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 چکیده
کیتوزان و ارزیابی اثرات  –یکروبی مناسب در قالب فیلم کامپوزیتی نشاستهاکسیدانی و ضدموارد نمودن دو ماده با خواص آنتی هدف از این تحقیق

باشد. بعد از تهیه اسانس روغنی و عصاره، فیلم کامپوزیتی به روش کستینگ تهیه گردید. نمونه مدل غذایی (گوشت) با آن بر ماندگاري گوشت قرمز می
هاي مزوفیل هوازي، اسید لاکتیک و سودوموناس، تغییرات شیمیایی شـامل  یه شده پوشش داده شد و اثرات آن شامل تغییرات جمعیت باکتريفیلم ته

pH  هاي روز در جمعیت باکتري 21روز بررسی گردید. نتایج نشان داد که در پایان  21و اکسیداسیون چربی و نیز خصوصیات حسی در طول نگهداري
هاي اسید لاکتیک نیز بهترین اثر مربوط سیکل لگاریتمی کاهش در مقایسه با گروه بدون پوشش مشاهده شد. در جمعیت باکتري 11/7هوازي مزوفیل 

سیکل لگاریتمی اختلاف داشت. از طرفی در نمونـه پوشـش داده    29/3درصد بود که نسبت به گروه کنترل درصد و عصاره نیم 2به فیلم حاوي اسانس
لگاریتمی کاهش در جمعیت باکتري سودوموناس در مقایسه سیکل  92/6ام،  21درصد عصاره در پایان روز  1درصد اسانس و  2ط فیلم حاوي شده توس

و بیشترین میزان  هبا گروه کنترل بدون پوشش مشاهده شد. تیمارهاي حاوي عصاره نیم و یک درصد بیشترین ممانعت را از تشکیل مالون آلدهید داشت
خصوص حاوي عصاره پوسـت انـار، در طـول    دید. در حالی که بقیه تیمارها بهاکسیداسیون نیز در نمونه بدون پوشش و کنترل بدون عصاره مشاهده گر

خـواص  نس داراي اسـا و . این مطالعـه نشـان داد کـه فـیلم کـامپوزیتی حـاوي عصـاره        ندروز از یک روند اکسیداسیون کند برخوردار بود 22نگهداري 
عمر نگهداري گوشت مـورد  بندي و نیز افزایش تواند براي بستههاي فیزیکی فیلم میاکسیدانی بالایی بوده و با بهبود برخی ویژگیضدمیکروبی و آنتی
  استفاده قرار گیرد.
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    1 مقدمه

کننـدگان بـه محصـولات غـذایی بـا      در دهه اخیرگرایش مصرف
تر رو به فزونی نهاده است. تر و نیز با دسترسی آسانکیفیت بهتر، تازه

تـرین عوامـل   رشد میکروبی و نیز تغییرات اکسیداتیو و شیمیایی مهم
باشـند  اري مـی دهاي غذایی در طی نگهدهنده کیفیت فرآوردهکاهش

Thakur & Singh, 1994)(.  سـتفاده بـراي   مهمترین روش مـورد ا
ــتفاده از    ــذایی اس ــواد غ ــاریزا در م ــاد و بیم ــل فس ــا عوام ــه ب  مقابل

باشــد. بـا وجــود چنــدین نــوع مــواد  هــاي شــیمیایی مــیگهدارنـده ن
ضدمیکروبی تایید شده و تجاري، استفاده از آنهـا بـا محـدودیتهایی    

شود که برخی طوري که در حال حاضر احتمال داده میمواجه است. به
هـاي  هـاي شـیمیایی و باقیمانـده   ن است با نگهدارندهها ممکسرطان
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سمی آنها در ارتباط باشند. همه این مـوارد باعـث شـده کـه آگـاهی      
مصرف کنندگان و تقاضاي آنها به غذاهاي نگهداري شـده بـا مـواد    

هـاي  طبیعی افزایش یابد و محققین به دنبال یافتن ترکیبات و روش
ــوین   ــیمیایی ن ــی و غیرش ــده طبیع ــند  نگهدارن ــذایی باش ــواد غ در م

)Schuenzel& Harrison, 2002(.  ــروه ــی از گ ــواد  یک ــاي م ه
هـاي روغنـی و نیـز    ضدمیکروبی طبیعـی گیاهـان دارویـی، اسـانس    

ضـرر  این ترکیبات علاوه بر اینکـه بـی   .باشندهاي گیاهی میعصاره
اکسـیدانی  شوند طیف وسیعی از اثرات ضدمیکروبی و آنتیشناخته می

ــد  مختلــف نشــان داده را در تحقیقــات  ,Kalemba&kunicka(ان
عنوان تواند بهمیخطر سالم و بی. بنابراین استفاده از این مواد )2003

زا و فسادزا و افـزایش  یک روش جایگزین براي کنترل عوامل بیماري
 ,.Thangavelu et al)عمر نگهداري مواد غذایی کاربرد داشته باشد 

اســتفاده مســتقیم ایــن ترکیبــات در خــود مــواد غــذایی بــا  .(2004
هـاي  هایی مواجه است بنابراین محققـین بـه دنبـال روش   محدودیت

هاي اسـتفاده از ایـن مـواد    باشند. یکی از روشبهبود فعالیت آنها می
بنـدي  عنوان بسـته بندي و پوشش مواد غذایی تحت طبیعی در بسته
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هـاي  سـازگار بـر پایـه فـیلم     هاي زیسـت باشد. این پوششمیفعال 
ها و یا ترکیبی ها، چربیساکاریدها، پروتئینخوراکی، که عمدتاً از پلی

شوند، به دلیل دارا بودن مواد طبیعی، قابلیت تجدید از آنها ساخته می
هاي زیست محیطی، روز به روز از اهمیت پذیري و عدم ایجاد آلودگی

مزیت اسـتفاده از   .)Ahvenainen; 2003(شوند خاصی برخوردار می
جاي خود ماده غذایی ایـن اسـت کـه اولا در    مواد فعال در پوشش به

حین فرآوري ماده غذایی تغییـري در ترکیبـات ضـدمیکروبی ایجـاد     
شود و ثانیاً با توجه به انتشـار آهسـته و تـدریجی مـواد فعـال از      نمی

پوشش به داخل ماده غذایی در طول زمان میـزان مـواد فـوق ثابـت     
مانند که در نتیجه به افزایش اثر و کارایی این مواد به دلیل عـدم  می

شـود  غیرفعال شدن توسط ترکیبات مختلف ماده غـذایی منجـر مـی   
)Ozdemir&Floros, 2004(  

کاتیونی، از ساکارید پلیعنوان یک پلیمر زیستی و پلیکیتوزان به
طبیعـت) سـاخته   سـاکارید فـراوان در   زدایی کیتین (دومین پلیاستیل

پذیر علاوه بر غیرسمی بودن ساکارید زیست تخریبشود. این پلیمی
اکسیدان داراي خصوصیات منحصر بفردي از جمله ضدمیکروب، آنتی

 ـدهو تشکیل بسـیاري در زمینـه   ده فـیلم بـوده و منشـاء تحقیقـات     ن
نشاسته  .)Rinaudo, 2006هاي فعال و ضدمیکروبی بوده است (فیلم

پذیر و قابل حل در آب با قابلتی تشـکیل  ساکارید تجزیهنیز یک پلی
هاي ساخته شده بر پایه نشاسته علاوه بر ارزان فیلم است. بسته بندي

بودن با توجه به منشاء طبیعی آن، از دسترسی آسان در مقیاس وسیع 
 باشند.نیز برخوردار می

شـود منبـع   عنوان بومی ایـران شـناخته مـی   هکه در جهان ب 1انار
مهمی از ترکیبات فعال زیستی بوده و بـا داشـتن ترکیبـات پکتـین،     

هــا و فلاوونوئیــدها اثــرات هــا، آنتوســیانینآســکوربیک اســید، تــانن
. در )Martos et al., 2010(اکسیدانی بالایی را نشان داده است آنتی

این میان عصاره پوست انار مشخصاً داراي قابلیت و ظرفیت مهار یـا  
هــاي سوپراکســید، رادیکالهــاي در مقابــل آنیــونممانعــت بیشــتري 

. تحقیقـات انجـام   )Li et al., 2006(هیدروکسیل و پروکسیل است 
ــواص    ــار داراي خ ــت ان ــه عصــاره پوس ــان داده اســت ک ــه نش گرفت

 زایـی ، ضـدجهش )Al-Zoreky, 2009(ضدباکتریایی، ضدویروسـی  
)Lansky & Newman, 2007( ی اکسـیدان و آنتی) 2002،Singh( 

نوان ترکیب نگهدارنده طبیعی در صنایع غذایی و عتواند بهبوده و می
یـا   اسـانس روغنـی آویشـن کـوهی    داروها مورد استفاده قرار گیـرد.  

به علت داشتن ترکیبات ضدمیکروبی و فنولی مانند تیمول و  2کاکوتی
کارواکرول پتانسیل بالایی را جهـت کـاربرد در صـنایع گوشـت دارد     

)Solomakos et al., 2008(  و مطالعات متعددي در این مورد انجام
ــه اســت . ازنظرکمیــت و کیفیــت اســانس، تیمــول، پاراســایمن،  یافت

انـد و  ترپینن، گاماترپینن، شناسایی شدهکارواکرول، آلفاپینن، کامفن، 
                                                        
1 Punica granatum 
2 Thymus kotschyanus 

لیتیمول و کارواکرول مهمترین مواد موثر دارویی درگیاه آویشن کوهی 
بر روي اثـرات ضـد    )2011( همکاراندر مطالعه مرندي و  .باشندمی

پنی سیلیوم و  بوتریتیس سینراقارچی اسانس روغنی کاکوتی بر روي 
نشان داد که اسانس روغنی کاکوتی داراي اثرات ضدقارچی  اکپانسوم

میکرولیتر بـه ازاي لیتـر رشـد     200طوریکه در غلظت بالایی بوده به
عنوان نمونه مـدل  ههاي گلابی بها متوقف شد و همچنین نمونهقارچ

مهربـان  در مطالعه دیگـر   .ها در امان ماندندغذایی نیز از اثرات قارچ
اثرات اسانس روغنی کاکوتی بر روي  )1385( سنگ آتش و همکاران

زا را بررسی نمودند و نتایج نشان داد هاي مولد فساد و بیماريباکتري
ناس سـودومو هـاي مـورد مطالعـه بـه غیـر از      که رشد همه بـاکتري 

طوریکـه حـداقل غلظـت    متوقف شد، به شیگلا دیسنتريو  آئروژینوزا
، اشریشـیاکلی ، انتروبـاکتر آئروژنـز  هاي کنندگی براي باکتريممانعت

و  250،500،125ترتیـب  بـه  سالمونلا انتریتیـدیس و  کلبسیلا نومونیا
لیسـتریا  هاي گرم مثبـت  میکروگرم بر لیتر بود، و براي باکتري 250

میکرو گـرم بـر لیتـر و     125 استافیلوکوکوس اورئوسو  زمونوسیتوژن
میکروگرم بر لیتـر بـر حسـب غلظـت      1000 باسیلوس سرئوسبراي 

انجام  )2012( ایی هم که توسط امیريدر مطالعه. اسانس روغنی بود
بـه  اکسیدانی اسانس روغنـی کـاکوتی بـا دو روش    گرفت اثرات آنتی

و بتاکاروتن، لینولئیک  درازیلاندازي رادیکال دي فنیل پیکریک هیدام
اسید سیستم مورد ارزیابی قرار گرفت و نتایج نشـان داد کـه اسـانس    

لیتر بوده میکروگرم بر میلی 278برابر با  IC50روغنی کاکوتی داراي 
درصد قادر به مهار در تسـت بتاکـاروتن و    2/69و همچنین تا حدود 

 تیل هیدروکسی تولوئنبوکه این مقادیر براي  ،باشدلینولئیک اسید می
  .باشندمی 4/96و  2/18ترتیب برابر با به

تواننـد شـامل مخلـوطی از    هاي کامپوزیتی یـا مرکـب مـی   فیلم
لیه بـر  عمنظور پروتئینی و لیپیدي باشند. به -ساکاریديهاي پلیفیلم

هـاي  منـدي از ویژگـی  مذکور و یا بهـره  تاثیر منفی یکی از ترکیبات
هاي مرکب یا چند ترکیبی اسـتفاده  فیلمها از کاربردي هر یک از آن

هاي مذکور داراي ویژگی هاي مرکب همانند سایر فیلممی شود. فیلم
  باشند.گاز و مواد حل شده می -ممانعت در برابر عبور رطوبت

بنـدي  هاي ضدمیکروبی در بسـته اضافه نمودن مستقیم افزودنی
باشد. چندین نوع یبندي ضدمیکروبی مهاي مرسوم بستهیکی از روش

ترکیب جهت ایجاد اثرات ضدمیکروبی براي این منظور مورد آزمایش 
 ;Dobias et al., 2000; Ouattara et al., 2000b(قرار گرفته اند 

Vermeiren et al(. ــ ــن روش ب ــب  هدر ای ــتفاده از ترکی ــاي اس ج
بندي طور مستقیم، ماده ضدمیکروبی وارد پوشش بستهضدمیکروبی به

در نتیجه امکان غیرفعال شدن آن توسط عوامل موجود درمـاده  شده 
تري اثر خـود را نشـان   غذایی کاهش یافته و در ضمن مدت طولانی

عنوان مثال نشان داده شده که ترکیبات سوربات در صورت دهد. بهمی
بندي مدت زمان بیشتري اثر خود را حفظ هاي بستهوارد شدن به فیلم

هاي گیاهی نیز توسـط  در این بین عصاره .)Coma, 2008( کنندمی
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هـاي  محققین مختلف به منظور اثرات ضـدمیکروبی در بسـته بنـدي   
ضدمیکروبی مورد استفاده قرار گرفتـه انـد. ایـن ترکیبـات بـه علـت       

 Rodrigues and( اي دارنـد ضرر و نیز طبیعی بودن اهمیت ویژهبی
Han, 2000; Coma et al., 2001; Ha et al., 2001; Suppakul 

et al., 2002.(  
خواص ضدمیکروبی اسانس روغنی آویشن در ترکیب با همچنین 

فیلم خوراکی در چند تحقیق بررسی گردیـده اسـت. ولـی هـیچ نـوع      
بررسی در ارتباط با ترکیب این اسانس با عصاره پوست انار در قالـب  

  هاي کامپوزیتی وجود ندارد.فیلم
ن تهیه فیلم کمپـوزیتی  در مطالعه حاضر هدف این است که ضم

کیتوزان با ترکیب دو ماده تشکیل دهنده فیلم، کـارایی اثـر    -نشاسته
ترکیبات ضدمیکروبی و آنتی اکسیدانی اسانس روغنی کاکوتی و نیـز  
عصاره پوست انار در ترکیب با هم بر ماندگاري گوشت قرمز نگهداري 

 شده در یخچال سنجیده و گزارش گردد.
  

  ها مواد و روش
  سازي عصاره پوست انار ه و آمادهتهی

 ـ  دهیرس يانارها يداریمنظور پس از خر نیا يبرا طـور  هپوسـت ب
 ـآزاد خشک گرد يو در هوا دیگرد يجداساز یدست سـپس توسـط    دی
عبـور  مـش   60و از الک با قطر منافذ صورت پودر در آمده هب ابیآس

لیتر الکل و میلی 700گرم از پودر تهیه شده را با  250داده شد. سپس 
ساعت در دسـتگاه   24لیتر آب مقطر مخلوط کرده و حدود میلی 300

شیکر قرار داده شد. پس از عبور از کاغذ صافی، مخلوط بـه روتـاري   
)150 Rpm در حرارت (˚C45  ساعت منتقـل گردیـد تـا     24به مدت

  .(Fatehi-Hassanabad et al., 2005)د عصاره تهیه گرد
  

  اسانس روغنی کاکوتیسازي تهیه و آماده
هاي شهرستان ارومیـه خریـداري و   گیاه کاکوتی از عمده فروشی

ساعت قرار داده شد.  3همراه آب مقطر در دستگاه کلونجر به مدت به
اسانس تهیه شده ابتدا با سرنگ استریل و سپس بـا سـدیم سـولفات    

در  کرون،یم 22/0پور  یلیم يلترهایف آبگیري گردید و پس از عبور از
تـا زمـان اسـتفاده در یخچـال      ضـدنور و سربسـته   ییاشهیظروف ش

   (Hashemi et al., 2013).د نگهداري گردی
  

  کیتوزان -تهیه فیلم کامپوزیتی نشاسته
براي تهیه فیلم کامپوزیتی، پـس از خریـداري کیتـوزان سـاخت     

 ــ  ــط، ب ــولی متوس ــا وزن مولک ــا ب ــرکت فلوک ــد هش         صــورت دو درص
 6اسید استیک یک درصد حـل شـده و بـه مـدت     وزنی/ حجمی، در 

ربادار قرار گراد برروي هات پلیت آهندرجه سانتی 40ساعت در دماي 
داده شد. براي تهیه محلول نشاسته سوسپانسیون آبکی نشاسته ذرت 

وزنی  درصد وزنی/ 5/3صورت هآلدریخ) ب -درصد آمیلوز (سیگما 27با 
 30مـدت  ه گراد بدرجه سانتی 97با آب مقطر استریل تهیه شده و در 
طور اتوماتیک مرتباً همزده شـد  هدقیقه در حمام آبگرم ترمواستاتیک ب

 Xu et(گراد خنک گردید درجه سانتی 50تا ژلاتینه گشته و سپس تا 
al., 2005( .سایز گلیسرول به در مرحله بعدي بعد از افزودن پلاستی

دهنده فیلم، تشکیلوزنی به ازاي ماده خشک  درصد وزنی/ 30میزان 
بـر روي همـزن    50/50هاي کیتوزان و نشاسـته بـه نسـبت    محلول

و  1، 5/0آهنربادار مخلوط شده و در نهایت عصاره انار با درصـدهاي  
اضافه گردید و بـا هموژنیزاتـور در    2، 1اسانس روغنی با درصدهاي 

بمدت دو دقیقه همزده شد. لازم بـه ذکـر اسـت کـه بـه       12000دور
عنوان امولسیفایر اضـافه  هب 80توئین حاوي اسانس روغنی  تیمارهاي

هـاي  براي تهیه فیلم به روش کستینگ بعد از خارج کردن حبابشد. 
هواي داخل آن در شرایط خلاء و همچنین با استفاده از گاز نیتروژن، 

هاي تفلـون نچسـب و مقـاوم بـه حـرارت      محلول فیلم برروي قالب
شرایط کاملا مسطح ریخته شـده و تـا زمـان    اتیلن) در تترافلورو(پلی

خشک شدن دردماي اطاق قرار داده شدند. پس از خشک شدن کامل، 
درصد و  58ها از داخل قالب جدا شده، و در شرایط رطوبت ثابت فیلم

گراد در داخل دسیکاتور حـاوي محلـول اشـباع    درجه سانتی 25دماي 
هـاي  آزمـایش  ساعت قبـل از انجـام   48نمک برومید سدیم به مدت 

  مربوطه نگهداري گردیدند.
  

هاي منتخب بر مدت زمان ماندگاري گوشت ارزیابی اثرات فیلم
  تازه 

طور هگوشت تازه گاو ب :فساد عوامل و باکتریایی کلی شمارش
در  1/2مستقیم، در روز آزمایش از کشتارگاه تهیه گردید و به قطعات 

داخل پوشش صلیبی شکل متر بریده شده و سپس در سانتی 1در  5/2
طوري کـه تمـام   هتهیه شده ازتیمارهاي مختلف فیلم قرار داده شد، ب

هـاي بـدون پوشـش یـا     سطح گوشت پوشانده شد. در کنار آن نمونه
عنـوان کنتـرل قـرار داده شـد.     هپوشش بدون مواد ضدمیکروبی نیز ب

ها در داخل ظرف پلاستیکی استریل قرار داده شـده و بـا   سپس نمونه
 4پوشش پلاستیکی پوشانده شد و در انکوباتور دقیق دمـاي پـائین (  

هـا در فواصـل روزهـاي    گراد) قرار داده شد. همـه نمونـه  درجه سانتی
مورد ارزیابی میکروبیولوژیکی قرار گرفتنـد.   21و  16،12،8، 4،2صفر،

طور هگرم) با پوشش فیلم اطرافش ب 5بدین ترتیب که نمونه گوشت (
سـی محلـول رینگـر یـک چهـارم      سی 45شده و به استریل برداشت 

هاي یک دهم افزوده شده و در استوماکر یکنواخت گردید سپس رقت
سی از هر کدام بر روي محیط کشـت  سی 1/0با رینگر تهیه گشته و 

درجه  25منتقل و پخش شد و در  پلیت کانت آگار جهت شمارش کلی
 ـ سانتی ت شـمارش  سـاعت انکوبـه گردیدنـد. جه ـ    72مـدت  هگـراد ب

هاي اسید لاکتیک نیز از محیط کشت دمان روگـوزا و شـرپ   باکتري
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سـاعت، و بـراي شـمارش     96مدت ه درجه ب 30، دماي انکوبه 1آگار
باکتریهاي سودوموناس از محـیط کشـت سـودوموناس آگـار حـاوي      

گراد، استفاده درجه سانتی 25و دماي انکوباسیون 2ساپلمنت اختصاصی
  .)Zinoviadou et al, 2009(گردید 
  
  pHعیین ت
سی آب مقطـر  سی 45گرم نمونه گوشت در روزهاي آزمون با  5

دور بـه دقیقـه توسـط    1000دقیقـه بـا سـرعت     1دیونیزه بـه مـدت   
متــر در دمــاي اطــاق pHو بــا دســتگاه  شــدههمــوژنیزه  هموژنــایزر

   ).Brannan, 2008(گرفت گیري صورت اندازه
  

تیوباربیتوریـک اسـید   ارزیابی میزان اکسیداسـیون بـه روش   
)TBA(  

هـا ایجـاد   مالون دي آلدهید عموماً در طـی اکسیداسـیون چربـی   
ایجاد یک ترکیب قرمز  تیوبابیتوریک اسید -2این ترکیب با . شودمی

نـانومتر قابـل    531کندکه توسط اسـپکتروفتومتر جـذبی در   رنگ می
 %10 دیاس ـ کیکلرواست يگرم نمونه گوشت با تر10گیري است.اندازه

درجـه   5 يو دمـا  2300با دور  قهیدق 30مدت همخلوط شده سپس ب
عبور داده شـده و   يکاغذ لتریاز ف یشد سپس بخش فوقان فوژیسانتر
 2ی محلـول تیوباربیتوریـک اسـید    س یس 2با  عیاز آن ما یسیدو س
 ـ 97گشته ودر  زهیهموژن مولمیلی انکوبـه   قـه یدق 20مـدت  هدرجه ب
 ـگرداق سـرد  تا يتا دما و دیگرد نـانومتر در   531و جـذب آن در   دی
ها بـا رسـم   خوانده شد .غلظت نمونه TBA يبا محلول تنها سهیمقا

را پوشش دهد مول میلی 20و  1دو مقدار  نیکه ب ونیبراسیکال یمنحن
گــرم از مــالون یلــیبــر اســاس م TBARS. مقــدار دیــمحاســبه گرد

 ,Nerin et al( دینمونه گزارش گرد لوگرمیک کی يبه ازا دیآلدهيد
2006(.  
  

  هاي حسیارزیابی
اي گوشت نگهداري شده در روزهـاي ذکـر شـده،    بر روي نمونه

نفر افراد پانل نیمه ماهر ( بـر اسـاس دسـتورالعمل انجمـن      6توسط 
بـر اسـاس روش    هـاي اولیـه  گوشت آمریکا) که آموزش و راهنمـایی 

نها داده شده است، انجام آبه  )cross et al,1978(کراس و همکاران 
  . )Djenane et al, 2003(پذیرفت 

  
  هاداده هاي آماريتجزیه و تحلیل
هـا بـا   ها حداقل در سـه تکـرار انجـام گرفـت. داده    کلیه آزمایش

تجزیه و تحلیل  SPSSافزار و نرم طرفهاستفاده از آنالیز واریانس یک

                                                        
1 De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar 
2 Cetrimide-fucidin-cephaloridine (CFC)   

هـا در  میـانگین شدند. آزمون آماري دانکن براي مقایسه اختلاف بین 
  مورد استفاده قرار گرفت. 05/0داري سطح معنی

  
  نتایج و بحث 

) در نمونـه  1 شکلهاي مزوفیل هوازي (شمارش جمعیت باکتري
هـاي  گراد نشان داد که در بین فـیلم درجه سانتی 4گوشت در دماي 

اسـت   %1+ عصـاره  %2اسـانس مختلف، بهترین اثر مربوط بـه فـیلم   
هاي مزوفیل هوازي روز در جمعیت باکتري 21 طوري که در پایانبه

سیکل لگاریتمی کاهش در مقایسـه بـا گـروه بـدون پوشـش       11/7
مشاهده شد. ضمن اینکه تمامی تیمارهاي حـاوي اسـانس و عصـاره    

داري بـا گـروه کنتـرل بـدون پوشـش و فـیلم خـالی        اختلاف معنـی 
  ).>05/0pکامپوزیتی نشان دادند. (

در نمونـه   )2 شـکل اسید لاکتیک (هاي شمارش جمعیت باکتري
هـاي حـاوي   گراد نشان داد که فـیلم درجه سانتی 4گوشت در دماي 

داري از نظـر  پوشش و عصاره نسبت به گروه کنترل اخـتلاف معنـی  
هـاي اسـید   هاي اسید لاکتیک دارند. در جمعیت باکتريتعداد باکتري

 %5/0عصـاره  +%2لاکتیک، بهترین اثر مربوط به فیلم حاوي اسانس
  .بود

) در نمونه گوشت 3 شکلجمعیت باکتري سودوموناس ( شمارش
گراد نشان داد که تیمارهاي حاوي عصـاره و  درجه سانتی 4در دماي 

اسانس نسبت به تیمار بدون پوشش و همچنین نسبت به تیمار فـیلم  
طــور معنــاداري جلــوي رشــد بــاکتري بــدون عصــاره و اســانس بــه

  .گیردسودوموناس را می
ش عمر ماندگاري مواد غذایی به بهترین و بـالاترین زمـان   افزای

لازم، مهمترین چالش تولیدکنندگان مواد غذایی است. دریک مطالعه، 
کیتوزان حاوي اسانس میخک بر روي  -اثرات فیلم کامپوزیت ژلاتین

عوامل مهم فسادزاي ماهی در شرایط نگهداري سرد مورد بررسی قرار 
هـاي فسـادزاي   دار باکترياعث کاهش معنیگرفت. استفاده از فیلم ب

خصوص آنتروباکتریاسه گردید. در حالی که رونـد رشـد   گرم منفی به
هاي اسید لاکتیک از یک سیر ثابت در طول نگهداري تبعیت باکتري
هـاي  طور کلی بـاکتري به (Gomez-Estaca et al., 2010).نمودند 

ترکیبات ضدمیکروبی  به هاترین باکترياسید لاکتیک، یکی از مقاوم
اي دیگـر  در مطالعـه  (Emiroglu et al., 2010).رونـد  به شمار می

درصد اسانس پونه کوهی در فیلم پروتئین آب  5/1استفاده از غلظت 
سیکل لگـاریتمی در میـزان شـمارش کلـی      3/3پنیر، موجب کاهش 

ها در گوشت تازه گاو در دماي یخچال گردید و نیـز موجـب   باکتري
 ,.Zinoviadou et al).مل باکتریهاي اسید لاکتیک گردیـد  مهار کا
) فیلم پروتئین شیر حاوي 2004در بررسی اسلاه و همکاران ( (2009

اسانس پونه کوهی و فلفل فرنگی شیرین در گوشت گاو مورد بررسی 
هـاي  گرفت و باعث کاهش یک سیکل لگـاریتمی در تعـداد بـاکتري   
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ن هـاي آزمـو  گردید. یافته O157:H7سودوموناس و اشریشیا کلاي 
pH اسـت کـه در   2010همکـاران (  مشابه نتایج مطالعه امیراوغلو و (

  دست آمد.استفاده از فیلم پروتئین سویا در پتی گاو به
فیلم کامپوزیتی حاوي اسانس کاکوتی و عصاره پوست  pHمیزان 

 pHنشان داد که میزان  pHآمده است. نتایج تغییرات  4انار در شکل 
بود که با افـزایش   88/5هاي گوشت بدون پوشش در روز صفر نمونه

 12دهد و از روز کاهش منظمی را نشان می12زمان نگهداري تا روز 
 16رسد. و از روز می 65/6به  21به بعد روند افزایشی یافته و در روز 

گـردد. در ضـمن در بـین    شـروع مـی   pHنیز دوبـاره رونـد افـزایش    
دار وجود کنترل در روزهاي مختلف اختلاف معنیتیمارهاي مختلف و 

دلیل غالب شـدن فلـور فسـاد و فعـل و     هبه بعد نیز ب 16از روز  دارد.
رو به فزونـی   pHهاي گوشت انفعالات شیمیایی ناشی از فساد نمونه

داري با نمونه کنترل و بـدون  گذارد. که این افزایش اختلاف معنیمی
)کـه بـا آزمـون حاضـر     2001ران (مطالعه، هـا و همکـا  پوشش دارد. 

اتیلنـی  پلیبندي همخوانی دارد و از عصاره دانه گریپ فروت در بسته
چند لایه استفاده کرده بودند نشان داد که در صورت استفاده از عصاره 

از یک سطح  12بندي شده تا روز نمونه گوشت بستهpH گریپ فروت 
شـد کـم میکروبـی در    باشد که نشان از رنسبتا پایداري برخوردار می

  باشد.هاي حاوي عصاره مینمونه

  
  در نمونه گوشت پوشش داده شده . (log10 CFU/g)بر حسب تغییرات جمعیت باکتریهاي مزوفیل هوازي  - 1شکل 

  
  در نمونه گوشت پوشش داده شده (log10 CFU/g)بر حسب جمعیت باکتریهاي اسید لاکتیک تغییرات  - 2شکل 
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  در نمونه گوشت پوشش داده شده   (log10 CFU/g)بر حسب تغییرات جمعیت باکتري سودوموناس  - 3شکل 

  

  
  نشاسته  -در نمونه گوشت پوشش داده شده توسط فیلم کیتوزان pHمیزان تغییرات  - 4شکل 

  
گـرم مـالون   نتایج ارزیابی میزان اکسیداسیون که به شکل میلـی 

آورده شـده   1گردد، در جـدول  آلدئید در هر کیلوگرم گوشت بیان می
است. نتایج نشادن داد که استفاده از فیلم کامپوزیت خالی و یا حاوي 

ف بر روي میـزان  داري در روزهاي مختلعصاره و اسانس اثرات معنی
). در بین تمام تیمارهاي مختلـف  >05/0pاکسیداسیون گوشت دارد (

تیمارهاي حاوي عصاره نـیم و یـک درصـد بیشـترین ممانعـت را از      
تشکیل مالون آلدهید داشتند و بیشترین میـزان اکسیداسـیون نیـز در    
نمونه بدون پوشش و کنترل بـدون عصـاره مشـاهده گردیـد. نتـایج      

اکسیداسیون نشان داد که اسـتفاده از فـیلم کامپوزیـت     ارزیابی میزان
داري در روزهاي مختلف خالی و یا حاوي عصاره و اسانس اثرات معنی
). در بـین تمـام   >05/0pبر روي میـزان اکسیداسـیون گوشـت دارد (   

تیمارهاي مختلف تیمارهاي حاوي عصاره نیم و یک درصد بیشترین 
ــد د  ــالون آلدهی ــت را از تشــکیل م ــزان  ممانع ــترین می ــتند و بیش اش

اکسیداسیون نیز در نمونه بدون پوشش و کنترل بدون عصاره مشاهده 
گردید. در تیمارهاي حاوي اسانس نیز میزان تشکیل مـالون آلدهیـد   
حتی در روز صفر آزمون اختلاف معناداري با سایر تیمارهـا و کنتـرل   
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 ـداشت که علت آن می در علـت تولیـد ترکیبـاتی باشـد کـه      ه تواند ب
ها موجود بوده و موجب تشکیل ترکیبات رنگـی شـبیه مـالون    اسانس

) و 2010گردد. نتایج مشابهی توسط هـایس و همکـاران (  آلدهید می
هاي گوشت پوشش داده شده با عصاره برگ زیتون، سزامول، درنمونه

) در کنترل میـزان  2001لوتئین و الاژیک اسید و نیز ها و همکاران (
ل مالون آدهید گـزارش گردیـده اسـت. در یـک     اکسیداسیون و تشکی

هاي ) که از آنتی اکسیدان2006تحقیق دیگر توسط نرین و همکاران (
دهـی گوشـت   بندي بـراي پوشـش  هاي بستهطبیعی در قالب پوشش

 14استفاده کرده بودند، نمونـه کنتـرل بـدون پوشـش در پایـان روز      
م گوشت رسید در گرم مالون آلدهید در کیلوگرمیلی 74/2نگهداري به 

گرم بود که باعث کاهش میلی 5/1ها حالیکه این میزان در سایر نمونه
  در میزان تشکیل مالون آلدهید گردید.درصدي  43

  

  
اسانس روغنی کاکوتی، نگهداري هاي گوشت پوشش داده شده توسط فیلم حاوي عصاره الکلی پوست انار و نمونه ارزیابی حسی( رنگ) - 4شکل 

  ).>05/0p( حروف غیر مشابه در هر روز نشان دهنده اختلاف معنی دار گراد .درجه سانتی 4شده در دماي 
  

دهـی  نتایج ارزیابی حسی گوشت پوشـش  7 و 6، 5 هايدر شکل
پوست انـار از  شده با فیلم کامپوزیتی حاوي اسانس کاکوتی و عصاره 

طور کلی استفاده از لحاظ رنگ، بو و ظاهري کلی آورده شده است. به
طوریکه در مورد ها نشان داد. بهداري بر روي نمونهها اثرات معنیفیلم

جز روز ه هاي حاوي عصاره و اسانس در روزهاي مختلف برنگ فیلم
عصاره و داري با نمونه بدون پوشش و فیلم بدون صفر، اختلاف معنی
هاي حاوي عصـاره و  نیز فیلم 5). در روز >05/0pاسانس نشان داد (

هاي بدون پوشـش و  داري از نظر رنگ با نمونهاسانس اختلاف معنی
علاوه براین بین تیمارهاي حاوي اسانس و  21کنترل داشتند. در روز 

دار مشـاهده گردیـد، بـین    هاي کنترل اخـتلاف معنـی  عصاره با فیلم
اي حـاوي  ه ـاوي اسانس و عصاره توام با نمونـه ترکیبی حتیمارهاي 

  ). >05/0pدار مشاهده گردید (عصاره تنها نیز اختلاف معنی
درصـد و   1هاي حـاوي عصـاره   از نظر بو نیز در روز صفر نمونه

اسانس امتیاز پایینی نسبت به گروه کنترل و بدون پوشـش داشـتند.   
هاي حاوي اسانس از نمونهولی به مرور زمان و در روزهاي بعدي امتی

هـاي بـدون   و عصاره کمتر کاهش یافته و در مقابل از امتیـاز نمونـه  
پوشش و بدون اسانس و عصاره کاسته گردید و بـین آنهـا اخـتلاف    

). در مـورد  5شـکل  ) (>05/0pدار از این نظر مشـاهده گردیـد (  معنی
ي تیمارهـا  5مقبولیت ظاهري مانند وجود اگزودا در روزهاي صـفر و  

هـاي کنتـرل   داري بـا نمونـه  حاوي عصاره و اسانس اخـتلاف معنـی  
بـین تیمارهـاي حـاوي اسـانس و      21و  12نداشتند ولی در روزهاي 

داري مشـاهده گردیـد و   هاي کنتـرل اخـتلاف معنـی   عصاره و نمونه
همچنین نمونه گوشت حاوي پوشش بـا نمونـه بـدون پوشـش نیـز      

  ).6ل شک) (>05/0pداري داشتند (اختلاف معنی
هـاي ضـدمیکروبی   متاسفانه مطالعات زیادي در زمینه اثرات فیلم

حاوي عصاره و اسانس بر روي خصوصیات حسی مواد غذایی صورت 
) تاثیر 2006چی و همکاران ( نپذیرفته است. در یکی از این مطالعات،

فیلم کیتوزان با وزن مولکولی متوسط حاوي اسانس پونه را بـر روي  
گراد را ارزیابی نمودنـد و  بلونا در چهار درجه سانتیهاي حسی ویژگی

از لحاظ حسی مورد قبول  ppm 45نشان دادند که اسانس در غلظت 
  بود.

هـاي  ) نیـز نشـان داد کـه نمونـه    2006مطالعه نرین و همکاران(
هـاي طبیعـی از   اکسیداندهی شده با آنتیگوشت استیک گاو پوشش

شـدند در  ابل قبـول تلقـی مـی   غیر ق 14لحاظ تغییرات رنگی در روز 
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رسـیدند کـه   به این حالـت مـی   12حالیکه نمونه هاي کنترل در روز 
روز به عمر نگهداري آنهـا افـزوده شـده بـود.      2دهد حدود نشان می

) نیـز  2010) و بـانون و همکـارن (  2010تحقیق هایس و همکاران (
ال و هاي حسی اضافه نمودن ترکیبات فعنشان داد که از لحاظ ارزیابی

هاي حسـی  هاي گوشت هیچ تاثیر منفی در ویژگیها به نمونهاسانس
اي کـه  نتایج ارزیابی حسی مطالعه نمونه در مقایسه با کنترل نداشت.

بندي شده در شرایط مختلـف اتمسـفري و   هاي گوشت بستهدر نمونه

نیز با اضافه نمودن اسانس پونه کوهی انجام گرفت، مشخص کرد که 
بنـدي در دماهـاي   اسانس در تمام تیمارهـاي بسـته   تیمارهاي حاوي

مختلف نسبت به گروه کنترل عمر نگهداري طـولانی تـري داشـتند    
)Skandamis.,2002 &Nychas(.  در تحقیق حاضر مشاهده گردید

که تیمارهاي حـاوي اسـانس و عصـاره مقبولیـت کلـی بیشـتري در       
 هاي کنترل داشتند.مقایسه با نمونه

  
نشاسته حاوي عصاره الکلی پوست انار و اسانس روغنی  - در نمونه گوشت پوشش داده شده  توسط فیلم کیتوزان TBAتغییرات  - 1جدول 

  نمونه گرم مالون آلدهید در هر کیلوگرمگراد و روزهاي مختلف.بر حسب میلیدرجه سانتی 4کاکوتی، نگهداري شده در دماي 

  

  
نمونه هاي گوشت پوشش داده شده  توسط فیلم حاوي عصاره الکلی پوست انار و اسانس روغنی کاکوتی، نگهداري  ارزیابی حسی(بو) - 6شکل 
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  ).>05/0pاست ( حروف غیر مشابه در هر روز نشان دهنده اختلاف معنی دار درجه سانتیگراد . 4شده در دماي 

  
نشاسته حاوي عصاره الکلی پوست انار و  -نمونه هاي گوشت پوشش داده شده  توسط فیلم کیتوزان  ارزیابی حسی(ظاهرکلی و اگزودا) - 7شکل 

  ).>05/0pاست ( حروف غیر مشابه در هر روز نشان دهنده اختلاف معنی دار درجه سانتیگراد . 4اسانس روغنی کاکوتی، نگهداري شده در دماي 
  

  گیرينتیجه
 -نتایج این تحقیق نشان داد که فیلم کامپوزیتی خوراکی نشاسته

طور معنـاداري  کیتوزان حاوي اسانس کاکوتی و عصاره پوست انار به

اندازد و موجب افزایش عمر نگهداري فساد در گوشت را به تعویق می
هاي فیلم بیشتر و بررسی سایر جنبهگردد. بنابراین با تحقیقات آن می

  بندي گوشت استفاده نمود.خوراکی تولید شده می توان از آن در بسته
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Introduction: Meat is sensitive to microbial spoilage and chemical oxidation, so it is favorable to use a 

natural preservative with antioxidant and antimicrobial effects. The objective of this study was to prepare 
composite films from chitosan and starch containing pomegranate peel extract (PPE) and Thymus kotschyanus 
EO alone and in combination to evaluate their effects on shelf-life characteristics, including physico-chemical 
(pH, aw and lipid oxidation), sensorial (color, odor and general appearance) and microbial (lactic acid bacteria, 
aerobic mesophiles, pseudomonas) on meat at 4°C for 21 days.  

 
Materials and methods: Fresh pomegranate fruits (Punica granatum) were purchased from a local 

hypermarket. After separation, the peels were washed and dried. Thus 700 ml alcohol and 300 ml distilled water 
were added to 250g of powdered peel. The mixture was left in a shaker for 24 hr. After cooling and filtration 
using a paper filter, the solvent was removed in a rotary evaporator and the extract was stored at 4 °C until use. 
The Thymus kotschyanus was purchased a local market in Urmia. Hydrodistilation of dried parts of plant was 
performed in a Clevenger-type apparatus for 3 hr. Sodium sulfate was used for dehydration of the oil, then oil 
was filtered using 0.22 μm filters and stored in colored glass tubes in the dark at refrigerated temperature. 
Chitosan film solution was prepared by dissolving 1.5% (w/v) of chitosan in 1% (v/v) of glacial acetic acid 
solution with constant agitation using a magnetic stir plate during 24 h at room temperature. As a plasticizer, 
glycerol was added in the proportion of 30% (w/w) to chitosan powder, and the system was agitated for 5 min to 
complete homogenization. Starch solutions with concentrations of 3.5 % (w/v) were prepared by dispersing 27% 
amylose corn starch (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim ,Germany) in distilled water and heating the 
mixtures on hotplates 95 ˚C during 30 min with stirring until it gelatinized, and then cooling to 40 ˚C. Composite 
films were prepared by mixing 100 mL of 2% chitosan solution with 100 mL of 3.5% starch solutions. For the 
films incorporated with the essential oils, tween 80 at a level of 0.2% w/v of essential oil was used as emulsifier. 
EO or hydro-alcoholic extracts were incorporated to the system at the level of 1% (v/v) of film form solution and 
homogenized in magnetic stir plate during more 5 min at room temperature. For microbial tests ten grams of 
each sample was diluted in 90 ml sterile 0.1 % ml peptone water (Merck, Darmstadt, Germany) and 
homogenized using shaker for 3 min at room temperature. Then, 0.1 mL of serial dilutions (0.1 % peptone water) 
of beef meat homogenates were transferred to agar plates. Pseudomonas were counted on Pseudomonas agar 
supplemented with CFC at 25 °C for 48 h (CFC, Merck, Darmstadt, Germany). Lactobacillus were enumerated 
on MRS agar (Merck, Darmstadt, Germany, Oxoid) incubated at 30 °C for 48 h. Finally, total mesophilic counts 
were determined using Plate Count Agar (PCA, Merck, Darmstadt, Germany), after kept for 2 days at 30°C. 
Level of lipid oxidation was investigated using thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) method as 
described by Pikul et al (1989). Ten grams of sample was homogenized with 1 mL BHT (1 mg/mL) and 35 mL 
trichloroacetic acid (5%) in a blender. The mixture was filtered using Whatman no 1. Five mL TBA solution 
(0.02 M) of filtrate solution was added to 5 mL of filtrate solution and kept in a water bath at 100°C for 60 min 
to expand the malondialdehyde–TBA complex. After cooling the tube, the absorbance of the samples were 
determined at 532 nm. The pH values were determined using a digital pH meter. A 5 g of beef meat sample 
containing 25 ml of distilled water was homogenized for up to 1 min. The sensory analysis of meat samples was 
carried out with 10 trained PhD students. After preparation of treatments, the samples were offered to each 
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panelist separately. Fresh beef meat was used as a control. Panelists were asked to evaluate texture, color, flavor 
and odor and overall acceptance on a nine-point Hedonic scale, with 9 being so good and 1 being so poor. 

 
Results and discussion: The incorporation of PPE and EO into composite film showed that aerobic 

mesophiles and lactic acid bacteria were the most sensitive and resistant groups to films by 7.11 and 6.92 log 
cycles reduction after 21 days’ storage, respectively. In addition, meat wrapped by 1% PPE films had the lowest 
degrees of lipid oxidation (1.11 mg MDA/kg samples) which was 61% lower than the control samples (2.90 mg 
MDA/kg samples). This study showed that starch-chitosan composite films containing of pomegranate peel 
extract and Thymus kotschyanus EO was significantly antibacterial properties, while shows the higher 
antioxidant effect. PPE also improves some physical properties of the film. Our results indicated that 
incorporation of pomegranate peel extract (PPE) and Thymus kotschyanus EO as a natural antibacterial agents 
have a potential to prolong the shelf-life of meat. 
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