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 چکیده

به منظور   (Citrus aurantium) آلژینات سدیم در ترکیب با اسانس نارنج -فیلم کیتوزان باکتریاییدر این مطالعه فعالیت ضد

و نیز ( Litopenaeus vannamei) میگوی وانامی تلقیح شده به مونوسیتوژنزلیستریا و  ویبریو پاراهمولایتیکوس رشد کنترل

فیلم آلژینات سدیم،  -فیلم کیتوزان تیمارها شامل. مورد بررسی قرار گرفتروز  15در شرایط یخچالی به مدت خواص فیلم 

 77/14کمترین میزان مقاومت کششی ) بود. نتایج نشان داد که اسانس نارنج درصد 2و  1، 5/0 حاوی آلژینات سدیم –کیتوزان 

در تیمار فیلم با ( g/msPa 10-10  ×79/1درصد( و بیشترین میزان نفوذپذیری به بخار آب ) 31/15حلالیت در آب ) ،درصد(

درصد(  37/59کشش )و  متر(میلی 171/0همچنین افزودن اسانس به فیلم میزان ضخامت )مشاهده شد.  نارنج درصد اسانس2

فیلم در تیمار  لیستریا مونوسیتوژنزو  ویبریو پاراهمولایتیکوس میزانکمترین . (>05/0p) افزایش دادرا با شاهد  در مقایسه

 –فیلم کیتوزان روز نگهداری،  15در طول (.  >05/0p) گیری شدنارنج اندازه درصد اسانس 2آلژینات سدیم حاوی -کیتوزان

در تیمار شاهد در مقایسه با  لیستریا مونوسیتوژنزو  ویبریو پاراهمولایتیکوسکاهش  باعث حاوی اسانس توانست آلژینات سدیم

رشد  روز 9 ،نسبت به تیمار کنترل درصد اسانس نارنج 2آلژینات سدیم حاوی -فیلم کیتوزان (. >05/0p) شودمیگوی وانامی 

  انداخت.را به تاخیر  لیستریا مونوسیتوژنز وویبریو پاراهمولایتیکوس 

 ، میگوی وانامی.آلژینات سدیم-فیلم کیتوزاناسانس نارنج،  :هاکلید واژه 
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 مقدمه

های ناشی از مصرف غذاهای آلوده به باکتری هایبیماری

جامعه شده ، موجب نگرانی در سلامت عمومی زادپاتوژن

-هزار مرگ و میر انسانی به علت بیماری 420سالانه  .است

 یهایاز استراتژ یکافتد. یهای غذازاد در جهان اتفاق می

از غذا، توسعه  یناش یهاکاهش عفونت یبالقوه برا

 کاهشکارآمد است که قادر به  ینگهدار یهاستمیس

 یکیوتیبیهستند. مقاومت آنت ییمواد غذا یکروبیم یآلودگ

متداول  آنهااستفاده گسترده از  لیبه دل هاسمیکروارگانیدر م

 جه،ی. در نترودبشمار می یومسلامت عم یبرا یدیو تهد

 Rai)شود های جایگزین احساس میروشبه  یاساس ازین

et al., 2023). 

در  ،وسیع شکلیهای انسانی هستند که به ویبریوها پاتوژن

-ای از گونهبخش عمده .اندشدههای دریایی منتشر محیط

های آبی مناطق گرم یا محیط بومی ،های جنس ویبریو

دریایی  هایفرآوردهاز  ایبه شکل گستردهو  بودهمعتدل 

ویبریو گونه (. Liu et al., 2021) شوندمیخام جدا 

زاد گونه ویبریو مولد بیماری غذا 12از بین  پاراهمولیتیکوس

ها در مقایسه با سایر گونهرا اهمیت  بیشترین ،در انسان

هوازی و نمک بی کنندهاین باکتری گرم منفی، تخمیر .دارد

دوست است. قدرت تحمل نمک بالا در این باکتری سبب 

 Mingهای شور باشد )شده است که جز فلور میکروبی آب

et al., 2018 .)50-70مسئول  ویبریو پاراهمولیتیکوس 

اسهال در کشورهای آسیایی درصد از موارد گاستروانتریت و 

این باکتری پس از تهاجم به کولون باعث ایجاد  .است

به  که استهای متفاوتی در انسان عامل عفونت وبیماری 

ها، دنبال مصرف غذاهای دریایی مثل نرمتنان، صدف

ماهیان، میگو، لابستر و خرچنگ آلوده ایجاد گاستروانتریت 

 (.Zhang et al., 2021نماید )می

جهانی، باکتری  ییک مشکل بهداشت لیستریا مونوسیتوژنز 

که  (Liu, 2006)فرصت طلب و پاتوژن درون سلولی است 

های انسانی و علائمی شبیه آنفولانزا به دلیل ایجاد عفونت

نژیت، سقط جنین و انسفالوپاتی در کودکان نمنجر به م

 دارددرصد  30تا  20ی در حدود رخواهد شد و مرگ و می

((Di Pinto et al., 2010. 

استفاده از ها درون مواد غذایی، با توجه به وجود باکتری 

را کنترل و  غذایی ءها با منشاباکتری ندکه بتوان هاییروش

غذاهای کننده توان سلامت مصرفکاهش دهند، مییا 

کیتوزان یکی از فراوانترین ترکیباتی  را تامین کند.دریایی 

تجدید شدنی همانند سخت است که از منابع طبیعی 

ها بدست پوستان )لابستر، خرچنگ و میگو(، حشرات و قارچ

های ذاتی قابل . به دلیل ویژگیSun et al., 2021)آید )می

-همانند فعالیت ضد باکتریایی و قابلیت فرم کیتوزان توجه

تواند به عنوان یک ماده بسته بندی گیری عالی، کیتوزان می

 ,Salamaغذاها استفاده شود ) فعال برای محافظت از

2020 .) 

به  های خوراکیهای فیلممواد مختلفی جهت بهبود ویژگی

توان به شود از جمله این مواد میترکیب آنها افزوده می

(، ژلاتین Feng et al., 2023) آلژینات سدیم

(Hathimoghadam et al., 2023) های گیاهیو اسانس 

(Zhang et al., 2023) .های آلژینات از جلبک اشاره کرد

آید و مانند نشاسته و سلولز، یک پلی به دست می ایقهوه

عدد واحد ساختمانی مرتبط به  3000تا  1000 باساکارید 

 دو بخش نسبتاً سخت و نسبتاً منعطف است که از هم

 Nehchiri et al., 2021; Khorrami) تشکیل شده است

et al., 2021ژل، افزایش استحکام بافت (. قابلیت تشکیل-

ها، پایدارکنندگی و قابلیت تشکیل فیلم از خواص کاربردی 

  (.Raeisi et al., 2020آلژینات است )

همچنین مطالعات متعددی بر روی بهبود فعالیت 

ها انجام ضدمیکروبی فیلم کیتوزان از طریق ترکیب با اسانس

 ناسالم رندهنگهداشده است. امروزه به دلیل استفاده از مواد 

های استخراج شده از گیاهان به دلیل عصاره و سنتتیک،
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مورد ترکیبات این داشتن ترکیبات پلی فنولیک، به جای 

که  (Hadidi et al., 2020) اندگرفتهقرار  و مطالعه توجه

تاثیر بر ( 2021و همکاران ) Sayadi مطالعات توان بهمی

بر روی  زیرهنانوکامپوزیت آلژینات پوشیده شده با اسانس 

( تاثیر 2020و همکاران ) Moradiماندگاری گوشت، 

اسانس لیمو و فلفل قرمز بر روی  -پکتین -پوشش کیتوزان

و همکاران  Maghamiکمان، آلای رنگینکیفیت فیله قزل

کیتوزان دارای اسانس نانوذرات ( تاثیر 2019)

Foeniculum vulgare بر روی ماندگاریHuso huso  و

باکتریایی موادغذایی در طول زمان نگهداری،  کاهش فعالیت

زایی باکتری با توجه به مقاومت و ماهیت بیماری اشاره کرد.

هدف از انجام این در غذاهای دریایی، و لیستریا ویبریو 

آلژینات  -افزایش فعالیت ضدمیکروبی فیلم کیتوزان تحقیق،

ویبریو با سدیم در ترکیب با اسانس نارنج جهت مقابله 

میگوی  موجود در لیستریا مونوسیتوژنزو  پاراهمولایتیکوس

 بود. Litopenaeus vannameiوانامی

 کار مواد و روش

 تهیه اسانس 

و برای  آوریدزفول جمعاطراف از باغات  نارنج هایبرگ

مرکز تحقیقات و آموزش کشاوزی و  شناسایی به آزمایشگاه

 ا آبها بارسال شدند. برگآباد دزفول طبیعی صفیمنابع

 گرم برگ خرد شده 100. شدندخرد سپس شسته و  مقطر

مدت  منتقل و بهدستگاه کلونجر  در به همراه یک لیتر آب

اسانس . پس از آبگیری انجام شد گیریاسانس ،ساعت 3

به یک شیشه  اسانسبا سولفات سدیم انیدرید، تقطیر شده 

تیره و بدون تماس با نور و هوای آزاد منتقل و تا زمان 

آنالیز اسانس  .شدنگهداری  (C 4°)در یخچال استفاده 

توسط دستگاه کروماتوگراف متصل به طیف نگار جرمی 

(GC/MS) مدل Agilent 5973 با ستونBPX5  به طول

 C°میکرومتر با برنامه دمایی 25/0متر و قطر داخلی  30

)دهقان و  گرفت انجامدقیقه  30به مدت  300تا  50

 . (1398رومیانی، 

 تهیه کیتوزان

ابتدا ضایعات میگوی خشک شده آسیاب و در مرحله اول با 

NaOH  به  و ساعت در دمای محیط 24یک نرمال به مدت

تا مواد آلی و گوشتی از آن جدا  شدمخلوط  20به  1نسبت 

خنثی  pHبه  شوند. مواد با فیلتر صاف و با آب مقطر

به مدت یک روز اجازه داده شد تا پوسته رسیدند. سپس 

نرمال به نسبت  1خشک شود. بعد از آن با اسیدکلریدریک 

ساعت در دمای محیط مخلوط گردید  24به مدت  20به  1

. طبق مرحله قبل، تا مواد معدنی از کیتین جدا شد

و نیز خشک کردن باقیمانده  pHسازی فیلتراسیون و خنثی

 NaOHفیلتر انجام پذیرفت. در مرحله آخر کیتوزان با 

مخلوط و فیلتراسیون انجام  20به  1پنجاه درصد به نسبت 

ساعت اجازه داده شد تا کیتوزان  24شد. سپس به مدت 

 (. 1396جولا و رومیانی، موذنی) شودخشک 

 آلژینات سدیم –فیلم کیتوزان  هیهت

و  Nowzariآلژینات سدیم مطابق با روش  –فیلم کیتوزان

 100در  گرم از پودر کیتوزان 2 .شد آماده (2013)همکاران 

 درصد حل و با دور  1لیتر گلاسیال استیک اسید میلی

rpm1500 در دمای اتاق به مدت یک  بهم زده شد، سپس

به منظور  .شد نگهداریفیلم  گیریجهت شکل شبانه روز 

 محلول آلژینات سدیم آلژینات سدیم، –کیتوزان  فیلم تهیه

گرم پودر آلژینات سدیم در  30 انگلستان( BDH)شرکت 

حل درصد آلژینات سدیم(  3لیتر آب مقطر )محلول  1

 جهت آلمان( Merck)شرکت  . سپس گلیسرولگردید

درصد کیتوزان و  75های غلظت به فیلم، کردنشکل پذیر

 80توئن زدن، دقیقه هم 30بعد از و اضافه  آلژینات سدیم

)شرکت  Polyoxyethylene sorbitan monooleateیا 

Tianjin Guangfu Fine Chemical Research 

Institute )میلی لیتر  100میلی مول/ 25/0در ، چین

جهت تهیه فیلم حاوی  .شدکیتوزان و آلژینات سدیم حل 

همراه با  درصد 2و  1اسانس نارنج در سطح  اسانس،

 1 و به مدت rpm12000اضافه و با دور  گلیسرول به فیلم
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لیتر در میلی 40. فیلم نهایی با قطر گردیددقیقه مخلوط 

-ساعت، فیلم از پتری 48بعد از  و ظروف پتری دیش ریخته

 گردید.ها خارج 

 

 

 

 گیری ضخامت فیلماندازه

-میلی 01/0دیجیتال با دقت نزدیک به از دستگاه میکرومتر 

نقطه تصادفی  10متر استفاده شد. در هر فیلم حداقل 

 گیری و ضخامت فیلم به شکل میانگین ارائه شد. هزاندا

 گیری حلالیت در آباندازه

متر مربع به منظور رسیدن سانتی 2×5های فیلم با ابعاد تکه

 24مدت به  C 105°به یک وزن ثابت، در آون با دمای 

لیتر آب مقطر میلی 50ها در ساعت قرار گرفتند. سپس فیلم

 C 25° ساعت در دمای 6ور شده، سپس به مدت غوطه

 C° ها پس از خشک شدن در دماینگهداری شدند. فیلم

ساعت دوباره وزن شدند.  24گراد به مدت سانتی درجه 105

 Zolfi)محاسبه گردید  1درصد حلالیت با استفاده از رابطه 

et al., 2014). 

وزن خشک  –وزن خشک نهایی ))درصد حلالیت = 

 100× (وزن خشک اولیه/(اولیه

 نفوذپذیری نسبت به بخار آب

سنجش  ASTM E96-95این آزمون با استفاده از روش 

 3متر و ارتفاع سانتی 3شد. درون ظروف شیشه ای با قطر 

متر، کلرید کلسیم ریخته شد، سپس سطح ظرف به سانتی

وسیله فیلم و با استفاده از گریس و گیره فلزی پوشانده شد. 

ظروف درون دسیکاتوری حاوی محلول اشباع کلرید سدیم 

قرار گرفتند. تغییرات وزن  (درصد 75و رطوبت  C 25°دما)

ظروف طی زمان با استفاده از ترازوی دیجیتال با دقت 

گیری شد. نفوذپذیری بخارآب بر حسب م اندازهگر 0001/0

g/m.s.pa  محاسبه شد. 2با استفاده از رابطه 

WVP=
𝑊𝑉𝑇𝑅×𝑋

∆𝑅
 

R∆ : اختلاف فشار جزئی بین درون و بیرون فنجانک بر

 : ضخامت فیلم بر حسب مترXحسب پاسکال، 

 گیری خواص مکانیکیاندازه

مقاومت کششی و کرنش تا نقطه شکست با استفاده از 

مدل  Stable Micro Systemrدستگاه سنجش بافت 

TA.XT.PLUS اساس روش  ساخت کشور انگلستان و بر

های گیری شد. نمونهاندازه ASTM D882-02استاندارد 

درصد که  53ساعت در رطوبت نسبی  72فیلم به مدت 

ایجاد شده بود قرار توسط محلول اشباع نیترات منیزم 

-سانتی 1×6های بریده شده در ابعاد گرفتند. سپس فیلم

متر قرار میلی 40مربع بین دو فک دستگاه با فاصله اولیه متر

متر بر دقیقه شروع به میلی 50گرفتند و فک بالا با سرعت 

و کرنش تا  3ها از رابطه حرکت کرد. مقاومت کششی فیلم

افزایش طول تقسیم بر طول اولیه نقطه شکست که برابر با 

های نیرو/تغییر شکل است از روی منحنی 100ضرب در 

 بدست آمد. 

حداکثر نیرو /(عرض فیلم×ضخامت فیلم)مقاومت کششی = 

 در لحظه پاره شدن

 سازی میگوآماده

به شکل تازه از بازار آبادان ( L. vannamei) وانامی یمیگو

تهیه و همراه با یخ به آزمایشگاه منتقل شد. میگوهای پاک 

 10شده با آب مقطر شسته شدند. در هر کیسه استومیکر 

 هاییسهدر ک میگوهاگرم میگو قرار داده شد. سپس 

کامل یل و از بین بردن به منظور استر یخهمراه با  یکراستوم

 جهت تابش اشعه گاما یاتم یسازمان انرژبه  ،باکتریایی فلور

و در  یخارسال و مجدداً در مجاورت  یکیلوگر 5به میزان 

 تیماردر  منتقل شدند. یشگاهبه آزما C 2°دمای صفر تا

آزمایشی حاوی اسانس بدون فیلم، میگوها در محلول آب 

درصد اسانس  2و  1، 5/0های حاوی غلظتنمک استریل 

. برای ایجاد پوشش ندور شدغوطهساعت  2نارنج به مدت 

ها پس از خشک شدن از قالب جدا شده و به دور فیلم، فیلم

 .میگوها پیچانده شدند
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 تیمارهای آزمایش

 لژینات سدیمآ-فیلم کیتوزان :1 تیمار

درصد  5/0حاوی  آلژینات سدیم-: فیلم کیتوزان 2 تیمار

 اسانس نارنج  

درصد  1حاوی آلژینات سدیم  –فیلم کیتوزان  : 3تیمار

 اسانس نارنج

درصد  2آلژینات سدیم حاوی  –: فیلم کیتوزان 4تیمار

 اسانس نارنج

، 3، 0برداری در روزهای روز و نمونه 15طول دوره آزمایش 

 تکرار بود. 3انجام شد. هر تیمار دارای  15و  12، 9، 6

لیستریا و  ویبریو پاراهمولایتیکوستلقیح  

  به میگو مونوسیتوژنز

لیستریا و ATCC 17802  ویبریو پاراهمولایتیکوس

 هایبیماری و بهداشت از گروهATCC 7644  مونوسیتوژنز

تهران تهیه شد. جهت  دانشگاه دامپزشکی دانشکده آبزیان

تلقیح در شرایط استریل، میگوها در زیر هود بیولوژیک از 

باکتری در کیسه خارج و در پلیت استریل قرار داده شدند. 

نقطه و جمعاً به میزان  10ای در زیر هود به صورت نقطه

میکرومتر به میگوها تلقیح شد. بدین ترتیب در هر بار  100

باکتری در هر  510انجام آزمایش لوله کووت حاوی تقریبا 

لیتر از کووت میلی 1لیتر بود. در شیشه زیمکس میلی

آن افزوده گردید  لیتر آب استریل بهمیلی 39برداشته شده و 

میکرولیتر از محتویات شیشه  100تا در نهایت در هر 

باکتری موجود باشد. در زمان تلقیح  4/1 ×810زیمکس

میکرولیتر محتویات شیشه زیمکس استفاده  100ها از میگو

باکتری  1× 310متر مربع از برش میگو شد تا در هر سانتی

در دمای اتاق دقیقه  20موجود باشد. سپس میگوها به مدت 

 .ها جذب بافت شونددر زیر هود نگهداری شدند تا باکتری

 C°های حاوی میگوی تلقیح شده به یخچال با دمایکیسه

 (.Roomiani et al., 2017) منتقل شدند 4

-میلی 45گرم میگو با  5 گیری بار میکروبی در میگوانداره

لیتر آب مقطر به کیسه استریل منتقل و توسط دستگاه 

های استومیکر به صورت هموژن در آمدند. کشت از نمونه

با استفاده  ویبریو پاراهمولایتیکوسشده باکتری  هموژن

)تیوسولفات  TCBSلوپ استریل و بر روی محیط کشت 

درصد و باکتری  5/1-2با شوری  سیترات بیلی سوکروز آگار(

 BHIهای محیط آگار بر روی پلیت  لیستریا مونوسیتوژنز

 C 30°های کشت داده شده در دمایپلیت کشت داده شد.

گذاری شدند. تعداد ساعت گرمخانه 24-48و به مدت 

 Roomiani etبیان شد ) Log cfu/gباکتری به صورت 

al., 2017.) 

 هاتجزیه و تحلیل داده

ها با استفاده از آزمون کولموگروف بودن دادهنرمال

 و انسیوار زیآنال یو سپس آزمون آمار بررسی رنوفیاسم

 ار دانکن در نرم افز یبیآزمون تعق هاجهت مقایسه میانگین

SPSS20 هیکل .شدانجام  درصد 95اطمینان سطح در و 

 گردید.رسم  2010نمودارها با اکسل 

 نتایج

 Citrus) ترکیب شیمیایی اسانس برگ نارنج

aurantium )  با استفاده ازGC-MS 

 ،درصد( 68/34) لینالول، 1با توجه به نتایج جدول 

 درصد(، 73/5) نئوفیتادیئن ،(درصد 53/7ترپینئول )آلفا

درصد(، اکتاتریئن  36/4بنزن ) ،(درصد 58/4کاریوفیلن )

ترین عمده (درصد 03/2( و بتامیرسین )درصد 32/2)

 .ترکیبات موجود در اسانس برگ نارنج بودند

 GC-MSبا استفاده از  (Citrus aurantium L) شیمیایی اسانس برگ نارنج ترکیب –1جدول 

 زمان جداسازی درصد ترکیبات

 9 03/2 بتامیرسن

 99/10 32/2 اکتاتریئن
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 02/13 6/34 لینالول

 14/16 53/7 ترپینئولآلفا

 33/18 75/14 دلتاکارن

 65/23 58/4 کاریوفیلن

 81/38 73/5 نئوفیتادیئن

 03/47 36/4 بنزن

  با اسانس نارنجآلژینات سدیم –کیتوزانفیلم  نتایج

درصد نشان داده شده است. با توجه  2و  1، 5/0در سطوح  اسانس نارنج محتوی آلژینات سدیم–کیتوزان، تصویر فیلم 1در شکل 

 شده است.تر به تصویر با افزایش سطح اسانس نارنج پیوستگی در ساختار فیلم افزایش یافته و رنگ آن تیره

    
 5/0با  آلژینات سدیم–کیتوزانفیلم  شاهد

 اسانس نارنج درصد

 درصد 1با  آلژینات سدیم–کیتوزانفیلم 

 اسانس نارنج

 2با  آلژینات سدیم–کیتوزانفیلم 

 اسانس نارنج درصد

  های مختلفدر غلظت اسانس نارنج محتوی آلژینات سدیم–کیتوزانفیلم  -1شکل 

 ضخامت فیلم

 98/0ضخامت فیلم از دهد، نشان می 2همانطور که جدول 

لم فیتیمار متر در میلی 171/0شاهد به تیمار متر در میلی

ضخامت درصد رسید.  2اسانس  اسدیم بآلژینات-کیتوزان

 دار با همحاوی اسانس دارای اختلاف معنیفیلم تیمارهای 

هرچقدر میزان اسانس در فیلم بیشتر  .(>05/0p)بودند 

 یابد. شود، میزان ضخامت آن افزایش می

 درصد حلالیت

 ناتآلژی –کیتوزان  ، درصد حلالیت در آب فیلم2در جدول 

سدیم و نیز ترکیب آنها با اسانس نارنج نشان داده شده است. 

میزان به فیلم، افزایش سطح اسانس  ،با توجه به نتایج

شاهد  که تیمار به این ترتیب ،حلالیت در آب را کاهش داد

بالاترین درصد حلالیت و فیلم درصد(  72/49±48/0) با

 درصد اسانس کمترین 2سدیم حاوی آلژینات –کیتوزان 

 . (>05/0p)را داشت درصد( 31/15±49/0) حلالیت در آب

 نفوذپذیری به بخار آب

سدیم و اسانس نارنج و تاثیر استفاده از کیتوزان، آلژینات

، 2ترکیب آنها بر روی نفوذپذیری به بخار آب در جدول 

برای فیلم  نفوذپذیری به بخار آبنشان داده شده است. 

بود و با افزایش غلظت  g/msPa 10-10  ×87/0شاهد 

. (>05/0p)اسانس، نفوذپذیری به بخار آب افزایش پیدا کرد 

-آلژینات –دهد ترکیب کیتوزان همچنین نتایج نشان می

سدیم و اسانس نارنج میزان نفوذپذیری به بخار آب را نیز 

افزایش داد به این ترتیب کمترین میزان نفوذپذیری به بخار 

درصد  2آلژینات سدیم حاوی  –وزان آب در فیلم کیت

 .(p>05/0) بود g/msPa 10-10  ×79/1اسانس نارنج 
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 سدیم با اسانس نارنجآلژینات -خواص فیزیکی فیلم کیتوزان گیرینتایج اندازه -2جدول 

 ضخامت فیلم

 متر()میلی

 حلالیت در آب

 (درصد)

نفوذپذیری به بخارآب 

(10-10×g/msPa) 

 میزان کشش

 (درصد)

 مقاومت کششی

(MPa) 

 a 06/98±0/0 g48/72±0/49 a40/87±0/0 a23/89±0/37 h8/85±1/39 شاهد

 آلژینات –کیتوزان فیلم 

 سدیم

b06/11±0/0 e27/28±0/30 c40/21±0/1 c08/71±2/48 f76/54±0/31 

 d60/13±0/0 c88/20±1/21 d30/31±0/1 e53/33±1/53 c88/11±0/20 درصد  5/0اسانس  بافیلم 

 e40/14±0/0 b46/58±0/17 e20/42±0/1 f19/94±1/56 b22/03±0/16 درصد 1اسانس  بافیلم 

 f03/17±0/0 a49/31±0/15 f10/79±0/1 g34/37±1/59 a99/77±0/14 درصد 2اسانس  بافیلم 

 .(>05/0p)است  05/0دار در سطح معنی اختلاف معنیحروف غیرمشابه به 

 

 

 انیکی کخواص م

خواص مکانیکی فیلم شامل میزان کشش و مقاومت فیلم 

در بین  میزان کشششود. بالاترین مشاهده می 2در جدول 

 -درصد به فیلم کیتوزان 37/59مورد بررسی با  تیمارهای

 .درصد اسانس نارنج تعلق داشت 2سدیم حاوی آلژینات

 77/14همچنین کمترین میزان مقاومت کششی با 

. (>05/0p) مگاپاسکال به این تیمار اختصاص داشت

درصد و  89/37همچنین نتایج نشان داد که تیمار شاهد با 

ال به ترتیب کمترین میزان کشش و کمگاپاس 85/39

با . (>05/0p)بالاترین مقاومت کششی را از خود نشان داد 

میزان کشش افزایش و  به فیلمافزایش سطح اسانس 

 .  (>05/0p)مقاومت کششی کاهش یافت 

 سدیمآلژینات-و ترکیب آن با فیلم کیتوزاناثر اسانس نارنج 

لیستریا و  ویبریو پاراهمولایتیکوس رفتار رشدبر 

 وانامیدر میگوی  مونوسیتوژنز

در  ویبریو پاراهمولایتیکوساسانس نارنج بر  نتایج تاثیر

آورده شده است. بر اساس نتایج  3میگوی وانامی در جدول 

، 6، 3در روزهای بار میکروبی این جدول، به جز روز اول، 

درصد اسانس نارنج  2و  1، 5/0در تیمارهای  15و  12، 9

 دار داشتاختلاف معنیو با تیمار شاهد با یکدیگر 

(05/0p<  و در تمام روزهای بررسی، تیمار )درصد  2

 بالاترین شاهداسانس نارنج، کمترین بار میکروبی و تیمار 

با  میزان باکتریروند افزایش (.  >05/0p) داشت میزان را

قابل  و شاهد افزایش زمان در هر سه تیمار اسانس نارنج

کمترین بار میکروبی در تمامی تیمارها در  و مشاهده بود

روز صفر و بیشترین بار میکروبی در تمام تیمارها در روز 

 .( >05/0p) گیری شداندازه پانزدهم در میگوی وانامی

در  لیستریا مونوسیتوژنزو  ویبریو پاراهمولایتیکوسیزان م

افزایشی  میگو روندتمامی تیمارها با افزایش زمان نگهداری 

در  ویبریو و لیستریامیزان ، پانزدهم. در روز ندداشت

 LogCFU/g 10/0±75/9) میگوهای بدون اسانس

درصد اسانس نارنج  2( و میگوهای حاوی 91/9±07/0و

(LogCFU/g 04/0±10/7 08/7±09/0و) گیری شداندازه 

(05/0p<) (.3)جدول 

سدیم آلژینات –، میزان تاثیر فیلم کیتوزان 4در جدول 

با تیمار اسانس نارنج درصد  2و  1، 5/0سه تیمار  حاوی

، در شاهد مقایسه شده است. در روز صفر بین چهار تیمار

دار وجود اختلاف معنی مورد میزان هر دو باکتری در میگو،

میزان  نگهداری میگو،(. با افزایش زمان p>05/0نداشت )

 دار آماری بوددارای اختلاف معنیدر چهار تیمار  باکتری

(05/0p< و بالاترین میزان )در تمام تیمارها در ها باکتری

(. در تمامی روزهای  >05/0pگیری شد )اندازه پانزدهمروز 

در تیمار شاهد و و کمترین میزان باکتری بررسی بالاترین 
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 2آلژینات با -کیتوزانفیلم دار در تیمار با اختلاف معنی

 (.  >05/0pگیری شد )اندازه درصد اسانس نارنج

 –در تیمارهای فیلم کیتوزان  ،در انتهای دوره نگهداری

لیستریا  سدیم حاوی اسانس نارنج، میزان باکتریآلژینات

و نتایج نشان شاهد کمتر بود  در مقایسه با نمونه مونوسیتوژنز

-باکتری نیز کاهش معنی میزانداد با افزایش سطح اسانس 

داری داشت. در هر دو باکتری، تیمار شاهد تا روز ششم 

توانست سبب کنترل آنها در میگوی وانامی شود. فیلم 

درصد اسانس نارنج توانست  2حاوی  سدیمآلژینات-کیتوزان

در میگوی وانامی را  لیستریاو  ویبریوتا روز پانزدهم میزان 

 (.    >05/0pکنترل کند )

 (LogCFU/g) در میگوی وانامی لیستریا مونوسیتوژنزو  ویبریو پاراهمولایتیکوسرشد  بر رفتار اثر اسانس نارنج -3جدول 

 15 12 9 6 3 0 روز  تیمار  /

 ویبریو پاراهمولایتیکوس              

 Aa04/25±0/3 Ab07/99±0/4 Ac02/75±0/6 Ad10/50±0/7 Ae03/69±0/8 Af10/75±0/9 شاهد               

 Aa08/20±0/3 Bb06/08±0/4 Bc20/65±0/5 Bd03/49±0/6 Be02/83±0/7 Bf  11/04±0/8 درصد 5/0 اسانس

 Aa01/23±0/3 Cb  0/00±0/4 Cc03/20±0/5 Cd05/28±0/6 Ce12/14±0/7 Cf  09/22±0/7 درصد 1

 Aa05/26±0/3 Db01/69±0/3 Dc03/15±0/4 Dd08/94±0/5 De19/33±0/6 Df  04/10±0/7 درصد 2

 لیستریا مونوسیتوژنز                 

 Aa52/40±0/3 Ab13/81±0/4 Ac03/57±0/6 Ad07/10±0/7 Ae11/80±0/7 Af07/91±0/9 شاهد 

 Aa17/37±0/3 Bb23/74±0/4 Bc05/10±0/6 Bd16/77±0/6 Be15/77±0/7 Bf  10/17±0/8 درصد 5/0 اسانس

 Aa23/20±0/3 Cb  09/98±0/3 Cc19/78±0/4 Cd40/41±0/5 Ce06/09±0/7 Cf  17/39±0/7 درصد 1

 Aa14/51±0/3 Db11/70±0/3 Dc42/35±0/4 Dd06/10±0/5 De04/16±0/6 Df  09/08±0/7 درصد 2

 (. >05/0p) دهدبین تیمارها را نشان می داردار بین روزها در هر تیمار و حروف بزرگ اختلاف معنیحروف کوچک اختلاف معنی

در  لیستریا مونوسیتوژنزو   ویبریو پاراهمولایتیکوس بر رفتار رشد سدیم در ترکیب با اسانس نارنج آلژینات –اثر فیلم کیتوزان  -4جدول 

 (LogCFU/g) میگوی وانامی

 15 12 9 6 3 0        روز تیمار

 ویبریو پاراهمولایتیکوس

 aA20/00±0/2 Ab07/±019/4 Ac20/50±0/6 Ad02/47±0/7 Ae10/91±0/8 Af21/51±0/9 شاهد

 Aa10/01±0/2 Bb08/71±0/3 Bc01/±020/5 Bd04/74±0/6 Be13/27±0/7 Bf18/01±0/8 درصد  5/0فیلم و اسانس 

 Aa40/15±0/2 Cb03/46±0/3 Cc50/11±0/4 Cd04/19±0/5 Ce19/12±0/7 Cf08/40±0/7 درصد 1فیلم و اسانس 

 Aa10/04±0/2 Db02/38±0/3 Dc02/20±0/4 Dd05/39±0/4 De07/21±0/6 Df05/79±0/6 درصد 2فیلم و اسانس 

   لیستریا مونوسیتوژنز

 Aa21/01±0/3 Ab01/99±0/3 Ac70/30±0/6 Ad10/42±0/7 Ae10/72±0/7 Af50/11±0/8 شاهد

 Aa11/02±0/3 Bb30/65±0/3 Bc50/20±0/6 Bd01/15±0/6 Be11/71±0/7 Bf  15/78±0/7 درصد  5/0فیلم و اسانس 

 Aa30/04±0/3 Cb  40/33±0/3 Cc01/80±0/4 Cd02/11±0/5 Ce40/10±0/7 Cf  41/91±0/7 درصد 1فیلم و اسانس 

 Aa11/01±0/3 Db10/21±0/3 Dc20/11±0/3 Dd10/01±0/5 De20/25±0/6 Df  80/07±0/6 درصد 2فیلم و اسانس 

 (. >05/0p) دهددار بین تیمارها را نشان میبین روزها در هر تیمار و حروف بزرگ اختلاف معنی دارحروف کوچک اختلاف معنی

 بحث 

 ترینفراوان(، 1بر اساس آنالیز اسانس برگ نارنج )جدول 

درصد بود.  68/34 با لینالولترکیب موجود در اسانس نارنج، 

Oulebsir ( ترکیبات آنتی2022و همکاران )و  لباکتریا

آلفا  و لینالیل استات ،اسانس نارنج را لینالول اکسیدانآنتی

(، 2021و همکاران ) Linترپینئول گزارش کردند. همچنین 
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، ذکر کردند که چند گونه نارنج اسانس ترکیباتبررسی  در

به سبب داشتن ترکیبات لیمونن، استخراج شده  اسانس

 .بالایی استفعالیت ضدباکتریایی  ، دارایتریپنئول و لینالول

شرایط جغرافیایی، فصل، زمان، مکان برداشت و استفاده از 

تواند بر نتایج تاثیر بگذارد های مختلف استخراج میروش

(Azhdarzadeh and Hojjati, 2016   .) 

جهت  های مکانیکیدر مورد شاخصدانستن اطلاعات 

ها در حفظ بینی توانایی آنبندی و پیشطراحی فرآیند بسته

 بندی، اهمیت بالایی داردیکپارچگی فیلم در زمان بسته

(Shojaee-Aliabadi et al., 2013)حاضر  . در مطالعه

آلژینات بر روی -به فیلم کیتوزانتاثیر افزودن اسانس 

نشان داد که با ها یافته است. تاثیر گذاشتهخواص فیلم 

داری افزایش سطح اسانس، ضخامت فیلم به طور معنی

توان آن را ناشی از گرفتار شدن ریز افزایش یافت که می

و تشکیل ماتریس نرم و ساختار  فیلمقطرات اسانس در 

شده  بیرون زده نسبت داد که منجر به افزایش ضخامت فیلم

( در بررسی خواص 2017و همکاران ) Alizadeh. است

فیلم خوارکی حاوی اسانس صمغ بنه، نیز افزایش صخامت 

شدن ذرات فیلم در اثر افزودن اسانس را ناشی از محبوس

  دانستند.اسانس 

آلژینات سدیم  –از طرفی افزودن اسانس به فیلم کیتوزان 

توان ناشی درصد حلالیت در آب را کاهش داد که آن را می

-عرضی بین ترکیبات اسانس و نیز گروهاز ایجاد پیوندهای 

میدی و استری کیتوزان دانست که با کاهش گرایش آهای 

کیتوزان به آب، حلالیت فیلم را در آب کاهش داده است 

(Liu et al., 2021 .)Song ( در بررسی 2021و همکاران )

نیز کاهش  کیتوزانبه فیلم  منگولتاثیر افزودن اسانس 

اد پیوندهای فیلم با اسانس گزارش ایجحلالیت را مربوط به 

خوانی دارد. این حاضر هم های مطالعهکردند که با یافته

 کاهش نفوذپذیری با افزایش توانایی بخار آب در فیلم

دهنده آلژینات حاوی اسانس همراه بود که نشان -کیتوزان

کاهش پیوستگی و ایجاد منافذ ریز در ساختار فیلم در 

و همکاران  Bonillaهای که با یافته استحضور اسانس 

-کیتوزان حاوی اسانس آویشن هم ( در مورد فیلم2012)

 خوانی دارد. 

مقاومت کششی و میزان کشش ، 2با توجه به نتایج جدول 

روندی عکس با یکدیگر داشتند به این ترتیب با افزایش 

مقاومت کششی کاهش ولی میزان کشش  اسانس به فیلم

این ترتیب کمترین میزان مقاومت کششی افزایش یافت به 

آلژینات حاوی  –و بیشترین میزان کشش در فیلم کیتوزان 

-Shojaeeگیری شد. درصد اسانس نارنج اندازه 2

Aliabadi  تبدیل پیوندهای قوی  (2013)و همکاران

روغن در -پلیمر کیتوزان با پیوندهای سست پلیمر-پلیمر

-کششی فیلم میمنجر به کاهش مقاومت ، حضور اسانس

( افزودن اسانس بنه به 2017و همکاران ) Alizadeh .شود

 کشش گزارش کردند.فیلم کیتوزان را عامل افزایش 

لیستریا و  ویبریو پاراهمولایتیکوسمیانگین مقدار اولیه 

 محدودهدر به ترتیب  مورد بررسی میگوهایدر  مونوسیتوژنز

Log CFU/g  52/3-20/3  وLog CFU/g 61/3-19/2 

 میزان مناسب (Nowzari et al., 2013) بود که بر اساس

گزارش شده است، در  Log CFU/g   4-3باکتری فیله 

اولیه ناشی از آلودگی در  میزاناین محدوده موردنظر بود. 

 3میگوهای هر آوری است. در طول صید، برداشت و عمل

درصد اسانس نارنج، روند افزایش بار  2و  1، 5/0 تیمار

 لیستریا مونوسیتوژنزو  ویبریو پاراهمولایتیکوسباکتریایی 

درصد  2در تیمار  .با افزایش زمان نگهداری قابل مشاهده بود

 دوازدهمتا روز  ویبریو پاراهمولایتیکوس میزاناسانس نارنج، 

در نگهداری  همپانزدتا روز  لیستریا مونوسیتوژنزو  نگهداری

های المللی تعیین ویژگیکمیته بینمحدوده مجاز 

ICMSF (Log CFU/g  7 )میکروبیولوژی موادغذایی یا 

بار  نارنج، اسانس درصد 1و  5/0دو تیمار در  .قرار داشت

و  نهمتا روز  در میگو ویبریو پاراهمولایتیکوسمیکروبی 

قرار محدوده مجاز  در ششمتا روز و تیمار شاهد  پانزدهم

 درصد 1و  5/0تیمار  لیستریا مونوسیتوژنزدر مورد  .داشت



یی                                                                                      مجله میکروب شناسی مواد غذا

 

 1403پاییز  3شماره  11وره د                                                                                                   27 
 
 

 

در محدوده مجاز قرار  ششمو شاهد تا روز نهم تا روز  اسانس

های گیاهی مکانیسم فعالیت ضدباکتریایی اسانسداشتند. 

پیدهای موجود در دیواره یها به فسفولبه حمله این اسانس

که سبب افزایش نفوذ و  شودمربوط میباکتری سلولی 

 شودبه خارج از سلول میتوپلاسم یتراوش س

(Degirmenci and Erkurt, 2020.) Oulebsir  و

( حضور ترکیبات فنولی و فلانوئیدی را به 2022همکاران )

 ذکر کردند. آنهاکنترل رشد  ضدباکتریعنوان ترکیبات 

Azhdarzadeh  وHojjati (2016 فعالیت ضد باکتریایی )

را ناشی  Saccharomyces cerevisiaeاسانس نارنج علیه 

ها بخصوص اکسیدانی مونوترپنترکیبات آنتی از وجود

درصد اسانس( موجود در اسانس نارنج  88/59لینالول )

با افزایش غلظت اسانس، قدرت ضدباکتری آنها  دانستند که

خوانی ی تحقیق حاضر همهاکه با یافته یافتنیز افزایش 

 دارد.

Benzaid ( کاهش میزان 2021و همکاران )

Streptococcus mutans با افزودن  موجود در گوشت

-گزارش کردند که نشان دهنده تاثیر اسانسرا  نارنجاسانس 

های تحقیق های گیاهی در کاهش بار میکروبی مشابه یافته

 حاضر است. 

در  نگهداریبا افزایش زمان  هامیزان باکتریروند افزایش 

قابل مشاهده بود. نیز آلژینات سدیم -فیلم کیتوزان

Chidanandaiah  در بررسی تاثیر ( 2007)و همکاران

 میزان باکتری موجود دربر پوشش خوراکی سدیم آلژینات 

عنوان کردند که سدیم آلژینات سبب از بین بردن  گوشت،

با  مقایسهدر  های عامل مسمومیت غذاییمیکروارگانیسم

خوانی دارد. های تحقیق حاضر همشاهد شد که با یافته

 100هایی کوچک مقیاس )آلژینات توانایی تولید کپسول

مواد آنتی جهت ذخیره نانومتری(  17میکرون با منافذ 

آلژینات دارد. اکسیدانی یا ضدباکتریایی نظیر اسانس را 

کاهش نسبت اسیدگلوکورونیک به اسیدمنوروئیک در سبب 

و این  آلژینات شدهساختار ژل، سبب افزایش تخلخل در ژل 

کند که از نفوذ ای نیمه تراوا را ایجاد میامر لایه

کند دار جلوگیری میها به بافت پوششمیکروارگانیسم

(Fujki et al., 2009).  حاوی آلژینات سدیم–کیتوزانفیلم 

 بر باکتریاییبالاترین فعالیت ضد اسانس نارنج،درصد  2

و  را داشت لیستریا مونوسیتوژنز و ویبریو پاراهمولایتیکوس

 را در آنها میزاننگهداری  پانزدهمتا پایان روز  توانست

  .ددار در محدوده مجاز برای مواد غذایی نگه میگوی وانامی

Benavides ( در بررسی تاثیر فیلم 2012و همکاران )

 .E. coli ،Lبر  آلژینات حاوی اسانس نارنج

monocytogenes, Salmonella enteritidis  وS. 

aureus که ترکیب اسانس نارنج و آلژینات به  دعنوان کردن

زا در مواد طور موثری قادر به کنترل رشد عوامل بیماری

( اثرات 2023)و همکاران  Ramos .غذایی است

نشان  را بررسی کردند وضدباکتریایی پوشش آلژینات سدیم 

ترکیب آلژینات سدیم و عصاره هیدروالکلی  دادند که

Macrocystis pyrifera  فیلم را  ضدباکتریفعالیت

که در اثر مواد فنولی موجود در اسانس  دهدافزایش می

( در بررسی تاثیر فیلم 2016) Shahbaziو  Kakaei. است

ژلاتین در ترکیب با عصاره دانه انگور قرمز و  –زان کیتو

 Listeriaبر بقای  Ziziphora clinopodioidesاسانس 

monocytogenes آلا، عنوان کردند که این در فیله قزل

آلا ترکیب کارایی بالایی در افزایش ماندگاری فیله قزل

 Logداشته و توانست تقریبا بار باکتریایی را به میزان

CFU/g  3-1 های شاهد کاهش دهد در مقایسه با نمونه

و  Yaoخوانی دارد. های تحقیق حاضر همکه با یافته

ژلاتین و –( در بررسی تاثیر فیلم کیتوزان 2017همکاران )

 E. coliاسانس لیمو افزایش خاصیت ضدمیکروبی در مقابل 

 را را با افزایش غلظت اسانس گزارش کردند و آنها این امر

 ،ش قدرت ضدمیکروبی اسانس لیمو مرتبط دانستندبه افزای

اسانس لیمو از دیواره سلولی باکتری مواد موجود در زیرا 

 و Sayadiگذارد. عبور کرده و بر روی بقای سلول تاثیر می

آلژینات و ( در بررسی تاثیر فیلم سدیم2021)همکاران 
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افزایش فعالیت ضدمیکروبی این فیلم را در سبز، اسانس زیره

و  .Enterobacteriaceae ،Pseudomonas sppمقابل 

L. monocytogenes  افزایش غلظت اسانس ناشی از

های تحقیق حاضر گزارش کردند که هر دو مطالعه با یافته

 خوانی دارد.هم

کنش فعالیت کیتوزان به بر هم مکانیسمکه  دادهنتایج نشان 

دیواره سلولی که سبب  ءه آمین و شارژ منفی غشابین گرو

شود، ها میگسسته شدن پروتئین سلولی و الکترولیت

همچنین این عملکرد همانند سدی در برابر اکسیژن عمل 

سبب به دام افتادن مواد مغذی و فلزات ضروری  و کندمی

(. ترکیب کیتوزان با Hadidi et al., 2022شود )می

فنولیکی دلیل داشتن محتوی پلی های گیاهی بهاسانس

اسید و اسید، گالیکشامل هیدروکیواینون، کافئیک

و  Rezaeianای در مطالعات رسوراترول است. چنین نتیجه

( 2020و همکاران ) Raeisi( نیز دیده شد. 2021)همکاران 

دهنده های انتقالها به سلولفنولپلیعنوان کردند که 

که مانع از رشد  یهایپروتئین و کربوهیدارت

شوند متصل و از رشد آنها جلوگیری ها میمیکروارگانیسم

-کیتوزان دلیل کارایی بالاتر فیلم به این امرو کند می

، Artemisia dracunculusهای آلژینات همراه با اسانس

Zataria multiflora  وpiperita Mentha  در افزایش

با نتایج ه ک استکمان آلای رنگینماندگاری فیله قزل

  خوانی دارد.مطالعه حاضر هم

 Qiuمحلول بودن در آب و وزن مولکولی پایین کیتوزان )

et al., 2022( و پایداری آلژینات )Ramos et al., 2023 )

کنند. این ترکیبی کارآمد را برای تولید فیلم ایجاد می

موضوع در کنار خواص ضدباکتریایی اسانس و خاصیت 

شود پروتئین درون فیلم سبب می هیدروفوبیک طبیعی،

و خاصیت انعطاف فیلم  پیدا کردهمقاومت بیشتری به آب 

( که این امر خود ماندگاری Yao et al., 2017افزایش یابد )

های تایید کننده نتایج یافته وبالاتر مواد غذایی را ضمانت 

دار محیط تحقیق حاضر است. همچنین با توجه به دوست

کیبات و از بین رفتن سریع آنها در زیست بودن این تر

توان عنوان کرد که استفاده از فیلم زیست میمحیط

نارنج به شکل  آلژینات سدیم در ترکیب با اسانس-کیتوزان

و  ویبریو پاراهمولایتیکوسکاهش میزان موثری قادر به 

توان از آن و می شده وانامی میگو درلیستریا مونوسایتوژنز 

 ده کرد.در صنعت غذا استفا

  گیرینتیجه

سدیم و های این پژوهش نشان داد که افزودن آلژیناتیافته

به  ، های مختلف به فیلم کیتوزاندر غلظتاسانس نارنج 

داری بر خصوصیات فیلم تاثیر گذاشت. افزودن طور معنی

 و کششاسانس و آلژینات سدیم باعث افزایش ضخامت، 

شد. هم چنین ویژگی ضدباکتریایی  نفوذپذیری به بخارآب

لیستریا و  ویبریو پاراهمولایتیکوسدر مقابل فیلم 

 افزایش سطح اسانس .یافتافزایش  نیزدر میگو  مونوسیتوژنز

 در اسانس،ماده فعال لینالول  به خاطر وجود میزان نارنج

بالاترین قدرت ضدباکتریایی به تیمار فیلم  سبب شدکه

 اسانس نارنج درصد 2در ترکیب با  سدیم آلژینات –کیتوزان 

میگوی  ها درکاهش باکتریسبب که توانست  گیردتعلق 

 شود. پانزدهموانامی تا پایان روز 
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Abstract 

In this study, the antibacterial activity of chitosan-sodium alginate film in combination with Citrus 

aurantium essential oil in order to control the growth of Vibrio parahaemolyticus and Listeria 

venocytogenes inoculated to Litopenaeus vannamei and also the properties of the film under refrigerated 

conditions for 15 days, was investigated. The treatments included chitosan-sodium alginate film, 

chitosan-sodium alginate film containing 0.5, 1 and 2% citrus essential oil. The results showed that the 

lowest amount of tensile strength (14.77%), water solubility (15.31%) and the highest amount of 

permeability to water vapor (1.79 × 10-10 g/msPa) in the film treatment with 2% citrus essential oil was 

observed. Also, adding essential oil to the film increased the thickness (0.171 mm) and elasticity 

(59.37%) compared to the control (p< 0.05). The lowest amount of V. parahemolyticus and L. 

monocytogenes was measured in the chitosan-sodium alginate film treatment containing 2% citrus 

essential oil (p< 0.05). During 15 days of storage, chitosan-sodium alginate film containing essential oil 

could reduce V. parahemolyticus and L. monocytogenes compared to the control treatment in shrimp 

(p< 0.05). Chitosan-sodium alginate film containing 2% citrus essential oil delayed the growth of V. 

parahemolyticus and L. monocytogenes by 9 days compared to the control treatment. 
 

Keywords:  Citrus aurantium essential oil, Chitosan- sodium alginate film, Litopenaeus vannamei 

 

 

 

 

 

 

  

 


