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تأثير واريته و روش استخراج بر ويژگي هاي آنتي اكسيداني و ضد ميكروبي عصاره برگ هاي 

  زيتون
  

  4يمهران اعلم - 3 مرتضي خميري -*2سيد مهدي جعفري - 1زهرا رفيعي 

 19/7/89: تاريخ دريافت

  14/1/90: تاريخ پذيرش     
  

  
  چكيده

در ادامه فعاليت آنتـي اكسـيداني   . غني و ميشن با دو روش غرقابي و مايكروويو استخراج شددر اين پژوهش، تركيبات فنولي سه واريته كرونايكي، رو
نتـايج نشـان داد عصـاره    . عصاره هاي حاصل به سه روش مهار راديكال دي پي پي اچ، قدرت احيا كنندگي و ظرفيت آنتـي اكسـيداني كـل تعيـين شـد     

در سـه  IC 50و كمتـرين  ) ميلي گرم معادل اسيد تانيك در گرم عصـاره  667/244 ±12/0(فنولي مايكروويوي واريته كرونايكي، بيشترين ميزان تركيبات 
و ظرفيـت  ) ميكروگرم در ميلي ليتـر  015/148 ±05/0(، قدرت احيا كنندگي )ميكروگرم در ميلي ليتر 19/74 ±15/0(دي پي پي اچ آزمون مهار راديكال 
همچنين ارتباط خطي بين ميزان تركيبات فنولي و قـدرت آنتـي   . را به خود اختصاص داد )ميلي ليترميكروگرم در  391/160 ±02/0(آنتي اكسيداني كل 

به كمك امواج مايكروويو بيشـترين فعاليـت   در بررسي فعاليت ضد ميكروبي عصاره هاي مختلف، عصاره كرونايكي استخراج شده . اكسيداني مشاهده شد
ميكروگـرم   2500و  625به ترتيب برابر بـا   اشيرشياكلي و استافيلوكوكوس آرئوسشي در مورد باكتري كمترين غلظت باكتري كباكتري كشي را داشت و

بنابراين عصاره هـاي بـرگ زيتـون، بـه ويـژه      . تر بودن باكتري اشيرشياكلي نسبت به استافيلوكوكوس آرئوس بوددر ميلي ليتر بود كه نشان دهنده مقاوم
يك برگ هميشه سـبز  برگ زيتون روويو قدرت آنتي اكسيداني و ضد ميكروبي بالايي داشته و از آن جاييكه كه عصاره هاي استخراج شده به روش مايك

  .است، مي تواند به عنوان يك نگهدارنده و آنتي اكسيدان طبيعي و ارزان قيمت در مواد غذايي مورد استفاده قرار بگيرد
  
  ت فنولي، روش غرقابي، فعاليت آنتي اكسيداني، فعاليت ضد ميكروبيامواج مايكروويو، برگ زيتون، تركيبا :ي كليديها هژوا
  
  1مقدمه

راديكال هاي آزاد و ديگـر انـواع اكسـيژن فعـال در بـدن توسـط       
سامانه آنتي اكسيداني طبيعي پايش مـي شـوند امـا اگـر موازنـه بـين       
راديكال هاي آزاد توليدي و سامانه مهار كننده ايـن تركيبـات از بـين    

به صدمه به مولكول هاي زيستي شـده و در نتيجـه خطـر    رود، منجر 
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 ,Blomhoff)ابتلا به بسياري از بيمـاري هـا را افـزايش مـي دهنـد      

علاوه بر اين با توجه به اينكه اكسايش يكي از دلايل اصـلي  . (2005
فساد چربي ها و غذاهاي چرب در طول دوره فراوري و ذخيره سـازي  

فاده از آنتي اكسيدان هـا در رژيـم   ، است(Goli et al, 2005)مي باشد 
. غذايي براي كاهش اثرات راديكال هاي آزاد ضروري به نظر مي رسد

 2بـوتيلات هيدروكسـي آنيـزول    آنتي اكسيدان هاي سـنتزي از جملـه  
)BHA(  3، بــوتيلات هيدروكســي تولــوئن )BHT(  تــرش بوتيــل ،

 بنـابراين . داراي اثرات جانبي مضر مي باشند) TBHQ( 4هيدروكينون
استفاده از آنتي اكسيدان هاي طبيعي مورد توجه فـراوان قـرار گرفتـه    

) 2005( در يــك پــژوهش،. Karthikumar et al, 2007)(اســت 
Atawodi اكسيداني گياهان دارويي آفريقا از جمله بـرگ  فعاليت آنتي

                                                 
1- Butylated hydroxyanisole  
2- Butylated hydroxytoluene 
3-Tert-butyl hyroquinone 
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اكسـيداني آن را  زيتون آفريقايي را مورد مطالعه قرار داد و فعاليت آنتي
ميـوه و تفالـه    et al ،Silva) 2006(در پـژوهش  . دخوب عنـوان كـر  

هاي مختلـف زيتـون، بيشـترين و دانـه كمتـرين      زيتون در بين بخش
ميزان تركيبات فنولي را به خود اختصاص داده و به استثاي هسـته در  

آنتـي  بقيه موارد، ارتباط خطي بين ميـزان تركيبـات فنـولي و فعاليـت    
  .اكسيداني وجود داشت

لات ناشي از اكسايش، مواد غذايي خام و فـراوري  علاوه بر مشك
. شده در طول دوره توليد، فروش و توزيع در معرض آلودگي قرار دارند

لذا نياز به استفاده از نگهدارنده ها براي افزايش طول دوره نگهـداري  
از طرفـي ايمـن بـودن مـواد     . مواد غذايي ضروري به نظر مـي رسـد  

قرار گرفته و بسـياري از سـويه هـاي    نگهدارنده شيميايي مورد ترديد 
بنابراين استفاده . ميكروبي نيز نسبت به آنتي بيوتيك ها مقاوم شده اند

از عصاره هاي گياهي به عنوان مواد نگهدارنـده طبيعـي بسـيار مـورد     
ويژگي هاي آنتي اكسـيداني و ضـد ميكروبـي    . توجه قرار گرفته است

جملـه تركيبـات فنـولي     عصاره ها به حضور متابوليت هـاي ثانويـه از  
ــت   ــده اس ــبت داده ش ــي از  ,Korukluoglu et al).2008(نس يك

 .محصولات غني از تركيبات فنولي، عصاره بـرگ زيتـون مـي باشـد    

)1998 (Koutsoumanis et al  و)2001 (Yigit et al  گــزارش
هـا،  ها، باكتريكردند كه تركيبات فنولي برگ زيتون، در برابر ويروس

ها فعاليـت ضـد   ها و ديگر انگلها، رتروويروسها، قارچها، كپكمخمر
باســيلوس گــزارش كــرد  Pereira et al) 2007. (ميكروبــي دارنــد

مقـاومترين و حساسـترين بـاكتري هـا      باسيلوس سابتليسو  سرئوس
بـا   et al Markin )2003(. نسبت به عصاره هاي برگ زيتون بودنـد 

هاي زيتـون در محـيط    مطالعه فعاليت ضد ميكروبي عصاره آبي برگ
-همه باكتري هاي مختلف دريافتند كهآزمايشگاهي بر ميكروارگانيسم

حجمـي در   -درصد وزنـي 6/0در غلظت  باسيلوس سابتليسها به جز 
  .ساعت نابود شدند 3طي 

استخراج اولين مرحله اساسي را در تحقيقات و كاربردهاي مختلف 
قديمي استخراج مـواد  هاي تكنيك. دهدگياهان دارويي را تشكيل مي

گياهي با حلال از جمله روش غرقابي نياز به زمان، مصـرف حـلال و   
-بنابراين نياز به توسعه و استفاده از تكنيـك . نيروي كار بيشتري دارند

هاي جديد استخراج، براي كـاهش زمـان اسـتخراج، مصـرف حـلال،      
 Wang(آلودگي و افزايش ميزان استخراج تركيبات هدف مـي باشـد   

and Weller,2006 .( يكي از اين روش ها، روش استخراج به كمك
امـواج مـايكروويو، تشعشـعاتي    . مي باشـد ) MAE( 1امواج مايكروويو

-هرتز ميگيگا 300هرتز تا مگا 30الكترومغناطيسي با فركانس حدود 
كاهش زمان استخراج، عملكـرد و خلـوص بـالا، پـايش دقيـق      . باشند

دهـي  فشار، امكان اتوماسيون، حرارتهاي دما و واكنش توسط سنسور
يكنواخت و مصرف كم حلال، از مزاياي استخراج با امواج مـايكروويو  
                                                 
1- Microwave-asissted extraction 

نتـايج   (Jain et al, 2009).باشـند هـاي سـنتي مـي   نسـبت بـه روش  
تركيبـات فنـولي بـرگ    ، در اسـتخراج  et al Lujan) 2006(پژوهش 

يدن بـه  به كمك مايكروويو محفظه باز نشان داد كه براي رس ـزيتون 
ساعت و دماي  24، نياز به زمان MAEبازده استخراجي معادل روش 

 et al ) 2006( پـژوهش هـا ي  داده. باشـد درجـه سـانتيگراد مـي    40
Quan     حاكي از راندمان بالاي استخراج تركيبات فنـولي ريشـه چـاي

به كمك امواج مايكرويودر مقايسه با روش ) دقيقه 6درصد در 46/82(
در يـك  . بـود ) سـاعت در دمـاي اتـاق    24رصـد در  د 39/43(غرقابي 

دهـي بهتـرين حالـت    دقيقه اشعه 2درصد و  95پژوهش مشابه اتانول 
از مريم گلي بود  2 )يك تركيب دي ترپني(ها براي استخراج تانشينون

دهنده استخراج برابر يا كمي بالاتر اين تركيبـات،  كه اين ميزان نشان
 24(رقـابي در دمـاي محـيط    در يك زمان كوتـاه نسـبت بـه روش غ   

  (Pan et al, 2001).بود) ساعت
هدف از ايـن پـژوهش بررسـي اثـر واريتـه و دو روش اسـتخراج       
غرقابي و استخراج به كمك سامانه مايكروويو محفظه بـاز بـر ميـزان    
تركيبات فنولي برگ هاي زيتون و نيز تعيين فعاليت آنتي اكسيداني و 

  .ضد ميكروبي عصاره ها مي باشد
  

  واد و روش هام
  مواد شيميايي

هاي مصرفي از شركت مجللي تهران و ديگر مواد شيميايي حلال
  .هاي مرك و اپليكم آلمان تهيه شدندمصرفي از نمايندگي

  
  هاي زيتونسازي برگآماده

هاي زيتون واريته هاي كرونايكي، روغنـي و ميشـن از بـاغ    برگ
ها در سايه خشك برگ. زيتون جهاد كشاورزي كردكودي برداشت شد

پودر و از الك با ) ساخت شركت ايران خود ساز(و با استفاده از آسياب 
هاي نيم كيلويي بـا  ها در بستهدر نهايت نمونه. عبور داده شد 40مش 

دو لايه نايلوني و مقوايي به منظور جلـوگيري از نفـوذ رطوبـت بسـته     
ه سـانتيگراد  درج -18بندي و تا زمان انجام آزمايشات بعدي در فريزر 

  . نگه داري شد
  

  استخراج تركيبات فنولي با روش غرقابي
 50بـا اتـانول    50:1پودر برگ هاي زيتون هر سه واريته با نسبت 

  .ساعت در دماي محيط به خوبي مخلوط شد 24درصد به مدت 
  )MAE(استخراج تركيبات فنولي به روش مايكروويو 

در ) 5 -ان 3110سامسونگ مدل سي اف (يك مايكروفر خانگي 
آزمايشگاه با انجام اصلاحاتي براي استخراج تركيبات فنـولي طراحـي   

                                                 
2- Tanshinone 
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   .)1مطابق شكل (گرديد 

  
  دستگاه ساخته شده براي استخراج به كمك امواج مايكروويو - 1شكل

  
قـره خـاني و همكـاران،    (اصلاحات انجام شده به شرح زيـر بـود   

1388:(  
اتانول دماي جوش پـاييني  ها از جمله استون، متانول و حلال -1

اگـر بخـارات حـلال در داخـل دسـتگاه      . دارند و زود تبخير مي شوند
مايكروفر باقي بمانند، خطر انفجار وجود داشته و ميـزان حـلال مـورد    

براي حل اين مسئله، يـك  . يابداستفاده براي استخراج نيز كاهش مي
بخارات  كندانسور در قسمت بالاي مايكروفر براي خروج و سرد كردن

  .و برگشت حلال به بالن استخراج تعبيه شد
همزدن سطح تماس بيشتري بين حلال و پودرايجاد مي كنـد   -2

بـه ايـن منظـور يـك     . دهـد در نتيجه راندمان استخراج را افزايش مي
همزن مغناطيسي در اين دستگاه قـرار داده شـد تـا اسـتخراج بهتـر و      

  .تر انجام شودكامل
بسته به نوع حلال، بازه زماني خاصي بـراي  براي كنترل دما  -3.

  . اشعه دهي مشخص شد
  

 روش عصاره گيري به كمك امواج مايكروويو

هاي زيتون و اتانول در اين روش همانند روش غرقابي، پودر برگ
همزمـان  . در داخل بالن استخراج ريخته شد 50:1درصد با نسبت  50

مغناطيسي،اشـعه  با هم خوردن محتويات داخل بالن به كمك همـزن  
هـاي حاصـل از هـر دو    عصاره. دقيقه صورت گرفت 15دهي به مدت 

توسط دستگاه  1روش پس از صاف شدن با كاغذ صافي واتمن شماره 

 40بـا دمـاي   ) 05آي كا آ مـدل آر وي بيسـيك   (تبخيركننده چرخان 
سـاخت  (درجه سانتيگراد تغليظ و بـا دسـتگاه خشـك كـن انجمـادي      

در نهايت ميزان . خشك گرديد) 5503ي بي شركت اپرون مدل اف د
سيوكالتو اندازه گيري شـد   -تركيبات فنولي عصاره ها به روش فولين

(Arabshahi and Urooj, 2007) .  منحني استاندارد بر اساس اسـيد
تانيك رسم و ميزان تركيبات فنولي به صورت ميلي گرم معادل اسـيد  

  .تانيك در گرم عصاره بيان شد
  

هاي ها با آزموناكسيداني عصارهت آنتيبررسي فعالي
  مختلف

 50- 1000(هـاي مختلفـي   از پودر خشك شده عصاره ها، غلظت
، DPPHها، بـا سـه روش   اكسيداني آنآماده و فعاليت آنتي) پي پي ام

نيروي احيا كنندگي و ظرفيت آنتي اكسيداني كل به روش عربشـاهي  
و  BHAاي ســنتزي ، تعيــين و بــا آنتــي اكســيدان هــ)2007(و اروج 
BHT مقايسه شد.  
  

  بررسي فعاليت ضد ميكروبي عصاره ها
هاي برگ هاي زيتون سه واريته كرونايكي، در اين قسمت عصاره

روغني و ميشن استخراج شده به دو روش غرقابي و به كمـك امـواج   
غلظـت   9هـاي مـذكور در   مايكروويو آماده و اثر ضد ميكروبي عصاره
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و 20000، 10000، 1250،2500،5000، 312، 5/625، 25/156
و اســتافيلوكوكوس  1پـي پـي ام بـر دو بـاكتري اشيرشـياكلي      40000
هـا از سـازمان   هـاي خـالص ايـن بـاكتري    سوش. بررسي شد 2آرئوس
بـراي بررسـي   . هاي علمي و صـنعتي تهـران خريـداري شـد    پژوهش
چاهك استفاده نموده  96هاي هاي ضد ميكروبي از ميكروپليتويژگي
سـاعت در   24هـا بـه مـدت    ها، ميكروپليـت د از پر كردن چاهكو بع

درجه سانتيگراد قرار داده شد و بعد  37) ساخت شركت بيندر(انكوباتور 
بيوتـك  (از طي اين دوره ميزان كدورت توسـط دسـتگاه الايـزا ريـدر     

در نهايــت . نانومترقرائــت گرديــد 540در طــول مــوج ) اينســترومنت
3(كمتــرين غلظــت بازدارنــدگي 

MIC ( و كمتــرين غلظــت كشــندگي
)4

MBC ( تعيين شد) ،2010عروج عليان و همكاران.(  
 

  آناليز آماري
در اين پژوهش، تأثير حلال و روش استخراج بر مقـدار تركيبـات   
فنولي با استفاده از آزمايش فاكتوريل در قالب طرح كاملاً تصادفي بـه  

هـا در سـه تكـرار    تيمار. طور جداگانه مورد تجزيه و تحليل قرار گرفت
انجام شده و نتايج به دست آمده بـا اسـتفاده از روش آنـاليز واريـانس     

)ANOVA (ها با اسـتفاده  درصد و مقايسه ميانگين 5در سطح احتمال
. درصد صورت گرفت 5اي دانكن در سطح احتمال از آزمون چند دامنه

 ـ و رسم شكل SASهاي آماري با استفاده از نرم افزار آناليز ا نـرم  هـا ب
  .صورت گرفت EXCELافزار 

  
  و بحث  نتايج

  فنولي ميزان تركيبات
نتايج آناليز واريانس و مقايسه ميانگين مقدار كل تركيبات فنـولي  

هاي مختلف نشان داد اثر واريته و روش استخراج و اثـر متقابـل   تيمار
درصـد   5ها در استخراج تركيبات فنولي در سـطح احتمـال   اين فاكتور

 ).3و2هاي مطابق شكل(است دار معني
براساس نتـايج بدسـت آمـده، در بـين دو روش اسـتخراج، روش      
استخراج به كمك امواج مايكروويو بيشترين ميـزان تركيبـات فنـولي    

را نسـبت بـه   ) ميلي گرم معادل اسيد تانيك در گرم عصـاره 233/ 43(
) ميلي گرم معادل اسيد تانيك در گرم عصـاره  97/204(روش غرقابي 

 .خود اختصاص دادبه 
ارائـه شـده    1ميزان تركيبات فنولي تيمارهاي مختلف در جـدول  

ميلـي گـرم معـادل     667/244(بيشترين ميزان تركيبات فنـولي  . است
در عصاره مايكروويوي واريتـه كرونـايكي   ) اسيد تانيك در گرم عصاره

مشاهده شد و واريته روغني و ميشن در همين روش استخراج در رتبه 
                                                 
1-Escherichia coli PTCC 1533  
2-PTCC 1112 2.Staphylococcus aureus  
3-Minimum inhibitory concentration 
4- Minimum bactericidal concentration 

از نظـر ميـزان تركيبـات     MAEعصاره هاي . ي قرار گرفتندهاي بعد
فنولي غني تر از عصاره هاي استخراج شده به روش غرقابي بوده ودر 
روش غرقابي، هماننـد روش مـايكروويو واريتـه كرونـايكي بيشـترين      

 .ميزان استخراج تركيبات فنولي را نشان داد
 

ن تركيبات بررسي اثر واريته و روش استخراج بر ميزا -1جدول 
 فنولي

 واريته
  ميشن  روغني  كرونايكي  روش  

 d35/0± غرقابي
621/215  

e01/0± 
963/205  

f21/0± 
335/193  

 a12/0± مايكروويو
667/244  

b31/0± 
126/236  

c28/0± 
515/219  

-درصد مي 5دار در سطح حرف مشابه نشانگر عدم وجود اختلاف معني

 .باشد

 
-به اثـر حـرارت   MAEروش  افزايش استخراج تركيبات فنولي با

اين حرارت در نتيجه چرخش دو قطبـي  . شوددهي آن نسبت داده مي
افتـد كـه خـود باعـث     هاي مايكروويو اتفاق مـي حلال در مقابل اشعه

افزايش دماي حلال و در نتيجه افزايش حلاليت تركيبات هـدف مـي   
دهي به كمك علاوه بر اين اشعه (Hemwimon et al, 2007).گردد
روويو، با افزايش ناگهاني دما و فشار داخلي تخريب ديواره سلولي مايك

را تسريع كرده و خروج تركيبـات از داخـل بافـت بـه درون حـلال را      
بـه همـين دليـل ميـزان      (Zhang et al, 2008).دهـد افـزايش مـي  

استخراج تركيبات فنولي به كمك مايكروويو بيشـتر از روش غرقـابي   
  .بود

  
 DPPHآزمون 

50 ICهاي اسـتخراج شـده بـه روش غرقـابي و     رهعصاMAE  در
ارائـه   2بر حسب ميكروگرم در ميلـي ليتـر در جـدول     DPPHآزمون 

 50بيانگر غلظتـي از عصـاره اسـت كـه بـراي مهـار       IC 50 .شده است
كمتـر،  IC 50 .باشـد ، مـورد نيـاز مـي   DPPHهـاي آزاد  درصد راديكال

بـا  . باشـد بوطـه مـي  اكسيداني بالاي عصاره مردهنده قدرت آنتينشان
ها، عصـاره اتـانولي واريتـه    ، در بين عصاره2هاي جدول توجه به داده

 19/74 ±15/0برابر بـا  IC 50با  MAEكرونايكي استخراجي به روش 
باشـد و عصـاره هـاي    مـي  DPPHبهترين عصاره براي مهار راديكال 

 .واريته روغني و ميشن در رتبه هاي بعدي قرار گرفتند
هاي استخراج شـده بـا روش غرقـابي،    اما در مورد مقايسه عصاره

 ±2/0برابـر بـا    IC 50عصاره واريته كرونايكي با  MAEهمانند روش 
. ليتر در مهار اين راديكال بهتر عمل كرد ميكروگرم در ميلي 524/97

همچنين غلظت هاي بالاتر تمامي عصاره ها توانايي بيشتري در مهار 
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در شكل ها از يكسري علامت ). 4شكل(نشان دادند  DPPHراديكال 
حـرف اول  . هاي اختصاري براي معرفي عصاره ها استفاده شده اسـت 

و حـرف دوم  ) C =، كرونـايكي R= ، روغنـي =Mميشـن (نشانه واريته 

، استخراج به كمـك  S= روش غرقابي(نشانه روش استخراج مي باشد 
  ).M= امواج مايكروويو
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  مقايسه روش غرقابي و روش استخراج با امواج مايكروويو - 2شكل
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  هاي مختلف استخراج شده با روش غرقابيمقدار كل تركيبات فنولي واريته - 3شكل 

  
  

 DPPHها در آزمون عصارهIC 50 -2جدول 

 واريته
  ميشن  روغني  كرونايكي  روش  

 c20/0± غرقابي
524/97 

b41/0±

483/100 

a86/0±

602/113  
 f15/0± يكروويوما

19/74 

e19/0±

487/81 

d11/0±

912/93 

 .باشددرصد مي 5دار در سطح حرف مشابه نشانگر عدم وجود اختلاف معني

 
هـاي مـورد   هاي سنتزي همـه عصـاره  اكسيداندر مقايسه با آنتي

در ميلـي   ميكروگرم( BHTآزمون، اثر مهاركنندگي كمتري نسبت به 
كرونايكي و روغني  MAEهاي داشتند اما عصاره) 50IC=602/41ليتر 

 058/89ميكروگرم در ميلـي ليتـر   ( BHAتر از در مهار راديكال قوي

=50IC (عمل كردند.  
  

  آزمون قدرت احياكنندگي
ــدول  ــارهIC 50، 3در ج ــدرت   عص ــون ق ــف در آزم ــاي مختل ه

در . نشان داده شده استاحياكنندگي بر حسب ميكروگرم در ميلي ليتر 
. غلظتي است كه جذب عصاره به نيم برسدIC 50اين آزمون، منظور از 

هاي ارائه شده در جدول زير، عصاره واريته كرونـايكي  با توجه به داده
ــرين MAEدر روش  ــرم در  50IC )05/0± 015/148، كمتـ ميكروگـ
اده و كنندگي را به خـود اختصـاص د  و بالاترين قدرت احيا) ميلي ليتر

  . واريته روغني در همين روش، در رتبه دوم قرار گرفت
، تمـامي  DPPHدر اين روش نيز، هماننـد روش مهـار راديكـال    

نسبت به روش غرقابي قدرت احياكنندگي بيشتري  MAEهاي عصاره
 ..داشتند
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-، بــالاترين قــدرت احيــاMAEدر روش غرقــابي هماننــد روش 
همچنين يـك ارتبـاط   . يكي بودكنندگي مربوط به عصاره واريته كرونا

خطي مثبت بين قدرت احيا كنندگي و غلظت عصاره ها مشـاهده شـد   
ــزايش غلظــت عصــاره،   ــا اف ــه طوريكــه ب ــدرت IC 50ب كــاهش و ق

 ).5شكل(احياكنندگي افزايش يافت 
هاي سنتزي، مشخص شد كه اكسيدانها با آنتيدر مقايسه عصاره

BHT  50با IC در ميلي ليتر قـدرت احيـا  ميكروگرم  154/59برابر با-
هـاي مـورد آزمـون دارد امـا     كنندگي بيشتري نسبت به همـه عصـاره  

، نسـبت بـه    MAEهاي واريته كرونـايكي و روغنـي در روش   عصاره
BHA )65/0± 549/205 كنندگي قدرت احيا) ميكروگرم در ميلي ليتر

 .بيشتري از خود نشان دادند

  كنندگيها در آزمون قدرت احياعصارهIC 50 -3جدول 
  

 واريته
  ميشن  روغني  كرونايكي  روش    

 c07/0± غرقابي
076/246 

b08/0± 
052/273 

a67/0± 
06/314 

 f05/0± مايكروويو
015/148 

e04/0± 
433/197 

d12/0± 
32/235 
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  .هاي مختلفتوسط عصاره DPPHميزان مهار راديكال  - 4شكل 

  
  اكسيداني كلآزمون ظرفيت آنتي

-هـاي مختلـف در آزمـون ظرفيـت آنتـي     عصـاره IC 50 ،4جدول 
بيـانگر   IC 50در ايـن آزمـون هـم،    . دهـد اكسيداني كل را نشان مـي 

با توجـه بـه   . غلظتي از عصاره است كه ميزان جذب به عدد نيم برسد

، مربوط به عصاره واريته كرونايكي 50ICاطلاعات جدول زير كمترين 
 .بود MAEدر روش ) ميكروگرم در ميلي ليتر391/160 02/0±(
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 تلفهاي مخقدرت احياكنندگي عصاره - 5شكل 
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 هاي مختلفظرفيت آنتي اكسيداني كل عصاره - 6شكل 

اكسيداني كلها در آزمون ظرفيت آنتيعصارهIC 50 -4جدول 

 واريته
  ميشن  روغني  كرونايكي  روش     

c1/0± 48/222 b08/0± غرقابي

15/233  
a65/0±

138/374 

 f02/0± مايكروويو
391/160 

e27/0±

022/181 

d2/0±

683/184 

 

و  DPPHين آزمون هم هماننـد دو آزمـون مهـار راديكـال     در ا
هاي استخراج شـده  اكسيداني عصارهكنندگي، فعاليت آنتيقدرت احيا

همچنين در روش . نسبت به روش غرقابي بيشتر بود MAEبا روش 
اكسـيداني در عصـاره واريتـه    غرقابي شاهد بـالاترين ظرفيـت آنتـي   

همانند دو . بوديم) يلي ليترميكروگرم در م 48/222 ±1/0(كرونايكي 

آزمون قبل، ظرفيت آنتي اكسيداني كل عصاره ها وابسته بـه غلظـت   
هـاي سـنتزي،   اكسـيدان در قياس با آنتـي ).  6شكل (عصاره ها بود 

ميكروگـرم در   391/160 ±02/0(واريتـه كرونـايكي    MAEعصاره 
ميكروگـرم در ميلـي    1/0± 432/179( BHTنسـبت بـه   ) ميلي ليتر

 BHAدرمورد . اكسيداني بيشتري از خود نشان دادظرفيت آنتي) ليتر
 50تمـامي عصـاره هـا،    ) ميكروگرم در ميلي ليتر 307/422 5/0±(

ICاكسيداني بيشـتري نسـبت بـه ايـن     كمتر و در نتيجه فعاليت آنتي
  .اكسيدان سنتزي داشتندآنتي

ارتبــاط بــين ميــزان تركيبــات فنــولي و فعاليــت آنتــي  7شــكل 
معادلات و ضريب همبستگي تعيين شده به سه  6و جدول اكسيداني 

، نيـروي احياكننـدگي و ظرفيـت آنتـي     DPPHروش مهار راديكـال  
   .اكسيداني كل نشان مي دهند
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  تركيبات فنولي و فعاليت آنتي اكسيداني عصاره ها معادلات خط مربوط به ارتباط بين ميزان –5جدول 

  معادله خط )2R(ضريب همبستگي نوع آزمون

  DPPH 9882/0 2/255+x7375/0 -  =yمهار راديكال

 x0355/3 -  =y+94/900 9828/0 نيروي احياكنندگي

 x5481/3 -  =y+7/1003 751/0 آزمون ظرفيت آنتي اكسيداني كل

  

  هاي مختلف در برابر باكتري هاعصاره) ميكروگرم در ميلي ليتر(دارندگيكمترين غلظت باز -6جدول 
 باكتري
  عصاره 

  اشيرشياكلي استافيلوكوكوس آرئوس

CM 315 315  
RM 315 625  
MM 1250 625  
CS 625 625  
RS 625 1250  
MS 1250 1250  

  

  در برابر باكتري هاهاي مختلف عصاره )ميكروگرم در ميلي ليتر(كمترين غلظت كشندگي  -7جدول 
 باكتري
  عصاره 

استافيلوكوكوس
  آرئوس

  اشيرشياكلي

CM 625 2500  
RM 1250 5000  
MM 1250 5000  
CS 1250 5000  
RS 2500 10000  
MS 2500 10000  

 
مشخص شد رابطه خطـي منفـي    5و جدول  7با توجه به شكل 

 در هر سه روش ذكر شده وجـود  50IC بين ميزان تركيبات فنولي و
كـاهش و  IC 50دارد به طوري كه با افزايش ميزان تركيبـات فنـولي  

 98همچنـين مشـخص شـد    . فعاليت آنتي اكسيداني افـزايش يافـت  
و  DPPHدرصد فعاليت آنتي اكسيداني در دو آزمون مهـار راديكـال   

درصد آزمون ظرفيت آنتي اكسـيداني كـل،    75نيروي احياكنندگي و 
هـا  در بسـياري از پـژوهش  . باشدمربوط به وجود تركيبات فنولي مي 

اكسـيداني و ميـزان تركيبـات    عنوان شده است كه بين فعاليت آنتـي 
 هاي گياهي ارتباط مستقيمي وجود داردفنولي و فلاوونوئيدي عصاره

 (Alothman et al, 2009., Cai et al, 2004) هـاي  اما در عصاره
وجود دارد كه هاي ديگري هم اكسيدانها آنتيگياهي، علاوه بر فنول

برهم كنش بين اين تركيبات نقش به سـزايي در بـروز قـدرت آنتـي     
بـالاتر بـودن    (Hayouni et al, 2007).اكسيداني عصـاره هـا دارد   

هـاي  نسـبت بـه عصـاره    MAEهـاي  اكسيداني عصـاره فعاليت آنتي
استخراج شده به روش غرقابي در هر سه آزمون ذكر شده، به ميـزان  

علاوه بـر  . شودها نسبت داده ميلي در اين عصارهبالاي تركيبات فنو
هاي غرقابي موجـب اكسـايش   اين، زمان طولاني استخراج در روش

شـود  اكسـيداني مـي  تركيبات فنولي و به تبـع كـاهش فعاليـت آنتـي    
.(Hayat et al, 2009)      بالا بودن فعاليـت آنتـي اكسـيداني عصـاره

ي سـنتي  نسـبت بـه روش هـا    MAEهاي استخراج شده بـه روش  
) 2007. (استخراج، در پژوهش هاي زيادي بـه اثبـات رسـيده اسـت    

Hemwimon et al هـاي  اكسيداني عصـاره عنوان كرد فعاليت آنتي
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بيشـتر   DPPHدر برابر مهار راديكـال   MAEاستخراج شده با روش 
اكسيداني همچنين فعاليت آنتي. روز است 3از روش غرقابي به مدت 

ميوه لانگان در روش هاي مهار راديكال عصاره مايكروويوي پوست 
DPPHاكسـيداني بيشـتر از روش   كنندگي و فعاليت آنتي، قدرت احيا

  (Pan et al, 2008).سوكسله گزارش شد 
50 IC  بدست آمده در سه آزمون تعيين فعاليت آنتي اكسـيداني در

اين اختلاف در نتايج مربـوط بـه   . اين سه روش با هم متفاوت بودند
-هـاي مختلـف عمـل آنتـي    اكسيداني، به دليل مكانيسمتيفعاليت آن
جلوگيري از شروع اكسايش و آغاز واكـنش هـاي زنجيـره    (اكسيدان 

هـاي فلـزي   اي ، مهار راديكال هاي آزاد، تشكيل كمپلكس بـا يـون  
 Gulçin).باشد مي...) ها وكاتاليست كننده اكسايش، تجزيه پراكسيد

et al, 2003) اي مختلف تعيين فعاليت آنتـي هعلاوه بر اين، روش-
اكسيداني وابسته به شرايط واكنش، سوبسترا، نـوع آزمـون، طبيعـت    

بنـابراين  . باشدها ميهاي مورد آناليز و بسياري از فاكتوراكسيدانآنتي
ها فقط بـه روش وابسـته نيسـت و مقايسـه نتـايج      ارتباط بين آزمون

  (Contini et al, 2008).باشد هاي مختلف با هم دشوار ميروش
  

 هاي مختلفبررسي فعاليت ضد ميكروبي عصاره

ــزان   ــاكتري  عصــاره MICو  MBCمي ــر ب ــا در براب ه
  استافيلوكوكوس آرئوس و اشيرشياكلي

هـاي  ها را در برابر بـاكتري عصاره MBCو  MIC، 7و 6جدول 
  . دهندو اشيرشياكلي نشان مي استافيلوكوكوس آرئوس

، عصـاره مـايكروويوي دو واريتـه    6هاي جـدول  با توجه به داده
را ) ميكروگرم در ميلي ليتـر  MIC )315كرونايكي و روغني كمترين 

در مــورد روش غرقــابي . داشــتند اســتافيلوكوكوس آرئــوسدر برابــر 
 MIC)1250 همانند روش مايكروويو واريته ميشن بيشترين ميـزان  

دو روش  در مقايسه. را به خود اختصاص داد) ميكروگرم در ميلي ليتر
هـاي مـايكروويوي در   عصـاره  ،توان گفت به استثنا واريته ميشنمي

بـا توجـه بـه    . بهتر عمل كردند آرئوس استافيلوكوكوسمهار باكتري 
 315اشيرشياكلي  ، در برابرMICهاي جدول بالا، كمترين ميزان داده

ميكروگرم در ميلي ليتر بود كـه ايـن رقـم در عصـاره مـايكروويوي      
در مورد روش غرقابي واريته كرونايكي . ايكي مشاهده شدواريته كرون

ميكروگرم در ميلي ليتـر نسـبت بـه دو واريتـه      625برابر با  MICبا 
ديگر، قدرت بيشتري در مهار باكتري اشيرشياكلي از خود نشـان داده  

 MICهــاي مــايكروويوي و در مقايســه دو روش اســتخراج، عصــاره
  .ياز داشتندكمتري براي مهار اين باكتري ها ن

  ،MBCشود، كمتـرين  مشاهده مي 7همان طوري كه در جدول 
) ميكروگـرم در ميلــي ليتــر  625( در برابـر اســتافيلوكوكوس آرئــوس 

همچنـين، در  . مربوط به عصاره مايكروويوي واريتـه كرونـايكي بـود   
مورد روش غرقابي هماننـد روش مـايكروويو، واريتـه كرونـايكي بـا      

MBC وگرم در ميلي ليتر، بيشترين قدرت باكتري ميكر 1250برابر با
  .كشي را از خود نشان داد

ــرين  ــاكتري  MBCكمت ــابودي ب ــراي ن ــياكلي ب  2500 اشيرش
ميكروگرم در ميلي ليتر بود كه در عصاره واريته كرونايكي به كمـك  
روش مايكروويو به دست آمد و كمترين قدرت كشندگي در برابر اين 

واريته هاي روغني و ميشن در روش باكتري، مربوط به عصاره هاي 
ــود  ــابي ب ــه روش غرق ــد روش . اســتخراج ب ــابي همانن در روش غرق

. مــايكروويو، واريتــه كرونــايكي قــدرت كشــندگي بيشــتري داشــت 
هــاي همچنــين در مقايســه دو روش مشــخص شــد، تمــام عصــاره 

پــايين تــر و در نتيجــه قــدرت بــاكتري كشــي  MBCمـايكروويوي  
  .ابي در مورد هر دو باكتري دارندبيشتري نسبت به روش غرق

ــده،     ــه ش ــوارد گفت ــه م ــه ب ــا توج ــاكتري   MBCب ــورد ب در م
و  625استافيلوكوكوس آرئـوس و اشيرشـياكلي بـه ترتيـب برابـر بـا       

تـر بـودن   ميكروگرم در ميلي ليتر بود كه نشان دهنـده مقـاوم   2500
ــود    ــوس ب ــتافيلوكوكوس آرئ ــه اس ــبت ب ــياكلي نس ــاكتري اشيرش . ب

وس آرئوس يك باكتري گرم مثبت و اشيرشـياكلي يـك   استافيلوكوك
هـاي غشـاي خـارجي    ليپوپلي سـاكاريد . باكتري گرم منفي مي باشد

هـا  ها، آنتي بيوتيكها را نسبت به دترجنتهاي گرم منفي آنباكتري
با توجه به سـاختار چنـد لايـه    . كندهاي آب دوست مقاوم ميو رنگ
 ـبـالا  MBCهاي گرم منفي علـت  باكتري ر در مـورد اشيرشـياكلي   ت

در بسـياري از  . شـود نسبت به اسـتافيلوكوكوس آرئـوس توجيـه مـي    
انـد  هاي ديگر هم به نتيجه مشابه با اين مسئله دست يافتـه پژوهش

ــاران،  ( ــفهاني و همك ــاران، 1388منصــف اص ــاهي و همك ؛ كرمانش
هـاي  علاوه بر اين مشخص شد در بسياري از موارد عصـاره ). 1387

فعاليت ضد باكتريايي بهتري دارند كه دليل اين امـر بـا   مايكروويوي 
توجه به ارتباط بين ميزان تركيبات فنولي و فعاليت ضـد ميكروبـي و   
ميزان بالاي استخراج تركيبات فنولي در روش مايكروويو قابل توجيه 

در مـورد اخـتلاف نتـايج در مـورد     . (Negi et al, 2005)باشـد  مـي 
هـا  و نوع تركيبات فنولي هر يك از عصارهها، تركيب شيميايي واريته

همچنين عصـاره هـا،   . باشنداز عوامل مؤثر در ايجاد اين اختلاف مي
-هاي مختلف باكتريعلاوه بر اثر بر غشا ممكن است در سنتز آنزيم

ها نيز نقش داشته باشد كه اين مسئله در مورد فلفل سياه و قرمـز و  
كوكوس آرئــوس نيــز اســتافيلو DNaseآويشــن شــيرازي بــر آنــزيم

 .)1386زرين قلم مقدم و همكاران، (مشخص شده است 
 

  نتيجه گيري كلي
 MAEبا توجه به نتايج اين پـژوهش مشـخص شـد كـه روش     

راندمان استخراج بالاتري نسبت به روش سنتي در استخراج تركيبات 
. فنولي داشته و زمان استخراج را به ميزان زيادي كـاهش مـي دهـد   

اثر زيادي بر ميزان اسـتخراج تركيبـات فنـولي و در     همچنين واريته
در بررسـي  . نتيجه فعاليت آنتـي اكسـيداني و ضـد ميكروبـي داشـت     
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فعاليت آنتي اكسيداني، عصاره هايي با ميزان تركيبات فنـولي بـالاتر   
در مـورد فعاليـت ضـد    . فعاليت آنتي اكسيداني بالاتري را نشان دادند

واريته كرونايكي نقش مؤثري در ميكروبي عصاره هاي مايكروويوي 
مهار هر دو باكتري مورد آزمون بـه ويـژه اسـتافيلوكوكوس آرئـوس     

بنابراين با توجه به اين كه برگ زيتـون يـك بـرگ هميشـه     . داشتند
سبز بوده و در تمامي فصول سال به آسـاني در دسـترس اسـت و در    

توان كشور ما استفاده دارويي و خوراكي به صورت صنعتي ندارد، مي 
از واريته هاي مختلف آن به ويژه واريته كرونايكي و روش اسـتخراج  
به كمك امواج مايكروويو، براي تهيه عصاره غني از تركيبات فنـولي  
براي مصارف خوراكي و دارويي و تهيه محصـولات جديـد از جملـه    

  .چاي و عصاره برگ زيتون بهره جست
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Abstract 

The aim of this study was to extract phenolic compounds from olive leaves of Cronaiky, Roghani and 
Mishen varieties by maceration and Microwave-assisted extraction (MAE) methods. Our result revealed that 
effect of extraction method and variety was statistically significant (p<0.05) and MAE-produced extracts have 
more total phenolics and antioxidant activity than traditional ones. The highest phenolic content (244.667±0.12 
mg TAE/g extract) and the lowest IC50 in DPPH (74.19±0.15 µg/ml), reducing power (148.015±0.05 µg/ml) and 
total antioxidant capacity (160.391±0.02 µg/ml) indices were related to the MAE extract of Cronaiky. Also, it 
was observed a highly linear correlation between the polyphenol contents and antioxidant activity. Regarding the 
antimicrobial activity of olive leaf extract, we found the highest bactericidal activity was associated with MAE 
extract of Cronaiky and the lowest MBC was 625 and 2500 µg/ml against Staphilococcus Aureus and 
Escherishia Coli, respectively., showing E.Coli as more resistant than S.aureus. 
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