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 8/3/84: ، پذیرش مقاله22/12/83: دریافت مقاله

 -α به دلیل وجود مقدار زیادی ترپنوئید      .بابونه آلمانی گیاهی است داروئی که خواص درمانی متعددی دارد           : مقدمه 
 . گیاه خواص ضد میکروبی آن قابل توجه استبیزابولول در عصاره این

از آنجائیکه کاتالاز    . و بهداشت مواد غذائی دارد     پزشکی استافیلوکوکوس اورئوس باکتری بیماریزائی است که نقش مهمی در          
کتری ها  تعیین هویت و بیماریزائی بسیاری از با      ، به عنوان آنزیم تجزیه کننده  آب اکسیژنه نقش مهم و حیاتی در فیزیولوژی            

بررسی تاثیر غلظت های تحت مهاری عصاره الکلی گیاه بابونه  آلمانی بر روی               ، لذا   از جمله استافیلوکوکوس اورئوس دارد     
 . می باشدآنزیم هدف از اجرای تحقیقفعالیت این 

اورزی استان تهران   گیاه بابونه  آلمانی ازباغ مرکز تحقیقات جهاد کش        در این تحقیق بنیادی ـ کاربردی        :مواد و روش ها    
حداقل غلظت های مهاری و کشندگی عصاره بر روی سویه  استاندارد            .  درجه عصاره گیری شد    85تهیه و به وسیله  اتانول      

استافیلوکوکوس اورئوس به روش رقت در براث تعیین وسپس تاثیر غلظت های تحت مهاری عصاره بر فعالیت آنزیم کاتالاز                     
 .کمی با استفاده از روش تیتراسیون با پرمنگنات پتاسیم ارزیابی شدباکتری به صورت نیمه کمی و 

عصاره در   .به ترتیب به عنوان حداقل غلظت های مهاری و کشندگی عصاره تعیین شد              1:16 و   1:32 رقت های  :یافته ها  
ری را نسبت به شاهد     فعالیت آنزیم کاتالاز باکت   % 8/32و  % 8/82به ترتیب   توانست   1:128 و   1:64غلظت های تحت مهاری     

 0.کاهش دهد

 نسبت به شاهد    ،عصارهکمتر از مهار کنندگی      های  ظت در غل   مذکور افت شدید و چشم گیر فعالیت آنزیم      :نتیجه گیری  
ترجمه، ، ی در سطح ژنوم، رونویس     این آنزیم  بدون عصاره احتمالا  نمایانگر تأثیر بر روی یک یا چند مرحله از فرایندهای تولید             

 این آنزیم  می تواند به عنوان هدفی        .؛لذا لازم است در این زمینه مطالعات تکمیلی بیشتری انجام گیرد           باشدمی   .... و لانتقا
 .جدید در طراحی و دستیابی به برخی از مواد ضدباکتریایی باشد

 استافیلوکوکوس اورئوس، کاتالاز، بابونه آلمانی :واژه های کلیدی
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 مقدمه

ان داروئی متعلق به خانواده کامپوزیته است        بابونه از گیاه  
به دلیل حضور برخی    . که دو گونه آلمانی و رومی آن معروفند        

 مطالعات علمی    آن بر روی      ترکیبات خاص در گونه آلمانی      
بیشتری انجام گرفته و نسبت به گونۀ رومی سطح کشت                 
وسیع تری را به خود اختصاص داده است و معتقدند که دارای             

،  چون ضدالتهاب، ضدمیکروب، آرامبخش         یعخواص متنو  
 . )1 ( می باشد و غیرهضداسپاسم
α-            بیزابولول به عنوان مهمترین ترکیب شیمیائی در 

 ). 2،1(عصاره این گیاه دارای اثرات ضد میکروبی است 

بیماریزائی و  ، آنزیم کاتالاز نقش مهمی در فیزیولوژی         
کتری های هوازی و     با). 3(دارد   تعیین هویت باکتری ها         

بی هوازی اختیاری، در تنفس هوازی خود به دلیل داشتن دو             
از می توانند فشارهای     دیسموتآنزیم کاتالاز و سوپراکسید          

اکسیژن را تحمل کرده و آب اکسیژنه ناشی از زنجیرۀ انتقال              
  ک را تجزیه نمایند    یتیهای فاگوس  الکترون و ناشی از سلول      

نزیم نه تنها در سم زدایی آب اکسیژنه نقش دارد           این آ ). 5،4(
بلکه امروزه به عنوان یک مارکر اولیه در کنترل آلودگی                  
 محیطی، در صنایع غذایی به عنوان یک شاخص حضور باکتری          

 به عنوان مدرکی دال بر حیات در کره         حتی در مواد غذایی  و     ها
 . )6 (ماه می باشد

ی های بیماریزایی   استافیلوکوکوس اورئوس یکی از باکتر     
این باکتری نقش مهمی در بروز      . است که تولید کاتالاز می کند     

سیستمیک و  ، عفونت های چرکی   ، مسمومیت های غذایی   
علی رغم وسعت تحقیقاتی که در چند         ). 3(بیمارستانی دارد   

دهه اخیر برروی گیاهان داروئی صورت گرفته است اما در                
 بحث زیادی نشده است      ارتباط با چگونگی مکانیسم عمل آنها      

لذا در مطالعه  حاضر تاثیرغلظت های تحت مهاری عصاره الکلی          
بابونه بر میزان فعالیت آنزیم کاتالاز این باکتری مورد بررسی             

 .قرار گرفته است

 مواد و روش ها

 .این مطالعه از نوع بنیادی ـ کاربردی می باشد

  :عصاره گیری

اغ کشاورزی مرکز    گیاه بابونه آلمانی پس از تهیه از ب           
تحقیقات جهاد کشاورزی استان تهران به محل انجام تحقیق در          
گروه باکتری شناسی دانشکده پزشکی دانشگاه تربیت مدرس          
انتقال داده شد و پس از خشک کردن کامل گیاه در محل                 
تاریک و بدون رطوبت، گل های گیاه از سایر قسمت ها جدا               

 .وخردشدند

 گرم از گل های خرد شده گیاه       10برای تهیه عصاره الکلی،   
 درجه اضافه گردید وعصاره      85 میلی لیتر هیدرواتانول    100به  

سپس هیدرواتانول ). 7( ادامه یافت ١گیری به روش ماسراسیون
 درجه  80عصاره اولیه توسط دستگاه تقطیر در خلاءدر دمای           

سانتیگراد به مدت یک ساعت تبخیر و عصاره تغلیظ شده                
 .)7،8(بدست آمد 

 تهیۀ سویۀ استاندارد

 ،عصاره مهاری و کشندگی      غلظت های   حداقل تعیینبرای  
ه  تهیه شد  ATCC 29213سویه استافیلوکوکوس اورئوس     از  
 .  شد استفادهمرکز رفرانس بیمارستان بوعلی تهراناز

 تعیین هویت سویۀ مورد آزمایش

تعیین هویت سویۀ موردنظر از تست های بیوشیمیایی         در
 و تخمیر    DNAase،  )اسلایدی و لوله ای   (گولاز  کاتالاز، کوا 

 .)9،3(مانیتول استفاده شد

 بررسی کمی حساسیت به روش سریال های رقتی 

 در این روش جهت تعیین حداقل غلظتی که باعث مهار            
 و حداقل غلظتی که باعث مرگ            (MIC)رشد باکتری  ها    

 شد از عصاره الکلی تغلیظ شده سریال های         (MBC)باکتری ها  
 هینتون  -در محیط  مولر   ) … و   1:16،  1:8،  1:4،  1:2(قتی  ر

سپس به هر کدام از رقت ها به ازای هر               .  تهیه شد   2براث

                                                 
1. Maceration method 2. Mueller- Hinton Broth 
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 باکتری فعال اضافه شد، در        5 × 105 میلی لیتر محیط مایع  
محیط کشت حاوی باکتری، بدون      (کنار لوله ها ازشاهد مثبت      

چنین هم. استفاده گردید ) محیط کشت (و شاهد منفی    ) عصاره
از ، برای تعیین تعداد باکتری های زنده تلقیح شده به لوله ها            

لوله شاهد مثبت حجم مشخصی بر روی محیط مغذی کشت            
 37 ساعت در    24در نهایت پلیت و لوله ها به مدت          . داده شد 

آخرین . درجه سانتی گراد انکوبه و سپس نتایج قرائت گردید          
دی مشاهده  رقتی که در آن هیچگونه  کدورت ناشی از رش             

 در نظر گرفته شد واز تمام لوله های           MICنگردید به عنوان     
.  هینتون آگار کشت داده شد      -بدون کدورت روی محیط مولر     

درصد از تعداد   % 9/99آخرین رقتی از عصاره  که قادر به مرگ          
 عصاره  در   MBCباکتری های زنده تلقیح شده بود به عنوان           

 ).10،9(نظر گرفته شد 

سیون های باکتریائی تیمار شده با غلظت های تحت           تهیه سوسپان 
 .مهاری و شاهد بدون عصاره

 کلنی از سویۀ مورد آزمایش به لوله ای حاوی            1-2ابتدا  
  هینتون براث اضافه شد و پس از انکوباسیون در           -محیط مولر 

C°37         مک فارلند یکسان    5/0 کدورت سوسپانسیون فوق با
 .گردید

 هینتون  -تر محیط مولر      میلی لی   1  لولۀ آزمایش   4به  
براث اضافه شد؛ در لوله های اول و دوم غلظت هایی معادل با               

و) MIC(غلظت مهاری   
2

 غلظت مهاری عصاره تهیه شد و        1

هیچگونه عصاره ای   ، به لولۀ سوم به عنوان شاهد بدون عصاره        
ز  میلی لیترا  1دوم و سوم    ، سپس به لوله های اول    . اضافه نشد 

لوله ، در نتیجه . سوسپانسیون میکروبی تهیه شده اضافه گردید      
های اول و دوم حاوی سوسپانسیون های باکتریایی تیمار شده           

با غلظت های        
2

 و 1
4

لوله .   غلظت مهاری عصاره بودند        1

  هینتون -فقط حاوی محیط مولر   ، چهارم به عنوان شاهد منفی    
 .براث بود

 C °37 ساعت در دمای       12-18 لوله به مدت       4هر  
انکوبه شدند تا سوسپانسیون های نسبتا  غلیظی در لوله ها               

سپس جذب نوری لوله های تیمار شده و شاهد            . ایجاد گردد 
 .  نانومترکاملا  یکسان گردید625بدون عصاره در طول موج 

 و  همچنین برای بدست آوردن تعداد باکتری های زنده          
از ، فعال در هر کدام از سوسپانسیون های تیمار شده و شاهد            

هر کدام از لوله ها حجم مشخص و یکسانی بر روی سه محیط              
آگار کشت داده شد؛تا نتایج حاصل از بررسی فعالیت های                

بر حسب تعداد باکتری های زنده موجود در                ، باکتریایی
 ).  12،11(سوسپانسیون ها محاسبه و تعدیل گردد 

  ررسی نیمه کمی فعالیت آنزیم کاتالازب

 های  از سوسپانسیون   یکمیلی لیتر از هر     5/0  در این آزمایش،  
باکتریایی تیمار شده و شاهد بدون عصاره به طور جداگانه به              

سپس به هر کدام از      . ی همولیز استریل انتقال داده شد      هالوله 
 پس از   اضافه گردید و  % 3 میلی لیتر آب اکسیژنه      5/0 لوله ها 

ی ا ثانیه مخلوط کردن، میزان تشکیل و بالا آمدن حباب ه           30
 ).9( شد اکسیژن با هم مقایسه

 بررسی کمی فعالیت آنزیم کاتالاز به روش تیتراسیون

ینکه آب اکسیژنه یک ماده اکسید کننده است        ابا توجه به    
می توان غلظت آن را در محلول ها به روش تیتراسیون با واسطۀ           

 .  کردتعیین کننده مواد احیاء

در این آزمایش از سوسپانسیون های باکتریایی تیمار شده         

با غلظت های    
2

 و    1
4

 غلظت مهاری عصاره و شاهد بدون          1

عصاره کدورت های نسبتا  غلیظ و کاملا  یکسانی تهیه و مورد             
 . استفاده قرار گرفت

 ارلن کوچک و تمیز          4 ابتدا     برای انجام آزمایش،    
 97/0 میلی لیتر آب اکسیژنۀ 1شماره گذاری و به هر کدام مقدار 

سپس به منظور   . اضافه گردید ) شرکت مرک آلمان  % 3(مولار  
 1بررسی فعالیت کاتالازی عصارۀ مورد آزمایش به ارلن شماره           

 میلی لیتر از رقتی معادل با          5/0به عنوان شاهد منفی،       
2

1 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 y

af
te

.lu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

4-
20

 ]
 

                               3 / 7

http://yafte.lums.ac.ir/article-1-1090-fa.html


غلامرضا گودرزی   بر آنزیم کاتالاز  الکلی بابونه آلمانی تأثیر عصاره
 

 84 یافته، دوره هفتم، پاییز و زمستان / 52 

اضافه شد همچنین به    ) بدون باکتری (عصاره   از   غلظت مهاری 
 میلی لیتر از سوسپانسیون باکتریایی شاهد       5/0،  2ارلن شماره   
 از سوسپانسیون    لیتر  میلی 5/0 ،3 ارلن شماره    به،بدون عصاره 

باکتریایی تیمار شده با غلظت        
2

 غلظت مهاری عصاره و به        1

 از سوسپانسیون باکتریایی تیمار      لیتر  میلی 5/0 ،4 شماره   ارلن

شده با غلظت 
4

 .  غلظت مهاری عصاره اضافه شد1

 دقیقه در دمای اتاق        15 ارلن به مدت        4سپس هر    
نگهداری شدند، تا زمانی که حباب های اکسیژن ناشی از تأثیر            

در . نه مشاهده نگردد  آنزیم کاتالاز باکتریایی بر روی آب اکسیژ       
 بر   ارلن ها را تکان داده تا تأثیر آنزیم         یمدت انکوباسیون گاه  

 . سوبسترای خود  به خوبی صورت گیرد

 بورت تیتراسیون نصب و از پرمنگنات            فاصلهدر این    
 . پر گردید)  نرمال25/0( مولار 05/0 (KMnO4)پتاسیم 

 میلی  5 حجمپس از مدت انکوباسیون به هر کدام از ارلن ها           
اضافه گردید تا محیط     )  نرمال 4( مولار   2 اسید سولفوریک     لیتر

 .واکنش کاملا  اسیدی و برهم کنش آنزیم بر سوبسترا متوقف گردد         
در مرحلۀ  بعد عمل تیتراسیون به طور جداگانه بر روی ارلن ها               

 قطره  بدین صورت که به هرکدام از ارلن ها قطره        . صورت  پذیرفت 
پتاسیم اضافه و مخلوط گردید تا زمانی که کل          محلول پرمنگنات   

H2O2     با اضافه کردن یک     به طوریکه  ؛ موجود در ارلن احیاء شده 
.  محلول درون ارلن به رنگ صورتی درآید        پرمنگنات پتاسیم قطره  

سپس حجم پرمنگنات مصرف شده برای هر ارلن به طور دقیق              
 و حجم های   این عمل بر روی هرکدام از ارلن ها انجام        . ثبت گردید 

 . شدمصرفی پرمنگنات یادداشت 

با داشتن حجم مصرفی پرمنگنات پتاسیم برای ارلن              
*V2می توان با استفاده از فرمول         ) منفیشاهد   (1شماره  
Cm2 = Cm1* V1)   مولاریته =Cm(    مولاریته آب اکسیژنه

 (mmol)را به دست آورده و در نتیجه تعداد میلی مول های              
H2O2    مورد استفاده  % 3 آب اکسیژنه    لی لیتر  می 1موجود در

بدیهی است با داشتن حجم       . در آزمایش را به دست آورد        

 4 و   3، 2مصرفی پرمنگنات برای هر کدام از ارلن های شماره           
می توان مولاریته و سپس تعداد میلی مول های مصرف شده             

H2O2      به ارلن شماره     نسبت توسط باکتری های تیمار شده را 
) شاهد مثبت  (2و یا نسبت به ارلن  شماره        ) شاهد منفی (یک  

 با توجه به تعدادباکتری های موجود در هر یک از              محاسبه و 
 .)13( تعدیل کرد آماریو از نظر ه مقایسسوسپانسیون ها

کلیه  آزمایشات فوق سه بار تکرار و نتایج با استفاده از نرم            
  . آنالیز شدSPSSافزار 

 یافته ها
 :یشاهویت سویۀ  مورد آزمتایج حاصل از تعیین ن

استافیلوکوکوس (در رنگ آمیزی گرم، سویه مورد آزمایش       
به صورت کوکسی های گرم مثبت با      ) ATCC 29213اورئوس  

 . آرایش های متنوعی مشاهده شد

در آزمایشات بیوشیمیایی تعیین هویت، واکنش های کاتالاز،       
ر  سویۀ مورد آزمایش مثبت و با تخمی          DNA´aseکواگولاز و   

 . سالت آگار همراه بود–مانیتول بر روی محیط مانیتول  قند

 :به روش سریال های رقتی عصاره MBC و MICنتایج حاصل از تعیین 

 به روش سریال های رقتی،       MBC و    MICدر تعیین     
 1:16  و در رقت   (MIC)باعث مهار رشد     1:32 عصاره در رقت  

 .  مورد آزمایش شد)MBC(باعث مرگ باکتری

 بر   عصاره اصل از بررسی تأثیر غلظت های تحت مهاری         ح نتایج
  :فعالیت آنزیم کاتالاز

 نتایج نیمه کمی ) الف

نتایج حاصل از بررسی نیمه کمی فعالیت آنزیم نشان داد           
 میزان تشکیل     ،عصاره 1:128 و     1:64 که در غلظت های    

حباب های اکسیژن و فعالیت آنزیم نسبت به شاهد بدون عصاره          
 )1 شماره جدول(ست کاهش یافته ا

 نتایج حاصل از بررسی نیمه کمی فعالیت آنزیم ـ1 شماره جدول
 کاتالاز درغلظت های تحت مهاری عصاره

عصاره شاهد بدون عصاره  1:128 1:64 
 رقت

 فعالیت 
 فعالیت کاتالازی + +++ ++++ -
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 نتایج کمی) ب

نشان داده شده           2و1  همچنان که در نمودارهای
عالیت آنزیم کاتالاز و در نتیجه غلظت آب            میانگین میزان ف   

اکسیژنه مصرفی توسط باکتری های تیمار شده با غلظت های           
 عصاره نسبت به شاهد بدون عصاره شدیدا             1:128و   1:64

همچنین مشخص شد که عصاره به تنهایی        . کاهش یافته است  
 .هیچگونه فعالیت کاتالازی ندارد
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1/64  - 1/128 بدون عصاره C-

ظت
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م

 
) ml/ mmol( اکسیژنه مصرفی آبیانگین غلظتـ م1 شماره دارنمو

غلظت های تحت مهاری عصاره  توسط باکتری های تیمار شده با
 نسبت به شاهد بدون عصاره
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1/64    - 1/128 بدون عصاره C-

 میانگین درصد فعالیت آنزیم کاتالاز در ـ2شماره نمودار       
 نسبت به عصاره ت مهاری تیمار شده با غلظت های تحیباکتری ها

 مشاهده بدون عصاره
 

 بحث

 آنزیم کاتالاز قادر است          ، باکتری ها  تنفس هوازی  در
 را بدون    تولید شده از زنجیره انتقال الکترون      پراکسید هیدروژن 

کاتالاز در مقایسه با اعضای     . ایجاد رادیکال های آزاد تجزیه کند    

 است چون   رد به ف   یک آنزیم منحصر    ،دیگر خانوادۀ  پراکسیداز  
هر دو فعالیت کاتالازی و سوپراکسیدازی را از خود نشان                 

 . )6 (می دهد

22     کاتالازی
cat

22 OOH2OH2 +→ 

                                                                    

               SOH2SHOH 2
cat

222 +→+  
 پراکسیدازی

ای شاخص های بیماری زایی     استافیلوکوکوس اورئوس دار  
و فیزیولوژیک متعددی است که می توانند هدف مواد ضد                

آنزیم کاتالاز به همراه            .میکروبی مختلفی قرارگیرند       
سوپراکسیددیسموتاز در این باکتری یکی از شاخص های مهم          
فیزیولوژیک است که هم در شناسائی و هم در بروز بیماریزائی            

به طور اختصاصی    ) 3(ارد  و فرار از سیستم ایمنی نقش د          
 در برهم کنش با پاتوژن ها اکسیژن را        ها  و ماکروفاژ   ها نوتروفیل

سپس این یون   .  سوپراکسید می کنند  نمصرف کرده و تولید یو    
 پائین درون واکوئل فاگوسیتی توسط آنزیم دیسموتاز          PHدر  
 یک ملکول کوچک است که      H2O2.  تبدیل می شود  H2O2به  

  قادر به عبور از غشاء سیتوپلاسمی        ،یدبرخلاف یون سوپراکس  
 رادیکال سمی     ، بوده و در واکنش با یون آهن               باکتری

و یا   ) واکنش فنتون  ( ایجاد می کند       (OH)هیدروکسیل   
 با پراکسیدازها زنجیره ای از واکنش ها را       برهم کنش می تواند در   

 راه اندازی کند که در طی آنها اکسیژن های نوزاد تولید می شود          
این رادیکال های آزاد اکسیژن، اثرات سمی خود را بر             . )14(

 .)15 (، پروتئین ها و چربی ها اعمال می کنندDNAروی 

 مطالعات مختلف نقش این آنزیم را در بیماری زایی برخی از           
 جی و   2004در سال   ). 16،15(باکتری ها به اثبات رسانده است        

 در بقای     نشان دادند که کاتالاز نقش بسیار مهمی          1همکارانش
 در برابر عوامل        ملیتنسیسدرون سلولی باکتری بروسلا           

تیک دارد و این آنزیم با تجزیه آب اکسیژنه تولید شده               یفاگوس
 . )16 ( باکتری می گرددبقای بیشترتوسط این سلول ها باعث 

                                                 
1. Gee et al  
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  در سال    2 و جرس  1 گارسیا –در تحقیقی که توسط سولر      
 ثابت شد که      آ انجام گرفت    هر گنو بر روی نایسریا    2004

 H2O2ی  م نسبت به اثرات س      این باکتری  وتانت های کاتالاز م
ی ترسلول های فاگوسیک بقای کم   در مواجه با    بسیار حساس و  

 .)15( دارند

 4 و وو   3ی به نام های والفبیس     ین محقق 2003در سال    
 .فعالیت آنزیم کاتالاز را براساس روش فلورومتری تعیین کردند         

 – تتراسایکلین    – IIIوپیوم  در این روش که سیستم آئر         
 نامیده می شود با اضافه        (EUTe-HP)هیدروژن پراکسید    

کردن آنزیم کاتالاز به سیستم مذکور پراکسید هیدروژن تجزیه          
 تتراسایکلین  –شده و فعالیت فلورسنتی کمپلکس آئروپیوم          

 می توان به طور کمی میزان       می یابد در نتیجه    شدیدا  کاهش   
ه در تحقیق حاضر روش ب     .)6 (را سنجید فعالیت آنزیم مذکور     

 براساس میزان آب    ، فعالیت آنزیم کاتالاز    ارزیابی کار رفته برای  
یتراسیون با  تاکسیژنه باقی مانده در محیط بود که توسط روش          

 .  )13 (مواد احیاء کننده مورد سنجش قرار گرفت

بسیاری از ترکیبات شیمیائی می توانندبه عنوان مهار             
 ) 17(ت این آنزیم بکار گرفته شوند کننده فعالی

 نتیجه گیری

در مطالعه ما نیزتاثیر این عصاره بر روی میزان فعالیت              
کاتالازی استافیلوکوکوس اورئوس مورد بررسی قرار گرفت و            
نتایج نشان داد که غلظت های تحت مهاری عصاره می توانند             

 افت  .فعالیت آنزیم مذکور را به طور چشمگیری کاهش دهند          
کمتر از   های  ظت در غل   مذکور دید و چشم گیر فعالیت آنزیم     ش

عصاره نسبت به شاهد بدون عصاره احتمالا            مهار کنندگی    
نمایانگر تأثیر بر روی یک یا چند مرحله از فرایندهای تولید در             

 لذا لازم است باشدمی  .... وترجمه، انتقال، یسطح ژنوم، رونویس  
 با توجه به    .ری انجام گیرد  در این زمینه مطالعات تکمیلی بیشت     

ای فیزیولوژیک و     ه نقش مهم و اساسی کاتالاز در فعالیت          
 این آنزیم  می تواند به عنوان هدفی جدید        ، ها پاتولوژیک باکتری 

 .در طراحی و دستیابی به برخی از مواد ضدباکتریایی باشد
1

                                                 
1. Soler-Garcia 3. Wolfbeis 
2. Jerse 4. Wu 
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