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 کاربرد امواج فراصوت در استخراج ترکیبات فیتوشیمیایی و بیوشیمیایی گیاه

 (.Melissa officinalis L) بادرنجبویه

 

 3، داریوش طالعی 2 علاءالدین کردنائیج، 1 فاطمه شاه قلی

 ، ایرانبیوتکنولوژی كشاورزی، دانشگاه شاهد، تهرانارشد  كارشناس 5
 ، ایرانتهران، تهران شاهدنشگاه ا، دعلوم كشاورزی، دانشکده نباتات استادیار گروه زراعت و اصلاح 2

 یی، دانشگاه شاهد تهران، تهران، ایراندارو اهانیگ قاتیمركز تحقدانشیار گروه علوم پایه،  3

 

 چکیده

فنول طبیعی  یک پلی دیاس کینیمارباشند. رزاسید می های آن در بردارنده رزمارینیک برگبادرنجبویه گیاه دارویی است كه 

رود. در پژوهش حاضر، كارایی استخراج رزمارینیک  ترین تركیبات گیاهی به شمار می كه از جمله مهم اسید است كربوكسیلیک

برای  بازده و بهینه مورد آزمون قرار گرفت. هزینه، زود اسید و پروتئین با استفاده از پیش تیمار فراصوت به عنوان یک روش كم

وات( و زمان  321و  561، 01، 41لب یک آزمایش فاكتوریل دو عاملی اثرات توان فراصورت در چهار سطح )این منظور، در قا

دقیقه( در قالب طرح پایه كاملا تصادفی بر محتوای رزمارینیک اسید و پروتئین برگ  6و  3، 5اثردهی فراصوت در سه سطح )

محتوای تیمار گردید.  UP-400Eبا دستگاه اولتراسونیک مدل  در سه تکرارگیاه بادرنجبویه بررسی شد. هر تركیب تیماری 

شد. محتوای  سنجیده (HPLC)رزمارینیک اسید استخراج شده تحت تیمار فراصوت با روش كروماتوگرافی مایع با كارایی بالا 

نتایج  نومتر سنجیده شد.نا 191پروتئین برگ به برادفورد استخراج و كمیت آن با استفاده از دستگاه الایزاریدر در طول موج 

دقیقه و  6 زماناسید و پروتئین در  دهد، بیشترین میزان محتوای رزمارینیک تجزیه واریانس و مقایسه میانگین ها نشان می

شده كاهش یافت. همچنین همبستگی بین دو  وات حاصل شد و با افزایش توان فراصوت، میزان تركیبات استخراج 561توان 

دهد كه میزان محتوای  باشد و نشان می دار می درصد معنی 5بود كه یعنی در سطح  113/1مارینیک اسید تركیب پروتئین و رز

 پروتئین و رزمارینیک اسید رابطه مستقیم دارند.

 نیپروتئ یمحتوا د،یاس کینیرزمار ، بادرنجبویه،کیامواج اولتراسونهاي کلیدي:  واژه
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 مقدمه -1

های اخیر توجه بیشتری به این دسته از گیاهان و  دارویی بر كسی پوشیده نیست و خوشبختانه در سال آثار و خواص گیاهان

شوند دسته اول  كنند به دو دسته تقسیم می ای كه گیاهان در دیواره سلولی خود جمع می است. مواد شیمیایی ها شده كاربرد آن

آیند مانند پروتئین و كربوهیدرات و چربی، اما دسته دوم از  اولیه گیاه به دست می موادی هستند كه از متابولیسم

های گیاهی نقش حیاتی  كه این مواد در فعالیت های ثانویه هستند مانند تركیبات فنولی، ترپنوئیدی و آلکالوئیدی متابولیسم

. بادرنجبویه از تیره نعناع، (5309 ،)تركمن گیرند قرار می ندارند اما در صنایع غذایی، دارویی، كشاورزی و آرایشی مورد استفاده

به كه  (Lemon Balm)شده  و نام شناخته (.Melissa officinalis L)جنس ملیسا و گونه آفیشینالیس است با نام علمی 

 تیخاص دیاس کینیرزمار ک،یورسولی ک،یكارنوس ک،ینولئیدلیاسمثل  یگرید باتیعلت دارا بودن آلفاتوكوفرول و ترك

 .(5391 ،)كریمی ثانی دارد یدانیاكس یآنت

و  یعصب های یناراحت درمان ،یبخش آرام خواصو دارای  باشد یم متر یسانت 41-61 ارتفاعبا  چندسالهی و علفكه  اهیگاین  

 (chen, 1999)نیز دارد  اسید تاثیرات ضد ویروس ایدز رزمارینیکكه دهد  تحقیقات نشان می .ی استقلبهای  بیماری

(Hassanzadeh, 2016) (Omidbaigi, 2010). تولید گیاهان بیوسنتز مسیرهای و ها بافت در ثانویه های متابولیت 

 برخی به همین دلیل جداسازی و پایین است دارویی گیاهان عموما در ها سطح این متابولیت .(Dias et al., 2016) شوند می

 .(Lee et al, 2013) است دشوار ها آن فعال تركیبات از

اگرچه در زمینه تاثیر امواج فراصوت بر محتوا و میزان متابولیت ثانویه رزمارینیک اسید در بادرنجبویه پژوهشی صورت نگرفته 

تواند سبب  های مختلف ثابت شده است كه استفاده از امواج فراصوت به صورت الیسیتور می است اما به طور كلی در پژوهش

نشان زردچوبه گیاه ر باثر فراصوت  برای مثال در بررسی های ثانویه در گیاهان شود. مان تولید متابولیتافزایش و بهبود راند

ی ثانویه در این گیاه مانند كوركومین، كامفور، پینن و ها تیمتابول مقدار استخراج شیباعث افزاتوانند  می داده شد كه این امواج

 یها تیاستخراج متابولمدت زمان لازم برای  ،استفاده از فراصوت خص شد كهدر این تحقیق مش همچنین. سینئول شوند 0-5

 .(Malik et al., 1985) دادرا كاهش  هیثانو

 Dunaliella یتک سلول کدر كشت جلب کیولوژیزیف یها ویژگی یاثر امواج فراصوت بر رشد برخ زمایش بررسیدر آ 

salina ، سرول،یكاروتن، گل-مقدار بتا شیباعث افزا یدفاع یها پاسخ یالقاو  ها سلول کیفراصوت با تحر نشان داده شد كه 

یک پلی فنول طبیعی  دیاس کینیمار(. رز5394شود )مخبری و همکاران،  میها  نیانیتوسها و آندیفلاونوئ ،یفنل باتیترك

 زینی وحش نعناع و شنیآو ،یلگ میمر ،یكوه پونهمانند  نعناع رهیت اهانیگ گرید ازی اریكه در بس باشد اسید می كربوكسیلیک

. مقدار تركیبات اكسیدانی بسیار ارزشمند هستند . تركیبات فنولیک با دارا بودن خواص آنتی(5399 ،)رحیمیاست  شده دیده

فنلی موجود در گیاهان یا محصولات غذایی نشان دهنده ارزش غذایی آن است. در فرایند استخراج تركیبات به روش اولترا 

های استخراج، امواج فراصوت كم  ی همچون توان دستگاه و زمان استخراج موثر هستند. در مقایسه با سایر روشسونیک عوامل

 .(5393 ،)مویدنیاباشد  باشد و همچنین قدرت استخراج تركیبات فنولی آن بالاتر می تر می هزینه و آسان

یک آزمایش  ه،یبادرنجبواسید برگ  محتوای رزمارینیک رباثر توان فراصوت و مدت زمان اثر دهی آن  یبررس منظور به 

وات( و مدت زمان اثردهی فراصوت در  321و  561، 01، 41فاكتوریل دو عاملی شامل عامل توان فراصورت در چهار سطح )

 .آمد در اجرا بهواحد آزمایشی(  36) تکرار سهدقیقه( در قالب طرح پایه كاملا تصادفی با  6و  3، 5سه سطح )
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 مواد و روش ها -2

 نمونه های برگی از میان بوته های بادرنجبویه كشت شده در مزرعه گیاهان دارویی مركز گیاهان دارویی دانشگاه شاهد تهیه

درجه سانتیگراد خشک شده و سپس با آسیاب پودر شدند.  11ها از بوته ها جدا و در آون با دمای  . برای این منظور برگشدند

درصد مخلوط و در مدت زمان و  11میلی لیتر اتانول  51م از پودر خشک برگی با ترازو توزین و در بشر محتوی گر 1.1مقدار 

 دستگاه توسط دیاسکینیرزمارتوان مختلف تحت اثر فراصوت قرار گرفتند. پس از اعمال تیمارهای فراصوت، محتوای 

 .مشخص شد( HPLC) بالایی كارا با عیمای كروماتوگراف

( انجام گرفت. جهت Bradford, 1976) های برگی فریز شده در ازت مایع و به روش برادفورد اج پروتئین از نمونهاستخر

لیتر  میلی 5منجمد هر نمونه توزین و در میکروتیوپ ریخته شد. سپس   گرم از بافت 1.21گیری غلظت پروتئین،  اندازه

دقیقه ورتکس شد و در مدت زمان و توان مختلف  2ژن شدن به مدت اضافه گردید و جهت همو  بافراستخراج به هرمیکروتیوپ

 11دور در دقیقه سانتریفیوژ انجام گرفت و مقدار  51111دقیقه با سرعت  51تحت اثر فراصوت قرار گرفت؛ سپس به مدت 

پروتئین نمونه ها با  میکرولیتر معرف برادفورد به آن اضافه شد؛ سپس محتوای 211میکرولیتر از عصاره هر نمونه برداشته و 

نانومتر اندازه گیری شد. با استفاده از نمودار استاندارد آلبومین سرم گاوی،  191استفاده از دستگاه الایزاریدر در طول موج 

 نمونه ها در معادله خط، مقدار پروتئین كل بدست آمد. OD. با قرار دادن ها تعیین شد غلطت پروتئین نمونه

از اثرات تیمارهای فراصوت بر محتوای رزمارینیک اسید و پروتئین برگ بر اساس مدل آماری آزمایش  تجزیه داده های حاصل

 صورت گرفت. دانکنها هم به روش مقایسه میانگین آزموندو عاملی و به روش تجزیه واریانس انجام شد. 

 

 نتایج و بحث -3

در  بادرنجبویه اهیگاسید و پروتئین برگ  رزمارینیک محتوایبر نتایج حاصل از تجزیه واریانس اثر مدت زمان و توان فراصوت  

 آمده است. 5جدول 

 اهیگاسید و پروتئین برگ  رزمارینیک محتوايبر اثر مدت زمان و توان فراصوت  . تجزیه واریانس1 جدول

 بادرنجبویه

 
 درصد 1دار در سطح  ** معنی

 منبع تغییر
Variable 

 درجه آزادي
DF 

 میانگین مربعات رزمارینیک اسید
Rosmarinic acid average of squares 

(µg/ml) 

 میانگین مربعات پروتئین
Protein average of squares 

(µg/ml) 
 زمان
Time 

2 

 

**
128/823 

 

**
0/046 

 توان
Power 

3 

 

**
36/389

 

 

**
0/093

 

 اثرمتقابل
Interaction Effect 

6 

 

**
4/875 

 

**
0/007 

 خطا
Eror 

24 
 

0/342 
 

0 

 ضریب تغییرات
CV  )%(  

  

22/75 
 

6/1 
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درصد  5داری در سطح  نشان داد كه اثرزمان فراصوت بر محتوای رزمارینیک اسید و پروتئین دارای اثر معنی 5 جدولنتایج 

دار  درصد معنی 5است. همچنین اثر توان فراصوت و اثر متقابل زمان و توان فراصوت بر رزمارینیک اسید و پروتئین در سطح 

 است.

 

اسید برگ گیاه  . مقایسه میانگین اثرات تیمارهاي مدت زمان و توان فراصوت بر محتواي رزمارینیک1 شکل

 بادرنجبویه به روش دانکن
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. مقایسه میانگین اثرات تیمارهاي مدت زمان و توان فراصوت بر محتواي پروتئین برگ گیاه بادرنجبویه به 2 شکل

 روش دانکن

 دار است.( اختلاف بین تیمارهایی كه حروف مشترک ندارند معنی 2و  5در شکل ) 

شوند و توالی انقباض و  جایی طولی ذرات را موجب می امواج فراصوت در هنگام عبور از میان یک محیط الاستیک، جابه

 روحانی،كند ) های سلولی گیاهی را پاره می زایی و فشار و دمای حاصله از آن دیواره كنند. فرایند حفره انبساطی را ایجاد می

با افزایش مدت زمان اثردهی فراصوت به عنوان پیش تیمار قبل از  2و  5(. با تکیه بر چنین مکانیسمی، در شکل 5390

چنین با افزایش توان دستگاه مولد  استخراج، محتوای رزمارینیک اسید و پروتئین استخراج شده افزایش معناداری پیدا كرد. هم

وات  321وای رزمارینیک اسید و پروتئین افزایش پیدا كرد. اگرچه با رسیدن توان به وات، محت 561فراصوت )اولتراسونیک( تا 

مقدار رزمارینیک اسید و پروتئین استخراج شده كاهش پیدا كرد كه این نتایج با آزمایشات مشابه ذكر شده در گیاهان دیگر 

جرم و كاهش ویسکوزیته حلال نسبت داد. كاهش  توان به بهبود پدیده انتقال تطابق دارد و افزایش راندمان استخراج را می

توان به تخریب شیمیایی رزمارینیک اسید و پروتئین در برابر شوک  وات را نیز می 361بازده ناشی از افزایش توان دستگاه به 

میزان  حرارتی و فراصوت منتسب كرد. همچنین در بررسی اثرات متقابل مدت زمان و توان فراصوت در این پژوهش، بیشترین

وات مشاهده گردید. این مسئله به دلیل  561دقیقه و توان  6رزمارینیک اسید و پروتئین استخراج شده در مدت زمان 

 5آزادسازی مناسب تركیبات از دیواره سلولی است. در مقابل، كمترین میزان رزمارینیک اسید استخراج شده نیز در زمان 

 وات بود. 41دقیقه و توان  5ص پروتئین نیز كمترین مقدار در زمان مشاهده گردید. در خصو 321دقیقه و توان 

دهد كه میزان  باشد و نشان می دار می درصد معنی 5بود كه در سطح  113/1همبستگی بین پروتئین و رزمارینیک اسید 

 محتوای پروتئین و رزمارینیک اسید رابطه مستقیم دارند.
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 گیري نتیجه -4

تواند در میزان  ها نشان داد اثر متقابل زمان و توان دستگاه اولتراسونیک می صل از آنالیز دادهدر پژوهش حاضر نتایج حا

دقیقه و  6اسید در زمان  اسید تا حدی تاثیر مثبت داشته باشد. بهترین مقدار رزمارینیک ثانویه رزمارینیک  استخراج متابولیت

دقیقه و توان  6ترین زمان استخراج  ان پروتئین اثر داشته و مناسبوات حاصل گردید. همچنین این تیمارها بر میز 561توان 

وات برای استخراج هر دو تركیب خودداری كرد زیرا با افزایش توان  561های بیشتر از  وات است؛ اما لازم است از توان 561

-كند كه در به نتیجه مشخص میاین  میزان این دو ماده كاهش یافت. از نظر كیفیت پروتئین تغییری در تیمارها دیده نشد.

 ها جهت كسب بهترین نتیجه و بیشترین متابولیت ثانویه دقت و توجه بیشتری نمود. كارگیری الیسیتورها باید به اثر متقابل آن

 منابع

 

 Populus(. اندازه گیری سالیسیلیک اسيید پوسيت درختيان صينوبر دلتوئیيدس و اوراميریکن )      5309ج. ) ،تركمن .5

deltoides & (P. euramerican  روشبه HPLC. 551 ،فصلنامه گیاهان دارویی. 

برای میکرو استخراج رزمارینیيک اسیدباسيرنپ پير شيده     CMK-3 كربنی(. استفاده از نانو پوروس 5399ا. ) ،رحیمی .2
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Abstract 

Lemon balm (Melissa officinalis L.) is an important aromatic and herbaceous plant of the mint family, which is 

considered an important medicinal plant due to its extract compounds like rosmarinic acid. The use of physical 

treatments such as ultrasounds with the aim of increasing the content of rosmarinic acid has been the main goal 

of this research. For this purpose, effects of the ultrasound power at four levels (40, 80, 160, and 320 w) and the 

time of the ultrasound waves exposure on the content of rosmarinic acid and protein in lemon balm leaves were 

assessed in a factorial experiment based on a completely random design with three repetitions. Based on the 

results of the ANOVA, effect of the ultrasound waves power was positive on the content of rosmarinic acid up to 

160 W, while by increasing the power of the device up to 320 W, the content of rosmarinic acid was decreased. 

Protein content of the leaves was increased up to 160 W and decreased at 320 W by the same way. The 

correlation between protein and rosmarinic acid was 0.553, which is significant at the 1% level and shows that 

the content of protein and rosmarinic acid have a direct relation.The most suitable exposure time for extraction 

of the rosmarinic acid was six minutes and the most effective power for the ultrasound waves was 160 w. That 

was the same for the protein content. 
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