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Abstract 
Introduction: Candida albicans is the most common fungus pathogen in terms of 
biofilm colonization and formation. Considering that the biofilm-producing Candida 
species show less sensitivity to anti-fungus medicines, hence the treatment should 
be accomplished through other anti-fungus factors with high effect and low 
cytotoxicity. In parallel with this, the present study investigated the C. albicans 
biofilm formation in the presence of Graphene Dioxide and Reduced Graphene 
Oxide Nano-sheets. 
Materials and Methods: Graphene Dioxide and Reduced Graphene Oxide Nano-
sheets synthesis were done through the Hummer Method using natural graphite. 
After 24 hours of incubating of C. albicans with different concentrations of 0, 20, 
40, 60, 80, 100 ppm of Nano-sheets, biofilm formation was investigated through the 
ELISA method, and results were analyzed by SPSS ver.18 software (p <0.01). 
Results: Graphene Oxide Nano-sheets was more effective to control C. albicans 
biofilm compared to Reduced Graphene Oxide (p<0.01). The most effective 
concentration in biofilm formation was 100 ppm and the best  time was 48 and 24 
hours for Graphene Oxide and Reduced Graphene Oxide respectively (p<0.01). 
Conclusion: According to the obtained results, Graphene Oxide Nano-sheets and 
Reduced Graphene Oxide can be proposed for further investigations to control 
Candida albicans. 
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Introduction  
Various microorganisms that have the ability to 
form biofilm on surfaces can accumulate and 
colonize on medical devices which causes major 
challenges in treatment. A biofilm is a form of 
colonization of microbial community that is 
irreversibly attached to a biotic or abiotic surface 
and consist of matrix of primarily polysaccharide 
material and microorganisms. Candida spp 
infections are the most prevalent opportunistic 
fungus pathogen, with ability to form superficial 
biofilms on biotic and abiotic materials. This not 
only stabilizes fungal infections but can also lead 
to other fungal diseases by facilitating the 
adhesion of other microorganisms. At present, 
biofilms gain great attentions due to their high 
immune, antibiotic, pesticides, and radiation 
resistances. According to the National Institutes 
of Health, approximately 80% of nosocomial 
infections are caused by biofilm, indicating its 
important role in causing infectious diseases.  

In recent decades, the number of patients 
susceptible to infection with opportunistic 
microorganisms such as Candida strains, 
especially in patients with weakened immune 
systems, has increased significantly in many 
countries, in which Candida albicans and other 
Candida species play an important role in 
this phenomenon and causes skin, mucosal and 
systemic diseases. C. albicans and other strains of 
Candida by 61% of reports of nosocomial fungal 
infections rank fourth most important cause of 
chronic fungal infections. Identifying and 
introducing factors that can inhibit the formation 
of biofilms or prevent growth, has been 
considered as one of the scientific strategies to 
battle its issues. Nanoparticle-based solutions for 
biofilm prevention and treatment are among the 
most appealing strategies. Nanotechnology is the 
synthesis of materials in nanometer dimensions. 
A group of these structures, called nanoparticles, 
has at least one dimension less than 100 
nanometers. 

Due to the low toxicity of nanoparticles in the 
ecosystem, their use to fight pathogenic 
microorganisms makes it as a good choice. The 
use of Graphene Oxide (GO) and reduced 
Graphene Oxide nanosheets (rGO) became as a 
central point of scientific interest due to its unique 
properties such as carbon bilayer thickness, 
lightness, strength, flexibility, hydrophobicity, 
high thermal conductivity, possibility of 

controlling all of these properties through 
chemical functionalization and biocompatibility 
and make it feasible to apply in electronic devices 
and drug delivery. These properties have led to a 
promising approach to the design of advanced 
drug delivery systems and the introduction of a 
new range of graphene-based therapies. Recent 
research at the Chinese Academy of Sciences has 
shown that graphene can be used to make 
antibacterial and antifungal paper. The 
researchers found that graphene derivatives, such 
as rGO and graphene oxide, inhibited microbial 
and fungal growth. This finding is important 
because previous studies have shown that 
graphene, and especially graphene oxide, is 
biocompatible, so that biological cells can grow 
well on graphene substrates, while other 
nanoparticles, such as silver. Known as 
antibacterial agents, they often have cytotoxic 
effects. 

Therefore, in this study, the effect of rGO and 
GO nanosheets on the formation of Candida 
albicans biofilm was investigated. 

Methodology 
Culture: A standard lyophilized Candida albicans 
strain (PTCC 5207) purchased from the 
Organization of Iranian Research Organization for 
Science and Technology (IROST), the organism 
was sub-cultured on Potato Dextrose Agar (PDA) 
medium and incubated at 25 °C. 

Preparation of Reduced Graphene Oxide and 
Graphene Oxide Nano-sheets: Synthesis of 
nano-sheets out natural graphite of was performed 
by Hammer method. Briefly, first a mixture of 
two grams of graphite, one gram of sodium nitrate 
(NaNO3), added to 100 mL of concentrated 
sulfuric acid (95-97%) into a balloon and then 
transferred to an ice bath and stirred for 30 
minutes. Then eight grams of potassium 
permanganate powder (KMnO4) was gradually 
added to the balloon. At this stage, the reaction 
temperature was less than 10 °C. The reaction 
vessel was transferred to a water bath at 35 °C and 
stirred for three hours. About 200 ml of double 
distilled water was added to the reaction and the 
temperature was kept constant at 98 ° C for one 
hour. The formation of burnt brown color was a 
sign of the successful completion of the 
manufacturing process. In the next step, 400 ml of 
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double distilled water added to the system. In 
order to terminate the oxidation and elimination 
KMnO4 and also to remove the remaining organic 
compounds, 30 ml of 30% H2O2 solution was 
added. The precipitate was carefully separated by 
centrifuge (12000 rpm) and washed with 
hydrochloric acid (5 wt%). This precipitate was 
the GO nano-sheets that were washed twice with 
distilled water. Washing continued until the pH of 
the effluent was equal to the pH of the water used 
for washing. After precipitation of GO nano-
sheets. A portion of GO was dissolved in absolute 
ethanol using ultrasonic and converted to rGO 
using hydrazine method. The precipitates 
obtained in both stages were dissolved in water by 
ultrasonic device and used immediately. To 
ensure the structure of the nanosheets, the 
resulting sample was examined by Raman 
spectroscopy. To investigate the surface 
morphology and structure of GO and rGO 
nanosheets SEM electron microscopy have been 
used. 

Biofilm formation assessment: Biofilm 
formation was measured by colorimetric micro-
titer method. Briefly, concentrations of 0, 20, 40, 
60, 80, and 100 ppm of Reduced Graphene Oxide 
and Graphene oxide nanosheets added to wells 
containing C. albicans suspension equivalent to 
0.5 McFarland medium in three replicates. The 
microplate was placed in an incubator at 25 °C for 
24 hours. After incubation period the contents of 
the wells were first emptied and washed three 
times with 300 μL of physiological saline. After 
drying the microplate at room temperature, 300 
μL of methanol was added into the wells to fix 
biofilms (for 30 minutes). Then the wells were 
emptied and dried at room temperature. 150 μL of 
0.1% crystal violet was added and rinsed under 
running water after five minutes. Finally, 150 
microliters of 33% acetic acid was poured into 
each well and the absorption of each well was read 
by Elisa reader at 360 nm. 

Calculation of biofilm formation: Biofilm 
formation was calculated according to the 
following formula in which ODC (Optical Density 
Control) is equivalent to the average light 
absorption of control wells and ODT (Optical 
Density Treatment) is equal to the average light 
absorption of treatment wells. 

ODT ≤ ODC = no biofilm formation 

ODC <ODT ≤ (2 × ODC) = weak biofilm 
formation 

(2 × ODC) <ODT ≤ (4 × ODC) = Medium biofilm 
formation 

(4 × ODC) <ODT = strong biofilm formation 

Biofilm formation kinetics: kinetics of biofilm 
formation, were carried out exactly the same as 
previously described and the biofilm amount were 
read after 48 and 72 hours. 

Evaluation of minimum inhibitory 
concentration (MIC) and minimum Fungicidal 
concentration (MFC): To evaluate MIC and MFC 
the culture and the treatments, were performed as 
described above. After one day of incubation, the 
first turbid well was considered as MIC. 
Subsequently, 20 μl of each well of MIC was 
cultured on PDA medium and incubated for 24 
hours at 25 °C. The lowest concentration of nano-
sheets which produced no measurable growth on 
the plate, were considered as MFCs. 

Statistical analysis: Statistical analysis of the 
data obtained from the experiments 
was performed with SPSS Version 18.0 
statistic software package (p <0.01). To analyze 
the data, three-way analysis of variance between 
the subjects and Tukey post hoc test were used to 
compare the binary mean with respect to the 
proposed factors. 

Result  
The shift in phonon-Stokes energy due to laser 
excitation produced two distinct peaks in the 
Raman spectrum of graphene nanosheets (Figure 
1). Meantime, the band intensity at 1350 cm-1 area 
(band D) was higher than 1585 cm-1 area (band G) 
indicating the successful oxidation of the graphite 
structure. The G-peak indicates the vibration mode 
inter the main sheet, while the presence of the D 
band indicates the existence of a structural defect 
in graphene nanosheets, which may be due to the 
method used in the preparation of Graphene Oxide. 
Based on the SEM micrograph, synthesized 
graphene nanosheets had smooth and wavy 
surfaces (Figure 1). The vertices of these sheets had 
fractures that is of the features of graphene 
prepared by chemical methods, especially through 
Hammer method. In general, the findings of the 
Raman spectrum analysis was similar to those 
reported by other studies.  
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Figure 1. Raman spectrum of graphene nanosheets (left) and GO SEM image (right) 

The variable of nanosheets type had a 
significant effect on OD of C. albicans biofilm (p 
<0.01), so that graphene-oxide nanosheets had 
lower average turbidity (OD) compared to rGO 
nanosheets. This indicates its greater inhibitory 
effect on fungal biofilm formation. 

As it was expected the effect of concentration 
on OD of C. albicans biofilm was significant as 
well (P <0.01). As though, there was a direct 
relationship between the concentration of 
nanosheets and the percentage of removal of fungal 
biofilm, so that with increasing the concentration 
of nanosheets, the growth of fungi also decreased. 
The highest turbidity was observed in negative 
control and the lowest turbidity was observed in 
100 ppm concentration (Figure 2). 

The effect of time on OD of C. albicans biofilm 
was significant (p <0.01) (Figure 2). Based on this, 
the best time for the effect of nanosheets on 
inhibitory fungus determined as 48 hours. 

The effect of mutual interaction of nanosheets 
and time; concentration and time, and nanosheets 
and concentration on OD of C. albicans biofilm 
was significant as well (P <0.01) (Figure 2). The 
highest inhibitory effect of GO nanosheets on 
biofilm formation observed after 48 hours, while 
the rGO nanosheets had the greatest effect in 24 
hours. On the other hand, nanosheets at a 
concentration of 100 ppm after 24 hours showed 
better inhibitory effect on C. albicans biofilm. 
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Figure 2. Interaction plot of the effects of concentration, nanoparticles and time factors on biofilm formation 

 
Discussion  

The biochemical application of graphene-
based materials has increased rapidly in the last 
few years. This is due to the unique properties of 
planar two-dimensional structure, large chemical 
surface area, high mechanical and chemical 
stability, low cytotoxicity and good 
biocompatibility. Sawangphruk et al., reported 
successful antifungal efficacy of rGO against A. 
niger, A. oryzae, and F. oxysporum. The findings 
of previous studies proved that the two-
dimensional plates of GO and rGO nanosheets 
effectively stop the growth of bacteria and fungi. 
So the result of this study was in parallel with this 
finding. Guilio et al by AFM images confirmed 
that GO could entrap C. albicans with a thin layer 
of GO selectively without being toxic to the cells. 
Moreover, another reported main antifungal 
activity of GO is reported due to its sharp edges 
that can cause plasma membrane damages, local 
perturbation of cell membrane, reduced cell 
membrane potential, and electrolytes leakage. 
Here the presence of the D band as an indicator 
of structural defect in graphene nanosheets may 
confirm this suggestion.  

Indeed, the strong capacity of GO is because 
of containing more reactive groups which 
solubilize in various polymeric environments by 
specific interactions grants its wide and carbon-
rich but hydrophilic surface features. The nature 
of the C. albicans cell wall (4% chitin (NAG) and 
80 to 90% glucans and mannans) leads to 

hydrogen bond interactions between carbonyl 
and hydroxyl groups abundant in polysaccharides 
and GO and π-π interactions between the DNA 
and RNA that finally interrupts its aggregation 
and adhesion on the surfaces which is the start 
point of biofilm formation. On the other hand, the 
anti-biofilm effect is due to synergic effects of the 
reduction of microbial growth and inhibition of 
the adhesion. This effect was approved by the 
enumeration of viable and cultivable cells (MIC 
and MFC) compared to untreated samples.  

Studies indicate that the antifungal effect 
depends on the type of nanosheets so that in the 
present study graphene-oxide nanosheets had 
lower OD compared to rGO nanosheets. This 
finding approves previous reports about the 
greater inhibitory effect of GO due to the proper 
dispersion which forms thin sheets that easily 
traps microorganisms, while rGO aggregation 
leads to reduced antimicrobial activity. Another 
reason is because of surface modulation and 
surface properties differences. 

It has also been shown that there is a direct 
relationship between the concentration and the 
percentage of fungal inhibition, which is in the 
line with other studies. In this work, we have 
evaluated the effect of GO 
and rGO nanosheets on the anti-biofilm effect 
over time, and tardive effects on biofilm 
formation (after 24, 48, and 72 hrs), which were 
consistent with the results of the other 
researchers. 
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Conclusions 
The rapid increase in infections oriented from 
biofilms change to be one of the most potential 
threats to healthcare systems which put overloads 
cost to overcome its consequences. To conquer this 
challenges, nanoscience as a non-traditional 
strategy have been explored extensively. Based on 
literatures Graphene-based nanoparticles show 
astonishing result to combat biofilms formation. 
Beside, being a renewable, ecofriendly, cheap, 
easier procedure to synthase, and other positive 
criteria compared to other nanomaterials appealed 
us to perform this project. The results of this study 
showed that all three variables of nanosheet types, 
concentration and time have a significant effect on 
inhibiting biofilm of Candida albicans (p <0.01), 
but the concentration variable showed a greater 

effect than other variables. The use of GO and rGO 
Nanosheets sounds to be a good candidate of a 
novel family of fungicidal compounds, though it 
needs more knowledge about exact mechanism of 
inhibition and their side effects on organism and 
ecosystems. 

Acknowledgment  

The authors would like to thank all those who 
helped us in this research, especially Dr. Asghar 
Seif and Mr. Abbas Farmani.  

Conflict of Interest 

The authors declare that there are no conflict of 
interest regarding the publication of this 
manuscript. 

 



 مقالھ پژوھشی

 
Copyright © 2021 Sabzevar University of Medical Sciences. This work is licensed under a Creative Commons Attribution- Non Commercial 4.0 
International license (https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/). Non-commercial uses of the work are permitted, provided the original work 
is properly cited. 
Published by Sabzevar University of Medical Sciences. 

 489-501، ص 1400 آبانو  مهر، 4، شمارة  28دورة پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی سبزوار،  ـ علمیمجلۀ 
 journal@medsab.ac.irرایانامه:   http://jsums.medsab.ac.irآدرس سایت:  
    1606-7487شاپاي چاپی: 

اثر ضدقارچی نانوصفحات گرافن اکساید و گرافن اکساید احیاشده بر تشکیل بیوفیلم  
 کاندیدا آلبیکنس  

  3 لیلا مرادي حقگو،  2* پوررضا حبیبی، 1 شیما فیروزي راد
 

 ایران ، همدان، اسلامی آزاد دانشگاه، همدان واحد، پایه علوم دانشکده، شناسیمیکروب شناسی، گروهارشد میکروبکارشناس . 1
 ایران، همدان، اسلامی آزاد دانشگاه،  همدان واحد، پایه علوم دانشکده،  شناسیمیکروب  استادیارگروه .2
 ایران ، همدان اسلامی، آزاد دانشگاه، همدان واحد، پایه علوم دانشکده، شناسیمیکروب  مربی گروه. 3

 06/03/1399 تاریخ پذیرش:                           28/7/1398 تاریخ دریافت: 
 

 

 مقدمه
ده گزارش طبق   رشـ ه   هاي منتشـ سـ ت، تقر   ی مل   مؤسـ   80  باًی بهداشـ

اســـت که    لم ی وف ی از ب   ی ناشـــ  ی مارســـتان ی ب   هاي عفونت   درصـــد از 
ان  ت (   ی عفون   ي ها ي مار ی ب   جاد ی دهنده نقش مهم آن در ا نشـ - 1اسـ

  ي رو   لم ی وف ی ب   ل ی تشـک   یی که توانا   ی مختلف   ي ها سـم ی کروارگان ی م   ). 3
طوح را دارند م  تگاه   ي توانند رو ی سـ ک   ي ها دسـ   و   بند ا ی تجمع    ی پزشـ

کند.  ی م   جاد ی در درمان ا   ی اساس   معضلات امر    ن ی که ا   کلونیزه شوند 
ــدن    ی نوع   ، لم ی وف ی ب  ــت کـه بـه   ی کروب ی جـامعـه م کلونیزه شـ طور  اسـ
 شود و از ی متصـل م   زنده ر ی غ   ا ی   زنده سـطح    ک ی بازگشـت به    رقابل ی غ 

اکار ی پل   ه ی مواد اول   س ی ماتر  م ی کروارگان ی و م   د ی سـ ک سـ ده    ل ی ها تشـ شـ
ه   در اســــت.   ا دهـ داد ب ر ی اخ   ي هـ اران ی ، تعـ ه    مـ د ابتلا بـ مســـتعـ

  ژه ی و ، به دا ی کاند   ي ها ه ی طلب مانند سـو فرصـت   ي ها سـم ی کروارگان ی م 
طور  از کشـورها به   ي ار ی بسـ، در  ف ی ضـع   ی من ی ا   سـتم ی با سـ  ماران ی در ب 
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 چکیده
 

نظر  زاییبیماري   عامل  ترینمتداول    Candida albicansقارچ  :  زمینه و هدف از   تشکیل  و کلونیزاسیون قارچی 

تولیدکننده هايگونه کهاین  به توجه با  است. بیوفیلم حساسیت  کاندیدایی   داروهاي به  نسبت کمتري بیوفیلم، 

گیرد.  صورت  کم  سلولی  سمیت  و  زیاد  اثر  با  ضدقارچ  فاکتورهاي  سایر  طریق  از   باید  دهند؛ درمانمی  نشان ضدقارچی
راستا، این  بیوفیلم   در    گرافن   اکسید  و  گرافن   اکسیدنانوصفحات دي   حضور   در   C. albicansپژوهش حاضر، تشکیل 

 را بررسی کرده است.  یافتهکاهش
با    :هامواد و روش نانوصفحات  انجام شد. پسساخت  هامر  به روش  از گرافیت طبیعی،    ساعت  24  از  استفاده 

  روش  طریق   از C. albicansبر تشکیل بیوفیلم  ppm 100و  80، 60، 40، 20، 0هاي اثر نانوصفحات غلظت   انکوباسیون
ELISA افزارنرم   از  استفاده با نتایج و  شد بررسی SPSS ver.18 )P<0.01 ( شد.  تحلیل و  تجزیه 

  بود  مؤثرتر  C. albicans اکسـاید احیا شـده در مهار بیوفیلمگرافن با مقایسـه  در اکسـید گرافن صـفحات  نانو :هایافته
)P<0.01بیوفیلم  تشـکیل  در  ). مؤثرترین غلظت ppm 100  احیا اکسید گرافن  و  اکسـید گرافن  براي  ماند زمان  بهترین  و  

 .)P<0.01( بود ساعت 24 و 48 ترتیب به شده
-یبررس   براي را    اشده یاح  داکسایو گرافن  داکسایتوان نانوصفحات گرافنیآمده مدستبه  جیبا توجه به نتا  :گیرينتیجه

 . کرد شنهادیپ  C. albicansمنظور مهار به ترشیب يها

http://jsums.medsab.ac.ir/
mailto:journal@medsab.ac.ir
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 4، شمارة 28دورة ، 1400 آبانو  مهر دانشگاه علوم پزشکی سبزوار، 

ل  ابـ ه یـ  ش ی افزا  ی توجه قـ ــت (   افتـ ه  )  4- 5اسـ اعـث ب کـ ار ی بـ ا ي مـ   ي هـ
 Candida  ي ها ). عفونت 6شود ( ی م   ک ی سـتم ی و سـ  ی ، مخاط ی پوسـت 
spp   جاد ی ا   یی توانا   که طلب اســت  پاتوژن قارچ فرصــت   ن ی تر ع ی شــا  

ا لم ی وف ی ب  ده ر ی و غ   ک یـوت ی مواد ب   ي رو   ی ســـطح   ي هـ   ن ی . ا را داد   زنـ
توانـد بـا  ی بلکـه م   نـد ک ی م   ت یـرا تثب   ی قـارچ   ي هـا تنهـا عفونـت نـه پـاتوژن  

ه  بندگ   ل ی تسـ ا   ی چسـ م ی کروارگان ی م   ر ی سـ   ی قارچ   ي ها ي مار ی ها به ب سـ
ر، ب   ز ی ن   ي گر ی د  ود. در حال حاضـ مقاومت    ل ی ها به دل لم ی وف ی منجر شـ

، ســـموم دفع آفات و مقاومت در برابر  ک ی وت ی ب ی ، آنت ی من ی در برابر ا 
ــعـه، توجـه ز  ــت م بـه  ي اد یـاشـ کـانـدیـدا آلبیکنس،  ).  2آورنـد ( ی دسـ

ــت کـه قـادر بـه  چهـارمین عـامـل مهم عفونـت  هـاي مزمن قـارچی اسـ
تمیک در افراد    - هاي جلدي، جلدي ایجاد بیماري  یسـ مخاطی و سـ

تم ایمنی می  یسـ د که با نقص سـ در نواحی مختلف جغرافیایی   باشـ
ود. حدود  یافت می  د از گزارش   61شـ هاي قارچی  هاي عفونت درصـ
تان  ویه بیمارسـ  هاي کاندیدا ی مربوط به کاندیدا آلبیکنس و دیگر سـ

د ( می  ا ).  7باشـ ناسـ ک ی م   ه ک   ی عوامل   ی و معرف   یی شـ   ل ی توانند از تشـ
د جلوگ   ا ی کنند    ي ر ی ها جلوگ لم ی وف ی ب    ی ک ی عنوان  کنند به   ي ر ی از رشـ

مقابله با مســائل آن در نظر گرفته شــده    ي برا   ی علم   ي از راهکارها 
و درمان    ي ر ی شــگ ی پ   ي بر نانوذرات برا ی مبتن   ي ها حل . راه ) 8(   اســت 

تراتژ   ن ی تر از جذاب   ، لم ی وف ی ب  تند. فناور ي اسـ نتز مو   ي ها هسـ   اد نانوسـ
  ده ی ســاختارها، نانوذرات نام   ن ی از ا   ی در ابعاد نانومتر اســت. گروه 

 ). 9نانومتر هستند (   100بعد کمتر از    ک ی   ي شوند حداقل دارا ی م 
، استفاده از آنها  ستم ی کم ذرات نانو در اکوس   ت ی با توجه به سم 

با م   ي برا    نه ی عنوان گز آن را به   زا ي مار ی ب   ي ها سم ی کروارگان ی مقابله 
و     (GO)گرافن   د ی ). استفاده از اکس 10- 11کند ( ی م   جاد ی ا   ی مناسب 

فرد  منحصربه   ي ها ی ژگ ی و   ل ی به دل    (rGO)گرافن   د ی اکس   ي ها نانوورق 
ضخ  جمله  از  مقاومت،    ه ی لا ه ی لا   امت آن  بودن،  سبک  کربن، 

عنوان  بالا، امکان کنترل به   ی حرارت   ت ی ، هدا ي ز ی ، آبگر ي ر ی پذ انعطاف 
خواص از    ن ی قرار گرفت. همه ا   ی مورد علاقه علم   ي نقطه مرکز   ک ی 

از آن در    ی ست ی ز   ي و سازگار   یی ا ی م ی عملکرد ش   ق ی طر  و استفاده 
  ن ی . ا ) 12( کند  ی م   ی دارو را عمل   ل ی تحو   و   ی ک ی الکترون   ي ها دستگاه 
رو   ات ی خصوص  به  زم   ي ا دوارکننده ی ام   کرد ی منجر    ی طراح   نه ی در 

معرف   ی دارورسان   شرفته ی پ   ي ها ستم ی س  از    ي د ی جد   ف ی ط   ی و 
است ی مبتن   ي ها درمان  شده  گرافن  تحق ) 13(   بر  در    ر ی اخ   قات ی . 
  ه ی ته   ي توان از گرافن برا ی نشان داده است که م   ن ی علوم چ   ی آکادم 

مشتقات    افتند ی ضدقارچ استفاده کرد. محققان در   و   ي کاغذ ضدباکتر 
را مهار    ی و قارچ   ی کروب ی گرافن رشد م   د ی و اکس   rGOگرافن مانند  

نشان    ی مهم است که مطالعات قبل   دلیل   ن ی ا   به   افته ی   ن ی کنند. ا ی م 
به داده  و  گرافن  که  اکس خص اند  ب   ، گرافن   د ی وص    ی ک ی ولوژ ی سازگار 

 
1 potato dextrose agar 

گرافن    ي ر بسترها ب   توانند ی م   ی ک ی ولوژ ی ب   ي ها سلول   ن ی بنابرا   ؛ است 
حال   ی خوب به  در  کنند،  سا   ی رشد  که    ر ی که  نقره  مانند  نانوذرات 
ضدباکتر به  عوامل  م   ي عنوان  دارا ی شناخته  اغلب  اثرات    ي شوند، 
ا ن ی بنابرا )؛  14( هستند    ک ی توتوکس ی س  در  ر  ی ث تأ مطالعه،    ن ی ، 

تشک   GOو    rGOنانوذرات     Candida albicans  لم ی وف ی ب   ل ی در 
 شد.   ی بررس 

 ها مواد و روش .  2

پایان  به  مربوط  پژوهش  کارشناسی این  شمار ارش نامه  به  ه  د 
اسلامی   59330507942009 آزاد  دانشگاه  پایه  علوم  دانشکده 

 باشد. واحد همدان می 
آزمون سوی کشت   مورد  قارچی   از  تجربی،  مطالعه  این  در   : ه 

تهیه  آلبیکنس  کاندیدا  استاندارد  تحقیقات   از  شده  نمونه  سازمان 
  :5027PTCCبا کد   صورت لیوفیلیزه میکروبی و صنعتی ایران به 

روي   بر  ابتدا  استاندارد  سویه  این  شد.  کشت استفاده    محیط 
آگار سیب  دکستروز  به   PDA (1(   زمینی  شد.  داده  منظور  کشت 

آزمایش  قـارچی   از ها  انجام  از   نمونـه  با    حاصل  سوسپانسیونی 
 فارلند تهیه و استفاده گردید.  مک کدورتی معادل نیم 

اکساید   گرافن  و  اکساید  گرافن  نانوصفحات  ساخت  روش 
با استفاده از    ppm  1000ساخت نانوصفحات با غلظت    احیا شده: 

گرافیت طبیعی، به روش هامر انجام شد. براي تهیه نانوصفحات،  
)  NaNO3سدیم ( لوطی از دو گرم گرافیت، یک گرم نیترات ابتدا مخ 

لیتر اسیدسولفوریک غلیظ را درون بالن ریخته و پس  و صد میلی 
دقیقه هم زده شد.   30زمان  از انتقال آن به یک حمام یخ به مدت 

گراد ثابت  در طول این مدت، دماي سیستم در یک درجه سانتی 
پتاسیم    نگه داشته شد. سپس مقدار هشت گرم پودر  پرمنگنات 

 )KMnO4  ،به آرامی درون بالن موردنظر اضافه شد. در این مرحله(
گراد کنترل شد. ظرف  درجه سانتی   10تراز  دماي ظرف واکنش کم 

گراد منتقل شد و به  درجه سانتی   35واکنش به حمام آب با دماي  
لیتر آب دوبار تقطیر  میلی   200مدت سه ساعت هم زده شد. حدود  

نش افزوده شد و دماي آن به مدت یک ساعت تحت  به ظرف واک 
  اي گراد ثابت نگه داشته شد. تشکیل رنگ قهوه درجه سانتی   98

  آمیز فرایند ساخت بود. در مرحله سوخته نشان از انجام موفقیت 
منظور  لیتر آب دوبار تقطیر به سیستم افزوده شد و به میلی   400بعد  

مانده  ترکیبات آلی باقی احیاي پرمنگنات پتاسیم و همچنین حذف  
درصد به آن    30اکسیژنه لیتر محلول آب میلی   30در ظرف واکنش،  

اي تیره به رنگ زرد  اضافه شد. در این مرحله، تغییر رنگ از قهوه 
به  رسوب  شد.  مشاهده  دورهاي  دست روشن  بین  تا    8000آمده 



 ...اثر ضدقارچی نانوصفحات گرافن اکساید و گرافن اکساید 
 

497 

 4، شمارة 28دورة ، 1400دانشگاه علوم پزشکی سبزوار، مهر و آبان      
 

با    12000 و  شد  جدا  دقت  به  سانتریفوژ  دستگاه  دقیقه  بر  دور 
این  استفاده   شد.  شستشو  وزنی)  درصد  (پنج  اسیدکلریدریک  از 

رسوب، همان نانوصفحات گرافن اکساید بود که با آب دوبار تقطیر  
آب خروجی   pHشستشو شد. شستشو تا جایی ادامه پیدا کرد که  

با   از    pHاز آن  برابر گردید. پس  براي شستشو  آب مورداستفاده 
آن با استفاده از    گیري نانوصفحات گرافن اکساید بخشی از رسوب 

دستگاه اولتراسونیک در اتانول مطلق حل شد و با استفاده از روش  
گرافن  به  رسوب هیدرازین  شد.  تبدیل  شده  احیا  هاي  اکساید 

آمده در هر دو مرحله قبل و بعد از احیا توسط هیدرازین  دست به 
مورد   بلافاصله  و  شد  حل  آب  در  اولتراسونیک  دستگاه  توسط 

منظور حصول اطمینان از ساختار  ). به 16- 15رفتند ( استفاده قرار گ 
حاصل  نمونه  طیف نانوصفحات،  توسط  بررسی  شده  رامان  سنجی 

  و ساختار   سطح   مورفولوژي منظور بررسی  قرار گردید. همچنین به 
اکساید احیا شده از میکروگراف  اکساید و گرافن گرافن   نانوصفحات 

 استفاده شد.   SEMنگاره    ی الکترون   کروسکوپ ی م 
گیري میزان  منظور اندازه به   گیري میزان تشکیل بیوفیلم: اندازه 

آبگوشت  محیط  و  میکروتیترپلیت  روش  از    کشت   بیوفیلم 
ابتدا  استفاده شد. به   PDB (1( زمینی دکستروز  سیب  طور خلاصه 

نانوصفحات گرافن    ppm  100و    80،  60،  40،  20،  0هاي  غلظت 
اکساید و گرافن اکساید احیا شده با استفاده از محاسبات نسبتی  

آب رقیق  با  به سازي  گردید.  تهیه  این  مقطر  تأثیر  بررسی  منظور 
میکروپلیت  از  آلبیکنس  کاندیدا  قارچ  بر  اي  خانه   96نانوصفحات 

حاوي   چاهک  شد.  محیط   300استفاده  فاقد  میکرولیتر  و  کشت 
به  صفر)  (غلظت  حاوي  نانوصفحات  چاهک  شاهد،    180عنوان 

عنوان کنترل منفی  میکرولیتر آب به   120کشت و  میکرولیتر محیط 
میکرولیتر    100میکرولیتر محیط کشت و    180و چاهک حاوي  

و   به   20آب  نیز  مخمري  سوسپانسیون  کنترل  میکرولیتر  عنوان 
محیط  میکرولیتر    180هاي حاوي  مثبت در نظر گرفته شد. چاهک 

غلظت   100،  کشت  از  و میکرولیتر  نانوصفحات  مختلف    20هاي 
فارلند نیز  مک میکرولیتر سوسپانسیون مخمري معادل محیط نیم 

عنوان تیمارها در نظر گرفته شدند. تمامی موارد فوق هریک در  به 
ساعت درون انکوباتور    24یکروپلیت به مدت  سه تکرار انجام شد و م 

 گراد قرار داده شد. درجه سانتی   25با دماي  
چاهک  در  بیوفیلم  روش  تشکیل  طریق  از  میکروپلیت  هاي 

به رنگ  شد.  بررسی  ویوله  کریستال  با  ابتدا  سنجی  خلاصه  طور 
با  محتویات چاهک  با سه مرتبه  میکرولیتر سرم    300ها خالی و 

ش  شستشو  در  فیزیولوژي  میکروپلیت  شدن  خشک  از  پس  دند. 
به  اتاق،  بیوفیلم دماي  تثبیت  شده  منظور  تشکیل    300هاي 

دقیقه    30ها ریخته شد. پس از میکرولیتر متانول به درون چاهک 
ها خالی و در دماي اتاق خشک گردید. پس از خشک شدن  چاهک 
درصد اضافه و    0/ 1ویوله  میکرولیتررنگ کریستال   150ها،  چاهک 

ا  نهایت، درون هر  بعد  با آب روان شستشو شد. در  ز پنج دقیقه 
اسیداستیک    150چاهک   میزان    33میکرولیتر  و  ریخته  درصد 

موج   طول  در  چاهک  هر  دستگاه    360جذب  توسط  نانومتر 
 ). 13،  3الایزاریدر قرائت شد ( 

وضعیت تشکیل بیوفیلم در  محاسبه میزان تشکیل بیوفیلم:  
  ODCر آن  حاسبه گردید که د ها نیز طبق فرمول زیر م چاهک 

چاهک   2 نوري  جذب  میانگین  و  معادل  کنترل    ODT  3هاي 
 ). 3( باشد  هاي تیمار می جذب نوري چاهک میانگین  معادل  

ODT ≤ ODC = عدم تشکیل بیوفیلم 
ODC < ODT ≤ (2 × ODC) =  قدرت تشکیل بیوفیلم ضعیف 
(2 × ODC) < ODT ≤ (4 × ODC) =   بیوفیلم متوسط قدرت تشکیل  
(4 × ODC) < ODT =  قدرت تشکیل بیوفیلم قوي 

بیوفیلم  تشکیل  کینتیک  به بررسی  کینتیک  :  بررسی  منظور 
تیمارهاي مرحله قبل، تحت شرایط کاملاً مشابه    تشکیل بیوفیلم 

ساعت به روش توضیح    72و    48هاي  مجدداً تکرار گردید و در زمان 
گردیدند. بدین ترتیب، تأثیر هریک از تیمارها    داده شده فوق، قرائت 

نشان  که  زمانی  بازه  سه  این  در  بیوفیلم  تشکیل  روند  دهنده  بر 
 ). 13باشد بررسی شد ( کینتیک رشد می 

و حداقل غلظت    ) MIC( بررسی حداقل غلظت مهارکنندگی  
منظور مطالعه حداقل غلظت مهارکنندگی  به :  ) MFC( کشندگی  

کشت  به تیمارها  صورت  صورت  ها  فوق،  شده  داده  توضیح  روش 
گذاري، اولین چاهک فاقد کدورت  خانه پذیرفت. پس از یک روز گرم 

عنوان  در نظر گرفته شد. متعاقباً از هر چاهکی که به   MICعنوان  به 
MIC    میکرولیتر روي محیط کشت    20مطرح بودPDA   صورت  به

ساعت    24گذاري به مدت  خانه خطی کشت داده شد. پس از گرم 
  MFCعنوان  هاي فاقد رشد به گراد پلیت درجه سانتی   25ر دماي  د 

 ). 3در نظر گرفته شد ( 
آماري  داده تجزیه :  آنالیزهاي  آماري  به وتحلیل  آمده  دست هاي 

) انجام شد.  SPSS   )p<0.01  18افزار حاصل از قرائت دستگاه با نرم 
آزمودنی  طرفه بین  ها از تحلیل واریانس سه وتحلیل داده براي تجزیه 

براي مقایسه دوبه  تعقیبی توکی  از آزمون  دوي میانگین میزان  و 
 . شده استفاده شد کدورت به تفکیک عوامل طرح 

 

 

 
1 potato dextrose broth 
2 Optical Density Control 

3 Optical Density Treatment 
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 ها . یافته 3
تغییر انرژي فونون استوکس ناشی از تحریک لیزر دو پیک اصلی  

). در این  1کرد (نمودار  ایجاد  نانوصفحات گرافنی  در طیف رامان  
)، بیشتر از شدت باند  D(باند    cm-1  1350بین، شدت باندي ناحیه  

باند    cm-1  1585ناحیه    )G  .بود حالت    دهنده نشان  G پیک ) 
نشان از وجود    Dوجود باند    .باشد می اي اصلی  صفحه ارتعاشی درون 

تواند به دلیل  باشد که می نقص ساختاري در نانوصفحات گرافنی می 
 استفاده از روش مورد استفاده در تهیه گرافن باشد. 

 

 
 

 نانوصفحات گرافن. طیف رامان 1نمودار 
 

نانوصـفحات گرافنی سـنتز شـده در    ، SEMبراسـاس میکروگراف  
). رئوس  1دار داشـتند (شـکل  این تحقیق، سـطوحی صـاف و موج 

هایی بود که این نوع ساختار سطحی  این صفحات داراي شکستگی 

ویژه  ی، بـه هـاي شـــیمیـای هـاي گرافن تهیـه شـــده بـه روش از ویژگی 
 باشد. روش هامر می 

 
 

  
. تصویر میکروسکوپ الکترونی نگاره مربوط به گرافن اکسید ساخته شده 1شکل 

متغیر نوع نانوصفحه بر میزان کدورت قارچ کاندیدا آلبیکنس،  
 ) به p<0.01تأثیر معناداري  نانوصفحه گرافن ) داشت؛  -طوري که 

نانوصفحه گرافن ا  با  مقایسه  در  احیا شده، متوسط  کساید  اکساید 
تري داشت. این امر بیانگر اثر مهاري بیشتر  کم   ) OD( میزان کدورت  

 آن بر مهار قارچ بود. 
تأثیر غلظت بر میزان کدورت در قارچ کاندیدا آلبیکنس، در  

) معنادار گردید. یعنی بین غلظت  P<0.01سطح خطاي یک درصد ( 
نانوصفحات و درصد حذف بیوفیلم قارچی ارتباط مستقیم وجود  

نانوصفحات، رشد قارچ نیز  داشت؛ به  افزایش غلظت  با  طوري که 
کاهش داشت. بیشترین کدورت در کنترل منفی و کمترین کدورت  

 ). 2دیده شد (نمودار    ppm  100در غلظت  
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 گانه عامل غلظت نانوذره با استفاده از آزمون توکی دوي سطوح شش . مقایسه دوبه 2نمودار 

 
ماند بر میزان کدورت در قارچ کاندیدا آلبیکنس در  تأثیر زمان 

). بر این  3معنادار شد (نمودار  )  p<0.01سطح خطاي یک درصد ( 
  48ماند  اساس، بهترین زمان تأثیر نانوصفحات بر مهار قارچ زمان 

تعیین گردید؛ زیرا در این زمان نانوصفحات داراي متوسط میزان  
 ساعت بود.   72و    24ماند  ) کمتري نسبت به زمان ODکدورت ( 

 

 
 ماندمتوسط میزان کدورت قارچ کاندیدا آلبیکنس به تفکیک سطوح عامل زمان.  3نمودار 

 
اثر تقابلی نانو ذره با زمان ماند، اثر تقابلی غلظت با زمان ماند و  
اثر تقابلی نانوذره با غلظت بر میزان جذب کدورت در قارچ کاندیدا  

د  یک  خطاي  درسطح  ( آلبیکنس،  شد  P<0.01رصد  معنادار   (
اکساید در مهار قارچ در  ). بیشترین تأثیر نانوصفحه گرافن 4(نمودار  

-ساعت مشاهده شد، در حالی که نانوصفحه گرافن   48ماند  زمان 

ساعت داراي بیشترین تأثیر بود.    24ماند  اکساید احیا شده در زمان 
ساعت    24ماند  با زمان   ppm  100از طرفی نانوصفحات در غلظت  

کاندیدا   قارچ  بر  مهاري  اثر  از  نشان  کدورت  میزان  کمترین  با 
 آلبیکنس داشت. 



 و همکارانشیما فیروزي راد  
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 گیري بحث و نتیجه   .  4
ته به  ی مواد مبتن   یی ا ی م ی وشـی کاربرد ب  ال گذشـ بر گرافن در چند سـ

ت افزا  ه یـ  ش ی ســـرعـ ه دل   امر   ن ی اســـت. ا   افتـ ا ی ژگ ی و   ل یـبـ   ي هـ
ربه  اختار دو بعد منحصـ طح وسـ  ي فرد سـ طح، سـ ،  یی ا ی م ی شـ  ع ی مسـ

  ســت ی کم و ز   ی ســلول   ت ی بالا، ســم   یی ا ی م ی و شــ  ی ک ی مکان   ي دار ی پا 
ازگار  ت. آنها  خوب    ي سـ اوانپروك   اسـ   ی قارچ د و همکاران، اثر ضـ  سـ
  F. oxysporumو    A. niger   ،A. oryzaeرا در برابر    rGOموفق  

ثابت کرد که صــفحات    پیشــین مطالعات    ي ها افته ی گزارش کردند.  
ها و  ي رشد باکتر   ي ثر ؤ طور م به   rGOو    GO  ي ها نانو ورق   ي دو بعد 
ارچ  ا را متوقف م قـ د ی هـ ابرا  ؛ کننـ ه مطـ  ن ی ا  جـه ی نت  ن ی بنـ ه بـ موازات  العـ

  ر ی و همکارانش توسط تصاو   و ی ل ی و . گ ) 2،  12،  17،  18(   بود   افته ی   ن ی ا 
AFM   أ ا   C. albicansتوانـد  ی م   GOکردنـد کـه   د ییـتـ   ه یـلا   ک یـرا بـ

باشـد،    ی ها سـم سـلول   ي برا   نکه ی بدون ا   ی طور انتخاب به   GOنازك از  
ه دام ب  دازد ی بـ ال   ي گر ی گزارش د   در   ، ن ی . علاوه بر ا نـ ــل   ت یـفعـ   ی اصـ

ــدقارچ  ــت که م   ز ی ت   ي ها لبه   ل ی به دل   GO  ی ض   باعث تواند  ی آن اس
  ي غشـا   ی موضـع   زدن یکپارچگی برهم پلاسـما،    ي غشـا   به   ب ی آسـ

ها شـود. در  ت ی سـلول و نشـت الکترول   ي غشـا   ل ی سـلول، کاهش پتانسـ
ــاختـار بـه   Dوجود بـانـد  تحقیق    ن ی ا  ــاخص نقص سـ در    ي عنوان شـ

 . ) 19(   کند   د یی را تأ   نظریه   ن ی صفحات نانوگرافن ممکن است ا 
،  سطح گسترده وجود    ل ی به دل   GO  ي قو   ت ی ، ظرف قت ی حق   در 

منجر به حلالیت بهتر  است که    شتر ی ب   ی واکنش   ي ها گروه   دوستی و آب 

مح آن   پل   ي ها ط ی در  همچنین شود   ي مر ی مختلف    واره ی د   ت ی ماه   . 
تا    80  و )  NAGدرصد کیتین (   4که متشکل از    C. albicansی  سلول 
  وند ی منجر به فعل و انفعالات پ   است که   مانان   و   درصد گلوکان   90

ه   ل ی کربون   ي ها گروه   ن ی ب   دروژن ی ه  در    ل ی دروکس ی و  موجود 
انفعالات    دها ی ساکار ی پل  و  فعل    RNAو    DNA  ن ی ب   π-πو    GOو 
آن بر سطوح را که نقطه    ی تجمع و چسبندگ   ، ت ی شود که در نها ی م 

تشک  د ی م مختل  است،    لم ی وف ی ب   ل ی شروع  طرف  از  ر  ی ث تأ ،  گر ی کند. 
و مهار    ی کروب ی در کاهش رشد م   یی افزا رات هم ی ث تأ   ل ی به دل   لم ی وف ی ضدب 

ا   ی چسبندگ  با شمارش سلول   ن ی است.  قابل   ي ها اثر  و    کشت زنده 
MIC    وMFC    19(   شد   د یی نشده تأ تیمار   ي ها با نمونه   سه ی ر مقا د ( . 

طور  همچنین تحقیقی با عنوان ورقه ضدباکتري بر پایه گرافن به 
بر گرافن موادي با خاصیت  خلاصه مشخص کرد که نانومواد مبتنی 

).  20ضدباکتري و ضدقارچی بالا و سمیت سلولی پایین هستند ( 
نوع  یافته  به  اثرضدقارچی،  که  است  آن  از  مطالعه حاکی  این  هاي 

هاي حاصل از پژوهش  نتیجه با یافته   نانوصفحات وابسته است که این 
که در مطالعه    ي طور به )؛  16- 18بسیاري از محققان، مطابقت دارد ( 

با    سه ی در مقا   ي کمتر   OD  ي گرافن دارا   د ی اکس   ي ها حاضر نانوورق 
نانو   ا   rGOصفحات  اثر    ی قبل   ي ها گزارش   افته ی   ن ی بودند.  در مورد 

به دل   GO  شتر ی ب   ی بازدارندگ    صفحات که  مناسب    ی پراکندگ   ل ی را 
تشک   ی نازک  به ی م   ل ی را  که  دام  سم ی کروارگان ی م   ی راحت دهد  به  را  ها 

منجر به کاهش    rGOکه تجمع    ی کند در حال ی م   د یی اندازد، تأ ی م 
سطح و    ل ی تعد   واسطه به   گر ی د   ل ی شود. دل ی م   ی کروب ی ضدم   ت ی فعال 
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 ). 1است (   ی سطح   ات ی اختلافات خصوص 
  ، غلظت و درصد مهار قارچ   ن ی نشان داده شده است که ب   ن ی همچن 

در    . مطابقت دارد   ، مطالعات   ر ی وجود دارد که با سا   ی م ی رابطه مستق 
را با گذشت زمان و    لم ی وف ی بر اثر ضدب   rGOو    GO، ما اثر  تحقیق   ن ی ا 

ساعت)    72و    48،    24(پس از    لم ی وف ی ب   ل ی اثرات کندکننده بر تشک 
 . ) 3سازگار بود (   ، محققان   ر ی سا   ج ی که با نتا   م ی ا کرده   ی اب ی ارز 

  دات ی از تهد   ی ک ی ها  لم ی وف ی از ب   ی ناش   ي ها عفونت   ع ی سر   ش ی افزا 
برا  پ   ی بهداشت   ي ها ستم ی س   ي بالقوه  بر  غلبه  که  آن    ي امدها ی است 

، علوم  معضلات   ن ی غلبه بر ا   ي کند. برا ی م   جاد ی ازحد ا ش ی ب   ي ها نه ی هز 
به  بررس به   ی سنت ر ی غ   ي استراتژ   ک ی عنوان  نانو  شده    ی طور گسترده 

مبارزه    ي بر گرافن برا ی ، نانوذرات مبتن پیشینه تحقیق است. براساس  
بر  دهند. علاوه ی را نشان م   ي ز ی انگ رت ی ح   جه ی ها نت لم ی وف ی ب   ل ی با تشک 

  ، ر ی پذ د ی روش تجد   ک استفاده از گرافن داراي مزایایی همچون ی ،  ن ی ا 
مثبت در    ي ارها ی مع   ر ی ، ارزان، سنتز آسان و سا ست ی ز ط ی سازگار با مح 

  ن ی ا   ج ی . نتا ترغیب کرد پروژه    ن ی نانومواد ما را به انجام ا   ر ی با سا   سه ی مقا 
  ر ی تأث   ، انواع ورق نانو، غلظت و زمان   ر ی مطالعه نشان داد که هر سه متغ 

ب   ی مهم    در این بین،   اما   . دارند   Candida albicans  لم ی وف ی در مهار 
نشان داد. به نظر    رها ی متغ   ر ی نسبت به سا   ي شتر ی ب   ر ی تأث   ، غلظت   ر ی متغ 

  ي برا   گزینه مناسبی   rGOو    GOنانو    ي ها رسد استفاده از ورق ی م 
جد  ترک   د ی خانواده  ن قارچ   بات ی از  اگرچه  باشد،  دانش    از ی کش  به 

مکان   ي شتر ی ب  مورد  جانب   ق ی دق   سم ی در  عوارض  و  بر    ی مهار  آنها 
 ها دارد. ستم ی و اکوس   ها سم ی ارگان 

 تشکر و قدردانی 
بدین وسیله از کلیه کسانی که ما را در انجام این پژوهش یاري  

خصوص آقایان دکتر اصغر سیف و عباس فرمانی تشکر  کردند به 
 کنیم. وقدردانی می 
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