
  
 و Escherichia coliفعال زئین حاوي اسانس آویشن علیه  ضدمیکروبی فیلم زیست اثر

listeriainnocua هداري سالاد الویهگطی ن  

   1*یريمحبوبه کش

  14/06/1393: تاریخ دریافت
  14/10/1393: تاریخ پذیرش

  چکیده
بنـدي، بـه درون محصـول    مـر بسـته  نوین نگهداري است که بر اساس رهایش عوامل فعال ترکیب شده با پلی وريامیکروبی یک فنبندي ضد بسته

با هدف استفاده از اسانس گیاهان بعنوان ترکیبات ضدمیکروبی . بندي براي افزایش کیفیت و امنیت غذایی طراحی شده استغذایی یا محیط اطراف بسته
علیـه  ) فـاز بخـار  ( و جامـد  ) تمـاس مسـتقیم  (درمحـیط مـایع    )Zataria multiflora Boiss(.عی، فعالیت ضدباکتریایی اسـانس آویشـن شـیرازي    طبی

Escherichia coli  و listeria innocuaتولیـد و   وزنی اسانس آویشـن شـیرازي  % 10و  5هاي زیست فعال زئین حاوي فیلم. مورد مطالعه قرار گرفت
اسـانس آویشـن شـیرازي    % 10هاي زئین داراي فعالیت ضدباکتریایی فیلم .ها در محیط مایع و جامد آزمایشگاهی ارزیابی شدندباکتریایی فیلمفعالیت ضد
 نتایج این پژوهش نشان داد کـه خـواص ضـد باکتریـایی    . روز مورد ارزیابی قرار گرفتند 6سالاد الویه بعنوان یک مدل غذایی طی مدت  بنديبراي بسته

 5داري در سـطح آمـاري   از لحاظ آمـاري اخـتلاف معنـی   . اسانس آویشن شیرازي در تماس مستقیم در مقایسه با فاز بخار از کارایی بهتري برخوردار بود
 listeria innocua و   Escherichia coliه اسانس آویشن در تماس مستقیم علی% 5درصد بین اندیس کاهش لگاریتمی فیلم زیست فعال زئین حاوي 

 رغـم علـی . یافـت  اندیس کاهش لگاریتمی باکتریایی در محیط مایع افـزایش  با افزایش غلظت اسانس در فیلم زیست فعال زئین چنینهم. جود نداشتو
الویـه  زیست فعال زئین جهت کاهش آلـودگی سـالاد    هايهاي زئین در تماس مستقیم، فیلم فیلم ضدباکتریایی اسانس آویشن شیرازي در نتایج مطلوب

  . بندي شده از کارائی لازم برخوردار نبودندبسته
  

  بندي ضد میکروبی، زئین، اسانس آویشن شیرازي، سالاد الویه بسته سفتی: کلیدي ياه هواژ
  

    12مقدمه
هـاي   تـرین روش  استفاده از ترکیبات ضدمیکروبی یکی از قدیمی

 ـیضـد م ترکیبـات  . گرددنگهداري مواد غذایی محسوب می ی در کروب
بـا قـرار دادن در    میرمسـتق یغ بطـور  مستقیم ماده غذایی و یـا تماس 

انـداختن رشـد    ریتـاخ  بـه مـري قـادر بـه کـاهش یـا      بسترهاي پلـی 
 ـ ها سمیکروارگانیم ي بنـد  بسـته . et al., 2011)  (Guardaباشـند  یم

ي فعال است که مهاجرت پیوسته ترکیبات بند بسته ی نوعیکروبیضدم
، بطوري که تداوم سازد یمی به سطح ماده غذایی را فراهم کروبیضدم

ي تـرمیم یافتـه   ها سلول ی، اجازه رشد بهکروبیضدمرهایش ترکیبات 
 عنـوان بـه ی کروبیمضدي بند بستهبنابراین از . میکروبی را نخواهد داد

تکنولوژي هردل جهت افزایش امنیت و بهبود کیفیت مواد غذایی یـاد  
  (Muriel- Galet et al ., 2012).  شود یم

تـرین ترکیبـات قابـل اسـتخراج از      هاي روغنی از متـداول  سانسا
                                                             

 طبیعی گرگانو منابع  کشاورزي دانشگاهصنایع غذایی، استادیار، گروه علوم و  -1
 )Email: kashiri.m@gmail.com: نویسنده مسئول -(* 

 ,.Tajkarimi et al)بــرگ، ســاقه، غــده و گــل گیاهــان هســتند
 Zataria multiflora Boiss.آویشن شیرازي بـا نـام علمـی    .(2010

گیاهی معطر از تیره نعناعیان و بومی مناطق گـرم ایـران، پاکسـتان و    
ترکیبـات   نیتـر  مهـم . (Moradi et al., 2012) اشـد ب یمافغانستان 

 Shojaee-Aliabadi et(باشند کارواکرول و تیمول می اسانس آویشن
al., 2014( .ترکیبی ایمن و سـالم مـورد تاییـد     عنواناین ترکیبات به

  .(Guarda et al ., 2011) سازمان غذا و دارو آمریکا قرار گرفته است
 ـکروبیمضداثر     listeria و Escherichia coliر ی این اسانس ب

innocua Salarbashi et al., 2014(،salmonella typhimurium 
)Razavilar et al., 2006(، shigella)Bagamboula et 

al,2004(، listeria monocytogenes)(،)Abdollahi et 
al.,2012(ر ، کپک و مخم)Suhr et al.,2003( ـ  ورد بررسـی قـرار   م

ي علمـی در حـوزه کـاربرد اسـانس در تولیـد      هـا  افتهاز ی. گرفته است
اسانس آویشن شـیرازي در   ریبه تأث توان یمی نیز کروبیضدمي ها لمیف

ا ســاکارید محلــول ســوی ، پلــی(Moradi et al., 2012)ن کیتــوزا
)Salarbashi et al., 2014(  و کاپاکاراگینان)Shojaee-Aliabadi 
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et al., 2014( و نیزکاربرد کارواکرول در بستر کیتوزان)Rubilar et 
al., 2013(  پـروپیلن  ،تیمول و کارواکرولدر بسـتر پلـیet al., 2011) 

(Guard کـوهی در   چنـین اثـر افـزودن اسـانس پونـه     هم. شاره کردا
 ,. Muriel- Galet et al)الکل وینیل  مري نظیر اتیلن  سترهاي پلیب

ــه(2012 ــویا  ، ایزول ــی)Zinoviadou et al., 2009(س ن ، ژلات
)Hosseini et al., 2013(ـ   )Aguirrea et al.,2013(ه ، تریتیکال
  .زارش شده استگ

در جوامـع امـروزي بـا تغییـر روش زنـدگی، فرهنـگ اسـتفاده از        
 سـالاد الویـه  . مصرف نیز رواج فراوانـی یافتـه اسـت    غذاهاي آماده به

پـز   آب و تخم مـرغ  زمینی سیب و مرغ گوشتشامل نوعی غذاي سرد 
اسـت کـه بـدون     سـبزیجات شور و دیگـر  خیار ،سس مایونز به همراه

بندي عرضه و در دماي یخچـال نگهـداري   اعمال فرایند حرارتی بسته
اختلاف درجه حرارت سطح و درون گوشت مرغ طـی فراینـد    .شودمی

یکروبی سطحی و زنـده مانـدن   پخت گوشت مرغ منجر به حذف بار م
نقص در فرایند حرارتی  چنینهم. گرددهاي درونی میبرخی از پاتوژن

هـاي  مرغ خطرات ناشـی از پـاتوژن   سازي گوشت مرغ و تخمدر آماده
 ـ مـی باکتریایی واقع در تخم مرغ و درون گوشـت مـرغ را فـراهم     د کن

)Luber, 2009( . Listeriaو Escherichia coli ز جملـــه ا 
  .باشندهاي تهدیدکننده سلامت مصرف کنندگان می باکتري

Listeria به مصـرف  آماده  طیف وسیعی از محصولات غذاییر د
بنــدي نگهــداري شــده در شــرایط ســرد گــزارش شــده       بســته

با توجه بـه تنـوع   . )Newel et al., 2010 و Beaufort, 2011(است
ترکیبات در فرمولاسیون محصولات آماده به مصرف، تعیـین شـرایط   

زا بـا چالشـی   هاي بیماريمناسب براي رشد هر یک از میکروارگانیسم
ایــن  بــدین مفهــوم کــه در فرمولاســیون هــر یــک از. همــراه اســت

تواند تشـدید یـا محـدویت    محصولات افزایش یا کاهش یک ماده می
لـذا در ایـن خصـوص    . هاي شاخص راسبب گـردد میکرارگانیسمرشد 

ها در محصولات یکی از راه هاي ارزیابی پتانسیل رشد میکروارگانیسم
ها و ارزیابی توانـایی رشـد در   آن فرموله شده، تلقیح تعداد مشخصی از

هـاي مختلفـی جهـت بـه     روش. )Beaufort, 2011(محصـول اسـت  
حداقل رسـاندن مصـرف مـواد افزودنـی شـیمیایی بـراي مهـار رشـد         

ر گرفته است که در این بـین  میکروبی در مواد غذایی مورد ارزیابی قرا
ها ضـمن حفـظ   ی همراه با سایر هردلکروبیضدمهاي استفاده از فیلم

نهـایی رشـد    کیفیت و طـراوت محصـول بعنـوان یـک مهـار کننـده      
 ,. Muriel- Galet et al)هـا معرفـی شـده اسـت     میکروارگانیسـم 

2012).  
ی عـلاوه بـر نـوآوري در بخـش علمـی، در      کروبیضـدم هاي فیلم
و تولیدکنندگان جهت به  کنندگان صنعتی مورد استقبال مصرفمقیاس 

لـذا هـدف از ایـن     .کنندگان قرار گرفته است تضمین سلامت مصرف
فعال زئین حاوي اسانس آویشن شـیرازي و   پژوهش تولید فیلم زیست

 ارزیابی اثر عملکرد فیلم تولیدي در محیط آزمایشـگاهی و یـک مـدل   

هاي تهدید کننـده سـلامت   با باکتري در مواجهه) سالاد الویه(غذایی 
  . کنندگان بود مصرف
  

  مواد و روش
  مواد

مواد مورد اسـتفاده در ایـن پـژوهش آزمایشـگاهی شـامل زئـین       
، گلیســرول )اوســاکا، ژاپــن(شــرکت تولیــدي مــواد شــیمیایی نیپــون 

، اتـانول  )مزارع استان فـارس (ي آویشن شیراز ،گیاه)اسکارلب، اسپانیا(
، تریپتـون  )اسکارلب، اسـپانیا (، تریپتون سوي براث )ااسکارلب، اسپانی(

اسـکارلب،  ( 2، ویولـت رد بایـل آگـار   )اسـکارلب، اسـپانیا  ( 1سوي آگـار 
 ییایباکتر يها هیسو.بودند) مرك، آلمان( 3،  لیستریا پالکام آگار)اسپانیا

 listeria innocua CECTحاضـر شـامل    پژوهشمورد استفاده در 
934 (ATCC 19114)  ــ از ــاکتردس ــا يته ب ــت   يه ــرم مثب گ

از دســته  Escherichia coli CECT 434 (ATCC 25922)و
 ـیم ونیمرکز کلکس که از یگرم منف يها يباکتر تهیـه   ایاسـپان  یکروب

  . شد
  

  استخراج اسانس 
قبـل از   ي اسـتان فـارس  هوایی گیاه آویشن شیراز هاي سرشاخه

شناسی پژوهشکده گیاهـان  تائید گروه گیاهبرداشت و پس از  دهی گل
 Zataria multiflora.آن نـام علمـی   بـا  دارویی جهـاد دانشـگاهی   

Boiss سـاعت  3بخار آب در مـدت  با  تقطیرروش  هبو  گردیدشک خ 
آنالیز ترکیبات شـیمیایی  .شد گیري کلونجر اسانسسیستم با استفاده از 

جرمی  سنج به طیف متصل یتوسط دستگاه گاز کروماتوگراف هااسانس
بـه طـول    DB5ستون موئینـه  با  جرمی سنجدستگاه طیف  .انجام شد

 25/0میکرومتـر و ضـخامت لایـه داخلـی      250متر و قطر داخلی  30
و همـراه بـا    گـراد  سـانتی درجـه   265تا  50میکرومتر، با برنامه دمایی 

در هر دقیقه و نگهداري ستون  گراد سانتیدرجه  5/2افزایش تدریجی 
 250دماي اتاقک تزریق  ،دقیقه 30به مدت  گراد نتیسادرجه  265در 

 لیتـر در دقیقـه   یلـی م 5/1و سرعت جریان گاز هلیم  گراد سانتیدرجه 
طیف سنجی جرمـی بـه روش یونیزاسـیون الکترونـی بـا انـرژي       . بود

درجـه   250الکترون ولت و دمـاي منبـع یونیزاسـیون     70یونیزاسیون 
هـا و   مک شـاخص بـازداري آن  ها به ک شناسایی طیف .بود گراد سانتی

هاي موجود در کتب مرجع و مقالات و با استفاده  مقایسه آن با شاخص
ــه کــامپیوتري صــورت گرفــت    et(از اطلاعــات موجــود در کتابخان

al.,2013Elizaquível.(  
  

                                                             
1Tryptone Soy Agar (TSA) 
2Voilet Red Bile Agar  
3 Listeria PalcamAgar 
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  ي فیلمساز آماده
وزنی زئـین در   -درصد وزنی 16محلول  ر اساس آزمایشات اولیهب

 ـدرصد تهیه و  80اتانول  درجـه   75یـک سـاعت در دمـاي     مـدت  هب
در ادامـه  . دور در دقیقـه حـرارت داده شـد    400با سـرعت   گراد یسانت

 مـدت  بـه اضافه و ) درصد وزن زئین15/0( کننده عنواننرمبهگلیسرول 
محلـول  . همگـن شـد   کـاملاً  گراد یدرجه سانت 37دقیقه در دماي  15

پخش  لنیپروپ یپلي پوشیده از ورقه نازك ا شهیشحاصل روي صفحه 
. دقیقه حـرارت داده شـد   20 مدتبهو در تونل مجهز به منبع حرارتی 

فیلم زئین فعال نیز مطابق روش فوق آماده شد، با این تفاوت که پس 
صـورت گرفـت و    هم زدندقیقه عمل  8 به مدتاز افزودن گلیسرول 

درصد نسـبت بـه وزن زئـین     10و  5در ادامه اسانس آویشن در سطح 
  .انجام شد هم زدندقیقه  7 به مدتو اضافه 
  

  میکرو پلیت روش بهیی اسانس ایباکتر ضدارزیابی خواص 
از  شـن یرشد اسـانس آو  یحداقل غلظت بازدارندگ نییمنظور تعبه

 اســتفاده شــد تیــپل کــرویدر م هــاي در چاهــک يســاز قیــروش رق
)NCCLS, 2000(.  

  
شیرازي و ارزیابی خواص ضد باکتریایی بخار اسانس آویشن 

  فیلم زیست فعال زئین
 و Escherichia coliی از سوسپانسیون باکتریای یکرولیترم 100

listeria innocua کشـت ا استفاده از سوآپ استریل، روي محـیط  ب 
ي کاغذي استریل به قطـر  ها سکید. پخش گردید سوي آگارن تریپتو

ر  چسـبانده و اسـانس آویشـن د    هـا  تیپلفوقانی  سطح درمتر یسانت 4
در ادامه جهت کاهش . میکرولیتر اضافه شد100و  75، 50، 25مقادیر 

بـا پـارافیلم    ها تلیپخروج ترکیبات فرار موجود در اسانس، هر یک از 
ساعت نگهـداري   24 مدت به گراد یدرجه سانت 37محصور و در دماي 

  .(Muriel- Galet et al ., 2012)د شدن
مشابه  متر یسانت 8و  4ي زیست فعال بر پایه زئین به قطر ها لمیف

براي ارزیابی خاصیت  ها تیپلروش اشاره شده در فوق آماده و به درب 
ــا       ــتقیم ب ــاس مس ــدون تم ــن، ب ــانس آویش ــار اس ــدگی بخ بازدارن

درجـه   37سـاعت در   24 مـدت  بـه میکروارگانیسم، چسبانده شدند و 
 ـ .ذاري شدندگ خانهمگر گراد یسانت ایج فعالیـت ضـدمیکروبی در فـاز    نت

بـر اسـاس شـدت تأثیرگـذاري ترکیـب ضـد میکروبـی بـا          بخار نیـز 
در شـرایطی کـه رشــد   (+++) اصـطلاحاتی نظیـر بازدارنـدگی کامــل    

در مـواردي  (++) نسبی  ها بطورکامل متوقف گردد، بازدارندگیباکتري
کـاهش قابـل مشـاهده در     که اندکی رشد میکروبی مشـاهده گـردد،  

زمـانی کـه در مقایسـه بـا نمونـه شـاهد رشـد        (+) ه میکروبـی  دانسیت
بـدین  ) -(هاي اندکی تقلیل یابد و در نهایت فاقد بازدارنـدگی  باکتري

 Gomez- Esteca et al).طور کامل رشد نمایندها بمفهوم که باکتري
., 2010)   

یی فیلم زیست فعال زئین در محـیط  ایضدباکتر ارزیابی خواص
  مایع آزمایشگاهی

 10فعال زئین حاوي اسـانس آویشـن در    گرم از فیلم زیست 25/0
 میکرولیتر 100از محلول تریپتون سوي برات قرار داده شد و  تریل یلیم

جمعیت میکروبـی تقریبـی   (از سوسپانسیون میکروبی در فاز لگاریتمی 
CFU/ml510 (  ــس از ــافه و پ ــاي   24اض ــاعت در دم ــه  37س درج

 ,. Muriel- Galet et al)شمارش شدند ها کروبیمتعداد  گراد یسانت
2012).  

یی فیلم زیست فعال زئین در مـدل  ایباکتر ضدارزیابی خواص 
  غذایی

درصـد   10ي حـاو  زئـین  فعال ستیز لمیف ییکاراارزیابی منظور ب
هـاي بـه شـرح زیـر آمـاده       نمونه )سالاد الویه(یی غذا مدل اسانس در

  .شدند
 ـ ي شده دربند بستهسالاد الویه  نمونـه  ( فاقـد اسـانس  زئـین   لمیف

  )شاهد
       شـن یاسـانس آو  يحـاو  زئـین  لمیف ـي شده بند بستهسالاد الویه 

  )ییایباکتر حیفاقد تلق نمونه(
     شـن یاسـانس آو  يحـاو  زئین لمیفي شده در بند بستهسالاد الویه 

  )ییایباکتر حیتلق حاوي نمونه(
روز  6مـدت  بـه  خچـال  هـا در دمـایی  سـازي بسـته  پس از آمـاده 

 ـیم يهـا  آزمـون ي و نگهـدار  و   Murial Galatمطـابق روش  یکروب
  .در روز اول، سوم و ششم انجام شدند )2012(همکاران 

  
  ها تجزیه و تحلیل آماري داده

تکـرار اجـرا شـد و     3در قالب طرح کاملاًتصادفی با  پژوهش این
 بـراي . شد انجام SASر تجزیه و تحلیل نتایج آن با استفاده از نرم افزا

 5در سطح آمـاري   مقایسه میانگین تیمارها از آزمون چند دامنه دانکن
  .درصد استفاده شد

  
  نتایج و بحث

  ترکیبات شیمیایی اسانس آویشن شیرازي
دهنده ترکیب تشکیل 14سنجی جرمی انجام شده بر اساس طیف

. خلاصــه شــد 1در جــدول ي از شناســایی و رازیشــ شــنیاســانس آو
 ی شناسـایی شـده  اصـل  اتبیترکترین بیش )درصد 22/37(کارواکرول 

) درصد 14/7( ننیترپگاما، )درصد 41/28(پس از آنتیمول . بود اسانس
تـرین  مشتقات فنیل پروپانوئیدها بـیش . بودند) درصد26/4( ننیپو آلفا

خــواص . دهنــده اســانس آویشــن شــیرازي بودنــدترکیبــات تشــکیل
ویـژه  فنـولی بـه   حضـور ترکیبـات  کوهی بهضدمیکروبی آویشن و پونه

  .تیمول و کارواکرول بستگی دارد
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ترکیبات قابل شناسایی اسانس آویشن شیرازي با استفاده  -1جدول 
  از طیف سنج جرمی

(%)مقدار  ترکیب بازداري شاخص   
29/0 توژن  930 

26/4 آلفا پینن  937 
6/0 بتا پینن  976 

85/0 بتا میرسین  985 
منیس یپ  27/3  1024 

14/7 گاما ترپنین  1055 
23/2 آلفا ترپینن  1061 

63/1 لینالول  1090 
77/0 آلفا تریپینول  1209 

47/1 تیمول متیل استر  1236 
49/3 کارواکرول متیل استر  1243 

22/37 کارواکرول   1314 
41/28 تیمول  1418 

32/2 گلوبوبول  1582 
95/93 مجموع  - 

  
بازدارنـدگی  هـاي دانسـیته نـوري، حـداقل غلظـت       ر اساس دادهب

 ـ     listeria و Escherichia coliر اسـانس آویشـن شـیرازي در براب
innocua لیتر تعیین گردید  میکروگرم در میلی 1000و  750ترتیب به

  ). 1شکل (

  
 listeria و Escherichia coliز ا یناش نور جذب توسطم - 1شکل 

innocua شنیآو اسانس مختلفي ها رغلظتد  
  

همکــاران  و Elizaquívelش بــاگزار بــا مقایســه نتــایج حاصــل
توان بیان داشت که حـداقل غلظـت بازدارنـدگی اسـانس     می) 2013(

علیـه   آویشن شـیرازي در مقایسـه دارچـین، میخـک و پونـه کـوهی      
monocytogeneslisteria  وEscherichia coli اثـر  . تر بـود پایین

توانمنـدي  ضدمیکروبی اسانس آویشن به ساختار کارواکرول و تیمول، 
هـا بـا سـایر     این ترکیبات در برقراري پیوندهاي هیدروژنی، ترکیب آن

ها و بروز اثرات سینرژیسـتی نسـبت داده    ترپنینها نظیر گاما مونوترپن

 گـردد  ثباتی غشاء سلولی باکتري می شود که در نهایت منجر به بی می
(Elizaquível et al., 2013).  

  
آویشن در محیط باکتریایی بخار اسانس  خواص ضد

  زمایشگاهیآ
میکروبی و مهـاجرت آن بـه فضـاي خـالی     تبخیر ترکیبـات ضـد  

بندي یک مزیت ویژه براي کاهش بار میکروبی مـواد غـذایی در    بسته
 ,.Han(گـردد   فرار محسوب مـی مقایسه با ترکیبات ضد میکروبی غیر

نتایج حاصل از تأثیر بخار اسانس آویشن شـیرازي در محـیط    .)2000
 1طـوري کـه جـدول     همـان . نشان داده شده اسـت  2در جدولجامد 

ر  شود، بازدارندگی ناشی از تبخیر اسانس آویشن شیرازي ب مشاهده می
listeria innocua میکرولیتـــر بـــیش از   75و  50ر غلظـــت د
Escherichia coli تـوان بوجـود   در تفسیر علت این پدیده مـی . بود

اي گرم منفی اشاره کرد که از ورود ه ساکارید در باکتري پلیدیواره لیپو
 Bozin( آوردعمل میترکیبات فعال به غشاء سیتوپلاسمی ممانعت به

et al., 2007( .پلاسـمیک   هـا در فضـاي پـري    چنین وجود آنزیم هم
هاي گرم منفـی سـبب شکسـتن ترکیبـات ضـد میکروبـی و        باکتري

اسـت کـه   این در حالی . گردد درون سلول می جلوگیري از ورود آن به
هاي گرم مثبت فاقد فضاي پري پلاسمیک هستند و ترکیبات  باکتري

ضد میکروبی به آسانی دیواره سلول و غشاء سیتوپلاسمی را تخریب و 
میکروبی ترکیبـات ضـد   .گردد منجر به خروج سیتوپلاسم از سلول می

هایی خاصـی از میکروارگانیسـم را مـورد    ها، مکان بسته به ماهیت آن
هـاي   ها با اتصال به بخش اسانس. )Burt.,2004(د دهن میهدف قرار 

دهنـد   ها، نفوذپذیري غشاء سیتوپلاسمی را افزایش می لیپیدي باکتري
 Estaca(د گرد ها و اجزاء سلولی می که این پدیده منجر به خروج یون

et al., 2010-(Gómez .کاهش قابل  نتایج پژوهش حاضر حاکی از
میکرولیتـر از   25باکتري فوق با استفاده از  دو(+) مشاهده در دانسیته 

 محـدوده بازدارنـدگی در برابـر بـاکتري    . اسانس آویشن شیرازي بـود 
listeria innocua  میکرولیتر  50با افزایش مقدار اسانس مصرفی به

نها کـاهش  ت  Escherichiaيکه در باکتر درحالی. یافت(++)افزایش 
اقل غلظت لازم اسانس براي حد. مشاهده گردید(+) دانسیته میکروبی 

بیش از  Escherichia coliبروز اثرات ضد میکروبی مطلوب در برابر 
میکرولیتـر   75محدوده بازدارندگی بخار حاصـل از  . میکرولیتر بود 50

 ـ   Escherichiaبـیش از (+++)  listeria innocuaر اسـانس در براب
coli  (++)ناشی از بخـار  ترین محدوده بازدارندگی باکتریایی  بیش. بود

میکرولیتـر مشـاهده    100، در غلظت (+++)اسانس، بازدارندگی کامل 
نتایج تحقیق حاضر نشان داد که بازدارندگی بخـار اسـانس علیـه    . شد

Escherichia coli به  50ر محیط جامد با افزایش غلظت اسانس از د
و  Tajkarimiش میکرولیتر افزایش یافت که از این حیث باگزار 100
 . طابقت داشتم )2010(ران همکا
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تأثیر مقدار اسانس آویشن بر مهار رشد باکتریایی در فاز  - 2جدول 
  بخار

مقدار اسانس آویشن 
)میکرولیتر(  

listeria innocua Escherichia coli 

25 + + 
50 ++ + 
75 +++ ++ 
100 +++ +++ 

  
ها در تمـاس مسـتقیم بـا     در ارزیابی فعالیت ضد میکروبی اسانس

کننـده   هـا تعیـین   پذیري و قدرت انحلال آنمحیط جامد، ضریب نفوذ
مستقیم اسانس بـا محـیط   که در تماس غیر باشد، درحالی شدت اثر می

اثـرات  . کننـد  جامد، میزان فراریت ترکیبات اسانس نقش مهم ایفا مـی 
 ,.et alجامـد   ضد باکتریایی فاز بخارهاي اسانس مرکبات در محـیط 

2010)(Tyagi،  کـوهی  پونـه(Muriel- Galet et al ., 2012) ،
 ,.Guynot et al( و )Lopez et al., 2007(ش آویشـن و مرزنجـو  

ورد ارزیابی قـرار  م )Suher et al., 2003(ن ، میخک و دارچی)2003
) گـرم  میلی 50(حداقل غلظت بخارات اسانس پونه کوهی . گرفته است

در مقایسـه بـا اسـانس    (+++) براي بروز بازدارندگی کامل باکتریـایی  
 Muriel- Galet et)تر گزارش شده است بیش) گرم میلی 7(مرکبات 

al ., 2012)توان بیان داشت که حداقل غلظت  ، لذا بر این اساس می
مورد نیاز اسانس آویشـن شـیرازي بـراي بـروز اثـرات بازدارنـدگی در       

کـوهی  نسبت به اسانس مرکبات و پونـه ) فاز بخار(رمستقیم تماس غی
  .بالاتر بود

  
  خواص ضدباکتریایی فیلم زیست فعال زئین

  خواص ضدباکتریایی بخار اسانس فیلم زیست فعال زئین
درصد اسانس آویشن شـیرازي در فـاز    10و  5نتایج تأثیر غلظت 

ده طـوري کـه مشـاه    همـان . نشان داده شـده اسـت   3بخار در جدول 
درصـد   5شود، فاز بخار اسانس فـیلم زیسـت فعـال زئـین حـاوي       می

متري، فاقد اثرات بازدارنـدگی   سانتی 4اسانس آویشن شیرازي در قطر 
بـا افـزایش   . بودlisteria innocua و  Escherichia coliل در مقاب

فـیلم زیسـت   ) متر سانتی 8(و سطح مقطع ) درصد 10(غلظت اسانس 
ر با نمونه شاهد کاهش دانسیته میکروبی در براب فعال زئین، در مقایسه
Escherichia coli  وlisteria innocua لازم به ذکـر  . شاهده شدم

گونه فعالیت ضد باکتریـایی  است که فیلم زئین بدون اسانس، فاقد هر
  .بود

ان همکـار  و Muriel-Galetهاي پژوهش حاضـر بـا نتـایج     افتهی
  میکروبی فـاز بخـار اسـانس پونـه    مبنی بر افزایش شدت ضد) 2012(

هـاي کاغـذي    الکل در مقایسه با دیسـک  وینیل  کوهی در بستر اتیلن 
در خصوص تفسیر نتایج فـوق، ضـمن   . حاوي اسانس مطابقت نداشت

دهنده اسانس آویشـن و   در نظر گرفتن شدت فراریت ترکیبات تشکیل
مبتنی ) 2012(و همکاران  Murirel- Galetي ها با استناد به استدلال

تـوان بیـان    بر تأثیر بستر الحاق اسانس در قدرت فراریت و انتشار مـی 
مـر زئـین، ترکیبـات مـؤثر      گریزي پلـی  داشت که به سبب ماهیت آب

اسانس آویشن در ساختار فیلم محبوس و قـدرت رهـایش در محـیط    
اطراف کاهش و در نتیجه اثرات ضد میکروبی در فاز تبخیر نیز کاهش 

و  Murirel- Galet با عدم مطابقت نتایج این تحقیق رغم  علی. یافت
مبنی بر افزایش اثرات ضدمیکروبی فاز بخار اسانس ) 2012(همکاران 

در ترکیب با فیلم زیست فعال، اما در اصل مبحث که همانا نقش بستر 
 بدین مفهوم کـه  .در بروز عوامل ضد میکروبی اتفاق نظر وجود داشت

الکل  وینیل  هاي کاغذي و اتیلن  یسکمحققان فوق اختلاف ماهیت د
کـه در   در حـالی . بر مهار نسبی تبخیر اسانس اثرگـذار معرفـی کردنـد   

ــا  گریــزي بــیش تحقیــق حاضــر احتمــالا آب ــین در مقایســه ب ــر زئ ت
، سبب مهار تـأثیر ضـدمیکروبی در فـاز    )سلولزي(هاي کاغذي  دیسک

  .بخار اسانس گردیده است
  

ترکیب فیلم زئین بر مهار رشد  أثیر غلظت اسانس درت - 3جدول 
 باکتریایی در فاز بخار

  محدوده بازدارندگی نوع باکتري قطر فیلم
 فیلم فاقد  

 اسانس
 فیلم حاوي

اسانس%  5  
 فیلم حاوي

اسانس%  10  
مترسانتی 4  listeria innocua  - - - 

Escherichia coli - - - 
مترسانتی 8  listeria innocua - - + 

Escherichia coli - - + 
  .کاهش قابل مشاهده در دانسیته میکروبی (+)فاقد اثر بازدارندگی، ) -(

  
  خواص ضدباکتریایی فیلم زیست فعال زئین در محیط مایع

هـاي زیسـت فعـال زئـین حـاوي اسـانس        اثر ضد باکتریایی فیلم
ــده     ــیح ش ــیط تلق ــیرازي در مح ــن ش و  listeria innocuaآویش

Escherichia coli روز نگهداري در محیط مایع در دمـاي   6س از پ
نتایج تحقیق حاضر حاکی از آن بـود  . گراد ارزیابی شدند درجه سانتی 4

 درcoli و  listeria innocuaش هـاي قابـل شـمار    که تعـداد کلنـی  
در صد اسانس آویشـن   5محیط مایع حاوي فیلم زیست فعال زئین با 

بـود کـه بـا     73/7و  Log CFU/ml06/7ي ترتیـب دارا شـیرازي بـه  
هاي تلقیح شده در نمونه شاهد، اندیس کـاهش   شمارش تعداد باکتري

و  14/1ترتیب هب Escherichia coliو listeria innocuaی لگاریتم
با افزایش غلظت اسانس در فـیلم زئـین فعـال،    . محاسبه گردید 39/1

 Escherichiaو listeria innocuaاندیس کاهش لگاریتمی در برابر 
coli طـوري کـه در    همـان . افزایش یافـت  07/3و  75/2ترتیب به هب

داري بـین   شود از لحـاظ آمـاري اخـتلاف معنـی     مشاهده می 4جدول 
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  .درصد وجود نداشت 5احتمال سـطح   درlisteria innocua و Escherichia coliانـدیس کـاهش   
  عر محیط ماید listeria innocuaو   Escherichia coliزئین در برابر اثر ضد باکتریایی فیلم زیست فعال - 4جدول 

 

 

 

 

  )>05/0P(داراست یک ستون نشان دهنده وجود اختلاف معنیمشابه در حروف غیر**
  درصد فیلم حاوي اسانس 10و  5ترتیب نمونه شاهد بار میکروبی فیلم حاوي به Bو  Aشاهد میکروبی*

  
  خواص ضدباکتریایی فیلم زیست فعال زئین در مدلغذایی

بندي سالاد زئین فعال در بستهر راستاي ارزیابی اثر بخشی فیلم د
 Escherichiaهاي میکروبی عدم حضور الویه، در گام نخست آزمون

coli  وlisteria innocua طـوري   همـان . در محصول اولیه تایید شد
قابـل  listeria innocua د شـود، تعـدا   مشـاهده مـی   2که در شـکل  

ــر   ــس از تلقــیح براب ــوده در روز نخســت پ ــه شــاهد آل شــمارش نمون
CFU/ml02/0± 33/7 مقایسه انـدیس لگـاریتم کاهشـی فـیلم     . بود

 CFU/ml 08/0±(درصـد اسـانس آویشـن     10زیست فعـال حـاوي   
نتایج بررسـی  . دار بودبا نمونه شاهد حاکی از عدم کاهش معنی) 23/7

بنـدي شـده بـا     و بسـته  listeria innocuaه سالاد الویه تلقیح شده ب
لگاریتمی جمعیـت   56/0از افزایش فیلم فعال زئین در روز سوم حاکی 

مقایسـه  . نسبت بـه روز اول بـود  ) CFU/ml 11/0± 79/7(میکروبی 
) CFU/ml 10/0± 86/7(اندیس کاهش لگاریتمی بـا نمونـه شـاهد    

. سیکل لگاریتمی کـاهش یافـت   06/0نشان داد که جمعیت میکروبی 
در روز ششـم نگهـداري سـالاد الویـه     listeria innocua و جمعیت 

 ــ بســته ب بنــدي شــده در فــیلم فعــال زئــین و فــیلم شــاهد بــه ترتی
CFU/ml240/0± 81/8  طـوري  همـان . شمارش شد 86/8 ±17/0و

ر د Escherichia coliنشان داده شده است جمعیـت   2که در شکل 
درصـد   5دار در سـطح آمـاري   طی شـرایط نگهـداري کـاهش معنـی    

تـوان اظهـار    مـی بنابراین بر اساس نتایج تحقیق حاضـر  . مشاهده نشد
رغم اثر بخشی در محیط آزمایشـگاهی  داشت که فیلم فعال زئین علی

منظور کنترل جمعیت باکتریایی در مدل واقعی غذایی از کارائی لازم به
در تفسیر علت کاهش کارائی خواص ضـد میکروبـی در   .برخوردار نبود

توان بیان داشـت کـه عوامـل متعـددي     یک سیستم واقعی غذایی می
بر نوع میکروارگانیسم هدف در بروز این پدیده دخالت دارندکـه   علاوه

، فعالیـت آبـی،   pHدر این میان ویژگی هاي محصـول غـذایی نظیـر    
چنین عوامل خارجی اکسیدان، نمک و هممقدار چربی و پروتئین، آنتی

 ـ نقش بـه ) دماي نگهداري و ترکیبات اتمسفر(  ,.Burt(د سـزایی دارن
با توجه به ایـن کـه سـالاد    .Quintavalla et)(al., 2002 و ) 2004

) سس مایونز(و چربی ) زمینی و گوشت مرغسیب(الویه حاوي پروتئین 
هـایی بـا   کنشتوانند به سبب برهمباشد، ترکیبات فعال اسانس میمی

از طرفـی دیگـر کـاهش    . دهنده سالاد الویه خنثی گردند مواد تشکیل
یط کشت مایع آزمایشگاهی مقدار آب در مدل غذایی در مقایسه با مح

تواند دسترسی ترکیب ضد میکروبی را بـه بـاکتري کـاهش دهـد     می
)(Smith-Palme et al., 2001 .چنین حضور منبع غنـی و قابـل   هم

هـاي  تواند در ترمیم سلولدسترس ترکیبات مغذي در مدل غذایی می
که بر ضمن آن. (Gill et al., 2002)د دیده باکتري کمک نمایآسیب

بنـدي،  نـوع فـیلم بسـته   ) 2013(همکاران  و Marcosش ساس گزارا
بنـدي   ی بسـته یکارا ماهیت غذا، نوع و غلظت ترکیب ضد میکروبی در

همچنین کاهش خواص ضـد میکروبـی فـیلم    . باشدفعال نیز مؤثر می
تـوان بـه   گریـز را مـی  مـر پروتئینـی آب  عنوان یک پلـی زئین فعال به

مـري و  عـال اسـانس در بسـتر پلـی    محبوس شدن احتمالی ترکیبات ف
  . ها نیز نسبت دادکاهش رهایش آن

 

% 10( نیزئ فعال زیست لمیف باکتریاییضد خواص یابیارز - 2شکل 
  )سالاد الویه(در مدل غذایی ) اسانس آویشن

  
  

  listeria innocua  Escherichia coli 
Log CFU/ml LRV Log CFU/ml  LRV  

    A( 24/0±06/7    36/0±73/7( *شاهد میکروبی
  a 4/1  12/0±34/6  a39/1 **  92/5 ±21/0  اسانس آویشن% 5

    B(  15/0±35/7    77/0±20/6( *شاهد میکروبی
  b75/2  49/0±12/3  b07/3  60/4±32/0  اسانس آویشن% 10
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  گیري نتیجه
مـر در بـروز فعالیـت ضـد باکتریـایی از طریـق       نقش ماهیت پلی

فعالیـت  . تاییـد قـرار گرفـت   بخارات اسانس آویشـن شـیرازي مـورد    
مر زئـین  اکتریایی بخارات اسانس آویشن در ترکیب با زیست پلیبضد

میکروبی ضعیف فاز بخار فـیلم فعـال   رغم نتایج ضدعلی.کاهش یافت
یک افزودنی طبیعی در ترکیب با  عنوان بهدر محیط جامد، این ترکیب 

زم برخـوردار  مر زئین در تماس مستقیم در محیط مایع از کفایت لاپلی
نظر به اهمیت کنترل جمعیت میکروبـی و تضـمین امنیـت مـواد     . بود

هـاي واقعـی غـذایی    غذایی با تکیه بر رهایش ترکیبات فعال در مـدل 
عنـوان تکنولـوژي   توان اظهار کرد که فیلم زئین حاوي اسانس بـه می

 listeriaو  Escherichia coliهـردل در کنتـرل رشـد لگـاریتمی     
innocua شده در سالاد الویه مثبت ارزیابی نگردید و نقش نوع  تلقیح

چنین ماهیت مـاده  فیلم، خواص و ماهیت ترکیبات ضد میکروبی و هم
میکروبی هاي فعـال ضـد  غذایی مورد هدف در چگونگی عملکرد فیلم

  .قابل توجه معرفی گردید
  

  قدردانی
ــروه   ــان و گ ــی گرگ ــابع طبیع ــوم کشــاورزي و من از دانشــگاه عل

-ویژه دکتـر رافائـل گابـارا، گرسـیا لـوپز     النسیا بهو  IATAبندي بسته
گلت که با فـراهم آوردن امکانـات تحقیـق و    کاربایو و ویرجینیا موریل

  . گرددهاي علمی مرا یاري کردند، سپاسگزاري میحمایت
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Introduction: Antimicrobial packaging is a novel preservation technology that is designed base on 
releaseing of active agents incorporated with the packaging polymer into the packaged food or the surrounding 
environment for improveing the quality and food safety. Zein, water insoluble proteinof cornof corn, reported to 
be thermoplastic material with high tensile strength, excellent hydrophobic film, biodegradability.Zataria 
multiflora Boiss. (Z) is a thyme-like plant belonging to the Laminaceae family that geographically grows wild in 
central and southern parts of Iran. Antimicrobial activity of Z essential oil (ZEO) has been successfully tested 
against foodborne pathogens. Most of the studies on antimicrobial packaging mainly focused on the initial 
screening of newly developed films for ZEO in laboratory media and quantifying the bacterial reductions 
obtained during storage for different types of packaged food products. it is really important to know the variation 
in antibacterial activity of the agents when incorporated into the packaging film from its original activity in order 
to establish the levels that need to be incorporated for effective bacteria inhibition, hence The aims of the present 
study were to investigate the antimicrobial potential of ZEO incorporated zein film against pathogenic 
microorganisms inoculated in olivier saladto provide evidence of their applicability in the design of active food 
packaging systems. 

Materials and method: Z was collected in the Shiraz province of Iran and extected by using clevenger 
type apparatus. Chemical composition ZEO was analyzed by gas chromatography.Antibacterial activity of ZEO 
was studied in the liquid (direct contact) and solid media (vapour phase) against Listeriainnocua and Escherchia 
coli . Zein powder was dissolved in a hydro alcoholic solution to obtain 16% (w/w) films forming solutions. The 
solution was stirred for at 80 °C using a magnetic stirrer hotplate. Glycerol (15%) was added to the solution and 
stirred again for 8 min at 30°Cm, then ZEO was added to the polymer solutions in 5% and 10% with respect to 
polymer content and stirred for 8 min. Films were obtained by casting, the film forming solutions were extended 
over it using an extension bar and introduced in a drying tunnel equipped with a heat of 2500 W during 20 min. 
Control zein films were prepared without active agent. To evaluate the efficacy of developed zein films was 
tested against two bacteria. Prior to the experiment, a loop of each strain was transferred to 10 ml of TSB and 
incubated at 37 ˚C for 18 h to obtain early stationary phase cells and100 µl of microorganism were inoculated 
into tubes with 10 ml of TSB. The tubes were then incubated at 37 °C for 18 h and 4 °C for 5 days. As control, 
zein film without active agent was also used in every experiment. Antibacterial activity of zein films containing 
10% ZEO were evaluaterd for packaing of olivier salad as a real food model for 6 days, by performing serial 
dilutions with peptone and subsequent plating in Palcam Listeria Selective Agar and Brilliant Green Agar for 
ListeriainnocuaandEscherchia colirespectively. Plates were incubated at 37 °C for 48 hours. 

Results and Discussion: GC–MS analysis showed thatthe major compound of ZEO was carvacrol 
(45.22%). The antimicrobial effects of ZEO in the vapor phase against Escherchia coliand Listeriainnocuaby 
using the disk diffusion methodshowed that the25 µg of ZEO produced a visible decrease in microbial density 
retraction zone (+). No inhibition was observed with the addition of lower amounts of the antimicrobial agents, 
therefore 25 µg was the minimum inhibitory concentration (MIC).Activezein films containing 5% ZEOweren’t 
able to inhibit the growth of the two bacteria in the vapour pase.. When the concentrations of ZEO was increased 
to 10%, only active films with a diameter of 80 mm (50.24 cm2)provided a retraction zone (+) against 
Listeriainnocuaand E. coli. These values were indicative that incorporation of the agent in the zein films 
produced weaker vapor phase inhibition than its incorporation in the paper disk.The results of this studied 
showedthat films with 5% ZEO caused a growth reduction of 1.17 log againstListeriainnocuaand 1.14 log 
against Escherchia coli, while 10% ZEO produced reductions of 2.16 and 2.64 log against Listeriainnocua, 
Escherchia colirespectively. There was no significantdifference betweenlog reduction values of ZEO 
incorporated in zein films against Listeria innocuaand Escherchia coli. And also in the liquid media with 
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increasing the concentration of ZEO in zein films, the log reduction values were increased against both bactreia. 
Despite of the excellent antibactrerial effect of ZEO in zein films in direct contact, bio active zein films were not 
effective enough for reducing the contamination of packaged Olivier. 
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