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Background and Aims: The use of microorganisms in the synthesis of metal 

nanoparticles is known as an eco-friendly method. Moreover, because of the ability of 

microorganisms to synthesize nanoparticles of various sizes, shapes and morphologies, this 

method has gained extreme attentions in recent years. The aim of this study was, therefore, to 

investigate the antimicrobial effects of silver nanoparticles synthesized by bacteria isolated from 

agricultural soils of Kerman, Iran. 

Materials and Methods: This study was carried out in 2014. Silver nanoparticles were 

characterized by SEM, EDS and XRD analyzes. The antimicrobial effects of silver nanoparticles 

were also assessed against some pathogenic bacteria. 

Results: Of the 40 silver nanoparticle producing bacteria, the strains that were able to 

produce silver nanoparticles with high antimicrobial activity yielded under different 

environmental conditions, were selected. The results of scanning electron microscopy (SEM) 

confirmed the presence of silver nanoparticles with a spherical shape. EDS analysis showed that 

silver content of the particles was about 60 wt %. Sequence alignment and phylogenetic tree 

results showed that M9 and B7 strains are closely related to Bacillus cereus and Pseudomonas 

argentinensis, respectively, with 99% homology. 

Conclusions: The results showed that the M9 and B7 strains can synthesize silver 

nanoparticles with high antimicrobial effects under different environmental conditions.  
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های شده از خاکهای جداسازیبررسی اثر ضدمیکروبی نانوذرات نقرة تولید شده توسط باکتری
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زیست به ها در تولید نانوذرات فلزی روش مناسبی برای حفظ محیطاستفاده از میکروارگانیسم زمینه و اهداف:

ها و ها، شکلها در تولید نانوذرات با اندازهایی میکروارگانیسمآید. از سویی دیگر به این روش به دلیل توانشمار می

ها، هدف از اجرای این مورفولوژی های  متفاوت در سال های اخیر بسیار توجه شده است. با توجه به این ویژگی

زی های کشاورشده از خاکهای جداسازیپژوهش، بررسی اثر ضدمیکروبی نانوذرات نقرة تولیدشده توسط باکتری

 استان کرمان است.

انجام شد. نانوذرات نقرة تولیدی، با استفاده از میکروسکوپ  1393این پژوهش در سال مواد و روش کار: 

ارزیابی شدند و اثر ضدمیکروبی نانوذرات نقرة تولیدشده نیز بر روی  XRDو  EDSالکترونی روبشی و آنالیزهای 

 زا بررسی شد.های بیماریبرخی از باکتری

هایی که توان تولید نانوذرات نقره با اثرات ضد باکتری تولیدکنندة نانوذرات نقره، سویه 40از بین : هاتهیاف

میکروبی بالا و تولید شده در شرایط محیطی بودند، انتخاب شدند. نتایج میکروسکوپ الکترونی روبشی، وجود نانوذرات 

 60شده در ذرات، نزدیک به نشان داد که میزان نقرة شناسایی EDSنقره با اشکال کروی را تأیید کرد. همچنین آنالیز 

به  B7و  M9های آمده از تطبیق توالی و درخت فیلوژنتیکی نشانگر آن بود که سویهدستدرصد وزنی است. نتایج به

 شباهت دارند. %99به میزان  آرجنتیننسیس سودوموناسو  سرئوس باسیلوس ترتیب به باکتری

قادر به تولید نانوذرات نقره در شرایط مختلف محیطی  B7و  M9های ج بیانگر آن است که سویهنتای :گیرینتیجه

 با اثر ضد میکروبی بالا هستند.

  ، اثر ضد میکروبیسودوموناس، باسیلوس تولید زیستی، نانوذرات نقره، :کلیدی کلمات
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مهمقد

های گوناگون سنتز فلزی که با روش امروزه نانوذرات

های مختلف علمی و صنعتی کاربرد فراوانی شوند، در زمینهمی

. در فناوری نانو، به دنبال کاهش اندازه و حجم ذرات، (1)دارند 

شود که گیرد و این موجب میها صورت میافزایش سطح آن

های واقع در سطح، بر خواص فیزیکی ذرات تأثیر بیشتری اتم

پذیری نانوذرات افزایش یابد. از طرف دیگر شته باشند و واکنشدا

کند و منجر به با افزایش سطح ذرات، فشار سطحی نیز تغییر می

 (.2)شود های ذرات میتغییر فاصلة بین ذرات و یا فاصلة بین اتم

های فیزیکی، شیمیایی و در حال حاضر در سنتز نانوذرات از روش

شود. در این میان به تولید زیستی میویژه زیستی استفاده به

عنوان روشی نانوذرات توسط موجودات زنده توجه شده و به

زیست شناخته شده است. توانایی تولید نانوذرات یطمحسازگار با 

سلولی مانند در موجودات پرسلولی مانند گیاهان تا موجودات تک

 .(3-6) ها وجود داردباکتری

وبیوتکنولوژی، مربوط به های نانبخش مهمی از پژوهش

های متفاوت، با کاربردهای بیوسنتز نانوذرات در اندازه و شکل

مختلف است. امروزه کاربرد نانوذرات فلزی در بیوتکنولوژی، 

 صورتبهدارویی، و علوم داروشناسی و مهندسی تحقیقات زیست

تصاعدی رو به رشد است. تولید زیستی نانوذرات فلزی باعث 

خطر یمت و نیز بیقارزانهای سترة وسیعی از روشفراهم آمدن گ

در این میان نانوذرات نقره و (. 7)زیست شده است یطمحبرای 

و نیز کاربردهای بالقوة  فردمنحصربهطلا، به دلیل اندازه و شکل 

های پزشکی، علوم دارویی و مهندسی، بیشتر مورد ها در زمینهآن

های گوناگونی ز نقره استفاده. از دیرباز از فل(8, 9)توجه هستند 
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شده است؛ مثلاً تهیه آلیاژهای دندانی، عکاسی، ابزار آشپزخانه می

و یا ساخت جواهرات. همچنین به دلیل خاصیت ضد میکروبی 

رفته های باکتریایی به کار مینقره، این فلز برای درمان عفونت

بهدهد که فعالیت ضد میکروبی نقره ها نشان میاست. پژوهش

کنش این ماده با گروه تیولی وابسته است. نقره به برهم شدت

گیرد و پوشش سلولی را تخریب جلوی تقسیم سلولی را می

شوند و های باکتری تحت تأثیر نقره بزرگ میکند. سلولمی

غشای سیتوپلاسمی، محتویات سیتوپلاسمی و لایة بیرونی سلول 

رشد استفاده از اما با  ،(10)شوند دچار مشکلات ساختاری می

ها و مواد شیمیایی ضدمیکروبی، استفاده از نقره بیوتیکآنتی

حال امروزه به نانوذرات نقره نسبت به . بااین(9, 11)محدود شد 

شود؛ زیرا روشن شده که می نقره و مشتقات آن توجه بیشتری

اثرات ضدمیکروبی، ضدبیوفیلمی، ضدالتهابی و ضدسرطانی این 

 .(8)یاد است نانوذرات بسیار ز

نقره باعث به وجود آمدن انقلابی شگرف در ذره  فناوری نانو

های تحقیقاتی، مواد ضد میکروبی شده است. با توجه به گزارش

در بازار و صنعت  سرعتبههایی است که نانونقره یکی از مقوله

نانوبیوتکنولوژی نمایان شده، رشد کرده و فعالیت ضد باکتریایی 

که بسیاری به گسترش محصولات نانونقره  قوی آن موجب شده

توان در درمان دارو می عنوانبهنقره ذره  روی آورند. از نانو

های ها، و عفونتهای پوستی، انواع جراحات، سوختگیبیماری

 از بسیاری دراز طرف دیگر  (.12)باکتریایی و قارچی استفاده کرد 

 انتقال لال دراخت با نقره نانوذرات که است شده مشخص مطالعات

سلولی  ارتباطی شبکة در اختلال ایجاد باعث سلولی، پیام

افزایش  در و DNAبه  آسیب در نقره نانوذرات همچنین، .شوندمی

 مرگ   انداختن راه به و 3 کاسپاز پروتئینی مولکول بیان

 منجر بنابراین و دارند نقش( یسآپوپتوز) سلولی شدةریزیبرنامه

 در این امر. شوندمی مرگ هایسیگنال رو تکثی گریمیانجی به

است و امروزه تحقیقاتی بر روی  بسیار پراهمیت سرطان درمان

ها انجام گرفته است استفاده از نانوذرات نقره در درمان سرطان

(13). 

 صورتبهتواند سنتز میکروبی نانوذرات فلزی می

ذرات . سنتز نانو(14-16)سلولی انجام شود سلولی و یا بروندرون

های مناسب برای لیز سلولی سلولی، به روشصورت داخلبه

سلولی، که بیوسنتز با روش برون، درصورتی(17)نیازمند است 

. به همین دلیل در بسیاری از (3)تر است تر و سادهارزان

سلولی انجام شده است، صورت برونمطالعات، بیوسنتز نانوذرات به

استفاده از مایع رویی کشت  که محققین توانستند باطوریبه

اسپوروسارسینا و  اشریشیا کلیهای مختلف مانند باکتری
(؛ 8, 9نانوذرات فلزی نقره و طلا را تولید کنند ) کرینسیس

Saravanan  باسیلوس مگاتریومو همکاران نیز از مایع رویی کشت 

. (18)سلولی بهره بردند صورت برونبرای تولید نانوذرات نقره به

Das همکاران نیز نانوذرات نقره را با استفاده از مایع رویی  و

و  Pourali. (3)تولید کردند  CS11سویة باسیلوس سرئوسکشت 

صورت بیوسنتز همکاران توانستند تولید نانوذرات نقره را به

. (4)شده از خاک انجام دهند های جداسازیسلولی از باکتریبرون

Zaki های مختلف باکتریایی ازجمله هو همکاران با استفاده از سوی

، توانستند به باسیلوس مگاتریومو  هاسینتوباکترا،اشریشیا کلی

. همچنین بر اساس مدارک (19)تولید نانوذرات نقره دست یابند 

موجود، مشخص شده که نانوذرات نقرة تولیدشده توسط 

های مختلف به دلیل شکل و اندازة متفاوتی که دارند، باکتری

, 9, 18, 19دهند )یکروبی متفاوتی را از خود نشان میاثرات ضدم

شده، در این (. به همین دلیل با توجه به موارد گفته3, 4, 8

های بومی  پژوهش، تولید زیستی نانوذرات نقره توسط باکتری

های کشاورزی استان کرمان بررسی شده است و جداشده از خاک

لیه برخی از میکروبی نانوذرات نقرة تولیدشده عخواص ضد

شده از زای استاندارد و جداسازیهای باکتریایی بیماریسویه

 های بالینی نیز ارزیابی شده است.نمونه

 هاروشمواد و 

 هاها و جداسازی باکتریری نمونهگردآو

ها بر اساس روش ذکرشده برداری و کشت نمونهنمونه 

( با یک سری تغییرات صورت 2014و همکاران ) Dasتوسط 

های های کشاورزی از شهرستانهای خاک زمین. نمونه(3)رفت گ

کرمان، بم، شهربابک و ارزوئیه در سطح استان کرمان گردآوری 

های متر از سطح خاک، نمونهسانتی 5شدند. پس از کنار زدن 

خاک برداشته و در ظروف بستة استریل نهاده شد و به آزمایشگاه 

درپی های خاک دو رقت پینهسپس از هر یک از نمو .انتقال یافت

ها در محیط کشت ( تهیه شد و هریک از رقت10-2و  1-10)

Nutrient agar (Merck)  درجة سلسیوس به مدت  30در دمای

ها بر اساس اندازه، ساعت کشت شدند. هر یک از کلنی 48تا  24

ها تهیه شد. سپس رنگ و شکل آن، ایزوله و کشت خالص از آن

درجة سلسیوس برای  -20گلیسرول در  %30در محیط حاوی 

 انجام آزمایشات بعدی ذخیره شدند.

 های مولّد نانوذرات نقرهباکتری گریغربال

برای بررسی تولید نانوذرات نقره توسط هر یک از  

جداگانه  طوربههای باکتریایی شده، سویههای جداسازیباکتری
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 Luria-Bertaniلیتر محیط کشت میلی 50های حاوی در ارلن

(LB- Merck) درجة سلسیوس  30ساعت در دمای  72، به مدت

دور  4000در شرایط هوازی کشت شدند. سپس در  120با دور 

فوژ شدند و مایع شفاف رویی از تودة یدقیقه سانتر 15به مدت 

سلولی جدا شد. برای بررسی توانایی تولید نانوذرات نقره، از 

ده شد و برای بررسی رسوب سلولی و مایع رویی  کشت استفا

میکرون  22/0تولید نانوذرات نقره، مایع رویی کشت از فیلترهای 

عبور داده شد و همچنین تودة سلولی در شرایط استریل سه بار 

با سرم فیزیولوژی استریل شستشو داده شد. سپس مایع رویی 

حجمی/ حجمی( و تودة سلولی باکتریایی  1:1کشت )

(cfu/mL810هر یک جداگانه )  در معرض محلول نیترات نقره با

 30ساعت، در دمای  24-48مولار به مدت میلی 10و  1غلظت 

سلسیوس در تاریکی انکوبه شدند. در صورت دیده شدن تغییر 

تولید نانوذرات  ازنظرها رنگ در محیط کشت، هر یک از نمونه

مولار برای کنترل منفی میلی 10 بررسی شدند. از نیترات نقرة

 .(3, 9)شد  استفاده

 ید نانوذرات نقره در شرایط مختلفبررسی تول

تولید نانوذرات نقره در شرایط روشنایی و تاریکی: تولید 

مولار در تاریکی/ نور میلی 10نانوذرات نقره در حضور نیترات نقرة 

ها با استفاده از تودة سلولی و مایع شفاف رویی  هر یک از باکتری

 .(3) جداگانه ارزیابی شد طوربه

 د نانوذرات نقره در دماهای مختلفتولی

مولار میلی 10تولید نانوذرات نقره در حضور محلول  

سلسیوس،  60و  40، 30نیترات نقره در تاریکی و نور و در دمای 

 طوربهبا استفاده از تودة سلولی و مایع شفاف رویی  هر باکتری 

 10قرة . از کنترل منفی )نیترات ن(3)جداگانه ارزیابی شد 

 شده استفاده شد.های آزمونمولار( در کنار همة نمونهمیلی

 های تأییدی تولید نانوذرات نقرهآزمون

تر اشاره شد، تأیید اولیة تولید نانوذرات که پیش گونههمان 

نقره بر اساس تغییر رنگ محیط آزمون به دلیل تغییر ماهیت 

مینان از تولید این . برای اط(1, 21,20)نانوذره است  صورتبهمواد 

ای که های باکتریاییهای تأییدی بر روی نمونهنانوذرات، آزمون

مشکوک به تولید نانوذرات نقره بودند، صورت گرفت تا از حضور و 

تولید نانوذرات فلزی در مقایسه با محلول نیترات نقره اطمینان 

های تأییدی، بررسی جذب حاصل شود. از جملة این آزمون

، تشکیل ( نانومتر400-470طیف ) مرئی ناحیة نقره درنانوذرات 

و بررسی تشکیل بلور توسط  NaClدر حضور  AgClرسوب 

 .میکروسکوپ پلاریزان بود

 

 UV-visاسپکتروفوتومتری 

طیف  مرئی ناحیة در را الکترومغناطیس امواج نقره، نانوذرات

 در UV–visسنجی (. طیف1کنند )می جذب ( نانومتر470-400)

 700نانومتر انجام شد. برای انجام این کار،  300-700موج  طول

داده درون کووت ریخته شد و توسط میکرولیتر از نمونة تغییررنگ

 (Shimadzu Lambda UV mini-1240 instrument)اسپکتروفوتومتر 

نانومتر بررسی شد. از محیط کشت استریل  700تا  300در دامنة 

 ن کنترل منفی استفاده شد.عنوابه همراه نیترات نقره به

 NaClدر حضور  AgClبررسی تشکیل رسوب 

برای بررسی اولیه تولید نانوذرات نقره به محلول 

مولار افزوده  5/0با غلظت  NaClیافتة حاوی این ذرات، تغییررنگ

نشانة حضور  AgClرنگ شد. تشکیل نشدن  رسوب شیری

 .(20)احتمالی نانوذرات نقره است 

 بلور توسط میکروسکوپ پلاریزانیل بررسی تشک

 مایع روئیحضور بلورهای نانوذرات نقرة تولیدشده توسط 

( و البته با کمی تغییرات 2009) Al-Qadiباکتریایی، با روش 

میکرولیتر نمونة  200. برای این منظور (21)انجام شد 

قرار  اییافتة حاوی نانوذرات نقره بر روی اسلاید شیشهتغییررنگ

 )2BH-OLYMPUS (توسط میکروسکوپ پلاریزان داده شد و

مورد بررسی قرار گرفت. مشاهدة بلورهای سبزرنگ تأیید اولیة 

 (.21حضور نانوذرات نقره بود )

 محلول نانوذرات نقره pHگیری اندازه

در مورد تمامی تیمارهای موردنظر که رنگ خرمایی 

ر چهار ها وجود داشت، دداشتند، و احتمال نانوذرات نقره در آن

ساعت و  48ساعت، پس از  24بازة زمانی )پیش از تلقیح، پس از 

 انجام شد. pHگیری ساعت(، اندازه 72پس از 

 میکروبی نانوذرات نقرة تولیدشده بررسی اثر ضد

برای بررسی اثر ضد میکروبی نانوذرات نقرة تولیدشده، از  

روش انتشار در چاهک استفاده شد. برای این منظور 

 PTCCاستافیلوکوکوس اورئوس، استانداردهای گانیسممیکروار

 ، O157H7اشریشیا کلی ، PTCC 1627سراشیا مارسسنس ،1112
 PTCCباسیلوس سوبتیلیس، PTCC 1015 باسیلوس سرئوس

های جداشده از سویه و PTCC 5027 کاندیدا آلبیکنس  ، 1023

 و هکلبسیلا پنومونی ،ا سودوموناس ائروژینوز های بالینینمونه
 بررسی شدند. پروتئوس میرابیلیس
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و کشندة نانوذرات نقرة  تعیین حداقل غلظت مهارکننده

 تولیدشده

و کشندة  (MIC)برای تعیین حداقل غلظت مهارکننده  

(MBC)  نانوذرات نقرة تولیدشده، از روش میکرودایلوشن در

چاهک استفاده شد؛ در آغاز نانوذرات  96های میکروتیتر پلیت

ها و دیگر عوامل های اضافی نیترات نقره، آنزیماز یون نقره را

کشت باکتریایی که ممکن است با نتایج  مایع روئیموجود در 

لیتر از . بنابراین یک میلیدادیمتداخل داشته باشند، شستشو 

   باکتریایی حاوی نانوذرات نقره مایع روئی

(Ag Nano-Particles: AgNPs) لیتری یمیل 5/1های به میکروتیوب

دقیقه  30به مدت  rpm 20000استریل  اضافه گردید و در 

آمده را سه بار با استفاده از یک دستوژ شدند. رسوب بهسانتریف

(، 1, 4, 9( شسته دادیم )PBSلیتر بافر فسفات استریل )میلی

به مدت یک  Co60آمده را در دمای دستنانوذرات نقرة به سپس

های آمده رقتدستوذرات نقرة به . از نان(19)شب خشک کردیم 

لیتر( تهیه میکروگرم/ میلی 195/0-100درپی )در محدودة پی

زا غلظت قابل های بیماریشد. سپس از کشت شبانة باکتری

ها به چاهک 1:100مقایسه با کدورت نیم مک فارلند به نسبت 

-18 درجة سلسیوس به مدت 37ها در افزودیم. میکروتیتر پلیت

انکوبه شدند. آنگاه حداقل غلظت مهارکننده و کشنده  ساعت 24

 تعیین شد.

 های تولیدکنندة نانوذرات نقرهیهشناسایی سو

های باکتریایی موردنظر، ابتدا برای شناسایی اولیة جدایه

های بیوشیمیایی اکسیداز، کاتالاز، براساس واکنش گرم و آزمون

یدرولیز ژلاتین و حرکت، اوره، تولید اندول، هیدرولیز نشاسته، ه

TSI های متفاوت با روش بندی انجام گرفت. سپس سویهطبقه

 مولکولی شناسایی شدند.

 یِ باکتریِ مولّدِ نانوذرات نقرهشناساییِ مولکول

پس از تأیید حضور نانوذرات نقره، باکتری تولیدکنندة  

 DNAکه در آغاز استخراج  گونه ینبدنانوذرات شناسایی شد. 

صورت  (22)کلروفرم  -با روش فنل موردنظرتری ژنومی از باک

 16S rRNAگرفت. در این مطالعه برای تکثیر ژن ناحیه 

مراز توسط آغازگرهای بالادست باکتریایی از واکنش زنجیرة پلی

U8F(5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) دست و پایین

U1390R(5’-GACGGGCGGTGTGTACAA-3’)  استفاده

 انجام شد. 1مراز بر طبق برنامة جدول شد. واکنش زنجیرة پلی

 

 مرازبرنامة زنجیرة پلی .1جدول 

 زمان (لسیوس)س دما حلهمر

 دقیقه 5 95 واسرشت اولیه

 دقیقه 1 95 واسرشت

 دقیقه 1 60 اتصال آغازگر

 دقیقه 1 72 گسترش

 دقیقه 4 72 نهاییگسترش 

 .حرارتی انجام گرفت ةچرخ 35در  DNAتکثیر  ةبرنام

 
 

بر روی ژل آگارز  PCR، محصول DNA یرتکثبرای تأیید 

بود که از شرکت  bp 100شده جریان یافت )مارکر استفاده 1%

، bp 1400از حضور باند  ینانپس از اطم سیناکلون تهیه شد( و

. شد یتوال یین)کره( تع یونیرتوسط شرکت ب PCRمحصول 

فزار اک نرمبه کم  16S rDNAژن یهایدنوکلئوت ی توال همانندی 

BLAST شده در پایگاه اطلاعاتی ژنوم بانک ژنیهای ثبتبا توالی 

درخت  MEGA4افزار مقایسه شد و سپس با استفاده از نرم

 .شدمربوط ترسیم  فیلوژنی 

 

 

 

 خصوصیات نانوذرات نقرة تولیدشده بررسی

 (Scanning Electron Microscope- SEM)میکروسکوپ الکترونی روبشی 

تولید  ازنظرهای اولیه هایی که در طی آزموننمونه 

برداری توسط میکروسکوپ نانوذرات نقره مثبت بودند، برای عکس

الکترونی روبشی انتخاب و به مرکز متالورژی رازی )تهران( 

 High resolutionفرستاده شدند. در این مطالعه از دستگاه 

Schottky FE-SEM   مدلMIRA 3  ساخت شرکتTESCAN 

-Energy) سنجی  پراش انرژی پرتو ایکس به طیف مجهز

dispersive X-ray spectroscopy -EDS)  استفاده شد. برای

میکرولیتر  100، موردنظرتصویربرداری و آنالیز عنصری از محلول 

توسط سمپلر برداشته و بر روی یک قرص استاندارد از مانت 
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انت هادی هادی )هدایت توسط کربن( قرار داده شد. پس از آن م

در دمای محیط قرار داده شد تا نمونه رسوب دهد و رطوبت آن 

 خشک شود.

 X (X-ray diffraction analysis- XRD)آنالیز الگوی پراش اشعة 

به آزمایشگاه  XRDبرای آنالیز دستگاهی  موردنظرنمونة  

تهران(  -آوری ایران)شرکت کارآفرینی و فن تخصصی کفا

پودر بسیار ریز درآمد و  صورتبهطه نمونه فرستاده شد. در این راب

قرار داده شد که حاصل کار  Xدر معرض بمباران پرتوهای اشعه 

 الگوی ،بلورین ةنمون هریک الگوی پراش یا دیفراکتوگرام بود. 

 پراش الگوهای با آن ةمقایسبا  که دارد یفردمنحصربه پراش

 .شودمی شناسایی ترکیب نوع استاندارد،

 اریات آممحاسب

 آماری محاسبات .شدند انجام سه بار تکرار ها باآزمایش همة

 آزمون و 17 نسخة SPSSافزار نرم توسط تحقیق این به مربوط

 ، تجزیه و تحلیلANOVAآزمون  طرفه ویک Duncanآماری 

 .شدند

 هایافته

 های تولیدکنندة نانوذرات نقرهجداسازی باکتری

های چهار شهر زی و باغهای کشاورها از خاک مزرعهنمونه 

استان کرمان در شرایط استریل گردآوری و به آزمایشگاه انتقال 

درپی و کشت، هر یک از های پیداده شدند. پس از تهیة رقت

نوع کلنی  95جداسازی و کشت خالص تهیه شد و  هاکلنی

 باکتریایی مختلف به دست آمد.

در اثر تولید نانوذرات نقره توسط مایع  LBمحیط  تغییر رنگ . 1شکل 

عنوان ( محیط کشت استریل با حضور نیترات نقره )به1) روییِ کشت؛

( تغییر رنگ محیط حاوی نیترات نقره و مایع رویی 2کنترل منفی(، )

ساعت. نتایج اسپکتروفوتومتریِ  24کشت باکتریایی پس از 

 420رای بیشینة جذب در حدود آمده برای نانوذرات نقره که دادستبه

 نانومتر است.

بر طبق نتایج اولیة تولید نانوذرات نقره بر اساس تغییر رنگ 

سویة باکتریایی به  40(، 1شکل ط توسط مایع  رویی  کشت )محی

عنوان تولیدکننده انتخاب شدند. گفتنی است تغییر رنگ محیط 

 فت.های سلولی باکتریایی صورت نگریک از تودهتوسط هیچ

 تأثیر دما و نور بر تولید نانوذرات نقره

نتایج حاصل از بررسی اثر نور بر تولید نانوذرات نقره توسط  

سویة تولیدکننده، تنها  40های مولّد نشان دادند که از بین سویه

سویه قادر به تولید نانوذرات نقره هم در تاریکی و هم در  28

 روشنایی بودند.

درجة سلسیوس بر  60و  40، 30مطالعة تأثیر سه دمای 

سویه  12ها تنها سویة انتخابی بالا، انجام شد. از بین آن 28روی 

( قادر به تولید نانوذرات نقره در هر سه دما بودند )جدول 43%)

ها سویه %100آمده مشخص شد که دست(. بر اساس نتایج به2

قادر به  Co60در  %43و  Co40در دمای  Co30 ،53%در دمای 

 ید نانوذرات نقره بودند.تول
 

. تغییر رنگ ایجادشده در محیط حاوی نیترات نقره توسط 2جدول 

 ها در شرایط دمایی مختلفجدایه
 Co 30 Co 40 Co 60 های باکتریاییسویه

k1 + + + 

K4 + + - 

K2 + + + 

K3 + + + 

K5 + - - 

K6 + - - 

B4 + + + 

B5 + + + 

B1 + - - 

B6 + + + 

B7 + + + 

B2 + - - 

B3 + - - 

B8 + - - 

M1 + + - 

M2 + - - 

M8 + + + 

M3 + - - 

M9 + + + 

M10 + + + 

M4 + - - 

M5 + + - 

M6 + - - 

M7 + - - 

O11 + + + 

O13 + - - 

O14 + - - 

O12 + + + 
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 هاهای تأییدی اولیة تولید نانوذرات نقره توسط جدایهآزمون

 UV-visاسپکتروفوتومتری 

بر اساس نتایج اسپکتروفوتومتری، یک پیک مشخص دارای 

نانومتر مشاهده شد که در محدودة  420بیشینة جذب در حدود 

 (.1شکل جذب نانوذرات نقره قرار داشت )ن

 AgClبررسی تشکیل نمک 

در انتهای لولة حاوی  AgClتشکیل رسوب سفیدرنگ   

دهندة ، نشانNaClگرم  5/0نانوذرات نقرة تولیدی پس از افزودن 

 12وجود یون نقره در محیط است. نتایج نشان دادند که از بین 

تشکیل  AgClنمونه رسوب سفید  2شده، تنها در سویة انتخاب

 شد. 

 بررسی حضور بلور

مطالعة اولیة سنتز نانوذرات نقره توسط میکروسکوپ  

سویه انجام شد. نتایج، وجود بلورهای  10پلاریزان بر روی 

صورت نقاط شفاف ریز و درشت به رنگ سبز با نقره به کریستالی

فراوانی متفاوت را نشان داد. برای اطمینان از حصول نتایج 

 عنوانبهمولار نیز میلی 10شده، از محلول نیترات نقرة مشاهده

آمده از شدت دستکنترل منفی استفاده شد. بر طبق نتایج به

باکتریایی و  مایع روئیتغییر رنگ محیط در حضور نیترات نقره و 

و  40، 30توان سنتز نانوذرات نقره در تاریکی/ نور و سه دمای 

درجة سلسیوس و اندازه و فراوانی بلورهای کریستالی  60

برای مطالعات  M9و  K1 ،K2 ،B7شده، چهار سویة تشکیل

 بیشتر انتخاب شدند.

های نانو ذرات نقرة تولیدی توسط جدایه pHتعیین 

 موردنظر

بیانگر این واقعیت است که در چهار  pHگیری ایج اندازهنت

محلول نانوذرات نقره نسبت به نمونة  pHبازة زمانی موردنظر، 

 3اولیه، به سمت قلیایی شدن تمایل نشان داد. نتایج در جدول 

 آمده است.

 

 ی مختلفهای زمانهای احتمالی حاوی نانوذرات نقرة تولیدی در بازهمحلول pHنتایج   .3جدول 

 نمونه

 

pH 
 ساعت 72پس از  ساعت 48پس از  ساعت 24پس از  پیش از افزودن نیترات نقره

K1 9/6 49/8 6/8 8/8 

K2 5/7 2/8 9 6/9 

B7 1/7 7/8 5/8 2/9 

M9 3/7 76/8 8/8 04/9 
 

  بررسی اثر ضدمیکروبی

برای بررسی اثر ضدمیکروبی نانوذرات نقرة تولیدی توسط  

، از روش انتشار در M9و  K1 ،K2 ،B7نتخابی چهار سویة ا

  چاهک استفاده شد.

، اثر ضدمیکروبی هر یک از نانوذرات نقرة 2در شکل 

نشان داده شده است. نتایج  هاتولیدی توسط هر یک از جدایه

از بین تمام  M9نشان دادند که نانوذرات تولیدشده توسط سویة 

است )قطر هالة عدم ها، دارای بیشترین اثر ضدمیکروبی نمونه

متر( و نانوذرات تولیدشده توسط سویة یلیم 3/13±27/0رشد: 

B7  :کمترین اثر ضد میکروبی را داشت )قطر هالة عدم رشد

دار بود متر(. ازنظر آماری این اختلاف معنیمیلی 18/0±54/10

(05/0>p.)  ،بهترین نمونه که دارای بیشترین اثر در پایان

(، برای بررسی خصوصیات نانوذرات M9 ضدمیکروبی بود )سویة

 .برگزیده شد نقرة تولیدی

 

 
 .M9, B7,K2,K1های . اثر ضدمیکروبی نانوذرات تولیدشده توسط جدایه2شکل                                                                
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 تعیین حداقل غلظت مهارکنندگی و کشندگی نانوذرات نقره

نانوذرات نقرة تولیدشده توسط  MBCو  MICنتایج تعیین 

زا در جدول های بیماریبر باکتری M9و  K1 ،K2 ،B7های سویه

دهند که نانوذرات نقره نه روشنی نشان میآمده است. نتایج به 4

دگی دارند، بلکه کشندة ها اثر مهارکننتنها بر روی رشد باکتری

ها نیز هستند. حداقل غلظت مهارکننده و کشندة نانوذرات آن

میکروگرم/  56/1-25زا در محدوده های بیمارینقره برای باکتری

 لیتر است.میلی

 

 لیتر(زا )میکروگرم/ میلییهای بیمارنانوذرات نقرة تولیدشده، برای میکروارگانیسم (MBC)و کشندگی  (MIC). حداقل غلظت مهارکنندگی 4جدول 

 زاهای بیماریمیکروارگانیسم
 های مولّدنانوذرات سنتزشده توسط سویه

K1 K2 B7 M9 
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

 PTCC 1112 56/1 125/3 25/6 5/12 5/12 25 56/1 125/3 اورئوس استافیلوکوکوس

 PTCC 1627 25/6 5/12 25/6 5/12 5/12 25 25/6 5/12مارسسنس سراشیا 

 H7 O157 25/6 5/12 125/3 25/6 25/6 5/12 125/3 25/6 یکلاشریشیا 

 PTCC 1015 25/6 5/12 125/3 25/6 25/6 5/12 125/3 25/6 باسیلوس سرئوس

 PTCC 1023 25/6 5/12 25/6 5/12 25/6 5/12 25/6 5/12 باسیلوس سوبتیلیس

 PTCC 5027 25/6 5/12 125/3 25/6 125/3 25/6 125/3 25/6 کاندیدا آلبیکنس

 5/12 25/6 5/12 25/6 5/12 25/6 5/12 25/6 سودوموناس ائروژینوزا

 5/12 25/6 5/12 25/6 5/12 25/6 5/12 25/6 هکلبسیلا پنومونی

 5/12 25/6 25 5/12 5/12 25/6 5/12 25/6 یرابیکسم پروتئوس

 

حد های تولیدکنندة نانوذرات نقره در شناسایی سویه

 جنس و گونه

های بر اساس نتایج حاصل از واکنش گرم و تست

از جنس باسیلوس و  M9بیوشیمیایی مشخص شد که سویة 

بنابراین دو ؛ از جنس سودوموناس بودند B7و  K1 ،K2های سویه

برای شناسایی مولکولی انتخاب شدند. نتایج  B7و  M9سویة 

دادند که حاصل از تطبیق توالی و درخت فیلوژنتیکی نشان 

باسیلوس های باکتریایی به ترتیب به گونه B7و  M9های سویه
( شباهت %99) سودوموناس آرجنتیننسیس( و %99) سرئوس

 (.B,C3دارند )نک: شکل 

 بررسی خصوصیات نانوذرات نقرة تولیدشده

 FE-SEMمیکروسکوپ الکترونی 

از نانوذرات نقرة تولیدشده در  FE-SEM، تصاویر 4شکل 

دهد. در این ا نشان میر kx 75و  kx 10،kx 15ماییسه بزرگن

خوبی تصاویر، چگونگی توزیع، شکل هندسی و ابعاد ذرات به

آمده روشن شد که قطر دستبر اساس نتایج بهمشخص هستند. 

است و این  نانومتر 100-500 نانوذرات نقرة تولیدی در محدودة

تجمع  (، چگونگیD) 4نانوذرات شکلی کروی دارند. در شکل 

 نانوذرات نقرة سنتزشده نشان داده شده است.

برای آنالیز عنصری ذرات، به صورت تصادفی دو ذره 

(Spectrum 1, Spectrum 2) و با  انتخابEDS .آنالیز شدند 

 

 
و  M9 ،B7های سویه U1310Rو  U8Fپرایمر  PCRمحصول  (A). 3شکل 

K2 مارکر( 100؛bp .)(B) ژن  توالی بین ارتباط دهندةنشان فیلوژنی، درخت

16S rRNA هایسویه M9  وB7 (C) .نمایانگر کلادها گره در واقع اعداد 

 ( است.bootstrap 100%) ارزش
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 .M9 شده از نانوذرات نقرة سنتزشده توسط سویةلکترونیِ گرفتهتصویر میکروسکوپِ ا .4شکل                                                             

 

 (EDS) سنجی پراش انرژی پرتو ایکسطیف

و  1تصادفی دو ذره )نمونة  طوربهبرای آنالیز عنصری ذرات، 

آنالیز شدند. شکل شمارة  EDS( انتخاب و با C 4شکل ؛ 2نمونة 

A5  نتایج آزمونEDS د. در هر دو دهاز این دو نقطه را نشان می

الگوی انرژی پرتو ایکس، عناصر کربن، نیتروژن، اکسیژن و نقره 

مربوط به بستر مانت  EDSشناسایی شدند. کربن موجود در نتایج 

هادی است. لزوم استفاده از مانت هادی، برای جلوگیری از دشارژ 

الکترون در سطح نمونه در هنگام تصویربرداری است. میزان نقرة 

 درصد وزنی است. 60در این دو ذره، نزدیک به شده شناسایی

 
( نانوذرات aنقشة عنصری الگوی پراش اشعة ایکس،  (B) ؛M9سنجی پراش انرژی پرتو ایکس نانوذرات تولیدشده توسط سویة نتایج آزمون طیف (A) .5شکل 

 ( تطبیق مکان رسوب نانوذرات نقره بر روی بستر مانت هادیd( بستر کربنی مانت هادی، c( توزیع نانوذرات تولیدی، M9 ،bتولیدشده توسط سویة 

 

 (XRDالگوی پراش اشعة ایکس )

الگوی پراش اشعة ایکس نشان داد که نانوذرات سنتزشده  

، از جنس نقرة فلزی هستند. نتایج حاصل، با M9توسط سویة 

 ژی پرتو ایکسسنجی پراش انرآمده به وسیلة طیفدستنتایج به

(EDS) .هماهنگی داشت 

نقشة عنصری الگوی پراش اشعة ایکس  B5شکل شمارة 

(XRD-map) چگونگی  توزیع  عناصر نقره و کربن را نشان ،

کامل  طوربههای حضور عنصر نقره دهد. در این تصاویر مکانمی

 های رسوب ذرات روی سطح بستر کربنی منطبق است.با مکان

  و نتیجه گیری بحث

های ناشی از های اخیر به دلیل شیوع عفونتدر سال

بیوتیک، تحقیقات بسیاری برای ساخت های مقاوم به آنتیباکتری

و تولید ترکیبات ضدمیکروبی جدید انجام شده است. به همین 

های پژوهشی که امروزه بدان بسیار توجه دلیل یکی از زمینه

ست. سنتز ذرات با ابعاد شود، نانوتکنولوژی و نانوبیوتکنولوژی امی
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های ضدمیکروبی که با عنوان نانومتری با ویژگی

شوند، در توسعة محصولات دارویی شناخته می« بیوتیکنانوآنتی»

؛ زیرا مشخص شده به دلیل کاهش (23) اندجالبجدید بسیار 

یابد و در اندازة نانوذرات، سطح تماس این ذرات افزایش می

دهند ی باکتریایی واکنش نشان میکمترین غلظت با سطح سلول

های مختلف فیزیکی، شیمیایی و . در حال حاضر روش(4)

. در تولید (24)اند بیولوژیکی برای تولید نانوذرات شناخته شده

ها کاندیدای میکروب ازجملهزیستی، ترکیبات بیولوژیکی مختلف 

این  آیند. تولید نانوذرات بامؤثری برای سنتز نانوذرات به شمار می

زیست روش زیستی، مقرون به صرفه، آسان و سازگار با محیط

های مولدّ نانوذرات نقره از . در این مطالعه باکتری(3)است 

های کشاورزی در استان کرمان جداسازی و شناسایی شدند. خاک

مولار و میلی 10و  1در غربالگری اولیه، با استفاده از نیترات نقرة 

، Co30ساعت در دمای  48-24پس از  مشاهدة تغییر رنگ محیط

سویه قادر به احیاء نیترات نقره در هر دو  40مشخص شد که 

غلظت هستند. افزون بر این، تولید نانوذرات نقره در شرایط نوری 

درجة سلسیوس( نیز بررسی شد.  60و  40، 30و دمایی مختلف )

ت شده، شرایطی که برای تولید نانوذرادر بیشتر مطالعات انجام

رسید نقره در نظر گرفته شده، تاریکی بوده است؛ زیرا به نظر می

, 9, 16)رنگ به سیاه شود نور باعث تغییر رنگ نیترات نقره از بی

و  Das( و 2014و همکاران ) Thomas. ولی در مطالعات (4, 8

( یکی از شرایط تولید نانوذرات نقره، روشنایی 2014همکاران )

 و همکارانSingh از طرف دیگر  .(3 ,25)گزارش شده است 

 سینتوباکترکالکواستیکوسا( تولید نانوذرات نقره را توسط 2013)

. نتایج (26)درجة سلسیوس بررسی کردند  80تا  4در دماهای 

سویه قادر به تولید نانوذرات نقره  12پژوهش آنان نشان داد که 

ولی سلصورت برونشده، بهدر تمامی شرایط نوری و دمایی  بررسی

دهند بودند. مدارک متعددی در دسترس است که نشان می

سلولی و هم های مختلف باکتریایی، هم به صورت برونسویه

, 19, 23, 27)سلولی، قادر به تولید نانوذرات نقره هستند دورن

سلولی  نانوذرات . البته هنوز مکانیسم دقیق سنتز  برون(3, 4, 16

، ولی به نظر (3)نشده است ها شناخته توسط میکروارگانیسم

های احیاءکنندة ها با تولید آنزیمرسد که میکروارگانیسممی

های فلزی و های فلزی، مانند نیترات ردوکتاز، در احیاء یونیون

ها در درون تولید نانوذرات فلزی نقش دارند. چنانچه این آنزیم

سلولی و سلول قرار داشته باشند، احیاء به صورت درون

ها از داخل سلول به بیرون ترشح شوند، که این آنزیمتیدرصور

و همکاران   El-Batal. (28)سلولی خواهد بود سنتز برون

( نشان دادند که آنزیم نیترات ردوکتاز موجود در 2013)

نقش مهمی در  باسیلوس استروترموفیلوسسوپرناتانت کشت 

  .(23)های نقره و تشکیل نانوذرات نقره دارد احیاء یون

ای، برای پس از مشاهدة تغییر رنگ محیط از زرد به قهوه

ها، جذب نانوذرات تأیید اولیة تولید نانوذرات نقره توسط جدایه

نانومتر، تشکیل نمک  470تا  400نقره در ناحیة مرئی طیف 

AgCl مشاهدة بلورها توسط میکروسکوپ پلاریزان و اثر ،

 ها بررسی شد.ضدمیکروبی آن

، یک پیک در حدود UV-visاسپکتروفوتومتر بر طبق نتایج 

 Singhنانومتر دیده شد که نشانگر حضور نانوذرات نقره بود.  420

( در 2010و همکاران ) Kalishwaralal( و 2016و همکاران )

پژوهشی نشان دادند که بیشترین جذب نوری نانوذرات نقرة 

وی ب ر  و DC4، سویة اسپوروسارسینا کورینسیستولیدشده توسط 
 ,16)نانومتر بود  420و  424به ترتیب در طیف  باکتریوم کازئی

9). 

(، مشاهدة 2013و همکاران ) Levardهای بر اساس یافته

در نمونه، حاکی از آن  NaClپس از افزودن  AgCl یدسفرسوب 

به یون  0Agاست که در این محیط یا یون نقره وجود دارد و یا 

العه پیش رو، تنها در دو نمونه . در مط(20)نقره اکسید شده است 

 دیده شد. AgClرسوب سفید 

از عوامل دیگری بود که در این پژوهش  pHاز طرف دیگر، 

باکتریایی  مایع روئیبررسی شد و مشخص شد که پس از تلقیح 

 pHساعت(  24-72به محلول نیترات نقره، با گذشت زمان )

همکاران و  Sadowski. شودمحلول به سمت قلیایی متمایل می

( دریافتند که با احیاء نیترات نقره شرایط قلیایی ایجاد 2010)

های . این امر احتمالًا به دلیل ارتباط احیاء زیستی یونشودمی

نقره با روند متابولیکی  مصرف نیترات توسط نیترات ردوکتاز و 

 .(29)تبدیل آن به نیتریل و آمونیوم است 

نانوذرات نقره به  ازجملهی امروزه به بسیاری از نانوذرات فلز

های دلیل طیف اثر ضد میکروبی وسیع بر روی بسیاری از باکتری

 ,30)ها، توجه شده است ها و ویروسگرم مثبت و منفی، قارچ

. در این مطالعه بر روی فعالیت ضد میکروبی نانوذرات نقرة (27

بر اساس  که M9و  K1 ،K2 ،B7تولیدشده توسط چهار جدایة 

لورهای کریستالی توسط میکروسکوپ پلاریزان، مشاهدة ب

هایی انجام بیشترین میزان بلور را تولید کرده بودند، پژوهش

 ها،ها نشان دادند که از بین تمام نمونهنتایج این پژوهشگرفت. 

 B7دارای بیشترین اثر ضدمیکروبی است و سویة  M9سویة 

نانوذرات  MBCو  MICکمترین اثر ضد میکروبی را دارد. نتایج 
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بر روی  ،M9و  K1 ،K2 ،B7های نقرة تولیدشده توسط سویه

زا مشخص کردند که نانوذرات نقره نه تنها های بیماریباکتری

ها هستند، بلکه کشنده نیز هستند. مهارکنندة رشد باکتری

حداقل غلظت مهارکننده و کشندة نانوذرات نقره بر روی 

لیتر میکروگرم/ میلی 56/1-25زا در محدودة های  بیماریباکتری

بود. نتایج مشابهی بر اساس مطالعاتی که توسط دیگر پژوهشگران 

انجام گرفت، نشان داد که نانوذرات نقرة تولیدشده توسط 

الطیفی بر روی ها، اثر ضدمیکروبی وسیعمیکروارگانیسم

در . البته (8, 27, 31, 32)های گرم مثبت و منفی دارند باکتری

کامل  طوربهکانیسم عمل ضدمیکروبی نانوذرات نقره حاضر م حال

دهند که شناخته نشده است، ولی پژوهشگران احتمال می

شوند و با سلولی متصل میهای بروننانوذرات نقره به پروتئین

های تنفسی، ایجاد منافذ در غشاء سلولی، اختلال در واکنش

روبی ترکیبات ضدمیکو یا تشکیل  DNAتداخل در همانندسازی 

های های سوپراکسید و رادیکالمانند پراکسید هیدروژن، آنیون

. در مطالعات (9 ,27)رسانند هیدروکسیل، به سلول آسیب می

اثر باکتریسیدال نانوذرات نقره  پیشین مشخص شده است که

رسد . به نظر می(9, 33)ها دارند بیوتیکتری نسبت به آنتیقوی

های حاوی گوگرد با بیومولکول نشکه میل ترکیبی نقره برای واک

های حاوی گوگرد بنابراین پروتئین؛ و فسفر در سلول بیشتر باشد

در غشاء سلولی و یا در داخل سلول و نیز عناصر دربردارندة فسفر 

، به عنوان جایگاه انتخابی برای اتصال نانوذرات نقره DNAمانند 

 .(33)آیند به شمار می

ت نقرة تولیدشده توسط سویة در پژوهش پیش رو، نانوذرا

M9  که دارای بیشترین اثر ضدمیکروبی بود، با استفاده ازTEM  و

FE-SEM  بررسی شد. نتایج نشان دادند که قطر نانوذرات نقرة

 نانومتر و دارای شکل کروی بودند. 100-500 تولیدی در محدودة

های متعدد مشخص شد که اندازه و شکل در گزارش

های ها، در باکتریلیدشده توسط میکروارگانیسمنانوذرات نقرة تو

گوناگون، متفاوت و متنوع است. نانوذرات نقرة تولیدشده توسط 

شکل هستند، ولی ، عمدتاً به کرویباسیلوسهای مختلف گونه

 ,27, 33)نانومتر دارند  200نانومتر تا  4های مختلفی از اندازه

18, 3). 

ر دو الگوی انرژی نشان داد که در ه EDSنتایج آزمون 

پرتوی ایکس، عناصر کربن، نیتروژن، اکسیژن و نقره شناسایی 

نیز نشان داد که  (XRD)الگوی پراش اشعة ایکس  شدند.

، از جنس نقرة فلزی است. M9نانوذرات سنتزشده توسط سویة 

ها هماهنگی آمده در این مطالعه با دیگر پژوهشدستنتایج به

 . (9,  16, 19, 27, 33)داشت 

آمده در این مطالعه مشخص دستکلی، از نتایج بهطوربه

ها با روش شد که نانوذرات نقرة تولیدشده توسط باکتری

سلولی، دارای طیف اثر ضدمیکروبی گسترده بر روی برون

های گرم مثبت و منفی هستند. همچنین تأثیر نانوذرات باکتری

میکروبی   ها، وابسته به سویةتولیدشده بر میکروارگانیسم

های زمانی و تولیدکننده است. در این پژوهش به علت محدودیت

ها آنالیز تمامی نانوذرات نقرة سنتزشده توسط باکتری امکان مالی،

شود که در آینده افزون بر فراهم نشد، بنابراین پیشنهاد می

بررسی ساختاری نانوذرات نقرة تولیدی توسط هر یک از 

و سایر آنالیزهای  FE-SEMفاده از ها با استمیکروارگانیسم

های جانوری و انسانی نیز مربوط، اثر این نانوذرات بر سلول

 ارزیابی شود.
 

 تقدیر و تشکر

 به باهنرکرمان شهید دانشگاه فناوری و تحقیقات معاونت از

 مالی برای انجام این پژوهش سپاسگزاریم. مقالة پشتیبانی دلیل

خانم عالیه  ارشد کارشناسی ییدانشجو نامةپایان پیش رو حاصل

 هیچ نویسندگان بین در است و 1393 ماه شهریور حسین زاده در

 .ندارد وجود منافعی تعارض

 

 تعارض منافع

شناسی پزشکی ایران بین نویسندگان و مجله میکروب

 تعارض منافعی وجود ندارد. گونهیچه
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