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در شرايط آزمايشگاهي
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  چكيده
تـشديد فعاليـت ضـد باكتريـايي روي         . هاي ضد باكتريايي مختلف روي اجرام ميكروبي هستند       ناع و پونه هر كدام داراي فعاليت      هاي نع مونولورين و اسانس  

 ـ. م آنها از اهداف اين تحقيق بودندأ و نيز پي بردن به اثرات توO157:H7 لاياشريشياكو و ATCC11778  باسيلوس سرئوس كـار رفتـه در   همواد و روش ب

، تهيه ميزان تلقـيح باكتريـايي، انجـام    GC/MSاين تحقيق مشتمل بر تهيه مونولورين، تهيه اسانس گياهان مورد مطالعه و آناليز تركيب شيميايي آنها با روش  

.  بودنـد SPSSخره تحليل آماري نتايج بـا نـرم افـزار     و بالا Broth micro dilution MIC testingسيت ضد ميكروبي به روشآزمايشات تعيين حسا

روي اسانس پونه، اسانس نعناع، مونولورين، تركيب مونولورين با اسانس پونه و تركيب مونولورين با اسانس نعناع                 ) MIC(حداقل غلظت مهاركنندگي رشد     

 با مونولورين و نيز تركيب اسانس نعناع بـا مونولـورين    اسانس پونه  تركيب p<0.01 .(MIC(دار بودند    معني O157:H7 اشريشياكولاي و   باسيلوس سرئوس 

 تركيب مونولورين با اسـانس نعنـاع اثـر          ).p<0.01(دار بودند   صورت جداگانه معني  ه و نعناع ب    پونه هاي اسانس MICدر مقايسه با     باسيلوس سرئوس روي  

، مونولورين، تركيب مونولورين با اسانس      باسيلوس سرئوس ثرترين عوامل ضد ميكروب روي      ؤم.  نشان داد  O157:H7 اشريشياكولاياري سينرژيستي روي    مه

 اكولاياشريـشي ثرترين عامـل ضـد ميكـروب روي    ؤهمچنين م. ثيرترين عامل روي آن، اسانس نعناع بودندأكم ت پونه و تركيب مونولورين با اسانس نعناع، و   

O157:H7     توجه به اين كه  با. ثيرترين عامل روي آن، مونولورين بود  أ اسانس پونه و كم تMIC  تركيب مونولورين با اسانس پونه و نيز تركيب آن با اسـانس 

 ـ     ،دار نبـود  صورت جداگانه معني  ه مونولورين ب  MIC در مقايسه با     O157:H7  اشريشياكولاي نعناع روي   اشريـشياكولاي جـه روي    ثير قابـل تو   أ لـذا بـراي ت

O157:H7گرددهاي گرم منفي، تركيب مونولورين با عوامل شلاته كننده و نيز ساير عوامل ضد ميكروب طبيعي پيشنهاد مي و نيز ساير باكتري.  
.657-666 ،4، شماره 3، دوره 1388تبريز، واحد مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي 

    ، باسیلوس سرئوسO157:H7 اشریشاکولايونه، اسانس نعناع، مونولورین، اسانس پ :كلمات كليدي
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مقدمه
 در خاك و گياهان گسترده بـوده و بـيش           باسيلوس سرئوس     
 ـ     40از   عنـوان يكـي از عوامـل شـناخته شـده           ه سال است كـه ب

باسـيلوس  . شودهاي حاصل از مواد غذايي محسوب مي      بيماري
و ديگـري   فراغ  دو نوع مسموميت يكي با علامت اسـت        سرئوس

كند كـه توسـط دو نـوع آنتروتوكـسين          با نشانه اسهال ايجاد مي    
ــن    ــط اي ــده توس ــد ش ــاكتريتولي ــي ب ــل م ــود حاص . )1 (ش

ــشياكولاي ــروتيپO157:H7 اشري ــروه   از س ــروف گ ــاي مع ه
EHEC) Enterohaemorrhagic E. coli ( بوده كه عامل

 HUSدو نــوع بيمــاري كوليــت خــونريزي دهنــده و ســندرم  
)Haemolytic Uraemic Syndrome (باشددر انسان مي .

عنـوان  هحيوانات از جمله گاو و شايد طيور، گوسفند و خوك ب          
همچنـين  ). 1( مطـرح هـستند      O157:H7 اشريشياكولايمخزن  

و   باسيلوس سرئوس  زايي بـراي    علاوه بر بيماري   اشريشياكولاي 
مطرح نيز هاي آن شير و فرآوردهعنوان عوامل فساد در    ه ب انسان،
مونولورين يك مونواستر متشكل از اسيد لوريـك         .)17 (هستند

 ـ           باشـد مـي ائي  بوده كه داراي اثرات ضد ويروس و ضـد باكتري
هـا،  علاوه بر اين، گزارش شده است كه تعدادي از قـارچ  . )10(

 ـ      مخمرها و انگـل    وسـيله مونولـورين    ههـاي پروتـوزوآيي نيـز ب
برخي از محـصولات    روغن نارگيل و    . )10 (گردندغيرفعال مي 

 6-7درصــد اســيدلوريك و تقريبــا  50نارگيــل حــاوي تقريبــا 
اطلاعات واضح و مشخـصي     . )10 (كاپريك هستند  درصد اسيد 

ر صـورت   دچـه مقـدار مونولـورين        واقعـاً در ارتباط بـا اينكـه       
 .شود، وجود نـدارد   مصرف اسيدلوريك در بدن انسان توليد مي      

 مقـداري  توليدبيانگر  كه  استوجود  نيز م با اين وجود، مداركي     
ــستند   ــسان ه ــدن ان ــك ). 10(از آن در ب در ) C12(اســيد لوري

مقايسه با ساير اسيدهاي چرب با زنجيره متوسط از جمله اسيد           
يــا اســيد ميريــستيك ) C10(، اســيد كاپريــك )C8(كاپريليــك 

)C14 (   ــشتري ــاكتري بي ــروس و ضــد ب ــرات ضــد وي   داراي اث
كي، مونولـورين در از بـين بـردن         از نظر بيولوژي  . )10 (باشدمي

برابر بيـشتر از اسـيد لوريـك فعـال        ها چند ها و باكتري  ويروس

هـاي  عليه بـاكتري   در حالت كلي، مونولورين بر    . )10 (باشدمي
اسـترپتوكوكوس  ،  اسـتافيلوكوكوس آرئـوس   گرم مثبت از جمله     

و   A ، B ، F گروه   استرپتوكوكوس هاي ،  آگالاكتيه  G   و ليـستريا   
هـاي گـرم    ثر بـوده و در ميـان بـاكتري        ؤ بسيار م ـ  جنزمونوسايتو

 ـ هموفيلـوس آنفـولانزا    و   هليكوبـاكتر پيلـوري   منفي،    وسـيله هب
هاي گرم منفي در     روي ساير باكتري   ومونولورين غيرفعال شده    

ثر ؤم ـ) Chelator( شـلاته كننـده      عواملم شدن با    أصورت تو 
شي ك ـكـشي و بـاكتري    مونولورين اثرات ويروس  . )10 (باشدمي

فوليپيدهاي موجود در    نمودن ليپيدها و فس    حلخود را از طريق     
ب گسيختگي  كند كه در نهايت موج    ها اعمال مي  پوشش پاتوژن 

 يـا   هـاي اساسـي   روغنها يا   اسانس. )10(گردد  پوشش آنها مي  
EOs )Essential oils (هـاي اتـري يـا فـرار هـم      كه روغن

اتيك هستند كه از    شوند، در واقع مايعات روغني آروم     ناميده مي 
در اتحاديـه    EOsبيـشترين مـصرف      .آينـد دست مـي  هگياهان ب 

. باشدمي، عطرها و داروها     )عنوان طعم دهنده  هب(اروپا در غذاها    
هـا   عامل خصوصيات ضدباكتريايي اسانس    تركيبات فنلي عمدتاً  

ــي ــدمحــسوب م ــات . گردن ــدادي از تركيب ــه EOsتع  از جمل
ريل آلدهيد، سينام آلدهيد و اسـيد       كارواكرول، تيمول، اوژنول، پ   

). 4(انـد   مؤثر شناسايي شـده   هاي  عنوان ضد باكتري  هسيناميك ب 
هـا  مطالعات در شرايط آزمايشگاهي اثرات ضدباكتريايي اسانس      

، سـالمونلا تـايفي موريـوم     ،  برابر ليـستريا مونوسـايتوجنز    را در   
 باسيلوس سرئوس ،  شيگلا ديزانتريه ،  O157:H7  اشريشياكولاي

همچنـين  ). 4( اثبـات نمـوده اسـت       استافيلوكوكوس آرئـوس   و
هـاي گـرم مثبـت      هاي گرم منفي اندكي كمتر از بـاكتري       باكتري

يكي از معيارهـايي كـه      ). 4(ها حساس هستند    نسبت به اسانس  
يايي گيري فعاليت ضد باكتر   وسيله بيشتر محققين جهت اندازه    هب

ري حـداقل   گي ـگـردد، انـدازه   عوامل ضد ميكروب اسـتفاده مـي      
ــا     ــد يـ ــدگي رشـ ــت مهاركننـ  MIC) Minimumغلظـ

inhibitory concentration (باشــد مــي)مطالعــات ). 8
 عوامل ضد ميكروب طبيعـي      MICمتعددي در ارتباط با تعيين      
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از جمله نايـسين، ليـزوزيم، مونولـورين، لاكتـوفرين و اسـانس             
با توجه به   . گياهان متعدد روي اجرام ميكروبي انجام شده است       

اين كه عوامل ضد ميكروب هر كدام داراي اثرات متفاوت روي      
م أ لـذا بـراي تـشديد فعاليـت، تـو          ،باشـند ها مي ميكروارگانيسم

م آنهـا   أبردن به اثرات تـو    نمودن اين عوامل با يكديگر و نيز پي       
 تحقيق حاضر نيز با اين هدف       .مدنظر محققين قرار گرفته است    

أم مونولـورين و    ثـرات تـو   و براي اولين بار جهت پي بردن به ا        
  .  هاي پونه و نعناع در شرايط آزمايشگاهي انجام شداسانس

     كار مواد و روش

  : باكترياييتلقيح تعيين ميزان -2-1
اشريشياكولايهاي مورد مطالعه كه شامل ابتدا باكتري

O157:H7) سسه سلامت و ؤاهدائي دكتر داريوش خاشابي، م
 ATCC 11778  سرئوسباسيلوسو ) ايمني غذا، اتريش

 دانشكده شناسي مواد غذاييبودند، از بخش ميكروب
ها در آبگوشت باكتري.  دانشگاه تهران تهيه شدنددامپزشكي

مغذي خوندار و در شرايط يخچال نگهداري شده و در فواصل 
كشت   تجديد،زماني سه الي چهار هفته، براي حفظ فعاليت

تك از سوسپانسيون هاي براي بدست آوردن پرگنه. شدندمي
در . ها، در محيط آگار مغذي كشت خطي داده شدندباكتري

ها برداشت مرحله بعد، سه پرگنه تك، از هر كدام از باكتري
ليتر آبگوشت ميلي 5هاي آزمايش محتوي نموده و در لوله

گذاري در  ساعت گرمخانه18پس از . مغذي كشت داده شدند
Optical densit(گراد، جذب نوري  درجه سانتي35 y (

 مدل ها، با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومترهاي باكتريكشت
Apel PD-303S  نانومتر تعيين شدند600در طول موج  .

  ها در دست آوردن تعداد تقريبي باكتريهزمان جهت بهم
 تهيه و به 10-7 برابر تا 10هاي رقت،  ساعته18 هايكشت
  به روش 10-7و  10-6 ، 10-5 ايهليتر از رقت ميلي1/0مقدار 
گراد به  درجه سانتي35ها در پليت.  كشت داده شدندسطحي
هايي كه پليتسپس . گذاري شدند ساعت گرمخانه24مدت 
 بودند، )CFU) Colony forming units 25-250داراي 

هايتعداد تقريبي باكتري. جهت شمارش انتخاب شدند
 18ر آبگوشت د O157:H7 اشريشياكولاي  وباسيلوس سرئوس

 حلهدر مر.  تعيين شدندCFU/ml 109 و 107 ساعته به ترتيب
ها، مقادير مختلفي به  ساعته باكتري18هاي ، از كشتبعد

ليتر آبگوشت مغذي حاوي يك ميلي) Cuvette(هاي كووت
ي و انجام شمارش باكتريايي، منتقل و با خواندن جذب نور

ها  تلقيح به چاهك جهتCFU/ml 106هاي حاوي كووت
  .انتخاب شدند

: آماده سازي مونولورين-2-2
مريكا آ Med-Chem Laboratoriesشركت از مونولورين 

 گرم از 5/0 مونولورين، ذخيرهبراي تهيه محلول . تهيه شد
ليتر اتانول  ميلي5هاي مونولورين به لوله آزمايش محتوي پلت
طور كامل ه شد تا بهم زده هب درجه افزوده و با شيكر لوله 96

سپس محلول مونولورين، با فيلتر سرنگي به قطر . حل شود
 و در يك لوله آزمايش سترون گشته ميكرومتر 45/0منافذ 
 تهيه ذخيرهكه محلول طوريهب. داري شددار نگه درپوشسترون

ليتر  ميكروگرم مونولورين در هر ميلي100000شده، محتوي 
هاي گرم مثبت در ولورين روي باكتريبا توجه به اينكه مون. بود

هاي گرم منفي اثرات ضدميكروبي بيشتري مقايسه با باكتري
از  1/0  ابتداء رقتباسيلوس سرئوس لذا در آزمايش روي ،دارد

) two fold(هاي دو برابر  تهيه شد، سپس رقتذخيرهمحلول 
هاي آزمايش  در لولهg/mlμ 78 تا  10000 رقت، يعني از 8تا 

با توجه به اثرات  همچنين .ي آبگوشت مغذي تهيه شدندمحتو
 در ،هاي گرم منفيضد ميكروبي كمتر مونولورين روي باكتري

 ذخيره، از محلول O157:H7 اشريشياكولايآزمايش روي 
  تهيه شدندg/mlμ 780هاي دو برابر تا مونولورين، رقت

)15 .(  
  :ها آماده سازي اسانس-2-3

هاي استاندارد پونه ه كه شامل اسانسهاي مورد مطالعاسانس
)Mentha pulegium L Mentha spicata.(نعناع و  ).

L( ،براي حل .  تهيه شدند كاشانشركت باريج اسانساز  بودند
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 يا  درصد دي متيل سولفوكسايد10ها از محلول نمودن اسانس
DMSO) Dimethylsulfoxide(استفاده شد، به اين  

هاي مورد مطالعه  گرم از اسانس1/0  به ميزانابتداصورت كه 
  درصد10ليتر از محلول  ميلي1هاي آزمايش محتوي به لوله

DMSO  افزوده شد و با استفاده از شيكر لوله آزمايش تا
در مرحله . ندايجاد يك سوسپانسيون شيري رنگ تكان داده شد

ها، با استفاده از فيلتر سرنگي با قطر منافذ بعدي محلول اسانس
دار  و در يك لوله آزمايش درپوشسترون ميكرومتر 45/0

ها، محتوي  كه هر كدام از محلولطوريهب.  ريخته شدندسترون
g/mlμ100000 يا mg/ml 100و نعناعهاي پونهز اسانسا  

 8برابر تا  هاي دوها، رقتهاي اسانسسپس از محلول. ندودب
آزمايش هاي در لوله g/mlμ 780 تا  100000رقت يعني از 

  .)19 (محتوي آبگوشت مغذي تهيه شدند
  :هاهاي تشكيل دهنده اسانسليز تركيبآنا -2-4

 گياهان مورد مطالعه با هايتركيبات تشكيل دهنده اسانس
همكاري پژوهشكده گياهان دارويي جهاد دانشگاهي شناسايي 

 گياهان مورد نظر پس از آماده سازي به هاياسانس. شدند
سنج جرمي رافي گازي متصل به طيفدستگاه كروماتوگ

)GC/MS (هاي تشكيل دهنده تزريق گرديدند تا نوع تركيب
دستگاه گاز كروماتوگرافي استفاده شده از . آنها مشخص شود

 متر، قطر داخلي 30 با ستون به طول 6890 مدل Agilentنوع 
-HP ميكرومتر از نوع 25/0متر و ضخامت لايه  ميلي25/0

5MSدماي : ي ستون به اين نحو تنظيم گرديدي دمابرنامه.  بود
گراد و توقف در اين دما به مدت  درجه سانتي50ابتدائي آون 

ه، گراد در هر دقيقي درجه سانت3 دقيقه، گراديان حرارتي 5
 درجه در هر 15گراد با سرعت  درجه سانتي240افزايش دما تا 

اين دما،  دقيقه توقف در 3 درجه و 300دقيقه، افزايش دما تا 
گراد بود و از گاز هليوم  درجه سانتي290دماي اتاقك تزريق 

ليتر در  ميلي8/0) فلو(به عنوان گاز حامل با سرعت جريان 
نگار جرمي مورد استفاده از نوع  طيف.دقيقه استفاده گرديد

Agilent الكترون ولت، 70 با ولتاژ يونيزاسيون 5973 مدل 

 درجه 220ع يونيزاسيون  منب و دمايEIروش يونيزاسيون 
ازداري آنها ها به كمك شاخص بشناسايي طيف. گراد بودسانتي

و ) 2(هاي موجود در كتب مرجع و مقايسه آن با شاخص
هاي جرمي و با استفاده از طيف) 20 و 18، 11(مقالات 

تركيبات استاندارد و استفاده از اطلاعات موجود در كتابخانه 
  .كامپيوتري صورت گرفت

  ):MIC(تعيين حداقل غلظت مهاركنندگي رشد  -2-5
 و جداگانهصورت هها و مونولورين، هم ب اسانسMICارزش 

. هاي مورد نظر مطالعه شدندم روي باكتريأصورت توههم ب
 Broth microبراي دستيابي به اين هدف از روش 

dilution MIC testingدر اين روش از پانل . فاده شد است
 حاضر مطالعه در. گرددمي چاهك استفاده 96ي حاو استيرنپلي
 پهن با حجم ته چاهكي 96  استريلهاي از ميكروپليتنيز

  ).8(گرديد  ميكروليتر استفاده 360چاهك 
هاي پونه و نعناع  مونولورين و اسانسMIC تعيين -2-5-1

 و O157:H7 اشريشياكولاي روي صورت جداگانههب

  :باسيلوس سرئوس
س به ميزان  ميكروليتر از آبگوشت مغذي، سپ160به ميزان ابتدا
   يا هاي تهيه شده مونولورين و ميكروليتر از غلظت20

 ميكروليتر 20 در نهايت به ميزان هاي پونه و نعناع واسانس
به  CFU/ml 106هاي حاوي تعداد تقريبي باكتري از كووت

بدين ترتيب حجم .  شدندافزودههاي ميكروپليت چاهك
 با توجه به ورسيده  ميكروليتر 200ها به ر چاهكمحتويات د
ها در ها، غلظت مونولورين و اسانس در چاهك1/0ايجاد رقت 

ها هم در  باكتريتعداد تقريبي برابر رقيق شده و 10ها چاهك
 مثبت  براي كنترل.رسيد خواهند CFU/well  105ها بهچاهك

  منفي كنترلبراي و يكروليتر آبگوشت مغذي م200، )استريليتي(
20 ميكروليتر آبگوشت مغذي همراه با 180، )هارشد باكتري(

. ندها افزوده شد باكتريايي به چاهكهايتلقيحميكروليتر از 
 ثانيه در 20ها پس از درپوش گذاري به مدت ميكروپليت

در دستگاه ترموشيكر ميكروپليت تكان داده   rpm 300سرعت 
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۶۶١

گراد گرمخانه درجه سانتي35در  ساعت 24به مدت  سپس شده
 از گرمخانه ها ساعت، ميكروپليت24 پس از .گذاري شدند

از نظر  Visual يا صورت چشميهها بخارج شده و چاهك
 به ،ييدأي تسپس برا. ايجاد يا عدم ايجاد كدورت بررسي شدند

 چاهك شفاف، همراه با يك اولين ميكروليتر از 10ميزان 
برداشت نموده و پس از رقت چاهك شفاف و كدر مجاور آن 

 .در آگار مغذي كشت داده شدندسطحي صورت هسازي، ب
MIC ماده ضد ميكروب كه موجب يك ترين غلظت پايين

). 7(، تعريف گرديد  گردداوليه تلقيح  درصد يا بيشتر90كاهش 
 MBC) Minimumهمچنين حداقل غلظت كشندگي يا 

bactericidal concentration( لظت ماده ضد ترين غپايين
اوليه تلقيح  درصد يا بيشتر 9/99ميكروب كه موجب كاهش 

  ).7 و 6، 5(، تعريف شد گردد
 و نعناع هاي پونهاسانسمونولورين و MIC تعيين -2-5-2

باسيلوس  و O157:H7 اشريشياكولاي روي صورت توامهب
   :سرئوس

  ميكروليتر20 ميكروليتر از آبگوشت مغذي، 140 ابتدا به ميزان 
هاي  ميكروليتر از غلظت20هاي مختلف مونولورين و از غلظت

 ولي يكسان با غلظت  و نعناعپونه هايمختلف اسانس
هاي باكتري از كووت ميكروليتر 20مونولورين و در نهايت 

هاي ميكروپليت  به چاهكCFU/ml 106حاوي تعداد تقريبي 

تر  ميكرولي200ها به  كه در مجموع حجم چاهكريخته شدند
هاي مثبت و منفي و همچنين ساير مراحل كنترل. خواهند رسيد

   و نعناع هاي پونه مونولورين و اسانسMICهمانند تعيين 
  .صورت جداگانه بودندهب

  :  تحليل آماري نتايج-2-6
آزمايشات در سه بار تكرار انجام و نتايج حاصل ميانگين هر سه 

 برنامه 15سط نسخه ها توتجزيه و تحليل داده. باشدتكرار مي
ثير انواع عوامل ضد أبررسي ت.  انجام شدSPSSآماري 

 O157:H7 اشريشياكولاي و باسيلوس سرئوسميكروب روي 
ها هم بررسي اختلاف شاخص. توسط آناليز واريانس انجام شد

 p<0.01  و p<0.05هاي توكي و دانكن در توسط آزمون
  .  انجام گرفتند

  نتايج
هـاي  ناليز تركيبات تشكيل دهنـده اسـانس       آ نتايج حاصل از       

ــتفاده از   ــا اس ــه ب ــورد مطالع ــدول GC/MS  روشم  1 در ج
 مربـوط بـه سـه تكـرار         MIC  نتـايج   ميـانگين  همچنين مقايسه 

م أصورت جداگانه و تو ه ب  و نعناع  هاي پونه مونولورين و اسانس  
 در جداول   O157:H7 اشريشياكولاي و   باسيلوس سرئوس روي  

  . آمده است  2

  

  

  )Mentha pulegium L.( و پونه )Mentha spicata L.(هاي نعناع موجود در اسانسشیمیایی ترکیبات  -1 جدول

  )RI(انديس بازداري   (%)اسانس پونه   (%)اسانس نعناع   نام تركيب  رديف

١  α-Thujene  ٠۴/٩٣١  -  ٠  
٢α-Pinene٢٧/١٠٣/٠٩٣٩
٣  Camphene  -  ٧۶/٩  ٠۵٣  
۴  Sabinene  ۶٠  ٢/٠۴/٩٧  ٠۶  
۵  β-Pinene  ٣۴/٩٨٠  ٠٨/٠  ٢  

۶3-Octanone٩٨  -٠٣/٠۴

٧  β-Myrcene  ٩٩١  ٠٣/٠  ٨٨/٠  
٨  3-Octanol  ۵٩٩٣  ٠٨/٠  ٢/٠  
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٩  3-Carene١٠١١  -  ٠٧/٠  
١٠  α-Terpinene  ١٠١٨  -  ٠٧/٠  
١١  p-Cymene  ۶١٠٢  -  ٩/٠۶  

١٢  Limonene  ١٠٣١  -  ٨٨/٢٣  
١٣  Eucalyptol-  ٠١/۵  ١٠٣٣  

١۴  cis-Ocimene  ٠۵/١٠  -  ٠۴٠  
١۵  trans-Ocimene  ١٠  -  ١٩/٠۵٠  
١۶  γ-Terpinene  ٢۴/١٠  -  ٠۶٢  
١٧  α-Terpinolene  ١٠٨٨  -  ١٣/٠  
١٨  Linalool  ١٠٩٨  ١٩/٠  ٠٩/٠  

١٩  trans-Pinocarveol-  ٠۴/١١٣٩  ٠  

٢٠  cis-Sabinol  -  ١١  ٠٩/٠۴٠  

٢١  Isopulegol١۵/١١  -  ٠۴۵  

٢٢  Cis-β-Terpineol١۵/١١  -  ٠۴۴  

٢٣  Menthone  ١١  ٣٩/٣  ٧٩/١۵۴  

٢۴  Borneol-  ۶١١  ٨/١۶۵  

٢۵  Menthol  ١١٧٣  -  ٣٨/٣  
٢۶  Terpinen-4-ol  ٣٩/٠  ۵۴/١١٧٧  ٠  
٢٧  α-Terpineol  ٢١/٠  ۵٢/۵  ١١٨٩  
٢٨  cis-Dihydrocarvone  ١١٩٣  ١٨/٠  ٩/٠  
٢٩  trans-Ddihydrocarvone  ١٢٠٠  -  ٠٩/٠  
٣٠  trans-Carveol  ٢۵/١٢١٧  -  ٠  
٣١  Pulegone  ٠٧/٠  ۶١٢٣٧  ٨/٢  
٣٢  Carvone  ٨٧/۵۵  ١٢  ٨٩/٠۴٢  
٣٣  Piperitone  -  ۶١٢  ٠/٣٣۵٢  
٣۴  Geraniol  ١٢  -  ١٧/١۵۵  

٣۵  trans-Anethole  -  ١٢٨٣  ٠٣/٠  

٣۶  Bornyl acetate  -  ١٢٨  ٩٣/٠۵  
٣٧  Thymol  ١٢٩٠  ٢/٠  ١٣/٠  

٣٨  Carvacrol-  ١٢٩٨  ٠٨/٠  

٣٩  trans-Carvyl acetate  ١٣٣٧  -  ١٢/٠  

۴٠  Pipeirtenone٠۵/١٣  ٧١/٢٨  ٠۴٢  

۴١  cis-Carvone oxide٠۶/١٣  -  ٠۶٣  

۴٢  Piperitenone oxide-  ٩۴/١٣  ٣۶٩  

۴٣  β-Elemene  ٠۵/١٣٧  -  ٠۵  

۴۴  Geranyl acetate  ١۶/١٣٨٣  ٢٨/٠  ٠  
۴۵  β-Bourbonene  ۶/١٣٨  -  ٠۴  
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۴۶  β-Cubebene٠۶/١٣٩٠  -  ٠  
۴٧  Cis-Jasmone٠۵/١٣٩  -  ٠۴  
۴٨  β-Caryophyllene  ۴٢/٠  ۴۶/١  ٠۴١٨  

۴٩  Geranyl acetone-  ١  ١٧/٠۴۵٣  

۵٠  β-Farnesene١  -  ١٣/٠۴۵٨  
۵١  Germacrene D  ٠۵/١  -  ٠۴٨٠  

۵٢  -Cadineneγ-  ٠۶/١  ٠۵١٣  
۵٣  Caryophyllene oxide  ٠۶/٧  ٠۶/١  ٠۵٨١  
۵۴  Viridiflorol  ٠۴/١  -  ٠۵٩٠  

    ۵١/٩٠  ١٩/٩٧  درصد كل تركيبات شناسايي شده

  

  

  ) g/mlµ(م أصورت جداگانه و توههاي پونه و نعناع بمربوط به سه تكرار مونولورين و اسانس) MIC(ه ميانگين حداقل غلظت مهاركنندگي رشد   مقايس-2جدول 

  ميكروارگانيسم

  عوامل ضد ميكروب
O157:H7 اشريشياكولاي  باسيلوس سرئوس

a10000> c 26  مونولورين

b4166 a 5000  اسانس پونه

c10000 b <10000  اسانس نعناع

a8333 b 26  اسانس پونه+ مونولورين 

a6666 ab 31  اسانس نعناع+ مونولورين 

  .دار استحروف مشترك نشان دهنده عدم وجود اختلاف معني                             

 گيري بحث و نتيجه

Hadjiakhoondi   ــال ــاران در س ــب 2000 و همك  تركي
Mentha spicata L( شيميايي اسـانس نعنـاع    را بـا روش  ).

GC/MS  درصد از   14/90 تركيب كه شامل     28.  تعيين نمودند 
عمـده تركيبـات    . شدند، شناسايي شدند  سانس مي كل تركيبات ا  

ــد از ، ) درصــد40/22(كــاروون : تــشكيل دهنــده عبــارت بودن
).  درصــــد80/10(و ليمــــونن )  درصــــد25/11(لينــــالوول 

Mahboubi   و  Haghi    فعاليت ضـد ميكروبـي    2008 در سال 
 را ).Mentha pulegium L(و تركيب شيميايي اسانس پونه 

عمـده تركيبـات    .  تعيـين نمودنـد    GC/MSبا استفاده از روش     
، پيپريتنـون  ) درصد 38(پيپريتون  : تشكيل دهنده عبارت بودند از    

 4( ســينئول 8 و 1، ) درصــد7/4(، آلفــا ترپينئــول ) درصــد33(
، ) درصـد 1/3(، منتـون  ) درصـد 4/3(، اكـسيد پيپريتـون      )درصد

ــول  ــد9/4(بورنئـــ ــون )  درصـــ ــد3/2(و پولگـــ ).  درصـــ
Mohsenzadeh    ي هـا  اثر ضد باكتريايي غلظت 2007 در سال

 Thymus(هـاي آويـشن   اسانس)  درصد15 تا 01/0(مختلف 

vulgaris( ،  نعنـاع فلفلــي)Mentha piperita L.( ،ه زيــر
)Carum carvi( ، رازيانـه) Foeniculum vulgar( ، پونـه 
)Mentha pulegium (ترخـــــون و ) Artmesia 

dracunculus ( ــوسرا روي ــتافيلوكوكوس آرئــــ  و اســــ
ارزش .  در محيط آبگوشت مغذي مطالعـه نمـود        اشريشياكولاي
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۶۶۴

MIC هاي نعناع فلفلي، رازيانه، آويـشن، پونـه، زيـره و            اسانس
، 1 ± 03/0،  5/0 ± 03/0ترتيب  ه ب اشريشيا كولاي ترخون روي   

 درصــــد 2 ± 13/0 و 6/0 ± 02/0، 7/0 ± 03/0، 3/0 ± 01/0
  .بودند

 Razavi-Rohani   و  Griffiths   فعاليت ضـد  1994 در سال 
صـورت  ه لورات را ب   2و1باكتريايي مونولورين و تري گليسرول      

 هـاي   pHصورت تركيب با سه عامل شلاته كننـده در          هتنها و ب  
ليـت  فعا.  مطالعه نمودنـد   NaClهاي مختلف   مختلف و غلظت  

بـه  )  گرم منفي9 گرم مثبت و  7( باكتري   16اين عوامل در برابر     
ا اسـتفاده از روش   MICمنظور تعيين   Spiral gradient  بـ

end pointهـاي  مونولورين در برابر تمام بـاكتري .  مطالعه شد
هاي گـرم   بود، ولي در برابر باكتري    مؤثرگرم مثبت مورد مطالعه     

 pHمهار باكتريـايي در     . د اثر كر  EDTAمنفي فقط در حضور     
.  در بيــشترين ميــزان بــودNaClهــاي بــالاي پــائين و غلظــت

Razavi-Rohani   و Griffiths    فعاليت ضـد    1996 در سال 
 2و1ميكروبي تركيبات ليـزوزيم، مونولـورين، تـري گليـسرول           

ــزول   ــسي آنيـ ــد هيدروكـ ــورات و بوتيليتـ  Butylated(لـ

hydroxylanizole ( ــر ــاكتري 7را در براب  8گــرم مثبــت و  ب
 و  NaClهـاي مختلـف       و غلظـت    pHباكتري گـرم منفـي در       

EDTA  با اسـتفاده از روش Spiral gradient end point 
ــد ــه نمودن ــا   . مطالع ــب ب ــت تركي ــزوزيم درحال ــاري لي ــر مه اث

ــاكتري ــورين روي ب ــشتر از  مونول ــدكي بي ــت ان   هــاي گــرم مثب
ر قابل توجهي   طوهم آنها، ب  أهاي گرم منفي بود ولي اثر تو      باكتري

هاي گرم  در مورد باكتري  . بيشتر از اثر مونولورين به تنهايي نبود      
  اثر مهـاري بيـشتري از اثـر          BHAمثبت، تركيب مونولورين و     

با اين وجود، مونولورين اثـرات ضـد   . هر كدام به تنهايي داشتند 
. هاي گرم منفي كـاهش داد       را در برابر باكتري     BHAميكروبي  
Branen و Davidson ــال ــتفاده از روش 2004 در س ــا اس  ب

Microtiter plate اثر متقابل اتيلن دي آمين تترا استيك اسيد 
)Ethylenediaminetetraacetic acid ( و لاكتــوفرين را

، ليستريا مونوسايتوجنز با نايسين، ليزوزيم و مونولورين در برابر        

 پزودوموناس فلورسـنس  و سالمونلا آنتريتيديس ،  اشريشياكولاي
ــد ــEDTA. مطالعــه نمودن يــت لصــورت سينرژيــست، فعاه  ب

Tryptic soyنايـسين، مونولـورين و ليـزوزيم را در      broth 
عـلاوه  .  تشديد نمـود   اشريشياكولايروي دو سويه آنتروپاتوژن     

بر ايـن، تركيبـات مختلـف نايـسين، ليـزوزيم و مونولـورين بـا            
EDTA     ده هاي گرم منفي كشنده بـو      نسبت به بعضي از باكتري
كه هيچكدام از اين مواد ضـد ميكـروب بـه تنهـايي در              درحالي

  .   هاي گرم منفي باكتريسيد نبودندبرابر اين باكتري
Preuss      اثرات مهـاري و كـشندگي        2005 و همكاران در سال 

را همراه بـا مونولـورين      اسانس پونه كوهي و چند اسانس ديگر      
وس اســتافيلوكوك  روي Macro-broth-dilutionبــه روش 

، كلبسيلا پنومونيـه  ،  اشريشياكولاي،  باسيلوس آنتراسيس ،  آرئوس
 Mycobacterium( مايكوباكتريوم تـره  و هليكوباكتر پيلوري

terrae(  باسيلوس اسانس پونه كوهي به غير از       .  مطالعه نمودند
هـاي مـورد آزمـايش داراي اثـر          روي ساير ارگانيـسم    آنتراسيس

ــود ــورين روي . كــشندگي ب ــوس اســتافيلمونول و وكوكوس آرئ
 داراي اثـــر كـــشندگي بـــود ولـــي روي مايكوبـــاكتريوم تـــره

در مقابــل، .  فاقــد اثــر بــودكلبــسيلا پنومونيــه و اشريــشياكولاي
.  نسبت بـه مونولـورين بـسيار حـساس بـود           هليكوباكتر پيلوري 

باسـيلوس  همانند اسـانس پونـه كـوهي، مونولـورين هـم روي             
  .  اثرات مهاري داشتآنتراسيس

 عمـده تركيبـات تـشكيل    GC/MS آناليز   حاضر در    تحقيق   در
، ) درصـد 87/55(كـاروون  : دهنده اسانس نعناع عبارت بودند از    

 34/2(پينن  ، بتـا  ) درصـد  38/3(، منتـول    ) درصد 88/23(ليمونن  
و )  درصــد27/1(، آلفــا پيــنن ) درصــد79/1(، منتــون )درصــد

دهنـده   همچنين عمده تركيبات تشكيل      ،) درصد 17/1(ژرانيول  
ــد از اســا ــارت بودن ــه عب ــون : نس پون ، ) درصــد60/33(پيپريتن

، اكاليپتول  ) درصد 52/5(، آلفا ترپينئول    ) درصد 71/28(پيپريتون  
 39/3(، منتـون    ) درصـد  94/3(پيپريتنـون   اكسيد  ،  ) درصد 01/5(

سـاير  . ) درصـد  68/1(، بورنئول   ) درصد 68/2(، پولگون   )درصد
ه كه مقـادير آنهـا   هاي نعناع و پون تركيبات تشكيل دهنده اسانس   
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 نتايج تجزيه   . فهرست شده است   1كمتر بودند در جدول شماره      
 اســانس پونــه، اســانس نعنــاع، MIC واريــانس نــشان داد كــه

ــب    ــه و تركي ــا اســانس پون ــورين ب ــورين، تركيــب مونول مونول
باســيلوس   روي از لحــاظ تــأثيرمونولــورين بــا اســانس نعنــاع

  همچنين در آزمون   .)p<0.01(دار دارند   اختلاف معني  سرئوس
بندي حاصله به ايـن صـورت بـود كـه گـروه يـك               دانكن گروه 

تركيب مونولورين با اسانس    شامل مونولورين،   ) MICكمترين  (
 ـ  تركيب  و  پونه   ، گـروه دو شـامل      نعنـاع  اسـانس    امونولـورين ب

شامل اسـانس نعنـاع     ) MICبيشترين  (اسانس پونه و گروه سه      
 اسـانس   MIC ان داد كـه   نتايج تجزيـه واريـانس نـش      . شدندمي

پونه، اسانس نعناع، مونولورين، تركيـب مونولـورين بـا اسـانس            
 اشريـشياكولاي  پونه و تركيب مونولورين با اسانس نعنـاع روي        

O157:H7ــد  اخــتلاف معنــي  همچنــين در .)p<0.01(دار دارن
بندي حاصله به اين شكل بود كه گروه يـك          گروه دانكن   آزمون

بـا  مونولـورين   تركيـب   س پونـه،    شـامل اسـان   ) MICكمترين  (
اسانس نعناع، ا  مونولورين ب تركيب   گروه دو شامل     ،اسانس نعناع 

و اسانس نعنـاع، و گـروه سـه       اسانس پونه  امونولورين ب تركيب  
 علاوه بر ايـن، در      .شدندشامل مونولورين مي  ) MICبيشترين  (

اثر تركيب مونولورين با اسانس نعناع اثرات مهاري سينرژيـستي          
  . مشاهده شدO157:H7 اشريشياكولايروي 

تـوكي   بـا آزمـون   عوامل ضـد ميكـروب   MICمقايسه ميانگين  
 با اسانس پونه و     مونولورينتركيب   MICميانگين  نشان داد كه    

 در  باسـيلوس سـرئوس    روي   تركيب مونولورين با اسانس نعناع    
ــانگين  ــا مي ــسه ب ــهMICمقاي ــورين ب ــايي مونول ــي تنه   دار  معن

اسـانس  تركيـب    MIC همچنين ميانگين    .)p>0.05(باشد  نمي
روي  تركيب اسـانس نعنـاع بـا مونولـورين      وپونه با مونولورين    

  MIC بــه ترتيــب در مقايــسه بــا ميــانگين باســيلوس ســرئوس
. بودنـد دار معنـي صورت جداگانه ه و اسانس نعناع ب   اسانس پونه 

 MICنـشان داد كـه ميـانگين    توكي از سوي ديگر نتايج آزمون     
 با اسانس پونه و تركيب مونولورين با اسانس         ونولورينمتركيب  
 در مقايــسه بــا ميــانگين O157:H7 اشريــشياكولايروي نعنــاع 

MIC ــورين ــايي   مونولـــــ ــه تنهـــــ ــيبـــــ دار معنـــــ
پونـه بـا    اسـانس   تركيـب    MIC همچنـين ميـانگين      .باشـد نمي

ــورين      ــا مونول ــاع ب ــانس نعن ــب اس ــورين و تركي روي مونول
 MICترتيب در مقايسه با ميانگين       به   O157:H7 اشريشياكولاي

   .نبودنددار معنيصورت جداگانه ه و اسانس نعناع باسانس پونه
گيـري نمـود كـه      توان چنين نتيجـه   بنابراين از تحقيق حاضر مي    

ــؤثر ــل ضــد ميكــروب روي  م ، باســيلوس ســرئوسترين عوام
ــب    ــه و تركي ــا اســانس پون ــورين ب ــورين، تركيــب مونول مونول

رترين عامـل روي آن،     أثي نعناع بوده و كم ت     مونولورين با اسانس  
تـوان نتيجـه گرفـت كـه        همچنـين مـي   . باشـد اسانس نعناع مـي   

، اسـانس پونـه     O157:H7 اشريـشياكولاي ترين عامل روي    مؤثر
  .    باشدثيرترين عامل روي آن، مونولورين ميأبوده و كم ت

 و همكـاران،    Preussهاي تحقيق كنوني با نتـايج       بنابراين يافته 
و   Razavi-Rohaniمچنين  ه  Griffiths   ـ در بـي  ثير بـودن   أت

  هــاي گــرم منفــي مونولــورين بــه تنهــايي روي عمــده بــاكتري
  .  همخواني داردكلبسيلا و اشريشياكولايخصوص هب

هـاي نعنـاع    تركيب مونولورين و اسانس MICبا توجه به اينكه     
ــا  O157:H7 اشريــشياكولايو پونــه روي   MIC در مقايــسه ب

 ـ      ه جداگانه هر كدام معني    استفاد ثير قابـل  أدار نبودند لـذا بـراي ت
هاي گرم منفي تركيـب مونولـورين بـا         توجه روي عمده باكتري   

وامل ضد ميكروب طبيعي   عوامل شلاته كننده و همچنين ساير ع      
  .گرددپيشنهاد مي

  قدرداني تشكر و
دانـد از جنـاب آقـاي دكتـر     نويسنده مـسئول وظيفـه خـود مـي        

تر مرادي، مسئولين محترم شركت بـاريج اسـانس       آخوندزاده، دك 
كاشــان، مــسئولين محتــرم پژوهــشكده گياهــان دارويــي جهــاد 
دانشگاهي، جناب آقاي مهرباني مسئول محترم بخش ميكـروب         
شناسي دانشكده دامپزشكي واحد علوم و تحقيقات تهران تشكر        

  . نمايد
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