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 ناشی سوء عوارض و کالباس و سوسیس بخصوص آن هاي فرآورده و گوشت مصرف اهمیت دلیل به

 اثر بررسی فهد با تحقیق این ها،نآ در استفاده مورد مصنوعی هاي مصرف نگهدارنده از

 بر کیتوزان ونانوامولسیون اسانس زنیان به عنوان جایگزین نیتریت سدیم طبیعی هاينگهدارنده

 اثر .شد انجام سدیم نیتریت سنتزي نگهدارنده با آن مقایسه و دیده حرارت گوشت ماندگاري کالباس
 1 و 5/0وح صفر، در سط(و پودر کیتوزان )  درصد3 و 2، 1در سطوح صفر، (نانوامولسیون زنیان 

ها، فرمشمارش کلی، کلی(هاي میکروبیبه عنوان جایگزین نیتریت سدیم بر ویژگی) درصد
و ظرفیت نگهداري  pH(هاي شیمیایی شاملو برخی ویژگی) ها و کپک ومخمراسیدلاکتیک باکتري

. ردیدگراد بررسی گ درجه سانتی4 روز نگهداري در دماي 30 کالباس گوشت قرمز در طول  )آب
آزمایشات در قالب طرح کاملا تصادفی بر پایه فاکتوریل و در سه تکرار انجام گرفت و جهت تعیین 

 نتایج آنالیز . استفاده شد 05/0ها، از آزمون دانکن در سطح احتمال دار بین میانگین دادهاختلاف معنی
ور میکروبی نمونه هاي میکروبی حاکی از موثر بودن کیتوزان و نانوامولسیون زنیان در کاهش فل

هاي حاوي نانو سازي بودند و بیشترین کاهش بار میکروبی در نمونهکالباس در طول دوره ذخیره
با . امولسبون اسانس زنیان و کیتوران مشاهده شد که حاکی از اثر سینرزیستی این دو ترکیب است

کنترل در طول زمان هاي کالباس نسبت به افزایش غلظت کیتوزان ظرفیت نگهداري آب نمونه
داري بر این امولسیون اثر معنیکاهش یافت، اما افزایش غلظت نانو pHافزایش و میزان  نگهداري

ترین نتایج را نشان  درصد مطلوب3-2 درصد و نانوامولسیون 1ترکیب کیتوزان . پارامترها نداشت
 تولید محصولات گوشتی را بدون باشد وتواند پتانسیل ارزشمندي براي استفاده تجاري داشتهدادکه می

  .ها یا سایر مواد افزودنی مصنوعی بهبود بخشداستفاده از نیتریت
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  مقدمه - 1
 است ی گوشتي فراورده هاین و کالباس از معروف ترسیسسو

 ی ها مصرف کننده در سراسر جهان میلیونکه مورد علاقه م
 فراورده ها ین دهنده ایل مواد تشکینعمده تر]. 1[ باشد

 اتصال دهنده، مواد ینی روغن، آب، مواد پروتئیا یگوشت، چرب
  ها هستند ی افزودنیر جات، نگهدارنده ها و سایهپرکننده، ادو

]2.[  
 از بخصوص محصولات گوشتی پذیر فساد ماهیت به توجه با

 به نیاز هاچربی و اکسیداسیون هامیکروارگانیسم رشد لحاظ

 منظور به نگهدارنده مواد استفاده از و هاي بازدارندهروش

 .باشد می محصولات این سرعت فساد کاهش یا و جلوگیري
 حفظ و ماندگاري زمان زایشاف به منظور مختلفی مواد شیمیایی

 پر از یکی که شود می استفاده محصولات گوشتی کیفیت

  ].3[ باشد  می نیترات و نیتریت هاي آنها، نمک ترین مصرف
 فرآورده هاي در ترکیبات این از اهداف استفاده مهمترین از

 محصول، در مناسب طعم و رنگ ایجاد به توان می گوشتی

 و )کلستریدیوم بوتولینوم اسپور مخصوصا (اسپورها کنترل رشد
 نمود  اشاره فرآورده گوشتی ماندگاري زمان افزایش نتیجه در

 هاي نمک بالاي از مقادیر استفاده که است ذکر به  لازم].4[

 را انسان سلامت هاي گوشتی فرآورده در نیتریت و نیترات

 با واکنش طی نیترات مقادیر مازاد که چرا کند،می تهدید

  ].5[ شود می منجر زاسرطان تولید ترکیبات به آمینه اسیدهاي
 براي مجاز  حد2303ایران به شماره  ملی استاندارد اساس بر

 سدیم نیتریت در فراورده هاي سوسیس و کالباس مصرف

120mg/kg هايامولسیون در دادن نیتریت کاهش .باشد می 

 مطلوب شده یاد منفی بابت اثرات از اینکه وجود با گوشتی

 شود، می لیپیدها اکسیداسیون پیشرفت واکنش سبب ولی است

 به عامل که است هایی واکنش ترین از مخرب یکی واکنش این

 رنگ رفتن بین از ادامه در و نامطبوع طعم بو و آمدن وجود

 فرآورده در )میوگلوبین و هموگلوبین(هاي مطلوب  پیگمان

 در موجود وهخطرات بالق به توجه  با].6[ شود می هاي گوشتی

 علاقه و نیتریت از جمله سنتزي هاينگهدارنده کارگیري به

 طبیعی، و سالم از محصولات استفاده به ها کننده مصرف

 آنتی از استفاده سوي به صنعت غذا و علم حرکت موجب

به منظور افزایش  طبیعی و یا روش هاي جایگزین هاياکسیدان
 از استفاده. شده است عمر مفید و یا بهبود ایمنی مواد غذایی

 محصولات نگهداري زمان افزایش براي هاي طبیعی نگهدارنده

 توان می آن در که است جدیدي تکنولوژي بخش گوشتی نوید

 دلیل به پودر، اسانس و نانواسانس عصاره، صورت به از گیاهان

] 7[ کرد  استفاده ها، آن اکسیدانی آنتی و میکروبی خواص ضد
 ].8[ و

 یک گیاه یکساله از Carum copticum علمی زنیان با نام
 مصر رشد و پاکستان هند، ایران، در  کهخانواده چتریان است 

. دارند اسانس درصد 4 تا 2 گیاه این هاي رسیده دانه .کند می
 آنتی و ها ویتامین معدنی، مواد فیبر، از غنی هاي زنیان دانه

 مثل ها ترپنمونو از غنی این گیاه اسانس. می باشد ها اکسیدان

 باکتريضد عامل عنوان به صورت گسترده به و است تیمول

 می کار به نیز داروها ترکیب در این اسانس. شود می تجویز

 ارزیابی منظور به متعددي مطالعات  تاکنون،].10[ و]9[ رود 

 کشت هاي محیط در اسانس این هاي ضدمیکروبی ویژگی

اما کارایی آن در  ].11[ و ]9[ است  شده آزمایشگاهی انجام
سیستم هاي غذایی مورد بررسی قرار نگرفته است و اطلاعات 

 پلی کیتوزان،.  محدودي در این زمینه در دسترس می باشد

 دلیل به. شود تهیه می کیتین زدایی استیل از که است ساکاریدي

 نیز و اکسیدانی آنتی و میکروبی ضد خواص چون هاییویژگی

 از کیتوزان ماندگاري، افزایش و مزه و طعم تغییر از جلوگیري

 استفاده لبنی و گوشتی هاي فراورده در افزودنی یک عنوان به

درصد  1 افزودن که است داده نشان ها گزارش .شود می
 چربیها اکسیداسیون درصد 70 تا تواند می گوشت به کیتوزان

کیتوزان  همچنین .دهد کاهش سانتیگراد  درجه4 دماي در را
 گوشتی فراوردهاي حد از بیش زدگی یخ از انعم تواند می

 کیتوزان همچنین فعالیت ضد میکروبی قابل ].12[ شود 
توجهی در برابر طیف وسیعی از میکروارکانیسم هاي غذایی 
نشان داده است و در نتیجه به عنوان یک نگهدارنده طبیعی 

 بالقوه براي انواع مواد غذایی مورد توجه قرار گرفته است 

 داگ هات یک) 2015( و همکارانش کاپیلاس ].14[ و ]13[

آناتو،  مثل مختلف مواد استفاده با نیتریت بدون آسیایی
، C، ویتامین Eویتامین  نارنجی، رژیمی فیبرهاي کوچینیل،

 جایگزین مواد در این تحقیق این. لاکتات و کرفس تولید کردند
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 و چربی اکسیداسیون ثبات ،)رنگ(ظاهر  و شد نیتریت

 شاهد نمونه هاي داد نشان  نتایج.شد بررسی میکروبی یتجمع

 نیتریت بدون نمونه هاي به نسبت )نیتریت داراي نمونه هاي(

 بالاترین شاهد نمونه .دارند باقیمانده نیترات بسیار زیادي مقدار

مقدار  آناتو کمترین حاوي فرآورده و داشته  را*a و *Lمقدار 
a*در بدون چربی یداسیوناکس سطح همچنین .است داشته  را 

 به لازم .است بوده یکسان همه نمونه ها در فرمول گرفتن نظر

 فرمول با داگ هات کوچینیل، بهتر رنگ دلیل به است ذکر

است  داشته آناتو نمونه به نسبت بیشتري کلی کوچینیل پذیرش
 ]15.[  

 جایگزینی اثر ،2016 سال در  ودلاتوکسی و واجکیاك

 Sinapis alba ،Rosmarinus طبیعی هاي نگهدارنده

officinalis و Janiperus communisاسید با ترکیب  در 

 فرآورده روي انبارداري بر روزه 21 دوره یک در را پنیر آب

داد که خصوصیات  نشان نتایج .بررسی کردند سوسیس گوشتی
ها بهبود یافت اکسیداتیونمونه پایداري و میکروبیولوژي ، حسی

در تحقیقات خود اثر محلول ) 2011 (اهانم و بستان]. 16[ 
 درصد را بر ویژگی 1 و 5/0، 25/0کیتوزان در غلظت هاي 

به نتاج مطبوب دست هاي میکروبی و ماندگاري سوسیس 
  ].17[ افتندی

جایگزینی نیتریت سدیم بعنوان یک اثر تحقیق در این 
نگهدارنده سنتزي در کالباس گوشت قرمز با بسته بندي وکیوم، 

 نگهدارنده هاي طبیعی شامل نانوامولسیون زنیان و توسط
 روز 30کیتوزان بطور جداگانه و در ترکیب با یکدیگر در طول 

هاي محصول  نگهداري در دماي یخچال با اندازه گیري ویژگی
 شیمیایی مورد بررسی قرار  ونهایی شامل خصوصیات میکروبی

  . گرفت
  

  هامواد و روش - 2
 مواد- 2-1

فاده جهت تولید نمونه هاي کالباس از نوع گوشت مورد است
کیتوزان با وزن مولکولی متوسط . سردست برزیلی منجمد بود

)KD 310-190 ( از شرکت % 75-85و درجه استیل زدایی
دانه زنیان جهت . خریداري گردید) آمریکا(سیگما آلدریچ 

استخراج اسانس از گروه باغبانی دانشکده کشاورزي دانشگاه 
سایر مواد تشکیل دهنده شامل نشاسته .  گردیدفردوسی تهیه

، Plant lipidsشرکت (، ادویه جات )شرکت زرند، ایران(
، )شرکت نارین، ایران(، مایع تخم مرغ پاستوریزه )هندوستان

، فسفات و )شرکت روغن مایع ماهک، ایران(روغن مایع سویا 
، اسید )Behansarشرکت (لاکتات سدیم و نیتریت سدیم 

همچنین نمک، . بود) ، آلمانWIBERGشرکت  (آسکوربیک
سیر تازه، شکر و آرد گندم نیز از مراکز خرید معتبر خریداري 

  .گردید
اسید استیک، محلول کلرید آمونیوم و اسید سولفوریک، 

DPPH،متانول ،Tween 80 و محیط کشت هاي  PCA1 
براي کشت کلیفرم  (VRBA2، )براي شمارش کلی باکتري ها(

 Baird- 4M17، )براي کشت اشریشیاکلی (3EMBA، )ها
براي کشت  (MRS5، )براي کشت استافیلوکوکوس اورئوس(

براي کشت کلستریدیوم  (CMB6، )باکتري هاي اسیدلاکتیک
و سایر مواد ) ت کپک و مخمربراي کش (SDA7و ) پرفرژنس

شیمیایی مورد نیاز براي انجام آزمون ها از شرکتهاي معتبر 
  .مرك آلمان و سیگما آلدریچ آمریکا تهیه شدند

  روش ها- 2-2
   تولید اسانس روغنی-2-2-1

براي تولید اسانس روغنی خالص گیاه داروئی زنیان از دستگاه 
ر ابتدا بذر گیاه بدین منظو. استفاده شد) کلونجر(اسانس گیر 

زنیان توسط خرد کن ریز شد تا امکان استخراج اسانس تسهیل 
 گرم از پودر گیاه مورد نظر را در یک بالن یک 30سپس . یابد

 میلی لیتر آب مقطر ریخته و سپس 700لیتري همراه با 
کندانسور را روي آن نصب کرده و روي شوف بالن حرارت 

جوشیدن تقریبا تمام  ساعت 2پس از مدت زمان . داده شد
ترکیبات فرار روغنی از گیاه جدا شده و در طرف دیگر توسط 

  . مبرد کندانس شده و جدا گردید
  تولید نانوامولسیون اسانس زنیان-2-2-2

                                                             
1. Plate Count Agar 
2. Violet Red Bile Agar 
3. Eosin Methylene Blue Agar 
4. Parker medium 
5. de Man, Rogosa and Sharpe 
6. Cooked Meat Broth 
7. Sabouraud Dextrose Agar 
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 و گهرويبه منظور تهیه نانوامولسیون اسانس زنیان از روش 
براي این منظور ابتدا محلول . ، استفاده شد)2017(همکاران 

در آب یون زدایی ) وزنی/ درصد وزنی5/4(، 80ئین آبی تو
 درصد 6(سپس اسانس زنیان .  دقیقه تهیه شد30شده به مدت 

 دقیقه دیگر 30به آن افزوده شد و به مدت ) وزنی/وزنی
امولسیون بدست آمده با استفاده از . عملیات همزدن ادامه یافت

 ) دقیقه5 کیلوهرتز به مدت 20 وات و 150(پروب فراصوت 
 درجه 15عملیات صوت دهی در دماي . صوت دهی شدند

سلسیوس انجام شد و نانوامولسیون هاي بدست آمده براي 
 مورد آنالیز قرار DLSتوزیع اندازه ذرات توسط دستگاه 

 . گرفتند

  تهیه کالباس گوشت قرمز  فرمولاسیون-2-2-3
گوشت گاو منجمد برزیلی داراي مشخصات ثبت شده از بازار 

بر  تحقیق این در نظر کالباس گوشت قرمز مورد .تهیه شد
تولید خمیر اولیه . شد  درصد گوشت گاو تهیه60اساس 

 .کالباس گوشت درون دستگاه کاتر انجام گرفت) امولسیون(
براي تولید .  بود1فرمولاسیون کالباس گوشت بر اساس جدول 

 گوشت سردست منجمد، خمیر امولسیونی محصول، ابتدا
 چرخ یلیمتر م3دستگاه چرخ گوشت و با مش جداگانه وارد 

 یل مواد از قبیرسا. گردید و سپس به داخل کاتر منتقل شده
یم اضافه شده و بعد از  سدیتریت ن و فسفاتی نمک، پلیر،س

یخ اضافه شد و فرایند کاتر مخلوط آب و  ثانیه دور زدن 120

سپس لاکتات سدیم و . زدن تا یک دقیقه دیگر ادامه پیدا کرد
خم مرغ مایع پاستوریزه به مخلوط اضافه و بعد از چند دور ت

 120همزدن روغنی به آرامی به مخلوط افزوده شد و حدود 
ثانیه کارتر زدن ادامه پیدا کرد تا امولسیون یکنواختی تشکیل 

، آرد گندم، شکرادویه جات،  در ادامه سایر مواد شامل. گردد
 به دستگاه کاتر یبت تربه یک آسکوربید اسنشاسته و در نهایت

 عمل یکنواخت یر خمیک به یابی دستيبرا. شداضافه 
 3000 شروع و تا 1500 با دور یقه دق6 به مدت یزاسیونکاتر

 ي کاتر در ابتداي محتوايدما. ید به طول انجامیقهدور بر دق
 دما در ین باشد که ای میگراد حدود صفر درجه سانتیاتعمل

 ین اصطکاك بیلبه دل (یافته یش افزایزاسیون کاتریات عملیط
و می رسد  یگراد درجه سانت10و تا حدود )  هایغه و تیهمواد اول

کالباس  یر خمي بعدرحلهمدر . می گردد کامل یفیکاسیونامولس
 يها  توسط دستگاه پرکن وارد پوشش درصد گوشت قرمز60
 72-74 ي به دمایدن و در اتاق پخت تا رسید گردیدي آمیپل

سپس نمونه ها . قرار گرفت  در مرکز محصولددرجه سانتیگرا
-5(  صفري دوش آب سرد و سپس سردخانه بالایر به زیعاسر
 ي نمونه هایند، فرادامهدر ا. شدانتقال داده ) یگراد درجه سانت3

 ي تحت خلاء درون پوشش هاکالباس خشک اسلایس شده و
 4 يها در دما  نمونهیه کلیتدر نهاشد و  ي بسته بندیلنی اتیپل

  .شدند يها نگهدار  تا زمان انجام آزمونیگراددرجه سانت

Table 1 Formulation of beef bologna with different levels of CCEO and chitosan. 
Ingredients 

(%) Treatments 

 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 
CCEO 0 0 0 1 1 1 2 2 2 3 3 3 

Chitosan 0 0.5 1 0 0.5 1 0 0.5 1 0 0.5 1 
Sodium nitrite 0.01 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Beef 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 60 
Oil 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 

Starch 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 
Albumin egg 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 
Wheat flour 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

Salt 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 1.6 
Sodium lactate 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Fresh garlic 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
Spice 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
Sugar 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
STPP 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 0.35 

Ascorbic acid 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 0.04 
Water 16 15.5 15 15 14.5 14 14 13.5 13 13 12.5 12 
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  آزمون هاي  روش- 2-3
  شیمیایی  آزمون هاي-2-3-1

خاکستر،  پروتئین، چربی، شامل میزان شیمیایی هاي آزمون
 هاي اولیه بعنوان ویژگی که رطوبت و نیتریت باقی مانده بود

محصول در مورد نمونه کنترل بلافاصله بعد از تولید تعیین 
همچنین . اندازه گیري و با استاندارد محصول مقایسه گردید

-هطول زمان نگهداري براي همه نمونه ها انداز در pH آزمون
  .گیري شد

  چربی  اندازه گیري-2-3-1-1 
 اتر، ومپترولی با استخراج و سوکسله روش به ها نمونه چربی
 شد انجام) AOAC)  ،2000 30/991 استاندارد با مطابق

]18[.  
   پروتئین اندازه گیري-2-3-1-2

 استاندارد با مقدار پروتئین نمونه ها به روش کجلدال، مطابق
18/938 AOAC)  ،2000 (19[ خواهد شد.[  
   رطوبت اندازه گیري-2-3-1-3

 درجه 103 مايد در آون از استفاده با ها،نمونه رطوبت مقدار

انجام ) AOAC)  ،2000 46/950روش  با مطابق و گرادسانتی
  ].18[ شد

   خاکستر اندازه گیري-2-3-1-3
 دردماي کوره از استفاده با سوسیس هاينمونه خاکستر مقدار

،  (AOAC 153/920روش  مطابق با گرادسانتی درجه 530
  .انجام شد) 2000

    pH گیري اندازه -2-3-1-4 
 همراه به سوسیس نمونه از یک گرم  pH گیري اندازه براي
 هموژنایزر از دستگاه استفاده با مقطر آب لیترمیلی 13

 متر pH از استفاده با هانمونه pH سپس و شده یکنواخت
  ].19[ شد گیرياندازه

  
  
  

  گیري نیتریته  انداز -2-3-1-5
              مقدار نیتریت باقیمانده در محصول با استفاده از 

                   167/920روش اسپکتروفتومتري و طبق استاندارد 
AOAC)  ،2000 (19[ انجام شد.[  

  شناسایی ترکیبات اسانس روغنی -2-3-1-6
گازي  کروماتوگرافی دستگاه از استفاده با اسانس هاي  نمونه
 Varianمدل ) GC–MS(جرمی  سنج طیف به شده متصل

 متر، 30به طول  (HP-5MSنی  مجهز به ستون موئی3400
)  میکرومتر25 میلی متر و ضخامت لایه داخلی 25/0قطر 

 میلی 5/1جریان  با هلیم حامل گاز. تجزیه و شناسایی گردید
 دمایی برنامۀ.  بود10 به 1لیتر در دقیقه و نسبت شکافت نمونه 

 درجه در 3 درجه سانتیگراد با سرعت 250 تا 60از  ستون
 250 دقیقه در دماي ثابت 10ید و به مدت دقیقه تنظیم گرد

دماي تزریق و . درجه سانتیگراد بعنوان پست ران قرار گرفت
ولتاژ .  درجه سانتیگراد تنظیم گردید260شناسایی تا 

 الکترون ولت و دماي منبع 70یونیزاسیون طیف جرمی برابر
 اجزاي شناسایی.  درجه سانتیگراد بود250یونیزاسیون نیز برابر 

 و بانک طیفی با هاآن جرمی طیف مقایسۀ نتیجۀ در ساسان
 گرفت  صورت مرجع مقادیر با هاآن بازداري ضرایب مقایسۀ

]21.[  

  شیمیایی فیزیکو هاي  آزمون-2-3-2
  آب نگهداري ظرفیت  آزمون-2-3-2-1

 ،)1999 (همکاران  وهیمونیدز روش به آب نگهداري ظرفیت
 با شده خرد نمونه گرم 5 ابتدا که صورت بدین. انجام شد

. پیچیده شد  صافی کاغذ داخل در و توزین 001/0 ترازوي
 شکل به ها نمونه رسیدن تعادل به و کار دقت افزایش براي

 تکرار  بار3 نمونه هر براي عمل این دستگاه، داخل در مناسب
 دستگاه داخل در نمونه حاوي صافی کاغذ سپس. شد

 قرار دقیقه هر در 3600 دور با دقیقه 15 مدت به سانتریفیوژ
  .داده شد
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 شده، آبگیري نمونه و شده باز آرامی به صافی کاغذ سپس 
  . شد جایگذاري فرمول داخل در و توزین

(%)100      1رابطه 
1

2 
m
mWHC  

 وزن m1 وزن نمونه بعد از آب گیري و m2در این رابطه 
  .اولیه نمونه می باشد

  میکروبی هاي  آزمون-2-3-2-2
 فرم، کلی میکروبی، جمعیت میزان شامل میکروبی هاي مونآز 

 اورئوس، استافیلوکوکوس پرفرژنس، کلستریدیوم اشرشیاکلاي،
 که بود مخمر و و کپک) LAB(باکتري هاي اسیدلاکتیک 

 در (نگهداري زمان مدت طی بار سه در ها نمونه تمامی براي
براي . دگردی انجام) تولید از پس  روز30 و 20 ،10 ،1 روزهاي

هاي کالباس به منظور انجام آزمون هاي  این منظور از نمونه
 روز یکبار نمونه برداري صورت 10میکروبی در فواصل هر 

 10) 10-1رقت (براي تهیه سوسپانسیون اولیه کالباس . گرفت
 میلی لیتر محلول رینگر داخل 90هاي کالباس با  گرم از نمونه

به مدت ) Interscience Ltd., France (8دستگاه استومکر
 دقیقه هموژن گردید، سپس از سوسپانسیون حاصله رقت 2

در محیط (شمارش کلی باکتري ها  .هاي اعشاري تهیه گردید 
محیط (، کلی فرم ها )C˚ 37 و دماي انکوباسیون PCAکشت 
در محیط کشت (، اشریشیاکلی )C˚37 و دماي VRBAکشت 

EMBA و دماي C˚37(س ، کلستریدیوم پرفرژن) محیط
، )C37˚ در شرایط بی هوازي و دماي CMBکشت 

 و دماي M17محیط کشت (استافیلوکوکوس اورئوس 
C˚37( باکتري هاي اسیدلاکتیک ،) محیط کشتMRS و 

 و دماي SDAدر محیط کشت (و کپک و مخمر ) C˚30دماي 
طبق استاندارد )  روز4-5 و شمارش پس از C˚25انکوباسیون 

اندارد و تحقیقات صنعتی ایران  موسسه است2303شماره 
شمارش باکتري ها بر حسب واحد تشکیل . صورت گرفت

 30-300در یک محدوده قابل قبول ) CFU(کلنی در هر گرم 

                                                             
8. stomacher 

واحد کلنی در هر پلیت توسط دستگاه میکروکانتر انجام 
  . گردید

   تجزیه و تحلیل آماري- 2-4
توریل و آزمایشات در قالب یک طرح کاملا تصادفی بر پایه فاک

 ین دار بی اختلاف معنیینتعدر سه تکرار انجام گرفت و جهت 
 در سطح  از آزمون دانکن، آنهاي داده ها و رتبه بندیانگینم

 نرم افزار یريبا به کارگ و) p<0.05 (05/0احتمال آلفا برابر 
تیمارهاي طراحی شده در . گرفتصورت  Minitab يآمار

  . ه است نشان داده شد1این تحقیق در جدول 
 

  نتایج و بحث- 4
 شناسایی و اندازه گیري ترکیبات تشکیل - 4-1

  دهنده اسانس زنیان
راندمان استخراج اسانس بذر گیاه زنیان در شرایط این پژوهش 

 58/99 ترکیب شیمیایی که مجموعا 9.  درصد بود7/2برابر 
دهد توسط دستگاه  ترکیبات اسانس را تشکیل میدرصد 

GC/MSد که نام ترکیبات شیمیایی و مقدار  شناسایی گردی
طبق نتایج بدست آمده .  نشان داده شده است2ها در جدول  آن

مشخص شد که بیشترین ترکیبات آلی شناسایی شده در اسانس 
 10سیمن- ، ام)درصد 85/45 (9زنیان به ترتیب شامل کارواکرول

پینن -و آلفا) درصد 68/24 (11ترپینن-، گاما)درصد 92/25(
  . بود) درصد 98/1(

اسانس استخراج شده از گیاهان با روش هاي مختلف از نظر 
مقدار، کیفیت و نوع ترکیبات شیمیایی تشکیل دهنده اسانس 
بسته به  شرایط آب و هوایی، ترکیبات خاك، ارگان یا عضو 

 براي مثال ].22[ باشد  گیاه، سن و مرحله رشد گیاه متفاوت می
 نشان ،)2008(مکاران  و هرسولیتحقیقات انجام شده توسط 

-داد که بیشترین ترکیب شناسایی شده در اسانس زنیان پی
ترپینن بیشترین -سیمن بود در حالیکه در مطالعات دیگر گاما

، ]23[ و ]11[ ترکیب شناسایی شده در اسانس این گیاه بود 
این در حالی بود که در تحقیق حاضر کارواکرول بعنوان ترکیب 

  . س زنیان مورد شناسایی قرار گرفتشیمیایی غالب در اسان

                                                             
9. carvacrol 
10. m-cymene 
11.  -terpinene 
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)C. copticum( Table 2 Chemical composition of essential oil  
  Chemical 

composition  
Retention 

Time(minute)  (%)content  

1  α-Phyllanderene 9.61  0.4  
2  α-Pinene 11.4  1.98  
3  α-Myrcene 12.06  0.57  
4  Cis-4-carene 12.96  0.29  
5  m-Cymene 13.39  25.92  
6  (E)-3-Caren-2-ol 13.46  0.52  
7  -Terpinene 14.67  24.68  
8  Artemiseole 18.69  0.22  
9  Carvacrol 23.69  45.85  

   -  99.58%  
  
 درصد 60 آنالیز شیمیایی نمونه کالباس - 4-2

  گوشت قرمز
کالباس پخته شده یک روز پس  ییایمی شآنالیز حاصل از جینتا

همانطور که . آورده شده است 4و  3 در جدول داز تولی
 دراتی کربوهی،چرب، نیپروتئ،  رطوبتزانی ممشاهده می گردد

 76/13±21/0 درصد، 66/57±67/0 به ترتیب برابر و خاکستر

 درصد و 83/5±11/0 درصد، 28/20±68/0درصد، 
 و نیتریت باقی pHمقدار .  درصد اندازه گیري شد08/0±11/2

 و  06/6±05/0روز نگهداري نیز به ترتیب  4مانده پس از 
 پی پی ام تعیین شد که مطابق با استاندارد ملی 52/2±67/32

 ). 3جدول ( می باشد 2303سوسیس و کالباس با شماره 

Table 3 Chemical analysis of bologna with 60% beef. 
Iranian Standard (No. 2303) Content Chemical properties 

≤ 4P+10 57.66±0.67 Moisture (%) 
≥ 12 13.76±0.21 Protein (%) 
≤ 22 20.28±0.68 Fat (%) 
≤ 6 5.83±0.11 Carbohydrate (%) 

≤ 2.5 2.11±0.08 Ash (%) 
5.6-6.2 6.06±0.05 pH 

≤ 2 1.62±0.06 Salt (%) 
≤ 0.5 0.47±0.01 STPP 
≤ 80 32.67±2.52 Residual sodium nitrite 

on day 4 (ppm) 
  
هاي مختلف نانوامولسیون و  اثر غلظت- 4-3

  هاي کالباسکیتوزان بر ویژگی
   ویژگی میکروبی-4-3-1

جمعیت ، هاشمارش کلی باکتري چندین فاکتور میکروبی شامل
 و مخمرها کپک و )LAB (کی لاکتدی اسيهايباکتر، هافرمکلی
هاي طبیعی ی نگهدارندهکروبی اثر ضد می بررسيبرا

 در یکروبی بار مراتیی و روند تغامولسیون زنیان و کیتوزاننانو
 درجه 4 پخته شده در کالباس ي سازرهی روز ذخ30 یط

 Log CFU.g-1 بر حسب  آنجهی استفاده شد که نتگرادیسانت
 طبق نتایج بدست آمده مشخص . آورده شده است4در جدول 

 ساعت نگهداري در یخچال اختلاف معنی 24شد که پس از 

ها ي بین تیمارهاي کیتوزان از نظر شمارش کلی باکتريدار
، در حالیکه افزودن نانوامولسیون )p<05/0(وجود نداشت 

داري زنیان حتی در روز اول نگهداري نیز منجر به کاهش معنی
گردید ) T1(ها نسبت به نمونه شاهد در شمارش باکتري

)05/0<p .(ها در طول مدت زمان نگهداري شمارش باکتري
 ام 20ها افزایش پیدا کرد بطوریکه تا روز در همه نمونه

از نظر شمارش کلی ) T4(نگهداري همه نمونه ها بجز تیمار 
بودند ولی در ) cfu.g-1 105(ها در محدوده استاندارد باکتري

پایان دوره نگهداري فقط تیمارهاي حاوي مقادیر بالاي کیتوزان 
بنابراین . باقی ماندندو نانوامولسیون در محدوده استاندارد 

 ام نگهداري بیشترین 30طور که از نتایج پیداست در روز همان
 T4) 6.12±0.2و کمترین بار میکروبی به ترتیب در تیمار 
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Log CFU.g-1 ( وT12) 4.21±0.22 Log CFU.g-1 (
 ppm 100شمارش گردید که در مقایسه با نمونه حاوي 

ف قابل اختلا) Log CFU.g-1 0.12±5.64(نیتریت 
هاي نتایج این تحقیق با یافته). 5جدول (توجهی دارند 

 مطابقت دارد که گزارش ،)2007( و همکاران ژئورگانتلیس
زمان  منجر به افزایش  درصد1کردند کیتوزان در غلظت 

 سوسیس تازه خوك نگهداري شده در شرایط سرما ماندگاري
 و ولرراي دیگر در مطالعه. گردد روز می15 روز به 7از 

 و سولفیدها 12 اثر ترکیبی کیتوزان، کارنوزین،)2002(همکاران 
آن ها . را در افزایش ماندگاري سوسیس خوك بررسی کردند

 ppm 170 درصد کیتوزان با 6/0نشان دادند که استفاده از 
 4سولفید رشد پاتوژن هاي غذایی را بطور قابل توجهی تا 

 و یاشیهیکوطبق نتایج . سیکل لگاریتمی کاهش می دهد
 مشخص شد که برخلاف نایسین که فقط بر ،)2003(همکاران 

هاي گرم مثبت موثر است، کیتوزان داراي فعالیت ضد باکتري
میکروبی بر طیف وسیعی از میکروارگانیسم هاست و همین 
موضوع منجر به کاربردهاي فراوان این نگهدارنده طبیعی شده 

   ].24[ است
اثر ضد میکروبی کیتوزان در منابع هاي مختلفی براي مکانیسم

 با توزانی کي مولکول هانیتعامل بآورده شده است از جمله؛ 
 منجر به ی با بار منفیکروبی مي سلول هايبار مثبت و غشا

 ].25[  شودی داخل سلول مباتی ترکری و سانینشت پروتئ
و کند یم به عنوان ماده اتصال دهنده آب عمل نی همچنتوزانیک

 به عنوان نی ماده همچننیا .کندی را مهار می مختلفيهامیآنز
به عناصر  ی به طور انتخابوکند ی کننده عمل مچلاته عامل کی

 سموم و رشد دی مانع تولقی طرنی و از افلزي متصل شده
 13جذب زیستی تی فعالنی همچنتوزانیک . شودیها مکروبیم

و از رشد ها را جذب کرده ي باکتري تواند مواد مغذیدارد و م
 و مهار سنتز DNA با توزانیاتصال ک.  کنديریآنها جلوگ
mRNAها و سمیکروارگانی به هسته متوزانی نفوذ کقی از طر

 ].31[   شودی ها انجام منی و پروتئmRNAتداخل در سنتز 

ها در فرمنتایج این پژوهش نشان داد در روز اول نگهداري کلی
طبق استاندارد .  رشد نکردها و نمونه شاهدکدام از تیمارهیچ

ها در محصولات سوسیس و فرم حداکثر تعداد مجاز کلی2303
 می باشد و همانطور که cfu/g 10کالباس در هنگام مصرف 
 ام نگهداري همه نمونه ها بجز 20مشاهده می گردد تا روز 

                                                             
12. carnosine  
13. bioabsorbant  

از نظر شمارش ) T4) 1.23±0.05 Log CFU.g-1تیمار 
نتایج آنالیز میکروبی در . د بودندها در محدوده استاندار کلیفرم

% 1پایان دوره نگهداري نشان داد که در تیمارهاي حاوي 
 T5 ،T8 کیتوزان رشد کلی فر ها مشاهده نشد و در تیمارهاي

ها رشد پیدا کردند ولی خارج از   اگرچه کلیفرمT10و 
محدوده استاندارد نبودند و مشکلی از نظر سلامتی مصرف 

حالیکه نمونه حاوي نیتریت از محدوده کننده نداشتند، در 
 0.15±1.08ها برابر  استاندارد خارج شده و شمارش کلیفرم

Log CFU.g-1 بنابراین می توان نتیجه ). 5جدول ( بود
گیري کرد که نگهدارنده هاي طبیعی کیتوزان و نانوامولسیون 
زنیان در غلظت هاي مورد استفاده بویژه در حالت ترکیبی در 

ها موثرتر از نیتریت سدیم در غلظت  ز رشد کلیفرمجلوگیري ا
ppm 100عمل نمودند .  

با جایگزینی ) 2011( و همکاران Garciaدر تحقیقاتی مشابه 
بخشی از نیتریت با کیتوزان در سوسیس خوك گزارش دادند 
که کلیفرم ها در همه نمونه هاي تحت تیمار و کنترل قابل 

 در روز اول تا cfu.g-1 10جداسازي بودند، بطوریکه از تعداد 
cfu.g-1 103 ام نگهداري افزایش پیدا کرد که با 35 در روز 

  جوادياین در حالی است که. نتایج این تحقیق سازگاري دارد
در مطالعه میکروبی نمونه هاي سوسیس ) 2011(و همکارانش 

 روز نگهداري در دماي یخچال هیچگونه رشد 35در طول 
 که دلیل این تفاوت می تواند شرایط کلیفرمی مشاهده نکردند

نامناسب بهداشتی تولید سوسیس و شمارش کلی میکروبی 
بطور کلی شرایط بهداشتی . بالاي نمونه هاي سوسیس باشد

مناسب نگهداري و بسته بندي مانع رشد کلیفرم ها در 
محصولات غذایی می گردد و وجود این باکتري ها در سوسی 

پس از پخت و دستکاري و کالباس به دلیل آلودگی 
  ].26[ باشد غیربهداشتی می

نشان داد که ) LAB( باکتري هاي اسیدلاکتیک  شمارشجینتا
 یکروبی ضد مباتی ترکي حاوي، نمونه هادیدر روز تول

 شمارش باکتري هاي از نظر  زنیانونی و نانوامولستوزانیک
LAB05/0( نداشتند ي داری تفاوت معن>p( ، اما در غلظت

) T12 و T9  ،T11 (یکروبی ضد مباتی ترکنیتر ا بالايها
کمتر از شمارش این باکتري ها تقریبا یک سیکل لگاریتمی 

ي  نمونه هاي سازرهیدر طول ذخ ).p>05/0(نمونه شاهد بود 
 باکتري  روز، تعداد30 به مدت گرادی درجه سانت4 در کالباس

 ي در نمونه هاشهی همری مقادنی اما اافتی شی افزاLAB هاي
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 باکتري  حال، در شمارشنیبا ا.  شده از شاهد کمتر بودماریت
 ي و نمونه ها نیتریتppm100حاوي  نمونه نی بLAB هاي
 وننانوامولسی  درصد2 و  درصد1 و توزانکی  درصد5/0 يحاو

 روز اول 20 ی در طیبی ترکبصورت ای طور جداگانه ه بزنیان
در . )p<05/0(  مشاهده نشدي داری تفاوت معني سازرهیذخ

 در نمونه LABپایان دوره نگهداري شمارش باکتري هاي 
 افزایش log cfu/g 0.4±5.33 تا 0.1±1.66کنترل از 

 رشد نیکه کمتر T12 و T9یافت، در حالیکه در تیمارهاي 
، تعداد این باکتري ها به ترتیب از  ها مشاهده شدي باکترنیا

 به  0.13±0.77 و از  0.42±3.98 به  0.84±0.2
3.67±0.4 log cfu/g 5جدول ( تغییر پیدا کرد .(  
 شده ي بسته بندیدر محصولات گوشت LAB باکتري هاي

 در رای دهد زی ملی غالب را تشکیکروبیخلاء، فلور متحت 
 هاي افزوده شده هی مقاوم هستند و اگر ادوتراتیبرابر نمک و ن

 ي هاي منگنز باشد، به رشد باکتري محصولات حاونیبه ا
 که در بسته یدر محصولات گوشت . کندی کمک مکیلاکت دیاس

  باکتریهاي شوند،ی ميبسته بندبه هوا  نفوذ رقابلیغهاي 
LABگاز دی تولقی از طر CO2ي هاسمیکروارگانی از رشد م 
کند و با ی ميری جلوگ ها، به خصوص سودوموناسيهواز

 تی و رشد جمعری، مانع از تکثpH و کاهش دی اسدیتول
  . شودی مبی رقي هاسمیکروارگانی م ازياریبس

  باکتري هاي،)2009(و همکاران   چنول مطالعه مشابه، کیدر 
LABی محصولات گوشتفساد عامل نیتری را به عنوان اصل 

آنها گزارش دادند که . ند کردی شده با خلاء معرفيبسته بند
 ،) درصد43 (لکونوستوك ،) درصد37(لاکتوباسیلوس 

 و)  درصد4 (انتروکوکوس ،)رصد د11 (کارنوباکتریوم
عامل  هاي میکروارگانیسم مهمترین)  درصد2 (لاکتوکوکوس

 ].27[ می باشند در محصولات گوشتی بسته بندي شده فساد

 نوع در یک یکروبیفلور غالب منیز  ،)2013(و همکاران  لندتا
  نشان داد کهجینتا. ]28[ ند را مورد مطالعه قرار دادسیسوس

 که بوده محصول نی ایکروبی می فلور اصلLAB باکتري هاي
  .باشندمی لاکتوباسیلوس پلانتاروم و پاراکزيها  آننیمهمتر

 و هاشمارش کلی باکتري شی از مطالعات، افزاياری بسجینتا
LAB  کند شدن ایو متوقف کردن در طول زمان نگهداري 
و  ]29[و ]12[   توزانی را با افزودن کهاي باکترنیرشد ا
 رهی ذخطول در  ]30[و ]21[   هاي گیاهی  اسانسونیولسنانوام

  .  تایید می کند پخته شدهی گوشتتمحصولا

نتایج شمارش کپک و مخمر نشان داد که تفاوت معنی داري 
بین نمونه هاي حاوي سطوح پایین کیتوزان و نانوامولسیون 

 روز اول نگهداري 20زنیان در مقایسه با نمونه کنترل در طول 
تعداد کپک و % 1اشت، در حالیکه کیتوزان در غلظت وجود ند

 ساعت اول 24 سیکل لگاریتمی در طی 4/0-1مخمر را حدود 
نگهداري  نسبت به شاهد کاهش داد و پس از آن کپک و 

 درصد کیتوزان با 1 و 5/0مخمرها در کالباس هاي حاوي 
روندي مشابه ادامه پیدا کرد، بطور کلی در پایان دوره نگهداري 

ونه هاي تیمار شده با کیتوزان و یا ترکیب کیتوزان و نم
نانوامولسیون از نظر شمارش کپک و مخمر در مقایسه با نمونه 
حاوي نیتریت و یا نمونه هاي حاوي نانوامولسیون تنها شرایط 

 ي آمارلی و تحلهی حال، تجزنیبا ا). 5جدول (بهتري داشتند 
 و توزانی کدهنی فزاریداده ها نشان داد که افزودن مقاد

 قارچ جلوگیري از رشد در ي مثبت ترریتأثزنیان  ونینانوامولس
و نمونه شاهد  نی و مخمر بکپک شمارش از نظر رایها دارد، ز

 ا ببی و در ترکتنها توزانی درصد ک1 ي حاوکالباس
 طول در ي داریتفاوت معن)  درصد3 و 2 (زنیان ونینانوامولس

 دوره انیدر پا. )p>05/0(ي مشاهده گردید  سازرهذخی
 T12 ماری در ترشد کپک و مخمري گونه چی، هنگهداري

،  T2 يمارهای تنی شاهد و همچنيمشاهده نشد، اما نمونه ها
T4  ،T5  ،T7  ،T8 و T10 خارج از محدوده استاندارد 

  . )cfu/g 100(بودند 
 مواد ری گوشت و سای به آلودگجمعیت کپک و مخمرها

 دارد ی جات و مواد پرکننده بستگهیو ادژهی دهنده به ولیتشک
 محصول دی تولشرایط بهداشتی پخت و ندیو سپس به فرآ
 یکیولوژیکروبی ملی و تحلهی تجزجینتا  ].25[ مربوط می شود

  توزانی کیبخش که اثرتایید می کند  را ی قبلجی نتاکالباس
را ]33[  و ]32[، ]22[   و اسانس زنیان  ]31[  و ]25[، ]12[ 
ان یک نگهدارنده طبیعی بر سوش هاي مختلف باکتري عنوهب

 فساد ي عامل، مخمرهایبه طور کل. اند کرده دییتأها و قارچ ها 
در مقابل فعالیت کشندگی  گرم مثبت يهاینسبت به باکتر

اسانس زنیان و کیتوزان حساس تر می باشند و باکتري هاي 
نفی گرم مثبت نیز به نوبه خود نسبت به باکتري هاي گرم م

   . حساس تر هستند
 یی ترپن هااسانس ها یکروبی فعال ضد مباتی ترکیبه طور کل

 ی منابع علمیبررس.  و کارواکرول هستندمولیمانند اوژنول، ت
 و یی دارواهانی و عصاره گاسانس ها رینشان داده است که تأث
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 آنها ری از تأثشتری باری گرم مثبت بسيهای آنها بر باکترباتیترک
 نی تواند به ای تفاوت منیا.  استینف گرم ميهایبر باکتر

 وارهی دلی به دلی گرم منفيها ي مربوط باشد که باکترتیواقع
 ی سلولوارهی که در اطراف دی خارجدی ساکاریپوپلیل

مطالعات مختلف .  وجود دارد، مقاوم تر هستند کانیدوگلیپپت
 قلو حدا) MIC(نشان داده اند که حداقل غلظت مهار کننده 

 مانند یینانوساختارها) MBC (کشندگی باکتري هاغلظت 
ها نسبت به  ي باکترتمام در  هاونی ها و نانو امولسپوزومینانول

  .اسانس آزاد کم است
 توانند منجر به ی ممیرمستقی و غمینانومواد از دو روش مستق

، میدر حالت مستق.  و مرگ شوندهای شدن باکتررفعالیغ
) SH- (ولی کنند که با گروه تید م را آزاییونهاینانومواد 

 واکنش نشان ییای موجود در سطح سلول باکتري هانیپروتئ
 خارج شده ییای سلول باکتري ها از غشانی پروتئنیا.  دهندیم

 نینانومواد ا.  کنندی منتقل می سلولوارهی را از ديو مواد مغذ

 غشاها را کاهش يری کنند، نفوذپذی مرفعالی ها را غنیپروتئ
در .  شوندی می منجر به مرگ سلولتیدهند و در نها یم

 قی ها از طري نانوذرات بر باکترری، تأثسمی مکاننی در اقتیحق
.  استی سلولوارهی دبی و تخرDNA، نی پروتئدنی دبیآس

 بار مثبت نی بکی الکترواستاتبرهمکنش نانوذرات با نیا
شند و  توانند در تعامل بای می سلولي غشاینانوذرات و بار منف

 نانوذرات ادی حجم ز به دلیل رفتن غشانی باعث از بجهیدر نت
، تجمع گریاز طرف د ].34[    شودی سلولي با غشاسهیدر مقا

 تواند ی آن میرونی بي سلول و غشاهاتوپلاسمینانوذرات در س
 های باکتري باشد که در مهار رشد و بقايگری دي هاسمیمکان

 يروهای نقیانند از طر توی منینانوذرات همچن. نقش دارد
 بردن نی متصل شده و با از بDNA به کیالکترواستات

 به یعی طبری غدی جديوندهای پدی تولای دروژنی هيوندهایپ
DNAبزنندبی سلول آس  .  

Table 4 Changes in microbial population (Log CFU.g-1) of prepared beef bologna stored at 4 °C for 
30 days 

 Total count Time (day) Coliforms Time (day) 
Treat 1 10 20 30 1 10 20 30 

T1 2.30±0.08abc 3.14±0.18ab 4.88±0.09ab 5.64±0.12abc 0.00±0.00 0.00±0.00d 0.53±0.12c 1.08±0.15c 
T2 2.38±0.1ab 3.09±0.1abc 4.79±0.25ab 5.91±0.08ab 0.00±0.00 0.33±0.11b 0.67±0.1c 1.43±0.1b 
T3 2.05±0.2bcd 2.83±0.07cde 3.95±0.22de 4.77±0.25e 0.00±0.00 0.00±0.00 d 0.00±0.00 d 0.00±0.00e 

T4 2.44±0.12a 3.28±0.2a 5.22±0.3a 6.12±0.2a 0.00±0.00 0.47±0.08a 1.23±0.05a 2.18±0.2a 
T5 2.02±0.15bcd 3.02±0.16abc 4.66±0.18ab 5.38±0.14bcd 0.00±0.00 0.00±0.00 d 0.00±0.00 d 0.54±0.1d 
T6 1.95±0.1cd 2.72±0.15cde 3.85±0.13e 4.61±0.1ef 0.00±0.00 0.00±0.00 d 0.00±0.00 d 0.00±0.00e 
T7 2.15±0.05bcd 3.15±0.10ab 4.73±0.12ab 5.61±0.11abc 0.00±0.00 0.3±0.1b 0.98±0.2b 1.48±0.13b 
T8 1.82±0.12de 2.71±0.15cde 4.48±0.24bcd 4.93±0.23de 0.00±0.00 0.00±0.00 d 0.00±0.00 d 0.78±0.09d 
T9 1.48±0.15ef 2.53±0.1ef 3.81±0.14e 4.56±0.17ef 0.00±0.00 0.00±0.00 d 0.00±0.00 d 0.00±0.00 e 
T10 1.98±0.2cd 2.91±0.11bcd 4.58±0.3bc 5.32±0.28cd 0.00±0.00 0.00±0.00 d 0.00±0.00 d 0.64±0.1d 
T11 1.55±0.13ef 2.65±0.14def 3.98±0.22cde 4.67±0.19ef 0.00±0.00 0.00±0.00 d 0.00±0.00 d 0.00±0.00 e 
T12 1.41±0.1f 2.28±0.13f 3.42±0.17e 4.21±0.22f 0.00±0.00 0.00±0.00 d 0.00±0.00 d 0.00±0.00 e 

 LAB Time (day) Molds and Yeasts Time (day) 
Treat 1 10 20 30 1 10 20 30 

T1 1.66±0.1abc 2.25±0.1ab 3.87±0.15abc 5.33±0.4a 0.34±0.05de 1.12±0.11bc 1.91±0.3a 2.62±0.21b 
T2 1.74±0.08ab 2.18±0.06ab 3.91±0.05abc 5.08±0.2ab 0.41±0.1 de 0.89±0.08cd 2.05±0.21a 2.91±0.3ab 
T3 1.41±0.12bcd 1.89±0.12abc 3.11±0.12cd 4.23±0.31bcd 0.00±0.00f 0.5±0.1ef 0.95±0.16b 1.93±0.2cd 
T4 1.80±0.15a 2.46±0.15a 4.26±0.3a 5.61±0.24a 1.02±0.2a 1.78±0.2a 2.11±0.11a 3.42±0.35a 
T5 1.38±0.1bcd 1.94±0.25abc 3.74±0.4abc 4.8±0.16abc 0.97±0.1ab 1.22±0.14bc 1.88±0.2a 2.69±0.24b 
T6 1.31±0.05cd 1.78±0.2bcd 3.15±0.3cd 4.05±0.18cd 0.00±0.00 f 0.31±0.1fg 0.94±0.1b 1.71±0.2cd 
T7 1.51±0.03abc 2.41±0.3ab 4.02±0.25ab 5.11±0.29ab 0.31±0.02e 0.92±0.2cd 1.67±0.15a 2.85±0.15ab 
T8 1.18±0.1de 1.91±0.31abc 3.51±0.3bcd 4.35±0.4bcd 0.62±0.15cd 0.75±0.15de 1.72±0.18a 2.33±0.2bc 
T9 0.84±0.2ef 1.85±0.35bcd 3.21±0.5bcd 3.98±0.42cd 0.00±0.00 f 0.00±0.00g 0.78±0.2b 1.33±0.1d 
T10 1.34±0.22cd 2.29±0.28ab 3.81±0.2abc 4.74±0.35abc 0.71±0.18bc 1.28±0.12b 1.76±0.1a 2.25±0.22bc 
T11 0.91±0.18ef 1.44±0.25cd 3.42±0.33bcd 4.09±0.25cd 0.00±0.00 f 0.3±0.04fg 0.69±0.12b 1.42±0.3d 
T12 0.77±0.13f 1.22±0.1d 2.86±0.12d 3.67±0.4d 0.00±0.00 f 0.00±0.00g 0.00±0.00c 0.00±0.00e 

Different letters (a–z) within a same column (different batches) differ significantly (P< 0.05). 
  

 چند واحد ای کی لی تواند تبدی مراتیی تغنی از ای برخلیدل
 و اختلال ی ثباتی تواند به بی باشد که مDNA دهنده لیتشک

 افتهی مطالعه مطابق با نی اجینتا .]35[  در ساختار آن منجر شود

 نی ابطوریکه،  بود)2015(و همکاران   Noudoost يها
 سبز پس از پوشش دادن يمحققان گزارش دادند که عصاره چا

 یکروبی ضد متی نسبت به حالت آزاد فعالهاپوزومیبا نانول
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 نیز) 2016( و همکاران Cui جینتا .]36[  نشان داديشتریب
 از Salvia officinalisنشان داد که نانوکپسول اسانس 

 نسبت به ی بیشتريکروبی اثر ضد منیهمچنو  ي بالاتريداریپا
 ریدر شرئوس استافیلوکوکوس او لمیوفیاسانس آزاد در برابر ب

  .برخوردار است
 نانو  وتوزانی ذکر شد، کی قبلحاتیهمانطور که در توض

 های از رشد باکتريری در جلوگیی بالاییاز توانازنیان  ونیامولس
 از رشد نیبنابرا،  گرم مثبت برخوردار هستنديهای باکترژهیبه و

علاوه بر .  کندی ميری پخت جلوگندی ها پس از فراي باکترنیا
 ي سازرهی، ذخهی مناسب مواد اولتیفی، کیاف پخت کندیفرا، نیا

 در هنگام ي نگهداري دماتی، رعایطی مناسب محطیدر شرا
 ضد باتی استفاده از ترکنی و همچني سازرهی ذخ وحمل و نقل

  . شودی ها مي باکترنی مانع از رشد ایکروبیم
  )WHC( ظرفیت نگهداري آب - 4-4

تی عبارت است از ي گوش ظرفیت نگهداري آب فرآورده
توانایی فرآورده در حفظ آب موجود در ساختار بافت آن طی 
به کارگیري نیروهاي بیرونی مانند بریدن، چرخ کردن، فشردن 

ظرفیت نگهداري آب در واقع نسبت آب باقی . یا حرارت دادن
مانده در نمونه به حجم آب اولیه می باشد، بنابراین درصد 

 ن مقدار کمتري رطوبت می باشد بالاتر نشان دهنده آزاد شد

کالباس تحت تاثیر  ي نمونه هاWHC يری اندازه گجینتا .]37[
پودر کیتوزان و نانوامولسیون زنیان به تنهایی و در ترکیب با 

طور که  همان. نشان داده شده است6جدول یکدیگر در 
  نمونهWHC بر ی مثبتری تأثتوزانی افزودن کمشاهده می شود

 در روز يری اندازه گجی که نتاي، به طوراشتکالباس د يها
 میزان نی بالاترتوزانکی ٪1 ي حاوياول نشان داد که نمونه ها

 درصد بود و 1/88- 1/89در محدوده داشتند که  پارامتر را نیا
اختلاف معنی دار )  درصد6/84(از نظر آماري با نمونه کنترل 

  .  بود
زنیان در روز اول طور که مشاهده می شود نانوامولسیون همان

 نداشت، بدین WHCنگهداري تاثیر معنی داري بر تغییرات 
 مقدار این پارامتر T10 و T4 ،T7صورت که براي تیمارهاي 

 درصد بود که نسبت به نمونه 84 و 5/84، 9/83به ترتیب برابر 
در طول ). p<05/0(کنترل اختلاف معنی داري وجود نداشت 

 WHCلباس در یخچال مقدار  روز نگهداري نمونه هاي کا30
همه نمونه ها روند کاهشی داشت ولی در نمونه هاي حاوي 

طبق نتایج مشخص شد . کیتوزان میزان این تغییرات حداقل بود

 اثر درصد3که نانوامولسیون زنیان نیز بخصوص در غلظت 
 نمونه WHCسینرژیستی با کیتوزان داشت و منجر به بهبود 

 در پایان WHCب بالاترین میزان بدین ترتی. هاي کالباس شد
 1 نانوامولسیون و  درصد3دوره نگهداري به نمونه هاي حاوي 

 درصد اندازه 2/87تعلق داشت که برابر ) T12( کیتوزان درصد
همانطور که در بخش آنالیز پروفایل ). 6جدول (گیري گردید 

بافتی نمونه ها نشان داده شده است افزودن این دو ترکیب 
ان منجر به کاهش سختی و قابلیت جویدن نمونه بطور همزم

هاي کالباس نسبت به نمونه حاوي نیتریت در طول زمان 
نگهدراي شده است که میتوان به جذب و حفظ آب و در 

 در ساختار بافتی نمونه هاي تیمار شده WHCنتیجه افزایش 
  . نسبت داد

 پروتئازهاي از ی بافت ناشبی از جمله آسیعوامل مختلف
 توسط دی اسدی از تولی ناشpH کاهش نی و همچنیوبکریم

 و سی سوسWHC کاهش ی اصللی دلاکی لاکتدی اسيهایباکتر
 نشاسته و رتروگراداسیون.  استي سازرهی ذخنی در حکالباس

 زی ننیلوپکتی و آملوزی آمنی بشتری بدروژنی هيوندهای پجادیا
 در طول WHC و کاهش ی سختشی افزايرا بيگری دلیدل

 يآب به گروهها .]38[ می باشد محصولات گوشت اريماندگ
 که ی قطبی جانبي هارهی زنجاز جمله  هانی پروتئیلیدروفیه

-) (لیدروکسی ، ه)COOH- (لی کربوکسي گروههايدارا

OHلیدری، سولف) -SH (لی کربون گروه هاينیو همچن) -

C=O (نویو آم) -NH2 ( ی متصل م، هستنديدیپپتپیوند هاي 
  .]38[  شود

WHCری به شدت تحت تأثی گوشتي گوشت و فرآورده ها 
pH مانند ی نمکي هاونی و NaClموضوعنی قرار دارد و ا  
 هی توجي اچهی ماهي هانی پروتئیکی الکتري در بارهارییبا تغ

 ي بار شده از مولکولهاي گروههانی دفع بایجذب .  شودیم
 نی بی جانبيوندهای شل شدن پای مجاور با اتصال نیپروتئ
 WHC در ریی تغجادی ممکن است باعث ادی پپتي هارهیزنج

 pH، ی گوشتي فرآورده هاpHکاهش . محصول گوشت شود
 تعادل کیزوالکتریدر نقطه ا. رساند ی مکیزوالکتری انقطهرا به 

 نی پروتئتی شود که در نهای مجادی و مثبت ای منفي بارهانیب
 ای گوشت WHC کند و ی مکی گوشت را به هم نزديها

 به توزانیک  .]39[  رساندی را به حداقل می گوشتي هاهفرآورد
 ي هاي ها به خصوص باکترسمیکروارگانی مهار رشد ملیدل

LAB از کاهش ،pHشدن به کی و نزد pHکیزوالکتری ا 
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فعالیت ، توزانی غلظت کشی با افزا.کند ی ميریجلوگ
اي در نمونه ه جهی، در نتابدی ی مشی افزاشتری بمهارکنندگی آن

از . اندازه گیري شد WHC  بالاترین میزانتوزانکی ٪1 حاوي
 جذب آب یتقابلبا  دی ساکاری پلکی توزانی، کگری دسوي

 خود با ي عملکرديها  گروهقی تواند از طریاست که م
 و از خروج آب از ساختار برقرار کند وندی آب پيمولکول ها

 تاثیري نیز زنیان ونینانوامولس .]40[  کند يریمحصول جلوگ

 بامشابه کیتوزان ولی با شدت کمتر داشت بدین معنی که 
 نی مانند پروتئونی فرمولاسي اجزاری با ساوندی پبرقراري

 یبهبود خواص بافتمنجر به  نشاسته نی ها و همچنچهیماه
 تی ظرف اندکی درشیافزادر نتیجه و نمونه هاي کالباس 

 نی همچنونینانوامولس.  توسط محصول نهاي شد آبنگهداري
 اتریی اسانس و نانوذرات از تغیکروبی ضد متی خاصقیطر

pH  می کند يری جلوگکیزوالکتریاو رسیدن به نقطه .  
  

Table 5 Changes in WHC values of beef bologna stored at 4 °C for 30 days 
 WHC Time (day) 

Treat 1 10 20 30 
T1 84.6±0.4cd 84.5±0.6bcd 82±0.08e 80.25±0.75fg 
T2 85.9±0.6b 85.3±0.35b 84.1±0.2d 82.8±0.85de 
T3 88.5±0.33a 87.9±0.4a 86.5±0.3ab 85.3±0.65abc 
T4 83.9±0.2d 81.5±0.5e 80.9±0.18e 79.1±0.3g 
T5 86±0.12b 85.2±0.3b 83.75±0.3d 81.9±0.1ef 
T6 88.3±0.2a 88±0.28a 85.88±0.4bc 84.6±0.9bcd 
T7 84.5±0.55cd 84.2±0.18cd 81.9±0.11e 79.8±0.8g 
T8 85.8±0.7b 85.4±0.1b 84.1±0.4d 83.75±1cde 
T9 88.1±0.35a 79.8±0.22f 87.3±0.6ab 85.9±0.4ab 
T10 84±0.45d 83.6±0.11d 82.25±0.5e 81.95±0.55ef 
T11 85.5±0.25bc 85.1±0.1bc 84.6±1cd 83.97±0.68bcd 
T12 89.1±0.22a 1.42±0.08a 87.95±0.9a 87.2±0.3a 

Different letters (a–z) within a same column (different batches) differ significantly (P< 0.05). 
 

   pH اندازه گیري -4-5
 30 نمونه هاي کالباس گوشت در طول     pHنتایج اندازه گیري    

.  آورده شده اسـت 6  در جدول    C 4°روز نگهداري در دماي     
 الـی  05/6 همه نمونه ها بـین  pHگهداري میزان در روز اول ن  

نتایج آنالیز واریانس نشان داد زمان نگهداري .  قرار داشت23/6
 نمونه هاي کالباس    pHو کیتوزان تاثیر معنی داري بر تغییرات        

، در حالیکه بین نمونه هـاي حـاوي مقـادیر        )p>05/0(داشتند  
د نداشـت  مختلف نانوامولسیون زنیان اختلاف معنی داري وجو 

)05/0>p .( 1 و 5/0در زمان ثابت نگهداري نمونه هاي حاوي 

 نـسبت بـه ســایر   pHدرصـد کیتـوزان داراي بـالاترین مقــدار    
تیمارها و نمونه کنترل بودند و این امر احتملا به دلیـل وجـود        

 در سـاختار واحـدهاي گلـوکزآمین        NH2-)(گروه هاي آمین    
 کیتـین بـه کیتـوزان       باشد که طی فرایند داستیلاسیون و تبـدیل       

، در )6جدول (طبق نتایج مقایسه میانگین ها . تشکیل می شوند
تمامی تیمارها با افزایش زمان نگهداري کاهش معنـی داري در   

 نمونه هاي کالباس ایجـاد شـد بطوریکـه بـالاترین            pHمقدار  
  . نگهداري اندازه گیري شد30میزان این کاهش در روز 

Table 6 Changes in pH values of beef bologna stored at 4 °C for 30 days 
 pH Time (day) 

Treat 1 10 20 30 
T1 6.1±0.02abc 6.00±0.05b 5.95±0.1abc 5.71±0.11d 
T2 6.15±0.01abc 6.08±0.1ab 6.01±0.08 ab 5.97±0.1abcd 
T3 6.2±0.05ab 6.15±0.01 ab 6.05±0.1ab 6.08±0.02ab 
T4 6.12±0.01abc 6.03±0.02 ab 5.85±0.05c 5.81±0.04bcd 
T5 6.17±0.02abc 6.12±0.05 ab 6.04±.01ab 6.00±0.1abc 
T6 6.21±0.01ab 6.14±0.08 ab 6.05±0.07 ab 6.04±0.05abc 
T7 6.08±0.03bc 6.00±0.04b 5.91±0.03bc 5.86±0.12cd 
T8 6.15±0.01abc 6.1±0.02ab 6.06±0.04ab 6.05±0.03abc 
T9 6.23±0.04a 6.17±0.01a 6.12±0.05a 6.05±0.01abc 
T10 6.05±0.05c 6.02±0.06ab 5.97±0.01abc 5.9±0.09bcd 
T11 6.09±0.07bc 6.01±0.09ab 6.00±0.01ab 5.98±0.02abc 
T12 6.2±0.1ab 6.12±0.02ab 6.08±0.05 ab 6.1±0.03a 

Different letters (a–z) within a same column (different batches) differ significantly (P< 0.05). 
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این امر احتمالا به دلیل تولید اسیدهاي آلی ماننـد اسـیدلاکتیک       
ــا   ــاکتري ه ــط ب ــروه (توس ــین ) LABبخــصوص گ و همچن

اکسیداسیون چربی ها و تشکیل ترکیبات اسیدي باشـد کـه در            
 در فراورده نهایی در طی نگهداري      pHنهایت منجر به کاهش     

در طول پاستوریزاسیون محصولات گوشـتی،   .]41[ می گردد 
، لاکتوباسـیلوس فرم رویشی باکتري هاي اسیدلاکتیک از جمله        

ایــن .  زنــده بــاقی مــی ماننــدانتروکوکــوس و میکروکوکــوس
میکروارگانیسم ها میکروآئروفیل هستند بنابراین در بسته بندي        
هاي وکیوم به رشد خود ادامـه مـی دهنـد و از طریـق تـنفس                 

 .]41[  متابولیت هایی مانند اسید لاکتیک تولید می کنندبیهوازي
با افزایش زمان ماندگاري میزان اسید تولیـد شـده توسـط ایـن       

 pHمیکروارگانیسم ها افزایش می یابد کـه نتیجـه آن کـاهش             
بـسیاري از محققـان     . محصول در طول ذخیره سازي می باشد      

  محصولات گوشتی در طول دوره ذخیره سـازي را  pHکاهش  
 LABگزارش کرده اند و علت آن را بـه رشـد بـاکتري هـاي         

 نتایج همچنـین نـشان    .]43[،  ]42[،  ]41[،  ]22[نسبت داده اند    
، ، T3(درصد 1داد نمونه هاي حاوي کیتوزان بویژه در غلظت       

T6  ،T9  و T12  با مقـدار pH 10/6-04/6 (   بـالاترین میـزان
pH) 71/5 (       ونه حاوي  را در پایان دوره نگهداري نسبت به نم

ppm 100   و نمونه هاي حاوي نانوامولـسیون      ) 71/5( نیتریت
داشـتند کـه نـشان دهنـده اثـر ضـد            ) 81/5-90/5(زنیان تنهـا    

 pH راتیی بر تغ  توزانی ک ریتأث. میکروبی قوي کیتوزان می باشد    
بود، بدین صورت که  مشهود ي ماه ماندگار کی پس از    ژهیبه و 

 توانـد   ی م ـ یینها ترش در محصول     يعدم احساس طعم و بو    
 روز داشته   30 بعد از    وکیوم محصولات   رشی در پذ  ی مثبت ریتأث

، )2010( و همکاران جیاراکوتحقیقات انجام شده توسط . باشد
) 2011( و همکـاران     گارسـیا  و   ،)2013( و همکاران    مارکوس

ــه محــصولات گوشــتی و    ــوزان ب ــزودن کیت ــوب اف ــاثیر مطل ت
   .]44[، ]22[ید را تایید می نماpHجلوگیري از کاهش 

 در توزانی نسبت به کي کمترری اگرچه تأثزنیان ونینانوامولس
در آن  سینرژیستینشان داد که اثر نتایج  داشت اما pH رییتغ

 وجود دارد، pH از کاهش يری جلوگدر توزانکی با ٪3غلظت 
 ماریدر تام  30 پارامتر در روز نی مقدار انیشتری که بيبه طور
T121/6 ( شديری اندازه گpH = .( زنیان ونیمولسا نانوریتأث 

 از یعی وسفی طبر آن ییای ضد باکترتی به فعالزین
 آزمونکه در بخش   شودی ها مربوط مسمیکروارگانیم
 و Aminzare.  شرح داده شده استلی به تفصیکروبیم

با مطالعه اثر اسانس دارچین بر ویژگی هاي ) 2015(همکاران 
ش دادند که اسانس دارچین تاثیر شیمیایی کالباس لیونر گزار
 در تمام روزهاي نگهداري pHقابل توجهی بر تغییرات 

نداشت در حالیکه زمان نگهداري فاکتور موثري در این رابطه 
   .]45[بود که با نتایج این تحقیق سازگاري دارد

  

  نتیجه گیري- 5
 هاي کارگیري نگهدارنده به در موجود بالقوه خطرات به توجه

 از استفاده به ها مصرف کننده ي علاقه و نیتریت جمله از سنتزي
 به غذا صنعت و علم موجب حرکت طبیعی، و سالم محصولات

 غذایی محصولات در طبیعی هاي اکسیدان از آنتی استفاده سوي
در این تحقیق امکان جایگزینی نیتریت سدیم . است شده

بعنوان یک نگهدارنده سنتزي توسط نگهدارنده هاي طبیعی 
شامل نانوامولسیون زنیان و کیتوزان در غلظت هاي مختلف بر 

 شیمیایی محصول نهایی بررسی شد  وخصوصیات میکروبی
 ترکیب 9آنالیز ترکیبات شیمیایی اسانس گیاه زنیان نشان داد .

دهد   ترکیبات اسانس را تشکیل میدرصد 58/99که مجموعا 
کیبات  شناسایی گردید که بیشترین ترGC/MSتوسط دستگاه 

-آلی شناسایی شده در اسانس به ترتیب شامل کارواکرول، ام
نتایج آنالیز میکروبی حاکی . پینن بود- ترپینن و آلفا-سیمن، گاما

از موثر بودن کیتوزان و نانوامولسیون زنیان در کاهش فلور 
میکروبی نمونه هاي کالباس در طول دوره ذخیره سازي بودند 

هاي حاوي نانو در نمونهو بیشترین کاهش بار میکروبی 
امولسبون اسانس زنیان و کیتوران مشاهده شد که حاکی از اثر 

  .سینرزیستی این دو ترکیب است 
 يها نمونهظرفیت نگهداري آب بر ی مثبتری تأثتوزانیفزودن کا

 در روز اول يریگ اندازهجی که نتاي، به طورکالباس داشت
 نی امیزان نیبالاتر توزانکی ٪1 ي حاويهانشان داد که نمونه

با افزایش غلظت کیتوزان ظرفیت نگهداري . داشتندپارامتر را 
 آب نمونه هاي کالباس نسبت به کنترل در طول زمان نگهداري

 کاهش یافت، اما افزایش غلظت نانو pHافزایش و میزان 
ترکیب . داري بر این پارامترها نداشتامولسیون اثر معنی

ترین  درصد مطلوب3-2لسیون  درصد و نانوامو1کیتوزان 
تواند پتانسیل ارزشمندي براي استفاده نتایج را نشان دادکه می

تجاري داشته باشد و تولید محصولات گوشتی را بدون استفاده 
  .از نیتریت ها یا سایر مواد افزودنی مصنوعی بهبود بخشد
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Due to the importance of consuming meat and meat products especially 
sausage and bologna and the adverse effects of using synthetic preservatives 
used in them, this study aimed to investigate the effect of natural preservative 
on shelf-life of cooked beefbologna and comparison with sodium nitrite as 
synthetic preservative. the effect of chitosan (0, 0.5 and 1%) added 
individually or in combination with CCEO nanoemulsion (0, 1, 2 and 3%) as 
an alternative for sodium nitrite on microbiological (Total Viable Counts, 
Coliforms, Lactic acid bacteria (LAB), molds and yeasts), pH and water 
holding capacity (WHC), of beef bologna stored at 4 °C for 30 days was 
investigated. The experiment was performed in completely randomized based 
on factorial in 3 replication. Duncans test at 5% probability level was used to 
determine the significant difference mean between the data. Results indicated 
that chitosan addition resulted in significant (p< 0.05) inhibition of microbial 
growth, so that the lowest microbial counts were obtained in the samples 
containing both chitosan and CCEO nanoemulsion indicating a possible 
synergistic effect. Chitosan also improved the WHC and reduced the synersis 
of the samples during shelf-life respect to the control, while CCEO 
nanoemulsion had no significant effect on these parameters (p>0.05). The 
combination of chitosan (1%) with CCEO nanoemulsion (2-3%), which 
showed the best results, could have a valuable potential for commercial use in 
order to improve preservation of meat products without the use of nitrites or 
other synthetic additives. 
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