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 ی  و بررسin vitroن بصورتیکسی بیعی رنگ طبیکروبیت ضد مین فعالییتع
  م ی اسنک حجییستم مدل غذایکاربرد آن در س

  
  2انی بلوري، شاد3ي بروجردی، سمانه رضائ2ینی، فرشته حس1یلانیالناز م

 
 ي خراسان رضویجهاد دانشگاه- یی مواد غذاي پژوهشکده علوم وفناور- یی مواد غذاي فرآوریار گروه پژوهشی استاد-1

  ي خراسان رضویجهاد دانشگاه- یی مواد غذاي پژوهشکده علوم وفناور- یی غذايهای افزودنیار گروه پژوهشی استاد-2
   مشهدی دانشگاه فردوس- ییع غذای گروه علوم و صنا-  ارشد ی کارشناسي دانشجو-3

 )01/05/97: رشیخ پذی  تار96/ 08/06:  افتیخ دریتار(

  
  

  دهیچک
هاي سنتزي، منجر به افزایش روزافزون تقاضا براي رنگهاي طبیعی در صنایع مختلف غذایی امروزه آگاهی مصرفکنندگان از خطرات ناشی از مصرف رنگ

به استافیلوکوکوس اورئوس، اشرشیاکولی و لیستریا اینوکوا هاي میکروبی بیکسین در برابر میکروارگانیسم تاثیرات ضدیهدف این پژوهش بررس. شده است
به عنوان یک ترکیب )  درصد42/0 و 28/0، 14/0(ن یکسیسپس سطوح مختلف ب.آن بودMBC و MICگیري میزان روش تعیین قطر هاله بازدارنده و اندازه
 شامل ی به روش هانترلب، حس*L*,a*,bشاملیهاي رنگآن بر ویژگیم استفاده شده وتاثیر یون دراژه اسنک حجیرنگی طبیعی و سلامتی زا در فرمولاس

، کپک و مخمر، ی نقطه و میکروبی شامل شمارش کل5ک ی به روش هدونیرش کلی و پذي، شکل ظاهریرنگ، بو و طعم ، بافت و احساس دهان
 بیکسین در ج بدست آمده،یبر اساس نتا. دی گردیابیران ارزی ایارد مل استانديسه با نمونه شاهد مطابق با روش های فراورده در مقایاکلیاشرشاسه، یانتروباکتر

بیش از استافیلوکوکوس  بر mg/ml 2/1تاثیر بازدارنده بیکسین تا غلظت . برابر هر سه میکروارگانیسم مورد آزمون اثرات بازدارندگی چشمگیري نشان داد
)  کمتریی و روشنايزرد( کمتر *b و *Lر یو مقاد) شتری بيقرمز( بالاتر *aر ین، مقادیکسیش غلظت بی اسنک،با افزايدر نمونه ها. دو باکتري دیگر بود

کاربرد .  نمودندیابینمونه ها مطلوب تر ارزر یسه با ساین را در مقایکسیب% 42/0 ي حاوي، داوران نمونه های حسي هایژگیدر مجموع و.مشاهده شد
  . ن مشاهده نشدیکسی بي حاوين رشد کپک و مخمر در نمونه هایهمچن. دی کل در نمونه ها گردیکروبی دار بار میم سبب کاهش معنین در اسنک حجیکسیب

  
  یعین، اسنک، رنگ طبیکسی، بMIC،یکروبیت ضد میفعال :واژگان دیکل
  
  
  

                                                             
 مسئول مکاتبات: fereshtehosseini@yahoo.com 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

sc
t.m

od
ar

es
.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
2-

16
 ]

 

                             1 / 11

https://fsct.modares.ac.ir/article-7-12883-fa.html


 ...ن بصورتیکسی بیعی رنگ طبیکروبیت ضد مین فعالییتع و همکاران                                                          یلانیالناز م

 386

 مقدمه - 1
امروزه سطح آگاهی مصرف کنندگان و تولیدکنندگان در ارتباط 
با مشکلات ناشی از مصرف غذاهاي ناسالم رو به افزایش است، 
بنابراین تقاضا براي مواد طبیعی بهبود دهنده سلامت روز به روز 

 یعی طبي رنگ هاي زایرات مثبت و سلامتیتاث. افزوده می گردد
 یژگیده است و ویثبات رس محققان مختلف به ايدر پژوهش ها

، یعروق- ی قلبي هايماری، ضد بی، ضد سرطانیدانی اکسی آنتيها
لذا . ]1[د قرار گرفته استیبات مورد تاکین ترکیا .... یضد التهاب

جاد ی ضمن ایی غذايد فراورده هاین رنگ ها در تولیاستفاده از ا
 يل به غذاهای را تبدییظاهر مطلوب و بازارپسند، محصولات غذا

  .دی نمای دارو م-  غذایگر نوعیعملگر و به عبارت د
بیکسا از پریکارپ دانه هاي گیاه گرمسیري  (E160b)رنگ آناتو 

 به دست آمده و کاربردهاي گسترده Bixa orellana)(نا  اورلا
اي در صنایع غذایی، داروسازي و تولید مواد آرایشی و بهداشتی 

 مختلفی شناسایی شده اند، در دانه هاي آناتو کاروتنوئیدهاي. دارد
 درصد کل 80اما رنگدانه اصلی آن بیکسین است که بیش از 

محتوي کاروتنوئیدهاي آناتو را تشکیل داده و یک مونو متیل استر 
 .]1[ باشد یمحلول در روغن م

پرو .  تن است14500 سالانه دانه آناتو ید جهانین ، تولیطبق تخم
 7500 آن هستند و سالانه د کنندهی تولی اصليل کشورهایو برز

 تن 150 آن که معادل ٪ 2 دهند که فقط یتن دانه  کشت م
مانده در ی رود و باقین است، جهت استخراج رنگ به کار میکسیب

 یبازار اصل.  رسدیه به فروش می به صورت ادویبازار محل
  ].1[ و ژاپن است ی غربيکا ، اروپایمصرف آناتو امر

، ی لبني مانند فراورده هاییذاآناتو در محصولات مختلف غ
 غلات، محصولات ي، فراورده هاین، روغن سالاد، بستنیمارگار

س، برنج، انواع سوپ، انواع سس ها، انواع یاکسترود شده، سوس
نها، یری، شی، محصولات گوشتی ماهي ها، فراورده هایدنینوش

ن و یپیلیک و فیا، مکزیدر اسپان. ک ها و تنقلات کاربرد داردیک
 دانه آناتو به عنوان ی و جنوبي مرکزيکای امرير کشورهایسا

  ].3و2[ شود ی مصرف میچاشن
ر مجاز آناتو ی نشان داده اند که مصرف مقادیمطالعات سم شناس

 mg/kg زانیبه م) ن یکسینورب ( ٪0,1م یمتوسط رژ. من استیا
وزن بدن در زنان اثر  mg/kg 76وزن بدن  در مردان و 69

دها یر کاروتنوئین نسبت به سایکسیب.  نشان نداده استيریمغا
 24ن و یکسی ساعت در مورد ب8عا جذب خون شده ، بعد از یسر

طبق ]. 4[ شود ین پلاسما شفاف میکسیساعت در مورد نورب
 ین اثرات درمانیکسین و نوربیکسی انجام شده بیمطالعات علم

 بالا داشته  خونی مبتلا به قند و چربیابتی دي در موشهايموثر
ر ی موجود در دانه آناتو نظیبات فنلیدها و ترکیکاروتنوئ. اند

 هستند که در درمان يویواکتیبات بین، ترکیکسین و نوربیکسیب
ب ید و تخری، آب مرواری عروقی، قلبی التهابيهایماری از بياریبس

ن دانه آناتو به یهمچن.  قرار گرفته انديادیماکولار  مورد توجه ز
ل یز گرانی انول و نيبات توکوفرول، توکوتریتن ترکل داشیدل

 یل درمانیپتانس)  دانه است ی ترپنیب اصلیکه ترک( ول یگران
گر ی ديهای بررس].5[ در سل و تومورها نشان داده است يموثر

، ضد تشنج، ضد تب، ضد اسهال، ضد گونوره و یابتیاثرات ضد د
د کرده ییه آناتو را تایه و ری کبد، کليهایماری در بیز اثرات درمانین

  ].6[اند 
 مختلف ي بخش هایکروبی مختلف اثرات ضد ميدر پژوهش ها

گالیندوکاسپیرنا  قرار گرفته است از جمله یآناتو مورد بررس
، ونوگوپالان و همکاران )2011(سلوي و همکاران ،تمیل)2003(
  . ]7،8،9،10[...و ) 2013(، هاجوري و همکاران )2012(

ه ذرت به عنوان یکی یم شده برپای حجياسنک هادر حال حاضر 
ان وعده ها در دنیا و کشور ما مصرف می شوند یاز مقبول ترین م

و جایگاه این محصول در سبد غذایی خانواده هاي ایرانی نیز تا 
 مختلف به ی رنگيافزودنی ها. حدود زیادي تثبیت شده است

ورد  این محصول ميجاد ظاهر جذاب و بازارپسندیمنظور ا
 ياستفاده قرار می گیرند که در حال حاضر اغلب آنها از نوع سنتز

لو بوده و آثار سوء آنها برسلامت مصرف یر سان ست ینظ
کودکان و (ر از نظر سلامت یب پذیکنندگان به خصوص اقشار آس

تحقیقات مختلف نشان دادند که . ده استیبه اثبات رس) نوجوانان
م، کهیر، بیش فعالی در  عوارضی نظیر آسیهاي مصنوعرنگ

  .کنندایجاد می کودکان، تضعیف سیستم ایمنی و یا حتی سرطان
میکروبی بیکسین در برابر در این پژوهش تاثیرات ضد

استافیلوکوکوس اورئوس، اشرشیاکولی و هاي میکروارگانیسم
گیري به روش تعیین قطر هاله بازدارنده و اندازهلیستریا اینوکوا 

ن از آنجا یهمچن.  قرار گرفتی مورد بررسMBC و MICمیزان 
ن در سیستم هاي غذایی یکسیکه اطلاعاتی پیرامون کاربرد ب
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م و نحوه اثر آن بر بار میکروبی در این یمختلف نظیر اسنک حج
محصولات در دست نیست و نیز با توجه به اثرات سلامتی زایی 

ها در سبد غذایی ن  و مصرف بالاي اسنکیکسیچشمگیر ب
وارهاي ایرانی و علاقمندي کودکان به مصرف این محصولات، خان

در این پژوهش با رویکرد بهبود ارزش تغذیه اي و افزایش سطح 
سلامت فراورده هاي غذایی، تاثیر افزودن سطوح مختلف رنگ 

 و میزان بار میکروبی یبر ویژگیهاي رنگی، حس) نیکسیب(آناتو 
  .ز مورد بررسی قرار گرفتیاسنک ن

  

  اد و روش  مو- 2
   مواد- 2-1

ماده ي اولیه بلغور ذرت  از کارخانه ذرت طلایی تامین 
 یمه صنعتی نی و تولیقاتی آناتو از مرکز تحقیعینگ طبر.گردید
 دي متیل سولفوکسید حلال، ی جهاد دانشگاهیی غذاي هایافزودن

)DMSO(اتانول و هگزان از شرکت مرك آلمان تهیه شدند ، .
لیستریا اینوکوا هاي مورد استفاده در آزمون شامل باکتري

(ATCC33090)،اورئوساستافیلوکوکوس (ATCC25923) و
ط کشت یون محید کلکسیتول(ATCC25922)اشرشیاکولی

ر شده در گروه علوم و صنایع غذایی یتکث (ATCC)کایامر
هاي مولر هینتون محیط کشت. دانشگاه فردوسی مشهد، تهیه شدند

ینتون آگار ساخت شرکت مرك آلمان مورد استفاده براث و مولره
 بر دیسک، از µg10دیسک استاندارد جنتامایسین . قرار گرفتند

  .شرکت پادتن طب تهیه شد
 بررسی اثرات ضدمیکروبی بیکسین به - 2-2

  سکیروش انتشار د
به منظور تعیین وجود یا عدم وجود فعالیت ضد میکروبی بیکسین 

گیري قطر هاله عدم رشد مورد در ابتدا روش دیسک و اندازه
، mg/ml 8/4، 4/2هايبدین منظور غلظت. استفاده قرار گرفت

هاي محلول. ن در حلال مناسب تهیه شدیکسی از ب6/0، 2/1
.  استریل شدندµm  45/0حاصل با استفاده از میکروفیلتر سرنگی

ور ها غوطهقه در محلولی دق15هاي بلانک به مدت سپس دیسک
تلقیح با استفاده از سوآپ . شدند تا کاملا به محلول آغشته گردند

  cfu/mlاستریل آغشته به سوسپانسیون میکروبی تهیه شده معادل

در .  بر روي سطح محیط کشت مولر هینتون آگار انجام شد108
هاي آغشته شده به محلول ستفاده از پنس استریل، دیسکانتها با ا

ضدمیکروب در سطح محیط کشت قرار داده شده و با کمی فشار 
 C°37 ساعت در دماي24ها به مدت پتري. ثابت گردیدند

گذاري شده و طی این مدت از نظر تشکیل هاله عدم گرمخانه
بیوتیک لازم به ذکر است که آنتی. رشد مورد بررسی قرار گرفتند

به عنوان کنترل مثبت و ) بر دیسکµg 10(استاندارد جنتامایسین 
محیط کشت فاقد دیسک به عنوان کنترل منفی در آزمون مورد 

ها آزمون در سه تکرار انجام شده و قطر هاله. استفاده قرار گرفت
  . گیري شد متر اندازهیلیبا استفاده از کولیس و برحسب م

  (MIC)ازدارنده تعیین حداقل غلظت ب-2-3
ن و به منظور اطمینان از صحت کار، یکسیبه دلیل رنگی بودن ب

 و 1تعیین حداقل غلظت بازدارنده به دو روش میکرودایلوشن
  .  انجام شد2رقت در آگار

  1زرقت ی به روش رMICتعیین -2-3-1
-  ساعت از میکروارگانیسم24در روش میکرودایلوشن ابتدا کشت 

سپس . هاي موردنظر بر محیط کشت مولر هینتون آگار انجام شد
به هر . ها تهیه شد از میکروارگانیسم5×106سوسپانسیون میکروبی 

 از این سوسپانسیون µL12,5 خانه مقدار 96چاهک از پلیت 
 در حلال mg/ml 1محلول استوك با غلظت . افزوده شد
DMSO از بیکسین تهیه شده و سپس با استفاده از محیط کشت 

هاي متوالی از این محلول تهیه استریل مولر هینتون براث  رقت
 از ماده ضدمیکروب افزوده µL 125به هر چاهک مقدار . شد

. گذاري شد ساعت گرمخانه24 به مدتC°37ها درشده و پلیت
کلراید تترازولیومفنیلگذاري محلول تريپس از طی مدت گرمخانه

 از این µL25 تهیه شده و به هر چاهک mg/ml 5با غلظت 
هایی که رشد میکروبی اتفاق افتاده در چاهک. معرف افزوده شد

باشد ظرف کمتر از نیم ساعت، رنگ قرمز تیره یا ارغوانی ایجاد 
 غلظت مربوط به اولین چاهک که در آن رشد میکروب. شودمی

 ترکیب MICروي نداده و رنگ قرمز تشکیل نشد، به عنوان 
  .ضدمیکروب درنظر گرفته شد

  به روش رقت در آگارMIC تعیین -2-3-2 

                                                             
1. Microdilution 
2. Agar dilution method 
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طور گسترده تحت تاثیر هاي میکروبی بهجا که نتایج آزموناز آن
ها باید توانند متفاوت باشند، روش انجام آنشرایط آزمون می

 داده شده در این بخش بر اساس روش توضیح. استاندارد شوند
 براي EUCAST4 و CLSI3هاي دستورالعمل سازمان و کمیته

) 2008(باشد که توسط ویگاند و همکاران روش رقت در آگار می
هاي با تعداد در روش رقت در آگار محلول. ارائه شده است

هاي حاوي محیط مشخص سلول باکتري، مستقیما داخل پلیت
باشند، هاي مختلف ماده ضدمیکروب میکشت که داراي غلظت

- گذاري، حضور پرگنهپس از طی دوره گرمخانه. شوندتلقیح می

ها ي بر روي پلیت، دلالت بر رشد میکروارگانیسمهاي باکتر
صورت هاي متوالی بیکسین بهدر این روش، رقت. خواهد داشت

mg/L 50 ،100 ،150 ،200 ،250 ،300 ،350 ،400 ،450 ،500 ،
 ماده ضدمیکروب، در mg/L10000ز محلول اولیها600 و 550

جمعیت با توجه به آن که . محیط کشت مولر هینتون آگار تهیه شد
 می باشد، 104میکروبی توصیه شده در روش رقت در آگار 

 بار و 4سوسپانسیون میکروبی با استفاده از محلول رینگر استریل 
 از µL 100سپس مقدار.  رقیق شد1/0هر بار به میزان 

ها  از هر میکروب به پلیتcfu/ml 104سوسپانسیون میکروبی 
.  کشت پخش شدطور یکنواخت در سطح محیطتلقیح شده و به

- هاي تلقیح شده فاقد بیکسین به عنوان کنترل منفی و پلیتپلیت

ن و بدون تلقیح به عنوان کنترل مثبت درنظر یکسیهاي حاوي ب
 C°37 ساعت در دماي24ها به مدت پلیت.  گرفته شدند

ها گذاري شدند و پس از طی این مدت از نظر رشد پرگنهگرمخانه
رقت مربوط به اولین پلیت که در آن . مورد ارزیابی قرار گرفتند

  ].11[. گزارش شدMICرشدي مشاهده نشد، به عنوان 
  (MBC)تعیین حداقل غلظت کشنده -2-3-3

هایی که از نظر به منظور تعیین حداقل غلظت کشنده از چاهک
ها منفی بودند، با استفاده از سوآپ استریل رشد میکروارگانیسم

نمونه برداشته و بر روي پلیت حاوي محیط کشت جامد مولر 
-  ساعت گرمخانه24پس از . هینتون آگار کشت سطحی داده شد

ها از نظر رشد میکروبی مورد ، پلیتC° 37گذاري در دماي
هاي فاقد رشد اولین رقت در پلیت. بررسی قرار گرفتند

  . گزارش شدMBCمیکروارگانیسم ، به عنوان 

                                                             
3. Clinical and Laboratory Standards Institute 
4. EuropeanCommittee for Antimicrobial Susceptibility Testing 

  مونه هاه نی ته- 2-4
چ یفرمولاسیون پایه اسنک با استفاده از دستگاه اکسترودر دومارپ

 موجود در پایلوت پژوهشکده علوم و فناوري مواد غذایی جهاد
. د شدیتول )  JinanSaxinشرکتDS56مدل(دانشگاهی مشهد 

 بلافاصله در آون هواي داغ براي يدینمونه هاي اکسترود شده تول
 درجه سانتیگراد خشک شده و درون 40 ساعت در2مدت 

هاي پلاستیکی پلی اتیلنی تا انجام آزمایشات تکمیلی دور از کیسه
  .نور و در دماي اتاق نگهداري شد

 یبا استفاده از روغن نبات)  اسنکيپوشش طعم دار رو(دراژه 
 و یقاتیه شده در مرکز تحقیته( آناتو یعی، رنگ طب)برند لادن(

، طعم )ی جهاد دانشگاهیی غذاي های افزودنیمه صنعتی نیتول
 یو نمک خوراک)  گلشاد مشهدییع غذایشرکت صنا( دهنده 

 کل 60%زان یون دراژه به میدر فرمولاس. د شدیتول) یبازار محل(
 به کار گرفته شد که شامل ي مواد پودر40% و یدراژه روغن نبات

 پودر آب ی درصد و مابق42/0 و 28/0، 14/0 سطح رنگ در سه
 دراژه طعم 5/1%زان یون به میدر هر فرمولاس. ر فرموله شده بودیپن

) دراژه+اسنک( کل وزن محصول 2/0% زان یز به میدهنده و ن
 50% به صورت شاملییت محصول نهایدر نها. نمک افزوده شد

  .دیه گردیته) ذرت اکسترود شده(ه ی پا50%دراژه و 
  ز رنگ نمونه هایآنال- 2-5

م در ین در اسنک حجیکسیبه منظور ارزیابی قدرت رنگی ب
مقایسه با نمونه هاي شاهد، رنگ نمونه ها با استفاده از دستگاه 

تفاوت . ساخت امریکا اندازه گیري شد colorflex هانترلب مدل
، )روشنی (L شامل CIELABهاي رنگی بصورت ارزش هاي 

a) سبزي- قرمزي ( وb) رنگ سنج با . ثبت گردید) آبی- زردي
 ,x=77.25, y=82.09(استفاده از صفحه سیاه و سفید

z=87.27 (براي هر نمونه فنجانک با چرخش . استاندارد شد
 از چهار جهت مختلف قرار گرفته و در هر جهت ارزش °90

  .هاي فوق قرائت گردید
  ی حسي هایژگی ویابیارز- 2-6

 ي نقطه ا5ک ید شده به روش هدونی تولي نمونه هایآزمون حس
مه ی نفر از پرسنل ن8ن کار ی ايبرا.  قرار گرفتیابیمورد ارز

ده پژوهشکده علوم و فناوري مواد غذایی جهاد یآموزش د
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ط استاندارد یآزمون پنل در شرا. دانشگاهی مشهد انتخاب شدند
 يبه نمونه ها کدها. رفتی انجام پذیفیشگاه کنترل کیدر آزما

 از تداخل نمونه ها بعد از يری جلوگيداده شد و برا یتصادف
شگاه در ی آزماينور و دما.  هر نمونه از آب استفاده شدیابیارز

و نور مخلوط c  25° دما حدود(هنگام آزمون به طورمناسب 
نمونه ها از نظر رنگ، بو و طعم ، . دیم گردیتنظ)د وزردیسف

رش ی و پذي، شکل ظاهریو احساس دهان) ی و سفتینرم(بافت
 2نه خوب نه بد؛ = 3خوب؛ = 4ار خوب؛ یبس= 5 به صورت یکل
  . قرار گرفتندیار بد مورد بررسیبس= 1بد و = 

  می اسنک حجیکروبین بار میی تعيآزمون ها- 2-7
 ی بر اساس استاندارد ملی شامل شمارش کلیکروبی ميآزمونها

زان کپک و مخمر بر اساس ین میی ؛ تع5272- 1ران شماره یا
 و یی؛ جستجو، شناسا10899- 2ران شماره ی ایاندارد ملاست

-2ران شماره ی ایاسه بر اساس استاندارد ملیشمارش انتروباکتر
 بر اساس استاندارد شماره یاکلیاشرش و جستجو و شمارش 2461
  .]12[ صورت گرفتین تعداد احتمالیشتری با روش ب2946

  (PCA)ی کشت مورد استفاده جهت شمارش کليط های مح

plate count agarماركScharlauکپک و مخمريا؛ برایاسپان  

yeast glucose chloramphenicol (YGC)  مارك 

Liofilchem یع غنیط کشت مای محیاکلیشیاشرا؛ جهت  یتالیا 
 Merk KGaAمارك laurylsulfate brothیکننده انتخاب

 violet red bileط کشتیاسه از محی  انتروباکتريآلمان و برا

glucose agar (VRBGA) ماركLiofilchem ا یتالیا
  .دیاستفاده گرد

 گرم از 10ران، ی ایشات، طبق روش استاندارد ملی انجام آزمايبرا
ن و نمونه شاهد فاقد یکسیب% 42/0 ياسنک حاو(هر نمونه 

ط یر هود در شرایکه کاملا خرد و مخلوط شده بود، ز) نیکسیب
 صفر 2 يکنار شعله، توسط ترازول و یکاملا استر

ل یک اسپاتول استرید و با استاده از ین گردیآلمان توزKernمارك
نمونه . ل منتقل شدینگر استری محلول رcc 90يبه درون ارلن حاو

 یقه کاملا همزده شد تا مخلوطی و به مدت چند دقیبه خوب
 از یالی سريسپس رقت ها. دیکنواخت و هموژن به دست آی

 از هر رقت به cc   1سپس. ه شدینگر تهی محلول رنمونه در

. دیمنتقل گردVRBGAوPCA ،YGCلی استريتهایداخل پل
ن یشتری با استفاده از روش بیاکلیشی اشرییجهت آزمون شناسا

 که یشی به داخل لوله آزما10 - 1از رقت cc10 یتعداد احتمال
ح ی و لوله دورهام است تلقیط کشت انتخابیمحcc  10 يحاو
ت و در دو تکرار انجام ی کشتها به صورت پورپلی تمام.شد
 c°  در داخل انکوباتوريط هوازیدر شراPCAيتهایپل. دیگرد

 شده و سپس جهت ي ساعت گرمخانه گذار24 به مدت30 
ز در ینYGCيتهایپل. دی گردی ها بررسیشمارش تعداد کلن

 روز 5- 7 مدت ي براc  25° داخل انکوباتوريط هوازیشرا
 c  37°يدر دماVRBGAيهاین پلتیهمچن.  شديگذارگرمخانه 
 ي دورهام دار حاويلوله ها. دی گردي ساعت نگهدار24به مدت 

 ساعت گرمخانه 48ز به مدت ین lauryl sulfate brothطیمح
به منظور آزمون .  شدندید گاز بررسی و از نظر توليگذار

 ي حاويه به داخل لوله های اولي از  لوله های سی س1يدییتا
ح شده، یتلق  EC-Boullionای EC یع انتخابیط کشت مایمح

 و يگرمخانه گذارc  44° ي ساعتداخل بن مار48مجددا به مدت
  .دی گردید گاز بررسیسپس از نظر تول

  ل آماريیه و تحلیتجز- 2-9
به منظور . ها در قالب طرح کاملا تصادفی انجام شدندآزمایش

 و آزمون Mstatcافزار ها از نرمآنالیز واریانس و مقایسه میانگین
مارها توسط یبررسی اثرات متقابل ت. دیفاکتوریل استفاده گرد

  . انجام شدα>05/0 ي داری در سطح معنLSDآزمون
  

  ل داده هایه و تحلی تجز- 3
 نتایج بررسی اثرات ضدمیکروبی بیکسین - 3-1

  invitroستم یدر س
 نتایج آزمون هاله عدم رشد  -3-1-1

شود، بیکسین در برابر هر سه مشاهده می1گونه که در شکلهمان
میکروارگانیسم مورد آزمون اثرات بازدارندگی چشمگیري نشان 

 بر mg/ml 2/1تاثیر بازدارنده بیکسین تا غلظت . داد
همچنین در غلظت . بیش از دو باکتري دیگر بوداستافیلوکوکوس 

mg/ml 4/2 در یستریا اینوکوال، هاله بازدارنده بزرگتري در برابر 
. بیوتیک استاندارد جنتامایسین تشکیل شدمقایسه با آنتی
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 کاملا بازدارنده اشرشیاکلی بیکسین در برابر mg/ml 8/4غلظت
  .اي در پلیت مربوطه رشد نکردکه هیچ پرگنهطوريبود، به

کند از جمله فلیشر و نتایج دیگر محققان، نتایج فوق را تایید می
گزارش کردند که عصاره استخراج شده اتانولی ) 2003(همکاران

، فعالیت بازدارندگی چشمگیري در برابر )بیکسین(از دانه آناتو 
هاي گرم مثبت و گرم منفی مختلف از جمله باکتري

کاندیدیا مخمر  و قارچ شبهاشرشیاکولی و اورئوساستافیلوکوکوس
 غلظت ها قطر هاله بازدارنده این عصاره باآن. داردآلبیکانس 
mg/ml 10 متر  میلی20 معادل استافیلوکوکوس اورئوس را براي

  .]13[متر گزارش نمودند میلی5/22معادل اشرشیاکولی و براي 
نیز عصاره اتانولی آناتو ) 2013(در پژوهش هاجوري و همکاران 

این محققان . داري معرفی شده استداراي اثر ضدمیکروبی معنی
 را در برابر mg/ml 10اره در غلظتقطر هاله بازدارنده این عص

  .]10[متر گزارش کردند میلی11معادل کولی، اشرشیا

  
Fig 1 Diameter of inhibition zones of different 
concentration of bixin againstS. aureus, Ecoli, 

L.inocoa. 
در تحقیقات دیگر مقدار میکروارگانیسم تلقیح شده و غلظت ماده 
ضدمیکروب در نتایج آزمون بازدارندگی موثر دانسته شده است 

تواند شود، میهمچنین اختلافاتی که در نتایج مشاهده می]. 14[
هاي ترکیبات داراي خاصیت ضدمیکروبی ناشی از تفاوت غلظت

هاي استحصالی باشد که وابسته در گیاه اولیه و به تبع آن عصاره
هاي ژنتیکی گونه گیاه و یا شرایط محیطی است که گیاه به تفاوت

هاي همچنین اختلافات زیرگونه. در آن رشد نموده است

هاي جزئی تواند منشاء دیگر تفاوتها نیز میمیکروارگانیسم
  ].15[موجود در نتایج باشد 

ناتو اثر ضدمیکروبی گزارش کرد که آ) 2003(گالیندوکاسپیرنا 
استافیلوکوکوس اورئوس، باسیلوس سرئوس و قوي روي 

ها  دارد، اما بر روي اسیدلاکتیک باکتريکلستریدیوم پرفرنجنس
لاکتوباسیلوس همچنین روي . دهدتاثیر ضعیفی نشان می

 داري نداردو مخمرها اثر معنیپلانتاروم، لاکتوباسیلوس بیفیدوم 
]7[ .  

تاثیر ضدمیکروبی عصاره متانولی ) 2011(سلوي و همکاران تمیل
هاي بیماریزاي مختلف از دانه و برگ آناتو را بر روي باکتري

مورد بررسی قرار دادند و گزارش استافیلوکوکوس اورئوس جمله 
ها در اغلب موارد تاثیر کردند که عصاره حاصل از برگ

ها وجود آن. بازدارندگی بیشتري نسبت به عصاره دانه دارد
ها را ها، استروئیدها و ساپونینترکیباتی نظیر فلاوونوئیدها، تانن

  .]8[ در عصاره گزارش کردند
اثر ضدمیکروبی عصاره دانه و ) 2012(ونوگوپالان و همکاران 

هاي گرم مثبت و گرم منفی مختلف برگ آناتو را در برابر باکتري
فعالیت ضد یکروبی مورد بررسی قرار دادند و گزارش کردند که 

توانند کاربردهاي ها چشمگیر بوده و بر این اساس میاین عصاره
  ].9[غذایی و دارویی مختلفی داشته باشند

  MICنتایج تعیین میزان  -3-1-2
 در روش رقت در آگـار بـراي بیکـسین در        MIC،  1مطابق جدول 

 اورئــوس  اســتافیلوکوکوس ،400 بزرگتــر از اشرشــیاکولیمــورد 
گـرم در لیتـر      میلـی  250بزرگتر از    لیستریا اینوکوا     و 100بزرگتر از   

  .تعیین گردید
MIC            هـاي   تعیین شـده بـراي بیکـسین در برابـر میکروارگانیـسم

.  نـشان داده شـده اسـت       2زرقـت در جـدول      یمنتخب در روش ر   
شـود، دامنـه اعـداد بدسـت آمـده در دو          گونه که مشاهده می   همان

  .داشتندروش با یکدیگر مطابقت 
  (MBC) نتایج تعیین میزان -3-1-3

 3در جدول  (MBC)نتایج تعیین میزان حداقل غلظت کشنده 
  .قابل مشاهده است
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Table 1 Minimum inhibitory concentration (MIC) of bixin against selected bacterial strains in agar 

dilution method 
 

Escherichia Coli Staphilococcus aureus Listeria inocoa Anti-microbial agent concectration 
(mg/L) 

+ + + 50 
+ + + 100 
+ - + 150 
+ - + 200 
+ - + 250 
+ - - 300 
+ - - 350 
+ - - 400 
- - - 450 
- - - 500 
- - - 550 
- - - 600 

(+) indicates microbial growth and (-) is a sign of non- microbial growth. 
 

Table 2 MIC of  bixin against selected bacterial strains in  microdilution method 
 

bixin 

Escherichia 
Coli 

Staphilococcus aureus 
 

Listeria 
inocoa 

 

0.5 0.125 0.5 MIC (mg/mL) 
 

 
Table 3 MBC of  bixin against selected bacterial strains 

bixin 

Escherichia 
Coli Staphilococcus aureus Listeria 

inocoa 

 

2 0.25 1 MBC (mg/mL) 

 
 در مجمــوع نتــایج آزمــون میکروبــی حــاکی از تــاثیر بازدارنــدگی 

اسـتافیلوکوکوس  هـاي گـرم مثبـت       بیکسین در برابـر بـاکتري     قوي
  اشرشـیاکولی نسبت به باکتري گرم منفی  لیستریا اینوکوا    و   اورئوس

هاي گـرم مثبـت در      اند که باکتري  تحقیقات بسیاري نشان داده    .بود
هـاي مختلـف حـساسیت بیـشتري     برابر ترکیبات موثره یـا اسـانس   

  ]. 19-16[دهند هاي گرم منفی نشان مینسبت به باکتري

ها، به هاي گرم منفی در برابر اسانست عمومی باکتريمقاوم
شود که ها نسبت داده میوجود غشاي فسفولیپیدي بیرونی آن

عدم . باشدتقریبا در برابر ترکیبات لیپوفیلیک غیرقابل نفوذ می
هاي گرم مثبت این امکان را به وجود وجود این مانع در باکتري

ي استخراج شده در تماس هاآورد که اجزاء هیدورفوب عصارهمی
مستقیم با غشاء سلولی قرار گرفته و با تاثیر بر میزان نفوذپذیري 
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هاي مختلف، نشت ترکیبات سلولی حیاتی و یا غشاء در برابر یون
هاي آنزیمی، سبب بازدارندگی و یا مرگ از کار انداختن سیستم

  ].20[ها شوند باکتري
 همچنین محققان گزارش کردند که بین ساختار شیمیایی و 

ها و ترکیبات طبیعی رابطه برقرار فعالیت ضدمیکروبی اسانس
برخی ترکیبات فعال داراي حلقه فنلی براي ]. 14[است 

این سمیت ناشی از . شوندها سمی محسوب میمیکروارگانیسم
       کنش با تاثیر حلقه فنلی در اکسیده نمودن ترکیبات مانند وا

هاي غیراختصاصی با هاي سولفیدریل و یا انجام واکنشگروه
همچنین گزارش شده است که ترکیبات ]. 20[باشد ها میپروتئین

 تاثیر گذاشته و 5هاي خارج سلولیآلکالوئیدي بر روي پروتئین
  .]15[شوند ها میسبب بازدارندگی از فعالیت میکروارگانیسم

در عصاره اتانولی استخراج شده از دانه ) 2003(فلیشر و همکاران 
ها، ترکیبات فنولیک و آناتو، وجود ترکیبات فلاوونوئیدي، ساپونین

هاجوري و همکاران . ]13[قندهاي احیاکننده را گزارش نمودند
نیز حضور آلکالوئیدها، فلاوونوئیدها و ترپنوئیدها را در ) 2013(

این . تخراج شده از آناتو شناسایی نمودندعصاره اتانولی اس
توانند عامل ایجاد اثرات ضدباکتریایی عصاره اتانولی ترکیبات می
  ].10[آناتو باشند

ها، تمیل سلوي و در مطالعه مکانیسم تاثیر بیکسین بر باکتري
هاي تیمار شده  سلولSEMبا استفاده از ) 2011(همکاران 

 را با استافیلوکوکوس اورئوسهاي مختلف از جمله باکتري
ها بیکسین مورد مطالعه قرار دادند و مشاهده نمودند که این سلول

 .]8[اند و از هم پاشیدگی شده6اي شدندچار تجزیه، توده

  ی رنگي هایژگین وییج تعی نتا- 3-2
 یژگین را بر ویکسی مختلف بير غلظت هایج تاثی نتا4جدول 

انس داده ها نشان داد یز واریآنال.  دهدیشان مم نی اسنک حجيها

                                                             
5. Extra-cellular proteins 
6. Aggregation 

 نمونه ها یزان روشنین بر میکسی مختلف بير غلظت هایکه تاث
 ین از روشنیکسیش غلظت بی که با افزاي دار است به طوریمعن

. ره تر شده استی اسنک تينمونه ها کاسته شده و رنگ نمونه ها
 يا قرمزی a*زان ارزشین میکسی بي بالاين در غلظت هایهمچن

 که با p ) ≥05/0 ( دار نشان داده است یش معنیز افزاینمونه ها ن
ن امر مورد انتظار ین، ایکسی بیعیتوجه به قرمز بودن رنگ طب

، تفاوت مشاهده )b*ارزش  (يزان زردیدر خصوص م. است
  .p )≤05/0 ( دار نبود ین نمونه ها معنیشده ب

 *a  ری اسنک موجود در بازار، مقاديبا استناد به رنگ نمونه ها
 یی و روشنايزرد(کمتر *bو*Lریو مقاد) شتری بيقرمز(الاتر ب

 ی رنگي هایژگین بر اساس ویبنابرا.  باشدیمطلوب م) کمتر
  . باشدین مطلوب میکسیب% 42/0غلظت 

  ی حسيج آزمون های نتا- 3-3
 ي هایژگین بر ویکسی مختلف بير غلظت هایج تاثی نتا5جدول 

بر اساس .  دهدیم شده را نشان می اسنک حجي نمونه هایحس
 ي حاويانس انجام شده تفاوت رنگ نمونه هایز واریج آنالینتا
 دار یسه با نمونه شاهد معنی در مقاین از نظر داوران حسیکسیب

 شامل بافت و ی حسي هایژگیر ویدر مورد سا. p) ≥05/0 (بود
 ي حاوي نمونه هانی بی داوران تفاوتیرش کلی و پذيشکل ظاهر
ن نمونه ها با شاهد ین قائل نشدند اما ایکسی مختلف بيغلظت ها

لازم به ذکر است که تفاوت بو و طعم .  دار داشتندیتفاوت معن
 دار یز معنین و نمونه شاهد نیکسیب14/0 ي حاوينمونه ها

از طعم را ین امتین بالاتریکسی ب42/0ص داده نشد، اما نمونه یتشخ
، داوران نمونه ی حسي هایژگیدر مجموع و.ص دادبه خود اختصا

ر نمونه ها مطلوب یسه با ساین را در مقایکسیب% 42/0 ي حاويها
  . نمودندیابیتر ارز
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Table 4 Effect of different Bixin concentrations on the color properties of snack 
 

b* a* L* Bixin 
concentration 

29.55±0.54a 10..65±0.13c 57.525±0.04a 0.14% 
30.28±1.24a 14.830±0.41b 54.52±1.29b 0.28% 
28.815±0.62a 16±1.2a 51.23±1.24c 0.42% 

 Values within the same column with the different superscript meant significant difference (P≤ 0.05). 
 

Table 5 Effect of different Bixin concentrations on the sensory properties of snack samples 
Overall 

acceptability Color Appearance Texture Taste Snack sample 

3.75±0.71a 4.125±0.83a 3.75±0.89a 3.125±0.83b 3.375±0.74c 0.14% Bixin 
3.875±0.83a 3.625±1.06c 3.75±0.89a 3.5±0.53a 3. 5±0.53b 0.28% Bixin 
3.875±0.64a 4.125±0.64a 4±0.76a 3.75±0.71a 3.875±0.64a 0.42% Bixin 
3.00±0.93b 3.875±0.99b 3 ±1.2b 2.375±0.74c 3.375±0.74c control 

 Values within the same column with the different superscript meant significant difference (P≤ 0.05). 
 
  نمونه هایکروبی ميج آزمون های نتا- 3-4

 انجام شده یکروبی ميج به دست آمده در آزمون هایبر اساس نتا
م ین در اسنک حجیکسی، کاربرد ب)6جدول( نمونه ها يبر رو

.  کل در نمونه ها شده استیکروبی دار بار میسبب کاهش معن
ز ین نیکسی بي حاوين رشد کپک و مخمر در نمونه هایهمچن

 يت های که در نمونه شاهد پلیمشاهده نشده است، در حال
.  قابل شمارش بودندي های کلنيزان کپک و مخمر حاوی میابیارز

اسه در هر دو نمونه شاهد و نمونه ی و انتروباکتریاکلیاشرشزان یم
  . بودین منفیکسی بياسنک حاو

اثر ضدمیکروبی عصاره آناتو را در برابر ) 2003(گالیندوکاسپیرنا 
 4،  گونه اسیدلاکتیک باکتري5 گونه میکروارگانیسم پاتوژن، 7

 گونه مخمر مولد فساد مورد بررسی 5گونه باکتري مولد فساد و 
قرار داد و گزارش کرد که آناتو اثر ضدمیکروبی قوي روي 
استافیلوکوکوس اورئوس، باسیلوس سرئوس و کلستریدیوم 

ها تاثیر ضعیفی  دارد، اما بر روي اسیدلاکتیک باکتريپرفرنجنس
س پلانتاروم، لاکتوباسیلوهمچنین روي . دهدنشان می

  .]7[داري نداردو مخمرها اثر معنیلاکتوباسیلوس بیفیدوم 

 
Table 6 Effects of Bixin on the microbial properties of snack samples 

 
Limit according to National 

Standards of Iran Colony (cfu/g) Microbial properties  

1000 232 Total counts 
100 0 Mold & yeast 
0 0 Escherichia Coli 

100 0 Enterobacteriaceae 

Snacks Containing  Bixin 

1000 400 Total counts 
100 10 Mold & yeast 
0 0 Escherichia Coli 

100 0 Enterobacteriaceae 

control 

 

  ی کليریجه گی نت- 4
ن یکسی طبیعی بن پژوهش نشان دادرنگدانهیج بدست آمده در اینتا

بیوتیک داراي اثرات ضدمیکروبی چشمگیر و قابل مقایسه با آنتی
ن در یکسین کاربرد بیهمچن. باشداستاندارد جنتامایسین می

 ي هایژگیم سبب بهبود ظاهر و ویون دراژه اسنک حجیفرمولاس
زان کپک و ی و میکروبیت می اسنک شده و همزمان جمعیرنگ

ن کاهش یکسیسه با نمونه شاهد فاقد بیمخمر نمونه ها را در مقا
ن یکسیب% 42/0 مورد آزمون، غلظت يان غلظت هایدر م.  دهدیم
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. ص داده شدی مطلوبتر تشخی و حسی رنگي هایژگیاز نظر و
ن محصول ی اين سبب بهبود رنگ و بازارپسندیکسیکاربرد ب
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Nowadays, consumers' awareness about the dangers of using synthetic colors has been led to increasing 
demand for natural colors in various food industries. In this research, in order to study the antibacterial 
efficacy of bixin against  S.aureus, E.coli and L. Innocoa, its inhibition zones, MIC and MBC were 
determined against selected bacteria. After that bixin as a natural color additives in different concentration 
(0.14, 0.28, 0.42%) were added in the formulation of snacks.Color properties including L*,a*,b* were 
determined by hunter lab andorganoleptic  propertiesas aroma, color, texture, shape and overall 
acceptance in 5-point hedonic scale and microbial  features of samples including  total count, yeast and 
mold, Enterobacteriaceae, Ecoli were investigated with standard methods. According to the results,bixin 
showed significant inhibitory effects on all three microorganisms and its inhibitory effects up to 1.2 mg / 
ml on S.aureus were more pronounced than two other bacteria.Increasing the concentration of bixin 
caused higher value of a* (redness) and lower values of L* and b* (yellowness and brightness) in samples. 
The differences between samples containing various concentrations of bixin in organoleptic characteristics 
such as aroma, texture, appearance and overall acceptability were not significant . Overall, panelists gave 
more scores for all organoleptic properties to the samples containing 0.42% bixin. Also, in samples 
containing bixin significant decrease in total count as well as mold and yeast growth were observed. 
 
Keywords: Antimicrobial activity, MIC, Bixin, Snack, Natural color 
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