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 هاƽ كليدƽواژه

ــايتوژنز  ــتريا مونوس ــوم ٥ليس ــي موري ــالمونلا تيف ،  ٦، س
نانوحسگر رنگي، گرافن اکسيد  ،٧استافيلوکوکوس اروئوس

 دارآمين
 
 
 

                                                 
5- Listeria Monocytogenes 
6- Salmonella Typhimurium 
7- Staphylococcus Aureus 

  چكيده
ه صنعت قرار گرفته است. بندƽ بيشتر از گذشته مورد توجهاƽ هوشمند در صنايع مختلف بستهبندƽامروزه کاربرد بسته

ƽƽهوشمند ميبسته بند ƽيک شناساگر يا نانوحسگر باشند که فرايند تغيير کيفيت محصول بستهها ƽشده را از توانند حاو ƽبند
ات به دليل د. در همين راستا استفاده از نانوذرندهکننده گزارش ميتغيير رنگ، تغيير ولتاژ و... به مصرف :طريق مختلفي نظيرر

 به منظور در تحقيق حاضراند. به همين دليل عملکرد نانوحسگرها شدههاƽ منحصربفرد و مناسبي که دارند باعث بهبود ويژگيي

در محيط کشت  استافيلوکوکوس اروئوس و سالمونلا تيفي موريوم ،ليستريا مونوسايتوژنز هاƽ غذاييمطالعه روند رشد پاتوژنن
برموفنول آبي بر پايه کاغذ  گراکسيد آمين دار شده به همراه شناساتشکيل شده از نانو صفحات گرافن  از نانوحسگر رنگيي

ƽƽرشد  صافي استفاده گرديد. نتايج نشان داد در ابتدا ƽدر محيط کشت مشاهده نشدهيچ پرگنه ليستريا مونوسايتوژنز باکتر ƽا 
ت ساع ٢٤ها در طول تعداد پرگنه بررسي تغييرات ).p<0.05(رسيد پرگنه  ١٨٩ ± ٨١/٠به تعداد  ساعت بعد ۲۴در نهايت  وليي

  ƽباکتر ƽدوره انکوباسيون به تعداد داده و  روند افزايشي نشان استافيلوکوکوس اروئوسبرا ƽپرگنه  ١٩٦ ± ٥٤/٤در انتها
محيط کشت مشخص شد که از تعداد صفر به  در سالمونلا تيفي موريوم ها در باکترƽاينکه تعداد پرگنه و هم )p<0.05( رسيدد

افزايشي تعداد  روند ،نانوحسگر ساخته شدهطور کلي ه . نتايج نشان داد که ب)p<0.05( ه رسيدتعداد پرگن ٢٠٣ ± ١٧/٥تعداد  
ها از رنگ سبز به نانوحسگرها در تمامي پليترابطه رنگ  صورت تغيير رنگ نشان داده و در اينه ها را بهاƽ باکترƽپرگنهه

مختلف، متفاوت بود و بيشترين  هاƽحضور باکترƽايجاد شده در  )ΔE(ت تغيير رنگ که شد کردند. در حالي رنگ آبي تغييرر
مشاهده شد. همبستگي بين  ٠١/٦١با عدد  سالمونلا تيفي موريوم با باکترƽ در محيط کشت تلقيح شده) ΔE(شدت تغيير رنگ  

استافيلوکوکوس  و وريومسالمونلا تيفي م ،ليستريا مونوسايتوژنز هاƽ) و افزايش تعداد باکترΔEƽتغيير رنگ ( شاخصص
  .بودد ٩٩٤/٠٠و مثبت   ٠//٩٥، مثبت  ٠//٩به ترتيب مثبت   اروئوسس

 مقاله پژوهشی  
لیستریا مونوسایتوژنز، سالمونلا تیفی موریوم و  هايشناسایی آلودگی باکتري

ساخته شده از نانو نانوحسگر رنگی محیط کشت با استفاده از  در استافیلوکوکوس اروئوس
 آبیبرموفنول دار شده و شناساگر اکسید آمین صفحات گرافن

 ۴لهبوفتيآل ƽمهد، ٣فر ينادر بهرام، *٢يمسعود رضائ ،ƽ ۱نقد شهاب

 ١٣٩۹ ماهآذرتاريخ دريافت مقاله: 
 ١٤٠٠ماه  فروردين :تاريخ پذيرش مقاله
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 مقدمه -١

در جهان امروزƽ زندگي بشر با شرايط روزمره خاصي 
ها در معرض فاق باعث شده انسانروبرو است که اين اتّ

زا قرار هاƽ بيمارƽپاتوژن :بسيارƽ از عوامل بيمارƽ زا مانند
مصرف در بين دة گيرند. روند افزايشي استفاده از غذاهاƽ آما

هاƽ غذايي باعث بروز آلودگي به پاتوژن مردم و بعضاً
ƽاز بيمار ƽغذايي شدهها و مسموميتبسيار ƽ١[اند ها[ .

مورفولوژيکي  هاƽوسيله آزمونبه  هاباکترƽ، عمولطور مبه
هاƽ تکميلي شوند و توسط آزمونو بيوشيميايي شناسايي مي

الگوهاƽ  ،شناختيهاƽ سرمآزمايش :تخصصي نظير
بيوتيکي بر روƽ محيط کشت جامد حساسيت و مقاومت آنتي

هاƽ سنتي و معمول تشخيص عامل گردند. روشمشخص مي
 :مشاهده ميکروسکوپي (مانند :شامل باکتريايي عفونت

آميزƽ گرم)، بررسي فنوتيپي خصوصيات باکترƽ بر پايه رنگ
هاƽ بادƽهاƽ مصنوعي، شناسايي آنتيکشت بر روƽ محيط

هاƽ سرولوژيک و ساختارهاƽ باکترƽ با کمک روشضد
. هر ]٢،٣[ ) است١بيوگرامتعيين حساسيت ضدميکروبي (آنتي

طور ه باشد. بƽ مزايا و معايبي ميها دارايک از اين روش
ت و اما از دقّ ،روش سريعي بودهآميزƽ گرم رنگمثال روش 

قدرت تشخيصي کافي براƽ جداسازƽ ميکروارگانيسم عامل 
بيوگرام و آنتي ٢ررسي خصوصيات فنوتيپيببرخوردار نيست. 

ممکن است  نيز ٣هاƽ سرولوژيکروشدر  باشند.بر ميزمان
سبب عدم تشخيص قطعي عامل عفونت  هاƽ متقاطعواکنش
هاƽ جديد که در بدين منظور توسعه روش  ].٤، ١[ شود

 داراƽ ت بالايي نيز برخوردار باشند،عين سريع بودن از دقّ
 د.نباشاƽ مياهميت ويژه

هاƽ نويني همانند استفاده از امروزه روش ،بر اين اساس
ƽا هحسگرها و نانوحسگرها در تعيين و تشخيص باکتر

هاƽ نوين اند. نتايج استفاده از اين روشتوسعه داده شده
هاƽ نشان داده است که حسگرهاƽ تهيه شده داراƽ ويژگي

                                                 
1- Antibiogram 
2- Phenotype 
3- Serology 

منحصر بفردƽ همانند سادگي در استفاده، زمان آناليز 
هاƽ عمومي کوتاه، عملکرد مناسب، قابليت ادغام با روش

في از تاکنون انواع مختل ].٣، ٢[باشند کشت باکترƽ و... مي
 ƽرنگي، حسگرها ƽحسگرها همانند حسگرها
     الکترونيکي، حسگرهاƽ شيميايي توليد شده و عملکرد

  ].٤، ١[ها ارزيابي شده است آن
از بين حسگرهاƽ ساخته شده، حسگرهاƽ رنگي به 

ƽراحت، عدم نياز به کاربر متخصص، بررسي دليل کاربر 
ه قرار وجمصلح مورد تروند رشد با چشم غير شناسايي و

انواع متفاوتي از اين  ،در حال حاضر ].٢[اند گرفته
حسگرها وجود دارد که مکانيسم عملکردشان متفاوت 

 pH اƽ از شناساگرهاƽها از مجموعهاست. در برخي از آن
شود شناسايي گفته مي ٤ها پدرنگيشود که به آناستفاده مي

خش همراه به ب pHتنها يک شناساگر  ،و در برخي ديگر
هر حسگر  ،کلي طوره ب ].٧، ٨[گيرنده استفاده شده است 

از سه بخش عمده که شامل بخش گيرنده، نشانگر و پايه 
ات به دليل نانوذر ،هاƽ اخيردر سال ].٦ [شودتشکيل مي

هاƽ مختلفي از قبيل داشتن نسبت سطح به داشتن ويژگي
حجم بالا، خواص الکترونيکي مناسب، رسانايي الکتريکي 

ه هاƽ عاملي مختلف توجحرارتي بالا و داشتن گروه و
برخي  ،اند. بر اين اساسخود معطوف کردهه را بمحققين 

تقويت بخش گيرنده حسگرها محققين از نانوذر ƽات برا
 ƽهاحهيها و راگاز صيتشخ ƽساختار حسگر برا در

 ييزاƽماريعوامل بيي و ايميش ƽهاندهيحاصل از فساد، آلا
ها بر اصلاح حسگر ايساخت  ].١٠، ١[اند ردهک استفاده

و  تيفيت در کنترل کدقّ شينانو سبب افزا ƽاورفنّ هياپ
نسبت به  انيمشتر ييغذا تياز امن ƽبه سطح بالاتر دنيرس

  ].٨[ ها شده استحسگر يانواع معمول
هاƽ کربن اکسيد از يک لايه اتم )GO(٥ ديگرافن اکس

 ƽهاتما از آنفحه ص هرشده تشکيل شده است که در 
 کننديم جاديهاƽ منتظم را ايشش ضلع اƽ ازشبکه کربن

عنوان يک نانوساختار درشت شناخته ه به همين دليل ب

                                                 
4- Colorimetric Pad 
5- Graphene Oxide 
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محيط کشت با استفاده از  

نانوحسگر رنگي  
ساخته شده از نانو صفحاتت

  
گرافنن

 
اکسيد آمينن

داا
ر شده و شناساگر  

برموفنول  
آبيي

 
        بالا در جذب ييتوانا ليدل به ارساخت نيا ].٩[شودمي

مواد،  نيبا ا ييايميش ونديپ ƽو برقرار يآل ييايميش ƽگازها
رسانا بودن و  مهين ،يکيزيفو  ييايميدر خواص ش ƽداريپا

 اريها بسساخت نانو حسگر ƽخود برا يکيخواص الکتر
قرار دادن  ،به همين منظور ].١٣، ١٢[ه هستندمورد توج

دار بر روƽ سطح نانو صفحات گرافن هاƽ عاملي آمينگروه
اƽ به توانايي جذب گازهاƽ مختلفي در اکسيد کمک ويژه
راستا نيز مطالعاتي به همين کند. در همين اين نانو صفحه مي

و  ١باسو توان به مطالعهمنظور انجام شده است که مي
) اشاره کرد که از گرافن به منظور گيرنده در ٢٠١٤( همکاران

ها حسگر الکترونيکي خود استفاده کردند. نتايج تحقيق آن
عنوان ه هاƽ متيل موجود در گرافن بنشان داد که گروه

ƽعمل کرده و با افزايش غلظت  اکليايشريشي گيرنده باکتر
کند و باکترƽ مقاومت الکتريکي حسگر کاهش پيدا مي

                 درصد براƽ شناسايي غلظت ٦٠حساسيت 
cfu/ml ب ٥/٤ × ٧١٠ ƽاکلا ƽدست آمد. در مطالعهه باکتر ƽا

 ٨٠ن بيان داشتند که پدرنگي ساخته شده از يقديگر محق
پاتوژن را در محيط  ١٥ناسايي مختلف توانايي ش ٢شناساگر

درصد دارد. اين پد رنگي  ٩١ت با دقّ ٣کشت بلاد آگار
ƽها در محيط کشت در همچنين قادر به شناسايي رشد باکتر

ها را دارد درصد باکترƽ ٤/٩٩ساعت و  شناسايي  ٣کمتر از 
]١١.[  ƽاز ٢٠١٥و همکاران ( ٤سوبراتيدر مطالعه ديگر (

دار شده به منظور جذب آميننانوصفحات گرافن اکسيد 
) 2CO) و کربن دƽ اکسيد (S2Hگازهاƽ هيدروژن سولفيد (

ها نشان داد که سيستم تهيه شده از استفاده کردند. نتايج آن
گرافن اکسيد آمين دار قابليت بالايي جهت جذب و 

تواند کاربردهاƽ نگهدارƽ گازهاƽ مذکور را داشته و مي
ارائه  ƽهاه به ويژگيبا توج متنوعي در آينده داشته باشد.

گرافن اکسيد و همچنين با توج ƽه به اينکه تاکنون شده برا
اƽ مبني بر ساخت و استفاده از حسگرهاƽ ساخته مطالعه

ها دار شده براƽ شناسايي باکترƽشده از گرافن اکسيد آمين

                                                 
1- Basu 
2- Indicator  
3- Blood Agar 
4- Subrati 

روند بررسي  ،گزارش نشده است هدف از پژوهش حاضر
سالمونلا تيفي  ،ريا مونوسايتوژنزليست  هاƽƽرشد باکتر

با کشت  يطدر مح استافيلوکوکوس اروئوس  و موريوم
صفحات  ساخته شده از نانو ياز حسگر رنگ استفاده

 يشناساگر برموفنول آب به همراهدار شده آمين يدگرافن اکس
   باشد.مي يکاغذ صاف يهبر پا

 

 هامواد و روش -٢٢
  )GO( يداکسگرافنصفحات نانو  سنتز -١-٢

 يشروش اکسا سنتز نانو صفحات گرافن اکسيد طبق
     با استفاده از و )١٩٥٨( ٥نفمآ ومرس ها يمياييش

. شد انجام 4SO2H، 4KMnO، 2O2H يمياييش ٦هاƽاکسنده
 گرافن سنتز براƽ صورت پودر خريدارƽ شد وبه گرافيت
 اسيد از ليترميلي ١٠٠ مقدار. گرديد استفاده اکسيد
اضافه  ليترƽميلي ٥٠٠ ارلن يک به درصد ٩٥ يکسولفور

بعد شد.  همزده يخاز  يدر حمام يقهدق ١٠ت مد و به هشد
 ٢و  يقهدق ١٠ يط يتگرم از گراف ٣مقدار  ،از اين زمان

يد به اس يآرامبه  يقهدق ٢٠ت در مد يتراتن يمگرم سد
 يمگرم پتاس ١٥مقدار در ادامه اضافه شد.  سولفوريک

صفر  ƽبا دما ارلنبه  يقهدق ٣٠ يط يآرام پرمنگنات به
بعد از اضافه شدن پتاسيم  گرديد.اضافه  گراديدرجه سانت
 ٢٥حذف و اجازه داده شد که دما به  يخحمام  پرمنگنات،
رنگ ماده موجود در فلاسک در  .برسد گراديدرجه سانت

 ٣ ƽحاصل برا يون. سوسپانسبود يمرحله سبز لجن ينا
شد. در مرحله بعد دما به  ق نگهدارƽدر دماƽ اتاساعت 

 ٥ ƽثابت و برا گراديدرجه سانت ٣٥کمک حمام روغن در 
شد. با حذف  مخلوط يسيساعت توسط همزن مغناط
 يخ،حمام  مخلوط تهيه شده در حمام روغن و قرار دادن

 .گرديد اضافه فلاسک به ٧ديونيزه آب ليتريليم ١٥٠مقدار 
و رنگ آن از سبز به  يظغل يارمرحله بس ينماده حاصل از ا

 ١٢ ƽبرا يونسوسپانسدر ادامه . يافت تغيير روشن ƽاقهوه
شد. در  ƽنگهدار گراديدرجه سانت ٩٠ ƽساعت در دما

                                                 
5- Hummers and Offeman 
6- Oxidizer 

 زدايي شدهآب يون -۷
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 آبيي
 آب ليتريليم ٥٠مقدار  ،درجه ٦٠مرحله بعد با کاهش دما به 

آب ) حجمي-وزني درصد ٣٠(ليترميلي ٣٠ مقدار و جوش
را  يونسوسپانسسپس اضافه شد.  مجموعهبه  اکسيژنه
ماده  ين. اگرديدحاصل جدا  رنگƽاقهوه يرکرده و خمصاف

 ƽدرصد برا ١٠و  ٥ اسيد کلريدريک ليتريليم ٢٥٠توسط 
با آب  يتنها وشو شده و درسولفاته شست هاƽحذف گروه

 ،pHاز ثابت نمودن  پسرسانده شد.  ٥/٦آن به  pHمقطر 
از آن  عدخشک و ب ƽانجماد کننمونه توسط خشک

با استفاده از دستگاه درصد در آب مقطر  ٠٥/٠ يونسوسپانس
ساعت تهيه  ١ت زمان و مدهرتز  ١٠٠با قدرت  فراصوت
از تک  يهلا چند هاƽيدگرافن اکس ƽجداساز ƽ. براگرديد

 ٢٠ تمد به يقهدور در دق ٣٠٠٠حاصل با  يونسوسپانس يه،لا
 جمادƽان کنو مجدداً توسط خشک ١يريفيوژسانت يقهدق

    ].١٢[شد  خشک
 
 )GO(اکسايد گرافن نانو صفحات کردن دارآمين -٢-٢

روش مطابق با  يدگرافن اکساصفحات  دار کردن نانوآمين
 ١٠٠ منظور ابتدا ين. بدشد) انجام ٢٠١٦و همکاران ( ٢زاويزا

سنتز شده در مرحله  يدگرافن اکساصفحات  گرم نانو يليم
مخلوط شد. در  EDA ٣دƽ آمينيتر اتيلن ليليم ١٥قبل را با 

 و شدهاضافه  مجموعهبه  ٤DCC سيدƽ سي گرم ٧/٠ ادامه
گراد درجه سانتي ٦٠دماƽ  در ساعت ٤٨ حاصل مخلوط

 خلأ شرايط در نهايي مخلوط ،تبعد از اين مد .قرارداد شد
ƽخشک ساعت ٨ مدت به گرادسانتي درجه ٨٠ در دما 

   ].١٤[شد
 

 هاحسگر ساخت -٣-٢
ƽروش از پژوهش اين در هاحسگر اختس برا       
 هاحسگر ساخت مراحل شد. استفاده شناساگر در ورƽغوطه

 يترليليگرم در ميليم ١محلول  ابتدا :باشدبه صورت ذيل مي

                                                 
1- Centrifuge 
2- Zawisza 
3- Ethylenediamine 
4- N, N′-dicyclohexylcarbodiimide 

 ٠٥٠/٠مقدارسپس  ].١٤[ شد آماده يآب ٥شناساگر برموفنول
 بهدار آمين يدصفحات گرافن اکس نانوگرم در ليتر ميلي

 در ادامه اضافه گرديد. همزن روƽ بر شناساگر محلول
ور اد مشخص در محلول آماده شده غوطهکاغذ صافي با ابع

در نهايت کاغذ  نگهدارƽ شد. شب ت يکو به مد شده
 خشک ٦ديسيکاتور در و گشته خارج محلول از هاصافي
 .شدند

 
٤-٢- ƽهامراحل احيا کردن باکتر 

ƽباکترƽهاATCC 7811)( نوسايتوژنزليستريا مو، 

(ATCC 13565) و استافيلوکوکوس اروئوس 
ATCC 14028)( از انستيتوپاستور  سالمونلا تيفي موريوم

حاوTSB  ƽ ٧ايران واقع در تهران تهيه و در محيط کشت
۳۰%  ƽگليسرول قرار داده شده و تا زمان استفاده در دما
براƽ احيا کرد نگهدارƽ شدند.  گراددرجه سانتي -۲۰

ƽذکرشده، ابتدا در شرايط استريلهباکتر ƽا، ƽبهها باکتر 
 BHI ٩ليترƽ محيط کشتميلي ١٠حاوƽ  ٨هاƽ فالکونلوله

٢٤ت اضافه شده و به مد  ƽدرجه  ٣٧ساعت در دما
هاƽ فالکون حاوƽ گراد نگهدارƽ شد. سپس لولهسانتي

به مد ƽدور بر  ٦٠٠٠دقيقه در  ٥ت محيط کشت و باکتر
درصد آب  ٩/٠مايع رويي با محلول  دقيقه سانتريفيوژ و

نمک جايگزين شد. در ادامه به منظور جداسازƽ کامل 
ƽها محلول حاصل مجدداًمحيط کشت از باکتر ٥ت به مد 

ƽها در مايع زيرين دقيقه سانتريفيوژ گرديد. تعداد باکتر
نانومتر  ٦٠٠سنجي در طول موج توسط روش کدورت

 ١/٠تا  ٠٨/٠نورƽ  محاسبه گرديد. بدين صورت که جذب
ليتر در نظر گرفته شد. در باکترƽ در هر ميلي ١×٨١٠معادل 

ƽمورد مطالعه در محيط ادامه به منظور کشت باکتر ƽها
ميکرو ليتر از باکترƽ  ١٠٠آگار مقدار  ١٠کشت نوترينت

                                                 
5- Bromophenol Blue 
6- Desiccator 
7- Growth Medium 
8- Falcon Tube 
9- Growth Medium 
10- Nutrient Agar 
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ليستريا مونوسايتوژنز، سالمونلا تيفي موريوم و استافيلوکوکو
درر 

 
محيط کشت با استفاده از  

نانوحسگر رنگي  
ساخته شده از نانو صفحاتت

گرافنن
 

اکسيد آمينن
داا

ر شده و شناساگر  
برموفنول  

آبيي
 

ليتر با روش باکترƽ در هر ميلي ١×٥١٠احيا شده با غلظت 
ها ش شد و پليتخوبي در سطح پليت پخه کشت سطحي ب

 ƽدرجه سانتي ٣٧در دما٢٤ت گراد به مد  ƽساعت نگهدار
ساعت  ٦در فواصل زماني هر  ١شدند. در زمان انکوباسيون

  ].١٥[ها شمارش گرديد يکبار تعداد پرگنه
  
 هاƽ هوشمندساخت پليت -٥-٢

متر بريده شده سانتي ٢×٢حسگرهاƽ ساخته شده به ابعاد 
 ٨ذƽ بر روƽ درب پليت با قطر و سپس با نوار چسب کاغ

هاƽ مورد نظر به منظور متر چسبانده شدند. سپس پليتسانتي
ساعت تحت تابش لامپ  ٢٤ت استريل کردن به مدUV  قرار

 تمام تيمارها در سه تکرار انجام شدند.  ].١٦[گرفتند 
 
 هاƽ گرفته شدهعکس رنگ يجيتاليد يزآنال -٦-٢

گرهاƽ تهيه شده، از بردارƽ از سطح نانوحسجهت عکس
 ١/٢١با وضوح  ٣مدل سايبرشات HDتمام  NICON ٢يندورب
بردارƽ اتاقک بسته با مکان تصوير .استفاده گرديد يکسلمگاپ

هاƽ يکسان در يک ها در زماننور ثابت بود و تمامي عکس
فته شد. قابل ذکر است که سه        ها گرمکان ثابت از پليت

ب دوربين بر روƽ آن وجود داشت که قابليت نص را اƽپايه
تهيه کرده و پس از نصب دوربين بر روƽ کف سه پايه 

بردارƽ در اتاقک يونوليت تيره رنگ قرار داده و تصوير
هاƽ بردارƽ در زمانمخصوص انجام گرفت. بعد از عکس

افزار به نرم يجيتاليد يزآنال براƽ مشخص شده، تصاوير
 RGB ٤شاخص سپس .منتقل شدند CC2017فتوشاپ 

ق طري از ΔE)ارزش رنگ ( تبديل شده و L*a*bبه  هاعکس
آمريکا)  -ميکروسافت(٢٠١٦اکسل  افزاردر نرم ١رابطه 

    ].١٧[محاسبه شد
   =ΔE                                 :١رابطه 

 

                                                 
۱- ƽگرمخانه گذار 

2- Digital Camera 
3- Cyber-Shot Model 
4- RGB Index 

 :که در رابطه بالا

همين  naاست و  در زمان صفر aشاخص :  0aشاخص 
 باشد.مي nر زمان شاخص د

همين  nbاست و  در زمان صفر bشاخص :  0bشاخص 
 باشد.  مي nشاخص در زمان 

همين  nLاست و  در زمان صفر Lشاخص  :0Lشاخص 
 باشد.مي nشاخص در زمان 

 L* دنشان٠ي است. يت روشناهنده شد  L* = به منزله
ي يا نور يدهنده پراکندگي روشنانشان =*L ١٠٠سياه و 

موقعيت آن بين سبز و قرمز متغير است،   *a .است کامل
هاƽ سبز و مقادير مثبت دهنده رنگنشان *a مقادير منفي

 .هاƽ قرمز هستندآن به منزله رنگ
 b* موقعيت آن بين آبي و زرد متغير است، مقادير منفي

 b*آبي و مقادير مثبت آن به منزله دهنده رنگنشان ƽها
 .هاƽ زرد هستندرنگ

 
 تحليل آمارƽو جزيه ت -٣

هاƽ مربوط به تغيير رنگ توسط نرم افزار عکس
براƽ تبديل شدند.  L*a*bبه سيستم رنگي  CS7فتوشاپ 

و تغيير رنگ ها تغييرات پرگنهتعيين همبستگي بين 
و رگرسيون خطي استفاده  از همبستگي پيرسون نانوحسگر

 رسم ٢٠١٦ اکسل از نرم افزار با استفاده نمودارهاشد. 
 . ندشد

 
 نتايج و بحث -٤

ƽدر شرايط  ليستريا مونوسايتوژنز نمودار رشد باکتر
نشان داده شده است. همانطور که ) ١شکل (هوازƽ در بي

باشد در ابتداƽ آزمايش هيچ مشخص مي) ١شکل (در 
در محيط کشت  ليستريا مونوسايتوژنزاƽ از باکترƽ پرگنه

نيز  نکوباسيونا بعد از ٦مشاهده نشد و اين روند تا ساعت 
ها ادامه داشت. پس از گذشت اين زمان تعداد پرگنه

 ± ٨١/٠به تعداد  ٢٤افزايش يافته و در نهايت در ساعت 
که تمام سطح پليت را پوشانده  طورƽه پرگنه رسيد ب ١٨٩
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ها در سطح محيط کشت و ). با رشد باکترp<0.05ƽبودند (

تغيير يافت.  ها، رنگ نانوسنسورها نيزافزايش فعاليت آن
رنگ سنسورها در ابتدا و انتهاƽ آزمايش به ترتيب سبز و آبي 

ميزان تغييرات رنگي نانوحسگر نيز  ،بود. بر اين اساس
آنکوباسيون  ١٢افزايش نشان داد. تغييرات رنگي تا ساعت 

. نتايج آزمون رسيد ٣٧/٤٨ولي در انتها به عدد  ٢١/٣٣مقدار 
رنگ و تغييرات تعداد  همبستگي پيرسون بين شاخص تغيير

را نشان داد.  ٩/٠باکترƽ همبستگي بسيار خوب مثبت 
را نشان  = R² ٨١/٠نيز  شاخص رگرسيون خطي بين اين دو 

کشت با مصرف  طيمح در ليستريا مونوسايتوژنز ƽباکترداد. 
 باتيترک ديتول به شروع کشت طيدرمح موجود کربن منبع
 ƽدو کربن ٤اتانول ،٣فرمات ،٢لاکتات ،١استات :رينظ يمختلف
 ƽهوازيو ب ƽهواز طيها در شراآن ديکه تول کنديم ٥دياکس

 ƽشده توسط باکتر ديتول باتيترک نيا ].١٧[ متفاوت است
 نيو.... ب ٦يکووالانس ،يدروژنيه ƽوندهايپ قيطر از تواننديم

 يعامل ƽهاگروه ريو سا ليمت ن،يل،آميدروکسيه ƽهاگروه
بخش  pH در رييتغ باعث وشده  ذبجموجود در نانوحسگر 

رنگ  رييتغ جاديباعث ا تينها در و شده نانوحسگرمترجم 
 طيمح در هاپرگنه تعداد شيافزا با اساس نيا بر. شوند آندر 

 شيها در استفاده از سوبسترا افزاآن تيفعال زانيم کشت،
           شيافزا هاآن توسطنيز  هاتيآنال ديتول آن تبع بهيافته و 

             رنگ نانوحسگر  رييتغباعث  تيدر نهاامر  نيا. ابدييم
 به 2COغلظت گاز  شيبا افزا زيمطالعه حاضر ن در .گردديم
 موجود ينيآم ƽهاگروه توسط گاز نيا ،ƽباکتر تيفعال ليدل
 قبلاً .افتي رييشده و رنگ نانوحسگر تغ جذب نانوحسگر در

با  2COگاز  جذب) ٢٠١٢و همکاران ( ٧ژائو اƽدر مطالعه
 بودند کرده گزارش را شده دارنيمآ دياستفاده از گرافن اکسا

و همکاران  ٨آلهوگايل که توسط ƽگريد مطالعه در ].١٩، ١٨[

                                                 
1- Lactate 
2- Acetate 
3- Formate 
4- Ethanol 
5- CO2 

6- Covalent Bond 
7- Zhao 
8- Alhogail 

)٢٠١٦ييجهت شناسا يسيات مغناط) انجام شد از نانوذر 
 هاآن جينتا. ديگرداستفاده  ليستريا مونوسايتوژنز ƽباکتر
 تيقابل شده ساخته گرنانوحس که داد نشان
 ƽهارقت در و بوده ٧/٢ ×٢١٠ (CFU/ml)ييشناسا

  رييتغ ييطلابه رنگ  اهيساز رنگ  ƽباکتر نيمختلف ا
 -دƽ بود که صورت نيرنگ بد رييتغ نيا زمي. مکانکنديم

اتصال به  تيقابل يسيات مغناطموجود در نانوذر ٩آمينو
 باعث ذال ورا دارد  ƽموجود در باکتر ١٠پروتئاز ميآنز
در  ].٢٠[ شونديم نانوحسگر در ييطلا رنگ جاديا

حسگر  هاƽ مس دراƽ ديگر از گرافن و ورقمطالعه
 ƽاستفاده شد. نتايج  ليستريا مونوسايتوژنرتشخيص باکتر
سگر ساخته شده قابليت تشخيص نشان داد ح

باکترƽ ليستريا را داشت و  ٥/٤× ٢١٠ (CFU/ml)غلظت
سبه شده بود که پاسخ محا %٦٠حساسيت نسبي آن 

نانوحسگر ساخته شده از طريق تغيير در مقاومت 
ها به بود. آن ١٠٠ kHzبه  ١٠ Hzالکتريکي نانوحسگر از 
که گروه عاملي متيل موجود در اين نکته اشاره کردند 

و جذب آنرا دارد ليستريا هاƽ گرافن توانايي اتصال به ورق
شود سگر ميو باعث تغيير در مقاومت الکتريکي نانوح

]٢١[. ƽحاو يرنگ پد) ٢٠١١همکاران ( و ١١کرƽ تعداد 
         ييشناسا ƽو از آن برا هيرا ته pH شناساگر ƽاديز

 گذشت با داد نشان هاآن جينتا. کردند استفاده هاƽباکتر
 ƽباکتر ƽحاو تيپل در گازها شتريب شدن آزاد با زمان
 شتريرها بدر شناساگ يرنگ راتييت تغشد شده، داده کشت

 هاƽباکتر يبا گذشت زمان در تمام ييشناسا تيشده و قابل
با استفاده از  تينها در. ابدييم شيافزا يمورد بررس

ت مورد مطالعه با دقّ ƽباکتر ١٠ يتمامشده،  هيته ƽپدها
در  ].٢٢[ شدند ييشناسا ساعت ١٠ تمداز  بعد % ٨/٩٨

ت است تمامي مطالعات ذکر شده اين موضوع قابل برداش
ƽها توانايي حسگر ها و رشد آنکه با افزايش تعداد باکتر

کند. نتايج مطالعه حاضر ها افزايش پيدا ميدر تشخيص آن

                                                 
9- D-amino 
10- Protease 
11- Carey 
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ها همخواني داشته و رنگ نانوسنسورها با نيز با اين يافته

 گذشت زمان تغيير يافت. 
 

  
ليستريا هاƽ باکترƽ .الف) تغييرات تعداد پرگنه ١شکل(

 ساعت ٢٤و تغييرات رنگي حسگر در طول  زمونوسايتوژن
 

 
هاƽ .ب) معادله رگرسيوني بين تغييرات تعداد پرگنه ١شکل(

 ƽگرو تغييرات رنگي حس ليستريا مونوسايتوژنزباکتر 
 ƽبررسي روند رشد باکتر S. aureus  و تغيير رنگ

نشان داده شده است. ) ٢شکل (نانوسنسور تهيه شده در 
باشد تعداد مشخص مي) الف .٢شکل(که در  طورƽ همان
ساعت روند افزايشي  ٢٤هاƽ اين باکترƽ در طول پرگنه

در انتهاƽ دوره انکوباسيون به  در نهايتنشان داده است و 
پرگنه رسيدند بطوريکه تمام سطح محيط  ١٩٦ ± ٥٤/٤تعداد 

 ١٢تا  ٦، بين فاصله زماني )p<0.05کشت را پوشانده بودند (
زئي در حسگر مشاهده گرديد. ساعت يک تغيير رنگ ج

ادامه يافت و در اين زمان  ٢٤روند تغيير رنگ تا ساعت 
) در نانوحسگر ثبت شد. نتيجه =٥٧ΔEبيشترين تغيير رنگ (

ƽها و تغييرات همبستگي پيرسون بين تغييرات تعداد باکتر
را نشان داد. ضريب همبستگي خطي  ٩٤/٠رنگي عدد مثبت 

      مطابق نمودار نشان داده شده در  شاخصبين اين دو 
 ƽباکتررا نشان داد.  = R² ٩/٠عدد ) ب. ٢شکل(

 سوبسترا ƽرو بر تيفعال زمان در استافيلوکوکوس اروئوس

 نيا امروزه که کنديم ديتول يسلول برون پروتئاز ƽکسري
 نيا ييشناسا ƽبرا و شده شناخته يخوبه ب پروتئازها

              در ].٢٣[ اندگرفته قرار نيقيمحق هتوج مورد ƽباکتر
 ييشناسا ييتوانا) ٢٠١٩همکاران ( و  ١سيوآيفان ƽامطالعه

در  استافيلوکوکوس اروئوس ƽباکترشده از  ديپروتئاز تول
 شناساگر ƽحاوکشت  تيپلاستفاده از  باکشت  طيمح
 يبررس را آبي موليبرموت و ٢بنفش برموکروزل يرنگ

رشد  نيب ميرابطه مستق کيکه  داد اننش هاآن جينتا. کردند
وجود  ƽباکتر لهيوسه بشده  ديو هاله پروتئاز تول ƽباکتر

 رييتغ زينشناساگر  رنگپروتئازها  نيا ديدارد که پس از تول
مختلف  ƽهانشان داد که در غلظت جينتا ني. همچنابدييم

 ].٢٣[ متفاوت بود زيشناساگر ن رنگ رييتغ تشدƽ باکتر
و همکاران  ٣سونگ توسط ٢٠١٣اƽ که در سال در مطالعه

هاƽ تشکيل شده از ) انجام شد از نانوکامپوزيت٢٠١٣(
نانوذرات مغناطيسي و نانوذر ƽبرا ƽات طلا و آنتي باد

 ƽدر شير استفاده  ئوسواستافيلوکوکوس ارتشخيص باکتر
شد. نتايج نشان داد که اين بيوحسگر رنگي به ترتيب قادر 

 (CFU/ml)و   ٥/١× ٣١٠ (CFU/ml)ر به تشخيص مقادي
٥/١× ٥١٠  ƽدر بافر  ئوسواستافيلوکوکوس ارباکتر

باشد. اين محققين اظهار داشتند فسفات نمکي و شير مي
با افزودن نانوذر ƽات طلا که نتايج شناسايي اين باکتر

ات طلا استفاده نشده بسيار بيشتر از زماني بود که از نانوذر
يش غلظت باکترƽ توانايي بود. همچنين با افزا

 ƽنانوکامپوزيت تهيه شده در شناسايي باکتر
ت تغيير افزايش يافت و شد ئوسواستافيلوکوکوس ار

مطالعات  بر اساس ].٢٤[رنگ آن نيز افزايش نشان داد 
که با رشد  کردعنوان  توانيم عنوان شده و ديگر مطالعات

 دهآلو ƽسوبستراها در استافيلوکوکوس اروئوس ƽباکتر
 يسلول برون پروتئاز ƽهاميآنز ديتول ليبه دل آن،شده به 
 که افتديم فاقاتّ هانيپروتئ هضم نديفرا ƽباکتر توسط

. است هانيپروتئ هيتجز از يناش ƽهانيآم شيرها آن جهينت
 ƽهاگروه توسط ƽ آزاد شدههانيآم ،مطالعه حاضر در

                                                 
1- Suaifan   
2- Bromocresol Purple 
3- Sung 
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دار از  نيآم ديموجود در نانوصفحات گرافن اکس ليدروکسيه
 pH شيجذب شده و باعث افزا ينژورديه ونديپ قيطر

رنگ نانوحسگر  رييباعث تغ زيامر ن ايننانوحسگر شده که 
 .گردديم

  
استافيلوکوکوس هاƽ باکترƽ .الف) تغييرات تعداد پرگنه ٢شکل(

 ساعت ٢٤و تغييرات رنگي حسگر در طول  اروئوس

 
هاƽ عداد پرگنه.ب) معادله رگرسيوني بين تغييرات ت ٢شکل(

 ƽو تغييرات رنگي حسگر استافيلوکوکوس اروئوسباکتر 
 

 سالمونلا تيفي موريوم روند رشد باکترƽ) . الف٣(شکل
دهد. براƽ و تغيير رنگ نانوسنسور تهيه شده را نشان مي

 ƽآزمايش تعداد  سالمونلا تيفي موريومباکتر ƽنيز در ابتدا
ساعت به  ٢٤شت هاƽ اين باکترƽ صفر و بعد از گذپرگنه
که تمام سطح محيط  طورƽه عدد رسيد ب ٢٠٣ ± ١٧/٥تعداد 

قابل مشاهده  )٣شکل (همانطور که کشت را پوشانده بودند. 
در ابتداƽ روند رشد اين باکترƽ، تغييرات رنگ است 

صورت يکنواختي روند افزايشي داشته است. ه سنسورها بونان
بررسي شده  هاƽهمانند ساير باکترƽدر مطالعه حاضر، 

تغييرات رنگي حسگر براƽ اين باکترƽ نيز در انتهاƽ آزمايش 
). نتيجه =٦١ΔE( .ب)٣(شکلترين مقدار را داشته استبيش

رگرسيون خطي بين دو شاخص تغييرات تعداد پرگنه و 
را نشان داد.   =٩١/٠R²تغييرات رنگي نانوحسگر عدد 

ن داد. را نشا ٩٥/٠ها عدد مثبت همبستگي پيرسون بين آن
اƽ از يک سيستم ) در مطالعه٢٠١٥و همکاران ( ١پارک

نانوذر ƽرنگي حاوƽها ات مغناطيسي جهت شناسايي باکتر
استفاده کردند. مکانيسم عمل اين بيوحسگر بدين گونه بود 

ات مورد استفاده قابليت عملکرد شبه آنزيمي که نانوذر
رنگ گونه که توانايي تغيير  (پروکسيدازƽ) بودند بدين

را داشتند. بعد از  3,3 , 5,5- (TMB)٢سوبستراƽ رنگي 
 ƽسالمونلا تيفي موريومافزودن باکتر  ƽبه محلول حاو

توسط نانوذر ƽات مغناطيسي متناسب با جذب باکتر
نانوذرات، مکانيسم پروکسيدازƽ آن افزايش پيدا کرده و 
 ƽاين افزايش فعاليت سبب بروز تغيير رنگ در سوبسترا

داد. رنگ به آبي تغيير رنگ ميو از حالت بي رنگي شده
ƽ اƽ ديگرƽ از بيوحسگر ساخته شده بر پايهدر مطالعه

بادƽ جهت شناسايي نانوذرات مغناطيسي که حاوƽ آنتي
ƽها استفاده کردند. نتايج آن سالمونلا تيفي موريوم باکتر

-محدوده نظر قابيلت شناسايينشان داد که بيوحسگر مورد

باشد. کمترين را دارا مي ١١٠-٥١٠ FU/ml)(Cاƽ خطي 
مقدارƽ از باکترƽ را که توانست شناسايي کند، مقدار 

(CFU/ml) باکترطورکلي ه ب ].٢٥[است  ٦/١× ١١٠ƽ 
کشت پس از رشد شروع  طيدر مح سالمونلا تيفي موريوم

پس  در مطالعه حاضر ،. بر اين اساسکنديم S2H ديبه تول
 از توانديگاز م نيکشت ا طيگاز در مح نيا شياز رها

موجود در نانوصفحات گرافن  ينيآم ƽهاگروه قيطر
رنگ در  رييو باعث تغ شدهدار جذب  نيآم دياکس

  ].٢٦[گردد نانوحسگر مورد مطالعه 
 
 
 
 
 
 
 

                                                 
1- Park 
2- Tetramethylbenzidine 
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سالمونلا تيفي  هاƽ باکترƽ.الف) تغييرات تعداد پرگنه ٣شکل((

 ساعت ٢٤و تغييرات رنگي حسگر در طول  موريوم

 
هاƽ .ب) معادله رگرسيوني بين تغييرات تعداد پرگنه ٣شکل(

 ƽو تغييرات رنگي حسگر سالمونلا تيفي موريومباکتر 
 
 گيرƽ نتيجه -۵

در مطالعه حاضر به منظور بررسي روند رشد تعداد 
 ،ليستريا مونوسايتوژنز هاƽ پاتوژن غذاييهاƽ باکترƽپرگنه

در محيط  اروئوس استافيلوکوکوس و سالمونلا تيفي موريوم
کشت، از حسگر رنگي ساخته شده از نانوصفحات گرافن 

دار استفاده گرديد. نتايج نشان داد هر کدام از اکسيد آمين
ƽمورد مطالعه در زمان رشد باعث ايجاد تغيير باکتر ƽها

دار شدند در اکسيد آمينرنگ مختلفي در نانوحسگر گرافن
مار شاهد مشاهده که هيچ گونه تغيير رنگي در تي حالي

دست آمده از ه ه با نتايج ببا توجدر مطالعه حاضر، نگرديد. 
همبستگي بين شاخص تغيير رنگ و روند تغيير رشد 

ƽتوان اين نتيجه را گرفت که استفاده از ها ميباکتر
   پايه کاغذ صافي  دار شده براکسيد آميننانوحسگر گرافن

هاƽ معمول تواند يک جايگزين مناسب براƽ روشمي
 شمارش کلني باکتريايي باشد.
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