیر را در ml 10 اتر 

حل کرده و به ml   2 از این عصاره اتری ml   2 محلول 1% رزورســینول در 

اسید کلریدریک غلیظ اضافه شد. هرگاه بلا فاصله رنگ صورتی در قسمت 

اسیدی ظاهر شود نتیجه مثبت بوده و دلیل وجود قند اینورت در نمونه است. 

ایــن رنگ صورتی پس از 20 دقیقه تیره و تبدیل به رنگ قرمز آلبالویی در 

حد فاصل دو قسمت اتری و اسیدی می شود.

آزمون هــای آماری مورد اســتفاده در تحلیل نتایــج: پس از جمع آوری 

داده هــا، یافته ها در قالب جــداول آماری ارائه گردید. برای بررســی نرمال 

بودن توزیع متغییرهای مورد بررســی از آزمون کولموگروف- اســمیرنوف  

Kolmogorov-Smirnov test استفاده شد، برای مقایسه میانگین بین 

گروه ها از آزمون آنالیز واریانس و تســت تکمیلی توکی استفاده شد. سطح 

معنی دار 0/05 در نظر گرفته شد. 

نتایج
فعالیت آنتی اکسیدانی در حضور رادیکال DPPH: رادیکال DPPH با 

آنتی اکسیدان های دهنده هیدروژن، واکنش داده و رنگ محلول از بنفش 

تیره به زرد روشن تبدیل می شود، هرچه فعالیت آنتی اکسیدانی نمونه بیشتر 

باشد تغییر رنگ محلول مشهودتر و عدد جذب در طول موج nm 517 کمتر 

خواهــد بود. نتایج آزمون به صورت فعالیت نســبی در برابر کنترل ارزیابی 

گردید و به در صد گزارش شد. 

درصد فعالیت آنتی اکسیدانی نمونه ها در نمودار 1 ارائه شده است. نتایج 

بدســت آمده بصورت میانگین ± انحراف معیار بــرای نمونه های مختلف 

عسل گزارش شد. براســاس اطلاعات بدست آمده نمونه های عسل مورد 

مطالعه از نظر فعالیت ضــد رادیکالی دارای محــدوده )7/72±23/19( الی 

)1/25±94/25( بودند که از میان آن ها نمونه شــماره شــش و هفت دارای 

کمترین و نمونه شماره هشت دارای بیشترین میزان فعالیت انتی رادیکالی 

بودند. در میان نمونه های مورد مطالعه میزان فعالیت آنتی اکسیدانی بعضی 

از انها نظیر نمونه های شــماره یک و دو و از طرف دیگر نمونه ســه و چهار 

دارای فعالیت  انتی رادیکالی تقریبا برابربودند. 

بر اســاس آنالیزهای آماری، فعالیت آنتی اکســیدانی نمونه هشــت با 

 .)p>0/05( نمونه های یک، دو، شش، هفت متفاوت بود

نمونــه هفت کمترین فعالیت بازدارندگی رادیکال آزاد را نشــان داد و 

 .)p>0/05( از این نظر اختلاف آماری معنی داری با ســایر نمونه ها داشــت

آزمون تعیین همبســتگی، همبســتگی مثبت، مســتقیم و شــدیدی بین  

ترکیبات کل فنولی و تست DPPH نشان داد که از نظر آماری معنی دار بود 

)R=+0.77ا,p =0.02(، همچنین، همبستگی مثبت، مستقیم و ضعیفی بین 

آزمون های فلاونوئیدها و DPPH  مشــاهده شد که از نظر آماری معنی دار 

.)p =0.34,اR=+0.39( نبود

مهــار پراکسیداســیون بتاکاروتن- لینولئیک اســید: در این آزمون از 

BHT به عنوان کنترل مثبت اســتفاده شــد. اثر مهاری نمونه ها به درصد 

گزارش و با فعالیت آنتی اکســیدانی استاندارد مقایسه گردید. محلول های 

عســل نسبت به محلول استاندارد عملکرد نسبتاً ضعیف تری از خود نشان 

دادند. درصد بازدارندگی نمونه های عسل و استاندارد در نمودار 2 نشان داده 

شده اســت. میانگین درصد بازدارندگی نمونه ها ± انحراف معیار به ترتیب 

بــرای: نمونه یــک )6/05±80/16(، نمونه دو )4/47±80/08(، نمونه ســه 

)0/89±78/36(، نمونــه چهار)4/96±84/60(، نمونــه پنج )79/69±1/17(، 

نمونــه شــش )4/30±69/54(، نمونه هفت )8/28±77/56(،نمونه هشــت 

)85/69±1/17(، BHT )3/54±97/5( بدست آمد. بر اساس اطلاعات موجود 

نمونه شماره هشت پس از BHT دارای بیشترین اثر مهاری در اکسیداسیون 

اســید لینولئیک در سیســتم بتا کاروتن - لینولئیک بوده و نمونه شــماره 

شــش نســبت به بقیه موارد عملکرد ضعیف تری از خودش نشــان داد .در  

آزمون های تعیین همبستگی، همبستگی منفی، معکوس و متوسطی بین 

 DPPH آزمون های ممانعت از اکسیداســیون اسید لینولئیک بتا کاروتن و

فعالیت آنتی اکسیدانی عسل سبلان

  g/جــدول1. محتــوای تــام فنولــی نمونه هــای عســل )میلی گرم معــادل گالیک اســید
100عسل( )Mean±SD(. *حروف بالانویس متفاوت بیانگر معنی دار بودن میانگین ها 

است.

TP
mgGAE/100g honey

sampleTP
mgGAE/100g honey

sample

30.95±0.89ac*533.2±0.18 ac1

15.71±0.21 ade633.33±0.45 ac2

23.17±0.67adf730.16±0.00 ac3

41.58±3.81 b834.45±0.01 ac4

جــدول 2 . محتــوای تــام فلاونوئیــدی )میلــی گــرم معادل کوئرســتین/g 100 عســل( 
)Mean±SD(. *حروف بالانویس متفاوت بیانگر معنی دار بودن میانگین ها است.

TP
mgGAE/100g honey

sampleTP
mgGAE/100g honey

sample

13.20±0.31 b*512.77±0.11 a1

3.80±0.53 a611.37±0.46 a2

11.04±1.26 b711.83±0.06 a3

12.38±1.26 b810.67±0.33 a4

جدولpH .3 و اســیدیته آزاد )mEq/kg( نمونه های عســل )Mean±SD(. * حروف 
بالانویس متفاوت بیانگر معنی دار بودن میانگین ها است.

Acidity )mEq/kg(pHsample

20.50±3.54a*3.63±0.035a1

12.74±3.18b3.82±0.035b2

11.99±2.12b3.83±0.035b3

14.99±2.12ab3.75±0.049b4

17.99±2.12a3.73±0.035b5

12.74±1.06b3.82±0.035b6

13.49±2.12b3.80±0.035b7

14.24±3.41b3.76±0.069b8
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مشاهده شد که از نظر آماری معنی دار نبود )R=-0.50ا,p =0.21( از طرف 

دیگر همبستگی منفی، معکوس و ضعیفی بین آزمون های فلاونوئیدها و 

ممانعت از اکسیداســیون اسید لینولئیک بتا کاروتن مشاهده شد که از نظر 

آماری معنی دار نبــود )r=-0.35ا,p =0.40(. همبســتگی منفی، معکوس 

و بســیار ضعیفی بین آزمون های ترکیبات کل فنولی و تســت ممانعت از 

اکسیداســیون اســید لینولئیک بتا کاروتن مشاهده شــد که از نظر آماری 

.)p =0.72,اR=-0.15( معنی دار نبود

مقــدار کل ترکیبات فنولیک: محتوای تام فنولی نمونه های عســل به 

روش فولین سیوکالتیو و بر مبنای ترکیب استاندارد گالیک اسید اندازه گیری 

شد. میانگین نتایج ± انحراف معیار در جدول 1 ارائه شده است. محتوای تام 

فنولی نمونه های عسل دارای محدوده mg 15/71 الی mg 41/58 گالیک 

اسید /g 100عسل بود. 

با توجه به نتایج به دست آمده ، نمونه هشت بیشترین مقدار ترکیبات 

فنولیک را دارا بود و از این لحاظ تفاوت آماری معنی داری با سایر نمونه ها 

داشت )p>0/05(. در آزمون تعیین همبستگی، همبستگی مثبت، مستقیم 

و شدیدی بین آزمون های ترکیبات کل فنولی و فلاونوئیدها مشاهده شد که 

.)p =0.02,اR=+0.67( از نظر آماری معنی دار بود

محتوای تام فلاونوئیدی: محتوای تام فلاونوئیدی با استفاده از معرف 

کلرید آلومینیوم اندازه گیری شد. کوئرستین به عنوان استاندارد برای رسم 

منحنی کالیبراســیون اســتفاده گردید و نتایج بر مبنــای میلی گرم معادل 

کوئرستین در g 100 عسل گزارش شد )جدول2(. محتوای تام فلاونوئیدی 

نمــو نه های مختلف عســل دارای محدوده 3/80 الــی mg 13/20 معادل 

کوئرستین/g 100 عسل  بوده ولی میزان ترکیبات فلاونوئیدی نمونه شش 

.)p>0/05( به صورت معنی داری کمتر از سایر نمونه ها می باشد

کیفیت شیمیایی عســل: pH، اسیدیته آزاد، تعیین فعالیت دیاستازی 

)کیفی(، تشــخیص وجود هیدروکســی متیل فورفورال )کیفــی(، از جمله 

پارامترهایی اســت که مورد آزمون قرار گرفتند. میانگین داده های بدســت 

آمده مربوط به pH و اســیدیته آزاد هشــت نمونه عســل مورد آزمون، به 

 pH می باشد. بیشترین وکمترین میزان )mEq/kg(14/83 ،3/76 :ترتیب

به ترتیب مربوط به عســل های نمونه ســه و یک می باشد. اختلاف آماری 

.)p>0/05( نمونه یک با سایر نمونه ها وجود دارد pH معنی داری بین

  براســاس اطلاعات موجــود درجدول 3  بیشــترین وکمترین میزان 

اســیدیته به ترتیب مربوط به نمونه های یک و سه بود. بین اسیدیته نمونه 

یک با نمونه های دو، سه، شش، هفت و هشت اختلاف اماری معنی داری 

مشــاهده گردید )p>0/05(. تفاوت معنی داری بین اسیدیته نمونه چهار با 

ســایر نمونه ها دیده نشــد  )p<0/05(. تست فعالیت دیاستازی تمام نمونه 

به جز )نمونه شماره یک(، منفی شد و تست HMF در تمام نمونه ها مثبت 

گردید. 

بحث
آنتی اکســیدان ها از فعال ترین ترکیبات فیزیولوژیک عسل می باشند. 

عســل حاوی انواع آنتی اکسیدان های آنزیمی و غیر آنزیمی شامل گلوکز 

اکسیداز، کاتالاز، ال آسکوربیک اســید، فلاونوئیدها، اسیدهای فنولیک، 

کارتنوئیدها، اســیدهای آلی، آمینواسیدها و پروتئین ها می باشد. تفاوت در 

فعالیت آنتی اکسیدانی انواع عسل به مقدار و نوع آنتی اکسیدان های آن به 

خصوص ترکیبات فنولیک نسبت داده می شود )9( . 

Socha و همکارانش در سال 2011، فعالیت آنتی اکسیدانی و پروفایل 

اسیدهای فنولیک هشت نمونه عسل مختلف لهستان را مورد بررسی قرار 

دادنــد معلوم گردید که با افزایش میزان ترکیبات فنولی میزان فعالی انتی 

اکســیدانی عســل بالا می رود )27( مشــابه این یافته Silici و همکارانش 

در ســال 2010، با بررســی فعالیت آنتی اکســیدانی و محتوای فنولیک 5 

نمونه عسل از ترکیه به این نتیجه رسیدند که بین فعالیت انتی اکسیدانی 

نمونه های عســل مورد مطالعه و میزان ترکیبات فنلــی آن ها ارتباط قوی 

وجود دارد )25(. مطالعه دیگری نیز در این زمینه توسط Chua و همکاران 

در ســال2013 انجام شــدکه، در آن میزان ارتباط فعالیت آنتی اکسیدانی با 

نمودار1. فعالیت آنتی رادیکالی نمونه های عسل سبلان در آزمون DPPH در شرایط 
برون تنی.

نمودار 2. درصد باز دارندگی نمونه های عسل از پراکسیداسیون بتا کاروتن.
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ترکیبات فنولیک و فلاونوئید ســه نمونه عســل مالزیایی موردپایش قرار 

گرفت، نتایج در اینجا نیز بیانگر این واقعیت بود که عســل هایی که دارای 

ترکیبات فنلی بالایی هستند در آزمون های تعیین قدرت آنتی اکسیدانی از 

کارایی و قدرت بیشتری برخودار هستند )7(. 

در مطالعه ما، با توجه به اطلاعات موجود در نمودار 1، نمونه هشــت 

دارای بیشــترین فعالیت آنتی اکســیدانی بوده  و  میزان ترکیبات فنولیک 

آن از بقیه بیشــتر می باشــد )p>0/05( و نمونه های دیگر که کارآیی آنتی 

اکســیدانی کمتری را در تست های آنتی اکسیدانی از خود نشان داده بودند 

دارای ترکیبات فنولی کمتری می باشند. 

از عوامل اصلی مؤثر در فعالیت آنتی اکســیدانی عسل فلاونوئیدها و 

اسیدهای فنولیک هســتند )کوئرســتین، کامپفرول، گالانژین، نارینژین، 

لوتئولین، پنوکمبرین( از جمله فلاونوئیدها و )کافئیک اســید، ســینامیک 

اســید، گالیک اســید، کوماریک، کلروژنیک( از جمله اســیدهای فنولیک 

موجود در عســل می باشند. این ترکیبات در طعم و رنگ عسل نیز مؤثرند، 

به گونه ای که عسل های تیره تر، حاوی ترکیبات فنولیک بیشتری هستند 

. )10،18،20(

Ferreres و همکاران در ســال 1994 پروفایل فلاونوئیدی ده نمونه 

عســل Heather پرتغالــی را بــه روش HPLC مورد آنالیز قــرار دادند، 

)پینوکمبرین، پینوبانکسین( از فلاونون ها و )کرسین، گالانژین( ازفلاون ها 

بیشــترین مقدار را نســبت به ســایر فلاونوئیدها در نمونه های عسل مورد 

آزمون دارا بودند )11(.     

از جملــه عوامل دیگــری که هم روی مقدا و هــم روی نوع ترکیبات 

فنلی عسل مؤثر می باشد می توان به نوع فلور گیاهی منطقه پرورش زنبور 

عســل اشاره نمود که این مســئله در مطالعه Petrus و همکاران در سال 

2011 نشــان داده شد در این مطالعه ترکیبات فلاونوئیدی نظیر گالانژین، 

کامپفرول، کوئرستین، لوتئولین در همه نمونه های مورد آزمون وجود داشت 

)19(. در مطالعه دیگری توســط Perna و همکارانش در سال 2013 تأثیر 

منابع گیاهی و فصل و عوامل محیطی روی میزان ترکیبات فنلی پنج نمونه 

عسل از انواع اکالیپتوس، شاه بلوط، و شکوفه مرکبات در کشور ایتالیا مطالعه 

شد. آن ها به این نتیجه رسیدند که منشأ گیاهی عسل بیشترین نفش را از 

نظر میزان ترکیبات فنلی دارا می باشد. در ضمن فرآوری و نگهداری عسل 

از این نظر کمترین سهم را به خودشان اختصاص می دهند )18(.

در مطالعه پنج نمونه عســل با منشــأ گیاهی مختلف درکشور  تونس  

میزان ترکیبات فنولیک در محدوده 119/49-32/7 قرار داشت، ضمن اینکه 

عسل نعناع دارای  بیشترین میزان ترکیبات  فنولیک، فلاونوئید و فعالیت 

آنتی اکسیدانی نسبت به سایر نمونه ها بود. در مطالعه نمونه های عسل اقاقیا 

از کشور مالزی طی یک دوره دو ساله، نمونه هایی که در ابتدای سال )ژانویه( 

سال جمع آوری شده بودند دارای رنگ تیره تر، قدرت  انتی اکسیدانی بالاتر 

و مقدار ترکیبات فنولیک بیشــتری بودند )Saric .)17 و همکاران در سال 

2012 تأثیــر  انبــار مانی روی قدرت آنتی اکســیدانی و محتوای فنولی در 

نمونه های مختلف عســل را در دوره های شش ماهه به مدت دو سال مورد 

بررســی قرار دادند.نتایج نشان داد که پس از یکســال انبارمانی، محتوای 

فنولیک و فلاونوئیدی نمونه های عسل به ترتیب 91/8% و 45/6% نسبت 

به مقدار اولیه کاهش یافت و فعالیت انتی اکسیدانی نیز پس از دوسال %30 

کاهش پیدا کرد )24(.

در ایران بیشتر، کیفیت شیمیایی عسل مورد تحقیق قرارگرفته و خیلی 

کمتر به بررســی فعالیت انتی اکسیدانی و تعیین مقدار ترکیبات فنولیک و 

فلاونوئیدی پرداخته شده است.ولی در این مطالعه پتانسیل آنتی اکسیدانی 

نمونه های عسل سبلان به دو روش DPPH و مهار بی رنگ شدن بتاکاروتن 

در سیستم بتاکاروتن- لینولئیک اسید مورد ارزیابی قرار گرفت. اساس روش 

واکنش بتاکاروتن غیر اشــباع با رادیکال آزاد تولید شده در نتیجه تشکیل 

هیدروپراکســید از لینولئیک اسید اســت که به دنبال ان ساختار بتاکاروتن 

تغییر یافته و رنگ نارنجی خود را از دست می دهد. حضور انتی اکسیدان ها 

می توانــد از گســترش بی رنگ شــدن بتاکاروتن با خنثی کــردن رادیکال 

لینولئات ودیگر رادیکال ها در سیستم، جلوگیری کند )28(.             

فعالیت آنتی اکســیدانی نمونه های مورد آزمــون در مطالعه حاضر به 

روش هــای DPPH و CBI به ترتیــب دارای محــدوده 94/25-23/19 و 

85/69-69/54 % بود. 

مطالعات انجام شده در کشورهای دیگر نظیر ایتالیا و لهستان با استفاده 

از آزمون های DPPH و تعیین فعالیت آنتی اکسیدانی نشان داد که فعالیت 

انتی اکسیدانی و ضد رادیکالی نمونه های عسل مورد مطالعه ما دارای قدرت 

مهار رادیکالی و انتی اکسیدانی بیشتری نسبت به این دو گروه در دو کشور 

مختلف بودند )18،27(.

به منظور ارزیابی تأثیر  تیمار حرارتی، نوع عسل، منشاء گیاهی و منطقه 

جغرافیایی  روی قدرت آنتی اکسیدانی عسل در نقاط مختلف دنیا مطالعاتی 

صورت پذیرفت که نتایج آن ها نشــان داد که تیمار حرارتی با توجه به نوع 

عسل روی قدرت آنتی اکسیدانی عسل تأثیر  متفاوتی دارد به عنوان مثال در 

عسل اقاقیا بدون تغییر، در عسلک کاهش، و در عسل لیمو و گندم افزایش 

می یابد که از جمله دلایل آن تشکیل ترکیبات پلیمری ملانوئیدی به دنبال 

واکنش میلارد ذکر شــده اســت. فعالیت آنتی اکسیدانی و ضد میکروبی د 

رنمونه های عســل مورد مطالعه Alzahrani و همکاران در سال 2012 با 

توجه به منطقه جغرافیایی و منشاء گیاهی متفاوت بود )3،4،15،30(.

مطالعات قبلی نشان داده که شرایط استخراج و نگهداری عسل روی 

pH عسل مؤثر بوده و تغییر pH بر پایداری، بافت، زمان انبارمانی آن اثر 

می گذارد. در این ارتباط کاویا و همکاران میزان تغییرات pH و اسیدیته را 

پس از 20 ماه انبارمانی بررسی و بیان داشتند، میانگین pH نمونه ها پس از 

این دوره افزایش و اسیدیته کاهش یافت )6،29(.

لازم به توضیح است که اسیدیته عسل عمدتاًً به علت حضور اسیدهای 

فعالیت آنتی اکسیدانی عسل سبلان



مجله تحقیقات دامپزشکی، دوره 72، شماره 1، 1396 58

آلی نظیر اسید گلوکونیک، اســید پیروویک، اسیدمالئیک و یون های غیر 

آلی مانند سولفات، فسفات و کلرید می باشد. تفاوت در اسیدیته عسل های 

مختلف می تواند به دلیل تفاوت در منشــأ گیاهی نیز باشــد Ramirez و 

همکاران در سال 2000 دو نوع عسل مکزیکی را به مدت 3،6،9،15 دقیقه 

)oC 55( حرارت دادند، سپس به مدت سه و نیم ماه در دمای اتاق نگهداری 

کردند. پس از طی دوره آزمایشــات کنترل کیفی انجام گرفت نتایج نشان 

دادکه حرارت باعث تغییرپارامترهای کیفیت می شــود ضمن اینکه عکس 

العمل عسل های مورد آزمون در طول دوره نگهداری متفاوت بود )21،26(.

استاندارد جهانی pH عسل دارای محدوده 4/5-3/2 )میانگین 3/39( 

و برای اســیدیته در طــرح اروپایی حداکثر تــا meq 40 و در طرح کدکس 

حداکثر تا meq 50 می باشــد )این افزایش به خاطر وجود عسل هایی است 

 pH که اســیدیته طبیعی بالاتری دارند(. براین اســاس و با توجه به مقادیر

و اســیدیته نمونه های مورد آزمــون در مطالعه حاضر، کــه در جدول 2 به 

آن اشــاره شده است، نتایج  بدســت آمده مطابق با مقادیر گزارش شده در 

استاندارد ملی کشور و کدکس می باشد )26(. 

فعالیت دیاستازی شاخص تعیین اعمال یا عدم اعمال فرآیند حرارتی در 

عسل است، این آنزیم حساس به حرارت دهی و شرایط نگهداری می باشد. 

نوع گیاه مورد استفاده توسط زنبور عسل بر میزان محتوای دیاستاز عسل به 

طور قابل توجهی تأثیر دارد )26(. 

به منظور تسهیل فرآیند و حفظ کیفیت ، عسل تازه معمولًا حرارت داده 

می شود اما تیمار حرارتی بیش از اندازه منجر به شکل گیری 5- هیدروکسی 

متیل فورفورآلدهید )HMF( گشته و از کیفیت عسل می کاهد. این ترکیب 

می تواند در اثر واکنش میلارد یا از طریق آبگیری تحت شــرایط اســیدی 

ایجاد شــود. این ترکیب  طی فرآیند حرارتی در اثــر خروج مولکول آب از 

اسید هگزوزها مثل فروکتوز وگلوکز در شرایط کاتالیزه شده حاصل می گردد 

)29(. عوامل متنوعی در شکل گیری HMF نقش دارند به طوری که تیمار 

حرارتی عسل تنها عامل تأثیرگذار نمی باشد، بلکه درجه حرارت، مدت زمان 

حرارت دهی، شرایط نگهداری، ترکیب عسل، pH، منابع گیاهی و گل نیز 

نقش دارند )1( . مطالعه ای در سال 2005 اثر تیمار حرارتی و انبارمانی را بر 

میزان HMF و فعایت دیاستازی انجام گردید و معلوم شد که تیمار حرارتی 

تأثیری بر فعایت دیاستازی نداشته اما انبارمانی سبب کاهش آن شده است 

و میــزان HMF در اثر تیمار حرارتی و همچنین انبــار مانی افزایش قابل 

ملاحظه ای داشــته است )22،30(. در مطالعه دیگری در سال 2010 میزان 

HMF نمونه های عسل مالزیایی را پس از 6 و 24 ماه انبارمانی اندازه گیری 

شد و معلوم گردید، میزان HMF پس از دو سال انبارمانی 10 برابر افزایش 

داشته است. تغییرات آنتی اکسیدانی و تشکیل هیدروکسی متیل فورفورال 

چهار نمونه عســل قبل و بعــد از تیمار حرارتی )60 دقیقــه در بن ماری با 

دمای بالای oC 90( مورد بررسی قرار گرفت. براساس نتایج حاصله، افزایش 

معنی داری در میزان HMF بعد از اعمال حرارت به نمونه ها مشاهده گردید 

)14،15(. در مطالعه ای که در مورد کیفیت شیمیایی نمونه عسل های تهران 

صورت گرفت میانگین pH 3/8و میانگین اسیدیته1/3 گزارش شد، 23/4 % 

از نمونه ها دیاستاز مثبت بودند. 10 % نمونه ها HMF مثبت داشتند )13(.   

نتیجه گیری: تمامی نمونه ها فعالیت آنتی اکســیدانی قابل توجهی را 

نشــان دادند. نتایج بدســت آمده مربوط به pH و اســیدیته آزاد، مطابق با 

مقادیر گزارش شده در استاندارد ملی کشور و کدکس بود. شرایط نامناسب 

نگهداری و فرآوری، تیمار حرارتی می تواند از علل نتایج نامطلوب تســت 

دیاستاز و HMF باشد.

پیشــنهادات: بررســی و مقایســه ویژگی هــای فیزیکوشــیمیایی و 

آنتی اکســیدانی نمونه های عســل مربوط به مناطق جغرافیایی مختلف با 

شــرایط آب و هوایی متفاوت ایران پیگیری و بررســی استفاده از عسل به 

عنوان ماده ای با قابلیت های بالای آنتی اکسیدانی در محصولات غذایی و 

صنعت دارویی.

تشکر و قدردانی
نگارندگان از حمایت های مالی معاونت پژوهشــی دانشــگاه تهران در 

انجام این طرح قدردانی و سپاس خود را ابراز می نمایند.
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Abstract:
BACKGROUND: Honey is recognized as having different biological properties includ-

ing antioxidant effects. Phenolic acids and flavonoids are the main antioxidant in this api-
ary product. OBJECTIVES: In this study eight samples of Sabalan honey were screened 
to evaluate the antioxidant activity, total phenolic and flavonoid content. METHODS: 
Antioxidant activity of honey samples was determined by DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl 
hydrazyl) method and β-carotene bleaching assay, total phenolic and flavonoid by Folin-
Ciocalteu and Aluminium chloride methods, in addition, in all samples, some physico-
chemical parameters (pH, acidity, diastase activity, existence or nonexistence of HMF) 
were measured according to Iranian National Standardization N92. Data were analyzed us-
ing ANOVA (one-way). RESULTS: Total phenolic and flavonoid content of honeys ranged 
respectively from 15.71- 41.58 (mg GAE/100g honey) and 3.80-13.20 (mg QE/100g hon-
ey). Antioxidant activity was between 23.19%-94.25%, β-carotene bleaching inhibition 
69.54%-85.69%, pH ranged from 3.63-3.83, Acidity 11.99-20.50 mEq/kg , diastase activ-
ity of all samples was negative except sample No.1. All samples had positive HMF results.         
CONCLUSIONS: Regarding the above results, it could be concluded that the honey samples 
have significant antioxidant activity. All parameters of physicochemical test were accord-
ing to the international specifications except diastase and HMF tests, which may be due to 
improper processing and storage condition, heating treatment, old honey,etc.

Keyword: honey, DPPH, antioxidant activity, total phenol content
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Amount of total phenolic content of Sabalan honey samples. (mgGAE/100g honey). (Mean±SD). Different superscript 
letters indicate significant differences between the means.
Table 2. Amount of flavonoids content of Sabalan honey samples. (mg QE/100g honey). (Mean±SD). Different superscript letters 
indicate significant differences between the means. 
Table 3. pH and acidity (mEq/kg) of Sabalan honey samples.

Graph 1. In vitro antiradical activity of Sabalan honey in DPPH assay.

Graph 2. Antioxidant activity of Sabalan honey defined as inhibition percentage through β-carotene-linoleic acid assay.


