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 اسانس پونه كوهي خالص و  شده با غنينيژلات  اثر پوششي اسهي مقايبررس

 كمان رنگين آلاي قزل ماهي ميكروبي فيله كيفيت نانوليپوزوم شده بر

 )C2±4°( نگهداري شده در شرايط سرد

 

  2، حجت ميرصادقي2، محسن كاظمي∗1سيد مهدي اجاق

  

  علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگاندانشيار گروه فرآوري محصولات شيلاتي، دانشگاه -1

  دانشجوي دكتري فرآوري محصولات شيلاتي، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان -2

)05/08/95:   تاريخ پذيرش30/01/95: تاريخ دريافت(  

  

  چكيده
 قزل ماهي فيله روي نگهدارنده بعنوان خالص، و شده نانوليپوزوم كوهي پونه اسانس 2 %با شده غني ليمعمو كپور ماهي فلس از حاصل ژلاتين پوشش اثر

 شده داده پوشش همچنين و خالص ژلاتين با شده داده پوشش شاهد، هاينمونه. شد ارزيابي يخچال دماي در نگهداري روز 16 مدت طي كمان رنگين آلاي

 جنس سرمادوست، باكتريايي بار كل، باكتريايي بار( باكتريايي هاي شاخص نظر از اي دوره بصورت ،)شدهوليپوزوم نانخالص و  (ساسان حاوي ژلاتين با

 و شاهد تيمار در مختلف باكتريايي هاي شاخص رشد روند ترينسريع. شدند ارزيابي) pH و TVB-N (شيميايي و) انتروباكترياسه خانواده و سودوموناس

. دادند نشان افزايش نگهداري زمان طول در pH و TVB-N هاي شاخص. )p>05/0( شد مشاهده  شدهنانوليپوزوم اسانس اويح تيمار در آن كندترين

 فيله فساد بررسي در مفيد هاي شاخص بعنوان توانند مي pH و TVB-N دهد مي نشان كه بوده مشهود خوبي به ميكروبي و شيميايي هاي شاخص ارتباط

 ماندگاري زمان توانستند خالص و شده نانوليپوزوم كوهي پونه اسانس 2% محتوي ژلاتين هاي پوشش كه داد نشان نتايج كلي بطور .شوند استفاده ماهي هاي

 روزهاي در خصوصا شده نانوليپوزوم اسانس محتوي تيمار. )p>05/0( دهند افزايش داري معني شكل به شاهد تيمار با مقايسه در را آلا قزل ماهي هاي فيله

 پوشش اعمال  ازپس هفته يك حدود تا اساسا ها نانوليپوزوم دهد مي نشان كه بود خالص اسانس از بهتر گرفته صورت هاي آزمون تمامي در ت،نخس

  .دادند افزايش را اسانس ميكروب ضد اثر پايداري و كارايي

  

  ژلاتين، اسانس، نانوليپوزوم، نگهداري، قزل آلاي رنگين كمان :واژگان كليد

  

  

  

                                                           

∗
  mahdi_ojagh@yahoo.com :مسئول مكاتبات 
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 مقدمه - 1

خنثي، نسبت  PHماهي و ساير آبزيان به سبب فعاليت آبي بالا، 

همچنين  و غيراشباع چند چرب ، اسيدهايبالاي اسيد آمينه آزاد

، درگير مكانيسم هاي مختلف فساد از حضور آنزيم هاي اتوليتيك

قبيل پيشرفت ميكربي، اكسيداسيون چربي و همچنين قهوه اي 

ا كيفيت و مدت ماندگاري آنها كاهش شدن آنزيمي شده و متعاقب

نابراين بكار گرفتن اقدامات لازم جهت به تاخير ب. ]1- 3[ميابد 

 يبطور كل. اندختن فساد اين محصولات امري ضروري است

 اي كاهش لهي فساد بوسري تاخي ماهياصول و هدف نگهدار

 .]3[  عامل فساد استي هاسميكروارگاني متيممانعت از فعال

 توجه ري در دو دهه اخ در اين زمينه كههايي  از روشيكي

  را به خود جلب كرده است، استفاده از پوششني از محققياريبس

 كه باشد ي ميكروبمي  ضدتي با قابلي خوراكهاي لمفي و ها

اي  هي داشتن ارزش تغذ، جمله ازي گوناگونيايكاربرد آنها، از مزا

 به نيژلات. ست ا برخوردار]5[ي  مواد افزودني برايحاملو  ]4[

 ي خوراك پوشش هايدي توليبراي و ارزش غذايي  فراوانليدل

 ي هايماري بوعي باتوجه به شري اخيدر سال ها. مورد توجه است

 ني ژلاترشي عدم پذني و همچني گاوني از مصرف ژلاتيناش

 ني ژلاتگري منابع خام دي روقي تحق،ي مذهبيهاخوك نزد گروه

 دي معمولا منجر به تولاني آبزي آورعمل. ]6[  استافتهي شيافزا

 شود كه يم....) فلس، پوست، استخوان و (عاتي ضايادي زريمقاد

 كپور يماه. ]7[  استفاده شوندني ژلاتدي تولي توانند برايم

 به سهولت پرورش راني است كه در اياني از جمله ماهيمعمول

 ي مناسب در طول سال مصرف ممتي و قي فراوانلي و به دلابديم

 فلس يادي كردن آن مقدار زلهي و في عمل آورجهيدر نت .]8[ شود

 دي منبع مهم تولكي استفاده به عنوان لي شود كه پتانسيحاصل م

 از مصرف يبا توجه به مشكلات ناشاز طرفي .  را داراستنيژلات

ي  توجه خاصيعي طبيكروبي مواد ضد م،ييايمي شهاي نگهدارنده

 يكروبي دسته از مواد ضدمك ي.]9[ اند را به خود جلب كرده

 ب،يكه ترك باشند ي م مثل پونه كوهيياهي گهاي  اسانس،يعيطب

 ي نقش مهمتوانند ي مباتي تركني اي عاملهاي ساختار و گروه

 موليكارواكرول و ت. ]10[ ندي نمافاي آنها ايكروبي ضدمتيدر فعال

 نيشتري هستند كه بي اسانس پونه كوهي فنلباتي تركنياز مهم تر

 ي تند پونه كوهيبا توجه به بو. ]11[  را دارنديكربي ضدمتيفعال

 ي به منظور طولانني و همچنيي ماده غذايو اثر نامطلوب آن رو

 فرار بودن اسانس ي ناشري از تبخيري و جلوگيتر كردن اثر بخش

 ي پوشانزي ريي غذاي كاربردهاي توان آن را برايمي عي طبيها

اي ريزپوشاني استفاده از سيستم يكي از روشه. ]13، 12[ كرد

هاي كلوئيدي و توليد ريزامولسيون ها است كه مي توانند به 

منظور بهبود خواص كاركردي مخلوطهاي روغن و آب استفاده 

ريزامولسيون ها مخلوط هايي با پايداري ترموديناميكي . شوند

هستند كه از تركيب موادي مثل آب، روغن و همچنين مواد فعال 

كه داري خواص ايزوتروپيك هستند تشكيل مي شوند در سطح 

مشاهده كردند كه  ]15 [)2009(و همكاران  ليوليوس .]14[

ريزپوشاني كردن دو تركيب كارواكرول و تيمول در ليپوزوم سبب 

 ارتقا خاصيت ضد ميكروبي آنها نسبت به شكل ريزپوشاني نشده

 حاضر قي بنابر مطالب عنوان شده، در تحق. تركيبات شداين

 با غني شده  ماهي كپور معمولي حاصل از فلسنيپوشش ژلات

 روي فيله هاي تازه خالص شده و يزپوشاني ريپونه كوهاسانس 

 كيفيت بر ماهي قزل آلاي رنگين كمان اعمال شده و اثر آنها

 در ي نگهدار روز16  مدتي طها لهي فميكروبي و شيميايي

  .شد يابيارز خچالي

  

  هامواد و روش - 2

استخراج ژلاتين از فلس ماهي كپور  - 2-1

  معمولي
همكاران  ونگاستخراج ژلاتين از فلس كپور بر اساس روش   

ابتدا به منظور حذف .  با اندكي اصلاح انجام شد]16[) 2014(

ي مركب از چربي و پروتئين هاي غير كلاژنه، فلس ها در محلول

NaOH) 05/05/1% الكل و %25، ) مولار H2O2  4:1با نسبت 

به مدت يك شب در دماي حدود ) حجمي/وزني(محلول /فلس

C◦10سپس فلس ها بوسيله شستن با آب مقطر .  قرار داده شدند

زدودن مواد معدني از فلس ها با استفاده از . خنثي سازي شدند

)  حجمي/وزني (5:1با نسبت )  مولارHCl) 05/0محلول 

اق انجام شد، سپس  دقيقه در دماي ات30محلول به مدت /فلس

بعد .  با آب مقطر شسته شدندpHفلس ها به منظور خنثي سازي 

خيسانده و به  pH 5از انجام پيش تيمار، فلس هاي متورم در 
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 ساعت 1 به مدت C◦80منظور استخراج ژلاتين، در دماي 

بعد از اين مرحله، محلولهاي مورد نظر به . حرارت داده شدند

) rpm (15000 در دور C◦20 دقيقه در دماي 30مدت 

سوپرناتانت ). Eppendorf 5810R(سانتريفيوژ شدند 

جداسازي و فريز دراير شده و ماده خشك بدست آمده به عنوان 

  .تا زمان استفاده ذخيره شد -C◦18پودر ژلاتين در دماي 

  هاي اسانس پونهروش تهيه نانوليپوزوم - 2-2

با  ]13[) 2014(و همكاران خيمنز م ها طبق روش ونانوليپوز

 گرم توئين 2+ گرم لسيتين 2ابتدا . ]14[ توليد شدنداصلاح كمي 

توسط شيكر  h5 گرم آب مقطر مخلوط و براي 38 در 80

)IKA, Germany (گرم 4در مرحله بعد. تكان داده شدند 

اسانس پونه كوهي به ديسپرسيون آبي اضافه شده و كل مخلوط 

 KHz40در ) ثانيه خاموش 1ثانيه روشن و 1( ثانيه 600به مدت 

 تحت (Misonix, S-4000, USA) قدرت دستگاه% 40و 

زوم هاي توليدي تا زمان ونانوليپ. شرايط سونيكاسيون قرار گرفت

استفاده در بطري هاي استريل و در شرايط تاريك نگهداري 

  .شدند

  ها بررسي سايز و پتانسيل زتا نانوليپوزوم- 2-3
ا نانوليپوزوم ها با استفاده از دستگاه ميانگين اندازه و پتانسيل زت

 ,ZS) (Malvern Instrumentsنانو (مالورن زتاسايزر 

Worcestershire, U.K.( بوسيله روش پخش نور ليزر 

قبل از اندازه گيري نمونه توسط آب ديونايز رقيق . بررسي شد

نمونه درون يك سلول استوانه اي در مرحله بعد ). 1:100(شد 

اندازه . شكل عمودي در دستگاه قرار گرفته ريخته شده و ب

   .]13[  تكرار صورت پذيرفت5گيري در 

    هاي فعالتوليد پوشش -4- 2 
) 2014(و همكاران ونگ ژلاتيني بر اساس روش پوشش هاي  

 دقيقه در آب مقطر 30به مدت پودر ژلاتين  .توليد شدند ]16[

 به منظور توليد محلول C◦60متورم شده و سپس در دماي 

 شد حل) حجمي/وزني(د  درص2تشكيل فيلم با غلظت پروتئين 

. سپس گليسرول به عنوان پلاستي سايزر به محلول افزوده شد

 اسانس پونه كوهي با ،محلول هاي پوششي فعالبراي توليد 

 ]2[ به محلول فيلم ساز افزوده شده) حجمي/حجمي (2%غلظت 

 دقيقه در دور 2ي يكنواخت به مدت و براي ايجاد امولسيون

rpm13500همچنين .]17[  تحت عمل هم زدن قرار گرفت 

 پس از محتوي اسانس نانوليپوزوم شده،براي تهيه پوشش هاي 

تاحدي اضافه شدند لول به محتهيه محلول ژلاتين، نانوليپوزوم ها 

  سپسباشد) حجمي/حجمي( 2%ظت نهايي اسانس در آن كه غل

 تكان داده شد تا rpm 300 در دور h2 مدت بهمحلول حاصل 

  .]13[ همگن شود

  هاآماده سازي ماهي و اعمال پوشش - 2-5
 گرم 300 ± 40كمان تازه با ميانگين وزني آلاي رنگينماهي قزل

تهيه و به شكل كاملا يخ پوشي شده به آزمايشگاه فرآوري 

 از بعد.  و منابع طبيعي گرگان منتقل شددانشگاه علوم كشاورزي

به خوبي هاي تهيه شده مراحل تخليه شكمي و سرزني، فيله

زير هود قرار و جهت حذف آب اضافي سطح شو  و شست

 ثانيه در 30جهت ايجاد پوشش، ابتدا فيله ها به مدت  .گرفتند

پس از گذشت  و خارج شدندغوطه شده سپس محلول مربوطه 

 نمونه. رفتندگقرار  ثانيه ديگر در محلول 30ا  دقيقه مجدد2تقريبا 

 پس از اتمام آب چك .هاي كنترل بدون پوشش باقي ماندند

آنها در نمونه ها جهت خشك شدن و تشكيل پوشش روي 

لوژي وصفحات مشبك استريل قرار گرفته و زير هود ميكروبي

 با شده داده پوشش شاهد،  تيمار4 در پايان .قرار داده شدند

 2% حاوي ژلاتين با شده داده پوشش همچنين و خالص ژلاتين

در ظروف مخصوص قرار  اسانس خالص و نانوليپوزوم شده

در فواصل  روز 16منتقل شدند و به مدت يخچال رفته و به گ

  .  ارزيابي قرار گرفتند مورد روز4زماني 

  باكتريايي بررسي ميزان بار  - 2-6
 گرم از نمونه فيله ماهي تحت شرايط استريل با 5نخست ميزان 

 محلول سرم فيزيولوژي مخلوط و سپس هموژن ليتر ميلي45

ليتر از  ميلي1هاي مورد نياز تهيه و ميزان در ادامه رقت. گرديد

 كل، سرمادوست، يهركدام جهت كشت و بررسي بار باكترياي

سودوموناس و انتروباكترياسه به روش پورپليت به ترتيب در 

، ستريمايد آگار )PCA(محيط هاي كشت پليت كانت آگار 

(CA) و وي آر بي جي آگار (VRBGA) مورد استفاده قرار ،

شمارش بار باكتريايي سرمادوست و كل به ترتيب در . گرفتند

 درجه 30 روز و دماي 10گراد به مدت  درجه سانتي7دماي 
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همچنين بررسي . ]2[  روز انجام گرفت2گراد به مدت سانتي

ترتيب در سودوموناس و انتروباكترياسه به تعداد باكتري هاي 

  روز انجام پذيرفت2گراد به مدت  درجه سانتي30 و 25دماهاي 

]18[.  

  

  شيمياييهاي آزمون -2-7

 هانمونه pHگيري  اندازه -2-7-1

 ميلي ليتر آب 45 دقيقه با 1 گرم از نمونه ها به مدت 5نخست 

 pHآن ها بوسيله دستگاه  pHديونايز همگن شده سپس ميزان 

  استاندارد شده بود اندازه گيري شد7 و 4 هاي pHسنج كه در 

]19[.  

 فرار نيتروژني بازهاي ميزان گيري اندازه -7-2- 2

)TVB-N(  

گوشت  گرم 10 و با قرار دادن  به روش كلدالTVB-Nميزان 

 ميلي ليتر آب مقطر 300 گرم اكسيد منيزيم در حضور 2همراه با 

اخل ر در ددر داخل بالن و در نهايت جمع آوري بازهاي ازته فرا

و % 2يد بوريك  ميلي ليتر محلول اس25محتوي يك ارلن ماير 

دقيقه از زمان  45بعنوان شاخص، تا گذشت چند قطره متيل رد 

 در نهايت تيتر محلول زرد رنگ حاصل با .ادامه يافتجوشش 

تا حاصل شدن رنگ ارغواني انجام )  نرمال1/0(اسيد سولفوريك 

به صورت  زير محاسبه و طبق فرمول TVB-Nگرفت و ميزان 

  . گرم گوشت ماهي بيان شد100ميلي گرم نيتروژن در 

TVB-N  14×حجم اسيد سولفوريك مصرفي  =

  تجزيه و تحليل آماري - 2-8
 انجام  SPSSافزارها با استفاده از نرمتجزيه و تحليل آماري داده

ابتدا بررسي نرمال بودن و همگني واريانس داده ها به . رفتگ

اسميرنوف - كولموگرافهاي ا استفاده از آزمون  بترتيب

)Kolomogorav-Smirnov ( لون و)Leven (انجام گرفت .

 آمده از سپس به منظور تجزيه و تحليل مقادير كمي به دست

 و) ANOVA( تجزيه واريانس اززهاي ميكروبي و شيميايي آنالي

 استفاده Duncan آزمون ا از مقايسه ميانگين ههمچنين براي

انجام پذيرفت و % 95هاي آماري در سطح اطمينان مقايسه. شد

  . انحراف معيار ارائه گرديد±تمامي نتايج به صورت ميانگين 

  

   نتايج و بحث- 3

 ذرات اندازه (هانانوليپوزوم خواص بررسي - 3-1

  )زتا پتانسيل و
نمودارهاي مرتبط با توزيع اندازه ذرات و پتانسيل زتا نانوليپوزوم 

طبق نتايج بيشينه توزيع اندازه . نشان داده شده است 1ها در شكل

بنابراين سايز نانوليپزوم . بود nm100نانوذرات در محدوده زير 

بود با آنچه كه براي كاربردهاي غذايي و دارويي نياز است مطابق 

ظرفيت و اندازه نانوليپوزوم ها بدليل تاثير بر پايداري  .]20[

.  هسته آنها مورد توجه استآزادسازي تركيبات محصور شده در

درحالت كلي سايز كوچك بدليل تاثير بر فراهم شدن محلول 

از طرفي سايز نانوذرات .  مطلوب است و پايدارترترهمگن

از آنجايي مي توانند براي انسان و محيط زيست ) نانوليپوزوم ها(

در اين تحقيق نتايج مرتبط با . ]13[سمي باشند بايد كنترل شود 

ذرات نانوليپوزوم ها با كارهاي مشابه انجام شده توسط اندازه 

) 2014(و همچنين خيمنز و همكاران ) 2012(ژانگ و همكاران 

 در نتايج  شده و اندك تفاوت مشاهده]21، 13 [مطابقت داشت

مي تواند ) كوچكتر بودن سايز نانوليپوزوم ها در اين تحقيق(

واد شركت كننده بدليل تفاوت در زمان سونيكاسيون و همچنين م

 )2014(بر طبق گزارش خيمنز و همكاران . در ديسپرسيون باشد

 ثانيه سونيكاسيون براي ريزپوشاني كامل تركيبات 300 به ]13[

در داخل اين نوع از نانوليپوزوم ها ) اسانس ها(ضد ميكروب 

همچنين گزارش شده است كه نانوليپوزوم هاي . احتياج است

 سايز )اسانس( روغني ت ضد ميكروببارگذاري شده با تركيبا

كمتري را نسبت به نانوليپوزوم هاي بدون اين تركيبات نشان 

دادند كه همين عامل مي تواند در بروز سايز نسبتا كوچك اين 

  .]13[نانوذرات در تحقيق حاضر موثر بوده باشد 

پتانسيل زتا فاكتوري مهم در توليد نانوليپوزوم ها محسوب مي  

توضيح ميزان بار موجود در ديسپرسيون بكار رفته شود كه براي 

همانطور كه . و بر پايداري نانوليپوزوم هاي توليد شده موثر است

مشهود است دامنه پتانسيل زتا نانوليپوزوم هاي توليد شده در 

 -mv (6/36(ناحيه منفي قرار دارد و بيشينه ميزان آن در نقطه 

ز حضور گروه هاي اين منفي بودن اساسا ناشي ا. واقع است

بطور كلي گزارش شده است كه . انتهايي زنجيره هاي چربي است
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 باشد به دليل mv (60-30(اگر ميزان مطلق پتانسيل زتا بين 

دافعه الكترواستاتيك ايجاد شده، سيستم نانوليپوزومي پايدار است 

بنابر بر مطالب ذكر شده مي توان نتيجه گرفت كه . ]20[

توي اسانس پونه كوهي توليد شده، به منظور نانوليپوزوم هاي مح

شركت داده شدن در محلول پوشش موردنظر و همچنين كاربرد 

  .در ساير سيستم هاي غذايي به اندازه كافي پايدار بودند

  
Fig 1 Typical particle size distribution and zeta potential curves of the oregano essential oil (OEO) nanoliposomes.  

  

  هاي ميكروبي آزمون- 3-2
ارگانيسم هاي عامل فساد بخش كوچكي از  ميكرودر ماهي تازه،

ري در طول زمان نگهدا. كل فلور ميكروبي را تشكيل مي دهند

 موجود رشد كرده و  ميكروفلوراقيسريعتر از باين ارگانيسم ها 

وي بد و  كه مسئول طعم و ب مي شوند متابوليت هاييسبب توليد 

 .به تبع آن رد كيفيت تغذيه اي آن توسط مصرف كننده مي شوند

در  هاي لاكتيك اسيد بطور كلي ناس و باكتريوسودومجنس 

باكتري هاي گرم منفي مختلفي .  غالب اندفلور عامل فساد ماهي

  .]23، 22[ از قبيل انتروباكترياسه نيز در اين زمينه مطرح هستند

 تيمارهاي )TVC (بارباكتريايي كلنتايج مرتبط با تغييرات 

در روز اين شاخص .  نشان داده شده است1ولمختلف در جد

بود  log cfu/g( 87/2 (در تمامي تيمارها به ميزان مشابه صفر

ده  فيله هاي مورد استفا مناسبميكروبيكه نشان دهنده كيفيت 

در  صفر آلا در روز فيله ماهي قزل TVC ميزان پايين .است

 بار .]24، 22، 2[ مختلف گزارش شده استابه ي مشاكاره

شكل ه رها با گذشت زمان نگهداري بتيماباكتريايي كل تمام 

ش دهي تيمار شاهد و پوش نشان داد بطوري كه معني دار افزايش

 log(مجاز تعيين شده خالص به بالاتر از ميزان شده با ژلاتين 

CFU/g 7 (افزيش .د رسيدن8 در روز  ]25[ براي ماهي قزل آلا 

ط اجاق و در طول زمان نگهداري سرد توسكل تريايي باك بار

اين روند افزايش در  .شده استگزارش  ]24[) 2010(همگاران 

تيمارهاي پوششي محتوي اسانس خالص و نانوليپوزوم شده به 

شكل معني دار نسبت به تيمار شاهد كاهش يافت و متعاقبا زمان 

 .)p>05/0(  افزيش پيدا كرد12 ماندگاري در اين تيمارها تا روز

در پوشش هاي محتوي اسانس همچنين ميزان اين شاخص 

 بطور قابل 8انس خالص در روز نانوليپوزوم شده نسبت به اس

 كه اين مي تواند ناشي از اثر )p>05/0( ملاحظه اي كمتر بود

سينرژيستي و يا پايدار كنندگي نانوليپوزوم بر اسانس پونه كوهي 

هي كاربرد اسانس هاي گيازمينه نتايج مشابهي در  .]15، 20[ باشد

ش شده رتوسط ديگر محققان گزاباكتريايي كل  در كنترل بار

ر ضد ميكروبي اسانس پونه كوهي بعلاه اينكه اث. ]24، 22[ است

به اثبات ميكروارگانيسم هاي مختلف توسط ساير محققان برابر 

  .]28، 27 ،26 ،2[ رسيده است
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Table 1 Changes in the total viable count of Rainbow trout fillets, Control: uncoated samples; Gelatin: 
samples coated with Gelatin; G+2%OEO: samples coated with Gelatin+2% oregano essential oil; 

G+L.2%OEO: samples coated with Gelatin+oregano essential oil (2%) nanoliposomes during storage at 
4°C for 16 days. 

  storage time (day)   Samples 

16 12 8 4 0  
9.82±0.24aA 8.45±0.07aB 7.37±0.20aC 5.14±0.16aD 2.87±0.19aE Control 
9.45±0.01bA 8.65±0.08aB 7.13±0.16aC 5.02±0.04aD 2.87±0.19aE Gelatin 
8.67±0.12cA 7.53±0.15bB 6.38±0.05bC 4.53±0.36bD 2.87±0.19aE G+2%OEO 
8.71±0.18cA 7.15±0.09cB 5.86±0.21cC 4.38±0.08bD 2.87±0.19aE G+L.2%OEO 

Different lowercase letters (a, b, c,..) in each column represent significant differences between treatments and 
Different capital letters (A, B, C,..) in each row represent significant differences between times; Data are expressed 

as mean ± standard deviation (n = 3). 
 

آن حين نگهداري در  حاصل هاي فرآورده و ماهي ميكروبي فساد

 هوازي منفي گرم سرمادوست باكتريهاي توسط عمدتا يخچال

ها  فلاووباكتريوم و شيوانلا ها، موناسوآلتر ها، سودوموناس نظير

در واقع باكتري هاي گرم منفي سرمادوست . ]29[ شكل مي گيرد

)PTC (اي عامل فساد هوازي گروه اصلي از ميكروارگانيسم ه

، 23، 22[ماهيان تازه ذخيره سازي شده در دماي سرد مي باشند 

يه باكتري هاي سرمادوست در در مطالعه حاضر ميزان اول. ]24

 رشد روند). 2جدول( مشاهده شد 63/2) log cfu/g(حدود 

باكتريايي  مشابه بارمختلف هاي سرمادوست در تيمارهاي ي باكتر

آن الاترين ميزان آن در تيمار شاهد و كمترين ي كه ببطور بود كل

. پوزوم شده مشاهده شديدر تيمار پوششي محتوي اسانس نانول

 ]2[ )2014(و همكاران جوكي نتايج مشابهي در اين رابطه توسط 

ادوست در فيله گزارش شد كه نشان دادند رشد باكتري هاي سرم

كوهي در اسانس پونه  حاوي  فعالفيلم هايهاي تيمار شده با 

اي يخچال  روز نگهداري در دم18شاهد در طول قياس با تيمار 

 ]24[ )2010(اجاق و همكاران . شكل معني داري كاهش يافته ب

ميكروبي در تيمار شاهد اين شاخص   ميزانمشاهده نمودند كه

 روز 12كمان طي فيله ماهي قزل آلاي رنگين) بدون پوشش(

راتر رفت درحالي كه نگهداري از حد مجاز مصرف انساني ف

مدت بكارگيري پوشش كيتوزان حاوي اسانس دارچين، 

احمد و همكاران .  افزايش داد16ماندگاري فيله ها را تا روز 

هاي نيز مشاهده كردند كه روند رشد باكتري ]30[) 2012(

- باس دريايي پوشش داده شده با فيلم هاي ماهيسرمادوست فيله

همچنين . ارهاي ديگر كندتر شدهاي حاوي اسانس نسبت به تيم

 نيز نتايج مشابهي را در اين ]22[ )2015(كاظمي و همكاران 

   .زمينه گزارش كردند

 

Table 2 Changes in Psychrotrophic counts of Rainbow trout fillets during storage at 4°C for 16 days. 
  storage time (day)   Samples 

16 12 8 4 0  
9.60±0.08aA 8.67±0.08aB 7.50±0.01aC 4.96±0.12aD 2.63±0.13aE Control 
9.40±0.09bA 8.51±0.17aB 7.42±0.14aC 4.90±0.25abD 2.63±0.13aE Gelatin 
9.06±0.26bA 8.22±0.06bB 6.83±0.07bC 4.62±0.10bD 2.63±0.13aE G+2%OEO 
8.80±0.16bA 7.94±0.14cB 6.18±0.12cC 4.21±0.08cD 2.63±0.13aE G+L.2%OEO 

Different lowercase letters (a, b, c,..) in each column represent significant differences between treatments and 
Different capital letters (A, B, C,..) in each row represent significant differences between times; Data are expressed 

as mean ± standard deviation (n = 3). 
 

هاي ايجاد كننده فساد ترين گروههاي سودوموناس از مهمباكتري

غذايي مختلف از قبيل گوشت، مرغ، شير و ماهي هاي فرآوردهدر 

- باكتري. ]31[ باشندنگهداري شده در شرايط هوازي و سرد مي

 هاي باكتريايي غالب در گوشت سودوموناس جزء گروههاي

در واقع گزارش  آيد وكمان به شمار ميآلاي رنگينماهي قزل

ها مهمترين گروه از باكتري هاي سودوموناس شده است كه 
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 عامل فساد هوازي ماهيان تازه ذخيره سازي شده در سرما هستند

ميزان اين باكتريها در روز صفر براي تيمارهاي مختلف  .]32، 22[

)log cfu/g (57/2مشاهده شد ) بررسي روند كلي . )3لجدو

رشد اين نوع از باكتري ها نيز نشان داد كه تيمار شاهد بالاترين 

فيله هاي تيمار . ميزان رشد را در طول زمان نگهداري نشان داد

شده با پوشش هاي مختلف شرايط بهتري داشتند و كمترين ميزان 

 در تيمارهاي محتوي  به ترتيبرشد اين جنس از باكتري ها

هرچند . مشاهده شد  خالص ريزپوشاني شده وه كوهي پوناسانس

ناس ها در بين ودر برخي تحقيقات گزارش شده است كه سودوم

  باكتري هاي گرم منفي كمترين حساسيت را به اسانس هاي

اما در اين تحقيق اسانس خالص و  ]30[  گياهي نشان مي دهند

يج نتا. گي نشان دادنددشده تا حدي اثر بازدارننانوليپوزوم 

شده با غني مشابهي در زمينه اثر بازدارندگي فيلم و پوشش هاي 

ناس ها توسط محققان ديگر گزارش شده واسانس پونه بر سودوم

  .]33، 28، 22، 2[ است

Table 3 Changes in Pseudomonas SPP. Counts of Rainbow trout fillets during storage at 4°C for 16 days.  
  storage time (day)   Samples 

16 12 8 4 0  
8.49±0.18abA 8.12±0.09aB 6.68±0.03aC 4.73±0.09aD 2.57±0.07aE Control 
8.63±0.13aA 7.77±0.16bB 6.70±0.11aC 4.64±0.22aD 2.57±0.07aE Gelatin 
8.23±0.19bcA 6.55±0.23cB 5.86±0.13bC 4.13±0.08bD 2.57±0.07aE G+2%OEO 
8.07±0.22cA 6.78±0.20cB 5.83±0.15bC 4.05±0.05bD 2.57±0.07aE G+L.2%OEO 

Different lowercase letters (a, b, c,..) in each column represent significant differences between treatments and 
Different capital letters (A, B, C,..) in each row represent significant differences between times; Data are expressed 

as mean ± standard deviation (n = 3). 
 

انتروباكترياسه بعنوان يك شاخص بهداشتي در مواد غذايي و 

همچنين بخشي از فلور ميكروبي عامل فساد فيله ماهي قزل آلاي 

ها در بررسي وجود اين باكتري. ]2[ رنگين كمان مطرح هستند

هاي شيلاتي حياتي است، چرا كه اين فراوردهموادغذايي از جمله 

زا نظير سالمونلا را در بر هاي بيماريخانواده بسياري از باكتري

غذايي آلوده به آن سلامتي  گيرد كه در صورت مصرف موادمي

محققان حضور . به طور جدي در معرض خطر قرار مي گيرد فرد

يد از مناطق هاي مذكور در آبزيان را به دلايلي نظير صباكتري

 گذاري آبزيان صيد شده و همچنين دستكاريآلوده، تاخير در يخ

پايين . ]35، 34، 25[ نسبت داده اند) آلودگي ثانويه(پس از صيد 

 در بررسي روز صفر تيمارهاي  باكترياييبودن اين شاخص

 فيله ها در  مناسبنشان دهنده كيفيت بهداشتي) 4لوجد(مختلف 

ميزان . ره انتقال و نگهداري ماهي استاثر كيفيت مناسب زنجي

شكل ه اين شاخص در طول زمان نگهداري در تمامي تيمارها ب

معني داري افزايش نشان داد اما پوشش هاي فعال در برابر 

. )p>05/0( انتروباكترياسه نيز اثر بازدارنگي موثر نشان دادند

. پوشش ژلاتين خالص در قياس با تيمار شاهد تفاوتي نشان نداد

وي اسانس حتهاي فعال مشخص شد كه پوشش مردر مقايسه تيما

ريزپوشاني شده در مقايسه با اسانس خالص در روزهاي نخست 

) 12بعد از روز (اما با گذشت زمان  )p>05/0(اثر بهتري داشت 

تيمارهاي فعال در پايان زمان نگهداري . روندي مشابه پيدا كردند

 1شاخص را تقريبا به اندازه شاهد ميزان اين تيمار در قياس با 

اين نتايج با مشاهدات حاصل از . سيكل لگاريتيمي كاهش دادند

 )2012(مطالعات مشابه در اين زمينه كه توسط احمد و همكاران 

استاكا و همكاران -دريايي، گومز روي فيله ماهي باس]30[

  و)2015( روي فيله ماهي كاد، كاظمي و همكاران ]18[ )2010(

آلاي روي فيله ماهي قزل ]22، 2[ )2014(همكاران  جوكي و

  .كمان انجام گرفت، مطابقت داشترنگين
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Table 4 Changes in Enterobacteriaceae of Rainbow trout fillets during storage at 4°C for 16 days. 
  storage time (day)   Samples 

16 12 8 4 0  
7.10±0.21aA 6.87±0.27aA 5.88±0.04aB 3.90±0.09aC 1.96±0.11aD Control 
6.93±0.13aA 6.84±0.15aA 5.46±0.08bB 3.90±0.07aC 1.96±0.11aD Gelatin 
6.12±0.31bA 5.74±0.07bB 4.63±0.12cC 3.53±0.04bD 1.96±0.11aE G+2%OEO 
6.18±0.13bA 6.08±0.26bA 4.15±0.23dB 3.07±0.04cC 1.96±0.11aD G+L.2%OEO 

Different lowercase letters (a, b, c,..) in each column represent significant differences between treatments and 
Different capital letters (A, B, C,..) in each row represent significant differences between times; Data are expressed 
as mean ± standard deviation (n = 3). 

بطور كلي در تحقيق حاضر مشخص شد كه تيمارهاي پوششي 

فعال محتوي اسانس خالص و نانوليپوزوم شده قادرند به طور 

موثر از فعاليت و رشد باكتري هاي مختلف عامل فساد جلوگيري 

فعاليت ضد ميكروبي اسانس پونه كوهي و اثر تقويت . كنند

 بر اسانس هاي )نانوليپوزوم (نيكنندگي و پايدار كنندگي ريزپوشا

، 15، 2[ مختلف در تحقيقات مشابه انجام شده گزارش شده است

فعاليت ضد ميكروبي اسانس پونه كوهي به اجزاي . ]22، 20

تشكيل دهنده آن ها و اساسا تركيبات فنوليك مثل ترپن هايي از 

) methyl-5-[1-methylethyl] phenol-2(واكرول رقبيل كا

نسبت ) methyl-2-[1-methylethyl] phenol-5(و تيمول 

واكرول و تيمول ديواره بيروني باكتري ركا. ]18[ داده مي شود

هاي گرم منفي را متلاشي كرده و سبب آزاد شدن ليپوپلي 

ساكاريدها مي شوند كه در نتيجه آن نفوذپذيري غشاي 

در واقع . فسفات افزايش ميابد-سيتوپلاسمي به آدنوزين تري

ضد ميكروبي بيشتر ترپنوئيدها با گروه هاي عاملي آنها فعاليت 

مرتبط است، و مشخص شده است كه جايگاه و تعداد گروه هاي 

هيدروكسيل ترپنوئيدهاي فنوليك و حضور الكترون هاي متحرك 

گروه . ]36، 2[ از جنبه فعاليت ضد ميكروبي آن ها مهم است

فزايش داده و هاي هيدروكسيل توانايي آب دوستي اين تركيبات ا

به حل شدن آنها در غشاي سيتوپلاسمي ميكروب و تخريب آن 

در حالت كلي، مكانيسم ضد ميكروبي اسانس ها . كمك مي كنند

با اختلال در غشاي سيتوپلاسمي، مختل كردن نيروي انتقال 

پروتن، جريان الكترون، انتقال فعال و انعقاد محتويات دروني 

 رابطه با بهبود و پايدارتر شدن در. ]32، 18[ سلول مرتبط است

اثر ضدميكروبي تيمار محتوي اسانس نانوليپوزوم شده در قياس با 

 طي يك بررسي ]20[ )2014(اسانس خالص، وو و همكاران 

مقايسه اي، اثر ضد ميكروبي فيلم هاي خوراكي محتوي اسانس 

دارچين خالص و ريزپوشاني شده را مورد بررسي قرار دادند و به 

تيجه رسيدند كه تيمارهاي محتوي اسانس نانوليپوزم شده در اين ن

اثر پايدارتر و بيشتري )  روز30به مدت (طول زمان انكوباسيون 

را نشان دادند كه اين مشاهدات مي تواند تاحدي نتايج مطالعه 

با هدف توضيح بيشتر اين پديده مي توان . حاضر را تاييد كند

حققان ديگري در اين  مگفت، طبق نتايج گزارش شده توسط

 روش تماس مستقيم اسانس با محيط كشت و نفوذ در زمينه،

هاي ضدباكتريايي اسانس راه محيط آگاردار براي تخمين ويژگي

رسد همزمان با پخش از آنجايي كه به نظر مي. كار مناسبي نيست

شدن اسانس در محيط كشت، تركيبات فرار و فعال آن تبخير شده 

 آنهاست كه از رشد باكتري ممانعت مي كندو فقط بخش قطبي 

بنابراين با توجه به مشابهت محيط كشت آگاردار با . ]38، 37[

هاي غذايي جامد با فعاليت آبي بالا، مي توان عنوان كرد سيستم

كه نانوليپوزوم ها با كنترل رهايش اسانس در محيط و هدايت 

ريايي موجود بيشتر تركيبات فرار موجود در آن به سمت فلور باكت

 .  تا مدت طولاني تر حفظ كرده اند بهبود داده واثر آن را

همچنين در زمينه كاهش اندك بارباكتريايي در فيله هاي پوشش 

داده شده با ژلاتين خالص ادعا شده است كه ژلاتين تشكيل 

دهنده پوشش و يا فيلم مي تواند محتوي پپتيدهايي با فعاليت 

   .]39، 18[ ضدميكروبي باشد

 هاي شيمياييآزمون - 3-2

بعنوان يك شاخص براي ) TVB-N(بازهاي نيتروژني فرار كل 

بررسي تخريب و فساد محصولات گوشتي مطرح است و ميزان 

آن به رشد ميكروارگانيسم ها براساس تشكيل تركيبات ناشي از 

 متابوليسم آنها و همچنين فعاليت آنزيم هاي داخلي وابسته است

يرات اين شاخص در تيمارهاي مختلف در الگوي تغي. ]22[

در تيمارهاي  TVB-Nميزان اوليه .  نشان داده شده است2شكل

 بود كه 36/10) ميلي گرم نيتروژن/ گرم گوشت100(مختلف 
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 TVB-N. نشان دهنده كيفيت اوليه مناسب فيله هاي ماهي است

در طول زمان نگهداري تيمارهاي مختلف افزايش نشان داد و در 

). 64/73( به بالاترين ميزان خود در تيمار شاهد رسيد 16روز 

 و روند متفاوت بودند مختلف از اين نظر يتيمارهاي پوشش

يش و همچنين ميزان نهايي اين شاخص در فيله هاي داراي اافز

پوشش فعال نسبت به تيمار شاهد پايين تر بود بطوري كه در 

 89/55به  16تيمار محتوي اسانس نانوليپوزوم شده در روز 

ماهي محتوي تعدادي زيادي از باكتري ها در سيستم . رسيد

هاضمه است و همچنين آنزيم هاي قوي هضم كننده طي دوره 

تغذيه در اين سيستم توليد مي شوند كه مي توانند تخريب و 

تجزيه عضله را در مرحل ذخيره سازي و نگهداري سرد شدت 

 و بوي بد در اين تغييرات بر ايجاد و تشديد طعم. بخشند

محصول كه اغلب با شكست پروتئين ها و توليد مواد نيتروژني 

 تركيبات در اين رابطه كميت TVB-N. فرار مرتبط است موثراند

 سومين و دومين اوليه، هاي آمين همچنين و آمونياك از متشكل

كند و از آنجايي كه اساسا بدليل تجزيه و تخريب  مي تعيين را

 توليد مي شود، بالاتر بودن ميزان بارباكتريايي باكتريايي ماهي تازه

كل در فيله هاي بدون پوشش مي تواند بعنوان دليل افزايش سريع 

TVB-Nپايين تر . ]24، 2[  در اين تيمار در نظر گرفته شود

 در نمونه هاي محتوي اسانس نيز مي TVB-Nبودن محتوي 

تواند به كاهش سرعت رشد جمعيت باكتريايي و يا كاهش 

ظرفيت و توانايي باكتري ها براي آمين زدايي اكسيداني از 

 ]24[ تركيبات نيتروژني غير پروتئيني و يا هردو نسبت داده شود

نتايج . كه اين ناشي از تاثير حضور اسانس پونه كوهي است

شده با اسانس غني مشابهي در زمينه كاربرد فيلم و پوشش هاي 

 گزارش شده TVB-Nان هاي گياهي در كنترل روند افزايش ميز

  .]28، 24، 22، 2[ است

pH  شاخصي است كه بدليل تاثير بر فعاليت ميكروارگانيسم ها و

بطور كلي مي توان عنوان كرد . آنزيم ها بر روند فساد موثر است

 ماهي بدليل فعاليت باكتري هاي  تازهدر فيله pHكه افزايش 

بررسي . ]22[ اتفاق مي افتد تجزيه كننده پروتئين و چربي

تيمارهاي مختلف طي زمان نگهداري در دماي  pHتغييرات 

يخچال حاكي از افزايش ميزان آن در تيمارهاي مختلف بود و 

. در تيمار شاهد مشاهده شد )افزايش(بالاترين ميزان تغييرات 

در تيمارهاي حاوي پوشش فعال  pHروند افزايش و ميزان نهايي 

ين نتايج مي تواند با اثر ضد ا. كاهش يافتنسبت به تيمار شاهد 

كروبي اسانس خالص و نانوليپوزوم شده پونه مرتبط باشد كه يم

از فعاليت ميكروارگانيسم ها و در نتيجه توليد متابوليت هاي بازي 

نتايج مشابهي در اين رابطه توسط . حاصل از آن ممانعت مي كند

 .]28، 22[ ديگر محققان گزارش شده است

  

  

Fig 2 Changes in the total volatile basic nitrogen 
(TVB-N) and pH value of Rainbow trout fillets, 

Blank: uncoated samples; Gelatin: samples coated 
with Gelatin; G+EO2%: samples coated with 

Gelatin+2% oregano essential oil; G+L.EO2%: 
samples coated with Gelatin+oregano essential oil 
(2%) nanoliposomes during storage at 4°C for 16 

days. 
 

  گيري كلي نتيجه- 4
نتايج آزمون هاي مختلف ميكروبي و شيميايي نشان داد كه اعمال 

 پوشش ژلاتيني استخراج شده از فلس ماهي كپور معمولي هرچند
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فساد  باكتريايي  كنترل عواملبركه در حالت خالص تاثير چنداني 

نداشت اما فعال سازي آن بوسيله اسانس پونه كوهي در حالت 

خالص و ريزپوشاني شده توانست روند رشد باكتري هاي 

مختلف را طي زمان نگهداري كنترل كرده و مدت ماندگاري تكه 

 از جنبه ار شاهدهاي فيله ماهي قزل آلا را در قياس با تيم

بطور كلي .  تاحد قابل قبولي افزايش دهدهاي باكترياييشاخص

تاثير ممانعتي پوشش هاي فعال در طول و پايان زمان نگهداري 

 بارباكتريايي كل و انتروباكترياسه نمود بيشتري هايدر شاخص

اعمال پوشش هاي محتوي اسانس ريزپوشاني شده بويژه . داشت

تاثير بهتري نسبت به اسانس ) 8 روز تا(در روزهاي نخست 

 pH و TVB-Nهمچنين كمتر بودن ميزان . خالص داشت

تيمارهاي فعال در قياس با تيمار شاهد و ژلاتين خالص همسو با 

تغييرات مشاهده شده در آزمون هاي ميكروبي بوده و در واقع 
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Comparative evaluation of the effect of gelatin coating enriched with 
pure and nanoliposome Oregano essential oil on microbial quality of 

Rainbow trout fillet during cold storage (4 ± 2°C) 
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The effects of gelatin derived from Common carp scales enriched with pure and nanoliposome Oregano 
essential oil (OEO) (2% oil) as a preservative coating on shelf life extension of Rainbow trout 
(Oncorhynchus mykiss) fillets during refrigerated storage (4 °C) were evaluated over a period of 16 days. 
The control and coated fillet samples with pure gelatin and gelatin contained OEO and OEO 
nanoliposoms were analyzed periodically for microbiological (total viable count, psychrotrophic count, 
Pseudomonas spp., and Enterobacteriaceae) and chemical (TVB-N, pH) characteristics. Bacteria grew 

most quickly in trout fillets control, followed by those coated with gelatin and the lowest counts were in 
coated samples with gelatin contained OEO nanoliposoms (p<0.05). The TVB-N and pH increased with 
time of storage. TVB-N and pH correlated well with the microbiological data that indicating TVB-N and 
pH may serve as a useful index for fillets spoilage. In generally, results shown that the gelatin coatings 

contained OEO and OEO nanoliposoms, resulted in a significant shelf life extension of the trout fillets as 
compared to the control samples (p<0.05). Treatment contained OEO nanoliposoms especially in the 
early days, in all analyses was better than pure essential oil. These results shown that nanoliposoms 
mainly until about a week after storage, enhanced the effectiveness and sustainability antibacterial 
properties of essential oils. 
 
Keywords: Gelatin, Essential oil, Nanoliposome, Storage, Rainbow trout  
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