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مطالعه، برگ  در این  .  باشد ی، ضدقارچی و ضدمیکروبی خوبی می سایش ضداک   ی ها ویژگی برگ گیاه گردو دارای    چکیده: 
روماتوگرافی مایع با عملکرد  ک   ی دستگاه به وسیله و سپس عصاره آن    شد   ایران جمع آوری   گوناگون   های ه گیاه گردو از منطق 

  ی ها ی باکتر   به وسیله گردو    اه ی برگ گ   عصاره   ی کروب ی ضدم   ی ها ویژگی   . سنجی جرمی مورد تجزیه قرار گرفت طیف - بال 
استاف  مثبت  باس    (ATCC29737)اروئوس   لوکوکوس ی گرم  منف   ی باکتر   ، (ATCC6633)س ی ل ی سوبت   لوس ی و    ی گرم 

کاند   (ATCC10536)ی اکل ی اشرش  مخمر  شد  اب ی ارز    (ATCC10231)س کان ی آلب   دا ی و  پیک ی  مسئول  و    ویژگی های 
روش   چندین  از  استفاده  با  ش چندمتغیره   برسنجی ضدمیکروبی  شناسایی  خطی،  روش   ی ها نتیجه .  د ی  صورت ها  این    به 

  منفی هستند.  برازش ضدمیکروبی دارای ضریب    ویژگی های ایجادکننده ها پیک نمایش داده شدند که در آن  برازش نمودارهای  
بهتر ض   به دلیل اجزای مستقل    برازش روش   تفسیرپذیری  نشان دادن  و تکرارپذ   برازش   های ب ری سادگی،  برای  بال،  یری 
فعالیت ضدمیکروبی درنمونه   های ترکیب  داده می مسئول  ترجیح  ک   سرانجام   . شود ها  ردن ساختار شیمیایی  برای مشخص 
 شد. سنج جرمی استفاده  طیف   - شناخته شده در فعالیت ضدمیکروبی، از روش کروماتوگرافی مایع با عملکرد بال   های ترکیب 
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 قدمه م
اهميت فراوانی در توسعه   دارويی  از نقطه نظر تاريخی، گياهان

  تر ت كه تنها كمميت جايی اس اه  داراینكته    ولی  اندداشته  هاهجامع
يك    250000مجموع    %10  از از  بيش  برای  جهان  گياهی  گونه 

گرفته  قرار  استفاده  مورد  و  شناسايی  شناختی،  زيست  اند. عملكرد 
درمان گرايش   و  داروها  از  استفاده  به  جامعه  گياهی  عمومی   های 

  به   های اخير رو ويژه در طی سال   های طبيعی به ورده ا فر  كلی   به طور و  
مخرب و جانبی   آن، اثبات اثرهای  هایدليلترين  و مهم  ده افزايش بو 

های  و ناتوانی پزشكی كلاسيك در درمان بيماری  داروهای شيميايی
و ايجاد   سواز يك    آسم، ديابت، روماتيسم و فشارخون  مانندمزمن  
از سوی    ، كندهای زيست محيطی كه كره زمين را تهديد میآلودگی

است.   بوده  بهديگر  دارويی  وجود   گياهان  و  طبيعی  ماهيت  دليل 
دن سازگاری بهتری گ دارويی در كنار هم، با بومولوه  هایتركيب

و   به  بدون  معمولطوربهدارند  هستند،  ناخواسته    ويژه عوارض 
 .باشندهای مزمن، بسيار مناسب میطولانی و در بيماریدر مصرف  

ارزش و    از درختان بسيار با  Juglansregiaمی  نام عل با   درخت گردو 
  نيمكره شمالی جهان در    های ه ط است كه در بسياری از نق   برگان   پهن از  

طور  می   به  می طبيعی  كاشته  و  دارای   برگ   . شوند رويند  گردو    درخت 
  ، مواد چرب تانن ،  پارافين   ، اسيد   گاليك ،  اسيد   الاژيك ،  اينوژيت  های تركيب 

عصاره برگ    و   است  باريم   و   منيزيم ،  پتاسيم ،  كلسيم مانند    املاح معدنی و  
 .  [1]   رد ا د   دلخواهی كشی  باكتری كشی و  ميكروب   ی ها ويژگی   درخت گردو 

های گياهی عصاره   اسانس و   ضدميكروبی  های امروزه بررسی اثر
صورت كه  گياهانی    ويژه به  از   به  يكی  دارند،  طبی  مصرف  سنتی 

علاقه    های مبحث  می   به   پژوهشگران مورد  طور   رود. شمار   كلی    به 
 تر باشد های گياهی بيش ها و عصاره مواد فنوليك در اسانس   مقدار چه    هر 

  تر خواهد بود. های غذايی بيش ها عليه پاتوژن آن   ضدميكروبی   ی ها ويژگی 
ترين مقدار از پادزی  به كم   1MIC  يا   ی رشد غلظت مهاركننده ترين  كم 

رشد يك ارگانيسم را   چشمگيری به طور تواند  شود كه می لاق می طا 
ساعت بسته   20تا    16پس از گذشت يك دوره انكوباسيون مشخص )

نماي  مهار  باكتری(  گونه  كشندگی   ترين كم   د. به     2MBC  يا   غلظت 

تواند پس از گذشت  شود كه می ترين غلظت از پادزی اطلاق می به كم
عبارت    به   ، كاهش دهد   ٪ ۹۹/ ۹  ساعت جمعيت باكتريايی را به ميزان   24

هزار ديگر  را  اوليه  جمعيت  دهد   ،  كاهش   ترينكم   50MIC .[2]  بار 
 

1Minimum inhibitory concentration 

2Minimum bactericidal concentration 

3Principal components regression(PCR) 

4Partial least squares (PLS) 

5Orthogonal signal correction (OSC) 

پادزی  می   است   غلظت  باكتريايی  سويه   همه از    % 50تواند  كه  های 
كه است    غلظت پادزی   ترين كم   90MICو    را مهار نمايد   آزمايش   كورد 
 .را مهار نمايد   آزمايش   مورد های باكتريايی  سويه   همه از    %۹0تواند  می 

فاكتور   دو  به اين  ميكروارگانيسم   را  يك  حساسيت  مقايسه   منظور 
زمان  در  ميكروارگانيسم  همان  ارزيابی  همچنين  و  ديگری  های با 

ها  ها در برابر پادزی در مقاومت اكتسابی باكتری   ها و تغيير   گوناگون 
ی برای تعيين حساسيت گوناگون های  روش   ند. دهمی   مورد استفاده قرار 

 آزمايش ديسك  ، پژوهشدر اين  كه  ها وجود دارد  ها به پادزی باكتری 
 .ديفيوژن مورد استفاده قرار داده شد 
ای از علم شيمی عنوان شاخه   را به   كمومتريكس )شيمی سنجی(، 

سازی،  های بهينه طراحی آزمايش   برای كه از رياضی و آمار و كامپيوتر  
بين   ارتباط  و    های نتيجه برقراری  آزمايشی  متغيرهای  با  آزمايش 

كند، می استفاده    های شيميايی، سامانه همچنين استخراج اطلاعات از  
آمده  به دست های شيميايی با استفاده از تجزيه داده اند. تعريف كرده 

روش  كمومتريك از  می س های  استخراج  مفيدی  اطلاعات   كه    شود ، 
های مورد نظر با بازدهی بهتر  توان آزمايش اين اطلاعات می   توجه به با  

كرد.  طراحی  پژوهش   را  اين   برسنجی  گوناگون های  روش ،  در 
مربعات   برازش ،  [4،3]   3اصلی  جز   برازش   شامل چندمتغيره   حداقل 

، تصويرسازی متعامد  [۹،8]   5، تصحيح علامت متعامد [7-5]   4جزئی
نهفته مستقل  برازش ،  [11،01]   6ساختارهای    [41-21]   7جزء 

  ۹، بهنجارسازی8شامل تمركز بر ميانگين  های متفاوت پردازش با پيش 
پذيرد و سپس انجام می ،  [15]   10ی بهينه و همبستگی بين همسازشده 

متغيرها  برازش ضريب   حسب  می   بر    هاداده تركيـب    . شودرسم 
كروماتوگرام    )شامل   از كروماتوگرافی مايع با عملكرد بالا   برآمده های  از 

از  هـای بـه و داده   ( HPLC-DAD  های داده   هایويژگیدسـت آمـده 
بـا  كمومتريكس   ضدميكروبی  تا   روشهای  میدهد  اجازه  ما  به 

مسئول  پيك  كنيم  ويژگی های  مشخص  را  رسم    . ضدميكروبی  با 
  ويژگی های مسئول ، پيك برازش   ضريب نمودارهای متغيرها بر حسب  

 .دهند منفی نشان می   به صورت ، خود را  ميكروبی ضد 
محتوای فنولی برگ ميلادی    2012در سال    همكارانو    جليلی

نمونه خاک را در  ايرانی  بررسی  گردوی  متفاوت  اين كرده  های  و 
از  را  اجزا   استفاده  مايعبا  جرمی طيف–كروماتوگرافی  سنجی 

6Orthogonal projections to latent structures (OPLS) 

7Independent component regression (ICR) 

8Mean centering 

9 Normalization 

10Correlation optimized warping (COW) 

(1)  Minimum inhibitory concentration                         (2)  Minimum bactericidal concentration 

(3)  Principal components regression    (4)  Partial least squares 

(5)  Orthogonal signal correction    (6)  Orthogonal projections to latent structures 

 (7) Independent component regression   (8)  Mean centering 
(9)  Normalization       (10)  Correlation optimized warping 
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در سال همكاران  و    نومی  ی ديگرپژوهشدر  .  [16]اند  شناسايی نموده
ناسايی اجزای ی و شايشضداكس  ی هاويژگیبه بررسی  ميلای    2012

تشكيل با    عصاره  دهندهفنولی  تونسی  گردوی  گياه  استاتی  اتيل 
كروماتوگر از  پرداخته استفاده  بالا  عملكرد  با  مايع    . [17]اند  افی 

، ميلادی  2014ديگر در سال  ی  پژوهشدر    نيز،   همكارانو    رگوييرو
كارگيری كروماتوگرافی مايع تلفيقی   فنول در گردو را با بهاجزای پلی

 . [18] نمودند و جداسازی شناسايیجرمی سنجی با طيف
مالتوس    عصاره   زمينه در    ديگری   های پژوهش مو گياه  رد  در 

 تيستارتتوسط  ،  ضداكسيدانی  های ويژگی در    مؤثر شناسايی تركيبات  
صورت   ميلادی   2012و    200۹در دانشگاه بلژيك در سال    همكاران و  

  71  از   گياه مالتوس   های نمونه پژوهش  در اين    . [1۹،20] گرفته است  
گيری و عصاره   متفاوت ويتنام پس از   های منطقه   گوناگون از ی  گونه 

مايع،   روش   به   نخست انجام كروماتوگرافی  های كمومتريك وسيله 
سپس با استفاده از روش حداقل مربعات جزيی و روش  و   بندی طبقه 

نهفته  ساختارهای  متعامد   ويژگیدر    مؤثر اجزای    ، تصويرسازی 
 همكارانو    معصوم در پژوهشی ديگر    شناسايی شده است.   ها آن ضداكسيدانی  

بر تعيين اجزای اسانس گياهان مرزه و   ميلادی افزون   2018در سال  
هر يك از آنها، ارتباط   كوهستان و تعيين خاصيت ضدميكروبی   لعل 

تشكيل  اجزای  و  ضدميكروبی  خاصيت  توسط  دهنده  بين  را  اسانس 
  ويژگی در    مؤثر   ی و اجزای بررس   چندمتغيره   برسنجی   گوناگون های  روش 

 . [21] اند  ضدميكروبی در تركيب اسانس را شناسايی نموده 
داد   حاضر   پژوهش در   می نشان  روش   كه شود  ه  بين  های  از 

سادگی   به دليل اجزای مستقل   برازش مورد مطالعه، روش كمومتريك  
  های دادن تركيب ، برای نشان برازش   های ضريب بهتر  و تفسيرپذيری  

 باشد. می تری  بيش   برتری دارای  ها  ضدميكروبی در نمونه   ويژگی مسئول  
 

 بخش تجربی 
 مواد شیمیایی مورد نیاز 

قرار گرفته است مورد استفاده  كه در اين پژوهش  مواد شيميايی  
می  زير  موارد   شده   خريداری   HPLC gradeمتانول    : باشدشامل 

  درجه   آب   ، درصد   ۹۹/ ۹بالای  درجه خلوص  با    سيگماآلدريچ از شركت  
HPLC    شده از شركت    تهيهChem Lab   بيش ازدرجه خلوص    با 

شركت   خريداری   HPLC gradeريل  استونيت   ، درصد  ۹/۹۹ از  شده 
 اسيد  يك فرم   ، درصد   ۹۹/ ۹  تر از بيشبا درجه خلوص    سيگماآلدريچ 

 

1Staphylococcus aureus 

2Bacillus subtilis 

3Escherichia coli 

 . درصد   ۹۹/ ۹  بالای شده از شركت پانريك با درجه خلوص    خريداری 
 

 های انجام آزمایش روش

گردو    عصاره  ضدميكروبی  یهاويژگی گياه  وسيلهبرگ   به 
و    (ATCC29737) 1روئوس  گرم مثبت استافيلوكوكوسا  هایباكتری

سوبتيليس منفی   (ATCC 6633)  2باسيلوس  گرم  باكتری 
كانديداهمچنين    و  (ATCC10536)  3اشرشياكلای   مخمر 

ديسك  (ATCC10231) 4آلبيكانس  متفاوت  روش  دو    توسط 
 مورد ارزيابی قرار گرفت.  6دايلوشن  و ميكروبراث 5ديفيوژن 

 
 کردن گیاهآوری، خشک و آسیابجمع

  ای گرفتن عصارهبرماه )زمان مناسب    اواخر تير و اوايل مرداد در  
گياه گردو از  تازه و جوان    كيلوگرم برگ   2حدود  (  گياه برگ گردو

بروجن،  ايران  گوناگون  ناحيه  16 همدان، رد  )ارمك،  قمصر،  ه، 
نياسر نراق،  مياندوآب،  مرق،  محلات،  خوی،  نشوه،    ، خرقان،  نور، 

زنجان( و  هفته  آوری شده  جمع  اروميه  يك  به مدت  مكانی  و  در 
ها آسياب برگ  ،كردن. پس از خشك  شدخشك    به طور كاملسايه،  

  20مش    از الكهای خشك شده، پس از عبور  ه و پودر برگشد
 گيری آماده شد.برای عصاره

 

 گیری عصاره
برگ    برای گرفتن عصاره   از روش ماسراسيون  ،در اين پژوهش

مدت زمان مورد    استفاده از حمام فراصوت  و با استفاده شد    گياه گردو
 ليترميلی  500گرم از برگ گياه با    50. در اين روش،  شد  تركمنياز  

و ارلن به مدت يك روز در شيكر  شد  ارلن ريخته    متانول در يك 
ساعت در حمام فراصوت با دمای    2به مدت    مخلوط  .گرفت  قرار
   آمده   به دستمخلوط  سپس    داده شد وقرار    سلسيوس درجه    50

منافذ   اندازه  با  از كاغذصافی  استفاده  و   شدهنانومتر صاف    240با 
شدن كامل عصاره    محلول زير صافی با استفاده از روتاری تا خشك

  . دش زدايیمورد نظر، حلال
 

 میکروبی ضد ویژگی گیری روش اندازه

پژوهش،   اين  گردو    عصاره   ضدميكروبی   های ويژگی در  گياه   برگ 
  اروئوس و باسيلوس  گرم مثبت استافيلوكوكوس  های باكتری  به وسيله 

4Candida albicans 

5Disc diffusion 

6 Micro broth dilution 

(1)  Staphylococcus aureus                                       (2)  Bacillus subtilis 

(3)  Escherichia coli     (4)  Candida albicans 

(5)  Disc diffusion assay     (6)  Micro broth dilution assay 



و همکاران  سعيد معصوم نشريه شيمي و مهندسي شيمي ايران 1400، 4، شماره 04دوره    

 

 پژوهشي -علمي                                                                                           276

  مخمر كانديدا آلبيكانس  باكتری گرم منفی اشرشياكلای و  ، سوبتيليس 
آگار و سويه مخمر روی    های باكتری روی نوترينت . سويه شد ارزيابی  

دمای    سابوردكستروز  در  شدند.    سلسيوس درجه    37آگار  داده  رشد 
ها  ن های ميكروبی در سرم نرمال تهيه شدند و كدورت آ سوسپانسيون 

متفاوت  د. فعاليت ضدميكروبی توسط دو روش  فارلند تنظيم ش با نيم مك 
در روش    گرفت. دايلوشن مورد ارزيابی قرار    و ميكروبراث   ديسك ديفيوژن 

با استفاده از يك  از تهيه محلول هموژن خود،    پس   ديسك ديفيوژن 
كشی كردن  از آب   پس محلول را به هم زده و    ای استريل، سواب پنبه 

برای  مخمر  اكتری ب   سواب،  برای  و  مولرهينتون  كشت  محيط  به   ها 
های كاغذی  سپس ديسك   شود. داده می انتقال    آگار   سابوردكستروز به  

گرم  ميلی   30ميكروليتر عصاره با غلظت    10  متر( با ميلی   6استريل )قطر  
های كشت شده قرار داده  ليتر )در حلال متانول( بر روی محيط در ميلی 

 ساعت    48و    24های باكتريايی و مخمری به ترتيب  شود. كشت می 
  عدم رشد   سپس قطر هاله   ، گردند انكوبه می   سلسيوس درجه    37در دمای  

 . گيری شد اندازه   متر ميلی   س بر اسا 
ميكروبراث روش  نمونه،  دايلوشن  در  با    هفت  عصاره  هر  از 

ميلی  03125/0  -  8  یبازههای در  غلظت بر  ليتر تهيه  ميكروگرم 
از شتابك ميكرولي  100شد. سپس   به هر چاهك  از هر غلظت   تر 

ميكروليتر محلول استريل تريپتيك   ۹5به آن    ترپيشكه  تايی    ۹6
براث   شد  شداضافه    (TSB)سوی  افزوده  بود  از    5و  ه  ميكروليتر 

  ها در دمای و شتابك   شد   افزوده سوسپانسيون ميكروبی به هر چاهك  
ساعت    48و  ها  ساعت برای باكتری  24به مدت    سلسيوس درجه    37

هيچ رشدی ديده ند. اولين چاهك كه در آن برای مخمر انكوبه شد
  ميكروليتر از غلظت   10د. سپس  تعيين ش  MICعنوان    شود بهنمی

MIC    و چند غلظت بالاتر از آن روی محيط كشت منتقل شده و
  . شد تعيين    MBCعنوان    نشد به   ديدهاولين غلظتی كه در آن رشدی  

جا در اين   . آمد   به دست های عصاره  برای هر يك از نمونه   MICس  سپ 
MIC  آمده بردار    دست به  هایy    و طيف HPLC-DAD   ماتريس  

X دهد.را تشكيل می 
 

 آماری   تجزیه
برای پردازش   TMMATLAB 8.2در اين پژوهش از نرم افزار  

 .شدچندمتغيره استفاده   برسنجیها و داده 
 

 کروماتوگرافی مایع با عملکرد بال تزریق عصاره به دستگاه 

نمونه  تزريق  با  برای  مايع  كروماتوگرافی  دستگاه  به  عصاره  های 
   از عصاره را با متانول به حجم   گرم ميلی   7/ 5  نخست   (HPLC)عملكرد بالا  

در دستگاه کروماتوگرافي    گردو   عصاره   شستشوی نمونه   برنامه   -   1جدول  
 مايع با عملکرد بال 

 استونيتريلدرصد حلال  زمان بر حسب دقيقه 

0 15 

12 40 

18 60 

20 80 

28 85 

 
 مدتليتر رسانده و برای حل شدن كامل مخلوط در متانول، به  ميلی   10
 شد.قرار داده    سلسيوس درجه    25دقيقه در حمام فراصوت با دمای    3

  HPLC  ويژهسرسرنگی    صافیآمده، از    به دستسپس محلول  
ايجاد نكند. محلول  HPLC شود تا مشكلی برای ستون  عبور داده می

دستگاه  آماده  به  تزريق  شرايط  می  HPLCی  و  مشخصات  باشد. 
زير   HPLCدستگاه   موارد  شامل  پژوهش  اين  در  استفاده  مورد 

ارتفاع    AgilentC18 (SB-C18)باشد: ستون  می متر، ميلی  250با 
ميكرومتر، فاز متحرک   3/ 5  متر و قطر ذراتميلی  4/ 6  درونیطر  ق

درصد اسيد فرميك، سرعت جريان    1/0استونيتريل و مخلوط آب و  
ميكروليتر، زمان   20ليتر بر دقيقه، حجم تزريقميلی  5/0فاز متحرک  
 ی ديودی.دقيقه با آشكارساز آرايه 37كل شويش 

 يت جداسازی شستشو، با بررسی ميزان كيف  برای انتخاب برنامه 
بهپيك حلال  های  توسط  آمده  قبيل    گوناگونهای  دست  از 

متانول–استونيتريل استونيتريل- آب،  و  مخلوط  -آب  متانول، 
موضوع كه استفاده از   آب انتخاب شد و با توجه به اين -استونيتريل

به جای آب خالص، باعث جداسازی بهتر اسيد  مخلوط آب با فرميك  
  اسيد فرميك  درصد    0/ 1آب +  - های استونيتريل حلال   شود ها می پيك 

 ند. شدانتخاب 
شستشوی گراديانی به كار برده شده در نمونه بر اساس درصد    برنامه 

 آورده شده است.   1درصد در جدول    85تا    15حلال استونيتريل از  
 

دستگاه  به  عصاره  بالا  مایع   کروماتوگرافی   تزریق  عملکرد  - با 

 (HPLC-MS)جرمی  سنجی طیف

  HPLC-MSدستگاه  از    برگ گردو   عصاره   برای تزريق 
ا مشخصات   ر ب ده    زي ا ستف ه    : شد ا ا    HPLCدستگا و ب   ن ست

Agilent (SB-C18)   متر  ميلی  4/ 6متر، قطر داخلی ميلی  250با ارتفاع
ذره  قطر  حلال   3/ 5های  و  شامل  متحرک  فاز  های  ميكرومتر، 

  ، با سرعت جريان حلال اسيد   درصد فرميك   0/ 1استونيتريل و آب با  
  ميكروليتر   20آرايه ديودی، حجم تزريق  دقيقه و آشكارساز    بر   ليتر ميلی   0/ 5
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با استفاده از روش های گردو  نمونهبرای  برده شده به کارهای روارگانيسمهای ميک در سويه  MBCو MIC ی عدم رشد،قطرهاله ميزان - 2جدول 
 ديفيوژن و ميکروبراث دايلوشن   ديسک

  كانديدا آلبيكانس  باسيلوس سوبتيليس  استافيلوكوكوس ارئوس  اشرشيا كلی 

DD MBC MIC DD MBC MIC DD MBC MIC DD MBC MIC گردو  هاینمونه 

NE 0/125 0/125 NE 0/125 0/125 10 0/250 0/250 NE 0/125 0/125  ارمك 

NE 0/500 0/500 NE 0/125 0/125 NE 0/125 0/125 ۹ 0/500 0/500 بروجن 

NE 0/2000 0/2000 ۹ 0/250 0/125 ۹ 2/31 2/31 NE 0/250 0/250  دره 

NE 0/125 0/125 NE 0/125 2/31 NE 0/250 0/125 NE 0/250 0/250  قمصر 

NE 0/1000 0/1000 NE 0/125 0/125 11 2/31 2/31 NE 2/31 2/31 همدان 

NE 0/1000 0/1000 NE 0/125 0/125 NE 0/125 0/125 NE 0/250 0/250 خرقان 

NE 0/8000 0/8000 NE 0/250 0/125 10 0/250 0/250 ۹ 0/125 0/125 خوی 

NE 0/2000 0/2000 NE 0/250 0/125 NE 0/250 0/250 ۹ 0/1000 0/500  محلات 

NE 0/2000 0/2000 NE 0/250 0/125 10 0/250 0/125 NE 0/250 0/250 مرق 

۹ 0/1000 0/1000 NE 0/250 0/125 10 0/250 0/125 NE 0/125 2/31  مياندوآب 

۹ 0/2000 0/2000 NE 0/125 0/125 NE 0/500 0/125 NE 0/250 0/250 نراق 
۹ 0/2000 0/2000 NE 0/125 0/125 ۹ 0/125 0/125 NE 0/125 0/125 نياسر 

۹ 2/31 2/31 NE 0/250 0/125 NE 0/250 0/250 NE 0/500 0/500 نور 

NE 0/125 0/125 NE 0/250 0/250 NE 0/250 0/250 NE 0/500 0/500 نشوه 

NE 0/4000 0/4000 NE 0/125 2/31 NE 2/31 2/31 NE 2/31 2/31  اروميه 

NE 0/500 0/500 ۹ 0/250 0/125 NE 0/125 0/125 NE 0/250 0/250  زنجان 
 DD (mm) = Disc diffusion, NE = No effect 

 

زمان شويش  نوع تجزيه دستگاه طيف   دقيقه.   37با  با  گر  سنج جرمی 
يونيزاسيون  منبع  و  قطبی  چهار  منفی    جرمی  حالت  در   الكتروافشانه 

 كيلو ولت.   3/ 5و ولتاژ منبع    1500تا    100از   m/zی  با بازه 

 

 و بحث ها نتیجه
 های عصاره برگ گردو نمونه میکروبیضد ویژگیتعیین 

گياه  عصاره  ضدميكروبی  هایويژگی وسيله  گردو  برگ   یبه 
و اروئوس   استافيلوكوكوس   هایباكتری سوبتيليس  باسيلوس   ،

آلبيكانس  اشرشياكلای كانديدا  مخمر  متفاوت    و  روش  دو  توسط 
دايلوشن مورد ارزيابی قرار گرفت و    و ميكروبراث  ديسك ديفيوژن 

ميكروارگانيسم،   هر  شد   MBCو  MICفاكتورهای  برای   . تعيين 
های  در سويه    MBCو   MICعدم رشد،  قطرهاله  ميزان  2در جدول  
كار  هایميكروارگانيسم  گوناگون شده،    به  های نمونهبرای  برده 

 . گزارش شده استبرگ گردو  عصاره
  رشد   بر اساس آزمون ديسك ديفيوژن هر چه فاكتور قطر هاله عدم 

نمونه  بزرگ  به  نسبت  ميكروارگانيسم  باشد   ولی    باشد می   تر حساس تر 
در محيط    ها يند انتشار آن كه فرا اين   به دليل های عصاره  در مورد نمونه 

   ويژه پذيرد و به كامل صورت نمی   به صورت   ديسك ديفيوژن آزمايش  

 عنوان حلال،   ل مورد استفاده به برگ گردو، متانو   كه در مورد عصاره   اين 
فعاليت    كننده يف توص   به طور كامل اين آزمون    های نتيجه باشد  فرار می 

نشان داده شده    2كه در جدول    گونه و همان   باشد ضدميكروبی نمونه نمی 
ميكروارگانيسم نمونه  روی  مرحله  اين  در  كه     اند بوده   تأثير بی   ها هايی 

  بازدارندگی رشد و يا كشندگی   ويژگی دايلوشن دارای   در آزمون ميكروبراث 
هميشه معيار مناسبی برای    ، ديسك ديفيوژن باشند و در نتيجه آزمايش  می 

آزمون    های نتيجه باشد و در اين زمينه،  نمی   تعيين فعاليت ضدميكروبی 
  های نتيجه باشد. به هرحال، با توجه به  می   معتبرتر   دايلوشن   ميكروبراث 

باكتری گرم    شود كه می   ديده   2  موجود در جدول   ديسك ديفيوژن آزمون  
باسيلوس سوبتيليس بيشترين حساسيت را نسبت به عصاره گردو    مثبت 

باشند كه  تری می های عدم رشد بزرگ ها، دارای هاله باشد و نمونه دارا می 
 باشد. تری می بيش   تأثير ی همدان دارای  از اين بين نمونه 

تر كم   MICدايلوشن، هرچه ميزان فاكتور    ر آزمون ميكروبراث د 
تر بيش  ها توسط نمونه بازدارندگی رشد ميكروارگانيسم   ويژگی باشد،  

شود كه  می   ديده آمده    به دست   های نتيجه باشد. با توجه به  و بهتر می 
به    عصاره  توجه  با  گردو،  بيش MIC  مقدارهای برگ   ويژگیترين  ، 

باكتری  روی  به  را  رشد  باسيلوس بازدارندگی  مثبت  گرم  های 
را روی باكتری   تأثير ترين  ارئوس و كم   سوبتيليس و استافيلوكوكوس 
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 موجود   های نتيجه گرم منفی اشرشياكلای دارد. در كل، با توجه به  
را روی    تأثير ترين  شود كه نمونه اروميه بيش مشاهده می   2  در جدول 

 .مورد مطالعه )به جز باكتری اشرشياكلای( دارد های  ميكروارگانيسم 
 

ضدمیکروبی  های  ویژگیچندمتغیره روی    برسنجیهای  اجرای روش

 عصاره برگ گردو 

از   آمدن پس  دست  كروماتوگرام كروماتوگرام   به  مطلوب،  ها  های 
افزار   نرم  شد   ORIGINتوسط  شكل  رسم  در  كه  داده   1ند   نشان 

است.  پايش    شده  شدت    0/ 00666هر    در   ها كروماتوگرام با  دقيقه، 
زمان كروماتوگرام  در  بازداری  ها  دست   گوناگون های  با  می   به   آيد. 

باشد و با توجه  دقيقه می   37در نظر گرفتن اين نكته كه زمان كل شويش  
  عدد بود،   16های برگ گردو مورد پژوهش قرار گرفته،  كه تعداد نمونه   اين به  

 باشد. می   X    شود كه همان ماتريس می   16×    5525يك ماتريس  
 

کروماتوگرامهم پیشترازسازی  از  استفاده  با  بستگی  همپردازش  ها 

 بهینه  سازشدهبین هم

دست های  پيك  نمونه   به  از  عصاره  آمده  علت    به   گوناگون های 
نوسان ناپايداری  تزريق    های ها،  هنگام  و خطاهای شخصی  دستگاهی 

  پيش لازم است    باشند، در نتيجه به طور كامل بر هم منطبق نمی نمونه،  
ها را با استفاده از روش  بايد داده   نخست ،  چندمتغيره   برسنجی از انجام  

  شود تراز  هم   (COW)ی بهينه  سازشده بستگی بين هم پردازش هم پيش 
موقعيت  كه    همانند های  تا  كروماتوگرامی  بگيرند.  قرار  جايگاه  در يك 

عنوان هدف  باشد به    ی تر نوفه كم   بهترين جداسازی را داشته و دارای 
  عصاره   شوند. در نمونه می   تراز ها با آن هم انتخاب شده و بقيه كروماتوگرام 

ترين مقدار برای  مناسب   221قطعه    و اندازه   25ی قطاع  برگ گردو، اندازه 
ها پيش و پس از  باشد. تفاوت در موقعيت كروماتوگرام ترازسازی می هم 

ده شده است. در ادامه برای اجرای  نشان دا   2  در شكل COW استفاده از  
 شود. شده استفاده می   تراز های هم از داده   چندمتغيره   برسنجی های  مدل 

 

های ضدمیکروبی  چندمتغیره روی ویژگی  برسنجیهای  اجرای روش

 عصاره برگ گردو 

  y( و بردار  HPLC-DADها از دستگاه  )داده   Xپس از فراخوانی ماتريس  
 ، MATLABگردو( در نرم افزار    های عصاره ضدميكروبی نمونه   ويژگی ) 

كروماتوگرام  روی  هم بر  شده های  گوناگون    های روش   ، ترازساز 
 ICRو    PCR  ،OSC-PLS  ،PLS ،  OPLSچندمتغيره از جمله    برسنجی 
 .پذيرفت های گوناگون صورت  پردازش با پيش 

 

1 Independent component analysis (ICA) 

 
نمونه ام کروماتوگر   -   1شکل   گوناگون عصاره های    با شستشوی   گردو   های 

 اسيد فرميک درصد    0/ 1آب +  – با فاز متحرک استونيتريل   گرادياني 

 

 
از کروماتوگرامبازه   –  2شکل   از  الف(  ی برگ گردوهای نمونهای   پيش 

 COWترازسازی با ب( پس از هم COWترازسازی با هم

 
كه به   باشد می   Sو   Aضرب دو ماتريس    1مستقل   اجزای   مدل تجزيه 

می   X = ASصورت   داده  پارامتر  نشان  كه   ماتريس  Aشود، 
  [. 12-14باشد ]ماتريس اجزای مستقل میS كننده و پارامتر  مخلوط 

 ،( ICA) بر اساس روش تجزيه اجزای مستقل    نخست   ICRدر روش  
 معادلهآيد و سپس با استفاده از  به دست می   (A)كننده  ماتريس مخلوط 

y=Ab    آن در  اندازه   yكه  كميت  شده  بيانگر   ويژگی)گيری 
 .شودتعيين می   (b)  ها يب ضر   بردار است،    MIC)ميكروبی،  ضد 

  لازم است تعداد اجزای مستقل تعيين شود  ICRبرای اجرای مدل  
می روش  كه  دو  وسيله  به  را  اجزا  اين   و  ICA-by-Blocksتوان 

 پژوهش تعداد اجزای  تعيين نمود كه در اين   DurbinWatsonمعيار
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(1)  Independent component analysis (ICA) 
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برازش    و نمودارهای ضريب  HPLC-DADهایکروماتوگرام  -  3شکل  

دست مدل  به  اجرای  از  دادهآمده  روی  گوناگون  برایهای  باکتری    ها 
 اشرشياکلای در گياه گردو 

 

 
و نمودارهای ضريب برازش    HPLC-DADهایکروماتوگرام  -  4شکل  

دست مدل  به  اجرای  از  دادهآمده  روی  گوناگون  باکتری  های  برای  ها 
 استافيلوکوکوس ارئوس 

 
ضريب برازش  نمودارهای  6تا  3های باشد. در شكلمستقل دو می 

،  PCR  ،OPLS  ،PLSچندمتغيره شامل    برسنجیهای گوناگون  روش 
OSC-PLS    وICR   ها برحسب زمان بازداری برای هر يك از ميكروارگانيسم 

 نشان داده شده است.
 

 HPLC-MSگردو با استفاده از   های موجود در عصاره شناسایی ترکیب 

 پژوهش مورد استفاده قرار گرفتندگردو در اين    عصاره  نمونه  16
موجود    هایها برای شناسايی دقيق تركيبونهكه تعدادی از اين نم

به دستگاه    های تزريق شدند. كروماتوگرامHPLC-MS در عصاره 

  به الگوهای طيفی   CHEMESTATIONبه دست آمده توسط نرم افزار  
های  هر جز تبديل شده و از نظر شاخص تشابه با طيف جرمی تركيب 

ضداكسايشی    ويژگی در    مؤثر های  استانداردشان مقايسه شدند و تركيب 
اجزای شيميايی   3در جدول    و تعيين شدند.  گردو شناسايی  ارهعص

 های بازداری زمان  برگ گردو محلات به همراه   عصاره   نمونه 

 
برازش    و نمودارهای ضريب  HPLC-DADهایکروماتوگرام  -  5شکل  

دست از  آمد  به  دادهمدل   اجراه  روی  گوناگون  برایهای  باکتری    ها 
 در گياه گردو  باسيلوس سوبتيليس

 

 
و نمودارهای ضريب برازش    HPLC-DADهایکروماتوگرام  -  6شکل  

کانديدا ها برای مخمر های گوناگون روی دادهدست آمده از اجرای مدل  به
 در گياه گردو  آلبيکانس

 
اجزا  گزارش شده اين  بين  در  و   هایتركيب،  است.  ضداكسايشی 

  ضدميكروبی ارزشمندی وجود دارند.
 

 ضریب برازش 

مسئول   اجزای  تشخيص  عصاره  ويژگی برای  در   ضدميكروبی 
 هایروش   برگ گردو، نمودارهای ضريب برازش به دست آمده از همه 

 ذكر شده برای هر يك از چهار ميكروارگانيسم مورد مطالعه، رسم
و با توجه به   4و    3  های(. با توجه به شكل6تا    3هایشد )شكل
ضدميكروبی به ترتيب    ويژگیهای مسئول  ، پيكICRی  مدل بهينه 

تركيب اشرشياكلای  باكتری  در  بازداری،  پارا -3  یا هزمان 
كومالوكويينيك اسيد، ديگاليول، هتروفيلينين دی و گلانرجينين آ و 

ارئوس، استافيلوكوكوس  باكتری    1،2،3،4،6  هایتركيب  در 
گلوكز )+(پنتاگالويل  ديلاكتون،  اسيد  والونئيك  كاتچين،  -، 

 باشند. همچنين بر اساس هتروفيلينين دی و گلانرجينين آ می 
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 برگ گردوی محلات عصاره اجزای شيميايي نمونه - 3جدول 

 رديف  بازداری زمان  نام تركيب گيری شدهجرم اندازه  (m/zهای جرمی ) شكافتگی  فرمول شيميايی

10O16H13C 04/271 ،03/241 ،01/16۹ 0734/332  1 ۹5/4 مونوگاليول گلوكز 

6O14H15C 03/17۹ ،05/205 ،08/245 078۹/2۹0 (-)-  2 ۹5/7 اپی كاتچين 

9O18H16C 04/135 ،034/17۹  ،06/1۹1 0۹47/354  3 73/۹ كلروجنيك اسيد 

8O6H14C 02/185 ،01/22۹ ،01/257 ،۹۹/283 005۹/302  4 18/10 الاجيك اسيد 

8O18H15C 04/163 ،04۹/205  ،06/235 ،07/256 0۹۹4/326  5 56/10 كوماريك هگزوسايد اسيد 

12O26H30C 07/28۹ ،08/407 ،0۹/425 ،10/451 2050/866 6 0۹/11 پروسيانيدين ديمر 

8O18H16C 05/11۹ ،04/163 0۹۹3/338 3- 7 81/11 پارا كومالوكويينيك اسيد 

14O20H20C 01/16۹ ،06/313 ،07/331 0874/484  8 20/13 ديگالويل 

26O32H41C 06/431  ،08/617  ،0۹/76۹ ،0۹/787 1170/۹40 1،2،3،4،6   ۹ 30/14 پنتاگالويل گلوكز 

26O30H41C ۹۹/300  ،07/483  ،08/635 ،08/785 1017/۹38  10 53/14 تلی ماگراندين 

13O10H21C ۹۹/166 ،۹۹/300 ،01/425 ،۹۹/450 011۹/470 11 72/14 والونئيك اسيد ديلاكتون 

13O22H27C 02/275 ،۹۹/300 ،04/421 ،05/463 07۹0/634 12 27/15 استريستينين 

6O14H15C 03/17۹ ،05/205 ،08/245 078۹/2۹0 )+(- 13 ۹5/15 كاتچين 

22O24H34C 02/275 ،۹۹/300 ،06/481 0751/784  14 32/17 پدونكولاجين 

18O24H27C 01/16۹ ،06/313 ،06/423 ،07/465 ،08/483 0۹47/636  15 ۹۹/18 تری گالويل گلوكز 

18O28H41C 02/275 ،۹۹/300 ،06/481 ،07/783 ،08/۹07 0810/۹52  16 22/1۹ پرا اكسين آ 

26O28H41C 02/275 ،۹۹/300 ،06/481 ،07/633 ،07/783 0856/۹36  17 24/22 كاسوارنين 

52O54H82C ۹۹/300 ،۹۹/450 ،07/633 ،07/783 ،07/1085 1560/1870 18 13/2۹ هتروفيلينين دی 

ويژگی  مؤثر  های تركيب  6و    5های  شكل تعيين  های در 
باكتری  عصاره  ضدميكروبی برابر  در  گردو  باسيلوس  برگ  های 

مونوگاليول گلوكز    های، تركيبكانديدا آلبيكانسسوبتيليس و مخمر
  ديدن قابل    6تا    3های  كه در شكل   گونههمان  باشند.می   و ديگاليول
بودن و تفسيرپذيری بهتر نسبت   هموارتر  علت  به  ICRاست مدل  

 شود.ترجيح داده می متغيره چند برسنجیهای روش به ساير 
گلوكز   1،2،3،4،6 پنتاهيدروكسی   پنتاگالويل  استر  يك 

بهگاليك اين تركيب  از گلوكز است.   عنوان محافظت كننده  اسيد 
ی كه وابسته  های اكسايشند در برابر واكنشتوامی و    رفته   به كار  پرتو
يك تانين   والونئيك اسيد ديلاكتون.  نمايدهستند مقاومت    pHبه  

هيدروليز   اثرهای  باشدمیقابل  آنزيم    بربازداری    كه     مؤثر روی 
كه   كاتچين-)+(.  استروئيدها و سرطان پروستات دارد  در متابوليسم

ايزومرهای رايج كاتچين از  نوع فنول طبيعی  دارای  باشد  می  يك 
ساير  ايشضداكس  یهاويژگی بين  در  قدرتمندی  و ضدميكروبی  ی 

  اغلب يك گالوتانين است كه    ديگالويل  د.باشمیاعضای فلاونوئيدها  
گونه  بلوط  در  از  می  يافتهای  يا   یهاويژگی شود.  ضدميكروبی 

نمی  ديگالويل  یضداكسايش دسترس  در  منبعی  امروز  به   باشد. تا 

پارا كومالوكويينيك اسيد تركيبی استری است كه در اثر واكنش -3

تركيب   كربوكسی  هيدروكسيلكوماريك-4گروه  گروه  با   اسيد 
عنوان يك متابوليت   آيد. اين تركيب بهمی  وجود  هب  اسيدكويينيك

ثانويه شناخته شده است. يا  مونوگاليول گلوكز تركيبی است   اوليه 
بلوط    تشكيل شده است و بيشتر در ميوه   اسيد و بتاگلوكز كه از گاليك 

می دي  مهاركننده ده  تركيب  اين  آن می   آلدوز   شود.  عمر  نيمه  و     باشد 
است. ناشناخته  هنوز  انسان  بدن  به  هتر  در  متعلق  دی   وفيلينين 

تركيبي از  طبقه  به  هایك  كه  است  هيدروليز    آلی  تانن  عنوان 
 ارد و گلانرجينين آ آن وجود د شوند و كاتچين در ساختار  اخته می شن 

باشد كه در گياه می اسيدكربوكسيليكجديد دی  هایيكی از مشتق
  اين دو تركيب   های تأثير باشد. هنوز اطلاعات مشخصی از  گردو موجود می 

 بر روی انسان در دسترس نيست.
 

 گیرینتیجه

مقايسه نتيجه  از  كه  و    HPLC-MSطيف    ای  گردو  برگ  عصاره 
شود اين است  آن گرفته می   گوناگون های  ضدميكروبی نمونه   ويژگی 

كند  عنوان تركيب ضدميكروبی خوبی عمل می   برگ گردو به   صاره كه ع 
های  تركيب داده   های گرم مثبت دارد. را روی باكتری   تأثير ترين  و بيش 

  مده ت آ دس   به   های داده از كروماتوگرافی مايع با عملكرد بالا و  دست آمده  به 
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و استفاده روشهای كمومتريك به ما كمك    ضدميكروبی   های ويژگی از  
هر    ضدميكروبی را مشخص كنيم.  ويژگی های مسئول كند تا پيك می 

تری هستند  منفی   برازش كه دارای مقدار ضريب    هايی چه مقدار تركيب 
ضدميكروبی آن    ويژگی طبع،  ه برگ گردو بيشتر باشد به  در نمونه عصار 

می  افزايش  نتيجه سرانجام .  يابد نيز  می ،  روش  گيری  كه    برازش شود 
ضدميكروبی    ی ها ويژگی مسئول    های اجزای مستقل در تبيين تركيب 

چندمتغيره    برسنجی های  برگ گياه گردو نسبت به ساير روش   عصاره 
 باشد. تر و تفسيرپذيری بهتر می دارای برتری بيش 

 قدردانی 
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