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 چکیده

فرد فیزیکو شیمیایی و اپتوالکترونیک کاربردهای فراوان در زیست  های منحصر به نانوذرات سلنیوم به دلیل ویژگی  :سابقه و هدف

زی   به منظور احیای اکسی آنیون سلنیت به  های آب پزشکی، صنعت و محیط زیست دارند. هدف از این پژوهش، استفاده از باکتری

  نانوسلنیوم عنصری بود.

هکای هکهکیکه شکده هکوسکط  آنالیزهای طیف سنجی و الکترومیکککروگکراف  نانوذرات سلنیوم سنتز شده، به وسیله  : ها مواد و روش

های گرم  میکروسکوپ الکترونی روبشی هعیین ویژگی شدند. کارایی فعالیت ضد میکروبی نانوذرات سنتز شده علیه برخی از باکتری

  .زای انسانی از طریق روش انتشار چاهک بر سطح آگار بررسی گردید مثبت و گرم منفی بیماری

ی باکتریایی مقاوم به یون سمی سلنیت در محیط کشت هریپتیک سوی بکرا/آآگکار  سویه 61با استفاده از روش غنی سازی،  : ها یافته

هوانایی احیکای   SR5سویه سودوموناس آلکالیژنز میلی مولار یون سلنیت جداسازی شدند. نتایج نشان داد که جدایه دریایی  5حاوی 

 61  ی سلنیوم را دارد. همچنین یافته ها نشان داد که نانوذرات سلنیوم برون سلولی با میانگیکن انکدازه اکسی آنیون سلنیت به نانوذره

درجکه  55ساعت گرماگذاری در  61گرم در لیتر ، پس از  65  میلی مولار و غلظت بهینه بیومس  6  نانومتر در غلظت بهینه سلنیت 

 شوند. در شکل استراحتی سلول هولید می rpm 522سلسیوس و دور 

سودوموناس آلکالیژنز مطالعه اخیر اولین گزارش از سنتز برون سلولی نانوذرات سلنیوم عنصری هوسط گونه باکتری   :نتیجه گیری
  بیماری زای هاثیر مهار کنندگی دارد.  است. همچنین نتایج نشان داد که نانوذرات زیستی هولید شده بر روی چهار سویه باکتری

 الگوی مقاومت، بهینه سازی، فعالیت ضد باکتریایی. ،سودوموناس آلکالیژنزنانوسلنیوم،  :واژگان کلیدی

 69مهر ماه پذیرش برای چاپ:   69شهریور ماه دریافت مقاله: 

 سنندج، دانشگاه سنندج، دانشکده علوم پایه،گروه علوم زیستی*( آدرس برای مکاهبه: 

  m.ashengroph@uok.ac.irپست الکترونیک:    29666113122هلفن:  

 

 م دمه     

نانوساختارهای سلنیوم شامل نانکوسکفکرهکا، نکانکوذرات و     

ها هستند و در مقایسه با همتایان خود دارای خکوا   نانوسیم

هکر از  غیرمعمول دارند. همچنین سمیت شان نیز هفت برابر کم

های ذاهی نانوذرات سلنیکوم  (. ویژگی6دارند )  دیگر مواد زیستی

از قبیل هرکیب، اندازه، شکل، ساختار، آرایکش اهکمکی و بکار 

ها است. این دسته از مکواد،  ها هعیین کننده کاربرد آن سطحی آن

مانندی هستند که به دلیل  دارای خوا  فیزیکی و شیمکیایی بی

(. سلنیوم بکه 5ها است ) ی نانومقیاس آن سطح گسترده و اندازه

عنوان یک ماده کاربردی، یک نیمه هادی مهم و یک عکنکصکر 

شکود ککه ایکن ویشکی نکاشکی از  فوهوالکتریک شناخته می

های فیزیکی خا  آن است. از ایکن رو، ایکن مکاده  ویژگی

( در /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و هحت مجوز مالکیت خلاقانه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرهجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. فصلنامه دنیای میکروب
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هکای نکوری،  کاربردهای غیر زیستی فراوانکی را در سکلکول

هکا،  سو ککنکنکده های خورشیدی، یک آشکارساز عکاسی، سلول

 (. 6و  6سنسورها و هصفیه پساب پیدا کرده است )

همچنین نانوذرات سلنیوم برای کاربردهای مختلف زیستکی در 

زمینه پزشکی به دلیل اندازه کوچک و نسبت سطح بکه حکجکم 

های فعال بیشتری را برای بکرقکراری  بالاهر که در نتیجه، جایگاه

کند، بسیار حائز اهمیکت  های زیستی فراهم می ارهباط با مولکول

هر از سدیم سلنکیکت  برابر کم 6هستند. سمیت نانوذرات سلنیوم 

است و از طرف دیگر راندمان بالاهری نسبت به دیگر اشکککال 

مکانکنکد  هکایکی بکی های آلی دارند. به دلیل این ویکژگکی سلنیوم

های مختلف پزشکی و دارویکی بکه  نانوذرات سلنیوم در زمینه

(، قابلیت ضدمیککروبکی در 3ویژه پیشیگری و درمان سرطان )

(، اثرات آنکتکی 5زا ) های بیماری ای از سویه برابر گروه گسترده

اکسیدانتی از راه استحکام سیستم دفاعی داخل سلولی و حکذف 

( و همچنین به عنکوان مکککمکل 1و  3های آزاد سمی ) رادیکال

غذایی با هدف افزایش رشد، بازده هبدیل خوراک و فکعکالکیکت 

( مورد هکوجکه 6های گوشتی ) های آنتی اکسیدانی جوجه آنزیم

 اند.  قرار گرفته

های فیزیکی و شیمیائی متعددی برای ساخت نکانکوذرات  روش

شود. اما هوسعه مسیرهای سکازگکار بکا  سلنیوم به کار گرفته می

(. نکانکوذرات 6محیط زیست از اهمیت زیادی برخوردار است )

های فیزیکی مانند قطع لکیکزر،  هوانند از طریق روش سلنیوم می

های هیدروهرمال هولید شوند. سکاخکت  هابش فرابنفش و روش

شیمیائی نانوذرات با رویکردهای رسوب، هجزیه اسید و کاهش 

کاهالیزوری با استفاده از اسید آسکوربیک، گلوکز، دی اکسکیکد 

گکیکرد. بکا ایکن  گوگرد و سدیم دو دسیل سولفات صورت می

اسکککککیکدی و   pHها نیککازمند دمای بکالا،  حکال، این روش

سازهای شیمیایی نامطلوب هستنکد ککه مکمکککن اسکت  پیش

نانوذرات را برای کاربردهای زیست پزشکی نامناسب کنکد. در 

مقابل، هولید زیستی نانوذرات سلنیوم ایمن و ارزان بکوده و از 

شود. در کنار همام ایکن  مواد زیست سازگار غیرسمی استفاده می

مزایا، نانوذرات سلنیوم زیستی پایدارهر هستند و به دلکیکل دارا 

های آلی با گذشت زمان بکه  های طبیعی از مولکول بودن پوشش

شوند. اما در هولید شیمیایی  حالت هوده و هجمع یافته ظاهر نمی

 (.  6نیاز به افزودن خارجی مواد پایدار کننده وجود دارد )

هوانند به راحتی هوسط احیای مکیکککروبکی  نانوذرات سلنیوم می

های سلنیوم در شرایط هوازی و بی هوازی هکولکیکد  اکسی آنیون

شوند. این روش سودمند های زیادی دارد اسکت. چکرا ککه، 

هوان در دما و فشار محیط با هجهیزات نسبتاً غیکر  محصول را می

 (. 5هخصصی هولید کرد )

های مورد استفاده بکرای سکاخکت  به عبارت دیگر، اکثر روش

نانومواد سلنیوم با درجه حرارت و فشار بالا همراه هسکتکنکد و 

برای محیط زیست خطرناک می باشند. بکنکابکرایکن، هکوسکعکه 

رویکردهای همیز، غیرسمی و سازگار با محیط زیسکت بکرای 

باشد. از این رو، هکولکیکد زیسکتکی  هولید نانوذرات ضروری می

 (. 9ای بوده است ) نانومواد همواره مورد هوجه ویژه

هولید نانوذرات سلنیوم هوسط میکروارگانیسم های مکقکاوم بکه 

 های سمکیکت زدایکی اکسکی  سلنیت به عنوان یکی از مکانیسم

آنیون های سلنیوم گزارش شده است. هولیکد ایکن نکانکوذرات 

هواند به صورت برون سلولی، درون سلکولکی یکا در غشکا  می

صورت بگیرد. سنتز زیستی نانوذرات سلنیوم در سکویکه هکای 

(، Bacillus ( )6) باسیلوسباکتری مختلف متعلق به جنس های 

(، Pantoea ( )6) ، پانتوآ ( Pseudomonas ( )9)   سودوموناس

 ( Vibrio)   ویکبکریکو( و Enterococcus ( )62)  انتروکوکوس

های قارچی مختلف متعلق به جکنکس مکخکمکری  سویه  و  ( 66) 

های کپکککی  جنس  ( وSaccharomyces ( )62)  ساکارومایسس

، ( Alternaria) آلکتکرنکاریکا  (،Aspergillus)   آسپرژیکلکوس
گزارش   (Trichoderma) و هریکودرما (Fusarium)فوزاریوم 

های وسیکع بکا هکدف جکداسکازی  غربالگری.  ( 6شده است )

هوانکد  های جدید باکتری با امکان هولید نانوذره سلنیوم می سویه

موجب هوسعه زیست واکنشگرهای باکتری کارآمد در صکنکایکع 

  فناوری نانو گردد.

زی  های بومی باکتریائی آب در این پژوهش، قابلیت ذاهی سویه

عنوان زیست کاهالیزگر در احیای زیستی سلنیت سکدیکم بکه  به

نانوذرات سلنیوم عنصری و هکمکچکنکیکن بکررسکی اثکرات 

 .ضدباکتریایی نانوذرات سنتز شده مورد بررسی قرار گرفت
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 مواد و رو  ها             

الف( غنی سازی باکتری های آب زی مقاوم به اکسکی آنکیکون 

های آبزی بومی مقکاوم بکه  به منظور غنی سازی باکتری  : سلنیت

سانکتکی مکتکری از  62ها  65یون سلنیت، نمونه گیری از عمق 

های مناطق مختلف ایران به ویژه شهرهای همدان، اصفهکان،  آب

مشهد، خرم آباد، کرمانشاه، سنندج، بابلسر، مازندران و ارومکیکه 

دار استریل بکه  های آب در ظروف پوشش صورت گرفت. نمونه

سلسیوس ها هنگام استفکاده   درجه 3آزمایشگاه منتقل و در دمای 

های آب بکه درون  میلی لیتر از نمونه 52نگهداری شدند. مقدار 

 62میلی لیتری استریل منتقل و بکه مکدت  35های فالکون  لوله

سانتریفیوژ شدند. سپس مکایکع رومکانکد  g3222دقیقه در دور 

خارج شد. سپس مقدار هقریبی یک میلی لیتر از مایع زیرین بکه 

هریپتیکک سکوی آگکار   های دارای محیط کشت غنی شده پلیت

 به اضافه گردید و به صورت چکمکنکی کشکت داده شکدنکد. 

میلکی  5غلظت نهایی  ن سلنیت در یو یاد شده، کشت  های محیط  

 55آ2سرسرنگی  ی هوسط فیلترها ن ستریل شد از اپس  مولار، 

ساعت در  39ها به مدت  وده شد. سپس این پلیتفز ، انی ومیکر 

  سلسیوس گرماگذاری شدند. به منظکور هکهکیکه  درجه 55دمای 

هکای  های باکتریایی مختلف، ککلکنکی های خالصی از سویه کلنی

های ظاهری مانند رنگ و شکککل  باکتریائی با استفاده از ویژگی

های هریپتیک سوی آگار به طور مجزا  کلنی جداسازی و در پلیت

به صورت خطی کشت داده شدند. در نهایت  از کلنی حکاصکل 

های هریپتیک سوی آگار دیگکری  نمونه برداری گردید و به پلیت

 (.65به منظور اطمینان از خالص بودن کلنی منتقل گردید )

برای هعکیکیکن   : ب( الگوی مقاومت نسبت به اکسی آنیون سلنیت

های باکتریایی نسبت به یون سمی سلنکیکت  الگوی مقاومت سویه

از روش رقت در آگار استفاده شد. بکرای ایکن هکدف بکایکد 

های مختلفی از سلنیت سدیم ههیه ککرد. بکه  هایی با غلظت پلیت

میلی لیتر از محیط کشکت  52میلی لیتری حاوی  655ارلن های 

هریپتیک سوی آگار ذوب شده، هراکم هکای خکاصکی از یکون 

 9سلنیت اضافه شد. سپس داخل پلیت های شیشه ای به قکطکر 

سانتی متر ریخته شد. محلول های استوک سلنیت در آب دمکیکن 

پس از آن با استفاده از پالایه های غشایی میلی .  استریل ههیه شد

میکرونی استریل شد. میزان هراکم استفاده شده بکرای  55آ2پور 

، 52، 65، 62، 5یون سلنیت بر حسب میلی مولار عبارت بود از 

55 ،62 ،65 ،32 ،35 ،52 ،55 ،12 ،15 ،62 ،65 ،92 ،95 ،62 ،

 3های یاد شده به مدت زمان هقکریکبکی  . پلیت625و  622، 65

هکا ککامکلا  ساعت در دمای آزمایشگاه قرار گرفته ها سطکح آن

میکرولیتر از محیط مایکع حکاوی  65خشک شود. سپس مقدار 

مک فارلند )باکتکری هکلکقکیکح  5آ2باکتری مورد نظر با غلظت 

 CFU/mlشده
( بر روی محیط هکای کشکت قکرار 5آ6×    962

ی سلسیوس گرمخانه گذاری  درجه 55ها در دمای  گرفت. پلیت

 (.  66ساعت مورد مطالعه قرار گرفتند ) 39شده و بعد از 

های باکتریایی مقکاوم و  ج( سنتز نانوذرات سلنیوم هوسط سویه
هوانایی سنتز نانکوذرات   : برای بررسی اولیهانتخاب سویه کارآمد

های باکتریایی جداسازی شده، از راهکبکرد   سلنیوم هوسط سویه

 52(. برای این منظور ابتکدا 63های رویشی استفاده شد ) سلول

میلی لیتر محیط هریپتیک سوی برا/ استریل را به طور جداگانه 

میلی لیتری ریخته و یک لوپ از  622های استریل  به درون ارلن

ساعته( به درون آن  53بیومس باکتریایی هازه رشد یافته )کشت 

ساعت در شیکر انکوباهور با دور  53هلقیح شد. سپس به مدت 

rpm 522  ی سلسیوس گکرمکخکانکه گکذاری  درجه 55و دمای

ساعت استوک سلنیت سدیم با غلظت نهایکی  53گردید. پس از 

 39میلی مولار به سوسپانسیون باکتریائی افکزوده شکد و  5آ5

ساعت گرمخانه گذاری در شرایط یاد شده صکورت گکرفکت. 

هکای یکادشکده  میلی لیتر از سوسپانسیون 5سپس مقدار هقریبی 

نکانکومکتکر  922ها  522  ها در محدوده برداری و جذب آن نمونه

ساعت یک بار ها ساعکت  53بررسی شد. این بررسی جذب هر 

ادامه یافت. در این رویکرد از محلول هلقیحی باکتری مکورد  61

نظر در محیط هریپتیک سوی برا/ فاقد استوک سلنیت سدیم به 

  کنترل استفاده شد. به منظور انتخاب بهترین سکویکه  عنوان نمونه

باکتریایی، علاوه بر بررسی میزان هغییر رنگ کلنی، آنالکیکزهکای 

UV–visible spectrophotometer   هککم مککورد اسککتککفککاده 

 قرار گرفت.

شناسایی فنوهیپی و بیوشیمیایی   : د( شناسایی فنوهیپی و مولکولی

هکای  براساس شکل ظاهری، واکنش گکرم، آزمکون  SR5  سویه
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اکسیداز و کاهالاز، احیای نیترات، هسکت مصکرف سکیکتکرات، 

هیدرولیز کازئین، هیدرولیز ژلاهین، هیدرولیز اوره، هکیکدرولکیکز 

، هکولکیکد 92، هیدرولیز هویکیکن 52هیروزین، هیدرولیز هویین 

DNAase هولید ،S2H هولید اسید از منابع کربوهکیکدراهکی از ،

جمله گلوکز، فروکتوز، سوکروز، مالتوز، زایلوز و همچنین هولید 

اسید از منابع الکلی به ویژه اهانول، گلیسرول و مانیتکول طکبکق 

(. 65( انجام شکد )Stell( و استلا )Cowanکوان )  دستورالعمل

با استفاده از کیکت   SR5  ژنومی سویه  DNAدر ادامه، استخراج 

 Mi-bacterial Genomicشرکت متابیکون )  DNAاستخراج 

DNA Isolation Kit mi-BD 100 ساخت کشکور آلکمکان )

 انجام شد. 

)          fd1به کمک آغازگرهای عمومی  61S rDNAسپس ژن 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG و )rp2                  (

ACGGCTACCTTGTTACGACTT(       هکثیر گردید )

میکرولیکتکر مکخکلکوط  55در حجم نهایی  PCR(. واکنش 61

مکیکککرولکیکتکر  5آ65واکنش انجام شد. این مخلوط شکامکل 

 و آنکزیکم  PCR ،2MgCl ،dNTPsماسترمیکککس )بکافکر 

 Taq-polymerase ،)6  میکرولیتر پرایمرهای بکالا دسکت و

میکککرولکیکتکر  6میکرو مولار،  62پائین دست با غلظت هقریبی 

DNA   5آ6نانو گرم بر میکرولیتکر و  55الگو با غلظت هقریبی 

( با استفاده PCRمیکرولیتر آب بود. واکنش زنجیره ای پلیمراز )

هکثیری ابتدا به مدت   از دستگاه هرموسایکلر انجام گرفت. برنامه

ی سلسیوس شروع  درجه 65دقیقه با واسرشت اولیه در دمای  6

ثانیه به صکورت واسکرشکت  35سیکل به مدت  62و سپس با 

سلسیوس ادامه یکافکت. گکام بکعکدی   درجه 65شدن در دمای 

ثانیه در  35ی ژنومی بود که به مدت DNAچسبیدن پرایمر به 

ی سلسیوس صورت گرفت. در ادامه هکککثکیکر  درجه 52دمای 

DNA   سلسیوس انجام شد.   درجه 65دقیقه در دمای  5به مدت

دقیقکه  62سلسیوس به مدت   درجه 65گسترش نهائی در دمای 

با اسکتکفکاده از ژل   PCRصورت گرفت. در نهایت محصول 

 بررسی شد.  TBEو شرایط بافری  92%، ولتاژ 6الکتروفورز 

  ، هک باندهای مشخصی در نکاحکیکهPCRپس از انجام واکنش 

جفت بازی مشاهده شد. سپس محصول حاصل به منظور  6522

هعیین هوالی به شرکت زیست فناوران ارسال گشکت. نکتکایکج 

های رفت و برگشت پکس از ویکرایکش  مربوط به هعیین هوالی

به صکورت یکک   FinchTVو  BioEditهوسط نرم افزارهای 

های حاصل هوسط نرم افکزار  هوالی کامل ههیه شد. سپس هوالی

BLAST   موجود در بانک ژنیNCBI  مکورد نکظکر   با سویکه

 باکتکریکایکی بکر اسکاس هکوالکی  هرین سویه مقایسه و نزدیک

61S rDNA   هعیین شد. به منظور هایید نتایج حاصل از شناسایی

یاد شده با استفاده   منتخب، درخت فیلوژنتیکی برای سویه  سویه

 neighbor-joiningو بر اساس روش  MEGA 6افزار  از نرم

  هکرار هرسیم شد. همچنکیکن فکاصکلکه 6222و با بوت استرپ 

 محاسکبکه شکد   Kimura-2-parameterروش   ژنتیکی بر پایه

(66.) 

هاثیر عوامل مختلف بر سنتز نانوذرات سلنیوم و بهینه سکازی ه(  
برای هعیین بهترین غلظت استوک سلنیکت سکدیکم بکه   : فرآیند

هکای در حکال  منظور هولید نانوذرات سلنیوم از رویکرد سلول

میکلکی  52(. با این هدف، ابتدا مقدار 69استراحت استفاده شد )

مکیکلکی  622های  لیتر محیط هریپتیک سوی برا/ به درون ارلن

لیتری مجزا انتقال داده شد. سپس یک کلنی از کشت هکازه بکه 

ساعت گرمخانه گذاری هحت  53ها هلقیح شد. پس از  درون آن

 pHو  rpm  522ی سلسیوس و دور  درجه 55شرایط دمائی 

ها سلول در حال استراحت ههیه گشت. سپس بکه  از آن 6برابر 

، 6های نهایی  های یاد شده استوک سلنیت سدیم با غلظت ارلن

ساعت  39میلی مولار افزوده شد. در نهایت پس از  5و  3، 6، 5

  ها در محکدوده گرمخانه گذاری در شرایط یاد شده جذب نمونه

 592-152مربوط به پیک جذبی نانوذرات خکارج سکلکولکی )

نانومتر( و با روش اسپکتروفتومتری گرفته شد و مورد مقکایسکه 

های در حکال اسکتکراحکت  قرار گرفت. در این بررسی از سلول

منتخب فاقد استوک سلنیت سدیم به عنوان کنترل منکفکی   سویه

استفاده شد. در ادامه و با هدف بهینه سازی بیشکتکر فکرآیکنکد، 

گکرم در  55و  52، 65، 62، 5بررسی اثر غلظت های بیومس )

ساعت(  551و  652، 61، 65، 39، 53لیتر( و زمان گرماگذاری )

بر روی سنتز نانوذرات سلنیوم با راهکبکرد سکلکول در حکال 

استراحت و در محیط زیست هبدیلی درشرایط واکنش مشکابکه 
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 بررسی شد. همامی آزمون ها در سه هکرار انجام شد. 

و( مشاهدات ظاهری و دستگاهی به منظور هائید سنتز نانوذرات 

به منظور هایید هولید نانوذرات سلنیوم هکوسکط سکویکه   : سلنیوم

، علاوه بر بررسی مشخصات ظاهری )هغییر رنکگ SR5باکتری 

هکای دسکتکگکاهکی شکامکل  محلول واککنکش(، از بکررسکی

ساخت آلمان،   UV–visible   (Specord 210اسپکتروفتومتری 

-Mira 3مددل)   EDXسنج پراش انرژی پرهوایکس یکا  طیف

LMu  ساخت کمپانیTESCAN   کشکور چکک(، دسکتکگکاه

 ,Bruker)مدل   FTIRقرمزیا  سنجی هبدیل فوریه مادون طیف

VECTOR 22   ساخت کشور آلمان(، هیستوگرام و مکنکحکنکی

نرمال مربوط به دامنه پراکنش اندازه نکانکوذرات سکلکنکیکوم و 

شده با مکیکککروسکککوپ  های ههیه  همچنین الکترومیکروگراف

ساخت کمپکانکی   Mira 3-LMuمدل  SEMالکترونی روبشی )

TESCAN  استفاده شد. در اولین گام، هغییر رنگ  ( کشور چک

محلول واکنش، هولید نانوذرات سلنیوم را هایید نمود. در گکام 

  بعدی، بررسی طیف جذبی اسپکتروفتومتری صورت گرفت. بکه

منظور هعیین طیف جذبی اسپکتروفتومتری مکحکلکول رومکانکد 

 5به مکدت  g ×5222ها با سرعت  حاصل از سانتریفیوژ، نمونه

درجه سلسیوس، سانتریفکیکوژ شکد. سکپکس  3دقیقه در دمای 

با هدف بررسی وضکعکیکت   SEMو   FTIR ،EDXآنالیزهای 

هکا  چنین بررسی شکل و انکدازه آن نانوذرات سنتز شده و هم

انجام پذیرفت. برای این منظور ابتدا روماند عاری از بکیکومکس 

میکرونی عبور داده شکد و  55آ2باکتری از فیلترهای سرنگی 

سپس با هدف هخلیص نانوذرات سلنیوم هشکککیکل شکده در 

بکه  6بکه  5مخلوط واکنش زیست هبدیلی، اکتانل به نسبت 

به مکدت  g5222ها افزوده شد. پس از سانتریفیوژ کردن ) نمونه

 53درجه سلسیوس به مدت  3دقیقه( و گرماگذاری در دمای  5

ساعت، دو فاز هشکیل می شود. فاز آلکی حکاوی نکانکوذرات 

سلنیوم با کلروفرم، اهانول مطلق و آب دمین استریل شکسکتکشکو 

مکدل ) ها در دستگاه فریزدرایکر  (. در نهایت نمونه66داده شد )

Alpha 1-2Dplus  ساخت شکرککت  Martin Christ   کشکور

 ساعت خشک شدند. 53به مدت ( آلمان

  :ز( بررسی فعالیت ضد باکتریایی نانوذرات سلنیوم  سنتز  شده

  فعالیت ضد میکروبی نانوذرات سلنیوم سنتز شده هوسط سکویکه

انتشار چاهک بر سطح آگار سنجش شد   منتخب از طریق روش

(. در این رویکرد ابتدا سوسپانسیون میکروبی با ککدورهکی 52) 

 CFU/mlمعادل نیم مک فارلند )
( ههیه شد. سکپکس بکا 6× 962

استریل بر سطح محیط کشت مولر هینتون آگکار،   استفاده از میله

های بیماری زای گرم مثبت و مکنکفکی  کشت چمنی از باکتری

(، E. coli IBRC-M 10871)   اشریشیا کلیمورد مطالعه شامل 

(، K. oxytoca IBRC-M 10639)   هکوککا کلکبکسکیکلا اکسکی

 و  ( S. aureus IBRC-M 10690)   اورئکوس  استافیلوکوکوس
انجکام   ( E. faecalis IBRC-M10740)انتروکوکوس فکالیس 

به صورت آمپول لیوفلیزه از مرکز ذخایکر   گرفت. این باکتری ها

هکای  زیستی و ژنتیک ایران خریداری شدند سپس بر روی پلیت

های مورد مطالعه چاهک اعمال شد. برای ایکجکاد  حاوی باکتری

 5هایی به قکطکر  چاهک به کمک چوب پنبه سوراخ کن چاهک

میکرولکیکتکر از  52ها با  میلی متر ایجاد شد. سپس کف چاهک

ی سلنیوم سنتز شده پوشانده شد. پکس از  روماند حاوی نانوذره

ساعت در دمای مناسب گکرمکاگکذاری  53ها به مدت  آن پلیت

عکدم رشکد، مکیکزان   گیری قطر هاله شدند. در نهایت با اندازه

 .ها مورد سنجش قرار گرفت حساسیت باکتری

 

 ها    یافته     

الف( جداسازی سویه های باکتری مقاوم به سلنیت با قابکلکیکت 
: با هوجه به سمیت بکالای احیای سلنیت به نانو سلنیوم عنصری

هکای  های باکتریایی، شناسایی باکتری یون سلنیت بر روی سلول

های بالای یون سلنیت قدم اول در انتخاب  پذیر به غلظت هحمل

هایی است که قادر به احیای یون سلنیت و هبدیل آن بکه  سویه

بکرهکر   هواند ما را به انتخاب سکویکه سلنیوم  بوده و می  نانوذره

هکای آبکی  آوری نمونه هدایت نماید. در این راستا پس از جمع

هریپتیک سوی بکرا/آآگکار   مناطق مختلف، در محیط غنی کننده

میلی مولار یون سلنیت، هوسط کشت چمنی و کشکت  5حاوی 

  سکویکه 61در مجموع  میکروبی ههیه شد.   خطی یک مجموعه

باکتریایی مقاوم به سلنیت و با قابلیت احیای یون سمی سلنیکت 

های قرمز رنگ در محیط حکاوی  به سلنیوم عنصری )ایجاد کلنی
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ها در احیای اکسکی آنکیکون  گر پتانسیل ذاهی سویه سلنیت بیان

سمی سلنیت به فرم سلنیوم عنصری است( از آب جکداسکازی 

ها نسبت به  شد. در ادامه مقاومت ذاهی همراه با احیای این سویه

روش رقت در آگار هعیین گکردیکد   یون سمی سلنیت به وسیله

 (.6)جدول 

ی بکاککتکری آبکزی  سکویکه 61براساس نتایج به دست آمده، 

میلکی مکولار را  622ها  62جداسازی شده، مقاومت ذاهی بین 

 نسبت به یون سمی سلنیت از خکود نشکان دادنکد. از مکیکان 

های رویشی  سویه های باکتری مقاوم جداسازی شده، هنها سلول

آوری شده از دریکای  ، جدا شده از آب جمعSR5کشت باکتری 

های سکلکنکیکت بکه  مازنداران، قادر به احیای خارج سلولی یون

میلی مکولار از یکون سکمکی  6نانوسلنیوم عنصری در غلظت 

-UVسلنیت بود که با استفاده از آنالیزهای طیف سنجی جذبی 

vis   .هکا بکا  آنکالکیکز نکمکونکهاسپکتروفتومتری مشخص شکد

، یک پیک جذبی مشکخکص را در UV-visاسپکتروفتومتری 

نانومتر )پیک اختصاصی برای نانوذرات سلنیکوم  162طول موج 

گر وجود نانوسلنیوم در مکخکلکوط  عنصری( نشان داد که بیان

(. بر اساس منابع مکعکتکبکر 6واکنش زیست هبدیلی است )شکل 

هکای  پیک جذبی نانوذرات سلنیوم عنصری در طول موج  بیشینه

(. در محلول کنترل )عاری 66و  5باشد ) نانومتر می 152ها  592

 922هکا  522های بین  از استوک سلنیت سدیم(، در طول موج

 (.6نانومتر هیچ پیک جذبی مشاهده نشد )شکل 

ککه بکر   SR5باکتری   : سویهب( شناسایی فنوهیپی و مولکولی

اساس آنالیزهای ظاهری و مشاهدات دستگاهی با اسکتکفکاده از 

آنالیزهای اسپکتروفتومتری قابلیت احیای زیستی سلنیت سدیکم 

ی سلنیوم عنصری را دارا بود، انتخاب و بکر اسکاس  به نانوذره

های ریخت شناسی و بیوشیمیایی هشخیکصکی مکتکداول  ویژگی

های ریخت شناسی و کشتی،  مورد شناسایی قرار گرفت. ویژگی

، بکه SR5باکتری منکتکخکب   بیوشیمیایی و فیزیولوژیک سویه

 ( نشان داده شده است.5( و جدول )5هرهیب در شکل )

براساس ویژگی های مورفولوژیک و بیوشیمیایی و بکر اسکاس 

 SR5ی  های مرجع و مقالات منتشره در این ارهباط، سویه کتاب

هشخکیکص داده   سودوموناس آلکالیژنزبه طور موقت به عنوان 

ژنومکی   DNA، ابتدا SR5ی  شد. به منظور شناسایی دقیق سویه

های باکتری جدا شده نسبت به یون  هعیین الگوی مقاومت سویه: 6جدول 

 .سمی سلنیت با استفاده از روش رقت در آگار

مشاهدات چشمی )الف: محیط کشت هریپتیک سوی بکرا/ فکاقکد :  6شکل 
سلنیت و هلقیح شده با میکروب و ب: محیط کشت هریپتیک سکوی بکرا/ 

های اسپکتروفتومتکری )ج:  حاوی سلنیت و هلقیح شده با میکروب( و طیف
محیط کنترل فاقد سلنیت و د: محیط کشت هلقیح شده با میکروب و حکاوی 
سلنیت( به منظور نشان دادن هوانایی سنتز زیستی نانوذرات سلنیوم هکوسکط 

ی  درجکه 62ساعت گرماگذاری در دمای  39پس از   SR5ی باکتری  سویه

 .rpm 522و دور شیکرسلسیوس 

ی باکتری جدایه م اومت نسبت به سلنیت )میلی مولار(  

10 SR1 

25 SR2 

35 SR3 

55 SR4 

100 SR5 

15 SR6 

25 SR7 

85 SR8 

80 SR9 

95 SR10 

50 SR11 

25 SR12 

10 SR13 

15 SR14 

75 SR15 

65 SR16 
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از طکریکق   61S rDNAنواحی   استخراج و سپس ژن کد کننده

قکرار   PCRمورد واککنکش   rp2و   fd1پرایمرهای یونیورسال 

باشکد  گونه که در شکل قابل مشاهده می (. همان6گرفت )شکل 

نمایان شکده ککه  bp 6522ی  مناسب در ناحیه PCRمحصول 

مورد استفاده جهت هکعکیکیکن هکوالکی   DNAگر خلو   بیان

 باشد. می

یکادشکده و   سویه  61S rDNAپس از مشخص شدن هوالی ژن 

، باکتری مورد نظر شناسایی NCBIبلاست نمودن آن در پایگاه 

شد. براساس نتایج حاصل از بلاست، این سویه دارای درصکد 

 بکرابکر صکفکر و  E-value)با مقدار پکوشکش  96آ69هشابه 

qury coverage   ی  های متعلق بکه گکونکه ( با سویه622برابر

باشد. در ادامه، پس از هعیکیکن  می  سودوموناس آلکالیژنزباکتری 

، این ژن در بانک اطلاعات ژنی با شماره 61S rDNAهوالی ژن 

هکای  ثبت شد. هکجکزیکه و هکحکلکیکل  MK696128دسترسی

ی مکورد نکظکر بکه جکنکس  فیلوژنیکی نیز هائید کرد که سویه

هکوانکد بکه  هعلق دارد و علاوه بر این احتمالا مکی سودوموناس

سکودومکونکاس ی باکتکری  ای جدید متعلق به گونه عنوان سویه
( ککه بکر 3در درخت فیلوژنی )شکل بندی شود.  طبقه  آلکالیژنز

 بککه روش  61S rDNAاسککاس آنککالککیککزهککای هککوالککی ژن 

neighbor-joining  به دست آمده است، مکوقکعکیکت سکویکه  

SRB04   نشکان سودوموناس های متعلق به جنس  میان گونهدر

 داده شده است.

ج( اثر عوامل مختلف بر روی سنتز نانوذرات سلنیکوم هکوسکط 

 .SR5ی منتخب  های فنوهیپی و بیوشیمیایی سویه ویژگی: 6جدول 

 ویژگی SR5   سویه ویژگی SR5   سویه

 مثبت درجه 35رشد در  منفی واکنش گرم
 منفی اوره آز میله ای شکل
 منفی ژلاهیناز مثبت حرکت
 منفی هولید سولفید هیدروژن مثبت کاهالاز
 منفی هیدرولیز کازئین مثبت اکسیداز

 مثبت 92و  52هیدرولیز هویین  مثبت رشد در شرایط هوازی
 منفی هولید دزوکسی ریبونوکلئاز منفی رنگدانه قهوه ایآپرهقالی

 منفی اورنیتین دکربوکسیلاز مثبت احیای نیترات
 مصرف سیترات

 مالتوز

 مانیتول

 سوکروز

 زایلوز

 مثبت

 منفی

 منفی

 منفی

 منفی

 گلوکز

 آرابینوز

 اهانول

 فروکتوز

 گلیسرول

 منفی 

 منفی

 منفی

 منفی

 منفی

هکای    ی باکتری منتخب در محیکط   های میکروسکوپی و کلنی سویه   شکل :  5شکل  

کشت حاوی سلنیت و بدون سلنیت. )الف( کلنی در محیط کشت هکریکپکتکیکک  

سوی آگار بدون سلنیت )ب( کلنی در محیط هریپتیک سوی آگار حاوی سلنکیکت  

 . SR5سدیم و )ج( هصویر میکروسکوپ الکترونی سویه باکتری  

. )الف( SR5ی منتخب  سویه  PCRهصویر ژل الکتروفورز محصول : 6شکل 

DNA  ب( سویه  622مارکر( ،جفت بازیSR5 .کنترل منفی )و )ج  

 سودومکونکاسو دیگر اعضای جنس   SR5ی  درخت فیلوژنی سویه:  3شکل 

هکای ثکبکت  . شماره دسترسی سویه16S rDNAی  بر اساس ژن هکتیر یافته

  . شده در پرانتز آورده شده است



 مراحم آشنگرف  و همکاران. سودوموناس آلکالیژنزآنالیز سنتز و فعالیت ضد باکتریایی نانو ذرات سلنیوم هولید شده هوسط  .6669ها، سال دوازدهم شماره سوم پاییز  دنیای میکروب

 

 

259 

در شرایط سلکول در   SR5سویه  باکتری سودوموناس آلکالیژنز
هاثیر پارامترهای مختلف بر روی سنتز نانوذرات   : حال استراحت

های در حال استراحت برداشکت شکده از  سلنیوم هوسط سلول

گکونکه  انتهای فاز رشد لگاریتمی مورد بررسی قرار گرفت. همان

الف( نشان داده شده است، حداککثکر هکولکیکد  5که در شکل )

میلی مولار در شرایط سلکول در  6نانوذرات سلنیوم در غلظت 

 6های بالاهر از  حال استراحت به دست آمده است. در غلظت

میلی مولار یون سلنیت، احتمالا به دلیل سمیت یون سکلکنکیکت 

  راندمان هولید کاهش پیدا کرده است. با افزایش غلکظکت هکوده

گرم در لیتر، یک افزایش هدریجی در  65ها  5زیستی باکتری از 

طیف جذبی مرهبط با هشکیل برون سلولی نانوذرات سلنیوم در 

ساعت گرمکاگکذاری،  39مخلوط واکنش زیست هبدیلی، بعد از 

میلی مولار از یون سلکنکیکت و در  6ی  در شرایط غلظت بهینه

و و دور شیکککر  6برابر   pHسلسیوس،   درجه 55شرایط دمایی 

rpm  522  مشاهده شد. با این حال، حداکثر هولیکد نکانکوذرات

گرم در لیتر بیومس باکتری است ککه  65سلنیوم مربوط به وزن 

 ب(.  5همان وزن بیومس بهینه است )شکل 

در ادامه و با با هدف بهبود واکنش هبدیل زیستی سلنیت سدیکم 

ی گکرمکاگکذاری در  به نانوذرات سلنیوم عنصری، اثرات دوره

 65میلی مولار یون سلنیکت، وزن  6شرایط بهینه شده )غلظت 

درجکه  55گرم در لیتر بیومس سلول و در شکرایکط دمکایکی 

( در مکخکلکوط rpm  522و دور شیکر  6برابر  pHسلسیوس، 

ج(. 5واکنش زیست هبدیلی مورد ارزیابی قرار گرفت )شکککل 

یک افزایش هدریجی در طیف جذبی نانوذرات سکلکنکیکوم از 

 61وجود دارد که حداکثر جذب در سکاعکت  61ها  53ساعت 

شود بین  ج( مشاهده می5مشاهده گردید. همانگونه که در شکل 

طیف جذبی نانوذرات هشککیکل شکده در  551ها  652ساعات 

مخلوط واکنش زیست هبدیلی در شکرایکط سکلکول در حکال 

استراحت باقی مانده است که حکایت از پایکداری نکانکوذرات 

 باشد. سنتز شده در این واکنش می

د( بررسی های میکروسکوپی و طیف سنجی نانوذرات سکنکتکز  
نانوذرات سلنیوم :  SR5سویه  شده هوسط سودوموناس آلکالیژنز

ی راهبرد سلول در حال استراحکت هکحکت  سنتز شده به وسیله

شرایط بهینه، پس از استخراج، هخلیص و خشک کردن هکوسکط 

دستگاه فریز درایر، به منظورآنالیزهای میکروسکوپی و طکیکف 

( مشکاهکده 1گونه که در شکککل ) سنجی، استفاده شد. همان

های حاصل، سنتز نانوذرات سلنیوم ککروی  شود، میکروگراف می

 نانومتر را نشان داد. 61  با متوسط اندازه

در ادامه و با هدف هجزیه و هحلیل ساختاری و مشخص نمودن 

هرکیب عنصری نمونه نانوذره ی زیستی سنتز شده، از طکیکف 

در   SR5سکویکه  سودوموناس آلکالیژنزی باکتری  اثر پارامترهای مختلف بر روی سنتز نانوذرات سلنیوم در مخلوط واکنش زیست هبدیلی هوسط سویه:  5شکل  

  اری.گرماگذ  شرایط سلول در حال استراحت. )الف( اثر غلظت های اولیه یون سلنیت، )ب( اثر غلظت بیومس سلول بعنوان بیوکاهالیست و )ج( اثر دوره
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( 6سنجی پراش انرژی پرهو ایکس استفاده شکد. در شکککل )

هریک از پیک های نشان داده شده مختص یک اهم و نشانکگکر 

وجود قابل هوجهی از سلنیوم   EDXیک عنصر می باشند. آنالیز 

عنصری را در هرکیب نانوذرات هشکیل شده در مخلوط واکنش 

 زیست هبدیلی را هایید می کند. 

در نهایت و با هدف بررسی وجود احتمالی عوامل پکوشکانکنکده    

 (Capping Agents زیستی در نانوذرات سنتز شده، آنکالکیکز )

FTIR   ( نشکان 9طور که در شکل ) (. همان9انجام شد )شکل

ی نتایج به دست آمده از آنالکیکزهکای  داده شده است، با مقایسه

FTIR  هوان گفت که پیک پهن ظاهر شده در عدد مکوجکی  می
1-cm 6522  1ها-cm  6522 هواند مربوط بکه گکروه  میH-N ،

فنولی و یا کربوکسیلیک اسید باشکد.   OHحلال آب،  OHگروه 

-1ی  جایی که در محدوده اما از آن
cm  6962-6192  که مکربکوط

است، هیچ گونه پیکی مشاهده نشکد، دخکالکت   C=Oبه گروه 

عامل کربوکسیلیک اسید منتفی است. در این ناحیه احتمال دارد 

باعث پوشیده شدن پیک ، OHپهن شدگی پیک مربوط به گروه 

NH   که یک پیک هیز و باریک است، شده باشد. از طرفی چکون

پکیکونکد   OHهوان گفت که گروه  باشد، می پیک یادشده پهن می

-1ی  هیدروژنی برقرار نموده است. پیک موجود در محدوده
cm 

آلیفاهکیکک بکاشکد.  H-Cهواند مربوط به کشش پیوند  می 5622

  و مکحکدوده  C=Nمربوط به گروه  cm 6162-6132-1  محدوده
1-cm 6122-6365 ی بنزن است. همچنین ناحیه مربوط به حلقه  
1-

cm  5222-6522 ی کششی به جذب پیوندهای دوگانه C=C ،

C=N وC=O   1هر از  پایین  مربوط است. ناحیه-cm  6522  بکه

 .SR5 سویه   سودوموناس آلکالیژنز   پراکنش حاصل از نانوسلنیوم سنتز شده هوسط سلول در حال استراحت  دامنه  به  مربوط  و هیستوگرام  SEMهصویر  : 1شکل  

از نانوذرات سلنیوم سنتز شده هوسط هوسط سلول در   EDXطیف :  6شکل 

 .SR5سویه سودوموناس آلکالیژنزحال استراحت 
از نانوذرات سلنیوم سنتز شده هوسط سلول در حکال   FTIRطیف :  9شکل 

  .SR5سویه  آلکالیژنز سودوموناساستراحت 
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های متعلق به ارهعکاش  اثر انگشت مشهور است که جذب  ناحیه

در این ناحیه قرار دارند که  C-Cو   C-O ،C-Nپیوندهای ساده 

فرد مانند اثر انگشت بکرای شکنکاسکایکی هکر  الگویی منحصربه

هکوان  ها می (. با هوجه به داده56دهند ) مولکول آلی به دست می

های فنولی، هیدروکسیلی و آمیکنکی در سکنکتکز  گفت که گروه

 اند . نانوذرات سلنیوم نقش داشته

بررسی فعالیت ضدمیکروبی نانوذرات زیستی سلنیوم سنکتکز ه(  
نتایج حاصل از بررسی فعالیت ضد میکروبی نکانکوذرات   شده:

سودوموناس سلنیوم هشکیل شده هوسط سلول در حال استراحت 

به روش انتشار از چاهک بر سطح آگکار در  SR5سویه  آلکالیژنز

ی اثکر  دهنده  آمده نشان  دست آورده شده است. نتایج به 6شکل 

بکاشکد. در ایکن روش،  مهاری نانوذرات سلنیوم هولیدی مکی

با میانگکیکن اشریشیاکلی بیشترین اثر مهاری نانوذره علیه باکتری 

متر از خود نشکان داد و ککمکتکریکن مکیکزان  میلی 1آ56مهار 

مکتکری بکرعکلکیکه  مکیکلکی 6آ52مهارکنندگی را با میانگین مهار 

 نشان داد.  استافیلوکوکوس اورئوس

 

 بح    

های حاوی سکطکو   ها به منظور زنده ماندن در محیط ارگانیسم

های نکامکطکلکوب بکا انکجکام  های فلزی و سایر یون بالای یون

ککنکنکد. ایکن  ای با این شرایط مقابله مکی های پیشرفته مکانیسم

ها ممکن است شامل هغییر ماهیت شیمیائی یون سکمکی  مکانیسم

باشد به طوریکه دیگر سمی نبوده و در نهایت منجر به هشکیکل 

نانوذرات مربوطه گردد. به این هرهیکب نکانکوذرات در واقکع 

محصول جانبی مکانیسم مقاومت در برابر یکک یکون خکا  

هرین ایکن نکانکوذرات، نکانکوذرات  (. یکی از مهم55باشند ) می

سلنیوم است. این عنصر نیمه رسانا علاوه بر کاربرد در وسایلکی 

های خورشیدی و ابزارهایکی  گرهای عکاسی، سلول چون نمایش

یاب و ضروری در بهکبکود  از این دست، به عنوان یک عنصر کم

ها و گلوهاهیون پراکسیداز، جکلکوگکیکری از  عملکرد سلنو آنزیم

ها و حکفکاظکت در  ها و بافت های آزاد به سلول آسیب رادیکال

ی سلنیکوم  (. سنتز نانوذره9نقش دارد )  DNAبرابر اکسیداسیون 

به دلیل کاربردهای مهم هجاری و درمانی خود موضوع بسیکاری 

های مختلکف سکنکتکز  از هحقیقات بوده است. در میان    روش

ای در  ی سلنیوم، هولید از طریق شیمی سبز جایگاه ویژه نانوذره

( 5262( و همککاران )Wangزیست فناوری نانو دارد. وانگ )

سنتز زیستی برون سلولی نانوذره سلنیوم را مورد بررسی قکرار 

اسکتکفکاده  باسیلوس سابتیلیسدادند. در این پژوهش از باکتری 

شد. نانوذرات سلنیوم سنتز شده کروی شکل بوده و قطکری در 

 (.  6نانومتر داشتند ) 322ها  52ی  محدوده

 ها بیماری زا. شده در مخلوط واکنش زیست هبدیلی علیه برخی باکتری  نتایج اثر مهاری نانوذرات سلنیوم هشکیل: 6شکل  
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( یک روش زیستی سکاده، 5266( و همکاران  )Zhangزانگ )

همیز و دوستدار محیط زیست را برای سنتز ایکن نکانکوذره بکا 

( در دمای P. alcaliphila)  سودوموناس آلکالی فیلااستفاده از 

درجه سلسیوس و در فشار محیط طراحی کردند. در ایکن  59

ی باکتری ممکن اسکت  های هرشح شده بوسیله فرآیند، پروهئین

نقشی مهم را ایفا کنند. هغییر نانوذرات سلنیوم از نانوسکفکر بکه 

ساعت روی داده اما حضور پلکی ویکنکیکل  53نانوذرات بعد از 

هواند در این هغییر اختلال ایجاد ککنکد. شکرایکط  پیرولیدون می

دهد که بتوانیم نانکوذرات  مختلف آزمایش به ما این امکان را می

سلنیوم فراوان با ابعاد و پراکندگی مشخصی به دسکت آوریکم     

( سکنکتکز زیسکتکی 5265( و همکاران )Torres(. هورس )9) 

  پکانکتکوآ آگکلکومکرانکسی  ی سکلکنکیکوم بکوسکیکلکه نانوذره

 (Pantoea agglomerans را مورد آزمکایکش قکرار داده و )

فعالیت آنتی اکسیدانی آن را مطالعه کردند. نتایج نشان داد ککه 

کند. در ایکن  نانوذرات با هغییر زمان گرماگذاری هغییر می  اندازه

سکاعکت گکرمکاگکذاری ایکن  53و  52آزمون پس از گذشت 

های باکتری آزاد شدند. مشاهکدات صکورت  نانوذرات از سلول

( حضکور درون TEMگرفته با میکروسکوپ الکترونی گذاره )

ی گرماگذاری را نشکان  سلولی نانوذرات در طول مراحل اولیه

داد. همچنین نشان داده شد که فعالیت آنتی اکسیدانی نانکوذرات 

سلنیوم پایدار شده در مقایسه با سلنیت و نانوذرات سکلکنکیکوم 

(. سکری واسکتکا            6بدون پایدارسازی، بسیار بیشکتکر اسکت )

 (Srivastava( و  موخوپادای  )Mukhopadhyay ( )5266 )

ی سلنیوم و ویژگی های ساختاری آن را در  سنتز زیستی نانوذره

( بکررسکی ککردنکد. Zooglae ramigera)   زوگله آ رامیگکرا

ی کوچک بکرای بکیکوسکنکتکز  ها به عنوان یک کارخانه باکتری

کنند. این نانوذرات ککروی بکوده و  نانوذرات سلنیوم عمل می

 66آ93ی مکتکوسکط  نانومتر با انکدازه 652ها  62ای بین  اندازه

نانومتر دارند. نانوذرات سلنیوم بیوسنتز شده، برای مدت بیش از 

هرین انباشتگی( پایدار هستند. اعتقکاد بکر ایکن  شش ماه )با کم

های باکتریائی باعث پایداری طکولانکی مکدت  است که پروهئین

( و Shoeibi(.  شعیبی )56شوند ) نانوذرات سلنیوم بیوژن می

( به بیوسنتز نانوذرات سلنیوم بکا Mashreghi ( )5266مشرقی )

پرداختکه و فکعکالکیکت ضکد انتروکوکوس فکالیس استفاده از 

 TEMباکتریایی آن را بررسی کردند. مشاهدات میکروسکوپ 

نشان داد که هجمع ذرات به صورت خارج سلولکی اسکت. از 

طرف دیگر هوانایی باکتری در هحمل کردن سطو  بالای سلنیت 

هکا  66آ2های مختلف سدیم سلنیکت ) ی غلظت وسیله سمی به

نانومولار( مورد بررسی قرار گرفت. سرانجام به این نتیجه  66آ5

های بالای سلنیت سدیم منجر  رسیدند که به طور متوسط غلظت

ی بکاککتکری  به هولید مقادیر کوچکی نانوساختار سلنیوم بوسیله

هوانند به عنوان یک  گردد. علاوه بر این، نانوذرات سلنیوم می می

عامل ضد استافیلوکوکی برای جلکوگکیکری و درمکان مکوثکر 

مورد استفاده قرار بگیرنکد استافیلوکوکوس اورئوس های  عفونت

( هکولکیکد 5266( و هکمکککاران )Fernández(. فرناندز )62) 

  ویکبکریکو نکاهکریکژنکسنانوذرات سلنیوم بکا اسکتکفکاده از 

 (Vibrio natriegensرا مطالعه کرده و از آنجایی که اندازه )  ی

نانوذرات سلنیوم عامل مهمی در هعیین خوا  شیکمکیکایکی و 

باشد، این موضوع را بررسی کردنکد  ها می های زیستی آن فعالیت

ایکن بکاککتکری   ی نانوذرات هولید شده به وسیلکه که آیا اندازه

هواند با هنظیم زمان گرماگذاری باکتری و همچنیکن مکیکزان  می

دهکد ککه بکا  استفاده از سلنیت، هغییر کند. این مساله نشان می

ی  ی نکانکوذره افزایش زمان انکوباسیون و غلطت سلنیت، اندازه

 62یابد. قابل هوجه است زمانی که از غلطت  سلنیوم افزایش می

ی  ساعکت، انکدازه 39میلی مولار سلنیت و پس از گرماگذاری 

 نانومتکر( رسکیکد 322نانوذرات سلنیوم به حداکثر مقدار خود )

(. در بخش نخست از این  پژوهش، جداسازی و شنکاسکائکی 1) 

های باکتریائی آبزی با پتانسیل سنتز نانوذارات سکلکنکیکوم  سویه

هایی اسکت ککه  گاه صورت گرفت. دریا یکی از بهترین زیست

های آن دارای پتانسیل بالائی در هولید نانکوذرات  میکروارگانیسم

هکای  هایی با هنکش ها در چنین محیط هستند. این میکروارگانیسم

ها، فشار زیاد و غیره مکواجکه  زیادی همچون غلظت بالای نمک

های منحصر به فردی بکرای  دارای مکانیسم  هستند، به طوری که

هکا،  اند. باوجود همام ایکن قکابکلکیکت مقابله با این شرایط گشته

های دریایی به میزان کافی از نظر هولید نانوذرات مورد  میکروب

اند و هحقیقات در این زمینه هنوز در مراحل  بررسی قرار نگرفته
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های دریکائکی بکه  ابتدائی خود است. بنابراین بررسی میکروب

عنوان ابزارهایی در مسیر هولید نانوذرات، رویکردی منطقکی و 

های متعارف هولیکد  های ناشی از روش مفید است که محدودیت

ی دارو و بهداشت مکرهکفکع  نانوذرات را به خصو  در حوزه

هکوانکنکد  های آبی مکی (. به عبارت دیگر، اکوسیستم53سازد ) می

های مقاوم به فلزات باشند چراککه  منبع خوبی از میکروارگانیسم

هکا و  ها، فرسایش صخکره فلزات به طور مداوم هوسط آهشفشان

های صنعتی، معکدن،  های انسانی مانند آلودگی بسیاری از فعالیت

های کشکاورزی بکه  احتراق سوخت، فاضلاب شهری و فعالیت

ی این موارد در کنکار   (. همه55شوند ) ها وارد می این اکوسیستم

های آبزی را به منابع خوبی جهکت هکولکیکد  هم میکروارگانیسم

ی باکتریائکی  سویه 61نانوذرات هبدیل کرده است. در این راستا، 

پذیری بالا نسبت به یون سمی سلنیت از  آبزی با قابلیت هحمل

های آبی مناطق مختلف ایران بر اساس هککنکیکک غکنکی  محیط

ی روش  ها به وسیلکه سازی جدا شدند. مقاومت ذاهی این سویه

ها  62ها هحمل پذیری بین  رقت در آگار هعیین گردید. این سویه

میلی مولار را نسبت به یون سمی سلنیت از خکود نشکان  622

که بالاهرین هکحکمکل   SR5ی باکتریائی  دادند. در این بین سویه

پذیری و مقاومت را نسبت به یون سمی سلنیت از خود نشکان 

های بکعکدی بکا  میلی مولار(، جهت بررسی 622داد )بالاهر از 

هدف قابلیت احیای یون سلنیت به نانوذرات سکلکنکیکوم مکورد 

مطالعه قرار گرفت. نتایج حاصله نشان داد که این سویه قادر بکه 

ی بکرهکر  سنتز برون سلولی نانوذرات سلنیوم بود.در نهایت سویه

SR5  ریخت شناسی و مولکولی قکرار گکرفکت.   مورد شناسایی

ی  نتایج آنالیزهای مورفولوژیک و فیلوژنیکی نشان داد که سویکه

های متعکلکق بکه  درصدی با سویه 9آ69یادشده دارای مشابهت 

ی این پژوهکش  باشد. در ادامه میسودوموناس آلکالیژنز ی  گونه

ی واکنش زیست هبدیلکی  سنتز نانوذرات سلنیوم در شرایط بهینه

مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که نانوذرات سلکنکیکوم 

نانومتر در غلظت سلنیکت  61ی  در سوپرناهانت با میانگین اندازه

گکرم در  65ی  میلی مولار، غلظت بیومس بهینه 6ی برابر  بهینه

درجکه  55ساعت گرمکاگکذاری در دمکای  61لیتر و پس از 

قکابکل    شوند. نکته هولید می  rpm  522سلسیوس و دور شیکر  

هوجه این است که همامی فاکتورهای بهینه شده دارای یک حکد 

آستانه بوده و بالاهر از این حدود موجب کاهش میزان هکولکیکد 

های گذشته به دلکیکل سکوص مصکرف آنکتکی  گردد. در دهه می

های مقاوم دارویی چندگانه در سراسر جهکان  ها، باکتری بیوهیک

اند. اخیرا به منظور رفع این مشکل داروهکای غکیکر  ظهور کرده

آنتی بیوهیکی زیادی مانند پلیمرهای کاهیونی، پپتیکدهکای ضکد 

انکد. بکا  نور دینامیکی هوسعه یافته-میکروبی، عوامل نورگرمایی

هکای ضکد  وجود اینکه این داروهای غیر آنتی بیوهیکی فعالیکت

انکد امکا هکنکوز بکا  ای را نشکان داده باکتریایی امیدوار کننده

هایی همراه هستند. این در حالی است ککه نکانکوذرات  کاستی

سلنیوم به دلیل دارا بودن خوا  ضد باکتریایی به عنوان درمکان 

شونکد  های عفونی پیشنهاد می موثر و ایمن در مواجهه با بیماری

(. بنابراین، در بخش پایانی این پژوهش، اثربخشی نانوذرات 51) 

های انسانی مورد  زیستی سلنیوم سنتز شده علیه برخی از پاهوژن

آزمون قرار گرفت. نتایج حاکی از این موضوع بود که نانوذرات 

های استفاده شده اثر مهارکننکدگکی  ی میکروب هولیدی علیه همه

 .رشد را دارند

 

 نتیجه گیری          

های آبزی به منظور هولید نانوذرات  در این پژوهش از باکتری

های آبزی به دلیل رشد در  سلنیوم بهره گرفته شد. باکتری

ها را  ای هستند که آن های ویژه های پرهنش دارای مکانیسم محیط

های  برای مقابله با شرایط پرهنش همچون غلظت بالای یون

های مقابله با  سلنیت مقاوم کرده است. در نهایت این مکانیسم

های سمی سلنیت منجر به هولید نانوذرات سلنیوم هوسط  یون

 گردد. ها می این باکتری

از دستاوردهای این هحقیق می هوان به مواردی از جمله مکعکرفکی  

باکتری های آبزی به عنوان یک منبع زیستی بالقوه بکرای هکولکیکد  

 SR5سکویکه    سودوموناس آلکالکیکژنکز نانوذرات سلنیوم، معرفی  

ی نانوذرات سلنیوم برای نخستکیکن    عنوان منبع زیستی هولید کننده   به 

بار و همچنین بهینه سازی برخی فاکتورهای موثر در هولید زیسکتکی  

هکر و    نانوذرات سلنیوم به منظور دست یابی به نانوذرات ککوچکک 

 هر و همچنین افزایش راندمان هولید اشاره نمود.   همگن 
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 م ح ات ا   ی            

 نویسندگان همامی نکات اخلاقی شامل عکدم سکرقکت ادبکی، 

انتشار دوگانه، هحریف داده ها و داده سازی را در این مکقکالکه 

 رعایت کرده اند.

 

 ت کر و  دردانی              

 این مقاله بخشی از پایان نامه کارشناسی ارشکد بکوده ککه بکا 

 

 حمایت دانشگکاه ککردسکتکان بکه انکجکام رسکیکده اسکت. 

 نویسندگان این مقاله از همام کسکانکی ککه در اجکرای ایکن

اند، کمال قدردانی و سپکاسکگکزاری را  مطالعه همکاری نموده 

 .دارد

 

 تعار  در مناف               

 وجود ندارد
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Abstract 

Background & Objectives: Selenium nanoparticles have a wide range application in industry,  

biomedical and environmental fields due to their unique physical, chemical and photoelectrical 

properties. This study was aimed to use aquatic bacteria in bioreduction of selenite oxyanioninto 

elemental nano-selenium. 

Materials & Methods: Synthesized selenium nanoparticles were characterized by spectroscopic 

analysis and electromicrographs prepared by scanning electron microscopy (SEM). The efficacy 

of the antimicrobial activity of the synthesized selenium nanoparticles against some  

Gram-positive and Gram-negative human pathogenic bacteria was also investigated by the agar 

well diffusion test. 

Results: Sixteen selenite-resistant bacterial strains were isolated based on selective enrichment 

techniques in Tryptic Soy Agar (TSA) medium containing 5 mM selenite ion. Our results showed 

that Pseudomonas alcaligenes SR5 coastal seawater isolate can reduce selenite oxyanion into  

selenium nanoparticles. Furthermore, the results showed that extracellular selenium nanoparticles 

with an average size of 36 nm were formed in an optimum selenite concentration of 3 mM and an 

optimum initial biomass concentration of 15 g/l, following 96 h incubation at 25ᵒ C at (200 rpm 

under resting cell condition. 

Conclusion: The current study is the first report on extracellular synthesis of selenium  

nanoparticles using P. alcaligenes. The produced bio-nanoparticles showed a growth inhibitory 

effect against four tested pathogenic bacterial strains. 
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