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  الخلاصة :

 و Flavone/Flavonol, (FF)  سـتخلاص نـوعين مـن الفلافونويـدات همـا     تـم تحديـد الظـروف المثلـى لا             
Flavanone/Dihydroflavonols, (FD)   96بمـدة اسـتخلاص    70%من البروبوليس وأظهرت النتائج أن الايثانول بتركيز 

ساعة أعطت أعلى حصيلة من الفلافونويدات.وتمت تنقية الفلافونويدات المذكورة واشتملت خطوات التنقية علـى الاسـتخلاص   
 ـكروماتوغرافيا الأدمصاص باسـتخدام اله ف % 95بالايثانول   ـاذ بلغ Sephadex LH-20لام ــ لحصـيلة النهائيـة   ت اــ

  . % 19.31للفلافونويدات
تم تقييم الفعالية التثبيطية لمستخلص البروبوليس الأيثانولي ضد بعض أنواع الاحياء المجهرية المرافقة لتسوس الأسنان والتي        
واتضح   Candida albicans                   رةـاضافة الى الخمي Streptococcusا ـملت ثمانية أنواع من بكتريـــش

لمستخلص  زريآالتكما درس الفعل  قيد الدراسة . الأحياء المجهرية ضدفعلا تثبيطيا قويا  من النتائج أن لمستخلص البروبوليس
  Streptococcusضد نوعين من بكتريا  CHX Chlorohexidine)(        يدينـالبروبوليس مع المضاد الحيوي الكلوروهكس

  18من  S. mutansواتضح ان الفعل التثبيطي للبروبوليس ازداد عند اضافة المضاد المذكور اذ ارتفع قطر التثبيط ضد البكتريا 
لوحظ التاثير  كما من المضاد ,على التوالي , %)0.2و 0.1و0.01 ) ملم باستخدام التراكيز (24و 21.5و21 (          ملم ليصبح

  .S.salivariusضد بكتريا  CHXللبروبوليس مع المضاد  زريآتالذاته عند دراسة الفعل 
بكتريـا    Sephadex LH-20 البروبوليس,  الفلافونويدات, الايثـانول, الاسـتخلاص, التنقيـة ,الهـلام      :ة الكلمات المفتاحي

)Streptococcus(, ) المضاد الحيوي الكلوروهكسدين( Chlorohexidine  .     
Abstract:- 
        Extraction conditions for two types of flavonoids [ Flavone/ Flavonol, (FF)and 
FlavanoneDihydroflavonols, (FD)] from propolis were optimized .The results revealed that 70% 
ethanol as extraction solvent with 96 hours extraction time gave the highest  yield of flavonoids . The 
menthioned flavonoids   were purified ,the purification steps included extraction with 95% ethanol and 
adsorption chromatography  using sephadex LH-20 . 
        The purification procedure resulted in (19.31%) yield for the flavonoids. 
         The inhibitory activity of ethanolic propolis extract was evaluated against some microorganisms 
associated with dental caries .The tested microorganisms included eight species of the genus 
Streptococcus isolated from human mouth as well as the yeast Candida albicans .The results showed 
that the propolis extract gave strong inhibitory activity against the microorganisms used in this study . 
        The synergsim effect  of propolis  and the  antibiotic  Chlorohexidine (CHX) was studied against 
two types of Streptococcus .Results showed that inhibition zone against S.mutans was increased from 
18 mm to (21 ,21.5 and 24) mm with the addition of (0.01,0.1 and 0.2)% of the CHX , respectively. 
       The same  inhibitory effect was noticed  against S. salivarius  when the synergism action of 
propolis with CHX was studied .  
Key words:-  
Propolis , Flavonoids, Ethanol, Extraction, Purification, Sephadex LH-20 gel, Streptococcus bacteria, 
Chlorohexidine. 

  المقدمة :
نال هذا المنتج النصيب الأوفر من الدراسات  الصيدلانية  وقد ,العسل نحلمنتجات  حديعد البروبوليس أ      

 Beeالنحـل ( وهو عبارة عن مادة لزجة داكنة اللون تتكون من شمع  .سنة الاخيرةميائية  في الثلاثين يوالك

wax) وراتنجات (Resins      ميائيـا ي) يقوم نحل العسـل بجمعهـا مـن النباتـات ويسـتخدمها سـلاحا  ك            
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)Chemical Weaponعن استخدامها كمادة بنائيـة فـي الخليـة     ) ضد الأحياء المجهرية الممرضة فضلا
)Bankova,2005.(  

وعموما فـأن هـذا    ,ميائي متباينيمنتج معقد ذو تركيب ك ميائي للبروبوليس أنهيبينت نتائج التحليل الك     
 % زيوت اساسية وعطرية 10% شمع  و30و ) Vegetable balsam% راتنج وبلسم (50المنتج يتكون من 

  ).Coneac et al.,2008( ىمواد اخر   %5% غبار طلع و 5و
) Antibacterial(يظهر البروبوليس فعاليات حياتية متنوعة تشتمل على فعاليته المضادة للبكتريا        

) والأورام Antioxidant) والأكسدة (Antiinflammatory) والألتهابات (Antifungalوالفطريات(
)Antitumors) والواقية للكبد (Hepatoprotective) وغيرها(Bankova,2005فعاليات ). تعزى

  للاحياء  ادةـــدة والمضـادة للاكسـلمض نـيــاليتـة الفعــوخاص ة (ـس الحياتيـوليـالبروب
  flavonolsوflavones  ويدات(نـمثل بالفلافوتتوالتي  ةـه الكيميائيـلى بعض مكونات)  االمجهرية

 المستبدلة واستراتها) أحماض السيناميك ) والمركبات الفينولية ( dihydroflavonolsو   flavanonesو
)Banskota et al .,2002 . (  

) واحدة من  المجاميع البكتيرية المهمـة   Oral Streptococcusتعد بكتريا المكورات السبحية الفمية (     
 من التي حظيت بأهتمام الباحثين في جميع انحاء العالم نظرا لأمراضيتها العالية للأنسان المتمثلة بأحداثها لكل

في كل من الفم والقلـب والمفاصـل    ) واصابات الجسم الأخرىPyogenic infectionsالأصابات القيحية (
                                                                                                            ).Holt et al.,1994(  الجهاز العصبي المركزي فضلا عنوالجلد 

) المجموعة الأهم مـن  Mutans groupيضم هذا النوع من المكورات مجاميع عديدة ,وتعد مجموعة (     
خيـرة مـن   للأضمن انواعها اذ تبرز الأهمية الطبية   Streptococcus mutansبينها نظرا لتواجد بكتريا 

) فضلا عن كونها مصدرا لأصابات بطانـة  Dental cariesخلال كونها المسبب الرئيس لتسوس الأسنان (
  ).endocarditis) (Banas,2004القلب الداخلية (

ويعد التسوس واحدا من أهم أمراض الأسنان والذي عادة مايقترن ظهوره بألم السن واصابته وفقدانـه       
  ) .Keyes,1998( وفي بعض الحالات القاسية جدا قد تنتهي بالموت

من اطفال المدارس ومعظم البالغين يعانون من  90%وتشير احدى الأحصائيات العالمية الى أن حوالي      
  ).Ophori  et al .,2010رض الذي أصبح الأكثر شيوعا في أقطار اسيا وأمريكا اللاتينية (هذا الم
ونظراً لأهمية البروبوليس الكبيرة لذا فقد هدفت هذه الدراسة الى تحديد الظروف المثلـى لأسـتخلاص        

الأحيـاء المجهريـة   يم كفاءة البروبوليس في تثبيط بعض أنواع يالفلافونويدات من البروبوليس فضلا عن تق
 المرافقة لتسوس الأسنان.

  المواد وطرائق العمل:
  :تهيئة البروبوليس للدراسة

  .تم الحصول على البروبوليس من المناحل المحلية وقد تم طحنه مرات عدة للحصول على مسحوق ناعم     
  :أستخلاص المواد الفينولية

) في أستخلاص المواد الفينولية من نماذج (Ahmed et al.,1998أستخدمت الطريقة الموصوفة من قبل      
البروبوليس قيد الدراسة . كما تم تقدير المحتوى الفينولي الكلي لمستخلص البروبـوليس بحسـب الطريقـة    

  . Budrat and Shotipruk (2008)الموصوفة من قبل 
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  : تقدير الفلافونويدات
  :)Flavone/Flavonol,FF(   فلافونول - تقدير الفلافون 1- 
     واعتمادا على Kosalec et al.(2005)الموصوفة من قبل  الطريقةعلى وفق FF تم تقدير الفلافونويدات      

  . (Quercetin) المنحني القياسي للكويرستين 
  
  -:Flavanone/Dihydroflavonols,FD)(نوناتقدير الفلاف -2

و اعتمادا على المنحنـي    FD لفي تقدير ا Chang et al.(2002الطريقة الموصوفة من قبل ( اتبعت     
  .(Naringenin) القياسي للنارنجنين

  من البروبوليس: )FDوFF ( تحديد الظروف المثلى لأستخلاص الفلافونويدات
 تحديد المذيب الافضل للأستخلاص: -1

المذيبات  البروبوليس أشتملت هذه) من FDوFF استخدمت مذيبات مختلفة لأستخلاص الفلافونويدات (      
  سولفوكسـايد  على : الايثانول و الميثانول وخلات الاثيل و الاسـيتون و الايزوبروبـانول وثنـائي مثيـل    

Dimethyl sulfoxide   عـدا المـاء    70%فضلا عن الماء المقطر اذ استخدمت المذيبات اعلاه بتركيـز
  المقطر.

  -: ص للأستخلا تركيز المذيب الامثلتحديد  - 2
  FF الفلافونويدات  في استخلاصمن الايثانول )% 80و  70و  50و  30و  10كيز (اترالتم استخدام      

  لتحديد التركيز الأمثل من المذيب. FDو
  -تحديد مدة الاستخلاص المثلى: -  3

) 120و 96 و  72و48 و  24(من البروبوليس خلال   FDوFF ستخلاص الفلافونويداتٳتمت متابعة      
  لتحديد مدة الأستخلاص المثلى . ساعة

  :التنقية الجزئية للفلافونويدات من البروبوليس
            تمت تنقية الفلافونويدات من البروبوليس باتبـاع طريقـة تنقيـة التانينـات الموصـوفة مـن قبـل             

Hagerman (2002)  والمحورة من قبلAl-Ghanimi et al.( 2007).  
ساعة عنـد   96% ايثانول كمذيب استخلاص لمدة 70ذ أستخلصت الفلافونويدات من البروبوليس باستخدام ٳ

دقيقة , وبحسب طرائق الاستخلاص الموصوفة سابقا , ثم خضع المستخلص لخطوتي \دورة150سرعة رج 
  -التنقية الاتيتين :

  : %95الاستخلاص بالايثانول   -1  
% واجريـت لـه   95مل من الايثانول  5غم من مستخلص البروبوليس الأيثانولي الجاف  في  1اذيب   

دقائق , اذ اهمل الراسب في حين احتفظ بالراشح  5دقيقة و لمدة  / دورة 5000عملية طرد مركزي بسرعة 
  لاستخدامه في خطوة التنقية التالية.

  :Sephadex LH-20كروماتوغرافي الادمصاص باستخدام الهلام   -   2
% الى سـطح   95أضيف راشح مستخلص البروبوليس المستحصل عليه من خطوة التنقية بالأيثانول   

 و فيها  )Washمرحلة الغسل (الاولى،  وجرت عملية الفصل بمرحلتين: Sephadex LH-20عمود الهلام 
% و ذلك للتخلص من جميع المـواد غيـر   95تم غسل العمود بما يعادل ضعفي حجمه باستخدام الايثانول 

والثانية،  .مل/دقيقة 1مل لكل جزء و بسرعة جريان مقدارها  3المرتبطة بالهلام, اذ تم جمع الاجزاء بواقع 
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تم استرداد الفلافونويدات من الهلام بتغيير المذيب و ذلـك باسـتخدام   و فيها  )Elutionمرحلة الاسترداد (
مل لكل جـزء و   3% و جرت عملية الاسترداد بجمع الاجزاء بواقع 95% بدلا من الايثانول 70الاسيتون 

  مل/دقيقة ايضا. 1بسرعة جريان مقدارها  
  الفعالية التثبيطية للبروبوليس :

  -:Streptococcus الفعالية التثبيطية للبروبوليس ضد بكتريا  -1
                      S.faecalis  زلات علىـتملت هذه العـأش Streptococcusنس ــزلات من جــع 8تخدمت ـأس     

                     S. constellatus و S.anginosusو   S.defectivusو  mutans  .Sو  S.salivariusو S.pyogenesو
 كيزاوبتر اعلاهالثمانية البكتريا  انواعاختبار الفعالية التثبيطية لمستخلص البروبوليس ضد تم  S. sanguisو 

كما  (Egorove ,1985)وفق طريقة الأنتشار في الاكار بوساطة الحفر  وعلى ) ملغم/مل(1-25تراوحت من 
    .تم تحديد التركيز المثبط الادنى للبروبوليس لكل عزلة من العزلات قيد الدراسة

 ضـد بكتريـا     Chlorohexidineدراسة الفعل التثبيطي التآزري للبروبوليس والمضاد الحيوي    2-
mutans Streptococcus    وStreptococcus salivarius :-  

 S.mutans   ضد كل من بكتريـا   Chlorohexidineتم اختبار الفعل التازري للبروبوليس والمضاد      
مل وتراكيز من المضـاد   /ملغم  )0.5-25باستخدام تراكيز من البروبوليس تراوحت من ( S. salivariusو

 Streptococcusكما تم تحديد التركيز المثبط الادنى للمضاد لكلا عزلتـي   .%)0.01-0.2تراوحت بين  (
  . المستخدمة في هذه الدراسة

  Candida albicansالفعالية التثبيطية للبروبوليس ضد الخميرة  3-
. جامعة كربلاء/كلية العلوم/من قسم علوم الحياة   C.albicansتم الحصول على عزلة نقية من الخميرة      

, كما تـم تحديـد    اعلاه ةرياذ تم استخدام العزلة المذكورة في دراسة الفعل التثبيطي للبروبوليس ضد الخم
  التركيز المثبط الادنى للبروبوليس ضد الخميرة قيد الدراسة.

    النتائج والمناقشة 
  الفلافونويدات من البروبوليس:تحديد الظروف المثلى لاستخلاص 

  : تحديد  نوع المذيب1-
تعد عملية الاستخلاص بالمذيبات من الطرائق الشائعة والاكثر استخداما  لتحضـير المستخلصـات          

ن حصيلة الاستخلاص تعتمد على نوع المذيب وقطبيته ومدة ٳلسهولة استخدامها وكفاءتها وتطبيقاتها الواسعة .
               المذيب اضافة الـى التركيـب الكيميـائي والفيزيـائي للعينـات     /ودرجة الحرارة ونسبة العينةالاستخلاص 

) (Dai and Mumper,2010.  
) تفوق الايثانول على المذيبات الأخرى  المستخدمة فـي الدراسـة فـي اسـتخلاص     1يوضح الشكل(     

) % للمركبين, على التوالي 1.678و 3.0507 ما ( من البروبوليس اذ بلغت نسبتاه FDو FF الفلافونويدات 
فـي   )% ,على التوالي ايضا ,1.2و 1.149) و(1.18و1.449 ب بلغت (ـيليه الاسيتون والميثانول وبنس ,

حين ابدى المستخلص المائي وخلات الاثيل وثنائي اثيل ايثر محتوى واطئ من المـركبين بنسـب بلغـت    
  . )% ,على التوالي0.563و 1.233( ) و0.551و1.2148) و (0.33و 0.966(

وبشكل عام يتم ازالة الشمع وبقايا الحطام العضوي للبروبوليس بأستخدام الكحول الاثيلي  الذي يتميـز   
خلاص صـبغة  برخص ثمنه وقابلية اعادة استخدامه وعدم سميته فضلا عن قابليته على ازالة الشمع واسـت 
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اذ ان  ، (Tylkowski et al.,2010) ا المركبات الفعالة حيوي البروبوليس (البلسـم) التي تحوي على معظم
  . (Selvan et al.,2010)ـي الايثانـــول ويستقــر بشكل راسب  الشمـع لايـذوب فـ

                        تتفق نتـائج هـذه الدراسـة مـع النتـائج المستحصـلة مـن دراسـات سـابقة فقـد اوضـح           
Paviania et al. (2010)  كفاءة الايثانول والاسيتون مقارنة بعدد من المذيبات مختلفة القطبية منها الهكسان

وخلات الاثيل  والماء  في استخلاص الفلافونويدات  من نوعين من البروبولــيس (الأخضر والاحمر) كما 
يطـالي  من البروبـوليس الا  FDو  FFتفوق الاسيتون على الايثانول والكلوروفورم في استخلاص كل من 

 ـ  (Papotti et al.,2012) تواليعلى ال 1.86±7.34%و 0.42±5.83%وبنسبة  ـج ولاتـتفــق نتـائ
اذ كان الميثانول اكفأ من الايثـانول و   Shouqin et al. (2005)  لدراسة الحالية مـــع ماتوصل اليها

الرغم من ان الاسيتون  والماء في استخلاص الفلافونويدات من البروبوليس  , وعلى  بيكاربونات الصوديوم
ذو فعالية في استخلاص الفلافونويدات الا انه ليس شائع الاستخدام وذلك لارتفاع كلفة المذيب  كما انه   %70

  . (Jang et al.,2009)لايستخدم في الانتاج الغذائي بسبب بقايا المذيب  
  

  
  من البروبوليس  FDو FFنوع المذيب في استخلاص تأثير  :)1(شكل ال                      

  -تأثير تركيز المذيب: 2-
من مستخلص البروبوليس بأستخدام تراكيـز مختلفـة مـن     FDو  FF) استخلاص 2يوضح الشكل (     

)% اذ تزداد نسبة الاستخلاص مع زيادة تركيز المذيب الى ان تم الحصـول  10-80الايثانول تراوحت بين (
للمركبين قيد الدراسة  1.678)%و 2.27 (والتي بلغت 70%على اعلى نسبة استخلاص بأستخدام الايثانول 

  ,على التوالي .
 ـ      ن الايثـانول  تتفق نتائج هذه الدراسة مع ما ورد  في دراسة سابقة تضمنت استخدام تراكيز مختلفة م

% الاكفأفي استخلاص الفلافونويـدات الكليـة مـن    71.99% اذ وجد ان الايثانول )85-(55تراوحت بين 
علـى   اكفأ في الحصول 80%بينما كان الايثانول   Margeretha et al.(2012)س ـمستخلص البروبولي

 Yaghoubi et) 7.3% البروبوليس الأيراني والتي بلغت  لافونويدات الكلية من مستخلصالف نسبة من اعلى
 al.,2007)   .   
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تتأثر حصيلة استخلاص الفلافونويدات من البروبوليس بشكل كبير بتركيز الايثانول اذ تـزداد بزيـادة         
ويعود السبب لذائبية الفلافونويدات في المحاليل الايثانولية ولكن عند  % 75تركيز هذا المذيب ولغاية التركيز 

تقل حصيلة الفلافونويدات وقد يكون السبب ان التراكيز العالية من الايثانول تؤثر  75% التراكيز الاعلى من 
فـي اسـتخلاص    70%لذا يفضل الايثانول  (Shouqin et al.,2005)على نوعية وتركيب الفلافونويدات 

  .(Bankova et al.,1992)معظم المكونات الفعالة من البروبوليس وليس الشمع 
يعمل الماء على تحسين معدل الاستخلاص ولكن المحتوى العالي للماء يزيد من الاسـتخلاص المصـاحب   

  .(Spigno et al.,2007)للمركبات الاخرى ,وبالتالي يقلل من تركيز المواد الفينولية في المستخلصات 
  

  
  من البروبوليس  FDو FFتركيز الايثانول في استخلاص تأثير  :)2(شكل ال                

  تأثير مدة الاستخلاص : 3-
في الحاضنة الهزازة  عند درجة حـرارة الغرفـة    70%تم حضن مسحوق البروبوليس مع الايثانول        

  72و 48و24 باستخدام خمس فترات للحضن ( ) من كلا المستخلصينFDوFF لاستخلاص الفلافونويدات (
  ) ساعة .120و 96و
ارتفاع تركيز الفلافونويدات  مع تقدم فترة الحضن الى ان تم الحصول على اعلـى  3 ) يلاحظ من الشكل ( 

 (2.351غـم وبنسـبة   /) ملغم31.9و (23.51سـاعة وبمقدار  96تركيز منها  عند مدة استخلاص قدرها 
  ,على التوالي.  FDو FF)%,للمركبين 3.19و

ــار                                            ــد أش ــابقة فق ــات الس ــن الدراس ــد م ــع العدي ــة م ــة الحالي ــائج الدراس ــق نت لاتتف
(2012)  et al. Agarwal  الفلافونويدات كافية  للحصول على اعلى  نسبة من  ساعة كانت  24الى ان مدة

  ., على التوالي  FDو  FF)% للمركبين 16.7و 2.61من مستخلص البروبوليس والتي بلغت (
ساعة لم تكن ذات فائدة   120ل) يتضح ان اطالة مدة الحضن 3بالرجوع الى النتائج الموضحة في الشكل (     

)% , 2.15و 2.312في زيادة تركيز الفلافونويدات من مستخلص البروبـوليس  اذ تـم الحصـول علـى (    
  ,على التوالي.  FF,FD للمركبين 

ان زيادة مدة الاستخلاص تؤدي الى زيادة حصيلة استخلاص الفلافونويدات وان اطالة وقت الأستخلاص قد 
  . ,Qun) 2010يفضي الى الحصول على نقاوة تامة بيد أن اطالة  هذا الوقت يسبب تحطم الفلافونويدات (
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  من البروبوليس. FD و FFمدة الحضن في استخلاص تأثير  :)3(شكل ال            

  تنقية الفلافونويدات جزئيا من مستخلص البروبوليس:
 وFF ) الخاص بتنقية الفلافونويدات من مستخلص البروبوليس الخام أن كمية 1يتضح من الجدول (       

FD ) على التوالي ايضـا  3.19و 2.351غم على التوالي بنسبة مقدارها (/) ملغم 31.9و 23.51بلغت, %(
  . 22.812% بلغ تركيز الفينولات الكلية,بينما 

  -وكالآتي : خضع مستخلص البروبوليس الخام الى خطوتي تنقية
   -: 95%الاستخلاص بوساطة الايثانول  - 1

وطرده مركزيا يساعد في الـتخلص مـن    95%البروبوليس في الكحول الاثيلي  ان اذابة مستخلص        
) انخفاض كمية الفينولات الكلية المستخلصة من 1بعض المركبات الفينولية الاخرى. اذ يتضح من الجدول (

كما تم الحصول على حصيلة جيدة من الفلافونويدات  22.812%بعد ان كانت  9.851%البروبوليس لتصبح 
  66.45%. من خطوة التنقية هذه والتي بلغت

  .):تنقية الفلافونويدات من مستخلص البروبوليس1جدول(

  %FF%  FD  خطوة التنقية
Total phenol 

%  FFغم/ملغم  FDالمجموع  غم/ملغم 

FF وFD  
  الحصيلة%

 100 55.41 31.90 23.51 22.812 3.190 2.351  المستخلص الخام

الاستخلاص  
  %95بالايثانول

2.022 1.66  9.851 20.22 16.6 36.82 66.45 

كروماتوغرافيا 
الادمصاص بأستخدام 

-Sephadex LHالهلام 
20  

  
 

0.340  
 
  

0.730  4.542 3.40 7.30 10.7 19.31 
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مما يؤدي  شمع من مستخلصات البروبوليسان عملية الأستخلاص باستخدام الايثانول تساهم في ازالة ال     
الى الحصول على مستخلصات خالية من الشمع .كما انها  تساعد في ازالة المواد الخاملة وتحـافظ علـى   

                         الخـام الطبيعيـة  مـواد  الالاجزاء الفينولية وبالتالي الحصـول علـى تراكيـز عاليـة للمركبـات مـن       
(Paviania et al. ,2013) .  

      -: Sephadex LH-20كروماتوغرافيا الادمصاص بأستخدام الهلام    -2
من خطوة  في تنقية الفلافونويدات من مستخلص البروبوليس الناتج Sephadex LH-20استخدم الهلام      

  التنقية السابقة .
يدمص التانينات فـي الكحـول ويحررهـا فـي الاسـيتون المـائي        Sephadex LH-20ان الهلام      

(Hagerman,2000) . ولهذا السبب تم استخدام هذا النوع من الهلام لغرض التنقية  
  -اجريت عملية التنقية على مرحلتين كالآتي : 

وفيها تم التخلص مـن   95%والتي اجريت بأستخدام الايثانول  (wash)مرحلة الغسل   -المرحلة الاولى :
                     اطئــة الـوزن الجزيئــي بشــكل خــاص جميـع المركبــات غيــر المدمصـة والمركبــات الفينوليــة و  

(Karamac et al.,2006) .  
  70%الـى الاسـيتون     95%وتمت بتغيير المذيب من الايثانول  (Elution)الاسترداد  -المرحلة الثانية :
  .تم ايقاف عملية الاسترداد ]مل3 حجم الجزء [ (Fraction)جزء  30وبعد ان تم جمع 

) اذ كان اعلى 24-7في الاجزاء ( FF) ظهور 4) والشكل (1الجدول ( فينتائج الموضحة اللوحظ من      
                مل بينما ظهرت الفينولات الكليـة فـي الاجـزاء    / ملغم 1.1174بتركيز مقداره  16تركيز لها في الجزء 

مل , اذ يلاحظ انخفاض  كمية /ملغم 4.241وبتركيز مقداره  17) وبلغ اعلى تركيز لها في الجزء 7-26 (
الفينولات الكلية المستخلصة من البروبولس اذ بلغت النسبة  المستحصل عليها مـن خطـوة التنقيـة هـذه     

  .19.31%في حين كانت نسبة الفلافونويدات   %4.542
في فصـل المكونـات الفعالـة مـن      Sephadex LH-20لم تتوفر سوى دراسة عن استخدام  الهلام      
بعزل بعض المركبات المضادة للاكسدة من نموذج البروبوليس في Yang et al.(2011) وليس فقد قام البروب
في الصين وذلك باستخدام هذا الهلام ووسط فصل مكون من الكلوروفورم  والميثانول بنسـبة   Anhuiاقليم 
فقد تم  ,در النباتية ات الفعالة من المصافي فصل المكون Sephadex LH-20 كما ورد استخدام الهلام 1:1.

) سم في تجزئة المكونات الفينولية لمسحوق الكاكاو عن طريـق  2x25استخدام عمود  من هذا الهلام بابعاد(
  ).  Maleyki and Ismail,2008(  الاسيتون-) لمحلول الأسـترداد المــاءStepwiseالزيادة المتدرجة (
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  المستخلصة من  البروبولیس     FF ): كروماتوغرافیا الادمصاص للفینولات الكلیة والفلافونوید 4الشكل (       

  . Sephadex LH-20بأستخدام ھلام             
     -: Streptococcusالفعالية التثبيطية لمستخلص البروبوليس ضد بكتريا   

تم دراسة الفعالية التثبيطية لمستخلص البروبوليس ضد ثمانية انواع من بكتريا المكـورات  السـبحية           
Streptococcus sp.  ومقارنة النتائج مع المضاد الحيويVancomycin   ويتضح من النتائج المبينة فـي

المدروسة وبلغت اعلـى  ) ان هنالك تباينا واضحا في تأثير مستخلص البروبوليس على البكتريا 2الجدول ( 
ملم عند التركيز  18بقطر تثبيط مقداره  S. mutansبكتريا  ـدض  يـة تثبيطــية لهــذا المستخلصفعال
ملم عند التركيز ذاته ضد  12مل ,بينما بلغت اوطأ فعالية تثبيطية للمستخلص المذكور بقطر تثبيط  /ملغم  25

 7قـد بلـغ    (MIC)) يتضح ان التركيز المثبط الادنى 2وعند التمعن في الجدول (   S. sanguisبكتريا 
بينما  S. anginosusو   S. defectivusو S. salivariusو  S. pyogenesمل لكل من بكتريــا  /ملغم

مل / ملغم 10في حين بلغت  S. sanguisو  S. mutansو   S. faecalisمل لكل من بكتريا / ملغم 5بلغت 
  مما يشير الى ان البكتريا الاخيرة هي الاقل تأثرا بالفعل التثبيطي للبروبوليس . S. constellatusلبكتريا  

فقد قام   Streptococcusي لمستخلص البروبوليس ضد بكترياتناولت العديد من الدراسات الفعل التثبيط      
Kashi et al. (2011) الايرانـي ضـد    بدراسة الفعل التثبيطي للمستخلص المائي والايثانولي للبروبوليس

واتضح أن المستخلص الايثـانولي يمتلـك فعـلا     S.mutansو  S.salivariusو   S.faecalisبكتريا    
ــا ــاتلا (bacteriostaticمثبط ــر  ) bactericidal( ) وق ــين ( MBCو MICاذا انحص ) 500-250ب

بأستخدام تركيز  S. mutans مل بينما اظهر المستخلص المائي فعلا قاتلا  فقط ضد بكتريا   / مايكروغرام
  مل. /ملغم 20من المستخلص مقداره 
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ان آلية عمل البروبوليس على الخلايا البكتيرية معقدة لاتماثل نمط فعل اي مضاد حيوي تقليـدي ويمكـن       
  -ايجازها كالآتي :

  . Pseudomulti cellularبذلك الى تكوين   تثبيط النمو البكتيري  عبر منع انقسام الخلية مؤدياً -1
السايتوبلازم والغشاء السايتوبلازمي والجدار الخلوي مسـببا بـذلك     (disorganized)يعمل على تشويه  -2

  تحللا جزئيا للبكتيريا.
  . (Takaisi and Schilcher.,1994)منع تصنيع البروتين  -3
  

   Streptococcus): الفعالية التثبيطية لمستخلص البروبوليس ضد بعض أنواع بكتريا 2جدول (

 أقطار التـثـبـيـط (ملـم) 

تركيـز المستخلص   
.S مل/ملغم

 fa
ec

al
is

 S.
  p

yo
ge

ne
s

  S.
 sa

liv
ar

iu
s

 

S.
 m

ut
an

s
 S.

  d
ef

ec
tiv

us
 S.

  a
ng

in
os

us
 

co
ns

te
lla

tu
s

 
S. 

sa
ng

ui
s.

  
S. 

25 12.25 13 15.25 18 13.75 16 13 12 

15 11 10.5 12 11.5 11.5 12.5 12 11 

10 8 7 10.5 8 9 9.5 8 9 

7 6 6 6 5.5 6 5.5 0 7.5 

5 4.5 0 0 4.5 0 0 0 4.5 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 

Vancomycin 
(30µg/ml) 21 22  18 19.5 20  19 18.5 18 

 LSD   = 1.77للتداخل=     0.889للتركيز=      0.834للبكتريا  
  

 (Chlorohexidine,CHX)الفعل التآزري لمستخلص البروبوليس مع المضاد الحيوي الكلوروهكسـدين  
  :S. salivarius و S. mutansضد بكتريا 

لدراسة الفعالية التثبيطية التآزرية وذلك لكونها المسبب الـرئيس لتسـوس    S. mutansتم انتقاء بكتريا         
بوصفها مسببا ثانويا لهذا المـرض لتقيـيم الفعـل التـآزري      S. salivariusالاسنان ,كما اختيرت بكتريا 

  .CHX للبروبوليس مع المضاد الحيوي 
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اذ  CHX) ان الفعل التثبيطي للبروبوليس قد ازداد عند اضافة المضاد الحيـوي   4يتضح من الجدول (     
و 0.01 ) ملم عند التراكيز (24و 21.5و 21ملم ليصبح ( 18من  S. mutansارتفع قطر التثبيط ضد بكتريا 

بمفرده كما هو موضـح فـي    CHX)% من المضاد الحيوي ,على التوالي ,مقارنة مع استخدام 0.2و 0.1
) ,مما يشير الى امكانية التوليف بين المضادات الحيوية الكيميائية والمنتجات الطبيعية للحصول 3(  الجدول  

  على فعل تثبيطي افضل .
ويبـين   CHX) ان الفعل التآزري يزداد بزيادة تركيـز الكلوروهكسـيدين   4من الجدول (كما يتضح         

مل عند استخدام التراكيـز  /ملغم1)و3و5بلغ ( S. mutansالجدول نفسه ان التركيز المثبط الادنى لبكتريا  
  )% من المضاد ,على التوالي .0.2و 0.1و 0.01(

الذي حصل على Selvan et al. (2011) تتفق النتائج المستحصلة من هذه الدراسة مع نتائج دراسة         
من البروبوليس  ليحصـل علـى    0.5%و CHXمن المضاد الحيوي  0.2%فعل تثبيطي تآزري بأستخدام 

 .Sخص بكتريا .اما فيما ي  S. mutans) ملم لعشرة ضروب من بكتريا 41-28اقطار تثبيط تراوحت بين (
salivarius ) ان الفعل التثبيطي التآزري للمضاد مع البروبـوليس اعطـى نتـائج     5فيتضح من الجدول (

لتوليفـة   (MIC).,وبلغ التركيز المثبط الادنى  S. mutansمشابهة لتلك المستحصل عليها في حالة بكتريا 
)% 0.2و 0.1و 0.01دام التراكيـز ( مل عند استخ/) ملغم1و 3و CHX )5البروبوليس مع المضاد الحيوي 

  مل عند استخدام البروبوليس بمفرده . /ملغم 7من المضاد على التوالي ,بعد ان كان مقداره 
ــدول ( ــا     3ج ــد بكتري ــيدين ض ــوي الكلوروهكس ــاد الحي ــى للمض ــبط الادن ــز المث                                       ): التركي

S. mutans    و  بكتريا S. salivarius  .   

طر 
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  الحيوي تركيز المضاد
 0.005  0.01 0.03 0.05  0.07 0.1 0.15  0.2 البكتريا           (%)

S. mutans 21 16.5 14 11.5 9.5 6 4 0 

S. salivarius 14 13.5 12.5 11.5 9 6.5 4 0 

LSD   =2.732للتركيز  
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      الكلوروهكسيدين ضد بكترياالفعالية التازرية لمستخلص البروبوليس مع المضاد الحيوي ): 4جدول (
S. mutans.  

  تركيز المستخلص              
  مل )/(ملغم          تركيز المضاد

  )%الحيوي (      

 أقطار التثبيط (ملم)

25 15 10 7 5 3 1  0.5 

0.2 24 21 16.5 13.5 10.5 9.5 5.5 0 

0.1 21.5 16.5 15.5 13 11.5 9 0 0 

0.01 21 11.5 10 5.5 4.5 0 0 0 

LSD   =1.37لتركيزالبروبوليس    LSD   = 2.741للتداخل=   0.9137لتركيز المضاد 

  
  .Sالكلوروهكسيدين ضد بكتريا الفعالية التازرية لمستخلص البروبوليس مع المضاد الحيوي ): 5جدول (

salivarius        

  الكلوالفعالية التازرية لمستخلص البروبوليس مع المضاد الحيوي ): 9جدول (
  LSD = 1.29للبروبوليس     LSD=2.594للتداخل=  0.864للمضاد  

فعلا تثبيطيا واسع المدى ضد كل من البكتريا الموجبة والسالبة لصبغة غرام  فضلا عـن   CHXيمتلك     
ترتبط في المواقع السالبة الشحنة على  و بإمكانھѧا أن الفطريات ,اذ تعد جزيئة الكلوروهكسدين موجبة الشحنة 

زية مما يؤدي الى امكانية الجدار الخلوي مما ينتج عنه عدم ثباتية الجدار الخلوي فضلا عن تداخله مع الازمو
  .(ChlorohexidineFact,2012) ثانية . 20قتل الخلايا البكتيرية بسرعة خلال 

  -:  Candida albicansالفعل التثبيطي لمستخلص البروبوليس ضد الخميرة 
ويتضح مـن    Candida albicansتم دراسة الفعالية التثبيطية لمستخلص البروبوليس ضد خميرة        

 /ملغم 25) ان للمستخلص المذكور فعلا تثبيطيا واضحا اذ ادى استخدام التركيز 6النتائج المبينة في الجدول (

  تركيز
  المستخلص               

  مل)/(ملغم        تركيز المضاد
 )(%الحيوي 

 ـــم)ــــــيـط (ملـــــتثبـار الـــــــأقط

25 15 10 7 5 3 1 0.5 

0.2 21.5 20.5 15.5 14 12.5 10.5 5.5 0 

0.1 19.5 16.5 15.5 12 9.5 7.5 0 0 

0.01 19.5 13 10 7.5 4.5 0 0 0 



 

٢١٦ 
 

ملم كما يتضح من الجدول نفسه ان التركيز المثـبط الادنـى   14.5مل الى الحصول على قطرتثبيط مقداره 
  مل ./ملغم 5لمستخلص البروبوليس ضد الخميرة قيد الدراسة بلغ  

اذ بلـغ قطـر    Liberio et al.(2011)تتفق النتائج المستحصلة من هذه الدراسة مع ماحصل عليه         
ملم اما  التركيز المثبط الادنى فأن نتائج الدراسة 9 بأستخدام البروبولس الترابي   C. albicansتثبيط خميرة 

اذ بلغ التركيز المثبط الادنى للبروبولس الايرانـي   Yaghoubi et al.(2007)الحالية  كانت مقاربة لنتائج 
  مل./ملغم 4.1ميرة المذكورة خضد ال
الذي اشار الى عدم فعالية البروبوليس  Hendi et al.(2011)لاتتفق نتائج الدراسة الحالية مع ماوجده       

  .  C. albicansالعراقي ضد خميرة 
  .Candida albicans): الفعالية التثبيطية لمستخلص البروبوليس ضد خميرة 6جدول (
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  م)قطر التثبيط (مل
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