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 چکیده

با توجه به استفاده بی رویه از مواد ضد عفونی کننده در سرتاسر جهان در جهت  گندزدائی محیط که منجر به ایجاد مقاومت متقاطع  

های مقاوم شده است، در سالهای اخیر  ها و باکتریهای جدید، مقاوم وتولید ابرویروسبین مواد ضدمیکروبی مختلف وایجادسویه

لذا با توجه به این دو مسئله درمطالعه حاضر درصدد     .خصوص فناوری نانو بوده استلم پزشکی درگیری اصلی  تحقیقات عجهت

باالکل را داشته  باشد  برآمده است.   نانو برپایه متابولیت های گیاهی به طوری که امن،بادوام وقابلیت جایگزینی  تهیه ضدعفونی 

و   آبی هایعصاره  توسط  PTCC1310آئروژینوزا سودوموناس و  ATCC35668  موتانس استرپتوکوکوسباکتری   2 مهاربنابراین  

پوست  اتانولی الکلی  عصاره  توسط  شده  بیوسنتز  نانوذره  شد  سبز  و  بررسی  باکتریائی  .  گردو  ضد  خاصیت  بررسی  منظور  به 

،MIC(Minimum Inhibitory Consentration), MBC (Minimum Bactericida Consentration)    د سنجش قرار داده مورمواد

استرپتوکوکوس موتانس  های  ی ونانوذره بیوسنتز شده پوست سبز گردو برای هردو باکتریاتانولهای آبی،  عصاره   MICمیزان  شد.  
میلی گرم بر میلی لیتر برآورد شده است. همینطور    1/0و  MBC  8/2  ،4/1 و  1/0و    7/0  ،  4/1به ترتیب    ینوزاآئروژ  سودوموناس   و

بود، که حاکی از توانائی بیوسنتز قوی پوست سبز  برآورد شده    یترل  یلیگرم بر م  یلیم   8/2تا    7/0% بین  96الکل    MBCو    MICمیزان  

نقره بیوسنتز شده توسط پوست سبز گردوبه    توان از نانو ذره رسد میبه نظر می  آنتی باکتریال قوی آن بوده است.  گردو وخاصیت

 های گرم مثبت وگرم منفی استفاده کرد. عنوان ضدعفونی کننده مناسب بجای الکل و ترکیبات مشابه آن برعلیه باکتری
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 پرآسا و همکاران 

 2 غذایی   صنایع   در   کاربردی   میکروبیولوژی   فصلنامه  

 

 

 مقدمه 

دهه بیماریطی  شیوع   گذشته  با  های  ویروسی  های 

یافته است. مخصوصا ویروس   افزایش  کننده  نگران  سرعتی 

انسانی   ویروس  کرونا  به   (SARS-COV2)تنفسی    معروف 
COVID-19    شده است و این شیوع  در سراسر جهان پخش

های سیستم مراقبت بهداشتی را به چالش کشیده  محدودیت

   . (1) است

در تلاش برای مهار شیوع بیماری ناشی ازویروس کرونا،  

برای فضاهای داخلی    های کلرداردر چین از ضدعفونی کننده 

به حداقل رساندن   برای  است. چین  استفاده شده  و خارجی 

کرونا  فرصت ویروس  تنفسی  حاد  سندرم  -COVID های 

رشد19 باعث  که  شود، می  (SARS-COV2)   ویروسی 

شهر    2000حداقل   در  فقط  را  کننده  ضدعفونی  مواد  تن 

د  توانند وارووهان توزیع کرده است که این مواد شیمیایی می

سیستم فاضلاب شده و منابع آب آشامیدنی را آلوده کند. لذا  

با    COVID-19رسد که در سراسر جهان افزایش  به نظر می

تواند منجر به  گسترش استفاده از مواد ضدعفونی کننده، می

  های آبی شود های ثانویه در سراسر جهان در اکوسیستمفاجعه

(2) . 

محصولات   و  تمیزکننده  مواد  از  استفاده  همچنین 

ضدعفونی کننده منجر به طیف وسیعی از اثرات سوءتنفسی  

بیماری   یا  فوقانی  هوایی  مجاری  حاد  تحریک  باعث  که 

می شامل  را  ریه  در  انسدادی  گرفتن  قرار  حال  این  با  شود 

معرض مکرر سطح پایین روزانه مواد ضدعفونی کننده، بیشتر  

 .  (3) جاد آسم ناشی از تحریک نیز عنوان شده است برای ای

استفاده نادرست و ناامن از این مواد اثرات سمی دارد که  

است که    یناعتقاد بر ا  از خود ویروس بسیار خطرناکتراست.

دست،  ی هایه توص  یترعا مهم  بهداشت  کاهش    ی نقش  در 

  یطی شرا  ین همچندارد.    یو تنفس   ی گوارش  ی هاخطر عفونت

  یت فعال  یچو ه  یستندآل نیده محصولات ا  ینوجود دارد که ا

توجه قابل  رشد    ی ماندگار  که  است  شده  مستند  و  ندارند 

باکتر آرام  پس   ی مجدد  به  استفاده  م  یاز  که  یاتفاق  افتد 

(   (Sublethaleffectیکشندگ  اثر تحت  یلممکن است به دل

 . (4)  داشته است یمانده باق یباکتر ی باشد که الکل رو

  ی ها ه کنند  یضدعفون  یکشیروسو  یتفعال  یابیارز  با

مبتن  فاقد و  پاتوژن  یالکل  برابر  در  الکل   یروسیو  یهابر 

حاد    ی، سندرم تنفسیکاز  یروس ابولا، و  یروس نوظهور مانند و

و کرونا  و  -MERS  یروسو  ،SARS-COV  یروسکرونا 

COV  عوامل    ینامشخص شده که    یانهخاورم  یو سندرم تنفس

و  یماریب طور  یم  یگرید  یهایروسو  همچنینزا  به  توانند 

   .(5)  فعال کنندیرمؤثر الکل را غ

الکل  ینرتمتداول  اتانول برابر    ینموثرتر  ،یماده  الکل در 

الکل ضد    یککه پروپانول به عنوان    یدرحال  است.  هایروسو

ها ممکن  الکل  یبترک   ینهمچن  شود.یبهتر شناخته م  یباکتر

  یار بس  یتفعال  ها الکل  ینحالباا  د.داشته باش   یافزائاست اثر هم

اسپور    و یپوششیرغ یهایروسو ها، یاختهبرابر تک  در یکم

انگل منتقله از آب را بطور    یپتوسپوریدیم،کرو دارند   یباکتر

 . (5) بردینم  ینموثر از ب 

پاسخپاتوژن مختلف  به  های  نسبت  متفاوتی  های 

دهند که همین باعث  ها وگندزداها نشان میضدعفونی کننده 

به   یا گند زدای مناسب  انتخاب یک ضدعفونی کننده  شده 

عدم وجود    یلبه دل.  (6)  عنوان یک مشکل شایع مطرح گردد

عفونت   یبرا  یدرمانهای  ینهگز   یروسی، وهای  انواع 

  یبات ترک   یروسیضدو  یتکشف فعال  ی برا  یادی زهای  تلاش

  ینحال انجام شده است، با ا  یاهیگهای  یت مانند متابول  یعیطب

درآب کم و    یتحلال  یاهان،موجود در گ  یباتترک   یتاکثر

  ندارند.   رمانیاثر د  یجهدارند و در نت  یدر دسترس بودن کم

های  با حامل   یاهیگ  یباتترک   ی،لذا به منظور بهبود اثر درمان

مبتن نانوترک   یمختلف  اند  یببر  موادضدعفونی    .(1)  شده 

کننده شیمیائی اغلب با اشکالاتی مانند نیاز به غلظت بالا برای  

تمالی ویروس، اثربخشی محدود در طول زمان وخطرات اح

برای سلامت عمومی و محیط زیست همراه هستند. در نتیجه  

و دی   و مس  نقره  نانوذرات  مثال  به عنوان  فلزی  نانو ذرات 

گسترده،   ذاتی  ضدویروسی  فعالیت  دلیل  به  تیتانیوم  اکسید 

به عنوان   پایین  بسیار  بودن در دوز  موثر  توانایی  ماندگاری، 

 .  (7)شده اند نهاد  های جایگزین پیش گزینه
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و    استرپتوکوکوس موتانس    ی شده توسط پوست سبز گردو بررو   وسنتز ی نانو ذرات نقره ب   ی ائ ی ضدباکتر   ت ی خاص   ای سه ی مقا   ی بررس   

     نوزا ی سودوموناس آئروژ 

3 

بدن در بالاتر    یبرا  یضروریرغ  و  یفلزات اعم از ضرور

-یوناز  یباشد بعض یتواند سمیاز غلطت آستانه مشخص م

نقره،  یفلز  یها  ،یرو  سرب،  کبالت،  ،یوه ج  مس،  مانند 

قو  یدارا   یکلنینیوم،  آلوم   باشد. یم  یسایدباکتر  یخواص 

  یجاد با اید روی  اکس  نقره،  یتریدن   مانند سولفات مس،  یباتیترک 

باعث انعقاد   +Hین همچن  و    +Cu2+، Zn2+، Ag2ی هاونیکات

غلظت نقره تا    دارد.  یگردند قدرت منعقدکنندگیم  ین پروتئ

ل  یکروگرمم  15  یزانم م  ی نابود  یبرا   یتردر    یکرو اکثر 

کافیسمارگان عنوان    یباتیترک   باشد. یم  یها  به  که  نقره  از 

ن  روند،یبکار م  یسایدباکتر لاکتات    نقره و  یتراتعبارتند از 

به صورت سولفات    یشترمس که ب  یون  نقره و  یتراتس  نقره و

  یون به شکل لوس  ینباشد. املاح مختلف فلزات سنگیمس م

ترک  عنوان  به  برایکسپت  یآنت  یباتوکرم    ی ضدعفون   یها 

و  مزخم  پوست  کار  به  جیها  املاح  دوصورت    یوه رود.  به 

ها  ها وقارچیباکتر  یموضع  یدر ضدعفون  یوآل  یاملاح معدن

م  یواستاتیکب  عنوانبه   ذرات  غیراز  .(8)  شودیاستفاده  نانو 

طلا،  یفلز   ، ینیومآلوم  سرب،  ،کبالت  ،یوه ج  ی، رو  )نقره، 

نانو ذرات پلیکلن   ی هایمرنانو پل  ،یلیسنانو ذرات س  ،یمری( 

برا  یز ن  یوکوانتوم  یکربن اکنون    یروس و  یص تشخ  ی هم 

رسد رویکردهای مبتنی بر نانو در  می  به نظر.  شودیاستفاده م

های  آینده نزدیک اولین انتخاب برای توسعه موثرترین روش

 . (1) ها باشد درمانی، برای طیف وسیعی از بیماری

عین حال یک آنتی  نقره فلزی سفید، براق و با ارزش در  

برد. این فلز  ها را از بین میبیوتیک طبیعی است که باکتری

گرانبها از نظر شیمیائی غیر فعال است، در آب پایدار و در  

میان  هوا اکسید نمی شود و بالاترین رسانای الکتریکی را در  

 . (9)فلزات دارد 

  به راحتی    nm  300ات نقره با اندازه کوچکتر از  نانو ذر

شوند.در  ها  ها جذب شده، وارد بافت توانند توسط سلول می

  nm5-10 برخی تولیدات تجاری، نانوذرات نقره در محدوده  

نقره خوشه می  ساخته نانوذرات  اتمشوند.  از  نقره هائی   های 

(Ag∘  هستند که برای اهداف مختلفی از جمله خاصیت ضد )

 شود. نانوذرات بااندازه کمتراز  اکتریائی طراحی و ساخته میب

nm70  به آن  شوند و میبراحتی وارد هسته سلول می توانند 

آسیب برسانند. به دلیل کوچک بودن نانوذرات وفعال بودن  

سلول  وارد  وقتی  آنها  حد  از  به  می  بیش  آنها  آسیب  شوند، 

بزرگتر   اندازه  با  ذرات  از  بیشتر  بسیار  نانو    .(9)  استسلول 

ذرات نقره متداول، با استفاده از مواد شیمیایی به عنوان عوامل  

با استفاده از روش ولی    شوند می  های شیمیایی سنتزکاهنده، 

باعث   بیولوژیکی،  مختلف  خطرات  و  آنها  سمیت  دلیل  به 

فرایندهای دوستدار محیط   برای توسعه  نگرانی جدی  ایجاد 

شده  روشزیست  با  نقره  ذرات  نانو  سنتز  مختلف  اند.  های 

برای محیط   بسیار گران و خطرناک  فیزیکی که  شیمیایی و 

و   سمی  شیمیایی  مواد  از  استفاده  شامل  هستند،  زیست 

  اک است که مسئول خطرات مختلف بیولوژیکی هستند خطرن

مولکول   .(10) از  استفاده  با  سنتز  منظور  این  های  برای 

ی هایبیولوژیکی مشتق شده از منابع گیاهی به صورت عصاره 

  های شیمیایی و بیولوژیکی نشان که برتری را نسبت به روش

در حالی که گیاهان موجود در    . (11)  شود دهند، انجام میمی

می بیماریطبیعت  تمام  درمان  برای  منبعی  قابل  توانند  های 

برخی گیاهان از  باشند  دارای    تصور  پوست گردو که  مانند 

  باشد استفاده  شده است خواص درمانی وضدعفونی قوی می

(12). 

رجیا جاگلانس  از    (Juglans regia)   گردو با نام علمی 

میوه خوراکی هستند که به   دارای  است.    Juglandacea تیره 

عنوان یک گیاه دارویی )ضد قارچی( توسط بومیان روستاها  

است  بوده  توجه  تازه .  (13)  مورد  و  سبز  گردو،    پوست 

خواص  خارجی دارای  که  است  آن  قسمت  ترین 

   .(12) بیوتیکی است اکسیدانی و آنتی آنتی

نقره توسط    برای اولین بار تولید نانو ذرات 2003در سال 

سلمک   گیاهان  وهمچنین  اند.  کرده  گزارش  را  گیاهان 

(chenopodiom album) چای سیاه ،camellia sinensis) ،) 

نقره را در  های  ( توانستند یون (Rhus coriaria  سماق سیسیلی

باعث    nm  50زیر  های  اندازه  نانو  فناوری  کنند.  احیا 

است،    بوجودآمدن  باکتریایی  ضد  مواد  در  شگرف  انقلابی 

گسترده  طیف  علیه  مهمی  باکتریایی  ضد  عوامل  از  آنها  ای 

بیوتیکباکتری آنتی  به  مقاوم  هستند های  منابع    . (14)  ها 

میکروارگانیسم جمله  از  ذاتی  ها  زیستی  طور  به  گیاهان  و 
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 پرآسا و همکاران 

 4 غذایی   صنایع   در   کاربردی   میکروبیولوژی   فصلنامه  

  دارای قابلیت احیای فلزات از طریق مسیرهای متابولیک ویژه 

خود هستند. به طور کلی دو راه برای ساخت نانو ذرات وجود  

روش شامل  که  روشهای  دارد  و  است.  های  سبز  سبز  غیر 

روش های  روش شامل  سبز  فیزیکیهای  غیر  و   شیمیایی 

استفاده  های  سبز شامل روشهای  باشد، در حالی که روش می

  باشند می  از پلی ساکارید، تولنز، پلی اکسو متالیت و زیستی

مغناط  .(15) زم  م هیسی  نانوذرات  در  حاضر    های نه یدرحال 

  . (16) یشوداستفاده م یاربس یمولکول یشناس  یستمربوط به ز

  یست ز یطساده، مقرون به صرفه و سازگار با مح یکردرو ینا

س باکتر  یولوژیکیب  هاییستماز  ها، قارچ  ها،یشامل 

مولکول   یاهی گ  یهاعصاره  مانند    یستی ز  یهاو  کوچک 

آنز  ینه آم  یدهای اس  ها،یتامینو   AgNPسنتز    یبرا  هایمو 

م روکندیاستفاده  دل   یکرد.  به  بودن    یلسبز  دسترس  در 

و ب   سیعیمجموعه  منابع  ن  یولوژیکی،از  زمان،    یازکاهش  به 

آماده شده در   یهاNPآماده  یت و حلال یداری بالا، پا یچگال

 . (17) شده است یرفته آب، به طور گسترده پذ

ضد   اثر  بررسی  ما  هدف  شده،  ذکر  مطالب  به  باتوجه 

های آبی، الکلی و نانوذره نقره بیوسنتز شده  باکتریائی عصاره 

روی   بر  گردو  سبز  استرپتوکوکوس   2باپوست  باکتری 

روش   به  آیروژینوزا  وسودوموناس   MIC, MBCموتانس 

 )حداقل میزان بازدارندگی وکشندگی( بود. 

 

 هاروش  و مواد 
 آماده سازی نمونه گردو 

باغ محلی واقع   از یک  میوه گردو را در اواخر شهریور 

از   چوالدوز  نوع  از  گردوها  کردیم  تهیه  خوی  درشهرستان 

ودارای   های  واریته  بوده  منطقه خوی  متر    7-6ارتفاع    بومی 

)بطوریکه حدود    50بوده عمر درخت حدود   سال، دیررس 

ده سال طول میکشد تا اولین محصول  به بار بنشیند( بوده ودر  

آفت گونه  هیچ  از  به  ضمن  وگردوها  نشده  استفاده  کش 

صورت تصادفی از محصول برداشت شده، انتخاب شدند و  

پوست از  دوربعد  گردو  سبز  پوست  گردوها،  از    گیری 

 نورآفتاب ودر دمای محیط خشک شد.  

 

 تهیه عصاره آبی پوست سبز گردو 

)خیساندن(   ماسراسیون  روش  از  استفاده  با  آبی  عصاره 

خشک   و  تغلیظ  روتاری  دستگاه  از  استفاده  با  و  شده  تهیه 

مقدار   منظور  بدین  سبزگردوی   20گردید.  ازپوست    گرم 

در   و  شده  آسیاب  شده،  خیس    100خشک  آب  سی  سی 

گردید. در ادامه به مدت سه روز در تاریکی قرار داده شد و  

چندین بار روزانه بهم زده  شد. درنهایت  از صافی عبور داده  

انتقال داده شد. تا مقداری از آب    سپس به دستگاه روتاری 

نزدیک درجه تا مرحله   37جدا شود الباقی آب در انکوباتور 

با وزن   نهایت عصاره را  به خشک شدن، خارج گردید. در 

% درگوده اول مورد  100مشخص با  آب رقیق کرده و رقت  

 (.14)استفاده  قرار گرفت.

 

 تهیه عصاره الکلی پوست سبز گردو 

گرم از پوست سبزگردوی خشک شده آسیاب    20مقدار   

%  خیس کرده بمدت سه  96سی سی الکل    100شده را در  

ز در تاریکی قرار داده چندین بار روزانه بهم زده شد در  رو

آخر از صافی عبور داده شد، سپس به دستگاه روتاری انتقال  

% جدا شود الباقی الکل  96داده شد تا مقداری از حلال الکل  

درجه تا مرحله نزدیک به خشک شدن    37در انکوباتور     96%

با وزن مشخ را  نهایت عصاره  داده شد. در  الکل  قرار  با  ص 

رقت     96% و  کرده  محاسبات  100رقیق  در  اول  گوده  %در 

 (. 14)مورد استفاده  قرار گرفت

 

 بیوسنتز  نانوذرات نقره پوست سبز گردو 

به غلظت   الکلی  از عصاره   تهیه    12/0ابتدا  لیتر  بر  گرم 

با غلظت   نیترات نقره    1کرده و برای تیمار عصاره از نمک 

  سه میلی لیتر از عصاره در دمای   میلی مولار استفاده  شده به

c°25  ،5/6  =Hp    ،100    نقره نیترات  لیتر  میلی مولار    1میلی 

نشد   اضافه  نقره  نیترات  شاهد  به  حالیکه  در  کرده  اضافه 

  120و سرعت   c  37°.عصاره در گرمخانه شیکردار در دمای  

دور بر دقیقه و در تاریکی قرار داده شد. محلول موردنظر را  

مشاهده کرده و تغییرات رنگ )نسبت به شاهد(  دقیقه    15هر  

گردید کلوئیدی.  (14)  قرائت  سرعت    محلول  با  را  حاصله 

مدت    9000 به  دقیقه  بر  و    20دور  کرده  سانتریفیوژ  دقیقه 

شو آب   و  منظور شست  به  و  ریخته شد  دور  رویی  محلول 
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بار تکرارشده است.    3دیونیزه به محلول اضافه و سانتریقیوژ  

پس از هر بار سانتریفیوژ، فاز رویی را جدا و به ماده ته نشین  

بر  شده آب دیونیزه اضافه گرد باقیمانده را  ید. سوسپانسیون 

روی پلیت سیلیکونی ریخته تا خشک شود سپس نانوذرات  

نقره خشک شده، وزن و غلظت آن بر حسب میلی گرم بر 

 . (14) میلی لیتر برآورد شد 

 

 ارزیابی اندازه نانو ذرات بیوسنتزشده

نقره به مورفولوژی، ساختار،   فعالیت بیولوژیکی نانوذرات

پتانسیل  زتا،   بار و پوشش، ترکیب شیمیایی،  اندازه، شکل، 

دارد  بستگی  تجمع  درجه  و  یون  آزادسازی  ذرات،    انحلال 

از آنجا که در کار کرد با نانو مواد اندازه نانوذرات به    .(17)

باشد اقدام به  می  عنوان عامل مهم واصلی در عملکرد  ذرات 

زتاسایزرشد.  دستگاه  با  شده   سنتز  نانوذرات  گیری  اندازه 

محاسبات زتا به    بنابراین نانوذره نقره حاصل از بیوسنتز برای

دانشکده شیمی خوارزمی سپرده شده است.  

 

 

 
  nm 51واندازه ذرات  یکنواخت یعوتوز یمنف یته از پولار یکه حاک   زری وزتا حاصل از زتاسا NUMو INT, VOLهای گراف .1نمودار

 برآورد شد. 
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 پرآسا و همکاران 

 6 غذایی   صنایع   در   کاربردی   میکروبیولوژی   فصلنامه  

گراف اینکه  به  توجه  با  اندازه  ها،  درزتاسایزر  میانگین 

) NUM)  ذرات ذرات  نوری  جذب  میانگین   ،)INT  و  )

( و پتانسیل زتا )پولاریته  VOL) میانگین اندازه حجمی ذرات

ی  نمودار  دهد، می  را بدست(  PDI)ذرات( وتوزیع نانو ذرات  

  ه اخت داشتنوای یک  ه س دادن تولرا  ه رد استناد قرار میگیرد ک وم

  nm% ذرات  96دازه  (، که در آن انNUMباشد، لذا نمودار)

یگیرد، درمورد زتا  مورد استناد قرار مگزارش شده است     51

تواند مثبت یا  باشد، میمی که نشان دهنده مقدار بار یک ذره 

می نانو  ذرات  الکتریکی  بار  از  حاکی  که  باشد  باشد  منفی 

می نشان  باشد  زیاد  زتا  اندازه  مطلق  قدر  که  وهرچقدر  دهد 

نشان از ثبات و پایداری ذرات نانو  دافعه ذرات زیاد بوده و  

بوده و در طول زمان به هم نخواهند چسبید و بزرگتر نخواهند  

زتا   مقدار  مطالعه  دراین  است.    -21/ 7شد.  شده  برآورد 

ها گزارش شده است که هر  در گراف  (PDIهمینطور مقدار )

چقدر کوچک باشد نشان دهنده توزیع اندازه یکسانی بوده و  

 باشد.و قابل استناد می ه داشتپایداری بیشتر 

 

)حداقل میزان بازدارندگی( ترکیبات    MICنحوه تعیین

 مورد آزمایش 

میکرو لیتر    100مرحله اول: درهر میکرو پلیت به میزان    •

 محیط کشت مولر هینتون براث به غیراز گوده اول ریخته شد. 

میکرو لیتر    100مرحله دوم: در گوده اول و گوده دوم    •

علت   به  شد  ریخته  شده  تهیه  نظر(  مورد  ماده  )یا  عصاره  از 

گوده   از  باشد،  خالص  اول  گوده  در  عصاره  غلظت  اینکه 

میکرولیتر برداشته به گوده سوم و از سوم به چهارم    100دوم

لیتر خارج می  100الی دهم و از دهم به مقدار    د. شومیکرو 

 .شد اضافه عصاره  لیتراز میکرو 50هم 12 گوده  به

سوم:    • کشت    مرحله  باکتری  24از  نظر    ساعته  مورد 

  سودوموناس   یا  -35688ATCCموتانس  استرپتوکوکوس)

)    ( PTCC 1310  ائروژینوزا فارلند  مک  نیم  کدورت 
میکرو لیتر   10  هاتهیه و در تمامی گوده   0/ 01( رقت  5/1×810

 شد.  ریخته  12 گوده  از  به غیر

چهارم:    • دمای  15مرحله  در  و    37ساعت  درجه 

 درتاریکی ودستگاه انکوباتور قرار داده شد. 

میکرو لیتر به    20به مقدار  % Resazurin 1/0  از معرف    •

ساعت در دمای   4ریخته شده و مجددا بمدت    هاتمامی گوده 

 درجه انکوبه کرده سپس قرائت گردید. 37

گوده   قرائت:  کنترل    11نحوه  جهت  باکتری(:  )شاهد 

باکتری    + کشت  )محیط  گوده  این  در  معرف  و  باکتری 

+Resazurin  به عنوان کنترل مثبت بوده ورنگ آن قرمز  )

 بوده است. 

کن  12گوده   جهت  عصاره(:  نظر )شاهد  از  عصاره  ترل 

+ کشت  )محیط  گوده  این  در  عصاره   50آلودگی  میکرو 

+(Resazurin      به عنوان کنترل منفی بوده  و رنگ آن آبی

 .  (18)  بوده است

 
تعیی.  1  ل شک  آب  یبررو   MICن  آزمایش    یوالکل  یعصاره 

ب نقره  والکل    وسنتزیونانوذره  معرف    اده فاست  با  %96شده  از 

  Resazurin گینر

 

های  دوردیف بالامربوط به رقت های  کهشکل چا  ندرای

های دو ردیف دوم مربوط به  مختلف عصاره الکلی، چاهک

-دوردیف سوم مربوط به رقت  های تهیه شده از الکل،رقت

نانوذره  های  آبی ودوردیف چهارم رقتهای مختلف عصاره 

صورتی    باشد.همچنینمی  نقره  بارنگ  رقت  بالاترین 

ترکیب مورد آزمایش درآن   MIC درهرردیف نشان دهنده 

   ردیف میباشد. 

 

تعیین   ترکیبات    MBCنحوه  )حداقل غلظت کشندگی( 

 مورد آزمایش 

یا   باکتری  کشندگی  غلظت  به    MBCحداقل  توجه  با 

میکرولیتر    10تعیین خواهد شد، به طوریکه مقدار    MICمقادیر

رقت محیط کشت    10و  MIC  از  برروی  از آن  بالاتر  رقت 

مولر هینتون آگار به روش دیسک کشت داده خواهد شد و  

درجه سلسیوس در گرمخانه    37ساعت دردمای  24به مدت  

ها از نظر رشد باکتری بررسی قرار خواهد گرفت، سپس پلیت
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پایین نانو ذره که  ترین غو  از  یا  9/99لظتی  باکتری  %100   %

یا   غلظت کشندگی  عنوان حداقل  به  بود  نکرده  درآن رشد 

MBC (14) فته خواهد شددر نظر گر. 

 
 

پوست سبز   سطو ت ه شد یهته ه ذر نانو  MBCتست  .2شکل 

استرپتوکوکوس موتانس  های باکتری یوترتیب برر گردوبه 

عدم رشد   ه الهحاکی از ه ک  ینوزاآئروژ سودوموناس و

 می باشد. نانو MICاز  ه تهیه شد 6تارقت  هایباکتر

 نتایج  
 

 % 96  برای عصاره آبی، الکلی،نانو ذره نقره بیوسنتز شده پوست سبز گردو والکل  MICوMBC . نتایج  1جدول 

ونه 
 نم
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ون 
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 آ
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25

% 
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% 

0.7
81

% 

0.1
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% 

0.0
97

% 

ی 
کتر

د با
شاه

 

انو
د ن

شاه
 

1 

ت  
وس

 پ
لی

لک
ه ا

صار
ع

دو
گر

 

Str . 
Mutans 

PTCC-

1683 

MIC - - - - + + + + + + + - 

MB
C 

- - - + + + + + + +   

2 Pseudomo
nas. aeruginosa  

PTCC-1310 

MIC - - - - + + + + + + + - 

MB
C 

- - - + + + + + + +   

3 

ل 
لک

ا
96 

صد 
در

 

Str . 
Mutans 

PTCC-

1683 

MIC - - + + + + + + + + + - 

MB
C 

- - + + + + + + + +   

4 Pseudomo
nas. aeruginosa  

PTCC-1310 

MIC  _  _  _ - + + + + + + + - 

MB
C 

- - - - + + + + + +   

5 

ت  
وس

پ
ی 

اب
ره 

صا
ع

دو
گر

 

Str . 
Mutans 

PTCC-

1683 

MIC - - - + + + + + + + + - 

MB
C 

- - + + + + + + + +   

6 Pseudomo
nas. aeruginosa  

PTCC-1310 

MIC - - - + + + + + + + + - 

MB
C 

- - + + + + + + + +   

7 

ره
 نق

ت
یرا

و نت
 نان

دو 
گر

ره 
صا

ا ع
 ب

Str. 
Mutans 

PTCC-

1683 

MIC - - - - - - + + + + + - 

MB
C 

- - - - - - + + + +   

8 Pseudomo
nas. aeruginosa  

PTCC-1310 

MIC - - - - - - + + + + + - 

MB
C 

- - - - - - + + + +   

 
 شده با پوست سبز گردو  های الکلی و آبی و نانو ذره نقره بیوسنتزه % ، عصار 96، الکل  MBC ,MIC. میزان 2جدول 

 MBC MIC باکتری  ماده

 Streptococcus mutans 8/2 8/2 الکل
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Pseudomonas 7/0 7/0 

 عصاره الکلی 
Streptococcus mutans 7/0 4/1 

Pseudomonas 7/0 4/1 

 عصاره آبی 
Streptococcus mutans 4/1 8/2 

Pseudomonas 4/1 8/2 

 نانوذره نقره
Streptococcus mutans 17/0 17/0 

Pseudomonas 17/0 17/0 

 

 
 

% که حاکی از  96شده والکل  ( چهارعصاره آبی، الکلی، نانو ذره نقره بیوسنتز(MIC. مقایسه قدرت بازدارندگی ازرشد2 نمودار

 . باشدهای دیگر میقدرت بازدارندگی از رشد بسیار خوب نانوذره نقره بیوسنتز شده در قبال عصاره 

 
% که حاکی از قدرت  96شده والکل  ( چهار عصاره آبی، الکلی، نانو ذره نقره بیوسنتزMBCقدرت کشندگی )   . مقایسه 3 نمودار

 باشد. های دیگر می کشندگی بسیار خوب  نانو ذره نقره در قبال  عصاره 

 

  

SA PA SB PB SC PC SD PD

بازدارندگی 3 3 2 4 4 4 6 6
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4 4 4
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(  A)عصاره آّبی( B)الکل( C)عصاره الکلی(  D)نانو ذره نقره

1-100  %2-50  %3-25 %4-12.5  %5-6/25  %6-3/125%
S=Stereptococcus  mutans     s= pesudomunas aerogenosa

MIC

SA PA SB PB SC PC SD PD

کشندگی 2 2 2 4 3 3 6 6

2 2 2

4

3 3

6 6

0

1

2

3

4

5

6

7

ی
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(A)عصاره آبّی( B)الکل( C)عصاره الکلی(  D)نانو ذره نقره

1-100  %2-50  %3-25   %4-12.5   %5-6/25 %6-3/125%…

MBC
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 بحث  

پوست سبز    طبق فرضیاتی که داشتیم عصاره الکلی وآبی 

گردو دارای خاصیت ضد باکتریائی بوده است و نتایج ضد  

الکل   به  نزدیک  در  96باکتریائی  ولی  است.  داده  نشان   %

الکل   و  آبی  عصاره  به  نسبت  الکلی  عصاره  % 96مقایسه، 

قوی باکتریائی  ضد  نقره خاصیت  نانوذره  و  داد  نشان  تری 

بیشتر گردو  سبز  پوست  الکلی  عصاره  با  شده  ین  بیوسنتز 

باکتریائی و ضد ویروسی را در مقابل عصاره   خاصیت ضد 

 % ازخود نشان داد. 96آبی و عصاره الکلی و الکل 

استرپتوکوکوس میکروارگانیسم    2درمطالعه حاضر مهار
آئروژینوزا و  توسط عصاره   موتانس، سودوموناس  آبی  های 

اتانولی و نانو ذره نقره بیوسنتز شده توسط پوست سبز گردو  

عصاره آبی پوست سبز گردو در    MICت رسید. میزان  به اثبا

موتانس  یباکتربرابر   سودوموناس    استرپتوکوکوس  و 
الکلی    4/1  آئروژینوزا عصاره  برای  ذره    7/0و  نانو  برای  و 

شده   الکل    1/0بیوسنتز  برای  ترتیب  96و  به    7/0تا    %8/2 

برای      MBCیتر برآورد شده است ومیزانل  یلیبرم  یکروگرمم

آبی   الکلی    8/2عصاره  بیوسنتز  4/1و عصاره  نقره  نانوذره  و 

میکروگرم برمیلی   7/0تا    8/2% ،  96و برای الکل    1/0شده  

 . لیتر برآورد شده است

Ali-Shtayeh   فلسطین   در1999  سال  در  همکاران   و  

  قارچی   ضد  خاصیت   داشتن  لحاظ   از   را   گردو   آبی  عصاره 

  میکروسپوروم   درماتوفیت  سویه  9  برروی  MIC  وتعیین

  وترایکوفایتون   منتاگروفایتیس  ترایکوفایتون   کانیس،

 Jaglans  عصاره   مطالعه  این  در.  کردند  بررسی  ویولاسئوم

regia  ویولاسئوم   وترایکوفایتون  کانیس   میکروسپوروم  رشد  

دولت   . (19)  کرد  متوقف  کامل  بطور  را پژوهش  براساس 

و از فعالیت  پوست سبز گرد1393آبادی و همکاران در سال  

مثبت  میکروارگانیسم گرم  مونوسیتوژنز،  های  لیستریا  مانند 
اورئوس میکروارگانیسم  استافیلوکوکوس  منفی  و  گرم  های 

سالمونلا و  ولگاریس  پروتئوس  اشرشیاکلی،  تیفی    مانند 

می غلظتجلوگیری  عصاره  میلی  80کند  لیتر  میلی  بر  گرم 

باکتری   بر  گردو  سبز  اورئوس پوست  و    استافیلوکوکوس 

میلیمیلی  160غلظت   بر  میکروارگانیسمگرم  سایر  بر  ها  لیتر 

اثر مهارکنندگی رشد دارد. لازم به ذکر است که این عصاره  

سالمونلا  های میلی گرم بر میلی لیتربر باکتری 160در غلظت 
استافیلوکوکوس   مونوسیتوژنزتیفی،  ولیستریا  اثر    اورئوس 

همکاران هم در گزارشی  و   Oliveira.  (20)  کشندگی داشت 

با    2008در سال   اعلام کردند که عصاره آبی پوست گردو 

رشد مهارکنندگی  میلیمیلی  1/0 اثر  بر  باکتری گرم  بر  لیتر 

اورئوس اثر    استافیلوکوکوس  میزان  همینطور  و  است  مؤثر 

برای  را  گردو  سبز  پوست  آبی  عصاره  رشد    مهارکنندگی 
در    . (21)  به دست آوردند   لیترگرم بر میلیمیلی10  اشرشیاکلی

آبی  تحقیق حاض مهارکنندگی رشد  عصاره  اثر  میزان  نیز  ر 

باکتری هردو  موتانس،  های  برای  استرپتوکوکوس 
آیروژینوزا بدست    4/1  سودوموناس  لیتر  میلی  بر  میلی گرم 

آمد. که نشانگر خاصیت آنتی باکتریال مناسب عصاره آبی  

-های گرم مثبت و منفی میپوست سبز گردو برای باکتری

 باشد.  

  3، در تحقیقی، مهار  1395و همکاران در سال    حشمتی

ساکارومایسس سرویزیه، آسپرژیلوس نایجر  میکروارگانیسم  
فرمیس لچنی  باسیلوس  عصاره   و  توسط  و  را  اتانولی  های 

متانولی برگ و پوست سبز میوه گردو به روش پرکولاسیون 

ای   را اثبات کردند عصاره فعالیت ضدمیکروبی قابل ملاحظه

مقابل   باکتریدر  میزان  تمامی  داد.  نشان  بررسی  مورد  های 

MIC   و 25/1و 625/0بینMBC   گرم بر میلی 5/2و 2/1بین

میکروارگانیسم   2درمطالعه حاضرنیز مهار .  (22)  لیتر بود میلی

آئروژینوزا سودوموناس  موتانس،  توسط    استرپتوکوکوس 

رسید.  عصاره  اثبات  به  سبز گردو  پوست  واتانولی  آبی  های 

بین    MBCلیتر ورم بر میلیگمیلی 4/1و  7/0بین  MICمیزان 

  ی عصاره اتانول   یبرا  یتر به ترتیبلیلیگرم بر میلیم  8/2و    4/1

 ی برآورد شد. عصاره آب ی و برا

سال   در  وهمکاران  ضد    1396عمرانی  اثر  درمقایسه 

باکتریایی نانوذرات بیوسنتز شده با دونوع عصاره شیرین بیان  

نان باکتریایی  ضد  اثر  که  دادند  نشان  بیوسنتز  ونعناع  وذرات 

لاکتو باسیلوس رامنوس و  شده با عصاره شیرین بیان بر روی 
به ویژه     اکتینو مایسس ویسکوسوز، استرپتوکوکوس موتانس 

نانو ذره    استرپتوکوکوس موتانسبر روی باکتری   از  بیشتر 
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های مورد مطالعه مقاومت باکتری  نعناع است. در بین باکتری

رامنوس باسیلوس  شده    لاکتو  بیوسنتز  ذرات  نانو  مقابل  در 

باکتری از  اکتینو  های  بیشتر  و  موتانس  استرپتوکوکوس 
برای نانو ذرات    MICگزارش شد. میزان    مایسس ویسکوسوز

های بالا به  بیوسنتز شده با عصاره شیرین بیان در برابر باکتری

  MICلیتر ومیزان  میکروگرم برمیلی  50و  25/6،  56/1ترتیب  

بی باکترینانو ذرات  برابر  نعناع در  با عصاره  های  وسنتز شده 

لیتر  میکروگرم بر میلی  200و12/  5و5/12ذکر شده به ترتیب  

، کمترین 1396کاووسی و همکاران در سال    . (14)  تعیین شد 

برابر   در  اروپائی  مرزنجوش  عصاره  و  نانوذره  مهارکنندگی 

آئروژینوزاباکتری   سودوموناس  و  ترتی   اشرشیاکلی  ب  به 

لیتر و کمترین غلظت باکتری  میکروگرم بر میلی  10و    5معادل  

-میکروگرم بر میلی  20و    10کشی نانوذره وعصاره به ترتیب  

تعیین شدل و همکاران در سال    .  (23)  یتر،  پور  ،  1396فرخ 

اکالیپتوس   گیاه  اسانس  و  عصاره  با  تلفیق  در  نقره  نانوذره 

-میکروتکا فعالیت ضدمیکروبی مناسبی علیه باکتری بیماری

مزای   داد    وتانساسترپتوکوکوس  مطالعه    .(24)نشان  در 

غلظت   وکمترین  مهارکنندگی  غلظت  کمترین  نیز   حاضر 

نانوعصاره الکلی  پوست سبز گردو برای هردو    باکتری کشی

استرپتوکوکوس  تری  باک  و  آئروژینوزا  سودوموناس 
برمیلی  1/0موتانس از  میکروگرم  است.  شده  برآورد  لیتر 

شود که قدرت ضدباکتریائی برآورد می   MIC  MBC مقادیر

از عصاره  سبزگردو  پوست  توسط  بیوسنتز شده  های  نانوذره 

 بیشتر بوده است.   یمرزنجوش اروپائ نعناع، شیرین بیان و

گزارش   سال    Darmaniطبق  در  همکاران  که    2006و 

های مختلف باکتری گرم مثبت ومنفی کار کرده  روی گونه

های  اند گزارش نمودند که عصاره آبی گردو روی باکتری

های گرم منفی  گرم مثبت اثرگذار است. به طور عمده باکتری

مثبت  گرم  نسبت  ترها  به  مطالعه    .(12)  باشندمی  مقاوم  در 

آب عصاره  تاثپوست    یحاضر   گردو    ی رو  یکسانی  یرسبز 

مثبت    یباکتر موتانس  گرم  منف استرپتوکوکوس  گرم    ی و 

آ بانتا  یروژینوزاسودوموناس  که  داد  نشان  خود  فوق    یجاز 

 متفاوت است. 

تواند به علت شرایط آب و هوایی  می   MICتغییر در عدد  

بودن گردو و سوش بومی  گیاه،  مختلف  متفاوت رشد  های 

 .(25)ها باشد  باکتری

سال     Suwanchawalit مطالعات در در  همکاران   و 

 عاملی نقره  شکل ذرات و اندازه  که است شده  گزارش  2011

-می شمار به نقره  باکتریایی نانوذرات ضد خاصیت برای مهم

ذرات کاهش که  ایگونه  به ود؛ر  درگیری باعث  اندازه 

را  این  و شده  باکتری با مناسب   .دهد می افزایش خاصیت 

نقره  افزایش باعث ذرات اندازه  کاهش  از شده  آزاد یون 

-می فراهم را  باکتریایی بیشتری ضد خاصیت و  شده  سطح

 بوده  مؤثر نیز شکل ذرات نانوذرات،  اندازه  بر افزون ماید.ن

 و  باکتری با  درگیری توانایی شکل، کروی ریخت شناسی و

 Ahmed  . در مطالعه(26)   دارد را باکتری انهدام نهایت در

Sh    نیز در    2016و همکاران در سال اثرات وابسته به شکل 

اندازه  با  نقره  نانوذرات  از  استفاده  با  مختلف  مطالعات  های 

طوریکه   به  است  شده  کوتاه   AgNPگزارش  شکل    مثلثی 

شکل، عملکرد  ضد  کروی و میله های AgNPشده، نسبت به 

تری داشت. کاهش سمیت سلولی نیز با ذرات  باکتریائی قوی

نقره آگ با  مقایسه  در  که  لومره  است  مشهود  آزاد  های 

سرنوشت و سمیت نانوذرات نقره بر اساس نوع پوشش آنها  

های  ای که صورت گرفت نانومکعب شود. به مطالعهمی  تعیین

نانونقره  با  مقایسه  در  ومیلهنقره  کروی  بااندازه  های   55ای 

علیه   بیشتری  باکتریایی  ضد  اثر  کلینانومتر،  نشان    اشریشیا 

طی   1396. در مطالعه عمرانی و همکاران در سال (10)دادند 

تحقیقی با عنوان بیوسنتز نانوذرات نقره با استفاده از گیاهان  

تعیین شد. با    nm 55انو ذرات نقره شیرین بیان و نعناع، اندازه ن

و   اندازه  به  نقره،  ذرات  نانو  اثرضدباکتریائی  اینکه  به  توجه 

که   داد  نشان  مطالعه  این  نتایج  دارد،  بستگی  آنها  شکل 

مقدار    ،nm16   به  nm  100باکاهش اندازه نانو ذرات نقره از

MIC  افزایش خاصیت ضد  نصف می به معنای  این  گردد و 

نانوذر کوچکتراستباکتریایی  اندازه  با  نقره  در    .(14)  ات 

اندازه  به  اقدام  نیز  حاضر  بادستگاه مطالعه  نانوذرات  گیری 

اندازه نانوذرات نقره 97زتاسایزر کردیم. بطوریکه حدود    %
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nm  51   ( برآورد شده است. همینطور مقدارPDI)  در گراف-

دهنده    اه نشان  آن  کوچک  مقدار  که  است  شده  گزارش 

توزیع اندازه یکسان بوده و پایداری بیشتر و قابل استناد بودن  

 آن است. 

 

 نتیجه گیری 

عنوان   به  که  گردو  سبز  پوست  که  است  ذکر  به  لازم 

تواند  شود میضایعات محصولات کشاورزی دور ریخته می

با  جهت استخراج ترکیبات آنتی اکسیدانی و ضد م یکروبی 

بهره  مختلف  محصولات  در  استفاده  جهت  طبیعی  -منشاء 

های الکلی  برداری شود. بنا به اطلاعات بدست آمده ، عصاره 

و نانو ذره نقره بیوسنتز شده توسط عصاره الکلی پوست سبز  

% نشان 96گردو قدرت ضدباکتریائی قویتری نسبت به الکل  

پالا )با  الکل  با  آن  جایگزینی  وقابلیت  بعضی داده  یش 

به  فاکتورهای رنگی آن( را دارا می اینکه  نتیجه نهائی  باشد. 

می مینظر  توسط  رسد  شده  بیوسنتز  نقره  ذره  نانو  از  توان 

پوست سبز گردو به عنوان ضدعفونی کننده مناسب به جای  

می آینده  در  کرد،  استفاده  مشابه  ترکیبات  و  از  الکل  توان 

موا تهیه  در  سبز گردو،  پوست  کننده  ضایعات  د ضدعفونی 

 گیاهی و پایداروامن استفاده کرد.

 

 ی تشکر و قدردان

محترم  هیات  ضو  ع  یونس انزابیدکتر    یجناب آقا  در پایان از

علمی دانشکده دامپزشکی، واحد پاتوبیولوژی دانشگاه آزاد  

تبریز   پربارشان   ارزنده های  راهنمائیبابت  اسلامی  جهت    و 

 را دارم. قدردانی تشکر و  کمالتحقیقی مطالعه  ین ا ارتقاء
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ABSTRACT 

 
Due to the indiscriminate use of disinfectants all over the world in order to disinfect the environment, which has 

led to the creation of cross-resistance between different antimicrobial substances and new, resistant strains and 

the production of superviruses and resistant bacteria, in recent years, The main focus of medical science research 

has been on nanotechnology. Therefore, according to these two issues, in the present study, an attempt has been 

made to prepare a nano disinfectant based on plant metabolites so that it is safe, durable and can replace alcohol. 

Therefore, the inhibition of 2 bacteria Streptococcus mutans ATCC35668 and Pseudomonas aeruginosa 

PTCC1310 by aqueous and ethanolic extracts and the biosynthesized nanoparticle was investigated by the 

alcoholic extract of green walnut skin. to check the antibacterial properties of the materials, MIC (Minimum 

Inhibitory Concentration), MBC (Minimum Bactericidal Concentration) of the materials were measured. MIC 

levels of aqueous, ethanolic extracts and biosynthesized nanoparticles of green walnut skin for both Streptococcus 

mutans and Pseudomonas aeruginosa bacteria were 1.4, 0.7 and 0.1, respectively, and MBC was 2.8, 1.4 and 0.1 

milliliters. It is estimated in grams per milliliter. Also, the MIC and MBC of 96% alcohol were estimated between 

0.7 and 2.8 mg/ml, which indicated the strong biosynthesis ability of green walnut skin and its strong antibacterial 

properties. It seems that silver nanoparticles biosynthesized by green walnut skin can be used as a suitable 

disinfectant instead of alcohol and its similar compounds against Gram-positive and Gram-negative bacteria. 

 
Keywords: green walnut skin extract, silver nanoparticle, alcohol, Streptococcus mutans bacteria, Pseudomonas 

aeruginosa 
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