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 اتانولي عصاره استخراج شرايط سازي بهينه در پاسخ سطح روش كارايي

 از تعدادي عليه عصاره ضدميكروبي اثر بررسي و سپستان ميوه

  پاتوژن هاي ميكروارگانيسم
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1
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2∗

يزديي يطباطبا دهيفر ،
 3

يديشهي فخر ،
4  

 

  مشهدي فردوس دانشگاه ،يكشاورز دانشكده ،ييغذا عيصنا و علومي آموزش گروه ،ييغذا عيصنا و علوم ارشدي كارشناس مقطع آموخته دانش -1

  مشهدي فردوس دانشگاهي كشاورز دانشكدهيي غذا عيصنا و علوم گروه ارياستاد  -2

  مشهدي فردوس دانشگاهي كشاورز دانشكدهيي غذا عيصنا و علوم گروه اريدانش -3

 مشهدي فردوس دانشگاهي كشاورز دانشكدهيي اغذ عيصنا و علوم گروه استاد -4

 )19/10/93:   تاريخ پذيرش18/8/93: تاريخ دريافت(

 

  چكيده
- مي ضرورت زمينه اين در گياهي منشا با ضدميكروبي تركيبات از استفاده ها،بيوتيكآنتي برخي به مقاوم هايسويه گسترش و عفوني هايبيماري ظهور با

 Staphylococcus aureus ،Bacillusنظير هايي ميكروارگانيسم عليه ضدميكروبي اثر ارزيابي براي سپستان ميوه اتانولي عصاره پژوهش اين در. يابد

cereus،Escherichiacoli،Salmonella typhi ،Aspergillusniger وCandida albicans كمك با گيري عصاره چنينهم. شد استفاده 

 متدلوژي از. گرفت انجام) درصد 20-100 (صوت شدت و) گرادسانتي درجه 20-50 (دما ،)دقيقه 5 -40 (مانز مستقل پارامتر سه تاثير تحت فراصوت

 با ضدميكروبي اثر. گرديد استفاده آزمون ميزان كمترين با فرايند شرايط بهترين برآورد و فاكتورها متقابل اثر بهينه حالت افتن يجهت پاسخ سطح رويه

 8/39 استخراج زمان در كه داد نشان نتايج. شد تعيين كشنده و كننده مهار غلظت حداقل تعيين و آميخته كشت آگار، در ديسك انتشار چون هاييروش

 تمامي در. آمد بدست درصد 5/8 معادل اتانولي عصاره استحصال درصد ميزان بيشترين درصد 46/94 صوت شدت و گرادسانتي درجه 2/42 دما دقيقه،

 قارچي سويه و Staphylococcus aureus و Bacillus cereusباكتريايي سويه دو عليه بهينه اتانولي عصاره ازدارندگيب اثر مذكور، هايروش

Candida albicans 05/0 (بود ملاحظه قابلp≤ .(  

  

  پاسخ سطح روش ضدميكروبي، اثر اتانولي، عصاره سپستان، ميوه:  واژگانكليد

  

 

                                                           
  edalatian@um.ac.ir : مسئول مكاتبات ∗
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  مقدمه - 1
 ها،بيوتيكآنتي به ميكروبي هايومتمقا بروز علت به امروزه

- آنتي جايگزين عنوان به هاآن تركيبات و گياهان از استفاده

 گياهان لحاظ بدين. است شده مطرح رايج شيميايي هايبيوتيك

 از زيادي كاربردهاي جديد ميكروبيضد عوامل عنوان به دارويي

 عقيده. ]1[اند نموده پيدا غيره و غذايي صنايع پزشكي، در جمله

 يموثره مواد جاي به گياه خام عصاره از استفاده كه است اين بر

 بين سميت پوشاننده اثر و افزايي هم اثر علت به آن از شده جدا

 اثر و داشته ارجحيت موارد بسياري در گياه در موجود مواد

 آن درماني اثر كه دارويي گياهان جمله از. ]2[دارد بهتري درماني

 سپستان درختي گياه است، رسيده اثبات به نكنو تا گذشته از

)Cordia myxa L. (جنس هايگونه انواع از Cordia است .

 نيمه و اي حاره مناطق بومي و 1گاوزبانيان خانواده از گياه اين

به لحاظ ريخت شناسي درختي برگ ريز به . ]3[است اي حاره

در متر، با تنه صاف و بدون انشعاب است كه 12ارتفاع حداكثر 

. هاي خشن استاندام هوايي پوشيده از كرك. دهدتابستان ثمر مي

 .]4[هاي چرمي، بيضي، ضخيم و دمبرگ بزرگ استداراي برگ

 براي هند در ايگسترده طور به دارويي گياه چند از فرمولاسيوني

 مي استفاده زكام و تنفسي اختلالات سرفه، خوردگي،سرما درمان

 و هاميوه. باشد مي فرمولاسيون اصلي تركيب C.myxa كه شود

 ها،كومارين پيروليزيدين، آلكالوئيدهاي حاوي هابرگ

 و لركي. ]3[هستند هااسترول و هاترپن ساپونين، فلاوونوئيدها،

 ميوه تشنجي ضد اثرات بررسي به كه اي مطالعه در همكاران

 آزمايشگاهي هاي موش در استريكنين از ناشي كنٌار و سپستان

 عصاره براي را توجهي قابل تشنجي ضد اثرات بودند، پرداخته

 كه پژوهشي در. ]5[كردند ذكر كٌنار با مقايسه در سپستان ميوه

 اي گونه اكسيداني آنتي فعاليت دادند انجام همكارانش و اٌكوسا

 بررسي را) Cordia gilletiiDe Wild (سپستان جنس از ديگر

 گزارش آن ايبر را توجهي قابل اكسيداني آنتي خاصيت و

 كننده آلوده اصلي عوامل جمله از هاميكروارگانيسم. ]6[كردند

 كه باشند مي نيز غذايي عفونت و مسموميت بروز و غذايي مواد

                                                           
1. Boraginaceae 

 سرئوس باسيلوس. شود مي اشاره آنها از تعدادي به ذيل در

 اين. است باسيلاسه خانواده از زااسپور و مثبت گرم باسيل

. ]7[باشدمي تهوع و اسهال هايتروتوكسينان ايجاد به باكتريقادر

 و اختياري هوازيبي مثبت، گرم كوكسياورئوس استافيلوكوكوس

 محسوب پزشكي نظر از استافيلوكوك جنس در گونه ترينمهم

 استافيلوكوك به رنگ طلايي هايكلني توليد دليل به شود،مي

 اختصار طور به كه اشرشياكلي. ]7[است معروف نيز طلايي

E.coli خانواده از منفي گرم باسيل ك يشود، مي ناميده نيز 

 خونگرم جانوران روده در شايع طور به كه است انتروباكترياسه

 دهاني -مدفوعي مسير طريق از هاسروتيپ از برخي. دارد وجود

 باكتري ،تيفي سالمونلا .]7[شود مي منتقل ديگر فرد به فرد ك ياز

 هاگ شكل به كه هستند شكل اي ميله و منفي گرم كوچك، هايي

 حيوانات و انسان بوسيله وسيع طور به ميكروب اين. آيند نمي در

 مي پراكنده طبيعت در هستند ميكروب اين اوليه منشأ كه

 درد،سر تب، نظير علائمي با سالمونلايي غذايي مسموميت.گردد

. ]8[است همراه استفراغ و اسهال بوسيله همچنين و عمومي درد

 كننده ايجاد عوامل ترين مهم از كي يعنوان به لبيكنسآ كانديدا

 زير در عفونت موجب كه است بدن طبيعي فلور جز و بيماري

 شايع عامل چهارمين. گردد مي پا و دست ناخن و واژن بغل،

 ابزارها آلودگي دنبال به معمولا كه است بيمارستاني هاي عفونت

 طور به نيجر آسپرژيلوس. ]9[شود مي ايجاد پزشكي تجهيزات و

 به انسان بدن در تكثير به قادر و شده پراكنده طبيعت در گسترده

 ايجاد در قارچ اين است، بوده طلب فرصت مهاجم ك يعنوان

 چون مواردي در. است موثر اندوفتالميت و خارجي گوش اوتيت

 پيوندي عضو با افراد در و اندوكارديت دارويي، نامناسب تزريق

 نخست وهله در پژوهش اين از هدف لذا .]10[آيد مي وجود به

 و فراصوت كمك به سپستان ميوه اتانولي عصاره استخراج

 فاكتورهاي بهينه مقادير تعيين با استخراج بهينه شرايط به دستيابي

 ضدميكروبي اثر ارزيابي نهايتاٌ و پاسخ سطح روش توسط آزمايش

 عامل هايمميكروارگانيس از برخي عليه بهينه تيمار اتانولي عصاره

 Staphylococcus مانند غذايي صنايع در مسموميت و عفونت

aureus PTCC1112، Bacillus cereusPTCC 1247، 

EscherichiacoliPTCC 1330، Salmonella typhi 
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PTCC 1609، AspergillusnigerPTCC 5021و 

Candida albicans PTCC 5027 بود.  

   

 ها روش و مواد - 2

 مواد - 2-1

 مطالعه اين در استفاده مورد ميكروبي هاي سويه

 Staphylococcus aureus PTCC 1112، Bacillusشامل

cereus PTCC1247، Escherichia coli PTCC 1330 

،Salmonella typhi PTCC 1609، Aspergillus niger 

PTCC 5021 و Candida albicans PTCC 5027 بودند 

 پزشكي مشهد اهدا كه توسط دانشكده داروسازي، دانشگاه علوم

ميوه سپستان از مناطق بومي شهرستان كهنوج واقع در . گرديد

 اين گياه دارويي در 2به لحاظ تاكسونوميكي. استان كرمان تهيه شد

بخش بيولوژي دانشكده علوم پايه دانشگاه فردوسي مشهد 

  .شناسايي و تاييد گرديد

  هاروش - 2-2

سب و به دور از پس از حذف هسته، ميوه تازه در شرايط منا

آفتاب خشك شد، سپس توسط آسياب آزمايشگاهي 

  .به پودر تبديل گرديد)  ساخت آلمانWARING(مدل

  عصاره تهيه چگونگي -2-2-1

 ليترميلي 500 با آن اختلاط و سپستان نمونه گرم 50 توزين با

 نمونه مخلوط حاوي ارلن) 1:10 نسبت رعايت% (96اتانول حلال

 500 توان و كيلوهرتز 25 فركانس (اصوتفر حمام درون حلال و

 قرار صوتشدت و زمان دما، مختلف تيمارهاي به توجه با) وات

 حذف منظور به شود، سپري گيريعصاره فرآيند تا شد داده

 با سانتريفيوژ از فيلتراسيون عمل از پس معلق وذرات هاناخالصي

 عصاره نهايت در تا شد استفاده دقيقه 10 مدت به g×  3000 دور

 از استخراج، فرايند از نوع اين در. آيد بدست سپستان ميوه خام

 و آماري هايتكنيك از اي مجموعه كه 3پاسخ سطح متدولوژي

 ارتباط بررسي همچنين و فرايند سازيبهينه براي است رياضي

                                                           
2. Taxonomically 
3. Response Surface Methodology 

 مركزي مركب طرح يك. شد استفاده پاسخ متغير چند ا يك يبين

 ارزيابي را مستقل متغير سه تركيبي اثر تا شد انتخاب فاكتوره سه

 شدت و) گرادسانتي درجه20-50 (دما ،)دقيقه 5-40 (زمان كند،

 X3 وX1 ، X2 صورت به ترتيب به كه) درصد 20-100 (صوت

  .]11[شدند گذاريكد

  اتانولي عصاره استخراج درصد تعيين -2-2-2

 اتانولي ميوه سپستان ابتدا وزن يكبراي تعيين وزن خشك عصاره

عصاره  ليترك ميلييسپس پليت آزمايشگاهي خالي تعيين شد، 

اتانولي درون پليت ريخته و در دماي اتاق نگهداري شد تا كاملا 

 پس از اين مدت وزن پليت حاوي عصاره خشك. خشك شود

شده يادداشت و از وزن پليت خالي كسر گرديد، ميانگين سه بار 

-نظر خراج عصاره در استتكرار به عنوان وزن خشك و يا درصد 

  .]12[گرفته شد

  يكروبيم يهاونيسوسپانس يسازفعال -2-2-3

 تريپتون مايع كشت محيط به استريل شرايط در قارچي هايسوش

 25 دماي در ساعت 48 مدت به و افتند يانتقال) آلمان مرك (سويا

 48 كشت محيط از سپس شدند، گذاريخانهگرم گرادسانتي درجه

) آلمان مرك (آگار دكستروز سابرود كشت محيط روي بر ساعته

 در مجددا و آمد عمل به خطي كشت كلرامفنيكل درصد 5 حاوي

 شدند داده قرار ساعت 48 مدت به گرادسانتي درجه 25 انكوباتور

 تهيه براي. گيرندقرار استفاده مورد قارچي منبع عنوان به تا

 محلول در سوسپانسيوني ساعته 48 كشت از قارچي سوسپانسيون

 CFU/ml108× 5/1 حاوي ليترميلي هر در كه استريل نمكي

 شد تهيه فارلند مك 5/0 استاندارد محلول از استفاده با بود، قارچ

ها در باكتري نيز باكتريايي هاي سوش مورد در). 2007 جلالي،(

) مرك آلمان(شرايط استريل به محيط كشت مايع مولر هينتون 

 درجه 35 ساعت در دماي 24ه مدت انتقال يافتند و سپس ب

 24سپس از محيط كشت . گراد گرم خانه گذاري شدندسانتي

هاي هاي مورب و همچنين بر روي پليتساعته بر روي محيط

كشت خطي انجام ) مرك آلمان(حاوي محيط مولر هينتون آگار 

گراد به مدت يك  درجه سانتي35خانه با دماي داده شد و در گرم

رار داده شدند تا به عنوان منبع باكتري مورد استفاده روز قشبانه
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قرار گيرند و همانند تهيه سوسپانسيون قارچي، سوسپانسيون 

  .]13[باكتريايي ايجاد شد 

  ميكروبيهاي ارزيابي اثر ضد تكنيك-2-2-4

  ختهيآم كشت -2-2-4-1

ليتر آب  ميلي5 اتانولي به  گرم عصاره2/0در روش كشت آميخته، 

با دستگاه شدن، ستريل اضافه گرديد و به منظور يكنواخت مقطر ا

ليتر از اين محلول به زده شدند، سپس يك ميليورتكس هم

 2هاي استريل اضافه و غلظت نهايي عصاره در اين حالت به پتري

 در مرحله بعد محيط كشت استريل .ليتررسيدگرم بر ميليميلي

) هاباكتري(ر هينتون آگار و مول) هاقارچ(سابرود دكستروز آگار 

ها اضافه شده و در دماي اتاق زير هود لامينار قرار به پتري

يك لوپ از كشت استاندارد . ها ببنددگرفت، تا اينكه محيط كشت

خانه با  ساعت در گرم48هر سوش كشت داده شد و به مدت 

خانه با  ساعت در گرم24و ) قارچ(گراد  درجه سانتي25دماي 

از محيط داراي . قرار گرفت) باكتري(گراد درجه سانتي 37دماي 

عصاره و بدون ميكروب نيز به عنوان كنترل منفي استفاده 

  .]14[گرديد

  پليت -ديسك -2-2-4-2

 ديسك در اطراف و يك ديسك در مركز پليت 6با قرار دادن 

و در )  درصد96حلال اتانول (استريل به عنوان شاهد منفي 

 مورد نظر ترتيب شش غلظت از عصارههاي محيطي به ديسك

افزوده و ) ليترگرم بر ميلي ميلي60 و 50 ، 40 ، 30 ، 20 ، 10(

آگار  در حرارت هاي حاوي محيط كشت مولر هينتونسپس پليت

هاي و پليت) باكتري( ساعت 24گراد به مدت درجه سانتي37

 درجه 25حاوي محيط كشت سابرود دكستروز آگار در دماي 

بعد . گذاري شدندخانهگرم) قارچ( ساعت 48گراد به مدت سانتي

 در 4از طي مدت انكوباسيون، منطقه بازدارندگي يا عدم رشد

) mm6(ها با در نظر گرفتن قطر ديسك محيط اطراف ديسك

. متري گزارش شدگيري و به صورت ميليكش اندازهتوسط خط

سوش در قابل ذكر است كه اثر ضدميكروبي عصاره بر روي هر 

  . ]15[سه تكرار انجام شد

                                                           
4. Inhibition Zone 

  يكشندگ و يبازدارندگ غلظت حداقل نييتع -2-2-4-3

 6 حداقل غلظت مهار كنندگي5 لوله-با استفاده از روش رقت

)MIC (7و حداقل غلظت كشندگي)MBC8وMFC ( عصاره

هاي  از لولهMICبراي تعيين . اتانولي ميوه سپستان تعيين شد

هاي مختلفي مجزا حاوي غلظتآزمايش كه هر كدام به صورت 

 از µl100پس از تلقيح . از عصاره بودند، استفاده گرديد

ها و انجام تمامي مراحل سوسپانسيون ميكروبي به درون لوله

- درجه سانتي25 ساعت در 48هاي آزمايش به مدت كشت، لوله

گراد  درجه سانتي37 ساعت در 24و به مدت ) براي قارچ(گراد 

-خانهبعد از طي زمان گرم. گذاري شدندخانهگرم) براي باكتري(

هاي قارچي و ها از نظر كدورت ناشي از رشد گونهگذاري لوله

در ادامه به . باكتريايي با لوله كنترل مقايسه و نتايج ثبت شدند

هاي دو يا چهار برابر از غلظتMBC و MFCمنظور تعيين 

ود استفاده  در نظر گرفته شده بMICهايي كه به عنوان غلظت

هايي كه فاقد كدورت بود كشت گرديد و در نهايت از لوله

 ساعت 48گراد به مدت  درجه سانتي25آميخته به عمل آمد و در 

) باكتري( ساعت 24گراد به مدت  درجه سانتي37و در ) قارچ(

گذاري شدند، پس از اين مدت پليتي كه داراي كمترين خانهگرم

ارچ يا باكتري رشد نكرده بود به غلظت عصاره بود و در آن ق

  . ]17 و 16[ در نظر گرفته شدMBC و MFCعنوان 

  طراحي آزمايش و آناليز و تحليل آماري - 2-3

از آنجا كه يكي از اهداف پژوهش، بررسي آثار اصلي و متقابل 

ند استخراج يصوت، دما و زمان استخراج در فرافاكتورهاي شدت 

-خراج بود، طرح آماري رويه سطح اتانولي و راندمان استعصاره

از اين رو نخست بر اساس تعداد ). 1جدول(پاسخ انتخاب شد

 استخراج 20، شرايط 2ها مطابق جدولفاكتورها و سطوح آن

 تكرار نقطه 6. ها تصادفي انجام شدندمعين شد و سپس آزمايش

  .مركزي جهت تعيين خطاي آزمايش منظور گرديد

                                                           
5. Broth  macro dilution 
6. Minimum Inhibition Concentration 
7. Minimum Bactericide Concentration 
8. Minimum Fungicide Concentration 
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  قل فرآيند و مقادير آن هانمايش متغيرهاي مست 1جدول 

 كد و سطح مربوطه  

 -1 0 +1 نماد رياضي متغير مستقل

 X1 40 5/22 5 زمان

 X2 50 35 20 دما

 X3 100 60 20 شدت صوت

 
 اتانولي بدست عصاره) خشكوزن(ميانگين درصد استحصال 

آمده از دو مرتبه تكرار هر آزمايش به عنوان متغير وابسته يا پاسخ 

)Y (گرفته شد، در روش نظردرRSM براي هر متغير وابسته 

شود كه آثار اصلي و متقابل فاكتورها را بر روي مدلي تعريف مي

متغيره به صورت زير مدل چند. كندهر متغير جداگانه بيان مي

  .باشدمي

Y= β0 + β1X1 + β2X2 + β3X3 + β11X1
2 + β22X2

2  + 
β33X3

2 + β12X1X2 + β13X1X3 + β23X2X3 

 β1 ضريب ثابت، β0بيني شده،  پاسخ پيشY مذكور يدر معادله

 ،β2 ،β3 ،اثرات خطي β11 ، β22 ، β33 اثر مربعات و β12 ، β13 ،

β23بوده و به منظور تجزيه و تحليل و رسم متقابل اثرات 

 -Designافزار نمودارهاي مربوط به روش سطح  پاسخ از نرم

Expert v.6هاي يه و تحليل دادهبراي تجز. استفاده گرديد

ها از ميكروبي و همچنين مقايسه ميانگينحاصل از بررسي اثر ضد

 و آزمون آناليز واريانس SPSS 16افزار آماري نرم

)ANOVA (ها با آزمون دانكن استفاده و اختلاف بين ميانگين

  . درصد انجام شد ≥ p 05/0در سطح اطمينان 

  

 نتايج و بحث - 3

-برازش مدل هيتجز و مناسب مدل نشيگز- 3-1

  ياتانول عصاره يبرا افتهي
- رابطه پاسخ، بيني پيش براي تجربي هايمدل حصول منظور به

 از آمدهبدست هايداده بر دومدرجه ايجمله چند و خطي هاي

 قرار آماري آناليز مورد هامدل اين سپس. شدند برازش هاآزمايش

  . گردد گزينش مناسب تامدل گرفته

  

  فراصوت كمك با استخراج در ) RSM( پاسخ سطح طرح از حاصل يمارهايت 2 جدول

 صوت شدت تيمار
(%) 

 صوت شدت تيمار )دقيقه (زمان )Ċ (دما
(%) 

 )دقيقه (زمان )Ċ (دما

1 20 20 5 11 60 20 5 /22 

2 20 20 40 12 60 50 5 /22 

3 20 50 5 13 20 35 5 /22 

4 20 50 40 14 100 35 5 /22 

5 100 20 5 15 60 35 5 /22 

6 100 20 40 16 60 35 5 /22 

7 100 50 5 17 60 35 5 /22 

8 100 50 40 18 60 35 5 /22 

9 60 35 5 19 60 35 5 /22 

10 60 35 40 20 60 35 5 /22 
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 برازش ضعف آزمون كه است مناسب مدلي آماري نظر از

)Lack of fit (رمقدا بالاترين داراي نبوده، دارمعني آن 

R2
adjusted و R2

predicted و برازش ضعف آزمون نتايج. باشد 

 بهترين گزينش منظور به شده برازش هايمدل صحت ارزيابي

 به سپستان ميوه از اتانولي عصاره يبيشينه استخراج براي مدل

 آزمون ،3 جدول مطابق. است شده آورده 4 و 3 جداول در ترتيب

 درجه ايجمله چند (تهياف برازش مدل به مربوط برازش ضعف

-چند مدل ،4 جدول در همچنين نبوده، دارمعني پاسخ بر) دوم

R2 ، R2 بالاي مقادير بودندارا دليل به دومدرجه ايجمله
adjusted 

R2 و
predictedبود دارا را بيشتري توان ها،داده برازش در .  

 چند دومدرجه مدل شود،مي مشاهده 3 جدول در كه همانطور

 آماري نظر از اتانولي عصاره استخراج راندمان براي ياجمله

 شامل مدل دارمعني هايعبارت ساير. ≥P)001/0 (است دارمعني

 شدت – زمان كنشبرهم همچنين و صوت شدت دما، زمان،

 از معني بي فاكتورهاي لذا بودند صوت شدت – دما و صوت

  .شدند حذف مدل

  

  سپستان ميوه از اتانولي عصاره راندمان براي دوم درجه پاسخ سطح مدل) ANOVA (واريانس آناليز نتايج 3 جدول

 Pارزش F ارزش مربعات ميانگين آزادي درجه مربعات مجموع منبع

 0001/0 08/21 87/0 9 80/7 دوم درجه مدل

 X1( 97/3 1 97/3 50/96 0001/0(زمان

 X2( 63/0 1 63/0 24/15 003/0(دما

 X3( 85/1 1 85/1 96/44 0001/0 (صوت شدت

X1X2 18/0 1 18/0 36/4 0633/0 

X1X3 33/0 1 33/0 94/7 0182/0 

X2X3 33/0 1 33/0 94/7 0182/0 

X1
2 12/0 1 12/0 04/3 1119/0 

X2
2 045/0 1 045/0 09/1 3202/0 

X3
2 020/0 1 020/0 49/0 5015/0 

   041/0 10 41/0 مانده باقي

   018/0 5 088/0 خالص خطاي

 0906/0 66/3 065/0 5 32/0 ازشبر عدم

  
  

  پاسخ بر افته يبرازش مدل آماري آناليز نتايج 4 جدول

Source R-Squared Adj R-Squared Pred R-Squared PRESS 

 68/1 7949/0 9049/0 9499/0 دوم درجه

  
  

 درصد در محسوسي روند دقيقه 5/22 زمان تا 1شكل اساس بر

   تا پس آن از كهحالي در گرديدن مشاهده اتانولي عصاره استخراج

  

 اين به توجه. است افته يافزايش) پاسخ (متغير فاكتور دقيقه 40

 ماهيت به بسته است ممكن استخراج زمان كه است ضروري نكته
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 زمان در اختلاف. باشد متفاوت گياهي مواد بيولوژيكي خواص و

 در اختلاف به است ممكن گياهي مواد بين در فراصوت استخراج

 كه شود داده نسبت استخراج قابل اجزاي نوع و پذيري سترسد

 همچنين. ]18[است گياهي مواد متفاوت شيميايي تركيب از ناشي

 استخراج نرخ درصد، 80 تا صوت شدت افزايش با شد مشاهده

 استحصال درصد نمايش درصد 100 تا بعد به آن از ولي افزايش

 تاثير) 2012 (همكاران و ژي. است رفته پيش ثابت صورت به

 و 9زاييحفره علت به را استخراج راندمان بر صوت شدت مثبت

 ارتعاشات اثر در گياهي هايسلول ديواره و هابافت شكستن

 شود،مي سلولي محتويات بيشتر و بهتر خروج به منجر كه صوتي

  .]19[دانندمي

 عصاره خشك وزن راندمان بر صوت شدت -دما فاكتور تاثير 

 كه صورت اين به است دوم درجه و لگاريتمي صورت به اتانولي

 درصد در توجهي قابل تغيير گرادسانتي درجه 35 تا دما افزايش با

 گراد،سانتي درجه 50 تا دما افزايش با ولي شد مشاهده استخراج

 كه است ضروري نكته اين ذكر. افت يكاهش استخراج نرخ

 جرم انتقال بهبود ليلد به احتمالا دما افزايش اثر در بازده افزايش

 عصاره استخراج در موثر تركيبات حلاليت افزايش نتيجه در

 در دما ثابت روند و است حلال يويسكوزيته كاهش و اتانولي

 اثر در تواندمي گرادسانتي درجه 40-45 از پس مطالعه اين

 افزايش ا يو حرارتي تجزيه فرايند شروع ا يافزايش

 قندهاي به سپستان ميوه در موجود يقند تركيبات دپليمريزاسيون

 استخراج دماي افزايش آن بر علاوه. باشد دما افزايش اثر در آزاد

 هاي هزينه افزايش و حلال تبخير شتابدهي به منجر تواندمي

 و كاكاكه. ]20[شود هاناخالصي استخراج تقويت و انرژي تامين

 يشافزا سبب دما افزايش كه كردند گزارش) 2003 (همكاران

 دليل محققان اين. است شده سياه انگور از آنتوسيانين استخراج

 مي نفوذ ضريب افزايش و حلاليت افزايش روي دما اثر را امر اين

  .]17[دانستند

  

                                                           
9. Cavitation 
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  )ب

 ميوه از اتانولي عصاره استخراج بازده پاسخ سطح نمودار 1شكل

 ميوه از انوليات عصاره استخراج در متغيرها بين هايكنشبرهم سپستان،

 بين كنشبرهم) الف: فراصوت كمك با استخراج از استفاده با سپستان

 دما و صوتشدت بين كنشبرهم) ب ;استخراج زمان و صوت شدت

  استخراج

  

 ياتانول عصاره استخراج طيشرا يابينهيبه - 3-2

  سپستان وهيم از

-نشان كه زير يمعادله پاسخ،-سطح آماري روش گيريكاربه با

 و اتانولي عصاره استخراج راندمان ميان تجربي ارتباط يدهنده

  . آمد بدست است، شده گذاريكد صورت به آزمايش متغيرهاي

Y= 33/19 + 63/0 X1+ 25/0 X2+0/43X3+0/75X1 

X3+0/05X2 X3 

 پاسخ، مقادير بهينه -هاي سه بعدي سطح با استفاده از نمودار

 كمك فراصوت را براي متغيرهاي مورد آزمون فرآيند استخراج با
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زمان : بيني كردتوان پيش  ميبالاترين راندمانبدست آوردن 

گراد و شدت  درجه سانتي24/42 دقيقه، دما 87/39استخراج 

تحت شرايط بهينه فوق، مدل پاسخ .  درصد46/94صوت 

پس از اصلاح و تغيير .  گرم را ارائه كرد5/8ماكزيممي برابر با 

 شده  اصلاحيمتغيرهاي آزمايش، با استفاده از شرايط بهينه

- راج عصاره اتانولي اندازه گيري شد و مقدار بيشينهراندمان استخ

  . گرم بدست آمد1/9±4/0ي

 پاسخ مقدار بر دارتري معني اثر زمان آزمايش، فاكتورهاي ميان از

 مـورد  متغيـر  سـه  گـذاري  اثر ميزان ترتيب كلي طور به و داشت

 ميـوه  از اتـانولي  عـصاره  اسـتخراج  رانـدمان  افـزايش  بـر  بررسي

ــستان ــدت >مــانز صــورت بــه سپ ــا >صــوت ش .بــود دم

  بهينه تيمار اتانولي عصاره mg/ml2 غلظت ميكروبيضد اثر  5جدول

 عصاره اتانولي سويه هاي ميكروبي 

Aspergillus niger S 

Candida albicans S 

Staphylococcus aureus S 

Bacillus cereus S 

Escherichia coli S 

Salmonella typhi R 

R: Resistance             S: Sensitive  
  

 وهيم ياتانول عصاره يكروبيمضد اثر جينتا -3-3

  سپستان
   عصاره يرو يكروبيم ضد يها يبررس نه،يبه ماريت افتن ياز پس

   كه  ديگرد  اعمال  فراصوت   كمك با نهيبه ماريت از آمده بدست
  

  يكروبيم ضد اثر يابيارز جينتا. است شده آورده ليذ در جينتا
عصاره  است شده ارائه 5جدول در ختهيآم كشت روش به عصاره 

             عليــــــه تمـــــــامي  mg/ml2اتــــــانولي در غلظــــــت   
   Salmonella typhiهاي مورد آزمايش به جز ميكروارگانيسم
  .ها ممانعت نموده استكرده و از رشد آنمناسب عمل 

  )روش انتشار ديسك در آگار( اتانولي ميوه سپستان حضور عصارهها در ميانگين قطر هاله عدم رشد ميكروارگانيسم  6 جدول

 عصاره

 اتانولي

 )ليتر ميلي بر گرم ميلي (سپستان ميوه اتانولي عصاره هاي غلظت ميكروارگانيسم

 10 20 30 40 50 60 

A.niger - 
a17/0±3/7 b  4/0±  9/9 

c  32/0± 5/10 
d  2/0± 2/12 

e   4/0± 8/13 

C.albicans a  35/0± 10 
b15/0± 9/11 

c4/0 ± 8/13 
d2/0± 15 

e36/0±7/16 
f11/0± 1/19 

S.aureus a35/0± 1/9 
b2/0 ± 3/11 

c  /0± 3/12 
d  3/0± 6/15 

e26/0±7/16 
f35/0± 7/18 

B.cereus a36/0±7/11 
b6/0 ±1/13 

c4/0±8/14 
d4/0 ±1/16 

e15/0±4/18 
f76/0±3/20 

E.coli a5/0±56/7 
b11/0±9 

c32/0±83/10 
d26/0±1/12 

e3/0±8/13 
f45/0±2/16 

 

S.typhi - 
a55/0±1/7 

b25/0±6/8 
c11/0±2/10 

d3/0±1/11 
e3/0±  3/12 

  .باشد مي سپستان ميوه اتانوليعصاره ميكروبيضد فعاليت وجود عدم يدهنده نشان) - (علامت* 
  . است ≥ 05/0p سطح در دارمعني تفاوت وجود يدهندهنشان رديف يك در مشابهغير حروف* 

. است مترميلي رشد عدم هاله قطر گيري اندازه واحد* 
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هاي حاصل از روش انتشار ديسك در آگار نشان داد كه داده 

-قادر به مهار رشد دو سويهmg/ml10عصاره اتانولي در غلظت 

 نبوده و قطر Salmonella typhi و Aspergillus nigerي

 عصاره ايجاد ننموده است، در هاياي را اطراف ديسك هاله

 باكتريايي و قارچي يها عليه چهار سويهكه در تمامي غلظتحالي

ها اي در اطراف ديسكديگر موثر عمل كرده و با ايجاد قطر هاله

 توسط كه آزمايشگاهي بررسي ك يدر.مانع از رشد آنها شده است

 قوي قارچيضد فعاليت شد، انجام) 2005 (همكاران و احمد

 و بررسي مختلفي قارچي هايگونه عليه ميخك اسانسي وغنر

 Candida گونه بر ميخك اسانس روغن اثر كه شد ديده

albicans بود اينتيجه مشابه آمده بدست نتيجه. بود چشمگير 

 كه ديگر ايمطالعه در چنينهم. ]21[آمد بدست ما مطالعه از كه

 و اكسيدانيآنتي تفعالي ارزيابي به) 2009 (همكاران و استانيساو

 روش به و فراصوت كمك با شده تهيه هايعصاره ضدميكروبي

 پرداختند، .Echinacea purpurea L گياه از كلاسيك

 نوع دو ازليتر گرم بر ميلي ميلي20 غلظت در كه شد مشخص

 قطر كلاسيك، روش به و فراصوت كمك با شده ايجاد عصاره

  10231Candida albicans ATCC گونه براي بازداري هاله

 همين در كهحالي در شد، متر ميلي21±1/0 و2/18±3/0 ترتيب به

 اثر Aspergillus niger ATCC 16404گونه بر غلظت

 نتايج.]22[نشد ايجاد ايهاله گونههيچ و نداشت بازدارندگي

 انتشار روش به اتانولي عصاره ميكروبيضد اثر بررسي از حاصل

 تبع به و اتانولي عصاره غلظت افزايش با داد نشان آگار در ديسك

 بازدارندگي هاله قطر اندازه بر موثره، مواد غلظت افزايش آن

 بين اختلاف بررسي از حاصل هاي افته يهمچنين. شد افزوده

 بازداري هاله قطر ميانگين بين دارمعني تفاوت از نشان ها،ميانگين

 غلظت فزايشا با گرفت نتيجه توانمي كه صورت اين به دارد

  .كندمي پيدا افزايش رشد عدم هاله قطر اتانولي، عصاره

  

  آزمايش هاي ميكروارگانيسم عليه سپستان ميوه اتانولي عصاره) MIC (بازدارندگي غلظت حداقل نتايج 7 جدول

عصاره 
 اتانولي

 )يترلگرم بر ميليميلي(هاي ميوه سپستان هاي به كار رفته از عصارهغلظت ميكروارگانيسم

 كنترل 64 32 16 8 4 2  

A.niger - - - - + + - 

C.albicans - + + + + + - 

S.aureus - - + + + + - 

B.cereus - + + + + + - 

E.coli - - + + + + - 

 

S.typhi - - - - + + - 

  رشد : -        رشد عدم+ : 

  همطالع مورد يهاميكروارگانيسم بر يتانولا عصاره) MBC , MFC (يكشندگ غلظت حداقل نتايج 8 جدول

عصاره 
 اتانولي

 )ليترگرم بر ميليميلي( اتانولي سپستان هاي به كار رفته عصارهغلظت ميكروارگانيسم

 كنترل 256 128 64 32 16 8 4 2  

A.niger - - - - - - + + - 

C.albicans - - - - + + + + - 

S.aureus - - - - + + + + - 

B.cereus - - - + + + + + - 

E.coli - - - - - + + + - 

 

S.typhi - - - - - - + + - 

رشد : -        رشد عدم+ : 
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 تا ميكروبيضد اثر كه داد نشان فوق جداول از حاصل نتايج

 همچنين. بود متفاوت ميكروارگانيسم نوع به بسته حدودي

و   Bacillus cereusمثبت گرم هاي سويه كه شد مشخص

Staphylococcus aureus منفيگرم هايسوش با مقايسه در  

Salmonella typhiو Escherichia coli حساسيت از 

 در و بودند برخوردار استفاده مورد هاي عصاره برابر در بيشتري

 متوقف هاآن رشد سپستان ميوه اتانولي عصاره از كمتري غلظت

 گرم هاي باكتري با مقايسه رد مثبت گرم هاي باكتري اساسا. شد

 خود از سپستان ميوه عصاره به نسبت بيشتري حساسيت منفي

 ديواره ساختماني اختلاف به توان مي را آن علت دادند، نشان

 همكاران و ناريا. داد نسبت منفي و مثبت گرم هايباكتري

 پوست ضدميكروبي فعاليت روي بر ايمطالعه انجام طي) 2011(

 عليه) Cordia هايگونه انواع از(C.dichotoma درخت

 هاله قطر مثبت، و منفي گرم هايباكتري و هاقارچ از تعدادي

 گزارش هاقارچ و هاباكتري براي توجهي قابل بازداري

 يهاله قطر ميانگين بالاترين كه داد نشان نتايج. ]23[كردند

-گرم هايسويه به مربوط  ≥05/0p دارمعني سطح در بازداري

 Staphylococcus aureus وBacillus cereus  بتمث

 ≥05/0p سطح در كه داد نشان آماري تحليل و تجزيه نتايج. است

 عصاره، غلظت افزايش با داريمعني طور به رشد عدم هاله قطر 

 گرم هاي باكتري كه دادند نشان ها يافته همچنين. يابدمي افزايش

 را مقاومت يشترينب Salmonella typhi ويژه طور به و منفي

 Salmonella طوريكه به بودند دارا اتانولي عصاره به نسبت

typhi آن رشد از و مهار اتانولي عصاره از بالاتري هايغلظت در 

- ضد اثر به نسبت Aspergillus nigerهمچنين .شد ممانعت

 Candida ترازمقاوم سپستان ميوه اتانولي عصاره قارچي

albicans كه كرد گزارش) 2006(اي سدابي در مطالعه.بود 

 علت به تواندمي Candida albicans بيشتر حساسيت

 و سلولي ديواره تركيبات نوع و تركيبات درصد بودن متفاوت

 احتمالا كه باشد مربوط ويرولانسي فاكتورهاي و قارچي غشاي

 Aspergillus  از كمتر مراتب به Candida albicans در

niger 24[باشدمي[.  

ها به آنتي بررسي حساسيت ميكروارگانيسم - 3-4

  هاي تجاريبيوتيك
بيوتيك رايج بر ميزان هاله عدم نتايج مربوط به تاثير چهار آنتي

مثبت آورده شده منفي و دو باكتري گرمرشد بر دو باكتري گرم

  ). 9جدول (است 

  يهاي تجاربيوتيك ميانگين قطر هاله بازداري ايجاد شده با آنتي9جدول 

               آنتي بيوتيك              باكتري

 پني سيلين آمپي سيلين استرپتومايسين ونكومايسين 

S.aureus 35/0±85/19 25/0±03/19 21/0±  2/31 25/0±26 /28 

B.cereus 4/0±36/20 2/0±16/19 4/0±4/26 65/0±6/28 

E.coli 17/0±01/16 24/0±04/17 33/±66/20 3/0±91/17 

S.typhi 3/0±  93/18 126/0±98/17 75/0±23/28 25/0±23/18 

  . واحد اندازه گيري قطر هاله عدم رشد ميلي متر مي باشد*

  

ميكروبي عصاره اتانولي ميوه سپستان در مقايسه نتايج ميان اثر ضد

بيوتيك رايج درماني در اين مطالعه نشان داد كه برابر چهار آنتي

 در بالاترين غلظت حداكثر Bacillus cereusعصاره اتانولي بر 

- سيلين و پنيبيوتيك آمپيبود و اين ميزان بازدارندگي از دو آنتي

نتايج اين مطالعه نشان داد كه عصاره اتانولي بر . سيلين كمتر بود

 و  Salmonella typhiمنفي هاي گرمروي باكتري

Escherichia coliهاي رايج اثر بيوتيكدر مقايسه با همه آنتي

ها در بيوتيكاستفاده گسترده از آنتي .ميكروبي كمتري داشتدض

- ها نسبت به آنتيهاي اخير موجب شده است كه باكتريسال

كه در هاي مختلف مقاوم شوند به طوريهاي رايج از گروهبيوتيك

هايي با مقاومت چندگانه نسبت به آنتي حال حاضر وجود سويه

هاي عامل روارگانيسمها مشكل اصلي در درمان ميكبيوتيك
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) 2014(طباطبايي يزدي و همكاران . باشدعفونت و مسموميت مي

ميكروبي عصاره اتانولي اي نيز بيان كردند كه اثر ضددر مطالعه

 Staphylococcusبر ) Ferulago angulate(گياه چويل 

epidermidis در بالاترين غلظت حداكثر بود اين ميزان 

بيوتيك ها به جز آنتيبيوتيكي از تمامي آنت5/0±60/17

همچنين تاثير عصاره اتانولي بر . سيپروفلوكساسين بيشتر بود

 ي در مقايسه با همهenterobacter aeroginosaeباكتري 

 ها و از سويي تاثير كمتر عصاره. ]25[ها كمتر بودبيوتيكآنتي

هاي سنتزي شيميايي بيوتيكهاي گياهي در مقايسه با آنتياسانس

به علت تركيب شيميايي پيچيده و عدم وجود يك تركيب خالص 

هاي سنتزي ساختمان و بيوتيككه آنتيباشد، در حاليدرماني مي

گذاري بيشتر آنها را عليه تركيب مشخصي دارند كه تاثير

  . شودهاي عامل عفونت و مسموميت باعث ميميكروارگانيسم

  

  نتيجه گيري - 4
 استخراج راندمان علت به بهينه مارتي از حاصل اتانولي عصاره

 اثر داراي بازدارنده، تركيبات درصد بودن بالا احتمالا و بالاتر

. بود آزمايش هايميكروارگانيسم عليه توجهي قابل ضدميكروبي

 باكتريايي سويه دو استفاده مورد هاي روش تمامي در

Staphylococcus aureus، Bacillus cereus سويه و 

 ضدميكروبي تاثير به نسبت Candida albicans قارچي

  .دادند نشان را بيشتري حساسيت اتانولي عصاره

  

  سپاسگزاري - 5
 عليزاده بهروز مهندس آقاي جناب زحمات از وسيله بدين

 صميمانه نمودند، ياري را ما ها آزمايش انجام در كه بهبهاني

 پايان از مستخرج حاضر پژوهشي - علمي مقاله. شودمي قدرداني

 هايعصاره ميكروبيضد اثر بررسي عنوان با ارشد كارشناسي نامه

 هايميكروارگانيسم از تعدادي عليه سپستان ميوه اتانولي و آبي

 رشد سنتيكي سازيمدل و غذاييمواد مسموميت و عفونت عامل

Bacillus cereus در 30037 كد با غلظت و دما تاثير تحت 

 دانشگاه كشاورزي انشكدهد غذايي صنايع و علوم مهندسي گروه

 مي لازم خود بر مقاله نويسندگان لذا. باشد مي مشهد فردوسي

 ياري جهت مشهد فردوسي دانشگاه پژوهشي معاونت از كه دانند

  .نمايند سپاسگزاري صميمانه طرح انجام در رساندن
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Efficiency of response surface methodology to optimization 
ethanolic extract from Cordia myxa and evaluation of antimicrobial 
activity of extract against a number of pathogenic microorganisms  
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With emerging of infectious diseases and spread of antibiotic resistant strains, use of antimicrobial 
compounds with plant origin seems necessary. In this study, ethanolic extract of Cordia myxa fruit was 
used to evaluate antimicrobial effects against microorganisms including Bacillus cereus, Staphylococcus 
aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi, Aspergillus niger and Candida albicans. Ultrasound-assisted 
extraction was performed to investigate three independent variables: time (5- 40 min), temperature (20- 
50°C) and sonic power (20- 100%). Response surface methodology was also employed to optimize 
multiple variables to predict the best process conditions. Antimicrobial activity was done by methods 
including disk diffusion agar, pour-plate, minimum inhibition concentration and minimum bactericide 
(fungicide) concentration. The results showed that the highest amount of extraction rate of ethanolic 
extract which was equal to 8.5%, was obtained in extraction time of 39.8 min, temperature of 42.2°C and 
sonic power of 94.4%.In all above-mentioned methods, inhibitory effect of optimum ethanolic extract was 
more significant againstBacillus cereus, Staphylococcus aureus and Candida albicansthan other strains 
(p≤0.05). 
 
Key words: Cordia myxa, Ethanolic extract, Antimicrobial activity, Response surface methodology 
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