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  چكيده

عوارض جانبي ناشي از . ها هستند نام مايكوتوكسينه ها از عوامل مهم فساد مواد غذايي و توليد تركيبات سمي ب  قارچ:مقدمه
ها جهت جلوگيري از  هاي شيميايي موجب متمركز شدن تحقيقات روي استفاده از تركيبات طبيعي به ويژه اسانس مصرف نگهدارنده

ها تركيبات طبيعي حاوي مخلوطي از اجزاي ترپنيك بوده كه داراي خواص ضدميكروبي و  اسانس. ا شده استه رشد قارچ
  . آويشن شيرازي يك گياه بومي ايران بوده كه اثرات مختلف از جمله اثر ضدميكروبي و ضدصرع دارد. اكسيداني هستند آنتي

  .روي رشد، اسپورزايي و مورفولوژي آسپرژيلوس فلاووس است هدف از اين مطالعه، بررسي اثر اسانس آويشن شيرازي :هدف

طيف نگار  اسانس توسط دستگاه گاز كروماتوگراف متصل به  آناليز تقطير با بخار تهيه و گياه به روش ايناسانس :روش بررسي
سكوپي ابتدا كپك در جهت بررسي ميكرو. سازي آگار انجام شد ارزيابي اثر اسانس بر رشد كپك به روش رقيق.  انجام شدجرمي

گذاري با طلا انجام و توسط  محيط آگار كشت داده شد و قطعات آگار با تتراكسيد ازميوم فيكس شده و به دنبال آن پوشش
  .ميكروسكوپ الكتروني مشاهده شد

 MICميزان ). >p 05/0( داري بر رشد و اسپورزايي آسپرژيلوس فلاووس بودند  داراي اثر معنيبررسيهاي مورد   تمام غلظت:نتايج
در بررسي . اثر اسانس بر اسپورزايي بيشتر از اثر بر رشد ميسليوم بود. دست آمده  پي پي ام ب1000 و 400 به ترتيب MFCو 

 چنين در گروه تيمار هم. دشميكروسكوپ الكتروني، اسپورزايي شديد گروه كنترل در مقابل اسپورزايي اندك گروه تيمار مشاهده 
  .دشخوردگي و فرورفتگي سطح و از بين رفتن شفافيت و يكنواختي سطح هيفا مشاهده  وژي شامل چينتغييرات مورفول

عنوان جايگزيني ه ها بوده و اين اسانس را ب  بيانگر اثرات بازدارندگي اين اسانس روي كپكبررسي نتايج حاصل از اين :گيري نتيجه
  .نمايد يهاي شيميايي به صنعت غذايي معرفي م به جاي نگهدارنده

  ميكروسكوپ الكتروني اسانس آويشن شيرازي، آسپرژيلوس فلاووس، رشد، توليد اسپور، :واژگان گل
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  ...اثر اسانس آويشن شيرازي

 

  مقدمه

 ترپنيك يها تركيبات طبيعي حاوي مخلوطي از اجزا اسانس
هايي  هاي مختلف گياهان و توسط روش بوده كه از قسمت

خواص . ]1 [شوند مانند تقطير يا بخار استخراج مي
هاي باستان شناخته شده  ها از زمان هدارندگي اسانس ادويهنگ

هايي مانند دارچين و شبدر براي  مصريان باستان از روغن. است
در حال . ]2[كردند  موميايي كردن مردگان خود استفاده مي

اي به گياهان معطر و دارويي هم در زمينه  حاضر علاقه فزاينده
ود دارد و علت آن صنعت و هم در زمينه تحقيقات علمي وج

. ]3[ استاكسيداني اين مواد  خواص ضدميكروبي و آنتي
ها از عوامل مهم فساد مواد غذايي در طول انبارداري و  قارچ

شوند كه از يك طرف باعث كاهش كيفيت  ذخيره محسوب مي
علت پتانسيل ه و كميت مواد غذايي شده و از طرف ديگر ب

كننده   مصرفرات برايها باعث ايجاد خط توليد مايكوتوكسين
اي هستند كه  هاي ثانويه ها متابوليت مايكوتوكسين. شوند مي

. باشند داراي اثرات سمي مختلف روي انسان و حيوانات مي
 درصد از غلات دنيا به 45 تا 20تقريباً حدود 

هاي انباري آلوده  هاي توليد شده توسط قارچ مايكوتوكسين
ها  ترين مايكوتوكسين كها خطرنا آفلاتوكسين. ]4،5 [ندهست

هاي خاصي از آسپرژيلوس فلاووس و  هستند كه توسط سويه
آسپرژيلوس پارازيتيكوس توليد شده و داراي اثرات سمي، 

زايي و تراتوژنيك در انسان و حيوانات  زايي، جهش سرطان
هاي  ها معمولاً با استفاده از نگهدارنده كنترل قارچ. ]6،7[است 

اما اين مواد در اغلب موارد داراي اثرات ، شود انجام ميسنتزي 
مانده آنها  زايي و تراتوژنيسيتي ناشي از باقي جانبي مثل سرطان

اين موضوع از يك طرف و افزايش تقاضاي . هستند
كنندگان براي غذاهاي تازه با حداقل فرآوري و فاقد  مصرف

هاي   از طرف ديگر باعث شده در سال،هاي شيميايي نگهدارنده
ويژه ه حقيقات روي استفاده از تركيبات طبيعي باخير ت
ها و توليد توكسين  ها جهت جلوگيري از رشد قارچ اسانس
آويشن شيرازي يك گياه معطر . ]8،9،10،11 [د شومتمركز

اي متعلق به خانواده لامياسه بوده كه در ايران، پاكستان و  ادويه
ختلفي اسانس اين گياه اثرات م. ]12[ دكن افغانستان رشد مي

  كنندگي، ضدصرع و ضدباكتريايي  سپتيك، بيهوش مثل اثر آنتي
  

  

 اصلي اين گياه تركيبات فنولي مثل ياجزا. ]13 [دارد
عنوان يك عامل ه اين گياه ب. ]14[است كارواكرول و تيمول 

 و شود عطردهنده در طيف وسيعي از مواد غذايي استفاده مي
 بررسي اثر ،طالعههدف از اين م. داراي محبوبيت عمومي است

اسانس آويشن شيرازي بر رشد، اسپورزايي و مورفولوژي 
  . است  15546ATCCآسپرژيلوس فلاووس 

  

 ها مواد و روش
  ناليز آنآ تهيه اسانس و

 شيرازي از استان فارس در فصل تابستان نگياه آويش
شناس پژوهشكده گياهان دارويي  آوري و توسط گياه جمع

پس از تهيه اسانس گياه  .دش تاييد آن نام علمي جهاددانشگاهي
  آناليز تقطير با بخار آب،هاي هوايي گياه، به روش از سرشاخه

 1طيف نگار جرمي -ي گازياسانس توسط دستگاه كروماتوگراف
 Thermoquest از نوعMS-GCدستگاه  .انجام شد

Finnigan متر و قطر داخلي30 با ستون موئينه به طول    
 . بود ميكرومتر25/0ت لايه داخلي  ميكرومتر و ضخام250

 در هر دقيقه و 5/2 با افزايش تدريجي 265 تا 50برنامه دمايي 
دماي .  دقيقه استفاده شد30 به مدت 265 نگهداري ستون در

  ل هليم با سرعت مو گاز حادرجه  250اتاقك تزريق 
 با انرژي يونيزاسيون EI شناساگر  از.متر در دقيقه بود  ميلي5/1

 جهت تشخيص 250ترون ولت و دماي منبع يونيزاسيون  الك70
  .]15[اجزاي اسانس استفاده شد 

  

 تهيه سوسپانسيون اسپور كپك 

 ATCC 15546 آسپرژيلوس فلاووس بررسي موردكپك 
شناسي دانشكده دامپزشكي دانشگاه  بوده كه از بخش قارچ

مدت ه ب دار  شيبPDAدر محيط  كپك راابتدا . دشتهران تهيه 
 تا كردهگذاري   خانه گراد گرم  درجه سانتي26روز در  7 - 10

    درصد تويين05/0ليتر محلول   ميلي10. اسپور توليد شود
 سطح كشت  استريل،اي خميده اضافه كرده و با ميله شيشه 80

                                          
1 GC - MS 
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  هفتم، دوره سوم، فصلنامه گياهان دارويي، سال 

  1387ان بيست و هفتم، تابست شماره مسلسل

 

  و همكارانگندمي

 

به منظور . داده شد خراش  به آراميجهت برداشت اسپور
 شيشه پشم ن با استفاده ازو سوسپانسي،حذف قطعات ميسليوم

وسيله هموسيتومتر شمارش شده و ه  تعداد اسپور ب.دشفيلتر 
 106 به 80 درصد تويين 05/0غلظت اسپور توسط محلول 

  . شدليتر رسانده اسپور در هر ميلي
  

  ارزيابي فعاليت ضدقارچي در محيط آگار 

 ،100 ،50، 0هاي   غلظت استريل حاويPDA محيط مذاب
از اسانس آويشن شيرازي پي پي ام  1000 و 600 ،400 ،200
يك . دش پليت توزيع 3 هر غلظت در ي شده و به ازاآماده

 در مركز پليت قرار 1متري كاغذ واتمن شماره   ميلي5ديسك 
  ميكروليتر سوسپانسيون اسپور تلقيح شده و10داده و با 

   گراد  درجه سانتي26  روز در10مدت ه ها ب پليت

 تا دش گيري زانه اندازهخانه گذاري شده و قطر كلني رو گرم
پوشانده كه در گروه كنترل تمام قطر پليت توسط قارچ  موقعي

ها به   ديسكندادند،هايي كه رشدي نشان  در مورد پليت. شد
 يا 1محيط فاقد اسانس انتقال داده شده تا اثر بازدارندگي

  . بار تكرار شد2 كل آزمايش .دشو مشخص 2كشندگي
  

  ارزيابي توليد اسپور 

 حاوي PDAهاي  ليتر از سوسپانسيون اسپور در پليت ميلي 1/0
هاي مختلف اسانس تلقيح شده و در تمام سطح محيط  غلظت
خانه گذاري   روز گرم7مدت ه  درجه ب26ها در  پليت. دشپخش 

كل توده ميسليوم توليد شده در هر پليت به يك فلاسك . دندش
. ن داده شدشدت تكاه ليتر آب مقطر انتقال و ب  ميلي50حاوي 

صورت ه ده و بشوسيله هموسيتومتر شمارش ه غلظت كنيدي ب
 هر يازاه ب. مربع از پليت محاسبه شد متر تعداد اسپور در هر سانتي

  . دش بار تكرار 2 پليت استفاده و كل آزمايش 3غلظت 
  

  3ميكروسكوپ الكتروني اسكنينگ

 روزه رشد داده شده در 7هاي  در اين مرحله از كشت
 اسانس ppm 200 بدون اسانس و محيط حاوي PDAمحيط 

                                          
1 Fungistatic    2 Fungicidal 
3 SEM 

دقت بريده ه متري از آگار ب قطعات چند سانتي. دشاستفاده 
يك بشر كوچك حاوي . شده و در پليت قرار داده شد

 در كنار كشت قرار داده شده و درب  درصد4تتراكسيد ازميوم 
طور كامل بسته شد و فيكس كردن ه پليت توسط پارافيلم ب

. انجام شد ساعت با بخار تتراكسيد ازميوم 48دت مه ها ب كشت
ها تهيه  متر مربع از كشت  سانتي1بعد از فيكس كردن، قطعات 

هاي مربوطه قرار  شده و توسط چسب مخصوص روي پايك
 دقيقه با طلا پوشانده شده و توسط 3مدت ه ها ب نمونه. گرفت

 Obducat Cam Scanميكروسكوپ الكتروني مدل

MV2300 دش مشاهده.  
  

  تحليل آماري

ها  ه جهت مقايسه ميانگينطرفابتدا از تجزيه واريانس يك 
داري  ها اختلاف معني استفاده شد و در مواردي كه بين ميانگين

 جهت جداكردن آنها استفاده  Tukeyوجود داشت، از تست
 از لحاظ آماري  درصد95ها در سطح اعتماد  ميانگين. شد

  ي آماري با استفاده از برنامه  آناليزها.متفاوت قلمداد شدند
 SPSS 10شد انجام.  

  

  نتايج

نتيجه آناليز اسانس . بود) V/W ( درصد66/1بازده اسانس 
گونه كه از جدول پيداست  همان.  آمده است1در جدول شماره 

  .دهد ترين جزء اين اسانس را تشكيل مي كارواكرول مهم
روي هاي مختلف اسانس آويشن شيرازي  نتايج اثر غلظت

تمام .  آمده است2رشد آسپرژيلوس فلاووس در جدول شماره 
داري روي   معنيهاي مورد استفاده داراي اثر مهاركنندگي غلظت

دهد كه  نتايج حاصل نشان مي). > 05/0p(رشد كپك بودند 
اين اثر داراي الگوي وابسته به دوز بوده و با افزايش غلظت 

 كه در غلظت طوريه  بيابد، اسانس اثر مهاركنندگي افزايش مي
در  . درصد رسيد4/79 پي پي ام درصد مهار رشد به 200

 پي پي ام تا روز سوم هيچ رشدي مشاهده نشد و 200 غلظت
بعد از آن هم سرعت رشد نسبت به نمونه كنترل بسيار كمتر 

   درصد اثر مهاركنندگي 100راي اپي پي ام د 400غلظت . بود
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  ...اثر اسانس آويشن شيرازي

 

  ده استش طيف سنج جرمي شناسايي - ويشن شيرازي كه به روش گاز كروماتوگرافي تركيب اسانس آ-1جدول شماره 

  درصد  شاخص بازداري  تركيبات

  19/0  930  توجن

  26/4  937  آلفا پينن

  43/0  976  بتا پينن

  85/0  985  بتا ميرسن

  37/3  1024  اكاليپتول

  34/3  1055  گاما ترپينن

  68/0  1090  لينالول

  47/0  1236  تيمول متيل اتر

  46/0  1243  كارواكرول متيل اتر

  12/71  1299  كارواكرول

  41/0  1418  ترانس كاريوفيلن

  32/2  1582  گلوبولول

  9/91    مجموع

  
  PDAوسيله آسپرژيلوس فلاووس در محيط ه هاي مختلف اسانس آويشن شيرازي روي رشد و توليد اسپور ب  اثر غلظت-2جدول شماره 

  درصد مهار توليد اسپور  2متر مربع در هر سانتي تعداد اسپور  درصد مهار رشد  1)متر ميلي(قطر كلوني   )ppm (غلظت اسانس

0   c 1/4 ± 117    0   c108  ×)4/0 ± 4/2(  0  

50   d2/3 ± 88  7/24   d108  ×)1/0 ± 8/1(  7/21  

100   e5/4 ± 67  7/42   e107  ×)2/0 ± 0/5(  8/75  

200   f 3/5 ± 24  4/79   f107  ×)6/0 ± 8/1(  5/92  
a 400 g100   بدون رشد  -  -  
b 600  g 100  بدون رشد  -  -  

1000  g100   بدون رشد  -  -  

1- SE ±كه : قطر كلوني SE است تكرار در هر بار آزمايش 3 آزمايش مجزا با 3 خطاي معيار.  

2 - SE ±كه : تعداد اسپور SE است تكرار در هر بار آزمايش 3 آزمايش مجزا با 2 خطاي معيار. 

a :لظت معادل غMIC     b : غلظت معادلMFC 

  ).> 05/0p (استدار  حروف غيرمشابه در هر ستون نشانه اختلاف آماري معني

  
. دش روز هيچ رشدي مشاهده ن10روي رشد بوده و در طول 
 پي پي ام و حداقل 400  اسانس1حداقل غلظت مهاركنندگي

نتايج . دست آمده  پي پي ام ب1000 غلظت كشنده معادل
دهد كه اسانس روي اسپورزايي  حاصل از توليد اسپور نشان مي

هاي مورد  هم اثر بازدارنده داشته و اين اثر در تمام غلظت
اين اثر هم وابسته به دوز ). >05/0p (استدار   معنيبررسي

                                          
1 MIC 

 پي پي ام ديده 200 بوده و بيشترين اثر بازدارندگي در غلظت
كروسكوپ الكتروني نتايج حاصل از مي).  درصد5/92( شود مي

تصوير الف ساختار كلني .  آورده شده است1  شمارهدر شكل
كلني رشد . دهد رشد كرده در محيط فاقد اسانس را نشان مي

شدت اسپورزايي كرده و ساختار ه كرده در محيط فاقد اسانس ب
كه  طوريه دهنده اسپور تمام سطح كلني را پوشانده، ب تشكيل

د تصوير ب كلني رش. يستيت نوتوده ميسليوم قارچ قابل ر
شدت . دهد  پي پي ام اسانس را نشان مي200 يافته در حضور
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  هفتم، دوره سوم، فصلنامه گياهان دارويي، سال 

  1387ان بيست و هفتم، تابست شماره مسلسل

 

  و همكارانگندمي

 

اسپورزايي نسبت به نمونه كنترل بسيار كمتر بوده و ميسليوم 
علاوه بر پراكنده بودن ساختار . شود خوبي ديده ميه قارچ ب
اسپورها، تعداد اسپورهاي هر كونيديوفور هم دهنده  تشكيل

تصوير ج و د مورفولوژي هيفاي . است كنترل كمتر از گروه
 اسانس را نشان قارچي در محيط بدون اسانس و محيط حاوي

 كپك نمونه ،گونه كه در تصوير ج مشخص است همان. دهد مي

كنترل داراي هيفاي سالم و با ساختار برآمده و متسع و سطح 
 پي پي ام اسانس 200در هيفاي تيمار يافته با . باشد صاف مي

خوردگي و  شود كه شامل چين يير مورفولوژي ديده ميتغ
فرورفتگي سطح و از بين رفتن شفافيت و يكنواختي سطح هيفا 

  .است
  

  

  

 

  

       

  

    

       

  

 

 

 

 

  هاي رشد يافته در محيط فاقد اسانس و محيط حاوي اسانس  تصاوير ميكروسكوپ الكتروني از كشت-1تصوير شماره 

   ×500حيط فاقد اسانس با بزرگنمايي  كشت رشد يافته در م- الف

   ×500 كشت رشد يافته در محيط حاوي اسانس با بزرگنمايي -ب

   ×2000 كشت رشد يافته در محيط فاقد اسانس با بزرگنمايي -ج

  × 2000 كشت رشد يافته در محيط حاوي اسانس با بزرگنمايي - د

  

الف

  د  ج

  ب
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  ...اثر اسانس آويشن شيرازي

 

  بحث

ها و گياهان معطر در  اثرات ضدقارچي اسانس ادويه
نتايج حاصل از اين .  بسياري ثابت شده استهاي ررسيب

گر اثر مهاركنندگي اسانس آويشن شيرازي روي  تحقيق نشان
 كه از الگوي استرشد و اسپورزايي آسپرژيلوس فلاووس 

دهد كه اثر  نتايج نشان مي. كند وابسته به دوز پيروي مي
د بازدارندگي اين اسانس روي اسپورزايي بيشتر از اثر روي رش

هاي  اي اثر غلظت زرزاكيس و همكاران در مطالعه. است
هاي پاتوژن گياهي را  مختلف گياه گربه دشتي روي كپك

بررسي و مشاهده كردند كه اين اسانس داراي اثر بازدارندگي 
هاي مورد  داري روي رشد و توليد اسپور در تمام كپك معني

ر  دافررا و همكاران روي اثبررسيدر . ]16[است  بررسي
ها و تركيبات مختلف از جمله اسانس  بازدارندگي اسانس

مرزنگوش، آويشن و ديكتاموس و كارواكرول، تيمول و 
سيليوم ديجيتاتوم مشخص شد كه  ترپينول روي كپك پني آلفا

ه پي پي ام توليد اسپور را ب 250ها در غلظت  تمام اين اسانس
ترتيب  اسانس به 3 اين MICميزان . طور كامل مهار نمودند

   پي پي ام و براي كارواكرول و تيمول به 300 و 250، 300
  

  

ن يبعضي محقي. ]1 [دست آمده  پي پي ام ب200 و 160ترتيب 
عقيده دارند كه تنظيم سنتز آفلاتوكسين و توليد اسپور به 

لت عدم توليد آفلاتوكسين در يكديگر پيوسته بوده و ع
س را به يكوتوكسيژنيك آسپرژيلوس پارازيتهاي غير سويه

ها و يا عدم توانايي توليد كنيدي  تغييرات مورفولوژي كنيدي
چنين گزارش شده كه مهار رشد  هم. ]17،18 [اند نسبت داده

 و اسطوخودوس با دژنره عهاي آويشن، نعنا قارچ در اثر اسانس
 بررسيدر . ]19[است شدن هيفاي قارچ مرتبط 

 كانيس، اثراتي ميكروسكوپيك اثر اكونازول روي ميكروسپوروم
 از جمله چين خوردگي و بدشكلي و بررسيمشابه اثرات اين 

. ]20 [دشغيرعادي بودن هيفاي قارچ و ماكروكنيدي مشاهده 
 حاضر اثر مهاركنندگي اسانس آويشن شيرازي بررسينتايج 

نمايد و اين  خوبي ثابت ميه روي آسپرژيلوس فلاووس را ب
هاي شيميايي در  گهدارندهعنوان جايگزيني براي نه اسانس را ب

 اما با اين حال استفاده عملي از نمايد، مواد غذايي معرفي مي
شناسي، اقتصادي و   سمهاي بررسياين اسانس نيازمند انجام 
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