
 

 

های و غلظت نمک بر قدرت تشکیل بیوفیلم جدایه pH بررسی اثرات همزمان دما،

 استیرن و فعالیت ضد بیوفیلمی نانوامولسیون دارچینسالمونلا در سطح پلی
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 چکیده

باشند. تعدادی از میمنشا غذایی هستند قادر به تشکیل بیوفیلم  مسول بسیاری از بیماری ها بامقدمه: تعدادی از پاتوژن ها که 

و غلظت نمک بر تشکیل  pH بررسی تاثیر همزمان دما،فاکتور های محیطی در تشکیل بیوفیلم موثر هستند. هدف از این پژوهش، 

های مختلف نانوامولسیون تیفیموریوم و بررسی اثرات همزمان دما، زمان تماس و غلظت لاانتریتیدیس و سالمونا لابیوفیلم سالمونا

 .اسانس دارچین در مهار و حذف بیوفیلم این دو باکتری بود

در محیط  تیفیموریوم لاانتریتیدیس و سالمونا استفاده از روش سطح پاسخ، قدرت تشکیل بیوفیلم سالمونالامواد و روش: در ابتدا با 

ی متفاوت (، سه سطح اسیدیتهدرجه سانتیگراد 37و  25، 3در سه دمای متفاوت )  استیرن پلیبا استفاده از سطح  براثBHI کشت 

حداقل ، میکرودایلوشنبررسی شد. در ادامه با استفاده از روش  )درصد 5/8و  5/4، 5/0)سه سطح غلظت نمک ( و 8و  5/6، 5)

اثرات ضدبیوفیلمی مشخص شد. سپس  هانانوامولسیون اسانس دارچین علیه باکتری(MIC)  کننده از رشد غلظت ممانعت

 .نانوامولسیون اسانس دارچین مورد بررسی قرار گرفت

 دار اثر ضدبیوفیلمی آن میگردد، به طوری که در غلظت افزایش زمان و غلظت نانوامولسیون اسانس دارچین باعث افزایش معنینتایج: 

4MIC  همچنین کاهش دمای نانوامولسیون . دقیقه بیشترین درصد کاهش بیوفیلم مشاهده شد 25و در زمان تماس نانوامولسیون

درجه اتفاق  25کاهش بیوفیلم بیشتری نسبت به دمای  درجه سانتیگراد 8نیز باعث افزایش اثربخشی آن شد، بطوری که در دمای 

و  % 32/71ها بترتیب ساعته این باکتری 48ه سانتیگراد، بیوفیلم درج 8دقیقه و دمای  25و زمان تماس  4MIC تظافتاد. در غل

 .از بین رفتند % 15/61

تیفیموریوم دارد  انتریتیدیس و سالمونالا نانوامولسیون اسانس دارچین اثرات ضدبیوفیلمی مناسبی روی سالمونالا گیری:بحث و نتیجه

 .و این اثرات تابعی از غلظت، دما و زمان تماس نانوامولسیون با بیوفیلم است

 .تیفیموریوم، سدیم کلرید، نانوامولسیون انتریتیدیس، سالمونالا دارچین، دما، سالمونالا ، pHکلمات کلیدی: بیوفیلم،

 

 

 

 

 

 

 

 



 مقدمه

باشند، و در گرم منفی رودهای هوازی و بیهوازی اختیاری بوده و قادر به تولید اسپور نمیهای ها گروه بزرگی از باسیلنتروباکتریاسها

یکی  باکتری سالمونالا .های غذایی و نیز سبزیجات آلوده وجود دارندروده حیوانات، روده انسان، خاک، آب، غبار هوا، برخی از فرآورده

پاتوژن با منشا غذایی است و به عنوان دومین عامل بیماریزا در انسان مورد بحث باشد که یک از اعضای خانواده انتروباکتریاسه می

توان به وجود کپسول، مقاومت در برابر آنتی از عوامل حدت این سویه می .(Wang, et al.2016;Moghadam,et al.2017)است

شده  فرآوری هایو همچنین محیط غذایی خامدر مواد  سالمونالا، وجود اندوتوکسین نام برد. خاص بیوتیک، ساختمان آنتی ژنی

، بعنوان دومین عامل با منشا بعد از شیگالا در ایران، سالمونالا. (Denis,et al.2016;Moraes,et al.2018) وجود دارد نیزغذایی 

بدن شده و در روده ها عمدتاً از راه دهان، دستگاه تنفس و مخاطات وارد سالمونالا. غذایی ایجادکننده اسهال شناخته شده است

ساعت بعد از عفونت دچار تب،  12-72، اکثر افراد آلوده به سالمونالا .کنندشوند و مکانیسم بیماریزایی خود را آغاز میجایگزین می

-مبیوفیلم عبارت است از تجمع میکروارگانیس .انجامدروز به طول می 9الی  4 لاشوند و بیماری معموهای شکمی میاسهال و گرفتگی

عبارتی دیگر زمانی که ه ت خارج سلولی و مواد موجود در فضای مابین آنها که به یک سطح متصل شدهاند. بلاها، محصو

، شاهد تشکیل شودایجاد می هااز میکروارگانیسم تجمعی چسبند و به مرور زمانصورت جداگانه به سطحی میها بهمیکروارگانیسم

غذا مورد توجه است. مواد پلیمریک خارج سلولی و ساختار خاص  تغذایی و هم در صنعبیوفیلم هستیم که هم از حیث ایمنی 

-فرم بیوفیلم پاتوژن. (Abbasvali,et al.2017;Ribaudo, et al.2017)باشندها مانعی در برابر نفوذ عوامل ضدمیکروبی میبیوفیلم

غذایی آماده مصرف مشاهده یع لبنی، شیلات، طیور و مواد گسترده در سطوح فرآوری غذا از جمله صنا های با منشا غذایی به صورت

ها در اتصال به سطوح و تشکیل بیوفیلم مشکلی بزرگ برای صنایع تولید موادغذایی قابلیت باکتری (.Srey,et al.2013شده است)

های مختلف از جمله در بخش زیادی لاتبرده و باعث بروز مشک بیوفیلم قدرت باکتری را برای زندگی در شرایط سخت بالا. باشدمی

گیری بیوفیلم، تحت تاثیر شکل .های انتقال آب آشامیدنی میگرددوسایل پزشکی و سیستم ، (RTE)ت، طیورصنایع لبنی، شیالا

بیوفیلم  باشد.، دما و مواد مغذی در دسترس میpHمحیطی،  عواملی از جمله نوع میکروارگانیسم، خصوصیات استاتیک سطح، شرایط

مانند که متعاقبا احتمال روند و بر روی سطوح در تماس با موادغذایی باقی میها به سادگی از بین نمیکنندهها و پاکشوینده باها 

 .شودهای با منشا غذایی بیشتر میهای بیماریزا و فسادزا و سپس آلودگی و انتقال بیماریماندن باکتریزنده

های بیماریزا با منشا غذایی در صنعت غذا بسیار حائز کروبی، به خصوص بیوفیلم باکتریهای میامروزه کنترل و پیشگیری بیوفیلم

کننده را نیز به اهمیت است. روشهای رایج پاکسازی و ضدعفونی، احتمال ایجاد مقاومت به ترکیبات ضدمیکروبی و مواد ضدعفونی

ها، از جمله ترکیبات آمونیوم برای پاکسازی و ضدعفونی کارخانه کننده معمول مورد استفادههمراه دارد. بسیاری از ترکیبات ضدعفونی

بر این لاوه ع .م بر حذف بیوفیلم به خصوص در دماهای پایین و در حضور ترکیبات آلی را ندارنداچهارتایی و هیپوکلریت، تاثیر الز

. کندتر میمواد شیمیایی مشکل را جدیحضور باقیمانده ترکیبات شیمیایی و تشکیل ترکیبات سمی به واسطه استفاده از برخی 

 (.Dimakopoulou-Papazoglou,et al.2016)دهدرا افزایش می به سالمونلوزیس لاخطر ابت ،توانایی تشکیل بیوفیلم سالمونالا

ی قرار کنندگان و هم در صنایع غذایی مورد توجه زیاددر سالهای اخیر، استفاده از ترکیبات ضدمیکروبی طبیعی هم از نظر مصرف

و همچنین ایجاد مقاومت  لامتهای مصنوعی و تاثیر بر سگرفته است. علت اصلی این امر، وجود عوارض جانبی احتمالی ضدمیکروب

که بصورت گسترده در صنایع غذایی مورد  ترکیبات ضدمیکروبی طبیعی .(Almadiy,et al.2016)هاستبیوتیکی باکتریآنتی



های با منشا ها، پلیمرهای طبیعی و آنزیمباکتریوسین ها با منشا گیاهی، اسیدهای آلی،از: اسانساستفاده قرار میگیرند عبارتند 

فعالیت بیوسید ها در مقابل بیوفیلم بستگی به عوامل مختلف دارد. تاثیرگذاری عوامل فیزیکی و  (.Amrutha,et al.2017)حیوانی

کننده در برابر بیوفیلم باشد بطوریکه اثربخشی ضدعفونیمی  pH ما وشیمیایی بیوسیدها تابع فاکتورهای غلظت، زمان تماس، د

-گویند که از مهمترین نگهدارندههای گیاهی را روغن های اتری یا فرّار نیز میاسانس. یابدبا افزایش غلظت و زمان افزایش می لامعمو

نوع از آنها اهمیت تجاری  30 د که تقریبانوع اسانس گیاهی شناخته شده وجود دار 300های طبیعی محسوب میشوند. حدود 

 د.های ضدمیکروبی متفاوتی هستنها خانواده متنوعی از ترکیبات آلی با وزن مولکولی کم و با فعالیتاسانس .(Burt,2004)دارند

خاصیت  شوند.میها، ترپنوئیدها، فنیلپروپن ، ودیگر ترکیبات تقسیم ها براساس ساختار شیمیایی به ترپنترکیبات فعال اسانس

شود و ها میباشد که موجب نفوذ اسانس به لیپیدهای غشاء سلول باکتری و میتوکندریها بسیار حائز اهمیت میآبگریزی اسانس

ها و سایر محتویات سلولی گردد که متعاقبا باعث خروج و نشت یونهای آنها و ایجاد نفوذپذیری بیشتر میدر ساختمان لالسبب اخت

گیاه دارچین بدلیل وجود  .(Oishi,et al.2017)هستند و خاصیت سمی ندارند GRAS های با منشا گیاهی،اسانس . شودمی

ها دارای خواص مطلوب ضدسرطانی، ها و پروآنتوسیانیدینموسیالژها، دیترپن )اوژنول و سینامیک اسید سینامالدهید،)ترکیبات فرّار 

ترکیبات  .(Cava,et al. 2007; Chorianopoulod,et al.2008)باشداکسیدانی میضد میکروبی،ضد قارچی و آنتی ضدتوموری،

سینامالدهید با . باشدمشاهده است که از میان آنها سینامالدهید بیشترین مقدار را دارا می قابل نامبرده شده در اسانس دارچین

کند و بدین ترتیب کربوکسیلزدایی اسیدآمینه را قرار میها پیوند برهای اسیدآمینه پروتئینهای کربونیلی موجود در زنجیرهگروه

باشد که به های ریزپوشانی میکردن یکی از روش امولسیون. کندمختل کرده و از این طریق خاصیت ضدمیکروبی خود را اعمال می

فعالیت زیستی برخی اجزاء به شدن آنها و حفظ از جمله حفظ ترکیبات مختلف غذایی، پایدارکردن آنها، جلوگیری از تجزیه لایلید

باشد  نانومتر 100و اگر قطر ذرات کوچکتر از  نانومتر باشد، محلول، میکروامولسیون 100اگر اندازه ذرات بزرگتر از . رودکار می

وغن/آب نانوامولسیون اسانس، مخلوط روغن و سورفاکتانت و کوسورفاکتانت است که به صورت ر شود.محلول، نانوامولسیون نامیده می

که پایداری آبی خوبی  (Letsididi,et al.2015)نانومتر است 100تا  10باشد و اندازه ذرات نانو امولسیون بین یا آب/روغن می

کردن اسانس، اندازه ذرات کاهش  در نانوامولسیون (.Duncan,et al.2018)داشته و در نتیجه خاصیت ضدمیکروبی بیشتری دارد

یابد که از اینرو محلول نانوامولسیون تماس بیشتری با ماده هدف، از جمله باکتری خواهد مییافته و سطح تماس افزایش 

های گیاهی در کنترل اشکال رویشی سال گذشته، مطالعات مختلفی در زمینه کاربرد اسانس 20در  (.Ghosh,et al.2013)داشت

گزارشات مطالعات صورت گرفته در مورد خاصیت ضدبیوفیلمی  عوامل بیماریزای مواد غذایی صورت گرفته است. ولی در سالیان اخیر،

 (.oliveira,et al. 2010; Valeriano, et al.2012)دهنده آن افزایش چشمگیری یافته استها و ترکیبات تشکیلاسانس

اشاره کرد. در این مطالعه به   2019 چوسیانگ و همکاران در سالی توان به مطالعههای اخیر در این زمینه میاز جمله پژوهش

تیفیموریوم، استافیلوکوکوس اورئوس  اشریشیا کلی، سالمونالا هایفعالیت ضدمیکروبی نانوامولسیون اسانس دارچین را علیه باکتری

ر از اسانس نانوامولسیون اسانس دارچین بیشت MIC مشاهداتشان بیانگر این امر بود کهپرداخته شده است.  و ویبریو پاراهمولیتیکوس

 (.Chuesiang et al, 2019; Xue et al,2015)باشدخالص بود و این موضوع مرتبط با اندازه ذرات نانوامولسیون می

 انتریتیدیس و سالمونالا های سالمونالادر تشکیل بیوفیلم باکتری( و غلظت نمک pH دما،)هدف از این مطالعه، بررسی عوامل دخیل

انتریتیدیس  همچنین اثربخشی نانوامولسیون اسانس دارچین در کنترل و حذف بیوفیلم سالمونالا بود. استیرنتیفیموریوم در سطح پلی



های درجه سانتیگراد و زمان 25و  8و غلظت نمک در دمای  pH تیفیموریوم تشکیل شده در شرایط بهینه از لحاظ دما، و سالمونالا

 .بررسی قرار گرفت های مختلف مورددقیقه و غلظت 25و  15، 5تماس 

 

 هامواد و روش

پوست دارچین از بازار عطاری ارومیه خریداری و با استفاده از آسیابکن برقی، آسیاب  :تهیه اسانس دارچین به روش تقطیر با آب

اسانس بدست  بعد از گذشت زمان مناسب .پودر دارچین و آب مقطر داخل بالن کلونجر ریخته شد 10:1 به نسبت. سپس گردید

درجه  4میکرونی، تا زمان مصرف در ظرف تیره در دمای  22/0آوری گردید و بعد از استریلیزاسیون با فیلتر سرسرنگی آمده، جمع

 قرار گرفت. سانتیگراد

در ابتدا دمای آون به مدت  انجام شد. GC-MSآنالیز ترکیبات شیمیایی به وسیله دستگاه  :نیاسانس دارچ ییایمیش باتیترک زیآنال

درجه سانتیگراد افزایش  180درجه سانتیگراد بر دقیقه تا دمای  8درجه سانتیگراد قرار داشت و سپس با سرعت  80دقیقه در سه 

درجه سانتیگراد  250تزریق در  مجددا سه دقیقه در همان دما ثابت ماند. گاز حامل در دستگاه، گاز هلیوم بود. دمای دریچه یافت و

 .انجام شد wiley عات موجود در کتابخانهلایبات با استفاده از اطاسایی ترکشن. تنظیم شده بود

ابتدا توئین به اسانس اضافه شد و مخلوط با  .گرم، تهیه گردید 100برای مجموع  نانو امولسیون دارچین: تهیه نانوامولسیون دارچین

لیتر بر دقیقه به آن  میلی 2با سرعت جریان دقیقه هم زده شد. سپس بافر  30به مدت  rpm 500 استفاده از همزن مگنتدار با دور

دقیقه در حمام  20دقیقه همزده شد و سپس به مدت  60به مدت  rpm 500 اضافه گردید و در نهایت مخلوط دوباره با سرعت

 .اولتراسوند قرار داده شد. نانوامولسیون به دست آمده در دمای اتاق نگهداری شد

انتریتیدیس بودند که از  تیفیموریوم و سالمونالا شده سالمونالاسازی مورد استفاده، ایزوله خالصباکتری  :سازی باکتریتهیه و آماده

درجه سانتیگراد نگهداری - 70دمای در  های حاوی گلیسرولباکتری در کرایوتیوب .شده بودند سطوح قصابی شهر ارومیه جداسازی

لیتر محیط تریپتیک سوی براث انتقال داده میلی 5سوسپانسیون باکتری به میکرولیتر از  30کردن باکتری، ابتدا  برای فعال. شدمی

 24درجه قرار داده شد. در ادامه با آنس حلقوی در محیط تریپتیک سوی آگار کشت داده شد. بعد از گذشت  37شد و در انکوباتور 

درجه سانتیگراد  37ساعت در دمای  18-24براث منتقل و به مدت  BHI لیتر محیط میلی 10ساعت، از هر جدایه، کلونی تک به 

 .انکوبه شدند

انتریتیدیس و  نانوامولسیون دارچین علیه سالمونالا (MBCو حداقل غلظت کشندگی) (MIC)گیتعیین حداقل غلظت بازدارند

 48در ادامه  .ای استفاده گردیدخانه96از روش میکرودایلوشن و میکروپلیتهای  MIC منظور تعیین به: تیفیموریوم سالمونالا

، 1.5، 3، 6، 12، 24درصد اضافه گردید. سپس با رقت سازی، غلظت های  DMSO 10میلی لیتر  2به  میکرولیتر نانوامولسیون

در چند چاهک از میکروپلیت، نظر گرفته شد.  برای هر باکتری یک میکروپلیت درمیکرولیتر بر میلی لیتر تهیه شد.  0.37، 0.75

منظور میکرولیتر باکتری به 20براث و  BHI میکرولیتر 180منظور کنترل استریلیتی و  براث به BHI شتمیکرولیتر محیط ک 200

-ها در میکروپلیتسپس میکروپلیت .کنترل رشد اضافه شد. برای هر غلظت نانوامولسیون شش تکرار در میکروپلیت وجود داشت

هر دو باکتری به روش چشمی و مشاهده  MIC ساعت، 24گذشت درجه سانتیگراد انکوبه شدند. پس از  37انکوباتور با دمای 



و دو چاهک  MIC برای تعیین حداقل غلظت کشندگی نیز از چاهکد. درصد تعیین گردی 01/0کدورت و رنگ آمیزی با رزازورین 

های مورد نظر برداشته شده و در محیط کشت جامد تریپتیک میکرولیتر از چاهک 10ر، بدین منظو .استفاده شد (غلظت بیشتر)تر لابا

هردو تست  .درجه سانتیگراد انکوبه گردید 37ساعت در دمای  24شکل پخش شد و به مدت L پاستور سوی آگار بوسیله پیپت

 .شدحداقل غلظت مهارکنندگی و حداقل غلظت کشندگی با تکرارهای بیش از سه بار انجام 

 روشبا اندکی تغییر به: استیرنانتریتیدیس در سطح پلی تیفیموریوم و سالمونالا های سالمونالابررسی توانایی تشکیل بیوفیلم جدایه

Lianou و Koutsoumanis،  میکرولیتر محیط  180ها بتدا در چاهکا .صاف بررسی شدخانه ته96تشکیل بیوفیلم در میکروپلیت

 .اضافه شد میکرولیتر از باکتری 20ریخته شد و سپس  5/8و  5/4، 5/0و غلظت نمک  8و  5/6، 5های  pH براث با BHI کشت

 25، 13ها با تیمارهای مختلف تحت دماهای میکروپلیت استریلیتی، کنترل رشد انتخاب شد.تعدادی از چاهک ها به منظور کنترل 

اری شدند و پس از اتمام انکوباسیون، محتوای میکروپلیت دور ریخته شد ساعت در انکوباتور نگهد 48درجه سانتیگراد به مدت  37و 

درصد سرد در هر چاهک تثبیت  99متانول  های چسبیده باباکتری .استریل شستشو داده شد PBS ها یکبار با محلولو چاهک

هوا خشک گردیدند. سپس کریستال ویوله  ها با وارونه کردن خالی شدند و درمجاورتمیکروپلیتپس از گذشت جند دقیقه  .شدند

استریل سه بار  PBS سپس میکروپلیت خالی شد و با محلولیک درصد در هر چاهک ریخته شد و در دمای محیط انکوبه شد. 

، جذب از گذشت زمان مورد نیاز%اضافه و پس  96در انتها در هر چاهک اتانول خالص د.خشک ش شد و درمجاورت هواشستوشو داده 

بار و هربار با شش  5نانومتر اندازه گیری شد. این آزمایش بیش از  570ریدر در طول موج  الایزا آن با استفاده از دستگاه OD ینور

 .تکرار انجام گرفت

بنزالکانیوم های معمول، از کنندهمنظور مقایسه اثرات ضدبیوفیلمی نانوامولسیون دارچین با ضدعفونیبه: تهیه محلول بنزالکانیوم کلراید

میکرونی استریل  22/0شد و با استفاده از فیلتر صورت تازه تهیه میمحلول در روز آزمایش بهاستفاده شد.   MIC غلظتا کلراید ب

 .و مورد استفاده قرار میگرفت

کننده در روز یبرای جلوگیری از اثرات ترکیبات ضدمیکروب مورد استفاده در این پژوهش، محلول خنث: کنندهتهیه محلول خنثی

میکرونی،  22/0شدن با استفاده از فیلتر سرسرنگی محلول پس از استریل .آزمایش به صورت تازه تهیه و مورد استفاده قرار گرفت

 .صورت تازه استفاده شدبه

 20بتدا ا .برای هر باکتری یک میکروپلیت در نظر گرفته شد بررسی خاصیت مهاری نانوامولسیون دارچین بر تشکیل بیوفیلم:

 20براث با شرایط بهینه هر باکتری ( و  BHI در هر خانه ریخته شد. سپس به هر چاهک محیط کشت باکتری محلول ر ازمیکرولیت

نانوامولسیون و بنزالکانیوم کلراید  1/16MICو  2MIC  ،MIC ،1/2MIC ،1/4MIC ،1/8MIC هایمیکرولیتر از غلظت

برای هر غلظت نانوامولسیون شش تکرار در ل استریلیتی و کنترل رشد در نظر گرفته شد. چاهک هایی به منظور کنتر ریخته شد.

درجه سانتیگراد و میکروپلیت مربوط  5/27انتریتیدیس در دمای  باکتری سالمونالا میکروپلیت وجود داشت. میکروپلیت مربوط به

پس از اتمام انکوباسیون، محتوای  .ساعت انکوبه شدند 24درجه سانتیگراد به مدت  9/29تیفیموریوم در دمای  به باکتری سالمونالا

%سرد در هر  99متانول با  های چسبیدهباکتری. استریل شستشو داده شد PBS محلولشد و چاهک ها با  میکروپلیت دور ریخته

. سپس خشک گردیدند ها با وارونه کردن خالی شدند و درمجاورت هواتمیکروپلیپس از گذشت زمان مناسب  .چاهک تثبیت شدند

 PBS سپس میکروپلیت خالی شد و با محلولدر دمای محیط انکوبه شدند.  ریستال ویوله یک درصد در هر چاهک ریخته شد وک



گذشت زمان و پس از  %اضافه 96در انتها در هر چاهک اتانول خالص  .وشو داده شد و درمجاورت هوا خشک شداستریل شست

بار و هربار با  5نانومتر اندازه گیری شد. این آزمایش بیش از  570ریدر در طول موج  الایزا آن با استفاده از دستگاه OD مناسب

 :شودشش تکرار انجام گرفت. درصد مهار تشکیل بیوفیلم طبق فرمول زیر محاسبه می

 

=
(𝐶−𝐵)−(𝐶−𝑇)

(𝐶−𝐵)
 مهار بیوفیلم درصد100× 

B  =های حاوی براث خالیمیانگین جذب نوری در چاهک 

 C  =های حاوی براث و باکتریجذب نوری در چاهک 

 T =های تیمارجذب نوری چاهک 

که در  pH بهترین شرایط تشکیل بیوفیلم از نظر دما، غلظت نمک و: نانوامولسیون اسانس دارچین مبررسی خاصیت حذف بیوفیل

مشخص شده بود انتخاب گردید و جهت بررسی اثر ضد بیوفیلمی نانوامولسیون اسانس دارچین بکار برده آزمایش تشکیل بیوفیلم 

   محیط کشتخانه، ابتدا در هر چاهک به مقدار مورد نیاز محلول باکتری ریخته شد و سپس  96با استفاده از میکروپلیت  شد.

BHI ساعت انکوباسیون در  48و  24بعد از ی و کنترل رشد انتخاب شد. های به عنوان کنترل استریلیتچاهک .براث اضافه گردید

شست و شو داده شد. سپس در  PBS ها باها دور ریخته شد و میکروپلیتشرایط بهینه تشکیل بیوفیلم، محتوی میکروپلیت

اید بنزالکانیوم کلر و 4MICو  MIC ،2MIC در مرحله بعد، از نانوامولسیون اسانس دارچین با غلظتهایمجاورت هوا خشک شد. 

ها تخلیه شد و به سپس محتویات میکروپلیت .انکوبه شدند 25 و 8دقیقه در دمای  25و  15، 5و به مدت  ریخته شدهادر چاهک

استریل شستوشو  PBS ها دور ریخته شد و با محلولسپس محتویات میکروپلیت .کننده اضافه گردید هر چاهک محلول خنثی

اضافه  کریستال ویوله یک درصد جهت رنگ آمیزی بیوفیلمو سپس در مجاورت هوا خشک شد. در ادامه به هر چاهک  داده شدند

هایی %در چاهک 95با آب معمولی شسته و در دمای محیط خشک شدند. اتانول زمان مورد نیاز  میکروپلیتها بعد از گذشتشد. 

گیری شد. درصد کاهش یبوفیلم با فرمول ریدر اندازهلایزادستگاه اک به کم OD570 که حاوی نمونه بودند، ریخته شد و سپس

 :گرددذیل محاسبه می

=
(𝐶−𝐵)−(𝐶−𝑇)

(𝐶−𝐵)
 درصد کاهش بیوفیلم100×

 

B= های حاوی براث خالیمیانگین جذب نوری در چاهک 

 C = جذب نوری در چاهکهای حاوی براث و باکتری 

 T = های تیمارجذب نوری چاهک 



 )37و  25، 13(دمای انکوباسیون ) 8و  pH 5،5/6 (تمامی آزمایشات درحداقل چهار تکرار انجام شدند. اثرات همزمان: آماریآنالیز 

 Behnken-Boxهای سالمونال با استفاده از طرح بر تشکیل بیوفیلم جدایه درصد ) 8و  5/4، 5/0(درجه سانتیگراد و غلظت نمک 

بیوفیلمی  دستآمده مربوط به آزمون اثرات ضدهای بهبررسی شد. نتایج داده 11نسخه  Expert-Design افزار و به کمک نرم

 tuckey ها به روشانجام گرفته و مقایسه میانگین GLM و با روش 18نسخه  SPSS نانوامولسیون اسانس دارچین با نرمافزار

 .انجام شد

 نتایج

سنج ترکیبات اسانس با استفاده از دستگاه کروماتوگرافی گازی متصل به طیفآنالیز : نتایج آنالیز ترکیبات شیمیایی اسانس دارچین

درصد و آلفا کوپان با  19/5درصد، دلتا کادینن با  93/69ترکیب مختلف را نشان داد که سینامیک آلدهید با  31جرمی، وجود 

  .دهنددرصد ترکیبات اصلی اسانس را تشکیل می 85/4

دهنده حداقل غلظت نشان 1جدول: کنندگی و حداقل غلظت کشندگی اسانس و نانوامولسیون دارچیننتایج آزمون حداقل غلظت مهار

 .تیفیموریوم است انتریتیدیس و سالمونالا مهارکنندگی و حداقل غلظت کشندگی اسانس دارچین و نانوامولسیون آن برعلیه سالمونالا

 و نانوامولسیون دارچین حداقل غلظت مهارکنندگی و حداقل غلظت کشندگی اسانس: 1جدول

 نانوامولسیون دارچین اسانس دارچین باکتری

MIC 

 (µl/mL) 

MBC  

(µl/mL) 
MIC 

 (µl/mL) 
MBC 

 (µl/mL) 
 0.6 0.6 0.6 0.6 سالمونلا انتریتیدیس

 1.2 0.6 1.2 0.6 سالمونلا تیفی موریوم

 

نانومتر و  6/66اندازه ذرات این نانوامولسیون طبق گزارش مطالعه قبل،  :نتایج اندازه ذرات نانوامولسیون دارچین و پتانسیل زتا

 .ولت بود میلی– 3/2پتانسیل زتا، 

 لاان تشکیل بیوفیلم باکتری سالموناو غلظت نمک بر میزpH تاثیر همزمان فاکتورهای دما،  آمدههای بدستبا توجه به داده 

 .بصورت نمودارهایی در ادامه آمده است در ادامه بررسی شد و نتایج تیفیموریوم لاسالموناو  انتریتیدیس

باشد. انتریتیدیس می دهنده اثرهمزمان درجه حرارت و غلظت نمک بر میزان تشکیل بیوفیلم توسط باکتری سالمونالانشان 1شکل

، با افزایش دما، میزان تشکیل (درصد 7/2تا  5/0) با توجه به این شکل میتوان به این نکته پی برد که در سطوح پایین غلظت نمک

درجه سانتیگراد است. همچنین با افزایش  34 -19یابد و بیشترین مقدار تشکیل بیوفیلم در محدوده دمای بیوفیلم نیز افزایش می

انتی درجه س 13)یابد. بیشترین کاهش قدرت تشکیل بیوفیلم، در سطح پاییندرصد غلظت نمک، قدرت تشکیل بیوفیلم کاهش می

 .شودمشاهده می (درجه سانتی گراد 37) الاو در سطح ب (گراد



 

 

 استیرنانتریتیدیس در میکروپلیت پلی اثرات همزمان درجه حرارت و غلظت نمک بر میزان تشکیل بیوفیلم سالمونالا: 1شکل 

میزان  pH است، هرچند با کاهشدر تشکیل بیوفیلم تاثیر چندانی نداشته  pH کند که سطوح مختلف فاکتوربیان می 2شکل 

 (21-31)یابد ولی تاثیر تغییرات دمایی بسیار قابل توجه بوده است. درجه حرارت در سطوح میانی تشکیل بیوفیلم نیز کاهش می

 .درجه سانتیگراد بیشترین تاثیر مثبت را بر میزان تشکیل بیوفیلم گذاشته است

 

 

 ستیرنا انتریتیدیس درمیکروپلیت پلی تشکیل بیوفیلم سالمونالابر میزان  pH اثرات همزمان دما و: 2شکل

 



 

بیشترین میزان  (درصد 5/2تا  5/0)دهد. در سطوح پایین غلظت نمک را نشان می NaCl و غلظت pH تاثیر همزمان 3شکل

  .خود نشان نداد تاثیر چندانی در میزان تشکیل بیوفیلم از pH شود. در این بررسی نیز سطوح مختلفبیوفیلم مشاهده می

 

 

 استیرن و غلظت نمک بر میزان تشکیل بیوفیلم سالمونال انتریتیدیس درمیکروپلیت پلی pH اثرات همزمان: 3شکل 

تیفیموریوم نشان  اثر همزمان درجه حرارت و غلظت نمک را بر میزان تشکیل بیوفیلم توسط باکتری سالمونالای نشان دهنده 4 شکل

یابد و بیشترین مقدار ، با افزایش دما، میزان تشکیل بیوفیلم نیز افزایش می(درصد 2/1تا  5/0)دهد. در سطوح پایین غلظت نمک می

درجه سانتیگراد است. همچنین با افزایش درصد غلظت نمک، میزان تشکیل بیوفیلم  34تا  24تشکیل بیوفیلم در محدوده دمای 

 (درجه سانتیگراد 37) لاو در سطح با (درجه سانتی گراد 13)رت تشکیل بیوفیلم، در سطح پایین یابد. بیشترین کاهش قدکاهش می

 .شودمشاهده می

 



 استیرن تیفیموریوم در میکروپلیت پلی اثرات همزمان دما و غلظت نمک بر میزان تشکیل بیوفیلم سالمونالا: 4شکل 

های pH بیوفیلم تاثیر چندانی نداشته است بدین صورت که هم در در تشکیل pH دهد که سطوح مختلف فاکتورنشان می 5شکل 

درجه  25-31)یابد. درجه حرارت در سطوح میانی ، با افزایش دما میزان تشکیل بیوفیلم افزایش میلاهای باpH پایین و هم در

 .بیشترین تاثیر را برمیزان تشکیل بیوفیلم را داشته است (سانتیگراد

 

 

 استیرنتیفیموریوم در میکروپلیت پلی بر میزان تشکیل بیوفیلم سالمونالا pH ن دما واثرات همزما: 5شکل 

باشد، بیشترین میزان بیوفیلم  2/7تا  2/6در محدوده  pH نشانگر آن است که در سطح پایین غلظت نمک، هنگامی که 6شکل 

 تشکیل بیوفیلم نداشت و با افزایش غلظت نمک، بهتاثیر چندانی در میزان  pH تشکیل میشود. در این بررسی نیز سطوح مختلف

 .شودتدریج از میزان تشکیل بیوفیلم کاسته می

 

 استیرن تیفیموریوم در میکروپلیت پلی و غلظت نمک بر میزان تشکیل بیوفیلم سالمونالا pH اثرات همزمان :6شکل 



 

های شده، بهترین شرایط تشکیل بیوفیلم باکتری نمودارهای ارئهافزار، با استفاده از  شده توسط نرم های ارائهحلپس از بررسی راه

 .تیفیموریوم انتخاب شدند انتریتیدیس و سالمونالا سالمونالا

 

انتریتیدیس و سالمونال تیفیموریوم در  و غلظت نمک بر میزان تشکیل بیوفیلم سالمونالا  pHثرات همزمان دما، : ا7شکل 

 استیرن میکروپلیت پلی

تیفیموریوم  انتریتیدیس و سالمونالا لابر میزان تشکیل بیوفیلم سالمونا و غلظت نمک pH ربوط به بررسی تاثیر همزمان دما،نتایج م

 %و 7/0درجه سانتیگراد، غلظت نمک معادل  5/27که در این مطالعه مورد بررسی قرارگرفت، نشان داد در صورتی که دما در حدود 

pH  درجه سانتیگراد،  9/29ان تشکیل بیوفیلم سالمونال انتریتیدیس و در شرایطی که دما در حدود بود، بیشترین میز 5/6معادل

 .تیفیموریوم مشاهده شد بود، بیشترین میزان تشکیل بیوفیلم سالمونالا 8/6معادل  pH %و 6/0غلظت نمک معادل 

 2MIC ،MICهای شود غلظتمشاهده می 2همانطور که در جدول : بررسی اثرات ضدبیوفیلمی نانوامولسیون اسانس دارچین

ها به جهت گیری در جلوگیری از تشکیل بیوفیلم باکتری سالمونلا انتریتیدیس دارد ولی بین این غلظتتاثیر چشم  MIC  2/1و

 های پایین نانوامولسیون(. از طرفی حتی غلظتp>0.05شود)جلوگیری از تشکیل بیوفیلم، تفاوت آماری معنی دار مشاهده نمی

از خود  MICاثر ضدبیوفیلمی بهتری نسبت به بنزالکانیوم کلراید با غلظت  MIC  8/1و  MIC 2/1،MIC  4/1دارچین از جمله 

درصد  92/72توانسته است میزان تشکیل بیوفیلم را   MIC 8/1اند بطوری که نانوامولسیون اسانس دارچین با غلظت نشان داده

 .باشددرصد می)MIC 60.19 (از اثر بنزالکانیوم کلراید با غلظتیداری بیشتر کاهش دهد که بطور معن



 

انتریتیدیس در میکروپلیت  های مختلف نانوامولسیون اسانس دارچین بر ممانعت از تشکیل بیوفیلم سالمونالاثرات غلظت: ا2جدول

 درجه سانتیگراد 5/27استیرن در دمای  پلی

 )درصد (کاهش بیوفیلم تیمار

 MIC2 98/81±2/14𝑎 نانوامولسیون
MIC 98/44±1/69𝑎 

1/2MIC 97/53±0/89𝑎 
1/4MIC 87/54±2/80𝑏 
1/8MIC 72/92±2/93𝑐 

1/16MIC 54/42±4/22𝑒 
1/32MIC 39/44±4/84𝑓 

 60/19±0.57𝑑 (MIC)بنزالکانیوم کلراید

 

تاثیر زیادی در جلوگیری از تشکیل بیوفیلم  MIC 2/1و  MIC2 ،MICهای شود، غلظتمشاهده می 3همانطور که در جدول

-ها به جهت جلوگیری از تشکیل بیوفیلم، تفاوت آماری مشاهده نمیباکتری سالمونلا تیفی موریوم دارند ولی بین این غلظت

ضدبیوفیلمی اثر   MIC 4/1و   MIC 2/1های پایین نانوامولسیون اسانس دارچین از جمله (. همچنین غلظتp>0.05شود)

 MICدارچین به مقدار اند. با کاهش غلظت نانوامولسیوناز خود نشان داده MIC شتری نسبت به بنزالکانیوم کلراید با غلظتبی

( و تفاوت معناداری در میزان p<0.05) یابدتوانایی ممانعت از تشکیل بیوفیلم نانوامولسیون، بسیار کاهش می MIC 32/1و  16/1

و تفاوت معناداری در میزان کاهش بیوفیلم بین این دو غلظت مشاهده ( p>0.05شود)مشاهده نمیکاهش بیوفیلم بین این دو غلظت 

 . p>0.05))شودنمی

تیفیموریوم در میکروپلیت  اثرات غلظتهای مختلف نانوامولسیون اسانس دارچین بر ممانعت از تشکیل بیوفیلم سالمونالا: 3جدول

 .درجه سانتیگراد 9/29پلیاستیرن در دمای 

 کاهش بیوفیلم)درصد( تیمار

 MIC2 96/23±/21𝑎 نانوامولسیون
MIC 95/78±1/88𝑎 

1/2MIC 94/33±1/46𝑎 
1/4MIC 76/25±0/74𝑏 
1/8MIC 34/33±3/6𝑑 

1/16MIC 5/83±0/2𝑒 
1/32MIC 5/50±0/99𝑒 

 64/86±0/41𝑐 (MIC)بنزالکانیوم کلراید

 

های مختلف داری در قدرت حذف بیوفیلم توسط غلظتافزایش معنی آمده بر اساس نتایج بدست: نتایج ارزیابی آزمون حذف بیوفیلم

نانوامولسیون اسانس دارچین مشاهده گردید و با افزایش غلظت نانوامولسیون و زمان تماس، درصد حذف بیوفیلم افزایش یافته است. 



 MIC دقیقه بین تیمارهای 25در زمان (. p>0.05)ده نشدداری مشاهدقیقه تفاوت معنی 25و  15بین زمانهای  MIC در غلظت

(. p<0.05)دار مشاهده شدکاهش معنی 4MICبا افزایش غلظت نانوامولسیون به داری مشاهده نشد ولیتفاوت معنی MIC 2و

در مورد درصد بیوفیلم شده است. همچنین  85/96گذاشته است که موجب حذف  4MICن تاثیر را نانوامولسیون با غلظتبیشتری

افزایش (. همچنین p<0.05)داری داشتدقیقه، میزان حذف بیوفیلم افزایش معنی 25به  5بنزالکانیوم کلراید هم، با افزایش زمان از 

های مختلف نانوامولسیون اسانس دارچین مشاهده گردید و با افزایش غلظت داری در قدرت حذف بیوفیلم توسط غلظتمعنی

 42/97قادر به حذف  MIC4س، درصد حذف بیوفیلم افزایش یافته است بطوری که نانوامولسیون با غلظتنانوامولسیون و زمان تما

داری در درصد دقیقه تفاوت معنی 25و  15دقیقه به  5با افزایش زمان از   4MICتغلظدرصد بیوفیلم بود. این درحالی است که در 

داری تفاوت معنی MIC 4 و 2MIC هایدقیقه بین غلظت 25در مدت زمان (. همچنین p>0.05)حذف بیوفیلم مشاهده نشد

اما با ( p<0.05)دار بوددقیقه، نتیجه معنی 15به  5همچنین در بنزالکانیوم کلراید، با افزایش زمان از (. p<0.05)مشاهده نشد

 .(p>0.05)داری در درصد حذف بیوفیلم مشاهده نشددقیقه افزایش معنی 25افزایش زمان به 

 8در هر دو دمای  .(p<0.05)ی در درصد حذف بیوفیلم مشاهده شددارافزایش غلظت و زمان تماس نانوامولسیون، افزایش معنیبا 

بیشترین تاثیر بر درصد کاهش بیوفیلم را داشته  MIC 4ن با غلظتهای تماس، نانوامولسیودرجه سانتیگراد و در تمامی زمان 25و 

های مختلف نانوامولسیون اسانس دارچین داری در قدرت حذف بیوفیلم توسط غلظتافزایش معنی، آمدهبر اساس نتایج بدست .است

کمترین تاثیر (. p<0.05)دار مشاهده شددیده شد. با افزایش زمان و غلظت نانوامولسیون، درصد حذف بیوفیلم بیشتر و تفاوت معنی

در مدت زمان  4MICبیشترین تاثیر متعلق به غلظتدرصد کاهش و  57/54دقیقه معادل  5در مدت زمان  MIC متعلق به غلظت

( p<0.05)دار مشاهده شددقیقه کاهش معنی 15درصد کاهش بود. در مورد بنزالکانیوم، با افزایش زمان به  32/71دقیقه معادل  25

 (. p>0.05)دار نبوددقیقه تفاوت معنی 25و  15های ولی بین زمان

انتریتیدیس تشکیل شده در  ساعته سالمونالا48درجه سانتیگراد بر بیوفیلم  25اثرات نانوامولسیون اسانس دارچین در دمای 

افزایش نشان داد که  دقیقه 25و  15،  5و در زمانهای تماس  5/6معادل  pH درجه سانتیگراد و 9/29میکروپلیت، در دمای 

. با افزایش زمان و غلظت ن وجود داردنانوامولسیون اسانس دارچیهای مختلف بیوفیلم توسط غلظتداری در قدرت حذف معنی

دقیقه  15و  5بین زمانهای  MIC در تیمار(. p<0.05)دار مشاهده شدنانوامولسیون، درصد حذف بیوفیلم بیشتر و تفاوت معنی

 (.p<0.05)دار مشاهده شده کاهش معنیدقیق 25ولی با افزایش زمان به ( p>0.05)داری نبودتفاوت معنی

تشکیل شده در میکروپلیت،  تیفیموریوم ساعته سالمونالا48درجه سانتیگراد بر بیوفیلم  8اثرات نانوامولسیون اسانس دارچین در دمای 

داری در معنیفزایش ی انشان دهنده دقیقه 25و  15،  5و در زمانهای تماس  8/6معادل  pH درجه سانتیگراد و 9/29در دمای 

با افزایش زمان،  2MICو  MIC های. در غلظتن بودنانوامولسیون اسانس دارچیهای مختلف قدرت حذف بیوفیلم توسط غلظت

داری دقیقه تفاوت معنی 25به  15با افزایش زمان از   4MICف بیوفیلم مشاهده شد ولی در غلظتداری در میزان حذافزایش معنی

 25دار نبود اما با افزایش زمان به دقیقه، نتیجه معنی 15به  5بنزالکانیوم کلراید، با افزایش زمان از  در(. p>0.05)مشاهده نشد

 (.p<0.05)دار مشاهده شددقیقه کاهش معنی

تیفیموریوم تشکیل شده در  ساعته سالمونالا48درجه سانتیگراد بر بیوفیلم  25اثرات نانوامولسیون اسانس دارچین در دمای 

افزایش ی نشان دهنده دقیقه 25و  15،  5و در زمانهای تماس  8/6معادل  pH درجه سانتیگراد و 9/29یت، در دمای میکروپل

 4MIC. بیشترین درصد کاهش را تیمار ن بودنانوامولسیون اسانس دارچیهای مختلف در قدرت حذف بیوفیلم توسط غلظت دارمعنی

دار مشاهده دقیقه کاهش معنی 15و  5های شده است. در این غلظت بین زمان درصد بیوفیلم 95/35داشته است که موجب کاهش 



داری ثرات ضدبیوفیلمی بنزالکانیوم کلراید به طور معنیا(. p<0.005)دار بوددقیقه کاهش معنی 25نشد ولی با افزایش زمان به 

 (.p<0.05)نسبت به سه تیمار اسانس بیشتر بود

 بحث، نتیجه گیری

ها منشا غذایی دارند که بیوتیکی هستند در حال گسترش هستند. بسیاری از پاتوژنباکترهای پاتوژن که دارای مقاومت آنتیامروزه 

شوند. تشکیل اشکال بیوفیلمی باکتریها متاثر از دما، درجه اسیدی، شرایط از سطوح فرآوری موادغذایی وارد چرخه غذایی انسان می

نشان داد که  GC/MS وسیله دستگاه نتایج مربوط به آنالیز ترکیبات شیمیایی اسانس دارچین به .ای و غلظت نمک استتغذیه

 وMIC  .اندبوده % بیشترین ترکیب موجود 85/4و آلفاکوپان با  % 19/5دلتا کادینن با  ،% 93/69سینامیک آلدهید با مقدار 

MBC تیفیموریوم بترتیب  لار بر لیتر و برای باکتری سالمونامیکرولیت 6/0انتریتیدیس معادل  لامونااسانس دارچین برای باکتری سال

میکرولیتر بر لیتر میباشد. نتایج مربوط به نانوامولسیون دارچین برای هر دو باکتری با نتایج بدست آمده با اسانس  2/1و  6/0برابر با 

انتریتیدیس  لابر میزان تشکیل بیوفیلم سالمونا و غلظت نمک pH مان دما،ربوط به بررسی تاثیر همزنتایج م .دارچین یکسان است

 5/6معادل  pH %و 7/0گراد، غلظت نمک معادل  -درجه سانتی 5/27نشان داد در صورتی که دما در حدود  تیفیموریوم و سالمونالا

درجه سانتیگراد، غلظت نمک معادل  9/29حدود  انتریتیدیس و در شرایطی که دما در بود، بیشترین میزان تشکیل بیوفیلم سالمونالا

نتایج آزمون مهار تشکیل بیوفیلم . تیفیموریوم مشاهده شد بود، بیشترین میزان تشکیل بیوفیلم سالمونالا 8/6معادل  pH %و 6/0

کنندگی بیشتری ممانعت های پایین نیز اثرحاکی از آن بود که نانوامولسیون اسانس دارچین اثر مهاری بسیار زیادی داشت و در غلظت

از خود نشان داد. نتایج آزمون حذف بیوفیلم نشان داد که افزایش زمان و غلظت نانوامولسیون  MIC نسبت به بنزالکانیوم با غلظت

نانوامولسیون و در  MIC 4گردد، به طوری که در غلظت دار اثر ضدبیوفیلمی هر سه غلظت میاسانس دارچین باعث افزایش معنی

دقیقه بیشترین درصد کاهش بیوفیلم مشاهده شد. همچنین کاهش دمای نانوامولسیون نیز باعث افزایش اثربخشی  25تماس زمان 

میتوان ترکیبات ضدمیکروبی  .درجه اتفاق افتاد 25درجه کاهش بیوفیلم بیشتری نسبت به دمای  8آن شد، بطوری که در دمای 

کرد. گیاه دارچین به دلیل خواص ضدمیکروبی مطلوب خود برای از بین بردن اشکال گیاهی را جایگزین مواد ضدعفونیکننده صنعتی 

انتریتیدیس و سالمونال تیفیموریوم مورد استفاده قرار گرفت. نتایج آزمایشات ضدبیوفیلمی نشان داد که  بیوفیلمی باکتری سالمونالا

در  های سالمونالات مهار تشکیل و یا حذف بیوفیلم جدایهمیتوان از نانوامولسیون اسانس دارچین به عنوان یک محلول مناسب جه

 .استیرن استفاده کردسطح پلی
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