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بررسی متغیرهای زمان، ترکیب حلال استخراجی و نسبت حلال به گیاه بر خواص 

 جو برگ زیتون به کمک روش استخراج ریزمو تشنه داری اکسیدانی و ضد باکتریایی گیاهآنتی

 و مافوق صوت
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 رانیا همدان، همدان یدانشگاه علوم پزشک ،یدانشکده پزشک ،ییو بهداشت مواد غذا هیگروه تغذ -1

 اجتماعی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، تهران، ایرانگروه پزشکی  -2
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 11/3/1423تاریخ پذیرش:                                                                                           22/12/1422تاریخ دریافت: 

 چکیده

 است. در این پژوهشبسیار قابل توجه  های گیاهیگیری برای دستیابی بهینه به خواص عصارههای نوین عصارهاستفاده از روش سابقه و هدف:

 لیستریابر باکتری  و فراصوت داری و برگ زیتون در دو روش استخراج با امواج ریزموجاکسیدانی و ضد میکروبی عصاره گیاه تشنهآنتیخواص 
 است.بررسی شده  مونوسیتوژنز

ریزموج و حمام فراصوت های مایکروویو برای بررسی اثر ، استخراج ها با دستگاهBox-Behnkenبه روش  پس از طراحی آزمایش ها:مواد و روش

-1-دی فنیل-2،2و  TPC اکسیدانی به ترتیب با استفاده از ترکیب فنلی کل یابرای بررسی اثر فراصوت انجام شد. محتوای فنلی و خواص آنتی

 ستریا مونوسیتوژنزلیبر روی باکتری  (MIC)میکرودایلوشن براث برای تعیین حداقل غلظت بازدارنده   تعیین شد. روش (DPPH) پیکریل هیدرازیل

 بکار گرفته شد.

 ثرترین متغیر مستقل در استخراج در هر دو روش و در هر دو گیاه نسبت حلال به گیاه بود. نسبت اتانول در حلال استخراج کننده برؤم :هايافته

TPC  و بازده تأثیرگذار بود. بیشترین میزانTPC  بر گرممیلی 98/2 ±14/2 داریتشنه برای و گرم بر گرممیلی 34/5 ±21/2برای برگ زیتون 

 داریتشنه برای و درصد 13/52 ± 1/2برای برگ زیتون  DPPHی رادیکال بازدار درصد بیشترین همچنین. آمد دستبه فراصوت روش با گرم

 گرممیلی46/2 ± 225/2برای عصاره برگ زیتون و به روش فراصوت بدست آمد ) MIC میزان کمترین. بود ریزموج تابش با و درصد 24/55 61/2±

 (.لیترمیلی بر

اند. های ساختاری و ترکیبات موجود در دو گیاه، اثرگذاری متفاوتی بر خصوصیات عصاره داشتههر دو روش استخراج به دلایل تفاوت گیري: نتیجه

 ریزموج اکسیدانی را استخراج به کمک تابشاستخراج با امواج فراصوت و بیشترین میزان خواص آنتیبیشترین میزان ترکیبات فنولی هر دو گیاه را 

 از خود نشان دادند.مونوسیتوژنز  لیستریاداری پتانسیل مناسبی برای کاهش آلودگی برگ زیتون و گیاه تشنه داشت.

 لیستریا مونوسیتوژنزداری، ریزموج، فراصوت، برگ زیتون، گیاه تشنه واژگان كلیدي:

 

 های اصلیپیام

 بود و هر دو گیاه هر دو روشبر پاسخ ها در ترین متغیر نسبت حلال به گیاه موثر. 

 صوت عصاره ها با خصوصیات مختلف آنتی اگسیدانی و ضد میکروبی تولید کردندموج و فراروش ریز. 

  ظرفیت آنتی اکسیدانی به روشDPPH  پاسخ ها تحت تاثیر زمان استخراج بود کمتر از سایردر هر دو روش. 
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  مقدمه 

اکسیدانی و دلیل خواص آنتی های گیاهان دارویی بهعصاره

ایران پیشینه پرباری داشته  مخصوصاًضد میکروبی، در جهان و 

گیاهان متنوعی  .(1، 2) شوندو در صنایع مختلفی استفاده می

 Scrophularia striataیا زیتون و گیاه  Oleo Europea مثل 

ی دیگر از گیاهان این داری در ایران و بسیارمعروف به تشنه

ها و مناطق نیز اکنون به عنوان منبع دارویی، افزودنی

(. گیاه زیتون 3، 4های غذایی، مورد توجه هستند )نگهدارنده

های گونه از درختان خانواده زیتونیان با برگ 22شامل تقریباً 

همیشه سبز بوده و در حوزه دریای مدیترانه و جنوب شرقی 

ای دارد. اولئوروپیین پراکندگی گسترده آسیا و مناطق دیگر

(Oleuropein) های این گیاه ترین نوع بیوفنول در برگفراوان

اکسیدانی و ضد است. این ماده اثرات ضد سرطانی، آنتی

  (.   5-6میکروبی از خود نشان داده است )

Scrophularia striata  که از تیره Scrophulariaacae  و

طور گسترده در دانگان است، بهز نهانعضو خانواده بزرگی ا

ریز اروپا، آسیای میانه و بخصوص در ناحیه های برگجنگل

های کوهگونه آن در ایران و در رشته 5مدیترانه وجود دارد، 

داری است. روید و نام محلی آن در استان ایلام تشنهزاگرس می

 مانعنوان یک داروی ضد باکتری برای دراین گیاه از قدیم به

عفونت چشم، سرماخوردگی و مشکلات تنفسی استفاده می 

یاه عصاره این گ اکسیدانیآنتیشده و تحقیقات متعددی خواص 

(. ترکیباتی مانند آلکالوئیدها، 9است )را نشان داده 

گلیکوزیدهای رزین و اسید کریپتوفیلیک نیز معمولاً در 

ارگیری به ک (. 8شود )های مختلف این گیاه یافت میقسمت

های نوین استخراج که بهترین و بیشترین بازده را از تکنیک

گیاهان دارویی در اختیار ما بگذارد اهمیت بالایی دارد. 

ها مثل تقطیر آبی یا بخار های سنتی دستیابی به عصارهروش

آب و استخراج با حلال آلی معایبی مانند اتلاف ترکیبات فرار، 

استخراج و باقی ماندن حلال  شدن زمانبازده پایین، طولانی

سمی را به دنبال دارند، همچنین کاربرد گسترده، قیمت بالا و 

ها نسبت به شرایط استخراج، باعث حساس بودن عصاره

ی اخیر ها(. در دهه12است )های نوین شده گسترش روش

 ) UAE  های مختلفی شامل استخراج با فراصوتتکنیک

Ultrasound-assisted extraction ) و ریزموجMAE 

(Microwave-assisted extraction ) و غیره مورد توجه

(. امواج ریزموج، تشعشع الکترومغناطیسی غیر 11اند )قرارگرفته

طور چشمگیری مدت استخراج را باشد که بهیونیزه کننده می

بود کاهش و عملکرد را افزایش داده و کیفیت عصاره را به

(.  در این روش، فرایند استخراج مبتنی بر اصل 12بخشد )می

باشد که استخراج به کمک چرخش دوقطبی و هدایت یونی می

کند. گرمایش تبدیل می ریزموج را به یک روش امیدوارکننده

ریزموج ها اساساً متفاوت از گرمایش معمولی است و به طور 

ود شی جذب میانتخابی و کارامد فقط توسط ترکیبات قطب

ایجاد حرارت  -1انجام سه مرحله شامل با ریزموج  (. فرآیند13)

های قطبی در مواد های آب و سایر مولکولبا ارتعاش مولکول

های سلولی به کمک حرارت تولید شکستن دیواره -2گیاهی، 

تسریع انتشار مواد در اثر دو  -3شده در داخل بافت گیاهی و 

ر گرفته شده در نهایت منجربه استخراج عامل قبلی و حلال به کا

(.  استخراج به 14) کننده می شودترکیبات در حلال استخراج

توان جایگزین جدید، ارزان، سریع و را می کمک امواج فراصوت

(. این امواج 15های متداول استخراج دانست )کارآمد برای روش

و  شوندکیلوهرتز در ماده پخش می 122تا  22های در فرکانس

کنند. در یک مایع سازی ایجاد میهای انبساط و فشردهچرخه

های فشار منفی با استفاده از انرژی صوتی باعث با ایجاد چرخه

شود. عملکرد فراصوت به پدیده و رشد حباب می ایجاد حفره

کاویتاسیون )تشکیل، رشد و متلاشی شدن حباب های کوچک 

مایع( نسبت داده شده در اثر ایجاد فشار منفی بزرگ در محیط 

که منجر به اختلال در سلول و بهبود استخراج و انتقال مواد از 

استخراج به کمک  (.11شود )گیاه به محیط مایع )حلال( می

فراصوت نیز با کاهش مدت زمان انجام کار، تشدید انتقال 

 دهدها را افزایش میحرارت و انتقال جرم، بازده وکیفیت عصاره

معمولاً برای افزایش  ریزموج و فراصوت وش(. هر دو ر16)

ها در تخریب انحلال پلی ساکاریدها به دلیل کارآمدی آن

 های گیاهی مورد استفادهمکانیکی یا بیولوژیکی دیواره سلول

 حال پایداریگیرند و به حلال کمتری نیاز دارند. با اینقرار می

 سها از ماتریکاکسیداتیو و خواص فیزیکوشیمیایی روغن

ثیر گیرند ولی تأگیاهان مختلف تحت تأثیر این دو روش قرار می

ها ها بر ثبات اکسیداتیو و خصوصیات فیزیکوشیمیایی عصارهآن

(. استفاده از ترکیبات ضد میکروبی طبیعی 19نیست )مشخص 

ی هاهای گیاهی، جایگزین مناسبی برای نگهدارندِهمثل عصاره

فاده از این نگهدارندها شیمایی پرخطر هستند. هدف از است

ها به منظور کنترل توان از آنتولید غذاهای ایمن بوده و می

های انتقال یافته از مواد غذایی ازجمله رشد میکروارگانیسم

های جنس لیستریا، باکتری .استفاده کرد لیستریا مونوسیتوژنز
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ن گونه تریهای گرم مثبت میکروآئروفیل هستند و اصلیباسیل

که مسبب بیماری لیستریوزیس در انسان و حیوان این جنس 

یی به های لیستریاباشد. عفونتاست، لیستریا مونوسیتوژنز می

کند و در بیشتر موارد کودکان، افراد اشکال مختلف بروز می

تواند موجب را مورد تهاجم قرار داده و می و زنان باردارمسن 

منجر به (. استفاده از طراحی آزمایش 18سقط جنین شود )

کاهش تعداد تیمارها و افزایش کارایی کلی آزمون ها می گردد. 

در مواردی که هم زمان احتیاج به بهینه سازی چند پاسخ به 

با استفاده روش مطلوبیت صورت هم زمان است، 

(Desirability)  می توان با انجام تعداد کمتر آزمایش، حالت

و یا بشتر از پاسخ ها را مورد سنجش قرار داد.  2بهینه بین 

ها و انجام آزمایش -1رویکرد مطلوبیت شامل مراحل زیر است، 

تعریف توابع  -2ها های پاسخ مناسب برای همه پاسخمدل

جه به با تو مطلوبیت کلی -3مطلوبیت انفرادی برای هر پاسخ و 

 (. 22متغیرهای مستقل به حداکثر رسانیده شود )

سازی متغیرهای موثر نظیر این پژوهش، بهینهانجام هدف از 

ر استخراجی ب زمان استخراج، نسبت آب به گیاه، ترکیب حلال

اکسیدانی، ترکیبات فنولی و خصوصیات ضدباکتری خواص آنتی

 و وش  ریزموجداری و برگ زیتون با دو رهای گیاه تشنهعصاره

 فراصوت بود.  

  هامواد و روش 

 مواد 

( Listeria Monocytogenes) لیستریا مونوسیتوژنزباکتری 

ATCC 19115  از شرکتPTCC معرف .در ایران تهیه شد 

 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)  ،Folin 

Ciocalteu  اسید آسکوربیک، اتانول، کربنات سدیم، اسید ،

 از شرکت  DMSOگالیک و حلال دی متیل سولفواکسید 

Merckهای کشت مولر هینتون آگار و آلمان تهیه شدند. محیط

کانادا و بافر فسفات سالین از شرکت  Quelab براث نیز از شرکت

ز ا فارمد ایران تهیه شدند. گیاهان تشنه داری و برگ زیتون نیز

  های معتبر در شهر همدان خریداری شد. فروشنده

داری به های برگ زیتون و گیاه تشنهاستخراج عصاره

 داری و تشنه روش ریز موج

گرم گیاه خشک  1 ریزموج، ها به روشجهت تهیه عصاره

استخراج دستگاه منتقل  )برگ تازه آسیاب شده( به داخل ظرف

وات بود )بوتان  822از با توان از نوع درب ب شد. دستگاه ریزموج

( که با کمک مبرد از خروج آب و اسانس CE245Gمدل 

مدت زمان تابش، نسبت آب و الکل و  (. 21جلوگیری شد )

نسبت آب به برگ طبق طراحی آزمایش انجام شده لحاظ شد. 

ها سرد شده و جهت آزمایش های بعد از انجام استخراج، نمونه

گراد نگهداری شدند. جهت انتیدرجه س 4بیشتر در یخچال 

 Backer)ها به روش فراصوت از حمام اولتراسونیک تهیه عصاره

vCLEAN 1-L6, IRAN )  فرکانس باKHz 132  .استفاده شد

بطور خلاصه یک گرم گیاه خشک به ظرف شیشه ای درپوش 

زمان و نسبت حلال به گیاه و ترکیب حلال منتقل شد و دار 

  (. 1یر داده شدند )جدول یآزمایش تغاستخراجی طبق طراحی 

 

 

 فراصوت  ریزموج و به کمکها و ثانویه فرایند استخراج عصاره هیاول یساز نهیمستقل و حدود آن ها در به یرهایمتغ. 0جدول 
 فراصوت ریز موج

  زمان )دقیقه( گیاه به حلال نسبت الکل به آب نسبت دقیقه(زمان ) نسبت حلال به گیاه آب به الکل نسبت

 اولیه سازی بهینه 22 5/4 1 5 5/4 1

2 5/1 3 2 5/1 32  

3 12 1 3 12 42  

 بهینه سازی ثانویه      

 1زیتون  22 5/4 3 5 12 1

 2زیتون  42 5/4 5/2 5 5/1 3

 1تشنه داری  22 5/4 3 5 12 3

 2تشنه داری  42 5/4 1 5 5/1 3
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صاره   ظرفیت فنلی و  آنتیاندازه گیری  سیدانی ع ای  هاک

 برگ زیتون 

 با  عصاااارههر دو های متفاوتی از   غلظت DPPH در روش

در متانول مخلوط شااده سااپس با    DPPH % 224/2محلول 

میزان جااذب    نااانومتر    516در طول موج    اساااپکتروفتومتر       

 Folinمحلول متانولی عصاره با  TPC روشدر گیری شد. اندازه

Ciocalteu      ( تاریکی ندن در  ما با     5مخلوط و پس از  قه(  دقی

سدیم  شد    کربنات  شده و مجددا در تاریکی نگهداری   مخلوط 

نانومتر  645در نهایت، جذب با اساااپکتروفتومتر در طول موج 

درصاااد بازداری رادیکال    1(. از فرمول 22)گیری شاااد اندازه 

DPPH  2و فرمول شماره ( ظرفیت فنلی تامTPC.بدست آمد ) 
DPPH free-radical scavenging activity (%) =  

(Ac-As)/Ac x100 (1                                  )  

 Ac   ،جذب محلول کنترل جذب محلول Asمیزان   میزان 

DPPH  حاوی عصاره گیاهی 

TPC= ((C × DF × mg) / g) × 100   (2   )     

C   ،غلظت نمونه DF    ،ضاااریب رقت mg   میلی گرم نمونه

 گرم عصاره مصرفی g اولیه،

های برگ عصبباره MICحداقل غلظت بازداریمحاسبببه 

 داری  زیتون و گیاه تشنه

های پس از کشت روی محیط لیستریا مونوسیتوژنز باکتری

Blood Agar درجه  36ساعت در دمای  24تا  19، به مدت

(. از کلنی های انتخابی، استاندارد 21گراد نگهداری شد )سانتی

در محلول بافر  CFU/ml 912×5/1مک فارلند با تراکم  5/2

های مختلف در چاهک از سازیفسفات سالین آماده شد. رقت

گرم بر میلی 52داری از غلظت عصاره برگ زیتون و گیاه تشنه

لظت انجام شد. حداقل غ DMSOدرصد  12در  میلی لیتر

بازداری برای تعیین خاصیت ضد میکروبی به روش 

چاهک استریل انجام  81میکرودایلوشن براث در میکروپلیت با 

 میکرولیتر 5 مولر هینتون براث با میکرولیتر 185است. گرفته 

میکرو لیتر اسانس با  122سوسپانسیون باکتریایی و همچنین 

ساعت  24مدت ها اضافه شده و به رقت سازی سریالی به چاهک

 24درجه سانتی گراد انکوبه شد و پس از گذشت  36در دمای 

ها و رشد یا عدم رشد آن بررسی و ساعت میزان کدورت چاهک

و کنترل منفی  (. مولر هینتون براث به عنوان23گزارش شد )

سوسپانسیون باکتریایی به عنوان کنترل مثبت در نظر گرفته 

هر گونه کدورت کشت تهیه  شد و از اولین چاهک شفاف و فاقد

 (MICحداقل غلظت بازداری )عنوان شد و با مشاهده کلنی به

  لیتر در نظر گرفته شد.  گرم بر میلیبر مبنای میلی

 

 

  بازده

استخراج و   دو روش ها حاصل ازحالال موجاود در عصااره   

خیساااااندن در نهایت توسط بن ماری تبخیر شد. با محاسبه      

ماده خشاااک بر          حاوی  که  هایی آن  یت و وزن ن یه پل وزن اول

شده است، مقدار کااال مااااده خشاااک استخراججاااای مانده 

      (.  24گرم بر گرم بیان شد )محاسبه شده و بر مبنای میلی

 طراحی تجربی و تجزیه و تحلیل آماری    

یک طراحی سطح  Box-Behnken( BBDsروش طراحی )

های فاکتوریل ناقص سه سطحی پاسخ کارآمد بر اساس طرح

بهینه سازی به کمک این طرح آزمایش انجام گرفت.  1فاز است. 

نسخه   Design Expert ver 11برای این کار از نرم افزار  نسخ

قل تآزمایشی استفاده شد. در این طراحی آزمایش هر متغیر مس

کمی سه سطح پیدا می کند که با ترکیب این سطوح فضای 

  1ها ساخته می شود. حدود متغیرهای مستقل در جدول آزمون

تیمار برای هریک از انواع روش های  11آورده شده است. 

استخراج و برای هر یک از انواع گیاهان طراحی شد. جدول 

ANOVA هم ها و برجهت مشخص کردن اثر هر یک از متغیر

کنش آن ها استفاده شد. برای انتخاب سطوح متغیرها از روش 

تیمار با بالاترین سطح مطلوبیت وقتی  4مطلوبیت استفاده شد. 

برای ما در بیشترین حالت بودند توسط  1هر دو پاسخ فاز 

افزار پیشنهاد شد. در فرآیند تعیین تیمارها بازه متغیرهای نرم

هیچ متغیری نسبت به مستقل بدون تغییر لحاظ گردید و 

دیگری وزن بیشتری نداشت. همچنین اهمیت هر دو پاسخ برابر 

لحاظ شد. این تیمارها در فاز دوم باهم مقایسه شدند. سطوح 

آورده  1تیمار تحت عنوان بهینه سازی ثانویه در جدول  4این 

تیمارهای انتخاب شده از آنالیز  شده است. برای مقایسه میانگین

رفه و آزمون تعقیبی دانکن استفاده شده و مقدار واریانس یک ط

p  دار در نظر گرفته شد. همه از نظر آماری معنی 25/2کمتر از

با سه بار تکرار انجام  BBDsهای طرح ها به جز آزمونآزمایش

 گرفت.  

 هايافته 
)درصد  در فاز اولیه بهینه سازی به کمک متغیرهای وابسته

( اثر متغیرهای مستقل )جدول TPCو  DPPHبازداری رادیکال  

( در هر دو گیاه و هر دو روش استخراجی مورد بررسی قرار 1

گرفت. نتایج نشان داد در استخراج به کمک ریزموج در مورد 

ثرترین متغیر مربوط به نسبت آب به گیاه است ؤبرگ زیتون م

داری بر هر دو متغیر وابسته تأثیر داشت . کم که بطور معنی

متغیر مستقل در این فرایند در مورد پاسخ درصد  تریناثر

مربوط به زمان ریزموج و در پاسخ  DPPHبازداری رادیکال 

مربوط به میزان الکل در حلال استخراجی بود. در  TPCوابسته 
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 ثرترین متغیر مستقل نسبتؤاستخراج به کمک فراصوت نیز م

أثیر ابسته تدار بر هر دو متغیر وآب به گیاه بود که به طور  معنی

ترین اثر مربوط به نسبت کم TPCداشت. در حالی که در مورد 

اتانول به آب در حلال استخراجی و در مورد درصد بازداری 

این مورد مربوط به زمان فراصوت بود. در مورد  DPPHرادیکال  

ار دداری نسبت آب به گیاه اثر چند برابری و معنیگیاه تشنه

ر استخراج به کمک ریزموج بر نسبت به سایر متغیرها د

ت. داش TPCو  DPPH های وابسته درصد بازداری رادیکالمتغیر

ترین متغیر در هر دو پاسخ  مورد همچنین در این فرآیند کم اثر

ارزیابی مربوط به مدت زمان ریزموج بود. در این گیاه اثر نسبت 

گیاه به آب در استخراج به کمک فراصوت بر درصد بازداری 

 دار نبود. دربیشترین بود هر چند این اثر معنی DPPHرادیکال 

 یدار و چند برابراثر نسبت آب به گیاه به طور معنی TPCمورد 

دار بود. در استخراج به کمک فراصوت از سایر متغیرها و معنی

کمترین اثر متغیرهای مستقل مربوط به مدت زمان فرآیند در 

هر دو پاسخ وابسته بود. در فاز دوم بهینه سازی با توجه به 

بررسی سطوح پاسخ برای متغیرهای مستقل سطح مطلوبیت 

سته در هر دو گیاه  برای ترکیب هر دو پاسخ واب 81/2برابر با 

سازی بدست آمد. با توجه به این سطح از مطلوبیت برای بهینه

ثانویه در روش استخراج به کمک  فراصوت و ریز موج متغیرهای 

 انتخاب شدند.  1مستقل مطابق جدول 

 بهینه سازی اولیه 

های مختلف تابش تأثیر مدت زمان aقسمت  1شکل 

بر میزان بازداری رادیکال    فراصوت در مقابل نسبت آب به گیاه

DPPH افزایش نسبت آب به   دهد.داری را نشان میگیاه تشنه

نداشت ولی   DPPHگیاه تأثیر زیادی بر میزان بازداری رادیکال

مشاهده  با افزایش زمان فراصوت افزایش جزئی در این پاسخ

با کاهش نسبت آب به گیاه و تقریبا در تمام  b-1شد. در شکل 

دت زمان تابش ریز موج  میزان بازداری سطوح  م

افزایش می یابد. مقایسه تأثیر فراصوت و   DPPHرادیکال

ریزموج بر میزان این پاسخ در برگ زیتون به ترتیب در شکل 

a-2  وb-2  نمایش داده شده است. در شکلa-2  با افزایش

نسبت آب به گیاه و افزایش مدت زمان تابش فراصوت میزان 

با  b-2افزایش پیدا کرد. در شکل  DPPHکال بازداری رادی

کاهش نسبت آب به گیاه و کاهش زمان تابش ریزموج میزان 

در سطوح بالایی قرار گرفت. در هر دو  DPPHبازداری رادیکال  

قل های مستگیری نسبت آب به گیاه از سایر متغیرروش عصاره

اثرگذاری بیشتری داشت )جدول مربوطه نمایش داده نشده 

 (. است

 

 
در گیاه تشنه داری در تیمارهای  DPPHنسبت بازداری رادیکال   و نسبت آب به گیاه  برb و ریزموج  aمقایسه تأثیر مدت زمان فراصوت  .0شکل 

 بهینه سازی اولیه
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در برگ زیتون در  DPPHو نسبت آب به گیاه  بر  میزان نسبت بازداری رادیکال b  و ریزموج  aمقایسه تأثیر مدت زمان فراصوت  .2شکل

 تیمارهای بهینه سازی اولیه

 

 

، درصد بازداری MICتأثیر فراصوت بر متغیرهای میزان 

داری در برگ زیتون و گیاه تشنه TPCو  DPPHرادیکال  

 در بهینه سازی ثانویه

زمان تابش امواج و افزایش نسبت آب به  با کاهش مدت

داری عصاره برگ زیتون و گیاه تشنه TPCها، الکل برای عصاره

(.  2است )جدول دار نبوده افزایش یافته ولی از نظر آماری معنی

مشخص است که میزان بازداری  2همچنین در جدول 

در هر دو گیاه افزایش یافته ولی این افزایش   DPPHرادیکال

دار نبود. همچنین داری از نظر آماری معنیی گیاه تشنهبرا

کاهش مدت زمان تابش فراصوت و افزایش نسبت آب به الکل 

داری افزایش داد. برای عصاره برگ زیتون بازده را به طور معنی

داری افزایش زمان تابش امواج فراصوت برای عصاره گیاه تشنه

دار بازده شد. یو کاهش نسبت آب به الکل باعث افزایش معن

MIC  برگ زیتون با ثابت ماندن نسبت حلال به گیاه و کاهش

دار بود، ولی در مدت زمان تابش افزایش یافت که این اثر معنی

ثابت ماند  MICداری میزان همین شرایط برای عصاره گیاه تشنه

 (.  2)جدول 
 

 متغیرهای وابسته بر مبنای بهینه سازی ثانویه برای برگ زیتون و گیاه تشنه دارینتایج فرآیند فراصوت بر . 2جدول 

 نتایج انحراف معیار ± میانگین نتایج انحراف معیار ± میانگین متغیرها 

 t p-value 2تشنه داری  1ی تشنه دار t p-value 2زیتون  1زیتون  

  (mg/g)فنولی کلمحتوی

DPPH (%) 

 (mg/gبازده )

 (mg/ml) غلظت بازداریحداقل

34/5 ± 21/2 

51/32 ± 12/1 

61 ± 5/3 

2/4 ± 215/2 

95/4 ± 24/2 

98/12 ± 54/2 

22 ± 1/1 

46/2± 225/2 

351/2 

94/21 

93/22 

15/22 

269/2 

221/2 

221/2 

221/2 

98/2 ± 14/2 

1/36 ± 9/1 

36 ± 9/1 

1/1 ± 225/2 

91/2 ± 14/2 

1/35 ± 6/1 

116 ± 35/9 

1/1± 21/2 

161/2 

262/1 

32/21- 

5/2 

531/2 

262/2 

221/2 

143/2 

 
 (دقیقه) زمان گیاه به حلال نسبت الکل به آب نسبت هاشرایط آزمایش

 22 5/4 3 1زیتون 

 42 5/4 5/2 2زیتون 

 22 5/4 3 1داری تشنه

 42 5/4 1 2 داریتشنه
 

 .(>25/2p) شده اند انیب  =n 3ارمعی انحراف ± نیانگیداده ها به صورت م
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، درصد بازداری MICتأثیر ریزموج بر متغیرهای میزان 

داری در برگ زیتون و گیاه تشنه TPCو  DPPHرادیکال  

 در بهینه سازی ثانویه

با کاهش نسبت حلال به گیاه، افزایش نسبت آب به الکل و 

 DPPH ،MIC، بازداری رادیکال TPCثابت ماندن زمان تابش، 

داری افزایش یافت و میزان بازده برای برگ زیتون به طور معنی

(. با ثابت ماندن زمان تابش امواج و نسبت آب به الکل 3)جدول 

 و DPPH، بازداری رادیکال TPCو کاهش نسبت حلال به گیاه، 

داری افزایش داشت ولی داری برای گیاه تشنهیبازده به طور معن

داری معنی دار نبود به عصاره گیاه تشنه مربوط MICتغییرات 

 (.  3)جدول 

مقایسه دو روش تابش امواج فراصوت و ریزموج و تأثیر 

 بر متغیرهای مستقل 

مقایسه این دو روش بر مبنای داده های فاز دوم بهینه سازی 

را برای  TPCصورت پذیرفت. تابش فراصوت بیشترین میزان 

 ست داد، درحالی که بیشترینداری به دبرگ زیتون و گیاه تشنه

( برگ زیتون و DPPHاکسیدانی )تست میزان ترکیبات آنتی

 (. 4داری با ریزموج بوده است )جدول گیاه تشنه

 

 یتشنه دار اهیو گ تونیبرگ ز یبرا هیثانو یساز نهیبه یوابسته بر مبنا یرهایبر متغ فرآیند ریز موج  جینتا .3جدول 
 نتایج انحراف معیار ± میانگین نتایج  انحراف معیار ± میانگین متغیرها

 t p-value 2تشنه داری  1 یتشنه دار t p-value 2زیتون  1زیتون  

 21/3 ± 11/2 19/5 ± 25/2 84/12- 221/2 5/2 ± 225/2 29/1 ± 215/2 31/18- 221/2  (mg/g)فنولی کلمحتوی

DPPH (%) 13/52 ± 1/2 42/41 ± 26/2 562/5 225/2 24/55 ± 61/2 26/44 ± 36/2 312/5 221/2 

 152 ± 5/6 132 ± 5/1 496/3 225/2 125 ± 5/1 14 ± 5/3 28/14 221/2 (mg/gبازده )

 1/1 ± 225/2 5/2 ± 225/2 43/13 221/2 1/1 ± 21/2 1/1 ± 25/2 1- 364/2 (mg/ml) غلظت بازداریحداقل

 
 (دقیقه) زمان گیاه به حلال نسبت الکل به آب نسبت شرایط آزمون

 5 12 3 1داری تشنه

 5 5/1 3 2 داریتشنه

 5 12 1 1 زیتون

 5 5/1 3 2 زیتون

 .(>25/2p) شده اند انیب  =n 3ارمعی انحراف ± نیانگیداده ها به صورت م
 

 ANOVA آزمون  – ریزموج و فراصوت استخراج روش دو بین مقایسه . 4 جدول

 (mg/ml) حداقل غلظت بازداری (mg/g) بازده (%) DPPH (mg/gمحتوی فنولی کل ) هاگروه شرایط

 12/1b 61±  5/3b 4/2±  215/2b  ±51/32 21/2 ± 34/5 1 زیتون فراصوت

 54/2a 22±  1/1a 46/2±  225/2a  ±98/12 24/2 ± 95/4 2 زیتون

 11/2a,b  13/52±  1/2,b 152±  5/6a,b 1/1±  225/2a,b  ±21/3 1 زیتون ریزموج

 26/2a,b 132±  5/1a,b 5/2±  225/2b  ±42/41 25/2  ±19/5 2 زیتون

 9/1b 1/1 ± 225/2  ±36 9/1 ± 1/36 14/2 ± 98/2 1 یتشنه دار فراصوت

 35/9a 1/1  ± 21/2  ±116 6/1 ± 1/35 14/2 ± 91/2 2تشنه داری 

 225/2a,b 24/55±  61/2a,b 125±  5/1a,b 1/1  ± 21/2  ±5/2 1تشنه داری  ریزموج

 215/2a,b 26/44±  36/2a,b 14±  5/3a,b 1/1  ± 25/2  ±29/1 2تشنه داری 

Data are expressed as Mean ± SD (n=3).  

a p<0.05 Vs. 1 تشنه داری 

a p<0.05 Vs. 1 زیتون 

b p<0.05 Vs. 2 تشنه داری 

b p<0.05 Vs. 2 زیتون 

 شراط فرآیند فراصوت موجفرآیند ریزشراط  

 زمان )دقیقه( نسبت حلال به گیاه نسبت آب به الکل زمان )دقیقه( نسبت حلال به گیاه نسبت آب به الکل 

 22 5/4 3 5 12 1 1زیتون 

 42 5/4 5/2 5 5/1 3 2زیتون 

 22 5/4 3 5 12 3 1داری تشنه

 42 5/4 1 5 5/1 3 2داری تشنه
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  بحث 

 اثر فراصوت بر خصوصیات عصاره استخراجی

در این پژوهش تأثیر دو روش استخراج به کمک امواج 

اکسیدانی، ترکیبات فنولی و ریزموج  و فراصوت بر خواص آنتی

داری و برگ های گیاه تشنهخصوصیات ضد باکتری عصاره

برای برگ زیتون و  TPCزیتون بررسی شد. بیشترین میزان 

 22داری با امواج فراصوت و در مدت زمان تابش گیاه تشنه

به دست آمد، با افزایش زمان و  3:1دقیقه و نسبت آب به الکل 

ی اکسیدانکاهش میزان الکل در حلال استخراجی فعالیت آنتی

 22اند که میزان و بازده کاهش پیدا کردند. مطالعات نشان داده

ل شرایط بهینه استخراجی برای خواص عصاره درصد الک 32الی 

(. نتایج ما نشان داد با کاهش 25، 21برگ زیتون ایجاد می کند )

میزان الکل در حلال استخراجی بازده استخراج با فراصوت از 

داری افزایش می یابد ولی تغییر محسوسی در سایر گیاه تشنه

ن داده (. در پژوهشی نشا2متغیرهای وابسته دیده نشد )جدول 

شد که استفاده از الکل در ترکیب با آب  در مقایسه با آب تنها 

اکسیدانی و ضد میکروبی بیشتر در گیاه منجر به فعالیت آنتی

و همکاران نیز  Alcantara (. همچنین 8داری می شود )تشنه

که تأثیر امواج فراصوت و حلال معمولی را بر محتوی فنلی، 

کسیدانی عصاره برگ زیتون و برگ افعالیت ضد التهابی و آنتی

ای بررسی کرده بودند اثبات کردند که با فراصوت انجیر مدیترانه

در مقایسه با روش معمولی، کاروتنوئید بیشتری استخراج 

(.  امواج فراصوت ممکن است برای بهینه سازی 3شود )می

تر باشد.  بیشترین بازده میزان استخراج ترکیبات فنولی مناسب

و  Vuralداری با تابش فراصوت به دست آمده و یاه تشنهبرای گ

( که به بررسی حلال الکلی سبز و استخراج 2222همکاران)

با روش فراصوت   L. Olea europaea های گیاه اولئوروپین برگ

پرداخته بودند، نشان دادند که استخراج با حلال برای 

است  تراولئوروپین و سایر فنل ها در عصاره برگ زیتون سودمند

نیز نشان داد که  2219و همکاران در سال  Cifar(. مطالعه 26)

های زیتون با استفاده از تابش بازده استخراج اولئوروپین از برگ

است. همچنین استفاده ر از روش سنتی بودهبیشت %32فراصوت 

از این روش مزایای دیگری ازجمله استفاده از حلال و زمان 

(. 29تر را نشان داده است )استخراج کمتر در دماهای پایین

به خوبی با فراصوت و  داریبرگ زیتون و گیاه تشنه هایعصاره

و ها توانستند بازده ریزموج استخراج می شوند و این روش

ن دهند همچنیدار افزایشترکیبات فنولی عصاره را به طور معنی

لیستریا دار در برابربرگ زیتون اثر ضد باکتریایی معنی
عصاره برگ زیتون  MICنشان داد. در مطالعه ای مونوسیتوژنز 

دست ه میلی گرم بر میلی لیتر ب 25/1در مقابل این باکتری 

که منجر به تشکیل احتمالا پدیده کاویتاسیون  (.28آمد )

میکروجت ها می شود به نفوذ بهتر حلال به داخل بافت های 

گیاهی و تخریب دیواره سلولی گیاهان کمک کرده که این امر 

 (.32با افزایش کارایی استخراج به کمک فرآیند فراصوت است )

 موج بر خصوصیات عصاره استخراج شدهاثر ریز

 DPPH با روش اکسیدانیبیشترین میزان ترکیبات آنتی

داری، با تابش ریزموج و در نسبت برای برگ زیتون و گیاه تشنه

برای زیتون و  1:1و نسبت آب به الکل  12:1حلال به گیاه 

(. نسبت حلال 3داری به دست آمد )جدول برای گیاه تشنه3:1

برابر گیاه خشک شرایط را برای مصرف حداقلی حلال و  12

می کند در میزان حلال کمتر کارایی بالای استخراج فراهم 

رابطه قوی  3پذیرفت. نتایج جدول استخراج به خوبی انجام نمی

بین میزان ترکیبات فنلی کل و اثر ضد میکروبی را نشان می 

دهد. فنول ها از ترکیبات با مقدار بالا در عصاره های هیدروالکی 

و همکاران  G.S. daRosa(. در پژوهشی 31تشنه داری است )

مختلف پارامترهای استخراج بر ترکیبات فنلی کل و اثرات 

زیتون را با استفاده از ریزموج و  اکسیدانی برگفعالیت آنتی

فراصوت بررسی کرده بودند که مشخص شد تأثیر تابش ریزموج 

و همکاران  Alara(. همچنین 32است )کارآمدتر بوده  TPCبر 

 Carciaگیاه  هایاز ریزموج در بازیابی ترکیبات فنلی از برگ

papaya 62کرده بودند و در بهترین شرایط ریزموج ، استفاده 

کند که بود. این نتایج استنباط میترکیب فنلی شناسایی شده 

تواند ترکیبات فنلی را به خوبی عنوان یک روش میریزموج به

(. درحالی که در مطالعه حاضر تابش ریزموج 14استخراج کند )

( که 3است )جدول ای برگ زیتون داده بیشترین بازده را بر

تواند به خاطر تأثیر حرارت بر دیواره سلولی، ساختار گیاه و می

ترکیبات قطبی عصاره باشد. افزایش حرارت در حلال 

استخراجی، و نفوذ سریع آن به داخل بافت گیاه و احتمالا 

تواند از دلایل بالا بودن افزایش تراوش دیواره سلولی گیاه می

(. بازده استخراج برای گیاه 33) دمان این روش باشدران

دقیقه  42داری در استفاده از روش فراصوت در مدت زمان تشنه

در مقادیر بالایی بود که ممکن است  1:1و نسبت آب به الکل 

های مولکولی و مدت زمان تابش بر به دلیل تأثیر ارتعاش

فاده نین استشکافتن دیواره سلولی و استخراج عصاره باشد. همچ

از این روش مزایای دیگری ازجمله استفاده از حلال و زمان 

 .N(. 29تر را نشان داده است )استخراج کمتر در دماهای پایین

Medina- Martiny ای به منظور ارزیابی و همکاران مطالعه

عنوان افزودنی غذایی با پتانسیل عصاره برگ زیتون به

باکتریایی انجام دادند. برای  اکسیدانی و ضدهای آنتیفعالیت

ریزموج استفاده کردند و عصاره به دست  گیری از روشعصاره

میلی  MIC 52 بااشریشیا کلی آمده فعالیت ضد باکتریایی علیه 
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 ااکسیدانی مطلوبی برابر بگرم بر میلی لیتر و فعالیت آنتی

(. گزارش شده است 34بازداری را  نشان داد )درصد  82/96

عصاره برگ زیتون به طور موثری توانست مقاومت حرارتی  

(. همچنین در 35لیستریا مونوسیتوژنز را کاهش می دهد )

عصاره استخراج شده از برگ زیتون به کمک  MICمطالعه ای 

گرم بر میلی 25/1 استافیلوکوکوس ارئوسریزموج در برابر 

 (.31ر گزارش شده است )لیتمیلی

 مقایسه روش فراصوت و ریز موج بر کارایی استخراج

نتایج این مقایسه برای چهار تیمار انتخابی فاز  4در جدول 

دوم بهینه سازی آورده شده است. به طور کلی مکانیسم 

استخراج در فراصوت و ریز موج متفاوت است. نتایج نشان داد 

تابش فراصوت  هر دو روش با داریبرای گیاه تشنه MICمیزان 

به عدم تحت تأثیر  با تابش ریزموج ثابت است. این احتمالاً و

قرار گرفتن ترکیبات ضد میکروبی این گیاه به نحوه استخراج 

-ها مرتبط است. بطور کلی محتوای فنلی کل در گیاه تشنهآن

داری در روش فراصوت بهتر از ریز موج استخراج شد و این 

ار بود. این محتوای فنلی کل تا حدود زیادی منجر دتفاوت معنی

ن تر بودبه بازده بیشتر نیز در این روش شد. احتمالا طولانی

زمان استخراج در روش فراصوت امکان استخراج بیشتر ترکیبات 

(. هر چند این شرایط 36را از بافت گیاهی فراهم می کند )

ج عصاره داری نداشت. در استخراگیاه تشنه MICتفاوتی در 

برگ زیتون، فراصوت نسبت به ریز موج اندکی در استخراج فنل 

)ریزموج( نسبت  1ثرتر بود و این اختلاف در زیتون شماره ؤکل م

(. در متغیرهای وابسته 4)فراصوت( معنی دار بود )جدول 1به 

و بازده عملکرد ریز موج به طور  DPPHمیزان بازداری رادیکال 

چند در فعالیت ضد میکروبی بین دو معنی داری بهتر بود. هر 

روش استخراج اختلاف کم بود. در پژوهشی نشان داده شد که 

ریز موج کارایی بالاتری نسبت به فراصوت در استخراج ترکیبات 

ماهیت غیر فرار ترکیبات  (. احتمالا32ًموثر برگ زیتون دارد )

برگ زیتون نظیر اولئوروپین و حرارت بالاتر فرآیند ریز موج 

منجر به این نتیجه شده است. هر چند مدت زمان فرآیند، توان 

بکار گرفته شده و نسبت حلال به برگ و ماهیت حلال می تواند 

 (.39منجر به نتایج مختلف شود )

اکسیدانی در بیشترین بازده و ترکیبات آنتی تفاوت

نسبت مشاهده شد. داری های برگ زیتون و گیاه تشنهعصاره

در روش ریزموج و فراصوت نسبت به سایر متغیرها حلال به گیاه 

و   ها داشتند. در روش ریزموجاثر گذاری بیشتری بر پاسخ

فراصوت مدت زمان تابش کم اثرترین متغیر در مورد پاسخ 

مان ترین سطح زپایین اکسیدانی بود که احتمالاًظرفیت آنتی

ه اهر دو گی برای استخراج مناسب عصاره کافی بوده است و در

میزان الکل در حلال استخراجی  TPCمورد  و هر دو روش در

همچنین ترکیبی از این عوامل بر محتوای نقش زیادی نداشت. 

است. هر دو  ثرؤها ماکسیدانی عصارهکل فنولی و خواص آنتی

توانند اثرات ضد باکتریایی قابل توجهی در برابر می عصاره

  داشته باشند. لیستریامونوسیتوژنز

 یپاسگزارس

  یدانشاااگاه علوم پزشاااک  یمال  تی انجام گرفته با حما     مطالعه  

 142228329298 با شماره یقاتیهمدان و برگرفته از طرح تحق

  یاز آن ساااازمان تشاااکر و قدردان لهیوسااا نیبوده اسااات. بد

گردد.یم
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Background and Objectives: It is critical to use modern extraction strategies to show ideal characteristics of the plant 

extricates. In this study, antioxidant and antimicrobial characteristics of the extracts of Scrophularia striata plant and 

olive leaves were assessed using microwave and ultrasound extraction strategies. 

 Materials & Methods: After designing the experiment using Box-Behnken method, extractions were carried out using 

microwave devices to check effects of microwaves and ultrasonic bath. Phenolic content and antioxidant characteristics 

were assessed using total phenolic compound and 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl methods, respectively. Microdilution 

broth method was used to assess the minimum inhibitory concentration for Listeria monocytogenes. 

Results: The most effective independent variable in extraction in the two methods and in plants was the ratio of solvent 

to plant. The ratio of ethanol in the extractor solvent affected total phenolic compound and yield. Ultrasound extraction 

yielded the highest total phenolic compound concentrations for olive leaves (5.34 ±0.26) and Scrophularia striata (2.89 

±0.14 mg.g-1). The best minimum inhibitory concentration (0.47 ±0.005 mg.ml-1) was reported for the olive leaves using 

ultrasound extraction. 

Conclusion: The two extraction methods included various effects on characteristics of the extracts due to the structure 

and compounds in the two plants. The ultrasound extraction method extracted the highest quantity of phenolic compounds 

from the two plants. The highest quantity of antioxidant characteristics was linked to microwave extraction. It can be 

concluded that olive leaves and Scrophularia striata plants can potentially decrease Listeria monocytogenes 

contamination. 

Keywords: Microwave, Ultrasound, Olive leaf, Scrophularia striata, Listeria monocytogenes 
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