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  چکیده
  

ه طالعه حاضر بمرده است. کمواد غذایی افزایش پیدا  بنديبه منظور بسته حاوي ترکیبات ضد میکروبی طبیعی هاي امروزه استفاده از فیلم

ستریا لیغذازاد ( زايهاي بیماريبر روي برخی از باکتري اسطوخودوساسانس هاي کیتوزان حاوي میکروبی فیلم ضداثر منظور بررسی

به این  ذیرفت.پانجام ) O157:H7 کلیاشریشیا و  ،ویبریو پاراهمولیتیکوس، استافیلوکوکوس ارئوس، باسیلوس سرئوس، مونوسیتوژنز

ي مذکور قرار هاهاي باکتريوخودوس بر روي کشتاسطاسانس مختلف هاي هاي کیتوزان حاوي غلظتهاي کروي از فیلمدیسک منظور

 و) p>05/0( دآزمایش بو موردمهاي نیسمیکروارگا برهاي کیتوزان حاوي اسانس فیلماثر ضد میکروبی  گرداده شد. نتایج این مطالعه نشان

بر علیه  هاي مذکوربی فیلمین و کمترین اثر ضد میکروبیشتر. موثر بودها تمام میکروارگانیسم درصد اسانس بر 4توزان حاوي هاي کیفیلم

 هکج نشان داد ین نتایافت. اها نیز با افزایش غلظت کیتوزان کاهش یشفافیت فیلمویبریو پاراهمولیتیکوس و اشریشیاکلی مشاهده شد. 

  .بکار رود مواد غذایی تواند بعنوان یک بسته بندي ضد میکروبی دروخودوس میکیتوزان حاوي اسانس اسطهاي فیلم
  

  .خودوسو، اسانس اسطکیتوزان، باکتریهاي پاتوژن غذازاد کلیدي: گانواژ

  

مقدمه

ها در مواد بسته که استفاده از پلاستیک از آنجایی

عدم با توجه به باشد و راسر جهان رایج میبندي در س

در  مشکلات زیست محیطی فراوانی ،آنهاتجزیه طبیعی 

 بالاییهمچنین هر ساله میزان  .دگردایجاد میطبیعت 

شیمیایی  یامیکروبی از مواد غذایی مختلف دچار فساد 

هاي اخیر استفاده از در سال روند.و از بین می شده

هاي مواد بسته بندي ترکیبات طبیعی بعنوان پایه

طبیعت و رواج یافته است که نه تنها براي  غذایی

 در صورت استفاده از ضرر است بلکهبیمصرف کنندگان 

مثل  و آنتی اکسیدانی مختلفد میکروبی ترکیبات ض

ها و مواد ضد میکروبی طبیعی هاي آلی، آنزیماسید

عمر نگهداري مواد  هادر آنهاي روغنی نظیر اسانس

 ;Nettels, 2006 .دهندافزایش میغذایی را نیز 

Mehdizadeh et al., 2012; khanjari et al., 

 از طریق ي ضد میکروبیهابندياین بسته. )(2013

ها انداختن رشد میکروارگانیسم کاهش، مهار یا به تاخیر

-ن نگهداري و ایمنی مواد غذایی میسبب افزایش زما

ها انساس ).Mihajilov-Krstev et al., 2010( شود

طبیعی هستند که در تحقیقات ترکیبات ضد میکروبی 

و در  بندي قرار گرفتهمواد بستهرکیب با در تمختلف 

ش بار میکروبی و نتیجه فیلم تولیدي موجب کاه

 2006( شودمی مواد غذایی افزایش ماندگاري

Oussalah et al.,.( کیتوزان پلی ساکاریدي خطی و 

تواند از کیتین اي بار الکتریکی مثبت بوده که میدار
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آید. این ماده توانایی ایجاد شبکه  سخت پوستان بدست

ضد در برخی مطالعات اثرات ژلی خوبی دارد همچنین 

-Moosavi( شده است بیان اکسیدانی میکروبی و آنتی

Nasab et al., 2013 ;Hosseini et al., 2009(.  

 ) (Lavandula stoechas با نام علمی اسطوخودوس

بومی حوزه و  است Lamiaceaeگیاهی از خانواده 

باشد و در سرتاسر جنوب قاره اروپا پراکنده مدیترانه می

هاي با بوي که جزو اسانس اسطوخودوساست. اسانس 

-از تقطیر گل و سرشاخه شودمطبوع طبقه بندي می

 در مطالعات مختلف. آیدبدست می گیاههاي گلدار این 

در آن ترکیباتی نظیر اسید بوتیریک، اسید پروپیونیک و 

 لینالول آزاد و ژرامبول بیان شده استیک، اسید والر

)Zohra and Atik, 2011; Behbahani, et al., 

هدف از این پژوهش ابتدا بررسی امکان تولید  .)2013

و  دوسوفیلم خوراکی از کیتوزان حاوي اسانس اسطوخ

ی آن علیه برخی سپس بررسی خواص ضد میکروب

 کلی اشریشیاشامل  زاي غذازادهاي بیماريباکتري

O157:H7 ،لیستریامونوسیتوژنز  ،باسیلوس سرئوس ،

 .بود ویبریو پاراهمولتیکوسو  استافیلوکوکوسارئوس

  مواد و روش کار

  خودوسوتهیه اسانس اسط

دوس از شرکت باریج اسانس واسانس اسطوخ

توسط  آن. همچنین آنالیز ترکیبات خریداري شد

دستگاه گاز کروماتوگراف مجهز به طیف سنجی جرمی 

(Thermo Quest / Finnigan,UK)، .صورت گرفت  

  دوسوتهیه فیلم از کیتوزان حاوي اسانس اسطوخ

ي دوس بر پایهوبراي تولید فیلم حاوي اسانس اسطوخ

لکولی پودر کیتوزان با وزن مو گرم 2مقدار  کیتوزان،

درصد حل  1اسید استیک بالا (سیگما آلدریچ) را در 

بر روي همزن  ساعت 24مدت  سپس به نموده

گلیسرول شد سپس  در دماي اتاق هم زدهمغناطیسی 

لیتر به ازاي گرم کیتوزان) به عنوان میلی 5/0(

به عنوان  tween80درصد  25/0پلاستیسایزر و 

دقیقه در  30به این محلول اضافه شد سپس  امولسیفایر

. گردیدمخلوط بر روي هم زن مغناطیسی دماي اتاق 

 8/5 ا بهرمحلول  pH ،دسپس با استفاده از سو

هاي مورد نظر اسانس پس از افزودن غلظت رسانیده،

، محلول با )V/Vدرصد 4و  3، 2، 0،1خودوس (واسط

به مدت یک  rpm 21600استفاده از هموژنایزر با دور 

میلی لیتر از محلول  40دقیقه هموژن گردید. سپس 

خودوس در زیر هود لامینار وفیلم حاوي اسانس اسط

به آرامی ریخته شد و به  ايهاي شیشهپلیت داخل

گراد درجه سانتی 25±2ساعت در دماي  36مدت 

ساعت پیش از  48 ،شده هاي آمادهخشک گردید. فیلم

 25±2آزمون در دسیکاتور حاوي برمید سدیم (دماي 

درصد) ذخیره  50±2گراد و رطوبت نسبی درجه سانتی

  .)(Zivanovic et al., 2005 گردیدند

  رنگ سنجی

   Minoltaها از یک رنگ سنج (جهت تعیین رنگ نمونه

.CR 300 Series, Minolta Camera Co., Ltd., 

Osaka, Japanشد. قبل از اندازه گیري رنگ  ) استفاده

ها، دستگاه با استفاده از یک صفحه سفید فیلم

استاندارد تنظیم شد و پارامترهاي استاندارد دستگاه به 

تعیین  b*= -09/0 و L، 25/0 -=*a*=49/93صورت 

  گردید.

 خواند عبارتند از: وضوح یاپارامترهایی که دستگاه می

L = 0و سیاه = 100(سفید ،(a  =سبز)تا قرمز  -80

). در مورد هر 70تا زرد =  -80(آبی =  b) و 100=

 .گیري قرار گرفتنقطه مورد اندازه 3نمونه حداقل 

  هااندازه گیري ضخامت فیلم

متر در میلی 0001/0ومتر دیجیتال با دقت میکربا 

 .شدگیري نقطه تصادفی اندازه 10حداقل 

، وروتوکسین زا)(O157:H7  کلی اشریشیاهاي باکتري

لیستریا ، ) ATCC 11778( باسیلوس سرئوس

استافیلوکوکوس )، ATCC 19118( مونوسیتوژنز

 ویبریو پاراهمولتیکوس) و ATCC 65238( ارئوس

)43996 ATCC(  دانشکده  میکروب شناسیازگروه

  دامپزشکی دانشگاه تهران تأمین گردید.
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 هر، هاي مورد مطالعهتلقیح باکتري دز براي تهیه میزان

درجه  -20ذخیره شده در  هايمیکروارگانیسمکدام از 

آبگوشت گراد داخل میکرواپندورف را به محیط سانتی

 18±2و دوبار متوالی به مدت  نموده منتقلقلب و مغز 

گذاري درجه سانتیگراد گرمخانه 35±2ساعت در 

میلی لیتر  4هاي کووت حاوي لوله پس از آن شدند.

 سپس مقدارهاي استریل تهیه شد. آبگوشت قلب و مغز

 به لوله هاي کووترا ساعته دوم  18مختلفی از کشت 

اه با استفاده از دستگ اضافه نموده و جذب نوري آن را

 ،)Milton Ray Company, USAاسپکتروفتومتر (

بره یکه قبلا با کووتی حاوي آبگوشت قلب و مغز کال

 نانومتر قرائت گردید. 600در طول موج شده بود، 

از بود  1/0زمانی که جذب نوري لوله کووت معادل 

هاي مختلف تهیه شده و هاي کووت رقتمحتویات لوله

لیت جهت شمارش باکتري ها صورت گرفت. کشت در پ

در طول  1/0در پایان میزان باکتري در جذب نوري 

ي هاهاي کووت حاوي  باکترينانومتر در لوله 600موج 

( چراغی و همکاران  محاسبه گردید مورد مطالعه

1392( 

 تعیین فعالیت ضد میکروبی فیلم ها

 Diskفعالیت ضدمیکروبی فیلم ها به روش 

Diffusion Assay د، بدین صورت که دیتعیین گر

میکرولیتر کشت باکتري  100محیط مولر هینتون با 

باشد، باکتري در هر میلی لیتر می 1×710که حاوي 

هایی از فیلم کیتوزان حاوي د. سپس دیسکیگردتلقیح 

به  اسطخودوس که غلظت هاي مورد نظر از اسانس 

بر روي پلیت قرار داده  بودند متر پانچ شدهمیلی 9قطر 

درجه  37ساعت در  24ها به مدت شد و پلیت

اري شدند. پس از اتمام زمان سانتیگراد گرمخانه گذ

ناحیه ممانعت از رشد به صورت هاله  ،گرمخانه گذاري

شفاف اطراف فیلم مشاهده گردید و قطر این ناحیه در 

  متر گزارش شد.اطراف فیلم بر اساس میلی

 نتایج

مختلف اسانس اسطوخودوس توسط دستگاه اجزاي 

 1جدول  رمی درسنج جنگار گازي متصل به طیفرنگ

بر این اساس بیشترین جزء . نشان داده شده است

دهد. درصد تشکیل می16/49سینئول با 1،8اسانس را 

درصد، کامفور با 75/10ا پس از آن بورنئول ب

 2/3با درصد و آلفاپینن 95/3و لینالول ال با درصد94/8

 .بیشترین مقدار را بین اجزاي اسانس دارا هستند درصد

 

 خودوسواسانس اسط GC/MSترکیبات شیمیایی حاصل از  -1جدول 

 ترکیبات شیمیایی درصد شاخص بازدارندگی

38/7 3/0 Alpha Thujene 

63/7 2/3 Alpha-Pinen 

09/8 8/0 Camphene 

85/8 9/0 Sabinene 

01/9 63/2 Beta.-Pinene 

38/9 87/1 Beta.-Myrcene 

92/9 4/0 Alpha.Phellandrene 

14/10 73/2 DELTA.3-Carene 

18/11 16/49 1,8-Cineole 

51/11 49/0 Ocimene<(E)-B-> 

95/11 32/0 Gamma.-Terpinene 

11/13 5/0 Alpha.-Terpinolene 

69/13 95/3 Linalool  L 
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63/15 94/8 Camphor 

66/16 75/10 Borneol 

97/16 04/1 Terpinen-4-ol 

34/17 3/1 Cryptone 

56/17 16/1 Alpha.Terpineol 

27/18 49/0 Isophorone<4-methylene> 

01/19 99/0 Unknown 

56/19 38/0 Cumin  aldehyde 

09/20 5/0 Linalool  acetate 

42/21 23/0 Thuganol  acetate<iso-3-> 

03/27 93/0 Trans-Caryophyllene 

40/28 3/0 Trans-.beta.-Farnesene 

79/30 58/0 Gamma.-Cadinene 

45/33 33/0 Caryophyllene  oxide 

63/35 53/0 >Cubenol<1,10-di-epi 

  7/95 جمع

 
عدم رشد اد که بیشترین هاله نتایج این مطالعه نشان د

در رابطه خودوس وهاي کیتوزان حاوي اسانس اسطفیلم

که کمترین هاله بود، در حالی ویبریو پاراهمولیتیکوسبا 

 اشریشیاکلی ها مربوط بهعدم رشد اطراف فیلم

O157:H7 غلظت اسانس  باشد. همچنین با افزایشمی

هاي کیتوزان میزان قطر هاله عدم به کار رفته در فیلم

هاي مورد مطالعه بصورت رابطه با تمام باکتريرشد در 

و انحراف میانگین  ) افزایش یافت.>p 05/0معنا داري (

هاي کیتوزان اطراف فیلم قطر هاله عدم رشدمعیار 

خودوس در وهاي مختلف اسانس اسطحاوي غلظت

نمایش  2هاي مورد مطالعه در جدول باکتريرابطه با 

  داده شده است.

خودوس وتلف اسانس اسطهاي مخهاي کیتوزان حاوي غلظتهاي مورد مطالعه اطراف فیلمقطر هاله عدم رشد باکتريانحراف معیار  ±میانگین  -2جدول

  (میلی متر)

% 1 کنترل نام باکتري  2 %  3 %  4 %  

E.coli O157:H7 0a*  0aA  0aA  0aA  12/10 ± 0/21Ba 

Listeria monocytogenes  0a 11/10 ± 0/37 bB  12/63 ± 0/22cB  14/67 ± 0/23dB  16/06 ± 0/35Eb 

Staphylococcus aureus 0a  11/63 ± 0/09bB  12/63 ± 0/24beB  13/30 ± 0/13cefC 13/90 ± 0/40dfC 

Vibrio parahaemolyticus  10/66 ± 0/57a  14/57 ± 0/14bC  14/67 ± 0/12bC  16/50± 0/15cD  18/77± 0/24dD 

وت معنی دار در نتایج در تفاباشد. حروف بزرگ غیر مشابه بیانگر هاي جدول میحروف کوچک غیر مشابه نشان دهنده تفاوت معنی دار در نتایج ردیف*

  باشد.هاي جدول میستون

  

هاي ضخامت فیلماطلاعات مربوط به  3جدول در 

در است.  شده نشان داده تولیدي و فاکتورهاي رنگ

هاي مورد مطالعه نتایج رابطه با فاکتورهاي رنگ فیلم

نشان داد با افزایش میزان اسانس (غلظت اسانس) رنگ 

گردد. ) تیره تر میp >05/0داري (ها بصورت معنیفیلم

بصورت معنی داري رنگ  aهمچنین در رابطه با فاکتور 

یابد. در رابطه با قرمز شدن سوق می ها به سمتفیلم

هر چند روند منظم نیست لیکن میزان زردي  bفاکتور 

در مقایسه با فیلم بدون اسانس بصورت معنی داري 

  بالاتر است.
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 هاي تولیدي ( میکرومتر) و فاکتورهاي رنگضخامت فیلم -3جدول 

هاي رنگفاکتور  
 فیلم )µm(ضخامت

L a B 

03/0 ± 70/61  08/0 ± 57/18  17/0 ± 67/61  41/0 ± 97/180  کیتوزان 

خودوسودرصد اسانس اسط 1کیتوزان حاوي   70/182 ± 11/0  53/62 ± 27/0  15/30 ± 06/0  10/53 ± 04/0  

خودوسودرصد اسانس اسط 2کیتوزان حاوي   07/183 ± 09/0  68/63 ± 05/0  25/31 ± 05/0  56/51 ± 08/0  

خودوسودرصد اسانس اسط 3کیتوزان حاوي   50/183 ± 06/0  25/64 ± 03/0  16/33 ± 03/0  84/49 ± 05/0  

خودوسودرصد اسانس اسط 4کیتوزان حاوي   70/183 ± 11/0  41/65 ± 11/0  78/34 ± 06/0  13/48 ± 03/0  

  

بحث

استفاده از هاي فعال، بندياساس برخی از بسته

 موجبها به همراه مواد ضد میکروبی است که فیلم

ها در سطح محدود کردن یا کاهش رشد میکروارگانیسم

ند اشود. بسیاري از مطالعات نشان دادهمواد غذایی می

 هايعوامل ضد میکروبی به همراه فیلم  که استفاده از

بیماریزاي هاي کاهش سطوح ارگانیسم سبب خوراکی

  (Zivanovic et al., 2005).شوند. یم غذا زاد

ه قطر هاله عدم رشد نتایج این مطالعه نشان داد ک

با  )>p 05/0( ها بصورت معنی دارياطراف باکتري

تحقیقات  یابد.افزایش غلظت اسانس افزایش می

هاي ) نشان داد که فیلم2012مکاران ( رودریگرز و ه

هاي باکتريایجاد هاله عدم رشد اطراف کیتوزان توانایی 

را نداشت  استافیلوکوکوس ارئوسو  سالمونلا انتریتیکا

)Rodríguez-Núñez et al., 2012(.  که با نتایج

همخوانی در رابطه با استافیلوکوکوس ارئوس مطالعه ما 

از دلایل تفاوت اثرات ضد میکروبی فیلم هاي  داشت.

کیتوزان در مطالعات مختلف می توان به تفاوت در وزن 

مولکولی، درجه داستیلاسیون و سایر خصوصیات 

نتایج مطالعه  کیتوزان هاي مورد مطالعه اشاره نمود.

Zohra  وAtik  )2011 بر روي اثر ضد میکروبی (

ک نشان داد اسانس اسطخودوس به روش انتشار دیس

ایجاد هاله توانایی  3µl/discکه این اسانس در غلظت 

 E. coli ATCC25922هاي عدم رشد اطراف باکتري

 mm 49/1 ± 19/8، (S. aureus(با قطر 

ATCC25923  با قطر)mm  67/1 ± 90/5(  و

  (با قطر P. aeruginosa ATCC27853همچنین 

mm 32/0± 52/0 گردد () میZohra And Atik, 

که نشان از اثر ضد میکروبی اسانس  )2011

خودوس دارد که با نتایج بدست آمده در این واسط

 مطالعه تا حدودي مشابهت داشت.

میکروبی ) اثرات ضد1390سلطاندلال و همکاران (

هاي استافیلوکوکوس اسانس رزماري برروي سویه

 به روش انتشار دیسک مطالعه نمودند و دریافتند ارئوس

وق داراي اثر ضد باکتریایی بر علیه سویه که اسانس ف

 قطرهاله هاي باکتري هاي مذکور می باشد همچنین

 استافیلوکوکوس ارئوسهاي پیرامون سویه رشد عدم

 ,.SoltanDallal et al( میلیمتر بدست آمد20درحدود

) نشان 2005همکاران ( و Pranto تحقیقات ).2011

مختلف اسانس  هاي کیتوزان حاوي مقادیرکه فیلم داد

استافیلوکوکوس میکرولیتر/ گرم) بر  100-400سیر (

موثر  لیستریا مونوسیتوژنزو  باسیلوس سرئوسو  ارئوس

تاثیري  سالمونلا تیفی موریومباشد در حالی که بر می

مطالعه مهدیزاده و  (Pranoto et al, 2005).ندارد 

 -)  بر روي اثر فیلم هاي کیتوزان2012همکاران (

حاوي درصد هاي مختلف اسانس آویشن کوهی  نشاسته

)Thymus kotschyanus( ه بیشترین اثر نشان داد ک
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 لیستریاهاي مذکور روي ضد میکروبی فیلم

سالمونلا نز و کمترین اثر ضد میکروبی روي ژویتسمونو

وجود دارد. همچنین در مطالعه آنها با  انتریتیدیس

افزایش غلظت اسانس از شفافیت فیلم هاي تولیدي 

دارد کاسته شد که با نتایج  مطالعه حاضر تطابق 

(Mehdizadeh et al., 2012). 

مطالعه بهبهانی و همکاران بر روي اسانس 

خودوس و رزماري به روش انتشار دیسک نشان واسط

خودوس بر روي رشد واسطاسانس داد که 

نسبت به   PTCC1337استافیلوکوکوس ارئوس

موثرتر است و این نتایج  PTCC1330 اشریشیا کولی

نشان داد که اسطخودوس بیشترین تاثیر را روي 

 دارد استافیلوکوکوس ارئوسباکتري گرم مثبت 

)Behbahani et al., 2013.( 

  نتیجه گیري

به  هاي گرم مثبتباکتريبطور معمول حساسیت 

 است. هاي گرم منفیباکتريهاي روغنی بیش از اسانس

می توان هاي گرم منفی باکتريحساسیت کمتر  از علل

هاي باکتريغشا خارجی اطراف دیواره سلولی  وجود به

با این حال در این مطالعه قطر  .اشاره نمود گرم منفی

هاله عدم رشد اطراف باکتري ویبریو پاراهمولیتیکوس 

بود  هامیکروارگانیسماري بیشتر از سایر بصورت معنی د

که از دلایل آن می توان به حساسیت بالاتر این باکتري 

که فیلم کیتوزان به  به مواد ضد میکروبی اشاره نمود

هاله عدم رشد نماید.  تولید تنهایی هم توانسته بود

همچنین جهت ایجاد هاله عدم رشد نیاز به استفاده از 

-خودوس در فیلم میوغلظت هاي بالاي اسانس اسط

-باشد که با توجه به عدم صرفه اقتصادي توصیه می

اسانس مذکور  گردد از مواد ضد میکروبی دیگر به همراه

  ها به کار برده شود.در ساختار این فیلم
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Abstract 

Nowadays, application of antimicrobial films for food packaging have been increased. The 

present study was carried out in order to investigate the antimicrobial activity of chitosan 

films containing 1–4% (v⁄v) Lavandula stoechas essential oil (EO) on some food-borne 

pathogenic bacteria (Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Vibrio parahaemolyticus, 

Staphylococcus aureus and Escherichia coli O157:H7). Circular discs of chitosan films 

containing different concentration of Lavandula stoechas essential oil were placed on 

bacterial lawn. The result of this study showed Incorporation of chitosan film with EO 

showed significant antimicrobial effects (P < 0.05). Chitosan films incorporated with 4% v⁄v 

of EO inhibited the growth of all tested pathogenic bacteria. Maximum and minimum 

antimicrobial effect of chitosan films containing Lavandula stoechas essential oil was achived 

for Vibrio parahaemolyticus and Escherichia coli O157:H7 Transparency of film was reduced 

by increasing of EO. These results showed that Chitosan films containing Lavandula stoechas 

EO can be used for packaging foods. 

Keywords: Foodborne pathogenic bacteria, Chitosan, Lavandula stoechas essential oil. 

 


