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Introduction 

 The main sources of Salmonella for humans are pork, beef, chicken, eggs, fruits, 

vegetables, and their derivatives such as mayonnaise, and peanut butter. Different 

species of Salmonella can adapt, grow or survive at different environmental conditions. 

Salmonella enterica is one of the main global agents caused by food in humans, and 

Salmonella typhimurium and Salmonella enteritidis serovars are the most prevalent. 

One strategy is to use active packaging to reduce the microbial load or prevent the 

growth of microorganisms on food. Recently, antimicrobial active packaging has 

received much attention in due to maintaining food quality, safety, and increasing shelf 

life. Among the antimicrobials used in the food industry, bacteriophages have a very 

good efficiency to control pathogenic bacteria. Pullulan has a good ability to form a 

film, its film has good characteristics such as transparency, odorlessness, tastelessness, 

solubility in water, and low permeability to oxygen and fat, but its problem is related to 

its price. The combination of polysaccharides with proteins has been done in order to 

improve the performance and reduce the costs of production films. Gelatin is a suitable 

option to combine with pullulan in terms of good mechanical properties, reduced 

permeability, and its good price. Different ratios of gelatin and pullulan were studied 

and suitable film selected, but it needed to modify, so nanofibers cellulose was added in 

order to improve the mechanical properties and water resistance, adding cellulose nano 

fiber can be a good and appropriate option. The aim of this research was evaluated the 
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effectiveness of gelatin-pullulan- nanofibers cellulose antibacterial composite film 

containing bacteriophage against Salmonella Typhimurium bacteria at two different 

temperatures during over time. 

Materials and Methods 

 10 gr of each gelatin and pullulan powders were prepared separately and mixed 

together(20gelatin-80pullulan). Nanofiber cellulose was extracted from rice bran and 

was used at three different levels (1%, 3%, and 5%). Commercial bacteriophage 

solution was added to each of the films separately and the films were prepared by 

molding method. Thickness, moisture content, solubility, swelling, tensile strength, and 

elongation of gelatin-pullulan film containing nanofibers were studied. Zone inhibitory 

of films containing different percentage of cellulose nanofibers on the agar media 

against Salmonella typhimurium (104 CFU.ml-1) was evaluated. As well as, antibacterial 

effect of selected film on the poultry meat inoculated to S. typhimurium (104 CFU.g-1) 

and numbers of phages on the surface meat at different 4   and 12  temperatures 

during times were investigated.   

Results and Discussion 

 The results indicated that gelatin-pullulan film containing different percentages of 

cellulose were showed approximately 2 mm of zone inhibitory compare to films free 

phages. Also, inhibitory among films at different percents of nanofibers cellulose did 

not observe significant changing. Antibacterial effect on poultry meat was dependent on 

temperature, films loaded with bacteriophages at higher temperature (12 ) was more 

effective compare to lower temperature (4 ). The populations of S. typhimurium were 

decreased 1 log and 0.7 log than control samples at 4  after 7 and 9 days, while at 12 

, after 1 and 9 days decreased 1 log and around 2.55 log rather than control samples, 

respectively. In a study, beef inoculated with salmonella bacteria was treated by 

SALMONELEXTM bacteriophage and resulted in decrease 1.29 log reduction of 

pathogen bacteria compared to the control sample (Yeh et al., 2017).  In another study, 

the antibacterial effect of double-layer poly lactic acid/xanthan film at 10 °C compared 

to 4 °C against pathogenic bacteria of Salmonella and Listeria was different and at 

higher temperature, the number of pathogenic bacteria decreased more (Radford et al., 

2017). The numbers of phages were decreased during times at both temperatures, as 

well as, their numbers did not have significantly changing at both temperatures. Kamali 
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et al. (2022b) displayed that the release of phages from the film of 30 poly lactic acid/70 

whey protein to the meat surface after one hour was 63.22 % and 63.18 % at 

temperatures of 4 °C and 10 °C, respectively, which presents they did not have 

significantly difference, after one day at both temperatures. 

Keywords: Bio-control, Composite film, Food safety, Pathogen bacteria. 
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و بررسی اثر  حاوی فاژ سالمونلا نانوالیاف سلولز-پلولان-ژلاتینمرکب فیلم تولید 

 سالمونلا تایفی موریومآن برعلیه  سالمونلاییضد

 

 3شاکری گلشن ،2صداقت ناصر ،1انتظاری اسما

دانشجوی دوره دکتری تخصصی، گروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده کشاورزی،  -1
  .، ایراندانشگاه فردوسی مشهد

دانشگاه فردوسی  ده کشاورزی،کدانش ،غذایی استاد، گروه علوم و صنایع: نویسنده مسئول -2
 ،sedaghat@um.ac.ir .، ایرانمشهد

 ، آلمان.محقق فلوشیپ، مؤسسه دولتی ارزیابی ریسک آلمان، برلین -3
 چکیده

امروزه به دلیل وجود نگرانی های زیست محیطی و افزایش تقاضای مصرف کنندگان برای محصولات غذایی با کیفیت و ماندگاری 

اثر افزودن درصدهای در این مطالعه،  ش های زیست تخریب پذیر مورد توجه بسیاری واقع شده اند.یلم ها و پوشاستفاده از فبیشتر، 

پلولان و اثر ضدباکتریایی فیلم های حاوی باکتریوفاژ توسط روش انتشار دیسک -مختلف نانوالیاف سلولز به فیلم مرکب ژلاتین

دوره نگه داری در دو  طولنانو فیبر سلولز روی گوشت مرغ در -لانپلو-ب ژلاتینایی فیلم مرک. به علاوه، اثر ضدباکتریبررسی شد

نتایج نشان داد که با افزایش درصد مورد مطالعه قرار گرفت.  سالمونلا تایفی موریومدرجه سانتی گراد بر علیه باکتری  12و  4دمای 

به ترتیب  فیلم ها کششی، و درصد کشش پذیری اومت، مقتورم، حلالیتضخامت،  پلولان-نانوفیبرهای سلولز در فیلم ژلاتین

 . فیلم های حاوی باکتریوفاژ روی محیط آگار ناحیه بازدارندگی خوبی داشتند.، افزایش، و کاهش یافتندافزایش ،کاهشافزایش، 

شد در یکل لگاریتمی یک ساهش بعد از یک روز منجر به ک 12 استفاده از فیلم ضدباکتریایی روی سطح گوشت مرغ در دمای 

    .منجر شد سالمونلایک سیکل لگاریتمی کاهش را در جمعیت باکتری  هفتم در روز 4 در دمای  حالی که

  .، فیلم مرکبپاتوژن، بیوکنترل ایمنی غذا، :کلمات کلیدی

 مقدمه 

 زیجات، و مشتقات به دست آمده از آن ها مانندگوشت خوک، گاو، مرغ، تخم مرغ، میوه جات، سب شاملمنابع اصلی سالمونلا 

مایونز، و کره بادام زمینی است. گونه های مختلف سالمونلا می توانند با شرایط مختلف محیطی سازگار شده، رشد کرده و یا زنده 

به عنوان یک عامل مهم در از بین رفتن مواد غذایی، اقتصاد، و سلامت انسان  سالمونلا انتریکا .(et al Gouvea.2015 ,) بمانند

بیشترین شیوع را در بیماری های ناشی از  سالمونلا تایفی موریوم و سالمونلا انتریتیدیسکه دو سرووار مهم آن  تلقی می شود،

ه منظور کاهش بار میکروبی و یا یک استراتژی استفاده از بسته بندی های فعال ب .( 2021et al.Shakeri ,) مواد غذایی دارند

mailto:sedaghat@um.ac.ir
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بسته بندی های فعال ضدمیکروبی به دلیل حفظ  سال های اخیردر  جلوگیری از رشد میکروارگانیسم ها بر روی مواد غذایی است.

در بین . (et al , 2020; Sezer.et al Alves.2022 ,) اندایمنی غذا، و افزایش ماندگاری مورد توجه زیادی واقع شده  ،کیفیت

کنترل باکتری های پاتوژن دارا می باشند.  جهتضدمیکروب های مورد استفاده در صنعت غذا باکتریوفاژها کارآمدی بسیار خوبی 

فاژهای کوکتیل می توانند به . بر روی یک پاتوژن هدف، جداسازی و تولید آسان هستند آن ها دارای ویژگی هایی از جمله عمل

که از آن جمله فاژهای تجاری مختلفی در بازار موجود هستند  ،منظور غلبه بر محدودیت طیف میزبانی فاژ مورد استفاده قرار گیرند

سالمونلکس یک کوکتیل فاژ  متشکل . ( 2019et al.Alves ,)د اشاره کر ( TMSALMONELEX) می توان به فاژ سالمونلکس

 et  Yeh)مورد استفاده است  سالمونلامی باشد که بر علیه طیف وسیعی از گونه های باکتری  S16و  Felix 0-1از  دو باکتریوفاژ 

,.al2018 ). پلی ساکارید است که توانایی خوبی به جهت تشکیل فیلم دارد. فیلم های پلولان ویژگی های خوبی  پلولان یک اگزو

مانند شفافیت، بی بویی، بی مزه گی، بی رنگی، حلالیت در آب، و نفوذ پذیری پایین به اکسیژن و چربی دارد اما دارای قیمت 

مرهاست. مطالعات متعددی به جهت ترکیب پلی ساکاریدها با دن با دیگر پلی بالایی است، بنابراین یک استراتژی ترکیب کر

ژلاتین یک گزینه مناسب برای پروتئین ها در راستای بهبود عملکرد و کاهش هزینه های فیلم های تولیدی انجام شده است. 

هم  .(et al Zhang.2013 ,) ترکیب با پلولان به لحاظ خصوصیات مکانیکی خوب، کاهش نفوذ پذیری، و قیمت مناسب است

 گزینه خوب و مناسب باشدبه منظور بهبود ویژگی های مکانیکی و مقاومت به آب افزودن نانوفیبر سلولز می تواند یک  چنین،

(2022 ,.al et Roy) .افزایش داده و منجر به تشکیل دهنده در ترکیبات می توانند نیروی بین مولکولی را سلولز  هایوفیبرننا

در پوشش ها  مطالعات مختلفی به لحاظ استفاده از باکتریوفاژها .(2016et al. Wang ,)بهبود خصوصیات عملکردی فیلم ها شوند

انجام شده است، که به عنوان مثال می توان به استفاده از آن ها در کنسانتره پروتئین  باکتریاییو فیلم ها به عنوان ترکیبات ضد

هدف از انجام پژوهش حاضر، تولید  .( 2022et al.Sezer ,) ل سلولز، کیتوزان، و آلژینات سدیم اشاره کردآب پنیر، کربوکسی متی

نانوفیبر سلولز حاوی باکتریوفاژ و ارزیابی خواص فیزیکی و ضدباکتریایی آن  –پلولان  –ال و زیست تخریب پذیر ژلاتین فیلم فع

 درجه سانتی گراد بود. 12و  4روی گوشت مرغ در طول دوره نگه داری در دماهای  سالمونلا تایفی موریومبر علیه باکتری 

 مواد و روش ها

پلولان از شرکت هایاشیبارای ژاپن خریداری شدند. و بیس از شرکت سیگما آلدریچ، -در این مطالعه ژلاتین، گلیسرول، و تریش

و آگار از شرکت اکسوید انگلیس، منیزیوم  ،(TSB) 2تریپتون سوی براث ،(XLD)1مواد شیمیایی از قبیل زایلوز لیزین دکسیکولات

TEMPO (-tetramethyl-2,2,6,6از اوتووگ آلمان، و کلرید سدیم از شرکت لب کم اسپانیا،  )O2.7H4gSoM)آبه  7سولفات 

                                                             
1 Xylose Lysine Deoxycholate 

2 Tryptone Soy Broth 
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piperidin-1-oxyle  ،98%( هیدروکسید سدیم ،)99% NaOH,  )( از شرکت سیگما آلدریچ، سدیم %37و هیدروکلریک اسید )

 تهیه شدند. Panreacاز شرکت ( NaClO)آمریکا، هیپوکلریت سدیم  Hoynewellبرمید از 

 تیتراسیون فاژ سالمونلا

 100بافر رقت سازی شد، سپس  3SMبه منظور تیتر فاژ به روش آگار دولایه، ابتدا فاژ تجاری سالمونلکس )میکروئوس، هلند( در 

منتقل  اگار  %4/0حاوی  TSBساعت کشت، به تیوب های محیط  ATCC 704) ) 18سالمونلا تایفی موریوم  محیطمایکرولیتر از 

ریخته شدند،  )TSA(4 محیط تریپتون سوی آگاره آن ها اضافه و ورتکس گردیدند سپس روی مایکرولیتر از هر رقت ب 100و بعد 

 .( 2017et al.Yeh ,) ساعت انکوبه و تعداد پلاک ها شمارش گردید 24درجه سانتی گراد برای مدت  37و در نهایت در دمای 

 5سلولز ربیفنانو وآماده سازی الیاف 

لیتر انجام شد. دیگ پخت مجهز به  15جهت تهیه نانوفیبرسلولز، فرآیند خمیر سازی سبوس برنج در یک دیگ پخت با ظرفیت 

 100در دمای  %7ید سدیم یک گرم کننده خارجی، محور افقی چرخان، و سیستم های اندازه گیری دما و فشار بود که با هیدروکس

در نظر گرفته  1به  8دقیقه در تماس قرار گرفت. نسبت مایع پخت به وزن خشک نمونه   150زمان رجه سانتی گراد برای مدت د

میلی متر عبور داده شد. خمیر سلولزی جهت حذف آب اضافه  14/0شد. پس از زمان مذکور، مخلوط به دست آمده از الک با مش 

شود. از بین رفتن لیگنین موجود در فیبرها با افزودن کلریت محیط قرار گرفته تا خشک  تا زمان استفاده در دمای سانتریفیوژ و

گرم  3/0درجه سانتی گراد و مدت زمان یک ساعت انجام شد، به این صورت که  75در شرایط اسیدی در دمای  )2NaClO(سدیم 

)وزنی:حجمی( به  % 3فیبری  ا سوسپانسیون)حجمی:حجمی( مخلوط ت % 2کلریت سدیم به ازای هر گرم فیبر با اسید استیک 

 .(2022et al.Martín -Morcillo ,) ا رنگ بری شونددست آید. این عمل سه مرتبه تکرار شد تا به طور کامل فیبره

به منظور تسهیل تولید الیاف سلولز به نانو الیاف استفاده شد. در پیش  TEMPOدو پیش تیمار مکانیکی و اکسیداسیون به وسیله 

 90دور بر دقیقه قرار گرفت تا به درجه روانی  20000تیمار مکانیکی، الیاف سلولز معلق در آب در پالایشگر پی اف آی با سرعت 

-2,2,6,6 میلی لیتر( حاوی  100)گرم( در آب  1، الیاف سلولز )TEMPOاسیون به وسیله ریگلر برسد. در اکسید-شوپر

tetramethyl-piperidine-1-oxyl radical (016 /0  ،قرار گرفتند،  1گرم،  1/0میلی مول( و سدیم برمید ) 1/0گرم )میلی مول

دمای محیط با  میلی مول در هر گرم فیبر برسد و در 5اضافه شد تا به قدرت اکسیداتیو  pH=  10( با 12)% NaClOسپس محلول 

ثابت نگه داشته شد. در نهایت، زمانی که  10مولار( در مقدار  5/0دور بر دقیقه هم زده شد و اسیدیته با افزودن سود ) 500رعت س

 شیپ افیالاز  ونیسوسپانس کسلولز اکسید شده با آب شسته و صاف شد. ی اسیدیته بدون تغییر باقی ماند واکنش به پایان رسید و

                                                             
3 Saline Magnesium 

4 Tryptone Soy Agar 

5 Nanofibers Cellulose (NFCs) 
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 افیدهنده ال لیتشک افیفشار بالا قرار گرفت تا نانوال زریهموژنا کیدر  ونیلاسیبرینانوف ندیفرآ کیدرصد تحت  1شده  ماریت

 3بار،  300در  مرتبه 4انجام شد:  ریز بیبه ترت یجیتدر ونیلاسیبریف زر،یاز انسداد هموژنا یریجلوگ یرا جدا کند. برا یسلولز

 .(2022et alMartín -Morcillo ,.) بار 900در  مرتبه 3بار و  600در  تبهرم

 بازده نانوالیاف سلولز

دور  12000دقیقه با سرعت  10ماده خشک( به مدت  %1/0جهت تعیین عملکرد نانوفیبرسلاسیون نانوفیبر سلولز، ژل رقیق شده )

پس، بخش غیرنانوفیبر جمع آوری بر دقیقه به منظور جداسازی بخش غیرنانوفیبریل شده از ماده نانوفیبریل شده سانتریفیوژ شد. س

عت در آون قرار داده گرفت تا خشک شده و به وزن ثابت برسد. با توجه به سا 24درجه سانتی گراد برای مدت  90ای و در دم

  :(et al Besbes.2010 ,) بازده بخش نانوفیبریل شده محاسبه گردید (1) رابطه

(1) 100     وزن نمونه رقیق شده(  وزن بخش خشک شده / )مقدار ماده جامد نمونه ژل رقیق شده - 1   =)%(بازده 

 فاژنانوفیبر سلولز حاوی -پلولان-تهیه فیلم مرکب ژلاتین

 % 20میلی لیتر آب اضافه شدند، سپس گلیسرول  100پودرهای ژلاتین و پلولان به صورت جداگانه به از هر یک از گرم  10

توسط گرمگن درجه سانتی گراد توسط  90دقیقه در دمای  30)وزنی/وزنی( براساس وزن بیو پلیمر افزوده گردید و برای مدت 

درجه سانتی  50پلولان با یکدیگر در دمای  80-ژلاتین20و با نسبت  حرارت داده شده و به طور پیوسته توسط مگنت هم زده شدند

 نداضافه شد جداگانه به فیلم مرکب حاصل (%96)بازده فیبر سلولز نانو %5 ، و 3، 1مقادیر  .نددقیقه مخلوط شد 30گراد برای مدت 

درجه سانتی گراد هم زده شدند و در نهایت محلول فاژ اضافه گردید، سپس  35ساعت در دمای  3و مخلوط حاصل برای مدت 

 Cheguini,  andMiraghaei) روز خشک گردیدند 3محلول فیلم های تهیه شده قالب ریزی شدند و در دمای اتاق برای مدت 

در  شاهدساعت مشروط شدند. فیلم های بدون فاژ به عنوان  48فیلم های تهیه شده قبل از انجام آزمایشات برای مدت  .(2014

 نظر گرفته شدند.

 فیلم هاای رطوبت حتوو مضخامت 

نقطه مختلف از فیلم ها  5( در Mitutoyo, No, 293-561, Tokyo, Japanضخامت هریک از فیلم ها توسط میکرومتر دیجیتال )

 2cm 2  2 فیلم ها به ابعاد ،به منظور تعیین مقدار رطوبت انجام و میانگین آن ها در به عنوان ضخامت نهایی در نظر گرفته شد. 

ساعت قرار گرفتند زمانی که به وزن  24درجه سانتی گراد به مدت  105و در آون با دمای  (1W) گردیدندوزن شده و  برش داده

et  González) محاسبه شد (2رابطه )و درصد افت وزن نمونه ها با توجه به  (2W) ثابت رسیدند، وزن نهایی آن ها ثبت گردید

, 2018.al): 

 (2)                                                                        100   )1/ W 2W – 1W)  =)%( مقدار رطوبت 

 در آب و تورمحلالیت 
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ساعت قرار  24درجه سانتی گراد به مدت  105و در آون با دمای  (0Mو وزن شدند ) برش داده شده 2cm 2  2 فیلم ها به ابعاد

ساعت در  24میلی لیتر آب مقطر به مدت  50(، سپس فیلم ها به صورت جداگانه در1Mید )گرفتند و وزن آن ها یادداشت گرد

. سپس مجدد فیلم (2Mشد)دمای محیط قرار گرفتند و وزن آن ها بعد از قرار گیری بر روی کاغذ به منظور حذف آب اضافه، ثبت 

. درصد حلالیت در (3M)در نهایت مجدد وزن گردیدند ساعت قرار گرفتند و 24درجه سانتی گراد به مدت  105ها در آون با دمای 

 :( 2020et alKowalczyk ,.) گردیدمحاسبه  (4( و )3) رابطه هایبا استفاده از به ترتیب و تورم فیلم ها آب 

 (3)                                                                            100  )1/ M 3M – 1M)  =)%( حلالیت در آب   

            (4)                                                                                 100   )1/ M 2M – 1(M = )%( تورم     

یخصوصیات بافت  

ابتدا فیلم ها  .(ASTM, 2014) و دستگاه بافت سنج انجام شد ASTM D638وش استاندارد خصوصیات مکانیکی فیلم ها توسط ر

میلی متر بر دقیقه قرار گرفتند.  10میلی متر و سرعت  65برش داده شدند و بین دو فک دستگاه به فاصله  2cm 5 ×1به ابعاد 

ی توسط یک میکرومتر دیجیتال اندازه گیری شدند. آزمایشات در سه لم ها در قسمت های مختلف به صورت تصادفضخامت فی

 محاسبه شدند: (6( و )5)های رابطه با توجه به به ترتیب  کشش پذیریمقاومت کششی و  تکرار انجام شد.

(5)                                                                   / A maxF    =مگاپاسکال(کششی  مقاومت( 

 )%(کشش پذیری =                                                                                    (6)

maxF  نشان دهنده حداکثر نیروی مورد نیاز برای شکست فیلم(N)  وA  ضخامت( 2عرض، × نشان دهنده سطح اولیهm) .L∆  

 می باشند. (mm)هم نشان دهنده طول اولیه  L(، و mmنشان دهنده اختلاف طول هنگام پاره شدن )

 فاژ بارگذاری شده در فیلم ها

داده شده و داخل میکروپلیت  برش 2cm 2  2 باکتریوفاژ بارگذاری شده در فیلم ها، ابتدا فیلم ها به ابعادبه منظور تعیین مقدار 

( در دمای محیط قرار rpm150و توسط انکوباتور شیکردار به مدت یک ساعت ) بافر قرار گرفتند SMلیتر میلی  2حاوی های 

 .(a, 2022.et al Kamali) آگار دو لایه تعیین شدگرفتند. بعد از رقت سازی تعداد فاژها به روش 

 ناحیه بازدارندگی فیلم ها

در مرحله فاز لگاریتمی رشد تا  (ATCC 704)تایفی موریوم  سالمونلابه منظور بررسی ناحیه بازدارندگی فیلم ها، ابتدا باکتری 

آگار مخلوط و بر  % 4/0حاوی  TSBلیتر از آن با محیط  کرومای 100ث رقیق شد و در تریپتون سوی برا 410( ml .CFU-1رقت)

آگار ریخته شد و صبر کرده تا در دمای اتاق سفت شود. سپس، دیسک هایی از فیلم های حاوی باکتریوفاژ  %5/1دارای  TSBروی 

 etLeung ) در نظر گرفته شدند شاهد به عنوان ژفیلم بدون باکتریوفامیلی متر بر روی آن ها قرار گرفت. دیسک های  16به قطر 

, 2017al.). 
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 به گوشت مرغ سالمونلاتلقیح باکتری 

گوشت مورد نمونه های گوشت مرغ از فروشگاه مواد غذایی تهیه و در ظرف حاوی کیسه یخ به سرعت به آزمایشگاه منتقل شد. 

ه د. نتایج نشان داد کنبررسی شو سالمونلاتا به لحاظ عدم حضور باکتری پاتوژن  ندقرار گرفت سالمونلاآزمایش میکروبی تشخیص 

گرم  5. گوشت ها در زیر هود لامینار در شرایط استریل به قطعاتی با وزن است سالمونلا باکتری عاری ازگوشت مورد آزمایش 

سازی  رقت ml. CFU( 510-1(بود تا غلظت  810 )ml. CFU-1(برش داده شدند، سپس از سوسپانسیون باکتری که دارای غلظت 

 20به دست آید. بعد از  g. CFU( 410-1(ه سطح گوشت مرغ تلقیح شد و در نهایت غلظت مایکرولیتر از آن ب 50انجام و مقدار 

 ازبعد درجه سانتی گراد انکوبه شدند و  12و  4دقیقه فیلم حاوی فاژ بر سطح گوشت قرار گرفت. نمونه های آماده شده در دماهای 

بر سطح گوشت مورد بررسی قرار گرفتند. فیلم بدون  های موجودتعداد فاژو  پاتوژنهای روز تعداد باکتری  9، و 7 ،3، 1، دقیقه 30

 .( 2021et al.Weng ,) در نظر گرفته شد شاهدفاژ به عنوان 

 تایفی موریوم سالمونلاشمارش باکتری 

  SMنمونه های گوشت مرغ مورد آزمایش در شرایط استریل داخل کیسه قرار گرفته و توسط ترازوی رقیق کننده حجم مناسبی  از 

رقیق سازی انجام شد و توسط بلندر مخلوط شدند. سپس جهت شمارش باکتری پاتوژن در محلول کلرید  10به  1بافر با نسبت 

درجه سانتی گراد برای  37آگار کشت خطی داده شده و در دمای  XLD( رقت سازی انجام و بر روی محیط % 0/ 085دیم ) س

 .( 2017et al.Radford ,) باکتری ها شمارش گردید در نهایت تعدادو ساعت انکوبه شدند،  24مدت 

 فاژهای سطح گوشتشمارش 

بافر حجمی از بخش  SMجهت شمارش فاژهای موجود در سطح گوشت های مرغ، از کیسه های حاوی نمونه گوشت و محلول 

ش مایع فیلتر شده مایکرومتر( مخلوط باکتری و فاژ از یکدیگر جدا گردیدند و از بخ 22/0مایع برداشته و توسط فیلتر سیرینگ )

  .( 2017et al.Radford ,) گار دولایه تعداد فاژها تعیین گردیدو به روش آ بافر انجام SMرقت سازی در 

 طرح آماری

( با ANOVAآزمایشات براساس طرح فاکتوریل در قالب کاملا تصادفی انجام شدند، و داده ها براساس روش تجزیه آنالیز واریانس)

مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. مقایسه میانگین ها توسط آزمون چند دامنه ای دانکن در سطح آماری  SPSSم افزار اده از نراستف

 .انجام شد. آزمایشات در سه تکرار انجام گرفتند درصد 5

 نتایج و بحث

 ها فیلم ، محتوای رطوبت، حلالیت، و تورمضخامت

 3پلولان )شاهد( کم ترین ضخامت را داشت و استفاده از  80 -ژلاتین 20ید، فیلم می کن مشاهده)الف(  1همان طور که در شکل 

که دلیل این ( P0.05)نانوفیبر سلولز ایجاد کرد %1نانوفیبر سلولز در آن ضخامت بیشتری را در مقایسه با فیلم حاوی  % 5و 
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پلولان حاوی -محتوای رطوبت فیلم ژلاتین .(et al Kassab.2019 ,)افزایش ضخامت مربوط به افزایش مقدار مواد جامد است 

معناداری در محتوای رطوبت  فاوتنشان داده شده است. افزودن نانوالیاف سلولز ت )ب( 1 مقادیر مختلف نانوالیاف سلولز در شکل

ه افزایش ضخامت شد و ن نانوبلور سلولز به فیلم ژلاتین منجر بدر یک مطالعه، نتایج نشان داد که افزود (.P0.05فیلم ها نداشت )

 ندنشان داد هم چنین، آن ها .( 2022et alRatna ,.)این افزایش ضخامت با افزایش درصد نانوکریستال ها رابطه مستقیمی داشت 

 که افزودن مقادیر مختلف نانوالیاف سلولز به فیلم ژلاتین، محتوای رطوبت فیلم ها را تحت تأثیر قرار نداد.

پلولان نشان می دهد. افزودن  –( فیلم ژلاتین د) ( و تورمجاثر افزودن درصدهای مختلف نانوالیاف سلولز را بر حلالیت ) 1شکل 

 .(P0.05)وت آماری معناداری را در حلالیت و تورم فیلم ها نشان داد پلولان تفا -انوالیاف سلولز به فیلم ژلاتین مقادیر مختلف ن

حلالیت شاهد نانوفیبر به فیلم  %5و  %3و با افزودن  بود فیبرنانو %1و فیلم حاوی  شاهدبوط به فیلم بالاترین میزان حلالیت مر

مربوط به تفاوت در ضخامت فیلم ها است زیرا فیلم های خوراکی با  یکی از دلایل آن کاهش قابل ملاحظه ای پیدا کرد که

ساختار سه بعدی  دلیل دیگر مربوط به .( 2020et alKhodaei ,.) ضخامت کم تر، حلالیت بیشتری را از خود نشان می دهند

با ورود نانوفیبر سلولز به فیلم خاصیت . به علاوه، نانوفیبر سلولز است که از حرکت و جابه جایی پلیمر به آب محافظت می کند

افزودن  .(et al Jahed.2019 ,) یمر می شودکریستالی افزایش می یابد که منجر به کاهش نفوذ آب به درون زنجیره های پل

ر به افزایش پایداری در آب شد و با افزایش مقدار نانوفیبر در فیلم پلولان، پایداری در آب نانوفیبر اتیل سلولز به فیلم پلولان منج

مشاهده می کنید، بیشترین و کم ترین تورم را به ترتیب فیلم  )د( 1همان طور که در شکل  .(al et Yang.2020 ,) بیشتر شد

نشان دادند. افزودن نانوفیبر تورم را افزایش داد زیرا استفاده از نانوفیبر سلولز تخلخل را  شاهدنانوفیبر سلولز و فیلم  %5های دارای 

تریایی به فیلم ژلاتین ماهی منجر به کاهش رهای سلولز باکبدن نانوفیدر یک مطالعه، افزو. می دهددر ساختار فیلم افزایش 

 .(et al Shabanpour.2018 ,) شاخص تورم در فیلم ها شد

 

 (a(                                                                  )الف(         )b)ب(     )                                      



 

11 
 

 

 (c)         )ج(                  (                                            d)د(            )                                     

های ( فیلم دو تورم ) ،(جحلالیت )ضخامت )الف(، محتوای رطوبت )ب(، تأثیر افزودن مقادیر مختلف نانوالیاف سلولز بر  -1شکل 

 .پلولان-ژلاتین
Figure 1- Thickness (a), moisture content (b), solubility (c), and swelling (d) of gelatin-pullulan films 

containing at different percentages of NFCs. 

 خصوصیات مکانیکی

 پلولان نشان می دهد.-را بر مقاومت کششی و کشش پذیری فیلم مرکب ژلاتین فیبراثر درصدهای های مختلف نانو 2جدول 

، (P0.05) شد درصد کشش پذیریمقاومت کششی و پلولان منجر به تغییر معناداری در -به فیلم مرکب ژلاتین فیبرافزودن نانو

، و 27/26، 96/27، 3/32نانوفیبر، و شاهد به ترتیب  %1، 3، 5پلولان حاوی -مقدار مقاومت کششی در فیلم ژلاتینبه طوری که 

داشت که به بر هم کنش های  شاهدنانوفیبر استحکام کششی بالاتری نسبت به فیلم  %5فیلم دارای  .مگا پاسکال بود 17/22

لایه های  توسطبه انتقال کارآمد تنش  منجر باشد، که مربوطمی تواند  س پلیمر و نانوفیبر سلولزسطحی مناسب بین ماتری

درصد کشش پذیری پایین تری نسبت به فیلم شاهد بودند، که دلیل فیلم های دارای نانوالیاف سلولز دارای . شود میپلیمر -نانوفیبر

و یا ایجاد باندهای هیدروژنی درون  ،( Rhim, 2022 andRoy) نستآن را می توان به افزایش ضخامت در فیلم ها مربوط دا

 andChen )شده اند به کشش و کاهش کشش پذیری ت ومپلولان و نانوفیبر سبب افزایش مقا-مولکولی بین گروه های ژلاتین

Chi, 2022).  تروواتی و همکاران(., 2012et alTrovatti )  نشان دادند که افزودن نانوفیبر به فیلم پلولان منجر به افزایش

 مقاومت کششی و کاهش کشش پذیری شد.

 پلولان-تأثیر مقادیر مختلف نانوفیبر سلولز بر مقاومت کششی و کشش پذیری فیلم ژلاتین -1جدول 

Table 1. The effect of cellulose nanofibers on tensile strength and elongation of gelatin-pullulan film 

 کشش پذیری )درصد(

Elongation (%) 

 مقاومت کششی )مگاپاسکال(

Tensile strength (MPa) 

 فیلم ها

Films 

5.50 ± 3.54A 22.173 ± 6.39C control 

3.03 ± 0.59B 26.27 ± 1.94B 1% 

3.36 ± 0.07B 27.958 ± 3.25B 3% 
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3.34 ± 0.78B 32.3 ± 5.14A 5% 

داده های دارای حروف مشابه در یک ستون از لحاظ آماری اختلاف معنادار   انحراف معیار گزارش شده است. ±ه ها براساس میانگین ادد *

 .(P0.05)ندارند

*Results are reported as mean ± SD. Mean with different letters in each column present significant difference 

(P0.05).  

 فاژ بارگذاری شده در فیلم ها

پلولان -معناداری بین مقدار فاژ بارگذاری شده در فیلم های ژلاتینآماری می کنید، تفاوت  لاحظهم 2شکل همان طور که در 

نشان داد که فیلم  (et al Gouvea.2015 ,) گووآ و همکاران مطالعات .(0.05P)حاوی مقادیر مختلف نانوفیبر سلولز وجود ندارد

 آزمایشات درحالی که، نتایج .ثری در از بین رفتن فاژها در طی فرآوری و خشک کردن نداشتاستات سلولز حاوی باکتریوفاژ ا

، تعداد فاژ بارگذاری حاوی فاژ بدون تیمار پلاسماکه تولید فیلم استات سلولز  نشان داد (et al Faraji.2019 ,) همکارانو فرجی 

 است. و نوع فاژ به کار رفته که این تفاوت مربوط به روش افزودن فاژ به فیلم کاهش یافتشده در فیلم 

 

 پلولان حاوی مقادیر مختلف نانوفیبر سلولز-مقدار فاژ بارگذاری شده در فیلم ژلاتین -2شکل 

Figure 2- Loaded phages in gelatin-pullulan film containing at different percentages of NFCs 

 ناحیه بازدارندگی

 سالمونلانانوفیبر سلولز را در برابر باکتری  % 5، و 3، 1 مختلف پلولان حاوی درصد های-ناحیه بازدارندگی فیلم ژلاتین 2 جدول

یده نمی شود) اوت معناداری بین ناحیه بازدارندگی فیلم ها دنشان می دهد. همان طور که مشاهده می کنید، تفتایفی موریوم 

P0.05 ،)فاژ  مکانیسم عمل آن به صورت خلاصه این چنین است که .صفر بود( ناحیه بازدارندگی شاهددر فیلم های فاقد فاژ ) و

Felix 0-1  می تواند باندهایی با گیرنده هایN- زنجیره های پلی ساکاریدی تشکیل استیل گلوگزآمین های قرار گرفته در ترمینال

تشکیل می دهد، که در  Cباندهایی با غشاء خارجی پروتئین  S16پلی ساکارید است و فاژ  خارجی لیپورکز سطح دهد، که روی م

ترکیبات متداول باقی مانده روی  Cآمین و پروتئین  استیل گلوگز- Nنهایت منجر به لیز شدن و مرگ سلول باکتری می شود. 

 .( 2017et al.Yeh ,)  هستند سالمونلاشاء باکتری سطح غ

تایفی موریوم لاسالموننانوفیبر سلولز در برابر باکتری قادیر مختلف پلولان دارای م-ناحیه بازدارندگی فیلم ژلاتین -2جدول  
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Table 2- Zone inhibitory of gelatin-pullulan film at different percentages of NFCs loaded with phages against 

S. typhimurium 

 فیلم ها
Films 

(سانتی مترناحیه باز دارندگی )  

Zone inhibitory (cm) 

Control+Phage 2.17 ± 0.136A 

Control 0B 

Control +1%+Phage 2.01 ± 0.369A 

Control +1% 0B 

Control +3%+Phage 2.23 ± 0.118A 

Control +3% 0B 

Control +5%+Phage 2.12 ± 0.354A 

Control +5% 0B 

مشابه در یک ستون از لحااظ آمااری اخاتلاف معناادار ندارناد      ارای حروف داده های د انحراف معیار گزارش شده است. ±داده ها براساس میانگین  *   

(P0.05). 
*Results are reported as mean ± SD. Mean with different letters in each column present significant difference 

(P0.05).  

پاتوژنشمارش باکتری   

جهت استفاده روی  یبه دلیل داشتن خصوصیات فیزیکوشیمیایی مناسب ترر سلولز نانوفیب %5پلولان دارای  –ژلاتین  مرکبفیلم 

را و فاقد فاژ حاوی  های ی فیلمباکتریایاثر ضد )الف( و )ب( 3شکل های  انتخاب شد. سالمونلاگوشت مرغ تلقیح شده به باکتری 

درجه  4طور که مشاهده می کنید، در دمای  انهم ی گراد نشان می دهند.درجه سانت 12و  4در طول دوره نگه داری در دو دمای 

(، در حالی که در P0.05)شتندا شاهددر روزهای اول و سوم تفاوت معناداری در مقایسه با  باکتریاییسانتی گراد فیلم ضد

که در ، در حالی (P0.05)دده شمشاه شاهدسیکل لگاریتمی کاهش در مقایسه با نمونه 7/0دیک به یک و روزهای هفتم و نهم نز

سیکل لگاریتمی کاهش در  35/2سیکل لگاریتمی و در روز نهم  1فیلم حاوی فاژ بعد از یک روز  ب( 3شکل درجه ) 12 دمای

درجه سانتی گراد است بنابراین فاژ در دمای بالاتر نسبت به به دمای  30(. دمای بهینه برای فاژها P0.05داشت) شاهدمقایسه با 

هم چنین، توزیع یکنواخت و توانایی انتشار کارآمد ذرات فاژ ، ساختار و  .(et al Dicastillo.2021 ,)یین بهتر عمل می کندپا

رادفورد و نتایج  .(et al Guenther.2012 ,)میکروبی فاژ تأثیر دارنددترکیبات شیمیایی غذاهای مختلف بر خاصیت ض

درجه نسبت  10زانتان در دمای  فیلم دولایه پلی لاکتیک اسید/ باکتریایینشان داد که اثر ضد (2017et al Radford ,.)همکاران

با یکدیگر تفاوت داشته و در دمای بالاتر تعداد باکتری  ریالیستو  سالمونلادرجه سانتی گراد در برابر باکتری های پاتوژن  4به دمای 

 10 یامد رد لانوملاس ژاف یواح ملیف اب هدش رامیت یاه هنومن رد لانوملاس یرتکاب تیعمج .های پاتوژن کاهش بیشتری را داشتند

 یتح و تشاد یدنب هتسب ءلاخ و یزاوه طیارش رد دهاش یاه هنومن اب هسیاقم رد یرادانعم شهاک موس زور رد دارگ یتناس هجرد

  4 یامد هب تبسن دارگ یتناس هجرد 10  یامد رد یرتشیب تیعمج شهاک و دش هدهاشم یرتشیب شهاک 14 زور رد ءلاخ طیارش رد

 یور سوکوکولیفاتسا ژاف یواح نیتلاژ ملیف زا هدافتسا هک داد ناشن (2021) ناراکمه و گنو جیاتن .داد ناشن نامز تشذگ اب هجرد

 یرتکاب تیعمج رد یهجوت لباق شهاک هب رجنم موس زور رد دارگ یتناس هجرد 4 یامد رد هدش یراد هگن رینپ یاه هنومن
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 et al.Weng ,) تشاد یرتشیب شهاک یرتکاب دادعت ملیف رد هدش یراذگراب ژاف نازیم شیازفا اب هک دش سوئروا سوکوکولیفاتسا

 ژاف یواح رینپ بآ نیئتورپ هرتناسنک / دیسا کیتکلا یلپ هیلا ود ملیف زا هدافتسا دندرک شرازگ (2202) ناراکمه و یلامک .(2021

 ناشن دهاش هنومن اب هسیاقم رد ار یرادانعم شهاک تعاس 24 زا دعب دارگ یتناس هجرد 10 و 4 یاهامد رد غرم تشوگ یور ایرتسیل

 لاعف ملیف ییایرتکابدض رثا ،هولاع هب ،تشادن یرادانعم توافت نآ زا دعب و دیسر رثکادح هب مجنپ زور رد ییایرتکابدض رثا و داد

در یک مطالعه،  ..(b, 2022.et al Kamali) دوب رتشیب دارگ یتناس هجرد 01 هب تبسن هجرد 4 یامد رد ایرتسیل یرتکاب هیلعرب

 29/1  تعاس 24 زا دعب نتیجه آزمایشوفاژ سالمونلکس تیمار شد و توسط باکتری سالمونلا گوشت گاو تلقیح شده به باکتری پاتوژن

 .(2017et al.eh Y ,)اد نشان د شاهده ی کاهش را در مقایسه با نمونسیکل لگاریتم

 

 (a)(  الف)                                                   

    

 (b)( ب)                                                                  

 )ب( درجه سانتی گراد در طی زمان12  )الف( و4بر روی گوشت مرغ در دماهای  سالمونلا تایفی موریومتعداد باکتری -3شکل 

during times temperatures(b)  and 12 ) (a n the chicken meat at 4 o typhimurium .SNumbers of  .3Figure  

 شمارش فاژهای سطح گوشت

درجه سانتی گراد نشان می دهد. همان طور که  12و  4دمای تعداد فاژهای موجود در بر سطح گوشت مرغ را در دو  4شکل 

های موجود بر سطح نمونه های گوشت مرغ بد. تعداد فاژزمان تعداد فاژها کاهش می یابا گذشت به طور کلی ، کنیدمی  لاحظهم

س غذایی که به عنوان (. به طور کلی، پایداری فاژها به ماتریP0.05)نداشتند آماری معناداریدر دو دما با یکدیگر تفاوت 
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پایداری فاژ در  ترکیبات موجود در غذا و فاژ استفاده شده بر .(et al Robeson.2014 ,)د بستر)سوبسترا( استفاده شده بستگی دار

واند نقطه ایزوالکتریک فاژ و مقاومت یونی محیط را تغییر دهد و منجر به نه تغییر می تغذایی اثرگذار هستند و هر گوسیستم های 

استفاده از فیلم دو لایه پلی نشان داد که نتایج یک مطالعه  .(2020et alAnaya -García.C ,.) تغییر ساختار و عملکرد فاژ شود

درجه سانتی گراد با  10و  4لاکتیک اسید/زانتان حاوی باکتریوفاژهای سالمونلا و لیستریا در طی دوره نگه داری در دو دمای 

نشان داد که رهایش فاژها از فیلم با  دیگر نتایج یک مطالعه .( 2017et alRadford ,.) ارندیگر تفاوت آماری معناداری ندیکد

 4به ترتیب در دماهای  %18/63و   %22/63پروتئین آب پنیر به سطح گوشت بعد از یک ساعت  70پلی لاکتیک اسید/  30نسبت 

روزه بعد از یک روز در هر دو دما تعداد  5نداشتند و در طی دوره بودند که با یکدیگر تفاوت معناداری  اددرجه سانتی گر 10و 

در مطالعه دیگر، درصد رهایش فاژهای انکپسوله شده در  .(b, 2022.et al Kamali) بودفاژهای موجود بر سطح گوشت ثابت 

ا می توان به ویژگی های فاژهای ر این تفاوت ها بود. دلیل %37/0ساعت  3د از فیلم ایزوله پروتئین آب پنیر به سطح کاهو بع

  .(et al Vonasek.2014 ,) مختلف و پوشش ها مربوط دانست

 

 درجه سانتی گراد در طی زمان 12و  4  ایت مرغ در دماهفاژهای سالمونلا بر روی گوش تعداد -4شکل 

temperatures on the chicken meat during times and 12  Numbers of phages at 4  .4Figure  

 نتیجه گیری

اکتریوفاژ روی ماده ب یک سیستم حاملبر سلولز می تواند به عنوان نانوفی-پلولان-ژلاتین مرکبفیلم این مطالعه نشان داد که 

حاوی پلولان دارای مقادیر مختلف نانوفیبر سلولز -ژلاتین فیلم هایاثر آنتی باکتریال غذایی می تواند کاربرد داشته باشد. 

نجر به به سطح گوشت مرغ م مرکبفیلم رهایش باکتریوفاژها از . معناداری نداشتند روی محیط آگار با یکدیگر تفاوت باکتریوفاژ

نانوفیبر سلولز روی گوشت مرغ بر علیه -پلولان-اثر آنتی باکتریال فیلم ترکیبی ژلاتین شد. سالمونلایت باکتری معکاهش ج

ی را آهسته تر هشکا 4 و در دمای  بود درجه سانتی گراد 4تر از دمای موفقیت آمیزدرجه  12در دمای  سالمونلاباکتری پاتوژن 

تا باکتریوفاژ بتواند اثر  درجه سانتی گراد است 10 سالمونلا، زیرا حداقل دمای رشد برای باکتری یمودشاهد ب لمونلاسادر جمعیت 

استفاده از این فیلم ضدباکتریایی در میوه ها و سبزیجات که در پیشنهاد ما این است که . نشان دهدبهتر  آنتی باکتریال خود را
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بایستی مورد مطالعه بیشتر قرار  و اثر بخشی بیشتری دارد، لذا اسب تر استمناری می شوند، بالاتری نسبت به گوشت نگه د دمای

  گیرد.
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