
 
 
 

Copyright © 2024 The Author(s); Published by Complementary Medicine Journal. This is an open access article, distributed under the terms of the Creative 
Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License (http://creativecommons.org/licenses /by-nc/4.0/) which permits others to copy and 
redistribute material just in noncommercial usages, provided the original work is properly cited. 

Complementary Medicine 
Journal 

Volume 13, Issue 4, Winter 2024 
 

 

Investigating the Antibacterial Properties of the Hydroalcoholic Extract of 
Pomegranate Peel and Phenol on a Group of Intestinal Bacteria in Vitro 

Heydar Mousavi 1 , Ehsan Mohammadzadeh 1 , Hajar Badri 2 , Esmail Najafi 3 

, Golchin Mousavi Tekantapeh 4 , Shahram Nazari 2,*  
 

1 Student Research Committee, Khalkhal University of Medical Sciences, Khalkhal, Iran 
2 Department of Environmental Health Engineering, Khalkhal University of Medical Sciences, Khalkhal, 
Iran 
3 Department of Public Health, Khalkhal University of Medical Sciences, Khalkhal, Iran 
4 Department of Environmental Health Engineering, School of Public Health, Urmia University of 
Medical Sciences, Urmia, Iran 
 
* Corresponding author: Shahram Nazari, Department of Environmental Health Engineering, Khalkhal 
University of Medical Sciences, Khalkhal, Iran. E-mail: Shahramnazari73@yahoo.com  

DOI: 10.61186/cmja.13.4.65 
How to Cite this Article: 
Mousavi H, Mohammadzadeh E, Badri H, Najafi E, Mousavi Tekantapeh G, Nazari SH. Investigating the 
Antibacterial Properties of the Hydroalcoholic Extract of Pomegranate Peel and Phenol on a Group of Intestinal 
Bacteria in Vitro. Complement Med J. 2024;13(4):65-73. DOI: 10.61186/cmja.13.4.65 

 

Received: 14 Nov 2023 
Accepted: 30 Dec 2023 

Abstract 
Introduction: Pomegranate is a plant with an ancient history that has been widely 
used in medical sciences and its components have many properties. The aim of the 
present research is to synthesize pomegranate peel extract and investigate its 
antibacterial effects on a group of bacteria of intestinal bacteria and compare its 
antibacterial properties with phenol. 
Methods: In this experimental study, pomegranate peel extract was extracted with 
the hydro alcoholic method. The Antibacterial effect of pomegranate peel extract 
was performed via disc diffusion and micro broth dilution methods on standard 
species of intestinal bacteria. All experiments were performed according to the 
guidelines of Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). This study has been 
registered with the ethical code IR.KHALUMS.REC.1402.006 in the Ethics 
Committee of Khalkhal Faculty of Medical Sciences. 
Results: The MIC of pomegranate peel extract for Shigella dysentery, Escherichia coli, 
Klebsiella pneumoniae and Enterobacter aerogenes bacteria were 12.5%, 12.5%, 
25% and 6.25%, respectively. Also, the MBC of pomegranate peel extract for Shigella 
dysentery, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia and Enterobacter aerogenes 
bacteria were obtained 25%. The zone of inhibition for Shigella dysentery, 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Enterobacter aerogenes bacteria was 18, 
19, 16 and 22, respectively. 
Conclusions: The results of this study has been showed that the hydroalcoholic 
extract of the pomegranate peel is very effective in the removal of intestinal bacteria 
in vitro. Also extract than phenol in lower contact time cause killing these bacteria. 
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Introduction 
The use of herbal compounds to control 
infectious diseases dates back to a very long time 
ago, but with the advancement of medical 
science and the increase in the production of 
antibiotic drugs, the tendency to use these 
compounds has decreased (1, 2). In the early 
20th century, the discovery of antimicrobial 
drugs, or antibiotics, was a historic turning point 

in the field of pharmaceuticals, which led to a 
dramatic reduction in the number of deaths from 
infectious diseases, which at the time were the 
leading cause of death worldwide(3, 4). In recent 
years, antibiotics have played an essential role in 
controlling infections, but their incorrect and 
excessive use has caused unwanted side effects 
and the creation of bacteria resistant to several 
drugs (5). Using high concentrations of 
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antibiotics to destroy resistant bacteria causes 
poisoning and ultimately increases the 
percentage of deaths in patients (6). Therefore, 
measures should be taken to reduce side effects 
and bacterial resistance, and one of these ways 
is to discover new drugs based on herbal 
compounds that can be considered as a suitable 
alternative (7). Pomegranate is a plant with an 
ancient history that has been widely used in 
medical sciences and its components have many 
properties (8). Different parts of this plant such as 
seeds, bark, leaves and flowers have many 
chemical compounds such as phenolic 
compounds, sugars, amino acids, sterols, etc., 
which show different medicinal properties (9). 
The antimicrobial activity of pomegranate peel 
extract is due to the presence of phenolic 
substances, especially ellagic acid and 
punicalagin. These compounds are found in 
greater proportion in the peel of pomegranate 
fruit (10). The phenolic compounds present in 
pomegranate peel produce antimicrobial 
properties through several different mechanisms 
(11). The aim of the present research is to 
synthesize pomegranate peel extract and 
investigate its antibacterial effects on a group of 
bacteria of intestinal bacteria and compare its 
antibacterial properties with phenol. 
METHODS 
In this experimental study, pomegranate peel 
extract was extracted with the hydro alcoholic 
method. The Antibacterial effect of pomegranate 
peel extract was performed via disc diffusion and 
micro broth dilution methods on standard 
species of intestinal bacteria. All experiments 
were performed according to the guidelines of 
Clinical and Laboratory Standards Institute 
(CLSI). 
RESULTS 
The MIC of pomegranate peel extract for Shigella 
dysentery, Escherichia coli, Klebsiella 
pneumoniae and Enterobacter aerogenes 
bacteria were 12.5%, 12.5%, 25% and 6.25%, 
respectively. Also, the MBC of pomegranate peel 

extract for Shigella dysentery, Escherichia coli, 
Klebsiella pneumonia and Enterobacter 
aerogenes bacteria were obtained 25%. The 
zone of inhibition for Shigella dysentery, 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and 
Enterobacter aerogenes bacteria was 18, 19, 16 
and 22, respectively.  
CONCLUSION 
This study has been registered with the ethical 
code IR.KHALUMS.REC.1402.006 in the Ethics 
Committee of Khalkhal Faculty of Medical 
Sciences. 
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 طب مکمل مجله
 1402 زمستان، 4، شماره 13دوره 

 

 

 از هیگرو روي بر فنل و انار پوست الکلی هیدرو عصاره ضدباکتریایی خصوصیات بررسی

 آزمایشگاهی محیط در ياروده يهايباکتر

 موسوي گلچین ، 3 نجفی اسماعیل ، 2 بدري هاجر ، 1 محمدزاده احسان ، 1 موسوي حیدر
  ،*5 نظري شهرام ، 4 تکانتپه

 
 ایران خلخال، خلخال، پزشکی علوم دانشکده دانشجویی، تحقیقات کمیته عضو عمومی، بهداشت گروه کارشناسی، 1
 ایران خلخال، خلخال، پزشکی علوم دانشکده محیط، بهداشت مهندسی گروه ارشد، کارشناسی 2
 ایران خلخال، خلخال، پزشکی علوم دانشگاه عمومی، بهداشت گروه مربی، 3
 ایران ارومیه، ارومیه، پزشکی علوم دانشگاه بهداشت، دانشکده محیط، بهداشت مهندسی گروه کارشناسی، 4
 ایران خلخال، خلخال، پزشکی علوم دانشکده محیط، بهداشت مهندسی گروه استادیار، 5
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 18/07/1402 :دریافت تاریخ
 25/09/1402 :پذیرش تاریخ

 چکیده
. دارند متعددي خواص مجزا طور به آن اجزاي و داشته پزشکی علوم در زیادي کاربرد که باشدیم کهن سابقه با گیاهی انار: مقدمه

 مقایسه و ياروده يهايباکتر از گروهی روي بر آن ییایترکبا ضد اثرات یبررس و انار پوست عصاره سنتز ینونک پژوهش از هدف
 .باشدیم فنل با آن ضدباکتریایی خواص

. گردید انجام خلخال کیپزش علوم دانشکده يولوژیروبیکم شگاهیآزما در 1402 اردیبهشت در یتجرب صورت به مطالعه :روش کار
 براث میکرو و کسید انتشار روش به فنل و انار پوست عصاره باکتریایی ضد اثر. گردید استخراج الکلی هیدرو روش با انار پوست عصاره

 موسسه يارهاکدستور اساس بر آزمایشات تمامی. شد انجام ياروده يهايباکتر از استاندارد يهاگونه از تعدادي يرو بر دایلوشن
 در IR.KHALUMS.REC.1402.006 اخلاق کد با مطالعه این. گردید انجام) CLSI( بالینی و آزمایشگاهی استانداردهاي

 .است رسیده ثبت به خلخال پزشکی علوم دانشکده اخلاق کمیته
 و پنومونیه کلبسیلا اشرشیاکلی، دیسانتري، شیگلا يهايباکتر براي انار پوست عصاره بازدارندگی غلظت حداقل مقدار :هایافته

 براي انار پوست عصاره MBC مقدار همچنین. شد آورده بدست %25/6 و %25 ،%5/12 ،%5/12 برابر ترتیب به آئروژنز آنتروباکتر
 براي رشد عدم هاله قطر. آمد بدست %25 برابر آئروژنز آنتروباکتر و پنومونی کلبسیلا اشرشیاکلی، دیسانتري، شیگلا يهايباکتر
 .آمد بدست متر میلی 22 و 16 ،19 ،18 ترتیب به آئروژنز آنتروباکتر و پنومونیه کلبسیلا ،اشرشیاکلی ،دیسانتري شیگلا يهايباکتر

. است مؤثر بسیار ياروده يهايباکتر حذف در انار پوست هیدروالکلی عصاره که دهدیم نشان ینونک پژوهش جینتا :گیري نتیجه
 .شودیم هايباکتر این حذف باعث فنل به نسبت ترکوتاه تماس زمان در همچنین

 :کلیدي واژگان
 انار پوست
 باکتریایی ضد عامل

 هیدروالکلی عصاره
 ياروده يهايباکتر
 فنل

 دانشگاه براي نشر حقوق تمامی
 .است محفوظ اراك پزشکی علوم

مقدمه
 يهازمانبه  یعفون يهايماریبکنترل  يبرا یاهیگ باتیاستفاده از ترک

 دیو گشترش تول یعلم پزشک شرفتیبا پ یول گرددیمدور بر  یلیخ
 ستپیدا کرده اکاهش  باتیترک نیبه ا شیگرا یکیوتیبیآنتداروهاي 

یآنت ای یکروبیضدم يکشف داروها ستمیقرن ب لیدر اوا. )2, 1(
بود که باعث کاهش  يداروساز نهیدر زم یخینقطه عطف تار هاکیوتیب

 یشد که در آن زمان علت اصل یعفون يهايماریب ریمرگ و م ریگچشم
 ریاخ يهاسالدر . )4, 3( رفتیمدر سراسر جهان بشمار  ریمرگ وم

ستفاده ا ولی اندداشته هاعفونتدر کنترل  ینقش اساس هاکیوتیب ینتآ
 ادجیناخواسته و ا یجانبعوارض  ادیجباعث ا آنهااز حد  شینادرست و ب

 يهاغلظت. استفاده از )5( دارو شده است نیمقاوم به چند يباکترها
 جادیامقاوم، باعث  يهايباکتربراي از بین بردن  هاکیوتیبیآنتبالاي 

 شودیمیماران در ب ریدرصد مرگ و م شیباعث افزا تاًینهاو  تیمسموم
قاومت و م یانببه منظور کاهش عوارض ج یاقدامات یستیبا نیبنابرا. )6(

ر ب دیجد يوهادار کشف هاراه نیاز ا یکیکه  ردیصورت گ ییایباکتر
مناسب در  نیگزیجا کی تواندیمکه  باشدیم گیاهی باتیترک يهیپا

 .)7( گرفته شودنظر 
 خواص يرو اتقیکه تحق باشدیمکهن  ییبا سابقه دارو یاهیانار گ

 یکروبیضدماستفاده از مواد  يبرا زونروز افنیاز آن به خاطر  دارویی
. )8( باشدیمدر حال افزایش  یاهیمشتق شده از منابع گ یعیطب

 تبایگل ترکبرگ و  پوست، همچون دانه، اهیگ نیمختلف ا يهابخش
ا، هداسینوها، آمیقند ،یفنل باتیترک لیاز قب يمتعدد ییایمیش

 دهندیماز خود نشان  یمتفاوت ییو...دارند که خواص دارو هااسترول

 پژوهشیمقاله 
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 و همکاران يوسوم

 کیعصاره پوست انار به علت حضور مواد فنل یکروبیضدم تیفعال .)9(
نسبت  اب باتیترک نیا .باشدیم نیکالاژیو پون داسی کالاژی خصوصب
موجود  یفنل باتیترک. )10( شوندیم افتی انار وهیدر پوست م يرتشیب

 یکروبیضدم تیمختلف خاص سمیچند مکان قیدر پوست انار از طر
 هاياکتربسلولی  يهانیپروتئقادرند با  یفنل باتیترک. کنندیم جادیا

د و کنن جادیا رییتغ یسلول وارهیواکنش داده و در ساختار و عملکرد د
شوند. علاوه بر آن  هايباکتر يهامیآنز یبرخ ه شدنباعث دناتور ای

 ،هادراتیکربوهمانند  طیمح يمواد مغذ ی ازبا برخ یفنل باتیترک
را  هاآنکمپلکس داده و  لیتشک یو مواد معدن هانیتامیو، هانیپروتئ

یآنتظهور مقاومت به . )11( کنندیمخارج  هايباکتر از دسترس
 نیاول هب نسبت مقاومت کشف هیاول يهاسال به بتالاکتام يهاکیوتیب

 يهامیآنز بتالاکتامازها. )12( گردد یبرم) نیلیس یپن( کیوتیب یآنت
یم بتالاکتام حمله يهاکیوتیب یبه آنت ههستند ک ياکننده بیتخر

در حال جهش  دائماً و اندمتنوع هايباکتربتالاکتاماز در  يهامیآنز .کنند
 یکی اسهیبتالاکتاماز توسط خانواده آنتروباکتر يهامیآنز دیتول هستند.

 .)13( استیدر سطح دن یاز مشکلات مهم بهداشت
 هیپنومون لایکلبسو  یاکلیاشرش يباکتر ژهیبه و اسهیآنتروباکتر خانواده
 شوندیمنوزادان  ژهیبه و در افراد مختلف هاعفونتاز  یانواع جادیباعث ا

 جادیا اسهال، ،)16( یسم ی، سپت)15( یبه پنومون توانیمه ک ،)14(
و  يادرار يهاعفونت، )14( تیمننژ ت،یآبسه در کبد، اندوفتالم

 .داشاره نمو )17( یاییباکتر
مقاوم به  يهاسمیارگاننوزادان آلوده به  فونتامروزه درمان ع نیهمچن
 يهاگونه )5( شده است لیتبد یمشکل مهم جهان کیدارو، به  نیچند

هستند  هاسیترکمتعلق به خانواده انتروبا یگرم منف يهالیباس گلایش
. )18( اندشدهشناخته  يسانتریاسهال و د یه به عنوان عامل اصلک

 در حال توسعه يشورهاکدر  یمشکل عمده بهداشت عموم کی گلاشی
 يدخطر ج کیغذا و  قیمنتقله از طر يماریب کی زیسگلوی. شباشدیم

. )19( شودیم جادیا گلایش يترکه توسط باکدر سلامت انسان است 
ل نفر در سا ونیلیم کیاز  شیسبب مرگ ب گلوزیش یدر سطح جهان

 .)5( گرددیمدر حال توسعه  يشورهاکدر  یسن يهاگروهتمام  انیدر م
دستگاه  .باشدیم اسهیخانواده آنتروباکتر ياز اعضا یکیانتروباکتر 

 .)20( تاس انتروباکترمکان عفونت  نیترعیشا يو دستگاه ادرار یتنفس
صت پاتوژن فر کیبه عنوان  نتروباکترآئروژنزاجنس  نیا ياعضا انیاز م

خانواده  ياز اعضا ياریهمانند بس کهطلب شناخته شده است 
 يهاعفونتو  يدستگاه ادرار يهاعفونت جادیقادر به ا اسهیآنتروباکتر

 .)21( باشدیم مارستانیشده در ب يبستر مارانیبفرصت طلب در 

و  دم، سفتازیهابتالاکتامبه  يباکتر نیا يهاهیسودرحال حاضر 
 .)22, 7( اندشدهمقاوم  نینورفلوکساس

و عفونی  يهايماریب جاددرای بردهنام يهايباکتر نقش به توجه با
 يدراثر مصرف داروها هاکیوتیب یمقاومت آنها نسبت به آنت شیاافز

و  ادهاستف یکمتر بودن عوارض، سادگ لیبه دل یو از طرف یروبیکضدم
. باشدیمتحقیقات در این زمینه ضروري  ییدارو اهانیارزان بودن گ

 ی،دگبازدارن ی،کشندگ حداقل غلظت نییتع نهیدر زم يامطالعهکنون تا
پوست انار و مقایسه آن با خاصیت ضد  رشد عصارهقطر هاله عدم 
 ،انتروباکتر آئروژنز، يسانترید گلایش يهايباکتر يبر روباکتریایی فنل 

 انجام نشده است. یاکلیاشرشو  هیپنومون لایکلبس
با فنل به عنوان شاخصی براي  مقایسه خاصیت ضد باکتریایی مواد

ره است، که در مورد عصاتعیین میزان اثر ضدباکتریایی آن معرفی شده 
گیاهان ضروري است به این موضوع توجه و اهمیت داده شود. به همین 

مورد بررسی و مقایسه قرار  زین ورکمذ شاخص این مطالعه دلیل در
 ،یحداقل غلظت بازدارندگ تعیین مطالعه نیهدف از ا نیبنابرا  گرفت.
پوست انار و مقایسه آن با فنل قطر هاله عدم رشد عصاره  ی وکشندگ
 لایکلبس ،انتروباکتر آئروژنز ،يسانترید گلایش يهايباکتر يبر رو
 .باشدیم یشگاهیآزما طیدر مح یاکلیاشرشو  هیپنومون

 روش کار

 تهیه عصاره پوست انار
پس از تهیه میوه انار از روستاي نمهیل شهرستان خلخال واقع در استان 

 دیگرداردبیل، پوست آن در محیط استریل آزمایشگاهی جدا و خشک 
گرم از آن را در یک هاون استریل پودر کرده  10). مقدار الف - 1شکل(
میلی  50  ارلن مدرج ریخته و مقدار آن را در یک )سپسب - 1شکل(

). ج - 1شکلگردید (  درصد آزمایشگاهی به آن اضافه 100لیتر اتانول 
ساعت در دستگاه همزن مغناطیسی اختلاط داده شد. سپس  24سپس 

و پمپ  42با استفاده از قیف بوخنر داراي کاغذ صافی واتمن شماره 
)، اجزاي باقی مانده از عصاره جدا Spar Max TC501Vخلاء (مدل 

میلی لیتر آب مقطر به محلول مورد نظر  20). سپس د - 1شکلگردید(
درجه  80اضافه و دوباره در دستگاه همزن مغناطیسی که دماي آن در 

تنظیم شده بود، قرار داده شد تا الکل به طور کامل از راکتور  گرادیسانت
). براي اطمینان از خارج شدن همه الکل افزوده و - 1شکلشود (خارج 

 شده، فرآیند تبخیر تا زمانی ادامه داده شد که حجم محلول ثابت گردد.

 

 
 مراحل تهیه عصاره پوست انار .1 شکل
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 يباکتر يهاسویه
ارد سویه استاندشامل پژوهش کنونی  دراستفاده شده  يباکتر يهاسویه

 :ATCC( اشرشیاکلی)، ATCC:10031( کلبسیلا پنومونیه
 انتروباکتر آئروژنز، )ATCC:12022( شیگلا دیسانتري، )23591

)ATCC:13048( تهیه  هاي صنعتی ایرانباشد که از مرکز پژوهشمی
داري شده، در محیط کشت ـباکتریایی خری يهاهیسو تمامی گردید.

درجه  37 ساعت در دماي 24مدت  بهو  هوازيدر شرایط  نوترینت براث
 کشت محیط از استریل لوپ شدند. سپس با يگرماگذار سلسیوس

هاي کشت اختصاصی محیط روير و ب برداشته مقدارينوترینت براث 
تلقیح شده  يهاتیپلشد. سپس  داده کشت خطی حالتبه هر باکتري،

 داده قرار ساعت 24مدت درجه سلسیوس به 37 دماي باگرمخانه  در
 .)23( شدند

 استاندارد مک فارلندتهیه 
عنوان مرجعی براي مطابقت فارلند بهدر این پژوهش، استاندارد مک

مواد مورد  شد. استفاده باکتريدادن کدورت ناشی از سوسپانسیون 
فارلند شامل: باریم کلرید نیم مک داستفاده براي تهیه استاندار

(BaCl2.2H2O)  دهیدراته و اسید سولفوریک(H2SO4)  بوده که
باریم میلی لیتر  05/0. با مخلوط نمودن گردیدتهیه  Merckاز شرکت 

اسید میلی لیتر  95/9با  175%/1 (BaCl22H2O)کلرید دهیدارته 
فارلند تهیه گردید. با ، استاندارد نیم مک%1 (H2SO4)سولفوریک 

مخلوط این دو ترکیب رسوب سولفات باریم که سبب ایجاد کدورت در 
جذب نوري کدورت ایجاد شده توسط  وجود آمد.شود، بهمحلول می

نانومتر به وسیله  610فارلند در طول موج  مکمینمحلول 
از آنجایی که تعداد ) اندازه گیري گردید. Hachاسپکتروفتومتر (مدل 

ه این است که بر نتیج ییرهایمتغباکتري تلقیح شده یکی از مهمترین 
گذارد، تراکم سوسپانسیون میکروبی تلقیحی باید پژوهش اثر می

منظور براي تهیه سوسپانسیون میکروبی، از کشت بدین. استاندارد باشد
حاوي  هلولاستریل چند کلنی به  لوپبا استفاده از  تازه و جوان باکتري

باکتري تا حدي به  يهایکلنانتقال داده شد. سرم فیزیولوژي استریل 
 هايباکترسرم فیزیولوژي اضافه گردید تا کدورت ایجاد شده توسط 

مک فارلند  5/0معادل با کدورت اندازه گیري شده در لوله استاندارد 
 5/1×810 نیم مک فارلند برابر با توجه به اینکه غلظت باکتریاییباشد. 

قیق از ر باکتریایی يهارقتبراي بدست آوردن سایر ، باشدیم میلی لیتر
سازي استفاده گردید. این عملیات براي هر چهار باکتري مورد مطالعه 

هاي ها برابر با دستورالعملبه طور جداگانه انجام گردید. تمامی آزمایش
 .)24( ) انجام شدCLSI( یشکپزموسسه استاندارد و آزمایشگاه 

تعیین حداقل غلظت بازدارندگی و حداقل غلظت 
 عصاره پوست انار کشندگی

با استفاده از روش  MBCو  MICآزمایشات حداقل غلظت بازدارندگی 
انجام  CLSIبر اساس روش توصیه شده توسط  رقیق سازي میکرو

تعیین اثر براي  )2شکل ( هاچاهکمیکرو در این روش از . گردید
ک یعصاره پوست انار استفاده گردید. مختلف  يهاغلظتضدباکتریایی 

شاهد براي کنترل منفی  چاهکشاهد براي کنترل مثبت و یک  چاهک
ري و باکت نوترینت براث محیط کشت حاوياستفاده شد. شاهد مثبت 

که ماده ضد باکتریایی به آن اضافه نشده است. همچنین شاهد منفی 
و  MICق تعیین مقدار دقی براي .باشدیم محیط کشتفقط حاوي 

MBC  يهارقتهر باکتري، آزمایشات با عصاره پوست انار در مقابل 
عصاره به صورت رقیق  )... 3/%125، 6/%25، 12/%5، 25%،%50مختلف (

) که 2شکل ( Aردیف  يهاچاهکانجام داده شد. به  سازي سریالی
حیط کشت میکرولیتر م 100، به هر چاهک باشدیمچاهک  12شامل 

 100نوترینت براث استریل ریخته شد سپس از عصاره تهیه شده، 
ریخته شد و چندین بار پیپت گردید و  A1میکرولیتر به چاهک شماره 

، A2میکرولیتر برداشت شد و به چاهک  A1 ،100سپس از چاهک 
، انجام داده A10انتقال داده شد، این عملیات رقیق سازي تا چاهک 

) برابر 5/0(10به اندازه  A10پوست انار در خانه شد و غلظت عصاره 
به ترتیب به عنوان  A12و  A11 يهاچاهک .غلظت اولیه کاهش یافت

میکرولیتر از  5سپس  کنترل مثبت و کنترل منفی در نظر گرفته شد.
 هاچاهکیک دهم برابر نیم مک فارلند به همه  محلول باکتري با غلظت

دت به م میکروپلیتسپس به جزء چاهک کنترل منفی اضافه گردید. 
. پس قرار داده شد گرمخانهدر  سلسیوسدرجه  37ساعت در دماي  24

از نظر کدورت ناشی از رشد باکتري  هاچاهک، يگرماگذاراز طی زمان 
 انار عصاره پوستبا کمترین غلظت از  چاهکیتلقیح شده بررسی شدند. 

تعیین گردید.  MICر آن مشاهده نشد، به عنوان که رشد باکتري د
که رشد در آنها  ییهاچاهک، از عصاره پوست انار MBCبراي تعیین 

 نوترینت آگاربر روي محیط کشت  میکرولیتر 10 مشاهده نشده بود
به مدت  سلسیوسدرجه  37در دماي  گرمخانهکشت داده شدند و در 

 یچاهکپلیت مربوط به  يرگرماگذاشدند. بعد از  يگرماگذارساعت  24
در آن بود و رشد باکتري  عصاره پوست انارکه حاوي کمترین غلظت از 

در نظر  MBC، به عنوان شدآن مشاهده  کلنی در 11برابر یا کمتر از 
 تمامی این عملیات در زیر هود استریل انجام گردید.گرفته شد. 

 

 
 MBCو  MICبراي تعیین  هاچاهکمیکرو  .2 شکل
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 روش دیسک آگار دیفیوژن
از کدورت سوسپانسیون میکروبی تهیه شده مطابق با استاندارد نیم مک 

سواپ  يلهیبوسآگار  نوترینتکشت  حاوي محیط يهاتیپلفارلند در 
الی خ يهاسکیدسپس ، استریل به صورت یکنواخت کشت داده شدند

)Blank disk (6  میکرولیتر  50استریل به  کاملاًمیلی متري در شرایط
 گرمخانهدر  دقیقه 30آغشته و به منظور خشک شدن به مدت  عصارهاز 

در داخل  هاسکیددرجه سلسیوس قرار داده شدو سپس  30در دماي 
به فاصله مناسب قرار گرفته و پس از گرمخانه گذاري به مدت  هاتیپل

عدم رشد بوسیله  يهاله، قطر سلسیوسدرجه  37ساعت در دماي  24
و بر حسب میلیمتر گزارش  يریگاندازهخط کش براي هر کدام از آنها 

باکتریایی مورد مطالعه به  يهاهیسوتمامی این عملیات براي  گردید.
 گردید. صورت جداگانه انجام

مورد آزمایش یک نمونه به عنوان نمونه شاهد  يهانمونهبراي همه 
، بدون هايباکتراستفاده گردید (حاوي محیط کشت نوترینت براث و 

در محیط آبی با  هايباکترعصاره پوست انار). تمامی آزمایشات حذف 
 ).1جدول( انجام گردید PBSخصوصیات 

 
 وصیات بافر فسفات نرمال سالینخص .1 جدول

PBS, 0.01 M 
 NaCl گرم 8
 KCl گرم 2/0
 Na2HPO4 7H2O گرم 17/2
 KH2PO4 گرم 259/0
 آب مقطر لیتر 1

 

 اکتریایی عصاره پوست انار با فنلمقایسه خواص ضد ب

، MBCو  MICبه منظور مقایسه عصاره پوست انار با فنل طبق روش 
یک هشتم، یک شانزدهم، یک سی و  هاي یک دوم، یک چهارم،رقت

دوم، یک شصت و چهارم، یک صد و بیست و هشتم، یک دویست و 
پنجاه و ششم عصاره پوست انار تهیه و همچنین فنل مادر که از شرکت 

 1250، 2500، 5000(مختلف  يهاغلظتبا  مرك خریداري شده بود
فنل مادر از آزمایش تهیه گردید.  يهالولهدر  در لیتر) گرمیلیم 675و 

تعداد معینی از  هاچاهکشرکت مرك خریداري شد. به هر کدام از 
) مورد آزمایش اضافه شد. سپس در CFU/ml 104×5/7( يهايباکتر
میکرولیتر از هر یک  10به اندازه  يانمونهدقیقه  15و  10، 5 يهازمان

 و چاهک برداشته شد و در محیط کشت نوترینت آگار کشت داده شد.
درجه  37ساعت در دماي  24به مدت سپس در دستگاه انکوباتور 

 يدر دما يگرمخانه گذار ساعت 24پس از سلسیوس قرار داده شد. 
مورد مقایسه  هايباکتراز نظر رشد تعداد  هانمونهدرجه سانتیگرداد  37

 قرار گرفتند.

 هاافتهی

حداقل غلظت  و MIC)(تعیین حداقل غلظت بازدارندگی 
 )MBC( کشندگی

 شیگلا يهايباکتر براي انار عصاره پوست MBCو  MICمقدار 
کلبسیلا  ،%25و  %5/12 يهارقتبه ترتیب در  اشرشیاکلی و دیسانتري
 %25/6 يهارقتترتیب در  به آئروژنز آنتروباکتر و %25در رقت  پنومونیه

 يهارقتاثرات ضدباکتریایی  2جدول د. در ش بدست آورده %25و 
مورد نظر نشان داده شده  يهايباکترمختلف عصاره پوست انار بر روي 

 است.

 
 انار بر رشد باکتري مختلف عصاره پوست يهارقت ریتأث .2 جدول

 رقت عصاره پوست انار
 هايبر رشد باکتر ریتأث

 انتروباکتر آئروژنز هیپنومون لایکلبس یاکلیاشرش يسانترید گلایش

 یکش يباکتر یکش يباکتر یکش يباکتر یکش يباکتر % 50
25 % MBC MBC MIC  وMBC MBC 

5/12 % MIC MIC یبازدارندگ رشد 
 MIC رشد رشد شدر % 25/6

 رشد رشد رشد شدر % 125/3

 عدم رشد عدم رشد عدم رشد عدم رشد )ی(کنترل منف شاهد

 رشد رشد رشد رشد (کنترل مثبت) شاهد

 

 )ZOI( رشدتعیین قطر هاله عدم 
 ،اشرشیاکلی ،دیسانتري شیگلا يهايباکترقطر هاله عدم رشد براي 

یلیم 22و  16، 19، 18ترتیب  به آنتروباکتر آئروژنز و کلبسیلا پنومونیه
 ).3شکلبدست آمد ( متر

نتایج مقایسه خواص ضد باکتریایی عصاره پوست انار با 
 فنل

ه با فنل مشاهده شد ک انار اثر ضد باکتریایی عصاره پوست يسهیمقادر 
 10و  5 يهازماندر  اشرشیاکلی يهايباکترعصاره پوست انار بر روي 

اثر  %5/12دقیقه تماس در رقت  15و  %25/6دقیقه تماس، در رقت 

زمانی اثر کشندگی  يهابازهکشندگی داشت در حالی که فنل در این 
دقیقه  15غیر قابل شمارش بود) و فقط در  هایکلنتعداد ( نداشته

 باعث کاهش تعداد کلنی باکتري میلی گرم بر لیتر 5000تماس در رقت 
در  شیگلا دیسانتري يهايباکترکلنی شده بود. در مورد  68به 

 %25/6دقیقه تماس، عصاره پوست انار در رقت  15 و 10و  5 يهازمان
ی زمانی اثر کشندگ يهابازهاثر کشندگی داشت در حالی که فنل در این 

کلبسیلا  يهايباکترعصاره پوست انار بر روي  نیهمچن نداشت.
 15و در  %5/12دقیقه تماس در رقت  10و  5 يهازماندر  پنومونیه

ی از خود نشان داد در حالی که اثر کشندگ %25دقیقه تماس در رقت 
زمانی اثر کشندگی نداشت. همچنین عصاره پوست  يهابازهفنل در این 
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دقیقه تماس در  5در زمان  انتروباکتر آئروژنز يهايباکترانار بر روي 
اثر  %5/12دقیقه تماس در رقت  15و  10 يهازمانو در  %25/6رقت 

زمانی اثر کشندگی  يهابازهکشندگی داشت در حالی که فنل در این 
 ).4شکل ( نداشت

 
 

 
 (ب) اشرشیا کلی(الف) و  و انتروباکتر آئروژنز پنومونیه لایکلبس شیگلا دیسانتري، يهايباکترقطر هاله عدم رشد  .3شکل 

 

 
 انار با فنل از تصاویر مربوط به مقایسه خاصیت ضدباکتریایی عصاره پوست يانمونه .4 شکل

 

 بحث
يرباکتدر مطالعه حاضر با افزایش غلظت عصاره پوست انار میزان رشد 

که  دهدیمنشان  MBC و MICکاهش یافت. نتایج حاصل از  ها
مورد  يهايباکترباکتري به عصاره پوست انار در بین  نیترحساس
. به باشدیم کلبسیلا پنومونیهآن  نیترمقاومو  انتروباکتر آئروژنزمطالعه 

 يهايباکتربر روي  %25/6طوري که عصاره پوست انار در رقت 

اثر کشندگی داشت در  25%اثر بازدارندگی و در رقت  انتروباکتر آئروژنز
کلبسیلا پنومونیه اثر  يهايباکتربر روي  %25رقت در حالی که عصاره 

 يهايباکتربازدارندگی و کشندگی داشت. همچنین میزان حساسیت 
ه برابر بدست آمد. بطوري ک باًیتقر شیگلا دیسانتري با اشرشیاکلی

حداقل غلظت بازدارندگی عصاره پوست انار بر روي هر دو باکتري در 
بدست آمد.  %25گی آن در رقت و حداقل غلظت کشند %5/12رقت 

متعلق به یک خانواده  يهايباکترتفاوت بین حساسیت و مقاومت 
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ممکن است به دلیل تفاوت در ساختارهاي موجود در غشاء و یا 
مورد استفاده  کیوتیبیآنتتولیدي توسط باکتري بر علیه  يهامیآنز

 MICباشد. نتایج به دست آمده از آزمایش هاله عدم رشد هم با نتایج 
انتروباکتر  يهايباکترمطابقت دارد. در این آزمایش هم  MBCو 

ین باکتري در ب نیترمقاوموکلبسیلا پنومونیه  نیترحساس آئروژنز
مورد بررسی بدست آمد. بطوري که قطر هاله عدم رشد  يهايباکتر

 يهايباکترو براي  متریلیم 13 انتروباکتر آئروژنز يهايباکتراي بر
میلی متر بدست آمد. اندازه قطر هاله عدم رشد  13 کلبسیلا پنومونیه

یلیم 15( يسانتریدشیگلا ) و متریلیم 14( اشرشیاکلی يهايباکتر
اشرشیا کلی و شیگلا  دهدیمنشان  MBCو  MICمطابق با نتایج  )متر

ند. برابر هست باًیتقراز لحاظ حساسیت و مقاومت به عصاره دیسانتري 
با نتایج قطر هاله عدم رشد برابر  MBCو  MICنتایج  در صورتی که

این  استناد به نتایج MBCو  MIC نبود. به دلیل کمی بودن روش
آزمایشات نسبت به روش قطر هاله عدم رشد که روشی کیفی کیفی 

عبدو و همکارانش در سال  نیحس .شودیم، پیشنهاد شودیممحسوب 
و  هادفلاونوئی ،هافنل یپل لیو تحل هیتحت عنوان تجز یپژوهش 2020

د ض تیدر عصاره پوست انار انجام دادند. فعال یکروبیضد م تیفعال
ت مختلف آماده شده از چهار عصاره پوست انار بر چهار غلظ یکروبیم

سودوموناس و  اورئوس لوکوکوسیاستافگرم مثبت  يدو باکتر يرو
 دایکاندو قارچ  یبومان نتوباکتریاس یگرم منف ي، باکترآئروژنوزا

 بیه ترتب ینشان داد که عصاره استون جیشد. نتا یبررس سیلوزیپاراپس
 سهیکل در مقا دیفلاونوئ يکل و محتوا فنلیپلمقدار  نیشتریب يدارا

ه هم يبر رو یعصاره استون یکروبیضد م تیبا متانول بوده و فعال
مقدار و پس از آن عصاره متانول و اتانول  نیبالاتر هاسمیکروارگانیم

 سالو همکارانش در دیگر رهنمون  يامطالعه. همچنین در )25( است
 تیو خاص یبات فنلکیزان تریط استخراج بر میشرا ریتأث 2016

 پژوهش قدرت نیا در بررسی کردند.عصاره پوست انار را  یروبیکضدم
سم یروارگانیکه چند میشده عل استخراج يهاعصاره یروبیکضدم

 ،یلکایشیاشر، سیدیتینتریا لاسالمونشامل  ییشاخص در مواد غذا
و  جرینا لوسیآسپرژ ،وس اورئوسکوکلویاستاف، توژنزیا مونوسیستریل

 ج نشانین شد. نتاییتع کسیبا روش انتشار د هیزیسس سرویاروماکسا
 25 ياتانول به آب، دما 40به  60در نسبت عصاره استخراج شده  داد

ز ین استخراج و یبازده، بیشترین ساعت 24گراد و زمان یدرجه سانت
. مقایسه خاصیت ضد )26( به دست آمد یروبیکت ضدمین خاصیتریقو

با فنل به عنوان شاخصی براي تعیین میزان اثر  باکتریایی مواد
 یاهان ضروريضدباکتریایی آن معرفی شده است، که در مورد عصاره گ

این  است به این موضوع توجه و اهمیت داده شود. به همین دلیل در
مورد بررسی و مقایسه قرار گرفت. در این  زین ورکمذ شاخص مطالعه

یلا کلبسباکتري همانند نتایج آزمایشات قبلی  نیترمقاومآزمایش 
 لاشیگو حساست ترین باکتري بر خلاف آزمایشات قبل،  پنومونیه
بدست آمد. بطوري که عصاره پوست انار در مقایسه با فنل  يدیسانتر
دقیقه تماس در رقت  5در زمان  انتروباکتر آئروژنز يهايباکتربر روي 

اثر  %5/12دقیقه تماس در رقت  15و  10 يهازمانو در  25/6%
زمانی اثر کشندگی نداشت.  يهابازهکشندگی داشت اما فنل در این 

در  شیگلا دیسانتري يهايباکترهمچنین عصاره پوست انار بر روي 
اثر کشندگی  %25/6دقیقه تماس در رقت  15و  10و  5 يهازمان

ت علت متفاو زمانی اثر کشندگی نداشت. يهابازهفنل در این  داشت اما

مورد مطالعه  يهايباکترباکتري در بین  نیترحساسو  نیترمقاومبودن 
تایج ن در روش مقایسه اثر ضدباکتریایی عصاره پوست انار با فنل با

و قطر هاله عدم رشد به کاهش  MIC ،MBCحاصل از آزمایشات 
 .شودیمزمان مواجهه باکتري با عصاره مربوط 

عصاره پوست انار اثرات ضد باکتریایی خود را از طریق تغییر ساختار و 
که باعث  کندیمافزایش نفوذ پذیري آن اعمال  عملکرد غشاي باکتري با

. اثرات شودیممتورم شدن غشاء شده و در نهایت باعث مرگ باکتري 
 داسی کبه دلیل وجود مقادیر زیاد الاژی معمولاً ضدباکتریایی این عصاره 

گرم منفی بر  يهايباکترکه علاوه بر  باشدیمدر عصاره  نیکالاژیو پون
 ریأثتگرم مثبت نیز اثر ضد باکتریایی دارد. اما میزان  يهايباکترروي 

گرم منفی کمتر  يهايباکترگرم مثبت نسبت به  يهايباکتربر روي 
 در پپتیدوگلیکان. این به دلیل وجود لایه ضخیم )27( است

 هاکیوتیبیآنت شودیم، که منجر باشدیمگرم مثبت  هايباکتري
و در نهایت مرگ  کمتري از غشا باکتري به داخل سلول يرینفوذپذ

 يامطالعهدر  2015پور و همکارانش در سال  بیحبسلولی داشته باشد. 
 يباکتر ملیوفیب لیتشک يمختلف عصاره پوست انار بر رو يهاغلظتاثر 

 انزیم یمطالعه تجرب نیدر ا کردند. یرا بررس نوزایسودوموناس آئروژ
رشد  کیو سنت لمیوفیب لیدرصد کاهش تشک زانیم ،یلمیوفیاثر ضد ب

 قیمختلف به روش رق يمارهایدر ت نوزایسودوموناس آئروژ يباکتر
 هاافتهیشد.  يریگاندازه ولهیو ستالیبا کر یو رنگ سنج کرویم يساز

قادر به  يدر شش ساعت اول باکتر مارهایت ینشان داد که در تمام
 05/0و  01/0 يهاغلظتساعته با  12مار ینبوده و در ت لمیوفیب دیتول
یلیم 001/0ساعته با غلظت  24و  18 يمارهایو در ت تریدر ل گرمیلیم

ل کیتش یبازدارندگ ریتأثب یعـصاره پوست انار به ترت تریدر ل گرم
 و . همچنین الزورکی)28( مشاهده شد يلم متوسط و قویوفیب

پوست  یکروبیضد م تیفعال يامطالعه در 2009همکارانش در سال 
 يهاوژنپاتاز  یدر برابر برخ یکروبیضد م تیفعال کردند. یانار را بررس

انار با استفاده از روش  وهیمنتقله از غذا توسط عصاره پوست م
 درصد 80 یمتانولعصاره  شد. یابیارزی دیسک انتشاري شگاهیآزما

ا یستریلدر برابر  يقو بازدارنده کی استخراج شده از پوست انار
 اینیرسیو  یلکایشیاشر، وس اورئوسکوکلویاستاف ،توژنزیمونوس

ر در برابکنندگی این عصاره غلظت مهار حداقل بود. کایتیانتروکول
. مطالعه حاظر با تحقیقات بود تریبر ل گرمیلیم 4 سیتدیسالمونلا انتر

انجام شده در زمینه ارزیابی خصوصیات ضدباکتریایی عصاره پوست انار 
 مطابقت دارد.

 يغلطت ها ییـاراکـه کبـرد  یپـ توانیمج مطالعه حاضر یز نتاا
گرم منفی  يهايباکترمهار رشد و کشتن ار در مختلف عصاره پوست ان

 ترکوتاهتماس  زمانهمچنین در . باشدیممتفـاوت  مورد مطالعه
 فعالیت اما اثبات .شودیم هايباکترنسبت به فنل باعث حذف این 
 این زايماریب يهاپاتوژناین  يبر رو ضد باکتریایی عصاره پوست انار

 کی عنوان به را آن ترکیبات یا این ماده بتوان تا نمود ایجاد را يامیدوار
 یشترب تحقیقات انجام قرار داده و با مدنظر ضد باکتریایی مناسب يدارو

 هاستفاد داراي مورد ضدباکتریایی يداروها يبرا جایگزینی عنوان به
گرم  يهايباکتر از يترعیوس طیف يرو بیشتر انجام تحقیقات .داد قرار

 بتلام بیماران و بالینی يهانمونه در تحقیقآن  متعاقب و منفی پاتوژن
 دفه این به نیل يبرا اصلی موارد جمله از باکتریایی، يهاعفونت به
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اثرات این مواد  شودیمخواهد بود. بنابراین در مطالعات بعدي پیشنهاد 
انجام داده و در صورت امکان،  هايباکتراز  يترعیوسرا بر روي طیف 

 ارزیابی اقتصادي براي سنتز و کاربرد گستره آن صورت گیرد.
 سپاسگزاري

 فناوري و تحقیقات کمیته و معاونت محترم، ریاست از بدینوسیله
 الخلخ درمانی و بهداشتی خدمات و پزشکی علوم دانشکده دانشجویی

. میینمایم تشکر و تقدیر صمیمانه مالی و معنوي يهاتیحما بخاطر
 شماره به پژوهش در اخلاق کد داراي تحقیقاتی طرح این

IR.KHALUMS.REC.1402.006 شماره به پژوهشی طرح کد و 
IR-KHS-1402-02- 59 باشدیم. 
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