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ABSTRACT 

Development of non-destructive detection methods to rapidly assess the safety of agricultural products in terms 

of microbial contamination due to the increasing demand for safe ones is very important. In this research, a 

non-destructive optical method based on NIR hyperspectral imaging with (PLS-DA) method for rapid detection 

of microbial contaminated lettuce class (contaminated with Escherichia coli) from control class (with no 

contamination) was developed. To this end, dimensionality reduction (Spatial preprocessing) and spectral 

preprocessing were performed using (PCA) and Standard Normal Variate (SNV) with Mean Centering (MC) 

methods. The results of PLS-DA analysis showed the good ability in classification of control class and 

contaminated ones with different microbial population with high accuracy of 90% and class error of 0.008. 

Besides, the spectral region of 1400 to 1500 nm and the wavelength of 1200 nm were selected as the most 

important wavelengths that provide the most information for target identification and group classification using 

Variable Importance in Projection (VIP) score of the loading plot for PLS-DA. In general, the result showed 

that the NIR hyperspectral imaging method with PLS-DA analysis could be a fast and accurate method for real-

time and non-destructive detection of microbial contamination in lettuce samples and classification of different 

classes (safe and contaminated). 

Keywords: Microbial Contamination, Partial Least Square Discriminant Analysis, Hyperspectral Imaging, 

Chemo metrics. 
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برای شناسايی آلودگی ميکروبی: مطالعه موردی اشريشياکلی در  نزديکطيفی فروسرخ تصويربرداری ابر فناوری

 کاهو

 1، محمد شريفی2، اصلان عزيزی2، بهاره جمشيدی1*، حسين مبلی1سحر راهی

گروه مهندسی ماشینهای کشاورزی، دانشکده مهندسی و فناوری کشاورزی، پردیس کشاورزی و منابع طبیعی، دانشگاه  .1

 تهران، کرج، ایران

عضو هیات علمی )دانشیار(، موسسه تحقیقات فنی و مهندسی کشاورزی، سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج  .2

 کشاورزی، کرج، ایران

 (20/3/1399تاریخ تصویب:  -31/2/1399تاریخ بازنگری:  -11/12/1398)تاریخ دریافت:  

 چکيده

محصولات  ایمنی ارزیابی سریعبرای  یص غیر مخربهای تشخروش توسعه، کشاورزی سالممحصولات  برای تقاضابا افزایش 

توسعه یک روش اپتیکی غیر مخرب مبتنی  پژوهشاست. هدف از این  بسیار حائز اهمیت از نظر آلودگی میکروبی کشاورزی

سریع  شخیصبرای تتفکیک کمترین مربعات جزئی  روشدر ناحیه فروسرخ نزدیک به همراه  تصویربرداری ابرطیفی بر

پردازش مکانی با برای این منظور، پیش. بود های کنترل )فاقد آلودگی(آلوده به میکروب اشرشیاکلی از نمونه کاهوی برگی

گیری مرکزی انجام پیش پردازش طیفی بر پایه توزیع نرمال استاندارد به همراه میانگین های اصلی وتجزیه مولفهروش 

درصد و خطای  90گروه متفاوت با دقت بیش از  4مترین مربعات جزئی نشان داد که ک نتایج تحلیل با روش تفکیکشدند. 

 1200 و 1500تا  1400چنین، با استفاده از بردار اهمیت متغیر، ناحیه طیفی بندی هستند. همقابل طبقه 008/0کمتر از 

  گذارند، انتخاب شدند.یار میهایی که بیشترین اطلاعات را برای تشخیص هدف در اختنانومتر به عنوان  طول موج

 .آلودگی میکروبی، آنالیز تفکیک حداقل مربعات جزیی، تصویربرداری ابرطیفی، کمومتریکس های کليدی:واژه
 

 مقدمه

 به هستند زیرا مردم پسند مورد جهان سراسر در تازه محصولات

شوند. شناخته می فیبر و اهویتامین مغذی، مواد مهم منبع عنوان

 مصرف نتیجه در نیز غذا از منتقله هایبیماری طغیان حال عین در

 در مثال عنوان به دهد.می نشان افزایشی روند محصولاتی چنین

1اشریشیاکلی طغیان 2006 سال
7:H157O متحده ایالات در 

  3و بیماری مورد 200که  داد رخ اسفناج مصرف واسطه به امریکا

میزان  به تازه محصولات که بیشتر آنجا از داشت. پی در مرگ مورد

-مورد استفاده قرار می خام صورت اغلب به و شوندمی کم فراوری

 حساب به جدی خطری تواندمی 2پاتوژن به هاآن آلودگی گیرند،

 هستند همراه سبزیجات برگی با اغلب که زاییبیماری عواملآید. 

                                                                                                                                                                                                 
  hmobli@ut.ac.ir :نویسنده مسئول *

1. Escherichia Coli 
2. Pathogen 

3 . Salmonella 

4 . Yersinia pestis 
5 . Shigella 

6 . Listeria Monocytogenes 

7 . Norovirus 
8. Hepatite A Virus 

9 . Cryptosporidium 

10 .Cyclospora 
11. Variety 

12 . Romaine 

، 4یرسینیا پستیس اشرشیاکلی، ،3مونلال)سا هاباکتری شامل

ویروس  ، 7)نروویروس ها( ویروس6منوسایتوژنز لیستریا و 5شیگلا

( 10سیکلوسپورا ، 9ها )کریپتوسپوریدیوم( و پارازیتA8هپاتیت 

ترین (. متداولJackson et al., 2013; Jung et al., 2014هستند )

بوده  12رومی ایرانمورد کشت در کاهوی  11واریتهترین و قدیمی

گرفته زیرکشت کاهو در کشور ما را در برو بخش اعظمی از سطح 

 .Lactuca sativa L. var نام علمیاست، این واریته با 

longifolia)های بلند برگ ،است که در یک سر کاهو انواع ( از

کاهو یکی . ندکمیها رشد درشت با گوشت محکمی زیر مرکز آن

-ی است که عمدتاً برای مصارف تازههای برگاز مهمترین سبزی

به آن  هایگونهشود. گرچه برخی میخوری و سالادی استفاده 

 ;Ravikans et al., 2016) هستندپخته هم قابل استفاده  صورت
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 601 ... فناوری تصويربرداری ابرطيفی فروسرخ راهی و همکاران:  

Lundaei et al., 2012.) های صورت مطابق مطالعات و بررسی

 118دنیا حدود  ، سطح زیر کشت کاهو در2017در سال  گرفته

درصدی افزایش داشته و از این نظر کاهو، پس از ذرت، سیب 

 ,.Mo et alج و گوجه فرنگی، در رتبه پنجم قرار دارد )زمینی، برن

 هایبیماری شیوع با متاسفانه طی چند دهه گذشته، کاهو (.2017

 بوده ارتباط در سالمونلا و شیگلا ،اشرشیاکلی جمله از غذا از ناشی

موارد سال گذشته  15ارائه شده، طی  هایگزارشطبق  .است

غذا وجود داشته است که مصرف شیوع بیماری ناشی از  متعدد

 اندها دخیل بودهپهن از جمله کاهو و اسفناج در آنسبزیجات برگ

(Olaimat  & Holley, 2012) پذیر آسیب. کاهو در برابر باکتری

-میدارد، نزدیک زمین رشد است زیرا رطوبت را در خود نگاه می

ا مدفوع در این موارد به احتمال زیاد کاهوها به علت تماس ب) ندک

 .شودو معمولا به صورت خام مصرف می شوند(میحیوانات آلوده 

های سبزیجات برگی احتمال بالایی از نفوذ اشرشیاکلی در بافت

مانند کاهو و اسفناج نیز وجود دارد که با شستشوی سطحی قابل 

 باعث نیز آن زایبیماری انواع (.Niemira, 2007) رفع نیست

 عفونت ،1گاستروانتریت مانند ایرودهخارج  و ایروده هایعفونت

شوند می سمی 4سپتیسم و 3پریتونیت ، 2مننژیت ادراری، دستگاه

(Tauxe et al., 1997 در حال حاضر از .)های مرسوم روش

شود. آزمایشگاهی برای تشخیص آلودگی میکروبی استفاده می

از بر بودن،  مشکلاتی چون تلفات اقتصادی ناشی علاوه بر زمان

تخریب نمونه، کاربرد دشوار و پر هزینه بودن از دیگر مشکلات 

های اخیر، پیشرفت علم و در دهه های مخرب هستند.این روش

، Xگیری اشعه های مختلفی مانند تکنیک به کارتکنولوژی، روش

، اسپکتروسکوپی 5های نوری، فراصوت )آلتراسونیک(روش

را برای  7ابرطیفی( و تصویربرداری NIRs) 6فروسرخ نزدیک

تشخیص آلودگی میکروبی محصولات مختلف معرفی کرده است 

(Rahi et al., 2018.) 

طیفی تکنولوژی نوینی است که تصویربرداری ابرتکنولوژی 

، اطلاعاتی درباره خواص 8با تلفیق تصویربرداری و اسپکتروسکوپی

 ,Mahesh et alدهد )محصول مورد نظر ارائه میمکانی و طیفی 

نامیده  9بعدی هستند و ابرمکعب(. تصاویر دریافت شده سه1520

دو بعد  که یک بعد مربوط به اطلاعات طیفی و شوند، به طوریمی

(. Jamshidi, 2018دیگر مربوط به اطلاعات مکانی هستند )

                                                                                                                                                                                                 
1 . Gastroenteritis 

2 . Meningitis 
3 . Peritonitis 

4 . Septicemia 

5. Ultrasonic 
6. Near Infrared Spectroscopy 

7. Hyperspectral Imaging 

8. Spectroscopy 
9. Hypercube 

10. Chemometrics 

 هایاستفاده از این روش غیرمخرب همراه با تکنیک

کامپیوتری -آماری-ریاضیهای پیشرفته )روش 10کمومترکیس

رقراری ارتباط بین نتایج سازی، بهای بهینهجهت طراحی آزمایش

چنین استخراج اطلاعات از متغیرهای آزمایشی و همآزمایش با 

منجر به ایجاد ابزاری موثر در تعیین  های شیمیایی(سیستم

ها، های متنوعی از نمونه مورد بررسی در بسیاری از زمینهویژگی

ها شده ها و سبزیه به منظور ارزیابی کیفیت درونی میوهبه ویژ

گیری شدت شـامل اندازه حاصله از این تکنولوژی اطلاعـات است.

 است کهدر یـک یـا چنـد طـول مـوج نمونه نور از  بازتاب

-اطلاعات طیفـی و مکـانی شـئ را در یک زمان در اختیار می

گونه که بیان شد، (. همانKamruzzaman et al, 2012گذارد )

 به بیشتر توجه دلیل به اخیر دهه دو در تازه محصولات مصرف

 ,Olaimat & Holleyاست ) یافته افزایش صحیح، تغذیه و سلامتی

نتیجه  در نیز غذا از منتقله هایبیماری طغیان حال عین (. در2012

 ,Beuchatدهد )می نشان افزایشی روند محصولاتی چنین مصرف

1996; Zhang et al, 2007) پتانسیل استفاده از  2012. در سال

روش تصویربرداری ابرطیفی برای تشخیص آلودگی میکروبی 

های ماهی سالمون بررسی شد. با استفاده از روش آنالیز مولفه

های بندی خوبی بین ماهیطبقه NIR های( طیفPCA) 11اصلی

درجه  4در دمای روز  9سالمون تازه و آن تعداد که به مدت 

ها داری شده بودند، نشان داد و آلودگی میکروبی آنسلسیوس نگه

چنین با استفاده از روش رگرسیون کمترین تشخیص داده شد. هم

بینی مدل به منظور شمارش ( برای پیشPLS) 12مربعات جزئی

ها پس بینی تعداد باکتریهای تازه و پیشهای ماهیکلی مزوفیل

و ریشه  2R=  95/0 13ه شد. نتایج با ضریب تبیینروز استفاد 9از 

نشان داد  logcfu/g 12/0 = RMSE 14میانگین مربعات خطای

های بیشتر در آینده، استفاده از این روش برای که با توسعه مدل

بندی ها و در نتیجه کنترل عمر قفسهبینی تعداد باکتریپیش

 Tito etست )پذیر اماهی سالمون و دیگر غذاهای دریایی امکان

al, 2012).  استفاده از تصویربرداری ابرطیفی 2015در سال  ،

در  15فلاووس آسپرژیلوسبرای تشخیص دو گونه مختلف از کپک 

پسته تحلیل شد. در این مطالعه از دو روش تحلیل تفکیک 

( استفاده و QDA) 17( و تحلیل تفکیک درجه دومLDA) 16خطی

 7/91های سالم و آلوده با دقت بالای نتایج طبقه بندی میان نمونه

11 . Principal Component Analysis 

12 . Partial Least Square Analysis 
13 . Coefficient of Determination 

14 . Root Mean Square Error 

15 . Aspergillus Flavus 
16 . Linear Discriminant Analysis 

17 . Quadratic Discriminant Analysis 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%D8%B1%D8%AF_%D8%A7%D9%81%D8%B4%D8%A7%D9%86%DA%A9%DA%86%D9%87
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%D8%B1%D8%AF_%D8%A7%D9%81%D8%B4%D8%A7%D9%86%DA%A9%DA%86%D9%87
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%D8%B1%D8%AF_%D8%A7%D9%81%D8%B4%D8%A7%D9%86%DA%A9%DA%86%D9%87
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%D8%B1%D8%AF_%D8%A7%D9%81%D8%B4%D8%A7%D9%86%DA%A9%DA%86%D9%87
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 ,Kheiralipour et alبه دست آمد ) QDAدرصد برای روش 

های به دست میان طیفدر پژوهشی دیگر، رابطه خوبی   (.2015

 2R( با TVCهای شمارش شده )کل میکروارگانیسم آمده و مقدار

به دست آمد که پتانسیل خوب برای ارزیابی آلودگی  8/0برابر  

 ,Ammor et alهای خرد شده را نشان داد )میکروبی گوشت

که از  Yoshimura et al., (2014) (. نتایج مشابهی توسط2009

نانومتر به منظور شمارش  900تا  200ناحیه طیف فلورسانس در 

در سطح گوشت گاو استفاده  1های هوازیتعداد کل میکروب

علاوه روش (. بهYushimora et al, 2014کردند، به دست آمد )

PLS (Aït-Kaddour et al, 2011و برخی روش ) های

( SVM) 2کمومتریکسی دیگر مانند ماشین بردار پشتیبان

(2013, et alArgyri ) 3و شبکه عصبی مصنوعی (ANN )

(Argyri et al, 2010; Kodogiannis et al, 2014; Panagou et 

al, 2011های به دست آمده و آلودگی ( برای رابطه میان طیف

 Taoهای اخیر استفاده شده است. میکروبی گوشت قرمز در سال

)2014., (et al اصلاح شده 4یع گومپرتززتووش نوینی بر پایه ر 

برای استخراج خصوصیات پخش شده در گوشت خوک از اطلاعات 

طیفی و مکانی تصاویر ابر طیفی برای تشخیص آلودگی و ارزیابی 

نمونه در  31حسایت گوشت خوک ارائه کردند. در مجموع 

نانومتر مورد بررسی قرار گرفت. پارامترهای  400-1100محدوده 

α˛ β ˛ ε   و δکی مختلفی را در از تابع گومپت خصوصیات اپتی

های  اصلی پخش نتیجه قرار دادن منحنی تابع بر منحنی داده

 960تا  470ها بین هند. ضریب تطبیق برای تمام دادهدمینشان 

بود که تاثیر مثبت به کار بردن تابع گومپرتز را نشان  99/0نانومتر 

در  δدهد. نتایج نشان داد در میان پارامترهای مستقل، پارامتر می

ها بیشترین تاثیر را در تشخیص اشریشیاکلی و مقایسه با باقی آن

حسایت گوشت خوک داشت. در مقایسه با کاربرد پارامترهای 

مستقل و یکپارچه، پارامترهای یکپارچه پیشرو بود. نتایج 

در استفاده از پارامترهای یکپارچه برای  5اعتبارسنجی متقاطع

و برای تشخیص حساسیت  (cvR  =0.939تشخیص اشریشیاکلی )

( محاسبه شد. بنابراین استفاده از cvR  =0.949گوشت )

تصویربرداری ابرطیفی همراه با به کار بردن تابع گومپرتز به عنوان 

ابزاری قابل اطمینان و موثر به منظور تشخیص آلودگی گوشت 

 خوک به اشریشیاکلی و همچنین حساسیت گوشت پیشنهاد شد.

فی فلورسانس همراه با اشعه ماورا بنفش با تصویربرداری ابرطی

برای تشخیص  های فلورسانس دو موجیاز الگوریتماستفاده 

                                                                                                                                                                                                 
1 . Aerobic Plate Count 
2 . Support Vector Machine 

3 . Artificial Neural Network 

4 . Gompertz Distribution 
5 . Cross Validation 

6 . Multispectral 

آلودگی کود دامی روی یک طرف و دو طرف کاهوهای رومی و 

آزمون همبستگی برای انتخاب  بیبی اسفناج به کار گرفته شد.

-دارترین جفت موج در نسبت هر دو باند و تمایز میان برگمعنی

های آلوده، استفاده شد. ای سالم کاهو و بیبی اسفناج از برگه

نانومتر برای کاهو و پهنای باند بین  0/680تا  6/665باند موثر 

نانومتر برای بیبی اسفناج در تشخیص نقاط  0/680تا  8/660

 مدفوع ماده برای فلورسانس انتشار هایپیک آلوده انتخاب شد.

 کلروفیل برای و کنندیم مصرف ار سبز گیاهی مواد که حیواناتی

a برای نتیجه، در .دهدمی رخ قرمز طیف منطقه نزدیکی در 

 برخط، اجرای برای باند دو نسبت این با 6طیفی-چند تصویربرداری

 گاو مدفوع آلودگی شناسایی برای بالا طیفی قدرت تفکیک یک

 ضروری بیبی اسفناج کاهو رومی و مانند برگی سبزیجات روی

 (.lee et al, 2014) است

کارگیری روش مرور منابع نشان داد، پیشنهاد و به

به ویژه در  های تدوین شده،تصویربرداری ابرطیفی و معرفی مدل

های کمی صورت ها و آلودگی میکروبی که پژوهشحوزه سبزی

و، در این از این ر .تر داردگرفته است، نیاز به انجام تحقیقات بیش

 موردی میکروب این روش برای تشخیصسنجی امکانپژوهش 

-اشریشیاکلی در محصول کاهو با توجه به ضرورت بررسی آلودگی

 انجام شد. این محصولهای میکروبی در 

 هامواد و روش
های آزمایشی در روز به عنوان نمونه کاهو رومی 100تعداد 

 کوپنهاگ، کشور دانمارکآزمایش از فروشگاه محلی واقع در شهر 

درجه تا زمان استفاده نگهداری شد. با  ±5خریداری و در دمای 

های کنترل دسته نمونه شامل: نمونه 4توجه به هدف تحقیق، 

های مختلف آلودگی )سه هایی با غلظت)فاقد آلودگی( و نمونه

 .معرفی شدند( آماده شدند A1 ،A2 ،A3گروه مختلف با حروف 

( LB) 8ریا برتانی آگارمحیط لودر  (K-12 7)سویه اشریشیاکلی

 100ساعت در انکوباتور با سرعت  8کشت داده شده و به مدت 

قرارداده شد. پس از سلسیوس درجه  38دور در دقیقه و دمای 

 10محلول حاصله از طریق تعلیق در بافر فسفات از 9تعلیقکشت، 

-به دست آمد. از این رسوب به عنوان منبع برای آلوده کردن نمونه

شد. تمامی مراحل آنالیز میکروبی در آزمایشگاه گروه  ها استفاده

 میکروبیولوژی و تخمیر واقع در دانشگاه کپنهاگ انجام شد. 

های معیوب سطحی از کاهو سازی، ابتدا برگبه منظور آماده

7 . Strain 
8 . Luria-Bertani Agar 

9 . Suspension 

10 . Butterfiled’s Phosphate Buffer 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%D8%B1%D8%AF_%D8%A7%D9%81%D8%B4%D8%A7%D9%86%DA%A9%DA%86%D9%87
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%D8%B1%D8%AF_%D8%A7%D9%81%D8%B4%D8%A7%D9%86%DA%A9%DA%86%D9%87
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ها از لحاظ خصوصیات ظاهری کاملا و سعی شد که نمونه جدا

ها تمامی کاهوها نمونهسازی قبل از آماده نزدیک به یکدیگر باشند.

چندین بار به دقت شستشو و خشک شدند. پس از آن، یک برگ 

کاهو به صورت تصادفی از میان شاخه کاهو انتخاب و با نهایت 

دقت تلاش شد کاهوهای هر گروه به طور یکنواخت مورد آلودگی 

هایی از جنس پلی اتیلن قرار ها در کیسهقرار گیرند. سپس نمونه

ها به منظور رشد باکتری های و موم شدند. نمونهو مهر داده 

درجه  10ساعت با دمای  48به مدت  1اشریشیاکلی در انکوباتور

های گروه کنترل نیز با محلول نمونه شدند. 2سلسیوس گرماگذاری

)فاقد هرگونه جمعیت میکروبی( مورد تیمار  3استریل فسفات بافر

انجام شد.  هاکیسهمارش کلنی میکروبی روی تمام قرار گرفت. ش

ها خارج شدند و در بافر ها به دقت از بستهبرای این منظور نمونه

ها، ها از سطح برگات قرار گرفتند. برای حذف میکروبفسف

، مخلوط 4کن آزمایشگاهدقیقه در مخلوط 1ها به مدت نمونه

به دست آمده در مراحل  تعلیقهای متوالی از شدند. سپس، رقت

رفت هایی که انتظار میوف کشت میکروب با رقتل تهیه و ظرقب

کلنی های قابل شمارش داشته باشد، تلقیح شد. ماده تلقیحی از 

 .3M Petrifilm Eهای شمارش کلنی پلیتهر رقت متوالی در 

coli (3M; ST, Paul, MN, USAحاوی محیط کشت نوترینت ) 

به عنوان شاخص فعالیت آنزیم  5آگار ویولت رد بایل

-شیاکلی، قرار گرفت. تمام پلیتبرای میکروب اشری 6گلوکورونیداز

ساعت گرماگذاری  48دت درجه سلسیوس به م 37ها در دمای 

اساس کلنی و برها  با استفاده از دستگاه شمارش شدند. کلنی

 ( شمارش و ذخیره شدند.CFU/grواحد کلی فرم بر گرم )

سنج طیف مجهز به( NIRطیفی )تصویر برداری ابردستگاه 

(Headwall Photonics model 1002A-00371  در دامنه طیفی )

 7 کننده بارجفت سیلیکونینانومتر با آشکارساز  1000-1600

(CCD و قدرت تفکیک طیفی )142نانومتر )در مجموع  85/4 

های تحلیلی دانشگاه سنجی و تکنولوژیقع در گروه شیمیباند( وا

( اجزای اصلی این 1گرفت. شکل )کپنهاگ  مورد استفاده قرار 

دهد. دوربین در زاویه مستقیم سامانه تصویربرداری را نشان می

 8کوارتز تنگستن هالوژن نسبت به نمونه تنظیم و منبع نور 

(QTH با زاویه )25درجه نسبت به نمونه و فاصله تقریبی  45 

سنجی با . طیفسانتی متر از محل قرارگیری نمونه قرار گرفت

پیکسل انجام شد.  320اسکن خطی با فاصله خطی  سیستم

میکرومتر بود و بازسازی تصویر  300رزولوشن نهایی پیکسل 

                                                                                                                                                                                                 
1 . Incubator 

2 . Incubation 

3 - Phosphate-buffered Saline 
4 . Stomacher Lab Blender 

5 . Violet Red Bile nutrient agar 

بیتی انجام  14نهایی با کمک سیستم رمزگذاری دوربین با نرخ 

کالیبره و هم  9شد. دوربین با استفاده از پنل مرجع اسپکترالون

یر مرجع سفید ها با استفاده از طیف تصاوچنین مقادیر ابرمکعب

های تمامی نمونهها در مد بازتاب از طیف و سیاه تصحیح شدند.

 گیری شدند. اندازهها گروه

 
 اجزای اصلی سامانه تصويربرداری ابرطيفی استفاده شده در پژوهش -1شکل 

 پردازش تصوير

پردازش اولیه تصاویر ذخیره شده، از طریق تصحیح مقادیر بازتاب 

 ( صورت گرفت: 1نسبی با استفاده از رابطه )

 ϼ (x, y, λ) = ϼRef (λ) 
𝑅 (𝑥,𝑦,𝜆)−𝑅 𝑏𝑙𝑎𝑐𝑘 (𝑥,𝑦,𝜆)

𝑅 𝑤ℎ𝑖𝑡𝑒 (𝑥,𝑦,𝜆)−𝑅 𝑏𝑙𝑎𝑐𝑘 (𝑥,𝑦,𝜆)
 )رابطه 1( 

بازتاب استاندارد از مرجع جسم سفید  Refϼ (λ)که در آن 

 x, y,  whiteR)(λبازتاب از سطح نمونه،   ,x, y) λ)Rدرصد(،  99)

 x, y,  blackR)از جسم سفید و  CCDبازتاب ذخیره شده توسط 

λ)  بازتاب گرفته شده توسطCCD ( از جسم سیاه هستندLara 

et al., 2013.) 

ها، تصاویر هو ابعاد داد به منظور کاهش زمان محاسبات

زمینه از تصویر اصلی از روش برش داده شد و برای حذف پس 

استفاده شد. هدف این الگوریتم پیدا کردن  k-meanبندی خوشه

ها به هم است. ها براساس نزدیکی نقاط دادهتعداد ثابتی از خوشه

های های بازتاب نسبی از تمامی پیکسل، طیفبه این ترتیب

تصاویر  کلی آنالیز مراحل( 2راج شد. شکل )ویر هر نمونه استخاتص

 دهد.را در این پژوهش نشان می

6 . Glucuronidase 

7 . Charge Coupled Detector 

8 . Quartz Tungsten Halogen 
9 . Spectralon Plate 
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 فلوچارت مراحل آناليز تصاوير ابرطيفی در اين پژوهش -2شکل 

 

( در تعریف ریاضی، یک PCAهای اصلی )تجزیه مولفه

ها را به دستگاه مختصات جدید تبدیل خطی متعامد است که داده

-( هستند. به گونهPCsهای اصلی )مولفهبرد که محورهای آن می

 (PC1ترین واریانس داده روی نخستین مولفه اصلی )ای که بزرگ

( PC2ترین واریانس بر روی دومین مولفه اصلی )دومین بزرگ و

 1آنالیز تفکیک کمترین مربعات جزئی(.  ,2011Yin) .گیردقرار می

(PLS-DA) بندی چند کاوی و طبقههای دادهاز جمله تکنیک

 رتوانا دهای ریاضی یافتن مدل متغیره هستند که هدف آن

-ها با توجه به متغیرهای اندازهتشخیص گروهی از هر یک از نمونه

ای های بازتابی و پیکسل هگیری شده )در این پژوهش طیف

یک روش  PLS-DAدر حقیقت،  .مربوط به هر گروه( است

است که  3بندی خطیبرای طبقه  2بازشناسی الگوی نظارت شده

  ن مربعات جزئی بنا نهاده شده است.بر اساس رگرسیون کمتری

این روش به دنبال متغیرهای پنهانی است که بیشترین 

-ها در گروهرا با متغیرهایی دارند که عضویت نمونه 4کوواریانس

های های آلوده با جمعیتهای مختلف )گروه کنترل و گروه

 Melikechi etدهد )را نشان میمختلف میکروب اشریشیاکلی( 

al., 2008.) 75: شد تقسیم مجموعه دو به تصادفی طور ها بهداده 

 و متقاطع اعتبارسنجی و مجموعه آموزش برای هانمونه از درصد

با  .شد استفاده مستقل اعتبارسنجی برای ماندهباقی درصد 25

کارایی پیش از آزمون کارایی مدل  متقاطعاعتبارسنجی استفاده از 
                                                                                                                                                                                                 

1 . Partial Least Square Discriminant Analysis 

2 . Supervised Pattern Recognition 

3 . Linear Classification Method 
4 . Covariance 

5 . Sensitivity 

آید. در این بدست میآن بر روی یک مجموعه داده مستقل 

از عمومی ترین  که یکی fold-k پژوهش از اعتبارسنجی متقاطع

برابر با  kاست، استفاده شد )در یادگیری ماشین  این روشانواع 

آمده، با به دست  DA-PLSمدل . همچنین انتخاب شد( 10

، خطای 6ضریب تعیین، 5استفاه از معیارهای ضریب حساسیت

( سنجیده شد 5( تا )2بر اساس روابط )  8و دقت 7بندیطبقه

(Schröder et al., 2013.) 

 ( 2)رابطه 
= ضریب حساسیت

𝑇𝑃

𝑇𝑃 + 𝐹𝑁
  

 (3)رابطه 

= ضریب تعیین 
𝑇𝑁

𝑇𝑁 + 𝐹𝑁
                  

     (      4)رابطه  

( = 1 − (
ضریب تعیین + ضریب حساسیت 

2
 خطا 

                                                                      (  5)رابطه  
𝑇𝑃+𝑇𝑁

𝑇𝑃+𝑇𝑁+𝐹𝑃 + 𝐹𝑁
 دقت )%(  =   

TPبه  ها رابندی آنروش طبقه که رکوردهایی : تعداد

 ای که به آن تعلق دارند، تشخیص داده است.درستی به دسته

TN :به  ها رابندی آنکه روش طبقه رکوردهایی تعداد

 ای که به آن تعلق ندارند، تشخیص داده است.درستی به دسته

FP :به  ها رابندی آنکه روش طبقه رکوردهایی تعداد

 ای که به آن تعلق دارند، تشخیص داده است.نادرستی به دسته

FN :به  ها رابندی آنکه روش طبقه رکوردهایی تعداد

 ای که به آن تعلق ندارند، تشخیص داده است.درستی به دستهنا

( که به طور HYPER-Tools v.2.0کاربر ) گرافیکیرابط 

شود، ویژه برای آنالیز تصاویر ابرطیفی و چندطیفی استفاده می

 .R2015a (The MathWorks, Incتحت محیط نرم افزاری متلب

MA, USA)) .مورد استفاده قرار گرفت 

 يج و بحثنتا
ی بر های کاهو با واحد تشکیل کلنمونهشمارش میکروبی کل در ن

تا  2/5گرم محاسبه شد. جمعیت میکروبی در هر دسته نمونه از 

های نمونه لگاریتم کلنی فرم بر گرم تغییر کرد. به این ترتیب 7/6

لگاریتم کلی فرم بر گرم در  2/5کاهو با جمعیت میکروبی تقریبی 

 5/6های کاهو با جمعیت میکروبی تقریبی نمونه  ،A1دسته 

های کاهو با جمعیت و نمونه A2لگارینم کلی فرم بر گرم در دسته 

، قرار A3لگاریتم کلی فرم بر گرم در دسته  7/6میکروبی تقریبی 

6 . Specificity 

7 . Class Error 

8 . Accuracy 

پنجره اصلی نرم افزار

تصویر خام

تنظیم تصویر

پیش پردازش طیفی و 
مکانی

آنالیز تصاویر

ذخیره سازی مدل 

آنالیز بصری  و اولیه
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های مختلف در هر تصویر ابر طیفی متشکل از طیف گرفتند.

ور استفاده از به منظ  ی مکانی مختلف نمونه است.هاموقعیت

های ابرطیفی به های کمومتریکس لازم است که دادهروش

های بنابراین، پس از تجزیه دادهدوبعدی تجزیه شود.  های ماتریس

های استانداردسازی روی دادههای دوبعدی، ابرطیفی به ماتریس

 صورت گرفت. 1با استفاده از روش میانگین مرکزی طیفی

 

 
 های  سالم و آلوده به اشريشياکلیمتوسط طيف جذبی گروه -3شکل 

 

های قبل از انجام تجزیه تحلیل چند متغیره، تمامی طیف

بازتابی به منظور ارتباط میان غلظت مولکول و نور جذب شده، به 

( متوسط طیف جذبی مربوط 3تبدیل شدند. شکل )های جذبی طیف

دهد. در این شکل، های گروه کنترل و آلوده را نشان میبه نمونه

 کاملا قابل تشخیص است آلوده از های کنترلنمونه میانگین جذب

 توسط تلقیح  شده تولید متابولیکی ترکیبات دلیل به تواندکه می

تصویربرداری ابرطیفی  اشریشیاکلی در حین گرماگذاری باشد. روش

 و کیفی اطلاعات توانمی آن از که کندمی تولید را داده هایمکعب

 بهینه هایداده تحلیل و تجزیه از استفاده هنگام را مربوط کمی

 یک و مکانی مختصات دو ابرمکعبی دارای هایکرد. داده استخراج

را  بعدی سه آرایه یک که هستند( موج طول مقدار) متغیر شاخص

های مختلف آلوده و کنترل اگرچه طیف میانگین گروه .کندمی ایجاد

-کند اما تفاوت آشکاری در طول موجاز یک الگوی یکسان پیروی می

 1400های مشخصی قابل مشاهده است. از طرفی پیک وسیعی از 

-نانومتر ادامه پیدا می 1500نانومتر آغاز شده و  درناحیه  مربوط به 

شود، دیده شد. در نسبت داده می O-Hهای اول کند، که به اورتون

تا  1100محدوده طیف سنجی فروسرخ نزدیک، طول موج های

شود که به نسبت داده می C-Hهای دوم نانومتر به اورتون 1200

های متیل و متیلن این ترکیبات مربوط است. از طرفی در گروه گروه

ومتر پیک خفیفی نان 900های آلوده اطراف کنترل و گروه اول نمونه

 ,Yinاست. ) C-Hتشکیل شده استکه مربوط به اورتون های سوم 

                                                                                                                                                                                                 
1 . Mean Centering 

2011 .) 

(، به عنوان آنالیز اولیه و به منظور PCAهای اصلی )آنالیز مولفه

های مختلف ها )پیش پردازش مکانی( میان نمونهکاهش ابعاد داده

 حاصلهای اصلی مولفه جدید فضای روی نمونه هر انجام شد. تصویر 

نمودار . است شده داده نشان (4) شکل در PCA تحلیل و تجزیه از

کند که ابعاد های اصلی را به دستگاه مختصاتی وارد میامتیاز داده

های است. رنگ شده تعریف (PC1 ،PC2های اصلی )آن توسط مولفه

های بیوشیمیایی گروه دهندهتشکیل مواد مختلف، تفاوت محتوای

)الف(( قابل  4دهد. همانطور که در شکل )میمختلف را نمایش 

 مؤلفه دو توسط شده داده توضیح واریانس کل مقدار مشاهده است،

 نشان که ، بود درصد 95 از بیش (PC2و  PC1اول و دوم ) اصلی

است.  شده ارائه مولفه اصلی دو این در اصلی هایتفاوت دهدمی

سی تنها با حضور دو های مختلف مورد برربنابراین تفاوت میان گروه

پذیر است.  با توجه به نمودار واریانس تجمعی نیز مولفه اصلی امکان

 که آنجا از((. ب) 4 شکل)های اصلی دو است تعداد انتخاب مولفه

است،  آن شیمیایی-فیزیکی خصوصیات متناسب با ایطیف هر ماده

 امتیاز،های اول و دوم نمودار با توجه به درصد به دست آمده از مولفه

-های طبقههای کاهو با روشبندی نمونهطبقه توان امیدوار بودمی

پذیر و بندی در مراحل بعد براساس اطلاعات طیفی نمونه امکان

در ها های تاثیرگذار بر تمایز میان گروهترین طول موجانتخاب مهم

  های مربوطه قابل استناد باشد.ها و طول موجپیک
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 (،2PC و 1PCهای اصلی اول و دوم )سطح امتياز مولفه(: الف( PCAهای اصلی )نتايج تجزيه تحليل مولفه -4شکل

 (.PC2 و PC1)های اصلی اول و دوم تجمعی مولفه ب( واريانس

 
 های سالم و آلودهدقت طبقه بندی نمونه معيارهای حساسيت، ضريب تعيين، خطا و -1جدول 

Lvs حساسیت گروه مجموعه 
ضریب 

 تعیین
 دقت )%( خطا

  C 1  1   

  A1 93/0  94/0 04/0 8/96 

   A2 98/0  98/0 آموزش 

  A3 1  1   

  C 96/0  96/0   

  A1 87/0  89/0   

 A2 93/0  93/0 08/0 52/90 اعتبارسنجی متقاطع 

  A3 93/0  93/0   

3  C 96/0  95/0   

  A1 89/0  90/0   

 A2 88/0  85/0 09/0 3/88 اعتبارسنجی جزء پیکسل 

  A3 92/0  94/0   

  C 94/0  95/0   

  A1 91/0  93/0 05/0 5/91 

   A2 91/0  93/0 اعتبارسنجی هدف 

  A3 94/0  95/0   
LVs متغيرهای نهان =; C گروه کنترل =; A1 لگاريتم کلی فرم بر گرم.  2/5های کاهو با جمعيت ميکروبی تقريبی = نمونه;  A2 های کاهو با جمعيت = نمونه

 لگاريتم کلی فرم بر گرم 7/6های کاهو با جمعيت ميکروبی تقريبی = نمونه A3 ;لگارينم کلی فرم بر گرم  5/6ميکروبی تقريبی 

های کنترل و آلوده از یکدیگر، نمونه وهبه منظور تمایز گر

 هایتک نمونه تک هایپیکسل با استفاده از طیف PLS-DAروش 

نانومتر انجام  1600تا  1000آموزش در محدوده طیفی  مجموعه
                                                                                                                                                                                                 

1 . Standard Normal Variate 

نرمال  توزیعروش پیش پردازش طیفی پیش از تدوین مدل، شد. 

اندازه برای حذف اثرهای افزاینده و جمعی پخش نور،  1استاندارد

نتایج جدول یک  در نظر گرفته شد. نمونه و تغییر فاصله نمونه،
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شیاکلی را براساس یهای کنترل و آلوده به اشرتفکیک گروه

-طیفی تعریف شده برای نمونهمعیارهای تعریف شده در محدوده 

 دهد. های کاهو نشان می

های داده fold-10با اجرای روش اعتبارسنجی متقاطع 

 زیرنمونه با حجم یکسان تفکیک 10 به طور تصادفی به آموزش

ها به عنوان از این لایه( k-1عدد ) 9  ،در هر مرحلهو ، شدند

به عنوان مجموعه اعتبارسنجی در نظر  یکیو   مجموعه آموزش

در مجموعه  PLS-DAنتایج استفاده از روش گرفته شد. 

-گروهو در های کاهتفکیک نمونهسنجی متقاطع نشان داد، اعتبار

درصد و خطای  90های مختلف کنترل و آلودگی با دقت بیش از 

بود. در گروه اعتبارسنجی پیکسل، طیف مشخص شده برای  06/0

هر پیکسل به عنوان ورودی در مدل ساخته شده در مرحله قبل، 

دهد که تشخیص نمونه تعریف شد. این تحلیل امکان این را می

 که نقاطی آستانه تعیین با بتواند آلوده قبل از خروجی نهایی مدل

شناسایی گردند.  دارند، حضورآلودگی میکروبی را احتمال حداکثر

هایی که به درستی در هر گروه دقت طبقه بندی تک تک پیکسل

به دست  09/0درصد و مقدار خطا،  3/88تشخیص داده شدند، 

بندی به منظور گروهآمد. در نهایت، در گروه اعتبارسنجی هدف، 

براساس اکثریت  هر برگ کاهو )به عنوان یک نمونه کامل(،

بندی هر نمونه به گروه طبقه های شناسایی شده، نتایجپیکسل

به  05/0درصد و خطای  90، با دقت بیش از خودش مشخص

با  PLS-DAبندی در روش (، نتایج طبقه5شکل )دست آمد. در 

در نمودار  های مختلف نشان داده شده است. به همین ترتیبرنگ

سوم تمایز امتیاز سه بعدی حاصل از متغیرهای نهان اول، دوم و 

 های مختلف بود.کاملا آشکاری بین گروه

 

 
، دوم و سوم برای طبقه الف( نمودار امتياز مربوط به متغيرهای نهان اول ;(PLS-DAکمترين مربعات جزئی ) -آناليز تفکيکنتايج گرافيکی حاصل از  -5شکل 

 های سالم و آلودهبندی نمونهبر طبقههای تاثيرگذار امتيازهای ويژه برای انتخاب مهم ترين طيف های آلوده و سالم و ب( نموداربندی گروه
 

بردار ، در PLS-DAاز آنالیز به عنوان یکی از نتایج حاصل 

بالاتر سهم  VIP(،  متغیرهایی با مقدار VIP) 1مقدار اهمیت متغیر

اند. مقدار اهمیت یک متغیر ها داشتهبندی گروهدر طبقه بیشتری

                                                                                                                                                                                                 
1 . Variable Importance in Projection 

های حاصل از میان مولفه مربع ضرایب همبستگی وزنی از مجموع

که ونه همانگ. شودمی محاسبه اصلی متغیرهای و PLS-DA روش

های نمونه توضیح داده شد، مقدار پیش از این در نمودار طیف
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توانست دلیل اصلی و میموثری از تغییرات که قابل شناسایی بود 

های گروه آلوده باشد، مونهبر جداسازی بین گروه کنترل و ن

-ها در گروه. تغییر در مقدار پیکنانومتر دیده شد 1500درپیک 

تواند به دلیل  دیده شد، که می 1500و 1200های مختلف اطراف 

های کششی ناشی از تغییرات در محتوای آب موجود در ارتعاش

( در اطراف NIRآن باشد که به ناحیه طیفی فروسرخ نزدیک )

روش پیشنهادی فوق با استفاده از  نانومتر نسبت داده شد. 1500

هدف های انتخابی با کاهش متغیرها و به کارگیری طول موج

ی در تعیین آلودگی میکروبی بندو ارزیابی یک مدل طبقهطراحی 

این بندی طراحی شده در های کاهو انجام شد.  مدل طبقهنمونه

های کاهو موفق بود به طوری پژوهش در تشخیص آلودگی نمونه

های با درجات مختلف آلودگی از نمونه هاییتمایز میان گروهکه 

 کنترل با دقت قابل قبولی انجام شد.

 ,.Wei et alاین نتایج با نتایج به دست آمده با مطالعه 

های تجاری با قارچ ها،همخوانی داشت. در پژوهش آن (2017)

و رنج  Vis/NIRمحدوده طیفی های ابرطیفی در استفاده از طیف

نانومتر برای تشخیص آلودگی میکروبی  1000تا  400

 DA-PLSبندی با استفاده از روش طبقه 1سودومانوس تولاسی

قابل ذکر است مطالعه حال حاضر دارای   مورد بررسی قرار گرفتند.

هم چنین نتایج با دقت بالاتری نسبت به مطلعه پیشین است. 

 باکتری گونه تشخیص دو که در آن Foca et al., (2016)مطالعه 

در ژامبون با استفاده از روش اسکن میکروسکوپی  لاکتیک اسید

انجام شده بود، همخوانی داشت.  NIRابرطیفی در محدوده طیف 

 به متغیره حاصل، چند هایداده تحلیل و در این مطالعه تجزیه

 تصویربرداری و سنجیطیف هایتکنیک که نشان داد ،PCA ویژه

 و موثر ابزار یک توانست به عنوان بررسی در آن پژوهش، مورد

 و هانمونه در سطحی هایباکتری آلودگی تشخیص برای حساس

دارند، عمل  تعلق آنها به هاباکتری که هاییگونه تشخیص ویژه به

 سه مطالعه و تشخیص برای NIR ابرطیفی تصویربرداری .کند

صورت  3روی محیط کشت پوتیتو دکستروز آگار 2فوزاریوم از سویه

 PCAهای م روشانجا با متغیره چند تصویر تحلیل و تجزیه. گرفت

 داد نشان PLS-DA بینیپیش نتایج. صورت گرفت PLS-DAو 

قابل  درصد به طور صحیح 80با رقم بالای  هاگونه بین تفکیک که

برای تشخیص کپک  (.Williams et al., 2012است ) بینیپیش

در  NIRقارچی محصول ذرت، از روش تصویربرداری ابر طیفی 

برداری نانومتر استفاده شد. دو روش نمونه 1700تا  900محدوده 

چنین تمام نمونه در نظر گرفته ها و همپیکسل براساس تک تک

                                                                                                                                                                                                 
1 . Pseudomonas Tollasii 
2 . Fusarium 

3 . Potato Dextrose Agar 

به  PCAبرداری تک پیکسلی با استفاده از روش شد، که در نمونه

درصد برای تفکیک  100توانستند به دقت  SVMهمراه الگوریتم 

(. Chu et al, 2020سه واریته آلوده به قارچ دست پیدا کنند )

 هایپاتوژنمارش گیری و شای که برای اندازهچنین، مطالعههم

 (4اورئوس یلوکوکاستاف و 0157زا )اشرشیاکلی بیماری باکتریایی

 VIS-NIR ابرطیفی تصویربرداری از استفاده با خوک گوشت در

خوانی دارد. در انجام شد، با نتایج ارائه شده در این پژوهش هم

 5این مطالعه، با استفاده از رگرسیون حداقل مربعات جزئی

(PLSR ،و انتخاب متغیرهای بهینه با الگوریتم ژنتیک )نقشه 

بدست  گوشت خوک هاینمونه های مورد مطالعه درپاتوژن توزیع

 هر در یاییباکتر آلودگی از دقیقی تصویرسازی آمد و موجب

 ارزیابی برای جدید روش یک که آن را به عنوان ،شد پیکسل

 Bonah et) دهد می ارائه کشاورزی محصولات باکتریایی آلودگی

al, 2020). تصویربرداری ابرطیفی به  روش در مطالعه دیگری

بالای تشخیص آلودگی  پتانسیلعنوان روشی با قابلیت اطمینان و 

در اسفناج، پیشنهاد شد. در این مطالعه، این روش به عنوان ابزاری 

 اطلاعات و طیفی های دادهموثر با استفاده از تحلیل همزمان 

های بینی تعداد باکتریمعرفی شد که قادر به پیشتصویر  مکانی

به عنوان روشی  PCAچنین روش اشرشیاکلی در نمونه است. هم

ها و حذف اطلاعات ناخواسته معرفی موفق برای کاهش ابعاد داده

با پتانسیلی بالا  تصویربرداری ابرطیفی سیستمدر این مطالعه  شد.

جهت  واقعی زمان و ، ساده به عنوان یک سیستم تشخیص

 با شده بندی بسته تازه اسفناج در زا بیماری آلودگی تشخیص

 ابزاری بهتواند پیشنهاد شد که می ،هنمون دستکاری حداقل

 در شده بندی بسته تازه سبزیجات ایمنی بر نظارت برای قدرتمند

(. آنچه که Siripatrawan et al, 2011) شود تبدیل غذایی صنایع

عدم نیاز  تکنیک، این توجه قابل مزیتدر پایان قابل ذکر است، 

 فراوان اطلاعات کنار در آن بودن غیرمخرب و به مواد شیمیایی

 را با دقت بالا ویژگی چندین بررسی امکان که ،است شده ارائه

اگرچه پر هزینه بودن خرید دستگاه ممکن است . آوردمی فراهم

-نوآوری ادامه بادارنده به نظر برسد، اما پیشبه عنوان یک عامل 

 ه عنوانب تصویربرداری ابرطیفی محاسبات، و ساخت در فنی های

در  مختلف محصولات آنلاین بازرسی برای قابل اطمینان روشی

 .است شده بینی پیشها تعداد وسیعی از آن

 کلی گيرینتيجه
های کاهوی آلوده به مونهبینی و تشخیص نپیشدر این پژوهش، 

در  NIRمیکروب اشرشیاکلی از طریق تصویربرداری ابر طیفی 

4 . Staphylococcus Aureus 
5 . Partial Least Square Regression 
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کاهش مورد سنجش واقع شد.  نانومتر 1600تا  1000محدوده 

-مولفهها و پیش پردازش مکانی با استفاده از روش آنالیز ابعاد داده

( و پیش پردازش طیفی از طریق توزیع نرمال PCAهای اصلی )

نتایج تحیل انجام شدند. گیری مرکزی راه میانگیناستاندارد به هم

-طبقه (PLS-DAکمترین مربعات جزئی ) -با روش آنالیز تفکیک

هایی با جمعیت میکروبی های کنترل، و نمونهگروه نمونه 4بندی 

چنین . همانجام داددرصد(  90با دقت  عالی )بیش از  را متفاوت

ریق بردار مقدار از ط 1200نانومتر و  1500تا  1400ناحیه 

هایی که حداکثر ترین پیکبه عنوان مهم (VIPاهمیت متغیر )

ها در بندی گروهات را در زمینه تشخیص هدف و طبقهاطلاع

رد بررسی در گذارد، انتخاب شدند. در نتیجه روش مواختیار می

بودن غیرمخرب و پرتابل  هایی همچون آنالیزاین پژوهش با قابلیت

های مخرب و مرسوم آزمایشگاهی مورد کنار روشتواند در می

نتایج به دست آمده برای گروه آزمایش مورد  استفاده قرار گیرد.

است و  و مطالعه موردی بر روی میکروب اشرشیاکلی نظر

بزرگتر بدیهیست که برای توصیه این روش نیاز به جامعه آماری 

 تر است.و پژوهش بر سبزیجات متنوع

 افع بين نويسندگان وجود ندارد. هيچگونه تعارض من
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