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 چکیده

به علت وجود تانن و   و گیاهان دارویی  میوه انار) گلنار فارسی( یکی از مهمترین محصولات کشاورزی  زمینه مطالعاتی:

در درمان بیماری ها و به عنوان نگهدارنده طبیعی بکار می ترکیبات پلی فنولیک، خواص آنتی اکسیدانی و ضد میکروبی  

و    IC50بر میزان استخراج فلاوونوئیدها،  زمان و دما    ،  نوع حلالهدف کلی از این تحقیق بررسی تاثیر سه متغیر  .  رود

  نیروش کار: بدمیکروبی عصاره بهینه استخراج شده به روش خیساندن از گلنار فارسی بود.  ها و اثر ضد  آنتوسیانین 

گراد( بر مقدار   یدرجه سانت  50و    35،  20دما )و  ساعت(    48و   30،  12%(، زمان )  80)آب و متانول   حلال  منظور اثر نوع  

مطابق با روش سطح پاسخ   ماری ت  18قرار گرفت.    یمورد بررس  یگلنار فارس  یکروبیفعال و خواص ضدم  ستیز  باتی ترک

سازی همزمان شرایط استخراج عصاره از گلنار فارسی با هدف دستیابی به بالاترین  بهینهنتایج:  .  شد  یباکس بنکن طراح

  48مطلوبیت در شرایط زمان استخراج    %  614/95اکسیدانی، با  میزان ترکیبات فلاونوئیدی، آنتوسیانینی و خواص آنتی

دما  س پیش  C°50اعت،  متانول  از حلال  استفاده  فلاونوئیدو  میزان  مذکور  میزان mg/g 6216/8 بینی شد. در شرایط   ،

بود. بالاترین مقدار میانگین حداقل غلظت مهارکنندگی   IC50  ،2793/7(mg/mlو میزان )  µmol/g   7365/5 آنتوسیانین

(MIC)  کشندگی غلظت  حداقل  باکتریهای     (MBC)و  علیه  بر  بهینه  شرایط  در  شده  استخراج  فارسی  گلنار  عصاره 

اورئوس ترتیب   پرفرنژنس  کلستریدیومو    اشرشیاکلای،  استافیلوکوکوس    3750و    µg/ml    ،5/937  1875و    5/468به 

µg/ml  ،5/937    5000و  µg/ml    .تافیلوکوکوس اسعلیه باکتری    بیشتریاثر ضد میکروبی   تیمار بهینه به روش خیساندنبود

-نتیجه  .داشت پرفرنژنس کلستریدیوم  و اشرشیاکلایدر مقایسه با ( mm13) با بیشترین قطر هاله ی عدم رشد اورئوس

از ترکیبات   قابل توجهیتوان میزان  نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد با بهینه سازی شرایط استخراج می  یری نهایی:گ

 اکسیدانی  از گیاه گلنار فارسی استخراج نمود و از آن در صنایع غذایی و داروسازی استفاده نمود. ضد میکروبی و آنتی
 

 گلنار فارسیفلاونوئید ،   خیساندن، ،اکسیدانآنتی، نیآنتوسیانکلیدی:  واژگان

 
 مقدمه 

امروزه در سراسر جهان همراه با افزایش آگاهی عمومی  

ب تغذیهنسبت  امنیت  و  سلامت  از  ه  بسیاری   ،

وسیلهمصرف عنوان  به  را  غذایی  مواد  به  کنندگان،  ای 

می استفاده  خود  سلامت  مدیریت  )منظور  حسینی، کنند 

 جلوگیری برای که هستند ترکیباتی هانگهدارنده  .(1397
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بین یا و رشد از   به مضر هایمیکروارگانیسم بردن از 

 قرار استفاده  مورد غذایی ماندگاری مواد افزایش   منظور

نگمی دارای  ارندههدگیرند.   غذایی  مواد  در  سنتتیک  های 

 ایجاد مقاومت سمیت، زایی،سرطان نظیر نامطلوب اثرات

 برخی و آلرژی زایی،جهش ها،میکروارگانیسم در

هینریچ و  ؛  2016یانگ و همکاران  )   هستند مشکلات دیگر

 طبیعی هاینگهدارنده از استفاده امروزه  (.2010همکاران  

 بدن با بیشتر سازگاری دلیلبه دارویی از گیاهان حاصل

 سوی از  طعم مولد فرار بودن ترکیبات دارا و  یکسو  از

  (. 2007)سلیکتاس و همکاران  است   افزایش  حال در دیگر 

و   اکسیدانیآنتی ضدمیکروبی، خاصیت همچنین

  است رسیده اثبات به طبیعی هایافزودنی این ضدسرطانی

های انجام از جمله بررسی  (. 2010کریمی و همکاران  )تاج

جهت نگهدارنده  شده  از  میاستفاده  طبیعی  به  توان  های 

و پوست انار    بررسی استفاده از عصاره پوست سبز پسته

نگهدارنده عنوان    اشاره کرد در سوسیس    های طبیعیبه 

 (. 2020)علی یاری و همکاران 
فارسی؛   نام  گلنار   pleniflora  Punica   علمی با 

granatum var    از خانواده ،Puniaceae    .هایگلاست  

 دارویی مهم در طب سنتی می اهیعنوان گمثمر، بهریانار غ

توان به بندآوردن خون در خون  باشد. از خواص آن می

ریزی شدید به علت داشتن تانن اشاره کرد. به دلیل داشتن  

مشکلات   اسهال،  برونشیت،  درمان  در  فنلی  ترکیبات 

گوارشی و در استعمال خارجی، به صورت غرغره، برای  

می استفاده  لوزه  ورم  )رفع  همکاران  شود   و  شیه  کو 

همکاران  2010 و  گونجی  گیاهی   (.2014؛  فنلی  ترکیبات 

مانند گروه فلاونوییدها  جمله  از  مختلفی  های 

فلاونولآنتوسیانین  و ها،  فلاونوییدی  فلاون  ها  غیر  و  ها 

لیگنین و  اسیدها  فنولیک  می مثل  شامل  را  بر    شوند.ها 

ترین ترکیبات شیمیایی موجود در  از مهم   اساس مطالعات

توان به الاژیک اسید اشاره نمود که ساختار  پوست انار می 

 
1 Gallic acid 
2 Ursolic acid 
3 Triterpenoids 

آنتی فعالیت  موجب  ترکیب  این  فنلی  طبیعت  اکسیدانی و 

می آن  )قوی  هشود  و  در    (.  2011 مکارانسلحورزی 

نظیرگل موادی  انار  درخت  اسید  ،    1گالیک اسید های 

و  4نظیر اسید ماسلینیک   3ترپنوئیدهاییو تری 2اورسولیک 

آسیاتیک  ترکیب 5اسید  پونیکالاژین  و  نظیر  فنولیک  های 

می  مییافت  فنولی  مواد  این  همگی  که  باعث شوند  تواند 

این   اجزای  ضدمیکروبی  )فعالیت  باشد  و  گیاه  جورنکا 

آنتی  (.2008همکاران   به فعالیت  فنلی  ترکیبات  اکسیدانی 

و ساختار (Redox) کاهشی  -های اکسایشیدلیل ویژگی

توانند نقش مهمی در ها است که میشیمیایی این مولکول

های سنگین  های آزاد، شلاته کردن فلزسازی رادیکالخنثی

سه و  یگانه  اکسیژن  فرونشاندن  باشد    گانهو  داشته 

سایر محققین نیز تحقیقاتی در  .  (1395احمدی و همکاران  )

-اکسیدانی گیاه انار انجام دادهارزیابی خواص آنتی  مورد

باکتریال  ارزیابی فعالیت آنتیتوان به  اند که از جمله آن می

و تعیین میزان فنل تام عصاره هیدروالکلی گل انار فارسی 

( (Punica granatum (  و ،  (1395همکاران  احمدی 

از   استفاده  با  انار  پوست  از  فنولیک  ترکیبات  استخراج 

 ( اشاره نمود. 2019)کادریدس و همکاران    روش مایکرویو 

همعصاره صنایعی  در  گیاهی  داروسازی،  های  چون 

های مختلفی برای  آرایشی و بهداشتی کاربرد دارند. روش

دارد. وجود  ترکیبات  این  ر    استخراج  از  های  وشیکی 

در   موثره  مواد  گیاعصارهاستخراج  روش  های  هی 

زمان و های متفاوت، در  خیساندن است که توسط حلال

میدما صورت  گوناگون    ی سنت  یهاروشگیرد.  های 

گ  مواد  انتخاب   یاهیاستخراج  اساس  بر  عمدتا  حلال  با 

که    باشدیحلال و استفاده از دما و زمان مناسب م  حیصح

جر بهانتقال  را  برابخشدیم  ود یم  ترک  ی.    باتیاستخراج 

سنت   ستیز روش  به  ازیم  یفعال،    هایروش  توان 

غرقاب  ساندنیخ )  ی و  نمود   .Jerković et alاستفاده 

  یفرصت کاف ساندنیدر روش خ  نکهیبا توجه به ا. (2007

مناسب  یبرا داخل سلول  یانتشار حجم  به  و  از حلال  ها 

4 Muslin acid 
5 Ascetic acid 
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ترک  جا  یدانیاکسیآنت  باتیخروج  استقرارشان   گاهیاز 

روش از    نیدر ا  یشتریموثره ب  باتیشود، ترکیفراهم م

م  اهیگ پژوهش  Joshi et al., 2009)  شودیاستخراج   .)

  یمواد موثره گلنار فارس  تخراجدر جهت اس  یحاضر تلاش

جا عنوان  به  استخراج  روش    هایدارندهنگه  نیگزیبه 

  ری تاث  ی پژوهش بررس  ن یاز ا  ی . هدف اصلباشدیم  کیسنتت

خ م  ساندنیروش    ، یدیفلاونوئ  باتی ترک  زانیبر 

ضدم  یدانیاکسی آنت  تی فعال  ،ینیانیآنتوس   ی کروبی و 

 بود.  یعصاره گلنار فارس

 

 مواد و روش 

توسط  و  تهیه  ساوه  محلی  بازار  از  فارسی  گلنار  ابتدا 

دانشگاه   داروسازی  دانشکده  دارویی  گیاهان  هرباریوم 

علمی    نام  با  واریته   Punica granatumتهران   ،

pleniflora   مواد شیمیایی مورد استفاده شامل؛  شد.  تایید

استات پتاسیم   ، کلراید  آلومینیوم  کوئرستینمتانول،   ،1 ،

اتانول، پتاسیم کلرید  ،  2پیکریل هیدرازیل–1-فنیل  دی-2و2

، کلریک اسید، سدیم استات و کلریدریک اسید ، سیانیدین  

گلوکوزید، محلول رینگر،  محیط کشت مولر هینتون    -3-

از شرکت   آگار  هینتون  مولر  محیط کشت  براث  مرک  و 

باکتری همچنین  گردید.  تهیه    اشریشیاکلای های  )آلمان( 

(PTCC: 1338)  ، اورئوس   استافیلوکوکوس 

(PTCC:143)    پرفرنژنس  کلستریدیومو  

(PTCC:1766)  ،صورت کلکسیون   به  از  لیوفیلیزه 

های علمی و صنعتی ایران تهیه  میکروبی سازمان پژوهش

 گردیدند. 

 و عصاره گیری آماده سازی گلنار فارسی

رطوبت   محتوای  کاهش  جهت  فارسی  گلنار    8تا  نمونه 

ساعت   24گراد به مدت  درجه سانتی  45در آون  درصد  

گرفت قطعات خشک شده    .قرار  وسیله  سپس  آسیاب به 

میکرون    500الک با مش    و (ایران)  320Pپارس خزر مدل  

استخراج ترکیبات موثره از گلنار فارسی    شد.داده    رعبو

با سه متغیر مستقل نوع حلال  روش سطح پاسخ  مطابق با  

 
Quercetin 1 

متانول   و  )در سه سطح %80)آب  زمان    48و    24،  12  (، 

سطح    (ساعت  سه  )در  دما   درجه  50و    35،  20و 

به  سانتی  فارسی  گلنار  پودر  نسبت  گرفت.   انجام  گراد( 

بود. بنابراین حلال و گلنار فارسی به ارلن    5به    1حلال  

لیتر منتقل شدند و سپس  میلی  250مخروطی آزمایشگاه  

شرایط استخراج گلنار فارسی مطابق با مقادیر ذکر شده  

لازم به ذکر است برای  فراهم شد.  برای آن    ( 1)  در جدول 

ارلن  درب  استخراج  زمان  طی  تبخیر حلال  از  جلوگیری 

شود و سپس در  اتیلنی محکم بسته میتوسط پوشش پلی

)آلمان( با درجه حرارت   22تکان دهنده مداری مدل ممرت  

داشته   نگه  رنگدانه  کامل  استخراج  برای  مناسب  زمان  و 

است  .شد ذکر  مخت  شایان  های  گلنار نسبت  پودر  لف 

فارسی به حلال و سطوح متغیرها بر اساس پیش تیمار  

کاغذ   توسط  شده  استخراج  عصاره  گردید. سپس  تعیین 

واتمن شماره   و عصاره صاف شده    1صافی  شده  جدا 

( آلمان) RV10 DS99مدل ایکا   توسط روتاری اواپراتور

غلیظ شدند    60درجه سانتی گراد تا بریکس    50در دمای  

درجه سانتی گراد تا خشک شدن کامل   40آون  و سپس در  

 (. 2008زاده و همکاران ابراهیمها خشک شد )عصاره

  هاهای انجام شده بر روی عصارهآزمون 

 های فلاونوئیدی گیری مقدار کل ترکیباندازه

گلنار  های فلاونوئیدی موجود در عصارهمقدار کل ترکیب

   ml   5/0 گیری گردید.اندازهفارسی از طریق رنگ سنجی  

متانول حل شد    ml   5/1از عصاره درون لوله آزمایش در

از محلول     ml   1/0و  %10آلومینیوم کلراید    ml  1/0و سپس

 ml   8/2به آن اضافه گردید. در نهایت  M   1پتاسیم استات

در دمای اتاق    min 30 و به مدت ها اضافه  آب مقطر به آن

  nmمخلوط حاصل در طول موجنگهداری شد و بعد جذب  

گردید.    415 قرائت  اسپکتروفتومتری  دستگاه  توسط 

 ppmهای مختلف )با غلظتعنوان استاندارد  کوئرستین به

برای رسم منحنی کالیبراسیون    (80و  50،  25،  5/12،  25/6

میلیاستفاده   میزان  براساس  فلاونوئید  مقدار  گرم  شد. 

و  چنگ  )  ان شدمعادل کوئرستین در گرم نمونه خشک بی

picrylhydrazyl-1-diphenyl-2,2 2 
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 (. 2002همکاران 
 

1جدول  - طراحی تیمارها با روش خیساندن   به روش    

 سطح پاسخ 
Table 1- Samples extraction design by soaking 

method 
Temperature 

(°C) 

Time 

(h) 

Solvent 

type 

Treatment 

20 30 1 1 

20 12 1 2 

35 48 1 3 

35 12 2 4 

20 48 2 5 

35 48 2 6 

20 30 2 7 

50 12 1 8 

50 30 2 9 

35 30 1 10 

50 30 1 11 

50 48 2 12 

20 48 1 13 

50 48 1 14 

35 12 1 15 

35 30 2 16 

50 12 2 17 

20 12 2 18 
1: Methanol 80%, 2: water 
 

 DPPHارزیابی فعالیت مهار رادیکال آزاد 

رادیکالی    -1-فنیلدی2و2 ترکیب  یک  هیدرازیل  پیکریل 

پایدار با رنگ بنفش بوده که با احیا شدن توسط عناصر  

آنتی  )ترکیبات  هیدروژن  یا  الکترون  به  دهنده  اکسیدانی( 

رنگ   زرد  هیدرازین  پیکریل  فنیل  میدی  شود.  تبدیل 

به میزان  براساس روش آزمون  ،µl  5  آماده از عصاره 

با اتانولی    µl 300 شده    mlM  135/0  DPPHمحلول 

ها به مدت یک دقیقه تکان داده  مخلوط شدند. سپس نمونه

مدت   به  و  و    min  30شدند  داده شدند  قرار  تاریکی  در 

نمونه مدل  جذب  اسپکتروفتومتر  دستگاه  توسط   L ها 

 .قرائت شد  nm  517در طول موج   کوالیتیک، آلمان  آ800

بدون  نمونه را  فوق  استخراج  مراحل  تمام  شاهد  های 

فعالیت (.  2013و همکاران  یاو  )  افزودن نمونه طی نمودند

 : محاسبه شد  1توسط رابطه  آنتی اکسیدانی

 : ]1[رابطه  

DPPH= 
درصد جذب  نمونه −درصد جذب  شاهد 

  درصد جذب  شاهد 
  100   ×  

   IC50رادیکالی از فاکتور  جهت بررسی بهتر فعالیت آنتی

  50که بیانگر درصدی از عصاره که قادر به خنثی کردن  

برای      است، استفاده شد.  DPPHهای آزاد  از رادیکال  %

ابتدا منحنی کالیبراسیونی قدرت بازداری    IC50محاسبه  

حسب   نمودار     (mg/ml)بر  خط   معادله  و  شد  رسم 

(y=0.013x+8.22  بدست آمد و با جایگزین کردن عدد )

 محاسبه شد.    xاز محور   IC50مقدار    yدر محور  50

 هاهای آنتوسیانینگیری مقدار کل ترکیب اندازه

  pHبا استفاده از روش تغییر    هامقدار ترکیبات آنتوسیانین

شده گیاهی  از عصاره استخراج   ml   2تعیین گردید. ابتدا

دارای    ml   25با بافر  مخلوط   =pH  1محلول  که شامل 

کلرید اسید  M   2/0پتاسیم  کلریک  حجم    M   2/0و  به 

سپس و  شد  عصاره     ml   2رسانده  این  از  دیگر 

دارای  استخراج  بافر  محلول  با  گیاهی  که    =5/4pHشده 

  M   1و کلریدریک اسید  M   1شامل مخلوط سدیم استات

حجم نمونه   ml   25به  جذب  و  شد  در  رسانده  ها 

آنتوسیانین  nm   510موجطول غلظت  گردید.  ها قرائت 

 :محاسبه شد 2توسط رابطه 

 : ]2[رابطه  

Cmg/100ml =
(Abs pH 1− Abs pH 4.5 ) ×  484.82×1000

24825
 ×DF 

به ترتیب وزن مولکولی و ضریب    24825و    82/484اعداد  

موج  گلوکوزید در طول  -3-جذب مولی مولکول سیانیدین 

nm510   می بافری  محلول  رقت  DF باشد.  در  عامل  نیز 

 (. 2000شود )راپیسدرا  میمحسوب 

 های میکروبیآزمون

ترکیبات   میزان  بالاترین  که  بهینه  تیمار  اثر ضدمیکروبی 

به روش  اکسیدانآنتی داشت  را  فلاونوئیدی  و  ارزیابی  ی 

MIC،MBC  ،  چاهک و دیسکبه  روش  عدم رشد  هاله  

میکروارگانیسم اورئوس  هایروی  ،  استافیلوکوکوس 
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بررسی گردید. به    پرفرنژنس  کلستریدیوم   و  اشریشیاکلای

ویژگی بررسی  عصارهمنظور  میکروبی  ضد  های  های 

گردید، به این  چاهکی استفاده    96های  مذکور از میکروپلیت

  95پلیت الایزا، ابتدا    های  صورت که در هر یک از چاهک

از   5و  µl   2  1میکرولیتر محیط کشت مولر هینتون براث 

مک فارلند اضافه    5/0سوسپانسیون باکتریایی معادل لوله  

چاهک از  کدام  هر  به  رقت  µl   100 ها  و سپس  های  از 

ها  متوالی عصاره اضافه گردید. پس از مخلوط کردن نمونه

ثانیه با   20 ایکا مدل ورتکس ژنیوس )آلمان(،توسط شیکر

انکوباتور  ساعت در    24ها را به مدت  آن  rpm  300دور  

گراد قرار داده شد و بعد از طی این دوره  درجه سانتی  37

،  800میزان کدورت توسط دستگاه الایزا )مدل ای ال ایکس  

قرائت و ثبت شد و      nm   540( در طول موجبیوتک آمریکا

غلظت   حداقل  میزان  کدورت  ایجاد  عدم  صورت  در 

  گردید. سپس  تعیین   (MICبازدارندگی از رشد باکتری ) 

های بدون کدورت روی محیط کشت  های چاهکاز نمونه

های متوالی  مولر هینتون آگار پاساژ داده و با روش رقت

ای که مقدار  عمل شمارش کلنی صورت گرفت. اولین لوله

باکتری تعداد  رشد  لوله کاهش  صفر  زمان  به  نسبت  ها 

هزارم یک  از  بیشتر  غلظت    شاهد،  حداقل  عنوان  به  بود 

و همکاران  هاریکریشنان  تعیین گردید )(  MBC)  کشندگی

2003  .) 

 تجزیه و تحلیل آماری 

دستیابی به    و  هاتجزیه و تحلیل داده  و طراحی،  به منظور

آنتی  حداکثر  استخراج    برای  بهینه  شرایط ترکیبات 

استخراج   مختلف  شرایط  در  فارسی  گلنار  از  اکسیدانی 

زمان( و  دما  پاسخ  روش  از    )حلال،  دومسطح   درجه 

(Quadratic)     استفاده    از   %  5در سطح احتمال  باکس بنکن

 . شد  استفاده 16افزار مینی تب از نرم
 

 

 

 نتایج و بحث

استخراج  پاسخ  سطح  مدل  واریانس  آنالیز  نتایج 

 عصاره از گلنار فارسی به روش خیساندن 

و   IC50،  نتایج آنالیز واریانس مدل سطح پاسخ فلاونوئید

روش   به  فارسی  گلنار  از  عصاره  استخراج  آنتوسیانین 

  نشان داده شد. ،  2در جدول    خیساندن در شرایط مختلف 

دما، زمان و نوع    ریهر سه متغ  ینشان داد اثرات خط  جینتا

فلاونوئ مقدار  بر  و    IC50و    هان یانیآنتوس  دها،یحلال 

م  یاثرمربع  نیهمچن بر  و    دهایفلاونوئ  زانیزمان 

اثرمربع  هان یانیآنتوس بر   ی و  عصاره    IC50مقدار    دما 

  دار ی معن  ساندنیاستخراج شده به روش خ  یگلنار فارس

(p≤ 0.05بو میزان  نتایج    (. 2)جدول    د (  بین  مقایسه 

موجود در عصاره گلنار    IC50فلاونوئید، آنتوسیانین و  

درشرایط   خیساندن  روش  به  شده  استخراج  فارسی 

بینی شده در جدول  مختلف به روش آزمون شده و پیش

 . نشان داده شده است 3
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
1 Mueller Hinton Broth 
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 اندن نتایج آنالیز واریانس مدل سطح پاسخ استخراج عصاره از گلنار فارسی به روش خیس -2جدول 

Table 2- Analysis of variance of response surface methodology of Punica granatum extraction by soaking method  

Source of Changes 
Flavonoids (mg/g) Anthocyanins (µmol/g) IC50 (mg/ml) 

F-value P-value F-value P-value F-value P-value 

Constant 114.59 0.000* 118.52 0.000* 56.76 0.000* 

Linear effects 301.64 0.000* 312.53 0.000* 141.66 0.000* 

Solvent Type (A) 27.57 0.001* 8.25 0.018* 8.94 0.015* 

Temperature (B) 777.24 0.000* 781.59 0.000* 375.39 0.000* 

Time (C) 100.11 0.000* 147.75 0.000* 40.66 0.000* 

Quadratic effects 4.40 0.046* 4.67 0.041* 13.00 0.002* 

Temperature× Temperature(B2) 3.11 0.112 0.17 0.694 23.50 0.001* 

Time × Time (C2) 5.70 0.041* 9.17 0.014* 2.50 0.148 

Interaction 0.99 0.438 0.41 0.749 1.04 0.420 

Solvent × Temperature (A×B) 1.75 0.218 0.04 0.852 0.03 0.859 

Solvent × Time (A × C) 0.33 0.578 0.80 0.394 0.06 0.818 

Temperature × Time (B × C) 0.90 0.368 0.39 0.546 3.03 0.116 

Lack of fit 1.54 0.251 1.63 0.315 1.74 0.275 

 

موجود در عصاره گلنار فارسی استخراج شده به روش خیساندن   IC50فلاونوئید، آنتوسیانین و مقادیر  مقایسه -3جدول 

 بینی شده درشرایط مختلف به روش آزمون شده و پیش 

Table3- Comparison between flavonoid, IC50 and anthocyanin value in in Punica granatum extraction by 

soaking method in different conditions 
 

Treatment 
Flavonoids (mg/g) Anthocyanin (µmol/g) IC50 (mg/ml) 

Tested Predicted  Tested Predicted  Tested Predicted  

1 5.357 5.458 3.848 3.734 14.963 15.630 

2 4.100 4.010 2.485 2.625 17.255 17.353 

3 8.417 8.181 4.939 5.055 7.937 8.379 

4 4.264 4.452 3.121 3.033 16.959 17.054 

5 6.914 6.677 4.939 4.886 12.103 11.562 

6 7.296 7.530 5.091 5.225 8.893 9.277 

7 4.838 5.028 3.909 3.848 15.712 16.695 

8 5.084 5.102 3.424 3.454 15.290 15.760 
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9 6.231 6.121 4.758 4.879 14.669 14.065 
10 6.477 6.311 4.091 3.971 14.264 13.865 

11 6.613 6.685 4.515 4.623 13.740 13.189 

12 7.897 7.904 6.121 5.977 8.068 8.083 

13 7.105 7.260 4.758 4.787 11.143 10.569 

14 8.545 8.622 5.818 5.737 7.007 7.279 

15 4.728 4.796 2.939 2.832 16.437 16.011 

16 5.903 5.814 4.091 4.157 14.932 14.835 

17 4.756 4.692 3.758 3.725 16.312 16.709 

18 7.015 6.723 5.671 5.818 12.058 11/777 

 

 

فارسی   گلنار  عصاره  در  موجود  فلاونوئید  میزان 

 استخراج شده به روش خیساندن 

جدول   به  توجه  افزا  3با  از    شی با  درجه    50به    20دما 

ساعت و    48به    12زمان استخراج  از    ش یافزا  ، گرادی سانت

اثر معن   بر    ≥P)   (0.05  یداری استفاده از حلال متانول 

میزان  به  .داشت  دیفلاونوئ  زانیم  شافزای بالاترین  طوری 

دمای  میلی  545/8فلاونوئید   در  گرم  درجه    50گرم/ 

ت توسط حلال متانول ساع  48گراد، زمان استخراج  سانتی 

گرم/ گرم  میلی  1/4به دست آمد و کمترین میزان فلاونوئید  

ساعت  12گراد، زمان استخراج  درجه سانتی  20در دمای  

توسط حلال آب به دست آمد. نوع حلال بیشترین تاثیر را  

متانول در    .بر استخراج ترکیبات فلاونوئیدی داشته است

حلال ترکیبات  بین  برای  گیری،  عصاره  جهت  رایج  های 

کارایی   دارای  قطبی  غیر  و  به  قطبی  نسبت  آب   بیشتری 

کمپلکسباشندمی تشکیل  علت  به  امر  این  ترکیبات  .  های 

)دو و همکاران    باشدفنولی قابل حل در حلال متانول می

 فنل مانند گیاهان مشتق از ثانویه هایمتابولیت (.  2014

قوی دارای تام، فلاونوئید  و  سازیپاک برای پتانسیل 

 مختلف هایقسمت تمام که در باشندمی آزاد هایرادیکال

 دارند وجود پوست و ریشه میوه، دانه، برگ، مانند گیاهی

شیوع توجه با اینرببنا  و مزمن هایبیماری بالای به 

 هایاکسیدانآنتی تامین برای که منطقی است فرسایشی

 
Melissa officinalis 1 

از نیاز مورد  خصوص به و شود استفاده گیاهان بدن 

 در باشند داشته بالایی تام و فلاونوئید فنل که گیاهانی

آنتی برای نتیجه  نیاز مورد طبیعی هایکسیداناتامین 

شود  می توصیه بالا فنلی ترکیبات با گیاهان مصرف بدن،

(. در پژوهش انجام شده توسط  2018سوترو و همکاران  )

همکاران  کبیری برگ  2015 (و  فنلی  ترکیبات  استخراج   )

بادرنجبویه   استخراج1گیاه  روش  دو  و    با  غرقابی   (

(  % 50و اتانول  %  80های )آب، متانول روویو( و حلالماک

های مختلف بررسی و به این نتیجه رسیدند که  در زمان

و   راندمان  بیشترین  اتانولی  عصاره  روش،  دو  هر  در 

عصاره آبی کمترین راندمان را در استخراج ترکیبات فنلی  

بوده است. همچنین براساس گزارشات سلمانیان و    دارا 

به ترتیب    (2017) و همکاران  نژاد( و داوری2013همکاران)

و   زولنگ  متانولی  عنابعصاره  بالاترین    میوه  حاوی 

   مقادیر ترکیبات فلاونوئیدی بود.

فارسی  گلنار  عصاره  در  موجود  آنتوسیانین  میزان 

 استخراج شده به روش خیساندن 

نشان داد که شرایط متفـاوت استخراج )دما،    3نتایج جدول  

قابل تأثیر  حلال(  نوع  و  میزان  زمان  بر    IC50توجهی 

خیساندن  روش  به  شده  استخراج  فارسی  گلنار  عصاره 

  50تا  20دما از    شینشان داد با افزا  جینتا  نیداشت. همچن

ساعت و      48تا    12، زمان استخراج از  گرادیدرجه سانت
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  ش افزای  در  ≥P)   (0.05یداریاستفاده از حلال آب اثر معن

میزان  به  داشت.   نیانیآنتوس  زانیم بالاترین  که  طوری 

دما    µmol/g  121 /6 آنتوسیانین   زمان   C°50در   ،

و    48استخراج   آمد  دست  به  آب  حلال  توسط  ساعت 

،    C°20در دما µmol/g  485/2کمترین میزان آنتوسیانین  

است به12خراج  زمان  متانول  حلال  توسط  دست   ساعت 

در  آنتوسیانین  آمد. پایداری  غیر  و  حساس  ترکیبات  ها 

شرایط فرآوری و نگهداری هستند. درواقع مواردی مانند 

pHآنزیم شیمیایی،  ساختار  و  انتوسیانین  غلظت  های  ، 

موجود در فرآورده، قند و فلزات یونی بر پایداری آن موثر  

همکارا است و  آنجاییکه    (.  2017ن  )جعفری  از 

  برخوردارند  بالا از پایداری کمتری pH ها درآنتوسیانین

همکاران   و  در   بنابراین  (. 2001)گیوستی  متانول  حلال 

ترکیبات با  فارسی، مجاورت  گلنار  بالاتری   pH عصاره 

تواند به عنوان  عصاره می pH ایجاد کرده است و بالا رفتن

تخریب آنتوسیانین و کاهش یکی از فاکتورهای مؤثر در  

باشد مطرح  استخراج  آنتوسیانین  همکاران  .کل  و   کاوه 

ترکیبات 2020) بر  استخراج  شرایط  تاثیر  بررسی  در   )

شده   استخراج  آنتوسیانین  مقادیر  بادمجان،  شیمیایی 

به ترتیب   اتانولی و آب    mg cyanidine/gتوسط حلال 

افزایش    33/4-8/0 به  منجر  زمان  افزایش  و   بازده  بود 

( ( در بررسی شرایط  2019استخراج شد. لی و همکاران 

از   آنتوسیانین  ارزیابی   Vietnamese Carissaبهینه 

carandas L. fruits  نسبت جامد به    %50توسط اتانول ،

دقیقه حداکثر مقدار   45و زمان   C 50° ، دمای 3به 1مایع 

را   شده  استخراج  گزارش    mg/L   2/277آنتوسیانین 

(   2020و همکاران )  متینیچنین براساس تحقیق  کردند. هم

مقادیر آنتوسیانین استخراج شده به روش غرقابی موجود  

-درجه سانتی  35ساعت و دمای    24  در شرایط بهینه طی 

 بود.   mg/L 118/345برابر با   رادگ

آنتی فارسی میزان  گلنار  عصاره  در  موجود  اکسیدان 

 استخراج شده به روش خیساندن

نشان داد که شرایط متفـاوت استخراج )دما،    3نتایج جدول  

قابل تأثیر  حلال(  نوع  و  میزان    زمان  بر    IC50توجهی 

خیساندن  روش  به  شده  استخراج  فارسی  گلنار  عصاره 

به    20نشان داد با افزایش دما از      3جدول   نتایج  داشت.

به    12از    زمان استخراج  افزایش    ،  گراددرجه سانتی  50

  (0.05داری  ساعت و استفاده از حلال متانول اثر معنی   48

(P≤  میزان   کاهش    برIC50      .طوری که بالاترین  بهداشت

ترین میزان مهار رادیکالهای آزاد در  یا پایین   IC50درصد 

گلنار   دما  mg/ml  255/17  فارسیعصاره  ،    C °20 در 

و    ساعت توسط حلال آب به دست آمد  12زمان استخراج  

-یا بالاترین میزان مهار رادیکال  IC 50ترین میزان  پایین

 در دما  mg/ml  007/7ای آزاد در عصاره گلنار فارسی   ه

سانتی  50 استخراج  گراددرجه  زمان  توسط    48،  ساعت 

آمد دست  به  متانول  افزایش  حلال  باعث  بالاتر  دمای   .

ساعت    48نیروی جنبشی و انحلال بیشتر  ومدت زمان  

فرصت لازم جهت واکنش بین ترکیبات قطبی و غیر قطبی  

از آنجاییکه  عصاره و حلال با قطبیت کمتررا فراهم کرد.  

فنولی   ترکیبات  میزان  بیشترین  شده  ذکر  شرایط  در 

این از  بود  پایینموجود  میزان  رو  از    IC50ترین  دور 

هایی با میزان ترکیبات فنولی  انتظار نبوده است. عصاره

آنتی فعالیت  احیا  بیشتر،  قدرت  دارند.  بالاتری  اکسیدانی 

آنتی   ظرفیت  تعیین  در  شاخصی  عنوان  به  کنندگی 

می کار  به  داروئی  گیاهان  کلی، اکسیدانی  حالت  در  رود. 

حضور عوامل احیا کننده نقش اساسی در خاصیت احیا 

کند. این ترکیبات فعالیت خود را از طریق  ندگی ایفا میکن

می اعمال  الکترون  این  اهدا  دارای  ترکیبی  چنانچه  کنند. 

تواند باعث کاهش میزان ترکیبات حد  ها باشد، میویژگی

لیپید   مراحل  طی  شده  ساخته  اکسیده  واسط 

پراکسیداسیون شود. به این ترتیب باعث شکستن زنجیره  

می تواند به عنوان آنتی اکسیدان اولیه  واکنش می شود و  

در تایید نتایج    (. 2015و ثانویه عمل کند )خلیلی و همکاران  

  در بررسی   ( 2020)  تحقیق حاضر نتایج تکین و همکاران

فعال و  فیتوشیمیایی  انار  ی محتوای  گل  اکسیدانی  آنتی  ت 

عصاره ی  همه  داد  خاصیت نشان  شده  استخراج  های 

  بودند و   DPPHاکسیدانی قابل توجهی را بر مبنای  آنتی

گستره در  کل  فنل  تا    mg (GAE)/g  82/14ی  محتوای 
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همکاران   بود.   متغیر   86/90 و  گونجی    2015 همچنین 

اکسیدانی عصاره گلنار فارسی توسط متانول  خواص آنتی

  IC50میزان    2018% و عبدالهی و همکاران    4/87را    100%

با   برابر  را  انار  از حلال    ml/ mg  92/27گل  استفاده  با 

 گزارش کردند.   %70 اتانول

گلنار فارسی مدل چند جمله ای عصاره استخراج شده 

 در شرایط مختلف به روش خیساندن 

ای درجه دوم  و تحلیل واریانس مدل چندجملهنتایج تجزیه  

نشان    4و آنتوسیانین در جدول    IC50   بر روی فلاونوئید، 

مقدار ضریب تبیین و ضریب  بر این اساس  شده است.    داده

اصلاح   فلاونوئید  تبیین  میزان  رگرسیونی  مدل  در  شده 

به ترتیب   فارسی  از گلنار    03/99عصاره استخراج شده 

  زانیمو    22/98و      06/99میزان آنتوسیانین  ،  16/98 و  

IC50  06/98     ضریب تبیین . میزان  بدست آمد      33/98و  

  درصد مشاهده شد    90بالای  شده و ضریب تبیین اصلاح 

نشان مدل  که  خوب  برازش  دادهنسبت  دهنده    ی هابه 

 بود.  یشیآزما

 

موجود در عصاره گلنار فارسی به روش  IC50بینی میزان فلاونوئید، آنتوسیانین و ای جهت پیش مدل چند جمله  -4جدول 

 خیساندن 

Table 4- Predicted polynomial model of flavonoid, IC50 and anthocyanin amounts in Punica granatum 
extraction by soaking method 

R2-adj R2 Model Source 

98.16% 99.03% Y= 6.06294-0.24846A +1.61575B+ 0.57986C+0.17689B2-

0.23974C2-0.07672AB -0.03346AC+ 0.06727BC 
Flavonoids (mg.g) 

98.22% 99.06% Y=4.06397+0.09259A+1.10354B+0.47980C-

0.02778B2+0.20707C2-0.00758AB+0.03535AC+0.03030 BC 

 

Anthocyanin’s 

(µmol.g) 

96.33% 98.06% Y=14.3501+ 0.4853A-3.8523B-1.2679C -1.6695B2+ 0.5449C2 -

0.0363AB -0.0471AC -0.4242BC 
IC50 (mg.ml) 

A: Solvent, B: Time, C: Temperature 

 

  سازیبهینه 

بهینه    1شکل   می استخراج  نمودار  نشان  بهینه  را  دهد. 

به روش  سازی شرایط   فارسی  گلنار  استخراج عصاره 

خیساندن با هدف دستیابی به بالاترین میزان فلاونوئید  

به     IC 50(   mg/mlترین میزان )و آنتوسیانین ، پایین

مطلوبیت در شرایط زمان   %  614/95صورت همزمان با  

و استفاده از حلال متانول    C°50ساعت، دما    48استخراج  

در شرایط مذکور    2ایج شکل  بینی شد. مطابق با نتپیش

فلاونوئید آنتوسیانین    6216/8mg/g میزان  میزان   ، 

µmol/g   7365/5   ( میزان     mg/ml)IC50  ،2793/7و 

به صورت  پیش بینی شده  پیش  بهینه  بینی شد. شرایط 

 IC (  mg/mlعملی در آزمایشگاه اعمال شد و میزان )

آنتوسیانین  307/7آن    50 میزان   ، µmol/g   718/5    و

بدست آمد که اختلاف     µmol/g   565/8 میزان فلاونوئید

) داری  معنی  میزان  و  mg/ml  ) IC 50با  آنتوسیانین   ،

پیش کل  پاسخ فلاونوئید  سطح  روش  توسط  شده  بینی 

 . (p>0.05) نداشت
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 استخراج شرایط بهینه   -1شکل
Figure1-Optimal extraction conditions 

 

استخراج   فارسی  گلنار  عصاره  میکروبی  ضد  اثرات 

 شده به روش خیساندن 

بالاترین  بینی شده به روش خیساندن که  تیمار بهینه پیش

آنتی تولید  خاصیت  عملی  به صورت  داشت  را  اکسیدانی 

آنتی خاصیت  تایید  از  پس  و  اثر  شد  آن،  اکسیدانی 

ضدمیکروبی تیمار بهینه با دو روش براث میکرودایلوشن  

میکروارگانیسم روی  چاهک  در  انتشار    هایو 

اشرشیاکلای اورئوس،    کلستریدیومو     استافیلوکوکوس 
 بررسی شد.  2مطابق شکل   پرفرنژنس

مقدار حداقل غلظت مهارکنندگی و حداقل غلظت   (5) جدول

پیش  بهینه  تیمار  خیساندن کشندگی  روش  به  شده  بینی 

  استافیلوکوکوس اورئوس، اشرشیاکلایهای  علیه باکتری

دهد. نتایج نشان داد  را نشان می   پرفرنژنس  کلستریدیوم و  

عصاره گلنار فارسی   بین مقدار حداقل غلظت مهارکنندگی

علیه   خیساندن  روش  به  شده    کلستریدیوم استخراج 
معنی  اشرشیاکلای و     پرفرنژنس   ( p>0.05) دارتفاوت 

کشندگی غلظت  حداقل  مقدار  بین  ولی  نداشت.   وجود 

خی روش  به  شده  استخراج  فارسی  گلنار  ساندن عصاره 

و    اشرشیاکلای،  پرفرنژنس  کلستریدیومعلیه  

اورئوس   (  p≤0.05) دارمعنی   تتفاو   استافیلوکوکوس 

 
cymene-para 1 

پایین داشت.  میانگین   وجود  مقدار   MBCو   MICترین 

عصاره گلنار فارسی استخراج شده به روش خیساندن به  

باکتری    1875و    µg/ml  5/468ترتیب   علیه 

اورئوس میانگین     استافیلوکوکوس  مقدار  بالاترین  و  بود 

MIC   وMBC    به استخراج شده  فارسی  گلنار  عصاره 

به ترتیب   علیه    5000و    µg/ml   5/937روش خیساندن 

تیمار بهینه به روش   بود.کلستریدیوم پرفرنژنس  باکتری  

میکروبی   خیساندن ضد  باکتری    بیشتریاثر  علیه 

اورئوس  ی    استافیلوکوکوس  هاله  قطر  بیشترین  عدم  با 

نسبت  mm13) رشد به    کلستریدیوم  و  اشرشیاکلای( 
 داشت.   پرفرنژنس

-میکروبی موجود در گیاهان دارویی و ادویهضدترکیبات  

ها به طور معمول مرتبط به ترکیبات فنولی است که دارای  

و مسئول خاصیت ضد میکروبی مانند ( بوده  0H-) گروه  

گیاهان   در  که  است  کارواکرول  و  وجود  تیمول  دارویی 

با   فنولی  ترکیبات  در  موجود  هیدروکسیل  گروه  دارد. 

آنزیم فعال  متابولیسم  قسمت  از  و  برقرار کرده  پیوند  ها 

میآن جلوگیری  پیشها  و  کارواکرول  بین  آن  کند   ساز 

یک سینرژیست وجود دارد که حائز اهمیت  1 سیمین  -پارا

گونه به  پارااست،  ابتدا  که  سلول  -ای  غشای  ی  سیمین 

Cur
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متورم می را  مقدار  میکروارگانیزم  ادامه ورود  در  کند و 

بیشتری از کارواکرول به سلول تسهیل و در نهایت تاثیر  

میکرو رفتن  بین  از  موجب  میکاواکرول    . شودارگانیزم 

مکانیسم دیگری که ممکن است اتفاق بیفتد این است که این  

د  های موجود در غشای سلولی پیونترکیبات با فسفولیپید

کند و خاصیت تراوایی انتخابی کاهش یافته و  برقرار می

شود در این حالت مواد موجب افزایش نفوذپذیری غشا می 

متابولیسم  سازنده به  و  شده  خارج  سلول  از  سلولی  ی 

در جذب مواد مغذی  مچنین  شود و ه انرژی آسیب وارد می

آن و سنتز   الکترون در  انتقال  و  میکروبی  توسط سلول 

میمواد   ایجاد  تغییر  )ژنتیکی  همکاران  شود  و  چیترا 

آمده   (.2018 به دست  نتایج  با  مطابق  همچنین،  ما  نتایج 

( است، که اثر ضد میکروبی  2010)  و همکاران  دهامتوسط  

برابر عصاره را در  انار  باسیلوس سرئوس،    های پوست 

اورئوس   استافیلوکوکوس  سودوموناس   و اشرشیاکلی، 

قر آئروژنز بررسی  دادند.  مورد  همکاران   اسماعیلار  و 

همچنین اثرات مهاری عصاره پوست انار را در    (  2016)

استافیلوکوکوس اورئوس ،    باسیلوس سوبستیلیس،  برابر

آئروژنز تیفی   سودوموناس  سالمونلا  اشرشیاکلی،   ،

 به دست آورد. موریوم و آسپرژیلوس نایجر   

 

های عصاره گلنار فارسی استخراج شده به روش خیساندن علیه باکتری MICو  MBCنتایج میانگین  -5 جدول

 پرفرنژنس  کلستریدیومو   اشریشیاکلای، استافیلوکوکوس اورئوس

Table 5- Results of average MIC and MBC for Punica granatum extraction by soaking method against 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Clostridium perfringens 

 

MBC 

µg/ml 
MIC 

µg/ml 
 دیسک
(mm) 

 چاهک 

(mm) 

Microorganism 

1875c 468.5b 13 23 Staphylococcus aureus 

3750b 937.5a 7 18 E.coli 

5000a 937.5a 6 17 Clostridium perfringens 
Similar small letters represent no significant difference  

 

 
باکتری  a)علیه  خیساندنقطر هاله عدم رشد ایجاد شده توسط عصاره گلنار فارسی استخراج شده به روش  -3شکل

 پرفرنژنس کلستریدیوم( c اشرشیاکلای( باکتری b اورئوساستافیلوکوکوس

Figure 3- The diameter of inhibition zone of Punica granatum extraction by soaking method against a) 

Staphylococcus aureus b) E.coli c) Clostridium perfringens 

 

 نتیجه گیری 

بهینه  بررسی  پژوهش حاضربا هدف     به منظور شرایط 

   بررسی   ها وو آنتوسیانین  IC50استخراج فلاوونوئیدها،  

استخراج شده بهینه  میکروبی عصاره  گلنار    اثر ضد  از 

انجام گردید. نتایج نشان داد  به روش خیساندن    فارسی

فاکتورهای دما در سه    زمان  و   شرایط استخراج شامل 

حلال    سطح نوع  آب(  )  و  بر  متانول،  داری  معنی  اثر 

استخراج ترکیبات موثره از عصاره گلنار فارسی داشت.  

سازی همزمان پارامترهای استخراج، براساس نتایج بهینه

دما زمان،  افزایش  به    و  منجر  متانول  حلال  از  استفاده 

دستیابی حداکثر ترکیبات موثره از عصاره گلنار فارسی  

میکروبی نمونه بهینه عصاره  گردید. مظابق نتایج ارزیابی  

C 
a 

 

 

b 
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استخراج شده از گلنارفارسی دارای اثرات ضدمیکروبی  

علیه بر  ،  اورئوساستافیلوکوکوس  هایباکتری  مطلوب 

بنابراین    پرفرنژنس  کلستریدیوم و    اشریشیاکلای بود. 

گفتمی فارسی  توان  گلنار  گیاه  منبع    عصاره  عنوان  به 

ترکیبات   از  دارای   آنتوسیانینیفلاوونوئیدی،  غنی    و 

رود  شمار میاکسیدانی و ضد میکروبی بهخاصیت آنتی

بکار  جهت نگهداری محصولات غذایی  را  توان آن  که می

 برد. 
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Introduction: Medicinal plants are widely used in traditional culture to treat certain illness all over 

the world and they are becoming popular in many modern societies among costumers as natural 

preservatives instead of synthetic chemicals in food products. In fact, they are a great source of 

antioxidants, which can reduce or stop the oxidation reactions, and their benefits against human 

diseases and food spoilage has attracted food designers and researchers’ attention. (Yang et al., 2016). 

Punica granatum; non-productive ancient, mystical, unique pomegranate flower borne on a small, 

long-living tree, is an important medicinal plant in north of Iran. Various studies have announced that 

has been used to treat wounds, bronchitis, diarrhea, digestive problems, cardiovascular disease, 

diabetes, dental conditions, bacterial infections, arthritis and obesity due to its astringent, hemostatic 

and antimicrobial properties. It is also effectively used to help oral inflammation (Gavanji et al., 

2014). Secondary metabolites derived from this flower including total poly phenolic and flavonoid 

compounds such as gallic acid, ursolic acid, triterpenoids, maslinic acid, acetic acid, punicalagin, and 

anthocyanin are able to inactivating oxygen-free radicals (Jurenka et al., 2008). These secondary 

compounds can be found in different parts of the plant consists of leaves, trunk skin, roots, fruit peel, 

pomegranate juice, seeds and flowers (Salahvarzi et al., 2011). Therefore, the extraction of is Punica 

granatum utilized in pharmacy, cosmetics and food industries. Soaking is one of the methods mostly 

used to extract plants effective component which is applied by different solvents in different time and 

temperature.  

Material and methods: Formerly, Punica granatum was prepared from Saveh and approved by the 

herbarium of medicinal plants of the Faculty of Pharmacy, University of Tehran with the scientific 

name of Punica granatum, pleniflora variety. Thus three soaking variables of solvent type (water and 

methanol 80%), time (12, 24 and 48 hours) and temperature (20, 35 and 50 °C) were executed for 

Punica granatum extraction. So 18 treatments were prepared under different conditions of time, 

temperature and solvent. Total flavonoid by aluminum chloride method, anthocyanin content and 

IC50 by free radical scavenging activity of Punica granatum extraction were measured. Evaluation 

of free radical scavenging was conducted with Diphenyl Picrylhydrazyl radical. The IC50 factor, 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mouth-inflammation
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which demonstrates the amount of required sample to inhibit 50 percent of free radicals, was used. 

The lower the IC50, the lower concentration with higher antioxidants of extract would prevent 

oxidation process (Khalili et al., 2015). Confirming its antioxidant properties afterwards, the 

antimicrobial effect (MIC, MBC) of optimal treatment with two methods of micro dilution broth and 

diffusion in the well on Staphylococcus aureus, E.coli and Clostridium perfringens  were studied. 

Data were analyzed by one-way variance Duncan test at 95% confidence level by using Minitab 16. 

Results and discussion: The results of single optimization of independent variables showed the 

highest flavonoid and anthocyanin content was 8.545 mg/100g during 24h in 35° C using methanol 

and 6.121 µmol/g    during 12h in 50 ° C using water, respectively. The amount of flavonoid and 

anthocyanin and antioxidant activity enhanced significantly (p≤0.05) over time at higher temperature. 

Indeed, the solvent has enough time to permeate into plant texture and molecules and the compound 

can separate from plant matrix and be solved in the solvent. As the increment in temperature decreases 

the viscosity of solvent and influences the spread rate of it, the mass transfer rate increases. Methanol 

80% was more effective to extract antioxidants compared to water. This may be due to solvent 

polarity since extractability of anthocyanin, flavonoid and phenolic compounds are depended on 

degree of polarity and ratio of solute and solvent. The polarity of the flavonoid is an important factor 

to consider; the polarity of the solvent has to be desire for recovery. In addition, the solvent used in 

the extraction process may have an effect on the bioactivity of the recovered flavonoids. A polar 

solvent is commonly used for the extraction of isoflavones, flavones, and methylated flavones. In 

contrast, methanol is sufficient to extract polar flavonoids such as flavonoid glycosides. That’s the 

reason for ineffectiveness of water to extract total phenols and flavonoids though it can raise the 

extraction of anthocyanin. Anthocyanin is less stable in higher pH. Methanol raises the pH leading to 

anthocyanin destruction. The simultaneous optimized condition of Punica granatum extraction to 

access the most extracted flavonoid and anthocyanin amount and the highest antioxidant properties  
were predicted during 48h in 50 ° C using methanol solvent with 95/614% acceptability percentage.  
Under optimum condition 8/6216 mg/g flavonoid, 5/7365 µmol/g    anthocyanin and 7.2793 mg/ml 

IC50 were measured. Based on the results of antimicrobial evaluation of optimized extraction with 

highest antioxidant activity the highest mean minimum inhibitory concentration(MIC) and the 

minimum bactericidal concentration (MBC) of Punica granatum against Staphylococcus aureus, 

E.coli and  Clostridium perfringens were observed  468.5 and 1875 µg/ml,  937.5 and 3750 µg/ml ,  

937/5 and 5000 µg/ml, respectively. The results of the diameter of inhibition zone of Punica granatum 

extraction showed better antimicrobial effect against Staphylococcus aureus with the diameter of 

inhibition zone of (13mm) compared to E.coli and Clostridium perfringens. The antimicrobial activity 

of the Punica granatum extract was more effective against gram positive (S. aureus) compared to 

Gram-negative (E. coli) bacteria, which are eminent pathogenic microorganisms responsible for food 

poisoning. A possible explanation for these effects is that Gram-negative bacteria is more resistant. 

The higher inhibition of Gram-positive bacterium to Gram-negative one is related to structural 

differences in the cell wall. The Gram-positive bacteria including several layers of peptidoglycans, 

negatively charged, exhibiting a relatively high level of porosity and permeability. On the other hand, 

Gram-negative bacteria exposure the cell wall, an additional thoroughly organized outer membrane 

consisting phospholipids, proteins, lipoproteins and negatively charged lipopolysaccharides, 

functioning as a hurdle. Consequently, by hydroxyl group of flavonoid and poly phenolic compounds 

permeating to bacteria cell and bonding their enzymes prevent their metabolism and cause the cell 

destruction and death.  

Conclusion: Thus, by optimizing extraction condition a significant amount of antimicrobial and 

antioxidant  compounds of Punica granatum can be extracted and be used in food and  pharmaceutical 

industry. 
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