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 ده يچك

 Thymus eriocalyx (Ronniger)(آويشـن كركـي    و )Zataria multiflora Boiss.(  آويشن شيرازيقارچي اسانسهاي اثر ضد

Jalas( مهار رشد قارچ آسپرژيلوس پارازيتيكوس از طريق NRRL 2999كمتـرين غلظـت مهـاري    .  بررسي شد مولد آفلاتوكسين

)MIC (   كشي   و كمترين غلظت قارچ)MFC (  اسانسهاي . گيري شد  گانيسم نسبت به اسانسهاي فوق اندازه     ر مرگ ميكروا  تيكيسنو

 ياه ـآنـاليز شـدند تـا تركيب      ) GC/MS(كروماتوگرافي متصل به طيـف سـنج جرمـي           گاز و) GC (كروماتوگرافي ط گاز فوق توس 

كروماتوگرافي متصل به طيـف سـنج    كروماتوگرافي و گاز  اطلاعات گاز  . بر مهار كامل رشد قارچ فوق بدست آيد        مؤثراسانسهاي  

ايـن دو  . اند  تركيب تشكيل شده22از  Zataria multiflora اسانسو تركيب 18از  Thymus eriocalyx  اسانسجرمي نشان داد كه

سـينئول، ميرسـن و     -1،8سيمن،  -توژن، تيمول، سيس سابينن هيدرات، پارا     -پينن، آلفا - آلفا تركيب هشت از نظر دارا بودن   اسانس  

د آفلاتوكسـين   كش قارچ مول   عنوان تركيب قارچ  ه  العاده اسانسهاي فوق ب     حاكي از قدرت فوق    ،نتايج حاصل . يكسان بودند  سابينن

 .و نگهدارنده ايمن مواد غذايي بود

 

 ،آسپرژيلوس پارازيتيكوساسانس،  ،Zataria multiflora Boiss، Thymus eriocalyx (Ronniger) Jalas.:كليدي يها واژه

  .آفلاتوكسين

 

 مقدمه

ت يصاباشد و داراي خ  مييانع تيره نعنازگياه آويشن ا

 ن در ايران هم يافتدارويي فراوان بوده و نوع بومي آ

 بومي نواحي مركزي و جنوبي ايران ،آويشن شيرازي. شود مي

 بومي كوهستانهاي آذربايجان غربي ،آويشن كركي. است

 ضد عفوني كننده، به عنوانن گياه در طب سنتي اي. باشد مي

گرفته  ضد درد مورد استفاده قرار ميو د انگل، ضد نفخ ض

؛ صمصام شريعت، 1372؛ قهرمان، 1375زرگري، (است 

  خواص ضد ميكروبي آويشن به اثبات رسيده است.)1370

)Juliano et al., 2004; Nguefack et al., 2004; Karaman 

et al., 2001(. اصيتي مختلف آويشن با خها گونه 

 .)Pina-vaz et al., 2004( كشي گزارش شده است ارچق

هاي آفلاتوكسين متابوليت ثانويه توليد شده توسط قارچ

. باشد توكسوژنيك آسپرژيلوس فلاووس و پارازيتيكوس مي

غذايي انسان و حيوانات اين قارچها توانايي آلوده كردن مواد 

رشد چنين قارچهايي بر روي مواد غذايي حيوانات . را دارند
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و انسان باعث ايجاد ضايعات و كاهش ارزش كيفي مواد 

ي طبيعي  ضد ميكروبياهاستفاده از تركيب. شود غذايي مي

 در انسان براي حفظ مواد غذايي و كنترل بيماريهاي ميكروبي

 .)Baratta et al., 1998( باشد و حيوانات مهم مي

شدت ه  ب،آفلاتوكسين توليد شده توسط قارچهاي فوق

تواند سلامت حيوانات و انسان  هپاتوكارسينوژن است و مي

ين سم  مبارزه با عامل مولد ابنابراين .را به خطر بيندازد

 .)Eaton & Groopman, 1994 (يدآ نظر ميه ضروري ب

 اسانس دو نوع آويشن فوق بر توليد تأثير ،در اين تحقيق

آفلاتوكسين و مبارزه آفلاتوكسين و مبارزه با رشد قارچ مولد 

 Aspergillus parasiticus(با رشد و تكثير قارچ مولد آن 

NRRL 2999( گرفتو مطالعه قرار  مورد بررسي.  

 

 روشها  مواد و

 ط كشتيكروارگانيسم و محيم

در اين مطالعه از سويه استاندارد آسپرژيلوس 

قارچ مورد نظر را .  استفاده شدNRRL 2999پارازيتيكوس 

كشت داده SDA  بر روي اسلنتهاي سابورودكستروز آگار

 نگهداري سانتيگراد 28±2  روز در گرمخانه7 تا 5مدت . شد

 آنگاه سوسپانسيون . اسپور توليد كندشد تا قارچ رشد كرده و

اسپور توسط آب مقطر استريل تهيه و به روش 

كمترين غلظت براي سنجش . هموسايتومتري شمارش شد

 زا) MFC(كشي  و كمترين غلظت قارچ) MIC(مهاري 

 ياهتمام تركيب. مديوم استفاده شد YESمحيط كشت غني 

 د بوE.Merckمربوط به محيط كشت، مربوط به شركت 

(Rasooli & Mirmostafa, 2003). 

 

 ري يگ اسانس

 استان فارس و فصل ،آويشن شيرازيآوري  محل جمع

آويشن آوري  جمع محل.  بود1385 ماه خردادآن آوري  جمع

پاييز آن آوري  شناسي ملي ايران و فصل جمع  باغ گياه،كركي

اندام مورد استفاده در هر دو گياه .  بود1384 )آبان ماه(

گيري تقطير  و روش اسانس) برگ گياه( هوايي گياه قسمتهاي

آويشن شيرازي  بازده اسانس براي .انجام شدبا آب و بخار 

 آويشن براي% 92/2 ونسبت به وزن خشك گياه % 3/3

 .بود كركي

 

 آناليز اسانسها

براي شناسـايي تركيبهـاي اسانسـها از دسـتگاههاي گـاز            

صـل بـه طيـف      كروماتوگرافي مت  و گاز ) GC(كروماتوگرافي  

 شناسايي طيفها به كمك     .استفاده شد ) GC/MS(سنج جرمي   

شاخصهاي بازداري آنها كه با تزريـق هيـدروكربنهاي نرمـال           

)C7–C25 (           تحت شرايط يكسان با تزريـق اسانسـها و توسـط

در .  محاسـبه شـدند   )زبان بيسيك  (ي نوشته شده  ا  رايانهبرنامه  

ع مختلـف منتشـر     ضمن مقايسه مقادير با مقاديري كه در مناب       

شده، صورت پذيرفت و نيـز بـا اسـتفاده از طيفهـاي جرمـي               

تركيبهاي استاندارد، استفاده از اطلاعات موجـود در كتابخانـه          

.  شـــدندتأييـــد GC/MS  دســـتگاهرايانـــهترپنوييـــدها در 

 پـرداز  هـر تركيـب بـه كمـك داده         هاي تعيين درصد   محاسبه

Euro Chrom 2000  اديـده   به روش نرمال كـردن سـطح و ن

 .گرفتن ضرايب پاسخ مربوط به طيفها انجام شده است

 

 مشخصات دستگاههاي مورد استفاده

مدل ) GC( گاز كروماتوگرافدستگاههاي مورد استفاده 

يونيزاسيون با  (FIDمجهز به دتكتور  A9 سري ،شيمادزو

 از شركت Euro Chrom 2000پرداز  و داده) شعله هيدروژن

Knauerمتصل به طيف سنج وماتوگرافيكر گاز بود  آلمان 

متصل به طيف  Varian-3400مدل ) GC/MS(جرمي 

 با سيستم تله يوني و با انرژي Saturn IIسنج جرمي 
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 استفاده شده  ستون.باشد مي الكترون ولت 70يونيزاسيون 

 Scientific  ساختDB-5  ستون نيمه قطبيGCبراي 

Inc., Rancho Cordova, CA, USA J & W 30، به طول 

 لايه فاز ساكن  ضخامتو ميليمتر 25/0متر و قطر داخلي 

ريزي حرارتي ستون، از   برنامه.بود ميكرون 25/0 برابر

  آن برابر بايي تا دماي نهاسانتيگراد درجه 40دماي اوليه 

 سانتيگراد  درجه4 در هر دقيقه  كهسانتيگراد درجه 250

 و تزريق  درجه حرارت محفظه.شود به آن افزوده مي

 تنظيم سانتيگراد درجه 265 و 250 درترتيب ه آشكارساز ب

 همانند ستون مورد GC/MS ستون مورد استفاده در .شد

 250 تا 60 درجه حرارت . بودGCدستگاه  استفاده در

 به آن سانتيگراد درجه 3 كه در هر دقيقه سانتيگراددرجه 

 و oC260 درجه حرارت محفظه تزريق .شود افزوده مي

 ,Adams (. تنظيم شده استoC270سفرلاين دماي تران

1989; Davies, 1998(. 
 

 رقيق سازي اسانسها توسط حلال

 دي متيل براي رقيق سازي اسانسها از حلال

 هيچ اثري قارچ مورد مطالعه كه بر (DMSO) سولفوكسايد

 16/1 و 8/1، 4/1، 2/1اسانسها با رقت . ، استفاده شدندارد

 ضد قارچي آنها بررسي خاصيتبا حلال رقيق شدند و 

 .شد

 

 قارچي اسانسها بررسي اثر ضد

 محيط كشت 106 اسپور/ml  به روش پورپليت مقدار

 mm90هاي  سابورودكستروز آگار درون پتري پليت

 بلنك استريل هاي از ديسك استفادهاستريل اضافه شد و با

mm 6عدم رشد ، به روش بررسي هاله1اتمن نمره  و ، 

  آويشن با تلقيح دو گونه اسانس بهحساسيت اسپور قارچ

µl 20راه يك پليتها به هم.  بررسي شدهاوي ديسك ر بر

 48زمان  براي مدت oC2±28 شاهد كنترل درون گرمخانه

 . عدم رشد قارچ بررسي شودساعت نگهداري شد تا هاله

به روش تعيين رقت در ) MIC(حداقل غلظت مهاري 

 6 براث با YES محيط كشت استفاده شده. لوله انجام شد

pH لوله حاوي10. بود  ml 5 YES به همراه لوله براث 

ي مختلف اسانس اضافه ها غلظت  به هر كدامشاهد تهيه و

 تعداد ثانيه 60 به مدت ها پس از ورتكس لوله .گرديد

 اضافه و در ها  محيط كشتدر هر لوله به اسپور 5×106

 48 به مدت سانتيگراد درجه 28±2 با دمايگرمخانه 

، رشد مدت پس از اين .شدساعت نگهداري 

 . گرديدميكروارگانيسم با شاهد فاقد اسانس مقايسه

حداقل غلظت مهاري عبارت بود از حداقل غلظتي از 

اسانس كه در آن قارچ نسبت به شاهد رشد نكرده ولي 

 از سوسپانسيون به پليت µl100  و كشتپس از انتقال

  .الت عادي بود حرشد قارچ بهسابورودكستروز آگار 

از ) MFC(كشــي  بــراي تعيــين حــداقل غلظــت قــارچ

 بودنـد اسـتفاده      رشـد   فاقـد  ،هايي كه نسبت به شـاهد      لوله

  بـه محـيط    هاي مـذكور    سوسپانسيون µl100 مقدار. گرديد

  و در گرمخانـه     منتقـل   جامد سابورودكستروز آگـار    كشت

 . انكوبـه شـدند     ساعت 48 به مدت    سانتيگراد درجه   2±28

 حـداقل   ، از اسـت كشـي عبـارت      ظـت قـارچ   حداقل غل 

 پـس از     تيمـار شـده    غلظتي از اسانسها كه در آن قـارچ       

 گونه رشـدي از خـود نشـان ندهـد          ت هيچ انتقال به پلي  

(Rasooli & Mirmostafa, 2003; Wistriech, 1991). 

 

 يك مرگ اسپورها توسط اسانسهاتنيس

) MFC(كشي  پس از محاسبه حداقل غلظت قارچ

 به محلول با غلظت مشابه رانس مورد نظر اسانسها، اسا
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 60اضافه كرده و پس از  pH=7با  مولار 2/0فسفات بافر 

محلول بافر به  ml اسپور در هر 106 مقدار ،ثانيه ورتكس

دادن در گرمخانه شيكردار  فسفات اضافه كرده و پس از قرار

 ،20 ،15 ،10، 5، 0 در زمانهاي ،سانتيگراد درجه 28در دماي 

 20000/1 با رقت  دقيقه60 و 55 ،50 ،45 ،40 ،35 ،30 ،25

ستروز آگار كشت داده محيط كشت سابورودك  روياسپور بر

 48  به مدتسانتيگراد درجه 28±2گرمادهي  و پس از

تمام موارد فوق با .  شدندشمارش هاي قارچ كلني ،ساعت

همچنين نتايج ميكروبي  .گرديديك شاهد فاقد اسانس كنترل 

 .بار تكرار آزمون استماحصل سه 

 

 نتايج

زيتيكوس به راآزمايش اوليه براي بررسي آسپرژيلوس پا

 مثبت گزارش  آويشن شيرازي وآويشن كركي اسانسهاي

قطر هاله عدم رشد به روش بررسي هاله عدم رشد با . شد

 :ديسك انتشار حاكي از نتايج زير بود

  براي هر دو اسانس،2/1ي بدون رقت و با رقت اسانسها

 4/1هاي  هاله عدم رشد بيشتر از قطر پليت بود ولي در رقت

  آويشن شيرازي به ترتيبوآويشن كركي   به ترتيب8/1و 

رقت . بدست آمد)  ميليمتر11  و13(، ) ميليمتر17  و22(

 ).1جدول (  براي هر دو اسانس فاقد ارزش بود16/1

آويشن كركي و آويشن ي مختلفي از دو اسانس ها غلظت

براث و جامد  YES مايع  كشتبر روي محيط شيرازي

 در ضد قارچي خاصيت . شدآزمايشسابورودكستروز آگار 

حداقل غلظت مهاري براي هر دو . بسيار بالا بوددو اسانس 

 گزارش شد و حداقل غلظت ppm250گونه اسانس آويشن 

و  ppm600كشي براي اسانس آويشن اروميه  فعاليت قارچ

مطالعه سنتيك  .دست آمد بppm750براي آويشن شيراز 

س حاكي از مرگ مرگ اسپورها در مجاورت هر دو اسان

 دقيقه مجاورت اوليه اسانس با 15 در اسپورها% 60حدود 

 و آويشن كركي  دقيقه50آويشن شيراز در زمان . اسپور بود

شكل (د ند مرگ اسپورها را به صفر رسان دقيقه30در زمان 

 و زمان اسانسهات در مطالعات فوق وابستگي غلظ ).1

ژيلوس ي قارچ آسپراسپورهاها، با مرگ مجاورت آن

 نشان داد اسانسهاآناليز شيميايي  .پارازيتيكوس به اثبات رسيد

 تركيب 18 از  كركي تركيب و آويشن22كه آويشن شيراز از 

پينن، -آلفا تركيب 8اين دو اسانس در . تشكيل شده است

-1،8سيمن، -ت، پاراسابينن هيدرا-توژن، تيمول، سيس-آلفا

بازده  ).2جدول  (بودندمشترك سينئول، ميرسن و سابينن 

و  % 3/3اسانسهاي آويشن شيراز و آويشن اروميه به ترتيب 

 .بود% 92/2

 

 هاي متفاوت  بررسي اوليه اثر ضد قارچي دو گونه آويشن بومي ايران با غلظت-1جدول 

 شد به وسيله ديسك انتشارگيري هاله عدم ر  با اندازه، بر اساس مهار رشد
 

                               .Zataria multiflora Boiss                                Thymus eriocalyx  

 16/1 8/1 4/1 2/1 1 16/1 8/1 4/1 2/1 1      رقت اسانس 

 ppm          (2000   1000   500    250     125              2000    1000    500     250      125(غلظت اسانس 

      ـ    13       22        +        +                 ـ          mm       +        +             (17     11(هاله عدم رشد 

  ميليمتر90 هاله عدم رشد بيشتر از سايز پليت =+ 

 )عدم هاله (  هاله فاقد ارزش =ـ 
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 Thymus eriocalyx و  Zataria multiflora شيميايي ياهب تركي-2جدول 

 (%) Zataria multiflora(%) Thymus eriocalyxانديس بازداري نام تركيب             رديف

1tricyclene 909- 7/0 

2α-thujene 9169/0 57/0 

3α-pinene 9265 3/0 

4camphene 9613/0 - 

5β-pinene 967- 31/1 

6sabinene 9706/0 24/0 

7myrcene 9826/1 27/0 

8decane 9909/3 - 

9α-phellandrene 995- 2/1 

10β-phellandrene 1005- 3/13 

111,8-cineole 10097/0 89/1 

12p-cymene 101315 78/0 

13α-terpinene 10194/1 - 

14limonene 10258/0 - 

15cis Sabinene hydroxide 1036- 1/8 

16n-octanol 1039- 9/0 

17γ-terpinene 10515/6 - 

18terpinolene 10842/0 - 

19cis Sabinene hydrate 10963/0 3/0 

20undecane 11008/3 - 

21trans thujone 1110- 3/0 

22(Z)-tagetone 1134- 8/0 

23dodecane 11529/8 - 

24cis sabinene hydrate acetate 1214- 56/0 

25thymol (methyl ether) 12365/0 - 

26carvacrol (methyl ether) 12432/5 - 

27thymol 12673/3 8/63 

28carvacrol 129937 - 

29thymyl acetate 13162/0 - 

30tetradecane 13869/1 - 

31β-caryophyllene 14199/1 - 

32germacrene D 1472- 2/1 
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آويشن كركي آويشن شيرازي

 

 ppmكشي   با كمترين غلظت قارچي آويشن شيرازياسانسها سنيتيك مرگ اسپورهاي آسپرژيلوس پارازيتيكوس توسط –1شكل 

   pH 7 مولار با 2/0 بافر فسفات ml اسپور در هر 106 و تلقيح ppm 600كشي  غلظت قارچكمترين  و آويشن كركي با 750

 

 بحث

نتايج اوليه حاكي از فعاليت ضد قارچي آويشن كركي 

هر دو گونه اسانس ). 1جدول (و آويشن شيرازي بود 

. شدند ppm 250 آويشن موفق به مهار رشد قارچ در

 . داشتاسانسهاحوضه مهار رشد قارچ بستگي به غلظت 

Soleiman و Badeaa )2002 ( غلظت مورد استفاده براي

مهار رشد قارچهاي آسپرژيلوس هر اسانس را در 

ي اسانسهاپارازيتيكوس، فلاووس و اخراسئوس توسط 

، )>Cinamon ()ppm500(، دارچين )Thymus(آويشن 

 Menta(پونه ) >ppm2000 ((Marigold)گل جعفري 

spearmint ( و ريحان)ppm3000(ش پي.  گزارش كردند

از اين نيز مهار كامل آسپرژيلوس پارازيتيكوس توسط 

و آويشن  Thymus (wild)هاي آويشن وحشي  رهعصا

و پونه كوهي بر روي محيط كشت  Thymus (black)سياه 

 ).Ozcan, 1998 (چاپكس آگار شناسايي شده بود

 Thmusهمچنين مهار كامل آسپرژيلوس فلاووس توسط 

vulgaris  در مقدارppm1000گزارش شده بود  

)Nguefack et al., 2004(.ت  نتايج در محيط كشYES 

تر از محيط كشت چاپكس آگار است  براث كه غني شده

 ppm250حاكي از مهار رشد ميسيليوم قارچ در غلظت 

قدرت . براي هر دو گونه آويشن بومي ايران بود

 و آويشن شيراز ppm600كشي آويشن اروميه  قارچ

ppm750كند كه محيط غذايي  اين مطلب ثابت مي.  بود

رژيلوس پارازيتيكوس را در تواند قارچ آسپ تر نمي غني

مطالعه سينتيك مرگ . ي فوق محافظت كنداسانسهابرابر 

 در مجاورت هر دو اسانس حاكي از مرگ حدود اسپورها

 با اسپور اسانسها دقيقه مجاورت اوليه 15 در اسپورها% 60

اي   دقيقه50 در حالي كه آويشن شيرازي در زمان ؛بود

آويشن كركي همين  ؛رساند  را به صفر مياسپورهامرگ 

رسد  به نظر مي. دهد اي انجام مي  دقيقه30كار را در زمان 

 دقيقه 30 تا 20 در زمان اسپورهايك توقف در مرگ 

آويشن شيرازي علت طولاني شدن   بااسپورهامجاورت 

كشي  اثر مهاري و قارچ ).1شكل (اين زمان باشد 

ا  متنوع آنهياهتواند مربوط به تركيب ي فوق مياسانسها
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) Soliman & badeaa, 2002( Mahmoud .)1994(باشد 

 آنها، ياه با مطالعه بر روي اسانسها و تركيب،كشور مصر از

جمله  از  اسانسهاياه برخي از تركيبضد قارچينقش 

 آلدئيدي نظير ياهنظير تيمول، تركيب فنولي ياهتركيب

لدئيد و الكلهاي ترپني همچون ژرانيول و نرول را اسينام

و سنتز   بر مهار كامل رشدppm 1000ت با غلظ

كرده  آفلاتوكسين توسط آسپرژيلوس فلاووس را گزارش

  .بود

اند كه   متنوعي تشكيل شدهياههر دو اسانس از تركيب

سابينن -توژن، تيمول، سيس-پينن، آلفا-آلفا تركيب 8در 

سينئول، ميرسن و سابينن -1،8سيمن، -هيدرات، پارا

ا در هر دو همقادير اين تركيبند كه هر چ. مشترك بودند

رسد كه مشترك   ولي به نظر مي؛اسانس متفاوت است

تواند در يكسان  ا در هر دو اسانس ميهبودن اين تركيب

بودن حداقل اثر مهاري و نزديك به هم بودن قدرت 

از طرفي ديگر . كشي هر دو اسانس مؤثر باشد قارچ

ول  عمده آويشن شيرازي به ترتيب كارواكرياهتركيب

ترپينن -، گاما%)9(، دودكان %)15( سيمن-، پارا%)37(

%) 3/3(و تيمول %) 4(، دكان %)5(پينن -، آلفا%)5/6(

 تيمول : عمده آويشن كركي عبارتند ازياهتركيب. است

سابينن -، سيس%)2/13(فلاندرن -، بتا%)3/64(

 ،رسد به نظر مي). 2جدول (است %) 4/8(هيدروكسيد 

نظير تيمول و كارواكرول به  فنولي ياهحضور تركيب

تواند در بدست آمدن   عمده اسانسها، ميياهعنوان تركيب

نتايج ضد قارچي بر ضد آسپرژيلوس پارازيتيكوس مؤثر 

 هاله عدم رشد و بررسي حداقل ياهانجام آزمايش. باشد

كشي نشان داد كه با توجه به شرايط يكسان  غلظت قارچ

ويشن كركي كشي آ  قدرت قارچ،براي هر دو اسانس

مقايسه هاله عدم رشد . بيشتر از آويشن شيرازي است

 8/1 و 4/1هاي   در رقتي شيرازنكركي با آويش نآويش

جدول (در روز دوم گرمادهي نيز همين امر را ثابت كرد 

1.( 
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Abstract 

The antifungal properties of Zataria multiflora Boiss. and Thymus eriocalyx (Ronniger) Jalas 
essential oils were studied on growth inhibition of Aspergillus parasiticus NRRL 2999. Minimal 
inhibitory (MIC) and fungicidal (MFC) and kinetics of fungal spore death as a result of 
exposure to the oils were studied. The oils were analyzed by GC and GC/MS and their chemical 
components were identified. 22 and 19 compounds were identified in Zataria multiflora Boiss. 
and Thymus eriocalyx (Ronniger) Jalas essential oils respectively. Eight compounds viz; α-
thujene, α-pinene, sabinene, myrcene, p-cymene, 1,8-cineole, cis sabinene hydrate and thymol 
were common in both oils but in different concentrations. The results indicated powerful 
antifungal properties of both oils inhibiting growth and aflatoxin production that could be 
applied to food as preservatives. 

 
Key words: Zataria multiflora Boiss., Thymus eriocalyx (Ronniger) Jalas, essential oil, 
Aspergillus parasiticus, aflatoxin. 

  
 
 


