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  چکیده 
و دما  استات ، سدیمنیسینااثر  یبررسپژوهش  هدف این .باشدغذایی می هايبروز مسمومیت درزاي مهمی عامل بیماري اورئوساستافیلوکوکوس 

هـا پـس از   فیلهباشد. می 4L 2)3(علفخوار با استفاده از طرح آزمایش تاگوچی با آرایه کپور  لهیف در) PTCC 1189( اورئوساستافیلوکوکوس  رشد بر
 درجه 8و  4) در دماهاي (%2و  1) و استات سدیم ( 1000و  IU/g  750) و افزودن نایسین (CFU/g 310( اورئوساستافیلوکوکوس   تلقیح با باکتري

و تعداد ) )TVB-N( مجموع بازهاي نیتروژنی فرارو  )TBA( تیوبار بیتوریک اسید، )PV( پراکسید( شیمیاییپارامتر هاي  گراد) نگهداري شدند.سانتی
 2تیمار  ترتیب دربه  TVB-Nو   PV،TBAمیزان و بیشترین کمترین  گیري شدند.اندازه 9و  6، 3در روزهاي صفر،  اورئوساستافیلوکوکوس باکتري 

گراد) در انتهاي دوره درجه سانتی 8، دما IU/g 750، نایسین %1(استات سدیم  4گراد) و تیمار درجه سانتی 4، دما IU/g 750، نایسین %2(استات سدیم 
نسبت به سـایر   4در تیمار  اورئوساستافیلوکوکوس نشان داد که رشد باکتري  اورئوساستافیلوکوکوس نگهداري مشاهده گردید. نتایج شمارش باکتري 

گراد) کارآمدي بیشتري در درجه سانتی 4) و دما ( %2)، استات سدیم (IU/g 750حاوي نایسین (ر تیمار ها بیشتر بود. نتایج این تحقیق نشان داد که تیما
عنـوان  گراد) را بـه درجه سانتی 4) و دما ( %2)، استات سدیم (IU/g 1000سازي تاگوچی نایسین (نگهداري فیله کپور علفخوار داشته در حالی که مدل

  کند.شرایط بهینه نگهداري پیشنهاد می
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   1 مقدمه
هـاي  کیفیت و سلامت مواد غـذایی از دغدغـه  هاي اخیر در سال

هاي جهانی بوده است. کنندگان، صنایع غذایی و آژانساصلی مصرف
امروزه با توجه به ارزش غذایی بالاي ماهی و دیگر غذاهاي دریـایی،  

صورت پیوسته افـزایش یافتـه   ها در جیره غذایی انسان به مصرف آن
هی در مقایسه بـا  . گوشت ما(Hassoun and Coban, 2017)است 

گوشت مرغ و گوشت قرمز بسیار فسادپذیرتر بـوده و حـاوي مقـادیر    
هاي آمینه آزاد و بازهاي نیتروژنی فرار در مقایسه با دیگر زیادي اسید

. در طـی دوره نگهـداري، از   (Ashie et al., 1996)ها اسـت  گوشت
ینـدهاي پیچیـده فیزیکـی، شـیمیایی و     آکیفیت گوشت بـه دلیـل فر  

. در (Sallam, 2007)دهـد  بی کاسته شـده و فسـاد روي مـی   میکرو
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نتیجه به یک و یا چندین روش نگهـداري نیـاز اسـت تـا کیفیـت و      
سلامت محصول حفظ شده و زمان نگهداري فـرآورده افـزایش یابـد    

(Hassoun and Caban, 2017) هـا  . امروزه استفاده از باکتریوسـین
غذایی افزایش یافته است.  براي افزایش زمان ماندگاري فرآورده هاي

هاي ها پپتیدهاي فعال ضدباکتریایی هستند که در ریبوزومباکتریوسین
هـا  ها در مقابل گروهی دیگـر از بـاکتري  هاي برخی از باکتريسلول

. نایسـین نـوعی از   (Kaewklom et al., 2013)شـوند  تولیـد مـی  
 .Lactococcus lactis subspها است که توسط باکتري باکتریوسین

lactis عنوان یک مـاده  صورت موفقیت آمیزي بهتولید می شود و به
ایی در محصولات مختلف غذایی استفاده می شود. نایسین یضدباکتر

صـورت  دارنده مواد غذایی بـه هعنوان نگتنها باکتریوسینی است که به
 (WHO)گسترده استفاده شـده و توسـط سـازمان سـلامت جهـانی      

 Kaewklom et)دارنده زیستی پذیرفته شده است هعنوان یک نگبه
al., 2013)صـورت همزمـان بـا دیگـر     زمانی که به ها. باکتریوسین

ترکیبات ضدباکتري از قبیل نگهدارنده هاي طبیعی، ترکیبات فنولی و 
اثـر   دیگر پروتئین هاي ضـدباکتریایی طبیعـی اسـتفاده مـی شـوند،     

ــتی  ــیسینرژیس ــان م ــد نش  ;Sant’Anna et al., 2014)دهن
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Figueiredo and Almeida, 2017)ــات نشــان داده ــد . مطالع ان
ترکیبات ضدباکتریایی از قبیل سدیم استات نقش موثري در جلوگیري 

ها و افزایش زمان ماندگاري ماهی در شرایط مختلـف  از رشد باکتري
 USFAD. سدیم استات توسط (Kim et al., 1995)نگهداري دارند 

تاییـد شـده اسـت.     pHکننـده  دهنده و کنتـرل عمطاي عنوان مادهبه
مطالعات گذشته نیز نشان داده است استفاده از سـدیم اسـتات نقـش    

 Zhuang)موثري در افزایش زمان ماندگاري فیله ماهی داشته است 
et al., 1996)    در روش هاي کلاسیک تعیین شـرایط بهینـه، یـک .

نگه داشته اکتورها ثابت و دیگر فآزمایش تغییر داده شده  فاکتور در هر
 بوده وعلاوه بر صرف هزینه بالا زمانبر شوند، بنابراین این روش می
همزمان فاکتورهـاي مختلـف بـرهم نتـایجی حاصـل      بررسی اثر در 

توان هاي مبتنی بر طراحی آزمایش میلذا با استفاده از روششود. نمی
هـاي  وشبا آزمایش و زمان کمتر به نتیجه مطلوب رسید. یکـی از ر 

است. لذا بـا کـاربرد ایـن     روش تاگوچیشناخته شده طراحی آزمایش 
به تاثیر همزمان فاکتورهاي  هاي کمترتوان با انجام آزمایشروش می

. (Moghadam et al., 2014)مختلف تعیین شرایط بهینه پرداخـت  
 ، سـدیم نیس ـینا همزمـان  ریتاث یبررس حاضرپژوهش  بنابراین هدف

کپور  لهیف درتلقیح شده  اورئوساستافیلوکوکوس  رشد برو دما  استات
  علفخوار با استفاده از طرح آزمایش تاگوچی است.

 
  هامواد و روش

  تهیه ماهی
پرورشی با  (Ctenopharyngodon idella)ماهی کپور علفخوار 

صورت زنـده از  متر بهسانتی 35گرم و طول  1000± 5میانگین وزن 
ابـل خریـداري و بـه آزمایشـگاه فـرآوري      مزارع پرورشی شهرستان ز

محصولات شیلاتی دانشکده منابع طبیعی دانشگاه زابل منتقل گردید. 
ها در حضور مقادیر کافی یخ، پس از گذراندن مراحـل شستشـو   ماهی

صـورت  هـا بـه  اولیه و تخلیه امعاء و احشاء فیله شـدند. سـپس فیلـه   
  تصادفی براي تیماربندي تقسیم شدند. 

  
ــاده ــاکتري  آم ــیح ب ــازي و تلق ــتافیلوکوکوسس ــوساس  اورئ

)Staphylococcus aureus( هابه فیله  
ــاکتري  ــوساســتافیلوکوکوس ب ــز  از )PTCC 1189( اورئ مرک

هاي علمی و هاي صنعتی (سازمان پژوهشکلکسیون میکروارگانیسم
  BHIتهیه شـد. بـاکتري لیـوفلیزه بـه محـیط     تهران) -صنعتی ایران

)Brain Heart Infusion broth(    ـتلقـیح و بـه  سـاعت در  18دت م
گراد فعال گردید. سـپس بـاکتري بـه محـیط     درجه سانتی 37دماي 
ساعت انکوباسیون در دماي  18داده شد و پس از  انتقال  BHIکشت

درجـه   -80گلیسـرول در دمـاي    %20گراد به همراه درجه سانتی 37
گراد تا زمان استفاده منجمد شـد. بـراي اسـتفاده، محیطهـاي     سانتی

و  منتقـل  (TSA)کشت بر روي محیط کشـت تریپتـون سـویا آگـار     
ها ابتدا بـاکتري از  شدند. جهت تلقیح باکتري به فیله گذاريگرمخانه

منتقل و به مدت  BHIمحیط کشت جامد توسط لوپ به محیط کشت 
شد. سـپس   گذاريگرمخانهد گرادرجه سانتی 37ساعت در دماي  18

شده یه محیط کشـت جدیـد    گذاريگرمخانهمقداري از محیط کشت 
گراد براي رسیدن به نیمه فاز درجه سانتی 37منتقل و مجدد در دماي 

لگاریتمی رشد انکوباسیون انجام شد. سپس مقداري از محیط کشـت  
ها ريها با سرم نمکی، باکتسانتریفوژ و پس از دوبار شستشوي باکتري

 CFU/mL 310ها با در سرم نمکی ورتکس و از آن جهت تلقیح فیله
   .)Fernandez-Saiz et al., 2010( استفاده شد

  
  تعیین شرایط بهینه نگهداري فیله کپور علفخوار

نایسین، سدیم استات و دما بر رشد بـاکتري  بررسی اثر منظور به
 طراحی آزمایش بـه فیله کپور علفخوار از در  اورئوساستافیلوکوکوس 

سه فـاکتور هـر کـدام در دو    و استفاده  24L)3(روش تاگوچی با آرایه 
. مقادیر مختلف فاکتورهاي مـورد  گردیدسطح (بالا و پایین) انتخاب 

نظر براي تعیین شرایط بهینه (دما، غلظت نایسین و استات سـدیم) و  
ده نشان دا 2و 1همچنین آرایش ارتوگنال طراحی آزمایش در جداول 

تهیـه  فیلـه مـاهی   جهت حصول اطمینان از سترون بودن شده است. 
تست  اورئوساستافیلوکوکوسشده، بررسی وجود یا عدم وجود باکتري 

فیلـه مـاهی بـا     سـپس  شد.انجام  اورئوساستافیلوکوکوسسازي جدا
CFU/g 310×1  صـورت دسـتی   بـه  اورئـوس استافیلوکوکوسباکتري

ل تلقیح گردید. بر اساس طراحـی  مطابق روش ذکر شده در بخش قب
آزمایش تاگوچی سدیم استات و نایسین با غلظت مشخص به هر دو 

هاي پلاستیکی ها در کیسهها اضافه و پس از قراردادن فیلهسطح فیله
ها به آرامی با دست ماساژ تا پـراکنش سـدیم اسـتات و    استریل، فیله

یخچال (دماهاي ها در ر سطح نمونه یکسان شود. سپس فیلهنایسین ب
، 72، صـفر گراد) نگهداري و در سـاعات مختلـف (  درجه سانتی 8و  4

ــاکتري   216و  144 و  اســتافیلوکوکوس اورئــوس ) میــزان رشــد ب
شیمیایی بررسی گردید. همچنین تغییرات ایجاد شـده در  پارامترهاي 

ساختار بافتی تیمارهاي مختلف در پایان دوره آزمایش توسـط بافـت   
منظور مطالعه میـزان تـاثیر مـواد    د. بهگردیشناسی کلاسیک مطالعه 

ــاکتري   ــزان رشــد ب ــر می ــده ب ، از اســتافیلوکوکوس اورئــوسنگهدارن
ــده  درجــه  8و  4در دماهــاي  تیمارهــاي شــاهد فاقــد مــواد نگهدارن

  ها با سه تکرار انجام گرفت.. تمامی آزمایشگردیدگراد استفاده سانتی
  

   اورئوساستافیلوکوکوس شمارش باکتري
لیتر سرم فیزیولـوژي مخلـوط و   میلی 90گرم گوشت فیله با  10

همگـن   )IKA T10 basic ،Germany(توسط دسـتگاه هموژنـایزر   
محـیط کشـت    خلوط تهیـه شـده بـر روي   لیتر از ممیلی 1/0گردید. 
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Baird-Parker agar پخش گردیـد. در صـورت بـالا    سطحی طوربه
) 6سازي مخلوط (تا رقت نهایی بودن تعداد باکتري در یک پلیت رقیق

 هکشـت داده شـد   يهاپلیت در محلول سرم فیزیولوژي انجام گردید.
راد گ ـسـانتی درجـه   37گـذاري در دمـاي   ساعت گرمخانـه  48 بعد از

  .)Wu and Su, 2014(شدند شمارش 
  

  شیمیاییپارامترهاي 
لیتـر آب  میلـی  45گرم نمونـه بـا    5، مقدار pHگیري براي اندازه

خوبی مخلوط شـدند. سـپس   دقیقه به 1مقطر در یک همزن به مدت 
pH ها با دستگاه نمونهpH   متر دیجیتـالی کـه درpH 4  کـالیبره   7و

مطابق روش  پراکسید (AOAC, 2005).گیري گردید شده بود اندازه
AOAC )2002(طابق روش م ، تیوبار بیتوریک اسیدNamulema  و

مطـابق روش   مجمـوع بازهـاي نیتروژنـی فـرار     و )1999ن (همکارا
AOAC )2002( گیري شدند.  در کل دوره اندازه  

  
  شناسیمطالعات بافت

ماهی تهیه و در متري از فیله میلی 5هاي با استفاده از تیغ نمونه
اسـید   %10کلروفـرم +   %30 +اتانول خـالص   %60محلول کارنوي (

گـراد تثبیـت   سـانتی درجه  4ساعت در  24مدت استیک گلاسیال) به
ها براي ارزیابی ریزساختارهاي بافتی، مشاهده سازي نمونهشدند. آماده

و  Alizadehفضاي بین سلولی و تخریـب فیبرهـا بـر اسـاس روش     
مدت زدایی بهانجام شد. نمونه تثبیت شده براي آب )2007(ن همکارا

هـا در  ساعت در اتـانول خـالص قـرار داده شـدند. در ادامـه نمونـه       2
ساعت  24مدت درصد تولوئن به  50اتانول خالص و  %50مخلوطی از 
ساعت در تولوئن خالص قـرار گرفتنـد. سـپس در     4مدت و سپس به 

) و هر %75 -%50 -%25ب با مقدارهاي (ترتیحمام پارافین/ تولوئن به
 1مـدت  هـا بـه  کدام به مدت یک ساعت قرار گرفتند. در انتها، نمونه

ور گـراد) غوطـه  سـانتی درجـه   60ساعت در حمـام پـارافین خـالص (   
هایی به ابعاد هاي حاصله با استفاده از پارافین در قالبگردیدند. نمونه

-RMT(تفاده از میکروتـوم  گیري و با اس ـمتر قالبمیلی 20×15×15
30, Radical Microtome, India(  میکرومتر برش  10با ضخامت

هـا بـا اسـتفاده از متیـل اورنـژ و بلـوآنلین       داده شدند. سـپس نمونـه  
و با استفاده از میکروسـکوپ   )Alizadeh et al., 2007(آمیزي رنگ

)CX21FS1, Olympus, Japan(   مجهز به دوربـین)Olympus, 
SP-500 UZ, Japan( برداري شدند. مطالعه و عکس  

  
  هاداده تجزیه و تحلیل آماري

 استفاده تاگوچی آزمایش طراحی براي Statistica 8.0افزار نرم از
فاکتورهاي مختلف  میزان بر تاثیرگذار فاکتورهاي شناسایی جهت. شد

 factorial ANOVA of the design module از گیري شـده اندازه

  .گردید استفاده
هاي انتخاب شده جهت تعیین شرایط بهینه فاکتور - 1جدول 

علفخواراري فیله کپور هدنگ  

سطح             فاکتور  
1 2 

 C 4 8˚)  (دما
 1000 750  (IU/g) نایسین

 2 1  (%) استات سدیم 
  

هینه هاي مختلف آزمایش شده جهت تعیین شرایط بتیمار - 2جدول 
علفخواراري فیله کپور هدنگ  

 تیمار (%)استات سدیم  (IU/g) نایسین C˚)  (دما
1 1 1 1 
1 2 2 2 
2 1 2 3 
2 2 1 4 

  

  نتایج و بحث
  اورئوساستافیلوکوکوس رشد باکتري 

 موجود، هايبیوتیکآنتی اغلب به مقاوم پاتوژنهاي باکتري ظهور
 فاقـد  و بـالا  مانـدگاري  بـا  غـذایی  مـواد  بـه  بـازار  تقاضاي کنار در

 ایـن . اسـت  غـذایی  صنایع توجه مورد بسیار یشیمیای هاينگهدارنده
 هـاي نمک و هاباکتریوسین قبیل از موادي از استفاده موجب واقعیات

 .)Figueiredo and Almeida, 2017( اسـت  شـده  آلـی  اسـیدهاي 
تلقـیح شـده    اورئوساستافیلوکوکوس شمارش تعداد باکتري ، 1شکل 

  دهد. هاي مختلف نشان میدر تیمارها و زمانبه فیله کپور علفخوار را 
 8ترتیب در دماهاي بیشترین میزان رشد باکتري در تیمار شاهد به

اسـتافیلوکوکوس  گراد مشاهده گردید. رشد بـاکتري  درجه سانتی 4و 
 8، دمـا  IU/g 750، نایسـین  %1(اسـتات سـدیم    4در تیمار  اورئوس

گراد) نسبت به تیمارهاي دیگـر بیشـتر بـوده و کمتـرین     درجه سانتی
 4، دمـا  IU/g 750، نایسین %2(استات سدیم  2میزان رشد در تیمار 

 3گراد) مشاهده گردید. نکته قابـل توجـه آن کـه تیمـار     درجه سانتی
گـراد)  درجـه سـانتی   8، دمـا  IU/g 1000، نایسین %2(استات سدیم 

گراد، رشد بـاکتري  درجه سانتی 8 ها در دماياري فیلههدرغم نگعلی
تواند به که میاستافیلوکوکوس با ادامه زمان نگهداري کاهش یافت. 

طور همزمان هاي بالاي استات سدیم و نایسین بهدلیل کاربرد غلظت
همچنین نتایج نشان داد که دما تاثیرگذارترین فاکتور در رشـد  باشد. 

ت زمان دیگر فاکتورهـا  بوده است و با گذش اورئوساستافیلوکوکوس 
   ).2نیز تاثیر خود را نشان دادند (شکل 

تاثیر اسانس رزماري و نایسـین بـر رشـد بـاکتري     نتایج مطالعه 
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گراد نشان داد که سانتی درجه 8و  4در دماي  اینیاییاسترپتوکوکوس
ترتیب در دماي به 3و  9ها توانستند مانع رشد باکتري تا روز نگهدارنده

. در مطالعه )Roomiani et al., 2017(گراد شوند سانتی درجه 8و  4
 IU/g، نایسین %1(استات  4ها به استثناي تیمار حاضر نیز نگهدارنده

گراد) توانسـتند جلـوي رشـد بـاکتري را     درجه سانتی 8و دماي  750
گرفته و با افزایش زمان نگهداري اثر ممانعتی نایسین و استات سدیم 

اثـر   بهتـر نمایـان گردیـد. بررسـی     اورئـوس استافیلوکوکوس بر رشد 
 تلقیح شده در کوفته اورئوساستافیلوکوکوس  باکتري بر رشد نایسین

ــاهی ــان م ــه داد نش ــر ک ــانعتی اث ــین مم ــد نایس ــر رش ــاکتري ب  ب
یابـد  می افزایش انکوباسیون با افزایش زمان اورئوس استافیلوکوکوس

)Vongsawasdi et al., 2012(. کشندگی نایسین طوریکه خاصیتهب
 افـزایش یافـت   با افـزایش زمـان   اورئوساستافیلوکوکوس بر باکتري

)Zhao et al., 2016( مطالعه .) نشان که )1388اصغري و همکاران 
فیله  استات سدیم روي بار باکتریایی و بازدارندگی نایسین اثرات دهنده

باشـد  گراد مـی سانتیدرجه  4در دماي  هنگام نگهداري کپور نقره اي
  .دارد همخوانی نیز با تحقیق حاضر

 
  هاي مختلفتلقیح شده به فیله کپور علفخوار در تیمارها و زمان استافیلوکوکوس اورئوسمیزان رشد باکتري  -1شکل

، %2استات سدیم  -3درجه سانتی گراد؛ تیمار   4، دما IU/g 750، نایسین %2استات سدیم  -2تیمار  ؛درجه سانتی گراد 4، دما IU/g 1000، نایسین %1استات سدیم  -1تیمار 
فیله ماهی   -درجه سانتی گراد) 4درجه سانتی گراد؛ تیمار شاهد (دماي   8، دما IU/g 750، نایسین %1استات سدیم  -4درجه سانتی گراد؛ تیمار  8، دما IU/g 1000نایسین 

  درجه سانتی گراد 8فیله ماهی نگهداري شده در دماي  -درجه سانتی گراد) 8درجه سانتی گراد؛ تیمار شاهد (دماي  4در دماي نگهداري شده 
  

 
  تلقیح شده به فیله کپور علفخوار در پایان دوره آزمایش استافیلوکوکوس اورئوستاثیر فاکتورهاي مختلف بر میزان رشد باکتري  -2شکل

  
   )TVB-N( مجموع بازهاي نیتروژنی فرار مقادیر

مجموع بازهاي نیتروژنی فرار فیلـه   نشان داد که 3نتایج جدول 
نسبت  2هنگام نگهداري روند افزایشی داشته اما این افزایش در تیمار 

که بـه علـت نگهـداري در دمـاي پـایین       .به سایر تیمارها کمتر بود
 ـ  وکاربرد غلظت بالاي استات سدیم است.  جـز  هدر پایـان آزمـایش ب

بـر   )p>05/0(داري ها (دما و نایسین) تاثیر معنـی استات دیگر فاکتور
 مربوط بـه  تاثیر بیشترین طوریکههاند. بها داشتهفیله TVB-Nمیزان 

  ). 3بود (شکل  استات و نایسین آن از پس و دما
بوجـود   TVB-Nبـاکتري   وسـیله بـه  در اثر تجزیه گوشت ماهی

یابد نیز افزایش می TVB-Nآید. لذا با افزایش بار میکروبی میزان می
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)Özyurt et al., 2009(  بدین صورت که بازهاي فرار با جدا شـدن .
شـوند  هاي میکروبی تولید مـی ها از اسیدهاي آمینه توسط آنزیمآمین

)Muratore and Licciredello, 2005( افزایش ایـن  ، براین. علاوه
ســیون ناتوانــد در نتیجــه دآمیشـاخص طــی نگهــداري احتمــالا مـی  

در مطالعه . )Pacheco-Aguilar et al., 2000(آمینه باشد اسیدهاي

 100گـرم نیتـروژن در   میلی TVB-N )33/30حاضر بیشترین میزان 
ساعت نگهداري در دماي  216پس از  4در تیمار گرم گوشت ماهی) 

 25که بالاتر از حد قابـل قبـول (  مشاهده گردید  ی گراددرجه سانت 8
 Giménez(گرم گوشت ماهی) بوده است  100میلی گرم نیتروژن در 

et al., 2002(.  
 

  گرم گوشت ماهی) در تیمار ها و زمان هاي مختلف 100(میلی گرم نیتروژن در  TVB-Nتغییرات مقادیر  -3جدول
 زمان (ساعت) تیمار

0 72 144 216 
1 31/0 ± 33/7  57/0 ± 33/9  81/0 ± 13/12  42/2 ± 00/21  
2 23/0 ± 47/7  72/0 ± 47/7  95/0 ± 27/10  54/1 ± 00/14  
3 25/0 ± 33/7  71/0 ± 67/11  30/1 ± 00/14  62/1 ± 87/22  
4 40/0 ± 07/7  27/1 ± 53/13  45/0 ± 33/16  91/2 ± 33/30  

، %2استات سدیم  - 3درجه سانتی گراد؛ تیمار   4، دما IU/g 750، نایسین %2استات سدیم  -2تیمار  ؛درجه سانتی گراد  4، دما IU/g 1000، نایسین %1استات سدیم  -1تیمار 
  گراددرجه سانتی  8، دما IU/g 750، نایسین %1استات سدیم  - 4درجه سانتی گراد؛ تیمار   8، دما IU/g 1000نایسین 

 

 
  فیله کپور علفخوار در پایان دوره آزمایش TVB-Nتاثیر فاکتورهاي مختلف بر میزان  -3شکل

  
  )PV( پراکسیدمقادیر 

 اکسیداسـیون  میـزان  ارزیـابی  جهت پراکسید شاخص ارزشمندي
 Barbosa-Pereira)است  مواد غذایی نگهداري طول دوره در لیپیدها

et al., 2013) مقدار .PV  در شروع آزمایش در تمامی تیمارها پایین
ها به تدریج افزایش بود و با افزایش زمان نگهداري مقدار آن در فیله

(اسـتات   4در تیمـار   PVبیشترین میزان طوریکه به ).4جدول یافت (
درجه سانتی گراد) و کمتـرین    8، دما IU/g 750، نایسین %1سدیم 

درجـه   4، دمـا  IU/g 750، نایسـین  %2(استات سدیم  2ر آن در تیما
 مقدار پراکسید در همه تیمارها ازحـد ولی گراد) مشاهده گردید. سانتی
در کیلوگرم چربی ماهی)  2O والاناکیمیلی 5( پیشنهادي قبول قابل

همانطور که نتـایج نشـان داد    .(Sikorski, et al., 1990) کمتر بود
. تـاثیر  یافتبا افزایش درصد استات سدیم کاهش PV میزان افزایش

هـــاي مـــاهی آزاد اکســـیدانی اســـتات ســـدیم روي ورقـــهآنتـــی

(Onchrhynchus nerka)   ــاي ــداري در دم ــام نگه ــه  1هنگ درج
داري طـور معنـی  گراد نشان داد که استفاده از استات سدیم بـه سانتی

  . (Sallam , 2007)گردد می PVموجب کاهش روند افزایشی میزان 
ها در پایان آزمایش تمامی فاکتورکه تایج آزمون آماري نشان داد ن

انـد.  هـا داشـته  فیلـه  PVبر تغییر میـزان   )p>05/0(داري تاثیر معنی
و پس از آن نایسـین و   PVدما بیشترین تاثیر را بر میزان طوریکه هب

 2و  1). میزان پراکسـید در تیمـار   4نشان دادند (شکل سدیم  استات
 4و  3گـراد نسـبت بـه تیمـار     درجه سانتی 4نگهداري شده در دماي 
گراد نگهداري کمتر بـود، کـه   درجه سانتی 8نگهداري شده در دماي 

هـا  دهنده نقش موثر دمـا در جلـوگیري از اکسیداسـیون چربـی    نشان
ها در دماي کم و استفاده از غلظت بـالاتر  داري فیلههلذا نگباشد. می

ها ایفا در فیله PVمی در کنترل افزایش میزان استات سدیم نقش مه
ــی ــرات سینرژی م ــین داراي اث ــد. نایس ــکنن ــاهش س ــوبی در ک تی خ
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اکسیداسیون لیپیدها هنگام اسـتفاده همزمـان بـا اسـتات سـدیم دارد      
نشان داد  )2014( و همکاران  Gaoنتایج ).1388اصغري و همکاران، (

فیلـه مـاهی    PVتوانـد میـزان   که استفاده از نایسین به تنهایی نمـی 
Trachinotus ovatus  را گراد درجه سانتی 4در دماي شده نگهداري

کنترل کند. در حالی که استفاده ترکیبی نایسین بـا عصـاره رزمـاري    
  گردد. ها میفیله PVموجب افزایش کمتر میزان 

  

  
  هاي مختلفدر کیلوگرم چربی ماهی) در تیمارها و زمان 2Oاکی والان  (میلی PV قادیرتغییرات م -4جدول
  

  تیمار
  زمان (ساعت)

0 72 144 216 
1 03/0 ± 56/0  02/0 ± 85/0  06/0 ± 17/1  05/0 ± 93/2  
2 02/0 ± 53/0  02/0 ± 56/0  04/0 ± 63/0  03/0 ± 12/1  
3 03/0 ± 55/0  03/0 ± 74/1  28/0 ± 25/2  02/0 ± 21/3  
4 05/0 ± 54/0  05/0 ± 98/1  53/0 ± 46/2  06/0 ± 57/4  

، %2استات سدیم  - 3درجه سانتی گراد؛ تیمار   4، دما IU/g 750، نایسین %2استات سدیم  -2تیمار  ؛درجه سانتی گراد  4، دما IU/g 1000، نایسین %1استات سدیم  -1تیمار 
  درجه سانتی گراد 8، دما IU/g 750، نایسین %1استات سدیم  - 4درجه سانتی گراد؛ تیمار   8، دما IU/g 1000نایسین 

 

 
  ایشمدر پایان دوره آز کپور علفخوارفیله  PVتاثیر فاکتورهاي مختلف بر میزان  -4شکل

  
 )TBAتیوباربیتوریک اسید ( مقادیر
منظور ارزیابی درجه اکسیداسیون چربی در ماهیـان از شـاخص   به
TBA شود که میزان محصولات ثانویه اکسیداسـیون  نیز استفاده می

 ,.Nishimoto et al(دهد ید) را نشان میئیدها (مالون آلدئویژه آلدهب
طی زمان نگهداري در تمامی تیمارها افـزایش   TBA. مقادیر )1985

ها لت تشکیل محصولات ثانویه هیدرولیز چربیتواند به عیافت که می
. بیشـترین و کمتـرین میـزان    )Schillinger et al., 1996(باشـد  

هـاي  تاثیر نمـک  ).5مشاهده گردید (جدول  2و  4ترتیب در تیمار به
سدیمی روي اکسیداسیون چربی استیک قزل آلاي رنگین نگهـداري  

اربرد اسـتات سـدیم   گراد نشان داد که کدرجه سانتی 4شده در دماي 
هـاي  ها در مقایسه با سایر نمـک استیک TBAموجب افزایش کمتر 

همچنین کمتر بـودن   .)Haghparast et al., 2010( سدیمی گردید
توانـد  ر تیمارهاي حاوي درصد بالاتر استات سدیم مید TBA میزان

هـایی کـه در   باکتریایی استات سدیم روي باکتريبه علت تاثیر آنتی
 ,.Etemadi et al(واکنش آنزیمی اکسیداسیون نقـش دارنـد باشـد    

2013( .Kashiri و همکاران )هاي تـاس  نشان دادند که فیله )2011
سدیم منجر به تاخیر در اکسیداسیون ماهی ایرانی تیمار شده با استات

گـراد  درجـه سـانتی   4ها و افزایش زمـان نگهـداري در دمـاي    چربی
 2حـد پیشــنهادي میـزان تیوباربیتوریـک اســید     یشـترین ب گردیدنـد. 

ــی ــالونمیل ــرم م ــی  گ ــاهی م ــی م ــوگرم چرب ــر کیل ــد ب ــد آلدهی باش
)Lakshmanan, 2000( پـس از   4و  3. که در تحقیق ما تیمارهاي

بـه ایـن    2و  1ساعت نگهداري از حد گذشتند ولـی تیمارهـاي    216
هـا تـاثیر   فـاکتور دهد کـه تمـامی   نشان می 5میزان نرسیدند. شکل 

 ـ  فیلـه  TBAبـر میـزان    )p>05/0(داري معنی طوریکـه  ههـا داشـته ب
ربوط به دما و پـس از آن نایسـین و   م TBAبیشترین تاثیر بر میزان 
  استات سدیم می باشد.
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  هاي مختلفها و زمان) در تیمارکیلوگرم گوشت ماهی بر(میلی گرم مالون آلدهید  TBAتغییرات میزان  -5جدول
 

 تیمار
 زمان (ساعت)

0 72 144 216 
1 012/0 ± 31/0  010/0 ± 52/0  040/0 ± 75/0  017/0 ± 96/0  
2 006/0 ± 27/0  025/0 ± 45/0  025/0 ± 64/0  015/0 ± 81/0  
3 015/0 ± 29/0  021/0 ± 57/0  035/0 ± 84/0  026/0 ± 09/2  
4 021/0 ± 30/0  012/0 ± 82/0  035/0 ± 07/1  036/0 ± 77/2  

، %2استات سدیم  - 3درجه سانتی گراد؛ تیمار   4، دما IU/g 750، نایسین %2استات سدیم  -2تیمار  ؛درجه سانتی گراد  4، دما IU/g 1000، نایسین %1استات سدیم  -1تیمار 
  درجه سانتی گراد 8، دما IU/g 750یسین ، نا%1استات سدیم  - 4درجه سانتی گراد؛ تیمار   8، دما IU/g 1000نایسین 

 

 
  در پایان دوره آزمایش کپور علفخوارفیله  TBAتاثیر فاکتورهاي مختلف بر میزان  -5شکل

  
 pHمقادیر 
pH  کـه  6تیمارها طی نگهداري به تدریج کاهش یافت (جدول (

قابـل مشـاهده    سـاعت نگهـداري   144تـا   24از  خـوبی این روند بـه 
هوازي پس از علت گلیکولیز بیتواند بهمی pHباشد. کاهش اولیه می

 Gatica(هاي عضلانی باشد مرگ با تجمع اسید لاکتیک بین سلول
et al., 2008( .  

 2جز تیمـار  در تمامی تیمارها به pHساعت میزان 144ما پس از ا
غلظـت  دلیل افـزایش  تواند بهت آن نیز میروند افزایش یافت. که عل

هاي قلیایی با گذشت زمان باشد که زمینه ترکیبات آمونیوم و مولکول
هاي اتولیتیک ها و آنزیممناسبی را براي رشد و فعالیت میکروارگانیسم

گـردد و سـبب   کند و همچنین سبب فعالیت آنزیمی نیز میفراهم می
در پایان آزمـایش   .)Arashisar et al., 2004( شودمی pHافزایش 

داري ها (دما و استات سـدیم) تـاثیر معنـی   جز نایسین دیگر فاکتورهب
)05/0<p(  بر میزانpH را تاثیر بیشترین طوریکههاند. بها داشتهفیله 

  ).6اند (شکل داشته و نایسین استات سدیم آن از پس و دما
  

  
  در تیمار ها و زمان هاي مختلف pH قادیرتغییرات م -6جدول

 
 تیمار

 زمان (ساعت)
24 72 144 216 

1 03/0 ± 65/6  02/0 ± 44/6  03/0 ± 38/6  02/0 ± 42/6  
2 04/0 ± 74/6  02/0 ± 56/6  03/0 ± 44/6  01/0 ± 37/6  
3 03/0 ± 84/6  04/0 ± 63/6  01/0 ± 42/6  02/0 ± 45/6  
4 02/0 ± 90/6  03/0 ± 60/6  05/0 ± 40/6  05/0 ± 43/6  

، %2استات سدیم  - 3درجه سانتی گراد؛ تیمار   4، دما IU/g 750، نایسین %2استات سدیم  -2تیمار  ؛درجه سانتی گراد  4، دما IU/g 1000، نایسین %1استات سدیم  -1تیمار 
  درجه سانتی گراد 8، دما IU/g 750، نایسین %1استات سدیم  - 4درجه سانتی گراد؛ تیمار   8، دما IU/g 1000نایسین 
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  فیله کپور علفخوار در پایان دوره آزمایش pHتاثیر فاکتورهاي مختلف بر میزان  -6شکل

  
  شناسیمطالعات بافت

علفخوار را هنگام شروع آزمـایش  ریزساختار عضله کپور  7شکل 
هاي منظم اي نسبتا یکدست و با فرمدهد. فیبرهاي ماهیچهنشان می

باشند. فضـاي بـین سـلولی کـم شکسـتگی در فیبرهـا مشـاهده        می
گردد. اما پس از پایان آزمایش فضاي بین سـلولی و شکسـتگی   نمی

رهـاي  طوریکه این تغییرات در تیماه). ب8فیبرها افزایش یافت (شکل 
درجـه   4گراد نسبت به دمـاي  سانتیدرجه  8نگهداري شده در دماي 

علت تاثیر مـواد نگهدارنـده در دو   ه گراد بیشتر بود. همچنین بسانتی
دما، تغییرات ایجاد شده نسبت به گروه شاهد کمتر بوده است. نتـایج  

بر روي ریزساختار فیله ماهی  )2014( و همکاران Sharifianمطالعه 
گـراد) نشـان   سانتیدرجه  4معمولی طی نگهداري در یخچال ( هامور

ها بسـیار  داد که در نمونه شاهد آرایش فیبرها منظم و فاصله بین آن
کم بود. اما با گذشت زمان نگهـداري، چروکیـدگی سـطح فیبرهـا و     

ها افزایش یافت. که با نتایج این تخقیق همخوانی دارد. فاصله بین آن
هـاي  ها نیز سبب تغییرات ساختار میوفیبریلسمهمچنین میکروارگانی

. لذا با توجه بـه ادامـه رشـد    )Chéret et al.,2005(گردند سلول می
این تغییـرات نسـبت بـه     4 در تیمار اورئوساستافیلوکوکوس باکتري

  مشاهده است.خوبی قابل هسایر تیمارها ب
  
  

 
   کپور علفخوار در شروع آزمایشتصویر بافت شناسی عضله  - 7شکل 
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   علفخوار در پایان دوره آزمایشکپور تصاویر بافت شناسی عضله  - 8شکل 

 درجه سانتی گراد؛  4، دما IU/g 750، نایسین %2استات سدیم  -2تیمار  -1- 2شکل  ؛درجه سانتی گراد  4، دما IU/g 1000، نایسین %1استات سدیم  -1تیمار  -1- 1شکل 
  درجه سانتی گراد 8، دما IU/g 750، نایسین %1استات سدیم  -4تیمار  -1- 4شکل درجه سانتی گراد؛   8، دما IU/g 1000، نایسین %2استات سدیم  -3ار تیم -1- 3شکل 
  

  گیرينتیجه
اسـتافیلوکوکوس  تري طور کلی براسـاس شـمارش تعـداد بـاک    به

هاي نایسین و استات سـدیم در  دارندهه، استفاده از ترکیب نگاورئوس
تواند کیفیت محصول را حفظ درجه سانتی گراد می 8و  4هر دو دماي 

 8نگهـداري در دمـاي بـالا (    TVB-Nکند. اگرچه بر اساس شاخص 
 IU/gگراد) به شرط اسـتفاده از غلظـت بـالاتر نایسـین (    تیندرجه سا

باشد. در حالیکه بر اساس شاخص پذیر می) امکان٪2) و استات (1000
TBA گراد امکانپذیر نیست. درجه سانتی 8ها در دماي نگهداري فیله

سازي انجام شده با استفاده از آنالیز تـاگوچی  همچنین بر اساس مدل

و اسـتات   IU/g 1000 گراد، نایسین بـا غلظـت  درجه سانتی 4ي دما
هـا تعیـین   عنوان شرایط بهینه نگهـداري فیلـه  به ٪2 سدیم با غلظت

   گردید.
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1Introduction: Recently, the high nutritional value of fish and other seafood has caused continuously increasing 

their consumption in human diet. The meat quality can be decreased during storage due to physical, chemical and 
microbial changes. Thus, the different methods of preservation should be used to improve the quality and increase the 
shelf-life of the product. The application of bacteriocinins has been increased to extend the shelflife of food products. 
Nisin is a kind of bacteriocinins that is produced by Lactococcus lactis bacteria and used as food preservatives. It is 
accepted such as food additive in many food commodities. Bacteriocinins showed synergistic effects when they used 
with other antibacterial compounds such as natural preservatives and phenolic compounds. Literature review showed 
that the antibacterial compounds such as sodium acetate play an important role in preventing the growth of bacteria and 
increasing the shelf life of fish during different storage conditions. Conventional optimization procedures are performed 
by altering one parameter at a time and keeping all other parameters at fixed levels. However, these procedures are time 
consuming and require more experimental data sets. Recently, the use of an orthogonal array approach called ‘Taguchi 
method’ has been successfully examined in the different field of sciences. Therefore the aim of this research was to 
investigate the effects of nisin, sodium acetate and temperature on the growth of Staphylococcus aureus in 
Ctenopharyngodon idella fillet using Taguchi experimental design with an array L4 (23). 

 
Materials and methods: The fresh Ctenopharyngodon idella with weight of 1 kg were purchased from market 

(Zabol, South east of Iran) and transported in isothermal iceboxes to the fish product processing laboratory at University 
of Zabol in 2016. The fishes were cleaned and filleted. Fillets after inoculated with Staphylococcus aureus (103 Log 
CFU/g) and added nisin (750 and 1000 IU/g) and sodium acetate (1 and 2 %) were stored in different temperatures (4 
and 8 °C). Chemical parameters (pH, PV, TBA and TVB-N) and Staphylococcus aureus count were measured at 0, 3, 6 
and 9 days. Microscopic analysis was used to observe the microstructure changes at end of storage. The experiments 
were performed in three replicates. 

 
Results   & discussion: The present study showed that the lowest and highest Staphylococcus aureus growth was 

observed in treatment 2 (sodium acetate 2%, nisin 750 IU/g, temperature 4°C) and control at 4 and 8° C, respectively. It 
is noticeable that the growth of Staphylococcus aureus decreased in treatment 3 (sodium acetate 2%, nisin 1000 IU/g, 
temperature 8° C) during storage at 8° C. Also, the results showed that the temperature was most important factor on the 
growth of Staphylococcus aureus in the beginning of experiment and the other factors showed their effect during 
storage. Therefore, the highest and lowest effect was related to temperature and nisin at the end of experiment, 
respectively. In the present study, the additives could be prevented the growth of bacteria with except in treatment 4 
(sodium acetate 1%, nisin 750 IU/g, temperature 8° C). The inhibitory effects of nisin and sodium acetate on the growth 
of Staphylococcus aureus was better shown with increasing storage time. The TVB-N of fillets increased during storage 
but this increase was lower in treatment 2 than the other treatments. The temperature and nisin had a significant effect 
(p <0.05) on the TVB-N of fillets at the end of experiment. The PV value was lower in all treatments at the beginning of 
experiment and gradually increased in fillets with increasing storage time. The highest and lowest of PV value was 
observed in treatment 4 (sodium acetate 1%, nisin 750 IU/g, temperature 8° C) and treatment 2 (sodium acetate 2%, 
nisin 750 IU/g, temperature 4°C) respectively. The PV value of all treatments was lower than the acceptable level (5 
meq O2/kg lipid) of fresh fillets at the end of storage. The temperature had more effect on the PV value between the 
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other factors. So that the PV value increase with increasing of temperature. The TBA value increased in all treatments 
during storage but this increase was higher in treatments 3 and 4 than the treatments 1 and 2. Thus, these treatments 
were more than the acceptable level at the end of storage. The pH of treatments gradually decreased during storage. 
This process has been visible from 24 to 144 hours of storage. After this time the pH increases in all treatments except 
treatment 2. The microstructure of Ctenopharyngodon idella showed that the muscle fibers of control were relatively 
uniform and regular shapes of the cross-section. But the increase extra-cellular space and fibre shrinking were observed 
in treated samples at the end of storage in comparison to control. These changes were higher in the samples stored at 8° 
C than 4° C. The results of this research showed that the treatment contain nisin (750 IU/g), sodium acetate 
(2%) and temperature (4°C) was more efficacy during storage of Ctenopharyngodon idella fillet whereas 
Taguchi experimental design was propose nisin (1000 IU/g), sodium acetate (2%) and temperature (4°C) for 
best condition of storage. 

 
Keywords: Nisin, Sodium acetate, Microstructure, Staphylococcus aureus, Taguchi experimental 

 
 

 

 


