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Abstract:  

In the present research, extracellular green synthesis of copper oxide nanoparticles was studied through a 

simple rapid and environmentally friendly approach using a new bacterial strain isolated from Hoz Sultan 

Qom lake (Bacillus cytotoxicus H2-7). In addition to the different synthesis methods, the factors 

influencing the production such as salt type, concentration, temperature, pH and shaker cycle on the 

production of copper oxide nanoparticles were investigated based on the amount of UV-vis absorption. 

CuSO4.H2O  salt at a concentration of  5 mM as the best precursor salt, a stirring speed of   150 rpm at a 

physiological pH of 7 and an optimal temperature of   30   degrees Celsius resulted in the synthesis of 

copper oxide nanoparticles with maximum efficiency. After optimizing the growth conditions, the 

produced nanoparticles were characterized using different UV-Vis, FTIR, XRD, DLS and zeta potential 

techniques. The produced nanoparticles had absorption in the range of 250-300  nm. The average particle 

size was  50-80 nm with spherical morphology. Also, the antibacterial activity of copper oxide 

nanoparticles against E.coli ATCC11725 and S.aureus ATCC25923  bacteria was investigated by agar 

well and microdilution methods. The present study can be developed to develop a controlled and scalable 

process for bacteriosynthesis of nanoparticles that can be used for diverse applications in various 

industries. 
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Introduction:  

Copper is one of the most consumed materials in the world. It is very important in all industries, 

especially in the electricity sector due to its low cost. It also plays various roles in humans, including 

the role of cofactor for several enzymes involved in neuropeptide production, regulation of cell 

signaling pathways, antioxidant defense, and immune cell function. Copper is required for a variety 

of metabolic and physicochemical processes in plants. It is considered one of the most important 

trace elements for plant growth. It is present in very small amounts in both humans and plants and 

helps to regulate various metabolic and biological activities due to its cofactor role. This substance 

is responsible for the normal function of various essential proteins and enzymes such as amino 

oxidase, cytochrome c oxidase and plastocyanin. On the other hand, copper oxide has antimicrobial, 

antibacterial, antifungal, biocidal, superconducting, catalytic, and optical properties. Based on this, 

the copper nanoparticles (CuNPs) as a promising bioactive agent for use in various industries has 

been considered, among which its green synthesis, especially with the help of microorganisms, has 

received much attention from researchers. In addition, the use of bacteria isolated from a challenging 

environment such as saline habitats is of double importance due to their potential for fine-tuning the 

stability, size and shape of NPs. Meanwhile, the synthesis of nanoparticles relies on the capacity of 

bacteria to tolerate toxic levels of heavy metals, and these microbes synthesize nanoparticles under 

stress by reducing metal ions to their metal oxides. 

Material & Methods:  

In the present research, extracellular green synthesis of copper oxide nanoparticles was studied 

through a simple, environmentally friendly and rapid approach using a new bacterial strain isolated 

from Hoz Sultan Qom lake (Bacillus cytotoxicus H2-7). The samples were collected in October 2019 

from Hoz Sultan salt lake (34°58'58.2" 50°54'11.1" E), which is located about 40 km northeast of 

Qom and 85 km south of Tehran, Iran. Water, saline mud, salt and saline soil samples were separated 

in specific places, both on the surface and at a depth of up to 10 cm. At the time of sampling, the 

temperature varied between 19 and 22 degrees Celsius. After transferring the samples to the 

laboratory, the pH was determined to be 6.4-8.3. After collecting the samples in sterile plastic 

containers, they were cultured 24 hours later and immediately stored in a refrigerator at 4 degrees 

Celsius. For relatively halophilic bacteria, samples were cultured on nutrient agar and nutrient broth 

with 10% and 20% sea salt (g/l), respectively. The tolerance of bacterial isolates to copper was 

determined using the maximum tolerable concentration (MTC) method. In order to achieve the final 

concentration of copper ions in the ranges of 0.5, 1, 2.5 and 5 mM, test plates (nutrient agar) were 

prepared by adding different amounts of copper sulfate. The selected isolate was identified based on 

physiological, morphological and biochemical characteristics. After that, it was molecularly 

identified to confirm the identity of the isolated bacteria. For the extracellular synthesis of copper 

oxide nanoparticles, the bacterial isolate with the maximum amount of MTC was selected. Cell-free 

extract, supernatant, living and dead biomass methods were used in this research. In addition to the 

different synthesis methods, the factors influencing the production such as the type of salt, 

concentration, temperature, pH and shaker cycle and optimizing the production of copper oxide 

nanoparticles based on the amount of UV-vis absorption were investigated.  

Discussion of Results & Conclusions: 

Screening of bacteria from saline soil and saline mud of Hoz Sultan salt lake led to the isolation 

of 30 isolates based on optimal growth in environments with different concentrations of salt. Among 

all isolates, 15 isolates are moderately halophilic (10%) and 11 are extremely halophilic (20%). In 
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order to synthesize copper nanoparticles extracellularly, the bacterial isolate with the highest MTC 

value was selected (Bacillus cytotoxicus H2-7). According to the preliminary experiments, the cell-

free extract method was chosen for the synthesis of copper oxide nanoparticles. The reason for 

choosing this method is that it is fast and does not require the separation of culture medium 

compounds and cell components from produced nanoparticles. Accordingly, the nanoparticles 

produced by this method are purer. After adding copper sulfate salt to the cell extract, the color 

changes from blue to deep green. This color change is due to reduction of copper ion to copper 

nanoparticles. When copper sulfate salt solution is exposed to cellular enzymes, the reduction process 

occurs; As a result, the color change can be considered the first sign of the production of copper 

oxide nanoparticles. 10 minutes after the addition of copper sulfate salt to the cell extract of isolate 

H2-7, a green precipitate was formed at the end of Erlen, which indicated the beginning of the copper 

ion reduction process. After the 48-hour incubation period, the color of the reaction solution changed 

to a deep green color, which indicated the production of copper oxide nanoparticles. Previous studies 

showed that the best time for the incubation and production of copper oxide nanoparticles in a single 

phase and with the highest production rate is between 36-48 hours, which was also achieved in our 

study.CuSO4.H2O at a concentration of 5 mM as the best precursor salt, a stirring speed of 150 rpm 

at a physiological pH of 7 and an optimal temperature of 30 degrees Celsius resulted in the synthesis 

of copper oxide nanoparticles with maximum efficiency. After optimizing the growth conditions, the 

produced nanoparticles were characterized using different UV-Vis, FTIR, XRD, DLS and zeta 

potential techniques. The produced nanoparticles had absorption in the range of 250-300 nm. The 

average particle size was 50-80 nm with spherical morphology. Also, the antibacterial activity of 

copper oxide nanoparticles against E.coli ATCC11725, S.aureus ATCC25923 was investigated by 

Agar well diffusion and microdilution methodes. The present study can be used to develop a 

controlled and scalable process for bacteriosynthesis of nanoparticles that can be used for diverse 

applications in various industries. 
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و  ( Bacillus cytotoxicus H2-7) سویه باکتری جدیدا استفاده از اکسید مس بنانوذرات  میکروبیسنتز 
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 چکیده
با اسـتفاده از یـک    ،ازطریق یک رویکرد ساده، سازگار با محیط زیست و سریع مسسنتز سبز خارج سلولی نانوذرات اکسید  در تحقیق حاضر،

مختلف سـنتز،   یهاروش ،آن بر علاوه. شدمطالعه  (Bacillus cytotoxicus H2-7) ض سلطان قموجداشده از دریاچه ح سویه باکتریایی جدید

-UVمیـزان جـذ     براسـا   مس دیاکسنانوذرات  دیتول برو دور شیکر  pHنند نوع نمک، غلظت، درجه حرارت، ما بر تولید رگذاریتأثعوامل 

vis  نمک  .شدندبررسیO2. H4CuSO  در  قـه یدور در دق 305 زدنهـم سـرعت   ،سـاز شیپ ـنمـک   نیعنـوان بهتـر  به مولاریلیم 0در غلظتpH 

رشد،  طیشرا یسازنهیپس از به. با حداکثر بازده شد مس دیاکس وذراتباعث سنتز نان گرادیسانتدرجه  15 نهیبه یو دما 5با  برابر یکیولوژیزیف

نـانوذرات تولیدشـده در   . زتـا مشـخش شـدند    لیو پتانس ـ VU-UiV ،RITF ،DFX ،XLDمختلـف   یهاکیبا استفاده از تکن تولیدشدهنانوذرات 

ضـدباکتریایی   تی ـفعالهمچنـین  . نـانومتر بـا مورفولـوژی کـروی بـود      05-05ذرات  انـدازۀ متوسـط  . نانومتر جـذ  داشـتند   105-155 محدودۀ

و آگـار   بـر سـط    چاهـک از  انتشـار  هـای بـا روش  E.coli ATCC11725 , S.aureus ATCC25923هـای  علیـه بـاکتری   مس دیاکسنانوذرات 

توسعه داد که  توانیم نانوذرات وسنتزیباکتر یابر ریپذا یمقشده و کنترل ندیافر کیتوسعه  یمطالعه حاضر را برا. شدبررسی  میکرودایلوشن

 .شودمیاستفاده  مختلف عیمتنوع در صنا یکاربردها یبرا

 لزفمقاوم به  یهایباکتر ،مسنانوذرات اکسید  ،الیباکتریآنتکلیدی:  هایهواژ
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 مقدمه

 یط ـیمح طیشـرا  معـرض  در مـداوم  طـور به هایباکتر

 در نیسـنگ  فلـزات  یهـا ونی یبالا غلظت از یناش سخت

در  هـا یبـاکتر  ،حـال  نی ـا بـا . هسـتند  خود اطراف طیمح

ــل، مکان ــاع یهــاســمیطــول تکام ــ یدف ــد را یمختلف  مانن

 در ریی ـتغ ،یخروج ـ یهـا پمـ   ،یسـلول  درون یجداساز

 یرا بـرا  یخارج سلول یگذاررسو  و یفلز ونی غلظت

 هاآن .(3) اندکرده کسباز فلزات  یمقابله با استر  ناش

بـه   یفلـز  یهـا ونی ـدر کـاهش   یفـرد منحصـربه  ییتوانا

ــز  ــانوذرات فل ــد و ین ــ دارن ــه نیهمچن ــدلب ــهولت  لی س

 یک ـی ،یکیژنت یکارکرد، نرخ رشد بالا و امکان دستکار

ــهیاز گز ــان ــرا یه ــو  ب ــتول یمطل ــانوذرات  یســتیز دی ن

 .(1) شوندیمحسو  م

رویکردهای بیولوژیکی، فیزیکی و شیمیایی مختلفـی  

پیشـــنهاد شـــده اســـت.  فلـــزیبـــرای ســـنتز نـــانوذرات 

ــتیونانوتکنولوژیب ــه زسـ ــا علاقـ ــهـ ــه ب یادیـ ــنتزیبـ  وسـ

PNuC؛دارند یفاز آب کینشده در یدستکار یفلز یها 

 یدر دمـا  عیشـدن سـر  دیمـس بـه اکس   لیتما لیدلبه زیرا

ــا ، ســنتز مــس پا ــات ــدازه و داری ــا ان ــو  و  ب شــکل مطل

 دیاس ـ ،یطـور کل ـ بـه  .کنـد یدشوار م اریشده را بسکنترل

ــ، هکــولیگل لنی، اتــکیاســکورب ــدری، بوروهنیدرازی  دی

کننـده  تی ـتثب عوامـل  عنـوان به میسد تیپوفسفیو ه میسد

 ،انیــم نیــا در. (1) شــوندیاســتفاده مــ PNuCVدر ســنتز 

ــه روش ــوژیکی، ب ــای بیول ــ ه روشه ــر  وی ــی ب ــای مبتن ه

 بـه  ازی ـن عدمشان، مانند های عالیدلیل وی گیبهباکتری، 

هزینــه کمتــر و ی، خــارج ۀکننــدتیــتثب و داریــپا عوامــل

سهولت دستکاری سلول، نسبت به سایرین مزایای برتری 

توانـد  مـی  فلزیتشکیل نانوذرات طور کلی، به. (4) دارند

 .(5) صورت خارج سلولی یا درون سلولی انجـام شـود  به

هــای مختلــف توانــایی تولیــد نــانوذرات میکروارگانیســم

فلــزی را از هــر دو طریــق درون ســلولی و بــرون ســلولی 

در روش داخــل ســلولی، ســلول میکروبــی دارای  .دارنــد

دلیـل تعامـل الکتروسـتاتیک،    بـه . سیستم انتقال یون است

ــار دیــوارۀ  ــار منفــی اســت، ب مثبــت  ســلولی کــه دارای ب

دیـوارۀ   ،آن بـر  عـلاوه . کنـد های فلزی را جذ  مـی یون

هـای فلـزی را   هـایی اسـت کـه یـون    سلولی حاوی آنـزیم 

 نی ـا. کنـد ازطریق احیا بـه نـانوذرات آن فلـز تبـدیل مـی     

کـاهش   ،یفلز ونیشامل مراحل به دام انداختن  سمیمکان

کــه در روش خــارج درحــالی ؛اســت یگــذارپوشــشو 

کنـد  ردوکتازهایی را ترشـ  مـی   سلولی، سلول میکروبی

. (3) دشـون ها موجب احیای یون فلـزی مـی  که این آنزیم

سـپس کـاهش    و سنتز خارج سلولی شامل ترشـ  آنـزیم  

. گـذاری نـانوذرات تولیدشـده اسـت    یون فلزی و پوشش

تولیـد خـارج    کنندمی ها بیانهای حاصل از پ وهشیافته

تربودن و خلـو  بیشـتر بـر    دلیل سادهسلولی نانوذرات به

 . (1) دارد تیارجح یسلولتولید درون 

انویـه  های ثها و آنزیممتابولیت ندانشان دادهمطالعات 

ــاکتری  ــود در ب ــکیل   موج ــئول تش ــا مس ــانوذراته در  ن

بـه همـین دلیـل، یـک     . یندهای خـارج سـلولی هسـتند   افر

ای بــرای بیوســنتز خــارج سیســتم باکتریــایی منبــع بــالقوه

هـای سـمی   بدون استفاده از حلال فلزیسلولی نانوذرات 

  .(7) است

 آهـن  اکسـید ماننـد   ی مختلفـی رات فلـز نانوذتاکنون 

 سنتز (4) تیتانیوم اکسیددی و روی اکسید ،(8) مغناطیسی

مطالعـات گـزارش کردنـد     نی ـا ن،ی ـعـلاوه بـر ا  . اندشده

 یهـــاتیـــفعال یدارا ینـــانوذرات فلـــز برخـــی از ایـــن

 ،انی ـم نیهستند که در ا یمختلفیی ایمیوشیو ب یکیولوژیب

   .شده استها توجه CuNP به راًیاخ

در  ،اسـت  جهان در مواد نیترپرمصرف از یکیمس 

 ،کـم  نـه یهز لی ـلدبـه  بـر   بخـش  در  هی ـوبـه  عیتمام صنا

در  یمختلفــ یهــانقــشهمچنــین  و دارد یادیــز تیــاهم

 یهــامیآنـز  یازجملـه نقـش کوفــاکتور بـرا    دارد؛انسـان  
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 یده ـگنالیس ریمس میتنظ د،ینوروپپت دیکه در تول یمتعدد

 یمن ـیا یهـا و عملکرد سلول یدانیاکسیدفاع آنت ،یسلول

و  کیــمتابول ینــدهایاانــواع فر ینقــش دارنــد. مــس بــرا

 نیتراز مهم یکی ،است ازیمورد ن اهانیگ ییایمیکوشیزیف

هـم در   ،شودمحسو  می اهیرشد گ یبرا ا یعناصر کم

کـم وجـود دارد و    اریبه مقدار بس ـ اهانیانسان و هم در گ

 یکیمتـابول  یهاتیفعال میتنظ به یکوفاکتور نقشدلیل به

مــاده مســئول  نیــکنــد. ایمختلــف کمــک مــ یســتیزو 

مختلـف   یضرور یهامیآنزو  هانیئپروت یعیعملکرد طب

و  دازیاکســـــ c توکرومیســـــ داز،یاکســـــنویماننـــــد آم

 یمـس دارا  دیاکس ـ ،گـر ید یاست. از سـو  نیانیپلاستوس

ــدباکتر  ــوا  ضـ ــدم ،ییایخـ ــدقارچ ،یکروبیضـ  ،یضـ

ــســتیز ــیدال(کش ــانا ،ی )بیوس ــال ،ییابررس و  یزوریکات

استفاده از نـانوذرات مـس    این، براسا  .(4) است ینور

(CuNPsبه ) دوارکننـده یفعال ام ستیعامل ز کیعنوان 

توجـه قـرار    درخـور مختلـف   عیدر صنا یریکارگهب یبرا

 آن سـبز  سـنتز محققـان بـه    انی ـم نی ـکـه در ا  گرفته است

توجــه  اریبســ هــاســمیکروارگانیمبــا کمــک  خصــو بــه

جداشـده از   یهـا یباکتراستفاده از  نکهیضمن ا .نداهکرد

 ،ینمک ـ یهـا سـتگاه یزماننـد   زی ـبرانگچـالش  طیمح ـ کی

انـدازه و   ،یداریپا قیدق میتنظ یبرا لیپتانسداشتن  لیدلبه

 (9) برخـوردار اسـت   یدوچنـدان  تیاز اهم ،هاNP شکل

 یبـرا  هایباکتر تیسنتز نانوذرات به ظرف انیم نیا در که

 نی ـاسـت و ا  یمتک ـ نیفلزات سـنگ  تیتحمل سطوح سم

فلـز خـود،    دیبه اکس ـ یفلز یهاونی یایاحبا  هاکرو یم

بـا ایـن   . (10) کننـد ینانوذرات را تحت اسـتر  سـنتز م ـ  

حال، مطالعات مربوط به سنتز باکتریایی نانوذرات اکسید 

ــس ــه م ــتفاده از  ب ــا اس ــ ه ب ــاکتروی ــایب ــده از  یه جداش

بـه همـین دلیـل،    . چالشـبرانگیز محـدود اسـت    یهاطیمح

 قی ـتحق نی ـا در مـس  دینوذرات اکس ـنـا  وسـنتز یب کردیرو

 کی ـاز  جداشـده  یهـا سـم یکروارگانیشامل اسـتفاده از م 

سـنتز سـبز نـانوذرات    این مطالعـه بـه   سخت است.  طیمح

ــس ــاکتری جد   م ــک ب ــتفاده از ی ــا اس ــد ب  Bacillusی

cytotoxicus H2-7 حـوض سـلطان    اچـه یجداشده از در

ختصــا  یافتــه اســت. ا نــهیرشــد به طیشــرا در رانیــدر ا

-UV-vis,FE بیوسنتزشـده توسـط   مسوذرات اکسید نان

SEM, FTIR, DLS, XRD   درنهایـت،   و آنـالیز شـدند

بیوسنتزشـده   مـس فعالیت ضدمیکروبی نانوذرات اکسـید  

 .ندتعیین شد
 

 هاروشمواد و 

ــه ــر  هــانمون  حــوضاز دریاچــه نمــک  1537در اکتب

 یآورجمعشرقی(  "33,3'00°05 "00,1'00°10) سلطان

 00شـرقی قـم و   شـمال کیلومتری  05دود که در ح ندشد

های آ ، کیلومتری جنو  تهران، ایران قرار دارد. نمونه

های خـا ، هـم   گل شور، نمک و خاک شور در مکان

متر جداسازی شـدند.  سانتی 35در سط  و هم در عمق تا 

درجـــه  11تـــا  37، دمـــا بــین  یبــردار نمونـــهدر زمــان  

بـه   هانمونهانتقال  پس از محیط pHمتغیر بود.  گرادیسانت

هـــا پـــس از تعیـــین شـــد. نمونـــه 0/1-1/0 آزمایشـــگاه

ساعت بعـد   10آوری در ظروف پلاستیکی استریل، جمع

ــای    ــال در دم ــله در یخچ ــدند و بلافاص  0کشــت داده ش

هـای  نگهـداری شـدند. بـرای بـاکتری     گـراد یسانتدرجه 

ترتیب روی نوترینت آگـار و  بهها نسبتاً هالوفیلیک، نمونه

ــر ــا ب ــایی )درصــد  15و  35اث غــذایی ب ( g/lنمــک دری

 ,NaBr 0.026, NaHCO3 0.06) کشـت داده شـدند  

KCl2 2, CaCl2 3.6, MgCl2.H2O 7.0, 

MgSO4.7H2O 9.7, and NaCl 81 ) (33). 
 

 ییایباکتر یهاهیجدا یتحمل فلز بررسی

بـا   یی نسبت به مـس ایباکتر یهاهیجداتحمل  ییتوانا

( MTC)اســتفاده از روش حــداکثر غلظــت قابــل تحمــل 

در  مـس  ونی ییبه غلظت نها یابیمنظور دستبه. شد نییتع
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 یهــاتیــپل، مــولاریلــیم 0و  0/1، 3، 0/5 یهــامحــدوده

مختلــف  رین مقــادبــا افــزود( آگــار نــتینوتر) یشــیآزما

عنوان شاهد، از صفحات بـدون  به. شد هیته مسسولفات 

بـه چهـار    تی ـهـر پل  میپس از تقس ـ. استفاده شد مس ونی

ــاو ــش مسـ ــاکتر ،یبخـ ــایبـ ــده یهـ  3,0×350) جداشـ

PRV/lm) هاتیپل. محیط کشت توزیع شدندسط   یرو 

روز پـس از   0بـه مـدت    گـراد یسـانت  درجه 15 یدر دما

 MTC. شـدند  نکوبـه ا یرشـد بـاکتر   مشاهده یبرا  یتلق

شـد   فیتعر یطیدر مح مس ونیعنوان حداکثر غلظت به

 .در هر سه تکرار رشد کنند دکنیمرا قادر  هایباکترکه 
 

 ییایباکتر ةجدای ییشناسا

 یهـــای گـــیوشـــده براســـا   انتخـــا  هیـــجدا

پـس از آن،   و ییایمیوشیو ب یکیمورفولوژ ،یکیولوژیزیف

صــورت بــهجداشــده،  یهــایتربــاک تیــهو دییــتأ یبــرا

 یژنـوم  DNAاسـتخراج   کیتکن. شد ییشناسا یمولکول

 مقالـه شـامل جوشـاندن سـاده اسـت      نی ـشده در اشنهادیپ

عنـوان الگـو   بـه نخـورده  تدس ـ DNA یهـا عصاره. (31)

 یمرهـا یبـا اسـتفاده از پرا   PCR 16s rDNA ری ـتکث یبرا

-8F(5 یدیــــــــنوکلئوت یبــــــــا تــــــــوال یجهــــــــان

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3)  1492وR(5-

CACGGATCCTACGGGTACCTTGTTACGACTT

از . شـدند استفاده  گرادیسانت درجه 00ذو   یدماو  (3-

ــرا   ــارز ب ــورز در ژل آگ ــال یالکتروف  ــ زیآن ــدار کم  یمق

ــد PCRمحصــول  ــتفاده ش ــدها. اس ــاهده  DNA یبان مش

. نــدبــه دســت آمد UVPبــا اســتفاده از  ریشــدند و تصــاو

 یدی ـنوکلئوت یهـا یتـوال  سـه یبـا مقا  هانهگو نیرتکینزد

ابـــزار  یحاصـــل بـــا اســـتفاده از خـــدمات شـــبکه اصـــل

داده  گـاه یپا( BLAST) یمحل ـ یتـراز هـم  یجووجست

NCBI  افــتیدر یبـرا  هـا یتــوالسـپس  . شـدند  ییشناسـا 

 .ندارسال شد GenBankالحا  به  یهاشماره

 توســ نـانوذرات   یبــرون سـلول  یسـت یز سـنتز 

 سلول از یعار عصاره

 زولهیا ،مس دینانوذرات اکس یسنتز خارج سلول یبرا

 نی ـدر ا. انتخـا  شـد   MTCبا حداکثر مقـدار   ییایباکتر

 ،یـی رو عیعصـاره بـدون سـلول، مـا     یهـا از روش قیتحق

بـاکتری منتخـب   . توده زنـده و مـرده اسـتفاده شـد    ستیز

بـا شـماره    Bacillus cytotoxicus H2-7)شـده  شناسایی

ــی  ــاه داده  در OK175630.1دسترســ در  (NCBIپایگــ

ساعت  00سپس به مدت  و شد  یبراث تلقمحیط کشت 

دور در  305زدن هـم بـا   گـراد یسـانت درجـه   15 یدما در

پـس از   ییرو عیو ما تودهستیزهر دو . انکوبه شد قهیدق

بـه مـدت    قـه یدور در دق 0555شدن کشت در وژیفیسانتر

. ندشـــد یآورجمـــع یمطالعـــه بعـــد یبـــرا قـــهیدق 30

ــده  تــودهســتیز ــهزن  15معلــق در  تــودهســتیزعنــوان ب

 CuSO4.5H2O 0 شـده بـا  لیاسـتر  زهیونی ـآ   تـر یلیلیم

 تـوده سـت یز یمقـدار کـاف  . داده شـد  ترکیـب  مولاریلیم

 psi 30شـد و در   یآورجمعمرده  تودهستیز یزنده برا

ــه مــدت  ــهیدق 30ب ــا ق  گــرادیســانتدرجــه  313 یدر دم

به  ییرو عیما تریلیلیم 355 ،ییودر روش ر. اتوکلاو شد

 ضـافه ا CuSO4.5H2O یحـاو  زهیونیآ  د تریلیلیم 05

( یـی رو عیو ما تودهستیز)پس از آن، هر دو روش . شد

دور در  305زدن هـم بـا   گـراد یسـانت درجـه   15 یدر دما

تولیـد  . آغـاز شـود   وسـنتز یب نـد یاانکوبه شدند تـا فر  قهیدق

تغییــر رنــ  و  ۀمشــاهدازطریــق  مــس دیاکســنــانوذرات 

ــط ــاورا یســنجفی ــنفیم ــی  -شب ــابی  UV-visمرئ ارزی

انتخـا    شـده پـن  روش اسـتفاده   نیاز بروش  نیا. شدند

 یبـراث مـواد مغـذ    یکـار، فلاسـک حـاو    نیا یبرا. شد

شد و فلاسک   یتلق H2-7 هیبا کشت خالش سو لیاستر

 305و  گرادیسانتدرجه  15 یساعت در دما 00به مدت 

درصـد   1 وژ،یفیپـس از سـانتر  . نکوبـه شـد  ا قهیدور در دق

آ   تــریلیلــیم 355بــه  ییایــباکتر تــودهســتیزاز  یوزنــ
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 طیسـاعت در شـرا   00شده اضافه شد و بـه مـدت   لیاستر

 عیمـا . داده شـد   یکه قبلاً توضشد ی گرماگذار یمشابه

 بـدون بـا عصـاره    وژیفیآمده پـس از سـانتر  دستبه ییرو

ــلول  ــانیس ــود کس ــیم 15. ب ــریلیل ــه  CuSO4.5H2O ت ب

 کریش ـ یفلاسک با عصاره بدون سلول اضـافه شـد و رو  

ــ ــهیدور در دق 305) یچرخشـ ــا( قـ ــه  15 یدر دمـ درجـ

کنتـرل مثبـت   . ساعت انکوبه شـد  00به مدت  گرادیسانت

محلــول نمــک ) یو کنتــرل منفــ( عصــاره بــدون ســلول)

 انکوبـه شـدند   یشیآزما یهافلاسکبا ( خالش سازشیپ

، محلـول  دشـده یتول نـانوذرات  یجداسـاز  منظوربه .(31)

ــه rpm 0555رســو  در دور  یحــاو ــهیدق 15 مــدت ب  ق

 زهیونیــد آ  بـا  آمــدهدسـت بـه  رســو . شـد  وژیفیسـانتر 

 .دش خشک ریدرا زیفر دستگاه با و داده وشوشست
 

نـانوذرات   وسـنتز یبمختلف بر  یپارامترها ریتأث

 مس دیاکس

 وسـنتز یب درتلـف  پارامترهـای مخ  ریتـأث سـنجش   یبرا

نمک ازجمله  یمختلف یپارامترها ،روی دینانوذرات اکس

، غلظت نمـک فلـزی   (سولفات مس و کلرید مس)فلزی 

ــیم 0/1، 0، 0/5، 35) ــولاریل ، درجــه pH (1 ،5 ،35)، (م

 کری، چرخش ش ـ(گرادیدرجه سانت 10، 15، 10)حرارت 

بـــر تولیـــد نـــانوذرات  (قـــهیدور در دق 155، 305، 355)

سـنجش   H2-7 ةجدایسلولی  عصارۀ لةیوسبه مس دیاکس

آزمـایش و بـا    ،بـار تکـرار   1تمامی عوامل با . (30) شدند

 .شدند مقایسه UV-vis یسنجفیطاستفاده از 
 

 سنتزشده نانوذراتشناسایی 
بـرای تجزیـه و   ( XRD) کـس یا اشـعه  پـراش  آزمون

ــانوذرات اکســتحلیــل  ــا اســتفاده از سنتزشــده  مــس دین ب

( CpimihV CP3515 ,dnmmloH) کـس یاشـعه ا  سـن  پراش

ــد.   ــتفاده شــ ــاســ ــپک کیــ ، VU 3055) تروفتومتراســ

DpillHhNفیط شیتشخ ی( براژاپن و،ی، توک VU-

siV 055-155در محدوده  مس دینانوذرات اکس لیتشک 

ــتفاده شـــد.  ــانومتر اسـ ، PnuHnNlo Icep )PILLTDنـ

UIDPV2 ،ایــنــور پو یانجــام پراکنــدگ یبــرا (فرانســه 

(XLDو پتانس )شـد زتا استفاده  لی .IADPIu )ATFI 

TT ،زاتی ـا تجهچک( ب یجمهور RA-DAA  انجـام   یبـرا

 یهــانمونــه ی( روAXD) یپراکنــده انــرژ یســنجفیــط

 لیتبـد  یسـنج فی ـط دسـتگاه شـده اسـتفاده شـد.    خشک

ــفور ــز  هی ــادون قرم ــدوده  (FTIR) م  0555-055در مح

 TENSOR 27ا اسـتفاده از اسـپکتروفتومتر   ب -3متریسانت

فعـال  سـت یز بـات یانجام شد تا مشخش شـود کـدام ترک  

نـانوذرات   تی ـدر کاهش و تثب یدر عصاره باکترموجود 

  نقش دارند. مس دیاکس
 

 ییایضدباکتر تیفعال

 آگار بر سطح کانتشار چاه

 تیفعال لیتحل و هیتجز یبرا اول مرحله در روش نیا

در برابـر  شـده  دیتول مـس  دینانوذرات اکس ـ ییایباکترضد

ــاکتر دو  S.aureusو  E.coli ATCC11725 یبــ

ATCC25923 از یـک   تریکرولیم 355 ابتدا .شد استفاده

ــایی   ــیون باکتریـــ ــاعته )  10سوسپانســـ  350×  3,0ســـ

CFU/ml   با استفاده از یـک میلـه )L    شـکل روی محـیط

 آ در  سنتزشده مسنانوذرات اکسید شد.  پخشکشت 

 0، 0، 1، 1، 3) آن مختلـف  یهاغلظتشده و  قیمقطر رق

سـپس  کـار گرفتـه شـد و    ه ب ـ میلی گرم بر میلی لیتر( 1و 

گـراد بـه مـدت    درجه سانتی 15در دمای  هاکشتمحیط 

ــه شــدند. قطــر ) 10 ( ناحیــه بازدارنــده mmســاعت انکوب

 .(30) گیری و ثبت شداندازه
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 MBCو  MICتعیین 

 µg/ml) مـس نـانوذرات اکسـید    مختلـف  یهاغلظت

هـا  هسازی مداوم نمونبا رقیق( 355،155،055،055،3155

دسـت   چاهی به 71با محیط براث غذایی در یک صفحه 

 یهــاپروتکــلبراســا   هــاهیســو. غلظــت نهــایی نــدآمد

ــین  ــده تعیـ ــد. منتشرشـ ــس از شـ ــذ  پـ ــاعت  10جـ سـ

گـراد بـا دسـتگاه    سـانتی درجـه   15انکوباسیون در دمـای  

ELISA Reader   .میکرولیتـر نمونـه از    355ارزیابی شـد

آگار قـرار داده شـد و   های بدون رشد روی نوترینت چاه

بـرای   گـراد یسانتدرجه  15ساعت در دمای  10به مدت 

 ( انکوبـه شـد  MBCکش )ارزیابی حداقل غلظت باکتری

(31). 
 

 تجزیه و تحلیل آماری

هــر آزمــایش در ســه تکــرار اجــرا شــد و   یهــاافتــهی

 ±صـورت میـانگین   بـه مایکروسافت اکسل همـه آنهـا را   

( گزارش کرد. برای ارزیـابی آمـاری   SDانحراف معیار )

( value <-p 0.05)طرفـــه یـــک ANOVAاز  هـــاداده

 استفاده شد.

 نتیجه و بحث

ــالگری  ــاکترغرب شــور  از خــاک شــور و گــل هــایب

 15دریاچــه نمــک حــوض ســلطان منجــر بــه جداســازی  

 یهـا غلظـت بـا   یهـا طیمح ـجدایه براسا  رشد بهینه در 

جدایـه   30، هـا هی ـجدامختلف نمک شـد. از بـین تمـامی    

هالوفیل  العادهفو جدایه  33و ( درصد 35هالوفیل ) نسبتاً

ــد 15) ــه درص ــتند. ب ــنتز  ( هس ــور س ــانوذرات منظ ــسن  م

جدایـه باکتریـایی بـا بـالاترین     صورت خـارج سـلولی،   به

سـویه باکتریـایی بـا     0انتخـا  شـد. از بـین     MTCمقدار 

 Bacillus، یــک ســویه )مــستحمــل بــالا بــه ســولفات 

cytotoxicus H2-7    بـــا بیشـــترین جـــذ  توســـط )

سـنتز   یبررس ـ یانتخـا  شـد. بـرا   UV-vis  یسـنج فیط

 Bacillus، مـــس دینـــانوذرات اکســـ یخـــارج ســـلول

cytotoxicus H2-7 از  یبـالاتر سـط    رای ـشد؛ زنتخا  ا

نشان  یباکتر یهاهیجدا گریدرا نسبت به  مستحمل فلز 

ضمن رهاشـدن از اثـرات    شودیمامر باعث  نیکه هم داد

ــا ظرف نیفلــز ســنگ یســم ــد ب ــبتوان ــه  یشــتریب تی آن را ب

 .دکن لینانوذرات تبد
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 زانیم نیبالاتر بیترتهب H2-6و  H2-7 هیکه جدا ییایباکتر یهاهیجدا توسط مستلف سولفات مخ یهاغلظتبه مشخصات تحمل . 3شکل 

 تحمل را نشان دادند.

Figure 1. PplulercuiVrieV no rnmculoec rn Hioocucor enoecorulrinoV no enhhcu VNmolrc yb ylercuilm iVnmlrcV , H2-7 and H2-6 isolates 

showed the highest levels, respectively. 
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 بررسی تولید نانوذرات 

روش  ه،ی ـاول یهـا شیآزمـا توجه بـه   بامرحله  نیا در

 مـس  دیاکس ـ نـانوذرات سنتز  یبرا سلول از یعار ۀعصار

 عـدم  و بـودن عیسـر  روش نی ـاعلت انتخا  . انتخا  شد

 یسـلول  یاجزا و کشت طیمح باتیترک یجداساز به ازین

ــانوذر از ــتول اتن ــانوذرات ایــن،و ســا برا .اســت یدی  ن

پـس از  . (35) تـر هسـتند  خـالش روش  نی ـشده بـا ا دیتول

سـلولی، تغییـر    ۀشدن نمک مس سولفات به عصـار اضافه

این تغییر رنـ   . دهدرن  از آبی به سبز پررن  رخ می

 هنگـامی  .ون مس به نانوذرات مس اسـت علت احیای یهب

هـای  در معـرض آنـزیم  محلول نمکی مـس سـولفات   که 

 ،دهـد؛ درنتیجـه  گیرد، فرایند احیا رخ مـی سلولی قرار می

 تولید نانوذرات اکسـید  ةتوان اولین نشانتغییر رن  را می

شـدن  دقیقه پس از افـزوده  35 .(30) مس به حسا  آورد

ــه عصــار نمــک مــس  H2-7 ةجدایــســلولی  ۀســولفات ب

ــن تشــکیل شــد کــه    رســو  ســبز رنگــی در انتهــای ارل

از پـس  . آغـاز فراینـد احیـای یـون مـس بـود       ۀکننـد بیـان 

انکوباسـیون، رنـ  محلـول    سـاعتة   00دورۀ شدن سپری

ــ   ــه رن ــدا کــرد کــه    واکــنش ب ــر پی ــ  تغیی ســبز پررن

 یقبل مطالعات. تولید نانوذرات اکسید مس بود ۀکنندبیان

ــد  ــرنشــان دادن ــان نیبهت ــرا زم ــ یب ــو تول ونیانکوباس  دی

 نیشـتر یفـاز و بـا ب  صـورت تـک  بـه  مس دینانوذرات اکس

که در مطالعـه   (37) است ساعت 11-00 نیب دیتول زانیم

 .حاصل شد یاجهینت نیچن زیما ن
 

 ب

 

 
 الف

 

 
:  به همراه آ  مقطر  H2-7سلولی عصارۀ : کنترل الف) ساعت 00پس از  H2-7جدایه عصارۀ مس توسط  سنتز نانوذرات اکسید( 3 .1شکل 

لول حاوی نانوذرات حاصل از سانتریفیوژ مح ۀشدشستهرسو  ( 1 .سلولی به همراه نمک مس سولفات(عصارۀ : جکنترل نمک مس سولفات 

 H2-7 ةجدایمس تولیدشده توسط  اکسید
RiuNuc 2. 1) DborpcViV no enhhcu ndiHc olonhluriemcV yb d 2-7  iVnmlrc cdruler lorcu 48  pnNuV I :d 2-7   ecmm cdruler enorunm hirp 

HiVrimmcH hlrcu B :enhhcu VNmolrc Vlmr enorunm P :ecmm cdruler hirp enhhcu VNmolrc Vlmr .) 2) PlVpcH huceihirlrc nyrliocH ounl 

ecoruioNulrino no l VnmNrino enorlioiou enhhcu ndiHc olonhluriemcV hunHNecH yb d 2-7 iVnmlrino.  

 

پیک مشاهدۀ بر تغییر رن ، تولید نانوذرات با  علاوه

SPR ــه ــانومتر توســط  155-155 در ناحی ــفن ســنجی طی

UV-vis مس در این ناحیـه   نانوذرات اکسید. دبررسی ش

طیف جـذبی هـر چهـار جدایـه      .(15) دارای پیک هستند

هـای  جدایـه . نانومتر خوانده شد 155-055در طول موج 

T3  وH2-5  ــی   155-155محــدوده در ــانومتر ه ــه ن گون
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پیکی ایجاد نکردند که بـه معنـای عـدم تولیـد نـانوذرات      

در  H2-7و  H2-6 ةجدای ـدو . توسط این دو جدایه است

اشـتند  د SPRنانومتر پیـک   105-155ذکرشده بین  ناحیه

 .(13) که به معنـای تولیـد نـانوذرات اکسـید مـس اسـت      

بیشـتر بـود کـه     H2-6نسبت به  H2-7 ةجدایپیک جذبی 

بیشتر ذرات یا اندازۀ علت تولید بیشتر نانوذره، تواند بهمی

علت هتغییر رن  ب ،آن علاوه بر. پایداری بیشتر آنها باشد

بـه همـین   . ر یون مس در این سویه بیشـتر بـود  احیای بیشت

منتخـب ایـن پـ وهش     ةجدای ـعنوان به H2-7 سویه دلیل،

و مابقی آزمایشات توسط ایـن جدایـه انجـام    شد انتخا  

 Bacillus cereusتوسـط  کـه   Tiwariدر پـ وهش   .شد

-155 ، یکی در ناحیـه SPRصورت گرفته بود، دو پیک 

شـکل گرفتـه    055-115 دیگری در ناحیـه  نانومتر و 155

مـس   صورت اکسیدتولید نانوذرات به ۀدهندبود که نشان

ایجادشـده در   SPRپیک  ،آن بر علاوه .(11) و مس بود

 Pseudomonasکه با استفاده از  El-Saadonyپ وهش 

fluorescens     در  ،اقدام به تولیـد نـانوذرات مـس کردنـد

 ۀدهنـد نانومتر بود کـه ایـن امـر نشـان     155-005محدوده 

 و نـانوذرات اکسـید   تفاوت پیک جذبی نـانوذرات مـس  

 .(30) ستامس 
 

   
 و دور شیکر pHدر شرایط یکسان دما،  های منتخبتولید نانوذرات اکسید مس توسط جدایه سةیمقا .1شکل 

RiuNuc 3.  PnlhluiVno no hunHNerino no enhhcu ndiHc olonhluriemcV yb VcmcercH iVnmlrcV NoHcu rpc Vllc enoHirinoV no 
rclhculrNuc ,hd loH Vplacu ebemc  

 

 ییایباکتر لهزویا ییشناسا

ــیاز تع پــس ــوال نی ــدنظر و  هیســو 16s rDNAژن  یت م

. شــد ییشناســا یانتخــاب هی، ســوNCBIانفجــار آن در محــل 

ــا ــحاصــل از بلاســت، ا  یبراســا  نت ــباهت  هیســو نی  77ش

. داشـت  Bacillus subtilisمتعلق به  یهاهیسوبا  یدرصد

ــیپــس از تع ــوال نی ــ، ا16s rDNAژن  یت ــا شــماره  نی ژن ب

 هیتجز. داده ژن ثبت شد گاهیپا در OK175630.1 یدسترس

متعلـق بـه    هیکـرد کـه سـو    دییتأ نیهمچن ییایمیوشیب لیو تحل

 دی ـجد هیعنوان سواحتمالاً به هیسو نیا. است لو یجنس باس

و  هی ـبراسـا  تجز . شـود یم ـ یبنـد طبقـه  سیلیسوبت لو یباس

بـا روش   کی ـلوژنتی، درخـت ف 16s rDNAژن  یتوال لیتحل

 هیسـو  نیا تیو موقع( 0شکل )م شد یترس ن ینیجو-هیهمسا

 .نشان داده شد گرید یهاگونه نیدر ب



 

 3051 تابستان، 05شماره سال سیزدهم، شناسی میکروبی، زیست 10

 

https://doi.org/10.22108/bjm.2024.139609.1568 

 
 16S rDNA افتةیریتکثژن  یبر مبنا Bacillusو اعضای دیگر جنس  H2-7 ةیسودرخت فیلوژنی  -0 شکل

RiuNuc 4.  Cpbmnucob rucc no Vrulio d 2-7 loH nrpcu lclycuV no rpc ucoNV BleimmNV ylVcH no rpc llhmioicH  16 D uXuI ucoc  

 

 

 مس دینانوذرات اکس یخارج سلول وسنتزیب

ــتفاده از  نیبهتـــر ــا اسـ جـــذ   یهـــاکیـــپروش بـ

ــه ــتب ــپکتروفتومتر  دس ــده از اس ــکل در  UV-visآم  0ش

 نیبـالاتر  دی ـکنیم ـکـه مشـاهده    طـور همان. مشخش شد

 مطالعـه  بـا  کـه  است یسلول رهعصا روش به مربوط کیپ

 یســلول عصــارهروش  .(33) دارد مطابقــت زیــن مــا یقبلــ

ــه ــدلب ــالا و پ ییکــارا لی ــب ــه   کی ــالاتر نســبت ب جــذ  ب

 ؛مطالعه سنتز نانوذرات استفاده شـد  یبرا گرید یهاروش

 یل ـیدلابـه  تـوده سـت یزو  ییرو عیرقت، ما یهاروشاما 

کنـار   نییشده و راندمان پادینانوذرات تول یناخالص مانند

ســاعت، تمــام رســوبات     00پــس از   .گذاشــته شــدند 

ــا شســت  ندشــد یآورمــعج ــانوذرات ب ــا آ  وو ن شــو ب

 . خشک شدند زیفر کنخشکخالش و با  زهیونید
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و دور شیکر که روش عصاره سلولی  PH ،در شرایط یکسان دما  H2-7 جدایه ةوسیلهمس ب اکسید های تولید نانوذرهروش سةیمقا. 0شکل 

 بالاترین بازدهی را به همراه داشت.
RiuNuc 5.  PnlhluiVno no enhhcu ndiHc olonhluriemc hunHNerino lcrpnHV yb iVnmlrc H2-7 NoHcu rpc Vllc enoHirinoV no 

rclhculrNuc ,hd loH Vplacu ebemc ,rpc ecmm cdruler lcrpnH bicmHcH rpc piupcVr cooieicoeb  

 

 سنتز نهیعوامل بهبررسی 

 سازشیپنوع نمک 

ــرا ــه یب ــوع  کیــدســت آوردن  ب ــ NPن ــوانیم از  ت

 یمختلف استفاده کرد. مطالعـات قبل ـ  سازشیپ یهانمک

 قیـــشـــده ازطردینشـــان دادنـــد خـــوا  نـــانوذرات تول

ــایرو ــســبز را  یکرده ــوانیم ــه ت ــأثتحــت یســادگب  ریت

 بـارۀ حـال، اطلاعـات در   نیقرار داد. با ا یانتخاب سازشیپ

سـبز   NP یهـا ی گ ـیومختلف بر  سازشیپ یهانمکاثر 

 یهارهذنانو ندنو و همکاران نشان دادمحدود است. دروپ

کـردن  مخلـوط نـانومتر بـا    355 بـاً یبا قطر تقر یرو دیاکس

 Anacardiumو عصـــــاره بـــــر   یاســـــتات رو

occidentale یرو دی ـاند. اسـتفاده از کلر به دست آمده 

نانومتر  315با طول  یرو دیاکس یهالهیمنجر به سنتز نانوم

حال، هر دو نمونه با  نینانومتر شده است. با ا 10 عرضو 

سنتزشــده از  ZnOنـانوذرات   .(23) تجمـع مواجـه شـدند   

و اندازه متوسط  لهینانوم یمورفولوژ یدارا یسولفات رو

آمـده بـا   دسـت نانومتر بودند. بـرعکس، نـانوذرات بـه    15

استات  ای یرو تراتین نمک از استفادهبا  اهمان روش، ام

عـلاوه   نانومتر بودنـد.  15تا  30و در اندازه  یمکعب ،یرو

شدن مشاهده شـد.  و آگلومره معتجآنها به  لیتما ن،یبر ا

مختلـف   یهـا نمـک اسـتفاده از   نکـه یاجالب توجـه   نکته

 ریتـأث  زی ـنـانوذرات ن  یکیولـوژ یب تیبر فعال تواندیم یحت

ــبگــذارد. فعال ــانوذرات اکســ یکروبیضــدم تی  یرو دین

 ییایباکتر یهاهیدر برابر سو یرو تراتیآمده از ندستبه

اسـتفاده از سـولفات   که با  ییکه آنهایحالرد ؛بارزتر بود

ــتول یرو ــدند دیـ ــو  ،شـ ــر سـ ــاهیدر برابـ ــف  یهـ مختلـ

نـوع   نکـه یا خلاصـه  .(24) کارآمدتر بودنـد  لو یآسپرژ

 یداری ـاندازه، شـکل و پا  د،یساز در مقدار تولشیپنمک 

در  دی ـنمـک مـس کلر  . دارد ییسـزا بـه  تینانوذرات اهم

نانوذرات با غلظـت   ةیبا نمک مس سولفات در ته هسیمقا

 ش،یپس از سه بار تکـرار آزمـا  . شد یبررس مولاریلیم 0

 VU-siV فیــجــذ  ط زانیــمشــخش شــد براســا  م

در سـنتز نـانوذرات    یبهتـر  یینمک سـولفات مـس توانـا   

 نی ـا ،نیبنـابرا  دارد؛ دی ـبا نمک مس کلر سهیمس در مقا

 .ادامه مطالعات انتخا  شد ینمک برا
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 Hp حسطو

و انـدازه نـانوذرات را    شـکل نشان دادند  یقبل مطالعات

شده ییشناسا کیپ. (10) کنترل کرد hdبا سطوح  توانیم

باعـث   نییپـا  pHنشـان داد کـه    1 یدیاس ـ hdدر نمونه در 

امـر   نیکه هم شودیم مس دینانوذرات اکس وسنتزیکاهش ب

 ؛جـذ  مربوطـه شـده اسـت     کی ـشـدن پ کوچـک منجر به 

مطالعـه بـا    نی ـدر ا مـس  دینـانوذرات اکس ـ  وسنتزیب ،نیبنابرا

hd دهـد یم ـشکل نشان . محدود شد نییپا hd 5  نیبهتـر 

 قـبلاً طـور کـه   همـان  .تنـانوذرات اس ـ  وسنتزیب یبرا طیشرا

ــط  ــمیل توســــ ــارانش ب وایســــ ــهمکــــ ــد،  انیــــ شــــ

FpnHnhVcNHnlnolV elhVNmlrc  درhd 5 ــتریب  نیشـ

رانــی و  . (1) کنــد یمــ دیـ ـتول رامقــدار نــانوذرات طــلا   

 نـه یبه hdعنـوان  بـه  pH 5گزارش کردند کـه   شانتکریتی

ــرا ــتول یبــــ ــط  PNuC دیــــ  CVcNHnlnolVتوســــ
flNnucVecoV AIPP 351 یکــه بــا نتــا   (30) اســت  

موجـب تجمـع    ییای ـقل pH .مـا مطابقـت دارد   ۀآمددستبه

 .شودیم هاآنذرات و افزایش ابعاد 

 

 درجه حرارت

درجـه   10و  15، 10مختلـف   یفاکتور در سـه دمـا   نیا

حاصـله نشـان    یهـا کی ـپمقایسـه  . شـد  یبررس ـ گرادیسانت

 توسـط  مس دینانوذرات اکس وسنتزیب یبرا نهیبه یدمادادند 

  یشکل نتـا . است گرادیسانتدرجه  15بدون سلول  عصاره

دمــا  شیافــزابــا  مــس دینــانوذرات اکســ وســنتزینشــان داد ب

شـدن  رفعالیغ لیدلبه تواندیکاهش م نیو ا ابدییمکاهش 

در مخلــوط واکــنش مســئول  یسـت یز بــاتیترک بیــتخر ای ـ

واکنش  یدما شیبا افزا. (1) رخ دهد یستیکاهش ز ندیافر

ــه  لیدر مخلــوط واکــنش، هــم ســرعت ســنتز و هــم تبــد  ب

 ــ ــانوذرات مــس در مح ــزا طین ــا ؛افــتی شیاف ــا  جــهینت نی ب

سـرعت  داده شـد   مطابقـت دارد کـه نشـان    گرید اتمطالع

واکنش بهبـود   یدما شیبه نانوذرات با افزا لیسنتز و تبد

 .(11) ابدییم

 

 CuSO4.H2Oغلظت 

، از CuSO4.H2O تغلظــــ ریمطالعــــه تــــأث یبـــرا 

 .شــد اســتفاده مــولاریلــیم 0/1 ،0 ،0/5 ،35 یهــاغلظــت

را در محـدوده   یمشخص ـ کی ـپ  یکنتـرل ه ـ  یهـا نمونه

ــه ــد   مربوط ــان ندادن ــهنش ــان ک ــدنش ــک  ۀدهن ــدم تش  لیع

PNuCV 0 غلظـت بـا   یکه عصاره سلول یهنگام. بودند 

جـذ    کی ـپ ،مواجه شـد  آبه 0مس  سولفات مولاریلیم

غلظت نمک مـس،   شتریب شیاما با افزا ؛شد انینما یشفاف

طـور کـه در   همـان . تـر شـدند  کوچـک  یبعـد  یهاکیپ

قسمت نشان دادنـد   نیا  ینتانشان داده شده است،  شکل

 یغلظـت بـرا   نیبهتـر سولفات مـس   مولاریلیم 0غلظت 

ک از نم که غلظت یهنگام. نانوذرات مس است وسنتزیب

جـذ  کـاهش    زانی ـکمتـر شـود، م   ای ـ شـتر یمقـدار ب  نیا

 تیــموجــب اشــباع ظرف شــتریغلظــت ب شیافــزا .ابــدییمــ

بـا    ینتـا  نی ـا .(33) شـود مـی در سنتز نـانوذرات   یباکتر

غلظـت   شیمطابقـت دارد کـه بـا افـزا     زی ـن یمطالعات قبل

به دست  کیپ نیمقدار مشخش بالاتر کینمک مس تا 

رفتن غلظـت موجـب بـالاتر    شیازاف ـدر اینجا اما  ؛دیآیم

 .(1) شودینم کیپ
 

  (دور شیکر) زدنهمسرعت 

ــرعت  ــمس ــ زدنه ــل ح کی ــعام ــنتزیدر ب یاتی و  وس

بـا   یفلز یهاونیاحتمال تما  . نانوذرات است یداریپا

 وسـته یکـه پ اسـت   شتریب یدر مخلوط یستیز یهامولکول

سرعت واکنش سـنتز   نیرابطه ب ن،یبنابرا ؛شودیهم زده م

نقـش   نی ـا. متناسـب باشـد   ماًیمستق دیزدن باو سرعت هم

شد که نانوذرات آهـن بـا اسـتفاده از     دییتأ یزدن زمانهم

نشان  VU-UiV یزهایآنال. سنتز شدند یتوده قارچستیز

 کیبا جذ  استات سهیزده در مقاهمجذ  مخلوط  ندداد

اثــر ســه دور شــیکر در مطالعــه مــا، . (15) دو برابــر اســت

تولیـد   بـر  rpm155 ،305 ،355 از  اندعبارتمختلف که 
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پس از سـه بـار تکـرار    . شدارزیابی  مس دیاکسنانوذرات 

بــالاترین پیــک را ایجــاد  rpm 305آزمــایش دور شــیکر 

عنوان دور مناسب بـرای تولیـد   بهعدد  نیا ،نیکرد؛ بنابرا

 H2-7 هجدایــ عصــارۀ لةیوســبــهکســید مــس نــانوذرات ا

 توانـد یزدن م ـکـه سـرعت هـم    تی ـواقع نیا. شدانتخا  

ــزا  ــنش را اف ــرعت واک ــد ن شیس ــده ــه   زی ــط مطالع توس

سـنتز   ،کـه در آن  شـود یم ـ دیی ـتأ و همکارانسلواکومار 

uC   یهـا موجـود در بـر    یهـا نقره براسـا  مولکـول 

Ielmbhpl piVhiHl ــزا. بــود ــا اف  زدن،ســرعت هــم شیب

 555در  قـه یدق 0-5بـود و بـه    تـر عیسـر نانوذرات  لیتشک

سرعت  ندنشان داد  یحال، نتا نیبا ا. دیرس قهیدور در دق

در  ری ـدرگ یسـت یز یهامولکول یرو تواندیازحد مشیب

باشـد کـه    یل ـیدل توانـد یم ـ نی ـا. بگذارد ریسبز تأث ندیافر

دور در  555از  شیزدن ب ـواکنش در سرعت هـم  رعتس

در مطالعـه   کـه  (10) ردی ـگیمقرار  یمنف ریتأثتحت قهیدق

 مواجـه  کـاهش  با سنتز زانیم 155دور تا  شیافزابا  زیما ن

 .دش

 

 
 الف

 
  

 
 پ

 
 ج

 
 د

سرعت ( د) غلظت نمک( ج)درجه حرارت ( پ) pH(  ) سازشیپنمک ( الف)مختلف  یفاکتورها UV-vis فیطمقایسه جذ  . 1شکل 

 .Bacillus cytotoxicus H2-7 توسطنانوذرات مس  وسنتزیزدن در بهم
RiuNuc 6:   PnlhluiVno no VU-siV lyVnuhrino VhceruNl no Hioocucor olernuV( :l )huceNuVnu Vlmr  (y) hd  (e )rclhculrNuc  (X ) Vlmr 

enoecorulrino (A ) Vriuuiou VhccH io rpc yinVborpcViV no enhhcu olonhluriemcV yb BleimmNV ebrnrndieNV  H2-7 
 FE-SEMآنالیز  مسی نانوذرات اکسید شناسای
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میکرومتـر و   3 یینمابزر در دو  FE-SEMتصاویر 

 دیاکس ـمورفولـوژی نـانوذرات   . ندنانومتر ثبـت شـد   355

 H2-7 ةجدای ـسـلولی   عصارۀتولیدشده با استفاده از  مس

نتای  این تصـویربرداری مشـخش   . به شکل کروی است

امــا  ؛اســتکنــد انــدازه نــانوذرات تولیدشــده متنــوع مــی

نـانومتر   05-05بـین   مـس  دیاکسنانوذرات  اندازۀمتوسط 

ــت ــان  . اس ــی نش ــات قبل ــددادهمطالع ــکل و  ان ــدازۀش  ان

هـا،  نانوذرات تـابعی از فعالیـت آنزیمـی میکروارگانیسـم    

های عاملی سط  نانوذرات و شرایط محیطی ماننـد  گروه

  .(3) دما است

 

  
 

 (نانومتر 355 یینمابزر : bمیکرومتر  3 یینمابزر : a)تولیدشده  مس دیاکسنانوذرات  FE-SEMآنالیز . 5 شکل
RiuNuc 7 RA-DAA lolmbViV no hunHNecH enhhcu ndiHc olonhluriemcV  l : :1 μl lluoioielrino .y :100 ol lluoioielrino  

 

 FTIRیز آنال

اثـر انگشـت، در    ةی ـناحدر این آنالیز پیک جـذبی در  

وجـود   دکنندۀییتأ cm-1 153و  cm-1 005 موجطولدو 

پیکـی در   گونـه  یه ـ ،آن عـلاوه بـر  . است CuO نانوذرۀ

ــه   cm-1 115-150 محــدودۀ ــت نشــده اســت ک ــبثب  انی

تولیـد   Cu2Oصـورت  نانوذرات اکسـید مـس بـه    دکنمی

. هســتند CuOاز بــه فــرم فــصــورت تــکبــهانــد و نشــده

هـای  دیگر مربـوط بـه گـروه    شدۀثبتهای مچنین پیکه

عنوان عامل احیاکننده، عامل پوششـی  بهعاملی هستند که 

 مـس  دیاکس ـباعث تولیـد نـانوذرات    دارکنندهیپاو عامل 

هـا و  آنـزیم مربـوط بـه   هـای عـاملی   ایـن گـروه  . انـد شده

ــاکتری   ــات موجــود در ب ــدهیتولترکیب . (30) اســت دکنن

بـه   ربـوط م cm-11005-1555  پیک جـذبی در محـدوه  

 cm-1پیک جذبی در . در الکل یا فنول است O-Hپیوند 

هـای آمیـد یـا    در گـروه  N-Hمربوط به پیوندهای  1030

مربوط به پیونـد   cm-1 1710پیک جذبی در . آمین است

C-H پیک تیز در . در متیلن استcm-1 3101   مربوط بـه

مربوط به پیوند  cm-1 3013پیک جذبی در . کتون است

N-H هـای کوتـاه و تیـز    پیک. های نوع دو استدر آمین

ــدوده  ــور   cm-1 3005-3005در محـ ــا حضـ ــرتبط بـ مـ

 cm-1پیـک تیـز و بلنـد در    . اسـت های آروماتیـک  حلقه

. اسـت  3هـای نـوع   در الکـل  C-Oمربوط به پیوند  3511

پیونـد قـوی    کننـدۀ بیـان  cm-1 570پیک کوتاه و تیز در 

هـا و  پـروتئین  ،حاصـل  ةبا توجه بـه نتیج ـ . است C-Clبین 

 H2-7سـلولی جدایـه    ۀترکیبات آلـی موجـود در عصـار   
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 .اندمنظور پایدارسازی شدهبهتولیدشده دهـی نـانوذرات   پوشـش  باعث احیای یـون فلـزی مـس و   

 

 
 

 H2-7 ةسلولی جدای عصارۀ لةیوسبهتولیدشده  مس دیاکسنانوذرات  FTIR یسنجفیطآنالیز  -0 شکل
RiuNuc 8.  RITF VhcerunVenhie lolmbViV no enhhcu ndiHc olonhluriemcV hunHNecH yb rpc ecmm cdruler no iVnmlrc H2-7. 

 
 و پتانسیل زتا DLSآنالیز 

 مـس  دیاکسمیانگین شعاع هیدرودینامیکی نانوذرات 

 ،انـد در حالتی که در آ  مقطر پراکنده شـده  ،تولیدشده

ــا   ــر ب ــت  15/300براب ــانومتر اس ــور    .ن ــه حض ــه ب ــا توج ب

هـــــای آ  در اطـــــراف ذرات و خطـــــای مولکـــــول

از  تـر بـزر   DLSحاصل از  جةینتشدن ذرات، آگلومره

FE-SEM ذرات اندازۀشاخش پراکندگی . استi PDI 

 گسـتردۀ  نسبتاًطیف  کنندۀانیباست که  03050/5برابر با 

ه تولیدشـده ب ـ  مـس  دیاکسذرات است و نانوذرات  اندازۀ

ــرم  ــنزد Polydisperseف ــرکی ــا  . هســتند ت ــن نتیجــه ب ای

کــه وجــود مطابقــت دارد  FE-SEMتصــاویر حاصــل از 

پراکنـدگی  . دادهای مختلـف را نشـان مـی   ذرات با اندازه

ــدازۀ ــه طیــف مختلــف ترکیبــات   ذرات ان و  اکننــدهیاحب

پتانسیل زتا نیز برابـر   .نانوذرات مرتبط است دهندۀپوشش

بـار سـطحی    دهنـدۀ نشـان اسـت کـه   ولـت  میلی -0/11با 

ــرای ایجــاد پایــداری اســت  ــانوذرات ب مقــدار . مناســب ن

نـانوذرات  . پتانسیل زتا بینشـی از پایـداری کلوئیـد اسـت    

+ 15بیشـتر از   هـا آنکه پتانسـیل زتـای    مس دیاکسمس و 

ــر از میلــی ــا کمت ــت ی ــدار میلــی -15ول ــت باشــند، پای ول

و  DLSنـالیز  آ جـة ینتبر  ،نیعلاوه بر ا. ندشومحسو  می

 ،، دمـا pHپتانسیل زتـا شـرایط محیطـی آزمـایش اعـم از      

  .(30) است رگذاریتأثنمونه  تةیسکوزیوغلظت و 

را  PNVاز آن است کـه نـانوذرات    یحاک یقبل مطالعات

 Dcuulrilمتعلـق بـه جـنس     یگرم منف یاز باکتر توانیم

زا یمــــاریبریغ CVcNHnlnolV VrNrhcui. ســــنتز کــــرد

تـا   0 نیبا محـدوده انـدازه ب ـ   یکرو یهاPNuC تواندیم

 یهـا PNuC توانـد یم ـحال،  نیبا ا. کند دینانومتر تول 30

علاوه بـر  . را سنتز کند ترنانوم 305تا  05به اندازه  یمکعب

 هـا اندازهرا با  PNVنانوذرات  تواندیم یکل ایشیاشر ن،یا

سنتزشـده در   نانوذرات. (30) سنتز کند ریمتغ یهاشکلو 
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شـباهت   یبودن بـا مطالعـات قبل ـ  یکرومطالعه ازنظر  نیا

 یرگــذاریثأت نیازنظــر روش ســنتز و همچنـ ـ  امــا ؛دارد

 .متفاوت بوده است مؤثر یپارامترها

  
 

 مس تولیدشده نانوذرات اکسیدو پتانسیل زتا  DLSآنالیز  جةینت - 7 شکل
RiuNuc  9.  Ipc ucVNmr no XLD lolmbViV loH hcrl hnrcorilm no hunHNecH enhhcu ndiHc olonhluriemcV  

 
 XRDآنالیز 

، نتـای  حاصـل   1نسخه  Match افزارنرمبا استفاده از 

افـزار  از ایـن نـرم  . ندتحلیل و بررسی شـد  XRDاز آنالیز 

برای شناسایی نوع ماده، تعیین ساختار کریسـتالی، تعیـین   

مـاده و تعیـین فـاز     یـک  سازندۀواحدهای  اندازۀشکل و 

ــا   ــابق ب ــق تط ــاهیپاازطری ــه   iiCOD دادۀ گ ــره گرفت به

پـودر   نمونـة  1Ɵشده در موقعیت های ثبتپیک. شودمی

ــانوذرات  ــرم مــس دیاکســن ــا تولیدشــده توســط ن ــزار ب اف

COD9016326  ــد ــق داده ش ــه . ندتطبی ــدۀییتأنتیج  دکنن

همچنین تعیین فـاز نشـان   . بود مس دیاکس تولید نانوذرات

فـاز و بـه   تـک  کاملاًتولیدشده  مس دیاکسنانوذرات داد 

نیـز   FTIRآنـالیز   جـة ینتانـد کـه بـا    تولید شـده  CuOفرم 

و  15/10˚وجود دو پیک تیز در موقعیت . مطابقت داشت

ــانوذرات  ســتالةیکر کــاملاًســاختار  کننــدۀانیــب 07/10˚ ن

 1Ɵالگوی ایجادشـده مطـابق موقعیـت    . تولید شده است

 E.coli در تولیـد بـا بـاکتری   سینگه  شده در پ وهشثبت
در ایــن پــ وهش نیــز نــانوذرات اکســید مــس  .(37) بــود

 00زمـان   ،درنتیجه ؛تولید شدند  CuOفاز صورت تکبه

مــس  انکوباســیون بــرای تولیــد نــانوذرات اکســید ةســاعت

افـزار مشـخش کـرد    نرم. مناسب بود H2-7 ةجدایتوسط 

مس تولیدشده از نوع  ستالی نانوذرات اکسیدساختار کری

Monoclinic و  درصـــد 07/57همچنـــین مـــس . اســـت

 .شدمعلوم درصد  33/15اکسی ن 
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 آنالیز پراش پرتو ایکس نتیجه -35 شکل
RiuNuc 10 Ipc ucVNmr no D-ulb Hiooulerino lolmbViV.  

 

 نانوذرات بیوسنتزشده یکروبیضدمفعالیت 

و از تکنیــک انتشــار چــاه آگــار     در ایــن مطالعــه، 

ــن  ــدباکتریایی    میکرودایلوش ــت ض ــابی فعالی ــرای ارزی ب

 و A.enmi یهـــایبـــاکتر نـــانوذرات بیوسنتزشـــده علیـــه

D.lNucNV   .مقـدار متوسـط منطقـه     3جـدول  استفاده شـد

ــر  ــده را در براب ــن بازدارن ــاکترای ــایب ــاغلظــتدر  ه  یه

شــکل . دهــدیمــنشــان  مــسمختلــف نــانوذرات اکســید 

مختلــف  یهــاغلظــتدرصــد بازدارنــدگی  33همچنــین 

مقـدار   آمدهدست. نتای  بهدهدیمنانوذرات مس را نشان 

MIC  وMBC ــه ــب را ب ــرای  µu/lm 3155و  055ترتی ب

A.enmi  1155و  3155و µu/lm ــرای ــین  D.lNucNV بـ تعیـ

در اثرات بازدارندگی بـا افـزایش    چشمگیرافزایش  .کرد

طـور  نـانوذرات بیوسنتزشـده مشـاهده شـد کـه بـه      غلظت 

در  .(17) گــزارش شــد نیــز دیگــری مطالعــاتمشــابه در 

 D.lNucNV نشـان داده شـد کـه    عمر و همکـارانش  قیتحق

 دینانوذرات اکس ییایضدباکتر تیفعال به A.enmiنسبت به 

ــده وسنتزیب یرو ــا شـ ــرحسـ ــت تـ ــولاً  .(15) اسـ معمـ

دلیـل سـاختار دیـواره سـلولی     گرم منفـی بـه   یهایباکتر

خا  خود )لایه ضخیم بیرونی غشـای سـلولی و وجـود    

ــانوذرات  پلــی لیپــو ــه ن ــواره ســلولی( ب ســاکارید روی دی

آمده در این مطالعه نشان دستاما نتای  به ؛(13) ندامقاوم

دادند بیشـترین اثـر مهـاری نـانوذرات مـس سنتزشـده بـر        

کمـی   ،است که با نتـای  مطالعـات مشـابه    A.enmiباکتری 

متفاوت است کـه شـاید ایـن امـر بـه سـاختار و عملکـرد        

نیـاز اسـت در ایـن    و متفاوت نانوذرات مس مربوط باشد 

 .پذیرد خصو  مطالعات دیگری صورت
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 چاهک آگار به روش مس دیاکس: نتای  فعالیت ضدباکتریایی نانوذرات 3جدول 
Ilymc 1.  .FcVNmrV no loriylercuilm lerisirb no enhhcu ndiHc olonhluriemcV yb lulu hcmm lcrpnH  

 متر(میلیهاله عدم رشد )

 S.aureus ATTC 25923 E.coli ATCC 11725 (µg/mlغلظت )

355 0 0 

155 1 37 

055 31 11 

055 35 10 

3155 37 10 

 

  
 

 S.aureus و E.coli در باکتری MICمیکرودایلوشن و تعیین  به روش مس دیاکسنتای  فعالیت ضدباکتریایی نانوذرات . 33شکل 
Figure 11. Results of antibacterial activity of copper oxide nanoparticles by microdilution method and MIC 

determination in E.coli and S.aureus bacteria 

 

 یریگجهینت

صــرفه و بــهروشــی مقــرونبراســا  مطالعــه حاضــر، 

بـا اسـتفاده از    مسبرای بیوسنتز نانوذرات اکسید کارآمد 

Bacillus cytotoxicus H2-7.  مــــسمقــــاوم بــــه 

کـار  ه ب ـه نمـک حـوض سـلطان    آمـده از دریاچ ـ دستبه

مـرتبط بـا اکسـید     موج طولشد. مشاهده پیک در گرفته 

، تکنیک اولیـه بـرای درک تشـکیل نـانوذرات بـود.      مس

های کربوکسیل، هیدروکسـیل و  های عاملی )گروهگروه

عنـوان عوامـل   تعیین شدند و به FTIRآمین( با استفاده از 

 DLSتحلیل کننده و کاهنده عمل کردند. تجزیه و تثبیت

و ذرات بــــــود پراکنــــــدگی متوســــــط حــــــاکی از 

ذرات کـروی   نـد نشـان داد الکترونـی   یهـا کروگرافیم

ــط    ــا متوس ــکل ب ــدازۀش ــانومتر  05-05 ان ــتند ن ــه هس ک

ــه ــورت بـ ــاختمان   CuOصـ ــا سـ ــاملاًبـ ــتالی  کـ کریسـ

Monoclinic   ــا متوســط شــعاع هیــدرودینامیکی  300و ب

 ــ   ــیل زت ــر پتانس ــب ازنظ ــداری مناس ــا پای ــانومتر ب  -11)ا ن

ــیم ــتیل ــتند( ول ــر ا . هس ــلاوه ب ــع ــارز ن،ی ــفعال یابی  تی

 ایش ـیاشردر برابـر   ،مـس  دینـانوذرات اکس ـ  ییایضدباکتر

 ییایضـدباکتر  تی ـاورئو ، فعال لوکوکو یو استاف یکل

خصو  اینکه روی باکتری به ؛ندرا نشان داددرتمندی ق

طـور  بـه . از گـرم مثبـت عمـل کردنـد     مـؤثرتر گرم منفی 

دریاچـه  منتخـب   بـاکتری  نـد ما نشـان داد کلی، مطالعات 

ــک ــم نم ــید  ق ــانوذرات اکس ــس، ن ــت  م ــا فعالی هــای ب

د کـه در ایـن میـان    کردن ـ سنتز چشمگیریضدباکتریایی 

 مـؤثر مختلفی بـر میـزان نـانوذرات سنتزشـده      یپارامترها

 .دندر صنایع مختلفی استفاده شو دنتوانیمهستند که 
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