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سیر  و EDTA، دی اكسید تیتانیوم نانوذره باكتریاییارزیابی فعالیت ضد 

استاندارد  ینوزا با استفاده از روشژبر سویه استاندارد سودوموناس آئرو

 میکرودایلوشن

، شهلا رودبارمحمدی*1مینا سعادت
2

نژاد خاوری رمضانعلی، 
3

، الهام تقوی
4

 

 

 چکیده
مستعد  که در افراد بودهیت در صنعت غذا فساد میکروبی یکی از مسائل دارای اهم

 در این مطالعه خواص ضد. داردمانند کودکان و کهنسالان این مسئله نمود بیشتری 

 EDTAو تمیز شونده  دبه عنوان یک عامل شیمیایی خو دی اکسید تیتانیوم باکتریایی

 .یدارزیابی گرد( سازی رقت)و سیر با استفاده از روش استاندارد میکرودایلوشن 

 آب مقطر دیونیزهپس ازافزودن . دبدست آم TiCl4از طریق هیدرولیز  TiO2نانوذره 

به فرم  oC551 درو خشک شد  oC 011-01ی محلول در دما گردشساعت  5 و

 میکروسکوپ الکترونی اسکنینگ نوع ذرات بوسیله و اندازه .کریستالی در آمد

(SEM) و X-Ray-Diffraction  (XRD) ینوزاژموناس آئروسودو .شدتعیین 

 پس از کشت داده شد و(NA) رآگا نوترینتبر روی محیط  ATCC) 35052(سویه

 .گردیدتهیه  cell/ml 016×0 غلظت با سوسپانسیونی oC25 ساعت نگهداری در 24

ایمی پنم  EDTA , سیر ،،   TiO2روی آن( MIC) حداقل غلظت مهارکنندگیتست 

 .ارزیابی شدبر روی سودوموناس 

 65nm-40قطر با ، ذرات کروی نشان داد که  SEMبا  نانوذره شکل و قطر بررسی

 3/3و 23/30و01به ترتیب  و ایمی پنم سیرو  EDTA و TiO2 عوامل MIC .باشند می

 با روش شیمیایی TiO2 نانوذره در این مطالعه .لیتر بود میکروگرم بر میلی 02/1و 

مطلوبی نسبت به سایر مهار  ایینشان داده شد که دارای خاصیت ضد باکتری و سنتز

مناسبی جهت حذف  ترکیبتواند لذا نانو ذره می .استهای معمول  کننده

ه بندی و پوشش مواد غذایی تسودوموناس در صنعت غذا به ویژه در ارتباط با بس

 .باشد

، نانوذره دی اکسید ینوزاژسودوموناس آئر، ضد باکتریاییعامل  :واژگان كلیدی

 تیتانیوم
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 مقدمه
های مختلف صنعتی، بهداشتی، امروزه فناوری نانو در عرصه

قاعدتا . زشکی و غذایی تاثیر با اهمیتی بر جای گذاشته استپ

یکی از تاثیرگذارترین اثر فناوری نوین در زندگی بشر، به مقوله 

به دلیل نیاز روزمره انسان به مواد . گرددصنعت غذا بر می

غذایی هرگونه تغییر در کیفیت و کمیت موادغذایی تاثیر بسزایی 

زدودن . د داشته خواهعدر بهداشت و سلامت جام

های میکروبی از مواد غذایی در هر یک از مراحل تولید،  آلودگی

وجود . (06)نگهداری و عرضه موادغذایی قابل اهمیت است

ها از انواع پروتئین اولیه سالم به ویژه مواد پر مصرفی مانند مواد

که در  چرا ،ای و بهداشتی فراوانی برخوردار استاهمیت تغذیه

های خطرناکی  غذایی بروز اپیدمی ودن موادورت آلوده بـص

آشناترین مثال، آلودگی سطح خارجی ماهیان . ل انتظار استـقاب

های گرم منفی از جمله  های دریایی، با باکتریو سایر فراورده

باشد که میزان آلودگی با رشد سودوموناس سودوموناس می

تجزیه  شدیدا افزایش یافته و به دنبال آن پروتئولیز و

. (00)افتد های ماهی و فساد مواد غذایی اتفاق میپروتئین

 6/1-3ینوزا ارگانیسمی متحرک با ابعاد ژآئرو سودوموناس

های کشت رشد ه سهولت در انواع محیطـمیکرون است که ب

 افراد های ریـه درسودوموناس آئروژینوزا عامل عفونت. کندمی
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دی که از دستگاه سیستیک فیبروزیس و همچنین افرا به مبتلا

این باکتری عامل . است ،کنندتنفس مصنوعی استفاده می

های پوستی در افراد دچار سوختگی، عامل سپتی سمی عفونت

های ایجاد عفونت .باشددر بیماران با سیستم ایمنی ضعیف می

های انسداد  عفونت موضعی و منتشر بعد از عمل جراحی و

ر از دیگر اشکال بالینی مجرای ادراری در افراد دارای کاتت

این باکتری به طور وسیع در طبیعت وجود . باشدعفونت می

های مرطوب بیمارستانی جدا داشته و به طور شایع از محیط

در این تحقیق خاصیت ضد میکروبی نانوذره (. 0و00)اندشده

اکسید تیتانیوم در مقایسه با عامل گیاهی سیر و عامل شیمیایی 

EDTA ک وسیع الطیف ایمی پنم جهت مهار رشد و آنتی بیوتی

 .باکتری شایع سودوموناس مورد ارزیابی قرار گرفته است

 

 روش كارمواد و 
 كشت نمونه باكتریـ 1

در  ATCC 35052ینوزا ژسویه استاندارد سودوموناس آئرو

محیط کشت نوترینت آگار به منظور رسیدن به تک کلنی به 

 .ه شددرجه کشت داد 25در دمای  00-30مدت 

 تهیه سوسپانسیون میکروبیـ 2

ساعته باکتری، تک کلنی به سرم فیزیولوژی 00-30از کشت 

استریل افزوده و ورتکس گردید تا سوسپانسیونی با کدورت نیم 

سپس سوسپانسیون حاصله به نسبت  ،مک فارلند حاصل گردد

با سرم فیزیولوژی استریل رقیق شد تا سوسپانسیونی  011به  0

 .باکتری در هر میلی لیتر به دست آید 0×016با غلظت 

 دی پتاسیک EDTAهای مختلف از  تهیه رقتـ 3

استوک آبی تهیه و رقت های  ،دی پتاسیک EDTAاز پودر 

مختلف آن جهت انجام تست میکرودایلوشن تهیه و فیلتر 

بر حسب گرم بر )های تهیه شده عبارت بودند از رقت .گردید

 (:لیتر میلی

0605/1 ،0005/1 ،0302/1 ،0100/1 ،1010/1 ،1616/1 

،1010/1 ،1313/1 ،11012/1 ،11010/1 ،11232/1 ،11302/1  

 های مختلف از سیرتهیه رقتـ 4

ن استوک آبی در آورده سپس از آ ابتدا سیر را به صورت پودر

 .کنیمهای مختلف تهیه میدر رقت

های مختلف ازآنتی بیوتیک وسیع الطیف ایمی تهیه رقتـ 5

 مپن

با توجه به حلالیت مناسب این آنتی بیوتیک در آب مقطر 

های مختلف آن جهت استریل، استوک آبی آن تهیه شد و رقت

بر  ده برحسب گرمشهای تهیه  رقت. انجام آزمون استفاده شد

 :لیتر عبارت بودند از میلی

135/1 ،106/1 ،1035/1 ،101/1 ،110/1  

 TiO2 آماده سازی نانوذرهـ 6

در آب مقطر دیونیزه و اتانول   Ticl4لیتر از پیش ماده میلی  01

حل شده پس از انجام واکنش هیدرولیزاسیون  0به  5به نسبت 

 .آید بدست می( سلُ TiO2)کلوئیدی  TiO2و پلیمریزاسیون ، 

ساعت قرار  3به مدت  oC551این محصول در کوره با حرارت 

 .حاصل شود TiO2گرفته تا پودر سفید 

 TiO2نانوذره  های مختلف از تتهیه رقـ 7

های متوالی  رودایلوشن ابتدا رقتـت میکـام تسـت انجـجه

را از  میکرولیتر 0،2،5 ،01،31،21،01،51،61، ............ 311

در آب مقطر تهیه و سپس با ( سل) TiO2محلول کلوئیدی 

 .میکرومتری استریل گردید 33/1استفاده از فیلتر 

 

 ( SEM)اسکنینگ کترونیال میکروسکوپ با بررسی

میکروگرافی  ،در این مطالعه جهت بررسی ساختار نانو ذره

 XL30مدل  ( SEM )توسط میکروسکوپ الکترونی اسکنینگ 

پودر بدین منظور ابتدا .تهیه گردیدساخت شرکت فیلیپس هلند 

TiO2 لایه نازکی از  ،بر روی سطوح مسی مخصوصی چسبانیده

مدل  Sputer coaterطلا روی سطح آن توسط دستگاه 

SCDOOS سپس توسط میکروسکوپ الکترونی  .نشانیده شد

 .اسکنینگ بررسی گردید
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 XRD آزمایش 

به منظور شناخت بیشتر وبررسی ساختار کریستالی دی اکسید 

-XRD(-Rayتیتانیوم به کار رفته در آزمایشات از دستگاه 

Diffraction X- )پراش اشعه  .استفاده شدX  روشی است که

وسیله آن می توان عناصری را که دارای اشکال کریستالی ب

 .هستند مورد بررسی قرار داد

، EDTA TiO2 (MIC)تعیین حداقل غلظت مهاركنندگی

ینوزا از ژسیر و ایمی پنم بر روی رشد سودوموناس آئرو

طریق تست میکرودایلوشن و تعیین تعداد كلنی تشکیل 

 (CFU)شده 

عوامل مذکور تست  های مختلف ازپس از تهیه رقت

بدین . انجام گردیدNCCLS میکرودایلوشن مطابق استاندارد 

میکرولیتر از  01ای خانه 26های منظور در هر چاهک از پلیت

میکرولیتر محیط کشت  011سوسپانسیون رقیق شده به همراه 

های مختلف از عوامل سپس رقت .مولر هیلتون براث ریخته شد

بار  2ردید و هر تست به صورت مورد آزمون به آن اضافه گ

ساعت در  30ای به مدت خانه 26 هایپلیت. تکرار انجام شد

پس از طی مدت انکوباسیون از هر  .انکوباتور قرار داده شد

میکرولیتر برداشته وبه منظور تایید و تعیین تعداد  01چاهک 

ها سپس پلیت .کلنی بر روی محیط نوترینت آگار تلقیح گردید

ساعت قرار گرفت و بعد از  30درجه به مدت  25تور در انکوبا

 .تعیین گردید CFUها شمارش و آن تعداد کلنی
 

 نتایج

  
TiOاز نانو ذره گ تصویر میکروسکپ الکترونی اسکنین -0 نگاره

2
 

  
TiOاز نانوذره XRD تصویر  -3 نگاره

2
 

 
TiO نانوذره  EDTA مهارکننده حداقل غلظت عیینت -0جدول

2
 

 ینوزاژسودوموناس آئرو استاندارد سوش برای و سیر (یدیئمحلول کلو)

(ATCC27853) 
 

 ها مهار کننده
برحسب میکروگرم بر  MICمیزان 

 لیتر میلی

TiO
2

 3/3 

EDTA 23/30 

 01 قرص سیر

 02/1 پنمایمی

 

 ها نتایج مربوط به شمارش كلنی 

رویی هر چاهک مورد  برداشت از مایع با MICپس از تعیین 

ها جهت آزمون و تلقیح آن به محیط کشت جامد تعداد کلنی

 3/3بررسی گشت و مشاهده شد که در رقت  CFU تعیین

TiOلیتر از  میکروگرم بر میلی
2

هیچ کلنی از سودوموناس  

چاهک به رشد نکرده بود و بیشترین تعداد کلنی مربوط 

،  g/mlµ23/30EDTAاین نتایج در رقت . کنترل منفی بود

g/mlµ01  سیر وml/gµ02/1 (0جدول )پنم دیده شدایمی .

TiO توان گفت پس می
2

توان مهار  EDTAدر مقایسه با 

برابر کمتر و در  03کنندگی رشد سودوموناس را در غلظت 

مقایسه با قرص سیر این قدرت خود را در غلظت نزدیک 

 .برابر کمتر القا نمود 31
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 بحث
از اهداف بهداشت  و رعایت اد غذاییبالا بودن کیفیت مو

ترکیب اولیه  اتتغییر. همیشگی متخصصین علوم تغذیه است

منبع  تواند به عنوانموادغذایی موجب فساد غذا گشته و می

این گونه انتقال و . کندهای مهلکی را ایجاد میاپیدمی عفونت

بیماران دچار  ،سرایت بیماری در افراد مستعد مانند کودکان

سالخوردگان که دارای سیستم ایمنی  و یستم ایمنینقص س

. باشدمی باشند از اهمیت بیشتری برخوردارضعیف می

ینوزا قادرند به سطوح ژها از جمله سودوموناس آئرومیکروب

ای میکروبی ایجاد نمایند و آلی اتصال یافته و روی آن لایه

. ی محیط را به وجود آورندبدین طریق منبع اولیه آلوده کننده

این باکتری به طور وسیع در طبیعت وجود داشته و اغلب از 

سودوموناس . (3و01)شودهای مرطوب جدا می محیط

ین عوامل میکروبی درگیر در آئروجینوزا یکی از اصلی تر

های بیمارستانی عفونت .باشدمی های بیمارستانیعفونت

امروزه یکی از معضلات اصلی در پزشکی به ویژه در افراد 

از جمله مواد .(0و00) باشددچار سرکوب سیستم ایمنی می

توان مواد پروتئینی شامل تخم مرغ، نرم غذایی درگیر با آن می

بدین منظور دراین مطالعه از عوامل  .نام بردتنان، و ماهیان را 

ی و نانوذره اکسید تیتانیوم برای مهار یمختلف گیاهی و شیمیا

پنم به ینوزا و از آنتی بیوتیک ایمیژرشد سودوموناس آئرو

پنم ایمی. ها استفاده شدعنوان کنترل مثبت در مقایسه با آن

های عفونتهای مورد استفاده در یکی ازقویترین آنتی بیوتیک

آنتی بیوتیکی با حلقه بتالاکتام از دسته  وسودوموناسی 

بدحال و  به شدتدر بیماران اغلب و است ها  کارباپنم

های های چند میکروبی و عفونتدرمان عفونت در همچنین

اما از (. 2)رودهای مقاوم به کار میحاصل از میکروارگانیسم

ها موجب امپنم مانند سایر بتالاکتآن جایی که ایمی

گردد لذا و اختلالاتی مانند تشنج می  CNSضایعات

تر با خاصیت ضد میکروبی توصیه های ایمن جایگزین

 (. 0)شود می

EDTA  کلات کننده فلزات است که بر نفوذپذیری غشای

این ترکیب با کلات . های پلانکتونیک موثر استخارجی سلول

اعث جداشدن های دوظرفیتی از غشای خارجی بکردن کاتیون

LPS شود و نفوذپذیری غشای خارجی را از سطح سلول می

 (.5و02)بردبالا می

در این مطالعه ازعوامل گیاهی موثر بر مهار رشد سودوموناس 

میکروبی گیاهان معمولا به  خاصیت ضد. نیز استفاده گردید

های موجود در دلیل ترکیبات فنولی، ساپونین و فلاونوئید

روی نفوذ پذیری معمولا این عوامل . باشدها میساختار آن

 . غشای سیتوپلاسمی و آنزیم های ساختاری آن موثر هستند

های بیوتیکآنتی دستیابی بهقبل از  وهای قدیم سیر از زمان

های اپیدمی های عفونی ودرمان بعضی بیماری جدید در

. شده استسل استفاده می و تیفوس، وبا، اسهال خونی، دیفتری

آلینین آلیل متیل تیوسولفینات  ،مله ترکیبات موجود در سیراز ج

خاصیت ضد ویروسی آن به اثبات رسیده  که توان نام بردرا می

این ترکیب از جذب یا نفوذ ویروس . شودگفته می(. 2)است

های خاصیت ضد میکروبی سیر بر رشد باکتری. کندمیممانعت 

فیلوکوک و کلرا و استا گرم منفی و مثبت نظیر ویبریو

با بررسی که روی (. 05)استرپتوکوک به اثبات رسیده است

خصوصیات شیمیایی سیر انجام شده مشخص شده عملکرد 

ن آبه دلیل آلیسین موجود در  به طور عمدهضد باکتریایی آن 

 l m/gµ 03111لذا در این مطالعه از سیر با غلظت .است 

 .سی شودآن برر میکروبیآلیسین استفاده شد تا خواص ضد 

هم چنین از جمله مواد دارای خاصیت ضد میکروبی، نانو  

ای در بهداشت و این مواد امروزه جایگاه ویژه. باشدذرات می

از سه دهه گذشته تاکنون دی اکسید . (06)صنعت پیدا کرده اند

تیتانیوم به دلیل خواص متعدد فیزیکی فتوکاتالیستی و سمیت 

رماتیت تماسی مورد توجه پایین و عدم واکنش آلرژیک یا د

نانو . محققین علوم مختلف بهداشتی و صنعتی قرار گرفته است

درجه  511اکسید تیتانیوم از ذوب تیتانیوم در دمای  دی ذره

یا از حل شدن این ماده در اسید نیتریک گرم و  گراد وسانتی
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خواص دی اکسید تیتانیوم وابسته به اندازه . شودغلیظ تهیه می

ساختار بلوری ایجاد شده  در نهایتش سنتز آن و ذرات و رو

 ( 0و6) است

Pavasupree یک  با استفاده ازژل ـ  از روش سل همکارانش و

از روش  همکارانش و   Colon، ماده ی فعال کننده ی سطحی

جهت  ژل بر روی یک بستر از جنس کربن فعال شده -سل

 ازهمکارانش  و Yung .(0و06) استفاده کردند TiO2سنتز 

و  Muruganروش هیدروترمال تحت حرارت و فشار،

 وهمکاران Aymonier از روش مایکرو هیدروترمال،همکارانش 

 TiO2برای سنتز  از روش هیدروترمال به کمک امواج صوتی

 تهیهجهت  Ticl4در این تحقیق از . (00و03و02)استفاده کردند

 ( 2)نانوذره دی اکسید تیتانیوم استفاده شد

Rajagapal  و همکاران با بررسی اثر تابشuv  بر سطح شیشه

ها را پوشش داده شده با اکسیدتیتانیوم کاهش پنج برابری باکتری

 (. 5)پس از تاثیر فتوکاتالیستی مشاهده نمودند

، کروی یذرات TiO2نانوذره  نشان داد کهSEM و XRD نتایج 

 TiO2 ساختار نانوذره ی برتاییدکه  می باشند 65nm-40قطر با 

با قدرت مهار  نانو ذره دی اکسید تیتانیوم . (3و0نگاره ) بود

باکتریایی علیه  توان مطلوب ضد،  g/mlµ 3/3کنندگی 

از آن جایی که این باکتری . ینوزا را نشان دادژسودوموناس آئرو

تواند به طور وسیع بر روی مواد غذایی به ویژه آبزیان و می

توجه به خاصیت ضد  لذا با ،رشد کندهای دریایی پروتئین

توان از آن در باکتریایی و خود پاک شوندگی این نانو ذره می

در  و نگهداری مواد غذایی چه در سطح محدود و چه پوشش

داری مواد غذایی استفاده های نگه سطح وسیع در سردخانه

در این مطالعه سیر نیز به عنوان یک عامل گیاهی توان . نمود

ودوموناس را داشت که با توجه به مهار کنندگی مناسب رشد س

یک از دو توان از هر قابل دسترس بودن این ماده گیاهی می

وذره و سیر در نگهداری و بهبود بخشیدن به حفظ نانعامل 

 .سلامت مواد غذایی استفاده نمود
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