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مقاله
تحقيقاتي

اثر ضد ميکروبي اسانس آويشن شيرازي بر E.coli O157: H7 درگوشت چرخ کرده گوساله 
 در طي نگهداري در دماي يخچالي به منظور جايگزيني با 

نگه دارنده هاي شيميايي و تامين سلامت مصرف کنندگان
*نگين نوري1، نوردهررکني2، افشين آخوندزاده بستي2، علي ميثاقي3، آراسب دباغ مقدم4، رامک يحيي رعيت5، نسطونا قنبري سقرلو4

چكيد‌ه
سابقه و هدف: امروزه مصرف کنندگان مواد غذايي آگاهي بيشتري در مورد اثرات ناخواسته نگه دارنده هاي شيميايي دارند تاکنون 
در مورد اثر آويشن شيرازي (Zataria multiflora Boiss) بر E.coli O157: H7 در گوشت چرخ کرده تحقيق چنداني نشده است. اين 

پژوهش با هدف بررسي اثر آويشن شيرازي بر رشد باکتري اشريشياکلي انجام شد.
مواد و روش ها: آويشن شيرازي جمع آوري شده از استان فارس به روش تقطير با بخار داغ اسانس گيري و توسط دستگاه 
کروماتوگراف گازي متصل به طيف نگار جرمي (GC-MS) آناليز و سپس اثر آن با غلظت هاي مختلف )صفر، 0/005، 0/015 و 0/03 
درصد( بر رشد باکتري E. coli O157: H7 در گوشت چرخ کرده در دماهاي 4، 10 درجه سانتي گراد در مدت 14 روز بررسي گرديد. 
ارزيابي اثر غلظت هاي مختلف بر رشد باکتري، با استفاده از آزمون آناليز واريانس يک طرفه ANOVA و نرم افزار SPSS16 انجام شد.

يافته ها: در غلظت 0/03 درصد اثر ضد باکتريايي قوي گزارش گرديد. ضريب همبستگي غلظت اسانس آويشن شيرازي با لگاريتم 
تعداد باکتري مورد مطالعه در دماهاي 4 ، 10 درجه سانتي گراد به ترتيب 0/701- و 0/599 – بود که نشان مي دهد با افزايش غلظت 
اسانس، ميزان رشد باکتري در طي دوره نگهداري کاهش مي يابد و از نظر آماري اثر اسانس بر رشد باکتري معني دار است )0/01< 
p(. يافته هاي اين مطالعه نشان مي دهد که جمعيت باکتري E .coli O157: H7 در گوشت چرخ کرده تيمار شده با غلظت هاي مختلف 

اسانس آويشن شيرازي نگهداري شده در دماي 4 درجه سانتي گراد، کاهش بيشتري نسبت به نمونه هاي نگهداري شده در دماي 
10 درجه سانتي گراد )دماي نامناسب( داشتند.

بحث و نتيجه گيري: اين مطالعه نشان مي دهد که در بالاترين غلظت اسانس آويشن شيرازي )0/03 درصد( در 4 درجه سانتي گراد، 
هرچه مدت زمان نگهداري بيشتر شود، ميزان رشد باکتري کاهش مي يابد )p >0/01(. اسانس آويشن شيرازي به عنوان نگه دارنده 

طبيعي در فراورده هاي گوشتي قابل توصيه است.
كلمات كليدي: اسانس، آويشن شيرازي، E. coli O157: H7، گوشت چرخ کرده، دماي يخچالي
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مقدمه
به  آساني  به  است  ممکن  گوشتي  فرآورده هاي  و  گوشت 

اگر شرايط حمل و  آلوده شوند و  ميکروارگانيسم هاي مختلف 
نقل و نگهداري آنها مناسب نباشد، منجر به رشد باکتري هاي مولد 

تاريخ‌اعلام‌قبولی‌مقاله:‌1391/5/14 تاريخ‌اعلام‌وصول:‌‌1391/2/3 ‌
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فساد و بيماريزا مي شود و در نهايت کيفيت گوشت، کاهش يافته و 
بهداشت عمومي در معرض خطر قرار مي گيرد )1(.

نگهداري در سردخانه، متداول ترين روش نگهداري گوشت و 
فرآورده هاي گوشتي محسوب مي شود. در برخي از کشورها به 
منظور افزايش مدت زمان نگهداري گوشت و فراورده هاي گوشتي، 
از مواد ضد ميکروبي و آنتي اکسيدان که اکثر اوقات سنتتيک هستند، 
استفاده مي شود )15(. اين در حالي است که امروزه مصرف کنندگان 
نگه دارنده هاي  از  استفاده  بيشتري در مورد عوارض  نيز آگاهي 
شيميايي پيدا کرده اند و تقاضاي غذاهاي تازه تر، طبيعي تر و همراه 

با کنترل بيشتر را دارند.
مکانيسم اثر ضد باکتريايي اسانس هاي گياهي به خاصيت آبگريزي 
آنها بر مي گردد که موجب نفوذ اين مواد به فسفو ليپيد هاي غشا 
باکتري و ميتوکندري ها شده و سبب اختلال در ساختمان آنها و 
افزايش نفوذ پذيري مي گردد. اين مسئله موجب خروج و نشت 
يون ها و ديگر محتويات سلولي شده که در نهايت مرگ باکتري را 

در بر خواهد داشت )3، 2(.
تاکنون مطالعات بسياري در زمينه اثر ضد ميکروبي اسانس هاي 
گياهي بر ميکروب هاي بيماريزاي مواد غذايي صورت گرفته است، 
 E.coli اما تحقيقات زيادي روي اثر ضد ميکروبي آويشن شيرازي بر

O157: H7 درگوشت چرخ کرده انجام نشده است.

آويشن شيرازي يکي از گياهان خانواده نعناع مي باشد که بومي 
ايران، افغانستان و پاکستان است. از اين گياه در طب سنتي به 
عنوان آنتي سپتيک، ضد اسپاسم و ضد التهاب ياد شده است و به 
عنوان طعم دهنده در مواد غذايي کاربرد فراواني دارد )4(. آويشن 
شيرازي داراي اثر ضد ميکروبي مي باشد که اين اثر به طور عمده 

به تر کيبات فنلي آن مربوط است )3(.
هر چقدر مقدار مواد فنولي در اسانس بالاتر باشد، خواص ضد ميکروبي 
آن بيشتر است. اين مواد شامل کارواکرول، اوژنول وتيمول هستند )4، 3(. 
استفاده از نگه دارنده هاي طبيعي براي مهار رشد باکتري هاي بيماريزاي 
مهم مانند E.coli O157: H7 يک ايده ارزشمند در صنعت فرآورده هاي 

گوشتي به منظور حفظ سلامت مصرف کنندگان به شمار مي آيد.

مواد‌و‌روش‌ها
 ،)II مولد وروتوکسين( E.coli O157: H7 باکتري مورد مطالعه: سويه

اهدايي توسط دکتر خاشابي از انستيتو تحقيقات ميکروبيولوژي 
اتريش مي باشد. در ابتدا اين کشت ليوفيليزه در محيط آبگوشت قلب 
و مغز (BHI) در 35 درجه سانتي گراد به مدت 18 ساعت، 2 مرتبه 
متوالي مورد تجديد کشت قرار گرفت. سپس کشت دوم به ميزان 
5 به 1 با گليسيرين استريل مخلوط و در قسمت هاي مساوي در 
لوله هاي ميکروسانتريفوژ اپندرف استريل در 20- درجه سانتي گراد 

نگهداري شد.
تعيين ميزان تلقيح باکتريايي: براي تعيين ميزان تلقيح باکتريايي مورد 
مطالعه، باکتري منجمد داخل ميکروسانتريفوژ اپندرف به محيط 
آبگوشت BHI منتقل گرديده و 2 مرتبه متوالي در 35 درجه سانتي گراد 
به مدت 18 ساعت گرمخانه گذاري شد. سپس از کشت 18 ساعته 
دوم مقادير مختلفي به لوله هاي کووت (Cuvett) حاوي 5 ميلي ليتر 
آبگوشت BHI استريل اضافه و با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر 
(Milton Roy Company,USA) جذب نوري آنها در طول موج 600 

نانومتر تعيين گرديد. همزمان با عمل فوق، نمونه برداري از محتويات 
لوله هاي کووت صورت گرفته و شمارش باکتريايي انجام شد و در 
نهايت لوله کووت که حاوي 108×1 باکتري در هر ميلي ليتر بود، 
مشخص گرديد. بدين ترتيب در هربار انجام آزمايش، با مشخص 
شدن جذب نوري معادل تقريبا 108×1 باکتري در ميلي ليتر که با 
کشت دادن سطحي نيز تاييد شد، لوله کووت حاوي تقريبا 108× 1 
باکتري در هر ميلي ليتر مشخص گرديد. سپس از اين لوله رقت هاي 
10 تايي درست شده و از اين رقت ها جهت بدست آوردن دوز 

تلقيح 103 در اين آزمايش استفاده گرديد )6، 7(.
تهيه و آماده سازي گوشت چرخ كرده: 5 کيلوگرم گوشت چرخ 
کرده از يک کارخانه از يک سري توليدي نمونه گيري و به اندازه هاي 
25 گرمي در داخل پلاستيک هاي استريل بسته بندي شد. سپس 
در آزمايشگاه سازمان انرژي اتمي ايران به منظور استريل نمودن، 
تحت اشعه دهي گاما به ميزان 5 کيلو گري (KGy 5) قرار گرفت و 

براي تاييد استريل بودن، کشت ميکروبي انجام شد.
تهيه اسانس و آناليز آن: گياه آويشن شيرازي در فصل تابستان 
از استان فارس جمع آوري و توسط هرباريوم پژوهشکده گياهان 
تهران  پزشکي  علوم  دانشگاه  دانشگاهي  جهاد  موسسه  دارويي 
از سرشاخه هاي گياه توسط  تاييد گرديد. اسانس  نام علمي آن 
دستگاه Celevenger Type به روش تقطير با بخار داغ تهيه و توسط 
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کروماتوگراف گازي متصل به طيف نگار جرمي (GC-MS) آناليز 
 Thermoquest Finnigan مورد استفاده از نوع GC-MS گرديد. دستگاه
با ستون موئينه به طول 30 متر و قطر داخلي 250 ميکرومتر و 
ضخامت لايه داخلي 0/25 ميکرومتر بابرنامه دمايي 50 تا 265 
درجه سانتي گراد در هر دقيقه و نگهداري ستون در 265 درجه 
سانتي گراد به مدت 30 دقيقه بود. دماي محفظه تزريق 250 درجه 
سانتي گراد، سرعت گاز هليوم 1/5 ميلي متر در دقيقه، انرژي 
يونيزاسيون شناسگر EI 70 الکترون ولت و دماي منبع يونيزاسيون 

250 درجه سانتي گراد بود.
تلقيح باكتري و اضافه نمودن اسانس به گوشت چرخ كرده: 25 
گرم گوشت چرخ کرده به همراه غلظت هاي مورد نظر اسانس آويشن 
 (Bag شيرازي و دوز تعيين شده باکتري در داخل کيسه هاي استريل
(Mixer به ابعاد 19×35 سانتي متر قرار داده شده و سپس کيسه هاي 

 Window door/porte FenetreW: Model- France، استريل در استوماکر
Interscience 400vw گذاشته شده و به مدت 2 دقيقه دردماي اتاق 

به منظور توزيع يکنواخت اسانس و باکتري در گوشت چرخ کرده 
هموژن گرديد؛ سپس کيسه هاي استوماکر در بسته در دماهاي 4 
و 10 درجه سانتي گراد )به ترتيب دماي يخچالي مناسب و دماي 
سرد نامناسب( به مدت 14 روز نگهداري و از روز صفر، هر 2 روز 

يک بار تا روز 14 شمارش ميکربي انجام شد.
آناليز ميکروبي: در زمان مورد نظر، به نمونه هاي گوشت چرخ کرده 
گوساله )25 گرم( در کيسه هاي استوماکر در شرايط استريل 225 
ميلي ليتر آب پپتونه 0/1 درصد اضافه شده و 2 دقيقه در دماي اتاق 
توسط استوماکر هموژن گرديد؛ سپس رقت هاي بعدي با استفاده 
از لوله هاي رقت حاوي آب پپتونه 0/1 درصد بدست آمده و در 
پليت حاوي آگار قلب و مغز کشت داده شده و در 35 درجه سانتي 
گراد به مدت 24 ساعت گرمخانه گذاري گرديد. لازم به ذکر است 
که اين آزمايش در 3 تکرار انجام و سپس نتايج در فرم هاي مربوط 

ثبت شد )26(.
ارزيابي اثر غلظت هاي مختلف اسانس آويشن شيرازي و دما بر 
رشد E.coli O157: H7 با استفاده از آزمون آناليز واريانس يک طرفه 
گرديد.  استفاده   SPSS  16 افزار  نرم  از  و  شد  انجام   ANOVA

 Post Hoc (LSD) ,Tukey تست  از  ميانگين ها  بين  مقايسه   جهت 
استفاده شد.

يافته‌ها
نتيجه آناليز ترکيبات اسانس آويشن شيرازي مورد استفاده در اين 
مطالعه با استفاده از GC/MS در جدول شماره 1 نشان داده شده است. 
همان گونه که در جدول آمده، بيشترين ترکيب )71/12 درصد( 
تشکيل دهنده اسانس، کارواکرول (Carvacrol) است.نتايج بررسي 
رشد E.coli O157: H7 تلقيح شده )cfu/g 103( در گوشت چرخ کرده 
متاثر از غلظت هاي مختلف )صفر، 0/005، 0/015 و 0/03 درصد( 
اسانس ياد شده در طي 14 روز نگهداري در دماي 4 ، 10 درجه 

سانتي گراد درجدول 2، 3 آمده است.
اين مطالعه نشان مي دهد که در بالاترين غلظت اسانس آويشن 
شيرازي )0/03 درصد( در 4 درجه سانتي گراد، هرچه مدت زمان 
.(P<0/01) نگهداري بيشتر شود، ميزان رشد باکتري کاهش مي يابد
تعداد E.coli O157: H7 در گروه هاي تيمارشده با غلظت هاي مختلف 
آويشن شيرازي نسبت به گروه کنترل در دماي 4 درجه و 10 درجه 
سانتي گراد اختلاف معني داري داشتند (P<0/05). در غلظت 0/03 
 Log در روز هشتم به E.coli O157: H7 درصد آويشن شيرازي تعداد
cfu/g 2/86 در دماي 4 درجه سانتي گراد رسيد که اين تعداد تقريبا 

.(P<0/01)تا انتهاي دوره نگهداري بدون تغيير ماند
در دماي 10 درجه سانتي گراد جمعيت باکتري مورد نظر در گروه 

 

  درصد  ازدارندهبانديس نام تركيب
Thujene 930 19/0  

Alpha_Pinene 937 26/4  
Beta _ Pinene 976 43/0  

Beta _Myrcene 985 85/0  
Eucaliptol 1024  37/3  

Gama _ Terprinene 1055  34/7  
Linalool 1090 68/0  

Thymol methyl ether 1236  47/0  
Carvacrol Methyl ether 1243  46/0  

Carvacrol 1299  12/71  
Trans_Caryophyllen 1418  41/0  

Globulol 1582  2/32 

  91/90 _ جمع

GC/MS جدول 1- نتايج آناليز اسانس آويشن شيرازي مورد مطالعه با استفاده از
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کنترل طي دوره نگهداري سير افزايشي داشت و در پايان دوره 
به Log cfu/g 9/16 رسيد اما در غلظت 0/03 درصد در همين دما، 
جمعيت باکتري Log cfu/g 3/81 نشان داده شد که حاکي از تاثير 

.(P<0/01) مثبت غلظت اسانس آويشن شيرازي است

بحث‌و‌نتيجه‌گيري
اگرچه مدت هاست که اثر بازدارندگي ادويه جات، عصاره ها و 

تاثير  به  اخير  در سال هاي  اما  گياهي شناخته شده.  اسانس هاي 
عصاره هاي معطر و اسانس هاي گياهي يا مواد موثره اين اسانس ها 
روي پاتوژن ها و ميکروارگانيسم هاي عامل فساد مواد غذايي توجه 

ويژه اي شده است )2، 1 ، 27(.
طبق نتايج اين مطالعه، غلظت 0/005 درصد اسانس آويشن شيرازي 
اثر مهاري پاييني بر رشد باکتري داشت. همان طور که در مطالعات 
انجام شده توسط Friedman و همکاران در سال 2002 ميلادي؛ 

  )A)Log cfu/gيشمارش باكترياي
  روز          آويشن شيرازييهاغلظت

    كنترل 005/0 015/0 03/0
d05/0±03/3 c02/0±01/3 b05/0±03/3 a09/0±05/3 0  
d02/0±01/3 c23/0±19/3 b07/0±01/4 a 34/0±42/4  2  
d21/0±19/3 c32/0±46/3 b27/0±42/4 a 33/0±42/5  4  
d43/0±46/3 c39/0±81/3 b21/0±04/5  a 9/0±06/6  6  
d67/0±55/3 c41/0±49/4 b51/0±69/5  a 52/0±28/7  8  
d17/0±66/3 c16/0±08/5 b29/0±38/6  a 15/0±05/8  10  
d81/0±65/3 c41/0±55/5 b38/0±83/6  a 35/0±83/8  12  
d98/0±81/3 c66/0±46/5 b53/0±43/7  a 63/0±16/9  14  

 

(P<0/01) در گوشت چرخکرده طي 14 روز نگهداري در دماي 10 درجه سانتي گراد E.coli O157: H7 جدول 2- اثر اسانس آويشن شيرازي بر رشد

A ميانگين ± انحراف معيار
ميانگين هاي نشان دار شده با حروف غير يکسان در هر رديف داراي اختلاف آماري معني دار مي باشند.

(P<0/01) در گوشت چرخ كرده طي 14 روز نگهداري در دماي 4 درجه سانتي گراد E.coli O157: H7 جدول 3- اثر اسانس آويشن شيرازي بر رشد

A ميانگين ± انحراف معيار
ميانگين هاي نشان دار شده با حروف غير يکسان در هر رديف داراي اختلاف آماري معني دار مي باشند.

  )A)Log cfu/gيشمارش باكترياي
  روز       آويشن شيرازييهاغلظت

    كنترل 005/0 015/0 03/0
d06/0±03/3 c06/0±04/3 b07/0±07/3 a37/0±02/3 0  
d07/0±07/3 c07/0±07/3 b26/0±76/3 a 12/0±23/4  2  
d08/0±05/3 c04/0±16/3 b04/0±17/4 a 03/0±14/5  4  
d06/0±12/3 c15/0±42/3 b06/0±78/4  a 09/0±33/5  6  
d08/0±86/2 c12/0±23/4 b1/0±22/5  a 08/0±74/6  8  

d1/0±62/2 c1/0±84/4 b07/0±14/6  a 07/0±86/7  10  
d06/0±04/2 c11/0±26/5 b12/0±46/6  a 14/0±38/8  12  
d05/0±03/2 c07/0±87/4 b08/0±87/6  a 12/0±62/8  14  
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Marino و همکاران در سال 1999 ميلادي و Sagdic در سال 2003 

ميلادي نشان داده شده است، اسانس هاي گياهي اثر ضد ميکروبي 
بر E.coli O157: H7 داشته اند. در مطالعات متعددي گزارش شده است 
(Burt- که اثر ضد ميکروبي اسانس هاي گياهي وابسته به دوز است

(Sagdic-2003 2004 که مطالعه حاضر نيز مويد اين مسئله است.

Ozcan و همکاران در سال 2003 ميلادي نشان دادند که با استفاده از 

روش Disc Diffusion اسانس آويشن (Thyme) در غلظت 0/2 درصد 
هيچ فعاليت ضد ميکروبي برضد E.coli O157: H7 ندارد، در حالي که 

در غلظت 0/4 درصد فعاليت زيادي دارد.
Burt و همکاران در سال 2003 ميلادي دريافتند که اسانس آويشن 

اثر  به ترتيب  پايين مانند 12/ 0 و 0/25 درصد  در غلظت هاي 
باکتريواستاتيکي و باکتريوسيدي دارد.

همچنين Sagdic و همکاران در سال 2002 ميلادي گزارش کردند 
که اسانس آويشن در غلظت هاي 0/5، 1/5 و 2 درصد در نوترينت 
براث بر E.coli O157: H7 اثر باکتريوسيدي وابسته به دوز در طي 

نگهداري در دماي 37 درجه سانتي گراد به مدت 7 روز دارد.
کارواکرول و تيمول، دوترکيب فنلي مهم در آويشن شيرازي هستند 
که اثر قوي ضد ميکروبي آنها توسط محققان نشان داده شده است 

)17، 11، 10، 7، 4، 1 و 22(.
Gama _ Tterprinene يک ترکيب هيدروکربني مونوترپني است که 

در اسانس آويشن شيرازي و Thyme وجود دارد و بر طبق يافته هاي 
Burt و همکاران در سال 2005 ميلادي هيچ گونه اثر ضد ميکروبي 

در محيط هاي آزمايشگاهي بر ضد E.coli O157: H7 ندارد. هرچند که 
Roller و Kisko در سال 2005 ميلادي دريافتند که اين ماده بر ضد 

E.coli O157: H7 در آب سيب فعاليت ضد ميکروبي دارد.

لگاريتم  با  اسانس  در مطالعه حاضر، ضريب همبستگي غلظت 
تعداد باکتري در دماهاي 4 ، 10 درجه سانتي گراد به ترتيب برابر 
با 0/701 - و 0/599- بود. منفي بودن اين ضريب بدين معني 
است که با افزايش غلظت اسانس، ميزان رشد باکتري در طي دوره 
نگهداري کاهش مي يابد. همچنين نشان داده شد که تاثير مقادير 

مختلف اسانس بر ميزان رشد باکتري معني دار مي باشد.
بر اساس نتايج به دست آمده، تاثير معني دار اسانس بر رشد باکتري 
مورد مطالعه نشان داد که اثر بازدارندگي اسانس در 4 درجه سانتي 
گراد به طور معني دار افزايش پيدا کرده است که اين موضوع با 
 (Blackburn - 2002 , يافته هاي بسياري از محققان همخواني دارد

.Fujikawa- 2006 , Vaiero- 2003)

در مطالعه حاضر همچنين مشخص گرديد که دماي نگهداري، 
مدت زمان نگهداري و غلظت اسانس آويشن شيرازي بر ميزان 

رشد باکتري تاثير آماري معنا داري دارد(.
بنابراين مي توان اذعان نمود که اسانس گياه مورد مطالعه را مي توان به 
عنوان يک نگهدارنده طبيعي و ضد باکتريايي مناسب ضد باکتري هاي 
گرم منفي از جمله E.coli O157: H7 در گوشت و فراورده هاي گوشتي 

مورد استفاده قرار داد.
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Abstract

Background: Today, the consumers have more knowledge about the unwanted effects of synthetic 

antimicrobials in foods and they want food with more natural ingredients. There are many researches about 

antimicrobial effects of essential oils, but we did not found researches about Zatariamultiflora Bios on E.coli 

O157:H7 in minced beef. The aim of this study was to determinre the effect of Zatariamultiflora Bios essential 

oil on E.coli O157:H7 in minced.

Materials and Methods: The antimicrobial effect of different concentrations of Zatariamultiflora Boiss 

essential oil at supplementation levels of (0, 0.005, 0.015, 0.03%) on E. coli O157:H7 was examined in 

minced beef. All of the above concentrations showed acceptable organoleptic properties in minced beef. Eo 

at 0.03% possessed a strong antibacterial activity against E.coli O157:H7 in minced beef. 

Results: The correlation coefficient of different concentrations of ZatariamultifloraBoiss essential oil with 

logarithm of the numbers of E. coli O157:H7 was –0.701, –0.599 at 4 and 10°C respectively. It was found that 

effect of different concentrations of essential oil on growth rate of E. coli O157:H7 was statistically significant 

(p<0.01).

Conclusion: In this study, it was found that treatment of minced beef with different concentrations 

of essential oils showed an inhibitory activity against E. coli O157:H7 during storage at 4°C, but not at 

10°C (p< 0.01). According to present study, storage at a proper refrigerated storage like 4°C is suggested. 

ZatariamultifloraBioss essential oil can use as a natural preservative instead of chemical preservatives for 

meat products. 

Keywords: ZatariamultifloraBoiss, Essential Oil; E .coli O157:H7, Minced beef, Refrigeration Temperatures
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