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  چكيده
با انواع طبيعي، ) كربي و ضداكسيداسيونضدمي(هاي شيميايي  توجه و علاقه فزاينده به جايگزيني نگهدارنده     

هاي گياهي شده است، تا  ها و اسانس موجب مطالعات زيادي در مورد منابع گياهي و جستجوي انواع عصاره
در اين مطالعه، لگاريتم درصد احتمال . هاي شيميايي پيدا نمود نگهدارنده برايبتوان جايگزيني مناسب و طبيعي 

) درصد 06/0و  03/0صفر، (هاي مختلف  در محيط آبگوشت قلب و مغز متأثر از غلظترشد سالمونلا تيفي موريم 
مورد ) گراد درجه سانتي 15و 25، 35(روز نگهداري در سه درجه حرارت  21اسانس آويشن شيرازي در طي 

يز ، آنال> 05/0p(داري  طور معني لگاريتم درصد احتمال رشد سالمونلا تيفي موريم به. بررسي قرار گرفت
كه در غلظت صفر درصد اسانس در درجات  طوري به. هاي مختلف اسانس قرار گرفت تحت تاثير غلظت) واريانس
درصد به  03/0كه در غلظت  در حالي. بود 41/0و 07/1، 07/1گراد به ترتيب  درجه سانتي 15و 25، 35حرارت 
بر طبق نتايج . بود -23/4و  -23/4 ،- 23/4درصد به ترتيب  06/0و در غلظت  -24/3و  -24/3،  -93/2ترتيب 

  .موريم با افزايش غلظت اسانس كاهش پيدا كرد دست آمده، درصد احتمال رشد سالمونلاتيفي به
 

  اسانس آويشن شيرازي، سالمونلا تيفي موريم، لگاريتم درصد احتمال رشد :واژگان گل
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  ...اثر اسانس آويشن شيرازي

 مقدمه
هاي اخير، توليدكنندگان مواد غذايي توجه  در سال     
از جمله (هاي طبيعي  يادي به استفاده از نگهدارندهز

. اند جاي شيميايي در محصولات خود نموده به) گياهي
كنندگان  علت تمايل زياد مصرف طرف به اين امر از يك

به استفاده از مواد غذايي فرآوري شده بدون 
هاي طبيعي و  المقدور با نگهدارنده نگهدارنده و يا حتي

رچه بيشتر مسئولان و متوليان از طرف ديگر توجه ه
]. 4، 15، 16، 17[باشد  بهداشتي به اين موضوع مي

هاي گياهان معطر  دست آمده از گونه  هاي به اسانس
سازي،  داراي مصارف زيادي در صنايع صابون

]. 3[باشند  عطرسازي، صنايع غذايي و غيره مي
باكتريايي و  تحقيقات زيادي در مورد اثرات ضد

هاي  هاي گياهي از جمله اسانس اسانسنگهدارندگي 
انجام  Lamiaceaeدست آمده از گياهان خانواده  به

  آويشن شيرازي  ].6، 11، 13، 15، 16، 17[شده است 
)Boiss. Zataria multiflora ( يكي از گياهان اين

باشد كه بومي ايران، افغانستان و  خانواده مي
، .Zataria multiflora Boissگياه . پاكستان است

هاي متعدد، نازك، سخت  اي و داراي ساقه گياهي بوته
متر،  سانتي 80تا  40و بسيار منشعب، به ارتفاع 

برگ . پوش، سبز متمايل به سفيد و معطر است گردينه
آن كوتاه، داراي دمبرگ كوتاه، مدور يا بيضي شكل 

متر، در قاعده مقطع تقريباً  ميلي 5- 7با طول و عرض 
هاي  گل. دار است تها مدور و نوكچهقلبي شكل و در ان

اي بسيار متراكم و واقع در  آن سفيد و كوچك گويچه
ها  هاي باريك تسبيح مانند، ساده و براكته آذين گل
 2كاسة گل غشايي كوتاه به طول . دراز است پهن
ها مژكدار، داراي  پهلو و در زاويه 5متر،  ميلي
عدد و  4ها  پرچم. باشد هاي مثلثي كوتاه مي دندانه
تر  جام گل سفيد و اندكي طويل. دو مساوي است دوبه

از اين گياه در طب سنتي ]. 18[باشد  از كاسة گل مي
عنوان  سپتيك ياد شده است و به عنوان آنتي به

  در اين ]. 5[شود  دهنده مواد غذايي استفاده مي طعم
  

  مطالعه، لگاريتم درصد احتمال رشد 
)Log Probability Percentage, Log P% ( سالمونلا

يكي از ) (Salmonella typhimurium(تيفي موريم 
هاي منتقله از راه مواد  هاي موثر در عفونت باكتري
  در يك محيط آبگوشت قلب و مغز ) غذايي

)Brain Heart Infusion Broth, BHI ( متأثر از
) درصد 06/0و  03/0صفر،(هاي مختلف  غلظت

روز نگهداري در  21اسانس آويشن شيرازي در طي 
گراد مورد  درجه سانتي 15و 25، 35درجات حرارت 

  .بررسي قرار گرفت
  

  مواد و روش كار
  طرح آزمايش

بررسي اثرات اسانس آويشن شيرازي بر روي      
سالمونلا  %Log Pيكي از فاكتورهاي رشدي يعني 

هاي  متأثر از غلظت BHIتيفي موريم در محيط 
اسانس، در طي ) صددر 06/0و  03/0صفر،(مختلف 

 15و 25، 35روز نگهداري در درجات حرارت  21
  .گراد درجه سانتي

  
  تهيه اسانس و آناليز آن

گياه آويشن شيرازي از استان فارس در فصل      
آوري شد و توسط گياهشناس  تابستان جمع

پژوهشكده گياهان دارويي جهاددانشگاهي تاييد نام 
اه به روش پس از تهية اسانس گي. علمي گرديد

Steam distillation هاي هوايي گياه،  از سرشاخه
آناليز اسانس توسط دستگاه گاز كروماتوگراف 

. انجام شد (GC/MS)متصل به طيف نگار جرمي 
با  Thermoquest Finniganاز نوع  GC/MSدستگاه 

 250متر و قطر داخلي  30ستون مويينه به طول 
يكرومتر با م 25/0ميكرومتر و ضخامت لاية داخلي 

 c 5/2با افزايش تدريجي  c 265تا  c 50برنامة دمايي 
 30به مدت  c 265در هر دقيقه و نگهداري ستون در 

  و گاز  c 250دماي اتاقك تزريق . دقيقه استفاده شد
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  آخوندزاده و همكاران

. ليتر در دقيقه بود ميلي 5/1حاصل هليم با سرعت 
ولت و  الكترون 70با انرژي يونيزاسيون  EIشناساگر 
  .بود c 250نبع يونيزاسيون دماي م

  
  ارگانيسم مورد مطالعه

فاژ  138كشت ليوفليزه سالمونلا تيفي موريم شماره      
تهيه شده از ) توسط انستيتو پاستور فرانسه( 2تايپ 

گروه ميكروبيولوژي دانشكده دامپزشكي تهران جهت 
در ابتدا اين كشت . اين بررسي مورد استفاده قرار گرفت

درجه  37در  BHIمحيط آبگوشت ليوفليزه در 
طور متوالي  ساعت، دو مرتبه به 18گراد به مدت سانتي

سپس كشت دوم به ميزان پنچ به . تجديد كشت داده شد
هاي  يك با گليسرين استريل مخلوط شد و در قسمت

هاي ميكروسانتريفيوژ اپندرف استريل  مساوي در لوله
  .گراد نگهداري شد درجه سانتي - 20در 

 
  ميزان تلقيح باكترياييتهيه 

تهيه ميزان تلقيح باكتري مورد آزمايش، با انتقال      
باكتري از لوله ميكروسانتريفيوژ اپندرف به محيط 

 37ساعت در  18و نگهداري به مدت  BHIآبگوشت 
مجددا كشت دومي از . گراد انجام گرفت درجه سانتي

به (ديگر BHI ساعته اول، در آبگوشت  18اين كشت 
. تهيه شد) گراد درجه سانتي 37ساعت،  18 مدت

ليتر آبگوشت  ميلي 5حاوي  cuvettهاي  سپس لوله
BHI سپس، مقادير مختلفي از . استريل تهيه شد

هاي  دوم بر روي لوله ساعته BHI18 كشت آبگوشت 
cuvett با استفاده از دستگاه . مختلف مذكور برده شد

در ) Milton Roy company, USA(اسپكتروفتومتر 
هاي مذكور  نانومتر، جذب نوري لوله 600طول موج 

، cuvettهاي  از محتويات اين لوله. خوانده شد
انجام شد و  pour plateشمارش باكتريايي به روش 

باكتري در  1×107حاوي تقريبا  cuvettدر آخر، لوله 
بدين ترتيب در هر بار . ليتر مشخص شد هر ميلي

، با )درصد احتمال رشد تعيين لگاريتم(انجام آزمايش 
 1×107مشخص شدن جذب نوري كه معادل تقريباً 

  كه بعد با كشت (ليتر بود  باكتري در هر ميلي
pour plate لوله )شد نيز تاييد مي ،cuvett  حاوي

ليتر مشخص  باكتري در هر ميلي 1×107تقريباً 
تايي از  10هاي رقت  سپس از اين لوله، سريال. شد مي
هاي رقت  با استفاده از لوله) رقت 8( 10-2تا  105

هاي  حاوي غلظت BHIليتر آبگوشت  ميلي 9حاوي 
اسانس كه ) درصد 06/0و  03/0صفر،(مورد نظر 

  ].2[شد  نحوه تهيه آن در ذيل آمده، تهيه مي
  

با غلظت هاي مورد  BHIتهيه محيط آبگوشت 
  نظراسانس

ريباً ليتر آبگوشت پايه تق ميلي 100ابتدا جهت تهيه      
گرم پودر محيط كشت  7/3مورد نياز براي يك حالت، 

BHI  ليتر آب مقطر در يك ارلن با  ميلي 90را در
هاي مورد  حرارت ملايم حل نموديم و سپس غلظت

درصد  10اسانس، ) درصد 06/0و  03/0صفر،(نظر 
DMSO )ها كننده براي تمام حالت عنوان امولسيون به (

كننده براي  عنوان تثبيت به(درصد آگار آگار  05/0و 
در نهايت با ]. 4، 10[را اضافه كرديم ) ها تمام حالت

 100(استفاده از آب مقطر به حجم مورد نظر 
سپس محتويات تهيه شده درارلن . رسيديم) ليتر ميلي

 9هريك به ميزان (دار  در پيچ) رقت(هاي  را در لوله
درجه  121(پخش كرديم و در اتوكلاو ) ليتر ميلي
قابل توضيح .  استريل نموديم) دقيقه 15گراد  تيسان

درجه  3كه سه غلظت اسانس براي  است، از آنجايي
حرارت در اين آزمايش در نظر گرفته شد، بنابراين 

براي هر حالت نيز، دقيقاً . در مجموع نه حالت داشتيم
) با غلظت مورد تظر اسانس(ليتر آبگوشت  ميلي 72

ليتري، مورد  ميلي 9رقت هر كدام  8براي تهيه 
  ]. 2[نيازبود 

  
  و گرمخانه گذاري BHIتلقيح آبگوشت 

با جذب  cuvettگونه كه گفته شد از لوله  همان     
باكتري در هر  1×107كننده نوري كه مشخص

 10-2تا  105تايي از  10هاي رقت  ليتر بود، سريال ميلي
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  ...اثر اسانس آويشن شيرازي

 9هاي رقت حاوي  با استفاده از لوله) رقت 8(
هاي مورد نظر  حاوي غلظت BHIگوشت ليتر آب ميلي

از . اسانس تهيه شد) درصد 06/0و  03/0صفر،(
اي شمارش بيشترين  لوله 24كه از روش  آنجايي

)  Most Probable Number, MPN(تعداد احتمالي 
براي تعيين لگاريتم درصد احتمال رشد باكتري 

هر يك از ) ليتري ميلي 9(استفاده شد، لذا محتويات 
هاي  طور استريل در قسمت دار، به در پيچ هاي لوله

  دار  لوله سرپوش 3ليتري در داخل  ميلي 3مساوي 
)mm 100×16 Becton Dickson ( استريل ريخته و

لوله براي هر حالت  3×8=24ترتيب مجموع  بدين
اي در هر يك از  لوله 24هر مجموعه ]. 2[دست آمد  به

 15و 25، 35هاي مورد نظر در مطالعه يعني  حرارت
در . روز نگهداري شدند 21مدت  به گراد درجه سانتي
 6، 5، 4، 3، 2، 1روزهاي صفر، (دفعه  12طي اين مدت 

ها جهت مشاهده كدورت  تمام لوله) 21و 18، 15، 12، 9،
  ].2[رشدي قابل رؤيت مورد بررسي قرار گرفتند 

  
 Log(محاسبه لگاريتم درصد احتمال رشد 

Probability Percentage, Log P%(  
     Log P% كدورت (هاي مثبت  از روي تعداد لوله

روز  21در طي ) قابل روئيت حاصل از رشد باكتري
  : نگهداري، با استفاده از فرمول

Log P% = 2-(log I/3- log MPN/3)  2، 14[محاسبه شد:[  
log I/3 = ليتر لگاريتم ميزان دوز تلقيح در يك ميلي  

log MPN/3 =  ها در  احتمالي باكتريلگاريتم تعداد
 ليتر يك ميلي

 
  آناليز آماري

با  %Log Pهاي مختلف اسانس بر روي  اثرغلظت     
 استفاده از آناليز واريانس و با كمك نرم افزار

(SPSS 10.0 for Windows, SPSS Inc.) ارزيابي شد.  
 

  نتايج
 نتيجه آناليز تركيبات اسانس آويشن شيرازي مورد      

در  GC-MSاين مطالعه با استفاده از استفاده در 
گونه كه  همان. نشان داده شده است 1جدول شماره 

دهنده اسانس،  در جدول آمده، بيشترين تركيب تشكيل
  .است) درصد carvacrol )12/71كارواكرول 

سالمونلاتيفي موريم مورد %Log P نتايج حداكثر      
ف هاي مختل متأثر از غلظت BHIمطالعه در آبگوشت 

 21اسانس مذكوردر طي ) درصد 06/0و  03/0صفر، (
درجه  15و 25، 35روز نگهداري در درجات حرارت 

در . نشان داده شده است 2گراد در جدول شماره  سانتي
  .است%Log P ، روز رسيدن به حداكثر Dاين جدول، 

هاي مختلف  غلظت) > 05/0p(دار  تاثير معني     
ده از آناليز با استفا %Log Pاسانس بر روي 

  . واريانس نشان داده شد
  

  بحث
هاي گياهي يكي از منابع بالقوه واجد تركيبات  اسانس     

باشند و براي اين منظور بسيار موثر  ضدباكتريايي مي
مقايسه نتايج گزارش شده در مورد ]. 1[و مفيد هستند 

هاي مختلف بسيار مشكل  خواص ضدباكتريايي اسانس
هاي  توان به تفاوت در روش ن مياز دلايل آ. باشد مي

ها، منابع  باكتريايي اسانس  مختلف بررسي خواص ضد
كار برده شده نام  هاي باكتريايي به تهيه آنها و سويه

هاي  طور كلي، تركيبات اسانس به]. 1، 11، 13، 15[برد 
گياهي بر حسب منطقه جغرافيايي رويش اين گياهان، 

تهيه اسانس، روش واريته گياهي، سن گياه در هنگام 
]. 1[باشد  خشك كردن و استخراج اسانس متفاوت مي

هاي مختلفي در مطالعات مختلف به منظور بررسي  مدل
هاي گياهي  گي اسانس باكتريايي و نگهدارنده اثرات ضد

هاي  ها از مدل در برخي از اين روش. استفاده شده است
آزمايشگاهي مثل محيط كشت و در برخي ديگر از 

ي غذايي براي بررسي اثرات ضدباكتريايي ها مدل
]. 8، 9، 12، 16، 17[ها استفاده شده است  اسانس

دست آمده  بنابراين با توجه به مطالب گفته شده نتايج به
  . باشد در مطالعات مختلف بعضاً متفاوت مي

  اي شمارش  لوله 24در مطالعه حاضر، از روش      
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  آخوندزاده و همكاران

  

  آويشن شيرازي مورد مطالعه  نتايج آناليز اسانس - 1جدول شماره 
  GC-MSبا استفاده از

 نام تركيب انديس بازداري  درصد

19/0 930 Thujene

26/4 937 Alpha-Pinene

43/0 976 Beta-Pinene

85/0 985 Beta-myrcene

37/3 1024  Eucaliptol

34/7 1055  Gama-Terpinene

68/0 1090  Linalool

47/0 1236  Thymol methyl ether

46/0 1243  Carvacrol methyl ether

12/71  1299  Carvacrol

41/0 1418  Trans-Caryophyllene

32/2 1582  Globulol

 جمع 90/91

  

  
  
  

 BHIسالمونلاتيفي موريم در آبگوشت ) %Log P(حداكثر لگاريتم درصد احتمال رشد  -2جدول شماره 
روز نگهداري در درجات حرارت مختلف و روز  21انس آويشن شيرازي در طي هاي مختلف اس متأثر از غلظت

  ).Log P% )Dرسيدن به حداكثر 
 
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MPNها با كدورت قابل  ، بر اساس شمارش لوله
به علت رشد باكتري سالمونلا تيفي موريم (رؤيت 

هاي مختلف  با غلظت BHIتلقيح شده در محيط 
روز نگهداري در درجات حرارت  21اسانس در طي 

راي تعيين يكي از ب) گراد درجه سانتي 15و 25، 35

استفاده  %Log Pفاكتورهاي رشدي باكتريايي يعني
گونه كه گفته شد،  در اين بررسي همان .]2، 14[ شد

حالت امولسيون ) تثبيت(به منظور ايجاد و حفظ 
در طي مطالعه به  BHIاسانس مذكور در محيط 

]. 4، 10[و آگار آگار استفاده شد  DMSOترتيب از 

D   حداكثرLog P% 
شيرازي غلظت اسانس آويشن

 )درصد(
 گراد درجه حرارت بر حسب سانتي

0  07/1 0 35 
0  93/2-  03/0  
1  23/4-  06/0  
1  07/1 0 25 
1  24/3-  03/0  
5  23/4-  06/0  
3  41/0 0 15 
5  24/3-  03/0  
15  23/4-  06/0  
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حتي (گرفتن اثرات احتمالي در ضمن براي در نظر 
هاي  باكتريايي اين دو تركيب، كليه محيط ضد) ناچيز
BHI بدون ) هاي حالت(هاي  تهيه شده، حتي محيط

 DMSOاسانس نيز حاوي مقادير در نظر گرفته شده 
دست آمده، اسانس  بر طبق نتايج به. و آگار بودند

  داري  آويشن شيرازي مورد مطالعه، اثر معني
)05/0p <( هاي مورد استفاده  را در غلظت) ،صفر  

سالمونلا  %Log P، بر روي )درصد 06/0و  03/0
روز نگهداري در درجات  21تيفي موريم در طي 

كه  طوري به. حرارتي مختلف مورد مطالعه نشان داد
روز نگهداري،  21گراد در طي  درجه سانتي 35در 

باكتري در غلظت صفر درصد  %Log Pحداكثر 
  كه اين ميزان در غلظت  بود در حالي 07/1اسانس 

 -23/4درصد  06/0و در غلظت  -93/2درصد  03/0
 25در . بود كه به ميزان قابل توجهي كاهش پيدا كرد

روز نگهداري، حداكثر  21گراد در طي  درجه سانتي
Log P%  ،درصد  06/0و  03/0در حضور صفر

 15و در  - 23/4و  -24/3، 07/1اسانس به ترتيب 
 -23/4و  -24/3، 41/0گراد به ترتيب  سانتيدرجه 

  .بود، كه به ميزان قابل توجهي نيز كاهش پيدا كرد
مطالعات مختلفي در مورد اثرات ضدباكتريايي      

كه گياه ( Lamiaceaeهاي گياهي خانواده  اسانس
آويشن شيرازي مورد مطالعه ما هم در اين خانواده 

ته شده مهم در و برخي از تركيبات شناخ) قرار دارد
هاي اين خانواده از جمله كارواكرول و تيمول  اسانس

(thymol) در مطا لعه انجام شده توسط . وجود دارد
Kim  باكتريايي و  ، اثرات ضد1995و همكاران در سال

 Minimum Inhibitory Concentration (MIC)محاسبه 
 Minimum bacteriocidal Concentration (MBC)و 

بر روي سالمونلا تيفي موريم و سويه مقام كارواكرول 
   Triptic Soy agarبه ريفامپيسين آن در محيط 

هاي  هاي كاغذي آغشته به غلظت با استفاده از ديسك(
) مورد نظر كارواكرول و تعيين منطقه جلوگيري از رشد

گيري  از روي اندازه( Triptic Soy brothو در محيط 
روفتومتر در طول موج كدورت رشد با استفاده از اسپكت

 )agar) Triptic Soyنانومتر و سپس كشت بر روي  540
آنها نشان دادند كه . مورد بررسي قرار گرفت

كارواكرول اثرات ضد باكتري قوي بر هر دو سويه 
ليتر  ماكروگرم در ميلي MIC 250مورد مطالعه با 

  درصد  3در همين تحقيق، كارواكرول با غلظت . داشت
يك درصد، اثر كشندگي قوي را بر  Tween 20در 

هاي مقاوم به ريفامپيسين در يك نمونه غذاي  سويه
  ].7[نشان داد ) fish cube(ماهي 

، )2001(و همكاران  Karamanدر مطالعه ديگري،      
  اثرات باكتريو استاتي قوي اسانس 

revolatus Thymus  باكتري گرم منفي  11را بر روي
آنها علت احتمالي اين اثرات . و گرم مثبت نشان دادند

را ميزان بالاي كارواكرول موجود در اسانس بيان 
مطالعه مشابه، توسط رسولي و همكاران در . نمودند
بر روي اثرات باكتريوسيدي اسانس  2002سال 

Thymus pubescus )بر ) با ميزان بالاي كارواكرول
با استفاده از (هاي گرم مثبت و منفي  روي باكتري

انجام شد و همانند مطالعه ) disk diffusionروش 
قبلي، احتمال اثر باكتريوسيدي قوي اسانس مورد 
مطالعه، ميزان بالاي كارواكرول موجود دراسانس بيان 

و  Baganboulaنتايج مشابه ديگري توسط ]. 6[شد 
 Thymeبر روي اثرات اسانس  2004همكاران در سال 

ي باكتري شيگلا و تركيبات كارواكرول و تيمول بر رو
و شيگلا فلكسنري )  Shigella sonnei (سونئي

(Shigella flexneri) 1[دست آمد  به[ .  
كه كارواكرول در اسانس استخراج شده  از آنجايي     

از آويشن شيرازي مورد مطالعه ما، تركيب اصلي و 
باشد،  مي) درصد 12/71( دهنده بيشترين جزء تشكيل

مال اثر جلوگيري از رشد شود كه احت چنين بيان مي
هاي مورد مطالعه ما نيز همين  اسانس مذكور در غلظت

  . ميزان بالاي كارواكرول موجود در اسانس باشد
دست آمده در تحقيق، اسانس  با توجه به نتايج به     

، )درصد 06/0و  03/0(هاي اندك  مورد نظر در غلظت
) > 05/0p(داري  داراي اثر جلوگيري از رشد معني

شود كه اين اسانس  گيري مي لذا چنين نتيجه. بود
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عنوان يك نگهدارنده و ضدباكتري  تواند به احتمالاً مي
هاي گرم منفي از  مناسب لااقل عليه برخي از باكتري

جمله باكتري مورد مطالعه، در برخي از مواد غذايي 
  .مورد استفاده قرار گيرد

  تشكر و قدرداني
معاونت پژوهشي محترم با تشكر و قدرداني از      

دانشكاه تهران و معاونت پژوهشي محترم دانشكده 

  دامپزشكي تهران به منظور تامين هزينه انجام اين 
  

تحقيق و آقاي مهندس يزداني و آقاي دكتر رضازاده در 
  .پژوهشكده گياهان دارويي جهاددانشگاهي
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