موضوع: اثر عصاره آبی گیاه گل میمونی بر مدت زمان ماندگاری و کیفیت ماهی قزل آلای رنگین کمان در حالت انجماد
رشته
مهندسی کشاورزی گرایش صنایع غذایی 
بیان مسأله
انسان های اولیه می دانستند که چه درسلامتی و چه در بیماری به طبیعت وابسته اند. شواهد استفاده از درمان گیاهی توسط انسان به  6000 سال پیش بر می گردد (اسلکی و شاندیر
، 1945). بسیاری از داروها از قبیل استریکنین، آسپرین، وین کریستین، تاکسول، آریتمیزینین و کورار ریشه گیاهی دارند حدود یک چهارم از داروهایی که در آمریکا در داروخانه پیچیده می شود حاوی ماده موثره مشتق از گیاهان هستند (فرانسوت و ماریس
، 1976).
در کشور ما صرف نظر از حدود 150 گونه دارویی که مصرف سنتی و فله ای دارند حدود 85 نوع داروی گیاهی به اشکال مختلف و با کیفیت مناسب در فارماکوپه دارویی وجود دارد که بسیاری از آنها به لحاظ کیفی با نمونه های خارجی برابری کرده و اقلامی نیز به کشورهای دیگر صادر می شوند (شفیع زاده، 1381).
طب گیاهی به دلیل عوارض کمتر، هزینه کمتر و سازگاری بیشتر بیماران با گیاهان دارویی در دهه های اخیر مورد توجه قرار گرفته است (نارصی، 1383).
اهمیت و ضرورت مسأله
اخیراً، به دلیل پرهیز از به کارگیری نگهدارنده های شیمیایی در صنایع غذایی، توجه محققین به سمت استفاده از ترکیبات طبیعی به منظور افزایش زمان ماندگاری مواد غذایی ازجمله ماهی جلب شده است. گیاه گل میمونی با نام محلی ته شه نه داری از خانواده اسکلروفولاریاسه از جمله گیاهانی است که به عنوان یک داروی گیاهی از زمانهای قدیم در ایران استفاده  می شده است.
غذاهای دریایی منبع پروتئینی با ارزشی می باشند و نقش مهمی در رژیم غذایی انسان ها دارند (کوسه و همکاران
، 2001). ماهیان حاوی مقدار زیادی از ترکیبات مهم مانند ترکیبات مغذی، ویتامین های محلول در چربی، میکروالمنت ها و اسیدهای چرب چند غیراشباع هستند (پرس آلانسو وهمکاران
 2001). گوشت ماهیان یکی از مواد غذایی بسیار عالی بوده زیرا از نظر آلودگی های اولیه  سالم تر از گوشت دام ها بوده و از نقطه نظر بیماری های منتقله به انسان بیماری های کمتری را منتقل می کند و هضم گوشت ماهی سریع می باشد. مطالعات فراوانی که در دهه های اخیر در مورد روغن ماهی انجام شده نشان داده است که وجود اسیدهای چرب امگا 3 در روغن ماهی می تواند باعث کاهش فشار خون و کاهش خطر بروز تصلب شرایین و ترومبوز و مرگ ومیرهای ناشی از سکته های قلبی و مغزی گردد.
همچنین روغن ماهی سبب تحریک رشد بچه ها گردیده، ضمنا ضد انعقاد و آنتی پروترومبین است. چربی ماهیان به دلیل داشتن مقدار قابل توجهی اسیدهای چرب با چند پیوند دوگانه در مقابل فساد های ناشی از اکسیداسیون بسیار حساس بوده و دچار آسیب دیدگی می گردد. اکسیداسیون چربی به عنوان یکی از دلایل اصلی کاهش کیفیت و از بزرگ ترین نگرانی ها در مورد گوشت ماهی و فرآورده های دریایی منجمد     می باشد (ساهو و همکاران
، 2004).
ماهی قزل آلای رنگین کمان یکی از مهمترین ماهیان پرورشی علمی کشور می باشد که به علت استفاده از رژیم غذایی کم هزینه و سطوح پایین زنجیره غذایی به مقدار زیاد پرورش می یابد. این ماهی از ماهیان آب شیرین است که در پرورش توام در استخرهای پرورشی درصد اصلی را تشکیل می دهد (عباسی و همکاران 1378). در مبحث ارزش غذایی، پروتئین، چربی، خاکستر که از اجزا ترکیب تقریبی گوشت ماهی هستند (علی و همکاران
 2004). مهم ترین اجزاء تغذیه ای آن را تشکیل می دهند. ترکیب شیمیایی بدن ماهی تحت تاثیر عوامل مختلفی از جمله گونه ماهی، نوع تغذیه، فصل و اندازه ماهی تغییر می کند (شیرازی 1386). اما در شرایط یکسان، بطور کلی با افزایش اندازه ماهی میزان پروتئین، چربی، خاکستر افزایش می یابد و میزان رطوبت آن کاهش می یابد. ماهی قزل آلای رنگین کمان به دلیل رشد سریع، امکان تکثیر مصنوعی و تغذیه و نگهداری به صورت متراکم و دارا بودن مقاومت بالا در مقابل عوامل فیزیکی و شیمیایی آب از جمله مهمترین ماهیان پرورشی جهان می باشد (نظری 1997). در پرورش چند گونه ای ماهیان، ماهی قزل آلای رنگین کمان به دلیل تغذیه از حلقه های اولیه زنجیره های غذایی (فیتوپلانکتون ها)، رشد سریع، مقاومت در برابر عوامل بیماری زا، شرایط دشوار حمل ونقل، از توجه ویژه ای برخوردار است (سیدایح و همکاران
، 2000).
در میان کلیه غذاهای گوشتی، ماهی مستعدترین آنها نسبت به اتولیز، اکسیداسیون و هیدرولیز چربی ها و فساد میکروبی است. گوشت ماهی ها به دلایل اتولیز سریع تر توسط آنزیم های ماهی، کم بودن اسید تولید شده در گوشت ماهی و حساسیت بیشتر برخی از روغن های اشباع ماهی نسبت به اکثر چربی های حیوانی نسبت به سایر گوشت ها فساد پذیری بیشتری دارد (تهموزی، 1386).
عوامل موثر بر نوع و شدت فساد ماهی عبارتند از :  نوع ماهی، سن و شرایط ماهی به هنگام صید، نوع و مقدار آلودگی گوشت ماهی به باکتری ها، درجه حرارت
نرم شدن گوشت مهم ترین علامت فساد می باشد و با تراوش شیرابه، ریش ریش شدن در طول ستون فقرات، اکسیداسیون هموگلوبین در ناحیه دم که با ایجاد رنگ قهوه ای همراه است (تهموزی، 1386).
توصیف توالی تغییر خارجی ماهی از مرحله فساد تا گندیدگی:
پیدایش رنگ های تیره، زرد یا قهوه ای در ماهی← افزایش مقدار مواد لزج در باله ها و برانشی ها ← فرورفتگی و چروکیدگی چشم ها ← کدر شدن مردمک و مات شدن قرنیه ← صورتی رنگ شدن برانشی ها← زرد مایل به خاکستری شدن برانشی ها ← نرم شدن گوشت (تهموزی، 1386).
اهمیت و ضرورت تحقیق

گوشت ماهی به دلیل دارا بودن پروتئین و اسیدهای چرب غیراشباع زیاد و همچنین pH بالا، نسبت به دیگر گوشت ها فساد پذیری بالاتری دارد و در نتیجه این فسادهای میکروبی و شیمیایی تغییراتی نامطلوب در طعم، بافت، رنگ، ویژگیهای ظاهری و ارزش غذایی آن بوجود آمده و کاهش کیفیت در زمان نگهداری را به دنبال دارد (بیوفورت و همکاران
، 2009). نگهداری در سرما به خصوص در دمای نزدیک به نقطه انجماد از جمله روش های نگهداری ماهی می باشد که به طور رایج انجام می شود ولی با وجود این شرایط نیز فساد ماهی همچنان با سرعتی بیشتر از گوشت های دیگر ادامه می یابد و نیاز به استفاده از نگهدارنده ها برای جلوگیری و به تاخیر انداختن این فساد احساس می شود. از آنجا که نگهدارنده های شیمیایی موجود در بازار مانند BHT و BHA، سلامت مصرف کنندگان را به خطر می اندازد (فن و همکاران
، 2009). نظر محققان و مصرف کنندگان به سمت نگهدارنده های طبیعی به خصوص با منشا گیاهی جلب شده است. لذا هدف از طرح حاضر استفاده از عصاره گیاه گل میمونی در نگهداری و ممانعت از فساد اکسیداتیو ماهی قزل آلای رنگین کمان در نگهداری در دمای 1- درجه سانتیگراد و مقایسه آن با کنترل می باشد. 
اهداف پژوهش
در این مطالعه تجربی، تاثیرات عصاره آبی گیاه گل میمونی بر مدت زمان نگهداری و کیفیت ماهی قزل آلای رنگین کمان در حالت انجماد بررسی شد
فرضیات یا سوالات پژوهش

با توجه به اثبات فعالیت آنتی اکسیدانی و آنتی باکتریال گیاه گل میمونی در مطالعات آزمایشگاهی پیشین (کامکار و همکاران، 2010)، فرضیه این تحقیق این است که با غوطه وری فیله ماهی قزل آلا در عصاره گل میمونی مدت زمان نگهداری ماهی قزل آلا با کیفیت مطلوب نسبت به کنترل افزایش خواهد یافت.
تعریف واژگان و ادبیات تحقیق
تعریف فساد مواد غذایی
زمانی که یک ماده غذایی دچار تغییراتی می شود یا اینکه واکنش های شیمیایی در آن به صورتی به وقوع می پیوندند که ارزش مصرفی آن کاملا پایین آید، یا از بین برود، در این صورت چنین ماده غذایی را فاسد می نامند. فسادها یا از راه عوامل خارجی یا در اثر مواد موجود در خود ماده غذایی ایجاد می شود و دارای منشأ فیزیکوشیمیایی، بیولوژیکی یا میکروبیولوژیکی هستند. بیشتر مواد غذایی فاسد آن چنان دچار تغییرات حسی و ظاهری از نظر رنگ، بو، مزه و قوام می شوند که مصرف کنندگان متوجه آن شده و از مصرف آن صرف نظر می کنند. فساد مواد غذایی را می توان به طور کلی به سه دسته فساد میکروبی، فساد شیمیایی و فیزیکی تقسیم کرد(گریسی
 و همکاران، 2001).
فساد میکروبی 
عبارت است از تغییرات حسی و ظاهری ایجاد شده در اثر فعالیت های حیاتی و متابولیسم  میکروارگانیسم ها در یک ماده غذایی، به گونه ای که ارزش مصرفی آن کاملا پایین آید یا از بین برود. براساس تاثیر این میکروارگانیسم ها، فساد میکروبی به گروه های زیر تقسیم می شود:
الف- فساد ناشی از رشد و فعالیت میکروارگانیسم ها، که عمدتاً شامل باکتری ها، کپک ها و مخمرهاست (گریسی و همکاران، 2001).
ب- فسادهای آنزیماتیک که در اثر فعالیت آنزیم های طبیعی یا ترشح آنزیم های مختلف به وسیله میکروارگانیسم ها بوجود می آیند(عباسی و همکاران 1387). 
کربوهیدرات ها: مونوساکاریدهایی مثل گلوکز در شرایط هوازی تبدیل به آب و دی اکسیدکربن می شود و در شرایط بی هوازی یکی از 6 نوع تخمیر زیر را طی می کند(تهموزی، 1386).
تخمیر الکلی: توسط مخمرها انجام می شود و محصولات اصلی آن اتانول و دی اکسیدکربن است(تهموزی، 1386).
تخمیر لاکتیکی: توسط اسیدلاکتیک های هموفرمنتاتیو انجام می شود و محصول اصلی، اسیدلاکتیک است(تهموزی، 1386).
تخمیر لاکتیکی مخلوط: توسط اسیدلاکتیک های هتروفرمنتاتیو انجام می شود و محصولات اصلی آن،  اسید لاکتیک، اسیداستیک، اتانول، گلیسرول و دی اکسیدکربن است(تهموزی، 1386).
تخمیر کلی فرمی: توسط کلی فرم ها انجام می شود و محصولات آن اسیدلاکتیک، اسیداستیک، اسیدفرمیک، اتانول، هیدروژن، دی اکسیدکربن و احتمالاً استوئین است(تهموزی، 1386).
تخمیر پروپیونیکی: توسط پروپیونی باکتریوم ها انجام می شود و محصولات آن اسیدپروپیونیک، اسیداستیک، اسیدسوکسینیک و دی اکسیدکربن  است(تهموزی، 1386).
تخمیر بوتیریکی: توسط باکتری های بی هوازی انجام می شود و محصولات آن اسیدبوتیریک، اسیداستیک، دی اکسید کربن، هیدروژن، بوتیلن گلیکول، بوتانول و 2- پروپانول  است(تهموزی، 1386).
فساد شیمیایی: 
منظور از این فساد، فاسد شدن مواد غذایی بدون دخالت میکروارگانیسم ها است. برای قضاوت در خصوص بهداشتی بودن یک ماده غذایی از پنج عامل اندازه گیری مشتمل بر نظارت، ارزش یابی حسی، تعیین خواص فیزیکی، تست های شیمیایی و آزمون های میکروبیولوژیکی کمک گرفته می شود (گریسی و همکاران 2001). که فساد اکسیداتیو در این دسته قرار می گیرد.
فساد اکسیداتیو: بیشتر مواد غذایی حاوی چربی می باشند. چربی ها ارزش غذایی زیادی داشته و منبع انرژی محسوب می گردند. عمر چربی ها محدود بوده و با گذشت زمان خصوصیات آن ها تغییر می کند و ارزش غذایی آن ها پایین می آید. روغن ها و چربی ها مانند بسیاری از مواد اشباع نشده به وسیله اکسیژن هوا اکسیده می شوند و نتیجه اکسیداسیون مداوم روغن، ظهور تندی همراه با بو و طعم نامطبوع و در نتیجه غیرقابل مصرف شدن روغن می باشد. اگر چه فساد در چربی ها ممکن است به عللی غیر از اکسیداسیون مانند اثر آنزیم ها یا موجودات ذره بینی نیز پیش آید، از نظر عملی اکسیداسیون       مهم ترین علت فساد روغن می باشد و نور و حرارت و بعضی ناخالصی ها مانند وجود آب و فلزات این عمل را تسریع می کند. روغن ها و چربی ها به تدریج اکسیژن را جذب می کنند و این جذب اکسیژن تا مدتی که آن را دوره مقدماتی می گویند بدون اینکه تغییری در بو و طعم روغن مشهود گردد ادامه می یابد. پس از این دوره جذب اکسیژن با سرعت بیشتری انجام می شود و سپس نسبت جذب کاهش می یابد. ترکیبات چند اشباع نشده روغن ها سریعتر از ترکیبات یک اشباع نشده و اشباع شده اکسیده می شوند. در مدت زمان لازم برای تند شدن روغن ها محتمل است که فقط ترکیبات چند اشباع نشده، اکسیداسیون خود بخود پیدا کرده و از این رو این ترکیبات کانون اصلی اکسیده شدن خودبخود روغن ها می باشند(فاطمی، 1378 ؛ قنبرزاده).
Octylacetate
این ترکیب جزء ترکیبات اصلی اسانس گیاه Heracleum persicum   (گلپر) نیز می باشد. عصاره روغنی و هیدروالکلی این گیاه اثرات ضد درد، ضد التهابی و همچنین فعالیت آنتی اکسیدانی قابل توجهی دارد (همتی و همکاران، 2010). در نتیجه این ترکیب برخی از خصوصیات مهم اسانس گیاه گل میمونی از جمله خواص ضد التهابی، آنتی اکسیدانی، ضدعفونی کننده، ترمیم زخم، ضدنفخ و... را توجیه می کند.
Cinnamol

یکی از ترکیبات با اهمیت گیاه گل میمونی است. همچنین به عنوان طعم دهنده در آدامس، بستنی، آب نبات و آشامیدنی ها کاربرد دارد (کارل و همکاران
، 2002). خواص آنتی باکتریال و ضد سرطانی دارد. در تحقیقات انجام شده در دانشگاه Llinoist در شیکاگو، دریافتند که بیش از 50% از رشد باکتریهای دهانی خصوصا باکتریهایی که در پشت زبان قرار دارند جلوگیری می کند و 43 درصد رشد باکتریهای بی هوازی را کاهش می دهد (مجله علم روز
، 2009).
Cinnamomum zeylanicum  ترکیبات مشابه با گل میمونی دارد، یک گونه قدیمی است که پوست درخت آن در ایران و هند دارچین نامیده می شود. قسمت اعظم اسانس این گیاه را آلدئید سینامیک 65-75% همراه با فنول های مخصوص تشکیل می دهد و همچنین دارای اثرات ضد میکروبی، ویروسی و قارچی است (احادیان و همکاران، 2003).
با توجه به خواص فراوان گیاه دارچین و اینکه سینامیک آلدئید ترکیب اصلی آن را تشکیل می دهد احتمالا عصاره گیاه گل میمونی که cinnamol بخش عمده ای از آن را تشکیل می دهد نیز دارای خواص مشابه این گیاه باشد، این مسئله تحقیقات بیشتر روی خواص گیاه گل میمونی و بررسی ترکیبات موجود در آن را با اهمیت می کند.
Quercetine و Nepitrin دو فلانوئید مهم موجود در اسانس گیاه گل میمونی هستند که خواص ضد التهابی زیادی دارند و می توانند خواص ضد التهابی این گیاه را توجیه کنند.
 Quercetine 
فلانوئیدی است که در میوه ها، سبزیجات، برگ ها و دانه ها دریافت می شود. بخش هوایی گیاه Pyroustia pyrifolia نیز حاوی این ترکیب است و عصاره این گیاه خواص ضد التهابی، ضد درد و آنتی اکسیدان دارد (دلپورت
، 2005).
Nepitrin

فلانوئیدی است که ممکن است به عنوان ضد التهاب خصوصا ضد التهاب مفاصل مفید باشد (انصاری 1982). این ترکیب یکی از مواد موجود در عصاره برگ scrophularia ningpoensis است که بر علیه استرپتوکوک بتا همولیتیک موثر است (لیج و همکاران
 2009). که می تواند برخی خواص آنتی باکتریال گیاه را توجیه کند. 
Actesoide
یکی دیگر از ترکیبات اسانس گیاه گل میمونی است که می تواند برخی خصوصیات مهم اسانس گیاه را توضیح دهد. یک فنیل پروپانوئید، استرکافئیک اسید دومولکولی است. آنتی اکسیدان گلیکوزیدی که در غذا ها، داروها، فراورده های آرایشی و... استفاده می شود (سایت کشاورزی- غذا).
Isorhamenti3-0-rutinoside
ترکیب فلانوئیدی دیگری است که منحصرا در اسانس منطقه دره شهر یافت می شود. تحقیقی که در سال 2010 در مورد فلانوئیدهای halostachys caspica  و فعالیت آنتی اکسیدان و ضد میکروبی آن انجام شد 7 فلانوئید از halostachys caspica برای اولین بار جداسازی شد که همه این فلانوئیدها طیف وسیعی از فعالیت ضد میکروبی روی 7 سوش باکتریال و 1 سوش قارچی نشان دادند. همچنین فعالیت آنتی اکسیدانی قابل توجهی نشان دادند. Isorhamentin  rutinoside و Quercetin دو فلانوئید از این 7 فلانوئید بودند که در اسانس گیاه گل میمونی نیز وجود دارد در نتیجه احتمالا بخشی از خواص آنتی اکسیدان و آنتی باکتریال موجود در اسانس گیاه گل میمونی ناشی از وجود این فلانوئیدها است (لیو و همکاران
، 2010).
مرور منابع و پیشینه تحقیق:

مطالعات و تحقیقات وسیعی مشابه با این تحقیق در ایران و جهان انجام شده است. که در آنها از انواع گیاهان دارویی و بر روی انواع گوشت ها از جمله ماهی انجام شده است. که برای بهتر انجام شدن این مطالعه از موارد زیر بهره گرفته شده است. 
شرافتی چالشتری و همکاران در سال 1388 بر روی اثرات ضد میکروبی و تعیین میزان ترکیبات فنلی و فلاونوئيدي و فلانولی عصاره اتانولی گل میمونی تحقیقاتی را انجام دادند. تركيبات فنولي در بسياري از گياهان وجود دارند كه در اين تحقيق نيز به بررسي ميزان آن درگل ميموني پرداخته شد. يافته هاي این مطالعه نشان داد كه عصاره اتانولي گل ميموني در هر دو روش آگار دیفیوژن و ماکرودیلوشن داراي اثر ضد باكتريايي عليه اشرشيا كلي O157:H7بوده و میزان  MBC(حداقل غلظت كشندگي باكتري) و MIC(حداقل غلظت ممانعت كننده) از رشد باكتري آن به ترتيب برابر 90 و 100 mg/mlبود (شرافتی چالشتری و همکاران، 1388).
در تحقیقی دیگر که توسط مهدی ذوالفقاری و همکارانش در سال 1389 انجام شد که در این پژوهش سعی شد تاثیر عصاره های آویشن شیرازی، پیاز و کاکوتی را بر روی ماهی قزل آلا در ترکیب با روش های نمک سود و بسته بندی تحت خلا بسنجند. در این مطالعه عصاره آویشن بیشترین تاثیر را در جلوگیری از تغییرات بازهای نیتروژنی فرار نسبت به پیاز و کاکوتی داشت. در مورد شاخص اسید تیوباربیتوریک باز هم آویشن و این بار کاکوتی بیشترین اثر محافظت کنندگی را داشتند و پیاز در درجه سوم قرار داشت. بررسی مربوط به اسیدهای چرب آزاد نشان داد که عصاره آویشن و کاکوتی اسیدهای چرب آزاد کمتری نسبت به پیاز داشتند اما از آنجایی که اسیدهای چرب آزاد به طور مستقیم اثر منفی بر طعم گوشت ماهی دارد طی دوره نگهداری روند افزایشی داشت اگر چه این روند منظم نبود. که نتایج کلی این آزمایش نشان داد که عصاره آویشن بیشترین کارایی را در بهبود ماندگاری فیله ماهی داشت همچنین کاکوتی نیز این اثر را به میزان کمتری داشت و عیب آن تغییر رنگ فیله ها بود (اگنیهوتری و همکاران
، 2005).
در پژوهشی دیگر که توسط حلیمه اعتمادی و همکاران در سال 1387 انجام شد تاثیر پتانسیل آنتی باکتریایی و آنتی اکسیدانی عصاره رزماری در افزایش ماندگاری ماهی قزل آلا انجام شد. این عصاره علاوه بر جلوگیری از اکسیداسیون لیپید و فساد میکروبی از تغییرات رنگ گوشت در طول دوره نگهداري  جلوگیري می کند و باعث افزایش کیفیت گوشت از نظر فاکتورهاي حسی می شود. به طوری که این عصاره به طور معناداری (0.05 p<) اکسیداسیون لیپید را در ماهیان تیمار شده به تعویق انداخت. عصاره رزماري توانست عمر ماندگاري نمونه ها را نسبت به نمونه شاهد 4 روز افزایش دهد (اعتمادی و همکاران، 1387).
در تحقیقی دیگر که توسط سمانه پزشک و همکاران در سال 1389 انجام شد اثر آنتی اکسیدانی و آنتی باکتریایی عصاره موسیر نشان داده شد. براساس نتايج حاصل، عصاره موسير به طور معني داري (0.05 p<) اكسيداسيون ليپيد را در ماهيان تيمار شده به تعويق انداخت. تعداد باكتريهاي سرمادوست وشمارش كل باكتريهاي مزوفيلِ هوازي در طول دوره نگهداري در ماهيان تيمار شده با عصاره موسير كمتر از حد قابل قبول پيشنهاديlog cfu/g)  7) باقي ماند و فساد ميكروبي در اين نمونه ها نسبت به نمونه شاهد به طور معني داري (0.05p<) کاهش يافت. طبق بررسي هاي حسي ماهي قزل آلاي رنگين كمان تيمار شده با عصاره موسير نسبت به نمونه شاهد تا انتهاي دوره نگهداري، قابل مصرف بود. که نتايج ارزيابي حسي اثر معني دار عصاره موسير را در افزايش عمر ماندگاري ماهي قزل آلا نشان می دهد (پزشک و همکاران، 1390).
در تحقیقی دیگر که توسط مسعود رضایی و همکاران در سال 1389 انجام شد تاثیر آنتی اکسیدانی عصاره موسیر، عصاره زردچوبه، و ترکیب این دو بررسی شد. همان طور که گفته شد ماهی قزل آلا حساسیت بالایی دارد که در مراحل اولیه اکسیداسیون، پراکسیدها شکل می گیرند. مقادیر پراکسید نمونه های کنترل، عصاره موسیر،  عصاره زردچوبه و عصاره تلفیقی به شکل معنی داری (0.05p<) در زمان نگهداری افزایش یافت. ميزانTBA  درطي زمان نگهداري به طور معني داري نسبت به نمونه هاي تيمار شده افزايش يافت. به طوريكه در زمان پاياني دوره نگهداري اين مقدار در نمونه كنترل، (2ميلي گرم مالون آلدهيد اكي والان بر كيلوگرم بافت ماهي) مشاهده شد كه تفاوت معني داري(0.059p<) را نسبت به نمونه هاي تيمار شده با عصاره هاي زرد چوبه ، موسير وتلفيق آنها نشان داد (مسعود رضایی و همکاران، 1389).
در تحقیقی دیگر که توسط کورال و همکاران در سال 2009 انجام شد، تغییرات و کیفیت نیزه ماهی دودی گرم و خام در دمای یخچال و دمای محیط بررسی شد. نتایجی که از این تحقیق به دست آمد برای نمونه شاهد در روز سوم در دمای محیط و در روز ششم در یخچال خراب شده بود. در حالیکه نمونه های دودی شده در روز نهم در دمای محیط و در روز بیست و پنجم در یخچال خراب شده بودند. نتایج آزمایشات تری متیل آمین و تیوباربیتوریک اسید که در این تحقیق انجام شده بود در محدوده قابل قبول در روزهای ذکر شده نبود. از نظر ارزیابی حسی نیز ماندگاری نمونه دودی به مدت 1 هفته در دمای محیط و 3 هفته در دمای یخچال بود (کورال و همکاران
، 2009).
در مطالعه دیگری آقای حمزه و رضایی در سال 1389 اثرات ضداكسيداسيوني و ضدباكتريايي پوشش آلژينات سديم به همراه اسانس آويشن بر فيله ماهي قزل آلاي رنگين كمان نگهداري شده در يخچال را بررسی کردند. براساس نتايج آماري، مقادير شاخص هاي اكسيداسيون و باكتريايي تيمارهاي مختلف آلژينات سديم و آلژينات سديم حاوي اسانس آويشن در مقايسه با تيمار نمونه شاهد، تغييرات كمتري طي مدت نگهداري نشان دادند. همچنین نتايج اين تحقيق نشان داد كه پوشش آلژينات سديم حاوي اسانس آويشن در كاهش اكسيداسيون و رشد باكتريهاي فيله ماهي قزل آلاي رنگين كمان در طي نگهداري در شرايط سرد (ºC 4 ±1) مؤثراست (حمزه و رضایی، 1389).
. Kostaki  و همکاران در سال 2009 مدت زمان 7 روز در 4 درجه را برای فیله ماهی Seabass (Dicentrarchus labrax) برای رسیدن به بالاتر از حد مجاز میکروبی ذکر کرده اند (کوستاکی وهمکاران
، 2009).
در این ارتباط Kykkidou و همکاران در همان سال نشان دادند که بار کل باکتریایی در فیله ماهی Swordfish مدیترانه ای طی 6 روز نگهداری در دمای 4 درجه سانتیگراد به بالاتر از  log cfu/g7 رسید (کی کیدو و همکاران
، 2009).
لازم به ذکر است که نتایج این تحقیق در ارتباط با زمان ماندگاری فیله های ماهی قزل آلای رنگین کمان با یافته های حاصل از تحقیق علی حمزه و همکاران در سال 1390 مطابقت داشت (حمزه و رضایی، 1389). در این آزمایش فیله های ماهی تیمار شده با 1% عصاره آبی گل میمونی اختلاف معنادار با گروه شاهد نداشتند(05/0< p). ولی با این حال در روز 15 آزمایش گروه تیمار شده با 1% عصاره همچنان در حد مجاز بار میکروبی کل ( log cfu/g05/0 ± 93/6) بود و این امر نشان از اثر ضد باکتریایی عصاره گل میمونی است. در این راستا نمونه های تیمار شده با 3% عصاره گل میمونی حتی تا پایان زمان آزمایش یعنی در روز بیستم نگهداری همچنان در پایین ترین حد مجاز میکروبی (log cfu/g 1/0 ± 43/6) قرار داشتند.
این اثر ضدمیکروبی بسیار خوب عصاره آبی گل میمونی می تواند به علت حضور ترکیبات فنولی، فلاونوئیدی و فلاونولی در عصاره گیاه گل میمونی باشد (شرافتي چالشتري و همکاران، 1388).
ترکیبات فنلی در بسیاری از گیاهان وجود دارند. ثابت شده است که اثرات ضدمیکروبی این ترکیبات بستگی 
به محل و تعداد گروههاي هيدروكسيل روي حلقه فنلي دارد و ادعا شده كه ارتباط مستقيمي بين تعداد گروههاي هيدروكسيل و سميت آنها روي ميكروارگانيسم ها وجود دارد و فنلهاي اكسيد شده نيز اثر شديدتري اعمال ميكنند. همچنين ادعا شده كه مكانيسم احتمالي اين تركيبات مهار آنزيمي از طريق واكنش با گروههاي سولفيدريل يا واكنشهاي غيراختصاصي با پروتئينهاي ميكروبي است (گیسمن
،1962).
فلاونوئيدها و فلاونولها نيز ساختمان فنولي داشته و اثر ضد ميكروبي دارند. اثر ضد ميكربي آنها احتمالاً ناشي از تركيب پروتئينهاي خارج سلولي و يا تشكيل كمپلكس با ديواره سلولي و يا ايجاد اختلال در غشاء سلول ميكروارگانيسم ها است (تسوچیا
 و همکاران، 1996).
براساس مطالعات کونل و همکاران در سال 1999 حد مجاز عدد پراکسید و تیوباربیتوریک اسید در فیله ماهی به ترتیب 10 میلی اکی والان در هر کیلوگرم روغن و 2 میلی گرم مالون دی آلدئید در هر کیلوگرم بیان شد (کانل
، 1990). در این تحقیق، عدد پراکسید اولیه ومیزان اولیه تیوباربیتوریک اسید   نمونه های ماهی به ترتیب 2/0 ±5/2 میلی اکی والان در هر کیلوگرم روغن و 02/0 ± 53/0 میلی گرم مالون دی آلدئید در هر کیلوگرم فیله ماهی بیان شد که این میزان از روز 5 به بعد در گروه شاهد به سرعت افزایش پیدا کرد در حالیکه این افزایش در نمونه های تیمار 3% بسیار کندتر بود. پارامترهای پراکسید و تیوباربیتوریک اسید به ترتیب در نمونه شاهد از روز 15 به بعد به میزان 8/0± 3 /11 میلی اکی والان در هر کیلوگرم روغن و 16/0 ±89/2 میلی گرم مالون دی آلدئید در هر کیلوگرم فیله ماهی رسیدند که از حد مجاز بالاتر بود. با این وجود در تیمار 3 % میزان این دو پارامتر در روز پایانی آزمایش یعنی در روز بیستم (PV = 8±0.6 وTBARS = 1.07±0.05) همچنان در حد مجاز قرار داشت. نتایج داده ها حاکی از آن است که عصاره گیاه گل میمونی با مهار اکسیداسیون لیپیدها در حفاظت گوشت ماهی نقش عمده ای دارد. شرافتی و همکاران در سال 1388 نشان دادند که ترکیبات فنلی، فلاوونوئیدها و ترپنوئیدها ترکیبات اصلی عصاره گیاه گل میمونی را تشکیل می دهند و این ویژگی های عصاره گیاه مذکور را می توان به این ترکیبات نسبت داد (شرافتی چالشتري و همکاران، 1388).
لوکسی مون راما و همکاران در سال 2002 نشان دادند که ترکیبات فنلی موجود در عصاره گیاهان، میوه ها و نوشابه ها دارای خاصیت آنتی اکسیدانی می باشد (لوکسی مون راما و همکاران، 2002). در مطالعه ای دیگر توسط سوگیها و همکاران در سال 1991 و اسپنسر در سال 2008 انجام شد نشان دادند که   فلاوونوئید ها قادر به مهار رادیکال های هیدروکسیل، سوپراکسید و رادیکال های پروکسیل لیپیدها        می باشند (سوگیها و همکاران
، 1991؛ محبوبی و همکاران در سال 2008). فعالیت آنتی اکسیدانی قوی را برای ترپنوئیدها ذکر کردند که با مطالعات کامکار و همکاران در سال 2010 مطابقت داشت (کامکار و همکاران، 2010؛ محبوبی و حقی، 2008). همانگونه که در نمودار شماره 4-4 دیده می شود میزان پارامتر تیوباربیتوریک اسید در تمام گروههای آزمایش در روز آخر آزمایش کاهش معناداری پیدا کرد. این امر    می تواند به علت واکنش مالون دی آلدئید تولید شده با دیگر ترکیبات موجود در گوشت مانند اسیدهای آمینه، پروتئین، گلوکز و تولید متابولیت های ثانویه مانند کربوهیدرات ها، فورفورال ها، آلکنال ها، آلکادی انالها و دیگر آلدئیدها و کتون ها باشد (بوتسوگلو، 1994).
براساس امتیاز بندی که توسط هنسن و همکاران  در سال 2009 انجام شد نمونه های ماهی که تا امتیاز 4 را کسب کرده بودند قابل مصرف برای انسان می باشند (هنسن وهمکاران
، 2009). نمونه های فاسد دارای علائم تندی، لیزی و بوی گندیدگی توسط اعضای پانل رد شدند. در آزمایش ما، نمونه های تیمار 1% و شاهد تا روز 10 و نمونه های تیمار 3% تا روز20 قابل قبول بودند. 
روش تحقیق:

منابع تجهیزات و مواد مورد استفاده در مطالعه
- دستگاه ها و حلال های لازم در استخراج عصاره:
1- آب مقطر 
2- کاغذ صافی واتمن شماره 1
3- بن ماری
- دستگاه ها و مواد مورد استفاده برای آزمایشpH 
1- pH متر دیجیتالی 
2- بلندر 
3- آب مقطر 
-دستگاه ها و مواد مورد استفاده برای آزمایش استخراج چربی 
1-کلروفرم                        
2- متانول 
3- پتاسیم کلرید 
4- دکانتور
5- بن ماری 
-دستگاه ها و مواد مورد استفاده برای آزمایش عدد پراکسید 
1- اسید استیک گلاسیال Glacial Acetic Acid (Merck 7276862)                                   
2- کلروفرم Chloroform (HPLC grade ,Merck K 34945431                                      
3- یدید پتاسیم                                                                        KI (Merck 5040   
4- تیوسولفات سدیم Sodium Thiosulphate (M &B G45785 )                                     
5- نشاسته Starch soluble (Merck )                                                                         
-دستگاه ها و مواد مورد استفاده برای آزمایش عدد TBARS
1- تیوباربیتوریک اسید                         (TBA ) Thiobarbituric acid (Merck Art .8180 )
2- مالون دی آلدئید Malon di aldehyde                                                                    
3- تری کلرواستیک اسید                                 Trichloroacetic acid (Merck Art -810 )
4- اسید کلریدریک HCL (Merck K 38592817)                                                          
5- بن ماری Memmert Germany                                                                              
6- سانتریفوژ Sigma 3-10 Germany                                                                         
7- دستگاه اسپکتروفتومتر        Spectrophotometer (Genova UV -120-12 Japan )  UV-Vis
-دستگاه ها و مواد مورد استفاده برای آزمایش TVB-N

1- دستگاه تقطیر ماکروکلدالMacro Kjeldahl apparatus                                    
2- ارلن مایر بظرفیت 500 سانتی متر مکعب 
3- بورت 100 سانتی متر مکعب 
4- منیزیم اکسید 
5- محلول بوریک اسید 2%
6- معرف پروتئین (016/0 گرم متیل قرمز و 083/0 برموکرزول سبز در 100 میلی لیتر الکل حل شده است ).
7- محلول هیدروکلریک اسید 1/0 نرمال 
- دستگاه ها و مواد مورد استفاده برای آزمایش میکروبی (توتال کانت):
1- سرم فیزیولوژی استریل 85/0 درصد
2- پلیت کانت آگار
3- بلندر
- روش کار 
تهیه عصاره:
گیاه گل میمونی از استان ایلام در زمان گل دهی در فصل بهار در سال 1390 جمع آوری شد و       قسمت های هوایی گیاه در مکانی تاریک و در دمای اتاق خشک گردید و پس از آسیاب کردن، عصاره آبی با جوشاندن گیاه آسیاب شده در آب مقطر جوشان به نسبت 1 به 10 و در مدت یک ساعت استخراج شد. سپس عصاره بدست آمده بوسیله بن ماری خشک گردید و تا قبل از آزمایش در ظرف های درب دار محافظ در برابر نور و در دمای 4 درجه سانتی گراد ذخیره گردید.
آماده سازی نمونه ماهی :
ماهی های قزل آلای رنگین کمان به صورت تازه و زنده با میانگین وزنی 200 -300 گرم از یکی از   استخر های پرورشی شهر شهمیرزاد واقع در استان سمنان تهیه و سپس در ظروف عایق در حضور مقادیر کافی یخ به آزمایشگاه بهداشت مواد غذایی انتقال داده شد. ماهی ها، بلافاصله مراحل سر زنی، تخلیه امعا و احشا و پوست کنی را گذراندند و پس از آن فیله هایی به ابعاد 4 × 10 × 5/0 سانتی متر جدا شدند. فیله ها بطور کامل با آب سرد شسته تا کاملا ًتمیز شده و خونابه ها، گوشت تیره و سایر ضایعات از آن ها جدا شوند. سپس نمونه های ماهی در عصاره های آبی 1% و 3 % گیاه گل میمونی (گروه تیمار) و آب مقطر (گروه شاهد) به مدت 2 ساعت کاملا ًغوطه ور شده و پس از آن هر کدام در کیسه های پلاستیکی استریل مخصوص استومیکر قرار داده شده، سپس همه کیسه ها به مدت 20 روز در دمای ℃1- نگهداری شدند(دان و همکاران
). نمونه های ماهی هر 5 روز به طور تصادفی به منظور ارزیابی شاخص های میکروبی و شیمیایی برای انجام آزمایش انتخاب می شدند.
آزمایش میکروبی (توتال کانت):
10 گرم از فیله ماهی در 90 میلی لیتر سرم فیزیولوژی استریل 85/0 درصد قرار داده شد و به مدت 60 ثانیه در یک مخلوط کن الکتریکی ( بلندر) هموژن شد. سپس رقت های مورد نیاز تهیه شد و به میزان یک  میلی لیتر از هر رقت به روش پور پلیت در محیط پلیت کانت آگار کشت داده شد. پلیت کانت آگارهای کشت داده شده در دمای οC 37 به مدت 48 ساعت گرمخانه گذاری شده و شمارش شدند (سلام
، 2007).
آزمایشات شیمیایی
اندازه گیری pH :
برای تعیین pH، 10 گرم فیله ماهی به همراه  100 میلی لیتر آب مقطر توسط دستگاه بلندر هموژن گردید. مایع هموژن فیلتر شده و در بشر ریخته شد و پس از کالیبره کردن دستگاه pH متر دیجیتالی، pH محلول هموژن اندازه گیری شد (ون جیااوفان و همکاران
، 2009).
استخراج چربی و تعیین عدد پراکسید:
50 گرم از فیله ماهی در 150 میلی لیتر محلول کلروفرم و متانول (به نسبت 2 به 1 ) در مخلوط کن حل گردید. پس از فیلتراسیون مخلوط حاصل، 50 میلی لیتر محلول پتاسیم کلرید به آن اضافه گردید. بعد از دکانتورگذاری به مدت 20 دقیقه فاز آلی (فاز پایین تر) جمع آوری شد و سپس 100 میلی لیتر محلول متانول/ پتاسیم کلرید (به نسبت 1 به 1) به آن اضافه شد و برای بار دوم دکانتور گذاری انجام و فاز پایینی جدا شد. حلال بوسیله بن ماری  در دمای  ℃ 35 تبخیر شد و در نهایت روغن بدست آمده برای آزمایش تعیین پراکسید مورد استفاده قرار گرفت (پلاوکا و همکاران، 2005).
برای تعیین عدد پراکسید، 1 گرم روغن در 25 میلی لیتر محلول کلروفرم و استیک اسید (به نسبت 3 به 2) حل گردید. پس از تکان دادن مخلوط، 1 میلی لیتر محلول اشباع یدید پتاسیم به آن اضافه گردید. بعد از 5 دقیقه نگهداری در تاریکی، 75 میلی لیتر آب مقطر به آن اضافه شد و محلول ساخته شده به وسیله   تیوسولفات سدیم 01/0 نرمال در حضور 5/0 میلی لیتر محلول نشاسته 1% به عنوان معرف تیتر گردید (زوآری و همکاران
، 2010). عدد پر اکسید با استفاده از فرمول زیر بر حسب میلی اکی والان پراکسید در هرکیلوگرم روغن محاسبه گردید.
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در رابطه فوق S1 میزان میلی لیتر مصرفی تیوسولفات سدیم برای تیتراسیون نمونه،  S2میزان میلی لیتر مصرفی تیوسولفات سدیم برای تیتراسیون بلانک،N  نرمالیته تیوسولفات سدیم مصرفی و Wوزن روغن مورد آزمایش می باشد.
تست  عدد TBARS:
     تهیه محلول های STOCK:
1- تری کلرواستیک اسید: برای تهیه آن 5 گرم تری کلرواستیک اسید در 100 میلی لیتر آب مقطر حل گردید.
2- BHT : برای تهیه آن 8/0 گرم BHT در 100 میلی لیتر هگزان حل گردید.
3- تیوباربیتوریک اسید: برای تهیه آن 8/0 گرم 2- تیو باربیتوریک اسید در 100 میلی لیتر آب مقطر حل گردید.
عدد تیوباربیتوریک اسید به عنوان شاخص پراکسیداسیون چربی از روش بوتسوگلو در سال 1994 با اندکی تغییرات انجام گردید (بوتسوگلو
، 1994). در این روش 1 گرم از نمونه ماهی را در 8 میلی لیتر          تری کلرواستیک اسید و 5 میلی لیترBHT مخلوط کرده و سپس سانتریفوژ انجام گردید. فاز بالایی را دور ریخته و 5/2 میلی لیتر از فاز پایینی را برداشته و سپس 5/1 میلی لیتر 2 - تیوباربیتوریک اسید به آن اضافه و سپس در دمای ℃ 70 به مدت 30 دقیقه در بن ماری قرار داده و پس از سرد نمودن (زیر شیر آب)، جذب مخلوط در طول موجnm 532 توسط دستگاه اسپکتروفتومتر در مقابل بلانک قرائت شد. عدد تیوباربیتوریک اسید بر مبنای میلی گرم مالون دی آلدئید (که به عنوان استاندارد برای رسم منحنی کالیبراسیون به کار رفت) در1000 گرم روغن  تعیین گردید (جبلی جوان و همکاران، 2012).
تعیین ازت پایه فرار کل TVB-N:
برای تعیین TVB-N، 10 گرم نمونه ماهی را وزن کرده وکاملا خرد کرده و در بالن تقطیر کلدال ریخته سپس 2 گرم منیزیم اکسید و 300 میلی لیتر آب مقطر و چند قطعه سنگ جوش  به آن اضافه  شد و سپس در یک ارلن مایر به ظرفیت 500 تا 700 سانتیمتر مکعب که به عنوان ظرف گیرنده زیر قسمت سرد کننده دستگاه تقطیر قرار گرفت، 25 سانتی متر مکعب از محلول 2% اسید بوریک و چند قطره از معرف متیل قرمز اضافه کرده و سپس دستگاه تقطیر را وصل کرده و محتوی بالن تقطیر حرارت داده شد بطوریکه در مدت 10 دقیقه جوش آمده و با همین مقدار حرارت مدت 25 دقیقه عمل تقطیر ادامه پیدا کرد. انتهای قسمت سرد کننده دستگاه تقطیر را بوسیله لوله رابط به داخل محلول اسید بوریک وارد کرده پس از آن حرارت را قطع کرده و محلول تقطیر شده بوسیله محلول هیدروکلریک اسید 1/0 نرمال تیتر گردید. نتایج آزمایش طبق روش پیرسون در سال 1976 بر مبنای میلی گرم ازت فرار در 100 گرم گوشت گزارش شد (گولاس و کونتومیناس
، 2005؛  پرسون
، 1976).
ارزیابی حسی:
کیفیت حسی نمونه ماهی توسط یک پانل آموزش دیده که 7 نفر از کارکنان آزمایشگاه را شامل می شد مورد بررسی قرار گرفت (آلیس و لیندن 1991). اعضای پانل به شاخص های رنگ، بو، قوام، بافت و پذیرش کلی از 1 تا 9 امتیاز دادند (9= بسیار خوب  1= بسیار بد). بهترین امتیاز مربوط به فیله هایی بود که دارای رنگ خاکستری روشن، شفاف و درخشنده همراه با بوی تازگی خاص گونه و دارای بافت سفت با قابلیت ارتجاعی بودند و پایین ترین امتیاز مربوط به فیله های شیری رنگ با موکوس زیاد و بوی خیلی تند و تعفن آور و همچنین نرم و فاقد درخشندگی بود.
آزمون های آماری مورد استفاده در تحلیل نتایج حاصل از آزمایشات:
آزمایشات با 2 سری نمونه ماهی مختلف و با 3 بار تکرار (6 داده آماری برای هر پارامتر در هر روز آزمایش) انجام گردید. داده های بدست آمده از گروه های مختلف تیمار و شاهد با روش ANOVA و با استفاده از نرم افزار  Sigma stat (version 2.03)و توسط تست توکی با هم مقایسه شدند و سطح معناداری اختلافات (p<0.05) تعیین شد.
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