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 مونوسایتوژنز لیستریاکاهش تحمل اسیدي اثر کیتوزان و نانوکیتوزان بر 

3زهرا کشاورز و 2بروجنی، مهدي پورمهدي*1مهدي زارعی

13/10/93: تاریخ پذیرش21/5/93:  تاریخ دریافت

خلاصه
هاي تجاري فراوانی که در صنایع به دلیل استفاده و آیددست میکه از داستیلاسیون کیتین به است پلیمر غیرسمیکیتوزان، یک 

لیستریا توانایی کیتوزان و نانوذرات کیتوزان در حساس کردن  ،در تحقیق حاضر. توجه زیادي را به خود جلب کرده است ،غذایی دارد
 pHبا  TSBطیدر مح لیستریا مونوسایتوژنزيهاسلول ،منظور نه ایب.ه استارزیابی قرار گرفتمورد  ،هاي پایینpHمونوسایتوژنز به 

درصد کیتوزان و نانوکیتوزان  2/0و  1/0، 05/0هاي صفر، با غلظت کیاست اسید و کیدریکلر دیاس يلهیوسشده به جادیا 5و 4برابر با
 2/0اما نانوکیتوزان در غلظت  ه؛نشان نداد 5برابر  pHاثر ضدمیکروبی مشخصی را در  ،کیتوزان. به مدت یک ساعت مواجه گردید

 4به  pHاثر ضدمیکروبی کیتوزان و نانوکیتوزان با کاهش . ه استتر کردحساس pHرا به این  لیستریا مونوسایتوژنزهاي درصد سلول
داري کاهش معنی درصد 2/0و  1/0هاي درصد و نانوکیتوزان در غلظت2/0، کیتوزان در غلظت pHاي که در این گونهبه ه؛افزایش یافت

چنین هم. )>05/0p(ند اهباعث شداین دو ترکیب تر هاي پایینغلظتو  باکتري در مقایسه با گروه کنترل يهاي زندهرا در تعداد سلول
تر از داري بیشطور معنیبه ،که تأثیر نانوکیتوزان بر کاهش تحمل اسیدي باکتري در حضور هر دو اسید استفاده شده هنتایج نشان داد

ضدمیکروبی خود را با اختلال در  آثار،که کیتوزان و نانوکیتوزان هآمیزي فلورسانس نشان دادنتایج رنگ. )>05/0p(باشد کیتوزان می
 هايدر غلظت تري را در مقایسه با کیتوزانتأثیر بیش ،کنند و در این مورد نیز نانوکیتوزانایجاد می ،سلولی باکتري غشايعملکرد 

). >05/0p(ه استداشتمشابه

اسیديتحمل  ،کیتوزان، نانوکیتوزانیتوژنز، الیستریا مونوس: کلمات کلیدي

مقدمه
دومین  ،کیتین. استیله کیتین استمشتق د ،کیتوزان.

ساکارید فراوان موجود در طبیعت بعد از سلولز پلی
این پلیمر زیستی توسط تعداد زیادي ارگانیسم  .باشدمی

شود و به وفور در اسکلت خارجی سنتز می ،زنده
ي پوستانی چون خرچنگ و میگو، حشرات، دیوارهسخت

 ،بنابراین؛شودها یافت میها و مخمرسلولی قارچ
چنین میسر و هم ،دسترسی به کیتین و کیتوزان به فراوانی

دارا بودن یلبه دلکیتوزان . مقرون به صرفه است
 یت، فعالیکروبیضدمهایی مانند فعالیت ویژگی

ییتوانا ی وضدقارچآثاربودن،  یسمیرغ یدانی،اکسیآنت
و  یخوراک یافزودن یکعنوان ه ب ،یلمفیل بیوتشک

ي دامپزشکی، دانشگاه شهید                  دانشیار گروه بهداشت و کنترل مواد غذایی، دانشکده*1
ي دامپزشکی، دانشگاه شهید چمران دانشکدهدانشیار گروه بهداشت و کنترل مواد غذایی، 2
اهواز ، دانشگاه شهید چمراندامپزشکی يدانشکدهاي،دکتراي حرفه يآموختهدانش3

مورد توجه بسیاري از ،ییغذا ياهمحصول يدارندهنگه
و مطالعات بسیاري در این زمینه انجام  هن قرار گرفتامحقق

Duan(و کاربردهاي وسیعی براي آن تعریف شده است 

et al. 2010, Fan et al. 2009, Giatrakou and 
Savvaidis 2012, Lopez-Caballero et al. 2005, Ojagh

et al. 2010 .(
گرم مثبت و از  يباکتر کی،توژنزایمونوس ایستریل    

از  یعیوس فیباشد که از طیم ییمهم غذا يهاپاتوژن
 ییمواد غذا ،یلبن ياهو محصول ریش رینظ ،ییمواد غذا

 يجداساز ،ییایدر ییاز مواد غذا یو انواع مختلف یگوشت
Maktabi(شده است et al. 2013, Zarei et al. 2012, 

Zarei et al. 2013.(در  يباکتر نیا رشدییتوانا

:E-mailچمران اهواز zarei@scu.ac.ir)ي مسئولنویسنده(
اهواز
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نمک و  يغلظت بالا ،یخشک طیشرا ن،ییپا يدماها
به  يادیاست که توجه ز دهیباعث گرد ،يدیاس طیشرا

Aygun(معطوف گردد  ییدر مواد غذا يباکتر نیکنترل ا

and Pehlivanlar متداول  يهااز جمله روش). 2006
 يدیاس ،ییغذا يهاپاتوژناز  ياریکنترل رشد بس براي

باشد که یم یآل يدهایاسي لهیوسه ب ییکردن مواد غذا
در مواد  ریتخم ندیآفر يجهیدر نت اییآل يدهایاس نیا

افزوده  ییبه مواد غذا کهنیا ایشوند و یم جادیا ییغذا
Cataldo(ند گردیم et al. 2007.(يدیاس تحمل 

 ،يدیاس طیمختلف نسبت به شرا ییغذا يهاپاتوژن
 اریبس ،يدیاس طینسبت به شرا یبعض . متفاوت است

طور ه اما ب ؛برخوردارند ییبالا تحملاز  یحساسند و بعض
نسبت به  يبالاتر یکروبیاثر ضدم ،یآل يدهایاس یکل
Jay(دارند یمعدن يدهایاس et al. 2005( . مطالعات

از  توژنزایمونوس ایستریلنشان داده است که  ،مختلف
و قادر به رشد و  استبرخوردار  ییبالا يدیاس تحمل
 نیا زانیاگر چه م ؛باشدیم يدیاس طیدر شرا یمانزنده

دارد  یبستگ زیکار رفته نه ب دیبه نوع اس يدیتحمل اس
)Gandhi and Chikindas 2007, Ryser and Marth

نشان داده  ،نامحقق سایربررسی در  یاز طرف). 2007
 حساسباعث  اهبیاز ترک یکه استفاده از بعض نداشده

با توجه به . گرددیم يدیاس طیبه شرا هايشدن باکتر
و  دیاس کیتوأم از  يتوان با استفادهیم مورد ذکر شده،

 يباکتر يدیاس تحملخاص که باعث کاهش  یبیترک
 سهیرا در مقا يبه مراتب بهتر یکروبیضد م آثار،گرددیم

،به عنوان مثال. دست آورده ب ییبه تنها دیبا استفاده از اس
Barker  وPark  نشان دادند که اتانول و  2001در سال
EDTA  به توژنزایمونوس ایستریلباعث حساس شدن

مختلف  يدهایشده توسط اس جادیا يدیاس طیشرا
بیان کردند  2011نیز در سال  و همکاران Pan. گردندیم

سلولی لاکتیک  يکه کیتوزان با اختلال در عملکرد غشا
.شودمیها ها باعث افزایش میزان مرگ آناسید باکتري

و  توزانیک ریتأث یحاضر با هدف بررس قیتحق ،نیبنابرا
 توژنزیامونوس ایستریليدیاسکاهش تحمل بر  توزانینانوک

.است هگردیدانجام 

مواد و روش کار
میگو ياز پوسته کیتوزان يتهیه

کیتوزان، در ابتدا اقدام به استخراج  يبه منظور تهیه
هاي بدین منظور ابتدا پوسته. ي میگو گردیدکیتین از پوسته
 50آوري شده با آب شسته و در آون با دماي میگوي جمع

. خشک و سپس در هاون خرد شدند ،گرادسانتی يدرجه
از اسید  ،زدایی و حذف مواد معدنیسپس به منظور کانی

و به منظور حذف پروتئین از نرمال  25/0کلریدریک 
در  .گردیدها از محلول سود یک نرمال استفاده پوسته
شو با آب و رساندن و  پس از چندین مرحله شست ،نهایت

pH بري و بهبود کیتین به حالت خنثی به منظور رنگ
 ،دقیقه 30به مدت  درصد96کیفیت رنگ آن، از اتانول 

کیتین تهیه شده پس از خشک شدن در . استفاده گردید
محلول غلیظ سود  يتبدیل به کیتوزان به وسیلهبرايآون، 

 15بدین منظور هر گرم از کیتین با . داستیله گردید
مخلوط گردید و به  ،درصد 50محلول سود لیتر میلی

گراد سانتی يدرجه 70ساعت در آون با دماي  20مدت 
مخلوط حاصل از  ،پس از این مدت. قرار داده شد

ي تنظیف عبور داده شد و ابتدا با مقدار زیادي آب پارچه
شو گردید وشست ،بار با آب مقطرمعمولی و سپس یک

زان حاصل در آون خشک کیتو. خنثی ایجاد گردد pHتا 
Abdou(آسیاب پودر گردید  يوسیلهو سپس به et al. 

2008,Rodde et al. 2008, Sagheer et al. 2009.(

استیلاسیون و وزن مولکولی کیتوزانتعیین درصد د
استیلاسیون کیتوزان به دست آمده تعیین درصد د براي

،در این روش .از روش آنالیز عنصري استفاده گردید
 يوسیلهبه ،میزان عناصر کربن و نیتروژن کیتوزان تهیه شده

گیري و سپس با استفاده از اندازه ،دستگاه آنالیز عناصر
و سپس با  زیر، درصد استیلاسیون محاسبه يمعادله
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گردید  درصد داستیلاسیون محاسبه 100کسر از عدد 
)Xu et al. 1996 .(

DA % = [(C/N – 5.14) / 1.72] 100
تعیین وزن مولکولی کیتوزان تهیه شده از ارتباط  براي

بر این  .دشبین ویسکوزیته ذاتی و وزن مولکولی استفاده 
میزان ویسکوزیته محلول یک درصد کیتوزان در  ،اساس

 02/0مولار استیک اسید و  02/0(مولار بافر استات  02/0
دستگاه مولار نمک طعام با  1/0و ) مولار سدیم استات

-Markيتعیین گردید و سپس بر اساس معادلهویسکومتر

Houwink-Sakurada  میزان وزن مولکولی کیتوزان
میزان ویسکوزیته ذاتی بر  در این معادله . شدمحاسبه 

اعداد ثابت و به ترتیب برابر با  αو  Kپویز، حسب سنتی
وزن مولکولی کیتوزان بر   Mو  93/0و  81/1×3-10

Kasaai(باشدحسب دالتون می et al. 2000.(
[] = KM

ذرات يتبدیل کیتوزان به نانوکیتوزان و تعیین اندازه
تبدیل کیتوزان به نانوکیتوزان به روش ژلاسیون 

لیتر محلول میلی 4بدین منظور . یونوتروپیک انجام گردید
لیتر محلول میلی 100درصد به فسفات دو پلیتري سدیم

زن مغناطیسی در حال هم زدن بود، روي هم کهکیتوزان 
. افزوده شد و عمل هم زدن به مدت دو ساعت ادامه یافت

دقیقه  10محلول نانوکیتوزان به مدت  ،پس از این مدت
محلول ،در دستگاه سونیکاتور قرار گرفت و در نهایت

نانو ذرات کیتوزان خشک و  ،نانوکیتوزان حاصل در آون
Du(آوري گردیدجمع et al. 2008.(  به منظور تعیین
از دستگاه آنالیز  ،نانوذرات کیتوزان تهیه شده ياندازه
.  ذرات استفاده گردید ياندازه

میکروارگانیسم
که به ) ATCC 7644(لیستریا مونوسایتوژنزباکتري 

-20صورت کشت ذخیره حاوي گلیسرول در دماي 
سازي به فعال برايشد،  داري میگراد نگه سانتی يدرجه

ساعت در انکوباتور با  20منتقل و به مدت  TSBمحیط 
.داري شدنگه ،گرادسانتی يدرجه 35دماي 

ي تلقیح آماده کردن مایه
میکرولیتر از محیط کشت حاوي  100میزان 

تلقیح  TSBلیتر محیطمیلی 5میکروارگانیسم فعال شده به 
 24انکوبه شد و بعد از گذشت  C ˚35شد و در دماي

سازي متوالی و کشت سطحی روي ساعت، اقدام به رقیق
 C ˚35ها در دمايپلیت. محیط کشت آگار مغذي گردید

انکوبه شدند و سپس تعداد  ،ساعت 36-48به مدت 
شمارش و  ،لیتر محیط کشتهاي زنده در هر میلیباکتري

انجام  ،این آزمایش در سه تکرارپس س. محاسبه گردید
ت ساع 24تعداد باکتري پس از  ،با این عمل. شد

 هايآزمایش دادن انجام در ضمن براي.مشخص گردید
مناسب تلقیح  دوزساعته،  24بعدي با رقیق سازي کشت 

)CFU/mL106 (تهیه شد.

اسیدي   تحملبررسی تأثیر کیتوزان و نانوکیتوزان بر 
مونوسایتوژنز لیستریا

ابتدا از محلول دو درصد کیتوزان و  ،بدین منظور
وجودنانوکیتوزان در اسید استیک یک درصد که عدم 

ها با کشت روي محیط آگار مغذي مشخص باکتري در آن
هاي غلظت يتهیه برايبه میزان مناسب  ،گردیده بود

 TSBدرصد به محیط کشت  2/0و  1/0، 05/0صفر، 
پس از استریل شدن در  TSBمحیط .افزوده شد ،استریل

 اسید و) مولار 5(اسید کلریدریک اتوکلاو، با استفاده از 
استریل  ،فیلتر سرنگی يوسیلهکه به) مولار 4/17(استیک 

حجم  ،بدین منظور. گردید pHتنظیم  ،شده بودند
مشخصی از هر کدام از اسیدهاي استریل شده به محیط 

TSBو  شد افزودهpH در ) 5و  4(مورد نظر هاي
 باکتري ،در ادامه.ایجاد گردیده، آمادي هاي ذخیرهمحیط

CFU/mL106تلقیح حدود  دوزبا  لیستریا مونوسایتوژنز

هاي مختلف حاوي غلظت TSBمحیط لیتر  میلی 10به 
 يوسیلهکه به 5یا  4برابر با  pHبا کیتوزان یا نانوکیتوزان 
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یا اسید استیک ایجاد شده بود، تلقیح  و اسید کلریدریک
ي  قبل از تلقیح به منظور تعیین تعداد اولیه. گردید
سازي  ي تلقیح پس از رقیق هاي تلقیح شده، مایه باکتري

هاي  محیط. کشت گردید ،متوالی روي محیط آگار مغذي
TSB  تلقیح شده به مدت یک ساعت در انکوباتور با دماي

قرار داده شد و سپس به منظور  ،گرادسانتی يدرجه 35
هاي موجود در نمونه مجدداً به رقیق  تعیین تعداد باکتري

؛ گردید اقدام، آگار مغذيمحیط  درسازي متوالی و کشت 
.شدندتکرار بار حداقل سه  هاي آزمایش ههمالبته

 يبررسی اثر کیتوزان و نانوکیتوزان بر نفوذپذیري غشا
سلولی در باکتري

محیط کشت  ،گونه که در قسمت قبل ذکر گردیدهمان
TSB 2/0و  1/0، 05/0هاي صفر، استریل حاوي غلظت 

 اسید يوسیلهدرصد از کیتوزان و نانوکیتوزان که به
رسانیده شده بودند،  pH=4کلریدریک به اسید استیک و 

باکتري که در  يساعته 24سپس از کشت  .تهیه گردید
 900میکرولیتر به  100فاز سکون رشد قرار داشت، مقدار 

. اضافه گردید ،هاي ذکر شدهمحیطاز میکرولیتر هر یک 
 يدرجه 35ها به مدت یک ساعت در دماي این محیط

اتیدیوم بروماید با  ،در ادامه. قرار داده شدند ،گرادسانتی
زوده شد و به ها افمیکرومول بر لیتر به آن 100غلظت 
گراد قرار سانتی يدرجه 35دقیقه در دماي  10مدت 
دور در دقیقه  14000سپس سانتریفیوژ در دور  . گرفتند

دقیقه انجام شد و رسوب باکتري حاصل به 5به مدت 
این . شو گردیدو  سرم فیزیولوژي استریل شست يوسیله
و  تا اضافی اتیدیوم بروماید شسته شدسه بار تکرار  ،عمل

رسوب باکتري در حجم یک  ،حذف گردد و در نهایت
به . شدورسازي لیتر سرم فیزیولوژي استریل غوطهمیلی

گیري میزان نور فلورسانس ساطع شده از هر منظور اندازه
میکرولیتر از هر نمونه در  200ها، مقدار یک از نمونه

ریخته شد و میزان نور  ،میکروپلیت استریل تخت
 493فلورسانس ساطع شده در طول موج تحریکی 

گیري اندازه ،نانومتر 637نانومتر و طول موج ساطعی 

صورت پذیرفت  ،در سه تکرار هامایشاین آز؛گردید
)Barker and Park 2001, Robinson et al. 1997(.

آنالیز آماري
و آزمون آماري SPSSافزار نتایج با استفاده از نرم

One-Way ANOVAوIndependent Samples T-Test

.تمورد تجزیه و تحلیل قرار گرف

نتایج
 ياز پوستهخصوصیات کیتوزان و نانوکیتوزان تهیه شده 

میگو
به روش آنالیز  ،استیلاسیون کیتوزان تهیه شدهدرصد د

میزان کربن و  ،در این روش. گیري گردیدعنصري اندازه
 83/6و  11/45کیتوزان به ترتیب  ينیتروژن در نمونه

 يدرصد بود که با جایگزین کردن این مقادیر در معادله
 1/85استیلاسیون کیتوزان تهیه شده، مربوط، درصد د

تعیین وزن  برايچنین هم. درصد مشخص گردید
مولکولی کیتوزان، از ارتباط بین ویسکوزیته ذاتی محلول 

که با توجه به این .دشاستفاده  ،کیتوزان و وزن مولکولی
میزان ویسکوزیته محلول یک درصد کیتوزان در اسید 

پویز بود، بر سنتی 81/578برابر با  ،استیک یک درصد
 ،، وزن مولکولی کیتوزان تهیه شدهمذکورياساس معادله

تبدیل کیتوزان به . کیلودالتون مشخص گردید 830حدود 
 يوسیلهنانوکیتوزان به روش ژلاسیون یونوتروپیک و به

آنالیز . فسفات سدیم انجام پذیرفتپلیمحلول تري
با ي نانو اندازه در تبدیل کیتوزان به ذراتی، ذرات ياندازه

.نانومتر را نشان داد 6/108میانگین 

 لیستریا مانیزندهتأثیر کیتوزان و نانوکیتوزان بر 
در شرایط اسیدي مونوسایتوژنز

هاي مختلف کیتوزان و تأثیر غلظت ،در این مطالعه
در محیط  لیستریا مونوسایتوژنز مانیزندهنانوکیتوزان بر 

 ایجاد شده توسط اسید 5و  4هاي pHبا  TSBکشت 
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 ،کلریدریک در مدت زمان یک ساعتاسید استیک و 
 1گونه که در جدول همان. مورد بررسی قرار گرفت

ایجاد شده  5برابر  pHبا  TSBشود، در محیط شاهده میم
 4داري بین توسط اسید استیک، تفاوت آماري معنی

؛)<05/0p(غلظت مورد آزمایش کیتوزان مشاهده نگردید 
درصد  2/0توان گفت که کیتوزان تا غلظت بنابراین می
این در حالی . اسیدي این باکتري ندارد تحملتأثیري بر 

درصد  2/0همین شرایط محیطی، غلظت است که در 
هاي داري در تعداد سلولنانوکیتوزان باعث کاهش معنی

وه هاي کمتر و گرباکتري در مقایسه با غلظت يزنده
 يدر مقایسه). >05/0p(گردید ) غلظت صفر(کنترل 

توان گفت که در حضور کیتوزان و نانوکیتوزان نیز می
هاي ه تعداد سلولدرصد، اگر چ 1/0و  05/0هاي غلظت

تر از تیمار کیتوزان بود، اما کم ،زنده در تیمار نانوکیتوزان
 ولی؛)<05/0p(دار نبود معنی ،این تفاوت از لحاظ آماري

هاي زنده در درصد تعداد سلول 2/0در حضور غلظت 
تر از تیمار کم ،داريطور معنیه تیمار نانوکیتوزان ب

با  TSBدر مورد محیط چنین هم).>05/0p(کیتوزان بود 
pH  ایجاد شده توسط اسید کلریدریک نیز نتایج  5برابر

). 2جدول (دست آمد مشابهی به
ایجاد شده توسط اسید  4برابر   pHبا  TSBدر محیط 

استفاده  هنگامهاي زنده تعداد باکتري) 3جدول (استیک 
تر از داري کمطور معنیه درصد کیتوزان، ب 2/0از غلظت 

این در ). >05/0p(هاي مورد آزمایش بود ر غلظتسای
ي علاوه بر مشاهده ،استفاده از نانوکیتوزان باحالی است که 

هاي زنده در حضور دار در تعداد باکتريکاهش معنی
هاي درصد در مقایسه با تیمار کنترل و غلظت 2/0غلظت 

درصد نیز  1/0درصد، در حضور غلظت  1/0و  05/0
هاي زنده در مقایسه با در تعداد باکتري داريکاهش معنی

). >05/0p(درصد مشاهده شد  05/0تیمار کنترل و غلظت

نتایج نشان داد که  ،کیتوزان و نانوکیتوزان يدر مقایسه
درصد اثر ضد  2/0و  1/0هاي نانوکیتوزان در غلظت

 ؛دارد لیستریا مونوسایتوژنزبر رويتري را میکروبی بیش
و  1/0هاي هاي زنده در تیماراد سلولطوري که تعده ب

تر از کم ،داريطور معنیه درصد نانوکیتوزان ب 2/0
).>05/0p(تیمارهاي مشابه حاوي کیتوزان بود 

ایجاد شده توسط اسید 4برابر pHبا  TSBدر محیط 
 هنگامهاي زنده نیز تعداد باکتري) 4جدول (کلریدریک 

 ،داريطور معنیه درصد کیتوزان ب 2/0استفاده از غلظت 
اما ؛)>05/0p(هاي مورد آزمایش بود تر از سایر غلظتکم
هاي زنده در استفاده از نانوکیتوزان تعداد سلولبا 

تر از کم ،داريطور معنیه درصد ب 2/0و  1/0تیمارهاي 
يدر مقایسه). >05/0p(درصد بود  05/0مار کنترل و تی

کیتوزان و نانوکیتوزان نیز مشاهده گردید که تعداد 
درصد  2/0و  1/0هاي هاي زنده در حضور غلظتسلول

هاي مشابه تر از غلظتکم ،داريطور معنیه نانوکیتوزان ب
).>05/0p(کیتوزان بود 

 يبررسی اثر کیتوزان و نانوکیتوزان بر نفوذپذیري غشا
سلولی در باکتري

هاي اتیدیوم بروماید توسط سلولمیزان جذب رنگ 
به خوبی تأثیر کیتوزان و نانوکیتوزان  ،دچار آسیب غشایی

سلولی باکتري را نشان  يبر افزایش نفوذپذیري غشا
طوري که تغییر در میزان نور فلورسانس ساطع به ؛دهدمی

کاملاً منطبق بر نتایج  ،فشده در تیمارهاي مختل
باکتري پس  يهاي زندهشمارش تعداد سلول هايآزمایش

هاي مختلف کیتوزان و نانوکیتوزان از مواجهه با غلظت
.)6و  5جداول (بود 
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ایجاد شده توسط اسید استیک =5pHبا  TSBدر محیط  مونوسایتوژنز لیستریا نانوکیتوزان برتأثیر کیتوزان و:  1جدول 
 =5pHبا  TSBمحیط 

ایجاد شده توسط اسید 
استیک، حاوي

)درصد(غلظت 

05/01/02/0صفر
a, A24/0±02/5a, A25/0±1/5a, A22/0±77/4a, A13/0±9/4کیتوزان

a, A24/0±02/5a, A 33/0±94/4a, A4/0±7/4b, B18/0±26/4نانوکیتوزان
پس از یک ساعت  ،لیترکلنی در میلی يانحراف معیار تعداد باکتري زنده بر مبناي لگاریتم واحد تشکیل دهنده ±اعداد ارائه شده میانگین    -

. بوده است05/6±16/0تعداد باکتري اولیه . باشدمربوط به سه تکرار مجزا می ،گرادسانتی يدرجه 35انکوباسیون در دماي 
.باشندمی) >05/0p(دار ي تفاوت معنیدارا ،یسی بزرگ غیر مشابه دارنداعداد ارائه شده در هر ردیف که حروف انگل  -
.باشندمی) >05/0p(دار داراي تفاوت معنی ،اعداد ارائه شده در هر ستون که حروف انگلیسی کوچک غیر مشابه دارند  -

ایجاد شده توسط اسید کلریدریک =5pHبا  TSBدر محیط  مونوسایتوژنز لیستریا تأثیر کیتوزان و نانوکیتوزان بر :2جدول
 =5pHبا  TSBمحیط 

ایجاد شده توسط اسید 
، حاويکلریدریک

)درصد(غلظت 

05/01/02/0صفر
a, A22/0±06/5a, A2/0±17/5a, A24/0±93/4a, A1/0±03/5کیتوزان

a, A22/0±06/5a, A19/0±05/5a, A17/0±94/4b, B19/0±41/4نانوکیتوزان
پس از یک ساعت انکوباسیون  ،لیترکلنی در میلی يانحراف معیار تعداد باکتري زنده بر مبناي لگاریتم واحد تشکیل دهنده ±اعداد ارائه شده میانگین   -

. بوده است91/5±18/0تعداد باکتري اولیه . باشدمربوط به سه تکرار مجزا می ،گرادسانتی يدرجه 35در دماي 
.باشندمی) >05/0p(دار داراي تفاوت معنی ،اعداد ارائه شده در هر ردیف که حروف انگلیسی بزرگ غیر مشابه دارند  -
.باشندمی) >05/0p(دار داراي تفاوت معنی ،اعداد ارائه شده در هر ستون که حروف انگلیسی کوچک غیر مشابه دارند  -

ایجاد شده توسط اسید استیک =4pHبا  TSBدر محیط  مونوسایتوژنز لیستریا تأثیر کیتوزان و نانوکیتوزان بر: 3جدول 
 =4pHبا  TSBمحیط 

ایجاد شده توسط اسید 
استیک، حاوي

)درصد(غلظت 

05/01/02/0صفر
a, A21/0±75/3a, A21/0±88/3a, A35/0±68/32/0±12/3a, Bکیتوزان

a, A21/0±75/3a, A42/0±67/3b, B09/0±07/312/0±57/2b, Cنانوکیتوزان

پس از یک ساعت  ،لیترکلنی در میلی يانحراف معیار تعداد باکتري زنده بر مبناي لگاریتم واحد تشکیل دهنده ±اعداد ارائه شده میانگین    -
. بوده است23/6±27/0تعداد باکتري اولیه . باشدمربوط به سه تکرار مجزا می ،گرادسانتی يدرجه 35انکوباسیون در دماي 

.باشندمی) >05/0p(دار داراي تفاوت معنی ،اعداد ارائه شده در هر ردیف که حروف انگلیسی بزرگ غیر مشابه دارند  -
.باشندمی) >05/0p(دار داراي تفاوت معنی ،اعداد ارائه شده در هر ستون که حروف انگلیسی کوچک غیر مشابه دارند  -
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ایجاد شده توسط اسید کلریدریک =4pHبا  TSBدر محیط  مونوسایتوژنز لیستریا تأثیر کیتوزان و نانوکیتوزان بر :4جدول 
  =4pHبا  TSBمحیط 

ایجاد شده توسط اسید 
کلریدریک، حاوي

)درصد(غلظت 

05/01/02/0صفر
a, A15/0±09/4a, A27/0±05/4a, A3/0±97/3a, B1/0±55/3کیتوزان

a, A15/0±09/4a, A43/0±11/4b, B3/0±21/3b, B17/0±02/3نانوکیتوزان
پس از یک ساعت انکوباسیون  ،لیترکلنی در میلی يانحراف معیار تعداد باکتري زنده بر مبناي لگاریتم واحد تشکیل دهنده ±اعداد ارائه شده میانگین   -

. بوده است05/6±16/0تعداد باکتري اولیه . باشدمربوط به سه تکرار مجزا می ،گرادسانتی يدرجه 35در دماي 
.باشندمی) >05/0p(دار داراي تفاوت معنی ،اعداد ارائه شده در هر ردیف که حروف انگلیسی بزرگ غیر مشابه دارند  -
.باشندمی) >05/0p(دار داراي تفاوت معنی ،نداعداد ارائه شده در هر ستون که حروف انگلیسی کوچک غیر مشابه دار  -

4با  TSBمواجه شده با اتیدیوم بروماید در محیط  مونوسایتوژنز لیستریاهاي میزان نور فلورسانس ساطع شده از سلول: 5جدول 
pH= ایجاد شده توسط اسید استیک

 =4pHبا  TSBمحیط 
ایجاد شده توسط اسید 

استیک، حاوي

)واحد نسبی(فلورسانس ساطع شده میزان نور 

05/01/02/0صفر
a, A3/4±7/7a, A1/2±4/5a, A5/3±9/82/6±7/26a, Bکیتوزان

a, A6/2±5/4a, A7/4±4/9b, B1/5±1/246/5±3/41b, Cنانوکیتوزان

. باشدانحراف معیار سه تکرار مجزا می ±اعداد ارائه شده میانگین   -
.باشندمی) >05/0p(دار داراي تفاوت معنی ،اعداد ارائه شده در هر ردیف که حروف انگلیسی بزرگ غیر مشابه دارند  -
.باشندمی) >05/0p(دار داراي تفاوت معنی ،اعداد ارائه شده در هر ستون که حروف انگلیسی کوچک غیر مشابه دارند  -

4با  TSBمواجه شده با اتیدیوم بروماید در محیط  مونوسایتوژنز لیستریاهاي ولمیزان نور فلورسانس ساطع شده از سل :6جدول 
pH= ایجاد شده توسط اسید کلریدریک

  =4pHبا  TSBمحیط 
ایجاد شده توسط اسید 

، حاويکلریدریک

)واحد نسبی(میزان نور فلورسانس ساطع شده 

05/01/02/0صفر
a, A5/2±9/4a, A7/2±3/6a, A6/4±9/9a, B4/4±1/23کیتوزان

a, A1/3±2/5a, A3/4±1/7b, B8/7±3/26b, B9/10±7/34نانوکیتوزان
. باشدانحراف معیار سه تکرار مجزا می ±اعداد ارائه شده میانگین   -
.باشندمی) >05/0p(دار داراي تفاوت معنی ،اعداد ارائه شده در هر ردیف که حروف انگلیسی بزرگ غیر مشابه دارند  -
.باشندمی) >05/0p(دار داراي تفاوت معنی ،اعداد ارائه شده در هر ستون که حروف انگلیسی کوچک غیر مشابه دارند  -
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بحث
 این تحقیق با هدف ارزیابی امکان افزایش حساسیت

کیتوزان  يبه شرایط اسیدي به وسیله لیستریا مونوسایتوژنز
انجام  ،این دو ترکیب يچنین مقایسهو نانوکیتوزان و هم

تاکنون تنها در  ،بر اساس اطلاعات در دسترس. گردید
اثر ضدمیکروبی  2004در سال و همکاران  Qiيمطالعه

ن ااین محقق .نانوکیتوزان مورد ارزیابی قرار گرفته است
اشریشیا هاي باکتري برکیتوزان را اثر ضدمیکروبی نانو

 وموریوم کلاي، سالمونلا کلراسویس، سالمونلا تایفی
مورد ارزیابی قرار دادند و  استافیلوکوکوس اورئوس

ها را این باکتري برضدي نانوکیتوزان حداقل غلظت کشنده
در تحقیق حاضر . لیتر بیان نمودندوگرم در میلییک میکر

لیستریا  بر رويمیکروبی نانوکیتوزان براي اولین بار اثر ضد
و با اثر  همورد ارزیابی قرار گرفت مونوسایتوژنز

.  ه استضدمیکروبی کیتوزان مقایسه گردید
 pHنشان داد که کیتوزان در  ،حاضر ينتایج مطالعه

ایجاد شده توسط اسید استیک یا اسید  5برابر با 
درصد اثر ضدمیکروبی  2/0کلریدریک، تا غلظت 

که نه تنها طوريبه ؛این باکتري نداشت برمشخصی را 
هاي ي باکتري در حضور غلظتهاي زندهتعداد سلول
 ،داري را نشان ندادکاهش معنی ،ي کیتوزانمورد استفاده

ذکر یدیوم بروماید نیز در شرایط بلکه میزان جذب رنگ ات
در و همکاران  Tao. داري را نشان ندادتغییر معنیشده، 
بر ي کیتوزان را نیز حداقل غلظت مهارکننده 2011سال 
اشریشیا درصد،  038/0استافیلوکوکوس اورئوسروي
لیستریا مونوسایتوزنز،درصد و علیه  075/0کلاي

سودوموناس و  وسسالمونلا انتریتیدیس، باسیلوس سرئ
و  Benhabiles. درصد گزارش کردند 3/0آئروژینوزا، 

 يحداقل غلظت مهار کننده 2012در سال همکاران 
سودوموناس آئروژینوزا و باکتري علیهرا کیتوزان

درصد  1/0و  5/0به ترتیب  سالمونلا تایفی موریوم
برابر  pHنانوکیتوزان در  ،تحقیق حاضردر . گزارش کردند

ایجاد شده توسط اسید استیک یا اسید کلریدریک، در  5با 

داري را بر افزایش تأثیر معنی ،درصد 2/0غلظت 
که طوريبه ؛حساسیت باکتري به شرایط اسیدي نشان داد

شمارش شده در حضور غلظت  يهاي زندهتعداد سلول
تر از سایر کم ،داريطور معنیدرصد نانوکیتوزان به 2/0

هاي مورد آزمایش بود و میزان رنگ اتیدیوم غلظت
 ،داريطور معنیبروماید جذب شده در این شرایط نیز به

و  Qiبر اساس نظر . ها بودتر از سایر غلظتبیش
تر نانوذرات ، اثر ضدمیکروبی بیش2004در سال همکاران 

مربوط است به کاهش اندازه و افزایش میزان  ،کیتوزان
هاي باکتري سطح آن که باعث افزایش تمایل آن به سلول

، اثر ضدمیکروبی کیتوزان و 4به  pHبا کاهش . شودمی
 4برابر  pHطوري که در به ؛نانوکیتوزان افزایش یافت

ایجاد شده توسط اسید استیک و اسید کلریدریک، کیتوزان 
و  1/0هاي صد و نانوکیتوزان در غلظتدر 2/0در غلظت 

داري را بر افزایش حساسیت باکتري درصد تأثیر معنی 2/0
 يهاي زندهبه شرایط اسیدي و کاهش تعداد سلول

در سال و همکاران  No. آن داشتند يشمارش شده
2002 ،Lim  وHudson و  2004در سالKong  و

زارش مشابهی را گ نتایج نیز 2010در سال همکاران 
این افزایش تأثیر به دلیل افزایش چگالی بار مثبت  .کردند

Kong(باشد تر میهاي پایینpHسطحی کیتوزان در  et al. 

2010, Lim and Hudson در این مطالعه با  ).2004
تأثیر کیتوزان و  ،استفاده از رنگ اتیدیوم بروماید

سلولی باکتري به  ينانوکیتوزان بر افزایش نفوذپذیري غشا
سلولی  ياختلال در عملکرد غشا. نشان داده شد ،خوبی

باعث افزایش میزان جذب رنگ اتیدیوم بروماید  ،باکتري
به طوري که با کاهش تعداد  ؛ها گردیدتوسط سلول

هاي شمارش شده در حضور غلظت يهاي زندهسلول
نانوکیتوزان، میزان  به ویژهدرصد کیتوزان و  2/0و  1/0

داري را نور فلورسانس ساطع شده از باکتري افزایش معنی
بیان کردند که  2011در سال و همکاران  Pan. نشان داد

درصد با اختلال در عملکرد  05/0کیتوزان در غلظت 
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ها باعث افزایش سلولی لاکتیک اسید باکتري يغشا
افزایش میزان مرگ  ،سلولی و در نتیجه ينفوذپذیري غشا

داخل سلولی  pHگیري میزان ها با اندازهآن.ها گردیدآن
 ،اکتري با کیتوزانپس از مواجهه برا pHباکتري، کاهش 

با کمک  مذکور، ناچنین محققهم. نشان دادند
 يافزایش نفوذپذیري غشا ،میکروسکوپ فلورسنت

کریدین هاي آبه رنگ را هاسلولی لاکتیک اسید باکتري
در و همکاران  Tao. نشان دادند اورنج و یدید پروپیدیوم،

ها آن .نیز نتایج مشابهی را گزارش کردند 2011سال 
سودوموناس  هاينشان دادند که متعاقب مواجهه باکتري

ن، به دلیل با کیتوزا استافیلوکوکوس آرئوس و آئروژینوزا
ی، میزان رسانایی الکتریکی افزایش نفوذپذیري غشای

چنین میزان هم. یابدیمافزایش  ،سوسپانسیون باکتري
نیز فسفات دهیدروژناز-6-آنزیم فسفاتاز قلیایی و گلوکز

 پژوهشگراناین  .داضافه شدر سوسپانسیون باکتري 
تري بر تأثیر بیش ،چنین نشان دادند که کیتوزانهم

سودوموناس در مقایسه با  استافیلوکوکوس اورئوس
دارد که این مسأله به دلیل ساختار متفاوت  آئروژینوزا

Tao(باشد سلولی این دو باکتري می ياغش et al. 2011.(
پراکندگی  ،منابع مختلف يدر مطالعهتوان گفت که می

ن راجع به اثر ازیادي در اطلاعات ارائه شده توسط محقق
بعضی از . گرددمشاهده می ،ضدمیکروبی کیتوزان

هاي باکتري ،و بعضی دیگرهاي گرم مثبت باکتري ،نامحقق
. انددهکرتر معرفی حساس ،نسبت به کیتوزانگرم منفی را 

 آثاريمناسب براي مشاهده دوزچنین در رابطه با هم
به  ؛متفاوتی وجود دارد هايگزارش ،ضدمیکروبی هم

رشد این ترکیب  يحداقل غلظت مهارکننده ،عنوان مثال
درصد  01/0- 1يمنفی در محدودههاي گرم براي باکتري

)Helander et al. 2001 (هاي گرم مثبت در و براي باکتري
Kumar(درصد  01/0-12/0محدوده  et al. 2004 (

در همکارانو Kongبر اساس نظر . گزارش شده است
از  یناش ،یتوزانک یکروبیضدم تفاوتم آثار، 2010سال 

یت فعال یابیدر ارز یداست که با یعوامل مختلف
عوامل  ینا. مورد توجه قرار گیرد،یتوزانک ضدمیکروبی

 ی،ذات یکروبیعوامل م)1:شوندمیيبندطبقهدسته 4در 
عوامل مربوط به )2و سن سلول یکروبم ي شامل گونه

 میزانبار مثبت،  یشامل چگال ،یتوزانک يهامولکول
خاصیت ی،وزن مولکول ینی،آم يهاپروتونه شدن گروه

شلاته کردن مولکول  یتظرفو گریزيدوستی و آبآب
حالت محلول شامل ،کیتوزانیزیکیف حالت )3یتوزان ک

مانند ،یطیعوامل مح)4یتوزانحالت جامد ک یادر آب 
pH ، یانحرارت و زمان واکنش م يدرجه یونی،قدرت 

با توجه به این مطالب  . یاییباکتر يهاو سلول یتوزانک
،اید یکی از دلایلی که در این تحقیقتوان گفت که شمی
ضدمیکروبی کیتوزان و نانوکیتوزان در غلظت بالاتري  آثار

به زمان  ،مشاهده شده است ها،پژوهشنسبت به سایر 
زیرا در  ؛مواجهه کوتاه بین کیتوزان و باکتري مربوط باشد

باکتري و کیتوزان یا نانوکیتوزان تنها به مدت  ،این تحقیق
که در حال آن ،یک ساعت در مواجهه با هم قرار گرفتند

ساعت  24-72این زمان در حد  ها،پژوهشبسیاري از 
 يالبته نباید تأثیر عوامل دیگري مانند گونه؛بوده است

باکتري، سن سلول و وزن مولکولی کیتوزان را از نظر دور 
.داشت

که کیتوزان و  ه استنشان داد ،نتایج تحقیق حاضر
سلول  ينانوکیتوزان قادرند با افزایش نفوذپذیري غشا

نسبت به را تحمل این باکتري  ،لیستریا مونوسایتوژنز
نانوکیتوزان  ،در این رابطه. کاهش دهند،شرایط اسیدي

ه دتري را در مقایسه با کیتوزان از خود نشان دابیش آثار
به دلیل افزایش سطح آن باید که این مسأله احتمالاً  است

هاي باکتري افزایش تمایل آن نسبت به سلول ،و در نتیجه
ا در مواد غذایی هبنابراین استفاده از این ترکیب؛باشد

ها  که احتمال نظیر ماست، دوغ و انواعی از سس ،اسیدي
 ها وجوددر آن لیستریا مونوسیتوژنزمانیزندهحضور و 

  . تواند مفید باشدمی ،دارد
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تشکر و قدردانی
. دشوتقدیر و تشکر می ،طرح يتأمین بودجه دلیلبدین وسیله از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه شهید چمران اهواز به 

همکاري در انجام  سببه ب ،کارشناس محترم آزمایشگاه بهداشت و کنترل کیفی مواد غذایی ،چنین از سرکار خانم اصفهانیهم
.گرددقدردانی می ،طرحدادن 
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Abstract
Chitosan, a natural nontoxic biopolymer is derived by deacetylation of chitin, has received 

considerable attention for its commercial applications in the food industry. In the present 
study, the ability of chitosan and chitosan nanoparticles to sensitize Listeria monocytogenes to 
low pH was assessed. To achieve this purpose, cells of L. monocytogenes were exposed to pH 
4 and 5 adjusted by adding hydrochloric and acetic, acids into TSB, in the presence of  0.0, 
0.05, 0.1 and 0.2 % chitosan, for one hour. Chitosan did not show antibacterial activity at pH 
5, while 0.2 % nanochitosan made L. monocytogenes cells more sensitive to this pH. 
However, antibacterial activity of both chitosan and nanochitosan were higher at pH 4, where 
0.2 % chitosan and 0.1 and 0.2 % nanochitosan made significant reductions in viable 
population of this bacterium in comparison with the control and the lower concentrations 
(p<0.05). Furthermore, results showed that, in the presence of both the acids, the effect of 
nanochitosan on reduction of the acid tolerance of the bacterium was significantly more than 
chitosan (p<0.05). Results of the fluorescent staining demonstrated that chitosan and 
nanochitosan exerted their effect by disrupting the cellular membrane of the cells and in the 
same concentrations, nanochitosan had  higher effect than chitosan (p<0.05).

Key words: Listeria monocytogenes, Chitosan, Nanochitosan, Acid tolerance
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