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Background and objectives: Nowadays, the interest in using food coatings 
and films containing bacteriocins and plant essential oils has been increased 
due to the factors such as environmental concerns of synthetic packaging 
materials, the need for new methods and opportunities to create new markets 
for food products, enhancing shelf life of products, and the tendency of 
consumers to use natural materials. Nanotechnology can increase the 
efficiency of edible coatings by reducing particle size, smaller pore sizes, and 
improving the quality of packaging materials. The high ability of chitosan to 
form a film has made it possible to be used as a suitable food coating. 
Essential oils with antibacterial properties can be used to enhance the 
antibacterial properties of chitosan. Also, foodborne illness has always been 
one of the most important human concerns, and therefore the present study 
was conducted to investigate how to reduce these risks.The objective of this 
study was to investigate the chemical composition of Zataria multiflora Boiss 
essential oil (ZEO), and its application with nisin in Nano-emulsion of 
chitosan-based coatings against Listeria monocytogenes in chicken fillets kept 
at cold temperatures (4±1°C) during 16-days period.  
 
Materials and methods: The chemical composition of the ZEO was 
determined using gas chromatography. The antibacterial activity of ZEO (as 
emulsion and Nano-emulsion) against the studied bacterium was evaluated by 
determining MIC and MBC. The treatments were divided into six groups: 
without coating (control), chitosan, nano-chitosan, nano-chitosan containing 
ZEO, nano-chitosan + nisin, and nano-chitosan + ZEO + nisin. The samples 
were then transferred to the refrigerator, and the cell counts were measured on 
days 0, 2, 4, 8, 12, 16. 
 
Results: Carvacrol (44.36%), thymol (30.14%) and gamma-terpinene (8.31%) 
were identified as the major compounds in ZEO. Significant difference was 
found among the bacteria cell counts in the 16-days period (P <0.05). The 
results showed that the highest inhibitory effect on L. monosytogenes was 
related to the sample with nano-emulsion containing nisin and ZEO.  
 
Conclusion: The results of this study showed that nano-emulsion of chitosan 
edible coating is effectively capable of inhibiting the growth of pathogenic L. 
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monocytogenes in chicken fillet samples at cold temperatures, and its 
application in the food industry is recommended. 
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 و هـا  باکتریوسـین  حاويهاي خوراکی  ها و فیلم مندي براي استفاده از پوشش امروزه علاقهسابقه و هدف: 

بنـدي   هاي زیست محیطـی مصـرف مـواد بسـته     دلیل وجود مسائلی مانند نگرانیبه گیـاهی، هـاي اسـانس

هایی براي ایجاد بازارهاي جدید مصرف محصـولات، افـزایش    هایی جدید و فرصت سنتزي، نیاز به روش

هاي غذایی و گرایش مصرف کنندگان به مصرف مـواد طبیعـی در حـال گسـترش      عمر نگهداري فرآورده

تـر کـردن    کاهش انـدازه ذرات و کوچـک   به واسطه تواند  هاي خوراکی می وششفناوري نانو در پاست. 

هاي خوراکی معمولی شود و ارتقاي کیفی  ها در مقایسه با پوشش ها باعث افزایش کارایی آن منافذ پوشش

بـه   در تشکیل فـیلم امکـان اسـتفاده از آن را   کیتوزان توانایی بالاي . بندي را به دنبال داشته باشد مواد بسته

تـوان   میکیتوزان عنوان یک پوشش غذایی مناسب فراهم نموده است. براي تقویت خواص ضد باکتریایی 

تـرین   هاي غـذا زاد نیـز همـواره از مهـم     بیماري. هاي داراي خواص ضد باکتریایی استفاده نمود از اسانس

ت انجام شده اسـت.  هاي بشر بوده و مطالعه حاضر به منظور بررسی روشی براي کاهش این خطرا دغدغه

و )  Zataria multiflora Boissاز این مطالعه بررسی ترکیـب شـیمیایی اسـانس آویشـن شـیرازي (     هدف 

لیسـتریا   بـاکتري  رشـد  همراه نایسین در پوشـش پایـه نانوامولسـیون کیتـوزان جهـت کنتـرل      کاربرد آن به

درجـه   4±1(نگهداري شده در دمـاي سـرد   روزه  16طی یک دوره  مرغ فیله در شده تلقیح مونوسیتوژنز

  بود. گراد) سانتی

  

بـا اسـتفاده از روش میکرودایلوشـن     آویشن شیرازياسانس گیاه  ضد لیستریاییفعالیت  ها: مواد و روش

ترکیـب   .تعیین گردیـد ) MBC( ) و حداقل غلظت کشندگیMICبراي تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی (

 ـ فاقـد پوشـش   گـروه:  شـش  درتیمارهـا  رافی گازي تعیین و شیمیایی اسانس با روش کروماتوگ ل)، ر(کنت

، نانوامولسـیون  شـیرازي   آویشـن اسـانس   حـاوي  کیتوزان، نانوامولسیون کیتـوزان، نانوامولسـیون کیتـوزان   

هـا   نمونه سپس، تقسیم شدند+ نایسین  آویشن شیرازيمولسیون کیتوزان + اسانس اکیتوزان + نایسین، نانو

  .به یخچال منتقل شدند 16و  12، 8، 4، 2، 0 در روزهاي باکتریاییجهت شمارش 
  

بـه عنـوان   درصـد)   8/31گامـاترپینن ( درصـد) و   30/14(، تیمـول  درصـد)  44/36(کـارواکرول  ها:  یافته

میانگین لگاریتم تعداد باکتري شـمارش   ترین ترکیب شیمیایی اسانس آویشن شیرازي شناسایی شدند. مهم

نشان داد کـه بیشـترین    نتایج). 05/0P( نشان داد ها اختلاف معنی داري روزه بین گروه 16شده در دوره 
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و  نایسـین  حـاوي مربـوط بـه گـروه نانوامولسـیون کیتـوزان       لیستریا مونوسیتوژنز در برابر اثر مهارکنندگی

  .اسانس در مقایسه با گروه کنترل بود

  

طور مـوثري توانـایی   به کیتوزان خوراکی نانوامولسیون هاي پوشش مطالعه نشان داد این نتایجگیري:  نتیجه

دماي سرد را دارنـد و اسـتفاده    در مرغ ي فیله هاي نمونه در مونوسیتوژنز لیستریامهار رشد باکتري پاتوژن 

  تواند مورد توجه قرار گیرد. ها در صنعت غذا می از آن
  

 و شـیرازي  آویشـن  اسـانس  لیسـتریایی  ضد خاصیت و شیمیایی ترکیب بررسی). 1400( .ح.م ،شاهوي .،ب، نائیجی، ح.ر.، کاظمینی استناد

  . 113-128)، 4( 13، فرآوري و نگهداري مواد غذایی. مرغ فیله در کیتوزان نانوپوشش در نایسین با آن کاربرد
 

                                                                                           DOI:10.22069/EJFPP.2021.18470.1640   

                                 نویسندگان. ©                     گرگان یعیو منابع طب يدانشگاه علوم کشاورزناشر:            
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  مقدمه

مونوســـیتوژن بـــاکتري گـــرم مثبـــت، لیســـتریا  

اي  هـوازي اختیـاري و میلـه    زا، هوازي تـا بـی   هاگغیر

یک بـاکتري   لیستریا مونوسیتوژنز. )5،35(شکل است 

باعـث عفونـت   زاي فرصـت طلـب اسـت کـه      بیماري

شـود   در حیوان و انسان مـی  حادي به نام لیستریوزیس

 هـاي  بیمـاري  تـرین  مهـم  از یکـی  ). لیستریوزیس40(

در اکثـر   که باشد می دام و انسان بین مشترك باکتریایی

در  .اسـت  آلـوده  غـذایی  محصـولات  از ناشـی  موارد

بـاکتري   بیماري لیستریوزیس یک آنزیم سـمی توسـط  

شـود. ایـن آنـزیم سـمی      تولید و سپس وارد خون می

کنـد.   ایجاد مـی  خون علائمی مشابه مننژیت و عفونت

معمولا افراد بزرگسـال کـه از سیسـتم ایمنـی سـالمی      

به این بیماري مقـاوم هسـتند. امـا    نسبت برخوردارند، 

هـا   لمندان، کسـانی کـه سیسـتم ایمنـی آن    نوزادان، سا

اسـت و مـادران بـاردار در    توسط دارو تضعیف شـده  

این بـاکتري از طریـق    .)35، 15(معرض خطر هستند 

م، مرغ و ماهی هاي خا د پنیر، سبزيغذاهاي آلوده مانن

). گوشـت طیـور یکـی از    40شود ( به انسان منتقل می

ما  رمنابع مهم پروتئینی در تغذیه انسان است. در کشو

ها بیشترین مصرف   گوشت مرغ نسبت به سایر گوشت

 در مـاهی  و مـرغ  گوشـت  که جایی آن از). 8را دارد (

 دو، ایـن  از و دارد اي ویـژه  جایگـاه  مـردم  سبد غذایی

 بنـابراین  گـردد،  مـی  تولیـد  متنـوع  غذایی هاي فرآورده

 اصـول  رعایـت  عـدم  مـاهی و  و مرغ گوشت آلودگی

بـر   غـذایی  هاي فرآورده تولید و طی فراوري بهداشتی

رشـد   و مانـدگاري  باعـث  توانـد  می ماهی و مرغ پایه

 انتقـال  باعـث  خـود  این که گردد مونوسیتوژنز لیستریا

 بــروز نهایــت در و انســان بــه ارگانیســم ایــن راحــت

امـروزه  ). 17(گـردد   انسـان مـی   در شدید هاي اپیدمی

هـاي   و فـیلم هـا   مندي بـراي اسـتفاده از پوشـش    علاقه

 هـاي اسـانس و ها باکتریوسین استفاده از نظیرخوراکی 

هـاي   دلیـل وجـود مسـائلی ماننـد نگرانـی     بـه  گیـاهی،

بندي سنتزي، نیاز بـه   زیست محیطی مصرف مواد بسته

هایی براي ایجاد بازارهـاي   هایی جدید و فرصت روش

جدید مصـرف محصـولات، افـزایش عمـر نگهـداري      

هاي غـذایی و گـرایش مصـرف کننـدگان بـه       فرآورده

اد اسـت. ایـن مـو    یافتـه  گسـترش مصرف مواد طبیعی 

ها در سطح  اهش و یا مهار رشد میکروارگانیسمبراي ک

توانـایی   .)21، 16، 1( تواننـد گسـترش یابنـد    غذا مـی 

در تشکیل فیلم امکـان اسـتفاده از آن را   کیتوزان بالاي 

به عنوان یک پوشـش غـذایی مناسـب فـراهم نمـوده      

کیتـوزان  است. براي تقویت خـواص ضـد باکتریـایی    

هاي داراي خـواص ضـد باکتریـایی     توان از اسانس می

از دیگر مـواد بـا   بنابراین  ).39، 38، 22(استفاده نمود 

بهبود شرایط نگهـداري در   راستايمنشأ طبیعی که در 

 ،گیرنـد  بعضی از مواد غذایی مـورد اسـتفاده قـرار مـی    

اسـانس   میـان هاي گیاهی هسـتند کـه در ایـن     اسانس

 آویشن شـیرازي از اهمیـت زیـادي برخـوردار اسـت     

 از کـه  هسـتند  معطري روغنی مایعات ها اسانس). 26(

 بـرگ،  ریشـه، دانـه،   نظیـر  گیاهان مختلف هاي قسمت

 به که شوند می تهیه گل و غنچه ،پوست شاخه، جوانه،

 هاي روغن یا و فرار يها روغن اتري، يها روغن ها آن

 استفاده مورد روش ترین رایج. گویند می  هم اسانسی

باشد  آب می با تقطیر روش اسانس تجاري تولید براي

ي خوش عطر آویشـن شـیرازي اغلـب    ها  از برگ). 4(

، شـود. کـارواکرول   عنوان ادویه یا دارو استفاده مـی  به

 گاماترپینن و پاراسـیمن ترکیبـات مـوثره ضـد    ، تیمول

هـاي گیـاهی هسـتند کـه      میکروبی موجود در اسـانس 

ها با توجه به منطقه کشت و واریته گیـاه   البته مقدار آن

نایسین یک باکتریوسین است که ). 6( باشد متفاوت می

. شـود  تولید می لاکتوکوکوس لاکتیسهاي  توسط گونه

پایـداري   ،علت طبیعـی و غیـر سـمی بـودن    نایسین به

 بو ندادن تغییر ،بسیارخوباسیدي و قابلیت انبارداري 

هـاي هضـم     قابلیت تجزیه توسـط آنـزیم  غذا،  طعم یا

 وسـیع  ، طیفکننده و عدم تاثیر بر فلور میکروبی روده



 1400، 4، شماره 13فرآوري و نگهداري مواد غذایی، دوره 
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عنوان یـک  زایی به عدم سرطانو  میکروبی هاي فعالیت

، 14(سـت  ا مطـرح  نگهدارنده مطلوب در مواد غذایی

توانـد   هـاي خـوراکی مـی    فناوري نانو در پوشش ).30

کردن منافـذ  تر کاهش اندازه ذرات و کوچک واسطه به

هـا در مقایسـه بـا     ها باعث افـزایش کـارایی آن   پوشش

هاي خوراکی معمولی شود و ارتقاي کیفی مواد  پوشش

). 29، 3( بنـــدي را بـــه دنبــال داشـــته باشـــد  بســته 

تواننـد بـه    دلیل اندازه ریز قطرات میها به نانوامولسیون

یکنواخت بر روي سـطحی کـه روي آن    صورت کاملاً

توانند عناصر فعـال   چنین می هستند پخش شوند و هم

موجود در یک لایه محـافظتی را بـه یکـدیگر مـرتبط     

انگر این امـر اسـت کـه    تحقیقات انجام شده نش. کنند

ان باعــث زامولســیون کیتــوهــاي نــانو کــاربرد پوشــش

  ).20، 3( شود می گوشت مرغافزایش ماندگاري در 

 و بررسی ترکیـب شـیمیایی   پژوهشاز این هدف 

ثیر پوشـش نانوامولسـیون کیتـوزان حـاوي اسـانس      أت

لیستریا روي رشد باکتري آویشن شیرازي و نایسین بر 

مرغ طی یـک دوره   تلقیح شده بر گوشت مونوسیتوژنز

روزه در شــرایط نگهـــداري در دمــاي یخچـــال    16

  باشد. می

 
  هامواد و روش

ــه: ــواد اولی ــاکتري  م  19115(لیســتریا مونوســیتوژنز ب

NCTC(     ــکده ــذایی دانش ــواد غ ــت م ــروه بهداش از گ

مورد استفاده کشت  يها طیمح هیکل دامپزشکی تهیه شد.

 توزانیک شدند. يداریخر مركاز شرکت در این مطالعه 

) درصـد  91 ونیلاسیاستدي درجه (کم  یوزن مولکولبا 

متحده)  الاتی،  اسی(سنت لوئ چیآلدر گماسی شرکت از

    شد.و استفاده  يداریخر

 مرکز فروش از شیرازي گیاه تازه آویشن: تهیه اسانس

 گیـري  اسـانس  دارویی خریـداري شـد. جهـت    گیاهان

 اسـتفاده  با شده را پاك و خشک گرم از گیاه 50مقدار 

 بـالن  داخـل  بـه  شده گیاه پودر و خرد برقی آسیاب از

آن  بـه  و ریختـه  گیري (کلـونجر)  اسانس ژوژه دستگاه

 آب سپس جریان .شد مقطر اضافه آب میلی لیتر 500

 هیتـر برقـی   درون ژوژه برقرار شـد و بـالن   مبرد سرد

 به مدت شد داده گرفت. پس از آن اجازه قرار دستگاه

  .شود انجام تقطیر فرایند چهار ساعت

 اتــ ـرکیبــت شناسایی و آنالیز جهت: ها اسانس آنالیز

طیف  به گازي متصل کروماتوگرافیدستگاه  از اسانس

 سـاخت کشـور آمریکـا مـدل     )GC-MS( سنج جرمی

Technologies 7890A  Agilentاسـانس . شد استفاده 

 نوع تا شد تزریق دستگاه به یکسان مشابه و شرایط در

 دـــــش مشخص اــــه آن دهنده تشکیل هاي ترکیب

 انجـام  پـس از  .دقیقـه)  60دسـتگاه  اجرایی زمان لـک(

 و کرومـاتوگرام، شناسـایی   آوردن دست به و تزریقات

طیـف   از ادهـــاستف با ترکیبات از یک هر مقدار تعیین

 بـه  ورودي مـاده  نـوع  شـد. تعیـین   انجام ها جرمی آن

 وایلی اي کتابخانه هاي داده اساس بر سنج جرمی طیف

 5693 شـماره  با ایران ملی استاندارد چنین مطابق هم و

  .)24(گردید  تعیین

جهـت آمـاده سـازي    : تهیه و آماده سـازي بـاکتري  

در شـرایط اسـتریل و بـا    ، لیستریا مونوسیتوژنز  باکتري

استفاده از آنس استریل از سویه مرجـع برداشـته و بـر    

روي پلیت حاوي محیط کشت اختصاصی کشـت داده  

درجـه   37سـاعت در دمـاي    24شد. پلیت بـه مـدت   

ــه گــذاري شــد. جهــت  ســانتی گــراد گــرم ــه خان تهی

 24ي حاصل از کشت ها ون باکتري، از کلنییسوسپانس

هـاي   آنس استریل برداشته شد و به لولـه ساعته توسط 

براث استریل انتقال داده شـد   BHI لیترمیلی 10حاوي 

گـراد   درجه سـانتی  37ساعت در دماي  18ت و به مد

خانــه گــذاري  بــراي رســیدن بــه فــاز لگــاریتمی گــرم

لیتـر از   تنظیم  تعداد باکتري در هر میلـی  براي د.ـگردی

ت سـنجی برابـر   ردستگاه اسپکتروفتومتر از طریق کدو

مک فارلند استفاده شـد (میـزان جـذب نـوري      5/0با 

نـانومتر) و   600در طـول مـوج    08/0تا  14/0برابر با 
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لیتـر بـه    در هـر میلـی   بـاکتري  5/1× 108تعداد تقریبی

  .)10دست آمد (

در ایـن بخـش از   : اي مقایسـه  MBCو  MICتعیین 

مطالعــه، جهــت تهیــه نانوامولســیون اســانس آویشــن 

فـایر اسـتفاده    به عنـوان امولسـی   80زي، از توئین شیرا

 و یکنواخت پایدار، امولسیون یک به رسیدن براي شد.

 ،شد انجام دقیقه 10 مدت به هم زدن هم عمل شفاف

 اـب قـــــمطاب هااسانس امولسیون شدن فرموله سپس

با اسـتفاده  امولسیون انجام شد.  پیشنهادي يها پروتکل

 3000 در  دقیقـه  3اولتراتوراکس به مـدت  از دستگاه 

ــر دقیقــه  ــوند   6بــه مــدت   و دور ب ــه اولتراس   دقیق

)W HF-power 200،  شــرکتBandelin   (آلمــان

 بـا  هم ذرات سایز گیري اندازه .ون تهیه شدینانوامولس

 .شد انجام )Dynamic light scattering )DLS دستگاه

سپس جهـت انجـام میکرودایلوشـن اسـانس آویشـن      

ــی گــرم  032/0شــیرازي  ــوزین شــدمیل ــک و در  ت ی

گـرم   میلـی  32غلظـت  تا حل گردید  DMSO لیتر میلی

 گـرم  میلی 32د. از غلظت واسانس ایجاد ش لیتر بر میلی

برداشته و درون یـک   لیترمیلی 5/0اسانس  لیتر میلی بر

بـراث   BHI لیتـر میلـی  5/0میکروتیوب استریل حاوي 

لیتـر   گرم بر میلی میلی 16استریل ریخته شد که غلظت 

اسانس ایجاد گردید. رقت سازي تا رسیدن به غلظـت  

اسانس انجام شد. در ایـن   لیتر میلی بر گرم میلی 125/0

روش قبــل از هــر رقــت ســازي میکروتیــوب حــاوي 

تکرار بـراي   3سپس در . )19ورتکس گردید (اسانس 

ــت     ــاکتري، در میکروپلی ــویه ب ــک س اي خانــه 96ی

به این صورت که ؛ دایلوشن انجام شد  (استریل) میکرو

محـیط   کرولیتـر می 160درون هر چاهک میکروپلیـت  

از بــاکتري  کرولیتـر می 20بـراث اســتریل،  BHIکشـت  

واحـد تشـکیل    5/1×107با میزان لیستریا مونوسیتوژنز 

هــاي  از غلظــت کرولیتــرمی 20و  لیتــر کلنــی بــر میلــی

 نهـایی  حجـم  به تامختلف آویشن شیرازي ریخته شد 

ردیــف  8. میکروپلیــت داراي رســید کرولیتــرمی 200

هـاي مختلـف    باشد کـه در هـر ردیـف از غلظـت     می

 125/0تا  لیتر میلی بر گرم میلی 32 هاي اسانس از رقت

 ایـن  در). 27، 13( اسـتفاده شـد   لیتـر  میلی بر گرم میلی

شـامل   کـه  شـد  گرفته نظر در نیز کنترل گروه 2 روش

ــف)  ــر 180-1ال ــراث BHI میکرولیت ــتریل ب  20 و اس

 میکروپلیـت  يهـا  چاهـک  درون بـاکتري  از میکرولیتر

 میکرولیتـر  180 -2و ب)  )مثبـت  کنتـرل (شـد  ریخته

BHI ــراث ــتریل ب ــر 20 و اس ــانس میکرولیت  درون اس

در  بودنـد.  )منفی کنترل(ریخته میکروپلیت يها چاهک

مــدت زمــان کوتــاهی میکروپلیــت بســیار آهســته بــه 

صورت هشت لاتین روي سطح صاف تکان داده شـد.  

گراد سانتی درجه 37 دماي در ساعت 24 مدت به سپس

عنـوان   بـه   MBC.)13،27شـدند (  گـذاري  خانـه  گـرم 

 درصد 9/99که موجب نابودي  اسانسکمترین غلظت 

شــود.  تعریــف مــیگــردد،  بــاکتري مــورد نظــر مــیاز 

بـالاتر و   هـاي بـا غلظـت    از تمامی چاهک منظور نبدی

هـاي اسـتفاده    میکروپلیـت  درهر کدام ازفاقد کدورت 

و بـه   برداشـته شـد   سـمپلر  کرولیتر توسطیم 10شده، 

 BHIکشـت   محـیط  حـاوي  پلیت در صورت جداگانه

 درجـه  37 دمـاي  در شـد. سـپس   داده آگـار کشـت  

در انکوبـاتور قـرار داده    ساعت 24 مدت به گراد سانتی

  .)13،27(ت قرار گرفو مورد بررسی شد 

: هـا  ي گوشـت مـرغ وتلقـیح بـاکتري    ها مونهتهیه ن

ظـرف  و در  از بـازار روز خریـداري   مرغگوشت تازه 

خــون و لجــن شــد. منتقــل یــخ بــه آزمایشــگاه  پـر از 

 خشـک له مرغ با شستن برداشته و سپس هاي فی نمونه

 10هـاي   میکروبی نرمال، فیلـه جهت حذف فلور . شد

درصد  70اتانول دقیقه در محلول  3-5گرمی به مدت 

ــه ــدند  غوطــ ــر از می 100). 27، 25(ور شــ کرولیتــ

سوسپانسیون باکتریایی با استفاده از سـمپلر برداشـته و   

گرمی تلقـیح سـطحی    10ي فیله مرغ ها بر روي نمونه

 کلنی تشکیل واحد 5/1×106گردید تا به غلظت نهایی 
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شکل استریل پخش  Lرسید و توسط لوله لیتر  میلی بر

  ).23شد (

تهیه پوشش نانوامولسیون کیتوزان حـاوي اسـانس   

 اي آماده سـازي محلـول  بر: آویشن شیرازي و نایسین

، در اســید اســتیک )وزنــی/وزنــی( درصــد 2 کیتــوزان

درصــد یـک  در محلـول آبــی اسـید اســتیک    کیتـوزان 

پـس از حـل    .دقیقه هـم زده شـد   10براي مخلوط و 

 1سـود   محلـول  محلـول بـا   pHشدن کامل کیتـوزان،  

منظور تهیه محلول نایسین  به ).34( دیرس 9/5نرمال به 

مولار تهیه گردیـد،   02/0ابتدا محلول اسیدکلریدریک 

سپس نایسین بـر اسـاس فرمـول ارایـه شـده در ایـن       

 نایسـین  پـودر  گرم میلی 500محلول حل و آماده شد (

سپس اسـانس   .)37(شده)   آماده اسید لیتر میلی 50 در

واحد بـین   200درصد و نایسین یک  آویشن شیرازي 

ــد.     ــافه ش ــوزان اض ــول کیت ــه محل ــل ب ــول المل محل

بـا انـرژي    اولتراسوندنانوامولسیون با استفاده از روش 

این منظور پس از آماده سازي محلـول  به بالا تهیه شد.

اولتراتوراکس با استفاده از دستگاه درصد، دو   کیتوزان

ــه ــه مــدت  دقیقــه و 3مــدت  ب   دقیقــه اولتراســوند  6ب

)W HF-power 200،  ــرکت ــان)  Bandelinشـ آلمـ

ون تهیه شد و سپس سایز ذرات بـا اسـتفاده   یامولس نونا

 ،DLS )Nano S  ذرات گیـري سـایز  هزاز دستگاه انـدا 

  ).33( بررسی شد انگلستان)  Malvern  شرکت

ي تلقیح شده به ها نمونه: ي مورد مطالعهها تهیه تیمار

) و سـپس تحـت   1شش گروه تقسیم شـدند (جـدول   

هـا بـه    منظور ایجاد پوشش نمونهند. بهتیمار قرار گرفت

ور شـدند.   دقیقه در محلول تهیه شده غوطه یک مدت

و پـس از اتمـام    از محلول خـارج شـده  ها  سپس فیله

 16استریل به مـدت  ي ها چکیدن قطرات در زیپ پک

گراد نگهداري  درجه سانتی 4±1 روز در دماي یخچال

، 8، 4، 2، 0در روزهاي  آماري ، تحلیلسرانجامشدند. 

  ).32(انجام شد  16و  12

  

  یخچال در نگهداري دوره طول در مطالعه مورد تیمارهاي - 1 جدول

Table 1- Studied treatments during refrigerated storage 
  شماره

Number 

  تیمارها

Treatment 

  شرح

Description 

1 
  کنترل

control 

  کیتوزان پوشش بدون مرغ گوشت قطعات

Pieces of chicken meat without chitosan coating 

2 
  کیتوزان

chitosan 

  )%( 2 کیتوزان پوشش + گوشت مرغ قطعات

Chicken pieces +  2(%) chitosan coating 

3 
  نانوکیتوزان

Nano-chitosan 

 (%) 2نانوکیتوزان پوشش + گوشت مرغ  قطعات

Chicken pieces + 2 (%) Nano-chitosan coating 

4 

  نانوکیتوزان+اسانس آویشن شیرازي

Nano-chitosan + Zataria multiflora 
Boiss Essential Oil 

  )%( 1آویشن شیرازي  انساس  +)%( 2 کیتوزان نانوامولسیون پوشش + گوشت مرغ قطعات

Chicken meat pieces + 2(%) chitosan nanoemulsion coating + 1 (%) 
Zataria multiflora Boiss Essential Oil 

5 
  نانوکیتوزان+نایسین

Nano-chitosan + Nisin 

    +)%( 2 کیتوزان نانوامولسیون پوشش + گوشت مرغ قطعات

  )الملل بین واحد ( 200 نایسین

Chicken meat pieces + 2 (%) chitosan nanoemulsion coating + nisin 
200 (international units) 

6 

  نانوکیتوزان+نایسین+اسانس آویشن شیرازي

Nano-chitosan + nisin + Zataria 
multiflora Boiss Essential Oil 

 و )%( 1 آویشن شیرازي اسانس + )%( 2کیتوزان نانوامولسیون پوشش + گوشت مرغ قطعات

  الملل بین واحد 200 نایسین

Chicken meat pieces + 2 (%) chitosan nanoemulsion coating + 1 (%) 
Zataria multiflora Boiss Essential Oil and nisin 200 (international 

units) 

  

ي هـا  نمونـه : مونوسـیتوژنز  لیسـتریا  شمارش باکتري

در روزهـاي صـفر    تکـرار) سه (در مربوط به هر تیمار

ز یخچـال  ا 16و 12، 8، 4، 2(بلافاصله پس از تلقیح)، 

 90ي درون زیـپ پـک بـا    ها ابتدا نمونه. خارج شدند
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لیتـر پپتـون واتـر اسـتریل مخلـوط گردیـد و در       میلی

دقیقه قرار داده  3به مدت  7دستگاه بگ میکسر با دور 

). 10-1گنی به دست آید (رقت  شد تا سوسپانسیون هم

بـه  لیتر از سـطح رویـی سوسپانسـیون    میلی یکمقدار 

 9 کمک سمپلر برداشته و درون لوله آزمـایش حـاوي  

به  10-2لیتر پپتون واتر استریل ریخته شد تا رقت میلی

هـاي  پس از رقت سـازي متـوالی از رقـت    .دیدست آ

اي در محـیط کشـت   مورد نظر به روش کشـت قطـره  

 48تـا   24 کشت داده و پس ازپالکام آگار  اختصاصی

گــراد  ســانتیدرجــه  37ت نگهــداري در دمــاي ســاع

   ).36 ،18شمارش میکروبی انجام گرفت (

میــانگین، انحــراف معیــار، مینــیمم و : آنــالیز آمــاري

ماکزیمم شمارش باکتري در هر گروه و در هریـک از  

ات لگـاریتم  روزهاي مطالعه گزارش شد. رونـد تغییـر  

روزه  16هاي مختلـف در دوره   تعداد باکتري در گروه

 Repeated measure ANOVA توسط آزمـون آمـاري  

یل آماري قـرار گرفـت. مقایسـه دو    مورد تجزیه و تحل

 Bonferroni post hoc testهـا توسـط    دوي گـروه  بـه   

انجام شد. کلیـه آنالیزهـاي آمـاري توسـط نـرم افـزار       

SPSS  05/0 رانجام شد و مقادی 21نسخهP دار معنی

  تلقی گردید.

  

  و بحث نتایج

طـور کـه در    همـان  آنالیز اسانس آویشـن شـیرازي:  

درصد،  36/44واکرول با رشود کا مشاهده می 2جدول 

درصـد   31/8گامـاترپینن بـا   درصد و  14/30تیمول با 

س گیـاه  تـرین ترکیبـات شـیمیایی اسـان     ترتیب مهـم به

 سـاجد در مطالعـه  دهند.  آویشن شیرازي را تشکیل می

ترکیب شـیمیایی اسـانس    پیرامون )2015(و همکاران 

ــوان    ــه عن ــارواکرول ب ــول و ک ــیرازي، تیم آویشــن ش

 شـدند ترین ترکیبات شیمیایی این اسانس گزارش  مهم

 ـموجـب   اتاین ترکیب ـ که غشـاء میکروبـی    ثبـاتی  یب

  ).28( شود یم

 
  GC/MS روش از استفاده با مطالعه مورد شیرازي آویشن اسانس آنالیز نتایج -2 جدول

Table 2- Analyze Results of studied Zataria multiflora Bioss essential oil by GC/MC method 
 شماره

Number 

 ترکیبات

Compounds  

 درصد نسبی ترکیبات

Relative percentage of compounds  

1 
 تیمول

Thymol 
30.14 

2 
 والنسین

Valencen 
1.62 

3 
 گاما ترپینن

Gamma terpinene 
8.31 

4 
 کارواکرول

Carvacrol 
44.36 

5 
 آلفا ترپینئول

Alpha Terpineol 
0.47 

6 
 بورنی استات

Bornyl acetate 
0.48 

7 
 آلفا پینن

.alpha.-Pinene 
2.16 

8  
 بورنل

Bornel 
1.11 

9  
p -سایمن 

p-Cymene 
6.38  

10 
 کاریوفیلن اکسید

Caryophyllene oxide 
1.6  

 جمع

Total 
- 96.63 
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 ـفعال جینتـا  لیستریایی:ضد تیفعال  لیسـتریایی ضد تی

ــانس  ــیرازياس ــن ش ــرم  آویش ــه دو ف ــب و  ونیامولس

ــ ــتفاده از روش م  ونینانوامولس ــا اس ــنیکرودایب  لوش

)MIC-MBC نشــان داده شــده اســت.  3) در جــدول

 ریشـود، مقـاد   یمشـاهده م ـ  3طور که در جدول  همان

MIC  وMBC ــ ــن  ون یدر نانوامولسـ ــانس آویشـ اسـ

اسـانس آویشـن    ونیتـر ازامولس ـ نییپـا  اریبس شیرازي

 اندازه رینشان دهنده تأث تواند که این میاست  شیرازي

 ـیضد م تیفعال شیذرات در افزا  ونیامولس ـنانو یکروب

 مطالعـه  بـا  حاضـر  نتایج .باشد آویشن شیرازياسانس 

 غلظـت  حداقل مورد در ،)2017( همکاران و گهرویی

 عصاره) MBC( کشی  میکروب و) MIC( مهارکنندگی

 گـرم  و مثبـت  گـرم  هـاي  باکتري علیه شیرازي آویشن

  ).12، 7( دارد مطابقت منفی

  

  مونوسیتوژنز لیستریا باکتري علیه شیرازي آویشن اسانس نانوامولسیون و اسانس MBC و MIC -3 جدول

Table 3- MIC and MBC of Zataria multiflora Bioss essential oil and its nanoemulsion against Listeria monocytogens 
bacteria 

MBC )mg/ml( 

 )لیتر میلی/گرم میلی( حداقل غلظت کشندگی

MIC )mg/ml( 

 لیتر) گرم/میلی (میلیغلظت مهارکنندگی  حداقل
 

8 4  
 اسانس آویشن شیرازي

Zataria multiflora Boiss Essential Oil  

2 0.5 

 نانوامولسیون اسانس آویشن شیرازي

Nanoemulsion of Zataria multiflora 
Boiss essential oil 

  

 ذرات اندازه گیري اندازه مطالعه این در اندازه ذرات:

 اهـدستگ ـ کمک به مختلف تیمارهاي به مربوط PDI و

DLS دهـمشاه ـ 4 جدول در آن جزییات که شد انجام 

 از رـکمت تیمارها کلیه در ذرات اندازه میانگین .شودمی

 ـ مربوط سایز، میانگین ترین کم و بوده نانومتر 500  هـب

 نــ ـشــآوی اسانس حاوي کیتوزان نانوامولسیون تیمار

 بـه  مربـوط  سایز میانگین بیشترین و نایسین و شیرازي

 همکـاران  و تاناکـا ها .بـود ) نـانو  غیـر ( کیتـوزان  تیمـار 

 در)، 2015( همکـاران  و سـروینو   همچنین و )2010(

بـه   را نـانومتر  500 از کمتـر  محـدوده  خـود  مطالعات

  ).9،30(گرفتند  نظر در نانو عنوان

  

  مطالعه مورد مختلف تیمارهاي به مربوط شاخص بسپارش و ذرات سایز -4 جدول

Table 4- PDI polydispersity index (PDI) and particle size for the studied treatments 

 ها گروه

Groups 
PDI  

z-average)nm( 

  )نانومتر(

 (%) 2کیتوزان 

Chitosan 2 (%) 
0.254  3159 

 (%) 2نانوکیتوزان 

Nano-chitosan 2 (%) 
0.296  1.470  

 نانوکیتوزان+آویشن شیرازي

Nano-chitosan + Zataria multiflora Boiss 
0.365  9.412  

 نایسین + نانوکیتوزان

Nano-chitosan + Nisin 
0.521  300.5  

 نانوکیتوزان+نایسین+آویشن شیرازي

Nano-chitosan + nisin + Zataria multiflora Boiss 
0.565  3.285 

  

 مونوسیتوژنز: لیستریا باکتري تعداد لگاریتم تغییرات

تـأثیر تیمارهـاي مختلـف بـر      5جـدول  و  1 شکلدر 

نشـان داده   دوره مطالعه لیستریا طی باکتريرشد روي 

بـدون  هـاي   در نمونـه  بـاکتري شده است. تعداد اولیه 
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لگاریتم واحد تشکیل کلنـی    48/6 ±16/0 پوشش از 

 بر کلنی تشکیل واحد لگاریتم 51/8 ±24/0 بهبر گرم 

دلیـل  بـه  توانـد این افـزایش مـی  که  افزایش یافت گرم

باشد.  لیستریا مونوسیتوژنزسایکروتروف بودن باکتري 

مـورد   هـا در طـول دوره   در تمامی گـروه  رشد لیستریا

کـاهش   فاقد پوشـش نسبت به گروه  )روزه16مطالعه (

در   )2015سـورینو و همکـاران (   . بطور مشـابه یافت

اثـر ضـد میکروبـی پوشـش کیتـوزان حـاوي        بررسی

ــاکتري   ــه ب ــیاشریشــیا نانوامولســیون اســانس علی  کل

O157:H7  پوشش کیتـوزان بـه    نشان دادنددر لوبیا سبز

. )30( تنهایی و همراه با اسانس اثر ضـدمیکروبی دارد 

ــابی )2019خــانزادي و همکــاران ( ــر ضــد  در ارزی اث

بـر  نانوامولسـیون کیتـوزان   میکروبی تیمار کیتـوزان و  

اثـــر  بـــه  O157:H7 کلـــیاشریشـــیا رشـــد بـــاکتري 

پـی   میکروبی بهتـر تیمـار نانوامولسـیون کیتـوزان    ضـد 

ــد ــی گهر ).13( بردن ــاران (و وئ ــرات 2017همک ) اث

ضدمیکروبی فرم نانوامولسیون اسانس آویشن شیرازي 

و بنـدي پلیمـري را بررسـی    افزوده شده به مواد بسـته 

ذرات نـانو امولسـیون،    انـدازه  بـا کـاهش   نشان دادنـد 

بطور  ).7( یابداثرات ضد میکروبی اسانس افزایش می

تیمــار هــاي پــژوهش حاضــر نشــان داد مشــابه یافتــه

نانوامولسیون کیتوزان حاوي اسانس آویشـن شـیرازي   

 لیسـتریا مونوسـیتوژنز   باکتريکه موجب کاهش تعداد 

 و حـداقل  حـداکثر  پـژوهش کلـی در ایـن   طوربه .شد

 ترتیبشمارش شده در روز شانزدهم، به تعداد باکتري

 واحد لگاریتم 51/8 ±24/0 فاقد پوششهاي  در نمونه

امولسـیون   نـانو هـاي   نمونـه  و گـرم  بـر  کلنـی  تشـکیل 

 درصـد + 1آویشـن شـیرازي   اسـانس  حـاوي   کیتوزان

 بـر  کلنـی  تشـکیل  واحـد  لگاریتم 23/4±05/0نایسین 

   .مشاهده شد گرم

  
 مطالعه دوره طول در مختلف هايگروه در مونوسیتوژنز لیستریا باکتري تعداد لگاریتم تغییرات روند -1 شکل

Figure 1- Effects of the treatments  on Listeria monocytogenes counts growth (log CFU/g) during storage 

  

   



 1400، 4، شماره 13فرآوري و نگهداري مواد غذایی، دوره 

124 

  روزه 16 دوره طول در مونوسیتوژنز لیستریا باکتري با شده تلقیح هاينمونه در باکتري تعداد تغییرات -5 جدول

Table 5 - Changes of the bacterial counts in inoculated treatments with Listeria monocytogens bacteria  
during 16 days storage 

 نانو امولسیون کیتوزان+

 + اسانس آویشن شیرازي

 نایسین

nanoemulsion   
chitosan    + nisin + 
Zataria multiflora 

Boiss  

نانو امولسیون 

 کیتوزان+نایسین

nanoemulsion   
chitosan   + 

Nisin 

 نانوامولسیون کیتوزان+

 اسانس آویشن شیرازي

nanoemulsion   
chitosan  +  Zataria 

Multiflora Boiss 
essential oil 

نانو امولسیون 

 کیتوزان

nanoemulsion 
  chitosan  

 کیتوزان

Chitosan  

 کنترل

control  

 روز

Day  

0.16±6.5  0.40±6.36  0.27±6.46  0.46±6.33  0.25±6.45  0.16±6.48  0  

0.48±5. 67  0.08±5.75  0.16±5.59  0.17±5.8  0.24±5.9  0.13±6.64  2  

0.18±5.39  0.09±5.5  0.07±5.44  0.38±5.53  0.10±5.7  0.22±7.01  4  

0.31±4.89  0.07±5.39  0.07±5.4  0.23±5.47  0.12±5.53  0.1±7.75  8  

0.17±4.47  0.45±4.94  0.11±4.62  0.40±5.27  0.17±5.5  0.35±8.19  12  

0.05±4.23  0.08±4.71  0.21±4.43  0.40±5.17  0.13±5.39  0.24±8.51  16  

  

در استفاده  )2019(و همکاران عزیزیان در مطالعه 

از زیره سیاه و نایسین به نتـایج مشـابه دسـت     همزمان

میانگین کـاهش تعـداد   که بیانگر  6جدول  ).2یافتند (

 هـا)  دو به دو گـروه  (به صورت مقایسه لیستریاباکتري 

بیشـترین  دهـد   نشـان مـی  ، است در تیمارهاي مختلف

تیمار کنترل مربوط به تیمار میزان کاهش در مقایسه با 

 آویشـن شـیرازي  اسانس حاوي  امولسیون کیتوزاننانو

و پـس از آن مربـوط بـه تیمـار     نایسـین  و  درصدیک 

نانوامولسیون کیتوزان حاوي اسانس آویشـن شـیرازي   

ترکیبـات  اسـتفاده از  دهـد کـه    نشان می یافته اینبود. 

، در مقابل رشد صورت همزمانمیکروبی بهضد طبیعی

ه تنهایی تاثیرگذاري ها ب ت به استفاده آنبنس ،میکروبی

یافتـه فـوق را تأییـد     مطالعـات بسـیاري  بیشتري دارد. 

نـوع  نوع مـاده ضـد میکروبـی و    ). 31، 12، 2( کردند

آنتاگونیستی توانند در میزان فعالیت میمیکروارگانیسم 

  داشته باشند.   ثیرأتافزایی  و هم

  

  .مطالعه مورد مختلف يها گروه در مونوسیتوژنز لیستریا باکتري تعداد لگاریتم کاهش میانگین اختلاف -6 جدول

Table 6- The average of log reduction of Listeria monocytogens bacteria among studied treatments 
نانو کیتوزان+ نایسین+ آویشن 

 شیرازي

Nano-chitosan + nisin 
+ Zataria multiflora 

Boiss  

نانو کیتوزان+ آویشن 

 شیرازي

Nano-chitosan + 
Zataria multiflora 

Boiss 

 نانو کیتوزان+ نایسین

Nano-chitosan 
+ Nisin  

 نانو کیتوزان

Nano-
chitosan  

 (%) 2کیتوزان

Chitosan 
2(%)  

 گروه

group  
(J) 

 
 اختلاف میانگین

Mean difference 
I-J 

 (I)گروه

2.24* 2.18* 1.99* 1.84* 1.69* 
 کنترل

control 

0.55*  0.49*  0.30*  0.15*    
 (%) 2کیتوزان

Chitosan 2(%)  

0.40* 0.34* 0.15*   
 نانو کیتوزان

Nano-chitosan 

0.25* 0.19*    
 نانو کیتوزان+ نایسین

Nano-chitosan + Nisin 

0.06*     

 نانو کیتوزان+ آویشن شیرازي

Nano-chitosan + Zataria 
multiflora Boiss 
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 گیري کلی نتیجه

 بـودن  دارا دلیـل به شیرازي آویشن اسانس استفاده

 نیـز  و تیمـول  و کـارواکرول  ماننـد  شـیمیایی  ترکیبات

 پوشـش  در قـوي  باکتریوسـین  یـک  عنـوان  به نایسین

 کـاهش  سبب درصد 2 کیتوزان نانوامولسیون خوراکی

 مرغ فیله در مونوسیتوژنز لیستریا پاتوژن باکتري تعداد

 در ویژهبه نتیجه این. گردید یخچال در شده نگهداري

. بـود  مشـهود  کـاملا  نایسین و اسانس استفاده همزمان

 هـاي  پوشـش  تهیـه  در نـانو  فناوري از استفاده بنابراین

 جهـت  طبیعـی  میکروبی ضد ترکیبات حاوي خوراکی

 و گوشـت  خصـوص  به غذایی مواد ماندگاري افزایش

  .گیرد قرار توجه مورد تواندمی گوشتی هاي فرآورده
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