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چکـــید     هاطـــــلاعــــــات مقــــــــاله:
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تاریخ پذیرش:                        1400/11/13
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زمینه و هد ف: امروزه، اسـتفاده از روش های کاهش دهنده فسـاد اکســیداتیو و میکروبــی در 
محصــولات دریایی از نظــر بهداشـتی دارای اهمیت اسـت. هـدف مطالعه تعیین اثـر فرم آزاد و 
نانولیپـوزوم اسـانس پونـه ).Mentha pulegium L( جهـت افزایش زمان مانـدگاری و بهبود 
 )Hypophthalmichthys molitrix( ویژگی هـای حسـی ماهی چرخ کـرده کپـور نقـره ای

در طـی دوره نگهداری در یخچال اسـت.
روش بررسـی: در ایـن مطالعـه خـواص آنتـی باکتریـال فـرم آزاد و نانولیپوزوم اسـانس 1 و 2 
درصد پونه روی گوشـت ماهی چرخ شـده کپور نقره ای تلقــیح شــده بــا باسـیلوس سـرئوس و 
اشریشـیاکلی سـنجیده شـد. همچنین آزمون های شیمیایی )سـنجش 2،2-دی فنیل-1-پیکریل 
هیدرازیـل )DPPH(، اندازه�گیری پراکسـید )PV(، اندازه�گیـری pH، اندازه�گیری نیتروژن فرار 
کل  )TVB-N( و تیوباربیتوریک اسـید )TBARs(( و خواص حسـی گوشـت ماهی چرخ شـده 

کپـور نقـره ای در طـی نگهـداری در دمای یخچال مـورد ارزیابی قـرار گرفت. 
یافته هـا: نتایـج نشـان داد افزودن اسـانس پونـه )فرم هـای آزاد و نانولیپوزوم( با توجـه به نتایج 
میکروبـی و نیـز نتایـج آزمایشـات شـیمیایی می توانـد به طـور موثری از رشـد میکروبی و فسـاد 
شـیمیایی جلوگیـری نمایـد )p>0/05(. تیمـار حـاوی نانواسـانس پونـه 2 درصـد در مقایسـه با 
تیمارهای کنترل، نانواسـانس پونه شـده 1 و اسـانس های آزاد 1 و 2 درصد بیشـترین تاثیر را بر 
روی ویژگی هـای شـیمیایی، میکروبـی و حسـی ماهی چرخ شـده، در طی دوره نگهـداری دارد. 
نتیجه گیـری: بـا توجـه بـه نتایج به دسـت آمـده می تـوان از فـرم نانواسـانس پونـه 2 درصد به 
عنـوان یـک افزودنی مناسـب برای افزایـش ماندگاری ماهی کپـور چرخ کـرده در صنعت غذایی 

ماهی اسـتفاده نمود.

بررسی اثر اسانس پونه به فرم های نانو و آزاد بر نگهداری ماهی کپور نقره ای چرخ کرده در طول دوره 
نگهداری در دمای 4 درجه سانتی گراد 
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nonoliposomes forms) on chemical, biological and sensory characteristics of minced silver carp fish at 4 °C. Iranian Journal of Health and 
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مقدمه
مصرف ماهی و سایر غذاهای دریایی طی سال های اخیر افزایش 

یافته است. ماهی و سایر غذا های دریایی تامین کننده مقادیر 

آمینواسید ها،  از  سرشار  ماهی  هستند.  مغذی  مواد  مناسبی 

پروتئین ها، پپتید ها و سایر مواد بیوشیمیایی مفید است. با این 

وجود مهمترین عوامل فساد این ماده غذایی، به دلیل پایداری 

ماهی،  در  نامطلوب  خاص  ترکیبات  تجمع  و  کم  اکسیداتیو 

مستعد رشد میکروارگانیسم ها و واکنش های بیوشیمیایی است. 

بر مبنای واکنش های فوق، ماهی در عرض کمتر از چند روز و 

در دمای یخچال فاسد می شود. استفاده از  نگهدارنده ها، می تواند 

مدت نگهداری مواد غذایی دریایی را بهبود بخشد )4-1(.

شیمیایی ،  نگهدارنده های  جانبی  عوارض  به  توجه  با  امروزه 

و  اکسیدان  آنتی  ترکیبات  از  استفاده  برای  روزافزون  تقاضای 

آنتی باکتریال طبیعی در صنایع غذایی رو به افزایش است. در 

میان افزودنی های طبیعی عصاره ها و اسانس های گیاهی منابع 

خوب آنتی اکسیدانی و ضد میکروبی هستند و پتانسیل بالایی 

به  اسانس ها  دارند.  گرایی سبز  در حیطه مصرف  کاربرد  برای 

دلیل ترکیبات موجود و اثرات شناخته شده ضد باکتریایی که 

دارند می توان از آنها به عنوان نگهدارنده و طعم دهنده در غذا 

استفاده شوند )8-5(.

خانواده  گیاهان  از   )Mentha pulegium :علمی )نام  پونه 

نعنائیان است. در طول تاریخ از پونه برای معطر کردن چای  های 

گیاهی و غذاها استفاده می  شده  است. از چای پونه برای رفع 

کلیوی  مشکلات  هاضمه،  سوء  سرفه،  تب،  سرماخوردگی، 

یا  تازه  برگ  های  از  ا ست.  استفاده می  شده   و سردرد  کبدی  و 

خشک شده پونه نیز برای درمان آنفلوانزا، اسپاسم های شکمی، 

برای القای تعریق و همچنین در درمان بیماری  هایی مانند آبله 

و سل استفاده می  شود )12-9(.

 )Hypophthalmichthys molitrix( ماهی کپور نقره ای

و  استرس  برابر  در  خوب  مقاومت  کوتاه،  رشد  دوره  دلیل  به 

اسید  درصد(،   18-15( بالا  پروتئین  محتوای  بیماری ها، 

غیر  چند  چرب  اسید   ،)HUFA( اشباع  غیر  بسیار  چرب 

اشباع )PUFA( و سایر ترکیبات مفید یکی از پرمصرف ترین 

گونه های ماهی در جهان است. از آنجایی که مصرف این ماهی 

در سال های اخیر در ایران رو به افزایش است، پرورش آن نیز 

در اکثر نقاط ایران رو به فزونی گذاشته است )2، 11، 13، 14(.

کلوئیدی   سیستم های  استفاده  ریزپوشانی  روش های  از  یکی 

با  مخلوط هایی  امولسیون  ریز  است.  امولسیون ها  ریز  تولید  و 

مثل  موادی  ترکیب  از  که  هستند  ترمودینامیکی  پایداری 

خواص  دارای  که  در سطح  فعال  مواد  همچنین  و  روغن  آب، 

پوشانی  ریز  تکنیک  می شوند.  تشکیل  هستند،  ایزوتروپیک 

امولسیون های  ریز  از  نوعی  نانولیپوزوم ها  در  روغنی  ترکیبات 

کاربردی در این زمینه محسوب می شود. نانولیپوزوم ها واکنش 

نور( کاهش  و  اکسیژن  )آب،  فاکتور های محیطی  با  را  اسانس 

داده، از تبخیر و انتقال آنها به محیط )هدر رفت( ممانعت کرده 

انتقال یا جابجایی آنها را بالا می برند. همچنین این  و توانایی 

کار زمانی که ماده هدف در مقیاس پایین مورد استفاده قرار 

می گیرد، می تواند به توزیع یکنواخت و مناسب آن در محصول 

نهایی کمک کند و اثربخشی آن را تقویت کند )18-15(.

سیستم های کلوئیدی های و تولید ریز امولسیون ها دارای خواص 

آنتی اکسیدانی و ضد میکروبی برای نگهداری مواد غذایی بسیار 

مناسب است. از آنجایی که مواد در محدوده مقیاس نانو دارای 

نسبت سطح به حجم بالاتری نسبت به مقیاس میکرو هستند. 

لذا استفاده  از مواد به صورت نانو با اثرات ضد میکروبی می تواند 

در نگهداری مواد غذایی موثر باشد. بنابراین هدف از این تحقیق 

تعیین اثر آنتی اکسیدانی، ضد باکتری و خواص حسی اسانس 

پونه به فرم آزاد و نانولیپوزوم با درصد های 1 و 2 روی ماندگاری 

و حفظ کیفیت ماهی کپور نقره ای در دمای یخچال انجام گرفته 

است.

مواد و روش ها
- مواد شیمیایی مورد استفاده

گلیسرول با خلوص 97 درصد، اسید کلریدریک، معرف فولین-

سیوکالتیو، نشاسته، متانول، اسید استیک، کلروفرم، کلسترول 

دی  و  سدیم  استات  تیوسولفات،  سدیم  اتانول،  درصد(،   95(

فسفولیپید  نانولیپوزوم   همچنین  شدند.  خریداری  کلرومتان 

گرانول )L-a-lecithin( )با خلوص 99 درصد( تهیه گردید. 

بالاتر  یا  دستگاهی  خلوص  درجه  با  حلال  ها  و  معرف  ها  سایر 
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خریداری شدند.

- تهیه اسانس

برگ پونه )Mentha pulegium( از شهرستان بابلسر جمع 

توسط   )TUMS( تهران  پزشکی  علوم  دانشگاه  در  و  آوری 

پس  پونه  برگ های  شد.  هویت  احراز  فارماکولوژی  متخصص 

اتاق  با آب بهداشتی شستشو و در سایه در دمای  از شستشو 

خشک شدند. سپس برگ  های خشک گیاه پودر شده و بر اساس 

سال  در  همکاران  و   Homayonpour پیشنهادی  تکنیک 

2012 )5، 6(، به مدت  h 4 در یک بالن شیشه  ای یک لیتری 

قرار  شیشه  ای  تمام  کلونجر  دستگاه  با  اسانس  استخراج  برای 

زمان  تا  و  آبگیری شد  تیوسولفات سدیم  با  اسانس  داده شد. 

 4 °C استفاده در ویال های شیشه ای مهر و موم شده در دمای

قرار داده شد )5، 21-19(.

- تهیه نانولیپوزوم های اسانس پونه

نسبت  های مولی مختلف لسیتین به کلسترول )20:40، 30:30، 

50:10 و 60:0( برای تهیه نانولیپوزوم  ها بر اساس تکنیک  های 

نسبت های  شد.  استفاده  صوت  فرا  و  نازک  لایه  هیدراتاسیون 

و   )10  mL( کلرومتان  دی  در  لسیتین/کلسترول  مختلف 

متانول )mL 10( در یک فلاسک شیشه ای mL 50 حل شد. 

متانول   10 mL به طور جداگانه در  اسانس گیاهی   60 mg
حل و سپس با مخلوط فوق مخلوط شد. سپس با استفاده از 

یک اواپراتور چرخشی، حلال های مختلف مخلوط حذف شده و 

در نهایت یک لایه نازک فیلم مانند بر روی دیواره های فلاسک 

ایجاد شد. فیلم به دست آمده با استفاده از mL 15 آب مقطر 

دیونیزه هیدراته شد و مخلوط در rpm/min 19000 به مدت  

min  20 در دمای C° 30 همگن شد. سوسپانسیون با استفاده 
 6 min از دستگاه سونیکاتور مناسب در حمام آب یخ به مدت

برای  استراحت  ثانیه  یک  و  دوم  یک  متناوب  سونیکاسیون  با 

به دست آوردن نانولیپوزوم ها، اولتراسوند گردید )9، 24-22(.

- تهیه و نگهداری باکتری ها

باسـیـلـوس ســرئـوس )ATCC 14579( و اشـریـشـیا کـلی 

بیولوژیکی  و  ژنتیکی  منابع  ملی  مرکز  از   )PTCC  1330(

از کشت ذخایر گلیسرول، سویه در ویال  های  ایران تهیه شد. 

شـیشه  ای حاوی 20 درصد گلیسـرول )w/v( در محیط کـشت 

دمـــــــای در   ،)Broth Heart Infusion( BHT
 BHI  15  mL در  ایزوله  شد.  فعال  و  غنی� سازی   -20  °C
انتقال   2 با   ،24  h مدت  به   )37  °C(  150 rpm/min در 

)متوالی( تلقیح شد. با سانتریفیوژ سه گانه به مدت min 5 در 

rpm/min 6000، سلول های باکتریایی از BHI جدا شدند. 
مایع رویی در طی دو بار سانتریفیوژ آخر برداشته شد و سرم 

فیزیولوژیکی اضافه شد )25(.

- تهیه ماهی چرخ کرده

 )Hypophthalmichthys molitrix( 10 ماهی کپور نقره ای kg
تازه  از استان مازندران ایران )از بازارهای داخلی( خریداری شد. 

ابتدا کل ماهی را به مدت min 15 در معرض نور UV قرار 

دادیم تا همه میکروارگانیسم های سطحی از بین بروند. سپس 

در حالت استریل با کمک چاقو و ظروف استریل گوشت ماهی 

را جدا کردیم. گوشت ماهی )بدون پوست و استخوان ماهی( 

باکتری  با  استریل( هموژن شد. سپس  )با مخلوط کن  بار  دو 

)باسیلوس سرئوس و اشریشیاکلی( مورد نظر تلقیح شدند.

- آماده سازی تیمارها: ماهی چرخ کرده

به نمونه  های ماهی چرخ  کرده دارای اسانس پونه و نانواسانس 

از نیم مک فارلند تلقیح شده به گونه ای که در   10 µL پونه

هر گرم گوشت چرخ کرده ماهی ، 104 سلول باکتری باسیلوس 

در    100 g بسته های  به صورت  باشد  اشریشیاکلی  و  سرئوس 

بسته  شده اند،  استریل  قبلا  که  اتیلنی  پلی  کیسه های  داخل 

روز   12 مدت  به  یخچال  دمای  در  کیسه ها  سپس  و  بندی 

مربوطه  آزمایشات   12 و   9  ،6  ،3  ،0 روزهای  در  و  نگهداری 

بر روی نمونه ها انجام شد. در این مطالعه گروه ها )تیمارها( به 

پنج دسته تقسیم شد )گروه کنترل، گروه های اسانس 1 درصد، 

نانواسانس 2 درصد(.  و  نانواسانس 1 درصد  اسانس 2 درصد، 

تمامی آزمایش ها به صورت سه بار تکرار انجام شدند.

- آزمون میکروبی

بررسی اثر ضد میکروبی اسانس پونه به روش انتشار دیسک

دیسک  روش  از  استفاده  با  اسانس  میکروبی  ضد  فعالیت 

از  بعد  به طور خلاصه  دیفیوژن آگار )کربی-بوئر( بررسی شد. 

کشت تازه h 24 که میکروارگانیسم های آن در فاز فعال خود 

تازه  از کشت  فارلند  نیم مک  هستند، سوسپانسیون  میکروبی 
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تهیه شد. دیسک  های کاغذی  mm 6 درون اسانس با غلظت 

1 و 2 درصد به مدت h 1 غوطه  ور شدند. سپس به کمک پنس 

استریل دیسک های حاوی اسانس درون یک پلیت استریل قرار 

گرفتند تا در دمای محیط خشک شوند. وزن دیسک  ها قبل از 

فرو بردن در محلول یادداشت شد. سپس دیسک  ها از محلول 

بیرون آورده و در دمای اتاق خشک و دوباره وزن شدند. میزان 

جذب اسانس بر اساس اختلاف وزن و گراویمتری محاسبه شد. 

در نهایت دیسک های تهیه  شده با فاصله منظم روی محیط های 

قرار  اشریشیاکلی  و  سرئوس  باسیلوس  باکتری  حاوی  کشت 

گرفته و به مدت h  24 در دمای C° 37 انکوبه شدند. دیسک 

کنترل نیز در نظر گرفته شد. قطر هاله عدم رشد دیسک ها به 

کمک خط  کش میلی متری اندازه  گیری شدند )27-25(.

- آزمون های شیمیایی

)DPPH( سنجش 2،2-دی فنیل-1-پیکریل هیدرازیل 

این آزمایش بر اساس روش Pabast و همکاران انجام شد. به 

طور کلی، DPPH منبع رادیکال های آزاد است و یک ترکیب 

بنفش است. این ترکیبات به سادگی ساختار گروه های فنیل را 

دارند. اساس این آزمایش، مهار رادیکال های DPPH )درصد( 

با افزودن ترکیبات آنتی اکسیدانی است. ترکیب آنتی اکسیدانی 

با گرفتن الکترون های اکسیدانت رنگ آزمایش را )از بنفش به 

زرد( تغییر می دهد. ابتدا مقدار کمی اسانس گیاهی به محلول 

DPPH تهیه شده در محلول متانول )0/004 درصد( اضافه 
می شود.  نگهداری  تاریکی  در   30  min  مدت به  و  می شود 

شد.  استفاده  آزمایش  در  مثبت  کنترل  یک  عنوان  به   BHT
 517 nm  در نهایت، جذب حاوی اسانس و کنترل در طول موج

با استفاده از اسپکتروفتومتری UV خوانده می  شود )24(.

)PV( اندازه گیری اندیس پراکسید

جهت اندازه گیری اندیس پراکسید، در حدود g 2 نمونه ماهی 

چرخ شده، در یک لوله آزمایش خشک و تمیز وزن شد در ادامه 

 mL 30 از محلول اسید استیک و کلروفرم به آن اضافه شد و 
 1 min  0/5 یدور پتاسیم اشباع اضافه گردید و به مدت mL  سپس

به شدت تکان داده شد. سپس mL  30 آب مقطر به آن اضافه 

سدیم  تیوسولفات  با  مخلوط  کامل،  اختلاط  از  پس  و  می شود 

 N 0/01 تا ظهور رنگ روشن تیتر شد. سپس چسب نشاسته 

اضافه می شود و رنگ مخلوط به آبی تیره تبدیل می شود و سپس 

تیتراسیون را ظهور رنگ ادامه می دهیم. روش اندیس پراکسید 

با استفاده از معادله 1 محاسبه شده و بر حسب میلی اکی والان 

پراکسید برای هر کیلوگرم نمونه گزارش شد )6، 7، 24(. 

)1(

حجم تیوسولفات مصرفی × نرمالیته ×1000/وزن نمونه= پراکسید 

pH اندازه گیری

برای این منظور مقدار g 10 از هر یک از نمونه های ماهی چرخ 

 250  mL  بشر یک  در  مقطر  آب   100  mL همراه  به  شده 

  pH توسط همزن برقی به طور کامل یکنواخت گردید و میزان

نمونه ها با دستگاه pH متر دیجیتال اندازه گیری شد )5، 24(. 

)TBARs( اندازه گیری 2-تیوباربیتوریک اسید

گیری  اندازه  وسیله  به  نمونه ها  در  چربی  اکسیداسیون  میزان 

مقادیر تیوباربیتوریک اسید )TBA( به روش Picol و همکاران 

 mL 200 از نمونه در داخل بالـن ژوژه mg انجام گرفت. مقدار

25 وزن شد و با اضافه کردن 1-بوتانول به حجم رسانده شد. 

انتقال  درب دار  فالکون خشک  لوله  به  محلول  این  از   5  mL
پودر   200 mg انحلال  از  )که   TBA معرف   5   mL و  یافت 

به  آن  کردن  و صاف  بوتانول   -1 mL 100 حلال  در   TBA
شد.  افزوده  آن  به  آمد(  بدست   4 شماره  واتمن  کاغذ  وسیله 

سپس لوله ها در بن ماری با دمای C° 95 به مدت h 2 قرار 

گرفته و بعد از سرد شدن با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر 

میزان جذب   شاهد  محلول  برابر  در   532 nm  موج در طول 

)Ab(خوانده شد میزان TBA برحسب میلی گرم مالون دی 

آلدئید در هر کیلوگرم از بافت ماهی بیان می شود. در اینجا از 

BHT به عنوان شاهد مثبت استفاده شد )5، 7، 24(. 
)TVB-N( اندازه گیری بازهای نیتروژنی فرار

بدین منظور g 15 نمونه بافت ماهی چرخ شده در بالن حـاوی 

تا   2 همراه  به  مقطر  آب   250  mL و  منیزیم  سولفات   2  g
3  قطره اکتانول )به عنوان ضدکف( و تعدادی پرل شیشه ای 

حاوی  ارلن  داخل  شـده  تقـطیر  بخـارات  شـد.  داده  حرارت 

رد  متیل  معرف  قطره  چند  و  درصد   2 بوریك  اسید   25  mL
 0/1  N اسید سولفوریک  توسط  پایان  در  و  آوری شده  جمع 

تیتر گردید. مقدار کل ترکیبات نیتروژن فرار به صورت میلی 
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)mm( جدول 1- قطرهاله عدم رشد

گرم نیتروژن در هر 100 گرم از نمونه های ماهی بیان می شود 

 .)29 ،28 ،24(

- آزمون ارزیابی حسی

ارزیابی کیفیت حسی نمونه های مختلف ماهی با ارزیابی رنگ 

قرمز، بی رنگ شدن و بوی تیمارها در حرارت C° 180 به مدت 

min 10 و با استفاده از 8 نفر ارزیاب آموزش دیده به روش 
هدونیک 5 نقطه ای صورت گرفت. بدین صورت که هر یک از 

امتیاز دادند که  تا 5  از 1  به شاخص های مورد نظر  ارزیاب ها 

5=بسیار بد، 4=بد، 3=قابل قبول ، 2=خوب و 1 =بسیار خوب بود 

.)24 ،6 ،5(

- تجزیه و تحلیل آماری 

طرح آماری مورد استفاده تجزیه کاملا تصادفی با کمک نرم افزار 

پارامتریک  از آزمون غیر  ارزیابی حسی  برای  SPSS21 است. 
فریدمن )nonparametric Friedman test( استفاده شد. 

تجزیه  آزمون  از  آمده  بدست  داده های  تحلیل  و  تجزیه  برای 

اثر ضد میکروبی اسانس پونه )آزاد و نانولیپوزوم( بر باسیلوس 

سرئوس و اشریشیاکلی در نمونه های ماهی

طبق جدول 2، تمامی باکتری ها در اکثر گروه های تیمار شده 

یافتند  کاهش  آزمایش  طول  در  نانواسانس  و  اسانس  حاوی 

افزایش یافت.  )p>0/05( و در گروه کنترل در طول آزمایش 

در طول دوره آزمایش، بالاترین مقادیر در گروه کنترل مشاهده 

مقایسه  برای  و   )Two-way ANOVA( طرفه  دو  واریانس 

میانگین ها از آزمون چند دامنه ای دانکن )Duncan( استفاده 

بین  درصد   5 در سطح  معنی دار  آماری  اختلاف  وجود  و  شد 

مقادیر حاصل از هر آزمون در سه تکرار گزارش گردید.

یافته ها 
- آزمون میکروبی

دیسک  انتشار  روش  به  پونه  اسانس  میکروبی  اثر ضد  بررسی 

)قطر هاله عدم رشد(

اثرات ضد باکتریایی اسانس پونه )شکل های آزاد و نانولیپوزوم(، 

بر علیه پاتوژن های رایج مرتبط با غذا، از جمله باسیلوس سرئوس 

و اشریشیاکلی در جدول 1 نشان داده شده است. نتایج نشان 

میکروارگانیسم ها  تخریب  بر  بیشتری  تاثیر  نانواسانس  که  داد 

باکتری  دو  برای  نانواسانس  و  اسانس  بازداری  محدوده  دارند. 

مذکور به ترتیب 32-34 و mm 13/7-15 بود. 

 باکتری ( mg/mL)یک درصد  اسانس (mg/mL)یک در صد  اسانسنانو

 باسیلوس سرئوس  32 34

 لی اشریشیاک  13/ 7 15

 

روی  نهم  روز  در  لگاریتم   5/9  cfu/g مقدار   )بیشترین  شد 

شده  داده  نشان   2 جدول  در  که  همانطور  بود(.  اشریشیاکلی 

همه  در  باکتری  رشد  در  جزئی  افزایش  سوم،  روز  در  است، 

تیمارها مشاهده شد که بلافاصله از روز ششم )و پس از آن( 

شروع به کاهش )به طور قابل توجهی( کردند که بیشترین تاثیر 

در این زمینه مربوط به نانواسانس 2 درصد بود. 
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- آزمون های شیمیایی

DPPH سنجش

و  اسانس  در  را   DPPH سنجش  از  حاصل  نتایج   1 نمودار 

داشتن  دلیل  به  پونه  گیاه  می دهد.  نشان  پونه  نانواسانس 

ترکیبات فنلی دارای فعالیت آنتی اکسیدانی است. فعالیت آنتی 

اکسیدانی ترکیبات فنلی عمدتا به دلیل خواص اکسید کننده 

جدول 2- اثر ضد میکروبی اسانس پونه )آزاد و نانولیپوزوم( بر باسیلوس سرئوس و اشریشیاکلی در نمونه های ماهی )بر 

حسب لگاریتم واحد تشکیل کلونی بر گرم(

BHT توسط اسانس پونه، نانواسانس پونه و )DPPH( نمودار 1- درصد مهار رادیکال 2،2-دی فنیل-1-پیکریل هیدرازیل

 

 های تیمارگروه

 (cfu/gباسیلوس سرئوس ) ( cfu/gکلی )اشریشیا

 روز  روز 

 دوازدهم نهم ششم  سوم صفر  دوازدهم نهم ششم  سوم صفر 

 5/ 4 5/ 8 5/ 6 5/ 3 4/ 8 5/ 6 5/ 9 5/ 2 4/ 5 4/ 2 کنترل 

 3/ 7 3/ 9 4/ 1 5 4/ 8 3 3/ 2 3/ 5 4/ 3 4/ 2 درصد 1اسانس 

 2> 2> 3/ 3 4/ 8 4/ 8 2> 3 3/ 2 4/ 2 4/ 2 درصد 2اسانس 

 2> 2> 2/ 9 5 4/ 8 3 3/ 2 3/ 5 4/ 3 4/ 2 درصد 1اسانس نانو 

 2> 2> 2/ 7 4/ 9 4/ 8 2> 2> 3 4/ 3 4/ 2 درصد 2اسانس نانو 

ردوکس آنها است، بنابراین به عنوان یک عامل کاهنده، جاذب 

اکسیژن و اهدا کننده هیدروژن عمل می کند )10، 11، 30(. 

بیشترین و کمترین مهار رادیکال DPPH به ترتیب در غلظت 

در  و  )BHT( 94/5 درصد  تولوئن  mg/L 200 هیدروکسی 
غلظت 50 درصد اسانس)EO( 51/3 درصد مشاهده شد.
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)

PV
control EOs N-EOs

)PV( اندازه گیری اندیس پراکسید

نمودار 2 مقادیر PV گروه کنترل و اسانس )شکل های آزاد و 

نانولیپوزوم ها( را نشان می دهد. PV بالاتر در گروه کنترل دیده 

شده است. در تمام گروه ها، PV به طور معنی داری )p>0/05( در 

pH اندازه گیری

با توجه به جدول 3، نتایج نشان داد که pH در گروه کنترل 

دوازدهم  روز  در  و سپس مجددا  افزایش  ابتدا  گروه  ها  سایر  و 

اندکی کاهش یافت که بیشترین افزایش pH مربوط به گروه 

طول زمان نگهداری در دمای C° 4 افزایش یافت. PV به ترتیب

گروه های شاهد،  برای  و 8/72   10/34 ،13/4  meq O2/kg
نانواسانس  اسانس و نانواسانس در روز 12 ثبت شد که به جز 

سایرین بالاتر از محدوده پذیرش ) meq O2/kg 10( بود.

 pH کنترل بود و در بین تیمار ها هم بیشترین میزان افزایش

مربوط به تیمار اسانس 1 درصد روی رشد باسیلوس سرئوس در 

روز نهم بود. بیشترین اثر ضد باکتریایی روی هر دو باکتری در 

روز دوازدهم مربوط به نانواسانس 2 درصد بوده است. 

جدول 3- بررسی میزان pH در گروه های مختلف دارای باسیلوس سرئوس و اشریشیاکلی در طی دوره نگهداری در یخچال

 

 باسیلوس سرئوس  اشریشیاکلی

 روز  روز  های تیمارگروه

12 9 6 3 0 12 9 6 3 0 

 کنترل  6/ 4 6/ 7 7/ 2 7/ 6 7/ 3 6/ 4 6/ 8 7/ 3 7/ 5 7/ 2

 درصد 1اسانس  6/ 4 6/ 5 6/ 9 7/ 4 7/ 2 6/ 4 6/ 5 7 7/ 2 7/ 2

 درصد 2اسانس  6/ 4 6/ 5 6/ 8 7/ 3 7/ 1 6/ 4 6/ 5 6/ 8 7/ 1 7

 درصد 1نانواسانس  6/ 4 6/ 4 6/ 9 7/ 3 7/ 1 6/ 4 6/ 4 7 7/ 1 7/ 2

 درصد 2نانواسانس  6/ 4 6/ 4 6/ 7 7/ 2 7 6/ 4 6/ 4 6/ 8 7 6/ 9

نمودار 2- اندازه گیری میزان اندیس پراکسید در گروه های کنترل، اسانس و نانواسانس
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)TBARs( اندازه گیری 2-تیوباربیتوریک اسید

نمودار 3 میزان TBARS گروه های کنترل و اسانس )اشکال آزاد 

و نانولیپوزوم ها( را نشان می دهد. TBARS اولیه در نمونه ها در 

روز صفر بین  mg/kg 0/26 - 0/13 بود که تازگی نمونه  های 

تیمار  را نشان می  دهد. در طی دوره نگهداری گروه های  ماهی 

شده توسط اسانس )شکل های آزاد و نانولیپوزوم( مقادیر کمتری 

)TVB-N( اندازه گیری بازهای نیتروژنی فرار

زمان  طول  در   TVB-N گروه ها،  تمام  در   ،4 نمودار  مطابق 

 TVB-N حداکثر مقدار .)p>0/05( ذخیره سازی افزایش یافت

از TBARS را در مقایسه با گروه کنترل نشان دادند. همانطور 

که در نمودار 3 نشان داده شده است، مقدار TBARS به تدریج 

در طول نگهداری در دمای C° 4 افزایش یافت و گروه های تیمار 

شده اثرات قابل توجهی بر روند افزایشی )به تاخیر انداختن روند 

 TBARS حداقل مقادیر .)p>0/05( داشتند )TBARs افزایش

در تیمار نانواسانس )mg/kg 0/59( در روز 12 مشاهده شد. 

در گروه کنترل شناسایی شد )mg N/100 g  30/33(. حداقل 

TVB-N در گروه نانواسانس )mg N/100 g 25/3( مشاهده 
شد. 

نمودار 4- اندازه گیری میزان TVB-N در گروه های کنترل، اسانس و نانواسانس

نمودار 3- اندازه گیری میزان TBARs در گروه های کنترل، اسانس و نانواسانس
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- ارزیابی حسی

جدول 4 نتایج ارزیابی حسی )رنگ قرمز، بی رنگ شدن و بوی 

بیشترین  را نشان می دهد )1  بد( گروه های ماهی چرخ کرده 

امتیاز و 5 کمترین امتیاز را نشان می دهد(. نتایج جدول نشان 

بحث
- آزمون میکروبی

دیسک  انتشار  روش  به  پونه  اسانس  میکروبی  اثر ضد  بررسی 

)قطر هاله عدم رشد(

به  احتمالا  پونه  اسانس  توجه  قابل  باکتری  ضد  فعالیت های 

وجود ترکیبات فنلی مرتبط است. در ترکیبات فنلی، گروه های 

می توانند  گروه ها  این  زیرا  دارند  بازدارندگی  اثر  هیدروکسیل 

را  غشاء  و ساختار  داشته  برهم  کنش  باکتری  با غشای سلولی 

مختل کنند. این باعث می شود که نیروی محرکه پمپ پروتون 

فرو بریزد و مخزن ATP تخلیه شود و به مرگ سلولی منجر 

شود. این نتایج مشابه مطالعه  Tometri و همکاران بود )25(. 

اثر ضد میکروبی اسانس پونه )آزاد و نانولیپوزوم( بر باسیلوس 

سرئوس و اشریشیاکلی در نمونه های ماهی

آویشن  اسانس  اثر  بررسی  با  همکاران  و   Abdollahzadeh
بر رشد لیستریا مونوسیتوژنز در ماهی طی 12 روز در دمـای 

می دهد که ویژگی  های حسی همه گروه  ها به  طور معنی  داری 

نمونه های   .)p>0/05( است   سازی  ذخیره   زمان  تاثیر  تحت 

شاهد پس از 12 روز به حداقل نمره قبولی رسیدند. گروه حاوی 

نانواسانس پس از 12 روز به نمره پذیرش بالاتری دست یافتند. 

اثر  C° 4 گزارش شد که افزایش مقدار اسانس باعث افزایش 
ضد میکروبی می شود که مشابه نتایج مطالعه حاضر بود )22(.

مختلف  غلظت  های  در  نعناع  اسانس  همکاران  و    Mazhar
ماهی  در  پاراتیفی  سالمونلا  و  موریوم  تیفی  سالمونلا  رشد  بر 

چرخ  کرده اندازه  گیری کردند و گزارش دادند که افزایش مقدار 

میکروبی  ضد  اثر  افزایش  باعث  درصد(   0/5 تا   0/1( اسانس 

می  شود که مشابه نتایج مطالعه حاضر بود )31(. فعالیت های ضد 

باکتری قابل توجه اسانس پونه به ترکیبات فنلی مرتبط است. 

در ترکیبات فنلی، گروه های هیدروکسیل اثر بازدارندگی دارند 

زیرا این گروه ها می توانند با غشای سلولی باکتری برهم کنش 

که  می شود  باعث  این  کنند.  مختل  را  غشاء  ساختار  و  داشته 

تخلیه   ATP و مخزن  بریزد  فرو  پروتون  پمپ  نیروی محرکه 

باکتری  های  این،  بر  به مرگ سلولی منجر شود. علاوه  شود و 

به حضور  باکتری  های گرم مثبت نسبت  به  گرم منفی نسبت 

که ممکن  دادند  نشان  بیشتری  مقاومت  مطالعه  مورد  اسانس 

 4 °C جدول 4- ارزیابی حسی ماهی در طی دوره نگهداری در دمای

 

نوع ارزیابی  
 حسی 

 تیمارهای گروه
 ها روز

 دوازدهم نهم ششم  سوم صفر 

 رنگ قرمز 
 کنترل 
 اسانس

 اسانس نانو 

1 
1 
1 

2 
1 
1 

4 
1 
1 

5 
2 
1 

5 
3 
2 

 بی رنگ شدن
 کنترل 
 اسانس

 اسانس نانو 

1 
1 
1 

2 
1 
1 

4 
1 
1 

5 
2 
1 

5 
3 
2 

 بوی بد 
 کنترل 
 اسانس

 اسانس نانو 

1 
1 
1 

3 
1 
1 

4 
1 
1 

5 
3 
2 

5 
4 
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است مربوط به غشای خارجی آب گریز باشد که دیواره سلولی 

باکتری را احاطه کرده و از انتشار ترکیبات چربی دوست مانند 

اسانس جلوگیری می کند )24، 25، 31، 32(.

- آزمون های شیمیایی

DPPH سنجش

آنتی  فعالیت  دارای  فنلی  ترکیبات  داشتن  دلیل  به  پونه  گیاه 

اکسیدانی است. فعالیت آنتی اکسیدانی ترکیبات فنلی عمدتا به 

دلیل خواص اکسید کننده ردوکس آنها است، بنابراین به عنوان 

یک عامل کاهنده، جاذب اکسیژن و اهدا کننده هیدروژن عمل 

و   Pabast مطالعه  مشابه  نتایج  این   .)30  ،11  ،10( می کند 

همکاران و Homayonpour و همکاران بود که فعالیت اسانس 

و نانواسانس و خواص آنتی اکسیدانی گیاهان مختلف را گزارش 

همچنین  همکاران  و   Sundararajan  .)24  ،6( بودند  کرده 

فرم  و   Ocimum basilicum L اسانس که  کردند  گزارش 

نانو دارای فعالیت آنتی اکسیدانی هستند و فرم نانو در مقایسه با 

فرم آزاد اسانس اثر بهتری داشت که مشابه نتایج مطالعه حاضر 

در  را  اکسیدانی  آنتی  فعالیت  بهترین  تقریبا   BHT  .)33( بود 

مطالعات مختلف، مشابه مطالعه حاضر داشت )6، 34، 35(.

)PV( اندازه گیری اندیس پراکسید

دلیل بهتر بودن نانواسانس به این دلیل است که نانولیپوزوم فعالیت 

آنتی اکسیدانی را افزایش می دهد و نانولیپوزوم از هیدروکلوئید ها 

در برابر عوامل محیطی مانند نور، اکسیژن، pH و غیره محافظت 

و   Rahimabadi نتایج مطالعه حاضر مشابه مطالعه  می کند. 

همکاران )36( و نیز Pabast  و همکاران )24( بود.

pH اندازه گیری

تیلاپیا  ماهی  در  اسانس  تیمار  نتیجه  در  مشابه   pH کاهش 

 pH افزایش  است.  شده  داده  نشان   )38( میگو  فیله  و   )37(

معمولا به دلیل تشکیل ترکیبات اتولیز قلیایی )مانند نیتروژنی( 

پیامدهای  عنوان  به  ماهی  در  باکتری  تولید  متابولیت های  و 

رشد باکتری و تخریب پروتئین است )39(. تقریبا ثابت بودن 

مقدار رفتار pH نمونه  های با غلظت  های متفاوت از اسانس پونه 

)شکل  های آزاد و نانولیپوزوم( در زمان نگهداری ممکن است با 

فعالیت محافظتی آنها در برابر تجزیه بستر، رشد کمتر باکتری 

نسبت به گروه کنترل مرتبط باشد. این مطالعه مشابه مطالعه 

 Homayonpour و همکاران بود )7-5، 40(
)TBARs( اندازه گیری 2-تیوباربیتوریک اسید

و  اکسیداسیون  با  می تواند  لیپیدها  اکسیداسیون  ماهی،  در 

مانند  آنزیمی،  واکنش  با  یا  نور،  به  حساس  اتوکسیداسیون 

آنزیم های  و  لیپوکسیژناز  پراکسیداز،  به  مربوط  واکنش های 

نتایج  مشابه  حاضر  مطالعه  نتایج  شود.  آغاز  میکروبی 

 Rahimabadi و همکاران و Homayounpour  و همکاران 
بود )6، 7، 36(. 

)TVB-N ( اندازه گیری بازهای نیتروژنی فرار

برخی  دلیل  به  است  ممکن  گروه ها  در   TVB-N افزایش 

فرایندهای آنزیمی مانند اکسیداسیون آمین، تخریب نوکلئوتید 

حداکثر   .)32  ،24  ،6( باشد  آزاد  آمینه  اسید  دآمیناسیون  و 

حداقل  و  شد  شناسایی  کنترل  گروه  در   TVB-N مقدار 

به  می تواند  که  شد  مشاهده  اسانس  نانو  گروه  در   TVB-N
آمین ها  حذف  در  باکتری ها  اکسیداتیو  توانایی  کاهش  دلیل 

باشد،  باکتری ها  جمعیت  کاهش  یا  فرار  نیتروژن  ترکیبات  از 

همچنین ممکن است به دلیل حفظ ویژگی های ضد باکتریایی 

برای مدت طولانی تری با نانو کردن آن باشد. مطالعه ما مشابه 

 Tometri و همکاران بود )25(.
- ارزیابی حسی

تفاوت نتایج مشاهدات را می توان به افزودن اسانس و نانواسانس 

به ماهی توصیف کرد که به طور موثر از رشد میکروبی در ماهی 

مواد  تجمع  و  پروتئین  تخریب  سرعت  و  می نماید  جلوگیری 

فرار را کاهش می دهد. نتایج مطالعه حاضر مشابه Pabast و 

همکاران و Homayonpour و همکاران است )5، 24(.

نتیجه گیری
پونه  اسانس  که  داد  نشان  و شیمیایی  میکروبی  ارزیابی  نتایج 

)آزاد و نانولیپوزوم( منجر به حفظ کیفیت گروه های ماهی چرخ 

کرده در طی دوره نگهداری در دمای یخچال شد. تمام گروه های 

طور  )به  را  میکروب  تعداد  نانولیپوزوم(  و  )آزاد  اسانس  حاوی 

قابل توجهی( در مقایسه با گروه کنترل کاهش می دهد. فعالیت 

آنتی اکسیدانی و ضد باکتریایی نانواسانس )به ویژه 2 درصد( 

نشان داد که بیشترین تاثیر را بر پایداری نمونه های چرخ کرده 
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نانواسانس 2 درصد  ماهی در طول دوره نگهداری دارد. تیمار 

در روز دوازدهــم دارای انـدیــکـس پــراکـسـید به مـیــزان 

 0/59 mg/kg به میزان TBARS 8/72، عدد meq/1000 g
بود   3/25  mg N/100 g میزان  به   TVB-N اندیکس نیز  و 

که در همه موارد )همانطور که قبلا اشاره شده بود( این تیمار، 

به   نتایج  بر اساس  بنابراین،  بود.  موثر  گروه های  سایر  از  بهتر 

دست  آمده، می  توان توصیه کرد که اسانس های گیاهی به ویژه 

فرم  های نانو آنها می  تواند به عنوان یک روش نگهداری خوب و 

مناسب در صنعت نگهداری ماهی استفاده شود.

ملاحظات اخلاقی  
نویسندگان کلیه نکات اخلاقی شامل عدم سرقت ادبی، انتشار 

دوگانه، تحریف داده ها و داده سازی را در این مقاله رعایت کرده اند.

تشکر و قدردانی
این مقاله حاصل )بخشی از( پایان نامه با عنوان "بررسی اثر 

 )Mentha pulegium L.( نایسین، اسانس و عصاره آبی پونه

چرخ  نقره ای  کپور  ماهی  نگهداری  بر  آزاد  و  نانو  فرم های  به 

طول  در   )Hypophthalmichthys molitrix( کرده 

دوره نگهداری در دمای 4 درجه سانتی گراد" در مقطع دکترا 

دانشگاه  حمایـت  بـا  که  است   5432 کد  و   1398 سال  در 

از حمایت های همکاران  است.  اجرا شده  آملی  الله  آیت  آزاد 

الله آملی  محترم آزمایشگاه گروه صنایع غذایی دانشگاه آیت 

صمیمانه قدردانی می شود.
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Background and Objective: Nowadays, the application of procedures to 
minimize oxidative and microbial spoilage in marine products is economically 
and hygienically important. This study was performed to determine the effect 
of free and nanoliposome forms of poneh (Mentha pulegium L.) essential oil 
to increase the shelf life and improve the sensory characteristics of silver carp 
minced fish (Hypophthalmichthys molitrix) during storage time.
Materials and Methods: In this study, the antibacterial properties of 1 and 2% 
essential oil and nanoliposomes form on the microbial population of minced silver 
carp fish inoculated with Bacillus cereus and Escherichia coli were measured. 
Also, chemical tests (DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl assay, measurement 
of iodine peroxide (PV), pH, total volatile nitrogen (TVB-N) and thiobarbituric 
acid (TBARs)) and sensory properties of minced silver carp were evaluated 
during 12 days of refrigerated storage.
Results: The results showed that the addition of poneh essential oil (free and 
nanoliposomes) according to the microbial results and the results of chemical 
experiments can effectively prevent microbial growth and chemical spoilage 
(p<0.05). Treatment containing 2% nano essential oil of poneh showed the 
greatest effect on the chemical, microbial and sensory properties of minced fish 
during the experimental period in comparison with control treatments, 1% poneh 
nanoliposomes essential oil and 2 and 1% free essential oils.
Conclusion: Therefore, the nanoliposomes form of 2% poneh essential oil can 
be used as a suitable additive to increase the shelf life of Silver carp fish in the 
fish industry.
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