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 استنوتروفوموناس مالتوفیلیا بیوسنتز نانوذره مس توسط باکتری 
 4، غلامرضا امیری2*، منیر دودی7زهرا امیرپور

 استادیار، گروه میکروب شناسی، واحد فلاورجان، دانشگاه  ۲کارشناس ارشد، گروه میکروب شناسی، واحد فلاورجان، دانشگاه آزاد اسلامی، اصفهان، ایران،  ۱
 استادیار، گروه زیست شناسی، واحد فلاورجان، دانشگاه آزاد اسلامی، اصفهان، ایران. 3آزاد اسلامی، اصفهان، ایران، 

 چکیده

 فلزات سنگین از آلاینده های پایدار و با دوام محیط زیست هستند که به یک مشکل جهانی تبدیل شده اند. با  سابقه و هدف:

 توجه به این که میکروارگانیسم ها مقاومت بالایی نسبت به فلزات دارند و موجب پاک سازی محیط زیست و تولید نانو ذرات 

می شوند، پژوهش حاضر به منظور تولید نانو ذره مس از باکتری های مقاوم به این فلز از پساب دو کارگاه مسگری در اصفهان 

 برنامه ریزی شد.

 از پساب دو کارگاه مسگری در شهر اصفهان به صورت مقطعی نمونه برداری شد. عوامل فیزیکوشیمیایی مواد و روش ها: 

( به مس و مقاومت آنها نسبت به چند آنتی بیوتیک بررسی گردید. MICپساب ها، حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد باکتری ها )

در ادامه آزمون های شناسایی مورفولوژی، بیوشیمیایی و مولکولی بر روی نمونه ها انجام شد. سپس به منظورارزیابی ساخت 

 -نانوذرات مس، بیومس باکتری مقاوم به مس به محلول ذخیره سولفات مس افزوده شد و نتایج توسط دستگاه طیف سنج فرابنفش

 (  مورد ارزیابی قرار گرفت.TEM( و میکروسکوپ الکترونی گذاره )XRD(، تفرق اشعه ایکس )UV-VISمرئی )

سویه آرتروباکتر آژیلیس و =mM  3/3    MICبا  NE2سویه باسیلوس تویوننسیس از میان باکتری های مورد بررسی، باکتری یافته ها: 

NE1   باmM  4   MIC= با  3333سویه استنوتروفوموناس مالتوفیلیا و باکتری  ۲از پساب مسگری شمارهmM  3   MIC= از پساب

قادر به سنتز نانوذرات مس بود.   3333سویه استنوتروفوموناس مالتوفیلیا جداسازی شدند. از این میان تنها باکتری  ۱مسگری شماره 

 بودند.  (CuO)و اکسید مس  (Cu)نانومتر، تایید کننده ذرات مس  ۲3۴-43۴پیک های ایجاد شده در محدوده 

 باکتری جداسازی شده می تواند کاندید مناسبی به منظور حذف مس از   یافته های این پژوهش نشان داد کهنتیجه گیری: 

 پساب ها و همچنین تولید کننده زیستی  نانو ذره مس باشد.

  UV-VIS  ،XRD، .TEMبیوسنتز، نانوذره مس، واژگان کلیدی: 

 63آذر ماه پذیرش برای چاپ:   63آبان ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: اصفهان، دانشگاه آزاد اسلامی واحد فلاورجان، گروه میکروب شننناسنی.

 doudi@iaufala.ac.irپست الکترونیک:  ۴3۱324۲۴۱34تلفن:    

 م دمه     

امروزه تولید زیستی نانوذرات به دلیل پاک و غیر سمی بودن                                                                

برای محیط زیست مورد توجه و اهمیت فراوانی قرار گرفته                                                     

است. به طور کلی سه روش شیمیایی، فیزیکی و بیولوژیکی                                                    

برای تولید نانوذرات فلزی وجود دارد. روش های شیمیایی                                                     

قادر به تولید مقادیر زیادی از نانو ذرات در زمان کوتاه هستند.                                                              

اما معایب روش های شیمیایی در این است که بسیار هزینه                                                     

انرژی بالایی دارند و به دلیل استفاده از مواد شیمیایی سمی طی                                                            

(. در روش های               ۱فرآیند سنتز آنها، بسیار خطرناک هستند )                                      

فیزیکی راحتی عملکرد، آنالیز، خلو  بالای مح ول تولیدی                                                     

و همچنین ایجاد فیلم نازک و پوشش دهی نیز وجود دارد. اما                                                        

از معایب این روش ها نیز می توان به هزینه بالا،  بازده کم و                                                           

همچنین نیاز به کنترل دمای بالا )به دلیل انجام واکنش در دمای                                                            

بالا و گرما زا بودن واکنش اکسیداسیون( اشاره نمود. به همین                                                          
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دلیل روش های استفاده از روش های زیستی برای سنتز                                                 

نانوذرات اهمیت بیشتری دارند. زیرا این مناب  برای تولید                                                        

 نانوذرات از لحا  اقت ادی ارزان تر، از لحا  انرژی به                                                     

 صرفه تر و همچنین باع  تولید نانو ذرات فلزی غیر سمی                                                    

می شوند. از دیگر فواید بیوسنتز نانوذرات زیستی، عدم استفاده                                                            

 (.  ۲از فشار بالا، انرژی، دما و مواد شیمیایی سمی است )                                                

با توجه به کاربرد های بسیار زیاد نانوذرات به ویژه در پزشکی،                                                             

صنعت، الکترونیک، کشاورزی، حسگرها، پژوهش برای کشف                                                  

و است را  بیشتر باکتری ها و قار  های تولید کننده نانوذرات                                                           

 ضرورت دارد. از طرف دیگر نانوذرات زیستی را می توان                                                   

به طور گسترده ایی نه تنها در صنعت و کشاورزی استفاده                                                     

 نمود، بلکه حتی در پزشکی به عنوان عوامل ضد باکتریایی،                                                      

 ضد قارچی، ضد ویروسی و ضد انگلی نیز از آنها استفاده                                                    

 (.    3می شود )        

یکی از جالب ترین ویژگی های نانوذرات فلزی، خوا  نوری                                                     

آن ها بوده که متناسب با شکل و اندازه نانوذرات ت ییر می کند.                                                             

در نانو ذرات فلزی تشدید پلاسمون سطحی مس ول خوا                                                 

نوری منح ر به فرد آن هاست که تحت ت  یر فاکتورهایی مانند                                                         

اندازه نانو ذرات، شکل نانوذرات، فاصله آن ها از یکدیگر و                                                         

ضریب شکست محیط پیرامون ت ییر می کند. خاک های آلوده                                                    

به فلزات سنگین، مناب  بالقوه ای برای جداسازی سویه های                                                       

مقاوم به فلزات سنگین و نانو اکسیدهای فلزی می باشند. درک                                                         

اساس ژنتیکی مقاومت به فلزات سنگین در باکتری ها می تواند                                                         

به استفاده بهتر از این مکانیسم های طبیعی جهت بهبود محیط                                                         

 (.    4زیست همه موجودات زنده منجر شود )                                

یکی از دلایل تولید نانوذرات فلزی توسط میکروارگانیسم ها،                                                        

کاهش ا رات سمی یون های فلزی موجود در محیط رشد                                               

 میکروب ها می باشد. این امر موجب شده که                                        

 میکروارگانیسم ها بتوانند بر روی غلظت های بالایی از                                                   

یون های فلزی رشد نموده و زنده بمانند. میکروارگانیسم ها                                                        

این عمل را از طری  احیای بیولوژیکی یون های فلزی سمی )با                                                         

ردوکتاز و یا نیترات                        N Dاستفاده از آنزیم هایی  مانند                              

ردوکتاز( به عناصر فلزی کمتر سمی انجام می دهند. علاوه بر                                                        

این ح ور برخی پلی ساکاریدها و مواد آلی تولیدی توسط                                                    

میکروارگانیسم ها در درون سلول ها و نیز درون محیط کشت                                                      

سبب تولید نانوذرات فلزی می گردد. این مواد آلی از طری                                                        

گروه های عملکردی خود مانند سیست ین، هیستیدین، آلدئید،                                                       

 کتون ها و ... موجب احیای یون های فلز به نانوذرات فلزی                                                       

می شوند. فرآیند احیای فلزات توسط میکروارگانیسم ها به دو                                                         

صورت درون و بیرون سلولی می باشد. جایگاه احیا یون ها و                                                       

در نتیجه تولید نانوذرات بر اساس نو  میکروارگانیسم و نو                                                          

آنزیم های درگیر در فرآیند احیا که در درون یا بیرون از سلول                                                            

 (.  3قرار داشته باشند تعیین می گردد )                                

جذب زیستی فلزات سنگین یکی از روش های م  ر و مهم در                                                    

انتقال فلزات سنگین از پساب های صنعتی و آب های طبیعی                                                     

است. بر اساس  نتایج  تحقیقات م تلف، به دلیل سمی بودن و                                                        

 ح ور گسترده فلزات در محیط، میکروب ها راه کارهای                                                 

عجیب و بی مانندی برای مقابله با فلزات ایجاد می کنند و انوا                                                              

 م تلف سازوکارهای مقاومتی در ح ور فلزات سنگین از خود                                                     

 .  نشان می دهند            

فلزات به طور مستقیم و یا غیر مستقیم بر رشد و متابولیسم                                                        

 میکروب ها ا ر می گذارند. به طوری که در ح ور این                                                 

آلاینده ها، میکروارگانیسم ها آنها را به طور فعال )جذب                                                      

زیستی( و یا به صورت غیرفعال )تجم  زیستی( جذب می کنند.                                                       

این روش ها برتری هایی  نسبت  به روش های  معمول فیزیکی                                                     

 (.    3شیمیایی به کار گرفته شده دارند )                                  -

 مس یکی از فلزات سنگین است که از راه های م تلف                                               

 مانند آبکاری، است را  معادن، ذوب مواد معدنی و فلزات،                                                    

تولید لوازم الکتریکی و ... وارد پساب می شود و توسط                                                    

میکروارگانیسم هایی که مقاوم به فلز هستند جذب شده و برخی                                                         

از اوقات تولید نانو ذرات فلزی با اشکال، اندازه و ساختارهای                                                            

(. مطالعات زیادی در این زمینه در ایران                                        2م تلفی را می نماید )                    

 و جهان صورت گرفته است.                      

( و همکاران در ایران تولید                             (Mir   diبه عنوان نمونه میرهندی                      

نانو ذرات آهن، روی و مس را با استفاده از بیوفیلم میکروبی و                                                            

کشت خال  از باکتری های تولید کننده گزارش دادند. همچنین                                                        
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( و همکاران بیوسنتز نانوذرات اکسید مس تولید                                             oud   عبود )      

 (.    6و      شده  با استفاده از جلبک قهوه ای را اعلام نمودند )                                                

باکتری های              ۲۴۱۴( و همکاران در سال                      ra گرس )     

هتروتروفیک هوازی را از سکه های آلیاژ مسی به عنوان یک                                                      

نمونه از سطو  مسی جداسازی کردند و موف  به جداسازی                                                   

 کورینه باکتریوم                 پاتوژن های فرصت طلبی مانند گونه های                                     

  و     (          ) ، استافیلوکوکوس اورئوس                        (                ) 
  ۲64( شدند. در کشور آلمان و پرت ال،                                         )     باسیلوس       

سویه از این گونه های باکتریایی  نیز جداسازی کردند که قادر                                                           

به جذب یون های فلز مس بودند. اما تعداد محدودی از این                                                      

سویه ها قادر به تولید نانوذره مس بودند. این محققان اعلام                                                         

کردند، از آن جایی که سطو  مسی خشک زیستگاه هایی                                                

نیستند که باکتری ها بتوانند بر روی آنها رشد کنند و تک یر                                                          

شوند احتمال رشد و زنده ماندن باکتری ها می تواند ناشی از                                                           

 (.      ۱۴آلوده شدن سکه های مسی با مواد ارگانیک باشد )                                            

هدف از این مطالعه جداسازی و شناسایی مولکولی باکتری های                                                        

مقاوم به فلز مس از پساب دو کارگاه مسگری در شهر اصفهان                                                       

بود. همچنین نانوذرات مس تولید شده توسط برخی از این                                                    

و    UV-VIS ، XRDباکتری ها از نظر فیزیکی با استفاده از                                       

TEM                           .مورد ارزیابی قرار گرفتند 

 مواد و رو  ها             

نمونه های پساب دو کارگاه مسگری در                                   الف( نمونه برداری:                    

شهر اصفهان به صورت مقطعی جم  آوری شد. نمونه ها در                                                   

بطری های دهان گشاد پلاستیکی استریل جم  آوری و در                                                 

مجاورت ی  به آزمایشگاه تحقیقاتی واحد فلاورجان منتقل                                                    

)اکسیژن           COD)اکسیژن خواهی زیستی(،                         OD شدند. دما،            

)هدایت الکتریکی آب( و میزان فلز مس                                      ECخواهی شیمیایی(،                 

-m rica     r i   lm r با استفاده از دستگاه جذب اتمی )                               

      از دستگاه             ( تعیین گردید. به منظور ارزیابی میزان                                          

( استفاده شد. برای اندازه گیری                                  M  ro m  2  S iمتر )     

  ۱۴۴تا      3۴میزان فلز مس موجود در نمونه های پساب، ابتدا                                             

میلی لیتری انتقال یافت.                           ۲۴۴میلی لیتر از نمونه پساب به بالن                                 

میلی لیتر اسید نیتریک غلی  )شارلو، اسپانیا( به آن                                                     3مقدار       

اضافه گردید و بر روی حمام ب ار به آرامی تب یر شد. عمل                                                       

ه م تا رسیدن به محلول شفاف ادامه یافت و از خشک شدن                                                    

نمونه ها در طول ه م جلوگیری گردید. هنگامی که میزان                                                    

میلی لیتر کاهش یافت، جدار بالن با آب                                        ۲۴تا      ۱۴نمونه به          

مقطر شستشو و نمونه به حجم رسانده شد. سپس به وسیله                                                   

 (.  ۱۱دستگاه جذب اتمی میزان فلز مس قرائت گردید )                                          

 IIکشت     تهیه محیط           پس از       ب( جداسازی باکتری ها از پساب :                                

ارت     حر    رسنیندن       هنگام         تهیه گردید و در                 تریل        ن س   ر ا   گا    آ      

ل   مناسب  محلو             ان    میز     سلیسینوس،          جه      در    33به    محیط کشت            

به محیط کشت             میلی مولار             ۴/3غلظت نهایی              رسیدن به          تا    ی   فلز   

 میکرولیتر از رقت های م تنلنف پسناب                                   3۴سپس     شد.     وده     فز  ا 

( به روش انتشار در آگار بنر سنطن  منحنینط                                     ۱۴-3تا      ۱-۱۴)   

درجه سلیسیوس بنه                   3۴آگار  کشت و در دمای                        II    کشت   

ساعت گرم انه گذاری شد. پس از گرماگذاری                                          2۲تا      ۲4مدت     

کلنی های رشد یافته بر سط  پلیت به عنوان باکتری های مقاوم                                                          

 (.  ۱۲به فلز مس انت اب شدند )                       

بنرای       ( جداسازی و خال  سازی باکتری های مقاوم به مس:                                                

استفاده شد.              (    ar dilu io  این منظور از روش رقت در آگار )                              

ابتدا نمونه های باکتریایی جداسازی شده از پساب ها در محیط                                                          

  ۱گرم، ع اره م مر:                    4آگار )پپتون:                II    کشت پایه فلزی               

  ۴/3گرم( )مرک، آلمان( با غلظت                             ۱3گرم، آگار:              ۲گرم، گلوکز:             

( )مرک،         O2.   CuSOمیلی مولار از فلز سولفات مس پنج آبه )                                    

آلمان( مجددا  کشت داده شد. رشد کلنی های باکنتنریناینی در                                                      

درجه سلیسینوس در                   3۴ساعت در دمای                2۲تا      ۲4مدت زمان          

گرم انه مورد بررسی قرار گرفت. کلنی هایی که از نظر  ناهنر                                                        

به هم شباهت داشتند به منظور غنی سازی نهایی انت اب شدنند                                                        

میلی منولار از                ۴/3برا ، با غلظت                 II    و در محیط کشت               

  ۲4-2۲سولفات مس  کشت داده شدند. نمونه ها بنه مندت                                           

درجه سلیسیوس قرار گرفتند. به منننظنور                                      3۴ساعت در دمای              

خال  سازی باکتری ها از روش کشت خطی در محیط کشنت                                                

    II                میلی مولار از فلز مس استفاده شند.                                   ۴/3آگار با غلظت

کلنی های خال  رن  آمیزی گرم شدند. باکتری ها از ننظنر                                                    
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 مورفولوژی و آزمون های بیوشیمیاینی منورد ارزینابنی قنرار                                                    

 (.    ۱۲گرفتند )        

برای این          (:         د( تعیین حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد )                                         

منظور از روش رقت در آگار استفاده شد. ابتدا محیط های                                                     

    II                    3،   4/3،   4،   3/3،   3،   ۲/3،   ۲،   ۱،   ۴/3آگار با غلظت های   ،

میلی مولار از محلول سولفات مس تهیه                                      و     2،   3/3،   3،   3/3

گردید. کلنی های مقاوم به صورت شعاعی بر روی سط  پلیت                                                     

تا      ۲4درجه سلیسیوس به مدت                       3۴کشت داده شدند و در دمای                         

ساعت قرار گرفتتند. بر اساس میزان رشد یا عدم رشد                                                   2۲

باکتری ها، غلظت های بینابینی نیز انت اب و رشد باکتری ها                                                         

مورد ارزیابی قرار گرفت. در تمام مراحل این روش                                               

سوسپانسیون باکتری معادل نیم مک فارلند تهیه شد. در نهایت                                                         

( و     MICحداقل غلظت ممانعت کننده از رشد باکتری ها )                                          

 (.  ۱3( تعیین گردید )               M Cحداقل غلظت کشنده باکتری ها )                            

میزان         ه( تعیین حساسیت باکتری ها نسبت به آنتی بیوتیک:                                              

تعیین حساسیت آنتی بیوتیکی باکتری های مقاوم به فلز مس با                                                         

بائر(         -استفاده از آزمون انتشار دیسک در آگار )به روش کربی                                                 

بر روی محیط کشت مولر هینتون آگار )کیولب، کانادا( نسبت به                                                          

 (، اریترومایسین                 ml    3۴   آنتی بیوتیک های تتراسایکلین )                             

 (   ml    ۱3                 ( آموکسی سیلین ،)   ml    ۲3                   سولفامتوکسازول ،) 

 (   ml    ۲3               ( کلرامفنیکل ،)   ml    3۴               جنتامایسین ،) 

 (   ml    ۱۴                ( وانکومایسین ،)   ml    3۴              پنی سیلین ،) 

 (   ml    ۱۴              ( سفوکسیتین ،)   ml    ۲3             و سفیکسیم ) 

 (   ml    3۴                                             ارزیابی شد. قطر هاله عدم رشد ایجاد شده بر )

 (.  ۱4مورد سنجش قرار گرفت )                       C SIاساس معیار            

در این مطالعه نمونه هایی که بیشترین                                     و( شناسایی مولکولی:                       

MIC                                                  را نسبت به فلز مس از خود نشان دادند به کمک روش

)واکنش زنجیره ای پلی مراز( شناسایی مولکولی                                              CR -کلنی    

از آغازگرهای طراحی                                شدند. به منظور تک یر ژن                         

 و      -  C C C T CT C  T -      شده شامل          

R     -T   CC C T CTCC CC-                 استفاده شد 

شده با استفاده از لوپ                           خال         (. ابتدا مقداری از کلنی                       ۱4) 

میکرولیتر آب مقطر استریل حل و به عنوان الگو                                               3استریل در           

 CR مورد استفاده قرار گرفت. واکنش                                 CR برای واکنش            

 میکرولیتر از بافر                   ۲/3میکرولیتر و شامل                    ۲3دارای حجم نهایی                 

 CR (1 X)   ،۴/23                2میکرولیتر ازM Cl     (3۴               ،)۴/3میلی مولار  

میکرولیتر از هر کدام                        ۱میلی مولارdNT       (۱۴               ،)میکرولیتر از              

میکرولیتر از                ۴/۲میکرومولار( )سیناژن، ایران(،                               ۱۴از پرایمرها )             

Ta  DN      میکرولیتر از آب                   3/ ۱مراز )سینا ژن، ایران(،                          پلی

در دستگاه              CR (. واکنش        ۱4الگو بود )             DNمقطر تزریقی و               

( و با شرایط دمایی                     li d  io     m   US   ترموسایکلر )            

درجه سلیسیوس و                  64دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دمای                                    3

  64 انیه واسرشت شدن در دمای                            43چرخه شامل             33در ادامه          

 درجه سلیسیوس به مدت                        3درجه سلیسیوس، ات ال در دمای                             

 درجه سلیسیوس به مدت                       2۲ انیه، گسترش در دمای                        43

درجه        2۲ انیه و در نهایت گسترش نهایی در دمای                                        43

در ژل         CR دقیقه انجام شد. مح ولات                          3سلیسیوس به مدت                

درصد واجد اتیدیوم بروماید منتقل و الکتروفورز                                                ۱آگارز       

 های       یابی با داده              پس از توالی             CR گردیدند. مح ولات                 

 ( مورد مقایسه                 a    موجود در بانک جهانی ژن )                        

 در پایگاه             ST   قرار گرفتند. کروماتوگرام با                             

 (          . c i. lm. i . o                       از نظر همولوژی )

 (.  ۱۱بررسی و گونه های مورد نظر شناسایی شدند )                                        

در این        ز( بررسی توانایی باکتری ها در تولید نانوذره مس:                                                 

ساعته از باکتری مورد نظر به محیط                                    ۲4مرحله، کشت            

( که فاقد سولفات مس بود تلقی                                   2/۲برا  )         II    کشت   

  ۱3۴درجه سلیسیوس و                  3۴و در انکوباتور شیکردار در دمای                                

ساعت قرار گرفت. سپس برای                            ۲4دور در دقیقه به مدت                     

مرتبه با آب دیونیزه                       3خال  سازی توده زیستی باکتری،                              

شستشو داده شد. جداسازی توده زیستی باکتری توسط                                               

دور در دقیقه انجام گرفت. در ادامه یک                                        3۴۴۴سانتریفیوژ با               

میلی        ۱۴۴گرم از توده زیستی باکتری به محلول ذخیره واجد                                              

( O2.   CuSOسولفات مس )مولار        ۴/۴۱لیتر آب دیونیزه و                   

درجه سلیسیوس به                   3۴اضافه گردید و مجددا  در گرم انه                                 

 (.    ۱3دور در دقیقه قرار داده شد )                             ۱3۴ساعت با           2۲تا      ۲4مدت     

نانوذرات توسط دستگاه                            ( سنجش ماکزیمم جذب                   
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بیومس       مرئی(:        -)طیف سنج فرابنفش                     -  اسپکتروفتومتر               

ساعته، سه مرتبه به کمک                          2۲و      4،   ۲4ت ییر رن  یافته باکتری                        

آب دیونیزه شستشو داده شد. جداسازی توسط سانتریفیوژ با                                                      

  UVدور در دقیقه صورت گرفت. ماکزیمم جذب                                       3۴۴۴

مرئی      -نانوذرات مس به وسیله دستگاه اسپکتروفتومتری فرابنفش                                                  

S imad u  a a   UV-2    (TCC2   )               در طول مو )

 (.  ۱3نانومتر بررسی شد )                    3۴۴-۲۴۴

 ( تعیین صفات مورفولوژیکی و فیزیکوشیمیایی نانوذرات                                                    

  ۱۴۴در این مرحله توده زیستی باکتری در فور                                       تشکیل شده:            

ساعت خشک شد و درون کوره                           3-3درجه سلیسیوس به مدت                     

درجه سلیسیوس قرار داده شد. سپس                                  3۴۴الکتریکی با دمای                  

سه مرتبه با آب دیونیزه شستشو داده شد. جداسازی توسط                                                    

دور در دقیقه انجام گرفت. در نهایت                                     3۴۴۴سانتریفیوژ با               

 نانوذرات مس تولید شده برای بررسی صفات مورفولوژیکی                                                   

 و فیزیکوشیمیایی توسط دستگاه تفرق اشعه ایکس                                            

 (  ili    1X 1                                 و میکروسکوپ الکترونی گذاره )2  S 

1    (      ili                                        به سازمان انرژی اتمی اصفهان ارسال )

گردید. پس از مش   شدن ساختار و شکل نانوذرات، اندازه                                                     

( محاسبه          D    -Sc  rr rشرر )     -آن ها به وسیله فرمول دبای                         

 (.  ۱2گردید )       

ی( ا بات تک فاز یا چند فاز بودن نانوذرات توسط آنالیز                                                        

در این مرحله پودرتهیه شده از بیومس باکتری در دمای                                                   :        

درجه سلیسیوس کوره                     ۱۱۴۴درجه سلیسیوس در دمای                        3۴۴

الکتریکی قرار داده شد. سپس سه مرتبه با آب دیونیزه شستشو                                                         

   D  ad a c )    ( ru  rگردید و جهت آنالیز تفرق اشعه ایکس                                 

 (.   ۱به آزمایشگاه مرکزی دانشگاه اصفهان منتقل شد )                                            

به منظور آنالیز آماری داده ها از                                    ک( تجزیه و تحلیل داده ها:                         

استفاده            NOV و آنالیز آماری                S SS افزار         نس ه نوزدهم نرم                 

برای مقایسه نتایج و تعیین                             E c lافزار         شد. همچنین از نرم                 

 استفاده گردید.                  فاصله اطمینان توافقی یا خطای استاندارد                                      

 یافته ها          

 عوامل فیزیکوشیمیایی و بنینولنوژینکنی                                 الف(  نمونه برداری:                     

ارائه شده اسنت. هنمنان                       ۱پساب های مورد مطالعه در جدول                              

، اکسنینژن خنواهنی                ۲طور که مش   است پساب مسگری                            

 ( و     COD(، اکسیژن خنواهنی شنینمنیناینی )                         OD زیستی )       

داشت. همچنین دارای                      ۱بالاتری نسبت به پساب مسگری                           دمای      

کمتر و نزدیک بنه خننن نی بنود.                               هدایت الکتریکی آب و                     

همچنین میزان فلز مس موجود در این پساب کمتر از پسناب                                                    

 بود.        ۱مسگری       

نتایج آزمون هنای                   ۲جدول        ب( نتایج آزمون های بیوشیمیایی:                              

 را نشنان            . Cu و    Cu . 1  ،Cu . 2بیوشیمیایی سه جداینه                   

 می دهد.       

 ( ویژگی مورفولوژیکی و حداقل غلظت ممانعت کننده از                                                   
باکتری        است،      نشان داده شده                 3همانطور که در جدول                    رشد:      

جدا شده از پساب                   3333سویه      استنوتروفوموناس مالتوفیلیا                            

میلی مولار بالاترین میزان تحمل به فلز                                       =MIC    3با      ۱مسگری       

از پساب           NE1سویه      باسیلوس تویوننسیس                   مس و باکتری             

میلی مولار کمترین مقاومت را نسبت                                   MIC      3/3با      ۲مسگری       

نوع 
 ها پساب

BOD 

(mg/l) 

COD 

(mg/l) 

EC 

(ds/m) 
pH 

 دما
(˚C) 

 میزان فلز مس
(ppm) 

 4/33 ۱3 63/  223 ۱۱3 3۲ 7مسگری 

   /۲ ۱6/3 2/33 3۱3  ۱3 43 2مسگری 

عوامل فیزیکوشیمیایی و بیولوژینکنی انندازه گنینری شنده در : ۱جدول 

 های مورد مطالعه. پساب

TSI اوره سیترات اکسیداز کاتالاز S2H حرکت 
اسپور 
 معمولی

 لسیتیناز
اسپور 
 V  MR متورم

احیا 
 نیترات

تولید
 گاز

 گرم اندول
نام 
 جدایه

K K + - - + - + + + - + - + + - + Cuw. 1 

* * * * * - + + + - + - + + - + Cuw. 2 

* * * * * - + - - - + - - - - + Cuw. 3 

 (: بی مفهوم بودن تست  ها می باشد.*(: نشانه منفی بودن تست و علامت )-علامت )+(: در جدول نشانه م بت بودن تست و علامت )

 نتایج آزمون های بیوشمیایی مورد استفاده برای شناسایی سویه های مورد مطالعه: ۲ول د 
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 به فلز مس داشت.                 

ننتناینج نشنان داد کنه بناکنتنری                          د( حساسیت میکروبنی:                    

 در بنرابنر تنمنام                 3333سنوینه      استنوتروفوموناس مالتوفیلیا                            

آنتی بیوتیک های مورد بررسی مقاومت داشت و تنها در بنرابنر                                                        

 (.    4( حساسیت نشان داد )جدول                         SXTسولفامتوکسازول )                

 . Cuنتایج شناسایی مولکولی سه سویه                             :        -ه( تکنیک کلنی             

1  ،Cu . 2    و Cu .                                 ۱جداسازی شده از دو پساب مسگری  

و سویه های استاندارد آن ها در کلکسیون باکتنری هنا و                                                     ۲و   

ارائنه شنده             ۱قار  های صنعتی ایران به عنوان شاهد در شکل                                           

 است.        

از میان باکنتنری هنای                    و( تولید نانوذرات مس توسط سویه ها:                                    

سنوینه      استنوتروفوموناس مالتوفیلینا                            شناسایی شده تنها باکتری                         

توانایی تولید نانوذرات مس را داشت. این سویه محنینط                                                    3333

کشت آبی رن  حاوی سولفات مس پنج آبه و یک گرم بیومس                                                   

آبی ت ییر داد. سنپنس                    -ساعت به رن  سبز                 ۲4باکتری را پس از                 

  ۱۱۴۴درجه سلیسیوس به رن  سبز و در دمای                                     3۴۴در دمای         

درجه سلیسیوس به رن  های سفید و آبی مشاهده گردید. اینن                                                      

مساله نشان دهنده چند فازی بودن نانوذرات می باشد. منراحنل                                                        

 نشان داده شده است.                    ۲تولید نانوذرات مس در شکل                          

باکتری استنوتروفوموناس مالتوفینلنینا                                        -  ز(  طیف سنجی              

ساعنتنه         2۲و      4،   ۲4پیک های           ۱بر اساس نمودار                :   3333سویه      

مت اعد شده از بیومس خشک باکتری مورد نظر نشان داد کنه                                                     

   4نانومتر ، ننمنوننه                   43۴و     32۴ساعته در محدوده                   ۲4نمونه       

ساعته در            2۲نانومتر، نمونه                  43۴و     32۴،   ۲3۴ساعته در محدوده                 

نانومتر و پیک هایی که از بیومس باکتری در                                            4۴۴و   3۴۴محدوده      

  33۴و     3۴۴درجه سلیسیوس حاصل شد در محدوده                                  3۴۴دمای      

 نانومتر بودند.              

نتایج       :       3333باکتری استنوتروفوموناس مالتوفیلیا سویه                                              (    

XRD                 پنینک       ۲درجه سلیسیوس در نمودار                          3۴۴اولیه در دمای

 داشت و بنه تنرتنینب سنطنو                         34      و     22      هایی در زاویه               

بود. با استنفناده از                      CuO( را نشان داد که شامل                       ۴۴4( و )     -۱۱3)   

نانومتر محاسبه شد که                        4۴اندازه نانوذرات تشکیل شده                             ۱فرمول       

 آنتی بیوتیک         

 نام باکتری
V TE CFM P GM FOX SXT AMX E C 

استنوتروفوموناس 
 5633مالتوفیلیا سویه 

 مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم مقاوم
 حساس
۲3 mm 

 مقاوم مقاوم مقاوم

باسیلوس تویوننسیس 
 NE2سویه

 حساس
19/3 mm 

 حساس
۲  mm 

 مقاوم مقاوم
 حساس
 19/6 mm 

 حساس
3  mm 

 مقاوم مقاوم
حساس  
14/6 mm 

 حساس
۲3 mm 

آرتروباکتر  آژیلیس 
 NE1سویه 

 نیمه حساس
۱۱ mm 

 حساس
 40/3 mm 

 مقاوم مقاوم
حساس     

24/6 mm 
 مقاوم

 حساس
3  mm 

 حساس
27/3  mm 

 نیمه حساس
21/6 mm 

 مقاوم

 حساسیت آنتی بیوتیکی باکتری های جداسازی شده ی مقاوم به فلز مس . :4جدول 

 (.C M، سفیکسیم )OX )، سفوکسیتین )SXT)(، سولفامتوکسازول )M (، جنتامایسین ) ، پنی سیلین )V)(، وانکومایسین )C(، کلرامفنیکل )MX (، آموکسی سیلین )E، اریترومایسین )TE)تتراسایکلین )

نوع 

 پساب

 نتایج ماکروسکپی و 

 میکروسکپی ایزوله ها

نام جنس و گونه و کد 

 اختصاصی باکتری ها

 (mMغلظت مس )

5/0 7  2  2/0 4   4/0 3   3/0   0  0/0  6  6/0 1  7 
MIC 

(mM) 

MBC 

mM)) 

 7مسگری 
کلنی های لز  با سایز متوسط کرم رن  

 باسیل گرم منفی MCروی محیط  
استنوتروفوموناس مالتوفیلیا سویه  

(Cu .1)      
   +     +    +     +    +    +   +   +    +   +   +-   -    - 3 2 

 2مسگری 

کلنی های صاف با سایز متوسط کرم 

 باسیل گرم م بت  Nرن  روی محیط  
 E2 باسیلوس تویوننسیس سویه

(Cu . 2) 
    +     +    +    +   +   +-    -     -   -   -   -    -  - 3/3 4 

کلنی های خشن با سایز متوسط کرم 

 باسیل گرم م بت  Nرن  روی محیط  
  E آرتروباکتر آژیلیس سویه

(Cu .  ) 
    +    +     +    +    +   +   +-     -   -   -   -    -  - 4 4/3 

 پژوهش های مقاوم به فلز مس در این باکتری M C و MIC پی،وپی، میکروسکوماکروسکویژگی های   3دول  

 حداقل غلظت کشنده باکتری.     M C : حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد باکتری،MIC: عدم رشد،    - +: رشد در غلظت مش   شده،



 زهرا امیرپور و همکاران . استنوتروفوموناس مالتوفیلیا بیوسنتز نانوذره مس توسط باکتری  .۱362ها، سال یازدهم، شماره اول بهار  دنیای میکروب

79 

( و     TEMبا نتایج حاصل از میکروسکوپ الکتروننی گنذاره )                                           

نتایج به دست آمده از بررسی طیف سنجی اسپکتروفنتنومنتنری                                                    

دوم در          XRD( مطابقت داشت. نتایج                      UV-VISفرابنفش )         -مرئی    

 پنینک هناینی در               ۲درجه سلیسیوس در نمودار                          ۱۱۴۴دمای      

 ، 34      ،   33      ،   3۲      ،   4۲    ،   33    ،   33    ،   ۲4    ،   ۲۱    زاویه های           

 (،    ۱۱۱(، )    ۱۱۴(، )    33۱(، )    3۴۴در سطو  )           22      و     2۲      ،   2۱      

( داشت کنه تنمنامنی                 ۴۴4( و )     ۲۲۴(، )    -۱۱3(، )    ۴۲۴(، )    ۲۴۴)   

کنه      ۲۱      و     ۲4      را نشان دادند. به جز سطن                             CuOسطو       

قرار داشنت. انندازه                     O2Cu،   4۲      بود و در زاویه                  Cuمربو  به          

-نانوذرات تشکیل شده در مرحله دوم با توجه به فرمول دبنای                                                     

در مرحله دوم چننند                     XRDنانومتر برآورد شد. نتایج                          3۲شرر،      

 فاز بودن نانوذرات را مش   کرد.  نتایج مرحله اول و دوم                                                       

XRD                                   بننا کننارت مننرجنن  نننانننوکننریسننتننال هننای مننس 

   ( C DS NO.   -        ،)( C DS NO.  -2   )   و 

( C DS No.   -    )               .هم وانی داشت 

        / D= 0.9(:            ۱شرر )فرمول            -فرمول دبای          

،   X: طول مو  اشعه                 : اندازه دانه های بلوری،                          Dدر این فرمول              

زاویه بین پنرتنو                     : پهنای پیک ها در ن ف ارتفا  ماکزیمم،                                      

 تابش و بازتابش است.                   

باکتری استنوتروفومواس مالتوفیلیا سویه                                          E  ( ارزیابی            

نتایجی که از اندازه، مورفولوژی و یکنواختی توزی                                                  :     3333

درجه سلیسیوس توسط                     3۴۴نانوذرات مس تولید شده در دمای                               

( به دست آمد نشان داد                       TEMمیکروسکوپ الکترونی عبوری )                          

که ذرات به طور عمده به شکل کروی و در برخی نواحی به                                                    

صورت کلوخه ایی، انباشته یا پراکنده کنار هم قرار دارند و قطر                                                             

 (.  3نانومتر برآورد شد )شکل                          4۴آن ها       

 

         بح    

ح ور فلزات سنگین با ایجاد مقاومت در محیط ارتبا  دارد به                                                         

های         ها در ح ور فلزات مکانیسم                          طوری که میکروارگانیسم                     

های       کنند که موجب انت اب هم زمان گونه                                  مقاومتی را ایجاد می                   

    (. در جمعیت           ۱6گردد )        مقاوم با قابلیت تحمل فلزی بالا می                                

هایی مانند فلزات سنگین                          هایی که تحت ت  یر آلاینده                            باکتری        

های       های مقاوم( به نسل                   باشند، ژنوتی  های جدید )ژنوتی                                 

باکتری های مقاوم به فلز منس.           الکتروفورز مح ول ژن : ۱شکل 

 add r سویه باسیلوس تویوننسیس (  ۱جفت بازی، ستون  ۱۴۴( مارکرNE2 

بناسنینلنوس جنفنت بنازی ) ۴ 3( کنترل م بت ۲جفت باز(، ستون  ۴ 3) 

سنوینه  مالتوفیلنینا  استنوتروفوموناس( باکتری 3(، ستون ۱2۲3اسنورنسیس 

جفت  NE1   (33۴سویهآرتروباکتر آژیلیس ( 4جفت باز(،  ستون  ۴ 3) 3333

(،  ۱33۱  سنوینهآرتروبناکنتنر جفت بازی ) 33۴( کنترل م بت 3باز(، ستون 

 ( کنترل منفی.3ستون 
اسنتنننوتنرفنومنونناس مراحل تولید نانوذرات مس توسط باکتنری :  ۲شکل

میلی لیتنر آب  ۱۴۴( محلول ذخیره سولفات مس ) .  33 5مالتوفیلیا سویه 

اضافه کنردن ینک گنرم   )مولار سولفات مس پنج آبه(،  ۴/۴۱دیونیزه و 

ت ینینر رنن   C)مورد نظر به  محلول ذخیره سولفات مس،   بیومس باکتری

نانوذرات مس تنولنیند  D)ساعت و تولید نانوذرات مس،  ۲4محیط پس از 

نانوذرات مس تولید شده در دمنای  E)درجه سلیسیوس،  3۴۴شده در دمای 

 .درجه سلیسیوس ۱۱۴۴
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 (.    ۲۴رسند )        بعدی به ار  می              

میکر      ن م و مقا       ا ن منش    ب   ن ب و ت  فلز     ن ی  ی   ها  س   تما   از    ناشی        ات    ه 

ب    ا د ن بت  ا  فل     ن یی  تما     ن ی اوم  ا      د ن ت و   می      ن س ات    ز ن ا   با       س   ن   ها 

غلب     ا ایی       ن باکتری      ی   میدها     ن پلاس   است.      ی     ن محیط    ی     ا ن ه ه     لایند    آ 

و   4، ۲4مولار در زمان های  ۴/۴۱در ح ور سولفات مس  3333استنوترفوموناس مالتوفیلیا سویه مرئی باکتری -طیف اسپکتروفتومتری فرابنفش:  ۱نمودار 

 درجه سلیسیوس. 3۴۴ساعت و  پودر حاصل از بیومس باکتری در دمای  2۲

تفرق پرتو ایکس نانوذرات مس تولید شنده تنوسنط بناکنتنری  :  ۲نمودار 

 .    سویه استنوتروفوموناس مالتوفیلیا 

ت ویر میکروسکوپ الکترونی گذاره نانوذرات مس تولید شده :  3شکل 

درجه  3۴۴در دمای      سویه استنوتروفوموناس مالتوفیلیا توسط باکتری 

 نانومتر. 4۴سلیسیوس،  اندازه ذرات  
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بس        و مقا   ی   ها  دارای ژن           به  می    ن س ی   ا ن ه ن   و ن ی ری از       یا  ن مت 

،      Cd   ،      ،2 Ni   ،2    ،    2 Co   ،2 2شامل      نگین        ننن   س ات    ز ن فل  
سیس       نن  گ اما     تند.        هسنن      2Cu+ و        2 ه    نن  اهی  رتبط      نن  م ی   ا نن  تم 

مقا     نن  ب  توسط                  در ار     ت     نن  م و ا  ها  می    زو  مو  و کر  ی   ها  ژن    گانیسم 

ش           می  ب      ن تعیین  بر    ن ه ی   اکتر    ن وند.  س ت        ا شر  در    بقا       ای    ا  یط 

دی    متعد    ی   نگین مکانیسم ها               ن س ات    ز ن فل  ر   و ن ح   به ویژه         محیطی         

فلز      ا تحمل        ای    بر   هرح      ات دارند.           ین  ابی       ن نت    ر ا   ا ن فش  ل   ا ن به 

باع      ن مح  ات در       ز ن فل   ها            ن تکام    د و     ا ن یج  ا       ن یط  مکانیسم  ی   ل 

ب           وار   میکر    در    م تلفی           ها  تنش       ن ب ا بر  در      ت     ن م و مقا   ای    ر ن گانیسم  ر 

گر           ات    فلز    می  مکانیس         دد. از ا        سنگین  ه   ن ین  م   ن م  ت   ن ا  ه   ن ب ان    و ن ی 

،   جی  ر ا ن خ و   خلی       دا  سلولی         زی    سا  ا جد  ی،    پذیر    ذ نفو   از    ممانعت          

و   نزیمی         آ یی      زدا   سمیت        ،   یز  ون ر    بر  ی   ها  ل، پم         فعا   ل   ا ن نتق   ا 

آنها      که        ی   فلز   ی   ها  ن   سلولی به یو           ی   ها  ف   یت هد     ن کاهش حساس         

زد    پذیر می سا          ن   مکا   ا یط س ت محیطی                ا ر ن ش در      ا     ن بق  ای      ر ن ب را      

 (.  ۱۲ره کرد )        شا  ا 

های مورد مطالعه                   در این پژوهش، میزان فلز مس در پساب                                    

میلی گرم بر لیتر                    4المللی و معادل                  کمتر از استانداردهای بین                        

زیست که توسط                بود. بنابراین با توجه به استانداردهای محیط                                            

های مورد            ( ارائه شده است، پساب                     CD ب ش کنترل آلودگی )                  

 هایی با آلودگی ناچیز قرار می گیرد                                     مطالعه در گروه پساب                   

 (۲۱  .) 

برای        ۲۴۱3( و همکاران در سال                         l o  o آلبوغبیش )          

های مقاوم به فلزات از پساب فاضلاب شهری                                         جداسازی باکتری              

و پساب مسگری استفاده کردند. محققین یاد شده غلظت مس                                                    

میکروگرم بر لیتر و در پساب                               ۴/۲3در فاضلاب شهری را                  

(. در       ۱۲میکروگرم بر لیتر گزارش نمودند )                                 ۴/۱3مسگری       

   NE2سویه    باسیلوس تویوننسیس                     مطالعه حاضر، باکتری                   

میلی مولار( از                 3/3کمترین میزان مقاومت را نسبت به فلز مس )                                       

میلی مولار( مربو  به                       3)     MICترین میزان              خود نشان داد.  بالا                  

 بود.          3333سویه      استنوتروفوموناس مالتوفیلیا                            باکتری        

مطالعات نشان داده است که وجود بار منفی فراوان در سط                                                       

باکتری ها موجب جذب یون های م بت می گردد. همچنین                                                 

دلیل بر افزایش بیش از حد                            CODبه      OD کاهش نسبت           

ترکیبات آلی مقاوم به تجزیه و ح ور یون های فلزی فعال در                                                        

( و     S    r(. در مطالعات سیگر )                    ۱۲انوا   پساب ها است )                    

، شش سویه باکتریایی مقاوم به فلز مس                                     ۲۴۱۲همکاران در سال                

از خاک آلوده به مس جداسازی شد. حداقل غلظت ممانعت                                                  

میلی مول            4/2تا      3/۱ها در محدوده                کننده رشد  در این باکتری                        

(     ra (. در پژوهش انجام شده توسط گرس )                                ۲۲بر لیتر بود )             

کننده از            میزان حداقل غلظت ممانعت                         ۲۴۱۴و همکاران در سال                  

میکروگرم بر               3/3تا      ۴/23رشد در جدایه ها در محدوده                           

 (.    ۲3گزارش شد )          لیتر        میلی    

چندین سویه              ۲۴۱۴همکاران در سال                ( و     Vir  d rویرندر )        

مقاوم به فلز مس را از پساب یک کارخانه صنعتی در هند                                                    

جداسازی نمودند که چهار سویه توانستند مس را در غلظت                                                    

میکرو گرم بر میلی لیتر و چهار سویه دیگر مس را در                                                    ۴ ۱

میکرو گرم بر میلی لیتر تحمل کنند.                                     ۴ ۲تا      ۲۲۴غلظت بین          

 (.    ۲4بودند )       اشریشیا کلی               ها متعل  به گونه                  همگی این باکتری               

از      ۲۴۱۱( در سال          amur  a ( و فاموروا )             E    iاگبیبی )        

های ادرار، خون، واژینال،                            نمونه های بالینی بیماران )شامل نمونه                                    

ن اعی، مای  منی و                   -گوش، بینی، بزاق، چرک، مای  م زی                               

بیمارستان در جنوب غرب نیجریه باکتری های                                           3مدفو ( در           

مقاوم به فلز مس را جداسازی کردند. تمامی باکتری های                                                    

میلی گرم بر میلی لیتر از                            ۲3جداسازی شده نسبت به غلظت                          

 (.  ۲3فلز مس مقاوم بودند )                    

با بررسی            ۲۴۱4( و همکاران در سال                    Var   amوارنیام )         

باکتری          3رودخانه یان  تسه کیان  چین، موف  به جداسازی                                             

برای فلز            MICمقاوم به فلز سنگین مس شدند. بالاترین میزان                                           

 (.      ۲3میلی مولار گزارش گردید )                         2/3مس    

با نتایج به دست آمده در مطالعه                                  MICاین یافته از نظر میزان                        

حاضر شباهت داشت. این تشابه به این صورت قابل توجیه                                                   

است که اولا  هر دو تحقی  بر روی پساب های صنعتی بوده                                                    

 است. در حالی که مطالعه  اگبیبی و فاموروا بر روی                                                 

فاضلاب های پزشکی و مطالعه سیگر و همکاران بر روی                                                  

خاک های آلوده به مس بوده است. از آن جایی که نه تنها                                                       

میکرو فلور انوا  فاضلاب ها بلکه حتی میکرو فلور باکتریایی                                                         
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 اکوسیستم های خاک، آب و هوا با یکدیگر بسیار متفاوت                                                   

می باشد، بنابراین می توان نتیجه گیری کرد که برای مقایسه                                                         

،   MICباکتری های مقاوم به انوا  فلزات سنگین و بررسی میزان                                                     

گذشته از پساب  باید موقعیت های فیزیکوشیمیایی، ج رافیایی                                                         

 محل مورد بررسی نیز یکسان باشند تا بتوان در میزان                                                  

 باکتری های مقاوم به فلزات سنگین ق اوت نمود.                                             

در این پژوهش، بیشترین جنس باکتری های جداسازی شده از                                                     

ها از نو  باسیل بودند. نتایج                                نو  گرم م بت و تمامی باکتری                           

 مقاومت این باکتری ها در برابر فلز مس و تعداد زیادی از                                                       

آنتی بیوتیک ها می تواند تا حدود زیادی مربو  به دیواره                                                       

لایه       4۴سلولی مقاوم این باکتری ها باشد که حدودا  از                                             

پپتیدوگلیکان و ب ش دیگری به نام تایکوئیک اسید تشکیل                                                     

شده است. همچنین بیشتر باسیلوس ها  اسپودار هستند. تمامی                                                        

این ویژگی ها می تواند مقاوم بودن این باکتری ها را در برابر                                                            

 انوا  فلزات سنگین  و آنتی بیوتیک ها توجیه نماید.                                                  

باکتری های گرم م بت به دلیل ساختار دیواره سلولی ساده تر و                                                           

داشتن میزان چربی کمتر، کنترل کمتری نسبت به ورود مواد                                                      

خارجی نشان می دهند. در صورتی که باکتری های گرم منفی                                                     

به دلیل دیواره سلولی و ساختار پروت ینی و لیپیدی پیچیده تری                                                            

که دارند ورود و جذب آلاینده های معدنی موجود در محیط                                                    

بیرونی این باکتری ها، از جمله فلزات سنگین با کنترل بیشتر و                                                            

به میزان کمتری صورت می گیرد. مطالعات نشان داده است که                                                       

غشای خارجی باکتری های گرم منفی ماهیت لیپیدی داشته که                                                      

باع  می شود مولکول های آبدوست از آن دور نگه داشته                                                   

شوند. البته مولکول های با وزن مولکولی کم در این نو  از                                                        

باکتری ها با پروت ین های پورین به داخل سلول وارد می شوند.                                                           

 اما مولکول های بزر  به آهستگی و کمتر به آن ها نفوذ                                                    

 (.    ۲2می کنند و بنابراین مقاومت بالایی به آنها نشان می دهند )                                                      

 به طور کلی میکروارگانیسم ها به واسطه واکنش های بین                                                    

یون های فلزی و سطو  باردار منفی میکروبی به فلزات ات ال                                                        

می یابند. در این بین باکتری های گرم م بت تمایل بیشتری                                                       

برای ات ال به یون ها دارند. همچنین عوامل محیطی مانند                                                      

رشد، وضعیت باکتری، چگونگی و مقدار سمی بودن فلز                                                

سنگین به طور مستقیم بر توان جذب میکروارگانیسم ها در                                                     

آب، سیستم های فاضلاب یا خاک م  ر است. میزان جذب نه                                                   

تنها به حیات میکروارگانیسم ها بلکه به زیستگاه میکروبی نیز                                                           

 (.  ۲2وابسته است )            

  ۲۴۱۱( در سال          N ac u  u( و نوآچوکو )             a  u   آنیانو )        

با بررسی تعدادی از خاک های آلوده و غیر آلوده،                                               

میکروارگانیسم های مقاوم به فلزات سرب، کروم و مس را                                                    

 جداسازی نمودند. سویه های جداسازی شده شامل از                                              

،   سودوموناس         ،   باسیلوس، کورینه باکتریوم                        جنس های         

 (.   ۲بودند )         تیوباسیلوس          و   آسینتوباکتر             

در تحقیقات خود                  ۲۴۱3( و همکاران در سال                      a وان  )      

باکتری مقاوم به فلزات سنگین سرب و                                     ۱۱موف  به جداسازی                 

مس از خاک معدن شدند. از میان باکتری های جداسازی شده                                                     

( بیشترین                       ) آرتروباکتر            و   باسیلوس         های       گونه    

(. در پژوهش             ۲6مقاومت را در برابر این دو فلز نشان دادند )                                          

باسیلوس         حاضر نیز از میان سه جنس جداسازی شده، دو جنس                                             

مقاومت کمتری                استنوتروفوموناس                 نسبت به جنس           آرتروباکتر              و 

 را در برابر فلز مس از خود نشان دادند.                                       

ت   ترکیبا      ر   جمله ح و        عواملی از           که      ن داده است            نشا   ت   ا ن مطالع     

، حشره کش ها،               ها  ه   ضدعفونی کنند            مانند انوا              نتی بیوتیکی             آ غیر   

تو          در    سنگین         ات    فلز   آفت کش ها و              می  موجب      ند      ا محیط 

بیوتیکی               آ مت      و مقا    ی   ها      شاخ   دد. زیرا          گر  در باکتری ها              نتی 

به فلز         و نتیکی مقا         ژ  بیوتی       ن نت  و آ   سنگین         ات    مت  ب   ن غل  ا ا     ن ک ه   ن ی 

ار    قر  و ترانسپوزون ها                 پلاسمیدها            بر روی        دیگر        ن یک  ر   ا ن کن  در    

پلاسمیدها معمولا  برای بقای سلول میزبان ضروری                                             د.      ن ن ا گرفته         

نیستند. اما در شرایط خا  )م لا   قرار گرفتن در برابر عوامل                                                           

ضد میکروبی( قادر به ایجاد مقاومت و ت مین بقای سلول                                                    

هستند. با توجه به این که فلزات سنگین ا رات نامطلوب                                                    

فراوانی برای محیط زیست دارند، اما وجود باکتری های مقاوم                                                         

به این فلزات که قادر به حذف آن ها از محیط باشند نقش                                                     

مهمی در سم زدایی محیط زیست از این ترکیبات سمی و                                                 

جلوگیری از ا رات نامطلوب آن ها بر موجودات زنده دارد.                                                      

 بنابراین می توان گفت که میان تحمل فلز و مقاومت به                                                   
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فلز     ر   ح و   دلیل      ین      ن ه هم    ن ب آنتی بیوتیک ها ارتبا  وجود دارد.                                  

عن          در    سنگین          به  تنه     ن ن ه   د ن لاین   آ ک     ن ی ان    و ن محیط  باع     ن ه      ن ا 

ب    ا فز  ا  فل    ن ب وم    ا ن مق  ی   ا ن ه ی   اکتر    ن یش  بلک     ن ه  باع     ن ز  یش    ا ز ن ف ا       ن ه 

 (.  3۴و     ۱۲دد )    نتی بیوتیکی نیز میگر                    آ ت   ن م و مقا   

در این مطالعه ارتبا  مستقیمی بین تحمل فلز و مقاومت بالا                                                          

در برابر تعدادی از آنتی بیوتیک های رایج مورد استفاده در                                                         

مشاهده شد. از                   3333استنوتروفوموناس مالتوفیلیا سویه                                 باکتری        

 طرف دیگر این باکتری بالاترین جذب فلز مس را در بین                                                  

 سویه های شناسایی شده داشت.                            

نتایج حاصل از این پژوهش در مقایسه با یافته های سایر                                                     

محققین نشان داد که با توجه به این که ژن های مقاومت به                                                       

فلزات سنگین و در مقابل آن ژن های مربو  به مقاومت در                                                     

برابر آنتی بیوتیک ها اک را  بر روی یک پلاسمید کد می شوند،                                                          

ارتبا  منطقی بین                  استنوتروفوموناس مالتوفیلیا                            اما در باکتری               

تولید نانوذره مس توسط این باکتری و مقاومت بالای آن در                                                      

 برابر فلز مس و آنتی بیوتیک های مورد مطالعه وجود داشت.                                                       

از طرف دیگر بسیاری از محققان نشان داده اند که مکانیسم                                                       

تولید نانو ذرات توسط میکروارگانیسم ها یک فرآیند آنزیمی                                                        

پیچیده است که در این واکنش در واق  یک سیستم دفاعی در                                                      

 برابر ا رات سمی یون های فلزات در محیط می باشد.                                                

آنزیم های احیاکننده )ردوکتاز( با انتقال الکترون به یون فلزی                                                             

در محیط، آن را احیا نموده و به شکل ذرات با اندازه نانو                                                        

 (.    3رسوب می دهند )              

همچنین بررسی ها نشان داده است که آنزیم های گلوکز                                                  

اکسیداز و کاتالاز موجود در باکتری ها عوامل احیا کننده ایی                                                          

تولید می کنند که نقش مهمی در احیا فلزات به نانوذرات بر                                                        

در این پژوهش                UV-VIS(. نتایج طیف سنجی                   3۱عهده دارند )            

 نانومتر نشان داد.                     43۴تا      ۲3۴پیک هایی را بین                 

نشان داد داشت که                    ۲۴۱۲( در سال          Mir   diمیرهندی )         

نانومتر جذب نور دارند و                           43۴تا      3۲۴نانوذرات مس بین                 

جذب نوری نانو ذرات در محدوده های م تلف، سنتز بیشتر                                                    

(. جا به جا شدن پیک ها و                           نانو ذرات را نشان می دهند )                           

ت ییر در شدت آن ها و ایجاد ت ییرات در رن  های مشاهده                                                      

شده عواملی هستند که به اندازه نانو ذرات وابسته اند. به                                                        

عبارت دیگر ویژگی های نوری نانو ذرات مس به شدت وابسته                                                      

می تواند روشی                 UV-VISبه قطر نانوذرات است. طیف سنجی                               

ساده و قابل اعتماد برای نظارت بر پایداری محلول های                                                    

 نانوذرات مورد استفاده قرار گیرد. اما زمانی که نانوذرات                                                        

بی  بات شوند پیک اصلی به دلیل ت لیه نانوذرات پایدار به                                                        

 (.     شدت کاهش می یابد )                  

نشان دهنده سط  متفاوتی از احیای سولفات                                          XRDپیک های         

مس توسط باکتری مورد نظر بود. نانو ذرات تولید شده به                                                     

ت یید شدند. اما در                      XRDصورت کریستالی توسط دستگاه                           

صورت متلاشی شدن باکتری ها در ا ر تجم  نانوذرات و به                                                    

دنبال آن آزاد شدن این ذرات در محیط مای ، تمامی نانوذرات                                                         

آزاد شده به همراه لاشه باکتری ها در محیط مای  به فرم آمورف                                                           

غیرقابل           XRDتبدیل می شوند. به همین دلیل توسط دستگاه                                         

تش ی  می باشند. دلیل این امر به احتمال زیاد ساختار                                                    

آمورف این نانوذرات و یا ات ال بقایای آلی آمورف محیط                                                     

کشت به این ذرات است که مان  از ردیابی ساختار کریستالی                                                       

(. اندازه متوسط نانوذرات در                             3می شود )           XRDآن ها با دستگاه               

 نانومتر و در              4۴اول        XRDاین پژوهش مطاب  با نتایج                        

XRD        نانومتر برآورد شد.                      3۲دوم 

گزارش کردند که                  ۲۴۱۱( و همکاران در سال                    miri امیری )       

بزر  تر شدن اندازه نانوذرات در مرحله دوم می تواند به دلیل                                                           

حرارت بالا باشد. همچنین تک فاز یا دوفاز بودن نانوذرات را با                                                            

 (.   ۱بالا بردن دما می توان مش   نمود )                                

در مطالعه میرهندی و همکاران نانو ذرات مس تولید شده                                                    

توسط انواعی از میکرو ارگانیسم ها تک فاز بودند و به رن                                                         

 (.     زرد مشاهده شدند که با نتایج این تحقی  مطابقت نداشت )                                                    

   ۲۴۴6( و همکاران در سال                     Ra maدر تحقی  رحمان )                

 فورمیدیوم سیانوباکتریوم                       نانو ذرات مس تولید شده توسط                             

( از نظر شکل و رن  با                                                ) 

(. به طوری که اندازه                      ۱3پژوهش حاضر مطابقت داشت )                        

  CuOو     O2Cuنانومتر بود و به صورت دوفاز                               ۱۴-4۴نانوذرات          

   آچاریولو        در این مطالعه با گزارش                         XRD مشاهده شد. نتایج                

javascript:void(0)
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 ( c ar ulu                    و همکاران در سال )که استفاده از                 ۲۴۱4

( موف  به تولید                                   )     فیلانتوس آماروس              

CuO                         ( 3۲شدند، هم خوانی داشت    .) 

را      CuOبیوسنتز           ۲۴۱4( و همکاران در سال                    S afi iشفیعی )       

گزارش کردند که نتایج                        آئروموناس هیدروفیلا                  توسط باکتری             

XRD                                   ( در این           33آن ها با مطالعه حاضر شباهت داشت .)

پژوهش به منظور مقایسه اندازه، مورفولوژی و یکنواختی توزی                                                           

تهیه شد و ذرات به شکل                         TEMنانوذرات تولید شده ت ویر                          

همچنین نانوذرات در برخی از نواحی                                    .کروی مشاهده شدند                

( در      our    di ( و پورسیدی )             Mo a  liمانند نتایج مح لی )                   

 به صورت انباشته یا پراکنده کنار هم قرار داشتند                                                  ۲۴۱۲سال     

نشان داد که یکی                   ۲۴۱3( در سال          Ef    ari(. افت اری )            3) 

دیگر از ویژگی های فیزیکی بسننیار مهم نانوذرات، شکل آنها                                                         

است که می تواند پاس  های سننلولی نسننبت به ذرات را                                                    

 (.  34تحننت ت  یر قرار دهنند )                        

( در سال          Mo i  dar ari( و معین درباری )                 ra  lu قرایلو )        

گزارش کردند که کلوخه ای شدن ذرات یا تجم                                             ۲۴۱3

نانوساختارها به دلیل وجود نیروی جاذبه واندروالس میان                                                      

نانوساختارها می باشد که باع  می شود این مواد بتوانند به                                                         

سمت یکدیگر جذب و به یکدیگر بچسبند. می توان از طری                                                     

، قدرت یونی محلول و اولتراسونیک و افزودن                                            ت ییر در دما،               

سورفکتانت مناسب، نانوساختارهای کلوخه ای را از یکدیگر                                                      

 (.  ۱2جدا نمود )          

 نتیجه گیری          

در این پژوهش با استفاده از سنتز زیستی، نانو ذرات مس توسط                                                          

جدا شده از                3333استنوتروفوموناس مالتوفیلیا سویه                                 باکتری        

 در اندازه های                 CuOو     Cuبه  دو صورت               ۱پساب مسگری            

نانومتر و به شکل کروی تولید شد.  این روش به                                                 3۲و     4۴

دلیل سازگاری با محیط زیست از اهمیت بالایی برخوردار است.                                                        

نتایج به دست آمده در این پژوهش نشان داد که این سویه                                                     

توانایی تولید نانوذرات مس چند فازی را دارد و برای کاربرد                                                          

این نانوذرات در صنعت و پزشکی، باید اقدام به جداسازی                                                     

 ترکیبات و تک فاز کردن این نانوذرات نمود.                                          
 

 ت کر و  دردانی              

نویسندگان این مقاله از مس ولین محترم دانشگاه آزاد اسلامی                                                         

 واحد فلاورجان، به ویژه پرسنل محترم آزمایشگاه تحقیقاتی                                                      

این دانشگاه به دلیل فراهم سازی امکانات آزمایشگاهی و                                                     

 همچنین از همکاری و مساعدت پرسنل شرکت دانش بنیان تالی                                                      
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Abstract 

Background & Objectives: Heavy metals are environmentally sustainable and durable pollutants 

that have become a world problem. As microorganisms show high resistance to heavy metals and 

can purify the environment and produce nanoparticles, the present study was designed to produce 

copper nanoparticles from copper-resistant bacteria isolated from wastewater of two copper  

workshops in Isfahan. 

Materials & Methods: In this cross-sectional study,  wastewater samples were collected from two 

copper workshops in Isfahan. The physicochemical factors of the wastewater, the minimum  

inhibitory concentration of bacteria (MIC) to copper and their resistance to several antibiotics 

were investigated. Morphological, biochemical and molecular identification tests were carried out 

on samples. Then the biomass of copper-resistant bacteria was added to the copper sulfate  

pentahydrate stock (CuSO4.5H2O) and the results were evaluated by Ultraviolet-Visible  

spectrophotometer (UV-VIS), X-ray diffraction (XRD) and Transient Electron Microscopy (TEM). 

Results: Among the studied bacteria, the Bacillus toyonensis strain NE2 with the MIC of 3.5 mM 

and Arthrobacteragilis NE1 with MIC of 4 mM from copper workshop 2 and Stenotrophomonas 

maltophilia strain 5633 with the MIC of  6 mM from copper workshop 1 were isolated. Among 

these isolates, only S. maltophilia strain 5633 was able to synthesize copper nanoparticles. Peaks 

created in the range of 250-430 nm confirmed the presence of  Copper (Cu) and Copper Oxide 

(CuO) particles. 

Conclusion: The findings of this study showed that the isolated bacteria could be a good candidate 

to remove copper from wastewater and to biosynthesize copper nanoparticle. 

Keywords: Biosynthesis, Copper nanoparticles, UV-VIS, XRD, TEM. 

Correspondence to: Monir Doudi 

Tel: +98 3137420134 

E-mail: doudi@iaufala.ac.ir 

 our al of Micro ial  orld 2 1   11(1)    -  . 

Journal of Microbial World 

Volume 11, No. 1, April 2018 

87 


