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  چکیده      
لیسـتریا اینوکـوا    بـاکتري  رشـد  ز فیلم مناسب جهت کنتـرل لاستفاده از بیوپلیمرهاي کازئینات سدیم و متیل سلودر این تحقیق سعی گردید تا با 

10799M-IBRC  1608کازئی لاکتوباسیلوس تهیه گردد. بدین منظور باکتريPTCC  2به تعدادCFU/cm610 هـاي  مستقیما به محلول سازنده فیلم
کـازئی  لاکتوباسـیلوس  سـاعت خشـک شـدند. تـاثیر بـاکتري       24گراد و مـدت  درجه سانتی 25سپس در دماي  کازئینات سدیم و متیل سلولز افزوده،

1608PTCC لیستریا هاي ها بر باکتريبر خصوصیات فیلم شامل نفوذپذیري بخار آب، کدورت و مکانیکی ارزیابی شد. همچنین اثر مهارکنندگی فیلم
هاي گراد) بررسی گردید. ارزیابیدرجه سانتی 5روز (در دماي  12طی   1608PTCCکازئی کتوباسیلوس لا مانیو نرخ زنده 10799IBRC-Mاینوکوا 

پـذیري و  کشـش  پذیري بخـارآب و مقـدار  داري سبب افزایش شفافیت، نفوذطور معنیهها بآزمایشگاهی نشان داد حضور باکتري اسید لاکتیک در فیلم
 ـ  1608PTCCکازئی لاکتوباسیلوس مانی ول الاستیسیته شد. نرخ زندهدار مقاومت کششی و مدهمچنین کاهش معنی طـور  هدر فیلم سدیم کازئینـات ب

) و %86(ترتیب در روزهاي چهارم در فیلم متیل سلولز به 10799IBRC-M  لیستریا اینوکواداري بالاتر بود. بیشترین و کمترین مقدار نرخ بازداري معنی
فعال کازئینات سدیم توانایی مهار بالاتري نشان داد. نتایج این تحقیق ) . اما از روز هشتم به بعد فیلم زیستp>05/0() مشاهده گردید % 27دوازدهم (

  نشان داد نوع پلیمر نقش کلیدي در خواص ضد باکتریایی و فیزیکی فیلم زیست فعال دارد.
  

  لیستریا اینوکوابیوپلیمر، باکتري اسیدلاکتیک،   هاي کلیدي:واژه
  

   1 مقدمه

کننـدگان بـه   هاي اخیر به دنبال افزایش علاقه مصرفطی سال
گیرتر شده است. غذاهاي آماده، مباحث کنترل کیفیت موادغذایی چشم

کنندگان، غذاهایی با حداقل فرآوري و حداکثر کیفیت را ترجیح مصرف
 هـا، کلریـد هاي سنتزي مانند دهند. بنابراین استفاده از نگهدارندهمی

 اسـکوربیک و  لاکتیـک،  آلی چـون و اسیدهاي هاسولفیت ها،نیتریت
 سنتزي هايافزودنی ).Jayasena et al., 2013رواج یافت ( سوربیک

 انسـان مـورد   بـراي  ییزاسرطان و سمی دلیل اثرات به نیتریت مانند
 را آن از استفاده کشورها از برخی در که طورياند، بهسوال قرار گرفته

ــد. اســتفاده از روشنمــوده محــدود ــدکاربرد ان هــاي جــایگزین مانن
میکروبـی در  هـاي ضـد  اسید لاکتیـک و نیـز متابولیـت   هاي باکتري

هاي مواد غذایی مورد توجه قرار گرفته است. این ترکیبـات  بنديبسته
                                                        

ارشد، استادیار، دانشیار و مربی، گروه علوم ترتیب دانشجو کارشناسیبه -4و  3، 2، 1
  زابل. و صنایع غذایی، دانشگاه

  )Email: najafi413@yahoo.com: *مسئول مکاتبات(
DOI: 10.22067/ifstrj.v1396i0.61074  

شـناخته   GRASو مجـاز    FDAاز سوي سازمان غذا و دارو آمریکـا 
هـاي  محیطـی و دفـع زبالـه   اند. از سویی دیگر مشکلات زیسـت شده

پـذیر  هاي خوراکی تجدیـد پلاستیکی، موجب شد تا استفاده از پوشش
هــاي خـوراکی ترکیبـات بیـوپلیمري نــازکی    اهمیـت یابنـد. پوشـش   

 ,Bourtoomبندي موادغذایی هستندکه از قابلیت مناسبی جهت بسته
هاي مضر شیمیایی، برخوردار بوده و با کاهش سرعت واکنش )(2008

 ,.Falguera el al)فیزیکی و آنزیمی در کنترل عمر انبارمانی موثرند 
بندي دارندهاي طبیعی در بیوپلیمرهاي بستهاخیرا کاربرد نگه .(2011

 بندي فعال گسترش پیـدا کـرده اسـت   مواد غذایی تحت عنوان بسته
)Galotto et al., 2015(.   هـاي خـوراکی عمـدتا    ترکیب پایـه فـیلم

باشند کـه از قابلیـت حمـل و نگهـداري     ترکیبات هیدروکلوئیدي می
ــاکتري ــیدلاکتیکب ــاي اس  et al., 2016 (Beristain-Bauza( ه
جملـه بیوپلیمرهـاي مـورد اسـتفاده در سـاخت فـیلم،        رند. ازبرخوردا

ساکارید آنیونی خطـی اسـت کـه از    باشد. این ماده پلیسلولز میمتیل
گلوکزیــدي تشــکیل و از ترکیــب ســلولز بــا      )β1-4(واحــدهاي 
شود. این فیلم حلال در آب متیل ساخته میسدیم و کلریدهیدروکسید

کنندگی بالایی در برابر اکسیژن و لیپید دارد بوده و خصوصیات ممانعت
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(Aminabhavi et al., 2008) . کازئینــات ســدیم یکــی دیگــر از
کـازئین،   باشد. پروتئینبیوپلیمرهاي رایج در ساخت فیلم خوراکی می

 ـ  رشته صـورت  هاي شکل با ساختار مارپیچ تصادفی اسـت و در شـیر ب
هـاي آلفاکـازئین   هـاي کـازئین از بخـش   میسل حضـور دارد. میسـل  

درصـد)، فسـفات    7درصـد)، گاماکـازئین (   34درصد)، بتاکازئین (46(
اند. فیلم حاصـل از  هاي سیترات و منیزیوم تشکیل شدهکلسیم و یون

کنندگی بالایی در کازئینات ارزش غذایی، خواص مکانیکی و ممانعت
. تحقیقـات نشـان داده زمـان    et al., 2004) (Schouبرابر هوا دارد 

 بنـدي مـواد  هـاي بسـته  هاي مورد استفاده در لفافتاثیر باکتریوسین
هـاي مهـار   از روش Kristo et al., 2008).غـذایی کوتـاه اسـت (   

هـاي اسـیدلاکتیک   زا و فسـادزا کـاربرد بـاکتري   هاي بیماريباکتري
حل ایـن مشـکل تلقـیح     منظوربه. )et al., 2011 Alegre( باشدمی

هــاي اســیدلاکتیک بــه مــاتریکس پلیمــر ارزیــابی گردیــد. بــاکتري
Sanchez-Gonzalez ) هـاي  زارش کردند فـیلم گ )2014و همکاران

و  اسـیدوفیلوس  لاکتوباسـیلوس ي سلولز حـاو سدیم کازئینات و متیل
 لیسـتریا به مدت یک هفته توانایی مهار کامل  روتري لاکتوباسیلوس

تواند ها میبنديرا در محیط آزمایشگاهی داشتند. این نوع بسته اینوکوا
زا و جـایگزین  هـاي بیمـاري  رویکرد جدیدي در مهـار رشـد بـاکتري   

 ;Kanmani et al., 2013مناسبی براي نگهداري مواد غذایی باشد (
Odila Pereira et al., 2016و  زاهاي بیماريترین باکتري). از مهم

اشاره نمود. این جنس شامل چندین  لیستریاتوان به جنس فسادزا می
لیستریا  ،2لیستریا ایوانووي 1اینوکوا، لیستریا منوسیتوژنز، لیستریاگونه، 

است ایـن   سیتوژنزلیستریا منوباشد. مهمترین گونه آن می 3سیلیگري
توانـد  و دماي پایین را تحمل نموده و میباکتري شرایط فعالیت آبی 

بنـدي آلـوده نمایـد.    سازي و بستهمواد غذایی را در طی مراحل آماده
ــادر اســت باعــث افــزایش تعــداد   لیســتریا منوســیتوژنز ــین ق همچن

 گــردد هــاي خــون، نــازائی، ســقط جنــین و آنســفالیتمونوســیت
)Barmpalia el al., 2005(. توان به می لاکتوباسیلوس هاياز گونه

اي شـکل،  اشـاره نمـود، ایـن بـاکتري میلـه      4لاکتوباسیلوس کـازئی 
ــوده و در محــدوده دمــایی   ــاري ب درجــه  10-45هتروفرمــانتیو اختی

. گـزارش شـده   ) (Vescovo et al., 2006نمایـد گراد رشد میسانتی
تواند می لاکتوباسیلوس کازئیترکیبات ضدمیکروبی تولید شده توسط 

 Martinez et al., 2005).را مهـار کنـد (   لیستریا منوسـیتوژنز رشد 
هدف از این پژوهش تهیه فـیلم خـوراکی جدیـد بـر پایـه گنجانـدن       

) در مـاتریکس  1608ل. کازئی(  1608PTCCکازئی لاکتوباسیلوس 
رو  باشد. در تحقیـق پـیش  می سلولزهاي کازئینات سدیم و متیلفیلم

بر خصوصیات فیزیکوشیمیایی، مکانیکی و  لاکتیکتاثیر باکتري اسید
                                                        
1 Listeria Innocua 
2 Ivanovii 
3 Listeria Seeligeri 
4 Lactobacillus .Casei 

هاي تهیـه شـده در   ها و نیز فعالیت ضدلیستریایی فیلمساختاري فیلم
 ل. اینوکـوا شرایط آزمایشگاهی تعیین گردید. در این پژوهش باکتري 

و غیـر   لیستریا منوسیتوژنزبه دلیل مشابهت فیزیولوژیکی با   10799
  ). Banada et al.,2007(زا بودن جایگزین شد ريبیما

  
 هامواد و روش

از کلکسـیون کشـت میکروبـی ایـران و      1608ل. کازئیباکتري 
ی ذخایر ژنتیکـی و زیسـتی ایـران    از مرکز مل 10799 لیستریا اینوکوا

صــورت لیــوفیلیزه تهیــه گردیدنــد. جهــت تکثیــر و تهیــه       بــه
) Vescovo et al., 2006( 1608ل. کازئیهاي باکتري سوسپانسیون

ترتیب از محیط به )Castro et al., 2017 (10799لیستریا اینوکواو  
مایع ( لیوفیلکم ایتالیـا)   6BHIمایع (لیوفیلکم ایتالیا) و  5MRSکشت 

 10799وا لیسـتریا اینوک ـ و 1608ل. کـازئی هاي  استفاده شد. باکتري
درجــه  37 و 30ترتیــب در دمــاي تلقــیح شــده در محــیط مــایع بــه

گذاري گردیدنـد. منحنـی   ساعت گرمخانه 24گراد، مدت زمان سانتی
 10799 لیستریا اینوکـوا و   1608ل. کازئیرشد جمعیت سوسپانسون 
 نـانومتر  OD=600 سنجی در طول مـوج به روش پورپلیت و کدورت

)Corcoran et al., 2007 (هاي کشت باکتریـایی  رسم گردید. نمونه
           10799 لیســــتریا اینوکــــوا ) و mlCfu 610/( 1608ل. کــــازئی

)Cfu/ml 210(  ــا شــتاب ــه مــدت  g3500ب دقیقــه ســانتریفوژ  15ب
)Eppendorf 5810 ،بـار   دست آمـده پـس از دو  ) و رسوب بهآلمان

ــالین  ــافر س ــفات ب ــول فس ــا محل ــه pH=7(7شستشــو ب ــت تهی ) جه
  هاي میکروبی مورد استفاده قرار گرفت.سوسپانسیون

  
  هاسازي فیلمآماده

گـرم   4جهت تهیه سوسپانسیون سازنده فیلم متیل سلولز مقـدار  
گـرم   1در آب مقطر استریل در دماي محیط حل، و  متیل سلولزپودر 

وزنی اضافه شد.  وزنی/ 1به  25/0گلیسرول به محلول فیلم به نسبت 
آلمـان) بـا سـرعت    ، T 25سپس توسـط هموژنـایزر (اولتراتـراکس،    

دقیقه همگن گردید. در مرحلـه بعـد    4ر بر دقیقه به مدت دو 13500
، انگلسـتان) در دمـاي اتـاق    jenconsهواگیري به کمک پمپ خلا (

). جهـت تهیـه   Sanchez- Gonzalez et al., 2014انجـام شـد (  
کازئینات گرم پودر  5، مقدار کازئینات سدیمسوسپانسیون سازنده فیلم 

گرم گلیسرول در دمـاي  5/1ي لیتر آب مقطر حاومیلی 100به  سدیم
گــراد اضــافه و پــس از انحــلال کامــل، دمــاي ســانتیدرجــه 5±65

گراد افزایش یافت. درجه سانتی 85±5تا  سدیم کازئیناتسوسپانسیون 
ساعت در این دما همزده، سپس توسط پمپ  1سوسپانسیون به مدت 

                                                        
5 de Man, Rogosa and Sharpe 
6 Blood Heat Infusion Broth 
7 Phosphate Buffer Saline 
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در ادامه جهت تهیه  .)Borumand et al., 2011خلا هواگیري شد (
ــاکتري   ــتی، ب ــیلم زیس ــازئیف ــق روش  1608ل. ک -Sanchezطب

Gonzalez   ) تکثیـر و پـس از دو بـار شستشـو،     2013و همکـاران (
 1608ی ل. کازئمیکرولیتر ازسوسپانسیون  240و  300ترتیب مقادیر به

لیتر سوسپانسیون کازئینات سـدیم و متیـل سـلولز فـیلم     میلی 98به 
دقیقه توسط همزن مخلوط شد. ایـن نسـبت بـا     5مدت  افزوده و به

میکروب در فیلم خشـک شـده انتخـاب     2CFU/cm610هدف ایجاد 
 25×25( ی هاي پلاستیکفیلم را به داخل ظرف گردید. سپس محلول

 24گراد طی مدت درجه سانتی25متر) ریخته و در آون با دماي سانتی
ساعت خشک گردیدند. تمامی مراحل انجام کار با تکنیک آسپتیک و 
در شرایط استریل انجام شد. دانسیته تمامی نمونه هاي فیلم برحسب 

دسـت آمـده   ههاي بفیلم متوسط ضخامتو  2g/m 2/52وزن خشک 
هـاي بـدون بـاکتري اسـیدلاکتیک     لمفـی  بود. مترمیلی 05/0±71/0
هـا قبـل از   هاي کنترل در نظر گرفته شدند. همه فـیلم عنوان فیلمبه

هفتـه در   یک مشروط شدنمنظور هاي فیزیکی و مکانیکی بهآزمون
قرار داده  %75گراد و رطوبت نسبی درجه سانتی 5دسیکاتور با دماي 

ور تـامین  منظ ـبـه  .)(Sanchez- Gonzalez et al., 2014د شـدن 
  از محلول فوق اشباع نمک کلرید سدیم استفاده گردید.  %75رطوبت 
  

  1608ل. کازئی هاي حاويضدمیکروبی فیلم فعالیت
و همکـاران   Kristoش هـا طبـق رو  فعالیت ضـدمیکروبی فـیلم  

ــد 2008( ــام گردی ــدار    .) انج ــاس مق ــن اس ــر ای ــر از  50ب میکرولیت
کشـت   بر روي محـیط  10799لیستریا اینوکوا  سوسپانسیون باکتري

TSA1 اي انجام گرفت تلقیح و کشت سطحی داده شد. تلقیح به گونه
 در سـطح محـیط کشـت    10799لیسـتریا اینوکـوا    که غلظت نهایی

2CFU/cm210 هاي شاهد و زیست فعال بـر  سلول باشد. سپس فیلم
 10799لیستریا اینوکوا آلوده به باکتري TSA هاي کشت روي محیط

روز نگهـداري   12گراد به مدت درجه سانتی 5گرفته و در دماي قرار 
 8، 4در روزهاي صفر،  1608ل. کازئیو  لیستریا شدند. تعداد باکتري

 100همراه ها در شرایط کاملا استریل بهشمارش گردیدند. نمونه 12و 
استومیکر انتقال داده و به مدت  لیتر فسفات بافر سالین به کیسهمیلی

هـاي متـوالی تهیـه    ه توسط دستگاه استومیکر همگن و رقـت دقیق 2
آگـار    MRSگردید. درنهایت کشت میکروبی بر روي محـیط کشـت  

لیسـتریا اینوکـوا   آگـار بـراي    ٢PALCAMو  1608 ل. کازئیبراي 
درجـه   37ساعت در دماي  48ها به مدت انجام گرفت. پلیت 10799
شمارش انجام گردیـد.  ساعت  48گذاري و بعد از گراد گرمخانهسانتی

هاي میکروبی در سه تکرار انجام شـدند. نـرخ بـازداري    تمامی آزمون
ترتیب به 1608 ل. کازئیمانی و زنده  10799لیستریا اینوکوا  باکتري

                                                        
1 Tryptone Soy Agar 
2 Palcam Listeria-Selective  

  . )Zheng and Zhu, 2003( ) محاسبه گردید2) و (1( طبق فرمول
(%)نرخ	بازداري =

ܰ0−ܰ1

ܰ0
       100×                         )1(  

0N :زابیماري تعداد اولیه کلنی باکتري   
1N: زا در زمان آزمایشبیماري باکتري تعداد نهایی کلنی  
  

(%)	نرخزندهمانی =
ܰ

ܰ0
100×                                   )2(  

0N :تعداد اسیدلاکتیک باکتري زنده اولیه  
1N : زمان آزمایشتعداد اسیدلاکتیک باکتري زنده در   

  
  خواص مکانیکی 

 ســنج آزمایشــات مکــانیکی بــا اســتفاده از دســتگاه بافــت     
)Testometric ،M350-10CT (هـاي  انجـام شـد. نمونـه   ، انگلستان

گـراد  درجه سانتی 5و دماي  %75 فیلم متعادل شده در رطوبت نسبی
 ASTMمتر طبق استانداردمیلی 100×4/5به شکل مستطیلی به ابعاد 

D-882 (ASTM, 2001)    بریده شدند. فاصله بین دو فک دسـتگاه
متر بـر دقیقـه انتخـاب    میلی 50ها متر و سرعت حرکت فکمیلی 50

الاستیک و مدول )%E( ازدیاد طول، درصد )TSشد. مقاومت کششی (
)EM گردید.  گیرياندازه) براي هر فیلم  

  
  3نفوذپذیري به بخار آب

-Sanchezفـیلم طبـق روش    گیري نفوذپـذیري بخـار آب  اندازه
Gonzalez  ) با کمی تغییرات انجام گرفت. بـراي  2014و همکاران (

اسـتفاده   cm2بـا قطـر خـارجی    اي هاي شیشهانجام آزمایش از ویال
هاي فیلم لیتر آب مقطر به داخل ویال افزوده و نمونهمیلی 10گردید. 

اتور با بر روي ویال به کمک پارافیلم محکم گردیدند. سپس در دسیک
گراد قرار داده شدند. انتقال درجه سانتی 5و دماي  %75رطوبت نسبی 

بار بـا  ساعت یک 12ها هر بخارآب فیلم از طریق کاهش وزن فنجان
گیري گردید. با استفاده از شیب منحنی نمودار اندازه 0001/0ترازوي 

، آهنـگ   A,m)2کاهش وزن بر حسب زمان تقسیم بر مساحت فیلم (
) محاسبه و نفوذپذیري به بخـار آب طبـق   WVTRبخار آب (انتقال 

 ) محاسبه گردید.3فرمول (
	نفوذپذیري	بخارآب =

ܹܸܴܶ	×݀

								ܲ߂
)3                               (  

 
=d م خامت نمونه فیلض)mm ،(=Δp ختلاف فشار بخـارآب در  ا

 )Kpa(م سراسر فیل
  

  کدورت  
 Nu nez-Floraes et)ها طبـق روش  جهت تعیین کدورت فیلم

                                                        
3Water Vapor Permeability 
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al., 2012)       عمل گردید بر این اساس ابتـدا نمونـه فـیلم بـه شـکل
ــاد   ــتطیل در ابع ــانتی 5/1×7/0مس ــل   س ــل س ــده و داخ ــر بری مت

) قرار داده شدند. مقـدار جـذب در   انگلستان، cecil( اسپکتروفتومتري
گردیـد. کـدورت    گیـري انـدازه نانومتر و در سه تکرار  650طول موج 

طبق ) mm(م هاي مختلف از تقسیم طیف جذب بر ضخامت فیلفیلم
 . محاسبه شد )4فرمول (

  =کدورتنانومتر) 650متر)/جذب (ضخامت فیلم (میلی)           4(
 

 SEM ریزساختار
میکروسـکوپ الکترونـی طبـق روش     بررسی ریز ساختار ازبراي 

Seyedi ) ابتدا فـیلم در   .استفاده شدبا کمی تغییر  )2014و همکاران
و سپس بروي پایه آلومینیومی چسبانده  منجمد و سپس خردازت مایع 

نـازکی از طـلا پوشـانده و بـا      هاي فیلم با لایـه در نهایت نمونه شد.
 26 باولتاژ )KYKY، 3200استفاده از دستگاه میکروسکوپ الکترونی (

   تهیه شدند.) تصاویر KVیلووات (ک
 

  هاتجزیه و تحلیل آماري داده
با سه  با آرایش فاکتوریل ودر قالب طرح کاملا تصادفی  هاآزمون

 SASافـزار  توسـط نـرم   هاانجام شد و تجزیه و تحلیل اختلافتکرار 
 میکروبـی اي فیزیکی و هدادهتعیین شد. مقاسیه میانگین  1/9نسخه 

  .شدانجام  ترتیب به کمک آزمون دانکن و توکیبه
  

  نتایج و بحث
ها در و فعالیت ضدمیکروبی فیلم 1608ل. کازئیمانی نرخ زنده

 10799لیستریا اینوکوابرابر 
و نیـز اثـر    1608ل. کـازئی مـانی  هاي نرخ زندهمقایسه میانگین

 1در شـکل   هاي تهیـه شـده  فیلم 10799لیستریا اینوکوا بازدارندگی 
 ل.کـازئی مـانی  ها نشان دادند نـرخ زنـده  آورده شده است. آنالیز داده

صـورت  در فیلم سدیم کازئینـات نسـبت بـه متیـل سـلولز بـه       1608
. مقایسه رونـد تغییـرات نـرخ    )p˂05/0(داري بیشتر بوده است معنی
مانی دهد که بیشترین نرخ زندههایی را نشان میمانی نیز تفاوتزنده

ترتیب در هاي کازئینات سدیم و متیل سلولز بهدر فیلم 1608 ئیل.کاز
مشاهده گردید. در مجمـوع   )%100و اول ( )%8/123روزهاي هشتم (

 %81مانی در فیلم متیـل سـلولز و در روز دوازدهـم    کمترین نرخ زنده
ها در مانی لاکتوباسیلوسبودن توانایی زنده . بالا)p˂05/0( دیده شد

بافري بالا و تامین مـواد   ظرفیتتواند به دلیلپروتئینی میماتریکس 
). در همین Leonard et al., 2014پپتید و آمینواسید) باشد (مغذي (

) بیان کردند توانـایی  2014و همکاران (  Sanchez-Gonzalezراستا
در مـاتریکس   اسـیدوفیلوس و روتـري   هـاي مانی لاکتوباسیلوسزنده

دسـت  هیمر سلولزي بالاتر است که با نتایج بپروتئینی نسبت به بیوپل
آمــــده در ایــــن تحقیــــق مطابقــــت دارد. بررســــی تصــــاویر 

 1608ل. کـازئی دهد ) نشان می2(شکل SEMالکترونی میکروسکوپ
قرار  ازئینات سدیمطور مناسب در ماتریکس ک(اجزاء لوبیایی شکل) به

مانی در ایـن  تواند یکی از دلایل بالا بودن توانایی زندهگرفته که می
در فـیلم   1608 ل. کـازئی  مـانی ماتریکس باشد. کـاهش نـرخ زنـده   

تواند به دلیل افزایش استرس کازئینات سدیم از روز هشتم به بعد می
 هــاي بـاکتري در محــیط اطــراف باشــد اسـمزي و تــراکم متابولیــت 
Kanmani et al., 2013)(.  

لیسـتریا  هاي مربوط به اثر مهارکنندگی بر روي رشد تحلیل داده
) 1(شـکل  روز و در شرایط آزمایشگاهی 12طی مدت  10799 اینوکوا

ل. هاي متیل سلولز و کازئینات سدیم حاوي بیانگر آن است که فیلم
ــازئی ــی  1608 ک ــدگی معن ــر مهارکنن ــا داراي اث ــام روزه داري در تم

ین اثر بازداري در روز چهارم ). به طوري که بیشترp˂05/0باشند (می
. احتمالا ایجاد تـنش  )p˂05/0سلولز مشاهده گردید (و در فیلم متیل

ــات     ــد ترکیب ــزایش تولی ــث اف ــروب باع ــلولی میک ــم س در متابولیس
ضدمیکروبی (باکتریوسـین، اسـیدهاي آلـی هیـدروژن پراکسـید و...)      

 ). همچنین کمترین مقـدار اثـر  Gálvez et al., 2007گردیده است (
در فـیلم متیـل سـلولز و در روز     10799 لیسـتریا اینوکـوا  بازدارندگی 

لاکتیـک در  دوازدهم مشاهده شد که با کاهش جمعیت باکتري اسـید 
فیلم  . از طرفی(Bevilacqua et al., 2010)درون فیلم مطابقت دارد 

سدیم کازئینات از روز هشتم به بعد نرخ بازداري بیشتري نسـبت بـه   
تواند ناشـی از توانـایی   ). که میp>05/0نشان داد ( فیلم متیل سلولز

در ماتریکس کازئینات سدیم نسبت به  1608 ل.کازئیمانی بالا زنده
). همچنین نتایج حاصل از Leonard et al., 2014متیل سلولز باشد (

هاي کنترل هیچ گونه اثر بازدارندگی بـر  تحلیل آماري نشان داد فیلم
) (نتایج نشـان داده  p˃05/0ندارند ( 10799لیستریا اینوکواروي رشد 

) بیـان کردنـد پوشـش    2010و همکـاران (  Gialamasنشده اسـت).  
سـیکل   4سـبب مهـار   لاکتوباسـیلوس سـاکی  سدیم کازئینات حاوي 

ــاریتمی  ــیتوژنز لگ ــتریا منوس ــدون    لیس ــیلم ب ــه ف ــه نمون ــبت ب نس
 ـهاي اسیددهنده تاثیر باکتريلاکتوباسیلوس گردید که نشان ک لاکتی

  باشدهاي مولد فساد میمهار شده درون پوشش بر باکتري
  

  خصوصیات مکانیکی فیلم
نشـان داده شـده اسـت. نـوع فـیلم در       3همانطور کـه در شـکل  

ــاداري دارد (شــکل  ــاثیر معن ــف، ب، ج)  3خصوصــیات مکــانیکی ت ال
)05/˂p9/26کششـی ( مقاومـت  متیـل سـلولز  کـه فـیلم   طوريه). ب 

مگاپاسکال) و درصد طویل شدن  480( مگاپاسکال)، مدول الاستیک
نشـان داد. احتمـالا    کازئینات سدیمبالاتري نسبت به فیلم  )3/27%(

نسبت به کازئینات  متیل سلولز بالا بودن مقادیر خواص فیزیکی فیلم
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تواند ناشـی از سـاختار   دهد، مینشان می 4سدیم، همانطور که شکل
سـبب   1608. کـازئی ل باشد. افزودنیکنواخت و همگن این فیلم می

پـذیري  کششی، مدول الاستیسیته و افـزایش کشـش  کاهش مقاومت
  ).p˂05/0ها گردید (فیلم

  
  
 
  
  

  
  

دهنـد حضـور   گزارشات متعددي در دست اسـت کـه نشـان مـی    
 لاکتوباسیلوس در ماتریکس بیوپلیمر سبب کاهش مقاومت به کشش

 Odila) پذیري گردیده استعدم تغییر مدول الاستیسیته و کشش و
Pereira et al.,2016; Beristain- Bauza et al., 2016) .

Sanchez-Gonzalez  ) ــاران ــور  2014و همک ــد حض ــان کردن ) بی
سبب کاهش مدول الاستیسیته و افزایش  لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس

مکـانیکی   ییر خصوصیاتپذیري در فیلم متیل سلولز و عدم تغکشش
هـا تحـت   در فیلم سدیم کازئینات گردید. خصوصیات مکانیکی فـیلم 

تاثیر ساختار به هم پیوسته ماتریکس فیلم است. احتمالا تلقیح باکتري 

شود پیوندهاي شبکه پلیمر تغییر کرده و در نتیجـه سـاختار   باعث می
ی منسجم ماتریکس متیل سـلولز و بـه دنبـال آن مقاومـت مکـانیک     

   .)Chambi et al., 2006( کاهش یابد
  

  نفوذپذیري بخار آب فیلم
کننـده  ترین پارامترهاي بیاننفوذپذیري به بخار آب یکی از مهم

باشـد. نتـایج حاصـل از ارزیـابی ایـن      خصوصیات عملکردي فیلم می
) نوع فیلم بر مقدار نفوذپذیري به بخـار  5(شکل دهدویژگی نشان می

 کازئینات سدیم). به نحوي که فیلم p˂05/0دارد (داري آب تاثیر معنا

 زمان (روز)

با  .PTCC 1608کازئی کتوباسیلوسلا حاوي کازئینات سدیم تصویر میکروسکوپ الکترونی از مقطع عرضی فیلم -2شکل
 5000×بزرگنمایی

 IBRC-M 10799 لیستریا اینوکواو بازدارندگی  )—–(PTCC 1608 لاکتوباسیلوس کازئیمانی نرخ زنده اثر زمان بر -1شکل
نرخ  دار مقادیر میانگینتفاوت معنیحروف غیرمشابه بزرگ و کوچک بترتیب بیانگر )، ●) و متیل سلولز(▲کازئینات سدیم (). ماتریکس ……(

 .)p˂05/0( دنباشیم IBRC-M 10799 لیستریا اینوکواو بازدارندگی PTCC 1608لاکتوباسیلوس کازئیمانی زنده
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توانـد  دارد. ایـن مهـم مـی    متیل سلولزنفوذپذیري بالاتري نسبت به 
-Beristainاحتمالا ناشی از تفاوت ساختار ملکـولی پلیمرهـا باشـد (   

Bauza et al., 2016.(  
بر قابلیت  1608ل. کازئی ا نشان داد حضورهنتایج حاصل از داده

صورتی که در مقایسـه بـا   هها تاثیر داشت بنفوذپذیري بخار آب فیلم
 ـنمونه داري باعـث افـزایش مقـدار    طـور معنـی  ههاي فاقد میکروب ب

و همکـاران    Sanchez-Gonzalezنفوذپذیري به بخـار آب گردیـد.  

در سـاختار فـیلم زیسـتی     ) بیان کردند حضور لاکتوباسـیلوس 2014(
 SEMگردیـده اسـت. تصـاویر    وذپـذیري بخـار آب   سبب افزایش نف

ل. دهـد حضـور   هاي زیستی تهیه شده نشـان مـی  ) فیلم6و 2(شکل
هـایی در مـاتریکس   در فیلم باعـث ایجـاد ناپیوسـتگی    1608ی کازئ

جایی هگردیده است. این خصوصیت می تواند باعث افزایش قابلیت جاب
-Sanchez )زنجیرهاي پلیمـري و انتقـال مولکـول هـاي آب گـردد     

Gonzalez et al., 2013)   .  

  
 هاي فیلم. مقدار نفوذپذیري به بخار آب نمونهبر ) ■( PTCC 1608 لاکتوباسیلوس کازئی) و باکتري ■اثر نوع فیلم ( -  3شکل

 .)p˂05/0( دنباشیم  PTCC 1608 لاکتوباسیلوس کازئی نوع فیلم و حضور باکتري داری معناثر  تفاوت انگریببه ترتیب هر ستون  يبالاحروف بزرگ و کوچک غیرمشابه 

  
  

با  (الف) و کازئینات سدیم(ب)تصویر میکروسکوپ الکترونی از مقطع عرضی فیلم متیل سلولز -4شکل
 .5000×بزرگنمایی

لفا  ب 
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 کدورت

ها به دلیل تاثیر مستقیم بر ظاهر محصولات ویژگی کدورت فیلم
بسیار مهم است. عواملی چون قابلیت کریستالیزاسیون، انـدازه ذرات،  

سازي و همچنین ضریب انعکاس از کننده، روش آمادهنوع و مقدار نرم
 ,.Fakhouri et al)باشـد  مهمترین عوامل موثر در شفافیت فیلم می

 7هـاي فـیلم در شـکل   ه. نتایج حاصل از ارزیابی کدورت نمون(2013

دهد نـوع  هاي بدست آمده نشان مینشان داده شده است. آنالیز داده
 ـp˂05/0داري دارد (فیلم در مقدار کدورت تاثیر معنی کـه  طـوري ه). ب

). p˂05/0تر اسـت ( شفاف کازئینات سدیمنسبت به  متیل سلولز فیلم
) سـاختار یکنواخـت و   2016و همکاران (  Randazzoبر طبق نظریه

  تواند سبب شفافیت بیشتر آن گردد.) می4همگن فیلم (شکل

  

  
  
  

.  مقدار نفوذ پذیري به بخار آب نمونه هاي فیلمبر ) ■( PTCC 1608 لاکتوباسیلوس کازئی) و باکتري ■( اثر نوع فیلم - 5شکل
  دنباشیم PTCC 1608 لاکتوباسیلوس کازئی نوع فیلم و حضور باکتري داریمعناثر  تفاوت انگریببه ترتیب هر ستون  يبالاحروف بزرگ و کوچک غیرمشابه 

)05/0˂p(. 

. با  1608PTCCکازئی کتوباسیلوسلا  حاوي متیل سلولز تصویر میکروسکوپ الکترونی از مقطع عرضی فیلم -6شکل
 .5000×بزرگنمایی
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ل. بیـانگر آن اسـت کـه حضـور      7دست آمده در شکل هنتایج ب

-Sanchezهـا شـده اسـت.    باعث کاهش کدورت فیلم 1608ی کازئ
Gonzalez ) لاکتیک بـر  ) تاثیر حضور باکتري اسید2014و همکاران

هاي خوراکی را بررسـی نمـوده و بیـان داشـتند حضـور      شفافیت فیلم
شود کـه احتمـالا   لاکتیک باعث شفافیت بیشتر فیلم میباکتري اسید

و  Kanmaniباشد. ناشی از افزایش محتوي رطوبت فیلم میتواند می
هـا در فـیلم   ضـور لاکتوباسـیلوس  ) بیـان داشـتند ح  2013همکاران (

تواند بدلیل تفاوت که میپلولان/ نشاسته سبب افزایش کدورت گردید
   ها باشد.فرمولاسیون نوع فیلم

  
  گیرينتیجه

هـاي تهیـه شـده از پلیمرهـاي     فیلمنتایج این تحقیق نشان داد 

سلولز و کازئینات سـدیم از پتانسـیل مناسـبی جهـت نگهـداري      متیل
خـوبی داراي فعالیـت   برخـوردار بـوده و بـه    1608ی کازئل. باکتري 

ضدلیستریایی هستند. هرچند قابلیت زنده مانی باکتري اسید لاکتیک 
در  1608ی ل. کـازئ در ماتریکس کازئینات سدیم بیشتر بود. حضـور  

پـذیري،  فرمولاسیون فیلم سبب افـزایش شـفافیت، افـزایش کشـش    
سبت به نمونـه کنتـرل   کاهش مدول الاستیسیته و مقاومت کششی ن

بنـدي  هـاي بسـته  تهیه لفـاف  دست آمده نشان دادندهگردید. نتایج ب
تخریـب پـذیر همـراه بـا     خوراکی با استفاده از بیوپلیمرهـاي زیسـت  

هاي منحصـر بفـردي برخـوردار    هاي اسید لاکتیک از قابلیتباکتري
هاي ضـدمیکروبی،کاهش مشـکلات   تواند در توسعه فیلماست که می

هـاي گوشـتی مـوثر    محیطی و نیز افزایش انبارمانی فـرآورده زیست 
  باشند. 
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1Introduction: The environmental problems of plastic materials have increased the importance of renewable 

edible films. In the manufacture of edible films, hydrocolloid compounds such as methyl cellulose and sodium 
caseinate are usually employed. Methyl cellulose is a biopolymer, soluble in water, and has substantial inhibitory 
properties against oxygen and lipids. Sodium caseinate has favorable mechanical properties and a high inhibitory 
effect on air transmission. Furthermore, it possesses good nutritional value. One of the most notorious 
pathogenic bacteria in food is the Listeria spp. which hastens food decay. Listeria monocytogenes is one of the 
most harmful species of bacteria that causes disease in humans. Lactic acid bacteria can inhibit the growth of 
cells that cause decay in food. The use of lactic acid bacteria in food has been made legal by the Food and Drug 
Administration of the United States of America (FDA). In this study, Lactobacillus casei PTCC1608 (L. casei 
1608) was added directly to the film forming solution. The primary effect of L. casei 1608 and film type, i.e. 
sodium caseinate and methylcellulose polymers, were evaluated based on mechanical properties, water vapor 
permeability (WVP) and the opacity of films. Anti-listeria features of the films were studied under experimental 
conditions as the films were prepared against the growth of Listeria innocua IBRC-M10799 (L. innocua 10799). 
The L. innocua 10799 was selected because of its non-pathogenicity and its physiological similarity with Listeria 
monocytogenes. 

 
Materials and methods: L. casei 1608 and L. innocua 10799 were purchased from credible organizations. 

The bacteria were prepared as lyophilization form. In order to propagate and prepare bacterial suspensions of L. 
casei 1608 and L. innocua 10799, the cells were inoculated in the de Man Rogosa Sharpe Broth (MRS Broth, 
Liofilchem, Italy) and Blood Heat Infusion broth medium (BHI, Liofilchem, Italy), respectively. The cultures 
were then incubated at temperatures between 30 and 37°C, respectively, for 24 hour. The cells were harvested 
after centrifugation for 15 minutes at 3500 rpm (Eppendorf 5810 model, Germany). The collected medium was 
washed twice with a saline buffer solution. The population growth curve of L. casei 1608 and L. innocua 10799 
were obtained using the pour plate method and by using the UV-VIS spectrophotometer device (Cecil model, 
England) at OD= 600nm. In order to prepare the film formation solution of methyl cellulose (CAS 9004-67-5, 
Sigma-Aldrich, Madrid, Spain), four grams of powder and 1 g of glycerol were mixed with 100 ml sterilized 
distilled water. After homogenization and degassing, the film forming solution was transferred to the plastic 
container. To prepare the film formation solution of sodium caseinate, 5 g of sodium caseinate powder (CAS 
9005-46-3, Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) was added to distilled water along with 1.5 g of glycerol. The 
solution was planned to reach 100 ml and, after complete dissolution, the film formation solution warmed up to 
85°C and then cooled. To prepare the bio-film, L. casei 1608 was added to the film forming solution until the 
number of L. casei 1608 in the dried film reached 106 CFU/cm2. The film formation solutions were transferred to 
plastic containers and were dried at 25°C for 24 hours. All films were placed in a desiccator at 25°C and 75% 
RH for one week. In order to evaluate the anti-listeria activity, the bio-films were put on tryptic soya agar (TSA) 
medium, inoculated with L. casei 1608 (102 CFU / cm2) for 12 days at 5°C. The number of pathogenic bacteria 
and L. casei 1608 were counted on days 0, 4, 8 and 12. Also, the prepared films were evaluated according to the 
ASTM D-882 (ASTM, 2001) as per the ASTM D-882 instruction manual (Testometric, Model M350-10CT, 
UK). WVP was determined according to the ASTM-96-95. The opacity of the films were assessed by using the 
spectrophotometric apparatus according to the method described by Nu nez-Flores et al. (2012). Comparing the 
mean values of data was based on a factorial experiment in a completely randomized design (CRD) with three 
replications, by the SAS software version 9.1. The chemical and microbial mean values were calculated using 
Duncan’s and Tukey’s tests, respectively. 
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Results & Discussion: Data analysis showed that the bio-caseinate film hosted the highest survival rate of L. 
casei 1608 on the eighth day of culture (123.8%) when L. casei was concurrently present with L. innocua 10799. 
Analysis of data by the bio-methyl cellulose film showed that the strongest inhibitory effect on the growth rate of 
L. innocua 10799 was observed on the fourth day of the 12-day experimental duration (P<0.05). Furthermore, 
the weakest inhibitory effect on the growth rate was observed in pure films (P>0.05). Laboratory evaluations 
showed that the presence of lactic acid bacteria in films significantly increased the transparency, WVP and 
amount of elasticity. Nonetheless, a significant decrease in tensile strength and modulus of elasticity was 
observed. The type of matrix had a significant effect on mechanical properties. By comparing the methyl 
cellulose matrix and the sodium caseinate, it was observed that the methyl cellulose matrix showed significantly 
greater elasticity, tensile strength and higher modulus of elasticity while having less WVP and less opacity 
(p<0.05). The results of this study showed that sodium caseinate and methylcellulose films can exhibit anti-
listeria properties when the films contain L. casei 1608. Accordingly, these processed films could be used as a 
suitable method for the storage and packaging of food. The approaches of this study are therefore effective in 
developing antimicrobial films. 
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