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  اثر ضد میکروبی کیتوسان بر رشد کپکها در میوه توت فرنگی
 

  3 ، نرگس رجبی2جلیل رضوي ،*1ویدا مقصودي
  

 مرکز تحقیقات مهندسی بیوشیمی و کنترل محیط زیست، دانشگاه صنعتی شریف استادیار، -1

  دانشکده مهندسی شیمی و نفت، دانشگاه صنعتی شریف استاد -2
  دانشکده مهندسی شیمی و نفت، دانشگاه صنعتی شریف دانشجوي کارشناسی ارشد -3

  )12/10/88 :رشی پذخی  تار17/7/88: افتی درخیتار(
 

  چکیده
کیتوسان . توت فرنگی عمر نگهداري بسیار کوتاهی دارد و سریع فاسد می شود که هم مصرف کننده ها وهم فروشنده ها مایلند این زمان افزایش یابد

استفاده از  .اراي خاصیت ضد میکروبی بوده و می توان از آن به عنوان نوعی پوشش خوراکی بر روي میوه ها استفاده کردنوعی پلیمر طبیعی است که د
 ٪3/0 ، ٪5/0در این پروژه از محلول  . استتکیتوسان به همراه بعضی از اسانسها پوشش مناسبی براي طولانی کردن عمر نگهداري میوه ها و سبزیجا

به توت فرنگی ها نوعی قارچ تلقیح شد که از فساد .  کیتوسان به عنوان پوشش استفاده شد٪5/0+ کیتوسان، وانیلین٪3/0+  وانیلین  صفر کیتوسان، ٪، 
در پایان کار میزان مواد جامد . نگهداري شدC° 4 میوه ها را در یخچال در دماي. خود میوه ها و پس از جداسازي و خالص سازي بدست آمده بود

 اطلاعات . براي شمارش اسپورها هم از لام نئوبار استفاده شد.واسید یته قابل تیتر آنها هم اندازه گرفته شد) Cویتامین (کوربیک اسید آس، محلول 
این مدت . دهد  روز افزایش می18بدست آمده نشان می دهد که استفاده کیتوسان به همراه اسانس وانیلین طول عمر نگهداري میوه ها را به مدت 

قارچی که مورد استفاده قرار گرفت از فساد میوه توت فرنگی جدا ( .کثر زمانی بود که با استفاده از کیتوسان امکان نگهداري در یخچال ممکن بودحدا
  . بعد از خواندن پرانتز را پاك کنید"لطفا ).سازي گردید، ولی امکان شناسایی نبود در نتیجه از جنس وگونه آن اشارهاي نشده است

  
   کیتوسان، اسانس وانیلین، طول عمر نگهداري: واژگانکلید

  

   مقدمه-1
    راهها  این از  یکی  .  است نیاز وکنترل این آلودگی ها مورد                فاسد میوه ها و سبزیجات عموما بعد از برداشت بسیار سریع 

          مواد ضد .استفاده از فیلم هاي ضد میکروبی  و خوراکی است                 مواد برخی. می شوند و عمر نگهداري آنها بسیار کوتاه است
                    استفاده قرار  مورد  خوراکی میکروبی که اغلب در فیلم هاي                براي  دارند  طبیعی وخوراکی که قا بلیت تغییرات بیولوژیکی

           پتاسیم  اسید، پروپیونیک سوربیک اسید،:  میگیرند عبارتند از                 استفاده سبزیجات و  میوه ها نگهداري مواد غذایی تازه مثل 
        ، مواداسید، سدیم بنزوات و اسید سیتریکسوربات، بنزوئیک                   که  است کیتوسان  یکی از این مواد پلیمر طبیعی .شوند می

         پراکسیداز نیسین و پدیوسین، آنزیمهایی مثل ضد باکتري مثل                  خواص   این  بر وهعلا .  دارد  هم میکروبی ضد   خاصیت
         لیزوزیم وپلی ساکاریدها یی که خواص ضد میکروبی دارندو                 استفاده   .است شده  برخی اسانسها هم اثبات ضد میکروبی 
  ].2 [آنمثل کیتوسان و مشتقات                 نگهداري  عمر  ر افزایش طول تأثیر زیادي د  این مواد با هم

                        فرآیند استیل  از کیتوسان یک پلی ساکارید کاتیونی است که                                                                ].1[ مواد غذایی دارد
  ]3 [)1شکل ( زدایی قلیایی کیتین بدست می آید                   آلودگی معرض در    ا فرآوري شدهبیشتر مواد غذایی تازه ی

         پوست   و  قارچها  سلولی منابع عمده تولید کیتوسان دیواره                  جلوگیري  براي  همواره راهی میکروبی قرار دارند، بنابراین

                                                
  maghsodi@sharif.edu :مسئول مکاتبات *
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سان سه گروه فعال شامل  کیتو.خارجی سخت پوستان است

  C-    2 -  ,C 3یک گروه آمینی ودو گروه هیدروکسیلی در
از طریق ایجاد تغییراتی در این گروهها مشتقات  دارد -C  6و

زیادي  مختلفی از کیتیوسان بدست می آید که کاربردهاي
 زیاد وکاربردهایی کیتین وکیتوسا ن به خاطر مزایاي . ]4[دارند

ز صنایع را در بر می گیرد بسیار مورد توجه که گستره وسیعی ا
قرار گرفته اند و در سالهاي اخیر مطالعات زیادي روي آنها 

  .ومشتقاتشان انجام شده است

  
   ساختمان شیمیایی کیتوسان1شکل 

  
از کاربردهاي پلیمرهاي کیتینی در صنایع غذایی می توان به 

ها، تولید میکروبی آننگهداري مواد غذایی وجلوگیري از فساد 
فیلمها وپوششهایی با قابلیت زیست تخریب پذیري، بازیافت 
مواد زائد ناشی از فرآوري مواد غذایی، در فرآیند تصفیه آب و 

  ].4[شفاف سازي وآب میوه ها اشاره کرد 
کیتوسان به خاطر خاصیت بازدارندگی رشد بسیاري از 
 باکتریهاي بیماریزا و قارچها در فیلمهاي ضد میکروبی و

توضیحات . پوششهاي خوراکی مورد استفاده قرار می گیرد
 تأثیر متقابل. مختلفی براي این ویژگی کیتوسان ارائه شده است

مولکولهاي پلی کاتیونی کیتوسان با اجزاي آنیونی دیواره سلولی 
میکروارگانیسم  باعث تغییراتی در نفوذ پذیري دیواره سلولی 

 داخل سلول به بیرون در نتیجه آن بخشی از مواد. می شود
تراوش کرده و از ورود مواذ غذایی به داخل آن هم جلوگیري 

کیتوسان بعد از ورود به داخل سلول وپیوند با . می شود
DNA از سنتز  RNAبه پروتئینهاي دیگر جلوگیري می کند    .  

خاصیت ضد میکروبی کیتوسان گستره وسیعی از 
 باکتریها و ویروسها  میکروارگانیسم ها را که شامل قارچها و

این ویژگی کیتوسان به فاکتورهایی مثل  .می شود در برمی گیرد
نوع کیتوسان، درجه پلیمریزاسیون، میزبان، ترکیب شیمیایی 
غذایی سوبسترا، شرایط محیطی مثل میزان فعالیت آبی سوبسترا 

بین خاصیت ضد . یا میزان رطوبت آن یا هر دو بستگی دارد
. و مشتقاتش هم تفاوتهایی وجود داردمیکروبی کیتوسان 

کیتوسان اثر ضد میکروبی سریعتري روي قارچها و جلبکها 
 =6pHاثر بازدارندگی کیتوسان در  .نسبت به باکتریها دارد

ط بازي گروههاي آمینی  است چون در محی=pH 7بیشتر از
  .]2 [آزاد هستند

امروزه روشهاي جدید نگهداري از مواد غذایی به سمت 
اده از مواد ضد میکروبی طبیعی و کاهش استفاده از مواد استف

تحقیقات زیادي روي خواص ضد . شیمیایی پیش می رود
میکروبی داروهاي گیاهی و ادویه جات مختلف انجام شده 

خاصیت ضد میکروبی این مواد به نوع آنها، نوع فعالیت . است
ه ضد میکروبی آنها، نوع میکروارگانیسم و در نهایت نوع ماد

وانیلین از جمله مواد گیاهی است که از . غذایی بستگی دارد
قدیم به عنوان یک ماده معطر در تهیه غذاهاي مختلف به کار 

وانیلین . می رود و در ضمن خاصیت ضد میکروبی هم دارد
بخش اعظمی از )  متوکسی بنزوآلدهید-3 - هیدروکسی-4(

ه بر کیتوسان در این پروژه علاو. دانه وانیل را تشکیل می دهد
از وانیلین هم به عنوان یک ماده ضد میکروب استفاده شده 

  ].3[است
هدف ما در این پروژه بررسی تأثیر ضدقارچی کیتوسان همراه 
با اسانس وانیلین بر روي میوه توت فرنگی به عنوان نوعی 

  .پوشش خوراکی است
  

   فساد-2
 عوامل مختلفی همچون عوامل فیزیکی، فعالیت آنزیم هاي
موجود در میوه یا سبزي، فعالیت میکروبی و یا ترکیبی از این 

اگر چه در هر . عوامل میوه ها و سبزیهاي خام را فاسد می کنند
سبزي یا میوه اي فساد خاصی توسط انواع ویژه اي از 
میکروارگانیسم ها رخ می دهد، اما غالبا بعضی از فسادهاي 

از  می شوند که میکروبی بیشتر در سبزبها و میوه ها دیده
متداولترین آنها می توان به پوسیدگی کپکی خاکستري 
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رایزوپوس (، پوسیدگی نرم رایزوپوس )بوتریسیس سینرا(
، )آسپرژیلوس نایجر(، پوسیدگی کپکی سیاه)استالینوفر

  ].5[ اشاره کرد) گونه هاي کلادوسپریوم(پوسیدگی کپکی سبز
  

  روش تحقیق -3
   مواد شیمیایی -3-1

  . روش هاي تجزیه شیمیایی اشاره شده است در قسمت
در این پروژه از استیک اسید غلیظ، هیدروکسید سدیم 

وانیلین و   دي کلروفنل اندوفنل، اسانس-2،6 جامد،نمک طعام،
 از 1PDA و محیط کشتSigmaکیتوسان که از شرکت 

  . آلمان استفاده گردیدMerckشرکت 
  میکروارگا نیسم ها -2-2

 انجام گرفته اغلب میکروارگانیسم مشخص در بیشتر مطالعات
و شناخته شده اي را مورد یررسی قرار می دهند، اما در این 
پروژه از قارچی استفاده شده است که از فساد خود توت 

در این پژوهش به ترتیب جداسازي . فرنگی ها بدست آمده اند
میکروارگانیسم هاي ناشی از فساد توت فرنگی، تخلیص و 

رچ عامل فساد میوه، تلقیح قارچهاي بدست آمده جداسازي قا
به توت فرنگیها و در نهایت شمارش اسپورهاي قارچ  که روي 

براي . توت فرنگی ها رشد کرده اند انجام گرفته است
جداسازي میکروارگانیسم هاي عامل فساد، میوه هاي کپک زده 

 گرم در لیتر قرار می دهیم تا 9را در سرم فیزیولوژیکی 
بعد این محیط حاوي . رگانیسم ها وارد سرم شوندامیکرو

          منتقلPDAمیکروارگانیسم ها به محیط کشت جامد 
از کلنی هاي تشکیل شده رقت هاي مختلف تهیه . می شوند

    شده و در نهایت میکروارگانیسم ها به صورت خالص جدا
  .می شوند

هیه محلول کیتوسان و  آماده سازي میوه و -2-3
  ینوانیل

میوه توت فرنگی بر اساس شکل ظاهري، اندازه و رنگ تا حد 
ممکن یکسان انتخاب گردید و علاوه بر این نباید صدمه مکا 

بعد از شستن میوه ها آنها را به سه گروه . نیکی هم دیده باشند
بعد از اینکه میوه ها را به مدت یک دقیقه . تقسیم می کنیم

، در غوطه ور شدندا داخل محلولهاي تهیه شده از پوشش ه

                                                
1. Potato Dextrose Agar 

. خشک شوندC°25 در دمايداده شد تا  دقیقه اجازه 30حدود 
سپس میوه ها را داخل ظروف شیشه اي در بسته قرار داده و در 

تمام مراحل بعد از .  نگهداري گردیدC°4 یخچال با دماي 
شستشو از جمله پوشش، خشک کردن، تلقیح اسپورهاي فارچ 

صورت استریل و در زیر هود و همینطور ظروف نگهداري به 
  .بیولوژیکی انجام شدند

 گرم از 5 و3 و 0 : محلول کیتوسان به این شرح تهیه گردید
 50 میلی لیتر آب مقطر حل می کنیم، به آن900در کیتوسان را 

میلی لیتر استیک اسید غلیظ اضافه می کنیم، تا محلول هاي  
ول هاي  محلpH.  از کیتوسان بدست آید٪0 ، 3/0٪ ، 5/0٪

 تنظیم می 5/4 مولار تا 3بد ست آمده را با استفاده از سود 
.  حجم محلول را به یک لیتر می رسانیمpHبعد از تنظیم . کنیم

 و بدون کیتوسان به عنوان کنترل = pH 5/4 محلول اسیدي با
 گرم در 1غلظت وانیلین در پوششهاي وانیلین دار . استفاده شد
  .]6[لیتر است 

  ي تجزیه شیمیاییروش ها -2-4
 اسیدیته قابل ،)Cویتامین (براي اندازه گیري آسکوربیک اسید 

ریفیوژ و امد محلول میوه ها را پالپ و سانتتیتراسیون و مواد ج
اصل عمل اندازه گیري . سپس فاز مایع آنها جدا می شدند

 اسید  به آب میوه است آسکوربیک اسید افزایش متا فسفریک
 Cیداز غیر فعال شده و درصد ویتامین تا آنزیم آسکوربیک اس

 دي کلرو فنل اندو فنل بوسیله -6، 2با احیا شدن ماده رنگی 
مقدار مواد ]. 7[محلول اسیدي آسکوربیک اسید تعیین گردد

 Erma(جامد محلول هم با استفاده از دستگاه رفرکتومتر مدل 

Tokyo (تعیین شد.  
  شمارش اسپورها -2-5

وسط این لام . اده شدلام نئوبار استفبراي شمارش اسپورها از 
هر میلی .  میلی متر از بقیه قسمتها عمیقتر است1/0به اندازه 

 مربع کوچک که سطح هر کدام 400متر مربع از این قسمت به 
برا ي شمارش .  میلی متر مربع است تقسیم شده است0025/0

اسپورهایی که روي میوه ها رشد کرده اند، میوه ها پالپ شده و 
کاملا یکنواخت شدند و از این سوسپانسون روي  لام قرار داده 

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

 به مدت یک دقیقه در محلول ها هر کدام از میوه .شدندتقسیم 
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، کیتوسان ٪3/0 ،٪5/0، )کنترل (0٪هاي 
.  داده شدقراریتوسان ک٪5/0+ کیتوسان، وانیلین٪3/0+وانیلین

 دقیقه اجازه می دهیم که میوه ها در 30در حدود ).  1جدول(
سپس آنها را داخل ظروف شیشه . خشک شوندC °25دماي 

 نگهداري C°4 اي در بسته قرار داده و در یخچال با دماي 
علاوه بر محلول اسیدي از میوه هاي شسته شده با آب . شدند

هر بار نمونه گیري از هر . فاده شدمقطر هم به عنوان کنترل است
سه گروه انجام شد و میانگین نتایج بدست آمده گزارش شده 

 .است

   ترکیب پوششهاي مورد استفاده براي توت فرنگی ها1جدول

  )گرم در لیتر(وانیلین  درصد کیتوسان  پوشش

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

  

  نتایج و بحث -3
ولهایی که در این پروژه  به عنوان پوشش انواع مختلف محل

مورد استفاده قرار گرفتند اثر قابل توجهی بر طول عمر 
پوششهایی که استفاده شدند . نگهداري میوه توت فرنگی داشتند

داراي مقادیر مختلفی ازکیتوسان بوده  وبه دو مورد ازآنها از 
در .  گرم در لیتر نیز اضافه گردید1 اسانس وانیلین به میزان 

و ) کنترل(مورد نمونه هاي تلقیح شده بدون هیچ پوششی 
کیتوسان به عنوان پوشش به 0٪نمونه هایی که در آنها محلول 

نتایج ( . ، رشد قارچ روند روبه رشدي داشتکار رفته بود
  ). بار تکرار می باشد3بدست آمده میانگین 

کنترل (آب مقطر )
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روز
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ه شسته شد( روند رشد اسپورها در نمونه هاي کنترل 1نمودار

  )با آب مقطر

کنترل (استیک اسید)

0

1
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3

4

0 3 6 9 12 15 روز18

lo
g 

(C
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/g
r)

  
شسته شده ( روند رشد اسپورها در نمونه هاي کنترل 2نمودار

  )با محلول استیک اسید
در طول مدت نگهداري، در تمام نمونه هاي کنترل رشد کپکها 

در اثر رشد کپکها سطح میوه ها با لایه اي سفید و . مشهود بود
همانطور که دردو نمودار شماره . ابري شکل پوشیده شدند

 روز افزایش 18 تعداد اسپورها در طول شوند،مشاهده می 1و2
  .یافته است

در مقایسه با نمونه هاي کنترل در میوه هاي با پوشش کیتوسان 
میوه . تعداد اسپور به مقدار قابل ملاحظه اي کاهش می یابد

هایی که در آنها کیتوسان به تنهایی استفاده شده رشد قارچ 
همانطور که گفته شد نرخ رشد آن کاملاً متوقف نمی شود، ولی 
  . کاهش قابل ملاحظه اي دارد
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غلظت کیتوسان همانطور که نمودارها نشان می دهند با افزایش 
ان رشد قارچ کاهش می یابد، ولی هنوز میز ٪5/0به  ٪3/0از 

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

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

 از در نمونه هایی که در محلول پوشش، علاوه بر کیتوسان
. اسانس وانیلین هم استفاده شده نتایج بسیار خوبی بدست آمد

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

 براي نمونه هاي با. کاهش یافته و در روز نهم صفر است39/0
 و در روز 95/0 این مقدار در روز سوم ٪5/0پوشش کیتوسان 

این  ٪3/0کاهش یافته ودر نهایت شبیه نمونه هاي21/0ششم به 
نکته مهم در این نمونه ها این است که . مقدار به صفر می رسد

خصوصیات دیگر نمونه ها مثل رنگ ظاهري آنها براي مدت 
  .طولانی تري حفظ می شود
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 پوشش کیتوسان روند رشد اسپورها در نمونه هاي با 6نمودار

  )گرم در لیتر1(وانیلین + 5/0٪
  

 بر روي انسکیتوهمانطور که از نمودارها مشهود است، پوشش 
توت فرنگی ها رشد قارچ را به شکل قابل توجهی کاهش می 

ارچی از آنجایی که وانیلین خاصیت ضد میکروبی و ضد ق. دهد
دارد، افزودن وانیلین به محلول این پوشش رشد قارچها را 

  .کاملاً متوقف می کند
علاوه بر شمارش اسپورها مقدار جامد محلول، اسیدیته قابل 

روز اندازه 7 هم بعد از 88] تیتراسیون و آسکوربیک اسید
 نشان داده شده 2مقادیر اندازه گرفته شده در جدول . گیري شد

  ) با رفرنس مشخص شده استروش کار(  .اند
  

جامد محلول، اسیدیته قابل تیتراسیون و  میزان 2جدول 
  آسکوربیک اسید قبل وبعد از استفاده از پوشش هاي مختلف

  آسکوربیک   اسیدیته قابل   جامد محلول    نوع پوشش
  )کسیدرجه بر ( میلی   تیتراسیون  (  اسید 

  )           درصد)    (گرم در لیتر

          قبل از آزمایش1/4              47/0        02/15
                                                   بعد از پوشش

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

  
، توت فرنگی هایی که می شودمانطور که در جدول مشاهده ه

پوشش کیتوسان و وانیلین را با هم دارند ماده جامد محلول، 
دیته قابل تیتراسیون و آسکوربیک اسید بیشتري نسبت به اسی

اما میزان مواد . نمونه هاي دیگر و بخصوص نمونه کنترل دارند
جامد محلول در نمونه هایی که پوشش دارند با نمونه کنترل 

اسیدیته . تفاوت چندانی ندارند وتغییرات آن بسیار کند است
روز اول و قبل از قابل تیتراسیون و آسکوربیک اسید نسبت به 

 7پوشش کمتر شده، ولی تغییرات آنها بعد از پوشش و گذشت 
 . روز از نگهداري در یخچال چندان قابل ملاحظه نیست

  

  نتیجه گیري -4
در این پژوهش، اثر ضد میکروبی پوشش کیتوسان بر روي میوه 

ترکیبی از کیتوسان با اسانس وانیلین . توت فرنگی بررسی شد
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ی کیتوسان را به میزان قابل توجهی افزایش می اثر ضد میکروب
دهد و از آنجایی که کیتوسان و وانیلین هردو از ترکیبات 
خوراکی هستند می توانند جایگزین مناسبی براي پوششهاي 

  . متداول باشند که از منابع نفتی بدست می آیند
.  است نشان داده شذه مقایسه این چند نوع پوشش7نمودار در 

ه مشاهده می شود نمونه هایی که در آنها از اسانس همانطور ک
وانیلین استفاده شده است نسبت به بقیه نمونه ها مناسب تر 

  .بوده و نتیجه دلخواه بست آمده است
  

کل نمونه ها
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  مقایسه کلی روند رشد اسپورها در نمونه ها 7نمودار

  
 etal  Chien   توسطبر طبق تحقیقات مشابهی که انجام شده

Po-Jung and  وDong Huaqiang and etal استفاده از 
کیتوسان رشد انواع میکروارگانیسم ها را کاهش می دهد، اما 

 که در این پژوهش بدست آمده افزایش درصد مشابه با نتایجی
 تأثیر چندانی در روند رشد 2 و یا حتی 5/0 تا 3/0کیتوسان از 

دن وانیلین به اما با افزو]. 9[میکروارگانیسم ها نداشته است
         ترکیب محلول کیتوسان رشد و فعالیت آنها کاملاً متوقف

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