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 چکیده
در ایـن   سـازد. پیوسته ترکیبات ضدمیکروبی به سطح ماده غذایی را فراهم می بندي فعال است که مهاجرتبندي ضدمیکروبی یک نوع بستهبسته

اشرشیا وگرم منفی ( )استافیلوکوکوس اورئوس و باسیلوس سرئوسگرم مثبت ( دو باکتري اکالیپتوس گلوبولوس علیهاسانس  تحقیق خاصیت ضدمیکروبی
میکروپلیت و همچنین تاثیر اسانس اکالیپتوس در محیط مایع و بخارات آن بررسی هاي دیسک دیفیوژن ، چاهک ) با روشکلاي و سالمونلا اینترتیدیس

گیري تولید و حجمی) با روش قالب درصد حجمی/ 5/1و  1، 5/0هاي (در غلظت اکالیپتوس گلوبولوساسانس  فیلم زیست کامپوزیت کیتوزان حاوي شد.
هاي گرم محیط مایع مورد ارزیابی قرار گرفت. حداقل غلظت بازدارندگی اسانس علیه باکتريها در فاز بخار و در تماس مستقیم با فعالیت ضدمیکروبی آن

بیشتر بود. ترتیب  منفی گرم از مثبت گرم هايباکتري بازدارندگی هاله چنین قطرلیتر بود. هممیکروگرم بر میلی 562/1و  125/3ترتیب منفی و مثبت به
سـالمونلا   › کـلاي  اشرشـیا  ›باسـیلوس سـرئوس    ›اسـتافیلوکوکوس اورئـوس   صورت: به یس لگاریتم کاهشیاند ها بر اساساثر اسانس روي باکتري

اندیس لگاریتم  درصد اسانس قادر به کاهش دانسیته میکروبی بود و همچنین 5/1و  1. بخار اسانس در ترکیب با فیلم کیتوزان در سطح اینترتیدیس بود
درصد در محیط مایع افزایش یافت. بر اساس این نتایج فیلم زیست کامپوزیـت کیتـوزان    5/1به  5/0با افزایش غلظت اسانس از  فیلم کیتوزان کاهشی
بنـدي مـواد غـذایی    عنوان یک ترکیب ضدمیکروبی مناسب در بستهدر تماس مستقیم با مواد غذایی به اکالیپتوس گلوبولوسدرصد اسانس  5/1حاوي 

 ده قرار گیرد. تواند مورد استفامی
 

 بندي ضدمیکروبی، اسانس اکالیپتوس، کیتوزان بسته :کلیدي هايواژه
 

   1  قدمهم
کننـدگان  هاي شیمیایی و نگرانی مصرفبار نگهدارندهاثرات زیان

سبب افزایش تمایل استفاده از انواع ترکیبات طبیعـی گردیـده اسـت.    
طـور  میکروبی در تماس مستقیم مـاده غـذایی و یـا بـه    ترکیبات ضد

بندي قادر به کاهش یا به دادن در پلیمرهاي بستهغیرمستقیم با قرار 
 ,.Guarda et alباشـند ( هـا مـی  تاخیر انداختن رشد میکروارگانیسـم 

بندي فعال اسـت کـه   بندي ضدمیکروبی یک نوع بسته). بسته2011
مهاجرت پیوسته ترکیبات ضدمیکروبی به سطح ماده غذایی را فراهم 

ترکیبات ضدمیکروبی، اجـازه  طوري که این تداوم رهایش سازد بهمی
هاي ترمیم یافته میکروبـی را نخواهـد داد. بنـابراین از    رشد به سلول

عنوان یک تکنولوژي هردل جهت افـزایش  بندي ضدمیکروبی بهبسته
 Muriel-Galet etشـود ( امنیت و بهبود کیفیت مواد غذایی یاد مـی 

                                                        
 علوم ، استاد، دانشیار و استادیار، گروهارشد کارشناسی آموختهدانشترتیب به -4و  3، 2، 1
  گرگان طبیعی منابع و کشاورزي علوم دانشگاه، غذایی صنایع دانشکده، غذایی صنایع و
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al., 2012.(  
 تن هزار 724 میلادي 2010 سال در زیستی هايپلاستیک تولید

ها، بـر اسـاس   پتانسیل تولید جهانی این پلاستیک. است شده گزارش
، بـیش از  2020ها در سـال  انداز توسعه زیست پلاستیکگزارش چشم

). کیتوزان Shen et al, 2010میلیون تن پیش بینی شده است ( 45/3
پذیر اسـت کـه در نتیجـه    کاتیونیک و زیست تخریبساکارید پلیپلی

دلیل وزن ملکولی آید. این پلیمر بهدست میزدایی کیتین بهاستیليد
هاي اسیدي، توانایی تشکیل ژل و فیلم دارد بالا و حلالیت در محلول

)Ghanem & Skonbery, 2002  و همچنین این پلیمر کاربردهـاي (
 ,Kuritaفراوانی در پزشکی، غذا، کشاورزي و صنایع شیمیایی دارد (

 ملکـولی  وزن به کیتوزان فیلم و محلول ضدمیکروبی خواص ).2006
 سیستم ترکیبات ، دیگر)ملکولی وزن شدن و استیلهدي درجه(کیتوزان 

 ترکیبـات  دیگـر  و هـا یون لیپید، پروتئین، حضور اسید، غلظت و نوع(
 Zhengاست ( وابسته) نسبی رطوبت و دما(محیطی  شرایط و )غذایی

& zhu, 2003; Synowiecki & Al-khateeb, 2003  بنـابراین .(
بندي تحـت تـاثیر نـوع ترکیـب     خواص ضدمیکروبی یک فیلم بسته

ضدمیکروبی، ماهیت پلیمر و تعامل بین ترکیبات ضدمیکروبی و پلیمر 

 نشریه پژوهشهاي علوم و صنایع غذایی ایران
 784- 797، ص.1396دي  -، آذر5، شماره 13جلد 
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 تشـابه  عدم به توجه با ).Quintavalla & Vicini, 2002قرار دارد (
 آب پلیمرهـاي  در ضـدمیکروبی  ترکیبـات  تبخیـر  و رهـایش  سرعت

 در نگهـداري  دوره طـی  ضدمیکروبی خواص بروز گریز،آب و وستد
  .بود نخواهد یکسان نیز پلیمرها این

باشد کـه  می 1گیاه اکالیپتوس بومی استرالیا و از خانواده میرتاسیا
). Brooker & Kleiling, 2004گونه و زیـر گونـه دارد (   900حدود 

 و ضدالتهابی هايهاي مختلف میرتاسیا علاوه بر فعالیتاسانس گونه
عنـوان ترکیبـات ضـدباکتریایی و    )، بهSilva et al., 2003درد (ضد

) و صـنایع  Lis‐Balchin, 2000ضدقارچی در محصولات بهداشتی (
) مــورد Zivanovic et al., 2005; Draughen, 2004غــذایی (

 تـوان بـه  تـرین ترکیبـات اسـانس مـی    گیرند. از مهماستفاده قرار می
اشاره کرد  هاترپن و هافنول ها،کتون اترها، استرها، یدها،آلده ها،الکل

 & Solimanکه خاصیت ضـدمیکروبی آنهـا گـزارش شـده اسـت (     
Badeaa, 2002; Suresh et al., 1992; Ouattaraet et al., 

 روغنـی  هـاي اسـانس  بیولـوژیکی  اثرات و شیمیایی ). ترکیبات1997
 محصـولات  در آنهـا  بـالقوه  کاربردهاي و ضدمیکروبی خواص شامل
)، از این Bakkali et al., 2008گرفته است ( قرار تحقیق مورد غذایی
گیرنـد  عنوان یک افزودنی در مواد غذایی مورد استفاده قرار مـی رو به

)Botsoglouet et al., 2002 ; Takahashi et al., 2004ممکن .( 
 ضدمیکروبی خاصیت علاوه بر افزایش فیلم در ترکیب با اسانس است
 و همچنـین کـاهش   آب بخـار  بـه  نفوذپـذیري  سـبب کـاهش   فیلم

 Duke( شده با فیلم گردد داده پوشش محصول لیپیدي اکسیداسیون
& Beckstrom-Sternberg, 1994; Yanishlieva et al., 1999.(  

توانند خـواص ضـدمیکروبی فـیلم کیتـوزان را     ترکیبات فعال می
 ـبهبود بخشند که در این بین مـی  وان بـه اثـر اسـانس بـر خـواص      ت

 ,.Ali et al( اشـاره کـرد   کیتـوزان  کشی فـیلم کشی و قارچباکتري
 پونـه  کـارواکرول،  میخـک،  مثل مختلفی هاياسانس اخیراً،). 2015
 ضـدمیکروبی  خواص و اندشده ترکیب کیتوزان با لیمو برگ و کوهی
 آمـده اسـت   بدسـت  هـا میکروارگانیسـم  از مختلفی طیف علیه خوبی

)Fernández-Pan et al., 2015; Lekjing et al., 2016 .(
 بین فردي به منحصر سازگاري) 2010( همکاران و Ojagh همچنین
فـیلم   ضـدمیکروبی  و نیـز بهبـود خـواص    دارچین اسانس و کیتوزان

 بـراي  دارچـین  اسـانس  محتـواي  هايفیلم تولیدي را گزارش کردند.
توانـد مـورد   مـی  ماکیان و ماهی مثل فسادپذیر غذاهاي پوشش دهی

 همکـاران  و Gómez-Estaca بر اسـاس گـزارش  . استفاده قرار گیرد
 جهـت  میخـک  اسـانس  بـا  شده غنی ژلاتین-کیتوزان ، فیلم)2010(

که  داد نشان نتایج شد و استفاده سرد طی انبارمانی در پوشش ماهی
ــیلم ــتی حــاوي میخــک  ف ــاخیر ســبب زیس ــا و ت ــازداري ی ــد ب  رش

  .گردید ماهی انبارمانی و افزایش هامیکروارگانیسم

                                                        
1 Myrtaceae 

 2اکالیپتوس گلوبولـوس میکروبی اسانس در این تحقیق اثرات ضد
و همچنین خاصـیت ضـدمیکروبی فـیلم     زاهاي بیماريروي باکتري

 کیتوزان حاوي اسانس بررسی گردید.
 

  هامواد و روش
(شـرکت بـاریج اسـانس کاشـان)،      اکالیپتوس گلوبولوساسانس 

استافیلوکوکوس هاي باکتریایی چین)، سویه-یو کمکیتوزان (شنگ با
 کـلاي و سـالمونلا اینترتیـدیس    اشرشیا اورئوس، باسیلوس سرئوس،

هاي مولار ایران)، محیط کشت صنعتی هايمیکروارگانیسم (کلکسیون
هینتون آگار و براث (مـرك، آلمـان) و تریپتـوز سـوي آگـار و بـراث       

پانرك، اسپانیا) و اسید اسـتیک  (اسکارلب، اسپانیا)، گلیسرول (شرکت 
 .در این پژوهش مورد استفاده قرار گرفتند( مرك، آلمان)  خالص
 

  ترکیبات شیمیایی اسانس
اسانس اکالیپتوس از شرکت باریج اسانس کاشـان تهیـه گردیـد.    

، ظرف حاوي 45/0پس از تهیه اسانس و عبور آن از میکرو فیلترهاي 
 ل در جاي تاریک نگهداري شد.اسانس در فویل آلومینیومی در یخچا

آنالیز ترکیبات شیمیایی آن توسط دستگاه گاز کروماتوگرافی متصل به 
نگار جرمی انجام گردید. این دستگاه از نوع ترموکوئست تـریس  طیف

(انگلستان) بود. ترکیبات اسانس بـر اسـاس    فینیکان 2000جی سی 
آنهـا بـا    هاي جرمیمقایسه مدت زمان بازداري نسبی و اجزاي طیف

مقادیر ذخیره شده در کتابخانه کامپیوتري وایلی و نایست ( موسسـه  
) شناسـایی و بـر اسـاس    Adams, 2001ملی استاندارد و فنـاوري) ( 

 میانگین دو تزریق اسانس تعیین مقدار گردید.
  

  و شرایط کشت  هاي باکتریاییآماده سازي سویه
ــوس، O157:Hکلاي ااشرشــی ــتافیلوکوکوس اورئ ــالمونلا ، اس س

ــدیس ــرئوسو  اینترتیــ ــیلوس ســ ــز باســ ــیون از مرکــ  کلکســ
کـار رفـت.   تهیه و در این مطالعه به ایران صنعتی هايمیکروارگانیسم

درجــه  37هـا روي محـیط کشـت مـولار هینتـون آگـار در       بـاکتري 
سازي، یک لـوپ  ساعت کشت و پس از فعال 18گراد به مدت سانتی

 24ون بـراث تلقـیح و بـه مـدت     لیتر مولار هینتمیلی 10باکتري به 
در  9/0(دانسیته نوري  گراد نگهداري گردیددرجه سانتی 37ساعت در 
باشـد). در مرحلـه   نانومتر بیانگر ابتداي فاز سکون می 600طول موج 

ــد،     ــاریتمی رش ــاز لگ ــه ف ــیدن ب ــراي رس ــد ب ــر از  100بع میکرولیت
ینتون براث لیتر مولار همیلی 10سوسپانسیون میکروبی آماده شده، در 

در  2/0گراد تا حصول دانسیته نوري درجه سانتی 37رقیق و در دماي 
  ).Salarbashi et al., 2014نانومتر نگهداري شد ( 600طول موج 

 
                                                        
2 Eucalyptus globulus 
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  میکروبی اسانس اکالیپتوسبررسی خواص ضد
   1تعیین حداقل غلظت بازدارندگی

 منظور تعیین حداقل غلظت بازدارندگی رشد اسانس اکـالیپتوس به
از روش چاهک در میکروپلیت استفاده شد. تریپتـوز سـوي بـراث بـه     

سولفوکسـید در آب مقطـر   متیلدرصد دي 5درصد آگار و  5/0همراه 
هاي سازي انجام شد. پلیتحل و استریل شد. پس از سرد شدن، رقت

میکرولیتر از محـیط تریپتـوز سـوي     190چاهکی به کمک توزیع  96
سوسپانسیون میکروبی اشاره شده در فوق به میکرولیتر از  10براث و 

اکـالیپتوس  هـا اضـافه شـد. غلظـت اولیـه اسـانس       هر یک از چاهک
لیتر بود. موارد کنتـرل ایـن آزمـایش    گرم بر میلیمیلی 25 گلوبولوس

 10میکرولیتــر محــیط فاقــد اســانس و  190شــامل کنتــرل مثبــت (
 ـ    میکرولیتـر از سوسپانسـیون میکروبـی)    اثیر جهـت خنثـی نمـودن ت

سولفوکسید و نیز کنترل منفی براي هر چاهک متیلضدباکتریایی دي
میکرولیتر محیط اسانس و فاقد باکتري) در نظر گرفته شد. هر  200(

غلظت در سه تکرار انجام شد. میکروپلیت با درپوش استریل پوشانده 
درجه  37دور در دقیقه مخلوط و سپس در  100ثانیه با  60و به مدت 

ساعت گرمخانه گذاري شد. پس از این مـدت   24اد به مدت گرسانتی
هاي حاوي اسانس و باکتري در زمان، رشد میکروبی و کدورت چاهک

گیري میزان جذب در طول موج هاي کنترل با اندازهمقایسه با چاهک
هاي واجـد کـدورت از لحـاظ رشـد     نانومتر تعیین گردید. چاهک 620

سـانس کـه از رشـد بـاکتري     مثبت تلقی شـدند و کمتـرین غلظـت ا   
جلوگیري نمود و محیط موجود در چاهک مربوط به آن شفاف بود به 

 ).Kim, 2008عنوان حداقل غلظت بازدارندگی تلقی گردیدند (
  

 دیسک دیفیوژن
هاي کاغذ صافی به قطر براي تعیین قطر هاله بازدارندگی دیسک

هینتـون آگـار   متر تهیه و استریل شدند. روي محیط مـولار  میلی 25
درصد ریخته شـد و بـا    2/0میکرولیتر باکتري در دانسیته نوري  100

طور کامل پخش گردیـد. سـپس دیسـک در مرکـز     اي بهمیله شیشه
 75، 50، 25، 10هاي متر قرار داده و غلظتسانتی 8هاي به قطر پلیت

میکرولیتر اسانس روي کاغذ صافی ریخته شد. نمونه کنتـرل   100و 
ساعت قطر هالـه   24اسانس در نظر گرفته شد. پس از  دیسک بدون

  . )Muriel-Galet et al., 2012( اندازه گیري شد
 

  خاصیت بازدارندگی بخار اسانس اکالیپتوس 
طـور  هاي آماده شده، بـه میکرولیتر از سوسپانسیون باکتري 100

یکنواخت با استفاده از سوآپ استریل، روي محیط تریپتوز سوي آگـار  
هاي کاغذي اسـتریل شـده بـه سـطح فوقـانی      گردید. دیسکپخش 

، 25، 10 ها چسبانده و اسانس اکالیپتوس در پنج سـطح غلظـت  پلیت
                                                        
1 Minimal Inhibitory Concentration (M.I.C) 

میکرولیتر به دیسک اضافه شد. در ادامه جهت خروج  100و  75، 50
ها با پارافیلم محصور و در دماي ترکیبات فرار اسانس، هر یک از پلیت

-Murielسـاعت نگهـداري شـدند (    24مدت گراد بهدرجه سانتی 37
Galet et al., 2012 .(  

  
  اندیس لگاریتم کاهشی 

میکرولیتر داخـل   50و 25، 10هاي مختلف اسانس شامل غلظت
 100تریپتوز سوي براث در شـرایط کـاملاً اسـتریل قـرار داده شـد و      

میکرولیتر از سوسپانسیون میکروبی در فاز لگـاریتمی رشـد (جمعیـت    
سـاعت در   24) اضافه شد و پس از  CFU/ml  510یمیکروبی تقریب

گـذاري و باتوجـه بـه کـدورت     گـراد گرمخانـه  درجه سانتی 37دماي 
ها در تریپتوز سوي سازي و جهت شمارش تعداد میکروبمحلول، رقت

 آگار کشت داده شدند.
  

  تهیه فیلم 
شوند گیري تولید میاساس روش قالب هاي برپایه کیتوزان برفیلم

)Ojagh et al., 2010    .و این روش با کمی اصـلاحات همـراه بـود (
درصـد   5/1دهنده فیلم کیتوزان به وسیله حل کـردن  محلول تشکیل

درصـد اسـتیک    7/0حجمی کیتوزان در محلول آبی محتواي  -وزنی
درجـه   40اسید تهیه شد و روي یـک همـزن مغناطیسـی در دمـاي     

ن تهیه شده توسط کاغـذ  گراد همزده شد. سپس محلول کیتوزاسانتی
هاي غیر محلول جدا شود. پـس از فیلتـر   واتمن صاف شد تا ناخالصی

عنوان درصد وزن پلیمر) به 10کردن به محلول صاف شده گلیسرول (
دقیقه همزده شد. اسـانس   10پلاستی سایزر اضافه گردید و به مدت 

حجمی به محلول  -درصد حجمی 5/1و  1، 5/0اکالیپتوس با غلظت 
دقیقه همـزده شـد. سـپس بـا اسـتفاده از       5افه گردید و به مدت اض

 4محلول بـه مـدت   آلمان)  ، هایدولف،D91126دستگاه هموژنایزر (
 10هموژن گردید. محلول شکل گرفته به مدت  12000دقیقه با دور 

متر) ریخته سانتی 8لیتر در مرکز پلیت (میلی 25دقیقه هواگیري شد و 
گـراد خشـک   درجه سانتی 38آون در دماي شد. سپس فیلم در داخل 

گردید. پس از خشک شدن، فیلم از سطح پلیت جدا و مـورد ارزیـابی   
 . قرار گرفت

  
فعـال کامپوزیـت کیتـوزان    باکتریایی فیلم زیستخاصیت ضد

  حاوي اسانس در محیط مایع 
گرم از فـیلم زیسـت کامپوزیـت کیتـوزان حـاوي اسـانس        25/0

ر تریپتوز سوي براث در شرایط کاملاً استریل لیتمیلی 10اکالیپتوس در 
میکرولیتر سوسپانسیون میکروبی در فاز لگاریتمی  100قرار داده شد و 

) اضافه شـد و پـس از   CFU/ml  510رشد (جمعیت میکروبی تقریبی
گذاري و با توجه به گراد گرمخانهدرجه سانتی 37ساعت در دماي  24
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هـا در  تعـداد میکـروب   کدورت محلول، رقت سازي و جهت شمارش
  ).Muriel-Galet et al., 2012تریپتوز سوي آگار کشت داده شدند (

 
فعال کیتوزان حاوي اسـانس  خاصیت بازدارندگی فیلم زیست

  اکالیپتوس 
طـور  هاي آماده شـده بـه  میکرولیتر از سوسپانسیون باکتري 100

سوي یکنواخت با استفاده از سوآپ استریل روي محیط کشت تریپتوز 
هاي زیست کامپوزیتی کیتوزان حاوي اسانس آگار پخش گردید. فیلم

ها بـراي ارزیـابی خاصـیت    متر تهیه و به درب پلیتسانتی 3به قطر 
ــا    ــدون تمــاس مســتقیم ب ــالیپتوس ب ــدگی بخــار اســانس اک بازدارن

درجـه   37سـاعت در   24ها چسبانده شدند و به مدت میکروارگانیسم
عنـوان  ري شدند. قطر منطقه بازدارنـدگی بـه  خانه گذاگراد گرمسانتی

 ).Muriel-Galet et al., 2012نتیجه گزارش گردید (
 

  هاتجزیه و تحلیل آماري داده
در این تحقیق آزمایشات میکروبی در قالب طرح کاملا تصادفی با 

تکرار انجام شد. اثر عوامل مـورد بررسـی بـا اسـتفاده از تجزیـه و       3
ها ارزیابی گردید و مقایسه میانگین داده) ANOVAتحلیل واریانس (

 درصد انجام گرفت. 5با استفاده از آزمون دانکن در سطح آماري 
  

 نتایج و بحث 

  ترکیبات شیمیایی اسانس اکالیپتوس 
سنجی انجام شده شـش ترکیـب مهـم در اسـانس     براساس طیف

 8و 1خلاصه شده است. ترکیب اصلی اسانس  1شناسایی و در جدول 
رنگ متمایل به زرد بود. رنگ اسانس تقریبا بی )O18H10C(سینئول 

ترتیـب برابـر بـا    بود. ثقل ویژه، شاخص انکسار و چرخش نـوري بـه  
 بود. 55/2و  45/1لیتر، گرم بر میلی 904/0

  
ترکیبات قابل شناسایی در اسانس اکالیپتوس با استفاده از  - 1جدول 

  سنج جرمیطیف
نسترکیبات اسا بازداريشاخص  درصد   

سینئول 8او  07/78  1231 

4/3 آلفا پینن  1038 

47/0 بتا پینن  1610 

9/7 لیمونین  1235 

7/0 آلفا فلاندرین  1173 

54/90 مجموع   

 
 اکــالیپتوس گلوبولــوساســانس اصــلی  ســینئول ترکیــب 8و  1

بـر   داده است.درصد از ترکیبات اسانس را تشکیل  07/78که باشدمی
ــزارش ــاس گــ ــاران Shieh )1996( ،Tsiri ) اســ )، 2003و همکــ

Cimanga ) و 2002و همکاران (Su  ) مهمتـرین  )2006و همکـاران 
دسـت  بودکه با نتایج بهسینئول  8و1 س اکالیپتوسترکیب اصلی اسان

خاصیت ضـدمیکروبی قـوي ایـن     .آمده از این تحقیق مطابقت داشت
 و ازهـاي بیمـاري  باکتريمقابل   E. Staigerianaترکیب در اسانس
ــامل   ــادزا ش ــوم  فس ــوس و فوزاری  ســولانی اســتافیلوکوکوس اورئ

)Pitarokili et al., 2003  ،    اشرشـیا کـلاي و باسـیلوس سـرئوس 
)Sonboli et al., 2006.بر اساس نتایج محققان  ) گزارش شده است

 ـ اکالیپتوساسانس  میکروبیضدفعالیت  هـا  ترکیبـات شـیمیایی آن   هب
)Cimanga, 2002 ; Inouye et al., 2001(   هـاي  گـروه از قبیـل

 نسـبت داده شـده اسـت   هـا)  هـا و کتـون  عملگرا (الکل، فنول، تـرپن 
)Sartorelli et al ., 2007 .(Bakkali ) دریافتند )2008و همکاران 

، p-cymeneتـرپنین،   -که ترکیبـاتی مثـل لیمـونین، لینـالول، گامـا     
فعالیـت  هـاي بـا   طـور نسـبی افزودنـی   هـا بـه  لفاترپینولآلفاپینن و آ

اسانس به  و غالب گرچه ترکیبات اصلیاباشند. ضدمیکروبی قوي می
از بعضـی  امـا  شـوند  کشی محسـوب مـی  عنوان عوامل اصلی باکتري

ممکن اسـت اثـرات    با مقدار کم دهند که ترکیباتمطالعات نشان می
. در ایـن تحقیـق   )Tyagi & malik, 2011( داشته باشـند  افزاییهم

ن یـن پ -لفاآ)، درصد 9/7لیمونین ( داراي گلوبولوساکالیپتوس اسانس 
) درصد 7/0( فلاندرین –لفاآو  درصد) 47/0( نینپ -)، بتادرصد 4/3(

ترکیبـات اسـانس    آنها اشاره شـده اسـت.   به 1که در جدول باشد می
هاي گـرم مثبـت و گـرم    منجر به تخریب غشا و مرگ سلول باکتري

علـت حضـور چنـین    به ) وOussalah et al., 2006شوند (منفی می
 افـزایش تواند میمیکروبی اسانس اکالیپتوس ترکیباتی، خاصیت ضد

 ).Gilles et al, 2010( یابد
  

  بررسی خواص ضدمیکروبی اسانس اکالیپتوس
  تعیین حداقل غلظت بازدارندگی

 جدیـد  هـاي روش گسـترش  و توسـعه  پایـه  بـر  جدیـد  تحقیقات
 عـدم تمایـل   علتبه ده است وبنا ش مواد غذایی نگهداري بهبودیافته

 کـه  هـاي جـایگزین  بـه  نیـاز  مصنوعی، هايافزودنی از کنندهمصرف
کنـد احسـاس   مـی  قلمـداد  طبیعـی  عوامـل  عنوانبه کنندگانمصرف

ــت Bakkali et al, 2008شــود (مــی ). از طرفــی افــزایش مقاوم
ها به سـبب کـاهش اثـر    بیوتیکزا نسبت به آنتیهاي بیماريباکتري

تواند یک تهدید اصـلی  به دنبال آن افزایش مرگ و میر می درمان و
 یـافتن  رو ایـن  ). ازJones, 2001براي سلامت عمومی تلقی گـردد ( 

 زابیمـاري  هـاي میکروارگانیسـم  درمـان  براي ضدمیکروبی جایگزین
بر اساس نتایج تحقیقات مختلف،  ).Coppen, 2002( .است ضروري

متفاوتی مثل ضدمیکروبی، ضدقند اسانس اکالیپتوس اثرات بیولوژیکی 
 ,.Botsoglouet et alاکسـیدانی دارد ( خون و همچنین خواص آنتی

2002 ; Takahashi et al., 2004.(   
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اشرشیا  گذاري باکتريخانهساعت گرم 24دانسیته نوري حاصل از 
باســیلوس ســرئوس و  ســالمونلا اینترتیــدیس،،  O157:H7 کـلاي 

 4و  3، 2، 1هاي مختلف در اشکال تدر رق استافیلوکوکوس اورئوس
عنوان حداقل غلظتی نشان داده شده است. حداقل غلظت بازدارنده به

گـردد.  شـود تلقـی مـی   ها مـی از اسانس که مانع رشد میکروارگانیسم
 12/3منفی برابـر بـا    گرم هايباکتري رشد بازدارندگی غلظت حداقل

 مثبـت  گرم هايباکتري ) و براي2و  1لیتر (شکل میلی بر میکروگرم
  .)4و  3بود (شکل  لیترمیکروگرم بر میلی 56/1

  

 
 هاي مختلف اسانس اکالیپتوس.کنترل مثبت فاقد اسانس بود.طی تیمار با غلظتاشرشیا کلاي میانگین دانسیته نوري مربوط به رشد  -1شکل

 

 
هاي مختلف اسانس اکالیپتوس.کنترل مثبت فاقد اسانس طی تیمار با غلظت سالمونلا اینترتیدیسمیانگین دانسیته نوري مربوط به رشد  -2شکل

 بود.
  

 
هاي مختلف اسانس اکالیپتوس.کنترل مثبت فاقد طی تیمار با غلظت استافیلوکوکوس اورئوسمیانگین دانسیته نوري مربوط به رشد  -3شکل 

  .انس بوداس
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 .هاي مختلف اسانس اکالیپتوس.کنترل مثبت فاقد اسانس بودطی تیمار با غلظت سرئوس باسیلوسمیانگین دانسیته نوري مربوط به رشد  -4شکل 
  

هاي گرم منفی دست آمده از این تحقیق، باکتريبراساس نتایج به
ثبت از مقاوم بیشتري برخوردار بودند هاي گرم مدر مقایسه با باکتري

هـاي گـرم   توان به اختلاف ساختار بـاکتري که دلیل این پدیده را می
طـوري  هاي گرم مثبت نسبت داد و همانمنفی در مقایسه با باکتري

هاي ساکاریدي در غشاي سلول باکتريدانیم ترکیبات لیپو پلیکه می
 ,Tyagi & malik( سـازد گرم منفی دسترسی به غشا را محدود مـی 

). در تطابق نتایج بدست آمده، حداقل غلظت بازدارندگی اسانس 2010
 لیستریا مونوسایتوژنزنسبت به  اشرشیا کلايآویشن شیرازي در مقابل 

 ). 1393کمتر بود (کشیري و همکاران، 
  

خواص ضدمیکروبی اسانس اکالیپتوس و بخارات آن به روش 
  انتشار دیسک

هاي مورد بررسی در زدارندگی رشد علیه باکترينتایج قطر هاله با
) و بخارات حاصـل از  2تماس مستقیم با سطح محیط کشت (جدول 

) نشــان داده شــده اســت . نتــایج نشــان داد کــه 3اسـانس (جــدول  
) استافیلوکوکوس اورئوس و باسیلوس سرئوسهاي گرم مثبت (باکتري

و سـالمونلا  اشرشـیا کـلاي   هاي گـرم منفـی (   در مقایسه با باکتري
) حساسیت بیشتري به اسانس داشتند. بر اسـاس گـزارش   اینترتیدیس

در مقابـل   سودوموناس آئروژنـز هاي گرم منفی نظیر محققان باکتري
). Gilles et al, 2010( ها مقاوم بیشتري از خود نشان دادنـد اسانس

قطر هاله بازدارندگی رشد ناشی از بخارات اسانس اکالیپتوس در روش 
در مقایسه با تماس مستقیم کمتر بود و همچنین قطر هالـه   دیسکی

هاي گرم مثبت بیش بازدارندگی رشد ناشی از بخارات اسانس باکتري
 دست آمـده از تـاثیر بخـارات اسـانس    از گرم منفی بود که با نتایج به

Tamarix boveanan استافیلوکوکوس اورئوس و  هايروي باکتري
 ــ ــلاي، س ــیا ک ــدیس، اشرش ــالمونلا  اپیدرمی ــز و س ودوموناس آئروژن

قطـر   چنین). همSaidana et al, 2008مطابقت داشت ( اینترتیدیس
و  اکـالیپتوس گلوبولـوس  هاله بازدارنده رشد ناشی از بخارات اسانس 

استافیلوکوکوس اورئوس و اشرشیا  مقابل 1اکالیپتوس کامالدولینسیس
 ) گزارش شده است.Mohamed )2008و   Ghalemتوسطکلاي 

Vilela میکروبـی اسـانس بـرگ    ) فعالیت ضد2009( و همکاران
ســینئول علیــه  8و  1و نیــز ترکیــب اصــلی  اکــالیپتوس گلوبولــوس

را  آسپرژیلوس پـارازیتیکوس و  آسپرژیلوس فلاووسهاي انباري قارچ
از طریق تماس مستقیم و بخارات مورد بررسی قرار دادند. نتایج ایـن  

اکالیپتوس بـراي بازدارنـدگی کامـل     محققان نشان داد مقدار اسانس
هاي انباري با روش بخارات اسانس در مقایسـه بـا تمـاس    علیه قارچ

مستقیم کمتر بود که با نتیجه این تحقـق مطابقـت نداشـت. گرچـه     
اند، اما ترکیبات فرار در اتمسفر محققان ترکیبات اسانس را آنالیز کرده

نـابراین ایـن ترکیبـات    انـد، ب پتري دیش را مورد مطالعه قـرار نـداده  
 ,.Zivanovic et alتوانند فعالیت ضدقارچی بالایی داشته باشند (می

2005.(  
  

  میکروبی اسانس اکالیپتوس در محیط مایع خواص ضد
 50و  25، 10هـاي  در غلظـت  اکالیپتوس گلوبولـوس اثر اسانس 

درجـه   37میکرولیتر در تماس مسـتقیم بـا محـیط مـایع (در دمـاي      
نشان داده شـده اسـت.    4مورد ارزیابی و نتایج در جدول  گراد)سانتی

شود بیشترین کاهش لگاریتمی رشد علیه همان طوري که مشاهده می
میکرولیتـر بـود. نتـایج ایـن      50هاي مورد بررسی در غلظت باکتري

ها از در مقایسه با سایر باکتري سالمونلا اینترتیدیستحقیق نشان داد 
 25و  10بود و همچنین اثر افزودن مقادیر مقاومت بیشتري برخوردار 

ــاکتري  ــه ب ــان داد ک ــر نش ــژه   میکرولیت ــه وی ــت ب ــرم مثب ــاي گ ه
از حساسیت بیشتري برخوردار بوند. بنابراین  استافیلوکوکوس اورئوس

ــا نتــایج    ــابق ب ــاران ( Sonboliمط و  Pitarokili) و 2006و همک
ري از رشـد  طـور مـوث  تواند به) اسانس اکالیپتوس می2003همکاران (

  زا جلوگیري نماید.هاي بیماريباکتري
  

                                                        
1.Eucalyptus camaldulensis 
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متر گزارش شده صورت میلیهتاثیر مقادیر مختلف اسانس اکالیپتوس برحسب میکرولیتر بر مهار رشد باکتري ( قطر هاله بازدارنده ب - 2جدول 
 است).

  )µlغلظت اسانس(                 
  100  75  50  25  10 باکتري

 +++ + /0/95b c25  40 ± 1/ c2  45 ± 1 ± 33 اشرشیا کلاي

 +++ +  b30 ± 1 d37 ± 0/9  d42 ± 1/01 سالمونلا اینترتیدیس

 +++ +++ /a91  42 ± 0/ b11  45 ± 1/ b06  60 ± 1 باسیلوس سرئوس

 +++ +++  a44 ± 1/15  a48 ± 0/5  a65 ± 0/81 استافیلوکوکوس اورئوس

  مشاهده گردید. +++ هیچ میکروارگانیسمی رشد نکرد و بازدارندگی کامل رشد   + میکروارگانیسم به مقدار خیلی کمی رشد کرد.              
  

  

 
  ).است شده گزارش مترمیلی صورتبه بازدارنده هاله قطر( باکتري  رشد برمهار اکالیپتوس اسانس مختلف مقادیر تاثیر - 5شکل 

*A  استافیلوکوکوس اورئوس- B باسیلوس سرئوس-C  اشرشیا کلاي - D .سالمونلا اینترتیدیس 
  

  متر گزارش شده است).رشد باکتري (قطر هاله به صورت میلی تاثیر مقادیر مختلف بخار اسانس اکالیپتوس بر حسب میکرولیتر بر مهار - 3جدول 
  )µlغلظت اسانس (               

 باکتري
10 
 

25 50  75  100 

 /c6  20 ± 0/ b4  26 ± 0/ c  32 ± 1 c01  35 ± 1/ c94  40 ± 0 اشرشیا کلاي
  d15 ± 0/45  b25 ± 0/91  d30 ± 0/5  d33 ± 0/8  d38 ± 0/3 سالمونلا اینترتیدیس
  b9  22 ± 0/ a04  28 ± 1/ b9  35 ±0/ b56  38 ± 0/ b43 ± 1 باسیلوس سرئوس

  a24 ± 1  a28 ± 0/88  a38 ± 0/33  a40 ± 0/97  a45 ± 0/79 استافیلوکوکوس اورئوس
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میکرولیتر بر اشرشیا کلاي، سالمونلا اینترتیدیس، باسیلوس  50و  25، 10در مقادیر  اثرات ضدمیکروبی اسانس اکالیپتوس گلوبولوس - 4جدول 
  )LRVس کاهش لگاریتمی () و اندیLog(CFU)سرئوس و استافیلوکوکوس اورئوس با لگاریتم تعداد واحد کلنی (

    باکتري
  )µlغلظت اسانس(                

 استافیلوکوکوس اورئوس باسیلوس سرئوس سالمونلا اینترتیدیس اشرشیا کلاي
Log(CFU) 

/ml LRV Log(CFU) /ml LRV Log(CFU) /ml LRV       Log(CFU) /ml LRV 
70/8±04/0 شاهد میکروبی   02/0±11/8   04/0±95/8   05/0±03/9   

10  01/0±40/7  a1/30 01/0±31/7  a0/8 02/0±32/7  a1/63 02/0±38/7  a1/65 
25  02/0±33/6  b2/37 03/0±98/6  b1/13 09/0±63/5  b3/32 04/0±56/5  b3/47 
50  +++  02/0±05/5  c3/06 +++  +++  

  .گردید مشاهده رشد کامل بازدارندگی و نکرد رشد میکروارگانیسمی هیچ+++ 
درصد  95دار در سطح ) به صورت حروف کوچک در هر ستون نشان داده شده ست. حروف مختلف نشان دهنده اختلاف معنی p< 0.05( هادار بین میانگینمعنی اختلاف*

  )p< 0.05باشد(می
  

 

 
 ).است شده گزارش مترمیلی صورتبه هاله قطر(  باکتري مهار رشد بر اکالیپتوس اسانس بخار مختلف مقادیر تاثیر - 6شکل 

*A  استافیلوکوکوس اورئوس - B باسیلوس سرئوس -C  اشرشیا کلاي - D سالمونلا اینترتیدیس  
  

خواص ضدمیکروبی بخار اسانس اکالیپتوس در ترکیب با فیلم 
  کیتوزان

مهاجرت در فضاي موجود در ترکیبات ضدمیکروبی فرار از طریق 
شونده ورت مواد حلصمیکروبی غیر فرار بهبندي و ترکیبات ضدبسته

تواند اثرات ضدمیکروبی نشان بندي و غذا میدر تماس بین ماده بسته
مشـاهده   5طوري که در جـدول  ). همانShan et al., 2007دهند (

 5/0شود، بخار اسانس در فیلم زیست کامپوزیتی کیتوزان در سطح می

درصــد خاصــیت  5/1و  1درصــد تــاثیر مثبتــی نداشــت و در ســطح 
بازدارندگی کمی نشان داد و سبب کاهش دانسیته میکروبی در سطح 
پلیت گردید. همچنین فیلم زیست کامپوزیت کیتوزان بـدون اسـانس   

ود. نتایج بدست آمده از این تحقیق فاقد هرگونه فعالیت ضدباکتریایی ب
) مبنی بر عدم افـزایش فعالیـت   1393با گزارش کشیري و همکاران (

فعال زئین حـاوي اسـانس آویشـن    میکروبی فاز بخار فیلم زیستضد
  شیرازي مطابقت داشت.
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  زیست کامپوزیت کیتوزان بر مهار رشد باکتریایی در فاز بخاردر فیلم  اکالیپتوس گلوبولوستاثیر غلظت اسانس  - 5جدول 

سمنوع میکروارگانی درصد اسانس 5/0فیلم حاوي   درصد اسانس 5/1و  1فیلم حاوي    
 +++ ---  اشرشیا کلاي

سسالمونلا اینترتیدی   --- +++ 

 +++ ---  باسیلوس سرئوس

رئوساستافیلوکوکوس او   --- +++ 

 بازدارندگی و کاهش قابل ملاحظه دانسیته میکروبی در سظح پلیت            محدوده داراي رشد مشاهده نشد.                +++قطر هاله بازدارندگی  --- 
  

  فعال کیتوزان در محیط مایع خواص ضدمیکروبی فیلم زیست
کیتوزان اینکه بخار اسانس اکالیپتوس در ترکیب با فیلم با توجه به

ــر    ــق اث ــن تحقی ــداد در ای خاصــیت ضــدمیکروبی مناســبی نشــان ن
فعال کیتوزان در تماس مسـتقیم بـا محـیط    ضدمیکروبی فیلم زیست

طـوري کـه در   گراد ارزیابی شد. هماندرجه سانتی 37مایع در دماي 
شود، اندیس کاهش لگاریتمی فیلم زیست فعال مشاهده می 6جدول 

اشرشـیا کـلاي، سـالمونلا    نس در برابر درصد اسا 5/0کیتوزان حاوي 
ترتیـب  بـه اینترتیدیس، باسیلوس سرئوس و استافیلوکوکوس اورئوس 

لگاریتم بـود و بـا افـزایش غلظـت      59/2و  54/2، 34/2، 56/2برابر 
  هاي مورد آزمایش افزایش یافت.اسانس در برابر باکتري

همسو با نتایج این تحقیق بـا سـایر محققـان، کیتـوزان خـالص      

کاهش داد در حالی که فیلم کیتوزان  لگاریتم 2را  لیستریا مونوسیتوژنز
لیستریا درصد اسانس پونه کوهی تعداد لگاریتم کاهشی  2و  1حاوي 

لگاریتم کاهش  3لگاریتم و  4ترتیب را به اشرشیا کلايو  مونوسیتوژنز
) و در تطابق با تحقیق انجام شده، با Zivanovic et al., 2005داد (

یابد. همچنین میکروبی افزایش میزایش غلظت اسانس خاصیت ضداف
توان به افزایش اندیس همسو با نتایج این تحقیق با سایر محققان می

درصد اسـانس   10کاهش لگاریتمی در فیلم اتیلن وینیل الکل حاوي 
فعال زئین )، فیلم زیستMuriel-Galet et al., 2012 پونه کوهی (

) 1393آویشن شیرازي (کشیري و همکارن، درصد اسانس  10حاوي 
) در برابر Pyla et al., 2010هاي نشاسته حاوي تانیک اسید (و فیلم

 اشاره کرد.  لیستریا مونوسیتوژنز و اشرشیا کلاي
 

اشرشیا کلاي، سالمونلا بر  اکالیپتوس گلوبولوسدرصد اسانس  5/1و  1، 5/0اثرات ضدمیکروبی فیلم زیست فعال کیتوزان حاوي  - 6جدول 
  )LRVو اندیس کاهش لگاریتمی ( )Log(CFU)با لگاریتم تعداد واحد کلنی ( اینترتیدیس، باسیلوس سرئوس و استافیلوکوکوس اورئوس

اکتريب           
            فیلم

 استافیلوکوکوس اورئوس باسیلوس سرئوس سالمونلا اینترتیدیس اشرشیا کلاي
Log(CFU) 

/ml 
LRV 

  
Log(CFU) 

/ml LRV Log(CFU) 
/ml LRV Log(CFU) 

/ml LRV 

 شاهد میکروبی
  94/8 ± 
06/0   09/0 ± 

80/8   03/0 ±  94/8   03/0 ±  92/8   

13/7 ± 03/0 کیتوزان  d1/81  04/0 ± 
06/7  

d1/73   04/0 ± 
09/7  

d1/85   53/0 ± 
63/6  

d2/28  

 5/0کیتوزان و % 
38/6 ± 02/0 اسانس  c2/56   01/0 ± 

46/6  
c2/34   01/0 ± 

40/6  
c2/54   02/0 ± 

32/6  59 c2/   

اسانس 1کیتوزان و %  03/0 ± 06/6  b2/88   05/0 ± 
05/6  

b2/74  03/0 ± 
01/6  

b2/93  04/0 ± 
91/5  

b3   

 5/1و %کیتوزان 
72/4 ± 1/0 اسانس  a4/22  14/0 ± 

82/4  
a3/98  1/0 ± 39/4  a4/55  1/0 ± 21/4  a4/71   

درصد  95دار در سطح صورت حروف کوچک در هر ستون نشان داده شده ست. حروف مختلف نشان دهنده اختلاف معنی) به p< 0.05( هادار بین میانگیناختلاف معنی*
 ) .p< 0.05( باشدمی

  
 گیري نتیجه

برابر اشرشیا در  اکالیپتوس گلوبولوسفعالیت ضدمیکروبی اسانس 
اسـتافیلوکوکوس   وکلاي، سالمونلا اینترتیدیس، باسـیلوس سـرئوس   

براساس قطر هاله، رهایش ترکیبات موثر در محـیط مـایع و    اورئوس

یج ایـن تحقیـق نشـان    تبخیر اسانس در محیط جامد مطلوب بود. نتا
قابلیت ضـدمیکروبی خـوبی    اکالیپتوس گلوبولوسدهد که اسانس می

هـاي عامـل فسـاد مـواد غـذایی دارد و      علیه دامنه وسیعی از باکتري
هاي گرم منفی در برابـر  هاي گرم مثبت در مقایسه با باکتريباکتري
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فعـال  تـري برخـوردار بودنـد. فـیلم زیسـت     اسانس از حساسیت بیش
ان از خواص ضدمیکروبی خوبی در محیط مایع برخوردار بود. با کیتوز

توجه به نتایج حاصل از خواص ضدمیکروبی فیلم بر پایه بخار اسانس 
درصـد اسـانس    5/1فعال کیتوزان حاوي در محیط جامد، فیلم زیست

توانـد علیـه   در تمـاس مسـتقیم بـا پلیمـر مـی      اکالیپتوس گلوبولوس
  ور موفق عمل نماید.طزا بههاي بیماريباکتري

افزودن مستقیم مواد ضدمیکروبی به درون مـاده غـذایی ممکـن    
است روي خواص حسی آن تـاثیر نـامطلوبی دشـته باشـد، بنـابراین      

توانـد چنـین   بندي مـی افزودن ماده ضدمیکروبی به درون مواد بسته
بندي آزاد سازي این ترکیبات را روي اثراتی را کاهش دهد. ماده بسته

شـود کـه غلظـت ایـن     کند و سبب مـی ده غذایی کنترل میسطح ما
ترکیبات همواره بالاتر از حد بحرانی مورد نیاز براي جلوگیري از رشد 

هاي کیتوزان هاي مضر باشد. این تحقیق پتانسیل بالاي فیلمباکتري
هـاي  هـاي خـوراکی را در جلـوگیري از رشـد بـاکتري     حاوي اسانس

شان داد اسانس اکالیپتوس در ترکیب بـا  زا به اثبات رساند و نبیماري
هـاي مصـرف   فیلم کیتوزان، جایگزین مناسبی براي پاسخ به نگرانـی 

تـوان از  باشـد و مـی  کنندگان و افزایش ارتقاء کیفیت مواد غذایی می
  هایی براي افزایش طول عمر مواد غذایی سود برد. بنديچنین بسته
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2Introduction: The edible films and coatings had remarkable growth in recent years to increase the shelf life 

and to enhance food quality, stability, and safety and expected to have an important impact on the food market in 
the following years. In addition, these matrices can be used as carriers of antimicrobials to minimize the risk of 
foodborne contamination by pathogens and inhibit the development of spoiler microbes. Antimicrobial 
packaging is a type of active packaging that provides the continuous migration of antimicrobial components to 
the surface of the foods. Chitosan is a linear copolymer of β-1, 4-linked D-glucosamine and N-acetyl-d-
glucosamine. It is a cationic polysaccharide for food packaging applications, due to its unique characteristics of 
films, including excellent oxygen barrier properties, good mechanical properties, nontoxicity and good 
antimicrobial activity. Eucalyptus is a plant native from Australia and the Myrtasya family that includes about 
900 species and sub-species. There is abundant scientific evidence regarding the efficacy of different species 
Myrtasya as the antibacterial and antifungal compounds used in health products, and food industry. Using natural 
antimicrobials are interesting strategies for reducing the use of chemical additives in the food industry. Essential 
oils (EOs) are defined as a mixture of volatile water insoluble substances to be incorporated into the edible films 
due to exhibit antimicrobial effects. Moreover, evaluation EOs on the physical, optical and structural properties 
of the resulting film is also important. Therefore, the aims of this work were to determine the effect Eucalyptus 
globulus essential oil on antibacterial properties (2) to determine the antimicrobial activity of chitosan based 
films containing Eucalyptus globulus essential oil against S. aureus, B. cereus, E. coli and S. intertidis. 

  
Materials and methods: The foodborne microbial strains were prepared from Persian Type Culture 

Collection. The essential oil was analyzed by gas chromatography (GC) (Thermoquest 2000, UK). In this study, 
the antimicrobial activity of Eucalyptus globulus essential oils (EGOs)  was evaluated against two gram positive 
(S. aureus and B. cereus) and two gram negative (E. coli and S. intertidis) bacteria by the agar diffusion 
technique and microdilution test. The effect of EGO was evaluated in liquid media and vaporous phase too. 
Chitosan solution were prepared by dissolving 1.5 % (W/V) of chitosan in aqueous solution containing 0.7% 
(V/V) of acetic acid under a magnetic stirrer at 40°C until chitosan was completely dissolved. Glycerol as 
plasticizer (10% weight of chitosan powder) was added to the solution and stirred for 10 minutes. The EGO with 
concentrations of 0.5, 1 and 1.5% v/v was added to the solution and was stirred for 5 minutes. The film forming 
solutions using a homogenizer (Heidolph, Germany) were homogenized with 12000 rpm for 4 min, then 
degassed for 5 min and 25 ml were cast on a 10 cm diameter petri dish. After drying the film in the oven at 38°C 
for 24 h, they were peeled from the plate surface and were evaluated. The antimicrobial activity of the films was 
evaluated in contact with liquid and vaporous media.  

 
Results and discussion: Minimum inhibition concentration for gram negative (E. coli, S. enteritidis) and 

gram positive (B. cerus and S. aureus) bacteria showed 3.125 and 1.562 µg/l respectively. The inhibition zone 
for gram positive bacteria was bigger than gram negatives. The effect of EGO on bacteria based on Log 
reduction value (LRV) of S. aerus > B. cerus > E. coli> S. enteritidis. Thses results confirmed that gram positive 
bacteria were more sensitive to inhibition by plant essential oils than the gram-negative bacteria. Our results 
showed that chitosan film containing 1 and 1.5 % essential oil was able to reduce the density of bacteria. The 
Log reduction value of chitosan bioactive film was increased by increasing the concentration of E. globulus 
essential oil than 0.5 to 1.5 % in liquid media. The results of this work had demonstrated that chitosan bioactive 
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film containing 1.5% EGO can be used an effective antimicrobial film for food packaging in direct contact.  
 
Conclusion: Chitosan is a good biopolymer for active food packaging. The result of this study showed that 

chitosan films containing EGO could be used as active films due to enhanced the antimicrobial properties which 
are important in food packaging applications. Films containing essential oil had unique properties that are useful 
for coating of perishable foods such as fish and poultry. 
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