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                            رشدافسنطین در کنترلآرتیمیسیا اسانس روغنی کاربرد 
  زا روي کاهوي تازههاي بیماريباکتري

 

  2سمیه علی میرزائی  ،1 نفیسه دعوتی

 

  صنایع غذایی، دانشگاه بوعلی سینا، همدان، ایران علوم وگروه استادیار، - 1
  صنایع غذایی، دانشگاه بوعلی سینا، همدان، ایران   کارشناس آزمایشگاه، گروه علوم و- 2

  
 )20/09/98: رشیخ پذی  تار98/ 28/07:  افتیخ دریتار(

  
 

  چکیده
هاي زیادي است که فعالیت  سال.شودهاي روغنی پیشنهاد میهاي طبیعی نظیر اسانسهاي شیمیایی، مصرف نگهدارندهامروزه به دلیل اثرات جانبی نگهدارنده

کروماتوگرافی  ترکیبات آن توسط، آرتیمیسیا افسنطیندر این مطالعه، بعد از تهیه اسانس روغنی . هاي روغنی به خوبی شناخته شده است اسانسضدمیکروبی
استافیلوکوکوس اورئوس، اشرشیاکلی، سالمونلا تایفی و  سپس فعالیت ضدمیکروبی اسانس روغنی علیه .شناسایی شد) (GC-MS طیف سنج جرمی- گازي

، 16 (µl/ml)هاي اسانس روغنی  غلظت،MIC براساس نتایج .ارزیابی گردید MBC و MICانتشار دیسک در آگار،  هاي روش توسطسیلوس سرئوسبا
استافیلوکوکوس اورئوس،  کاهو با . بیماریزا روي کاهوي تازه انتخاب گردیدهاي جهت ارزیابی کارایی آن در غیرفعال سازي رشد باکتري64 و 32

 -  بتا-غلظت زد. شمارش گردید)  ساعت72 و 24، 3، 0(ها در فواصل زمانی عداد باکتريتسرئوس تلقیح گردید و یاکلی، سالمونلا تایفی و باسیلوس اشرش
ترین و که حساسنشان داد و انتشار دیسک در آگار  MIC، MBC مقادیرنتایج . بود % 76,53 ±2,36به عنوان ترکیب اصلی اسانس روغنی  اوسیمن اکساید

 µl/ml 64اسانس روغنی کاهوي تیمار شده با ، )آب( در مقایسه با کنترل .باشند می اشرشیاکلیو استافیلوکوکوس اورئوس  به ترتیبهاترین باکتريمقاوم
رئوس، اشرشیاکلی، سالمونلا استافیلوکوکوس او لگاریتمی به ترتیب در تعداد 3,47 و 3,23، 2,27، 3,36 ساعت تیمار نشان داد که باعث کاهش 72بعد از 

تواند یک عامل ضدمیکروبی موثر جهت میآرتیمیسیا افسنطین شان داد که اسانس روغنی ناین تحقیق . شود می در هر گرم کاهوتایفی و باسیلوس سرئوس
 .باشد پاتوژنیک روي کاهوي تازه هايکنترل رشد باکتري

  
 .هوکا -آرتیمیسیا افسنطین - ضدمیکروبی: واژگانکلید

 
  
  

                                                
 مسئول مکاتبات:ir.ac.basu@davati.n   
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   مقدمه-1
ــنس     ــرین ج ــی از بزرگت ــسیا یک ــنس آرتیمی ــانواده  ج ــاي خ ه

Asteraceae ــیش از ــه مــی باشــد800 اســت و حــاوي ب .  گون
این جـنس، خـواص درمـانی بـسیاري نظیـر        هاي  بسیاري از گونه  

در ایـن   .]1[ ضد تومور دارند  وفعالیت ضد مالاریا، ضد ویروس   
هـاي زاگـرس    کـوه  ازArtemisia absinthiumمطالعه گونـه  

 حاصل اکتریایی اسانس روغنیببه منظور ارزیابی فعالیت ضدایران 
هـاي تولیـد شـده از     هیدروکربن ،هاترپن. آوري گردید جمع از آن 

و از ترکیبات اصلی این گیـاه      بودهترکیب چندین واحد ایزوترپن     
ساختار هیـدروکربنی داشـته، توسـط آنـزیم        این ترکیب . دنباشمی

در سیتوپلاسـم  شـود  و  اي تبـدیل مـی    ه سـاختار حلقـه    سیکلاز ب 
هاي گیاهی از طریق مـسیر بیوسـنتزي اسـیدهاي موالونیـک      سلول

 یمونـوترپن هـاي   مولکـول هاي اصـلی شـامل      ترپن. شودتولید می 
)C10H16 (    و چند ترپنی)C15H24( هـا  اي از تـرپن   نمونه.  هستند

 .]2[ هستند 5پینن و 4، سابینن3، ترپینن2، لیمونن1 سایمن- پیشامل
 و  بـوده هـا   ترپنهاي طبیعی    نگهدارنده  اصلی در  یکی از ترکیبات  

هـاي شـیمیایی مـواد      توانند جایگزین خوبی بـراي نگهدارنـده      می
هـاي شـیمیایی در مـواد غـذایی     مصرف نگهدارنـده  . غذایی باشند 

یش بعوارض جانبی زیادي نظیر افزایش حساسیت، آلرژي، آسم،         
امـا تحقیقـات   . کننـد بی و سرطان ایجاد می  هاي عص فعالی، آسیب 

هـاي  هاي طبیعی نظیر اسـانس    ثابت کرده است که اکثر نگهدارنده     
ها حاوي خـواص   این اسانس . روغنی فاقد عوارض جانبی هستند    

اکسیدانی، ضد میکروبی، ضد قارچی، ضـد ویروسـی و ضـد          آنتی
هـا افـزایش طـول عمـر       نقـش نگهدارنـده   . ]3[باشـند   آنزیمی می 

هـاي  داري مواد غذایی و جلوگیري از مـسمومیت و عفونـت          نگه
 میلیون کودك 220هر ساله در دنیا در اثر مسمومیت . غذایی است

ــهال  ــار اس ــده دچ ــی96000و ش ــر م ــد نف ــه]4[ میرن ــل  ک    عام
کـاهو یکـی   . باشندزا میهاي بیماري هاي غذایی باکتري  مسمومیت

توانـد   و مـی از مواد غذایی است که به صورت خام مصرف شـده  
 زاي غذایی نظیر سالمونلا و اشرشـیاکلی هاي بیماري حامل باکتري 

 شیوع 22 حدود 2006 تا 1995بطوریکه در آمریکا از سال     . باشد

                                                
1. P-cymene 
2. Limonene 
3. Terpinene 
4. Sabinene 
5. Pinene 

         ثبت شـد کـه نیمـی از آن بـه علـت مـصرف سـبزیجات           آلودگی
از عوامـل افـزایش     . ]5،6،7[ اي نظیـر اسـفناج و کـاهو بـود         آلوده

  رعایت موازین بهداشتی در حمل و نقل، توزیعآلودگی کاهو عدم
و  جهـت آبیـاري    اسـتفاده از فاضـلاب       همچنـین  ،سـازي آمادهو  

هدف از این مطالعه  .]8،9[ کودهاي نارس حیوانی و انسانی است  
 و Artemisia absinthiumاستخراج اسانس روغنـی از گیـاه   

ي هـاي بیمـاریزا   آن علیـه بـاکتري  بررسی فعالیت ضـد باکتریـایی     
  .باشد میها در کاهو بخصوص کنترل رشد آنغذایی

  

   مواد و روشها-2
  تهیه نمونه -2-1

 .هاي همدان جمع آوري شدهاي هوایی گیاه افسنطین از کوهبخش
تحقیقات و آموزش کشاورزي استان همدان    مرکز  این گیاه توسط    

الـک  (هاي خشک شده و پودر شده نمونه. مورد تایید قرار گرفت   
 3 گرم در هـر مرحلـه بـه مـدت       50 به میزان ) میلی متر  1با مش   

از سـولفات سـدیم   . گیري شدساعت با استفاده از کلونجر اسانس  
سـپس  . گردیـد  حذف آب از اسانس روغنی استفاده    جهتآب  بی

          درجــه 4اي محکــم و تیــره در دمــاي اســانس در ظــرف شیــشه
 .گراد نگهداري شدسانتی

  GC-MS انس توسط ترکیبات اسآنالیز - 2-2
 . مورد آنالیز قرار گرفـت   GC-MSترکیبات گیاه افسنطین توسط     

هاي اسانس توسط پژوهشکده گیاهان دارویی دانشگاه شهید نمونه
وسـیله  شناسایی ترکیبات موجود در اسـانس بـه   .  شد آنالیزبهشتی  
هاي کروماتوگرافی گازي و کروماتوگرافی گازي متصل به        دستگاه

 Trace GC از نوع GCدستگاه . جام گرفتسنج جرمی انطیف
 بـا طـول سـتون    ThermoQuesst-Finnigan  شرکت سازنده

 25/0 میلــی متــر و ضــخامت لایــه 25/0 متــر، قطــر داخلــی 30
 250 میکرولیتر، دماي تزریق گر 20/0حجم تزریق . میکرومتر بود 

 GC/MSدستگاه . درجه سانتیگراد و نوع گاز حامل نیتروژن بود     
   کـشور سـازنده آمریکـا، شـرکت سـازنده     Trace GCاز نـوع  

ThermoQuesst-Finnigan متــر، قطــر 30، بــا طــول ســتون 
 میکرومتر، نـوع گـاز   25/0 میلی متر و ضخامت لایه  25/0داخلی  
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 میلی لیتر بر دقیقه، انرژي یونیزاسیون       10/1حامل هلیوم با جریان     
ev 70ش ب و زمان روS 47 /0بود . 

  هاي میکروبی سویهو کشت تهیه  - 2-3
هاي علمی و صـنعتی     سویه هاي میکروبی زیر از سازمان پژوهش      

  .ایران تهیه شد و روي آگار مغذي کشت گردید
 ، ATCC 259231 استافیلوکوکوس اورئوس زیرگونه اورئـوس 

و  PTCC1609 3، سالمونلا تایفی2ATCC 25922اشرشیاکلی 
  ATCC 10876 4سرئوسباسیلوس 

 بـه ) مرك، آلمان (ط لوپ از آگار مغذي      اي فعال شده توس   هسویه
منتقـل  ) مـرك، آلمـان   ( مولر هینتون براث     لیتر میلی 5 لوله حاوي   

گراد  درجه سانتی  37گردید و تا رسیدن به فاز لگاریتمی رشد در          
سلولی تا سپس کدورت  .]8،10[ ساعت کشت گردید 10به مدت 

 600  جذب اسپکتروفتومتري درو توسط مک فارلند   0,5استاندارد  
   .]11[نانومتر تنظیم گردید 

ارزیـابی فعالیــت ضــد میکروبــی اســانس   -2-4
 در   انتشار دیـسک   سنجشروغنی افسنطین توسط    

   5آگار
 سـویه میکروبـی     چهار خواص ضد میکروبی اسانس روغنی علیه     

هـاي   دیـسک  . روش انتشار دیسک در آگار بررسی گردید      توسط
 لیتـر اسـانس روغنـی      میکرو 10متر حـاوي     میلی 6استریل با قطر    

با در استن همچنین اسانس روغنی رقیق شده  بدون رقیق سازي و
 بر روي سطح محیط کـشت  1000  وppm 10،  100  غلظتسه

لیتـر  میکرو 200که از قبل توسط     ) مرك، آلمان (مولر هینتون آگار    
مـک  0,5بـا کـدورت     روبی  هاي میک سوسپانسیون سلولی از سویه   

        درجـه  37ر گرفـت و پلیـت هـا در     تلقـیح شـده بـود قـرا     فارلند
 .]12[  سـاعت گرمخانـه گـذاري گردیـد    24گراد به مـدت   سانتی
فعالیت ضـد  .  تکرار انجام گردید3هاي انتشار از دیسک در    تست

                                                
1. Staphylococcus aureus subsp. aureus  
2. Escherichia coli 
3. Salmonella typhi 
4. Bacillus cereus 
5. Agar disk diffusion assay 

  بـاکتري  ها به صورت قطر هاله ممانعت از رشـد        میکروبی اسانس 
  .متر اندازه گیري شد بر حسب میلی وهااطراف دیسک

ابی فعالیت ضد میکروبی اسانس ارزی - 2-5
روغنی افسنطین توسط روش حداقل غلظت 

     MIC  6ممانعت از رشد
MIC  ــی از اســانس روغنــی اســت کــه از رشــد          کمتــرین غلظت
فعالیت ضـد میکروبـی     . ]13[کند  هاي پاتوژن ممانعت می   باکتري

ــه روش   ــسنطین بـ ــانس افـ ــه MICاسـ ــار علیـ ــاکتريچهـ   بـ
س، اشرشیاکلی، سالمونلا تایفی و باسیلوس استافیلوکوکوس اورئو

 میکرولیتر بر   128با غلظت   اسانس روغنی    .انجام گردید  سرئوس
 خانـه  96ی در پلیـت  للیتر در مولر هینتون براث به طور سریا میلی

سوسپانسیون میکروبی در مولر هینتون بـراث       . رقیق سازي گردید  
تا غلظت نهـایی  ها اضافه گردید    میکرولیتر به چاهک   50به میزان   

غلظـت نهـایی اسـانس در       .  برسـد  CFU/ml 105×5 باکتري بـه  
 لیتـر  میلیمیکرولیتر بر 64، 32، 16، 8، 4، 2، 0چاهک به صورت  

 سـاعت  24گراد به مدت     درجه سانتی  37ها در   پلیت. تهیه گردید 
 ساعت اندازه   24اري شدند و رشد باکتري ها بعد از         ذگرمخانه گ 
و سوسپانـسیون   مولر هینتون براث    حاوي  کنترل مثبت    .گیري شد 

بـود  مـولر هینتـون بـراث        فقط شامل باکتریایی بود و کنترل منفی      
]14،15،16[.  

ارزیـابی فعالیــت ضــد میکروبــی اســانس   -2-6
روغنی افسنطین توسط روش حـداقل غلظـت بـا       

  MBC 7 خاصیت کشندگی
 MBC     بـه   به عنوان حداقل غلظت اسانس با خاصیت کـشندگی

هایی که در مرحله  میکرولیتر از چاهک100 .شدرزیابی شرح زیر ا
 در آن هیچ رشدي مـشاهده نـشده اسـت بـر روي     MICارزیابی  

گـراد   درجه سـانتی 37محیط مولر هینتون آگار گسترده شده و در   
 غلظتـی از  MBC. گـردد  ساعت گرمخانه گذاري می24به مدت  

                                                
6. Minimum Inhibitory Concentrations 
7. Minimum bactericidal concentrations 
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بیش ن آگار مولر هینتوشود که در تلقیح بر روي اسانس معرفی می
هـاي زنـده مـشاهده شـود        ر تعداد سلول  درصد کاهش د   99,9از  

]17[. 

در زا هــاي بیمــاري بــاکتريرشــدکنتــرل  -2-7
   اسانس روغنی افسنطینکاهوي تازه توسط

اسـتافیلوکوکوس   هـاي بـاکتري . کاهو از بـازار همـدان تهیـه شـد         
در  اورئوس، اشرشیاکلی، سـالمونلا تـایفی و باسـیلوس سـرئوس        

 سـاعت   18گراد بـه مـدت       درجه سانتی  37هینتون براث در    مولر  
 و دوبـار بـا بـافر فـسفات          شده سپس سانتریفوژ    .ندکشت گردید 

هاي کاهو با آب اسـتریل جهـت حـذف فلـور            برگ. ندشسته شد 
هـاي  بـرگ . میکروبی طبیعی و مواد زائـد روي آن شـسته گردیـد          

م  گـر 100هاي درونی بـه میـزان       خارجی دور ریخته شده و برگ     
 سانتی متري توسط چاقوي استریل      2×6 به قطعات     و وزن گردید 

هاي باکتريهریک از لیتر از سوسپانسیون   یک میلی . برش داده شد  
 گرم کاهو اضافه  100به   )CFU/ml 109(پاتوژن در بافر فسفات     

 جهـت اتـصال بـاکتري بـه     .ندمخلوط شدبه خوبی گردید، سپس  
ت شرایط استریل به مـدت  کاهو، نمونه روي فویل آلومینیومی تح    

اسانس با غلظـت   لیتر   میلی 200کاهو در   .  دقیقه خشک گردید   15
(µl/ml) 16  ،32  ،6430بـه مـدت    و ور دقیقه غوطه 1  به مدت 

دار استریل نگهداري هاي زیپسپس در کیسه. دقیقه خشک گردید
در ایـن   . آب مقطر استریل به عنوان کنترل استفاده گردیـد        از  . شد

 . تعیـین گردیـد   MICهاي اسانس براساس نتـایج غلظتآزمون، 
 اسـانس جهـت    کاهو بـا  ساعت بعد از تیمار72 و 24، 3ها  نمونه

 گرم از برگ    10به اینصورت که  . ارزیابی میکروبی کشت گردیدند   
 2بـه مـدت   % 1لیتر بـافر فـسفات       میلی 90کاهوي تیمار یافته در     

یالی رقیـق  هـا بـه صـورت سـر      سپس نمونه . دقیقه مخلوط گردید  
 کـشت گردیـد   آگـار سازي شد و در محیط کشت مـولر هینتـون           

]18[.   

  تجزیه و تحلیل آماري -2-8
  هايها در گروهبقاء باکتري.  تکرار انجام گردید3ها در همه آزمون

  

 مـورد  SPSS 16 طرفـه بـا   دومختلف توسـط آنـالیز واریـانس    
تـر از  کمp-value  داري آمـاري مقـدار  معنی. مقایسه قرار گرفت

  . در نظر گرفته شد0,05
  

  نتایج -3
 و GCترکیبات شیمیایی اسانس روغنی افسنطین در آنالیز توسط         

GC-MS   ترکیـب  40حـدود  .  نشان داده شده است1 در جدول 
 درصد از کل ترکیبات 90,79 که شدند شناساییدر اسانس روغنی 

 2,36  به میزان1 اوسیمن اکساید- بتا- ترکیب زد.شوندرا شامل می
 ترکیب غالب در ایـن اسـانس شـناخته شـد و سـایر            % 76,53 ±

، 2 اوسـیمن اکـساید  - بتا - اي به ترتیب اسانس  این  ترکیبات اصلی   
  ).1جدول (باشند  می3مایرسن-و بتا سابینن

 بـاکتري  4فعالیت ضد میکروبی اسـانس روغنـی افـسنطین علیـه            
شد زا به صورت حضور یا عدم حضور نواحی ممانعت از ربیماري

 و قطر هاله ممانعت از رشد به همراه نتایج دو      1باکتري در شکل    
براسـاس  . شود نشان داده می  2 در جدول    MBC و   MICروش  

هـاي  مطالعات قبلی دانـشمندان، فعالیـت ضـد میکروبـی اسـانس           
  : دشو سطح تقسیم می3روغنی در 

، فعالیت متوسـط و   ) میلی متر  12قطر هاله بیشتر از     (فعالیت قوي   
بـر اسـاس    . ]19[) متر میلی 12قطر هاله کمتر از     (لیت ضعیف   فعا

نشان داده شد که اسانس افـسنطین فعالیـت ضـد    ) 2جدول(نتایج  
یـشترین فعالیـت ضـد      ب. زا دارد هاي بیماري میکروبی علیه باکتري  

ایـن اسـانس بـه      ) بیشترین قطر هاله ممانعـت از رشـد       (میکروبی  
 سالمونلا تایفی ،رئوساستافیلوکوکوس اوصورت رقیق نشده علیه 

نشان داده شـد و کمتـرین فعالیـت ضـد میکروبـی              اشرشیاکلیو  
  MIC. بودباسیلوس سرئوس اسانس به صورت رقیق نشده علیه

استافیلوکوکوس اورئوس، باسـیلوس    هاي  این اسانس براي باکتري   
، 16 (µl/ml)بـه ترتیـب     سرئوس، سالمونلا تایفی و اشرشیاکلی      

ــر MBC و64 و 64، 32 ــاکتري ب ــاي اي ب ــتافیلوکوکوس ه اس
بـه  اورئوس، باسیلوس سرئوس، سـالمونلا تـایفی و اشرشـیاکلی           

  .  بود64 و 32 ،32 ،64  (µl/ml)ترتیب 

                                                
1. (Z)-β-Ocimene oxide 
2. (E)-β-Ocimene oxide 
3. β-Myrcene 
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Table 1 The main components of the essential oil of Artemisia absinthium 
 

a RI, retention indices relative to C8-C24 n-alkanes. 
b Relative proportions as percent of the total peak area, and results are presented as mean± standard deviation from 

the experiments in triplicate. 
 
 
 

GC area (%)b RIa Compounds  NO.  GC area (%)b RIa Compounds  NO.  

Tr 1402.5  NI  27  1.64±0.05 973.5  Sabinene  1 

0.44±0.11 1423.8  trans-Caryophyllene  28  1.19±0.10 990.0  β-Myrcene  2  

0.04±0.02 1455.3  Neryl propanoate  29  0.06±0.00 1024.2  P-Cymene  3  

0.10±0.06 1485.2  Germacrene D  30  0.11±0.02 1028.8  E-β-Ocimene  4  

0.16±0.05 1491.4  Neryl isobutanoate  31  0.54±0.03 1035.6  Z-β-Ocimene  5  

0.24±0.01 1511.2  Lavandulyl isovalorate  32  0.03±0.00 1058.4  γ-Terpinene  6  

0.09±0.03 1515.0  Gerayl isobutanoate  33  0.50±0.02 1092.7  Epoxymyrcene<6,7->  7  

0.07±0.02 1566.5  Nerolidol<E->  34 0.16±0.06 1098.2  Myrtanal  8  

0.52±0.11 1579.0  NI  35  0.15±0.05 1102.0  Linalool  9  

0.30±0.04 1585.8  Neryl isovalerate  36  0.29±0.01 1115.6  trans-Thujone  10  

0.35±0.01 1604.5  Gerayl -2-methylbutanoate  37  76.53±2.36 1137.3  (Z)-β-Ocimene oxide  11  

0.28±0.01 1610.3  Geranyl isovalerate  38  2.72±0.06 1143.9  (E)-β-Ocimene oxide  12  

0.25±0.09 1648.9  isoelemicin  39  0.20±0.03 1148.4  Hexyl isobutyrate  13  

0.39±0.03 1665.9  Intermedeol  40  0.09±0.03 1170.5  Lavandulol  14  

0.45±0.07 1737.6  Chamazulene  41  0.88±0.08 1177.0  Rosefuran epoxide  15  

0.07±0.04 1898.5  n-Nonadecane  42  0.16±0.06 1181.1  4-Terpineol  16  

0.39±0.12 1956.7  NI  43  0.78±0.04 1189.3  NI  17  

0.71±0.03 1958.8  NI  44  0.24±0.01 1233.1  Hexyl 3-methylbutyrate  18  

0.09±0.01 1977.3  
Bergamotol<(Z)-alpha-trans-

>  
45  0.13±0.09 1237.3  Hexyl 2-methylbutyrate  19  

0.21±0.10 1999.5  n-Eicosane  46  0.21±0.06 1277.3  Perilla aldehyde  20  

Tr  2007.3  NI  47  2.72±0.56 1303.6  NI  21  

2.79±0.10 2010.6  NI  48  0.83±0.03 1307.1  Carvacrol  22  

0.39±0.03 2015.6  NI  49  0.15±0.07 1319.0  NI  23  

0.76±0.03 2017.9  NI  50  0.02±0.00 1365.5  Neryl acetate  24  

0.16±0.02 2038.0 Geranyl linalool(E,E)  51 0.16±0.06 1389.3  Benzyl 2-methylbutyrate  25  

99.76  Total  0.02±0.01 1394.8  Elemene<beta->  26  
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Fig 1 Antibacterial activity (zones of inhibition) of Artemisia absinthium essential oil  

Concentrated essential oil (A); Diluted Essential Oil (B: 10 ppm, C’: 100 ppm, E: 1000 ppm); Tetracyclines (TE); 
Vancomycin (V); Chloramphenicol (C); Penicillin (P); Amoxicillin (Am) 

 
Table 2 Antimicrobial activity (Inhibition zone diameter, MIC and MBC values) of the essential oil and 

antibiotic discs against the tested bacteria 
Microorganism Essential oil (µl/ml) Inhibition zone diameter a (mm) 

Essential oil (PPM) 
Te

tra
cy
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e 
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0 
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) 
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m
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ci
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) 

V
an
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in
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isc

) 

 MIC MBC 

10
 

10
0 

10
00

 

EO without dilution      

Staphylococcus aureus 16±0.32 32±0.75 - 7 8 9 ±0.57 20  24 18 19 
Bacillus cereus 32±0.26 32±0.45 - 7 7 8±0.43 29  15 15 16 

Salmonella typhi 64±0.54 64±0.52 - - 8 9±0.55 23 9    
Escherichia coli 64±0.55 64±0.42 - - 7 9±0.45   10   

a Results are presented as mean ±standard deviation from the experiments in triplicate. The diameter of the disc was 
6 mm. 

 
 ،به منظور بررسی اثر زمان تیمار کاهو با اسانس روغنی افـسنطین           

اسانس و اثـر همزمـان ایـن دو متغیـر بـر روي رشـد        این  غلظت  
زاي تلقـیح شـده بـه کـاهو از آزمـون آنـالیز       هـاي بیمـاري   باکتري

 آنالیز نشان داد کـه زمـان،        نتایج. واریانس دوطرفه استفاده گردید   
داري بـر  تاثیر معنـی زمان و غلظت غلظت و اثر همزمان دو متغیر  

. دارد) p-value ≥0,05 (اشرشـیاکلی  و   باسیلوس سـرئوس  رشد  
ــایج  ــاس نت ــین براس ــان ،همچن ــی  زم ــاثیر معن ــد  ت ــر رش داري ب

ــایفی ســالمونلا و اســتافیلوکوس اورئــوس -p≤0,05( نداشــته ت

value (  س و اثـر همزمـان غلظـت و زمـان تـاثیر      اما غلظت اسان

بـر رشـد ایـن دو بـاکتري داشـته           ) p-value ≥0,05( يدارمعنی
شـود در مقایـسه بـا        نشان داده می   2همانطور که در شکل     . است

 بعد  µl/ml 64، کاهوي تیمار شده با اسانس روغنی        )آب(کنترل  
 3,23، 2,27، 3,36 ساعت تیمار نشان داد که باعث کـاهش   72از  
اسـتافیلوکوکوس اورئـوس،     لگاریتمی به ترتیب در تعداد       3,47و  

  در هر گرم کاهواشرشیاکلی، سالمونلا تایفی و باسیلوس سرئوس
ها اثر ضدمیکروبی  بنابراین این اسانس بر روي گرم مثبت .شودمی

  .ها داشته استبیشتري نسبت به گرم منفی
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Fig 2 Effect of Artemisia absinthium oil concentrations ant time on the reduction of Bacillus cereus, Staphylococcus 
aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi at 3 h, 24 h, and 72 h after the treatment. Error bars represent standard 

error of the mean. Columns having common letters are not significantly different (p>0.05). 
 

  تفسیر و تحلیل  -4
هاي روغنی حاوي گروهـی از ترکیبـات بـا فعالیـت ضـد              اسانس

ها، ترپنوئیدها، فنیـل    این ترکیبات شامل ترپن   . میکروبی می باشند  
 فعالیـت ضـد میکروبـی      . تیمول می باشند    و ها، کارواکرول پروپن
 ) آبگریـز (تواند به عملکرد ترکیبـات هیـدروفوبیکی        ها می اسانس

 سـلولی میکروارگانیـسم هـا نـسبت داده شـود      ها علیـه غـشاء   آن
]2،20،21[.  

 تجمع ترکیبات هیدروفوبیک در غـشاء سـلولی باعـث تخریـب            
، افزایش نفوذ پـذیري، نـشت اجـزاء درون          ساختار غشایی سلول  

شـود  ها میها و سرانجام مرگ سلول   سلولی، نقص عملکرد آنزیم   
]17،22،23[.  

هاي  میکروبی اسانس  در مطالعات گذشته که بر روي فعالیت ضد       
روغنی پونه کوهی، ریحان و ترنج انجام شد ثابـت شـد کـه ایـن          

توانند ها میها و آلدوکتونها، فنلها به دلیل دارا بودن ترپن اسانس
امـا  . ]21،24،25[نقش مهمی در فعالیت ضد باکتریایی ایفاء کنند         

 تواننـد عمـل    نمی یضد میکروب عامل  ترپن ها به تنهایی به عنوان       
در این مطالعه آنالیز شمیایی روغنی افسنطین نـشان داد کـه            . کنند

باشند و اصلی این اسانس روغنی میها از ترکیبات عمده مونوترپن
این ترکیب  . باشد اوسیمن اکساید می   - بتا -زدو ترکیب اصلی آن     

هاي ایزومریک متعدد است و در طیف وسـیعی   داراي هیدروکربن 
سیمن به عنوان یک مولکول و ا-بتا. د داردها و گیاهان وجواز میوه

سیگنال دهنده در ارتباط بین گیاهـان نقـش دارد و بـه دو شـکل              
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هـا  سـیمین وا .]26[  سیس و ترانس وجـود دارد      1استروایزومریک
هاي آلی محلول هـستند  معمولاً در آب نامحلول و در سایر حلال      

.  بـه عنـوان حـلال اسـانس اسـتفاده گردیـد           نبراي همین از اسـت    
مطالعات گذشته ثابت کرده است که ایـن ترکیـب داراي فعالیـت             

نتایج آنالیز شیمیایی اسانس افسنطین با  .]27[باشد ضد قارچی می
GC-MS   سـایمن، سـابینن،     -پـی   نظیر  دیگري یترکیباتحضور 

 محققـین  .نمایـان کـرد  در افـسنطین  را  نیز  لیمونن، ترپینن و پینن     
ایـن   .انـد را ثابـت کـرده  یمن  سا-پیپیشین فعالیت ضد میکروبی   

 فعالیت ضد میکروبی علیـه      با به عنوان ترکیب اصلی آویشن       ماده
اما دورمان  .]19[ شناخته شده استهاي پاتوژن گرم منفی    باکتري

 δ ،سابینن -(+) که ترکیباتی نظیر   گزارش کردند ) 2000(و دینس   
 هیچ فعالیـت  پینن- αو لیمونن   پینن،-β، ترپینن- α، 2کارن-3-

زاي گیـاهی، حیـوانی و    بـاکتري بیمـاري    25ضد میکروبـی علیـه      
 همکـاران  و کوتـسوداکی  .]28[زاي غذایی نـشان ندادنـد       عفونت

پیـنن، لیمـونن،     -α پینن،   -β ترکیباتگزارش کردند   نیز   )2005(
ــی ــرپینن، -γ ســایمن، -پ ــه 3 کــاریوفیلن-β مایرســن، -β ت  علی

 فعالیت وس سرئوساشرشیاکلی، استافیلوکوکوس اورئوس و باسیل
و رائـو و همکـاران       ]29[ نـشان ندادنـد   ضد میکروبی آشـکاري     

بـه عنـوان ضـد     ترپینن  -γ سایمن و    -پی نشان دادند که  ) 2010(
 .]30[ دارد فعالیت غیر مـوثري   سرویسیه ساکارومایسزقارچ علیه   

در مطالعه ما نیز ثابت شد که اسانس افسنطین داراي فعالیت ضـد       
باشد و با توجه به مطالعات باکتریایی متوسط و نه چندان قوي می   

  . اي دور از انتظار نیستگذشته که به آن اشاره گردید چنین نتیجه
هاي روغنی در فاز لگـاریتمی رشـد        فعالیت ضد میکروبی اسانس   

هـا در فـاز سـکون رشـد بـه       ت و بـاکتري   ها بسیار موثر اس   سلول
هـاي روغنـی مقـاوم    زاي خـارجی نظیـر اسـانس      فاکتورهاي تنش 

مطالعات نشان داده است کـه پپتیـدوگلیکان دیـواره      . ]31[هستند  
 در طـی عبـور از فـاز         اشرشـیاکلی هـاي گـرم منفـی نظیـر         سلول

هاي اشرشیاکلی خـود   سلول. کندلگاریتمی به فاز سکون تغییر می     
دهنـد و سـاختار دینـامیکی    تغییرات فیزیولوژیکی تطابق مـی را با   

این تغییرات بیشتر مربـوط     . کننددیواره سلولی خود را اصلاح می     
باشـــد بـــه افـــزایش پیونـــدهاي عرضـــی پپتیـــدوگلیکان مـــی 

اند که افزایش ضخامت لایـه      محققان ثابت کرده  . ]32،33،34،35[
                                                
1. Steroisomeric 
2. δ-3-carene 
3. β- caryophyllene 

 در فـاز سـکون   پپتیدوگلیکانی همراه با افزایش پیوندهاي عرضـی  
زاي هـاي باکتریـایی بـه فاکتورهـاي تـنش         عامل مقاومـت سـلول    

بنابراین در مطالعه ما به منظـور افـزایش اثـر ضـد             . خارجی است 
 باکتري در فاز لگـاریتمی رشـد مـورد          ،باکتریایی اسانس افسنطین  

 داراي مقاومـت  اشرشـیاکلی در مطالعه حاضر . مطالعه قرار گرفت  
در . سـانس هـاي روغنـی افـسنطین بـود        بالایی نسبت به ترکیب ا    

هـاي گـرم منفـی بـه     حقیقت غشاء خارجی غنی از چربی باکتري     
کنـد و  عنوان یک مانع در نفوذ پذیري ترکیبات اسانس عمـل مـی    

  هـاي پـورینی باریــک، نفـوذ مولکولهـاي هیـدروفیل نظیــر     کانـال 
اي در  چنـین پدیـده    ]36[کنـد   هاي روغنی را محدود مـی     اسانس

ها به نتایج بررسی مقاومت باکتري    ،نیز قابل توجه است   مطالعه ما   
و بررسـی قطـر هالـه        MBC و   MICاسانس افـسنطین توسـط      

هـا   اسانس افـسنطین علیـه گـرم مثبـت          که دهدمینشان  ممانعت  
  واشرشـیاکلی  هـاي ها موثرتر است و بـاکتري   نسبت به گرم منفی   

ن تـری به ترتیـب مقـاومترین و حـساس       استافیلوکوکوس اورئوس   
   .هاي مورد مطالعه ما به اسانس روغنی افسنطین بودندباکتري

 در بررسی فعالیـت ضـدمیکروبی     نیز  ) 2012(مسلمی و همکاران    
ی شده طی عمـل جراحـی بـا         عفونهاي  زخم در افسنطین   عصاره

در مدل موش آزمایشگاهی نشان دادنـد       استافیلوکوکوس اورئوس   
معنـی داري علیـه   این عصاره قادر به فعالیـت ضـد میکروبـی          که

  .]37[باشد میاستافیلوکوکوس اورئوس 
هاي روغنی  براساس مطالعات انجام شده دردنیا استفاده از اسانس       

توانـد  گیاهان در کنترل بار میکروبی سبزیجات و مواد غذایی مـی         
ــول  ــا محل ــت ب ــل رقاب ــیمیایی و قاب ــده ش ــاي ضــدعفونی کنن    ه

لظـت بـالاي اسـانس       تـاثیر غ   در مطالعـه مـا    . ها باشـد  نگهدارنده
افسنطین در کاهش بار میکروبی تلقیح شده به کـاهو قابـل توجـه     

 در مطالعه 2015بهارگاوا و همکاران در سال مشابه نتایج ما،    . بود
در کاهش بـار   بر روي تاثیر نانوامولسیون روغنی پونه کوهی   خود  

 % 0,1نانوامولسیون در غلظـت   این  میکروبی کاهو نشان دادند که      
 لگـاریتمی در  3,35 و 3,26، 3,57یسه با آب باعث کاهش     در مقا 
 بـه ترتیـب در  در هر گرم نمونـه   شکیل دهنده کلنی  تواحد  تعداد  
 گردیـد مونوسیتوژنز، سالمونلا تایفی موریوم و اشرشیاکلی    لستریا

ها بیشتر از  فعالیت ضدمیکروبی این اسانس بر گرم مثبت   که ]38[
یوسا و همکـاران     2012سال  در   .ها گزارش شده است   گرم منفی 

محلول حاوي  فعالیت ضدمیکروبی   بررسی  اي در ارتباط با     مطالعه
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ــرین آزاد  ــینام، )ppm 5(کل ــد س ــه  )ppm800 -1000( آلدئی ب
 و اشرشـیاکلی علیـه   ) ppm200(تنهایی و همراه با اسید اسـتیک        

سـینام  (ها نـشان دادنـد اسـانس روغنـی     آن .سالمونلا انجام دادند 
فعالیت ضدمیکروبی قابل رقابت با محلول کلرین است در ) آلدئید

در تحقیقـی فعالیـت   ) 2012(داسیلوا و همکـاران   همچنین   .]39[
      ، غنـی از کـارواکرول    (ضدمیکروبی اسانس روغنـی پونـه کـوهی         

 سالمونلا  اینترتیدیس  را بر   % 0,2 (v/v) ) ترپینن -γ سایمن،   -پی
گراد بررسی کرده انتی درجه س30 و 8در سس مایونز در دو دماي 

 کندتر عمل میتر این اسانس قويو نشان دادند که در دماي پایین    
]40[ .  
  

  گیرينتیجه -5
در کـاهش بـار      در مطالعه ما اثر ضـدمیکروبی اسـانس افـسنطین         

تـوان آن را  قابل توجـه بـود و مـی   ) محیط غذایی (میکروبی کاهو   
 سـبزیجات  هـاي شـیمیایی  جایگزین خوبی براي ضدعفونی کننده    

 به دلیل ماهیت هیدروفوبی اسانس افسنطین بهتر است دانست البته
فعالیـت ضـد باکتریـایی ایـن اسـانس در کـاهش              جهت تقویـت  

بارمیکروبی سبزیجاتی نظیر کـاهو آن را بـه شـکل نانوامولـسیون             
ــرد ــه.بررســی ک ــایج  البت ــر اســاس نت ــا در ب ــت  م  بررســی فعالی

 )محیط غیر غذایی (تر محیط کش د افسنطینضدمیکروبی اسانس
و مطالعات سایر محققین نبایـد انتظـار داشـت اسـانس افـسنطین       
داراي فعالیت ضد باکتریایی قوي باشد و چـون ترکیـب اصـلی و      

باشـد کـه در گذشـته        اسـیمن اکـساید مـی      -غالب این اسانس بتا   
فعالیت ضد قارچی ترکیبات مشابه آن ثابت شده است، بهتر است      

ررسی فعالیت ضد قارچی اسانس این گیاه       در مطالعات بعدي به ب    
 علت اثر بخشی ضعیف فعالیت ضدمیکروبی اسانس .پرداخته شود

توان بـه   افسنطین در محیط کشت آزمایشگاهی نسبت به کاهو می        
ها در محیط مغذي محـیط کـشت نـسبت بـه      تقویت رشد باکتري  

 همـین حـضور مـواد       کهسبزیجات با ارزش غذایی پایین دانست       
هاي محیطی نظیر اسـانس مقـاوم    تري را نسبت به تنش     باک ،مغذي
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Today, because of the side effects of chemical preservatives, it is suggested to use natural antimicrobial 
compounds such as essential oils. The antimicrobial activities of essential oils are well recognized for 
many years. In this study, after preparation of Artemisia absinthium essential oil, its components were 
identified by Gas chromatography–mass spectrometry (GC-MS). Then antibacterial activity of the 
essential oil was evaluated against Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi and Bacillus 
cereus by agar disk-diffusion, MIC and MBC methods. Based on MIC results, essential oil concentrations 
of 16, 32 and 64 (µl/ml) were selected to evaluate its efficacy in inactivating the growth of pathogenic 
bacteria on fresh lettuce. Lettuce was inoculated with Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
Salmonella typhi and Bacillus cereus and the bacterial count were enumerated at time intervals (0, 3, 24, 
and 72 h). The concentration of (Z)-β-Ocimene oxide as the major component of the essential oil was 
76.53±2.36%. The results of MIC, MBC values and agar disk-diffusion showed that the most sensitive and 
the most resistant bacteria were Staphylococcus aureus and Escherichia, respectively. Compared to 
control (water), lettuce treated with 64 µl/ml essential oil at 72 h after treatment showed an up to 3.36, 
2.27, 3.23 and 3.47 log CFU/g reductions in Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi 
and Bacillus cereus, respectively. This research showed that Artemisia absinthium essential oil may be an 
effective antimicrobial agent to the control of pathogenic bacteria growth on fresh lettuce. 
 
Key words: Antimicrobial- Artemisia absinthium- Lettuce.  
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