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 چکیده 
انجام گرفت. سپس نانوامولسیون   GC-MSبه روش  Salvia chorasanicaیاه س گسانترکیبات شیمیایی موجود در اشناسایی در این مطالعه 

.  مورد ارزیابی قرار گرفت DLSتوسط اندازه ذرات آن در طی دو هفته نگهداری در دمای محیط پایداری  و  لتراسوند تهیه شدواسانس به روش ا 

به عامل فساد غذایی    کپکسه  زا و  باکتری بیماری  شش  علیه S. chorasanica فعالیت ضدمیکروبی ماکروامولسیون و نانواموالسیون اسانس

  اندازه ذرات نانوامولسیون در طی دو میایی مختلف بود.  یترکیب ش  20اسانس مذکور دارای  نتایج نشان داد   ررسی شد.روش میکرودایلوشن ب 

علیه همه   در مقایسه با ماکروامولسیون آن  وبی بیشترییکر ضدمنانوامولسیون اسانس اثر  فرم  .  افزایش یافتنانومتر    61/193به    83/91هفته از  

های گرم مثبت بیشتر از گرم  همچنین اثرضدمیکروبی ماکروامولسیون و نانوامولسیون اسانس بر باکتری های مورد مطالعه داشت.میکروارگانیسم

به نانوامولسیون اسانس نشان داد و دارای  حساسیت را ین شتربی Bacillus cereus گرم مثبت باکتری ، زاهای بیماریدر بین باکتری .منفی بود

 µl/ml  5/12و µl/ml 25/6 به ترتیب هر سه کپکاسانس علیه لسیون نانوامو MFCو  MIC به علاوه،   بود.  MIC  ، µl/ml125/3کمترین 

های موادغذایی مورد نیاز خواهد بود و  نسیمرگا روابرای کنترل میک  در فرم نانوامولسیون  غلظت موثره کمتری از اسانسبدین ترتیب  تعیین شد.  

 شود. های بالای اسانس جلوگیری میبه کارگیری غلظتء  از اثرات سو

 . یضدکپک  تیفعال  ،ییایضدباکتر  تیفعالنانوامولسیون،    اسانس،،    Salvia chorassanica  :کلید واژه ها

 مقدمه 

ط آمارهای  ببر  سوی  ق  از  شده  جهانی منتشر  سازمان 

بسیاری  WHO)شت  بهدا افراد  سالانه  جهان  (  سراسر  در 

اثر   در  را  خود  غذا  بیماریجان  از  ناشی  -از دست میهای 

آنتی.  دهند رویه  بی  مصرف  به بیوتیکهمچنین  منجر  ها 

گونه شدهظهور  مقاوم  میکروبی  دیگر است.  های  سویی  از 

کنندگان مصرف  سلامت  تهدید  بر  علاوه  موادغذایی    ، فساد 

اقتصاد بضررهای  میسیای  تحمیل  کشورها  بر  را    کند ری 

(Burt, 2004  .)های مختلف  های اصلی کشوریکی از دغدغه

های  یکی از روشباشد.  همواره تولید و عرضه غذای سالم می

زا و عامل فساد استفاده  های بیماریمقابله با میکروارگانیسم

های  در دههاست.    در موادغذایی   های شیمیاییاز نگهدارنده 

کنندگان  تو  با  اخیر مصرف  آگاهی  افزایش  به  اثرات   ازجه 

نگهدارنده  سرطانسوء  جمله  از  شیمیایی  آنهای  ،  هازایی 

موادغذایی   مصرف  به  نگهدارندهتمایل  طبیعی حاوی    های 

است یافته  -اسانس.  (Skandamis et al., 2001)  افزایش 

گیاهی   نگهدارندههای  جمله  صنایع  از  در  که  طبیعی  های 

دار بوییمختلف  و،  آرایشی  گسترده  هداشتی،  کاربرد  ای غذا 

کرده اسانس اند پیدا  روغنی  .  ترکیبات  از ها  مخلوطی  حاوی 

های مختلف  از اندامهستند که  مختلف  معطر  هزاران ترکیب  

 Monuشوند )استخراج میبه عنوان متابولیت ثانویه  گیاهی  
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et al., 2016.)  ضدمیکروبی آنتیخواص  و  ،  اکسیدانی 

بسیاری  اسانسبی  ضدالتها مطالعات  در  مختلف  گیاهی  های 

پژوهش است.  شده  گزارش  گذشته  میدر  نشان  که ها  دهد 

ها بسته به گونه گیاهی که استخراج اثر ضدمیکروبی اسانس 

آنمی دهنده  تشکیل  ترکیبات  به  و  بوده  متفاوت  ها  شوند، 

اسانس بیولوژیک  خواص  دارد.  گیاهی،  بستگی  گونه  به  ها 

اقلی اندام مح  می،شرایط  نوع  و  برداشت  زمان  رویش،  ل 

 ,.Stević et al)گیاهی شامل گل، برگ و ساقه بستگی دارد  

2014). 

متعلق به تیره    (Salvia)  سالویاگیاه مریم گلی با نام علمی  

است می  نعناعیان  معتدل  و  گرم  مناطق  در  اغلب  روید.  که 

باشد که  گونه مختلف در جهان می  900جنس سالویا دارای  

 Salvia chorassanicaگونه  گونه آن بومی ایران است. 17

خراسان های گیاهی بومی ایران است که تنها در یکی از گونه

کند. این گیاه از لحاظ گیاه شناسی، گیاهی  رضوی رشد می

-سانتی  60تا    45علفی چند ساله با قاعده چوبی، به ارتفاع  

پوشیده از  عب  منشهای متعدد افراشته ساده و یا  متر، با ساقه

غدهکرک کوتاه  میهای   Salvia chorassanicaباشد.  دار 

های بلند چند سلولی است.  در ناحیه گل آذین دارای کرک

-دهی این گیاه در بهار بوده و رویشگاه آن در دامنهزمان گل

صخره می های  سنگی  و  این  ای  جغرافیایی  پراکندگی  باشد. 

د ایران  باشد که  ان میراسر خگیاه منحصرا در شمال شرق 

زشک ده  بالای  درمنطقه  مشهد  در  در  بیشتر  نیشابور  در   ،

جنوبی شیب  در   قسمت  درگز  در  و  بینالود  کوه  شمالی  و 

 Weiss andشود )می  ارتفاعات شمالی گردنه الله اکبر یافت

Fintelmann, 2000ارزیابی گونه  (.  مختلف شیمیایی  های 

داده نشان  فلاسالویا  حضور  که  تریدوئیووناست  -ها، 

اسانس و  ایجاد  ترپنوئیدها  دلیل  گیاه  این  در  روغنی  های 

ضد آنتیخواص  ضدمیکروبی،  اکسیدانی،  توموری، 

می آن  التهابی  ضد  و  )سیتوتوکسیک  -Tayaraniباشند 

Najaran et al., 2011.)    و اسانس  ضدمیکروبی  خواص 

گونه گزارش  عصاره  پیشین  مطالعات  در  سالویا  مختلف  های 

نجفی و همکاران،  ،  1392سلیم پور و همکاران،  )  تاس  شده

همکاران،  ،  1393 و  و1395مهربان  نقده  قره  همکاران،    ، 

1396.)   

استفاده از اسانس در موادغذایی با مشکلاتی مواجه است که  

پایین  از آن جمله می فراریت  در آب،    هاآنتوان به حلالیت 

و  ک  بالا  اشاره  ناخوشایند  ارگانولپتیک    رد.خواص 

اسانس آب  انکپسولاسیون  در  روغن  امولسیون  فرم  به  راه ها 

غلبه بر مشکلات مذکور است.   پیشنهادی برای  براساس  کار 

اسانس از مطالعات قبلی تغییر شکل  فرم  نتایج حاصل  به  ها 

آن ضدمیکروبی  فعالیت  مینانوامولسیون،  افزایش  را  دهد  ها 

مصرف تقاضای  مورد  در  موضوع  این  ی براکنندگان  که 

حائز  ا کمتر،  نگهدارنده  مواد  حاوی  موادغذایی  از  ستفاده 

( بود  خواهد  نانوامولسیونOtoni et al., 2014اهمیت  ها (. 

قطر   با  ذراتی  موفق  200تا    10دارای  از  یکی  ترین  نانومتر 

لیپوفیل  سیستم ترکیبات  حامل  عنوان  به  که  هستند  هایی 

طعم داروها،  آنتیدهنده مانند  ترکیبات  و  یدااکسها،  نی 

می قرار  استفاده  مورد  ) ضدمیکروبی   Raoگیرند 

McClements., 2011; Weiss et al., 2008 .)

-ها از یک فاز روغنی که در فاز آبی پراکنده می نانوامولسیون

می تشکیل  میانی  گردد  لایه  توسط  روغن  قطره  که  شوند 

د  شومی  های سورفاکتانت یا آمفیلیک احاطهنازکی از مولکول

 ,.Borrin et alنماید )ه پایداری نانوامولسیون کمک میه بک

ساختار    (.2016 در  اسانس  روغنی  فاز  اندازه  شدن  کوچک 

آن   کارایی  افزایش  موجب  آن  افزایش سطح  و  نانوامولسیون 

که طوری  به  است  همکاران   شده  و  زاده  ناصر  مطالعه 

اسانس ( نشان داد که فعالیت ضدکپکی نانوامولسیون  2019)

های عامل فساد توت فرنگی  در بازداری از رشد کپک چیندار

(B. cinerea    وR. stolonifera  کشت محیط  سطح  در   )

بود  آن  ماکروامولسیون  از   ,.Naserzadeh et al) بیشتر 

2019( همکاران  و  نقده  قره  فعالیت  1396(.  نیز   )
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 hydrangeaضدباکتریایی بیشتر نانوامولسیون اسانس گیاه  

S. چهار باکتری بیماری ا فرم آزاد آن را علیهه بایسرا در مق-

با توجه به این که در زا و عامل فساد غذایی گزارش کردند.  

زمینه ترکیبات شیمیایی و فعالیت ضدمیکروبی اسانس گونه  

باشد.  نمی  موجود  اطلاعاتی   Salvia chorassanicaگیاهی  

  هدف از این مطالعه استخراج و شناسایی ترکیبات شیمیایی

نانوامولسیون    S. chorassanica  انساس تولید  همچنین  و 

آن با استفاده از اولتراسوند و مقایسه فعالیت ضدباکتریایی و  

علیه   اسانس  نانوامولسیون  و  ماکروامولسیون  ضدکپکی 

 زا و عامل فساد مواد غذایی است. های بیماریمیکروارگانیسم

 کار   مواد و روش

 مواد

 Muller Hinton  هایکشتیط  ، مح  80سورفاکتانت توئین  

broth    ،Nutrient Agar  ،Potato Dextrose broth    و

Potato Dextrose Agar    آلمان خریداری از شرکت مرک 

 زشک   منطقه  ارتفاعات  از  S. chorassanica  گیاهشدند.  

  با   و  آوری  جمع  رضوی  خراسان   استان  مشهد،  شهرستان

  پایه   لومع   دانشکده  گیاهی   سیستماتیک  آزمایشگاه   همکاری

 توسط  مشهد   فردوسی  دانشگاهگیاهی    علوم  پژوهشکده  و

هربار  یجوهرچ شماره    قرار  شناسایی   مورد  11289  ومیبا 

  سایه   در  و  مناسب  شرایط  در  گیاه  این  هوایی  اندام.  گرفت

کپکباکتری  .شدند  خشک و  این ها  در  استفاده  مورد  های 

پژوهش مرکز  از  و  پژوهش  ایران  صنعتی  و  علمی  های 

غذایی  فناوری  و  علوم  هشکدپژوه دانشگاهی    جهاد  مواد 

 مشهد تهیه شدند. 

 S. chorassanicaگیاه استخراج اسانس 

  پس   اه یگ  ابتدا   ،  S. chorassanica  اه یگ  اسانس   هیته  جهت

  زشک  یهاکوه  از  98  رماهیت  مهین  در  ی دهگل  مرحله  از

.  دیگرد  خشک  ه یسا  در  و   شده  یآورجمع  مشهد  یحوال

کرده و سپس  آسیاب    و  را خردک  شخ  هگرم گیا  200  سپس

  به  گیاه   فرار  و  روغنی   اسانس  کلونجر،  دستگاه   از  استفاده   با

  به  آمده  دسته  ب  اسانس  شد.  استخراج  آب  با  تقطیر روش

 از  عبور  از  پس  و  گیریآب  خشک،  سدیم  سولفات  کمک

 از  دور   به  تیره  ایشیشه  ظرف  درمیکرومتر  45/0 میکروفیلتر

-آزمون زمان  تا  سلسیوس  یهدرج4  دمای  در  خورشید  نور

بعدی اسا  نگهداری  های  از  پس  بازده  گردید.  گیری  نس 

نسبت به وزن گیاه خشک از فرمول زیر محاسبه شد  اسانس  

   (.1392و همکاران،  سلیم پور)

 بازده اسانس  = وزن گیاه خشک  / وزن اسانس  ×  100

 S. chorassanicaشناسایی ترکیبات اسانس گیاه 

شناسایی از  کیبتر  جهت  اسانس  دهنده  تشکیل    دستگاهات 

جرمی   سنج  طیف  با  شده  جفت  کروماتوگرافی  گاز 

(GC/MS  ) .شد دستگاه   به اسانس ینمونه ابتدا  استفاده 

جفت شده با دستگاه طیف سنج جرمی    گازی کروماتوگرافی

(1GC/MS  مدل )5MS-HP  30  طول  به  یمویینه  ستون  با  

نازک    یلایه  تخامض  و  مترمیلی  25/0  داخلی  قطر  متر،

درصد    شد.  تزریق  میکرومتر  25/0  داخلی با  هلیوم  گاز 

متر بر دقیقه و  میلی  یکو با سرعت جریان    99/99خلوص  

یونیزاسیون   گردید.  70انرژی  انتخاب  ولت    این  در الکترون 

  ی درجه   70  به صورت  ابتدا  در  ستون  دمایی  یبرنامه  مطالعه

  دما  افزایش  سپس  ، دما  این  در  دقیقه  دو  توقف  باسلسیوس  

 دقیقه   هر  در  درجه  15  سرعت  با  سلسیوس  یدرجه  220  تا

  دو   مدت  به  سلسیوس  یدرجه  300  تا  ستون  دمای  افزایش  و

  زمان.  بود  30  به  1  زین  تیاسپل  نسبت.  دقیقه تنظیم گردید

 (. Adams., 2007) بود قهیدق 25 آزمون کل

 S. chorassanicaلسیون اسانس گیاه نانواموتهیه 

م اسانس    ورنظبه  آب  در  روغن  نانوامولسیون   .Sتهیه 

chorassanicaنسبت اسانس،  از  مختلف  درصد   10)  های 

درصد وزنی( و آب مقطر   10)    80فایر توئین  وزنی(، امولسی

 
1 Gas chromatography–mass spectrometry 
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درصد وزنی( تحت شرایط همزدن مداوم در دمای اتاق    80)

مدت   به  مغناطیسی  همزن  توسط  بالا  سرعت  دقیقه   5با 

سپ شدند.  امخلوط  هس  از  سرعت  وموژنایزر  با  لتراتوراکس 

مدت    10000 به  دقیقه  در  هموژن    سهدور  جهت  دقیقه 

کوچک جهت  شد.  استفاده  ذرات  کردن  اندازه  شدن  تر 

)توان    لتراسوندودقیقه تحت ا  پنجامولسیون حاصل به مدت  

کیلوهرتز( قرار گرفت. انتقال   20وات و فرکانس    750اسمی  

مولد یک  توسط  فراصوت  قطر  زواپی  امواج  با   19لکتریک 

عمق  میلی در  انجام سانتی   دو متر  نمونه  سطح  زیر  متری 

-گرفت. همچنین برای کنترل دما در طول مدت امولسیون

سازی از یک حمام یخ استفاده گردید. امولسیون تهیه شده 

پیچ در  ظروف  آزموندر  زمان  تا  یخچال دار  در  بعدی  های 

 (.Li et al., 2018نگهداری شد)

 ازه ذرات نانوامولسیون اندین تعی

پایداری امولسیون اندازه ذرات و  از جمله عوامل موثر در  ها، 

می امولسیون  ذرات  اندازه  اندازهتوزیع  متوسط باشد.  گیری 

دستگاه    D)43)قطر   توسط  امولسیون  ذرات  اندازه  توزیع  و 

DLS  نور یا سنجش و شکست  پراکنش  که  ذرات  اندازه  گر 

مبنای م بر  را  اندازه -نزلوردل  لیزر  به  فرانهوفر  تئوری  و  می 

می مربوط  محاسبه   ذرات  جهت  گرفت.  صورت  سازد، 

 میانگین اندازه ذرات از رابطه زیر استفاده شد: 

 

 

تعداد ذرات   niدر عبارت فوق  

توزیع اندازه ذرات نیز از رابطه زیر محاسبه  است.    diبا قطر  

 شد: 

 

قطر ذرات   d(V  ،90و )  d( ،50  ،V)d(V،  10در این معادله )

در   ترتیب  می  90و    50،  10به  تجمعی  حجم  باشد  درصد 

(Sadeghian et al., 2013.)  

    S. chorassanica نانوامولسیون اسانسارزیابی پایداری 

از  نانوامولسیون تولیدی پس  پایداری ذاتی  تعیین   به منظور 

اندازه ذرات    ،سلسیوسدرجه    25نگهداری در دمای  دو هفته  

توسط  15،  12،  نه،  شش ،  سه ،  صفرن در روزهای  سیو مولنانوا

سنجش  DLSدستگاه   گردید  یا  مشخص  ذرات  اندازه  گر 

(Robledo et al., 2018).    ضدمیکروبی خواص  تعیین 

به روش     S. chorassanica اسانس و نانوامولسیون اسانس

 میکرودایلوشن 

 تعیین خواص ضدباکتریایی 

حاضر   مطالعه  ضدمیکروبی  در  و رواماکفعالیت  مولسیون 

های سویهعلیه    S. chorassanicaاسانس  نانوامولسیون  

شامل    Bacillus cereus  (ATCC 11778،)  باکتریایی 

Enterococcus faecalis  (ATCC 19433  ،)

Staphylococcus aureus  (ATCC 25923  ،)

Escherichia coli  (ATCC 25922  ،)Klebsiella 

pneumoniae  (ATCC 4352  )  وSalmonella 

typhimurium  (ATCC 14028 )  باکتری عنوان  های به 

بیماری منفی  گرم  و  مثبت  گرفت.  گرم  قرار  ارزیابی  مورد  زا 

 کشت ذخیرههای مذکور ابتدا ازباکتری اولیهفعالسازی جهت 

به   سپس تلقیح شد   Nutrient Brothدر محیط کشت هاآن

دمای    24مدت   در  -گرمخانه  سلسیوسدرجه    37ساعت 

باکتریفعالجهت  د.  شدنگذاری   از  هریک  مجدد  ها  سازی 

فعال    100نیز   کشت  از  آن    24میکرولیتر  به   ساعته  ها 

در  میلی10 و  شده  تلقیح  استریل  تازه  کشت  محیط  لیتر 

قرار گرفت.  گ یک شب  به مدت  تعیین  سپس  رمخانه  جهت 

غ  کشندگیحداقل  غلظت  حداقل  و  بازداری  از    لظت 

ش  96میکروپلیت   استفاده  استوک ابتد.  خانه  دا 

  محیط کشت مایع در    ماکروامولسیون و نانوامولسیون اسانس
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Muller Hinton     سولفوکسید   5حاوی متیل  دی  درصد 

(DMSO  آماده سپس  گردید.  تهیه  مشخص  غلظت  با   )

غلظت بقیه  نانوامولسیون  ماکروامولسیون  های  سازی  و 

( طریق  ml/lµ50، 5/12، 25/6، 12/3 ، 56/1اسانس  از   )

های میکروپلیت حاوی محیط  یالی در چاهکسر  ازیرقت س

 20در نهایت میزان  انجام شد.     Muller Hintonکشت مایع

معادل   غلظت  با  باکتریایی  از سوسپانسیون   5/0میکرولیتر 

( فارلند  چاهکCFU/ml 810×  5/1مک  از  هریک  به  ها  ( 

چاهک   هر  نهایی  حجم  شد.  نظر    200اضافه  در  میکرولیتر 

حاوی محیط کشت و باکتری و فاقد  ی  هاگرفته شد. چاهک

مثبت   کنترل  عنوان  به  چاهکاسانس  محیط  و  حاوی  های 

استفاده کشت و اسانس فاقد باکتری به عنوان کنترل منفی  

مدت  .  شد به  دمای    24میکروپلیت  در  درجه    37ساعت 

مذکورگرمخانه  سلسیوس زمان  طی  از  پس  شد.    گذاری 

لین چاهک فاقد  او  فت،ها مورد بررسی قرار گرچاهک  کدورت

( رشد  مهارکننده  غلظت  کمترین  عنوان  به    ( MICکدورت 

کشندگی   غلظت  حداقل  تعیین  برای  سپس  شد.  تعیین 

های بالاتر آن  و غلظت   MICمیکرولیتر از چاهک    پنجمیزان  

کشت   محیط  سطح  پلیت   Nutrient Agarبه  در  موجود 

دمای   در  و  شد  مدت    سلسیوسدرجه    37منتقل   24به 

  کلنی خانه قرار گرفت. اولین غلظتی که در آن  گرمدر  ساعت  

تعیین    MBCحاصل از رشد باکتری مشاهده نشد به عنوان  

 . (1394)نجفی و همکاران،  شد

 تعیین خواص ضدکپکی

پژوهش   این  ،  Aspergillus niger هایکپکدر 

Rhizopus stolonifer  و Botrytis cinerea    مرکز از 

ان، ایران تهیه شدند.  تهرزی  کلکسیون میکروبی جهاد کشاور

و  ماکروامولسیون  ضدکپکی  خواص  تعیین  جهت 

اسانس اسپور  ابتدا    ، نانوامولسیون  در    ها کپکسوسپانسیون 

 درصد(  05/0) 80لوله حاوی آب مقطر استریل دارای توئین

اسپورها    ه شدآماده   تعداد  نمودن  از شیک  پس  نهایت  در  و 

میلی هر  همودر  لام  توسط  مقطر  آب  زیر  تومسایلیتر  در  تر 

گردید.   شمارش  حداقل میکروسکوپ  تعیین  جهت  سپس 

  96غلظت بازداری و حداقل غلظت کشندگی از میکروپلیت  

شد. استفاده  سوسپانسیون   20میزان    خانه  از  ماکرولیتر 

دارای    به هر چاهک  spore/ml510با غلظت    هر کپک  اسپور

مایع کشت  غلظت   Potato Dexteroseمحیط  های  حاوی 

اسانس )  لفمخت نانوامولسیون   ،ml/lµ50ماکروامولسیون و 

هر    (56/1،    12/3،  25/6،  5/12 نهایی  حجم  شد.  تلقیح 

چاهکمیکرولیتر    200چاهک   از  شد.  گرفته  نظر  های  در 

کشت   محیط  کنترل    PDBحاوی  عنوان  به  کپک  اسپور  و 

چاهک از  شد.  استفاده  کپک  رشد  تایید  جهت  های  مثبت 

اسپور کپک نیز به عنوان   اقد س فحاوی محیط کشت و اسان

کنترل منفی استفاده گردید. سپس میکروپلیت در اینکوباتور 

ساعت قرار گرفت. کمترین   48به مدت    سلسیوسدرجه    25

آن    غلظت در  کدورتی  و  شد  کپک  رشد  مانع  که  اسانس 

عنوان   به  نگردید  جهت    MICمشاهده  شد.  گرفته  نظر  در 

یا   کشندگی  غلظت  حداقل    10دار  مق  نیز  MFCتعیین 

چاهک از  یک  هر  از  مشاده  ماکرولیتر  کپک  رشد  که  هایی 

و رشد کپک    شدمنتقل    PDAنگردید بر روی محیط کشت  

طول   دمای    48در  در  بررسی   سلسیوس  درجه  25ساعت 

مشاهده  کپکی    هیچ گونه رشد گردید. غلظتی از اسانس که  

شدنشد   گرفته  نظر  در  کشندگی  غلظت  حداقل  عنوان    به 

(Bedoya-Serna et al., 2018) . 

 روش آماری 

آزمون تکرار  تمامی  سه  با  مطالعه  این  در  طرح  ها  براساس 

تصادفی   دادهانجام شدند. جهت  کاملا  تحلیل  و  از تجزیه  ها 

میانگین مقایسه  جهت  و  طرفه  یک  واریانس  از آزمون  ها 

معنادار   سطح  در  دانکن  شد.    پنجآزمون  استفاده  درصد 

انجام    21نسخه    SPSSنرم افزار    زه افادبا استها  تحلیل داده

 گرفت.
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 نتایج 

 S. chorassanicaشناسایی ترکیبات اسانس 

دهی به  پس از گل  S. chorassanicaاستخراج اسانس گیاه  

  200وسیله دستگاه کلونجر انجام گرفت. در این پژوهش از  

گیاه   برگ خشک شده    0/ 7میزان    S. chorassanicaگرم 

این بر طبق فرمول مربوطه بازده  ابربن  گرم اسانس تهیه شد، 

( تعیین شد. اسانس استخراج شده  w/wدرصد) 35/0اسانس 

دمای   نور  سلسیوسدرجه    چهاردر  از  دور  به  ظروف  و  در 

های بعدی نگهداری شد. شناسایی  تیره تا زمان انجام آزمون

اسانس   دستگاه    S. chorassanica ترکیبات  -GCتوسط 

MS    رکیبات موجود در اسانس،  م ت نا  ،1انجام گرفت. جدول

دستگاه   از  خروج  ترتیب  به  را  آنها  درصد  و  بازداری  زمان 

GC-MS  ترکیب مختلف در   20دهد. در مجموع  نشان می

ترکیبات    S. chorassanicaاسانس   آنالیز  شد.  شناسایی 

که   داد  نشان  اسانس  در  موجود   Caryophylleneمختلف 

  د(، درص  63/15)   Germacrene D  درصد(،   6/37)

Bicyclogermacrene  (81 /11    ،)درصدCaryophyllene 

oxide  (88/7   ،)درصدSpathulenol  (57/7    و درصد( 

Terpinolene  (49 /3  )ترکیبات    درصد بیشترین  ترتیب  به 

 دهند. را تشکیل میS. chorassanica اسانس 

 GC/MS  با دستگاه  S. chorasanicaترکیبات شناسایی شده در اسانس گیاه    -1جدول  

 درصد زمان بازداری  نام ترکیب  ردیف

1 Terpinolene 29/7  49/3  

2 Linalool 62/7  05/1  

3 p-Cymen-8-ol 88/9  48/0  

4 β-Cyclocitral 22/11  38/0  

5 Elemene isomer 68/13  31/1  

6 Copaene 81/14  05/1  

7 (-)-β-Bourbonene 02/15  95/0  

8 Isogermacrene D 15/15  56/1  

9 Caryophyllene 93/15  06/37  

10 Humulene 8/16  42/1  

11 Germacrene D 43/17  63/15  

12 Bicyclogermacrene 79/17  81/11  

13 β -Cadinene 32/18  98/0  

14 Dihydroagarofuran 44/18  71/0  

15 Spathulenol 7/19  57/7  

16 Caryophyllene oxide 82/19  88/7  

17 Epiglobulol 12/20  66/0  

18 (-)-Spathulenol 98/20  09/0  

19 β-Eudesmol 49/21  01/2  

20 Isoaromadendrene 

epoxide 
83/21  52/0  

 Total  95/97  

 و پایداری آن اندازه ذرات نانوامولسیون اسانس 
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به منظور پایش پایداری فیزیکی نانوامولسیون  در این مطالعه  

توسط    سیونامولاندازه ذرات نانو  S. chorassanicaاسانس  

هفته    DLSدستگاه   دو  طی  طبق  اندازهدر  بر  شد.  گیری 

، میانگین اندازه ذرات نانوامولسیون تولیدی در این 2جدول  

نانومتر بود. نتایج    83/91±  31/8مطالعه در روز اول برابر با  

تاثیر  نانوامولسیون  پایداری  در  نگهداری  زمان  که  داد  نشان 

 .Sنانوامولسیون اسانس  اری  نگهدگذار است.  با افزایش زمان  

chorassanica    در یخچال اندازه ذرات آن افزایش یافت، به

طوری که پس از دو هفته میانگین اندازه ذرات نانوامولسیون 

یافت.    61/191  ±51/6به افزایش  این نانومتر  بر  علاوه 

اسانس   نانوامولسیون  توزیع  در   S. chorassanicaمحدوده 

ب نگهداری  زمان   28/2±36/0و    08/1±43/0ین  طول 

 هرچه محدوده توزیع اندازه ذرات نانوامولسیونی   متفاوت بود.

 

)الف و ب( نمودار توزیع   1بیشتر باشد ناپایدارتر است. شکل  

از   پس  و  اول  روز  در  نانوامولسیون  ذرات  را   15اندازه  روز 

شود، منحنی توزیع  طور که مشاهده میدهد. هماننشان می

ذرا به  اندازه  نشانصورت  ت  که  بوده  قله  دهنده  تک 

می ذرات  اندازه  توزیع  پهناییکنواختی  حال  این  با    باشد. 

ها تا حدودی متفاوت است و بیشترین گستردگی در  منحنی

می مشاهده  پانزدهم  روز  پراکندگی  منحنی  موید  که  شود 

هفته وسیع دو  پایان  در  نانوامولسیون  در  ذرات  اندازه  تر 

یخچا در  مینگهداری  منحنی  ل  پهنای  کاهش  اصولا  باشد. 

توزیع اندازه ذرات به معنای کوچک بودن دامنه نوسان ذرات  

اندازه آن های مهم در  ها به هم است و از شاخصو نزدیکی 

می محسوب  امولسیون  پایداری  این  تعیین  بر  علاوه  شود. 

نشان   راست کشیده شده که  به سمت  پانزدهم  روز  منحنی 

اندا افزایش  ذردهنده  نازه  با  ات  زمان  نوامولسیون  گذشت 

است 

 . درجه سلسیوس  25  دمایدر طی دو هفته نگهداری   S. chorassanicaمیانگین اندازه ذرات و عدد اسپان نانوامولسیون اسانس    -2جدول  

 روز  

 0 3 6 9 12 15 

رات  اندازه ذ

 )نانومتر( 

81/8±83/91 06/8±39/108 47/9±66/131 8/8±26/143 3/9±19/174 75/9±61/193 

 28/2±36/0 21/2±21/0 11/2±3/0 58/1±32/0 23/1±36/0 08/1±43/0 عدد اسپان 

 

 
 

. روز اول)الف( و روز  سلسیوسدرجه   25طی نگهداری در دمای    در S. chorassanicaنمودار توزیع اندازه ذرات نانوامولسیون اسانس    -1شکل

 پانزدهم )ب(.

 ب الف 
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ماکروامو ضدمیکروبی  وفعالیت  اسانس ولسیون  نانوام  لسیون 

S. chorassanica 
 فعالیت ضدباکتریایی 

و  ماکروامولسیون  ضدمیکروبی  فعالیت  مقایسه  جهت 

اسانس    روش   S. chorassanicaنانوامولسیون  از 

فعالیت   ارزیابی  نتایج  شد.  استفاده  میکرودایلوشن 

و ضدکپکی   در جدول  آنضدباکتریایی  ترتیب  به    4و    3ها 

ین اساس افزایش فعالیت ضدمیکروبی  ا  برردد.  گمشاهده می

با کاهش حداقل غلظت بازدارندگی نانوامولسیون در مقایسه  

-با فرم ماکروامولسیون اسانس در برابر تمام میکروارگانیسم

گردید.   مشاهده  مطالعه  مورد  میزان های  که  طوری  به 

یا   بازدارندگی  غلظت  در    MICحداقل  اسانس  نانوامولسیون 

از میزموارد    بسیاری  بود.  نصف  اسانس  ماکروامولسیون  ان 

 .B. cereus  ،E  های گرم مثبت شاملعلاوه بر این باکتری

faecalis    وaureus. S  های گرم منفی  در مقایسه با باکتری

از   S. typhimurium  و  E. coli  ،K. pneumoniaeشامل  

اسانس   فرم  دو  هر  برابر  در  بیشتری   .Sحساسیت 

chorassanica  بودبرخور اثر ضد.  نددار  ی  باکتریایبیشترین 

باکتری   برابر  در  اسانس  با حداقل    B. cereusنانوامولسیون 

   مشاهده شد. l/mlµ 125/3غلظت مهارکنندگی

 فعالیت ضدکپکی 

اثر ضدکپکی  در مطالعه حاضر   ماکروامولسیون  نتایج بررسی 

و نانوامولسیون اسانس در آزمون میکرودایلوشن نشان داد که  

اسانس   ذرات  اندازه  کاهش  خواص   S. chorasanicaبا 

-ضدکپکی آن علیه سه کپک عامل فساد غذایی افزایش می 

( بازدارندگی  غلظت  حداقل  که  طوری  به  و  MICیابد.   )

( کشندگی  غلظت  اسانس MFCحداقل  نانوامولسیون   )

به   اسانس  به  غلظت  نسبت  حداقل  یافت.  کاهش  نصف 

اسانس   کشندگی  غلظت  حداقل  و   .Sبازدارندگی 

chorasanica    علیه کپکR. stolonifer  و  B.cinere    به

آندر مورد    25  وl/mlµ  5/12 ترتیب اسانس   نانوامولسیون 

l/mlµ 25/6    در بین اثر ضدکپکی  به طور کلی    بود.  5/12و

مورد    S. chorasanicaاسانس   کپک  سه   آزمون علیه 

اما کپک   نشد،  مشاهده  دو    A. nigerتفاوتی  با  مقایسه  در 

بیشترین   دیگر  مقابل  و    MFCکپک  در  مقاومت 

 را نشان داد.  S. chorasanicaنانوامولسیون اسانس 

 

علیه   S. chorasanicaو نانوامولسیون اسانس    ماکروامولسیون(  MBC)  و حداقل غلظت کشندگی  (MIC)  حداقل غلظت بازدارندگی  -3جدول  

 . زاهای بیماریباکتری

 )l/mlµ)نانوامولسیون اسانس  )l/mlµ) اسانس باکتری 

MIC MBC MIC MBC 

Bacillus cereus 5/12 25 125/3 5/12 
Enterococcus 

faecalis 
5/12 25 25/6 5/12 

Staphylococcus 

aureus 
25 25 5/12 25 

Escherichia coli 50 50 25 50 
Klebsiella 

pneumoniae 
50 50 25 50 

Salmonella 

typhimurium 
50 50 5/12 25 
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علیه   S. chorasanica( ماکروامولسیون و نانوامولسیون اسانس  MFC( و حداقل غلظت کشندگی )MICحداقل غلظت بازدارندگی )  -4جدول  

 های عامل فساد موادغذایی. کپک

 )l/mlµ)نانوامولسیون اسانس  )l/mlµ) اسانس کپک

MIC MFC MIC MFC 

A. niger 

 
5/12 25 25/6 25 

R. stolonifer 5/12 25 25/6 5/12 
B.cinere 5/12 25 25/6 5/12 

 بحث

-های اخیر با توجه به اطلاع از اثرات سوء نگهدارندهدر دهه

نگهدارنده مصرف  به  تمایل  شیمیایی  طبیعی  های  از  های 

عصاره   در  اسانسجمله  دارویی  گیاهان  از  حاصل  های 

یافته  موادغ  گسترش  ترکیبات    .استذایی  شناسایی  بنابراین 

هستند موثره   دسترس  در  فراوانی  به  که  بومی  گیاهان  در 

است   ایران  بومی  گیاهان  از  یکی  سالویا  گیاه  است.  ضروری 

گونه دارد.  که  مختلفی  مطالعه  های  این  ترکیب    20در  نوع 

در   مختلف  جمع   S. chorasanica  گونهاسانس  شیمیایی 

شد از  آوری  رضوی    ارتفاعاته  سه  شد.  شناسایی  خراسان 

  Germacrene D  درصدCaryophyllene  (6/37  ،)  یبترک

و  63/15) درصدBicyclogermacrene  (81/11    )  درصد( 

ه طور مشابه صالحی  بداشتند.  در اسانس  را    یفراوان  یشترینب

( بزاز  حا  27(،  2005و  اسانس  در  را  مختلف  ازترکیب    صل 

ناگونه به  از   S. xanthocheila  مای دیگر  جمع آوری شده 

منطقه دماوند را شناسایی نمودند. بیشترین ترکیبات موجود 

گیاه   این  اسانس  ترتیب شامل  نیز  در   Germacrene Dبه 

و    α-copaene  (9/11درصد(،    44) -βدرصد( 

caryophyllene (7/6  .بود )اصلی  ترکیبات مقابل،  دردرصد  

  با   شده  گزارش  تحقیقات  خیبر  در  که  سالویا  هایگونه  سایر

)  متفاوت   حاضر  مطالعه همکاران، بود  و  نقده  قره 

1396،Yousefzadi et al., 2007; Khedher et al., 

اسانس   شیمیایی  ترکیبات  کلی،  طور  به  (. 2017   های اصلی 

و  گیاهی  جنس  شرایط  به  گیاه،    و   آب  و  جغرافیایی  گونه 

گیاه، رشد  محل   چنین هم  و  اسانس  استخراج  روش  هوایی 

 (.Shahbazi et al., 2016)  دارد  بستگی  گیاه  رشد  مرحله

در  و ایجاد بو و مزه شدید  ها به دلیل حلالیت پایین  اسانس

آن  غذاییهای  سیستم تغییر شکل  و  دارند  اندکی  ها  کاربرد 

و غلبه بر  ها  به فرم نانوامولسیون منجر به افزایش کارایی آن

-ها همانند امولسیوننانوامولسیونگردد.  میمشکلات مذکور  

سیستم متداول،  اثر  های  در  و  هستند  پایداری  نسبتا  های 

گرانشی  تفکیک  مانند  مختلف  فیزیکوشیمیایی  فرایندهای 

(Gravitational Seperation)( انبوهش ،Coalescence ،)

( )Flocculataionادغام  استوالد  رسیدگی  و   )Ostwald 

Ripeningمی ناپایداری  دچار  برخ(  سایر  شوند.  لاف 

نانوامولسیونسیستم امولسیونی  پدیده های  برابر  در  های  ها 

لی به دلیل  پایدارتر بوده و  انبوهش و تفکیک گرانشی قطرات

کوچکی اندازه ذرات مستعد شکست در اثر رسیدگی استوالد 

(. استفاده از McClements & Rao et al., 2011هستند )

توئین  سورفاکتانت مانند  کاه   80هایی  انتشار  با  سرعت  ش 

دهد  های فاز پراکنده، رسیدگی استوالد را کاهش میمولکول

(Schramm., 2006  .)  هفته دو  طی  پژوهش  این  در 

آن  ذرات  اندازه  محیط  دمای  در  نانواموالسیون  نگهداری 

یافت.   و  به طور مشابه در مطالعهافزایش  نقده  قره  ای دیگر 

های مختلف  و غلظت  اولتراسوند( از روش  1396همکارانش )

توئین  سورفاکتانت اسپن    80های  تهیه    80و  جهت 

اسانس  نانوامولسیون کردند.    .hypoleuca  Sهای  استفاده 



 Salvia chorassanica  اهیاسانس گ ون یو نانوامولس ون یماکروامولس یکروب یضدم ت یفعال

 

 15تا  1صفحات  -  1401 بهار /1شماره  /منهسال                                    10

نتایج بررسی پایداری نانوامولسیون نشان داد که اندازه ذرات  

از     160به     80در طول یک ماه نگهداری در دمای محیط 

  عمده وهش  پژ  نیا  درنانومتر در تمام تیمارها افزایش یافت.  

برابر    در  S. chorasanica  اسانس   یکروب یضدم  تیفعال

 ات بیترک  حضور  از  ی ناش   ها کپک  و  ها یباکتر

Caryophyllene  (6/37   و  Germacrene D  درصد( 

  طبق  بر  را دارند.  یفراوان  نیشتریدرصد( است که ب  63/15)

  ترپن  عمده  مختلف  مقالات  در  شده  منتشر  نیشیپ   گزارشات

  افتی  ی اهیگ  ی هااسانس   در   معمولاً  که  ی یدها یترپنوئ  و  ها 

  ، α-pinene، limonene،linalool  شامل  شوند  یم

Germacrene D    و β-caryophylleneهستند  .β-

caryophyllene  کلوبوتانیحلقه س  کیبا    ید یترپنوئ  کلویس 

فلفل    خک، یم  ، یمانند پونه کوه  ی اهانیاست که در اسانس گ

(. Gertsch et al., 2008)  شودیم  افتی  زین  نیو دارچ  اهیس

  ی اهی گ  یهااسانس  یکروبیضدم   تیفعال  یمختلف  یهاپژوهش

 ,.Pieri et al  )  اندکرده  دییتا  را  β-caryophyllene  یدارا

2016; Moo et al., 2020.)  نیا  بر  علاوه  Germacrene 

D  عمده  طور  به  که  است  یگرید  یدیترپنوئ  کلویس  بیترک  

گ  یاریبس  رد  موجود  ییایمیش  باتیترک  انیم  در  اهانیاز 

 ی اریبس  هیآن عل  یکروبیضدم  تیو فعال  شودیم   افتیمعطر  

باکتر -شده  گزارش  یاریبس  مطالعات  در  هاکپک  و  هایاز 

 ;Montanari et al., 2011; Zarai et al., 2011است

Sitarek et al., 2017) ).    که داد  نشان  کاهش  نتایج  با 

امولسیون   ذرات  آن  اسانس  اندازه  تبدیل  فرم  و  به 

. علاوه  یافتنانوامولسیون خواص ضدمیکروبی اسانس افزایش 

در مقایسه با  های گرم مثبت  بر این حساسیت بیشتر باکتری

های گرم منفی  باکتریهای گرم منفی مشاهده شد.  باکتری

باکتری با  مقایسه  ترکیبات در  برابر  در  مثبت  گرم  های 

اسانس مانند  هستندها  ضدمیکروبی  تر  آن  ک  مقاوم  علت  ه 

دیواره سلولی   روی  بر  قرار گرفته  وجود لایه غشای خارجی 

غشایآن است.    از  غنی   منفی   گرم   هایباکتری  خارجی   ها 

  نفوذ  از  تواند   می  که  است،  دوست  آب  ساکاریدهای  لیپوپلی

کند    جلوگیری  هدف   سلول  غشای  به  آبگریز  ترکیبات

(Shakeri et al., 2014).    فرم به  اسانس  تبدیل  با 

و  نانو آبی  محلول  در  اسانس  پراکندگی  افزایش  و  امولسیون 

آن ذرات  اندازه  کاهش  سلول همچنین  به  نفوذ  امکان  ها 

میکروبی و همچنین نشت ترکیبات سلولی و در نهایت مرگ  

مطابق با    (. (Li et al., 2018یابدسلول میکروبی افزایش می

( همکاران  و  نقده  قره  حاضر  فعالیت  1396مطالعه   )

گیاه  ضدباکتری اسانس  نانوامولسیون  و  اسانس   .Sایی 

hypoleuca    مطالعه این  نتایج  دادند.  قرار  ارزیابی  مورد  را 

باکتری که  داد  بیشتری نشان  حساسیت  از  مثبت  گرم  های 

در برابر اسانس و نانوامولسیون آن برخوردار بودند. به علاوه  

در   S. hypoleucaفعالیت ضدمیکروبی نانوامولسیون اسانس  

حداقل  مقا و  بود  کمتر  حاضر  مطالعه  نانوامولسیون  با  یسه 

باکتری برابر  در  آمده  دست  به  بازداری  مشابه  غلظت  های 

( نیز  2007بیشتر از مطالعه حاضر بود.  ساندری و همکاران )

فعالیت ضدمیکروبی اسانس و نانوامولسیون اسانس میخک را 

دادند قرار  مقایسه  آن  . مورد  مطالعه  فع نتایج  نیز  الیت  ها 

 ضدمیکروبی بیشتر اسانس به فرم نانوامولسیون را تایید نمود

(Sandri et al., 2007)مطالعه در  و  .  حسن  مشابه  ای 

( نانوامولسیون 2019مجتبی  بیشتر  ضدباکتریایی  فعالیت   )

مثبت   گرم  باکتری  علیه  را  سیر  در   S.aureusاسانس 

منفی   گرم  باکتری  با  نمودند  E. coliمقایسه   گزارش 

(Hassan & Mujtaba., 2019).  ( همکاران  و  ( 2018لی 

کاهش   از  پس  لیمو  اسانس  ضدمیکروبی  فعالیت  افزایش 

مشاهده   را  نانوامولسیون  فرم  به  تبدیل  و  آن  ذرات  اندازه 

همچنین   بازداری    MICکردند.  غلظت  حداقل  یا 

ها  ها کمتر از کپکنانوامولسیون اسانس لیمو در برابر باکتری

 .  (Li et al., 2018) تعیین شد

مطالعه نانوامولسیون  در  و  امولسیون  ضدکپکی  اثر  دیگر  ای 

اسانس مختلف مرزه خوزستانی، نعناع فلفلی، آویشن دنایی و  
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های عامل فساد توت فرنگی مورد بررسی دارچین علیه کپک

قرار گرفت. نتایج نشان داد که فعالیت ضدکپکی با توجه به 

در   B. cinereaو کپک    نوع اسانس و نوع کپک متفاوت بود

حساسیت بیشتری در برابر R. stolonifera کپک    مقایسه با 

فعالیت   ی هااسانس کمترین  همچنین  داشت.  مذکور 

نعناع  اسانس  نانوامولسیون  و  امولسیون  به  فلفلی  ضدکپکی 

کپک   علیه  آن  بازدارندگی  غلظت  حداقل  و  داشت  تعلق 

Botrytis cinerea  از در تعیین   l/mlµ 1000  بیش  شد. 

اسانس سایر  برای  بازدارندگی  غلظت  حداقل  که  ها  حالی 

l/mlµ500    ،سیفی( )   (. 1393بود  همکاران  و  (  2018لی 

یا   بازداری  غلظت  مختلف   MICحداقل  تیمارهای 

های  نانوامولسیون اسانس لیمو دارای مخلوطی از سورفاکتانت

کپک   دو  علیه  به    P. citrinumو    A. nigerمختلف  را 

از   20و    l/mlµ 40ترتیب   بیشتر  که  کردند  تعیین 

 نانوامولسیون تهیه شده در مطالعه حاضر بود. 

 کلی  نتیجه گیری

مختلف جهان از   گیاه سالویا پراکندگی بسیاری در کشورهای

آنتی   و  ضدمیکروبی  خواص  این  بر  علاوه  دارد.  ایران  جمله 

عصاره و  اسانس  گونهاکسیدانی  از  حاصل  مختلف  های  های 

گیاه شیمیایی    این  ترکیبات  حضور  واسطه  در مختلف  به 

است.    گذشتههای  پژوهش گرفته  قرار  تایید  این    درمورد 

اسانس حاصل  در  ترکیب شیمیایی مختلف    20نیز  پژوهش  

آوری شده از ناحیه خراسان، جمع  S. chorasanicaاز گونه  

شد. فعالیت   S. chorasanicaاسانس    شناسایی  از 

علیه   خوبی  بیماریباکتریمی  تماضدمیکروبی  و  های  زا 

فساد کپک عامل  مطالعه  های  بود.    مورد  همچنین برخوردار 

داد   نشان  ضدمیکروبی  آزمون  بررسی  اندازه  نتایج  کاهش  با 

به   آن  تبدیل  و  اسانس  نانوامولسیون    ذرات  حداقل  فرم 

کاهش  در آزمون میکرودایلوشن  غلظت مهارکنندگی اسانس  

ترتیب  یافت.   کبدین  موثره  برای غلظت  اسانس  از  متری 

و    های موادغذایی مورد نیاز خواهد بودکنترل میکروارگانسیم

های بالای اسانس جلوگیری از اثرات سو به کارگیری غلظت

نانوامولسیونشودمی افزایش حلالیت  با  دیگر  از سوی  های . 

تر شده  های غذایی آسانها در سیستماسانس به کارگیری آن

.  گردد ز نظر طعم و مزه نیز بیشتر میا  یی غذاموادو مقبولیت  

 ون ینانوامولس  تیسم  مورد  در  یشتریب  مطالعات   حال  ن یا  با

-سلول  برابر  در  اسانس  ونیماکروامولس  با  سهیمقا   در  اسانس

-ی م  شنهادیپ   یآت   یهاپژوهش  یبرا  یجانور  وتیوکاری  یها

 . گردد
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Abstract 

In this study, the GC-MS method identified chemical compounds of Salvia chorasanica essential oil. 

Then, a nanoemulsions of essential oil was prepared by ultrasound method, and DLS evaluated the 

stability of its particle size during two weeks of storage at room temperature. The microdilution method 

investigated the antimicrobial activity of macroemulsion and nanoemulsion of S. chorasanica essential oil 

against six pathogenic bacteria and three food spoilage molds. The results showed that the essential oil 

had 20 different chemical compositions. The particle size of the nanoemulsion increased from 91.83 to 

193.61 nm during two weeks. The nanoemulsion form of the essential oil had a higher antimicrobial 

effect than its macroemulsion against all the studied microorganisms. Also, the antimicrobial activity of 

macroemulsion and nanoemulsion of essential oil on gram-positive bacteria was more than on gram-

negative. Among the pathogenic bacteria, the gram-positive bacterium Bacillus cereus indicated the 

highest sensitivity to the nanoemulsion of essential oil and had the lowest MIC, 3.125 µl/ml. In addition, 

MIC and MFC of essential oil nanoemulsion against all three molds were determined to be 6.25 µl/ml and 

12.5 µl/ml, respectively. Thus, a lower effective concentration of essential oil in the form of 

nanoemulsion will be required to control food microorganisms and prevent the effects of high 

concentrations of essential oil . 
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