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 اثرات ضد میکروبی نانوذرات سولفید مس خارج سلولی سنتز شده از  
  باسیلوس لیکنی فورمیس

 7، مریم سهامی سلطانی1*مراحم آشنگرف
 کارشناس ارشد، دانشگاه کردستان، دانشکده علوم پایه، گروه علوم زیستی، سنندج.2دانشیار، دانشگاه کردستان، دانشکده علوم پایه، گروه علوم زیستی، سنندج، 1

 چکیده

ای  فرد کاتالیزگری، هدایت الکتریکی و نوری ویژه از جاایاگااه ویاژه های منحصر به نانوذرات مس به خاطر ویژگی  سابقه و هدف:

عنوان کاتالیزگر برای احیای سولفات ماس  زی به های باکتریایی آب برخوردار است. هدف از مطالعه حاضر، استفاده از پتانسیل سویه

 به نانوذرات سولفید مس و بررسی خواص ضد میکروبی آن می باشد.

سنجی،  وسیله آنالیزهای طیف  نانوذرات سولفید مس تولید شده در مخلوط واکنش زیست تبدیلی، به مواد و روش ها: 

شده توسط میکروسکوپ الکترونی نگاره و بررسی دامنه پراکنش نانوذرات تعیین ویژگی شد. همچنین  های تهیه  الکترومیکروگراف

شده از طریق روش انتشار از دیسک بر آگار بررسی  در این پژوهش، کارایی فعالیت ضد میکروبی نانوذرات سولفید مس تشکیل 

 گردید. 

دست  سازی جداسازی شدند. بر اساس نتایج به پذیر نسبت به یون سمی مس بر اساس تکنیک غنی باکتری تحمل  سویه 101یافته ها: 

بر اساس  Cu25های مس به نانوسولفید مس بود. سویه باکتری  قادر به احیای خارج سلولی یون Cu25روماند کشت سویه آمده، تنها  

مورد شناسایی قرار گرفت. در ادامه، سنتز خارج سلولی نانوذرات   باسیلوس لیکنی فورمیسآزمون های فنوتیپی و مولکولی به عنوان 

یاد شده پس از مواجهه با محلول سولفات مس   سولفید مس تولید شده مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد، روماند سویه

 22نانومتر را پس از  21/1   تواند به صورت خارج سلولی نانوذرات سولفید مس کروی با میانگین اندازه مولار(، می میلی 5/1)غلظت 

 کند.درجه سلیسیوس تولید  21ساعت گرماگذاری در دمای 

است. باسیلوس لیکنی فورمیس مطالعه اخیر نخستین گزارش سنتز خارج سلولی نانوذرات سولفید مس توسط باکتری نتیجه گیری: 

  شده اثر مهارکنندگی رشد را دارد.مطالعه سویه های باکتریایی و قارچی بیمارگر نوذرات زیستی سنتز شده علیه برخی همچنین نا

، نانوسولفید مس، اثر مهارکنندگی، سنتز خارج سلولی.باسیلوس لیکنی فورمیسواژگان کلیدی:   

 75خرداد ماه پذیرش برای چاپ:     75فروردین ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: کردستان، سنانادج، دانشاگااه کاردساتاان، گاروه عالاوم زیساتای.

 m.ashengroph@uok.ac.irپست الکترونیک:  00566772700تلفن:    

 م دمه       

با توجه به پیشرفت روزافزون علوم و فناوری نانو به عناوان                                                                

یک رویکرد جدید علوم پایه و مهندسی که بر اساس ت ییار در                                                       

است، تولید کارآمد ماواد و                            ها بنا شده              ها و مولکول             آرایش ات          

دستگاه ها و سیست  های با کنترل ماده در مقیاس نانو و باهاره                                                          

ها و پدیده های نو هوری است که در مقیاس                                          برداری از ویژگی                 

فرد الکتریاکای،                 به دلیل خواص منحصر به                       .اند     یافته         نانو توسعه          

م ناطیسی و نوری نانوذرات فلزی، از این نانوذرات به عاناوان                                                         

هاای       یکی از پرکاربردترین نانوذرات در ساخت کااتاالایاسات                                             

قدرتمند، اپتیک، مکانیک، م ناطیس و انارژی، پازشاکای و                                                  

 .   ( 1)   شود     بهداشتی استفاده می                  

به دلیل افزایش تقاضا برای نانوذرات فلزی و غیرفلزی در دو                                                         

دهه گذشته، طیف گسترده ای از تکنیک هاای فایازیاکای و                                                
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(، روش میکروامولسیون/کلوییادال                               2روش احیا )          شامل      شیمیایی         

(،    1(، روش کاهش الکتروشیمیایای )                           2(، روش فتوشیمیایی )                   6)   

(، روش        5دهی لیازری پاالسای )                   (، رسوب       7تجزیه حرارتی )              

( بارای        7( و همچنین روش تخلیه پالسی سی  )                                0آسیاب کردن )            

تولید نانوذرات فلزی از جمله نانوذرات مس با اندازه، اشکال و                                                            

تولایاد فایازیاکای و                    است.      یافته         ترکی  های مختلف توسعه                       

شیمیایی نانوذرات یادشده ع وه بر تحمیل هزیناه هاای باالا،                                                      

شاده و تاولایاد               کار گرفتاه             آلودگی ناشی از مواد شیمیایی به                              

های جانبی خطرنا  را به دنبال دارد و همین امر کاربرد                                                       فرآورده       

ساازد. بااز             نانوذرات  را در صنای  مختلف با مشکل مواجه می                                            

این رومحققین با الهام از سامانه های زیساتای باه تاوساعاه                                                    

زیسات بارای تاولایاد                   دار محیط            فرآیندهای سنتزی و دوست                      

نانوذرات فلزی با استفاده از میکروارگانیس  های مختلف روی                                                         

 (.    11و     10) اند       آورده       

 هاا، ماخامارهاا و                میکروارگانیس  های مختلف شامل باکتری                                   

وساز و انجام فرآیندهای حیاتی خاود از                                       کپک ها برای سوخت                

کاناناد. ایان             مناب  آلی و معدنی موجود در محیط ت ذیاه مای                                        

کاه در ماعار               ها طی فرآیندهای متفاوت، هنگامای                                ارگانیس         

ها را در درون یاا بار روی                           گیرند، آن           های فلزی قرار می                  یون   

کنند. این انباشتگی اغل  منجر به                                   دیواره سلولی خود انباشته می                           

بانادی        شود که در اندازه های نانوذرات بساتاه                                    تولید ذراتی می              

(. توسعه روش های مختلف تولید نانوذرات                                       16و     12شوند )        می  

یابی به ذراتی با ترکی  و اندازه دانه معین و توزی                                                      از نظر دست          

مناس ، مصرف انرژی پایین و سهولت کار در حال بررسای و                                                    

محققان برای ساخت نانوذرات موفق به جداسازی                                             .مطالعه است          

اناد کاه قاادرناد                 سلولی و پرسلولی شاده                     موجودات زنده تک               

 صورت داخل یا خارج سلولی این نانوذرات را تولید نمایاناد                                                      به  

هاا در تاولایاد               . جذابیت استفاده از میکروارگانیس                                  (   16و     11)   

زیست، تاوزیا                نانوذرات فلزی به دلیل سازگاری بالا با محیط                                           

مناس  و یکنواخت ذرات تاولایاد شاده، پاایاداری باالا،                                              

 بااشاد        پذیری بیشتر، انتشار نور بهتر و آسانی تولید می                                               انعطاف      

های میکروبی زیادی برای تولید                                (. در دو دهه اخیر غربالگری                          1)   

زیستی نانوذرات به دلیل خواص ویاژه ناوری، شایامایاایای،                                                 

ها صورت گرفته است کاه ما یاد                             الکتریکی و فوتوالکتریکی آن                          

هاا،       هایی چون کاتالیسات                   های گوناگون این مواد در زمینه                               استفاده       

اپتیک، دانش داروهای زیستی، مکانیک، م ناطیس و انرژی است.                                                         

تولید زیستی نانوذرات مس یکی از دستاورد علمی از عل  نااناو                                                         

های مختلف علوم پزشکی و صنای  مختالاف                                      است که در عرصه              

پاروری و کشااورزی                   ازجمله غذایی، آرایشی، بهداشاتای، دام                                  

 (.    12کاربردهای فراوانی دارند )                         

شدن پایادا            اساسا  برای اینکه فرایندهای میکروبی قابلیت صنعتی                                                  

هزینه، دارای عملیات پیوسته و سرعت تولیاد باالا                                               کنند باید ک             

های میکروبی جدید برای                         باشند که در این راستا غربالگری سویه                                   

نیل به این هدف بسیار حا ز اهمیت است. فناوری نانو با تولایاد                                                           

های فیزیکوشیمیایی و زیساتای                             مواد و ساختارهای دارای ویژگی                            

اهمیت منحصر به فردی دارد. دسترسی باه نااناوذرات فاوایاد                                                    

فراوانی در علوم پزشکی، دارویی، بهداشتی، دامپزشکی، صناایا                                                          

غذایی و نساجی دارد. نانوذرات فلزی به دلیل بارخاورداری از                                                        

پتانسیل کاربردی بالا توجه زیادی را به خود جلا  ناماوده و                                                      

درهای جدیدی را در زندگی نوین علوم و بهداشت بااز کارده                                                     

است. در بین نانوساختارهایی با فعالیت ضد میکروبی، ناناوذرات                                                           

مس به دلیل دارا بودن خواص کاتالیستی و ضد میکروبی ناقاش                                                      

(. ماقااومات دارویای و  اهاور                         11کند )       پررنگی را ایفا می                 

عاناوان یاک مشاکال                 ها باه       بیوتیک        های مقاوم به آنتی                   میکروب      

بهداشتی مه  تهدید کننده س مت عمومی است. با تاوجاه باه                                                    

خواص ضد باکتریایی، ضد قارچی و ضد ویروسای نااناوذرات                                                  

توان سطو  ضد میکروبای ایاجااد                              مس،  با استفاده از آن ها می                           

هاا،       عنوان پوششی برای تمام سطو  م    در بیمارستان                                              نمود و به         

های عمومی و حتی منازل استفاده نمود. نااناوذرات ماس                                                   مکان    

هاای آن در             همچنین به دلیل ویژگی های خااص و کااربارد                                     

دارنده چوب، حسگر گاز، روان                              ها، نگه         هایی چون کاتالیست                   زمینه     

کننده، مواد الکترونیکی، نانو سیال، انتقال حارارتای، پاوشاش                                                        

، استفاده در صنعات                   های نوری          نانوکامپوزیتی، استفاده در دستگاه                                

 ای برخوردار هساتاناد                   از جایگاه ویژه                پارچه های کتان                رنگرزی      

تولید نانوذرات مس در روش                              (. با توجه به مشک ت عمده                        17)   

فیزیکوشیمیایی، مانند احیای شیمیایی، احیای فتوشیامایاایای و                                                        
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عناوان         های مختلف به                استفاده از لیزر، استفاده از میکروارگانیس                                          

های بالقوه سبز برای تولید نااناوذرات هاماساو و                                             نانوکارخانه           

زیست، توزی  یکنواخت اندازه ذرات، پایدار و                                             سازگار با محیط                

صرفه بودن از نظر اقتصادی پیشناهااد شاده                                        به    همچنین مقرون              

 (.      15است )     

های بومی باکتریاایای                      هدف از این مطالعه بررسی پتانسیل سویه                                    

عنوان زیست کاتالیزگر در احیای زیستی سولفات مس                                                 زی به       آب  

مس و همچنین بررسی اثرات ضدمیکروبی                                     به نانوذرات سولفید                    

 نانوذرات سبز سنتز شده بود.                          

 مواد و رو  ها             

:   یون ماس      به      وم    بومی مقا          های آب زی             زی باکتری         سا      غنی       الف(      

های مناطق مختالاف                   متری از آب            سانتی       11عمق       گیری از           نمونه     

حل    ا سو    فارس، سواحل بوشهار،                      ر، خلیج       خز    ی   یا    ایران شامل در             

های مختلف             وان و همچنین از آب چشمه                       لا   و   کیش       ،   یر قش         ا جز  

استان کردستان انجام شد. نمونه های آب در  اروف دردار                                                    

 آوری و پس از انتقال به آزماایشاگااه در دماای                                            استریل جم           

های       درجه سلیسیوس تا هنگام استفاده نگهداری شدند. نمونه                                                   2

آوری و پس از انتقاال                       آب در  روف در پوش دار استریل جم                                 

درجه سلیسیوس تا هنگاام اساتافااده                                 2به آزمایشگاه در دمای                      

شاده       آوری        ی آب جم         ها      نمونه       از    لیتر          میلی          20نگهداری شدند.               

و در دور          ستریل منتقل شد                  لیتری ا         میلی      21ن   فالکو     ی   ها    به لوله       

rpm  2100          روماناد را           سپس     ژ شد.       قیقه سانتریفیو              د   10به مدت

محیط اناتاخاابای              به      از رسوب         لیتر          یک میلی         ار    مقد     جدا کرده و            

یااد شاده         کشت       های           منتقل شد. به محیط                   تریپتیک سوی آگار                  

ن   ستریل شد          از ا    پس      ماولار،         میلی      1غلظت نهایی              ن مس در         یو    

هاا      وده شد. پلیت            فز    ، ا   نی    و میکر      0/21سرسرنگی         ی   توسط فیلترها            

سالایاسایاوس         جه      در    21ساعت در دماای                52تا      20ت   به مد     

های       ده از ویژگی           ستفا      ا با      کلنی های باکتریایی                    شدند.         گذاری         گرما    

ی   ها      سویه      زی    سا      خال       ماناظاور           به  مشخ  شدند.              ی    اهر      

تریپتیک         کشت       های       محیط    به      کلنی باکتری             هر      ه،    شد      غنی       باکتری        

خطی     روش     به      و   منتقل         مولار ماس           میلی      1سوی آگار حاوی               

دن    خال  بو         ن از      طمینا     ل ا   شد. تجدید کشت تا حصو                    داده      کشت     

باکتری های خال  ساازی شاده                          شد.       م   نجا   ی باکتری ا          ها    یه  ا جد  

جهت نگهداری کوتاه مدت در سط  شیبدار محیط تریاپاتایاک                                                  

 سوی آگار کشت داده شدند.                         

های باکتری جدا شده نسبت به                              ب( تعیین الگوی مقاومت سویه                          

 هاای بااکاتاری جادا                  الگوی مقاومت ساویاه                   یون سمی مس:           

 شده نسبت به یون سمای ماس باا روش رقات در آگاار                                             

   ( gar  i u ion me ho             ( تعیین شد )برای این منظور باه                      10 .)

لیتر از تریپتیک ساوی                       میلی      20لیتری حاوی              میلی      121های       ارلن    

،   5/1،   1،   2/1های خاصی از یون مس )                      شده، غلظت           آگار ذوب          

شاده و ساپاس               مولار( اضافه             میلی      20و     15/1،   11،   12/1،   10

ماتار ریاخاتاه شاد.                 سانتی       0ای به قطر             های شیشه          داخل پلیت         

  2درجه سلیسیوس باه مادت                       20های آگاردار در دمای                       پلیت    

ها خشک شود. ساپاس                   ساعت قرار گرفتند تا سط  مرطوب آن                                

میکرولیتر از محیط مای  که کدورتی ماعاادل اساتاانادارد                                                    10

مک فارلند داشته در سط  محیاط کشات                                   0/1کدورت سنجی            

ها پس         جامد در پتری دیش تلقی  و کشت خطی داده شد. پلیت                                              

 مورد ماطاالاعاه               سلیسیوس       درجه        21گذاری در            روز گرما          5از    

 قرار گرفتند.            

بررسی توانایی تولید خارج سلولی نانوذرات سولفید ماس                                                   ج(    

یک لوپ از کشت تاازه                    های باکتری مقاوم به مس:                           توسط سویه         

ساعته( بر روی محیط تریپتیک سوی آگار را باه ماحایاط                                                  22)   

سااعات در           22تریپتیک سوی برا  تلقی  کرده و به مادت                                      

درجاه        21و دماای          rpm    110انکوباتور شیکردار باا دور                          

گذاری گردید. از این محیط به منظور تلقی  در                                              سلیسیوس گرما            

هاای       درصد از سوسپانسیون                    1محیط های کشت استفاده گردید.                             

 لایاتاری حااوی              مایالای      210های       شده را در ارلن                  باکتری تهیه           

  21لیتر محیط کشت مای  تریپتیک سوی برا  در دماای                                             میلی      10

دور در دقیقه(، باه                     110درجه سلیسیوس بر روی شیکر مدور )                               

گذاری شد. برای جدا کردن توده  باکتری                                        ساعت گرما           22مدت     

یخچال       از محیط کشت مای  تریپتیک سوی برا ، از سانتریفیوژ                                                  

  10درجه سلیسیوس به مدت                       2در دمای           rpm    1000با دور        دار     

دقیقه استفاده گردید. پس از سه بار شستشو با آب فااقاد یاون                                                        

  210هاای       گرم از توده زیستی یاد شده در ارلان                                   10استریل،         
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لیتر آب دمین استریل ریخته شد و                                  میلی      10لیتری که حاوی                 میلی    

درجاه        21ساعت در انکوباتور شیکردار در دمای                                     22به مدت        

قرار داده شد. پس از طای                            rpm    110سلیسیوس و دور شیکر                    

گذاری توده ی باکتری با استفاده از سانتریفیاوژ جادا                                                    دوره گرما         

شاده       آوری        شده و از روماندهای عاری از توده ی باکتری جم                                             

عنوان زیست کاتالیزگر برای احیای زیستی سولفات ماس باه                                                      به  

  210های       نانوذرات مس استفاده شد. برای این منظور به ف سک                                              

شده باکاتاری،                 لیتر از روماند برداشت                       میلی      10لیتری حاوی              میلی    

مولار یاون ماس(                میلی      1محلول سولفات مس )با غلظت نهایی                                

 سااعات در شارایاط دماایای                       22اضافه شده و باه مادت                    

گاذاری شاد.             گرما      rpm    110درجه سلیسیوس و دور شیکر                           21

زمان از محلول سولفات )بدون تلقی  روماند کشت باکتاری(                                                       ه   

 عاناوان         و روماند کشات )بادون ح اور یاون ماس( باه                                  

(. ویژگی نانوذرات ماس                      17های کنترل منفی استفاده شد )                             محیط    

 شده در ماحالاول واکاناش زیسات تابادیالای، باا                                      تشکیل     

  - isi  e spec ropho ome er             .آنالیز شد 

: ساویاه            شناسایی فنوتیپی و مولکولی سویه باکتاری                                       د(    

 کااه بااراساااس آنااالاایاازهااای                     Cu25باااکااتااری        

  - isi  e spec ropho ome er                          دارای قابلیت سناتاز خاارج

سلولی سولفات مس به نانوذره ی سولفید مس بود انتاخااب و                                                     

مورد شناسایی فنوتیپی و مولکولی قرار داده شد. شناسایی اولیاه                                                            

های  اهری کلنی رشد یافته بر                               ویژگی     با استفاده از                 Cu25سویه      

روی محیط کشت تریپتیک سوی آگار مانند رن ، فرم کالانای،                                                    

اندازه، برجستگی و اتصال به سط  آگار، رن  آمیازی گارم و                                                      

آزمون های اکسیداز، کاتالاز، توانایی تولیاد اساپاور، اوره آز،                                                          

هیدرولیز ژلاتین، احیای نیترات،  مصرف سایاتارات، باررسای                                                   

     استخاراج         (.        20-22انجام شد     )                 2 حرکت و تولید              

 باااا اساااتااافااااده              Cu25ژناااومااای ساااویاااه            

 شاارکاات مااتاااباایااون                   از کاایاات اسااتااخااراج                

   ( i- ac eria   enomic      so a ion  i  mi-         )

طبق دستورالعمل شرکت سازنده انجام شد. تک یر قطعه ژناومای                                                       

با استفاده از پرایمرهای عمومی                                 Cu25سویه باکتری                         

          (  -          CC   C C  -       و )rp2   

   (  -  C  C  CC      C  C  -           اناااجاااام ) 

 (.    26شد )    

میکرولیتر مخلاوط واکاناش،                          21در حج  نهایی                 C واکنش       

،    C    ،2 gC میکرولیتر ماسترمیکس )بافار                             12/1متشکل از          

    s          آنزی ، a -po  merase    ،)1                       میکرولیتر پارایامارهاای

 مایاکاروماولار(،               10دست )غلظت تقریبای                    بالادست و پایین              

نااناوگارم بار              00الگو )غلظت تقریابای                        میکرولیتر             1

با استفاده از دساتاگااه                         C میکرولیتر آب                7/1میکرولیتر( و              

کشور آلمان( انجام                      io- a کمپانی              Cترموسایکلر )مدل                 

درجاه        71گرفت. برنامه تک یری با واسرشت اولیه در دماای                                             

صاورت        سایاکال باه         60دقیقه سپاس             1سلیسیوس به مدت                

ثانیه،          21درجه سلیسیوس به مدت                       71واسرشت شدن در دمای                    

ثانیه و           21درجه سلیسیوس  به مدت                        10اتصال پرایمر در دمای                      

دقیقه انجاام               2درجه سلیسیوس  به مدت                        52گسترش در دمای               

  10درجه سلیسیوس به مدت                       52شد. گسترش نهایی در دمای                         

با استفاده از ژل الکتروفاورز                                C دقیقه انجام گرفت. محصول                         

بررسای شاد. باا                   و در شرایط بافری                    00درصد، ولتاژ               1

  1100    مشاهده تک باندهای مشخ  و قرار گرفته در نااحایاه                                            

منظور تعیین توالی باه شارکات                             به       C جفت بازی، محصول                 

هاای       زیست فناوران ارسال شد. نتایج مربوط به تعییان تاوالای                                                 

   io  i افازار         و برگشت پس از ویرایش تاوساط نارم                                 رفت   

    دسات     های باه        صورت یک توالی کامل تهیه شد. سپس توالی                                       به  

باا        C موجود در بانک ژنی                          افزار         آمده توسط نرم             

های باکتاری              ترین سویه           های موجود مقایسه شد و نزدیک                             باکتری      

تعیین شد. توالی ژنومی حاصال از                                           بر اساس توالی               

در باناک ژنای ثابات                   e uin تعیین توالی با استفاده از برنامه                                  

تجزیه و تحلیل فیلوژنیک و ترسی  درخت به کمک نارم                                                شدند.       

و باا        eigh or- oining و بر پایاه روش                   .    افزار       

 oo s rap  1000                  ( 22تکرار انجام شد    .) 

یک لوپ کامل از                تولید خارج سلولی نانوذرات سولفید مس:                                      ه(    

سااعاتاه         22شده از یک کشت                   ، برداشت        Cu25سویه باکتری             

محیط تریپتیک سوی برا ، به یک محلول نمکی استریل حاوی                                                     

شده و باه مادت نایا                     درصد نمک سدی  کلراید منتقل                              0/01
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ها  زده          rpm  200ساعت بر روی یک شیکر دورانی با سرعت                                    

شد. پس از شمارش در زیار مایاکاروساکاوپ تاوساط لام                                          

 لیتر از غالاظات بااکاتاری ماورد ناظار                                میلی      1ن وبارحدود            

   (C   m     010        1      به )لیتر محیط کشت مای  تریپتیک                              میلی      100

لیتری و در شارایاط                    میلی      210های       سوی برا  درون ف سک                  

و بر روی شیکر دورانی با سارعات                                سلیسیوس       درجه        21دمایی       

rpm    110          گذاری شد. برای جدا کاردن                           ساعت گرما           22به مدت

توده زیستی باکتری از محیط کشت مای  تریپتیک سوی بارا ،                                                      

 دور در دقایاقاه در دماای                      1000از سانتریفیوژ یخچال دار با                            

دقیقه استفاده گردید. پس از سه                                 10به مدت          سلیسیوس       درجه        2

گرم از توده زیساتای                       21بار شستشو با سرم فیزیولوژی استریل،                                    

لایاتار سارم            مایالای      100لیتری  حاوی               میلی      210های       در ارلن       

ساعت در شایاکار                22فیزیولوژی استریل ریخته شد و به مدت                                    

 و دور شایاکار            سلیسایاوس       درجه        21انکوباتوردار در دمای                      

rpm    110                                                 قرار داده شد. پس از گرماگذاری، توده باکاتاری باا

آوری، از رومااناد                   استفاده از سانتریفیوژ جدا شد. پس از جم                                        

عنوان زیست کاتالیزگر، برای تولیاد                                    فاقد توده زیستی باکتری، به                          

زیستی نانوذرات سولفید مس استفاده شد. برای این منظور باه                                                        

لیتار از رومااناد                  میلی      100لیتری حاوی              میلی      210های       ف سک    

 شده باکتری، محلول سولفات مس )با غلظت ناهاایای                                                برداشت      

سااعات        22و     7شده و به مدت                مولار یون مس( اضافه                      میلی      1

 و دور شایاکار              سالایاسایاوس       درجه        20در شرایط دمایی                

rpm    110                  زمان از محلول سولافاات                        طور ه         گرماگذاری شد. به

عنوان محیط کنتارل                    ( به      Cu25مس )بدون تلقی  روماند باکتری                              

های اولیه یون ماس بار                       استفاده گردید. برای بررسی اثر غلظت                                  

های متافااوت              روی تولید خارج سلولی نانوسولفید مس، غلظت                                        

مولار به روماند عاری                       میلی      10و     5/1،   1،   2/1از یون مس شامل                

سااعات، تشاکایال               12از توده زیستی افزوده شد. پاس از                                

نانوسولفید مس با روش اسپکتروفتومتر بررسی شاد. شاایاان                                                    

 یادآوری است که در این مرحله  در همه موارد، دمای واکاناش                                                     

  rpm    110و دور شیکر برابار                    5برابر            pدرجه سلیسیوس،                 21

 (.    17ها با سه تکرار انجام شد )                           بود. همه آزمون              

نانوذرات سولفید مس تشکایال                            تا ید نانوذرات سولفید مس:                         و(    

عاری از کشات               روماند      شده در محیط زیستی حاصل از واکنش                                   

عنوان زیست کاتالیزگر در معار  ساولافاات                                       به    Cu25باکتری        

   is -  های دستگاه اسپکتروفتومتاری                             مس، با استفاده از تست                     

   ( pecor  2                                  دساتاگااه فالاورسااناس ،)سااخات آلاماان

ساخت شارکات آپا یاد ساانایاس(،                           arian )اسپکتروفتومتر                

  ira  -  u مدل   )          یا    سنج پراش انرژی پرتوایکس                             طیف   

ساناجای        ، دستگاه طیاف            (   کشور چک           C   ساخت کمپانی             

  ruker    C    22 )مدل            قرمزیا          تبدیل فوریه مادون                 

ساخت کشور آلمان(، هیستوگرام و منحنی نرمال مربوط به دامنه                                                          

هاای       پراکنش اندازه نانوذرات مس و همچنین الکترومیکروگراف                                                  

-  ira )مدل         شده با میکروسکوپ الکترونی نگاره یا                                      تهیه      

  u               ساخت کمپانی   C                              کشور چک( مورد بررسی قرار

منظور تعیین طیف جذبی اسپکتروفتومتری و طایاف                                               گرفت. به        

هاا باا         نشر فلورسانس محلول رویی حاصل از سانتریفیوژ، نمونه                                                 

،   سلیسیوس       درجه        2دقیقه در دمای                 1به مدت          g      1000 سرعت      

با هادف             و        ،       سانتریفیوژ شد. سپس آنالیزهای                              

چنین بررسی              شده و ه             های تشکیل           بررسی وضعیت نانوکریستال                       

ها انجام پذیرفت. برای این منظور ابتدا روماناد                                                شکل و اندازه آن               

میکرونی           0/22عاری از توده زیستی باکتری از فیلترهای سرنگی                                             

عبور داده شد و سپس با هدف رسوب نانوذرات سولفید ماس،                                                    

ها افزوده شد و پاس از                        به نمونه          1به      6اتانول مطلق به نسبت                     

دقایاقاه(، رساوب                60به مدت          g    1000  چند بار سانتریفیوژ )                    

حاصل با آب قافد یون استریل شستشو داده شاد. درناهاایات                                                   

سااخات        pha  -2 p us  ها در دستگاه فریزدرایر )مدل                               نمونه     

ساعت خشاک            22کشور آلمان( به مدت                       ar in Chris شرکت      

 (.  17شد )    

بررسی ت ثیر خواص ضد میکروبی نانوذرات سولفید مس بار                                                   ز(    

از روش اناتاشاار در                  های باکتری و قارچی بیمارگر:                               روی گونه        

ارزیاابای         به منظاور          ( بر آگار            isk  i  usion me ho دیسک )      

  رومااناد      اثرات ضد میکروبی نانوسولفید مس تولید شده توسط                                               

هاا و        (. بااکاتاری         21استفاده شد )              Cu25کشت باکتری منتخ                   

،      CC25 22   اشریشیا کالای             های مورد مطالعه شامل                        قار     

 آساپارژیالاوس ناایاجار                 ،      CC  5   باسیلوس سر وس               
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    C-     5    ،                     آسااپاارژیاالااوس فااوماایااگاااتااوس 

 (   C-          ،)                      استافیلوکوکوس اور وس (  CC  5   ) 

 ( باودناد.            CC  5  )   سودومونااس آ اروجایاناوساا                      و     

باکتری های مورد مطالعه به صورت آمپول لیوفلیزه و قار  هاا                                                         

به صورت کشت فعال از مرکز ذخایر زیستی و ژنتیکای ایاران                                                     

متار       میلی      7های کاغذی استریل به قطر                           خریداری شدند. دیسک                  

ساعت آغشته شاد                 1به روماند حاوی نانوسولفید مس به مدت                                     

  سلیسایاوس       درجه        65های تلقی  شده در دمای                         و سپس دیسک          

 ساعت قرار داده شد تا کام   خشک شود.                                       7به مدت        

ها و قار  های تهیه شاده                          طی این روش از سوسپانسیون باکتری                               

)پس از شمارش در زیر لام ن وبار( در ماحایاط هاای کشات                                                

زمینی دکستروز برا  با سوآپ استریل                                     لوریابرتانی برا  و سی                       

هاای       های کشت مولر هینتون آگار )برای بااکاتاری                                       روی محیط        

زمینی دکستروز آگار )برای قار  های ماورد                                          زا( و سی            بیماری      

 مطالعه( با سوآپ استریل کشت داده شد.                                     

های آغشته به محلول حاوی نانوسولافایاد ماس                                         سپس دیسک        

شده در واکنش زیست تبدیلی، با فاصالاه ماعایان از                                              تشکیل       

ساعت برای باکتری هاا در                          22یکدیگر و از لبه پلیت به مدت                             

درجاه        21درجه سلیسیوس و قار  هاا در دماای                                  65دمای      

سلیسیوس گرماگذاری شدند. پس از آن قطر هاله عادم رشاد                                                   

ایجاد شده توسط نانوذرات سولفید مس تولید شده علیه هریک                                                       

زا تاوساط خاط کاش                 هاای بایامااری            ها و قاار            از باکتری         

 گیااری شااد.                متااری، اناادازه                  میلای     

 یافته ها        

پذیری باالا باه                های باکتری دارای تحمل                       الف( جداسازی سویه                 

های آب،           سویه باکتری جدا شده از نمونه                              101از بین          یون مس:       

ساویاه        20شناسی بیوشیمیاایای،                     های ریخت          بر اساس ویژگی             

،   Cu     ،Cu    ،Cu22   ،Cu25های:        گذاری شده با نام                  باکتری )نام           

Cu5    ،Cu     ،Cu    ،Cu     ،Cu     ،Cu2    ،Cu2    ،Cu    ،Cu    ،

Cu2   ،Cu     ،Cu 5   ،Cu     ،Cu     ،Cu5      وCu2       کاه )

  1پذیری را نسبت به یون سمی مس )بالاتار از                                         بالاترین تحمل            

 (.    1مولار( از خود نشان دادند انتخاب گردیدند )نمودار                                                  میلی    

های باکتری با قابلیت تولید خارج سلاولای                                         غربالگری سویه             ب(    

سویاه بااکاتاری باا قاابالایات                         20از میان           نانوسولفید مس:              

پذیری بالا نسبت به یون سمی مس، تنها روماناد کشات                                                 تحمل    

شده از دریای خازر،                       آوری      ، جدا شده از آب جم                    Cu25سویه      

های مس به نانوسولفید ماس،                            قادر به احیای خارج سلولی یون                            

مولار از یون سمی مس بود که با استافااده از                                           میلی      1در غلظت         

سنجی جذبی اسپکاتاروفاتاوماتاری و نشاری                                   آنالیزهای طیف             

 ها با اسپکتاروفاتاوماتاری                      فلورسانس مشخ  شد. آنالیز نمونه                              

  - is                              نانومتر           672موج       ، یک پیک جذبی مشخ  را در طول

)پیک اختصاصی برای نانوذرات مس( را نشان داد که بایااناگار                                                      

وجود نانوسولفید مس در محلول واکنش زیست تبدیلی اسات                                                   

قسمت الف(. بر اساس مناب  معتبر بیشینه پیک جذبای                                                  1)شکل      

   بااشاد      نانومتر مای            100تا      600های       موج       نانوذرات مس در طول                  

. در محلول کنترل )عاری از روماند کشت باکتاری(،                                               (   25و     27)   

 های باکتریایی آب زی جداسازی شده  به یون مس در محیط کشت تریپتیک سوی آگار. الگوی تحمل پذیری سویه: 1نمودار 
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نانومتر هی  پایاک جاذبای                        500تا      600های بین           موج     در طول        

(. در ادامه و با هدف اطمیناان                              قسمت ب        1شکل     مشاهده نشد )            

از تشکیل نانوسولفید مس در واکنش زیست تبدیالای تاوساط                                                  

هاا باه کاماک             ، آنالیز نمونه              Cu25روماند کشت سویه باکتری                        

هاا باا         (. آنالیز نمونه               2سنجی فلورسانس انجام شد )شکل                               طیف   

سنجی فلورسانس، یک پیک نشری مشخ  را در طاول                                             طیف   

نانومتر را نشان داد که بیانگر وجود نانوسولفید ماس                                                    277موج       

 (.      2در محلول واکنش زیست تبدیلی است )شکل                                     

بر اساس مناب  معتبر بیشینه پیک نشری نانوذرات سولفیدی مس                                                         

   (Cu            در طول )     باشد که پیک               نانومتر می            250تا      220های       موج

(. در       20نانومتر مربوط به نانوسولفید مس اسات )                                      250نشری      

هاای       ماوج     محلول کنترل )بدون روماند کشت باکتری(، در طول                                              

 نانومتر هی  پیک نشری مشاهده نشد.                                  110تا      210بین     

:       شناسایی فنوتیپی و مولکولی سویه مناتاخا                                       ج( نتایج          
که بر اساس آنالیزهای  اهری و مشاهدات                                        Cu25سویه باکتری             

دستگاهی با استفاده از آنالیزهای اسپکتروفتومتری و فلورساناس                                                           

قابلیت احیای زیستی سولفات مس به نانوذرات سولفید مس را                                                       

شانااسای و           های ریاخات          دارا بود، انتخاب و بر اساس ویژگی                                

ها مورد شنااساایای قارار                        بیوشیمیایی تشخیصی متداول باکتری                               

گرفت.  بر اساس خصوصیات مورفولوژیک و بیوشیمیایی و بار                                                     

 ارتابااط            های مرج  و مقالات منتشر شده در ایان                                   اساس کتاب         

  بااسایالاوس       عنوان         طور موقت به               به      Cu25(، سویه         27و     21)   

( تشخی  داده شاد.                                        )   لیکنی فورمیس            

و ب ست نمودن آن                             پس از مشخ  شدن توالی ژن                         

، باکتری مورد نظر شناسایی شد. بار                                    C در پایگاه داده های                    

 اساس نتایج حاصل از ب ست این ساویاه دارای مشااباهات                                               

باسیلوس لیکنی               های متعلق به گونه باکتری                            درصدی با سویه               77
 باود. در اداماه، پاس از تاعایایان تاوالای ژن                                       فورمیس      

این ژن در بانک اط عات ژنی با شماره دسترسای                                           ،           

های فیلوژنیکی نایاز                     ثبت گردید. تجزیه و تحلیل                            5 5   

های سولفات مس )غلظت یون  های نشری فلورسانس محلول طیف:  2شکل 

( و به دنبال اضافه  (، بدون روماند )قسمت 5برابر    pمولار،  میلی 1مس 

ساعت واکنش  12و  7(، پس از  )قسمت  Cu25کردن روماند کشت سویه 

دور در  110درجه سلیسیوس روی شیکر مدور ) 21زیست تبدیلی در 

 دقیقه(.

(، بدون روماند )قسمت ب( و به دنبال اضافه 5برابر   pمولار،  میلی 1های سولفات مس )غلظت یون مس  های جذبی اسپکتروفتومتری محلول طیف:  1شکل 

 درجه سلیسیوس.  21ساعت واکنش زیست تبدیلی در حرارت  12و  7)قسمت الف(، پس از  Cu25کردن روماند کشت سویه 
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 ها در پرانتز آورده شده است. . شماره دسترسی سویه         بر اساس تک یر ژن  باسیلوسو سایر اع ای جنس  Cu25درخت فیلوژنی سویه: 6شکل 

تعلق دارد و             باسیلوس         تا ید نمود که سویه مورد نظر به جنس                                    

ای جدید متعلق به                    تواند به عنوان سویه                       ع وه بر این احتمالا  می                      

بانادی شاود. در                طبقاه      باسیلوس لیکنی فورمیس                    گونه باکتری             

باه              درخت فیلوژنی که بر اساس آنالیزهای توالی ژن                                            

آمده است، موقعیات ساویاه                           دست       به    neigh or- oiningروش     

Cu25              نشاان داده             باسیلوس       های متعلق به جنس                    در میان گونه

 (.  6شده است )شکل              

های اولیه یون مس بر روی تولید نانوسولفید ماس                                               اثر غلظت        د(    
شده توسط روماند کشت باکتری بااسالاوس                                       در واکنش کاتالیز                

    نشان داده           2همانگونه که در شکل                    :         لیکنی فورمیس سویه                   

ماولار،         میلی      10تا      2/1شده است، با افزایش غلظت یون مس از                                   

یک افزایش تدریجی در طیف جذبی مارتاباط باا تشاکایال                                             

  12نانوسولفید مس در مخلوط واکنش زیست تبدیلی، پس از                                                 

و     5برابر          pدرجه سلیسیوس،                 21ساعت گرماگذاری در دمای                        

بااسالاوس های اولیه یون مس بر روی تولید خارج سلولی نانوسولفید مس در مخلوط واکنش زیست تبدیلی حاوی روماند کشت باکتری  اثر غلظت:  2شکل 

 . Cu25سویه  لیکنیفرمیس
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هیستوگرام دامنه پراکنش اندازه   -ب.   Cu25باکتری  حاصل از نانوسولفید مس تولید شده توسط روماند کشت سویه    تصویر  -الف:  1شکل 

باکاتاری نانوذرات مس تولید شده توسط روماند کشت     طیف :  7شکل 

 Cu25.سویه باسیلوس لیکنی فورمیس 

وجود دارد. حداک ر تولید نانوسولفید ماس                                         rpm  110دور شیکر          

رو در         مولار یون مس به دست آمد. از ایان                                میلی      5/1در غلظت         

  5/1مطالعات اخیر برای حداک ر تولید نانوذرات از غالاظات                                                 

  5/1های بالاتر از                حال در غلظت             مولار استفاده شد. با این                         میلی    

مولار، به دلیل احتمالا  سمیت یون مس، راندماان تاولایاد                                                    میلی    

 یافته است.            نانوکوانتوم دات سولفید مس کاهش                                

سناجای نااناوذرات                 های میکروسکوپی و طیف                      نتایج بررسی           ه(    
در    :         تولید شده توسط باسیلوس لیکنی فورمیس ساویاه                                          

شده توسط میکروساکاوپ                      های تهیه            الکترومیکروگراف                 1شکل     

و دامنه پراکنش اندازه نانوذرات مذکاور نشاان                                                الکترونی          

شده اسات،              نشان داده           1گونه که در شکل                  شده است. همان                 داده    

های حاصل، تولید نانوسولفید مس باا پاراکاناش                                           میکروگراف         

نانومتر( و متوساط انادازه ذرات                                12-60باریک اندازه ذرات )                   

و تحالایال           در ادامه و با هدف تجزیه                          نانومتر را نشان داد.                      21/1

      ساختاری و مشخ  نمودن ترکی  عنصری نماوناه نااناوذره                                              

سنجی پراش انرژی پارتاو ایاکاس                             زیستی تولید شده، از طیف                       

شاده       های نشاان داده                 هریک از پیک             7استفاده شد. در شکل                    

 باشند.          مخت  یک ات  و نشانگر یک عنصر می                               

را در تارکایا  نااناوذرات                          و   Cuوجود عناصر                  آنالیز      

کند. در           شده در مخلوط واکنش زیست تبدیلی تا ید می                                         تشکیل       

 نهایت و با هدف بررسی وجود احتمالی عاوامال پاوشااناناده                                                  

   (Capping agen s                                       زیستی در نانوذرات تولید شاده، آناالایاز )

 آماده        دسات     (. با توجه به ناتاایاج باه                      5انجام شد )شکل                     

توان گفت که پیک پهان  ااهار شاده در                                   می        از آنالیز           

کشات نانوذرات مس تولید شاده تاوساط رومااناد       طیف :  5شکل 

 Cu25.سویه باسیلوس لیکنی فورمیس 
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    مارباوط باه گاروه                 6100تا      6000محدوده عدد موجی                 

 موجود در ح ل آب و یا گروه کربوکسیلیک اسید می بااشاد.                                                    

از طرفی چون پیک مربوطه پهن می باشد می توان گافات کاه                                                   

 پیوند هیدروژنی برقرار نموده اسات. ایان پایاوناد                                                گروه      

باا        می تواند مربوط به خود ح ل آب یا مربوط به پیوند                                                

دهنده باکتاری                ترکیبات آمینی موجود در ساختار پروت ین پوشش                                          

مرباوط         2710تا      2721باشد. دو پیک  اهر شده در محدوده ی                                   

کششی موجود در ترکیبات آلی می باشد. پایاک                                           -Cبه گروه         

کشاشای در             Cمربوط به            1712 اهر شده در عدد موجی                      

 ترکیبات آلی است. پایاک  ااهار شاده در عادد ماوجای                                         

موجود در پروت ین ها می باشاد و                                  -Cمربوط به پیوند                  1027

مارباوط باه            07/702در نهایت پیک  اهر شده در عدد موجی                                   

تشکیل پیوند فلزی می باشد که این می تواند نشان بدهد پیوناد                                                          

Cu-                                               در این محدوده تشکیل گردیاده و نشاان از تاولایاد

 (.  5نانوذرات زیستی مس توسط باکتری است )شکل                                        

آماده          دسات     نتایج باه        :     فعالیت ضد میکروبی نانوذرات مس                             و(    

باشد. با ایان                اثر مهاری نانوذرات مس تولید شده می                                      دهنده         نشان    

سودوماونااس           روش، بیشترین اثر مهاری نانوذره برعلیه باکتری                                              
متر از خود نشان داد و کاماتاریان                                میلی      26با مهار         آ روجینوسا            

ماتاری عالایاه قاار                   میالای      10میزان مهارکنندگی را با مهار                             

هاا      نشان داد. اثر مهاری بر سایر باکتری                                  آسپرژیلوس فومیگاتوس                     

  22تاا      12های مورد مطالعه نیز با میانگیان ماهااری                                        و قار       

 (.  0متری نشان داده شد )شااکل                            میلی    

   بح    

 هاای بااکاتاری              در این پژوهش، جداسازی و شناسایی ساویاه                                    

آب زی با پتانسیل تولید خارج سلولی ناناوذرات ماس ماورد                                                    

های       گاه     های ساکن در زیست                  مطالعه قرار گرفت. میکروارگانیس                                

زی از ناظار خصاوصایاات                     زی نسبت به انوا  خشاکای                       آب  

طور ماعاماول             فیزیولوژیک و تنو  متابولیکی متفاوت بوده و به                                            

 های فعال زیستی دارند.                         توانمندی بالایی در تولید فرآورده                               

های سااکان            مدت میکروارگانیس                    با توجه به سازگاری طولانی                          

،    pگاه دریایی با شرایط سخت محیطی از نظر دماا،                                             در زیست       

هاای       های مختلف نمک و عناصر کمیاب، کانادیاد                                     فشار، غلظت          

های مبتنی بر شایامای ساباز بارای                              عنوان کاتالیزور                 مناس  به        

 (.      60شوند. )         محسوب می        زیست تبدیلی میکروبی                     مطالعات         

پذیاری         زی با قابلیت تحمل                   سویه باکتری آب                101در این راستا،               

هاای       مولار(، از نموناه                 نسبت به یون مس )غلظت اولیه یک میلی                                  

شده از مناطق ایران، بر اساس تکنایاک                                       آوری      جم        مختلف آب        

ها نسبت به یاون                  سازی جدا شدند. مقاومت ذاتی این سویه                                     غنی   

ای( ماورد            مس با استفاده از روش رقت در آگار )کشت نقاطاه                                          

ساویاه        20آماده،         دست       بررسی قرار گرفت. بر اساس نتایج به                                 

مولار نسبت باه یاون                    میلی      15/1تا      1پذیری بین             قابلیت تحمل           

های برتر به منظور ارزیابی سنتز                                  عنوان سویه            مس را داشتند که به                  

 خارج سلولی نانوذرات مس مورد بررسی قرار گرفتند.                                                

  20پذیری بالا،              زی با قابلیت تحمل                   های باکتری آب               از میان سویه            

سویه باکتریایی که بالاترین توان تحمل را نسبت به یاون ماس                                                       

مولار( انتخاب شدند و از نظر باررسای                                    میلی      1داشتند )بالاتر از                  

  1قابلیت احیای سولفات مس به نانوذرات مس در غالاظات                                               

هاای       مولار مورد بررسی قرار داده شدند. بر اساس یاافاتاه                                               میلی    

قادر به تولیاد زیساتای                       Cu25آمده،  تنها روماند سویه                             دست     به  

صورت خارج سلولی بود. مزیت تولید خاارج                                          نانوذرات مس به              

شده در ماخالاوط  نتایج اثر مهاری نانوذرات سولفید مس تشکیل :  0شکل 

 های مورد مطالعه. ها و قار  واکنش زیست تبدیلی علیه برخی باکتری
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سلولی نانوذره سولفید مس توسط سویه باکتری جدا شاده در                                                     

تحقیق حاضر در این است که تولید داخل سالاولای نااناوذره                                                   

مذکور پرهزینه بوده و نیاز به مراحل اضافی جهت اساتاخاراج                                                      

وسیله باکتاری ماورد                     نانوذرات از درون سلول دارد  بنابراین به                                       

توان به تولید خارج سلولی نانوذرات مس، بدون نیاز                                                   بررسی می        

  Cu25یافت. سویه باکاتاری                       به مراحل پیچیده استخراج، دست                            

عنوان سویه برتر انتخااب گاردیاد و ماورد شانااساایای                                               به  

 شناسی و مولکولی قرار گرفت.                              ریخت    

ای گرم م بت، متحر ، ازنظر واکنش کاتاالاز                                          سویه یاد شده میله                 

و اکسیداز م بت، ازنظر تشکیل آندوسپور م بت، از نظر مصارف                                                        

هاوازی         سیترات و احیای نیترات و همچنین رشد در شرایط بای                                              

درجه        20تا      11م بت بود. همچنین قابلیت رشد در دماهای بین                                           

سلیسیوس را داشت. نتایج آنالیزهای مورفولوژیک و فیلوژنیکی                                                         

بااسایالاوس         نشان داد که این جدایه دارای بیشترین مشابهت به                                               

             rباشد. توالی نوکل اوتایادی ژن                           می    لیکنی فورمیس            

در بانک اط عات                    5 5   با شماره دسترسی                   Cu25سویه      

 باشد.         دسترس می          بل  قا      C ژنی     

در ادامه، سنتز خارج سلولی نانوذرات سولفید مس تولید شاده                                                        

تاحات        Cu25ساویاه      باسیلوس لیکنی فورمیس                    توسط باکتری             

شرایط بهینه واکنش زیست تبدیلی مورد بررسی قرار گرفت کاه                                                       

دست آمده، روماند سویه یاد شاده پاس از                                       بر اساس نتایج به                

مولار(، قاادر               میلی      5/1مواجهه با محلول سولفات مس )غلظت                                 

به سنتز خارج سلولی نانوذرات سولفید مس کروی با میانگایان                                                       

درجاه        60و دمای بهینه                0بهینه برابر                pنانومتر در              21/1اندازه        

 گاذاری در دور شایاکار                   ساعت گرماا           22سلیسیوس پس از               

rpm   100             .بوده است 

( با استفاده از روماناد                        ani ( و رانی )          han kri i شانت کریتی )            

 ساودوماونااس فالاورسااناس                    عاری از کشات بااکاتاری                    
( در مقیاس آزمایشگاهی، ماوفاق                                                    )   

صورت خاارج سالاولای باا                      به تولید نانوذرات کروی مس به                            

و در مواجهه با محلول                        5برابر          pنانومتر در              27میانگین اندازه                

 (.    15گرم در لیتر شدند )                    میلی      610سولفات مس در غلظت                   

در مطالعه صورت پذیرفته در ارتباط با تولید نانوذرات مس باا                                                          

 استفاده از سویه های میکروبی، نتایج تاحاقایاقاات قارباانای                                                   

   ( hor ani     )                                        و همکاران نشان داد که عصاره کشات بااکاتاری

( پاس از                               )       سالمون  تیفی موریوم                   

مولار(،  قادر به ساناتاز                        میلی      1مواجهه با محلول نیترات مس )                           

  27خارج سلولی نانوذرات مس با میااناگایان انادازه ذرات                                               

   . ( 61نانومتری بوده است )                   

در مطالعه صورت پذیرفته در ارتباط با تولید نانوذرات مس باا                                                          

 ری    و استفاده از سویه های قارچی، نتایج تحاقایاقاات ساالاواد                                               

   ( a  a ori   )                                         و همکاران نشان داد کاه تاوده زیساتای قاار

 (، پاس از ماواجاهاه باا                                  )       هیپوکریا لیکسی              

محلول کلرید مس، قادر به سنتز نانوذرات مس در شرایط بهیناه                                                         

 ، غلظت اولیه یون ماس و دور شایاکار                                 pشده ازنظر دما،                  

 (.      62بوده است )          

در این پژوهش کارایی فعالیت ضد میکروبی نانوذرات سولفیاد                                                       

شده توسط روماند کشات بااکاتاری جادا شاده                                      مس تشکیل        

هاای       ، علیه برخی باکتاری                  Cu25سویه        باسیلوس لیکنی فورمیس                    

زا بررسی شاد.                های بیماری            گرم م بت، گرم منفی و برخی قار                               

نتایج نشان داد که نانوذرات زیستی تولیدشاده عالایاه تاماام                                                     

های مورد بررسی، اثر مهارکنندگی رشد را دارد. با ایان                                                      میکروب      

  باسیلوس سر اوس             و         سودوموناس آ روجینوسا                    حال، حساسیت               

های مطالعه شده بیشتر بود. همچنین                                    در مقایسه با سایر ارگانیس                           

های باکتری گرم ما ابات و                         آمده، سویه            دست       بر اساس نتایج به                

ها حساسیت بیشتری در برابر ناناوذرات                                      منفی در مقایسه با قار                       

هاا در ماقاابال               سولفید مس از خود نشان دادناد. بااکاتاری                                   

اند.        ها و اک ر عوامل ضد باکتریایی مقاومت پیدا کرده                                               بیوتیک        آنتی    

های عافاونای             این مقاومت وراثتی شده و منجر به ادامه بیماری                                            

 های س متی است.                  ترین نگرانی             شود و این یکی از بزر                        می  

 در چند دهه ی اخیر نااناوماواد باه دلایال خاواص ماها                                              

های ماهااری             شامل بزر  بودن نسبت سط  به حج  و فعالیت                                       

 ها تاوجاه زیاادی را باه خاود جالا                                بالا بر ضد باکتری                

کرده است. به خاطر اثرات ضد میکاروبای و ضاد قاارچای                                               

ها در بسیاری از ماحاصاولات تاجااری،                                 نانوذرات مس از آن                 

 شااود.        پزشکی و بهاداشتاای استاافاده می                               
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 نتیجه  یری          

زی با پتاانسایال                 های باکتری آب               در این پژوهش، شناخت سویه                        

هاای       تولید نانوذرات مس مورد توجه قرار گارفاتاه و ساویاه                                             

های آبی مختلاف در ایاران جاداساازی و                                    متعددی از نمونه               

های بومی جدید باا                    شناسایی گردید. غربالگری میکروارگانیس                                      

تواند جاایاگااه اساتافااده از                           قابلیت تولید نانوذرات فلزی می                             

های میکروبی در تولید نانومواد را بهبود بخشیده و آیاناده                                                         روش   

تری را ترسی  نماید. با توجه به هادف ایان پاژوهاش                                                مناس      

صورت برون سلولی به مناظاور                            درتهیه زیستی نانوذرات مس به                           

تر و ایجاد شرایط مناس   تاولایاد ماطالاوب                                       مطالعات آسان            

سازی عوامال ما ثار بار                      نانوذرات،  بنابراین امید است با بهینه                                     

فرآیند سنتز میکروبی نانوذرات و بررسای پاایاداری شاان و                                                    

های میکروبی در احایاای زیساتای                              همچنین مطالعه مکانیس                      

سولفات مس به نانوکوانتوم دات سولفید مس، ع وه بر ترویاج                                                       

هاای باالاقاوه              های مبتنی بر شیمی سبز، بتوان از  رفیات                                       روش   

عنوان زیست کاتالیازگارهاای                           زی بومی به            های باکتری آب               سویه    

تر از ماقایااس               های بزر           قیمت در مقیاس               ایمن، ساده و ارزان                    

 بهره جست.             آزمایشگاهی          

 

   کر و  دردانی              

این مقاله بخشی از پایان نامه کارشناسی ارشاد باوده کاه باا                                                       

حمایت دانشگاه کردستان به انجام رسیده است. نویسندگان این                                                         

 مقاله از تمام کسانی که در اجرای این ماطاالاعاه هاماکااری                                                   

 نموده اند، کمال قدردانی و امتنان را دارند.                                              

References 

1. Li X, Xu H, Chen ZS, Chen G. Biosynthesis of nanoparticles by microorganisms and their  

applications. J Nanomater. 2011; 2011: 1-25.  

2. Su X, Zhao J, Bala H, Zhu Y, Gao Y, Ma S, Wang Z. Fast synthesis of stable cubic copper 

nanocages in the aqueous phase.  J Phys Chem C. 2007; 111(40): 14689-14693. 

3. Dadgostar N, Ferdous S, and Henneke D. Colloidal synthesis of copper nanoparticles in a  

two-phase liquid–liquid system. Mater Lett. 2010; 64(1): 45-48. 

4. Lee HJ, Lee G, Jang NR, Yun JH, Song JY, Kim BS. Biological synthesis of copper 

nanoparticles using plant extract. Nanotechnol. 2011; 1: 371-374. 

5. Raja M, Subha J, Ali FB, Ryu SH. Synthesis of copper nanoparticles by electroreduction 

process. Mater Manuf Process. 2008; 23(8): 782-785. 

6. Yus H. Hydrothermal/solvothermal processing of advanced ceramic materials. J Ceram Process 

Soc Jpn. 2001; 109(1269): 65-75. 

7. Amendola V, Meneghetti M. Laser ablation synthesis in solution and size manipulation of noble 

metal nanoparticles. Phys Chem Chem Phys. 2009; 11(20): 3805-3821. 

8. Suryanarayana C. Mechanical alloying and milling. Prog Mater Sci. 2001; 46(1): 1-184. 

9. Lisiecki I, Filankembo A, Sack-Kongehl H, Weiss K, Pileni MP, Urban J. Structural 

investigations of copper nanorods by high-resolution TEM. Phys Rev B. 2000; 61(7): 4968. 

10. Varshney R, Bhadauria S, Gaur MS. A review: biological synthesis of silver and copper 

nanoparticles. Nano Biomed Eng. 2012; 4(2): 99-106.  

11. Pavani K.V, Srujana N, Preethi G, Swati T. Synthesis of copper nanoparticles by Aspergillus 

species. Lett Appl Nanobiosci. 2013; 2: 110-113. 



 مراح  آشنگرف و همکاران . باسیلوس لیکنی فورمیس اثرات ضد میکروبی نانوذرات سولفید مس خارج سلولی سنتز شده از   .1675ها، سال یازده ، شماره سوم پاییز  دنیای میکروب

 

255 

12. Mallikarjuna K, Narasimha G, Dillip GR, Praveen B, Shreedhar B, Lakshmi C, Reddy BVS, 

Raju BDP. Green synthesis of silver nanoparticles using Ocimum leaf extract and their  

characterization. Dig J Nanomater Biostruct. 2011; 6(1): 181-186. 

13. Rai, M, Maliszewska I, Ingle A, Gupta I, Yadav A. Diversity of microbes in synthesis of metal 

nanoparticles. In bio-nanoparticles: biosynthesis and sustainable biotechnology applications. 

Singh, O. V. (ed). Hoboken, NJ: John Wiley & Sons. 2015; pp. 1-30. 

14. Narayanan KB, Sakthivel N. Biological synthesis of metal nanoparticles by microbes. Adv 

Colloid Interface Sci. 2010; 156(1): 1-13. 

15. Cioffi N, Torsi L, Ditaranto N, Tantillo G, Ghibelli L, Sabbatini L, Bleve-Zacheo T, D'Alessio 

M, Zambonin PG, Traversa E. Copper nanoparticle/polymer composites with antifungal and 

bacteriostatic properties. Chem Mater. 2005; 17(21): 5255-5262. 

16. Khanna PK, Gaikwad S, Adhyapak PV, Singh N, Marimuthu R. Synthesis and characterization 

of copper nanoparticles. Mater Lett. 2007; 61(25): 4711-4714. 

17. Shantkriti S, Rani P. Biological synthesis of copper nanoparticles using Pseudomonas 

fluorescens. Int J Curr Microbiol App Sci. 2014; 3: 374-383. 

18. Washington JA. Dilution susceptibility test: Agar and macro-broth dilution procedures. 

American Soc for Microbiol. Washington, DC (USA); 1980. 

19. Jain N, Bhargava A, Tarafdar JC, Singh SK, Panwar J. A biomimetic approach towards 

synthesis of zinc oxide nanoparticles. Appl Microbiol Biotechnol. 2013; 97(2): 859-869. 

20.  aron     inego    .  ai e  an   co  ’s  iagnos ic micro io og     h e .  he  os   

Company, St. Louis, MO; 1990.  

21. Holt JG, Krieg NR, Sneath PHA, Staley JT, Williams ST. Bergey's manual of determinative 

bacteriology, 9nd ed. Baltimore: Williams and Wilkins; 1994. 

22. Collins CH, Patricia M, Lyne JM, Grange. Page 112 in Collins and dynes microbiological 

methods, 7th Ed. Butterworth-Heinemann, UK; 1995. 

23. Weis urg W    arns      e  e ier      ane  J.     ri osoma      amp ifica ion  or 

phylogenetic study. J Bacteriol. 1991; 173: 697-703. 

24. Tamura K, Stecher G, Peterson D, Filipski A, Kumar S. MEGA6: molecular evolutionary 

genetics analysis version 6.0. Mol Biol Evol. 2013; 30: 2725-2729. 

25. Tendencia EA. Disk Diffusion In: Laboratory manual of standardized methods for 

antimicrobial tests for bacteria isolated from aquatic animals and environment. Tigbavan, Ibilo; 

Aquaculture Dept, Southeast Asian Fisheries Development Centre. 2004; pp.13-29. 

26. Hosseini MR, Schaffie M, Pazouki M, Darezereshki E, Ranjbar M. Biologically synthesized 

copper sulfide nanoparticles: production and characterization. Mater Sci Semicond Process. 

2012; 15: 222-225. 

27. Schaffie M, Hosseini MR. Biological process for synthesis of semiconductor copper sulfide 

nanoparticle from mine wastewaters. J Environ Chem Eng. 2014; 2(1): 386-391. 

28. Yadav S, Bajpai PK. Synthesis of copper sulfide nanoparticles: pH dependent phase 

https://pubs.acs.org/author/Bleve-Zacheo%2C+Teresa
https://pubs.acs.org/author/Zambonin%2C+P+Giorgio
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Filipski%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24132122
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kumar%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24132122
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213343714000086?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213343714000086?via%3Dihub#!


 مراح  آشنگرف و همکاران . باسیلوس لیکنی فورمیس اثرات ضد میکروبی نانوذرات سولفید مس خارج سلولی سنتز شده از   .1675ها، سال یازده ، شماره سوم پاییز  دنیای میکروب

 

256 

stabilization. Nano-Structures Nano-Objects. 2017; 10: 151-158. 

29. Ashengroph M, Nahvi I, Zarkesh-Esfahani H, Momenbeik F. Novel strain of Bacillus 

licheniformis SHL1 with potential converting ferulic acid into vanillic acid. Ann Microbiol. 

2012; 62(2): 553-558. 

30. Dash H. R, Mangwani N, Chakraborty J, Kumari S, Das S. Marine bacteria: potential 

candidates for enhanced bioremediation. Appl Microbiol Biotechnol. 2013; 97(2): 561-571. 

31. Ghorbani HR, Mehr FP, Poor AK. Extracellular synthesis of copper nanoparticles using 

culture supernatants of Salmonella typhimurium. Orient J Chem. 2015; 31: 527-529. 

32. Salvadori MR, Lepre LF, Ando RA, Oller do Nascimento CA, Correa B. Biosynthesis and 

uptake of copper nanoparticles by dead biomass of Hypocrea lixii isolated from the metal 

mine in the Brazilian amazon region. PLoS ONE. 2013; 8(11): e80519. 



 

Antimicrobial effects of extracellular copper sulfide nanoparticles 

synthesized from Bacillus licheniformis  

Morahem Ashengroph1, Maryam Sahami Soltani2 

1Associate Professor in Industrial Microbiology, University of Kurdistan, Faculty of Sciences, Department of Biological Sciences, 

Sanandaj, Iran. 2M.Sc. in Biochemistry, University of Kurdistan, Faculty of Sciences, Department of Biological Sciences, Sanandaj, Iran. 
 

Abstract 

Background & Objectives: Copper nanoparticles due to unique catalytic properties and electrical 

and optical conductivity are of great importance. This study was aimed to use the potential of 

aquatic bacteria as biocatalysts to reduce copper sulfate into copper sulfide nanoparticles 

(CuSNPs) and to assess its antimicrobial properties. 

Materials & Methods: The CuSNPs produced via bioconversion reaction have been characterized 

by spectroscopy analysis, electro-micrographs prepared by scanning electron microscopy (SEM) 

and particle size distribution histogram. The antimicrobial activity of CuSNPs against some  

bacteria and pathogenic fungi was also investigated by disc diffusion test. 

Results: 105 Cu-resistant bacterial strains have been isolated according to selective enrichment 

technique. Based on the results, the only culture supernatant of strain Cu25 was able to reduce 

copper sulfate into copper sulfide nanoparticles (CuSNPs), extracellular. The cu25 strain was 

identified as Bacillus licheniformis based on phenotypic and molecular analysis. Subsequently, the 

extracellular synthesis of CuSNPs was investigated.  The results showed that the supernatant of  

B. licheniformis Cu25 following exposure to 7.5 mM copper sulfate solution and 24 h of  

incubation can produce spherical CuSNPs with the average diameter of 21.5 nm as extracellular.  

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

 B. licheniformis. Also, the produced biological nanoparticles have growth inhibitory effect 

against some pathogenic bacteria and fungi.  

Keywords: Bacillus licheniformis, Copper sulfide nanoparticle, Inhibitory effect, Extracellular 

synthesis. 
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