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1. مقدمه
از  یکــی  باکتریایــی  عوامــل  از  ناشــی  عفونــی  بیماری هــای 
ــکلات  ــی از مش ــتند. یک ــا هس ــر در دنی ــل مرگ ومی ــایع ترین عل ش
ــی  ــی ناش ــای عفون ــان بیماری ه ــکی در درم ــه پزش ــدی جامع ج
بــه  باکتری هــا  از  بســیاری  مقاوم شــدن  باکتریایــی،  عوامــل  از 
حــال  در  باکتری هــا  ایــن  اســت.  رایــج  آنتی بیوتیک هــای 
ــان  ــر جه ــدی در سراس ــی ج ــکل بالین ــک مش ــه ی ــدن ب تبدیل ش
ــراد  ــان اف ــراي درم ــود ب ــواهد موج ــا و ش ــر یافته ه ــتند. بناب هس
مبتــلا بــه عفونت هــاي باکتریایــی مقــاوم بــه آنتی بیوتیک هــا، 
ــد در دســتور  ــی بای ــواع جدیــدي از داروهــاي ضدمیکروب معرفــی ان
ــد  ــان می دهن ــی ها نش ــرد. بررس ــرار گی ــی ق ــز تحقیقات کار مراک
ــع  ــا، از مناب ــان بیماری ه ــر در درم کــه شناســایی مولکول هــای مؤث
ــه  ــمی مورد توج ــوران س ــان و جان ــد گیاه ــتی مانن ــف زیس مختل

ــت (1، 2). ــه اس ــی قرارگرفت ــز تحقیقات ــیاري از مراک بس
ســیاهدانه (.N. sativa L) گیاهــی یک ســاله و علفــی اســت 
ــت (3، 4).  ــه اس ــد و خاورمیان ــه، هن ــی مدیتران ــی نواح ــه بوم ک
ــرات  ــره، اث ــات مؤث ــودن ترکیب ــر دارا ب ــاه از نظ ــن گی ــای ای بذره
ــیاهدانه  ــذر س ــت. ب ــه اس ــیار مورد توج ــی آن بس ــی و درمان داروی
ــانس و  ــد اس ــت،۱/2 - 0/5 درص ــن ثاب ــد روغ ــاوی 36 - 30 درص ح
رزیــن،  کربوهیدرات هــا،  آمینواســیدها،  پروتئین هــا،  همچنیــن 
موســیلاژ، ویتامین هــا، آنزیم هــا و همچنیــن پتاســیم، فســفر، 
ــز  ــانس آن نی ــت (5). اس ــس اس ــز و م ــیم، منگن ــن، روی، کلس آه
ــتند  ــا هس ــترین آن مونوترپن ه ــه بیش ــت ک ــی اس ــاوی ترکیبات ح
تیموکینــون،  بــه  می تــوان  ترکیبــات  ایــن  مهم تریــن  از   .(6)
ــن، ترپینــن، میرســن،  ــن، کامفــن، ترپینئول بتاپینــن، آلفا-لونگی فول

چکیده 
ــیاهدانه  ــت س ــران کشــت می‌شــود. اهمی ــف ای ــای مختل ــه در اقلیم‌ه ــی اســت ک ــی داروی ــیاهدانه ).Nigella sativa L( گیاه ــه: س مقدم
ــذر آن اســت کــه اســتفاده آن به‌طــور ویــژه‌ای در طــب ســنتی اســامی توصیــه  به‌دلیــل وجــود ترکیبــات متنــوع زیســت‌فعال موجــود در ب

‌شــده اســت. یکــی از مهم‌تریــن اجــزا ضدباکتــری ســیاهدانه ترکیــب تیموکینــون موجــود در اســانس آن اســت. 
ــده در  ــداول .N. sativa L کشت‌ش ــام مت ــذر ارق ــتخرج از ب ــون مس ــانس و تیموکین ــزان اس ــه می ــه مقایس ــن مطالع ــدف از ای ــداف: ه اه

ــت. ــب اس ــام منتخ ــی ارق ــر ضدباکتریای ــنجش اث ــران و س ــف ای ــت‌بوم‌های )bioecology( مختل زیس
مــواد و روش‌هــا: اســتخراج اســانس از بــذر ســیاهدانه طــی دو مرحلــه انجــام شــد. ابتــدا از روش سوکســله و بــا اســتفاده از حــال پترولیــوم 
اتــر، عصــاره روغنــی ســیاهدانه گرفتــه و در ادامــه بــا اســتفاده از دســتگاه کلونجــر اســانس‌گیری انجــام شــد. جداســازی و خالص‌ســازی ترکیــب 
تیموکینــون از اســانس بــا دســتگاه کروماتوگرافــی بــا عملکــرد بــالا )HPLC( انجــام گرفــت. در ادامــه بــرای ســنجش اثــر ضدباکتریایــی نمونــه و 

مقایســه آن‌هــا، آزمون‌هــای آنتی‌بیوگــرام، تعییــن میــزان حداقــل غلظــت بازدارندگــی )MIC( و کشــندگی )MBC( انجــام گرفــت.
نتایــج: ارقــام ایرانــی ســمیرم )اصفهــان( و تایبــاد )خراســان رضــوی( بالاتریــن میــزان اســانس را نشــان دادنــد. نتایــج حاصــل از تجزیــه کیفــی 
داده‌هــای ســنجش میــزان تیموکینــون جداسازی‌شــده از اســانس ایــن دو نمونــه توســط دســتگاه HPLC نشــان داد کــه اســانس ارقــام ســمیرم 
ــد. میــزان MIC اســانس استخراج‌شــده در حــدود غلظــت 3 درصــد )درصــد  و تایبــاد به‌ترتیــب دارای 97/9 و 96/9 درصــد تیموکینــون بودن

وزنی/وزنــی( و MBC در غلظــت 6 درصــد )درصــد وزنی/وزنــی(  بــر باکتــری Staphylococcus aureus بــود.
نتیجه‌گیــری: ارقــام منتخــب ســمیرم و تایبــاد دارای بیشــترین میــزان تیموکینــون هســتند کــه لازم اســت در ســاخت فرآورده‌هــای دارویــی 

مورد‌توجــه قــرار گیرنــد. 
کلمات کلیدی: سیاهدانه، تیموکینون، کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا )HPLC(، ضدباکتریایی
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ــی  ــابقه ای طولان ــیاهدانه س ــود (7، 8). س ــاره نم ــون اش آلفا-توج
ــنتی از  ــب س ــه ای دارد. در ط ــی و تغذی ــی، درمان ــارف داروی در مص
ــتم  ــا سیس ــط ب ــای مرتب ــواع بیماری ه ــان ان ــرای درم ــیاهدانه ب س
ــی در  ــای انگل ــان عفونت ه ــیت و درم ــم، برونش ــد آس ــی مانن تنفس
سیســتم گــوارش و همچنیــن افزایــش عملکــرد کلیه هــا و یــا بــرای 
ــادران و کاهــش تــب اســتفاده می شــود  افزایــش تولیــد شــیر در م
(9). از دیگــر تأثیــرات درمانــی آن می تــوان کمــک بــه کنتــرل قنــد 
خــون، دفــع ســنگ کلیــه، کمــک بــه درمــان بیماری هــای کلیــوی، 
قلبــی و عروقــی، دیابــت، آســم، میگــرن، احتقــان ســینه، رماتیســم، 
فشــارخون بــالا و مشــکلات گوارشــی اشــاره نمــود (۱0، 11). 
همچنیــن ســیاهدانه دارای خاصیــت ضدتــب، ضدتشــنج و ضــددرد 

ــز دارای خاصیــت بازدارندگــی رشــد  اســت و روغــن اســانس آن نی
تومــور اســت کــه می توانــد در درمــان بیماری هــای ســرطانی مؤثــر 

ــد (12، 13).  باش
تیموکینــون ترکیبــی مونوترپنوئیــدی و از گــروه کینون هــا اســت 
و ســاختار آن شــامل یــک حلقــه بنزنــی متصــل بــه گــروه کینــون 
ــر  ــت (تصوی ــل اس ــی ایزوپروپی ــره جانب ــک زنجی (Quinone) و ی
ــن  ــود در روغ ــاده موج ــته ترین م ــوان برجس ــه عن ــاید ب ــه ش 1) ک
ــی از  ــون یک ــود (9). تیموکین ــناخته می ش ــیاهدانه ش ــانس س اس
اجــزای حاصــل از متابولیت هــای ثانویــه گیــاه اســت کــه به عنــوان 

ــود (14).  ــاخته می ش ــاه س ــی گی ــتم دفاع سیس

تصویر 1. ساختار شیمیایی ترکیبات مؤثر در مسیر بیوسنتز تیموکینون 

تحقیقــات زیــادی بــر روی کینون هــا و مشــتقات آن در ســیاهدانه 
صــورت گرفتــه اســت کــه بســیاری از اثــرات درمانــی ســیاهدانه بــه 
وجــود ایــن ترکیــب و مشــتقات کوینــون موجــود در آن نســبت داده 
ــی  ــه عوامل ــیاهدانه ب ــود در س ــون موج ــزان تیموکین ــود. می می ش
ــی، ژنتیــک گیاهــی و روش  نظیــر کیفیــت کشــت، اقلیــم جغرافیای

اســتخراج بســتگی دارد (11- 9). 
ــارف  ــاه در مص ــن گی ــالای ای ــیار ب ــت بس ــه اهمی ــه ب ــا توج ب
دارویــی و درمانــی مختلــف و همچنیــن تحــت تأثیــر قــرار گرفتــن 
مــواد مؤثــره دارویــی در شــرایط اکولوژیــک و فیزیولوژیــک و 
متغیربــودن عوامــل محیطــی، انجــام آزمایش هــای زراعــی مختلــف 
ــد  ــر مانن ــی بالات ــی و کیف ــای کم ــه عملکرده ــتیابی ب ــرای دس ب
ــروری  ــه، ض ــره در هرگون ــاده مؤث ــد م ــترین درص ــایی بیش شناس
ــی  ــوع اقلیم ــران دارای تن ــور ای ــه کش ــد. ازآنجایی ک ــر می رس به نظ
مناســبی بــرای کشــت ایــن گیــاه بــوده اســت، بنابرایــن انجــام ایــن 
اولیــه  بررســی های  در  می رســد.  به نظــر  ضــروری  آزمایش هــا 
ــداول  ــای مت ــدی گونه ه ــی و هن ــام ایران ــه ارق ــد ک ــخص ش مش

ــتند (15). ــف هس ــهرهای مختل ــت در ش کش

2. اهداف
و  اســانس  روغــن  میــزان  بررســی  تحقیــق  ایــن  از  هــدف 
تیموکینــون موجــود در ایــن ارقــام کشت شــده در مناطــق مختلــف 
ایــران اســت. عــلاوه بــر ایــن بــا علــم بــه اینکــه میــزان تیموکینــون 
در شــهرهای کــم آب و در حــال تنش هــای محیطــی بیشــتر اســت، 
و  انتخــاب  نیمه خشــک  و  خشــک  شــهرهای  از  نمونه هــا  لــذا 

ــد.  ــاب ش ــور انتخ ــرآب کش ــهرهای پ ــز از ش ــه ای نی نمون

3. مواد و روش‌ها
در ایــن مطالعــه تجربــی پــس از تصویــب کمیتــه اخــلاق دانشــگاه 
جامــع امام حســین علیــه الســلام بــا کــد IR.IHU.REC.1399.1805 از 
 Staphylococcus و Escherichia coli ATCC 25922 باکتری هــای
aureus ATCC 25923 و جهــت رشــد آن هــا از محیط هــای کشــت 
ــراث (MHB, Quelab, Canada) اســتفاده  ــون ب ــر هینت ــع مول مای
گردیــد. رقم هــای مختلــف ســیاهدانه از جملــه تایبــاد اســتان 
خراســان رضــوی (واریتــه بــذر ایرانــی)، کردکــوی اســتان گلســتان 
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ــذر  ــای ب ــتان (واریته ه ــتان لرس ــتر اس ــدی)، الش ــذر هن ــه ب (واریت
ایرانــی و هنــدی) و ســمیرم اســتان اصفهــان (واریتــه بــذر ایرانــی) 
توســط شــرکت طلایــه داران نویــن کشــت آوان تهیــه شــدند. 
Petroleum ether, C.N. 8032-) اتــر  پترولیــوم  حلال هــای 
ــزان  ــتونیتریل (Acetonitrile, C.N. 75-05-8)، ان-هگ 4-32)، اس
 Ethanol,)و اتانول (n-Hexane, C.N. 110-54-3, HPLC grade)
 98) تیموکینــون   ،Merck از   (C.N. 67-17-5, HPLC grade
درصــد) از Sigma-Aldrich، آب مقطــر مــورد اســتفاده نیز توســط 
  Millipore Milli-Q (Schwalbach, Germany) سیســتم 
تهیــه شــدند. باکتــري گــرم منفــی E. coli و باکتــری گــرم مثبــت 
ــاي  ــا و باکتري ه ــیون قارچ ه ــز کلکس ــاري زا S. aureus از مرک بیم

ــران خریــداری شــد.  صنعتــی ای

3..1. تجهیزات 
سی ســی   250 (اســتخراج کننده   250 سوکســله  دســتگاه 
شــرکت  ســاخت  پیرکــس  سی ســی)   500 بالــن  همــراه  بــه 
ــه  ــل) ۱000 تک خان ــر منت ــون (هیت ــوف بال ــران، ش ــس ای گلدی
 ،EM0500/CE  (England  ,Electrothermal) مــدل 
ــران)،  ــرج، ای ــز (ک ــا تجهی ــرکت آزم ــاخت ش ــر س ــتگاه کلونج دس
ــرکت  ــاخت ش ــالا س ــی ب ــا کارای ــع ب ــی مای ــتم کروماتوگراف سیس
مــدل   پمــپ  دو  بــه  مجهــز   ،Knauer (Berlin, Germany)
 (K2800) مــدل   PDA آشکارســاز  و   (Wellchrom-K1001)
ــه کار گرفتــه شــد. ســتون مــورد  ــرای جداســازی و اندازه گیــری ب ب
 (RP) C18 ــوع ــرکت Eurospher و از ن ــاخت ش ــز س ــتفاده نی اس
بــا قطــر داخلــی 4/9 میلی متــر و طــول 250 میلی متــر بــود. 
ــی  ــر منحن ــطح زی ــبه س ــری و محاس ــرای انتگرال گی ــن ب همچنی
پیــک دســتگاه HPLC از نرم افــزار EZChrome Elite (نســخه 
ــد.  ــتفاده ش ــدوز اس ــل وین ــتم  عام ــده روی سیس 3,2,0) نصب ش

3..2. اسانس‌گیری دومرحله‌ای  از بذر سیاهدانه
اســتخراج روغــن بذرهــای ســیاهدانه بــر طبــق روش حســینی و 
همــکاران انجــام گرفــت بدین منظــور از دســتگاه سوکســله و حــلال 
پترولیــوم اتــر بــه مقــدار 300 میلی لیتــر اســتفاده شــد مراحــل کار 
بــه ایــن صــورت کــه ابتــدا 50 گــرم بــذر از هــر نمونــه بــا دســتگاه 
ــدداً  ــده و مج ــودر ش ــیاب (Matheo, EG111S, Germany) پ آس
  ME303, Mettler Toledo, Switzerland) ،توزیــن از  پــس 
ــال داده  ــتگاه سوکســله انتق ــه دس ــا ب ــه آن ه ــت 0/000۱) ثانوی دق
ــی  ــر مدت ــدازی دســتگاه و روشــن شــدن هیت شــدند. پــس از راه ان
ــرد  ــرود اولیــن قطــره از حــلال توســط مب ــرده و پــس از ف ــر ک صب
ــت و  ــد ثب ــروع فرآین ــان ش ــذری، زم ــای ب ــتگاه روی نمونه ه دس
ــد  ــان فرآین ــت. در پای ــه یاف ــاعت ادام ــار س ــدت چه ــه م ــد ب فراین
اســتخراج پــس از ســرد شــدن محلــول و توزیــن دقیــق وزن خالــی 

ــن انتقــال داده شــد و  ــه درون بال ــول حاصــل ب ــاری، محل ــن روت بال
توســط دســتگاه روتــاری تبخیــر حــلال تحــت خــلا صــورت گرفــت. 
درنهایــت مجــدداً بــا توزیــن دقیــق بالــن حــاوی روغــن و بــا تفاضــل 
ــا ایجــاد  ــه ب ــد ک ــی آن، وزن خالــص روغــن ثبــت گردی از وزن خال
ــذر  ــدار وزن خشــک ب تناســب بیــن وزن روغــن به دســت آمده و مق
درصــد روغــن محاســبه گردیــد. بــرای تمامــی توده هــا و تکرارهــای 
آن هــا مقــدار ۱0 گــرم روغــن حاصــل از فرآینــد سوکســله را توزیــن 
ــتفاده از  ــا اس ــا آب و ب ــر ب ــه روش تقطی ــانس گیری ب ــوده و اس نم
ــورت  ــاعت ص ــه س ــدت س ــه م ــاق ب ــای ات ــر در دم ــتگاه کلونج دس
پذیرفــت. اســانس ها پــس از جمــع آوری، توســط ســولفات ســدیم 

ــد (16). ــری گردی آبگی

3..3. آماده‌سازی نمونه جهت آنالیز توسط 
دستگاه کروماتوگرافی مایع با عملکرد بالا 

 )HPLC(
ــه اســانس را وزن کــرده  ــرای آماده ســازی، 5 میکرولیتــر از نمون ب
ــر  ــه حجــم یــک میلی لیت (2۱ میلی گــرم) و در حــلال ان-هگــزان ب
ــرم  ــیppm 2۱000) و 0/5 میلی گ ــت تقریب ــد (غلظ ــانده ش رس
ــه حجــم یــک  ــول حــل و ب ــه اســتاندارد تیموکینــون در اتان از نمون

.(ppm 500 ــی ــت تقریب ــد (غلظ ــانده ش ــر رس میلی لیت

3..4. خالص‌سازی اجزای مؤثره دارای خواص 
HPLC دارویی )تیموکینون( توسط

بــرای جداســازی جــز تیموکینــون از دیگــر مــواد تشــکیل دهنده 
ــری  ــای باین ــه پمپ ه ــز ب از HPLC (Knauer, Germany) مجه
  C18 (Eruspher, 250×4.6 و آشکارســاز آرایــه دیــود و ســتون
قطبی/غیرقطبــی  جداســازی  مبنــای  بــر   (mm, 5 μm, 100 Å
اســتفاده شــد. فــاز متحــرك شــامل اســتونیتریل حــاوی 0/۱ درصــد 
تری فلوئورواستیک اســید (TFA) به عنــوان حــلال  Bو آب حــاوی 
ــد  ــا 5 درص ــان ب ــه گرادی ــود. برنام ــلال A ب ــوان ح TFA %0/۱ به عن
ــه  ــرای20 دقیق ــد ب ــه 50 درص ــد و ب ــروع ش ــه ش ــلال A اولی ح
ــد  ــداری ش ــد نگه ــه 50 درص ــدت 20 دقیق ــه م ــت، ب ــش یاف افزای
ــر در  ــان ۱ میلی لیت ــرعت جری ــا س ــدی ب ــه بع ــپس در 2 دقیق و س
ــورد اســتفاده  ــوج م ــرد. طول م ــر ک ــه تغیی ــه شــرایط اولی ــه ب دقیق
بــرای تشــخیص آنالیزهــای HPLC روی 254 نانومتــر تنظیــم شــد. 

ــود (17). ــر ب ــق ۱0 میکرولیت ــم تزری حج

3..5. شناسایی )تجزیه کیفی( تیموکینون در 
CLPH ماتریس نمونه با

ــاج  ــدا احتی ــه، ابت ــک مربوط ــکل پی ــی ش ــایی کیف ــرای شناس ب
ــم  ــی داری ــه اصل ــا از نمون ــب ناخالصی ه ــازی مناس ــک جداس ــه ی ب
ــرای ایــن کار از ســتون C18 اســتفاده شــد. جهــت دســتیابی  کــه ب
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بــه بهتریــن جداســازی از شــویش گرادیانــی اســتفاده شــد. ناحیــه 
شناســایی تیموکینــون در ناحیــه UV (نانومتــرλmax = 254) اســت. 
بــا انطبــاق زمــان بــازداری پیــک اصلــی در محلــول خــام و محلــول 
نمونــه تیموکینــون اســتاندارد (بــا متــد شــویش مشــابه) شناســایی 

ــد (17). گردی

3..6. بررسی اثر ضدباکتریایی عصاره‌ها و 
فرکشن‌های آن با استفاده از سنجش حداقل 

غلظت مهاری
ــت  ــون غلظ ــری از آزم ــد باکت ــار رش ــزان مه ــن می ــت تعیی جه
ــیاهدانه و  ــذر س ــای ب ــرای عصاره ه ــت ب ــن غلظ ــاری در چندی مه
 S. aureus ــه باکتــری ــا روی دوگون فراورده هــای مســتخرج از آن ه

ــد. ــتفاده ش ــی) اس ــرم منف ــت) و E. coli (گ ــرم مثب (گ
ــون  ــر هینت ــع مول ــت مای ــط کش ــری از محی ــت باکت ــت کش جه
بــراث (MHB) شــرکت Quelab کانــادا و جهــت مقایســه اثــر 
عصــاره بــا آنتی بیوتیــک اســتاندارد از تتراســایکلین در غلظــت 
50 میلی گرم برمیلی لیتــر اســتفاده شــد. پــس از کشــت شــبانه 
ــه ســاب کالچــر از  ــراث و تهی ــون ب ــر هینت ــط مول ــری در محی باکت
کشــت شــبانه، میــزان 5 میکرولیتــر از محیــط کشــت جدیــد باکتری 
ــتریل 96  ــت اس ــک از پلی ــر چاه ــد در ه ــم مک فارلن ــت نی ــا غلظ ب
خانــه کشــت شــد (18). ضمــن رســاندن حجــم نهایــی هــر چاهــک 
ــه ۱00  ــراث) ب ــع (مولرهینتون ب ــت مای ــط کش ــتفاده از محی ــا اس ب
ــا  ــاس ب ــری در تم ــت، باکت ــریال رق ــتفاده از س ــا اس ــر ب میکرولیت
ــد  ــزان رش ــت. می ــرار گرف ــام ق ــاره خ ــف از عص ــای مختل غلظت ه
باکتری هــای E. coli  و S. aureus در شــرایط in-vitro و پــس 
ســانتی گراد  درجــه   37 دمــای  در  انکوباســیون  ســاعت   24 از 
ــاده ای  ــچ م ــد بررســی از هی ــرار گرفــت. طــی فرآین مورد  بررســی ق
ــوری  ــذب ن ــد و ج ــتفاده نش ــی اس ــانگر اضاف ــاده نش ــوان م به عن
چاهک هــا در طول مــوج 605 نانومتــر بــا اســتفاده از دســتگاه 

پلیــت ریــدر (BioTek, USA ,Elx800) اندازه گیــری شــد.
ایــن آزمایــش ســه بــار تکــرار و در هــر بــار بــرای هــر غلظــت ســه 
ــایکلین  ــد، از تتراس ــن فراین ــی ای ــد. ط ــه ش ــر گرفت ــک در نظ چاه
ــط  ــت، محی ــرل مثب ــوان کنت ــر) به عن ــرم در میلی لیت (50 میکروگ
کشــت حــاوی باکتــری به عنــوان کنتــرل منفــی و از محیــط کشــت 

ــوان بلانــک اســتفاده شــد (19). ــد باکتــری به عن فاق
ــا غلظت هــای مختلــف  درصــد مهــار باکتری هــا بعــد از تمــاس ب

اســانس بــا اســتفاده از معادلــه زیــر محاســبه گردیــد.

3..7. تعیین میزان حداقل غلظت بازدارندگی 
 )MBC( و حداقل غلظت کشندگی )MIC(

تیموکینون مستخرج از عصاره روغنی سیاهدانه
 minimum inhibition)  MIC تعییـن  آزمایش هـای 
 minimum bactericidal)  MBC و   (concentration
همـکاران  و   Kiralan روش  از  اسـتفاده  بـا   (concentration
انجـام گردیـد. در ایـن روش از میکـرو چاهک هـا بـراي تعییـن اثـر 
ضدباکتریایـی غلظت هاي مختلـف تیموکینون و فرمولاسـیون نهایی 
اسـتفاده گردیـد. یـک چاهـک شـاهد بـراي کنتـرل مثبـت و یـک 
چاهک شـاهد بـراي کنترل منفی اسـتفاده شـد. شـاهد مثبت حاوي 
محیـط کشـت مولرهینتون براث و باکتـري که مـاده ضدباکتریایی به 
آن اضافـه نشـده اسـت. همچنیـن شـاهد منفـی فقط حـاوي محیط 
کشـت بـود. بـراي تعییـن میـزان دقیـق  MIC و MBC نمونه هـا در 
مقابـل هـر باکتـري، آزمایش هـای بـا رقت هـاي مختلـف 0/5، ۱، 2، 
4، 6 درصـد تیموکینـون انجـام داده شـد. سـپس 5 - 2 میکرولیتـر 
از محلـول باکتـري بـا غلظـت نیم مک فارلنـد بـه همـه چاهک هـا (به 
جـز کنتـرل منفـی) اضافـه گردیـد. سـپس میکروپلیت به مـدت ۱8 
- 24 سـاعت در دمـاي 37 درجـه سـانتی گراد در گرمخانـه قـرار داده 
شـد. پس از طـی زمان گرماگـذاری، چاهک هـا از نظر کدورت ناشـی 
کمتریـن  بـا  چاهکـی  شـدند.  بررسـی  تلقیح شـده  باکتـري  رشـد  از 
غلظـت از آزمونـه کـه رشـد باکتـري در آن مشـاهده شـد، به عنـوان 
MIC تعییـن گردیـد. براي تعییـن MBC تیموکینون و فرمولاسـیون 
نهایـی، از چاهک هایـی کـه رشـد در آن هـا مشـاهده نشـده بـود ۱0 
میکرولیتـر روي محیـط کشـت مولرهینتون آگار کشـت داده شـدند 
و در انکوباتـور در دمـاي 37 درجـه سـانتی گراد بـه مدت 24 سـاعت 
گرماگـذاری شـدند. بعـد از گرماگـذاری، پلیت مربوط بـه چاهکی که 
حـاوي کمتریـن غلظـت از آزمونـه در آن بود و رشـد باکتـري برابر یا 
کمتر از ۱۱ کلنی در آن مشـاهده شـد، به عنـوان MBC در نظر گرفته 

شـد. تمامـی ایـن مراحـل زیر هـود اسـتریل انجـام گردیـد (20).

3..8. سنجش انتشار دیسک 
مراحــل آزمایــش طبــق روش Reller و همــکاران طــی مراحــل 
ــر  ــه قط ــتریل ب ــه ای و اس ــای شیش ــت. در پلیت ه ــام گرف ــر انج زی
ــت  ــه ضخام ــون آگار ب ــت مولارهینت ــط کش ــانتی متر، محی ۱0 س
4 میلی متــر ریختــه شــد. پــس از جامدشــدن محیــط کشــت 
مقــدار 200 میکرولیتــر از سوسپانســیون باکتــری بــا غلظــت 
ــه روش  ــا ب ــه و باکتری ه ــت ریخت ــطح پلی ــد روی س نیم مک فارلن
کشــت چمنــی بــا لــوپ شیشــه ای ســرکج اســتریل، کشــت گردیــد. 
بعــد از 5 الــی ۱0 دقیقــه کــه سوسپانســیون باکتــری توســط محیــط 
ــتریل، دیســک های  ــتفاده از پنــس اس ــا اس کشــت جــذب شــد و ب
بلانــک براســاس شــکل روی ســطح محیــط کشــت گذاشــته 
ــذر  ــده از ب ــای تهیه ش ــر از عصاره ه ــه 50 میکرولیت ــدند. بلافاصل ش
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ســیاهدانه روی دیســک ها ریختــه شــد. دیســک آنتی بیوتیــک 
به عنــوان کنتــرل مثبــت تعییــن  شــده و روی محیــط کشــت 
ــذب  ــا ج ــه محلول ه ــه ک ــد از ۱0 دقیق ــپس بع ــد. س ــته ش گذاش
محیــط شــدند، پلیت هــا را بــا پارافیلــم مســدود کــرده در انکوباتــور 
ــج  ــرار داده شــدند. پــس ازآن نتای 37 درجــه به مــدت 24 ســاعت ق

ــد (21). ــی گردی بررس

4. نتایج 

4..1. استخراج اسانس از سیاهدانه
ــق  ــت و اســانس مطاب ــن ثاب ــام، روغ ــن خ ــزان اســتخراج روغ می
ــن و  ــد روغ ــبه درص ــرای محاس ــد. ب ــبه ش ــداول 1، 2 و 3 محاس ج

ــد: ــتفاده ش ــر اس ــای زی ــانس از فرمول ه اس

۱00× (وزن بذر اولیه/ وزن روغن استخراجی) = درصد روغن 
موجود در بذر سیاهدانه  

۱00× (وزن روغن اولیه/ وزن اسانس استخراجی) = درصد 
اسانس موجود در روغن سیاهدانه  

جدول 1. درصد روغن استحصال‌شده از ارقام سیاهدانه در مرحله اول فرایند

ارقام
ناحیه کشت

)شهر/استان(
روغن خام استخراج‌شده 

درصد وزنی/وزنیوزن )گرم(

ایرانی

17/9335/86تایباد/خراسان رضوی

15/0430/08الشتر/لرستان

15/2930/58سمیرم/اصفهان

هندی
18/699/34کردکوی/ گلستان

28/4614/23الشتر/لرستان

جدول 2. درصد روغن ثبت و اسانس استحصال‌شده از روغن سیاهدانه در مرحله دوم فرایند

اسانس استخراج‌شده درصد وزنی/وزنیروغن ثابت درصد وزنی/وزنیناحیه کشت )شهر/استان(ارقام

92/280/72تایباد/خراسان رضویایرانی

91/320/68الشتر/لرستان

90/21/17سمیرم/اصفهان

89/520/48کردکوی/ گلستانهندی

900/61الشتر/لرستان

4..2. خالص‌سازی اجزای مؤثره دارای خواص 
HPLC  دارویی توسط

نتایـج حاصـل از میـزان تیموکینـون موجـود در نمونه هـای بـذر 

سـیاهدانه ایرانـی کشت شـده در سـمیرم و تایبـاد در تصویر 2 نشـان 
داده شـده اسـت. به طوری کـه نمونـه سـمیرم حـاوی 97/9 درصـد و 

نمونـه تایبـاد حـاوی 96/9 درصـد تیموکینون اسـت.

تصویــر 2. کروماتوگــرام مربــوط بــه جداســازی تیموکینــون )الــف(؛ ماتریــس رقــم ســمیرم )حــاوی 97/9 درصــد تیموکینــون )ب(؛ رقــم تایبــاد )حــاوی %96/9 
تیموکینــون و نمونــه مرجــع تیموکینــون )پ(
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4..3. نتایج بررسی اثرات ضدباکتریایی روغن‌های 
مستخرج از بذر سیاهدانه با استفاده از آزمون 

انتشار دیسک

ــتخرج از  ــای مس ــی روغن ه ــرات ضدباکتریای ــی اث ــج بررس نتای
ــک  ــار دیس ــنجش انتش ــا س ــیاهدانه ب ــف س ــام مختل ــای ارق بذره
ــورد  ــای م ــر باکتری ه ــاری ب ــر مه ــا اث ــه آن ه ــه هم ــان داد ک نش

مطالعــه دارنــد (جــداول 3 و ۴)، (تصویــر 3).

Staphylococcus aureus جدول 3. میزان مهار )میلی‌متر( از روغن خام، ثابت و اسانس )2 درصد( نمونه‌های مختلف بذر سیاهدانه بر باکتری

ناحیه کشت -ارقام
)mm( هاله عدم رشد

روغن اسانسروغن ثابتروغن خامآنتی‌بیوتیک

24202223تایباد-ایرانی

25242225الشتر-ایرانی

24201523سمیرم-ایرانی

25231824کردکوی-هندی

25232225الشتر-هندی

1524تیموکینون

Escherichia coli جدول 4. میزان مهار )میلی‌متر( روغن خام، ثابت و اسانس )2 درصد( نمونه‌های مختلف بذر سیاهدانه بر باکتری

هاله عدم رشد )mm(ناحیه کشت - ارقام

روغن اسانسروغن ثابتروغن خامآنتی‌بیوتیک

2515022تایباد-ایرانی

2723025الشتر-ایرانی

25252325سمیرم-ایرانی

29241424کردکوی-هندی

25252025الشتر-هندی

2626تیموکینون

(Escherichia coli واریته ایرانی سمیرم–باکتری) تصویر 3. آزمون انتشار دیسک برای عصاره های مستخرج از بذر سیاهدانه
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4..4. نتایج آزمایش‌های مهاری بر رشد باکتری 
)MIC(

4..4..1. میزان مهار رشد باکتری عصاره‌های خام، ثابت در 
غلظت‌های متفاوت

بــذر  عصاره هــای  مختلــف  ارقــام  باکتریایــی  مهــار  نتایــج 
داده  شــده اند. نشــان  و6   5 جــداول  در  ســیاهدانه 

 جدول 5. اثر مهاری روغن ثابت مستخرج از بذر سیاهدانه کشت‌شده در نواحی مختلف بر باکتری Staphylococcus aureus الف

کنترل 
مثبت

کنترل منفی روغن ثابت در محیط کشت باکتری  )میانگین بازدارندگی( ناحیه کشت

52 21/5 6/52 31/3 1/65 0/87 0/93 0/91

100 0 6/5 5/7 4/9 4/0 3/3 2/6 1/3 0 تایباد/ایرانی

100 0 28 17/3 16/1 15/3 8 5/3 4/3 0 الشتر/ایرانی

100 0 9/3 9 6 5/6 5 4/5 4/3 4 الشتر/هندی

100 0 24 8/3 7/0 2/6 1/6 0 0 0 سمیرم/ایرانی

100 0 15 13/3 7/6 7/3 4/3 0/66 0 0 کردکوی/هندی
الف مقادیر به صورت تعداد (%) نمایش داده شده اند.

جدول 6. اثر مهاری روغن خام مستخرج از بذر سیاهدانه کشت‌شده در نواحی مختلف بر باکتری  Escherichia coli الف

کنترل مثبت کنترل منفی ناحیه کشت روغن ثابت در محیط کشت باکتری )میانگین بازدارندگی(

52 21/5 6/52 31/3 1/65 0/87 0/93 0/91

100 0 15 5 4/9 3/6 3/3 3 0/3 0 تایباد/ایرانی

100 0 7/3 6/3 3 1/6 0 0 0 0 الشتر/ایرانی

100 0 1 0/6 0/3 0 0 0 0 0 الشتر/هندی

100 0 21 9 5/3 5/3 5 2/3 1/6 0/6 سمیرم/ایرانی

100 0 7/3 7 6/7 5 1/3 1/3 0 0 کردکوی/هندی

الف مقادیر به صورت تعداد (%) نمایش داده شده اند.

4..4..2. میزان مهار رشد باکتری اسانس سیاهدانه در 
غلظت‌های متفاوت

نتایــج مهــار باکتریایــی اســانس از ارقــام مختلــف در جــداول 7 و8 
ــده اند.  ــان داده  ش نش

Staphylococcus aureus جدول 7. اثر مهارکنندگی اسانس ارقام مختلف سیاهدانه و تیموکینون استاندارد بر باکتری

واریته سیاهدانه
)µg/mL( غلظت اسانس در محیط کشت

40302010

100986846سمیرم/ایرانی

100966543تایباد/ایرانی

91725031کردکوی/هندی

94856238الشتر/ ایرانی

100956442الشتر /هندی

1001007447تیموکینون
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Escherichia coli جدول 8. اثر مهارکنندگی اسانس ارقام مختلف سیاهدانه و تیموکینون استاندارد بر باکتری

واریته سیاهدانه
)µg/mL( غلظت اسانس در محیط کشت

40302010

452040سمیرم/ایرانی

422430تایباد/ایرانی

211300کردکوی/هندی

241800الشتر/ایرانی

282000الشتر/هندی

492550تیموکینون 

5. بحث 
بــا افزایــش مقاومــت بــه آنتی بیوتیک هــا و عــوارض جانبــی 
ــه  ــا ازجمل ــان بیماری ه ــرای درم ــا، ب ــه آن ه ناشــی از مصــرف بی روی
عفونت هــا، اســتفاده از گیاهــان دارویــی مورد توجــه قرارگرفتــه 
اســت. گیاهــان دارویــی مزیت هــای متعــددی از قبیــل ارزان و 
ــر توســط  ــرش بهت ــع و پذی ــا طب ــودن و ســازگاری ب قابل دســترس ب
بیمــاران را دارنــد. ســیاهدانه ســابقه ای طولانــی در مصــارف دارویــی 
ــواع  ــان ان ــرای درم ــیاهدانه ب ــنتی از س ــب س ــی دارد. در ط و درمان
بیماری هــای مرتبــط بــا سیســتم تنفســی ماننــد آســم، برونشــیت و 
ــوارش اســتفاده می شــود  ــی در سیســتم گ ــای انگل ــان عفونت ه درم
(9). همچنیــن ســیاهدانه دارای خاصیــت ضدتــب و ضــددرد بــوده و 
اســانس آن نیــز دارای خاصیــت بازدارندگــی رشــد تومور (رده ســلولی 
P815 و ICO1) اســت (22). تیموکینــون ترکیبــی مونوترپنوئیــدی در 
اســانس ســیاهدانه اســت کــه شــاید برجســته ترین مــاده موجــود در 
اســانس ســیاهدانه شــناخته می شــود کــه بســیاری از اثــرات درمانــی 
ــود  ــون موج ــتقات کوین ــب و مش ــن ترکی ــود ای ــه وج ــیاهدانه ب س
در آن نســبت داده می شــود (9). اثــر ضدباکتریایــی آن در حــد 
قابل مقایســه بــا آنتی بیوتیــک آموکسی ســیلین در باکتری هــای 
گــرم مثبــت اســت (23). میــزان تیموکینون موجــود در ســیاهدانه به 
عواملــی نظیــر کیفیــت کشــت، اقلیــم جغرافیایــی، ژنتیــک گیاهــی 
ــور  ــت به ط ــت کش ــاظ کیفی ــتگی دارد. از لح ــتخراج بس و روش اس
ــش  ــفر نق ــروژن و فس ــطح نیت ــژه س ــر به وی ــود مؤث ــوع ک ــال ن مث
مهمــی در ترکیــب شــیمیایی اســانس دارد (24، 25). از لحــاظ اقلیــم 
ــن  ــا) عمده تری ــه در لهســتان (شــرق اروپ ــوان نمون ــی به عن جغرافیای
ــا  ــد گام ــایمن و ۱2 درص ــد پاراس ــد از60 درص ــانس عبارتن ــزا اس اج
ترپینئــول (26)، در ایــران (غــرب آســیا) عمده تریــن اجــزاء اســانس 
عبارتنــد از 38/5 درصــد ترانس آنتــول و ۱5 درصــد پاراســایمن و 
0/5 درصــد تیموکینــون (6)، در تونــس (شــمال آفریقــا) عمده تریــن 
ــد  ــایمن و ۱3/7 درص ــد پاراس ــد از 43/5 درص ــانس عبارتن ــزا اس اج
آلفــا پینــن و ۱/65 درصــد تیموکینــون (۱8). یکــی دیگــر از عوامــل 
مؤثــر در اســتخراج تیموکینــون از ســیاهدانه، مربــوط بــه روش 

ــری  ــرای عصاره گی ــداول ب ــای مت ــت. از روش ه ــری آن اس عصاره گی
ســیاهدانه می تــوان بــه اســتخراج حلالــی (روش سوکســله)، تقطیــر 
ــا  ــو و اســتخراج ب ــه کمــک مایکرووی ــا آب و بخــار آب، اســتخراج ب ب
ــکاران  ــق Edris و هم ــود. در تحقی ــاره نم ــی اش ــوق بحران ــیال ف س
ســه روش اســتخراج تقطیــر بــا بخــار آب، تقطیــر بــا آب و اســتخراج 
ــا ســیال فــوق بحرانــی بــرای رقــم ترکیــه ای مقایســه شــده اســت  ب
ــترین  ــته بیش ــی توانس ــوق بحران ــیال ف ــا س ــتخراج ب ــه روش اس ک
ــه تحقیــق  ــا توجــه ب ــزان تیموکینــون را اســتخراج کنــد (۱9). ب می
Ghahramanloo و همــکاران بــرای دو رقــم ایرانــی و هنــدی، 
ــتخراج  ــف) و اس ــلال مختل ــا دو ح ــی (ب ــتخراج حلال ــای اس روش ه
بــا ســیال فــوق بحرانــی مقایســه شــده اســت کــه نشــان داده اســت 
ــون  ــزان تیموکین ــم، می ــر دو رق ــرای ه ــی ب ــتخراج حلال روش اس
اســتخراجی بیشــتری را نســبت بــه روش دیگــر در پــی داشــته اســت 
ــتخراج  ــکاران روش اس ــینی و هم ــق حس ــن در تحقی (۱5)، همچنی
حلالــی (متــد سوکســله) بــرای رقــم ایرانــی کشت شــده در دو حالــت 
اســتخراج تک مرحلــه ای و دومرحلــه ای مقایســه شــده اســت. نتایــج 
ــود کــه در اســتخراج دو مرحلــه ای میــزان  گزارش شــده بدین گونــه ب
ــه  ــه ای س ــتخراج تک مرحل ــه اس ــبت ب ــتخراجی نس ــون اس تیموکین
برابــر بیشــتر بــود (۱6). در مطالعــه حاضــر تعــداد دو رقــم از بذرهــای 
ــت  ــران کش ــف ای ــت بوم های مختل ــه در زیس ــیاهدانه ک ــداول س مت
ــی)،  ــم ایران ــوی (رق ــان رض ــتان خراس ــاد اس ــامل تایب ــوند ش می ش
ــم هنــدی)، الشــتر اســتان لرســتان  کردکــوی اســتان گلســتان (رق
(رقــم ایرانــی و هنــدی) و ســمیرم اســتان اصفهــان (رقــم ایرانــی) از 
ــاارزش  نظــر میــزان روغــن خــام، روغــن ثابــت، اســانس و ترکیــب ب
ــا  ــد. ب ــرار گرفتن ــی ق ــورد بررس ــانس م ــود در اس ــون موج تیموکین
ــه  ــورد مطالع ــام م ــده از ارق ــن استحصال ش ــزان کل روغ ــه به می توج
ــری را  ــام بالات ــن خ ــد روغ ــی درص ــام ایران ــه ارق ــد ک ــان داده ش نش
نســبت بــه ارقــام هنــدی دارنــد. بدین صــورت کــه رقــم ایرانــی نمونــه 
تایبــاد بیشــترین میــزان روغــن خــام و رقــم هنــدی نمونــه کردکــوی 
کمتریــن میــزان را دارد. رقــم هنــدی نمونــه کردکــوی کــه در اقلیــم 
ــدی  ــم هن ــه رق ــبت ب ــود نس ــت می ش ــران کش ــی ای ــدل و باران معت
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ــق انتظــار  ــرار دارد، مطاب ــه الشــتر کــه در اقلیــم نیمه خشــک ق نمون
ــه ســایر  درصــد کمتــری از روغــن را داراســت و همچنیــن نســبت ب
ــان  ــک. در می ــک و نیمه خش ــق خش ــه مناط ــوط ب ــای مرب نمونه ه
ارقــام مورداســتفاده در ایــن مطالعــه رقــم ایرانــی ازنظــر میــزان روغن 
ــزان کل  ــه می ــه ب ــا توج ــن ب ــود، همچنی ــدی ب ــم هن ــر رق ــح ب ارج
ــام ایرانــی و هنــدی مشــاهده شــد کــه  اســانس استخراج شــده از ارق
ارقــام ایرانــی به طورکلــی درصــد اســانس بالاتــری نســبت بــه ارقــام 
هنــدی دارنــد. در ایــن میــان رقــم ایرانــی نمونــه ســمیرم بالاتریــن 
ــه کردکــوی پایین تریــن میــزان  میــزان اســانس و رقــم هنــدی نمون
اســانس را داراســت. بــا مقایســه ارقــام ایرانــی و هنــدی موردتحقیــق 
ــدی  ــم هن ــه رق ــرد ک ــری ک ــوان نتیجه گی ــه، می ت ــن مطالع در ای
نمونــه کردکــوی کــه در منطقــه خــوش آب وهــوا و بارانــی قــرار دارد 
ــه الشــتر کــه در منطقــه نیمه خشــک  ــه رقــم هنــدی نمون نســبت ب
قــرار دارد، مطابــق انتظــار درصــد پایینــی از اســانس را داراســت. زیــرا 
ایــن گیــاه چنــدان در معــرض تنش هــای محیطــی از جملــه کمبــود 
نــور، کمبــود آب، شــوری و مــوارد مشــابه قــرار نداشــت، لــذا سیســتم 
ــرای  ــد پاســخ ایمنــی مناســبی را ب ــرای اینکــه بتوان ــاه ب دفاعــی گی
ــک نشــده اســت؛  ــدان تحری ــد چن ــا از خــود ایجــاد کن ــن تنش ه ای

ــن اســت. ــاه پایی ــه در گی ــای ثانوی ــن شــدت متابولیت ه بنابرای
ــذر 50 گرمــی، میــزان  به طــور جمع بنــدی شــده در یــک واحــد ب
ــرم (0/۱8درصــد از  ــاد 0/36 گ ــه تایب ــی نمون ــم ایران کل اســانس رق
ــه کردکــوی 0/24 گــرم (0/۱2 درصــد  ــذر)، رقــم هنــدی نمون کل ب
از کل بــذر)، رقــم ایرانــی نمونــه الشــتر 0/34 گــرم (0/۱7 درصــد از 
ــه الشــتر 0/305 گــرم(0/۱5 درصــد از  ــذر)، رقــم هنــدی نمون کل ب
ــد  ــرم (0/29 درص ــمیرم 0/58 گ ــه س ــی نمون ــم ایران ــذر) و رق کل ب
ــه  ــی نمون ــم ایران ــن رق ــن  بی ــه از ای ــد ک ــاهده ش ــذر) مش از کل ب
ســمیرم بالاتریــن میــزان کل اســانس و رقــم هنــدی نمونــه کردکــوی 

ــت. ــانس را داش ــزان کل اس ــن می پایین تری
ــا توجــه بــه نتایــج حاصــل از اســتخراج اســانس و آنالیــز کیفــی  ب
ــی  ــتخراجی بالای ــون اس ــزان تیموکین ــه می ــی ک ــانس، اقلیم های اس
ــاب  ــازی انتخ ــه خالص س ــرای مرحل ــمیرم) ب ــاد و س ــتند (تایب داش
ــانس  ــزان اس ــمیرم دارای می ــاد و س ــی تایب ــای ایران ــدند. رقم ه ش
ــرای  ــذر ب ــن ب ــس ای ــد، پ ــا بودن ــه رقم ه ــه بقی ــبت ب ــتری نس بیش
جداســازی و خالص ســازی توســط دســتگاه کروماتوگرافــی بــا 
عملکــرد بــالا در نظــر گرفتــه شــدند. پــس  از انطبــاق بــا کروماتوگــرام 
ــمیرم و  ــای س ــه رقم ه ــد ک ــخص گردی ــون مش ــتاندارد تیموکین اس
تایبــاد بــه ترتیــب دارای 97/9 درصــد و 96/9 درصــد تیموکینــون در 

ــد. ماتریــس اســانس خــود بودن
نتایــج بررســی اثــرات ضدباکتریایــی روغن هــای مســتخرج از بــذر 
ســیاهدانه بــا اســتفاده از آزمــون انتشــار دیســک نشــان داد غلظــت 2 
درصــد روغن هــای خــام، ثابــت و اســانس بذرهــای مختلف ســیاهدانه 
بــر باکتری هــای E. coli و S. aureus بــا اســتفاده از روش هــای 
انتشــار در دیســک در شــرایط in-vitro مــورد بررســی قــرار گرفــت 

ــر رشــد  ــر مهــاری ب و مشــخص گردیــد کــه همــه روغن هــا دارای اث
ــری E. coli و S. aureus هســتند. باکت

ــت و  ــام، ثاب ــای خ ــر عصاره ه ــا اث ــری ب ــد باکت ــار رش ــزان مه می
اســانس ســیاهدانه بــا ســنجش MIC در غلظت هــای متفــاوت نشــان 
ــار باکتریایــی در باکتــری گــرم مثبــت بیشــتر از  ــزان مه داد کــه می
ــا توجــه بــه نتایــج مهــار باکتریایــی عصاره هــا،  گــرم منفــی اســت. ب
حجــم و مقــدار تیموکینــون موجــود در آن، آزمون هــای MIC و 
ــن  ــت. تعیی ــام گرف ــاد انج ــمیرم و تایب ــام س ــانس ارق MBC روی اس
حداقــل غلظــت مهــاری (MIC) اســانس مســتخرج از بذرهــای تایبــاد 
و ســمیرم ســیاهدانه و نمونــه تیموکینــون در باکتری هــای موردنظــر 
ــه، MIC در حــدود غلظــت 3 درصــد و انجــام شــد. در هــر ســه نمون
MBC در غلظــت 6 درصــد روی باکتــری S. aureus بــود. نتایــج ایــن 
 S. aureus ــر باکتــری ــر اســانس ب تحقیــق نشــان داد کــه میــزان اث
بیشــتر از باکتــری E. coli نشــان داده شــد کــه ایــن نتیجــه بــا منابــع 

ــی دارد (27، 28).  ــر همخوان دیگ

5..1. محدودیت‌های پژوهش
از جملــه محدودیت هــای مطالعــه ایــن مــوارد بودنــد کــه از 
ــرد  ــانس و عملک ــد اس ــی از درص ــانس تابع ــرد اس ــه عملک آنجایی ک
گیــاه اســت لــذا عوامــل متعــددی از جملــه کاهــش رطوبــت خــاك 
به دلیــل تنش هــای آبــی ســال های اخیــر تاثیــر مســتقیم بــر 
ــور  ــق نوروزپ ــه در تحقی ــور ک ــاه دارد. همانط ــرد گی ــش و عملک روی
ــا افزایش فواصل آبیاري، درصد  ــت ب ــده اس ــان داده ش ــی نش و رضوان

اسانس و عملکــرد دانه سیاهدانه کاهــش داشــته اســت (29). 

5..2. نتیجه‌گیری
با مقایسـه میـزان روغـن استخراج شـده از ارقـام ایرانـی و هندی در 
ایـن مطالعـه، این طـور می تـوان نتیجه گیـری کـرد کـه بذر سـیاهدانه 
ارقـام ایرانـی کشت شـده در شـهرهای سـمیرم، تایبـاد و الشـتر ایـران 
میـزان درصـد روغـن بالاتـری نسـبت به بـذر سـیاهدانه ارقـام هندی 
کشت شـده در الشـتر و کردکوی ایـران دارند. همچنین بذرهـای ارقام 
ایرانـی مذکـور درصـد اسـانس بالاتری را نسـبت به بذرهای سـیاهدانه 
ارقـام هنـدی ایـن مطالعـه نشـان دادنـد. رقم هنـدی نمونـه کردکوی 
کـه در منطقـه معتـدل و بارانی قـرار دارد نسـبت به رقم هنـدی نمونه 
الشـتر کـه در منطقـه نیمه خشـک قـرار دارد، مطابـق انتظـار درصـد 
پایینـی از روغـن را نشـان داد و همین طـور نسـبت به سـایر نمونه های 
مناطـق خشـک و نیمه خشـک. رقم هنـدی نمونه کردکـوی همچنین 
نسـبت بـه رقـم هنـدی نمونه الشـتر کـه در منطقـه نیمه خشـک قرار 
دارد، مطابـق انتظـار درصـد پائینـی از اسـانس را داراسـت. بالاتریـن 
میـزان تیموکینـون در واریتـه ایرانـی کشت شـده در سـمیرم اصفهان 
مشـاهده شـد. با توجه بـه نتایـج ضدباکتریایـی ترکیبات مسـتخرج از 
روغـن سـیاهدانه ماننـد تیموکینون به نظر می رسـد که ایـن ترکیبات 
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ظرفیـت دارویـی بالایی داشـته و می تواننـد به عنوان ترکیبـات مؤثر در 
داروهـای آنتی بیوتیکی اسـتفاده شـوند.
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ایــن مطالعــه بــا حمایــت مالــی (شــماره 2022/3285) از دانشــگاه 

امــام حســین (ع) انجــام شــده اســت.
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Abstract
Background: Black seed (Nigella sativa L.) is a medicinal plant that is cultivated in different regions of Iran. The importance of 

plants is due to the presence of various bio-active compounds in the seeds, which are especially recommended in Islamic medicine. 
One of its important compounds of the seed is thymoquinone, which is in the essential oil.
Objectives: The purpose of this research is to compare the amount of the extracted essential oil and the thymoquinone in selective 

varieties of black seed in Iran and to investigate their antibacterial activity. 
Methods: The extraction of essential oil from black seed was performed in a two-stage process. First, by the Soxhlet extruder method 

and using petroleum ether as eluent. The extract was obtained, and then the essential oil extraction was performed using Clevenger. 
Separation and purification of thymoquinone from essential oil were performed with high-performance liquid chromatography 
(HPLC). To investigate the antibacterial activity of the oils, the antibiogram test, the minimum inhibitory concentration (MIC), and 
the minimum bactericidal concentration (MBC) were performed.
Results: Iranian varieties of Semirom (Isfahan) and Taibad (Khorasan-Razavi) have the highest amount of essential oil. The results 

of the qualitative analysis of the thymoquinone amount extracted from the essential oils of these two varieties by HPLC showed that 
the essential oils of Semirom and Taibad contained 97.9 and 96.9 percent of thymoquinone, respectively. The MIC was around %3 
(v/v%) and MBC was %6 (v/v%) on Staphylococcus aureus bacterium.
Conclusion: The selected varieties of Semirom and Taibad have the highest amount of thymoquinone, which could be taken into 

consideration in the manufacturing of pharmaceutical products.
Keywords: Nigella sativa, Thymoquinone, Chromatography, High Pressure Liquid, Anti-bacterial Agents
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