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  چکیده

مقاومت  ها به علت بیماري در درمان دارویی گیاهان از استفاده اخیر هاي سال در
در این تحقیق اثر ضد باکتریایی  شیمیایی رونق یافته است. داروهاي به ها باکتري
هاي براث  هاي آبی و اتانولی حاصل از کشت سلولی زیره سیاه با استفاده از روش عصاره

، Staphylococus aureusهاي  بر روي باکتري انتشار در آگارماکرو دایلوشن و 
Escherichia coli  وBacillus subtilis هاي مختلف  هاي بذري و رقت بررسی و با عصاره

ها انجام شد  از باکتري 107و  cfu/ml 106این آزمایش در دو تعداد  اسانس مقایسه شد.
میکروگرم) به  30میکروگرم) و تتراسایکلین ( 10جنتامایسین (  بیوتیک و از دو آنتی

نتایج نشان داد که  ها به عنوان شاهد منفی استفاده شد. عنوان شاهد مثبت و حلال
تا  12/3) براي اسانس حاصل از بذر زیره سیاه در دامنه MICحداقل غلظت بازدارنده (

گرم  میلی 50تا  5/12لیتر، براي عصاره حاصل از کشت سلولی  گرم در میلی میلی 25/6
لیتر بدست آمد.  گرم در میلی میلی 50تا  25لیتر و براي عصاره حاصل از بذر  در میلی

نسبت به دو باکتري دیگر بیشتر  S. aureusاثر بازدارندگی تیمارها بر روي باکتري 
اثر بازدارندگی  B. subtilisو  S. aureusهاي  باکترياست. همچنین با افزایش تعداد 

اثرات بازدارندگی  .دیده نشد E. coli در موضوعاین  ولی تیمارها کاهش یافت
هاي انتخابی کمتر از اسانس  اي بر باکتري شیشه هاي سلولی حاصل از کشت درون عصاره

رسد  لذا به نظر میهاي مختلف اسانس بود و  هاي بذري و رقت خالص و بیشتر از عصاره
  کشت سلولی زیره سیاه روش مناسبی براي تولید ترکیبات ضد باکتریایی باشد.

  
  16/10/91 تاریخ دریافت:
  06/03/92 تاریخ پذیرش:

  
  هاي کلیدي واژه

  اثرات ضد باکتریایی
  اسانس
  کشت

  سوسپانسیون سلولی
  عصاره

Bunium persicum  

  
  مقدمه

 با درمانی، مقابله هاي چالش مهمترین از یکی
 بالاي گسترش و شیوع دلیل به عفونی هاي بیماري

 40 دهه در پنیسیلین شناسایی پس از ها است. آن

آنتی  روزه هر آن، از استفاده و گسترش میلادي
 شد. ارائه ها عفونت درمان هاي جدیدي براي بیوتیک

آنتی  بالینی استفاده امر گسترش این نتیجه
 بود. ها عفونت در درمان سنتتیک و طبیعی هاي بیوتیک
 به منجر میکروبی داروهاي ضد این از بی رویه استفاده
شد  ها باکتري اکثر در هاي دارویی مقاومت افزایش

)Weinstine, 2001.( دلایل از یکی همین موضوع 
 کم طبیعی عنوان مواد به گیاهان از به رشد رو استفاده
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به آنتی  قیمت، نسبت ارزان و دسترس در خطر،
 باکتریال هاي عفونت در درمان سنتتیک، هاي بیوتیک

  ).1389باف و همکاران،  مشکیبوده است (
 B. Fedtsch.) )Boiss.( (Buniumزیره سیاه 

persicum  متعلق به خانواده  گیاهی است دو لپه ،
Apiaceae شمالی خراسان، کرمان و  که در نواحی

). این گیاه 1372روید (قهرمان،  شرق زاگرس می
، میوه از نوع چتر مرکبآن آذین  علفی، چند ساله، گل

باشد. بذرهاي آن  اي می نیام و به رنگ خاکستري قهوه
باشند که حاوي  درصد اسانس می 7تا  4داراي 

 -آلدئید، گاما   ترکیبات ارزشمندي نظیر کومین
پینن، میرسن و  -پینن، آلفا  -سیمن، بتا -پاراترپینن، 

). اسانس زیره 1388لیمونن است (مقتدر و همکاران، 
دهنده در صنایع غذایی کاربرد   سیاه به عنوان طعم

توان به افزایش ترشح  دارد و از خواص دارویی آن می
آوري، هضم  دهنده قند خون، اشتها   شیر، کاهش

و اثرات ضد سرطانی، هاي معده  کننده، رفع اسپاسم
ضد تشنج، ضد حشره و ضد آسم آن اشاره کرد 

  ).1388(مقتدر و همکاران، 
 ضد اثرات خصوص در ي متعدديهاگزارش

وسیله  به مختلف هاي گیاهی عصاره و اسانس میکروبی
است. به عنوان مثال مومنی و  شده محققان گزارش

 باکتري ضد خاصیت بررسی )، به1388زاده ( زمان
برابر  در و زنجبیل پیاز الکلی و آبی خام، عصاره

Staphylococus aureus ،Pseudomonas 

aeroginosa ،Escherichia coli  وCandida 

albicans  .داد که  نشان ها نتایج بررسی آن پرداختند
را  رشد میکروبی سایرین، از بیش زنجبیل عصاره الکلی

 به حساسیت زیادي P. aeroginosaکند و  مهار می
تحقیق دیگري  داد. در نشان زنجبیل و پیاز عصاره
علیه  گیاهی عصاره 10ضد باکتریایی  اثرات

Helicobacter pylori صورت گرفت. نتایج آن نشان 
مریم  بیان، از شیرین حاصل هاي گیاهی عصاره که داد

مهار  اثرات داراي زیتون شیطان و گلی، افسنطین
(شیرازي و  ها هستند باکتري رشد کنندگی بر

  ).1382همکاران، 
 گونه هفت اسانس میکروبی ضد اثرات بررسی

زا که توسط  هاي بیماري باکتري برخی گیاهی روي
داد  ) صورت گرفت، نشان1382چلبیان و همکاران (

مورد  گیاهان هاي هوایی بخش از حاصل هاي که اسانس
 هستند. توجهی قابل باکتریال آنتی اثرات مطالعه داراي

اسانس  ضد میکروبی فعالیت در مورد هایی بررسی
گرفت که  نعناع نیز صورت هاي تیره از گونه تعدادي

 هاي بر روي میکروارگانیسم گیاهان این بازدارنده اثرات

 بین، این در قرار داد و تایید مورد استفاده را مورد
Thymus numidicus تر بود ( موثر بقیه ازKabuche et 

al., 2005 همچنین اثر ضد میکروبی اسانس .(B. 

persicum هاي استاندارد  بر روي نژادS. aureus ،E. 

coli ،Salmonella typhi و dysentriae Shigella 
). Syed and Hanif, 1985بررسی و به اثبات رسید (

 برخی علیهنیز  سبز زیره اسانس کتریاییبا ضد خاصیت
شده است  گزارش گیاهی هاي پاتوژن باکتري از
)Iacobellis et al., 2005 همچنین اثر ضد میکروبی .(

باکتري  6، در تحقیقی بر روي Carum carviاسانس 
گرم مثبت و گرم منفی مورد بررسی قرار گرفت، که 

 .S. aureus ،Eهاي  نتایج نشان داد بر روي باکتري

coli،S. epidermidis   اثر ضد باکتریایی دارد (طالعی و
  ).1386همکاران، 

 از ثانویه هاي متابولیت تولید اخیر هاي سال در
 رویکرد یک صورت به گیاهی هاي سلول کشت طریق

 طوري به است، درآمده سلولی کشت تحقیقات در مهم
 موجود ثانویه هاي متابولیت میزان موارد بعضی در که
 در آن میزان از بیشتر خیلی اي شیشه  کشت درون در

 شده، کشت هاي سلول گاهی یا و است بوده کامل گیاه
 تولید اولیه گیاه در که کنند می تولید هایی متابولیت

 ,.Ziaratnia et al., 2009; Mewis et al(شود  نمی

2011.(  
استقرار کشت سلولی گیاهان دارویی امکان تولید 

اي  شیشه ترکیبات ضد باکتریایی را در شرایط درون
). به عنوان Chintalwar et al., 2003کند ( فراهم می

مثال اثرات ضد باکتریایی عصاره سلولی حاصل از 
بررسی و  Ricinus communisکشت سوسپانسیون 
). Rahman and Bari, 2013اثبات شده است (

همچنین اثرات بازدارندگی عصاره متانولی کالوس و 
باکتري مختلف  19بر روي  Cleome roseaسلول 

 ,.Simoes-Gurgel et alبررسی و گزارش شده است (

2012.(  
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هاي متعدد در مورد بررسی  با توجه به گزارش
هاي حاصل از کشت  خواص ضد میکروبی عصاره

 ;Villarreal et al., 1997سلولی در گیاهان مختلف (

Haghbeen et al., 2011 این تحقیق با هدف بررسی ،(
هاي آبی و اتانولی حاصل از  اثر ضد باکتریایی عصاره

ت سوسپانسیون زیره سیاه با دو روش هاي کش سلول
 cfu/mlدیسک دیفیوژن و چاهک پلیت و در دو تعداد 

و  S. aureus ،E. coliاز سه باکتري  107و  106
Bacillus subtilis هاي بذري و  و مقایسه آن با عصاره

  اسانس انجام گرفت.

  هامواد و روش
مواد گیاهی، القاي کالوس و استقرار کشت 

  سوسپانسیون سلولی 
زراعی   توده ،بذر استفاده شده در این پژوهش

از مزرعه تحقیقاتی دانشکده اي است که  شده
در خرداد ماه کشاورزي دانشگاه فردوسی مشهد 

زنی بذر تا  مراحل طی شده از جوانهتهیه شد.  1391
مطابق با روش استقرار کشت سوسپانسیون سلولی 

) به 2012و همکاران ( Khosravinia ذکر شده توسط
  آمده است، صورت گرفت. 1صورتی که در شکل 

  
ماه (الف)، تشکیل کالوس کامل  2زده زیره سیاه در محیط کشت ساده حاوي ساکارز و آب آگار پس از گذشت  بذر جوانه - 1شکل 

(ب) و استقرار کشت  BAگرم در لیتر  میلی 5/0و  NAAگرم در لیتر  میلی 2جامد حاوي  MSماه در محیط کشت  3پس از 
  مایع (ج). MSسوسپانسیون سلولی در محیط کشت 

  ها و تهیه اسانس گیري از نمونه عصاره
ساعت با  3گرم بذر زیره سیاه به مدت  120

گیري شد و اسانس حاصله با  دستگاه کلونجر اسانس
  گیري گردید. استفاده از سولفات سدیم آب

 70ها و بذر، مقدار  گیري از سلول ور عصارهبه منظ
گرم بذر را به صورت پودر  70گرم سلول خشک و 

درصد  80لیتر از دو حلال اتانول  میلی 200درآورده و 
 DMSO (5متیل سولفوکسید ( ) و دي1385امیري، (

به  ها اضافه و ) به آنOroojalian et al., 2010درصد (
ها  و سپس عصاره  نگهداري یخچال در ساعت 72 مدت
ها با استفاده از دستگاه  شد. خشک کردن عصاره  صاف

ها  روتاري انجام شد و پس از تعیین وزن خشک آن
  ها افزوده شد.  لیتر حلال به آن میلی 5گرم)،  4/0(

 v/v 10/1اسانس حاصل از بذر را هم به دو نسبت 
 DMSOدرصد و  80با دو حلال اتانول  v/v 100/1و 
 Bendahou etدرصد ( 10استفاده از توئیندرصد با  5

al., 2008ها پس از  ) رقیق شد. در نهایت کلیه نمونه
  میکرومتر استریل شدند.  22/0عبور از فیلتر 

  
  ها بررسی اثر ضد میکروبی نمونه

هاي حاصل  فعالیت ضد باکتریایی اسانس و عصاره
 .Sهاي  از بذر و سلول زیره سیاه بر روي باکتري

aureus ،B. subtilis  وE. coli  1بررسی شد (جدول .(
هاي مورد استفاده در این پژوهش از مرکز  باکتري

هاي  هاي سازمان پژوهش ها و باکتري کلکسیون قارچ
) تهیه شد. بدین IROSTعلمی و صنعتی ایران (

 24هاي کشت داده شده به مدت  منظور از باکتري
ساعت در محیط کشت مولر هینتون براث (مرك 

 5/0مان)، سوسپانسیونی با کدورت معادل استاندارد آل
لیتر) تهیه و  باکتري در هر میلی 108مک فارلند (

میکرولیتر از  10میکرولیتر و  100سپس 
کشت مولر هینتون آگار  محیط سوسپانسیون بر روي
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به طور یکنواخت پخش شد و از دو روش دیسک 
ایی دیفیوژن و چاهک پلیت براي بررسی اثر ضد باکتری

هاي استریل بلانک (تهیه  ها استفاده شد. دیسک نمونه
 6 قطر به هایی شده از شرکت پادتن طب) و چاهک

هاي حاوي باکتري ایجاد  محیط کشت روي متر میلی
و  ها چاهک نمونه استریل در هر میکرولیتر از 50 شد و

 فعالیت مقایسه براي شد. ها ریخته بر روي دیسک
 بیوتیک آنتی اسانس از دوو  ها عصاره بازدارندگی

میکروگرم در هر دیسک)  10استاندارد جنتامایسین (
) و 1389و دانشمندي و همکاران،  1385(امیري، 

میکروگرم در هر دیسک) (مقتدر و  30تتراسایکلین (
 ) بعنوان; 1388Menghani et al., 2011همکاران، 

درصد و  80هاي اتانول  مثبت و از حلال شاهد
DMSO 5 گردید و  منفی استفاده شاهد بعنوان درصد

درجه  37دماي  در ساعت 24 مدت به ها نمونه سپس
تعیین  جهت در نهایت داده شدند. قرار گراد سانتی
 قطر مختلف، هاي و عصاره اسانس بازدارندگی میزان

 گیري اندازه کش وسیله خط به رشد هاله بازدارندگی
  شد.

  

 هاي مورد استفاده در این تحقیق انواع و نژاد باکتري -1جدول 

  ها نژاد باکتري  آمیزي گرم واکنش به رنگ  هاي مورد استفاده باکتري

Staphylococus aureus   +  PTCC 1764  

Bacillus subtilis  +  PTCC 1023  

Escherichia coli  -  PTCC 1330  
  

(حداقل غلظت مهارکنندگی)  MIC1تعیین 
  (حداقل غلظت کشندگی) MBC  2و

  از روش مـاکرو بـراث دایلوشـن    MIC           براي تعیین 
Microbroth dilution) .متـوالی           رقـت    7              ) استفاده شد         

ــت   ــر (از غلظ ــا    1 /  56                       دو براب ــی     100     ت ــر          میل ــرم ب             گ
         درصـد و      80                                     لیتر)، با استفاده از دو حلال اتـانول        میلی
     هـا                        از اسـانس و عصـاره  درصد  5متیل سولفوکسید  دي

سوسپانسـیون اورنایــت     از             میکرولیتــر     500             تهیـه شـد.   
 cfu/mlهاي مورد آزمایش بـا کـدورت معـادل     باکتري

هاي آزمـایش حـاوي محـیط کشـت مـولر       به لوله 107
هـاي متـوالی دو برابـر اسـانس و      هینتون براث و رقـت 

              اي براي تعیین      ابه      هاي مش        آزمایشها افزوده شد.  عصاره
MIC  محیط کشت مولر هینتـون                شاهدهاي مثبت (در

محیط           ) و منفی (براث، نرمال سالین و عصاره یا اسانس
              ) انجام شـد.  کشت مولر هینتون براث، باکتري و حلال

          درجــه    37                 ســاعت در دمــاي     24                هــا بــه مــدت          نمونــه
        بـدون        چاهـک         اولـین                           گـراد نگهـداري شـدند و             سـانتی 

     بــر         گـرم                       (بــه صـورت میلــی   MIC        عنـوان                کـدورت بــه 
        هـا از                            . براي تعیین کدورت نمونه  شد      گزارش       لیتر)      میلی

                                                
1- Minimum Inhibition Concentrations 
2- Minimum Bacteriocidal Concentrations 

ــدل   ــپکتروفتومتر مـــ ــتگاه اســـ  UV-1600A                                         دســـ
)SHIMADZU ( نــانومتر اســتفاده      600              و طــول مــوج                    

    شد.
ــایج  ، بــه منظــور تعیــین MICپــس از بررســی نت

MBC ،100  هـاي   میکرولیتر از محلول موجود در لولـه
آزمایشی فاقد کدورت به طور جداگانه بر روي محـیط  

 24کشت مولر هینتون آگار کشت داده شـد و پـس از   
گـراد،   درجـه سـانتی   37ساعت انکوباسـیون در دمـاي   

کمترین غلظتـی از تیمارهـا کـه بـاکتري در آن رشـد      
در نظـر   MBCنکرده بود به عنـوان غلظـت کشـندگی    

  گرفته شد. 
  

       آماري       تجزیه
                       ًدر قالب طرح آماري کاملا       تکرار   سه   بااین آزمایش 

          اسـتفاده     با     ها      داده         واریانس      تجزیه      شد و      انجامتصادفی 
              ها با استفاده                   و مقایسه میانگین  SAS            افزار آماري      نرم   از 

                    اي دانکن انجام شد.                    از آزمون چند دامنه
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 نتایج و بحث
هاي آبی  رقت باکتریاییضد  خاصیت تحقیق این در

      هـاي                                       اسانس حاصل از بذر زیره سیاه و عصارهو اتانولی 
ــذر و ســلول  ــانولی حاصــل از ب ــی و ات             هــاي کشــت                                              آب

ــاکتري   ــه ب ــیاه علی ــره س ــاي                                               سوسپانســیون زی  .S      ه

aureus، B. subtilis    و  E. coli   ــداد     (در  cfu/mlتع
 مـورد روش بـراث مـاکرو دایلوشـن     از استفاده با  ) 7  10

و  اسـانس  باکتریـایی  ضـد  ت. خـواص گرف قرار آزمایش
گـزارش شـد    MBCو  MIC        مقـدار  ها با تعیین  عصاره

 S. aureusهـا در مـورد    نمونه MIC      مقدار ).  2     جدول (
ــد ( اخــتلاف معنــی ــه P > 0 /  05داري را نشــان دادن )، ب

در عصـاره اتـانولی    MICطوري کـه بیشـترین مقـدار    
 50بیوتیــک تتراســایکلین (  حاصــل از بــذر و آنتــی  

ــر میلــی میلــی ــدار آن در  گــرم ب لیتــر) و کمتــرین مق
ــت ــی   رق ــانس و آنت ــانولی اس ــی و ات ــاي آب ــک  ه بیوتی

لیتـر) مشـاهده    گرم بر میلـی  میلی 12/3جنتامایسین (
هاي حاصـل از کشـت سـلولی     عصاره MIC      مقدار شد. 

لیتر و مقـدار آن در   گرم بر میلی میلی 5/12زیره سیاه، 
لیتـر   گرم بـر میلـی   لیمی 25عصاره آبی حاصل از بذر، 

نشان داده شـده اسـت،    2طور که در جدول  بود. همان
هاي آبی و اتانولی حاصل از بذر  در عصاره MBCمقدار 

گـرم بـر    میلـی  S. aureus ،25و کشـت سـلولی علیـه    
 MBCداري را با مقـدار   لیتر بود که اختلاف معنی میلی

بیوتیــک  هـاي آبـی و اتـانولی اسـانس و آنتـی      در رقـت 
ــین (جنت ــی 12/3امیس ــی   میل ــر میل ــرم ب لیتــر) و  گ
لیتـر)   گرم بر میلی میلی 50بیوتیک تتراسایکلین ( آنتی

  ).P > 0 /  05نشان داد (
هـاي آبـی و    در رقت MIC، مقدار E. coliدر مورد 

بیوتیـک جنتامیسـین اخـتلاف     اتانولی اسـانس و آنتـی  
در  MIC. مقـدار   )<P 0 /  05 (  داري را نشان ندادند معنی
هاي آبی و اتانولی حاصل از بذر و عصاره اتانولی  عصاره

لیتـر   گرم بر میلـی  میلی 50حاصل از کشت سلولی نیز 
داري بـا عصـاره آبـی حاصـل از      بود که اختلاف معنـی 

ــلولی (  ــت س ــی 25کش ــی   میل ــر میل ــرم ب ــر) و  گ لیت
ــی ــایکلین (  آنت ــک تتراس ــی 5/12بیوتی ــر   میل ــرم ب گ
هـاي آبـی و    در عصـاره  MBCلیتر) داشت. مقدار  میلی

، E. coliاتانولی حاصل از بذر و کشت سلولی بـر روي  
لیتـر) کـه اخـتلاف     گرم بـر میلـی   میلی 50مشابه بود (

بیوتیـــک  در آنتـــی MBCداري را بـــا مقـــدار  معنـــی

لیتـر) نشـان داد.    گرم بر میلی میلی 5/12تتراسایکلین (
هاي آبـی و   ، در رقتE. coliبر  MBCهمچنین مقدار 

بیوتیـک جنتامیسـین، هماننـد     ولی اسـانس و آنتـی  اتان
  ).2داري نداشت (جدول  ، اختلاف معنیMICمقدار 

 .Bهـا بـر    اسـانس و عصـاره   MBC  و   MIC      مقدار 

subtilis   مقـدار آن  بیشترین                       یکسان بود، به طوري که           
ــاره   در  ــذر (   عص ــل از ب ــانولی حاص ــی و ات ــاي آب  50ه

در عصـاره   لیتر) و کمترین مقـدار آن  گرم بر میلی میلی
بیوتیک جنتامیسین  آبی حاصل از کشت سلولی و آنتی

لیتر) مشاهده شـد. همچنـین    گرم بر میلی میلی 5/12(
عصاره اتـانولی حاصـل از کشـت     MBC  و   MIC      مقدار 

  و   MIC        مقـدار  لیتر بـود.   گرم بر میلی میلی 25سلولی، 
MBC بیوتیـک   هاي آبی و اتانولی اسـانس و آنتـی   رقت

   .)2(جدول              داري نداشتند       معنی       اختلافجنتامیسین 
روش براث ماکرو دایلوشن نشـان                  در مجموع، نتایج 

      هـاي                    اسـانس، عصـاره  در  MBCو  MIC        مقـدار    داد که
                                                       حاصــل از بــذر و کشــت ســلولی زیــره ســیاه بــر روي 

  ) B. subtilis   و  S. aureus                    هـاي گـرم مثبـت (             بـاکتري 
             ) اسـت و در  E. coli                  هاي گـرم منفـی (                  کمتر از باکتري

            هـاي گـرم                       هـا بـر بـاکتري                      اثر مهارکنندگی آن      حقیقت 
       باشــد                          هـاي گـرم منفــی مـی                               مثبـت بیشـتر از بــاکتري  

 MIC                ). همچنین مقدار 1389عروجعلیان و همکاران،  (
ــاي حاصــل از کشــت                    اســانس و عصــارهدر  MBCو                        ه

                     هاي بـذري آن اسـت،                                  سلولی زیره سیاه کمتر از عصاره
 ـ                                         دهنـده قـدرت بازدارنـدگی بیشـتر آن             که نشان   ر         هـا ب
 ,.Sharififar et al                           هاي مـورد آزمـایش اسـت (           باکتري

     هـا                  در بیشتر نمونه  MBC  و   MIC               ). مقدار مشابه 2010
    هاي                                             (به خصوص در اسانس زیره سیاه) بر روي باکتري

                  باکتریوســیدال و      قــوي      اثــر        دهنــده                   انتخــابی، نشــان
کمتـر          مقـدار  همچنـین              هـا اسـت.      آن               باکتریواستاتیک

MIC  نسبت بهMBC اي حاصـل از کشـت   ه در عصاره
هـا در   دهد که ایـن عصـاره   زیره سیاه نشان می سلولی

                      باکتریواسـتاتیک و در  تري داراي خاصیت  غلظت پایین
                                                غلظت بالاتري داراي خاصیت باکتریوسـیدال هسـتند.   

            و همکـاران    Simoes-Gurgel            اي که توسـط            در مطالعه
                                           ) بر روي خاصیت ضدباکتریایی عصاره متـانولی      2012 (

        انجـام    Cleome rosea vahl        سـلولی                 حاصل از کشـت 
                           شد، همین نتیجه مشاهده شد.
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هاي آبی و اتانولی حاصل از بذر، کشت  لیتر) جنتامایسین، تتراسایکلین، عصاره گرم بر میلی (میلی MBCو  MICغلظت  - 2جدول 
  .B. subtilisو  S. aureus ،E. coliهاي  از باکتري cfu/ml 107هاي مختلف اسانس زیره سیاه در تعداد  سلولی و رقت

  S. aureus  E. coli  B. subtilis  ماده موثره

 MIC MBC  MIC MBC  MIC MBC  
  b 00/25  b 00/25  a  00/50  a  00/50  a  00/50  a  00/50 عصاره آبی بذر

  a  00/50  b 00/25  a  00/50  a  00/50  a  00/50  a  00/50 عصاره اتانولی بذر
  c 50/12  b 00/25  b 00/25  a  00/50  c 50/12  c 50/12 عصاره آبی کشت سلولی

  c 50/12  b 00/25  a  00/50  a  00/50  b 00/25  b 00/25 عصاره اتانولی کشت سلولی
  d 12/3  c 12/3  d 12/3  c 12/3  d 12/3  d 12/3  هاي آبی اسانس  رقت
  d 12/3  c 12/3  d 25/6  c 25/6  d 25/6  d 25/6  هاي اتانولی اسانس رقت
  d 12/3  c 12/3  d 25/6  c 12/3  d 25/6  d 12/3  میکروگرم در هر دیسک) 10جنتامایسین (
  a  00/50  a  00/50  c 50/12  b 50/12  c 50/12  c 50/12  میکروگرم در هر دیسک) 30تتراسایکلین (

  ).<05/0P(داري ندارند  اي هستند، اختلاف معنی  هایی که داراي حروف مشابه در هر ستون میانگین
  

با استفاده از روش انتشار در آگار، اثر ضد 
هاي مختلف  باکتریایی اسانس حاصل از بذر (در رقت

هاي آبی و اتانولی  درصد) و عصاره 100و  10، 1
هاي کشت سوسپانسیون زیره  حاصل از بذر و سلول

 دولیتر) به  گرم در میلی میلی 80سیاه (در غلظت 

ر دو و د دیفیوژن دیسکو  پلیت کمی چاهک روش
 .S. aureus،Bهاي  از باکتري 107و  cfu/ml 106تعداد 

subtilis   وE. coli  نشان داده شده  4و  3در جدول
 ها نمونه توجه قابلاست. نتایج بیانگر اثر بازدارندگی 

 رشد عدم هاله صورت به که بود ها بر رشد باکتري
دهنده  که نشان هاله قطر تئوري نظر از. شد نمایان

 غلظت از العملی عکسباشد،  ها می باکتري رشد عدم
 ارتباط یک پدیده این است. گیاه در موجود ثرهوم ماده

 مورد ماده غلظت لگاریتم و هاله اندازه بین خطی
 مقایسه و هاله قطر گیري اندازه با که باشد می آزمایش

 ماده میکروبی ضد قدرت مشخص، استاندارد با آن
  ). Neef et al., 1995( شود می معین آزمایش مورد

 دیسکو  پلیت چاهک کمی روش دو این مقایسه
 با مقایسه در پلیت چاهک روش که ادد دیفیوژن نشان

 بر بیشتري مهارکنندگی اثر دیفیوژن، دیسک روش
 به است ممکن تفاوت این .دارد ها میکروارگانیزم رشد
 گیاهی عصاره ،چاهک روش در که باشد دلیل این

 روش در که حالی در شود می ریخته چاهک در  ًا مستقیم
 شده و عصاره آغشته به ها دیسک ابتدا دیفیوژن دیسک

 آگار سطح در ساعت) 2-1( حلال کامل تبخیر از پس
  ).مستقیم غیر طور بهگیرند ( می قرار

هاي حاصل از بذر  اثر ضد باکتریایی اساس و عصاره
 و S. aureusهاي  و کشت سلولی زیره سیاه بر باکتري

B. subtilis  بیشتر ازE. coli  در). 4و  3است (جدول 
 هاي عصاره و اسانس میکروبی ضد اثرات موارد اغلب

 از مثبت بیشتر گرم هاي باکتري روي بر گیاهان مختلف
 هاي باکتري بالاتر است. مقاومت منفی گرم هاي باکتري

 لیپیدي فسفو غشاي حضور به توان گرم منفی را می
 دوست چربی ترکیبات به نفوذ قابل غیر تقریبا خارجی

  این امر در نتایج سایر محققان هم دیدهنسبت داد که 
و عروجعلیان و همکاران،  1385امیري، شود ( می

1389 .(  
هاي متفاوت بر فعالیت ضد  استفاده از حلال

هاي مختلف  هاي حاصل از اندام باکتریایی عصاره
بدست ). طبق نتایج 1385گیاهی موثر است (امیري، 

، خاصیت ضد باکتریایی 4و  3جدول آمده از 
هاي آبی بذر و سلول زیره سیاه بیشتر از  عصاره
هاي اتانولی آن بود که با نتایج امیري و  عصاره

) بر روي خاصیت ضد باکتریایی سیر 1388همکاران (
مطابق است، در حالی که در  Aeromonas sobriaبر 

 عصاره اتانولی ) اثر ضد میکروبی1385نتایج امیري (
از  تربیش Allium jesdianum Boiss.& Buhseگیاه 

اختلاف در خاصیت ضد باکتریایی  .بود آنعصاره آبی 
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ها ممکن است به خاطر تفاوت در حلالیت مواد  عصاره
  هاي گیاهی باشد.  موثره موجود در اندام

نشان داده شده  4و  3طور که در جدول  همان
انس خالص زیره سیاه است، اثر ضد باکتریایی اس

و تتراسایکلین است جنتامایسین  بیوتیک بیشتر از آنتی
)05/0P< درصد  10و  1هاي  رقت). اثر بازدارندگی

)، >05/0P(جنتامایسین بود اسانس همواره کمتر از 
ها بستگی به نوع  تتراسایکلین، اثر آنولی در مورد 

، اثر S. aureusباکتري دارد. به طوریکه در مورد 
بیوتیک  آنتیاسانس بیشتر از درصد  10و  1هاي  رقت

، کمتر از E. coliو  B. subtilisتتراسایکلین و در مورد 
نتایج بدست آمده از  بود. تتراسایکلینبیوتیک  آنتی

بررسی اثرات ضدباکتریایی اسانس حاصل از گیاهان 
دهد.  ها را نشان می مختلف، قدرت بازدارندگی زیاد آن

انجام  2011اي که در سال  در مطالعه به عنوان مثال
گیاه دارویی ایرانی  15شد، اسانس زیره سیاه در میان 

بررسی شده، قدرت مهارکنندگی زیادي علیه 
Lactococcus garvieae ) داشتGoudarzi et al., 

 هاي ترکیب )1388( همکاران و مقتدر). 2011
 تودهسیاه  زیره اسانس میکروبی ضد اثر و شیمیایی

 روش به باکتریایی سوش 9 علیه را کرمان یوحش

 که نمودند اظهار و کردند بررسی دیفیوژن دیسک
 تواند می و داشته باکتریایی ضد اثر گیاه این اسانس

 مورد خاص زاي بیماري هاي میکروب با مقابله براي

استخراج شده به وسیله  . اسانسگیرد قرار استفاده
روش تقطیر با آب از گیاه زیره سبز فعالیت ضد 

 Rosmarinusاسانستري نسبت به  میکروبی قوي

officinalis   علیهE. coli ،S. aureus و 
monocytogenes Listeria دهد نشان می )Gachkar 

et al., 2007.( انجام  2002اي که در سال  در مطالعه
 خانواده از گونه 7 اسانس باکتریایی ضد خواصشد، 

 .Corynebacterium diphtheria ،Sبر روي  نیز کرفس

aureus، Streptococcus haemolyticus، E. coli، 
Proteus vulgaris و Klebsiella spp.  آزمایشمورد 

گونه مورد  7 از بین که نتایج نشان داد و گرفت قرار
 ,.Singh et al(است  ثروم زنیان بسیار اسانسبررسی، 

2002.(  
حاصل بذر زیره سیاه   اثر بازدارندگی عصاره

بیوتیک جنتامایسین و  داري با آنتی اختلاف معنی

). اثر مهارکنندگی >05/0Pتتراسایکلین داشت (
هاي مورد آزمایش همواره  هاي بذري بر باکتري عصاره

کمتر از جنتامایسین بود، در حالی که اثر بازدارندگی 
به نوع  تتراسایکلینبیوتیک  آنتیبت به ها نس آن

 S. aureusدر مورد باکتري بستگی داشت. قطر هاله 
 B. subtilisو  E. coliدر مورد و  تتراسایکلینبیشتر از 

). طبق 4و  3بود (جدول  کمتر از تتراسایکلین
اثر ضد باکتریایی و ضد قارچی تحقیقات صورت گرفته 

مختلف گیاه زیره  هاي عصاره اتانولی حاصل از اندام
و  E. coli ،S. aureus، P. aeroginosaسیاه بر روي 
C. albicans .ها نشان داد که این  نتایج آن بررسی شد

ها و  عصاره داراي اثرات قابل توجهی بر روي باکتري
. )Menghani et al., 2011باشد ( هاي انتخابی می قارچ

هاي آبی، اتانولی، استونی و پترولیوم اتر  اثر عصاره
گیاه دارویی از جمله  6هاي مختلف  حاصل از قسمت
، S. typhimurium ،S. abony ،E. coliزیره سیاه علیه 

S. aureus ،Clostridium butyricum ،B. 

cereus،Micrococcus luteus   وC. albicans  بررسی
هاي مختلف زیره  عصارهشد و نتایج نشان داد که اثر 

 Amomum subulatum  ،Nigellaسیاه در مقایسه با

sativa  وGlycyrrhiza glabra  کمتر است
)Abubaker et al., 2010.(   

هاي آبی و  در مقایسه اثرات بازدارندگی عصاره
اتانولی حاصل از کشت سلولی زیره سیاه و 

هاي جنتامایسین و تتراسایکلین بر  بیوتیک آنتی
و  3طور که در جدول  هاي مورد آزمایش، همان تريباک
توان به اثر مهارکنندگی  نشان داده شده است، می 4

 S. aureusهاي حاصل از کشت سلولی بر  بیشتر عصاره
بیوتیک اشاره کرد. همچنین اثر  نسبت به دو آنتی

 .Bو  E. coliهاي حاصل از کشت سلولی بر  عصاره

subtilis  و تتراسایکلین است کمتر از جنتامایسین
)05/0P< تحقیقات متعددي بر روي بررسی اثرات .(

)، ضد ویروسی Villarreal et al., 1997ضد قارچی (
)Sokmen, 2001) و ضد باکتریایی (Rahman and 

Bari, 2013هاي حاصل از کشت سلولی در  ) عصاره
اي که در سال  گیاهان صورت گرفته است. در مطالعه

عصاره ثرات ضد باکتریایی صورت گرفت، ا 2012
اثبات شد ولی  Cleome roseaمتانولی کالوس و سلول 

هاي  این اثرات در مقایسه با عصاره حاصل از اندام
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توان به  مختلف گیاه کمتر بود. این تفاوت را می
-Simoesها نسبت داد ( اختلاف در تمایز یافتگی بافت

Gurgel et al., 2012 .(  
  

هاي آبی و اتانولی حاصل از بذر،  متر) جنتامایسین، تتراسایکلین، عصاره مقایسه میانگین قطر هاله عدم رشد (میلی -3 جدول
 .S. aureus ،Eهاي  از باکتري cfu/ml 106هاي مختلف اسانس زیره سیاه با دو روش چاهک و دیسک در تعداد  کشت سلولی و رقت

coli  وB. subtilis  

  ماده موثره
S. aureus  E. coli  B. subtilis  

 چاهک دیسک چاهک دیسک چاهک دیسک

 c22 29  ed12 14  d16 19  عصاره آبی بذر

 c22 24  ed12 11  e14 19  عصاره اتانولی بذر

 b24 27  d13 18  cd17 24  عصاره آبی کشت سلولی

 b25 28  e11 15  bc18 19  عصاره اتانولی کشت سلولی

 d17 17  c15 18  e14 19  درصد) DMSO 5درصد اسانس ( 10رقت 

  e12  14   f7  9  f10  11   درصد) DMSO 5درصد اسانس ( 1رقت 

 d16 14  d13 14  d16 16  درصد) 80درصد اسانس (اتانول  10رقت 

  f10  9   f7  9  f11  13   درصد) 80درصد اسانس (اتانول  1رقت 

  a28 32  a25 27  a25  29   درصد) 100اسانس خالص (

 - - - - - -  درصد 80اتانول 

DMSO 5 درصد  -  - -  -  - -  

 - c22 -  b18 -  b19   میکروگرم در هر دیسک) 10جنتامایسین (

  - g1 -   b18 -  cd 17   میکروگرم در هر دیسک) 30تتراسایکلین (
  ).<05/0P(داري ندارند  اي هستند، اختلاف معنی  هاي مربوط به روش دیسک که داراي حروف مشابه در هر ستون میانگین

 ،107به  cfu/ml 106ها از  با افـزایش تعداد باکتري
ها کاهش یافت.  اثرات بازدارندگی اسانس و عصاره

ها (کاهش قطر هاله)  کاهش در اثرات بازدارندگی نمونه
 .Bو  S. aureusهاي گرم مثبت ( باکتريدر مورد 

subtilis () بیشتر از باکتري گرم منفیE. coli ( بود
اثر ها،  ). همچنین با افزایش تعداد باکتري4(جدول 

آبی و اتانولی حاصل از بذر و  هاي بازدارندگی عصاره
هاي  کشت سلولی زیره سیاه بیشتر از اسانس و رقت

) 1385در نتایج عباسی و همکاران ( کاهش یافت.آن 
، اثر بازدارنده S. aureusنیز، با افزایش تعداد باکتري 

کاهش  Scrophularia striata Boissعصاره آبی گیاه 
  یافت (کاهش قطر هاله عدم رشد). 
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هاي آبی و اتانولی حاصـل از بـذر،    متر) جنتامایسین، تتراسایکلین، عصاره مقایسه میانگین قطر هاله عدم رشد (میلی -4جدول
 .S. aureus ،Eهاي  از باکتري cfu/ml 107 هاي مختلف اسانس زیره سیاه با دو روش چاهک و دیسک در تعداد کشت سلولی و رقت

coli  وB. subtilis  

  ماده موثره
S. aureus  E. coli  B. subtilis  

 چاهک دیسک چاهک دیسک چاهک دیسک

 d17 26  cd13 11  fg12 17  عصاره آبی بذر

 e15 20  de12 12  h10 9  عصاره اتانولی بذر

 bc21 29  f10 19  cd15 18  عصاره آبی کشت سلولی

 b22 27  ef11 15  ef13 20  عصاره اتانولی کشت سلولی

 e15 16  c14 16  de14 16  درصد) DMSO 5درصد اسانس ( 10رقت 

  f10  11   g8  8  gh11  10   درصد) DMSO 5درصد اسانس ( 1رقت 

 de16 18  c14 12  c16 17  درصد) 80درصد اسانس (اتانول  10رقت 

  f10  11   h6  10  h10  11   درصد) 80درصد اسانس (اتانول  1رقت 

  a27 33  a28 25  a27  29   درصد) 100خالص ( اسانس

 - - - - - -  درصد 80اتانول 

DMSO 5 درصد  - - - - - - 

 - c20 -  b17 -  b19   میکروگرم در هر دیسک) 10جنتامایسین (

  - g1 -   b17 -   c 16   میکروگرم در هر دیسک) 30تتراسایکلین (
  ).<05/0P(داري ندارند  اي هستند، اختلاف معنی  هاي مربوط به روش دیسک که داراي حروف مشابه در هر ستون میانگین

در مجموع، نتایج روش انتشار در آگار نشان داد 
حاصل از کشت سلولی    که اثرات بازدارندگی عصاره

انتخابی کمتر از اسانس هاي  زیره سیاه بر روي باکتري
هاي مختلف  هاي بذري و رقت خالص و بیشتر از عصاره
   اسانس زیره سیاه است.

 تحقیقات با حاضر مطالعه از آمده دست به نتایج
 و ها نگیماهه الذکر فوق انمحقق از اي پاره

 توان یم را ها تفاوت این .دهد می نشان را هایی تفاوت
نوع گیاه، نوع حلال،  جمله از متعددي عوامل تاثیر به

 محل و زماننوع بافت گیاهی مورد استفاده،  
 شرایط و هوایی و آب تغییرات، گیاه آوري جمع

 غیره و آزمایشگاه امکانات و شرایط منطقه، جغرافیایی
   .داد نسبت

  
  
  

  گیري  تیجهن
 شیمیایی مواد از افزون استفاده روز هاي محدودیت

 مقاومت ایجاد و جانبی عوارض مانند میکروبی ضد
 این از استفاده افزون مردم به تمایل روزسبب دارویی، 
 ,Marjorieشده است ( ها درمان بیماري در گیاهان

 انمحققتوسط  زیادي هاي پژوهش). از طرفی 1999
 اثرات روي بر جهان کشورهاي سایر و ایران در مختلف

هاي  اسانس و عصاره حاصل از اندام ضد میکروبی
و به خصوص زیره  Apiaceaeمختلف گیاهان خانواده 

در مجموع . اند نموده اتبثا راآن  و دهش انجامسیاه 
کشی بالاي اسانس و  قدرت مهارکنندگی و میکروب

دلیل ترکیبات  عصاره زیره سیاه ممکن است به
 در بذر آن باشد موجود آلدئید دار و کومین ترپن
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)Khaidrov et al., 1991 .(سلولی  عصاره تخلیص لذا
 مواد تعیین واي زیره سیاه  شیشه حاصل از کشت درون

 گام تواند می و دارد ضرورت گیاه این مختلف ثرهوم
 داراي که دارویی هاي فرآورده عرضه جهت در موثري

 تجربه چه اگر. باشدهستند،  میکروبی ضد خاصیت
  محیط روي بر و )in-vitro( زنده غیر محیط در حاضر
 قابل نتایج دلیل به لیکن شده، انجام جامد هاي کشت
 زمینه ها یافته این رسد می نظر به آمده دست به قبول
تولید انبوه ترکیبات ضدباکتریایی  براي مناسبی بسیار

 هاي بررسیاز طریق کشت سلولی در بیوراکتورها و 

 حیوانات روي بر )in-vivo( صورت به بیشتر
  .باشد آزمایشگاهی

  
  تشکر و قدردانی

از پژوهشکده علوم و صنایع غذایی که حمایت 
در لازم را بر عهده گرفتند و امکانات  پژوهشمالی این 

کمال  ، را فراهم نمودندجهت پیشبرد این تحقیق 
  .میتشکر را دار
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Abstract 

Recently by no incident there is a great concern in people to consume herbal antibiotics 
rather than using chemical ones due to bacterial resistances witnessed in chemical treatments. In 
this research the antibacterial activity of aqueous and ethanol extracts of black zira cell 
suspension culture in comparison with seed extracts and essential oils were investigated against 
Staphylococus aurous, Escherichia coli and Bacillus subtilis using disk diffusion and digging 
hole methods. The bacterial concentration was at 106 and 107 CFU/mL. Positive and negative 
controls were antibiotics (Gentamicin [10 µg/disk], Tetracycline [30 µg/disk]) and solvents (5% 
DMSO and 80% Ethanol) respectively. Inhibitory effects were studied by measuring the growth 
inhibiting circle diameter. The Results showed that the range of Minimum Inhibitory 
Concentration (MIC) were 3.12-6.25, 12.5-50 and 25-50 mg/ml, for the essential oil, the cell 
extract and the seed extract respectively. According to the results a promising antibacterial 
activities were revealed from all black zira samples against tested bacteria with the maximum 
activity to the S. aurous. In contrast to E. coli, the effect of extracts on S. aurous and B. subtilis 
was dependent to the bacteria concentration. Overall antibacterial effects of cell extracts against 
tested bacteria were lesser than essential oils (100%) and higher than seed extracts and different 
dilution of essential oils, therefore it seems cell suspension culture of black zira is a suitable 
method to produce antibacterial compounds. 
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