
 

 

 
 

 

 کلی اشریشیا زای بیماری باکتری غلظت تعیین و شناسایی برای پلاسمونیکی حسگر
 

 
 

 هخلاصـ
 و اندک مقادیر شناسایی یبرا کارآمد یها روش از یکی (،SERS) سطحی افتهی بهبود رامان سنجی طیف روش :مقــدمه

 روی بر ها گونه یکیزیف جذب یا و فلز سطح یکینزد در مختلف های گونه گرفتن قرار با است. مولکول تک شناسایی یحت
 یابد. می افزایش مانار گنالیس شدت نقره، یسطح یها ونپلاسم و ها گونه کنش برهم علت به ی،فلز نانوساختارهای

 باکتری کنترل بنابراین، .کند رشد دتوان می یراحت به و شود می افتی ییغذا مواد از یاریبس در کلی، اشریشیا باکتری
 تکنیک از استفاده توان می باکتری این شناسایی برای که است توجه مورد کشاورزی و ییغذا ایعصن در کلی ااشریشی
SERS که جایی آن از کرد. پیشنهاد است؛ ارزان و ساده ؛شوند می گرفته کار به هایی تکنیک سایر به نسبت که را 

 را مختلف یها مولکول از حاصل رامان گنالیس نور، دگیپراکن و سطحی های پلاسمون تشدید دلیل به نقره نانوساختارهای
 های غلظت یآشکارساز یبرا پلاسمونیکی حسگر ساخت هدف به اندود نقره های بستر تحقیق، این در ؛دهد یم بهبود

 .است شده مطالعه و ساخته کلی اشریشیا باکتری مختلف

 ییایمیش ساده روش به اندود نقره های بستر کی،پلاسمونی حسگر ساخت هدف به تجربی، مطالعه این در‌بررسی:‌روش
 باکتری آشکارسازی است، غیرمخرب تکنیکی که رامان سنجی طیف و اندود نقره بسترهای از استفاده با و شدند ساخته

 شد. انجام کلی اشریشیا

 الکترونی میکروسکوپ تصویر اساس بر کرد. تایید را نقره نانوذرات تشکیل نانومتر 511حدود پلاسمونی قله ها:‌یافته
 چند هر دارند. نانومتر 1411 تا 1511 بین اندازه اندود، نقره بسترهای ذرات از زیادی تعداد (،FESEM) میدانی گسیل
 .شود می مشاهده FESEM تصویر در نیز 1711 حدود اندازه تا بزرگتر ذرات و نانومتر 111 حدود اندازه تا کوچکتر ذرات
 .شود می اندود نقره بستر از نور پراکندگی به منجر است نقره پوشش نبودن یکنواخت از حاصل که اندود نقره بسترهای زبری

 باکتری مولکولی های ارتعاش بزرگتر، شده  کلوخه نقره ذرات از نور پراکندگی و نقره نانوذرات سطحی های پلاسمون تشدید
 به خطی رابطه باکتری، غلظت حسب بر مولکولی یها ارتعاش شدت کالیبراسیون با .کنند می تقویت را کلی اشریشیا

 برد. پی آن غلظت به باکتری SERS طیف گیری اندازه با توان می آن روی از که آمد دست

 نقره ذرات از نور پراکندگی و نقره نانوذرات سطحی های پلاسمون تشدید دلیل به رامان سنجی طیف در‌گیری:‌نتیجه
 تعداد کاهش دلیل به باکتری،  غلظت کاهش با یابد. می بهبود  کلی اشریشیا تریباک از حاصل رامان سیگنال بزرگتر

 شناسایی، اندود، نقره بسترهای این از استفاده با کهشود  می تضعیف نیز SERS های سیگنال مولکولی های ارتعاش
 کالیبراسیون، با من،ض است.در انجام قابل cfumL-1  112 غلظت تا کلی اشریشیا باکتری راحت و سریع یآشکارساز

 .آورد دست به را کلی اشریشیا باکتری غلظت توان  می رامان، سنجی طیف و اندود نقره بسترهای از استفاده
‌

‌رامان. سنجی طیف پلاسمونیکی، حسگر ،اندود نقره بسترهای نقره، نانوذرات کلی، اشریشیا باکتری کلیدی:‌های‌واژه
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 دمهـمق

 غذایی مواد از بسیاری در (Escherichia coli) کلی اشریشیا باکتری

 زنده دتوان می تنها نه نیز نامناسب محیطی شرایط در و شود می یافت

 اشریشیا باکتری کنترل بنابراین. کند رشد دتوان می راحتی به که بماند

 ساز مسئله همواره فرآوری صنایع و غذا کشاورزی، صنعت در کلی

 قرار توجه مورد آن اندک ربسیا مقادیر تشخیص و شناسایی و است

 کلی اشریشیا باکتری مقدار نییتع یبرا حاضر، حال در ].2،1[ دارد

 یکروماتوگراف ،1PCR ، [1] 2ELISA [1] مانند یمتعدد یها روش
 ییکارا با عیما یکروماتوگراف ،]3-5[ 5جرم یاسپکترومتر و 3یگاز
 6FT-Raman)) رامان فوریه تبدیل سنجی طیف و ]4[(4HPLC) بالا

 مخرب، یهای روش ها، روش این .شود می برده کار به ]8 ،7 ،6[
 نمونه، سازی آماده ازمندین و ،یشگاهیآزما  درون آلاینده، دشوار،
 و وقت صرف و مجهز های آزمایشگاه دیده، آموزش متخصص نیروی

 با غیرمخرب، روش کی توسعه رو، نیا از هستند. اریبس نهیهز
 کاربرد و حمل قابلیت با نده،یناآلا نه،یزه کم ع،یسر ساده، کاربری

 بسیار نمونه تر سریع سازی آماده و آزمایشگاه محیط از خارج
 از اندک بسیار مقادیر تشخیص و شناسایی طرفی از .است ضروری

 سنجی طیف از استفاده با است. توجه مورد نیز کلی اشریشیا باکتری
 یانگشت اثر سنجی طیف دو هر که رامان سنجی طیف و زیرقرمز

 ؛کنند می یبررس را ماده یمولکول های ارتعاش و شوند می محسوب
 در .]11 ،9[ کرد شناسایی را بیولوژیکی های آنالیت و مواد توان می

 آب، مولکولی های ارتعاش بودن فعال دلیل به زیرقرمز سنجی طیف
 آشکارسازهای حساسیت و است دشوار کلی اشریشیا باکتری شناسایی

 بودن ضعیف دلیل به نیز رامان سنجی طیف در است. ایینپ نیز آن
 با ها مولکول مطالعه ،رامان یپراکندگ از حاصل گنالیس ذاتی

 هایی روش از یکی .]11[ ستین ریپذ امکان عملاا  اندک، یها غلظت

                                                           
1 Polymerase Chain Reaction  
2 Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
3 Gas Chromatography 
4 Mass Spectroscopy 
5 High-performance Liquid Chromatography 
6 Fourier Transform Raman Methods (FT-Raman) 

 فلزی نانوساختارهای از استفاده داد بهبود را رامان سیگنال توان می که
 میدان ندتوان می سطحی های سمونپلا تشدید دلیل به که است

 میزان افزایش با یا کنند ایجاد نانوساختارها نزدیک در را قوی الکتریکی
 موثر طور به را پراکندگی سیگنال نانوساختارها، این از نور پراکندگی

 و بهتر سیگنال با مولکولی های ارتعاش آن دنبال به که دهند می بهبود
 بهبود رامان سنجی طیف روش این شد. خواهند مشاهده بیشتری

 است انتخابی و حساس روش یک که دارد نام (7SERS) سطحی  یافته
 روی بر که است هایی مولکول رامان پراکندگی بهبود آن نتیجه که

 نور تابش با واقع در .]12[ اند شده سطحی جذب فلزی ساختارهای
 سطحی های پلاسمون تشدید اثر در فلزی، ناصاف سطح به )لیزر(

 های میدان لیزر، الکترومغناطیسی میدان وسیله به فلزی نانوساختارهای
 گویی ،]15 ،13[شود  می ایجاد فلز اطراف در یافته بهبود الکتریکی

 بنابراین، است. شده تقویت لیزر نور تابش از حاصل الکتریکی میدان
 بیشتر گیرد؛ می قرار یافته بهبود الکتریکی میدان این در که مولکولی

 این در]. 14[ یابد می بهبود آن رامان سیگنال نتیجه در وشود  می طبیدهق
 کینزد در مطالعه مورد بیولوژیکی های آنالیت که یهنگام روش،
 یفلز نانوذرات جذب یکیزیف طور به ای دنریگ یم قرار فلز سطح

 یها ونپلاسم و بیولوژیکی های آنالیت کنش برهم علت به ،شوند می
 SERS ترتیب بدین و یابد می افزایش مانار گنالیس شدت فلز، یسطح

 استفاده بیولوژیکی های آنالیت قیدق و عیسر صیتشخ یبرا دتوان می
 سرعت با ساده حسگر ساخت و طراحی هدف به مطالعه این در .شود

 به نیاز عدم و تکرارپذیری پذیری، گزینش حساسیت، بالا، تشخیص
 با ساکاروز،  کاهنده عامل با نقره نانوذرات ابتدا پیچیده، تجهیزات

 پوشش ای شیشه های زیرلایه روی بر شیمیایی، ساده روش از استفاده
 غیرمخرب تعیین و تشخیص برای اندود نقره بسترهای تا شدند داده

‌.شود استفاده مختلف های غلظت در کلی اشریشیا باکتری
‌
‌
‌
‌

                                                           
7 Surface-Enhanced Raman Spectroscopy 
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 بررسی روش 

  ها روش و مواد

 با شستشو از پس cm 2/8×cm0ابعاد با ای شیشه قطعات ابتدا
 امواج از زمان هم که شدند داده شستشو استون با آب، و  شوینده

 این شدن خشک از پس شد. استفاده آنها کردن تمیز برای نیز فراصوت
 هکور در دقیقه 91مدت به oC111 یدما در ای، شیشه قطعات
 شهیش سطح از نیز یآل های آلودگی تا شدند داده دهی حرارت
 ساخت منظور به ادامه در شوند. دوست آب آنها سطح و شوند  حذف

 تولنز روش در که شد استفاده تولنز شیمیایی روش از نقره، نانوذرات
 0/1 تراتین نقره محلول تریل یلیم 08 (0) شامل آبی محلول سه از

 01 (9) و مولار 12/1 پتاس محلول تریل یلیم 81(8) مولار،
 با ،]02 [شود می استفاده مولار 1/.1 ساکاروز محلول تریل یلیم

 و نیترات نقره آمونیاکی محلول روی بر ساکاروز محلول افزودن
 در ای شیشه های زیرلایه حاوی گراد سانتی درجه 21 دمای با پتاس
 1 حدود گذشت از پس نقره، نانوذرات محلول حاوی ظرف داخل
 آزمایشگاه دمای در که داریم شده اندود نقره های شیشه دقیقه،

 تعیین و تشخیص برای اندود نقره بسترهای عنوان به و شدند خشک
 شدند. استفاده اشریشیاکلی باکتری غلظت

 اشریشیا باکتری سازی فعال جهت اشریشیا، باکتری کشت از بعد
گار نوترینت پودر ابتدا کلی  یون بدون آب با آلمان( مرک )شرکت آ

(DI) 0 دمای در و شده مخلوطC081 اتوکلاو در دقیقه 81 مدت به 
 فعال ها باکتری تا شد داده قرار (RT-8 مدل طب ریحان شرکت (

 در لیوفیلیزه شتک محیط در باکتری کلنی مقداری ادامه در .شوند
 شرکت ( اتوکلاو در ساعت 81 مدت به .0C9 دمای در TSB محیط
 سپس کنند. رشد ها باکتری تا شد داده قرار (RT-8 مدل طب ریحان

 در در استریل اپندرف یها لوله در و مخلوط استریل گلیسیرین با

 و شده تهیه ذخیره کشت مادر، کشت از شدند. ینگهدار -0C81 دمای
  های غلظت در کلی اشریشیا باکتری ذخیره کشت از یبعد مراحل در

(colony-forming unit mL-1) cfu mL-1 018، 019 ،011، 012 و 
 و ای شیشه های زیرلایه روی mL 01 کدام هر از و شد تهیه 012

 شدند خشک آزمایشگاه دمای در و شد نشانی لایه اندود نقره بسترهای
 روی شده نشانی لایه کلی، شریشیاا باکتری رامان طیف ادامه در و

 نشانی لایه کلی، اشریشیا باکتری SERSطیف و ای شیشه های زیرلایه
 شدند. گیری اندازه اندود نقره بسترهای روی شده

 وسیله به اندود نقره بستر و نقره کلوئیدی  محلول UV-Vis سنجی طیف
 شد. انجام اتاق دمای در Lambda25مدل Perkin-Elmer دستگاه
  وسیله به (FESEM) میدانی گسیل الکترونی میکروسکوپ تصاویر
 اتمی نیروی میکروسکوپ تصویر و S4160 مدل Hitachiدستگاه

(AFM) پارس سیستم نانو شرکت دستگاه از استفاده با نیز ها نمونه 
 رامان دستگاه رامان سنجی طیف دستگاه شد. بررسی ایران ساخت

Metrohm Raman مدل MIRA نور تابش با متروم شرکت ساخت 
 تنظیم قابل خروجی توان و نانومتر 784 موج  طول با ،Nd:YAG لیزر
 ها نمونه SERS طیف و رامان طیف گیری اندازه برای وات میلی 74

 شد. استفاده

  بحث و نتایج

 به شده  ساخته نقره نانوذرات جذب طیف قرمز(، )منحنی الف-0 شکل

 شدن ظاهر دهد. می نشان را ساکاروز کاهنده عامل با تولنز شیمیایی روش

 تائید را نقره نانوذرات تشکیل نانومتر 101 در پلاسمونی تشدید قله

 نانوذراتی جذبی های طیف در جذبی قله یک مشاهده ،].0 [کند می

 .]02 [است نانوذرات یکرو شبه یا کروی شکل بیانگر هنقر مانند
 نشان را اندود نقره بستر خاموشی طیف آبی( )منحنی الف-0 شکل

 روی بر نقره نانوذرات نشاندن باشود  می مشاهده که طور همان دهد. می
شود  می ظاهر نانومتر 193 در پلاسمونی تشدید قله ای، شیشه زیرلایه
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 ذرات تشکیل و ای شیشه زیرلایه روی ذرات شدن کلوخه نشان که
 دربردارنده محیط شکست ضریب به پلاسمونی قله است. بزرگتر

 نقره نانوذرات بردارنده در محیط تغییر با پس ؛]03 [است وابسته آنها
 قله موج  طول در جایی جابه هوا؛ داخل و شیشه روی به آب از

 افزایش نیز  قله پهنای و کاهش آن ارتفاع و دهد می رخ پلاسمونی
 خلاف بر است. ذرات اندازه توزیع افزایش معنای به که یابد می

 پراکنده آبی محلول داخل در نانوذرات که پایدار کلوئیدی محلول
 گرفتن قرار با دارند؛ قرار یکدیگر از مشخصی های فاصله به و هستند

 ذرات شدن، خشک حین ای، شیشه های زیرلایه روی نقره نانوذرات
 چندین از متشکل هایی کلوخه و گیرند می قرار یکدیگر ورتمجا در

 این توان می که ای گونه به گیرد می شکل ها زیرلایه روی نانوذره
 پهنای افزایش به منجر که گرفت نظر در بزرگتری ذرات را ها کلوخه
 از نور پراکندگی از ناشی نیز قله شدت کاهش ،]03 [شود می طیف
 + جذب )طیف خاموشی طیف زمینه .]03 [است شده کلوخه ذرات
 جذب طیف با مقایسه در ،اندود نقره بسترهای پراکندگی( طیف

 بازتاب از ناشی که است داده رخ بالاتری مقادیر در کلوئیدی محلول
-FE تصویر ب، -0 شکل در است. شیشه سطح از نور پراکندگی و

SEM قرهن ساختارهای اندازه توزیع ج -0 شکل و اندود نقره بستر 
 های زیرلایه روی بر شده ایجاد نقره پوشش .شود می مشاهده

 از یا مجموعه و نیست یکنواخت و یکپارچه صورت به ای شیشه
 .شود می مشاهده مختلف های بخش در کروی شبه یا کروی ذرات
 تا 111 بین های اندازه ب، -0 شکل  در شده مشاهده نقره ذرات

 1411 تا 1511 اندازه با ذرات از زیادی تعداد و دارند نانومتر 1711
 الکتریکی های میدان کوچکتر، نانوذرات .شود می مشاهده نانومتر
 تشدید حاصل که کنند می ایجاد خود اطراف در توجهی قابل نزدیک

 در زیستی های گونه چنانچه و است نقره سطحی های پلاسمون
 اثر و شوند می تر قطبیده بگیرند؛ قرار قوی الکتریکی های میدان

 های میدان بزرگتر، ذرات یابد. می بهبود آنها رامان پراکندگی
 آنها سطح از آنها، به شده تابیده نور و دارند ناچیزی نزدیک   الکتریکی

 .]21-21[کنند می تقویت را دور الکتریکی میدان یاشود  می پراکنده

 

.  

 بسترهای بعدی سه )ب( و بعدی دو )الف( AFM تصاویر -8 شکل
 ،Image Plus افزار نرم از استفاده با دهد. می نشان را اندود نقره

 زبری ترین مرتفع یانگینم نانومتر، 2/22 زبری میانگین (883)نسخه
 زبری آمد. دست به .9/01 زبری ترین عمیق میانگین و نانومتر .2/82

 باشند نور پراکندگی برای مراکزی ندتوان می اندود نقره بسترهای سطحی
 .]88 [شوند رامان سیگنال تقویت باعث و

 

 

 طیف قرمز، منحنی اندود، نقره بستر رامان طیف سبز، منحنی ،9 شکل در

 زیرلایه روی بر شده داده قرار cfu ml-1 018 غلظت با باکتری رامان

 cfu ml-1  018 غلظت به مربوط SERS طیف آبی، منحنی و ای شیشه

 نشان را اندود نقره بستر روی بر شده داده رارق کلی اشریشیا باکتری
 بر کلی اشریشیا باکتری چنانچهشود  می مشاهده که طور همان دهد. می

 باکتری مولکولی ارتعاشات شود، داده قرار ای شیشه زیرلایه روی
 عملاا  بنابراین .شود می مشاهده ضعیفی شدت با کلی اشریشیا

 از استفاده با و cfu ml-1 018 غلظت با حتی  گونه این شناسایی
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 اشریشیا باکتری دادن قرار با نیست. پذیر امکان رامان سنجی طیف 
 اندود، نقره بسترهای روی بر cfu ml-1 018 غلظت با کلی

 ظاهر الف(-9 شکل) کلی اشریشیا باکتری مولکولی ارتعاشات
 صورت به کلی اشریشیا باکتری مولکولی ارتعاشات .شوند می

 در کلی اشریشیا باکتری مولکولی های طیف روی بر هایی چین خط
 ها، کربوهیدرات ارتعاشات است.  شده داده نمایش الف-9 شکل

 ،C-N کششی تیروزین، پروتیین، ،-COO کششی ارتعاشات
 کششی ،C-N، Amide III کششی ،C-N کششی ،C-N کششی

H-C-H و Amide III، کششی H-N-H، خمشی H-C-H و 
 در ترتیب به N-H کششی و Amide II و C-N کششی لیپیدها،
cm-1 229، 281، .12، ..2، 212، 301، 332، 0119، 
 .]89[ شوند می ظاهر 0200 و0111 ،0982 ،0822 ،0032

 به منجر اندود نقره بستر ساخت در نقره نانوذرات از استفاده بنابراین،
 حسگر در کلی اشریشیا باکتری مولکولی ارتعاشات بهبود

  .شود می شده رفیمع پلاسمونیکی

 های غلظت با کلی اشریشیا باکتری SERS های طیف ب، -9 شکل
cfu ml-1 018، 019، 011، 012، 012 بستر روی بر شده داده قرار 

 کلی، اشریشیا باکتری غلظت کاهش با دهد. می نشان را اندود نقره
 دلیل به که یابد می کاهش آن مولکولی های ارتعاش های قله شدت

 تعداد کاهش نتیجه در و کلی اشریشیا باکتری ادتعد کاهش
 از کمتر های غلظت در که ای گونه به است آن مولکولی های ارتعاش

018 cfu ml-1، کششی های ارتعاش H-C-H و Amide III، 
 شده معرفی اندود نقره بستر بنابراین نیستند. مشاهده قابل راحتی به

 را کلی اشریشیا باکتری از cfu ml-1 018 غلظت تا دتوان می
  کند. شناسایی

 موج عدد در Amide III و H-C-H کششی مولکولی های ارتعاش

cm-10822 محدوده در مختلف های غلظت برای cm-1 0911-
 کالیبراسیون منحنی است. شده داده نمایش ج -9شکل  در 0811

 های ارتعاش به مربوط SERS سیگنال شدت تغییرات منحنی که
 تغییرات حسب بر Amide III و H-C-H کششی مولکولی

 د -9شکل  در است ،C کلی، اشریشیا باکتری غلظت لگاریتمی

 – I = 1211.8 C رابطه از شده انجام برازش با که است شده داده نشان
2298.4 (R2=0.98) و است خطی آمده دست به رابطه کند. می پیروی 

 از هدف که  جا ازآن است. 32/1 با برابر آن (R2) رگراسیون ضریب
 از نیپای اریبس های غلظت آشکارسازی پلاسمونیکی، حسگر ساخت

 ونیبراسیکال یمنحن بودن خطی است، یطیمح و یولوژیکیب یها نمونه
 مطالعه، این در که است برخوردار یشتریب تیاهم از نیپای یها غلظت

 با نمودار این از استفاده با توان می و آمد دست به خطی رابطه چنین
 Amide و H-C-H کششی مولکولی های ارتعاش قله شدت دهمشاه

III موج عدد در cm-10822اشریشیا باکتری غلظت رامان، طیف در 
 آورد. دست به را کلی
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 گیری نتیجه
 باکتری از ناشی متعدد های بیماری کنترل و اییشناس منظور به

 روش است. اهمیت دارای باکتری این تشخیص کلی، اشریشیا
 است ها مولکول شناسایی برای غیرمخرب روشی رامان سنجی طیف

 های غلظت شناسایی عملا رامان، سیگنال بودن ضعیف دلیل به اما
 اشریشیا باکتری دادن قرار با نیست. پذیر امکان ها مولکول از اندک
 مانند فلزی نانوذرات سطحی های پلاسمون تشدید معرض در کلی،

 توان می فلزی، بزرگ ذرات از شده پراکنده نور همچنین و نقره
 از استفاده با نقره نانوذرات ابتدا بنابراین، داد. بهبود را رامان سیگنال

 کاهش از است ارزان و سریع ، ساده روشی که شیمیایی روش
 روی بر نقره نانوذرات ادامه در و شدند ساخته نقره نمک ییشیمیا

 جهت اندود نقره بسترهای و شدند نشانی لایه ای شیشه های زیرلایه
 غلظت کاهش با شدند. استفاده کلی اشریشیا باکتری آشکارسازی

 که یابد می کاهش نیز آن رامان سیگنال کلی، اشریشیا باکتری

 کلی، اشریشیا باکتری شناسایی به قادر شده معرفی اندود نقره بسترهای
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 باکتری رامان سیگنال بهبود هستند. cfu ml-1 018 غلظت تا
 نقره نانوذرات سطحی های پلاسمون تشدید از ناشی کلی، اشریشیا

 در کوچکی منطقه در را نور فرودی، لیزر نور دریافت با که است
 این در کلی، اشریشیا باکتری ریقرارگی با و کنند می متمرکز خود اطراف
 رسیدن یا و تر، قوی الکتریکی میدان دریافت دلیل به نتیجه در و مناطق

 سازنده های مولکول اندود، نقره بستر زبر نقاط از پراکندگی از حاصل نور

 مولکولی های ارتعاش نتیجه در و شوند می تر قطبیده کلی، اشریشیا باکتری
 های ارتعاش شدن ظاهر صورت در .وندش می ظاهر تری قوی شدت با

 خطی رابطه از استفاده با ،Amide III و H-C-H کششی مولکولی
 ارتعاش این شدت با کلی اشریشیا باکتری غلظت کالیبراسیون از که

 را کلی اشریشیا باکتری غلظت توان می است؛ آمده دست به مولکولی
 و آسان استفاده شده، معرفی اندود نقره بستر مزایای از کرد. تعیین

 نیز آن ساخت برای که است اندک های غلظت سریع تشخیص توانایی
 .شود مین صرف چندانی هزینه
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