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چکیده

زمینه و هدف 
تولید سبزیجات آماده مصرف با استفاده از مخلوط سبزیجات برگی یکی از پیشرفت�های اخیر در صنایع مواد غذایی تازه به شمار می�رود. 
هدف این مطالعه، بررسی توانایی اسانس�های پونه کوهی، میخک و آویشن شیرازی در کنترل رشد پاتوژن�های وارد شده از طریق آلودگی 

متقابل و میکروبیوتای درونی سالاد تجاری محصول یک شرکت تولیدی می�باشد. 
مواد و روش�ها

پس از مرحله شستشو، 25 گرم از سبزیجات در پوشش�های پلی�اتیلنی استریل قرار گرفته و تحت شرایط استریل بطور جداگانه با غلظت�های 
مختلف )3، 5 و 10 درصد( از امولسیون اسانس�ها توسط اسپری )0/8 میلی�لیتر( تیمار شدند.

یافته�ها 
 ،3/5 cfu/g را در مخلوط سبزیجات به میزان 1/7، 2/2 و O157:H7 امولسیون 3، 5 و 10 درصد اسانس آویشن شیرازی، جمعیت اشرشیاکلی
پس از 5 روز ذخیره�سازی در C°7، کاهش داد. بر خلاف آن، میزان کاهش جمعیت اشرشیاکلی در استفاده از غلظت�های 5 و 10 درصد 
اسانس میخک، تقریباً مشابه بود )cfu/g 2/5 کاهش(. اسانس پونه کوهی )10 درصد( جمعیت اشرشیاکلی تلقیح شده به مخلوط سبزیجات 
را cfu/g 0/5، پس از 5 روز ذخیره�سازی در C°7، کاهش داد. آویشن شیرازی بیشترین تأثیر ضدمیکروبی را در برابر اشرشیاکلی و نیز در 
برابر میکروبیوتای درونی سبزیجات ذخیره شده به مدت 9 روز در C°7، نشان داد. فیلاین�کلیسی ویروس، سویه�ای از نوروویروس، در سالاد 
آلوده در طول نگهداری در یخچال )9 روز در C°7( تحت تأثیر تیمار با اسانس�ها قرار نگرفت. به نظر می�رسد دمای نگهداری بطور کامل از 

اثر اسانس�ها بر فیلاین�کلیسی ویروس تلقیح شده به سالاد جلوگیری نمود.
 نتیجه�گیری 

نتایج نشان می�دهد که اسانس�ها، به خصوص آویشن شیرازی، واجد توانایی کاهش خطرات مربوط به آلودگی�های میکروبی در سالاد سبزیجات 
برگی می�باشند. 
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■ مقدمه
است  مصرف  برای  آماده  محصولات  مهم�ترین  از  یکی  کاهو 
حائز اقتصادی  و  تولید  جنبه�های  از  سبزیجات،  میان  در   و 

ارزش می�باشد. تولید جهانی سالاد و به ویژه تولید کاهو و کاسنی 
تلخ )دو گیاهی که توسط FAO جهت بررسی و گزارشات انتخاب 
شد( 23622366 تن در سال 2010 بوده است. افزایش مصرف 
به  از مواد غذایی  ناشی  بیماری�های  آمار شیوع  تازه،  محصولات 
خصوص سبزیجات خام را افزایش داده است )1(. در میان پاتوژن

های ناشی از مواد غذایی و محصولات تازه مانند اسفناج، کاهو، 
 O157:H7 جوانه غلات و سالاد مخلوط سبزیجات، اشریشیاکلی 
به عنوان عامل حدود 21 درصد از موارد شیوع بیماری�ها شناخته 

شده است )2،3(.
ویروس�های روده�ای، و به ویژه نوروویروس، گروه دیگری از پاتوژن

�های حاصل از محصولات تازه گیاهی را تشکیل می�دهند )4(. علاوه 
بر این، نوروویروس�ها شایع�ترین علت بیماری�های ناشی از مواد 
غذایی هستند و در میان 5 پاتوژن رتبه�بندی شده عامل هزینه�های 
مربوط به بیماری�های ناشی از مواد غذایی در ایالات متحده می�
باشند )5(. آلودگی مواد غذایی به نورو ویروس از طریق تماس با 
مدفوع انسانی و یا تهیه غیربهداشتی مواد غذایی توسط افراد آلوده 

به ویروس رخ می�دهد. 
در بسیاری از منابع موجود در خصوص آلودگی�زدایی از سبزیجات 
تازه اظهار شده است که فرآیندهای شستشوی بهداشتی، جمعیت 
میکروبی در سطح سبزیجات را تنها به میزان 2 تا cfu/g 3 کاهش 
می�دهند. علاوه بر این، علیرغم وجود تفاوت اولیه در بار باکتریایی 
سبزیجات شسته شده با آب معمولی و یا یک محلول بهداشتی، 
تعداد نهایی میکروارگانیسم�ها پس از ذخیره�سازی در هر دو گروه 
مشابه است. بنابراین، استفاده از عوامل بهداشتی برای حفظ کیفیت 
آب و جلوگیری از آلودگی در طول شستشو مفید به نظر می�رسد. با 
این حال، این ترکیبات فاقد اثربخشی در جلوگیری از رشد میکروبی 
در طول مدت نگهداری محصول می�باشند زیرا هیچ باقیمانده�ای در 
محصول ندارند )6(. این امر باعث توجه و تمایل تولیدکنندگان به 
افزودن ترکیبات طبیعی و بی�خطر با تاثیرات ضدمیکروبی به میوه

ها و سبزیجات فرایند شده در طول ذخیره�سازی محصول گردیده 
است. اسانس�های گیاهی از گذشته به عنوان عوامل طعم�دهنده به 
مواد غذایی مانند گوشت افزوده شده و واجد طیف گسترده�ای از 

فعالیت�های ضدمیکروبی در برابر چند پاتوژن ناشی از مواد غذایی 
و باکتری�های عامل فساد، در شرایط آزمایشگاهی و در ماتریسهای 

مواد غذایی، می�باشند )7،8(.
میخک،  مرزنجوش،  مانند  ها  اسانس� برخی  فعالیت  و  ترکیب 
دارچین، سیر، گشنیز، رزماری، نعناع، ریحان و جعفری در مطالعات 
اثرات ضدمیکروبی آنها در  آزمایشگاهی گزارش شده )14-9( و 
برابر پاتوژن�های مواد غذایی و عوامل فساد به اثبات رسیده است. 
اثر ضدباکتریایی برخی اسانس�ها درکاهو نیز بررسی شده است. 
همه این مطالعات به بررسی کاهش تعداد باکتری�های درون�زا و یا 
بیماری�زا در محصولات تازه، با استفاده از اسانس�ها به عنوان عامل 

ضدعفونی�کننده در طول شستشو پرداخته�اند )8(. 
مطالعه حاضر، به بررسی تأثیر اسانس�های پونه کوهی1، میخک2 
و آویشن شیرازی3 به عنوان نگهدارنده طبیعی ضدمیکروبی که به 
روش پاشش )اسپری( در سالاد تجاری )مخلوط سبزیجات شامل 
کاهو، اسفناج، کلم و منداب( تهیه شده در یک واحد تولیدکننده 

سبزیجات آماده بکار رفت، پرداخته است.
تاثیر ضدمیکروبی اسانس�ها، 15 دقیقه پس از کاربرد اسانس و نیز 
طی دوره نگهداری بر میکروبیوتای درونی سبزیجات، اشرشیاکلی 
O157:H7 و FCV، تلقیح شده بطور مصنوعی در سبزیجات، ارزیابی 

گردید.

■ مواد و روش�ها
اسانس�های گیاهی

اسانس�های میخک و پونه کوهی بصورت آماده و تجاری از شرکت 
پرونارم4 و اسانس آویشن شیرازی5 به صورت خانگی تهیه گردید 
1 آمده است.  )15(. ترکیبات اصلی اسانس�ها در جدول شماره 
مطابق  درصد،   70 اتانول  در  کوهی  پونه  و  میخک  اسانس�های 
دستورالعمل تولیدکننده، رقیق شده و تا زمان استفاده در دمای 
C°4 نگهداری شدند. گیاه آویشن شیرازی در شیراز، جمع�آوری 

گردید.

1 Origanum Compactum
2 Eugenia caryophyllus
3 Zataria Multiflora Boiss
4 Pronarôm International, Ghislenghien, Belgium
5  Z. multiflora Boiss
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اسانس از قسمت�های هوایی خشک شده گیاه با استفاده از دستگاه 
کلونجر، به روش تقطیر با بخار به مدت دو ساعت، تهیه و جهت 
شناسایی ترکیبات در مؤسسه گیاهان دارویی دانشگاه علوم پزشکی 
جرمی طیف�سنجی  گازی-  کروماتوگرافی  از  استفاده  با   تهران، 

)GC/MS( مورد آنالیز قرار گرفت )15(. اسانس به نسبت 1:10 

)حجمی-حجمی( در اتانول 50 درصد رقیق و تا زمان استفاده در 
شیشه�های تیره غیرقابل نفوذ به هوا در دمای C°4 نگهداری شد.

جدول شماره 1- ترکیبات اصلی اسانس�ها
ترکیبات اصلی )درصد(بخش�های اسانس�گیری شدهمحل کشتنام متداولگونه گیاهی

Origanum
Compactumسرشاخهمراکشپونه کوهی

کارواکرول )46/88(
تیمول )15/26(

پارا-سیمین )13/10(
گاما-ترپینن )11/61(

Eugenia
Caryophyllusغنچهماداگاسکارمیخک

اوژنول )83/96(
اوژنیل استات )10/75(
بتا-کاریوفیلین )3/25(

Zataria Multiflora
Boissبخش�های هواییایرانآویشن شیرازی

کارواکرول )71/12(
گاما-ترپینن )7/34(
آلفا-پینن )4/26(
اوکالیپتول )3/37(
گلوبولول )3/32(

سویه باکتریایی، شرایط کشت و تلقیح
اشرشیاکلیCECT1 5947( O157:H7( غیرتوکسیژنیک از مجموعه 
کشت�های میکروبی اسپانیا تهیه و در این مطالعه به کار رفت. از 
آنجا که ژن stx2 )فاکتور ویرولانس( با ژن cat جایگزین شده است 
استفاده از این سویه جهت ارزیابی�های کنترل ایمنی مواد غذایی 

پیشنهاد می�شود )16(.
سویه اشرشیاکلی O157:H7 مقاوم به نالیدیکسیک اسید2 از طریق 
 Merk ساخت کمپانی( BHI3 انتقال متوالی 24 ساعته از کشت
آلمان( به BHI حاوی غلظت�های صعودی Nal تا 100 میلی�گرم در 
میلی�لیتر بدست آمد. سپس، کلنی�های اشرشیاکلی O157:H7 مقاوم 
 BHI به نالیدیکسیک اسید، دو بار و بصورت متوالی، در 5 میلی�لیتر
حاوی نالیدیکسیک اسید )100 میلی�گرم در میلی�لیتر( در دمای 

C°37 به مدت 20 ساعت کشت داده شد. 

این سویه در محیط Merk( TSB4 آلمان( در C°37 به مدت 18 
ساعت کشت و به روش کشت در محیط Merk( TSA5 آلمان( در 
شرایط گرم�خانه�گذاری مشابه بالا شمارش شد. کشت�های مورد نیاز 
برای انجام آزمایشات از طریق انتقال 100 میکرولیتر از کشت 18 
ساعته به 10 میلی�لیتر TSB حاوی 100 میکروگرم در میلی�لیتر 
نالیدیکسیک اسید و گرم�خانه�گذاری در دمای C°37 به مدت 4 
ساعت بدست آمد )حدود cfu/ml 108(. سپس، کشت�ها بصورت 
 متوالی در فسفات بافر سالین جهت بدست آوردن تراکم سلولی

cfu/ml 106 رقیق سازی شدند.

سویه ویروسی 
سلول�های  در   (ATCC VR-782)  FCV F9 سیتوپاتوژن  سویه 
CRFK6 تکثیر و ارزیابی گردید. سپس استوک�های نیمه�خالص از 

طریق سانتریفوژ هضم شده سلول�های آلوده در g 660 به مدت 30 
دقیقه تهیه شد.

1 The Spanish type culture collection
2 Nalidixic Acid (Nal) 
3 Brain Heart Infusion

4 Tryptic Soy Broth
5 Trypticaseine Soy Agar
سلول�های کلیه گربه با سن 10-12 هفته 6
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تهیه سالاد )مخلوط سبزیجات(
سالادی متشکل از کاهو، اسفناج، کلم و منداب در یک واحد تولیدی 
تازه تهیه شد )وردیفرش، والنسیا، اسپانیا(. برگ�های  سبزیجات 
دارای نقص از جمله سائیدگی، پارگی و تغییر رنگ با دست قبل 
از شستشو جداسازی شدند. سبزیجات مخلوط شده و سپس به 
مدت 30 تا 60 ثانیه در محلول کلرین 100mg/ml )که pH آن 
با استفاده از اسید فسفریک در 6/5 تنظیم شد( غوطه�ور گردید. 
برگ�ها به مدت 30 ثانیه آبگیری و سپس با استفاده از آب معمولی 
به مدت 30 تا 60 ثانیه آبکشی شدند. رطوبت اضافی با استفاده از 
سانتریفوژ حذف گردید. نمونه�های 100 گرمی بصورت مکانیکی در 
کیسه بسته�بندی شده و در عرض 15 دقیقه به محفظه�ای با دمای 

یخچال منتقل شدند )10(.

افزودن  سبزیجات،  مخلوط  به  میکروارگانیسم�ها  تلقیح 
اسانس�ها، بسته�بندی و ارزیابی کیفی

برای انجام آزمایشات تلقیح مصنوعی، 25 گرم از مخلوط سبزیجات 
تهیه شده در واحد تولیدی مذکور، در کیسه�های استریل در چهار 
سری مطابق روش Lou و همکاران آماده شد: A )تلقیح شده با 
اشرشیاکلی یا FCV، اسپری شده با آب معمولی به جای امولسیون 
اسانس(، B ) تلقیح شده با اشرشیاکلی یا FCV، اسپری شده با 
آب  با  اسپری شده  تلقیح،  عدم  )کنترل:   C اسانس(،  امولسیون 
معمولی به جای امولسیون اسانس(، D )کنترل: عدم تلقیح، اسپری 
شده با امولسیون اسانس(. 250 میکرولیتر از کشت اشرشیاکلی 
مقاوم به نالیدیکسیک اسید )حدود cfu 105× 1( و 100 میکرولیتر 
از FCV )حدود TCID50 107×2( روی برگ نمونه�های سری A و 
B، با استفاده از میکروپیپت، تلقیح شد. امولسیون�های اسانس پونه 
کوهی )5 و 10 درصد حجمی-حجمی(، میخک )5 و 10 درصد 
حجمی-حجمی( و آویشن شیرازی )3، 5 و 10 درصد حجمی-
حجمی( روی برگ سبزیجات اسپری گردید. نمونه ها به مدت 9 روز 
در C°7 نگهداری شدند. کیفیت حسی سبزیجات بسته�بندی شده 
توسط شش شرکت�کننده آموزش دیده مورد بررسی قرار گرفت 

.)17(

آزمایشات میکروبی
قبل از انجام آزمایشات تلقیح، مخلوط سبزیجات جهت اطمینان 
FCV مورد بررسی قرار  O157:H7 و  از عدم وجود اشرشیاکلی 
گرفتند. 25 گرم از مخلوط سبزیجات به 225 میلی�لیتر آب پپتون 
بافری شده )BPW( در کیسه�های پلاستیکی استریل با فیلترهای 
جانبی اضافه )BagSystem فرانسه( و به مدت 15 ثانیه با استفاده از 
پالسیفایر )Microgen انگلستان( همگن شد. مخلوط حاصل از سمت 
فیلتر برداشته و مطابق دستور کار مطالعه Sanchez و همکاران، 
تغلیظ گردید. بطور خلاصه، 10 میلی�لیتر از مایع فیلترشده به 90 
میلی�لیتر پلی�اتیلن�گلیکول اضافه و یکنواخت شد،  و پس از تکان 
دادن آرام به مدت 1 ساعت در دمای C°4، به مدت 30 دقیقه در
 g× 10000 سانتریفیوژ گردید. رسوب بدست آمده از هر نمونه با 
یک میلی�لیتر BPW مخلوط شد. سپس جهت شمارش اشرشیاکلی 

و ویروس رقت�سازی انجام شد )18(.
شمارش گروه�های باکتریایی درون�زای مورد بررسی )مزوفیل�ها، 
اسید لاکتیک، مخمر و  باکتری�های  سایکروتروف�ها، کلی�فرم�ها، 
کپک( و عوامل بیماری�زای تلقیح شده )اشرشیاکلی O157:H7 و
FCV( پس از صفر، 2، 5، 7 و 9 روز ذخیره�سازی در C°7، انجام 

شد.
شمارش میکروارگانیسم�ها با استفاده از محیط�های آگار و گرم�خانه

گذاری انجام شد. مزوفیل�ها در TSA در C°28 به مدت 24 تا 48 
ساعت، سایکروتروف�ها در TSA در C°7 به مدت 10 تا 12 روز، 
کلی�فرم کل در مک کانکی آگار )Sharlab، بارسلونا، اسپانیا( در 
 MRS1 37 به مدت 24 ساعت، باکتری�های اسید لاکتیک در°C

48 ساعت،  به مدت   28°C در  اسپانیا(  مادرید،   ،Conda( آگار 
مخمرها و کپک�ها در YGB2 در C°28 به مدت 7 روز نگهداری 
  CT-SMAC3 با استفاده از محیط O157:H7 شدند. اشرشیاکلی
 100( اسید  نالیدیکسیک  حاوی  اسپانیا(  بارسلونا،   ،Sharlab(
میکروگرم در میلی�لیتر( در C°37 به مدت 24 ساعت شمارش شد. 
آزمایشات دو مرحله تکرار شد و نتایج شمارش میکروبی به صورت 
cfu در گرم بافت بیان شد. FCV در سلول�های CRFK با تعیین 

TCID50 با هشت چاهک به ازای هر رقت و 20 میکرولیتر مایه 

تلقیح در هر چاهک شمارش گردید.

1 de Man, Rogosa and Sharpe
2 Yeast Glucose Broth
3 Cefixime Tellurite -Sorbitol MacConkey Agar
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آنالیز آماری
دو مجموعه از آزمایش�های مذکور که در آن مخلوط سبزیجات 
با اسانس�های گیاهی تیمار گردید، دو بار و هر نمونه با سه تکرار 
به ازای هر تیمار و برای هر یک از زمان�های نگهداری انجام شد. 
واریانس  آنالیز  بود.  تصادفی  نمونه�گیری  اساس  بر  مطالعه  طرح 
آن  از  پس  و  شد  انجام  داده�ها  این  از  استفاده  با   )ANOVA(

 آزمون توکی با سطح معنی�داری P > 0/05، با استفاده از نرم�افزار
SPSS v.19 اعمال گردید.

■ یافته�ها 
آویشن شیرازی  و  پونه کوهی، میخک  غلظت�های مختلف  تأثیر 
)0/5، 1، 2، 5، 10، 15 و 20 درصد( در شرایط آزمایشگاهی بر 

اشرشیاکلی O157:H7 مورد بررسی قرار گرفت.
امولسیون�های 5 و 10 درصد پونه کوهی، 5 و 10 درصد میخک 
و 3، 5 و 10 درصد آویشن شیرازی بر اساس نتایج بدست آمده 

انتخاب شد و با دوز 0/8 میلی�لیتر به ازای 25 گرم از سبزیجات بکار 
رفت. اولین مجموعه از آزمایشات تلقیح در مخلوط سبزیجات برای 
تعیین غلظت مورد نیاز از اسانس جهت غیرفعالسازی اشرشیاکلی

O157:H7 انجام شد )نمودار شماره 1(.

در مورد اکثر تیمارها، پانزده دقیقه بعد از افزودن اسانس تغییر قابل 
توجهی در سطح اشرشیاکلیO157:H7 مشاهده نشد. تنها غلظت�
های10 درصد میخک و 10 درصد پونه کوهی بطور قابل توجهی )به 
ترتیب P > 0/001  و P > 0/01( جمعیت اشرشیاکلی O157:H7 را 
15 دقیقه پس از افزودن اسانس کاهش دادند. از سوی دیگر، پس از 
5 روز نگهداری در C°7، جمعیت اشرشیاکلیO157:H7 بطور قابل 
ملاحظه�ای )P > 0/001( در مخلوط سبزیجات تیمار شده با اسانس 
میخک )غلظت�های 5 و 10 درصد( و آویشن شیرازی )غلظت�های 
3، 5 و 10 درصد( کاهش یافت و کاهش بیشتری در غلظت�های 

بالاتر اسانس آویشن شیرازی بدست آمد.

نمودار شماره 1- کاهش جمعیت اشرشیاکلیO157:H7، تلقیح شده به مخلوط سبزیجات تیمار شده با امولسیون اسانس�های پونه کوهی، میخک و آویشن 
7°C شیرازی در مقایسه با آب )نمونه کنترل( طی نگهداری در دمای

آویشن شیرازی  اسانس  10 درصد  و   5  ،3 بنابراین، غلظت�های 
و  2 /2  ،1 /7 ترتیب،  به   ، را  O157:H7 اشرشیاکلی  جمعیت 
log cfu/g 3/5 کاهش داد. در مقابل، اسانس میخک در غلظت 10 

درصد تأثیر باکتری�کشی بیشتری در مقایسه با غلظت 5 درصد 
نشان نداد )log cfu/g 2/5(. اسانس پونه کوهی نیز تأثیر معنی
داری )P > 0/01( بر جمعیت اشرشیاکلیO157:H7 تلقیح شده، 

با حداکثر کاهش log cfu/g 0/7 پس از 5 روز نگهداری مخلوط 
سبزیجات تیمار شده با غلظت 10 درصد اسانس نشان داد )نمودار 
شماره 1(. اسانس پونه کوهی در غلظت�های بالاتر نیز مورد ارزیابی 
قرار گرفت، اما کاهش بیشتری در جمعیت باکتری در مقایسه با 

غلظت�های پایین�تر اسانس مشاهده نشد.
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بر اساس این نتایج، غلظت�های 10 درصد اسانس میخک و آویشن 
شیرازی جهت انجام سری دوم آزمایشات انتخاب شدند. در این 
آزمایشات به بررسی تأثیر اسانس�های میخک و آویشن شیرازی بر 
اشرشیاکلیFCV ،O157:H7 و میکروبیوتای مخلوط سبزیجات در 
طول 9 روز نگهداری در C°7 پرداخته شد. از اسانس پونه کوهی، به 
دلیل عدم تأثیر قابل ملاحظه )کمتر از log  1 کاهش( بر اشرشیاکلی 

باکتری  O157:H7، در سری دوم آزمایشات استفاده نشد. رشد 

تلقیح شده، اشرشیاکلیO157:H7، در نمونه�های اسپری شده با 
آب به عنوان شاهد، در C°7، آهسته بود و پس از 9 روز نگهداری 
1/1( مشاهده شد  ±  0/3  log cfu/g( آماری  معنی�دار   افزایش 

)نمودار شماره 2(. 

شیرازی، آویشن  و  میخک  اسانس�های  امولسیون  با  شده  تیمار  سبزیجات  مخلوط  به  شده  تلقیح   O157:H7اشرشیاکلی بقای   -2 شماره  نمودار    
نگهداری شده در C°7 به مدت 9 روز. )○(: تیمار با اسانس�ها )غلظت10 درصد( و )●(: کنترل. عمر نگهداری تجاری محصول 7 روز.

در مقابل، جمعیت اشرشیاکلیO157:H7 تلقیح شده به سبزیجات 
تیمار شده با اسانس�های میخک و آویشن شیرازی کاهش یافت. 
حداکثر کاهش رشد باکتری طی تیمار مخلوط سبزیجات با اسانس 
 2/8 log cfu/g( و میخک )3/5 کاهش log cfu/g( آویشن شیرازی
کاهش(، به ترتیب، در روزهای 5 و 7 نگهداری در C°7 بدست آمد 

)نمودار شماره 2(.
پس از روز هفتم، اشرشیاکلی O157:H7 شروع به رشد در نمونه�

های تیمار شده با میخک نمود و اختلاف آن با نمونه شاهد به سطح 
log cfu/g 1/7 در پایان دوره نگهداری رسید. در مقابل، جمعیت 

باکتری در نمونه�های تیمار شده با اسانس آویشن شیرازی به میزان 
بود نگهداری  پایان دوره  نمونه شاهد در  از  3 کمتر   log cfu/g 

)نمودار شماره 2(.

 log TCID50/g بلافاصله پس از تلقیح به سبزیجات FCV غلظت
5/3 ثبت شد )نمودار شماره 3(.

در نمونه�های اسپری شده با آب  )تیمار شاهد(، سطح FCV پس 
 از 2 روز نگهداری در C°7 به میزان log 1 کاهش یافت و سطح

log TCID50/g 4/3 تا قبل از روز هفتم نگهداری حفظ شد. طی 2 

 0/3 log TCID50/g به میزان FCV روز پایانی نگهداری، عفونت�زایی
.)P >  0/01( کاهش یافت

دو اسانس مورد مطالعه، میخک و آویشن شیرازی، تأثیر معنی�
در   FCV سطح  زیرا  ندادند،  نشان   FCVعفونت�زایی بر  داری 
آمد بدست  گروه شاهد  مشابه  اسانس،  با  تیمار شده   نمونه�های 

)نمودار شماره 3(.
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نمودار شماره 3- بقای FCV تلقیح شده به مخلوط سبزیجات تیمار شده با 
امولسیون اسانس�های میخک و آویشن شیرازی، نگهداری شده در C°7 به 
مدت 9 روز. )○(: تیمار با اسانس میخک 10 درصد، )∆(: تیمار با اسانس 
آویشن شیرازی 10 درصد، )●(: کنترل. عمر نگهداری تجاری محصول 7 روز.

در هر موعد نمونه�گیری در آزمایشات سری سوم، کیفیت ظاهری 
محصولات تازه تیمار شده با امولسیون�های 10 درصد میخک و 
 7°C آویشن شیرازی در بسته�بندی در طول 9 روز نگهداری در
بررسی شد. اگر چه کیفیت سبزیجات بسته�بندی در طول دوره 
ذخیره�سازی کاهش یافت، اما کیفیت آن طی 7 روز اول نگهداری در 
C°7 مطلوب باقی ماند. بنابراین، ویژگی�های کیفی محصولات تیمار 

شده با امولسیون 10 درصد اسانس�ها در طول 7 روز اول نگهداری 
در حد قابل قبولی حفظ شد. در روز نهم، کیفیت نمونه�های ذخیره 
شده در C°7 پایین�تر از حد قابل قبول و رو به تنزل بود. با این 
حال، هیچ تأثیر منفی از تیمار با اسانس در مقایسه با گروه شاهد، 
بر ویژگی�های ظاهری سبزیجات، مشاهده نشد. شمارش گروه�های 
میکروبی درون�زای مورد بررسی در مخلوط سبزیجات )مزوفیل
�ها، سایکروتروف�ها، کلی�فرم�ها، باکتری�های اسید لاکتیک، مخمر و 
کپک( در روز صفر و سپس بعد از 2، 5، 7 و 9 روز از ذخیره�سازی 

در C°7 انجام شد )نمودار شماره 4(.
در نمونه�های تیمار نشده با اسانس )شاهد(، جمعیت باکتری�های 
مزوفیل بطور قابل توجهی در طول دوره ذخیره�سازی افزایش یافت. 
در مقابل، تعداد باکتری�های مزوفیل پس از تیمار با آویشن شیرازی، 
داد نشان  ملاحظه�ای  قابل  کاهش  شاهد،  نمونه  با  مقایسه   در 

.)P > 0/05(

در  آویشن شیرازی  اسانس  کارآیی  روز ذخیره�سازی،   2 از  پس 
 2/5 log cfu/g( کاهش تعداد باکتری�های مزوفیل آشکارتر شد

کمتر از نمونه شاهد(.
پس از گذشت دومین روز ذخیره�سازی، باکتری�های مزوفیل شروع 
به رشد در نمونه�های تیمار شده با آویشن شیرازی نمودند لیکن 
با نمونه شاهد متفاوت بود  تعداد آنها در کل دوره ذخیره�سازی 

)P > 0/05( )نمودار شماره 4(.
بر خلاف آویشن شیرازی، تأثیر میخک بر باکتری�های مزوفیل تنها 
در روزهای هفتم و نهم ذخیره�سازی معنی�دار بود که تعداد باکتری

های مزوفیل موجود log cfu/g 0/2± 1/1، کمتر از تعداد مزوفیل�ها 
در نمونه شاهد بود.

همانند باکتری�های مزوفیل، جمعیت باکتری�های سرماگرا نیز در 
حضور آویشن شیرازی در دو روز اول ذخیره�سازی کاهش یافت 
درحالیکه تعداد آنها در حضور میخک و همچنین در گروه کنترل 
افزایش یافت )نمودار شماره 4(. بر این اساس، در روز دوم نگهداری 
آویشن  با  شده  تیمار  نمونه�های  در  سرماگرا  باکتری�های  تعداد 

شیرازی log cfu/g 3/2 نسبت به گروه شاهد پایین�تر بود.
پس از 2 روز اول ذخیره�سازی، جمعیت سرمادوست در نمونه تیمار 
شده با آویشن شیرازی افزایش یافت اما به غیر از روز نهم ذخیره

می�داد  نشان  معنی�داری  تفاوت  نمونه شاهد  با  سازی، همچنان 
)P > 0/05(. در مقابل، تیمار با اسانس میخک موجب تعویق رشد 
باکتری�های سرماگرا نگردید اما بیشینه تراکم میکروبی را در 4 روز 
با نمونه شاهد کاهش داد.در نتیجه،  پایانی نگهداری در مقایسه 
تعداد باکتری�های سرماگرا، در روزهای هفتم و نهم، در نمونه�های 

تیمار شده با میخک بطور قابل توجهی کمتر از نمونه شاهد بود. 
تعداد کلی�فرم کل 15 دقیقه پس از تیمار با اسانس آویشن شیرازی 
و میخک به میزان قابل توجهی )log cfu/g 0/8 و 1/1  کاهش( 
در مقایسه با نمونه شاهد کاهش یافت )P > 0/05(. هر دو اسانس 
سطح کلی�فرم را در طول دوره ذخیره�سازی به میزان قابل توجهی 
)P > 0/05( پایین�تر از نمونه شاهد حفظ نمودند )نمودار شماره 4(.
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 نمودار شماره 4- تأثیر اسانس�های میخک و آویشن شیرازی بر گروه�های مختلف باکتریایی در مخلوط سبزیجات نگهداری شده در C°7 به مدت 9 روز.
)○(: تیمار با اسانس میخک 10 درصد، )∆(: تیمار با اسانس آویشن شیرازی 10 درصد و )●(: کنترل. عمر نگهداری تجاری محصول 7 روز.

در مقایسه با دیگر گروه�های میکروبی درون�زای مورد بررسی، تعداد 
باکتری�های اسید لاکتیک در نمونه�های تیمار شده با اسانس آویشن 
شیرازی و میخک تفاوت معنی�داری نسبت به نمونه شاهد نشان 
log cfu/g 4 در  باکتری�های اسید لاکتیک  نداد. حداکثر تراکم 
نمونه�های کنترل پس از 7 روز ذخیره�سازی ثبت شد، درحالیکه 
جمعیت این باکتری�ها در نمونه�های تیمار شده با اسانس میخک و 

آویشن شیرازی، به ترتیب، 4/2 و log cfu/g 4/7 بود.
هیچ رشدی از کپک یا مخمر در محیط YGB، در نمونه�های تیمار 

شده با اسانس یا شاهد، مشاهده نشد.

■ بحث
یکی از علل شیوع اشرشیاکلی O157:H7 مصرف کاهو )19( و یا 
اسفناج آلوده )20،21( است. نتایج این مطالعه نشان داد اشرشیاکلی 
O157:H7 یکی از باکتری�های بیماری�زاست که قادر به رشد در 

مخلوط سبزیجات ذخیره شده در دمای یخچال، به عنوان مثال، 
C°7 می�باشد.

اسانس�های گیاهی منابعی غنی از ترکیبات ضدمیکروبی برای حفظ 
محصولات تازه به شمار می�روند و بسیاری از اجزای این اسانس

ها بی�خطر1 اعلام شده�اند. مقایسه نتایج گزارش شده در مطالعات 
مختلف به دلیل تفاوت�های موجود در مواد غذایی، روش�های بکار 

1 Generally Recognised as Safe: GRAS 
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رفته، سویه�های باکتریایی و منابع ترکیبات ضدمیکروبی دشوار است 
)22(. نتایج ما در خصوص اسانس آویشن شیرازی نشان داد که 
این اسانس واجد فعالیت ضدباکتریایی قابل ملاحظه�ای در برابر 
نیز در مخلوط  و  O157:H7 در محیط کشت )23(  اشرشیاکلی 

سبزیجات می�باشد.
با توجه به آنالیز شیمیایی اسانس در این مطالعه و مطالعه میثاقی 
و همکاران )24(، ترکیبات اصلی فعال در اسانس آویشن شیرازی 
و  درصد(   7/34( γ-ترپینن  درصد(،   71/12( کارواکرول  شامل 
α-ترپینن )4/26 درصد( می�باشد. مطالعات قبلی قدرت بازدارندگی 
بالای این اسانس را در برابر هر دو باکتری�های گرم مثبت و گرم 
منفی در محیط کشت )25،26( و مدل�های مواد غذایی )27،28( 
اسانس  باکتری�کشی  اثر  مطالعاتی  همچنین  نموده�اند.  گزارش 
اوژنیل  درصد   10/75 و  اوژنول  درصد   83/96 )حاوی  میخک 
استات( را در غلظت�های پائین گزارش کرده�اند )12،29(. بطور 
مشابه، در مطالعه حاضر نیز اسانس میخک در برابر اشرشیاکلی 
O157:H7 و میکروبیوتای درون�زا در مخلوط سبزیجات مؤثر بوده 

است. اسانس پونه کوهی، با 46/8 درصد کارواکرول و 15/26 درصد 
تیمول، فعالیت باکتری�کشی بالایی در محیط کشت نشان داد. با 
این حال، پونه کوهی دارای فعالیت ضدمیکروبی معنی�دار از لحاظ 
0/5 کاهش(   log cfu/g اندک )حداکثر  اما   )P > آماری )0/05 
در برابر اشرشیاکلی O157:H7 در مخلوط سبزیجات تلقیح شده 
بصورت مصنوعی بود که از دیدگاه میکروب شناسی مواد غذایی 
قابل ملاحظه نمی�باشد. بنابراین، اسانس پونه کوهی فاقد کاربرد 

عملی علیه اشرشیاکلی O157:H7 در مخلوط سبزیجات می�باشد.
به نظر می�رسد که تفاوت در فعالیت ضدمیکروبی اسانس�ها با غلظت 
و ماهیت اجزای اسانس، فراریت، استخلاف�ها و گروه�های عامل و 
ساختار اجزای تشکیل�دهنده و تعاملات سینرژیستی مرتبط باشد. 
تفاوت بین اسانس�ها به شرایط زیست محیطی و عوامل رشد گیاه 

نیز بستگی دارد )30(.
ترکیبات شیمیایی اصلی این اسانس�ها بطور عمده شامل مونوترپن

اوژنول،  می�باشد.  مونوترپنی  هیدروکربن�های  و  فنولیک  های 
کارواکرول و تیمول ترکیبات فنلی هستند که فعالیت قابل ملاحظه 
آنها در برابر باکتری�های بیماری�زا اثبات شده است. نویسندگان 
دیگر )31( مشاهده نمودندکه کارواکرول فعال�ترین ترکیب در 11 
اسانس مورد مطالعه بوده و اسانس آویشن شیرازی مورد استفاده در 

مطالعه حاضر حاوی غلظت بالایی از این ترکیب بود.

در مطالعه Elizaquivel و همکاران تأثیر ضدویروسی اسانس�ها با 
استفاده از روش�های کشت سلولی در 4 و C°37 بررسی شد )32(. 
 3/75 log TCID50/ml را FCVاسانس پونه کوهی )2 درصد( تیتر
در C°37 کاهش داد و هیچ تأثیری در C°4 نداشت. تأثیر اسانس 
 4°C گرم�خانه�گذاری شده در FCV میخک و آویشن شیرازی بر
روند مشابهی با اسانس پونه کوهی در کاهش تیتر ویروس نشان داد. 
حداکثر کاهش تیتر زمانی بدست آمد که سوسپانسیون FCV در 
C°37 با غلظت 0/1 درصد اسانس آویشن شیرازی تیمار شد. نتایج 

FCV می�تواند روی برگ سبزیجات  مطالعه حاضر نشان داد که 
طی نگهداری در دمای یخچال )9 روز در C°7 ( بقاء یابد. علاوه 
FCV مشاهده شد، در مخلوط  بر این، چنانکه در سوسپانسیون 
سبزیجات آلوده به FCV، نگهداری در درجه حرارت یخچال موجب 
کاهش قابل توجه اثر ضدویروسی اسانس�ها گردید. علت این امر 
ممکن است به دلیل تغییر ساختار کپسید ویروس در مواجهه با 
دمای پائین و کاهش دسترسی و نفوذ اسانس�ها به برخی از مناطق 
ویروسی باشد. مطالعات متعددی تأثیر تیمارهای ضدعفونی�کننده 
را بر ویروس�های موجود در نمونه�های سبزیجات، ارزیابی و گزارش 
نمودند که این تیمارها حذف یا غیرفعالسازی کامل ویروس�های 

روده�ای در محصولات غذایی را تضمین نمی�کنند )33(.
در دهه گذشته، تأثیر ترکیبات طبیعی بکار رفته در محلول�های 
مورد استفاده در تیمارهای شستشو بر نوروویروس�ها بررسی شده 
نوروویروس�ها(  )علیه  فعالیت ضدویروسی  میزان  تاکنون،  است. 
اسانس�های پونه کوهی، آویشن شیرازی و میخک )32(، کیتوزان 
)34(، آب آلبالو و پروآنتوسیانیدین�های آلبالو )35(، آب انار و پلی 
فنول�های انار )36،37(، آب تمشک سیاه و سفید )38(، عصاره 
جینسینگ قرمز کره�ای و جینسنوزید )39( مورد بررسی قرار گرفته 

است.
در مطالعه�ای نیز تأثیر عصاره دانه انگور در نمونه سبزیجات مورد 
ارزیابی قرار گرفت. نتایج حاکی از این بود که پس از یک دقیقه 
میلی� در  میلی�گرم   0/25 تا   1 غلظت  عصاره،  این  با  شستشو 

FCV گردید )40(. نتایج  log 3-2 کاهش در تیتر  لیتر موجب 
به پتانسیل کاربرد توأم ترکیبات طبیعی و یا سایر تیمارها جهت 
می�کند.  اشاره  غذایی  محصول  در  روده�ای  ویروس�های  کاهش 
میکروبیوتای سبزیجات شامل انواع مختلف باکتری�های گرم منفی 
و گرم مثبت می�باشد. آویشن شیرازی بالاترین قدرت مهارکنندگی 

را در برابر جمعیت مزوفیل�ها نشان داد.
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و  آویشن شیرازی  برای  میکروبی  عین حال سطوح جمعیت  در 
میخک پس از 7 و 9 روز ذخیره�سازی مشابه بود. ترکیبات فنلی 
مسئول فعالیت ضدمیکروبی اسانس�ها بوده و این ویژگی عامل قدرت 
بالای ضدباکتریایی اسانس به شمار می�رود زیرا این ترکیبات از فاز 
آبی خارج شده و می�توانند در بخش آب�گریز غشاء سیتوپلاسمی 
حل شوند. این فرایند باعث افزایش نفوذپذیری غشاء، و اختلال در 
نیروی محرک پروتون، و در نتیجه آسیب کشنده به سلول باکتری 

می�گردد )7(. 
سرد کردن اغلب تنها عامل کنترل رشد پاتوژن�های بیماری�زا در 
محصولات تازه می�باشد. تولیدکنندگان این گروه از محصولات اغلب 
نگهداری در دمایC° 3-1 را جهت حفظ تازگی مواد غذایی تازه 
اغلب طی توزیع  این دامنه دمایی  این حال،  با  توصیه می�کنند. 
محصول تازه و نیز عرضه در خرده فروشی تأمین نمی�گردد )17(. 
درجه حرارت�های نامناسب سرد کردن، از جمله C° 7، امکان رشد 
O157:H7 را فراهم  برخی از عوامل بیماری�زا مانند اشرشیاکلی 
می�آورد. لذا، یافتن راه حل�های جایگزین و بی�خطر مانند تیمارهای 
نظر  به  ضروری  بیماری�زا  عوامل  برنده  بین  از  یا  کاهش�دهنده 
می�رسد. در مطالعه حاضر، پس از مرحله شستشو بهداشتی، اسانس�

ها از طریق اسپری کردن به سبزیجات اضافه، و پس از آن توانایی 
آنها در کنترل رشد میکروارگانیسم�های بیماری�زای تلقیح شده و 
میکروبیوتای درون�زا بررسی شد. نتایج نشان داد که اسانس�ها، به 
ویژه آویشن شیرازی، واجد پتانسیل قابل ملاحظه�ای جهت کاربرد 
به عنوان مانعی برای کاهش خطرات مربوط به آلودگی در محصولات 
تازه می�باشد. همچنین اسانس�های میخک و آویشن شیرازی واجد 
فعالیت ضدباکتریایی در برابر اشرشیاکلی O157:H7 تلقیح شده به 
سبزیجات بوده و غلظت�های مختلف اسانس آویشن شیرازی رشد 
باکتری�های مختلف را کنترل نموده است. مطالعه حاضر اطلاعاتی 
قابل مقایسه و کمی، در خصوص فعالیت ضدمیکروبی اسانس�ها 
و کاربرد آنها به عنوان مواد نگهدارنده در مواد غذایی ارائه نمود. 
هنگامی که ادویه�جات و گیاهان دارویی به عنوان افزودنی و طعم

�دهنده در مواد غذایی آماده بکار می�روند میزان ترکیبات فعال آنها 
برای اعمال تأثیرات ضدمیکروبی کافی نیست. در مقابل، اسانس
�های فرار، که اغلب شامل اجزای اصلی معطر و طعم�دهنده گیاهان 
و ادویه�جات می�باشند، حتی زمانی که به مقدار کم به مواد غذایی 
افزوده شوند، بدون ایجاد تغییر نامطلوب در خواص حسی می�

توانند آلودگی باکتریایی را کاهش دهند. استفاده از اسانس آویشن 

شیرازی برای نگهداری ماهی نیز گزارش شده است )41(. در مطالعه 
انجام شده توسط اختیارزاده و همکاران فیله ماهی با اسانس آویشن 
شیرازی تیمار شده و نتایج ارزیابی حسی پس از آن نشان داد که 
طعم نمونه�ها طی استفاده از غلظت�های 0/135 و 0/405 درصد 
اسانس مطلوب و در غلظت 0/810 درصد نامطلوب می�باشد )27(.

آویشن  اسانس  آن  در  که  است  مطالعه�ای  اولین  حاضر  مطالعه 
در  اسانس  کل  غلظت  و  شده  برده  بکار  سبزیجات  در  شیرازی 
محصول )درصد v/w( 0/096، 0/160 و 0/320 بدون اثرات منفی 

بر خواص حسی بوده است.

گیری ■ نتیجه�
نتایج نشان می�دهد که اسانس�ها، به خصوص آویشن شیرازی، واجد 
توانایی کاهش خطرات مربوط به آلودگی�های میکروبی در سالاد 
و مخلوط�های سبزیجات برگی می�باشند. لیکن، مطالعات بیشتری 
برای تعیین غلظت مؤثر اسانس�ها در برابر میکروارگانیسم�ها در سایر 
مواد غذایی، و همچنین تأثیر غلظت�ها بر طعم و ویژگی�های حسی 
نیاز است. علاوه بر به تأخیر انداختن فساد، بهبود خواص حسی 
میوه�ها و سبزیجات تازه برش خورده می�تواند از نقطه نظر تجاری 
نیز جالب توجه باشد. در این راستا، می�توان جهت افزایش تأثیر 
سینرژیستی ضدمیکروبی، اسانس�هایی که به عنوان ادویه بکار نمی
روند یا با عطر و طعم تند همراه نیستند را در تولید محصولات تازه 
بکار برد. هنگامی که شیوه�های مناسب بهداشتی در سراسر زنجیره 
تولید سبزیجات تازه اعمال شود، استفاده از اسانس�ها به عنوان مواد 
نگهدارنده می�تواند موجب بهبود ایمنی و کیفیت مواد غذایی گردد.

محدودیت�هایی همچون عدم امکان استفاده از انواع اسانس�های 
دیگر به علت ایجاد طعم نامطلوب و قوی برای مصرف�کننده و نیز 
روشن نبودن تأثیر برخی اسانس�ها بر عملکرد فیزیولوژیک بدن در 
مطالعاتی از این دست مشاهده می�شود که نیاز به بررسی�های بیشتر 
جهت امکان جداسازی و تفکیک ترکیبات اسانس�ها و مطالعه تأثیر 

ترکیبات عمده اسانس�ها در بدن دارد.
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Abstract
Background and Aims 

Prepared vegetables mixes are one of the most promising developments in the fresh-cut food industry. The aim of this study 

was to investigate the ability of Origanum compactum (oregano), Eugenia caryophyllus (clove), and Zataria multiflora Boiss 

(zataria) essential oils (EOs) to control the growth of potentially cross contaminating pathogens and endogenous microbiota 

in commercial vegetable leaves, processed in a fresh-cut produce company. 

Materials and Methods 

After the sanitizing washing step, 25 grams of vegetables were packed in strile poly-ethylen bags and sprayed by various 

concentrations (3, 5 and 10 percent) of emulsions of EOs (0.8 ml). 

Results 

Zataria EO emulsions of 3 percent, 5 percent and 10 percent reduced Escherichia coli O157:H7 by 1.7, 2.2 and 3.5 log cfu/g 

in vegetables after 5 days of storage at 7 °C. By contrast, reductions in E. coli O157:H7 counts remained the same when clove 

was applied at concentrations of 5 percent and 10 percent (2.5 log cfu/g reduction). Oregano (10 percent) reduced inoculated 

E. coli O157:H7 counts in vegetables by a maximum of 0.5 log cfu/g after 5 days of storage at 7 °C. Zataria showed strong 

antimicrobial efficacy against E. coli O157:H7 and also against the endogenous microbiota of vegetables stored for 9 days. 

Feline calicivirus (FCV), anorovirus surrogate, survived on inoculated vegetables during refrigerated storage (9 days at 7 °C) 

regardless of treatment. Refrigeration temperatures completely annulled the effectiveness of the EOs against FCV. 

Conclusion 

This study shows that EOs, and zataria in particular, have great potential use as an additional barrier to reduce contamination-

related risks in salads.
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