
  
گیاه  عصاره برگ ضدمیکروبیخصوصیات میزان ترکیبات فنولیک و هاي استخراج بر اثر روش

  )Pimpinella affinisاناریجه (
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  چکیده
که سبزیجات برگی منبع خوبی هاي ایمن منجر به افزایش استفاده از ترکیبات ضدمیکروب طبیعی شده است. از آنجاییافزایش تقاضا براي افزودنی

هاي که با روش) pimpinella affinis اناریجه (از ترکیبات ضدمیکروبی طبیعی هستند، این مطالعه با هدف بررسی فعالیت ضدمیکروبی عصاره گیاه 
) و حداقل MICکنندگی (حداقل غلظت ممانعتمختلف ماسراسیون، استفاده از سیال فوق بحرانی و استفاده از اولتراسوند استخراج شده بود، انجام شد. 

 ـ با استفاده از روش میکرودایلوشن بـراي سـویه  ها عصاره) MBCکشندگی (غلظت لیسـتریا مونوسـیتوژنز، اسـتافیلوکوکوس اورئـوس،     ی هـاي میکروب
ها تعیین شد. مقادیر فنول کل عصاره LC-MSمیکروبی تعیین شد. فراکسیون ترکیبات فنولی با استفاده از دستگاه شیاکلیییروژنز و اشرآ سودوموناس

. کمتـرین و  داشـت ترکیبـات فنـولی را    میـزان بالاترین بود. نتایج نشان داد روش استخراج با اولتراسوند  )/gE100mgGA( 25/1502-69/1836بین 
 اسـتافیلوکوکوس اورئـوس  هاي استخراج شده با روش اولتراسوند و روش فوق بحرانی تعلق داشت.ترتیب به عصارهبه MBCو  MICبیشترین مقادیر 

ناریجه به دلیل دارا بودن ترکیبات فنولی و فلاونوئیدي از ها بودند. عصاره امقاومترین باکتري سودوموناس آیروژنز واشریشیاکلی ترین باکتري و حساس
عنوان یک ترکیـب ضـدمیکروبی   هتواند بقبیل گالیک اسید، کافئیک اسید، کلروژنیک اسید، کامپفرول و آپیجنین داراي فعالیت ضدمیکروبی است و می

  طبیعی مورد استفاده قرار بگیرد.
  

  فعالیت ضدمیکروبیهاي استخراج، ، روشماسراسیون، فوق بحرانیاولتراسوند، اناریجه،  هاي کلیدي:واژه
  

   1 مقدمه

هـاي  هاي مرتبط با مواد غذایی یکی از بزرگترین نگرانـی بیماري
کنندگان و تولیدکنندگان مواد غذایی است که منجر به افزایش مصرف

توجه به استفاده از ترکیبات ضدمیکروبی طبیعـی و در نتیجـه بهبـود    
مواد غذایی شده است. از سوي دیگر کیفیت و افزایش عمر ماندگاري 

هاي سنتزي مورد اسـتفاده  کنندگان در مورد نگهدارندهنگرانی مصرف
در مواد غذایی؛ که منجر به اثرات سـرطانزایی، مشـکلات گوارشـی،    

شـود، باعـث   هاي کبد و ضعف سیستم ایمنـی در بـدن مـی   نارسایی
افــزایش تقاضــا بـــراي ترکیبــات ضـــدمیکروبی طبیعــی شـــده     

ــت( ــدمیکروب Tajkarimi et al.,2010اس ــات ض ــی).ترکیب  طبیع
ها ها، جلبکتواننداز منابع گوناگون مانند گیاهان، حیوانات، باکتريمی
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دهنده اثرات ضدمیکروبی ها تهیه شوند. مطالعات گوناگون نشانو قارچ
 ;Cowan, 1999( ترکیبـات گیـاهی در محصـولات غـذایی اسـت     

Gyawali& Ibrahim, 2012; Hayek et al.,2013.(  از ســوي
نیاز مستمر در زمینه ها ریزسازوارهدیگر بروز مقاومت دارویی در انواع 

جهـت بـه حـداقل رسـانیدن      ،جدیـد ضدمیکروبی شناسایی ترکیبات 
عنـوان جـایگزین   ها بـه و استفاده از آنها ریزسازوارهمقاومت دارویی 

 ,.Celiktas et al( هاي شیمیایی را دو چندان نموده استنگهدارنده
، ضـدمیکروبی هاي گیاهی به دلیل دارا بودن ترکیبات عصاره ).2007

کننده رادیکال آزاد، توانایی بالایی بـراي  و عوامل حذف ضداکسایشی
 Tajkarimi( دارا هستندرا عنوان یک نگهدارنده طبیعی کارگیري بههب

2008 et al.,2010; Hussain et al.,.(  ت گیـاهی اس ـ 42اناریجـه
کـه در منـاطق مختلـف عـراق،     متر سانتی 110-20با ارتفاع یکساله 

هاي و داراي گل کندایران، رشد مینواحی مرکزي و شمالی سوریه و 
این گیـاه   .)Bozin etal.,2006( هاي بیضی شکل استسفید و میوه

و در طـب   )Mozaffarian, 1996( بودهضدمیکروبی داراي خاصیت 

                                                        
4 Pimpinella affinis 
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کننده، ضداسپاسم و ادرار آور ضدنفخ، ضدعفونیعنوان هسنتی از آن ب
بـراي اسـتخراج عصـاره از     .)Gulcin et al., 2003( شوداستفاده می

توان به تقطیر، هاي مختلفی استفاده می شود که از آن جمله میروش
ماسراسیون، خیساندن، استخراج بـا فشـار، مـایکروویو، سـیال فـوق      

ند اشاره نمود. روش ماسراسیون نیاز بحرانی و استفاده از امواج اولتراسو
شود. به حلال بسیار زیادي دارد و منجر به آلودگی محیط زیست می

استخراج با سیال فوق بحرانی که با استفاده از یـک سـیال بـی اثـر،     
شـود؛  کربن انجـام مـی  اکسـید غیرقابل اشتعال و غیر سمی مانند دي

ک امـواج  روش دوستدار محیط زیست است. روش اسـتخراج بـا کم ـ  
هاي نوین استخراج ترکیبات فعال اسـت کـه   اولتراسوند یکی از روش

علاوه بر کاهش زمان استخراج، با ایجاد پدیده کاویتاسیون، منجر به 
شود و راندمان اسـتخراج را  هاي گیاهی مینفوذ حلال به درون بافت

). Razavi & Esmaeilzadeh kenari, 2016(دهـد  افـزایش مـی  
هاي مختلف استخراج بر فعالیت العه بررسی اثر روشهدف از این مط

ضدمیکروبی عصاره برگ گیاه اناریجه و شناسـایی ترکیبـات مـوثره    
  عصاره بود.

  
 هامواد و روش

مواد شیمیایی مورد استفاده در این پژوهش از شرکت مرك آلمان 
رخـوردار  ب HPLCو سیگما آلدریج خریداري شدند و همگی از درجـه  

هاي طبیعی این گیاه آوري از رویشگاهاناریجه بعد از جمعگیاه  بودند.
شناسـی دانشـکده کشـاورزي    در استان مازندران توسط بخـش گیـاه  

دانشگاه ساري مورد تایید قـرار گرفـت. سـپس در محـیط خشـک و      
تاریک به دور از نور خورشید و در جریان هوا خشک شد و با آسـیاب  

میکرون) الک شد و  800( 80مش با الک توسط بصورت پودر درآمد و
ي دماتا زمان استفاده در کیسه پلی اتیلنی دو لایه تیره در یخچال با 

C°4 .نگهداري شد  
  

  استخراج عصاره برگ اناریجه
  روش ماسراسیون

 100( 5به  1گرم پودر گیاه اناریجه به نسبت  20طور خلاصه هب
به  آب تانول:لیتر حلال) با حلال امیلی 500گرم پودر گیاه اناریجه و 

 1600ساعت در شیکر با سرعت  48) به مدت 50:50( نسبت حجمی
حـلال اضـافی بـه    دور در دقیقه ترکیب شد تا عصاره استخراج شود. 

) تبخیر و تـا زمـان اسـتفاده در    C°45ي وسیله روتاري اواپراتور (دما
  ).Tabanca et al., 2007( نگهداري شد -C°18ي فریزر با دما

  
  بحرانیروش فوق 

 بـا  10 بـه  1 نسـبت  گیاه اناریجه بـه  شده پودر نمونه از گرم 10
ــلال ــانول: ح ــوط )50:50آب ( ات ــد مخل ــاره .ش ــريعص ــط گی  توس

اتمسـفر بـه    100، فشار C°35 دماي در بحرانی فوق اکسیدکربندي
 Suprex MPS/225) دقیقـه و بـا اسـتفاده از دسـتگاه      30مـدت  

Multipurpose) کننـده  عنوان حـلال تعـدیل  ل بهانجام شد. از متانو
استفاده شد. عصاره استخراج شده بعد از تبخیر حلال توسط روتـاري  

 نگهــــداري گردیــــد   -C°18ي )، در دمــــا C°45اواپراتــــور (
)Tachakittirungrod et al., 2007(.  

  
  روش اولتراسوند

 100با  و شد توزین ترازو گیاه اناریجه با شده پودر نمونه گرم 20
) مخلـوط  50:50( به نسبت حجمیآب  -) اتانول1:5( حلاللیتر میلی

 30) بـه مـدت   Elmas model 690/Hاولتراسوند ( حمام در گردید و
و حلال اضافی با  کیلوهرتز قرار گرفت 35و فرکانس  C°35دقیقه و 

) تبخیر شد. عصاره تغلیظ شـده تـا   C°45استفاده از روتاري اواپراتور (
 ,.Goli et al(نگهداري شد  -C°18ي دمازمان استفاده در فریزر با 

2005(.  
  
  گیري مقدار کل ترکیبات فنولیاندازه
معـرف   لیتـر میلی 5با  عصاره از لیترمیلی 5/0 مقدار روش این در
 بـود،  شـده  رقیـق  مقطـر  آب با10 به 1 نسبت به سیوکالچوکه فولین

 آن بـه  )مـولار  1( سـدیم کربنـات    لیترمیلی4 گردید. سپس مخلوط
قـرار   C°45ي مـام آبـی بـا دمـا    ح در دقیقه15 مدت شد و به اضافه

 نـانومتر  765 در آن جـذب  سـپس  و یابد گسترش آبی فاز تا گرفتند
بـراي رسـم منحنـی     شـد.  خوانـده   UV-Visاسـپکتروفتومتر  توسـط 

با قرار دادن ها و مقدار فنول نمونه استاندارد از گالیک اسید استفاده شد
ܻمعادلـه خطـی (  مقدار جذب عصـاره در   = ݔ1.02 + ) بـر  0.431

 Albu et( والان اسید گالیک بر گرم عصاره بیان شداکیاساس میلی
al., 2004(.  

  
  هاي میکروبیتهیه محلول

)، ATCC19112( 1لیسـتریا مونوسـیتوژنز  هـاي میکروبـی   سویه
 3یروژنـز آ، سـودوموناس  )ATCC25923( 2استافیلوکوکوس اورئـوس 

)ATCC9027( 4شیاکلیی) و اشرATCC25922 (صورت به میکروبی
هاي هاي لیوفیلیزه از کلکسیون بانک میکروبی سازمان پژوهشآمپول

احیا شدند. بعـد  6TSBتوسط محیط کشت  و ) تهیهIROST5ایران (

                                                        
1 Listeria monocytogenes 
2 Staphylococcus aureus 
3 Pseudomonas aeruginosa 
4 Escherichia coli 
5 Iranian Research Organization for Science 

and Technology 
6 Tryptic Soy Broth 
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 درسـاعت   18-24هـا بـه مـدت    از تهیه محیط کشت مادر، بـاکتري 
  ) برده شدند (کشت شبانه).C°37ي دما( 1MHBمحیط 
  
  هاي مختلف عصاره و لاکتات سدیمرقتتهیه 

هـا تهیـه شـد. سـریال     هاي استوك هـر کـدام از عصـاره   محلول
گـرم بـر   میلـی  10تا  01/0هاي ها با غلظتهاي مختلف عصارهرقت
از  عبـور تهیه شد و سپس با  %5/2لیتر در دي متیل سولفوکسید میلی

استریل ها ) عصارهMinisart, NML( میکرومتر 22/0سرنگ استریل
عنوان ماده نگهدارنده استاندارد مواد غـذایی  از لاکتات سدیم به. شدند

وزنی)  درصد وزنی/ 60تفاده شد. استاندارد میکروبی لاکتات سدیم (اس
هاي حجمی/حجمی) آماده شد و رقت %5( 2در دي متیل سولفوکسید

 لیتر تهیه شـد میلی گرم بر میلی 20تا  1/0گوناگون سدیم لاکتات از 
)Boziarin, et.al., 2011(.  

  
  کنندگی عصارهتعیین حداقل غلظت ممانعت

ــه ــت  ب ــت ممانع ــداقل غلظ ــین ح ــور تعی ــدگی از روش منظ کنن
، NCCLاي اسـتریل اسـتفاده شـد (   خانه 96در پلیت  3میکرودایلوشن

هـا  میکرولیتر محیط کشت مولر هینتون براث در چاهـک  70). 2000
 70مـک فارلنـد (معـادل     5/0سوسپانسـیون میکروبـی   قرار گرفـت.  

 لیترمیلیباکتري در هر کلنی  CFU/ml 810×5/1میکرولیتر که حاوي
قل غلظــت هـا، جهـت تعیـین حـدا    اسـت) بـراي هـر یـک از سـوش     

اي اضافه شد و خانه 96هاي ها به میکروپلیتکنندگی عصارهممانعت
هاي مختلف عصاره به هر چاهک اضافه میکرولیتر از رقت 70سپس 

 210سـتون سـمت چـپ کـه حـاوي      .)Donald et al., 2001( شـد 
 حجمی/ %5/2، دي متیل سولفوکسید MHBمیکرولیتر محیط کشت 

عنوان کنترل مثبت و ستون سمت راسـت  بود به ریزسازوارهحجمی و 
میکرولیتر عصاره بـود   70 و MHBمیکرولیتر محیط  140که حاوي 

اي بـه  خانـه  96یت عنوان کنترل منفی در نظر گرفته شد. میکروپلبه
 Singh et( شد گذاريگرمخانهدرجه  37ساعت در انکوباتور  24مدت 

al.,2000; Baghi, 1996(.  
گیري میزان جذب و بـا  وسیله اندازهبهریزسازواره ممانعت از رشد 

 ELISA Readerدســـتگاه قرائـــت کننـــده الایـــزا، اســـتفاده از 
نانومتر) ارزیابی گردید و اولین  630در طول موج  2100-(استاتفاکس

لیتر) میلی گرم/لیمی( MICعنوان بهبا کمترین جذب قرائت شده خانه 
هاي . تمام آزمایشات در سه تکرار انجام شد و میانگین دادهتعیین شد

  .)Corbo et al., 2008رائه گردید (ا MICج عنوان نتایبدست آمده به
  

                                                        
1 Mueller-Hinton broth 
2 Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
3 Microdilution 

  کشندگی باکتري یین حداقل غلظتتع
هـا  که رشد باکتريMICهاي روش میکرولیتر از چاهک 5میزان 

ها کاملا متوقف شده بود به محیط کشت مـولر هینتـون آگـار    در آن
ساعت  24-22ها به مدت منتقل شد و کشت سطحی انجام شد. پلیت

ترین غلظت عصاره کـه  گذاري شدند. پایینگرمخانه C°37ي دمادر 
زارش گ MBCعنوان مقادیر ها رشد کند، بههیچ باکتري نتواند در آن

  .)Oroojalian et al., 2010(د شدن
  

  LC-MSتعیین فراکسیون ترکیبات فنولی عصاره با استفاده از 
ــتگاه    ــه از دس ــاره اناریج ــازنده عص ــزاي س ــایی اج ــراي شناس ب

اه ) استفاده شد. دستگAPI 165Perkin-Elmerکروماتوگرافی مایع (
 1100گیـر و آشکارسـاز اتوماتیـک    قسـمتی، نمونـه   داراي پمپ چهار

نانومتر و انـدازه سـتون    220-500کروماتوگراف بود. اندازه آشکارساز 
میکرولیتـر بـود.    100متـر و حجـم تزریـق    میلی 150×متریلیم 6/4

، یونیزاسیون الکترواسـپري  Cº35شامل درجه حرارت  4ESIتنظیمات 
 CEM، آشکارسـاز  5psi8) بـا فشـار   curtain gasولت، گـاز (  4500
با نسبت  استونیتریل فرمیک اسید در آب: %1ولت بود. محلول  2300
ــول 95:5(ی حجمــ ــر  12/0) تهیــه شــد و ســپس محل میکروگــرم ب

دقیقـه در   3میکرولیتر از عصاره در ایـن محلـول تهیـه و بـه مـدت      
g13000  .ه براي آنـالیز  میکرولیتر از محلول تهیه شد 5سانتریفوژ شد

مورد استفاده قرار گرفت. فاز متحـرك شـامل آ)    LC-MSدر دستگاه 
 %90فرمیـــک اســـید در  %1/0فرمیــک اســـید در آب و ب)   1/0%

میکرولیتر بر دقیقه بود. ترکیبـات   500آب با نرخ جریان  استونیتریل:
فنولی موجود در عصاره با مقایسه زمان بازداري ترکیبات بـا ترکیـب   

  ها بر حسب درصد بیان شد.اندارد شناسایی شدند و مقدار آناستفنولی 
  

  هاداده آماريتجزیه و تحلیل 
، MICنتایج بدست آمده از تعیین آماري بر روي تجزیه و تحلیل 

MBC در قالب طرح آزمایشی کاملا  هامیزان ترکیبات فنولی عصاره و
مقایسه  .ورت گرفتص 20سخه ن SPSSافزار تصادفی با استفاده از نرم

روش آنواي یک  ها با استفاده از آزمون دانکن و با استفاده ازمیانگین
منظور کاهش خطا کلیه آزمایشـات در سـه تکـرار    طرفه انجام شد. به

  انجام شد.
  

 نتایج و بحث

  میزان ترکیبات فنولی عصاره
آوري شده از منابع گیـاهی داراي اثـرات   هاي گیاهی جمععصاره

                                                        
4 ElectrosprayIonisation 
5 Channel Electron Multiplier 
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ها اي، مخمرها و ویروسهاي رشتهها، قارچتريعلیه باکضدمیکروبی 
ــده   ــی پیچی ــل حضــورترکیبات طبیع ــه دلی ــه ب ــتند ک ــد هس اي مانن

هـا، اترهـا،   دار، الکـل ها (ترپنوئیـدها)، ترکیبـات اکسـیژن   هیدروکربن
د باشها و فنول استرها میها، فنولها، آلدئیدها، لاکتوناسترها، کتون

)Stefanakis et al.,2014(.  هـاي  ترکیبات فنولی موجود در عصـاره
باعـث  هـا  گیاهی با اثر بر لایه فسفولیپیدي دیواره سلولی ریزسازواره

هـا  ریزسـازواره هـاي  افزایش نفوذپذیري غشا و خروج محتوي سـلول 
شوند. همچنین ممکن است اثرات ضدمیکروبی خود را بـا اثـر بـر    می

 دف اعمـال کننـد  هـاي ه ـ ریزسـازواره آنزیم آمینواسید دکربوکسیلاز 
)Ojagh et al.,2010( دسـت آمـده از تجزیـه و    . بر اساس نتایج بـه

تحلیل کمی ترکیبات فنولی عصـاره توسـط روش اسـپکتروفتومتري،    
 25/1502هاي گوناگون میزان ترکیبات فنولی استخراج شده با روش

مشاهده  1همانطور که در جدول  ) بود.mg GA/100g( 69/1836تا 

ت فنـولی در دو روش ماسراسـیون و اولتراسـوند بـا     ترکیبـا  شـود می
عصـاره اسـتخراج شـده بـه     . دار آماري نداشتندیکدیگر اختلاف معنی

، لـذا ایـن   روش اولتراسوند بالاترین مقدار ترکیبـات فنـولی را داشـت   
ها مورد بررسی قرار عصاره براي شناسایی ترکیبات فنولی و فراکسیون

اد پدیـده کاویتاسـیون، دیـواره سـلولی     امواج اولتراسوند با ایج .گرفت
هاي گیـاهی را تخریـب و بـا افـزایش نفـوذ حـلال بـه داخـل         بافت
هاي گیاهی به خروج هرچه بیشتر ترکیبات فنولی عصاره کمک سلول

حسـین و  یـن نتـایج بـا نتـایج     ا .)Hussain et al., 2008( کنـد می
ــاران، ( ــاران( ،)2008همک ــک و همک ــه و و  )2014کارابگوی ــرچ ت بی

زمینی، برگ گیلاس وتخم کتـان مطابقـت   راي پوسته بادامب )2014(
ها اعلام نمودند اولتراسوند ترکیبـات فنـولی را بـه    دارد که همگی آن

  نماید.میزان بیشتري استخراج می

  
 تروفتومترياناریجه به روش اسپک عصارهگیري شده اندازهمقدار فنول کل  - 1جدول 

  )/g E100mg GA( فنول کل  گیرينوع روش عصاره
 a1/26±63/1790 ماسراسیون

 19/4b±1502/52 سیال فوق بحرانی
 31/2a±1836/69 اولتراسوند

  .است %5دار در سطح حروف غیرمشابه در هر ستون بیانگر اختلاف معنی
 

  عصاره اناریجهترکیبات شناسایی شده در 
در  LC-MSمهمترین ترکیبات شناسـایی شـده توسـط دسـتگاه     

نشان داده شده است. عصاره اناریجه حاوي ترکیبات فنـولی   2جدول 
 )2013(مانند گالیک اسید و آپیجینین اسـت. مارسـتیک و همکـاران    

ضمن بررسی اثرات ضداکسایشی و ضدمیکروبی عصـاره زولنـگ (از   
خانواده چتریان) وجود اسید گالیـک و آپیجینـین در عصـاره را تاییـد     

 نمودند.
ها هر دو عصاره متانولی و کلروفرمـی زولنـگ بـر    در مطالعه آن

استافیلوکوکوس هاي گرم مثبت و گرم منفی روي هر دو گروه باکتري
ــز و اشریشــیاکلیاورئــوس، ســودومونا ــرات مهــار  س آیروژن داراي اث

میکروگـرم بـر    6/15براي هر سه عصاره MICکنندگی بودند. مقدار 
ا ر RNA و DNAفلاونوئید آپیجنـین سـنتز    Bمیلی لیتر بود. حلقه 

. ترکیــب دیگــر )Cushnie & Lamb, 2005(نمایــد محـدود مــی 
ضدباکتریایی شناسایی شده در عصاره اناریجه کامپفرول بود که اثرات 

این ترکیب احتمالا بر  .)Akroum etal., 2009(آن ثابت شده است 
گذارد و همچنین با غیرفعال ها اثر میهاي سلولی باکتريروي دیواره

هاي پروتئینی باکتري ها و از بین بردن همبستگی پوششنمودن آنزیم
. ترکیبات )Cowan, 1999(کند اثرات ضدمیکروبی خود را اعمال می

کوماریـک و کافئیـک اسـید (شناسـایی شـده در عصـاره       -فنولی پی
 Mianabadi et(اناریجــه) داراي خاصــیت ضــدمیکروبی هســتند 

al.,2015(هاي هیدروکسیل در ترکیبات فنولی . تعداد و موقعیت گروه
موجود در عصاره فاکتور اصلی و موثر بر فعالیـت ضداکسایشـی ایـن    

هـاي  و با افـزایش تعـداد گـروه    )Ulte et al., 2002(ترکیبات است 
 ,Cowan(یابـد  هیدروکسیل فعالیت ضدمیکروبی عصاره افزایش می

1999(.  
  

و حــداقل غلظــت    1کشــندگیمقایســه حــداقل غلظــت  
  هاي مختلفصارهع 2کنندگیممانعت

حداقل غلظت بازدارندگى، حـداقل غلظتـى از عصـاره اسـت کـه      
 حداقللوگیرى کند و ها جدرصد از رشد باکترى 90تواند به میزان مى

 باعـث  کـه  ازعصاره استی غلظت حداقل باکتریایى،ی کشندگ غلظت
نتایج نشان داد که  شود.میا هباکترى از درصد 9/99رشد  ازي جلوگیر

ــاي ریزســازواره ــودوموناسو شــیاکلییاشره ــزیآ س ــه  روژن نســبت ب
حـداقل غلظـت   داراي اورئـوس  استافیلوکوکوسو  لیستریامونوسیتوژنز

عصـاره  . باشـند میکشندگی بیشتري کنندگی و حداقل غلظتممانعت
با هر  لیتر و بالاترگرم بر میلیمیلی 10هاي بالاي غلظتاناریجه در 

که  کدام از روش هاي ماسراسیون، فوق بحرانی و با کمک اولتراسوند
حـداقل  ها داراي اثرات کشندگی است. استخراج شود بر روي باکتري

                                                        
1 Minimom inhibitory concentration 
2 Minimom bacteriocidial concemtration 
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در هـا  ریزسـازواره کشـندگی  حداقل غلظـت  کنندگی وغلظت ممانعت
ترتیب عصاره استخراج شـده  و بعد از آن به بودروش اولتراسوند کمتر 

 به روش ماسراسیون و عصاره حاصل از روش فوق بحرانی قرار داشت

 )2010. این نتـایج بـا نتـایج عروجعلیـان و کرمانشـاهی (     )3(جدول 
  طابقت دارد.م

  ایی عصاره اناریجهیترکیب شیم -2جدول
  شاخص بازداري  مقدار (بر حسب درصد)  

Gallic acid  09/5 1/4  
3-O-Caffeoylquinic acid  04/0 03/5  
4-O-Caffeoylquinic acid  59/1 1/6  

3-caffeoylquinic acid (neochlorogenic acid) 33/1 39/7 
5-O-Caffeoylquinic acid  13/4 2/8  

5-caffeoylquinic acid (chlorogenic acid) 07/0 22/8 
chlorogenic Acid  54/31 32/11  

3-feruloylquinic acida  24/0 73/11  
4-caffeoylquinic acid (cryptochlorogenic acid) 1/0 12 

Quercetin-3-O-glucuronide  84/0 4/13  
1,5-O-Dicaffeoylquinic acid  03/0 9/13  

5-feruloylquinic acida  11/0 10/15  
3,5-O-Dicaffeoylquinic acid  02/0 15,12  

Quercetin-O-dihexoside  34/1 22/15  
1-feruloylquinic acida  14/0 54/15  

Cafeic acid 73/12 04/16  
Apigenin-7-O-glucoside  26/3 1/16  

Quercetin-3-O-rutinoside (rutin)  05/1 8/16  
Quercetin-3-O-galactoside (hyperoside) 1 3/18  

Apigenin-acetyl-apiosylglucoside (acetyl-apiin) 14/8 42/18  
Kaempferol 3-O-rutinoside 06/0 54/18  

Quercetin-3-O-glucoside (isoquercitrin)  54/0 6/18  
Apigenin-malonyl-apiosylglucoside (malonyl-apiin) 68/6 63/18  

4,5-O-Dicaffeoylquinic acid  01/0 7/18  
Kaempferol 3-O-glucoside 12/0 81/19  

Quercetin-3-O-glucuronide (miquelianin)  06/0 28/20  
Luteolin-7-O-glucoside  86/1 4/20  
Apigenin-6-C-glucoside  19/11 5/21  
1,5-dicaffeoylquinic acid 07/0 69/21 

Rosmarinic acid 62/5 45/22 
p-Coumaric acid derivative  83/0 11/34  

  
 اورئوس استافیلوکوکوسراي ب MICها مقادیر بر اساس نتایج آن

) بررسـی  2013بود. در مطالعه تارون و پینـدي (  شیاکلییاشرکمتر از 
ا روش ب Pimpinella tirupatiensisعصاره گیاه ضدمیکروبی اثرات 

نسبت بـه   شیاکلییاشردهنده حساسیت بالاتر انتشار در دیسک نشان
بـود و مسـاحت ناحیـه بازدارنـدگی بـراي       اورئـوس  استافیلوکوکوس

حـداکثر غلظـت    )1393کمتر بود. جوادیان و همکـاران ( شیاکلییاشر
ــاکترياقل غلظــتکننــدگی و حــدممانعــت ــراي ب هــاي کشــندگی ب

را که با عصاره آویشن  یروژنزآ سودوموناسو  اورئوس استافیلوکوکوس
لیتر اعلام نمودند گرم بر میلیمیلی 20و  10ترتیب تیمار شده بود، به

 25/7و  5ترتیـب  که در پژوهش حاضر براي عصاره ماسراسیونی بـه 
ایزدي . د بررسی بوده استت آمد و دلیل اختلاف نوع عصاره مورسدهب

کشندگی با استفاده از اعلام نمودند حداقل غلظت )2014( و همکاران
هاي روش میکرودایلوشن در مورد عصاره گیاه سرخاگل براي باکتري

. افزایش یافتآیروژنز سودوموناسو  شیاکلییاشر، لیستریامونوسیتوژنز
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  .داشتاین نتایج در مورد لیستریا با نتایج ما مطابقت 
  

  هاي مختلفحداقل غلظت ممانعت کنندگی و حداقل غلظت کشندگی عصاره - 3 جدول
  

  ریزسازواره
  
  گرم

  لیتر)گرم بر میلیکشندگی(میلیحداقل غلظت  کنندگی(میلی گرم بر میلی لیتر)حداقل غلظت ممانعت
  لاکتات سدیم  اولتراسوند  فوق بحرانی  ماسراسیون  لاکتات سدیم  اولتراسوند  فوق بحرانی  ماسراسیون

  Bc5/0±5 Bc5/0±5/5 Cb25/0±4  Ab3/1±5/13  Cc6/0±10  Bc3/1±12 Cb08/1±10  Ab2/1±16  +  اورئوس استافیلوکوکوس
  Bb43/0±25/6  Bb25/0±5/6  Cb25/0±4 Ab3/1±5/13  Bb13  Bb1/1±14 Cb9/0±10  Ab2/1±16  +  لیستریا منوسیتوژنز

  Ca25/0±25/7  Ba 5/0±9  Ba5/0±8  Aa14/1±5/16 Ba75/0±15  Aa3/1±18  Ba1/1±14 Aa2/1±18  -  روژنزآیسودوموناس 
  Ca25/0±25/7  Ba 5/0±9  Ba5/0±8 Aa14/1±5/16 Ba75/0±15  Aa3/1±18  Ba1/1±14 Aa3/1±18  -  شیاکلییاشر

  است. %5در سطح دار آماري دهنده اختلاف معنیحروف کوچک غیر مشابه در هر ستون نشان
 است. %5دار آماري در سطح دهنده اختلاف معنیحروف بزرگ غیر مشابه در هر ردیف نشان

  
کشندگی برگ سنجد را )حداقل غلظت2014( دار و همکارانجامه

تعیـین   روژنزیآ سودوموناسلیتر علیه باکتري گرم بر میلیمیلی 5/12
هـاي مختلـف داراي اثـرات    هـاي گیـاهی در غلظـت   نمودند. عصاره

 Jemedar etهسـتند (  روژنـز یآ سـودوموناس ضدباکتریایی بر رشـد  
al.,2014(. نصیرپور و همکاران )هاي حساسیت بالاتر باکتري )1394

هاي گیاهی نسبت به گرم مثبت لیستریا و استافیلوکوکوس به عصاره
هـاي  تفـاوت را بـه علـت   ی شـیاکل یاشرمانند  هاي گرم منفیباکتري

 تمـاس  مثبـت  گـرم  هايباکتري در دانستند.ها ریزسازوارهساختمانی 
 صورتساختمان دیواره سلولی  با عصاره هیدروفوب ترکیبات مستقیم

 برجـاي  را خـود  اثـر  ترکیبـات  این که است جایی محل این گیرد.می
 نشـت  یـا  و هایون نفوذپذیري افزایش صورتهب یا اثر گذارند. اینمی

 سیستم ناتوانی صورتهب اینکه یا و دهدیم رخ سلولی حیاتی ترکیبات
 بـین  محققـین ارتبـاط   از برخـی  کنـد. مـی  بـروز  باکتریـایی  آنزیمی

 بـا  را هـا عصـاره  در موجـود  غالب اجزا از برخی شیمیایی ساختارهاي
  .)Corbo et al., 2008(اندنموده گزارش هاآن ضدباکتریایی فعالیت

طـور کامـل   هها هنوز بمکانیسم دقیق اثرات ضدباکتریایی عصاره
رسد ترکیبات فنولی موجود در عصـاره از  نظر میهدرك نشده است. ب

خـود را  ضـدمیکروبی  طریق تغییر ساختار و عمل غشا سلولی اثـرات  
کنند. این ترکیبات با افزایش نفوذپـذیري غشـا منجـر بـه     اعمال می

 ;Ziech et al.,2012( شـوند و متورم شدن سلول میافزایش حجم 
Kalemba & Kunicka, 2003(. هاي گرم منفی عـلاوه بـر   باکتري

گلیکان، یک مایکولیک اسید هم دارند که سـطح هیـدروفیلی    و پپتید
عنوان مانع در باشد و بههاي لیپوپلی ساکاریدي میمولکولآن غنی از

 .)Kalemba & Kunicka, 2003( کندها عمل میبرابر آنتی بیوتیک
تازها و پلاسـمی (فسسـفا  هاي موجود در فضاي پـري همچنین آنزیم

سـیلیناز) و  اي و بتالاکتامازها (پنیهاي تجزیهپروتئازها از گروه آنزیم
زدا هـاي سـم  کننده آمینوگلیکوزید از گروه آنـزیم هاي فسفوریلهآنزیم

هاي گرم در مورد باکتريهاي وارد شده را تجزیه کنند. قادرند ملکول
راحتی دیواره سلولی و غشاي سیتوپلاسمی بهضدمیکروبی مثبت مواد 

 شـود را تخریب کرده که منجر به نشت سیتوپلاسم و انعقـاد آن مـی  
)Duffy& Power, 2001; Negi et al.,2003(.    مکانیسـم دیگـر

دهـی ترکیبـات   در شـکل هـا  آنترکیبات فنولی توانایی ضدمیکروبی 
هاي ها است. این ترکیبات با تخریب گیرندهسنگین با پروتئین محلول

هــا اخــتلال ایجــاد هــا، در ســنتز پــروتئینســطحی دیــواره بــاکتري
لذا با توجه  .)Singh et al.,2000; Almajano et al., 2008(کندمی

کشـندگی  به توضیحات گفته شده دلیل بالاتر بـودن حـداقل غلظـت   
  شود.خوبی توجیه می گرم منفی بههاي ریزسازواره

  
  گیرينتیجه

هـاي مختلـف اسـتخراج بـر     در این مطالعه به بررسی اثـر روش 
خاصیت ضدمیکروبی عصاره برگ گیاه اناریجه پرداختـه شـد. نتـایج    
نشان داد بین میزان ترکیبات فنولی عصـاره و فعالیـت ضـدمیکروبی    

د به عصاره رابطه مستقیم وجود دارد. عصاره حاصل از روش اولتراسون
دلیل دارا بودن مقادیر بالاي ترکیبات فنـولی و فلاونوئیـدي فعالیـت    

کمتري نسبت MBCو  MICر ضدمیکروبی بالاتري نشان داد و مقادی
هاي ماسراسیون و فوق بحرانی داشتند. هاي حاصل از روشبه عصاره

کند که با توجه به اینکه عصاره اناریجه نتایج این تحقیق پیشنهاد می
عنوان یک توان آن را بههاي سنتزي را ندارد میضدمیکروبمضرات 

  ضدمیکروب طبیعی در صنعت غذا استفاده نمود.
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1Introduction: It has been well demonstrated that vegetables provide, in addition to other basic nutrients, 

bioactive substances with beneficial effects on human health. In fact, the consumption of vegetables has been 
associated with lower incidence and lower mortality rates of cancer and cardiovascular diseases in humans. 
Increasing demand for natural additives has shifted the attention from synthetic to natural antimicrobial agents. 
Leafy vegetables are found to be good source of antimicrobial agents. This study was aimed to examine the 
antimicrobial activity of leaf extracts of pimpinella affinis. Pimpinella affinis is a member of the family 
Apiaceae. This biennial herb grows up to 110 cm tall and is native in central and northern parts of Iran. In 
traditional medicine this herb is being used as carminative agent, appetizer, diuretic, antispasmodic drug, 
antimicrobial, sedative and lactation medication. It has also been distinguished as an antioxidant and 
antibacterial agent. There are several methods of obtaining extract from plants including maceration, super 
critical fluid extraction, subcritical water extraction, microwave and ultrasonic assisted method. 

 
Materials and Methods: After collection from natural habitats of Pimpinella affinis in Mazandaran 

Province, it was then approved by the Department of Botany of Faculty of Agriculture of University of Sari. The 
plant was dried in a dry and dark place away from the sun and then was pulverized in the mill and sieved by a 
mesh of 80 (800 microns). Pimpinella affinis extract obtained by using maceration extraction (ME), ultrasonic 
assisted method (UAE) and supercritical fluid extraction (SFE). Ethanol: water in 50:50 ratio used as solvent for 
extraction. Total phenolic content of different extracts was measured by Folin-ciocalteu method. The phenolic 
compounds fractions were determined using Liquid chromatography–mass spectrometry system. After preparing 
the mother culture medium, the bacteria were cultured in MHB medium (37 ° C) for 24-18 hours. Stock 
solutions were prepared from each of the extracts. Serial dilutions of the extracts at concentrations of 0.01 to 10 
mg / ml in 2.5% dimethyl sulfoxide were prepared and then sterilized with 0.22 μm pore size syringe filter. 
Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration assay (MBC) were 
determined by micro dilution method for listeria monocytogenes (ATCC19112), staphylococcus aureus 
(ATCC25923), pseudomonas aeruginosa (ATCC9027) and Escherichia coli (ATCC25922). Antimicrobial 
growth was inhibited by measuring the absorbance and ELISA Reader was used to determine the growth rate of 
microorganisms, and the first house with the lowest absorption read as MIC (mg /ml) was determined. Statistical 
analysis of MIC, MBC and phenolic compounds of extracts results was done in a completely randomized design 
and using SPSS software version 20. The comparison of the means was done using Duncan’s test and one-way 
ANOVA method. In order to reduce the error, all experiments were performed in triplicate. 

 
Results and Discussion: Total phenolic content of extracts ranged between 1502.25 to 1836.69 mg GA/100g 

E. The results showed that the ultrasonic assisted method have highest total phenolic content and the least 
phenolic content was observed in extract which obtained by supercritical fluid extraction. Chlorogenic Acid, 
Cafeic acid and Apigenin-6-C-glucoside were the predominant fractions in Pimpinella affinis which detected by 
Liquid chromatography–mass spectrometry system. The least and highest amount of MIC and MBC were 
belonged to ultrasonic assisted and supercritical fluid extracts, respectively. Staphylococcus aureus was most 
sensitive and Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa were most resistance bacteria. Pimpinella extract 
due to having phenolic compounds such as Gallic acid, Cafeic acid, Chlorogenic Acid, Kaempferol and 
Apigenin showed antimicrobial activity and can be used as natural antimicrobial agent. 

 
Keywords: Pimpinella affinis, Ultrasonic assisted, Maceration, Supercritical Extraction, Antimicrobial 
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