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953- 968، 1396دي، 16دوره 
Menthaنعناع (و)Glycyrrhiza glabra(بیانبیوسنتز نانو ذرات نقره با استفاده از گیاهان شیرین 

piperata (ي عامل پوسیدگی دندانهاو بررسی اثر ضد میکروبی آن بر برخی باکتري
3، میلاد دئفه جعفري2له ژیانیراح، 1شکوفه عمرانی

10/10/96پذیرش مقاله:9/10/96دریافت اصلاحیه از نویسنده:18/4/96ارسال مقاله به نویسنده جهت اصلاح:13/2/96دریافت مقاله:

چکیده
ورانه براي با توجه به گسترش نگران کننده مقاومت به عوامل ضد میکروبی کلاسیک، روش درمانی نوآزمینه و هدف:

رسد. میبیوتیک مانند ترکیبات مشتق شده از گیاهان و نانو ذرات ضروري به نظر آنتیمبارزه با عوامل بیماریزاي مقاوم به 
این مطالعه به منظور بررسی اثر ضد باکتریایی نانو ذرات نقره بیوسنتز شده با استفاده از گیاهان شیرین بیان و نعناع بر 

ل پوسیدگی دندان انجام شد.ي عامهابرخی باکتري
میو میکروبیولوژي دانشکده علوم پایه دانشگاه آزاد اسلامیي شیهااین مطالعه توصیفی در آزمایشگاه:هامواد و روش

ي آبی گیاهان شیرین بیان و نعناع ها، انجام شد. نانو ذرات نقره به روش زیستی با استفاده از عصاره1395نیشابور در سال 
) مورد Scanning Electron Microscopyي اسپکتروفتومتر، میکروسکوپ الکترونی روبشی (هادند. نانو ذرات با روشتولید ش

، 50، 25، 5/12، 25/6، 12/3ي هااز غلظتمیکرولیتر100بررسی قرار گرفتند. به منظوربررسی اثر ضد باکتریایی نانو ذرات،
مقایسه نتایج میانگین دو نوع نانو آزمون میکروبراث دایلوشن استفاده شد.عصاره، جهتلیترمیلیمیکروگرم بر 200و 100

صورت گرفت.Oneway ANOVAآماري آزمونذره با استفاده از
نانومتر حاکی از سنتز زیستی این نانو ذرات در عصاره بود و 430و وجود پیک در UV-Visسنجی آنالیز طیف:هایافته

تعیین کرد. در بررسی اثر ضد نانومتر55را در حدودهاا کروي و میانگین اندازه آن، شکل نانو ذرات رSEMعکس 
ي مورد مطالعه نشان دادند. میزان هامیکروبی نانو ذرات بیوسنتز شده، نانو ذرات اثر ضد باکتریایی خوبی را علیه باکتري

MIC)Minimum inhibitory concentrationيهابا عصاره شیرین بیان در برابر باکتري) براي نانو ذرات بیوسنتز شده
Streptococcus mutans ،Actinomyces viscosusوLactobacillus rhamnosus میکروگرم بر 50و 25/6، 56/1به ترتیب

ي ذکر شده به ترتیبهابراي نانو ذرات بیوسنتز شده با عصاره نعناع در برابر باکتريMICو میزان≥p)05/0(لیترمیلی
تعیین شد.)≥05/0p(لیترمیلیمیکروگرم بر 200و 5/12، 5/12

کنندگی و ترکیبات ثانویه فراوان، نقش احیااکسیدانی و آنتی: عصاره گیاهان به دلیل داشتن خاصیت گیرينتیجه
شیرین بیان و نعناع کنند. در این پژوهش، نانو ذرات نقره به خوبی توسط عصاره آبی گیاهانمیپایدارسازي نانو ذرات را ایفا 

ي عامل پوسیدگی دندان مورد آزمون نشان هاسنتز شدند و نانو ذرات سنتز شده فعالیت ضد باکتریایی خوبی را علیه باکتري
دادند.
بیوسنتز، نانو ذرات نقره، حداقل غلظت بازدارندگی، حداقل غلظت کشندگی:يکلیديهاواژه

ایراننیشابور،ان،نخبگوجوانپژوهشگرانباشگاهنیشابور،واحداسلامی،آزاد، دانشگاهتجزیهمیدانشجوي دکتراي شی-1
ایراننیشابور،نخبگان،وجوانپژوهشگرانباشگاهنیشابور،واحداسلامی،آزاد، دانشگاهمیدانشیار گروه شی(نویسنده مسئول)-2

r_zhiani2006@yahoo.com، پست الکترونیکی: 051-42615472، دورنگار: 051-42233472تلفن: 
نیشابور، نیشابور، ایرانمیکارشناس ارشد ،مهندسی شیمی، دانشکده شیمی، دانشگاه آزاد اسلا-3
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و نعناع ...)Glycyrrhiza glabra(بیانبیوسنتز نانو ذرات نقره با استفاده از گیاهان شیرین 954

1396، سال 10، شماره 16دورهرفسنجانکیمجله دانشگاه علوم پزش

مقدمه
برد وسیع و فراوان در فناوري به علّت کارامروزه نانو

باشد. میعلوم و صنایع با سرعت بالایی در حال رشد 
است که بر پایه نانوذرات استوار است. میفناوري علنانو
باشند که اندازه میذرات، موادي با ساختار سه بعدي نانو
توانند می. ذرات نانو نانومتر متغیر است100تا 1از هاآن

ز و غیر سبز ساخته شوند. ي سبهابا استفاده از روش
ي شیمیایی و فیزیکی هاي غیر سبز شامل روشهاروش

ایی که براي ي شیمیایی، مواد شیمیهاهستند. در روش
اند و به میشوند، سمیذرات استفاده ساخت و پایداري نانو

شوند که با محیط زیست میتولید محصولات جانبی منجر 
لب منجر به ناسازگارند. همچنین ساخت شیمیایی، اغ

ذرات جذب شده به سطح نانومیحضور بعضی از مواد س
ر بر روي استفاده دارویی از شود که ممکن است اثر مضمی
ي فیزیکی داراي معایبی هاذرات بگذارد. همچنین روشنانو
ه فضا، انرژي و زمان توان به نیاز بمیهاباشند که از آنمی

هان در سنتز یااز جمله مزیت استفاده از گاشاره کرد. 
میساستفاده آسان، امنیت زیستی، غیرتوانمیذرات نانو

که در هابودن، ارزانی و دارا بودن تنوع وسیعی از متابولیت
].1[عمل کاهش یون دخیل هستند را نام برد

اند نقره فلزي را به شکل وري نانو توانستهاامروزه با فن
ود آورند که نانومتر به وج100ذراتی با سایز کمتر از 

را هاي نقره است؛ که آنهااتم15000تا 10000حاوي 
وري تولید نانو نقره انامند. فنمینانو ذرات نقره یا نانو نقره 

در مواد ضد باکتریایی باعث بوجود آمدن انقلابی شگرف 
گیري اصلی براي گسترش محصولات نانو است که جهت

ي نسبت به مواد باشد و داراي مزایاي بسیار زیادمینقره 

شیمیایی و است. این ذرات، خواص فیزیکو شیمیایی 
هادهند. آنمیاي از خود نشان ي بیولوژیکی ویژههافعالیت

اي از بر علیه طیف گستردهمیعوامل ضد باکتریایی مه
هستند. نانو مواد و به هابیوتیکآنتیي مقاوم به هاباکتري

بار سطحی و نسبت خصوص نانو مواد فلزي به علّت داشتن
DNAو هاسطح به حجم بالاي خود، آنزیم

ي دهنده هارا با تعادل الکترون بین گروههامیکروارگانیسم
یمیدازول، اندول الکترون مثل تیول، کربوکسیلات، آمید، ا

،به طور کلینمایند.میفعال و هیدروکسیل غیر 
بودن، میذرات نقره شامل غیر سنانوي عمدههاویژگی

دوست بودن، مقاومت حرارتی، عدم ایجاد پایداري زیاد، آب
]. طی 2[استهاو افزایش مقاومت در میکروارگانیسم

ي عفونی و مسري هاي اخیر توجه به شیوع بیماريهادهه
در سراسر دنیا بیشتر شده است. به منظور کنترل و 

یی در زمینه هادستورالعملهاپیشگیري از انتقال آن
ي بهداشتی و هادر محیطهانترل عفونتمدیریت و ک

] پوسیدگی دندان نیز یک 3[درمانی ارائه شده است
میکروبی است که موجب حل شدن و - بیماري عفونی

شود. درمان علامتی و میي آهکی دندان هاتخریب بافت
ساز بیماري با شکست بدون توجه به علّت زمینهمیترمی

ین بیماري از دست مواجه خواهد شد. از عوارض تداوم ا
، درد و عیوب زیبایی است. عامل اتیولوژیک هارفتن دندان

اصلی شناخته شده براي پوسیدگی دندان 
]. 4[هستندهاي موتان و لاکتوباسیلهااسترپتوکوك

و هابیوتیکآنتیدرمان و پیشگیري از پوسیدگی با 
احیاي بزاق را تغییر -استروئیدها پتانسیل اکسیداسیون

شرایط ایجاد ،فعالیت لیزوزیوم را ضعیف کردهداده، 
کند و باعث کاهش میي آلرژیک را تسهیل هاواکنش
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955شکوفه عمرانی و همکاران

1396سال ،10، شماره 16دورهرفسنجانکیمجله دانشگاه علوم پزش

]. 4شود [میمقاومت بدن نسبت به فاکتورهاي پاتوژنیک 
اي از طب سنتی و داروهاي استقبال گسترده،از طرفی

ي هاگیاهی و نانوذرات بیوسنتز شده با گیاهان در زمینه
]. تاکنون 5[ورت گرفته استمختلف علوم پزشکی ص

اثباتبهگیاهان مختلفازاستفادهبانقرهنانوذراتسنتز
سالدرهمکارانوGardea torresdey. رسیده است

راگیاهانتوسطنقرهنانوذراتتولیدباراولینبراي2003
Chenopodiumگیاهانهمچنین.]6[اندگزارش کرده

album،camelliaSinensisوRhus coriariaتوانستند
کننداحیانانومتر50زیريهااندازهدررانقرهيهایون

PinusوGarlicازشدهسنتزنقرهنانوذرات.]7- 9[

eldaricaنانومتر20- 30و10-40ترتیببهيهااندازهبا
هاباکتريازبرخیبهنسبتخوبیمیکروبیضدخاصیت

ازنقرهراً سنتز نانوذراتاخی.]10- 11[دادندنشانخوداز
علیهآنخوبنسبتاًمیکروبیضدفعالیتوبلوطمیوه

].12[استشدهگزارشبیمارستانیيهاعفونت
ي مدیدي هاخواص ضد میکروبی ترکیبات نقره، سال

اما اخیراً به دلیل ].13- 14[است که شناخته شده است
، سطح تماس نقره ذراتته شدن آن به صورت نانوساخ

%99صیت ضد میکروبی آن تا بیش از افزایش یافته و خا
]. در مطالعات متعددي نیز 15افزایش پیدا کرده است [

ذرات نقره به اندازه که اثر ضد باکتریایی نانومشخص شده 
]. در پژوهشی که 16- 17[بستگی داردهاو شکل آن

ذرات نقره انجام شد، نانوو همکارانش Espinosaتوسط 
باکتریایی قوي در مقابل باکتري خاصیت ضد

استرپتوکوکوس موتانس از خود نشان دادند. نتایج این 
100ذرات نقره از نشان داد که با کاهش اندازه نانومطالعه 

) MICنانومتر، حداقل غلظت بازدارندگی (16نانومتر به 

ایش خاصیت ضد گردد و این به معناي افزمینصف 
].18[باشدمیاندازه کوچکتر ذرات نقره با باکتریایی نانو

یی مانند هافنیلعصاره گیاهان که غنی از پلی
هستند، عوامل قدرتمندي براي کاهش بار در هافلاونوئید

ین در حالی است که در سنتز نانو ذرات نقره خواهند بود. ا
ي میکروبیولوژي با نرخی بسیار هاذرات، روشتولید نانو

ا عوامل کاهنده دیگر عمل کندتر نسبت به عصاره گیاهان ی
ده از عصاره گیاهان در سنتز کنند. لذا امروزه، استفامی
ذرات فلزي خصوصاً نقره، مورد توجه بیشتري قرار نانو

،به کمک عصاره گیاهانسنتز شده نانوذراتگرفته است. 
تواند میده از عوامل شیمیایی خارجی، به دلیل عدم استفا

].19[پزشکی باشدداراي عوارض کمتري در مصارف 
زاي مورد ي بیماريهابا توجه به مقاوم شدن سویه

، یافتن ي رایجهابیوتیکآنتیمطالعه نسبت به بسیاري از 
محیط .ضروري استهامواد جایگزین قادر به مهار رشد آن

ي باکتریال متعددي است که استفاده هادهان حاوي گونه
رضی از جمله از داروهاي شیمیایی در حفره دهان با عوا

با توجه به اینکه در .تغییر در فلور میکروبی همراه است
کتب متعدد طب سنتی به اثرات ضد میکروبی این 

اشاره شده بود بر آن شدیم تا در یک مطالعه هاعصاره
ذرات نقره را با استفاده از عصاره آبی نانوآزمایشگاهی، 

ضد گیاهان شیرین بیان و نعناع سنتز کنیم و اثر
ذرات سنتز شده به روش زیستی را بر اکتریایی این نانوب

سه سویه استاندارد عامل پوسیدگی دندانی به روش میکرو 
براث دایلوشن مورد بررسی قرار دهیم.
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و نعناع ...)Glycyrrhiza glabra(بیانبیوسنتز نانو ذرات نقره با استفاده از گیاهان شیرین 956

1396، سال 10، شماره 16دورهرفسنجانکیمجله دانشگاه علوم پزش

هامواد و روش
میي تحقیقاتی شیهااین مطالعه توصیفی در آزمایشگاه

میو میکروبیولوژي دانشکده علوم پایه دانشگاه آزاد اسلا
انجام شد. 1395نیشابور در سال 

ه یمواد شیمیایی مورد استفاده، با خلوص بالا تهمیتما
، هیدروکلریک AgNO)3(نقرهنمک نیترات. شدند
از شرکت(NaOH)و سدیم هیدروکسید(HCl)اسید

)MERCK (ي استفاده شده هاو میکروارگانیسم، آلمان
Lactobacillusشامل rhamnosus ,(PTCC 1202)

Actinomyces viscosus, PTCC 1637)Streptococcus

mutans)PTCC 1683ومیعليهاسازمان پژوهش) از
شستشو نیزوسازيمحلولبراي. شدندتهیهایرانصنعتی

شد.استفادهتقطیرباردوآباز
از گیاهان شیرین بیان و نعناع،بررسیدر این 

آوري ن رضوي جمعر واقع در استان خراساشهرستان کاشم
شدند و توسط هرباریوم گیاهی دانشگاه فردوسی مشهد، 

و Mentha piperataو Glycyrrhiza glabraمیبا نام عل
ید قرار أیمورد تCD203و A124کد هرباریوم به ترتیب 

.گرفتند
گرم از گیاهان مورد 100جهت تهیه عصاره آبی، ابتدا 

، آلمان)MERCK(درصد 5مطالعه با سدیم هیپوکلریت 
بار و هر بار یک 3دقیقه ضد عفونی و بعد از آن 5به مدت 

(کیمیا تهران اسید، ایران) شسته شدند. دقیقه با آب مقطر
، آلمان) به مدت MERCK(%70گیاهان با الکل ،در ادامه

دقیقه با 2بار و هر بار 3دقیقه ضد عفونی و در نهایت 2
30عصاره آبی، ابتدا آب مقطر شسته شدند. براي تهیه

گرم از گیاه مورد مطالعه شسته شده و در دماي اتاق 
گذاشته شد تا کاملاً خشک شود. سپس این مقدار از گیاه 

(زرین پیرکس، ایران) لیترمیلی250در یک ارلن مایر 
(زلالان لیتر آب مقطر دو بار تقطیرمیلی100ریخته شد و 

دید. این مخلوط براي شریف پارس، ایران) به آن اضافه گر
دقیقه جوشانده شد. عصاره آبی با استفاده از 10مدت 

25(با منافذ ، انگلستان)Whatmanکاغذ صافی (
میکرونی) صاف شد و براي حذف ذرات معلق موجود در 

Sorvall Superspeed(عصاره، نمونه توسط سانتریفیوژ

RC2-B دور بر دقیقه به مدت9000سرعت، انگلستان) با
دقیقه سانتریفیوژ شد. سپس عصاره در فالکن10

ي بعدي در ها(کاریزمهر، ایران) ریخته شد و براي استفاده
گراد سانتیدرجه -4(امرسان، ایران) در دماي یخچال

قرار گرفت. جهت استاندارد کردن روش و تکرارپذیري آن 
تعیین گردید. بدین صورت که از هر هاوزن خشک عصاره

ي آزمایش هالیتر به لولهمیلی1ي آبی، هارهیک از عصا
، در آونهاي داخل لولههاجداگانه اضافه شد. سپس عصاره

)Memmert گراد خشک سانتیدرجه 50، آلمان) در دماي
ي خالی، میانگین هاشدند. در نهایت، با کم کردن وزن لوله

لیتر بدست آمدکه با توجه به میلیدر هاوزن خشک عصاره
].20[آماده شدهاي مختلف عصارههازان، رقتاین او

ذرات نقره ابتدا از هر یک از جهت بیوسنتز نانو
گرم بر 12/0، 06/0، 03/0ي هاي گیاهی غلظتهاعصاره

نمک نیترات نیز، ازهالیتر تهیه شد و براي تیمار عصاره
مولار استفاده میلی1آلمان) با غلظت ،MERCK(نقره

با غلظت هاعصارهلیتر از هر یک ازمیلی3شد. سپس به
، pH=6/5گراد و سانتیدرجه 25مشخص در دماي ثابت

مولار، اضافه گردید در میلی1لیتر نبترات نقره میلی100
ي هاحالی که به شاهد نیترات نقره اضافه نشد. عصاره

، انگلیس) در دماي Stuart(تیمار شده در گرمخانه شیکر
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دور بر دقیقه و در 120سرعتو گرادسانتیدرجه 37
15ي مورد نظر هر هاشرایط تاریکی قرار گرفتند. محلول

مورد میدقیقه براي مشاهده تغییر رنگ به صورت چش
هابازدید قرار گرفتند و با مشاهده اولین تغییر رنگ نمونه

UV-vis)Cecilنسبت به شاهد با دستگاه اسپکتروفتومتر 

ند. براي به دست آوردن غلظت شد، انگلیس) خوانده 9200
ذرات نقره بیوسنتز شده توسط عصاره گیاه، محلول نانو

دقیقه 20دور بر دقیقه به مدت 9000کلوئیدي با سرعت 
سانتریفیوژ شد. سپس محلول رویی دور ریخته شد و به 

شستشو و پراکنده نمودن نانوذرات ته نشین شده، منظور
بار تکرار 3سانتریفیوژ با اضافه کردن آب دیونیزه، عمل 

فاز رویی جدا و به ماده ،گردید. پس از هر بار سانتریفیوژ
عمل ته نشین شده آب دیونیزه اضافه شد. پس از 

مانده بر روي ویفر سیلیکونی سانتریفیوژ، سوسپانسیون باقی
نشانده شد تا خشک گردد. سپس ، ایران) آپادانا(غرب

ظت آن به صورت خشک شده توزین و غلذرات نقرهنانو
لیتر به دست آمدمیلیگرم بر میلیتقریبی بر حسب 

]20.[
ذرات به ل مورد نظر پس از تولید شدن نانورنگ محلو

ذرات کند. این تغییر نشانه تولید نانومیاي تیره تغییر قهوه
ذرات تولید پس از مشاهده تغییر رنگ، نانوباشد.مینقره 

مشخص شدن زیستی شده به منظور تشخیص بهتر و
].19[مورد بررسی قرار گرفتندهاخصوصیات با سایر روش

) و تأئید Ag+(ي نقرههابه منظور میزان احیاي یون
ساخت نانوذرات نقره، بعد از اضافه کردن محلول یک 

مولار نیترات نقره به عصاره و مشاهده تغییر رنگ، میلی
یتر آب لمیلی2لیتر از نمونه برداشته شد و با میلی2/0

لوط شد و جذب آن توسط دستگاه مقطر استریل مخ

300- 700ي هامرئی در طول موج-سنج فرابنفشطیف
].20[نانومتر خوانده شد

مورفولوژي و اندازه نانوذرات نقره در این تحقیق با 
SEM ()Philips(استفاده از میکروسکوپ الکترونی روبشی

XL 30(رسوب حاصله تعیین شد. براي این منظور، هلند ،
دور بر دقیقه 14000کنش سه مرتبه و با سرعت از برهم

و از رسوب حاصل توسط میکروسکوپ ،سانتریفیوژ
].21[عکسبرداري شدالکترونی روبشی

ذرات بیوسنتز نانوMICحداقل غلظت مهارکنندگی یا 
- (رقتMicro-broth dilutionشده با استفاده از روش 

ید. براي این منظور، از میکرو سازي در چاهک) تعیین گرد
کره) ، SPL Lifesciences(ياخانه96هاي استریل پلیت

ه تهیهاي سریالی از نانوذراتغلظتاستفاده شد. ابتدا 
100، هاي تهیه شدهد. سپس از هر یک از غلظتگردی

ریخته هاي میکروپلیت میکرولیتر برداشته و داخل خانه
، 12/3(تهیه شده بودعصاره رقت از هر7. چون شد
میکروگرم بر 200و 100، 50، 25، 5/12، 25/6

میکرولیتر 100میکروپلیت نیز با خانه از 7لیتر)، میلی
میکرولیتر محیط کشت مولر 90نانوذره پر شد. سپس 

میکرولیتر 10) و MERCK, Germany(هینتون براث
چاهک 7یم مک فارلند بهنسوسپانسیون میکروبی معادل 

، افزوده شد. یعنی حجم نهایی در عصارهکروپلیت حاوي می
میکرولیتر بود. در یک ردیف، از تمام 200خانۀ پلیت هر

هاي نانوذره، همراه محیط کشت بدون تلقیح باکتري رقّت
ذره استفاده شد. در نظر گرفتن کدورت ناشی از نانوجهت 

همراه محیط کشت بدون باکتري بهدر یک چاهک نیز 
و تأثیر)شاهد مثبتعنوانریخته شد (به ذره نوتلقیح نا

هاي مورد آزمون با کدورت نانوذرات بر روي رشد باکتري
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ها پلیتگردید. پس از کشت، میکرواین چاهک مقایسه 
آلمان) به مدت سه ثانیه قرار داده ،IKA(روي شیکر

37کاملاً یکنواخت گردد. سپس در دماي مخلوط شدند تا 
انکوباتورساعت در24به مدت گراددرجۀ سانتی

)Shinsaeng کره)، انکوبه شدند. آزمایش براي هر کدام از ،
گردید و پس از بار تکرار3ي مختلف اسانس هاغلظت

ها توسط دستگاهمدت زمان انکوباسیون، کدورت چاهک
ELISAReaderمدل)ELX 800 سـاخــت شرکت
BioTekگیري ر اندازهنانومت620موجطول) در آمریکا

) در مقایسه با ردیف کنترل منفیشد. وجود کدورت (
دهنده عدم رشد کی از رشد باکتري و شفافیت نشانحا

هاي تحت تیمار دورت چاهکباشد. با مقایسه کیمباکتري 
شاهد، رشد باکتري در يهاچاهکذره و باکتري و با نانو

یت میزاننهادری قرار گرفت و بررسموردذرات مقابل نانو
MIC .که در آن ذره ترین غلظتی از نانویینپامشخص شد

گونه رشدي از باکتري مشاهده نشد (فاقد کدورت یچه
حداقل غلظت عنوانبهناشی از رشد باکتري) 

صورتبهدر نظر گرفته شد و MICی یا مهارکنندگ
].22لیتر گزارش گردید [گرم بر میلیمیکرو

MBC)Minimumي یا حداقل غلظت کشندگی باکتر

bactericiadal concentration ه به مقادیربا توج ،(MIC

MICلیتر از رقّت میکرو10که مقدار يطوربهتعیین شد. 

و چند رقّت بالاتر از آن بر روي محیط کشت مولر هینتون 
24، آلمان) کشت داده شد و به مدت MERCK(آگار

انکوباتور قرار ، درگرادسانتیدرجه 37ساعت در دماي 
و ندها از نظر رشد باکتري بررسی شدگرفت. سپس پلیت

باکتري در آن رشد %9/99ذره که ترین غلظتی از نانویینپا
در MBCحداقل غلظت کشندگی یا عنوانبهنکرده بود، 

].23نظر گرفته شد[
افزاربا استفاده از نرمهاتجزیه و تحلیل آماري داده

SPSS ست آماري و ت21ویرایشOneway ANOVA

ي حداقل غلظت هاانجام شد. تمام نتایج به صورت میانگین
ذره، با ظت کشندگی دو نوع نانومهار کنندگی و حداقل غل

P valueسه بار تکرار آزمون، گزارش شدند. در تمام موارد 

].24[دار تلقی گردیدمعنی05/0کمتر از 

نتایج
رین بیان و ي آبی شیهامیانگین وزن خشک عصاره

لیتر بدست میلیگرم در میلی80و 50نعناع به ترتیب 
که پس از افزودن بودرنگ آبی گیاهان زرد کمعصارهآمد.

تدماي محیط به مدمحلول نیترات نقره و قرار گرفتن در
)2و1ي هااي تیره تغییر رنگ داد (شکلساعت به قهوه4

اي نگ قهوهکه با منابع هم خوانی داشت. ظاهر شدن ر
تیره پس از واکنش با یون نقره، شاخص واضح و روشن از 

ي فلزي و تشکیل نانوذرات نقره در محیط هااحیاي یون
].25[است

تغییر رنگ عصاره شیرین بیان/محلول نیترات نقره با -1شکل 
گذشت زمان

تغییر رنگ عصاره نعناع/محلول نیترات نقره با گذشت زمان-2شکل 

که تغییر رنگ با تشکیل رسوب همراه باشد مینگاه
ي تشکیل شده داراي اندازه ذرات بزرگ بوده یعنی نانوذره

و زمانی که تغییر رنگ داده و رسوب تشکیل نشده باشد 
ي سنتز شده داراي اندازه ذرات بسیار یعنی نانوذره
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باشد و بهترین حالت است. در هیچ یک از کوچکی می
گیاهان رسوب رات تولید شده با عصارههاي نانوذمحلول

.تشکیل نشده بود

درجه 30طیف جذبی از نانوذرات نقره در دماي - 1نمودار 
لیتر عصاره میلی5مولار نیترات نقره و میلی1با غلظت گرادسانتی

بیانشیرین

ها، ها و پایداري آنجهت اثبات وجود نانوذرات در نمونه
اي تیره در طیف جذبی آنها پس از تغییر رنگ به قهوه

نانومتر با استفاده از دستگاه 300-700محدوده 
ذرات نقره نوبا توجه به اینکه نا. خوانده شداسپکتروفوتومتر

و 1هاي نانومتر جذب نور دارند، نمودار500تا 400بین 
ن دهند که مشخصه باند جذب تشدید پلاسمومینشان 2

ذرات نقره بیوسنتز شده نانومتر براي نانو430سطحی در 
با عصاره شیرین بیان و نعناع رخ داده است. 

جه در30طیف جذبی از نانوذرات نقره در دماي - 2نمودار
لیتر عصاره میلی5میلی مولار نیترات نقره و 1گراد با غلظتسانتی
نعناع

شکل نانوذرات تولیدي نیز توسط میکروسکوپ اندازه و
SEMتصاویر 6و 5ي هاشکل.الکترونی نگاره تعیین شد

ي آبی هااز پودر نانوذرات نقره بیوسنتز شده با عصاره
با توجه به شکل، دهد.میشیرین بیان و نعناع را نشان 

نانومتر به 75و 68رات نقره کروي با میانگین اندازهذنانو
.ي آبی نعناع و شیرین بیان سنتز شدندهاترتیب با عصاره

عصاره عکس تهیه شده از نانوذرات نقره بیوسنتز شده با-5شکل 
آبی شیرین بیان توسط میکروسکوپ الکترونی روبشی
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عصاره انوذرات نقره بیوسنتز شده باعکس تهیه شده از ن-6شکل 
آبی نعناع توسط میکروسکوپ الکترونی روبشی

(بر MBCو MICدر نتایج میکروبراث دایلوشن، میزان 
ري آن دامعنیلیتر)، و سطح میلیکروگرم بر حسب می

ذرات بر روي هر سه گونه باکتري در براي هر کدام از نانو
MICودن میزان نشان داده شده است. کوچکتر ب1جدول 

باکتریال است. در آنتیبه معنی بالاتر بودن اثر MBCو 
براي نانوذرات MBCو MICمورد لاکتوباسیل میزان 

ري از دامعنیبیوسنتز شده با عصاره شیرین بیان به طور 
ذرات بیوسنتز شده با عصاره نانوMBCو MICمیزان 

Streptococcus mutans ،MICنعناع کمتر است. در مورد 

ذرات بیوسنتز شده با عصاره شیرین بیان به طرز براي نانو
نانو ذرات بیوسنتز شده با عصاره MICري از میزان دامعنی

ري ندارد. در دامعنیتفاوت MBCنعناع کمتر است ولی 
براي MBCو MICمورد اکتینومیسس ویسکوز میزان 

ذرات بیوسنتز شده با عصاره شیرین بیان به طور نانو
ذرات بیوسنتز شده نانوMBCو MICري از میزان دامعنی

با عصاره نعناع کمتر است.

هارات بیوسنتز شده در برابر باکترينانوذ)MBC) و حداقل غلظت کشندگی (MICمیزان حداقل غلظت بازدارندگی (- 1جدول

بر حسب MBCوMICگونه باکتري
لیترمیکروگرم بر میلی

ذرات بیوسنتز شده نانو
صاره شیرین بیانبا ع

ذرات بیوسنتز نانو
نتیجه تست آماريشده با عصاره نعناع

Streptococcus mutans
MIC56/15/1201/0=p
MBC5/125/1208/0=p

Actinomyces viscosus
MIC25/65/1201/0=p
MBC25/65/1201/0=p

Lactobacillus rhamnosus
MIC5020001/0=p

MBC5/1210001/0=p

.Oneway ANOVAآزمونهاي حداقل غلظت مهارکنندگی و حداقل غلظت کشندگی دو نوع نانوذره با استفاده ازمیانگینمقایسه
P value دار تلقی گردید.معنی05/0کمتر از

بحث
هاي آبی گیاهان در این مطالعه با استفاده از عصاره

ذرات نقره ی، نانونعناع به روش احیاي زیستشیرین بیان و
هاي نمک ذرات، احیاي یوناساس سنتز نانوتولید گردید. 

و در واقع خنثی شدن بار الکتریکی است. در این هاآن
40دقیقه و در دماي 30مطالعه این فرآیند طی مدت 

دهنده سرعت نگراد تکمیل گردید که نشاسانتیدرجه 
جهت ن به دماهاي بالا نیازي آبالاي این روش و بی

ذرات نقره است که با نتایج حاصل از پژوهش تشکیل نانو
Sivaraman و همکاران وSathyavath و همکاران مشابهت

ن عصاره نعناع و شیرین بیان با دارا بود].26- 27[دارد
هاترپنوئیدها و ساپونینفلاونوئیدها، آلکالوئیدها، تري
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د. را دارذرات نقره کاهش نانوپتانسیل بالایی براي 
همچنین این گیاهان حاوي موادي مانند سیکلوپپتیدها، 

در تولید تواند مید که نباشمیایزوکوئینولین و گلیکوزیدها 
ي هاذرات نقره نقش مؤثري داشته باشد. اکسایش گروهنانو

تواند باعث میعاملی مانند هیدروکسیل، کربونیل، آلدئید 
ذرات ید نانوشود که نتیجه این امر تولي نقره هاکاهش یون

ذرات و]. تغییر رنگ محلول حاوي نان28- 29[باشدمینقره 
اي است که اي ناشی از پدیدهاز زرد به قهوهکلوئیدي نقره 

Surface Plasmonبه آن پلاسمون رزونانس سطحی (

Resonance (تغییر رنگ مشاهده شده در این گویندمی .
ک در اثر برهم کنش عصاره گیاه و محلول نم،پژوهش

کاملاً Gandhiو Reddyبا نتایج حاصل از پژوهش ،نقره
ذرات نقره محسوب بود و اولین نشانه از تولید نانومشابه 

].30[شودمی
430ذرات نقره حدوداً در طول موج پیک جذبی نانو

ذرات، محل باشد که بسته به شرایط و اندازهمینانومتر 
حدوده پیک دانستن م،کند. در واقعمیپیک جذبی تغییر 

دهد.میذرات هم جذبی به ما اطلاعاتی در مورد اندازه
دهنده ثبت شده به طور کامل نشانUV-Visي هاطیف

430افزایش ارتعاشات پلاسمون سطحی در طول موج 
و Thangarajuاست که با نتایج حاصل از پژوهش نانومتر

].31[همکاران مشابه بود
مده است که پیک ش آو همکارانZeng Qدر مطالعه

400-420ذرات نقره معمولاً در محدودهمربوط به نانو
اي داراي پیک شود. نقره در حالت تودهمینانومتر ظاهر 

نانومتر است. در حالی که پیک 316جذبی در طول موج 
نانومتر، نشان 450تا 400ول موج تشکیل شده در ط

وط به رزونانس ذرات نقره و مربدهنده تشکیل نانو

باشد که به القاي میذرات نقره پلاسمون سطحی نانو
]؛ 32[شودمیذرات نسبت داده آزاد در نانويهاالکترون
اضر نانومتر در مطالعه ح316پیکی که در حدود ،بنابراین

در باشد و تنها پیکمیاي دیده شده مربوط به نقره توده
شود.میذرات نقره مربوط نانومتر به نانو430طول موج 

ذرات دهد دامنه نانومینشان SEMنتایج حاصل از
نانومتر و 70تا40هتولید شده به روش زیستی در محدود

که با نتایج سایر محققین نیز اي استبه شکل دایره
و فعالیت هاخوانی دارد؛ لازم به ذکر است ویژگیهم

کنترل هاذرات با استفاده از اندازه آنزیستی این نانو
ذرات بیوسنتز شده از عصاره شیرین نانو].33[شودمی

ذرات بیوسنتز ر دو کروي بودند اما اندازه نانوبیان و نعناع ه
ذرات بیوسنتز شده ز عصاره شیرین بیان کمتر از نانوشده ا

اند که تفاوت ره نعناع بود. مطالعات نشان دادهبا عصا
و تنوع و نوع عوامل کاهنده در هاساختاري و ژنتیکی گونه

تنوع ]. احتمالا34ً[ذرات مؤثر استبر اندازه نانوهارهعصا
ترکیبات موجود در عصاره شیرین بیان و قدرت کاهندگی 

هاتر نانوذرات حاصل از آنسبب اندازه کوچکهابهتر آن
شده است. اندازه ذرات و شکل نانوذرات نقره عاملی مهم 

رود به میبه شمار آنها براي خاصیت ضد باکتریایی 
اي که کاهش اندازه ذرات باعث درگیري مناسب با ونهگ

دهد. کاهش میباکتري شده و این خاصیت را افزایش 
ح شده اندازه ذرات باعث افزایش رها شدن یون نقره از سط

]. 35[کندمیفراهم را تري و خاصیت ضد باکتریایی بیش
ذرات بیوسنتز این دلایل خاصیت ضد میکروبی نانوشاید به 
رد ي موهاعصاره شیرین بیان در مقایل باکتريشده از

ذره بود.بررسی بیشتر از نوع دیگر نانو 
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) و MIC(نتایج مطالعه حداقل غلظت مهارکنندگی
) این دو نوع نانو ذره بر MBC(حداقل غلظت کشندگی

، حاکی از این روي سه باکتري عامل پوسیدگی دندان
اثر بازدارندگی موضوع است که هر دو نوع نانو ذره داراي 

اند. در ي این تحقیق بودههارشد و اثر کشندگی بر باکتري
وجود داشت اما هاذرات، رشد باکتريي پایین نانوهاغلظت

را به دنبال هاذرات، کاهش رشد باکتريافزایش غلظت نانو
داشت. لذا اثرات ضد باکتریایی ارتباط مستقیم با میزان 

ده داشت. با بررسی رشد یا غلظت نانوذرات نقره بیوسنتز ش
ي هادر محیط کشت حاوي غلظتهاعدم رشد باکتري

ذرات، حداقل غلظت بازدارنده آن مشخص مختلف از نانو
شد. مقایسه اثر ضد باکتریایی نانوذرات بیوسنتز شده با دو 

ذرات نانودهد که اثر ضد باکتریایی مینوع عصاره نشان 
هار روي این باکتريبیوسنتز شده با عصاره شیرین بیان ب

بیشتر از Streptococcus mutansبه ویژه بر روي باکتري 
ي مورد مطالعه هانانو ذره دیگر است. در بین باکتري

در مقابل نانو Lactobacillus rhamnosusمقاومت باکتري 
Streptococcusي هاذرات بیوسنتز شده بیشتر از باکتري

mutans وActinomyces viscosusارش شد. گز
Krishnaraj Cران کمترین غلظت مهارکنندگی و همکا

Escherichiaذرات نقره را بر روي دو سویه استاندارد نانو

coli وVibro cholera لیتر میلیمیکروگرم بر 10معادل
ذرات نقره با میانگین اندازه ]. تأثیر نانو36[گزارش نمودند

Pseudomonasو Escherichia coliبر روي 70و 7

aeruginosa وBacillus cereus توسطKhaydarov و
فت. کمترین غلظت همکاران، مورد بررسی قرار گر

نقره بر روي هرسه سویه براي ذرات مهارکنندگی نانو

و 2، 3نانومتري برابر با 7ذرات نقره با میانگین قطر نانو
].37[لیتر بودمیلیمیکروگرم بر 19

ده است که اندازه و شکل در مطالعات قبلی گزارش ش
م براي خاصیت ضد باکتریایی ذرات نقره عاملی مه

اي که کاهش اندازه رود؛ به گونهمیذرات نقره به شمار نانو
ذرات باعث درگیري مناسب با باکتري شده و این خاصیت 

دهد.کاهش اندازه ذرات باعث افزایش یون میرا افزایش 
ضد باکتریایی نقره آزاد شده از سطح شده و خاصیت

، شکل ذراتنماید. افزون بر اندازه نانومیبیشتري را فراهم 
شناسی کروي شکل، توانایی ذرات نیز مؤثر بوده و ریخت

]. 38[درگیري با باکتري و در نهایت انهدام باکتري را دارد
ذرات شود، نانومیدیده 5و 4هايهمانطور که در شکل

هاباشند و پژوهشمیکروينقره در این مطالعه تقریباً
یري از ذرات نقره براي جلوگنشان داد که بهترین شکل نانو

شکل، دار بیذرات گوشهرشد باکتري به ترتیب نانو
به زیرا باشند میاي شکل ذرات میلهنانوذرات کروي و نانو

-40[دارندهاترتیب توانایی درگیري بیشتري با باکتري
خاصیت ضد باکتریایی کهرود میانتظار ،بنابراین].39

ذرات بیوسنتز شده در این مطالعه به دلیل اندازه خوب نانو
و Durnerباشد.هانسبتاً کوچک و شکل مناسب آن

ذرات در ر مطالعه خود نشان دادند که نانوهمکاران د
لیتر، بر فرآیند میلیمیکروگرم بر 300ي بالاتر از هاغلظت

قره تأثیر گذاشته و مریزاسیون مواد دندانی حاوي نپلی
شود. به این دلیل میهاباعث کاهش سازگاري نسجی آن

تر از ي پایینهادر مطالعه حاضر، از نانوذرات نقره در غلظت
].41[شداستفاده لیتر میلیمیکروگرم بر 300

ذرات نقره، ر اصلی خاصیت ضد باکتریایی نانوسازوکا
ر فعالیت ي نقره است. در هر حال سازوکاهارهایش یون
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ي نقره از دیدگاه میکروبیولوژي مولکولی هنوز به هایون
طور کامل شناخته نشده است. برخی از سازوکارهاي اصلی 

ي هاعبارت است از: آسیب به غشاء سلولی، تولید گونه
ي نقره (یا حتی هافعال اکسیژن و حمله سلولی یون

ایی) و در ادامه ذرات نقره به دلیل وجود حفرات غشنانو
. در DNAو بازدارندگی تکثیر ATPآسیب به محصولات 

سلولی به وسیله ءي بسیاري، آسیب به غشاهاپژوهش
عمدتاً برهاي نقره گزارش شده است. این گزارشهایون

ي بزرگ در غشا باکتریایی هایا سوراخهاپایه مشاهده حفره
با ي نقره هااست. ممکن است یونTEMبا آنالیز 

ه (به عنوان مثال با گروي غشایی حاوي سولفورهاپروتئن
هم کنش داده و باعث تیول پروتئین زنجیره تنفسی) بر

].42[آسیب فیزیکی به غشا شوند
Namخود، با اضافه کردن نانوذرات نقره با در مطالعه

به موادي درصد 3تادرصد 1/0درصدهاي وزنی مختلف 
دوره محدود با هدف کمک به در تماس با بافت دهانی در 

)، اثر ضد Tissue conditioner(بازگشت به شرایط سالم
ي استافیلوکوکوس هاباکتریایی آن را بر روي باکتري

به طوري که با اورئوس و استرپتوکوك موتانس نشان داد.
].43[شدمیذرات، این اثر تشدید افزایش غلظت نانو

Sondi وSalopek-Sondiذرات یایی نانواثر ضد باکتر
این نظریه برهانقره را علیه اشرشیاکلی نشان دادند. آن

ذرات نقره، أکید کردند که در مواجهه با نانوت
سازي خود را از دست توانایی همانندهامیکروارگانیسم

]. با 44[شوندمیي سلولی غیر فعال هاداده و پروتئین
کشور توجه به در دسترس بودن گیاهان مورد مطالعه در

ي کمتر نسبت به داروهاي هاما و امکان تهیه آن با هزینه
ذرات توجه به خواص ضد باکتریایی نانودیگر و همچنین با

بیوسنتز شده با عصاره این گیاهان، ممکن است نتایج این 
د توجه محققین، متخصصین و تولید گونه تحقیقات مور

به شکل کنندگان داروها قرار گیرد تا در صورت تهیه آن 
ي هادارو و یا خمیر دندان، بتواند در زمینه مقابله با عفونت

مورد استفاده واقع شود.هاناشی از این باکتري
ي این پژوهش، عدم بررسی نقش هایکی از محدودیت

ذرات بود و نانودر اندازه هافاکتورهاي مؤثر و تداخل آن
ین بیان و صرفاً قابلیت تولید نانو نقره از عصاره گیاهان شیر

نعناع و اثر ضد میکروبی آن بر روي باکترهاي عامل 
شود با میپیشنهاد ،پوسیدگی دندان ارزیابی شد. بنابراین

سازي ریاضی و کمو متریکس، نقش استفاده از مدل
اي بررسی گردد تا ف دخیل در اندازه ذرهفاکتورهاي مختل

ذرات نولید این نابا تغییر فاکتورهاي مؤثر، شرایط بهینه تو
اي دلخواه مشخص گردد.در اندازه ذره

گیرينتیجه
ي هاذرات نقره با استفاده از عصارهدر مطالعه حاضر نانو

آبی گیاهان نعناع و شیرین بیان بدون نیاز به صرف انرژي 
و مواد اولیه گران قیمت، تولید شدند. نانوذرات کلوئیدي، 

راین به صورت ذرات ریز میکروسکوپی منتشر شده؛ بنابه ب
ي باکتري نفوذ کنند و هابه داخل سلولتوانند میراحتی 

در این مطالعه، نانوذرات تولید شده اثر ضد میکروبی خوبی 
ي دهانی مورد بررسی نشان دادند؛ لذا هابر روي باکتري

شان، استفاده از این نانوذرات بر اساس تأثیرات بیولوژیکی
ي های از باکتريي ناشهاتواند جهت مقابله با عفونتمی

دهانی مورد مطالعه، مؤثر باشد.
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تشکر و قدردانی
و میشیي هاوسیله از کلیه همکاران در آزمایشگاهبدین

نیشابور، به خاطر میاسلامیکروبیولوژي دانشگاه آزاد

شان در تمام مراحل دریغبیي هاو همکاريهاراهنمایی
شود.می، تقدیر و تشکر پژوهش
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The Biosynthesis of Silver Nanoparticles Using Plants of Glycyrrhiza glabra and Mentha
Piperata and Its Antimicrobial Effect on Some Bacterias That Cause Tooth Decay

Sh. Emrani1, R. Zhiani2, M. Dafe Jafari3
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Background and Objectives: Considering the alarming spread of resistance to classic antimicrobial agents,

innovative therapeutic approaches to combat antibiotic-resistant pathogens, like the compounds derived from plants

and nanoparticles, seems necessary. This study was conducted to investigate the antibacterial effect of biosynthetic

silver nanoparticles using Glycyrrhiza glabra and Mentha piperata plants on some tooth decay bacteria.

Materials and Methods: This descriptive study was carried out in the Chemistry and Microbiology Laboratories of

the Basic Sciences Faculty of Neishabour Islamic Azad University, in 2016. Silver nanoparticles were produced in

biological method using aqueous extracts of Glycyrrhiza glabra and Mentha piperata. Nanoparticles were studied by

using spectrometry techniques and Scanning Electron Microscopy (SEM). To predict the antibacterial effect of

nanoparticles, from each of the extracts at 3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, and 200 μg/ml concentrations, 100 μL was

used for broth micro dilution test . Comparison of the mean results of two types of nanoparticles was done using One-

way ANOVA statistical test.

Results: UV-Vis spectroscopy analysis and the peak at 430 nm indicated the biosynthesis of the nanoparticles in the

extract, and the photo of SEM determined the shape of the nanoparticles spherical and the average size was set at about

55 nm. In reviewing the antimicrobial effect of biosynthesis of silver nanoparticles, the nanoparticles had a good

antibacterial activity against the bacteria under study. MIC (Minimum Inhibitory Concentration) values for

biosynthetic nanoparticles with Glycyrrhiza glabra extract against Streptococcus mutans, Actinomyces viscosus ,and

Lactobacillus rhamnosus were 1.6, 6.25 ,and 50 μg / ml (p≤0.05), and MIC for biosynthetic nanoparticles with Mentha

piperata extract against these bacteria were determined to be 12.5, 12.5 ,and 200 μg / ml, respectively (p≤0.05)

Conclusion: Due to their antioxidant properties and many secondary compounds, the plants extracts play the role of

regeneration and stabilization of nanoparticles. In this study, silver nanoparticles were synthesized well with the

aqueous extracts of Glycyrrhiza glabra and Mentha piperata plants, and the synthesized nanoparticles showed a good

antibacterial activity against the bacteria that contributed to the decay of the tooth.

Key words: Biosynthesis, Silver nanoparticles, Minimum inhibitory concentration, Minimum bactericidal

concentration
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