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  چکیده
استخراج، تقطیر با آب به کمک مایکروویو و  مختلفهاي در این تحقیق اثر روش

استخراج به کمک مایکروویو بدون حلال، بر بازدهی، ترکیبات موثره و فعالیت ضد 
لیمو در مقایسه باکتري گرم منفی) اسانس برگ به 4باکتري گرم مثبت و  4میکروبی (

یف سنج ط با روش سنتی تقطیر با آب بررسی شده است. نتایج کروماتوگرافی گازي/
درصد)  76/20- 51/23درصد)، نرال ( 54/25-53/28جرمی بیانگر آن بود که ژرانیال (

لیمو هاي برگ بهترین ترکیبات موثره اسانساصلیدرصد)  21/11- 51/12و لیمونن (
کمک مایکروویو استخراج به آمده با روش  بدست بودند. میان ترکیبات موثره اسانس

هاي تقطیر با آب و تقطیر با آب به کمک مایکروویو، روش بدون حلال با اسانس
 برگ ). فعالیت ضد میکروبی اسانسP>05/0داري وجود داشت (اختلافات آماري معنی

 آمده با روش استخراج به کمک مایکروویو بدون حلال نسبت به اسانس لیمو بدستبه
دلیل بیشتر وده که به هاي تقطیر با آب و تقطیر با آب به کمک مایکروویو بالاتر بروش

درصدي) و  96/4- 70/11ژرانیال (افزایش ترکیبات اکسیژن داري مانند بودن میزان 
باشد. در نتیجه، روش استخراج به کمک درصدي) می 09/4-24/13نرال (افزایش 

عنوان یک روش جایگزین سریع، کارآمد و انتخابگر  به توانمیمایکروویو بدون حلال را 
  .شودمی اسانس از گیاهان دارویی پیشنهاد براي استخراج

  03/04/1394تاریخ دریافت:
  07/11/1394تاریخ پذیرش:
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  مقدمه

ترین مراحل جهت بازیافت و استخراج، یکی از اساسی
انتخاب  باشد.گیاهان دارویی میسازي اسانس از خالص

 همچنینثره و وروش استخراج به نوع گیاه، مواد م
. روش تقطیر بستگی دارددرجه خلوص محصول نهایی 

 باشد.میترین روش استخراج اسانس متداول ،با آب
 استخراج بوده و علاوهزمان طولانی  نیازمنداین روش 

 استخراج شده امکان آسیب حرارتی ترکیبات ،بر این
  ). Wang & Weller, 2006( وجود دارد

  سیال فوق جدید مانند هاي استخراج روشاخیرا 
قرار  توجهصوت و مایکروویو مورد فرابحرانی، امواج 

  ها، استخراج کارگیري این روشهبا ب. اندگرفته
پذیر بیشتر امکان یتر و با سرعتوتاهک یاندر زم

   عنوان مایکروویو به ه کمکباشد. استخراج ب می
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ترکیبات مایع -کارآمد جهت استخراج جامد جایگزینی
 Fellows, 2000 Wang( شدبا میموثره گیاهی مطرح 

& Weller, 2006به کمکزایاي استخراج ). از م 
مصرف  استخراج و توان به کاهش زمانمایکروویو می

 بازدهی، افزایش کاربرد حلال، نفوذ سریع، سهولت
 مصرف کاهش و تر حرارتثر و سریعونهایی، انتقال م

 ,.Xiao et al., 2012; Ferhat et al( انرژي اشاره کرد

2006.(  
هاي انتقال حرارت در از آنجایی که یکی از روش

 باشد، اینروش استخراج به کمک مایکروویو تابش می
توانند با گرم کردن داخلی و موضعی آب امواج می

هاي درون سلولی موجبات تخریب دیواره سلولی و غده
حاوي اسانس و در نتیجه آزادسازي اسانس را فراهم 

  ).Golmakani & Moayyedi, 2015آورند (
Golmakani  همکارانو )a,b2008(  اسانس

با آویشن شیرازي و آویشن باغی را با دو روش تقطیر 
آب و تقطیر با آب به کمک مایکروویو استخراج و 

هاي حاصل از دو روش را از لحاظ کمی و اسانس
کیفی با هم مقایسه کردند. نتایج کروماتوگرافی 

دار سنج جرمی بیانگر عدم تفاوت معنیگازي/طیف
هاي مختلف بود. اسانس استخراج شده به کمک روش

 یکروویو بهدر نتیجه، روش تقطیر با آب به کمک ما
عنوان یک روش جدید نه تنها بر روي کیفیت اسانس 
اثر نامطلوبی نداشته بلکه در مقایسه با روش تقطیر با 

 1آب، منجر به کاهش قابل توجه زمان استخراج (
 24/1ساعت) و انرژي مصرفی ( 4در برابر  ساعت

کیلووات ساعت) گردید  2کیلووات ساعت در برابر 
)Golmakani & Rezaei, 2008a,b(.  

Rezvanpanah ) ضد  فعالیت )،2011و همکاران
میکروبی اسانس مرزه تابستانی استخراج شده به 

هاي تقطیر با آب به کمک مایکروویو و کمک روش
الکترومنتل بر دو باکتري استافیلوکوکوس اورئوس و 

هاي که اسانس نموده و دریافتند اشرشیاکلی را بررسی
روش فعالیت ضد باکتریایی استخراج شده با این دو 

و  Rezvanpanah et al., 2011 .(Qi( مشابهی داشتند
) اسانس برگ لوبیاي سودانی را با دو 2014همکاران (

به کمک مایکروویو  استخراجروش تقطیر با آب و 
استخراج کردند و فعالیت ضد باکتریایی  1بدون حلال

                                                
1 Solvent-free microwave extraction 

که آنها را مورد بررسی قرار دادند. آنها نشان دادند 
هاي مایکروویو بدون حلال  بازدهی استخراج در روش

ساعت) به ترتیب  5دقیقه) و تقطیر با آب ( 44(
درصد وزنی/وزنی بود. همچنین  296/0و  330/0

دریافتند که اسانس برگ لوبیاي سودانی استخراج 
شده با روش مایکروویو بدون حلال فعالیت ضد 

 ,.Qi et alتري از خود نشان داد (میکروبی قوي

2014 .(  
پذیر از خانواده خزان اي استدرختچه 2ولیمبه

رسد. متر نیز می 2-3پسند که ارتفاع آن به  شاه
رنگ به هاي این گیاه به صورت کشیده و سبز کم برگ

 متر بوده که عموما به صورتسانتی 10تا  7طول 
ها گیرند. برگتایی بر روي ساقه قرار میهاي سهدسته

کنند. پودر برگ آوري میتابستان جمع را در اواخر
گیاه به رنگ سبز و داراي بوي معطر، تند، کمی تلخ و 

 يهارگب .)1394(مظفریان، باشد  شبیه بوي لیمو می
هاي دور  و از سال بودهاین گیاه داراي خواص درمانی 

مریکاي جنوبی و اروپایی در آدر طب سنتی کشورهاي 
از جمله  است. شتهها نقش بسزایی دادرمان بیماري

توان به لیمو میخواص دارویی دم نوش برگ به
و  درمان صرع نفخ، هاضمه،ءسو درمان بر،خاصیت تب

 ،و علایم سرماخوردگی سرگیجه دردهاي عصبی،
 ،)Pascual et al., 2001( غذا کمک کننده به هضم

ی آن ضداسهالو  گوارشی ن اختلالاتدرما
)Velazquez et al., 2006 (.اشاره نمود  

هاي گیاهی ترکیباتی طبیعی، پیچیده و با اسانس
عطر شدید هستند که در گیاهان دارویی به عنوان 

وسیله  ها بهشوند. اسانسهاي ثانویه تولید میمتابولیت
هاي هوایی، دانه، هاي مختلف گیاه مانند اندامقسمت

ها داراي شوند. اسانسگل، برگ و میوه سنتز می
ضد باکتري، ضد ویروسی و ضد قارچی بوده و  فعالیت

غذایی کاربرد فراوانی دارند  در پزشکی و صنایع
)Shareef, 2011( .درصد  9/0- 5/1لیمو داراي برگ به

تر از آب و زرد رنگ باشد. این اسانس سبکمی اسانس
باشد. بسته به زمان کاشت، با عطري مشابه لیمو می

ستخراج، نوع و مقدار برداري و ابرداشت، شیوه نمونه
لیمو متفاوت ترکیبات موجود در اسانس برگ به

هاي خارجی ترکیبات عمده باشد. اگرچه در نمونه می
                                                
2 Aloysia citrodora 
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، 1لیمو شامل سیترالموجود در اسانس برگ به
باشند اما می 5سینئول-1،8و  4، نرال3، ژرانیول2لیمونن

هاي ایرانی ترکیبات عمده این اسانس شامل  در نمونه
و آلفا  7ال -3-اکتان-1، نرال، 6لیمونن، ژرانیال

   .)1394(مظفریان،  باشندمی 8کورکومن
هاي مختلف هدف از این تحقیق مقایسه اثر روش

لیمو به کمک مایکروویو با استخراج اسانس برگ به
روش متداول تقطیر با آب و بررسی ترکیبات موثره و 

 هاي استخراج شدهفعالیت ضد میکروبی اسانس
  باشد. می

  
  هامواد و روش

  سازي نمونه آماده
شهریور  20هاي استان فارس در از باغ لیموبرگ به
لیمو توسط آوري گردید. جنس و گونه به جمع 1391

شناسی دانشگاه  زیست متخصصین هرباریوم بخش
تأیید قرار گرفت.   مورد 2500شیراز با شماره ثبت 

در دماي  هاي این گیاه با روش دستی جدا وبرگ
درجه سلسیوس) و رطوبت نسبی  30±2محیط (

میزان  روز خشک شدند. 3درصد به مدت  1±10
 AACCاستاندارد  19-44ها طبق روش  رطوبت نمونه

درجه  105با استفاده از آون آزمایشگاهی و در دماي 
گیري گردید  سلسیوس تا رسیدن به وزن ثابت اندازه

)AACC, 1983لیمو خشک ). میزان رطوبت برگ به
بر درصد بود. تمام نتایج این تحقیق  33/5±31/0شده 
  اند.لیمو گزارش شدهوزن خشک برگ به اساس

  
  لیمو استخراج اسانس برگ به

  روش تقطیر با آب به کمک الکترومنتل
  روش تقطیر با آب به کمک الکترومنتل یکی از 

باشد. هاي مرجع و متداول استخراج اسانس میروش
انتقال حرارت فقط به صورت هدایت و  در این روش

جابجایی صورت پذیرفته و نمونه و آب با حرارت تولید 
شوند. حرارت وسیله انرژي الکتریکی گرم می شده به

                                                
1 Citral 
2 Limonene 
3 Geraniol 
4 Neral 
5 1,8-Cineole 
6 Geranial 
7 1-octan-3-ol 
8 α-Curcumene 

هاي حاوي اسانس و در نتیجه خروج باعث تخریب غده
ها در شرایط یکسان بر روي گردد. استخراجاسانس می

لیتر آب میلی 450لیمو و گرم برگ خشک شده به 50
و  9:1مقطر با نسبت جامد:مایع (نمونه:آب) برابر با 

وات تا تکمیل فرایند استخراج  335توان الکترومنتل 
  دقیقه) انجام پذیرفت.  120اسانس (

  
  با آب به کمک مایکروویو ریروش تقط

 ویکروویآب به کمک ما با ریاستخراج تقطروش اساس 
 الکترومنتلدستگاه  هلیوس همانند استخراج به

روش استخراج، منبع  نیتفاوت که در ا نیبا ا باشد یم
 ویکرووی، امواج ماکن برقیجاي گرمبه حرارت دیتول
 یک مایکروویو خانگی تغییراز  روش نیدر ا .باشد یم

، ساخت کشور W 3140یافته (سامسونگ، مدل 
وات استفاده  1000مالزي) و حداکثر توان خروجی 

-گرم برگ به 50روش از  نیدر ا (الف)). 1(شکل  شد
با نسبت  مقطر آب تریلیلیم 450خشک شده و  مویل 

وات  1000توان  و 9:1جامد:مایع (نمونه:آب) برابر با 
 کامل استخراج يبرادقیقه  10به مدت  ویکروویما

  . گردید استفاده مویلبهبرگ  اسانس
  

  روش استخراج به کمک مایکروویو بدون حلال
استخراج با این روش همانند استخراج با روش اساس 

 1باشد (شکل تقطیر با آب به کمک مایکروویو می
امواج مایکروویو سبب افزایش دماي آب موجود  (ب)).

هاي لیمو و به دنبال آن تورم و پارگی غدهدر برگ به
گرم  250 روش از نیدر اگردند. حاوي اسانس می

با نسبت  مقطر آب تریلیلیم 250 و تازهي مویل  برگ به
 به ویکروویوات ما 1000توان  و 1:1نمونه:آب برابر با 

 مویلبهبرگ استخراج اسانس  يبرادقیقه  5مدت 
  .شد استفاده
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ز لیمو با استفاده اتعیین ترکیب اسانس برگ به
  کروماتوگرافی گازي/طیف سنج جرم

وسیله سولفات سدیم بی  هاي استخراج شده بهاسانس
لیتر نرمال هگزان وسیله یک میلی آب، خشک و به

رقیق شدند. پس از مخلوط کردن کامل اسانس با 
حلال، یک میکرولیتر از آن، به دستگاه کروماتوگرافی 

   تزریق گردید. (GC/MS)گازي/طیف سنج جرمی 
روماتوگرافی کشامل دستگاه  GC/MS دستگاه

  ، ساخت Agilent Technologies 7890Aگازي (مدل 
 مدل(شور آمریکا) و طیف سنج جرمی ک

AgilentTechnologies 5975C (ساخت کشور آمریکا ،
درجه سلسیوس  280بود. دماي قسمت تزریق نمونه، 

با سرعت جریان  )99/99و گاز مورد استفاده، هلیم (%
 لیتر در دقیقه بود. سیستم در حالت تقسیمیک میلی

(مدل تنظیم شده بود. ستون  1:100با نسبت تقسیم 
HP-5MS متر، قطر داخلی  30)، از نوع مویینه با طول

میکرومتر بود.  25/0متر و ضخامت فیلم میلی 25/0
درجه سلسیوس در دقیقه، از  3دماي ستون، با سرعت 

درجه سلسیوس افزایش  210درجه سلسیوس به  60
درجه  20یافت. بلافاصله پس از آن با سرعت 

جه سلسیوس در 240سلسیوس در دقیقه به دماي 
دقیقه در این دما نگهداري  5/8رسانده شد و به مدت 

دقیقه). زمان تأخیر  60شد (کل زمان اجرایی دستگاه: 
دقیقه، دامنه جرم  3حلال در شناساگر طیف جرمی 

amu 550-45 درجه  230، دماي منبع طیف جرمی
درجه  150سلسیوس، دماي کواد طیف جرمی 

رجه سلسیوس د 280سلسیوس و دماي خط انتقال 
  بود.

دست آوردن  پس از انجام تزریقات و به
یک از  قدار هرها، شناسایی و تعیین م کروماتوگرام

انجام شد.  از طیف جرمی آنها ترکیبات با استفاده
 بر اساسبه طیف سنج جرمی تعیین نوع ماده ورودي 

 Wiley Registry 10thاي وایلیهاي کتابخانهداده

Edition/ NIST 2012 Mass(Spectral Library 

(Upgrade)) ISBN: 978-1-118-61613-0) صورت (
گرفت. جهت محاسبه شاخص ماند، نمونه استانداردي 

هاي تحت همان برنامه دمایی و ستون از نرمال آلکان
تزریق شد. شاخص ماند ترکیبات  GC/MSبه دستگاه 

لیمو با استفاده از زمان ماند  موجود در اسانس برگ به
  هاي تزریق شده، تعیین گردید.ل آلکاننرما

  
  لیموخاصیت ضد میکروبی اسانس برگ به

لیمو، براي ارزیابی اثر ضد میکروبی اسانس برگ به
ي ممانعت از رشد، حداقل غلظت بازدارندگی قطر هاله

 هاي (الف) تقطیر با آب به کمک مایکروویو و ب) مایکروویو بدون حلال.دستگاه استخراج اسانس با روش -1شکل 
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)MIC(1 و حداقل غلظت باکتري ) کشیMBC(2  بر
باکتري گرم مثبت استافیلوکوکوس اورئوس  4روي 

)1112PTCC:) 1154)، باسیلوس سرئوسPTCC: ،(
)، لیستریا :1059PTCCلوکونوستوك مزونتروئیدس (

باکتري گرم منفی  4) و :1298PTCCمونوسایتوژنز (
)، سالمونلا تایفی :1276PTCCکلی (اشرشیا

)1609PTCC:) 1221)، انتروباکتر آئروژنزPTCC: و (
) بررسی گردید. :1694PTCCسودوموناس پوتیدا (

 ها در آزمایشگاهسازي تمامی سوشري و آمادهنگهدا
میکروبیولوژي بخش علوم و صنایع غذایی دانشگاه 

  شیراز انجام پذیرفت. 
  

  گیري قطر هاله عدم رشداندازه
لیمو برگ به  براي ارزیابی فعالیت ضد میکروبی اسانس

روش ارزیابی انتشار دیسک استفاده شد  از
)Andrews, 2001.(  گیري قطر هاله اندازهبه منظور

یک از  از هر cfu/ml 106×5/1عدم رشد، ابتدا غلظت 
ها با روش سطحی بر روي پلیت مولر هینتون باکتري

آگار کشت گردید. سپس، بر روي سطح هر یک از 
 4/6هاي شاهد استریل (با قطر ها دیسکپلیت
متر) قرار داده شد. بر روي سطح هر یک از  میلی

ها تزریق میکرولیتر از هر یک از اسانس 10ها دیسک
ها تا زمان رشد کامل نمونه گردید. در ادامه پلیت

درجه سلسیوس  37±2 کنترل منفی در دماي
گیري اندازه گذاري و قطر هاله عدم رشدگرمخانه

  .گردید
  

بازدارندگی و حداقل گیري حداقل غلظت اندازه
  کشی  غلظت باکتري

بازدارندگی و حداقل براي تعیین حداقل غلظت 
در حساسیت تعیین  روشاز  ،کشی غلظت باکتري

 ,.Rezvanpanah et al( استفاده گردیدمحیط مایع 

گیري حداقل غلظت منظور اندازه ). به2011
سازي در ها از روش رقتبازدارندگی هر یک از اسانس

ترین غلظتی از خانه استفاده شد. پایین 96 پلیت
 نگردید، به هرشدي در آن مشاهدگونه اسانس که هیچ

عنوان حداقل غلظت بازدارندگی انتخاب گردید. در 

                                                
1 Minimum inhibitory concentration 
2 Minimum bactericidal concentration 

منظور تعیین حداقل غلظت  مرحله بعد به
کشی براي هر باکتري، سه خانه آخري  باکتري

ا ه(مربوط به حداقل غلظت بازدارندگی) که در آن
گونه رشدي مشاهده نشده بود، بر روي سطح هیچ

ترین غلظت گار کشت و پایینمحیط مولر هینتون آ
 گونه رشدي در آن مشاهده نگردید، به پلیتی که هیچ

  کشی انتخاب گردید.عنوان حداقل غلظت باکتري
  

  تجزیه و تحلیل آماري
تمامی آزمایشات در سه تکرار انجام و نتایج حاصل به 

انحراف از استاندارد  ±صورت میانگین سه تکرار 
ها با استفاده از تحلیل دادهتجزیه و گزارش گردیدند. 

دستورالعمل  بر اساسو  1/9 نسخه SAS نرم افزار
GLM هايو با آزمون مقایسه میانگین LSD  در سطح

درصد انجام گرفت. نمودارهاي مربوطه  95اطمینان 
 Microsoft Office Excel 2010افزار با استفاده از نرم

  ترسیم گردیدند. 14نسخه 
  

  نتایج و بحث 
  لیموبازدهی و زمان استخراج اسانس برگ به
لیمو در روش زمان تکمیل استخراج اسانس برگ به

دقیقه، در  120تقطیر با آب به کمک الکترومنتل 
دقیقه و در  10روش تقطیر با آب به کمک مایکروویو 

دقیقه بود. استفاده از  5روش مایکروویو بدون حلال 
درصدي زمان  90مایکروویو منجر به کاهش بیش از 

است. زمان استخراج در روش تقطیر  استخراج گردیده
دلیل انتقال سریع و  با آب به کمک مایکروویو به

باشد. البته با توجه به تر میتر حرارت، کوتاههمگن
هاي لیمو، روشثابت بودن مقدار اسانس در برگ به

تقطیر با آب به کمک الکترومنتل و مایکروویو و 
ون حلال تأثیري بر مقدار نهایی اسانس مایکروویو بد

 26/1±04/0و  21/1±04/0، 26/1±08/0ترتیب  (به
درصد) نداشته و استخراج به کمک مایکروویو تنها 

این نتایج با است.  باعث کاهش زمان استخراج شده
) که 2011و همکاران ( Rezvanpanahهاي یافته

تابستانه با نشان دادند بازدهی استخراج اسانس مرزه 
هر دو روش تقطیر با آب به کمک الکترومنتل و 

باشد، وزنی) می-درصد وزنی 1/3مایکروویو یکسان (
  .)Rezvanpanah et al., 2011( مطابقت دارد
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  لیمو برگ بهترکیبات اسانس 
 هايروشکمک استخراج شده به  لیمواسانس برگ به

و  مایکروویوو  الکترومنتل با آب به کمک تقطیر
وسیله  به ه کمک مایکروویو بدون حلالب استخراج

دستگاه کروماتوگرافی گازي/طیف سنج جرمی مورد 
ترکیب  21). مجموعاً 1(جدول  ندارزیابی قرار گرفت

 99 وجود دارد که بیش از لیمودر اسانس برگ به
لیمو (بر ترکیبات موجود در اسانس برگ به درصد

تشکیل را وگرام) مبناي سطح زیر پیک اجزاي کرومات
ات ترکیب ژرانیال، نرال و لیمونن ترکیب سه .دهندمی

ژرانیال  دهند.لیمو را تشکیل میبرگ بهاسانس عمده 
لیمو ترین ترکیب موجود در اسانس برگ بهاصلی

باشد. بعد از ژرانیال، نرال درصد) می 53/28-54/25(
درصد در رتبه دوم و لیمونن با  76/20- 51/23با 
 ایندرصد در رتبه سوم قرار داشتند.  51/12-21/11

، که )1390و همکاران (حسینی  شاه هايیافته نتایج با
 GC/MS را توسط لیموبهبذر  ترکیبات اسانس

کرده بودند، مطابقت دارد. آنها نیز گزارش  شناسایی
 ترینکرده بودندکه ژرانیال، نرال و لیمونن اصلی

حسینی و باشند (شاهمیلیمو ات اسانس بذر بهترکیب
 ) ترکیبات2008و همکاران ( Lira). 1390همکاران، 

لیموي آرژانتینی را ژرانیال  اصلی شناسایی شده در به

درصد) و  10درصد)، لیمونن ( 20درصد)، نرال ( 29( 
 Liraدرصد)گزارش کردند ( 1/11( اکسید کاریوفیلن

et al., 2008 .(  
نرال) در روش  اصلی (ژرانیال وترکیبات  میزان

استخراج به کمک مایکروویو بدون حلال به شکل 
هاي استخراج به داري بیشتر بود؛ در روشمعنی
دار مانند ژرانیال و مایکروویو ترکیبات اکسیژن کمک

شوند. از آنجایی که شدت نرال بیشتر استخراج می
هاي استخراج به کمک مایکروویو استخراج در روش

تر به دار و سنگینبات اکسیژنباشد، ترکی بیشتر می
 ,Wang & Wellerشوند (مقدار بیشتري استخراج می

در روش استخراج تقطیر با چه این مقادیر  ). اگر2006
نیز بیشتر از روش تقطیر با  مایکروویو ه کمکآب ب

داري تفاوت معنیبود اما الکترومنتل  آب به کمک
این  هايیافتهمیان آنها مشاهده نگردید. مشابه 

دند که ) نشان دا2012و همکاران ( Mazidi تحقیق،
زیره کوهی (زیره سیاه  اسانسترکیبات اصلی  بین

و با دو روش تقطیر با آب استخراج شده  ایرانی)
 Mazidi etرد (داري وجود ندامعنی مایکروویو تفاوت

al., 2012ه کمکتقطیر با آب بچه روش  ). اگر 
اما مایکروویو اثر تري بوده روش سریع مایکروویو

  است. مخربی بر ترکیبات زیست فعال اسانس نداشته
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  لیموبررسی فعالیت ضد میکروبی اسانس برگ به
  قطر هاله عدم رشد باکتري 

هاي گرم مثبت و منفی نتایج قطر هاله عدم رشد باکتري
 15و  10، 5هاي مختلف (در اثر افزودن حجم

شده با لیمو استخراج میکرولیتر) اسانس برگ به
هاي مختلف تقطیر با آب به کمک الکترومنتل و  روش

 2مایکروویو و همچنین مایکروویو بدون حلال در جدول 
هاي چه اسانس است. به طور کلی، اگر نشان داده شده

هاي مختلف استخراج بر لیمو حاصل از روشبرگ به
هاي گرم مثبت اثر ضد میکروبی قابل قبولی روي باکتري

هاي گرم منفی اثر اما بر روي باکتري اند،داشته
اند. این امر به خاطر این بازدارندگی مناسبی نداشته

هاي گرم مثبت داراي است که دیواره سلولی باکتري
هاي گرم باشد. مقاومت بیشتر باکتريغشاي بیرونی نمی

دلیل پیچیدگی  لیمو بهمنفی نسبت به اسانس برگ به
ها در مقایسه با غشاي غشاي بیرونی این ارگانیسم

هاي گرم مثبت گلیکوپروتئینی/اسید تایکوئیک باکتري
باشد. ترکیبات ضد میکروبی موجود در اسانس برگ  می
لیمو، دیواره سلولی و غشاي باکتري را تخریب نموده و به

(برومند و  گردندمنجر به خروج سیتوپلاسم می
ي گرم هاتر بودن باکتري). البته مقاوم1387همکاران، 

منفی یک قاعده کلی نبوده و برخی محققین به مقاومت 
 هاي گرم مثبت نسبت بهحتی بالاتر باکتري مشابه و
ها نیز اشاره هاي گرم منفی در برابر اسانسباکتري
نتایج حاصل از  ). 1391اند (اجاق و همکاران، نموده

هاي گرم مثبت با  باکتري مقایسه قطر هاله عدم رشد
هاي مختلف اسانس در مقایسه با حجماستفاده از 

میکرولیتر اسانس  5تتراسایکلین نشان داد که حجم 
تر از تتراسایکلین لیمو عملکردي مشابه یا ضعیفبرگ به

میکرولیتر اسانس بهتر از  15و  10هاي داشته، اما حجم
هاي گرم اند. در مورد باکتريتتراسایکلین عمل کرده

میکرولیتر اسانس  10و  5هاي چه حجم منفی، اگر
 15اند اما حجم تر از تتراسایکلین عمل کردهضعیف

میکرولیتر اسانس عملکرد بهتري نسبت به تتراسایکلین 
  از خود نشان داده است.

ها ارتباط مستقیمی بین قطر هاله عدم رشد باکتري
با حجم اسانس افزوده شده مشاهده گردید. با افزایش 

هاي گرم مثبت رشد باکتريحجم اسانس، قطر هاله عدم 

است. داري افزایش یافته و گرم منفی نیز به شکل معنی
میکرولیتر نیز به  15بنابراین، حجم بالاي اسانس تا 

  نسبت از قدرت ضد باکتریایی مناسبی برخوردار است. 
هاي مختلف استخراج، بالاترین قطر در میان روش

د هاله عدم رشد و در نتیجه بیشترین فعالیت ض
میکروبی مربوط با روش مایکروویو بدون حلال بوده 
است. بالاتر بودن فعالیت ضد میکروبی در این روش را 

توان به استخراج بیشتر ترکیبات ضد میکروبی بر پایه می
هاي مشابه یافته آلدئید نظیر نرال و ژرانیال نسبت داد.

 فعالیت) 2011و همکاران ( Rezvanpanahاین تحقیق، 
  ضد میکروبی اسانس مرزه تابستانی استخراج شده به 

هاي مختلف استخراج را بر دو باکتري کمک روش
استافیلوکوکوس اورئوس و اشرشیاکلی بررسی و گزارش 

هاي هاي استخراج شده به کمک روشکردند که اسانس
تقطیر با آب به کمک مایکروویو و الکترومنتل، فعالیت 

به تند. در نتیجه، استخراج ضد باکتریایی مشابهی داش
گونه اثر مایکروویو به عنوان یک روش سریع، هیچ کمک

هاي استخراج ضدمیکروبی اسانس فعالیتنامطلوبی بر 
  ).(Rezvanpanah et al., 2011شده نداشته است 

Uysal ) ضد باکتریایی  فعالیت) 2010و همکاران
هاي تقطیر با آب و روشاسانس پونه کوهی حاصل از 

تخراج به کمک مایکروویو بدون حلال را مورد بررسی اس
هاي قرار دادند. آنها فعالیت ضد میکروبی اسانس

آمده را با روش ارزیابی انتشار دیسک در برابر  بدست
، کلپسیلا پونومونیه، وزنجیآئروهاي سودوموناس باکتري

استافیلوکوکوس اورئوس، استرپتوکوکوس پیوژنز و 
ارزیابی قرار داده و نشان دادند که اشرشیاکلی مورد 

فعالیت ضد میکروبی اسانس استخراج شده به کمک 
مایکروویو بدون حلال بیشتر از روش تقطیر با آب 

  ).Uysal et al., 2010باشد ( می
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 لیمومتر) توسط اسانس برگ بهها (میلیعدم رشد باکتري قطر هاله - 2جدول 
حجم اسانس   باکتري

  (میکرولیتر)
  تتراسایکلین  استخراج اسانسروش 

تقطیر با آب به کمک 
  الکترومنتل

تقطیر با آب به کمک 
  مایکروویو

استخراج به کمک 
  مایکروویو بدون حلال

گرم مثبت
  

7/1 5  باسیلوس سرئوس ± 16/0 Ac* 8/1 ± 13/0 Abc 1/2 ± 16/0 Aab 36/2 ± 23/0 Aa 
10  9/2 ± 18/0 Ab 1/3 ± 12/0 Aab 5/3 ± 23/0 Aa 36/2 ± 23/0 Ac 
15  08/0±1/4 Ab 13/0±4/4 Aab 29/0±8/4 Aa 23/0±36/2 Ac 

استافیلوکوکوس 
 ورئوسا

5  6/1 ± 13/0 Ab 8/1 ± 007/ Ab 1/2 ± 18/0 Aa 35/2 ± 17/0 Aa 
10  1/3 ± 14/0 Ab 4/3 ± 17/0 Aab 6/3 ± 18/0 Aa 35/2 ± 17/0 Ac 
15  19/0±3/4 Aa 38/0±3/4 Aa 33/0±8/4 Aa 17/0±35/2 Ab 

لیستریا 
    مونوسایتوژنز

5  5/1 ± 14/0 Ac 9/1 ± 15/0 Ab 2/2 ± 11/0 Aa 83/1 ± 06/0 Bb 
10  9/2 ± 21/0 Aa 1/3 ± 17/0 Aa 1/3 ± 19/0 Ba 83/1 ± 06/0 Bb 
15  14/0±1/4 Ab 16/0±4/4 Aab 19/0±5/4 Aa 14/0±83/1 BCc 

لوکونوستوك 
  زنتروئیدسم

5  7/1 ± 11/0 Ac 7/1 ± 22/0 Ac 9/1 ± 21/0 Ab 43/2 ± 10/0 Aa 
10  6/2 ± 11/0 Bbc 7/2 ± 15/0 Bb 1/3 ± 21/0 Ba 43/2 ± 10/0 Ac 
15  17/0±1/4 Ab 11/0±4/4 Aa 15/0±6/4 Aa 10/0±43/2 Ac 

گرم منفی
  

56/1 - - -  5  سودوموناس پوتیدا ± 17/0 BC 
10  03/1 ± 12/0 Cb 03/1 ± 10/0 Cb 03/1 ± 08/0 Cb 57/1 ± 17/0 BCa 
15  33/0±1/2 Bb 32/0±3/2 Bab 15/0±7/2 Ba 17/0±57/1 Cc 

43/1 - - -  5  روژنزآئانتروباکتر  ± 15/0 C 
10  06/1 ± 06/0 Cb 06/1 ± 03/0 Cb 05/1 ± 18/0 Cb 43/1 ± 15/0 Ca 
15  17/0±9/1 BCb 28/0±2/2 Bb 26/0±7/2 Ba 15/0±43/1 Cc 

72/1 - - -  5  یفیاسالمونلا ت ± 21/0 BC 
10  08/1 ± 06/0 Cb 05/1 ± 09/0 Cb 91/0 ± 13/0 Cb 72/1 ± 21/0 Ba 
15  23/0±9/1 BCbc 11/0±1/2 Bab 39/0±3/2 BCa 21/0±72/1 BCc 

45/1 - - -  5  اشرشیاکلی ± 13/0 C 
10  01/1 ± 08/0 Cb 05/1 ± 17/0 Cb 96/0 ± 13/0 Cb 45/1 ± 13/0 Ca 
15  16/0±7/1 Cbc Bab 26/0±9/1  17/0±1/2 Ca 13/0±45/1 Cc 

  باشند. درصد می 5دار در سطح احتمال اختلاف معنی دهنده *حروف بزرگ و کوچک یکسان به ترتیب در هر ستون (هر غلظت) و ردیف نشان
  

 حداقل غلظت بازدارندگی 
هاي استخراج حداقل غلظت بازدارندگی اسانس 3جدول 

هاي گرم هاي مختلف علیه باکتريشده به کمک روش
حداقل غلظت دهد. مثبت و گرم منفی را نشان می

هاي لیمو براي بازداري از رشد باکترياسانس برگ به
هاي گرم منفی کمتر بوده گرم مثبت نسبت به باکتري

ها در مقابل ین باکتريحساسیت بیشتر ا دهندهکه نشان
هاي گرم  حساسیت باکتريباشد. لیمو میاسانس برگ به

ساکاریدي است.  دلیل عدم وجود دیواره پلی مثبت به
هاي گرم منفی از ورود ساکاریدي باکتريدیواره پلی

کند. مقاومت ترکیبات فعال به سیتوزول جلوگیري می
باکتریایی با هاي گرم منفی در برابر ترکیبات ضد باکتري

 باشد.سطح هیدروفیلی غشاي خارجی نیز در ارتباط می

هاي  سطح هیدروفیلی غشا غنی از مولکول
ساکاریدي بوده و مانند سدي در برابر نفوذ  لیپوپلی

  ). 1387برومند و همکاران، (کند ترکیبات عمل می
حداقل غلظت داري بر روش استخراج اثر معنی

یمو در مقابل تمامی لاسانس برگ به بازدارندگی
جز لیستریا مونوسایتوژنز و سالمونلا  ها (به باکتري

 حداقل غلظت بازدارندگیتایفی) داشته است. کمترین 
مربوط به اسانس استخراج شده با روش مایکروویو بدون 

  حلال علیه باکتري لیستریا مونوسایتوژنز بوده است.
هاي اسانس حداقل غلظت بازدارندگیمقایسه 

هاي تقطیر با آب به کمک راج شده با روشاستخ
الکترومنتل و مایکروویو بیانگر عدم وجود اختلاف 

دار بین این دو روش استخراج بود. تنها در مورد  معنی
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داري بین دو روش کلی اختلاف معنیباکتري اشرشیا
مشاهده گردید که در این مورد نیز اسانس استخراج 
شده به کمک مایکروویو عملکرد بهتري از خود نشان 

) اسانس رزماري را با 2012و همکاران ( Karakayaداد. 
دو روش تقطیر با آب به کمک الکترومنتل و مایکروویو 

هاي حاصل از استخراج نموده و نشان دادند که اسانس
هاي ر دو روش، اثر بازدارندگی یکسانی روي باکتريه

اشرشیاکلی، لیستریا مونوسایتوژنز و سالمونلا تایفی 
موریم داشتند. البته، اسانس حاصل از روش تقطیر با آب 

تري علیه به کمک مایکروویو فعالیت ضد میکروبی قوي
 Karakaya( استافیلوکوس اورئوس از خود نشان داده بود

et al., 2012.(  
بین حداقل  داريدر اکثر موارد اختلاف آماري معنی

استخراج شده به کمک روش  اسانس غلظت بازدارندگی
تقطیر با آب به کمک الکترومنتل و مایکروویو بدون 
حلال مشاهده گردید. اسانس استخراج شده به کمک 
مایکروویو بدون حلال موثرتر عمل کرده بود و غلظت 

هاي مورد اي بازداري باکتريکمتري از این اسانس بر
  بود.مطالعه نیاز 

Okoh ) فعالیت ضد میکروبی 2010و همکاران (
اسانس رزماري را با دو روش تقطیر با آب و استخراج به 
کمک مایکروویو بدون حلال مورد بررسی قرار دادند. 

 نشان داده شد که کمترینهاي این تحقیق، یافتهمشابه 
در نتیجه بهترین فعالیت  و حداقل غلظت بازدارندگی

ضد میکروبی مربوط به اسانس استخراج شده با روش 
  .)Okoh et al., 2010مایکروویو بدون حلال بوده است (

  
  هاي مختلف لیمو استخراج شده به کمک روشلیتر) اسانس برگ بهگرم/میلیحداقل غلظت بازدارندگی (میلی -3 لوجد

  .باشنددرصد می  5دار در سطح احتمال وجود اختلاف معنی دهنده*حروف بزرگ و کوچک متفاوت به ترتیب در هر ستون و ردیف نشان
  

  کشی   غلظت باکتريحداقل 
کشی  نتایج آزمون حداقل غلظت باکتري 4جدول 

هاي مختلف استخراج لیمو حاصل از روشاسانس برگ به
هاي گرم مثبت و گرم منفی فاسد کننده بر روي باکتري

کشی  دهد. حداقل غلظت باکتريمواد غذایی را نشان می
هاي گرم هاي گرم مثبت در مقایسه با باکتريباکتري

ی کمتر بوده که بیانگر حساسیت بیشتر این منف
لیمو هاي گرم مثبت در برابر اسانس برگ به باکتري

 باشد. این پدیده عمدتا به(مستقل از روش استخراج) می
هاي گرم ساکاریدي در باکتريدلیل وجود دیواره لیپوپلی

) فعالیت ضد 2011و همکاران ( Aliباشد. منفی می
لیمو استخراج شده به کمک روش میکروبی اسانس به

چه  تقطیر با بخار آب را مورد مطالعه قرار دادند. اگر
توجهی در برابر  لیمو فعالیت ضد میکروبی قابلاسانس به

هاي گرم مثبت باسیلوس سابتیلیس و باکتري
گونه استافیلوکوکوس اورئوس از خود نشان داد، اما هیچ

هاي گرم منفی فعالیت ضد میکروبی در برابر باکتري
سالمونلا تایفی و سودوموناس آئروجینوزا از خود نشان 

  ).Ali et al., 2011نداد (
هاي کشی اسانس مقایسه حداقل غلظت باکتري

هاي تقطیر با آب به کمک استخراج شده با روش
دهنده عدم وجود اختلاف الکترومنتل و مایکروویو نشان

. بین باشداستخراج میدار بین دو روش آماري معنی
هاي استخراج شده با کشی اسانس حداقل غلظت باکتري

  روش استخراج اسانس  باکتري
تقطیر با آب به کمک 

 الکترومنتل
تقطیر با آب به کمک 

 مایکروویو
استخراج به کمک مایکروویو 

 بدون حلال

گرم مثبت
81/2  باسیلوس سرئوس   ± 27/0 Db* 28/3 ± 00/0 Da 81/2 ± 54/0 DEab 
28/3 استافیلوکوکوس اورئوس ± 27/0 CDa 28/3 ± 27/0 Da 28/3 ± 27/0 Da 

81/3 مزنتروئیدسلوکونوستوك  ± 00/0 Ca 28/3 ± 27/0 Dab 81/2 ± 54/0 DEb 
81/2   لیستریا مونوسایتوژنز ± 27/0 Da 81/2 ± 27/0 Ea 81/2 ± 00/0 Da 

گرم منفی
56/6  سودوموناس پوتیدا   ± 54/0 Ba 56/6 ± 54/0 Ca 62/5 ± 00/0 Cb 

56/6  انتروباکتر آئروژنز ± 54/0 Bab 50/7 ± 00/0 Ba 62/5 ± 00/0 Cb 
56/6  سالمونلا تایفی ± 00/0 Bb 50/7 ± 54/0 BCa 56/6 ± 00/0 Bb 

13/13 اشرشیاکلی ± 00/0 Aa 25/11 ± 00/0 Ab 25/11 ± 00/0 Ab 
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و روش  به کمک الکترومنتلروش تقطیر با آب 
داري مایکروویو بدون حلال اختلاف آماري معنی

گردید که اسانس طور کلی مشخص  بهمشاهده شد. 
آمده با روش استخراج به کمک  دستلیموي ب برگ به

ها اثر ضد سایر روش مایکروویو بدون حلال نسبت به
و  Qiتري دارد. مشابه نتایج این مطالعه، باکتریایی قوي

اسانس برگ لوبیاي سودانی را با دو ) 2014همکاران (
روش تقطیر با آب و مایکروویو بدون حلال استخراج 
کرده و نشان دادند فعالیت ضد باکتریایی اسانس 
استخراج شده با روش مایکروویو بدون حلال بیشتر 

  ). Qi et al., 2014باشد ( می
 

  
  هاي مختلفاستخراج شده به کمک روش يلیمولیتر) اسانس برگ بهگرم/میلیکشی (میلی حداقل غلظت باکتري -4 جدول

  روش استخراج اسانس  باکتري
تقطیر با آب به کمک 

  الکترومنتل
تقطیر با آب به کمک 

  مایکروویو
کمک مایکروویو بدون استخراج به 

  حلال

گرم مثبت
74/5 ئوسسرباسیلوس    ± 47/0 Ea* 74/5 ± 47/0 Ca 22/4 ± 55/0 Db 

44/8 استافیلوکوکوس اورئوس ± 00/0 Da 92/4 ± 47/0 Cb 22/4 ± 81/0 Db 
92/4 لوکونوستوکمزنتروئیدس ± 4/0 Eb 56/6 ± 95/0 Ca 22/4 ± 00/0 Db 

22/4   لیستریا مونوسایتوژنز ± 4/0 Ec 74/5 ± 47/0 Ca 81/4 ± 00/0 Db 

گرم منفی
25/11 سودوموناس پوتیدا   ± 09/1 Ba 84/9 ± 00/0 Bb 84/9 ± 00/0 Cb 

13/13 انتروباکتر آئروژنز ± 09/1 Bb 00/15 ± 00/0 Aa 84/9 ± 00/0 Cc 
84/9 یفیاسالمونلا ت ± 00/0 Cc 00/15 ± 09/1 Aa 12/13 ± 89/1 Bb 

41/16 اشرشیاکلی ± 89/1 Aa 88/16 ± 09/1 Aa 88/16 ± 00/0 Aa 
  .باشنددرصد می 5دار در سطح احتمال وجود اختلاف آماري معنی دهندهمتفاوت به ترتیب در هر ستون و ردیف نشان*حروف بزرگ وکوچک 

  
  گیري کلینتیجه

استخراج  يلیموخواص ضد میکروبی اسانس برگ به
هاي تقطیر با آب به کمک الکترومنتل و شده با روش

بدون حلال با استفاده از  مایکروویو و مایکروویو
و حداقل غلظت بازدارندگی هاي انتشار دیسک،  روش

باکتري گرم مثبت  4بر روي  کشی حداقل غلظت باکتري
باکتري گرم منفی بررسی گردید. مستقل از روش  4و 

هاي گرم مثبت از باکتريلیمو، برگ به استخراج اسانس
هاي گرم منفی حساسیت بیشتري نسبت به باکتري

برخوردار بودند. اگر چه، بین فعالیت ضد میکروبی و 
هاي تقطیر هاي استخراج شده با روشترکیبات اسانس

با آب به کمک الکترومنتل و مایکروویو اختلاف آماري 
داري وجود نداشت، اما فعالیت ضد میکروبی معنی

اسانس استخراج شده با روش مایکروویو بدون حلال به 
 ها بیشتر بود که بهه سایر روشداري نسبت بشکل معنی

دار نظیر ژرانیال دلیل استخراج بیشتر ترکیبات اکسیژن
رو، روش استخراج و نرال در این روش بود. از این

دلیل فعالیت ضد میکروبی  به مایکروویو بدون حلال
تواند در مقیاس تر میتر و زمان استخراج کوتاهقوي

اج اسانس هاي سنتی استخرصنعتی جایگزین روش
  گردد.

  
  

  منابع
. مطالعـه اثـر ضـد باکتریـایی اسـانس پوسـت دارچـین 1391اجاق، س. م.، رضایی، م.، رضـوي، س. ه. و حسـینی، س. م. ه.  -1

)Cinnamomum Zeylanicum.فصـلنامه علـوم و صـنایع  ) در شرایط آزمایشگاهی در برابر پنج باکتري عامل فساد غـذایی
  .67-76 :35غذایی، 

. بررسی خاصیت میکروبی اسانس بذرهاي 1387رضوي، س. ه. و گلمکانی، م. ت.  امام جمعه، ز.، برومند، ع.، حامدي، م.، - 2
) بر روي استافیلوکوکوس اورئوس، اشرشیاکلی Coriangrum Sativum)، گشنیز (Anethum garaveolensشوید (

0157:H7صنایع علوم و هاي مجله پژوهشونلا تیفی موریوم با استفاده از آزمایش حساسیت رقت در محیط مایع. ، سالم
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Abstract 

In this study, effects of different extraction methods, namely microwave-assisted 
hydrodistillation (MAHD) and solvent-free microwave extraction (SFME) were investigated in 
comparison with that of conventional hydrodistillation (HD) in terms of yield, active 
components, and antimicrobial activities (4 Gram-positive bacteria and 4 Gram-negative 
bacteria) of lemon verbena leaves essential oils (EOs). Gas chromatography/ mass spectrometry 
results indicated that geranial (25.54-28.53 %), neral (20.76-23.51 %), and limonene (11.21-
12.51 %) were main active components of lemon verbena EOs. There were significant 
differences among active components of EO obtained by SFME method with those of HD and 
MAHD methods (P<0.05). Antimicrobial activity of lemon verbena EO obtained by SFME 
method was higher than those of HD and MAHD methods, which is due to its higher 
oxygenated components such as geranial (increased by 4.96-11.70%) and neral (increased by 
4.09-13.24%). Hence, SFME method can be proposed as a fast, efficient, and selective 
alternative method for extraction of EO from medicinal plants.  

Keywords: Antimicrobial activity, Essential oil, Extraction method, Lemon verbena leaf, 
Microwave 


