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 چكیده

ها در سنتز نانوسولفيد هاي مقاوم به نقره و بررسي پتانسيل آناین مطالعه با هدف جداسازي و شناسایي باکتري مقدمه:

اسپکتروفتومتري هاي جذبي از طریق مشاهدات چشمي و طيفسولفيد نقره نانوذرات بيوسنتز  ها:روشنقره انجام شد. 

، اندازهبا هدف بررسي  هپرتوایکس پاشندمجهز بهشد. آناليز ميکروسکوپ الکتروني روبشي  بررسي مرئي ماوراي بنفش

احياي زیستي سولفات نقره به هاي عاملي دخيل در منظور تعيين گروهبه. و آناليز عنصري انجام شدنانوذره  شکل

ي سویه ،براساس نتایج نتایج و بحث: استفاده شد. فوریه مادون قرمزاز طيف سنجي تبدیل نانوسولفيد نقره 

، قادر به سنتز نانوذرات ميلي مولار( 5) سولفات نقرهبالاترین مقاومت نسبت به  با  GMS10  Bacillus safensisباکتري

 15ميلي مولار سولفات نقره تحت شرایط بهينه  1نانومتر در غلظت  2/22ي متوسط اندازهسولفيد نقره کروي شکل با 

ساعت گرماگذاري بود. این مطالعه نخستين گزارش از سنتز سبز نانوذرات سولفيد نقره در  36گرم در ليتر زیست توده و 

 است.  B. safensisباکتري 
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 مقدمه 

شان ناي ) گذاري به علت پخش شدن اتمها در سطح ماده( و خواص ذرهاثرات سطحي )تسهيل کننده در مقياس

هاي بالک ا نمونهبعنوان دو عامل اصلي باعث شده است که نانومواد در مقایسه ي رفتار ناپيوسته ذرات مواد( بهدهنده

ي باشند و کاملا هاي نوري، الکتریکي، مکانيکي، مغناطيسي و واکنش پذیري شيميایي منحصربفرداي( داراي ویژگيه)تود

 متفاوت رفتار کنند 

(Jeevanandam et al., 2018 .)هاي بالا به پایين )دو روش کلي توليد نانوذرات که شامل روشJayanta 

Kumar & Kwang-Hyun, 2014هاي پایين( و روش ( به بالاKumar et al., 2018مي )،نقش مهمي در  باشد

تواند امکان توليد نانوذرات کنترل اندازه، شکل، ترکيب شيميایي و پراکنش نانوذرات دارد و انتخاب روش مناسب مي

هاي توليد نانوذرات وجود دارد. روش برايهاي فيزیکي و شيميایي مختلفي روشمناسب در مقياس تجاري را فراهم نماید. 

فيزیکي در دما و فشار محيط امکان پذیر نيستند و براي انجام فرآیند توليد نانوذرات به دما و فشار بالایي احتياج دارند. 

هاي شيميایي با استفاده از مواد شيميایي قوي و حفاظت کننده مثل سدیم سيترات، سدیم بوروهيدرات و الکل روش

راحتي انجام ها بهعلاوه بر اینکه سمي و اشتعال پذیر هستند به دليل آسيب به محيط زیست دفع آن وپذیر است امکان 

ها رش کاربردهاي آنهاي توليد جایگزین نانوذرات براي گستبنابراین نياز به روش (.Mansee  et al., 2021)گيرد نمي

این ي هایي که دارد توانسته پاسخ مناسبي به این نياز بدهد از جملهوجود داشته است. توليد زیستي نانوذرات با ویژگي

همچنين و ها عبارتند از: سازگاري با محيط زیست، عدم استفاده از مواد سمي، دما و فشار بالا در فرآیند توليد ویژگي

استفاده از ترکيب پایدارکننده براي جلوگيري از ترکيب شدن نانوذرات و تبدیل شدن به ماکروذرات این روش احتياج به 

عنوان کارخانجات کوچک و ها به. در روش زیستي از ميکروارگانيسماستتر ها کم هزینهرا ندارند و نسبت به سایر روش

  Tijjani)شود ها نيز کنترل ميي نانوذرات شکل آناندازهشود. بدین وسيله علاوه بر ي توليد نانو مواد استفاده ميزنده

et al., 2022.) سوخت  ها برايها و باکتريهاي مختلف مثل مخمرها، قارچمنابع آلي و معدني مورد نياز ميکروارگانيسم

ها هاي فلزي در دسترس این ميکروارگانيسمشود. اگر یوناتي از مواد موجود در محيط تامين ميهاي حيو ساز و فرایند

کنند. این ي سلولي خود جمع ميها را به صورت عنصري داخل یا بر روي دیوارهقرار گيرد طي فرآیندهاي مختلف آن

ي همهمياناز (.Bansal et al., 2017)يرند گي نانوذرات قرار ميشود که در دستهتجمع غالبا باعث توليد ذراتي مي

باریک شکاف رساناي نيمه یک و m 104-1  حدوددربالایي  جذب ضریبداراي  نقره ساختار، نانوسولفيدنانوکالکوژنيدهاي 

شيميایي، مکانيکي و الکتریکي  ،به فرد نوري منحصر هايویژگي دليلبه نقره سولفيد ذرات . نانواست( eV 5/1)حدودا 

قرمز، مادونآشکارسازهاي خورشيدي، هاي سلول هايباتري ترموالکتریک،در زمينه هاي مختلفي از جمله حسگرهاي 

کاربردهاي بسيار  (.Ghotekar et al., 2021)شوند استفاده مي ميکروبي و درمان ضدفتوولتائيک  هايسلول رساناها،

ها ها وجود داشته باشد که اکثر آنسازي آنهاي متعددي براي آمادهروشاست  ذره سولفيد نقره باعث شدهزیاد نانو

-درجه سانتي 200هاي آليفاتيک طولاني دارد، در دماي باشد. براي مثال گرماکافت زانتات نقره که زنجيرهغيرزیستي مي

نانوذرات برگي شکل (. Zhang et al., 2012)شود مختلف ميهاي مرغي شکل در اندازهگراد، باعث تشکيل ذرات تخم

 ,Chen & Gao)گراد توليد شده است درجه سانتي 160در دماي  2CSو  3AgNOسولفيد نقره با استفاده از محلول 

https://aip.scitation.org/author/Thakur%2C+Mansee
https://aip.scitation.org/author/Thakur%2C+Mansee
https://aip.scitation.org/author/Mustapha%2C+Tijjani
https://aip.scitation.org/author/Mustapha%2C+Tijjani
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 سازگارهاي زیستهاي غيرزیستي در سنتز نانوذرات سولفيد نقره نياز مضاعفي به روشبا توجه به معایب روش. (2006

سولفيد نقره را توانستند نانوذرات ( 1999)و همکاران  (Klaus) کلاوسشود. فناوري احساس ميو استفاده از زیست

ي ذرات را توليد کنند که اندازه 3AgNO در محلول آبي  259AGPseudomonas stutzeriباکتري  يوسيلهبه

اي در حدود سولفيد نقره با اندازهتوليد نانوذرات ( 2011)و همکاران  (Suresh) سورش .گزارش دادند نانومتر 200بالاي 

 ،و در دماي پایين تحت شرایط هوازي 3AgNOو  3SO2Na هاي آبيطي یک فرایند ساده در محلولرا  نانومتر 9

خارج صورت هاي حاصل در این تحقيق بهگزارش دادند. نانوکریستال Shewanella oneidensisي باکتري وسيلههب

از باکتري  (2013و همکاران ) (Debabov) دي بابوو. سلولي، کروي، تقریبا منودیسپرس و بسيار پایدار بودند

1-MRShewanella oneidensis   3در یک محلول آبيSO2Na  3وAgNO  براي توليد نانوذرات سولفيد نقره در

نانومتر  12تا  6ي ها اندازهآن %70نانومتر متغير بود که  16تا  2ي نانوذرات بين دما و فشار معمولي استفاده کردند. اندازه

آوري شده از هاي باکتري بومي جمعدر این تحقيق، براي نخستين بار در کشور جداسازي و تعيين هویت سویه .داشتند

محلول سولفات نقره براي سنتز نانوذرات سولفيد نقره از  کردستاناستان در قروهمعدن طلا ساریگوني  آلوده بههاي خاك

ميکروسکوپ الکتروني روبشي  ومورد ارزیابي قرار گرفت. نانوذرات سنتز شده با استفاده از مطالعات طيف سنجي 

 .یابي شدمشخصه

 

   ها مواد و روش

  سازیبرداری و تكنیک غنینمونه

در  ساریگوني قروههاي خاك از معادن طلاي هاي باکتري مقاوم به نقره، نمونهسازي و جداسازي سویهمنظور غنيبه

هاي استریل در پاکتي متري خاك توسط بيلچهسانتي 15تا  5ها از فواصل نمونه. ندشد آورياستان کردستان جمع

ي نگهداري انتقال داده شدند. براي تهيه برايآزمایشگاه یخچال ترین زمان ممکن به آوري و در کوتاهاستریل جمع

 90ميلي ليتري حاوي  250هاي آوري شده، ده گرم از هر نمونه خاك به ارلنهاي خاك جمعاوليه از نمونه سوسپانسيون

درصد نمک کلرید سدیم( تلقيح گردید. سپس یک درصد از سوسپانسيون فوق به  85/0ميلي ليتر سرم فيزیولوژیک )

خلوص ي ميلي مولار سولفات نقره )درجه 5/0ا ميلي ليتر محيط کشت لوریا برتاني براث غني شده ب 50ارلن هاي حاوي 

 22/0پور با منافذ از طریق فيلترهاي غشایي ميلي و ( استریل شدآلدریچ-خریداري شده از شرکت سيگما درصد 99بالاي 

درجه سانتي گراد و دور  25ميکروني اضافه شد. ارلن هاي تلقيح شده به مدت دو هفته در گرمخانه شيکردار با دماي 

هاي کشت مذکور به محيط ميلي ليتر از محيط 10نگهداري شدند. هر سه الي چهار روز یکبار حدود  rpm 200  شيکر

لوریا برتاني غني شده با یون نقره تلقيح شد. پس از چندین بار پاساژ متوالي و اطمينان از غني سازي ي کشت تازه

هاي کشت جامد لوریابرتاني ميکروليتر روي محيط 100يزان هاي باکتري مقاوم به یون نقره، از پاساژ نهایي به مسویه

گذاري ساعت انکوبه 48درجه سانتي گراد به مدت  25ميلي مولار یون نقره تلقيح و تحت شرایط دمایي  5/0آگار حاوي 

 هاي جداسازيهاي باکتري از طریق مشاهدات ماکروسکوپي و ميکروسکوپي، کلنيشد. پس از اطمينان از رشد کلني

 .(Ashengroph, 2014) هاي کشت لوریا برتاني آگار خالص سازي گردیدشده بر روي محيط
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های باكتری نسبت به سولفات نقره تعیین الگوی مقاومت جدایه  

هاي مشخصي ميلي ليتر از محيط کشت لوریا برتاني آگار ذوب شده، غلظت 25ميلي ليتري حاوي  125هاي به ارلن

و 5، 75/4، 5/4، 25/4، 4، 75/3، 5/3، 25/3، 3، 75/2، 5/2، 25/2، 2، 75/1، 5/1، 25/1، 1 ،75/0از سولفات نقره )

سانتي متر ریخته شد. پس از خشک شدن  8سپس داخل پليت هاي شيشه اي به قطر  و ميلي مولار( اضافه شد 25/5

در آن رشد لگاریتمي کرده و غلظت  ظرني باکتري مورد ميکروليتر از محيط لوریا برتاني مایع که سویه 10ها، سطح پليت

ها اي تلقيح شد. پليتصورت کشت نقطهه( را دارا بود، بCFU/ml 610× 1.5معادل نيم مک فارلند )ميکروب تلقيح شده

 ,Ashengroph & Arjmand)ي سانتي گراد مورد بررسي قرار گرفتند درجه 25روز گرماگذاري در انکوباتور  3پس از 

ي باکتري با بالاترین مقاومت نسبت انجام تعيين الگوي تحمل پذیري از طریق روش رقت در آگار، جدایهاز (. پس 2016

تحت استراتژي سلول در حال  ي برتر براي آزمایشات بيوسنتز نانوذرات سولفيد نقرهعنوان جدایهبه سولفات نقره به

 استراحت انتخاب شد.

 

تراتژی سلول در حال استراحت بررسی سنتز نانوذرات سولفید نقره تحت اس  

هاي در حال استراحت برداشت شده از انتهاي فاز رشد لگاریتمي؛ ابتدا باید منحني رشد سلولي تهيه ظوربه من

با بالاترین مقاومت  GMS10ي باکتري جدایهبراي این منظور  (.Ashengroph et al., 2012)باکتري ترسيم شود 

 30ليتر محيط کشت لوریا برتاني آگار در دماي ميلي 50ليتري حاوي ميلي 125هاي ارلندر  نسبت به سولفات نقره،

 4در فواصل زماني هر  گذاري شد.ساعت انکوبه 44به مدت ، دور در دقيقه( 200) گراد بر روي همزن مدوردرجه سانتي

و وزن  ODري شد. پس از تعيين مقادیر ( و وزن خشک سلولي اندازه گيnm600ODساعت یکبار، ميزان دانسيته سلولي )

(. OD600nm= 4.3 g/L wet biomass 1زده شده است ) تخمينسلولي، ارتباط خطي بين دو فاکتور مذکور  خشک

ام از منحني  28ي باکتري، باکتري منتخب تا انتهاي فاز رشد لگاریتمي )ساعت پس از مشخص شدن منحني رشد سویه

کشت داده شد. سپس با استفاده از سانتریفيوژ  rpm 200جه سانتي گراد و دور شيکر در 30رشد( تحت شرایط دمایي 

پس زیستي باکتري جدا شد. ي درجه سانتي گراد( توده 4دقيقه، دماي  10دور در دقيقه، مدت زمان  5000یخچالي )

 زیست کاتاليستعنوان )وزن تر( بهزیستي باکتري ي گرم در ليتر از توده 5از سه بار شستشو با آب دوبار تقطير استریل، 

ميلي مولار سولفات نقره تلقيح  5/0ميلي ليتر آب دیونيزه استریل غني شده با  50ليتري حاوي ميلي 250هاي در ارلن

انکوبه گذاري شد.  rpm200 درجه سانتي گراد و دور شيکر  30ساعت تحت شرایط دمایي  48ها به مدت شد. ارلن

لول سولفات نقره )بدون تلقيح سلول در حال استراحت( و سلول در حال استراحت )بدون حضور طور همزمان از محهب

شده در واکنش، مورد آناليزهاي  تشکيل S2Agهاي کنترل استفاده شد. ویژگي نانو ذراتعنوان محيطهسولفات نقره( ب

-Delgado)  گرفتقرار   (UV-Vis spectrophotometerاسپکتروفتومتري مرئي ماوراي بنفش )چشمي و 

Beleño et al., 2018 .) 
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 GMS10ی باكتری شناسی، بیوشیمیایی و ملكولی جدایهشناسایی ریخت

ي باکتري با استفاده از رنگ آميزي گرم و مشاهده مورفولوژي به کمک شناسي جدایهبررسي اوليه ریخت

، S2Hهاي توليد کاتالاز، اکسيداز، آلکالين فسفاتاز، توليد اندول، توليد ميکروسکوپ الکتروني روبشي انجام شد. آزمون

، مصرف سيترات، تست 80تست احياي نيترات، هيدروليز ژلاتين، هيدروليز اسکولين، هيدروليز کازئين، هيدروليز تویين 

DNAase ،مانيتول، گالاکتوز، مالتوز(، ، تست وژپروسکوئر، توليد اسيد از منابع کربوهيدراتي )گلوکز، فروکتوز، مانوز

درجه سانتي  50تا  10مصرف منابع کربوهيدراتي )مالتوز، اینوزیتول، رافينوز، تورانوز، مليبيوز(، رشد در دماهاي مختلف )

هاي متداول در درصد وزني/حجمي(   براساس روش 15تا  0گراد( و رشد در درصدهاي مختلف نمک سدیم کلراید )

-از باکتري DNAژنومي از طریق کيت استخراج  DNAاستخراج  .(Holt et al., 1994)شدند شناسي انجام باکتري

از واکنش استخراجي،  DNAپس از حصول اطمينان از  هاي گرم مثبت، بر طبق دستورالعمل موجود در کيت انجام شد.

 rp2( و AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) fd1اي پليمراز به کمک آغازگرهاي همگاني زنجيره

(ACGGCTACCTTGTTACGACTT براي ) 16تکثير ژنS rDNA  استفاده شد(Weisburg et al., 

و   Bereswillپيشنهاديهاي حرارتي بر طبق روش اي پليمراز و مراحل تکثير همراه با چرخهزنجيرهواکنش  .(1991

، محصول DNAتوسط کيت تخليص  PCRپس از تخليص محصول (. Bereswill et al., 1995)همکاران انجام شد 

دست آمده پس از ویرایش توسط نرم افزار یابي به شرکت ماکروژن کره جنوبي ارسال شد. توالي هاي بهنهایي براي توالي

BioEdit  با توالي( هاي موجود در بانک جهاني ژنNCBI GenBank با استفاده از ) بلاست نرم افزار

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast ).به روش  رسم درخت فيلوژنيک  مقایسه گردیدNeighbor Joining  با

انجام  هابا هدف تخمين قابل اطمينان وابستگي سویه 1000و آناليز بوت استرپ  7.0ورژن  MEGAنرم افزار استفاده از 

در  BankItتوالي نوکلئوتيدي حاصل از تعيين توالي با استفاده از سایت در نهایت،  . (Kumar et al., 2016)شد 

 دسترسي دریافت شد. ي بانک ژني ثبت و شماره

 

 اثر پارامترهای مختلف بر روی بیوسنتز نانوذرات سولفید نقره تحت استراتژی سلول در حال استراحت 

، GMS10ي باکتري منتخب حال استراحت جدایهبا هدف بهبود بيوسنتز نانوذرات سولفيد نقره توسط سلول در 

هاي بيومس غلظت اثرميلي مولار(،  5/2و  2، 5/1، 1، 5/0تاثير فاکتورهاي مختلف شامل غلظت هاي اوليه سولفات نقره )

، 12اثرات دوره انکوباسيون شامل همچنين سنجش شد.  گرم در ليتر )بر حسب وزن تر( 25و  20، 15، 10، 5سلول )

در مخلوط نانوذرات سولفيد نقره  اندازه، مورفولوژي و مقدار کيفي نانوذره توليديساعت بر روي  256و  60، 48، 36، 24

شرایط دمایي برداشت شده از انتهاي فاز رشد لگاریتمي و تحت  ،تحت سلول در حال استراحتواکنش زیست تبدیلي 

 & Bolbanabad et al., 2020; Ashengrophتعيين گردید ) rpm 200د و دور شيکر درجه سانتي گرا 30

Hosseini, 2021  .)  
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 نانوذرات سولفید نقره تحت استراتژی سلول در حال استراحت  یابیمشخصه

دات تحت استراتژي سلول در حال استراحت، از طریق مشاه( SNPs2Agنانوذرات سولفيد نقره )یابي مشخصه

سي ( و برر GMS10 ي باکتريتيمار با سلول در حال استراحت جدایه چشمي )تغيير رنگ محلول واکنش پس از 

ناليزهاي انجام شد. آ (، آلمانSpecord 210 ،analytikjena) اسپکتروفتومتري مرئي ماوراي بنفشهاي جذبي طيف

با ( Mira 3-Lmu ،TESCAN ،FESEM-EDX) انرژي هپرتوایکس پاشندمجهز به ميکروسکوپ الکتروني روبشي 

تي سولفات عاملي دخيل در احياي زیس شمنظور تعيين . به، مورفولوژي و آناليز عنصري انجام شدسایزهدف بررسي 

( استفاده شد FTIRاز طيف سنجي تبدیل فوریه مادون قرمز )نقره به نانوسولفيد نقره و پایداري نانوذرات بيوسنتزي 

(VECTOR 22،Brukerآلمان ،  .)ده در به منظور جداسازي، خالص سازي و رسوب نانوذرات سولفيد نقره تشکيل ش

انوذرات رسوبي دقيقه( استفاده شد. ن 60دور به مدت  15000از سانتریفيوژ با دور بالا )سرعت مخلوط واکنش زیستي، 

، Alpha 1-2Dplusدرصد و آب دیونيزه استریل، در دستگاه فریز درایر ) 70حاصل پس از چند بار شستشو با اتانول 

Christوي آنها ميکروسکوپي ذکر شده بر ردر نهایت آناليزهاي طيف سنجي و شد. ساعت خشک  24( به مدت ، آلمان

 (.  Soosani et al., 2021; Ashengroph & Muhtasam Zorab, 2022)صورت گرفت 

 

 بحث و نتایج

ی كارآمدهای باكتری مقاوم به سولفات نقره و انتخاب جدایهسازی جدایهغنی  

 بالاي هايغلظت باکتري مقاوم بههاي گري جدایهغربال ميکروبي، هايسلول روي بر نقره یون سميت به توجه با

پتانسيل احياي سولفات نقره به نانوسولفيد نقره را دارا است و  که سویه هاي کارآمد است انتخاب نقره گام نخست در

 هایي کهباکتري(. Ashengroph, 2014ي ميکروبي کارآمد هدایت نماید )قادر خواهد بود ما را در انتخاب جدایه

به شرطي  کنند توليد درون یا برون سلولي صورت به را سولفيد نقره نانوذرات توانندمي ره دارند،نق به مقاومت سيستم

 متفاوت مختلف موجودات در یون نقره برابر در مقاومت سيستم نباشد. بيشتر هاآن تحمل ميزان از نقره یون غلظت که

 بالاي هايغلظت به کنندتوليد مي درون یا برون سلولي صورت به را سولفيد نقره نانوذرات که هایيباکتري همچنين است

 پایين، هايغلظت در که ايگونه به است، عملکرد دو با ترکيب یک نقره در واقع یون دهند.حساسيت نشان مي این یون

 ,.Tijjani  et alکند )مي القا را سلولي مرگ بالا، هايغلظت در و نمایدمي تحریک نانوذره توليد سمت به را باکتري

 يجدایه 18، کردستان در استان ساریگوني قروهطلاي از معادن  خاك هاينمونه آوريجمع از بعد راستا این در(. 2022

ميلي مولار  5/0سازي در محيط کشت لوریا برتاني براث غني شده با سولفات نقره از طریق تکنيک غنيمقاوم به باکتري 

در محيط کشت لوریا برتاني آگار غني شده با  جدا شدهباکتري  هايجدایهالگوي مقاومت . جداسازي شدسولفات نقره 

  (. 1هاي مختلف یون نقره از طریق کشت نقطه اي و به روش رقت در آگار تعيين شد )شکل غلظت

https://aip.scitation.org/author/Mustapha%2C+Tijjani
https://aip.scitation.org/author/Mustapha%2C+Tijjani
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های : الگوی مقاومت نسبت به سولفات نقره به روش رقت در آگار در محیط كشت لوریا برتانی براث غنی شده با غلظت1شكل 

 درجه سلسیوس 25میلی مولار( پس از سه روز انكوباسیون در دمای  25/5تا  75/0مختلف سولفات نقره )

Figure 1. Resistance pattern to silver sulfate by agar dilution method in Luria Bertani broth culture 

medium enriched with different concentrations of silver sulfate (0.75 to 5.25 mM) after three days 

of incubation at 25 ◦C. 

 

 GMS10باكتری  یجدایهدر سولفید نقره بررسی سنتز نانوذرات 

ميلي مولار به نانوسولفيد نقره با  5/0تایيد اوليه نانوذرات سولفيد نقره با احياي زیستي سولفات نقره در غلظت 

. در اثر احياي زیستي نمک است( قابل مشاهده UV-visibleفرابنفش )-طيف جذبي مرئيي مشاهدات چشمي و مطالعه

برداشت شده از انتهاي فاز رشد  GMS10ي باکتري سولفيد نقره توسط سلول در حال استراحت جدایهسولفات نقره به 

که براساس منابع موجود نمایانگر تشکيل  شداي متمایل به سياه تبدیل لگاریتمي، رنگ محلول واکنش به قهوه

اثبات وجود نانوذرات سولفيد  براي (.Sadovnikov & Gusev, 2014) سوسپانسيون کلوئيدي نانوذرات سولفيد نقره است

هاي کنترل و تيمار شده با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتري خوانده شد. ماکزیمم جذب پيک نقره طيف جذبي نمونه

ي باند جذب تشدید پلاسمون سطحي براي نانوذرات سولفيد نقره است نانومتر نشان دهنده 332حاصل در طول موج 

 Liu et) نانومتر مي باشد 330بر ماکزیمم پيک جذبي نانوذرات سولفيد نقره در طول موج هاي که براساس منابع معت

al., 2002; Delgado-Beleño et al., 2018).  در محلول کنترل )سلول در حال استراحت بدون افزودن نمک سولفات

هاي نشد. لازم به ذکر است که پيک نقره(، پيک جذبي مرتبط با رزنانس پلاسمون سطحي نانوذرات سولفيد نقره مشاهده

هاي ترشح شده توسط سلول در حال استراحت است نانومتر مربوط به پروتئين 280تا  260ي ظاهر شده در محدوده

 (. 2)شکل 
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حال میلی مولار( تیمار شده با سلول در  5/0مشاهدات چشمی و آنالیزهای اسپكتروفتومتری محلول سولفات نقره ): 2شكل 

 48پس از rpm200درجه سانتی گراد و دور شیكر  30ی شاهد تحت شرایط دمایی و نمونه GMS10ی باكتری استراحت جدایه

 ساعت انكوباسیون

Figure 2. Visual observations and spectrophotometric analyses of silver sulfate solution (0.5 mM) 

C and shaking ◦terial isolate GMS10 and the control sample at 30 treated with resting cells of bac

speed of 200 rpm after 48 hours incubation 

 

 GMS10ی باكتری شناسایی فنوتیپی و ملكولی جدایه

اي شکل با ميانگين قطر صورت ميلههشناسي باز نظر واکنش گرم، گرم مثبت و از نظر ریخت GMS10ي باکتري جدایه

 (. 3ميکرون است )شکل  2/1تا  95/0ميکرون و ميانگين طول   7/0تا  5/0

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 GMS10ی باكتری جدایه SEM: تصویر میكروسكوپ الكترونی 3شكل 

Figure 3. Scanning electron microscope (SEM) image of bacterial isolate GMS10  

ي باکتري مذکور از نظر تست هاي اکسيداز، تست هاي بيوشيميایي مشخص شد که جدایهدر ادامه و با انجام 

، تست S2Hمثبت و از نظر تست هاي اندول، توليد  ،کاتالاز، تست حرکت، تست بتاگالاکتوزیداز، تست آلکالين فسفاتاز

 ،هاي هيدروليز اوره و کازئيني باکتري مذکور همچنين از نظر تست منفي است. جدایه، DNAaseاحياي نيترات، تست 

درجه  50تا  10ي مذکور قابليت رشد در دماهاي مثبت بود. جدایه ،منفي و از نظر هيدروليز ژلاتين و هيدروليز اسکولين

درجه سانتي گراد منفي بود.  55و  4درجه سانتي گراد را دارا بود. قابليت رشد در دماهاي  30سانتي گراد با بهينه رشد 

براساس درصد را دارا بود.  10تا  0اکتري مذکور قابليت رشد در درصدهاي مختلف نمک کلرید سدیم بين ي بجدایه
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 ,.Satomi et al) بارههاي مرجع و مقالات منتشره در این و بر طبق کتاب آزمون هاي ریخت شناسي و بيوشيميایينتایج 

تشخيص داده شد. در ادامه و با هدف   Bacillus safensisبه طور موقت به عنوان  GMS10ي باکتري ، جدایه(2006

تکثير  PCRبا روش  rp2و  fd1از طریق آغازگرهاي یونيورسال 16S rDNAي باکتري منتخب، ژن دقيق سویهشناسایي 

درصدي  99داراي شباهت   GMS10ي باکتري نتایج حاصل از بلاست در بانک جهاني ژن نشان داد که سویهگردید. 

رسم شد که وابستگي  neighbor-joining به روش GMS10باکتري  ياست. درخت فيلوژنيک سویه  Bacillus safensisبا

براساس نتایج بدست آمده، (. 4نشان داد )شکل  باسيلوسهاي مختلف جنس ي باکتري مذکور را در بين گونهسویه

 Bacillus safensis و از نظر قرابت ژنتيکي بيشترین مشابهت را با باسيلوسمتعلق به جنس  GMS10ي باکتري ویهس

subsp. safensis در بانک اطلاعات ژني با شماره دسترسي  ي باکتري مذکوردارد. در نهایت سویهMW362307 .ثبت شد   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

های باكتری را با سویه GMS10ی باكتری كه وابستگی سویه 16S rDNA: درخت فیلوژنی رسم شده براساس توالی ژنی 4شكل 

های انتخاب دسترسی در بانک ژنی متعلق به گونهی نشان می دهد. شماره باسیلوسهای مختلف متعلق به جنس متعلق به گونه

 شده در داخل پرانتز آورده شده است

Figure 4. Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences that shows the relationship of 

strain GMS10 with bacterial strains belonging to different species belonging to the genus Bacillus. 

GenBank accession number is given in parenthesis 
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 سنتز برون سلولی نانوذرات سولفید نقره و بهینه سازی فرآیند

تحت استراتژي سلول در حال استراحت و تاثير پارامترهاي مختلف بر روي سنتز برون سلولي نانوذرات سولفيد نقره 

برون سلولي نانوذره در فضاي بيرون از  سنتز. راندمان سنتز نانوذرات در مخلوط واکنش زیست تبدیلي ارزیابي شد

شوند که شامل هاي متفاوت ایجاد مياشکال مختلف و روشگيرد. در این روش نانوذرات با ميکروارگانيسم انجام مي

باشند. لازم به ذکر است ساخت برون سلولي نسبت به روش ها، احياي زیستي و کلاهک گذاري ميمراحل ترشح آنزیم

زیرا در روش برون سلولي نيازي به مراحل لازم براي خارج کردن نانوذره از داخل سلول  استتر  مناسبدرون سلولي 

نيست همچنين نانوذرات فلزي توليد شده در روش برون سلولي مقاومت بالاتري در مقابل اکسيداسيون دارند و قابليت 

ي سولفات نتایج اثر غلظت اوليه، 5در شکل  .(Ashengroph & Hosseini, 2021) هاي  مختلف را دارنددر زمينه استفاده

 strain GMS10  Bacillusسنتزي توسط سلول در حال استراحت ي نقرهبر روي راندمان بيوسنتز نانوذرات سولفيد  نقره

safensis .نشان داده شده است 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

تحت استراتژی سلول در حال استراحت  نقرهبیوسنتز نانوذرات سولفید  برای نقرهنمودار تعیین بهترین غلظت سولفات : 5شكل 

strain GMS10  B. safensis  مشاهده گردید نقرهمیلی مولار بالاترین پیک جذبی مربوط به نانوذرات سولفید  1. در غلظت 

Figure 5. Chart for determining the best concentration of silver sulfate for the biosynthesis of silver 

sulfide nanoparticles under the resting cell strategy of B. safensis strain GMS10. At the concentration 

of 1 mM, the highest absorption peak related to silver sulfide nanoparticles was observed 

 

ميلي مولار تحت  1 در غلظت نقرهمشاهده مي شود، ماکزیمم توليد نانوذرات سولفيد  5گونه که در شکل همان

ي درجه 30تحت دماي ساعت گرماگذاري  48و بعد از   strain GMS10  Bacillus safensisسلول در حال استراحت

پيک جذبي ميلي مولار، تغيير شيفت در  5/1هاي بالاتر از در غلظتمشاهده شد.  rpm 200سانتي گراد و دور شيکر 

مرتبط با رزنانس پلاسمون سطحي نانوذرات سولفيد نقره مشاهده شد و عملا سنتزي از نانوذرات مذکور مشاهده نشده 

که احتمالا ناشي از سنتز نانوذرات  شدنانومتر مشاهده  390ميلي مولار پيک هاي جذبي در  5/2و  2است. در غلظت هاي 

 نقره است. 



 17/  1401، زمستان 74، پياپي 4، شماره 35بردي، دوره فصلنامه علمي زیست شناسي کار 

 ی باكتری و بهینه سازی فرآیندنقره از طریق زیست توده مشخصه یابی نانوذرات سولفید

تشکيل  نقرهبر روي سایز و مورفولوژي نانوذرات سولفيد  نقرههاي مختلف سولفات در ادامه و با هدف بررسي تاثير غلظت

هاي ميکروگراف(. 6شده در مخلوط واکنش زیست تبدیلي، آناليزهاي ميکروسکوپ الکتروني روبشي انجام شد )شکل 

 را نشان دادميلي مولار  1نانومتر در غلظت  2/22ي حاصل، سنتز نانوذرات سولفيد نقره کروي شکل با متوسط اندازه

عنوان ميلي مولار به 1ي ذرات افزایش یافته است. بنابراین غلظت هاي بالاتر متوسط اندازه(. در غلظتbقسمت  6)شکل 

 ي انتخاب شد.غلظت بهينه براي آزمایشات بعد

 

بر روی میلی مولار(  5/1غلظت  cمیلی مولار و  1غلظت  bمیلی مولار،  5/0غلظت  a) نقرههای مختلف سولفات : اثر غلظت6شكل 

 strain GMS10  B. safensisتحت استراتژی سلول در حال استراحت تشكیل شده  نقرهسایز و مورفولوژی نانوذرات سولفید 

 تر تشكیل شده است.مناسبتوزیع كوچكتر و ی اندازهمیلی مولار نانوذرات با 1 در غلظت  .

Figure 6: The effect of different concentrations of silver sulfate (a: 0.5 mM, b: 1 mM, and c: 1.5 mM) 

on the size and morphology of silver sulfide nanoparticles formed under the resting cell strategy of 

B. safensis strain GMS10; At a concentration of 1 mM, nanoparticles with a smaller size and a more 

suitable distribution are formed. 
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ب نانوذرات حضور مقدار قابل توجهي از عناصر نقره و گوگرد را در ترکي ي ایکسش پرتو اشعهطيف سنجي پراآناليز 

 (.7سنتزي نشان داد که حکایت از بيوسنتز نانوذرات سولفيد نقره است )شکل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 .strain GMS10  B ی سلول در حال استراحتوسیلهبهنانوذرات سولفید نقره تولیدی  EDXطیف : 7شكل 

safensis 
Figure 7: EDX spectrum of silver sulfide nanoparticles produced by resting cells of B. safensis 

strain GMS 

 

ي زیستي بر توليد نانوذرات سولفيد نقره در مخلوط واکنش زیست تبدیلي مورد ي تودهدر ادامه اثر غلظت اوليه

گرم در ليتر،  15تا  5نتایج بدست آمده، با افزایش غلظت بيومس سلول باکتري از (. براساس 8ارزیابي قرار گرفت )شکل 

ساعت گرماگذاري،  48یک افزایش تدریجي در طيف جذبي مرتبط با نانوذرات سولفيد نقره در مخلوط واکنش، بعد از 

و و  7برابر  pHتي گراد، ي ساندرجه 30ميلي مولار از سولفات نقره و در شرایط دمایي  1ي تحت شرایط غلظت بهينه

گرم در ليتر بيومس  15مشاهده شد. با این حال، حداکثر توليد نانوذرات سولفيد نقره مربوط به وزن  rpm 200دور شيکر 

 (.8باکتري است که همان وزن بيومس بهينه است )شکل 
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 سنتز نانوذرات سولفید نقره بر  strain GMS10  B. safensisباكتری   زیست تودههای مختلف نمودار اثر غلطت: 8شكل 

Figure 8. The effect of different biomass concentrations of B. safensis strain GMS10 on the 

synthesis of silver sulfide nanoparticles 

ي انکوباسيون با هدف بهبود واکنش احياي زیستي سولفات نقره به نانوذرات سولفيد نقره، اثرات دورهدر نهایت و 

گرم در ليتر( در مخلوط واکنش  15 زیست تودهميلي مولار سولفات نقره و غلظت  1تحت شرایط بهينه شده )غلظت 

وجود دارد  36تا  12ذرات سلنيوم از ساعت (. یک افزایش تدریجي در طيف جذبي نانو9مورد ارزیابي قرار گرفت )شکل 

شود، طيف جذبي نانوذرات تشکيل که در شکل مشاهده مي گونهمشاهده گردید. همان 36که حداکثر جذب در ساعت 

که حکایت  شدهمچنان مشاهده  256شده در مخلوط واکنش تحت سلول در حال استراحت پس از طي زمان انکوباسيون 

 . داردسنتز شده در این واکنش از پایداري نانوذرات 

 

 

 

 

 

 

 

 

 strainی انكوباسیون بر بیوسنتز نانوذرات سولفید نقره توسط سلول در حال استراحت باكتری نمودار اثر دوره: 9شكل 

GMS10  B. safensis. 

Figure 9. The effect of time incubation on the synthesis of silver sulfide nanoparticles by resting 

cells of B. safensis strain GMS10. 
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هاي عاملي دخيل در احياي زیستي سولفات نقره به سولفيد نقره و پایداري نانوذرات سولفيد با هدف بررسي گروه

 (.10انجام شد )شکل  FTIR، آناليز استراحتواکنش تحت استراتژي سلول در حال بيوسنتز شده در مخلوط ي نقره

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 strain GMS10  B. safensisنانوذرات سولفید نقره بیوسنتز شده توسط سلول در حال استراحت  FTIRنتایج : 10شكل 

Figure 10. FTIR results of silver sulfide nanoparticles biosynthesized by resting cells of B. safensis 

strain GMS10 

 

مشاهده شده  760و  cm 3440 ،1645-1، پيک هایي در محدوده هايFTIRبر طبق مشخصه یابي طيف سنجي 

کششي  N-Hالکلي/فنلي و یا گروه  -OHمربوط به حضور احتمالي گروههاي  3440است. ظاهر شدن پيک در عدد موجي 

کششي آلکن ها است. ظاهر شدن  C=Cخمشي آمين ها و  NHمربوط به  1645آميني است. پيک مرتبط با عدد موجي 

خمشي   C-N-Cو  N-C=Oدر کربوکسيليک اسيدها،  O-C=Oهاي عاملي همربوط به گرو 760پيک در عدد موجي 

 .(Awwad et al., 2020) ها استآمين

 

  گیرینتیجه

نتایج مطالعات قبلي نشان داده است که سنتز نانوذرات داراي اندازه یکنواخت، همگن و پایدار از طریق بهينه سازي 

هاي اوليه سوبستراي پيش ساز، غلطت اوليه زیست توده سلول و زمان انکوباسيون قادر خواهد بود شرایط از جمله غطت

فراهم نماید. در این نانوذرات در مقياس بزرگ و کاربردهاي صنعتي  سنتزهاي زیستي را براي امکان استفاده از روش

صه یابي و بهينه سازي فرآیند زیست تبدیلي، هاي باکتري مقاوم به سولفات نقره، مشخگري جدایهپژوهش پس از غربال

ي مناسب براي سنتز نانوذرات سولفيد نقره معرفي شد که با توجه به اهميت و عنوان گزینهبه B. safensisگونه باکتري 

 هاي پژوهش حاضر براي مطالعات بعدي وجود دارد. کاربرد نانوذرات مذکور در صنایع مختلف، امکان استفاده از یافته
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یسپاسگزار  

تحت  بيوشيميدانشجوي کارشناسي ارشد آقاي سينا داج  کارشناسي ارشد نامه مستخرج از پایان این مقاله پژوهشي

 نویسندگان اجراشده است که بدینوسيله، کردستان با حمایت مالي و معنوي دانشگاه و مراحم آشنگرف دکتر راهنمایي

 دارند.ميتشکر و قدرداني خود را اعلام  این مقاله مراتب

 م تعارض منافعاعلا

 گونه تعارض منافعي وجود ندارد.هيچ که در رابطه با انتشار مقاله ارائه شده  دارنديمقاله اعلام م ننگارندگا
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Abstract 

Introduction: This study aimed to isolate and identify the silver-resistant bacteria and investigate on their 

potential in the biological synthesis of silver sulfide nanoparticles (Ag2SNPs). Methods: Preliminary characterization 

of the Ag2SNPs was carried out using visual observations and UV–Visible spectroscopy. Scanning Electron 

Microscopy (SEM) with Energy Dispersive X-Ray Analysis (EDX) was used to determine size, morphology and 

elemental analysis of the nanoparticles. Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) analysis was performed to 

determine the functional groups involved in the bioreduction of silver sulfate into Ag2SNPs. Results and 

discussions: Based on the results, Bacillus safensis strain GMS10 with highest tolerance to silver sulfate (50 mM) 

was able to synthesize spherical shape of Ag2SNPs with an average size diameter of 22.2 nm under optimized 

conditions (1 mM silver sulfate, 15 g/L biomass) after 36 h incubation.  This study is the first report on the synthesis 

of Ag2SNPs using B. safensis. 
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