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  علمی پژوهشی

  

بررسی مقایسه اي اثر بازدارندگی و کشندگی عصاره برگ گیاه نوروزك 
)Salvia leriifolia (هاي استخراج متداول با حلال و سیال حاصل از روش

  هاي مواد غذایی فوق داغ بر برخی از میکروارگانیسم
  

  3، معصومه مدرس2، منا کاوه1محبوبه سرابی جماب

  
 ایرانفناوري مواد غذایی، مؤسسه پژوهشی علوم و صنایع غذایی، مشهد،  یستدانشیار، گروه ز -1

  و صنایع غذایی، مشهد، ایران  سسه پژوهشی علومؤم وي مواد غذایی،آ گروه فر،دانشجوي دکتري -2
  استادیار، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه فرهنگیان، مشهد، ایران -3

 
  )20/03/99: رشیپذ خیتار  98/ 11/03: افتیدر خیتار(

 
  چکیده

گراد، زمان استخراج  درجه سانتی90 و 80 ؛ 70دماي استخراج (در این پژوهش استخراج عصاره از برگ نوروزك با دو روش استخراج متداول با حلال  
 درجه 160 و 145، 130دماي استخراج ( سیال فوق داغ  و استخراج با) 30 به 70 و 40 به 60، 50 به 50 دقیقه و نسبت حلال آب به اتانول  120 و 75، 30

هاي  انجام شد و قدرت ضدمیکروبی عصاره)  0 به 100 و 20 به 80، 40 به 60 دقیقه و نسبت حلال آب به اتانول  30 و20 ، 10گراد، زمان استخراج سانتی
، سالمونلا انتریتیدیس، اشریشیا کلی، لیستریا مونوسیتوژنز، س اورئوساستافیلوکوکواستخراج شده روي چند میکروارگانیسم شاخص در مواد غذایی شامل 

. گردیدها ارزیابی  با روش تعیین حداقل غلظت بازدارندگی رشد و حداقل غلظت کشندگی میکروارگانیسمآسپرژیلوس نیجرو ساکارومایسس سرویزیه 
لیتر بود؛ این در گرم بر میلی میلی5/0هاي مورد آزمون  رشد اکثر میکروارگانیسمدر هر دو روش استخراج، کمترین غلظت جهت جلوگیري ازنتایج نشان داد 

در روش استخراج متداول با حلال، تیمار  .لیتر متغیر بودگرم بر میلی میلی500 تا 5حالی است که حداقل غلظت کشندگی، بسته به نوع میکروارگانیسم بین 
- درجه سانتی160قیقه و نسبت مساوي از دو حلال و در روش استخراج با سیال فوق داغ تیمار شامل دماي  د75گراد، زمان  درجه سانتی80شامل دماي 

توان اظهار نمود  با توجه به نتایج بدست آمده می.، بیشترین خاصیت ضدمیکروبی را نشان دادند20 به 80 دقیقه و نسبت حلال آب به اتانول 20گراد، زمان 
هاي عامل فساد یا بیماري در مواد غذایی داشته و در مهار یا جلوگیري از رشد میکروارگانیسم تأثیر بسزایی در ،رکیبات گیاهیاستخراج عصاره تنوع روش 

  .بردبکار افزایش زمان ماندگاري مواد غذایی جهت را استفاده توان از عصاره حاصل بیشترین می،  هاي استخراجیابی هر یک از روشصورت بهینه
  

 .حداقل غلظت بازدارندگی رشد، حداقل غلظت کشندگی، نوروزك، استخراج با سیال فوق داغ :ان واژگکلید

 
  

                                                   
 مسئول مکاتبات: m.sarabi@rifst.ac.ir 
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  مقدمه - 1
هاي اخیر به سبب نیاز به درمان نوین براي مقابله با در سال
هاي گیاهی شده ها و اسانسها، توجه زیادي به عصارهمیکروب

دارند و است؛ چرا که داروهاي سنتزي، اثرات جانبی نامطلوبی 
هاي مقاوم به دارو روز به روز در حال تعداد میکروارگانیسم

در این میان، کشف گیاهان با اثرات ضد میکروبی، . افزایش است
عوارض نامطلوب ترکیبات شیمیایی را کاهش خواهد دارد و 

  ].1-3[ تر نیز خواهد بودمقرون به صرفه
هاي تیره ترین جنس گونه یکی از معروف58 با 1جنس مریم گلی

 .)4(نعناست که موارد استفاده دارویی، غذایی و زینتی متعدد دارد 
 که در ایران به نام نوروزك معروف Salvia leriifoliaگونه 

 ].5[باشد است، بومی استان خراسان و بخشی از استان سمنان می
هاي مختلفی در ارتباط با خواص درمانی گیاه نوروزك؛ گزارش

بخش عصاره برگ نوروزك  ضد درد و آرامبراي مثال فعالیت
 بعلاوه نتایج حاصل از بررسی تأثیر ].6[گزارش شده است 

هاي مختلف، حاکی از عصاره ریشه و برگ این گیاه بر میکروب
هاي اي در بخشوجود خاصیت ضد میکروبی قابل ملاحظه

هاي ثانویه با ارزش حضور متابولیت ].10-7[مختلف گیاه است 
ها، فلاونوئیدها، این گونه نظیر ترپنوئیدها، ساپونینموجود در 

ها و آلکالوئیدها سبب گردیده است که این گونه از خاصیت تان
  .ضد میکروبی بالایی برخوردار باشد

ها  هاي گیاهی و میوه عصاره هاي مختلفی براي استخراج  روش
وجود دارد ولی در بیشتر مطالعات مربوط به خواص ضدمیکروبی 

به روش سنتی با حلال انجام گرفته  هاي گیاهی، استخراج  رهعصا
استخراج با حلال روشی رایج براي استخراج  ].14-11[است 

این روش قادر به استخراج . ترکیبات از ماده جامد یا مایع است
در . ترکیبات با ارزش بالا از منابع و ضایعات مختلف گیاهی است

ور  جامد در حلال غوطهروش سنتی استخراج با حلال، نمونه 
آوري شده و عصاره استخراجی بعد از انجام عمل استخراج، جمع

هاي  تحقیقات نشان داده است روشاز سویی دیگر  ].15[شود  می
زمان استخراج را کاهش داده و میزان  تواند  دستگاهی استخراج می
هاي دستگاهی و غیر سنتی  روش ].16[آن را افزایش دهد 

هاي وابسته به حرارت و  توان به دو دسته روش استخراج را می

                                                   
1. Salvia 

استخراج با حلال تحت . غیروابسته به حرارت تقسیم بندي نمود
باشد که براي  هاي وابسته به حرارت می  از جمله روش2فشار

استخراج ترکیبات زیست فعال ازجمله ترکیبات فنولی مورد 
نی، اساس روش سیال فوق بحرا ].17[ ستا استفاده قرار گرفته

نقطه  ].18[استفاده از حلال در شرایط بالاتر از نقطه بحران است 
هاي گاز و  بحرانی دما و فشاري است که بالاتر از آن سیال ویژگی

 انتشار، ،سیال در بالاتر از این نقطه. باشد زمان دارا میمایع را هم
دهد و دانسیته  گرارنروي و کشش سطحی مانند گازها را نشان می

لالیت آن مانند مایعات است که باعث افزایش بازده و قدرت ح
  . شود استخراج در زمان کم می

         تحقیقات محدودي در خصوص بررسی اثر ضد میکروبی
هاي شاخص هاي مختلف گیاه نوروزك بر میکروارگانیسماندام

 متداول گیري به روشالذکر عصاره و در مطالعات فوقانجام شده
هاي استخراج فته و تاکنون بر روي روشبا حلال صورت گر

دستگاهی در خصوص گیاه نوروزك تحقیقی صورت نگرفته 
از اثرات ضد  حاکیاست؛ با این حال نتایج تحقیقات گذشته 

بررسی اثر عصاره و اسانس . باشدمیکروبی مؤثر گیاه نوروزك می
  ،3استافیلوکوکوس اورئوسهاي برگ گیاه نوروزك بر باکتري

و  6سودوموناس آئروژینوزا، 5اشریشیا کلی، 4سابتیلیسباسیلوس 
بر تمامی   نشان داده است عصاره برگ7کاندیدا آلبیکنس

هاي هاي مورد اشاره مؤثر بوده، و اثر آن بر باکتريمیکروارگانیسم
 بیشتر بوده سودوموناس آئروژینوزاو استافیلوکوکوس اورئوس 

، کوکوس اورئوساستافیلوبر نیز  اثر اسانس برگ گیاه ؛است
قابل توجه و به ویژه  کاندیدا آلبیکنس و سودوموناس آئروژینوزا

  با داروي ضد قارچ کاندیدا آلبیکنساثر اسانس آن بر 
  ].7[کلوتریمازول، قابل قیاس بوده است 
تیمارهاي انجام شده، جهت در این پژوهش با توجه به پیش

 روش ازمارها به منظور مشخص نمودن تیها، کاهش تعداد آزمون
 تکرار در نقطه 3سطح پاسخ بر اساس طرح مکعب مرکزي با 

 و استفاده گردید Design Expertافزار مرکزي با کمک نرم
هاي استخراج شده به دو روش سپس قدرت ضد میکروبی عصاره

                                                   
2. Pressurized liquid extraction  
3. Staphyllococcus  aureuse 
4. Bacillus subtilis 
5. Escherichia coli 
6. Pseudomonas aeruginosa 
7. Candida albicans 
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 با استخراج متداول با حلال و استخراج با روش سیال فوق داغ
و حداقل غلظت کشندگی تعیین حداقل غلظت بازدارنگی رشد 

  .شدها با یکدیگر مقایسه میکروارگانیسم
  

  هامواد و روش- 2
 ها آماده سازي نمونه- 2-1

آوري گردید و برگ گیاه نوروزك از ارتفاعات اطراف مشهد جمع
. سپس در دماي اتاق و به دور از تابش مستقیم آفتاب خشک شد

 آوردن هاي خشک شده با آسیاب خرد شده و براي به دستبرگ
رطوبت اولیه .  مش عبور داده شد35پودر یکنواخت از الک 

 2گراد به مدت  درجه سانتی105نمونه به روش آون در دماي 
 2705 و 5194هاي ساعت طبق استاندارد ملی ایران به شماره

 94/9±05/0ها  رطوبت اولیه نمونه). 20و 19(گیري شد  اندازه
هاي میکروبی مورد سویه .درصد بر پایه وزن خشک به دست آمد

، )PTCC 1764 (استافیلوکوکوس اورئوساستفاده شامل 
 PTCC (اشریشیا کلی، )PTCC 1997 (8لیستریا مونوسیتوژنز

ساکارومایسس ، )PTCC 1709 (9سالمونلا انتریتیدیس، )1329
 PTCC (11آسپرژیلوس نیجرو ) PTCC 5177 (10سرویزیه

            ی سازمان هاي میکروباز مرکز کلسکیون سویه) 5154
  .هاي علمی و صنعتی ایران، تهیه گردیدپژوهش

 استخراج متداول با حلال- 2-2
ترین بازده و خواص ضدمیکروبی به منظور دستیابی به بیش

آزمون براي ، چندین پیشبرگ گیاه نوروزكعصاره استخراجی از 
انتخاب سطوح فاکتورهاي مؤثر در استخراج متداول با حلال 

 و 80، 70(در نهایت، آزمایشات در دماهاي مختلف . م شدانجا
و )  دقیقه120 و 75، 30(هاي مختلف  ، زمان)گراد درجه سانتی90

 به 70 و 40 به 60، 50 به50(هاي متفاوتی از آب به اتانول  نسبت
تیمارهاي اعمال شده در این روش بر اساس طرح . انجام شد) 30

RSM1مد به حلال مورد استفاده نسبت ماده جا.  انتخاب گردید 
هاي حاصل بعد از عبور از صافی  عصاره. حجمی بود/ وزنی10به 

 دقیقه سانتریفیوژ  10 به مدت g ×3000اي، با سرعت  پارچه
گراد   درجه سانتی40آوري و در در دماي مایع رویی جمع. شدند

                                                   
8. Listeria monocytogenes 
9 .  Salmonella enteritidis 
10. Sachharomyces cerevisiae 
11 .  Aspergillus niger 

با توجه به نوع ( ساعت 8 الی 5 بار در مدت زمان  8/0و خلاء 
هاي خشک شده تا زمان انجام  عصاره.  خشک شد)حلال

  ].12[گراد نگهداري شد  درجه سانتی4آزمایشات در دماي 
 استخراج با سیال  فوق داغ- 2-3

آزمون، دما، زمان و نسبت با بررسی منابع و انجام چندین پیش
آب به اتانول به عنوان حلال، فاکتورهاي متغیر در روش استخراج 

درجه 160 تا 130دما بین . داغ انتخاب شدندعصاره با سیال فوق 
 دقیقه انتخاب 30 تا 10زمان استخراج بین . گراد متغیر بودسانتی

 به 100 و 20 به 80، 40 به 60هاي آب به اتانول نیز نسبت. شد
تیمارهاي اعمال شده در این روش بر . صفر در نظر گرفته شد

 برگ براي استخراج عصاره.  مشخص گردیدRSMاساس طرح 
 گرم برگ گیاه نوروزك 5 ،گیاه نوروزك با روش سیال فوق داغ

هاي لیتر از نسبت میلی50در )  مش35(خشک و خرد شده 
مختلفی از حلال به طور کامل به صورت سوسپانسیون در آمده و 

بعد از رسیدن به دماي مورد . سپس درون سل دستگاه ریخته شد
فشار .  دستگاه قرار گرفتها دروننظر، تا مدت زمان معین نمونه

.  بار بر حسب دما و نوع حلال متغیر بود15 تا 5دستگاه بین 
اي، با  هاي به دست آمده بعد از عبور از صافی پارچه عصاره

مایع رویی .  دقیقه سانتریفیوژ شدند10 به مدت g ×3000سرعت 
گراد و  درجه سانتی 40آوري و در آون تحت خلا در دماي جمع

با توجه به نوع ( ساعت 8 الی 5  بار در مدت زمان 8/0خلاء 
هاي خشک شده تا زمان انجام  عصاره. خشک شدند) حلال

  ].1و 21[گراد نگهداري شدند  درجه سانتی4آزمایشات در دماي 
  ها سازي میکروارگانسیمفعال- 2-4

ها به محیط  هاي باکتري، هر یک از سویه سازي سویهبراي فعال
 درجه 37 منتقل و در دماي Muller Hinton Brothکشت 
بعد از . گذاري شدند  ساعت گرمخانه24گراد به مدت سانتی

 دقیقه، مایع رویی دور ریخته 10 به مدت g×1400سانتریفیوژ در 
شده و از کدورت باقیمانده به وسیله محلول بافر فسفات 

 cfu/ml(فارلند سوسپانسیون باکتري معادل استاندارد نیم مک
ها سازي باکتريسازي مخمر مشابه فعالفعال. تهیه شد) 5/1×108

 Yeast andانجام گردید با این تفاوت که از محیط کشت 
Mold Brothبراي تهیه سوسپانسیون .  بدین منظور استفاده شد

 Yeast and Moldقارچی، اسپور کشت داده شده در محیط 
Agarریل  به صورت استریل خراشیده و به داخل آب مقطر است
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  انتقال یافت و تا به دست آمدن جمعیت میکروبی معادل نیم
  ].12[فارلند، رقیق شد مک
  12تعیین حداقل غلظت بازدارندگی رشد- 2-5

هاي مختلفی از عصاره، پس از انجام ابتدا به منظور تهیه رقت
لیتر گرم بر میلی میلی5000آزمون، از غلظت یکسري پیش

سپس . هاي مختلف تهیه گردیدتها به صورت ده دهی رقعصاره
هاي مختلف عصاره بعد از عبور از فیلتر   از رقت میکرولیتر10

 90هایی که حاوي  میکرومتر، به میکروتیوب45/0استریل 
و محیط ) باکتري (Muller Hinton Brothمیکرولیتر محیط 

Yeast and Mold Broth) میکرولیتر 10و ) کپک و مخمر 
سل حاوي . بود، ریخته شد) cfu/ml105(سوسپانسیون میکروبی 

محیط کشت بدون سوسپانسیون میکروبی و عصاره به عنوان 
 میکرولیتر 10کنترل منفی و سل حاوي محیط کشت مایع و 

بدون حضور عصاره، به ) cfu/ml105(سوسپانسون میکروبی 
 درجه 37پلیت الایزا در دماي . عنوان کنترل مثبت تهیه شد

           درجه 28، هاباکتريبراي  ساعت 24گراد به مدت سانتی
گراد  درجه سانتی28مخمر و براي  ساعت 48گراد به مدت سانتی

  ].22[گذاري شد  گرمخانهکپک براي  ساعت 96 تا 72به مدت 
هاي مورد که عصاره برگ گیاه نوروزك در غلظتبا توجه به آن

گردد بب میاي است که ساستفاده داراي رنگ سبز متمایل به قهوه
رنگ حاصل از کدورت میکروبی توسط دستگاه اسپکتروفتومتري 
یا الایزا تشخیص داده نشود، به منظور تعیین حداقل غلظت مهار 
رشد میکروبی از روش استفاده از معرف تترازولیوم استفاده 

هاي مذکور، به در این روش، پس از طی شدن زمان. گردید
گذاري ده گردید و پس از گرمخانهها، تترازولیوم افزومیکروتیوپ

تغییر . گردید ساعت، رنگ هر میکروتیوپ مشاهده 5/0به مدت 
  رنگ به صورتی نشانه فعالیت میکروارگانیسم است که سبب

رنگ به صورتی تا قرمز گردد معرف تترازولیوم از حالت بیمی
ترین غلظتی از حداقل غلظت بازدارندگی رشد، کم. تبدیل شود
گذاري ت که بتواند مانع رشد میکروبی بعد از گرمخانهعصاره اس

  ].24و 23[گردد 
  13تعیین حداقل غلظت کشندگی- 2-6

ها، از به منظور تعیین حداقل غلظت کشندگی میکروارگانیسم
هایی که پس از افزودن تترازولیوم تغییر رنگ به میکروتیوب

                                                   
12 .  Minimal Inhibitory Concentration (MIC) 
13 .  Minimal Bactericidal Concentration (MBC) 

ر به  میکرولیت100ها مشاهده نگردید، به میزان صورتی در آن
براي  (Muller Hinton Agarهاي سطح محیط کشت

) براي مخمر و کپک (Yeast and Mold Agar، و )باکتري
منتقل گردید و پس از قرار دادن در گرمخانه در دماي مناسب 

، کپک و مخمر در مدت زمان لازم، وجود یا عدم رشد باکتري
ل حداق. وجود کلنی یا رشد میکروبی مورد بررسی قرار گرفت

غلظت کشندگی، کمترین غلظتی از عصاره است که بتواند سبب 
  ].24و 23[ها شود مرگ سلولی میکروارگانیسم

  

 نتایج و بحث- 3
بررسی اثر روش استخراج متداول بر - 3-1

MIC و MBCهاي شاخص میکروارگانیسم  
ها به دو روش تعیین حداقل غلظت  فعالیت ضدمیکروبی عصاره

) MBC(حدقل غلظت کشندگی و ) MIC(بازدارندگی رشد 
روي چند میکروارگانیسم شاخص در مواد غذایی مورد ارزیابی 

هاي استخراجی روي  نتایج نشان داد تمام عصاره. قرار گرفت
اشریشیا کلی، (هاي مورد آزمون در این مطالعه  میکروارگانیسم

استافیلوکوکوس ، لیستریا مونوسیتوژنز، سالمونلا انتریتیدیس
اثر ضد ) ساکارومایسس سرویزیه و ژیلوس نیجرآسپر، اورئوس

  .میکروبی داشتند
نشان داد که کمترین غلظت ) 1جدول  (MICنتایج حاصل از 

هاي مورد آزمون جهت جلوگیري از رشد همه میکروارگانیسم
لیتر بود که البته بر حسب نوع گرم بر میلی میلی5/0

انول در فرایند میکروارگانیسم، دما، زمان و نسبت حلال آب به ات
در مجموع از . استخراج بر روي مقادیر بدست آمده اثرگذار بود

گونه استنباط نمود که تیمار استخراج توان ایننتایج حاصله می
 دقیقه و نسبت 120گراد، مدت زمان  درجه سانتی70شامل دماي 

مساوي از هر دو حلال آب و اتانول، بهترین اثر را از جلوگیري 
ها نشان داد؛ هرچند در رابطه با باکتري وارگانیسماز رشد میکر

 حداقل غلظت بازدارندگی رشد به سالمونلا انتریتیدیسگرم منفی 
 دقیقه و نسبت حلال آب به اتانول 75گراد،  درجه سانتی80تیمار 

آسپرژیلوس همچنین در خصوص کپک .  تعلق داشت40 به 60
ندگی رشد  در تیمارهاي مختلفی حداقل غلظت بازدارنیجر

 . بدست آمد
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Table 1 Minimum inhibitory concentration of microorganisms in conventional solvent extraction method  
parameters                                Minimum Inhibitory Concentration (mg / ml)  

Temperature 
(° C) 

Time 
(min) 

Water-to-
Ethanol 

ratio 

  Staphylococcu
s aureus  

Listeria 
monocytoge

nes 
Escheric
hia coli 

Salmonella 
enteritidis 

Saccharomyc
es cerevisiae 

Aspergillus 
niger 

80 75 60 to 40  50 50 500 50 5 0.5 
80 75 60 to 40  50 50 50 50 5 0.5 
80 120 60 to 40  50 0.5 50 5 50 0.5 
70 120 50 to 50  0.5 0.5 0.5 5 0.5 0.5 
90 30 70 to 30  50  50 50 50 50 5000 
90 120 70 to 30  50  50 50 50 5 0.5 
80 75 60 to 40  50  5 5 0.5 5 0.5 
80 75 60 to 40  50  50 50 50 50 5 
70 30 70 to 30  500 50 50 50 500 0.5 
80 30 60 to 40  5 5 5 5 50 500 
70 120 70 to 30  5 5 5 5 50 0.5 
90 120 50 to 50  50  50 50 0.5 50 5 
90 30 50 to 50  50  50 500 50 50 0.5 
90 75 60 to 40  50  50 50 50 50 5 
70 75 60 to 40  5 50 5 5 500 50 
70 30 50 to 50  50 500 50 50 50 0.5 
80 75 50 to 50  5 50 5 5 500 50 
80 75 70 to 30  5 500 5 50 50 0.5 
80 75 60 to 40  50 50 500 50 5 0.5 
80 75 60 to 40  5 5 500 500 5 0.5 

 
 حاصل از اثر تیمارهاي مختلف استخراج در روش MBCنتایج 

  هاي مورد استخراج متداول با حلال بر روي میکروارگانیسم
 .  آمده است2آزمون در جدول 

Table 2 minimum bactericidal concentration of microorganisms in the conventional solvent extraction 
method  

parameters    Minimum bactericidal Concentration (mg / ml)  
Temperature 

(° C) 
Time 
(min) 

Water-to-
Ethanol 

ratio 

  Staphylococcu
s aureus  

Listeria 
monocytoge

nes 

Escherichi
a coli 

Salmonella 
enteritidis 

Saccharomyce
s cerevisiae 

Aspergillus 
niger 

80 75 60 to 40  500 50 500 500 500 5000 
80 75 60 to 40  50 50 5000 5000 500 5000 
80 120 60 to 40  500  50 50 5 500 5000 
70 120 50 to 50  500  5000 5 5000 500 500 
90 30 70 to 30  500  500 50 500 500 5000 
90 120 70 to 30  500  5000 500 500 500 5000 
80 75 60 to 40  50 500 500 500 500 5000 
80 75 60 to 40  500 500 500 500 500 500 
70 30 70 to 30  5000 5000 5000 5000 5000 5000 
80 30 60 to 40  50 500 50 50 500 5000 
70 120 70 to 30  500  5000 500 5000 500 5000 
90 120 50 to 50  500  5000 500 500 500 5000 
90 30 50 to 50  500  5000 5000 5000 500 500 
90 75 60 to 40  500  500 500 500 500 5000 
70 75 60 to 40  50 500 50 50 5000 5000 
70 30 50 to 50  500 500 500 500 500 5000 
80 75 50 to 50  5 50 50 5 500 5000 
80 75 70 to 30  500 500 50 50 500 500 
80 75 60 to 40  50  50 500 500 500 5000 
80 75 60 to 40  50  50 500 500 500 5000 
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، در خصوص حداقل غلظت MICبرخلاف نتایج حاصل از 
هاي مختلف، ها، براي میکروارگانیسمکشندگی میکروارگانیسم

ترین غلظت طوري که کمبه . آمده متفاوت بودغلظت بدست
لیتر براي باکتري گرم مثبت گرم بر میلی میلی5کشندگی به میزان 

 و اشریشیا کلیهاي گرم منفی  و باکتريس اورئوساستافیلوکوکو
لیستریا در رابطه با .  محقق گردیدسالمونلا انتریتیدیس

لیتر و در گرم بر میلی میلی50 معادل MBC، مونوسیتوژنز
لیتر گرم بر میلی میلی500خصوص مخمر و کپک مورد آزمون 

 80توان گفت تیمار شامل دماي استخراج در مجموع می. بود
 دقیقه و نسبت حلال آب به 75گراد، زمان استخراج درجه سانتی

ترین اثر را در زمینه کشندگی اکثر ، بیش50 به 50اتانول 
 .هاي مورد آزمون داشتمیکروارگانیسم

بررسی اثر روش استخراج با سیال فوق داغ - 3-2
  هاي شاخص میکروارگانیسمMBC و MICبر 

نشان داد که ) 3جدول (نتایج حداقل غلظت بازدارندگی رشد 
عصاره استخراج شده با روش سیال فوق داغ بر همه 

طور که البته همان. هاي مورد آزمون اثرگذار استمیکروارگانیسم
از نتایج پیداست اثر تیمارهاي مختلف بر حداقل غلظت 

بین (هاي مختلف متفاوت بود بازدارندگی رشد میکروارگانیسم
توان گفت در مجموع می). لیترگرم بر میلی میلی50 تا 5/0

هاي مورد  ترین عصاره استخراجی علیه اکثر میکروارگانیسم قوي
گراد، زمان  درجه سانتی160مطالعه مربوط به تیمار  دماي 

.  بود20 به 80 دقیقه و نسبت حلال آب به اتانول 20استخراج 
ترین غلظت بازدارندگی رشد به ترتیب به کپک و ترین و بیشکم

اشریشیا و باکتري ) لیترگرم بر میلی میلی5/0(ر مورد مطالعه مخم
  .تعلق داشت) لیترگرم بر میلی میلی50 (کلی

  
Table 3 Minimum Inhibitory Concentration of Microorganisms Growth in Super-Hot Fluid Extraction  

parameters    Minimum Inhibitory Concentration (mg / ml)  
Temperature 

(° C) 
Time 
(min) 

Water-to-
Ethanol 

ratio 

  Staphylococcu
s aureus  

Listeria 
monocytoge

nes 

Escherichi
a coli 

Salmonella 
enteritidis 

Saccharomyc
es cerevisiae 

Aspergillus 
niger 

145 20 80 to 20  50 50 50 50 50 5000 
145 20 80 to 20  50 50 50 50 50 5000 
145 30 80 to 20  50 50 50 50 50 50 
130 30 60 to 40  50 500 500 500 50 0.5 
160 10 100 to 0  50 50 50 50 5 5000 
160 30 100 to 0  50 50 50 50 5 50 
140 20 80 to 20  50 50 50 50 50 5000 
145 20 80 to 20  50 50 50 50 50 5000 
130 10 100 to 0  50 5 50 5 50 5000 
145 10 80 to 20  50 50 50 50 500 50 
130 30 100 to 0  50 50 50 50 50 500 
160 30 60 to 40  50 50 50 50 5 500 
160 10 60 to 40  50 500 50 50 5 50 
160 20 80 to 20  5 5 50 5 0.5 50 
130 20 80 to 20  500 500 500 500 50 50 
130 10 60 to 40  50 50 50 50 50 0.5 
145 20 60 to 40  50 50 50 50 0.5 500 
145 20 100 to 0  50 50 50 50 50 500 
145 20 80 to 20  50 50 50 50 50 5000 
145 20 80 to 20  50 50 50 50 50 5000 

  
چه در رابطه با حداقل غلظت بازدارندگی رشد همانند آن

ها عنوان گردید، حداقل غلظت کشندگی میکروارگانیسم
        . ها بسته به نوع میکروارگانیسم متفاوت بودمیکروارگانیسم

لیتر بدست گرم بر میلی میلی500 تا 5طوري که دامنه آن از به

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
fs

ct
.1

7.
10

8.
45

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
1-

22
 ]

 

                             6 / 13

http://dx.doi.org/10.52547/fsct.17.108.45
https://fsct.modares.ac.ir/article-7-33483-en.html


  1399 بهمن، 17، دوره 810           شماره           fsct/210.2925DOI.4.0117.1                  علوم و صنایع غذایی      
 

 51

ترین  کمیسس سرویزیهساکاروماهاي گرم مثبت و باکتري. آمد
لیتر داشتند؛ پس از این گرم بر میلی میلی5غلظت کشندگی معادل 

قل غلظت اهاي گرم منفی داراي حدها، باکتريمیکروارگانیسم
ترین عدد لیتر بودند و بیشگرم بر میلی میلی50کشندگی معادل 

MBC تیمار شامل دماي .  تعلق گرفتآسپرژیلوس نیجر به کپک
 دقیقه و نسبت حلال آب به 20گراد، زمان سانتی درجه 160

هاي مورد مطالعه،  براي همه میکروارگانیسم20 به 80اتانول 
 ).4جدول (بهترین اثر کشندگی را نشان داد 

  
Table 4 minimum bactericidal concentration  of microorganisms in Super-Hot Fluid Extraction  

parameters                                Minimum bactericidal Concentration (mg / ml)  

Temperature 
(° C) 

Time 
(min) 

Water-to-
Ethanol 

ratio 

Staphylococcus 
aureus  

Listeria 
monocytoge

nes 

Escherichi
a coli 

Salmonella 
enteritidis 

Saccharomyce
s cerevisiae 

Aspergillus 
niger 

145 20 80 to 20 5000 5000 500 500 5000 500 
145 20 80 to 20 5000 5000 500 500 500 5000 
145 30 80 to 20 5000 5000 5000 5000 5000 500 
130 30 60 to 40 50 500 500 500 500 500 
160 10 100 to 0 500 500 50 50 500 500 
160 30 100 to 0 50 500 50 500 500 500 
140 20 80 to 20 5000 5000 500 500 500 5000 
145 20 80 to 20 5000 5000 500 500 5000 5000 
130 10 100 to 0 5000 5000 5000 5000 5000 500 
145 10 80 to 20 500 500 500 500 500 5000 
130 30 100 to 0 5000 5000 5000 5000 5000 5000 
160 30 60 to 40 50 500 5000 50 5 500 
160 10 60 to 40 50 500 50 500 500 5000 
160 20 80 to 20 5 5 50 50 5 500 
130 20 80 to 20 5000 5000 5000 5000 500 500 
130 10 60 to 40 500 500 500 500 500 500 
145 20 60 to 40 5000  500 5000 500 500 500 
145 20 100 to 0 5000 5000 5000 5000 500 500 
145 20 80 to 20 5000 5000 500 500 5000 500 
145 20 80 to 20 5000 5000 500 500 5000 5000 

  
         تحقیقات مختلف نشان دهنده آن است که به طور کلی

    هاي گرم مثبت در مقایسه با هاي گیاهی بر باکتريعصاره
هاي  باکتري. هاي گرم منفی اثر ضدمیکروبی بیشتري دارندباکتري

 بر لایه پپتیدوگلیکان، داراي یک غشاء خارجی گرم منفی علاوه
ساکاریدي  هاي لیپوپلی مولکول. باشند در دیواره سلولی خود می

دوستی آن، مقاومت این موجود در سطح این غشاء و خاصیت آب
که در دهد؛ درحالی ها افزایش می بیوتیک ها را در برابر آنتی سلول

 به راحتی دیواره هاي گرم مثبت، ترکیبات ضدمیکروبی باکتري
 ].25[دهند  سلولی و غشاء سیتوپلاسمی را تحت تأثیر قرار می

ها با میکروسکوپ بررسی ساختار سلولی میکروارگانیسم
هاي گیاهی الکترونی پس از قرار گرفتن در محیط حاوي عصاره

ضد میکروبی، تغییر در غشاء و ساختار دیواره سلولی، تغییر در 

ء و نیز کاهش حجم سیتوپلاسم را نشان فضاي بین دیواره و غشا
  ].26و 27[داده است 

هاي گیاهی را غالباً مربوط به خاصیت ضدمیکروبی عصاره
 نوع و میزان ترکیبات فنولی در ].28[اند ترکیبات فنولی آن دانسته

قدرت ضدمیکروبی این ترکیبات تأثیرگذار است؛ همچنین هر 
ها بر اساس گانیسمترکیب فنولی قادر است از رشد میکروار

 و همکاران Silvan. هاي متفاوتی جلوگیري نمایدمکانیسم
بیشترین فعالیت ضد میکروبی ترکیبات فنولی را به ) 2013(

ها و در ها و پروآنتوسیانیناسیدهاي فنولی و پس از آن کاتچین
ها  فلاونوئیدها و آنتوسیانین ].2[ ها نسبت دادندانتها به فلاونول

ترکیبات فنولی از طریق چند . ضدمیکروبی دارندنیز خاصیت 
ترکیبات . کنند مکانیسم مختلف خاصیت ضد میکروبی ایجاد می

هاي  هاي سولفیدریلی پروتئین پروتئین و یا گروه فنولی قادرند به 
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دیواره سلولی متصل شده و در ساختار و عملکرد دیواره سلولی 
هاي  برخی آنزیمتغییر ایجاد نمایند و یا باعث دناتوراسیون 

در واقع ترکیبات فنولی باعث مرگ سلول به دلیل . میکروبی شوند
ها مانند گلیکوزیل  ها و اثر بازدارندگی بر آنزیم رسوب پروتئین 

 علاوه بر آن این ترکیبات با برخی مواد  ).  29 (شوند  ترانسفراز می
واد ها و م ها، ویتامین ها، پروتئین مغذي محیط مانند کربوهیدرات

ها را از دسترس معدنی تشکیل کمپلکس داده و آن
 محیط و میزان  pH ).   30 و 12(کنند  ها خارج می میکروارگانیسم

ها مهم ضدمیکروبی آن حلالیت ترکیبات فنولی نیز در خواص 
 پایین و حلالیت بالا باشد، قدرت  pH هر چقدر . است

بر عوامل گفته علاوه  ].3[است  ضدمیکروبی این ترکیبات بیشتر 
شده، نوع میکروارگانیسم نیز در قدرت ضدمیکروبی ترکیبات 

گرم مثبت  هاي  به طوریکه باکتري. فنولی حائز اهمیت است
تر  حساس هاي گرم منفی در برابر ترکیبات فنولی  نسبت به باکتري

باشند که این موضوع به تفاوت ساختار دیواره سلولی در  می
  ].12[شود  می منفی مربوط هاي گرم مثبت و  باکتري

دست روش استخراج به دلیل تأثیر بر میزان ترکیبات فنولی کل به
ها در طی آمده، نوع ترکیبات فنولی استخراجی و از بین رفتن آن

تواند خواص ضدمیکروبی  استخراج، از جمله عواملی است که می
در روش  ].16و 17و 31[ ها را تحت تأثیر قرار دهد عصاره
ه از سیال فوق داغ، در یک فشار ثابت در دماي بالا، ثابت استفاد

الکتریک آب و اتانول کاهش یافته که به دنبال آن قطبیت دي
شود و مقدار ترکیبات فنولی استخراج شده افزایش حلال کم می

تغییر قطبیت حلال در دما و فشار بالاي روش سیال  . یابد می
فعال  تا هم ترکیبات زیستآورد فوق داغ این امکان را بوجود می

 زمان استخراج با روش ].32[قطبی و هم غیرقطبی خارج شوند 
تر سیال فوق داغ در مقایسه با روش استخراج متداول بسیار کوتاه

رو، در مجموع استفاده از دماي بالا و زمان کوتاه به  از اینه؛بود
همراه استفاده از فشار جهت مایع نگهداشتن حلال در حین 

خراج سبب افزایش نفوذپذیري آن به درون بافت و استخراج است
دماي بالاي استخراج در روش . گرددمیبیشتر ترکیبات موثره 

تواند منجر به رها شدن ترکیبات استفاده از سیال فوق داغ می
 و Durmaz. ها گرددفنولی بیشتر در نتیجه تخریب سلول

Gokmen  از ترکیبات  ( عنوان نمودند که لیگنین2011 در سال
. شود در دماي بالا تجزیه می) هاي گیاهی عمده موجود در بافت

ها و  لیگنین با پیوندهاي اتري و استري به پروتئین
باشد که در اثر دماهاي  ساکاریدهاي بافت گیاهی متصل می پلی

شکنند و مقادیر ترکیبات موثره آزاد شده از  بالا این پیوندها می
برخی ترکیبات فنولی در . یابد میماتریکس گیاهی افزایش 

) 2001( و همکاران Plama ].33[ شوند دماهاي بالا استخراج می
نشان دادند که برخی از ترکیبات فنولی در عصاره حاصل از 

گراد   درجه سانتی100 و 50روش سیال فوق داغ در دماهاي 
که همین ترکیبات در عصاره حاصل از وجود نداشتند؛ درحالی

گراد شناسایی   درجه سانتی150ستخراج در دماي این روش ا
همچنین ذکر این نکته ضروري است که تجزیه  ].34[ شدند

در . تواند در نتیجه فرایند اکسایش اتفاق افتد ترکیبات فنولی می
روش سیال فوق داغ، با تزریق گاز نیتروژن به سیستم، اکسیژن از 

 مواد موثره گردد که این امر به حفظ محفظه استخراج حذف می
 ].35[نماید  عصاره استخراجی کمک می

تحقیقات نشان داده است که الکل سرعت و بازده استخراج را به 
دلیل تخریب دیواره سلولی و افزایش میزان دسترسی مواد قابل 

 و همکاران Wang در مطالعه .دهد حل شدن، افزایش می
در خصوص استخراج ترکیبات فنولی از برگ درخت ) 2008(

هاي متفاوتی از چند حلال مختلف شامل آب، انار، در بین غلظت
 درصد اتانول و 61اتانول، متانول و استون، سیستم حلال شامل 

. ترین بازده استخراج ترکیبات فنولی را داشت درصد آب، بیش39
شود، از قدرت هر دو  استفاده از دو حلال در استخراج باعث می

هاي متفاوت  ت فعال با قطبیتحلال در استخراج ترکیبات زیس
  ].36[ بهره برد و بازده استخراج را افزایش داد

 و Oiveiraو ) 2008( و همکاران Wangبر اساس مطالعه 
هاي گیاهی را  ، قدرت ضدمیکروبی عصاره)2013(همکاران 

.  تقسیم بندي نمود ها آنMICتوان بر اساس مقادیر  می
 میکروگرم بر 500ر از  کمتMICهایی که داراي مقادیر  عصاره

 MICهاي داراي باشند، ضدمیکروب قوي، عصاره لیتر میمیلی
لیتر، ضدمیکروب متوسط و  میکروگرم بر میلی1500 تا 600بین 

لیتر،  میکروگرم بر میلی1600 بالاي MICهایی با مقادیر  عصاره
 با توجه به این ].36و 37[ آیند هاي ضعیف به حساب می عصاره
که عصاره استخراجی از توان گفت با توجه به این  میبنديتقسیم

برگ گیاه نورزك به روش متداول با حلال و سیال فوق داغ، بر 
هاي گرم مثبت و گرم منفی، همچنین بر مخمر و کپک باکتري
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لیتر از اثر  میکروگرم بر میلی500 معادل مورد بررسی، در غلظت
وبی نسبتاً قوي علیه بازدارندگی نشان داده است، عصاره ضدمیکر

   .آیدشمار میهاي مذکور بهمیکروارگانیسم
        ، به بررسی اثر ضد میکروبی )2017(مهربان و همکاران 

هاي هوایی گیاه هاي آبی، اتانولی و هیدروالکلی اندامعصاره
 :ATCC (استافیلوکوکوس اورئوس علیه 14خراسانیکا سالویا

، سالمونلا ) ATCC: 21299 (15فکالیس انتروکوکوس، )6538
 :ATCC(اشریشیا کلی  و )ATCC: 14028 (16موریومتیفی

ها در این پژوهش اثر ضد باکتریایی عصاره. پرداختند )25922
جهت تعیین . با استفاده از روش انتشار در آگار بررسی شد

حداقل غلظت مهارکنندگی و حداقل غلظت کشندگی نیز روش 
فنیل تترازولیوم زا و افزودن معرف تريوسیله الایمیکرودایلوشن به

بیشترین قطر هاله بازداري در روش انتشار . کلراید استفاده گردید
هاي هوایی هاي آبی و هیدروالکلی اندامدر آگار مربوط به عصاره

.  بودانتروکوکوس فکالیس در مقابل باکتري خراسانیکا سالویا
 و اتانولی هاي آبی محاسبه شده در مورد عصارهMICمیزان 

گرم بر  میلی60هاي گرم مثبت معادلهاي هوایی باکترياندام
گرم بر  میلی120 و 60 معادل کلی اشریشیالیتر و در مورد میلی
 240 و 120به ترتیب موریوم سالمونلا تیفیلیتر و براي میلی
هاي این مقدار براي عصاره. گیري شدلیتر اندازهگرم بر میلیمیلی

 گرم بر  میلی60هاي گرم مثبت  در مورد باکتريهیدروالکلی
گرم  میلی120هاي گرم منفی برابر با لیتر و در مورد باکتريمیلی

اثر ضد میکروبی عصاره در تحقیق دیگري  ].38[ لیتر بودبر میلی
، استافیلوکوکوس اورئوسهاي برگ نوروزك بر باکتري

 و  17میرابیلیسپروتئوس  اشریشیا کلی،، سودوموناس آئروژینوزا
 بررسی گردیده و تأثیر بازدارندگی این عصاره 18کلبسیلا نومونیه

سیلین مقایسه سیلین و آمپیهاي تتراسیکلین، پنیبیوتیکبا آنتی
نتایج این تحقیق نشان داد عصاره برگ در مرحله گلدهی . شد

طوري که در هاي فوق داشته بهتوجهی بر باکتريگیاه تأثیر قابل
. هاي مذکور بودبیوتیکتر یا مساوي با آنتیتأثیر آن بیشمواردي 

 اثر ضد میکروبی برگ بر اساس نتایج حاصل از این پژوهش

                                                   
14. Salvia khorasanica 
15. Enterococcus faecalis 
16. Salmonella typhimurium 
17. Proteus mirabilis 
18. Klebsiella pneumoniae 

ها تر از دیگر باکتري بیشاستافیلوکوکوس اورئوسنوروزك بر 
هاي فوق همچنین تأثیر عصاره ریشه نوروزك نیز بر باکتري. بود

هاي انجام نتایج پژوهش بر اساس .ه استمورد بررسی قرار گرفت
 به سودوموناس آئروژینوزا و استافیلوکوکوس اورئوسشده، 

ها نسبت به عصاره ریشه  ترین باکتريترین و مقاومترتیب حساس
از سویی دیگر تأثیر ضد میکروبی عصاره ریشه به ویژه در . بودند

هاي بیوتیکتر از تأثیر آنتیداري بیشمرحله رویشی به طور معنی
 ].9و 10[گزارش گردید ها ور و در مواردي مشابه با تأثیر آنمذک

به بررسی خواص ضد باکتریایی ) 2011(قاسمی و همکاران 
استافیلوکوکوس ، اشریشیا کلیعصاره متانولی گیاه ریحان بر 

عصاره متانولی گیاه .  پرداختندباسیلوس سابتیلیس و اورئوس
ه باکتري مورد مطالعه داري علیه سریحان اثر ضد باکتریایی معنی

صورت که حداقل غلظت مهاري براي نشان داد به این
و در مورد  550/0 باسیلوس سابتیلیس و استافیلوکوکوس اورئوس

 قطر هاله عدم رشد  ولیترگرم بر میلی میلی15/1اشریشیا کلی 
اشریشیا  و باسیلوس سابتیلیس، استافیلوکوکوس اورئوسبراي 

 متر محاسبه شد میلی00/12 و 50/12، 25/15 به ترتیب کلی
 گزارش MBC و MICتفاوت در قطر هاله عدم رشد،  ].39[

تواند به واسطه تفاوت در شده در مطالعات تحقیقی مختلف می
هاي میکروبی مورد روش استخراج، حساسیت متفاوت سویه
مچنین تفاوت در ه؛ آزمون و روش متفاوت در انجام آزمون باشد

، خشک کردن و شرایط نگهداري پیش از هاي گیاهواریته
استخراج عصاره نیز بر حصول نتایج متفاوت در تحقیقات مؤثر 

  ].40[ است
  

 گیري کلینتیجه- 4
هاي یکی از عوامل مهم در میزان خاصیت ضد میکروبی عصاره

باشد، چرا که قادر است بر نوع و ها میگیاهی، روش استخراج آن
علاوه بر آن در هر . ر زیادي بگذاردمیزان ترکیبات استخراجی تأثی

روش استخراجی، بدست آوردن شرایط بهینه بر اساس 
گردد که بتوان حداکثر پارامترهاي مختلف استخراج سبب می

نتایج . خاصیت مورد نظر را در عصاره استخراج شده بدست آورد
مطالعه حاضر که در زمینه بهینه سازي و مقایسه دو روش 

تخراج به روش متداول با حلال و استخراج اس(استخراج مختلف 

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
fs

ct
.1

7.
10

8.
45

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
1-

22
 ]

 

                             9 / 13

http://dx.doi.org/10.52547/fsct.17.108.45
https://fsct.modares.ac.ir/article-7-33483-en.html


 ...بررسی مقایسه اي اثر بازدارندگی و کشندگی و همکاران                                                             جمابیمحبوبه سراب

 54

عصاره برگ گیاه نوروزك به ) با استفاده از روش سیال فوق داغ
منظور تعیین حداقل غلظت بازدارنگی و کشندگی عصاره مذکور 

هاي شاخص در مواد غذایی انجام بر برخی از میکروارگانیسم
 شد، نشان داد که در صورت دستیابی به شرایط بهینه، هر دو

مهار و یا از بین بردن  روش  از قابلیت قابل قبولی در
توانند عامل بیماري یا فساد از طریق هایی که میمیکروارگانیسم

 براساس نتایج تحقیق حاضر، در .برخوردارند مواد غذایی شوند، 
هاي مورد  اکثر میکروارگانیسمMICهر دو روش استخراج، 

، MBCت آمد؛ درحالی که لیتر بدسگرم بر میلی میلی5/0آزمون 
لیتر گرم بر میلی میلی500 تا 5بسته به نوع میکروارگانیسم بین 

 80در روش استخراج متداول با حلال، تیمار دماي  .متغیر بود
 دقیقه و نسبت مساوي از دو حلال 75گراد، زمان درجه سانتی

هاي مورد آزمون بهترین اثر ضدمیکروبی را بر میکروارگانیسم
اد؛ این در حالی است که در روش استخراج با سیال فوق نشان د

 دقیقه و نسبت حلال 20گراد، زمان  درجه سانتی160داغ دماي 
گیري برگ ، بهترین روش جهت عصاره20 به 80آب به اتانول 

گیاه نوروزك به منظور دستیابی به بیشترین خاصیت ضدمیکروبی 
  .عصاره حاصل معرفی گردید
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Abstract: In this research extraction of Salvia leriifolia leaf was carried out using two extraction methods 
including traditional solvent extraction (with different solvent ratio of water /ethanol 50:50, 60:40 and 
70:30 at temperature 70, 80 and 90 ºC and time duration of  30, 75 and 120 min), and superheated solvent 
extraction (at temperature 130, 145 and 160 ºC, time duration of 10, 20 and 30 minutes and solvent ratio 
of water/ethanol 60:40, 80:20 and 100:0) and the antimicrobial activity of extracts against some of food 
microorganisms including Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Salmonella 
enteritidis, Saccharomyces cerevisiae and Aspergillus niger using minimum inhibition concentration and 
minimum bactericidal concentration methods were measured. In both extraction methods, the MIC of 
most microorganisms was 0.5 mg/ml, while the MBC, depending on the microorganism, was between 5 
and 500 mg/ ml. In the conventional solvent extraction procedure, the treatment was carried out at a 
temperature of 80 ° C, 75 minutes, and equal ratio of two solvents, and in superheated solvent extraction 
method, treatment including temperature of 160 ° C, time of 20 minutes, and water/ Ethanol ratio of 80 to 
20 showed the most antimicrobial activity. Based on the results, it can be stated that the type of plant 
extraction method has a significant effect on inhibiting or preventing the growth of food borne  or 
spoilage microorganisms, and if any of the plant extraction technique are optimized, they can be better 
used to increase the shelf life of food. 
Key words: Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Minimum Bactericidal Concentration (MBC), 
Salvia, superheated solvent extraction. 
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