
مقاله پژوهشی

١٣٩٣، ١٣ ،۶۶-۵۳

ارزیابی ترکیبات تام فنولی، فلاونوئیدي، آنتوسیانینی و فعالیت 
اکسیدانی عصاره استونی میوه ولیکضدباکتریایی و آنتی

2، محمد قربانی3، مهران اعلمی2علیرضا صادقی ماهونک، 1شهلا سلمانیان

1/4/92: پذیرش مقاله21/2/92:دریافت اصلاحیه از نویسنده28/9/91:ارسال مقاله به نویسنده جهت اصلاح11/9/91:ریافت مقالهد

چکیده
است که توزیع Rosaceaeهاي مهم خانواده یکی از گونهCrataegus elbursensisگیاه ولیک با نام علمی :زمینه و هدف

اکسیدانی، ضدباکتریایی و محتواي تام هاي آنتیدر این پژوهش، ویژگی. نگلی شمال ایران دارداي در مناطق جگسترده
هاي ولیک ایرانی مورد بررسی قرار گرفتاستونی میوهترکیبات فنولی، فلاونوئیدي و آنتوسیانینی عصاره

یزان تام ترکیبات فنول، فلاونوئید و م. درصد انجام شد80گیري به روش خیساندن در حلال استون عصاره:هامواد و روش
-2,2(هاي مهار رادیکالبا آزمونفعالیت ضد رادیکالی عصاره. آنتوسیانین عصاره به روش اسپکتروفتومتري تعیین گردید

diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPHاکسیدان سنتزي بررسی و با آنتیBHT)500و 250، 100، 75، 50هاي غلظت
و نیز فعالیت ضدباکتریایی ) 9و 7، 4(هاي مختلف pHهمچنین پایداري عصاره در . مقایسه گردید) لیترر میلیمیکروگرم ب

و آزمون SASهاي جمع آوري شده با استفاده از نرم افزار داده. عصاره به روش براث میکرودایلوشن مورد بررسی قرارگرفت
.دانکن تجزیه و تحلیل شدند

هاي مختلف، pHهمچنین در بررسی پایداري عصاره در . نشان دادBHTاکسیدانی بالاتري از ت آنتیعصاره فعالی:هایافته
اي در مقابل تمامی عصاره فعالیت ضدمیکروبی قابل ملاحظه. فعالیت آنتی اکسیدانی عصاره بدون تغییر باقی ماند

) mg/ml5/2=MBC(باسیلوس سابتیلیس به کشی عصاره مربوط بیشترین اثر باکتري. هاي مورد بررسی نشان دادباکتري
.شناخته شد) mg/ml20=MBC(ترین باکتري به عصاره مقاومکه سالمونلا انتریکا بود در حالی

نتایج به دست آمده در این پژوهش نشان داد که میوه ولیک به عنوان منبع غنی و بالقوه از ترکیبات زیست :گیرينتیجه
.باشدی و ضد میکروبی قابل استفاده در صنعت غذا و دارو در جهت حفظ سلامت انسان میاکسیدانفعال با خاصیت آنتی

اکسیدان، میوه ولیکفعالیت ضدمیکروبی، ترکیبات فنولی تام، آنتی: هاي کلیديواژه

ارشد دانشکده علوم و صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگاناسکارشن-1
علوم و صنایع غذایی، دانشکده صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگانآموزشی گروه دانشیار-2

sadeghiaz@yahoo.com: ، پستت الکترونیکی0171-4426432: ، دورنگار0171- 4426432: تلفن

علوم و صنایع غذایی، دانشکده صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگانآموزشیاستادیار گروه-3
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مقدمه
علاوه بر نقشی که اکسیداسیون در فساد مواد غذایی 

ایجاد و کند، اهمیت آن در سلامت انسان بویژه در ایفا می
عروقی، -هاي قلبیهایی چون بیماريپیشرفت بیماري

تصلب شرایین، سرطان و فرآیند پیري بسیار مورد توجه و 
هاي آزاد ایجاد شده در رادیکال. مطالعه قرار گرفته است

فرآیند اکسیداسیون در بدن، سبب اکسیداسیون لیپید 
اء شوند که این امر منجر به ناپایداري غشغشاء سلولی می

شود و یا اینکه ترکیبات سلولی و متلاشی شدن سلول می
مورد DNAتر ها و از همه مهم، پروتئینهامانند لیپید

نتیجه نهایی این امر بروز بیماري و . گیرندحمله قرار می
استرس اکسیداتیو در ]. 1- 2[مشکلات عدیده دیگر است 

در تواند عامل مهمی هاي خونی میهاي دیواره رگلیپید
در اثر اکسیداسیون لیپید، . ایجاد تصلب شرایین باشد

LDLشوند که به اکسید شدن هایی تولید میفرآورده

)Low Density Lipoprotein (کنند که یکی از کمک می
یکی دیگر از . عوامل در پیشرفت تصلب شرایین است

مشکلاتی که صنعت غذا و دارو با آن مواجه است، 
بی مقاوم به داروها و هاي میکروگسترش سویه

به دلیل خاصیت سمی و امروزه،. ها استبیوتیکآنتی
اززایی ترکیبات شیمیایی و سنتزي، استفادهسرطان
جملهازمزمنهايبیماريدرمانجهتداروییگیاهان
بهراپژوهشگرانازبسیاريتوجهسرطانوشرایینتصلب

ترکیبات از این رو، استفاده از. استکردهمعطوفخود
اکسیدانی طبیعی مانند اسیدهاي آلی، ضدمیکروبی و آنتی

توانند جایگزین مناسب و هاي گیاهی میها و عصارهاسانس
].3[ایمنی در مواد غذایی باشند 

% 1-2ولیک حاوي مقدار کمی اسیدهاي فنولی، 
]. 4[باشد پروآنتوسیانیدین ها می% 2-3فلاونوئیدها و 

ها در مواد غذایی گروه منفرد فنولترینفلاونوئیدها مهم
باشند که تنوع ساختاري در این ترکیبات ناشی از می

درجه و الگوي هیدروکسیلاسیون، متوکسیلاسیون و 
ها یکی از اعضاي آنتوسیانین. باشدگلیکوزیلاسیون می

ها، آن) غیرقندي(باشند که شکل آگلیکون فلاونوئیدها می
که بر اساس تعداد و موقیعت شود آنتوسیانیدین نامیده می

هاي استخلافی هیدوکسیل و متوکسیل موجود در گروه
فعالیت . شوندساختارشان به انواع مختلف تقسیم می

ها و یا مواد غذایی غنی از بیولوژیکی آنتوسیانین
تواند در سطوح مختلف شامل جلوگیري از آنتوسیانین می

وموري و عروقی، فعالیت ضدسرطانی، ضدت- بیماري قلبی
جلوگیري (ات سودمند در بیماري دیابت تأثیرضدموتاژنی، 

، اثر )هاي پانکراساز جذب گلوکز و اثر محافظتی بر سلول
حفاظتی در برابر آسیب کبدي، اثرات محافظتی و بهبودي 
در التهاب شکمی، اثرات مثبت بر بینایی، فعالیت 

م بر روي بیماري سیستتأثیرضدباکتریایی و ضدویروسی و 
ازبرخورداريدلیلولیک به]. 5- 6[باشدعصبی

صنایعدرايویژهجایگاههاپروآنتوسیانینوبیوفلاونوئیدها
وعروقی- قلبیهايبیماريدرمانجهتکهدارددارویی

موردطبیعیهاياکسیدانآنتیازغنیمنبععنوانبهنیز
مربوط بهولیک اثرات مهم گیاه . گیردمیقراراستفاده

هاست که به مقدار زیاد در فلاونوئیدها و پروآنتوسیانیدین
داخل C، ویتامیناین ترکیبات].7-8[گیاه وجود دارند

ها جلوگیري سلول را افزایش داده و از شکنندگی مویرگ
فلاونوئیدهاي این گیاه داراي خاصیت قوي . کنندمی

ها استحکام تثبیت کلاژن بوده و درنتیجه به تاندون
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هاي دهان و دندان و ورم در بیماري،همچنین.بخشندمی
مفاصل و استخوان که کلاژن در معرض تخریب قرار 

. تواند از آن جلوگیري کندگیرد، ترکیبات این گیاه میمی
ولیک در . هاي قوي هستندمواد مذکور از ضداکسیدان
هاي قلبی، کاهش کلسترول کاهش فشار خون، ضدحمله

قلب بسیار موثر است و به طور سرم و تقویت حرکات 
اي در اروپا براي کاهش فشار خون و به عنوان گسترده

از نظر کلینیکی داروي . شودمقوي قلب مصرف می
مناسبی براي پرفشاري خون، تصلب شرائین و احتقان 

، گل.باشد، ضعف عضلات قلب و نارسایی کرونر میقلب
نظمی و ، بیولیک، براي درمان فشارخون بالابرگ و میوه

هاي د و بنا به گزارشنروتند شدن حرکات قلب به کار می
ولیک در . موجود، این گیاه ضداسپاسم و مسکن است

معالجه تصلب شرائین و آنژین نیز کارآیی داشته است
]10 -9[.

باشد که گاهی میمتر2- 5اي به ارتفاع ولیک درختچه
در نواحی درختان ولیک . رسدمتر نیز می10به بیش از 

میوه . رویندتر و گرمتر میهاي جنگلی مناطق پستحاشیه
]. 11[رسد هاي ولیک در اوایل تا اواسط پاییز میاکثر گونه

Crataegus elbursensis ،با نام محلی سیاه ولیک
ترین گونه ولیک بومی ایران بوده که به فراوانی در فراوان
ا توجه به ب. شودهاي نواحی شمال کشور یافت میجنگل

که تاکنون هیچ گزارشی مطالب ذکر شده در بالا و این
مبنی بر استخراج ترکیبات فنولی، فلاونوئیدي و 

هاي آنتوسیانینی میوه ولیک و ارزیابی فعالیت
هاي ایرانی در ویژه گونهه میکروبی، باکسیدانی و ضدآنتی

. منابع علمی وجود ندارد

ی پتانسیل ضد هدف از این پژوهش بررسبنابراین،
و نیز ارزیابی فعالیت C. elbursensisرادیکالی عصاره میوه 

هاي پاتوژن و ضد میکروبی این عصاره علیه برخی باکتري
.عامل فساد مطرح مواد غذایی بوده است

هامواد و روش
در آزمایشگاه 1390این مطالعه آزمایشگاهی در سال 

غذایی دانشگاه تجزیه مواد غذایی، دانشکده علوم و صنایع 
. علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان انجام گرفت

شناسایی گونه ولیک مورد بررسی، با استفاده از نظر 
اساتید مرکز تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی استان 

و نیز فلور رنگی دکتر احمد ) بخش هرباریوم(گلستان 
.قهرمان انجام پذیرفت

تحقیقایندرولیکسیاههايمیوه: عصارهسازيآماده
آوندرگرگانکلاتهشصتجنگلازآوريجمعازپس
آزمون،جهت. گردیدندخشکگرادسانتیدرجه40

40مشباالکازوتبدیلریزذراتبهآسیابباهامیوه
درخیساندنروشبافنولیعصارهسپس. شدندگذرانده

دما تأثیربه منظور بررسی . گردیدتهیه% 80استونحلال
بر میزان استخراج ترکیبات زیست فعال از بافت میوه، 

صورتبدین. عمل استخراج در دو سطح دمایی انجام شد
وافزودهمیوهپودرگرم10بهحلاللیترمیلی100که،

25دو سطح دمایی درساعت18مدتبهحاصلهمخلوط
. شدزدههمشیکردارانکوباتورگراد درسانتیدرجه50و

صافیکاغذوسیلهبهجامدبخشمرحله،اینازبعد
هاي جهت ارزیابی فعالیت،سپس. گردیدجدامعمولی

اکسیدانی و ضدمیکروبی عصاره میوه ولیک، عصارهآنتی
تحت خلاء درچرخانکنندهتبخیروسیلهاستخراجی به

توسطنهایتدروتغلیظگراددرجه سانتی40دماي
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زمانتاوشدندبدیلتپودربهانجماديکنخشک
-18فریزردرهوابهنفوذقابلغیرظروفدراستفاده

].12[گرفت قرارگرادسانتیدرجه
میزان تام ترکیبات فنولی :گیري ترکیبات فنولی تاماندازه

با روش فولین سیوکالتو اندازه گیري شد و نتایج بر حسب 
روش]. 13[گرم اسید گالیک در گرم عصاره بیان شد میلی

گیرياندازههايروشترینمتداولازفولین سیوکالتو
احیاءروش،ایندرکاراساس. باشدمیفنولیترکیبات

وقلیاییمحیطدرفنولیترکیباتتوسطفولینمعرف
درراجذبحداکثرکهاسترنگآبیکمپلکسایجاد
طور خلاصه در ه ب.دهدمینشاننانومتر760موجطول

میکرولیتر از محلول عصاره درون لوله 20این روش، 
میکرولیتر 100لیتر آب مقطر و میلی160/1آزمایش با 

. معرف فولین سیوکالتو مخلوط شدند
میکرولیتر محلول 300دقیقه، 8تا 1بعد از گذشت 
به محتواي لوله ) حجمی/وزنی% 20(کربنات سدیم 

دن، هاي آزمایش بعد از تکان دالوله. آزمایش افزوده شد
قرار گرفته و گراددرجه سانتی40درون حمام آب با دماي 

ها با دستگاه دقیقه جذب آن30پس از گذشت 
براي . نانومتر خوانده شد760اسپکتروفتومتر در طول موج 

اي از این اسید، محلول پایهرسم منحنی استاندارد گالیک
. لیتر تهیه گردیدمیکروگرم بر میلی100ماده با غلظت 

و ...،10،20(هاي مختلف س از این محلول پایه غلظتسپ
آماده گردید و پس از انجام ) یترلمیکروگرم بر میلی100

مراحل مختلف مطابق روش ذکر شده در بالا مقدار جذب 
پس از رسم منحنی کالیبراسیون . ها خوانده شدنمونه

گالیک اسید، با قرار دادن مقدار جذب عصاره در معادله 
تام موجود به منحنی استاندارد، مقدار فنلخطی مربوط

ها بر اساس معادل در نهایت، داده. محاسبه شددر عصاره
.اسید بر گرم عصاره بیان گردیدگرم گالیکمیلی

میزان فلاونوئید تام : گیري ترکیبات فلاونوئیدي تاماندازه
در . گیري شدبه روش رنگ سنجی آلومینیوم کلرید اندازه

5/1لیتر از محلول عصاره با میلی5/0یزان این روش م
لیتر آلومینیوم کلرید میلی1/0، %95لیتر اتانول میلی

8/2لیتر استات پتاسیم یک مولار و میلی1/0، 10%
ها بعد از نگهداري نمونه. لیتر آب مقطر مخلوط گردیدمیلی

415دقیقه، جذب مخلوط در 30در دماي اتاق به مدت 
از کوئرستین به منظور رسم منحنی . شدنانومتر خوانده

گرم استاندارد استفاده شد و نتایج بر حسب میلی
بدین صورت که . کوئرستین در هر گرم عصاره بیان شد

میکروگرم بر 100اي از این ماده با غلظت محلول پایه
. لیتر تهیه گردیدمیلی

و ...،10،20(هاي مختلف سپس از این محلول پایه غلظت
آماده گردید و پس از انجام ) لیتریکروگرم بر میلیم100

مراحل مختلف مطابق روش ذکر شده در بالا مقدار جذب 
پس از رسم منحنی کالیبراسیون . ها خوانده شدنمونه

کوئرستین، با قرار دادن مقدار جذب عصاره در معادله 
خطی مربوط به منحنی استاندارد، مقدار فلاونوئید تام 

ها بر اساس در نهایت، داده. محاسبه شدهموجود در عصار
. گرم کوئرستین بر گرم عصاره بیان گردیدمعادل میلی

اصول روش رنگ سنجی آلومینیوم کلرید، تشکیل 
هاي اسیدي آلومینیوم کلرید با گروه کتو و یا کمپلکس

گروه هیدروکسیل فلاونوئیدها است که این ترکیبات 
]. 14[نانومتر دارند 415بیشترین جذب را در طول موج 

میزان ترکیبات :گیري ترکیبات آنتوسیانینی تاماندازه
آنتوسیانینی تام عصاره با اسپکتروفتومتر و با روش اختلاف 
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pH)pH-differential method (دو ]. 15[گیري شد اندازه
و =1pHبا ) مولار025/0(سیستم بافر، بافر پتاسیم کلرید 

ه ب. استفاده شد=5/4pHبا ) لارمو4/0(بافر سدیم استات 
میکرولیتر از محلول 400طور خلاصه در این روش، 

لیتر از هر یک از بافرها بطور جداگانه میلی6/3عصاره با 
نانومتر 700و 510مخلوط شد و هر یک در دو طول موج 

گرم در لیتر معادل نتایج بر حسب میلی. خوانده شد
ر اساس فرمول زیر بیان گلیکوزید در عصاره ب-3-سیانیدین

:گردید
برحسبغلظت رنگدانه آنتوسیانین مونومري در عصاره

AMW)برابر است با گرم بر لیترمیلی  DF  1000)/(

 به ترتیب Aو DF ،MW ،که در فرمول بالا (1
ها، وزن مولکولی سیانیدین، ضریب مولی فاکتور رقت نمونه

مقدار جذب به . دهدان میسیانیدین و مقدار جذب را نش
:گرددصورت زیر محاسبه می

A = (A510 - A700) pH 1.0 - (A510 - A700) pH4.5

A510 وA700 510به ترتیب بیانگر جذب در طول موج
.نانومتر است700نانومتر و 

پایداري عصاره : هاي مختلفpHتعیین پایداري عصاره در 
به ترتیب با 9و 7، 4هاي pHفنولی میوه ولیک در 

بافرهاي آبی سدیم استات، سدیم فسفات و تریس با روش 
دقیقه 30. اکسیدانی کل انجام شدارزیابی ظرفیت آنتی

روش . بعد از حل شدن عصاره در بافر آزمون آغاز شد
اکسیدانی کل بر مبناي احیاي ارزیابی ظرفیت آنتی

ظرفیتی در محیط 5ظرفیتی به مولیبدن 6مولیبدن 
باشد که با تشکیل کمپلکس سبز رنگ یاسیدي م

. نانومتر همراه است695فسفومولیبدن با بیشینه جذب در 
1لیتر از محلول عصاره با میلی1/0طور خلاصه، ه ب

مولار، فسفات 6/0اسید سولفوریک (لیتر از معرف میلی

را ) مولارمیلی4مولار و آمونیوم مولیبدات میلی28سدیم 
یخته و پس از محکم نمودن در لوله در لوله اپندورف ر
95ساعت در حمام آب با دماي 5/1اپندروف به مدت 

پس از سرد کردن، جذب . گراد قرار گرفتدرجه سانتی
].16. [نانومتر خوانده شد695ها در طول موج نمونه

-diphenyl-1-2,2)ارزیابی فعالیت مهار رادیکال آزاد 

picrylhydrazil)DPPH :2،2 -پیکریل -1- لدي فنی
، رادیکال چربی دوستی است که داراي )DPPH(هیدرازیل 

در آزمون . نانومتر است517جذب بیشینه در طول موج 
DPPHاکسیدانی با نتیهاي هیدروکسیل ترکیبات آ، گروه
منجر به کاهش DPPHهاي آزاد به رادیکالHدادن 

گردند که با تغییر رنگ محلول میDPPHهاي مولکول
در . از رنگ بنفش تیره به زرد روشن همراه استواکنش 

. یابدنانومتر کاهش می517نتیجه جذب در طول موج 
DPPHنانومتر بیانگر مقدار 517جذب در طول موج 

.مانده استباقی
، 50(هاي مختلف هایی با غلظتبراي این منظور، محلول

از عصاره ) لیترمیکروگرم در میلی500و 250، 100، 75
BHT)Butylatedاکسیدان سنتزي یز آنتیو ن Hydroxy

Toluene (لیتر از یک میلی. در حلال متانول آماده شدند
مولار معادل با با غلظت یک میلی(DPPHمحلول متانولی 

لیتر از عصاره افزوده و میلی3به ) گرم میلی394/0
هاي آزمایش به لوله. زده شدمخلوط حاصله به شدت هم

بعد از این . یقه در محل تاریک قرار گرفتنددق30مدت 
. نانومتر خوانده شد517میزان جذب در طول موج ،مدت

3لازم به ذکر است که در نمونه کنترل، عصاره با 
در نهایت درصد مهار . لیتر متانول جایگزین شدمیلی

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.1

73
53

16
5.

13
93

.1
3.

1.
3.

4 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

l.r
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

2-
19

 ]
 

                             5 / 14

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.17353165.1393.13.1.3.4
http://journal.rums.ac.ir/article-1-1546-fa.html


...ارزیابی ترکیبات تام فنولی، فلاونوئیدي، آنتوسیانینی و58

1393، سال 1، شماره 13دوره مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

توسط عصاره با فرمول زیر محاسبه DPPHهاي رادیکال
:گردید

ل آزاددرصد مهار رادیکا = (Ac-As)/Ac100

به ترتیب جذب کنترل و جذب Asو Acکه در این رابطه 
].17[باشند نمونه می

ارزیابی فعالیت ضد میکروبی عصاره استونی حاصل از 
هاي گرم مثبت مورد بررسی در باکتري:میوه کامل ولیک

، )1023PTCC(باسیلوس سابتیلیساین مطالعه شامل 
و ) 1435PTCC(میدیساستافیلوکوکوس اپیدر

1330(اشریشیاکلیهاي گرم منفی شامل باکتري
PTCC( ،سالمونلا انتریکا)1639PTCC ( و شیگلا

هاي خالص این سویه. بودند) 1188PTCC(دیسانتري 
هاي صنعتی ها و باکتريها از مرکز کلکسیون قارچباکتري

. ایران خریداري شدند
MIC= Minimum(حداقل غلظت مهارکنندگی 

Inhibitory Concentration ( و حداقل غلظت کشندگی
)MBC= Minimum Bactericidal Concentration (

Broth(سازي در چاهک عصاره با استفاده از روش رقت

MicroDilution (در این روش. مورد بررسی قرار گرفت،
غلظت از عصاره با سه تکرار وجود 9امکان بررسی همزمان 

اي خانه96هاي استریل ن منظور از پلیتبراي ای. دارد
آزمایشات در سه تکرار و در سه زمان مختلف . استفاده شد

محلول پایه عصاره در محیط کشت مولرهینتون . انجام شد
سولفوکساید تهیه و با عبور از فیلتر متیلبراث و دي

هاي غلظت،سپس. میکرون استریل گردید22/0سرنگی 
با ) لیترمیکروگرم در میلی156/0- 40(مختلف عصاره 

سازي محلول پایه با محیط کشت مولرهینتون براث رقیق
هاي باکتري از محیط سازي سویهجهت فعال. تهیه گردید

اث استفاده شد و کشت تازه کشت مولرهینتون بر
ساعت قبل از انجام آزمایش در محیط کشت 24ها باکتري

.نوترینت آگار تهیه گردید
5/0معادل رقت ) cfu/ml106(میکروبی سوسپانسیون 
cfu= colony forming(فارلند تهیه گردید استاندارد مک

unit .(24ها میکروپلیت به مدت بعد از پرکردن چاهک
گراد قرار داده شد و درجه سانتی37ساعت در انکوباتور 

نانومتر 630سپس میزان کدورت در طول موج 
که در آن کدروتی دیده اياولین خانه. گیري شداندازه

در نظر ) MIC(نشد به عنوان حداقل غلظت مهارکنندگی 
ها هیچ کدروتی مشاهده هایی که در آناز خانه.گرفته شد

میکرولیتر به محیط کشت مولرهینتون 10نشد به میزان 
37ساعت در انکوباتور 24آگار منتقل گردید و به مدت 

غلظتی که در آن گراد نگهداري شد و اولیندرجه سانتی
هیچ رشدي مشاهده نشد به عنوان حداقل غلظت 

].18[تعیین گردید ) MBC(کشندگی 
ها با استفاده در این پژوهش، داده: تجزیه و تحلیل آماري

تیمارها در سه تکرار در قالب طرح کاملاً(از آنالیز واریانس 
مقایسه میانگین ،همچنین. تجزیه و تحلیل شدند) تصادفی
اي دانکن در سطح ا با استفاده از آزمون چند دامنهتیماره

الیزهاي کلیه آن. صورت گرفت) α=05/0% (5اطمینان 
. انجام شد1/9نسخه SASافزار آماري با استفاده از نرم

.باشدمی0001/0معادل با P-valueمیزان 

نتایج 
میزان تام ترکیبات فنولی : مقدار تام ترکیبات فنولی

میوه ولیک بر مبناي مقادیر جذب ناشی از عصاره استونی
واکنش عصاره با معرف فولین سیوکالتو و بر اساس مقایسه 

هاي استاندارد گالیک اسید و بر طبق معادله آن با محلول
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دست آمده از منحنی استاندارد گالیک اسید ه خط ب
)998/0 =r2،0116/0 +x0669/0=y ( محاسبه گردید
). 1شکل(

گیري منحنی استاندارد گالیک اسید جهت اندازه-1نمودار 
ترکیبات فنولی تام عصاره میوه ولیک

مقادیر فنول تام استخراج شده از عصاره میوه ولیک در دو 
18گراد در مدت زمان درجه سانتی50و 25سطح دمایی 

نتایج نشان داد که در دماي . ساعت استخراج تعیین گردید
ترکیبات فنولی بیشتري گراد میزاندرجه سانتی50

از ) گرم گالیک اسید در گرم عصارهمیلی96/3±75/100(
گراد درجه سانتی25بافت میوه نسبت به دماي 

از ماده گیاهی ) گرم در گرم عصارهمیلی44/3±44/69(
لذا استخراج ترکیبات میوه در شرایط . استخراج گردید

گراد منجر به خروج بیشتر درجه سانتی50دمایی 
.گرددترکیبات فنولی از بافت میوه می

ارزیابی مقدار تام ترکیبات فلاونوئیدي و آنتوسیانینی 
میزان تام ترکیبات فلاونوئیدي عصاره میوه به :عصاره

پس از . گیري شداندازهروش رنگ سنجی آلومینیوم کلرید 
قرار دادن میزان جذب عصاره میوه در معادله خط منحنی 

) r2،0035/0-x603/14=y=999/0(استاندارد کوئرستین
شکل (محاسبه میزان ترکیبات فلاونوئیدي صورت گرفت 

2 .(

گیري ترکیبات منحنی استاندارد کوئرستین جهت اندازه- 2نمودار
فلاونوئیدي تام عصاره میوه ولیک

مقدار تام ترکیبات فلاونوئیدي و آنتوسیانینی استخراج 
ساعت و در 18ن شده از میوه ولیک در طی مدت زما

گراد به ترتیب درجه سانتی50دماي استخراج 
گرم کوئرستین در گرم عصاره و میلی09/0±14/2
گرم سیانیدین در گرم عصاره میلی10/0±86/0

اي ن عصاره حاوي مقادیر قابل ملاحظهای. گیري شداندازه
هاي آنتوسیانینی از ترکیبات فلاونوئیدي و غنی از رنگدانه

.بود
هاي pHزیابی پایداري عصاره فنولی میوه ولیک در ار

اکسیدانی عصاره استونی میوه ولیک فعالیت آنتی: مختلف
اکسیدانی کل با روش ظرفیت آنتی9و 7، 4هاي pHدر 

لیتر از عصاره به ترتیب میکروگرم در میلی500در غلظت 
گیري اندازه82/0±002/0و 009/0±85/0، 01/0±81/0
اکسیدانی عصاره استونی در هر سه آنتیفعالیت . شد

محیط اسیدي، خنثی و قلیایی یکسان بود و اختلاف 
یکسان بودن اعداد ). p>05/0(داري با هم نداشتند معنی

بیانگر این است که pHجذب مربوط به هر سه نوع 
هاي مختلف تغییري pHاکسیدانی عصاره در خاصیت آنتی

هاي pHه عصاره در ترکیبات موثر،در واقع. نکرده است
در نتیجه به علت . اکسیدانی مشابهی دارندمتفاوت اثر آنتی
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توان از عصاره هاي مختلف، میpHپایداري بالاي عصاره در 
.میوه در رنج وسیعی از مواد غذایی و دارویی استفاده نمود

خاصیت : توسط عصارهDPPHتوانایی مهار رادیکال 
DPPHیله معرف ضدرادیکالی عصاره میوه ولیک به وس

3نتایج به دست آمده حاصل از . مورد ارزیابی قرار گرفت
. آمده است3بار تکرار به صورت مقایسه میانگین در شکل 

توسط DPPHمقایسه میانگین درصد مهارکنندگی رادیکال - 3شکل 
هاي مختلفدر غلظتBHTاکسیدان سنتزي میوه ولیک و آنتیعصاره

در هر غلظت بیانگر اختلاف ) bو aحروف دانکن (حروف غیر مشابه 
.است% 5دار در سطح اطمینان معنی

DPPHنتایج آنالیز واریانس درصد مهارکنندگی رادیکال 

هاي مختلف عصاره میوه ولیک و نیز در حضور غلظت
نشان داد که نوع و غلظت BHTاکسیدان سنتزي آنتی
. داردDPPHي بر مهار رادیکال آزاد دارمعنیتأثیرها نمونه

اکسیدان فعالیت ضدرادیکالی در عصاره و نیز در آنتی
که با افزایش طوريه ب. سنتزي وابسته به غلظت بود

غلظت، عصاره میوه فعالیت مهارکنندگی رادیکال آزاد 
نشان داد و BHTاکسیدان سنتزي بالاتري نسبت به آنتی

. بودBHTاکسیدان سنتزي تیاز این نظر قابل رقابت با آن
لیتر، میکروگرم در میلی500تا 50در محدوده غلظت 

اکسیدان هاي آزاد توسط آنتیدرصد مهارکنندگی رادیکال
و درصد مهارکنندگی % 04/91به 95/67، از BHTسنتزي 
به 98/29هاي آزاد توسط عصاره استونی از رادیکال

3در شکل طور که همان. درصد افزایش یافت38/93
لیتر میکروگرم در میلی500شود، در غلظت مشاهده می

فعالیت ضد رادیکالی عصاره میوه ولیک نسبت به 
بالاتر بود و از این لحاظ BHTاکسیدان سنتزي آنتی

هاي آماري نشان بررسی. عملکرد بهتري را نشان داد
اکسیدانی عصاره استونی در دهد که فعالیت آنتیمی

در سطح اطمینان BHTاکسیدان سنتزي یمقایسه با آنت
این ،بنابراین). p=0001/0(اختلاف معنی داري دارد % 5

اکسیدانی قویی است و با گونه ولیک داراي خاصیت آنتی
ت فعال شناخته ترکیبا(افزایش مواد فنولی و فلاونوئیدي 

اکسیدانی به خاصیت آنتی) اکسیدانیشده با خاصیت آنتی
. یابدي افزایش میاطور قابل ملاحظه

فعالیت ضدمیکروبی : ارزیابی فعالیت ضدمیکروبی عصاره
هاي پاتوژن و عصاره میوه ولیک بر تعدادي از باکتري

فسادزاي مواد غذایی مورد بررسی قرار گرفت و نتایج به دو 
MBCو ) کمترین غلظت مهارکنندگی(MICشکل 

نشان داده شده 1در جدول ) کمترین غلظت کشندگی(
هاي مختلف بر کلیه عصاره مورد بررسی در غلظت. ستا

هاي مورد بررسی اثرات بازدارندگی و کشندگی باکتري
هاي متفاوتی هاي مختلف پاسخداشت، اما میکروارگانیسم

هاي گرم مثبت به باکتري،در کل. به عصاره نشان دادند
هاي عصاره حساسیت بیشتري نشان دادند و از بین باکتري

نسبت به بقیه مقاومت شیگلا دیسانترينیز گرم منفی
MBC)5/2کمترین مقدار . کمتري به عصاره نشان داد

با بیشترین حساسیت به عصاره ) لیترگرم در میلیمیلی
باشد و میباسیلوس سابتیلیسمربوط به باکتري 

گرم میلیMBC)20ترین باکتري با بیشترین مقدار مقاوم
عصاره میوه ،بنابراین. بودنتریکاسالمونلا ا) لیتردر میلی

ولیک مورد بررسی از خاصیت ضدباکتریایی بالایی 
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برخوردار است که این اثر ناشی از ترکیبات فعال موجود 
عصاره غنی از ترکیبات فعال این . در عصاره میوه است

هاي میوه علاوه بر فعالیت مهارکنندگی از رشد باکتري
.ها را نیز دارا بودکتريمورد بررسی، توانایی کشندگی با

و کشندگی ) MIC(هاي بازدارندگی حداقل غلظت-1جدول 
)MBC (لیتر عصاره میوه ولیکگرم در میلیبر حسب میلی

نوع باکتري باکتري
/+) -(MICMBC

5/25/2+باسیلوس سابتیلیس
استافیلوکوکوس 

55+اپیدرمیدیس

510+لیستریا مونوسیتوژنز
1010-لیاشریشیا ک

1020-سالمونلا انتریکا
5/25-شیگلا دیسانتري

بحث
امروزه اثرات مفید مصرف برخی از منابع غذایی گیاهی 

این اثرات در نتیجه . استبر سلامت انسان به اثبات رسیده
اکسیدانی و ضدرادیکالی ترکیبات فعالیت آنتی

حاصلویژه ترکیبات فنولی ه بشیمیایی گیاهی فیتو
ها نظیر ثر بسیاري از بیماريؤشود که به پیشگیري ممی

. ]19[گردد منجر میعروقی- هاي قلبیبیماريوسرطان
در این مطالعه، عصاره استونی میوه ولیک از فعالیت 
ضدرادیکالی و ضدمیکروبی بالایی برخوردار بود که این امر 
ناشی از غنی بودن عصاره میوه از ترکیبات فنولی، 

در بررسی محتواي فنولی . ئیدي و آنتوسیانینی استفلاونو
هاي گونه دیگري از میوه اکسیدانی عصارهو فعالیت آنتی

گزارش شده است که محتواي ) C. monogyna(ولیک 
فنولی عصاره اتانولی سه برابر عصاره آبی و نیز فعالیت 

عصاره اتانولی دو برابر DPPHمهارکنندگی رادیکال آزاد 
تواند بین مقدار ترکیبات می،بنابراین]. 20[ود عصاره آبی ب

- فنولی موجود در عصاره میوه و افزایش فعالیت آنتی

اکسیدانی عصاره، همبستگی وجود داشته باشد که این 
،همچنین. گیري با گزارش ذکر شده مطابقت داردنتیجه

در تحقیقات مختلف این موضوع نشان داده شده است که 
دارویی و درمانی به دلیل متابولیسم منشا بسیاري از مواد

ها با خاصیت فنول- ثانویه در گیاهان است که پلی
ترین گروه از این اکسیدانی و ضد میکروبی مهمآنتی

در زمینه استخراج ]. 21[شوند ها را شامل میمتابولیت
هاي گیاهی، محققان بسیاري بیان ترکیبات فنولی از بافت

استخراج به طور مطلوبی میزان اند که افزایش دماينموده
دهد استخراج ترکیبات فنولی از بافت گیاهی را افزایش می

هاي گیاهی، ضعیف و دلیل این افزایش را نرم شدن بافت
کنش ترکیبات فنولی با پروتئین و پلی همشدن بر

ساکاریدها و در نتیجه خروج مقدار بیشتري از این 
در ]. 22[نستند ترکیبات از نمونه گیاهی به حلال دا

دماي خیساندن بر میزان استخراج ترکیبات تأثیربررسی 
نیز نتایج نشان داده است با (Litchi)فنولی از میوه لیچی

مقدار ترکیبات ) گراددرجه سانتی30-80(افزایش دما 
اي افزایش یافت فنولی استخراج شده به طور قابل ملاحظه

روج بیشتر ترکیبات نتایج این تحقیق نیز حاکی از خ]. 23[
فنولی از میوه ولیک با افزایش دما بود که با نتایج این 

افزایش دما بر میزان استخراج تأثیرمحققان مبنی بر 
پتانسیل . بیشتر ترکیبات فنولی مطابقت داشت

بی ترکیبات فنولی هاي ضدمیکرواکسیدانی و ویژگیآنتی
ین هاي گیاهی ناشی از نوع و غلظت اموجود در عصاره

هاي هیدروکسیل ترکیبات و نیز تعداد و موقعیت گروه
در کل، . موجود در حلقه آروماتیک این ترکیبات است

طور مستقیم میزان ه افزایش غلظت ترکیبات فنولی ب
هاي مختلف را در مهار رایکال آزاد افزایش توانایی عصاره
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هاي بالاتر ترکیبات فنولی، به دلیل در غلظت. دهدمی
هاي هیدروکسیل موجود در محیط عداد گروهافزایش ت

هاي آزاد و به واکنش، احتمال اهداء هیدروژن به رادیکال
]. 24[یابد دنبال آن قدرت مهارکنندگی عصاره افزایش می

در این تحقیق نیز، عصاره ولیک با دارا بودن مقادیر قابل 
اي از ترکیبات فنولی، فلاونوئیدي و آنتوسیانینی، ملاحظه

ت ضدرادیکالی بالایی را نسبت به ترکیب استاندارد فعالی
BHTدر بررسی فعالیت ضدمیکروبی ،همچنین. نشان داد
هاي گیاهی مختلف توسط محققان، نتایج نشان دادهعصاره

هاي گرم مثبت نسبت به است که در کل، باکتري
]. 25- 26[هاي گرم منفی حساسیت بیشتري دارندباکتري
علاوه بر لایه پپتیدوگلیکان، داراي هاي گرم منفیباکتري

سطح . باشندیک غشاي خارجی در دیواره سلولی خود می
هاي هیدروفیلی این غشا که غنی از مولکول

باشد به عنوان مانع در برابر ساکاریدي میلیپوپلی
هاي گرم اما در مورد باکتري. کندها عمل میبیوتیکآنتی

واره سلولی و غشاي مثبت، مواد ضدمیکروبی به راحتی دی
سیتوپلاسمی را تخریب کرده که منجر به نشت 

با توجه به موارد ]. 27[شوند سیتوپلاسم و انعقاد آن می
بالاتر عصاره ولیک در مورد MBCگقته شده علت 

هاي گرم منفی نسبت به انواع گرم مثبت توجیه باکتري
هاي مختلف در بررسی فعالیت ضدمیکروبی عصاره. شودمی
ت انار گزارش شده است که عصاره استونی داراي پوس

بالاترین خاصیت ضدمیکروبی است که این اثر را ناشی از 
حضور ترکیبات فنولی و فلاونوئیدي فعال در عصاره این 

اگرچه فعالیت ضدمیکروبی بسیاري از ]. 28[گیاه دانستند 
هاي گیاهی مورد مطالعه قرار گرفته است، اما عصاره

-ها گزارش نشدهیسم دقیق ضدمیکروبی آنتاکنون، مکان

ها است که به دلیل اختلاف ساختار دیواره سلولی باکتري

و نوع ترکیبات ضدمیکروبی موجود در عصاره گیاهی است 
مکانیسم عمده و اصلی فعالیت ضدمیکروبی ]. 29[

هاي گیاهی، تخریب دیواره سلولی، آسیب به غشاي عصاره
شایی، کوآکولاسیون هاي غسیتوپلاسمی و پروتئین

سیتوپلاسم، نشت محتواي درون سلولی و درنتیجه مرگ 
].30[سلول باکتري توسط ترکیبات فنولی بیان شده است

هاي طبیعی به عنوان مواد در نتیجه، استفاده از فرآورده
ضدباکتریایی روشی مناسب جهت کنترل حضور 

ایی غذنگهداري موادهاي پاتوژن و نیز افزایش عمرباکتري
]. 31[فرآوري شده است 

گیرينتیجه
اکسیدانی بالقوه و مقادیر با در نظر گرفتن فعالیت آنتی

ها غنی از ترکیبات فنولی بویژه فلاونوئیدها و آنتوسیانین
ي این میوه در در میوه ولیک و نیز پایداري بالاي عصاره

pHتوان از عصاره این گیاه در صنعت دارو هاي مختلف، می
سنتزي و سایر هاياکسیدانبه جاي آنتیو غذا 
خیر انداختن أهاي شیمیایی جهت به تنگهدارنده

هاي پراکسیداسیون لیپید و جلوگیري از رشد پاتوژن
با توجه به اثرات نامطلوب ترکیبات . غذایی استفاده نمود

هاي باکتري شیمیایی بر سلامت انسان و نیز مقاومت سویه
ات بیشتر در زمینه کاربرد این ها، مطالعبیوتیکبه آنتی

.گرددهاي بیولوژیکی پیشنهاد میعصاره در سیستم
تشکر و قدردانی

بدینوسیله از سرکار خانم دکتر سعیده عربشاهی دلویی که 
مند ساختند و ههاي ارزنده خویش بهرما را از راهنمایی

جناب آقاي مهندس محمدعلی پورملک شاه گروه ،همچنین
گاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان که داري دانشجنگل

اند، تقدیر و تشکر هاي ارزنده نمودهها کمکآوري نمونهدر جمع
. گرددمی
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Evaluation of Total Phenolic, Flavonoid, Anthocyanin Compounds,

Antibacterial and Antioxidant Activity of Hawthorn (Crataegus

Elbursensis) Fruit Acetonic Extract

S.H. Salmanian1, A.R. Sadeghi Mahoonak2, M. Alami3, M. Ghorbani2
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Background and Objective: Crataegus elbursensis is one of the important species of Rosaceae family and

commonly found in the North of Iran. In this study, the antioxidant, antibacterial properties, total phenolic,

flavonoid and anthocyanin contents in acetonic extract of Iranian Hawthorn (Crataegus elbursensis) fruits were

examined.

Materials and Methods: Extraction of fruit bioactive compound was done using %80 acetone. Total phenolic,

flavonoid and anthocyanin contents were measured spectrophotometrically. The antioxidant capacity of the

extract were assessed by DPPH (2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl) radical-scavenging activity and compared to

synthetic antioxidant BHT (at different concentration of 50, 75, 100, 250, 500 μg/ml). In addition, the stability of

the acetonic extract to pH (4, 7 and 9) and also antimicrobial activity of the extract by the broth microdilution

method was investigated. Data were analyzed using Duncan's multiple test by SAS software

Results: The extract showed higher radical scavenging activity than BHT. Also, the results of extract stability

tests in different pH showed that antioxidant activity of the extract remained constant. The extract revealed

significant antimicrobial activity against all of tested bacterial. The most efficient bactericidal activity of the

extract was against Bacillus subtilis (MBC= 2.5 mg/ml) while Salmonella enteric was the most resistant

bacterium (MBC= 20 mg/ml).

Conclusion: The results obtained in this study clearly indicate that C. elbursensis studied proved to be a rich

source of bioactive compounds with antioxidant and antimicrobial properties which could be used in food and

drug industry and serve to protect human health.
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