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  گردو مغزتانولي عصاره ا تعيين ميزان تركيبات فنلي و اثر ضد ميكروبي
  

  4كورش اشرفي ،3*كوپايي محمود رفيعيان، 2شرافتي چالشتري فرهاد، 1شرافتي چالشتري رضا
  
    قاتيتحق و علوم واحد ياسلام آزاد دانشگاه ،غذايي مواد بهداشت يتخصص يدكترا يدانشجو-1
   شهركرد يپزشك علوم دانشگاه ،ييدارو اهانيگ قاتيتحق مركز، يسشنا كروبيم گروه يمرب -2
  شهركرد يپزشك علوم دانشگاه ،ييدارو اهانيگ قاتيتحق مركز، يفارماكولوژ گروه استاد -3
  دانشگاه علوم پزشكي شهركرد ،ييدارو اهانيگ قاتيتحق مركز، كارشناس ارشد ميكروب شناسي -4

  
  19/3/1390 :اريخ پذيرشت            27/10/1389 :تاريخ دريافت

  چكيده
هاي اخير به  در سال .باشند يم يگوارش يها عفونتها و  مسموميت عوامل از ييغذا مواد از منتقله پاتوژن يها يباكتر :مقدمه

 با العهمط نيا لذا .تاكيد شده استدر صنعت غذا  شيميايي هاي نگهدارندهبه جاي  ها عصاره ها و نظير اسانس استفاده از مواد طبيعي
تعيين ميزان  همچنين و ييغذا مواد از منتقله پاتوژن يها يباكتر يرو بر گردو مغز ياتانول عصاره يكروبيضدم اثر يبررس هدف

  .شد انجام لي آنتركيبات فن
 لظتغ حداقل بصورت آن يكروبيضدم اثر و هيته ياتانول عصاره گردو، مغز يآور جمع از پس ،يتجرب مطالعه نيا در :بررسيروش 
  يباكتر يكشندگ غلظت حداقل و) MIC:Minimum Inhibitory Concentration(يباكتر رشد از كننده ممانعت

)MBC: Minimum Bactericidal Concentration (وميمور يفيتا سالمونلا يها يباكتر هيعل لوشنيكرودايم روش از استفاده با، 
 باتيترك زانيم. رفت بكار مرجع يكروبيم ضد ماده عنوان به) µg30(كلرامفنيكل شد، انجام توژنزيمونوس ايستريل و يزانتريد گلايش

  .شد يريگ اندازه Colorimetry روش به كل يفلاونول و يديفلاونوئ ،يفنول
 و 625/0 نيب MIC زانيمه كه بود شيآزما مورد يها يباكتر يرو بر يكروبيم ضد اثر يدارا گردو مغز كه داد نشان جينتا :نتايج

 كل ديفلاونوئ ك،يگال دياس معادل mg/g17/14±365 كل فنول زانيم نيهمچن. بود mg/ml5/2 و mg/ml2/1 نيب MBC و 25/1
  .بود نيروت معادل mg/g63/1±132 كل فلاونول و 25/12±285

 كي عنوان بهواند ت مي و بوده مذكور يباكتر سه يرو بر يكروبيم ضد اثر يدارا گردو مغز عصاره كه داد نشان جينتا :گيري نتيجه
 را آن ييايباكتر ضد اثراتهاي غذايي،  رغم اين مطلب، انجام تحقيقات بيشتر در مدل علي .شود مطرح نگهدارنده مواد غذايي

  .كرد خواهد تر روشن
  

   هاي غذايي پاتوژن ،مغز گردو ،يكروبيم ضد اثر ي،فنل باتيترك :هاي كليدي واژه

                                                            
 rafieian@yahoo.com: پست الكترونيكي، 0381 3346692: تلفن ؛)نويسنده مسئول(*
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 مقدمه

 و ها عفونت يكروبيم ملعوا نيمهمتر از ها يباكتر
غذا و همچنين از عوامل فساد مواد  از يناش يها تيمسموم
 نقش جامعه سلامت در مستقيم طور به كه باشند يم غذايي

 يناش يكروبيم يها يماريب وقوع گذشته دهه طول در .)1(دندار
 فقر با توسعه حال در يكشورها در تنها نه ييغذا مواد از

 يبالا ياستانداردها با افتهي توسعه يكشورها در بلكه يبهداشت
 وقوع كه است يحال در نيا و بوده شيافزا روبه زين يبهداشت
ي باق نشده گزارش اغلب ييغذا يها تيمسموم و ها عفونت

 از بعد كايمرآ در تياهم نظر از كه به طوري ،ماند مي
 دگاهيد از ).2(دندار قرار دوم مقام در يوير يها يماريب

 قيطر دو به ييغذا مواد يها تيمسمومي نيز اقتصاد
 ميرمستقيغ و) تاخسار پرداخت ي وپزشك معالجات(ميمستق

 جهت يقاتيتحق يها نهيهز مواد غذايي و صادرات كاهش(
 از استفاده ).2(دنباش يم رگذاريتاث يمل اقتصاد در) يريشگيپ

 فساد پيشگيري و به تعويق انداختن منظور به شيميايي مواد
 وسيعي كاربرد در تكنولوژي صنايع غذايي مروزها غذايي مواد
 درخصوص صنعتي شيميايي مواد ايمني با ارتباط در. دارد

هنوز جاي سوال وجود  انسان براي آنها سميت و زايي سرطان
 آگاهي سطح رفتن بالا علت و همچنين به دليل اين به. دارد

 به افزوني روز علاقه جهاني جامعه سطح در كنندگان مصرف
 ها و ، عصارهها اسانس نظير نگهدارنده مواد از فادهاست

  .)3،1(دارد وجود طبيعي هاي بيوتيك آنتي
و  Juglandaceaeگياهي از خانواده ) Juglans regia(گردو
باشد كه همگي خزان دار و داراي ميوه  گونه مي 21داراي 

 و گرم ايران قديم طب نظر از گردومغز . خوراكي هستند
 كننده درمان، خون كننده تصفيه و ساز خون، خشك
 سنگ تشكيل از واست  پيچه دل مسكن، ريوي هاي بيماري

تحقيقات اخير . كند مي جلوگيري صفرا كيسه سنگ و كليه
از اسيدهاي چرب  مغز گردو نشان داده كه به دليل غني بودن

و به حفاظت بدن  هميزان كلسترول خون را پايين آورد 3-امگا
  ).5،4(كند و سرطان كمك مي در برابر امراض قلبي

   گياهانبا توجه به اشارات متعدد مبني بر اثرات ضد ميكروبي 

 وسكو، از جمله گردو بر روي استافيلوك)6(دارويي بومي ايران
، )7(باسيلوس سرئوس، اورئوس و سودوموناس آئروژينوزا

خواص  ياختصاص طور بههمچنين  ،)8(اشريشيا كلي
 بر گردو مغز يرو نازك غشاء يدهايساكار يپل ييايضدباكتر

 داده نشان وميمور يفيت سالمونلا و سيسوبتبل لوسيباس يرو
كه در مطالعات گذشته اين اثرات ضد باكتريايي  )9(ه استشد

را مربوط به محتواي فنوليك موجود در گياهان 
بيوتيكي، در  با توجه به افزايش مقاومت آنتي .)11،10(اند دانسته

درمان ، ضدميكروبي جهت پيشگيريداروهاي  اثر مصرف
عوارض جانبي و اثرات سوء متفاوت آنها، بررسي و  ،ها عفونت

تحقيق بر روي گياهان دارويي به منظور كشف منابع جديد 
 )12(باشد يم ازين مورد اي باكترياييه دارويي عليه عفونت

 ها و همچنين به منظور كاهش و يا حذف آنتي باكتريال
دارنده تركيبات نگه يك و جايگزيني باسنتت هاي نگهدارنده

هاي  مدل در اثرات اين مطالعه يي،غذا ايعطبيعي در صن
لذا ) 1(است ضروري غذايي هاي مدل در سپس و آزمايشگاهي

 ياتانول عصاره يكروبيم ضد اثر ييشناسا مطالعه ف از اينده
 و ييغذا مواد از منتقله پاتوژن يها يباكتر يرو بر گردو مغز
  . بود آن يفلاونول و يديفلاونوئ ،يفنل باتيترك زانيم نييتع

  روش بررسي
اين مطالعه به صورت تجربي آزمايشگاهي در مركز تحقيقات 

جهت . دانشگاه علوم پزشكي شهركرد انجام شد داروييگياهان 
 سالمونلا يها يباكترهاي استاندارد  سويهانجام اين مطالعه از 

) PTCC:1188(يزانتريد گلايش ،)PTCC:1609(وميمور يفيتا
از سازمان  شده هيته) PTCC:1163(توژنزيمونوس ايستريل و

براي اين منظور . هاي علمي و صنعتي ايران استفاده شد پژوهش
، بلاد آگارساعته باكتري بر روي محيط  24از كشت 

مك فارلند در نرمال  5/0سوسپانسوني با كدورت معادل لوله 
ها حدود  عداد باكتريدر اين شرايط ت. سالين تهيه شد

CFU/ml108×5/1 از اين سوسپانسيون در مراحل . باشد مي
  ). 13(ها استفاده گرديد بعدي آزمايش

  )شهركردحاشيه شهر (گردو از درختان گردوي ناحيه سامان مغز
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اي از آن در واحد  نمونه و آوري جمع 1388در بهار سال 
لوم پزشكي دانشگاه ع داروييهرباريوم مركز تحقيقات گياهان 

پس از تميز كردن، در سايه مغز گردو . شهركرد ضبط گرديد
براي تهيه عصاره . گرديدو توسط آسياب پودر انده شدخشك

سي اتانول  سي 500گرم از پودر خشك شده با  100اتانولي، 
 22حدود (ساعت در دماي اتاق 24ط و به مدت ، مخلو80%

ت آمده، سپس عصاره بدس. نگهداري شد) درجه سانتيگراد
براي حذف (توسط كاغذ صافي فيلتر شده و وارد دستگاه روتاري

درجه  40عصاره الكلي بدست آمده در دماي . گرديد) اتانول
گرم از  1پس از آن مقدار . سانتيگراد در انكوباتور خشك شد
سي از حلال دي متيل  سي 5عصاره الكلي خشك حاصله را به 

وسيله سرنگ ميلي پور  اضافه نموده و به) DMSO(سولفاكسايد
  ).  6(گرديد استريل و ميكرون فيلتره 22/0با فيلترهاي به قطر 

   تعيين حداقل غلظت ممانعت كننده از رشد باكتري
)MIC: Minimum Inhibitory Concentration ( و حداقل

  )Minimum Baeterial Concentration :MBC( غلظت كشندگي
 لوشنيكرودايم روش از استفاده با MBCو MIC زانيم
 تيپل يها چاهك از كي هر در كه صورت نيا به ديگرد يريگ اندازه

 5 و براث نتونيه مولر كشت طيمح تريكروليم 95 ابتدا زا،يالا
 فارلند مك 5/0 لوله معادل ييايباكتر ونيسوسپانس از تريكروليم

 يها رقت از تريكروليم 100 ها چاهك از كدام هر به سپس و اضافه
) mg/ml156/0-5 (عصاره) Serial two-fold dilutions(يمتوال

ميكروليتر  195 شامل صرفاً نمونه كنترل منفي .مينمود اضافه
سوسپانسيون  ميكروليتر 5 محيط كشت بدون عصاره و

اضافه به  كلرامفنيكلهاي مختلف  ، همچنين غلظتباكتريايي
عنوان ه ب و تلقيح ميكروبي محيط كشت مولر هينتون براث

 ها چاهك تمامي در نهايي حجم. شدل مثبت در نظر گرفته كنتر

ها توسط  پس از مخلوط كردن نمونه .باشد ميكروليتر مي 200
 18 -24آنها را به مدت ) rpm 300 ثانيه با دور 20(شيكر

درجه قرار داده و سپس ميزان جذب  37ساعت در انكوباتور 
يزا ز الاا استفاده با nm 450موج  آنها را در طول) OD(نوري
 و نمودهقرائت و ثبت ) State fax 2100 :Made in USA(ريدر،

در صورت عدم ايجاد كدورت ميزان حداقل غلظت ممانعت 

هاي  سپس از نمونه .يدتعيين گرد) MIC(كننده از رشد باكتري
هاي بدون كدورت بر روي محيط كشت مولر هينتون  چاهك

 شمارش كلني ملع متوالي هاي رقت روش با آگار پاساژ داده و
 تعداد كاهش رشد مقدار كه اي لوله اولين. گرفت صورت
 هزارم يك از بيشتر ،شاهد لوله صفر زمان به نسبت ها باكتري

  ).14(گرديد تعيين MBCبه عنوان  ،بود
 تعيين ميزان فنول كل

-Folinميزان تركيبات فنولي كل براساس روش رنگ سنجي

Ciocaltue  15(شدگيري  ازهو بر حسب اسيد گاليك اند.( 
 100، 5/62، 50، 25، 5/12هاي  هاي استاندارد با غلظت محلول

. شدمتانول تهيه % 60از اسيد گاليك در محلول  ppm125و 
 د و به آنهايبه لوله آزمايش منتقل گرد ml1/0آنگاه از هريك 

ml5/0  سيوكالتيو اضافه و پس  -واكنشگر فولين% 10از محلول
% 5/7از محلول كربنات سديم  ml4/0آن  دقيقه به 8الي  3از 

دقيقه در دماي  30ها به مدت  د، آنگاه لولهياضافه گرد
به وسيله  نوري آزمايشگاه نگهداري و پس از آن ميزان جذب

د گيري ش اندازه nm765دستگاه اسپكتروفوتومتر در طول موج 
تا  01/0سپس  .دياساس نمودار استاندارد رسم گرداين  و بر
حل % 60را در متانول  از نمونه خشك شده عصاره گرم 02/0

 -و بر اساس روش فولين دهرسان ml10كرده و به حجم 
با اين تفاوت كه به  ديگردسيوكالتيو ميزان فنول كل تعيين 

. شداز محلول عصاره اضافه  ml1/0جاي محلول استاندارد، 
ميزان جذب قرائت شده را در نمودار استاندارد قرار داده  سپس

معادل  mg/gبرحسب  عصارهبه اين ترتيب مقدار فنول كل  و
  .آمد بدستاسيد گاليك 

  كل لاونويئد و فلاونولف زانيم نييتع
 ديكلر يسنج رنگ روش به كل فلاونول و ديفلاونوئ زانيم

 ابتدا. شد يريگ اندازه Rutin استاندارد حسب بر و ومينيموآل
 و 250 ،100 ،50 ،25 يها غلظت با استاندارد يها محلول

ppm500 و هيته% 60 متانول در نيروت از ml1 ها محلول نيا از 
 ديكلر محلول از ml1 آنگاه و منتقل شيآزما يها لوله به
% 5 محلول از ml6 سپس. گرديد اضافه آن به% 2 ومينيموآل

 40 از پس ينور جذب زانيم و افزوده آن به ميپتاس استات
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 از پس و ديفلاونوئ دارداستان يبرا nm415 موج طول در قهيدق
و  قرائت فلاونول استاندارد يبرا nm440موج طول در ساعت 5/2
 02/0 تا 01/0 سپس. ديگرد رسم استاندارد نمودار اساس نيا بر

 به و كرده حل% 60 متانول در را عصاره شده خشك نمونه از گرم
 ديكلر يسنج رنگ روش براساس و دهيرسان ml10 حجم

 نيا با ديگرد نييتع كل فلاونول و ديونوئفلا زانيم ومينيموآل
 اضافه عصاره  محلول از ml1 استاندارد، محلول يجا به كه تفاوت

 و داده قرار استاندارد نمودار در را شده قرائت جذب زانيم. شد
 محاسبه عصاره mg/g برحسب كل فلاونول و ديفلاونوئ مقدار
قادير متوسط بار تكرار و م 3ها  تمامي آزمايش ).17،16(ديگرد

 گزارشتكرار با استفاده از ميانگين و انحراف معيار  3حاصل از 
  .شدند

  نتايج
عصاره اتانولي  MBCو  MICبر اساس نتايج حاصله، مقدار 

 گلايش، وميمور يفيتا سالمونلا بر روي سه باكتريگردو مغز 
. بيان شده است 1در جدول  توژنزيمونوس ايستريل وي زانتريد

 دياس معادلگرم در گرم  بر حسب ميلي كل فنول زانيم نيهمچن
 معادل گرم در گرم يليم حسب بر كل فلاونول و ديفلاونوئ ك،يگال
  .بود 2در جدول  نيروت

  
 يها يباكتر بر گردو مغز ياتانول عصاره MBC و MIC ريمقاد: 1 جدول

  توژنزيمونوس ايستريل و يزانتريد گلايش وم،يمور يفيتا سالمونلا

 )ليتر ميلي بر ميليگرم(نوليعصاره اتا 

MIC MBC 

 5/2 25/1 وميمور يفيتا سالمونلا

 25/1 625/0 يزانتريد گلايش

 25/1 625/0  توژنزيمونوس ايستريل

  
ميزان فنول، فلاونوئيد و فلاونول كل عصاره اتانولي مغز گردو بر : 2جدول 

  حسب ميلي گرم در گرم

 تركيبات  
 ول كلفلاون فلاونوئيد كل  فنول كل

عصاره اتانولي 
  مغز گردو

71/14±365 25/12±285 63/1±132 

  بحث
گردو بر روي  مغزدر اين تحقيق اثر ضد ميكروبي عصاره 

 ايستريل و يزانتريد گلايش وم،يمور يفيتا سالمونلاهاي  باكتري
 MBCو  MIC اديرمق .مورد بررسي قرار گرفت توژنزيمونوس

اثر  دهد كه نشان مي 1در جدول  گردو مغزعصاره اتانولي 
 بالاتري در غلظت وميمور يفيتا سالمونلامهاري عصاره بر روي 

همچنين در اين مطالعه ميزان  .باشد از دو باكتري ديگر مي
به روش رنگ   كل ، فلاونوئيدي و فلاونوليتركيبات فنولي

  .بدست آمد سنجي براي مغز گردو
و همكاران پتانسيل  Ajaiyeoba اي توسط در مطالعه

كلروفورم، هگزان، اتيل (هاي گردو ميكروبي انواع عصارهضد
را بر روي سودوموناس آئزوژينوزا، ) استات و متانولي

اشريشياكلي، استافيلوكوكوس ارئوس و باسيلوس سوبتيليس 
هاي  عصارهانواع كه همه  اند هنشان داد مورد بررسي قرار داده و

ولي هيچ  موثر استروارگانيسم چهار ميك روي برگ گردو بر
هاي مغز گردو فعاليت ضد باكتريايي  كدام از عصاره

در تحقيق حاضر عصاره اتانولي مغز گردو بر ). 18(اند نداشته
خلاف نتايج ذكر شده بر روي سه باكتري آزمايش شده در اين 

ر كنندگي داشته است كه اين تفاوت احتمالاً مطالعه اثر مها
 روش اه،يگ اسانس زانيم همچون يدعدمت عواملناشي از 

 مواد و كشت طيمح نوع استفاده، مورد حلال نوع ي،ريگ عصاره
 اهيگ كي يكروبيم ضد اثرات در ،عصاره غلظت و آن در موجود

  ).20،19(باشد مي
اغلب تركيبات فنلي شناخته شده در مغز گردو اسيدهاي 

ين كه يك ملكول فنلي با وزن پائ فنوليك هستند كه تانين
به طور متراكم در آن وجود دارد و اين تركيبات به ويژه  است

 اكسيداني خواص آنتيكه  اند قرار گرفته در پوست اطراف مغز
 بخصوصي فنل باتيترك ضد ميكروبي اتاثر .)21(دارند بيشتري
كه در بسياري از مطالعات به آنها اشاره  دهايفلاونوئ
اي هيدروكسيل ه بستگي به محل و تعداد گروه )22،23(شده

با اثر  دارد كه) ها هاي ترپن همانند هيدروكربن(روي حلقه فنلي
ها سبب افزايش نفوذپذيري  ميكروارگانيسم بر روي غشاء سلولي
هاي  بر روي آنزيم اثر باهمچنين ). 23(شود و تورم سلولي مي
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 يها واكنش اي ليدريسولف يها گروه با واكنش ،تنفسي
در شيب  اتايجاد تغيير ي،كروبيم يها نيپروتئ با يراختصاصيغ

و پتانسيل الكتريكي سبب تخريب در سيستم ) pH(اسيديته
  .)23،24(شود مي سميكروارگانيم انرژي

 اي تركيبات پيروگالول، وانيليك اسيد، پروتوكاتئوچيك در مطالعه
اسيد و اتيل گالات از مشتقات فنلي موجود در مغز گردو داراي 

با  يفنل باتيترك ،)10(سيداني بودنداك بالاترين خاصيت آنتي
 يآور جمع دروژن،يه دادن آزاد، يها كاليراد يآور جمع
و  از اكسيداسيون ليپيدي ،ها وني نمودن شلاته منفرد، ژنياكس

 كه باعث ديآلدئ يد مالون مانند ونيداسياكس محصولاتتوليد 
فساد مواد غذايي  و يا هيتغذ ارزش كاهش، رنگ بو، رييتغ

   .)11،25(نمايد جلوگيري مي، شود مي

 داراي مغز گردوو مطالعات گذشته، نتايج اين تحقيق بر اساس 
و  ييهاي ضد باكتريا ويژگيهمچنين  ،تركيبات فنولي

به  لذا نياز .باشد مي آزمايشگاهيدر شرايط  اكسيداني آنتي
  باشد تا بتوان آن را  مي هاي غذايي مدلدر تحقيقات بيشتري 

عوامل فساد (نگهدارنده و ضدباكتريايي به عنوان يك ماده
  .در صنايع غذايي معرفي نمود) باكتريايي و پاتوژني مواد غذايي

  سپاسگزاري
 دارويياز معاونت محترم پژوهشي و مركز تحقيقات گياهان 

و  ركرد جهت تامين هزينه و امكاناتدانشگاه علوم پزشكي شه
كاري در به دليل هم داروييكاركنان مركز تحقيقات گياهان 

   .آيد عمل ميه اجراي اين تحقيق تشكر و قدرداني ب
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Abstract 
Introduction: Food-borne pathogens are causes of poisoning and gastrointestinal infections. In recent years, 

it is recommended to use natural materials like plant extracts and essences instead of chemical preservatives 
in food industry. Therefore, the aim of this study was to identify the phenolic compounds of ethanolic walnut 
kernel and its antimicrobial effect on some food-borne pathogens. 

Methods: In this experimental study, after collection of walnut kernel, its ethanolic extract was prepared. 
Then its antimicrobial activity on salmonella typhimurium, shigella disentriae, listeria monocytogenes was 
examined as Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) 
using microdilution method. Chloramphenicol (30µg) was used as the reference antimicrobial agent. Total 
phenols, flavonoids and flavonols were also determined by colorimetric method. 

Results: The results showed that MIC was between 0.625 and 1.25 mg/ml and MBC was between 1.25 and 
2.5mg/ml for ethanolic extract. Total phenols were 365±14.71mg/g gallic acid equivalent, and total 
flavonoids and flavonols were 285±12.25 and 132± 1.63mg/g rutin equivalent, respectively. 

Conclusion: These findings showed that walnut kernel has antibacterial effects on three aforementioned 
bacteria and can substitute for chemical preservatives. More studies, such as examinations in food models are 
needed to unravel the antimicrobial effects of this plant. 
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