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سير   وEDTA،  دي اكسيد تيتانيومنانوذره باكترياييارزيابي فعاليت ضد 
استاندارد  ينوزا با استفاده از روشژبر سويه استاندارد سودوموناس آئرو

 ميكرودايلوشن
  4، الهام تقوي3نژاد  خاوريرمضانعلي، 2، شهلا رودبارمحمدي*1مينا سعادت

  
  چكيده

مستعد   كه در افرادبودهيت در صنعت غذا فساد ميكروبي يكي از مسائل داراي اهم
 در اين مطالعه خواص ضد. داردمانند كودكان و كهنسالان اين مسئله نمود بيشتري 

 EDTAو  تميز شونده دبه عنوان يك عامل شيميايي خو دي اكسيد تيتانيوم باكتريايي
  .يدارزيابي گرد) سازي رقت(و سير با استفاده از روش استاندارد ميكرودايلوشن 

 آب مقطر ديونيزهپس ازافزودن . د بدست آمTiCl4 از طريق هيدروليز TiO2نانوذره 
 به فرم oC550 درو خشك شد  oC 100-80ي  محلول در دماگردش ساعت 5 و

  ميكروسكوپ الكتروني اسكنينگنوع ذرات بوسيله  واندازه .كريستالي در آمد
(SEM)و  X-Ray-Diffraction  (XRD) ينوزاژموناس آئروسودو .شدتعيين 
 پس از كشت داده شد و(NA) ر آگانوترينت بر روي محيط ATCC) 27853(سويه

 .گرديدتهيه  cell/ml 106×1 غلظت  با سوسپانسيونيoC37  ساعت نگهداري در24
ايمي پنم  EDTA , سير ، ،  TiO2روي آن) MIC( حداقل غلظت مهاركنندگيتست 

  .ارزيابي شدبر روي سودوموناس 
 65nm-40قطر با ، ذرات كروي  نشان داد كه SEMبا   نانوذرهشكل و قطر بررسي

 2/2 و92/24و40به ترتيب   و ايمي پنمسيرو  EDTA  وTiO2 عوامل MIC .باشند مي
  با روش شيمياييTiO2  نانوذرهدر اين مطالعه .ليتر بود ميكروگرم بر ميلي 43/0و 

 مطلوبي نسبت به ساير مهار ايينشان داده شد كه داراي خاصيت ضد باكتري و سنتز
 مناسبي جهت حذف تركيبتواند لذا نانو ذره مي .استهاي معمول  كننده

ه بندي و پوشش مواد غذايي تسودوموناس در صنعت غذا به ويژه در ارتباط با بس
  .باشد

، نانوذره دي اكسيد ينوزاژسودوموناس آئر، ضد باكتريايي عامل :واژگان كليدي
  تيتانيوم

  
  14/10/89:     تاريخ پذيرش22/7/89:  دريافتتاريخ

  
  
 دانشكده علوم پايه دانشگاه آزاد اسلامي، واحد علوم تحقيقات، تهـران،   ،ميكروبيولوژي دانشجوي كارشناسي ارشد     -*1

  Email:saadat.mina@gmail.comايران 
  ايران، تهران، ، دانشكده علوم پزشكي، دانشگاه تربيت مدرسپزشكي شناسي  گروه قارچ-2
 شناسي، دانشكده علوم پايه، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد علوم تحقيقات، تهران، ايران  گروه زيست-3

  ، سبزوار، ايران واحد سبزوار، دانشگاه آزاد اسلامي،ارشد علوم و صنايع غذايي  كارشناسي آموختهدانش -4

  مقدمه
هاي مختلف صنعتي، بهداشتي، امروزه فناوري نانو در عرصه

قاعدتا . زشكي و غذايي تاثير با اهميتي بر جاي گذاشته استپ
يكي از تاثيرگذارترين اثر فناوري نوين در زندگي بشر، به مقوله 

به دليل نياز روزمره انسان به مواد . گرددصنعت غذا بر مي
غذايي هرگونه تغيير در كيفيت و كميت موادغذايي تاثير بسزايي 

زدودن . د داشته خواهعدر بهداشت و سلامت جام
هاي ميكروبي از مواد غذايي در هر يك از مراحل توليد،  آلودگي

وجود . )16(نگهداري و عرضه موادغذايي قابل اهميت است
ها از انواع پروتئين اوليه سالم به ويژه مواد پر مصرفي مانند مواد

كه در   چرا،اي و بهداشتي فراواني برخوردار استاهميت تغذيه
هاي خطرناكي  غذايي بروز اپيدمي ودن موادورت آلوده بـص
آشناترين مثال، آلودگي سطح خارجي ماهيان . ل انتظار استـقاب

هاي گرم منفي از جمله  هاي دريايي، با باكتريو ساير فراورده
باشد كه ميزان آلودگي با رشد سودوموناس سودوموناس مي

تجزيه  شديدا افزايش يافته و به دنبال آن پروتئوليز و
. )14(افتد هاي ماهي و فساد مواد غذايي اتفاق ميپروتئين

 6/0-2ينوزا ارگانيسمي متحرك با ابعاد ژ آئروسودوموناس
هاي كشت رشد ه سهولت در انواع محيطـميكرون است كه ب

   افرادهاي ريـه درسودوموناس آئروژينوزا عامل عفونت. كندمي
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دي كه از دستگاه  سيستيك فيبروزيس و همچنين افرا بهمبتلا
اين باكتري عامل .  است،كنندتنفس مصنوعي استفاده مي

هاي پوستي در افراد دچار سوختگي، عامل سپتي سمي عفونت
هاي  ايجاد عفونت.باشددر بيماران با سيستم ايمني ضعيف مي

هاي انسداد  عفونت موضعي و منتشر بعد از عمل جراحي و
ر از ديگر اشكال باليني مجراي ادراري در افراد داراي كاتت

اين باكتري به طور وسيع در طبيعت وجود . باشدعفونت مي
هاي مرطوب بيمارستاني جدا داشته و به طور شايع از محيط

در اين تحقيق خاصيت ضد ميكروبي نانوذره ). 1و18(اندشده
اكسيد تيتانيوم در مقايسه با عامل گياهي سير و عامل شيميايي 

EDTAك وسيع الطيف ايمي پنم جهت مهار رشد  و آنتي بيوتي
  .باكتري شايع سودوموناس مورد ارزيابي قرار گرفته است

  
  روش كارمواد و 

  كشت نمونه باكتريـ 1
 در ATCC 27853ينوزا ژسويه استاندارد سودوموناس آئرو

محيط كشت نوترينت آگار به منظور رسيدن به تك كلني به 
  .ه شد درجه كشت داد35 در دماي 18-24مدت 

  تهيه سوسپانسيون ميكروبيـ 2
ساعته باكتري، تك كلني به سرم فيزيولوژي 18-24از كشت 

استريل افزوده و ورتكس گرديد تا سوسپانسيوني با كدورت نيم 
 سپس سوسپانسيون حاصله به نسبت ،مك فارلند حاصل گردد

 با سرم فيزيولوژي استريل رقيق شد تا سوسپانسيوني 100 به 1
  . باكتري در هر ميلي ليتر به دست آيد1×106با غلظت 

   دي پتاسيكEDTAهاي مختلف از  تهيه رقتـ 3
 استوك آبي تهيه و رقت هاي ، دي پتاسيكEDTAاز پودر 

مختلف آن جهت انجام تست ميكرودايلوشن تهيه و فيلتر 
بر حسب گرم بر (هاي تهيه شده عبارت بودند از رقت .گرديد
  ):ليتر ميلي

1617/0 ،1415/0، 1213/0، 1011/0، 0808/0، 0606/0 
،0404/0، 0202/0، 00809/0، 00404/0، 00323/0، 00243/0   

  هاي مختلف از سيرتهيه رقتـ 4
ن استوك آبي در آورده سپس از آ ابتدا سير را به صورت پودر

  .كنيمهاي مختلف تهيه ميدر رقت
هاي مختلف ازآنتي بيوتيك وسيع الطيف ايمي تهيه رقتـ 5
  مپن

با توجه به حلاليت مناسب اين آنتي بيوتيك در آب مقطر 
هاي مختلف آن جهت استريل، استوك آبي آن تهيه شد و رقت

بر  ده برحسب گرمشهاي تهيه  رقت. انجام آزمون استفاده شد
  :ليتر عبارت بودند از ميلي
025/0، 016/0، 0125/0، 010/0، 008/0   

  TiO2 آماده سازي نانوذرهـ 6
 در آب مقطر ديونيزه و اتانول  Ticl4ليتر از پيش ماده  ميلي 10

 حل شده پس از انجام واكنش هيدروليزاسيون 1 به 5به نسبت 
 .آيد بدست مي) سل TiO2( كلوئيدي TiO2و پليمريزاسيون ، 

 ساعت قرار 2 به مدت oC550اين محصول در كوره با حرارت 
  . حاصل شودTiO2گرفته تا پودر سفيد 

  TiO2 نانوذره  هاي مختلف ازتتهيه رقـ 7
هاي متوالي  رودايلوشن ابتدا رقتـت ميكـام تسـت انجـجه

را از  ميكروليتر 1،3،5 ،10،20،30،40،50،60، ............ 200
در آب مقطر تهيه و سپس با ) سل( TiO2محلول كلوئيدي 

  . ميكرومتري استريل گرديد22/0استفاده از فيلتر 
  

  ( SEM)اسكنينگ كترونيال ميكروسكوپ با بررسي
 ميكروگرافي ،در اين مطالعه جهت بررسي ساختار نانو ذره

 XL30 مدل ( SEM )توسط ميكروسكوپ الكتروني اسكنينگ 
پودر بدين منظور ابتدا .تهيه گرديدساخت شركت فيليپس هلند 

TiO2لايه نازكي از ، بر روي سطوح مسي مخصوصي چسبانيده 
 مدل Sputer coaterطلا روي سطح آن توسط دستگاه 

SCDOOS سپس توسط ميكروسكوپ الكتروني .نشانيده شد 
  .اسكنينگ بررسي گرديد
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  XRD آزمايش 
به منظور شناخت بيشتر وبررسي ساختار كريستالي دي اكسيد 

-XRD)-Rayتيتانيوم به كار رفته در آزمايشات از دستگاه 

Diffraction X- (پراش اشعه  .استفاده شدX روشي است كه 
وسيله آن مي توان عناصري را كه داراي اشكال كريستالي ب

  .هستند مورد بررسي قرار داد
، MIC( EDTA TiO2(تعيين حداقل غلظت مهاركنندگي

ينوزا از ژسير و ايمي پنم بر روي رشد سودوموناس آئرو
طريق تست ميكرودايلوشن و تعيين تعداد كلني تشكيل 

  )CFU(شده 
 عوامل مذكور تست هاي مختلف ازپس از تهيه رقت

بدين . انجام گرديدNCCLS ميكرودايلوشن مطابق استاندارد 
 ميكروليتر از 10اي  خانه96هاي منظور در هر چاهك از پليت

 ميكروليتر محيط كشت 100سوسپانسيون رقيق شده به همراه 
هاي مختلف از عوامل  سپس رقت.مولر هيلتون براث ريخته شد
 بار 3رديد و هر تست به صورت مورد آزمون به آن اضافه گ

 ساعت در 24اي به مدت  خانه96 هايپليت. تكرار انجام شد
 پس از طي مدت انكوباسيون از هر .انكوباتور قرار داده شد

 ميكروليتر برداشته وبه منظور تاييد و تعيين تعداد 10چاهك 
ها  سپس پليت.كلني بر روي محيط نوترينت آگار تلقيح گرديد

 ساعت قرار گرفت و بعد از 24 درجه به مدت 35تور در انكوبا
  .تعيين گرديد CFUها شمارش و آن تعداد كلني

  
  نتايج

   
TiOاز نانو ذره گ  تصوير ميكروسكپ الكتروني اسكنين-1 نگاره

2
  

    
TiOاز نانوذره XRD  تصوير -2 نگاره

2
  

  
TiO نانوذره  EDTA مهاركننده حداقل غلظت عيين ت-1جدول

2
 

 ينوزاژسودوموناس آئرو استاندارد سوش  براي و سير)يديئمحلول كلو(
)ATCC27853(  

  

  ها مهار كننده
 برحسب ميكروگرم بر MICميزان 

  ليتر ميلي
TiO

2
 2/2  
EDTA 92/24  
  40  قرص سير

  43/0  پنمايمي

  
  ها  نتايج مربوط به شمارش كلني

 رويي هر چاهك مورد برداشت از مايع  باMICپس از تعيين 
ها جهت آزمون و تلقيح آن به محيط كشت جامد تعداد كلني

 2/2بررسي گشت و مشاهده شد كه در رقت  CFU تعيين
TiOليتر از  ميكروگرم بر ميلي

2
 هيچ كلني از سودوموناس 

چاهك به رشد نكرده بود و بيشترين تعداد كلني مربوط 
،  g/mlµ92/24EDTAاين نتايج در رقت . كنترل منفي بود

g/mlµ40 سير و ml/gµ43/0 1جدول (پنم ديده شدايمي( .
TiO توان گفت پس مي

2
 توان مهار EDTAدر مقايسه با 
 برابر كمتر و در 12كنندگي رشد سودوموناس را در غلظت 

مقايسه با قرص سير اين قدرت خود را در غلظت نزديك 
  .برابر كمتر القا نمود 20
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  بحث
از اهداف بهداشت   و رعايتاد غذاييبالا بودن كيفيت مو

 تركيب اوليه اتتغيير. هميشگي متخصصين علوم تغذيه است
 منبع تواند به عنوانموادغذايي موجب فساد غذا گشته و مي

اين گونه انتقال و . كندهاي مهلكي را ايجاد مياپيدمي عفونت
 بيماران دچار ،سرايت بيماري در افراد مستعد مانند كودكان

 سالخوردگان كه داراي سيستم ايمني  ويستم ايمنينقص س
. باشدمي باشند از اهميت بيشتري برخوردارضعيف مي

ينوزا قادرند به سطوح ژها از جمله سودوموناس آئروميكروب
اي ميكروبي ايجاد نمايند و آلي اتصال يافته و روي آن لايه
. ي محيط را به وجود آورندبدين طريق منبع اوليه آلوده كننده

اين باكتري به طور وسيع در طبيعت وجود داشته و اغلب از 
سودوموناس . )2و10(شودهاي مرطوب جدا مي محيط

ين عوامل ميكروبي درگير در آئروجينوزا يكي از اصلي تر
هاي بيمارستاني  عفونت.باشدمي هاي بيمارستانيعفونت

امروزه يكي از معضلات اصلي در پزشكي به ويژه در افراد 
از جمله مواد .)1و18( باشددچار سركوب سيستم ايمني مي

توان مواد پروتئيني شامل تخم مرغ، نرم غذايي درگير با آن مي
 بدين منظور دراين مطالعه از عوامل .نام بردتنان، و ماهيان را 

ي و نانوذره اكسيد تيتانيوم براي مهار يمختلف گياهي و شيميا
پنم به ينوزا و از آنتي بيوتيك ايميژرشد سودوموناس آئرو

پنم ايمي. ها استفاده شدعنوان كنترل مثبت در مقايسه با آن
هاي عفونتهاي مورد استفاده در يكي ازقويترين آنتي بيوتيك

 آنتي بيوتيكي با حلقه بتالاكتام از دسته وسودوموناسي 
 بدحال و به شدتدر بيماران اغلب و است ها  كارباپنم
هاي هاي چند ميكروبي و عفونت درمان عفونت درهمچنين

اما از ). 3(رودهاي مقاوم به كار ميحاصل از ميكروارگانيسم
ها موجب امپنم مانند ساير بتالاكتآن جايي كه ايمي

گردد لذا و اختلالاتي مانند تشنج مي  CNSضايعات
تر با خاصيت ضد ميكروبي توصيه هاي ايمن جايگزين

  ). 8(شود مي

EDTA كلات كننده فلزات است كه بر نفوذپذيري غشاي 
اين تركيب با كلات . هاي پلانكتونيك موثر استخارجي سلول
اعث جداشدن هاي دوظرفيتي از غشاي خارجي بكردن كاتيون

LPS شود و نفوذپذيري غشاي خارجي را از سطح سلول مي
  ).5و13(بردبالا مي

در اين مطالعه ازعوامل گياهي موثر بر مهار رشد سودوموناس 
ميكروبي گياهان معمولا به  خاصيت ضد. نيز استفاده گرديد

هاي موجود در دليل تركيبات فنولي، ساپونين و فلاونوئيد
روي نفوذ پذيري معمولا اين عوامل . باشدها ميساختار آن

  . غشاي سيتوپلاسمي و آنزيم هاي ساختاري آن موثر هستند
هاي بيوتيك آنتيدستيابي به قبل از وهاي قديم سير از زمان
هاي  اپيدميهاي عفوني و درمان بعضي بيماريجديد در

. شده است سل استفاده مي وتيفوس، وبا، اسهال خوني، ديفتري
 آلينين آليل متيل تيوسولفينات ،مله تركيبات موجود در سيراز ج
 خاصيت ضد ويروسي آن به اثبات رسيده  كهتوان نام بردرا مي
اين تركيب از جذب يا نفوذ ويروس . شودگفته مي). 9(است

هاي خاصيت ضد ميكروبي سير بر رشد باكتري. كندميممانعت 
فيلوكوك و كلرا و استا گرم منفي و مثبت نظير ويبريو
با بررسي كه روي ). 17(استرپتوكوك به اثبات رسيده است

خصوصيات شيميايي سير انجام شده مشخص شده عملكرد 
ن آ به دليل آليسين موجود در به طور عمدهضد باكتريايي آن 

 l m/gµ 12000لذا در اين مطالعه از سير با غلظت .است 
  .سي شود آن بررميكروبيآليسين استفاده شد تا خواص ضد 

 هم چنين از جمله مواد داراي خاصيت ضد ميكروبي، نانو 
اي در بهداشت و اين مواد امروزه جايگاه ويژه. باشدذرات مي

از سه دهه گذشته تاكنون دي اكسيد . )16(صنعت پيدا كرده اند
تيتانيوم به دليل خواص متعدد فيزيكي فتوكاتاليستي و سميت 

رماتيت تماسي مورد توجه پايين و عدم واكنش آلرژيك يا د
نانو . محققين علوم مختلف بهداشتي و صنعتي قرار گرفته است

درجه  700 اكسيد تيتانيوم از ذوب تيتانيوم در دماي  ديذره
يا از حل شدن اين ماده در اسيد نيتريك گرم و  گراد وسانتي
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خواص دي اكسيد تيتانيوم وابسته به اندازه . شودغليظ تهيه مي
 ساختار بلوري ايجاد شده در نهايتش سنتز آن و ذرات و رو

  ) 4و6 (است
Pavasupreeيك با استفاده ازژل  ـ  از روش سلهمكارانش  و 

 از روش همكارانش  و  Colon، ماده ي فعال كننده ي سطحي
 جهت ژل بر روي يك بستر از جنس كربن فعال شده -سل

 از همكارانش  وYung .)4و16 ( استفاده كردندTiO2سنتز 
و  Muruganروش هيدروترمال تحت حرارت و فشار،

 وهمكاران Aymonier از روش مايكرو هيدروترمال،همكارانش 
 TiO2 براي سنتز از روش هيدروترمال به كمك امواج صوتي

 تهيه جهت Ticl4در اين تحقيق از . )11و12و19(استفاده كردند
  ) 9(نانوذره دي اكسيد تيتانيوم استفاده شد

Rajagapal  و همكاران با بررسي اثر تابشuv بر سطح شيشه 
ها را پوشش داده شده با اكسيدتيتانيوم كاهش پنج برابري باكتري

  ). 7(پس از تاثير فتوكاتاليستي مشاهده نمودند
،  كروييذرات TiO2 نانوذره نشان داد كهSEM و XRD نتايج 

 TiO2  ساختار نانوذرهي برتاييدكه  مي باشند 65nm-40قطر با 
 با قدرت مهار  نانو ذره دي اكسيد تيتانيوم. )2و1نگاره  (بود

باكتريايي عليه  توان مطلوب ضد،  g/mlµ 2/2كنندگي 
از آن جايي كه اين باكتري . ينوزا را نشان دادژسودوموناس آئرو

تواند به طور وسيع بر روي مواد غذايي به ويژه آبزيان و مي
 توجه به خاصيت ضد لذا با ،رشد كندهاي دريايي پروتئين

توان از آن در باكتريايي و خود پاك شوندگي اين نانو ذره مي
در   و نگهداري مواد غذايي چه در سطح محدود و چهپوشش

داري مواد غذايي استفاده هاي نگه سطح وسيع در سردخانه
در اين مطالعه سير نيز به عنوان يك عامل گياهي توان . نمود

ودوموناس را داشت كه با توجه به مهار كنندگي مناسب رشد س
يك از دو توان از هر قابل دسترس بودن اين ماده گياهي مي

وذره و سير در نگهداري و بهبود بخشيدن به حفظ نانعامل 
  .سلامت مواد غذايي استفاده نمود
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