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  اثر ضد ميكروبي كيتوسان بر رشد كپكها در ميوه توت فرنگي
 

  3 ، نرگس رجبي2جليل رضوي ،*1ويدا مقصودي
  

 مركز تحقيقات مهندسي بيوشيمي و كنترل محيط زيست، دانشگاه صنعتي شريف استاديار، -1

  دانشكده مهندسي شيمي و نفت، دانشگاه صنعتي شريف استاد -2
  دانشكده مهندسي شيمي و نفت، دانشگاه صنعتي شريف  دانشجوي كارشناسي ارشد-3

  )12/10/88 :رشي پذخي  تار17/7/88: افتي درخيتار(
 

  چكيده
كيتوسان . توت فرنگي عمر نگهداري بسيار كوتاهي دارد و سريع فاسد مي شود كه هم مصرف كننده ها وهم فروشنده ها مايلند اين زمان افزايش يابد

استفاده از  .داراي خاصيت ضد ميكروبي بوده و مي توان از آن به عنوان نوعي پوشش خوراكي بر روي ميوه ها استفاده كردنوعي پليمر طبيعي است كه 
 ٪3/0 ، ٪5/0در اين پروژه از محلول  . استتكيتوسان به همراه بعضي از اسانسها پوشش مناسبي براي طولاني كردن عمر نگهداري ميوه ها و سبزيجا

به توت فرنگي ها نوعي قارچ تلقيح شد كه از فساد .  كيتوسان به عنوان پوشش استفاده شد٪5/0+ كيتوسان، وانيلين٪3/0+   وانيلين  صفر كيتوسان،٪، 
در پايان كار ميزان مواد جامد . نگهداري شدC° 4 ميوه ها را در يخچال در دماي. خود ميوه ها و پس از جداسازي و خالص سازي بدست آمده بود

 اطلاعات . براي شمارش اسپورها هم از لام نئوبار استفاده شد.واسيد يته قابل تيتر آنها هم اندازه گرفته شد) Cويتامين (سكوربيك اسيد آ، محلول 
اين مدت . دهد  روز افزايش مي18بدست آمده نشان مي دهد كه استفاده كيتوسان به همراه اسانس وانيلين طول عمر نگهداري ميوه ها را به مدت 

قارچي كه مورد استفاده قرار گرفت از فساد ميوه توت فرنگي جدا ( .اكثر زماني بود كه با استفاده از كيتوسان امكان نگهداري در يخچال ممكن بودحد
  . بعد از خواندن پرانتز را پاك كنيد"لطفا ).سازي گرديد، ولي امكان شناسايي نبود در نتيجه از جنس وگونه آن اشارهاي نشده است

  
   كيتوسان، اسانس وانيلين، طول عمر نگهداري:د واژگانكلي

  

   مقدمه-1
    راهها  اين از  يكي  .  است نياز وكنترل اين آلودگي ها مورد                فاسد ميوه ها و سبزيجات عموما بعد از برداشت بسيار سريع 

          مواد ضد .استفاده از فيلم هاي ضد ميكروبي  و خوراكي است                 مواد برخي. مي شوند و عمر نگهداري آنها بسيار كوتاه است
                    استفاده قرار  مورد  خوراكي ميكروبي كه اغلب در فيلم هاي                براي  دارند  طبيعي وخوراكي كه قا بليت تغييرات بيولوژيكي

           پتاسيم  اسيد، پروپيونيك سوربيك اسيد،:  ميگيرند عبارتند از                 استفاده تسبزيجا و  ميوه ها نگهداري مواد غذايي تازه مثل 
        ، مواداسيد، سديم بنزوات و اسيد سيتريكسوربات، بنزوئيك                   كه  است كيتوسان  يكي از اين مواد پليمر طبيعي .شوند مي

         پراكسيداز نيسين و پديوسين، آنزيمهايي مثل ضد باكتري مثل                  خواص   اين  بر لاوهع .  دارد  هم ميكروبي ضد   خاصيت
         ليزوزيم وپلي ساكاريدها يي كه خواص ضد ميكروبي دارندو                 استفاده   .است شده  برخي اسانسها هم اثبات ضد ميكروبي 
  ].2 [آنمثل كيتوسان و مشتقات                 نگهداري  عمر  در افزايش طول تأثير زيادي   اين مواد با هم

                        فرآيند استيل  از كيتوسان يك پلي ساكاريد كاتيوني است كه                                                                ].1[ مواد غذايي دارد
  ]3 [)1شكل ( زدايي قليايي كيتين بدست مي آيد                   آلودگي معرض در    يا فرآوري شدهبيشتر مواد غذايي تازه 

    پوست   و  قارچها  سلولي منابع عمده توليد كيتوسان ديواره                  جلوگيري  براي  همواره راهي ميكروبي قرار دارند، بنابراين

                                                 
  maghsodi@sharif.edu :مسئول مكاتبات *
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سه گروه فعال شامل  كيتوسان .خارجي سخت پوستان است
  C-    2 -  ,C 3يك گروه آميني ودو گروه هيدروكسيلي در

از طريق ايجاد تغييراتي در اين گروهها مشتقات  دارد -C  6و
زيادي  مختلفي از كيتيوسان بدست مي آيد كه كاربردهاي

 زياد وكاربردهايي كيتين وكيتوسا ن به خاطر مزاياي . ]4[دارند
ايع را در بر مي گيرد بسيار مورد توجه كه گستره وسيعي از صن

قرار گرفته اند و در سالهاي اخير مطالعات زيادي روي آنها 
  .ومشتقاتشان انجام شده است

  
   ساختمان شيميايي كيتوسان1شكل 

  
از كاربردهاي پليمرهاي كيتيني در صنايع غذايي مي توان به 

توليد ميكروبي آنها، نگهداري مواد غذايي وجلوگيري از فساد 
فيلمها وپوششهايي با قابليت زيست تخريب پذيري، بازيافت 
مواد زائد ناشي از فرآوري مواد غذايي، در فرآيند تصفيه آب و 

  ].4[شفاف سازي وآب ميوه ها اشاره كرد 
كيتوسان به خاطر خاصيت بازدارندگي رشد بسياري از 
باكتريهاي بيماريزا و قارچها در فيلمهاي ضد ميكروبي و 

توضيحات . شهاي خوراكي مورد استفاده قرار مي گيردپوش
 تأثير متقابل. مختلفي براي اين ويژگي كيتوسان ارائه شده است

مولكولهاي پلي كاتيوني كيتوسان با اجزاي آنيوني ديواره سلولي 
ميكروارگانيسم  باعث تغييراتي در نفوذ پذيري ديواره سلولي 

ل سلول به بيرون در نتيجه آن بخشي از مواد داخ. مي شود
تراوش كرده و از ورود مواذ غذايي به داخل آن هم جلوگيري 

كيتوسان بعد از ورود به داخل سلول وپيوند با . مي شود
DNA از سنتز  RNAبه پروتئينهاي ديگر جلوگيري مي كند    .  

خاصيت ضد ميكروبي كيتوسان گستره وسيعي از 
تريها و ويروسها  ميكروارگانيسم ها را كه شامل قارچها و باك

اين ويژگي كيتوسان به فاكتورهايي مثل  .مي شود در برمي گيرد
نوع كيتوسان، درجه پليمريزاسيون، ميزبان، تركيب شيميايي 
غذايي سوبسترا، شرايط محيطي مثل ميزان فعاليت آبي سوبسترا 

بين خاصيت ضد . يا ميزان رطوبت آن يا هر دو بستگي دارد
. تقاتش هم تفاوتهايي وجود داردميكروبي كيتوسان و مش

كيتوسان اثر ضد ميكروبي سريعتري روي قارچها و جلبكها 
 =6pHاثر بازدارندگي كيتوسان در  .نسبت به باكتريها دارد

ط بازي گروههاي آميني  است چون در محي=pH 7بيشتر از
  .]2 [آزاد هستند

امروزه روشهاي جديد نگهداري از مواد غذايي به سمت 
از مواد ضد ميكروبي طبيعي و كاهش استفاده از مواد استفاده 

تحقيقات زيادي روي خواص ضد . شيميايي پيش مي رود
ميكروبي داروهاي گياهي و ادويه جات مختلف انجام شده 

خاصيت ضد ميكروبي اين مواد به نوع آنها، نوع فعاليت . است
ضد ميكروبي آنها، نوع ميكروارگانيسم و در نهايت نوع ماده 

وانيلين از جمله مواد گياهي است كه از . ايي بستگي داردغذ
قديم به عنوان يك ماده معطر در تهيه غذاهاي مختلف به كار 

وانيلين . مي رود و در ضمن خاصيت ضد ميكروبي هم دارد
بخش اعظمي از )  متوكسي بنزوآلدهيد-3 -  هيدروكسي-4(

 كيتوسان در اين پروژه علاوه بر. دانه وانيل را تشكيل مي دهد
از وانيلين هم به عنوان يك ماده ضد ميكروب استفاده شده 

  ].3[است
هدف ما در اين پروژه بررسي تأثير ضدقارچي كيتوسان همراه 
با اسانس وانيلين بر روي ميوه توت فرنگي به عنوان نوعي 

  .پوشش خوراكي است
عوامل مختلفي همچون عوامل فيزيكي، فعاليت آنزيم هاي 

ود در ميوه يا سبزي، فعاليت ميكروبي و يا تركيبي از اين موج
اگر چه در هر . عوامل ميوه ها و سبزيهاي خام را فاسد مي كنند

سبزي يا ميوه اي فساد خاصي توسط انواع ويژه اي از 
ميكروارگانيسم ها رخ مي دهد، اما غالبا بعضي از فسادهاي 

از شوند كه ميكروبي بيشتر در سبزبها و ميوه ها ديده مي 
متداولترين آنها مي توان به پوسيدگي كپكي خاكستري 

رايزوپوس (، پوسيدگي نرم رايزوپوس )بوتريسيس سينرا(
، )آسپرژيلوس نايجر(، پوسيدگي كپكي سياه)استالينوفر

  ].5[ اشاره كرد) گونه هاي كلادوسپريوم(پوسيدگي كپكي سبز
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  روش تحقيق -2
   مواد شيميايي -2-1

  .هاي تجزيه شيميايي اشاره شده است در قسمت روش 
در اين پروژه از استيك اسيد غليظ، هيدروكسيد سديم 

وانيلين و   دي كلروفنل اندوفنل، اسانس-2،6 جامد،نمك طعام،
 از 1PDA و محيط كشتSigmaكيتوسان كه از شركت 

  . آلمان استفاده گرديدMerckشركت 
  ميكروارگا نيسم ها -2-2

م گرفته اغلب ميكروارگانيسم مشخص در بيشتر مطالعات انجا
و شناخته شده اي را مورد يررسي قرار مي دهند، اما در اين 
پروژه از قارچي استفاده شده است كه از فساد خود توت 

در اين پژوهش به ترتيب جداسازي . فرنگي ها بدست آمده اند
ميكروارگانيسم هاي ناشي از فساد توت فرنگي، تخليص و 

مل فساد ميوه، تلقيح قارچهاي بدست آمده جداسازي قارچ عا
به توت فرنگيها و در نهايت شمارش اسپورهاي قارچ  كه روي 

براي . توت فرنگي ها رشد كرده اند انجام گرفته است
جداسازي ميكروارگانيسم هاي عامل فساد، ميوه هاي كپك زده 

 گرم در ليتر قرار مي دهيم تا 9را در سرم فيزيولوژيكي 
بعد اين محيط حاوي . يسم ها وارد سرم شوندرگاناميكرو

          منتقلPDAميكروارگانيسم ها به محيط كشت جامد 
از كلني هاي تشكيل شده رقت هاي مختلف تهيه . مي شوند

    شده و در نهايت ميكروارگانيسم ها به صورت خالص جدا
  .مي شوند

هيه محلول كيتوسان  آماده سازي ميوه و -2-3
  و وانيلين

وه توت فرنگي بر اساس شكل ظاهري، اندازه و رنگ تا حد مي
ممكن يكسان انتخاب گرديد و علاوه بر اين نبايد صدمه مكا 

بعد از شستن ميوه ها آنها را به سه گروه . نيكي هم ديده باشند
بعد از اينكه ميوه ها را به مدت يك دقيقه . تقسيم مي كنيم

، در ه ور شدندغوطداخل محلولهاي تهيه شده از پوشش ها 
. خشك شوندC°25 در دمايداده شد تا  دقيقه اجازه 30حدود 

سپس ميوه ها را داخل ظروف شيشه اي در بسته قرار داده و در 
تمام مراحل بعد از .  نگهداري گرديدC°4 يخچال با دماي 

شستشو از جمله پوشش، خشك كردن، تلقيح اسپورهاي فارچ 

                                                 
1. Potato Dextrose Agar 

استريل و در زير هود و همينطور ظروف نگهداري به صورت 
  .بيولوژيكي انجام شدند

 گرم از 5 و3 و 0 : محلول كيتوسان به اين شرح تهيه گرديد
 50 ميلي ليتر آب مقطر حل مي كنيم، به آن900در كيتوسان را 

ميلي ليتر استيك اسيد غليظ اضافه مي كنيم، تا محلول هاي  
ي  محلول هاpH.  از كيتوسان بدست آيد٪0 ، 3/0٪ ، 5/0٪

 تنظيم مي 5/4 مولار تا 3بد ست آمده را با استفاده از سود 
.  حجم محلول را به يك ليتر مي رسانيمpHبعد از تنظيم . كنيم

 و بدون كيتوسان به عنوان كنترل = pH 5/4 محلول اسيدي با
 گرم در 1غلظت وانيلين در پوششهاي وانيلين دار . استفاده شد
  .]6[ليتر است 

  يه شيمياييروش هاي تجز -2-4
 اسيديته قابل ،)Cويتامين (براي اندازه گيري آسكوربيك اسيد 

ريفيوژ و امد محلول ميوه ها را پالپ و سانتتيتراسيون و مواد ج
اصل عمل اندازه گيري . سپس فاز مايع آنها جدا مي شدند
 اسيد  به آب ميوه است آسكوربيك اسيد افزايش متا فسفريك

 Cغير فعال شده و درصد ويتامين تا آنزيم آسكوربيك اسيداز 
 دي كلرو فنل اندو فنل بوسيله - 6، 2با احيا شدن ماده رنگي 

مقدار مواد ]. 7[محلول اسيدي آسكوربيك اسيد تعيين گردد
 Erma(جامد محلول هم با استفاده از دستگاه رفركتومتر مدل 

Tokyo (تعيين شد.  
  شمارش اسپورها -2-5

وسط اين لام . اده شدئوبار استفبراي شمارش اسپورها از لام ن
هر ميلي .  ميلي متر از بقيه قسمتها عميقتر است1/0به اندازه 

 مربع كوچك كه سطح هر كدام 400متر مربع از اين قسمت به 
برا ي شمارش .  ميلي متر مربع است تقسيم شده است0025/0

اسپورهايي كه روي ميوه ها رشد كرده اند، ميوه ها پالپ شده و 
كاملا يكنواخت شدند و از اين سوسپانسون روي  لام قرار داده 

  .شد
  روش كار -2-6
روه به تعداد مساوي در سه گبتدا توت فرنگيها ي شسته شده ا

 به مدت يك دقيقه در محلول ها هر كدام از ميوه .شدندتقسيم 
، كيتوسان ٪3/0 ،٪5/0، )كنترل (0٪هاي 
.  داده شدقراريتوسان ك٪5/0+ كيتوسان، وانيلين٪3/0+وانيلين

 دقيقه اجازه مي دهيم كه ميوه ها در 30در حدود ).  1جدول(
سپس آنها را داخل ظروف شيشه . خشك شوندC °25دماي 
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 نگهداري C°4 اي در بسته قرار داده و در يخچال با دماي 
علاوه بر محلول اسيدي از ميوه هاي شسته شده با آب . شدند

هر بار نمونه گيري از هر . فاده شدمقطر هم به عنوان كنترل است
سه گروه انجام شد و ميانگين نتايج بدست آمده گزارش شده 

 .است

   تركيب پوششهاي مورد استفاده براي توت فرنگي ها1جدول

  )گرم در ليتر(وانيلين  درصد كيتوسان  پوشش

1  0  -  
2  3/0  -  
3  5/0  -  
4  3/0  1  
5  5/0  1  

  

  نتايج و بحث -3
ولهايي كه در اين پروژه  به عنوان پوشش انواع مختلف محل

مورد استفاده قرار گرفتند اثر قابل توجهي بر طول عمر 
پوششهايي كه استفاده شدند . نگهداري ميوه توت فرنگي داشتند

داراي مقادير مختلفي ازكيتوسان بوده  وبه دو مورد ازآنها از 
در .  گرم در ليتر نيز اضافه گرديد1 اسانس وانيلين به ميزان 

و ) كنترل(مورد نمونه هاي تلقيح شده بدون هيچ پوششي 
كيتوسان به عنوان پوشش به 0٪نمونه هايي كه در آنها محلول 

نتايج ( . ، رشد قارچ روند روبه رشدي داشتكار رفته بود
  ). بار تكرار مي باشد3بدست آمده ميانگين 
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در طول مدت نگهداري، در تمام نمونه هاي كنترل رشد كپكها 

در اثر رشد كپكها سطح ميوه ها با لايه اي سفيد و . مشهود بود
همانطور كه دردو نمودار شماره . ابري شكل پوشيده شدند

 روز افزايش 18 تعداد اسپورها در طول شوند،مشاهده مي 1و2
  .يافته است

در مقايسه با نمونه هاي كنترل در ميوه هاي با پوشش كيتوسان 
ميوه . تعداد اسپور به مقدار قابل ملاحظه اي كاهش مي يابد

هايي كه در آنها كيتوسان به تنهايي استفاده شده رشد قارچ 
همانطور كه گفته شد نرخ رشد آن كاملاً متوقف نمي شود، ولي 
  . كاهش قابل ملاحظه اي دارد
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غلظت كيتوسان همانطور كه نمودارها نشان مي دهند با افزايش 
ان رشد قارچ كاهش مي يابد، ولي هنوز ميز ٪5/0به  ٪3/0از 

براي مثال در نمونه هاي با پوشش . كاملاً متوقف نشده است
،  (log CFU/gr) تعداد اسپورها12در روز  ،٪5/0كيتوسان 

كيتوسان اين  ٪3/0اما در نمونه هاي با پوشش .  است75/1
  .است51/2مقدار 

 از در نمونه هايي كه در محلول پوشش، علاوه بر كيتوسان
. اسانس وانيلين هم استفاده شده نتايج بسيار خوبي بدست آمد

 ٪3/0سه روز بعد از تلقيح اسپورهاي قارچ براي پوشش 
و در روز ششم اين مقدار به log CFU/gr =  19/1كيتوسان، 

 براي نمونه هاي با. كاهش يافته و در روز نهم صفر است39/0
 و در روز 95/0 اين مقدار در روز سوم ٪5/0پوشش كيتوسان 

اين  ٪3/0كاهش يافته ودر نهايت شبيه نمونه هاي21/0ششم به 
نكته مهم در اين نمونه ها اين است كه . مقدار به صفر مي رسد

خصوصيات ديگر نمونه ها مثل رنگ ظاهري آنها براي مدت 
  .طولاني تري حفظ مي شود
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  )گرم در ليتر1(وانيلين + 5/0٪
  

 بر روي انسكيتوهمانطور كه از نمودارها مشهود است، پوشش 
توت فرنگي ها رشد قارچ را به شكل قابل توجهي كاهش مي 

ارچي از آنجايي كه وانيلين خاصيت ضد ميكروبي و ضد ق. دهد
دارد، افزودن وانيلين به محلول اين پوشش رشد قارچها را 

  .كاملاً متوقف مي كند
علاوه بر شمارش اسپورها مقدار جامد محلول، اسيديته قابل 

روز اندازه 7 هم بعد از 88] تيتراسيون و آسكوربيك اسيد
 نشان داده شده 2مقادير اندازه گرفته شده در جدول . گيري شد

  ) با رفرنس مشخص شده استروش كار(  .اند
  

جامد محلول، اسيديته قابل تيتراسيون و  ميزان 2جدول 
  آسكوربيك اسيد قبل وبعد از استفاده از پوشش هاي مختلف

  آسكوربيك   اسيديته قابل   جامد محلول    نوع پوشش
  )كسيدرجه بر ( ميلي   تيتراسيون  (  اسيد 

  )           درصد)    (گرم در ليتر

          قبل از آزمايش1/4              47/0        02/15
                                                   بعد از پوشش

5/11         31/0               2/3                    1       
2/13          33/0              35/3                  2  
9/13          39/0              65/3                  3  
6/14          42/0              85/3                  4  
6/14          41/0               9/3                   5  

  
، توت فرنگي هايي كه مي شودمانطور كه در جدول مشاهده ه

پوشش كيتوسان و وانيلين را با هم دارند ماده جامد محلول، 
ديته قابل تيتراسيون و آسكوربيك اسيد بيشتري نسبت به اسي

اما ميزان مواد . نمونه هاي ديگر و بخصوص نمونه كنترل دارند
جامد محلول در نمونه هايي كه پوشش دارند با نمونه كنترل 

اسيديته . تفاوت چنداني ندارند وتغييرات آن بسيار كند است
روز اول و قبل از قابل تيتراسيون و آسكوربيك اسيد نسبت به 

 7پوشش كمتر شده، ولي تغييرات آنها بعد از پوشش و گذشت 
 . روز از نگهداري در يخچال چندان قابل ملاحظه نيست

  

  نتيجه گيري -4
در اين پژوهش، اثر ضد ميكروبي پوشش كيتوسان بر روي ميوه 

تركيبي از كيتوسان با اسانس وانيلين . توت فرنگي بررسي شد
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ي كيتوسان را به ميزان قابل توجهي افزايش مي اثر ضد ميكروب
دهد و از آنجايي كه كيتوسان و وانيلين هردو از تركيبات 
خوراكي هستند مي توانند جايگزين مناسبي براي پوششهاي 

  . متداول باشند كه از منابع نفتي بدست مي آيند
.  است نشان داده شذه مقايسه اين چند نوع پوشش7نمودار در 

ه مشاهده مي شود نمونه هايي كه در آنها از اسانس همانطور ك
وانيلين استفاده شده است نسبت به بقيه نمونه ها مناسب تر 

  .بوده و نتيجه دلخواه بست آمده است
  

كل نمونه ها
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  مقايسه كلي روند رشد اسپورها در نمونه ها 7نمودار

  
 etal  Chien   توسطبر طبق تحقيقات مشابهي كه انجام شده

Po-Jung and  وDong Huaqiang and etal استفاده از 
كيتوسان رشد انواع ميكروارگانيسم ها را كاهش مي دهد، اما 

 كه در اين پژوهش بدست آمده افزايش درصد مشابه با نتايجي
 تأثير چنداني در روند رشد 2 و يا حتي 5/0 تا 3/0كيتوسان از 

دن وانيلين به اما با افزو]. 9[ميكروارگانيسم ها نداشته است
         تركيب محلول كيتوسان رشد و فعاليت آنها كاملاً متوقف

 .مي شود
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Strawberry  fruit is popular for fresh eating but it has a short shelf and rapidly infected The consumer 
demanded to prolong its shelf life. Chitosan is a natural biopolymer which has an antimicrobial effect 
on fresh fruits and vegetables. Some essential oils also have the antimicrobial activity. The 
combination of these two agents can be applied in order to prolong the shelf life of fresh fruits and 
vegetables. In this study 0%, 0.3% and 0.5% of chitosan solutions, 1 mg/l of vanillin + 0.3%of 
chitosan and 1 mg/l of vanillin + 0.5%of chitosan solutions were used to coat strawberry. Fungi 
isolated from an infected strawberry fruit, after screening was incubated to the fresh fruit coated with 
the prepared solutions and kept in refrigerator at 4 o C. The solid soluble materials, ascorbic acid and 
the titerable acidity were measured before and after the coating. The results showed chitosan plus 
vanillin can prolong the shelf life of the strawberry up to 18 days at  4 o C. 
 
Key words: Chitosan, Vanillin, Strawberry, Fungus, Shelf life. 
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