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بررسی خصوصیات ضداکسایشی و ضدمیکروبی اسانس پونه کوهی و تأثیر 

                      آن بر پایداري اکسایشی روغن ماهی فیتوفاگ 
)Hypophthalmichtys molitrix (در آب 

 
 3، مریم اثنی عشري2زاده کناري ، رضا اسماعیل1رضا فرهمندفر

  
 نشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري، ایران استادیار گروه علوم و صنایع غذایی، دا-1

  گروه علوم و صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري، ایران : مکاتباتمسئول* 

   دانشیار گروه علوم و صنایع غذایی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري، ایران-2
 یی، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري، ایران دانشجوي دکتري گروه علوم و صنایع غذا-3

)29/03/96: رشیپذ خیتار  95/ 02/12:  افتیدر خیتار(  

  
  

 چکیده
ها و اختلالات قلبی توصیه اي و جلوگیري از بیماري است که مصرف مداوم آن به دلیل آثار مفید تغذیه3 غنی از اسیدهاي چرب امگا منبعروغن ماهی، 

 مهار رادیکال قدرت اسانس پونه کوهی با ضداکسایشیدر پژوهش حاضر، قدرت . نماید سیرناشدگی بالاي این روغن، آن را مستعد اکسایش میاما. گرددمی
  ،کلى اشریشیاهاي باکتري) MBC(کشندگی  و حداقل غلظت )MIC( بازدارندگی گیري حداقل غلظتمیکروبی آن با اندازه و ضدDPPH آزاد

ضداکساینده سپس از اسانس پونه کوهی به عنوان .  مورد بررسی قرار گرفتسودوموناس آئروژینوزا و لیستریا مونوسیتوژنز  ،اورئوس استافیلوکوکوس
چرب روغن،   اسیدساختارکه پس از تعیین   به طوري،در آب استفاده شدفیتوفاگ طیبعی و جایگزین انواع سنتزي آن، در پایداري امولسیون روغن ماهی 

ان مزدوج تري، مزدوجان گراد از نظر تولید هیدروپراکسیدها، دي درجه سانتی25 و 4افه و در دماي اي مختلف اسانس پونه کوهی به امولسیون اضهغلظت
یکال آزاد راد درصد بیشترین قدرت مهار 33/53س پونه کوهی با ام اسانپی پی2400نتایج نشان داد که . و اسید تیوباربیتوریک مورد پایش قرار گرفت

DPPH  و مقدار داشترا MIC و MBCهمچنین، اسانس پونه کوهی . هاي گرم مثبت بودهاي گرم منفی بیشتر از باکتري اسانس پونه کوهی در باکتري
ی از ام حتپی پی2400که در غلظت به طوري  از اکسایش لیپیدي در امولسیون روغن ماهی در آب ممانعت کند توانستدر سطوح غلظتی مختلف 

 تواند به عنوانی، میمیکروب و ضدضداکسایشیبه دلیل خاصیت پونه کوهی طبیعی لذا اسانس .  عملکرد بهتري داشتTBHQسنتزي ضداکساینده 
   . هاي غذایی مختلف مورد استفاده قرار گیردسنتزي در سیستمهاي ضداکساینده انواع جایگزین

  
  ، فعالیت ضدمیکروبیضداکسایشی اکسایشی، پونه کوهی، فعالیت امولسیون روغن ماهی، پایداري:  واژگانکلید

                                                             
 مسئول مکاتبات: r.farahmandfar@sanru.ac.ir  
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  مقدمه - 1
هاي آثار سلامتی بخش روغن ماهی در کاهش خطر بیماري

 و 1هاي خودایمنی از جمله التهاب مفاصلعروقی و بیماري- قلبی
هاي کبدي و بهبود عملکرد سیستم گیري از بیماري، پیش2لوپوس

اده از آن در مواد غذایی مختلف از ایمنی، دانشمندان را به استف
هاي سالاد هاي امولسیونی مانند سسسیستم جمله نان، ماست و
روغن ماهی به دلیل وجود ترکیبات . ]1- 4[ ترغیب نموده است
 با سایر زیاديهاي  تفاوتداراي) 3امگا (اشباع منحصر به فرد غیر

از جمله این ترکیبات . هاي خوراکی استها و چربیروغن
 و اسید) C20:5 n-3،EPA( 3خاص، اسید ایکوزاپنتانوئیک

هستند که براي  )C22:6 n-3 ،DHA( 4دوکوزاهگزانوئیک
اما سیرناشدگی بالاي . ]5[ باشندسلامت انسان بسیار مفید می

روغن ماهی سبب حساسیت بالاي این روغن به اکسایش و به 
آن تبع آن تغییر طعم روغن و کاهش کیفیت کلی و ماندگاري 

چون همپایداري اکسایشی روغن ماهی علاوه بر عواملی . شودمی
، دما و ضداکسایندهساختار شیمیایی، غلظت اکسیژن، حضور 

هاي هاي فازي در سیستمثیر برهم کنش تحت تأسطح تماس
دهد پایداري مطالعات نشان می. گیردامولسیونی نیز قرار می

ایش درجه اکسایشی اسیدهاي چرب چند غیراشباع با افز
یابد؛ زیرا نحوه آرایش سیرناشدگی در محلول آبی افزایش می

اي است که با ها به گونهمولکولی اسیدهاي چرب در میسل
افزایش درجه سیرناشدگی، اسیدهاي چرب بیشتر به عمق میسل 

  . ]6[مانند تر مینفوذ کرده، از اکسایش لیپیدي مصون
هاي موثر براي بهبود ها از جمله روشضداکسایندهاستفاده از 

-ضداکساینده. شودپایداري اکسایشی روغن ماهی محسوب می

بوتیل ، )BHA (5هیدروکسی آنیزولبوتیل هاي سنتزي مانند 
 تریشوو ) PG( 7، پروپیل گالات)BHT (6هیدروکسی تولوئن
به طور متداول در روغن ماهی ) TBHQ( 8بوتیل هیدروکینون

ها باعث بروز علائم سایندهضداکشوند، اما این استفاده می

                                                             
1. Arthritis  
2. Lupus 
3. Eicosapentaenoic acid 
4. Docosahexaneoic acid 
5. Butylated hydroxyanisole  
6. Butylated hydroxytoluene 
7. Propyl gallate  
8. Tertiary butylhydroquinone  

ایش فعالیت آنزیم میکروزومال پاتوژنیک مثل بزرگ شدن کبد، افز
-زا می و تبدیل مواد مصرف شده به ترکیبات سمی و سرطانکبد

صوص در حال حاضر، کاربرد ترکیبات طبیعی در این خ. گردند
 ، یکی از این ترکیبات طبیعی.]7[ گیرندمیبیشتر مد نظر قرار 

است که به طور ) .Origanum vulgare L( وهیپونه ک
 9اسانس. ]8[اي وجود دارد گسترده در سراسر نواحی مدیترانه

)EO (ًتشکیل شده تیمول و از کارواکرول پونه کوهی عمدتا 
قارچی و خواص  ضدمیکروبی، ضداست که داراي خاصیت

فعالیت پونه کوهی به طور عمده به . ]9[  هستندضداکسایشی
 سلول ءکه سبب تغییر در تراوایی غشا(ارواکرول تیمول و ک
شود و از آنجایی که با چربی و  نسبت داده می)شودباکتري می

دهد، سبب پایداري هاي هیدروکسیل واکنش نشان میرادیکال
اسانس پونه کوهی نسبت به انواع . ]10[گردد محصول می

غیر دهد و به علت مقدار متها واکنش نشان میمیکروارگانیسم
امل طبیعی جهت محافظت ، به عنوان عمیکروبی آن ضدترکیبات

 آبگریزيخاصیت . ]11[ رودو نگهداري مواد غذایی به کار می
ها و  در لیپیدهاي غشاء سلولی میکروارگانیسم،اسانس پونه کوهی

سازد و موجب تراوش ها را تراوا می نقش داشته و آنمیتوکندري
هاي گرم مثبت در رگانسیممیکروا. شودمحتویات سلولی می

هاي گرم منفی حساسیت بیشتري نسبت مقایسه با میکروارگانیسم
  . ]12[ به این اسانس دارند

و  روغن هاي طبیعی برضداکسایندهثیر اثر أبرخی از محققین به ت
اي پونه هاثر اسانس. در آب پرداختندهاي روغن یا امولسیون

 و 10ترولوکسکشی زیتون، کوهی و جعفري، پساب روغن
EDTA115هاي روغن در آب حاوي  بر اکسایش امولسیون 

هاي پراکسید، هگزانال و درصد روغن ماهی به کمک آزمون
گراد  درجه سانتی37انال در دماي  هپتادي-4و2- ترانس-ترانس

 بین ترکیبات مزبور بهترین عملکرد در.  روز پایش گردید14طی 
. ]13[اص داشت  اختصEDTAکشی زیتون و به پساب روغن

افزودن هیدروکسی تیروزول آسیله به روغن ماهی و امولسیون آن 
خصوص ه در آب سبب بهبود پایداري اکسایشی روغن و ب

دي –2و2هاي  با آزمونضداکسایشیقدرت . امولسیون آن شد

                                                             
9. Essential oil 
10 .Trolox 
11 .Ethylenediaminetetraacetic acid 
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 2هنآحیاکنندگی رت ا قد،)DPPH (1پیکریل هیدرازین-1-فنیل
)FRAP(3لوکسی معادل تروضداکسایش ظرفیت  و) TEAC (

ان مزدوج گیري ترکیبات ديتعیین شد و اکسایش روغن با اندازه
نتایج نشان داد که بیشترین قابلیت .  گردیدبررسیو فلوئورسانس 

شود که مشتقات هیدوکسی تیروزول  زمانی ظاهر میضداکسایشی
) 2011( و همکاران Wang .]14[  کربنه باشد8به صورت 

هی را در حضور اسید کارنوسیک و پایداري اکسایشی روغن ما
-غلظت.  مورد بررسی قرار دادندTBHQ سنتزي ضداکساینده

گرم در گرم  میلی3/0 و 2/0، 1/0(هاي مختلف اسید کارنوسیک 
 درجه 30 و 4 روز در دماهاي 66 به مدت TBHQو ) روغن
ان مزدوج و اسید هاي پراکسید، ديگراد با انجام آزمونسانتی

 اسید ضداکسایشیبیشترین عملکرد .  پایش گردیدتیوباربیتوریک
گرم در گرم روغن ظاهر شد،  میلی2/0کارنوسیک در غلظت 

 در جلوگیري از اکسایش روغن ماهی از عملکرد TBHQگرچه 
 . ]15[ بهتري برخوردار بود

از آنجایی که این امولسیون به موجب ساختار روغن ماهی 
 در پنج سطحی غلظتی هیپایداري کمی دارد، از اسانس پونه کو

ضداکساینده به عنوان ) امپی پی2400 و 1200، 600، 300صفر، (
- پیTBHQ )200 سنتزيضداکساینده فاده شد و با طبیعی است

از در آون ) گراد درجه سانتی25 و 4(در دو سطح دمایی ) امپی
مزدوج، ان  دي، پراکسیدعددهاي اکسایشی  پایش شاخصطریق
    .مقایسه گردید) TBA (4 اسید تیوباربیتوریکوان مزدوج تري

  

  هامواد و روش - 2
  مواد اولیه - 2-1

و گیاه ) Hypophthalmichtys molitrix(ماهی فیتوفاگ 
هاي حلال. از بازار محلی شهرستان بابلسر تهیه شدپونه کوهی 

، تیوسیانات آمونیوم، DPPH، معرف نکلروفرم، متانول، هگزا
 سولفات آهن هفت آبه، اسید کلریدریک، کلرید باریم دو آبه،

                                                             
1. 2,2- Diphenyl-1-picrylhydrazyl  
2. Ferric reducing antioxidant power 
3. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity 
4. Thiobarbituric acid 

 شش آبه، از IIIاستات سدیم سه آبه، اسید استیک، کلرید آهن 
ایزوله پروتئین سویا از شرکت و هاي مرك و سیگما شرکت

  . خریداري شد پرتودانه سویا

   اسانساستخراج - 2-2
سی آب  سی500به همراه را  گرم پودر برگ پونه کوهی 50مقدار 

دستگاه تقطیر لن ته گرد قرار داده و این بالن به بامقطر در 
.  ساعت ادامه یافت3گیري به مدت  و اسانس متصل شد5کلونجر

 پوشانده آلومینیومی فویل با دستگاه، در اسانس شدن جمع محل

 و شود جلوگیري نور تابش اثر در اسانس کیفیت تغییر از تا شد
 جوش حال رد آن داخل آب تا شد تنظیم طوري دستگاه دماي

 سدیم سولفات از استفاده با آمده بدست اسانس. باشد ملایم

 با تیره ايشیشه ظرف در استفاده از قبل تا و آبگیري خشک

  . ]16[ شد ريهدانگ یخچال در )بسته کاملاً درب(

 GC-MSآنالیز اسانس با  - 2-3
 Palo (ی گازيافماتوگروکردستگاه  با اسانسترکیبات موجود در 

Alto, CA( Agilent-7890A آشکارساز طیف سنج  مجهز به
ل،  متر طوHP-5 MS ) 30مویینهي هانستو و 5975جرمی 

) خلیدامتر ضخامت لایه و میکر25/0، خلیدا قطر مترمیلی 25/0
 1ن هلیم با سرعت جریارت از حامل عباز گا. گردیدندشناسایی 

 50 دقیقه در 2دماي اولیه آون به مدت . دقیقه بودمیلیلیتر بر 
-سانتیجه  در4 نگه داشته شد، سپس با سرعت گرادسانتیجه در

. افزایش داده شدگراد سانتیجه  در200 بر دقیقه تا دماي گراد
 و سپس با سرعت  دقیقه در این دما ثابت بود5مدت به سیستم 

 گرادسانتیجه  در280 بر دقیقه به دماي گرادسانتیجه  در20
. ر این دما ثابت نگه داشته شد دقیقه نیز د2رسانده و به مدت 

گراد سانتی جه در280 بخش حد واسط در ویق ربخش تزدماي 
ز طیف سارشکادماي محفظه یونش و چهار قطبی آ. تنظیم شد

تزریق . دبوگراد سانتیجه  در150 و 230ترتیب سنج جرمی به 
 15:1نمونه به صورت انشعابی دو بخشی و با نسبت انشعاب 

  . ]17[ انجام گرفت
  

                                                             
5. Clevenger  
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گیري قدرت مهار کنندگی رادیکال اندازه - 2-4

    DPPHآزاد 

لیتر محلول متانولی هاي آزمایش حامل یک میلیسپس به لوله
ارکنندگی رادیکال بسته به قدرت مه(هاي مختلف نمونه با غلظت

هاي آزمایش لوله. گردیدلیتر از محلول فوق اضافه ، یک میلی)آزاد
اعت در جاي تاریک نگهداري  به مدت یک سهمزدنبعد از 

 نانومتر در برابر 517شدند و سپس جذب آنها در طول موج 
درصد مهارکنندگی . قرائت گردید) ضداکسایندهبدون (شاهد 

   . ]5[رادیکال آزاد بر حسب معادله زیر محاسبه شد 

100)  1(معادله 
)(

% 



C

SC
A

AA
A  

جذب  DPPH ،Ac رادیکال آزاد  درصد مهارکنندگیA%که 
  . جذب نمونه استAsشاهد و 

 1بازدارندگی حداقل غلظتگیري اندازه - 2-5
)MIC( 2کشندگی و حداقل غلظت) MBC (  

 ATCC (3ىکل اشریشیا مطالعه شامل مورد هاىباکترى

، )ATCC 25923( 4اورئوس استافیلوکوکوس ،)35218
وموناس سودو ) ATCC 19115 (5لیستریا مونوسیتوژنز

 از لیوفیلیزه صورت به  بودند که)ATCC 9027 (6آئروژینوزا

در ادامه،  .گردید تهیه ایران و صنعتى علمى هاىپژوهش سازمان
میکروبی با   سوسپانسیونفارلند  مک5/0 با استفاده از استاندارد

.  حاصل شدCFU/ml 108 × 5/1تقریباً معادل  سلولی دانسیته
لیتر در نظر میلی/گرم میلى11/0تا  60 از  اسانس، غلظت سپس

- خانه96هاي در میکروتیتر پلیت، MICبراي تعیین . گرفته شد

 میکرولیتر محیط کشت 160 میکرولیتر اسانس، 20به ترتیب اي، 
جذب صفر .  میکرولیتر سوسپانسیون میکروبی اضافه گردید20و 

 24ها پس از و جذب نمونه) قبل از گرمخانه گذاري(ها نمونه
در طول گراد،  درجه سانتی37ساعت گرمخانه گذاري در دماي 

                                                             
1. Minimum inhibitory concentration 
2. Minimum bactericidal concentration 
3. Escherichia coli 
4. Aureus Staphylococcus 
5. Listeria monocytogenes 
6 .  Pseudomonas aeruginosa 

 7 نانومتر توسط دستگاه الایزا میکروپلیت ریدر630موج
)BioTekانکوباسیون،  زمان طی از پس. قرائت گردید) ، آلمان 

، مورد شده باکتري تلقیح رشد از ناشی کدورت نظر از هالوله
 رشد گونه هیچ آن در که غلظتی ترینپایین. بررسی قرار گرفتند

) MIC(بازدارندگی  حداقل غلظتنشد به عنوان  مشاهده باکتري
 MBC( ،5(براي تعیین حداقل غلظت کشندگی . گزارش شد

 دادند مى نشان را باکترى رشد که عدمی یهامیکرولیتر از چاهک
 سوآپ استریلبا  و ریخته کشت نوترینت آگار محیط را روى

در دماي مجدد  گرمخانه گذاري از بعد. گردید پخش روى آن
°C 37نظر از شده داده کشت هايپلیت  ساعت،24مدت   به 

در این حالت، . مورد بررسی قرار گرفتمیکروبی  رشد وجود
 باکتري رشد عدم مربوطه پلیت ترین غلظت اسانس که درپایین

           شد گرفته نظر در اسانس MBCعنوان  به گردید، مشاهده
]20 -18.[  
  اسیدهاي چرب روغن ماهی  ساختار - 2-6

 )گراد درجه سانتی70 دقیقه در 15( آب داغ روغن ماهی به روش
 و ترکیب اسید چربی نمونه روغن به وسیله ]21[استخراج 

 تعیین و بر )GC-MS(طیف سنج جرمی - يکروماتوگرافی گاز
اسیدهاي چرب استري . اساس درصد نسبی سطوح گزارش شد

همخوانی ) FAME (8یل اسیدهاي چربشده با استرهاي مت
 3/0(هاي روغن در هگزان داشت که از تکان دادن شدید محلول

 میلی لیتر هیدراکسید پتاسیم متانولی در 2با )  میلی لیتر7گرم در 
 FAME . دقیقه ایجاد شد10 درجه سانتیگراد به مدت50دماي 

سی اس پاکارد، –هیولت  (5890پی با استفاده از کروماتوگراف اچ
 88 10ال آي اف- پیهاي مویینه سیمجهز به ستون) 9امریکا
 /2 میلی متر قطر داخلی، 22/0 متر طول در 60اي سیلیکا، شیشه

 شناسایی 11ايمیکرومتر ضخامت فیلم و شناساگر یونی شعله0
 75/0حامل با سرعت جریان  گاز نیتروژن به عنوان گاز .شد

 198آون در دماي . قرار گرفت استفادهمورد لیتر در دقیقه میلی
 درجه 250درجه سانتیگراد و تزریق کننده و شناساگر در دماي 

  . گردیدسانتیگراد حفظ 

                                                             
7. ELISA Microplate Reader 
8. Fatty acids methyl esters 
9. HP-5890 (Hewlett-Packard, CA,USA) 
10. CP-FIL88 
11. Flame ion detector 
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   امولسیون روغن ماهی در آبتهیه - 2-7

 درصد روغن ماهی 10در آب با ماهی فیتوفاگ امولسیون روغن 
 . درصد آب و پنج درصد ایزوله پروتئین سویا تهیه شد85در 

 تهیه شد و سپس روغن به آرامی به مخلوط آب و پروتئینابتدا  
 20000 دقیقه با سرعت 5امولسیون به مدت . آن اضافه گردید

 Ika. T25 digital(دور در دقیقه معادل دستگاه اولترا تراکس 
ultra_turrax،و سپس چهار دقیقه توسط سونیکاتور )  آلمان

XL 2020 تحت فراصوت قرار گرفت .  
  روغن از امولسیوني جداساز - 2-8
. متانول به امولسیون اضافه شد: محلول کلروفرم1:1بتدا به نسبت ا

 سانتریفوژ  در دقیقه5000ت یک دقیقه با دور سپس به مد
)Heraeus Sepetech Gmbh، فاز حاوي . گردید) آلمان

روغن جدا شده و مجدداً در لوله سانتریفوژ دیگري به مدت یک 
فاز حاوي .  صورت گرفتژقیقه سانتریفو در د5000دقیقه با دور 

سپس به کمک . روغن با سمپلر جدا و درون پلیت ریخته شد
گیري  تبخیر و نمونه روغن براي اندازهتزریق گاز ازت، حلال آن

  و اسید تیوبابیتوریکان مزدوج تريمزدوج،ان  دي،عدد پراکسید
  .آماده گردید

  گیري عدد پراکسید اندازه - 2-9
 گرم نمونه روغن، بسته به میزان پراکسایش آن، در 2/0 تا 1/0

لیتر حلال  میلی8/9لیتري وزن شد و با  میلی15هاي آزمایش لوله
 ثانیه هم 4 تا 2مخلوط و به مدت ) 3:7به نسبت (ل ومتان:کلروفرم
 میکرولیتر محلول تیوسیونات آمونیوم 50سپس به ترتیب . زده شد

 2 اضافه کردن هر کدام به مدت  اضافه و بعد ازIIو محلول آهن 
 دقیقه گرمخانه گذاري در 5پس از .  ثانیه محلول هم زده شد4تا 

 نانومتر در برابر شاهد 500دماي اتاق، جذب نمونه در طول موج 
تمامی مراحل این روش زیر نور . تعیین شد) ضداکسایندهبدون (

ل سید از فرموعدد پراک.  دقیقه صورت گرفت10ملایم و به مدت 
  :زیر محاسبه شد

      )2( معادله
284/55

)(




W

mAbAsPV  
 500 جذب شاهد در طول موج Ab، جذب نمونه و Asکه 

 شیب به دست آمده از منحنی کالیبراسیون m. نانومتر است

 باشدمی وزن نمونه روغن Wو ) 99/0 با ضریب تبیین 86/40(
]7[ .  
 انو تريمزدوج ان گیري عدد دياندازه - 2-10

  مزدوج
 ورقیق ) لیترگرم به میلی(با هگزان  600:1 نمونه روغن به نسبت

و مزدوج ان  ترکیبات ديبرايسپس جذب نمونه رقیق شده 
 نانومتر 268 نانومتر و 234در طول موج ان مزدوج به ترتیب تري

  . ]22[ خوانده شد
  تجزیه و تحلیل آماري - 2-11

پنج سطح تصادفی در  ها در قالب طرح آزمایشی کاملاًآزمایش
. انجام شد) گراددرجه سانتی 25 و 4( سطح دمایی غلظتی و دو

 5 و بر اساس آزمون دانکن در سطح SASها با نرم افزار میانگین
 Microsoft نمودارها با نرم افزار. قایسه شدم) P>05/0(درصد 
Excel ترسیم گردید.  

  

  نتایج و بحث - 3
  ترکیبات شیمیایی اسانس - 3-1

 اسانس GC-MS نتایج حاصل از آنالیز ،1شماره  جدول قمطاب
ترکیب شیمیایی در  20پونه کوهی نشان دهنده آن است که 

در بین ترکیبات . دهند اسانس را تشکیل می درصد07/98مجموع 
، ) درصد78/81 (1مختلف اسانس پونه کوهی به ترتیب کارواکرل

ترین بیش)  درصد87/4 (3سیمن- و پی)  درصد03/5 (2تیمول
محققین مختلف بیان کردند که . دادندمقدار را به خود اختصاص 

و  ضداکسایشیسیمن داراي خاصیت - کارواکرل، تیمول و پی
و  Meshkibaf پژوهش .]25- 23 و 7[ میکروبی هستندضد

باکتریایی اسانس ضدکه به بررسی اثرات و ) 2010(همکاران 
ي کوهی چاهیدروالکلی پونه کوهی، مروه تلخ، زرشک وحشی 

 به سبب پرداخته بود، نشان داد که اسانس متانولی پونه کوهی
هاي گرم منفی و مثبت ريت بر تعدادي از باکترکیبات مذکور

و  Paparella  همچنین،.]26[ اثرات ممانعت کنندگی دارد
یتوزان در کبه بررسی اثر اسانس پونه و ) 2016(همکاران 

                                                             
1. Carvacrol  
2. Thymol 
3. P-cymene  
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ان داد که در بسته نتایج نش. پرداختندگوشت خوك ماندگاري 
اسانس پونه به علت فعالیت حاوي بندي گوشت خوك 

ثیر گذار بر تأیتوزان به عنوان عوامل ک بالا همراه با ضداکسایشی
  .]27[ گرددکاهش رشد باکتري و فساد اکسایشی استفاده می

Table 1 Origanum vulgare L. essential oil 
components identified by GC-MS 

Concentration (%)  Constituent  
0.14  α-Thujene  
0.38  α-Pinene  
0.08  Camphene  
0.28  1-Octen-3-ol  
071  β-myrcene  
0.15  α-Phellandrene  
0.63  α-Terpinene  
4.87  P-cymene 
0.35  Limonene  
0.78  γ-Terpinene  
0.13  Terpinolene  
0.38  Borneol  
0.48  Terpinen-4-ol  
0.17  Methyl-thymol-ether  
5.03  Thymol  
81.78  Carvacrol  
0.64  Caryophyllene  
0.15  α-humulene  
0.43  β-Bisabolene  
0.51  Caryophyllene oxide  
98.07  Total (%)  

  DPPHقدرت مهارکنندگی رادیکال آزاد  - 3-2
 پونه کوهیاسانس  سطوح غلظتی مختلف ،در پژوهش حاضر

هاي طبیعی و ضداکسایندهنوان  به ع)امپی پی2400صفر تا (

TBHQ شاهد براي پایدارسازي روغنضداکساینده  به عنوان 
مقادیر عددي درصد مهار رادیکال آزاد .  استفاده شدماهی

DPPH1هاي مختلف اسانس پونه کوهی در شکل  در غلظت 
در این آزمون بیشترین درصد مهار رادیکال . ه استنشان داده شد

ام پی پی2400ه کوهی، مربوط به غلظت  اسانس پونDPPHآزاد 
ام پی پی300و کمترین آن مربوط به غلظت )  درصد33/53(
داري باهم ود که از لحاظ آماري اختلاف معنیب)  درصد57/25(

تجزیه و تحلیل با توجه به نتایج حاصل از ). P>05/0 (داشتند
توان گفت که با افزایش غلظت اسانس پونه ها می دادهآماري

. یابد نیز افزایش میDPPHوهی، قدرت مهار رادیکال آزاد ک
Asnaashari  به بررسی اثر آنتی اکسیدانی ) 2014(و همکاران

اسید گالیک و متیل گالات و آلفا توکوفرول در امولسیون روغن 
نتایج نشان داد با اینکه اسید گالیک . ماهی کیلکا در آب پرداختند

عالیت ضداکسایشی را در آزمون گریزي، بیشترین فبا کمترین آب
داشت، در سیستم امولسیونی پیکریل هیدرازین -1-دي فنیل–2و2

متیل گالات از اسید گالیک عملکرد بهتري داشت و آلفاتوکوفرول 
 بهترین نقش حفاظتی را در گریز خود،به سبب زنجیره آب

در واقع، توانایی . ]5[امولسیون روغن در آب از خود نشان داد 
ینده در متوقف کردن مرحله انتشار در فرآیند اکسایش به ضداکسا

هاي آزاد نسبت به اسیدهاي معناي واکنش سریعتر آن با رادیکال
  . ]25- 23 و 7[اشباع است چرب چند غیر
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Fig 1 Antioxidant activity of Origanum vulgare L.essential oil by DPPH radical scavenging assay  
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  فعالیت ضدمیکروبی اسانس  - 3-3
 از یک غلظتبه کمترین  )MIC(حداقل غلظت بازدارندگی 

تواند به میزان قابل توجهی رشد یک شود که میترکیب اطلاق می
ارگانیسم را پس از گذشت یک دوره انکوباسیون مشخص میکرو

اقل حد .مهار نماید)  ساعت بسته به گونه باکتري24 تا 16(
کمترین غلظت از یک ترکیب است که ) MBC(کشندگی غلظت 

پس از گذشت یک دوره انکوباسیون مشخص، منجر به مرگ 
 MBC و MIC مقادیر .]25- 23 و 10[ گرددمیکروارگانیسم می

لیستریا ، استافیلوکوکوس اورئوسپونه کوهی در برابر اسانس 
 2در جدول  سودوموناس آئروژینوزا و اشرشیا کلی، مونوسیتوژنز

 مورد ، درشودطور که مشاهده می همان. نشان داده شده است
) هاي گرم منفیباکتري (سودوموناس آئروژینوزا و کلی اشرشیا
لیتر و گرم در میلی میلی30 و 15 به ترتیب معادل MICمقادیر 

 لیستریا مونوسیتوژنز و استافیلوکوکوس اورئوسمورد  در
از . لیتر بودگرم در میلیمیلی 75/3 معادل) هاي گرم مثبتباکتري(

سودوموناس  و اشرشیا کلی براي MBCمقادیر طرف دیگر، 

 لیتر و برايگرم در میلیمیلی 60 و 30 به ترتیب معادل آئروژینوزا
 به ترتیب معادل لیستریا مونوسیتوژنز و وس اورئوساستافیلوکوک

روبی اثر ضدمیک. گزارش شدلیتر گرم در میلی میلی15 و 5/7
کارواکرل، توان به ترکیباتی همچون اسانس پونه کوهی را می

 نتایج .]25- 23 و 10[ نسبت داد) 1جدول (سیمن -تیمول و پی
هاي  در باکتري اسانس پونه کوهیMBCو  MICکه نشان داد 

به عبارت دیگر، . بودي گرم مثبت هاگرم منفی بیشتر از باکتري
ابر اسانس پونه کوهی بیشتر در برهاي گرم منفی مقاومت باکتري

توان که علت این امر را می گزارش شدهاي گرم مثبت از باکتري
 ساکاریدي لیپوپلی- وجود لایه محافظتی ضخیم لیپوپروتئینبه 

 و 12[  نسبت دادمنفی هاي گرمباکتري سلولی دیواره در موجود
  درMBC نسبت به MIC کمتر مقداراز طرف دیگر، . ]28-31

-پایین هايغلظتدر  اسانس این که داد  نشان ه کوهیاسانس پون

 خاصیت داراي بالاتر در غلظت و ازدارندگیب خاصیت داراي تر

                 مطابقت دارد که با نتایج سایر محققین استکشندگی 
  . ]31-28 و 12[

Table 2 Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of 
Origanum vulgare L.essential oil 

MBC (mg/ml) MIC (mg/ml) Type of gram Bacteria 

7.5 3.75 Gram Positive Staphylococcus aureus 

15 3.75 Gram Positive Listeria monocytogenes 
30 15 Gram Negative Escherichia coli 

60 30 Gram Negative Pseudomonas aeruginosa 

  
 ساختار اسید چربی روغن ماهی  - 3-4

 نشان داده شده 3 ساختار اسید چربی روغن ماهی در جدول 
ه ، بMUFA1(اشباع حاوي انواع غیر عمدتاً به ترتیب و است

خصوص ه ، بSFA2(، اشباع )C18:1خصوص اسید اولئیک، 
، عمدتاً PUFA3(غیراشباع  و چند) C16:0اسید پالمتیک، 

، و C22:5 ،ایکوزاپنتانوئیک، C18:2 ω3اسیدهاي لینولئیک، 
میزان اسیدهاي چرب اشباع در . بود) C22:6دوکوزاهگزانوئیک، 

                                                             
1. Monounsaturated fatty acids 
2. Saturated fatty acids 
3. Polyunsaturated fatty acids 

میزان اسیدهاي چرب . گزارش شد درصد 71/29روغن ماهی 
 درصد و اسیدهاي چرب چند 5/46 غیراشباع روغن ماهی تک

 در روغن )باشندکه جزء اسیدهاي چرب ضروري می(غیراشباع 
 در محدوده دست آمدهه بمقادیر . یین شد درصد تع06/23ماهی 

ان  اندیس پلی.]35[ هاي ماهی قرار داشتندرایج روغن
)EPA+DHA/ C16:0 ( و نسبتPUFA به  SFA نیز نشان

اي اي فوق العاده داراي ارزش تغذیهفیتوفاگدهد روغن ماهی می
ان از اندیس پلی. است و طبعاً باید در رژیم غذایی گنجانده شود

پذیري اسیدهاي چرب چند ان براي پایش میزان اکسایشتومی
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درجه بالا غیراشباعیت روغن، آن را . غیراشباع نیز استفاده نمود
-از طرف دیگر، داده. کندتر می حساساکسایشینسبت به فساد 

هاي معتبري وجود دارد که توصیه به کاهش اسیدهاي چرب 
ع و چند اشباع و افزایش ملایم اسیدهاي چرب تک غیراشبا

کنند تا از ها می در رژیم غذایی انسانn-6 و n-3غیراشباع 
   . ]36[هاي قلبی و غیره جلوگیري کنند بیماري

  
Table 3 Fatty acid profile of silver carp fish oil 

 
Fatty acids Percent (%)* 

Myristic acid (C14:0) 5.215±0.049f 

Palmitic acid (C16:0) 17.41±0.014b 

Palmitoleic acid (C16:1) 15.01±0.071d 

Stearic acid (C18:0) 4.225±0.035g 

Oleic acid (C18:1) 31.5±0.064a 

Linoleic acid (C18:2) 16.32±0.01c 

α-Linolenic acid (C18:3) 2.1±0.092h 

Arachidic acid (C20:0) 1.36±0.057i 

 Arachidonic acid (C20:4) 0.21±0.028j 

Eicosapentaenoic acid (C20:5) 6.45±0.049e 
Docosahexaenoic acid (C22:6) 5.80±0.028f 

Others 2.23±0.064g 

Saturated fatty acids (SFA) 29.71±0.120 
Monounsaturated fatty acids (MUFA) 46.5±0.007 
Polyunsaturated fatty acids (PUFA) 23.06 ±0.64 

PUFA / SFA 0.77±0.08 
Unsaturated fatty acids (USFA) 69.56±0.54 

(EPA+DHA)/C16:0 12.25±0.47 
Means± SD *  

 

بررسی روند اکسایشی در امولسیون روغن  - 3-5
  ماهی در آب 

، تغییرات عدد پراکسید در سطوح غلظتی مختلف از 2 شکل
 60اسانس پونه کوهی در امولسیون روغن ماهی در آب را طی 

 .دهدگراد نشان می درجه سانتی25 و 4روز نگهداري در دماي 
اهی در هاي امولسیون روغن مبه طور کلی، عدد پراکسید نمونه

  درجه  25 و   4   دماي در  انبارداري  آب با افزایش مدت زمان

 در کلیه ).>05/0P(گراد، روند صعودي به خود گرفت  سانتی
، بیشترین مقدار عدد پراکسید )گراد درجه سانتی25 و 4(دماها 

- پی2400مربوط به نمونه شاهد و کمترین مقدار متعلق به نمونه 

داري ز لحاظ آماري با یگدیکر اختلاف معنیام اسانس بود که اپی
 2400 تا صفر با افزایش غلظت اسانس از لذا) >05/0P( داشتند

 عدد پراکسید روند نزولی به خود ،ام اسانس پونه کوهیپیپی
ام اسانس پی پی2400گرفت به طوري که حتی نمونه حاوي 

 ضداکسایشیخصوصاً با افزایش مدت زمان انبارداري، قدرت 
از طرف .  داشتTBHQسنتزي ضداکساینده بالاتري نسبت به 

 درجه 25 و 4هاي عدد پراکسید در دو دماي مختلف  داده،دیگر
قابل افزایش موجب تواند گراد نشان داد که افزایش دما میسانتی
ه پدیده اکسایش در فصل از آنجایی ک.  عدد پراکسید گرددتوجه

 که بتواند ضداکسایشییب افتد، ترکروغن اتفاق می- مشترك آب
خود را به چنین موضعی برساند، عملکرد بهتري در امولسیون 

  . دارد و از اکسایش لیپیدي ممانعت خواهد کرد
ان مزدوج در امولسیون روغن ان مزدوج و ترينتایج تولید دي

ام از پی پی2400ماهی در آب حاوي سطوح غلظتی صفر تا 
گراد طی  درجه سانتی25 و 4اسانس پونه کوهی در دماي 

به طور کلی با .  آورده شده است4 روزه در جدول 60انبارداري 
ان ام، مقدار ديپی پی2400افزایش اسانس پونه کوهی از صفر تا 

کاهش چشمگیري ) در کلیه دماها(ان مزدوج مزدوج و تري
به طوري که در امولسیون روغن ماهی در آب  )>05/0P(داشت 
، TBHQام اسانس پونه کوهی نسبت به پی پی2400حاوي 

ان مزدوج کمتري از خود نشان داد که این امر مقدار عدد دي
. نشان دهنده قدرت بالاي ضداکسایشی اسانس پونه کوهی است

ان ان مزدوج و ترياز طرف دیگر، افزایش دما مقدار مقدار دي
درحقیقت، ). >05/0P(داري افزایش داد مزدوج را به طور معنی

ها در امولسیون به عوامل مختلفی از جمله ملکرد ضداکسایندهع
روغن، نوع و - گریز، فصل مشترك آبدوست و آبفازهاي آب

غلظت ضداکساینده و خواص گیرندگی رادیکال آزاد بستگی 
  .دارد
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Fig 2  Hydroperoxide formation changes of fish oil in water emulsion containing different concentration of 
Origanum vulgare L.essential oil during storage time at 4°C (A) and 25°C (B) 

  
توانند به ها نیز در فاز پیوسته و جذب شده در سطح میپروتئین

-کنش طریق برهمطور قابل توجهی ترکیبات ضداکسایشی را از

 و Donnelly . ]37[هاي خاص و نامشخص تغییر دهند 
 یا پروتئین ایزوله 20گزارش کردند که تویین  )1998(همکاران 

باشد، اما ترکیب آنها در فاز آب پنیر تسهیل کننده اکسایش می
یبات داراي فعالیت آبی، خاصیت ضداکسایشی دارد و توانایی ترک

سطحی در تغییر آرایش فضایی پروتئین سبب افزایش مهار 
  . ]38[شود هاي آزاد میرادیکال
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Table 4 The conjugated diene and triene changes to the initial contents which were calculated from the 
linear relationship between the conjugated diene and triene of fish oil in water emulsion containing 

different concentrations of Origanum vulgare L. essential oil during the storage time at 4°C and 25°C  
Conjugated diene  Conjugated triene Treatments 4ºC 25ºC  4ºC 25ºC 

Control  16.36 ± 0.27a 35.6 ± 0.3a  13.1 ± 0.04a 33.2 ± 0.03a 
300 ppm EO 9.54 ± 0.14b 29.31 ± 0.61b  10.94 ± 0.09b 26.6 ± 0.24b 
600 ppm EO 5.61 ± 0.25c 23.24 ± 0.08c  6.27 ± 0.5c 19.98 ± 0.07c 
1200 ppm EO 4.41 ± 0.05e 21.2 ± 0.03d  4.37 ± 0.08d 17.9 ± 0.05d 
2400 ppm EO 3.31 ± 0.03f 18.41 ± 0.2f  3.36 ± 0.07f 17.7 ± 0.04e 
TBHQ 4.8 ± 0.07d 20.30 ± 0.06e  3.97 ± 0.05e 17.95 ± 0.37de 

EO= Essential oil 
Means ± SD (standard deviation) within a column with the same lowercase letters are not significantly different at          

p < 0.05. 
  

Faraji  گزارش کردند پروتئین در فاز  )2004(و همکاران
از اکسایش لیپیدي از طریق  در آب پیوسته امولسیون روغن

در . کندآزاد و مهار فلزات جلوگیري میگیرندگی رادیکال 
 ها نیزضداکسایندههاي روغن در آب، موقیعت فیزیکی امولسیون

در حقیقت، استفاده از  . موثر باشدها بر عملکرد آنممکن است
هاي غذایی اغلب به بروز نتایج ها در امولسیونضداکساینده

  .]39[انجامد ها میغیرمنتظره به سبب پیچیدگی سیستم
  

Table 5 The TBA changes to the initial TBA 
which were calculated from the linear 

relationship between the TBA of fish oil in 
water emulsion containing different 

concentrations of Origanum vulgare L.essential 
oil during the storage time at 4 and 25°C 

 
TBA value Treatments 4ºC 25ºC 

Control  11.6±0.25a 29.37±0.4a 
300 ppm EO 7.52±0.1b 23.13±0.31b 
600 ppm EO 4.81±0.5c 19.4±0.28c 
1200 ppm EO 3.13±0.02e 12.2±0.01d 
2400 ppm EO 2.1±0.04f 8.18±0.15f 
TBHQ 3.81±0.04d 11.57±0.07e 

 
Means ± SD (standard deviation) within a column 

with the same lowercase letters are not significantly 
different at p < 0.05. 

 
در سطوح ) TBA( اسید تیوباربیتوریک عددات تغییر 5جدول 

       اسانس پونه کوهی ) امپی پی2400صفر تا (غلظتی مختلف 
   درجه 25و   4در دماي (  آب  در  ماهی  روغن   امولسیون  در

. دهد روزه گزارش می60 را طی انبارداري )گرادسانتی           
اسید تیوباربیتوریک قدار گراد، م درجه سانتی25 و 4در دماي 

ام اسانس پونه کوهی به پی پی2400هاي حاوي صفر تا نمونه
 قرار داشت 18/8 الی 37/29 و 1/2  الی 6/11ترتیب در محدوده 

در  TBHQسنتزي ضداکساینده  TBAو این در حالی است که 
نتایج نشان .  گزارش شد57/11 و 81/3دو دماي مذکور به ترتیب 

ها  نمونهTBAایش مقدار اسانس پونه کوهی، عدد داد که با افز
لذا نمونه حاوي ) >05/0P(داري به خود گرفت کاهش معنی

لازم به . ام اسانس پونه کوهی کمترین مقدار را داشتپی پی2400
گراد، افزایش  درجه سانتی25 به 4تغییر دما از است که با ذکر 
لدئیدها آ). >05/0P( مشاهده شد TBAداري در عدد معنی

معمولاً آلدئیدها نسبت . باشندمحصول عمده تجزیه پراکسیدها می
تري هستند لذا از لحاظ ایجاد ها داراي آستانه بویایی پائینبه کتون

ها مهمترند و عامل اصلی طعم و بوي نامطلوب نسبت به کتون
مالون آلدئید از محصولات . شوندبدطعمی اکسایشی محسوب می

-ن اسیدهاي چرب چند غیراشباعی به شمار میثانویه اکسیداسیو

-تعیین میاسید تیوباربیتوریک مقدار آن بر اساس آزمون رود و 

و محققین نشان دادند که با افزایش مدت زمان برخی . ]40[ گردد
مقدار پراکسیدها ، دماي انبارداري امولسیون روغن در آبیا 

مقدار یابد و به افزایش می) محصولات اولیه اکسیداسیون(
،  انبارداري)یا دماي(فزایش مدت ارسد و سپس با ماکزیمم می

تشکیل ها محصولات ثانویه اکسیداسیون مثل آلدئیدها و کتون
) خصوصاً مالون دي آلدئیدها(افزایش آلدئیدها شوند لذا با می

 . ]40- 43[یابد  افزایش میTBAمقدار عدد 
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  نتیجه گیري - 4
 به ویژه 3دهاي چرب امگا روغن ماهی، منبعی غنی از اسی

 نتایج حاصل .باشداسیدهاي ایکوزانوئیک و دوکزاهگزانوئیک می
داراي خاصیت از این پژوهش نشان داد که اسانس پونه کوهی 

 داراياسانس پونه کوهی . میکروبی است و ضدضداکسایشی

مثبت و گرم  گرم هايباکتري بر توجهی قابل ضدمیکروبی اثرات
 داروهاي منابع از به عنوان یکی ندتوامی و منفی است

از طرف دیگر، اسانس پونه کوهی به . تلقی گردد ضدمیکروبی
تواند از اکسایش امولسیون طبیعی به خوبی میضداکساینده عنوان 

در آب جلوگیري کرده و جایگزین انواع فیتوفاگ روغن ماهی 
 ،سازي خالص ،موثره ترکیبات جداسازي لذا. سنتزي آن شود

 تهیه براي پونه کوهی ضدمیکروبی و ضداکسایشی اثرات بررسی

  .گرددپیشنهاد می ترکیبات افزودنی در مواد غذایی
 

   تشکر و قدردانی - 5
دانند از دانشگاه علوم  نویسندگان این مقاله بر خود لازم می

کشاورزي و منابع طبیعی ساري به دلیل پشتیبانی مالی از این 
- 09صوب با شماره طرح پژوهش در قالب طرح تحقیقاتی م

  .  تشکر و قدردانی به عمل آورند02- 1395
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Fish oil is a rich source of omega-3 fatty acids, which is recommended for prolonged use due to beneficial 
nutritional effects and the prevention of heart disease and disorders. However, high unsaturation of this 
oil makes it susceptible to oxidation. In the present study, antioxidant activity of Origanum vulgare L. 
essential oil was evaluated by DPPH assay and its antimicrobial activity was determined by measuring the 
minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of Escherichia 
coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes and Pseudomonas aeruginosa. Then, Origanum 
vulgare L. essential oil as natural antioxidant and alternative of synthesis ones, for stabilizing silver carp 
fish oil in water emulsion was used. So, after determining the fatty acid profile of the oil, different 
concentrations of the essential oil added to emulsion and stored at 4°C and 25°C and monitored in term of 
hydroperoxides, conjugated diene, conjugated triene and thiobarbituric acid. The results showed that 2400 
ppm of Origanum vulgare L. had the most DPPH inhibitory power with 53.33% and MIC and MBC 
values of Origanum vulgare L. essential oil in gram-negative bacteria were more than gram-positive 
bacteria. Moreover, various concentrations of the essential oil prevented lipid oxidation of fish oil in 
water emulsions. So that, at 2400 ppm, had even better performance than synthetic antioxidant, TBHQ. 
Therefore, the natural Origanum vulgare L. essential oil due to its antioxidant and antimicrobial 
properties can be used as an alternative to synthetic types in various food systems. 
 
Keywords: Fish oil emulsion, Oxidative stability, Oregano, Antioxidant activity, Antimicrobial activity  
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