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 25/9/99تاریخ پذیرش:                                                                                                     11/6/99تاریخ دریافت: 

 چکیده

های بشر بوده و مطالعه حاضر به منظور بررسی روشی برای کاهش این  غذا همواره مهم ترین دغدغه اءهای با منش بیماری سابقه و هدف:

های آویشن شیرازی و کاکوتی و کاربرد آن در پوشش پایه  هدف از این مطالعه بررسی ترکیب شیمیایی اسانس خطرات انجام شده است.

روزه نگهداری  12ماهی تازه سالمون طی یک دوره در فیله تلقیح شده  آئروموناس هیدروفیلانانوامولسیون کیتوزان جهت کنترل رشد باکتری 

های آویشن شیرازی و  گراد( و همچنین بررسی فعالیت ضد باکتریایی اسانس و نانوامولسیون اسانس درجه سانتی 4±1شده در دمای سرد )

( MBC( و حداقل غلظت کشندگی )MICکاکوتی علیه باکتری مورد مطالعه به روش میکرودایلوشن جهت تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی )

 بود.

شش گروه؛ فاقد پوشش )کنترل(، کیتوزان، نانو  گرافی گازی تعیین و تیمارها درترکیب شیمیایی اسانس با روش کروماتو ها:مواد و روش

و  درصد5/0، نانوامولسیون کیتوزان حاوی اسانس کاکوتیدرصد5/0امولسیون کیتوزان، نانوامولسیون کیتوزان حاوی اسانس آویشن شیرازی 

 ها جهت شمارش باکتری در روزهای وتی تقسیم شدند، سپس نمونههای آویشن شیرازیوکاک تیمار نانوامولسیون کیتوزان حاوی ترکیب اسانس

 به یخچال منتقل شدند. 12، 8، 4، 2، 1صفر، 

ترین ترکیبات شیمیایی اسانس آویشن شیرازی و پولگون  % به عنوان مهم31/8% و گاماترپینن 14/30%، تیمول 36/44کارواکرول  :هايافته

روزه  12شیمایی اسانس کاکوتی شناسایی شده و میانگین لگاریتم تعداد باکتری شمارش شده در دوره ترین ترکیب  % به عنوان مهم19/48

(. مطالعه حاضر نشان داد که بیشترین اثر مهارکنندگی روی باکتری مربوط به گروه p<05/0داری را نشان داد ) ها اختلاف معنی بین گروه

 رازی و کاکوتی در مقایسه با گروه کنترل بود.های آویشن شی نانوامولسیون کیتوزان حاوی اسانس

های آویشن شیرازی و کاکوتی به طور  خوراکی نانوامولسیون کیتوزان حاوی اسانس نتایج این مطالعه نشان داد، پوشش های گیري: نتیجه

ها در  مای سرد را دارند و استفاده از آنهای گوشت ماهی سالموندر د در نمونه آئروموناس هیدروفیلامؤثری توانایی مهار رشد باکتری بیماری زا 

 تواند مورد توجه قرار گیرد. صنعت غذا می

  ، غذاهای دریایی، آئروموناس هیدروفیلانانوتکنولوژی، کیتوزان، اسانس واژگان كلیدي:

  مقدمه 

منابع پروتئین دریایی به عنووان یکوی از مهمتورین مووارد     

ای  تأمین کننده پروتئین حیوانی در سبد غذایی جوامع، سوابقه 

(. اکسیداسیون و واکونش هیودرولیتیک   1بسیار طولانی دارند )

ها )هیدروپراکسیدها، آلدئیدها، کتونهوا، اسویدهای چور      چربی

ایی و به طورکلی و...( مشخصات طعم، بو، رنگ، بافت، ارزش غذ

دهند و باعو  عودم مطلوبیوت بورای      کیفیت ماهی را تغییر می

 (.  2شوند ) مصرف کنندگان می
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شوود.   های آزاد محسوو  موی   ماهی سالمون از دسته ماهی

این ماهی کم کالری بوده ولی سرشار از پروتئین، اسوید چور    

هوایی نظیور یود، فسوفر،      مغوذی  ، کلسترول مفیود و ریوز  3-امگا

باشود.   سدیم، پتاسویم، سولنیوم، آهون، ویتوامین آ موی     کلسیم، 

مصرف ایون مواهی سوطح اسوترس را در بودن انسوان کواهش        

دهد و در حفاظت از پوست، تقویت عملکرد قلوب و افوزایش    می

 (.3سلامت قلب نقش کلیدی دارد )

از آنجا که مهمترین دلیل فساد، رشد میکروبی روی سوطح  

دن عوامول ضودمیکروبی در   های غذایی است، به کار بور  فرآورده

تواند سبب به تأخیر انداختن یا حتی جلووگیری   بندی می بسته

های عامل فساد شوده و درنتیجوه باعو      از رشد میکروارگانیسم

های غذایی  افزایش مدت زمان ماندگاری و بهبود ایمنی فرآورده

هوای   شود. برای افوزایش مانودگاری و بهبوود کیفیوت فورآورده     

هوایی   اکسویدان  داری، به طور متداول، آنتوی غذایی در مدت نگه

هیدروکسوی تولووئن بوتیلوه و     ه ونظیر هیدروکسی آنیزولبوتیلو 

استفاده قورار   عوامل شلاته کننده و ترکیبات ضدمیکروبی مورد

 (.4گیرند ) می

کیتوزان یکی از بهترین زیست بسپارهایی است که تاکنون 

کوه   رفته اسوت  کار های خوراکی به ها و پوشش برای تهیه فیلم

آیود،   استیل زدایی قلیوایی جزیوی کیتوین بوه دسوت موی      -Nاز

کیتووین عمومووا  در اسووکلت خووارجی یووا محوواف  پوشووش      

هوای   (. بورای روکوش  5شوود )  پوستان دریایی یافت موی  سخت

کیتووووزان تعووودادی از خووووا  کووواربردی شوووامل: خووووا  

اکسوویدانی، ضوودمیکروبی و نفوذناپووذیری در برابوور عبووور  آنتووی

های طبیعوی بوه    زارش شده است. استفاده از اسانساکسیژن گ

فنلوی کوه بوه عنووان      هایی از ترکیبات پلی دلیل محتوای گروه

هوای آزاد   کنود، از تشوکیل رادیکوال    اکسویدان عمول موی    آنتی

هوای گوشوت مواهی     جلوگیری کرده و موجوب حفو  ویژگوی   

 (.6شود ) می

 ( یکی از گیاهانZatariamultifloraBoissآویشن شیرازی )

باشد که بومی ایران، پاکستان و افغانسوتان   خانواده نعناعیان می

است. از این گیاه در طب سنتی به عنوان آنتوی سوپتیک، ضود    

التها  و ضد اسپاسمیاد شده است و به عنوان طعم دهنوده در  

آویشن شیرازی دارای اثر ضود  . مواد غذایی کاربرد فراوانی دارد

ور عمده به تر کیبوات فنلوی   میکروبی می باشد که این اثر به ط

باشد. هر چقدر مقدار مواد فنولی در اسانس بالاتر  آن مربوط می

باشد، خوا  ضد میکروبی آن بیشوتر اسوت. ایون موواد شوامل      

 (.7کارواکرول، تیمول و اوژنول هستند )

 (Ziziphoraclinopodioidesبووا نووام علمووی ) کاکوتی ه گیا 

باشود. پوراکنش    یوان موی  متعلق به جنس زیزیفورا و تیوره نعناع 

جغرافیایی گیاه کاکوتی در جهان در شبه جزیره بالکان شورقی،  

هوای پوامیرآلای و    جنو  غربی آسیا و آسیای مرکوزی توا کووه   

هوای شورقی و مرکوزی ترکیوه( و      هیمالیا )ایران، عراق و بخش

هوای گذشوته    (. گیاهان تیره نعناعیان از زمان8باشد ) آفریقا می

های  و معمولا  در درمان عفونت شدند ده میاستفادر طب سنتی 

مووورد اسووتفاده قوورار  دسووتگاه گوووارش یووا دل درد اسووتفاده   

ان وووعنه و به دوومعاض روومامعالجه در همچنین و  گرفتند می

 .ضدعفونی کننوده بورای رفوع سورما خووردگی بوه کوارمی رود       

پولگون به عنوان ماده مؤثره این اسانس گزارش داده شده است 

(9 ،8.) 

توانود بوه واسوطه     های خوراکی موی  فناوری نانو در پوشش 

هوا باعو     کاهش اندازه ذرات و کوچکتر کوردن منافوذ پوشوش   

های خووراکی معموولی    افزایش کارایی آنها در مقایسه با پوشش

بندی را به دنبوال داشوته باشود     شود و ارتقای کیفی مواد بسته

تواننود بوه    طورات موی  ق ها به دلیل اندازه ریز (. نانوامولسیون10)

صورت کاملا یکنواخت بور روی سوطحی کوه روی آن هسوتند     

توانند عناصر فعال موجوود در یوک    پخش شوند و همچنین می

(. بوا توجوه بوه    11لایه محافظتی را به یکدیگر مورتب  کننود )  

های نوانو، یکوی از مهوم تورین      های ضد میکروبی پوشش ویژگی

قراردادن باشوود و  یبنوودی موو کوواربرد آن هووا، در صوونایع بسووته

از آلوده شدن آنها با عوامل در بسووته بنوودی نووانو،  محصولات 

های شیلاتی به سوادگی   و فرآوردهمیکروبی جلوگیری مینماید 

زا آلووده   توانند به انواع مختلفی از عوامل بیماری و به راحتی می

شوند و تحقیقات انجام شده نشانگر این امور اسوت کوه کواربرد     

ولسیون کیتوزان باع  افوزایش مانودگاری در   های نانوام پوشش

 (.12شود ) گوشت ماهی می

در  آئرومونووواس هیووودروفیلاتوزیوووع و فراوانوووی بووواکتری 

اکوسیستم آبی به خوبی اثبات شده و مشخص شوده اسوت کوه    

توانود بوه    این باکتری بخشی از فلور روده آبزیان اسوت کوه موی   

یوک   یودروفیلا آئروموناس هزا گردد.  هنگام ایجاد تنش، بیماری

ای شوکل، بوه    طلب، گرم منفی، میله باکتری همه جایی، فرصت

طور عمده متحور،، بوی هووازی اختیواری، اکسویداز م بوت و       

هوا،   تخمیر کننده گلوکز است. این باکتری سبب آلوودگی زخوم  

عفونت خوون و گاسوتروانتریت بوا منشواء آ  و غوذا در انسوان       

ومونواس از طریوق   های جونس آئر  گردد. به طورکلی باکتری می

تولید سموم خارجی نظیر انتروتوکسین، همولیزین )آئرولیزین(، 

 (13گردند ) لیپاز و پروتئاز سبب بروز بیماری می

هوای   هدف از این مطالعه بررسی ترکیب شویمیایی اسوانس  

آویشن شیرازی و کواکوتی در پوشوش خووراکی نانوامولسویون     

تلقویح شوده   لا آئروموناس هیودروفی کیتوزان روی رشد باکتری 
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روزه در شوورای  12برگوشووت موواهی سووالمون طووی یووک دوره 

 باشد. نگهداری در دمای یخچال می

  هامواد و روش 
( از گووروه 7966NCTC)آئرومونوواس هیوودروفیلابوواکتری  

بهداشت مواد غذایی دانشوکده دامپزشوکی دانشوگاه تخصصوی     

ها از شرکت  های نوین آمل تهیه شد. کلیه محی  کشت فناوری

مر، خریداری شدند. کیتوزان با وزن مولکولی کم )درجه دی 

درصوود( از شوورکت سوویگما آلوودری  ) سوونت  91استیلاسوویون 

 لوئیس، ایالات متحده( استفاده شد.

گیاه تازه آویشون شویرازی و کواکوتی از مرکوز      تهیه اسانس:

فروش گیاهان دارویی شهر آمول، اسوتان مازنودران خریوداری     

گرم از گیواه   50ویشن شیرازی مقدار شد. جهت تهیه اسانس آ

خشک و پا، شده را با استفاده از آسیا  برقوی خورد کورده و    

گیاه پودر شده را به داخل بالن ژوژه دستگاه کلوونجر ریختوه و   

لیتر آ  مقطر اضافه شد، سوپس جریوان آ     میلی 500به آن 

سرد مبرد برقرار شد و بالن ژوژه درون هیتر برقی قرار گرفوت.  

ه را روشن کرده و پس از آن اجوازه داده شود بوه مودت     دستگا

چهارساعت فراینود تقطیور انجوام شوود. جهوت تهیوه اسوانس        

کاکوتی، گیاه خشک شده را با دستگاه خردکن، آسیا  کورده،  

سپس روغن اسانس به روش تقطیر با آ  در دسوتگاه کلوونجر   

ساعت استخراج و جمع آوری شد. نسبت اسانس به  3به مدت 

ها در  درصد اندازه گیری شد. اسانسw/w 5/0ک گیاه وزن خش

 های دربسته در یخچال برای استفاده نگهداری شد. شیشه

ها از  جهت آنالیز و شناسایی ترکیبات اسانسها:  آنالیز اسانس

-GCدستگاه کروماتوگرافی گازی متصل به طیف سنج جرمی )

MS سوواخت کشووور آمریکووا موودل )Aglient Technologies 

7890A  ها در شرای  مشابه و یکسوان بوه    استفاده شد. اسانس

هوا   هوای تشوکیل دهنوده آن    دستگاه تزریق شد تا نوع ترکیوب 

دقیقوه(. پوس از    60مشخص شود )کل زمان اجرایوی دسوتگاه   

انجوام تزریقوات و بوه دسوت آوردن کرومواتوگرام، شناسوایی و       

ا  ه تعیین مقدار هریک از ترکیبات با استفاده از طیف جرمی آن

انجام شد. تعیین نوع ماده ورودی بوه طیوف سونج جرموی بور      

ای وایلی و همچنین مطابق اسوتاندارد   های کتابخانه اساس داده

 (.14، 15تعیین گردید ) 5693ملی ایران با شماره 

بوورای آموواده سووازی  تهیههه و آمههاده سههازی بههاکتری:   

در شرای  استریل و با اسوتفاده از   آئروموناس هیدروفیلاباکتری

آنس استریل از سویه مرجع برداشوته و بور روی پلیوت حواوی     

 میلوی گورم آمپوی سویلین    Sheep Blood Agar  +30 محی  

درجوه   25ساعت در دموای   24کشت داده شد. پلیت به مدت 

سانتی گراد گرمخانه گذاری شود.  جهوت تهیوه سوسپانسوون     

سواعته توسو  آنوس     24های حاصل از کشت  باکتری از کلنی

 Brain لیتور  میلی 10های حاوی  برداشته شد و به لولهاستریل 

Heart Infusion Broth  18استریل انتقال داده شد و به مودت 

گوراد بورای رسویدن بوه فواز       درجه سانتی 25ساعت در دمای 

لگاریتمی گرمخانه گذاری گردید. برای تنظویم تعوداد بواکتری    

دورت لیتر از دسوتگاه اسوپکتروفتومتر از طریوق کو     در هر میلی

مک فارلند استفاده شد )میزان جذ  نوری  5/0سنجی برابر با 

نوانومتر( و تعوداد    600در طوول مووج    08/0تا  133/0برابر با 

 (.16لیتر به دست آمد ) باکتری در هر میلی  5/1× 108تقریبی

در ایون مرحلوه   هها:   آماده سهازی نانوامولسهیون اسهانس   

در آ  مقطور   %(5/0های آویشون شویرازی و کواکوتی )    اسانس

%( که به عنوان امولسیفایر اسوتفاده  2) 80استریل حاوی توئین

شد، حول شودند.  بورای رسویدن بوه یوک امولسویون پایودار،         

دقیقه انجوام   10یکنواخت و شفاف عمل هم زدن هم به مدت 

هووا مطووابق بووا  شوود سووپس فرمولووه شوودن امولسوویون اسووانس

م شود.  ( انجوا 2013های پیشنهادی گوش و همکواران)  پروتکل

دقیقوه در   3ها در اولتراتوراکس به مودت   پس از آن امولسیون

دقیقه هم تحت اولتراسوند  6قرار گرفتند و به مدت 3000دور 

(200 W HF-power شرکت ،Bandelin    .قورار گرفتنود )آلمان

 Dynamic lightگیووری سووایز ذرات هووم بووا دسووتگاه  انوودازه

scattering(DLS) ( 17انجام شد.) 

جهت انجام میکرودایلوشن ای:  مقایسه MBCو  MICتعیین 

 1گوووورم وزن شوووود و در  میلووووی 032/0از هوووور اسووووانس 

 32ت حول گردیود کوه غلظو     Dimethyl Sulfoxideلیتور  میلی

mg/ml     32اسانس ایجاد شود. از غلظوتmg/ml   5/0اسوانس 

 5/0لیتر برداشته و درون یک میکروتیو  استریل حواوی   میلی

  16mg/mlیل ریخته شد که غلظوت  براث استر BHIلیتر  میلی

 125/0اسانس ایجاد گردید. رقت سازی تا رسیدن بوه غلظوت   

mg/ml    اسانس انجام شد. در این روش قبل از هر رقت سوازی

 3(. سوپس در  18میکروتیو  حاوی اسانس ورتکوس گردیود )  

خانوه ای   96تکرار برای یوک سوویه بواکتری، در میکروپلیوت     

صورت که درون هر ن جام شد، به ای)استریل( میکرودایلوشن ان

بوراث   BHIمحوی  کشوت   میکرولیتر  160چاهک میکروپلیت 

بوا   آئرومونواس هیودروفیلا  از بواکتری  میکرولیتور   20استریل، 

هووای  از غلظووتمیکرولیتوور  20و CFU/ml 5/1×107میووزان 

میکرولیتور   200به حجوم نهوایی    مختلف اسانس ریخته شد تا

باشد که در هور ردیوف از    ردیف می 8رسید. میکروپلیت دارای 

 125/0توا   mg/ml 32هوای   های مختلف اسانس از رقت غلظت

mg/ml     استفاده شد. چند دقیقه خیلی آرام به صوورت هشوت

روی سطح صاف میکروپلیت تکان داده شد و سپس بوه مودت   
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در  (.19گذاری شودند )  درجه گرمخانه 25ساعت در دمای  24

گروه کنترل نیز در نظر گرفته شد که عبارتنود از:   2ین روش ا

میکرولیتور از   20اسوتریل و   BHI   Broth میکرولیتور  1-180

اضوافه گردیود )کنتورل     های میکروپلیت  باکتری درون چاهک

 20اسوووتریل و   BHI Brothمیکرولیتووور 180 -2 م بووت(. 

 اضوافه گردیود   های میکروپلیت میکرولیتر اسانس درون چاهک

لحاظ رشد م بوت   چاهک های واجدکدورت از)کنترل منفی(. 

صورت چشمی و مشواهده   به MICنهایت مقدار  در تلقی شدند.

کدورت، بر اساس کمترین غلظوت اسوانس کوه رشود بواکتری      

بوالاتر  های  (. از کلیه چاهک20تعیین گردید ) ،درآن دیده نشد

ر میکرولیتو 10خانوه ای نیوز،  96 درمیکروپلیوت و فاقد کودورت  

 BHIپلیت حاوی محی  کشت  در و توس  سمپلربرداشته شد

درجووه بووه   25 آگووار کشووت داده شوود. سووپس درگرمخانووه   

کمتورین غلظوت   . گردیود و بررسوی  سواعت نگهوداری   24مدت

هوا هموراه نبوود بوه      اسانس که با فرم تشکیل پرگنوه در پلیوت  

 (.21در نظر گرفته شد ) MBCعنوان 

گوشوت  هها:   های گوشت ماهی و تلقیح باکتری تهیه نمونه

( از Oncorhynchus mykissتازه ماهی سالمون با نوام علموی )  

هوای   بازار ماهی فروشان آمل خریداری شود.ماهی در یونولیوت  

حاوی یخ به آزمایشگاه منتقول و نسوبت بوه آمواده سوازی آن      

 گرموی از فیلوه مواهی بوه عنووان      10اقدام شد. سپس قطعات 

درجه بوه مودت    70نمونه تهیه و جهت استریل کردن از الکل 

موواکرولیتر از سوسپانسوویون  100دقیقووه اسووتفاده شوود.  5-3

گرمی فیلوه مواهی بوه     10های  باکتریایی مورد نظر روی نمونه

شوکل پخوش شود ) غلظوت      Lصورت سطحی تلقیح و با میله 

 (. پس از تلقیح باکتری بر روی قطعات گوشت5/1×106نهایی  

دقیقه جهت ت بیوت بواکتری روی    30ها به مدت  ماهی، نمونه

 (.16، 20) ها حف  شدند نمونه

ههای   تهیه پوشش نانوامولسیون کیتوزان حاوی اسهانس 

 آویشن شیرازی و کاکوتی

: برای آمواده سوازی محلوول کیتووزان     تهیه محلول کیتوزان

(w/w )2     درصد در اسید استیک، کیتووزان را در محلوول آبوی

دقیقه هوم زده   10درصد مخلوط کرده و برای  1استیک اسید 

محلول را بوا محلوول    PHپس از حل شدن کامل کیتوزان، .شد

 80لیتر تویین  میلی 2رسانده و در نهایت  9/5نرمال به  1سود 

محلوول   (.8، 9) به یک لیتر محلول سواخته شوده اضوافه شود    

بوالا تهیوه    نانوامولسیون با استفاده از روش اولتراسوند با انرژی

%، بوا  2شد. به این منظور پس از آماده سازی محلول کیتووزان 

دقیقه و استفاده از  3استفاده از دستگاه اولتراتوراکس به مدت 

 Bandelin، شورکت  W HF-power 200دسوتگاه اولتراسووند )  

دقیقه نانوامولسیون تهیه شد و نانوامولسیون  6آلمان( به مدت 

های آویشن شویرازی و کواکوتی    تولید شده مخلوطی از اسانس

باشود و سوپس    و محلول پوشش کیتوزان می 80%، توئین 5/0

بوا اسوتفاده از دسوتگاه     Poly Dispersity Indexسوایز ذرات و  

 Malven، شووورکت DLS (Nanoانوودازه گیووری سووایز ذرات    

 .(22، 23)بررسی شد انگلستان( 

شوش  های تلقیح شده به  نمونهتهیه تیمارهای مورد مطالعه: 

( و سوپس تحوت تیموار قورار     1گروه تقسویم شودند ) جودول    

دقیقوه در   1ها به مودت   گرفتند. به منظور ایجاد پوشش نمونه

هوا را از محلوول    محلول تهیه شده غوطه ور شدند. سپس فیلوه 

هوای   خارج کرده و پس از اتمام چکیدن قطورات در زیوپ پوک   

ی درجوه سوانت   4±1روز در دمای یخچال  12استریل به مدت 

، 4، 2، 1، 0گراد نگهداری شدند. سرانجام، تحلیل در روزهوای  

 (.9، 24) انجام شد 12، 8

 

 تیمارهای مورد مطالعه در طول دوره نگهداری در دمای یخچال. 1جدول 

 شرح تیمارها 

 قطعات گوشت ماهی بدون پوشش کیتوزان کنترل 1

 %2+ پوشش کیتوزانگوشت ماهیقطعات  کیتوزان 2

 %2+ پوشش نانوامولسیون کیتوزان گوشت ماهیقطعات  نانوکیتوزان 3

 %2ماهی+ پوشش نانوامولسیون کیتوزان  گوشتقطعات  نانوکیتوزان+اسانس آویشن شیرازی 4

 %5/0+اسانس آویشن شیرازی 

 %2کیتوزان + پوشش نانوامولسیون گوشت ماهیقطعات  نانوکیتوزان+اسانس کاکوتی 5

 درصد5/0+اسانس کاکوتی

 %2ماهی+ پوشش نانوامولسیون کیتوزان گوشت قطعات  نانوکیتوزان+اسانس آویشن شیرازی+اسانس کاکوتی 6

 %5/0و اسانس کاکوتی % 5/0+اسانس آویشن شیرازی 
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هوای مربووط    نمونهآئروموناس هیدروفیلا: شمارش باکتری 

به هر تیمار ) در سه تکرار(  در روزهای صفر )بلافاصله پوس از  

های  از یخچال خارج شدند. ابتدا نمونه 12، 8، 4، 2، 1تلقیح(، 

لیتر پپتوون واتور اسوتریل مخلووط      میلی 90درون زیپ پک با 

دقیقه قرار  3به مدت  7گردید و در دستگاه بگ میکسر با دور 

(. 10-1انسیون همگنی به دسوت آیود )رقوت    داده شد تا سوسپ

لیتر از سطح رویی سوسپانسیون به کمک سمپلر  میلی 1مقدار 

لیتور پپتوون واتور     میلی 9برداشته و درون لوله آزمایش  حاوی 

بوه دسوت آمود. پوس از رقوت       10-2استریل ریخته شد تا رقت

های مورد نظر به روش کشت قطره ای در  سازی متوالی از رقت

توا   24کشت داده و پوس از  آئروموناس هیدروفیلاتمحی  کش

درجه سانتی گوراد شومارش    25ساعت نگهداری در دمای  48

 (.9، 13، 25) میکروبی انجام گرفت

میانگین، انحوراف معیوار، کمتورین و بیشوترین     آنالیز آماری: 

تعداد شمارش بواکتری در هور گوروه و در هریوک از روزهوای      

ت لگواریتم تعوداد بواکتری در    مطالعه گزارش شد. روند تغییورا 

روزه توسوو  آزمووون آموواری  12هووای مختلووف در دوره  گووروه

Repeated measure ANOVA موووورد تجزیوووه و تحلیووول 

 هووا توسوو  . مقایسووه دو بووه دوی گووروهآموواری قوورار گرفووت 

Bonferroni post hoc test    انجام شد. کلیه آنالیزهوای آمواری

 >05/0Pو مقوادیر  انجام شد  21نسخه  SPSSتوس  نرم افزار 

 دار تلقی گردید. معنی

 هايافته 
شوود کوارواکرول بوا     مشاهده می 2طور که در جدول  همان

 31/8درصد و گامواترپینن بوا    14/30درصد، تیمول با  36/44

تورین ترکیبوات شویمیایی اسوانس گیواه       درصد به ترتیب مهم

نیوز مشواهده    3دهند. در جدول  آویشن شیرازی را تشکیل می

شود مهمترین ترکیب شیمایی اسانس گیاه کاکوتی پولگون  می

باشد و در اسانس این گیاه ترکیبوات مهوم    درصد می 19/48با 

درصود و ایزومنتوول بوا     20/11سینئول بوا  -1،8دیگری مانند 

 درصد وجود دارد. 14/6سیمن با -درصد و پی 14/6

مربووط بوه    PDIدر این مطالعه اندازه گیری سوایز ذرات و  

انجووام شوود کووه  DLSمارهووای مختلووف بووه کمووک دسووتگاه تی

شود. میانگین سوایز ذرات   مشاهده می 4 جزئیات آن در جدول

نانومتر بوده و کمترین میوانگین   500در کلیه تیمارها کمتر از 

های   سایز، مربوط به تیمار نانوامولسیون کیتوزان حاوی اسانس

ین سوایز  میوانگ  ( و بیشترین1شیرازی و کاکوتی )شکلآویشن 

 مربوط به تیمار کیتوزان )غیرنانو( بود.

 

نتایج آنالیز اسانس آویشن شیرازی مورد مطالعه با  .2جدول

 GC/MSاستفاده از روش 

 شماره ترکیبات درصد نسبی ترکیبات

 1 تیمول 14/30

 2 والنسین 62/1

 3 گاما ترپینن 31/8

 4 کارواکرول 36/44

 5 آلفا ترپینئول 47/0

 6 بورنی استات 48/0

 7 آلفا پینن 16/2

 8 بورنل 11/1

 9 سیمن-پی 38/6

 10 کاریوفیلن اکسید 6/1

 جمع - 63/96%

 

 

نتایج آنالیز اسانس کاکوتی مورد مطالعه با استفاده از . 3جدول 

 GC/MSروش 

 درصد نسبی ترکیبات ترکیبات شماره

 13/3 کارواکرول 1

 21/4 پینن-آلفا 2

 25/1 پیپریتنون 3

 19/48 پولگون 4

 65/0 پینن-بتا 5

 86/2 پیپریتون 6

 88/0 میرسن 7

 35/2 لیمونن 8

 14/6 سیمن-پی    9

 74/2 منتون 10

 20/11 سینوئل-1،8 11

 39/0 اُل-3-اُکتن-1 12

 94/0 ایزومنتول 13

 48/1 اُل-8-انِ-3-منتول-پی 14

 01/1 اُکتانول-3 15

 14/6 ایزومنتون 16

 23/1 ترپینن-گاما 17

 %94/ 79 - جمع
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 های مختلف مورد مطالعه مربوط به تیمار  PDI سایز ذرات و. 4جدول 

 z-average (d.nm) PDI گروه ها

 254/0 3159 %2کیتوزان 

 296/0 1/470 %2نانوکیتوزان 

 365/0 9/412 نانوکیتوزان+آویشن شیرازی

 501/0 2/461 نانوکیتوزان+ کاکوتی

 433/0 4/242 نانوکیتوزان+کاکوتی+آویشن شیرازی

 

 
 های آویشن شیرازی و کاکوتی سایز ذرات تیمار نانوامولسیون کیتوزان حاوی اسانس .1شکل

 

نتایج فعالیت ضد باکتریوایی اسوانس آویشون شویرازی در     

در  MBCو  MICشوووود، مقوووادیر  مشووواهده موووی 5جووودول 

توور از  نانوامولسوویون اسووانس آویشوون شوویرازی بسوویار پووایین  

تواند نشوان دهنوده    امولسیون آویشن شیرازی است که این می

امولسیون  تأثیر سایز ذرات در افزایش فعالیت ضد میکروبی نانو

آویشن شیرازی باشد. نتوایج فعالیوت اسوانس کواکوتی      اسانس

مشواهده   5نیوز در جودول    آئروموناس هیدروفیلاعلیه باکتری 

در نانوامولسویون اسوانس    MBCو    MICمقوادیر  شود که  می

 MICکاکوتی نیز پایین تر از امولسیون کاکوتی اسوت و مقودار  

 MBCاسانس کاکوتی و آویشن شیرازی یکسان است اما مقدار 

اسانس آویشن شویرازی کمتور از اسوانس کواکوتی اسوت و در      

ها مشاهده شد کوه   نانوامولسیون اسانس MBCو  MICمقایسه 

این مقادیر برای نانوامولسیون اسانس آویشن شویرازی کمتوراز   

 نانوامولسیون اسانس کاکوتی است.

تأثیر تیمارهای مختلف بر روی رشود بواکتری    6در جدول 

طی دوره مطالعه نشان داده شوده اسوت.    آئروموناس هیدروفیلا

آئرومونواس  بواکتری نتایج مطالعه حاضر نشوان داد کوه تعوداد    
روزه در  12در نمونوه کنتورل طوی دوره نگهوداری      هیدروفیلا

افزایش پیدا کورده اسوت و    log CFU/g  74/8دمای یخچال تا

در روز  74/8بوه   14/6لگاریتم آن بعد از تلقویح )روز صوفر( از   

ش پیدا کورد کوه بوه دلیول سوایکروتروف بوودن ایون        افزای 12

های مورد مطالعه  باشد. رشد باکتری در تمامی گروه باکتری می

روزه(  نسبت به گروه فاقد پوشش کاهش یافوت. بوه طوور    12)

کلی در این مطالعه حداک ر و حداقل تعوداد بواکتری شومارش    

 های فاقود پوشوش )   شده در روز دوازدهم، به ترتیب در نمونه

log CFU/g07/0±74/8های نانوامولسویون کیتووزان    ( و نمونه

 ± log CFU/g1/0 حاوی اسانس آویشن شویرازی و کواکوتی )  

 ( مشاهده شد.  48/4

کووه بیووانگر میووانگین کوواهش تعووداد بوواکتری    7جوودول 

)به صورت مقایسه دو به دو گروه هوا( در   آئروموناس هیدروفیلا

ترین میزان کواهش  دهد بیش تیمارهای مختلف است، نشان می

در مقایسه با تیمار کنتورل مربووط بوه تیموار نوانو امولسویون       

کیتوزان حاوی اسانس آویشن شیرازی و کاکوتی و پوس از آن  

مربوط به تیمار نانوامولسیون کیتوزان حواوی اسوانس آویشون    

 .شیرازی بود
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 آئروموناس هیدروفیلاهای آویشن شیرازی و کاکوتی علیه باکتری  اسانس و نانوامولسیون اسانس  MBCو   MIC .5جدول 

MBC(mg/ml) MIC(mg/ml)  

4 

8 

4 

4 

 اسانس آویشن شیرازی

 اسانس کاکوتی      

2 
4 

1 

2 

 نانوامولسیون اسانس آویشن شیرازی

 نانوامولسیون اسانس کاکوتی

 

 روزه 12در طول  آئروموناس هیدروفیلاهای تلقیح شده با باکتری  تغییرات تعداد باکتری در نمونه .6جدول 

نانوامولسیون کیتوزان+اسانس 

آویشن شیرازی+ اسانس 

 کاکوتی

نانوامولسیون 

کیتوزان+اسانس 

 کاکوتی

نانوامولسیون 

کیتوزان+اسانس 

 آویشن شیرازی

نانوامولسیون 

 کیتوزان

 روز کنترل کیتوزان

09/0±5/6 15/0±45/6 14/0±46/6 16/0±38/6 19/0±54/6 14/0±14/6 0 

18/0±89/5 24/0±07/5 24/0±32/6 15/0±08/6 25/0±44/6 05/0±74/6 1 

07/0±52/5 12/0±69/5 07/0±60/5 09/0±80/5 25/0±31/6 19/0±98/6 2 

06/0±27/5 09/0±43/5 09/0±38/5 08/0±58/5 29/0±26/6 05/0±64/7 4 

17/0±98/4 07/0±29/5 12/0±19/5 11/0±24/5 13/0±83/5 17/0±22/8 8 

1/0±48/4 08/0±98/4 04/0±80/4 12/0±15/5 1/0±65/5 07/0±74/8 12 

 

 های مختلف مورد مطالعه در گروه آئروموناس هیدروفیلااختلاف میانگین کاهش لگاریتم تعداد باکتری . 7جدول 

 نانوکیتوزان+ کاکوتی+

 شیرازیآویشن 

 نانو کیتوزان+

 آویشن شیرازی

نانو کیتوزان+ 

 کاکوتی

 2کیتوزان نانو کیتوزان

 درصد

 گروه
(J) 

اختلاف میانگین 
I-J 

 (I)گروه

 کنترل *31/1 *76/1 *81/1 *84/2 *02/2

 درصد 2کیتوزان  *45/0 *50/0 *53/0 *71/0

 نانو کیتوزان   *05/0 *08/0 *26/0

 کیتوزان+ کاکوتینانو     *06/0 *21/0

 نانوکیتوزان+آویشن شیرازی     *18/0

 نشان دهنده معنا دار بودن اختلاف میانگین می باشد. *

 

  بحث 
استفاده از پوشش نانوامولسویون کیتووزان حواوی اسوانس     

بوواکتری تعووداد آویشوون شوویرازی و کوواکوتی، سووبب کوواهش  

ماهی سالمون نگهوداری شوده   آئروموناس هیدروفیلا سرماگرای

دو اسوانس   ترکیوب  در در یخچال گردید. این نتیجه بوه ویوژه  

هوای   شده در مطالوب فووق بورای اسوانس     اثر بیان .مشهود بود

توانود بوه دلیول وجوود      ها موی   مختلف  بر روی میکروارگانیسم

و ... باشود   کارواکرول، تیمول و پولگوون ترکیبات فنولیک م ل 

هوای آسویب رسوان     که موجب نابودی و یا کنترل رشد باکتری

شود. از طرفوی نتوایج نشوان     می آئروموناس هیدروفیلا همچون

هوای خووراکی کوه     داد استفاده از فناوری نانو در تهیه پوشوش 

تواند بوه طوور    حاوی ترکیبات ضد میکروبی طبیعی هستند می

غوذایی بوه خصوو     مؤثرتری موجب افزایش مانودگاری موواد   

 های دریایی شود. فرآورده

ها توس  دستگاه کروماتوگرافی متصول   نتایج آنالیز اسانس 

آمده است که باتوجه به  3و  2به طیف سنج جرمی در جداول 

این جداول ترکیب عمده اسانس آویشن شیرازی را کوارواکرول  

و تیمول و ترکیب عمده اسوانس کواکوتی را پولگوون تشوکیل     

طالعات مختلفی بر روی ترکیبوات و اثورات مختلوف    دهد. م می

گیاه آویشن شیرازی و کاکوتی در شرای  آزمایشگاهی، توسو   

ایون  شوده در    شده اسوت کوه بوا نتوایج گوزارش      محققان انجام

 طابقت نزدیک دارند.بررسی م

( طوورح اسوتخراج وشناسووایی  2008همکواران ) مهربوان و   

های مختلف گیاه  هترکیبات شیمیایی موجود در اسانس زیرگون

(Ziziphora clinopodioides Lam.در رویشگاه )   های مختلوف
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در ایران را مورد مطالعه قرار داده و نشوان دادنود کوه ترکیوب     

 45تا  40اصلی  این گیاه در اک ر مناطق کشور پولگون بوده و 

 (.26دهد ) درصد از اسانس حاصل را تشکیل می

 Eliza( اسانس آوی2013و همکاران ) شن شیرازی به دلیل

دارچوین،   هوای  اسوانس تور از   فعالیت ضد باکتریایی قوی)قووی 

دهود   میخک و یا پونه کوهی( انتخا  شد. مطالعات نشوان موی  

بوه  های مواد غوذایی   ها علیه پاتوژن پایین این اسانس MICکه 

علت نسبت بالایی از کوارواکرول در اسوانس آویشون شویرازی     

شوود   اتی غشاء میکروبوی موی  ثب است که این ترکیب موجب بی

(27). 

  Govaris  اسوووانس آنوووالیزترکیبی  (2011)همکووواران و

نشان دادکوه فنول غالوب هور دو اسوانس      آویشن و پونه کوهی 

 (.28)کارواکرول وتیمول است 

دو گونوووه گیووواه  (، 2005چیوووت سووواز و همکووواران )   

را مووورد بررسووی و  Z.clinopodioide )و  (Z.tauricaکوواکوتی

 ترکیوب در اسوانس   33و  18شناسایی قورار داد و بوه ترتیوب    

شوده   ها شناسایی نموود کوه بیشوترین ترکیبوات شناسوایی      آن

 (.29بود ) منتونپولگون و 

در ایوون مطالعووه انوودازه گیووری سووایز ذرات بووه کمووک     

انجووام شوود کووه میووانگین سووایز ذرات در کلیووه  DLSدسووتگاه  

و همکواران  Hatanaka  نوانومتر بوود.    500هوا کمتور از    تیموار 

(، در بررسی 2015و همکاران )Severino ( و همچنین 2010)

گیری سوایز ذرات نیوز در مطالعاتشوان محودوه کمتور از       اندازه

 (.10، 11نانومتر را به عنوان نانو در نظر گرفتند ) 500

ی  دهنووده کووه نشووان MBCو  MICدر آزمووایش تعیووین  

هوای آویشون    و نانوامولسویون اسوانس   ها حداقل غلظت اسانس

آئرومونواس  شیرازی و کاکوتی جهت مهاررشد یا نابودی باکتری
ها  پایین نانوامولسیون اسانسMBC و  MICباشد می هیدروفیلا

توأثیر سوایز ذرات    هتواند نشان دهند ها می در مقایسه با اسانس

هوا باشود.    در افزایش فعالیت ضدمیکروبی نانوامولسیون اسانس

نتایج حاضر با مطالعوه گهرویوی و همکواران در موورد حوداقل      

عصواره   (MBC)کشوی   و میکورو    (MIC)غلظت مهارکنندگی

های گورم م بوت و گورم منفوی و      آویشن شیرازی علیه باکتری

اقل غلظت مهارکنندگی مطالعه مهربان و همکاران در مورد حد

(MIC)   کشی  و میکرو(MBC)    عصاره کاکوتی کووهی بورای

 (.26، 30مطابقت دارد ) ،های گرم منفی باکتری

تیموووار مختلوووف بووور روی  6باتوجوووه بوووه اینکوووه اثووور  

نتایج مطالعوه حاضور    ،بررسی شد آئروموناس هیدروفیلاباکتری

ونوه  در نم آئرومونواس هیودروفیلا  بواکتری نشان داد که تعوداد  

روزه در دمای یخچوال افوزایش    12کنترل طی دوره نگهداری 

باشد ولوی   یافت که به دلیل سایکروتروف بودن این باکتری می

هوای موورد مطالعوه کمتور از گوروه       رشد باکتری در تمام گروه

و همکوواران  Severino کنتوورل بووود . محققووان بسوویاری نظیوور

( کووه اثوور ضوود میکروبووی پوشووش کیتوووزان حوواوی    2015)

در  O157:H7کلوی اشریشویا   نانوامولسیون اسانس راعلیوه بواکتری  

مشخص کردند کوه پوشوش    ،مورد بررسی قرار دادندلوبیا سبز 

اثور ضودمیکروبی دارد    ،کیتوزان به تنهایی و همراه بوا اسوانس  

(11.) 

( که اثر ضود میکروبوی تیموار    2019خانزادی و همکاران )

ای  تیمار نانوامولسیون کیتوزان را به صورت مقایسوه  کیتوزان و

موورد ارزیوابی قورار    O157:H7کلیاشریشیا بر روی رشد باکتری 

متوجوه اثور ضود میکروبوی بهتور تیموار نانوامولسوویون        ،دادنود 

 (.31کیتوزان شدند )

اثرضدمیکروبی عصاره کواکوتی  ( 2008)و همکاران مهربان 

زای موادغوذایی را   بیمواری های مولد فسواد و   کوهی بر باکتری

مطالعووه نموووده و نشووان دادنوود عصوواره کوواکوتی کوووهی بوور    

های گرم منفی وگورم م بوت اثور مهارکننودگی و ضود       باکتری

 (.26میکروبی دارد )

میکروبوی فوورم   ( اثورات ضود  2017همکواران ) و وئوی  گهر 

نانوامولسیون اسانس آویشون شویرازی افوزوده شوده بوه موواد       

نتوایج  و  مواد پلیموری را بررسوی کردنود    بر بندی مبتنیبسته

مشخص نمود که با کواهش سوایز ذرات نوانو امولسویون،     ها  آن

بوا نتوایج تیموار    و  یابود اثرات ضد میکروبی اسانس افزایش می

نانوامولسیون کیتوزان حاوی اسانس آویشن شیرازی که موجب 

مطابقت  شد آئروموناس هیدروفیلا باکتری پاتوژنکاهش تعداد 

 (.30) دارد

هوا مشوخص شود کوه      با توجه به مقایسوه دو بوه دو گوروه   

بیشترین میزان کاهش رشد باکتری  مربوط به تیمار اسوتفاده  

ها و پس از آن تیمار نانوامولسویون کیتووزان    همزمان از اسانس

حوواوی اسووانس شوویرازی بووود کووه بووا نتووایج عروجعلیووان و    

ضود   هوا بوه بررسوی اثور     که آن( مطابقت دارد 2010)همکاران

باکتریایی و خاصیت سینرژیستی اسانس سه گیاه دارویی علیه 

 های مهم مواد غذایی بوه روش میکرودایلوشون  برخی از پاتوژن

در مجموع نتایج این تحقیق نشوان دادکوه کواربرد    پرداختند و 

هوای گورم منفوی    همزمان این دو اسانس به ویژه علیه بواکتری 

 (.32است ) دارای اثرهای بازدارنده قابل توجه بوده

بدینوسیله از حمایت موالی دانشوگاه تخصصوی    سپاسگزاری: 

انجوام ایون تحقیوق کموال تشوکر و      های نوین آمول در   فناوری

 دانی را دارم.قدر
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Background and Objectives: Foodborne diseases have been the most important human health risks and the present 

study was carried out to investigate how to decrease these risks. The objectives of this paper were to investigate 

chemical compositions of Zataria multiflora Boiss and Ziziphora clinopodioides essential oils in chitosan nanoemulsion 

coating on growth of Aeromonas hydrophila inoculated in salmon fillets within 12 days of storage at cold temperatures 

(4 °C ±1) and antibacterial activity of the essential oils (emulsion and nanoemulsion) against highlighted bacteria using 

minimum inhibitory concentration and minimum bactericidal concentration methods. 

 Materials & Methods: Chemical composition of the essential oil was assessed using gas chromatography and the‏

treatments were divided into six major groups of no cover (control), chitosan, chitosan nanoemulsion, chitosan 

nanoemulsion containing 0.5%‏ Zataria multiflora Boiss, chitosan nanoemulsion containing 0.5% Ziziphora 

clinopodioides and chitosan nanoemulsion containing Zataria multiflora Boiss and Ziziphora clinopodioides. Samples 

were stored in refrigerator for bacterial counting on Days 0, 1, 2, 4, 8 and 12. 

Results: Carvacrol (44.36%), thymol (30.14%) and γ-terpinene (8.31%) were identified as the most important 

compounds in chemical composition of Zataria multiflora Boiss essential oil. The most important compound in 

chemical composition of Ziziphora clinopodioides essential oil was pulegone (48.19%). The mean logarithm of the 

bacterial number within 12 days showed significant differences between the groups (p < 0.05). The present study 

showed that the highest inhibitory effects on the bacteria were in treated samples with chitosan nanoemulsion 

containing Zataria multiflora Boiss and Ziziphora clinopodioides essential oils, compared to control group. 

Conclusion: Results of this study have shown that nanoemulsion of chitosan edible coating is effectively capable of 

inhibiting growth of Aeromonas hydrophila in salmon fillets at cold temperatures. Furthermore, the nanoemultion can 

be used in food industries. 

Keywords: Nanotechnology, Chitosan, Essential oil, Aeromonas hydrophila, Seafood 
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