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Background and Aims: Recently inorganic nano materials characterized with high level 

thermal stability and new physical and chemical properties were considered for antimicrobial 

therapy. One of the important feature of nanoparticles is their antimicrobial activity against 

bacteria and food borne pathogens. The aim of this study was to investigate antibacterial 

activities of copper oxide nanoparticles in combination with nisin and ultrasound against 

foodborne pathogens. 

Materials and Methods: The antibacterial properties of copper oxide nanoparticles (CuO 

NP) were investigated alone or in combination with other antimicrobials (nisin and ultrasound 

stimulation) against Escherichia coli and Staphylococcus aureus in culture media and milk. Also 

effect of nanoparticle were investigated by scanning electron microscopy individually and 

combination of CuO and Nisin on morpholohy of S. aureus and E. coli bacteria. 

Results: The results show that there was an increasing synergistic effect between CuO NP 

in combination with nisin. However, the addition of ultrasound stimulation to CuO NP did not 

enhance the antibacterial activity of CuO. The results show that combined effect of copper oxide 

nanoparticles and nisin in milk medium were reduced the growth of bacteria. Also the results of 

the SEM were revealed that CuO nanoparticles and nisin leads to significant change in cell 

morphology and membrane integrity on bacteria and could be the cause of cell death. 

Conclusions: Copper oxide nanoparticles and nisin with regard to the allowed 

concentration, have a significant effect on the bacteria and perhaps they can be used in food 

industry, pharmaceutical can be used.  

KeyWords: Nanoparticles, Copper oxide, Nisin, ultrasound stimulation, Escherichia 

coli, Staphylococcus aureus, Electron microscopy. 
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ی با ثبات دمایی بالا و خصوصیات فیزیکی و شیمیایی جدید برای درمان ضدمیکروبی در آل ریغنانومواد  راًیاخ :زمینه و هدف

هدف از  و عوامل پاتوژن غذایی است. هایباکتردر برابر  هاآنی مهم نانوذرات، فعالیت ضدمیکروبی هایژگیویکی از  .اندشدهنظر گرفته 

مطالعه بررسی خاصیت ضدمیکروبی نانوذرات اکسید مس به همراه نایسین و امواج فراصوت در برابر باکتری های پاتوژن منتقله از این 

 طریق مواد غذایی می باشد.

یی یا در ترکیب با عوامل ضدمیکروبی تنهابه مس یداکسخاصیت ضدمیکروبی نانوذرات پژوهش  نیدر ا  :کار روش و مواد 

. سپس گردیددر محیط کشت و شیر بررسی  اورئوس¬لوکوکوسیاستافو  اشریشیاکلی هاییباکترین و امواج فراصوت( علیه دیگر )نایس

با  اورئوس¬لوکوکوسیاستافو  اشریشیاکلیی هایباکترمنفرد و توأم بر مورفولوژی  صورتبهو نایسین  مس دیاکساثر نانوذرات 

 میکروسکوپ الکترونی ارزیابی شد.

افزودن  هرحالبه. و نایسین وجود داشت مس یداکسیی در زمان ترکیب نانوذرات افزاهمیک اثر نتایج نشان داد که  :هایافته

ی پژوهش نشانگر آن است که هاافته. یرا افزایش نداد مس یداکسخاصیت ضدمیکروبی نانوذرات  مس یداکسامواج فراصوت به نانودرات 

. همچنین نتایج میکروسکوپ بودو نایسین باعث کاهش رشد هر دو باکتری شده  مس دیاکسدر محیط شیر، اثر ترکیبی نانو ذرات 

و درنهایت  داشته هایباکتری بر مورفولوژی و یکپارچگی غشاء توجهقابلو نایسین تغییرات  مس دیاکسالکترونی نشان داد که نانوذرات 

 .اندشدهمنجر به مرگ سلول باکتری 

شده اثر بسیار زیادی دارند و شیآزمای هایباکتری مجاز، بر هاغلظتو نایسین با توجه به  مس دیساکنانوذرات  :گیرینتیجه

 و نایسین استفاده کرد. مس دیاکسنانوذرات  شاید بتوان در آینده در صنایع غذایی و داروسازی از ترکیب

 اورئوس استافیلوکوکوس ،اشریشیاکلیونی، نانوذرات، اکسید مس، نایسین، امواج فراصوت، میکروسکوپ الکتر :کلمات کلیدی
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مهمقد

 اغلب مدرن طب در که هستند داروهایی جزء هاکیوتیبیآنت

 یهایباکتر ظهور. متأسفانه شوندیم تجویز هایماریب درمان برای

 در. است شده هامارستانیب در درمانی مشکلات ایجاد باعث مقاوم

 جادشدهیا یهاعفونت اثر در ریوممرگ 25000 حدودهرساله  اروپا

بنابراین  ؛(1) دهدیم رخ دارو چند به مقاوم یهایباکتر توسط

 هاآناستفاده از  سرعتبهتوجه عمومی به سمت نانومواد که امروزه 

ی باکتریایی، جلب هایآلودگدر حال پیشروی است، برای مقابله با 

ها که در یباکتردر کشتن طیفی از  مسنانو شده است. ذرات

مطالعاتی و  اندبوده مؤثری بیمارستانی دخالت دارند، هاتعفون

در طیفی از  قرارگرفتهس م یداکسبرای ارزیابی پتانسیل نانوذرات 

مری انجام شده است. در مقایسه با توانایی انتشار کشتار، مواد پلی

استافیلوکوکوس های یهسوتوانایی کشتار تماسی کمتری در برابر 

دیده شده است. این امر نشان  سیلیناورئوس مقاوم به پنی 

ها به درون محیط موضعی برای فعالیت دهد که آزادسازی یونیم

 (.2مورد نیاز است ) مس یداکسضدمیکروبی بهینة نانوذرات 

( و O2Cuدو شکل معمول اکسید مس، کوپروس اکساید )

(. کوپریک اکساید یک نیمة 3( هستند )CuOکوپریک اکساید )

( دارای Monoclinicمیلی )ا ساختار شبکة تکب Pرسانای نوع 

در دمای اتاق و با پارامترهای شبکة  ev 7/1-2/1باند انرژی 

c=1.1288 A ،b=3.4226A ،a=4.6837 A و β=99.54° 

 پزشکی ایران یاسشنکروبیممجله 

 1396 آذر و دی –  5 شماره – 11سال 
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با ساختار  pاما کوپروس اکساید یک نیمة رسانای نوع  (،4است )

یژگیو(. 4-5) است en 0/2شبکة مکعبی با گاف انرژی مستقیم 

موجب شده تا از آن در کاربردهای  مس یداکسی بسیار خوب اه

گرهای گازی، های غیرمتجانس، حسمختلفی همچون کاتالیست

ی ذخیرة هارسانهی خورشیدی، هاسلولهای نوری، یچسوئ

(. 6-8ها استفاده شود )مغناطیسی، ابزار نشر میدان و همانند این

 آهن دیاکس، O2Cu و CuOنانو مواد اکسیدی همچون 

(4O3, Fe3O2Fe و )رو یداکس( یZnO دارای )های یژگیو

ة اندازیر تأثی هستند که ناشی از فردمنحصربهشیمیایی  -فیزیکی

ی این خصوصیات طوربه؛ هاستآنگسترده  مؤثرکوانتومی و سطح 

متفاوت باشد  هاآنکه با حالت تودة  هاآنشود که خواص یمباعث 

(9-8.) 

اش کاریی و گروه Rogersوسط ت 1928 سال در نایسین

 هاییباکتر اکثر برابر در نایسین باکتریوسیدی اثر کشف شد.

 گرایش اخیر دهة طی چند .یید شده استتأ یدلاکتیکاس

 ةنگهدارند مواد عنوانبه هاباکتریوسین از استفاده برای یروزافزون

 از نایسین حاصل میان به این در .است شده گزارش طبیعی،

 دلیل بسیار توجه شده است؛ به لاکتیس لاکتوکوکوس یِهاگونه

 همچون مثبت، گرم هاییباکتر از اینکه مانع از رشد بسیاری

 مولدِّ هایِ مسغذایی، میکروارگانی مواد یهاکنندهآلوده و هاپاتوژن

 دیدگییبدچار آس منفی )که گرم هاییباکتر از برخی و فساد

 از از تواندمی همچنین ترکیب شود. اینمی اند(شده بیرونی غشاء

 (.10-11کند ) جلوگیری اسپورها یزنجوانه

ها، استفاده از امواج یکروارگانیسممی کنترل هاروشاز میان 

یی است که از گذشته برای غیرفعال کردن هاروشفراصوت یکی از 

(. مطالعات زیادی در 12ها استفاده شده است )یباکترو کنترل 

و  (13 -14)ها توسط امواج فراصوت یباکترمورد غیرفعال کردن 

-16ترکیب امواج فراصوت با عوامل ضدمیکروبی دیگر وجود دارد )

15.) 

در مطالعات مختلف، خواص ضدمیکروبی این فلزات و استفادة 

 هاکروبیممفید از آن در زمینة بیوتکنولوژی و مهار اختصاصی 

 هاییتلفعا پیش رو، ةدر مطالعبنابراین ؛ بررسی شده است

در با امواج فراصوت یا نایسین  CuOضدباکتری ترکیب نانوذرات 

. هدف از این مطالعه بررسی ارزیابی شده است شیرمحیط کشت و 

با امواج فراصوت یا نایسین  CuOاثر ضدمیکروبی ترکیب نانوذرات 

پاتوژن مواد غذایی بوده  دودر مهار  هاآن ةکاربردی بالقو یهابرنامه

قوت این پژوهش است؛ زیرا استفاده از ترکیب عوامل  که از نقاط

، احتمال ایجاد مقاومت زمانهم صورتبهضدمیکروبی مختلف 

 کند.یممیکروبی را کم 

 هاروشمواد و 

 شدههای استفادهیباکترمحیط کشت و 

شده در این آزمایش شامل های باکتری استفادهیهسو

شیاکلی اشری( و 1431PTCC)اورئوس استافیلوکوکوس
(1394PTCC .بود )های نامبرده از کلکسیون میکروبی یباکتر

های نامبرده تا زمان یباکتری هاآمپولایران تهیه شد. 

نگهداری شدند.  سلسیوسدرجة  -80در دمای  مورداستفاده

 لیوفیلکم) آگارکاز سوی تریپتی کشت محیط روی بر هایباکتر

و تا زمان  شدند هانکوب سلسیوس درجة 37 در و کشت( ایتالیا

شدند. نانوذرات  ینگهدارة سلسیوس درج 2تا  0استفاده در 

از کمتر قطر آمریکا با  SIGMA-ALDRICH  مس از یداکس

-SIGMAصورت تجاری از شرکت نایسین بهنانومتر و  50

ALDRICH  تجربی  صورتبهآمریکا خریداری شد. این مطالعه

 ست.انجام شده ا 1394آزمایشگاهی در زمستان 

 MICتعیین 

لیتر یلیمگرم در یلیم 10غلظت سوسپانسیون نایسین با 

سوی براث در  ازلیتر از محیط کشت تریپتیکیلیمتهیه شد. نیم 

لیتر از ماده به لولة شمارة یک ریخته یلیمریخته شد. نیم  هالوله

لیتر از لولة اول به لولة دوم منتقل شد و این کار تا یلیمشد. نیم 

میکرولیتر از سوسپانسیون  10به لولة شاهد ادامه یافت. انتقال 

آخرین لوله  افزوده شد. هالولهبه تمام  (cell/mL 710باکتری )

و  (TSB ایتالیا؛ لیوفیلکم) براث سوی کازکه حاوی تریپتی

لولة کنترل در نظر گرفته شد.  عنوانبهسوسپانسیون باکتری بود، 

تا  35در انکوباتور با دمای به مدت یک شب  شدهآمادهی هالوله

پس از انکوباسیون، کمترین  .درجة سلسیوس نگهداری شدند 37

غلظت عامل ضدمیکروبی که از رشد میکروارگانیسم جلوگیری 

در نظر گرفته شد. بدین منظور از  MIC عنوانبهکرده بود، 

دستگاه اسپکتروفتومتر برای سنجش میزان جذب نوریِ هر لولة 

نانومتر تنظیم  600شد. دستگاه روی طول موج  آزمایش استفاده

تعیین شد. بدین صورت  هامحلولشد و آنگاه میزان جذب نوری 

ترین محلول ضدمیکروبی یقرقی که حاوی الولهین ترشفافکه 

)نسبت به لولة شاهد( بود، مشخص و غلظت آن محاسبه شد و با 

 شد. گزارش لیتریلیمواحد میکروگرم بر 

 MBC تعیینروش 

سازی و یقرقمرجع( پس از انجام تست ) در روش استاندارد

 50دهد، یمی که عدم رشد را نشان الوله، از هر MICتعیین 
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برده شد. کشت  TSAمیکرولیتر برداشته و بر روی محیط کشت 

و در  پس از قرار دادن پلیت ها  به مدت یک شب دادهی سطح

 یافتهرشد هاییکلنتعداد  سلسیوس در انکوباتور ، درجة 37 یدما

بر روی پلیت ها شمارش شدند. پس از یک شب گرماگذاری در 

ترین محلول یقرقدرجة سلسیوس، پلیتی که حاوی  37دمای 

هزارم رسیده بود، ها به میزان یکینکلکلوئیدال بود و تعداد 

 (.17در نظر گرفته شد ) MBC عنوانبه

واج مس و ام اکسیدنانوذرات بررسی اثر ضدمیکروبی 

 مافوق صوت

( از لیترگرم در میلیمیلی 4و  2) حاوی TSB محیط

هایِ حاوی مس تهیه شد، سپس این ارلن اکسیدنانوذرات 

ی باکتر cell/mL 710 باصورت جداگانه به TSBهای محیط

شدند و این  حی، تلقیا اشریشیاکلی واورئوس استافیلوکوکوس

اسونیک جای گرفتند. دقیقه درون حمام اولتر 10 به مدت هاارلن

در  قهیدور در دق 50ها در ارلنپس از انجام تیمار امواج فراصوت، 

ساعت، از هرکدام  24پس از تکان داده شدند. درجة سلسیوس  37

ها به روش شمارش ها سری رقت تهیه شد و تعداد باکتریاز نمونه

 (.18-19) کلنی شمارش شد

و نایسین بر  مس دیاکسبررسی اثر ضدمیکروبی نانوذرات 

-استافیلوکوکوسو  شریشیاکلیهای اروی منحنی رشد باکتری

 کشت مایعدر محیط اورئوس

 مس و نایسین در محیط برای بررسی اثر نانوذرات اکسید

( استفاده TSBبراث )سویکشت تریپتیکاز کشت مایع، از محیط

-ارلن برای هر باکتری در نظر گرفته شد. آنگاه غلظت 9شد. ابتدا 

های مس و غلظت لیتر اکسیدگرم بر میلی( میلی4و  2ی )ها

تنهایی و لیتر نایسین بهگرم بر میلیمیلی( 008/0و  01/0)

+  مس اکسید 2 نایسین، 008/0+  مس اکسید 2های توأم )غلظت

+  مس اکسید 4 نایسین، 01/0+  مس اکسید 4 نایسین، 01/0

های مربوط افزوده لنلیتر به ارگرم بر میلیمیلی (نایسین 001/0

عنوان گروه شاهد در نظر گرفته شد. برای هر باکتری یک ارلن به

گونه نانوذرات کشت استریل و بدون هیچ شد که فقط شامل محیط

میکرولیتر از  100میزان ها بهاست. سپس به هرکدام از ارلن

( که از پیش آماده شده cell/mL 710سوسپانسیون باکتریایی )

درجة  37ساعت در دمای  24ها به مدت شد و ارلن بود، تلقیح

ها به روش شمارش کلنی انکوبه شد. میزان رشد باکتریسلسیوس 

مس و نایسین در  های موردنظر نانوذرات اکسیددر حضور غلظت

تعیین شد. بدین ترتیب  ساعت تعداد باکتری ها 2 ساعت هر 24

برداشت شد و از لیتر از محتویات ارلن ها میلی 1که در هر زمان 

های حاوی محیط کشت آن سری رقت تهیه شد و بر روی پلیت

TSA درجة  37ساعت در  24ها به مدت کشت داده شد. پلیت

ساعت یک بار  24انکوبه شد و میزان رشد پس از  سلسیوس

 (.20بررسی شد )

، نایسین و مس دیاکسبررسی اثر ضدمیکروبی نانوذرات 

و  اشریشیاکلیهای ر روی باکتریب توأمصورت حرارت ملایم به

 در مواد غذایی اورئوساستافیلوکوکوس

 ییایباکتر ونیسوسپانس ةیته

های استاندارد سوسپانسیون باکتریایی از کشت تازة سویه

های کلنی از باکتری 5شده تهیه شد. حدود خریداری

کرده بر روی محیط رشد اشریشیاکلیِ و  اورئوساستافیلوکوکوس

TSA سوی  ازلیتر محیط کشت تریپتیکمیلی 5ه شد و در برداشت

 1ساعت کشت داده شد. سپس  24براث استریل به مدت 

 لیتر از محیط کشت حاوی هر باکتری برداشت شد و با دورمیلی

g10000  دقیقه سانتریفیوژ شد. آنگاه محلول رویی دور  5به مدت

لیتر میلی 5/0آمده به میزان دستریخته شد و به تودة سلولیِ به

گونه سرم فیزیولوژی افزوده شد. این کار سه بار تکرار شد. بدین

 باکتری در سرم فیزیولوژی تهیه شد. مخلوط دو

 و نیسینا اکسیدمس، نانوذرات یکروبیضدم اثر یبررس

 و یاشریشیاکل یهایباکتر یرو بر مأتو صورتبه میملا حرارت

 ریش در اورئوساستافیلوکوکوس

 غذایی از شیر ها در موادر نانوذرات بر باکتریبرای بررسی اث

جای شده، بهترتیب که طبق محاسبات انجام استفاده شد. بدین

شیر بهره برده شد و نانوذرات و سوسپانسیون  کشت از محیط

ها ها افزوده شد و رشد باکتریبه آن( cell/mL 710)باکتریایی 

در نظر گرفته شد ارلن  12مورد بررسی قرار گرفت. در این مرحله 

 ارلن مورد نیاز بود. نانوذرات اکسید 4که برای سه دمای متفاوت 

 و اکسیدمس 01/0 نایسین، 008/0)های مس و نایسین با غلظت

لیتر به هر ارلن گرم بر میلیمیلی (نایسین 01/0+  مس اکسید 2

 افزوده شد.

میکرولیتر از سوسپانسیون  10در ادامه پس از تلقیح 

ها در شرایط دمایی ی که از قبل آماده شده بود، ارلنباکتریای

ها در مختلف قرار داده شدند. بدین ترتیب که دستة اول از ارلن

درجة  50ها در دمای دمای محیط و دستة دیگر از سری ارلن

درجة سلسیوس قرار داده  60سلسیوس و دستة سوم در دمای 

استفاده شد.  سازی شرایط دمایی، از حمام آبشد. برای بهینه

ها سری ساعت، از هرکدام از نمونه 3 ساعت، هر 24سپس طی 

ها به روش شمارش کلنی شمارش رقت تهیه شد و تعداد باکتری
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 MSA)ائوزین متیلن بلو آگار، مرک، آلمان( و  EMBشد. محیط 

 )مانیتول سالت آگار، مرک، آلمان( به ترتیب برای شمارش
 (.21استفاده شد ) رئوساو¬استافیلوکوکوسو  اشریشیاکلی

و باکتریوسین نایسین بر  مس دیاکسبررسی اثر توأم نانوذرة 

 اورئوس¬لوکوکوسیاستافو  اشریشیاکلیی هایباکترمورفولوژی 

 میکروسکوپ الکترونیة لیوسبه

و نایسین بر  مس یداکسنانوذرات  توأمبرای بررسی اثر 

، از اورئوس¬ساستافیلوکوکوو  اشریشیاکلیهای یباکترمورفولوژی 

 شد. استفاده TSBمحیط کشت 

ة اکسید نانوذر mg/mL 4یسین و نا mg/mL 01/0مقدار 

 مس یداکسنانوذرة  mL/mg 4نایسین با  mg/mL01/0مس و 

و  اشریشیاکلیترکیبی به محیط کشت مایع حاوی باکتری  صورتبه

 1ساعت،  24افزوده شدند. پس از  اورئوس استافیلوکوکوسیا 

دور  10000در  هانمونهیری شد. سپس گنمونهاز هر لوله  لیتریلیم

میکرولیتر از  10دقیقه سانتریفیوژ شدند. آنگاه  5در دقیقه به مدت 

های سلولی روی ورق میکا برده شد. پس از خشک یونسوسپانس

دقیقه، میکاها با یک  45شدن میکاها در مجاورت هوا به مدت 

بافر ایمیدازول  مولار 01/0ید و گلوتارآلدئ %5/2ة کنندثابتمحلول 

(2/7 pH به مدت )با  هانمونهساعت تثبیت شدند. سپس  2

مولار بافر ایمیدازول تثبیت شدند. در ادامه  0.1 محلولاستفاده از 

ی اتانول هامحلولی متفاوتی از هاغلظتبا استفاده از  هانمونه

ی هاونهنمی میکا حاوی هاورقهیری شدند. بگدرصد آ 100و  05،08

ی چسبناک کربن نصب هازبانهبا  SEMمورد آزمایش روی پایة 

لایه طلا برای کوت کردن روی ی تکهاپوشششدند، پس از آن 

ی باکتریایی هاسلولافزوده شدند و سپس تصاویر  هانمونه

تیمار شده و تیمار نشده با  اورئوسِ¬استافیلوکوکوسو  اشریشیاکلی

با بزرگنمایی   PROXPHENOMمیکروسکوپ الکترونی 

 (.22) شدند گرفته 25000

 آنالیزهای آماری

 یهامختلف در سه تکرار انجام شد و اثرات غلظت هاشیآزما

ن و امواج یبا نایس مس دیاکسترکیب مس و  دیمتفاوت اکس

 طرفهکی ANOVA ةلیوسبه هایبر میزان رشد باکترفراصوت 

برای  ANOVAآمده در تست دستبه ی. درصدهاندبررسی شد

ها مقایسه شدند. های گروهبین میانگین داریتعیین اختلافات معن

post hoc analysis ةچندگانه با درج یهاسهیبرای مقا 

افزار آماری با استفاده از نرم یزهای. آنالبه کار رفت/. 95اطمینان 

Spss  .05/0انجام گرفت P values < یداراعنوان سطح معنبه 

 .در نظر گرفته شد

 هاافتهی
( و حداقل غلظت MIC) یبازدارتعیین حداقل غلظت 

و  اشریشیا کلی یهایباکتربرای  ( نایسینMBCباکتری کشی )

 استافیلوکوکوس اورئوس

نایسین بر  MBCو  MICنتایج مربوط به مقدار  1 جدول

در  اورئوس¬استافیلوکوکوسو  اشریشیاکلیهای روی باکتری

های علیه باکتری MICهد. مقدار دمحیط کشت مایع را نشان می

های علیه باکتری MIC است. مقدار mg/mL 017/0 اشریشیاکلی

چنین مقدار است. هم mg/mL  01/0اورئوس¬استافیلوکوکوس

MBC استافیلوکوکوسو  اشریشیاکلیهای نایسین برای باکتری 
 است. 015/0و  mg/mL 02/0به ترتیب  اورئوس

کشی ( و حداقل غلظت باکتریMICازداری )مقادیر حداقل غلظت ب .1جدول 

(MBCنایسین برای باکتری )استافیلوکوکوس اورئوسو  اشریشیاکلی های 

 MIC MBC 

 02/0 017/0 اشریشیا کلی

 015/0 01/0 استافیلوکوکوس اورئوس

 مس و امواج فراصوت اکسیدنانوذرات  یاثرات ضدباکتر

ثری روی با امواج فراصوت ا مس یداکسترکیب نانوذرات 

نداشت )شکل  مس یداکسافزایش خاصیت ضدمیکروبی نانوذرات 

1.) 

 و نایسین بر روی مس دیاکسبررسی اثر نانوذرات 

 لوکوکوسیاستافو  اشریشیاکلیی هایباکترمنحنی رشد 

 در محیط کشت مایع اورئوس

 ONE WAY ANOVAدر این پژوهش از آزمون آماری 

ای انحراف معیار، استفاده شده است. پس از مشخص شدن خط

)استفاده از نانوذرات( با کنترل  هادار میانگینامیزان اختلافات معن

تعیین و محاسبه شده است. نتایج   Pvalue 7/0)بدون نانوذرات( 

 2ساعت است. شکل  24حاکی از معنادار نبودن این تیمارها طی 

های مختلف علیه مس و نایسین در غظت اثر نانوذرات اکسید

های پژوهش نشان دهد. دادهرا نشان می اشریشیاکلی باکتری

 01/0)های دهد که نانوذرات اکسید مس و نایسین در غلظتمی

 4 ،یدمساکس 4+ یسیننا 008/0 ،مس یداکس 4+ یسیننا

لیتر تأثیر مطلوبی بر کاهش رشد گرم بر میلیمیلی (یدمساکس

دیده که در این نمودار چناندارند. آن اشریشیاکلیباکتری 

ید مس( اکس 4+نایسین  008/0)شود، نانوذرات در غلظت می
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 اشریشیاکلیباکتری  لیتر بیشترین تأثیر را برگرم بر میلیمیلی

 دارد.

 

 

 الف

 

 ب
مس و محرّک امواج فراصوت بر  . اثر نانوذرات اکسید1شکل 

 ±ارزش متوسط )ب( اشریشیاکلی الف( و) اورئوس استافیلوکوکوس

SEM3 ؛=N *05/0>P .)نسبت به شاهد( ( حروف متفاوتa, b,c) 

 .شده استهای آزمایشدار بین گروهدهندة اختلاف معنینشان

 

مس و نایسین  نتایج حاصل از تأثیر نانوذرات اکسید 3 شکل

دهد. پس از را نشان می اورئوس استافیلوکوکوسعلیه باکتری 

 ONE WAYها با استفاده از آزمون آماری تجزیه و تحلیل داده

ANOVA 01/0ها) و مشخص شدن خطای انحراف داده 

Pvalue= )مس و نایسین تأثیر  مشخص شد که نانوذرات اکسید

دارد. این نتایج نشان  اورئوس استافیلوکوکوسمطلوبی بر باکتری 

لیتر از گرم بر میلیمیلی 008/0و  01/0های دهد که غلظتمی

 01/0اکسید مس،  2نایسین + 01/0های ترکیبی نایسین و غلظت

 008/0یدمس و اکس 2 +نایسین  008/0 مس، یداکس 4+نایسین 

لیتر تأثیر مطلوبی بر گرم بر میلیمیلی ید مساکس 4 +نایسین 

دارند. همچنین تجزیه و تحلیل  اورئوس استافیلوکوکوسباکتری 

 اورئوس استافیلوکوکوسدهد که باکتری ها نشان میداده

در حضور  اشریشیاکلیباکتری  حساسیت بیشتری نسبت به

مس و نایسین در مقایسه با  های مختلف نانوذرة اکسیدغلظت

 گروه کنترل دارد.

 

 

 شیاکلی دریباکتری اشر بر یسینمس و ناید اکس نانوذرات . اثر2شکل 

)نسبت به  N  *05/0>P=3 ؛SEM ±رزش متوسطا .مایع کشت یطمح

 شاهد(.

 

 استافیلوکوکوسنایسین بر باکتری  مس و . اثر نانوذرات اکسید3 شکل

 > N  *05/0 P=3؛SEM ±رزش متوسطمحیط کشت مایع. ا در اورئوس

 )نسبت به شاهد(.

مس، نایسین و حرارت بر  بررسی اثر نانوذرات اکسید

 اورئوس استافیلوکوکوسو  اشریشیاکلیهای روی باکتری

 در مادة غذایی شیر

 8در مدت زمان  ،اشریشیاکلیهای نتایج میزان رشد باکتری

انجام شد.  ONE WAY ANOVAساعت، به کمک آزمون 

( =Pvalue 0/0پس از مشخص شدن خطای انحراف معیار) 

دهد که میزان رشد باکتری در حضور تعیین شد. نتایج نشان می

های مختلف نانوذرات نسبت به شاهد، کاهش رشد غلظت

نانوذرة دهد که ترکیب معناداری داشته است. نمودار نشان می

مس و نایسین بهترین اثر بازدارندگی را داشته است.  اکسید
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دهد که با افزایش دما شاهد افزایش همچنین نتایج نشان می

گونه که در ایم؛ بدینمس و نایسین بوده بازدارندگی نانوذرة اکسید

مس و  درجه، بیشترین اثر بازدارندگی نانوذرة اکسید 60دمای 

 (.4 نک: شکلنایسین دیده شده است )

در بازه  استافیلوکوکوس اورئوسنتایج مربوط به رشد باکتری 

ساعت در دماهای مختلف نشان داد که میزان رشد  8زمانی 

مس و  شدة نانوذره اکسیدهای اعمالباکتری در حضور غلظت

 نایسین نسبت به شاهد، اثر مهاری خوبی داشته و نتایج با

 (0/0 Pvalue= ).دماهای مختلف اثر مهاری  معنادار بوده است

درجه بیشترین اثر بازدارندگی از  50خوبی داشتند و در دمای 

 (؛5 شکلمس و نایسین دیده شده است ) رشد نانوذرة اکسید

مس، نایسین و  افزایی در ترکیب نانوذرة اکسیدبنابراین اثر هم

 .شودمی درجه حرارت تایید

 
های ایسین روی باکتریمس و ن بررسی اثر نانوذرات اکسید .4شکل 

ارزش درجة سلسیوس در شیر.  60درجه و  50در سه دمای محیط،  اشریشیاکلی

 ,A, Bحروف متفاوت ) )نسبت به شاهد(. > N = 3.  *05/0 P ؛SEM ±متوسط

C, D,X, Y, Zشده است.های آزمایشدار بین گروهادهندة اختلاف معن( نشان 

 
 نایسین روی باکتری مس و بررسی اثر نانوذرات اکسید .5شکل 

درجه سلسیوس در  60درجه و  50در سه دمای محیط،  استافیلوکوکوس اورئوس

حروف  )نسبت به شاهد(. > N = 3.  *05/0 P ؛SEM ±ارزش متوسطشیر. 

های دار بین گروهادهندة اختلاف معن( نشانA, B, C, D,X, Y, Zمتفاوت )

 .شده استآزمایش

و نایسین بر  مس دیاکست نانوذرا توأمبررسی اثر 

استافیلوکوکوس و  اشریشیاکلیی هایباکترمورفولوژی 

 اورئوس

مس و نایسین که به  های مختلف نانوذرة اکسیداز غلظت

گرم میلی 01/0مس و نایسین(،  ترتیب شاهد )بدون نانوذرة اکسید

مس، و  لیتر اکسیدگرم در میلیمیلی 4لیتر نایسین، در میلی

مس برای اثر روی  لیتر اکسیدگرم در میلیمیلی 4 نایسین+ 01/0

ساعت تصویر  24این دو باکتری استفاده شدند. پس از بازة زمانی 

SEM  طور که شکل گرفته شد. همان های تیمارشده،یباکتراز

6A ای وضوح میلهبه اشریشیاکلی های باکتریدهد، سلولنشان می

نخورده دارند. لم و دستهای نرمال و ساختاری ساهستند و اندازه

در مجاورت  شریشیاکلیدهد که باکتری امی نشان B -6 تصویر

هایی ایجاد کرده و فرورفتگی تغییرشکل سلول سطح نایسین، در

باکتری C -6 تصویرنیز در این باکتری ایجاد شده است. 

دهد. مس نشان می را در مجاورت نانوذرة اکسید اشریشیاکلی

مس باعث ایجاد سطوح ناصاف  انوذرة اکسیددهد ننتایج نشان می

و نامنظم در این باکتری شده است و همچنین سلول باکتری 

نشانگر آن است که ترکیب نانوذرة  D -6 صدمه دیده است. تصویر

در سلول باکتری و  اکسید مس و نایسین، باعث ایجاد انقباض

همچنین باعث ایجاد فروپاشیدگی سلول باکتری نسبت به 

 های سالم باکتری شده است.سلول

 
را در بزرگنمایی  شیاکلییاشر هایمورفولوژی باکتری SEM یرتصو -6شکل 

x25000 ؛ دهدنشان می.A  (شاهد) اشریشیاکلیباکتری .B 01/0 گرم در میلی

 D 4.مس؛  اکسید لیتر نانوذراتگرم در میلییلیم C 4.لیتر نایسین؛ میلی

لیتر گرم در میلیمیلی 01/0مس و  لیتر نانوذرات اکسیدگرم در میلیمیلی

 نایسین.

را  اورئوساستافیلوکوکوسهای باکتری سلول SEM ،7 شکل

های توان دید، سلولمی  A،7شکلطور که در دهد. هماننشان می

های هستند و اندازه وضوح کرویبه وساورئاستافیلوکوکوسباکتری 
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باکتری  B ،7شکل نخورده دارند. نرمال و ساختاری سالم و دست

دهد؛ را در مجاورت نایسین نشان می اورئوساستافیلوکوکوس

نایسین باعث ایجاد سطوح نامنظم در این باکتری شده و همچنین 

 -7 باعث ایجاد صدمه در سلول این باکتری شده است. در تصویر

C  را در مجاورت نانوذرة اکسید اورئوساستافیلوکوکوسباکتری 

مس، سلول  که در اثر اعمال تیمار نانوذرة اکسید توان دیدمس می

باکتری آسیب دیده و ساختاری نامنظم در آن ایجاد شده است. 

مس و  دهد که ترکیب نانوذرة اکسیدنشان می نیز D -7 تصویر

ل باکتری و ایجاد فروپاشیدگی در نایسین، باعث منقبض شدن سلو

آن شده و درنهایت باعث از بین رفتن سلول این باکتری شده 

 است.

 
را در  اورئوساستافیلوکوکوس هایمورفولوژی باکتری SEM یرتصو. 7شکل 

 )شاهد( اورئوساستافیلوکوکوس. باکتری A .دهدنشان می x25000بزرگنمایی 

.B 01/0 ایسینلیتر نگرم در میلیمیلی.C 4 لیتر نانوذرات گرم در میلیمیلی

گرم در میلی 01/0مس و  لیتر نانوذرات اکسیدگرم در میلیمیلی D 4.مس اکسید

 .لیتر نایسینمیلی

 بحث

یِ زایماریبی اخیر برای از بین بردن عوامل هاتلاشیکی از 

مقاوم، استفاده از مواد نانو است. مواد نانو باعث از بین بردن 

. شوندیمایمنی بدن  ستمیبرابر سجانبی بیوفیلم مقاوم در  عوارض

در  هاآنی مهم نانوذرات فعالیت ضدباکتریایی هایژگیویکی از 

یِ مواد زایماریبی گرم مثبت و گرم منفی و عوامل هایباکتربرابر 

های ة پیوند با ماکرومولکوللیوسبه(. نانومواد 23است ) غذایی

یباکترموجب مرگ  جهیدرنتو  هاآنن شد رفعالیغزیستی باعث 

 (.24) شوندیم هاقارچو  هاروسیو، ها

های مس در غلظت یدنانوذرات اکسدر این پژوهش اثر 

 هاییبر باکتردر ترکیب با امواج فراصوت و نایسین منفرد و 

نتایج . شده استبررسی  اورئوساستافیلوکوکوسو  اشریشیاکلی

با امواج فراصوت، اثری  مس یداکسنشان داد که ترکیب نانوذرات 

نداشته  مس یداکسروی افزایش خاصیت ضدمیکروبی نانوذرات 

و همکاران  Justin( که این نتایج با مشاهدات 1شکل است )

. شاید دلیل آن زمان تابش کم امواج فراصوت (19)متفاوت است

فاکتور مهمی که بر خاصیت ضدمیکروبی امواج باشد؛ چون 

ر است، مدت زمان تابش امواج فراصوت روی فراصوت تأثیرگذا

یباکترنتایج همچنین بیانگر آن بود که (. 25-26هاست )باکتری

ترکیبی  صورتبهو نایسین  مس دیاکسدر مجاورت نانوذرة  ها

بنابراین افزودن نایسین به  اند؛داشتهبیشترین کاهش رشد را 

شده  هاآنباعث افزایش خاصیت ضدمیکروبی  مس دیاکسنانوذرات 

 و 6شکل ) یید شده استتأ SEM تصاویریلة وسبهکه این نتایج 

7.) 

Mirhosseini  و همکاران فعالیت ضدباکتریایی نانوذرات

و  یاکلیشیاشراکسیدمنیزیم را در ترکیب با نایسین بر روی 

نشان داده  هاآناند و نتایج بررسی کرده اورئوس¬استافیلوکوکوس

اند و زیم فعالیت ضدباکتریایی داشتهیمن یداکساست که نانوذرات 

همچنین نانوذرات اکسید منیزیم در ترکیب با نایسین اثر 

 (.21) انددادهیی از خود نشان افزاهم

 دیاکسنانوذرة  ریتأثی این تحقیق بیشترین هاافتهبا توجه به ی

)گرم مثبت(  اورئوس¬لوکوکوسیاستافو نایسین روی باکتری  مس

که علت  گرم منفی( بوده است) اشریشیاکلی یدر مقایسه با باکتر

 .تواند باشدمی آن ساختار دیوارة سلولی در باکتری گرم مثبت

نایسین به دلیل تعامل و واکنش با ترکیبات فسفولیپیدی 

ی گرم مثبت، عملکرد هایباکترة سلولی واریدغشای سیتوپلاسمی 

اختار ی گرم منفی چون سهایباکترکند، ولی غشاء را مختل می

یک  عنوانبهمحتوی لیپوپلی ساکارید است،  هاآنة سلولی وارید

 بر. به همین دلیل اثر نایسین کندیممانع برای نایسین عمل 

بنابراین با افزودن یک  شود؛یمکمتر دیده  یاکلیشیاشری باکتر

غشای  توانیم، مس دیاکسکننده، مانند نانوذرات عامل شلاته

 ساخت. رینفوذپذنسبت به نایسین  ی گرم منفی راهایباکتر

Chung ( پیشنهاد 2004و همکارانش )که میزان  اندکرده

ی گرم منفی بیشتر هایباکتری سطح سلولی رو برتجمع بار منفی 

بین نانوذراتِ  کنشبرهمبنابراین  است؛ی گرم مثبت هایباکتراز 

ة سلولیِ دارای بار منفی منجر به نشت واریددارای بار مثبت و 

 شودیم هایباکترمرگ  تیدرنهامحتویات درون سلول باکتری و 

(27.) 

و نایسین  مس دیاکسهمچنین اثر نانوذرات   پژوهشاین  در

در  اورئوس¬لوکوکوسیاستافو  اشریشیاکلیی هایباکتری رو بر

مادة غذایی شیر تحت شرایط دمایی مختلف بررسی شده است. 
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و  یشیاکلیاشربررسی نتایج مربوط به رشد باکتری 

در دماهای مختلف نشان داده است که  اورئوس لوکوکوسیاستاف

و نایسین( و افزایش دما  مس دیاکسبین تیمارها )ترکیب نانوذرة 

یی وجود دارد که با افزایش دما اثر ضدمیکروبی نایسین افزاهماثر 

. این نتایج مشابه نتایج ابدییمافزایش  مس دیاکسو نانوذرة 

Mirhosseini  همکاران و وNetten .(21،28) و همکاران است 

Mirhosseini  و همکاران وNetten  و همکاران پیشنهاد

، اثر ابدییمکه وقتی غلظت مادة ضدمیکروبی افزایش  اندداده

، اثر ابدییم، همچنین دما که افزایش رودیمممانعتی آن نیز بالا 

 ،28) شودیمرود و بار میکروبی کمتر مادة ضدمیکروبی بالا می

21.) 

عملکرد سلول بر ی فلزات سنگین اثرات گوناگونی هاونی

ی مس باعث اکسیداسیون و شوک هاونگذارند. یباکتری می

، شوندیمزدن چرخة اکسیداسیون و احیاء  به همسلولی و 

ی هاگروهبر  ریتأثمنجر به کاهش گلوتاسیون و  جهیدرنت

. نیز شوندیم هامیآنز و سبب غیرفعال شدن هانیپروتئسولفیدریل 

 دهایپیلو اکسید شدن  DNAی فلزات سنگین باعث تخریب هاونی

(. همچنین اثرات ضدباکتریایی نانوذرات به غلظت 29) شوندیم

 (.30) نانوذرات و غلظت ابتدایی باکتری وابسته است

ی هاسلولی بزرگ در غشای هاحفرهنایسین به دلیل ایجاد 

و درنهایت  ATP، آمینواسیدها و هاونی یرهاسازحساس باعث 

فروپاشی نیروی پروتونی و همچنین باعث مهار بیوسنتز 

بنابراین ؛ (31-33) شوندیم هایباکترپپتیدوگلیکانِ غشایِ سلولیِ 

و افزایش  مس دیاکسیی نایسین، نانوذرة افزاهمی که اثر اهیفرض

حفره  با ایجاد نیسینا این است که  دهدیمدمای ملایم را شرح 

به درون  مس دیاکسدر غشای سلولی باعث افزایش ورود نانوذرات 

و نایسین  مس دیاکسیی بین نانوذرات افزاهمسلول و ایجاد رفتار 

افزایش دما، با اثر گذاشتن بر روی دیوارة سلولی . همچنین شودیم

و غشای خارجیِ باکتری، باعث نفوذپذیری بیشتر دیوارة باکتری و 

بنابراین دسترسی  شود؛یمکتری گرم منفی غشای خارجی با

که این امر موجب  دهدیمنایسین به غشای سلولی را افزایش 

 (.21- 22) شودیمافزایش اثر نایسین و نانوذره 

 به غذایی رو مواد سلامت در نانوذرات از استفاده امروزه

 عنوان تیماربه کوانتومی روی اکسید نمونه است؛ برای افزایش

 نتایج شده و استفاده مایع مرغتخم سفیدة نمونة در ضدمیکروبی

 رشد روی کوانتومی، اکسید غلظت افزایش با داده است که نشان

 مایع مرغتخم سفیدة در انتریدیس سالمونلاو  منوسیتوژنز لیستریا

 مشابه مهاری اثرات .(34)است  یافته کاهش توجهیقابل طوربه

 و اورئوس استافیلوکوکوسکاهش  بر روی اکسید نانوذرات برای
نانوذرات (. 20است ) شده شیر دیده هاینمونه در اشریشیاکلی

 رودعنوان یک مکمل سلامت در رفع آلودگی آب به کار میآهن به

زای های آلی و کشتن عوامل بیماریکه در آن با شکستن آلاینده

 غلظت تواننمی، وجودکنند. بااینآلودگی را رفع می میکروبی،

زیرا استفاده از این مواد در مواد  ؛را به نسبت زیاد بالا برد نانوذرات

که  FDAدر سازمان  آنکه میزان  استغذایی دارای یک حد مجاز 

این میزان در  .سازمان جهانی غذا و دارو است تعیین شده است

ین بسته به جنسیت و وزن بدن مورد نانوذرات مختلف و همچن

. مثلاً میزان مصرف مسِ مجاز در (21) متفاوت است کنندهمصرف

رژیم غذایی، برابر توصیة انجمن جهانی غذا و تغذیه، در بزرگسالان 

 (.35) در روز تعیین شده است گرمیلیم 3تا  5/1بین 

سازمان غذا و داروی آمریکا عنوان کرده که نایسین ایمن و 

 (.36) شودکشور استفاده می 57در  اکنونهماست و  دییتأمورد 

 گیرییجهنت

از این تحقیق، استفاده از نانوذرة  آمدهدستبا توجه به نتایج به

به نظر  مؤثر، هایباکترو نایسین برای کاهش رشد  مس دیاکس

استفاده از نانوذرات به صورت متداول در صنایع  ازآنجاکهرسد و می

 از نیروت استفادة به توجه با نیهمچن وی شوند غذایی استفاده م

 نانوذره از ندهیآ در بتوان دیشا ،ییغذا مواد در نیسینا نیوسیباکتر

 در استفاده جهت به شتریب یبررس یبرا یبیترک صورتبه نیسینا و

 .برد بهره ییغذا عیصنا

 سپاسگزاری

این پروژه توسط دانشگاه آزاد اسلامی واحد اشکذر و 

ی نانوساختار دانشگاه پیام نور استان یزد هاپوششپژوهشکدة 

صمیمانة این مرکزها  از همکاری یت شده است. نویسندگانحما

 سپاسگزارند.
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