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بررسی رهایش اسانس بادرنجبویه انکپسوله شده در ماست بوسیله روش 
  زيگرافی گا کروماتو ومایع پخشی -  ریز استخراج مایع

 
  4 احسان مقدس کیا،3سجاد پیرسا ،2 محمد علیزاده ،1ایرج کریمی ثانی

 

  میهدانشگاه ارو دانشکده کشاورزي، ،غذایی ارشد علوم و صنایع کارشناسی دانش اموخته -1
  دانشگاه ارومیه دانشکده کشاورزي،  استاد گروه علوم و صنایع غذایی،- 2
  دانشگاه ارومیه دانشکده کشاورزي،  گروه علوم و صنایع غذایی،دانشیار - 3

  دانشکده علوم پزشکی مراغه، استادیار گروه علوم و صنایع غذایی- 4

)09/11/97: رشیپذ خیتار  97/ 27/02:  افتیدر خیتار(  

  
 

 چکیده
 بودن فعالیت آنتی اکسیدانی و ضد میکروبی جهت افزودن به سامانه هاي غذایی و زیستی مورد توجه زیادي قرار دارابه دلیل  بادرنجبویهامروزه اسانس 

ینات در ماست بوسیله ئین ایزوله و سدیم کازئپسوله شده با وي پروت رهایش اسانس بادرنجبویه انک میزانبررسیهدف از این پژوهش . گرفته است
 و 75/0، 0( هاي مختلف اسانس نمونه هاي ماست با درصددر این مطالعه . کروماتوگرافی گازي می باشدو مایع پخشی  -  روش ریز استخراج مایع

بر  انکپسوله  افزودن اسانسو در صد ) روز21 , 11، 1(زمان نگهداري کتور دو فااثر . تهیه شدند به روش سونیکاسیونانکپسوله شده ) گرم در لیتر 5/1
ماست حاوي از نمونه هاي . بررسی شد 1طرح آماري مرکب مرکزيتوسط روي پروفیل کروماتوگرافی گازي و نیز میزان رهایش اسانس بادرنجبویه 

اسانس رهایش . شدداده سرنگی عبور ر فیلتر سازن  آ مایعقسمت و هشدسانتریفوژ  گرم ماست 10 مقداردرصدهاي مختلف اسانس انکپسوله شده، 
مایع پخشی استخراج شده و به دستگاه کروماتوگرافی گازي تزریق شده و  -   بوسیله روش ریز استخراج مایع)از قسمت مایع(شده به داخل ماست 

ارتباط معنی داري بین سطح دست آمده نشان می دهد ه نتایج ب .بررسی شد) مجموع سطح زیر پیک و مجموع ارتفاع پیک(آن کروماتوگرافی پروفیل 
با بررسی سطح زیر پیک کروماتوگرافی می . کروماتوگرافی گازي و میزان اسانس رها شده به درون ماست برقرار می باشدو ارتفاع پیک هاي زیر پیک 

  .رعت رهایش را نیز بررسی کردتوان میزان رهایش اسانس به داخل ماده غذایی را تخمین زده و از روي آن س
  

   کروماتوگرافی گازي،مایع پخشی -  ریز استخراج مایع سیون، رهایش، انکپسولا،بادرنجبویهسانس ا :گانکلید واژ
 
 
 
  

                                                             
 مسئول مکاتبات :malizadeh@outlook.com  

1. Central Composite Design 
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  مقدمه - 1
پوشانی ابزار سودمندي جهت بهبود رهایش  فناوري ریز

ویژه باکتري هاي ه ترکیبات زیست فعال مواد غذایی، ب
 مواد معدنی، ویتامین ها، فیتواسترول ها، لوتئین، پروبیوتیک،

و ترکیبات آنتی اکسیدانی  اسیدهاي چرب، کاروتنوئید لیکوپن 
چندین روش در فناوري ریزپوشانی به منظور ]. 1[ می باشد

کاربرد در صنایع غذایی مورد استفاده قرار گرفته اند که در 
. ی دارندسودمند نقش بسزای تولید فرآورده هاي غذایی فرا

 امکان رهایش موفقیت هاعلاوه بر این با استفاده از این فناوري 
. آمیز ترکیبات زیست فعال در دستگاه گوارش فراهم شده است

سایر پژوهش ها با تمرکز بر جنبه هاي رهایش و استفاده از 
روش هاي ریزپوشانی نوین با هدف کاربرد ترکیب دو یا تعداد 

عال داراي اثر سینرژیستی انجام می بیشتري از ترکیبات زیست ف
نکته ي حائز اهمیت این است که تحت محرك ]. 2[ گردند

می معینی، مواد داخل هسته با سرعت کنترل شده اي رها 
شوند، در غذا، رهایش کنترل شده پروبیوتیک هاي درون هسته 
، به این معنی است که این باکتري ها به طور یک جا در 

بلکه به . تگاه گوارش قرار نمی گیرندمعرض شرایط غذا و دس
 آزاد شده و طی مدت زمانی میکروکپسولتدریج از درون 

طولانی، جمعیت پروبیوتیک ها در داخل روده به طور مداوم 
 است که روشیمیکروانکپسولاسیون  ].3[ تجدید می گردد

  حفاظت، تثبیت و کنترل رهادر راستايدرآن ترکیبات فعال 
 اجزاي دیواره پوشش داده می شوند تا سازي توسط ترکیبات

در این تکنیک اجزاي مواد غذایی . کپسوله شده بوجود آیند
روغن ها و  ها، اسانس ها، نظیر آنزیم ها، مواد معدنی، ویتامین

می توانند توسط ترکیبات بیوپلیمري ... ارگانیسم ها و  میکرو
 وندش ها، پروتئین ها و چربی ها پوشش داده نظیر کربوهیدرات

استفاده در انواع روش  مورد )دیواره( مواد پوششی]. 5و 4[
 ، سلولز انکپسولاسیون شامل کربوهیدرات ها هاي میکرو

 صمغ ها ،)کربوکسی متیل سلولز، متیل سلولز، اتیل سلولز(
 موم (لیپید ها ،)صمغ اقاقیا، آگار، سدیم آلژینات، صمغ عربی(

 گلوتن،(پروتئین ها  ،)ها، دي گلیسرید ها، روغن ها، چربی ها
میکرو  ]. 6[ می باشد) کازئین، ژلاتین، آلبومین، پپتید ها

 در ماست اجزاي حساس نظیر پروبیوتیک ها انکپسولاسیون
داراي مزایاي متعددي است، نخست آنکه مقاومت ماست را به 

بیشتر می کند و ) به خصوص اسیدیته(شرایط سخت محیط 
اي پروبیوتیک را طی مرحله میزان تولید اسید توسط باکتري ه

باکتر  به ویژه در مورد بیفیدو. تولید و نگهداري کاهش می دهد
در . با کاهش تولید اسید استیک طعم فرآورده بهبود می یابد

عین حال میکرو انکپسولاسیون می تواند مقاومت باکتري ها به 
کاهش یا توقف . اسید و صفرا در داخل بدن را افزایش دهد

موجب بقاء بیشتر ماست درطی دوره نگهداري می اسید سازي 
 اسانس هاي گیاهی و ترکیبات موجود در آنها از زمان]. 7[ شود

عنوان خوش طعم کننده غذاها مصرف می شدند و ه هاي دور ب
 دلیل وسیع الطیف بودن خاصیت ضد میکروبی مورد استفادهه ب

 ترکیب و ساختار و عملکرد اسانس ها ].8[قرار می گرفتند
]. 9[ نقش مهمی در تعیین فعالیت ضد میکروبی اسانس ها دارد

ترکیبات ضد میکروبی موجود در غذاها، منجر به افزایش 
ماندگاري غذاهاي فرآوري شده یا فرآوري نشده می شود که 

نها می آبه دلیل محدود کردن رشد فلور میکروبی موجود در 
یاهی گ .)Melissa officinalis (بادرنجبویه]. 10[باشد

. باشد پشت و از خانواده نعنائیان می علفی، پایا، پرشاخه و پر
 با ،هاي گیاه بیضی یا قلبی شکل، متقابل و دندانه دار برگ

ها ممکن است نرم یا  برگ. دندانه هاي فاصله دار از هم است
نه و جنوب یترا این گیاه شرق مدمنشاء. دن باش دارمقداري کرك

 ت این گیاه گرم و خشک استطبیع. اروپا گزارش شده است
ها معمولاً در سطح فوقانی سبز تیره و در  رنگ برگ]. 11[

از آن جا که بیشتر ماده . سطح تحتانی سبز روشن می باشد
 هاي آن است بهتر است که فقط برگ موثره بادرنجبویه در برگ

گیرند تا میزان ماده موثره حاصله  هاي آن مورد استفاده قرار
هاي فرار، ترکیبات  بادرنجبویه شامل روغن]. 12[ بیشتر باشد

، فلاونوئیدها، )رزمارینیک اسید(فنولیک، مشتق کافئیک اسید 
فنولیک اسید و اسیدهاي تري ترپن می باشد که دو ترکیب آخر 

این گیاه به علت دارا . به عنوان آنتی اکسیدان شناخته شده اند
سید لینولئیک، بودن آلفا توکوفرول و ترکیبات دیگري از جمله ا

 کارنوسیک، یورسولیک خاصیت آنتی اکسیدانی بالایی دارند
درصد اسانس روغنی  05/0 بادرنجبویه شامل حداقل]. 13[

است و ماده موثره اصلی این گیاه سیترونلال است که همراه با 
سیترال در حقیقت حاوي دو ترکیب ژرانیال و . سیترال  است

بادرنجبویه علاوه . د دارند وجو3 به 4نرال است که به نسبت 
، )تانن نعناعیان( درصد اسید رزمارینیک 4براین حاوي حدود 

اسیدهاي فنولیک، تریترپن ها گلیکوزیدهاي مونوترپن و 
باشد و بادرنجبویه نوعی گیاه دارویی آروماتیک  فلاونوئیدها می

بادوام است و برگ آن به علت طعم و آروماي لیمویی به طور 
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با وجود پیشرفت هاي ]. 14[ ا استفاده می شودگسترده در غذ
هاي  قابل توجه در زمینه فناوري هاي آنالیزي، اکثر دستگاه

تجزیه اي نمی توانند به طور مستقیم براي آنالیز ماتریس نمونه 
در نتیجه مرحله آماده سازي نمونه، . هاي پیچیده به کار روند

له روش هاي از جم. قبل از آنالیز دستگاهی الزامی می باشد
استخراجی که براي تعیین و شناسایی آنالیت مورد استفاده قرار 

  3و نیز استخراج فاز جامد 2 مایع -گرفته است استخراج مایع
امروزه روش هاي استخراجی فوق به دلیل مصرف . می باشند

زیاد حلال آلی و نیاز به حلال پراکنی آن و در نتیجه امکان هدر 
طولانی بودن مدت زمان انجام آزمایش، رفت آنالیت و همچنین 

تحقیقات در جهت حذف و . کمتر مورد استفاده قرار می گیرند
میکرو یا تقلیل معایب قوق، منجر به استفاده از روش هاي 
مایع  - استخراجی از جمله تکنیک میکرو استخراج مایع 

منظور استخراج و تعیین دقیق مقادیر بسیار کم انواع به  4بخشی
استخراج ]. 15[ در بافت هاي مختلف نمونه شده است گونه ها

 مایع پخشی، اولین بار توسط رضایی و اسدي در سال -مایع 
این روش به منظور شناسایی ترکیبات .  ارائه شده است)2006(

این روش، روشی . آلی در آب مورد استفاده قرار گرفته است
ه قرار می ساده و سریع بوده و در آن سه فاز مایع مورد استفاد

فاز استخراج کننده داراي دانسیته متفاوتی نسبت به  -1: گیرد
 کلروفرم، تترا کلرید کلرین  ,کلرو اتیلن تراتآب است مانند 

 - 2) سبک تر از آب(اکتانول، اندودکانول  )سنگین تر از آب(
باید حلالیت بالایی در هر دو فاز استخراج : حلال پخش کننده

استون،  ,انولاترا باشد مانند متانول،  را داآبیکننده و فاز 
 . فاز آبی که گونه مورد نظر در آن قرار دارد-3استونیتریل 

هنگامی که فاز استخراج کننده و پخش کننده مخلوط شده و 
 تزریق شوند، حلال استخراج نمونهبا سرعت به درون محلول 

کننده به واسطه حلال پخش کننده به طور یکنواخت و کامل در 
 آبی پخش می شود و قطره هاي بسیار ریز حلال استخراج فاز

در این حالت . کننده منجر به کدر شدن محلول نمونه می شود
سطح تماس بین حلال استخراج کننده و فاز آبی بسیار بزرگ 
شده در اثر ایجاد تعادل سریع، زمان استخراج بسیار کوتاه و در 

نده حاوي سپس حلال استخراج کن. حد چند ثانیه می شود
.  جداسازي و آنالیز می شودسانتریفیوژآنالیت به راحتی توسط 

از جمله مزایاي این تکنیک می توان به حساسیت و گزینش 

                                                             
2. Liquid Liquid Extraction 
3. Solid Phase Extraction 
4. Dispersive liquid-liquid microextraction 

 سرعت زیاد و ،پذیري بالاي روش، بازده بالاي استخراج
با توجه به مزایاي . استفاده از حجم کم حلال آلی اشاره کرد

د وسیعی را در زمینه آنالیز ذکر شده، این تکنیک می تواند کاربر
گسترش مواد غذایی فراسودمند ]. 16[ مواد غذایی داشته باشد

با افزودن ترکیبات زیست فعال داراي چالش هاي تکنولوژیکی 
بررسی  هدف از این مطالعه معرفی. بسیار زیادي می باشد

رهایش اسانس بادرنجبویه انکپسوله شده در ماست بوسیله 
 مایع پخشی و کروماتوگرافی گازي - یع روش ریز استخراج ما

با استفاده از نانو ریزپوشانی ترکیبات و افزودنی هاي . می باشد
غذایی، پیشرفت قابل ملاحظه اي در فناوري تهیه مواد 

م، عمحافظت کننده، ترکیبات طعم زا و عوامل پوشاننده ط
افزایش دسترسی زیستی، افزایش توان بالقوه، رهایش کنترل 

زیع بهتر در سیستم هاي آبی براي ترکیبات و افزودنی شده و تو
  ].18و 1و 17[  هاي غذایی محلول در آب صورت گرفته است

  

  مواد و روش ها - 2
  مواد - 2-1

ارلا فود  (پروتئین% 85حاوي   آب پنیرپروتئینایزوله 
اسانس بادرنجبویه , )مریکاآ سیگما( کازئیناتسدیم , )دانمارك

ترکیبات تشکیل دهنده طبق ( وگل داردونیس آاز شرکت 
، کریستین - CH1 FD-DVS YC استارتر . تهیه شد)4جدول

هانسن، دانمارك، از شرکت پیشگامان پخش صدیق تهران تهیه 
  .شدند

  ها دستگاه - 2-2
 Agilent7890 A(دستگاه کروماتوگرافی گازي 

,Wilmington, DE, USA ( مجهز به شناساگر یونیزاسیون
از .  غیر انشعایی استفاده شد/زریق انشعابیشعله اي و دریچه ت

 ها و آنالیز داده ها ک براي ثبت پیchemistationنرم افزار 
براي جداسازي مواد فرار نمونه هاي ماست دماي . استفاده شد

درجه درجه  50 دقیقه در دماي 1اولیه ستون به مدت 
 درجه سلسیوس در 2سلسیوس قرار گرفت سپس با سرعت 

 دقیقه در 5 درجه سلسیوس رسید و به مدت 80اي دقیقه به دم
دماي دریچه تزریق و آشکار ساز به . آن دما نگه داشته شد

سرعت .  درجه سلسیوس تنظیم گردید200 و 250ترتیب در 
 میلی لیتر در دقیقه و سرعت گاز 2جریان گاز حامل نیتروژن 

. میلی لیتر در دقیقه تنظیم شد 25 نیتروژن به عنوان گاز کمکی
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 -ستون استفاده شده براي جداسازي ستون موئینه سیلیسی 

HP متر و قطر آن30ساخت کشور آمریکا بوده و طول ستون  
  . میکرومتر می باشد132 میلی متر و ضخامت فاز جامد 25/0
  سازي و تولید ماست آماده - 2-3

درصد   و5/7شیر پاستوریزه و هموژنیزه با درصد ماده خشک 
 درجه حرارت داده 90 دقیقه با دماي 10 به مدت 5/2چربی 

 گراد  درجه سانتی45خنک شدن تا دماي سپس بعد از . شد
طبق دستورالعمل شرکت سازنده به تجاري ماست را  استارتر

 ظروف ونسپس در ر افزوده و به خوبی مخلوط شدند وشی
 و سپس براي هر نمونه مطابق طرح پلی اتیلنی ریخته شدند

درصدهاي مختلف اسانس ) 2دول ج(  (CCD)مرکب مرکزي
 و افزوده)  گرم در لیتر5/1, 75/0, 0( بادرنجبویه انکپسوله شده

 درجه سانتی گراد منتقل 42کوباتور ن از درب بندي به ابعد
 ساعت نمونه ها از انکوباتور خارج شدند و 3  ازبعد .گردیدند

 درجه سانتی گراد انتقال داده 4سپس نمونه ها به سردخانه 
  .شدند

   روش انکپسولاسیون اسانس بادرنجبویه- 2-4
  :اسانس بادرنجبویه به ترتیب زیر انکپسوله گردید

 آب پروتیینایزوله سدیم کازینات و ( توزین مواد دیواره -1
 حل کردن مواد دیواره در آب - 2وزنی  /به صورت وزنی) پنیر

مقطر با استفاده از همزن مغناطیسی و قرار دادن نمونه ها در 
ي اتاق به مدت یک روز به منظور هیدراسیون کامل مواد دما

 توزین اسانس و اختلاط آن با محلول هاي آماده - 3دیواره 
وزنی در نسبت هاي مختلف اسانس به / شده به صورت وزنی

توئین ( و اضافه کردن امولسیفایر ) درصد100 تا 10(بیوپلیمر 
موژنایزر استفاده از ه -4 )دو قطره (جهت انحلال اسانس) 80

قرار  - 5به منظور همگن کردن نمونه ها و تشکیل امولسیون 
 20دادن هر یک از نمونه ها در دستگاه اولتراسوند فرکانس 

 5به مدت )  وات150 تا 50( کیلوهرتز در توان هاي مختلف
 ].19[ دقیقه به منظور تکمیل عمل درون پوشانی

ق به یبراي تزرماده سازي نمونه ها آ - 2-5
وگرافی گازي به روش ریز استخراج کرومات

  مایع پخشی- مایع
 همگن و سپس نمونه ماست شدهم ماست وزن گر 10مقدار 

سپس نمونه هاي تهیه . می شودزمایش آ و وارد لوله هاي کرده
 ن را با فیلتر سرآشده را سانتریفوژ کرده و مقدار ماده مایع 

ژ شده ب ماست سانتریفو آ میلی لیتر از4 داده وسرنگی عبور 
 میلی لیتر مخروطی 10در یک لوله آزمایشگاهی شیشه اي را 

وارد می ) مایع پخشی - مخصوص روش ریز استخراج مایع(
 دیسپرسبه عنوان حلال (  سی سی استون1 سپس  وکنیم

) به عنوان حلال استخراجی( میکرولیتر کلروفرم 100و ) کننده
ارد لوله و مخلوط شده را  نمونهرا با هم مخلوط کرده و سپس

ن مخلوط به کنیم و بعد از آب ماست می آزمایش حاوي آ
آب، استون و (یک محلول ابري . آرامی تکان داده می شود

 5000 دقیقه در 2سپس مخلوط به مدت  .تشکیل شد) کلروفرم
بر این اساس، ذرات پراکنده فاز  .دور در دقیقه سانتریفوژ شد

 طی قرار گرفتنداستخراج در پایین لوله آزمایشگاهی مخرو
سرنگ با استفاده از  جدا شدهمیکرولیتر از فاز  5/2 .)1شکل (

 کروماتوگرافی گازي برداشته شد و به میکرو لیتري 5 هامیلتونی

 Design  افزارنالیز و رسم نمودارها از نرمآبراي  .تزریق شد

Expert  گرام اسانس  کروماتو2شکل  .گردیداستفاده
 که بوسیله روش ریز  ماست رااخلبادرنجبویه رها شده به د

مایع پخشی استخراج شده و به دستگاه  -  استخراج مایع
  . نشان می دهدکروماتوگرافی گازي تزریق شده است را

 
Fig 1 A simple schematic of Dispersive liquid-

liquid microextraction    

  
Fig 2 The chromatogram is the essential oil release 

in yogurt  
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 بررسی میزان رهایش اسـانس بـه داخـل     -2-6
  ماست

 ماست ابتدا ماست لبراي بررسی میزان رهایش اسانس به داخ
ماست کنترلی ماست حاوي  اسانس . کنترلی تهیه گردید

با روش ذکر شده در . بادرنجبویه انکپسوله نشده می باشد
ه  مواد فرار ماست کنترلی استخراج شده و به دستگا4-2قسمت 

دست آمده ثبت زریق شده و سطح زیر کلی پیک هاي به ت

سطح زیر پیک کلی براي کروماتوگرام سایر نمونه هاي . گردید
  . ست آمد تهیه شده بودند نیز به د1طبق جدول ماست که 

در نهایت میزان رهایش براي هر نمونه از رابطه زیر بدست 
  :  آمد

Release (%) = (PAc - PAs / PAc) ×100        )1(  
 سطح زیر پیک کلی ماست حاوي اسانس PAcدر این رابطه 

 سطح زیر پیک کلی ماست حاوي PAsانکپسوله نشده و 
  .اسانس انکپسوله شده می باشد

  
Table 1 The Variables and Values Used for Increased Factorial Design  

  Codded factor 
levels      

High (+1)  0  Low (-1)  Variable  
1.5  0/75  0  F1: encapsule powder (gr)  
21  11  1 F2: storage days (day)  

  
  ماريآطرح  - 2-7

 پارامتر هاي مستقل از طرح آماري مرکب مرکـزي     بررسیبراي  
هدف از طراحی ایـن آزمـایش بررسـی اثـر زمـان       . استفاده شد 

بـر روي میـزان رهـایش اسـانس      انکپـسوله   درصد  نگهداري و   
زمان  مستقل شامل  دو متغیر  .ماست می باشد  در  انکپسوله شده   

در سـه  ) F2 (درصد اسانس انکپـسوله شـده  و ) F 1(نگهداري 
بـر اسـاس طراحـی صـورت        . سطح مورد بررسی قرار گرفـت     

سـطح هـر   .  آزمایش به صورت تصادفی انجام گرفت12گرفته  
یک از فاکتورهاي مستقل بر اساس آزمایش هاي اولیه مشخص  

با کد ( سطح بالا براي هر یک از دو متغیر مورد مطالعه یک. شد
اطلاعات . در نظر گرفته شد) -1د کبا  (و یک سطح پائین     +) 1

نشان داده شده   1مربوط به سطح هر یک از متغیرها در جدول          

سـطح  مجمـوع   : مده شامل پاسخ هاي بدست آ    2 جدول. است
 پاسخ . و سرعت رهایش می باشدک ارتفاع پی، مجموعکزیر پی

برازش  2 جمله اي درجه هاي چند مده در مدلآدست هاي به   
مده را آدست  ها پاسخ هاي به که این مدل) 1 معادله( گردیدند

عنوان تابعی از دو فاکتور زمان نگهداري و درصد انکپـسوله         ه  ب
  . می کنندماست گزارشدر 

 Y= b0+∑bixi+∑biixi2+∑bijxixj                    )2(  

ضرایب  b0,bi,bij فاکتورهاي مستقل و Xjو   Xi در این معادله 
 هاي مدل .قل مربعات می باشندز حدامده اگرسیون به دست آر

 ,زمان نگهداري = A (مده براي پاسخ هاي مختلفبه دست آ
B  =3 همراه با ضریب تبین در جدول )درصد انکپسوله 

. شده استگزارش

Table 2 List of experiments and responses based on CCd 
Essential oil 

Release 
percentage  

Total Peak 
Height  Total Peak Area  B: Encapsulated 

Essential oil 

A: 
storage time 

(day)  
Run 

44/23  177740  906903  0/75  11  1  
6/004  281706  1679250  0/75  1  2 

0  194728  1165490  0  11  3 
46/21  182664  960944  0/75  21  4 
47/69  187437  934371  0/75  11 5 
40/07  188321  1070490  0/75  11 6 

0  370805  1390310  0  21  7 
27/41  280821  1296840  1/5  1  8 
46/56  203675  1312020  0/75  11 9 
90/43  212382  10051/3  1/5  21 10 

0  168137  740486  0  1 11 
41/26  193358  1049290  1/5  11 12 
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Table 3 Some Characteristics of the Constructed Models for Responses  

Adj R-Squared R-Squared Response 

0.74 0.84 Peak Area =1043037.10 -225878.45*A-
156684.11*B-484153.17*A*B 

0.80 0.84 
 

     Peak Height =185776.33+5864.5*A-7851.5*    
B -67776.75* A* B+53442.5*A2+15300.5*B2 

0.80 0.85 

 
Release = 32.49+17.20* A+26.51* 

B+15.75*A*B 
=81.8744139+1.706790489A-160.1043184B+0.3

6856404AB-0.068266262A 2+75.011 B2 
  

Table 4 Components of Melissa officinalis 
Essential oil  

  

    نتایج و بحث- 3
  سطح زیر پیک  - 3-1

ز زمان عنوان تابعی اه گرام را ب کروماتوکسطح زیر پی 3 شکل
با  .دهد  را نشان مینگهداري و در صد انکپسوله در ماست

با افزایش زمان می توان دریافت که  کمقایسه سطح زیر پی
صفر  زمانی که مقدار اسانس افزوده شده به ماست ،نگهداري

ی یابد و با افزایش در صد  مافزایش کباشد سطح زیر پیگرم 

 گرم 5/1انکپسوله زمانیکه مقدار اسانس افزوده شده به ماست 
 همچنین با افزایش زمان . می یابد افزایشکبوده سطح زیر پی

اثر . نگهداري و درصد انکپسوله سطح زیر پیک افزایش می یابد
 معنی کدرصد انکپسوله و زمان نگهداري بر روي سطح زیر پی

، )2013( و همکاران  Kamankesh).P>05/0( دار می باشد
 براي HPLC مایع پخشی و - با روش ریز استخراج مایع 

تعیین بنزوات و سوربیت در ماست نوشیدنی دریافتند که با 
افزایش مواد جامد سطح زیر پیک به طور معنی داري افزایش 

 و Xu. [20]می یابد که با نتایج این تحقیق مطابقت دارد
فرمالدئید در نوشیدنی ها با  براي تعیین, )2011(همکاران 

 مایع -استفاده از مایکروویو و با روش ریز استخراج مایع 
افزایش توان مایکروویو  دریافتند که با  HPLC وپخشی 

سطح زیر پیک بطور معنی داري افزایش می یابد که با نتایج 
  ].21[این طرح مطابقت دارد

 

  
Fig 3 3D response surface plots for Peak Area, A, 

storage time; B, Capsule percent 
 
  

  Components  %  
1  1 – Octen – 3 – ol 0/21  
2  6 – Methyl - 5 – hepten – 2 – one  0/08  
3 Linalool 0/76 
4 Nonanal 0/13 
5 Comphor 0/14 
6 Trans – chrysanthema 0/24 
7 Citronellal 0/24 
8 α- Thujone 0/15 
9 Decanal 0/57 

10 β- Cyclocitral 0/28 
11 Nerol 0/31 
12 Z – Citral 2/67 
13 Geraniol 0/35 
14 Geraniol  3/8 
15 2 – Methylnaphthalene 0/07 
16 (E , E) – 2.4 - Decadienal 0/16 
17 α- Cubebene 0/09 
18 α- Copaene 1/19 
20 β- Bourbonene 2/95 
21 β- Cubebene 0/35 
22 Thymul 6/02 
23 Caryophyllene 17/33 
24 Geranyl aceton 0/3 
25 α- Humulene 2/22 
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   کارتفاع پی - 3-2
عنوان تابعی از زمان ه  کروماتوگرام را بکارتفاع پی 4شکل 

با  .دهد نگهداري و در صد انکپسوله در ماست را نشان می
 می توان دریافت که با افزایش زمان کمقایسه ارتفاع پی

اسانس افزوده شده به ماست صفر نگهداري زمانی که مقدار 
و با افزایش درصد   می یابدافزایش کگرم می باشد ارتفاع پی

 گرم 5/1که مقدار اسانس افزوده شده به ماست  انکپسوله زمانی
همچنین با افزایش زمان  . می یابدافزایش کبوده ارتفاع پی

اثر . نگهداري و درصد انکپسوله ارتفاع پیک افزایش می یابد
 کانکپسوله و زمان نگهداري بر روي ارتفاع پیسانس ادرصد 

  ).P>05/0(معنی دار می باشد 

  
Fig 4 3D response surface plots for Peak Height, A, 

storage time; B, Capsule percent 
  سرعت رهایش - 3- 3

 عنوان تابعی از  بهسرعت رهایش کروماتوگرام را) 5(شکل 
 .دهد له در ماست را نشان میزمان نگهداري و در صد انکپسو

با مقایسه سرعت رهایش می توان دریافت که با افزایش زمان 
نگهداري زمانی که مقدار اسانس افزوده شده به ماست صفر 
گرم می باشد سرعت رهایش تقریبا ثابت می باشد و با افزایش 
در صد انکپسوله زمانیکه مقدار اسانس افزوده شده به ماست 

همچنین با  .رعت رهایش افزایش می یابدگرم بوده س 5/1
افزایش زمان نگهداري و در صد انکپسوله سرعت رهایش 

 اثر در صد انکپسوله و زمان نگهداري بر روي .افزایش می یابد
  ).P>05/0(سرعت رهایش معنی دار می باشد 

Fig 5 3D response surface plots for release rate, A, 
storage time; B, Capsule percent  

,  

  گیرينتیجه  - 4
هاي مختلف اسانس  در این مطالعه نمونه هاي ماست با درصد

 دو فاکتور زمان نگهداري و اثر. شدندانکپسوله شده تهیه 
بر  مرکب مرکزي ماريآ درصد انکپسوله با استفاده از طرح

روي فاکتورهاي کروماتوگرافی گازي شامل مجموع سطح زیر 
یک و نیز میزان رهایش اسانس به داخل پیک و مجموع ارتفاع پ

شان داد که روش ریز دست آمده ننتایج به  .ماست بررسی شد
مایع پخشی به عنوان یک روش ریز استخراج  - استخراج مایع 

بسیار کارآمد و مناسب با سرعت بالا و هزینه پایین توانایی 
استخراج اسانس از درون مواد غذایی مانند ماست را دارد و 

هاي  ن با استفاده از این روش در کوپل با دستگاههمچنی
توان درصد  آنالیزي مانند کروماتوگرافی گازي به راحتی می

رهایش مواد انکپسوله شده و نیز سینتیک رهایش آنها را مورد 
 سطح زیر پیک وصد انکپسوله با افزایش در. مطالعه قرار داد

مده نشان آپیک افزایش یافت و همچنین نتایج به دست ارتفاع 
دهد که ارتباط معنی داري بین سطح زیر پیک و ارتفاع  می

 کروماتوگرافی لیزناآگر این است که با پیک وجود دارد که بیان
 .گازي می توان اسانس رهایش یافته به ماست را بررسی کرد
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Today, Melissa essential oil has been drawn a lot of attention in food researches. This essential oil 
has good antioxidant and antimicrobial activity, so it is a good candidate to incorporate in the 
nutritional and biological systems. The aim of this study was to investigate the release of Melissa 
essential oil (encapsulated via isolated proteins and sodium caseinate) in yoghurt by dispersive liquid-
liquid microextraction (DLLME) /gas chromatography technique. In this study, yogurt samples with 
different percentages of essential oil (0, 0/75, 1/5 g/l) were prepared by sonication method. The effect 
of two factors, including storage time (1, 11, 21 days) and the percentage of encapsulated essential oil 
on the gas chromatography profile were studied based on the central composite design (CCD). 10 
grams of yogurt samples containing various percentages of essential oil was centrifuged and the liquid 
part was passed through a sterilization filter. The released essential in the yogurt was extracted (from 
the liquid part) by DLLME method and was injected into the gas chromatography and its 
chromatographic profile (total peak area and total peak height) was investigated. The results show that 
there is a significant relationship between the total peak area and the amount of essential oil released 
into the yogurt. By studying total peak area in chromatography, it is possible to estimate the amount of 
essential oil released into the yogurt sample, and it is possible to study the rate of release. 

 
Key words: Melissa essential oil, Encapsulation, Release, Dispersive liquid-liquid microextraction, 
Gas chromatography 
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