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خلاصه

مقدمه: روش پراکندگی رامان ارتقاء​یافتۀ ســطحی )SERS( یکی از روش​های کارآمد 
برای شناســایی مقادیر اندک و حتی شناســایی تک مولکول است. با قرار گرفتن گونه​های 
مختلف در نزدیکی ســطح فلز و یا جذب فیزیکی گونه​ها به نانوســاختارهای فلزی، به علت 
برهم​کنش گونه​ها و پلاســمون​های سطحی فلز، شدت ســیگنال رامان افزایش می​یابد. از 
طرفی باکتری ســالمونلا در بسیاری از مواد غذایی یافت می​شود و به​راحتی می​تواند رشد 
کند که شناســایی این باکتری در صنایع غذایی و کشــاورزی مورد توجه اســت که برای 

شناســایی این باکتری می​توان استفاده از تکنیک SERS را پیشنهاد کرد.

روش بررســی: در این پژوهش، نانوذرات نقره به روش شــیمیایی و با استفاده از عامل 
کاهندۀ​ ساکاروز ساخته شدند، سپس با به​کارگیری روش‌ چرخشی و نشست نانوذرات نقره 
روی بســتر​های شیشه​ای، بســترهای پلاسمونیکی ساخته شدند. با اســتفاده از بسترهای 
پلاســمونیکی و طیف​ســنجی رامان که تکنیکی غیرمخرب اســت، آشکارســازی باکتری 

نجام شد.  سالمونلا ا

 ،)UV-Vis( یافته​هــا: بــا اســتفاده از آنالیزهــای طیف​ســنجی فرابنفش-مرئــی
میکروســکوپ الکترونی روبشی گســیل میدانی )FESEM( و میکروسکوپ نیروی اتمی 
)AFM(، مشــخصه​های بســتر‌های پلاسمونیکی بررسی شــدند و به​عنوان حسگر زیستی 
پراکندگی رامان ارتقاء​یافتۀ سطحی )SERS( مورد استفاده قرار گرفتند. استفاده از بستر 
پلاسمونیکی ســبب می​شود که به دلیل تشدید پلاسمون-های ســطحی نانوجزایر نقره و 
پراکندگی نــور از جزایر نقرۀ میکرومتری، ارتعاش​های مولکولی باکتری ســالمونلا تقویت 
شوند بنابراین شــدت قله​های ارتعاش​های مولکولی طیف SERS باکتری سالمونلا نسبت 
به طیف رامان آن که از حکاکی باکتری روی بســتر شیشه​ای به​دست می​آید، قوی​تر است. 
بســترهای پلاسمونیکی معرفی​شده می​تواند به تشخیص کم​هزینه و زود​هنگام بیماری​های 

ناشــی از باکتری سالمونلا و پاتوژن​های موجود در مواد غذایی کمک کند. 

نتیجه​گیری: از​آن​جایی​که نقره به​دلیل تشــدید پلاسمون​های سطحی و پراکندگی نور، 
ســیگنال رامان حاصل از مولکول​های مختلف را بهبود می​دهد، بســتر​های پلاســمونیکی 
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نویسندۀمســئول:  نفیســه شــریفی  تلفن: 03155913091
shar ifi@k ashanu. a c . i r یــک:   ن و الکتر پســت 

مقدمه
باکتری سالمونلا در بســیاری از مواد غذایی یافت می​شود و در شرایط 
محیطی نامناســب نیز نه​تنها می​تواند زنده بمانــد که به​راحتی می​تواند 
رشــد کند. بنابراین کنترل باکتری ســالمونلا در صنعت کشاورزی، غذا 
و صنایع فرآوری همواره مسئله​ســاز است و شناسایی و تشخیص مقادیر 
بســیار اندک آن مورد توجه قرار دارد. از​طرفی شناسایی و تشخیص مواد 
میکروبیولوژیکــی زمان​بر و نیازمند هزینه‌های گزاف اســت و تشــخیص 
سریع باکتری​ها در مواد غذایی از اهداف حوزه​های مرتبط با آن است که 
دستگاه‌های مختلفی ازجمله طیف​ســنجی زیرقرمز و طیف​سنجی رامان 
که هر دو طیف​ســنجی اثر انگشــتی محسوب می​شــوند و با استفاده از 
ارتعاش​های مولکولی ماده را بررســی می​کنند برای تشخیص باکتری​ها 
به​کار گرفته می​شــوند. اما، ازآن​جایی​که گونه​های میکروبیولوژیکی مانند 
 باکتری​هــا در محیط​های آبی قرار دارند و به​دلیل فعال بودن ارتعاش​های

مولکولی آب، اندازه​گیری با طیف​سنجی زیرقرمز مناسب گونه​های موجود 
در محیط آبی نیست، طیف​ســنجی رامان گزینۀ مناسبی برای تشخیص 
گونه​های میکروبیولوژیکی است]1[ اما به​دلیل ضعیف بودن ذاتی سیگنال 
حاصــل از پراکندگی رامان، مطالعۀ مولکول​هــا با غلظت‌های اندک عملًا 
امکان​پذیر نیست]2[. یکی از روش​های کارآمد برای تشخیص و شناسایی 
 مقادیر اندک و حتی شناسایی تک​مولکول، روش پراکندگی رامان ارتقاء​یافتۀ
سطحی )SERS( است]3و4[. در این روش هنگامی​که گونه​های مختلف 
مورد مطالعه در نزدیک ســطح فلز قرار می​گیرند یا به​طور فیزیکی جذب 
نانوذرات فلزی می​شــوند، به​علــت برهم​کنش گونه​ها و پلاســمون​های 

 SERS سطحی نقره، شدت سیگنال رامان افزایش می​یابد و بدین​ترتیب
می‌تواند برای تشخیص سریع و دقیق گونه​های میکروبیولوژیکی استفاده 
شــود]5 و6[. در این پژوهش، نانوذرات نقره با اســتفاده از روش ســادۀ 
چرخشــی، بر​روی بستر​های شیشــه​ای قرار گرفتند تا به​عنوان بستر​​های 
فعال در SERS برای تشــخیص غلظت​های مختلفی از باکتری سالمونلا 
بــه​کار گرفته شــوند. بدین​ترتیب می​توان با صــرف هزینه​های کمتر به 
تشخیص زود​هنگام بیماری​های ناشــی از باکتری سالمونلا و پاتوژن​های 

موجود در مواد غذایی دست بیابیم.

شکل1 طرح​وارۀ​ آشکارسازی باکتری سالمونلا را نشان می​دهد که الف: 
بستر پلاسمونیکی، ب: بستر شیشه​ای حکاکی​شده با باکتری سالمونلا و ج: 
بستر پلاسمونیکی حکاکی​شده با باکتری سالمونلا است که با تابش نور لیزر با 
طول​موج 785 نانومتر سیگنال نور رامان پراکند​ه​شده اندازه​گیری می​شود.

روش​های ساخت و شناسایی
روش ساخت بستر​های پلاسمونیکی

لام​هاي شیشه‌ای با ابعاد cm × 2 cm 2 به​عنوان بستر برش داده شدند 
و ابتدا با شــوینده​های آنیونی و آب و سپس با استون شستشو داده شدند 
و حین شستشــو از امواج فراصوت نیز استفاده شد. سپس بسترها خشک 
و در​نهایت در دمــاي 400oC به مدت30 دقیقــه در کوره حرارت​دهی 
شــدند تا آلودگی‌های آلي نیز از سطح شيشه حذف ‌شوند و سطح بسترها 

 به​عنوان بســتر فعال در طیف​ســنجی ارتقاء​یافت​ۀ ســطحی )SERS( برای آشکارســازی
غلظت​های مختلف باکتری سالمونلا به​کارگرفته شدند. با استفاده از بسترهای پلاسمونیکی 
 که متشکل از نانوجزایر و جزایر میکرومتری نقره هستند می​توان از اثر تشدید پلاسمون​های

ســطحی و اثر پراکندگی نور به​طور هم​زمان استفاده کرد و سیگنال رامان باکتری سالمونلا 
را افزایــش داد. بــا کاهش غلظــت باکتری، ســیگنال​های SERS نیز کاهــش می​یابند. 
برخلاف رامان باکتری​هایی که روی بســتر غیرپلاسمونیکی شیشه قرار دارند در بسترهای 
پلاســمونیکی، با کاهش غلظت باکتری، شدت قله​های ارتعاش​های مولکولی سالمونلا هنوز 
 هم از شدت قابل ملاحظه​ای برخوردار است که نتیجۀ تحریک ارتعاش​های مولکولی به​وسیلۀ
پلاســمون​های ســطحی و پراکندگی نور از بســتر پلاسمونیک اســت و می​توان باکتری 
ســالمونلا تا غلظت cfu mL-1 102 را شناســایی کرد هرچند این بسترهای پلاسمونیکی 
توانایی شناســایی تک مولکول را ندارد که برای انجام این کار باید از ســوزن میکروسکوپ 

نیروی اتمی اســتفاده کرد که هزینه​ها را افزایش می​دهد.

واژه‌های كليدی: بســترهای پلاســمونیک، نانوذرات نقره، پراکندگی رامان ارتقاء​یافت​ۀ 
سطحی )SERS(، باکتری سالمونلا، ارتعاش​های مولکولی
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Perkin-Elmer مدل Lambda 25 و Hitachi مدل S4160 انجام 
شد. تصویر میکروسکوپ نیروی اتمی )AFM( این نمونه​ها نیز با استفاده 
از دستگاه شرکت نانوسیســتم پارس ساخت ایران تهیه شد. با تابش نور 
لیــزر Nd:YAG با طول​موج 785 نانومتــر و توان خروجی قابل تنظیم 
75 میلی​وات دســتگاه طیف​ســنجی رامان Metrohm Raman مدل 

MIRA، طیف رامان و طیف SERS نمونه​ها اندازه​گیری شدند.

یافته​ها و بحث
طیف جذب و تصویر FE-SEM بستر پلاسمونیکی

شــکل 2-الف طیف جذب بســتر پلاســمونیکی را نشــان می​دهد که 
مشاهدۀ بیشــینۀ جذب در طول​موج 424 نانومتر که قلۀ پلاسمونی نقره 
است، تشــکیل نانوذرات نقره را تأیید می​کند. وجود تنها یک قلۀ جذبی 
در طیف جذب نقره نیز نشــان می​دهد که نانوذرات کروي یا شبه کروي 
هســتند. درشکل 2-ب تصویر FE-SEM بســتر پلاسمونیکی مشاهده 
می​شود که نقره به​صورت جزایری روی سطح بستر شیشه قرار گرفته​اند. 
اندازۀ جزایر کوچک​تر که به​صورت نقاطی روشــن چه بر​روی سطح تیرۀ 
شیشــه و چه بر​روی ذرات بزرگ​تر و کلوخه​ای در تصویر دیده می​شــود، 
حدود 10 نانومتر اســت. توزیع اندازۀ جزایر بزرگ​تر در منحنی که بر​روی 
تصویر قرار داده شــده مشاهده می​شــود که اندازۀ بین 20 تا 180 دارند. 
در​واقع، با کاهش کمپلکس نقره و تشــکیل نانوذرات نقره، ذرات کروی یا 
شــبه​کروی ساخته می​شوند که در مورد بســیاری از آن​ها پدیدۀ کلوخه 
شــدن اتفاق افتاده است که به​صورت جزایری بی​شــکل دیده می​شوند. 
بنابراین با روش ســاخت به​کار​گرفته​شده، بســتر پلاسمونیکی هم شامل 
ذرات میکرونی و هم شامل نانوذرات است که ذرات بزرگ​تر نقره منجر به 
 پراکندگی نور )تقویت میدان الکتریکی دور( می​شــوند و ذرات کوچک​تر،

میدان​هــای الکتریکی نزدیــک قابل توجهی ایجــاد می​کنند که حاصل 
تشدید پلاسمون​های سطحی است]8و9[. 

 آب​دوســت شوند. به​منظور ســاخت نانوذرات نقره با اســتفاده از هم​زن
مغناطیسی و با افزودن آمونیا به mL 21 محلول 0/1 مولار نقره نیترات، 
 20 mL کمپلکس آمونیاکی نقره ســاخته شــد. ســپس با اضافه کردن
محلول پتاس 0/05 مولار به​صورت قطره قطره، رســوب نقره اکســید که 
 به‌رنگ تیره است، تشکیل می​شود. اضافه کردن آمونیا به​صورت قطره قطره

باعث حل شدن رسوب حاصل و شفاف شدن محلول می​شود. بعد از اضافه 
کردن mL 01 محلول ســاکاروز 0/07 مولار و استفاده از حمام گرمایی 
با دمای 50oC به مدت ۴ دقیقه، کمپلکس نقره کاهیده می‌شــود و نقره 
در داخل محلول تشــکیل می‌شود]7[. سپس برای پوشش​دهی نقره روی 
لام​های شیشــه​ای و ساخت بسترهای پلاســمونیکی، mL 100 محلول 
کلوئیدی نقره روی لام​های شیشه​ای قرار داده شد و با استفاده از دستگاه 
چرخشی به مدت 60 ثانیه با سرعت 3600 دور بر دقیقه لایه​نشانی انجام 

شد که مدت​‌زمان شتاب​گیری 12 ثانیه تنظیم شد.

کشت و حکاکی باکتری​ ســالمونلا روی بستر شیشه​ای و بستر 
پلاسمونیکی

 )SOY-BROTH( مقداری کلنی باکتری در محیط کشت سوی براث
در دمای 37oC به مدت 18 ساعت در اتوکلاو )شرکت ریحان طب مدل 
 RT-2، ایران( قرار داده شــد تا باکتری​ها فعال شوند. پس از سانتریفیوژ

به​مدت 10 دقیقه با ســرعت 15000 دور بردقیقه، مایع زردرنگ جدا شد 
که از لوله​های ســانتریفیوژ خارج شد و 3 بار، هر بار با mL 10 آب بدون 
یون این عمل تکرار شــد و باکتری ســالمونلا در غلظت​های 102، 103، 
 )colony-forming unit  mL-1( cfu mL-1 105 و 106    ،104

تهیه شــد و از هر کدام mL 10 روی بســترهای شیشــه​ای و بسترهای 
پلاسمونیکی حکاکی شد و در دمای آزمایشگاه خشک شدند. 

مشخصه​یابی

 طیف​سنجی UV-Vis و تصویر میکروسکوپ الکترونی گسیل میدانی
 )FE-SEM( بســتر پلاســمونیکی به​ترتیــب به​وســیل​ۀ دســتگاه

شــکل1: طرح​وارۀ آشکارسازی الف( سیگنال رامان بستر پلاسمونیکی، ب( سیگنال رامان بستر شیشه​ای حکاکی​شده با باکتری سالمونلا و ج( سیگنال SERS بستر پلاسمونیکی حکاکی​شده 
با باکتری ســالمونلا که بهبود سیگنال رامان باکتری سالمونلای حکاکی​شده روی بستر پلاسمونیکی را نســبت به حالتی که باکتری سالمونلا در معرض نور پراکنده​شده از نانوذرات نقره قرار 

نگرفته​ است، نمایش می​دهد.
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 در​واقع، با تابش نور )لیزر( به سطح ناصاف فلز، در اثر تشدید پلاسمون​های
سطحی نانوســاختارهای فلزی به​وســیلۀ میدان الکترومغناطیسی لیزر، 
میدان​های الکتریکی ارتقاء​یافته در اطراف فلز ایجاد می​شــود]10و11[. 
گویی میدان الکتریکی حاصل از تابش نور لیزر تقویت شده است. بنابراین 
مولکولی کــه در این میدان الکتریکی ارتقاء​یافتــه قرار می​گیرد، بیش​تر 

قطبیده می​شود و در​نتیجه سیگنال رامان بهبود می​یابد]12[.

تصویر AFM بستر پلاسمونیکی

شکل3 تصویر AFM الف: دو​بعدی و ب: سه​بعدی بستر پلاسمونیکی را 
نشــان می​دهد. با استفاده از نرم​افزار Image Plus میانگین زبری 16/9 
نانومتــر، میانگین مرتفع​ترین زبری 137/8 نانومتر و میانگین عمیق​ترین 
زبری 24/3 نانومتر برای بستر پلاسمونیکی به​دست آمد. همان​طور​که در 
تصویر FESEM شکل 2-ب مشاهده می​شود ساختارهای نقره در تمام 
 سطح شیشــه به​طورکامل به یکدیگر متصل نشده​اند و ساختار جزیره​ای
دارند. از​طرفی اندازۀ ذرات یکســان نیســت و توزیعی بــرای اندازۀ ذرات 
مشاهده می​شود که این غیریکنواختی اندازه در ارتفاع نیز وجود دارد و در 
تصاویر AFM نیز مشــاهده می​شود. همان​طور​که گفته شد، این زبری و 

ناصافی نقره می​تواند باعث تقویت سیگنال رامان شود.

طیف رامان و SERS و آشکارسازی باکتری سالمونلا

شــکل 4-الف طیــف SERS باکتری ســالمونلا بــا غلظت​های 106، 
105، 104، 103 و cfu mL-1  102 که روی بســترهای پلاســمونیکی 

 حکاکی شــده​اند را نشان می​دهد. قله​هایی که مشاهده می​شود مربوط به
ارتعاش​های مولکولی باکتری سالمونلا است که در جدول 1 مولکول​های 
سازندۀ باکتری سالمونلا و ارتعاش​های مولکولی و موقعیت آن​ها مشاهده 
می​شود. با کاهش غلظت باکتری، شدت قله​های ارتعاش​های مولکولی آن 
کاهش می​یابد چون تعداد باکتری​ها و در​نتیجه تعداد سیگنال​های ارتعاشی 
 آن​ها کاهش یافته اســت]1و2[. شــکل 4-ب تغییرات شدت قوی​ترین

سیگنال SERS مشاهده​شده، I، که مربوط به فسفولیپیدها در عدد ​موج 
cm-1 998 است را بر​حسب تغییرات لگاریتمی غلظت​ باکتری سالمونلا، 

C، نشان می​دهد که با برازش انجام​شده از رابطۀ )1( پیروی می​کند.

همان​طور​که در شکل 4-الف مشــاهده شد با کاهش غلظت باکتری تا 
غلظت cfu mL-1  102 حتی شــدت قوی​ترین قلۀ SERS نیز کاهش 
می​یابد. در شــکل5 طیف رامان بســتر پلاســمونیکی طیف رامان بستر 
شیشه​ای )غیر پلاسمونیکی( حکاکی​شده با باکتری و طیف SERS بستر 
پلاسمونیکی حکاکی​شده با ســالمونلا مشاهده می​شود. با تابش نور لیزر 
با طول​موج 785 نانومتر ارتعاش​های مولکولی باکتری ســالمونلا تحریک 
می​شوند. همان​طور​که دیده می​شــود سیگنال SERS باکتری سالمونلا 
حکاکی​شــده روی بستر پلاسمونیکی در مقایسه با سیگنال رامان باکتری 
حکاکی​شده روی بستر شیشه​ای بهبود یافته ​است که همان​طور​که در شکل 

شکل2: الف( طیف جذب بســتر پلاسمونیکی با بیشینۀ جذب در طول​موج 424 نانومتر و 
ب( تصویر FE-SEM بستر پلاســمونیکی و )داخل شکل( توزیع اندازۀ جزایر نقره روی 

بستر پلاسمونیکی

شکل3: تصویر AFM الف( دو​بعدی و ب( سه​بعدی بستر پلاسمونیکی
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2-ب نیز مشاهده شد ناشی​از تشدید پلاسمون​های سطحی نانوجزایر نقره 
و پراکندگی بالای نور از جزایر نقره میکرومتری است]16و17[. که با تابش 
نور )لیزر( به سطح ناصاف فلز )شکل3( و تقویت میدان​های الکتریکی دور 
و نزدیک ســطح ناصاف، مولکول​های سازندۀ باکتری سالمونلا که در این 
میدان الکتریکی ارتقاء​یافته قرار گرفته​اند، قطبیده​تر می​شوند و در​نتیجه 

سیگنال رامان ارتعاش​های آن​ها تقویت می​شود.

نتیجه​گیری
در این پژوهش، آشکارسازی باکتری ســالمونلا با استفاده از بسترهای 
پلاسمونیکی که به روش سادۀ​ چرخشی ساخته شدند، با استفاده از طیف​
ســنجی رامان که تکنیکی غیرمخرب است بررســی شد. ابتدا، بسترهای 
پلاسمونیکی فعال در SERS به روش شیمیایی ساخته شدند. غلظت​های 

شــکل4-الف( طیف SERS باکتری سالمونلا با غلظت​های 106، 105، 104، 103 و cfu mL-1  102 که روی بســتر پلاسمونیکی حکاکی شده​اند و ب( منحنی تغییرات شدت قوی​ترین سیگنال 
C ،برحسب تغییرات لگاریتمی غلظت​ باکتری سالمونلا I ،cm-1 998 مربوط به فسفولیپیدها در عدد موج SERS

جدول1: ارتعاش​های مولکولی و موقعیت آن​ها برای باکتری سالمونلا]13-15[

شکل5: طیف رامان بستر پلاسمونیکی )منحنی ممتد سبز(، طیف رامان باکتری سالمونلا 
با غلظت cfu mL-1  102 حکاکی​شده روی بستر شیشه​ای )منحنی خط​چین آبی( و طیف 
SERS باکتری ســالمونلا با غلظت cfu mL-1  102 حکاکی​شده روی بستر پلاسمونیکی 

)منحنی نقطه​چین قرمز(

مختلــف 106، 105، 104، 103 و cfu mL-1  102 از باکتری ســالمونلا 
روی بستر​ پلاســمونیکی حکاکی شــد. استفاده از بســتر پلاسمونیکی 
ســبب می​شــود که به​دلیل تشدید پلاســمون​های ســطحی نانوجزایر 
 نقــره و پراکندگــی بالای نور از جزایــر نقرۀ میکرومتــری، ارتعاش​های
مولکولی باکتری ســالمونلا تقویت شوند. با کاهش غلظت باکتری، شدت 
 ســیگنال​های SERS کاهش می​یابد اما، بســترهای پلاسمونیکی سبب

می​شوند حتی برای غلظت کمتر cfu mL-1  102 باز هم قله​های ارتعاش 
مولکولی فعال در رامان مشاهده شوند در​صورتی​که این قله​ها برای باکتری 
حکاکی​شده روی بستر غیرپلاسمونکی قابل مشاهده و شناسایی نیستند. 
بنابراین، بســترهای پلاسمونیکی معرفی​شده در این پژوهش می​توانند به 
تشــخیص کم​هزینه و زود​هنگام بیماری​های ناشی از باکتری سالمونلا و 

پاتوژن​های موجود در مواد غذایی کمک کنند.
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