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  چکیده

نیاز به مواد امروزه دهند، لذا ها را تشکیل میهاي عفونی دسته بزرگی از بیمارييکه بیمارییاز آنجا زمینه و هدف:

از  یکی Mentha Piperita Lamiaceaeبا نام علمی  ینعناع فلفل اهی. گشودحس میتر ضرر هر روز بیشکمباکتریال یآنت

لذا هدف از انجام این مطالعه باشد. یم یقارچ و ضد یآفت، ضدانگل ضد ،یکروبیم خواص ضدبا  ییدارو اهانیگ نیترپرمصرف

  . باشدکولاي میعناع فلفلی بر باکتري گرم منفی انعصاره آبی گیاه  ونینانوامولستعیین اثرات ضد میکروبی 

با استفاده از روش  استفاده شد که 80توئین  ی ونعناع فلفلاز عصاره گیاه  در این مطالعه آزمایشگاهی،ها: مواد و روش

 زیسا قرار گرفت. یمورد بررس ونیکاسیدرصد سورفاکتانت، غلظت اسانس و زمان سون اولتراسونیفیکاسیون، پارامترهاي

واحد  یبه دو روش کم يکولاا يدر برابر باکتر یکروبیم خواص ضدو   یکینامینور د یپراکندگ زیآنال لهیوسهها بنمونه

  . نتایج به صورت میانگین و انحراف معیار گزارش گردید.شدند یبررس ينفوذ سکید یفیو کساز یکلون

خواص و نانومتر  12متوسط اندازه ذرات درصد اسانس گیاه نعناع فلفلی با  5 تا 1هاي در غلظتها  ونینانوامولسها: یافته

  . دست آمدبه يکولاا یفگرم من يباکتر هیعلمتر هاله عدم رشد میلی 12/3درصد و  75با میانگین  یکروبیم ضد

 خواص ضداسب هستند و ی داراي پایداري مننعناع فلفل یاهیاسانس گ هیشده بر پا سنتز يهاونینانوامولسگیري: نتیجه

 شیافزا ونیغلظت نانوامولس شیخواص با افزا نیکه ا دهندمینشان  يکولاا یفمنگرم  يباکتر هیرا عل ییبالا یکروبیم

هاي سنتز شده از خواص ضد میکروبی قابل توجهی برخوردار نظر می رسد که نانوامولسیوندارد. بنابراین، به يداریمعن

  هستند.

  کیاولتراسون، سورفاکتانت ،یاسانس نعناع فلفل ون،ینانوامولس ،یکروبیم ضد هاي کلیدي:واژه

 

  

  

 رانیکرج، ا ،يپژوهشگاه مواد و انرژ شرفته،ینانو و مواد پ يپژوهشکده فناور اریاستاد -1

 m.heydari@merc.ac.ir: یکی، پست الکترون026- 36201888، دورنگار: 026- 36280040: تلفن

 رانیکرج، ا ،يپژوهشگاه مواد و انرژ شرفته،ینانو و مواد پ يپژوهشکده فناور اریستادا -2

  مقدمه

دارنده  نگه باتیترک بیو معا یتوجه به آثار جانب امروزه با

ه تـوان ب ـ یرا م یعیطب باتیو ترک ییدارو اهانیگ ،ییایمیش

یـابی بـه   دست ،ییمواد غذا يدارحفظ و نگه يها براآن يجا

کـه تشـکیل    یع ـیمیکروبـی طب  نده و ضدمواد ضدعفونی کن

  کرد و  فادهمحصولات جانبی مضر را درپی نداشته باشند، است
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  .]1-2[ اي رو به گسترش در جهان استامر مسئله نیا

ها نسبت بـه  با توجه به افزایش روز افزون مقاومت باکتري

اسـتفاده از گیاهـان    ،هـا ها و عوارض جـانبی آن بیوتیکآنتی

 انـد هاي گیاهی مورد توجه زیادي قرار گرفتهی و عصارهیدارو

از  ياریکــه بســنشــان داده شــده اســت  یبــه تــازگ ].5-3[

 ـیم ها خواص ضداسانس هـا  تـوان از آن یداشـته و م ـ  یکروب

 ـ بـه منظـور از   سـت یز طیمح ـ داردوست نهیگز نعنوابه  نیب

 ].7-6[ مضـر اسـتفاده کـرد    يهـا کروبیها و ميبردن باکتر

ــا  يرا بـــرا یمتفـــاوت يهـــا ســـمیهـــا مکانآن مبـــارزه بـ

تـوان بـه   از جملـه مـی   کـه  ها به عهده دارنـد سمیکروارگانیم

جلوگیري از ساخت دیواره سلولی و اسیدهاي نوکلئیک، مهار 

سازي، تغییر در عملکرد غشـاء سـلولی اشـاره کـرد     پروتئین

]11-8.[  

ی را در پزشک یفراوان يکاربردها الیباکتر یامروزه مواد آنت

 یعیطب یکروبیم مواد ضد ].14-13[ ت به عهده دارندصنع و

جانـداران   ریانسـان و سـا   يبـرا  سـت یز طیو سازگار بـا مح ـ 

شود و از نظر ینم ستیز طیمح یبوده و باعث آلودگ انیزیب

 کـاملاً  یع ـیو طب کی ـمـواد ارگان  گونـه نی ـمصرف ا ياقتصاد

هـا  اند که اسانسدهیعق نیمحققان بر ا مقرون به صرفه است.

استفاده  يبرا ییبالا تیقابل یاهیمعطر گ يهاهمان عصاره ای

بـا مـواد    ینیگزیو جـا  یسـت یز الی ـباکتر یبه شکل مواد آنت

  ].16-14[ دارند ییایمیش

 يهـا از اسـانس  یبعض ـ ییاند کـه کـارآ  محققان نشان داده

 یموارد بهتر از مـواد مصـنوع   یدر بعض یحت یعیطب یاهیگ

بـالا و متعاقـب آن    تی ـهـا فرار ده آنباشد. اما مشکل عمیم

از  یک ـیمشـکل   نی ـباشد. به منظور مقابله بـا ا یم يداریاناپ

اسـت   ونینانوامولس ونیها استفاده از فرمولاسراه حل نیبهتر

 ـنـانو، پا  يکه در واقع بـا اسـتفاده از فنـاور     ییو کـارآ  يداری

 دهـد یم ـ شیافـزا  يری ـگنحـو چشـم  ه مورد نظر را ب بیترک

]17[.  

 يبا استفاده از فناور توانینشان داده است که م قاتیتحق

 ـیم را در مواد ضـد  یفراوان ياینانو، مزا کـاهش  نظیـر   یکروب

بـالا بـا    يسازگار ،ییکارآ شیافزا ،یبوکریم مصرف مواد ضد

   ].18[ نمود جادیا تیفیو بهبود ک ستیز طیمح

 جـه یاندازه کوچک قطـرات و در نت  لیدله ها بونینانوامولس

انعقـاد   چیمدت (بدون ه یطولان یکیزیف يداریو پا تیشفاف

بـه   ازی ـن نیچن ـشـدن) و هـم   يفـاز  دو ایرسوب و  ،يظاهر

 ـیم تر مـواد ضـد  تر، باعث جذب بیشسورفاکتانت کم  یکروب

شـوند کـه از    یو کـاهش مصـرف م ـ   میس ـکروارگانیتوسط م

 يسـاز نهیپوشزیر يبرا ونینانوامولس دیهاست. تولمزایاي آن

(microencapsulation) ــا و ــرل رهــ ــاتیترک شیکنتــ  بــ

 هانیتامیها و وها، اسانسسودمند مانند انواع داروها، رنگآفر

 بوده ییغذا عینانو در صنا يفناور يکاربرد يهانهیاز زم یکی

  .]19[ است

روغـن در آب   یـی دارو یونینانوامولس بیترک کیبار  نیاول

 فعـال  ری ـبه منظـور غ  که شد هیتهو همکاران  Bakerتوسط 

ذرات  زیاسـپور سـنتز شـد و سـا     يمقاوم دارا يکردن باکتر

دسـت  هنانومتر ب ـ 5000تا  500مقدار  ونیپراکنده نانوامولس

 عمـدتاً  يبه منظور کاربردها گرید حققان. سپس م]20[ آمد

 گــریمتفــاوت د يهــاونیاز نانوامولســ زیــن ییو غــذا یـی دارو

منـدان  دانـش از  گروهـی  .]12، 17، 22-21[ استفاده کردند

انجام دادند  یفراوان قاتیتحق ونینانوامولس هیتهدر زمینه  زین

و  ری ـوقـت گ  شاتیانجام آزما ،هاستمیس نیکه نقص عمده ا

نانومتر بـوده   100تر از بزرگ ذرات عمدتاً نانو زیسا محدوده

 .]12[ است
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ــا اســتفاده از تکن در ایــن تحقیــق، ــب  عیســاده و ســر کی

بـا محـدوده    داری ـپا ونینانوامولس ـ ستمیس کی ،کیاولتراسون

شده اسـت کـه بـا     هینانومتر ته 100تر از ذرات کوچک زیسا

توجه به دانش مـا تـاکنون سـایز ذرات نانوامولسـیون نعنـاع      

نانومتر و پایدار گزارش نشـده اسـت    100تر از فلفلی کوچک

 ـا يهدف از اجـرا باشد. که نوآوري این کار تحقیقاتی می  نی

ضد میکروبی نانوامولسـیون عصـاره آبـی     تعیین اثرات ،طرح

ــاع فلفلـ ـ اهیــگ ــی    نعن ــاکتري گــرم منف ــر ب   اکــولايی ب

(Escherichia coli) باشد.یم      

  هاروشمواد و 

در این مطالعه آزمایشگاهی (پژوهشگاه مواد و انرژي، سال 

شــامل  قیــتحق نیــاســتفاده شــده در ا هیــمــواد اول) 1395

ــورفاکتانت غ ــریس ــو یونی ــان (Tween 80) 80 نئیت ل وو ات

(Ethanol)  از شرکتMerck  نعنـاع   یاهی ـو اسانس گآلمان

نعنــاع  :یارســفنــام ، انیــنعنائ - Lamiaceae: رهیــت( یفلفلــ

، تهیـه شـده بـا اسـتفاده از      pepermint:یسینام انگل ی،فلفل

از شرکت  (Water Distillation Method)روش تقطیر با آب 

ند. آب مـورد اسـتفاده   فراهم شدکاشان بهبو قمصر سماوات 

. بـه  بودشده   یضدعفون ریآب دوبار تقط شات،یآزما هیدر کل

کشـت   طیمح ـ يمواد محتـو  یکروبیم ضد يهاتست ظورمن

عصـاره مخمـر از شـرکت     م،یسـد  دیشامل پپتون، آگار، کلر

Merck  يهـا گونـه  اکـولاي  یگرم منف ـ يهايو باکترآلمان 

(ATCC 25922, PTCC 1399) ســازمان  یاز بانــک ســلول

 ي. بـرا دنـد یگرد هی ـته رانی ـا یو صـنعت  یعلم ـ يهاپژوهش

 ینعنـاع فلفل ـ  یاهی ـدهنـده اسـانس گ   لیاجزاء تشک یبررس

ــتگاه ط ــاتوگراف  فیــدس ــنج کروم ــاز یس  Agilent) يگ

6890N/5973N GC–MS, USA) ســــنتز  يو بــــرا

 ,Labsonic P)پروب دار  کیدستگاه اولتراسون ون،ینانوامولس

Sartorius Stedim Biotech, Germany)   مورد استفاده قـرار

  . گرفت

 يهــا ونیفرمولاســ یبــه بررسـ ـ يبعــد شــاتیدر آزما

 تهیسـکوز یو يری ـانـدازه گ  قیسنتز شده از طر ونینانوامولس

(Brookfield Viscometer, model RV-DV III Ultra, 

USA)ی کــیالکتر تی، هــدا(Conductometer Metrohm, 

USA 712) و pH (pH meter, Mettler Toledo, 

Switzerland) نحوه انجام آزمایشات از طریـق  پرداخته شد .

هاي دستگاه در داخل محلـول نانوامولسـیون   قراردادن پروب

 ونیذرات نانوامولس ـ زیسـا  مطالعـه  ي. بـرا ]23انجام گرفت [

 Zetasizer) یکینامینور د یسنتز شده از روش پراکندگ يها

Nano ZS, Model 3000HAs, Malvern, UK) استفاده شد 

ذرات موجــود در  عیــتوز نیــیتع يبــرا یکــیزیف یروشــکــه 

روش به برهمکنش نـور   نی. اهاستونیها و سوسپانسمحلول

 ـ  وش،راین دارد. در  یبا ذره بستگ ذرات کـه   یحرکـت براون

 بیترت نیبه ا ،شودیم يریهاست اندازه گوابسته به اندازه آن

وند و شـدت  ش ـ یتـابش داده م ـ  زری ـکه ذرات توسـط نـور ل  

در ]. 24[ ردیگیقرار م زینوسانات نور پراکنده شده مورد آنال

گرم  يدر برابر باکتر یکروبیم ضد يهاتست یبه بررس انیپا

سـنتز شـده بـا     يهاونینانوامولس ونیفرمولاس ،اکولاي یمنف

 CFU=Colony) واحـد کلـونی سـاز    یاستفاده از روش کم ـ

Forming Unit) ينفــوذ ســکید یفــیو ک (DDM=Disc 

Diffusion) .پرداخته شد   

انجام آزمایشات در مقیاس آزمایشگاهی در دماي محـیط   

 گیـري بـار انـدازه   3صورت گرفتـه اسـت و نتـایج میـانگین     

 SPSSافـزار  هـا توسـط نـرم   باشـد. تجزیـه و تحلیـل داده   می

(Statistical Package for Social Science)  ــخه  16نس
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هاي کیفی و کمی رسی دادهطوري که  برصورت پذیرفت، به

و  نیانگی ـبه صـورت م  جینتاآنالیزهاي مختلف انجام گرفت و 

  .شده استگزارش  اریانحراف مع

  نتایج

بــا شناســایی ترکیبــات موجــود در اســانس نعنــاع فلفلــی 

ها آن ییو سپس شناسا يگاز یاستفاده از روش کروماتوگراف

اسـاس   نی ـانجام گرفت. بـر ا  یسنج جرم فیبا استفاده از ط

 ـ یاصـل  باتیشد. ترک ییمنفرد شناسا بیترک 50  بی ـترته ب

 منتـانون  -)، پارادرصد 28( (Menthol)شامل منتول  یفراوان

(p-Menthanone) )07/13  منتـــون درصــد ،((Menthone) 

ــد 31/11( ــوننی)، لدرصـ ــد 21/7( (Limonene) مـ )، درصـ

ــولینئوا ــد 44/5( (Neoisomenthol) زومنت ــاروون درص )، ک

(Carvone) )94/4 تـرانس کـاران   درصد ،((Trans-Carane) 

)، درصــــد 31/4( (Pulegone))، پولگــــون درصــــد 45/4(

 پتولی)، اوکـــالدرصـــد 27/4( (Menthofuran) منتوفـــوران

(Eucalyptol) )01/4 لنیوفایر)، کادرصد (Caryophyllene) 

ــاکرن درصــد 29/3( ــد 64/2( (Germacrene))، جرم )، درص

 (α-Pinene) ننیپ-)، آلفادرصد 52/1( (β-Pinene) ننیپ-بتا

 89/0( (Veridiflorol)فلـــورول  يدیـــری)، ودرصـــد 12/1(

)، تــوجن درصـد  87/0( (Thujanol-4)توجـانول  -4)، درصـد 

(Thujene) )77/0 ــد ــدرصــــــــ  کلوهگزانونی)، ســــــــ

(Cyclohexanone) )74/0 ــادرصــــد ــونن -)، بتــ -β)بوربــ

Bourbonene) )59/0 ــد ــادرصــ ــولیترپ-) و آلفــ -α) نئــ

Terpineol) )56/0 بودند. درصد (  

ها، از یک امولسیون روغـن در آب  ونیسنتز نانوامولس يبرا

 به ایـن  شود.هاي روغنی استفاده میونینانوامولس جادیبراي ا

) و ی(فـاز روغن ـ  ینعنـاع فلفل ـ  یاهیمنظور مخلوط اسانس گ

آب مقطر به اتانول و و  80 نئیتو یونی ریماده سورفاکتانت غ

شـود. در مرحلـه   یزده م ـهـم  یدرصد حجم ـمتفاوت  ریمقاد

 کیبا اسـتفاده از دسـتگاه اولتراسـون    ونیمحلول امولس يبعد

و  هی ـثان 5/0 يهـا و پالس لوهرتزیک 24دار در فرکانس پروب

 زهیگوناگون هموژن يهاوات در مدت زمان 400 يتوان ورود

  .]25[ شودیم

 يهانمونه ییایمیکوشیزیف يپارامترها يبعد شاتیدر آزما

مـورد   pHو  یکیالکتر تیهدا ته،یسکوزیو رینظ ونینانوامولس

اند بار تکرار شده 3آزمایشات  ).1قرار گرفتند (جدول  یبررس

میـانگین گـزارش شـده     ±و  نتایج به صورت انحراف معیـار  

  است.  

  نعناع فلفلی ونینانوامولس فرمولاسیون ییایمیکوشیزیف يپارامترها - 1جدول 

بناي درصد برم ونینانوامولس

  حجمی اسانس نعناع فلفلی

 تهیسکوزیو

  *پویز)(سانتی
*pH  

 یکیالکتر تیهدا

  *متر)(میکروزیمنس بر سانتی

23/14±  31/0  درصد 1  80/0  ±01/5  31/ 0 ±85/48  

41/14±  42/0  درصد 2  09/0  ±40/5  97/0  ±20/57  

72/15±  71/0  درصد 3  04/0  ±43/5  72/0  ±29/72  

91/15±  46/1  درصد 4  06/0  ±35/5  78/0  ±76/78  

46/16±  69/1  درصد 5  11/0  ±33/5  68/0  ±70/120  

  میانگین) گزارش شده است. ±انحراف معیار * نتایج به صورت (

 توزیـع نمونه  ياستفاده شد. برا یکینامینور د یسنتز شده از روش پراکندگ يهاونیذرات نانوامولساندازه مطالعه  يبرا

 آورده شده است. 1در شکل  )نانومتر 21/12( ینعناع فلفلدرصد  3 ونینانوامولس يرااندازه ذرات ب
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)نانومتر(سایز ذرات 
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 3 یاسانس نعناع فلفل ونیذرات نانوامولستوزیع اندازه  - 1 شکل

  یکینامینور د ینانومتر) با استفاده از روش پراکندگ 21/12( درصد
  

 یابیمختلف و مشخصه يزهایبعد از انجام آنال

 ضد تیخاص یبه بررس ونینانوامولس يهاونیفرمولاس

در مقابل باکتري گرم  ینعناع فلفل ونینانوامولس یکروبیم

واحد کلونی ساز و  یبا استفاده از دو روش کم اکولاي یمنف

  .شدپرداخته  ينفوذ سکید یفیک

 یتوسط روش واحد کلون یکروبیم ضد یکم شاتیابتدا آزما

درصد  5تا  1 يحاو ونینانوامولس يهامحلول يساز برا

و آب  80 نئیتو يو محلول شاهد (محتو یاسانس نعناع فلفل

ها و انجام محاسبات مربوطه با یشمارش کلون قیمقطر) از طر

نشان  2آن در جدول  جیانجام گرفت و نتا 1استفاده از رابطه 

داده شده است. براي هر رقت، آزمایش سه بار انجام شد. 

محاسبه  1رابطه صورت درصد بر اساس ه تست ب جهینت

  .دیگرد

)1(R = 100 (B-A)/B                                

هاي = تعداد باکتريA= درصد کاهش، Rکه در آن، 

هاي = تعداد کلونیBو  (CFU/ml)شمارش شده در نمونه 

  .]26[ می باشد (CFU/ml) شمارش شده در نمونه شاهد

 ونینانوامولس يهامحلول یکروبیم ضد یآزمون کم جینتا - 2 جدول

 نعناع فلفلی

  بر مبناي ونینانوامولس

  ینعناع فلفلدرصد حجمی اسانس 

  یکروبیم ضد تیصخا

  *(درصد) 

  04/65 ± 65/2  درصد 1

  32/68 ± 73/1  درصد 2

  08/73 ± 60/3  درصد 3

  10/77 ± 57/5  درصد 4

  48/89 ± 72/8  درصد 5

  ده است.میانگین) گزارش ش ±* نتایج به صورت (انحراف معیار 
÷  

 اکولاي يدر برابر باکتر یکروبیم ضد یآزمون کم جینتا

 نشان داده شده است 2در شکل  زیکشت ن طیدر مح

  
(الف) در  اکولايباکتري گرم منفی  کشت طیمح ریتصاو -2شکل 

و (ب) در  درصد اسانس نعناع فلفلی 5 ونینانوامولس حضور محلول

  ساز ینواحد کلو یآن با استفاده از روش کم ابیغ

 ينفوذ سکیتوسط روش د یکروبیم ضد یفیک يهاتست

قطر  يریگو اندازه یبررس قیاز طر اکولايدر مقابل باکتري 

 يهاآغشته به محلول يهاسکیهاله تشکیل شده اطراف د

و  یدرصد اسانس نعناع فلفل 5تا  1 يحاو ونینانوامولس

و آب مقطر)  نشان دهنده  80 نئیتو يمحلول شاهد (محتو

آزمون  جینتا باشد. یها مآن یالیباکتر یآنت تیالفع زانیم

 اکولاي يدر برابر باکتردیسک نفوذي  یکروبیم ضد یفیک

  نشان داده شده است. 3در شکل  زیکشت ن طیدر مح
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  1398سال  ،3، شماره 18 دوره  رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

  
(الف) در  اکولايباکتري گرم منفی  کشت طیمح ریتصاو -3شکل 

(ب) در و  اسانس نعناع فلفلی درصد 5 ونیحضور محلول نانوامولس

  ينفوذ سکید یفیآن با استفاده از روش ک ابیغ

 يهامحلول يبرا اکولاي يقطر هاله عدم رشد باکتر

 زین یدرصد اسانس نعناع فلفل 5تا  1 يحاو ونینانوامولس

  آورده شده است. 3در جدول  سهیمقا يبرا

 ونینانوامولس يهامحلول یکروبیم ضد یفیآزمون ک جینتا - 3جدول 

  نعناع فلفلی

بر مبناي درصد  ونیانوامولسن

  حجمی اسانس نعناع فلفلی

  قطر هاله عدم رشد

  *متر)(میلی

  33/2 ±02/0  درصد 1

  54/2 ±03/0  درصد 2

  97/2 ±09/0  درصد 3

  55/3 ±16/0  درصد 4

  21/4 ±10/0  درصد 5
 

  میانگین) گزارش شده است. ±* نتایج به صورت (انحراف معیار 

  بحث

گوناگون،  يفرآیندها يطی یک سر قیقدر این تح

سنتز  ینعناع فلفل یاهیاسانس گ يمحتو يهاونینانوامولس

 يها، آنالیزهاونیفرمولاس يداریپا یبررس يشدند. سپس برا

 ته،یسکوزیو ،ينور تیمختلف از جمله آزمایشات شفاف

 يبر رو یکیالکتر تیهدا يریگ، اندازهpH يریگاندازه

 زیآنال لهیوسهها بنمونه هانداز نیچنشد. هم جامها اننمونه

 ضد يهاتست انیشد. در پا یبررس یکینامینور د یپراکندگ

سنتز  ونیمحلول نانوامولس يبر رو یفیو ک یکم یکروبیم

قرار  یمورد بررس ینعناع فلفل یاهیعصاره گ يشده محتو

  گرفت.

 یسنج فیط- نتایج حاصل از آنالیز کروماتوگرافی گازي

 نیترشینشان داد که بفلفلی اسانس گیاهی نعناع  یجرم

جزء  و باشدیمنتانون و منتون مربوط م-سهم به منتول، پارا

باشد که یاز خانواده منتول م یاسانس نعناع فلفل یاصل

و فرار بوده و به عنوان  (Hydrophobe) زیگرآب یباتیترک

شود. هر چند که تولید یها استفاده مکشماده مؤثره قارچ

دارویی به شدت تحت شرایط  یاهانویه در گهاي ثانمتابولیت

صورت نقش عمده در بیان صفات  باشد، اما در هرمحیط می

 باشدثیر ژنوتیپ گیاه میأتر تحت تفیزیولوژیکی گیاه بیش

]28 -27[. 

مقدار منتول در اسانس نعناع بسته به نوع آن و شرایط 

در این ]. 29درصد متغیر است [ 55الی  35محیطی از 

نعناع هاي منتول در اسانس میزان قابل توجه ترکیبمطالعه 

 درصد و 07/13منتانون - پارادرصد منتول،  28فلفلی (

دهنده کیفیت مورد آزمایش نشاندرصد)  31/11 منتون

 کی یمطلوب آن بود. منتول موجود در اسانس نعناع فلفل

  باشد. یم يقو الیباکتریماده آنت

نشان داد که ها حاصل از سنتز نانوامولسیون جینتا

قرار گرفتن تحت امواج  قهیدق 15ها پس از نمونه تیشفاف

 نیب یکه تفاوت ییجاشود، اما از آنیمافوق صوت کامل م

 15بالاتر مشاهده نشد، زمان  يهاها در زماننمونه تیشفاف

. مولکول دیانتخاب گرد نهیبه عنوان زمان به قهیدق

و کاهش کشش  دآزا يسورفاکتانت با کاهش دادن انرژ

 ندیآب کمک به فرآ -در فصل مشترك روغن یسطح

  .]30[کند یم ونیامولس لیتشک
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  1398سال  ،6، شماره 18 دوره  رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

ها با استفاده از امواج ونینشان داد سنتز نانوامولس جینتا

کند، کامل یبالا را م يامواج با انرژ دیکه تول کیاولتراسون

 بیترت نایهشود. بیذرات کوچک م زیشود و سایم

 رییتغ ونیبه نانوامولس ونیکروامولسیم لتها از حاونیامولس

این پدیده تولید امواج با انرژي بالا توسط  دهند.یم تیوضع

امواج اولتراسونیک به منظور سنتز نانوامولسیون ها قبلاً 

و  Ghoshو همکارش و  Syedمندان دیگر نظیر توسط دانش

  همکاران نیز انجام شده و مورد تأیید قرار گرفته است 

]25، 2.[  

 ونینانوامولس يهانمونه ییایمیکوشیزیف يپارامترهاسپس 

قرار  یمورد بررس pHو  یکیالکتر تیهدا ته،یسکوزیو رینظ

طور که . هماننشان داده شده است 1که در جدول  گرفتند

 تهیسکوزیاز و ونینانوامولس يهارفت، محلولیانتظار م

 يهایژگیاز و یکیخود  نیند که ابود برخوردار ینییپا

 تهیسکوزیو نیچنباشد. همیم اهونینانوامولس

. با ابدییم شیغلظت اسانس افزا شیها با افزاونینانوامولس

 يوندهایآب در پ يهامولکول ،یغلظت فاز روغن شیافزا

سورفاکتانت محبوس شده، منجر به  يهامولکول یعرض

 تهیسکوزیشود. ویها مونینانوامولس تهیسکوزیو شیافزا

کند؛ یم يروغن باز قطراترا در شکستن  ینقش مهم روغن

باشد، مدت زمان  ترشیروغن ب تهیسکوزیچه و هر

 شودیم يشکستن قطرات روغن سپر يبرا يتریطولان

]31[.  

ها از سورفاکتانت ونینانوامولس هیکه در ته ییجا از آن

 يرو یچندان ریتأث pHاستفاده شده است، فاکتور  یونی ریغ

که دهد یم نشاننداشت که  ونینانوامولس يهاونیفرمولاس

و نتایج مطالعه حاضر با نتایج  اثر بوده استیب یونیقدرت 

اند، را بررسی نموده pHمطالعه برخی از محققین که اثرات 

  .]33- 32مطابقت دارد [

 شیبا افزا ونینانوامولس يهامحلول یکیالکتر تیهدا

 يدارین دهنده پاکه نشا ابدییم شیغلظت اسانس افزا

ها با غلظت کمتر اسانس ها در نمونهونیامولس ترشیب

در  Hassanچنین در مطالعه دیگري که توسط همباشد. یم

تر مورد اثر هدایت الکتریکی انجام گرفت، پایداري بیش

ها با کاهش غلظت و تأثیر دما گزارش شده است امولسیون

 ییبالا يداریاپ يها داراهمه نمونه یطور کلهب]. 34[

به عنوان فاز  یدهد که فاز آبیامر نشان م نیباشند که ایم

 لیتشک يهاونیکه نانوامولس یمعن نایهباشد، بیم وستهیپ

  باشد.یم (O/W=Oil in Water) شده از نوع روغن در آب

دهنده پراکندگی نشان اریانحراف معکه باتوجه به این

هاي و این مقدار در نمونه باشدها از مقدار میانگین میداده

نزدیک نشانه تر است، ) کم1تر اسانس (جدول درصد پایین

چنین از آن جایی که هم. باشدمی نیانگیها به مدادهبودن 

هاي با درصد حجمی بالاتر مقادیر انحراف معیار در نمونه

گونه توان از نظر آماري ایناسانس رو به افزایش است، می

تر هاي غلیظها در نمونهپراکندگی دادهاستنتاج نمود که 

  باشد.تر میهاي رقیقتر از نمونهبیش

سنتز شده  يهاونیذرات نانوامولس زیسادر مرحله بعدي 

مورد بررسی قرار  یکینامینور د یروش پراکندگبا استفاده از 

ذرات  زیسا رییتغنتایج حاصله نشان داد که . گرفت

متفاوت اسانس نعناع  یحجم يدر درصدها ونینانوامولس

که  يطورهباشد، بینم رگیدرصد چشم 5تا  1از  یفلفل

نانومتر  13تا  11 نیب کیها در محدوده بارنمتوسط اندازه آ
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 شیذرات افزا زیغلظت اسانس سا شیباشد که با افزایم

  .ابدییم

درصد  3 ونینانوامولس ياندازه ذرات برا عینمونه توز يبرا

آورده شده است.  1نانومتر) در شکل  21/12( ینعناع فلفل

اندازه ذرات  عیشود، توزیم دهیشکل د نیطور که در اهمان

نتایج در این  باشد.ینانومتر م 12و در محدوده  کیبار نسبتاً

تحقیق توزیع اندازه ذرات نسبت به روش هاي سایر محققین 

دست آمده است که یکی از مزایاي مهم تر بهبسیار کم

باشد. در تحقیقی که توسط هاي امولسیونی میسیستم

Syed  و همکارش انجام گرفت، یک سیستم امولسیونی

و صمغ عربی با محدوده  (Carvacrol)اسانس کارواکرول 

  ].2نانومتر سنتز نمودند [ 200سایز 

کننده  داریهاي ناپادهیها نسبت به پدنمونه يداریپاسپس 

 یدگیدغام و رسانبوهش، ا ،یگرانش کی(تفک ونیامولس

شد که  یماه) بررس 12( یمدت زمان طولان ياستوالد)، برا

 ییبالا يداریپا يها دارامشاهدات نشان داد که نمونه

موجب  ونیباشند. کوچک بودن اندازه ذرات نانوامولسیم

 يخامه ا ایرسوب  لیتشک يهادهیها در برابر پدآن يداریپا

بع آن نرخ انتشار و به ت یحرکت براون رایشود، زیشدن م

شدن يخامه ا ایرسوب  لیتشک يهادهیاز سرعت پد ترشیب

  وزن قطرات است. يرویبر اثر ن

 ونینانوامولس یکروبیم ضد تیخاص یبه بررسدر انتها 

با استفاده از  اکولاي یدر مقابل باکتري گرم منف ینعناع فلفل

 ينفوذ سکید یفیواحد کلونی ساز و ک یدو روش کم

توضیح داده نمونه، بر اساس محاسبات  يبرا .پرداخته شد

نشان داده  2طور که در جدول همان، شده در بخش قبلی

 ینعناع فلفل ونیمیکروبی نانوامولس عملکرد ضدشده است، 

که نسبت به سایر  دست آمدهدرصد ب 89درصد، حدود  5

هاي امولسیونی ضد میکروبی داراي اسانس طبیعی از سیستم

طور که در همان ]. 35گیري برخوردار است [خاصیت چشم

از  ونینانوامولس يهاشود، محلولیجدول مشاهده م نیا

 زانیبرخوردارند و م یقابل توجه یکروبیم ضد تیخاص

 شیادرصد اسانس افز شیبا افزا یکروبیم ضد تیخاص

ها چنین از لحاظ آماري،  میزان پراکندگی دادههم .ابدییم

تر درصد اسانس)، بیش 5کروبی بالاتر (هاي ضد میدر نمونه

  ).2باشد (جدول تر میهاي ضد میکروبی پاییناز نمونه

 اکولاي يدر برابر باکتر یکروبیم ضد یآزمون کم جینتا

نشان داده شده است.  2در شکل  زیکشت ن طیدر مح

شود، در حضور یشکل مشاهده م نیطور که در اهمان

کرده، در  يزیرشد ناچ يتردرصد باک 5 ونیمحلول نانوامولس

   مشاهده شد. يآن رشد کامل باکتر ابیکه در غ یحال

هاي نمونه نیز براي یکروبیم ضد یفیک يتست هانتایج 

درصد اسانس نعناع  5تا  1 يحاو ونینانوامولسسنتز شده 

نشان داده شده است.  3در شکل و محلول شاهد  یفلفل

اطراف  ياشکل مشهود است، هالهاین طور که در همان

درصد  5 ونیآغشته به محلول نانوامولس ينفوذ سکید

شده  جادیا يعدم رشد باکتر لیبه دل یاسانس نعناع فلفل

محلول شاهد،  ينفوذ سکیاطراف د کهی است. در حال

فقدان  دهندهنشاننشده است که  لیتشک ياگونه هالهچیه

که در حضور  یمعن نایهباشد. بیم یکروبیم ضد تیخاص

کرده، در  يزیرشد ناچ يدرصد باکتر 5 ونیول نانوامولسمحل

  شود.یمشاهده م يآن رشد کامل باکتر ابیکه در غ یحال

 يهامحلول يبرا اکولاي يقطر هاله عدم رشد باکتر

 زین یدرصد اسانس نعناع فلفل 5تا  1 يحاو ونینانوامولس
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طور که در آورده شده است. همان 3در جدول  سهیمقا يبرا

از  ونینانوامولس يهاشود، محلولیول مشاهده مجد نیا

 زانیبرخوردارند و م یقابل توجه یکروبیم ضد تیخاص

مقدار  شیبا افزا یشیروند افزا کیبا  یکروبیم ضد تیخاص

واقع امکان جذب بهتر  شود که دریدرصد اسانس مشاهده م

از نظر  کند.یها را فراهم مونینانوامولس يها بر رويباکتر

ها در آزمایشات کیفی ضد ، میزان پراکندگی دادهآماري

 5الی  1هاي هاي اسانس با غلظتمیکروبی براي کلیه نمونه

درصد از روند مشابهی برخوردار است و تفاوت چندانی ندارد 

باشند (جدول و همگی به میزان میانگین بسیار نزدیک می

).  در تطابق با کار سایر محققین، در تحقیقی که توسط 3

Singh  ،و همکاران روي عصاره نعناع فلفلی انجام شده است

باکتریال مناسبی بر علیه هر دو گروه خواص آنتی

  ].36هاي گرم مثبت و منفی نیز گزارش شده است [باکتري

 میمستق ریو غ میمواد به دو روش مستق نانو ،یطورکلهب

شوند. در  يو مرگ باکتر يساز رفعالیمنجر به غ توانندیم

کنند که با گروه هایی را آزاد میمواد یون نانو م،یحالت مستق

ها واکنش هاي موجود بر سطح سلول باکتريتیول پروتئین

ها از غشاء سلولی باکتري به دهند. این قبیل پروتئینمی

سمت بیرون برآمدگی داشته و موجب انتقال مواد غذایی از 

را غیر فعال  هانیمواد این پروتئ شوند. نانوسلول می دیواره

پذیري غشاء را کاهش داده و سرانجام باعث  کرده، نفوذ

 .]38-37[ شودمرگ سلولی می

 يذرات بر رو نانو ریتأث سم،یمکان نیواقع در ا در

دزوکسی ریبونوکلئیک  ن،یبه پروتئ بیآس قیاز طر هايباکتر

 وارهید بیو تخر )Deoxyribonucleic acid; DNAاسید (

 کیتوانند با برهمکنش الکترواستاتیذرات م . نانواست یسلول

 یبار منف يسلول که دارا ءذره و غشا مثبت نانو ربا نیکه ب

ذره در  حجم بزرگ نانو لیدله است، به آن متصل شده و ب

غشاء شوند. از طرف  بیسلول، منجر به تخر ءبا غشا سهیمقا

 يسلول و رو توپلاسمیذرات در س نانو یانباشتگ گرید

 لیدخ يساز و کارها گریتواند از د یآن م یخارج يهاءاغش

  .]39[ باشد يباکتر اتیرشد و ادامه ح زا يریدر جلوگ

 يروهاین قیتوانند از طریذرات م نانو گریاز طرف د

کردن  متصل شده و با نابود DNAبه  کیالکترواستات

به  يرعادیغ دیجد يوندهایپ دیتول ای یدروژنیه يوندهایپ

DNA راتییتغ نیاز ا یرسانند. علت برخ بیسلول آس 

سلول  DNAچند واحد سازنده  ایو  کی یتواند دگرگونیم

ساختار آن  یو گسستگ یثباتیتواند منجر به بیباشد که م

 .]40[ شود

ی ژنیفعال اکس يهاثابت شده است که گونه ن،یعلاوه بر ا

)Reactive Oxygen Species; ROS( يهاکالیمانند راد 

که  دیسوپراکس يهاونیو آن دروژنیه دیپراکس ل،یدروکسیه

از  يباکتر ينابود ندیاز عوامل شرکت کننده در فرآ یکی

 ياشعه ماورا ابیدر غ یآن هستند، حت ءغشا بیتخر قیطر

آزادشده در کنار  يهاونیشوند.  دیتوانند تولیم زیبنفش ن

نفوذ به پوشش سلول،  قیتوانند از طریفعال م يهاگونه نیا

سلول از  DNAرساندن به  بیآس ایآن و  ءغشا بیتخر

 يسازنده آن موجب مرگ باکتر ياختلال در واحدها قیطر

  .]41[ ها شوندآن ریاز تکث يریو جلوگ

 یآنت تیاند که خاصکرده دیکأاز محققان ت ياریبس

آب گریزي  تیها به خاصاسانس یاجزاء اصل الیباکتر

)hydrophobic( کروبیم ییء پلاسماغشا وارهیها و دآن 

 ایو  يبر رو ژهیو يهاونی یمقدار برخ شیدارد. افزا یبستگ
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محرکه  يروین يبر رو یعیوس ریتأث ییداخل غشاء پلاسما

 Adenosineآدنوزین تري فسفات ( زانیها، مپروتون

Triphosphate; ATP( یکل تیو فعال یدرون سلول 

زنده،  يها(شامل کنترل فشار ورم سلول یکروبیم ياهسلول

 ].42- 43[ ) داردسمیمتابول میانتقال مواد حل شونده و تنظ

نداشته و  یسانکیعمل  سمیها، مکاناسانس نکهیا جهینت

از رشد  يریممکن است از طرق مختلف باعث جلوگ

  ها شوند. يباکتر

 باتیعمل ترک سمیمکان يوکه بر ر یقاتیدر اغلب تحق

ها بر اسانس ریاز تأثصحبت  انجام شده است، اکثراً کیفنول

نه تنها به  یفنول باتیترک قتیباشد. در حقیم یغشاء سلول

موجب آن باعث ه ب یکنند، حتیحمله م یتوپلاسمیغشاء س

باعث آزاد شدن  زیغشاء شده و ن يرینفوذپذ تیقابل بیتخر

 و میو گلوتامات سد بوزیر لداخل سلول (مث یاصل ياجزا

 نهیعملکرد در زم بیتخر توانندیم زیشوند و نی) مغیره

و  دیاس کیسنتز نوکلئ ،يانتقال الکترون، جذب مواد مغذ

 را به همراه داشته باشند ATPase میآنز تیفعال نیچنهم

]44 -43[.  

میکروبی انجام شده در  که آزمون ضد لذا با توجه به این

و بدون تابش فرابنفش صورت  یونیو امولس عیمحیط ما

ذرات را نشان  الیت بالاي نانوگرفته و نتیجه نهایی فع

گونه استنتاج نمود که در اینجا  توان ایندهد، میمی

باکتري را  ءبه طور مستقیم غشا ینعناع فلفل ونینانوامولس

که این  و باعث از بین بردن آن شده است کردهتخریب 

پدیده نشان دهنده مؤثر بودن سیستم ضد میکروبی سنتز 

باشد که بررسی ضروري میذکر این نکته  .باشدشده می

مکانسیم دقیق عملکرد ضد میکروبی نانوامولسیون سنتز 

اي دارد که  با توجه به شده نیاز به تحقیقات گسترده

هاي دستگاهی موجود از جمله الکترون اسپین محدودیت

) در حال حاضر Electron spin microscopicمیکروسکوپی (

  باشد. امکان پذیر نمی

  گیريتیجهن

 يساختارها برا نیتردبخشیاز ام یکیها ونینوامولسنا

 باتیترک يو عملکرد یستیارزش ز شیو افزا تیبهبود حلال

بر مبناي  یکروبیم . ایجاد مواد ضدباشندمی زیآب گر

زمینه ساز بسیاري از کاربردهاي  ،یعیطب يهااسانس

 نیدر ا. باشدو غذا می ستیز طیبهداشت، مح ،یپزشک

 ینعناع فلفل یاهیاسانس گ يمحتو يهاونیسنانوامول قیتحق

 12 نانو ذراتاندازه متوسط نشان داد که  جینتا شدند. هیته

 د.نباشیمماه  12با پایداري بالا براي مدت زمان نانومتر 

ساخته شده در  يهاونینانوفرمولاس یکروبیم خواص ضد  

 آنها با دارا بودننشان داد که  اکولايگرم منفی  يبرابر باکتر

برخوردار  یقابل توجه یکروبیم از خواص ضدخواص نانویی 

 .هستند

  تشکر و قدردانی

از حمایت مـالی پژوهشـگاه مـواد و انـرژي در انجـام ایـن پـروژه        

تشـکر و   721392009تحقیقاتی مصوب معاونت پژوهشی با کـد  

  گردد.قدردانی می
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 The Antimicrobial Effects of Hydro-Extract of Mentha Piperita Lamiaceae 

Essential Oil Nanoemulsion on Gram-negative Bacteria of Escherichia coli: 

A Laboratory Study 
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Background and Objectives: Since infectious microbial diseases belong to the most common sicknesses in the 

world, it is necessary to discover and explore new antibacterial materials. Mentha Piperita Lamiaceae is one of 

the most consumed medicinal plants in the world; having outstanding antimicrobial, pesticide, antiparasitic, 

antifungal and therapeutic properties. Therefore, aim of this study was to determine the antimicrobial effects of 

hydroalcoholic extract of Mentha piperita essential oil nanoemulsions against gram-negative bacteria of E.coli. 

Materials and Methods: In this laboratory study, Mentha piperita essential oil and tween 80 were mixed by 

ultrasonification. Then parameters of surfactant concentration, essential oil percentage, and sonication time were 

studied. The size of nanoemulsion formulations were then analyzed by dynamic light scattering. The 

antibacterial activity against gram-negative bacteria, i.e. E.coli was studied using 2 different quantitative and 

qualitative methods of Colony Forming Unit (CFU) and Disc Diffusion Method (DDM), respectively. The 

results were reported as mean ± standard deviation. 

Results: The nanoemulsion formulations were obtained in the concentration ranges of 1 to 5 percent Mentha 

piperita essential oil with the mean droplets size of about 12 nm and antibacterial activity of quantitative method 

of around 75 percent (based on CFU) and qualitative method of 3.12 mm inhibitory zone diameter around the 

disc (based on DDM) against gram-negative bacteria of E.coli. 

Conclusion: The nanoemulsion system was appropriately stable and showed high antibacterial activity against 

gram-negative bacteria, i.e. E.coli, in which with increasing essential oil concentration, a significant increase in 

antibacterial activity was observed. Therefore, it seems that synthesized nanoemulsion formulations have 

remarkable antibacterial activity with nano-scale properties.  
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