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بررسي تاثير شرايط استخراج بر ميزان تركيبات فنولي و خاصيت 

 ضدميكروبي عصاره پوست انار

 
 4 بستان آرام ،3 داخلي جوانمرد مجيد ،∗2 جماب سرابي محبوبه ،1 رهنمون پريا

 
  مشهد غذايي صنايع و علوم پژوهشكده غذايي مواد ميكروبيولوژي دكتراي دانشجوي -1

  مشهد غذايي صنايع و علوم پژوهشكده غذايي مواد فناوريتزيس گروه استاديار -2

  ايران صنعتي و علمي هايپژوهش سازمان  پژوهشكده فناوري هاي شيمياييصنايع غذايي و تبديلي گروه دانشيار -3

  مشهد غذايي صنايع و علوم پژوهشكده غذايي مواد نانوفناوري گروه استاديار -4

)19/02/95: پذيرش تاريخ  16/09/94: دريافت تاريخ(  

 
  چكيده

پوست انار با داشتن تركيبات فنولي و ضدميكروبي فراوان يك منبع . هاي طبيعي در مواد غذايي افزايش يافته استامروزه تمايل به استفاده از ضدميكروب

 به 60، 60 به 40(آب / هاي مختلفي از حلال اتانولدر اين پژوهش استخراج عصاره از پوست انار با نسبت. رودمهم براي استخراج اين تركيبات به شمار مي

بازده استخراج، ميزان تركيبات فنولي، فلاونوئيدها و .  ساعت انجام شد28 و 24، 20هاي گراد و زمان درجه سانتي55 و 40، 25در دماهاي ) 20 به 80 و 40

سالمونلا ه عليه چند ميكروارگانيسم شاخص در مواد غذايي شامل هاي استخراج شدقدرت ضدميكروبي عصاره. گيري گرديدها اندازهآنتوسيانين

 با روش انتشار ديسك و تعيين ساكارومايسس سرويزيه و آسپرژيلوس نايجر، استافيلوكوكوس اورئوس، ليستريا مونوسيتوژنز،  اشريشيا كلي، اينتريتيديس

 ساعت بيشترين 24گراد و زمان  درجه سانتي25، دماي 40 به 60ت اتانول به آب نتايج نشان داد در نسب.  تعيين شد)MIC(حداقل غلظت بازدارندگي رشد 

گرم روتين بر گرم  ميلي124/250(، فلاونوئيدها )گرم اسيدگاليك بر گرم عصاره خشك ميلي518/349(، ميزان تركيبات فنولي كل %)1/50(بازدهي استخراج 

تمامي . ونيز قويترين خاصيت ضدميكروبي به دست آمد)  گرم عصاره100 گلوكوزيد در 3نيدين گرم سيا ميلي047/252(ها ، آنتوسيانين)عصاره خشك

 استافيلوكوكوس اورئوسهاي مورد آزمون، در ميان ميكروارگانيسم. هاي مورد مطالعه داشتندها خاصيت ضدميكروبي در مورد ميكروارگانيسمعصاره

 . شتبيشترين حساسيت را نسبت به عصاره پوست انار دا

  

  .عصاره پوست انار، قدرت ضدميكروبي، تركيبات فنولي، فلاونوئيد، آنتوسيانين: واژگان كليد
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   مقدمه- 1
از دير باز سلامت مواد غذايي از لحاظ ميكروبي يكي از 

هاي كنندگان، توليدكنندگان و سازمان مهم مصرفهايدغدغه

از مواد غذايي امروزه تقاضا براي استفاده . كننده بوده استكنترل

 و كمترين ميزان مواد نگهدارنده با حداقل فرايندهاي نگهداري

 يهابا اينكه بسياري از اين نگهدارنده.  افزايش يافته استسنتزي

مجوز استفاده در مواد مسئول هاي سنتزي از سوي سازمان

ها هنوز خوراكي را دارند ولي بحث در مورد عوارض جانبي آن

وجه به استفاده روزافزون از مواد غذايي نيمه با ت. باشدمطرح مي

هاي سنتزي آماده و كنسرو شده كه معمولا حاوي نگهدارنده

ش بروز پيباشند، مشكل استفاده از اين تركيبات بيش از مي

نمايد و انتخاب جايگزين مناسب و طبيعي براي اين مي

ها ضايعات برخي گياهان و ميوه. شودها احساس مينگهدارنده

فعال از جمله نابع ارزشمندي براي استخراج تركيبات زيستم

  .]4-1[باشند تركيبات ضدميكروبي مي

، ميوه بومي كشورهاي ايران، 1پونيكا گراناتومانار با نام علمي 

 انار  هزار تن990ايران با توليد تقريبا . آفريقا، چين و هند است

در جهان  كنندگان اين محصولكي از بزرگترين توليد يدر سال 

 قسمت عمده ميوه انار توليدي براي .]5[شود محسوب مي

از وزن كل % 40تواند تا پوست انار مي. شودگيري استفاده ميآب

هاي  و از محصولات جانبي كارخانه]6[دهد ميوه انار را تشكيل 

تحقيقات نشان داده است تركيبات فنولي . رودشمار ميآبگيري به

- بهها داراي خواص ضدميكروبي عليه باكتريو) 7(انار بالا بوده 

شيا كلي، سالمونلا، شيگلا، ياشرهاي پاتوژن مانند ويژه باكتري

ويبريو كلرا، هليكوباكتر، باسيلوس سوبتيليس، ليستريا 

 و مونوسيتوژنز، استافيلوكوكوس اورئوس، يرسينا اينتركوليتيكا

  .]8و 7[غيره است 

  

از منابع گياهي يكي از فعال روش استخراج تركيبات زيست

 .]9[باشد فاكتورهاي موثر در ميزان دستيابي به اين تركيبات مي

هاي معمول استخراج تركيبات ضدميكروبي استفاده يكي از روش

هاي آلي به صورت خالص و يا مخلوط با حلال. از حلال است

هاي مورد استفاده براي استخراج اين ترين حلالآب عمده

                                                           

1. Punica granatum 

هاي آلي اتانول به دليل در بين حلال .]10[ند باشتركيبات مي

غيرسمي بودن براي استخراج تركيبات ضدميكروبي مورد استفاده 

هاي دستگاهي از روش .]11[تر است در مواد غذايي كاربردي

توان به تحقيق چم و هيسل براي استخراج عصاره پوست انار مي

ج اشاره نمود كه از آب فوق داغ براي استخرا) 2010(

تيمار  استفاده از پيش.]12[هاي پوست انار استفاده كردند فنولپلي

اولتراسوند جهت استخراج تركيبات فنولي پوست انار نيز مورد 

  .]13[استفاده قرار گرفته است 

در اين پژوهش، سه فاكتور موثر در استخراج با حلال شامل دما، 

ج بالاي زمان و نسبت حلال با هدف دستيابي به بازده استخرا

با توجه به اينكه . تركيبات ضدميكروبي مورد بررسي قرار گرفت

قدرت ضدميكروبي عصاره پوست انار مربوط به حضور تركيبات 

 ميزان ،]14[باشد مي) فلاونوئيدي و غيرفلاونوئيدي(فنولي 

گيري ها اندازهتركيبات فنولي كل، فلاونوئيدها و مقدار آنتوسيانين

هاي استخراجي عليه چند ي عصارهخاصيت ضد ميكروب. شد

سالمونلا ميكروارگانيسم شاخص در مواد غذايي شامل 

استافيلوكوكوس ، ليستريا مونوسيتوژنز، اشريشيا كلي، اينتريتيديس

به دو ساكارومايسس سرويزيه  و آسپرژيلوس نايجر، اورئوس

روش انتشار ديسك و تعيين حداقل غلظت بازدارندگي رشد 

)MIC(8[ قرار گرفت  مورد آزمون[.  

 

 هاروش و مواد - 2

  گياهي اوليه مواد - 2-1
اواخر  در يمحل فروشگاه از رازيش رسشيپ تهيوار با انار

 دست، با يريگپوست از بعد .شد يداريخر 1393 ماهشهريور

 ميمستق تابش از دور به و اتاق يدما در شده جدا يهاپوست

 با شده شكخ يهانمونه .شدند خشك روز 8 مدت به آفتاب

 دست به يبرا و شده خرد (Moulinex, France) ابيآس

 رطوبت .]8[ شد استفاده مش 35 الك از كنواختي پودر آوردن

 به مدت گراد يسانت درجه 105 يدما در آون روش به نمونه هياول

 .]15[گيري شد  اندازه2705 ساعت طبق روش استاندارد ملي 2

  . پايه خشك به دست آمد بر6/9±%3/0ها رطوبت اوليه نمونه
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   مواد شيميايي- 2-2
معرف فولين سيوكالتيو، سديم كربنات، نيتريت سديم، كلريد 

آلومينيوم، هيدروكسيد سديم، پتاسيم كلرايد، اسيد هيدروكلريك، 

پتاسيم سديم استات، استيك اسيد، مونوپتاسيم فسفات، دي

تين، فسفات، اسيد سولفوريك، كلريد باريم، اسيد گاليك، رو

محيط كشت مولرهينتون مايع و آگار، محيط كشت دكستروز 

. پيتيتو مايع و آگار از شركت تجاري مرك آلمان خريداري شدند

  .از شركت الكل اتحاد ايران تهيه شد% 96اتانول با درجه خلوص 

  هاي ميكروبي سويه- 2-3
 1764(استافيلوكوكوس اورئوس شامل  چهار سويه باكتري 

PTCC( ،كلياشريشيا ) 1329 PTCC( ، ليستريا مونوسيتوژنز

)1997 PTCC ( سالمونلا اينترتيديسو) 1709 PTCC( كپك ،

ساكارومايسس و مخمر ) PTCC 5012(يجر آسپرژيلوس نا

هاي از بانك ميكروبي سازمان پژوهش) PTCC 5177 (سرويزيه

  .علمي و صنعتي ايران تهيه شد

   استخراج- 2-4
 در چندين دما و زمان مختلف و با استخراج عصاره از پوست انار

نسبت ماده . آب انجام شد/ هاي متفاوتي از حلال اتانولنسبت

 .]8[ حجمي بود - وزني10 به 1جامد به حلال مورد استفاده 

اي، با هاي به دست آمده بعد از عبور از صافي پارچهعصاره

 Poya( دقيقه سانتريفيوژ 10 دور در دقيقه به مدت 3000سرعت 

Electronic, Iran (مايع رويي جمع آوري و در آون . شدند

 Gallenkamp vacuum oven, United(تحت خلا 

Kingdom ( بار در 8/0گراد، خلا  درجه سانتي40در دماي 

. خشك شدند) با توجه به نوع حلال( ساعت 8 الي 5مدت زمان 

 4هاي خشك شده تا زمان انجام آزمايشات در دماي عصاره

  .]6[گراد نگهداري شدند درجه سانتي

  گيري بازده استخراج اندازه- 2-5

درصد بازده استخراج با تقسيم كردن عدد وزن عصاره خشك به 

 100ضربدر )  گرم پوست انار5(دست آمده بر ميزان اوليه نمونه 

  .به دست آمد

  

  

  گيري تركيبات فنولي كل اندازه- 2-6
 سيوكالتيو -ينگيري تركيبات فنولي از روش فولبراي اندازه

ليتر از محلول عصاره  ميلي3/0به طور خلاصه، ). 16(استفاده شد 

ليتر آب مقطر و  ميلي5. ليتر ريخته شد ميلي10در بالن حجمي 

 بار رقيق شده به آن اضافه 10 ميلي ليتر معرف فولين 2سپس 

 - وزني% 5/7ليتر سديم كربنات  ميلي2 دقيقه، 3پس از . شد

پس از به حجم رساندن، ميزان جذب نمونه . دحجمي اضافه گردي

 نانومتر در مقابل شاهد بعد از يك ساعت 760ها در طول موج 

نتايج بر اساس منحني استاندارد اسيدگاليك . قرائت شد

)y=2.105x +0.074 (گرم اسيدگاليك بر  حسب ميليو بر

  . گرم عصاره بيان شد

  گيري فلاونوئيدها اندازه- 2-7
لاونوئيدها بر اساس روش رنگ سنجي كلريد گيري فاندازه

ليتر محلول  ميلي1به طور خلاصه،  .]17[آلومينيوم انجام گرفت 

ليتر آب  ميلي4. ميلي ليتر منتقل شد10عصاره به بالن حجمي 

 دقيقه، 5بعد از . اضافه شد% 5ليتر نيتريت سديم  ميلي3/0مقطر و 

 2 دقيقه 6بعد از . اضافه شد% 10ليتر كلريدآلومينيوم  ميلي3/0

 مولار اضافه شد و با آب مقطر به 1ليتر هيدروكسيد سديم ميلي

 510ميزان جذب نمونه ها در . ليتر رسانده شد ميلي10حجم 

نتايج بر اساس منحني . مقابل شاهد قرائت شدنانومتر در 

گرم  حسب ميليو بر) y=0.417x + 0.015(استاندارد روتين 

  . يان شدروتين بر گرم عصاره ب

  هاگيري آنتوسيانين اندازه- 2-8
 pHها از روش اختلاف گيري مقدار آنتوسيانيناي اندازهبر

 ميكروليتر از محلول عصاره 400 بطور خلاصه.]18[استفاده شد 

و ) =1pH(ليتر از هر يك از بافرهاي پتاسيم كلرايد  ميلي6/3با 

يزان م. به طور جداگانه مخلوط شد) =5/4pH(سديم استات 

 نانومتر 700 و 520ها در دو طول موج جذب هر يك از محلول

ميزان . به دست آمد ) 1(از رابطه ) A(ميزان جذب . خوانده شد

به ) 2(گرم در ليتر از رابطه ها در عصاره بر حسب ميليآنتوسيانين

 3 وزن مولكولي سيانيدين MW، دست آمد كه در اين رابطه

 فاكتور رقيق سازي، DFگرم بر مول،  2/449گلوكوزيد و برابر با 

L ،طول سل بر حسب سانتيمتر Ɛ 3 جذب مولي سيانيدين 

فاكتور تبديل ، 1000 و l/mol.cm 26900گلوكوزيد و برابر با
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 3سيانيدين گرم نتايج بر اساس ميلي. باشدگرم ميگرم به ميلي

  . گرم عصاره بيان شد100گلوكوزيد در 

             )                                              1 (رابطه     

A= (A520- A700)pH=1.0 _ (A520- A700)pH=4.5  

  

 )2(رابطه    

                  
    )ليتر در گلوكوزيد 3 سيانيدين گرمميلي (هاآنتوسيانين ميزان= 

  ها فعال سازي ميكروارگانسيم- 2-9
ها به هاي باكتري و مخمر، هر يك از سويهي فعال سازي سويهبرا

-  درجه سانتي37محيط كشت مولر هينتون مايع منتقل و در دماي 

بعد از سانتريفيوژ . گذاري شدند ساعت گرمخانه24گراد به مدت 

 Heraeus Biofuge( دقيقه 10 به مدت rpm12000در 

Pico, England(از كدورت ، مايع رويي دور ريخته شده و 

باقيمانده به وسيله محلول بافر فسفات سوسپانسيون باكتري يك 

براي تهيه سوسپانسيون ). 8( تهيه شد) cfu/ml 108(مك فارلند 

قارچي، اسپور كشت داده شده در محيط پوتيتو دكستروز آگار به 

صورت استريل خراشيده و به داخل آب مقطر استريل انتقال 

 450 در طول موج 600/0يزان جذب يافت و تا به دست آمدن م

 cfu/mlنانومتر، جهت به دست آوردن جمعيت ميكروبي معادل 

  .]19[، رقيق  شد 108

   بررسي اثر ضدباكتريايي عصاره- 2-10

   روش انتشار ديسك-10-1- 2

 cfu/ml 106ها، سوسپانسون ميكروبي معادل ابتدا از تمام سويه

ون تهيه شده باكتري،  ميكروليتر از سوسپانس100سپس . تهيه شد

و ) باكتري(كپك و مخمر بر سطح محيط كشت مولر هينتون آگار 

به طور يكنواخت پخش ) كپك و مخمر(پوتيتو دكستروز آگار 

) پادتن طب(متر  ميلي6هاي بلانك استريل به قطر ديسك. شد

ليتر گرم در ميليليي م200 ميكروليتر عصاره با رقت 40آغشته به 

، بعد از انجام يكسري )گرم از عصاره پوست انار ميلي8يعني (

محلول عصاره . پيش تست، در سطح محيط آگار قرار داده شد

.  ميكرون عبور داده شد45/0قبل از استفاده از فيلتراستريل 

هاي هاي آغشته به اتانول به عنوان كنترل منفي و ديسكديسك

و ) µg 10(، جنتامايسن )µg10(آنتي بيوتيك پني سيلين 

نيز به عنوان  كنترل مثبت در سطح محيط ) µg 15(اريترومايسن 

گراد به  درجه سانتي37ها در دماي پليت. آگار قرار داده شدند

 48گراد به مدت  درجه سانتي28، )باكتري( ساعت 24مدت 

 ساعت 96 - 72گراد به مدت سانتي درجه28و ) مخمر(ساعت 

هاله عدم رشد در گذاري شدند و سپس قطر گرمخانه) كپك(

  .]20[گيري شد ها اندازهاطراف ديسك

 تعيين حداقل غلظت بازدارندگي رشد -10-2- 2

)MIC(  

هاي مختلف عصاره بعد از عبور از فيلتر  ميكروليتر از رقت10

هاي پليت الايزا كه  ميكرون، به هر يك از سل45/0تريل اس

 و محيط )باكتري( ميكروليتر محيط مولر هينتون مايع 90حاوي 

 ميكروليتر سوسپانسيون 10و ) كپك و مخمر(دكستروز مايع 

سل حاوي محيط كشت . بود، ريخته شد) cfu/ml106(ميكروبي 

بدون سوسپانسيون ميكروبي و عصاره به عنوان كنترل منفي و سل 

 ميكروليتر سوسپانسون ميكروبي 10حاوي محيط كشت مايع و 

)cfu/ml106 (پليت الايزا در . ه شدبه عنوان كنترل مثبت تهي

 28، )باكتري( ساعت 24گراد به مدت  درجه سانتي37دماي 

سانتي  درجه28و ) مخمر( ساعت 48گراد به مدت درجه سانتي

رشد ميكروبي . گذاري شدگرمخانه) كپك (96 - 72گراد به مدت 

توسط دستگاه الايزا ) OD(گيري دانسيته چشمي با اندازه

)ELISA reader, ELX800, Biotek Instruments (

حداقل غلظت بازدارندگي رشد، كمترين غلظتي ). 21(تعيين شد 

از عصاره است كه بتواند مانع رشد ميكروبي بعد از گرمخانه 

  .گذاري گردد

   طرح آماري- 2-11
به منظور دستيابي به بيشترين بازدهي و خواص ضدميكروبي 

اي انتخاب عصاره استخراجي از پوست انار، چندين پيش تست بر

داده ها نشان (ترين فاكتورهاي موثر در استخراج انجام شد مهم

نتايج نشان داد دما، زمان استخراج و نسبت ). داده نشده است

آب بيشترين تاثير را در بازده استخراج و قدرت / حلال اتانول

 يآزمايشات در دماها. ضدميكروبي عصاره استخراج شده دارد

، 20(هاي مختلف ، زمان)گراده سانتي درج55 و 40، 25(مختلف 

، 40:60(آب / هاي متفاوتي از اتانولو نسبت)  ساعت28 و 24

به صورت فاكتوريل، در قالب طرح كاملا ) 80:20 و 60:40
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 مورد SPSSداده ها با نرم افزار . تصادفي در سه تكرارانجام شد

تجزيه و تحليل آماري قرار گرفته و پس از آناليز واريانس، 

 05/0هاي مربوطه با آزمون چند دامنه اي دانكن در سطح يانگينم

 =αمقايسه شدند . 

  

   نتايج و بحث- 3

   بازده استخراج- 3-1
شترين بازده استخراج يشود، ب مشاهده مي1همانطور كه در شكل 

 40 و 25( و دماهاي پايين 40 به 60آب /در نسبت حلال اتانول

 در تحقيق انجام گرفته .به دست آمده است) گراددرجه سانتي

نيز بيشترين بازدهي استخراج ) 2014(توسط مالوييا و همكاران 

هاي مختلفي از عصاره پوست انار استخراج شده با نسبت

هاي آب، اتانول و متانول، زماني به دست آمد كه از حلال حلال

در بين متغيرهاي  .]22[ استفاده شد 50 به 50آب با نسبت /اتانول

ه، نسبت حلال بيشترين تاثير را در بازده استخراج انتخاب شد

با افزايش زمان درصد بازده استخراج در اكثر تيمارها . نشان داد

، در بيشتر موارد )گراد درجه سانتي55(افزايش دما . افزايش يافت

نه تنها باعث افزايش بازده استخراج نشد بلكه در برخي تيمارها 

شايد به اين دليل كه در . دروند بازده استخراج را كاهش دا

دماهاي بالاتر برخي تركيبات فرار با سرعت بيشتري از عصاره 

شوند و باعث كم شدن بازده استخراج استخراجي خارج مي

علاوه برآن، در دماهاي بالاتر برخي از تركيبات حساس . شوندمي

روند كه اين امر باعث كاهش بازده استخراج به حرارت از بين مي

در حلال، باعث افزايش % 60وجود الكل به ميزان  .]23[ شودمي

تحقيقات نشان داده است كه الكل . ميزان بازده استخراج شد

سرعت و بازده استخراج را به دليل تخريب ديواره سلولي و 

دهد افزايش ميزان دسترسي مواد قابل حل شدن، افزايش مي

ج باعث علاوه برآن، استفاده از دو حلال در استخرا .]10[

شود، از قدرت هر دو حلال در استخراج تركيبات زيست فعال مي

 و بازده استخراج را افزايش  ]10[هاي متفاوت بهره برد با قطبيت

در يك مطالعه، براي استخراج تركيبات فنولي از پوست انار . داد

هاي آب، اتانول، متانول، استون و اتيل استات در دماي از حلال

% 35استون و متانول بترتيب با . ساعت استفاده شد 6اتاق و زمان 

. بازدهي، بيشترين ميزان بازدهي استخراج را نشان دادند% 30و 

در اين پژوهش بازدهي استخراج تركيبات فنولي با اتانول حدود 

 .]9[گزارش شد % 25

 
Fig 1 Extraction yields of different treatment. 

*Different letters indicate significant difference 
between treatments. 

   تركيبات فنولي كل و فلاونوئيدها- 3-2
ميزان تركيبات فنولي كل در عصاره استخراجي بر مبناي مقادير 

جذب ناشي از واكنش عصاره با معرف فولين سيوكالتو و بر 

. اساس مقايسه آن با منحني استاندارد گاليك اسيد به دست آمد

نوئيدهاي عصاره استخراجي از پوست انار نيز با روش ميزان فلاو

گيري و با قرار دادن در معادله رنگ سنجي كلريد آلومينيوم اندازه

با توجه به نتايج نشان . خطي منحني استاندارد روتين محاسبه شد

، بيشترين ميزان تركيبات فنولي و 3 و 2داده شده در شكل 

 به 60آب/راد، نسبت اتانول درجه سانتيگ25فلاونوئيدها در دماي 

گرم  ميلي518/349( ساعت به دست آمد 24 و در مدت زمان 40

گرم روتين در گرم  ميلي124/250گاليك اسيد در گرم عصاره و 

در دماهاي بالا ميزان تركيبات فنولي و فلاونوئيدها ). عصاره

 درجه سانتيگراد، نسبت 55كاهش يافت بطوريكه در دماي 

 ساعت كمترين ميزان تركيبات 28 و زمان 60  به40آب/اتانول

گرم گاليك اسيد در  ميلي054/201فنولي و فلاونوئيد، به ترتيب  

گرم روتين در گرم عصاره، به دست  ميلي134/132گرم عصاره و 

دهد كه دماهاي بالا باعث از بين رفتن اين نتايج نشان مي. آمد

هاي اها و زماندر دم. شودتركيبات فنولي و فلاونوئيدها مي

 60آب /مختلف بيشترين مقادير تركيبات فنولي در نسبت اتانول

 دو حلال 40 به 60دهد نسبت  به دست آمد كه نشان مي40به 

اتانول و آب بيشترين كارايي را براي استخراج تركيبات فنولي و 

در مطالعه . فلاونوئيدها در بين سه نسبت حلال انتخاب شده دارد
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نيز استخراج تركيبات فنولي از برگ ) 2013(ن وانگ و همكارا

هاي متفاوتي از چند حلال مختلف درخت انار در بين غلظت

اتانول بيشترين % 61شامل آب، اتانول، متانول و استون، حلال 

 همانطور كه  .]24[بازدهي استخراج تركيبات فنولي را داشت 

ي، سرعت قبلا نيز اشاره شد اتانول به دليل تخريب ديواره سلول

استخراج تركيبات زيست فعال از جمله تركيبات فنولي را افزايش 

 .]10[دهد مي

  
Fig 2 Total phenolic compounds content (mg/g) of 

different treatments. 
*Different letters indicate significant difference 

between treatments. 
  

  
Fig 3 Total flavonoids content (mg/g) of different 

treatments. 
*Different letters indicate significant difference 

between treatments. 
 

 

  ها آنتوسيانين- 3-3
هاي عصاره استخراج شده از پوست انار به روش ميزان آنتوسيانين

 3گرم سيانيدين گيري و بر حسب ميلي اندازهpHاختلاف 

عصاره خشك پوست انار گزارش شد  گرم 100گلوكوزيد در 

 درجه 25ها در دماي بيشترين مقدار آنتوسيانين). 4شكل (

 20 و در مدت زمان 60 به 40آب /گراد، نسبت اتانولسانتي

 گلوكوزيد 3گرم سيانيدين  ميلي342/304(ساعت به دست آمد 

نتايج نشان داد كه با افزايش دما ميزان ).  گرم عصاره100در 

ابد كه نشان دهنده حساسيت يهاي عصاره كاهش ميآنتوسيانين

در تحقيق سوگانيا . تركيبات آنتوسيانيني به دماهاي بالا ميباشد

ها نيز نتايج نشان داده است، آنتوسيانين) 2012(دني و همكاران 

در دماهاي پايين پايداري بيشتري نسبت به دماهاي بالا دارند 

عال حساس به حرارت ها تركيبات زيست فآنتوسيانين .]25[

 در ساير دماها  .]23[شوند باشند كه در دماهاي بالا تجزيه ميمي

آب /هاي انتخاب شده براي استخراج نيز، در نسبت اتانولو زمان

ها به دست آمد كه اين يافته ، بيشترين مقدار آنتوسيانين60 به 40

ين  در ا .]26[مطابقت دارد ) 2012(با نتايج اوآنسا و همكاران 

 و 30، 4مطالعه همچنين بهترين دماي استخراج، در بين سه دماي 

ها از نوعي توت گراد، جهت استخراج آنتوسيانين درجه سانتي50

گراد معرفي شد كه اين تفاوت شايد  درجه سانتي50، دماي 2آبي

 .در اين پژوهش بود)  ساعت2(به دليل زمان كوتاه استخراج 

  
Fig 4 Anthocyanins content (mg/100g) of different 

treatments. 
*Different letters indicate significant difference 

between treatments. 

                                                           

2. Vaccinium Corymbosum 
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  ها ارزيابي فعاليت ضدميكروبي عصاره3-4
ها به دو روش انتشار ديسك و تعيين فعاليت ضدميكروبي عصاره

عليه چند ) MIC(حداقل غلظت بازدارندگي رشد 

. م شاخص در مواد غذايي مورد ارزيابي قرار گرفتميكروارگانيس

هاي استخراجي عليه تمامي نتايج نشان داد تمام عصاره

 ضد هاي مورد آزمون در اين مطالعه خاصيتميكروارگانيسم

بيشترين ميزان خاصيت ضدميكروبي ). 1جدول (ميكروبي دارد 

 درجه 25مربوط به عصاره پوست انار استخراج شده در دماي 

 40 به 60آب / ساعت و نسبت اتانول24گراد، زمان تيسان

ها با ميزان دهد خاصيت ضدميكروبي عصارهباشد كه نشان ميمي

 در بين  .]8[تركيبات فنولي و فلاونوئيدها ارتباط مستقيمي دارد 

قطر هاله عدم  (استافيلوكوكوس اورئوسهاي مورد آزمون، باكتري

ترين حساسيت را نسبت به بيش) متر ميلي66/18 تا 9رشد بين 

نيز ) 2012(هايراپتيان و همكاران . عصاره پوست انار نشان داد

 ATCCاستافيلوكوكوس اورئوسهاله عدم رشد براي باكتري 

 17متانولي پوست انار را % 80 در حضور عصاره 14458

شيا ياشرهاي مورد آزمون در بين باكتري. ميليمتر به دست آوردند

هاي استخراج شده از ت را نسبت به عصارهبيشترين مقاومكلي 

هاي هاي گرم منفي نسبت به عصارهباكتري. پوست انار نشان داد

ها نشان ميدهند گياهي مقاومت بيشتري در مقايسه با گرم مثبت

هاي گرم منفي علاوه بر لايه پپتيدوگليكان، داراي  باكتري .]27[

هاي  مولكول.باشنديك غشا خارجي در ديواره سلولي خود مي

ساكاريدي موجود در سطح اين غشا و خاصيت ليپوپلي

ها بيوتيكها را در برابر آنتيهيدروفيلي آن، مقاومت اين سلول

هاي گرم مثبت، تركيبات درحاليكه در باكتري. دهدافزايش مي

ضدميكروبي به راحتي ديواره سلولي و غشا سيتوپلاسمي را 

  .]27[دهند تحت تاثير قرار مي

ساكارومايسس  و آسپرژيلوس نايجرعصاره پوست انار در مورد 

زوركي  نيز خاصيت ضدميكروبي نشان داد كه با يافته آلسرويزيه

، هاله عدم رشد براي )2010(ايبراهيوم . مطابقت دارد) 2009(

 را در حضور ساكارومايسس سرويزيهو آسپرژيلوس نايجر 

ي متر به دست آورد  ميل6/9 و 3/10عصاره پوست انار به ترتيب 

) 1جدول (كه با نتايج به دست آمده در اين پژوهش  ]28[

  .مطابقت دارد

Table 1 Inhibition zone (mm) of different extracts against tested microorganisms. 
 treatments microorganisms 

Temp Time Ethanol:water S.enteritidis E.coli L.monocytogenes  S.aureus A.niger S.cerevisiea 
25 20 40:60 11.33±0.577 11.33±0.577 12.33±0.577 15.33±0.577 12.33±0.577 8.66±0.577 
25 20 60:40 13.33±0.577 11.33±0.577 12.33±0.577 18.33±0.577 15.33±0.577 12±1 
25 20 80:20 11.33±0.577 10.33±0.577 11.33±0.577 14±1 10.666±1.527 8.66±0.577 
25 24 40:60 12.33±0.577 11.66±0.577 12.66 ±0.577 16.66±0.577 13.66±0.577 9.67±0.577 
25 24 60:40 13.33±0.577 12.33±0.577 13.67±0.577 16.33±0.577 13.67±1.528 10.33±1.528 
25 24 80:20 11.33±0.577 10.33±0.577 10.33±0.577 13.33±0.577 10.33±1.528 8.33±1.527 
25 28 40:60 12±1 12±1 12.33±1.528 15.66±0.577 13.66±0.577 10.66±0.577 
25 28 60:40 12.66±0.577 11.33±0.577 12.33±0.577 16.67±0.577 13.33±1.528 10.33±0.577 
25 28 80:20 10.33±0.577 10±1 9.67±0.577 12.33±0.577 9.33±0.577 7.33±0577 
40 20 40:60 8.66±1.528 9.33±0.577 11.66±0.577 13.67±1.528 11.33±0.577 8.33±0.577 
40 20 60:40 10.33±0.577 11.66±0.577 11.33±0.577 13.33±0.577 9.67±2.08 8.33±1.528 
40 20 80:20 9.33±0.577 10.33±0.577 9.33±0.577 11.33±0.577 8.33±1.527 6.33±0.577 
40 24 40:60 11±1 9.66±0.577 11.66±0.577 14.33±0.577 13±1 8.66±1.528 
40 24 60:40 10.66±0.577 10.33±0.577 9.33±0.577 11.66±1.528 9.33±1.528 7.66±0.577 
40 24 80:20 9.33±0.577 9.66±0.577 8.33±0.577 10.33±0.577 8.66±2.08 5.33±0.577 
40 28 40:60 9.66±0.577 10.33±0.577 9.66±1.528 14.66±0.577 10.66±1.527 8.33±1.528 
40 28 60:40 9.33±0.577 10.66±0.577 9.33±0.577 12.33±0.577 8.33±1.527 8.33±1.528 
40 28 80:20 7.66±1.527 9.33±0.577 8.33±0.577 10.33±0.577 8.33±0.577 5.33±0.577 
55 20 40:60 8.33±0.577 9.66±0.577 9±1 11.66±1.528 9.33±0.577 6.66±0.577 
55 20 60:40 8.33±0.577 9.66±0.577 9.33±0.577 11±1 6.66±0.577 6.33±0.577 
55 20 80:20 7.33±0.577 6.33±0.577 8.33±0.577 10±1 7.33±1.527 6.33±1.528 
55 24 40:60 7±1 9.33±0.577 10±1 10.66±1.527 8.66±2.08 6.33±0.577 
55 24 60:40 8.33±0.577 10.33±0.577 8.33±0.577 11.33±0.577 7.33±1.528 6.33±0.577 
55 24 80:20 7.33±0.577 8.33±0.577 8.66±0.577 9±1 7.33±1.528 6.66±0.577 
55 28 40:60 7.33±0.577 9.33±0.577 9.33±0.577 12.33±0.577 10.33±1.528 7.33±0.577 
55 28 60:40 7±1 9.33±0.577 9±1 10.33±0.577 7.33±1.528 7.33±0.577 
55 28 80:20 7.33±0.577 6.66±1.528 8.33±0.577 9.33±0.577 7.33±1.527 6.33±0.577 
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دهد كه نيز نشان مي) 2جدول  (MICنتايج حاصل از 

 كمترين ميزان حداقل غلظت استافيلوكوكوس اورئوس

هاي مورد آزمون بازدارندگي رشد را در بين ساير ميكروارگانيسم

، )2013(و اوليورا ) 2008(اساس مطالعه وانگ بر . باشددارا مي

توان بر اساس مقادير هاي گياهي را ميقدرت ضدميكروبي عصاره

MICهايي كه داراي عصاره). 29 و 23(ها تقسيم بندي نمود  آن

باشند، ليتر مي ميكروگرم در ميلي500 كمتر از MICمقادير 

 1500 تا 600 بين MICضدميكروب قوي، عصاره هاي داراي 

هايي با ليتر، ضدميكروب متوسط و عصارهميكروگرم در ميلي

هاي ليتر، عصاره ميكروگرم در ميلي1600 بالاي MICمقادير 

توان با توجه به اين تقسيم بندي مي. آيندضعيف به حساب مي

گراد،  درجه سانتي25گفت كه عصاره استخراجي در سه تيمار 

 24گراد،  درجه سانتي25 ،40 به 60آب /ساعت، نسبت اتانول20

 28گراد،  درجه سانتي25 و 40 به 60آب /ساعت، نسبت اتانول

، عصاره ضدميكروبي قوي 40 به 60آب /ساعت، نسبت اتانول

آل زوركي . باشد مياستافيلوكوكوس اورئوسعليه باكتري 

% 80 عصاره پوست انار استخراج شده با MICمقدار ) 2009(

اي استافيلوكوكوس اورئوس و ليستريا همتانول را براي باكتري

ليتر گزارش كرد گرم در ميلي ميلي5/0 و 2مونوسيتوژنز به ترتيب 

 عصاره پوست MICنيز مقادير ) 2016(گولون و همكاران ). 7(

هاي متانول را براي باكتري% 80انار استخراج شده با 

 و اشريشيا كلي، ليستريا مونوسيتوژنز، استافيلوكوكوس اورئوس

ليتر گزارش گرم در ميلي ميلي50هاي مختلف سالمونلا گونه

  .]30[كردند 

خاصيت ضدميكروبي عصاره پوست انار مربوط به تركيبات فنولي 

گاليك اسيد، الاژيك اسيد و پونيگالاچين از تركيبات . باشدآن مي

باشند كه خاصيت ضدميكروبي فنولي عمده در پوست انار مي

ها نيز فلاونوئيدها و آنتوسيانين .]31[است ها به اثبات رسيده آن

گزارش ) 2013(سيلوان و همكاران . خاصيت ضدميكروبي دارند

ها ها و فلاونولكردند كه فنوليك اسيدها، كاتچين، پروآنتوسيانين

هايراپتيان و همكاران  .]3[باشند داراي خاصيت ضدميكروبي مي

ت انارهاي قرمز نشان دادند كه عصاره استخراجي از پوس) 2012(

رنگ كه داراي آنتوسيانين بالاتري بود، نسبت به عصاره 

استخراجي از پوست انارهاي صورتي رنگ كه مقدار آنتوسيانين 

 .]8[كمتري داشت، خاصيت ضدميكروبي قويتري نشان داد 

تركيبات فنولي از طريق چند مكانيسم مختلف خاصيت ضد 

هاي قادرند با پروتئينتركيبات فنولي . كنندميكروبي ايجاد مي

ها واكنش داده و در ساختار و ديواره سلولي ميكروارگانيسم

عملكرد ديواره سلولي تغيير ايجاد نمايند و يا باعث دناتوراسيون 

علاوه بر آن اين تركيبات با . هاي ميكروبي شوندبرخي آنزيم

ها، ها، پروتئينبرخي مواد مغذي محيط مانند كربوهيدرات

ا و مواد معدني تشكيل كمپلكس داده و آن ها را از هويتامين

 .]32[كنند ها خارج ميدسترس ميكروارگانيسم

هاي مورد آزمون  حساسيت ميكروارگانيسم- 3-5

  هاي تجارينسبت به آنتي بيوتيك
هاي مورد آزمون نسبت به نتايج مربوط به هاله عدم رشد باكتري

همانطور . ده است آورده ش3سه آنتي بيوتيك تجاري در جدول 

ها، جنتامايسين هاله شود، در بين اين آنتي بيوتيككه مشاهده مي

هاله . هاي مورد آزمون ايجاد نمودعدم رشد قويتري عليه باكتري

هاي استخراجي نيز از هاله عدم رشد آنتي عدم رشد تمامي عصاره

جنتامايسين با متوقف كردن سنتز . بيوتيك جنتامايسين كمتر بود

 .]33[شود ها ميها باعث مرگ آنئين در ميكروارگانيسمپروت

بهترين عصاره پوست انار استخراج شده از لحاظ قدرت ضد 

 60آب / ساعت، نسبت اتانول24گراد،  درجه سانتي25(ميكروبي 

سالمونلا هاي ، هاله عدم رشد بزرگتري براي باكتري)40به 

 با اريترومايسين  در مقايسهليستريا مونوسيتوژنز و اينتريتيديس

ها اريترومايسين بهتر ايجاد كرد ولي در مورد ساير ميكروارگانيسم

اريترومايسين عليه برخي . از عصاره پوست انار عمل نمود

اين آنتي بيوتيك . ها نيز موثر استهاي گرم منفي و كپكباكتري

هاي حساس باعث كاهش سنتز پروتئين در ميكروارگانيسم

  .]33[شود مي

سيلين در مورد تمامي  عدم رشد ايجاد شده توسط پنيهاله

هاي مورد آزمون، كوچكتر از هاله عدم رشد ميكروارگانيسم

تشكيل شده توسط قويترين عصاره ضدميكروبي استخراج شده از 

هاي مورد استفاده بيوتيكسيلين از اولين آنتيپني. پوست انار بود

ها بود ولي و استرپتوكوكها ويژه استافيلوكوكها بهعليه باكتري

ها امروزه به دليل استفاده بيش از حد، بسياري از ميكروارگانيسم

.]33[اند نسبت به اين آنتي بيوتيك مقاومت پيدا كرده
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Table 2 Minimom inhibition zone (mg/ml) of different extracts. 
Treatments Microorganisms 

Temp 
(ċ) 

Time (h) Ethanol:Water S.enteritidis E.coli L.monocytogenes  S.aureus A.niger S.cerevisiea 

25 20 40:60 200 200 200 2 200 2000 
25 20 60:40 2000 2000 2000 0.2 2000 2000 
25 20 80:20 200 200 200 2 200 2000 
25 24  40:60 200 200 200 2 200 2000 
25 24 60:40 2000 2000 2000 0.2 2000 2000 
25 24 80:20 200 200 200 2 200 2000 
25 28  40:60 200 200 200 2 200 2000 
25 28 60:40 20 20 20 0.2 20 200 
25 28 80:20 200 200 200 2 200 2000 
40 20  40:60 200 200 200 2 200 2000 
40 20 60:40 200 200 200 2 200 2000 
40 20 80:20 200 200 200 2 200 2000 
40 24  40:60 200 200 200 2 200 2000 
40 24 60:40 200 200 200 2 200 2000 
40 24 80:20 200 200 200 2 200 2000 
40 28  40:60 200 200 200 2 200 2000 
40 28 60:40 200 200 200 2 200 2000 
40 28 80:20 200 200 200 2 200 2000 
55 20  40:60 200 200 200 2 200 2000 
55 20 60:40 2000 2000 2000 20 2000 2000 
55 20 80:20 2000 2000 2000 20 2000 2000 
55 24  40:60 2000 2000 2000 20 2000 2000 
55 24 60:40 2000 2000 2000 20 2000 2000 
55 24 80:20 2000 2000 2000 20 2000 2000 
55 28  40:60 2000 2000 2000 20 2000 2000 
55 28 60:40 2000 2000 2000 20 2000 2000 
55 28 80:20 2000 2000 2000 20 2000 2000 

 
Table 3 inhibition zone (mm) of antibiotics against tested microorganisms. 

Antibiotics Microorganisms 
 S.enteritidis E.coli L.monocytogenes  S.aureus A.niger S.cerevisiea 
Erythromycin 12 13 11 15 15 14 
Gentamicin 25 21 23 27 28 25 
Penicillin 7 10 11 12 10 11 

  

   نتيجه گيري- 4
 درجه سانتي 25عصاره استخراج شده از پوست انار در دماي 

، بيشترين 40 به 60آب /  ساعت و نسبت اتانول24گراد، زمان 

با ساير دها را در مقايسه يميزان تركيبات فنولي و فلاونوئ

علاوه بر آن اين عصاره . هاي استخراج شده داشتعصاره

   مورد هايميكروارگانيسم بيشترين خاصيت ضدميكروبي را عليه 

ليستريا ، شيا كليياشر، سالمونلا اينترتيديس آزمون شامل 

 و آسپرژيلوس نايجر، استافيلوكوكوس اورئوس، مونوسيتوژنز

 در فيلوكوكوس اورئوساستا.  نشان دادساكارومايسس سرويزيه

هاي مورد آزمون، بيشترين حساسيت را نسبت بين ميكروارگانيسم

  .  به عصاره پوست انار نشان داد
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In recent years, tendency to use of natural antimicrobial agents in food industry has increased. 
Pomegranate peels containing phenolic compounds and anti microbial agents, count as valuable source 
for extraction of these compounds. In this study, the extraction of pomegranate peel extract was done at 
different ethanol/water ratio (40:60, 60:40 and 80:20), temperature (25, 40 and 55˚C) and time duration 
(20, 24 and 28h). Extraction yield, Phenolic compounds, Flavonoids and Anthocyanins were measured. 
 Antimicrobial activity of pomegranate peel extracts were determined against some food born 
 microorganisms such as Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,   Staphylococcus 
aureus, Aspergillus niger and Saccharomyces cerevisiea by agar defusion and MIC methods. Results 
showed that at ethanol/water ratio 60:40, 25˚C and 24h and maximum amount of Phenolic compounds 
   (   349.518    mg acid galic / g dried extract),  Flavonoids (250.124 mg rutin / g dried extract), Anthocyanins 
(252.047    mg  cyanidin  3  glucoside /  100g dried extract) and the most strongest antimicrobial activity were 
obtained.  All extracts were demonstrated antimicrobial activity against every tested   microorganisms  .   
Staphylococcuse Aureus showed the highest sensitivity among the tested    microorganisms. 
 
Keywords: Pomegranate Peel Extract, Antimicrobial Activity, Phenolic Compounds, Flavonoids, 
Anthocyanins.  
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