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 چکیده
موریوم و سالمونلا تیفیبر علیه  آن ییاباکتریضدخصوصیات با هدف تهیه نانوامولسیون اسانس آویشن شیرازی و بررسی  ،لعهاین مطا

 روش به، 20از توئین  استفادهبا  شده به روش برگشت فاز ی ذرات نانوامولسیون تهیهانجام گرفت. میانگین اندازه لیستریا مونوسیتوژنز

 در انتشار آگار، در انتشار به روش نانوامولسیون ضدمیکروبی های نانومتر گزارش گردید. ویژگی 5/66گیری و  اندازه ،پراکنش نور دینامیک

 در مواجهه با نانوامولسیون در دو باکتری بر علیهمرگ  منحنی رسم و کشندگی غلظت حداقل ممانعت از رشد، غلظت حداقل بخار، فاز

موریوم و لیستریا سالمونلا تیفیی مهاری رشد در روش انتشار در آگار، برای طر هالهمتوسط ق .گردید تعیین BHIکشت  محیط
ممانعت از روش انتشار در فاز بخار برای هر دو باکتری صفر گزارش شد. حداقل غلظت  متر و درمیلی 54/8 و 3/8به ترتیب مونوسیتوژنز 

و  2500لیستریا مونوسیتوژنز، لیتر و در میلی درمیکروگرم  5000، 5000 مموریوسالمونلا تیفیترتیب در و حداقل غلظت کشندگی بهرشد 
، 15نانوامولسیون بر میزان مرگ باکتری در فواصل زمانی صفر،  001/0و  01/0، 1/0بود. اثرات سه رقت لیتر میلی درمیکروگرم  2500

سالمونلا  سیکل لگاریتمی باکتری 4و  6ترتیب باعث کاهش نانوامولسیون به  01/0و  1/0دقیقه بررسی و نشان داد که رقت  60، 45، 30
توان به این می .دقیقه گردید 60سیکل لگاریتمی باکتری در زمان  4باعث کاهش ، 1/0رقت  ،لیستریا مونوسیتوژنزو در مورد  موریومتیفی

 ،باشد و در صورت بهینه سازی فرآیند تولید یک ترکیب ضدمیکروب مطرحعنوان تواند بهبندی رسید که نانوامولسیون تهیه شده میجمع

 توان از این روش در کنترل عوامل میکروبی در مواد غذایی نیز بهره جست.می

 سیون، اسانس آویشن، ضدباکتریایی.نانوامول واژگان کلیدی:

 

مقدمه

از مهم موریومسالمونلا تیفی و مونوسیتوژنزلیستریا 

واد غذایی هستند زای منتقله از مترین عوامل بیماری

آورند. لذا که سالانه خسارات اقتصادی زیادی به بار می

زا پیشگیری و کنترل این عوامل و دیگر عوامل بیماری

در محصولات غذایی از اهمیت شایانی برخوردار است 

(Bhargava et al., 2015). جدید ردهایرویک یکی از 

 آن دنبال به و غذا میکروبی سلامت ارتقاء جهت در

 جایگزینی برای فشار ،عمومی سلامت سطح افزایش

-نگهدارنده از استفاده و شیمیایی های نگهدارنده سریع

-می که طبیعی ترکیبات باشد. از جملهمی طبیعی های

گرفته  کاربه غذایی مواد در نگهدارنده عنوانهب توانند

-های گیاهی، متابولیتها هستند. اسانساسانس شوند،

های ثانویه، آروماتیک و هیدروفوب گیاهی هستند که 

به دلیل خواص عملکردی مناسب از جمله خاصیت 

عنوان جایگزینی برای ضدمیکروبی و آنتی اکسیدانی به

ترکیبات ضدمیکروب شیمیایی برای مقابله با عوامل 

. آویشن (Chang et al., 2012)زا مطرح است بیماری

باشد که می 2گیاهی متعلق به تیره نعناییان 1شیرازی

های مرکزی و جنوبی ایران، صورت خودرو در قسمتبه

کند. خواص شیمیایی و افغانستان و پاکستان رشد می

دارد. طبق  3دارویی زیادی شبیه به تایموس ولگاریس

درصد  اطلاعات موجود، اسانس آویشن شیرازی، حاوی

بالایی از تیمول و کارواکرول است که این ترکیبات، 

خاصیت ضدقارچی و ضدباکتریایی دارند. از دیگر 

                                                           
1. Zataria multiflora var.elatior Boiss  

2. Lamiaceae 

3. Thymus vulgaris 
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است که نقش  1سایمن-پی ترکیبات اصلی در اسانس،

-میکروبی بسیاری دارد. با بررسی توسط میکروگرافضد

های الکترونی مشخص شد که این ترکیبات طبیعت 

های مورفولوژی روی یبلیپوفیلیک دارند و باعث آس

شوند که در نتیجه نفوذپذیری غشاء و غشای سلولی می

 Sajed et) یابدخارج شدن محتوای سلول افزایش می

al., 2013).  امولسیون، مخلوط دو فاز مایع غیر قابل

امتزاج و معلق در یکدیگر است. امولسیون بسته به فاز 

ر آب شوند: روغن دپخش شونده به دو دسته تقسیم می

(O/W که در آن قطرات روغن در آب حل شده است )

 ( که در آن آب در روغن معلقW/Oو آب در روغن )

های امولسیونی مورد استفاده برای هستند. سیستم

انتقال ترکیبات، به دو دسته ماکرو امولسیون معمولی و 

. (Chang et al., 2012) شوندنانوامولسیون تقسیم می

امولسیون معمولی و نانوامولسیون در بیشتر خصوصیات 

از جمله ترکیب، ساختار و خصوصیات ترمودینامیکی 

شبیه بهم هستند، فقط به خاطر تفاوت در اندازه ذرات، 

دهند. اندازه برخی خصوصیات متفاوت از هم نشان می

 ،ذرات نانوامولسیون بسیار کمتر از طول موج نور است

اف بوده و یا پخش نکرده در نتیجه شف لذا نور را شدید

. (Chang et al., 2013) تا حدودی کدر هستند

های عملی بسیاری در ساخت ها کاربردنانوامولسیون

مواد شیمیایی، دارویی و آرایشی و بهداشتی دارد. در 

صنایع آرایشی و بهداشتی از روغن سبوس برنج در 

های ضد آفتاب، ضد پیری و درمان فرمولاسیون کرم

شود. اندازه قطرات در های پوستی استفاده میبیماری

باشد. اندازه نانومتر می 20-500اً ها حدودنانوامولسیون

های تواند روی ویژگیها میپذیری نانوامولسیونو پخش

ذرات مانند پایداری اندازه، رئولوژی، رنگ، بافت و زمان 

 .(Bernardi et al., 2011)ماندگاری اثر بگذارد 

متاسفانه برخی خصوصیات از جمله حلالیت پایین در 

ها باعث شده استفاده آب، فرار بودن و بوی قوی اسانس
                                                           
1. p-Cymene 

در مواد غذایی به خصوص مواد از این ترکیبات طبیعی 

 ,.Liang et al;) آشامیدنی محدودیت داشته باشد

2012 Shah et al., 2013)ی . یک راهکار پیشرو برا

ها در مواد غلبه بر این مشکل و استفاده بهینه از اسانس

غذایی، انکپسولاسیون اسانس به روش امولسیون روغن 

( یا تهیه نانوامولسیون است. پس از o/wدر آب )

انکپسولاسیون، ترکیبات ضدمیکروب لیپوفیل اسانس را 

توان در مواد غذایی به خصوص آشامیدنی به راحتی می

از این روش برای ترکیبات مهم دیگر از استفاده نمود. 

ها و دیگر ترکیبات ضد جمله مواد ضدتومور، ویتامین

 .(Chang et al., 2012)گردد میکروب نیز استفاده می

هدف این مطالعه، تهیه نانوامولسیون اسانس آویشن 

شیرازی و ارزیابی اثرات ضدمیکروبی آن بر علیه دو 

در  مونوسیتوژنزلیستریا  و موریومسالمونلا تیفی باکتری

 شرایط آزمایشگاهی است.

 مواد و روش کار

در  گیاه آویشن شیرازی پس از خریداری از عطاری

آن به روش تقطیر با  شیراز و پس از شناسایی، اسانس

اسانس، آب با استفاده از دستگاه کلونجر تهیه گردید. 

با  سولفات سدیم و استریل کردن باگیری پس از آب

درجه  4، در دمای میکرونی 22/0استفاده از فیلترهای 

دار تیره رنگ های مخصوص دربگراد در شیشه سانتی

گردید. جهت شناسایی و تعیین ترکیبات نگهداری 

گیاه، از دستگاه گاز کروماتوگرافی  اسانسیمیایی ش

ساعی دهکردی و   روشبه سنج جرمی متصل به طیف

 Saei-Dehkordi et) استفاده شد (2010همکاران )

al., 2010.) 

 سازی باکتری تهیه و آماده

سالمونلا له کلینیکی های مورداستفاده، ایزو باکتری

 ATCC مونوسیتوژنزلیستریا  وST41 موریومتیفی

است که از کلکسیون میکروبی بخش بهداشت  19115

و کنترل مواد غذایی دانشکده دامپزشکی دانشگاه 
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علت انتخاب این دو باکتری به  گردید.ارومیه دریافت 

دلیل اهمیت آنها در مواد غذایی و قابلیت ایجاد بیوفیلم 

دار باکتری در کرایوتیوب دانه گونه بود. هر دودر 

گراد  درجه سانتی -70دارنده در دمای  توی ماده نگهمح

ای و داخل محیط کشت  مرحله به روش دوو نگهداری 

BHI
 که باکتری طوری به ،تجدید کشت شد براث به 1

 18 مدت به براث BHI کشت محیط در متوالی دو بار

داده شد  گراد کشتسانتی درجه 37 دمای در ساعت

(Wikler and Cockerill, 2008).  تعداد  تعیینبرای

 600باکتری از روش تعیین جذب نوری در طول موج 

نانومتر با دستگاه اسپکتوفوتومتر ساخت شرکت 

 .انگلستان استفاده گردید 2پارماسیا

 تهیه نانوامولسیون

سازی به روش برای این منظور، از روش امولسیون

EPIبرگشت فاز یا 
بر اساس فرمولاسیون ارائه شده  و 3

( تهیه و در دمای اتاق 2015راته و همکاران )توسط دو

 5  و اسانسگرم  5گردد. به این ترتیب که نگهداری می

 با دارمگنت همزن از با استفادهابتدا ، 20 توئینگرم 

 .شد زده هم دقیقه 30 مدتبه دقیقه در دور 800دور

 90به میزان(pH ،mM 5=7بافر سدیم فسفات ) سپس

 آن به دقیقه در لیتر میلی 5/3 جریان سرعت با لیترمیلی

 مدتبه دقیقه در دور 800 سرعت با شد. مخلوط افزوده

محلول تهیه شده در دمای اتاق  .شد هم زده دقیقه 60

گیری اندازه و توزیع ذرات نگهداری گردید. اندازه

دینامیکی  نانوامولسیون، با استفاده از دستگاه پراکندگی

 5سترومنتساخت شرکت مالورن این DLS 4نور

 تعیین گردید  ZEN1600انگلستان و شماره مدل 

(Duarte et al., 2015). 

 ارزیابی خصوصیات ضد باکتریایی نانوامولسیون

                                                           
1. Brain Heart Infusion 

2. Pharmacia 

3. emulsion phase inversion 
4. Dynamic Light Scattering Technique 

5. Malvern Instrument 

روش )خصوصیات ضد باکتریایی در محیط جامد ارزیابی

 (انتشار در آگار

باکتری در هر  106متعاقب تهیه باکتری با دوز تلقیح 

لیتر )تنظیم دوز با استفاده از اسپکتوفتومتری با میلی

میکرولیتر به روش  100نانومتر(، مقدار  600طول موج 

 6آگار کشت و سپس دیسک کاغذی  BHIاب در سو

را در فواصل معین توسط پنس  استریل متری میلی

استریل کنار شعله روی سطح پلیت قرار داده و به مقدار 

از آنجا  درصد 5میکرولیتر از اسانس خالص، اسانس  20

درصد است لذا  5که غلظت اسانس در نانوامولسیون 

 انتخاب گردید. ایسهبرای مق درصد نیز 5تیمار اسانس 

 و میکروگرم 10 سیلینآمپی بیوتیکآنتی هایدیسک از

 شد استفاده کنترل عنوانبه میکروگرم 30 کلرآمفنیکل

گراد به  درجه سانتی 37پس از انکوباسیون در دمای 

متر( تشکیل شده با ساعت، قطر هاله )میلی 24مدت 

 ,.Buncic et al)گردید گیری  کولیس دیجیتالی اندازه

1997). 

  6روش انتشار در فاز بخار

باکتری در هر  106متعاقب تهیه باکتری با دوز تلقیح 

لیتر )تنظیم دوز با استفاده از اسپکتوفتومتری با میلی

میکرولیتر از باکتری به  100نانومتر(،  600طول موج 

آگار تلقیح، سپس  BHIروش کشت سطحی در 

مقداری محیط آگار نیمه مذاب روی قسمت داخلی 

 6ز درب پلیت ریخته و یک عدد کاغذ بلانک مرک

را روی آگار داخل درب پلیت قرار  استریل متری میلی

درصد  5اسانس  میکرولیتر از اسانس خالص، 20داده و 

گردید. پس از نانوامولسیون اسانس روی کاغذ اضافه  و

 24گراد به مدت  درجه سانتی 37انکوباسیون در دمای 

ر( تشکیل شده با کولیس متساعت، قطر هاله )میلی

 ,.Nedorostova et al)دیجیتالی اندازه گرفته شد 

2009). 

                                                           
6. Vapor phase diffusion tests 
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 ارزیابی خصوصیات ضدمیکروبی در محیط مایع

1تعیین  
MIC  وMBC

2 

نانوامولسیون اسانس  MBCو  MICبرای تعیین 

آویشن شیرازی، از روش میکرودایلوشن با استفاده از 

 18، گردید. باکتریای استفاده  خانه 96پلیت میکر

 کشت براث BHI محیط در تست از انجام قبل ساعت

 .گردید انکوبه گراد سانتی درجه 37 در و شد داده

 نانوامولسیون اسانس خالص و مختلف هایغلظت

 50000، 25000، 6250، 3125 شامل اسانس

در هر چاهک ابتدا تهیه گردید.  لیترمیکروگرم بر میلی

براث  BHI میکرولیتر محیط کشت 160میکروپلیت، 

 20حداقل سه تکرار( و سپس در استریل اضافه )

 107ساعته )که دوز تلقیح آن 18ری میکرولیتر از باکت

باشد( به آن اضافه شد.  لیتر میباکتری در هر میلی

های مختلف اسانس و میکرولیتر از رقت 20سپس 

نانوامولسیون اسانس آویشن شیرازی به هر یک از 

 در ثانیه 30 مدت ها بهشد. میکروپلیت فزودهها اچاهک

 24 تمد به و سپس زده شدههم دقیقه در دور 250

انکوبه شد. برای تعیین  گراد سانتی درجه 37 در ساعت

MIC  وMBC  از روش چشمی، رنگ آمیزی با

درصد و کشت و شمارش استفاده شد  01/0رزازورین 

(Wikler and Cockerill, 2008). 

 براث منحنی زمان مرگ باکتری در محیط

 نابودکنندگی سرعت و کشندگی اثرات بررسی برای

محیط  لیتر میلی 8 آزمایش، لوله 3 در نانوامولسیون،

ساعته  18 باکتری کشت از لیتر میلی 1و   BHIبراث

 تلقیح گردید. باکتری در میلی لیتر( 107)دوز تلقیح 

 به نانوامولسیون لمحلو از لیتر میلی یک افزودن با سپس

 تهیه شد. یک 001/0و  01/0و 0/ 1های  رقت ها، لوله

فاقد نانوامولسیون و یک لوله حاوی  کنترل عنوان به لوله

 در هانظر گرفته شد. لولهنیز در درصد  5اسانس 

                                                           
1. Minimum Inhibitory Concentration 

2. Minimum Bactericidal Concentration 

دقیقه  در 150دور  با گراد سانتی درجه 37انکوباتور 

و  45، 30، 15صفر،  زمانی فواصل در و گردید انکوبه

سازی برداری و رقتها نمونهاز لوله هرکدام دقیقه از 60

 آگار BHI کشت محیط حاوی هایپلیت در و انجام

 به گراد سانتی درجه 37 در هاپلیتشد.  کشت داده

 تعداد مدت این از بعد گردید. انکوبه ساعت 24 مدت

 باکتری مرگ زمان منحنی و زنده شمارش هایباکتری

  . (Al‐Adham et al., 2000)گردید  رسم

 آماری کار روش

 اطلاعات گردند.می انجام تکرار سه لدر حداق ها آزمایش

 GraphPad(versionافزار  نرم توسط آمده، دست به

5.00 for Windows, GraphPad Software, San 

Diego California USA) قرار تحلیل و مورد تجزیه 

 طرفه یک واریانس آنالیز روش با واریانس تحلیل گرفت.

 Newman-Keuls postمقایسه چندگانه  تست و

 لگاریتمی صورت به ها باکتری گرفت.تعداد صورت

 گردید. محاسبه

  نتایج

 ترکیبات شیمیایی اسانس

 با شیرازی آویشن اسانس ترکیبات آنالیز بر اساس

 طیف به متصل کروماتوگرافی گاز دستگاه از استفاده

 ی دهنده تشکیل ترکیبات ترین عمده، سنج جرمی

 ترترپینن درصد(، گاما 5/44تیمول )  شامل اسانس،

درصد(، بتامیکرن  13/9درصد(، پی سیمن ) 12/16)

، لینالول )درصد 71/3تیوجن ) آلفا درصد(،  5/6)

تعیین .بوددرصد(  4/2درصد( و کارواکرول ) 76/2)

 اندازه ذرات نانوامولسیون

 شیرازی آویشن اسانس نانوامولسیون محلول، 1شکل.

ی ندازها .دهد می نشان را به رنگ سفید مات شده تهیه

ذرات محلول نانوامولسیون توسط روش پراکندگی 

ی توزیع اندازه، 2شکل دینامیکی نور اندازه گرفته شد. 

-را نشان می اسانس آویشن شیرازی ذرات نانوامولسیون
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1با توجه به نتایج، میانگین اندازه ذرات .دهد
 5/66 

 .بود 21/0 2دیسپرسیتیشاخص پلینانومتر و 

 ایی نانوامولسیونخصوصیات ضد باکتری

 روش انتشار در آگار

 روش در شده تشکیل باکتری رشد مهاری ی قطر هاله

 فاز انتشار روش و متر( میلی آگار )برحسب در انتشار

-به گرم مثبت  منفی و  بر علیه دو باکتری گرم   بخار

 روش . درآورده شده است 2و  1جدول  درترتیب 

اثر بخشی  داری در، تفاوت معنیآگار در انتشار

نانوامولسیون روی دو باکتری گرم مثبت و منفی 

آنچنان که  بخار فاز انتشار روشدر  مشاهده نگردید.

رفت، نانوامولسیون به دلیل ماهیت پوشش دار انتظار می

های مورد یخود، هیچ اثر ضدمیکروبی روی باکتر

نتایج حاصل از  ،3ی در جدول شمارهمطالعه نداشت.

اسانس خالص و  ضدمیکروبی ارزیابی خصوصیت

لیستریا علیه  MBCو  MICبه روش  نانوامولسیون

با استفاده از روش  موریوم، سالمونلا تیفی مونوسیتوژنز

آورده شده است. در این روش، اثرات میکرودایلوشن 

تر از باکتری نانوامولسیون روی باکتری گرم مثبت قوی

 داری بین اثراتگرم منفی بود و تفاوت معنی

 ضدمیکروب اسانس نانوامولسیون مشاهده نگردید.

 براث BHI در محیط یدو باکتر مرگ منحنی

منحنی مرگ دو باکتری در مجاورت  4و  3شکل 

های مختلف نانوامولسیون اسانس در اسانس و غلظت

را  براث BHI دقیقه در محیط کشت 60مدت زمان 

نانوامولسیون اثرات  01/0و  1/0رقت  دهد.نشان می

اکتریوسیدی )کاهش حداقل سه سیکل لگاریتمی در ب

 موریومسالمونلا تیفی تعداد اولیه باکتری( روی باکتری

 1/0، تنها رقت لیستریا مونوسیتوژنزداشتند ولی در 

نانوامولسیون خاصیت باکتریوسیدی نشان داد. اسانس 

دقیقه اول  15درصد در دو باکتری مورد مطالعه، در  5

                                                           
1. Z-average 
2. Polydispersity Index(PDI) 

درصدی جمعیت اولیه  100تماس، باعث کاهش 

   د.یباکتری گرد

 بحث

 هایبیوتیکی اسانس آنتی و اکسیدانی آنتی اثرات

 سایر با هاآن همراهی قابلیت همچنین و گیاهی

 برای استفاده مورد هایپوشش مانند نگهدارنده ترکیبات

 بررسی سمت به را اخیر تحقیقات غذایی، مواد نگهداری

 عصاره و اسانس کروبیمی ضد و اکسیدانی آنتی اثرات

 در همچنین و محیط آزمایشگاهی در دارویی گیاهان

 و غذایی مواد اکسیداسیون کنترل جهت به غذایی مواد

است  داده سوق غذازاد هایکنترل بیماری همچنین

(Ali et al., 2000)دهندهتشکیل ترکیبات ترین. عمده 

 در باشد.تیمول می این تحقیق در استفاده مورد اسانس

 در همکارانش و دهکردی ساعی توسط که ایمطالعه

-ضد و اکسیدانیآنتی خواص و ترکیب شیمیایی مورد

 از شده آوری جمع شیرازی آویشن اسانس میکروبی

تیب تربه اسانس اصلی مختلف ایران، ترکیبات نقاط

سیمن و  ترپنین، پی گاما، تیمول میزان مربوط به

 ,.Saei-Dehkordi et al)شد  کارواکرول گزارش

ترپنین  گاما درصد(، 87/64شد، تیمول ). (2010

درصد( و کارواکرول  63/5سیمن ) درصد(، پی 11/9)

عنوان ترکیبات اصلی اسانس آویشن درصد( به66/4)

. (Moradi et al., 2012) ندشیرازی گزارش گردید

 در آمده بدست نتایج با بالا در شده ذکر تحقیقات

که نشان داد تیمول ماده موثره اصلی  حاضر بررسی

. با این وجود، دارد مطابقت اسانسآویشن شیرازی است

در سال  همکارانش و بستی توسط که ایمطالعه در

-بهدرصد  12/72به میزان شد، کارواکرول  انجام 2007

 ,.Basti et al)اصلی گزارش گردید  باتترکی عنوان

 دهنده تشکیل اجزای در موجود . اختلافات(2007

 منطقه در علت تفاوت به تواندمی گیاه گونه یک اسانس

 خاک، تغییرات شده، برداشت آن از گیاه که جغرافیایی
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 قسمت فصل برداشت، گیاه، سن هوا، و آب تغییرات

 اسانس روش اسانس، تهیه برای گیاه استفاده مورد

 Saei-Dehkordi) شدبا رفته کار به حلال نوع و گیری

et al., 2010). 

 
 اسانس آویشن شیرازی اندازه و توزیع ذرات نانوامولسیون -2شکل 

 
 

 متر( تشکیل شده در روش انتشار در آگارمتوسط قطر هاله )میلی -1جدول

 نآویش نانوامولسیون نوع باکتری

 شیرازی

 اسانس خالص اسانس

 درصد 5

 30کلرآمفنیکل 

 میکروگرم

 10سیلین آمپی

 میکروگرم

 25/10±3/0 74/18±3/0 26/9±3/0 5/32±4/0 3/8±3/0 سالمونلا تیفی موریوم

 44/27±2/0 31/33±4/0 84/8±2/0 17/27±3/0 54/8±4/0 لیستریا مونوسیتوژنز

 

 متوسط قطر هاله  )میلی متر( تشکیل شده به روش انتشار فاز بخار -2جدول 

درصد 5اسانس  خالص اسانس نانوامولسیون نوع باکتری  

ومسالمونلا تیفی موری   56/22±4/0 صفر   صفر 

02/30±3/0 صفر لیستریا مونوسیتوژنز  صفر 

 

 (MBC( و حداقل غلظت کشندگی )MICنتایج حداقل غلظت ممانعت از رشد ) -3جدول 

میلی لیتر( درخالص )میکروگرم  اسانس نوع باکتری  نانوامولسیون )میکروگرم در میلی لیتر( 

 MIC                           MBC MIC                          MBC 

موریومسالمونلا تیفی  5000                         5000  5000                        5000  

2500                         2500 لیستریا مونوسیتوژنز  2500                        2500  
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 با نانوامولسیون اسانس آویشن شیرازی. مواجههبراث در  BHIدر محیط  سالمونلا تیفی موریوممنحنی مرگ باکتری  -3شکل 

 

 
یراث در مواجهه یا نانموالیسیون اویشن شیرازی  BHIمحیط در  لیستریا مونوسیتوژنزمنحنی مرگ باکتری  -4شکل   

بیانگر تهیه امولسیون اسانس با شاخص  1نتایج شکل 

است.  -ومترنان 200یعنی اندازه ذرات کمتر از  -نانو

توزیع ذرات نانو در داخل  دیسپرسیتیشاخص پلی

ی قطرات هرچه اندازهدهد. محلول را نشان می

تر باشد، پایداری در برابر رسوب نانوامولسیون، کوچک

ترین عامل ناپایداری نانوامولسیون، یابد. مهمافزایش می

یش غلظت باشد که با افزامی 1استوالد رایپنینگ

در  .(Gadhave, 2014) یابدهش میسورفکتانت کا

میانگین اندازه ( 2015ای داورت و همکاران )مطالعه

 50در روز صفر،  2نانوامولسیون اسانس رزماریذرات 

ای که در مطالعه .(Duarte et al., 2015) بودنانومتر 

                                                           
1. Ostwald ripening (OR) 
2. Rosmarinus 

است، میانگین توسط لندری و همکاران انجام گرفته

روش  رول تهیه شده بهنوامولسیون کارواکاندازه ذرات نا

ه پس از است کنانومتر بوده 100خودی، حدودا خودبه

روز، میانگین اندازه  30مدت نگهداری در دمای اتاق به

. نگهداری نانومتر رسید 200به حدود ذرات، 

-به، باعث مدتای اتاق برای طولانینانوامولسیون در دم

 Landry et)گردد قطرات و ناپایداری می هم چسبیدن

al., 2014). دهد اندازه و مطالعات مختلف نشان می

ثبات قطرات بستگی به عواملی از جمله روش تهیه، نوع 

 ;)نوع و میزان اسانس دارد  و و غلظت سورفکتانت

McClements and Rao 2011; Chang et al., 

2013 Ghosh et al., 2013).  در این مطالعه قطر

ری تشکیل شده توسط اسانس و ی مهاهاله
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انتشار  به دو روش نانوامولسیون اسانس آویشن شیرازی

لیستریا های باکتریبر علیه  فاز بخار انتشار و در آگار

به روش انتشار در  موریومسالمونلا تیفیو  مونوسیتوژنز

ی مهاری ایجاد شده با قطر هاله گیری شد.آگار اندازه

انس و نانوامولسیون و نوع توجه به نوع و ترکیب هر اس

اسانس آویشن شیرازی خالص  باشد.باکتری متفاوت می

-بیوتیک کلرآمفنیکل و آمپیاثرات مشابه با دو آنتی

داشت ولی روی  لیستریا مونوسیتوژنز سیلین بر علیه

-آنتی تر از دواثرات دو برابر قوی موریومسالمونلا تیفی

، تهیه آمدهبیوتیک بود. بر اساس نتایج بدست

باعث کاهش یا افزایش اثرات  ،نانوامولسیون از اسانس

در روش انتشار در درصد  5آن در مقایسه با اسانس 

درصد  5. علت مقایسه نانوامولسیون با اسانس ندارد آگار

به این دلیل است که میزان اسانس مورد استفاده در 

درصد است، لذا مقایسه اثرات  5تهیه نانوامولسیون، 

ب نانوامولسیون با اسانس خالص منطقی ضدمیکرو

نیست. در روش انتشار فاز بخار، به دلیل ماهیت 

نانوامولسیون که در آن قطرات اسانس توسط فاز آبی 

حاوی سورفکتانت پوشانده شده است، لذا اثرات 

ضدباکتریایی فاز فرار اسانس آنچنان که در خود اسانس 

 دررش نشد.خالص مشاهده گردید، در نانوامولسیون گزا

مورد  در (2015) همکارانش و پنگ توسط که مطالعه

 اوژنول هاینانولیپوزوم ضدباکتریایی خواص و پایداری

 قطر انجام شد، میکروفلودیزاسیون روش به شده تهیه

 O157: H7 اشرشیاکلی باکتری در رشد ممانعت هاله

 3/15ترتیب  به تهیه شده، نانولیپوزوم و اسانس خود در

. در (Peng et al., 2015)شد  گزارش متریلیم 3/10و 

 (1385) که توسط دخیلی و همکاراندیگر تحقیقی 

یرازی بر روی اثرات ضدمیکروبی اسانس آویشن ش

ی مهاری قطر هاله ،انجام گرفت موریومسالمونلا تیفی

 بودمتر میلی 2/31حاصل از اسانس آویشن شیرازی، 

برای  (، که مشابه مطالعه حاضر است.1385دخیلی، )

تعیین میزان حساسیت هر میکروارگانیسم به ماده 

لازم  MBC و MIC تعیین قطر هاله و ،ضدمیکروبی

دهد که یک پژوهش نشان می است. نتایج حاصل از

در  سالمونلا تیفی موریومفعالیت اسانس آویشن بر 

-بیوتیک فلوموکوئین و اکسیمقایسه با دو آنتی

 25/156آن  MIC تتراسیکلین بسیار بیشتر است و

 MBCباشد. همچنین میزان لیتر میمیکروگرم در میلی

است  )دخیلی،  لیترمیکروگرم در میلی 5/312آن 

 MBC و MIC میزان ،ی حاضردر مطالعه (.1385

برای نانوامولسیون و اسانس آویشن شیرازی برای 

میکروگرم در  2500 لیستریا مونوسیتوژنزباکتری 

میکروگرم  5000 موریومسالمونلا تیفیلیتر و برای میلی

ای هم که در مطالعه لیتر بدست آمده است.در میلی

روبی اسانس و همکاران روی فعالیت ضدمیک 1توسط زو

گرم اسانس  10اسانس )  نانوامولسیون و آویشن کوهی

درصد  5درصد سدیم کازئینات و  4شده با  امولسیفای

گزارش  MBCو  MICصورت گرفت، میزان لستین( 

شده هم برای نانوامولسیون اسانس و هم برای اسانس 

 سالمونلا اینتریتیدیس، یاشرشیا کلهای برای باکتری

و برای باکتری گرم در لیتر  35/0  و 35/0ترتیب به

و میزان  MBC ،45/0میزان  لیستریا مونوسیتوژنز

MIC  گرم  3/0و برای نانوامولسیون،  35/0برای اسانس

در  .(Xue et al., 2015)است در لیتر گزارش شده

( 2013ی دیگری که توسط گوش و همکاران )مطالعه

کشی  یباکتردر مورد ساخت و بررسی خواص 

های خوراکی به روش امولسیفیکاسیون با یوننانوامولس

 کلی اشرشیاهای  یباکترم شد، تعداد اولتراسونیک انجا

، 45، در زمان محلول نانوامولسیون ریحان 1/0در رقت 

ها  یباکتر تعداد 60، در دقیقه 01/0صفر شد و در رقت 

سیکل  2تنها حدود  001/0صفرشد، اما در غلظت 

ها  یباکتردقیقه در تعداد   60لگاریتمی کاهش در 

. تفاوت در نتایج (Ghosh et al., 2013)مشاهده شد 

های مختلف را  یبررسدست آمده در منحنی مرگ به
                                                           
1. Jia Xue 
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فاز روغنی  مؤثرهتوان به تفاوت در نوع و میزان مواد  یم

 مطالعه نتایجی استفاده شده مربوط دانست. ها غلظتو 

نشان داد که نانوامولسیون اسانس آویشن  حاضر

 یرازی خواص باکتریوسیدی بهتر روی باکتریش

نشان  دقیقه 60در مدت زمان  موریومسالمونلا تیفی

نانوامولسیون باعث کاهش  1/0طوری که رقت ، بهداد

 60درصدی در تعداد اولیه باکتری در مدت زمان  100

دقیقه گردید، در حالی که این رقت در همان زمان 

عداد باکتری سیکل لگاریتمی در ت 4باعث کاهش 

و  1ای بارگاوادر مطالعه شد. لیستریا مونوسیتوژنز

اثرات نانوامولسیون روغن در  2015همکاران در سال 

آب اسانس پونه کوهی تهیه شده به روش اولتراسوند با 

، مونوسیتوژنزلیستریا بر علیه  80استفاده از توئین 

در کاهو  O57:H7کلی اشرشیاو  موریومسالمونلا تیفی

 نانوامولسیون 05/0رقت ه مورد بررسی قرار گرفت. تاز

سیکل  05/3و  31/2، 44/3باعث کاهش  ترتیببه

، مونوسیتوژنزلیستریا های در تعداد باکتریلگاریتمی 

گردید.   O57:H7کلی اشرشیاو موریوم سالمونلا تیفی

این  ،نانوامولسیون 1/0 رقتدر صورت استفاده از 

یکل لگاریتمی در تعداد س 35/3و  26/3، 57/3کاهش، 

 ,.Bhargava et al) بود اشاره شدههای باکتری

2015(. 

 گیرینتیجه

توان از اسانس نتایج این مطالعه نشان داد که می

آویشن شیرازی نانوامولسیونی تهیه کرد که اندازه ذرات 

. اثرات ضدمیکروبی داشته باشد نانومتر 100کمتر از 

بررسی بر اساس روش  ،نانوامولسیون تهیه شده

و نوع میکروارگانیسم متفاوت  خصوصیات ضدمیکروبی

است. در روش انتشار در آگار، اثرات نانوامولسیون روی 

لیستریا مونوسیتوژنز  و موریومسالمونلا تیفی باکتری

گ، و رسم منحنی مرمشابه هم بود. در روش براث 

                                                           
1. Kanika Bhargava 

نانوامولسیون روی  بهتر اثرات باکتریوسیدی نتایج بیانگر

 60زمان تماس  مدتدر  موریومسالمونلا تیفیباکتری 

دقیقه است. برای بهبود اثرات ضدمیکروبی نانوامولسیون 

 هایشود از روشاسانس آویشن شیرازی پیشنهاد می

سوند و با انرژی بالا نظیر اولترا تولید نانوامولسیون

با انرژی پایین مثل های نیزاسیون بجای روشهموژ

 .سازی به روش برگشت فاز استفاده شودروش امولسیون

 تشکر و قدردانی

 به ارومیه دانشگاه دانشکده دامپزشکی از وسیله بدین

 و تشکر کمال تحقیق این اجرای تامین بودجه خاطر
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Abstract 

This study aimed to investigate preparation of a Zataria multiflora essential oil nanoemulsion 

and to evaluate its antibacterial against Salmonella Typhimurium and Listeria monocytogenes. 

The average particles size of nanoemlusion prepared by inversion phase using tween 20, 

which measured by dynamic light scattering, was 66.5 nm. The antibacterial activity of 

nanoemlusion has examined through agar diffusion, vapor-phase diffusion, minimum 

inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC) and time kill 

curves against Salmonella Typhimurium and Listeria monocytogenes in BHI. The average 

diameter of the zones of inhibition of nanoemlusion through agar diffusion was 8.3 and 8.54 

mm for S. typhimurium and L. monocytogene, respectively. Also, average diameter of the 

zones of inhibition of nanoemlusion was zero against both bacteria according to vapor-phase 

diffusion. The results showed that nanoemlusion exhibited MIC and MBC of 5000 µg/ml on 

S. typhimurium and MIC and MBC of 2500 µg/ml on L. monocytogene. The effect of 10, 100 

and 1000-fold diluted nanoemlusion on both bacterial kill in BHI at 0, 15, 30, 45 and 60 

minutes and the results showed that in BHI, the 10 and 100 fold-diluted nanoemlusion caused 

a 6 and 4 log reduction at S. Typhimurium in 60 min and the 10-fold caused more than 4 log 

reduction of L. monocytogene. According to the results, it can be concluded that prepared 

nanoemlusion is suitable antimicrobial solution and by optimizing the process, it can be 

beneficial to control the bacterial microorganisms of foods. 

Keywords: Nanoemlusion, Zataria multiflora essential oil, antibacterial. 


