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 ،بنابراین .استهای میکروبی به عنوان یکی از مراحل کلیدی در فولینگ دریایی مطرح تشکیل بیوفیلم

تواند فولینگ سازگار با محیط زیست میدر مورد مواد آنتیژوهش پتوسعه راهکارهای ضدبیوفیلم بویژه از طریق 

لمی کارواکرول و ضدبیوفی اییحاضر با هدف بررسی فعالیت ضدباکتری مطالعهبه کنترل بیوفولینگ کمک کند. 

های خلیج فارس انجام گرفت. در آزمون انتشار های دریایی جداسازی شده از آبو اوژنول در مقابل باکتری

( و اوژنول مترمیلی 17 ± 30/0بیشترین حساسیت را به کارواکرول ) sp. Vibrio (KM1)ی دیسک، باکتر

و  5/62 هایو کشنده نیز به ترتیب در غلظترشد ( نشان داد. کمترین غلظت بازدارنده مترمیلی 15 ± 5/0)
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مقدمه

از آغاز پیدایش صنعت دریانوردی، رشد 

های قرار موجودات آبزی در شناورها )قسمت

گرفته در زیر آب(، یک مشکل جدی بوده است 

 هایی مواجهکه توسعه این صنعت را با محدودیت

بخش برای رفع کرده و هرگز روشی کاملا رضایت

توانایی فیزیکی شناور در آن یافت نشده است. 

امواج در اقتصاد سوخت  شکافتن آب دریا و

بهبود که لازمه این موضوع،  بسیار اهمیت دارد

امل دو ع. استشناور  هکیفیت و صافی سطح بدن

 .شودافزایش زبری سطح بدنه شناور می باعث

ها، خوردگی و عامل دیگر یکی از این عامل

 ,.Yebra et al) ستا هافولینگیوب نشست

شد صورت ربیوفولینگ دریایی عمدتا به . (2004

های های دریایی روی سازهنامطلوب ارگانیسم

له یک ئاین مس شود.ور در آب تعریف میغوطه

مشکل جهانی برای صنایع دریایی به حساب 

آید که باعث بروز خسارات اقتصادی و می

 ,.Yebra et al)د شومحیطی فراوانی میزیست

2004; Dang and Lovell, 2016.) 

           ها ها به دو دسته میکروفولینگبیوفولینگ

 هپدیدشوند. ها تقسیم میو ماکروفولینگ

          لم گیری و توسعه بیوفیمیکروفولینگ به شکل

                 بر سطوح شناور در آب اشاره دارد. 

ران و جانو، هایباکتراز جتماعاتی اها بیوفیلم

که به یک سطح هستند سکوپی ومیکرن گیاها

آورند. ای را به وجود میلهای ژلایهو چسبند می

محیط مناسب  کردنهم ابر فرعلاوه ین لایه ا

ن ماندار پایدن و به بهتر چسبیدای رشد، بر

نقش و کند کمک میروی سطوح ها وبمیکر

 (.Thein et al., 2007) داردنیز حفاظتی 

ماکروفولینگ به موجوداتی اشاره دارد که 

ر اساس بها بچسبند و توانند به میکروفولینگمی

ل شام) دو گروه سخت به ساختار شیمیایی بدن

پرتار و  های، کرمایهای دوکفهصدف، هابارناکل

که دارای اسکلت کربنات کلسیمی  آبریوزو

 هایعلفو  هاشامل جلبک) ( و نرمهستند

تقسیم  (رای بدنی نرم هستنددریایی که دا

,Characklis and Cookseyشوند )می  

1983.) 

ت هایی اسبیوفولینگ دریایی شامل واکنش

که در فاصله چند نانومتری از سطح اتفاق 

افتد و شدت چسبندگی در اثر برهمکنش می

عناصر ساختاری خاص موجود در ترشحات 

 ی،شود. به طور کلچسبنده با زیر لایه تعیین می

    ور شود در مدت هر سطحی که در آب غوطه

ای از ترکیبات آلی، مثل چند ثانیه با لایه

ها، پوشیده ها و پروتئینساکاریدها، چربیپلی

ساعت بعد از تشکیل  24خواهد شد. کمتر از 
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( Conditioning Layer) ایاین لایه تهویه

ود. شفرآیند تشکیل رسوبات زیستی آغاز می

ا ها، مخمرهکلونیزاسیون اولیه عمدتا از باکتری

هایی که خود را در ساختار لایه زیستی و دیاتوم

شود. دهند، تشکیل میمحافظ جای می

های کلونیزاسیون ثانویه، متشکل از هاگ

ست که در ا هایاختهها و تکها، قارچجلبکماکرو

بودن شرایط محیطی، حدود یک صورت مطلوب 

کنند. تشکیل وری رسوب میهفته بعد از غوطه

مهره غالبا آخرین مرحله از رسوب لاروی بی

ها فرآیند بیوفولینگ دریایی است که ظهور آن

بر سطح به طور متوسط دو تا سه هفته بعد از 

افتد ریزی اتفاق میوری و در فصل تخمغوطه

(Wahl, 1989; Salta et al., 2013.) 

 هاها و قایقرسوب فولینگ بر سطح کشتی

، کاهش سرعت مانندباعث بروز مشکلاتی 

 افزایش  ، سوخت مصرف افزایش ،خوردگی بدنه

کاهش ، تمیزکاری برایدفعات پهلوگیری 

ظرفیت حمل و سرعت جریان آب در خطوط 

 های پرورش آبزیانلوله و گرفتگی تورها و قفس

های تحمیل هزینه که در نهایت منجر بهشده 

 De)د شوبه صنایع دریایی میگزاف 

Carvalho, 2018.)  

راهکار اولیه برای مبارزه با فولینگ، استفاده 

. استهای زیستی های حاوی کشندهاز رنگ

هایی که برای استفاده در اجزای ها و پوششرنگ

مخلوط  ،روندکار می بهها زیر آب و کشتی

ای از ترکیبات شامل الیاف، رنگ، توسعهپیچیده

 هاو افزودنی ها، رقیق کنندههاها، حلالدهنده

(. Watermann et al., 2005ست )ا

ن تریبوتیل قلع از قدیمیهای حاوی تریپوشش

ه اما ب ،فولینگ تجاری هستندهای آنتیپوشش

دلیل اثرات مخرب بر موجودات غیرهدف و 

سازمان  2008ت دریا، از سال محیط زیس

المللی دریایی استفاده از این ترکیبات را بین

(. Lin et al., 2009ممنوع اعلام کرده است )

ها، بعد از ممنوعیت استفاده از این پوشش

های حاوی ترکیباتی چون مس به فولینگآنتی

 هایعنوان یک جایگزین معرفی شدند و تا سال

د استفاده قرار اخیر در صنایع دریایی مور

(. اما با Edwards et al., 2015گرفتند )می

ها و سمیت آنها بر اثبات مضرات این پوشش

های های غیرهدف )مثل صدفبرخی از گونه

خوراکی و موجودات دریایی(، ممنوعیت و 

محدودیت استفاده از آنها نیز در برخی از 

کشورهای اروپایی مانند آلمان، سوئد، دانمارک 

Karlsson andسه آغاز شده است )و فران  

Eklund, 2004; Joshi et al., 2015 .)

توان گفت که به دلیل ملاحظات بنابراین می

سعه مواد محیطی و قوانین اعمالی، توزیست
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 با حداقل محیط زیست سازگار بافولینگ آنتی

ضرورتی  غیرهدف، جانداراناثرات جانبی بر 

ل برای حل معضاست که بویژه در صنایع دریایی 

 شود.فولینگ احساس می

های روی که میکروارگانیسم جاییناز آ

را موجودات توانند اتصال دیگر سطوح می

 هبنابراین جلوگیری از توسع ،افزایش دهند

 تواند باعث کاهش اتصال وبیوفیلم میکروبی می

و به شده ها روی سطوح تجمع ماکروارگانیسم

نجیره فولینگ قطع ز برایعنوان رویکردی مهم 

 Tang andدر مراحل اولیه مطرح شود )

Cooney, 1998 .) چندین راهکار به منظور

باکتریایی به سطوح  جلوگیری از چسبندگی

ین ترمهم مختلف پیشنهاد شده است که از جمله

ون چتوان به استفاده از ترکیبات طبیعی می آنها

 Gutierrez-Pacheco etاشاره کرد ) اسانس

al., 2018.) 

ـه ک ی هستندها ترکیبات روغنی فراراسانس

ثانویه در گیاهان ساخته  هایعنوان متابولیت بـه

 هستندو حاوی ترکیبات متعددی  شوندمی

(Pavela, 2015 منتول، کارواکرول، اوژنول و .)

مهم و شناخته شده در  تیمول از مواد موثره

ها ژوهشپهای گیاهی مختلف هستند. اسانس

 ترین د که به طور کلی، قویندهینشان م

های مربوط به اسانس اییخواص ضدباکتری

 Mastromatteo et)است این ترکیبات  حاوی

al., 2010; Martinez-Hernandez et al., 

2017.) 

و  کمونوترپنی فنولی کارواکرول یک ترکیب

اصلی اسانس گیاه مرزنجوش است که  یاز اجزا

و زیستی در مطالعات مختلف خواص متنوع 

، ضدباکتری، دارویی مانند ضدقارچ، ضدحشره

اکسیدان و غیره ضدالتهاب، ضدسرطان، آنتی

 ,.De Sousa et alبرای آن گزارش شده است )

2012; Suntres et al., 2015 .)نیز یک اوژنول 

ترکیبات ضدمیکروبی اکسیدان فنولی و از آنتی

از دارچین و برگ  کهاست  های گیاهیاسانس

 Vazquez etد )شوگیاه میخک استخراج می

al., 2001 فرمول ساختاری این دو ترکیب در .)

 نشان داده شده است. 1شکل 

 

 ب

 

 الف 

 

 : ساختار شیمیایی کارواکرول )الف( و اوژنول )ب(1شکل 
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گفته شده، به دلیل  با توجه به مطالب

ضرورت مطالعه بر روی ترکیبات طبیعی 

        ضدمیکروبی برای مقابله با پدیده بیوفولینگ 

مطالعات کافی در مورد و همچنین عدم وجود 

ها و ترکیبات موثره آنها بر تاثیر اسانس

های دریایی، پژوهش حاضر با هدف باکتری

تعیین میزان فعالیت ضدباکتریایی و ضدبیوفیلم 

های جداسازی کارواکرول و اوژنول بر باکتری

های خلیج فارس به صورت شده از آب

 آزمایشگاهی انجام گرفت.

 

 هاروش و مواد

 های مطالعه شده و محیط کشتارگانیسممیکرو

باکتری دریایی گونه در این پژوهش، پنج 

های خلیج فارس، به منظور جداسازی شده از آب

کارواکرول و اوژنول  اییبررسی اثر ضدباکتری

انتخاب شدند. کد جدایه، اطلاعات تاکسونومیکی 

ها در باکتریاین  NCBIو شماره دسترسی 

در دمای  هاباکتریفهرست شده است.  1جدول 

درصد  50گراد در گلیسرول درجه سانتی -80

مارین آگار  کشت هاینگهداری شدند. از محیط

(Marine Agar )و مارین براث (Marine 

Broth ) برای آزمون انتشار دیسک، بررسی

 Minimumحداقل غلظت بازدارندگی )

Inhibitory Concentration: MIC حداقل ،)

 Minimum Bactericidalغلظت کشندگی )

Concentration: MBC آزمون( و همچنین 

 بیوفیلم استفاده شد.

 

 ترسیم منحنی رشد باکتری

لیتر به منظور ترسیم منحنی رشد، یک میلی

با  معادلاز سوسپانسیون باکتریایی مورد نظر 

( CFU/mL810 ×5/1فارلند )کدورت نیم مک

ت کش  محیط لیتر میلی  30حاوی  های ارلن به 

 

 NCBIهای مطالعه شده به همراه شماره دسترسی : میکروارگانیسم1جدول 

 NCBIشماره دسترسی  اطلاعات تاکسونومیکی کد جدایه ردیف

1 PH1 Kangiella spongicola MZ461010 

2 KH9 Pseudoalteromonas sp. MZ461012 

3 PH18 Pseudoalteromonas sp. MZ461011 

4 KM1 Vibrio sp. MZ461008 

5 KM5 Vibrio sp. MZ461009 
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مارین براث افزوده  شد  و  در  انکوباتور  شیکردار 

قرار  rpm120گراد و سانتی هدرج 28در دمای 

نانومتر( در  600س جذب نوری )پگرفت. س

، 36، 24، 18، 12، 8، 4، 2، 0های مختلف )زمان

ساعت( خوانده شد و منحنی رشد  72و  60، 48

,.Brian-Jaisson et alباکتری ترسیم شد )  

2014.) 

 

ه کارواکرول و اوژنول ب اییبررسی اثر ضدباکتری

 روش انتشار دیسک

ا کارواکرول و اوژنول ب اییفعالیت ضدباکتری

استفاده از روش انتشار دیسک بررسی شد. به 

منظور تهیه سوسپانسیون باکتریایی از کشت 

           تازه باکتری در محیط مارین آگار استفاده 

لیتر میلی 4کلنی منفرد باکتریایی به  3-5د. ش

            محیط مارین براث افزوده شد و بعد از 

باکتری به میانه فاز رشد  ساعت که 12-18

( رسید، کدورت Mid-log Phaseلگاریتمی )

فارلند سوسپانسیون میکروبی معادل نیم مک

(LCFU/m810 ×5/1 تنظیم و از این استوک )

در سطح محیط کشت، با استفاده از سوآپ 

های بلانک کشت چمنی داده شد. سپس دیسک

به کمک پنس استریل، روی سطح محیط کشت 

میکرولیتر کارواکرول و  14قرار گرفتند. مقدار 

لیتر بر میلیدر گرم میلی 10اوژنول در غلظت 

 هاییتهای بلانک ریخته شد و پلروی دیسک

ساعت در  24حاوی باکتری و دیسک به مدت 

گراد، انکوبه  شدند. در درجه سانتی 28دمای 

( مترنهایت قطر هاله عدم رشد ) بر حسب میلی

 یحاو د. دیسکش گیریاندازه کولیس به کمک

شد  گرفته نظر در شاهد عنوان به اتانول

(Ashrafudoulla et al., 2020.) 

 

مهاری و حداقل غلظت تعیین حداقل غلظت 

 ( کارواکرول و اوژنولMBCکشندگی )

حداقل غلظت مهاری  به منظور تعیین

(MIC )96های از روش میکرودیلوشن در پلیت 

های رقت با استفاده از خانه استفاده شد. سریال

 در میکروگرم 4تا  1000محیط مارین براث از 

 100لیتر تهیه شدند. سپس به هر چاهک، میلی

یتر سوسپانسیون باکتری با غلظت میکرول

LCFU/m610  اضافه شد. چاهک حاوی محیط

و سوسپانسیون باکتریایی بدون اضافه کشت 

مثبت و چاهک  شاهدبه عنوان کردن ترکیبات 

های حاوی محیط کشت مارین براث و غلظت

 شاهد( به عنوان باکتری)بدون حلال مختلف 

دت ها به ممنفی در نظر گرفته شد. میکروپلیت

گراد انکوبه درجه سانتی 28ساعت در دمای  24

ر سه با گونه باکتریبرای هر  آزمونشدند. این 

ها از نظر تکرار شد. بعد از انکوباسیون، چاهک
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ها بررسی شدند و ناشی از رشد باکتریکدورت 

آخرین چاهکی که هیچ کدورتی در آن دیده 

 در نظر گرفته شد. MICه عنوان بنشد، 

حداقل غلظت کشندگی  به منظور تعیین

(MBC) 100های فاقد کدورت رشد، از چاهک 

میکرولیتر برداشته و بر روی محیط مارین آگار 

به روش چمنی کشت داده شد. بعد از انکوبه 

ساعت در  24به مدت  به دست آمدههای پلیت

رشد میزان گراد، سانتی هدرج 28دمای 

د. در نهایت، کمترین غلظتی شبررسی  هاباکتری

، به دشکه در آن رشد و تشکیل کلنی مشاهده ن

 Jadhav etدر نظر گرفته شد ) MBCعنوان 

al., 2013.) 

 

های قابلیت تشکیل بیوفیلم توسط باکتری

 مورد بررسی

        بررسی میزان تشکیل بیوفیلم با استفاده

 TCP (Tissue Culture Plateاز روش 

Method)چاهک انجام  96های ، در پلیت

 های موردمنظور، ابتدا باکتریبرای این گرفت. 

و  ندنظر به محیط کشت مارین براث اضافه شد

درجه  28ساعت در دمای  8-16به مدت 

گراد قرار گرفتند. پس از تنظیم کدورت با سانتی

میکرولیتر از  100فارلند، مکنیم  استاندارد

 9/9سوسپانسیون باکتریایی به لوله حاوی 

ریب ضلیتر محیط مارین براث منتقل شد )میلی

(. سپس به منظور تشکیل بیوفیلم 1:100رقت 

 100 روی سطوح میکروپلیت، به هر چاهک

میکرولیتر  100میکرولیتر محیط کشت مایع و 

 48و به مدت شد سوسپانسیون باکتری اضافه 

گراد قرار سانتی درجه 28ساعت در دمای 

 هاگرفت. در ادامه، فاز رویی تخلیه شده و چاهک

به مدت سه مرتبه با آب مقطر شست و شو داده 

شدند. سپس به منظور تثبیت بیوفیلم باکتریایی، 

 65دقیقه در دمای  30-45میکروپلیت به مدت 

گراد قرار گرفت. پس از خشک درجه سانتی

میکرولیتر محلول  200، هاشدن چاهک

درصد( به هر چاهک اضافه  2/0کریستال ویوله )

دقیقه، به منظور خروج رنگ  15د. بعد از ش

ها با آب مقطر شست و شو داده اضافی، چاهک

میکرولیتر استیک اسید  200. در نهایت، ندشد

        درصد به هر چاهک اضافه شده و جذب 33

نانومتر با  595ها در طول موج نوری چاهک

( ، آمریکاEpoch 2، BioTekمیکروپلیت ریدر )

 .(Cabarkapa et al., 2019)د شگیری اندازه

 

تاثیر کارواکرول و اوژنول در ممانعت از تشکیل 

 بیوفیلم

بررسی اثر کارواکرول و اوژنول در ممانعت از 

های تشکیل بیوفیلم نیز با استفاده از میکروپلیت
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های خانه انجام شد. ابتدا با استفاده از سریال 96

های رقت، غلظت کارواکرول و اوژنول در چاهک

، 4MIC ،2MIC ،MICمیکروپلیت معادل 

1/2MIC  1/4وMIC  د. سپس شتنظیم

سوسپانسیون باکتریایی با غلظت 

LCFU/m610  به هر چاهک اضافه شد به

 200که حجم نهایی هر چاهک به  طوری

 میکرولیتر رسید. بعد از انکوباسیون در دمای 

ساعت،  48گراد به مدت درجه سانتی 28

آمیزی با ها تخلیه و رنگمحتویات چاهک

روش محلول کریستال ویوله مطابق با 

Cabarkapa ( انجام گرفت. 2019و همکاران )

در نهایت درصد مهار تشکیل بیوفیلم باکتری 

(BFI )های مختلف کارواکرول در حضور غلظت

 Miladi etد )شمحاسبه  1رابطه و اوژنول از 

al., 2016; Cabarkapa et al., 2019.) 

 

 :1رابطه 

BFI (%) = [(WCP
 –WT) / WCP] × 100 

CPW : ؛ اهک شاهد مثبتچمیانگینTW : میانگین

 .اهک تیمارچ

 

 هاتجزیه و تحلیل داده

 افزاربا استفاده از نرم هاتجزیه و تحلیل داده

SPSS 24 تحلیلون ها با آزمو مقایسه میانگین 

و  (One-way ANOVAطرفه )واریانس یک

در سطح  ای دانکن وچند دامنهآزمون سپ

 به منظورصورت گرفت.  درصد 95 اطمینان

 Microsoft Office افزارم نمودارها از نرمیرست

Excel 2019 استفاده شد. 

 

 نتایج

 منحنی رشد 

ها با هدف ترسیم منحنی رشد باکتری

 72تعیین فاز رشد لگاریتمی در یک بازه زمانی 

 2طور که در شکل  ساعته انجام گرفت. همان

هایی در زمان شروع تفاوت نشان داده شده است،

های مختلف فاز رشد لگاریتمی در باکتری

های که در باکتری طوریه د، بشمشاهده 

PH18  وKH9 بعد از دو ساعت، در باکتری 

PH1  های ساعت و در باکتری 4بعد ازKM5  و

KM1  28ساعت انکوباسیون در دمای  4بعد از 

های گراد اتفاق افتاد. بررسی منحنیدرجه سانتی

هایی در زمان رسیدن به رشد همچنین تفاوت

میانه فاز رشد لگاریتمی نشان داد که این زمان 

های مختلف باکتریدر ساعت  18تا  12از 

         همتفاوت بود. بنابراین، با توجه به نتایج ب

در مطالعه پیش رو از سوسپانسیون  دست آمده،

)با توجه به نوع ساعته  12-18 باکتریایی

ضدباکتری های آزمونانجام  برایباکتری(، 

 د.شاستفاده 
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 انحراف معیار( ±)میانگین  های خلیج فارسهای دریایی جداسازی شده از آبباکتری: منحنی رشد 2شکل 

 

قابلیت کارواکرول و اوژنول در مهار فرم منفرد 

 هاباکتری

میانگین قطر هاله مهاری کارواکرول و 

های دریایی مورد اوژنول در مقابل باکتری

آورده شده است. بر اساس  2مطالعه در جدول 

بیشترین  KM1مشاهدات انجام شده، باکتری 

متر( میلی 17±30/0حساسیت را به کارواکرول )

متر( نشان داد. کمترین میلی 15±5/0و اوژنول )

میزان حساسیت به کارواکرول و اوژنول نیز در 

 5/10 ±5/0به ترتیب با قطر هاله  KM5باکتری 
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متر مشاهده شد. نتایج همچنین میلی 9±3/0و 

های آماری، نشان داد که بر اساس شاخص

داری بین فعالیت مهاری اختلاف معنی

و  PH18 ،KH9های کارواکرول در باکتری

PH1 ( 05/0وجود نداشتP> 2؛ جدول.) 

گیری حداقل غلظت نتایج مربوط به اندازه

مهاری و حداقل غلظت کشندگی کارواکرول و 

اوژنول در مقابل پنج باکتری مورد بررسی در 

نمایش داده شده است. بر اساس نتایج  3جدول 

 ورشد دست آمده، کمترین غلظت بازدارنده ه ب

سیت به ترکیب(، به کشنده )بیشترین حسا

 درمیکروگرم  125و  5/62 هایترتیب در غلظت

ه ب KM1لیتر کارواکرول در مقابل باکتری میلی

دست آمد. کمترین حساسیت به ترکیب نیز با 

 MBC ،500و  MICاوژنول به ترتیب با مقدار 

لیتر در مقابل میلی درمیکروگرم  1000و 

مشاهده  KM5و  PH18 ،KH9های باکتری

 د.ش

 

 قابلیت تشکیل بیوفیلم توسط باکتری

های مختلف باکتریایی به توانایی سویه

منظور تشکیل بیوفیلم، با استفاده از 

خانه مورد بررسی قرار  96های میکروپلیت

نشان داده شده  3گرفت. همان طور که در شکل 

 .است

 

 های دریاییکارواکرول و اوژنول در مقابل باکتری : میانگین قطر هاله عدم رشد2جدول 

 انحراف معیار( ±)میانگین 

 باکتری
 متر()میلیقطر هاله عدم رشد 

 (mg/mL 10)کارواکرول  (mg/mL 10)اوژنول 

PH18 12/0 ± 0/7 c 14/5 ± 1/0 b 

KM1 15/0 ± 0/5 a 17/0 ± 0/3 a 

KH9  13/5 ± 0/5 b 14/5 ± 0/5 b 

KM5  9/0 ± 0/3 d  10/5 ± 0/5 d 

PH1 14/0 ± 1/0 ab 15/0 ± 0/3 b 

 (.P<05/0دهد )های هر ستون نشان میدار را بین میانگینحروف غیر یکسان اختلاف معنی
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( کارواکرول و اوژنول در MBC( و حداقل غلظت کشندگی )MIC: حداقل غلظت بازدارندگی )3جدول 

 های دریاییمقابل باکتری

 باکتری
MIC (µg/mL) MBC (µg/mL) 

 اوژنول کارواکرول اوژنول کارواکرول

PH18 250 500 500 1000 

KM1 5/62 125 125 250 

KH9 250 500 500 1000 

KM5 250 500 500 1000 

PH1 125 250 250 500 

 

 

 

روف غیر . ح(انحراف معیار ±)میانگین  های مختلف باکتریقابلیت تشکیل بیوفیلم توسط سویه :3شکل 

 .(P<05/0) دهدهای هر ستون نشان میبین میانگینرا دار یکسان اختلاف معنی
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هر پنج باکتری مورد مطالعه، مقادیر قابل 

قبولی از تشکیل بیوفیلم را نشان دادند. بالاترین 

و کمترین  PH18میزان بیوفیلم در باکتری 

طور  مشاهده شد. به KM1میزان در باکتری 

طرفه، اختلاف لیل واریانس یکحکلی، نتایج ت

داری را بین میزان تشکیل بیوفیلم در معنی

 (.>05/0P) های مختلف نشان دادباکتری

در  PH18با توجه به توانایی بیشتر باکتری 

تشکیل بیوفیلم، در ادامه از این باکتری به منظور 

ول بر مهار تشکیل بررسی اثر کارواکرول و اوژن

 بیوفیلم استفاده شد.

قابلیت کارواکرول و اوژنول در مهار ساختار 

 PH18بیوفیلمی باکتری 

قدرت مهاری کارواکرول و اوژنول بر پدیده 

های در غلظت PH18تشکیل بیوفیلم باکتری 

4MIC ،2MIC ،MIC ،1/2MIC  1/4وMIC 

مورد بررسی قرار گرفت که نتایج آن به ترتیب 

نشان داده شده است. نتایج  5و  4های در شکل

دهد که افزایش غلظت، تاثیر به وضوح نشان می

مستقیمی بر مهار ساخت بیوفیلمی باکتری 

که با افزایش غلظت، میزان  طوریه ، بداشت

.یافتمهار بیوفیلم نیز افزایش 
 

 
انحراف  ±)میانگین  PH18 مختلف کارواکرول بر مهار تشکیل بیوفیلم باکتری های: تاثیر غلظت4شکل 

 .(P<05/0) دهدهای هر ستون نشان میبین میانگینرا دار حروف غیر یکسان اختلاف معنی. (معیار
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. (انحراف معیار ±)میانگین  PH18های مختلف اوژنول بر مهار تشکیل بیوفیلم باکتری : تاثیر غلظت5شکل

.(P<05/0) دهدهای هر ستون نشان میبین میانگینرا دار حروف غیر یکسان اختلاف معنی

 

 آید، کارواکرولاز نمودار برمی همان طور که

های در غلظت( 5)شکل و اوژنول  (4)شکل 

4MIC  1/4وMIC  به ترتیب بیشترین

درصد( و  87درصد و اوژنول  90)کارواکرول 

 35درصد و اوژنول  50کمترین )کارواکرول 

 طوردرصد( میزان مهار بیوفیلم را نشان دادند. به 

ف ها، اختلالیل آماری دادهحکلی نتایج تجزیه و ت

داری را بین میزان مهار ساخت بیوفیلم در معنی

 .(>05/0Pداد )های مختلف نشان غلظت

 

 بحث

که تشکیل بیوفیلم توسط  با توجه به این

به عنوان یکی از مراحل کلیدی در  هاباکتری

ه ، مقابله با این پدیداستفولینگ دریایی مطرح 

تواند کمک شایانی به معضل چسبیدن می

ها بر روی ادوات ها و استقرار آنماکروفولینگ

یه احل اولدریایی و در نتیجه قطع فولینگ در مر

های مختلفی به منظور . امروزه از روشکند

مقابله با پدیده بیوفیلم و بیوفولینگ دریایی 

ترین و شود که یکی از آساناستفاده می

ها استفاده از ترکیبات موثرترین این روش

ات که این ترکیب . با توجه به ایناستشیمیایی 

غیرهدف موجودات دارای اثرات جانبی مضری بر 

 روههایی روبها با محدودیت، کاربرد آنهستند

ست. این مشکلات باعث شده است که در ا

های اخیر تقاضا برای استفاده از ترکیبات سال

طبیعی به منظور مقابله با فولینگ افزایش یابد 
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(Inbakandan et al., 2013; Perez et al., 

2015.) 

از جمله ترکیبات طبیعی که نقش موثری  

های باکتریایی و ممانعت از بیوفیلم در مهار

ها به سطوح مختلف نشان چسبیدن باکتری

         ها و ترکیبات اصلی آنها اند، اسانسداده

 هستندچون کارواکرول، تیمول و اوژنول هم

(Gutierrez-Pacheco et al., 2018 تا به .)

بسیار اندکی در مورد فعالیت  هایامروز گزارش

حث فولینگ دریایی وجود دارد این ترکیبات در ب

توان به در این مورد می هادود گزارشعکه از م

 Bhattaraiتوسط  2007پژوهشی که در سال 

اشاره کرد. در این  ،و همکاران انجام گرفت

پژوهش، فعالیت ترکیب فنولی اوژنول به همراه 

چندین ترکیب طبیعی دیگر، در مقابل 

 Ulvaهای دریایی و اسپورهای جلبک باکتری

در فاز آزمایشگاهی و میدانی مورد بررسی قرار 

پژوهش نشان داد که اوژنول به  این گرفت. نتایج

ارای د ،شده بررسیترکیبات طبیعی  دیگرهمراه 

های متوقف تشکیل بیوفیلبرای پتانسیل بالایی 

وانند تکه در نهایت می هستندباکتریایی اولیه 

ند شوها منجر به کاهش اتصال ماکروفولینگ

(Bhattarai et al., 2007.) 

به دلیل عدم مطالعات کافی در مورد فعالیت 

و ضدبیوفیلمی ترکیباتی چون  اییضدباکتری

های دریایی و نیاز بر باکتریکارواکرول و اوژنول 

به استفاده از ترکیبات سازگار با محیط زیست 

به منظور مقابله با پدیده فولینگ در صنایع 

دریایی، در مطالعه حاضر فعالیت این ترکیبات 

های تشکیل دهنده بیوفیلم جداسازی بر باکتری

نتایج  های خلیج فارس بررسی شد.شده از آب

و  MICانتشار دیسک، مطالعه حاضر در آزمون 

MBC  نشان داد که کارواکرول و اوژنول توانایی

 هایقابل قبولی در جلوگیری از رشد باکتری

بیشترین حساسیت به کارواکرول  .دریایی دارند

به ترتیب با  KM1و اوژنول در مقابل  باکتری 

دست آمد. ه ب 15± 5/0و   17± 30/0قطر هاله 

کارواکرول و  MBCو  MICهمچنین مقادیر 

های مطالعه شده به ترتیب در اوژنول بر باکتری

 125-1000 و 5/62-500 محدوده غلظتی

ج د. این نتایشلیتر مشاهده ر میلیدمیکروگرم 

دهد که قابلیت مهاری کارواکرول و نشان می

( چند برابر MICاوژنول در محیط مایع )آزمون 

محیط جامد )آزمون انتشار دیسک( است. 

 گیری کرد که کارواکرولتوان نتیجهین میبنابرا

های گیاهی، و اوژنول نیز مانند بسیاری از عصاره

 و دارنددر محیط جامد، قابلیت انتشار اندکی 

برای تاثیرگذاری قابل قبول در این محیط، 

نیازمند غلظتی بسیار بیشتر از غلظت مطلوب و 

. پاسخ متفاوت هستندموثر در محیط مایع 
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ها یا ترکیبات آنها نیز به اسانس هاباکتری

تواند به دلیل ساختار متفاوت غشای سلولی می

ون چ ،و گرم منفی یا گرم مثبت بودن آنها باشد

 ثرا آنهاها بر غشای سلولی به طور معمول اسانس

ها یا و میزان نفوذپذیری به اسانسند گذارمی

ترکیبات آنها، بستگی به ساختار دیواره سلولی و 

 Lambert etز بودن این ترکیبات دارد )آبگری

al., 2001 در مورد کارواکرول این فرضیه .)

مطرح است که مکانیسم عمل آن مرتبط با 

 ستاآن  )لیپوفیلیسیته( دوستیماهیت چربی

که با نفوذ در غشای سلول باکتری موجب تغییر 

های آنزیمی و از بین رفتن محتویات سیستم

 ,.Gutierrez-Pacheco et alد )شوسلولی می

2018.) 

 نشتگزارش شده است که اوژنول به دلیل دا

ت اسساختار فنولی از  فعالیت سطحی برخوردار 

های باکتری، باعث و با آسیب به غشای سلول

ها و همچنین تداخل در تولید برخی مهار آنزیم

از آمینواسیدهای مورد نیاز برای رشد باکتری 

که در نهایت این موضوع منجر به مرگ  شده

 (.Shiravani et al., 2020)شود میسلول 

مطالعه حاضر همچنین نشان داد که نتایج 

اوژنول در مقایسه با کارواکرول، دارای اثر 

ه این . مشاباستبه مراتب کمتری  اییضدباکتری

د شهای دیگر نیز مشاهده نتایج در پژوهش

(Olasupo et al., 2003; Michiels et al., 

و همکاران  Michielsدر پژوهش  (.2007

تیمول، کارواکرول، ضدباکتریایی (،  اثر 2007)

های پاتوژن اوژنول و سینامالدهید بر باکتری

مختلف مورد بررسی قرار گرفت که تیمول و 

کارواکرول بیشترین و اوژنول کمترین اثر 

را نشان دادند. در پژوهش دیگری ضدباکتریایی 

( انجام 2003و همکاران ) Olasupoتوسط  که

الاتری بضدباکتریایی کارواکرول فعالیت  ،گرفت

(mM5/1 در مقابل باکتری )Escherichia 

coli( نسبت به سینامیک اسید ،mM0/5 و )

که دلیل این  ( نشان دادmM5/2اوژنول )

دوستی کمتر تواند مربوط به چربیموضوع می

کارواکرول باشد این ترکیبات در مقایسه با 

(Olasupo et al., 2003.) 

(، 1399در پژوهش مسلمی و کاشف ) 

لیتر اوژنول به میلیدر  گرممیلی 6و  3غلظت 

ترتیب به عنوان کمترین غلظت مهار کننده رشد 

و کمترین غلظت کشنده برای سویه استاندارد 

Pseudomonas aeruginosa  تعیین شد که

ت توان گفاضر، میدر مقایسه با نتایج پژوهش ح

که اوژنول عملکرد بهتری )حداکثر غلظت 

لیتر( در میلی در میکروگرم 500بازدارنده رشد: 

بیوفیلم دریایی  مهار رشد هر پنج  باکتری
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بررسی شده نشان داد )مسلمی و کاشف، 

1399.) 

رای بها راهکاری تشکیل بیوفیلم در باکتری

حیطی ها در شرایط نامساعد محفظ و بقایای آن

های محیطی به . مقاومت بالا در برابر تنشاست

ویژه تنش خشکی، تغییرات ناگهانی اسیدیته و 

دمای محیط زیست از جمله مزایای زندگی 

 ,.Mhatre et alشود )بیوفیلمی محسوب می

2014; Khelissa et al., 2017 تاثیر .)

ها و مواد موثره آنها در جلوگیری از اسانس

در ا زبیماریهای گیری بیوفیلم باکتریشکل

 Kang etمطالعات مختلف اثبات شده است )

al., 2019; Cui et al., 2020 در مطالعه .)

حاضر نیز فعالیت ضدبیوفیلمی کارواکرول و 

بسیار  PH18اوژنول در مقابل باکتری دریایی 

ود. اثر بازدارندگی این ترکیبات ارتباط کارآمد ب

ر که اث طوریه مستقیمی با غلظت نشان داد. ب

به  4MICمهاری کارواکرول و اوژنول در غلظت 

 .بوددرصد  87و  90ترتیب 

کاهش تشکیل بیوفیلم باکتریایی در حضور 

( 2016و همکاران ) Joshiکارواکرول در مطالعه 

و همکاران  Gutierrez-Pachecoو همچنین 

اظهار ژوهشگران پاین نیز تایید شد.  (2018)

         داشتند که کارواکرول ممکن است با تداخل 

 Quorum)روم سنسینگ وئدر سیستم ک

Sensing )د وشمانع از تشکیل بیوفیلم  باکتری

(Joshi et al., 2016; Gutierrez-Pacheco 

et al., 2018.)  فعالیت مهاری کارواکرول بر

تشکیل بیوفیلم همچنین به اثرگذاری آن روی 

چسبندگی سطح سلول باکتری نسبت داده شده 

اند که فلاژله، است. برخی مطالعات ثابت کرده

           ( در مراحل Curliو کرلی ) Iفیمبریای نوع 

اولیه چسبندگی نقش دارند و اینها توسط 

سلولی کنترل  های ارتباط بینمکانیسم

شوند. از این نظر ممکن است کارواکرول در می

این مرحله، از چسبندگی اولیه و در نتیجه ایجاد 

 Guttenplan and)بیوفیلم جلوگیری کند 

Kearns, 2013.) 

ایجاد اختلال در سیستم کوئروم سنسینگ 

                     و IVو یا تداخل در فلاژل و پیلی تایپ 

                        ادامه کاهش تشکیل بیوفیلم باکتری  در

P. aeruginosa تر از های پاییندر غلظت

MIC  اوژنول، در پژوهش مسلمی و کاشف

( مشاهده شد. در این پژوهش، ممانعت 1399)

از تشکیل بیوفیلم به دنبال کاهش حرکت 

Swarming کند که این پیشنهاد را مطرح می

ر تاثیر بر مراحل اولیه تشکیل اوژنول علاوه ب

تواند اثرگذاری فاحشی نیز بر بیوفیلم، می

طراحی ساختار بیوفیلم داشته باشد )مسلمی و 

 (.1399کاشف، 
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توسط  2019در پژوهش دیگری که در سال 

Lou  و همکاران انجام شد، مشاهده شد که

تواند با کاهش تولید پایوسیانین و اوژنول می

، موجب P. aeruginosaری رامنولیپید در باکت

د وشممانعت از تشکیل بیوفیلم و حرکت باکتری 

 که این کاهش به غلظت اوژنول بستگی دارد.

عملکرد مطلوب هر دو ماده  در مجموع،

های کارواکرول و اوژنول در مقابل باکتری

 تواند ایندهنده بیوفیلم دریایی، میتشکیل

امیدبخشی برای  انتخابترکیبات را به عنوان 

 فولینگ مطرح کند. با توجهترکیبات سمی آنتی

در فاز آزمایشگاهی  ضرکه پژوهش حا به این

مطلعات شود میانجام گرفته است، پیشنهاد 

تکمیلی در مورد عملکرد این ترکیبات در فاز 

 میدانی نیز مورد پژوهش قرار گیرد.
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Abstract  

The formation of microbial biofilms is one of the key steps in marine fouling. 

Therefore, the development of anti-biofilm strategies, especially through research 

on environmentally friendly antifouling materials, can help control biofouling. 

The present study was performed to evaluate the antibacterial and anti-biofilm 

activity of carvacrol and eugenol against marine bacteria isolated from Persian 

Gulf waters. In disk diffusion method, Vibrio sp. (KM1) bacteria showed more 

sensitivity against carvacrol and eugenol with a growth inhibition zone diameter 

of 17±0.3 and 15±0.5mm, respectively. Minimum inhibitory concentration 

(62.5µg/mL) and minimum bactericidal concentration (125µg/mL) were also 

obtained with carvacrol against KM1. In this study, the inhibitory effect of 

carvacrol and eugenol on biofilm formation by Pseudoalteromonas sp. (PH18) 

using tissue culture plate method (TCP) was investigated and 4MIC concentration 

showed the highest biofilm inhibition (carvacrol 90% and eugenol 87%). Based 

on the results, carvacrol and eugenol can be used as an alternative in antifouling 

coatings due to their appropriate anti-biofilm activity against marine bacteria. 
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