
 

49 

ها و اسيد سيتريك در غير اسانس  تعيين حداقل غلظت باز دارنده برخي از
  فعال كردن ميكروارگانيسمهاي مولد فسادآب پرتقال

  
  3مرجان سلطانزاده  ،2 ، زهرا قبادي نژاد1*ويدا مقصودي

  

   استاديار، مركز مهندسي بيوشيمي دانشگاه صنعتي شريف     -1
  شگاه صنعتي شريفكارشناس مركز مهندسي بيوشيمي دان-2
   دانشگاه صنعتي شريف، دانشكده مهندسي دانشجوي، مهندسي شيمي-3

  
  

   چكيده                                                                   
انس پوست پرتقال و يك اسيد اسانسهاي ليمونن،لينالول و اس Minimum Inhibitory Concentration (MIC) در اين مقاله حداقل غلظت باز دارنده   
، دو ) ساكارومايسس سرويزيه ، گلوكونو باكتر اكسيدانس و لوكونوستوك مزنتروئيديس (عليه سه ميكرو ارگانيسم مربوط به فساد آب پرتقال )يتريك اسيد س(آلي

منحني بقا براي تمام ميكرو ارگانيسمها رسم . يين گرديدباكتري جدا شده از آب پرتقال فاسد شده و دو باكتري جدا شده از سطح پوست پرتقال شسته شده ،تع
 بر روي لكو نوستوك 5%لينالول  با غلظت كمتراز .  را مهار نمودISO-2  رشد مخمر ساكارومايسيس سرويزيه و5%اسانس ليمونن با غلظت كمتراز .گرديد

-ISO-3 , ISO-2 , ISO   درصد  مانع رشد باكتريهاي5 سيتريك  با غلظت بيش از  ليمونن، لينالول ، پوست پرتقال و اسيد،ولي؛  ثر بوده استءمزنتروئيديس مو

1  ISO-4 آزمايش منحني بقا. يديس شده است ، ساكارومايسيس سرويزيه و لكو نوستوك مزنتروئ Survivor Curveنيز براي اين شش باكتري انجام گرديد.  
  

  لول ، اسانس پوست پرتقال ، اسيد سيتريك حداقل غلظت بازدارنده ، ليمونن ، لينا:كليد واژگان
  
  
  مقدمه -1

سنتي پاستوريزاسيون آب پرتقال براي غير فعال نمودن 1فرايند
 بردن   و از بين(PME)پكتين متيل آستراز 2آنزيم

.  [1] باشد رشد يافته در آب پرتقال مي3هايميكروارگانيسم
  گرمايي بر طعم تازه و طبيعي آب پرتقال اثرفراينداين 

اگر چه آب ميوة غير پاستوريزه داراي  ؛باشد نامطلوبي دارا مي
طعم مطبوع بوده ولي زمان نگهداري آن در اثر فساد ميكروبي 

براي توليد آب ميوة غير پاستوريزه، .باشد و آنزيمي، كوتاه مي
گيري شده و آن  بايستي از پرتقال سالم و غير معيوب آب مي

 و درجه حرارت پائين  بسيار عالي بهداشتيوضعيترا در 
                                                 

  maghsodi@sharif.edu:مسوول مكاتبات*
 
 

 بهداشتي در سطح بسيار بالا وضعيتايجاد . نگهداري نمود
 آبگيري ميوه، سبب پائين آمدن بار ميكروبي محصول براي

شده و سلامت آب ميوه خام را تا مدت زماني كوتاه تضمين 
هايي كه در فساد آب مهمترين ميكروارگانيسم .نمايد مي

ها و باكتريهاي مخمرها، قارچهستند، عبارتند از، پرتقال مؤثر 
 و  ساكارومايسسمخمرها اغلب از جنس . [2]مقاوم به اسيد

م ؤزاريؤآسپرژيلوس، پنسيليوم، ف هايجنسها متعلق به  قارچ
باكتريهاي مقاوم به اسيد شامل باكتريهاي اسيد  .باشند  مي[3]

مولد  و باكتريهاي )ستؤكلاكتوباسيليوس و لكونو(لاكتيك 
  .  [4] هستند)ستوباكتروگلوكونوباكترا(اسيد استيك 
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شستشوي مؤثر و استفاده از مواد شيميايي بهداشتي موجب 
. شود سطح كيفيت  آب  پرتقال غير پاستوريزه  ميبالارفتن 

    غلظت  حداقل  در س تاثير آنها سا  بر ادبايانتخاب اين مواد
  هاي محيط زيستي ليتقل فعا حدا و  قيمت حداقل  مصرفي،

يش براي  آزما. شد با) زيستمحيطمت و ايمني انسان وسلا(
بر اساس تعيين غلظت مؤثره،  انتخاب مادة شيميايي بهداشتي،

خاص ، اجرا و عملي  ي يسمهانگارمؤثر بودن بر عليه ميكروا
تعيين مقدار مؤثر  ها برايين آزمايشگردد و امتياز اجراي ا مي

  .باشد ي ايمني و اقتصادي بودن آن م مادة شيميايي،
 هاي خاص آزمايش مادة شيميايي براي گروه  

عداد زيادي از اين باشد زيرا ت ها مهم ميميكروارگانيسم
باشند  هاي مقاوم مي ها و گونه ها داراي گروهميكروارگانيسم

، در مورد (MIC)  تعيين حداقل غلظت بازدارنده [5].
تركيباتي كه خاصيت ضد ميكروبي دارند، اطلاعات مفيدي را 

آورند و قبل از اجراي هر گونه آزمايش ديگر، اين  فراهم مي
 اين آزمايش، [6].باشند  اطلاعات بسيار كمك كننده مي

حداقل غلظت بازدارنده هر ماده را عليه ميكروب خاصي، 
 به MICآزمايش . كند  خاص، تعيين ميوضعيتتحت 

مغذي، و يا به بگوشت آمحيط كشت وسيله انتشار آگار، 
هدف از .  [7]باشد   قابل اجرا مي1 منحني بقاوسيله روش

لينالول، ليمونن، (اجراي اين طرح، بررسي اثر سه نوع اسانس 
براي ) اسيد سيتريك(يك اسيد آليو ) اسانس پوست پرتقال

 آنها بر عليه ميكروارگانيسمهايي كه از سطح MICتعيين 
  .باشد اند، مي سازي گرديده پرتقال و آب ميوة آن جدا

  
 واد و روشها م-2
   كشتمحيطهاي  سازي آماده -2-1

 كستولكونو  و سروزيهيسسساكروماهاي منجمد از كشت
 را كه قبلا از آب ميوة فاسد جداسازي  يسمزنتروئيد

 زده و به اندازة يك لوپ به محيط گرديده، ذوب نموده بهم 
YM Yeast)  (Mediumاز شركت  Merck  براي مخمرها

 ؛ كرديمتلقيح)TS)Tryptic Soyت شبگوآو باكتريها را در 
  ساعت نگهداري24 به مدت o C30  آنها را در ،سپس

                                                 
1. Survivor Curve 

از  PCA 2 حاوي در پليتهاينها راآ رشدبعد از .  [8]كرديم
 ساعت در 48و به مدت كرده لقيح   تMerckشركت  

oC30 ها به عنوان هاي رشد يافته در پليتاز محيط .داديم قرار
 4مرگ آزمايش منحني وMIC  براي آزمايش3كشت مورد كار

 o C4 هر هفته تازه تهيه و در دباي  هااين كشت. ديگرد استفاده 
  .شوند نگهداري 

  
ها از آب پرتقال فاسد جداسازي ميكروارگانيسم -2-2

   شده
 o C30آب پرتقال تازه را براي مدتي طولاني در دماي 
سپس . نگهداشته تا عوامل فساد در آن مشاهده شود

سازي  اند را بعد از رقت  كه داخل آن رشد كردهميكروبهايي
از OSA 5      محيط حاوي    در دو سري پليت[9]مناسب

از سطح پرتقال .  نموديمپخش 6YM   وMerckشركت 
 Orangeمحيط .  جدا گرديدشسته شده نيز دو نوع باكتري

Serum Agarبه صورت آماده از شركت  PVT Hi Media 

Laboratories  , Limited Bombay, 40008G, India  
  :  با تركيبات زير تهيه گرديد YM7 و محيط
 =      پپتون ليتر ، /  گرم 20=  ليتر  ، آگار/ گرم10=  كلوگز

   . ليتر1= آب  و ليتر/  گرم10= عصارةمخمر  ليتر،/  گرم 10
 ساعت رشد را در پليتها بررسي كرديم و از 24بعد از 

سازي  رديد و خالصهاي تك، كشت خطي تهيه گكلني
 در اين مرحله چهارباكتري جدا شدند كه مشخصات .نموديم

در  سلولي ومورفولوژيرنگ آميزي  نظر از فيزيولوژيك آنها
ميكروارگانيسم را نيز به   4اين.ص شده است مشخ1جدول 

   .كنيم  ميطريق فوق به صورت كشت مورد كار آماده
  سازي مايه تلقيح  آماده-2-3

 TS و YMهاي مورد كار را برروي ، كشتMIC براي تعيين 
 24 تا 19 به مدت o C 30 - 25تلقيح كرده و در دماي 
مغذي آبگوشت سپس آنها را با . ساعت كشت داده شدند

 در يك ml CFU 107/مناسب رقيق كرده تا تعداد باكتريها
                                                 
2. Plate Count Agar 
3. Working Culture 
4. Kill-Curve 
5. Orange Serum Agar 
6. Yeast Medium 
7. Yeast Medium 
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ليتر  در يك ميلي ml CFU106/ليتر و تعداد مخمرها  ميلي
 باكتري و مخمرها با بدست آوردن تعداد.  [5]ديبدست آ

جذب مورد هدف . ندشد  تخمين زده nm600جذب آنها در 
، 18/0، براي كوكسي گرم مثبت 2/0براي باسيل گرم مثبت 

 به عنوان آزمايش 5/0 و براي مخمرها 05/0باسيل گرم منفي 
هاي ميكروبي به دست  از سوسپانسيون. باشند مقدماتي، مي

  .ديگرد به عنوان مايه تلقيح استفاده  MICآمده براي تعيين 
  
  نگهدارندهسازي مواد  آماده-2-4

   شامل اسيد سيتريكي نگهدارندههااين محلول
اسانس لينالول ( ، اسانسها 20%به غلظت ) Merckاز كمپاني (

 با غلظت) Merck درصد از كارخانه 97و ليمونن با خلوص 
 – ايران –اسانس پرتقال از شركت كندلوس (،  %15

 درصد Tween 80 5  و از  محلول 15%با غلظت  ) چالوس
  .شداستفاده ) به عنوان عامل پخش(
  
  نگهدارندهمواد  MIC تعيين -2-5

در اين بخش حداقل غلظت باز دارنده چهار نگهدارنده 
براي ليمونن، لينالول،اسانس پوست پرتقال و اسيد سيتريك 

تري مورد نظر به ابتدا از باك.ديدگرتعيين  و مخمرهاي باكتري
 24 كشت داده و به مدت TS در محيط پاندازه يك لو

نسيوني سپا سوODساعت در انكوباتور قرارداده و باتنظيم 
، 2/0غتظتهاي  . باكتري آماده كرديم 107مخمر و 106با تعداد

پرتقال و  اسانس پوست درصد از ليمونن، لينالول ،5 و1، 5/0
به PCA ميلي ليتر15 ميزان ه و به را آماده كرد اسيد سيتريك

هاي آماده شده را اتو كلاو  نمونه. غلظتهاي باالا اضافه گرديد 
استريل به ميزان مساوي و با قطر يكسان  هايپليتكرده و در 

كند  در مورد اسيد سيتريك نحوه عمل فرق مي. پخش گرديد 
 آوردن گار مخلوط كنيم با پايين اسيد سيتريك را با آگرزيرا ا
pHابتدا ،بنابراين؛ اي نشود ژله گارشود كه آ  مي سبب 

ميلي 1ها پخش كرده و بعد به ميزان  پليت را درPCAمحيط 
هاي تهيه شده اسيد سيتريك را روي آن ريخته تا ليتر از غلظت

هاي آماده شده براي روي تمام پليتخشك گرديد و سپس بر 
بي ها به ميزان مساوي از سوسپانسيون ميكرو تمام نگهدارنده

  ساعت در انكو باتور 48 تا 24اضافه و پخش كرديم و براي 

0C30 - 25هاي ه ، رشد و يا عدم رشد را در غلظت قرار داد
  .ديمكرمختلف بررسي 

 مشخصات ميكروارگانيسمهاي جدا شده از آب پرتقال  1جدول 

ISO = Isolate 
 

  
  
  
  
  
  

  شماره شرح/ميكروارگانيسم منبع
  YM-1 ساكروماسيس سرويزيه آب پرتقال فاسد شده
  LAS-1 يس مزنتروئيدستوكلكونو     آب پرتقال فاسد شده
  ISO-1 منفيگرم  باسيل  آب پرتقال فاسد شده
  ISO-2 كوك پتواستر آب پرتقال فاسد شده

  ISO-3  گرم مثبتباسيل   سطح پرتقال شسته شده          
  ISO-4  كوكسي      سطح پرتقال شسته شده 
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 ميكروارگانيسمهاي مورد بررسي نگهدارنده براي -MIC 4ن  ميزا  2جدول 

 1 حاصل از جدول ∗      
  

 
   (Survivor Curve) بقا   منحني-2-6

ليتر   ميلي2 تهيه شده ها واسيد سيتريكاسانسليتر از   ميلي18به 
وسيله يك بهمزن  ه و آنها را بيمدكراز مايه تلقيح اضافه 

طوريكه جمعيت  ه بكرديم،مغناطيسي با سرعت كم، مخلوط 
 مخمر به l  CFU/m 105 وباكتري CFU/ml 106 ميكروبي
يك . ها نيز قبلا تعيين شده استغلظت محلول. دمدست آ

 دقيقه 5 و 3 و 2 ثانيه تا 15ليتر از هر نمونه را در تناوب  ميلي
ليتر محلول استريل   ميلي9برداشته و هر يك را بلافاصله با 

رش   لازم براي شماهايده تا غلظتكر درصد پپتون رقيق 1/0
در بعضي از موارد يك . ها فراهم آيدميكروارگانيسمها در پليت

سپس سريال  . دقيقه نيز برداشت گرديد 10نه تا پايان نمو
به  PCA2و OSA1 برروي پليتهاي راهاي ساخته شدهرقت

 گرمخانهدر  كشت داده وبه صورت وارونهمضاعفصورت 
oC30- 25 تعداد .  قرار داده شد  ساعت24 - 48 به مدت
 شمارش (Colony Counter)شده با دستگاه  يهاي ظاهركلن

   . [10]گرديد
  
  

                                                 
1. Orange Serum Agar 
2. Plate Count Agar 
 

  
  بحثو   نتايج-3
رتقال فاسد شده و ار سطح پوست پرتقال چهار نوع پآب  از

 نظر از يولوژيك آنهايمشخصات فيزباكتري جدا شد كه  
 مشخص شده 1و مورفولوژي سلولي در جدول آميزي  رنگ
اسيد سيتريك واسانسها   MIC ميزان ز ني 2در جدول .است

 حداقل غلظت باز دارنده اسانس ليمونن .مشخص شده است
،  درصد 5 كمترا ز  -ISO 2ه وساكروماسيس سروزيبراي 
  غلظت  و درصد5 نيز كمتر از  LAS-1 لينا لول براي غلظت

   اسانس لينالول، ليمونن ، اسانس پوست پرتقال
ها وارگانيسمبراي ساير ميكر درصد5 از تراسيدسيتريك بيشو

 6تعداد ميكرو ارگانيسمهاي زنده براي . به دست آمد
هاي  در صد روغن1و /. 5،/.2 در غلظتهاي ميكروارگانيسم

  .دست آمد همنحني بقا ب  ويداسانسي رسم گرد

  ∗  ميكروارگانيسم
  YM-1 LAS-1  ISO-1  ISO-2  ISO-3  ISO-4  ارنده     نگهد

كمتر از ليمونن
  درصد5  

 5بيشتر از
 درصد

 5بيشتر از
 درصد

 5كمتر از
 درصد

 5بيشتر از
 درصد

 بيشتر از
 5 درصد

 5بيشتر از لينالول
 درصد

كمتر از 
 5درصد 

 5بيشتر از
 درصد

 5بيشتر از
 درصد

 5بيشتر از
 درصد

 5بيشتر از
 درصد

 5بيشتر از پوست پرتقالاسانس 
 درصد

 5بيشتر از
  درصد
 

 5بيشتر از
 درصد

 5بيشتر از
 درصد

 5بيشتر از
 درصد

 5بيشتر از
 درصد

 5بيشتر از اسيد سيتريك
 درصد

 5بيشتر از
 درصد

 5بيشتر از
 درصد

 5بيشتر از
 درصد

 5بيشتر از
 صددر

 5بيشتر از
 درصد
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 در صد/.  5و /.2،/.1 غلظتها ي  با استفاده ازاسانس ليمونن در ساكروماسيس سرويزيهمخمر منحني بقا براي 1شكل 

 
 

  
   ساكاروميسس سروزيهبراي مخمرlog ml/min6 كاهش براي  غلظت مناسب ليمو نن 2شكل 

  
 در ساكروماسيس سرويزيه  منحني بقا را براي مخمر1شكل 

 غلظت .دهد  دقيقه و اسانس ليمونن نشان مي5تناوب زماني 
  باكتري با ايندقيقه   بر ميلي ليتردرlog6لازم براي كاهش

برحسب غلظتهاي   بقا منحني سيونرهاي خطوط رگشيب رسم
 ).2شكل ( دست آمد ه  بدرصد 03/7 مختلف اسانس ليمونن 

ساير   روغنهاي اسانسي را براي غلظت3جدول 
 6 براي   اسانس ليمونن غلظت.دهد نشان ميها ميكروارگانيسم

هاي يتر در دقيقه براي ميكروارگانيسمي للگارتيم  كاهش در ميل
 درصد 10 وبيش از 42/4 ، 5/7 ، 9/8 ، 76/4مورد آزمايش 

 و بيش از 5/3 ، 9/9 همچنين  غلظت اسانس لينالول. باشد مي
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 و بيش 6/7 ، 7/6 درصد ، غلظت اسانس پوست پرتقال 10
 درصد 10 درصد وغلظت اسيد سيتريك بيش از 10از 
 آمد ه دست بها مقايسه اين نتايج با نتايج ب .دست آمده است هب

 غلظت ا  [10]  و همكارا نWinniczukاز كار تحقيقاتي 
 ساكاروميسس سا نس ليمونن براي غير فعال كردن مخمر

ها بيش از درصد و براي ساير ميكروارگا نيسم  5/4سروزيه 
غلظت اسيد سيتر يك نيز در  .ده درصد بدست آمده است

با توجه به .  ده درصد گزارش شده است اين تجربه بيش از
 غير فعال كردن نتايج فوق كارآيي اين نوع اسانسها براي

هاي مربوط به آب پرتقال  از نظر اقتصادي ميكروارگانيسم
باشد و همچنين از نقطه نظر ارگا نو  مقرون به صرفه نمي

اين غلظت  نيز طعم ايجاد شده در آ ب پرتقال با ليپتيكي 
. باشد نمي يند مصرف  كننده مورد خوشااسانسبالاي 

  ؛شود مي  آب پرتقال يافت دريبطور طبيعاسيدسيتريك  نيز 

عنوان نگهدارنده  ه افزايش بيش از ده درصد آن ب،بنابراين
      .گردد غذايي ميء سبب ترش شدن اين ماده

  
   نتيجه گيري -4

طور استنباط  ناز نتايج بدست آمده از تجربه فوق ميتوان اي
ها داراي خاصيت ضد ميكروبي خوبي  اسانس، اگر چه؛كرد

مورد استفاده   ممكن استهستند و در بسياري از مواد غذايي
هاي  قرار بگيرند و بي ضرر بودن آ نها نيز نسبت به نگهدارنده

 ا بت شده است، معذالك غلظتثشيميايي در سلامت انسان 
 داشته   چون اسانس حالت روغني؛مي باشدمناسب  آنها كم 

 گيرد طح آن قرار ميو در فاز مايع مانند آب پرتقال بر س
اسيد   .باشد  درصد مناسب نمي2 تا 1غلظت بيش و

مناسب بوده ش ها -پ عنوان پايين آورنده هسستريك ب
ش شدن افزايش به مواد غذايي سبب تروغلظت زياد آن در 

  ..گر ددبيش از حد آن ماده بخصوص آب پر تقال مي
  

   لگارتيم  كاهش در ميلي ليتر در دقيقه ميكروارگانيسمهاي مورد آزمايش6اسانسها و اسيد سيتريك براي ) درصد حجمي(ظت لازملغ  3جدول 
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Minimum Inhibitory Concentrations of Some Antimicrobials 
against Micro-organisms Related to Orange Juice 

 
Magsoodi V. 1*, Ghobadi Nejad Z.2, Soltanzadeh  M.3 
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3- B.Sc. Student, Chemical Engineering Dept., Sharif Un. Of Tech.,Tehran, Iran 
 
 
 
Minimum inhibitory concentrations (MIC) of some essential oils and citric acid were determined 
against two micro-organisms associated with spoilage of orange juice (Saccharomyces cervisiae and 
Leuconostoc mesenteroids) and against four unidentified microorganisms isolated from citrus surface 
and spoiled orange juice. MIC for limonene were obtained less than 5% w/v aqueous against 
Saccharomyces cervisiae and Iso-2.Lianalool minimum inhibitory concentrations was less than 5% 
w/v aqueous for Leuconostoc mesenteroids. MIC for other microorganisms and essential oils and citric 
acid were determined more than 5 % w/v aqueous. Survivor Curve testing was conducted on 6 micro-
organisms.   
 
Key words: Minimum inhibitory concentration (MIC), Limonene, Linalool,Orange peel oil, Citric 
acid 
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