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چکید ه 

     استفاده از فیلم  های خوراکی زیست-کافت از روش  هایی می  باشد که طی سالیان اخیر مورد توجه فراوان قرار گرفته است. قابلیت تشکیل 
فیلم و خواص حفاظتی ژلاتین و کیتوزان موجب شده که به عنوان فیلم  های ضدمیکروبی و آنتی  اکسیدانی مورد استفاده قرار بگیرند. در 
مطالعه حاضر، تأثیر فیلم )مخلوط و دولایه( تهیه شده از کیتوزان )1 درصد وزنی/ حجمی( و ژلاتین )3 درصد وزنی/ حجمی( به همراه 
عصاره پوست انار در نگهداری فیله ماهی شوریده بلانگر در دمای 1 ± 4 درجه سانتی گراد یخچال )به مدت 16 روز( مورد بررسی قرار 
گرفت. 5  تیمار شامل تیمار 1: نمونه شاهد، تیمار2: فیلم مخلوط، تیمار3: فیلم دولایه، تیمار 4: فیلم مخلوط با عصاره پوست انار و تیمار 5: 
فیلم دو لایه با عصاره پوست انار بسته  بندی شدند. آزمون  های میکروبی )بار باکتریایی کل و سرمادوست( بیانگر تأثیر ضدمیکروبی فیلم  های 
کیتوزان  -ژلاتین با و بدون عصاره پوست انار بود )p>0/05( اما بین خاصیت ضدمیکروبی انواع مخلوط و دولایه تفاوت معنی  داری وجود 
نداشت )p<0/05(. بار باکتری انتروباکتریاسه فیله پیچیده شده در فیلم کیتوزان-ژلاتین با عصاره پوست انار به طور معنی  داری کمتر از 
دیگر نمونه  ها بود. آزمون  های شاخص اکسیداسیون چربی )تیوباربیتوریک اسید، اسید چرب آزاد( نیز حاکی از کمتر بودن میزان اکسیداسیون 
در نمونه  های دارای فیلم کیتوزان-ژلاتین نسبت به نمونه شاهد بود. بنابراین، کیتوزان-ژلاتین به عنوان فیلم خوراکی )مخلوط و دولایه(، 
ماندگاری فیله Johnius belangerii طی نگهداری در یخچال )1±4 درجه سانتی گراد( را افزایش می دهد. بهترین روش پوشش فیله استفاده 

از فیلم کیتوزان-ژلاتین با عصاره پوست انار بود.

کلمات کلیدی: Johnius belangerii، دولایه، مخلوط، ماندگاری
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Interest in biodegradable films has been intensified in recent years. Chitosan and gelatin are biopolymers with pre-
servative effects film forming ability to form antimicrobial and antioxidant films. In the current study, the effect of 
chitosan (1% w/v) and gelatin (3% w/v) film (composite and bilayer) incorporated with pomegranate peel extract was 
investigated on the storage of Belanger's croaker fillet in refrigerator (4±1°C) for 16 days. 5 treatment were packed 
including 1: control sample, 2: composite film, 3: bi-layer film, 4: composite film with pomegranate peel extract, 5: 
bi-layer film with pomegranate peel extract. Bacterial experiments (total count and pscychrotrophic bacteria) showed 
the anti bacacterial effect of chitosan-gelatin coating and film with or without pomegranate peel extract (p<0.05) but 
there was no significant difference between composite and bilayer (p>0.05). The count of Enterobacteriaceae bacteria 
of chitosan-gelatin film with pomegranate peel extract was lower than other samples. Lipid oxidation value experiments 
(thiobarbituric acid and free fatty acid values) showed lower oxidation value in film wrapped fillets in comparison 
with control sample. Thus, chitosan-gelatin as edible film (composite and bilayer) would enhance shelf life of Johnius 
belangerii fillet during refrigerated (4 ± 1°C) storage. The best of packaging method was the using of chitosan-gelatin 
film with pomegranate peel extract.

Key words: Johnius belangerii, Bi-layer, Composite, Shelf life

مقدمه
برای حفظ ارزش تغذیه  ای ماهی از روش نگهداری در سرما استفاده زیادی 
می  شود. اما وجود فراوان چربی  های غیر اشباع و مقادیر بالای ملکول  های 
نگهداری در  آنزیمی و غیرآنزیمی در  باعث می  شود فساد  پرواکسیدان 
مانند  مصنوعی  نگهدارنده  های  این  رو  از   .)5( کند  پیدا  ادامه  نیز  سرما 
بوتیله، عوامل شلاته  تولوئن  بوتیله  و هیدروکسی  آنیزول  هیدروکسی 
کننده و ترکیبات ضدمیکروبی ممکن است جهت افزایش ماندگاری  به 
آن ها افزوده شود. با این وجود مصرف  کنندگان تمایل بیشتری به استفاده 
به  منجر  امر  این  دارند.  مصنوعی  جای  به  طبیعی  نگهدارنده  های  از 
مطالعات بیشتری در این زمینه شده است )1(. گیاهان منبع فراهم کننده 
اکسیدان  های  آنتی  عنوان  به  که  هستند  ارزشمند  زیستی  فعال  مواد 
طبیعی برای حفظ و بهبود کیفیت کلی گوشت و فرآورده  های گوشتی 
به  گیاهان،  از  طبیعی  اکسیدان  های  آنتی  می  گیرند.  قرار  ارزیابی  مورد 
شکل عصاره  ها، از منابع مختلف مانند میوه )انگور، انار و ...(، سبزیجات 

)بروکلی، سیب زمینی و ...( و ادویه  جات )چای، رزماری و غیره( به دست 
می  آیند. این عصاره  ها سرشار از ترکیبات فنولی بوده و جایگزین خوبی 

برای آنتی  اکسیدان  های مصنوعی می باشند )3(.
انار از میوه هایی است که در سال های اخیر بیشترین تحقیقات بر روی آن 
صورت گرفته است. مطالعات بسیاری در ارتباط با خاصیت آنتی اکسیدانی، 
کاهش فشار خون و ضد سرطان آب انار انجام گردیده است. پوست انار که 
40 درصد  میوه کامل را تشکیل می  دهد، به عنوان محصول فرعی پس از تولید 
آب انار می  باشد. فعالیت  های ضدمیکروبی، ضدالتهابی و ضدحساسیت عصاره 
پوست انار مطالعه شده است )2(. فعالیت  های ضدمیکروبی عصاره پوست 
 Staphylocococcus areus ،Listeria monocytogenes برابر  در  انار 
Escherichia coli، و Yersinia enterocolitica اثبات شده است )6 ،2(. 
میزان  معنی  دار  کاهش  طریق  از  انار  پوست    هیدروالکلی  عصاره  های 
گلوکز خون، دارای فعالیت  های ضد دیابتی می  باشند )2(. نتایج مطالعات 
آل ثقف و همکاران در سال  2017 نشان داد که فنول  های پوست انار 
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می  تواند به عنوان ماده غذایی زیست فعال چند کاره مورد استفاده قرار 
گیرد )3(.

یکی از راه  های افزایش ماندگاری مواد غذایی طی دوره نگهداری در 
سرما استفاده از لایه  های محافظتی از مواد طبیعی یا شیمیایی می  باشد.  
پوشش  های خوراکی، لایه  ای نازک از مواد قابل خوردن می باشند که به 
شکل مایع بوده و با غوطه  ور کردن محصول مورد نظر به صورت یک 
پوشش روی آن قرار می  گیرند. فیلم  های خوراکی یک لایه نازک از مواد 
ورقه  های جامد  به صورت  در مرحله  ای جداگانه  که  خوردنی می باشند 
ساخته شده سپس به شکل لفافی دور غذا پیچیده می  شوند )7(. مهم ترین 
مواد مورد استفاده در تهیه  ی فیلم  ها و پو شش  های خوراکی، پروتئین  ها، 
پلی ساکاریدها و چربی  ها می  باشند که می  توانند به صورت تک لایه از 
یک یا چند ماده و نیز یه صورت چند لایه تهیه شوند )24(. کیتوزان و 
ژلاتین به دلیل تشکیل لایه  هایی با ویژگی مکانیکی مناسب و مقاوم در 
 .)23( گرفته  اند  قرار  زمینه  این  در  بسیاری  توجه  مورد  نفوذ هوا  برابر 
ژلاتین، پروتئینی است که از هیدرولیز کنترل شده کلاژن به دست می  آید 
در  مناسب و حفاظت خوب  مکانیکی  ویژگی  با  فیلم  هایی  ژلاتین،   .)4(
برابر اکسیژن و بو در رطوبت نسبی کم و متوسط ایجاد می  کند )17(. 
از  است.  پذیر  نفوذ  رطوبت  به  نسبت  بودن،  دوست  آب  دلیل  به  اما 
راه  های غلبه بر این محدودیت می توان ترکیب کردن آن با سایر پلیمرها 
و تهیه فیلم چند لایه را نام برد )24(. کیتوزان، پلی ساکاریدی است که 
از استیل زدایی کیتین به دست می  آید. اهمیت کیتوزان از جهت خاصیت 
آنتی  اکسیدانی  خاصیت  اندکی  و  خوب  فیلم  تولید  قوی،  ضدمیکروبی 
فیزیکی  و  مکانیکی  خواص  که  داده  اند  نشان  تحقیقات   .)16( می  باشد 
فیلم  های مخلوط و دولایه کیتوزان و ژلاتین بهتر از فیلم  های هر یک به 
تنهایی است. این مسئله را می  توان به تشکیل کمپلکس  های پلی  الکترولیتی 
و  کیتوزان  آمونیوم  گروه  های  بین  الکتروستاتیکی  واکنش  های  از  حاصل 
گروه  های جانبی با بار منفی زنجیره  های ژلاتین یا کلاژن )مثل گروه  های 
کربوکسیل( در pH به کار رفته دانست )12(.  در همین راستا تحقیقات 
از  شده  استخراج  بیوپلیمرهای  کاربرد  و  توسعه  در  توجهی  قابل 
فرآورده های طبیعی مختلف انجام گرفته است و بیو پلیمرهایی از قبیل 
نشاسته، مشتقات سلولز، کیتین، کیتوزان، صمغ ها، پروتئین  ها )با منشأ 
حیوانی یا گیاهی( و چربی  ها، جهت تهیه فیلم  ها و پوشش  های نازک برای 
پوشاندن غذاهای تازه و یا عمل آوری شده مورد استفاده قرار می  گیرند. 
ساختمان  خوردن،  قابلیت  مانند  فوایدی  داشتن  بر  علاوه  تکنولوژی  این 
غذایی  مواد  بودن،  ارزان  و  غیر سمی  محیط،  با  سازگاری  زیبا،  ظاهری 
این  لذا  می  کند.  بیولوژیکی حفظ  و  شیمیایی  فیزیکی،  آسیب  های  از  را 
مطالعه با هدف تعیین تأثیر استفاده از فیلم نگهدارنده کیتوزان–ژلاتین 
به دو روش مخلوط و دو لایه غنی شده با عصاره پوست انار بر کیفیت و 

ماندگاری فیله سرد ماهی شوریده بلانگر انجام گردید.

مواد و روش  کار
تهیه عصاره پوست انار

از آسیاب خانگی پودر گردید و  با استفاده  انار خشک شده  پوست 
200 گرم از پوست انار آسیاب شده با اتانول 50 درصد به مدت 2 ساعت 
به  انار  پوست  پودر  نسبت  دمای 40 درجه سانتی  گراد مخلوط شد.  در 

حلال 1 به 10 وزنی/ حجمی بود. عصاره   با استفاده از کاغذ صافی واتمن 
شماره 1 صاف گردید و سپس با استفاده از تبخیرکننده دوار، اتانول خارج 
گردید. عصاره پوست انار به مدت یک شبانه روز در آون در دمای 40 
درجه سانتی  گراد قرار داده شد تا خشک شود و پودر عصاره پوست انار 
تا زمان استفاده در دمای 4 درجه سانتی  گراد نگهداری گردید. 1/5 درصد  

عصاره پوست انار مورد استفاده قرار گرفت.

تهیه محلول کیتوزان
محلول کیتوزان با حل کردن 1 درصد وزنی/ حجمی کیتوزان )شرکت 
سیگما، وزن ملکولی متوسط، ویسکوزیته cp 800-200( در اسیداستیک 
1 درصد حجمی/ حجمی بدست آمد) 22(.  برای حل شدن بهتر کیتوزان، 
زده  مغناطیسی هم  با همزن  اتاق  دمای  در  3 ساعت  به مدت  محلول 

شدند.

تهیه محلول ژلاتین
درصد   3 میزان  به  سیگما(  )شرکت  سردآبی  ماهیان  پوست  ژلاتین 
وزنی/ حجمی در آب مقطر حل شد. به منظور تورم  و انحلال بهتر ابتدا 
به مدت 30  به مدت 15 دقیقه قرار داده شد سپس  در دمای 7 درجه 
دقیقه در دمای 55 درجه حرارت قرار داده شد و با همزن مغناطیسی 

هم زده شد )16(.

تهیه فیلم های کیتوزان–ژلاتین 
فیلم  های  شدند.  تهیه  لایه  دو  و  مخلوط  دو صورت  به  نیز  فیلم  ها 
دولایه با دو مرحله قالب  ریزی در قالب  های طلقی نچسب و خشک تهیه 
شدند. بدین ترتیب که ابتدا 60 میلی لیتر محلول ژلاتین را در قالب ریخته 
و در دمای 20 درجه اتاق قرار داده شد، هنگامی که لایه ژلاتین تقریباً 
خشک شد، 40 میلی لیتر محلول کیتوزان روی آن ریخته و مجدداً در همان 
دما خشک شد. برای تهیه فیلم مخلوط، به میزان 100 میلی لیتر محلول 
کیتوزان – ژلاتین با نسبت 40 به 60 مخلوط شدند، در قالب های مورد 
نظر ریخته شده و در دمای 20 درجه محیط خشک گردید. عصاره پوست 
انار 1/5 درصد به آن  ها اضافه شد. فیلم  ها پس از خشک شدن از قالب، 
از  لایه همگی  دو  فیلم  های  پیچانده شدند.  فیله  ها  دور  به  و  جدا شده 

سمت کیتوزان به دور فیله  ها پیچانده شدند.

آماده  سازی نمونه  های ماهی
ماهیان به تعداد 150 قطعه با میانگین وزن 400 گرم   به صورت تازه 
از بازارچه ماهی شهرستان خرمشهر خریداری و به آزمایشگاه فرآوری 
گروه شیلات دانشگاه علوم و فنون دریایی خرمشهر انتقال داده شدند. 
ماهیان سر زده و استخوان  گیری شده و از هر یک دو فیله با وزن متوسط 
120-100 گرم تهیه شدند. 5  تیمار شامل تیمار1: نمونه شاهد، تیمار 2: 
فیلم مخلوط، تیمار3: فیلم دو لایه، تیمار 4: فیلم مخلوط با عصاره پوست 
بسته  بندی شدند. هر  انار  پوست  با عصاره  دولایه  فیلم   :5 تیمار  و  انار 
تیمار دارای 3 تکرار بود. فیله  های آماده شده به مدت 16 روز در یخچال  
± 4 درجه سانتی  گراد( نگهداری شدند و در فواصل زمانی 4  )دمای 1 
بار  و  کل   باکتریایی  )بار  میکروبی  ارزیابی  مورد  نمونه  ها  بار،  یک  روز 

تاثیر فیلم  کیتوزان-ژلاتین همراه  با  ...
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باکتریایی سرمادوست، انتروباکتریاسه(، بازهای ازته فرار، تیوباربیتوریک 
اسید، اسیدهای چرب آزاد  و pH قرار گرفتند. اندازه گیری بار میکروبی و 
خصوصیات فیزیکوشیمیایی فیله ماهی شوریده بلانگر در هر دوره زمانی 
مجزا از نمونه  های دوره  های زمانی دیگر می  باشد. تعداد بسته  ها در هر 
گروه در هر مقطع زمانی 3 بسته برای سه تکرار جهت آنالیز میکروبی و 

3 بسته برای سه تکرار جهت آنالیز فیزیکوشیمیایی بود.

آزمون میکروبی نمونه  ها
بار میکروبی نمونه  ها با هموژن کردن 10 گرم نمونه در 90 میلی  لیتر 
محلول 0/9 درصد  کلرید سدیم در شرایط استریل آغاز شد. از این محلول 
جهت تهیه رقت  های متوالی استفاده گردید. کشت میکروبی مورد نظر 
با ریختن میزان مشخصی از نسبت  های به دست آمده در پلیت  های یکبار 
مصرف استریل و ریختن محیط کشت نوترینت آگار  بر آن صورت گرفت. 
برای شمارش کلنی  های میکروبی کل پلیت  های تهیه شده به مدت 2 روز 
در دمای 37 درجه سانتی گراد و برای باکتری  های سرمادوست به مدت 7 
  VRBG روز در 10 درجه سانتی  گراد قرار داده شد. همچنین محیط کشت
قرار گرفت.  استفاده  نیز مورد  انتروباکتریاسه  باکتری  های  برای شناسایی 
نمونه  های کشت داده شده به مدت 72-48 ساعت در انکوباتور 37 درجه 
سانتی  گراد قرار گرفتند و پس از طی مدت انکوباسیون، کلنی  ها شمارش 

شدند. شمارش کلنی  ها بر مبنای cfu/g log10 بیان گردید )25(.

)TVB- N( اندازه  گیری بازهای ازته فرار 
اندازه  گیری بازهای ازته فرار به روش کلدال و با تیتراسیون عصاره 
به دست آمده از آن انجام گرفت. بدین منظور10 گرم نمونه به همراه 2 
گرم اکسید منیزیم با افزودن 500 میلی  لیتر آب مقطر به بالن کلدال متصل 
شد و عصاره مورد نظر به محلول متشکل از اسید بوریک 2 درصد و 1-2 
قطره متیل رد به عنوان شاخص اضافه گردید. محلول زرد رنگ حاصله 
به صورت  و  تیتر شد  ارغوانی  رنگ  تا حاصل شدن  اسید سولفوریک  با 
میلی  گرم نیتروژن در 100 گرم نمونه ماهی بیان شد )11(. میزان بازهای 

ازته فرار از رابطه 1محاسبه گردید.
رابطه 1

)میلی  گرم  فرار  ازته  بازهای  اسید سولفوریک مصرفی=  14x حجم 
نیتروژن در 100 گرم نمونه ماهی(

pH اندازه  گیری
 45 با  دقیقه   1 مدت  به  شده  چرخ  گوشت  از  گرم   5 منظور  بدین 
با  آن   pH میزان  و  شده  همگن  خنثی(   pH )دارای  مقطر  آب  میلی  لیتر 

دستگاه pH سنج (Metrohm( در دمای اتاق اندازه  گیری شد )28(.

)TBA( اندازه  گیری تیوباربیتوریک اسید
در  نویفا  و  سیریپاتراوان  روش  طبق  اسید  تیوباربیتوریک  شاخص 
سال 2000 )27( اندازه گیری می شود. بدین صورت که دستگاه تقطیر با 
افزودن 10 گرم نمونه ماهی هموژن شده با 97/5 میلی  لیتر آب مقطر و 
2/5 میلی  لیتر اسیدکلریدریک 4 نرمال بهمراه چند قطره ضد کف و سنگ 
این  تقطیر  از  مایع حاصل  از  میلی  لیتر   5 شد.  راه اندازی  ارلن  در  جوش 

مخلوط را به 4 میلی  لیتر معرف تیوباربیتوریک اسید )برای تهیه معرف 
محلول  گلاسیال  استیک  اسید  با  اسید  تیوباربیتوریک  معرف  مخلوط  از 
قرار  دقیقه   35 ماری  بن  در حمام  و  افزوده  می  کنند(  ایجاد  یکنواختی 
گرفت. سپس میزان جذب با دستگاه اسپکتروفتومتری در طول موج 538 
نانومتر اندازه گیری شد. طبق رابطه2 میزان تیوباربیتوریک اسید بدست 
آمد. میزان تیوباربیتوریک اسید بصورت میلی  گرم مالون آلدهید اکیوالان 

بر کیلوگرم نمونه بیان شد.
رابطه 2

TBAvalue =7/8  Abs538                        
Abs538 = میزان جذب در طول موج 538 نانومتر

)FFA( اندازه  گیری اسیدهای چرب آزاد
و  وویوودا  روش  از  استفاده  با  آزاد  چرب  اسیدهای  شاخص  میزان 
از 10 گرم  این روش  اندازه گیری شد. در  همکاران در سال 1986 )29( 
نمونه ماهی هموژن شده با کمک کلروفرم/ متانول استخراج روغن صورت 
گرفت. در ادامه به محلول باقی مانده کلروفرم، متانول و 2-پروپانول به 
نسبت 2:1:2 به همراه معرف متاکروزول ارغوانی )جهت تهیه معرف به 
همراه پودر معرف متاکروزول، سود0/05 نرمال و آب مقطر اضافه شد.( 
اضافه شد. تیتراسیون گروه  های کربوکسیلیک آزاد موجود در آن با سود 
0/05 نرمال تا تغییر رنگ از زرد به ارغوانی ادامه یافت. بدین ترتیب. 
اسید  اولئیک  بصورت درصد  آزاد  اسیدهای چرب  میزان   3 رابطه  طبق 

(Oleic acid( بیان شد.
           رابطه 3

N= میزان نرمالیته سود
(V1 -V2(  = تفاضل مقدار مصرفی سود )میلی لیتر(

W = وزن چربی )گرم(

تجزیه و تحلیل آماری
طرفه  یک  واریانس  آزمون  با  تصادفی  کاملًا  قالب طرح  در  تحقیق 
بیان  معیار  ± خطای  میانگین  بصورت  نتایج  و  بررسی شد   )ANOVA)
برای سه  شد. تعداد بسته  ها در هر گروه در هر مقطع زمانی 3 بسته 
آنالیز  جهت  تکرار  سه  برای  بسته   3 و  میکروبی  آنالیز  جهت  تکرار 
فیزیکوشیمیایی بود. اختلاف بین تیمارها، زمان  ها و نیز اثر متقابل آنها با 
آزمون دانکن در سطح معنی  داری p >0/05 با استفاده از نرم افزار آنالیز 

آماری SPSS 20 مورد مقایسه قرار گرفت.

نتایج و بحث
انتروباکتریاسه  باکتریایی کل، سرمادوست و  بار  در شکل 1 تغییرات 
انار  پوست  عصاره  دارای  کیتوزان-ژلاتین  فیلم  با  شده  تیمار  نمونه  های 
مشاهده  روز(   16 مدت  )به  یخچال  در  نگهداری  طول  در  آن  فاقد  یا 
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می  شود. میزان اولیه باکتری کل، سرمادوست و انتروباکتریاسه به ترتیب 
1/37، 1/80 و cfu/g log10 1/17 بود. بار باکتری  های کل، سرمادوست و 
انتروباکتریاسه نمونه شاهد و تیمار شده طی دوره نگهداری به طور معنی 
افزایش یافتند )p>0/05(. تعداد باکتری  های مزوفیل و سرمادوست  دار 
فیله ماهی شوریده تیمارها در مقایسه با نمونه کنترل کاهش معنی داری 
نشان دادند، در حالی که هیچ تفاوتی بین فیلم کیتوزان- ژلاتین مخلوط 

و دولایه با و بدون عصاره پوست انار مشاهده نشد. 
تعداد باکتری های انتروباکتریاسه در فیلم مخلوط و دولایه با عصاره 
پوست انار تفاوت معنی  داری نشان ندادند. تعداد باکتری  های مزوفیل و 
فیله شوریده  بلانگر در نمونه شاهد و نمونه غوطه ور  سرمادوست در 
cfu/g 7 بودند که بیشتر از   log10 از انار بیشتر  شده در عصاره پوست 
حداکثر محدوده توصیه شده در ماهی خام هستند )25(. تعداد باکتری 
غوطه  ور  فیله های  جز  به  تیمارها  در همه  و سرمادوست  مزوفیل  های 
مجاز  حد  از  پایین  تر  نگهداری  روز   16 تا  انار  پوست  عصاره  در  شده 
بودند. افزایش بار باکتری های مزوفیل، سرمادست و انتروباکتریاسه فیله 
ماهی شوریده بلانگر تیمار شده با کیتوزان-ژلاتین و عصاره پوست انار 
کمتر از تیمارهای پیچیده شده با فیلم کیتوزان-ژلاتین به تنهایی و تیمار 
غوطه  ور شده در عصاره پوست انار بودند که ممکن است به دلیل تأثیر 
به  انار  پوست  باشد. عصاره  انار  پوست  کیتوزان و عصاره  ضدمیکروبی 
عنوان عامل ضدمیکروبی موثر گزارش شده است )3، 30(  بنابراین عصاره 
انار به همراه فیلم کیتوزان-ژلاتین می  تواند رشد باکتری ها را به تأخیر 
بیاندازد. موهبی و شهبازی در سال 2017 نشان دادند که فیلم کیتوزان–

ژلاتین به همراه عصاره پوست انار می  توانند ماندگاری غذاهای دریایی 
و  آنتی اکسیدانی  فعالیت   .)19( نمایند  زیاد  را  یخچال  در  نگهداری  طی 
مثل  فعال  زیست  ترکیبات  حضور  به  انار  پوست  عصاره  ضدمیکروبی 
ها ،  کاتکین  گالونانین ها ،  )مثل  فیتوشیمی  گروه  های  تاننها،  آلکولوئید، 
 .)15  ،2( می  باشد   ) اسید  الائیک  مشتقات  پروسیانیدها  و  فلاونوئیدها ، 
در  باکتریایی  فعالیت  که  کردند  بیان   2016 سال  در  همکاران  و  یوآن 
با  ترکیب  در  کیتوزان  با  شده  پوشش  دهی  آرام  اقیانوس  سفید  میگوی 
عصاره پوست انار کمتر از تیمارهای پوشش  دهی شده با کیتوزان یا تیمار 
پوشش  دهی شده باعصاره پوست انار می  باشد )30(. هایرپتیان و همکاران 
در سال 2013 خاصیت ضد میکروبی عصاره پوست انار را در برابر باکتری 
Listeria monocytogenes نشان دادند )12(. فعالیت ضد  میکروبی عصاره 
سلول،  غشای  فسفولیپیدهای  حساسیت  به  مربوط  احتمالاً  انار  پوست 
یا نشت  نفوذپذیری سلول  افزایش  آنزیم میکروبی  سرکوب سیستم های 
همکاران  و  فرناندز-سایز   .)3( می باشد  سلولی  داخل  مواد  حد  از  بیش 
در سال 2013، نوذری و همکاران در سال 2013، زارعی و همکاران در 
سال 2015، اجاق و همکاران در سال 2010 درباره تأثیرات ضدمیکروبی 
فیلم و پوشش کیتوزان و ژلاتین در محصولات دریایی گزارش دادند )9، 
21، 31، 22(. پوشش دهی مخلوط کیتوزان حل شده در اسید استیک و 
ژلاتین منجر به تأثیر بازدارنده فلور باکتری های گرم منفی کتلت ماهی 
کیتوزان  ضدباکتریایی  فعالیت  بر  متعددی  فاکتورهای   .)16( می گردد 
اثرگذار است. گرچه مکانیسم دقیق آن هنوز به روشنی مشخص نشده 
اما نظرات متفاوتی برای آن ارائه شده است. نظریه  ای این اثر کیتوزان 
را به وجود گروه  های آمینوی با بار مثبت نسبت داده است که با درشت 

ملکول  های دارای بار منفی در سطح سلول میکروبی پیوند ایجاد نموده 
و  درون سلولی  مواد  نشت  باکتری،  به گسیختگی غشای سلول  منجر  و 
این مکانیسم عمل کیتوزان  بر  در نهایت مرگ آن می  شود )20(. علاوه 
می  تواند بصورت خراشیدن لایه لیپوپلی  ساکاریدی غشای خارجی باکتری 
 .)23،13( باشد  اکسیژن  نفوذ  مقابل  در  بصورت سدی  آن  عملکرد  یا  و 
جون و همکاران در سال 2002 نشان دادند که چگونه رشد باکتریایی در 
ماهی کاد (Cod morhua( و هرینگ (Cod harengus( پوشش داده شده 
با کیتوزان پس از 6 روز به فاز ساکن رسید )13(. پردا و همکاران )2011( 
هاله بازدارندگی لیستریا مونوسیتوژنز را در محلول فیلم ژلاتینی مشاهده 
کردند )23(. فعالیت ضدمیکروبی محلول ژلاتینی بیشتر به علت وجود 
زنجیره الیگوپپتیدی  حاصل از آبکافت ژلاتین می باشد )23(. لوپز-کابالرو 
و همکاران )2005( گزارش دادند که پوشش حاوی کیتوزان و ژلاتین تأثیر 
ضدمیکروبی خوبی بر فلور باکتریایی گرم منفی در پیراشکی ماهی کاد 

داشته است )16(.
در تحقیق حاضر، محلول پوششی کیتوزان-ژلاتین با و بدون عصاره 
 .)p  >0/05( داد  کاهش  را  و سرمادوست  کل  باکتریایی  بار  انار  پوست 
و  با  کیتوزان-ژلاتین  محلول  ضدمیکروبی  خاصیت  که  است  ذکر  شایان 
و  )مخلوط  پوشش  دهی  روش  نوع  دو  هر  در  انار  پوست  عصاره  بدون 

 .)p >0/05( مشابه بودند )دولایه
در  کیتوزان  خوراکی  فیلم  های  ضدمیکروبی  خاصیت  با  رابطه  در 
و  گومز-استاکا  است.  شده  گزارش  متناقضی  نتایج  مختلف  تحقیقات 
در  را  کیتوزان-ژلاتین  فیلم  ضدمیکروبی  خاصیت   )2007( همکاران 
نگهداری ماهی ساردین (Sardina pilchardus( دودی شده سرد مشاهده 
کردند )10(. اجاق و همکاران )2010( اعلام کردند که فیلم خالص کیتوزان 
فیلم  که  حالی  در  است  نداشته  بازدارندگی  هاله  هیچ  آگار  محیط  در 
کیتوزان غنی شده با عصاره دارچین از خود خاصیت ضدمیکروبی نشان 
داد )22(. پردا و همکاران )2011( گزارش کردند که فیلم خالص کیتوزان 
2 درصد هیچ اثر ضد باکتریایی نداشت در حالی که فیلم کیتوزان-ژلاتین 

کاهش باکتری اشرشیا کلای را در پی داشته است )23(.
نیز  دولایه  و  مخلوط  فیلم  اثر ضدمیکروبی  بین  معنی  داری  تفاوت 
مشاهده نشد )p >0/05(. ویژگی ضدمیکروبی کیتوزان به شرایط و روش 
تهیه فیلم، فرمولاسیون ترکیب شده برای ساخت فیلم و همچنین میزان 

رهاسازی گروه  های فعال آن بستگی دارد )10(.
مالون  )میلی  گرم  اسید  تیوباربیتوریک  میزان  تغییرات   2 شکل  در 
آلدهید بر کیلوگرم( نمونه  های تیمار شده با فیلم کیتوزان-ژلاتین دارای 
عصاره پوست انار یا فاقد آن در طول نگهداری 16 روز در یخچال )4±1 
در  اسید  تیوباربیتوریک  میزان  می شود.  مشاهده  گراد(  سانتی  درجه 
از  یافت سپس  افزایش  معنی  دار  به طور  چهارم  روز  مختلف  تیمارهای 
از 0/38  آن  میزان  در نمونه شاهد  روند کاهشی داشت.  بعد  به   8 روز 
میلی  گرم مالون آلدهید اکیوالان بر کیلوگرم نمونه در روز صفر به 0/48 
میلی  گرم مالون آلدهید اکی والان بر کیلوگرم نمونه در روز 16 افزایش 
یافت، البته در روز 4 نگهداری میزان آن به 3/06 میلی  گرم مالون آلدهید 
مخلوط  فیلم  دارای  تیمارهای  در  رسید.  نمونه  کیلوگرم  بر  والان  اکی 
در  و    0/39 و   0/33 ترتیب  به  صفر  روز  در  کیتوزان-ژلاتین  دولایه  و 
رسید.  کیلوگرم  بر  آلدهید  مالون  میلی  گرم   0/37 و    0/38 به   16 روز 
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ادامه شکل در صفحه بعد
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شکل 1- تغییرات باکتری های مزوفیل، سرمادوست و انتروباکتریاسه در نمونه  های شاهد و تیمارهای فیلم  پیچی شده با و بدون عصاره پوست انار طی نگهداری در 

یخچال به مدت 16 روز. حروف کوچک متفاوت نشان دهنده تفاوت معنی دار طی دوره نگهداری در هر تیمار می باشد )P>0/05(. حروف بزرگ متفاوت نشان 

.)P>0/05( دهنده تفاوت معنی دار بین تیمارها می باشد

شکل 2- تغییرات تیوباربیتوریک اسید در نمونه  های شاهد و تیمارهای فیلم  پیچی شده با و بدون عصاره پوست انار طی نگهداری در یخچال به مدت 16 روز. حروف 

کوچک متفاوت نشان دهنده تفاوت معنی دار طی دوره نگهداری در هر تیمار می باشد )P>0/05(. حروف بزرگ متفاوت نشان دهنده تفاوت معنی دار بین تیمارها 

.)P>0/05( می باشد
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شکل 3- تغییرات اسیدهای چرب آزاد در نمونه  های شاهد و تیمارهای فیلم  پیچی شده با و بدون عصاره پوست انار طی نگهداری در یخچال به مدت 16 روز. حروف 

کوچک متفاوت نشان دهنده تفاوت معنی دار طی دوره نگهداری در هر تیمار می باشد )P>0/05(. حروف بزرگ متفاوت نشان دهنده تفاوت معنی دار بین تیمارها 

.)P>0/05( می باشد

کیتوزان-ژلاتین  دولایه  و  مخلوط  فیلم  تیمارهای  در  شاخص  این  میزان 
ترتیب 0/32  و 0/26  به  انار در روز صفر  با عصاره پوست  در ترکیب 
و در روز 16 نگهداری2/31 و 0/88 میلی  گرم مالون آلدهید بر کیلوگرم 
را نشان داد. تیمارهای غوطه  ور شده در فیلم دولایه کیتوزان- ژلاتین و 
تیمارهای غوطه  ور در عصاره پوست انار همراه با  فیلم دولایه کیتوزان- 
 .)>  p  0/05( ندادند  نشان  را  معنی  داری  اختلاف  آماری  نظر  از  ژلاتین 
مکانیسم آنتی  اکسیدانی کیتوزان را می  توان با فعالیت گروه  های آمینوی 
فرار  آلدهیدی  با گروه  های  این عوامل فعال  داد.  کیتوزان توضیح  اولیه 
یک  آلدهید(  مالون  )مثل  اکسیداسیون  طی  چربی  ها  شکستن  از  حاصل 
میکرواسفر پایدار تشکیل می  دهد. ظرفیت شلاته کنندگی یون  های فلزی 
از دیگر خصوصیات کیتوزان است که آن را به عنوان یک آنتی  اکسیدان 
قوی و طبیعی برای جلوگیری از اکسیداسیون چربی در غذاها در جهت 
افزایش عمر-ماندگاری آنها معرفی می  کند )18(. لوپز-کابالرو و همکارن 
با  کیتوزان  ترکیب  یا  و  فلزی  یون  های  نیز قدرت شلاته کنندگی   )2005(
آنتی  فعالیت   .)16( می  داند  کیتوزان  بودن  آنتی  اکسیدان  علل  را  چربی 
اکسیدانی عصاره پوست انار در کاهش میزان تیوباربیتوریک اسید عمدتاً 
به واسطه آنتوسیانین  های موجود در پوست انار می  باشد كه از تركیبات 
پلی فنولیكی و مسئول رنگ های قرمز، آبی و ارغوانی اكثر گل ها و میوه ها 
بوده، در دسته فلاونوئیدها طبقه بندی شده و به عنوان گروه مهمی از 

رنگدانه های موجود در طبیعت به حساب می آیند. به نظر می رسد که 
از  اسید  تیوباربیتوریک  میزان  کاهش  در  آنتوسیانین  ها  عمل  مکانیسم 
طریق واکنش با رادیکال های آزاد و کند شدن فرآیند اکسیداسیون است.  
دواتکال و همکاران )2014( نیز گزارش کردند که افزودن عصاره پوست 
انار موجب کاهش اکسیداسیون می  شود که نشان  دهنده ارتباط معکوس 
بین محتوای فنولی و تیوباربیتوریک اسید  می  باشد )6(. لی و همکاران 
اکسیدانی  آنتی  انار ظرفیت  پوست  که عصاره  دادند  نشان  نیز   )2006(
برابر  در  بالایی  بازدارندگی  و  مهارکنندگی  ظرفیت  و  بالاتر  توجه  قابل 
آنیون سوپر اکسید، هیدروکسیل و رادیکال پروکسی دارد. پیشنهاد شده 
مطلوب  کیفیت  برای  اسید  تیوباربیتوریک  قبول  قابل  میزان  حداکثر  که 
ماهی )منجمد، یخچال  گذاری شده و یا نگهداری شده در یخ( 5 میلی  گرم 
مالون آلدهید اکیوالان بر کیلوگرم نمونه باشد در حالی که تا 8 میلی  گرم 
مالون آلدهید اکیوالان بر کیلوگرم نمونه هم قابل مصرف است )25(. در 
بررسی حاضر میزان تیوباربیتوریک اسید برای فیلم مخلوط، فیلم دولایه، 
و نمونه  به همراه عصاره  فیلم دو لایه  به همراه عصاره،  فیلم مخلوط 
و   0/88  ،2/31  ،0/37  ،0/38 ترتیب  به  نگهداری  دوره  انتهای  در  شاهد 

0/48 میلی  گرم مالون آلدهید اکیوالان بر کیلوگرم نمونه بدست آمد.
در شکل 3 تغییرات میزان اسیدهای چرب آزاد )درصد اولئیک اسید( 
تیمارهای مختلف فیلم  پیچی شده دارای عصاره پوست انار یا فاقد آن در 
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طول نگهداری در یخچال )1±4 درجه سانتی گراد(  در مدت 16 روز را 
با گذشت زمان  این شاخص در تیمارهای مختلف  نشان می  دهد. میزان 
نگهداری افزایش یافت. در نمونه شاهد میزان اسیدهای چرب آزاد در روز 
صفر 13/61 درصد اولئیک اسید بود که به 63/11 درصد اولئیک اسید در 
کیتوزان  و دولایه  فیلم مخلوط  دارای  تیمارهای  یافت.  افزایش   16 روز 
روز  در  اسید  الوئیک  و 13/06 درصد  دارای 10/20  ترتیب  به  –ژلاتین 
صفر بودند، که در روز 16 به 23/11 و 39/71 درصد الوئیک اسید افزایش 
یافتند. در روز صفر میزان این شاخص در تیمارهای فیلم مخلوط و دولایه 
کیتوزان-ژلاتین در ترکیب با عصاره پوست انار به ترتیب 14/62و 12/33 
نگهداری   16 روز  در  اسید  اولئیک  درصد   15/83 و   15/38 به  که  بود 
میزان  بالاترین  شاهد  نمونه  آزاد  چرب  اسیدهای  متوسط  میزان  رسید. 
میزان  بودن  پایین  تر  دلیل  داد.  نشان  نگهداری  مختلف  روزهای  در  را 
اسیدهای چرب آزاد در تیمارهای دارای فیلم را شاید بتوان به فعالیت 
شلاته کنندگی کیتوزان نسبت داد چرا که کیتوزان به عنوان عامل شلاته 
از رشد میکروبی جلوگیری  یافته و لذا  از فلزات پیوند  پاره  ای  با  کننده 
می  کند، همچنین کیتوزان به عنوان بازدارنده فعالیت آنزیم  های مختلف 
شناسایی شده است )1(. اجاق )1389( در تحقیقات خود مشاهده کرد که 
میزان اسیدهای چرب آزاد فیله  های قزل  آلای رنگین  کمان دارای پوشش 
کیتوزان-دارچین در مقایسه با انواع بدون پوشش طی زمان  های نگهداری 
در یخچال به شکل معنی  داری کمتر بود )p> 0/05( )1(. اما گومز-استاکا 
و همکاران )2010( هیچ تفاوت معنی  داری بین میزان اسید چرب آزاد 

کیتوزان- فیلم  دارای   )Coryphaena hippurus) ماهی  دلفین  نمونه  های 
ژلاتین و نمونه شاهد مشاهده نکردند. در بررسی حاضر، بین نمونه شاهد 
و انواع دارای پوشش و فیلم تفاوت معنی  دار وجود داشت )p >0/05( اما 
بین نمونه  های دارای فیلم و نمونه    های پوشش  دهی شده تفاوت معنی  داری 
انار،  پوست  عصاره  ضد باکتریایی  فعالیت  همچنین  نگردید.  مشاهده 
موجب کاهش فعالیت میکروبی و متعاقباً کاهش ترشح و تأثیر آنزیم  های 
آزاد شده از آن  ها بر روی چربی   و لیپیدهای فیله ماهی شده و در نهایت 
موجب کاهش اکسیداسیون چربی می  شود. همانطور که اختر و همکاران 
گزارش کردند که عصاره پوست انار منبع غنی از ترکیبات پلی فنلی از 
اسید  الاژیک،  اسید  گالیک،  اسید   ،B پونیکالاجین   ،A پونیکالاجین  جمله 
و  کوئرستین  روتین،  کتیچین،  اپی  کاتچین،  اسید،  کافئیک  کلروژنیک، 

گالانگال بوده، که اثرات آنتی  اکسیدانی و ضد  میکروبی دارند )2(.
در شکل 4  تغییرات شاخص pH تیمارهای مختلف فیلم پیچی شده 
با فیلم کیتوزان – ژلاتین با و بدون عصاره پوست انار در مدت 16 روز 
مختلف  تیمارهای  در   pH میزان  می  دهد.  نشان  را  یخچال  در  نگهداری 
صفر  روز  در  شاهد  تیمار   pH یافت.  افزایش  نگهداری  زمان  گذشت  با 
ماهی  نمونه  های  تمام  یافت.  افزایش   7/89 به   16 روز  در  که  بود   7/41
مقدار این شاخص در طول دوره افزایش پیدا کرد. افزایش pH با گذشت 
باکتری  های  اتولیتیک و  آنزیم  های  به فعالیت  زمان نگهداری را می  توان 
با  حاضر  بررسی  در   .)14( داد  نسبت  ماهی  کننده  فاسد  پروتئولیتیک 
افزایش میزان بازهای ازته فرار در طول دوره انتظار چنین روندی برای 

شکل 4- تغییرات pH در نمونه  های شاهد و تیمارهای فیلم  پیچی شده با و بدون عصاره پوست انار طی نگهداری در یخچال به مدت 16 روز. حروف کوچک متفاوت 

نشان دهنده تفاوت معنی دار طی دوره نگهداری در هر تیمار می باشد )P>0/05(. حروف بزرگ متفاوت نشان دهنده تفاوت معنی دار بین تیمارها می باشد 

.)P>0/05(
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شکل 5- تغییرات بازهای ازته فرار در نمونه  های شاهد و تیمارهای فیلم  پیچی شده با و بدون عصاره پوست انار طی نگهداری در یخچال به مدت 16 روز. حروف 

کوچک متفاوت نشان دهنده تفاوت معنی دار طی دوره نگهداری در هر تیمار می باشد )P>0/05(. حروف بزرگ متفاوت نشان دهنده تفاوت معنی دار بین تیمارها 

.)P>0/05( می باشد

pH انتظار می  رفت. نتایج مشابهی توسط فان و همکاران )2009( گزارش 
دارای  نقره  ای  کپور  نمونه  های   pH میزان  که  کردند  مشاهده  آنها  شد. 
پوشش کیتوزان افزایش کندتری نسبت به نمونه  های شاهد داشت و بیان 
کردند که وجود کیتوزان، فعالیت پروتئازهای درونی را کاهش می  دهد 
که بدین ترتیب تولید بازهای ازته فرار مثل آمونیاک و تری متیل آمین 
پیدا می  کند  یا درونی خود ماهی کاهش  آنزیم  های میکروبی  از  حاصل 
)8(. میزان pH در نمونه شاهد و تیمار شده ماهی شوریده بلانگر تفاوت 
معنی  داری را نشان ندادند. موهبی و شهبازی در سال 2017 نشان دادند 
که میگو فیلم پیچی شده با کیتوزان-ژلاتین با و بدون عصاره پوست انار 

از افزایش معنی  دار میزان pH جلوگیری می  کنند )19(.
 

نتیجه گیری کلی
غذایی  مواد  به  دسترسی  برای  مصرف  کنندگان  تقاضای  به  توجه  با 
مصرف  از  ناشی  مشکلات  دلایل  به  آنها  نگرانی  و  بالا  کیفیت  با 
از  ناشی  محیطی  زیست  نگرانی  های  نیز  و  مصنوعی  نگهدارنده  های 
خواص  با  پوشش  های  از  استفاده  تکنولوژی  مصنوعی،  پلیمرهای  تجمع 
لذا  باشد.  مناسبی  جایگزین  می  تواند  بالا  ضدباکتریایی  و  آنتی  اکسیدانی 
در  آن  از  و  کیتوزان-ژلاتین نموده  فیلم  تهیه  به  اقدام  تحقیق حاضر  در 
 4( یخچال  در  نگهداری  در شرایط  بلانگر  ماهی شوریده  فیله  نگهداری 
درجه سانتی  گراد( استفاده شد تا محصولی با کیفیت بالاتر و ایمن  تر به 

به  حاضر  تحقیق  نتایج  کلی  بطور  شود.  رسانده  مصرف  کنندگان  دست 
ترتیب زیر بودند:

حاکی  انتروباکتریاسه  و  سرمادوست  کل،  میکروبی  مطالعات  نتایج 
از پایین  تر بودن تعداد این باکتری  ها در تیمارهای دارای فیلم کیتوزان-
ژلاتین با عصاره پوست انار بود. فیلم دولایه و مخلوط کیتوزان-ژلاتین در 
مقایسه با نمونه  های شاهد تأثیر آشکاری بر کاستن از بار آلودگی میکروبی 

فیله شوریده بلانگر داشته است. 
1- فیلم  ها خاصیت آنتی  اکسیدانی خود را به همراه عصاره پوست 
انار را با کمتر بودن شاخص  های تیوباربیتوریک اسید، اسیدهای چرب 
نشان  شاهد  نمونه  به  نسبت  فیلم  دارای  نمونه های  در   pH و  آزاد 

دادند. 
2- بطور کلی نتایج تحقیق حاضر تکنولوژی استفاده از فیلم  های خوراکی 
متشکل از کیتوزان و ژلاتین را در حفظ کیفیت اولیه و افزایش ماندگاری 
فیله شوریده بلانگر طی نگهداری در یخچال مورد تأیید قرار می  دهد. لذا 
ترکیب کیتوزان و ژلاتین چه به عنوان فیلم خوراکی و چه به صورت مخلوط 
و یا دولایه می  تواند تقاضای مصرف کنندگان به فرآورده  های دریایی عاری 
از مواد شیمیایی را تأمین نموده و نیاز آنها به مواد غذایی با کیفیت بهتر و 
ایمن  تر را تأمین نماید. از این رو فیلم کیتوزان-ژلاتین نوعی از بسته  بندی 
فعال ایجاد می  کند که می  تواند به عنوان یک نگهدارنده ایمن برای ماهی در 

دوره نگهداری در یخچال عمل کند.
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پاورقی ها

1 - Butylated hydroxy anisole
2 - Butylated hydroxy toluene
3 - Chelating agents
4 - Swelling
5  - Total bacterial count
6  - Free Fatty Acids (FFA)
7  - Nutrient Agar
8  - Violet Red Bile Glucose Agar
9  - Alkaloids
10  - Tannins
11  - Gallotannins
12  - Catechins
13  - Flavonols
14 - Procyanidins
15  - Ellagic acid
16 - Oligopeptide
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