
  
سازي استخراج عصاره برگ گیاه حرا با استفاده از روش مخلوط و بررسی اثر ضدمیکروبی  بهینه
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  چکیده

  بـا اسـتفاده از  ) لیتـر میلـی  250و 125، 33/83، 25/31صـفر،  (هاي آب، اتانول، متانول و گلیسیرین هر کدام در پنج سـطح  در این پژوهش اثر حلال
سـازي   سـازي و بهینـه   سازي عددي بـه منظـور مـدل     اي شف و بهینهاز مدل چندجمله. هندسه مخلوط براي استخراج عصاره برگ گیاه حرا استفاده شد

میزان ضریب تبین (باشد داري قادر به پیش بینی بازده حاصل از استخراج عصاره برگ حرا می طور معنی هاي شف بمدل چند جمله. عصاره استفاده گردید
نشان دهنده صـحت مـدل بـراي    ) F  )62/14ار اندیس دار بودن آزمون ضعف برازش و مقدوغیر معنی 84/0و 94/0و ضریب تبین اصلاح شده به ترتیب 

هاي آزمایشی محاسبه شد که نشان دهنده تکرار پذیري قابل قبول براي داده% 6/14به علاوه میزان ضریب تغییرات ). باشدپیش بینی بازدهی عصاره می
بر ایـن اسـاس، فرمولاسـیون بهینـه حـاوي      . باشدازي میمحاسبه شد که نشانگر صحت عملیات بهینه س 94/0میزان تابع مطلوبیت بهینه سازي . است

هاي برگ گیاه حرا اثر ضدمیکروبی عصاره. بود) لیتر میلی 95/161(و اتانول ) لیتر میلی 83/59( ، متانول )لیتر میلی 22/28(، آب )لیتر صفر میلی(گلیسیرین 
بـه سـه روش    Escherichia coli ATTC 25992و Listeria innocua ATTC ،Enterococcus faecium ATTC 51559 33090بر سه باکتري 

نتـایج نشـان داد   . در هشـت غلظـت مختلـف بررسـی شـد     ) کشندگی کننده رشد و حداقل غلظت انتشار در آگار به کمک دیسک، حداقل غلظت ممانعت(
بود، همچنین با افزایش غلظت  Escherichia coliبوط به و بالاترین میزان مقاومت در برابر عصاره، مر Listeria innocuaبیشترین اثر بازدارندگی بر 

  . افزایش یافت) >05/0p(داري  ها قطر هاله بازدارندگی بطور معنیعصاره
  

  سازي، هندسه مخلوط، اثر ضدمیکروبی هینهحرا، ب: کلیدي ياه هواژ
  

  5 4  123مقدمه
اصـولاً بـا    .اي از یـک سیسـتم پیچیـده اسـت     مدل نمایش ساده

قیقـی را بـه   حهاي یک سیسـتم  توان حرکات و واکنش سازي می مدل
بـه کـاربر اجـازه بـه      صحت بالایک مدل با  .سادگی در اختیار گرفت

دست آوردن خصوصیات، پـیش بینـی کـارایی فرآینـد و هـم چنـین       
هـاي  توسعه تکنیک). Ruguo, 1999( دهدسازي فرآیند را می بهینه

تجربـی و در  هـاي   به کاهش لـزوم آزمـایش   سازي، منجر موفق مدل
 .گرددیند میانتیجه صرفه جویی در زمان و هزینه در توسعه مراحل فر
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هـاي  ابزار مناسـبی بـراي مـدل سـازي فراینـد      ،هاي هوشمندسیستم
هـاي  ها با پردازش مسـتقیم داده این سیستم. باشندپیچیده طبیعی می

در  .نمایندها را مشخص میتجربی دانش یا قانون نهفته در وراي داده
 ,.Razavi et al( کنندها تنها سیستم را توصیف میحقیقت این مدل

2003.(   
. باشـد هاي هوشـمند روش سـطح پاسـخ مـی    یکی از این سیستم
که براي نخستین بار توسط بـاکس  ) RSM( 6خمتدولوژي رویه ي پاس

کـه بـا بـه     ،باشندسیستمی هوشمند می معرفی شد) 1951(و ویلسون 
شـبیه سـازي    ،هاي آمـاري و ریاضـی  اي از تکنیک مجموعهکارگیري 

روش  در حقیقـت . دهـد هاي خطی و غیر خطـی را انجـام مـی    سیستم
که سیستم به طور کامـل  است زمانی  برايمفید  ابزارسطح پاسخ یک 

هاي متنوعی است کـه از   این تکنیک داراي هندسه باشدمیناشناخته 
  ). Xie et al., 2003(اشاره نمود  7ه روش مخلوطتوان بجمله آن می

                                                             
6Response Surface Method 
7Mixture Design 
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آمیـزي در صـنایع غـذایی بـه      روش مخلوط به شکل موفقیت    
توان به، بهینه سازي فرمولاسیون  تورتیلاي کاربرده شده است که می

 ,.Holt et al(زمینـی   حاوي آرد گندم، لوبیـاي چشـم بلبلـی و بـادام    
هـاي خشـک حـاوي شـیرین     سازي فرمولاسیون  دسر ،  بهینه)2006
سازي محیط کشت میکروبی براي  ،  بهینه)Lop et al., 1999(کننده 

، بررسـی اثـر متقابـل بـین     )Zhou et al., 2007( تولید فراورده کفیر
کاراگینـان بـر   و کاپا زمینـی  صمغ لوبیـاي لوکاسـت و نشاسـته سـیب    

 & Garcia(هاي بافتی و رنگی سوسیس کم چرب اشاره نمود ویژگی
Totosaus, 2008 .(  
زا استفاده از  هاي بیماريکنترل میکروارگانیسم هايیکی از روش

اما همواره استفاده از این گونه مـواد  . باشدهاي شیمیایی مینگهدارنده
شیمیایی در مواد غذایی باعث نگرانی بوده است، زیرا اعتقـاد عمـومی   

لامت میکروبی ممکن است سضد مردم بر این است که مواد شیمیایی
به همین دلیل استفاده از مواد طبیعی بجاي مواد . ها را تهدید نمایدآن

بدون هیچگونه تردیـدي  . باشدشیمیایی از اهمیت خاصی برخوردار می
هـاي گیاهـان طبیعـی جـایگزین بسـیار      استفاده از اسـانس و عصـاره  

 ـ  & Dorman(هـاي شـیمیایی هسـتند    جـاي نگهدارنـده   همناسبی ب
Deans, 2000; Matan et al., 2006.(  

متعلـق بـه خـانواده     Avicennia marinaگیاه حرا با نام علمـی  
گیاه حرا در . باشداوسیناسه معروف به مانگروي سفید یا خاکستري می

 حرا گیاه. کندحد فاصل خشکی و دریا و در نواحی جزر و مد رشد می
 داراي مـانگرو  گیاهی اکوسیسـتم  هاي گونه ترینغالب از یکی بعنوان
-درختچه یا ايبوته به صورت گیاه این. باشدمی ايبالقوه هايتوانایی

 Kathiresan(شود  می یافت متر 10 تا 1 بین هاي متغیر ارتفاع با اي
& Bingham, 2001.(  

هـاي  ، اثر ضد قارچی عصـاره )1392(علیزاده بهبهانی و همکاران 
و  Penicillium digitatumآبــی و اتــانولی بــرگ گیــاه حــرا را بــر 

Alternaria citri    در شرایط آزمایشگاهی مورد بررسـی قـرار دادنـد .
هاي بـرگ گیـاه حـرا داري اثـر      نتایج این مطالعه نشان داد که عصاره

اثـر  . بازدارندگی موثري بر هـر دو گونـه قـارچ مـورد بررسـی داشـت      
  .بیشتر بود Penicillium digitatumبازدارندگی عصاره بر قارچ 

 عصاره برگ گیاه حرا وجود روي شده انجام یاییمطالعات فیتوشیم
، اســتروئیدها ، آلکالوئیــدها،هــاتــانین نظیــر ثانویــه هــاي متابولیــت

 گـزارش  را هـا سایر تـرپن  و وزیدهاکیلگ ، ها فلاوونوئیدها، نفتوکینون
باعـث اثـر    خود زیستی فعالیت با ترکیبات این رود می انتظار که کرده

  .)Zhu et al., 2009(حرا شوند ضد میکروبی عصاره برگ گیاه 
 روي شـده توسـط محققـان    انجـام  توکسـیکولوژي  مطالعـات 

 بـرگ  عصـاره  از استفاده منفی گونه اثر هیچ هاي آزمایشگاهی، موش
  ).Ali & Bashir, 1998(اند  ها گزارش ننمودهبر موش حرا را

Listeria innocua   یکی از شش گونه متعلق به جنس لیسـتریا
طور گسترده در محیط به ویژه خـاك و منـابع غـذایی     همی باشد، که ب

این باکتري از لحاظ ظاهري، یک باکتري گـرم مثبـت   . شود یافت می
باشد، که توانایی تحمل دما و غلظت بالاي نمـک را  اي شکل میمیله
اي فیزیولـوژیکی  ه ـویژگـی  L. innocuaاز آنجـا کـه بـاکتري    . دارد

هـا قابلیـت   دارد و تنهـا تفـاوت آن   L. monocytogenesا مشابهی ب
اسـت لـذا در ایـن پـژوهش      L. monocytogenesبیماري زایـی در  

  ).Banada et al., 2007(استفاده شد  L. innocuaآزمایشگاهی از 
Enterococcus faecium  باشـد  باکتري گرم مثبت، کروي مـی

. دستگاه گوارش انسان و سایر پستانداران اسـت که جایگاه فعالیت آن 
E. faecium هاي رایج بیوتیک نسبت به آنتی)Aminoglycosides 

,Aztreonam ,Cephalosporins Clindamycin ,Nafcillin , 
نسبتا مقاوم است و باعث ایجـاد عفونـت بـه ویـژه در      ) Oxacillinو

توانـد  مـی  E. faecium. شـود  مـی ... ها، خانه سـالمندان و  بیمارستان
و  (UTI)باعث ایجاد باکتریمی و اندوکاردیت عفونت دسـتگاه ادراري  

  ).Gonzales et al., 2001(هاي دیگر در انسان شود  عفونت
Escherichia coli      هـوازي   باسـیل گـرم منفـی، متحـرك، بـی

ایـن بـاکتري در شـرایط    . اسـپور اسـت   دهنـده  غیر تشکیلاختیاري و 
هوازي، مخلوطی از اسـیدها ماننـد لاکتـات، سوکسـینات، اتـانول،       بی

در  E. coliرشد بهینه باکتري  .دکن اکسید کربن تولید می استات و دي
درجـه را نیـز تحمـل     49گراد است اما تا دماي  درجه سانتی 37دماي 

هاي عفونی عامل بیماري تواندو می دده کرده و به رشد خود ادامه می
  ).Barrick et al., 2009(در انسان باشد 

هـاي متفـاوت   هدف از این پژوهش، بررسی اثر ترکیب نسبت     
، متـانول و آب  بـر میـزان بـازدهی     ، اتـانول هاي گلیسـیرین از حلال

ي برگ گیاه حرا با استفاده از روش سطح پاسخ با هندسه بهینه  عصاره
ي فرمولاسیون حلال براي استخراج عصـاره بـرگ   ساز مخلوط، بهینه

هـاي  گیاه حرا و در انتها  بررسی اثر مهارکنندگی و کشـندگی عصـاره  
، L. innocua ATTC 33090هـاي  برگ گیاه حرا بر میکروارگانسیم
E. faecium ATTC 51559 وE. coli ATTC 25992  در شرایط

  .باشدآزمایشگاهی می
  

  مواد و روش
  آوري برگ گیاه حرا    جمع

تا شهریور ماه  1391این پژوهش آزمایشگاهی در فاصله آبان ماه 
ــوین در آزمایشــگاه میکروبیولــوژي صــنعتی و فنــاوري 1392 هــاي ن

هـاي  برگ. دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد انجام پذیرفت
) ناسـتان هرمزگـا  (از جزیره قشم  1391تازه گیاه حرا در شهریور ماه 

 از اسـتفاده  بـا  گیـاه  علمـی  نـام  تایید و شناسایی از جمع آوري و بعد
هـاي لازم بـا هربـاریوم و آزمایشـگاه      هماهنگی و شناسایی کلیدهاي

سیستماتیک گیاهی دانشکده علوم پایه و پژوهشـکده علـوم دانشـگاه    
خشک گردید و جهت تهیـه  ) سایه(فردوسی مشهد، در شرایط مناسب 



  203...سازي استخراج عصاره برگ گیاه حرا با استفاده بهینه

  .پودر شد Waring عصاره با آسیاب مدل
  

  هاي میکروبیسوش
 33090هاي میکروبی مورد بررسی در این پژوهش شامل سوش 

L.innocua ATTC، E. faecium ATTC 51559 وE. coli 
ATTC 25992 هـا بصـورت لیـوفلیزه از طـرف     تمـامی سـوش  . بود

هـاي  آمپـول . دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی تهران اهـدا گردیـد  
ها در شرایط استریل باز و به محیط کشت مایع مـولر  باکتريلیوفیلیزه 

 37سـاعت در دمـاي    24انتقال و به مدت ) مرك آلمان(هیلتون براث 
بـراي تهیـه سوسپانسـیون    . گـذاري شـد   گـراد گرمخانـه   درجه سـانتی 

 24بنـابراین  . میکروبی نیاز به کشت تازه از هـر میکروارگانیسـم بـود   
از کشت ذخیره به محیط کشت شـیبدار  ساعت قبل از انجام آزمایش، 

نوترینت آگار تلقیح انجام پذیرفت، سپس کشت مربوطه توسط محلول 
مقـداري از ایـن   . رینگر شستشو و سوسپانسیون میکروبی تهیه گردید

سوسپانسیون میکروبی در لوله آزمایش حاوي محلول رینگـر اسـتریل   
 620ج ریخته شد و کـدورت آن توسـط اسـپکتروفتومتر در طـول مـو     

و تا هنگام برابـر شـدن کـدورت محلـول بـا      . نانومتر اندازه گیري شد
محلول استاندارد مک فارلند، توسط محلول رینگر رقیـق   5/0کدورت 

بـاکتري   CFU/ml 108×5/1سوسپانسیون تولیـدي بایـد حـاوي    . شد
 ;Tabatabaei Yazdi & Alizadeh Behbahani, 2013(باشـد  

Valero & Salmeron, 2003.(   
  

  هاتهیه عصاره
گرم  50) متانولی و گلیسرینی ،آبی، اتانولی ( اههت تهیه عصارهج

هاي  حلاللیتر  یلیم 250به ارلن حاويحرا گیاه هاي پودر شده  از برگ
دسـتگاه   ساعت در دمـاي اتـاق روي   48و به مدت  مختلف اضافه شد

بطـور   تـا اسـتخراج عصـاره    گردید مغناطیسی به آرامی مخلوط همزن
صـافی  کاغـذ   سپس مخلوط حـلال و گیـاه توسـط   . دکامل انجام گیر

مایع رویـی  . بدست آید هاي اولیهاز هم جدا شد تا عصارهجنس واتمن 
دقیقـه سـانتریفیوژ    10بـه مـدت    rpm3000آوري با دور  پس از جمع

هـاي   عبور داده و جهت حذف آلودگی μ 45/0ی گردید، سپس از صاف
هـاي اولیـه   عصـاره و در نهایت تفاده شد میکروبی از فیلتر سرنگی اس
شـده   هاي تغلیظعصاره و گردید) روتاري(وارد دستگاه تقطیر در خلاء 

آلومینیمی ف تیره استریل وهاي تغلیظ شده در ظر عصاره. ددست آم به
نگهـداري   گـراد  درجه سـانتی  4 دماي تا زمان مصرف در ریخته شد و

ــدند  Alizadeh Behbahani et al., 2013; Heidari( ش
Sureshjani et al., 2013.(  

  
  هابررسی وزن خشک عصاره

لولـه   یـک  هاعصاره براي هر کدام ازبراي محاسبه وزن خشک ، 
تـوزین،   )0001/0(س سـط تـرازوي دیجیتـالی حسـا    وآزمایش خالی ت

 48از اضـافه و پـس    لیتر بـه لولـه   میلی 1 عصاره تغلیظ شده سپس از
خشـک  ) گـراد  درجه سـانتی  25(آزمایشگاه نگهداري در دماي ساعت 
. بعد از خشک شدن عصاره، وزن لوله آزمایش مجددا تعیین شد. گردید

هـاي آبـی یـا اتـانولی      از عصاره ml1 ن اختلاف وزن لوله معادل با وز
وزن خشک عصاره محاسبه گردید  عنوان هبمیانگین سه بار تکرار، . بود

)Tabatabaei Yazdi et al, 2013.(  
  

  هابررسی فعالیت ضد میکروبی عصاره     
هاي برگ گیاه حرا با استفاده از روش فعالیت ضد میکروبی عصاره

در روش انتشار در آگار بـه  . انتشار در آگار به کمک دیسک بررسی شد
کمک دیسک، ابتدا یک لوپ از کشت استاندارد هر سوش بر روي این 

صـافی   جـنس (هـاي کاغـذي   ها کشت داده شد سپس دیسکمحیط
، 30، 25، 20، 15، 10، 5(با غلظت هـاي  ) متر میلی 6واتمن و به قطر 

ها درآب مقطر استریل تهیه و به عصاره) لیتر گرم بر میلی میلی 40، 35
عصاره حرا آغشته گشت و توسط پنس استریل در سطح محیط کشت 

بعـد از  . روي محیط کشـت ثابـت گردیـد   قرار داده شد و با کمی فشار 
گراد با اسـتفاده   درجه سانتی 37ساعت در  24گذاري به مدت  نهگرمخا

متـر   طور دقیق قطر هاله عـدم رشـد بـر حسـب میلـی      هاز خط کش ب
 Babayi et(تکرار انجام گرفت  3ها با تمامی آزمایش. گیري شد اندازه

al, 2004.(  
  
  کننده رشد تعیین حداقل غلطت ممانعت 

عصاره برگ گیـاه حـرا بـا    ) MIC(حداقل غلظت مهارکننده رشد 
براي هر  MICبراي تعیین . اي تعیین گردیداستفاده از روش رقت لوله

لولـه   8تایی لوله آزمایش استریل استفاده شـد،   9عصاره از یک سري 
 ـ براي آزمایش رقت عنـوان   ههاي مختلف هر عصاره و یک لوله نیـز ب

 24هاي آزمایش بـه مـدت    پس از کشت تمام لوله. کار رفت هل بکنتر
پـس از  . گذاري گردیدند گراد گرمخانه درجه سانتی 37ساعت در دماي 

هـا از نظـر کـدورت ناشـی از رشـد      گـذاري، لولـه   طی زمان گرمخانـه 
هاي تلقیح شده مورد بررسی قـرار گرفتنـد، ایـن روش    میکروارگانیسم

 ,Benger et al(بار تکرار شد  3ها و هر میکروارگانیسم براي عصاره
2004.(  
  

  کشندگی تعیین حداقل غلظت  
اي با استفاده از روش رقـت لولـه  ) MBC(کشندگی  حداقل غلظت

براي  MBCبراي تعیین . هاي برگ گیاه حرا تعیین گردیدبراي عصاره
 8تایی لوله آزمایش استریل اسـتفاده شـد،    9هر عصاره از یک سري 
 ـ  لوله براي آزمایش رقت ه هاي مختلف از هر عصاره و یک لولـه نیـز ب

هاي آزمایش به مدت پس از کشت تمام لوله. کار رفت هعنوان کنترل ب
پس از . اري شدندگذ گراد گرمخانه درجه سانتی 37ساعت در دماي  24

هـا از نظـر کـدورت ناشـی از رشـد      گـذاري، لولـه   طی زمان گرمخانـه 
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هاي تلقیح شده مـورد بررسـی قـرار گرفتنـد، از تمـام       میکروارگانیسم
ها مشاهده نشـده بـود، جهـت تعیـین     رشدي در آنهایی که هیچ  لوله

MBC ترین غلظت عصاره را داشت اي که کملوله. عمل آمد هکشت ب
 ـ     عنـوان   هو در پلیت مربوط به آن هیچ رشـدي مشـاهده نشـده بـود ب

این روش براي هر عصاره و . کشندگی در نظر گرفته شد حداقل غلظت
  ).Espinel et al, 2002(بار تکرار گردید  3هر میکروارگانیسم 

  
  طرح آماري

ي فرمولاسـیون حـلال بـراي     منظـور مطالعـه   هدر این پژوهش ب
استخراج عصاره گیاه حرا، اثر آب، اتانول، گلیسیرین و متانول هر کدام 

با اسـتفاده از  ) لیتر میلی 250و 125، 33/83، 25/31صفر، (سطح  5در 
تمـامی  در . قـرار گرفـت  مـورد بررسـی    طرح آزمایشی مخلوط بهینـه 

طرح شـامل  . بود 1به  5ها نسبت حلال به برگ گیاه حرا فرمولاسیون
آزمایش مربوط به تخمین ضـرایب مـدل،    10بیست آزمایش بوده که 

پنج آزمایش مربوط بـه آزمـون ضـعف بـرازش، پـنج آزمـایش بـراي        
یکـی از مزایـاي   . محاسبه خطاي تصادفی در نظر گرفتـه شـده اسـت   

یت دلخـواه در انتخـاب نقـاط مـورد     روش مخلوط وارد کردن محـدود 
توانـد ماتریسـی از   همچنین نوع بهینه این روش می. باشدآزمایش می

نقاط آزمایشی را ایجاد کند که در آن دترمینان ماتریس میـنمم باشـد،   
این ویژگی امکان استخراج حـداکثر اطلاعـات را از فضـاي آزمایشـی     

  ).Ruguo, 1999(سازد مهیا می
سـازي بـازدهی اسـتخراج از چنـد      ظور مـدل من هدر این پژوهش ب

استفاده گردید، این معادله فرم مشـتق شـده   ) 1معادله (اي شف  جمله
جـزء   nمیـان  ) 2معادله (باشد، که به علت رابطه خاص  بسط تیلور می

  ).Ruguo, 1999(در یک هندسه مخلوط به وجود آمده است 
  

y = ∑ βj . Xj+ ∑ βjk . Xj.Xk+∑ βjki . Xj.Xk.Xin
j<k=2
୧வଶ

 n
j<k=2

n
j=1 )1 (  

 Xi + Xj + Xk + ⋯+ Xn = 1																																																		 )2(  
 βjبعنـوان پاسـخ در نظـر گرفتـه شـده و       yر معـادلات مـذکور   د

ضـرایب جمـلات غیـر خطـی دوتـایی       βjkضرایب جمـلات خطـی،   
بعنـوان اثـرات    Xتایی، بعـلاوه از   سه ضرایب جملات غیرخطیβjki و

بعنـوان اثـرات غیرخطـی مخلـوط بـه       XX ،XXXخطی مخلـوط، و  
همچنین براي بررسی اثر . تایی استفاده شده است صورت دوتایی و سه

ضدمیکروبی عصاره برگ گیاه حرا از هر یک  از تیمار هاي یـاد شـده   
 40، 35، 30، 25، 20، 15، 10، 5(در قســمت فــوق در هشــت ســطح 

محلولی تهیه شده و اثر ضدمیکروبی آن را روي ) لیتر گرم بر میلی میلی
ــاکتر  ــه ب   Listeria innocua ،Enterococcus faeciumيس

. در سه تکرار مورد بررسی قـرار گرفتـه اسـت     Escherichia coliو
اثـرات  ) >05/0p(داري  براي بررسی آنـالیز واریـانس و میـزان معنـی    

اسـتفاده   Minitab 16 رعصاره برگ گیاه حرا  از نرم افزا ضدمیکروبی
  .گردید

  سازي روش بهینه
افزایش راندمان فرایند بدون افزایش هزینه داراي اهمیت بسیاري 

در  .شودسازي نامیده می ار رفته بدین منظور، بهینهک هروش ب. باشدمی
سازي فرمولاسیون حلال بر مبنـاي مـدل بـرازش     این پژوهش بهینه

الگـوریتم  . صـورت پذیرفتـه اسـت   شده و با استفاده از تابع مطلوبیـت  
باشـد کـه ابتـدا هـر یـک      سازي در این روش بدین ترتیـب مـی   بهینه

شـوند،  تبـدیل مـی  ) d(هاي مورد بررسی به یک تابع مطلوبیت ازمتغیر
در این روش تابع . باشدبرد تغییرات تابع مطلوبیت بین صفر تا یک می

را بـه سـمت   کنـد و پاسـخ   مطلوبیت بعنوان یک تابع پنالتی عمل می
هـاي   هدف ایـن روش جسـتجوي پاسـخ   . دهدمی ناحیه مطلوب میل

به یک نزدیک   که تابع مطلوبیت سراسري باشدی مییمربوطه در فضا
تابع مطلوبیت سراسري در واقع، میانگین هندسی تک تک توابع . شود

ــی ــا اســتفاده و باشــد مطلوبیــت م ــه(از  ب  شــودمحاســبه مــی )3معادل
Pourfarzad et al., 2012).(  که روش پنالتی  استلازم به یادآوري

کـه اسـاس آن خـارج کـردن      باشـد مـی سـازي   نوعی الگوریتم بهینـه 
  .   استمحدودیت از مساله 

D= (d1*d2*d3…….*dm)1/m 

  
  

هاي مختلف حلال، براي استخراج عصاره برگ  فرمولاسیون - 1جدول 
  گیاه حرا

  کد تیمار  آب  اتانول  متانول  گلیسیرین
25/31 25/31 25/31 25/156 1  

0 125 125 0 2  
0 250 0 0 3  

25/156 25/31 25/31 25/31 4  
0 0 125 125 5  
0 125 125 0 6  
0 125 0 125 7  
0 0 250 0 8  

125 125 0 0 9  
0 0 0 250 10  

125 0 125 0 11  
250 0 0 0 12  

25/31 25/31 25/156 25/31 13  
125 0 0 125 14  
0 0 125 125 15  

125 0 0 125 16  
25/31 25/156 25/31 25/31 17  

125 0 125 0 18  
33/83 33/83 0 33/83 19  

0 125 0 125 20  
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  نتایج و بحث
ــت      ــاله مقاوم ــر مس ــالیان اخی ــایع در س ــلات ش ــه معض از جمل

باشد، لـذا یـافتن   هاي رایج میبیوتیک ها نسبت به آنتی سممیکروارگانی
ترین اثر جانبی امر لازم و ضروري ترکیبات ضدمیکروبی طبیعی با کم

تـوان چنـین نتیجـه    ، مـی 2و  1هـاي  با توجه به شکل. رسدنظر می هب
گرفت که در یک نسبت ثابت از گلیسرین با نزدیک شـدن بـه نقطـه    
مرکزي هندسه آزمایش، میزان بازدهی عصاره برگ گیـاه حـرا بطـور    

وجـه بـه   همچنین بـا ت . افزایش پیدا کرده است) >05/0p(داري  معنی
، در یک میزان ثابـت از متـانول بـا افـزایش حـلال      4و  3هاي شکل

 ـ    داري  طـور معنـی   هگلیسرین میزان بازدهی عصاره بـرگ گیـاه حـرا ب
)05/0p<(تـوان در  کاهش یافته است، و بیشترین میزان بازدهی را می

  .سطوح برابر آب و اتانول به دست آورد
هاي میکروبی عصاره ، اثر ضد)2012(علیزاده بهبهانی و همکاران 

 Penicillium، متـانولی و گلیسـیرین بـرگ گیـاه حـرا را بـر      اتانولی

digitatum   مورد بررسی قرار دادند، نتایج این پژوهشگران نشـان داد
باشـد  که کمترین میزان بازده عصاره مربوط به حلال گلیسـیرین مـی  

تـوان  شـاید ب . این محققان علتی براي وقوع این پدیده عنوان ننمودنـد 
علت این پدیده را افزایش قطبیت کل حلال در زمان افزایش حضـور  

منظور بررسی فرضیه فوق  هب. حلال گلیسیرین در فرمولاسیون دانست
میزان همبسـتگی  از آزمون آماري مربع پیرسون براي مشخص کردن 

گـر رابـط   نتـایج حاصـل بیـان   . درجه استحصال و قطبیت استفاده شد
جدول (بین دو متغیر فوق بوده است ) >05/0p(داري  معکوس و معنی

هاي همچنین براي بررسی میزان صحت مدل برازش شده بر داده). 3
حاصل از درجه استحصال عصاره برگ گیاه حـرا از دو فـاکتور آمـاري    

میزان ضریب تبین . ضریب تبین و آزمون ضعف برازش استفاده گردید
مون ضعف برازش آز) >05/0p(داري  درصد و همچنین عدم معنی 94

جـدول  (باشـد  ها میبراي برآورده داده شفگر مناسب بودن مدل بیان
2.( 

  
  

  هاي درجه استحصال عصاره برگ گیاه حرا نتایج جدول آنالیز واریانس مدل برازش یافته بر داده - 2جدول 
  منبع  درجه آزادي  ضرایب  مجموع مربعات pاندیس 

0002/0  01/42  07/420  10  Model 
0002/0  37/62  10/187  3  Linear Mixture   
1538/0  97/6  97/6  1  AB  
3843/0  35/2  35/2  1  AC  
7762/0  25/0  25/0  1  AD  
0118/0  39/28  40/28  1    BC  
5638/0  03/1  03/1  1  CD  
0001/0<  61/127  61/127  1    ABC 

0352/0  62/17  62/17  1    ACD 
  87/2  85/25  9  residual 
152/0  78/4  10/19  4  Lack of fit 
  35/1  75/6  5  Pure error 
    93/445  19  Total 
    94/0  -  R2 

  
  

  نتایج آزمون همبستگی پیرسون بر  میزان قطبیت و درجه استحصال - 3جدول 
      قطبیت  استحصال

  قطبیت  همبستگی پیرسون  1  -518/0
     داري میزان معنی    023/0
  استحصال  همبستگی پیرسون  -518/0  1

     داري  میزان معنی  023/0  
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  ).لیتر میلی 5/62(هاي متفاوت آب، اتانول و متانول در میزان ثابت گلیسیرین  تراز تاثیر نسبت - 1شکل 

 
).لیتر میلی 5/62(هاي متفاوت آب، اتانول و متانول در میزان ثابت گلیسیرین سطح پاسخ براي نسبت - 2شکل   

 
).ليتر ميلي ٥/٦٢(هاي متفاوت گليسيرين، اتانول وآب در ميزان ثابت متانول  ر نسبتتراز تاثي -٣شکل   

 

).ليتر ميلي ٥/٦٢(هاي متفاوت گليسيرين ، اتانول و آب در ميزان ثابت متانول سطح پاسخ تاثير نسبت -٤شکل   
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هاي مختلف، بیشـترین  بر اساس نتایج بدست آمده از تیمار حلال
بـه تیمـار    هاي مورد آزمایش مربـوط اثر بازدارندگی بر میکروارگانیسم

تـوان درصـد استحصـال     علت این امر را می. باشدمی) 1جدول(سیزده 
بیشتر عصاره برگ گیاه حرا و در نتیجه استخراج بیشتر مـواد مـوثر در   

، اثر )2013(علیزاده بهبهانی و همکاران . توسط تیمار سیزده ذکر نمود
قارچ  هاي آبی و اتانولی برگ گیاه حرا را بر دو گونهضد قارچی عصاره

نتایج نشـان دادکـه عصـاره اتـانولی     . زا مورد بررسی قرار دادندبیماري
برگ گیاه حرا نسبت به عصاره آبی داراي اثر بازدارنـدگی و کشـندگی   

هاي مورد مطالعه داشت، این محققان علت بیشتري بر میکروارگانیسم
این امر را استخراج بیشتر عصاره برگ گیاه حرا توسـط حـلال اتـانول    

  .کردند ذکر
هاي بـرگ  نتایج حاصل از آنالیز واریانس اثر ضد میکروبی عصاره

، 4در جدول هـاي  ) به کمک دیسک(گیاه حرا به روش انتشار در آگار 
باشـد کـه   این نتـایج مویـد ایـن مطلـب مـی     . آورده شده است 6و  5

هـا  تیمارهاي نوع حلال، غلظـت عصـاره و همچنـین بـرهمکنش آن    
موجب تغییر قطر هاله بازدارنـدگی عـدم   ) >05/0p(داري  معنی طور هب

در سه باکتري مـورد آزمـایش   ) شاخص اثر ضد میکروبی عصاره(رشد 
العملی از غلظت ماده  از نظر تئوري قطر هاله عدم رشد عکس. شود می

در این پژوهش اثر ضد . باشدموثر موجود در عصاره برگ گیاه حرا می
در ) 1جـدول (ي مختلـف  میکروبی عصارهاي بدست آمده از تیمار هـا 

ــطح   ــت س ــرم بــر   میلــی 40و  35، 30، 25، 20، 15، 10، 5(هش گ
مورد   E. coliو  L. innocua ،E. faecium هايبر باکتري) لیتر میلی

تـوان چنـین بیـان    با توجه به نتایج مـی ). 5شکل (بررسی قرار گرفت 
 ـ  طـور   هنمود که با افزایش غلظت عصاره میزان قطر هاله عدم رشـد ب

است، کـه ایـن نتیجـه مویـد      دا کردهافزایش پی) >05/0p(داري  معنی
طور کلی اثر ضد میکروبی  هب. باشدتئوري ذکر شده در قسمت قبل می

هر عصاره بسته بـه نـوع میکروارگانیسـم متفـاوت بـود بطـوري کـه        
در مقایسـه بـا     E. faeciumو  L. innocuaباکترهـاي گـرم مثبـت   

و در ) 6شـکل  (یشتري داشتند حساسیت ب  E. coliباکتري گرم منفی
. غلظت کمتري از عصاره برگ گیاه حرا اثر بازدارنـدگی ایجـاد کردنـد   

هاي گـرم منفـی و    توان اختلاف ساختمانی باکتريعلت این امر را می
اثــر )  2013(علیـزاده بهبهـانی و همکـاران    . مثبـت ذکـر نمــود    گـرم 

بر  مالدوالنساکالیپتوس کاهاي آبی و اتانولی برگ ضدمیکروبی عصاره
مـورد   P. digitatumو  E. coli، S. aureusهـاي   ارگانیسـم کرومی

نتـایج نشـان داد کـه بیشـترین مقاومـت در برابـر       . بررسی قرار دادند
مربوط به باکتري گرم منفی  اکالیپتوس کامالدوالنسهاي برگ عصاره

E. coli هاي گرم منفی را بـه  این محققان مقاومت بالاتر باکتري. بود
  .ضور غشاي فسفولیپیدي خارجی تقریباً غیرقابل نفوذ نسبت دادندح

ها از روش ترین نسبت حلالدر این پژوهش براي انتخاب مناسب
اسـتفاده  ) Design Expert(سازي عددي با استفاده از نرم افزار  بهینه

سازي، افزایش بـازدهی عصـاره بـرگ گیـاه حـرا و       هدف از بهینه. شد
محاسـبه   94/0میزان تابع مطلوبیت . بوده استکاهش قطبیت حلال 

بـر ایـن اسـاس    . باشـد سازي می شد که نشانگر صحت عملیات بهینه
 22/28(، آب )لیتـر  صـفر میلـی  ( فرمولاسیون بهینه داراي گلیسـیرین  

) لیتـر  میلـی  95/161( و اتـانول  ) لیتر میلی 83/59( ، متانول )لیتر میلی
ن چنین نتیجه گرفت که با نزدیـک  توامی 8و  7با توجه به شکل . بود

هاي مختلف سه حلال  شدن به مرکز هندسه مخلوط، فضاي از نسبت
متانول، آب، و اتانول با شرط کمینه بودن قطبیت، ایجاد خواهد شد که 

 ـ ) >05/0p(داري  طـور معنـی   همیزان بازدهی عصاره برگ گیاه حرا را ب
لال بیـانگر  نتایج حاصـل از فرمولاسـیون بهینـه ح ـ   . دهد افزایش می

میزان بازدهی عصاره برگ گیاه حرا نسبت ) >05/0p(دار  افزایش معنی
جهـت  . بـود ) 1جـدول  ( 13به بالاترین بازدهی مشاهد شده در تیمـار  

حصول اطمینان از اثر ضد میکروبـی عصـاره حاصـل از فرمولاسـیون     
انتشار در آگار به کمک دیسـک، حـداقل غلظـت    ( بهینه از سه روش 

نتـایج  . استفاده گردید) ه از رشد و حداقل غلظت کشندگیکنند ممانعت
گـرم   میلـی  40حاصل از انتشار در آگار  به کمک دیسـک در غلظـت   

افزایش هاله بازدارنـدگی  ) >05/0p(دار  دهنده تفاوت معنی برلیتر نشان
بر سه میکروارگانیسم مورد آزمایش بود، همچنین نتایج حداقل غلظت 

) 8و  7(داقل غلظـت کشـندگی در جـداول    کننده از رشد و ح ـ معمانت
  . آورده شده است

 

 و  Listeria innocua،Enterococcus faeciumاثر غلظت عصاره برگ گياه حرا به روي ميزان قطر هاله عدم رشد در سه باکتري   - ٥شکل
Escherichia coli.  
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 و Listeria innocua ،Enterococcus faeciumاثر تيمارهاي مختلف حلال به روي ميزان قطر هاله عدم رشد در سه باکتري  -٦شکل 

Escherichia coli.  

  Listeria innocuaهاي مربوط به اثر بازدارندگي عصاره برگ گياه حرا در باکتري  انس دادهآناليز واري - ٤جدول 
  منبع  درجه آزادي  مجموع مربعات   میانگین مجموع مربعات  pcاندیس 

000/0  03/379  51/6822  18  C1
a 

000/0  87/1038  08/7272  7  C2
b  

000/0  51/6  76/819  126  C1C2 
    67/95  304  Error 
    32/15010  445  Total 

a - نوع حلال  
b- غلظت حلال  

- c ٠٥/٠(داري  سطح معنيp<(  
  

  Enterococcus faeciumآناليز واريانس داده هاي مربوط به اثر بازدارندگي عصاره برگ گياه حرا در باکتري  - ٥جدول 

  منبع  درجه آزادي  مجموع مربعات   میانگین مجموع مربعات  pcاندیس 
000/0  94/363  92/6550  18  C1

a 
000/0  92/1003  47/7027  7  C2

b  
000/0  76/6  27/851  126  C1C2 

  67/0  65/202  304  Error 
    31/14632  445  Total 

a - نوع حلال  
b- غلظت حلال  

- c ٠٥/٠(داري  سطح معنيp<(  
  

  Escherichia coli هاي مربوط به اثر بازدارندگي عصاره برگ گياه حرا در باکتري آناليز واريانس داده - ٦جدول 

  منبع  درجه آزادي  مجموع مربعات   میانگین مجموع مربعات  pcاندیس 
000/0  16/296  89/5330  18  C1

a 
000/0  86/973  99/6819  7  C2

b  
000/0  53/9  33/1201  126  C1C2 

  96/0  03/292  304  Error 
    24/13641  445  Total 

a - نوع حلال  
b- غلظت حلال  

- c ٠٥/٠(داري  سطح معنيp<(  
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 و Listeria innocua،Enterococcus faecium ر بهينه برگ گياه حرا ب عصاره  (MIC)رشد مهاركنندگي غلظت حداقل نتايج -٧جدول
Escherichia coli  

 (mg/ml) غلظت عصاره برگ گیاه حرا   

 کنترل 256 128 64 32 16 8 4 2 میکروارگانیسم نوع عصاره

هبهین  Listeria innocua - + + + + + + + - 

 - + + + + + + - - Enterococcus faecium بهینه

 - + + + + + - - - Escherichia coli بهینه

رشد : - عدم رشد                         : +                  
  

 و Listeria innocua،Enterococcus faecium ر بهينه برگ گياه حرا ب عصاره  (MBC)رشد گيکشند غلظت حداقل نتايج -٨جدول
Escherichia coli  

  
 (mg/ml) غلظت عصاره برگ گیاه حرا   

 کنترل 256 128 64 32 16 8 4 2 میکروارگانیسم نوع عصاره

هبهین  Listeria innocua - + + + + + + + - 

 - + + + + + - - - Enterococcus faecium بهینه

 - + + + + - - - - Escherichia coli بهینه

  رشد: - عدم رشد                         : +                
  گیري  نتیجه

اي شـف و  داد که چنـد جملـه  نتایج حاصل از این پژوهش نشان 
سازي عددي با استفاده از روش مخلوط، به ترتیـب بـراي    روش بهینه
هاي حاصل از بازدهی استخراج عصاره بـرگ گیـاه حـرا و    برازش داده

بـر ایـن اسـاس    . باشـد  سازي فرمولاسیون حـلال مناسـب مـی    بهینه
   22/28(، آب )لیتر صفر میلی(فرمولاسیون بهینه داراي گلیسیرین 

. بـود ) لیتر میلی 95/161(و اتانول ) لیتر میلی 83/59(، متانول )لیتر میلی

 نتایج این پژوهش نشان داد کـه عصـاره بـرگ گیـاه حـرا در شـرایط      
هـاي مـورد   اي بـر سـویه   آزمایشگاهی اثر ضد میکروبی قابل ملاحظه

داري در  تـر و دامنـه   در ادامه لازم است تحقیقات وسیع. مطالعه داشت
انجام شود تا دوز مناسـب ایـن عصـاره مشـخص      ""in vivoشرایط 

هاي عفونی ناشـی  اي جهت بهبود بیمارگشته و در نهایت اقدام ارزنده
  .هاي مختلف میکروبی انجام گیرداز سوش

 

 
  بهینههاي مختلف براي استخراج عصاره برگ گیاه حرا در شرایط  تراز ترکیب حلال -7شکل
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  هاي مختلف براي استخراج عصاره برگ گیاه حرا در شرایط بهینه سطح پاسخ ترکیب حلال- 8شکل 

  

   قدردانی
پور، آزاده ظهوري  یله از خانم مهندس نجمه خادمین وسیبد

هـا و انجــام  و مـریم حیـدري سورشـجانی کــه در جمـع آوري نمونـه     
  . ها ما را یاري نمودند قدردانی می شودآزمایش
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Introduction: Avicennia marina, commonly known as gray or white mangrove, is a specie of mangrove 
tree classified in the plant family Acanthaceae. It is distributed along Africa's east coast, south-west, south and 
south-east Asia, and southern Iran along the Persian Gulf coast. It grows as a shrub or tree to a height of three to 
ten meters. Mixture design is one of the most popular smart systems which is based on simulation of linear and 
non-linear systems using mathematical and statistical techniques, and a useful tool for dealing with completely 
unknown systems. Chemical preservatives are commonly used for inhibition of pathogens in foods, people are 
concerned about the side effects of preservatives on their health. Replacement of chemical preservatives with 
natural substances have a great importance in food preservation. Natural preservatives, as well as, essential oils 
and plant extracts are suitable alternatives for chemical preservatives. The main purposes of this study are the 
evaluation of the effects of different combinations of four solvents (water, ethanol, methanol and glycerin) on the 
efficiency of mangrove leaf extraction using response surface method with mixture optimal design, the 
optimization of solvent formulation for mangrove leaf extraction, and, finally, the evaluation of the in vitro 
inhibitory and bactericidal effects of mangrove leaf extract on Listeria innocua ATTC33090   ، Enterococcus 
faecium ATTC 51559  and Escherichia coli ATTC 25992. 

Materials and method:Fresh mangrove leaves were prepared from Qeshm Island, Persian Gulf, Iran, in 
August 2012. Water, ethanol, methanol and glycerin extracts were prepared by adding 50 g of powdered 
mangrove leaf to 250 mL of the solvent. Extraction was carried out for 48h, in ambient temperature. The mixture 
of extract and leaf powder was separated by Watman filter paper, then the filtrate was centrifuged in 3000g for 
10 minutes and filtered using a 0.45 µm Millipore filter. Finally, in order to separate the solvent and 
concentrated extract, the solutions were evaporated using a rotary vacuum evaporator. The concentrated extract 
was stored in dark aluminum containers at 4°C. In this study, the effects of water, ethanol, methanol and glycerin 
at five levels (0, 31.25, 83.33, 125 and 250 ml) on efficiency of mangrove leaf extraction by mixture optimal 
design has been investigated. Modeling and optimization has been carried out by Scheffe polynomial. The 
antimicrobial activity of mangrove leaf extract was evaluated using disk diffusion method. The minimum 
inhibitory concentration (MIC) of mangrove leaf extract was determined using serial dilution tubes. For each 
extraction method (based on solvent, Water, Ethanol, Methanol and Glycerin), 8 serial concentrations (2, 4, 8, 
16, 32, 64, 128, 256 mg/mL) and 1 control tube of mangrove leaf extract were prepared in Mueller-Hinton broth. 
The minimum bactericidal concentration (MBC) of mangrove leaf extract was determined using serial dilution 
tubes. 

Results and Discussion:The Results indicated that Scheffe polynomial model was highly significant for 
prediction of efficiency of mangrove leaf extraction (R2 and R2

adj values equal to 0.940 and 0.8447, respectively 
and The lack-of-fit tests did not result in a significant, also F-value (14.62) indicated that the model is 
sufficiently accurate). The optimum formulation was found as following: glycerin (0 ml), water (28.22 ml), 
methanol (59.83ml) and ethanol (161.95 ml) respectively. Maximum of antimicrobial effect on Listeria innocua 
and highest resistance against mangrove leaf extract on Escherichia coli were observed. Increasing concentration 
of mangrove extracts had a significant effect (p< .05) on inhibition zone diameter. This may have been resulted 
from the increment of the solvent polarity associated with glycerin increase. In order to study the mentioned 
hypothesis, Pearson Square statistical test was used to determine the correlation between the extraction rate and 
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polarity. The results showed that a significant (P≤0.05) and inverse relationship between the extraction rate and 
polarity of the solvent. Moreover, in order to check the accuracy of the model fitted on the data obtained from 
mangrove leaf extraction rate the goodness of fit was investigated using both coefficient of determination (R2) 
and lack of fit test. A 94% coefficient of determination and lack of significance (P≤0.05) for lack of fit test 
suggested that Schef model could accurately fitt the data and predict it The results of this study showed that 
Schef polynomial and numerical optimization using mixture design method were suitable to fit efficiency of 
mangrove leaf extraction and solvent formulation optimization data, respectively. According to the results, the 
optimized solvent formulation was glycerin (0 mL), water (28.22 mL) and ethanol (161.95 mL).  

 Conclusion: Finally, the results showed that mangrove leaf extract had a notable antimicrobial effect on 
the studied strains “in vitro”. More “in vivo” studies seem to be required in order to determine the best extract 
dosage which leads to inhibition of microbial infection. 
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