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  چکیده 
اصلی ترین هدف نانوفناوري توسعه روش هایی است که بدون استفاده از مواد آلاینده و سمی، با کمترین  :هدف زمینه و

به همین دلیل زیست شناسان با اطلاع قبلی از . هزینه و ضایعات توانایی تولید نانوساختارهاي کنترل شده را داشته باشد
مواد معدنی در مقیاس نانو  به وسیله موجودات زنده، به دنبال سامانه هاي زنده تولید کننده نانوذرات ساخت کنترل شده 

 با  IRAN 81C فوزاریوم اگزیسپورومهدف از این پژوهش تولید برون سلولی نانوذرات نقره توسط قارچ . غیرآلی هستند

  .شدنانومتر می با 50حداکثر ابعاد 
گرم بر  5گرم بر لیتر، پپتون  10گلوگز  حاوي MGYP ازي شرایط رشد در محیط کشتپس از بهینه س :وش بررسی

 سپ. ، توده سلولی قارچ فوزاریوم اگزیسپوروم تولید گردیدگرم بر لیتر 3 و عصاره مالتگرم بر لیتر  3عصاره مخمر  لیتر،
و  FTIR ،UV-visible spectrophotometerاز تولید نانوذرات نقره در محلول نیترات نقره با روش هاي 

  .نانو ذرات تولید شده مورد بررسی قرار گرفتند) TEM(میکروسکوپ الکترونی عبوري 
مولار یـون   10-3در غلظت  IRAN 81 قارچ فوزاریوم اگزیسپوروم  توده سلولی نتایج  این پژوهش نشان داد :یافته هـا 

همچنین مشخص شد که پس از فیلتر کردن تـوده   .ی باشندهاي نقره قادر به تولید نانوذرات نقره به صورت برون سلولی م
 توسط ها آنزیم و ها یینپروت یکه خود نشان دهنده ترشح برخ دسنتز نانوذرات نقره را دار ییتوانا رویی مایعسلولی قارچ، 

 .است محیط به قارچ

نانومتر به  50اندازه ذره اي حداکثر به دلیل ویژگی هاي منحصر به فرد فیزیکی و شیمیایی نانوذرات نقره با : گیرينتیجه
  .تولید آن در حد صنعتی و بررسی کاربردي آن پیشنهاد می گردد یسپوروم،زفوزاریوم اگوسیله قارچ 

  مقیاس آزمایشگاهی ، فوزاریوم اگزیسپوروم،برون سلولی، نانوذرات نقره :هاي کلیديواژه
 

  اسلامی آزاد گاهدانش میکروبی فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
  23-26 صفحه ،دهم شماره ،سوم دوره ،1390 پاییز
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 ژوهشی زیست فناوري میکروبیپ - مجله علمی

  تولید خارج سلولی نانوذرات نقره به وسیله قارچ

  مقدمه
 خواص از برخی تغییر با نانوذرات، به میکروذرات از گذر با

: از عبارتند آنها مهم مورد دو که شویم، می روبرو فیزیکی
 به ذره اندازه ورود و حجم به سطح مساحت نسبت افزایش
 حجم به سطح مساحت نسبت افزایش. کوانتومی اثرات قلمرو

 یافتن غلبه باعث دهد، می رخ ذره اندازه کاهش با تدریج به که
      درونی هاي اتم رفتار به ذره سطح در واقع هاي اتم رفتار

 بر و انزوا حالت در ذره خصوصیات بر پدیده این. شود می
 ذرات که آن محض به. گذارد می اثر مواد دیگر با آن تعاملات

 مکانیک رفتار بروز به شروع شوند، کوچک کافی اندازه به
 دست این از مثالی کوانتومی نقاط خواص. کنند می کوانتومی

 چرا شوند، می نامیده مصنوعی هاي اتم گاهی نقاط این. است
 اتم در محبوس هاي الکترون مشابه ها آن آزاد هاي الکترون که
 .کنند می اشغال را انرژي از مجازي و گسسته حالات ها،
نانوذرات، به  با توجه به خواص منحصر به فرد یطور کل به

به  یابیمناسب به منظور دست یديتول يروشها یريکارگ
 یستز یطکمتر و محافظ مح ینهنانوذرات با خواص مطلوب، هز

 يدر سال ها. باشد ینانو م يفناور ینهمهم در زم ياز چالشها
 یارنانوذرات بس یدها در تول یکروارگانیسماستفاده از م یراخ

نانوذرات توسط  یدلمورد توجه قرار گرفته است، تو
و خارج  یتواند به صورت داخل سلول یها م یکروارگانیسمم

  ).1و2(باشد  یسلول
پزوهش هاي مختلف نشان داده است که میکرو ارگانیسم هایی 
مانند باکتري ها، مخمر ها، قارچ ها و گیاهان نقش مهمی در 

سنتز . فلزات سمی از طریق احیاي یون هاي فلزي دارنددفع 
انو مواد توسط ارگانیسم هاي یوکاریوتی مانند قارچ ها، زیستی ن

به صورت درون سلولی ) 4(و نقره ) 3(در تولید نانوذرات طلا 
گونه هاي . تأیید شده است Verticilliumدر سلول هاي قارچ 

مختلف قارچ یاد شده در مجاور یون هاي تتراکلرواورات طلا 
)AuCl-

تا  5ذراتی با ابعاد قادر به تولید نانو) +Ag(و نقره ) 4
قارچ فوزاریوم ). 5(ساعت می باشند  72نانومتر پس از  50

اگزیسپوروم قادر به تولید نانوذرات طلا به صورت برون سلولی 
همچنین این قارچ قادر به تولید نانوذرات نقره به ). 6(می باشد 

تولید برون سلولی ). 7(صورت برون سلولی و بسیار پایدار است 
باعث کاهش هزینه هاي استخراج و بررسی آسان آنها  نانوذرات،
هدف از این پژوهش سنتز برون سلولی نانوذرات نقره . می شود

  . می باشد IRAN 81C فوزاریوم اگزیسپورومتوسط قارچ 
  

  روش بررسی
بانک میکروبی ( IRAN 81Cشماره  فوزاریوم اگزیسپورومقارچ 

ابتـدا قـارچ   . دیدتهیه گر) ایران -مؤسسه تحقیقات گیاه پزشگی
بـه  ) شرکت مرك آلمان SDA(در محیط سابرو دکستروز آگار 

براي ایجـاد تـوده سـلولی،    . انکوبه گردید C°28روز در  5مدت 
گـرم بـر لیتـر     3به محـیط مـایع حـاوي     SDAقارچ از محیط 
گرم بر لیتر پپتون  5گرم بر لیتر عصاره مالت،  3عصاره مخمر، 

منتقل گردیـد و سـپس در   (MGYP)  گرم بر لیتر گلوکز 10و 
پـس  . ساعت انکوبه شد 96به مدت  200دور  با 26 ±1حرارت 

بـار بـا آب مقطـر     3ساعت، توده سـلولی قـارچ  فیلتـر و     96از 
گـرم از تـوده    5براي احیاي یون هاي نقره  .استریل شسته شد

میلـی لیتـر محلـول     50بـه  فوزاریوم اگزیسـپوروم  سلولی قارچ 
. مولار در شرایط استریل افـزوده شـد   10-3) مرك(نیترات نقره 

به منظور جلوگیري از اثر نور بر محلول نیترات نقره، واکنش در 
سپس در فواصـل زمـانی معـین،    . شرایط تاریکی بررسی گردید

حجم ثابتی از محلول واکنش برداشته و جذب آن توسط طیـف  
  .اندازه گیري شد) 1601 مدل شیمادزو(مرئی-سنج فرابنفش

کـه   ها پروتیین) FTIR )Fourier transform infraredآنالیز 
به  ،ین استیبیانگر تغییرات ساختار فضایی در ساختار دوم پروت

  .شد انجام منظور بررسی مکانیزم احتمالی احیاي یون هاي نقره
نــانوذرات نقـره و همچنــین شــکل و ابعـاد آنهــا توســط    انـدازه 

ــوري   ــی عب ــکوپ الکترون ) TEM-EM208 philips(میکروس
  .گرفت قراربررسی  مورد

   
  یافته ها

بانک میکروبی ( IRAN 81Cشماره  فوزاریوم اگزیسپورومقارچ 
ابتـدا قـارچ   . تهیه گردید) ایران -مؤسسه تحقیقات گیاه پزشگی

بـه  ) شرکت مرك آلمان SDA(در محیط سابرو دکستروز آگار 
براي ایجـاد تـوده سـلولی،    . انکوبه گردید C°28روز در  5مدت 

گـرم بـر لیتـر     3به محـیط مـایع حـاوي     SDAچ از محیط قار
گرم بر لیتر پپتون  5گرم بر لیتر عصاره مالت،  3عصاره مخمر، 

منتقل گردیـد و سـپس در   (MGYP)  گرم بر لیتر گلوکز 10و 
پـس  . ساعت انکوبه شد 96به مدت  200دور  با 26 ±1حرارت 

مقطـر  بـار بـا آب    3ساعت، توده سـلولی قـارچ  فیلتـر و     96از 
  .استریل شسته شد

فوزاریـوم  گرم از توده سلولی قارچ  5براي احیاي یون هاي نقره 
 10-3) مـرك (میلی لیتر محلول نیترات نقره  50به اگزیسپوروم 

به منظور جلـوگیري از اثـر   . مولار در شرایط استریل افزوده شد
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همد، شماره سوم، دوره 90 پاییز  

  و همکاران  محمد حسن غلامی شعبانی  25

نور بر محلول نیترات نقره، واکنش در شـرایط تـاریکی بررسـی    
در فواصل زمانی معین، حجـم ثـابتی از محلـول     سپس. گردید

-واکـنش برداشــته و جـذب آن توســط طیـف ســنج فــرابنفش   
  .اندازه گیري شد) 1601 مدل شیمادزو(مرئی

  

  
   . دهد ینانوذرات نقره را نشان م UV-vis یجذب يباندها .1 شکل

  
 نانومتر 400 محدوده در جذبی پیک است مشخص که همانطور

 يهـا  یـون  یـاي جذب نشان دهنـده اح  یکپ ینا. شودمی دیده
 یم ـ یسـپوروم اگز یـوم نقره به نانوذرات نقره توسـط قـارچ فوزار  

   .باشد

  
شـده توسـط    یـد ار نـانو ذرات نقـره تول    FTIRبانـد   .2 شکل

  .اگزیسپوروم فوزاریوم
 بیوسنتز مکانیسم محتملترین همان طور که مشاهده می شود 

 پـروتیین  یکسريرشح ت ی،به صورت خارج سلول فلزي نانوذرات
توسط آن  يفلز هاي یون احیاء و میکروارگانیسم توسط یمو آنز
  .باشد یها م

  

  
  ) TEM(تصویر میکروسکوپ الکترونی عبوري  .3شکل 

  
شده بر روي یک  یدثبت شده از نانوذرات نقره تول TEMتصویر 

وشانده شده از مس نشان داد که این ذرات بـه  جصفحه کربنی 
 تشـکیل نـانومتر   50 یبـی با انـدازه تقر  وکدیگر ی ازصورت جدا 

ــده ــد ش ــالیز  .ان ) FTIR )Fourier transform infraredآن
که بیانگر تغییرات ساختار فضـایی در سـاختار دوم    ها پروتیین

به منظور بررسی مکانیزم احتمالی احیـاي یـون    ،ین استیپروت
 نـانوذرات نقـره و همچنـین شـکل و     اندازه .شد انجام هاي نقره

ــوري    ــی عب ــا توســط میکروســکوپ الکترون ــاد آنه -TEM(ابع
EM208 philips (گرفت قراربررسی  مورد.  

  
  بحث
Klaus      و همکارانش نشان دادند کـه مجـاور سـاختن بـاکتري

Pseudomonas stutzeri AG295     جدا شـده از یـک معـدن
نقره در یک محلول غلیظ از نیتـرات نقـره در انـدازه مشـخص،     

نقره در فضاي پري پلاسمی بـاکتري مـی    سبب تولید نانوذرات
در یک نگاه کلی، نتایج به دست آمده حـاکی از آن  ).9،8(شود 

توانایی تولید خارج سـلولی  فوزاریوم اگزیسپوروم است که قارچ 
پیدایش رنگ قهوه اي در محلـول حـاوي   . نانوذرات نقره را دارد

 در توده سلولی قارچ، یک نشانه واضح از تشکیل نانوذرات نقـره 
محلول واکنش و همچنین ناشی از ارتعاشات پلاسمون سطحی 

بـا فیلتـر کـردن تـوده سـلولی       ).10،11(در نانوذرات می باشد 
قارچ، مشاهده شد که توده سلولی هنوز هم زرد رنگ اسـت، در  
صورتی که محلول حاوي نـانوذرات نقـره بـه صـورت قهـوه اي      

این نشان می دهد که احیاي یون هاي نقره بـه  . مشاهده گردید
صورت خارج سلولی بوده که دلیل آن می تواند رها شدن برخی 

قابل توجه اسـت  . چ در محلول واکنش باشدهاي قارین یپروتاز 
که نانوذرات نقره تولید شـده توسـط قـارچ مـذکور از پایـداري      
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 ژوهشی زیست فناوري میکروبیپ - مجله علمی

  تولید خارج سلولی نانوذرات نقره به وسیله قارچ

زیادي برخوردارند که شاید ناشی از تثبیت نانوذرات نقره توسط 
همچنین بررسی ها نشان مـی دهـد کـه    ). 9(ها باشد ین یپروت

ارتعاشات پلاسمون سطحی می تواند باعث افزایش شدت رنـگ  
ثبـت   UV-Visطیـف هـاي   . ل هاي نانوذرات نقره باشـد محلو

شده، به طور کامل نشان دهنده افـزایش ارتعاشـات پلاسـمون    
کـه نشـان   ) 12(نانومتر مـی باشـد    410سطحی در طول موج 

. است) سوپرناتانت(دهنده حضور نانوذرات نقره در محلول رویی 
را نشان  نانومتر 50، نانوذراتی با ابعاد TEMنتایج آنالیز تصویر 

این نانوذرات نقره از لحـاظ مورفولـوژي داراي اشـکال    . می دهد
همان طـور کـه در تصـویر میکروسـکوپ     . نسبتاً متفاوتی بودند

الکترونی عبوري مشاهده می شود، نانوذرات نقره اي کـه حتـی   
به صورت تجمعـی تشـکیل شـده، در تمـاس مسـتقیم بـا هـم        

ینـی  یپروتیک پوشش نیستند، که این مسأله می تواند ناشی از 
نانوذرات تولید شده به صورت زیستی مـی تواننـد در   ). 9(باشد 

خطی، پوشش انتخابی  یرغزمینه هاي مختلفی همچون اپتیک 
براي جذب انرژي خورشیدي، مواد بـین لایـه اي بـراي بـاطري     
هاي الکتریکـی، گیرنـده هـاي نـوري، بـه عنـوان کاتـالیزور در        

ــه عنــوان عوامــل ضــد   واکــنش هــاي شــیمیایی و زیســتی ،  ب
  ).13(باکتریایی و قارچی کاربرد هاي زیادي داشته باشند

هدف اصلی ما از این پژوهش، تولید نانوذرات نقـره بـه صـورت    
برون سلولی براي بررسی آسان تر و ایجاد شرایط مناسب بـراي  

نانوذرات نقره تولیـد شـده از راه   . تولید بهینه نانوذرات نقره بود
ذرات تولید شـده شـیمیایی، بـه دلیـل عـدم       زیستی، نسبت به
هاي سمی آلی در سطح، ایجاد حداقل ضایعات وجود باقیمانده 

و مـواد غیــر مصــرفی در فراینــد تولیــد، حجــم بــالاي تولیــد و  
به دلیل کاربرد هـاي گسـترده و   . تکرارپذیري، ارزشمندتر است

ویژگـی هـاي ارزنـده نـانوذرات در علـم نـانوبیوتکنولوژي، ایـن        
   لعـات فراگیـر در اسـتفاده از   طاعه می توانـد زمینـه سـاز م   مطال

روش هاي زیستی در تولید برون سلولی نانوذرات نقره را فراهم 
  .آورد

  
  نتیجه گیري

فوزاریـوم  پژوهش نشـان داد کـه قـارچ     نبه طور کلی، نتایج ای
قادر به تولید نانوذرات نقره با اندازه ابعـاد حـداکثر     اگزیسپوروم

نانوذرات نقره تولید شده توسط این قـارچ،  . باشد نانونتر می 50
 هایی آنزیم و ها ینیپروتبه صورت برون سلولی بوده که توسط 

نیـاز بـه    و یـرد گ یکند صورت م ـ می ترشح یطکه قارچ به مح

هزینـه و مشـکلات ناشـی از     استخراج نداشته و بـدون داشـتن  
 .استخراج، می توانند مورد استفاده قرار گیرند
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