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 26/8/1392 مقاله:تاريخ پذيرش 3/7/1392تاريخ دريافت مقاله:

هچكيد
از جمله نانوذرات اكسيد روي طي سال اثر مقدمه: هاي اخير مورد توجه زيادي قرار گرفته است. اثر ضد ضد ميكروبي نانوذرات فلزي

و قيمت پايين نانوذرات اكسيد روي موجب شده است تا امكان بكارگيري آن در صنعت غذا جهت كاهش رشد ميكروبي قابل توجه ها
بر رشد باكتري در مطالعه حاضر تأثير نانوذرات اكسيد روي اشرشياكليو باسيلوس سوبتيليسهاي موجود در مواد غذايي وجود داشته باشد.

O157:H7 .در مواد غذايي هستند، بررسي شده است  كه از جمله باكتري هاي مهم موجود
و روش و ميكروسكوپ شدند. ويژگينانوذرات اكسيد روي به روش نمك مذاب سنتز ها: مواد هاي آنها به كمك پراش اشعه ايكس

ساعت در معرض محيط كشت مايع18به مدت O157:H7اشرشياكليوباسيلوس سوبتيليس الكتروني روبشي تعيين شد. باكتري هاي 
دو غلظت  و2حاوي از اين نانوذرات قرار گرفتند. سپس منحني رشد آنها رسم شد.%4 %

د يافته ها: و2و غلظتهر به O157:H7اشرشياكلي% از نانوذرات اكسيد روي به طور معني داري سبب كاهش رشد باكتري%4 ) شد
دار % نانوذرات موجب كاهش معني4). با اين حال در مورد باكتري باسيلوس سوبتيليس فقط غلظتp>001/0وp=001/0ترتيب 

)001/0p و در غلظت> در تعداد باكتري نانوذرات تغيير معني% اين2) شمار باكتري شد  مشاهده نشد باسيلوس سوبتيليسداري
)537/0p <(.

به گيري:نتيجه دو باكتري شوند. هر با توجه به نتيجه مطالعه حاضر نانوذرات اكسيدروي مي توانند موجب كاهش معني داري در تعداد
 نظر مي رسد اين نانوذرات روي باكتري هاي گرم منفي تأثير بيشتري داشته باشند.

 ميكروبي، نانوذره، ضد باسيلوس سوبتيليس،اكسيد روي، O157:H7اشرشياكلي:هاي كليديواژه

 email: h.esmailzadeh.sbmu@gmail.com مكاتبات مسئول نويسنده*
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 مقدمه
با در سال هاي اخير تمايل به مصرف غذاهاي تازه

حداقل فراوري افزايش يافته است, از طرفي جهاني شدن 
و حمل غذا در مسافت تا تجارت غذا رسيدن هاي طولاني

و به دست مصرف كننده چالش هاي بزرگي را متوجه ايمني
و در نتيجه فشار روز  افزوني جهت يافتن كيفيت غذا كرده

حفظ ايمني ميكروبي غذاها به وجود هاي جديد براي روش
هاي اخير در زمينه نانوتكنولوژي به پيشرفتآمده است. 

و سايزهاي ويژه توانايي ساخت نانوذرات در شكل  ها
ي وسيعي از عوامل مختلف منجر به ايجاد دسته

مواد در ابعاد نانو نسبت سطح به ضدميكروبي شده است.
حجم بيشتري در مقايسه با ذرات بزرگتر با همان تركيب 

و همين امر موجب مي شود تا از نظر شيميايي دارند
,.Chau et al( بيولوژيكي فعال تر باشند صنعت.)2007

ميمواد غذايي به ويژه در بخش بسته تواند بهترين بندي
ي علم نوظهور كيبات توليد شده به وسيلهبازار براي جلب تر

تركيبات ضد ميكروبي غير آلي به ويژه نانوتكنولوژي باشد.
و اكسيد آنها به دليل توانايي تحمل شرايط سخت  فلزات
و فشار بالا، مورد توجه بسياري از  فرآوري از جمله دما

,.Zhang et al(اند محققان قرار گرفته روي.)2007
و براي  فلزي است كه پراكندگي فراواني در طبيعت داشته

ها ضروري است. نانوذرات عملكرد بسياري از متالوپروتئين
م و نسبت به اكسيد روي داراي اثرات ضد يكروبي بوده

نانوذرات نقره مزايايي دارند، از جمله اين مزيت ها مي توان 
و توانايي بلوكه كردن به قيمت پايين تر، ظاهر سفيد رنگ

,.Llorens et al(اشعه فرابنفش اشعه كرد  . اثر)2012
 ضد ميكروبي نانوذرات اكسيد روي عليه دسته وسيعي

و گرم منفي از باكتري هم چون1هاي گرم مثبت
سالمونلا، انتروكوكوس فكاليس، استافيلوكوكوس اورئوس

و به اثبات انتروباكتر آئروژنزو تايفي موريوم بررسي شده
.)Krishna R Raghupathi, 2011(رسيده است 

هاي مختلفي مثل روش نمك مذاب، روش شيميايي روش
از-مرطوب، روش سل و ... براي سنتز نانوذرات فلزي ژل

جمله نانوذرات اكسيد روي وجود دارد. روش در اين ميان 
و مي توان از روش نمك مذاب از بازده خوبي برخوردار بوده

آن جهت توليد نانوذرات در مقياس بالا، بهره گرفت. در 

 
3 Stoichiometry  

ن و نمك در بالاي روش مك مذاب مخلوط واكنشگرها
شوند. نمك ذوب شده به نقطه ذوب نمك حرارت داده مي

و ذرات محصول شكل   عنوان يك حلال عمل كرده
 هاي محصول حاصل از واكنش به گيرند. ويژگيمي

و زمان حرارت دهي قابل كنترل است. وسيله ي انتخاب دما
و سپس شستشو مخلوط واكنش تا دماي اتاق خنك شده

ميبه وسيله گيردي يك حلال كه معمولا آب است صورت
و نانوذرات به دست آيند  تا نمك از محيط حذف شده

)Kimura, 2011(براساس جستجوهاي ما، تاكنون اثر .
ضد ميكروبي نانوذرات اكسيد روي سنتز شده به روش 
نمك مذاب در هيچ پژوهشي مورد بررسي قرار نگرفته 
است، هدف اين مطالعه بررسي اثر اين نانوذرات بر رشد 

وباكتري عامل فساد   بيماري باكتري باسيلوس سوبتيليس
 باشد.مي H7  O157:اشرشياكلي زاي

و روش هامواد
 مواد-

به منظور سنتز نانوذرات اكسيد روي از كلريدروي،
و هيدروكسيد پتاسيم ساخت شركت  هيدروكسيد سديم

 باسيلوس سوبتيليسآلمان استفاده شد. باكتري، مرك
(PTCC 1721) اشرشياكليو:H7  O157 (ATCC 

و صنعتي ايران از سازمان پژوهش (700728 هاي علمي
تهيه شدند. جهت تست هاي ميكروبي محيط كشت مايع 

TSB1و محيط كشت جامدTSA2ساخت شركت مرك 
 آلمان مورد استفاده قرار گرفت.

2سنتز نانوذرات اكسيد روي-

جهت سنتز نانوذرات اكسيد روي از روش نمك مذاب
گرم نمك كلريد830/0استفاده شد، به اين ترتيب كه 

و190/1روي،  گرم10/1گرم هيدروكسيد سديم
مطابق3هيدروكسيد پتاسيم بر اساس مقادير استوكيومتري

و با هم مخلوط شدند.1(واكنش  )، توزين
)1(

ZnCl2 + NaOH + KOH                ZnO + 
NaCl + KCl + H2O

ف وـگرفتتفلوني قرارظهـوق درون يك محفـمخلوط ه

1 Tryptic Soy Broth                     2 Tryptic Soy Agar 
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و درب بندي شد. محفظه به يك آون الكتريكي منتقل شده
(بالاي دماي يوتكتيك هيدروكسيد C°5±200دما به 

و پتاسيم) رسانده شد، دماي مذكور به مدت 30سديم
و به دقيقه حفظ شد. سپس محفظه از آون خارج گرديد

طور طبيعي تا دماي اتاق خنك شد. مخلوط به دست آمده 
با3 و سانتريفوژبار شد تا نمك فلزات آب مقطر داغ شسته

از قليايي از محيط حذف شوند. رسوب هاي حاصل
قرار داده شدند C°100ساعت در آون3سانتريفوژ به مدت 

و پودر  تا رطوبت موجود در آنها به طور كامل حذف شده
دست آيد سفيد رنگ حاوي نانوذرات اكسيد روي به

)Kimura, 2011(.

 تعيين ساختار نانوذرات اكسيد روي-
 (XRD) آزمون پراش پرتو ايكس

با دستگاه1
Phillips X’Pert ي داراي طول موجبا اشعه

= 0.15406 nmλ2ي در محدودهθبر روي نانوذرات
با استفاده از نرم . نتايج اين آزموناكسيد روي انجام شد

و اندازه دانه  Xpertافزار با تحليل گرديد (كريستاليت)
(-استفاده از رابطه دباي ) محاسبه شد. اين رابطه2شرر

 بصورت زير است:

� � �0/9��
	 cos 


)2(

طول موج اشعهλاندازه كريستاليت،Dكه در آن
وÅ5406/1،θايكس مس كه برابر با  Bزاويه براگ

 باشد. عرض در نصف ارتفاع پيك ماكزيمم مي
و سايز نانوذرات اكسيد روي به مورفولوژي، ساختار

ي ميكروسكوپ الكتروني روبشي  ، تعيينSEM)(2وسيله
 شد.

 ضد ميكروبيهاي تست-
هاي هاي ضد ميكروبي، باكتريبراي انجام تست

به مدت H7  O157:اشرشياكليوباسيلوس سوبتيليس 
تا رسيدن به غلظت TSBساعت در محيط كشت مايع 18

108 cfu/ml  كشت داده شدند. پس از دو بار رقت سازي
106 cfu/ml وباسيلوس سوبتيليس هاي از باكتري

 TSBدر محيط كشت مايع H7  O157:اشرشياكلي

3 Optical Density 

و2حاوي  % وزني نانوذرات اكسيد روي تلقيح شدند.%4
درجه C37°ساعت انكوباسيون در دماي18پس از 

و هم هر15زدن به مدت سانتيگراد دقيقه يكبار5ثانيه
µL100 ها به روي محيط كشت جامد از باكتريTSA 

و با ميله ده به صورت سطحي كشت داLمنتقل شده
درجه سانتي گراد37ساعت انكوباسيون در دماي18شدند. 

صورت گرفت. سپس يك كلني از پليت ها به درون چاهك 
بود TSBدستگاه بايواسكرين كه حاوي محيط كشت مايع 

و منحني رشد باكتري �37ها در دماي منتقل شده
رسم شد. كدورت سنجي2 (OD)براساس دانسيته نوري

 صورت گرفت. nm580-420در طول موج 

و تحليل آماري-  تجزيه
ها در قالب طرح كاملاً هاي حاصل از آزمايشداده

و تحليل شدند. براي تعيين  تصادفي با دو تكرار، تجزيه
%4و2داري تأثير نانوذرات اكسيد روي در دو غلظت معني

باسيلوسو H7  O157:اشرشياكليهاي بر باكتري
، از آناليز واريانس يك طرفه با سطح اطمينان سوبتيليس

و تحليل داده% استفاده گرديد. 95 و مقايسه تجزيه ها
(آمريكا) انجام شد. SPSS 16افزار ها توسط نرمميانگين

 يافته ها
به XRDبا توجه به كارت موجود براي اين ماده

هاي پيك JCPDS card No. 01-080-0075شماره 
سايز دارند. ZnOيافته انطباق بسيار خوبي با پراش

شرر به طور-نانوذرات اكسيد روي با استفاده از رابطه دباي
و ساختار4/25ميانگين  نانومتر محاسبه شد.مورفولوژي

ميكروسكوپ الكتروني نانوذرات اكسيد روي به وسيله
 مشاهده2روبشي بررسي شد. همان طور كه در شكل 

بيت اكسيدروي نانوذرا شودمي و يا به تقريبا شكل بوده
اند، كه در صورت هاي كوچكي شكل گرفتهصورت ستاره

و شكل منظم تري افزايش زمان سنتز اين ذرات رشد كرده
 به خود خواهند گرفت. 

1 X-ray Diffraction 2 Scanning Electron Microscopy 
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 پرتو ايكس نانوذرات اكسيد روي طيف پراش-1شكل

 00/150ب) بزرگنمايي00/70الف) بزرگنمايي

 تصوير ميكروسكوپ الكتروني روبشي نانوذرات اكسيد روي-2شكل

ي منحني رشد باكتري ها نشان دهنده4و3هاي شكل
در18براساس دانسيته نوري، پس از ساعت قرارگيري

و بدون قرارگيري در معرض  معرض نانوذرات اكسيد روي
 مشاهده3اين نانوذرات هستند. همان طور كه در شكل 

% نانوذرات اكسيد روي به طور معني داري4شود غلظت مي
ه است شدباسيلوس سوبتيليس سبب كاهش رشد باكتري 

)001/0.(p<به2درحالي كه غلظت % اين نانوذرات قادر
 باسيلوس سوبتيليسدار در شمار باكتري ايجاد كاهش معني

) ي منحني رشد نشان دهنده3). شكل=537/0pنمي باشد
مي باشد. باتوجه به آناليز H7  O157:باكتري اشرشياكلي

%2آماري انجام شده نانوذرات اكسيدروي در هردو غلظت 
به H7  O157:% قادرند شمار باكتري اشرشياكلي4و را

(به ترتيب طور معني وp=001/0داري كاهش دهند

001/0<pو2). با اين حال بين غلظت % اين نانوذرات%4
و كاهش رشد>p)001/0(دار وجود داشته نيز تفاوت معني

(اختلاف4باكتري در حضور % نانوذره بسيار بيشتر است
 در مقابل78/0±02/0ميانگين با گروه شاهد 

هاي رشد رسم شده ). با توجه به منحني02/0±16/0
هاي توان دريافت كه نانوذرات اكسيدروي روي باكتري مي

اند. هاي گرم مثبت عمل كرده گرم منفي موثرتر از باكتري
اختلاف ميانگين با گروه شاهد در مورد اشرشياكلي قرار 

%،4گرفته در معرض نانوذرات اكسيدروي با غلظت 
است در حالي كه در مورد باسيلوس02/0±78/0

% نانوذره اختلاف4سوبتيليس قرار گرفته در معرض 
 مي باشد.18/0±02/0ميانگين با گروه شاهد 

بالف
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و عدم حضور نانوذرات اكسيد روي H7  O157:اشرشياكلي منحني رشد باكتري-4شكل  در حضور

 بحث
منحصر به فرد نمك مذاب در پژوهش حاضر از روش

براي سنتز نانوذرات اكسيدروي استفاده شد. مزيت اين 
هاي ديگر مثل روش شيميايي روش در مقايسه با روش

و هزينه  مرطوب جهت توليد نانوذرات، راندمان بسيار بالا
باشد كه زمينه استفاده از آن را در صنعت توليد كم مي

آورد. تست هاي ضدميكروبي نشان داد نانوذرات فراهم مي

توانند به طور معني داري موجب كاهش رشد اكسيدروي مي
و غلظت  و گرم منفي شوند هر دو نوع باكتري گرم مثيت

 % اين نانوذرات بهترين نتايج را نشان داد.4
هاي با توجه به طيف پراش پرتو ايكس فقدان پيك

ميباقيمانده به دليل خلوص نانوذ و رات اكسيدروي باشد
ي تبلور خوب نانوذرات هاي پراكنش تيز نشان دهندهپيك

4/25اكسيد روي است. سايز نانوذرات اكسيد روي حدود
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نانومتر محاسبه شد. سايز بسيار كوچك نانوذرات سنتز شده
تواند در افزايش اثر ضدميكروبي آن موثر باشد مي

)Krishna R Raghupathi, 2011; Azam et al.,
2012(.

هاي پيشين اشاره شد در مطالعه طور كه در بخشهمان
ضد4و2حاضر از دو غلظت  % براي بررسي اثرات

ميكروبي نانوذرات استفاده شد. در مطالعاتي كه اخيرا منتشر 
شده است اثر ضدميكروبي درصدهاي مشابهي از نانوذرات 

هاي مختلف به اثبات رسيده فلزي عليه ميكروارگانيسم
و همكارانش در سال است. طبق يافته پلي 2008هاي دم

% وزني نانوذره نقره قادر به كاهش رشد2حاوي6آميد
,.Damm et al(سيكل لگاريتمي است6تا اشرشياكلي

كه)2007 %15/2وجود تنها، هم چنين ثابت شده است
وزني/وزني نانو ذرات نقره در كامپوزيت نانو ذرات

 اشرشياكليسازي نقره/كيتوزان جهت افزايش غير فعال
,.Sanpui et al(كافي است نسبت به كيتوزان خالص

و همكارانش نيز اثرات بست)2008 بندي پليه. امامي فر
و5/1اتيلني حاوي  و%5 و25/0% نانوذره نقره %1%

سازي باكتري نانوذره اكسيد روي را در غيرفعال
موجود در آب پرتقال بررسي لاكتوباسيلوس پلانتاروم

ها به جز كردند. آنها دريافتند كه تمام نانوكامپوزيت
% اكسيد روي مي توانند موجب1نانوكامپوزيت حاوي 

,.Emamifar et al(كاهش رشد باكتري مذكور شوند 
ضد)2010 . با افزايش غلظت نانوذرات اكسيد روي اثر

و گرم منفي به  ميكروبي عليه هر دو نوع باكتري گرم مثبت
و بيشترين اثر ضدميكروبي طور معني داري افزايش مي يابد

و % نانوذرات اكسيدروي مشاهده4در غلظت  شد. ژانگ
از 2007همكارانش نيز در سال  به بررسي عوامل مختلفي

و غلظت نانوذرات اكسيد روي بر شدت اثر  قبيل سايز
ضدميكروبي عليه اشرشيا كلي پرداختند. آنها به اين نتيجه 
رسيدند كه غلظت نانوذره نقش مهم تري نسبت به سايز آن 

م و با افزايش غلظت نانوذره اثر ضد يكروبي ايفا كرده
,.Zhang et al(يابد افزايش مي 2007(.

توان گفت تحت با توجه به نتايج به دست آمده مي
 باسيلوس سوبتيليسشرايط اين مطالعه باكتري گرم مثبت 

درمقابل نانوذرات اكسيدروي مقاومت بيشتري نسبت به
نشان داده اند. H7  O157:اشرشياكلي باكتري گرم منفي

و همكارانش در سال  ضد 2011سينها به بررسي اثرات

و به اين نتيج ه ميكروبي نانوذرات اكسيد روي پرداخته
 مارينوباكترو انتروباكترهاي گرم منفي رسيدند كه گونه

هاي اين نانوذرات در مقايسه با باكتري حساسيت بيشتري به
مي باسيلوس سوبتيليسگرم مثبت  دهند. علت مقاوم نشان

ي پپتيدوگليكاني هاي گرم مثبت به وجود لايهبودن باكتري
 Sinha et(ضخيم در اين باكتري ها نسبت داده مي شود

al., . با اين حال، در برخي مطالعات نتايجي عكس)2011
بهن و تايج فوق گزارش شده است، عنوان مثال لي

اثر ضد ميكروبي نانوذرات اكسيد 2009همكارانش در سال 
روي پوشش داده شده روي فيلم پلي وينيل كلرايد را بر 

اشرشياو استافيلوكوكوس اورئوسهاي گرم مثبت باكتري
و گزارش كردند كه نانوذرات اكسيد روي كلي بررسي كرده

هاي گرم هاي گرم مثبت موثرتر از باكتريعليه باكتري
,.Li et al(كنند منفي عمل مي 2009(.

توان با اثر ضد ميكروبي نانوذرات اكسيد روي را مي
به1چندين مكانيسم توجيه كرد:  ) القاي استرس اكسيداتيو

 هاي اكسيژن فعال، واكنش اين دليل توليد راديكال
با راديكال و ليپيدها DNAهاي اكسيژن فعال ، پروتئين ها

) از بين رفتن آرايش غشا به دليل2و در نتيجه مرگ سلول
و هم چنين تجمع آنها  تجمع نانوذرات در در غشاي باكتري

هاي روي كه با اتصال به ) آزاد شدن يون3در درون سلول 
 ها سبب اعمال اثر ضد ميكروبيغشاي ميكروارگانيسم

مي شوند. با اين حال سميت نانوذرات اكسيد روي مستقيما
شود، بلكه به وارد شدن آنها به درون سلول نسبت داده نمي

تماس نزديك آنها با سلول موجب تغيير در ريز محيط 
و با افزايش حلاليت فلز يا توليد راديكال هاي باكتري شده
شوند اكسيژن فعال در نهايت باعث آسيب به غشا مي

)Emamifar et al., 2010(و همكارانش نيز . ساوايي
هاي اكسيژن توليد شده توسط تأثير راديكال 1996در سال 

اكسيد روي را در ايجاد اثر ضد ميكروبي آن بررسي كردند. 
آنها به اين نتيجه رسيدند كه توليد پراكسيد هيدروژن 
و با افزايش غلظت  موجب بروز اثر ضدميكروبي شده

به اكسيدروي غلظت پراكسيد هيدروژن توليد شده هم 
,.Sawai et al(يابد صورت خطي افزايش مي 1996(.

و طرف ديگر از  برهمكنش همكارانش استويمنو

و نانوذره را به عنوان الكترواستاتيكي بين سطح باكتري
 Stoimenov et(دليلي براي اثر ضدميكروبي بيان كردند 

al., ي . بنابر برخي مطالعات سوراخ شدن ديواره)2002
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و ورود نانوذرات به وسيله باكتري به ي نانوذرات اكسيدفلزي
تواند در اعمال اثر ضدميكروبي نقش داشته درون سلول مي

,.Makhluf et al(باشد  2005(.
ي حاضر، انجام با توجه به نتايج به دست آمده از مطالعه

و مطالعات بيشتر روي اثرات ضدميكروبي نانوذرات فلزي
پليمرهاي بكار رفته در اكسيد فلزي به ويژه در تركيب با 

ميبسته رسد. بكارگيري بندي مواد غذايي ضروري به نظر
بندي مواد غذايي مي تواند در كنترل اين نانوذرات در بسته

ي غذايي نقش داشته باشد.  بار ميكروبي ماده

 نتيجه گيري
 مطالعه حاضر نشان داد كه نانوذرات اكسيد روي

و ميكروارگانيسمتوانند موجب كاهش مي هاي بيماري زا
عامل فساد موجود در مواد غذايي شوند. سايز كوچك 
نانوذرات سنتز شده نقش به سزايي در ميزان اثر ضد 

كند. با اين حال در مورد ميكروبي اين نانوذرات ايفا مي
كاهش H7  O157:اشرشياكليباكتري گرم منفي 

يلوس باسشديدتري در مقايسه با باكتري گرم مثبت 
مشاهده شد كه اين امر مي تواند به وجود ديواره سوبتيليس

هاي گرم مثبت نسبت داده شود. سلولي ضخيم در باكتري
توان به با توجه به نتايج بدست آمده از اين پژوهش، مي

هاي مختلف صنعت غذا از استفاده از اين نانوذرات در بخش
رشد بندي مواد غذايي جهت مهار يا كاهش جمله بسته

اي نزديك ميكروارگانيسم هاي موجود در غذا در آينده
 اميدوار بود.
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