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بندي اتمسفر تغییر یافته در کنترل اثر ضد باکتریایی اسانس نارنج و بسته

 pHتحت تاثیر دما، نمک و استافیلوکوکوس اورئوس در توفوي ماهی 
 

 2 مهرنوش تدینی،1لاله رومیانی

  

  دانشگاه آزاد اسلامی، اهواز، ایرانواحد اهواز،  گروه شیلات، -1
  هواز، دانشگاه آزاد اسلامی، اهواز، ایران گروه علوم و صنایع غذایی، واحد ا-2

  )26/11/98: رشیپذ خیتار  97/ 01/12: افتیدر خیتار(
  

  چکیده
 درصد 5 درصد نیتروژن و 45اکسیدکربن،  درصد دي50( بندي اتمسفر تغییر یافته و بسته1نارنجگیاه ، نمک، اسانس pHاین پژوهش با هدف تاثیر دما، 

 37 و 25، 4، دما در سه سطح 5/7 و 6، 5/5 در سطوح pHدر این پژوهش .  ماهی انجام شدتوفويدر  2وکوس اورئوساستافیلوکدر کنترل ) اکسیژن
با توجه به نتایج به دست  .نظر گرفته شد  درصد در05/0 و 025/0، 0 درصد و اسانس نارنج در سطوح 3 و 5/1، 0 به میزانراد، نمک گدرجه سانتی

 05/0 و 025/0 با pH 5/5در .  محدودتر شداستافیلوکوکوس اورئوس رشد بود،تر هاي توفوي ماهی پایین نمونهpH که هرچه شدآمده مشاهده 
مشاهده نشد و رشد آنها به بیش  عدم رشد باکتري 5/7 و pH 6هاي توفوي ماهی عدم رشد باکتري مشاهده شد، اما در درصد اسانس نارنج در نمونه

 در توفوي ماهی افزایش استافیلوکوکوس اورئوس رشد 5/7 و pH 5/5 ،6گراد و نیز در  درجه سانتی37 و 25ش دما به با افزای. از میزان مجاز رسید
 pH 5/5 درصد و 3گراد، نمک  درجه سانتی4 درصد در دماي 05/0اسانس نارنج در سطح نتیجه این پژوهش ثابت کرد که در توفوي ماهی، . یافت

 .را کنترل کند رئوساستافیلوکوکوس او رشد توانست
  

  اسانس نارنج  بندي اتمسفر تغییر یافته،بسته ماهی، توفوي :کلید واژگان
  
  
  
  
  
  
  

                                                
 مسئول مکاتبات: l.roomiani@yahoo.com  

1. Citrus aurantium L. 
2. Staphylococcus aureus 
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  مقدمه - 1
 در دوره آن کیفیت و غذایی ماده ایمنی حفظ حاضر، قرن در

غذا  توجه متخصصین صنعت تنها نه که است امري ماندگاري
         هبلک جلب کرده، خود به را کشورها سلامت و مسئولین

 صدمات جبران تواندآن می به توجهیکم یا توجهیبی 

 ناشی از هايبیماري امروزه. کند وارد به جامعه ناپذیري
کشورهاي  در حتی دنیا جاي در همه آلوده غذاهاي مصرف
  از.]1،2[رود شمار می به اساسی یک مشکل هم پیشرفته

ل مح از دورترمناطقی  در غذایی محصولات که آنجایی
این  ماندگاري است عمر لازم رسند،میفروش  به تولیدشان

 در اغلب مصرف، آماده غذاهاي. یابد افزایش محصولات

 ماندگاري کاهش که موجب هستندسطحی  معرض آلودگی

   .]3[شود ها میآن
هاي پروتئین، چربی  و غنی ازباارزش ،مهم منابع از یکی آبزیان

 چربی ماهیان و میگوها میان این در. هستند  و انرژيغیراشباع

پیوند دوگانه و  چند غیراشباع با چرب اسیدهاياز  مهمی منبع
 و اسید اهگزائنوئیکزعمده دوکو طور  به3ترکیبات امگا 

 آبزیان حاصل از هاي فرآورده.]4[است  اسیداپنتانوییک زایکو

 سایر به نسبت و بالا هستند فسادپذیري با جزء غذاهایی

- هرچند باکتري.]5[شوند فاسد می ترریعسگوشتی  غذاهاي

زاي ذاتی در محصولات شیلاتی تازه در سطوح هاي بیماري
شوند و زمانی که این محصولات قبل از مصرف کم یافت می

پخته شوند و آلودگی اتفاق نیفتد، خطرات امنیت غذایی ناچیز 
-هایی میرشد سطوح بالاي چنین باکتري احتمال شوند، امامی

 در محصولات شیلاتی .]6[ سبب بیماري در انسان شود تواند
زا وجود دارد هاي بیماريخطر جدي باکترينیز فرآوري شده 

ها و حتی نمک و دودي کردن براي جلوگیري از رشد باکتري
  .]7[نیستند ی کاف

 عوامل تاثیر تحت هاباکتري جمله از هامیکروارگانیسم همه
 مرگ و تکثیر رشد، بر محیطی عوامل .دارند قرار محیطی
 یون غلظت تغییر یعنی Hp تغییرات .گذارند می تاثیر هاباکتري

 هاباکتري زندگی روند بر ها،باکتري زندگی محیط در هیدروژن
پذیري گوشت ماهی تاثیر مهمی بر فسادpH  .]8[ تاس موثر

ماهی دارد، چون هم بر روي جمود نعشی و هم بر روي رشد 
 کنترل رشد هايراه از یکی .]9،10[گذاردها اثر میباکتري

و  هانگهدارنده از استفاده غذاییمواد زايهاي بیماريباکتري
 به ییشیمیا مواد  افزودن.]11[باشد می میکروبی ضد ترکیبات

 رشد از جلوگیري مبناي بر غذایی معمولاً نگهداري مواد منظور

 از هاییگروهبردن  بین از و یا کشتن و هامیکروب

 بدون شک استفاده از .]12[باشد هاي مضر میمیکروارگانیسم
تواند باشد عصاره و اسانس گیاهان جایگزین بسیار مناسبی می

 شده تغلیظ گریز، آب معطر، گیاهی ترکیبات هايسانسا .]13[

 مجتمع، یاترشحی منفرد  هايدر سلول که هستند فراري و

 و سطحی هايقسمت در مجاري ترشحی هاي ترشحی،غده
و  جوانهمیوه،  گل، از جمله برگ، مختلف هايدرونی اندام

   .]14[دارند  وجود گیاهان هايشاخه
، 1کارایی اسانس پونه کوهی) 1395(اجاق و همکاران 

 الیستری جهت کنترل باکتري 3 و شوید2وشمرزنج
 را 5ايدر گوشت چرخ شده ماهی کپور نقره 4مونوسیتوژنز

 باکتري رشد بر 6زنیان اسانس تأثیر .]15[ بررسی کردند
 ،نشان داد 8کیلکا ماهی سوریمی در 7اورئوس استافیلوکوکوس

 اسانس زنیان ترکیب موثري جهت کاهش سرعت رشد باکتري
هاي  و کاهش تولید انتروتوکسین استافیلوکوکوس اورئوس

تاثیر  .]16[باشد  ناشی از آن در سوریمی ماهی کیلکا می
هاي گیاهی گل میخک، زیره و زیتون بر تغییرات اسانس

 هايفیله که داد  منجمد شده نشان9میکروبی فیله ماهی توربوت
 فساد براي از هایینشانهداراي  شاهد گروه در ماهی توربوت

 و Van Haute .]17[بود  شده ارزیابی پارامترهاي همه
تاثیرات ضدمیکروبی اسانس دارچین، پونه ) 2016(همکاران 

کوهی و آویشن در ماریناد ماهی و گوشت قرمز را بررسی 
مهار ها و مخمرها به وسیله اسانس دارچین رشد کپک. کردند

هاي گیاهی مورد مطالعه سبب ممانعت رشد اسانس. شد
رضوي روحانی و  .]18[هاي ماهی شد میکروبی در فرآورده

اثرات ضد باکتریایی ترکیبی نیسین و اسانس ) 1390(همکاران 
لیستریا بر   pH هاي مختلف نمک وپیاز تحت غلظت

ی ی اثر ضدلیستریاینشان داد که در حالت ترکیب مونوسیتوژنز
دهند که این اثرات به صورت سینرژیستی، میمؤثر را بروز 

این تأثیرات علاوه بر غلظت . افزایشی و گاهی بدون اثر است
از طرفی و .  قرار داشتpHنمک به طور کامل تحت تأثیر 

                                                
1. Origanum vulgare 
2. Origanum majorana 
3. Anethum graveolens 
4. Listeria monocytogenes 
5. Hypophthalmichthys molitrix 
6. Carum copticum 
7. Staphylococcus aureus 
8 .Clupeonella cultriventriscaspia 
9. Scophthalmus maximus 
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، رشد میکروارگانیسم از افزایش غلظت pHنظر از مقدار صرف
 بر  pHوتاثیر دما، غلظت نمک . ]19[ نمک متأثر گردید

 اثر نایسین در دماي  کهخواص ضدلیستریایی نایسین نشان داد
         درجه 9 و 4گراد در مقایسه با دماهاي  درجه سانتی14

 با نایسین ضدلیستریایی خواص  همچنین.گراد بیشتر بودسانتی

 میزان .افزایش یافت)  درصد4 و 2 (نمک غلظت افزایش
 در.  بیشتر بود7 و pH 6 نسبت به pH 5فعالیت نایسین در 

 تعداد کاهش در تاثیر بیشترین مورد مطالعه متغیرهاي بین

 و pHسپس  دما، بعد مرحله در و نمک به مربوط باکتري
باشد و در ه نارنج جزء خانواده راتاسه میگیا .]20[ن بود ینایس

پوست، گل و برگ این گیاه خواص . کندنواحی گرم رشد می
در درمان بیماري هاي گوارشی و دارویی زیادي دارد که 

  .]21[ شودعصبی استفاده می
 و 1، نمک، اسانس نارنجpHاین پژوهش با هدف تاثیر دما، 

 45اکسیدکربن،  درصد دي50( بندي اتمسفر تغییر یافتهبسته
استافیلوکوکوس در کنترل )  درصد اکسیژن5درصد نیتروژن و 

  .انجام شددر توفوي ماهی  2اورئوس
  

  هاروشو  مواد - 2
   تهیه اسانس نارنج- 2-1

 ، شهرستان دزفول،هاي برگ نارنج از استان خوزستاننمونه
آوري و توسط پژوهشکده گیاهان دارویی جهاد جمع

به منظور استخراج اسانس برگ نارنج،  .شدند دانشگاهی تایید
هاي خشک شده گیاه کاملا آسیاب و با استفاده از یک بخش

 ساعت روغن فرار آن به روش 3دستگاه کلونجر به مدت 
گیري توسط پس از آب. تقطیر توسط آب استخراج گردید

سولفات سدیم خشک، تا هنگام تعیین خواص ضدباکتریایی و 
هاي تشکیل دهنده، اسانس همچنین تشخیص و تعیین ترکیب

 .]22[اي تیره و در یخچال نگهداري شد در ظروف شیشه
از  س برگ نارنججهت سنجش و شناسایی ترکیبات اسان

ساخت  Agilent-6890دستگاه گاز کروماتوگراف گازي مدل
آمریکا، مجهز به دریچه تزریق کاپیلاري،  Agilentکمپانی 

ها، دتکتور ها و روغنستون کاپیلاري ویژه تجزیه اسانس
دماي آشکارساز و محل تزریق . اي استفاده گردیدیونش شعله

                                                
1. Citrus essential oil 
2. Staphylococcus aureus 

 1. گراد تنظیم شدنتی درجه سا180 و 160به ترتیب بر روي 
میکرولیتر از نمونه اسانس با استفاده از سرنگ میکرولیتري به 

دماي اولیه ستون روي . دستگاه گاز کروماتوگراف تزریق شد
 دقیقه، 10بعد از مدت . گراد تنظیم گردید درجه سانتی160

گراد در دقیقه به دماي  درجه سانتی2دماي ستون با سرعت 
 دقیقه دما در 75اد رسانده شد و به مدت گر درجه سانتی180

در این روش از گاز هلیوم با خلوص . این درجه باقی ماند
 درصد به عنوان گاز حامل و گاز هیدروژن به عنوان 99/99

به عنوان گاز کمکی و )  درصد99/99سوخت، ازت با خلوص
از مقایسه زمان بازداري . هواي خشک استفاده شد

هاي به دست  مجهول با کروماتوگرامهاي نمونهکروماتوگرام
هاي موجود در برگ گیاه آمده از محلول استاندارد اسانس

نارنج شناسایی شد و نتایج به صورت درصد گزارش گردید 
]23[.  
  سازي توفوي ماهی آماده- 2-2

 کپور  درصد سوریمی50/53 شامل ماهی هاي توفوينمونه
 50/8 مرغ،تخم ه درصد سفید50/12  درصد یخ،70/12 ،اينقره

  درصد روغن50/4، نشاسته آرد  درصد50/4 سویا، آرد درصد
 درصد شکر تهیه 40/2 و  نمک درصد3 یا  درصد5/1 سویا،
 دقیقه با نمک مخلوط شد، سپس 4سوریمی به مدت . شدند

بعد از .  دقیقه هم زده شد5به مخلوط شکر اضافه و به مدت 
        سفیده آرد، ویا،س آرد شامل دهنده تشکیل مواد آن سایر

. شدند مخلوط  دقیقه5به مدت  و شده اضافه روغن و مرغتخم
 دماي و شده خرد  دقیقه5مدت  به مداوم طور به این مخلوط

-سپس نمونه. نبود گرادسانتی  درجه10از  بالاتر مخلوط نهایی
 و پس از آن شده پخت  دقیقه12مدت  به ي ماهیهاي توفو

 5مدت  به گرادسانتی  درجه170ماي د هاي توفو درنمونه
 شده پخته ماهی هاي توفوينمونه. دقیقه با روغن سرخ شدند

گراد سانتی  درجه4و در دماي  خنک محیط اتاق دماي با
 6، 5/5 در سطوح pH در این پژوهش .]24[نگهداري شدند 

گراد، نمک  درجه سانتی37 و 25، 4، دما در سه سطح 5/7و 
، 0 درصد و اسانس نارنج در سطوح 3 و 5/1، 0در سه سطح 

  . درصد در توفوي ماهی درنظرگرفته شد05/0 و 025/0
  هابندي نمونه بسته- 2-3

 50(بندي اتمسفر تغییر یافته بندي از روش بستهجهت بسته
)  درصد اکسیژن5 درصد نیتروژن و 45اکسیدکربن، درصد دي

بندي اتمسفر به دلیل مطالعات مختلف اینجانب بر روي بسته(
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. تغییر یافته و با توجه به نتایج آنها، بهترین تیمار انتخاب شد
عوامل مختلف ضمن اینکه هدف این مطالعه استفاده از ترکیب 

استفاده ) hurdle سیستم  براي کنترل باکتري بودنگهدارنده
 ماهی پس از تیماربندي توسط توفويهاي تمامی نمونه. شد

 ساخت کشور هلند با A200ن مدل بندي هنکلمدستگاه بسته
بندي ظروف بسته. بندي شدندترکیب گازي مشخص شده بسته

 لایه 1آمید و اتیلن، دو لایه پلی لایه پلی2 لایه بوده که شامل 5
مقدار مورد نیازي از آرد .  میکرون بودند80چسب با ضخامت 

 دقیقه با حرارت ملایم بو داده و سپس 4 تا 3بلوط به مدت 
رارت مقدار مناسبی روغن قنادي به آن اضافه شد تا طی ح

هاي توفوي سپس نمونه. حالت تقریباً خمیري حاصل شود
  .ماهی در این پوشش خمیري قرار گرفتند

  pH کنترل دما و - 2-4
 از پس هانمونه از یک هر از  گرم5مقدار  pHبراي کنترل 

 250مقطر در یک بشر  آب لیتر میلی45آماده شدن به همراه 
لیتري توسط همزن برقی به طور کامل هموژن گردید و میلی

 713 متر دیجیتالی مدل pHها با دستگاه  نمونهpHسپس 

Metrohmو از محلول هیدروکسیدسدیم یک  گیري اندازه
و براي جلوگیري از   استفادهpHنرمال براي تنظیم مقادیر 
  شدریل، استفیلتراسیونبا استفاده از تغییرات آن، محیط کشت 

 درجه 37 و 25، 4 در سه دماي توفوي ماهیهاي نمونه .]9[
  .]25[ نگهداري شدند سانتی

   شمارش باکتري- 2-5
 از استافیلوکوکوس اورئوسسویه استاندارد و لیوفیلیزه باکتري 

محیط . هیه شدتهاي علمی و صنعتی ایران سازمان پژوهش
 براث ترپتیک سوي استافیلوکوکوس اورئوسکشت افتراقی 

)TBS( آمپول لیوفیلیزه باکتري ابتدا در شرایط استریل باز . دبو
 48انتقال و به مدت  TBS به محیط کشت مایع و سپس

سپس محیط کشت . شد گراد انکوبه درجه سانتی30ساعت در 
 دقیقه سانتریفیوژ و مایع رویی با 5باکتري به مدت  حاوي

ازي کامل به منظور جداس. محلول رینگر جایگزین گردید
 دقیقه 5دوباره به مدت  محیط کشت از باکتري محلول حاصل

توسط روش  ها در مایع زیرینتعداد باکتري. شد سانتریفیوژ
  نانومتر به دست آمد، به570سنجی در طول موج کدورت

 1×108 تقریبا معادل 1/0  تا08/0طوري که جذب نوري 
مورد  هايمونهبه ن. شد لیتر در نظر گرفتهمیلی باکتري در هر

 مورد نظر  از باکتريCFU/g 104×1 نظر از محصولات میزان

براي تعیین حداقل غلظت مهار اسانس از روش  .تلقیح شد
 چاهکی با 96هاي میکروتیتر براث میکرودایلیشن در پلیت

. استفاده شد) اکستراژن، امریکا( میکرولیتري استریل 300حجم 
آبگوشت قلب و مغز  میکرولیتر محیط 160در هر چاهک 

هاي متوالی اسانس  میکرولیتر از هر کدام از رقت20استریل، 
.  میکرولیتر کشت باکتریایی اضافه گردید20مورد مطالعه و 

 rpm 250 ثانیه با دور 30هاي میکرولیتر به مدت سپس پلیت
 ساعت 24بعد از . براي مخلوط شدن در همزن قرار داده شدند

 درجه سلسیوس در انکوباتور، 37اي گذاري و در دمگرمخانه
ها براي وجود به منظور تعیین حداقل غلظت مهاري، چاهک

کدورت به طریق چشمی بررسی و حداقل غلظتی که ایجاد 
حالت عدم رشد یا عدم کدورت مشهود با گروه کنترل به 

 میکرولیتر 20سپس . عنوان غلظت مهاري حداقل تعیین گردید
لب و مغز، کشت داده و پس از طی از نمونه در محیط آگار ق

 درجه سلسیوس عدم 37گذاري در دماي  ساعت گرمخانه24
پس از تعیین حداقل غلظت مهاري اسانس، دو . رشد تایید شد
تر از آن براي بررسی اثر اسانس گیاه نارنج بر غلظت پایین

هاي مختلف نمک  و غلظتpHروي رشد باکتري در دما، 
 ازها  شمارش باکتريبراي .]26[مورد بررسی قرار گرفت 

لیتر  میلی1/0مقدار  رقت تهیه هايلوله از هریک محتویات
به منظور . شمارش انجام گردیدبرداشته و در سطح دو پلیت 

ها شمارش کلونی به روش کشت سطحی ارزیابی رشد باکتري
 DPدر این مطالعه از شاخص . در محیط آگار انجام شد

  :استفاده گردید
Log DP= log N/ N0= log (N)-log (N0) 

 
   تجزیه و تحلیل آماري- 2-6

نتایج  . تکرار انجام شد3ها با  همه آزمایشپژوهشدر این 
 SPSS 20افزار آماري حاصل از این تحقیق با استفاده از نرم

ها به منظور میانگین داده. مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت
 درصد 95ان دار با ضریب اطمینمقایسه اختلاف معنی

)P=0.05 ( با استفاده از آنالیز واریانس یکطرفه)ANOVA (
 جهت تعیین. انجام شد) Duncan test(و آزمون دانکن 

تیمارهاي مستقل از  وجود و یا عدم وجود تفاوت در میانگین
 Paired- Samples(هاي جفتی   با نمونهTیکدیگر از آزمون 

T- Test (ها به کمک آزمون نرمال بودن داده .استفاده شد
همچنین جهت رسم  .کولموگراف ـ اسمیرنف بررسی شدند

 . استفاده گردیدExcel 2007افزارجداول و نمودارها از نرم
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   و بحثنتایج - 3
 گیاه  برگاسانس زمان بازدارندگی وشناسایی شده ترکیبات 

همانطور که مشاهده می گردد  .آمده است 1نارنج در جدول 
.  درصد بوده است688/34وط به لینالول با بالاترین ترکیب مرب
بالاترین ترکیب اسانس برگ نارنج ) 1393(هاشمی و همکاران 

مصدق و ]. 27[گزارش کردند )  درصد41/32(را لینالول 
ترکیبات اسانس برگ نارنج در منطقه تنکابن ) 1383(همکاران 

 درصد گزارش 72/38را بررسی و لینالول را بالاترین ترکیب با 
در مطالعه دیگر در منطقه تونس بالاترین ترکیب ]. 28[دند کر

گزارش کردند )  درصد02/87(اسانس برگ نارنج را لیمونن 
مطالعات مذکور دلایل این اختلافات را فصل، زمان و ]. 29[

اند گیري ذکر کردهمکان برداشت و شرایط متفاوت اسانس
]29،28،27   .[   

Table 1 Compounds of essential oil of Citrus 
aurantium 

 

Constituents Composition 
(%) 

Retention time 
(Min) 

pinene  0.492 8.48 
myrcene 2.032 9 

Benzylamino 0.304 9.61 
Limonene 0.629 10.26 
Ocimene 0.985 10.63 

Octatriene 2.324 10.99 
Terpinolene 0.689 12.37 

linalool 34.688 13.02 
Benzeneethanamine 0.115 13.10 

vinylcyclobutane 0.089 15.58 
Cyclohexene 7.530 16.14 

Carene 14.757 18.33 
vinylphenol 1.822 20.34 

Caryophyllene 4.584 23.65 
Cycloundecatriene 0.452 24.71 

Farnesene 0.133 24.79 
Bicyclogermacrene 1.823 26.04 

Neophytadiene 5.730 38.81 
Benzenedicarboxylic 

acid 4.361 47.03 

Hexadecanedione 0.302 48.23 
Heneicosane 0.480 48.51 

Eicosane (CAS 0.343 49.39 
Octacosane 0.337 40.49 
Squalene 0.423 50.42 

Nonacosane 0.307 50.92 
  

 ماهی تحت توفويدر  استافیلوکوکوس اورئوسبررسی رشد 
 ارائه شده 2در جدول  ، نمک، دما و اسانس نارنجpHتاثیر 
مقادیر چولگی و کشیدگی و نتایج حاصل از آزمون . است

هاي رشد کولموگراف ـ اسمیرنف نشان داد که داده
  .ماهی نرمال بودندتوفوي در استافیلوکوکوس اورئوس 

 شمارش استافیلوکوکوس اورئوسدر این تحقیق بین تعداد 
 25، 4 در دماهاي 5/7 و pH 5/5 ،6 در شده در توفوي ماهی

 روز 12 درصد طی 3 و 5/1 درجه سانتیگراد و نمک 37و 
با ). P< 0.05(داري وجود داشت نگهداري اختلاف معنی

 و pH  6 درجه سانتیگراد و نیز در 37 و 25افزایش دما به 
 در توفوي ماهی مورد استافیلوکوکوس اورئوس رشد 5/7

 با pH 5/5در روز هشتم و دوازدهم در  .مطالعه افزایش یافت
 درصد رشد 05/0 درصد و اسانس نارنج 5/1نمک 

 37 و 25در دماي .  وجود نداشتاستافیلوکوکوس اورئوس
 درصد و 5/1 با نمک 5/7 و 6 و pH 5/5گراد در درجه سانتی

 درصد و 5/1 با نمک pH 5/7 درصد، 025/0اسانس نارنج 
 درصد و اسانس 3 با نمک pH 5/7 درصد، 05/0اسانس نارنج 

 در توفوي استافیلوکوکوس اورئوس درصد رشد 025/0نارنج 
  ).3جدول (ماهی مشاهده شد 

 درصد 025/0 درصد و اسانس نارنج 5/1 با نمک pH 5/7در 
 درجه سانتیگراد افزایش رشد 37 و 25در دماهاي 

افزایش هیدروفوبی .  وجود داشتاستافیلوکوکوس اورئوس
          سبب افزایشpHنس در مقادیر پایین هاي اسا روغن

ها شده ها در لیپیدهاي غشاهاي سلولی باکتريپذیري آنانحلال
اثر بازدارندگی . یابد و در نهایت حساسیت باکتریایی افزایش می

هاي سلولی از جمله  هاي پایین بر فعالیتpHبیشتر 
گفت به طور کامل باید . ]2[باشد نفوذپذیري غشاء سلولی می

هاي متفاوتی در نابودي هاي روغنی مکانیسماسانس
این ترکیبات با داشتن خواص . ها دارندمیکروارگانیسم

     ضدمیکروبی به لیپیدهاي غشاء سلولی و میتوکندري وارد 
ها و شوند و همین مسئله سبب اختلاف در ساختمان سلولمی

ن خروج گردد و در نتیجه آها میایجاد نفوذپذیري بیشتر آن
  .افتدیون و دیگر محتویات سلولی اتفاق می
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Table 2 Statistic parameters of Staphylococcus aurous (Log cfu/g) under the influence of pH, salt, 
temperature and essential oil of citrus in fish tofu in MAP during 12 days storage at refrigerator 

temperature 

pH 
Salt 
(%) 

Essential oil 
(%) 

Temperature 
(°C) 

Mean ±SD 
Standard 

error 
Variance Skewness Kurtosis 

4 4.11±1.44 0.31 2.090 -0.768 0.360 
25 2.68±2.03 0.44 4.154 -0.338 -1.721 

 
5.5 

 
1.5 

 
0.025 

37 3.04±2.26 0.49 5.132 -0.362 -1.616 

4 4.09±1.25 0.15 1.015 -1.293 0.935 
25 3.84±1.16 0.29 2.230 -1.415 -1.615 

 
6 

 
1.5 

 
0.025 

37 4.08±1.17 0.37 2.107 -1.630 0.722 

4 3.62±1.90 0.52 2.800 -1.405 1.545 

25 4.18±1.62 0.63 3.129 -1.458 -1.405 
 

7.5 
 

1.5 
 

0.025 
37 4.84±1.91 0.36 2.282 -1.532 1.925 

4 2.48±1.88 0.41 3.553 -0.261 -1.576 
25 4.40±1.60 0.34 2.561 -0.709 -1.650 

 
5.5 

 
1.5 

 
0.05 

37 4.71±1.60 0.34 2.565 -0.709 0.209 

4 3.29±1.26 0.44 2.715 -1.415 -1.597 

25 3.84±1.12 0.56 1.471 -1.415 -1.493 
 

6 
 

1.5 
 

0.05 
37 4.48±1.17 0.63 2.457 -1.652 -1.293 

4 3.56±1.54 0.23 2.514 -1.230 1.116 

25 4.00±1.91 0.44 1.291 -1.244 -1.574 
 

7.5 
 

1.5 
 

0.05 
37 4.69±1.14 0.68 3.892 -1.574 1.458 

4 2.35±1.78 0.38 3.183 -0.307 -1.650 

25 4.12±1.29 0.28 1.680 -1.070 0.256 
 

5.5 
 

3 
 

0.025 
37 4.22±1.27 0.27 1.638 -0.782 -0.128 

4 3.09±1.09 0.25 1.678 -1.493 -1.545 

25 3.88±1.11 0.34 2.713 -1.700 -1.034 
 

6 
 

3 
 

0.025 
37 4.72±1.17 0.35 2.122 -1.415 -1.485 

4 3.74±1.57 0.66 1.117 -1.688 1.077 

25 4.26±167 0.72 2.564 -1.528 -0.828 
 

7.5 
 

3 
 

0.025 
37 4.67±1.51 0.87 2.231 -1.293 1.652 

4 1.60±1.58 0.34 2.498 0.163 -1.821 

25 3.51±0.75 0.16 2.564 -0.702 -0.188 
 

5.5 
 

3 
 

0.05 
37 3.90±1.16 0.25 1.360 -0/781 -0.256 

4 2.82±1.12 0.47 1.017 -1.545 1.225 
25 3.50±1.53 0.35 2.289 1.708 -1.390 

 
6 

 
3 

 
0.05 

37 3.76±1.21 0.66 2.147 -1.248 1.718 

4 3.81±1.47 0.85 1.912 -1.597 1.293 

25 4.05±1.68 0.97 2.415 -1.695 1.405 
 

7.5 
 

3 
 

0.05 
37 3.47±2.70 0.81 2.720 -1.644 -1.644 
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Table 3 Effect of pH, salt, Citrus aurantium essential oil and temperature on growth of 

Staphylococcus aurous (Log cfu/g) in fish tofu in MAP storage at refrigerator temperature during 12 
days  

pH Salt 
(%) 

Essential 
oil (%) 

T 
(°C) 0 2 4 6 8 10 12 

4 1.34±0.27Aa 3.23±0.05Ab 3.83±0.13Ab 4.38±0.10Ab 4.77±0.13Ab 5.24±0.21Ac 5.97±0.16Ac 

25 1.51±0.19Aa 3.49±0.10Ab 4.19±0.17Bb 4.71±0.10Ab 4.87±0.15Ab Overgrowth Overgrowth 5.5 1.5 0.025 
37 1.98±0.13Aa 3.79±0.08Ab 4.75±0.05Bb 5.10±0.09Bb 5.64±0.09Bb Overgrowth Overgrowth 
4 1.55±0.12Aa 3.51±0.04Ab 4.09±0.08Bb 4.52±0.08Ab 5.16±0.05Bc 6.24±0.25Bc no growth 

25 2.08±0.07Ba 3.84±0.05Ab 4.25±0.05Bb 4.68±0.16Ab
 5.55±0.15Bc Overgrowth Overgrowth 6 1.5 0.025 

37 1.87±0.13Aa 4.08±0.08Bb 4.79±0.17Bb 5.10±0.08Bc 5.82±0.07Bc Overgrowth Overgrowth 
4 1.56±0.09Aa 3.62±0.06Ab 4.14±0.16Bb 4.71±0.12Ab 5.38±0.15Bc Overgrowth Overgrowth 

25 1.99±0.12Aa 4.18±0.15Bb 4.71±0.13Bb 5.47±0.11Bc 6.00±0.10Cc Overgrowth Overgrowth 7.5 1.5 0.025 
37 1.80±0.16Aa 4.84±0.14Bb 5.29±0.15Cc 5.89±0.06Bc 6.40±0.09Cc Overgrowth Overgrowth 
4 1.53±0.11Aa 3.12±0.11Ab 3.55±0.04Ab 4.31±0.07Ab 4.77±0.10Ab no growth no growth 

25 1.36±0.38Aa 3.58±0.11Ab 3.85±0.05Ab 4.72±0.07Ab 5.10±0.09Bc 5.67±0.11Ac 6.52±0.15Bc 5.5 1.5 0.05 
37 1.60±0.11Aa 4.10±0.09Bb 4.26±0.06Bb 4.76±0.11Ab 5.45±0.12Bc 5.87±0.02Ac 6.92±0.12Bc 

4 2.08±0.07Ba 2.97±0.26Ca 3.29±0.07Aa 3.87±0.02Ca 4.17±0.03Ab 4.66±0.05Cb 5.15±0.13Ac 

25 1.77±0.12a 3.50±0.08Ab 3.84±0.07Ab 4.26±0.04Ab 4.51±0.11Ab 5.00±0.10Ac 5.26±0.12Ac  
6 

 
1.5 

 
0.05 

37 1.87±0.17Aa 3.71±0.02Ab 4.09±0.08Bb 4.48±0.07Ab 4.87±0.06Ab 5.36±0.04Ac 6.00±0.10Bc 

4 1.54±0.08Aa 3.21±0.09Ab 3.56±0.14Ab 4.85±0.05Ab 4.36±0.04Ab 4.75±0.05Cb 6.31±0.27Bc 

25 1.91±0.29Aa 3.77±0.17Ab 4.00±0.10Bb 4.31±0.03Ab 4.83±0.07Ab Overgrowth Overgrowth 7.5 1.5 0.05 
37 2.14±0.44Ba 4.00±0.11Bb 4.69±0.08Bb 4.87±0.08Ab 5.36±0.11Bc Overgrowth Overgrowth 
4 1.39±0.14Aa 3.05±0.09Ab 3.45±0.05Ab 4.13±0.13Ab 4.43±0.07Ab no growth no growth 

25 1.52±0.24Aa 3.44±0.10Ab 3.72±0.10Ab 4.66±0.05Ab 4.86±0.05Ab 5.17±0.05Ac 5.47±0.11Ac 5.5 3 0.025 
37 1.77±0.20Aa 3.57±0.11Ab 3.77±0.13Ab 4.36±0.14Ab 5.00±0.10Bc 5.36±0.03Ac 5.74±0.04Ac 

4 1.61±0.07Aa 3.09±0.08Ab 3.52±0.09Ab 3.87±0.03Cb 4.18±0.06Ab no growth no growth 
25 2.09±0.07Ba 3.56±0.05Aa 3.88±0.08Aa 4.11±0.11Ab 4.43±0.07Ab 4.88±0.04Cb 5.42±0.11Ac 6 3 0.025 
37 1.83±0.08Aa 3.83±0.05Ab 4.27±0.07Bb 4.72±0.10Ab 5.12±0.11Bc 5.28±0.04Ac 5.19±0.17Ac 

4 2.05±0.11Aa 3.41±0.13Aa 3.74±0.12Aa 4.17±0.15Ab 4.74±0.11Ab 5.37±0.06Ac 6.04±0.16Bc 

25 1.64±0.10Aa 3.91±0.03Ab 4.26±0.12Bb 4.79±0.16Ab 5.03±0.15Bc Overgrowth Overgrowth 7.5 3 0.025 
37 2.13±0.15Ba 3.96±0.05Aa 4.67±0.07Bb 5.18±0.09Bc 5.53±0.07Bc Overgrowth Overgrowth 
4 1.44±0.21Aa 2.05±0.16Ca 3.20±0.02Aa 3.80±0.06Cb no growth no growth no growth 

25 2.09±0.09Ba 3.06±0.12Aa 3.33±0.06Aa 3.60±0.15Cb 3.85±0.05Db 4.18±0.07Cb 4.45±0.17Cb 5.5 3 0.05 
37 1.69±0.16Aa 3.09±0.09Ab 3.64±0.07Ab 4.10±0.09Ab 4.59±0.12Ab 4.90±0.10Cb 5.27±0.05Ac 

4 1.35±0.24Aa 2.82±0.15Ca 3.14±0.12Ab 3.45±0.12Cb 4.13±0.13Ab no growth no growth 
25 1.94±0.20Aa 3.11±0.10Ab 3.50±0.03Ab 3.82±0.09Cb 4.25±0.10Ab 4.93±0.03Cb 5.37±0.04Ac 6 3 0.05 
37 1.96±0.15Aa 3.53±0.25Ab 3.76±0.06Aa 3.88±0.06Cb 4.67±0.11Ab 5.93±0.21Ac 6.24±0.14Bc 

4 1.49±0.13Aa 2.80±0.14Ca 3.18±0.03Ab 3.87±0.02Cb 4.31±0.04Ab 4.89±0.06Cb 5.41±0.11Ac 

25 1.96±0.16Aa 3.00±0.11Ab 3.26±0.07Ab 4.05±0.14Ab 4.67±0.32Ab 4.79±0.12Cb 6.28±0.27Bc 7.5 3 0.05 
37 1.94±0.20Aa 3.11±0.10Ab 3.47±0.08Ab 4.63±0.14Ab 5.00±0.10Bc 5.31±0.07Ac 6.46±0.05Bc 

Different letters (a, b, c, d, e, f) in each row show a significant difference (P <0.05) 
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تواند اگرچه خروج مقادیر مشخص از مواد داخلی باکتري می
 اما خروج مقادیر زیاد محتویات ،براي سلول قابل تحمل باشد
هاي حیاتی سبب مرگ ها و یونسلولی و یا خروج مولکول

شود و از این رو عمل بازدارندگی بر رشد سلول می
ش اصلی کاه  علت.]31،30[گردد ها اعمال میمیکروارگانیسم

 آب فعالیت کاهش عواملی نظیر خاطر به احتمالاً بار میکروبی

خروج گازهاي  ماده سلولی، ویسکوزیته افزایش ها،باکتري
 کلوئیدي تغییر حالت ، pHتغییرات یا سیتوپلاسمی

 تغییر هاي سلولی والکترولیت غلظت، افزایش پروتوپلاسم،

 دیگر از هاشدن لیپوپروتئین جدا و سلولی هايماهیت پروتئین

 تعداد به توجهبا . ]33،32[است  بوده سلولی داخل ترکیبات

 واحدي مکانیسم تواننمی اسانس گیاهان، در شیمیایی ترکیبات
 هاآن بلکهنظر گرفت،  در هاآن باکتریاییضد اثرات براي

  .]1،2[داشت  در سلول خواهند را متعددي هايهدف
شد  درصد نمک ر3هاي توفوي ماهی با در نمونه

 درصد 5/1هاي با تر از نمونه پاییناستافیلوکوکوس اورئوس
        درصد نمک در توفوي ماهی 3به عبارت دیگر . نمک بود

 را محدود کند، استافیلوکوکوس اورئوستواند رشد باکتري می
بنابراین با توجه به نتایج به دست آمده افزایش مقادیر نمک در 

.  از رشد میکروبی ممانعت کندتواندهاي توفوي ماهی مینمونه
ها خارج نمک با اتصال به آب آن را از اختیار میکروارگانیسم

توان از طریق اضافه کردن نمک به به همین جهت می. کندمی
ها ماده غذایی و در نتیجه کاهش آب فعال، اثر تخریبی باکتري

نمک قادر است از طریق فشار اسمزي، رطوبت . را کاهش داد
فت ماهی خارج نموده و مقدار آب در دسترس را را از با

کاهش دهد که این خود نشانه کاهش فعالیت آب خواهد بود 
 رشد ،رسد خروج آب به عبارت دیگر به نظر می.]35،34[

ها را محدود نموده و از این طریق ها و فعالیت آنزیمباکتري
، ضمن اینکه نمک در دهدماندگاري محصول را افزایش می

  .]37،36[  پایین بر کنترل رشد باکتري موثر استدماهاي
 pHشود که هرچه با توجه به نتایج به دست آمده مشاهده می

استافیلوکوکوس باشد رشد تر هاي توفوي ماهی پاییننمونه
 05/0 و 025/0 با pH 5/5در .  محدودتر شده استاورئوس

هاي توفوي ماهی عدم رشد درصد اسانس نارنج در نمونه
 عدم رشد باکتري 5/7 و pH 6کتري مشاهده شد، اما در با

ها وجود وجود نداشت و بالعکس رشد بیش از معمول باکتري
.  قابل شمارش نبوداستافیلوکوکوس اورئوسداشت که تعداد 

 2آویشن شیرازيبه همراه اسانس  1ايکپور نقرهدر فیله ماهی 
در  و ه در تیمارهاي مورد مطالعpHچندانی در میزان  تغییر
 این برداري گزارش نشده است،نمونه مختلف روزهاي طول

 دادن نشان برايفاکتور مناسبی  و کندمی تغییر تدریج به فاکتور

ممکن است به دلیل pH  کاهش .]38[باشد نمی گوشتی فساد
عبارت دیگر عدم حلالیت دي اکسید کربن در ماهی باشد، به 

 .]39[گردد  میpHکربن، سبب کاهش اکسیدافزایش تجمع دي
آلاي قزل در فیله pHنتایج برخی تحقیقات نشان داد که میزان 

 کاهش روزها و در برخی افزایش روزها  برخیدر 3کمانرنگین

-نمونه در این شاخص میزان نگهداري دوره در طولیافت، اما 

 گوشت pH افزایش .]41،40[شده گزارش شد  تیمار هاي
 تولید به خاطر است ممکن ماهی در برخی روزهاي نگهداري

هاي دیگر آمین و هامینآمتیلتري مانند آمونیاك، بازي ترکیبات
 ماهی تولید در فساد عامل هايباکتري توسط کهباشد  بیوژنی

توان بیان نمود با توجه به نتایج تحقیقات مختلف می. شودمی
هاي تواند بر عملکرد اسانس گوشت ماهی میpHکه میزان 

  .]42[وثر باشد گیاهی م
 درصد و 5/1 با نمک pH 5/5گراد در  درجه سانتی4در دماي 

 درصد و 3 با نمک pH 5/5 درصد و 05/0اسانس نارنج 
،  و دوازدهمدرصد در روز دهم 05/0و  025/0اسانس نارنج 

pH 6 درصد 05/0 و 025/0 درصد و اسانس نارنج 3 با نمک 
عدم رشد وفو در ت ،در روزهاي دهم و دوازدهم نگهداري

 با افزایش دماي ، با توجه به نتایج.باکتري مشاهده شد
هاي توفوي نمونه در استافیلوکوکوس اورئوسرشد  ،نگهداري

در .  درصد اسانس نارنج افزایش یافت05/0 و 025/0  باماهی
گراد افزایش تعداد باکتري در توفوي  درجه سانتی37دماي 

راد مشاهده شد، بدیهی گ درجه سانتی4ماهی نسبت به دماي 
است که دماي انجماد و دماي نگهداري در یخچال سبب 

  .]43[ شده استها محدود شدن و متوقف شدن رشد باکتري
 درصد، نمک 05/0در این پژوهش اسانس گیاه نارنج در سطح 

 قدرت کنترلگراد  درجه سانتی4در دماي  pH 5/5 درصد و 3
.  ماهی را داشت در توفوياستافیلوکوکوس اورئوسرشد 
گرم  هايباکتري علیه توجهی قابل اثرات شلغم گیاه اسانس
 سرئوس باسیلوس و اورئوس استافیلوکوکوس جملهاز  مثبت

                                                
1. Hypophthalmichthys molitrix 
2. Zataria multiflora 
3. Oncorhynchus mykiss 
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داشته  منفی گرم هايباکتري علیه بر تريضعیف اثر و داشته
 این در بررسی مورد روش دو هر در نتایج  این.]44[است 

توجه به  با آن احتمالی تعل که باشدمی مشاهده مطالعه قابل
          سلولی  دیواره ساکاریدهايلیپوپلیتوضیحات، وجود 

   عبور  از سدي مانند که باشدمی منفی گرم هايباکتري
که  آنجایی از و کندمیممانعت  آبگریز و هاي بزرگمولکول

ماهیت  هااسانس و هاعصاره در موجود موثر ترکیبات اکثر
مواد  این که گرفتنتیجه  چنین توان میلذا دارند آبگریزي

گرم  هايباکتري داخل فعال نقاط به دسترسی و نفوذ امکان
 گرم منفی هايباکتري معمولا دلیلبه همین  و ندارند را منفی

 به بیشتري نسبت مثبت مقاومت گرم هايباکتري با مقایسه در

 فعالیت  اگرچه بروز.]45[دهند می نشان گیاهان ترکیبات

 به آن عمل مکانیزم اما واضح است، بسیار اغلب یکروبیمضد

  نشان که وجود دارد شواهدي. نشده است درك کامل طور
 تغییر طریق از را خود میکروبی ضد ها اثراسانس دهدمی

 هايبررسی. کنندمی اعمال و عمل غشاي سلولی ساختار

 اثبات نموده هااسانس عمل مکانیزم خصوص در صورت گرفته

 اجزاي. دهندافزایش می را غشاء نفوذپذیري هااین ترکیبکه 

 غشا شده و شدن به متورم منجر غشاء در نفوذ با اسانس

 سلول به مرگ منجر نهایت در دهد ومی کاهش را آن فعالیت

  .]47،46[شد  خواهد
 اسانس گیاه نارنج که داد نشان کل بار میکروبی نتایج بررسی

در استافیلوکوکوس اورئوس هاي باکتري رشد کنترل قدرت
 نارنج اسانس رسد حضورمی نظر به. توفوي ماهی را داشت

و متعاقبا باعث  را کاهش داده اکسیدکربندي گاز به نفوذپذیري
 است شده بنديبسته  درpHاکسیدکربن دي گاز غلظت افزایش

 بر تواندمی که است کاهش همراه گاز با غلظت این افزایش که

 به .]48[ مؤثر باشد نیز گوشت بیومیکرفلور  کاهش روي
عوامل دلیل  به ماهی گوشت میکروبی جمعیت طور کلی

 Logحد  بیشتر از هاباکتري خود رشد از حاصل محدودکننده

CFU/g 8حد مجاز مجموع استاندارد  لذا،یابدنمی  افزایش 

 که ]50،49[  تعیین شده استLog CFU/g 7 بار میکروبی
بیش از حد  که رشد 12 و 8ي در روزهابه جز در این تحقیق 

 Logها کمتر از در همه تیمارها رشد باکتريوجود داشت، 

CFU/g 7به دست آمد . 

  

   کلیيیرگنتیجه - 4
بندي ، نمک، اسانس نارنج و بستهpH تاثیر دما، در این پژوهش

 مورد استافیلوکوکوس اورئوساتمسفر تغییر یافته در کنترل 
 کارن موجود در اسانس ایج نشان داد کهنت. مطالعه قرار گرفت

، pHبا افزایش دما و . بیشترین ترکیب را به خود اختصاص داد
افزایش رشد باکتري مشاهده گردید، اما با افزایش نمک کاهش 

اسانس گراد،  درجه سانتی4در دماي . رشد باکتري دیده شد
 pH 5/5 درصد و 3نمک  درصد، 05/0نارنج در سطح 

 8 در توفوي ماهی طی لوکوکوس اورئوسستافیا رشدکمترین 
  . مشاهده شدروز 

 

  قدردانی - 5
 "این مقاله از طرح پژوهشی درون دانشگاهی تحت عنوان

       ، نمک، اسانس نارنج، آرد بلوط وpHمطالعه تاثیر دما، 
زاي بندي اتمسفر تغییر یافته در کنترل عوامل بیماريبسته

هاي آن استخراج شده و هزینه "هاي گوشتی و شیلاتیفرآورده
توسط دانشگاه آزاد اسلامی واحد اهواز تامین گردیده است که 

  .گرددبدین وسیله قدردانی می
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Antimicrobial effect of Citrus aurantium essential oil, modified 
atmosphere packaging in controlling Staphylococcus aurous in 

tofu fish during 12 days of storage 
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The aim of this study was to determine the effect of temperature, pH, salt, citrus aurantium L. and 
modified atmosphere packaging (50% carbon dioxide, 45% nitrogen and 5% oxygen) on control of 
Staphylococcus aurous in fish tofu of type. Descriptive-analytic study was carried out in the year of 
2017-2018. In this research, pH was 5.5, 6 and 7.5, and temperature was 4, 25 and 37 ° C, salt at 0, 
1.5 and 3%, and orange essential oil at 0.025 and 0.05% was considered. According to the results, it is 
found that the lower the pH of the tofu samples is lower, Staphylococcus aureus is more restricted. 
For example, at pH 5.5 with 0.025 and 0.05% of orange essential oil in tofu samples, bacteria did not 
grow, but at pH 6 and 7.5 there was no growth of bacteria and growth was more than usual. There was 
an enormous increase in Staphylococcus aurous at pH 7.5 with 1.5% salts and orange essential oil 
0.025% at temperatures of 4, 25 and 37 ° C. Increasing temperature to 25 ° C and 37 ° C, as well as at 
pH 5.5, 6 and 7.5, the growth of Staphylococcus aurous in tofu fish has been increased. In this study, 
the essential oil of orange herb was stored at 0.05 % at 4 ° C, 3% salt and pH 5.5, to control the 
growth rate of Staphylococcus aurous in tofu fish for 8 days. 
 
Keywords: Fish tofu, Modified atmosphere packaging, Citrus aurantium L. essential oil, 
Staphylococcus aureus 
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