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Abstract: 
       

   
Background: Membrane bioreactor systems are extensively used in biological treatment of 
the municipal and industrial wastewater. Despite the efficiency of these bioreactors in 
biological wastewater treatment, several problems, including bacterial biofilm formation, 
have limited their use. This study aimed to identify the dominant bacteria in the biofilm of 
such systems as well as to investigate the lethal effect of the silver nanoparticles in small size 
(4 nm) and higher dilutions in wastewater.   
Materials and Methods: This laboratory-scale experimental study was performed on 140 
samples; the dominant isolates were identified using the differential biochemical tests. Using 
Broth micro dilution, the minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal 
concentration (MBC) were calculated. Standard discs were prepared by different 
concentrations of nanosilver particles (0.5, 1, 2, 4, 8 ppm) and evaluated through the disc agar 
diffusion method on Muller-Hinton agar plates. Finally, the inhibition zone diameter was 
measured.  
Results: The frequencies of isolates were Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, 
Proteus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Citrobacter and Bacillus anthracis, respectively. 
Moreover, The MIC of sliver nanoparticles (4nm) against the isolates were as follows: 
Escherichia coli, 2ppm; Citobacter, 1ppm; Bacillus cereus, 1ppm; Bacillus anthracis, 0.5 
ppm; Bacillus subtilis, 1ppm; Pseudomonas aeruginosa, 4ppm  and  Proteus, 2ppm. 
Conclusion: It can be concluded that silver nanoparticles, with a particle size of <10 nm, 
have a positive impact on the removal of dominant resistant isolates, especially gram-positive 
bacteria. 
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 (MBR)غشايي بيوراكتور دستگاه بيوفيلم دهنده تشكيل هايباكتري شناسايي و جداسازي

  نقره ذرات نانو وسيلهبه آنها حذف و
  

احمدي مرضيه
1
پوربابايي احمدعلي ،
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دودي منير ،

3  

  

   مقدمه
 ها،باكتري مانند مضر هايميكروارگانيسم حذف ديرباز، از

 بوده بشر اصلي هايدغدغه زا يكي ها،ويروس و مخمرها ها،كپك
 هايويژگي با غيرآلي و طبيعي مواد از بسياري بنابراين است،

 كنندهكنترل عوامل]. 1 [اندشده گرفته كاربه منظور اين براي مختلف،
 كشتن باعث يا كه هستند متفاوتي انواع داراي هاميكروارگانيسم رشد

يكي از مهمترين ]. 2،3 [شوندمي هاآن رشد مهار يا هاميكروارگانيسم
هاي صنعتي هاي اخير در حوزه تصفيه پسابهايي كه در سالسيستم

هستند كه بر  )MBR(و خانگي مطرح گرديد بيوراكتورهاي غشايي 
  .هاي رقيب خود ترجيح داده شده استبسياري از فناوري

  
 اسلامي دآزا دانشگاه علوم، دانشكده ،ميكروبيولوژي گروه، دانشجوي ميكروبيولوژي 1

  قم واحد
     واحد كرجتهران دانشگاه، كشاورزيدانشكده   ،بيوتكنولوژي گروه، استاديار 2
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تركيبي از فرايند لجن  MBR آوري بيوراكتورهاي غشايي يافن
 با غشاء تكنولوژي تركيب]. 4 [ا فيلتراسيون غشايي استفعال ب
]. 5 [شد گزارش 1969 سال در باراولين فاضلاب بيولوژيكي تصفيه
 و 1989 سال در آزمايشگاهي مقياس در مستغرق بيوراكتور اولين
 امروزه ].5[ است شده اندازيراه 1991 سال در تجاري واحد اولين
 در غشايي بيوراكتور 900 از بيش يافته توسعه كشورهاي در

 شهري و صنعتي هايفاضلاب تصفيه براي صنعتي بزرگ مقياس
 كم مزاياي به توانمي هاسيستم اين مورد در ].5[ است رفته كاربه

 گرفتگي. كرد اشاره آنها بالاي بسيار بازده و نياز مورد فضاي بودن
 اين در .دباشمي هاسيستم اين معايب از نيز هزينه بودن بالا و غشا

-به سيستم و شودنمي توليد لجني يا شيميايي ماده هيچ هاسيستم

 نوع به بستگي ءغشا انتخاب. كندمي كار اتوماتيك صورت
 غشاهاي گرفتگي همكارانش و Thomass ].6 [دارد فاضلاب
ه داد قرار مطالعه مورد غشايي بيوراكتور يك در را ايلوله مختلف

 كاهش باعث خاصي محدوده تا عتسر افزايش كه دادند نشان و
 رود فراتر محدوده آن از سرعت كه صورتي در و شودمي گرفتگي

 ].7[ شودمي ءغشا گرفتگي باعث خود بيشتر فشار ايجاد خاطربه

 :خلاصه
 اين كارايي غمرعلي. دارد شهري و صنعتي پساب در بيولوژيك تصفيه فرآيند در وسيعي كاربرد غشايي، بيوراكتور سيستم :هدف و سابقه

 اين كاربري محدوديت موجب پساب، در موجود هايباكتري از ناشي بيوفيلم تشكيل جمله از متعددي مشكلات ،تصفيه در بيوراكتورها
 كشندگي اثر بررسي و هاسيستم اين در بيوفيلم دهندهتشكيل غالب هايباكتري شناسايي تحقيق اين از هدف .است شده هاسيستم

  .باشدمي پساب كيفيت اهميت به توجه با) بيشتر رقت (پايين هايغلظت و) nm4 ( تركوچك سايز در هنقر نانوذرات
 افتراقي و بيوشيميايي هايتست از استفاده با. شد انجام نمونه 140 روي بر آزمايشگاهي مقياس در تجربي مطالعه اين :هاروش و مواد
 Broth micro dilution، )MIC( minimal inhibitory concentration روش از استفاده با سپس .گرديد شنايي غالب هايايزوله

 ذرات نانو از ppm 8 ،4 ،1،2 ،5/0 هايرقت از هركدام از و شد گيرياندازه MBC( minimal bactericidal concentration( و
-اندازه مهاري هاله قطر و شد ارزيابي آگار هينتون مولر كشت محيط در درآگار ديسك انتشار روشبه و تهيه استاندارد هايديسك، نقره

  .    شد گيري
 سرئوس، باسيلوس سوبتيليس، باسيلوس پروتئوس، آئروجينوزا، سودوموناس اشريشياكلي،: شامل فراواني ترتيببه هاجدايه :نتايج

 يهاجدايه عليه بر نانومتري 4 قطر با نقره نانو ذرات) MIC (رشد بازدارندگي غلظت حداقل .ندبود آنتراسيس باسيلوسو  سيتروباكتر،
 ،ppm 1 سوبتيليس باسيلوس ،ppm5/0  آنتراسيس باسيلوس ،ppm 1 سرئوس باسيلوس ،ppm 1 سيتروباكتر ،ppm 2 برابر اشريشياكلي
  .آمد دستهب ppm 2 با برابر پروتئوس و ppm 4 سودوموناس

 و غالب هايايزوله حذف براي نانومتر 10 از كمتر سايز در نقره ذرات نانو گرفت هنتيج توانمي تحقيق اين نتايج براساس :گيرينتيجه
  .است موثر مثبت گرم هايباكتري در خصوص هب مقاوم

 حداقل غلظت مهار كنندگي ،نانوذرات نقره ،غشايي بيوراكتور سيستم بيوفيلم، :كليدي واژگان
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 پيلي و چون متعدد هايويژگي داشتن علتبه هاباكتري اصولا
 در يك محيط آبي تمايل براي چسبيدن به سطوح EPS توليد

 ضد خاصيت دليلبه آن هاييون و نقره فلز .دارندمختلفي 
 از دارينگه براي و اندداشته فراواني كاربرد گذشته در ميكروبي

-عفونت از جلوگيريو  سوختگي، هايزخم ترميم آشاميدني، آب

- آنتي ظهور بااگرچه ]. 8 [رفتندمي كاربه نوزادان گنوكوكي هاي

 دليلبه امروزه اما ،شد نگركم مواد اين از استفاده ها،بيوتيك
 از استفاده نقره، اثر وسيع طيف چنينهم و ميكروبي هايمقاومت

 امروزه كه است اين در تفاوت]. 9 [است گرفته رونق مواد اين
 مواد مانند جديد هايفرمول غالب در مواد اين از استفاده

 يلدلبه مواد اين. رودمي كاربه) نانومتر 100 از كمتر (نانومقياس
 هايويژگي چنينهم و) حجم به سطح نسبت (تماس بالاي سطح

 براي خوبي بسيار مواد توانندمي فيزيكوشيميايي، فرد به منحصر
 اين شده گفته مطالب به توجه با]. 10 [باشندكردن  ضدعفوني

 غالب هايجدايه روي بر را نانونقره محلول ك ياثربخشي مطالعه
  .دهدمي قرار بررسي دمور غشايي بيوراكتور سيستم از
  

   هاروش و مواد
 خانه تصفيه در غشايي بيوراكتور مطالعه، مورد سيستم

-به آن در موجود هايباكتري از بخشي كه باشدمي اصفهان جنوب

 در .اندچسبيده بيوراكتور غشاي روي بر بخشي و معلق صورت
 نصب نانو شركت از سوسپانسيون صورتبه نانونقره از مطالعه اين

 نانو از ppm 500 حاوي ماده اين. گرديد استفاده تهران پارس
 اين. گرددمي استفاده كلوئيدي معلق صورتبه كه است نقره ذرات
 نانو اين اندازه. كندمي حفظ را خود پايداري كشت، محيط در ماده

 اين در رفته كاربه وسايل و مواد تمامي. است بوده نانومتر 4 ذرات
-باكتري جداسازي. است شده تهيه آلمان ركم شركت از آزمايش،

 محيط حاوي پليت در ريختن و رقت تهيه روش اساس بر ها
 انجام گرادسانتي درجه 34 دماي در گرماگذاري و ارآگ نوترين

 بيوشيميايي و ميكروسكوپي هايآزمايش از مطالعه، اين در. شد
 ونسيم اندول، حركت، اكسيداز، كاتالاز، گرم، آميزيرنگ شامل

 هايهيدرات تخمير و وژپرسكوئر تست نيترات، احياي سيترات،
 هينتون، مولر آگار، بلاد كشت هايمحيط چنينهم و TSI كربن،
 API و آگار اينفيوژن هارت برين آگار، نوترينت بلو، متيلن ائوزين

20A تهيه روشبه ابتدا. گرديد استفاده نسبي شناسايي جهت 
 ،ppm 5/0، ppm 1، ppm 2، ppm 4  هايغلظت رقت سريال
ppm 8 يك مدتبه هاديسك بلانك و شد تهيه محلول اين از 
 هاديسك اين سپس و شد داده قرار شده تهيه هايغلظت در ساعت

 حاوي كه) MHA( آگار هينتون مولر كشت محيط روي بر

 بود، غالب هايايزوله از فارلند مك نيم معادل باكتريايي سوسپانسيون
 Broth micro dilutionتاثير روش از آزمايش اين در. تگرف قرار

. گرديد تعيين شده جداسازي غالب هايباكتري MIC و شد استفاده
 و شد انجام گرادسانتي درجه 37 دماي در هاباكتري ساعته 24 كشت
-به روش. گرديد تهيه نظر مورد هايباكتري از فارلند مك نيم غلظت

 نوترينت كشت محيط از μl 80 و بوده پليت ميكروتيتر صورت
 از ميكروليتر μl 40 و باكتري فارلند مك نيم محلول از μl 80 براث،
 ppm 5/0، ppm 1، ppm هايغلظت در نقره نانو كلوئيدي محلول

2،  ppm4،  ppm8 شد انجام تكرار بار سه با روش اين. شد انجام 
 ختلافا بررسي براي. باشدمي nm 630 استفاده مورد موج طول و
 عنوانبه 05/0 از كمتر  Pقاديرم و شد استفاده كايمجذور  آزمون از

  .شد گرفته نظر در دارمعني اختلاف
  

  نتايج
 شده انجام هايتست به نسبت نظر مورد هايباكتري

  :بودند مشخصات اين داراي
 كاتالاز متحرك، اسپور، بدون منفي، گرم باسيل: اشريشياكلي -1

 محيط در فلزي جلاي داراي مثبت، لاكتوز منفي، اكسيداز مثبت،
EMB، MR ،مثبت VP ،از گاز و اسيد توليد مثبت، اندول منفي 
 به نيترات احياي  بوده ومثبت مانيتول .است مثبت گلوكز تخمير
 .است مثبت نيتريت

 اكسيداز مثبت، كاتالاز منفي، گرم باسيل: فروندي سيتروباكتر -2
 متحركو  نمايد،مي گاز توليد و كندمي تخمير را گلوكز مثبت،
 .باشدمي
 را گلوكز تخمير قابليت مثبت، VP داراي: سرئوس باسيلوس -3

 دارد، رشد قابليت هوازيبي شرايط در منفي، مانيتول ندارد،
 .دارد حركتو  منفي، اندول مثبت، سيترات

 را گلوكز تخمير قابليت مثبت، VP داراي: آنتراسيس باسيلوس -4 
 دارد، رشد قابليت هوازيبي شرايط در منفي، نيتولما ندارد،

 .ندارد حركت و منفي، اندول متغير، سيترات
 را گلوكز تخمير قابليت مثبت، VP داراي: سوبتيليس باسيلوس -5

 ندارد، رشد قابليت هوازيبي شرايط در مثبت، مانيتول ندارد،
 .دارد حركتو  منفي، اندول مثبت، سيترات

 توليد متحرك، است، منفي گرم باسيل: يسولگار پروتئوس -6
H2S ،منفي، كاتالاز منفي، اكسيداز مثبت MR ،مثبت VP ،منفي 
  .باشدمي مثبت اوره هيدروليزو  منفي، سيترات مثبت، اندول

 داراي متحرك، منفي، گرم باسيل: آئروجينوزا سودوموناس -7
 يبو داراي آگار، هينتون مولر محيط روي بر رنگ سبز پيگمان
  .است مثبت اكسيدازو  منفي، لاكتوز و قندها تخمير عدم مطبوع،
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   MIC سنجش نتايج
 از پس شود،مي مشاهده 1 شماره شكل در كه طورهمان

 فروندي، سيتروباكتر اشريشياكلي، هايباكتري براي آزمايش انجام
 تكرار، بار سه هر در ولگاريس پروتئوس آئروجينوزا، سودوموناس

 رشد آن در نيوكل هيچ كشت، از پس كه كدورت دفاق خانه اولين
 MIC و شد گزارش MBC عنوانبه ،بود  ppm 8 با برابر و نكرد
 باسيلوس مورد در. دگردي گزارش ppm 2، 4، 1، 2 ترتيببه آنها

 MICو ppm 2 با برابر MBC سوبتيليس باسيلوس و سرئوس
 سيسآنترا باسيلوس مورد در. شد گزارش ppm 1 با برابر آنها

MBC با برابر ppm 1 و  MICبا برابر آن ppm 5/0 گزارش 
 غلظت و كنندگي مهار غلظت ميزان 1 شماره جدول در. دگردي

 نمودار در. است گرديده مشخص هاايزوله از هريك كشندگي
 گرديده مشخص فراواني ميزان ترتيببه غالب هايايزوله 1 شماره
 واجد شريشياكليا باكتري كه است آن از حاكي نتايج. است

 تاثير نتايج به 2 و 1 شماره جدول در. باشدمي فراواني بيشترين
-همان. ه استگرديد اشارهMIC،  MBC نقره ذرات نانو محلول

 درصد بيشترين شودمي ملاحظه 1 شماره نمودار در كه گونه
  .باشدمي اشريشياكلي به مربوط فراواني
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 در موجود بيوفيلم در غالب هايجدايه فراواني -1 رهشما نمودار

 MBR سيستم

  
 مختلف مقادير در غالب هايجدايه حذف روند -2 شماره نمودار

  نانونقره
  
 نانونقره مختلف مقادير در هاجذايه حذف روند 2 شماره نمودار در
مشخص  نمودار ايندر  كه گونههمان. است شده مقايسه يكديگر با

 و محلول رقت كاهش با ،nm360 با برابر OD در شده است،
 پذيرفته صورت بيشتري شدت با هاباكتري حذف غلظت، افزايش
  .است

  
 از غالب هاي جدايه بين  در MBC و MIC نتايج -1 شماره جدول

  )MBR (غشايي بيوراكتور سيستم بيوفيلم
MBC (ppm) MIC (ppm) Bacteria 

 اشريشياكلي 8 2

 رونديف سيتروباكتر 8 1

 سرئوس باسيلوس 2 1

 آنتراسيس باسيلوس 1 5/0

 سوبتيليس باسيلوس 2 1

 آئروجينوزا سودوموناس 8 4

 ولگاريس پروتئوس 8 2

  
 نيز و كشندگي غلظت كمترين و بيشترين ميزان به ،1 شماره جدول

  .دارد اشاره نانونقره مهاركنندگي غلظت كمترين و بيشترين به

  
  نقره ذرات نانو هايمحلول مختلف هايغلظت برابر در هاايزوله رشد عدم هاله قطر ينميانگ -2 شماره جدول

 ppm حسب بر نقره نانو ذرات غلظت
 شده جداسازي غالب هاي باكتري رديف

5/0 1 2 4 8  

 8 10 14 - - اشريشياكلي 1

 9 10 11 13 - فروندي سيتروباكتر 2

 12 14 15 17 - سرئوس باسيلوس 3

 9 10 15 16 19 آنتراسيس باسيلوس 4

 8 9 11 14 - سوبتيليس باسيلوس 5

 8 11 - - - آئروجينوزا سودووموناس 6

 11 12 14 - - ولگاريس پروتئوس 7
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  بحث
 ضد عوامل به هاباكتري كه شودمي سبب بيوفيلم تشكيل

 گزارش همكاران و Rosenberg]. 11[ شوند مقاوم ميكروبي
 شودمي سبب هاسلول سطح دوستيآب سطح بودن بالا كه كردند

 در كه باشند داشته سطوح به اتصال براي بيشتري تمايل باكتري كه
 شودمي آن مخرب اثرات بروز و بيوفيلم تشكيل شروع سبب نتيجه

]12 .[stewart بيوفيلم ناقص حذف كه اندبيان نموده همكاران و 
 هايسلول مجدد رشد به منجر ميكروبي ضد عوامل توسط سطح از

 زمان مدت گذشت از بعد هابيوفيلم و شودمي بيوفيلم در باقيمانده
 از حاصل نتايج]. 13 [گردندمي بر خود اوليه حالت به كوتاهي
 سودوموناس هايموتانت رويبر  Kolter و Toole 'Oمطالعه
 ،IV نوع پيلي به وابسته غلطيدن حركت كه داد نشان جينوزاآئرو
 و كندمي بازي ارگانيسم اين براي تجمع در را اساسي نقش يك
 مطالعه، اين در. داشت خوانيهم ينمحقق اين نتايج با ما نتايج
 گرفت قرار بررسي مورد اصفهان جنوب خانه تصفيه هايتمسيس
  MBRدستگاه توجه، مورد هايقسمت مهمترين از يكي كه
 سيستم در اينكه به توجه با]. 14[ باشدمي) غشايي بيوراكتور(

 با مدتي از بعد و دارد وجود فيلتراسيون جهت غشايي بيوراكتور،
 اين در لذا ،گيردمي ارقر تاثير تحت سيستم كارايي بيوفيلم ايجاد
 4 شكل كروي ذرات اندازه با نقره نانو كلوئيدي محلول از تحقيق
 نتايج و شد استفاده موجود غالب هايباكتري حذف جهت نانومتر

 ذرات نانو كلوئيدي محلول تاثير كه است آن از حاكي تحقيق اين
 سيلوس با از اعم شده جداسازي مثبت گرم هايباكتري در نقره
 بيشتر مراتببه آنتراسيس باسيلوس و سوبتيليس باسيلوس وس،سرئ
 با مثال ايبر باشد،مي شده جداسازي منفي گرم هايباكتري از

 محلول كنندگي مهار غلظت كمترين يك، شماره جدول به توجه
  ppm 5/0 ميزان به آنتراسيس باسيلوس باكتري به مربوط نقره نانو

 سودوموناس باكتري به وطمرب كنندگيمهار غلظت بيشترين و
 حاصل نتايج به توجه با. باشدمي ppm 4 ميزان به آئروجينوزا

 عدم لهاه قطر نقره ذرات نانو غلظت افزايش با كه شودمي ملاحظه
 برپژوهشي كه  در همكاران و عليزاده. است يافته افزايش رشد
 تا صفر هايغلظت ازانجام دادند  تنسيسملي بروسلا روي

ppm4000 ونموده  استفاده نانومتر 18 تا 3 از ذرات قطر و  
 حداقل و ppm 4 كنندهمهار غلظت حداقلمشاهده كردند كه 

 آب 1053 استاندارد در]. 15 [باشدمي ppm6  كشنده غلظت

 سمي شيميايي مواد مجاز حدود دو شماره جدول ايران آشاميدني
 اشاره نآ مجاز حد و نقره نانو مورد در اما ،است گرديده ذكر
 ،1053 استاندارد 11-4 بند  دراين در حالي است كه . است نشده

 در آن مصرف كه ست اآن يمياييش مواد مصرف مجاز حداكثر
 سلامت براي سوء عارضه ايجاد سبب مدت دراز يا مدت كوتاه
 ايمطالعه تاكنون نويسندگان، مطالعات به توجه با. نشود انسان
 مكانيسم و ندارد وجود دهد نشان را  نقرهنانو فعاليت اينكه بر مبني

 اگرچه. است نشده شناخته هاباكتري روي براين تركيب  فعاليت
 غشاي روي بر نقره نانو واكنش و فعاليت كهاست  شده داده نشان

 آسيب و ساختاري تغييرات ايجاد باعث و  گرددمي متمركز باكتري
 و دهكردي حبيبيان .شودمي سلولي مرگ نهايتدر  و غشايي

 پستان از جداشده S.aureus روي بر را  نقرهنانو تاثير همكارانش
 نانو كه دادند نشان و نموده بررسيبود  پستان ورم به مبتلا كه گاو

 تواندمي دقيقه هفت حدود از بعد μg/ml 10 غلظت در نقره ذرات
 گزارش همكاران و  Yeoالبته]. 16[ گردد S.aureus مرگ باعث
 ppm  5غلظت در كلوئيدي محلول در نقره ذرات نانو كه نداهكرد
 هاباكتري مهار و حذف روي بر را مطلوبي بسيار تاثير تواندمي

 كه نداهكرد گزارش همكاران و  Leeچنين،هم. ]16[ دهند نشان
 تواندمي ppm 5 غلظت در كلوئيدي محلول در نقره ذرات نانو
 دهد نشان هاباكتري رمها و حذف روي بر را مطلوبي بسيار تاثير

]17 .[  
  

   گيرينتيجه
 جهت نقره ذرات نانو از استفاده گفت توانمي در مجموع

  اين كاربرد اما ،باشدمي موثر هاباكتري رشد كاهش و حذف
 بودن سمي عدم اثبات جهت آشاميدني آب هايسيستم در ذرات
  .دارد زمينه اين در بيشتري تحقيقات به نياز

  
  يقدردان و تشكر

 رشته ارشد كارشناسي نامه پايان به مربوط پژوهش اين
 نويسندگان. است بوده قم آزاد دانشگاه مصوب و ميكروبيولوژي

 و اصفهان جنوب خانهتصفيه محترم مسئولين از وسيلهبدين
 و محترم اساتيد كليه و فلاورجان آزاد دانشگاه تحقيقاتي آزمايشگاه

 كمال ،اندنموده ايفا را موثري نقش پروژه اين انجام در كه افرادي
  .نمايندمي را قدرداني و تشكر
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