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  چکيده

هاي زيادي براي بررسي اثرات بيولوژيکي ازجمله اثرات ضدباکتريايي نانوذرات ايجاد  پيشرفت در علوم و فنّاوري نانو در دهه گذشته، فرصت :اهداف

  . بود استافيلوکوکوس آرئوسو  آگروباکتريوم تومفسيانسکلسيم بر رشد دو نوع باکتري هدف اين تحقيق، بررسي اثر نانوذرات کربنات. کرده است

سازي در محيط مايع مورد  سازي در محيط آگاردار و رقتبا دو روش رقت های مذکور،کلسيم بر باکتریفعاليت ضدميکروبي نانوذرات کربنات :هاروش

مختلف از هاي در زمان. گذاري شد اضافه و گرمخانه CFU/ml ۱۰۶ليتر سوسپانسيون باکتريايي حاوي ميلي ۱ها به هريک از رقت .بررسي قرار گرفت

خوبي در سطح ميکروليتر از هر رقت روي محيط جامد منتقل شده، به ۱۰۰. تهيه شد ۱۰-۶الي  ۱۰-۱هاي  گيري انجام گرفت و از آن رقتنمونه  هر لوله

  . آنها تعيين شد MBCو  MICها، با شمارش تعداد کلني. گذاري شدپليت پخش شد و سپس گرمخانه

کمترين و . ساعت جمعيت باکتريايي در معرض را از بين برد ۱۶کلسيم اثرات ضدباکتريايي مناسب نشان داد و پس از نانوذرات کربنات :هايافته

 MIC. ليتر حاصل شد ميکروگرم در ميلي ۱۲۵ليتر و  ميکروگرم در ميلي ۲/۳۲ترتيب کلسيم در محيط جامد بهنانوذرات کربنات MICبيشترين غلظت 

تنها اثرات کلسيم معمولي، نههاي مختلف کربنات آن در محيط جامد بود، در حالي که غلظت MICمحيط مايع دوبرابر  کلسيم درنانوذرات کربنات

  . شد ضدباکتريايي نشان نداد، بلکه باعث تقويت رشد آنها نيز 

هاي مختلف پزشکي، صنايع غذايي و کشاورزي  زمينهعنوان کانديداي تهيه مواد ضدميکروبي مورد مصرف در کلسيم بهنانوذرات کربنات :گيرينتيجه

  .تواند از نظر بهداشتي و اقتصادي حايز اهميت باشد شود و مي پيشنهاد مي

  ، ضدميکروبياستافيلوکوس آرئوس، آگروباکتريوم تومفسيانسکلسيم، نانوذرات کربنات :هاکليدواژه
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Abstract 
Aims: Improvements in nanotechnology in the past decayed has created various opportunities for evaluation of 

biologic effects such as anti-bacterial effects of nanoparticles. The purpose of this study was to evaluate the 

antibacterial activity of calcium carbonate nanoparticles on two different bacteria including Agrobacterium 

tumefaciens and Staphylococcus aureus. 

Methods: The antibacterial effect of calcium carbonate nanoparticles against mentioned bacteria was evaluated 

by dilution in agar containing medium and dilution in Broth medium. Each of prepared Broth Media (10 ml) was 

inoculated with 1 ml of bacterial suspension (106 CFU/ml) and incubated. Sampling of culture Media was 

performed in specific intervals and diluted as 10-1, to 10-6. Then 100 µl of each sample was transferred to agar 

plates and was spread carefully and then incubated. Grown colonies were counted and MIC and MBC was 
determined.  

Results: Calcium carbonate nanoparticles showed very good antibacterial effect and after 16 hours the bacteria 

were totally diminished. The lowest and highest MIC concentration of these nanoparticles in solid medium was 

31.2 and 125 µg/ml respectively. The MIC of calcium carbonate nanoparticles in Broth Medium was two times 

more than the MIC concentration in solid medium, while different concentrations of ordinary calcium carbonate 

not only revealed antibacterial effects but also supported the bacterial growth.  

Conclusion: Use of calcium carbonate nanoparticles as an anti-microbial agent is recommended in different 

fields of medicine, food industry and agriculture and can be of importance considering health and economic 

issues.  
Keywords: Calcium Carbonate Nanoparticles, Agrobacterium tumefaciens, Staphylococcus aureus, Antibacterial 
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  مقدمه

هاي مهم بهداشتي در زمينه پزشکي و امروزه يکي از اولويت
. خطر استکننده بييابي به عامل شيميايي ضدعفونيکشاورزي، دست

ها در محيط باعث ايجاد مشکلات بهداشتي زيرا وفور برخي از باکتري
، يک باکتري آگروباکتريوم تومفَسيانسعنوان مثال به. استشده 

اين باکتري گاهي . ]۱[زي است منفي، هوازي، بدون اسپور و خاک گرم
 ,۲[ممکن است با عفونت انسان و ساير حيوانات نيز در ارتباط باشد 

طور معمول، عامل ايجاد بيماري سرطان طوقه يا تومور اما به. ]۳
گونه گياهيِ حايز اهميت اقتصادي، از انواع  ۹۰از شکل در بيش تاجي
دار مانند سيب، گلابي، زردآلو و نيز گياهان زراعي و دار و هستهدانه

و همکاران،  بور. ]۴[زينتي مثل بوته کوکب، داوودي و گل رز است 
ترين بيماري باکتريايي اين گياه در شکل درخت مو را مهمتومور تاجي

آگروباکتريوم تومفسيانس وسيله مودند که بهسرتاسر جهان معرفي ن

زايي اين باکتري، يک عامل بيماري. ]۵[شود  ايجاد مي ۳بيووار
هاي  است که ژن) Tiپلاسميد (پلاسميد بزرگ القاکننده تومور 

هنگام عفونت گياه، بخشي به. ]۷ ,۶[اند  زايي روي آن واقع شدهبيماري
گياه منتقل شده و در هاي  سلولبه (T-DNA)از اين پلاسميد 

DNA هاي  پس از بيان ژن. ]۹، ۸، ۷، ۶[شود آن وارد ميT-DNA 
ها منجر  ها و سيتوکسين هاي گياهي، توليد بيش از حد اکسين در سلول

هاي گياهي و نهايتاً تشکيل تومور در ساقه  رشد بدون کنترل سلولبه 
اين باکتري . ]۱۱، ۱۰، ۹، ۸، ۷، ۶، ۵[شود  و ريشه گياه ميزبان مي

و  بور. ]۹[شود ديده وارد گياه ميغالباً از طريق نواحي زخمي و آسيب
هاي  زا از طريق قلمهنشان دادند که عامل بيماري ۱۹۸۴در سال  کاتز
شود  شده از درخت مو نيز منتقل شده و باعث آلودگي گياهان ميتهيه

ماري را زدگي يا آسيب فيزيکي، علايم بييخ هکه پس از وقوع يک دور
منظور تهيه هنگامي که از يک گياه مادر آلوده به. ]۱۲[دهند  نشان مي

تواند در سطح  زا ميتعدادي نهال و قلمه استفاده شود، عامل بيماري
هاي  به اين ترتيب سالانه خسارت. وسيعي از يک منطقه پخش شود

 ,۱۳ ,۶ ,۵[شود اقتصادي و اجتماعي فراواني بر کشاورزان وارد مي
هاي  در برخي عفونت آگروباکتريوم تومفسيانس علاوه بر اين،. ]۱۴

زايي آن در انسان، ليکن از بيماري .]۱۵[انساني نيز گزارش شده است 
 استافيلوکوکوس آرئوسهمچنين . گزارش مستدلي در دست نيست

ويژه ها به مثبت و هوازي است که در تمام محيطباکتري کروي، گرم
شود و مشکلات متعدد وفور يافت ميبه هاي بيمارستانيمحيط

امر، ضرورت تداوم ضدعفوني را  اين. آوردوجود ميبهداشتي را به
به يک ماده مفيد  يابيلذا، دست. نمايدناپذير مياجتناب

تواند از  ها ميکننده براي کنترل رشد اين باکتري ضدعفوني
ترل منظور کنبنابراين به. هاي وارده پيشگيري نمايد خسارت
هاي شيميايي و بيولوژيکي  ها، روش هاي ناشي از اين ارگانيزم آلودگي

کشي يا مهارکنندگي دارند، استفاده شده است مختلفي که اثر باکتري
علاوه بر اين، پيشرفت در علوم و فناوري نانو در دهه گذشته، . ]۱۶[

هاي زيادي براي بررسي اثرات بيولوژيکي از جمله اثرات  فرصت

زيرا تحقيقات متعددي . ]۱۷[يايي نانوذرات ايجاد کرده است ضدباکتر
هاي معمول و  مواد در اندازه فيزيکوشيميايي متفاوتتاکيد بر اثرات 

  . ابعاد نانويي خود دارد
کلسيم هدف از اين تحقيق، بررسي اثر ضدباکتريايي نانوذرات کربنات

منفي و عنوان يک باکتري گرمبه آگروباکتريوم تومفسيانسبر رشد 
  .مثبت بودعنوان يک باکتري گرمبه استافيلوکوکوس آرئوس

  

  هاروش

گياهي  هاي در اين تحقيق تجربي، نمونه :ها باکتريجداسازي 
شکل از باغات و مزارع مناطق مختلف مشکوک به بيماري تومور تاجي

آوري و بخشي از ساقه و ريشه آن توسط قيچي استريل ايران، جمع
کيسه نايلوني يا ظرف پلاستيکي به آزمايشگاه انتقال بريده شد و در 

و همکاران  مورشده توسط ها با روش توصيه سازي نمونهآماده. يافت
طور خلاصه به اين صورت بود که؛ ابتدا اين روش به. ]۴[انجام شد 

خوبي شسته شد و آمده با آب فراوان بهدستهاي گياهي به سطح نمونه
وسيله بافت با اسکالپل استريل برداشته و بهنواحي تيره و نکروتيک 

مدت چند دقيقه شستشو داده به% ۲موادسفيدکننده خانگي با غلظت 
ها با آب مقطر استريل شستشو داده شدند و نواحي  سپس نمونه. شد

قطعه  ۳تا  ۲. مشکوک به تومور با تيغ جراحي استريل، از آنها جدا شد
ف پتري استريل قرار داده هاي مختلف گال در ظر حاصل از قسمت

هاون  شده، پس از خردکردن، در داخل آوريسپس قطعات جمع. شد
هاي آزمايش حاوي آب  لولهشده بهبافت له. چيني استريل له شدند

و با  محتوي نمونه، ورتکس شدههاي  لوله. مقطر استريل انتقال يافت
خطي روي صورت شده از تومورها بهلوپ استريل از سوسپانسيون تهيه

و  PDA+CaCo3 (0.5%w/v)محيط کشت انتخابي، 
گراد درجه سانتي ۲۸آگار کشت داده شد و در دماي مانيتول ييست

پس از زمان . ساعت در گرمخانه قرار گرفت ۷۲تا  ۴۸مدت  به
هاي روييده از نظر ماکروسکوپي مورد بررسي  گذاري، کلنيگرمخانه

يکنواخت، داراي قوام موکوئيدي با هاي گرد با سطح  کلني. قرار گرفتند
 PDA+CaCo3 اي که در محيطقهوهرنگ سفيد مرواريدي تا کرم

(0.5%w/v)  هاله شفاف ناشي از تشکيل اسيد ايجاد  در اطرافشان
کشت خالص، هر کلني يابي بهمنظور دستبه. نشده بود، انتخاب شدند

 PDA+CaCo3 (0.5% w/v) طور جداگانه چندبار در محيطبه
شده، هريک از هاي جدابراي شناسايي باکتري. کشت داده شد

آمده کدبندي شدند و آزمايشات مربوط به تعيين دستهاي به کلني
هويت آنها شامل مطالعات ميکروسکوپي، بيوشيميايي و شناسايي 

  .مولکولي روي آنها انجام گرفت
: ها هاي بيوشيميايي براي تعيين هويت جدايه بررسي

بيوشيميايي شامل؛ آزمون اکسيداز، کاتالاز، توليد اندول، هاي  آزمون
% ۲کتولاکتوز، تحمل نمک -۳اکسيداسيون قند لاکتوز و تبديل آن به 

، استفاده يا عدم استفاده از (NGA)گلوکزآگار در محيط نوترينت
ميلک، ايجاد مالونات و سيترات، تغييرات ايجادشده در محيط ليتموس
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در محيط ) اي در سطحنگ قهوهاي به رزايده(پليکل 

 سيترات، توليد يا عدم توليد اسيد در محيط آمونيوم فريک

PDA+CaCo3 (0.5% w/v) همچنين توانايي رشد در . انجام شد

  .گراد مورد بررسي قرار گرفتدرجه سانتي ۳۵دماي 

، فعاليت در شيشهدر شرايط : بررسي فعاليت ضدميکروبي

، شدهجداهاي  کلسيم بر آگروباکتريومضدميکروبي نانوذرات کربنات

 آرئوساستافيلوکوکوسو نيز  LB4404 آگروباکتريوم تومفسيانس

سازي سازي در محيط آگاردار و رقتعنوان کنترل با دو روش رقت به

  .در محيط مايع مورد بررسي قرار گرفت

سازي در روش رقتکلسيم بهنانوذرات کربنات بررسي اثر ضدباکتريايي

  :آگاردارمحيط 

داراي کد استاندارد کلسيم هاي پودر نانوذرات کربنات ويژگي

NNS12ca عبارت بود از: 

  ۵/۲-۴/۲: (g/cm3)وزن مخصوص خشک _ 

   ۵۰ ≤) نانومتر(ميانگين اندازه ذرات _ 

کلسيم با به نانوذرات کربنات آگروباکتريوم تومفسيانسحساسيت 

استفاده از روش استاندارد تهيه رقت سريال در محيط آگاردار بررسي 

شونده از کم هاي دوبرابر صورت که رقتبه اين  .]۱۹ ,۱۸[شد 

ميکروگرم بر  ۱۰۰۰% (۱/۰کلسيم با غلظت اوليه نانوذرات کربنات

به اين . تهيه شد) آگارسويتريپتيک( TSAدر محيط ) گرمميلي

، ۲/۳۱، ۵/۶۲ ۱۲۵، ۲۵۰، ۵۰۰ آمده شاملدستهاي به  غلظتترتيب، 

تا  ۵۰سپس . بود TSAگرم در محيط ميکروگرم بر ميلي ۸/۷و ۶/۱۵

ها که مطابق ساعته آگروباکتريوم۲۴هاي  ميکروليتر از کشت ۱۰۰

هاي حاوي  فارلند تنظيم شده بودند، به پليتاستاندارد مک ۵/۰کدورت 

آزمايشگاهي کلسيم کلسيم، کربناتربناتغلظت معين از نانوذرات ک

کليسم بودند، هاي کنترل که فاقد کربنات پليت و) شرکت مرک؛ آلمان(

اي استريل در سطح خوبي با اپليکاتور شيشهانتقال داده شدند و به

درجه  ۲۸شده در هاي تلقيحسپس محيط. محيط پخش شدند

محيط . شدند گذاريساعت گرمخانه ۷۲تا  ۴۸مدت گراد به سانتي

کلسيم که تعداد کلني کمتر کشت با کمترين غلظت نانوذرات کربنات

هاي بالاتر از آن  از نمونه تلقيحي در آن قابل مشاهده بود و در غلظت

عنوان حداقل غلظت مهارکنندگي شد، بهگونه رشدي مشاهده نميهيچ

  .در نظر گرفته شد (MIC)از رشد باکتري 

سازي در روش رقتکلسيم بهنانوذرات کربنات بررسي اثر ضدباکتريايي

  :محيط مايع

کلسيم نانو با استفاده از روش استاندارد تهيه اثر ضدميکروبي کربنات

بررسي ) براثسويتريپتيک( TSBهاي متوالي در محيط مايع  رقت

کلسيم شونده از کربناتهاي دوبرابر کم در اين روش، غلظت. ]۲۰[شد 

طور به اين صورت که به. معمولي تهيه شد کلسيمنانو و کربنات

کلسيم نانو و کربنات% ۱/۰ليتر از غلظت اوليه جداگانه يک ميلي

هاي تايي لوله۸کلسيم معمولي به هر يک از اولين سري کربنات

استريل بودند،  TSBليتر محيط کشت آزمايش که حاوي يک ميلي

حاصل ) همانند روش قبل(هاي متوالي مورد نظر  اضافه شد و غلظت

به هر يک از . ليتر از لوله آخر دور ريخته شددر انتها، يک ميلي. شد

ليتر کلسيم، يک ميليهاي مختلف کربنات هاي حاوي غلظت لوله

اضافه شد و در دماي  CFU/ml  ۱۰۶سوسپانسيون باکتريايي حاوي

در . گذاري انجام گرفتساعت گرمخانه ۴۸گراد براي ه سانتيدرج ۲۸

 ۲۴و  ۲۰، ۱۶، ۱۲، ۸، ۴، ۰هاي  گذاري در زمانجريان گرمخانه

ميکروليتر از هر يک از  ۱۰۰اي شامل  ساعت، با برداشتن نمونه

هاي  کلسيم و نيز لولههاي مختلف کربنات هاي حاوي غلظت لوله

و با استفاده از ) CFU/ml  ۱۰۶ليتر سوسپانسيونيک ميلي(کنترل 

-۱هاي  استريل و با رعايت شرايط آسپتيک، رقت TSBمحيط مايع 

سپس از هر يک از . تهيه شد ۱۰-۶و ۵-۱۰، ۴-۱۰، ۳-۱۰، ۲-۱۰، ۱۰

ميکروليتر روي محيط جامد منتقل و با  ۱۰۰شده، هاي تهيه رقت

در  شدههاي تلقيح محيط. طور کامل پخش شداي بهاپليکاتور شيشه

. گذاري شدندساعت گرمخانه ۴۸مدت گراد بهدرجه سانتي ۲۸دماي 

هاي رشدکرده، اثر هر يک از  پس از آن با شمارش تعداد کلني

به اين ترتيب که . کلسيم مورد بررسي قرار گرفتهاي کربنات غلظت

هاي کشت مايع  رشد باکتري براساس ايجاد کدورت در محيط

ها در فاصله  از هر يک از محيط سپس،. صورت چشمي بررسي شد به

ليتر ميلي ۱/۰ساعت،  ۴۸، و ۳۶، ۲۴، ۲۰، ۱۶، ۱۲، ۴، ۲، ۰زماني 

درجه  ۲۸خوبي پخش شد و در دماي هاي آگاردار منتقل و به محيط به

پس از زمان . گذاري شدندساعت گرمخانه ۴۸مدت گراد بهسانتي

حداقل غلظت . هاي روييده شمارش شد گذاري، تعداد کلنيگرمخانه

، غلظتي از نانوذرات (MIC)مهارکننده رشد آگروباکتريوم 

هاي شفاف تعداد کلني  کلسيم در نظر گرفته شد که در لوله کربنات

حداقل . شده ايجاد کرده بودمعادل يا کمتر از تعداد ارگانيزم تلقيح

 MICلوله شفاف بعد از لوله اولين  (MBC)غلظت کشنده باکتري 

  . در آن رشد نکرده بود بود که هيچ کلني

 ATCC 6538 استافيلوکوک آرئوسشده از سويه استاندارد و شناخته

هاي کشت  اين ارگانيزم با روش. عنوان کنترل استفاده شدبه

متر سانتي ۲طول  چندقسمتي در يک پليت و همچنين کشت خطي به

گرم ميکروگرم بر ميلي ۶۲آگاردار حاوي در محيط کشت مغذي 

درجه  ۳۷ساعت در  ۲۴مدت کلسيم نانو کشت داده شد و بهکربنات

  .گذاري شدگراد گرمخانهسانتي

  

  نتايج

هايي با ظاهر موکوئيدي، سفيد  اختصاصي، کلنيدر محيط کشت نيمه

منفي با ها باسيل گرم تمام کلني. رنگ رشد کردندمرواريدي تا کرم

هايي که از نظر بيوشيميايي با گونه  باکتري. مورف بودندآرايش پلي

مشخصات . آگروباکتريوم انطباق داشتند، انتخاب و کدبندي شدند

  .ارايه شده است ۱شده در جدول هاي باکتريايي جداسازي گونه

کاررفته، داراي غلظت اوليه ساعته به۱۸سوسپانسيون کشت باکتريايي 

  .بود CFU/ml  ۱۰۶ × ۵معادل

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همكاران عطايي رمضانعلي  ۶۸

                ۱۳۹۰ تابستان، ۲، شماره ۱۳دوره                                        مجله طب نظامي

  آگروباکتريوم تومفسيانسهاي  هاي بيوشيميايي جدايه ويژگي )۱جدول 

 %٢نمک  اريتريتول- مزو مانيتول سيترات
 اسيد در

PDA-

CaCo3 

فريک آمونيوم 

  سيترات
 هوازي اکسيداز کتولاکتوز-٣

  ←هاآزمون

 ↓ها باکتري

 ١ آگروباکتريوم تومفسيانس + + + + - + - + -

 ٢ آگروباکتريوم تومفسيانس + + + + - + - + -

 ٣ آگروباکتريوم تومفسيانس + + + + - + - + -

 ٤ آگروباکتريوم تومفسيانس + + + + - + - + -

 ٥ آگروباکتريوم تومفسيانس + + + + - + - + -

  

نانوذرات ) ليترميکروگرم بر ميلي( MBCو   MICميزان  )٢جدول 

  ها کلسيم بر ميکروارگانيزم کربنات

  ←های تهيه رقتروش

 ↓هاباکتری

 در محيط مايع در محيط آگاردار

MIC MBC MIC MBC 

 آگروباکتريوم تومفسيانس

 )١شماره ( ١بيووار 
۲/۳۱  ١٢٥ ٥/٦٢ ٥/٦٢ 

 آگروباکتريوم تومفسيانس

 )٢شماره ( ١بيووار 
۲/۳۱  ٥/٦٢ ۲/۳۱  ٥/٦٢ 

آگروباکتريوم تومفسيانس 

 )٣شماره ( ١بيووار 
۲/۳۱  ٥/٦٢ ٢/٣١ ٥/٦٢ 

آگروباکتريوم تومفسيانس 

 )۴شماره ( ١بيووار 
١٢٥ ١٢٥ ٥/٦٢ ۲۵۰  

آگروباکتريوم تومفسيانس 

 )٥شماره ( ١بيووار 
۲/۳۱  ٥/٦٢ ۲/۳۱  ٥/٦٢ 

آگروباکتريوم تومفسيانس 

(LB4404) 
۲/۳۱  ٥/٦٢ ٥/٦٢ ۱۲۵  

  ۲۵۰ ١٢٥  ۲۵۰ ١٢٥ استافيلوکوکوس آرئوس

  ۱۳۴  ۶۷  ۲/۹۸ ۶/۴۴  متوسط ميانگين

  

هاي مختلف نانوذرات  نتايج بررسي اثر ضدميکروبي غلظت

سويه  ۵آن براي هر يک از  MBCو  MICکلسيم و تعيين  کربنات

 ATCCاستافيلوکوکوس آرئوس جداشده،  آگروباکتريوم تومفسيانس

با استفاده از  LB 4404آگروباکتريوم تومفسيانس و نيز سويه  6538

سازي در محيط سازي در محيط آگاردار و نيز روش رقتروش رقت

کلسيم نانوذرات کربنات MIC. نشان داده شده است ۲مايع در جدول 

و  )١شماره ( ١آگروباکتريوم تومفسيانس بيووار  هايبراي سويه

 و نيز براي سويه )٤شماره ( ١آگروباکتريوم تومفسيانس بيووار 

محيط مايع دوبرابر مقدار آن  در LB4404 تومفسيانسآگروباکتريوم 

کلسيم نانوذرات کربنات MBCبه همين ترتيب . در محيط جامد بود

همان  MBCها دوبرابر غلظت  در محيط مايع در مورد برخي از سويه

  .ماده در محيط جامد بود

ميکروگرم بر  ۲/۳۱-۲۵۰هاي  غلظتبه هر حال در هر دو روش، 

کلسيم نانو، اثرات ممانعت از رشد بر تمامي گرم کربناتميلي

هاي  در حالي که تمامي باکتري. هاي مورد آزمايش نشان داد باکتري

کلسيم هاي کشت جامد و مايع حاوي کربنات شده در محيطرشدداده

ه و خوبي رشد کردبه% ۱و % ۵/۰، %۱/۰هاي  معمولي با غلظت

به همين . متر ايجاد کردندميلي ۲-۳رنگ با قطر هاي سفيد کرم کلني

 ATCC 6538 استافيلوکوک آرئوسترتيب، در مورد سويه استاندارد 

درجه  ۳۷گذاري در ساعت گرمخانه ۲۴، بعد از )عنوان کنترلبه(

  .گونه رشدي مشاهده نشدگراد هيچسانتي

کلسيم در محيط داراي کربنات تومفسيانسآگروباکتريوم نحوه رشد  )١ نمودار

کلسيم و همچنين محيط کشت داراي کربنات )ليترميکروگرم بر ميلی ۲۵۰( نانو

 )کلسيممحيط عاري از کربنات(و محيط کنترل ) ليترگرم بر ميلیميلی ۵(معمولي 

  .مقايسه شده است

  

از  ليتر پسميکروگرم در ميلي ٢٥٠کلسيم با غلظت نانوذرات کربنات

. را متوقف نمود آگروباکتريوم تومفسيانسطور کامل، رشد ساعت به ١٦

 ٥روند رشد و تکثير ارگانيزم در محيط کنترل و نيز محيط حاوي 

گونه تاثيري بر ليتر کربنات کلسيم معمولي هيچگرم در هر ميليميلي

در حالي که جمعيت اوليه باکتري در محيط . رشد باکتري نداشت

کلسيم با ليتر نانوذرات کربناتميکروگرم در ميلي ٢٥٠حاوي غلظت 

ساعت به صفر رسيد  ١٦گذشت زمان رو به کاهش نهاده و بعد از 

  ).١ نمودار(

  

  بحث

هاي مختلف آگروباکتريوم، غلظت  منظور جداسازي و شناسايي گونهبه
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شد؛ زيرا براي  کلسيم در محيط کشت استفاده ميبالايي از کربنات

تا  ۵/۰ها مجبور به استفاده از غلظت  شناسايي و نگهداري اين باکتري

که از نظر کمي مقرون به صرفه  ]۲۲ ,۲۱[کربنات کلسيم بوديم % ۲

 -هاي کمي تواند در اشکال نانوذره، ويژگي تکنولوژي نانو مي. نيست

نين اين تکنولوژي شکل جديدي از کيفي مواد را تغيير دهد و همچ

نمايد که در غلظت نانوگرم، اثري متفاوت از غلظت  ماده را ايجاد مي

لذا در اين . ]۲۳[دهد  نشان مي) گرم(همان ماده در محدوده وزني 

شد که کاربرد کلسيم استفاده شد، زيرا تصور ميتحقيق از نانوکربنات

باکتريايي از نظر اقتصادي کلسيم در محيط کشت نانوذرات کربنات

طور تصادفي و با شگفتي مشاهده شد که به. باشد مقرون به صرفه

آگروباکتريوم تنها باعث تقويت رشد کلسيم نهاشکال نانوذرات کربنات

در حقيقت . کند شدت رشد آن را مهار ميشود، بلکه به نمي تومفسيانس

کلسيم آزمايشگاهي بر کلسيم نانو و کربناتدر اين پژوهش، اثر کربنات

مثبت شاخص منفي و يک باکتري گرمهاي گرم رشد گروهي از باکتري

کلسيم نانو در اين تحقيق نشان داد که کربنات نتايج. بررسي شد

هاي مورد  هاي بسيار کم داراي اثر ضدباکتريايي روي باکتري غلظت

 خوبي در محيط کشتها به آزمايش است، در صورتي که همان باکتري

عبارت ديگر برخلاف اثر به. کلسيم معمولي رشد نمودندحاوي کربنات

گونه اثر کلسيم معمولي هيچکلسيم نانو، کربناتضدباکتريايي کربنات

بدين ترتيب، پتانسيل ضدميکروبي . ضدباکتريايي از خود نشان نداد

ها بر آگروباکتريوم MBCو  MICگيري کلسيم نانو با اندازهکربنات

يافته قابل توجه در تحقيق . ن يک پاتوژن گياهي تعيين شدعنوابه

کلسيم در محيط حاضر، اين است که اثر ضدباکتريايي نانوذرات کربنات

 ۲چنانچه در جدول . جامد بيشتر از اثر اين ماده در محيط مايع است

در محيط مايع براي هم  MICنشان داده شده است، غلظت 

نسبت دوبرابر افزايش مثبت بهري گرممنفي و هم باکتهاي گرم باکتري

 MICدهنده آن است که علاوه نتايج حاصل، نشانبه. دهد نشان مي

اين MIC منفي کمتر ازهاي گرم کلسيم براي باکترينانوذرات کربنات

 MICکه چرا غلظت علت اين. مثبت استماده براي باکتري گرم

همين  MICنانوذرات کربنات کلسيم در محيط جامد نصف غلظت 

اما نکته جالب توجه اين . ماده در محيط مايع است، مشخص نيست

اند که نانوذرات فلزي در است که ساير محققان نيز نشان داده

دهند که علت آن  هاي جامد اثر ضدباکتريايي بهتري را نشان مي بستر

را ترکيب نانوذره با پليمرهاي موجود در محيط و تشکيل کمپوزيت 

  . ]۲۴[اند قلمداد نموده

هاي اخير در اشکال جامد از قبيل سراميک، با  علاوه بر اين، در سال

حاصل از ترکيبات ) فتوشيميايي(استفاده از اثرات تشعشعات نوري 

نانوذرات اکسيد تيتانيوم نيز اثرات ضدميکروبي مشابهي گزارش شده 

ي با اين حال در اين تحقيق، اثرات فتوشيميايي مورد بررس. ]۲۵[است 

اهميت موضوع، انجام تحقيقات بيشتر در دو  با توجه به. قرار نگرفت

کلسيم در شکل بسترهاي زمينه اثرات ضدميکروبي نانوذرات کربنات

  .شودجامد و نيز اثرات فتوشيميايي آن پيشنهاد مي

هاي اخير، اثر ضدباکتريايي نانوي مواد مختلف از قبيل هرچند در سال

يتانيوم در اشکال مختلف گزارش شده است نانوذرات نقره، مس و ت

، اما با توجه به بررسي در منابع موجود، تاکنون هيچ تحقيق ]۲۷ ,۲۶[

کلسيم گزارش مستندي مبني بر کاربرد ضدميکروبي نانوذرات کربنات

باره در ايران و جهان نشده است و اين تحقيق اولين گزارش در اين

کلسيم در مقايسه با نانوذرات ناتجا که تهيه نانوذرات کرباز آن. است

هاي اثرات  فلزي مقرون به صرفه است، مطالعه در زمينه کاربرد

ضدميکروبي اين ماده در صنايع غذايي، کشاورزي و پزشکي و 

  .هاي باکتريايي باشدگشايي براي کنترل آلودگيتواند راه بهداشتي مي

  

  گيرينتيجه

آن عليه  MICکمترين . کلسيم، اثر ضدميکروبي داردنانوذرات کربنات

 ۲/۳۱در محيط جامد،  آگروباکتريوم تومفسيانسمنفي هاي گرمباکتري

به همين ترتيب . ليتر استميکروگرم در ميلي ۵/۶۲آن  و بيشترين

MIC  دوبرابر  استافيلوکوکوس آرئوسآن عليهMIC  عليه

نانوذرات  MBCدر همه موارد، . منفي استهاي گرم باکتري

از نکات قابل توجه آن است که . است MICکلسيم نيز دوبرابر  کربنات

MIC کلسيم در محيط مايع دوبرابر نانوذرات کربناتMIC  آن در

کلسيم هاي مختلف کربنات در حالي که غلظت. محيط جامد است

تنها اثرات ضدباکتريايي ندارد، بلکه باعث تقويت رشد آنها معمولي نه

کلسيم هاي فوق، نانوذرات کربناتبا توجه به يافته. شودمی نيز 

عنوان کانديدي براي تهيه مواد ضدميکروبي مورد مصرف در  به

  .شودهاي مختلف پزشکي، صنايع غذايي و کشاورزي پيشنهاد مي زمينه

  
هاي استاد  نويسندگان از حمايت و پشتيباني: تشکر و قدرداني

محمد و همچنين از زحمات آقاي مهندس  مصطفي قانعيمحترم دکتر 

کلسيم در اين تحقيق که نسبت به تامين نانوذرات کربنات ايرانمنش

  .نماينداقدام نمودند، تشکر و قدرداني مي
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