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سنتز نانو ذرات گرافن و بررسي اثرات ضد باكتريايي آن بر اشريشياكلي و استافيلوكوك 
  اورئوس

  2و احسان هاشمي 1، هادي گلي*1، نادر حبيبي2و1طاهره هاشمي
  ايران، سنندج، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد سنندج، گروه علوم و صنايع غذايي 1

  فناوري دامي، گروه زيستفناوريپژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيستايران، تهران،  2

 15/5/96 :تاريخ پذيرش  21/2/96 :تاريخ دريافت

  چكيده

در چند سال اخير استفاده از نانو ذرات در حوزه هايي چون پزشكي، دارو، كشاورزي، صنعت و محيط زيست توسعه فراواني 
در پزشكي انواع مختلف اين نانو ذرات براي مقاصدي چون درمان سرطانها، زخمها، عفونتها و نيز انتقال دارو به كار . يافته است
يك ماده جديد دو بعدي است كه به دليل خصوصيات ويژه چون سطح مقطع بالا،  (Graphene)در اين ميان، گرافن . مي روند

رسانايي الكتريكي و حرارتي بالا، كشش مكانيكي و سازگارپذيري و هزينه كم توليد در مقياس بالا كاربردهاي زيادي در 
رهايش دارو، حسگرهاي زيستي، تصوير برداري  براي نمونه، امروزه از نانو ذرات گرافن در. الكترونيك و پزشكي پيدا كرده است

سپس سميت اين . هامر سنتز شد گرافن از پودر گرافيت طبيعي با استفاده از روش. و تركيبات ضد ميكروبي استفاده مي شود
ك ميكروگرم بر ميلي ليتر محيط كشت باكتري بر روي باكتريهاي گرم مثبت استافيلوكو 100و  10، 1نانوذره در غلظتهاي 

و  5/0نشان داد كه ضخامت ورق تك لايه  AFMنتايج آناليزهاي دستگاهي. اورئوس و سويه گرم منفي اشريشياكلي بررسي شد
نتايج . شودبه خوبي ديده مي rGOافزايش ضخامت در هر دو طرف ورق . نانومتر تغيير كرده است 4/1پس از احياء گرافن به 

براي باكتريها  100و  10اكتريها نشان داد كه گرافن و گرافن احياء شده در غلظتهاي  اثر سميت گرافن و گرافن احياء شده بر ب
  .سميت داشته و ميزان رشد باكتريها را كاهش داده است

  سنتز نانوذره، گرافن اكسيد ، گرافن احياء شده، ضد ميكروبي  :واژه هاي كليدي

  Naderhabibi45@yahoo.com: پست الكترونيكي،  09188730399 :نويسنده مسئول، تلفن* 

 مقدمه

اخير استفاده از نانو ذرات در حوزه هايي در چند سال 
چون پزشكي، دارو، كشاورزي، صنعت و محيط زيست 

در پزشكي انواع مختلف اين . توسعه فراواني يافته است
نانو ذرات براي مقاصدي چون درمان سرطانها، زخمها، 

و  6، 5، 3، 1(عفونتها و نيز انتقال دارو به كار مي روند
يك ماده جديد دو بعدي است  (Graphene) گرافن. )15

كه به دليل خصوصيات ويژه چون سطح مقطع بالا، 
رسانايي الكتريكي و حرارتي بالا، كشش مكانيكي و 

سازگارپذيري و هزينه كم توليد در مقياس بالا كاربردهاي 
  ).8و 7( زيادي در الكترونيك و پزشكي پيدا كرده است

نعت غذايي در چند سال اخير استفاده از نانوذرات در ص
استفاده از نانوذراتي كه . گيري داشته استافزايش چشم

قدرت محافظتي بالايي دارند و همچنين خواص ضد 
). 27و  26، 25، 6(ميكروبي دارند رواج يافته است

ازنانوذرات جديدي كه تازگي به عرصه هاي علمي و 
گزارشات . صنعتي وارد شده مي توان به گرافن اشاره كرد

يزيكي بين نانوذرات نشان مي دهد به علت برهمكنش بيوف
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و باكتريها، نانوذرات با آسيب به ديواره سلول و وارد شدن 
با اين . به سلول باكتريايي منجر به مرگ باكتري مي شوند

وجود تابه حال مكانيسم دقيق سميت نانوذرات ناشناخته 
با توجه به تحقيقات و ). 24و  23، 22( مانده است

سطحي   مطالعات مشخص شده كه اندازه و پوشش
با . نانوذرات بر خاصيت ضدباكتريايي نانوذرات تأثير دارند

كشي  نانوذرات اين حال شناخت مكانيسم دقيق باكتري
. براي استفاده از نانوذرات در درمان  الزامي مي باشد

يونانيان باستان از كلوئيد نقره به عنوان يك ماده ضد 
هاي آنتي برعكس دارو). 24و  17(كردندباكتري استفاده مي

بيوتيكي، به علت اينكه نقره چندين نقطه هدف در سلول 
باكتري دارد باكتريها نمي توانند به آساني مقاومت پيدا 

بنابراين اين نانوذرات در پوشش تجهيزات پزشكي و . كنند
همچنين ). 9(شودبرخي كالاهاي بهداشتي ديگر استفاده مي

نانوذره  گزارش شده است مكانيسم خاصيت ضد باكتريايي
و همچنين غير فعال كردن  DNAبه علت شكستن 

برعكس طلا ). 12(پروتئينهاي عملكردي باكتري مي باشد
به خاطر خاصيت عنصريش در اغلب سيستمهاي 
بيولوژيكي چه در باكتريها، حيوانات و يا انسان، سميت 

تا به حال مطالعات زيادي بر روي اثر ). 19(پائيني دارد 
ريها انجام شده است اما اثر نانو ذره گرافن نانوذرات بر باكت

بر روي باكتريها  كمتر مطالعه شده و همچنين مطالعات 
كافي بررسي مكانيسم اثر دقيق نانوذرات برروي باكتريها 

لذا در اين راستا با توجه به خصوصيات . انجام نشده است
منحصر به فرد گرافن براي شناخت برهمكنشهاي نانوذره 

- گرم مثبت و منفي و خاصيت باكتري كتريهايگرافن با با

  .كشي اين نانوذره  بررسي گرديد

  مواد و روشها
به منظور سنتز گرافن از پودر : سنتز نانوذرات گرافن

استفاده  Hummerگرافيت با استفاده از روش تغيير يافته 
گرم از پودر گرافيت را با  5/0به طور خلاصه ). 14( شد
درجه سانتي گراد به مدت  80در   H2SO4ميلي ليتر از  20

به درون   NaNO3گرم  5/0سپس . ساعت مخلوط گرديد 5
دقيقه  10محلول اضافه گرديد و در يك حمام يخ به مدت 

به آهستگي به   KMnO4گرم  3همزده شد، پس از اين 
پس از . ساعت استريل گرديد 2محلول اضافه و به مدت 

ميلي  3ميلي ليتر آب ديونيزه به آن اضافه و  40اين مرحله 
ميلي ليتر آب ديونيزه حل شده و به  100با  H2O2ليتر 

اسيد و نمكهاي باقي مانده در محلول . محلول اضافه گرديد
  .ذف گرديدندبا استفاده از فيلتر با غشاي انودي ح

به منظور احياي محلول گرافن : احياي نانوذرات گرافن
 9محلول را به  pHاكسيد به روش هيدرو ترمال، ابتدا 

ميلي ليتر از محلول گرافن اكسيد را در  100سپس . رسانده
داخل يك اتوكلاو هيدروترمال حاوي يك اطاقك تفلوني 

 5به مدت ميلي ليتري قرار داده، احياي هيدروترمالي   150
  .درجه سانتي گراد صورت گرفت 120ساعت در 

پس از ثبت داده هاي به دست امده از انجام : آناليز آماري
آزمايشات آزمون تجزيه واريانس براي داده ها با استفاده از 

مقايسه . استفاده گرديد SPSS (ver. 19)نرم افزار آماري 
ميانگين  بين سطوح ميانگينها با استفاده از آزمون مقايسه

 95سطوح معني دار بودن در سطح . دانكن انجام شد
تكرار  3تمام آزمايشات در . انجام شد)P≤0.05(درصد

 .انجام شدند

 نتايج

نتايج حاصل از  1شكل : نتايج حاصل از سنتز گرافن
AFM  را نشان مي دهد و همپوشاني صفحات گرافن به

. وضوح قابل تشخيص است و سايز ذرات را نشان مي دهد
نشان مي دهد كه ضخامت ذرات گرافن حدوداً  1شكل 

  .نانومتر است 8/0

تأثير نانوذره گرافن و گرافن اكسيد بر زنده ماني 
پس از سنتر نانوذرات اثر ضد باكتري آنها در : اشريشياكلي

ميكروگرم بر ميلي ليتر بر  100و  1،10غلظت متفاوت  3
گرم منفي  روي باكتري اشريشياكلي به عنوان يك باكتري
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. كه يكي از باكتريهاي اصلي فساد غذايي است بررسي شد
نتايج نشان داد كه گرافن اكسيد  2همان طور كه در شكل 

و گرافن احياء شده رشد باكتري را كاهش مي دهند ولي 
ميلي گرم بر ميلي ليتر  100اين كاهش فقط در غلظت 

  .محيط كشت نسبت به گروه كنترل معني دار بوده است

 
 AFM آناليز نتايج از حاصل نمودار -1 كلش

 

تأثير نانوذره گرافن و گرافن اكسيد بر زنده ماني 
اثر ضد باكتري نانوذرات گرافن و : استافيلو كوك اورئوس
 100و  10، 1غلظت متفاوت 3گرافن احياء شده در 

ميكروگرم بر ميلي ليتر بر روي باكتري استافيلو كوك 
استافيلو كوك اورئوس يك . اورئوس نيز بررسي شد

باكتري گرم مثبت است كه اين باكتري نيز از باكتريهاي 
نتايج  3همان طور كه در شكل . اصلي فساد غذايي است

نشان داد كه گرافن اكسايد و گرافن احياء شده رشد 
ميكرو گرم بر ميلي ليتر  100و  10باكتري را  در غلظتهاي 

ن كاهش در گرافن اي. به طور معني داري كاهش مي دهند
ميكرو گرم بر ميلي  10و گرافن احياء شده  در غلظت 

درصد معني  95در سطح ) به ترتيب 73±6و  71±5(ليتر
ميكرو گرم بر ميلي  100اما در غلظت . (P≤0.05)دار بود

در سطح ) 52±4(  و گرافن احياء شده) 50±4(ليتر گرافن
س را درصد ميزان رشد استافيلوكوك اورئو 99معني دار 

  . (P≤0.01)نسبت به گروه كنترل كاهش دادند

اثر ضد باكتريايي فيلمهاي تهيه شده از گرافن و گرافن 
در اين آزمايش اثر ضد باكتريايي گرافن فيلم بر : تهيه شده

روي باكتري اشريشياكلي و استافيلو كوك اورئوس بررسي 
شد تا مشخص شود كه گرافن هم در فاز جامد و هم مايع 

مشاهده  4همان طور كه در شكل   .باكتريايي دارد اثر ضد
مي كنيد فيلمهاي تهيه شده از گرافن و گرافن احياء شده 
اثرات ضد باكتري خود را نسبت به گروه كنترل نشان 

  .دادند
  اكسيد و گرافن احيا شده اثر ضدباكتريايي نانوذرات گرافن

 
 3شده در تأثير ضد باكتري گرافن اكسيد و گرافن احيا  -2شكل 
  ميكروگرم بر ميلي ليتر بر باكتري اشريشياكلي 100و  10، 1غلظت 

  
 3 در شده ءاياح گرافن و دياكس گرافن يباكتر ضد تأثير -3 شكل
 وكو كستافيلا يباكتر بر تريل يليم بر گرميكروم 100 و 10 ،1 غلظت

 اورئوس

  و نتيجه گيريبحث 

باكتري گرافن نتايج اين تحقيق نشان مي دهد كه اثر ضد 
را تأييد ) 3(وابسته به غلظت بوده كه نتايج تحقيقات پيشين

تحقيقات پيشين نشان دادند كه نانوذرات با داشتن . مي كند
خواص به خصوص مي توانند اثرات ضدميكروبي داشته 
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گرافن كه يكي از نانوذرات جديد ). 15و  3، 1( باشند
نفوذ در ديواره  نانوتكنولوژي است با داشتن لبه حاي تيز با

همچنين . باكتري اثرات ضد باكتري خود را نشان مي دهد
يكي از مكانيسمهاي ديگر اثر ضد باكتري گرافن به علت 

). 15و  3( ايجاد استرس اكسيداتيو در محيطهاي زنده است
اين ذره با ايجاد استرس اكسيداتيو باعث مرگ باكتريها 

شان دادند كه ن 2010اخوان و همكاران در سال . شودمي
گرافن با داشتن لبه هاي تيز به داخل باكتري نفوذ كرده و 

همچنين اين ). 3(اثر ضد ميكروبي خود را نشان مي دهد
محققان نشان دادند كه گرافن اثر ژنوتوكسيسيتي نيز بر 

با توجه به اثر سايز ذره بر سميت . روي باكتري دارد
ه اثر سايز پيشنهاد مي شود در تحقيقات آيند) 10(سلولي

نانوذره گرافن بر روي خاصيت باكتري كشي اين نانوذره 
همچنين  باتوجه به صفحه هاي بودن گرافن . بررسي شود

و قدرت بالا در ايجاد برهمكنش با ديگرتركيبات پيشنهاد 
مي شود با اصلاح سطح گرافن و تثبيت ديگر مواد باكتري 
 كش مانند عصاره هاي گياهي كه در چند سال اخير

خاصيت باكتري كشي آنها مشخص شده مانند عصاره 
و ديگر تركيبات طبيعي خاصيت باكتري كشي ) 2(زعفران

اين نانوذره را افزايش و ميزان باكتري كشي آن بررسي 
  .شود

  تشكر و قدرداني

از پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري، 
دانشگاه آزاد اسلامي واحد سنندج و دانشگاه صنعتي 

ف به خاطر كمك در انجام آزمايش تشكر و قدرداني شري
 .مي گردد
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Abstract 

Recently, the application of nanoparticles has been extended in areas such as medicine, 
drug, agriculture, industry and environment. In medicine, different types of these 
nanoparticles have been applied in therapy of cancers, wounds, infections, and also drug 
delivery. Among these, graphene is a new 2-dimensional material with special 
properties like high surface area, high electrical and thermal conductivity, mechanical, 
biocompatibility and low cost in large scale production. For example, today, graphene 
nanoparticles are used for drug delivery, photothermal cancer therapy, biosensors, 
biocompatible scaffolds, bioimaging, and anti-microbial components. Graphene oxide 
was synthesized from natural graphite powder according to Hammer’s modified 
method. Then, bacterial toxicity of synthesized graphene was evaluated in 1, 10 and 100 
µg/ml of E.coli and staphylococcus aureus. The AFM analysis showed that thickness of 
graphene sheets was 0.5 nm and after reduction reached to 1.4 nm. Our result showed 
that, antibacterial properties of graphene and reduced graphene were highly 
concentration depended and in 10 and 100 µg/ml significantly decreased bacterial 
growth rate. 
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