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Abstract 
BACKGROUND: The probiotic must survive in sufficient numbers after gastric and duodenal transit to be able to 

colonize the large intestine. The viability of a probiotic in the human upper GI tract is mainly influenced by low acidity 

of the stomach and bile salt in the small intestine. Currently, consumers are more interested in natural antibacterial 

compounds as food preservatives, like herbal essential oils and extracts. To provide a balance between sensory 

acceptability and antimicrobial efficacy, the use of sublethal concentrations of EOs in combination with other 

preservation methods has been proposed. However, it should be considered that bacterial cell exposure to sublethal 

stresses may result in decreased sensitivity to the same stress and even to other stresses. 

OBJECTIVES: The aim of this study was to evaluate the stress response of probiotic strain Lactobacillus rhamnosus 

GG, pre-exposed to sublethal level of Ziziphora clinopodioides EO. 

METHODS: The  sublethal and lethal levels of Ziziphora clinopodioides EO, bile salt and pH stresses were determined 

for Lactobacillus rhamnosus GG. Then stress response of Lactobacillus rhamnosus GG pre-exposed to the sublethal 

level of Ziziphora clinopodioides EO were compared to cultures which were challenged directly with the lethal level 

of each stress (control). The growth of Lactobacillus rhamnosus GG was also assessed under bile salt and acid pH 

stress condition. 

RESULTS: The sublethal and lethal levels of Ziziphora clinopodioides EO and the lethal level for bile salt and pH 

were 1000 ppm, 1500 ppm, 0.2% and 2.5 respectively. In the test tubes, the number of cells that survived increased 

significantly and the growth curve of Lactobacillus rhamnosus GG has been affected in pre-exposed cultures. 

CONCLUSIONS: Exposure to sublethal concentration of Ziziphora clinopodioides EO can induce cross-protection 

against bile salt and pH stresses. 
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Analysis of chemical constituents of Ziziphora clinopodioides essential oil by GC-MS. 

Figure 1. Effect of pre-exposure to Ziziphora clinopodioides essential oil on lactobacillus rhamnosus GG survival in the presence of various 

bile salt concentrations. 

Figure 2. Effect of pre-exposure to Ziziphora clinopodioides essential oil on lactobacillus rhamnosus GG survival at various acid pHs. 

Figure 3. Effect of pre-exposure to Ziziphora clinopodioides essential oil on the growth curve of lactobacillus rhamnosus GG in the presence 

of 0.05% bile salt. 
Figure 4. Effect of pre-exposure to Ziziphora clinopodioides essential oil on the growth curve of lactobacillus rhamnosus GG in the presence 

of 0.1% bile salt. 
Figure 5. Effect of pre-exposure to Ziziphora clinopodioides essential oil on the growth curve of lactobacillus rhamnosus GG at pH 4. 
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  کیوتی پروب یهی در سو یدیاس  pHو   یبه نمک صفراو مقاومتبر  یاسانس کاکوت   استرساثر 

 یجی جرامنوسوس  لوسیلاکتوباس
 

 2منصوری نژند، لادن 1، علی میثاقی1افشین آخوندزاده بستی  ،1، حسن گندمی نصرآبادی1محبوبه باقری

 گروه بهداشت و کنترل کیفی مواد غذایی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران، تهران، ایران 1
 گروه بهداشت مواد غذایی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه شهید باهنر کرمان، کرمان، ایران 2

 
 1398ماه آذر 01 تاریخ انتشار آنلاین:  1398ماه  تیر 15 :تاریخ پذیرش  1398 ماه فروردین 28تاریخ دریافت: 

 چکیده 
 

ی کلیدی در عملکرد آن به عنوان باکتری طول قسمت فوقانی لوله گوارش و کولونیزه شدن در روده بزرگ، نکتهتوانایی میکروارگانیسم در زنده ماندن در  :زمینۀ مطالعه

های ها از ویژگیشود و مقاومت به آنها مواجه میهایی هستند که میکروارگانیسم در این مسیر با آناسترس اسید و نمک صفراوی از مهمترین چالش باشد.پروبیوتیک می

های گیاهی به صورت ترکیبی با سایر فاکتورهای حفاظت های طبیعی مانند اسانس و عصارهباشد. از سوی دیگر، استفاده از نگهدارندههای پروبیوتیکی میسویهمطلوب 

ها تغییر حساسیت به سایر استرسی استرس اسانس ممکن است باعث  کننده بسیار مورد توجه قرار گرفته است؛ در حالی که پاسخ میکروارگانیسم به سطوح تحت کشنده

 شود.

جی در پاسخ به استرس اسانس کاکوتی جی لاکتوباسیلوس رامنوسوسهای صفراوی در سویه پروبیوتیک هدف این مطالعه بررسی رشد و مقاومت به اسید و نمک :هدف

 باشد.می

 یج ی ج رامنوسوس   لوسیلاکتوباس های مختلف با دوز مشخصی از سویه    pHهای مختلف اسانس کاکوتی، نمک صفراوی و  با غلظت  MRS brothهای حاوی  لوله  :کارروش

 2لیتر تعیین شد. غلظتی که در آن حداقل ی کلنی در هر میلی های تشکیل دهنده آوری شده و تعداد واحد جمع  1tو  0tها در زمان های گذاری شدند. نمونه تلقیح و گرمخانه 

کشنده اسانس کشنده شناسایی شدند. پس از آن تاثیر مواجهه با دوز تحت های قبل از آن به عنوان تحت مانی مشاهده شد به عنوان دوز کشنده و غلظت لوگ کاهش زنده 

 مورد ارزیابی قرار گرفت.ی ج ی ج رامنوسوس    لوسیلاکتوباس ها و منحنی رشد ی استرس قاومت به دوز کشنده کاکوتی بر م 

گزارش شدند.   2/ 5کشنده نیز  pHدرصد و  0/ 2ام تعیین شد. دوز کشنده نمک صفراوی پی پی  1000ام و دوز تحت کشنده آن پی پی  1500دوز کشنده اسانس کاکوتی  :نتایج

ها شد و بر منحنی رشد میکروارگانیسم در  س مانی در مواجهه با سطح کشنده استر ام( موجب افزایش معنادار زنده پی پی  1000کشنده اسانس کاکوتی ) مواجهه قبلی با دوز تحت 

 اسیدی تاثیرگذار بود.   pHهای صفراوی و  حضور نمک 

 .های صفراوی شدکشنده اسانس کاکوتی موجب تقویت حفاظت متقاطع در برابر شرایط اسیدی و نمکمواجهه با سطح تحت :نهایی گیرینتیجه

 ، کاکوتی کوهی، نمک صفراوی، شرایط اسیدیلاکتوباسیلوس رامنوسوسپاسخ به استرس،  :کلمات کلیدی

 برداری، توزیع و نشر برای استفاده کامل با ذکر منبع آزاد است.تحقیقات دامپزشکی: دسترسی آزاد؛ کپی ©رایت کپی

 دامپزشکی دانشگاه تهران، تهرانگروه بهداشت و کنترل کیفی مواد غذایی، دانشکده   ،   حسن گندمی نصرآبادی  نویسنده مسئول: 

 gandomih@ut.ac.ir   : پست الکترونیکی   
 

مهمقد

ی نقش رژیم غذایی در تأمین  بالا رفتن آگاهی عمومی در زمینه 

سلامتی موجب افزایش تقاضا برای غذاهای دارای اثرات مشخص ارتقاء  

ها  . پروبیوتیک ( 1) ی سطح سلامتی گردیده است دهنده 

ای هستند که وقتی به مقدار مناسب مصرف  های زنده میکروارگانیسم 

ها  مت میزبان بگذارند. امروزه پروبیوتیک شوند قادرند اثری سودمند بر سلا 

به ویژه لبنیات استفاده   ها و محصولات غذایی به طور گسترده در مکمل 

ها از طریق محصولات غذایی  . مصرف پروبیوتیک ( 32) شوند می 

هاست. بر اساس مطالعات صورت گرفته  پرطرفدارترین روش مصرف آن 

  62بالغ بر  2014ها در سال ، بازار جهانی پروبیوتیک 2015در سال 

  2020شود که تا سال گذاری شده و تخمین زده می میلیارد دلار ارزش 

ع موجب جلب نظر تولیدکنندگان به  میلیارد دلار برسد. این موضو   96به  
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ی  ها و همچنین محققان به مطالعه تولید محصولات حاوی پروبیوتیک 

 . ( 10) ها بر سلامت انسان شده است  ها و اثر آن پروبیوتیک  خصوصیات 

تواند موثر واقع شود که در زمان محصول پروبیوتیکی موقعی می 

نی از سویه ی کل واحد تشکیل دهنده  710تا  610مصرف حاوی دوز 

لیتر یا گرم باشد. توانایی میکروارگانیسم در پروبیوتیک در هر میلی 

ی گوارش و کولونیزه شدن در زنده ماندن در طول قسمت فوقانی لوله 

ی بزرگ نکته کلیدی در عملکرد آن به عنوان باکتری پروبیوتیک روده 

 ساعت 4تا  2باشد. میکروارگانیسم بلعیده شده به طور متوسط می 

ماند و بعد از باشد( در معده می )برای مایعات این زمان کوتاهتر می 

کشد که ساعت طول می  4تا 1ی کوچک، مدت تخلیه به داخل روده 

(. استرس اسید و نمک صفراوی از 26از روده کوچک عبور کند ) 

ها هایی هستند که میکروارگانیسم در این مسیر با آن مهمترین چالش 

های های مطلوب سویه ها از ویژگی ومت به آن شود و مقا مواجه می 

ها قادرند فعالیت (. این استرس 20،19باشد ) پروبیوتیکی می 

ها را بکشند. وقتی که سلولی ها را کاهش دهند و آن فیزیولوژیک سلول 

ی بزرگ تواند در روده برد، می ها جان سالم به در می از این استرس 

ناسب برای اعمال اثرات سودمند کلونیزه شده، رشد کند و به تعداد م 

 . (18) خود برسد  

های گروه های پروبیوتیک را باکتری بخش عمده باکتری 

های لاکتوباسیلوس و بیفیدوباکتریوم لاکتیک اسید به ویژه جنس 

جی از جی  لاکتوباسیلوس رامنوسوس  .دهند تشکیل می 

های پرکاربرد و تجاریست که مطالعات زیادی روی آن پروبیوتیک 

های نجام شده و تاثیر آن در درمان و پیشگیری اسهال، آلرژی، عفونت ا 

 .( 12) کودکان و ... نشان داده شده است 

ها در مواد غذایی به منظور بهبود پایداری و ایمنی نگهدارنده 

کنندگان نسبت به اثرات گیرند. امروزه مصرف مورد استفاده قرار می 

مواد غذایی آگاهی بیشتری های شیمیایی در منفی احتمالی افزودنی 

اند، به طوریکه تقاضا برای مواد غذایی تازه و فاقد مواد کسب کرده 

کنندگان به یابد. این رویکرد مصرف شیمیایی روز به روز افزایش می 

های غذایی ایمن با ماندگاری طولانی، موجب همراه نیاز به فراورده 

های گیاهی له فراورده های طبیعی از جم علاقه به استفاده از نگهدارنده 

. با این وجود، معمولًا (3) های گیاهی شده است  مثل اسانس و عصاره 

ها در مواد غلظت مورد نیاز اسانس برای مهار رشد و کشتن باکتری 

غذایی بالاتر از غلظتی است که از نظر ارگانولپتیک قابل قبول 

ای و تغذیه . ایمنی و پایداری میکروبی و همچنین کیفیت  (8) باشد می 

های حسی اکثر مواد غذایی مبتنی بر استفاده ترکیبی از فاکتور 

  (hurdle technology)کننده است که به عنوان تکنولوژی هردل حفاظت 

های تحت کشنده شود. به عنوان مثال استفاده از غلظت شناخته می 

میکروبی موجب ایجاد تعادل های ضد اسانس در ترکیب با سایر روش 

 .(21،16) شود  میکروبی مورد نظر و مقبولیت حسی می ضد بین اثر  

به هر حال هنوز اطلاعات در مورد تاثیر احتمالی استفاده از 

ها به کشنده اسانس بر خصوصیات و حساسیت میکروب سطوح تحت 

های دیگر کمیاب است. در حالیکه اسانس ها به عنوان مواد استرس 

مانی ستازی، رشد و زنده میکروبی غذایی از طریق تداخل با همو ضد 

شوند، این موضوع را نیز باید مد نظر ها موثر واقع می میکروارگانیسم 

کشنده استرس تحت  داشت که پاسخ میکروارگانیسم به سطوح 

)اسانس( ممکن است باعث کاهش حساسیت به همان استرس یا سایر 

های به ظاهر نامرتبط شود. میکروارگانیسمی که با استرس استرس 

ای دست و پنجه نرم کرده است ممکن است تغییرات کشنده ت تح 

فیزیولوژیکی را بروز دهد که موجب تغییر در خصوصیات مقاومتی و 

 .( 8) عملکردی آن شود 

 .است  نعناعیان  ه تیر  و  زیزیفورا  جنس  متعلق به  کوهی  کاکوتی 

 اسطوخودوس،  کوهی،  آویشن  نعناع،  این تیره؛ مهم  های جنس  از 

 یک  و  علفی گیاهی  برد. کاکوتی نام توان می  تی را کاکو  و  مرزنجوش 

و  متر سانتی  15تا  5ارتفاع  به  ی کوتاهدارای ساقه  که  است  ساله 

های نام  آن به  گونه  چهار  باشد. می  باریک  تیز و  نوك  های برگ 

Ziziphora clinopodioides  کوهی(،  )کاکوتیpersica Ziziphora  ،

tenuir Ziziphora  وZiziphora capitata  در  وجود دارد و  ایران  در 

پودر  از  مختلف  . درمناطق (26) دارد  پراکندگی  ایران  نواحی  اغلب 

لبنیات  و  ماست  روی  بر  چاشنی  عنوان  به  کاکوتی کوهی  شده  خشک 

قارچی و میکروبی، ضد شود. مطالعات زیادی خواص ضد می  استفاده 

 ( 37،31،22،15) اند  سرطانی آن را گزارش کرده اکسیدانی و ضد آنتی 

و خصوصیات ارگانولپتیک این گیاه به عنوان یک افزودنی به لبنیات 

باشد. هدف از این مطالعه بررسی تغییر مورد قبول جامعه ایرانی می 

مورد  جی جی   لاکتوباسیلوس رامنوسوس تیک  در مقاومت سویه پروبیو 

کشنده اسانس کاکوتی به شرایط اسیدی مواجهه قبلی با سطوح تحت 

 باشد.و نمک صفراوی می 

 کارروشمواد و  

در این :  سویه مورد مطالعه و آماده سازی کشت میکروبی 

 جی جی  لاکتوباسیلوس رامنوسوس تحقیق سویه پروبیوتیک تجاری 

 (53103 ATCC توسط گروه بهداشت مواد غذایی دانشکده )

 - 18درصد گلیسرول در  30دامپزشکی خریداری شده و به همراه 

 لاکتوباسیلوس رامنوسوس گراد ذخیره شد. سویه درجه سانتی 

 35تلقیح شده و در دمای  MRS brothمیلی لیتر  50در  جی جی 
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 18مدت  دور در دقیقه( به    150گراد در شیکرانکوباتور ) درجه سانتی 

درجه  4دقیقه در  10ها گذاری گردید. سپس لوله ساعت گرمخانه 

دور در دقیقه( شده و بعد از یک مرحله   4000گراد سانتریفیوژ ) سانتی 

، از رسوب کف لوله برای تهیه سوسپانسیون در براث PBSشستشو با 

استفاده شد. این سوسپانسیون برای تلقیح  1نهایی  ODاستریل با 

 مورد استفاده قرار گرفت. مراحل بعد  

گیاه کاکوتی در فصل :  تهیه اسانس و شناسایی ترکیبات آن

آوری شده و در سایه های جلفا در آذربایجان شرقی جمع بهار از کوه 

 Hydro)خشک گردید. اسانس آن به روش تقطیر با بخار آب 

distillation)  با استفاده از دستگاه کلونجر استخراج شد. سپس ،

ن با استفاده از سولفات سدیم گرفته و اسانس خالص رطوبت آ 

 توسط دستگاه  اسانس  در  موجود  سازی شد. ترکیبات ذخیره 

( از نوع MS-GC) جرمی  نگار  طیف  به  متصل  کروماتوگرافی گازی 

Thermo Qest Finningan    انگلستان( با ستون موئینه(DB5   به طول

 0/ 25میکرومتر و ضخامت لایه داخلی  250متر و قطر داخلی  30

میکرومتر مورد شناسایی قرار گرفت. برنامه دمایی شامل دمای ابتدایی 

گراد با افزایش تدریجی درجه سانتی  265درجه و دمای پایانی  50

 30درجه به مدت  265درجه در دقیقه و نگهداری ستون در  2/ 5

گراد و سرعت گاز درجه سانتی  250ی اتاقک تزریق دقیقه بود. دما 

لیتر در دقیقه بود. طیف نگار جرمی به روش میلی  1/ 5هلیوم 

الکترون ولت و دمای  70یونیزاسیون الکترونی با انرژی یونیزاسیون 

 گراد انجام شد.درجه سانتی   250منبع یونیزاسیون  

تعیین دوز کشنده و تحت کشنده اسانس کاکوتی، نمک   

با  MRS brothلیتر میلی  5های حاوی لوله : pHفراوی و ص 

ام پی پی  2000و  1750، 1500، 1250، 1000، 750، 0های غلظت 

رامنوسوس  لوس ی لاکتوباس اسانس کاکوتی آماده شد و با سویه 
ساعت، در  2ها به مدت تلقیح شدند. لوله  510با دوز نهایی  ی ج ی ج 

گذاری گردیدند. پس از گذشت دو گراد گرمخانه درجه سانتی  30

های مختلف اسانس کاکوتی یک های حاوی غلظت ساعت از لوله 

های متوالی بر روی پلیت لیتر برداشت نموده و  بعد از تهیه رقت میلی 

درجه   35ها در دمای  کشت سطحی داده شد. پلیت   MRS agarحاوی 

عداد ساعت گرمخانه گذاری شده و با شمارش ت  48گراد بمدت  سانتی 

کلونی شمارش باکتریایی محاسبه گردید. غلظتی که در آن حد اقل 

مانی مشاهده شد به عنوان دوز کشنده و لوگ کاهش زنده  2

 کشنده شناسایی شدند.های قبل از آن به عنوان تحت غلظت 

به همین صورت، جهت تعیین دوز کشنده نمک صفراوی، 

نمک صفراوی بعد   درصد  0/ 3و    0/ 2،  0/ 1،  0/ 05،  0/ 01،  0های  غلظت 

 از یک ساعت گرمخانه گذاری به روش ذکر شده در خصوص اسانس 

های کشنده نیز لوله  pHمورد آزمون قرار گرفتند. جهت شناسایی 

بعد از  4و  pH 2 ،5 /2  ،3 ،5 /3با  MRS brothلیتر میلی  5حاوی 

تلقیح و یک ساعت گرمخانه گذاری به روش ذکر شده مورد آزمون 

 قرار گرفتند.

کشنده اسانس کاکوتی  بررسی تاثیر مواجهه با دوز تحت 

ابتدا سویه : اسیدی و نمک صفراوی  pHبر مقاومت به 

 MRSبه محیط کشت    810با دوز   جی جی   لاکتوباسیلوس رامنوسوس 

broth   کشنده اسانس کاکوتی تلقیح شده و به مدت حاوی غلظت تحت

گراد گرمخانه گذاری گردید. سپس لوله درجه سانتی   35ساعت در    2

دور   4000گراد سانتریفیوژ ) درجه سانتی   4دقیقه در    10حاوی براث  

و سانتریفیوژ، از  PBSدر دقیقه( شده و بعد از سه مرحله شستشو با  

تهیه شد.  1نهایی  ODسیون سلولی با رسوب کف لوله، سوسپان 

 MRSحاوی غلظت کشنده نمک صفراوی و  MRS brothهای لوله 

broth  باpH  های کشنده با استفاده از این سوسپانسون سلولی )لوله

بدون مواجهه قبلی با  جی جی  لاکتوباسیلوس رامنوسوس آزمون( و 

 30در  های کنترل( تلقیح شدند و به مدت یک ساعت، اسانس )لوله 

ها یک گراد گرمخانه گذاری گردیدند. سپس از لوله درجه سانتی 

های متوالی بر روی پلیت لیتر برداشت نموده و بعد از تهیه رقت میلی 

درجه    35ها در دمای  کشت سطحی داده شد. پلیت   MRS agarحاوی  

ساعت گرمخانه گذاری شده و با شمارش  48گراد به مدت سانتی 

مانی سویه در باکتریایی محاسبه گردید و زنده  تعداد کلونی شمارش

 لاکتوباسیلوس رامنوسوس های آزمون و کنترل )تلقیح شده با لوله 

 بدون مواجهه قبلی با اسانس( مقایسه شد. جی جی 

کشنده اسانس کاکوتی  بررسی تاثیر مواجهه با دوز تحت 

لاکتوباسیلوس ابتدا سویه : بر منحنی رشد تحت شرایط استرس 
حاوی  MRS brothبه محیط کشت  810با دوز  جی جی  وس رامنوس 

ساعت در   2کشنده اسانس کاکوتی تلقیح شده و به مدت  غلظت تحت 

گراد گرمخانه گذاری گردید. سپس لوله حاوی براث درجه سانتی  35

دور در دقیقه(  4000گراد سانتریفیوژ ) درجه سانتی  4دقیقه در  10

و سانتریفیوژ، از رسوب کف   PBSشده و بعد از سه مرحله شستشو با  

 تهیه شد.  1نهایی   ODیون سلولی با  لوله، سوسپانس 

( و 4کشنده ) تحت  pHدارای  MRS brothهای سپس لوله 

درصد( با استفاده   0/ 1و    0/ 05کشنده نمک صفراوی ) های تحت غلظت 

درجه  35ساعت در  48از سوسپانسیون سلولی فوق تلقیح شده و 

ها در طول گراد گرمخانه گذاری گردیدند. جذب نوری نمونه سانتی 

ساعت  48و  36، 24، 17، 9، 3، 0های نانومتر در زمان  600ج مو 
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بدست آمده  ODگیری شد و منحنی رشد با توجه به مقادیر اندازه 

های کنترل )تلقیح شده با رسم گردید و با منحنی رشد لوله 

بدون مواجهه قبلی با اسانس(  جی جی  لاکتوباسیلوس رامنوسوس 

انجام شد و هر  duplicateها به صورت مقایسه گردید. تمامی آزمون 

 آزمون سه مرتبه تکرار شد.

 یجانت

وهی توسط  ی اسانس کاکوتی ک دهنده  آنالیز ترکیبات تشکیل 

ترکیب مختلف در اسانس گردید    51منجر به شناسایی    MS-GCدستگاه  

دادند.  درصد اسانس را تشکیل می   69ترکیب بیش از    7ها  که از بین آن 

- درصد(، آلفا   41/ 7ی اسانس، تیمول ) مهمترین ترکیبات تشکیل دهنده 

  4/ 12)  ، لینالئول ( درصد  5/ 39، کارواکرول ) ( درصد 7/ 31رپینئول ) ت 

 (.  1باشد )جدول  می   ( درصد   4/ 10ترپینن )   - و گاما   ( درصد 

جی در سطوح مختلف جی  لاکتوباسیلوس رامنوسوس

ی کلنی های تشکیل دهنده ها کشت داده شد و تعداد واحد استرس 

در هر سطح تعیین گردید. بر اساس نتایج دوز کشنده اسانس کاکوتی 

ام گزارش شد. دوز پی پی   1000کشنده آن  ام و دوز تحت پی پی   1500

 .گزارش شدند   2/ 5کشنده    pHدرصد و    0/ 2ی نمک صفراوی  کشنده 

ای بررسی تاثیر مواجهه قبلی با اسانس کاکوتی بر مقاومت به بر 

، یک نمونه مستقیما با سطح PHسطح کشنده نمک صفراوی و 

با  ابتدا ها مواجه شد )کنترل(، در حالیکه نمونه دیگر کشنده استرس 

ها کشنده اسانس کاکوتی و سپس با سطح کشنده استرس دوز تحت 

ی اسانس کشنده با غلظت تحت مواجه شده بود. نتایج اثر تیمار 

جی به نمک جی  رامنوسوس  لاکتوباسیلوس کاکوتی بر مقاومت 

آمده است. نتایج نشان داد که مواجهه قبلی با  1صفراوی در نمودار 

لاکتوباسیلوس مانی کشنده اسانس موجب افزایش زنده سطح تحت 
جی شد، بطوریکه شمارش باکتریایی در گروه مواجه جی  رامنوسوس 

درصد نمک صفراوی به  0/ 2و  0/ 1های با اسانس در غلظت شده 

نتایج  2لوگ بیشتر از گروه کنترل بود. در نمودار  2/ 2و  0/ 5ترتیب 

 لاکتوباسیلوس ی اسانس کاکوتی بر مقاومت کشنده اثر غلظت تحت 

اسیدی آورده شده است. بر اساس این  pHجی به جی  رامنوسوس 

 2/ 5های    pHمانی در  بهبود زنده مواجهه قبلی با اسانس موجب  نتایج  

 این اثر چشمگیرتر بود.  pH  3شد که در    3و  

با توجه ی ج ی ج رامنوسوس  لوس ی لاکتوباس سویه منحنی رشد 

های ن ا زم نانومتر در  600بدست آمده در طول موج  ODبه مقادیر 

منحنی   ی نشان دهنده   3ساعت رسم شد. نمودار    48مختلف، در طول  

های تیمار و کنترل )به ترتیب مواجهه یافته با دوز رشد برای لوله 

درصد نمک  0/ 05کشنده اسانس و بدون مواجهه( در غلظت تحت 

درصد نمک   0/ 05باشد. با توجه به نتایج حاصل در غلظت  صفراوی می 

 صفراوی تا ساعت نهم دو گروه تیمار و کنترل رشد مشابهی داشتند 

 .MS-GCآنالیز ترکیبات شیمیایی اسانس گیاه کاکوتی کوهی به روش . 1جدول 

 RT(min) درصد باتیترک  فیرد

1 Thymol 7/41 233/23 

2 .ALPHA. TERPINEOL 31/7 445/17 

3 Carvacrol 39/5 469/23 

4 LINALOOL L 12/4 311/13 

5 .gamma.-Terpinene 1/4 349/11 

6 (+)-2-CARENE 45/3 112/25 

7 Cymene 02/3 865/9 

8 BORNEOL L 65/2 156/16 

9 1,8-Cineole 56/2 102/10 

10 GERANIOL 47/2 132/21 

11 trans-Caryophyllene 04/2 598/27 

12 Geranyl acetate 6/1 396/26 

13 .alpha.-Pinene 38/1 42/6 

14 Nerolidol 28/1 62/32 

15 4-Terpineol 24/1 665/16 
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و از ساعت نهم به بعد گروه کنترل اندکی پیشی گرفتند. در نمودار 

 0/ 1های تیمار و کنترل در غلظت شاهد منحنی رشد برای لوله  4

باشیم که در این غلظت تفاوت چشمگیری درصد نمک صفراوی می 

بین دو گروه مشاهده نشد و رشد هر دو گروه به صورت قابل 

نیز منحنی رشد سویه  5در نمودار  ای مهار شده بود. ملاحظه 

 pHهای تیمار و کنترل در  ی در لوله ج ی ج رامنوسوس    لوس ی لاکتوباس 

از ساعت هفدهم   pH  4نمایش داده شده است و بر اساس نتایج در    4

 یمشاهد پیشی گرفتن ملایم رشد در گروه تیمار بود

 بحث  

در مطالعات مختلفی ترکیبات اسانس گیاه کاکوتی کوهی 

در   Shahbaziو    Kakaeای  مورد ارزیابی قرار گرفته است. در مطالعه

 22/65ی اسانس کاکوتی را کارواکرول )دو ترکیب عمده  2016سال  

 Shahbaziدرصد( گزارش کردند. همچنین    51/19درصد( و تیمول )

های گیاه کاکوتی های نمونهنسی اسابعد از مطالعه 2017در سال 

        
 

 

      

لاکتوباسیلوس اثر مواجهه قبلی با اسانس کاکوتی بر زنده مانی  .1نمودار 
 .در مواجهه با دوزهای مختلف نمک صفراوی جیرامنوسوس جی

لاکتوباسیلوس  اثر مواجهه قبلی با اسانس کاکوتی بر زنده مانی .2نمودار 
 .های مختلف اسیدی pHدر مواجهه با    جیرامنوسوس جی 

 لوسیلاکتوباس رشد   ی بر منحن   ی با اسانس کاکوت  ی اثر مواجهه قبل   . 3مودار  ن 
 .ی درصد نمک صفراو   05/0در حضور    یج ی رامنوسوس ج 

لاکتوباسیلوس  منحنی رشد اثر مواجهه قبلی با اسانس کاکوتی بر    . 4نمودار  
 .صفراوی   درصد نمک  0/ 1در حضور    جیرامنوسوس جی 

لاکتوباسیلوس منحنی رشد اثر مواجهه قبلی با اسانس کاکوتی بر . 5نمودار 
 pH .4در  جیرامنوسوس جی
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جمع آوری شده از چهار استان مختلف مشاهده کرد که در اکثر 

متعلق به   کهترین ترکیبات کارواکرول و تیمول بودند  ها فراواننمونه 

باشند. این نتایج به نتایج های اکسیژنه میگروه ترکیبات مونوترپن

 ما نزدیک است.

Chitsaz  22 که از دادند نشان 2007و همکاران در سال 

 بیش  ترکیب  5  کوهی،  کاکوتی  گیاه  اسانس  در  شناسایی شده  ترکیب

 پولگون  شامل  ترکیبات  این  دادند.می  تشکیل  را  اسانس  درصد  73  از

 منتول -نئو ،(درصد 1/19) اول-8-ان-3 پارامنتا ،(درصد 3/29)

 5/4) سینئول- 8و1 و (درصد 4/9) پیپریتنون ،(درصد 6/11)

 به ، اسانس2005و همکاران در   Salehiبودند. همچنین( درصد

 MS-GC را به روش کاکوتی گیاه هوایی هایبخش از آمده دست

پولگون  کردند. شناسایی اصلی در آن ترکیب 31 کرده و آنالیز

 (درصد 8) 3-منت و پارا( درصد 7/14)پیپریتنون  ،(درصد 8/45)

هر چند که این نتایج ظاهرا  .(16ترکیبات عمده این اسانس بودند )

تفاوت زیادی با نتایج تحقیق ما دارند، ولی در واقع این ترکیبات نیز 

های اکسیژنه هستند که بزرگترین بخش ترکیبات از دسته مونوترپن

دهند. تفاوت در ترکیبات اسانس یک اسانس کاکوتی را تشکیل می

ناشی از عوامل درونی )نژاد، خصوصیات ژنتیکی و  تواندگیاه می

های مرحله رشد گیاه( یا عوامل خارجی )شرایط جغرافیایی، تفاوت

سازی گیاه برای تهیه اسانس( باشد آب و هوایی و فصلی و روند آماده

(33،30،5 .) 

ی غذایی پروبیوتیک بایستی در زمان مصرف دارای تعداد ماده
لیتر از سویه ی کلنی در هر میلیدهواحد تشکیل دهن 610-710

پروبیوتیک باشد تا بتواند اثرات سودمند خود را بر مصرف کننده 

در نتیجه زنده و فعال ماندن سویه پروبیوتیک در شرایط   بگذارد،

شود حائز ها مواجه میپراسترسی که در طول دستگاه گوارش با آن 

ها در باکتریمانی که های زندهمکانیسم. (11)باشد اهمیت می

 stress) دهند به عنوان پاسخ به استرسمواجهه با استرس بروز می

response)  مانی پاسخ های زندهشوند. یکی از مکانیسمشناخته می

هایی که با یک است که در آن سلول  (adaptive response)تطابقی  

اند، نسبت به همان استرس با دوز استرس متوسط مواجه شده

دهند. مکانیسم دیگر حفاظت ومت بیشتری نشان میشدیدتر مقا

هایی که با باشد که در آن سلولمی  (cross protection) متقاطع

شوند نه تنها به آن استرس بلکه به بعضی یک استرس مواجه می 

 .(17) کنندهای غیر مرتبط دیگر نیز مقاومت پیدا میاسترس 

های مولکولی مقاومت به املاح صفراوی از طریق مکانیسم

0F1F-داخل سلولی و یا افزایش  ATPمختلفی مانند کاهش 

ATPase شود. همچنین مشاهده شده است که بیان القاء می

های متابولیک سلول نقش های مختلفی که در فعالیتپروتئین

یرد. مقاومت گدارند، در مواجهه با نمک صفراوی تحت تاثیر قرار می

داخل  pHبه اسید نیز بستگی نزدیکی به توانایی سلول در تنظیم 

هایی که به اسید پاسخ تطابقی سلولی دارد و دیده شده است سلول

 (.4داخل سلولی بالاتری دارند ) pHدهند، نشان می

Sumeri  اثر مواجهه قبلی با  2010و همکاران در سال

لاکتوباسیلوس مانی زنده های دما، اسید و صفرا را براسترس 
و دو لاکتوباسیل پروبیوتیک دیگر در شرایط  جیجی  رامنوسوس

ی دستگاه گوارش مورد بررسی قرار دادند که سازی شدهشبیه 

مقاومت ها براساس نتایج، مواجهه با هیچ یک از استرس

به اسید و صفرا را بهبود نبخشید.  جیجی   لاکتوباسیلوس رامنوسوس

بر خلاف تحقیق حاضر بیشتر پاسخ تطابقی در این تحقیق 

ها مورد ارزیابی قرار گرفت؛ در حالیکه  ها به استرس میکروارگانیسم

لاکتوباسیلوس در تحقیق حاضر حفاظت متقاطع در سویه 
جی در پاسخ به استرس اسانس بررسی شد. نتایج جی رامنوسوس

نی مابه دست آمده در این تحقیق نیز حاکی از عدم بهبود زنده

ها بود که شباهتی های مورد بررسی بعد از مواجهه با استرسسویه 

 به نتایج ما نداشت.

و همکاران پاسخ به استرس سویه  Kimدر تحقیقی دیگر  

را ارزیابی کردند. بدین  اسیدوفیلوس لاکتوباسیلوسپروبیوتیک 

های کشنده استرسمنظور بعد از تعیین سطوح کشنده و تحت

کشنده ک، میکروارگانیسم را ابتدا با سطح تحتحرارت، صفرا و نم

ها مواجه نمودند و افزایش معنادار و سپس با سطح کشنده استرس

گیری کردند که ها نتیجهها را مشاهده کردند. آنسلولمانی زنده

ها قادر به ارائه پاسخ تطابقی به استرس   لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

تواند موجب حفاظت میباشد و پاسخ تطابقی به یک استرس می

ها شود. این نتایج همسو با نتایج متقاطع در مقابل سایر استرس

 تحقیق حاضر بود.

Barbosa    کشنده تاثیر شرایط تحت  2015و همکاران در سال

مانی ژن را بر زندهاسیدی و پراکسید هیدرو pHدرجه حرارت، 

در طول  لاکتوباسیلوس پلانتارومو  پدیوکوکوس اسیدیلاکتیسی

پرتقال و نگهداری در شرایط مختلف در آب یاافشانهخشک کردن 

مانی مورد مطالعه قرار دادند و مشاهده نمودند که زنده

ها تقویت در صورت مواجهه قبلی با استرس  لاکتوباسیلوس پلانتاروم

قیق حاضر نیز مواجهه قبلی با استرس )استرس  شد. در تحمی

  لاکتوباسیلوس رامنوسوس مانی سویه اسانس( موجب تقویت زنده
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های بعدی )شریط اسیدی و نمک جی در مواجهه با استرسجی

 صفراوی( شد.

های گیاهی بر پاسخ به اطلاعاتی در خصوص اثر اسانس

ققان های پروبیوتیک در دسترس نیست ولی محاسترس در سویه 

های گیاهی بر کشنده اسانسزیادی تاثیر استرس سطوح تحت

اند. در این رابطه دو های غذایی را مورد مطالعه قرار داده پاتوژن

کشنده یک آیا مواجهه قبلی با دوز تحتشود: پرسش مطرح می

اسانس گیاهی موجب تغییر در حساسیت باکتری به دوزهای بالاتر 

تواند باکتری را نسبت به این مواجهه میشود؟ و آیا آن اسانس می

فرایندهای فیزیکی مورد استفاده در فراوری مواد غذایی و همچنین 

ای از تحقیقات دسته  تر سازد؟تر و یا مقاوممیکروبی حساسمواد ضد

های برای یافتن پاسخ پرسش اول، تغییر در حساسیت باکتری 

ها را بعد ی آن متشکلهها و یا مواد مربوط به مواد غذایی به اسانس

ی همان اسانس یا ماده متشکله کشندهاز مواجهه با سطوح تحت

مورد بررسی قرار داده اند که در اغلب موارد افزایش حساسیت به 

در دو پژوهش دو سویه   .(25،7،6)  اسانس مورد بررسی مشاهده نشد

کشنده بعد از مواجهه با دوز تحت  باسیلوس سرئوسو    اشریشیا کلی

انس درخت چای و کارواکرول )به ترتیب( نسبت به سطوح بالاتر اس

(. برای پاسخ به پرسش 37،14ها مقاومت بیشتری نشان دادند )آن 

کشنده دیگری از مطالعات اثر مواجهه با سطوح تحت دسته دوم

هایی از ی آن را بر حساسیت میکروارگانیسم اسانس یا مواد متشکله

و  سودوموناس آئروجینوزا، سیتوژنزلیستریا مونوجنس سالمونلا، 

میکروبی و فرایندهای فیزیکی به مواد ضد استافیلوکوکوس آرئوس

مورد استفاده در نگهداری مواد غذایی از قبیل نمک طعام، اسید 

اند. این مطالعات اندك هستند لاکتیک و گرما مورد بررسی قرار داده

ای متمرکز ی رودههاها و پاتوژنتعداد محدودی از اسانس و بر روی

باشند و در اکثر این مطالعات افزایش مقاومت به این فرایندها می

 .(35،24،23،13،9)گزارش نشده است 

های گیاهی قادرند به غشاء سیتوپلاسمیک باکتری اسانس

آسیب بزنند و سلول را در تنظیم فشار اسمزی دچار مشکل کنند، 

د یکپارچگی و عملکرد لذا این موضوع حیاتی است که باکتری بتوان

غشاء سلولی خود را حفظ کند. در شرایط استرس، فسفولیپیدهای 

شان را با تغییر نسبت اشباع به غشاء قادرند که ساختار زنجیره

های اسید چرب و دار به بدون شاخه، نوع شاخهاشباع، شاخهغیر

ی آسیل تغییر دهند. بیشتر تحقیقات صورت گرفته در طول زنجیره 

با نحوه پاسخ سلول به استرس اسانس نیز تمرکز بر تغییرات  رابطه

ها به عنوان تواند ناشی از شناخت اسانسلیپیدی غشاء دارند که می

ها، پروفایل پروتئینی باشد. تغییر در فسفولیپید غشائیعوامل فعال 

های مربوط به ها و ژنسیستم افلاکس و یا بیان مولکول  ها،سلول 

هایی هستند که در مورد پاسخ به استرس ماسترس نیز مکانیس

توانند بر عملکرد میاند و های گیاهی مورد توجه بودهاسانس

 .(8)فیزیولوژیک میکروارگانیسم تاثیر بگذارند 

کشنده اسانس کاکوتی در این پژوهش، مواجهه با سطح تحت 

موجب تغییر منحنی رشد سویه در حضور املاح صفراوی و شرایط  

لاکتوباسیلوس مانی سویه پروبیوتیک اسیدی شد و همچنین زنده
 ،که در معرض استرس اسانس قرار گرفته بود جیجی رامنوسوس

ی تقویت شد؛ به های صفراودر مواجهه با شرایط اسیدی و نمک 

ی اسانس کاکوتی موجب کشندهعبارت دیگر مواجهه با سطح تحت

های صفراوی تقویت حفاظت متقاطع در برابر شرایط اسیدی و نمک 

 .شد

 سپاسگزاری

معاونت محترم پژوهشی دانشکده دامپزشکی نویسندگان از 
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