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در ) آویشن، نعناع و کاکوتی( عصاره گیاهان تیره نعناع راثبررسی 

جلوگیري از رشد استافیلوکوکوس اورئوس و ژئوتریکوم کاندیدوم در نمونه 
  با استفاده از روش سطح پاسخاستان خراسان رضوي هاي دوغ صنعتی 

  
  2سید علی مرتضوي،  2 بهروز علیزاده بهبهانی،*1فریده طباطبایی یزدي

 

 دانشیار گروه علوم و مهندسی صنایع غذایی،دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد -1

  دانشجوي دکتري گروه علوم و مهندسی صنایع غذایی،دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد -2
  استاد گروه علوم و مهندسی صنایع غذایی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی مشهد -3

  )8/7/93: رشیخ پذی  تار23/2/93: افتیخ دریتار(

  چکیده
 و اورئوس استافیلوکوکوسدر جلوگیري از رشد ) آویشن، نعناع و کاکوتی( ضد میکروبی عصاره گیاهان تیره نعناع راثآزمایشگاهی  پژوهشدر این      

) 0 ،075/0 و v/v 15/0(ح غلظت از هر عصاره  سط3براي این منظور . بررسی شداستان خراسان رضوي  در نمونه هاي دوغ صنعتی ژئوتریکوم کاندیدوم
براي نمونه هاي دوغ استریل حاوي سوسپانسیون مشخصی از سوش خالص )  تکرار3در( نمونه 40بقاء و یا کاهش جمعیت باکتري مذکور در . تهیه گردید

ا اندازه گیري مرگ باکتري پاتوژن با استفاده از طرح  روز ب7 ساعت و 24به طور جداگانه در طی زمان  کاندیدومژئوتریکوم و  اورئوساستافیلوکوکوس 
 و استافیلوکوکوس اورئوس عصاره ترکیبات بازدارنده طبیعی در جلوگیري از رشد  مقایسه نتایج اثرپس از بررسی و. بررسی شد) RSM(رویه پاسخ 

ان بیشتري بر کاهش جمعیت استافیلوکوکس تاًثیر داشت، فرمول در نمونه هاي دوغ مشخص کرد که عصاره گیاهان تیره نعناع به میز ژئوتریکوم کاندیدوم
% v/v (0(و عصاره کاکوتی  11/0%) v/v(، عصاره نعناع 14/0%)v/v(بهینه عصاره ها براي کاهش یا کینتیک مرگ باکتري پاتوژن با غلظت عصاره آویشن 

  63/1 روز 14 عدد لگاریتمی، در 84/2 ساعت 24 در اورئوسافیلوکوکوس میزان تلقیح بدست آمده، که در این شرایط بیشترین میزان کاهش جمعیت است
  .عدد لگاریتمی می باشد

  
  دوغ هاي صنعتی، ژئوتریکوم کاندیدوم، استافیلوکوکوس اورئوس ، تیره نعناع،عصاره :ژگان واکلید

  
  
  

                                                             
  tabatabai@um.ac.ir : مسئول مکاتبات*
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  مقدمه -1
گیاهان تیره نعناع از زمان هاي گذشته در طب سنتی مورد استفاده 

 و به طور معمول در درمان عفونت هاي دستگاه گوارش و ،بوده
از مهمترین محصولاتی که از .  کاربرد داشته اندنفخ شکمیا 

اشاره آن بدست می آید می توان به عصاره تیره نعناع گیاهان 
 که مصرف زیادي در طب سنتی، صنایع غذایی، عطر سازي نمود

  .]1[و دارو سازي دارد 
ره ها زمینه بسیار مناسبی براي صادرات تولید اسانس ها و عصا

به شمار می آید و در ارتقاي ارزش افزوده حاصل از کشت 
 میلادي 2000از سال . گیاهان دارویی اهمیت به سزایی دارد

براساس توافق جهانی و به دلایل زیست محیطی و بهداشتی 
در تهیه مواد ) مصنوعی(مصرف اسانس ها و رنگ هاي شیمیایی 

 ولید مواد آرایشی به تدریج کاهش یافته و به جاي آنغذایی و ت
ها مصرف اسانس ها و رنگ هاي طبیعی کاربرد بیشتري یافته 

این مواد می توانند از طریق پایداري شیمیایی و به .  ]2[است 
وسیله مهار رشد میکروبی باعث افزایش عمر نگهداري مواد 

ده با نگهدارنده به همین دلیل مواد غذایی فرآیند ش. غذایی شوند
  .هاي طبیعی روز به روز بیشتر مورد توجه قرار می گیرند

 داراي فعالیت ضد میکروبی طبیعی بر روي اسانس و عصاره ها
تعداد زیادي از باکتري هاي مولد فساد و بیماري زا هستند، بیشتر 
این ترکیبات در حضور گروههاي فعال فنولیک در ساختارشان 

به علت داشتن مقادیر زیادي  ها  قیقت آندر ح. مشترك می باشند
ها از عوامل مهم ایجاد   آروماتیک که برخی از آنفراراز ترکیبات 

این . ]3[ کننده طعم در غذا به شمار می روند مورد توجه هستند
ترکیبات فرار داراي خاصیت ضد اکسایشی و ضد میکروبی ذاتی 

ل بیماري ها بوده و نقش مهمی در سیستم دفاعی گیاهان در مقاب
بنابراین این ترکیبات می . در اثر میکروارگانیسم ها ایفا می کنند

توانند به صورت یک جزء عملگر، یک طعم دهنده و نیز به عنوان 
  .]4[نگهدارنده در ماده غذایی عمل نمایند 

عامل اصلی مسمومیت غذایی و استافیلو کوکوس اورئوس 
توکسین این انترو. عفونت هاي خارج روده اي می باشد

میکروارگانیسم مقاوم به حرارت است و در صورت وجود در 
مسمومیت غذایی . ماده غذایی در اثر حرارت از بین نمی رود

 4 تا 2استافیلوکوکی به وسیله دوره کمون کوتاه، معمولاً بین 

تهوع، استفراغ، دل پیچه، ضعف و . ]5[ ساعت مشخص می گردد
 این دوره کمون کوتاه در نتیجه .نهایتاً اسهال علایم آن هستند

رشد . خوردن سم از قبل تولید شده در مواد غذایی ایجاد می شود
در مواد غذایی هیچگونه تغییري در  اورئوس استافیلوکوکوس

ظاهر، بو یا طعم آن ایجاد نمی کند بلکه توکسین آن در مواد 
 .]5[غذایی ایجاد مسمومیت می نماید 

داي رشد توده اي سفت و نمد مانند در ابت ژئوتریکوم کاندیدوم
  .]6[ ایجاد کرده و به تدریج نرم و خامه اي می شود

هدف از انجام این پژوهش بررسی و مقایسه اثر ضد میکروبی 
در جلوگیري ) آویشن، نعناع و کاکوتی(عصاره گیاهان تیره نعناع 

در نمونه  ژئوتریکوم کاندیدوم و استافیلوکوکوس اورئوسرشد از 
  .صنعتی تولید شده در استان خراسان رضوي می باشدغ هاي دو

  

  مواد و روش ها -2
   مواد-2-1

 درصد 60عصاره هاي آویشن، نعناع و کاکوتی با درجه خلوص 
  . خریداري شد) مجتمع و شرکت کشاورزي سبز ایران(از 

دوغ از کارخانجات لبنی شهرك صنعتی مشهد تهیه (دوغ استریل 
  ).گردید

و ) 1113PTCC(افیلوکوکوس ارئوس سوش میکروبی است
 به صورت آمپول لیوفیلیزه )12748ATTC( ژئوتریکوم کاندیدوم

از مرکز کلکسیون قارچ ها و باکتري هاي صنعتی و عفونی 
سازمان علمی پژوهشی و صنعتی ایران بخش بیوتکنولوژي تهیه 

  .گردید
مانیتول ، 1جهت انجام آزمایشات از محیط کشت نوترینت آگار

 ساخت شرکت مرك آلمان 3و سابرو دکستروز آگار2آگارسالت 
  .استفاده شد
 میکروبی از یه کشت تازه و فعال سازي سوش هايجهت ته

) ساخت شرکت مرك آلمان ( مانیتول سالت آگارمحیط کشت
سابرو دکستروز  از محیط کشت و استافیلوکوکوس اورئوسي برا

  .  گردیددهاستفا ژئوتریکوم کاندیدوم براي) مرك آلمان(آگار

                                                             
1. Nutrient Agar 
2. MSA 
3. SDA 
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   روش ها-2-2
از ) در فاز لگاریتمی( تهیه کشت تازه -2-2-1

  میکروارگانیسم
جهت تهیه کشت تازه و فعال سازي سوش هاي میکروبی از 

 استافیلوکوکوس اورئوسمحیط کشت مانیتول سالت آگار باکتري 
ژئوتریکوم از محیط کشت سابرو دکستروز آگار براي کپک و 

کشت هاي مذکور کشت سطحی داده بر روي محیط  کاندیدوم
 ساعت 72و  ساعت 24شد، تا میکروارگانیسم پس از 

در هنگام تهیه ) براي باکتري و قارچ به ترتیب(اینکوباسیون 
  .سوسپانسیون میکروبی در فاز لگاریتمی قرار داشته باشد

  ها  تهیه نمونه هاي دوغ جهت تیمار با عصاره -2-2-2
از کارخانجات لبنی شهرك تهیه  صنعتی بعد ازنمونه هاي دوغ 

به آزمایشگاه جهت انجام آزمایشات صنعتی مشهد، 
صنعتی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه فردوسی میکروبیولوژي 

 نمونه ،بعد از استریل کردن دوغ ها در اتوکلاو. تانتقال یافمشهد 
 ریخته شد و سپس cc500 لوله 40درون هاي استریل دوغ را 

 براساس) 0 وv/v15/0 ،075/0 ( ارهغلظت هاي مختلف عص
، 9، 8، 7(نتایج بدست آمده از گزارشات و تحقیقات انجام شده 

به صورت امولسیون کردن مقدار معین هر یک از ) 12  و11، 10
به ) از شرکت مرك آلمان (80ها با آب و به کمک توئین  آن

  درصد وزن عصاره با استفاده از یک میکسر هموژنایزر30میزان 
)IKA-T25-digital ultra turax( به مدت یک دقیقه در 

  .پانزده هزار دور در دقیقه تهیه شد
   مک فارلند5/0 تهیه سوسپانسیون -2-2-3

 مک فارلند با استفاده از اضافه کردن 5/0سوسپانسیون استاندارد 
 میلی لیتر کلرید باریم 5/0و % 1 میلی لیتر اسید سولفوریک 5/99
  . ه با هم زنی مداوم تهیه گردید به طور آهست%175/1

کدورت ایجاد شده توسط این سوسپانسیون دانسیته سلولی تقریباً 
سپس کدورت آن با .  ایجاد می کندcfu/ml 108×5/1معادل 

در طول ) SIGMA-3-30K(استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر 
  . اندازه گیري شدnm 625موج 

  
 

   تهیه سوسپانسیون میکروبی-2-2-4
بین دو شعله (لوپ از سوش میکروبی تحت شرایط استریل یک 
 جهت تهیه سوسپانسیون N.B محیط کشت cc500به ) وجود

غلیظ میکروبی اضافه گردید، سپس محیط کشت به اینکوباتور 
ċ22-18محیط کشت هاي 1جهت تهیه کشت مادر.  منتقل شد ،

N.A، M.S.A  وS.D.A در لوله هاي در 2به روش شیب دار ،
 N.Bاري که قبلاً استریل شده بودند تهیه شد و از محیط پیچ د

کشت سطحی به شکل زیکزاك داده ) بعد از ایجاد کدورت(
 قرار ċ37 ساعت در اینکوباتور 24محیط کشت ها به مدت .شد

گرفته، سپس لوله ها با پارافین استریل شده و در یخچال نگه 
  .داري شدند

 ها با ارهعص ارزیابی فعالیت ضد میکروبی -2-2-5
   سطح3 فاکتور در 3استفاده از طرح مرکب مرکزي در 

براساس ) 0 وv/v15/0 ،075/0 ( عصاره سطح غلظت از هر 3
                نتایج بدست آمده از گزارشات و تحقیقات انجام شده

براي انجام آزمایش ها از طرح مرکب مرکزي . تهیه شد ]18- 13[
استافیلوکوکوس  از 1- 2. %د سطح تهیه گردی3 فاکتور در 3در 

با غلظت استاندارد شده به روش  ژئوتریکوم کاندیدوم و اورئوس
که روش تهیه آن در بخش قبل ذکر شد به ) 1 ×105(مک فارلند 

 لوله آزمایش درب دار حاوي نمونه هاي دوغ  استریل و رقت 40
هاي مشخص تهیه شده از عصاره هاي گیاهی اضافه گردید 

  ).1جدول(
له آزمایش فاقد ماده ضد میکروبی نیز به عنوان کنترل رشد یک لو

در نظر گرفته شد، افزودن سوسپانسیون میکروبی ) کنترل مثبت(
 هاي گیاهی باعث رقیق شدن سوسپانسیون عصارهبه رقت هاي 

میکروبی و غلظت ماده ضد میکروبی خواهد شد، که این موارد 
پس از انجام . استطی آماده سازي نمونه ها در نظر گرفته شده 

 این  ازcc1/0) کنترل(این مراحل از لوله فاقد ماده ضد میکروبی 
مخلوط با استفاده از یک اتوسمپلر فوراً روي سطح پلیت حاوي 
محیط آگار کشت سطحی داده شد تا پس از یک شب گرمخانه 

 سپس .]7[گذاري تعداد کلونی هاي رشد کرده شمارش شوند 
 7 هاي گیاهی به مدت عصاره و وغدلوله هاي آزمایش حاوي 

) دماي یخچال هاي صنعتی (ċ8-6 در دمايروز در یخچال 
                                                             
1. Master culture 
2. Slant 
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نگهداري گردید و تعداد کلونی هاي رشد کرده مطابق روش ذکر 
 . شده بررسی گردید

   طراحی آزمایشات-2-3
 جهت طراحی آزمایشات 1 از طرح مرکب مرکزيپژوهش در این 

 هاي عصارههینه سازي اثر  بپژوهشهدف این . استفاده شده است
نمونه هاي طبیعی جهت کاهش کینتیک رشد باکتري پاتوژن در 

سه پارامتر مورد بررسی . می باشدصنعتی خراسان رضوي  دوغ
 کاکوتی عصاره نعناع و عصاره آویشن، عصارهشامل غلظت هاي 

 هاي طبیعی سه عصارهلذا جهت بهینه سازي اثرات . می باشند
ا توجه به روش استفاده شده براي طراحی پارامتر مذکور را ب

آزمایشات به عنوان متغیرهاي مورد نظر و با سه سطح در مقادیر 
 در نظر 1و مقادیر واقعی، مطابق جدول ) -1 و 0، +1(کد شده 
  .گرفته شد
 مقادیر کد شده و واقعی متغیرهاي مستقل در سطوح 1جدول 

  مختلف
قادیر کد شده واقعی               م      علائم     متغیر هاي مستقل    

1-          0         1+ 
 

15/0  075/0  0 A  آویشنعصارهغلظت  
 (%v/v) 

15/0  075/0  0 B  نعناع عصارهغلظت   
(%v/v) 

15/0  075/0  0 C  کاکوتیعصارهغلظت  
 (%v/v) 

  
 Design و با کمک نرم افزار  CCDا استفاده از روش ب

Expert (Version 6.0.2)  و سطوح غلظت در نظر گرفته
شده براي هر یک از متغیرها آزمایشات را طراحی کرده و چیدمان 

 آرایش 2و3جدول .  مشخص نمودیم2و 3آنها را مطابق جدول
.  تکرار در نقطه مرکزي نشان می دهد6 را با CCDروش 

میانگین درصد مقادیر بدست آمده از سه مرتبه تکرار هر آزمایش 
در نظر گرفته می شود، در ) Y( وابسته یا پاسخ به عنوان متغیر

 براي هر متغیر وابسته مدلی تعریف می شود که RSMروش 
آثار اصلی و همزمان فاکتورها را بر روي هر متغیر جداگانه بیان 

  می نماید، مدل چند متغیره به صورت زیر می باشد

                                                             
1. Central composite design 

Y= β0+ β1 x1+ β2 x2+ β3 x3+ β1 β1 x1
2+ β2 β2 x2

2+ 
β3 β3 x3

2 + β1 β2 x1 x2+ β1 β3 x1x3+ β2 β3 x2x3   
 ضریب ثابت، β0 پاسخ پیش بینی شده، Yدر معادله ذکر شده 

β3β2β1   ،اثرات خطی β3β3 β2β2 β1β1  اثر مربعات و
β2β3,β1β3,β1β2  و جهت برازش و  اثرات همزمان بوده 

محاسبه ضرایب معادله لازم است که داده هاي تجربی بدست 
) ANOVA(اده از رگرسیون و آنالیز واریانس آمده با استف
بدین منظور رگرسیون و تحلیل واریانس با استفاده . تحلیل شود

انجام  Design Expert (Version 6.0.2)از نرم افزار 
  .گرفت

 براي تغییرات جمعیت  CCD  چیدمان روش 2جدول 
  استافیلوکوکوس

  
  

س
ش

شماره  آزمای
 

 آویشن
(%

v/v)  

 نعناع
(%

v/v) 

کاکوت
 ی

 
(%

v/v) 

ت آمده
نتایج بدس

 بعد از 
ت 

گذش
24

ت 
 ساع

(Log/m
l) 

ت آمده بعد از 
نتایج بدس

ت 
گذش

7
 روز

  
(Log/m

l) 

1 0.00 0.00 0.00 5.41 5.09 
2 0.15 0.00 0.00 3.26 2.05 
3 0.00 0.15 0.00 4.69 2.11 
4 0.15 0.15 0.00 2.87 1.70 
5 0.00 0.00 0.15 3.91 2.52 
6 0.15 0.00 0.15 4.71 1.91 
7 0.00 0.15 0.15 3.79 2.30 
8 0.15 0.15 0.15 3.77 4.50 
9 0.00 0.075 0.075 3.73 2.63 

10 0.15 0.075 0.075 3.27 2.10 
11 0.075 0.00 0.075 3.87 2.33 
12 0.075 0.15 0.15 3.66 1.90 
13 0.15 0.075 0.00 3.53 2.03 
14 0.15 0.15 0.075 3.62 1.98 
15 0.075 0.075 0.075 3.62 1.97 
16 0.075 0.075 0.075 3.63 2.00 
17 0.075 0.075 0.075 3.38 1.79 
18 0.075 0.075 0.075 3.21 1.90 
19 0.075 0.075 0.075 3.69 1.99 
20 0.075 0.075 0.075 3.52 1.88 
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 براي تغییرات جمعیت  CCD چیدمان روش  3جدول 
  ژئوتریکوم

س
ش

شماره  آزمای
 

 آویشن
(%

v/v)  

 نعناع
(%

v/v) کاکوتی
 

 
(%

v/v) 

نتایج 
 بدست آمده

بعد از 
 24گذشت 

ساعت 
(Log/ml) 

نتایج بدست 
آمده بعد از 

  روز7گذشت 
 (Log/ml) 

1 0.00 0.00 0.00 4.47 5.29 
2 0.15 0.00 0.00 5.10 3.69 
3 0.00 0.15 0.00 4.61 3.60 
4 0.15 0.15 0.00 5.09 4.19 
5 0.00 0.00 0.15 5.16 3.59 
6 0.15 0.00 0.15 4.99 3.317 
7 0.00 0.15 0.15 5.43 3.22 
8 0.15 0.15 0.15 5.54 4.13 
9 0.00 0.075 0.075 5.29 4.00 
10 0.15 0.075 0.075 5.40 4.00 
11 0.075 0.00 0.075 5.36 4.00 
12 0.075 0.15 0.15 5.29 3.98 
13 0.15 0.075 0.00 5.00 3.62 
14 0.15 0.15 0.075 5.34 3.12 
15 0.075 0.075 0.075 5.34 3.93 
16 0.075 0.075 0.075 5.30 3.96 
17 0.075 0.075 0.075 5.27 3.81 
18 0.075 0.075 0.075 5.21 3.74 
19 0.075 0.075 0.075 5.37 3.96 
20 0.075 0.075 0.075 5.34 3.94 

 فرمولاسیون نهایی ترکیبات 40با توجه به شرایط تعیین شده، 
به کمک ضرایب رگرسیون اثر سطوح مختلف . بازدارنده تهیه شد

  .آویشن، نعناع و کاکوتی بر روي متغیر هاي وابسته محاسبه شد
  
  
  
 

  نتایج و بحث -3
  و مدل سازي پارامترتحلیل آزمایشات -3-1

استافیلوکوکوس کاهش جمعیت هاي موثر بر 
   کاندیدومژئوتریکومو  اورئوس
، با در نظر CCD طبق جدول طراحی شده روش آزمایش ها

 کاکوتی عصاره نعناع و عصاره آویشن، عصارهگرفتن سه متغیر 
 تکرار در نقطه مرکزي، براي 6 آزمایش همراه با 40برابر با 

مایشات طراحی شده با جدول آز. داده شدکاهش خطا انجام 
توجه به متغیرهاي فرض شده و نتایج بدست آمده براي کاهش 

 ژئوتریکوم کاندیدوم و استافیلوکوکوس اورئوسجمعیت 
Log/ml با توجه به نتایج . آورده شده است) 2و3( مطابق جدول

بدست آمده به دنبال ارائه مدلی مناسب براساس مدل اولیه 
 و استافیلوکوکوس اورئوسیت براي کاهش جمع) 1و2معادله (

 عصارهبا توجه به سه متغیر فرض شده  ژئوتریکوم کاندیدوم
مدل اولیه به .  کاکوتی می باشیمعصاره نعناع و عصارهآویشن، 
 در نظر گرفته شد، به عبارت دیگر  Full quadraticصورت 

فرض اولیه و پیشنهادي، موکد بر موثر بودن تمامی ترم ها 
و در نظر گرفتن ) ن اول، دوم و اثر متقابل  متغیرهامتغیرها با توا(

ولی در عمل برخی از ترم هاي در نظر گرفته . آنها در مدل بود
شده در مدل اضافی بوده و باید حذف شوند لذا احتیاج به یک 
تحلیل آماري جهت مشخص نمودن ترم هاي موثر از غیر موثر 

 p-valueپارامتر این تحلیل با استفاده از آزمون فرض و . داریم
 Design نرم افزارمحاسبات مربوطه توسط . انجام می شود

Expert 6.0.2 انجام شد و پس از حذف ترم هاي غیر موثر به 
  .می رسیم) 4 و5(جدول تحلیل آماري 
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مدل سطح پاسخ ) ANOVA(نتایج آنالیز واریانس  4جدول 
هاي  در نمونه  استافیلوکوکوس اورئوسبراي تغییرات جمعیت

  )کاکوتی: Cنعناع و : Bآویشن، : A.(دوغ
Source DF Extracts 24h            Extracts 7 days 
     SS      P-Value    SS      P-Value     
Model 9 3.67        0.0001           11.12           0.0001 
Linear   
A 1 1.26         0.0001          1.22            0.0001 
B 1 0.52         0.0015          0.48            0.0003 
C 1 0.0019     0.7966          0.047          0.1222 
Quadratic   
A² 1 0.0039      0.7133          0.61            0.0001 
B² 1 0.15          0.0414          0.078          0.0540 
C² 1 0.0045      0.6928          0.032          0.1945 
Interaction   
AB 1 0.26           0.0122        2.36            0.0001 
AC 1 0.87          0.0002         1.94             0.0001 
BC 1 0.48           0.0020         2.88            0.0001 
Residual 10 0.28                                0.16 
Lack of fit 5 0.22            0.0891        0.13             0.0765 
Pure error 5 0.059                             0.033 
Total 19 3.95                                 11.29 

به معناي : 2SSبه معناي درجه آزادي، : DF1، )4و5(در جدول 
 عددي تعیین کننده در  مقادیرP-Valveمجموع مربعات و 

مهم ترین قسمت . پذیرش یا رد فرض آماري مورد نظر می باشند
در جدول تحلیل آماري در بخش آنالیز واریانس، پارامتري به نام 

این پارامتر نشان دهنده مناسب . می باشد 3آزمون ضعف برازش
 پارامتر ضعف Pمقدار . بودن یا نا مناسب بودن مدل می باشد

در  استافیلوکوکوس اورئوسکاهش جمعیت باکتري برازش براي 
  ،P24h= 0891/0 روز به ترتیب 7 ساعت و 24زمان هاي 

0765/0 =P7D است، همچنین مقدار  بدست آمدهP پارامتر ضعف 
 24برازش براي کاهش جمعیت کپک ژئوتریکوم در زمان هاي 

بدست  P24h ، 0700/0 =P7D= 1008/0 روز به ترتیب 7ساعت و 
آزمون ضعف برازش مربوط به مدل ه بیانگر این است که ک آمده

. بر پاسخ معنی دار نبود) چند جمله اي درجه دوم(برازش یافته 
بنابراین، مدل توانسته به خوبی بر داده هاي مورد بررسی برازش 

  .شود

                                                             
1. DF: Degrees of freedom 
2. SS: Sum of square 
3. Lack of fit 

مدل سطح پاسخ ) ANOVA(  نتایج آنالیز واریانس 5جدول 
 در نمونه هاي وم ژئوتریکوم کاندیدبراي تغییرات جمعیت

  )کاکوتی:Cنعناع و : Bآویشن، : A.(دوغ
Source DF Extracts 24h           Extracts 7 days 
    SS        P-Value    SS       P-Value    
Model 9 0.77        0.0003        3.63           0.0001 
Linear   
A 1 0.0029   0.5255         0.013             0.4649 
B 1 0.0015    0.6474        0.059            0.1401 
C 1 0.14       0.0011       0.92           0.0001 
Quadratic   
A² 1 0.0009     0.7204         0.13             0.0390 
B² 1 0.000005    0.9777         0.12              0.0459 
C² 1 0.066       0.0112         0.46               0.0012 
Interaction   
AB 1 0.16         0.0008         1.44             0.0001 
AC 1 0.0039      0.4656      0.34            0.0034 
BC 1 0.36          0.0001       0.34              0.0034 
Residual 10 0.069                      0.23 
Lack of fit 5 0.053      0.1008       0.19            0.0700 
Pure error 5 0.016                     0.044 
Total 19 0.84                        3.86 

  
همانطور . نشان داده شده است) 4(نتایج آنالیز آماري در جدول 

 عصارههایی از مدل که در آزمون که مشاهده می گردد، عبارت 
شامل عبارت خطی آویشن معنی دار بودند و  ساعت 24بعد از 

)0001/0<p ( و نعناع)01/0<p( عبارت درجه دوم ،
و ) p>05/0(و عبارات برهم کنش آویشن، نعناع ) p>05/0(نعناع

می ) p>01/0(و نعناع، کاکوتی )  p>001/0(آویشن، کاکوتی 
 عبارت خطی کاکوتی و روابط درجه دوم باشند و از آنجایی که

همچنین . آویشن، کاکوتی معنی دار نبوده از مدل حذف شدند
بیشترین تأثیر مربوط به عصاره ) Sum of square(براساس 

  .آویشن می باشد
 روز معنی دار 7عبارت هایی از مدل که در آزمون عصاره بعد از 

اع  ، نعن)p>0001/0(بودند شامل عبارات خطی آویشن 
)001/0<p( و رابطه درجه دوم آویشن)0001/0<p ( و تمامی

روابط درجه دوم ). p>0001/0(عبارات بر هم کنش می باشند 
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نعناع، کاکوتی و عبارت خطی کاکوتی معنی دار نبوده از مدل 
بیشترین ) Sum of square(همچنین براساس . حذف شدند

  .می باشدتأثیر مربوط به بر هم کنش عصاره نعناع، کاکوتی 
نشان داده شده است همانطور ) 5(نتایج آنالیز آماري در جدول 

که مشاهده می گردد، عبارت هایی از مدل که در آزمون عصاره 
 ساعت معنی دار بودند شامل عبارت خطی کاکوتی 24بعد از 

)01/0<p( عبارت درجه دوم کاکوتی ،)05/0<p ( و عبارات برهم
) p>0001/0( نعناع، کاکوتی و) p>001/0(کنش آویشن، نعناع 

می باشند و از آنجایی که عبارات خطی آویشن، نعناع و روابط 
درجه دوم آویشن، نعناع و بر هم کنش آویشن، کاکوتی معنی دار 

 Sum of(همچنین براساس . نبوده از مدل حذف شدند

square ( ،بیشترین تأثیر مربوط به برهم کنش عصاره هاي نعناع
  .کاکوتی می باشد

 روز معنی دار 7عبارت هایی از مدل که در آزمون عصاره بعد از 
و روابط درجه ) p>0001/0(بودند شامل عبارات خطی کاکوتی 

و تمامی ) p>01/0(و کاکوتی ) p>05/0(دوم آویشن، نعناع 
عبارات خطی ). p>001/0(عبارات بر هم کنش می باشند 

 همچنین .آویشن، نعناع معنی دار نبوده از مدل حذف شدند
بیشترین تأثیر مربوط به بر هم ) Sum of square(براساس 

  .کنش عصاره آویشن، نعناع می باشد
براي اینکه مدل توانایی خوبی براي برازش اطلاعات داشته باشد 

داراي بالاترین مقدار باشد؛ ضریب adjusted  R2 لازم است که
ل به  به عنوان نسبت تغییرات توصیف شده توسط مد)R2(تبیین 

 برازش تغییرات کل بیان می شود که معیاري از درجه ي تناسب
به یک نزدیک تر شود، قدرت  R2بنابراین هر چه مقدار . می باشد

مدل برازش یافته در توصیف تغییرات پاسخ به عنوان تابعی از 
تریز و همکاران چنین عنوان ب. متغیرات مستقل بیشتر می باشد

بایستی  R2کردند که براي یک مدل با برازش خوب، مقدار 
نیز ) C.V(، همچنین ضریب تغییرات )12( باشد 8/0حداقل 

بیانگر خطاها در انجام آزمایشات است و هر چه این عدد پایین 
  .تر باشد دقت آزمایش را نشان می دهد

اي کاهش جمعیت  پارامترهاي آماري بدست آمده بر6جدول 
  استافیلوکوکوس اورئوس

Extracts 7days  Extracts 24h  پارامترهاي آماري 

9854/0  9299/0  R2 

9723/0  8668/0  Adj-R2 

60/5  53/4  CV 

  
پارامترهاي آماري بدست آمده براي کاهش جمعیت  7جدول 

  ژئوتریکوم
Extracts 7days  Extracts 24h  پارامترهاي آماري 

9401/0  9176/0  R2 

8862/0  8434/0  Adj-R2 

94/3  58/1  CV 

   1 نمودار هاي سه بعدي-3-2
 و استافیلوکوکوس اورئوساین نمودار ها میزان کاهش جمعیت 

 را در برابر متغیرها به صورت سه بعدي ژئوتریکوم کاندیدوم
این اشکال فضایی با استفاده از نقاط آزمایش شده . نشان می دهد

ر نقاط با استفاده از مدل محاسباتی و همچنین درون یابی سای
نمودار سه بعدي و مسطح اثر ) 1و4( در شکل .صورت می گیرد

اثر همزمان ) 2و5( نعناع، و شکل -همزمان دو متغیر آویشن
اثر همزمان نعناع، کاکوتی بر ) 3و6( کاکوتی و شکل -آویشن

در نمونه هاي دوغ  استافیلوکوکوس اورئوستغییرات جمعیت 
.  روز نشان داده شده است7 ساعت و 24 بعد از حاوي عصاره

نمودار سه بعدي و مسطح اثر همزمان ) 7و10(همچنین در شکل 
 -اثر همزمان آویشن) 8و11( نعناع، و شکل -دو متغیر آویشن
اثر همزمان نعناع، کاکوتی بر تغییرات ) 9و12(کاکوتی و شکل 

اره در نمونه هاي دوغ حاوي عصکاندیدوم  ژئوتریکومجمعیت 
  . روز نشان داده شده است7 ساعت و 24بعد از 

                                                             
1. 3D- Surface 
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  B: Mentha  

  
 نعناع بر -اثر همزمان دو متغیر آویشن: نمایش نمودار سه بعدي 1شکل 

در نمونه هاي دوغ حاوي  استافیلوکوکوس اورئوستغییرات جمعیت 
   ساعت24عصاره بعد از گذشت 

2.86  

3.20  

3.54  

3.88  

4.23  

  L
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  A: Thymus  

  C: Ziziphora  

  
تی  کاکو-اثر همزمان دو متغیر آویشن:  نمایش نمودار سه بعدي2شکل 

در نمونه هاي دوغ حاوي  استافیلوکوکوس اورئوسبر تغییرات جمعیت 
   ساعت24عصاره بعد از گذشت 

3.34  

3.58  

3.81  

4.05  

4.29  

  L
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0.04  

0.07  
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0.15  

  B: Mentha  

  C: Ziziphora  

  
 کاکوتی -نعناعاثر همزمان دو متغیر :  نمایش نمودار سه بعدي3شکل 

هاي دوغ حاوي  در نمونه استافیلوکوکوس اورئوسبر تغییرات جمعیت 
   ساعت24عصاره بعد از گذشت 

  
 نعناع، -سه بعدي اثر همزمان دو متغیر آویشن نمودار 1در شکل 
 اثر 3 کاکوتی و شکل - نمودار اثر همزمان آویشن2در شکل 

 کاکوتی بر تغییرات جمعیت استافیلوکوکوس -همزمان نعناع
 ساعت نشان 24اورئوس در نمونه هاي دوغ حاوي عصاره بعد از 

 قابل ملاحظه است که 2بر این اساس در شکل . داده شده است
با افزایش غلظت عصاره آویشن، در تمامی غلظت هاي عصاره 
کاکوتی جمعیت استافیلوکوکوس اورئوس به صورت خطی 

 3 کاکوتی در شکل - همچنین، اثر همزمان نعناع.کاهش می یابد
با توجه به شکل در پی افزودن عصاره . نشان داده شده است

س استافیلوکوکونعناع در غلظت هاي پایین کاکوتی جمعیت 
  . به صورت نمایی کاهش می یابداورئوس
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1.84  
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  B: Mentha  

  
 نعناع بر -اثر همزمان دو متغیر آویشن: نمایش نمودار سه بعدي 4شکل

در نمونه هاي دوغ حاوي  استافیلوکوکوس اورئوستغییرات جمعیت 
   روز7عصاره بعد از گذشت 

1.71  

2.14  

2.56  

2.98  

3.40  
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  C: Ziziphora  

 
 کاکوتی -اثر همزمان دو متغیر آویشن: نمایش نمودار سه بعدي 5شکل

هاي دوغ حاوي  در نمونه استافیلوکوکوس اورئوسات جمعیت بر تغییر
   روز7عصاره بعد از گذشت 

  

1.44  

1.85  

2.26  

2.67  

3.08  

  L
og

 c
fu

  

  0.00

  0.04

  0.07

  0.11

  0.15

0.00  

0.04  

0.07  
0.11  

0.15  

  B: Mentha  

  C: Ziziphora  

  
 کاکوتی -اثر همزمان دو متغیر نعناع: نمایش نمودار سه بعدي 6 شکل

هاي دوغ حاوي  در نمونه استافیلوکوکوس اورئوسبر تغییرات جمعیت 
   روز7عصاره بعد از گذشت 

  
 نعناع، -زمان دو متغیر آویشن نمودار سه بعدي اثر هم4در شکل 
 اثر 6 کاکوتی و شکل - نمودار اثر همزمان آویشن5در شکل 

 کاکوتی بر تغییرات جمعیت استافیلوکوکوس در - همزمان نعناع
.  روز نشان داده شده است7نمونه هاي دوغ حاوي عصاره بعد از 

 قابل ملاحظه است که با افزایش غلظت 4بر این اساس در شکل 
ناع، در غلظت هاي پایین عصاره آویشن جمعیت عصاره نع

استافیلوکوکوس اورئوس به صورت نمایی کاهش می یابد اما با 
  .افزایش غلظت عصاره آویشن یک روند افزایشی پیدا می کند
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 نعناع بر -اثر همزمان دو متغیر آویشن:  نمایش نمودار سه بعدي7شکل

ونه هاي دوغ حاوي عصاره در نم ژئوتریکوم کاندیدومتغییرات جمعیت 
   ساعت24بعد از گذشت 

5.02  
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  A: Thymus  

  C: Ziziphora  

 
 کاکوتی -اثر همزمان دو متغیر آویشن: نمایش نمودار سه بعدي 8 شکل

در نمونه هاي دوغ حاوي  کاندیدومژئوتریکوم بر تغییرات جمعیت 
   ساعت24عصاره بعد از گذشت 

4.82  

4.99  

5.15  

5.31  

5.48  
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  B: Mentha  

  C: Ziziphora  

  
 کاکوتی -اثر همزمان دو متغیر نعناع: نمایش نمودار سه بعدي 9 شکل

در نمونه هاي دوغ حاوي  ژئوتریکوم کاندیدومر تغییرات جمعیت ب
   ساعت24عصاره بعد از گذشت 

  
 نعناع، - نمودار سه بعدي اثر همزمان دو متغیر آویشن7در شکل 
 اثر 39 کاکوتی و شکل - نمودار اثر همزمان آویشن8در شکل 

 کاکوتی بر تغییرات جمعیت ژئوتریکوم کاندیدوم -همزمان نعناع
 ساعت نشان داده 24نمونه هاي دوغ حاوي عصاره بعد از در 

 قابل ملاحظه است که با 7بر این اساس در شکل . شده است
افزایش غلظت عصاره آویشن، در غلظت هاي پایین عصاره نعناع 
 .جمعیت ژئوتریکوم کاندیدوم به صورت خطی کاهش می یابد

اده شده  نشان د9 کاکوتی در شکل - همچنین، اثر همزمان نعناع
با توجه به شکل در پی افزودن عصاره نعناع در غلظت . است

به صورت خطی  ژئوتریکوم کاندیدومهاي پایین کاکوتی جمعیت 
  .کاهش می یابد
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 نعناع بر -اثر همزمان دو متغیرآویشن:  نمایش نمودار سه بعدي10شکل

 در نمونه هاي دوغ حاوي عصاره ژئوتریکوم کاندیدومتغییرات جمعیت 
   روز7بعد از گذشت 

3.10  

3.39  
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  A: Thymus  

  C: Ziziphora  

  
 کاکوتی -اثر همزمان دو متغیرآویشن: نمایش نمودار سه بعدي 11شکل

در نمونه هاي دوغ حاوي  ژئوتریکوم کاندیدومبر تغییرات جمعیت 
   روز7عصاره بعد از گذشت 

  

3.12  

3.41  
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  B: Mentha  

  C: Ziziphora  

  
 کاکوتی -اثر همزمان دو متغیرنعناع:  نمایش نمودار سه بعدي12شکل 

در نمونه هاي دوغ حاوي  کاندیدومژئوتریکوم بر تغییرات جمعیت 
   روز7عصاره بعد از گذشت 

  
 - نمودار سه بعدي اثر همزمان دو متغیر آویشن10در شکل 

 کاکوتی و شکل - نمودار اثر همزمان آویشن11نعناع، در شکل 
 کاکوتی بر تغییرات جمعیت ژئوتریکوم - اثر همزمان نعناع12

 روز نشان 7عد از کاندیدوم در نمونه هاي دوغ حاوي عصاره ب
 قابل ملاحظه است که 10بر این اساس در شکل. داده شده است

با افزایش غلظت عصاره نعناع، در غلظت هاي پایین عصاره 
 صورت نمایی کاهش می کاندیدوم ژئوتریکومآویشن جمعیت 

یابد اما با افزایش غلظت عصاره آویشن یک روند افزایشی پیدا 
 نشان 11 کاکوتی در شکل - آویشن همچنین، اثر همزمان.می کند

با توجه به شکل در پی افزودن عصاره آویشن در . داده شده است
 ژئوتریکوم کاندیدومغلظت هاي پایین عصاره کاکوتی جمعیت 

به صورت نمایی پایین می رود، اما با فزایش غلظت کاکوتی یک 
  .روند ثابت پیدا می کند

بات بازدارنده طبیعی پس از بررسی نتایج اثر ضد میکروبی ترکی
در نمونه هاي دوغ مشخص گردید با گذشت زمان تاثیر عصاره 

و  استافیلوکوکوس اورئوسهاي گیاهی  بر کاهش جمعیت  
  .افزایش می یابد کاندیدومژئوتریکوم 
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تاثیر عصاره هاي آبی و الکلی گیاه ) 1385 (گودرزي و همکاران
ک مورد بررسی  انتروهموراژیاشرشیاکلیآویشن شیرازي را روي 

نتایج نشان داد که عصاره آبی در هیچ کدام از غلظت . قرار دادند
هاي مورد آزمون بر سویه هاي استاندارد و بالینی موثر نبود در 
حالیکه در غلظت هاي معینی، عصاره الکلی داراي خواص ضد 
باکتري قابل توجهی بود و با افزایش غلظت، تاثیر مهاري آن 

  .]19[افزایش می یافت 
فعالیت آنتی اکسیدانی و ضد ) 2007 (شریفی فر و همکاران

میکروبی اسانس روغنی و عصاره متانولی آویشن بومی را در 
نتایج این سنجش نشان می . آزمایشگاه مورد سنجش قرار دادند

دهد که عصاره روغنی و عصاره متانولی آویشن داراي فعالیت 
تواند به عنوان  براین میآنتی اکسیدانی و ضد میکروبی هستند و بنا

افزودنی نگهدارنده طبیعی در مواد غذایی و یا صنایع دارویی به 
  .]20[کار رود 

فعالیت ضد میکروبی سماق ایرانی ) 2007(فاضلی و  همکارانش 
و آویشن شیرازي بر بعضی از باکتري هاي عامل فساد غذایی را 

دهد هر دو نتایج این بررسی نشان می . مورد مطالعه قرار دادند
ادویه معروف ایرانی که به طور سنتی به عنوان عامل قابض و 
طعم دهنده تند به کار می رود اثرات بازدارندگی بر باکتري عامل 
فساد غذایی نشان می دهند و می توانند به عنوان افزودنی طبیعی 

  .]21[غذایی مورد توجه قرار گیرند 
ي و نایسین را بر ، اثر آویشن شیراز)2008(موسوي و همکاران 

سالمونلا تیفی موریوم و استافیلوکوکوس اورئوس در یک سیستم 
در . غذایی و بر غشاء سلولی باکتریایی مورد بررسی قرار دادند

این تحقیق مشاهدات میکروسکوپی الکترونیکی آشکار می کند 
که غشاء سلولی سالمونلا تحت اعمال اسانس روغنی و ترکیب 

در حالی که . ین به طور معنی دار آسیب دیداسانس روغنی با نایس
وضعیت سلول هاي تحت اثر نایسین به تنهایی مشابه با وضعیت 
سلول هایی بود که هیچگونه اعمالی روي آنها انجام نگرفته بود 

]22[.  
  
 نتیجه گیري -4

پس از بررسی نتایج اثر عصاره هاي طبیعی در نمونه هاي دوغ 
 تیره نعناع بر کاهش جمعیت  مشخص شد که عصاره هاي گیاهان

 تأثیر کاندیدوم ژئوتریکومدر مقایسه با  استافیلوکوکوس اورئوس
 ها براي کاهش باکتري عصارهفرمول بهینه . داشتندبیشتري 

 آویشن عصارهبا غلظت  استافیلوکوکوس اورئوس پاتوژن
)v/v(14/0% ،نعناع عصاره )v/v(11/0 % کاکوتی عصارهو )v/v (
ر این غلظت ها بیشترین میزان کاهش جمعیت د. می باشد% 0

 Log/ml روز 7 و در Log/ml 84/2 ساعت 24 در اشرشیاکلی
همچنین فرمول بهینه عصاره ها براي کاهش کپک . می باشد 63/1

، عصاره نعناع v/v( 0%(ژئوتریکوم با غلظت عصاره آویشن 
)v/v(15/0 % و عصاره کاکوتی)v/v (0 %در این . می باشد

 24 در اشرشیاکلی بیشترین میزان کاهش جمعیت غلظت ها
اثر  می باشد Log/ml 69/3 روز 7 و در Log/ml 66/4ساعت 

 ها را می توان به ترکیبات آروماتیک عصارهخوب باکتري کشی 
اگینول، کارواکرول و سینوموآلدهید مربوط دانست، این ترکیبات 

یسم در طبیعت به صورت فنولیک هستند مطالعات بر روي مکان
فنولیک نشان داد که این ترکیبات بر روي غشاء سلولی تأثیر می 
گذارند و نفوذ پذیري را مختل می کنند، سپس منجر به اختلال 
فعالیت غشاء سلولی در پذیرش انتقال الکترونی، برداشت مواد 

این نتیجه .  می شوندATPaseمغذي، سنتز اسید نوکلئیک و 
  .]25-23[د مشابه نتایج محققین دیگر می باش
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The aim of the study was to evaluate antimicrobial effect of extract of Lamiaceae plants (Thymus vulgaris 
L., Mentha spp. and Ziziphora tenuir L.) to prevent growth of pathogenic bacteria (Staphylococcus aureus 
, Geotrichum candidium) was studied  industrial Doogh samples. For this purpose, three levels of 
concentration of extract that containing (0, 0.075, 0.15 v/v) was prepared. Survival or decrease in the 
bacterial population in 40 treatments (3 times repeated) in the samples of sterilized Doogh, which that 
contain a suspension of pure specific strains of Staphylococcus and Geotrichum in the during 24 hours 
and 14 days by measuring the kinetics of bacterial pathogens was investigated using response surface 
design. Analysis Results in the inhibition effects of natural antibiotic agent in the Doogh samples revealed 
that  concentrations of thymus extract % 0.14 (v/v) , Mentha oil % 0.11 (v/v) and Ziziphora oil % 0(v/v)  
is the inoculation rate, which in most circumstances Reduction Staphylococcus aureus in 24 h 
2.84Log/ml, 7 days in the 1.63 Log/ml 
 
Keywords:  Extract, Lamiaceae plants, Staphylococcus aureus, Geotrichum candidium, Industrial Doogh. 
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