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Tóm tắt. Khả năng kháng khuẩn của nano bạc chế tạo bằng phương pháp polyol sử dụng chất khử EG và 

chất bảo vệ PVP với E.coli, S.aureus và P.aeruginosa được nghiên cứu.  Hạt nano bạc có kích thước <20nm, 

có độ ổn định sau thời gian 28 ngày về độ hấp thu. Hiệu suất diệt khuẩn đạt >99% với E.coli sau thời gian 

tiếp xúc 1 phút ở nồng độ 25ppm, >60% với P.aeruginosa và >40% với S.aureus sau thời gian tiếp xúc 5 

phút ở nồng độ 100ppm. Nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) là 3,125ppm, 12,5ppm và 6,25ppm và nồng 

độ giết chết tối thiểu (MBC) tương ứng là 6,25ppm, 25ppm và 12,5ppm lần lượt với E. coli, S. 

aureus và P.aeruginosa. Nano bạc được tạo ra với chất khử không có độc tính và khả năng diệt 

khuẩn hiệu quả có thể là nguồn nguyên liệu cho các ứng dụng trong lĩnh vực y sinh. 

Từ khóa. Hiệu suất diệt khuẩn, MIC, MBC, nano bạc, polyol 

ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF SILVER NANOPARTICLES 

PRODUCED BY POLYOL METHOD AGAINST E.COLI, S.AUREUS AND 

P.AERUGINOSA 

Abstracts. Antibacterial activity of silver nanoparticles produced by polyol using EG as a reductant and 

PVP as a protectant against E.coli, S.aureus, and P.aeruginosa was studied. Nanoparticles were less than 

20nm in size and stable after a period of 28 days. The sterilization efficiency was >99% with E.coli after 1 

minute exposure at 25ppm of silver nanoparticle concentration; meanwhile it were >60% and >40% with 

P.aerugonisa and S.aureus after 5 minutes exposure at the concentration of 100ppm. The minimum 

inhibitory concentration (MIC) and the minimum bactericidal concentration (MBC) of silver nano particles 

on E. coli, S. aureus and P.aeruginosa were 3,125ppm, 12,5ppm, 6,25ppm and 6,25ppm, 25ppm, 

12,5ppm, respectively. Silver nanoparticles that is produced using non-toxic reductant and having 

efficient antibacterial activity could be a source for biological medical application. 
Keywords. MIC, MBC, polyol, silver nanoparticles, sterilization efficiency  

1. GIỚI THIỆU 

Nano kim loại đóng vai trò quan trọng và được ứng dụng rộng rãi trong nhiều lĩnh vực như chẩn đoán hình 

ảnh, đánh dấu sinh học, quang tử học, quang điện tử [1]. Trong số các nano kim loại, nano bạc được nhiều 

tác giả nghiên cứu về các đặc tính quang, điện tử và hóa học tùy thuộc vào hình dạng và kích thước hạt 

nano liên quan tới các ứng dụng khác nhau. Nano bạc đã được sử dụng trong các hoạt động chống ung thư, 

hấp thu, xúc tác và trị liệu vết thương [2]; trong cảm biến hóa học và sinh học do các tính chất tán xạ Raman, 

các thiết bị điện tử và ứng dụng quang điện tăng cường nhờ tính dẫn điện và dẫn nhiệt cao [3]; sử dụng 

trong băng vết thương và dụng cụ y sinh học nhờ tính kháng khuẩn [4,5]. 

Cho đến hiện tại có nhiều phương pháp khác nhau để điều chế nano bạc như: tổng hợp hóa học, vật lý, hóa 

lý kết hợp, sinh tổng hợp và tổng hợp hóa thực vật. Mỗi phương pháp đều có ưu, nhược điểm riêng liên 

quan đến các vấn đề như giá thành, khả năng triển khai, kích thước và sự phân bố hạt nano [6,7]. Trong các 

phương pháp chế tạo nano bạc thì phương pháp hóa học được sử dụng phổ biến nhất [8]. Phản ứng khử dễ 
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dàng thực hiện được cũng như không yêu cầu thiết bị phức tạp. Kích thước, hình dạng và độ bền của hạt 

nano bạc phụ thuộc vào phương pháp chế tạo, đặc tính của dung môi, chất khử sử dụng và nhiệt độ [9,10,11]. 

Trong nghiên cứu này chúng tôi tổng hợp nano bạc bằng phương pháp polyol sử dụng ethylene glycol (EG) 

làm chất khử kết hợp với gia nhiệt từ 1500C – 2000C và chất ổn định là polyvinylpyrridone (PVP) trong 1 

giờ. Ion Ag+ dưới tác dụng của chất khử EG tạo ra nguyên tử Ag. Sau đó, các nguyên tử này kết hợp với 

nhau tạo thành các hạt Ag có kích thước nano. 

Dung dịch nano bạc sau khi được chế tạo tiếp tục được tiến hành kiểm tra các đặc tính và thử nghiệm kháng 

khuẩn trên một số chủng vi khuẩn bao gồm E.coli, S.aureus và P.aeruginosa. Đã từ lâu, ion bạc được biết 

đến là có khả năng ức chế cũng như có phổ diệt khuẩn rộng [12]. Nano bạc được quan tâm nghiên cứu gần 

đây và dần được sử dụng trong nông nghiệp và y tế như một vật liệu có khả năng kháng khuẩn, kháng nấm 

và chống oxy hóa. Nano bạc được cho là ngăn cản quá trình nhân lên của rất nhiều loại vi khuẩn như 

Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Citrobacter koseri, Salmonella typhii, Pseudomonas 

aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Vibrio parahaemolyticus và nấm Candida 

albicans theo cơ chế bám Ag/Ag+ vào các phân tử sinh học có trong tế bào vi khuẩn [13]. Hạt nano bạc có 

khả năng kháng khuẩn phổ rộng [10,14,15]. Nano bạc được ứng dụng trong các thiết bị điện tử, điện hóa, 

dược phẩm và kiểm soát sự phát triển của vi sinh vật trong các hệ thống sinh học nhằm giúp các hệ thống 

này thân thiện với hệ sinh thái [9,14,15,16].  

2. VẬT LIỆU – PHƯƠNG PHÁP 

2.1. Tổng hợp nano bạc (AgNPs) bằng phương pháp polyol 
Nano bạc được Kim và cs. (2006) [1] chế tạo thành công bằng phương pháp polyol sử dụng chất khử là hợp 

chất polyol để khử tiền chất kim loại với sự có mặt của chất bảo vệ và có sự tác động của nhiệt độ cao.  

Kết hợp polyvinyl pyrrolidone (PVP) (99.9%, Mw= 40000, Sigma Aldrich) với ethylene glycol (EG), khuấy 

từ 500 – 700 vòng/phút đến khi PVP tan hoàn toàn trong EG. Bổ sung bạc nitrate (99.9%, Mw= 169,87 

g/mol, Sigma Aldrich) vào hỗn hợp dung dịch nói trên và vẫn tiếp tục khuấy từ. Sau khi muối bạc đã tan 

hoàn toàn, gia nhiệt lên 1700C – 2000C trong 40 phút. Làm lạnh nhanh cốc thủy tinh chứa dung dịch nano 

bạc trong 20 phút và thu dung dịch cho các thí nghiệm.  

2.2.  Kiểm tra đặc tính (hình dạng, kích thước, độ bền) hạt nano bạc 

Kính hiển vi điện tử quét (Scanning electron microscope, SEM) được sử dụng để quan sát hình ảnh bề mặt, 

phân tích  kích thước, hình dạng, sự phân bố, độ tinh khiết và mức độ kết tập hạt nano bạc. SEM có độ phân 

giải cao nên có thể xác định hình thái học của các hạt nano có kích thước <10 nm [5]. Dung dịch nano bạc 

được đưa vào lưới đồng và làm khô tự nhiên, tránh làm khô bằng nhiệt sẽ làm dung môi bay hơi nhanh 

khiến các hạt nano bạc bị tụ lại, kết đám với nhau, trước khi được chụp SEM. 

Sử dụng phổ hấp thụ phân tử (Ultraviolet–visible spectroscopy, UV – vis) để xác định hình dạng, kích 

thước, nồng độ của nano bạc dựa vào các thuộc tính quang học của dung dịch chứa hạt nano bạc. Do hạt 

nano bạc có kích thước nhỏ hơn 20 nm chỉ có một bề mặt plasmon duy nhất nên trong phổ UV – vis của 

chúng chỉ xuất hiện 1 đỉnh (peak) duy nhất. Đặc tính của các hạt nano bạc được xác nhận bằng sự hình 

thành đỉnh cao giữa khoảng 410 – 420 nm trong quang phổ UV – vis.  

2.3.  Kiểm tra khả năng kháng khuẩn của nano bạc 

2.3.1. Phương pháp thử nghiệm diệt khuẩn (Phương pháp đếm khuẩn lạc) 

Chủng vi khuẩn Escherichia coli ATTC 25922, Staphyloccocus aureus ATCC 25923, Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 10145 và các môi trường thạch dinh dưỡng nuôi cấy vi khuẩn trên lần lượt là Mueller 

Hinton agar (Sharlau), Baird Parker agar (Merck),Pseudomonas agar F và canh dinh dưỡng là Luria broth 

(LB, Invitrogen). Ở mỗi ống thí nghiệm: bổ sung dịch khuẩn vào sao cho nồng độ cuối cùng của ống có số 

vi khuẩn đạt 105 - 106 CFU/ml và nồng độ nano bạc bổ sung sao cho cuối cùng đạt 100ppm, 50ppm, 25ppm; 

vortex. Sau 1, 3, 5 phút, hút 100µl dịch trải đều lên môi trường thạch dinh dưỡng tương ứng. Sau thời gian 

nuôi cấy, tiến hành đếm khuẩn lạc.  

2.3.2. Phương pháp thử nghiệm ức chế vi khuẩn (Phương pháp đo vòng ức chế vi khuẩn trên đĩa thạch) 

Tính nhạy cảm của các chủng vi khuẩn với nano bạc được đánh giá bằng phương pháp khuếch tán đĩa. Pha 

loãng dịch khuẩn tới nồng độ tế bào vi khuẩn đạt 105 - 106CFU/ml. Hút 100µl dịch khuẩn đã pha loãng cấy 
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trải đều lên trên bề mặt thạch dinh dưỡng tương ứng với từng loài vi khuẩn. Đục tạo các giếng trên các đĩa 

thạch (4 giếng/đĩa). Hút 100µl dung dịch nano bạc ở nồng độ từ 400μg/ml – 0,195μg/ml theo dãy pha loãng 

bậc 2 cho vào các giếng và đối chứng âm sử dụng EG. Các đĩa được ủ ở nhiệt độ và thời gian thích hợp. 

Sau thời gian ủ tiến hành đo vòng ức chế vi khuẩn. Kết quả là vòng ức chế sự phát triển vi khuẩn của nano 

bạc [17]. 

2.3.3. Phương pháp xác định nồng độ ức chế tối thiểu – minimum inhibitory concentration (MIC) và nồng 

độ giết chết tối thiểu – Minimum bactericidal concentration(MBC) 

Hiệu quả ức chế vi khuẩn của các nano bạc được kiểm tra bằng phương pháp MIC.MIC được xác định 

trong môi trường LB sử dụng pha loãng bậc 2 của AgNPs với nồng độ từ 100µg/ml đến 0,195µg/ml với 

nồng độ vi khuẩn được điều chỉnh bằng máy đo quang phổ (BioSpectrometer basic, Eppendorf) ở bước 

sóng 625 nm là 0,1 (1x108 CFU/ml; tiêu chuẩn 0,5 McFarland). Dung dịch nano bạc theo các nồng độ tương 

ứng và môi trường canh LB với nồng độ vi khuẩn cuối cùng đạt 5x105 CFU/ml; đối chứng thay dung dịch 

nano bạc bằng nước muối sinh lý và thời gian và nhiệt độ ủ là 6 giờ ở 370C [18]. 

MIC là nồng độ thấp nhất của nano bạc ức chế sự phát triển của vi sinh vật 99%. MIC đã được ghi nhận 

bởi độ đục của ống trước và sau khi ủ với vi khuẩn.Sau khi xác định MIC của các AgNPs, 100 μl các mẫu 

không cho thấy sự phát triển của vi khuẩn được cấy trải vào đĩa thạch tương ứng từng loài vi khuẩn, ủ trong 

24 giờ ở 37ºC. MBC đã được quan sát thấy sự có mặt hoặc không có sự phát triển của vi khuẩn trong các 

đĩa thạch sau khi ủ. Điểm cuối của MBC được định nghĩa là nồng độ thấp nhất của tác nhân kháng khuẩn 

giết chết 99,9% lượng vi khuẩn ban đầu. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
3.1.  Chế tạo nano bạc  

Hình 1. Dung dịch nano bạc ở các nồng độ khác nhau (A. 25ppm, B. 50ppm, C. 100ppm, D. 500ppm) 

Dung dịch nano bạc được chế tạo ở dạng trong suốt, có màu vàng, không có hiện tượng lắng cặn hay kết 

tủa. Nồng độ muối bạc ban đầu có ảnh hưởng nhất định đến hình dạng hạt nano bạc tạo thành. Nếu nồng 

độ dung dịch AgNO3 ban đầu quá lớn các hạt nano bạc sẽ tụ lại với nhau thành những hạt lớn hơn rất nhiều. 

Mặt khác, nếu nồng độ dung dịch muối bạc ban đầu quá thấp thì các hạt nano bạc tạo thành có nhiều kích 

thước khác nhau và kém bền. Các hạt nano bạc có hiện tượng cộng hưởng plasmon bề mặt do đó tùy thuộc 

vào nồng độ và kích thước hạt nano mà dung dịch chứa hạt nano bạc có  màu sắc từ vàng nhạt đến cam. 
Các hạt nano bạc chế tạo trong nghiên cứu này có dạng hình cầu, phân tán đều, không bị kết đám, kích 

thước <20nm. Hạt nano bạc có kích thước từ 5- 100nm được cho là có hiệu quả diệt khuẩn tốt, và đạt hiệu 

quả diệt khuẩn cao nhất khi hạt nano bạc có kích thước 5nm [19]. Nồng độ và các điều kiện chế tạo bạc 

khác nhau ảnh hưởng trực tiếp đến kích thước hạt nano bạc. Do đó, muốn chế tạo nano bạc có kích thước 

và tính chất như nhau qua các lần chế tạo, phải đảm bảo chế tạo trong các điều kiện giống nhau như tốc độ 

khuấy, thời gian, nhiệt độ khử. 

 

A B C D 
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Hình 2. Các hạt nano bạc được chụp dưới kính hiển vi điện tử quét (SEM) 

3.2. Kiểm tra độ bền hạt nano bạc 

Để bảo đảm được các tính chất các hạt nano thì việc chế tạo hạt nano bạc có độ ổn định tốt đóng vai trò rất 

quan trọng. Đỉnh (peak) của dung dịch nano bạc có nồng độ 500ppm thì độ hấp thu cực đại tại bước sóng 

410nm.  

 

Hình 3.  Phổ UV- vis so sánh độ bền dung dịch nano bạc 500ppm sau 0, 7, 14, 21, 28 ngày. 

Peak có hiện tượng giảm mạnh sau 7 ngày chế tạo vì trong dung dịch tồn tại một số hạt nano bạc chưa được 

bao bọc bởi chất bảo vệ (ở đây là PVP) nên theo thời gian các hạt nano bạc này sẽ kết tụ thành hạt lớn hơn 

hay bị oxi hóa trở thành muối bạc. Tuy nhiên, sau 28 ngày chế tạo, dung dịch nano bạc cho thấy sự ổn định 

về độ hấp thu (Hình 3). 

3.3. Kiểm tra khả năng kháng khuẩn của hạt nano bạc 

3.3.1. Kết quả diệt khuẩn của nano bạc  

Nano bạc có hiệu suất diệt E.coli rất mạnh. Sau thời gian tiếp xúc khoảng 1 phút khi sử dụng dụng nồng độ 

bạc 25ppm hầu hết toàn bộ vi khuẩn đã bị tiêu diệt. Trong khi đó, hơn 60% P.aeruginosa và hơn 40% 

S.aureus bị tiêu diệt sau khoảng thời gian tiếp xúc 5 phút khi sử dụng nồng độ nano bạc 100ppm. 
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Bảng 1. Hiệu suất diệt khuẩn (%) của nano bạc đối với E.coli, S.aureus và P.aeruginosa. 

Nồng độ nano bạc Thời gian tiếp xúc 

Hiệu suất diệt khuẩn (%) 

E.coli S. aureus P.aeruginosa 

100ppm 

1 phút 99,29 29,12 43,41 

3 phút 99,78 47,19 46,07 

5 phút 99,97 63,51 48,89 

50ppm 

1 phút 98,01 18,33 35,37 

3 phút 99,44 36,14 36,25 

5 phút 99,84 56,67 37,22 

25ppm 

1 phút 96,95 15,53 25,64 

3 phút 98,77 27,11 35,54 

5 phút 99,31 42,72 36,16 

Ghost và Ramamoorthy (2010) [20] công bố kết quả E.coli DH5α bị ức chế 60% sau 30 phút và 100% sau 

4 giờ khi sử dụng hàm lượng bạc 50ppm. Trong nghiên cứu về cơ chế nano bạc tác động tới DNA của 

S.aureus [21], sau thời gian tiếp xúc 6 giờ với hàm lượng bạc 50ppm khiến cho DNA của tế bào vi khuẩn 

bị co lại và mất khả năng sao chép và khi tiếp xúc tới 12 giờ thì tế bào bị phá vỡ và giải phóng các bào quan 

ra ngoài. 

3.3.2. Thử nghiệm ức chế vi khuẩn của dung dịch nano bạc 

Khả năng ức chế vi khuẩn được thể hiện bằng bán kính đường kháng khuẩn (cm) nơi không xuất hiện khuẩn 

lạc tính từ miệng giếng tới chỗ xuất hiện khuẩn lạc trên đĩa thạch. 

Một điều thú vị là, P.aeruginosa không bị tiêu diệt nhanh và triệt để như E.coli, nhưng lại bị nano bạc ức 

chế rất mạnh. Tương tự, S.aureus cũng bị nano bạc ức chế mạnh. Trong khi đó, E.coli bị nano bạc ức chế 

yếu hơn so với hai loại vi khuẩn nói trên (Hình 4). 

 

Hình 4. Bán kính vòng ức chế vi khuẩn của dung dịch nano bạc khác nhau đối với E.coli, S.aureus và P.aerugonisa 

Bán kính đường kháng khuẩn của nano bạc ở nồng độ 400ppm có thể đạt tới hơn 2cm đối với P.aerugonisa. 

Trên đĩa thạch, hầu như vi khuẩn không thể phát triển xung quanh giếng khi bị nano bạc khuếch tán và tiêu 

diệt (Hình 5).  
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Hình 5. Khả năng ức chế vi khuẩn E.coli, S.aureus, P.aeruginosa của nano bạc ở các nồng độ khác nhau. 

Ở nồng độ thấp 12.5ppm nano bạc vẫn ức chế hiệu quả đối với loại vi khuẩn này khi bán kính đường kháng 

khuẩn đo được >1cm. Khả năng ức chế S.aureus của nano bạc ở nồng độ 50ppm cho đường kháng khuẩn 

>0.5cm. Trong khi ở nồng độ dung dịch nano bạc 400ppm, bán kính kháng khuẩn đối với E.coli đo được 

<0.5cm (Hình 4, 5). 

3.3.3. Thử nghiệm nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) và nồng độ giết chết tối thiểu (MBC) 

Bảng 2. Thử nghiệm nồng độ ức chế tối thiểu của nano bạc ở các nồng độ khác nhau 

Nồng độ 

AgNPs (ppm) 
400 200 100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,56 0,78 0,39 0,195 

E.coli - - - - - - - - + + + + 

S.aureus - - - - - - + + + + + + 

P.aeruginosa - - - - - - - + + + + + 

(-): không thấy xuất hiện độ đục cho thấy không có sự tăng trưởng vi khuẩn 

(+): có độ đục cho thấy có sự tăng trưởng của vi khuẩn 

Thử nghiệm xác định được nồng độ MIC và MBC ở 3 chủng vi khuẩn cho kết quả khác nhau. Sau 6 giờ 

khảo sát, nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) của nano bạc với E. coli, S. aureus và P.aeruginosa được xác định 

lần lượt là 3,125ppm, 12,5ppm và 6,25ppm; còn nồng độ giết chết tối thiểu (MBC) là 6,25ppm, 25ppm và 

12,5ppm tương ứng. Kết quả thử nghiệm MIC sau 24 giờ của dung dịch nano bạc lên 2 chủng E. coli và S. 
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aureus của bệnh viện Busan Paik là 100 ppm [22]. So sánh cho thấy nano bạc tạo ra trong nghiên cứu này 

có khả năng ức chế cả 3 loại vi khuẩn rất tốt ở hàm lượng thấp. Tamboli và cs (2013) [23] công bố giá trị 

MIC của nano bạc kích thước 6-16nm lần lượt với E.coli, S.aureus, P.aeruginosa là 6,25ppm, 25ppm, 

12,5ppm, cao hơn kết quả của nghiên cứu này. Kết quả thu được của nghiên cứu này (Bảng 2) tương đương 

với nghiên cứu của Jerzy và cộng sự (2015) [24] thử nghiệm tổng hợp nano bạc trên PVA và PVA/ silica. 

Sau 24 giờ, MIC của nano bạc được tổng hợp PVA là 3,1 ppm đối với vi khuẩn E. coli và 6,25ppm  đối 

với P. aeruginosa và S. aureus và MBC là 6,25 ppm cho 3 chủng. Đối với nano bạc tổng hợp có PVA/ 

silica thì MIC là 6,25ppm và MBC là 12,5 ppm đối với cả 3 loại vi khuẩn trên. Như vậy, nano bạc chế tạo 

bằng phương pháp polyol cho kích thước <20nm và có khả năng ức chế sự phát triển của vi khuẩn rất hiệu 

quả. 

4. KẾT LUẬN 

Hạt nano bạc được tạo ra bằng phương pháp polyol có sử dụng EG là chất khử nhẹ, không có độc tính mang 

ưu điểm thân thiện khi ứng dụng vào các mục đích liên quan đến lĩnh vực y sinh. Kích thước hạt nano thu 

được <20nm có khả năng diệt khuẩn với hiệu suất cao và hàm lượng tối thiểu ức chế sự phát triển của vi 

khuẩn thấp đối với E.coli, S.aureus và P.aeruginosa chứng tỏ khả năng diệt khuẩn rất hiệu quả. Kết quả 

của nghiên cứu này là tiền để cho việc nghiên cứu sử dụng hạt nano bạc chế tạo bằng phương pháp polyol 

ứng dụng trong việc kết hợp với các vật liệu khác có tính ứng dụng trong thực tiễn. 
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