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 لیمو  بررسی فاکتورهاي مؤثر بر بازده استخراج ترکیبات فنولی و فلاونوئیدي گیاه به

)Aloysia citriodora Palau (تحت امواج فراصوت و بررسی خاصیت آنتی باکتریایی آن 
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هاي مهم در استفاده از گیاهان دارویی، بهبود بازده استخراج ترکیبات مؤثره  یکی از چالش

ین مواد از موارد بنابراین مطالعه بر روي فاکتورهاي اثرگذار در استخراج ا. باشد گیاهی می

 Aloysia(لیمو گیاه به. باشد مهمی است که همواره مورد توجه پژوهشگران می

citriodora Palau (هاي آن داراي خواص  به دلیل وجود مواد مؤثره بالا در برگ

دارویی و غذایی است که همواره مورد توجه پژوهشگران گیاهان دارویی و معطر بوده 

نوع حلال، دماي استخراج، زمان استخراج و نسبت ماده خشک در این پژوهش اثر . است

گیاهی به حلال بر بازده استخراج ترکیبات فنولی، فلاونوئیدي و آنتی اکسیدانی برگ گیاه 

تحت امواج فراصوت بر مبناي آزمایشات طراحی شده با روش سطح پاسخ  مورد بررسی 

اج و نسبت ماده خشک گیاهی به نتایج آزمایشات نشان داد که دماي استخر. قرار گرفت

حلال دو متغیر اثرگذار استخراج ترکیبات مؤثره گیه به لیمو تحت امواج فراصوت 

 -همچنین میزان ترکیبات فنولی، فلاونوئیدي و فعالیت آنتی اکسیدانی عصاره آبی. باشند می

یایی خاصیت ضد باکتر. اتانولی در شرایط استخراج مشابه نسبت به آب خالص بیشتر بود

حساسیت . اتانولی نسبت به عصاره آبی خالص تفاوت معنی داري داشت-عصاره آبی

اتانولی و آبی نسبت به باکتري - نسبت به هر دو عصاره آبیاشریشیا کلیباکتري 

  .  بیشتر بوداورئوساستافیلوکوکوس 
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  مقدمه- 1

 و Lippia citriodora (Kunth)هاي علمی  لیمو با نام به

Aloysia citriodora (Palau)پسند   متعلق به خانواده شاه

)Verbenaceae (این گیاه ارزشمند بومی آمریکاي . باشد می

جنوبی بوده که در مناطق دیگر جهان از جمله منطقه مدیترانه و 

لیمو به طور گسترده براي   به.]1- 2[شود  میخاورمیانه  کشت 

د استفاده هاي سیستم گوارش و سیستم عصبی مور درمان بیماري

آرامبخشی، محافظت  قرار گرفته و مهمترین اثرات مفید آن شامل 

آنتی اکسیدانی،  خواص کننده قلبی، ضد تشنج، ضد التهاب،

ترکیبات ]. 3[باشند  خواص ضد میکروبی و ضد سرطانی می

ورباسکوزید و ایزوورباسکوزید بخش مهمی از  مانند فنولی

دهند که اثرات ضد   میلیمو را تشکیل ترکیبات زیست فعال به

ها ثابت  قوي آنالتهابی و ضد میکروبی و فعالیت آنتی اکسیدانی 

لیمو داراي مقدار قابل توجهی از ترکیبات  همچنین به. شده است

) chrysoeriol(ها کریزواریول  فلاونوئیدي است که مهمترین آن

لیمو در  اکسیدانی بهقدرت آنتی ]. 4[و مشتقات لوتئولین است 

هاي آنتی اکسیدانی از قبیل گلوتاتیون  ی فعالیت آنزیمبررس

انواع . ]2 [ردوکتاز و گلوتاتیون پراکسیداز ثابت شده است

ها در صنایع غذایی وجود دارند و شامل  اکسیدان مختلفی از آنتی

ها در غذا جلوگیري  باشند که از فاسد شدن چربی هایی می ترکیب

هاي کنند، گونه هار میکرده، خود اکسایشی اسیدهاي چرب را م

اندازند و در نتیجه اثرات نیتروژن و اکسیژن فعال را به دام می

ها از  اکسیدان آنتی. ]5[ دهند ها را در غذاها کاهش می نامطلوب آن

عروقی و - هاي قلبی بیماريیک طرف باعث کاهش خطر ابتلا به 

ها که موجب  شوند و از طرف دیگر از پیشرفت سرطان سکته می

به طور کلی  .]6[کنند شوند جلوگیري می  میDNAب به آسی

هاي کم از طریق ساز و کارهاي خاصی  ها در غلظت اکسیدان آنتی

ها را  کنند و آن هاي زیستی رقابت می در عمل اکسایش با مولکول

امروزه . نمایند ها محافظت می از تخریب شدن توسط اکسیدان

عی مشتق شده از مشخص شده است که تعدادي از ترکیبهاي طبی

ها، فلاونوئیدها و کاروتنوئیدها،  فنل پلیگیاهان مانند 

هاي   آنتی اکسیدان.]7[ هاي بسیار موثري هستند اکسیدان آنتی

هاي  طبیعی نه تنها قادر به از بین بردن اثرات نامطلوب رادیکال

ها مکانیسم آنتی  آزاد به سیستم غذایی هستند بلکه مصرف آن

 بدن را براي مبارزه با تنش اکسیداتیو را نیز اکسیدانی درون زا

مواد آنتی اکسیدان طبیعی موجود در منابع غذایی . کند تقویت می

 .]8- 9[هاي مصنوعی ایمن هستند  نسبت به افزودنی

زمان استخراج، دماي استخراج، نوع حلال و نسبت ماده خشک 

یبات به حلال از فاکتورهاي مهم و اثرگذار در بازده استخراج ترک

هاي رایج استخراج،  در مقایسه با روش. باشند مؤثره گیاهی می

استفاده از امواج فراصوت به دلیل دماي پایین استخراج، مصرف 

کم حلال، مقرون به صرفه بودن و زمان استخراج کوتاه پرطرفدار 

با انرژي فشار ناشی از این امواج صوتی همراه . ]10-12[باشد  می

هایی از  حال فروپاشی، پدیدههاي در  بابناشی از شکسته شدن ح

قبیل قطعه قطعه شدن، نیروي برشی، تشکیل منافذ، افزایش جذب 

حلال به بافت، سائیده شدن موضعی بافت و سلول گیاهی را القا 

تشکیل منافذ در غشاي سلول منجر به آزاد شدن . کنند می

ا در ه ترکیبات زیست فعال موجود در سلول و نهایتا آزاد شدن آن

یابد  حلال می شود که به دنبال آن راندمان استخراج افزایش می

در این پژوهش اثر دماي استخراج، زمان استخراج، نسبت ]. 13[

گیاه خشک به حلال و همچنین نوع حلال بر راندمان استخراج 

لیمو با استفاده از  ترکیبات فنولی، فلاونوئیدي و آنتی اکسیدانی به

علاوه بر آن خواص . ررسی قرار گرفتامواج فراصوت مورد ب

 و اشریشیا کلیلیمو براي دو با کتري   به آنتی باکتریال عصاره

 .ارزیابی شد رئوساواستافیلوکوکوس 

  

  ها مواد و روش- 2

  مواد-1- 2

، سیوکالچو –فولینمواد شیمیایی استفاده شده در این پژوهش 

سید ، هیدروکآلومینیوم، استات پتاسیم، کلرید سدیم کربنات

 اسید گالیک، کوئرسیتین، اسیدآسکوربیک، متانول، کلرید سدیم،

، دي سدیم هیدروژن فسفات، سدیم دي هیدروژن IIIآهن 

و 2 معرف فسفات، تري کلرو استیک اسید، پتاسیم فري سیانید،

ند که همگی تولید  بودDPPH(1( دي فنیل پیکریل هیدرازین -2

باکتریال از   آنتیهمچنین براي آزمون. شرکت مرك آلمان بود

، نوترینت براس )اسپانیا-کندالب(محیط کشت مولر هینتون آگار 

شرکت داروسازي  (2بیوتیک سفکسیم ، آنتی)اسپانیا-کندالب(

                                                           
1. 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl 
2. Cefixim 
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استفاده ) شرکت داروسازي فارابی (1و سیپروفلوکساسین) فارابی

استافیلوکووس و ) coli. E (2اشرشیاکلیهاي  باکتري. شدند

براي آزمون ) شرکت تاو نوآوران آریسان() aureus.S (3آرئوس

  .باکتریال استفاده شدند آنتی

  ها  روش-2- 2

  طراحی آزمایشات-2-1- 2

 و روش RSM(4(آزمون سطح پاسخ براي طراحی آزمایشات از 

دماي استخراج . استفاده شد) Box-Behnken(باکس بنکن 

)X1 (70 ،50 زمان استخراج 30 و ، )X2 (5 ،20 دقیقه و 35 و 

) X3( حلال mL 10 در 5/0 و g 1/0 ،25/0چنین جرم گیاه هم

 1جدول . به عنوان متغیرهاي استخراج در نظر گرفته شدند

  .دهد طراحی آزمایشات استخراج را نمایش می

 سازي به لیمو و تهیه عصاره آماده-2-2- 2

لیمو برداشت شده از مزرعه دانشگاه زنجـان        هاي تازه گیاه به   برگ

توسط آسـیاب برقـی    و قبل از عصاره گیري     در سایه خشک شده   

هـاي گیـاه بـه حـلال در عـصاره             نسبت. خرد شدند آزمایشگاهی  

 تعیین   طراحی آزمایشات   مربوط به  1گیري، مطابق جدول شماره     

 درصـد بـه عنـوان     70گیاه خرد شده به همراه آب و اتـانول           .شد

سـی    سـی 50هـاي      استخراج به طور جداگانه در فالکن      هاي  حلال

ها در حمام فراصـوت بـا         ته شده و پس از بستن درب فالکن       ریخ

پس از تمـام شـدن مـدت زمـان          . غوطه ور شدند   قرار   200توان  

هاي مـشخص     مطابق زمان (قرارگیري در معرض امواج فراصوت      

با کاغذ صافی فیلتر شـدند و نهایتـا         ها    عصاره،  )1شده در جدول    

و کـرده   سـانتریفیوژ    ها را   براي اطمینان از زلا بودن عصاره، نمونه      

مایع رویی به عنوان عـصاره نهـایی بـراي سـنجش میـزان فنـول،         

فلاونوئید، فعالیت آنتی اکسیدانی و خاصیت ضد باکتریایی مـورد          

 .تارزیابی قرار گرف

  کل فنول میزان گیري اندازه-2-2-3

هـا،     عـصاره  TPC(5 (براي اندازه گیري محتواي ترکیبات فنولی      

µL 50    صاره به ع میکرولیتر ازµL 500سـیوکالچو رقیـق   – فولین

پس از سه دقیقه،    . اضافه شد ) 10به  1به نسبت   (با آب مقطر     شده

                                                           
1. Ciprofloxacin 
2. Escherichia coli 
3. Staphylococcus aureus 
4. Response Surface Methodology (RSM) 
5. Total Phenolic Content (TPC) 

µL 500     اضافه شده و بـا آب مقطـر   %) 7( محلول کربنات سدیم

سپس محلول نهایی در تاریکی قرار      .  رسانده شد  mL 3به حجم   

هـاي نهـایی در     دقیقه، جذب محلـول 30بعد از گذشت . داده شد 

شــرکت ســافاس، ( توســط اســپکتروفتومترnm 765  مــوجطــول

براي بیان میزان ترکیبات فنولی کـل، منحنـی         .  قرائت شد  )موناکو

 mg/mL (هاي مختلـف    استانداردي براي اسید گالیک در غلظت     

سپس بر اساس منحنی اسـتاندارد، مقـدار        . رسم شد ) 05/0 -2/3

سـید  ترکیبات فنولی کل هر عصاره بر حسب میلی گـرم معـادل ا            

 .بیان شد) GAE/ g DW(گالیک بر هر گرم برگ خشک 

Table 1 Design of experiments using response 
surface methodology (RSM)  

 Extraction Variables 
 X1 X2 X3 

Run 
Temperature 

 (oC) 
Time   
(min) 

Solid to 
solvent ratio  

(g/10 mL) 
1 30 5 0.25 

2 70 5 0.25 

3 30 35 0.25 

4 70 35 0.25 

5 30 20 0.1 

6 70 20 0.1 

7 30 20 0.4 

8 70 20 0.4 

9 50 5 0.1 

10 50 35 0.1 

11 50 5 0.4 

12 50 35 0.4 

13 50 20 0.25 

14 50 20 0.25 

15 50 20 0.25 
  

  فلاونوئید میزان گیري  اندازه-2-2-4

 هـر   TFC(6 (ترکیبات فلاونوئیدي کل  گیري محتواي    براي اندازه 

 آلومینیـوم   µL 100 ،    از عصاره  µL 50ها، ابتدا به      یک از عصاره  

اضــافه شــده و ) M1( اســتات پتاســیم µL 100، %)10(کلرایــد 

سـپس محلـول    .  رسید mL 3 محلول نهایی با آب مقطر به حجم      

 دقیقـه در تـاریکی نگهـداري شـده و جـذب           30نهایی به مـدت     

ط اسـپکتروفتومتر  توس ـ nm 415هاي نهایی در طول موج   محلول

براي بیان میـزان ترکیبـات فلاونوئیـدي کـل، منحنـی           . قرائت شد 

 mg/mL(هـاي مختلـف       استانداردي براي کوئرستین در غلظـت     

                                                           
6. Total Flavonoid Content (TFC) 
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سپس بر اساس منحنی اسـتاندارد، مقـدار        . رسم شد ) 05/0 -2/3

ترکیبات فلاونوئیدي کل هر عصاره بر حسب میلـی گـرم معـادل          

  .بیان شد) QE/ g DW(کوئرسیتین بر هر گرم برگ خشک 

اکـسیدانی بـه روش احیـا       تعیین فعالیـت آنتـی    -2-2-5

   DPPHکنندگی 

 دي فنیـل    -2و  2اکـسیدانی از طریـق معـرف        تعیین فعالیت آنتـی   

بـراي هـر عـصاره سـه        . انجام شـد  ) DPPH(پیکریل هیدرازین   

 رقیـق  3 به 1  رقیق شده و2 به 1نمونه مستقیم، ( غلظت تهیه شد

 5/1تر از هر عصاره را برداشته و به هـر کـدام              میکرولی 20). شده

بـه  . اضافه شد )  در متانول  mM 1/0با غلظت    (DPPH لیتر  میلی

طور موازي همراه با نمونه یک نمونه کنترلـی نیـز کـه در آن بـه                 

 آب مقطر بود، به همراه نمونه هـاي اصـلی       µL 20 جاي عصاره، 

 نمـودن  پس از صـفر   .  دقیقه در تاریکی نگهداري شد     30به مدت   

جذب اسپکتروفتومتر با استفاده از متانول، جذب هـر محلـول در            

پـس از کـشیدن نمـودار بـراي         .  قرائت شـد   nm 517طول موج   

محور افقی بر اساس غلظت و محور عمودي بر اسـاس     (هرنمونه  

 50، غلظتی از نمونه که درصد بازدارندگی آن         )درصد بازدارندگی 

. ودار مربوطه بدسـت آمـد     ، از روي معادله نم    )IC50(درصد بود   

 نمونه استاندارد، درصد ممانعت بـراي  IC50سپس براي محاسبه   

نیـز  )  میلی گرم بر میلـی لیتـر       5/0 -20(محلول اسید آسکوربیک    

 براي استاندارد، نسبت   IC50پس از تعیین    . مراحل بالا تکرار شد   

IC50  نمونـه بــر IC50  اســید آسـکوربیک محاســبه شــده و در 

ها بر حسب بر حسب ی اکسیدان موجود در نمونهنهایت مقدار آنت

میلی گرم معادل اسـید آسـکوربیک بـر هـر گـرم بـرگ خـشک                 

)AAE/ g DW (بیان شد.  

اکـسیدانی بـه روش احیـا       تعیین فعالیـت آنتـی    -2-2-6

   FRAP(1(کنندگی یون آهن 

جهت تعیین فعالیت آنتی اکسیدانی به روش توانایی احیاکننـدگی          

کنش اکسیداسیون احیا استفاده می شود ، از یک وا   (FRAP)آهن  

 از  µL 300 در ایـن روش، ابتـدا     . که با تغییر رنگ همـراه اسـت       

 µL 400و  pH 6/6 با) M 2/0( بافر فسفات µL 400عصاره با 

 دقیقـه   20ترکیب شده و به مدت      )  درصد 1(پتاسیم فري سیانات    

 تري کلرواسـتیک   µL 400در ادامه   .  قرار گرفت  0C 50در دماي   

 دقیقـه  در     10به ترکیب بالا افزوده  و به مدت         )  درصد 10(ید  اس

                                                           
1. Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) 

سپس در یـک لولـه آزمـایش        .  دور در دقیقه سانتریفوژ شد     1800

 µL 100 آب مقطر و µL 1000 از مایع رویی با µL 300جدید 

ترکیب شـده و جـذب آن در طـول          )  درصد 1/0(از کلرید آهن      

هاي استاندارد سپس با توجه به محلول.  قرائت شدnm 700موج  

هاي استاندارد نیـز    منحنی) mg/mL 4- 05/0(اسید آسکوربیک   

هاي نوري بدست آمده در     هاي استاندارد و جذب   براساس محلول 

  .نرم افزار اکسل رسم شد

  آزمون آنتی باکتریال-2-7- 2

لیمو، با استفاده از  الکلی به-خواص آنتی باکتریال عصاره آبی

  وStaphylococcus aureusهاي  میکروارگانیسم

Escherichia coli چاهک بررسی شددر  روش نفوذ ا ب .

با ) μL 100) CFU /mL 106 کشت میکروبی تازه به میزان

سوآب استریل در سطح محیط کشت مولر هینتون آگار جامد 

چهار . ها به طور یکنواخت پخش شد آماده شده در پتري دیش

ي فلزي استریل درون ا  با یک کاتر استوانهmm 6چاهک با قطر 

ها به  در شرایط استریل، چاهک. محیط کشت جامد ایجاد شد

سفکسیم و . پر شدند  از عصارهμL 150طور مجزا با 

هاي  سیپروفلوکساسین به عنوان شاهد مثبت و آنتی بیوتیک

ها  استاندارد براي بررسی و مقایسه اثرات آنتی باکتریال نمونه

 مقطر استریل هم به عنوان کنترل علاوه بر آن آب. استفاده شدند

هاي کشت داده شده به منظور  پتري دیش. منفی استفاده شد

جذب اولیه عصاره به مدت یک ساعت در یخچال قرار داده شده 

.  نگهداري شدند0C 38 ساعت در دماي 20و سپس به مدت 

قطر ناحیه . آزمون ضد باکتریایی، براي هر نمونه سه بار تکرار شد

  . گیري شد ها توسط عصاره اندازه د باکتريممانعت رش

  و تحلیل آماري تجزیه-3- 2

-Design براي طراحی آزمایشات و رسم نمودارها از نرم افزار

Expert  همچنین براي مقایسه نتایج .  استفا ده شد03/11نسخه

 نرم TTESTبازدهی دو حلال و نتایج آنتی باکتریال از آزمون 

  .شد استفاده 2016افزار اکسل 

 براي بیان همبستگی رابطه بین 2 درجه اي چندجملهیک 

دماي استخراج، زمان استخراج و نسبت جامد (متغیرهاي مستقل 

مقادیر فنل، فلاونوئید و فعالیت آنتی (ها  و پاسخ) به حلال

 :با توجه به معادله زیر برازش شد) ها اکسیدانی عصاره
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ط مدل است و  مقدار پاسخ پیش بینی شده توسYکه در آن 

 به ترتیب عرض از مبدأ، اثرات  و ،  ،ضرایب 

خطی، اثرات مربعی و اثرات متقابل بین متغیرهاي استخراج 

 ارائه شده در جدول  همان متغیرهاي استخراج و . باشد می

اعتبار مدل نیز با جدول آنالیز واریانس ارائه . باشند  می1شماره 

هاي مورد بررسی   هر یک از پاسخبراي افزار  توسط نرمشده

 رائه ا)ها مقادیر فنل، فلاونوئید و فعالیت آنتی اکسیدانی عصاره(

  .شد
  

   و بحثنتایج- 3

 TPC و TFC اثر متغیرهاي استخراج بر -1- 3

 70 هاي استحصالی با آب خالص و اتانول عصاره

  درصد

ها، نرم افزار معادله چند  ها و تخمین روند آن  رفتار دادهیانبراي ب

 را پیشنهاد کرد که ضرایب مربوط به متغیرهاي 2اي درجه  جمله

اثر معناداري هر یک از .  ارائه شده است2استفاده شده در جدول 

متغیرها و همچنین معنادار بودن اثر هر جفت متغیر ارائه شده 

توان از معادلات ارائه شده براي تخمین بازدهی  است که می

TFC و TPCاز 2ها مطابق جدول   براي هر یک از عصاره 

ارزیابی محتواي ترکیبات . معادلات مربوط استفاده نمود

هاي الکلی نشان داد که دماي استخراج و  فلاونوئیدي عصاره

با . نسبت جرم گیاه خشک به حلال متغیرهاي معناداري بودند

د اینکه زمان متغیر معناداري نبود ولی اثر متقابل و همزمان وجو

زمان استخراج و نسبت جرم گیاه خشک به حلال نیز اثر 

در عصاره هاي آبی دماي استخراج نسبت به دو . معناداري داشت

همچنین در هر . ها داشت  نمونهTFCمتغیر دیگر اثر معناداري در 

خراج نسبت به دو متغیر دو عصاره آبی و الکلی متغیر دماي است

 ).2جدول (ها داشت   نمونهTPCدیگر اثر معناداري روي 

 را براي دو TPC و TFC اثر متغیرهاي استخراج بر 1شکل 

 همانطور که در شکل . دهد حلال آب خالص و اتانول نمایش می

شود براي هر دو حلال، کاهش نسبت جرم گیاه  مشاهده می

همچنین .  شدTPCو  TFCخشک به حلال باعث افزایش 

 داشت TPC و TFCافزایش دما و افزایش زمان اثر افزایشی بر 

 1همانطور که در شکل . باشد  قابل مشاهد می1که در شکل 

 و TFCهاي اتانولی روند افزایشی  شود براي عصاره مشاهده می

TPC 0 تا دمايC 50 0 مشاهده شد و بعد از آن دما تا دمايC 

در صورتیکه .  مشاهده شدTPC و TFC در روند کاهشی در 70

 به 0C 70 با افزایش دما تا TPC و TFCکه براي حلال آب، 

 . طور پیوسته روند افزایشی داشت

نشان  % 70، ارزیابی میزان فلاونوئید براي اتانول 1مطابق شکل 

داد که میزان استخراج ترکیبات فلاونوئیدي گیاه به لیمو در دماي 

0C 50و نسبت   g 1/0یاه خشک به  گmL 10 حلال در مدت 

 را در مقایسه با سایر نقاط جدول TFC دقیقه، بالاترین 35زمان 

طراحی آزمایش را دارد که براي این شرایط میزان فلاونوئید 

QE/(g DW) 60/19همچنین در حلال آب، .  بدست آمد

 گیاه g 1/0   و نسبت0C 70بالاترین میزان فلاونوئید در دماي 

 دقیقه مشاهده شد که 20 حلال در مدت زمان mL 10خشک به 

 TFCدر مقایسه با حداکثر .  بودQE/(g DW) 39/16برابر با 

 38/16، این مقدار در حلال آب  %70بدست آمده براي اتانول 

در  % 70باشد که نشان دهنده توانایی بالاتر الکل  درصد کمتر می

 نسبت به آب ها به لستخراج ترکیبات فلاونوئیدي و بازیافت آن

 .خالص است

 0C 50مشابه با ترکیبات فلاونوئیدي، میزان فنول کل نیز در دماي 

 35 حلال در مدت زمان mL 10 گیاه خشک به g 1/0  و نسبت

دقیقه، بالاترین میزان را در مقایسه با سایر شرایط آزمایش طراحی 

 GAE/(gداشت که این مقدار  % 70شده براي حلال اتانول 

DW) 29/40همچنین ماکزیمم .  بدست آمدTPC براي حلال 

 mL 10 گیاه خشک به g 1/0   و نسبت0C 70آب در دماي 

 بدست GAE/(g DW) 37/29 دقیقه 20حلال در مدت زمان 

 درصد 10/27این میزان  % 70آمد که در مقایسه با حلال اتانول 

درصد فلاونوئیدها به فنول در نقاط حداکثر گزارش .کمتر بود

 و 65/48و آب خالص  % 70ه ترتیب براي حلال اتانول شده ب

  . بود77/55
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Table 2 The quadratic model for all responses with some parameters of analyses of variance (ANOVA) 

Ethanol (70 %) Water 

Title 

T
F

C
 

(Q
E

/g
 D

W
) 

T
P

C
 

 (
G

A
E

/g
 D

W
) 

F
R

A
P

 
(A

A
E

/g
 D

W
) 

D
P

P
H

 
 (

A
A

E
/g

 D
W

) 

T
F

C
 

(Q
E

/g
 D

W
) 

T
P

C
 

 (
G

A
E

/g
 D

W
) 

F
R

A
P

 
 (

A
A

E
/g

 D
W

) 

D
P

P
H

 
 (

A
A

E
/g

 D
W

) 

Intercept 14.450* 36.210** 61.010*** 50.270*** 15.180* 26.210** 36.360*** 71.540*** 

X1-Extaction 
Temperature 

2.340** 3.720* 4.260* 8.900*** 1.150** 4.920*** 2.480*** 7.840*** 

X2-Extraction Time 0.737 1.250 2.460 1.000 0.565 1.050 1.360** 1.640 
X3-Solid to Solvent 

Ratio 
-1.780** -1.140 -22.900*** -7.460*** -0.149 0.701 -26.300*** -17.600*** 

X1.X2 -1.290* 0.036 0/625 -1.320 -0.413 -0.728 -1.250** -0.713 
X1.X3 -1.000 -0.637 -3.320 -3.320** 0.603 -1.180 -0.530 -6.900** 

X2.X3 -1.690 -0.273 -0.084 0.122 -0.201 -0.091 -0.363 -0.891 

 -2.250* -2.530* -4.940 -2.290* -0.161 -1.780 0/57٧ -5.130* 

 -0.132 0.018 -3.040 -2.350* -1.080* -2.190* 1.360** -1.010 

 -0.146 0.558 14.820** 1.440 0.296 -2.060* 15.140*** -0.518 

R² 0.942 0.916 0.984 0.989 0.911 0.959 1.000 0.988 
Adjusted R² 0.838 0.764 0.954 0.969 0.751 0.884 0.999 0.967 

0.05<* ،0.01<**،0.001<*** p:  
  

مطالعه اثر متغیرهاي استخراج و رابطه دو به دوي این متغیرها در 

بازده ترکیبات فنولی و فلاونوئیدي نشان داد که کاهش نسبت 

گیاه خشک به حلال در روش استخراج همراه امواج فراصوت 

هاي استخراج باعث افزایش بازده استخراج  مانند سایر روش

شود، چرا که افزایش حلال تحت امواج  ره میترکیبات مؤث

فراصوت باعث افزایش نفوذپذیري حلال به داخل سلول و بافت 

گیاه شده سبب حل شدن بیشتر ترکیبات مؤثره گیاه در حلال 

بدیهی است که با اشباع شدن حلال از ترکیبات مؤثره، . شود می

توجه همچنین با ]. 14[حلال کارایی خود را از دست خواهد داد 

به اینکه نفوذپذیري با دما رابطه مستقیمی دارد با کاهش دما 

نفوذپذیري حلال و به دنبال آن انحلال ترکیبات مؤثره کاهش 

زمان استخراج نیز فاکتور مهمی است که بیشتر تابع . خواهد یافت

  . باشد تغییرات دماي استخراج می

  
Fig 1 The effect of extraction variables on total phenolic content (TPC) and total flavonoid content (TFC) of both 

extracts  
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با وجود اینکه افزایش زمان استخراج باعث فرصت دهی به نفوذ 

بهتر حلال و خروج مواد مؤثره خواهد شد ولی در دماهاي بالاي 

استخراج تحت امواج فراصوت امکان تخریب ترکیبات فنولی نیز 

بنابراین براي استفاده از این روش باید . هد داشتوجود خوا

اي بهینه کرد که استخراج ترکیبات شرایط عملیاتی را به گونه

مؤثره گیاهی مانند ترکیبات فنولی و فلاونوئیدي با انتخاب حلال 

. مناسب بیشترین بازدهی استخراج را به همراه داشته باشد

در مدت زمان همچنین ممکن است شدت بالاي امواج فراصوت 

طولانی و در دماي بالا از طریق تخریب و اکسیداسیون ترکیبات 

 ].15[فنولی باعث کاهش فعالیت آنتی اکسیدانی عصاره شود 

یکی دیگر از فاکتورهاي اثرگذار در فرآیند استخراج انتخاب 

چرا که بازده استخراج ترکیبات فنولی و . حلال مناسب است

ه توانایی حلال در جذب و انحلال فلاونوئیدي به طور مستقیم ب

این ترکیبات از بافت گیاه به درون حلال بستگی دارد و بر ترکیب 

. گذارد شیمیایی و خواص عملکردي عصاره نهایی نیز تأثیر می

خواص بیوشیمیایی و فیزیکوشیمیایی از معیارهاي مهم انتخاب 

ها  بین حلالبه دلیل برهم کنشی که ممکن است . حلال ها است

 لازم است و مواد مؤثره استخراج شده وجود داشته باشد، لذا

اي انتخاب شود که اثر مخربی روي مواد  حلال مورد نظر به گونه

ها در طول  تغییرات احتمالی که در حلال. مؤثره نداشته باشد

تواند اثرات قابل توجهی بر   میدهد فرآیند استخراج رخ می

حلالی با ]. 16[ي داشته باشد پایداري ترکیبات فنولی و فلاونوئید

تواند پدیده کاویتاسیون  فشار بخار پایین در دماي تنظیم شده می

حلالی . را تقویت نموده و باعث افزایش کارایی استخراج شود

سبز مثل آب و اتانول و همچنین ترکیب آنها براي بهبود عملکرد 

استخراج ترکیبات فنولی و فلاونوئیدي توسط پژوهشگران 

ترکیب این دو حلال با ]. 17- 18[ نیز تأیید شده است مختلف

ها می تواند  ها، قطبیت و ویسکوزیته آن توجه به امتزاج پذیري آن

نتایج . انتخاب مناسبی براي به تله انداختن این ترکیبات باشد

آزمایشات تحقیق حاضر نیز نشان داد قطبیت ترکیبات فنولی و 

ابین آب و اتانول است چرا هاي گیاه به لیمو م فلاونوئیدي برگ

. بخشد استحصال این ترکیبات را بهبود میکه ترکیب اتانول و آب 

در بعضی از گیاهان مانند گیاه مورد، قطبیت ترکیبات فنولی آن 

نزدیک قطبیت آب بوده و بنابراین آب حلال مناسبی براي 

  ].19[استخراج بود 

ا باعث مطابق نتایج بدست آمده، مشاهده شد که افزایش دم

افزایش بازده استخراج ترکیبات فنولی و فلاونوئیدي شد به 

 70طوري که بیشترین میزان استخراج این ترکیبات در دماي 

بود که این نتیجه در بیشتر گزارشات مربوط به بهبود استخراج 

ترکیبات فنولی و فلاونوئیدي گزارش شده که دلیل کاهش 

هاي  نفوذپذیري حلال به درون سلولویسکوزیته حلال وافزایش

که در نتیجـه آن افـزایش انتقال جرم باعث . گیاهی بوده است

سانتوس و  نتایج ].20-21 [شود بهبود استخراج این ترکیبات می

نیز نشان داد که با افزایش دماي استخراج ] 22[همکارانش 

شود و  ترکیبات فنولی بیشتري از برگ چاي ریبوس مشاهده می

.  را به عنوان مؤثرترین فاکتور استخراج معرفی نمودنددما

و همکارانش نشان دادند که بازده ترکیبات ] 23[همچنین بنچیخ 

اي که در شیکر حمام  فنولی و فلاونوئیدي گیاه خرنوب در عصاره

  دقیقه استخراج تا زمان استخراج 60شد، بعد از  آب استخراج می

  . دقیقه، بهبود قابل توجهی یافت90

 اثر متغیرهاي استخراج بر فعالیت آنتی -2- 3

هاي استحصالی با آب خالص و   عصارهاکسیدانی

  اتانول

ظرفیت آنتی اکسیدانی گیاهان به شدت وابسته به وجود ترکیبات 

هاي  ها در موقعیت هاي هیدروکسیل آن باشد زیرا گروه فنولی می

]. 24[د ها کمک می کن ارتو و پارا به خاصیت آنتی اکسیدانی آن

براي بررسی فعالیت آنتی اکسیدانی نیز از دو روش به دام اندازي 

.  استفاده شدFRAP و احیاکنندگی یون آهن یا DPPHترکیب 

شود، افزایش زمان استخراج و   مشاهده می2همانطور که در شکل 

دماي استخراج و همچنین کاهش نسبت جرم گیاه خشک به 

باعث بهبود فعالیت آنتی حلال در هر دو حلال استفاده شده 

 FRAP و DPPHاکسیدانی عصاره استخراج شده بر حسب 

 متغیرهاي اثرگذار در فعالیت آنتی اکسیدانی 2مطابق جدول . شد

، دماي استخراج و نسبت جرم DPPHهاي آبی برحسب  عصاره

گیاه خشک به حلال بود و همچنین اثر متقابل و همزمان این دو 

مشابه با عصاره .  فاکتورها معنی دار بودمتغیر نیز نسبت به سایر

آبی براي عصاره الکلی نیز همین روند براي فعالیت آنتی 

در فعالیت آنتی .  مشاهده شدDPPHاکسیدانی برحسب 

هاي آبی، با وجود اینکه   براي عصارهFRAPاکسیدانی بر حسب 
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هر سه متغیر استخراج معنی دار بودند اما نسبت جرم گیاه خشک 

ها   اثر گذاري بیشتري در فعالیت آنتی اکسیدانی نمونهبه حلال

اثر معنی داري براي جفت متغیرهاي استخراج مشاهده . داشت

اثرگذاري دماي استخراج و نسبت جرم گیاه خشک به حلال . نشد

هاي آبی  نسبت به زمان استخراج در فعالیت آنتی اکسیدانی عصاره

بل و همزمان دما و همچنین اثر متقا.  بیشتر بودFRAPبر حسب 

  .زمان نسبت به اثرات هر یک از دو متغیر بیشتر بود

  
Fig 2 The effect of extraction variables on antioxidant activity (DPPH and FRAP) of both extracts  

 

همانطور که از اثر متغیرهاي استخراج بر بازده فعالیت آنتی 

، قابلیت آنتی اکسیدانی شود ها مشاهده می اکسیدان عصاره

باشد، به طوریکه  ها با مقدار ترکیبات فنلی مرتبط می عصاره

هایی که در شرایط استخراج مشخص فعالیت آنتی  عصاره

هایی هستند که محتوي   اکسیدانی بالا دارند به تبع آن همان نمونه

نتایج ظرفیت آنتی در].  25- 27[ترکیبات فنلی بالایی دارند 

در بازیافت ترکیبات  % 70ی از توانایی بالاتر الکل اکسیدانی حاک

در عصاره . آنتی اکسیدانی نسبت به حلال آب خالص نشان داد

استفاده شده، فعالیت آنتی اکسیدانی بر حسب مهار  % 70اتانول 

DPPHو FRAP  به ترتیب AAE/(g DW) 43/95 و 

 بدست آمد که این نقاط حداکثر در شرایط استخراج 79/105

 حلال در مدت mL 10 گیاه خشک به g 1/0 و نسبت �70

همچنین در شرایط استخراج مشابه .  دقیقه مشاهده شد20زمان 

هاي آبی، حداکثر فعالیت آنتی اکسیدانی بر حسب  براي عصاره

DPPH و احیاي یون آهن )FRAP ( به ترتیبAAE/(g 

DW) 60/70 بدست آمد68/81 و  . 

  

  ها ارهبررسی اثر ضدباکتریایی عص-3- 3

شود از بررسی نتایج ضد   مشاهده می3همانطور که در جدول  

- توان نتیجه گرفت که هر دو عصاره آبی ها می باکتریایی عصاره

الکلی و آبی نسبت به اشریشیا کلی و استافیلوکوکوس آرئوس اثر 

-ممانعت کنندگی داشتند و تفاوت اثر بازدارندگی عصاره آبی

 P(اشریشیا کلی معنی دار بود الکلی و عصاره آبی نسبت به 

همچنین هر دو عصاره نیز نسبت به باکتري ). 0.01>

استافیلوکوکوس آرئوس اثر بازدارندگی داشتند که این تفاوت نیز 

علاوه بر آن، نتایج آزمایشات آنتی ). P <0.01(معنی دار بود 

لیمو نشان داد که اثر  الکلی و آبی به- عصاره آبی باکتریال

 بیشتر از اشریشیا کلی هر دو عصاره نسبت به بازدارندگی

هاي   بود که این براي بیشتر عصارهاستافیلوکوکوس اورئوس

گیاهی در تحقیقات انجام شده توسط پژوهشگران دیگر نیز تأیید 

 گیاهان دارویی حاوي مواد زیست فعالی مانند .]28[شده است 

تند که داراي ها و ترپنوئیدها هس فلاونوئیدها، آلکالوئیدها، تانن

در بیشتر . ]29[خواص آنتی باکتریال و آنتی اکسیدانی هستند 

هاي گرم منفی، حساسیت  تحقیقات انجام شده از گروه باکتري

و این . هاي گیاهی بیشتر است نسبت به عصارهاشریشیا کلی 
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هاي  ي در مقایسه با حساسیت گروه باکتراشریشیا کلی حساسیت 

 بیشتر است و به افیلوکوکوس اورئوس استگرم مثبت نیز از جمله

نسبت به اثر استافیلوکوکوس اورئوس عبارت دیگر مقاومت 

این موضوع در اکثر منابعی . هاي گیاهی بیشتر است سمیت عصاره

کنند به طور  هاي گیاهی را بررسی می که اثر آنتی باکتریال عصاره

اي ه با توجه به اینکه از گروه باکتري. مکرر مشاهده شده است

 باکتریهاي سالمونلا تیفی موریوم و سودوموناس  گرم منفی

آئروژینوزا نیز در مقایسه با اشریشیا کلی حساسیت کمتري به 

هاي گیاهی دارند، بنابراین نمی توان این حساسیت را به  عصاره

تري در مورد ژنوم  جنس دیواره ربط داد و نیاز به آزمایشات دقیق

  . ]30[باکتري دارد 

Table 3 Antibacterial properties of aqueous and ethanol extracts   
The diameter of inhibition zone  

Concentration (mg/mL)  Inhibitor  
E.coli  S.aureus  

100 (Solid to solvent ratio)  Ethanol (70 %) extract  15.5±0.36c  13.5±0.4c 

100 (Solid to solvent ratio)  Water extract  12.8±0.26d  11.3±0.62d  

0.1  Cefixime  27.5±0.67a  19.5±0.25b  

0.1  Ciprofloxacin  26.1±0.43b  28.2±0.33a  

 

 نتیجه گیري- 5

دما، زمان و نسبت (از بین متغیرهاي استخراج در نظر گرفته شده 

در استخراج ترکیبات مؤثره گیاه به لیمو ) گیاه خشک به حلال

اي استخراج و نسبت گیاه خشک به تحت امواج فراصوت، دم

 در بازده استخراج ترکیبات مؤثره اثرگذارتر دو متغیر ،حلال

طوري که با افزایش دما در مدت زمان محدد، بازده به. بودند

استخراج ترکیبات فنولی و فلاونوئیدي و به دنبال آن فعالیت آنتی 

ل همچنین قطبیت مناسب حلا. ها افزایش یافت اکسیدانی عصاره

براي بهبود استخراج ترکیبات فنولی و فلاونوئیدي از ترکیب آب 

 نسبت به آب  درصد70و اتانول بدست آمد  %) 70(و اتانول 

لیمو  به گیاه هاي  برگ بیشتري براي استخراج عصارهخالص بازده 

همچنین نتایج بررسی خواص ضد باکتریایی . همراه داشت به

هاي این گیاه  نشان داد که برگالکلی و آبی تنها -هاي آبی عصاره

هاي گرم منفی و  خواص ضد باکتریایی خوبی نسبت به باکتري

لیمو به  توان علاوه بر کاربرد عصاره به بنابراین می. مثبت داردگرم 

عنوان طعم دهنده از خاصیت ضد باکتري آن نیز در انواع مواد 
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One of the major challenges in application of medicinal plants is to 
improve the extraction efficiency of bioactive materials. Therefore, 
the study of factors affecting the extraction of these materials is one 
of the important attractive subject for researchers. Lemon verbena 
due to the presence of high active substances in its leaves and 
nutritional properties has always been noticed by researchers of 
medicinal and aromatic plants. In this study, the effect of solvent 
type, extraction temperature, extraction time and solid to solvent on 
the extraction efficiency of phenolic compounds, flavonoid 
compounds and antioxidant activity of plant leaves under ultrasonic 
waves was investigated based on designed experiments using 
response surface methodology (RSM). Our result showed that the 
extraction temperature and solid to solvent ratio are two effective 
extraction variables on bioactive compounds extraction of lemon 
verbena leaves under ultrasonic waves. Also our results showed that 
aqueous- alcoholic extract has a higher efficiency for extraction of 
phenolic and flavonoid compounds, and trapping free radicals when 
compared with pure water. The antibacterial properties of aqueous-
alcoholic extract showed a significant difference compared to pure 
aqueous extract. The susceptibility of Escherichia coli to both 
aqueous-alcoholic extracts and aqueous extracts was higher than that 
of Staphylococcus aureus. 
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