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و فيلم كيتوزان ازبر بررسي خاصيت ضدميكروبي نانوذره هاي باكتري دو گونه
 بيماري زا با منشا غذا

*، روحا كسري كرمانشاهيaپرستو رضايي b

a،ايران تهران، دانشگاه الزهرا(س)، زيست شناسي،ميكروبيولوژي، دانشكده گروه كارشناس ارشد ميكروبيولوژي 
bدانشگاه الزهرا(س)، تهران، ايرانزيست شناسي، دانشكده ميكروبيولوژيگروه استاد ،

 13/3/1393تاريخ پذيرش مقاله: 29/10/1392تاريخ دريافت مقاله:

هچكيد
در بستهتجزيهمقدمه: و آلودگيبنديناپذيري مواد مورد استفاده ازهاي مواد غذايي از يك طرف  ها از طرف ديگر،آن هاي ميكروبي ناشي

كه مشكلاتي را براي جامعه امروزي ايجاد نموده است. داراي خاصيتو پذيري زيستي دارند قابليت تجزيهاز اين رو استفاده از موادي
در ضدميكروبي نيز هستند، مورد توجه دانشمندان قرار گرفته است.  كيتوزان يكي از پليمرهاي زيستي است كه در جهت حذف اين مشكلات

 نظر گرفته شده است.
و و ها:روش مواد و بعددر اين پژوهش ابتدا نانوذرات و فيلم كيتوزان را ساخته شيميايي آنها به بررسي اثر از بررسي ويژگي هاي فيزيكي

بر روي باكتري هاي بيماريضدميكروبي آن  Listeriaو Staphylococcus aureus PTCC 1431زا با منشا غذايي كه شامل ها

monocytogenes روش باشد،مي  هاي مختلف پرداخته شد.با
و ميزان نانومتر ساخته273 نانوذره كيتوزان با اندازه ها:يافته دو باكتري فوق الذكربر MBCوMIC شد ميكروگرم در ميلي5/3 روي

 فيلم حلاليتو ميزان%1ميزان رطوبت درحدود ميكرومتر،2/4±43/69 ضخامتفيلم كيتوزان نيز ساخته شد كه داراي ليتر تعيين شد.
كه% 52 در مدت هاي بيماري تعداد باكتري%100سبب كاهش بود در دماي24زا  گراد گرديد.درجه سانتي30ساعت

ونجا كه خاصيت ضدميكروبي كيتوزان چه به صورت نانوذرهآاز با توجه به قابليت تجزيه پذيري كيتوزان، گيري:نتيجه چه به صورت اي
بر روي باكتري مذفيلمي ميور به اثبات رسيدكهاي بيماري زا با منشا غذايي در، هاي ضدميكروبي مواد بسته بنديتوان پيشنهاد نمود كه

.شودغذايي استفاده 

 Staphylococcus aureus ،Listeria،نــانوذره، فــيلم كيتــوزان هــاي ضــدميكروبي موادغــذايي،يبنــدبســته:هــاي كليــديواژه
monocytogenes 

 :rkasra@yahoo.com email مكاتبات مسئول نويسنده*
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 مقدمه
هاي بنديناپذيري مواد مورد استفاده در بستهتجزيه

امروزي ترين مشكلات جامعهمواد غذايي يكي از بزرگ
از اين نظر استفاده از پليمرهاي زيستي در جهت است.

 ( ,.Clara et alمي باشدحذف اين مشكل قابل توجه 

2011; Leceta et al., 2013(.
كيتوزان باشد.كيتوزان از اين جهت بسيارحائزاهميت مي

يك بيوپليمر پلي ساكاريدي طبيعي آب دوست است كه 
(ماده اصلي بوسيله داستيله شدن واحدهاي آلكالين كيتين

و اسكلت خارجي سخت پوستاني همچون ميگو، صدف
طور مدارك اخير ). همين1(شكل آيدخرچنگ) بدست مي

به عنوان منبعي آسپرژيلوس نايجرنشان داده است كه قارچ 
با از كيتوزان است. اين بيوپليمر به صورت پلي كاتيونيك

ازساختار وخصوصيات ويژه مي واحد 5000باشد كه بيش
 گلوكزآمين ساخته شده است. كيتوزان در بسياري از 

ام ها نامحلولحلال  شده رقيقيآليهاا در حلالاست
 سوكسنيك،اسيد فرميك،اسيد اسيداستيك، مثلا
و اسيد مياسيدلاكتيك اين پليمر باشد.ماليك محلول

و ارزان، غيرسمي، داراي قابليت تجزيه پذيري زيستي
هاي به علت داشتن گروه.باشدسازگار با محيط زيست مي

 Dutta et( باشد فعال آمينو به عنوان چلات كننده مفيد مي
al., 2009.( 

 تشكيل كيتوزان از كيتين-1شكل

و را ميزان، pHدرجه استيلاسيون تعيين بار كيتوزان
موقعيت آمينو كه در هايپايين عمده گروه pH كند. در مي

C-2 ،اند، با سطح پروتونه شده از واحدهاي گلوكز آمين
و هاي ساكاريد ديواره باكتريآنيوني ليپوپلي گرم منفي

هاي گرم مثبت پپتيدوگليكان آنيوني باكتري طورهمين
ميبرهم بنابراين داراي فعاليت دهد.كنش نشان

 Mohammadpour Dounighi et( باشدضدميكروبي مي
al., و بالا رفتن درجه داستيله شدن pHكاهش.)2012

,.Mellegard et al(يدماناين فعاليت را تشديد مي
هاي در جهت كنترل آلودگيآناز ين جهت،ااز.)2011

و ليستريا منوسايتوجنزهمچون(مواد غذايي باكتريايي
هاي عفوني كه سبب بيماري استافيلوكوكوس اورئوس

,.Goy et al)گردندبسياري مي 2009; Zivanovic et)
al., 2006; Ye, 2008،(هاي توان در بسته بنديمي

 Fernandez-Saizaكرد ضدميكروبي موادغذايي استفاده
et al., ) (2008; Rhim et al., 2006; Leceta et al., 

2013 
هدف از اين پژوهش بررسي خاصيت ضدميكروبي
و فيلم بر عليه دو باكتري  كيتوزان به دو شكل نانوذره

تامي زا با منشا غذا بيماري هاي بنديدر جهت بسته ياشد
و موادغذايي بتوان از آن زيست تجزيه پذير ضدميكروبي
 استفاده نمود.

و روش هامواد
از Staphylococcus aureus PTCC 1431 باكتري

و قارچكلكسيون باكتري هاي علمي هاي سازمان پژوهشها
و باكتري  از Listeria monocytogenesو صنعتي ايران

كيتوزان با درجه داستيله ايران تهيه شد. پاستورتويانيست
اسيد شركت سيگما، پنتاسديم تري پلي فسفات،از75%

تريپتيك هاي كشت تريپتيك سوي آگار،استيك، محيط
از سوي براث، و مولر هينتون براث مولر هينتون آگار

 شركت مرك تهيه گرديد.

در5/0 روش ساخت نانوذره كيتوزان:  گرم كيتوزان
 حل كرده در محلول%1ليتر اسيداستيك ميلي 100
(به1به3تري پلي فسفات پنتاسديم به نسبت25/0%

 فسفات پنتاسديم)پليترتيب محلول كيتوزان به محلول تري
و به خوبي حل گرديد. به بررسي سپس ليوفليزه نموده

اندازه نانوذره كيتوزان به وسيله دستگاه زتا سايزر پرداخته 
,.Mohammadpour Dounighi et al( شد 2012(.
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در4 كيتوزان:روش ساخت فيلم گرم پودر كيتوزان
و1محلول اسيداستيك ليترميلي 200 گرم گليسرول%1

 براي بهبود دهنده ماده عنوان به گليسرول(از حل نموده

و گرديد) استفاده فيلم از شكنندگي جلوگيريو گيريشكل
گراد قرار داده درجه سانتي90دقيقه در دماي20به مدت

 كاغذ با نشده حل مواد جداسازي براي حاصل محلول شد.
سپس محلول مورد نظر را در.گرديد فيلتر واتمن صافي

سانتي30در24( اي پيركسيك ظرف چهارگوش شيشه
درجه23اين فيلم در دماي متري) به آرامي ريخته شد.

و سپس از قالب شيشه5گراد به مدت سانتي اي روز خشك
,.Rhim et al( خارج گرديد 2006(.

 فيلم فيزيكي خواص گيرياندازه-
 هايفيلم ضخامت:فيلم ضخامت گيرياندازه

 مترميلي01/0دقت با ميكرومتر يك از استفاده با توليدشده

 شد. گيري اندازه

كه آن از پس:مفيل رطوبت ميزان گيرياندازه
و شده وزن فيلم هايتكه رسيدند، رطوبتي تعادلبهها فيلم
 درجه110 دماي با آون در سپس شد.ظرفي گذاشته درون

 سپس شدند. داده حرارت ثابت وزن به رسيدن تا گرادسانتي

 اوليه، نمونه به نسبتهانمونه وزن كاهش ميزان روي از

.شد تعيين رطوبت درصد

 ميزان تعيين از پس:فيلم حلاليت ميزان گيرياندازه

 آن در موجود جامد مواد ميزان فيلم هر در موجود رطوبت

 پس را فيلم هايتكه مسأله، اين به توجهبا بود. تعيين قابل

6مدتبهو انداخته مقطرآب سي سي 50 درون توزين، از
 گراد سانتي درجه 25 دماي در آرام زدن هم عمل ساعت

 كاغذ يك رويبرآبو فيلم مخلوط سپس.گرفت انجام

 به رسيدن تا نمونه همراه به صافي كاغذ شد. صاف، صافي

 داده شد. قرار گراد سانتي درجه 110 دماي در ثابت وزن

گرديد رابطه زيرمحاسبهازآبدرهافيلم حلاليت درصد
.)1387و همكاران،(حسيني

كيتوزان بر روي بررسي اثر ضد ميكروبي نانوذره-
 زا با منشأ غذا هاي بيماريباكتري

براي اين مورد به بررسي كمترين غلظت بازدارنده رشد
و كمترين غلظت كشنده نانوذره كيتوزان بر عليه دو گونه از 

و Staphylococcus aureus PTCC 1431باكتري
Listeria monocytogenes شد. پرداخته 

در  5/3µg/mLنانوذره كيتوزان را به مقدار
و جهت تعيين1/0اسيداستيك  MIC% استريل حل نموده

تاي در ميكروتيتر پليت با روش كدورت10از سري رقت
اي با كنترل مثبت بر روي سنجي چشمي به طور مقايسه

هاي باكتري)106cfu/mL(معادل نيم مك فارلند01/0
ازكمذ درجه30ساعت گرماگذاري در دماي24ور بعد

طور يك لوپ كامل از هر همين فاده شد.گراد استسانتي
كشت  MHA در محيط MBCچاهك را جهت بررسي

,.Qi et al( داده شد 2004(.
باكتري هاي موردو MHBكنترل مثبت: حاوي محيط

و %1/0اسيداستيك نظر
(حل شده كنترل منفي: حاوي محلول نانوذره كيتوزان

و محيط1/0در اسيد استيك  (%MHB 

ضد ميكروبي فيلم كيتوزان بر روي دو بررسي اثر-
 زا با منشأ غذابيماري گونه باكتري

براي بررسي اثر ضد ميكروبي فيلم كيتوزان تهيه شده
و  كمي استفاده شد. از دو روش كيفي
هاي فيلم كيتوزان ساخته شده را به : نمونهروش كيفي

متري برش سانتي1×1در اندازه،وسيله يك قيچي استريل
 محيط در ضدميكروبي ماده نفوذو با استفاده از روش داده

بر اين اساس از كشت شبانه گيري شد.اين اثر اندازهآگاردار
و Staphylococcus aureus PTCC 1431هاي باكتري

Listeria monocytogenes 5/0و مك فارلند تهيه نموده
و سپس روي محيط مولر هينتون آگار كشت چمني داده

از گذاشته شد.فيلم مورد نظر را روي آن هاله عدم رشد بعد
گراد بررسي درجه سانتي30ساعت گرماگذاري در دماي 24
 شد.

زاهاي هاي بيماريبراي اين مورد باكتري:روش كمي
Staphylococcus aureus PTCC 1431 وListeria 

monocytogenes ميلي ليتر تريپتيك سوي براث30در 
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ساعت24گراد به مدت درجه سانتي30دماي در
درجه4دقيقه در دماي5سپس به مدت گرماگذاري شد.

وژ نموده با سرمفسانتري g 7000 گراد با دور سانتي
و دوباره با همان شرايط سانتريفوژ  فيزيولوژي شستشو داده

و توده سلولي را در ميلي ليتر تريپتيك سوي 100نموده
و به حجم ميلي ليتر با آب مقطر 900براث حل نموده

 ).5/2cfu/ml-0/1× 610(محلول حاضر حاوي رسانيم مي
ميلي ليتر از تلقيح مورد نظر به 100در هر ارلن به ميزان

در10×10همراه يك فيلم كيتوزان در اندازه سانتي متري
و هر درجه سانتي30دماي از2گراد گرماگذاري ساعت
ها با رقت نمودن روي ترپتيك سوي اگار كشت داده نمونه

(شاهد شامل ارلن هاي حاوي باكتري هاي بيماري زا اما شد
,.Rhim et al( بدون حضور فيلم كيتوزان مي باشد)

2006(.

هايافته
سفيد رنگ ذره كيتوزان سنتز شده به صورت پودر نانو

و بر طبق هيستوگرام توزيعآدر  اندازه نانوذره كيتوزان، مده

 نانومتر است. 273 داراي اندازه
نانوذره MIC, MBCبر اساس مشاهدات نتايج

5/3زا با منشأ غذا هاي بيماريكيتوزان براي هر دو باكتري
ميميكروگرم در ميلي  باشد. ليتر

 متمايل به سفيد داشتهفيلم كيتوزان حاصله رنگ زرد
 ميكرومتر،2/4±43/69در حدودو ضخامت فيلم)3(شكل

%52و ميزان حلاليت فيلم%1حدود ميزان رطوبت در
 است. بوده

(ابعادفيلمبررسي اثر ضدميكروبي 1×1 كيتوزان
كه روي نشان داد متري) به صورت كيفي سانتي
و هاله زا با منشأ غذا اثر هاي بيماري باكتري كشندگي داشته

.)4(شكل عدم رشد مشاهده گرديد
(در روش كمي منحني رشد باكتري مك01/0هاي نيم

وفارلند) بيماري  در حضور فيلم كيتوزان زا در حالت عادي
در24زماني متري) در محدودهسانتي10×10(ابعاد ساعت
نشان از اثر كشندگي فيلم كيتوزان در اين2و1 هاينمودار

 دهد.دوره زماني را مي

 Z-Average(d-nm) = 273هيستوگرام توزيع اندازه نانوذره كيتوزان-2شكل
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Record 3: nano chitosan2 1
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 فيلم كيتوزان ساخته شده-3شكل

 PTCC اورئوس استافيلوكوكوسسانتي متر بر عليه باكتري1در1هاله عدم رشد فيلم كيتوزان در ابعاد-4شكل

 يم مك فارلند)ن(1431

و عدم حضور فيلم نيم مك فارلند)PTCC 1431 )01/0 استافيلوكوكوس اورئوسمنحني رشد باكتري-1 نمودار در حضور
(قطعه   گراددرجه سانتي30در دماي TSBساعت در محيط24متر) به مدت سانتي10×10كيتوزان

داد
تع

تم
اري

لگ
ي
تر
باك

ول
سل

)
C

FU
/m

L
(

زمان(ساعت)
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داد
تع

تم
اري

لگ
ي
تر
باك

ول
سل

)
C

FU
/m

L
(

و عدم حضور01/0( ليستريا منوسايتوجنزمنحني رشد باكتري-2 نمودار (قطعه نيم مك فارلند) در حضور متر) سانتي10×10فيلم كيتوزان
 گراددرجه سانتي30در دماي TSBساعت در محيط24به مدت 

 بحث
طور كه روند همانموادي كه در صنايع غذايي بكار مي

و اثرات مخرب زايي بر روي گفته شد بايد تجزيه پذير بوده
همين علت كيتوزان به عنوان ماده غذايي نداشته باشند. به

 (Lecetaيك بيوپليمر طبيعي در اين زمينه انتخاب گرديد

(et al., 2013.نانوذرات 2004در سال همكارانو ليفنگ
و80كيتوزان با اندازه  كه نانومتري ساختند گزارش دادند

و MICليتر به عنوان غلظت گرم در ميلي ميكرو1 غلظت
MBC زاي مذبور محسوب شده بيماريهاي براي باكتري
,.Qi et al(است  5/3در پژوهش حاضراين غلظت.)2004

زا به دست هاي بيماريليتر براي باكتريميكروگرم در ميلي
آمد كه يكي از دلايل اختلاف در اين غلظت را مي توان به 

اندازه نانوذرات در تفاوت در اندازه نانوذرات حاصله دانست.
آ و هرچه اين ها بسيار تاثيرناثر ضدميكروبي گذار است

تر باشد، اثر ضدميكروبي بيشتري از خود نشان اندازه كوچك
,.Clara et al( دهدمي . به علاوه نوع باكتري نيز)2011

در حساسيت به نانوذرات موثر است. علت اختلاف در اندازه 
توان به نوع كيتوزان مورد استفاده هم نانوذره كيتوزان را مي

) سبت دادن Konga et al., 2010).
تعداد%100فيلم كيتوزان ساخته شده نيز سبب كاهش

مي24هاي بيماري زا در مدت باكتري درجه.گرددساعت
و نوع حلال خصوصيات فيزيكوشيميايي، پليمريزاسيون،

وزن مولكولي كيتوزان نيز از فاكتورهاي موثر در اين فعاليت
تجربي نشان داده است افزايش وزن باشند كه مطالعات مي

 گرددمولكولي سبب بالا رفتن فعاليت ضدميكروبي آن مي

)Elsabee & Abdou, 2013; Mellegard et al,
 كمي نفوذپذيري كيتوزان هاي از سوي ديگر فيلم.)2011
 خوبي بسيار مانع بنابراين. دارند رطوبتو اكسيژنبه نسبت
در. باشندميآب بخارو گازها براي 6كمتر از pH كيتوزان
و با تركيبات داراي بار منفي مثل پلي كاتيونيك است

و ها، پلي ساكاريد پروتئين هاي آنيوني، اسيدهاي چرب
و همكاران، فسفوليپيدها واكنش نشان مي (طاهري دهد

1392(
هاي زيست هاي گياهي در فيلم امروزه از اسانس

و پذير براي بهبود اثرات تجزيه ضدميكروبي، آنتي اكسيداني
بهبود خصوصيات نفوذپذيري فيلم استفاده مي گردد. در 

و همكاران در سال  قرار 1389پژوهشي كه توسط مرادي
نشان داد كه فيلم كيتوزان حاوي آويشن شيرازي گرفت،

ليستريا اثرات ضدميكروبي معنادار بيشتري بر عليه 
ن اسانس، دارد نسبت به فيلم كيتوزان بدومنوسايتوجنز 

و همكاران، ).1389(مرادي
 مكانيسم ضدميكروبي كيتوزان دقيقا مشخص نيست.

و طبيعت اما چندين پيشنهاد در اين زمينه داده شده است
ذاتي كيتوزان كه پلي كاتيونيك است مهمترين پيشنهادي

,.Benhabilesa et al(است كه داده شده است  2012(.
 خارجي غشاي كيتوزانكهستا داده نشان اخير تحقيقات

بهمي تخريبراهاباكتري  عمل مكانيسم كلي طور كند.
: شامل كيتوزان ضدميكروبي

 منفي بار با كيتوزان كاتيوني پلي طبيعت تداخل-1

هاسلول سطح هايماكرومولكول

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

٠ ٢ " # ٨ ١٠ ١٢ ١" ١# ١٨ ٢٠ ٢٢ ٢"

L.monocytogenes L.monocytogenes+chitosan film

 زمان(ساعت)
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 انتقال از جلوگيريو سلول به كيتوزان پليمر ورود-2

DNA  بهRNA شودمي )Fernandez et al., 2010(.

خاصيت ضدميكروبي نانوذرات كيتوزان در حذف
نيز به اثبات Streptococcus mutansبيوفيلم باكتري 

,.Luis et al)رسيده است مي  (2011 توان ،از اين رو
هاي باكتريايي تشكيل پيشنهاد نمود كه در حذف بيوفيلم

و ضربه  هاي اقتصادي شده در موادغذايي كه سبب فساد
ميد  شوند، از آن به توان استفاده نمودر اين زمينه

.(Van Houdt & Michiels, 2010) 
از آنجا كه خاصيت ضدميكروبي كيتوزان چه به صورت

ونانوذره هاي چه به صورت فيلمي بر روي باكتري اي
به بيماري و با توجه زا با منشا غذاي مذبور به اثبات رسيد

مي كيتوزان،توانايي تجزيه پذيرزيستي  در پيشنهاد گردد
 هاي ضدميكروبي مواد غذايي استفاده گردد. بندي بسته

 منابع
) ا. و موسوي، ه. م.، رضوي،  ). بررسي1387حسيني،

 ريزساختاريو باكترياييضد مكانيكي، فيزيكي، خواص
ها اسانس محتوي كيتوزاناز شده توليد خوراكي هاي فيلم
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