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 چكيده

ر اسانس تحقیق به منظور بررسی اث اين :هدف .دارد میکروارگانیزمی ضدفعالیت  گیاهان برخی اسانس: مطالعاتي زمينه

هش ريق كاز از طجداسازي شده از شکمبه گاو به منظور مطالعه امکان كنترل اسیدو ايهباسیللاكتوگیاه نعناع فلفلی بر 

 35 ونتره كنستا%65با جیره حاوي  كه ینمونه مايع شکمبه از شکمبه گاوهاي :كار روش .شدانجام  هاماين میکروارگانیز

در سطح جنس از محیط  هاللاكتوباسیمنظور جداسازي به. گرديد صاف و آوريجمع% علوفه تغذيه شده بودند 

 كاتالاز و اكسیداز و هايتست و مورفولوژي و اندازه اساس بر هاكلنیاستفاده گرديد و انتخاب  MRSاختصاصی 

نجام اگلوكز  از 2CO تولیدبیوشیمیايی تخمیر قندها و هیدرولیز آرژنین و  هايتستانجام گرفت. سپس  گرم آمیزيرنگ

دا اسانس ابت پلنتارم لاكتوباسیلوس و شده جداسازي هايلاكتوباسیلاسانس نعناع فلفلی بر  تأثیرشد. به منظور بررسی 

دم گیري قطر هاله عروش ايجاد حلقه در آگار و اندازهگیاه بوسیله دستگاه كلونجر استخراج شد و سپس اثر آن به كمك 

 هگون 16 شامل آزمايش تیمارهاي. شد انجام تکرار سه با تصادفی كاملاً طرح قالب در آزمايشرشد انجام گرفت. 

تعداد  :جنتاي. گرفتند قرارشاهد( ) وآب مقطر فلفلی نعناع خالص اسانس از ثابتی غلظت معرض در كه بود لاكتوباسیلوس

. گروه در سه طبقه تقسیم بندي شدند15و شناسايی گرديد كه در جداسازيها مربوط به جنس لاكتوباسیل  كلنی 36

 اسانس .دداشتن %42 با هموفرمنتیتیو هايباسیل لاكتو به نسبت بیشتري فراوانی %58 با هتروفرمنتیتیو هايلاكتوباسیل

 دارينیمعاثر  اسانس گیاه نعناع فلفلی :نهايي گيري نتيجه .داشت مهاري اثر شده آزمايش هايباكتري تمام بر نعناع

(05/0p≤) در محیط آزمايشگاه داشت. هایللاكتوباس رشد كاهش بر 

 

 نعناع فلفلی لاكتو باسیلوس، اسانس، شکمبه،: كليدي واژگان
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  مقدمه

 عنوان به را آلی تركیبات از ايگستردهمجموعه  گیاهان

 تفعالی تركیبات اين اغلب. كنندمی تولید ثانويه متابولیت

 دارند هاقارچ و مخمرها ها،برباكتري میکروبیالآنتی

 (.2007 همکاران و)كالسامگلیا 

 مرزه، مرزنجوش، آويشن، نعناع، مانند گیاهی هايگونه

حاوي تركیبات آروماتیك هستند كه  گلیمريم و رزماري

 میکروبی ضد خاصیت مطلوب بوي و عطر بر علاوه

 و تاسو و 1999 همکاران و مارينو) دارند بالايی

گیاهان شاخص  جمله از )منتا( نعناع (.2000 همکاران

و مصارف وسیعی در صنايع دارويی و  دارويی است

بیشتر  در (.1372 حیدر میربهداشتی دارد )

 گونه نعناع هايگونهاز میان  شده چاپهاي دارونامه

سبب دارا بودن تركیب منتول داراي  به( یپريتا)منتا پ

و اسانس آن هم خواص  استاثرات دارويی زيادي 

(. تیلور 1998 همکاران و كلاركدارد ) ضدمیکروبی

 منبع عنوان به را نعناع خانواده از 1( نعناع فلفلی1993)

 دارد باكتريايی ضد اثرات كه روغنی هاياسانس از غنی

 گلدار هايسرشاخهنعناع فلفلی از  اسانس. نمود معرفی

حالت تازه  دركه  گرددمی تولیدروش تقطیر  با گیاه

 رنگ زمان مرور به ولی دارد تندي طعم و است رنگبی

(. گوئدون 1996شود )ايوانس آن زرد مايل به سبز می

 فلفلی نعناع اصلی تركیبات و اجزاء (1994و پاسکوئر )

 حاوي نعناع رشد كرده در اروپا گیاه بررسی نمودند. را

%(  10) ( و متیل استات%20) منتولچون  تركیباتی

احتمالا به دلیل وجود  فلفلی نعناع خاص بوي باشد.می

 نام به تركیبی وجود. است منتول تركیبهمین 

گزارش شده  در اسانس نعناع ( نیز%3تا 2) سارفورال

يك بیماري  عنوانهب اسیدوز (.1990)بائر  است

به دو حالت  نشخواركنندگان در ايتغذيهمتابولیکی و 

 حالتهر دو  در و شودمی ديدهبالینی و بالینی  تتح

تعادل طبیعی میکروبی شکمبه دچار  بالینی نوع بويژه

 (.1391 خادم و)شريفی  شودمی تغییرات نامطلوب

                                                           
1- Pepermint 

باعث برهم خوردن تعادل میکروبی  مختلفی عوامل

اما مصرف مقادير زيادي  شود،میاكوسیستم شکمبه 

 ردمو يپذيرايجاد عادت بدون الهضمكربوهیدرات سهل

 تولید باكتريهاينیاز عامل اصلی گزارش شده است. 

عنوان بخشی از  به لاكتیك اسید كننده

حضور  عضو اينشکمبه پیوسته در  هايمیکروارگانیزم

 در آنها(. اما جمعیت 1988 آلیسون و داوسون) دارند

چرب  اسیدهايتولیدكننده  باكتريهاي جمعیت با مقايسه

 زيادي مقادير فراهمیفرار شاخص محدود است. 

 هايباكتري شديد ترغیب باعث pH كاهش و نشاسته

از  و(. 2003)دهوريتی  گرددمی لاكتیك اسید تولیدكننده

به   هاو استرپتوكوك هالاكتوباسیل به معمولاً  هاآنبین 

غیر نرمال  تخمیرهايشناخته شده  هاييعنوان باكتر

 تغذيهها با . رشد اين تیپ باكتريشودمیاشاره 

 باشدمیمرتبط  بالا كنستانترهحاوي  هايرژيم

 میکروبهايجمعیت  شناخت (.1988 آلیسون و داوسون)

 آن رشد بر موثر عوامل و اسیدلاكتیك كننده تولید

بروز  از جلوگیري در را تغذيه انتواند متخصصمی

اسیدوز بويژه تحت بالینی كمك كند )يانکه و چنج 

و  اسیدوز بروز از جلوگیري هايراه از يکی (.1998

 هايیلاكتوباسیلكنترل فعالیت  ،پايدار نمودن تخمیر

 خادم و شريفی) باشندمی لاكتات تولید عامل كهاست 

ترين به عنوان يکی از مهم هالاكتوباسیل (.1391

باكتريهاي تولید كننده اسید لاكتیك شکمبه تحمل كمی 

 شرايط در تنها ولادر مقابل اكسیژن دارند و معم

 (.1998يانکه و چنج رشد كنند ) توانندمی بیهوازي

 باكتريهاي از سويه 9 تعداد( 1958) همکاران و برلیانت

 غیرشخصات غیر هاگزا، گرم مثبت با م شکل ايمیله

 60-8/1 طول و7/0-5/0 )عرض اندازه با متحرك،

به صورت  گرم آمیزيدر رنگ كهمیکرومتر( 

شوند را متغیر ظاهر می گرمهاي هايی از باسیلزنجیره

 اين ديگرمشخصه  .نمودند جدا هاگوساله شکمبهاز 

 اساسبر . بود نشاسته هیدرولیز توانايی عدم باكتريها

ها باكتري اين قندها تخمیر توانايی وخصوصیات  اين
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 مان بوسیله قبلابودند كه  123خیلی شبیه به ارگانیسم 

( جداسازي و به عنوان يك سويه از 1954) اكسفورد و

طبقه بندي شده بودند )دهوريتی  لاكتیس لاكتوباسیلوس

ها به (. حضور و فراوانی اين گروه از باكتري2003

 خادم و)شريفی  باشدمیتابع نوع قند مصرفی  شدت

را  هايیلاكتوباسیل (1973) (. شارپ و همکاران1391

 و برايانت كه هايیسويه با را هانآجداسازي نمودند و 

( جداسازي نموده بودند مقايسه كردند 1953) همکاران

 رومینیسو  ويتولینوس لاكتوباسیلوسو دو گونه جديد 

 (.2003را معرفی نمودند )دهوريتی 

را از  هالاكتوباسیلوس سويه يك (1975) دهوريتی

نمود كه شباهت زيادي  جداسازي آلاسکاگوزن شمالی 

چندين  تاكنون .داشتباسیلوس ويتولینوس  لاكتوبه 

 وورنري  (،1959) همکاران و هانگیت توسطپژوهش 

 براي (2008) همکاران و هرناندزو  (1992) ونسوت

 ژنتیکی و فیزيولوژيکی خصوصیات شناسايی

كنندگان انجام مولد لاكتات در شکمبه نشخوار باكتريهاي

 .اندشدهمختلفی شناسايی  هايباكتريشده و 

 هايجمعیت بین رقابت تعديل به علاقمند پژوهشگران

 ازمی تواند  كه باشندمی شکمبه در مختلف میکروبی

 كاربرد و غذايی رژيم فرمول كردن بهینه طريق

 كالسامگلیا) شود انجامنیز  غذايی مختلف هايافزودنی

شکمبه  محیط مناسبی  كلی طور به (.2007 همکاران و

فراهم  هاارگانیسمرا براي گسترش و تکثیر میکرو

دما، محیط  رطوبت، .اين شرايط شامل نمايدمی

 مطلوب pH می باشد. pHفشار اسمزي و  ،هوازيبی

باشد ( می7تا 6تخمیر نزديك به خنثی ) جهت پايداري

و بروز اسیدوز  هبنابراين افزايش اسیديته شکمب

 بروزخوردن اكوسیستم شکمبه و  همباعث به  تواندمی

 از يکی(. 1391 خادم و شريفی) شود زيادي مشکلات

از اسیدوز استفاده از بافرها  جلوگیري هايروش

اضافه است. نیز همراه  مشکلاتی با البته كه باشدمی

 اثر بر علاوه گاوها غذايی جیره بهيونوفرها  ننمود

و در  هالاكتوباسیلباعث رشد  شکمبه، تولیدات بر سوء

 از(. 1998 چنج و)يانکه  گرددمیريه  ادمنتیجه بروز 

 تحت( گزارشاتی كردند كه 2004) همکاران و قالی طرفی

 لاكتومانند  هايیباكتري ايتغذيهشرايط خاص 

توانايی تولید لاكتات زيادي از  ويتولینوس باسیلوس

 كه گیاهی ثانويه هايمتابولیتدهند. خود نشان می

 هااسانس و هاساپونین ها،تاننعموما در سه دسته 

هاي یافزودن عنوان به توانمی را شوندمیبندي تقسیم

 و هاتانن اثر .نمود استفاده شکمبه محیط  كنندهتعديل

 طوربه شکمبههاي میکروب تخمیر بر هاساپونین

 اثر مورد در اطلاعات ولی است شده بررسی گسترده

 محدود است بر عملکرد میکروبی شکمبه هااسانس

 شد تلاش تحقیق اين در (.2007 همکاران و)كالسامگلیا 

 اثر و شوند جداسازيشکمبه  هايلاكتوباسیلوس تا

فلفلی بر آنها با هدف كنترل مناسب  نعناع گیاه اسانس

 هايتخمیر در شرايط مصرف مقادير زياد كربوهیدرات

 .گیرد قرار مطالعه مورد الهضمسهل

 

 هاوروش مواد

 فلفلي نعناع اسانس تهيه

تحقیقاتی دانشکده كشاورزي  مزرعهاز  فلفلینعناع  گیاه

گیاهی  مواد. گرديد آوريجمع دانشگاه فردوسی مشهد

اتاق تاريك و دور از نور مستقیم  درجمع آوري شده 

 مواد شدن پودر و خرد از پس و گرديد خشك خورشید

 بنديبسته دارپهاي زيدر داخل نايلون شده خشك

پودر گرم از اين  50مقدار  اسانس تهیهبراي  .گرديد

 3/2و تقريبا تا  لیتري ريخته شدمیلی 1000داخل بالن 

گیري با روش تقطیر . اسانسگرديد اضافهحجم بالن آب 

 و شد انجام ساعت با دستگاه كلونجر 4مدت به1آببا 

اسانس استخراج شده  توسط سولفات سديم  بگیريآ

شیشه اي تیره دور از  ظرف درانجام شد و  ببدون آ

( نگهداري گرادسانتیدرجه 4) نور و در دماي پايین

 (.1393 همکاران و نژادگلستان) گرديد

 

                                                           
1- Hydrodistilation 
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 از مايع شكمبه هالاكتوباسيلسازي  جدا

شکمبه از شکمبه گاو مجهز به فیستول دائمی كه با  مايع

( %35درصد كنستانتره نسبت به علوفه ) 65جیره حاوي 

 آوريجمعتغذيه شده بود قبل از تغذيه صبحگاهی 

 5 مقدار آزمايشگاهبه  شکمبه مايع انتقال از پس.. گرديد

 1ADSمحلول لیتر میلی 45 با شکمبه محتويات ازگرم 

 و دولايه پارچه از دهاستفا با محلول اين .گرديد مخلوط

شده توسط بريانت و  اصلاحهانگیت و  هوازيبی تکنیك

 چنج و يانکه و 1953 بريانت) شد صاف( 1953بوركی )

لیتر میلی 1مقدار  شدهتهیه  رقت آخرين(. از 1998

استريل محتوي محیط  هايلولهمحلول حاوي باكتري به 

 مايع 2MRSيعنی هالاكتوباسیلكشت مخصوص براي 

حجمی مخلوط  -وزنی %5 نشاسته لیتر میلی 1 با كه

 37زمايش در دماي آهاي لوله شد. اضافه ،گريده بود

در شرايط ساعت  48به مدت  گرادسانتیدرجه 

  Aنوع پك گاز و بیهوازي جار از استفاده با هوازيبی

ساعت از گرماگذاري  48از گذشت  پس. گرديد انکوبه

 ايهلوله از يك هرمیلی لیتر از  1مقدار  ها،كشت

 MRS كشت محیط حاوي ايهپلیت برروي آزمايش

به  واستريل به صورت يکنواخت كشت داده شد  آگار

درجه  37 دماي در هوازيبیساعت در شرايط  48مدت 

 انتخاب و شناسايی سپسانکوبه گرديد.  گرادسانتی

 ظاهريمتفاوت از لحاظ خصوصیات  هايكلنی چشمی

 و گرممیزي آو مورفولوژي كلنی و رنگ اندازه نظیر

 و انجام (1367بزاز  ی)فضل اكسیداز و كاتالاز تست

 خطی كشت توسطانتخاب شده  ايهخالص سازي كلنی

 انجام كلنی تك به رسیدن تا آگار  MRSمحیط روي

 سه مرحله انجام گرفت سازي درعملیات خالص .گرفت

 همکاران و عبدي و 2002 بنسون، 1998 هاريگان)

2006 .) 

يوشيميايي و تكميلي جهت شناسايي ب آزمايشات

 ايزوله هاي جداشده از مايع شكمبه گاو

                                                           
1- Anaerobic Dilution Solution 
2- Deman Rogosa, sharpengar 

 شده ايزوله هايلاكتوباسیل هايجهت شناسايی جنس

بر ها كربوهیدرات تخمیر بیوشیمیايی هايزمونآ از

( 2009 يتمن)وا شد استفادهراهنماي برجی  كتاباساس 

بیوشیمیايی هرگونه  خصوصیات با آمدهو نتايج بدست 

 هايكلنیدر كتاب راهنماي برجی مطابقت داده شد 

 شکل ايمیله هايباكتري شده متشکل از سازيخالص

 در رشد انجام جهتو اكسیداز منفی  كاتالاز مثبت، گرم

و  5/6 يهاو غلظت گرادسانتیدرجه  45 و 10 دماهاي

 روي بر 4/4و  6/9 هاي pHدرصد كلرور سديم و 18

تشخیص  جهت بررسی شد. همچنین گارآ  MRSمحیط

 دتولی هالاكتوباسیلهمو و هترو فرمنتیتیو بودن 

اصلاح شده  MRSاز قند گلوكز در محیط  2CO گاز

 باكتري تشخیص وبرايبوسیله لوله دورهام 

 محیط در آرژنین هیدرولیز آرژنین كنندهمصرف

 (.2004 همکاران و)سالمینن  شد بررسی براثردي

 تعیین جهت هاكربوهیدرات تخمیر بیوشیمیايی آزمون

با استفاده از محیط پايه  هاكربوهیدرات تخمیر پروفايل

هر يك از قندها با غلظت شد  انجامبراث(  رد)فنل 

محیط كشت پايه استريل اضافه گرديد و  درصد به1

 72سپس تلقیح باكتري صورت گرفت نتايج بعد از 

ثبت   گرادسانتیدرجه  37دماي  درساعت انکوبه كردن 

 (.2007 احمد و اسديگرديد )پور

 هايلاكتوباسيلاسانس نعناع فلفلي بر  تأثير بررسي

 استاندارد سويه و شكمبه از شده جداسازي

 پلنتارم لاكتوباسيلوس

 هر از فارلندمك 5/0سوسپانسیون میکروبی معادل  ابتدا

 گونه 15) زمايشآ مورد میکروبی هاينمونه از يك

 استاندارد سويه و شکمبه از شده ايزوله لاكتوباسیل

 آگار MRS( تهیه شد و در محیط پلنتارم لاكتوباسیلوس

كشت گرديد  آگار در حلقه ايجاد روش با  استريل

 لیتر میکرو 10 حدود بعد مرحله در (.1367)فضلی بزاز 

به عنوان شاهد  مقطراستريل آب) فلفلی نعناع اسانس

 سمپلر توسط هاچاهكبه هر يك از  استفاده شد(

ساعت در دماي  48به مدت  هاپلیت و شد اضافه استريل
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به منظور بررسی هاله مورد نظر  گرادسانتیدرجه  37

 16با  یدر قالب طرح كاملاً تصادف آزمايش انکوبه شدند.

شده از  يگونه جداساز 15)شامل  یلوسگونه لاكتوباس

گونه استاندارد( با سه تکرار اجرا شد. هر  يكشکمبه و 

از  یدر معرض غلظت ثابت يشآزما یمارهاياز ت يك

هر  يند. ضمناً براخالص قرار گرفت یاسانس نعناع فلفل

بعنوان شاهد با سه تکرار در  يلآب مقطر استر یمارت

 شاهد تیمارهاي بین تفاوت كه آنجايینظر گرفته شد. از 

 آزمايش عمومی شاهد عنوان به آنها میانگین بود ناچیز

 از استفاده با نتايج. شد گرفته كار به آماري تجزيه در

 قرار تحلیل و تجزيه مورد( GLM) خطی عمومی مدل

 (.1 معادله) گرفت

)1(000 ijjTXYij   
 :آن در كه

ijY  مشاهده تکرار :i یماراز ت j 

jT0
  :0T یماراز ت j 

ij  :برآورد خطاي 

شاهد از  یماربا ت يبه هر باكتر يهایانگینم يتنها در

 قرار گرفت.  يسهآزمون دانت مورد مقا يقطر

 Minitabبا استفاده از نرم افزار  يآمار يهايهتجز كلیه

ver.17 .انجام شد 
 

  بحث و نتايج

میلی  1گرم برگ و ساقه خشك گیاه نعناع  100از هر 

 نحجمی آ -لیتر اسانس استخراج گرديد كه  بازده وزنی

 از حاصل اسانس .گرديد محاسبهتقريبا يك در صد 

 رنگكمنعناع فلفلی داراي بوي تند نعناع و به رنگ زرد 

شکمبه  هايلاكتوباسیلجداسازي و شناسايی  هتج بود

در  گارآ MRS ايهپلیت روي شده تشکیل هايكلنی

ررسی گرديد. از لحاظ كلنی ب 30-300محدوده 

 MRSمختلفی بر روي محیط  هايكلنی مورفولوژيکی

بسیار  هايدر اندازه اهكلنی. بود مشاهده قابل گارآ

 زرد تا سفید هايرنگ به وكوچك تا كوچك و متوسط 

 با. بودند مشاهده قابل مات و براق صاف قوام با و

 با هايیكلنی هالاكتوباسیلجنس  ايهكلنی شکل به توجه

 محدب سطح و صاف هايلبه با مترمیلی 2-5 بین اندازه

 هاپت تبراق و يا مات انتخاب شدند )بري صاف قوام با

میزي گرم و آانتخاب شده جهت رنگ  هايكلنی(. 2001

كه از  اكسیداز مورد بررسی قرار گرفتند تست كاتالاز و

 از كلنی 36كلنی بررسی شده  تعداد  70میان 

 كاتالاز و اكسیداز شکل، ايمیله مثبت گرم ايهباكتري

 انتخاب سازيخالص جهت كه بودند شده تشکیل منفی

 رشد خصوصیات (.2009 وايتمن) گرديدند

ارائه گرديده  1 شناسايی شده در جدول هايلاكتوباسیل

تشکیل شده حدود  هاي. باتوجه به تعداد كل كلنیاست

محاسبه  هالاكتوباسیلها متعلق به جنس از كلنی 2/34%

( 1998) چنج و يانکهتا حدودي مطابق با نتايج  كهگرديد 

 .اشدبمی

 15نمودند كه حدود  مشخص (1998) چنج و يانکه

و  هالاكتوباسیلهاي شکمبه گاوها درصد از كل باكتري

اي كه بین استرپتوكوكوس بويس می باشند مقايسه

در شرايط هوازي و بیهوازي انجام  MRS محیط كشت

  كلی معیتدادند مشخص شد كه در حالت هوازي ج

بسیار كاهش يافت و  لاكتیكاسید كننده تولید باكتريهاي

( قادر %87) هالاكتوباسیل( و %13) هاكتنها استرپتوكو

به شکل اصلی نیز  شده ايجاد هايكلنیو  رشد بودند به

اين  جمعیت بیهوازي شرايط در كهصورتی رنبودند د

 هالاكتوباسیلافزايش نشان داد و جمعیت  باكتريها

سیدلاكتیك با ا باكتريهاي تولید كننده نسیت به ساير

 تعداد بالاترين هاسلنوموناس %48بعد از جمعیت  34%

 ايمیله ايه. باكتريبودند داده اختصاص خود به را

 ،45و  10 دماهاي در كه منفی كاتالاز مثبت گرم شکل،

pH  صددر 18و  5/6 ايهو غلظت 6/9و  4/4هاي 

 هومو هايلاكتوباسیلتوانايی رشد داشتند كلرور سديم 

و  2004)سالمینن و همکاران  بودند فرمنتیتیو هتر و

 از كربن اكسیددي گازتولید  (.2012عدالتیان و همکاران 

 آگار MRSلوله دورهام در محیط  درتجمع آن  و گلوكز

 هتروفرمنتاتیو هايلاكتوباسیلشده نشان دهنده  اصلاح
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 آرژنین هیدرولیز آزمايش در( 1998 چنج و يانکه) بود

باشد ابتدا به دلیل  آرژنین كننده مصرف باكتري اگر

تولید اسید لاكتیك رنگ محیط زرد و سپس بر اثر تولید 

)عدالتیان و همکاران  گرددمی بنفش محیط رنگ آمونیاك

2012 .) 

 

 ي ايزوله شده از شكمبه گاوهالاكتوباسيلخصوصيات رشد  -1جدول
Table 1-Characteristics of growth of lactobacilli isolated from ruminal cattle 

 Growth conditions/          شرايط رشد 

 شماره باكتري
Bacterial number 

˚C10 
10 ˚C  

˚C45 
45 ˚C 

4/4=pH 
pH=4/4 

6/9=pH 
pH=9/6 

 كلرورسديم

5/6% 
NaCl 

6/5% 

 كلرورسديم

18% 
NaCl 

18% 

 2COتولید

 گلوكزاز 
production of glucose 2 CO 

 هیدرولیز

 آرژنین
Hydrogenase arginine 

1 - + + - - - - - 

2 + + + - - - - - 

3 - + + - - - - - 

4 + + + - - - - - 

5 + + + - - - - - 

6 - - + - - - + - 

7 + - + - - - + + 

8 - + + - - - + + 

9 + - + - - - + + 

10 - + + - - - + + 

11 - + + - - - + + 

12 + - + - - - + - 

13 - + + - - - - - 

14 + + + - - - + - 

15 + - + - - - + - 

16 - + + - - - + + 

17 - + + - - - - - 

18 + + + - - - - - 

19 - + + - - - - - 

20 - - + - - - + - 

21 - + + - - - - - 

22 - + + - - - - - 

23 + - + - - - + + 

24 - + + - - - + - 

25 - + + - - - + + 

26 - + + - - - - - 

27 + - + - - - + - 

28 - + + - - - + - 

29 - + + - - - - + 

30 - + + - - - + - 

31 - + + - - - + + 

32 - + + - - - - - 

33 + - + - - - + + 

34 - + + - - - + + 

35 + + + - - - + - 

36 - + + - - - - - 
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 هاي ايزوله شده از شكمبه گاولاكتوباسيلتوسط  توانايي تخمير كربوهيدرات ها -2جدول 
Table 2-Ability to fertize carbohydrates by lactobacilli isolated form the rumen of cattle 

 

Carbohydrate type 

 نوع كربوهیدارت

Isolated 

bacterial 

number 

شماره 

باكتري 

ايزوله 

 شده

Manitol Mannose Trehalose Sorbitol Raffinose Maitose Melibiose Sucrose Cellobiose Lactose Arabinose Galactose 

1 - + + ND + + + + + + - + 

2 - + + ND + + + + + + - + 

3 - + - ND + + + + + + - + 

4 - + + ND + + + + + + - + 

5 - + + ND + + + + + + ND + 

6 + - ND - - ND - + - - + - 

7 - - - ND + + + + - + + + 

8 - + + ND + + + + + + + + 

9 - - - ND + + + + + + + + 

10 - - - ND + - + + - + + + 

11 - + + ND + + + + + + + + 

12 - - ND - - - - - - - - ND 

13 - + + ND + + + + + + - + 

14 + - - + - - - + + ND + ND 

15 + - - ND + + + + + + + - 

16 - - - ND + - + + - + + + 

17 - + + ND - + - + + - - + 

18 - + + ND + + + + + + - + 

19 - + + ND + + + + + + - + 

20 + - - - - - - + - - + - 

21 - + + ND + - + + + + - + 

22 - + - ND + + + + + + - + 

23 ND - - ND + + + - + + + + 

24 + - - ND + - + + - - + - 

25 ND + + ND + + + + + + + + 

26 - + + ND + + + + + + - + 

27 + - - ND + ND + + + ND + - 

28 - - - ND + - + + - + + + 

29 + + + ND + + + + + + - + 

30 + - - ND + ND + + - - + - 

31 - - - ND + - + + - + + + 

32 - + + ND + + + + + + - + 

33 - - - ND + + + + - + + + 

34 - - - ND + - + + - + + + 

35 + - - + - - - + + - + - 

36 - + - - + + + + + + - + 
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 در آمده بدست نتايج و بنابر فوق مطالب به توجه با

كلنی خالص شده  36نتیجه گرفت كه  توانمی 1 جدول

 هايیللاكتوباس بود و هالاكتوباسیلمتعلق به جنس 

درصد تعداد بیشتري نسبت به  58هتروفرمنتیتیو با 

 داشتند شکمبه در( %42) هموفرمنتیتیو هايلاكتوباسیل

اكثر  كنندمی تأكید كه منابع ايرس نتايجاين نتیجه با 

ايزوله شده از شکمبه از نوع هتروفرمنتیتیو  هايگونه

 خادم و شريفی و 2003 ،)دهوريتیدارد  مطابقتهستند 

ن با آايسه و مق 2و1 با توجه به نتايج جداول(.1391

 15در سیل جدا شده لاكتوبا 36 كتاب راهنماي برجی

، Aگروه نیز در سه طبقه  15بندي شدند. اين طبقهگروه 

B  وC (. 3)جدول  تقسیم شدند 

قطر هاله عدم رشد باكتري تحت تأثیر بکار  4در جدول 

بردن اسانس نعناع فلفلی آورده شده است. لازم به ذكر 

است كه براي هرپلیت آب مقطر استريل به عنوان شاهد 

فاوت بین با سه تکرار در نظر گرفته شد از آنجا كه ت

تیمارهاي شاهد ناچیز بود میانگین آنها به عنوان شاهد 

 (.4عمومی در تجزيه آماري به كار رفت )جدول 

دسته بندي لاكتوباسيل هاي ايزوله شده از  -3جدول 

 شكمبه گاو
Table 3-The classification of lactobacilli isolated the 

rumen of cattle 

هگرو  
Group 

لاكتوباسیل ها بر شماره 

2 اساس جدول  
Lactobacillus number 

table 2 

 

 اهلاكتوباسیل  (A,B,C)گروه
Lactobacillus group(A,B,C) 

 

 هايلاكتوباسیل 32 ,26 ,21 ,13 ,1 1

 منتیتیوهموف

 Aاجباري گروه
Obligate homofermentative 

lactobacillus 
Group A 

 

2 2, 4, 5, 18 
3 3, 22, 29, 36 
4 17 

5 19 

هاي هتروفرمنتیتیو لاكتوباسیل 6 ,20 6

 Bاختیاري گروه
Facultative hetrofermentative 

lactobacillus 
Group B 

 

7 12 
8 14, 35 

9 15, 27 

10 24, 30 

هاي هتروفرمنتیتیو لاكتوباسیل 23 ,7 11

  Cاختیاري گروه
Facultative hetrofermentative 

lactobacillus 
 

Group C 

 

12 8 
13 9, 33 

14 10, 16, 28, 31, 34 

15 11, 25 

بر و شاهد )آب مقطر( ( وانحراف معيار قطر هاله عدم رشد ناشي از اثر اسانس نعناع فلفلي mm) ميانگين -4جدول

 هاي جداشده از شكمبه گاولاكتوباسيل
Table 4-Mean (mm) and standard deviation of the inhibition zone caused by the effect of Mentha piperita 

essential oil and control (distilled water) on lactobacilli isolated from the rumen of the cattle 

ميانگين قطر هاله عدم 

 شاهد (mmرشد)
Meam diameter (mm) 

of the no growth zone 

countrol 

 ميانگين قطر هاله

 اسانس (mmعدم رشد)
Meam diameter (mm) 

of the no growth zone 

essential 

 شماره گروه باكتري
Bacterial group 

number 

ميانگين قطر هاله 

 (mmعدم رشد)

 شاهد
Meam diameter 

(mm) of the no 

growth zone 

countrol 

اله ميانگين قطر ه

 (mmعدم رشد)

 اسانس

 Meam diameter 

(mm) of the no 

growth zone 

essential 
 

 شماره گروه باكتري

Bacterial group 

number 
 

23/07/7 4/2±22 9 48/0 4/7 3/1±14 1 

81/00/7 4/1±21 10 22/02/7 1/2±16 2 
00/05/7 3/3±21 11 23/08/7 1/2±15 3 

81/07 3/1±15 12 4/05/7 1/3±17 4 
81/07/6 1/3±17 13 48/03/7 8/2±19 5 
4/05/7 8/2±14 14 81/07 4/4±24 6 

01/05/7 4/1±17 15 46/04/7 5/2±17 7 
48/03/7 4/2±22 Lactobacillu splntarum 

 سویه استاندارد
24/07/7 3/1±18 8 
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هاي مربوط میانگین 4بنابر نتايج بدست آمده در جدول 

به هر باكتري با تیمار شاهد از طريق آزمون دانت 

داري مورد مقايسه قرار براساس سطح احتمال معنی

هاي آماري با استفاده از نرم افزار گرفت. كلیه تجزيه

Minitab ver.17 داري انجام شد. با توجه به سطح معنی

می باشد. تمام  05/0كه عددي كوچکتر از 

هاي ايزوله شده نسبت به اسانس نعناع لاكتوباسیل

تر بودند. ها حساسحساس بودند و البته بعضی گونه

نژاد و همکاران در پژوهش انجام شده توسط گلستان

امل ( اثر اسانس نعناع برسه نوع لاكتوباسیل ش2014)

و لاكتوباسیلوس پلنتارم ، لاكتوباسیلوس كازئی

بررسی شد و مشخص  لاكتوباسیلوس رامنوسوس

گرديد اسانس نعناع بر هر سه گونه موثر است اما اثر 

 بیشتر بود. لاكتوباسیلوس كازئیآن برگونه 

انجام  (2006ر تحقیقی كه توسط سی و همکاران )د

گیاهی  هايجزء از اسانس 9گرفت اثر ضد میکروبی 

ي ايزوله شده از خوك هالاكتوباسیلبرروي 

 (لاكتوباسیلوس پلنتارمو  لاكتوباسیلوس اسیدوفیلوس)

به طور  لاكتوباسیلوس اسیدوفیلوسكه  مشخص گرديد

مهار  ا كارواكرول و سینامون و تیمول قابل توجهی ب

علاوه دو ايزوله لاكتوباسیلوس پلنتارم همی شود ب

بسیار مقاوم هاي بررسی شده نسبت به اجزاء اسانس

بودند و كارواكرول،  لاكتوباسیلوس اسیدو فیلوساز تر

هاركنندگی بر هاي بالا اثر مفقط در غلظت سینامون

نسبت به  هالاكتوباسیلمجموع داشت. اما  هالاكتوباسیل

متري نسبت به هاي بیماريزا حساسیت كباكتري

مشخص  (2002ايسکان و همکاران ) .ها داشتنداسانس

هاي باكتري بیشتري بر تأثیراع نمودند كه اسانس نعن

چائو و . ه باكتريهاي گرم منفی داردگرم مثبت نسبت ب

ها بر ضد مکانسیم فعالیت اسانس (2000)يونگ 

هاي گرم مثبت را واكنش مستقیم غشاء سلولی باكتري

و . كوكس ها دانستنداسانس با تركیبات هیدروفوبیك

نشان  (2002) و همکارانسیمانگا و (2001) همکاران

دادند كه ديواره سلولی خارجی اطراف غشاي سلولی 

هاي گرم منفی هیدروفیلیك است و امکان ورود باكتري

 هابیشتر تركیبات اسانس .دهدمواد لیپوفیلیك را نمی

 توانند به غشاءنمیفیلیك هستند و لیپو مانند موننسین

ته غشاء بیرونی منفی نفوذ كنند البباكتريهاي گرم

مل نسبت به مواد منفی به طور كاباكتريهاي گرم

هاي با وزن ناپذير نیست و ملکولهیدروفوبیك نفوذ

طوركلی تركیبات به. نفوذ كنندآن در توانند پايین می

 ها نظیر اوژنول،ها ترپنفعال ضدمیکروبی اسانس

تیمول و كارواكرول می باشند كه ماهیت فنولی دارند 

خاصیت ضد میکروبی اسانس نعناع كه توسط بويژه 

بررسی شد نشان داد كه اين  (2000) تاسو وهمکاران

 خاصیت به علت وجود منتول و كتونها مانند پولگون،

در  .كارون می باشدروون و دهیدروكا پیپريتون،

نیز در مورد ( 1998لدن )یوچت و گب هاي بررسی

منتول  كرول،كاروا اسانس گیاهان خانواده نعناع تیمول،

پاراسیمن مهمترين اجزاء اسانس هستند كه خاصیت  و

  میکروبی دارند.     ضد

كنترل فعالیت با توجه به دانستن اين موضوع كه 

هاي تولید كننده لاكتات و ساير باكتري هالاكتوباسیل

و تخمیر را  جلوگیري كندد از بروز اسیدوز توانمی

بتوان با  شايد، (1391شريفی و خادم پايدارتر نمايد )

از  هالاكتوباسیلكننده رشد اضافه نمودن مواد مهار

. اما اين جلوگیري نمود نايجاد اسیدوز و پیامدهاي آ

مهم نیازمند تحقیقات فراوان است تا جنبه كاربردي و 

میکروبیال قوي نتیاسانسها فعالیت آ اي پیدا كند.مزرعه

شان را الیتپروپانوئیدها فعنیل دارند و ترپنوئیدها و ف

واكنش با غشاءسلولی ايجاد  ها دربر ضدباكتري

( اين مسئله به دلیل 1999 )گريفین و همکاران كنندمی

هاي حلقوي است كه به كربنهیدرو ماهیت هیدروفوبیك 

 نها امکان واكنش باغشاءهاي سلولی و تجمع در غشاءآ

دهد در واقع اين تركیبات میرا  فسفولیپیدي باكتري

كند ودر نتیجه بین دو لايه لیپیدي غشاءرا پر میفضاي 

 باعث از دست رفتن پايداري غشاء ونفوذ يونها از غشاء

 اولته و همکاران و 1994)سیکما و همکاران  شودمی
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واولته و همکاران  (1999) ین و همکاران(. گريف1999

دادند كه در  نشان( 2001( و كوكس و همکاران )1999)

هاي وسیله پمپتوانند اين اثرات را بمواردي باكتريها می

در نتیجه مانع مرگ سلولی شوند  يونی خنثی كنند و

سلول به اين فعالیت  انرژي  از ولی میزان زيادي

دي  .گرددو رشد باكتري كند می شودوف میمعط

مشخص نمودند كه ( 2006و همکاران ) آپاسکو

ز شان قادر به عبور اماهیت روغنیها به دلیل اسانس

غشاءهاي سیتوپلاسمی بوده و با اختلال در ساختمان 

ساكاريدها، اسیدهاي چرب و فسفولیپیدها سبب پلی

 .شونددر عملکرد عوامل میکروبی میاختلال 

عملکرد ضد میکروبی ديگر  (1997 گوستافسون وبوئن )

 ها راتغییر شکل پروتئین هاي سلولیاسانس

همچنین مشاهدات  ها معرفی نمودند.رگانیسممیکروا

زيادي در رابطه با توانايی تركیبات فنولی و غیر فنولی 

ها ارائه نزيمآهاي و ها در واكنش با پروتئیناسانس

نیز ممکن است منجر به لدئیدي تركیبات آ شده است.

 ها و اسیدهاي نوكلئیك شوند.فعال شدن پروتئینغیر

مشخص نمودند كه  (1995)ونداكن و ساكاگوچی 

آنزيمی توانند از فعالیت سینامون و اسانس میخك می

با توجه  .ممانعت نمايند آئروژينوزا انتروباكتر باكتري

به بومی بودن گیاه نعناع فلفلی در ايران و اثرات ثابت 

هاي گرم ن بخصوص بر باكتريمیکروبی آشده ضد 

ن آاسانس  ها شايد اضافه نمودنمثبت مانند لاكتوباسیل

مناسبی براي جلوگیري از اسیدوز ها روش به غذاي دام

 باشد.به عنوان يك بیماري متابولیکی شايع 

 

 گيري كلينتيجه

حاصل شد اثر  نچه از انجام اين آزمايشاتطوركلی آبه

هاي بر كاهش رشد باكتري دار اسانس نعناع فلفلیمعنی

. بود ده اسیدلاكتیك در محیط آزمايشگاهیتولید كنن

 نیازمند تحقیقات بیشتر هاها در داماين يافته كاربرد

 توجه كرد كه اصولاً  به اين نکته ويژه بايداست به

ان مخلوط امکها فرار هستند و به همین دلیل اسانس

ار محدود با مواد خوراكی بسیكردن طولانی مدت آنها 

خصوص نگهداري  دربیشتر  . انجام آزمايشاتاست

جمله اسانس نعناع فلفلی در تغذيه عملی ها از اسانس

بر پايه  ،گردد. آزمايشات در حیواناتها توصیه میدام

تايج به سمت ها می تواند هدايت كننده ناين يافته

 .كاربردي كردن پیش رود
 

 سپاسگزاري

اين طرح با حمايت دانشکده كشاورزي دانشگاه فردوسی 

تشکر و  ز اين مساعدتمشهد انجام شد كه بدينوسیله ا

 شود.قدردانی می
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Introduction: Plants produce a wide variety of organic compounds as metabolites derived from the 

secondary metabolism. Some plants are sources of several types of essential oil. Essential oils often 

have antimicrobial activity against a wide range of bacteria, yeasts and molds. Carvacrol, a terpene 

found in oregano oil, inhibits the growth of several bacteria strains including Escherichia coli and 

Bacillus cereus. Another example of essential oils is thymol, isomeric with carvacrol and found in 

oil of the common spice thyme. Thymol is part of a naturally occurring class of compounds know as 

biocides. An essential oil is a concentrated hydrophobic liquid containing volatile aroma 

compounds from plants. Essential oils are also known as volatile oils. Essential oils are usually 

lipophilic compounds that usually are not miscible with water. They can be diluted in solvents like 

pure ethanol and polyethylene glycol. Lactobacillus is a genus of Gram-positive, facultatively 

anaerobic or microaerophilic, rod-shaped, non-spore forming bacteria. They are a major part of the 

lactic acid bacteria group that convert sugars to lactic acid. Lactobacillus has many species. Many 

lactobacilli operate using homofermentative metabolism (they produce only lactic acid from 

sugars), and some species use heterofermentative metabolism (they can produce either alcohol or 

lactic acid from sugars). Lactobacilli are catalase negative lactic acid bacteria. Strains of lactobacilli 

are isolated from the rumen of cattle, sheep and other ruminating animals. In order to evaluate the 

effect of Mentha piperita essential oil on the isolated Lactobacillus engaged with rumen acidosis, 

ruminal fluid samples were collected from the rumen of cows equipped with permanent fistula. 

Material and methods: The cows were fed by a diet containing 65% concentrate and 35% forage. 

The Menthapiperita essential oil was extracted by the clevenger apparatus. Bacterial isolation was 

done according to the standard methods. Bacterial culture was done on the special media of MRS 

and colonies were selected and distinguished based on their size and morphology as well as 

catalase, oxidase and Gram staining tests. Catalase test was performed in two ways, tube metod and 

slide method. Tube method poured 1-2 ml of hydrogen peroxide solution into a test tube and used a 

sterile wooden stick or a glass rod, taked several colonies of 18-24 hours test organism and immerse 

in the hydrogen peroxide solution and observed for immediate bubbling. Slid method used a loop or 

sterile wooden stick to transfer a small amount of colony growth in the surface of a clean, dry glass 

slide and placed a drop of 3% H2O2 in the glass slide and observed for the evolution of oxygen 

bubbles. The oxidase test is used to identify bacteria that produce cytochorome oxidase, an enzyme 

of the bacterial electron transport chain. All bacteria that are oxidase positive are aerobic, and can 

use oxygen as a terminal electron acceptor in respiration. This does not mean that they are strict 

aerobes. Oxidase test was performed with this method. The amount of 2-3 drops of oxidase reagent 

(kovacs) was poured onto filter paper and with the loop, some bacterial colonies were tested on the 

filter paper. After 10 seconds, the dark blue color indicates that the test is positive. Complementary 

test experiments including biochemical, fermentation of carbohydrates, arginine hydrolysis, study 

of bacterial growth in different conditions with regards to environmental temperature and pH, 

sodium chloride concentration and CO2 production from glucose were performed. The antibacterial 

effects of M.piperita essential oil was evaluated by using well diffusion agar method and measuring 
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the inhibitory zone diameter in comparison with the control samples (distilled water) and t-test 

statistic.  

Results and discussion: Thirty-six colonies of Lactobacillus genus were identified according to 

their characteristics. It was confirmed that heterofermentative Lactobacillus with a propertion of 

58% were more than the homofermentative lactobacillus with 42% following running the 

purification and biochemical tests of arginine hydrolysis and fermentation of carbohydrates and Co2 

production from glucose. Based on the biochemical similarity and growth characteristics, the 36 

isolated Lactobacillus were classified into 15 groups and 3 stories. Fifteen species of Lactobacilli 

were diagnosed following the commentary experimental tests in comparison with Bergey's Manual 

of Systematic Bacteriology. By using Levene's test, the equality of variances between 2 groups 

didn't reject, hence the variations between these 2 groups were equal with the 95% level of 

significance. In all cases the number was less than 0.05 (P<0.05) or the average of inhibitory zone 

diameter in all treated Lactobacilli were significantly higher than the control. Lactobacillus were 

sensitive to the peppermint essential oil.  

Conclusion: All the 15 isolated groups of Lactobacillus and Lactobacillus plantarum were 

sensitive to the peppermint essential oil based on colony characteristics. Nearly all species of 

isolated Lactobacilli species were sensitive to the essential oils. More in vivo experiments are 

required for reaching to the practical application of M.piperita essential oil utilization against the 

Lactobacillus engaged with rumen acidosis in ruminants. 
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