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ف الزيتون استخلاص المركبات الفينولية من أوراق بعض أصنا 

   بعض أنواع الجراثيم فيالسوري ودراسة تأثيرها 
  

  )2(غيثاء منصورو  )1(أحمد مالو

 14/07/2013 الإيداع تاريخ
 03/12/2013قبل للنشر في 

  
  الملخص

  
ريـف  و،  دمشق وطةحرستا وغ (جمعت من     الفينولات في أوراق من أصناف الزيتون السوري       درست

 الأصـبغة   التخلص مـن    المركبات الفينولية من أصناف أوراق الزيتون بعد       ستُخلصتاِ). القلمونو، دمشق
  ).  ماء– ميتانول( بالمذيبالنباتية والمركبات الدسمة، وفصلت الفينولات الكلية 

 HPLCليـة الأداء  الكروماتوغرافيا الـسائلة عا   كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة و   أظهرت نتائج تحليل    
 Caffeic acid وحمـض الكافئيـك   Gallic acid من حمـض الغاليـك  أن مستخلص الفينولات يتكون 

 p-hydroxy benzoic acid وحمـض باراهيدروكـسي بنزوئيـك    Vanillic acidالفانيليـك حمض و
  . Syringic acid وحمض السيرنجيك

في كثر تأثيراً الأأصناف الزيتون كان     ضأوراق بع  الفينولات من مركبات    الدراسة أن مستخلص   نتبي 
Staphylococcus aureus ATCC6538ــأثيراًالأ، و ــل تــ ــي قــ  Typhimurium فــ

 ATCC13311 Salmonella المدروسةمن أنواع الأحياء الدقيقة .   
  
 . الأحياء الدقيقة،، المركبات الفينوليةالزيتونورق : مفتاحيةالكلمات ال
  

      
  

  
  

  
 .، سوريةجامعة دمشقعلوم، كلية الية،  النباتم الحياةلعقسم مدرسة، ) 2( الكيمياء، قسم  أستاذ،)1(
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ABSTRACT  

Phenols were studied in the leaves of Syrian olive varieties collected from (Harasta 
and Ghouta, Damascus Countryside and Qalamun). Phenolic compounds were extracted 
from the olive leaf varieties after disposal of plant pigments and fatty compounds, and 
total phenols separated with solvent (methanol - water). 

The results of the analysis of thin-layer chromatography and high performance 
liquid chromatography HPLC to extract phenols consists of Gallic acid, Caffeic acid, 
Vanillic acid, p-hydroxy benzoic acid and Syringic acid. 

The study showed that phenolic compounds extract from leaves of some olives 
varieties was more influential on Staphylococcus aureus ATCC6538, and less impact on 
Salmonella typhimuriumATCC13311 types of microorganisms studied. 
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  المقدمة
نسان منذ أقـدم  قدم الأشجار التي تعامل معها الإأمن  Olea europeaشجرة الزيتون 

وهذه الشجرة . (Guinda et al., 2004)صور وموطنها حوض البحر الأبيض المتوسط عال
حـو  نوتشير المعطيات أنهـا تغطـي    . Oleaceaeالدائمة الخضرة من الفصيلة الزيتونية      

نسان مع وقد كان تعامل الإ. (Tabera et al., 2004)بلدان العالم من  ثمانية ملايين هكتار
هذه الشجرة منذ بدء العصور معتمداً على زيت ثمارها لما له من أهمية اقتصادية وغذائية            

. عاليةالطبية  ال تههمي لأ وبدأ الانتباه في العقود الأخيرة لأوراق شجرة الزيتون        .كبيرة جداً 
. ت بزراعتها فانتشرت من الولايات المتحدة إلى استراليا وغيرها        وقد بدأ العالم عبر القارا    

وزارة (واسـتثمارها   تشغل سورية المرتبة الخامسة عالمياً في زراعـة هـذه الـشجرة             
  ). 2010، الزراعة

فادة مـن زيـت      طويلة من القرون مقتصراً على الإ      ةمدكان الاستخدام الرئيس للزيتون     
العـالم   الأخيرة تنبه العلماء في المدةفي إلا أنه  ، (Gordon et al., 2001) في الغذاءثمرتها
 لهـا أهميـة طبيـة      أن أوراق هذه الشجرة تحوي مركبات كيميائية شـديدة الأهميـة             على

 طبية ال البحوث وقد أشارت    ،فينول والتربنات ال متعدداتك ،دة منها طبياً  افيمكن الإ  واقتصادية
  .  الطبي الشعبيعلاجالستخدم في تكانت  الزيتون إلى أن أوراق م1843 تعود إلى عام التي

 تعددة، م زيتون فعاليات حيوية طبية   وتشير الدراسات الحديثة أن لمستخلصات أوراق ال      
فـي  و  (Benavente et al., 2000; Somova et al., 2003) الملاريـا في معالجة مرض

تخدام هذه المركبات   اسفضلاً عن    دم، وارتفاع الكولسترول والداء السكري    ارتفاع ضغط ال  
ــائي كإ ــي الطــب الوق ــسدةف ــه للأك ــة مانع ــةضــافات غذائي   ومــضادات بكتيري

(Samuelsson,1951; Gonzalez. 1992)، نـزلات   ولمعالجة كل مـن لعظام،اهشاشة و 
 فـي   كما يمكن اسـتخدامها ،(Omar, 2010) ةالبرد وبعض الالتهابات البكتيرية والفطري

 (Appendini and Hotchkiss, 2002) بكتيريـا لل ةمضاد كعواملوتغليفها  حفظ الأغذية
 ,.Lee-Huang et al)فيروساتلل ومضادات (Markin et al., 2003) فطرياتللومضادات 

 كالـ  بمتعددات الفينول وأوراق الزيتون غنية    .  التي تسبب التهاب الكبد    وخصوصاً (2003
tyrosol, oleuropein (Korukluoglu et al.,2010) سؤولة عـن الخـصائص   المهي و

  .(Aytul, 2010; Kosar et al., 2007)الغنية بالمضادات الميكروبية 
  هدف البحث

فـي أوراق أربعـة     ودراستها   يةلفينولالمركبات ا  بعض استخلاص   هدف البحث إلى  
  نمـو فـي هذه الفينولات التي تملكها   فعاليةال  ثم دراسة  ،أصناف من أوراق نبات الزيتون    

  .سلبية أو إيجابية الغرام  الدقيقةبعض أنواع الأحياء
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  مواد البحث وطرائقه
تـم   إذْالـدان     وهـي  :الآتية أوراق شجرة زيتون من الأصناف        في البحث  اِستُخدمت

التفـاحي مـن   والحصول عليها من موقعين مختلفين من منطقة حرستا وغوطة دمـشق،          
   .2011-2010ء التي جمعت في فصل الشتا منطقة القلمون والكالاميتا من ريف دمشق

  السلالات البكتيرية
فرة في مختبرات   اتم الحصول على السلالات الجرثومية من العينات المحفوظة والمتو        

  :  وهيكلية العلوم
 :سلالات بكتيرية سالبة الغرام وهي 

Escherichia coli ATCC157  
Pseudomonas aeruginosa ATCC9027  
Salmonella typhimurium ATCC13311  

  . كلية العلومتم الحصول عليها من وقد 
  :الغرام وهي كما استخدمت سلالات بكتيرية إيجابية

Staphylococcus aureus ATCC6538  
Staphylococcus epidydems  
Bacillus subtilis   

 Micrococcus luteus  
   :الأوساط الزرعية المستخدمة في البحث

 وسط ، EMB Agarتلين بلو آغاركوسط الإيوزين مي أوساط زرعية مختلفة اِستُعملت
 بهـدف  Mueller Hinton Agar وسـط مولرهينتـون  ،Nutrient Agar الآغار المغذي
   .الدقيقة ودراسة فعاليتها الحيوية استنبات الأحياء

  :الآتيةالحموض الفينولية  في العمل اِستُخدمتكما 
 ـ   وحمض الفانيليك،   وحمض السينارجيك،   واليك،  غحمض ال  سي حمض بـارا هيدروك

   .merck  ميرك من إنتاج شركةواستخدمت جميعها بشكل نقي وحمض الكافئيك بنزوئيك،
  :والمواد المستخدمةالكواشف 

، لبتـرول اإيتـر   و ،لأسيتوناو ،الايتانولو ، الميتانول :يبات عضوية مذو ،كاشف فولن 
  . يتيل أسيتاتإو

  :طرائق العمل
   :استخلاص الفينولات الكلية

 ثم  ،الماء للتخلص من الأتربة والعوالق     ب اً جيد غسلاً  المدروسة  أوراق الزيتون  غُسلتْ
  .  على شكل بودرة ناعمة بمطحنة كهربائيةت وسحق، بتيار من الهواء الجافتجفف
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حو عـشرين سـاعة     نيتر البترولي    بالإ عقِنُو الزيتون    أوراق  غ من مسحوق   10 أُخِذَ
  رشِـح  ثـم  ،ت دون انحـلال   لاستخلاص المركبات اللاقطبية مع الحفاظ على الفينـولا       

  . حتى الجفاف التامكترِو ،المسحوق على أوراق الترشيح
في  Nasir لاستخلاص الفينولات من أوراق الزيتون استخدمت الطريقة التي اقترحها        و
 غ من مسحوق أوراق الزيتون3 جلوعإذْ مع بعض التعديلات  (Nasir et al., 2008)بحثه 

ل بالسرعة القـصوى  فّ ثُثم، ساعة مع التحريك المتواصل 24 مدة% 70 الميتانولبالجاف  
 وبعد التثفيـل   لميتانولبا العملية السابقة    أُعيدتفي،  االسائل الط ل  أُزيها   دقيقة وبعد  20مدة  

الميتانول تحت ضغط مخفـف باسـتخدام    يقطرمل، و 25ن ويتمم الحجم إلىايجمع الطافي
  .ثم يجفف ويوزن الناتج المبخر الدوارجهاز 
   :حلمهة الفينولات 

 1.2 الايتيلي مع حمض كلور الماء بتركيزبالإيتر مسحوق ورق الزيتون المعالج      عولج
 وذلك بهدف تفكيك الروابط الاستيرية بين جزيئات الحموض العفصية في حـال             ؛جزيئي

، ورشح المـستخلص    مدة ساعة  °C 80لدرجة  مسخن ل  في حمام مائي     حضنووجودها،  
ل ، ثم استخلصت الفينولات في قمع الفـص       من الرشاحة الميتانول  ا بخر   بعد التبريد وبعده  

 وتقطر خلات .)يدت عملية الاستخلاص ثلاث مرات  أع. (بخلات الايتيل من الطور المائي    
 وعولج راسب   ،°C 40بالدرجة  الايتيل تحت ضغط مخفف باستخدام جهاز المبخر الدوار         

  .(Justesen et al., 1998)الفينولات للدراسات اللاحقة 
   :في العينات المدروسةلفينولات ل المعايرة الكمية

 الفينولي بواسطة كروموتوغرافيا الطبقـة الرقيقـة        ستخلص مكونات الم  نوعيةحددتْ  
TLC،   من المكونات باستخدام جهاز كروموتوغرافيـا عاليـة         نهائيتم التأكد بشكل     كما 
  . ، في المخبر المركزي في كلية العلومHPLCالأداء 

فـي   محتـوى الفينـولات الكليـة        لتحديد) Folin-ciocalteau(  فولن  كاشف اِستُخدم
 المعـايرة   حضر منحنـى  ،  بمساعدة جهاز الامتصاص الضوئي    و ،المستخلص المدروس 

للحصول على التراكيـز     % 70باستخدام الميتانول   المحلول أعلاه    ومدد .اليكغلحمض ال 
 وعـويرت ، )Gamez – Meza et al., 1999()% 25 ،20 ،10 ،5: (الآتيـة المتدرجة 

  :الآتيةوفق الخطوات  الفينولات الكلية باستخدام كاشف فولن
  )%20(بتركيز كربونات الصوديوم محلول  من ml 5ةضاف إ-1
تقـاس  .  أعـلاه ممـددة العينـة  ال من   ml50كاشف فولن إلى    من   ml2.5 إضافة   -2

 وبطـول موجـة    °C 20نـد درجـة      ع تمام التفاعل  لإ دقيقة 60 مرور   الامتصاصية بعد 
725nm  عينة شاهدة الماء المقطر كمع استخدام (Asses et al., 2009).  
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تركيز الفينولات فيها مـن      تقاس شدة الامتصاص للعينات الفينولية المدروسة ويحسب      
  : المعادلة

  
  :إذْ
C: المعياريىات من الإسقاط على المنحنتركيز المستخلص .  
V: مل(اً بـ حجم المستخلص مقدر(.  
W:  غ(وزن العينة المأخوذة بـ.(  

  :القدرة التثبيطية لمستخلص ورق الزيتوندراسة فعالية 
الأحيـاء الدقيقـة   ب Mueller Hinton Agar  أطباق بتري حاوية على الوسـط لُقّحتْ

وضـع مـستخلص ورق      ثم ،)ندرلااماك ف  0.5كثافة  (  من ماسحة قطنية معقمة  ب لاختبارل
مدة ساعتين  ووضعت بعدها الأطباق بالبراد      ،mm 6بقطر   لى الوسط الزيتون في حفر ع   

حـضنت   وبعدئـذٍ  )2005 ،بوشـي (في الوسط   مستخلص ورق الزيتون     من أجل انتشار  
نوع مـدروس    مكررات لكل    ةثلاث( ساعة) 24– 18(مدة   °C 37الأطباق بدرجة حرارة    

الخاليـة   IZ( Inhibition Zone( منطقة التثبيط أقطار تقيس وبعدها، )الأحياء الدقيقة من
 ;Brumfitt et al., 1990))مم( متريةي مسطرة ملباستعمال حفرة حول كل جراثيمال  نمومن

Kuete et al., 2008).  
  

  النتائج والمناقشة
  :الزيتون  أوراقفي معايرة الفينولات الكلية

 بواسـطة   اِستُخلـصت  غرام من مسحوق أوراق الزيتـون التـي          3استخدم للمعايرة   
 باستخدام كاشف    المعايرة وأُجريت ،حلمهتها بواسطة حمض كلور الماء    وأُجريت  لميتانول  ا

 حمـض    علـى  الكلية في أصناف الزيتون المدروسة اعتماداً      الفينولات   مية كانت ك  .فولن
 للفينولات في الـصنف تفـاحي       ميةأعلى ك كانت   إذْ) 1( كما في الجدول     الغاليك العياري 

   حـين كانـت كميـة الفينـولات فـي دراسـة       فـي حرستا،وأقلها في صنف الدان من  
(Aytul, 2010) 197.42±2.97غ/ ملغ .  

 .)غ /ملغ(خوذة أ في أصناف ورق الزيتون المالكليةكمية الفينولات ) 1(جدول ال
 كالاميتا  تفاحي  دان  دان حرستا

  1.11±191.17  غ/ملغ 190.12±1.17
  غ/ملغ 

193.15±1.16  
  غ/ملغ 

191.13±1.18  
  غ/ملغ 
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  :الزيتون  من أوراق الفينولاتكشف 
مستخلصة باستخدام   الفينولات ال  لكشف TLCاستخدمت كروماتوغرافيا الطبقة الرقيقة     

فـي    بقع المركبات الفينوليـة     ظهرت إذْ،  )2:5( بنسبة   )حمض الخل ،  كلوروفورم (مزيج
ضح عنـد   بشكل وا فينولات  للالمحاليل العيارية   بمقارنة  الرقيقة  على الطبقة   المستخلصات  

 المحاليل العيارية الفينـولات     وكانت .)1الشكل(  تلونت بلون بني   وقداستخدام أبخرة اليود    
، حمض الغاليـك  و ،حمض الفانيليك و،  السنرجيك حمض: على التتالي ) 5،  4،  3،  2،  1(
 ،7 ،6(وظهرت بقع في العينـات      . حمض بارا هيدروكسي البنزويك   و ،حمض الكافئيك و
  حمض بارا هيدروكـسي البنزويـك  ، وRf = 0.58 مض الكافئيك حقابليمكن أن ت) 9، 8

Rf = 0.64وحمض الغاليك  Rf = 0.63.  0.72 حمـض الـسينرجيك   فضلاً عـنRf = ،
  . = Rf 0.82وحمض الفانيليك 

ن الكروماتوغرام   ويبيHPLC في مستخلصات أوراق أصناف الزيتـون     ن الفينولات   أ 
 حسب زمـن ب والمحاليل العيارية للفينولاتبة  مقارن)2الشكل   (متشابهةالمدروسة  الأربعة  
 ،الـسنرجيك  حمـض و،   حمض بارا هيدروكسي البنزويـك      ويوجد فيها  R.time الحجز

  ).3الشكل  (وحمض الفانيليك حمض الغاليكو ،حمض الكافئيكو

  
  من)(5 ,4 ,3 ,2 ,1 القياسية  الشواهدمع) 9 ,8 ,7 ,6(يظهر نتائج ترحيل العينات  )1(الشكل 

  .TLCالـ  بات الفينولية على صفيحةالمرك
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  لمستخلصات أصناف الزيتون المدروسة والفينولات المدروسةHPLCكروماتوغرام ) 2(الشكل
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  لبعض الشواهد الفينولية HPLCكروماتوغرام ) 3(الشكل 
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 ) مل/ملغ (المأخوذةكمية الفينولات المدروسة في أصناف ورق الزيتون ) 2(جدول ال

حمض بارا  أصناف الزيتون 
 هيدروكسي بنزوئيك

حمض 
 جيكانالسير

حمض 
حمض  حمض الغاليك الكافئيك

 الفانيليك
 7.4±0.08 10.4±0.03 15.4±0.04 6.5±0.016 7.4±0.053  من حرستا الدان

 14.2±0.10 12.5±0.04 14.3±0.01 8.37±0.79 9.2±0.034 الدان غوطة دمشق
 6.4±0.05 8.50±0.16 8.30±4.88 16.4±0.031 11.1±0.036 التفاحي
 12.5±0.20 7.30±0.29 16.2±0.017 7.4±0.02 11.4±0.013 الكالاميتا

   يمثل الانحراف المعياري±  الرقم يمثل المتوسط الحسابي
  

نتائج قيم متوسط أنواع الفينولات المدروسة فـي أصـناف ورق           ) 2(يوضح الجدول   
فـي   حمض بارا هيدروكسي بنزوئيـك     ل المتوسط الحسابي  خوذة، ويلاحظ أن  أالزيتون الم 

 11.4±0.013حرسـتا و  دان في   للمل  /  ملغ 7.4±0.053يراوح بين    الأصناف المدروسة 
لـصنف   مل/  ملغ 6.5±0.016يراوح بين   سيرانجيك  وكان حمض ال   .لكالاميتا ل مل/ ملغ

 والمتوسط الحسابي لحمض الكافئيـك    .  للتفاحي مل/ ملغ 16.4±0.031و حرستاالدان من   
 فقـد   حمض الغاليك ا   أم .مل/ ملغ 16.2±0.017  له في صنف الكالاميتا    قيمهت أعلى   كان

في  مل/ ملغ 12.5±0.04و  الكالاميتا صنف فيمل  / ملغ 7.30±0.29راوحت نسبته بين  
ا كمية حمض الفانيليـك فكانـت أقلهـا فـي صـنف              أم .غوطة دمشق  من   صنف الدان 

وهـذا   مـل / ملغ 12.5±0.20في صنف الكالاميتا  وأكثرها   مل/ ملغ 6.4±0.05التفاحي
 Altıok et al., 2008(كـل مـن     وجـدها المركبات الفينولية التـي معطيات يتوافق مع 

Erdohan and Turhan, 2011;( فـي مـستخلص ورق الزيتـون   ينوليـة  للمركبات الف، 
، الاخـتلاف فـي     لاستخلاص قد يكون مردها   والاختلاف في عدد المركبات الناتجة عن ا      

 كانـت عينـات الدراسـة       إذْ،   أصناف الزيتون  ق الاستخلاص والبيئة المأخوذة منها    ائطر
 من البيئة السورية ومن الطبيعي أن تختلـف شـروط التغذيـة             مأخوذة الزيتون   لأصناف

 هـي عليـه فـي       عن ما  أثناء نموها     في لمناخ والظروف البيئية التي أحاطت بالعينات     وا
  .ث الأخرىوبح في الأصناف الزيتون

   
  :مستخلص ورق الزيتوندراسة فعالية 

سـالبة  الأحياء الدقيقة المدروسـة      فيورق الزيتون    أصناف   مستخلصاتتشابه تأثير   
 صنف زيتـون    مستخلصأن تأثير    )3 (ولجدالفي   نلاحظ   إذْ،  )4شكل  ( وإيجابية الغرام 

بقياس قطـر هالـة    Staphylococcus aureus ATCC653 في الدان من منطقة حرستا
 مـم  36±0.61 مم ومن مستخلص التفاحي 34±0.31ومن الغوطة    مم 34±0.90بيط  ثالت
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 ـ . مـم 32±0.13ومن مستخلص الكالاميتا  فـي تـأثير المـستخلص    اوأمepidydems 
Staphylococcus    مـم  40±0.12 ، مـم  36±0.22،   مـم  35±12 فكان على التتـالي ، 

 فكـان  Escherichia coli ATCC 157عنـد قطـر هالـة التثبـيط     مم وأما 1.82±38
   وهــذا يتوافــق مــع. مــم12±0.10 مــم،14±0.02 ،مــم13±0.21 ،مــم0.12±12

(Pereira et al., 2007) ْورق الزيتـون   من  الفينولاتأن مستخلص  وجد في دراستهإذ
 Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coliفـي  ثريؤ
ة  الحيويةللفعالي في دراستهم(Bisignano et al., 1999)  وأكد.  Bacillus subtilisالـ و

 بعض الأحياء الدقيقة فلاحظوا تأثير   فيوراق الزيتون   أ المستخلصة من    للمركبات الفينولية 
 ـوفي Staphylococcus aureus  الـفيالمستخلص   قـد أكـد  و Salmonella sp  الـ

(Aliabadi et al., 2012)  في أكبردراستهم أن مستخلص أوراق الزيتون يملك تأثيراً في 
، وقد يعـود التـشابه فـي    Staphylococcus spيجابية الغرام وخصوصاً الـ إلجراثيم ا

 من البيئـة المحليـة حيـث        ةها مأخوذ نّأالمركبات الفينولية لأصناف الزيتون المدروسة      
  . الظروف البيئية والمناخية متشابهة

  
   .مم / طالتثبي منطقة  بقياس قطر المدروسةالزيتونأصناف مستخلص ورق يوضح فعالية ) 3(جدول ال

  أصناف الزيتون
  البكتيريا

 كالاميتا  تفاحي  دان  دان حرستا

Escherichia coli ATCC 1570.12±12مم12±0.10  مم14±0.02  مم13±0.21  مم  
Pseudomonas aeruginosa ATCC90270.14±3مم2±0.12  1.8±0.12  مم2.8±0.03 مم  
Salmonella typhimurium ATCC13311R R  R  R 
Staphylococcus aureus ATCC65380.90±34مم32±0.13  مم36±0.61  مم34±0.31   مم  
Staphylococcus epidydems0.12±35مم38±1.82  مم40±0.12  مم36±0.22   مم  
Bacillus subtilis0.62±17مم19±1.14  مم19±1.24  مم18±0.84   مم  
Micrococcus luteus0.14±16مم18±0.11  مم17±0.61  مم16±0.21  مم  

    )لم تتأثر بالمستخلص( ة مقاومR يمثل الانحراف المعياري±  الرقم يمثل المتوسط الحسابي
  



  ...ي ودراسة تأثيرهااستخلاص المركبات الفينولية من أوراق بعض أصناف الزيتون السورمالو ومنصور ـ 

 
 

40

    
 Escherichia coli فييوضح تأثير مستخلص الفينولات من أصناف ورق الزيتون ) 4(الشكل

 DMSOمقارنـة بمـادة الــ     Staphylococcus aureus ATCC6538وفي 
  .المحلول بها

  
 الاستنتاجات

، وقد يعود تـشابهها إلـى   صناف ورق الزيتون المدروسة  لأ  المركبات الفينولية  تتشابه -
 . منهاةة المحلية المأخوذتشابه الظروف البيئي

 Staphylococcus الـ في  تأثيراًكبرالألوحظ أن تأثير مستخلص أوراق الزيتون كان  -
aureus ATCC6538، الجراثيم سلبية غرامفيقل تأثيراً والأ . 

  التوصيات
 عـدد   فيلها تأثير   ة   لغناه بمركبات كيميائي   مهمة ةيمتلك ورق الزيتون خصائص طبي    

 عن  المهمة ة لخصائصه الطبي   في العلاج  استخدام ورق الزيتون  ننصح ب لذا   ؛من الأمراض 
 .ريق كبسولات وبإشراف وزارة الصحةط
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