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  چكيده 
سمي بر تحريك توليد ـش سينرجيـاند كه داراي نقدهـت شـياهان دارويي يافـدودي از گـداد محـتع :هدف زمينه و

 بر تحريك فعاليت (Juglans regia) هدف اين مطالعه، ارزيابي نقش سينرژيسمي برگ گياه گردو . ها بوده اندبيوتيكآنتي
  . و توسعه اثر ضد ميكروبي آن استانتروكوكوس فكاليسپروبيوتيكي 

سانتريفيوژ و  ، agar BHI، در محيط كشتPTCC) 1394 ( انتروكوكوس فكاليسپس از كشت  :روش بررسي
وده ميكروبي، تركيب ضد ميكروبي آن توسط دياليز خالص سازي شد و ميزان پروتئين توليد شده با روش جداسازي ت

اثر ضد ميكروبي تركيب موجود، .  تخمين زده شد SDS-PAGEلوري تعيين شد و وزن مولكولي توسط الكتروفورز 
غلظت پروتئين، ميزان پروتئين كل، . دهاي بيماريزاي گرم مثبت و گرم منفي بررسي شتوسط روش چاهك بر روي باكتري

هاي حاوي تركيب و در نمونه) فاقد عصاره برگ گردو( هاي شاهد واحد فعاليت، فعاليت كل، فعاليت اختصاصي در نمونه
هاي حاوي هاي شاهد و نمونههاي عدم رشد حاصل از نمونهقطر هاله. ضد ميكروبي و عصاره برگ گردو تعيين شدند

  .گيري شدندهاي بيماريزا اندازهبي و گردو، پس از دياليز، با استفاده از روش چاهك بر روي باكتريتركيب ضد ميكرو
 كيلودالتون، مشابه وزن مولكولي 66نتايج اين مطالعه نشان داد كه وزن مولكولي تركيب استخراج شده، تقريباً  :هايافته

  .ستتيروتريسين به عنوان يك تركيب ضد ميكروبي انتروكوكوس ا
تواند بر روي غلظت پروتئين، ميزان پروتئين كل،با توجه به نتايج به دست آمده از اين گياه، برگ گردو مي :گيرينتيجه

واحد فعاليت، فعاليت كل، فعاليت اختصاصي و ميزان توليد تيروتريسين در انتروكوكوس و اثر ضد ميكروبي آن، تاثير
  .سينرژيسمي داشته باشد

   اثر ضد ميكروبي، انتروكوكوس فكاليس، برگ گردو ، تيروتريسين، سينرژيسم: واژه هاي كليدي
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  پژوهشي زيست فناوري ميكروبي-مجله علمي

بر تحريك فعاليت  بررسي نقش سينرژيسمي گياه گردو 

  مقدمه
 كه بحث برانگيزترين باكتري از گروه  انتروكوكوسباكتري
هاي اسيدلاكتيك است، نقش بسزايي در سلامتي باكتري

هايي از اين باكتري يافت شده اند كه گونه. كندانسان ايفا مي
 وسيع الطيفي به نام تيروتريسين قادر به توليد آنتي بيوتيك

ي،نقش از اينرو، در درمان گلودردهاي استافيلوكوك. باشندمي
 آنتي بيوتيك تيروتريسين، اولين بار، .نمايندبسزايي را ايفا مي

 موجود در باسيلوس برويس،  از 1939 در سال Dubosتوسط 
خاك جداسازي شد، سپس توان توليد اين تركيب در دوگونه 

 از . نيز يافت شدانتروكوكوس هايرائي و وكوس فكاليسانتروك
، باسيلوس برويسزمان جداسازي تيروتريسين از كشت هاي 

تحقيقات بسياري در رابطه با خصوصيات شيميايي و زيستي 
) گراماسيدين و تيروسيدين(كش و تركيباتشاين عامل باكتري
لوژيكي خصوصيات فيزيوتاكنون،با اين وجود،. آشكار شده است

باسيلوس مولد اين آنتي بيوتيك، به طور كامل شناخته نشده 
آنتي بيوتيك تيروتريسين داراي  فرمول شيميايي . است 

C
65

H
85

N
11

O
13

 است و g/mol1228,44   و جرم مولي 
يك تركيب پلي پپتيد حلقوي و مركب از دو تركيب پلي 

 از  و گراماسيدين  مي باشد و پپتيدي به نام هاي تيروسيدسن
لحاظ داروشناسي، رابطه نزديكي با تركيباتي نظير باسيتراسين 

   ). 1(و پلي ميكسين و كليستين دارد 
متداولترين كاربرد اين آنتي بيوتيك، بهبود التهاب گلو و 

اين آنتي ). 1(باشد التهاب موكوس معدي و آنژين چركي مي
هاي گرم مثبت هاي باكتريبيوتيك، از بيوسنتز پروتئين

 اكسيداز NADHتيروتريسين، سيستم . كند شگيري ميپي
نمايد ، در حالي كه سيستم داراي ذرات الكتروني را مهار مي

NADHهاي محلول، تحت  اكسيداز يافت شده در فراكسيون
 با توليد اين  انتروكوك از اينرو ،) .2(گيرند تاثير قرار نمي

يك به كار تواند به عنوان يك پروبيوتتركيب ضد ميكروبي مي
گياه گردو ، يكي از گياهان دارويي است كه داراي . برده شود

استافيلوكوكوس هاي اثر ضد ميكروبي قوي بر ضد باكتري
هاي اين گياه برگ). 3( مي باشد ارئوس و باسيلوس سرئوس

داراي سه درصد اينوزيت، اسيد الاژيك ، اسيد گاليك، معادل 
مخصوص و محتوي مقدار از اسانسي با بوي  % 29تا  % 0,012

زيادي پارافين ، تانن ، اسيد موسي تانيك ، ژوگلون و اكسي 
گياه گردو داراي خواص درماني بسياري . نفتوكينون است 

پماد حاصل از شكوفه هاي اين گياه در جلوگيري از . است
بدليل جمع شدن . ريزش مو و رفع شوره سر كاربرد دارد

اين گياه، موجب درمان هاي هاي كوچك توسط سنبلهمويرگ
شود و بدليل داشتن هاي ناشي از بريدگي و خونريزي ميزخم

 -هاي قلبيتركيبات فنولي از خطر ابتلا به سرطان و بيماري
هدف از انجام اين تحقيق، استفاده از ) . 4(كاهد كرونري مي

گياه دارويي گردو به عنوان يك محرك براي افزايش فعاليت 
  .باشدميوك  انتروكپروبيوتيكي

  
  روش بررسي

انتروكوكوس سويه اي  از باكتري  :هاي ميكروبي سويه
 و   1394 (PTCC(Enterococcus faecalis) (  فكاليس

ت ـرم مثبـاي گـهريـل باكتـاريزا شامـتري بيمـج باكـپن
  1113( Staphylococcus aureus) (استافيلوكوكوس ارئوس

PTCC(،ليستريا مونوسيتوژنز )(Listeria monocytogenes  
)1165 PTCC ( پروتئوس هاي گرم منفي و باكتري

،  ) Proteus mirabilis) (1076  PTCC (ميرابيليس
 ، )Escherichia coli  ()1396  PTCC( اشريشياكلي

  Klebsiella pneumoniae) (1053 ( كلبسيلا پنومونيه
PTCC  (ه هاي علمي و صنعتي ايران تهياز سازمان پژوهش
هاي بيماريزا بر اساس طيف گرم انتخاب اين سويه. شدند

ها و كوكسي و باسيل بودن مثبت و گرم منفي بودن باكتري
  . ها صورت گرفتآن

 براي تهيه كشت آغازگر از سويه: تهيه كشت آغازگر
 ميلي ليتر 5، سويه باكتريايي ليوفيليزه پودري در انتروكوكوس

 BHI broth) Brain Heart Infusion از محيط كشت
broth(  حل شد و بدين ترتيب ، سوسپانسيوني از باكتري

سپس، به منظور رشد باكتري،  محيط حاوي . ايجاد شد
 قرار گرفت cº37  ساعت در انكوباتور 48باكتري ، به مدت 

)5. (  
 :شناسايي ماكروسكوپي و ميكروسكوپي سوش انتروكوكوس

، در عمق مشخصات ماكروسكوپي كلني هاي انتروكوكوس
محيط كشت، از قبيل شكل و اندازه و مشخصات ميكروسكوپي 

  ) .6(توسط رنگ آميزي گرم مورد بررسي قرار گرفتند 
اي ـهونـتفاده از آزمـوكوس با اسـروكـس انتـيد جنـتاي
      به منظور تاييد باكتري انتروكوكوس، از: شيميايي بيو

توانايي استفاده از هاي بيوشيميايي كاتالاز و اكسيداز و آزمون
قند هاي لاكتوز و ساكارز و آرابينوز و سوربيتول و مانيتول و 

  ) .5(هيدروليز اسيد آمينه آرژنين استفاده شد 
به منظور ارزيابي نمودار رشد باكتري جدا  :ارزيابي نمودار رشد

  ساعته، پس از رسيدن ميزان جذب نور24هاي شده از كشت
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، دوره دوم، شماره چهارم89بهار   

 مهسا يگانه و همكاران

) OD (  توسط طيف نورسنج در طول سوسپانسيون باكتري
 ، سوسپانسيون حاصله 0,8-1 ، در محدوده nm   600موج 

به محيط % 5به عنوان كشت تلقيح استفاده شد و به نسبت 
افزوده   سوكسينات آمونيوم% 1و حاوي   BHI brothكشت 

 گرمخانه CO2%  5 و اتمسفر cº37ها در انكوباتور نمونه .شد
ها  توسط طيف نمونه )  OD (ميزان جذب نور. گذاري شدند

 ساعت يكبار تعيين و 2 ، هر nm   600نورسنج در طول موج 
  ) .6(ها رسم شدندنمودار رشد باكتري

، از باكتري انتروكوكوس :استخراج تركيب ضد ميكروبي 
 نمونه  OD)( كشت تلقيح  مطابق با رسيدن ميزان جذب نور  

 محيط كشت به% 5 تهيه شد و به نسبت 0,8-1در محدوده 
BHI broth سوكسينات آمونيوم انتقال داده شد% 1 و حاوي .

  گرمخانه cº 37در دماي  ساعت  48سويه مورد نظر تا زمان 
   ه منظور بررسي تاثير ضد ميكروبي بسپس، . گذاري شد

 محيط كشت توسط pH، ساعته 48 و 24، 16، 8هاي نمونه
 ، در  NaoH  مولار1 سنج و با افزودن محلول pHدستگاه 

پس از خنثي سازي .  تنظيم شد7,5 تا 7محدوده 
سوسپانسيون ميكروبي محيط كشت، در شرايط استريل و در 

 سانتريفيوژ rpm16000 × دقيقه در 50 و به مدت cº4دماي
جهت استخراج . شد و توده سلولي توليد شده جداسازي شد

له فاز مايع حاص موجود در محيط كشت، تركيب ضد ميكروبي
مطابق با منحني (  ساعته 24هاي سانترييفيوژ شده از نمونه

به آرامي به ارلن ) رشد در فاز لگاريتمي رشد قرار داشتند
ارلن به ظروف حاوي يخ بر روي . استريل انتقال داده شد

حجم % 50همزن مغناطيسي انتقال داده شد و به نسبت 
ها به مدت نمونه. موجود در ارلن، سولفات آمونيوم افزوده شد

 قرار داده شدند تا سولفات آمونيوم cº 4 يك شب در يخچال
محتويات ارلن شامل رسوبات حاصله و . به خوبي حل شود

محلول حاوي رسوب به لوله هاي استريل منتقل شدند و در 
 سانتريفيوژ rpm16000× دقيقه در 50 به مدت cº 4دماي 

يك ميلي مايع رويي جدا شد و رسوب حاصله در . گرديدند
 حل pH=7 مولار و داراي  0.05ليتر بافر پتاسيم فسفات 

حاصله از لحاظ هاي رويي و رسوبات پروتئيني گرديد و محلول
فعاليت ضد ميكروبي مورد سنجش قرار گرفتند و بخش 
ديگري از آن رسوبات براي انجام دياليز كنار گذاشته شدند 

)8. (  
ج شده به روش خالص سازي تركيبات ضد ميكروبي استخرا

  KDaبراي اين منظور از كيسه دياليز، با سايز  :دياليز
كيسه دياليز درون يك بشر يك . ستفاده گرديد ا12000

ليتري حاوي آب قرار داده شد و به منظور آماده سازي آن 

براي استفاده و زدودن مواد محافظت پوشاننده از روي كيسه، 
.  قرار گرفت ساعت در زيرجريان شير آب4بشر به مدت 

 سانتي متري براي نمونه مورد 8سپس، كيسه دياليز به قطعه 
. نظر بريده شد و يك سمت آن توسط خود كيسه گره زده شد

رسوبات پروتئيني رسوب داده شده با سولفات آمونيوم، در  بافر 
محتويات .  حل شدند=7pH مولار و   0.05پتاسيم فسفات 

داده شد و سمت ديگر كيسه فوق به درون كيسه دياليز انتقال 
 ميلي 200 سپس در يك ارلن. توسط چسب مسدود گرديد

  0.05 ميلي ليتراز بافر پتاسيم فسفات 100ليتري ، به ميزان 
نمونه .  قرار گرفتcº 4مولار ريخته و ارلن مذكور در يخچال 

 ساعت 48درون كيسه ، در اين بافر قرار داده شدند و به مدت 
 ساعت، بافر تعويض و مجدداً 24پس از . ددر ان شناور گردي

پس از سه بار تعويض بافر و . كيسه در بافر تازه، غوطه ور شد
استفاده از معرف نسلر به منظور خروج سولفات آمونيوم، 

هاي استريل منتقل گرديدند و جهت محتويات كيسه، به لوله
. هاي ضد ميكروبي، مورد سنجش قرار گرفتندبررسي ويژگي

گيري و يادداشت ونه قبل و بعد از دياليز به دقت اندازهحجم نم
گرديدند و از نمونه مورد نظر مقادير يكساني براي انجام آزمون 

  ).8(گيري ميزان پروتئين كنار گذاشته شد لوري و اندازه
بررسي تاثير ضد ميكروبي باكتري انتروكوكوس با روش 

يح  مطابق با كشت تلق،  باكتري بيماريزا9از هريك از : چاهك
 0,8-1 نمونه در محدوده OD)( رسيدن ميزان جذب نور 

 ميلي ليتر از كشت تلقيح فوق به محيط 0,1ميزان . تهيه شد
 انتقال داده شد و به كمك سواب استريل، BHI agarكشت 

 50پس از تهيه چاهك، . كشت يكنواخت و متراكمي تهيه شد
ه از انتروكوكسي ميكروليتر از تركيبات ضد ميكروبي جدا شد

به منظور انتشار بهتر تركيبات ضد . به هرچاهك افزوده شد
ها به مدت يك ساعت در ميكروبي در محيط كشت ، پليت

 ها به انكوباتورسپس، پليت.  سرماگذاري شدندcº 4يخچال 

cº 37ساعت، قطر هاله عدم 24پس از گذشت .  منتقل شدند 
ب ميليمتر اندازه رشد مربوط به تركيب ضد ميكروبي بر حس

  ) .11 و 3(گيري شد 
در هر مرحله،  :هاي استخراج شدهمحاسبه ميزان پروتئين

براي عصاره تخميري، رسوبات پروتئيني در قبل و بعد از 
 ) total volum(حجم نهايي : دياليز، اين موارد محاسبه شدند

 total(  ، فعاليت كل activity unit)(، واحد فعاليت 
activity(عاليت اختصاصي ، ف)specific activity  (  غلظت ،

، پروتئين كل  ) protein concentration(پروتئين 
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  پژوهشي زيست فناوري ميكروبي-مجله علمي

بر تحريك فعاليت  بررسي نقش سينرژيسمي گياه گردو 
protein)   total( درصد بازيافت ، %) recovery( ضريب ،
تيتر .   yeild)(و  راندمان purification factor) (  تخليص
هاي فوق به عنوان معكوس بيشترين رقتي كه قادر به بخش

/ هاي پاتوژن بود، بر حسب واحد فعاليت ي سويهمهار قطع
  ) .12( بيان شد activity unit)/ mL (ميلي ليتر 

: ارزيابي و سنجش  پروتئين استخراج شده توسط روش لوري
  گرم در ليتر از 4، 3,5، 3، 2,5، 2، 1,5، 0هاي براي غلظت

پروتئين سرم آلبومين گاوي در آب مقطر، پس از افزودن 
اسي برليانت بلو ، منحني استاندارد در طول محلول كوم

ميزان پروتئين موجود در نمونه پس . رسم شد   nm  600موج
  و مقايسه با nm    600   در طول موج ODاز خواندن 

   .)10 و9( تعيين شد g/Lمنحني استاندارد بر حسب 
 براي  :U/mL بر حسب  ميزان توليد تركيب ضد ميكروبي

، U/mL بر حسب  تركيب ضد ميكروبيتعيين ميزان توليد 
هاي متفاوت، در زمان ) U/mL(اين تركيب  واحد فعاليت

  .محاسبه شد و منحني ميزان توليد رسم گشت
تعيين وزن مولكولي تيروتريسين استخراج شده توسط 

هاي حاصل به منظور تعيين وزن مولكولي پروتئين: الكتروفورز
با  SDS - PAGE در اين تحقيق، از تكنيك الكتروفورز

الكتروفورز . آميزي كماسي بلو، استفاده گرديدتكنيك رنگ
، در حضور عوامل پليمريزه %18,5روي ژل پلي آكريلاميد
ژل، .  انجام گرفت TEMEDو % 10كننده آمونيوم پرسولفات 

 ولت قرار داده شد و سپس، 60 دقيقه در جريان 10به مدت 
رنگ . لت انجام شد و120 دقيقه در 30الكتروفورز به مدت 

اسيد % 7آميزي ژل با كماسي بلو و رنگ زدايي با محلول 
  . )10( استيك انجام شد و باندهاي پروتئيني نمايان شدند

آماده سازي عصاره برگ گردو و بررسي تاثير اين عصاره بر 
عصاره برگ گردو توسط : روي رشد و توليد تيروتريسين

و عبور محتويات ي هاي گردو در بن مارحرارت ملايم برگ
. حرارت ديده از كاغذ صافي براي چند مرحله، استخراج گرديد

  با سوسپانسيون حاوي 50:50سپس، اين عصاره به نسبت 
       و  داراي ميزان جذب نورانتروكوكوس فكاليسباكتري  

هاي ذكر شده فوق، بر طبق روش.  ، مخلوط گرديد 1-0,8
 و بررسي تاثير ضد pHمراحل تعيين منحني رشد و سنجش 

هاي ميكروبي و تعيين ميزان توليد تيروتريسين براي نمونه
 . تكرار گرديدانتروكوكوس فكاليسحاوي عصاره برگ گردو و 

 بار تكرار 3لازم به ذكر است كه تمام مراحل ذكر شده فوق با 
  .انجام گرديدند

 يافته ها
س در هاي انتروكوكوهاي ميكروسكوپي، كلنيدر نتيجه آزمون

هاي كروي شكل بنفش رنگ زير ميكروسكوپ به صورت كلني
هاي  ماكروسكوپي، كلنيهايشدند و در نتيجه آزمون مشاهده

، به صورت  BHI agarهاي يتـوس بر روي پلـروكوكـانت
نتايج حاصل از  .اهده شدندـوزني مشـهاي ريز سرسكلني
ت ـسده اـ، آورده ش1دولـميايي در جـاي بيوشيـهونـآزم

  ).1  جدول(
، قادر به انتروكوكوس فكاليس ، باكتري 1بر طبق جدول

هاي  مانيتول و سوربيتول و لاكتوز مي باشد و مصرف قند
تواند كننده آرژنين است و بدين ترتيب، ميداراي آنزيم تجزيه

اين . از اين اسيد آمينه به عنوان منبع ازت استفاده نمايد
ي سوربوز و آرابينوز و ساكارز هاباكتري، قادر به مصرف قند

هم چنين، با . نيست و فاقد حركت و پيگمان زرد رنگ است
انجام ازمون كاتالاز و اكسيداز، به اين نتيجه رسيديم كه سوش 

منحني رشد  .مورد استفاده، كاتالاز و اكسيداز منفي هست
  محلول رويي پس از pHو منحني ميزان ها باكتري

هاي شاهد و نمونه حاوي عصاره گردو در سانتريفيوژ در نمونه
  ).2 و 1نمودار هاي (  نشان داده شده است2و1نمودار هاي 

 نشان داده شد، مدت فاز 2و1همانطوري كه در نمودار 
 ساعت 0 -16 ،  انتروكوكوس فكاليسلگاريتمي در باكتري 

يعني حداكثر فاز (  به حداكثر رشد خود 16بود و در ساعت 
پس از تلقيح اوليه، ميزان كدورت، . رسيدند) لگاريتمي رشد 

 ساعت، به 4در حدود  )  Lag phase(پس از يك تاخير كوتاه 
 نيز با همان pH تدريج افزايش يافته و متقارن با آن، ميزان

، پس از 16نمايد و در ساعت ميزان تاخير شروع به كاهش مي
رت  خود و حداكثر ميزان كدوpHتلقيح اوليه به حداقل ميزان 

، انتروكوكوس فكاليسبا افزدون عصاره گياه گردو به  . رسدمي
 كاهش pH طول دوره لگاريتمي افزايش نشان داد و ميزان 

  .يافت
  

  نتايج حاصل از آزمون هاي بيوشيميايي -1جدول
 

آرژنين  ساكارز آرابينوز لاكتوز سوربوزسوربيتول مانيتول نام باكتري
 دهيدرولاز

 حركت
  

پيگمان 
  زرد

 نتروكوكوسا
 فكاليس 

+ +  -  +  -  -  +  -  -  
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منحني رشد انتروآوك 1394

منحني رشد انتروآوك 1394
به همراه گردو

 
 در نمونه شاهد و انتروكوك فكاليس  منحني رشد -1نمودار 

  نمونه حاوي گردو
  
  

0

1

2

3
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0 50 100 150

زمان ( ساعت )

pH

باآتري انتروآوك 1394

باآتري انتروآوك 1394 به
همراه گردو

  
باكتري انتروكوكوس فكاليس در pH روند تغييرات .2نمودار 

  نمونه شاهد و حاوي گردو  با گذشت زمان
  

حسب هاي عدم رشد اندازه گيري شده بر با مشاهده قطر هاله
شود كه تاثير ضد ميكروبي متر ، اين چنين استنباط ميميلي
 ، بر روي سـوس فكاليـوكـتروكـاناي تخميري ـهارهـعص

. هاي گرم منفي بودهاي گرم مثبت ، بيشتر از باكتريباكتري
        ، كلبسيلا پنومونيههاي بررسي شده، در ميان باكتري

ترين ، حساسرئوساستافيلوكوكوس اترين باكتري و مقاوم
گياه . اشند انتروكوكوس فكاليسباكتري به عصاره تخميري 

 گردو، نقش سينرژيسمي بر تاثير ضد ميكروبي عصاره تخميري
نتايج حاصل از اثر ضد .  داشته استانتروكوكوس فكاليس

 ، به انتروكوكوس فكاليسميكروبي رسوبات پروتئيني  باكتري 
تنهايي و به همراه عصاره گردو در قبل و بعد از دياليز در 

  ) .2جدول (  آورده شده است2جدول
  

نتايج اثر ضد ميكروبي رسوبات پروتئيني باكتري به  -2جدول 
 ساعت گرماگذاري در قبل و بعد از 24همراه عصاره گردو پس از 

  دياليز
قطر هاله عدم              

) / mm(رشد      
  نتروكوك و ا

  عصاره هاي گياهي     

نمونه هاي قبل 
  و پس از دياليز

انتروكك 
  فكاليس

انتروكك  
  و فكاليس
  گردو

  استافيلوكوكوس ارئوس  24  19  1
2  19  22  
  ليستريا مونوسيتوژنز  28  10  1
2  8  20  
  باسيلوس سرئوس  18  16  1
2  -  10  
  كلبسيلا پنومونيه  -  -  1
2  -  -  

  
  

   ها قبل از دياليزرسوب پروتئين -1
  رسوب پروتئين ها پس از دياليز -2

  
 

 مشاهده شد، بيشترين تاثير ضد 2همانطوري كه در جدول 
پس از انتروكك فكاليس،  ميكروبي رسوب پروتئين باكتري 

دياليز، بر روي باكتري استافيلوكوكوس بوده است و به دليل 
حذف ساير تركيبات ضد ميكروبي پروتئيني در اثر فرايند 
دياليز، ميزان تاثير ضد ميكروبي رسوبات پروتئيني بعد از 
دياليز، كاهش يافته و در برخي از موارد، ثابت مانده است و 

با . عصاره گردو موجب افزايش فعاليت ضد ميكروبي شد
استفاده از منحني استاندارد رسم شده توسط روش لوري، 

 شدهاي ضد ميكروبي توليد شده محاسبه غلظت پروتئين
  ) .3نمودار (

 
  منحني استاندارد روش لوري -3نمودار 
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  پژوهشي زيست فناوري ميكروبي-مجله علمي

بر تحريك فعاليت  بررسي نقش سينرژيسمي گياه گردو 
پس از انجام الكتروفورز ، مشاهده شد كه تركيب پروتئيني 

.  ، تيروتريسين استانتروكوكوس فكاليساستخراج شده از 
 66وزن مولكولي آنتي بيوتيك تيروتريسين استخراج شده، 

ا ب منحني ميزان توليد تيروتريسين .باشدكيلودالتون مي
 آورده شده  است 4 در نمودار U/mLگذشت زمان بر حسب  

هاي نمونهتعيين ميزان و فعاليت پروتئين در  ) .4نمودار (
 آورده شده 4و 3جدول  :شاهد و نمونه حاوي عصاره گردو

  . است
 

-50
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ن   
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فع منحني ميزان توليد

Tyrothricin  بر حسب
IU/mL

منحني ميزان توليد
Tyrothricin  به همراه
عصاره گردو بر حسب 
 IU/mL

 
 توسط   منحني ميزان توليد تيروتريسين -4نمودار 

  U/mLانتروكوكوس فكاليس  بر حسب
 
 

 نشان داده شد، پس از دياليز، واحد  3در جدول همانطوري كه 
. فعاليت وفعاليت اختصاصي و ضريب تخليص افزايش يافت

فعاليت كل وغلظت پروتئين و ميزان پروتئين كل و راندمان و 
با توجه به افزايش در واحد . درصد بازيافت كاهش يافت

فعاليت و فعاليت كل و غلظت پروتئين وميزان پروتئين كل و 
هاي حاوي عصاره يت اختصاصي و درصد بازيافت نمونهفعال

هاي شاهد و كاهش راندمان و ضريب تخليص نسبت به نمونه
هاي حاوي عصاره نسبت به نمونه هاي شاهد، عصاره نمونه

، نقش سينرژيسمي در انتروكك فكاليس برگ گياه گردو براي 
 .تحريك توليد متابوليت ضد ميكروبي  داشته است

 
يزان و فعاليت پروتئين و ساير فاكتورها در  م-3جدول 

  هاي شاهد و نمونه حاوي عصاره گردو نمونه
 

  سويه ها
  فاكتورها

   و گردوانتروكوك فكاليس انتروكوك فكاليس

  قبل  مايع تخمير  فاكتورها
  از دياليز

  پس
  از

  دياليز

مايع 
  تخمير

  پس  قبل از دياليز
  از دياليز

  حجم نمونه
)mL(   

100  35  25  100  35  25  

  واحدفعاليت
)(Unit/mL  

100  150  200  200  250  300  

  Unit(   10000  5250  5000  20000  8750  7500(فعاليت كل 

غلظت پروتئين 
)(mg/mL  

2,6  1,9  0,8  3,7  2,9  1,7  

  mg(  260  66,5  20  370  101,5  42,5(پروتئين كل 
فعاليت اختصاصي 

)U/mg(  
38,46  78,95  250  54,05  86,21  176,47  

  نراندما
(%)  

-  52,5  50  -  43,75  37,5  

  درصد بازيافت
(%)  

-  25,58  7,69  -  27,43  11,49  

  3,26  1,59  -  6,50  2,05  -  ضريب تخليص

 

  بحث
 انتروكوكــوس بــر روي صاره تخميــريـــكروبي عـاثــر ضــد ميــ

 و  Sabia. هاي گرم مثبـت بيـشتر از گـرم منفـي بـود            باكتري
لتـره شـده خـام        تاثيرمحلول رويي في   2001همكاران، در سال    

را  Enterococcus casseliflavus IM416K1 حاصــل از
 بررسي كردنـد  و قطـر     Monocytogenes Listeria برروي

      قطــر .  بــود mm 15-10هالــه عــدم رشــد بــه دســت آمــده، 
هـاي  هاي عدم رشد حاصـل از اثـر ضـد ميكروبـي عـصاره             هاله

قيـق،   موجود در اين تح انتروكوكوس فكاليستخميري سوش 
از .  ميلي متر بـود Monocytogenes Listeria    24 بر روي 

ــه      ــسبت ب ــق، ن ــن تحقي ــتفاده در اي ــورد اس ــرو، ســوش م اين
Enterococcus casseliflavus IM416K1 ــاثير  ، داراي ت

) 13(  بود     ليستريا مونوسيتوژنز تري بر ضد    ضد ميكروبي قوي  
 سكوانتروك ـبا توجه به فاز لگاريتمي موجود در منحني رشد          . 

 ساعته محيط كشت تحـت      16، عصاره   16در ساعت   فكاليس    
سـولفات آمونيـوم يـك      . تيمار با سولفات آمونيوم قـرار گرفـت       

ها است روش شناخته شده براي رسوب دهي و بازيابي پروتئين       
. ها استفاده مـي شـود  و به طور گسترده  براي بازيافت پروتئين       

هـاي  ها، حلال فزودن نمك ها با ا  در اين روش، حلاليت پروتئين    
 آلي و ساير تركيباتي كه حلاليـت زيـادي دارنـد، كـاهش داده              

  ).14. (شودمي
پس از تيمار با سولفات آمونيوم و رسـوب دادن مـايع  حاصـله               

حاوي ليپيدها و ساير مـواد  ( توسط سانتريفوژ، فاز سبك رويي  
هـا  سبك موجود در محيط است كه ممكن است آنتي بيوتيـك     

مـايع حاصـل از     ( و فـاز آبـي      )  آن به دام افتـاده باشـند       نيز در 
هـاي رسـوب داده شـده توسـط سـولفات           سانتريفوژ پـروتئبين  

هـا   حاوي پـروتئين ( و فاز رسوب سنگين زيرين    ) آمونيوم است 
بيشترين تـاثير ضـد ميكروبـي       . در هر لوله ايجاد شد    ) باشدمي

بـر روي   ، پس از ديـاليز،       فكاليس     سكوانتروكرسوب پروتئين   
دكتـر خنـافري و     .   بوده اسـت    استافيلوكوكوس ارئوس باكتري  

، با بررسي اثر ضد ميكروبـي رسـوبات        1387همكاران، در سال    
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 Lactobacillusپروتئينـي اسـتخراج شـده از بـاكتري هـاي      
casei ،Lactobacillus reuteri ،Lactobacillus 

rhamnosus            به اين نتيجه رسيدند كه  قطر هاله عـدم رشـد ، 
حاصل از اين تركيبات بر روي باكتري باسـيلوس سـرئوس، در            

ميلـي متـر    10،10،11ساعت گرماگذاري، به ترتيـب ،       24طي  
بوده است كه نتـايج بـه دسـت آمـده از تـاثير ضـد ميكروبـي                  

ــاكتري   ــرســوبات پروتئينــي اســتخراج شــده از ب  سكوانتروك
 ميلي متر بوده 14بر روي باكتري باسيلوس سرئوس،      فكاليس    

  .تاس
باسيلوس از اينرو، بيشترين تاثير ضد ميكروبي بر روي 

 ) .15(بوده است فكاليس  ، مربوط به باكتري سرئوس
Mahboub  با بررسي اثر ضد 2008 و همكارانش در سال ،

ميكروبي عصاره گياه پونه، اثبات نمودند كه عصاره اين گياه 
 با وژنزليستريا مونوسيتداراي اثر ضد ميكروبي بر عليه باكتري 

باشد كه متناسب با نتايج  ميلي متر مي8-21ايجاد قطر هاله 
رسوبات  .)16( بود انتروكوكوس فكاليساثر ضد ميكروبي 

پروتئين حاصله پس از حل شدن در بافر پتاسيم  فسفات، به 
آزمايشات . گرفتند سازي، مورد فرايند دياليز قرارمنظور خالص

ها قادر به بيوتيك كه آنتياولترافيلتراسيون نشان داده است
 10000 و 1000اي ـهcut-off ايي با ـهاءـبور از غشـع

در اين تحقيق، به منظور خلوص بيشتر . كيلودالتون نيستند
مايع پروتئيني، يك مرحله دياليز در حضور بافر پتاسيم 

در زمان دياليز، تعويض .  انجام گرفت pH=7, 0.05Mفسفات
مه يابد كه اطمينان حاصل شود كه تمام بافر بايد تا زماني ادا

هاي آمونيوم از مايع پروتئيني درون كيسه خارج گرديده يون
براي تائيد اين موضوع از . اندها باقي ماندهاند و فقط پروتئين

ايجاد رنگ قرمزآجري در اثر . معرف نسلر استفاده گرديد
افزودن معرف نسلر به محلول مورد نظر نشان دهنده وجود 

چنانچه  ) .17( باشد ن هاي آمونيوم در محلول فوق مييو
دهد، پس از دياليز، به دليل حذف سولفات نتايج نشان مي

هاي موجود در محيط، تاثير ضد آمونيوم و برخي از ناخالصي
ميكروبي، تقريباٌ ثابت و در برخي از نمونه ها به طور جزئي 

 وجود به منظور سنجش وزن مولكولي و اثبات. كاهش يافت
نمونه هاي دياليز شده به همراه ها، در نمونه تيروتريسين

.  قرار داده شدند SDS-PAGEماركر، در دستگاه الكتروفورز
 نشان  SDS-PAGE ايجاد تك باند ، پس از انجام الكتروفورز

           ي ـده در طـت آمـني به دسـوص ماده پروتئيـده خلـدهن
نجام الكتروفورز مشاهده شد كه پس از ا. هاي فوق بودفرايند

تركيب پروتئيني استخراج شده از انتروكوكوس فكاليس ، 
وزن مولكولي آنتي بيوتيك تيروتريسين . تيروتريسين است

  . كيلودالتون بود66استخراج شده، 

  بر اساس هاي ميزان توليد تيروتريسينبر اساس منحني
IU/mL اوليه رشد  ساعت 4، ميزان توليد اين تركيبات،  در

)(Lag phase  تقريباٌ صفر است، يعني از آن جايي كه ، 
رشدي صورت نگرفته، در نتيجه متابوليتي هم توليد نشده 

 16كند و در ساعت اما به تدريج، شروع به افزايش مي. است
 پس از تلقيح اوليه، يك افزايش شديد در ميزان توليد روي 

فزايش تعداد باكتري و به اين زمان، دقيقاٌ مقارن با ا. دهد مي
اين امر، نشان . عبارتي، همزمان با فاز لگاريتمي رشد است

بنابراين، . دهنده توليد اين تركيبات در فاز لگاريتمي رشد است
، از شماي توليد يك  توان گفت كه توليد تيروتريسينمي

    با ورود باكتري به فاز سكون. كندمتابوليت اوليه پيروي مي
 ميزان اين تركيبات توليد شده، تقريباٌ ثابت است و ،)ركود ( 

اين كاهش مي تواند در اثر . يابدسپس، به تدريج كاهش مي
هاي مرده آزاد مي تاثير آنزيم هاي پروتئازي باشد كه از سلول

 اسيدي مقاوم هستند و pH به زيرا خود تيروتريسين. شود
مشاهده با . ها در محدوده اسيدي استبهترين فعاليت آن

در نمونه حاوي گردو، نقش  منحني ميزان توليد تيروتريسين
گردو،  به عنوان يك گياه دارويي و تركيب ضد ميكروبي سالم، 

دكتر خنافري و . مشخص شد در تحريك توليد تيروتريسين
، با بررسي فعاليت و ميزان لاكتوسين 1387همكاران، در سال 

، فعاليت ويژه و ضريب توليد شده، دريافتند كه پس از دياليز
 به جها، متناسب با نتاييافتند، كه اين ويژگي تخليص افزايش

  ) . 15(دست آمده از اين تحقيق بودند 

  نتيجه گيري
با توجه به نقش سينرژيسمي گياه گـردو در افـزايش غلظـت و     

 تيروتريسين توليد شده  و در نتيجـه، تحريـك توليـد    ميزان 
هـاي ايـن     اسـتفاده از بـرگ     ،1394تيروتريسين توسط سوش    

گياه براي افزايش اثر ضد ميكروبي و خواص درماني و افـزايش            
  .تواند بسيار سودمند باشدتوليد اين آنتي بيوتيك مي

     

  تشكر و قدرداني
 از مسئولين محترم سازمان بدين وسيله، كمال قدرداني خود را

 و مجتمع آزمايشگاهي هاي علمي و صنعتي ايرانپژوهش
       نشگاه آزاد اسلامي واحد علوم و تحقيقات تهران ابرازدا

    .نماييممي
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٤٤ 

  پژوهشي زيست فناوري ميكروبي-مجله علمي

بر تحريك فعاليت  بررسي نقش سينرژيسمي گياه گردو 
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