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 عنوانبه .Ta-31 Staphylococcus pasteuri spسویه جدید باکتری 

 راکتور زیستی برای تولید نانوذرات مس
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 چکیده

سایی       شنا سازی و  از خاک های آلوده به مس و انتخاب باکتری توانا  هاباکتریهدف از این مطالعه جدا

صرررورت بهTa-31 باکتریایی از سرررویه در توليد نانوذرات مس بود. در پژوهش حاضرررر نانوذرات مس

شامل غلظت پيش       سلولی خارج شد. اثر عوامل مختلف  سولفات مس(  مادهسنتز  حجم مایع رویی  ،)

سنتز     و الکترون دهنده در توليد نانوذرات مس بهينه القاکننده آنزیمکشت،   شد. خواص نانوذرات  سازی 

(، سيف سررنجی فرو سررر  UV-Visمرئی )-شررده با اسررتفاده از آناليزهای سيف سررنجی جذبی فرابنفش

( EDSپرتو ایکس )(، سيف سنجی پراش انرژی  XRDالگوی پراش اشعه ایکس )  (،FTIRتبدیل فوریه )

در حضور   Ta-31( بررسی شدند. همچنين منحنی رشد سویه     SEMو تصویربرداری الکترونی روبشی )  

ضور   شد    (مس سولفات از  مولارميلی 1/0القاکننده آنزیم )غلظت و عدم ح سم  سویه منتخب برای   .ر

های فنوتيپی آنها بررسی شد و با توجه به تبارزایشی، ترادف ژن    سنتز نانوذرات مس شناسایی و ویژگی   

16S rDNA     نتایج نشان داد شرایط بهينه برای سنتز     .شد تعيين و درخت تبارزایشی سویه منتخب رسم

 مس سولفات  مولارميلی 2دهنده، غلظت  عامل الکترون عنوانبهگلوکز درصد   1نانوذرات مس، حضور  

محلول رویی کشت بودند. در این شرایط بيشترین ميزان نانوذرات  ليترميلی 20پيش ماده، مقدار  عنوانبه

سرراعت به انتهای فاز فعال تکرير و  15پس از  Ta-31مس توليد شررد. سبن نتایج منحنی رشررد، سررویه  

 شتر يبآنها اندازه  عیتوزو  بودندو نامنظم  یکروتوليد شده  مس  ینانوساختارها شروع فاز سکون رسيد.    

 Staphylococcusبه گونه باکتریایی  Ta-31. نتایج نشرران داد که سررویه  بودنانومتر  40-30در محدوده 

pasteuri sp.  درصد تعلن دارد. 88/99با درصد شباهت  

 

 سنتز سبز ،نانوذرات مس ،، راکتور زیستیStaphylococcus pasteuri :کلید واژگان
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 مقدمه -1

فاده از       با اسرررت کانيکی ها روشنانوذرات   ،ی مختلف م

ستند      ،فيزیکی سنتز ه ستی قابل  امروزه   .[1] شيميایی و زی

توليد زیستی نانوذرات به دليل غير سمی بودن برای محيط    

  .زیسرررت مورد توجه و اهميت فراوانی قرار گرفته اسرررت

ستفاده از   سنتز نانوذرات از لحاظ   ی هاروشا ستی برای  زی

تر و همچنين  از لحاظ انرژی به صرررفه ،تراقتصررادی ارزان

شرروند. از دیگر  باعث توليد نانوذرات فلزی غيرسررمی می

  ،ت عدم اسررتفاده از فشررار بالارانانوذ زیسررتی فواید سررنتز

از سرف دیگر   دما و مواد شرريميایی سررمی اسررت.  ،انرژی

ای نه تنها در سور گسررتردهان بهتومینانوذرات زیسررتی را 

  عنوانبهبلکه در پزشکی   ،کردصنعت و کشاورزی استفاده    

ضرررد ویروسررری و   ،ضرررد قار ی ،عوامل ضررردباکتریایی

فاده    ترین  فراوان ها باکتری . [2] کردضررردانگلی نيز اسرررت

سم  سترده در اندازه،   هاميکروارگاني بر روی زمين با تنوع گ

ی مختلف کسررب انرژی هسررتند که در  هاروششررکل و 

وسرريع   سوربه هاباکتری. کنندمیها زندگی انواع زیسررتگاه

اند و یکی از دلایل ات فلزی بررسی شده  برای سنتز نانوذر 

ستفاده از   ساخت نانوذرات فلزی،    هاباکتریترجيح ا برای 

ست     سبی کار با آنها ا در  هاباکتری. مقاومت [3] سهولت ن

سنگين  شار از داخل به    برابر فلزات  ستفاده از پدیده انت ، با ا

زدایی با  . این انتشررار و سررم شررودمیخارج سررلول انجام 

د. در نتيجه شرروغشررایی انجام می هایاسررتفاده از پروتنين

ند با احيا و رسرروب دادن، توانمیهای ميکروبی سرريسررتم 

های غيرسررمی و  های معدنی محلول سررمی را به یونیون

بدیل    ند غير محلول ت به محل تجمع فرم      [4] کن با توجه   .

احيا شررده یون فلزی، سرراخت نانوذرات به دو صررورت    

)با  2سلولی خارج)با استفاده از توده زیستی( و   1سلولی درون

 .[5]اده از محلول رویی کشت( خواهد بود استف

                                                           
 Intracellular 1 
 Extracellular 2 

3 Ultrasound 

سلول یون سلولی داخل توليددر روش  های ميکروبی  ها به 

ها نانوذرات تشرررکيل      منتقل شرررده و در حضرررور آنزیم  

شررروند. در مقایسررره با اندازه نانوذرات تشرررکيل یافته   می

خل         ،سرررلولیخارج  يل شررررده در دا نانوذرات تشرررک

  صررورتبهميکروارگانيسررم کو کتر هسررتند. نانوذراتی که 

، برای اسررتخراج به مراحل  اندسرراخته شررده سررلولیداخل

با امواج فراصررروت       مار  ند تي مان با     3اضرررافی  یا واکنش 

مناسب نياز دارند، در نتيجه این روش از نظر   4هایشوینده 

و   [6] ميزان مصرررف انرژی مقرون به صرررفه نخواهد بود 

ز داخل  نانوذرات در مقایسرره با سررنت سررلولیخارجسررنتز 

نانوذرات مس در   .[7] کاربرد بيشرررتری دارد   سرررلولی

. در می شرروندمؤثر اسررتفاده  سوربههای کاتاليزوری برنامه

های مس از        ياژ نانوذرات فلزات مختلف، مس و آل يان  م

انررد کرره در کرراربردهررای  اهميررت زیررادی برخوردار بوده

ست. نانوذرات مس       شده ا ستفاده  کاتاليزگری، الکتریکی ا

یادی     جه ز ناسررررب برای        عنوانبه تو جایگزین م یک 

ذرات سلا، نقره بهای دیگری مانند نانو    کاتاليزگرهای گران   

ند یک راه حل     توانمیو پلاتين به ارمغان آورده اسرررت و   

صادی  شند. با توجه به هزینه اقت سبتاً کم آن، در تر با  های ن

شابه به نانوذرات        سان و دارا بودن خواص م ست بودن آ د

اند. نانوذرات مس فلزی دیگر بيشتر مورد توجه قرار گرفته 

ندازه  نانومتری   در ا عاد    ن توانمیهای  به مواد دارویی در اب د 

سلول       سپس  شوند.  صل  سرسانی آنها را   نانومتری مت های 

صی جذب     سوربه صا سلول کنندمیاخت های  . با این روش 

گيرند و عوارو  سرررالم در معرو مواد دارویی قرار نمی

هد شررررد     هدف از این    .[12-8]جانبی دارو کمتر خوا

قاوم به مس از           باکتریایی م پژوهش جداسرررازی سرررویه 

و  سنتز زیستی نانوذرات مس    برایهای آلوده به مس خاک

شررررایط مختلف برای توليد نانوذرات مس   بهينه سرررازی  

 باشد.می

4 Detergent 
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   هاروشمواد و  -2

 هاباکتریجداسازی  2-1

ستقيم و رقت   هاروشاز  شت م ست بهسازی برای   ی ک   د

  کشررتمحيطاز ی جدید اسررتفاده شررد.  هاباکتریآوردن 

سازی  نوترینت آگار  ستفاده    هاباکتریدر مرحله اوليه جدا ا

به لوله    مناسن آلوده به فلز مس   یک گرم از خاک    شرررد.

سرررم فيزیولوژی اسررتریل اضررافه شررد.  ليترميلی 10حاوی 

های بعدی   به لوله   ليترميلیسرررپس از مخلوذ مذکور، یک   

شد و این کار تا      ليترميلی 9حاوی  سرم فيزیولوژی منتقل 

. در ادامه  انجام شد تهيه رقت مناسب برای هر نمونه خاک  

قت    100 کدام از ر به       ميکروليتر از هر ناسررررب  های م

شت محيط شه       نوترینت آگار ک شي شده و با ميله  ضافه  ای  ا

ستریل   شد و در     صورت بها شت داده   منی روی پليت ک

گرماگذاری شررد.  گرادسررانتیدرجه  30گرمخانه با دمای 

ی  هاباکتریسررراعت،  72 به مدت هانمونهبعد از کشرررت 

شد  صات     ر شخ سی، روی     متفاوت یافته با م شنا ریخت 

شدند.     صورت بهمحيط نوترینت آگار  شت داده  متوالی ک

سازی   ساس تفاوت  هاباکتریجدا سی     بر ا شنا های ریخت 

خالو بودن          يد  تدی مه برای  جام شرررد. در ادا ها،   کلنیان

 .  انجام شدآميزی گرم رنگ

 مسی توانا در تولید نانوذرات هاباکتریانتخاب  2-2

ی  ها باکتری ، ی مقاوم به مس  ها باکتری برای جداسرررازی   

های  های نوترینت آگار حاوی غلظتخالو شده در محيط

شد و برای       مولارميلی 4تا  1 شت داده  سولفات ک از مس 

یی که  هاباکتریساعت گرماگذاری شدند. سپس از بين   24

-Ta ها رشررد داشررتند، یک سررویه باکتری   در این غلظت

نانوذرات   ت سوربه 31 يد زیسرررتی  مس  صرررادفی برای تول

 انتخاب شد. 

 تولید خارج سلولی نانوذرات مس 2-3

  رویی محلول، توليد خارج سرررلولی نانوذرات مس     برای 

سویه باکتریایی انتخابی    شت از  شد.   ک به این ترتيب تهيه 

نوترینت آگار به   کشرررتمحيطهای رشرررد کرده در کلونی

  pH =7با  TSB کشررتمحيط ليترميلی 20ارلن مایر حاوی 

شدند. در نهایت   24منتقل و به مدت  ،  ساعت گرماگذاری 

  4رویی کشررت با اسررتفاده از سررانتریفيوژ )دمای    محلول

دور در دقيقه و به مدت  8000، با سرعت گرادسانتیدرجه 

 .[13]دست آمد هدقيقه( ب 20

  از محلول ليترميلی 20درصرررد به 1در این آزمایش گلوکز 

سولفات با غلظت         سپس مس  شد.  ضافه  شت ا   1رویی ک

ضافه  مولارميلی . پس از تغيير رنگ  شد  به محلول مذکور ا

به دليل تشررکيل نانوذرات مس در فواصررل زمانی   ،محلول

یک روز   نانوذرات مس  ویژگیمختلف در  با    های نوری 

 .مرئی ثبت شد–دستگاه سيف سنجی فرابنفشاستفاده از 

 شده دیتول نانوذرات یسازخالص و یجداساز 2-4

سازی نانوذرات   سرعت  برای جدا دور   12000، محلول با 

  برایدقيقه سرررانتریفيوژ شرررد و    10در دقيقه و به مدت    

خالو سازی نانوذرات، رسوب باقی مانده دو مرتبه با آب 

مقطر و یک مرتبه با اتانول شستشو و در دمای آون خشک  

 .[14] شد

 اثبات تولید نانوذرات مس به روش زیستی 2-5

، یک   توليد نانوذرات با روش ذکر شرررده در این پژوهش    

رویکرد زیستی است. برای اثبات این منظور محلول رویی    

و به مدت  گرادسانتی درجه  121در دمای  هاباکتریکشت  

تا سرررلول    15 قه اتوکلاو شرررد  ها و سرررایر  ها، آنزیم دقي

سپس توليد ن    های مولکول شوند.  ستی تخریب  انوذرات  زی

 و نتایج آن بررسی شد.  انجام شد مطابن با روش ذکر شده،

 سازی شرایط مختلف برای تولید نانوذراتبهینه 2-5

آوردن شرررایط بهينه   دسررتبه برایی گوناگونی هاآزمایش

ستی نانوذرات  سویه باکتریایی  مس در توليد زی -Ta، برای 

 .  انجام شد 31

تولید نانوذرات با محلول رویی کشت با حضور و    2-6

 عدم حضور نور
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شد و محلول  در دو ارلن جداگانهمایش این آز   های انجام 

در  در دو شررررایط متفاوت حاوی نانوذرات توليد شرررده    

 .شد گذاشته همزمان سوربه تاریکیو معرو نور 

 تعیین زمان بهینه برای برداشت کشت باکتریایی 2-7

برای   آوردن بهترین زمان  دسرررتبه در این پژوهش برای 

شت  شد     بردا شت، منحنی ر  Ta-31سویه  محلول رویی ک

در حضور و عدم حضور مس سولفات رسم شد. همچنين       

سویه    (gt)5 در این دو شرایط متفاوت، زمان دو برابر شدن  

  6واحدهای تشرررکيل دهنده کلونی گيریاندازهنظر با  مورد

(CFU ) مد. این   دسرررتبه مایش آ لت وجود      ها آز به ع

 خطاهای احتمالی سه مرتبه تکرار شد. 

ضور مس        2-8 ضور و عدم ح شد در ح سم منحنی ر ر

 سولفات

 عدم و حضررور در Ta-31 باکتریای سررویه رشررد منحنی

. شرد  رسرم  سرنجی  سيف روش به سرولفات  مس حضرور 

  کشتمحيط از استفاده با Ta-31 باکتری شده خالو کشت

ست به آگار نوترینت  ارلن به آن از لوپ یک سپس . آمد د

 در و شد  منتقل TSB کشت محيط ليترميلی 20 حاوی مایر

  با و گرادسرررانتی درجه 30 دمای در دهنده تکان گرماخانه

  کدورت به تا شررد داده قرار دقيقه در دور 130 حدود دور

 ارلن به آن از ليترميلی یک سرررپس. برسرررد فارلندمک نيم

و در  يحتلق TSB کشررررتمحيط   ليتر  ميلی   120 حرراوی

و با   گرادسرررانتیدرجه  30 یگرماخانه تکان دهنده در دما

قه دور در دق 130دور  فت.   ي بررسررری اثر   برای قرار گر

از  ليتر   ميلی    کیررمس،   القرراکننررده در توليررد نررانوذرات       

با   TSB ليترميلی 120 یحاو ارلن به ونيسرروسررسررپانسرر  

فات  مولارميلی 1/0غلظت     برایشرررد.  تلقيح مس سرررول

شت محيطسازی  آماده محلول با غلظت   حاوی القاکننده، ک

با فيلتر       مولارميلییک   يه و  فات ته   22/0از مس سرررول

 7ینور تهيدانسرر زانيم یبررسررميکرومتر اسررتریل شرردند. 

                                                           
Generation time 5 

6 Colony Forming Unit 

(OD )  از   ليترميلی کی  کردن اضرررافه  از پس بلافاصرررله

ساعت    24جذب تا  زانيآغاز شد و م  یباکتر ونيسوسپانس   

  زانيمدت زمان به م نیپس از زمان صرررفر ثبت شرررد که ا

 فيداشررت. همه مراحل س یبسررتگ یرشررد باکتر ایجذب 

ست.      600 یدر جذب نور یسنج  صورت گرفته ا نانومتر 

در کنار شررعله روشررن انجام شررد     شیمراحل آزما یتمام

[15]. 

ساس      گیریاندازه 2-9 شدن باکتری بر ا زمان دو برابر 
CFU 

مایش  ندازه  برای، در این آز مان دو برابر شررردن   گيریا   ز

یه  یایی   سرررو که ارلن    Ta-31باکتر گامی  حاوی     ، هن های 

از گرماخانه دوار خارج   OD گيریاندازهبرای  کشت محيط

سيون     شدند،   ستریل تا    با باکتری سوسپان سرم فيزیولوژی ا

  ميکروليتر از هر کدام از 10. انجام شررد تهيه رقت مناسررب

آگار    پليت حاوی نوترینت    و در های انتخاب شرررده  رقت 

 منی کشت داده شد و داخل گرماخانه با دمای     صورت به

سررراعت قرار داده شررردند. پس از     24درجه به مدت     30

ساعت، برای بار دوم این مراحل تکرار شد. پس  3گذشت 

شت   ها از گرماخانه خارج و تعداد ساعت پليت  24از گذ

شد. آزمایش    CFUها )کلنی شمارش  . شد رار بار تکسه  ( 

، ميانگين ليترميلیها در هر آوردن تعداد کلنی دستبه برای

های هر پليت در عکس ضررریب رقت ضرررب   تعداد کلنی

 .[16]شد 

k                               1-1معادله   =
logNt−logN0

tlog2
 

=gt                                                 2-1معادله 
1

k
            

 : N0تعداد باکتری در لحظه t=0   

: Nt تعداد باکتری پس از گذشت زمان t 

 gtزمان دوبرابر شدن باکتری : 

 ی شناسایی نانوذرات مسهاروش 2-10

خارج سررلولی از   صررورتبهدر این مطالعه نانوذرات مس  

شرررناسرررایی و یافتن   برایتوليد شررردند.  Ta-31 سرررویه

7 Optical Density 
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نانوسررراختارهای تهيه شرررده       ویژگی ی  ها روش، از های 

تبدیل فوریه      مختلفی شرررامل سيف سرررنجی فروسرررر   

(FTIR( تصررویربرداری الکترونی روبشرری ،)SEM سيف ،)

و الگوی پراش  ( EDSسرررنجی پراش انرژی پرتوایکس )

( نيز اسررتفاده شررد. در الگوی پراش   XRDاشررعه ایکس )

الگوی حاصررل از جذب  ،اشررعه ایکس پس از تابش پرتو

سط اتم    شعه تو ست بهها ا سبه عرو پيک   می د آید. با محا

شد. ابتدا            سبه  شينه اندازه بلورها محا شدت بي صف  در ن

صف   θ2شدیدترین پيک را در زاویه   و پهنای پيک را در ن

ست بهشدت پيک   شرر     د ستفاده از رابطه  سپس با ا  8آمد. 

 . شدمحاسبه  اندازه بلورها

 D= (0.9 λ)/(β COSθ)                         3-1معادله 

  Dهای مورد اسرررتفاده در این رابطه عبارت اند از:       کميت 

زاویه   θ ،عرو پيک در نصف شدت بيشينه    β ،اندازه بلور

 سول موج مربوذ به پيک هستند. λو  براگ مربوذ به پيک

 تولید نانوذراتبررسی اثر فاکتورهای مختلف در  2-11

  مربوذ به توليد نانوذرات مس از سررازیی بهينههاآزمایش

 . انجام شدTa-31 باکتریایی سویه

 های سراحی شدهکشتمحيط ، مقدار و نوع ترکيب های تشکيل دهندهنام 1جدول

 های تشکیل دهنده در یک لیترمقدار و نوع ترکیب نام محیط

A 
 (،مولارميلی 1/0مس سولفات )  ،TSB کشتمحيط

 (مولارميلی 56گرم گلوکز ) 1/0 

B کشتمحيط TSB ،( مولارميلی 1/0مس سولفات) 

C کشتمحيط TSB ،1/0( مولارميلی 56گرم گلوکز) 

D کشتمحيط TSB 

 

 سازی توليد نانوذرات مسی سراحی شده برای بهينههاآزمایش 2جدول

 دهنده الکترون القاکننده کشتمحیط آزمایش
 پیش ماده

 (مولارمیلی)

کشت رویی محلول  

(لیترمیلی)  

1 C - + 1 10 

2 B + - 1 10 

3 A + + 1 10 

4 D - - 1 10 

5 D - - 2 20 

6 A + + 2 20 

7 B + - 2 20 

8 C - + 2 20 

9 C - + 1 20 

10 D - - 1 20 

11 A + + 1 20 

12 B + - 1 20 

13 A + + 2 10 

14 D - - 2 10 

                                                           
8 Debye Scherrer 
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15 C - + 2 10 

16 B + - 2 10 

نده           قاکن مل ال عا هار  مایش   نده الکترون ،در این آز  ،ده

شد.       ،غلظت پيش ماده سی  شت برر مقدار محلول رویی ک

ظت      اثر الکترون با غل نده )گلوکز  اثر   ،(مولارميلی 56ده

سولفات با غلظت   ( هرکدام مولارميلی 1/0القاکننده ) مس 

ضور( و غلظت پيش      ضور یا عدم ح سطح )ح ماده  در دو 

  ،10)باکتریایی ، مقدار محلول رویی کشت(مولارميلی 2 ،1)

شدند.      ليترميلی 20 سی  سطح برر در این  ( هرکدام در دو 

شروع آزمایش   برایانجام شد.   هاآزمایشسراحی پژوهش 

شت  محيط هار  شد.    1جدول سبن  D وA، B،  Cک آماده 

  Ta-31باکتریایی سویه  ،هاکشت سپس، به هر یک از محيط 

شد.   شده برای توليد نانوذرات    16تلقيح  آزمایش سراحی 

شت باکتری   ستفاده از محلول رویی ک انجام  Ta-31مس با ا

 (.2)جدول  شد

 بررسی اثر زمان 2-12

يد        ند تول تدثير زمان بر فرای  مس نانوذرات در این آزمایش 

از  نانوذرات مس هر روز تا روز هفتم تشکيل  بررسی شد.   

مرئی   -سيف سرررنجی فرابنفشسرین تغيير رنگ محلول و 

 شد.  ثبت

 تعیین ماندگاری نانوذرات مس تولید شده 2-13

شگاه        شده در دمای آزمای ساخته  محلول حاوی نانوذرات 

داشته شد. و در فواصل زمانی منظم، حضور نانوذرات      نگه 

مرئی   -با مشررراهده تغيير رنگ و سيف سرررنجی فرابنفش    

سيف ماندگاری نانوذرات با دسررتگاه  . زمانشرردبررسرری 

 مرئی ثبت شد. -سنجی فرابنفش

  و تحلیل تبارزایشی  16S rDNAعیین ترادفت 2-14

مناسررب   به ویالTa-31 پس از انتقال توده زیسررتی سررویه 

سبن   9، اسررتخراج دسررتی به روش مارمورDNAاسررتخراج 

الکتروفورز ژل آگارز بر اسررراس   .مراحل زیر انجام شرررد  

                                                           
9 Marmur 

، انجام شررد   DNA، برای تدیيد اسررتخراج  روش کلمودین

يد  1500با سول حدود   rDNA  16Sژن . [17] با   نوکلنوت  ،

مواد مورد  تکرير شد.  1492Rو  27Fاستفاده از آغازگرهای 

ای پليمراز برای  نيرراز برای تهيرره مخلوذ واکنش زنجيره

، 5Xبافر  رميکروليت 5شررامل   ميکروليتر 50حجم واکنش 

2MgCl  مول، ميلی 5/0 تا  5/2 غلظت  با dNTP  غلظت  با  

 به  مراز پلی DNA Taq آنزیم کدام،  هر از مول ميلی 4/0

  از شررده ذکر برگشررت و رفت های آغازگر وU 1  ميزان

کدام    به  الگو DNA و مول ميلی 4/0 تا  5/0 ميزان به  هر

سب  ميزان ستفاده  منا   پليمراز ای زنجيره واکنش در. شد  ا

  برای اسمينان از عدم آلودگی مواد مورد استفاده منفی شاهد

  .رفت  کار  به  واکنشدر  الگو DNA جای  به  آب افزودن با 

شتگی    سر به   گرادسانتی درجه  95در دمای  DNAاولين وا

 رخه    30این واکنش شرررامل  دقيقه انجام شرررد.    5مدت  

شامل    شونده بود هر  رخه  شت   تکرار  سر   94 دمای با وا

صال دمای  و دقيقه 1 مدت به گرادسانتی  درجه   50 بين ات

  دمای دروسررنتز  هيثان 60تا  50به مدت  گرادسررانتی 55 تا

شد  ثانيه 60 مدت به گرادسانتی  درجه 72  سپس  و انجام 

سنتز نهایی    گرادسانتی درجه  72دقيقه در دمای  7به مدت 

  PCRخالو سررازی و تعيين توالی محصررول  انجام شررد.

ین شرکت   و از سر 10توسط شرکت سوئيسی ميکروسنس      

شد. ترادف  ست بههای توپازژن انجام  ستفاده از    د آمده با ا

به این ترتيب  . [18] مرتب شرررد  Chromas Proنرم افزار

سویه نزدیک سویه     16S rDNAها با ترادفترین  شابه با    م

تعيين  Ezbiocloudشرررده در پایگاه اینترنتی  PCRمنتخب 

 16Sدرخت تبارزایشرری بعد از یافتن ترادف  . [19] شررد 

rDNA پایگاه اینترنتی نزدیک در  سویهEzbiocloud [19]  ،

افزار های تکاملی با نرممحاسرربه فاصررله سررتا کردن وهم را

Chromas Pro  و الگوریتمNeibour-Joining     شد سم   ر

10 Mycrosynth 
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شررشررم(   )ویرایش  MEGAافزار . با اسررتفاده از نرم[19]

شی با الگوریتم    Maximum likelihood یهادرخت تبارزای

شد    Maximum parsimonyو  سم  سی اعتبار   [20] ر . برر

  Bootstrap analysisاستفاده الگوریتمهای درخت با شاخه 

  .[21] انجام شدگيری بار نمونه 1000و با 

سویه      هاآزمون 2-15 سایی  شنا -Taی بیوشیمیایی برای 

31 

گرم و   آميزیرنگ ،Ta-31 هیسرررو هياول ییشرررناسرررا یبرا

  تحرک،، درصرررد KOH 3 ،کاتالاز داز،ياکسررر یهاشیآزما

س  اندول، ديتول   و( S2H) ديسولف  دروژنيه ید ديتول یبرر

 .انجام شد آزاوره ديتول یبررس

 نتایج -3

 مسی توانا در تولید نانوذرات هاباکتریغربالگری  3-1

مت      قاو مایش م خالو شرررده از    ها باکتری در این آز ی 

 ،مس سررنجيده شررد. سررپس   هایبه یون آلودهی هانمونه

، های بالای مسی مقاوم در غلظت  هاباکتریشرررناسرررایی  

ی برتر جهت توليد زیسرررتی  هاسرررویهبرای دسرررتيابی به 

شد نانوذرات مس  شت   محيط برای این کار،. انجام  های ک

ارزیابی شرررد. تعداد    مولارميلی 4تا   1حاوی غلظت های    

ذکر  های  توانایی رشرررد بر روی محيط  ها باکتری زیادی از  

یی که توانایی رشررد در هاباکتریرا داشررتند. از بين  شررده

قاومت خوبی       مولارميلی 4غلظت   ند و دارای م را داشرررت

،  ه قادر به توليد نانوذرات مس بودک Ta-31سرررویه  ،بودند

 تصادفی انتخاب شد.  سوربه

 های باکتریت تولید زیستی نانوذرات به وسیلهاثبا 3-2

خارج سلولی با استفاده از محلول   صورتبهنانوذرات مس 

شت فعال و غير فعال   شد.     سوربهرویی ک ساخته  همزمان 

صورت اثبات توليد نانوذرات   یک رویکرد   عنوانبهدر این 

. پس از گذشت زمان در مخلوذ واکنش   انجام شد زیستی  

تغيير رنگ سربز آبی سراخت     ،حاوی محلول رویی کشرت 

يد نانوذرات مس   را ثابت کرد  نانوذرات مس   . همچنين تول

اما   مرئی تایيد شررد.-با اسررتفاده از سيف سررنجی فرابنفش

شت غيرفعال حتی با    محيط واکنش حاوی محلول رویی ک

شان         شد که ن شاهده ن شت یک هفته هيچ تغيير رنگی م گذ

دهنده عدم توليد نانوذرات اسررت. این نتيجه با اسررتفاده از  

مرئی تایيد شررد. بنابراین فرضرريه   -سيف سررنجی فرابنفش

ها و   های مس به نانوذرات با اسرررتفاده از آنزیم     احيای یون 

يد   1شرررکل  شرررود. های باکتریایی ثابت می       پروتنين تول

نانوذرات مس را در سول زمان با اسررتفاده از محلول رویی  

سویه     شت  شان می    صورت به Ta-31ک فعال و غيرفعال ن

 دهند.

 
  (□و غيرفعال)( ◊فعال) Ta-31توليد نانوذرات مس با استفاده از محلول رویی کشت  1شکل

 

 تعیین زمان بهینه برای برداشت کشت باکتریایی 3-3

  صررورتبه توانمیرا  Ta-31 باکتریسررویه مراحل رشررد  

يده            نام باکتری  که منحنی رشرررد  مایش داد  یک منحنی ن
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شامل  . شود می ، فعال 11تدخيری فاز  هار الگوی رشد آنها 

سکون 12تکرير . در اواخر فاز تکرير و شود می 14و مرگ 13، 

به حداکرر   هاباکتریاوایل فاز سررکون منحنی رشررد، تعداد 

سد. در نتيجه، آنزیم می ستی مؤثر در  ها و مولکولر های زی

یادی افزایش می       قدار ز به م نانوذرات  يد  ند. در این    تول یاب

با روش سيف سنجی رسم    هاباکتریپژوهش، منحنی رشد  

شکل   شد  سپس (2) سویه باکتری و زمان      .  شد  ميزان ر

رسرريدن آنها به مراحل ذکر شررده، مشررخو شررد. یکی از  

مل   نانوذرات، اثر        عا يد  ند تول های مورد بررسررری در فرای

ست.   سی و تخمين بهترین زمان،    برایالقاکننده آنزیم ا برر

-Taای برداشت محلول رویی کشت، منحنی رشد سویه     بر

از  مولارميلی 1/0در حضرررور القاکننده آنزیم )غلظت      31

نيز رسرررم شرررد. به دليل وجود خطاهای   مس سرررولفات(

احتمالی این آزمایش سرره مرتبه تکرار شررد. منحنی رشررد  

نشان   در عدم حضور و حضور مس سولفات     Ta-31سویه  

در عدم  Ta-31 باکتری سویه است. مشخو شد    داده شده  

. لازم به ذکر است که رشد بيشتری داشت    حضور القاکننده 

  15پس از  Ta-31با توجه به منحنی رشررد سررویه باکتری  

ساعت به انتهای فاز فعال تکرير و شروع فاز سکون رسيد.      

شت،      ،بنابراین شت محلول رویی ک بهترین زمان برای بردا

ساعت بعد از تلقيح    15 توليد نانوذرات مس کمتر از برای

بنابراین با توجه به این آزمایش مشررخو شررد که  اسررت. 

  15زیرا حداکرر  ،ی تند رشد بودههاباکتریاز  Ta-31 سویه

  اند.ساعت به مرحله سکون رسيده

 

 

 (□) و حضور مس سولفات (◊)در عدم حضور Ta-31منحنی رشد سویه  2شکل

 

 Ta-31تعيين تعداد واحد کلونی و زمان دو برابر شدن سویه  3جدول

 Ta-31سویه 

 زمان

 )ساعت(

CFU  ليترميلیدر 

 سولفات مس در عدم حضور

CFU  ليترميلیدر 

 مس سولفات در حضور

1 401×5 401×01 

4 710×4 710×100 

                                                           
Lag phase 11 
Log phase 12 

Stationary phase 13 
Death phase 14 
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 دو برابر زمان

 شدن)دقيقه(
29/3 55/5 

 CFU بررسی زمان دو برابر شدن باکتری بر اساس 3-4

 زمان دو برابر شدن گيریاندازهپس از ترسيم منحنی رشد،  

(  ml/CFUسرویه باکتری بر اسراس واحد تشرکيل کلونی )   

شد. همانطور که   ب ست،     3در جدول ررسی  قابل مشاهده ا

در   Ta-31در این آزمایش زمان دو برابر شررردن سرررویه    

و   55/5مس سررولفات به ترتيب حضررور و عدم حضررور  

شان می      29/3 ست. این مقادیر ن شده ا دهد دقيقه گزارش 

که در عدم حضور القاکننده )مس سولفات( سرعت تقسيم     

شتر و در نتيجه ميزان باکتری    ست.   سلولی بي شتر ا در  ها بي

دسررت آمده با نتایج  این بخش مشررخو شررد که نتایج به 

 حاصل از منحنی رشد مطابقت دارد.

با  مس و بررساای نانوذرات   مشاااهده تیییر رن     3-5

 مرئی-دستگاه طیف سنجی فرابنفش

  صررورتبهتنها قادر به توليد نانوذرات مس  Ta-31سررویه 

خارج سرررلولی اسرررت. اولين مرحله در تشرررخيو توليد 

به    تغيير رنگ محلول از قهوه  ،نانوذرات مس  ای کم رنگ 

این مرحله با گذشت    3با توجه به شکل   .[22] بود سبزآبی 

های مس به    همراه با احيای یون   مدت زمان بسررريار کوتاه    

در این بخش سرررنتز   .شرررودمینانوذرات مس مشررراهده   

سنجی   شد. در     UV-Visنانوذرات مس با سيف  سنجيده 

مرحله اول نشرران دهنده وجود یک پيک جذبی مشررخو  

جذب      650در سول موج  با ميزان  که    22/0نانومتر  بود 

بات می   نانوذرات مس را اث به نمودار     وجود  با توجه  ند.    ک

این ادعا قابل مشرراهده اسررت. لازم به ذکر اسررت که مقدار 

شتر نانوذرات مس در محلول واکنش و پيک جذبی بهتر   ب ي

آمد. در ادامه پيک جذبی پس از   دسررتبهدر شرررایط بهينه 

نه سرررازی در سول موج    جذب    600بهي نانومتر و ميزان 

 . (3)شکل  شودمیمشاهده  44/0

فوریه فروساار   نتایج آزمون طیف ساانجی تبدیل 3-6

(FTIR) 

شان داده    4از نانوساختارهای مس در شکل    FTIRسيف  ن

حاصرررل از        يل  یه و تحل در  FTIRشرررده اسرررت. تجز

هررای عرراملی و     گروه همرره   ،cm 4000-400-1محرردوده 

 دهد.های پایدارکننده را نشان میپروتنين
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مشاهده تغيير رنگ محلول ( و a) دقيقه از شروع واکنش 20و  10های جذبی سنتز نانوذرات مس به ترتيب با گذشت سيف 3شکل 

 (bواکنش )

 

با مولکول   ند   های زیسرررتی دیگر  لایه پروتنينی همراه  مان

کند.  نوذرات مس توليد شده را احاصه میها ناکربوهيدرات

نانوذرات مس در مدت زمان        این پدیده    پایداری  موجب 

ها  ه و همچنين باعث زیسرررت سرررازگاری آنسولانی شرررد

  67/590. در این سيف نوار جذبی موجود در ناحيه شودمی

مربوذ به پيوندهای یونی اسرررت. نوار جذبی       79/1076و 

مربوذ به کشررش پيوند  17/1644مشرراهده شررده در ناحيه 

(C-C    و پيک در ناحيه )ربوذ به ارتعاشرررات     م 81/2925

کشررشرری آلکان هاسررت. نوار جذبی مشرراهده شررده در    

عه     Iمربوذ به پيوند آمين نوع    88/3411 اسرررت. در مطال

حاضررر کاهش مس سررولفات به نانوذرات مس با توجه به  

)شکل    شد انجام  FTIRی زیستی قابل مشاهده در   هاگروه

4) . 

صویربرداری الکترونی      3-7 صل از مطالعه با ت نتایج حا

 روبشی

 حاصل از تصویربرداری الکترونی روبشی    تصویر  5شکل 

(SEM ساختارهای مس شکل کروی و نامنظم   ( نانو را در 

  SEM. لازم به ذکر اسررت که آناليز تصرراویر دهدمینشرران 

آمد. همانطور که از   دسررتبه digimizerافزار توسررط نرم

شتر       5شکل   ست توزیع اندازه نانوذرات مس بي شخو ا م

   نانومتر تخمين زده شد. 40-30در محدوده 

 

 
 مس نانوساختارهای FTIR سيف 4شکل
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 (b)مستوزیع فراوانی اندازه نانوذرات  ،(a)نانومتر 200از نانوساختارهای مس در مقياس   SEMتصویر 5شکل

 

آمده از طیف ساانجی پراش انرژی  دسااتبه نتایج 3-8

 پرتو ایکس

صل از تحليل   نتایج 6شکل   نانوساختارهای مس   EDSحا

شان   ضور نانوذرات مس )  دهدمیرا ن صد( را     90و ح در

 ،. همچنينکند تایيد می   KeVعنصرررر اصرررلی در عنوانبه

صر دیگری از جمله کربن    ضور عنا سيژن و نيتروژن    ،ح اک

صر حاکی از           ضور این عنا ست. ح شهود ا شکل زیر م در 

وجود عناصررر زیسررتی بر روی نانوذرات مس سررنتز شررده 

شانندگی نا     صر قادر به پو ست. این عنا نوذرات مس فلزی  ا

 هستند. 

 نانوذرات مس EDSنتایج حاصل از   6شکل

نانوذرات    مؤثربررساای اثر فاکتورهای     3-9 ید  در تول

 مس

 در ی انجام شرردههاآزمایشمشرراهده بهترین نتایج از  برای

نانوذرات           يد  ند تول های مختلف بر فرای فاکتور يل اثر  تحل

عامل   عنوانبهگلوکز  درصد 1حضور  ،Ta-31مس از سویه 

شت   الکترون ثابت در  صورت بهدهنده به محلول رویی ک

  عنوانبهسررولفات مس مولارميلی 2غلظت  ،هاآزمایشهمه 

محلول رویی کشرررت و اثر   ليترميلی 20مقدار   ،پيش ماده 

تدثير  بی سرررولفات مس گلوکز و القاکننده    دهندگی الکترون

هستند. سپس در این شرایط بيشترین ميزان نانوذرات مس     

نتایج اثر فاکتورهای مؤثر در سررنتز نانوذرات   .شرررودمیتوليد 

 شده است. ذکر 4مس در جدول 

 ماندگاری نانوذرات مس  3-10

دقيقه سرررنتز    20در ابتدا نانوذرات مس پس از گذشرررت    

  شدند. سپس ارلن حاوی محلول نانوذرات مس سنتز شده    

، در دمای آزمایشگاه نگهداری شد. در فواصل زمانی منظم   

و   محلول حضرررور نانوذرات مس با مشررراهده تغيير رنگ

( بررسرری شررد. در UV-Visمرئی )-فرابنفش سررنجیسيف

روز سنجيده شد و     7این پژوهش سنتز نانوذرات به مدت  

حضررور نانوذرات در این مدت قابل اثبات بود. با توجه به  

مشاهده است که مقدار جذب به دليل کاهش     قابل 7شکل  

ست و باعث   یون های مس به نانوذرات مس افزایش یافته ا

 مس خواهد شد.  افزایش مقدار نانوذرات

 Ta-31 باکتریایی سویه شناسایی 3-11
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  کوکسی Ta-31 سویه داد نشان اوليه شناسایی بررسی نتایج

با مقایسرره توالی  کرم رنگ اسررت.  یهایگرم مربت با کلون

های  دست آمده از سویه منتخب با توالی  به  16S rDNAژن

عاتی       گاه اسلا پای یک Ezbiocloudموجود در  ترین  ، نزد

 ميکروارگانيسررم شررناخته شررده به سررویه مشررخو شررد. 

هت        16S rDNAیابی ژن  ترادف ندن توالی در ج با خوا

شد.   15رفت سویه   انجام  ساس این نتایج   به تيره Ta-31برا

Staphylococcaceae و جنسStaphylococcus  .تعلن دارد

یه   یه  به   Ta-31 سرررو   Staphylococcus pasteuriسرررو

ATCC51129(T)  درصررد شررباهت داشررت      8/99ميزان

کل   ناسرررایی مولکولی   (.8)شررر های   آزمون ،پس از شررر

 انجام 5سبن جدول  Ta-31بيوشرريميایی مربوذ به سررویه  

متحرک، کاتالاز، اکسيداز    Ta-31شد. نتایج نشان داد سویه    

آز بوده و گاز   و اندول مربت بود و قادر به توليد آنزیم اوره     

S2H کندتوليد نمی. 

 

 

 

 نتایج اثر فاکتورهای مؤثر در سنتز نانوذرات مس 4جدول

 محلول رویی کشت القاکننده نانوذرات
 غلظت پیش ماده

 (مولارمیلی)
 دهنده الکترون

 - مولارميلی 2 ليترميلی 20 - مس

 

 

 

  روز 7مدت  بهسنجش ماندگاری نانوذرات مس  7شکل 

 

 Ta-31 باکتریایی سویه شناسایی 3-11

  کوکسی Ta-31 سویه داد نشان اوليه شناسایی بررسی نتایج

با مقایسرره توالی  کرم رنگ اسررت.  یهایگرم مربت با کلون

های  یه منتخب با توالیدست آمده از سو  هب  16S rDNAژن

                                                           
15 forward 

عاتی       گاه اسلا پای یک ، Ezbiocloudموجود در  ن  ترینزد

 .شرردمشررخو  ميکروارگانيسررم شررناخته شررده به سررویه 

هت        16S rDNAیابی ژن  ترادف ندن توالی در ج با خوا

شد.   16رفت سویه   انجام  ساس این نتایج   به تيره Ta-31برا

15 forward 
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Staphylococcaceae و جنسStaphylococcus  .تعلن دارد

یه   یه  ه ب  Ta-31 سرررو   Staphylococcus pasteuriسرررو

ATCC51129(T) درصررد شررباهت داشررت    8/99 ميزان  

کل   ناسرررایی مولکولی   .(8)شررر های   آزمون ،پس از شررر

انجام  5سبن جدول  Ta-31بيوشرريميایی مربوذ به سررویه  

  اکسيداز کاتالاز، متحرک،  Ta-31نتایج نشان داد سویه    شد. 

آز بوده و گاز   آنزیم اورهو اندول مربت بود و قادر به توليد      

S2H کندتوليد نمی. 

 

یابی شده برای باکتری ترادف 16S rDNAدندروگرام  8 شکل

   Ta-31سویه 

 گيرینمونهاعداد ذکر شده در محل انشعاب نشانگر درصد 

Bootstrap  نمونه است. از سویه  1000ازPseudomonas 

meridiana  گروه بيرونی استفاده شد. عنوانبه 
 

 ی منتخبهاسویهی بيوشيميایی هاآزمون 5جدول

 Ta-31سویه  بیوشیمیایی یهاآزمون

 + اکسيداز

 + کاتالاز

KOH - 

 + و توليد اندول  تحرک

 - S2Hتوليد گاز 

 + آزاوره

 

 بحث -4

سم پژوهش بر روی  آل در منبع ایده عنوانبه هاميکروارگاني

سررنتز نانوذرات به سرررعت در حال گسررترش اسررت که از  

سررمت  های فلزی به های مختلف جدا و با نمکزیسررتگاه

. اند وذرات ناشرررناخته به  الش کشررريده شرررده        توليد نان  

  داخل صررورتبهمواد غير معدنی را یا  هاميکروارگانيسررم

.  کنندمیسلولی در ابعاد نانومواد توليد   سلولی و یا خارج 

متمرکز   هاميکروارگانيسمی اخير توجه زیادی به هاسالدر 

شررده اسررت. این امر به علت این واقعيت اسررت که سررنتز  

تر از سرررایر  راحت هاميکروارگانيسرررمنانوذرات توسرررط 

ی مختلف باکتریایی نيز  هاسررویه ،اسررت. همچنين هاروش

 مس ،سلا ،آهن ،ای برای سررنتز نانوذرات مانند نقرهمطالعه

ستند   سنگين خاک .[2]و غيره ه منبع   ،های آلوده به فلزات 

به فلزات    ها سرررویه ای برای جداسرررازی   بالقوه  قاوم  ی م

سنگين       می ساس ژنتيکی مقاومت به فلزات  شند. درک ا با

به استفاده از این سازوکارهای سبيعی  دتوانمی هاباکتریدر 

جهت بهبود محيط زیسرررت همه موجودات زنده نيز منجر  

با توجه به نتایج حاصرررل از مطالعه سرررنتز          . [23] شرررود

ش  یکیزيف یهاروش ،نانوذرات س  جیرا ییايميو  گران   اريب

شررده به   ديتولمس  نانوذرات .رسرردیو خطرناک به نظر م

ارد د ییو ثبات بالا خوب تيحلال ،بازده بالا یست یروش ز

  ريغ ع،یسررنتز سرراده، سررر یهاروش گریبا د سررهیدر مقا و

سبز     و یسم  ست و روش  اندازه و   دتوانمیقابل اعتماد ا

شرا   علاوه بر   .مشخو کند  نهيبه طیشکل نانوذرات را در 

شده در    ،این سنتز  کاربردهای  ی مختلف هازمينهنانوذرات 

توليد   ،سرررازگار با محيط زیسرررت دارند. در این پژوهش    

  صورت به Ta-31زیستی نانوذرات مس با استفاده از سویه    

سلولی   شد خارج  شد . با توجه به مطالعات انجام    ،هانجام 

صرفه    صادی مقرون به  ست. این روش از لحاظ اقت در  تر ا

این پژوهش ماندگاری نانوذرات مس سررنتز شررده به مدت 

-روز با اسررتفاده از دسررتگاه سيف سررنجی فرابنفش  هفت

مرئی در فواصل زمانی مشخو ثبت شد. با توجه به نتایج     

ای  ماندگاری نانوذرات مس بدون حضور عامل پایدارکننده 

نانوذرات          بات بود و این خاصررريت  بل اث یک    عنوانبه قا

مزیت نسبت به نانوذرات سنتز شده به روش شيميایی بيان   

ست.   ی اخير نانوذرات مس را به  هاسال حققين در م شده ا
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ها ذکر      ها روش که برخی از آن ند  ی مختلف سرررنتز کرد

 روش به  را مس نانوذرات  همکاران  و 17جاویر . شرررودمی

يایی   کاهش  ند  سرررنتز شررريم ها  پژوهش در. کرد   از آن

 شررد اسررتفاده کننده تربيت عامل عنوانبه سرريکلودکسررترین

 بدون مس نانوذرات زیستی  سنتز  پژوهش این در اما. [24]

  رویی محلول از اسررتفاده با ایکننده پایدار عامل حضررور

 در .اسررت شررده انجام Ta-31 سررویه از حاصررل کشررت

 نانوذرات 2015 سال  در 18کارولينگ توسط  دیگر پژوهشی 

ستفاده  با مس   با و شد  سنتز   Phyllanthusگياه عصاره  از ا

فاده  تایج  از اسرررت ند   FTIR ن تایج  همان   حاضرررر  پژوهش ن

 سرررولفات  مس زیسرررتی کاهش  در مهم عاملی  یها گروه

زاده و همکاران  دشتی  2021در سال  . [25]شناسایی شدند    

فاده     با اسرررت  Prunus گياه  عصررراره از نانوذرات مس را 

mahaleb L.   ساخته شده     مسساختند که اندازه نانوذرات

رخشررران و همکاران در  . [26] نانومتر بود  30تا   20 ينب

نانوذرات مس را با اسرررتفاده از دو سرررویه        2021سرررال 

مقاوم به مس سرراختند که به ترتيب  B3 و PN14F باکتری 

 Bacillusو Bacillus haynesii (99.87%)های به سرررویه

halotolerans (100%)  نانوذرات شررکل   این .بودندشرربيه

ندازه بين    با ا ند    1-15کروی  تایج    . [27] نانومتر داشرررت ن

به گونه   Ta-31های فيلوژنی نشرران داد که سررویه بررسرری

  88/99شررباهت  .Staphylococcus pasteuri spباکتریایی 

سال   19 سنيو  درصد دارد.  گونه   ینا 1993و همکاران در 

  حيوانی انسانی،  یهانمونه از شده  جدا یهاسویه  ينرا از ب

  یدارا Staphylococcus جنس. کردند شررناسررایی غذایی و

نه اسررررت. سرررو   29 حاظ  از Ta-31 یه گو   یها آزمون ل

  و اندول  توليد  و تحرک کاتالاز،   اکسررريداز،  يوشررريميایی ب

تایجی  آزاوره به   ن نه  با  مشرررا یایی   گو ند  مذکور  باکتر . دار

  به که بوده زرد پيگمان  توليد  به قادر سرررویه این ،همچنين

اسرررتافيلوزانتين   ی کارتنوئيدی به نام  هارنگدانه  توليد  دليل 

                                                           
16 Javier Sua´ rez-Cerda 
18 Caroling 

، که از این لحاظ هم مشابه گونه باکتریایی فوق است    است 

[28.] 

گروه زیست شناسی      از وسيله  بدین :یسپاسگزار   و تشکر 

شگاه سلولی و ملکولی   شان  دان   مواد، برای فراهم کردن کا

  کمال  پژوهش این انجام  جهت  لازم امکانات   و وسرررایل 

 .داریم را یقدردان و تشکر

  منابع -5
]1  [ Deljou A, Goudarzi S.)2016(.Green extracellular 

synthesis of the silver nanoparticles using 

thermophilic Bacillus sp. AZ1 and its antimicrobial 

activity against several human pathogenetic bacteria. 

Iranian journal of biotechnology,14(2),25. 

]2  [ Baker S, Harini B, Rakshith D, Satish 

S.)2013(.Marine microbes: invisible nanofactories. 

Journal of Pharmacy Research,6(3),383-388. 

]3[ Hasan S.)2015(.A review on nanoparticles: their 

synthesis and types. Research Journal of Recent 

Sciences. 

ISSN,22772502. 

]4[ Iravani S, Korbekandi H, Mirmohammadi SV, 

Zolfaghari B.)2014(.Synthesis of silver 

nanoparticles: chemical, physical and biological 

methods. Research in pharmaceutical 

sciences,9(6),385. 

]5  [ Saravanan M, Barik SK, MubarakAli D, Prakash 

P, Pugazhendhi A.)2018(.Synthesis of silver 

nanoparticles from Bacillus brevis (NCIM 2533) and 

their antibacterial activity against pathogenic 

bacteria. Microbial pathogenesis,116221-6. 

]6[  Ahmad A, Senapati S, Khan MI, Kumar R, et 

al.)2003(.Intracellular synthesis of gold 

nanoparticles by a novel alkalotolerant 

actinomycete, Rhodococcus species. 

Nanotechnology,14(7),824. 

]7[ Ghareib M, Tahon MA, Saif MM, Abdallah WE-

S.)2016(.Rapid extracellular biosynthesis of silver 

nanoparticles by Cunninghamella phaeospora 

culture supernatant. Iranian journal of 

pharmaceutical research: IJPR,15(4),915. 

]8[ Kimber RL, Lewis EA, Parmeggiani F, Smith K, 

et al.)2018(.Biosynthesis and characterization of 

copper nanoparticles using Shewanella oneidensis: 

application for click chemistry. 

Small,14(10),1703145. 

]9[  Nazar N, Bibi I, Kamal S, Iqbal M, et 

al.)2018(.Cu nanoparticles synthesis using 

biological molecule of P. granatum seeds extract as 

reducing and capping agent: Growth mechanism and 

19 Chesneau 



_ باکتری ...  جدید سویه _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  همکارانو  زنگنهکرد  _

150 

photo-catalytic activity. International journal of 

biological macromolecules,1061203-10. 

]10[ Suneetha WJ, Maheswari KU.)2018(.Green 

Synthesis of Copper Nanoparticles Using 

Momordica charantia Fruit Extracts and Evaluation 

of Their Anti-Microbial Efficacy. 

]11[ Tiwari M, Jain P ,Hariharapura RC, Narayanan 

K, et al.)2016(.Biosynthesis of copper nanoparticles 

using copper-resistant Bacillus cereus, a soil isolate. 

Process Biochemistry,51(10),1348-56. 

]12[ Lee H-J, Lee G, Jang NR, Yun JH, Song JY, 

Kim BS.)2011(.Biological synthesis of copper 

nanoparticles using plant extract. 

Nanotechnology,1(1),371-4. 

]13[ Srikar SK, Giri DD, Pal DB, Mishra PK, 

Upadhyay SN.)2016(.Green synthesis of silver 

nanoparticles: a review. Green and Sustainable 

Chemistry,6(01),34. 

]14[ Aljabali A, Akkam Y, Al Zoubi M, Al-

Batayneh K, et al.)2018(.Synthesis of gold 

nanoparticles using leaf extract of Ziziphus zizyphus 

and their antimicrobial activity. 

Nanomaterials,8(3),174. 

]15[ Korbekandi H, Ashari Z, Iravani S, Abbasi 

S.)2013(.Optimization of biological synthesis of 

silver nanoparticles using Fusarium oxysporum. 

Iranian journal of pharmaceutical research: 

IJPR,12(3),289. 

]16[  Khalil MM, Ismail EH, El-Baghdady KZ, 

Mohamed D.)2014(.Green synthesis of silver 

nanoparticles using olive leaf extract and its 

antibacterial activity. Arabian Journal of 

Chemistry,7(6),1131-9. 

]17[ Marmur J.)1961(.A procedure for the isolation 

of deoxyribonucleic acid from micro-organisms. 

Journal of molecular biology,3(2),208-IN1. 

]18  [ Kommedal Ø, Karlsen B ,Sæbø 

Ø.)2008(.Analysis of mixed sequencing 

chromatograms and its application in direct 16S 

rRNA gene sequencing of polymicrobial samples. 

Journal of clinical microbiology,46(11),3766-71. 

]19[ Yoon S-H, Ha S-M, Kwon S, Lim J, et 

al.)2017(.Introducing EzBioCloud: a taxonomically 

united database of 16S rRNA gene sequences and 

whole-genome assemblies. International journal of 

systematic and evolutionary 

microbiology,67(5),1613. 

]20[ Tamura K, Peterson D, Peterson N, Stecher G, 

Nei M, Kumar S.)2011(.MEGA5: molecular 

evolutionary genetics analysis using maximum 

likelihood, evolutionary distance, and maximum 

parsimony methods. Molecular biology and 

evolution,28(10),2731-9. 

]21[ Felsenstein J.)1985(.Confidence limits on 

phylogenies: an approach using the bootstrap. 

Evolution,39(4),783-91. 

]22[ Sharon EA, Velayutham K, Ramanibai 

R.)2018(.Biosynthesis of Copper Nanoparticles 

using Artocarpus heterophyllus against Dengue 

Vector Aedes aegypti. Int J Life Sci Scienti Res 

eISSN,2455(1716),1716. 

]23[ Achudume A, Oladipo B.)2009(.Effects of dust 

storm on health in the Nigerian environment. 

Biology and Medicine,1(4),21-7. 

]24[ Suárez-Cerda J, Espinoza-Gómez H, Alonso-

Núñez G, Rivero IA, Gochi-Ponce Y, Flores-López 

LZ.)2017(.A green synthesis of copper nanoparticles 

using native cyclodextrins as stabilizing agents. 

Journal of Saudi Chemical Society,21(3),341-8. 

]25[ Caroling G, Vinodhini E, Ranjitham AM, 

Shanthi P.)2015(.Biosynthesis of copper 

nanoparticles using aqueous Phyllanthus embilica 

(Gooseberry) extract-characterisation and study of 

antimicrobial effects. Int J Nano Chem,1(2),53-63. 

]26[ Dashtizadeh Z, Kashi FJ, Ashrafi 

M.)2021(.Phytosynthesis of copper nanoparticles 

using Prunus mahaleb L. and its biological activity. 

Materials Today Communications,27102456. 

]27[ Rakhshan N, Mansournia M, Kashi FJ.)2021(.A 

Novel Bacterial Route to Synthesize Cu 

Nanoparticles and Their Antibacterial Activity. 

Journal of Cluster Science1-14. 

]28  [ Chesneau O, Morvan A, Grimont F, 

Labischinski H, El Solh N.(1993). International 

Journal of Systematic & Evolutionary 

Microbiology,43,2: 237-44. 

 

 

 

 

 

 

 



 1401 پاییز ،3، شماره 13 دوره  مدرس تیترب دانشگاه یفناور ستیز

151 

 

 

 

 

 

 

 

 

Novel strain Staphylococcus pasteuri sp. Ta-31 as a 

bioreactor for copper nanoparticles production 
 

Hadis Kordzangeneh1, Fereshteh Jookar Kashi2* 
 

1MSc, Department of Cell and Molecular Biology, Faculty of Chemistry, university of Kashan, 

Kashan, Iran 

2Associate Professor, Department of Cell and Molecular Biology, Faculty of Chemistry, University of 

Kashan,Kashan, Iran 

 
jookar@kashanu.ac.ir 

Receipt: 2022/06/06   Accepted: 2022/09/21 

 
Abstract 

This study aimed to isolate and identify bacteria from soils contaminated with 

copper and have access to a capable bacterial strain for producing copper 

nanoparticles (CuNPs). The present study showed the extracellular production 

of copper nanoparticles using strain Ta-31. The effect of various factors such 

as substrate, supernatant volume, enzyme inducer, and electron donor was 

investigated on the production process. The properties of synthesized 

nanoparticles were identified by using UV-Vis, FTIR, XRD, SEM, and EDS 

analysis. Moreover, the growth curve of strain Ta-31 was plotted in the 

presence and absence of an enzyme inducer (concentration of 0.1 mM copper 

sulfate). After the phylogenetic analysis, 16S rDNA gene sequences were 

determined, and their phylogenetic tree of the selected strain was plotted. The 

results showed that the best conditions for producing CuNPs, glucose 1% as 

an electron donor, 2 mM copper sulfate, and 20 ml supernatant had the best 

production. Strain Ta-31 arrived at the end of the log phase and the beginning 

of the stationary phase after 15 h. CuNPs were spherical and irregular, and the 

size of CuNPs was more in the range of 30-40 nm. According to the results, 

strain Ta-31 belonged to Staphylococcus pasteuri sp. with 99.88% similarity.  

 

Keywords: Staphylococcus pasteuri, Bioreactor, Copper nanoparticles, 

Green synthesis  
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