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چکیده

ها براي بیوسـنتز انـواع   منبع ترکیبات فعال زیستی مانند پروتئینعنوانبهها امروزه استفاده از انواع قارچ

بیوسـرامیکی زیرکونیـاي   نـانوذرات هـاي  در ایـن تحقیـق ویژگـی   توسعه پیـدا کـرده اسـت.    نانوذرات

شـده  مقایسـه  دسیویگلوسـپور کـوم یکولتوترو هیزیسروسسیساکاروماهاي بیوسنتزشده توسط قارچ

مـولار از  میلـی 1کـردن محلـول   اضـافه ) با ZrO2 NPsزیرکونیا (نانوذراتاست. بیوسنتز خارج سلولی 

K2ZrF6تغییـر رنـگ،   بـا  زیرکونیا نانوذراتجداگانه انجام شد. بیوسنتز ،هاي دو قارچبه محیط کشت

FTIRنتـایج  شـد.  تأییـد  و پراش اشـعه ایکـس   بنفشسنجی نور فرایفط،ایجاد کدورت محیط کشت

یند بیوسـنتز و ثبـات   اها را در فرها، الکل و فنلمانند پروتئینهااثرات برخی از ترکیبات ترشحی قارچ

برخـی از  همچنـین نـانوذرات زیرکونیـا و  تشکیل) EDAXنتایج تجزیه عنصري (نانوذرات ثابت کرد.

یند ااثر گذشت زمان بر فر.کردد أییکننده در فرایند بیوسنتزي را تشرکتعناصر موجود در ترکیبات آلی 

تشکیل پیـک  . تغییر رنگ، کدورت محیط کشت، شدی بررساسپکتروفوتومتري با بیوسنتز نانوذرات نیز 

ماهیـت کریسـتالی   XRDرا مشـخص و نتـایج   نـانوذره در اسپکتروفتومتري، نوع nm300از در کمتر 

الکترونـی . نتـایج میکروسـکوپ  تأیید کردبراساس اندازه بلورها نیزراي نانوذرات زیرکونیاي بیوسنتز

هاي هاندازمونوکلینیک با را آنهاشکل و برخی از بیشتر نانوذرات را بی،(FESEM)میدانی نشرروبشی

)nm60/35 (ودسیویگلوســـپورکـــومیکولتوتريبـــرا)49/19و nm07/74 بـــراي)81/45و

و UV ،FTIRنتـایج  با نیزمونوکلینیک نانوذرات بیوسنتزيساختار . نشان دادهیزیسروسسیساکاروما

XRD شدتأیید .

دسیویگلوسپورکومیوترکولت، هیزیسروسسیساکارومابیوسرامیک، نانوذرات زیرکونیا، :گانکلید واژ
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مقدمه

توجـه محققان جهانی بـه آن  که امروزه نانوذراتبیوسنتز 

برخـی  اسـت کـه  طبیعـی سـازوکاري ،کننـد ي مـی بسیار

تـوان بـه   مـی بـراي مثـال،  . دهندیمموجودات زنده انجام 

طیکه کرد ها اشاره ها و اسفنجتشکیل سیلیکا در دیاتومه

هایی پروتئینیلهوسبهاسیدیلیسیکسهیدرولیز ،یندااین فر

ــام و پپتیــدهاي پلــی1ســیلیکاتئینماننــد کــاتیونیکی بــه ن

انجــام آن در کــهیدرحــال.شــودم مــیاانجــ2هــاسـیلافین 

یخاص ـpHدرمواد شیمیایی وبا استفاده از ها آزمایشگاه

هـاي مختلـف   روشبـا نـانوذرات .[2-1]تپذیر اس ـامکان

امـا بـا توجـه بـه     ،شـوند میفیزیکی، شیمیایی و ... تولید 

امـروزه محققـان بیشـتر از    ،زیسـت یطمح ـحفـظ  اهمیت 

هاي سامانهبا استفاده از زیستمحیطداردوستهاي روش

نـانوذرات یا پرسـلولی بـراي بیوسـنتز    سلولی تکزیستی

بـاره  تحقیقـات زیـادي در  تـاکنون . [6-3]کننـد  استفاده مـی 

هـا،  ، قـارچ هـا توسـط بـاکتري  مختلـف  بیوسنتز نانوذرات 

برخـی از ایـن   . [9-7]اسـت شـده انجاممخمرها و گیاهان 

اي یافتـه شکلموجودات پپتیدهاي ترشحی یا دیواره تغییر 

را بـه  آنهـا و انـد هاي فلزي متصـل شـده  دارند که به یون

استفاده از . [10]کنندنانوذره تبدیل میباثباتاي هکمپلکس

 ـدبـه فلزي نانوذراتها در تولید قارچ سـطح  ی چـون  لایل

ــلیوم  ــیع میسـ ــا، وسـ ــاسمقهـ ــدیـ ــادهيبنـ ــرسـ و تـ

ها مقـادیر  قارچ،. همچنیناهمیت داردبودن صرفهبهمقرون

کننـد کـه در بیوسـنتز    به محیط ترشح مـی زیادي پروتئین

.[11]نانوذرات نقش مهمی دارند

ازلحاظو است ) اکسید فلز زیرکونیوم ZrO2زیرکونیا (

سختی، مقاومت مانندی هایژگیساختاري و عملکردي وی

بـه  یبه سایش، مقاومـت بـه اسـید و بـاز، مقاومـت نسـب      

هـاي  دلیل ویژگـی به.[12]دارداصطکاك و نقطه ذوب بالا 

امروزه از آن در علـوم پزشـکی   ،خاص این نوع سرامیک

هـاي دنـدانی و اسـکلتی اسـتفاده     سـاختن ایمپلنـت  براي

1. Silicatein
2. silaffins

هاي فیزیکی یل ویژگیدلبهازیرکونینانوذرات.[13]شودمی

، ضـد  ضد باکتریـایی خواص خود،یرمعمولغو شیمیایی 

اسـتفاده  .[16-14]داردو ضد سرطانیاکسیدانییآنتقارچی، 

ــنتز  از روش ــتی در بیوس ــاي زیس ــانوذراته ــا ن زیرکونی

)زیسـت سـازگاري  دلیـل  بـه (آنپزشکیکاربردبر علاوه

ــانوذرات رامشــکلات و خطــرات ناشــی از ســنتز ایــن ن

،[17]ژل-سـل ،شـیمیایی -یزیکـی فهـاي  روش(همانند 

و نــدارد )[19]و سـنتز هیــدروترمال  [18]تجزیـه حرارتــی 

.[20]استترصرفهبهمقرون 

عنـوان به3هیزیسروسسیساکاروماعلمی نامبامخمر 

یوکاریوتی از یسلولتکقارچی یک میکروارگانیسم مدل،

-در زمینهکه[21]است)4آسکومایکوتا(ايیسهکهاي قارچ

ازلحـاظ و شود میاستفادهتحقیقاتی-هاي مختلف علمی

وها، اسـترها انواع الکل. [22]اي داردویژهاقتصادي اهمیت 

هیزیسروسسیساکارومامهمی هستند کهترکیباتیدهاآلدئ

که بیش تریعالي هاانواعی از الکلتولید .[23]کنند تولید می

بـا هسـتند ها از نوع آمیل الکلعمدتاًو دارنداز دو کربن 

.[24]شودانجام می5ارلیختجزیه آمینواسیدها از روشی به نام

این قارچ همچنین دو گروه عمده از استرها به نام استرهاي 

و اتیـل اســترها را از  تـر پیچیـده هـاي  اسـتاتی را از الکـل  

.[25]کند میاسیدهاي چرب با زنجیره متوسط تولید 

هـاي  از رده قارچ6دسیویگلوسپورکومیکولتوترقارچ

. اسـت تولید مثل جنسـی  بدون ) و 7دوترومایست(ناقص

ارتباط با محـیط خـارج،   برايها مانند پروتئیننیز ها قارچ

گـاهی  ترشحاتی دارند که زاتنشها یا شرایط سایر سلول

برايها قارچ.[30-26]کنندزا عمل میعوامل بیماريعنوانبه

و ســلولزیهمــزیـه ترکیبــاتی ماننــد چـوب، ســلولز،   تج

هـاي خـارج سـلولی    آنزیم،همچنین جذب عناصر غذایی

ایـن  .[32-31]کننـد ترشـح مـی  هاي خـود متعددي از ریسه

3. Saccharomyces cerevisiae
4. Ascomycota
5. Ehrlich
6. Colletotrichum gloeosporioides
7 .Deuteromycetes
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ها یا به شـکل تخریـب   ها به شکل مستقیم از سلولآنزیم

و شـوند  اي در محـیط آزاد مـی  هـاي ریسـه  برخی سـلول 

تأثیرگذارنـد  آنهـا زیادي بـر  شرایط محیطی و بیوشیمیایی
تجزیـه  براي هاي اکسیداتیو را ها آنزیمقارچهمچنین، .[33]

هاي آروماتیک و آلیفاتیـک بـه محـیط ترشـح     هیدروکربن

هـاي زیسـتی تولیـد    نـانوذراتی کـه از روش  .[34]کننـد می

دلیل وجود ترکیبات آلی موجـودات زنـده بـر    بهشوند می

،سازگارتریستزو ت بیشترثبابرداشتنعلاوه ،آنهاسطح 

در .[35]برخوردارنـد ویژهیاز اهمیتها ساخت ایمپلنتدر 

بیوسـنتز  دربـاره بسیار محدودي تحقیقات ،هاي اخیرسال

شـده انجـام اکسید فلزي زیرکونیا توسط موجودات زنـده  

هـاي  زیرکونیا توسط عصاره غـده نانوذراتبیوسنتز است. 

تحقیقات دیگر .[36]وده است بآمیزیتموفق1گیاه زردچوبه

ــانوذراتبیوســنتز  ــا را توســط قــارچ ن ومیــفوزارزیرکونی

بـاره  اولـین گـزارش در  . [18]نشان داده است 2زپورومیاکس

ها، بیوسـنتز ایـن   زیرکونیا توسط باکترينانوذراتبیوسنتز 

در سـال  3نتوبـاکتر یاکتوسـط  ،سـرامیکی زیسـتی  نانوذره

بـا  ون بیوسـنتز ایـن مـاده    کنتا. [37]است منتشرشده2019

ــارچ ــارچ  ق ــا ق ــه آن ب ــت و مقایس ــاي آسکومیس ــايه ه

در پــژوهش بنــابراین، اســت. نشــدهانجــامدوترومیســت 

انوذرات سـرامیکی زیرکونیـا بـه روش    سنتز سبز نحاضر 

یعنـی  آسکومیسـت یسلولتکبین دو قارچ یخارج سلول

دوترومیسـت  نـاقص و پرسلولیهیزیسروسسیساکاروما

بـار نخسـتین بـراي  دسیویگلوسـپور کـوم یلتوترکویعنی 

بهینـه بـراي ایج اولیه حاصل از آنتا نتمقایسه شده است 

.شوداستفادهسازي روش

هاو روشمواد 

هیزیسروسسیساکاروماتکثیر 

از مرکز ملی ذخایر ژنتیـک  هیزیسروسسیساکاروماقارچ 

در محـیط تهیـه،  ها) ایران (بانک میکروارگانیسمیستیزو

1. Curcuma longa
2. Fusarium oxysporum
3. Acinetobacter sp. KCSI1

ــت Yeast Extract Peptone Dextrose Agarکش

(YPD)و به انکوباتور با دمـاي شدهکشت°C28  درجـه

انـدازه بهساعت 6پس از محیط کشت.ه استانتقال یافت

.(قبل از واکنش)) رسید(OD=2رشد مناسب 

ســسیساکارومازیرکونیــا توســط نــانوذراتبیوســنتز 

هیزیسرو

µl05/0 با قارچاز cc50ز محلـول نمـک   ا K2ZrF6  بـا

، بـه  5بـر روي  pHبا تنظـیم  و تلقیحمولار میلی1غلظت 

C26°در دمايrpm120ساعت داخل شیکر با24مدت 

rpm دقیقه در 15قرار داده شد. محلول حاصل به مدت 

بـراي  آمـده دسـت بـه سپس رسوب وسانتریفیوژ 14000

(پـس از  شدتشخیص نانوذرات جهت آنالیز مربوطه آماده 

واکنش).

دسیویگلوسپورکومیکولتوترکشت قارچ

از دانشکده کشـاورزي دانشـگاه تهـران    ینمونه قارچابتدا 

تهیه شد. تکثیر نمونه قارچ بـا اسـتفاده از لـوپ در پتـري     

Potato Dextrose Agarهاي حـاوي محـیط کشـت   دیش

(PDA)شرکت مـرك آلمـان انجـام شـد. دمـاي      ازآماده

(قبـل از  شـد روز تنظـیم  3بـراي  C27°ي کوباتور رونا

واکنش).

ــنتز  ــل بیوس ــانوذراتمراح ــط ن ــومیکولتوترتوس ک

دسیویگلوسپور

پس از شستشو داخل و جدااز بافت قارچ گرمیلیم01/0

 cc45 مولار نمک میلیمحلول یکK2ZrF6 .قرار داده شد

) C26°و rpm120داخل شیکر (pH =5تنظیم با پس س

15(سـاعت محلـول سـانتریفیوژ    48. بعـد از  قرار گرفت

و رسوب حاصل بـراي تشـخیص   )rpm14000دقیقه در 

(پس از واکنش).نانوذرات جداسازي شد

هــايمحــیط کشــتکـدورت و یــر رنــگیبررسـی تغ 

بیوسنتزي

سـس یساکارومامحلـول حـاوي قـارچ    کردن اضافهبعد از 

بـه  دسیویگلوسـپور کومیکولتوتربافت قارچ وهیزیسرو



1400پاییز،4، شماره 13دوره________ ________________________________ مدرستیتربدانشگاهيفناورستیز

98

،pH جداگانهتنظیم وK2ZrF6نمکمولارمیلی1محلول 

با فواصل (پس از واکنش)ها محلولکدورتو رنگ تغییر 

. شدبررسیساعت 8زمانی 

ــذب   ــزان ج ــی می ــوريبررس ــط  ن ــانوذرات توس ن

يتومتروفرواسپکت

تعیــین غلظــت نــانوذرات زیرکونیــاي بیوسنتزشــده بـراي 

تومتري واسپکتروف، از دستگاهشدهجذبتوسط مقدار نور

تومتري براي نمونه قارچ به مـدت  ووفراسپکتاستفاده شد.

4بـراي مخمـر در  ویساعت8فواصل زمانی ساعت با72

دو، درکـنش آغاز وااز یک ساعت از پس یساعت8زمان 

میکرولیتـر از 300. به این منظورشدانجام جداگانه محیط

Bio Tek Epochدستگاه اسپکتوفتومترباوبرداشتهمحلول 

Microplate) Spectrophotometer ( يهـا مـوج طـول در

گیـري انـدازه نانومتر میزان جذب نـوري  500تا 200بین 

نـوري  نمودار جذب، آمدهدستبههاي شد. باتوجه به داده

.دشرسم 

XRDتعیین ماهیت نانوذرات توسط 

ماهیت نـانوذرات زیرکونیـاي بیوسنتزشـده از    تعیینبراي

دلیل انحصاري بودن الگوي (بهپراش اشعه ایکس دستگاه

تعیین نانوذرات براي استفاده شد.)پراش آن براي هر ماده

سـس یساکارومابـراي هـردو نمونـه    یدشدهتولزیرکونیاي 

از روش پـراش  دسیویگلوسپورکومیکولتوترو هیزیسرو

XRD)ray-EQUINOX 3000 Xدستگاه و اشعه ایکس 

Diffractometer(و الگوي استفادهXRD 2بین زوایايθ

گرم از پـودر رسـوب  1/0درجه بررسی شد. 90تا 10از 

یشآزما،XRDدستگاه با حاصل از سانتریفوژ شدهخشک

افـزار نـرم بـا  هـا آننموداریافته و انعکاسيهاموجطولو 

High Score Plusشدبررسی.

بررسی شکل و اندازه نانوذرات زیرکونیـاي بیوسـنتزي   

EDAXتوسطو آنالیز عنصريFESEMتوسط 

سـس یساکاروماهـاي  رسوب حاصل از سانتریفیوژ نمونـه 

در rpm14000(دسیویگلوسپورکومیکولتوترو هیزیسرو

دو به مدت C60°شدن در دمايخشکپس از دقیقه) 15

توسط میکروسکوپ الکترونی روبشی نشر میدانی ساعت

)(FESEM, Hitachi model S-4160, Japan-Daypetronic

Company(نـانوذرات هاي اندازهي و بردارعکس،یبررس

متصل به EDAXدستگاهبا آنالیز عنصري نیز .شدمقایسه 

انجام شد.الکترونیمیکروسکوپ 

و ثبــاتدر بیوسـنتز  ثرؤمــهــاي عـاملی تعیـین گـروه  

FTIRتوسطبیوسنتزي نانوذرات

هـاي  از مولکـول شـیمیایی هـاي عـاملی  تعیین گروهبراي

،زیرکونیانانوذراتدر واکنش بیوسنتز کنندهشرکتزیستی 

براي اینکه استفاده شد.قرمزمادونیسنجفیطاز دستگاه 

Tensor 27(قرمـز مـادون ی سـنج فیطبا دستگاه تبدیل 

FTIR spectrometerBruker نیز بتوان آنالیز انجام داد از (

و همچنـین پـودر   ي بیوسـنتزي پودر نـانوذرات زیرکونیـا  

و هیزیسـرو سـس یساکاروماحاوي قـارچ  خالصمحلول 

ــه، دسیویگلوســپورکــومیکولتوتر . شــداســتفادهجداگان

بـا نمـک پتاسـیم    جداگانـه نـد آمددستبهی کهپودرهای

،. سـپس ندشـد مخلـوط  1:100به نسبت ) KBrبروماید (

استفادهنمونه از دستگاه پرس پنوماتیک کردن همگنبراي

FTIRروي گریـد  وتهیـه  یقرص ـنظرموردو از مخلوط 

-cm-14000بـین يهاموجطولقرار داده شد. با تاباندن 

دستگاه، نمـودار  وسیله بهقرمزمادونو بازتاب اشعۀ 400

از مقایسۀ آمدهدستبههاي پیک.شدهاي جذبی رسم پیک

عصارة خالص هـر نمونـه بـا عصـارة بیوسـنتزي نـانوذرة       

ــروه،حاصــل از آن ــنتز را  گ ــؤثر در بیوس ــاملی م ــاي ع ه

.کردمشخص 

هایافته

ایجاد کدورتو تغییر رنگ

و هیزیسـرو سسیساکارومامحیط کشتنتایج تغییر رنگ 

از قبل و پس،دسیویگلوسپورکومیکولتوترمحیط کشت 

در اسـت.  شـده دادهنشـان  ، جداگانه1در شکل ،واکنش

در آغاز واکنش رنگ شـفاف بـا   ،هیزیسروسسیساکاروما
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از آغـاز  ساعت24بود و پس از یدرنگسفکمی کدورت 

. مخلـوط قـارچ   کـرد ایجـاد  رنگیريشمخلوطی واکنش 

در ابتدا زرد شـفاف بـود و   دسیویگلوسپورکومیکولتوتر

گ زرد کدري به خود گرفت.  رن،ساعت48پس از 

محیط -، بپس از واکنش (سمت چپ)ساعت 24قبل از واکنش (سمت راست) و هیزیسروسسیساکارومامحیط کشت -الف. 1شکل 

پس از واکنش (سمت چپ)ساعت 48قبل از واکنش (سمت راست) و دسیویگلوسپورکومیکولتوترکشت 

تومترياسپکتروف

هـاي  زیرکونیا را در ساعتنانوذراتمیزان جذب 2شکل 

بیشـترین میـزان   دهـد.  مختلف از شروع واکنش نشان می

نـانومتر در  300تا 200جذب و تشکیل پیک در محدوده 

میـزان جــذب در  شــد.مشـاهده هـر دو میکروارگانیسـم  

با افزایش زمان از یک سـاعت از  هیزیسروسسیساکاروما

داشـته  ساعت از آغاز واکنش افـزایش  24تا آغاز واکنش 

گذشـت زمـان بـر میـزان جـذب در      کـه یدرصورتاست.

و زیادي نداشته اسـت یرتأثدسیویگلوسپورکومیکولتوتر

. اندداشتههاي جذب بر یکدیگر انطباق منحنی

هايزماندر دسیویگلوسپورکومیرکولتوتو هیزیسروسسیساکارومابراي واکنش شدهثبتUV-Visجذب نوري هايطیف.2شکل 

واکنشآغاز پس ازمختلف 

XRD
بـراي نـانوذرات   آمـده دسـت بهالگوي پراش اشعه ایکس 

زیرکونیـــا بـــا ســـاختار بلـــوري بیوسنتزشـــده توســـط 

دسیویگلوسـپور کومیکولتوترو هیزیسروسسیساکاروما

است. در الگوي پـراش اشـعه   شدهدادهنشان 3در شکل

بالف
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2/41، 8/28مساوي 2θدرهاپیک، نوع قارچدوایکس در

ــه ایجــاد شــدند. 1/59و7/50،  پیــک آمــورف مربــوط ب

ولی در قارچ ،بوددادنیصیتشخهیزیسروسسیساکاروما

دادهصیتشـخ وضـوح بـه دسیویگلوسـپور کومیکولتوتر

. شدنمی

Position [°2Theta] (Copper (Cu))
10 20 30 40 50 60 70

0

500

1000
 gharch

کومیکولتوترو (الف) هیزیسروسسیساکارومااز نانوذرات بیوسنتزشده توسط آمدهدستبهXRDالگوي نمودار.3شکل 

(ب)دسیویگلوسپور

FESEM وEDAX

روبشـی نشــر  نتـایج حاصـل از میکروسـکوپ الکترونـی    

شــکل و برخــی را بــیرا نــانوذراتبیشــتر،میــدانی

ــا بیوسنتزشـــده نـــانوذراتنشـــان داد. مونوکلینیـــک بـ

07/74و81/45هـاي بـا انـدازه  هیزیسـرو سسیساکاروما

ــانومتر  ــارچ ن ــا دسیویگلوســپورکــومیکولتوترو در ق ب

(شـکل  نانومتر مشاهده شدند60/35و49/19هاياندازه

هاله ،بیوسنتزشدهنانوذراتاکثر اطراف در . )الف و ب-4

با توجه بـه  .)هافلش، 4(شکل دشمیمشاهدهیدرنگیسف

دو تصـویر از  ، keV2 در پوشانی زیرکونیـوم و فسـفر   هم

وجـود  ارائه شد. این نتـایج EDAXتجزیه عنصرينتایج 

(شـکل دهنده زیرکونیا تشکیلعنصر زیرکونیوم و اکسیژن 

Position [°2Theta] (Copper (Cu))
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و ،گوگردو همچنین عناصري مانند پتاسـیم، فسـفر  ) ، ج4

دهنده ترکیبات آلی هستندتشکیلکه از عناصر را نیتروژن

. ندد کردأییت،)، د4(شکل 

. نانو ذرات بیوسنتزي زیرکونیاي بیوسنتزشدهنانوذراتاز EDAXو آنالیز عنصري FESEMتصاویر میکروسکوپ الکترونی .4شکل 

کننده زیرکونیا (ج)  برخی مشخصنتیجه تجزیه عنصري (ب). دسیویگلوسپورکومیکولتوترو (الف) هیزیسروسسیساکاروماتوسط 

هستند.بیوسنتزيیدرنگ اطراف نانوذرات سفهاله دهنده نشانها ش. فلدهنده ترکیبات آلی (د)تشکیلعناصر 

FTIR
در کننـده شـرکت هـاي قـارچی   تشخیص متابولیـت براي

حاصل FTIRهاي طیف،زیرکونیانانوذراتفرایند بیوسنتز 

ــودر از  ــولپ ــالصمحل ــکو بیوســنتزيخ ــدهخش ش

پــودر بــا یکـدیگر و همچنـین   هیزیسـرو سـس یساکاروما

کـــومیکولتوترقــارچ  شــده خشــک خــالص محلــول 

آن شـده خشکبیوسنتزيمحلولپودر و دسیویگلوسپور

هـاي اصـلی   پیـک ).5(شـکل  ندبا یکدیگر مقایسـه شـد  

خـــالص محلــول شـــدهخشــک پـــودر در یجادشــده ا

، cm-123/3442 ،78/2924 شاملهیزیسروسسیساکاروما

42/2858 ،59/2350 ،32/1639 ،16/1453 ،33/1384 ،

ها با تغییـر  بودند. این پیک43/540، 88/1037، 43/1251

ی در عصاره بیوسـنتزي مخمـر عبـارت از    یهاي جزمکان

، cm-117/3435 ،53/2930 ،2500 ،95/1649 هــايپیــک

. ندبود07/538و 73/700، 58/878، 64/1070، 37/1399

و cm-142/2858 ،16/1453 يهامحدودهدر کهییهاپیک

هیزیســروســسیکاروماساخــالص محلــولدر 43/1251

ند.شـد حـذف آنبیوسـنتزي  محلـول در ،تندوجود داش ـ

07/538و cm-158/878 در نواحیکهیهایپیکهمچنین،

درنـد نبودهیزیسـرو سـس یساکاروماخـالص  محلـول در 

. ندبودشدهیجادابیوسنتزي آن محلول
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قبل و پس از واکنش(ب)دسیویگلوسپورکومیولتوترکو (الف)هیزیسروسسیساکارومااز شدهثبتFTIRهاي طیف. 5شکل 

در عصـاره خـالص قـارچ    یجادشـده اهاي اصلی پیک

هـاي پیکعبارت بودند از: دسیویگلوسپورکومیکولتوتر

cm-152/3427 ،17/2925 ،32/2092 ،82/1641 ،

. این 86/619و 82/710، 12/1033، 00/1257، 90/1383

ی در عصـاره بیوسـنتزي   یهاي جزها با تغییر موقعیتپیک

ــارچ  ــک، دسیویگلوســپورکــومیکولتوترق ــايپی -cm ه

198/3424 ،22/2930 ،06/2143 ،48/1653 ،99/1392 ،

و را شامل شدند 41/630، 53/751، 71/1062، 20/1246

در عصـاره خـالص   بود کـه cm-121/468 شدهاضافهپیک 

در نتایج هر دو نمونه بیوسنتزي، این قارچ وجود نداشت.

.شدمیمشاهده cm-1818 ک کوچکی در محدوده پی

بحث

است جدیدهاي زیستییکی از فناورينانو فناوريیستز

نـانوذرات ،با استفاده از موجودات زندهتوانیمآن در که 

خارج صورتبهتواندیمکارمختلف را بیوسنتز کرد. این 

یـن ادرروینازا.[39-38]شود سلولی یا داخل سلولی انجام 

و هیزیســروســسیساکارومادو نــوع قــارچ بــا ، پـژوهش 

بیوسنتز نانوذرات سرامیکی ،دسیویگلوسپورکومیکولتوتر

تغییـر  معمولاًشد. زیرکونیا به روش خارج سلولی مقایسه 

یکـی از  نـانوذرات هاي بیوسنتزي محلولکدورترنگ و 

کدرشـدن  .[40]اسـت  دکننده بیوسنتز نـانوذرات  أییموارد ت

دلیل تولید نانوذرات بیوسنتزي بهتواند سنتزي میمحیط بیو

تغییـرات  گونهینا،همچنین.[37]شود ایجاد آنهاو رسوب 

ه بـا نمـک   ه ـتواند در اثـر ترشـحات قـارچی در مواج   می

نتـایج  . [41]شده در محلول جهت بیوسـنتز باشـد   کاربردهبه

200-300محدوده تشکیل پیک را در ،جذبیسنجییفط

کـه  . در این محدوده نشـان داده شـد  کردص نانومتر مشخ

انجـام گرفتـه   زیرکونیاي بیوسـنتز نانوذراتجذب توسط 

نانومتر در هـر  300تشکیل پیک در کمتر از . [42 ,37]است 

فـاز نـانوذرات زیرکونیـاي    این امـر  .د بودودو نمونه مشه

مشـخص شـد  ،همچنـین .[43]دادمیرا نشان مونوکلینیک 

گذشتباهیزیسروسسیاروماساکدر نوري شدت جذب 

داشته است. ایـن امـر  افزایشیجتدربهساعت 24زمان تا 

نشـان راافزایش مقدار نانوذرات بیوسنتزشـده توسـط آن  

وزمـان گذشتباشیب نزولی میزان جذب نوري داد.می

که در انتها، شیب طوريبه؛یافتکاهشبعدساعت24تا 

شـده دادهافقی نشـان  صفر و به شکل خط یباًتقرمنحنی 

حتی پس از دسیویگلوسپورکومیکولتوتردر قارچ است. 

میزان جذب نوري و در یريتأث،غاز واکنشآساعت از 48

.دیـده نشـد  مقـدار بیوسـنتز نـانوذرات زیرکونیـا     یجهدرنت

سـس یساکاروماشیب کاهش سرعت بیوسنتز از ،همچنین
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ی نشان هاي مختلف تفاوتبیشتر بود و در ساعتهیزیسرو

نیـز  هیزیسـرو سـس یساکاروما. پیک مربوط بـه  داده نشد

کـه اسـت دسیویگلوسـپور کـوم یکولتوترپیک از ترپهن

بیوسنتزشـده توسـط   هـاي متنـوع بیشـتر    وجود متابولیـت 

ــسیساکاروما ــروس ــبت راهیزیس ــهنس ــومیکولتوترب ک

ــپور ــاندسیویگلوس ــینش ــدم ــسیساکاروما.[40]ده س

هاي پیشـرفته  شبیه یوکاریوتساختاريلحاظازهیزیسرو

هاي غشایی پیچیـده  هاي ترشحی با شبکهو وزیکولاست 

این نوع قارچ ترکیبـات  .[45-44]داخل و خارج سلولی دارد

هـا گلیسـرول،   هـا، از فنـل  ثانویه متعددي مانند انواع الکل

استرها، کربونیل و ترکیبات سولفوري مانند آمینواسیدهاي 

یند نقش اتواند در این فرمیکه [46]کندگوگردي تولید می

کومیکولتوتردر الگوي پراش اشعه ایکس درداشته باشند. 

ي هـا پیـک هیزیسـرو سـس یساکاروماودسیویگلوسپور

ترتیـب بـه سـطوح   بهدر نتایج، شدهاشاره2θدریجادشدها

ــی]131[و ]122[،]102[،]111[ ــوط م ــود مرب ــه ش ک

را یجادشدها) JCPDS no. 24-1164ساختار مونوکلینیک (

[36]دهـد یم ـشده نشان بیوسنتززیرکونیاي براي نانوذرات 

,47]داردکه با نتایج برخی مطالعات مشابه موجود مطابقت 

ــورف در  .[43 ــک آمـ ــود پیـ ــه XRDوجـ ــوط بـ مربـ

ــروســسیساکاروما ــیهیزیس ــد م ــانهتوان ــوده يانش از ت

ترکیبـات  و تنوع بیشـتر هااز این میکروارگانیسميترانبوه

در رسـوب حاصـل از سـانتریفوژ    [40]هـا از آنشدهترشح

وجود باشد. دسیویگلوسپورکومیکولتوترنسبت به قارچ 

هـاي ناشـناخته، وجـود    با پیکXRDوضعیت آمورف در 

کنـد کـه بـا    ید میأیها را تترکیبات آلی در ترشحات قارچ

نتایج تحقیقات مشابه بر بیوسنتز نـانوذرات توسـط سـایر    

بـا  ی کـه محاسـبات . [49-48]داردتطابق ـمجودات زنـده  مو

ــدازه بلورهــاي شــد انجــام [37]فرمــول شــرر متوســط ان

سـس یساکاروماتوسـط  را زي زیرکونیـا  تنانوذرات بیوسـن 

ــراي 7/34هیزیســرو دسیویگلوســپورکــومیکولتوترو ب

تصـاویر میکروسـکوپ الکترونـی    . نانومتر نشان داد5/35

هاي اندازهرا نشان داد. مونوکلینیکهاي نامنظم و نیزشکل

بیوسنتزشده نانوذراتاندازه شده در این تصاویر، مشخص

ــارچ  را  ــط قـ ــومیکولتوترتوسـ ــپورکـ از دسیویگلوسـ

. ایـن نتیجـه   نشـان داد ترکوچکهیزیسروسسیساکاروما

هـاي موجـود در قـارچ    وجـود میسـلیوم  علتتواند بهمی

با توجه بـه سـطح   اشد که بدسیویگلوسپورکومیکولتوتر

در واحـد زمـان   رابیشـتري شـده مقدار مواد ترشـح ،زیاد

بــا ایــن ترکیبــات پوشــانده نــانوذراتو کننــدمــیتولیــد 

اتصـال بـه   براي و فرصت کمتري یابند می، ثبات شوندمی

ترکیبات . [50]یابند میتربزرگنانوذراتیکدیگر و تشکیل 

وذراتنــانهــا کــه در تشــکیل و ثبــات ترشــحی از قــارچ

در اطـراف  یدرنگسفهبه شکل هالند،زیرکونیا نقش داشت

احتمالبهکه ندبوددومشهبیوسنتزشده نانوذراتبرخی از 

انـد شـده یلتشک[18]هاهاي ترشحی قارچاز پروتئینزیاد 

گیـري توسـط تجزیـه    نتیجـه ایـن  ). 3در شـکل  هافلش(

ــهEDAXعنصــري  ــود  از نمون ــه وج ــاي بیوســنتزي ک ه

را کـه در  نیتـروژن و ، گوگردي مانند فسفر، پتاسیمعناصر

کـه  FTIRو نتایج مربوط به [51]ترکیبات آلی وجود دارند

ند، نکهاي عاملی ترکیبات بیوشیمیایی را مشخص میگروه

تجزیـه عنصـري همچنـین وجـود     ،. نتـایج [36]د شـد أییت

دهنـده نـانوذرات زیرکونیـاي    تشکیلزیرکونیوم و اکسیژن 

.کردد أییرا تبیوسنتزي 

cm-13650-3200 در محـدوده FTIRهاي قـوي  یکپ

احتمـالاً و هـا فنولالکل و OHگروه دهندهنشانتواند می

NH باشـد هـا  به علت پیوند کششی کربونیل در پـروتئین
-cm-13000 ها در محدودهی پیکیتغییر مکان جز.[52-53]

هاي اسیددر لیپید و راهاآلکانCH2شرکت عامل،2900

نشاندارند)نیز وجود هاکه حتی در غشاي سلول(چرب

-cm-12500 هـاي موجـود در محـدوده   پیـک .[54]دهدمی

اي از وجـود ترکیبـات سـیانیدي و    تواند نشـانه می،2000

تواند بـه  همچنین این پیک می. [55]نیتریلی در محیط باشد

وجــود پیــک در . [52]کششــی مربــوط باشــد O-Hپیونــد 
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C=Cگروه عاملی دهندهنشان،cm-11600-1475وده محد

آروماتیـک ترکیبــات معطــر و  يهــاحلقــهدر مـواد داراي  

،1600ها در محدوده پیک،همچنین. [55]استها مونوترپن

از بانـدهاي پـروتئین مربـوط    IIو Iبه باند ارتعاشی آمید 

-با نتایج کومار و همکاران مطابقت نشان میکهدنشویم

،cm-11462-1126 هاي موجود در محدودهپیک. [56]دهد 

هـاي  و پیکهاکربوهیدرات) در CH3وجود عامل آلکان (

وجود احتمالی انواع ،cm-11300-1000 موجود در نواحی

ــل ــیلیک    الک ــیدهاي کربوکس ــترها، اس ــا، اس ــا، اتره و ه

وجود پیـک در نـواحی   . [55]دهد را نشان میآلکالوئیدها 

cm-1800-600، 23]معطر ياحلقهدوهاي مونوترپنوجود,

را هـا  ناشـی از پـروتئین  C-OHو ارتعاشات انحرافـی  [55

،cm-1800-500 در محـدوده  هـا پیـک .[41]دهد نشان می

ترکیبــات ،cm-1450-350 ) و در C-Clآلکیــل هالیــدها (

را داراي گوگرد مانند آمینواسیدهاي متیـونین و سیسـتئین   

در cm-1818 پیک در محـدوده  وجود. [55]دهد نشان می

ــهونم ــاي    ن ــانوذرات زیرکونی ــود ن ــنتزي وج ــاي بیوس ه

.[36]کرد د أییتمجدداًمونوکلینیک را

ــک ــدودهحــذف پی ــا در مح ــايه ، cm-142/2858 ه

در عصـــــــاره بیوســـــــنتزي  43/1251و 16/1453

ینـد بیوسـنتز   ادر فرآنهـا مصرف هیزیسروسسیساکاروما

این مواد مصـرفی احتمـالی در   .دهدمینشانرانانوذرات

داراي،cm-142/2858در ســتتوانیمــبیوســنتزي ینـد افر

ــرب  ــدها و اســیدهاي چ ــاهالیپی ،cm-116/1453درغش

ــدراتداراي  ــا و در کربوهیــ داراي ، cm-143/1251هــ

همچنـین، باشـد.  ها، اترها و اسیدهاي کربوکسـیلیک الکل

ــواحیپیــک در عصــاره 07/538و cm-158/878 هــاي ن

و در وجــود نداشــتهیزیســروســسیساکاروماخــالص 

بـودن یسـم . این امر مؤیدشدیجاداعصاره بیوسنتزي آن 

که ترکیبات آلکیل هالیـدي  است آن نمک زیرکونیوم براي 

ینواسـیدهاي آمو همچنین ترکیبـات داراي گـوگرد ماننـد    

شـده اضـافه متیونین و سیستئین را ترشح کرده است. پیک 

-cm در کـوم یکولتوتربیوسـنتزي قـارچ   پودر در 121/468 

باشـد  هرا داشـت تواند همین تفسیر نیز میدسیویگلوسپور

-هاي خاصی از انواع یونغلظتیرتأثها تحت که در قارچ

منجـر  آنهاو به ترشح ترکیبات خاص در یجاداها سمیت 

ترشـح ترکیبـات   FTIRهـاي عمـده در   پیک.[57]شود می

-26-23]دهند را نشان میها ترپنی از قارچوالکلی، پروتئینی

هـا کـه   اي توسـط قـارچ  هاي تجزیهترشح انواع آنزیم.[30

که ترکیـب عمـده   کندمشخص میساختار پروتئینی دارند 

. [32-31]دهنـد ها تشکیل مـی را پروتئینآنهاترشحی توسط 

کششی، پیوندهاي آمیدي، ارتعاشات کششی OHباندهاي 

N-H،C-Oــی ــد C-OHن و همچن ــخص کردن . [41]را مش

هـا  با توجه به نتایج مشخص است کـه پـروتئین  هرحالبه

ها را تشکیل داده اي از ترکیبات ترشحی قارچحجم عمده

نقـش مهمـی   زیرکونیـا  نـانوذرات مکانیسم بیوسـنتز  در و 

سه فاز بلـوري  ZrO2به شکل معمول نانوذرات . اندداشته

کــه نــوع  دارنــد مونوکلینیــک، تتراگونــال و کوبیــک  

و دو نـوع دیگـر بـه    دارد مونوکلینیک در دماي اتاق ثبات 

از نتایج برخـی  . [58]ثبات نیاز دارندبراي دماهاي بالاتري 

ثبات نانوذرات زیرکونیا توسط کند،مشخص میتحقیقات 

هـا،  هـا، پـروتئین  هایی مانند آمینواسیدها، آنزیمبیومولکول

قنــدها و فلاونوئیــدهاي هـا،  هـا، تــانن اسـتروئیدها، فنــول 

-کمـپلکس .[60-59]د شـو موجود در گیاهان عالی ایجاد می

ZrF6هاي فلزي مانند فلوروزیرکونات (
هاي ) در محلول-2 

-مـی نهاآتحرکی یا رسوب و این سبب بیند آبی ناپایدار

زیرکونیـوم در  .[61]شونددلیل هیدرولیز میهمینبهشود و 

4+آزاد هايیونود دارد. وج4+محلول آبی فقط با ظرفیت 

 Zrفقـط  ن،شدپلیمریزهدلیل کشش قوي به هیدرولیز و به

هـاي بـالاتر  pHو در دارند در شرایط خیلی اسیدي ثبات 

:[62]شوندهیدرولیز می(شرایط معمولی آزمایش)

H2O            Zr (OH)4 + 4 H+4 +Zr 4+

سـبب تولیـد و ترشـح انـواع     محیط ها در قارچوجود

سبب تولید K2ZrF6نمکمحلول آبیوآنهاها از پروتئین
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ZrF6کمپلکس هايیون
شدهترشحهاي پروتئینشود. می-2 

تولیـد  سبب هیدرولیز این کمپلکس یونی ونیز ها از قارچ

. از [18]شـوند  میها از این یون) ZrO2زیرکونیا (نانوذرات

ــل  ــه  دلای ــود هال ــفوج ــراف رنگیدس ــانوذراتدر اط ن

ترشـحی  هـاي  پـروتئین به توان میزیرکونیاي بیوسنتزشده 

)اندداشتهشرکت نانوذراتکه در بیوسنتز و ثبات (ها قارچ

 ـنیـز آن را ت FTIRو EDAXکه نتایج [56]کرد اشاره  د أیی

نشـان داد  بـاره  اینتحقیقات قبلی ما در.[36 ,51]ه استکرد

دلیل بـار  بهنقره ذرات ی مانند نانواتذرتشکیل نانوبرايکه 

یند اداراي بار منفی در فرزیستیترکیبات وجود ،مثبت آن

) اکسـید فلـزي   ZrO2زیرکونیا (. [63]است مؤثربیوسنتزي 

بار مثبـت زیرکونیـوم بـه دو    4دلیل بهاست که زیرکونیوم 

شدن نیـاز دارد تـا بـه    خنثیواکنش برايمولکول اکسیژن 

ترکیبات داراي بار منفـی  احتمالاً. [18]سدثبات وضعیت بر

و کربوکسـیل شـامل هـاي عـاملی   مانند گـروه (و اکسیژن 

)انـد ایجاد کـرده FTIRهاي قوي در که پیکهیدروکسیل

مـؤثر سرامیکی نانوذراتیند بیوسنتز این اردر فاندتوانسته

کنند به دو حالت ها ترشح میهایی که قارچپروتئینباشند. 

زیرکونیـا شـرکت   نانوذراتد در مکانیسم بیوسنتز تواننمی

بار منفی هايیونبه دارند که بار مثبت هانآکنند. برخی از 

 ZrF6
زیرکونیـا را تشـکیل   نـانوذرات و شوند میمتصل -2 

وزن دهـد،  مـی . نتـایج تحقیقـات مشـابه نشـان     دهنـد می

 ـفوزارهـا در قـارچ   مولکولی ایـن پـروتئین   48تـا  24ومی

گـروه  . [18]استبودهسیلیکاتئینو بسیار شبیه کیلودالتون

تفـاوت گـروه اول  بـا  هاي ترشحی که دیگري از پروتئین

ZrF6هـاي  یـون یدرولیزهدر واکنش دارند،
و تشـکیل  -2 

هـاي  با یافتهنتایج اینکنند. زیرکونیا شرکت مینانوذرات

مطابقـت پژوهشی دیگر درباره استفاده از قارچ فوزاریـوم  

داشـته باشـد.   بـار مثبـت   4توانـد  زیرکونیوم می.[18]دارد

ترکیبات غیر پروتئینی داراي اکسیژن و بار منفـی  ،بنابراین

تواننـد  ها و مواد مشابهی که مـی ، فنلیالکلترکیبات مانند 

هسـتند  مؤثریند افردر اینها ترشح شوند نیز توسط قارچ

مثـال بـراي (با توجـه بـه تعـداد بـار الکتریکـی منفـی       و 

ینـد افرتوانند در این می،خودالکلی یا فنلی) چهارترکیب

بیشـتري تحقیقات تکمیلی باید که البتهنقش داشته باشند

.در این زمینه انجام شود

گیرينتیجه

بیوسنتز نانوذرات سرامیکی زیرکونیا توسـط  بارهتاکنون در

ــارچ ــاي ق ــسیساکاروماه ــروس ــومیکولتوتروهیزیس ک

ثر در آن ؤهــاي احتمــالی مــکانیســمو مدسیویگلوســپور

ــده اســـت.  ــر نشـ ــی منتشـ ــل از گزارشـ ــایج حاصـ نتـ

بیوسـنتز  در این تحقیق، XRDو FTIRاسپکتروفتومتري، 

توسـط هـر دو میکروارگانیسـم    را نانوذرات مونوکلینیـک  

، FESEMشده آنها در تصاویر گیرياندازهانواع کرد.د أییت

ــک ــط  کوچ ــا توس ــنتزي آنه ــواع بیوس ــودن ان ــارچ ترب ق

 ـرا تدسیویگلوسـپور کومیکولتوتر د کـرد. درمجمـوع   أیی

کــومیکولتوترهــاي نــانوذرات بیوســنتزي توســطویژگــی

بهتـر  هیزیسـرو سسیساکارومانسبت به دسیویگلوسپور

ها با توجه بـه ترشـح ترکیبـات مختلـف     انواع قارچبود. 

-توانند ارگانیسـم ها میتولید انبوه آنزیم و پروتئینازجمله

انـواع  یژهوبهمختلف نانوذراتبیوسنتز برايناسبی هاي م

مانند زیرکونیا باشند که کـاربرد وسـیعی در   آنهاسرامیکی 

تغییـر شـرایط کشـت    .پزشکی دارندیژهوبهعلوم مختلف 

تر اسـت  سادهآنهاها که کشت چرانواعی از قابرايیژهوبه

بـه  یابیتدس ـینـد بیوسـنتز و   افرسـازي ینـه بهتواند بـه  می

بـاره  درکـه  منجر شـود  نظرموردهاي ی با ویژگینانوذرات

.استضروري تحقیقات تکمیلی این موضوع

از همکاري معاونت پژوهشی دانشـگاه  : تشکر و قدردانی

بخشی از کردن فراهمبرايقزوین، ، المللی امام خمینیبین

شود.انجام این پژوهش سپاسگزاري میدرتسهیلات لازم 

ییـد  أهمـه نویسـندگان ت  رامطالعـه  ایـن  اخلاقی:ییدیهأت

همچنین این مطالعه در نشریه دیگـري بـه زبـان    .اندکرده
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بـراي  و نهچاپ شده نه دیگري فارسی، انگلیسی یا زبان

. استنشریه دیگري ارسال شده

.گونه تعارض منافعی وجود نداردهیچتعارض منافع: 

هشـگر  مریم قنادنیا (نویسنده اول)، پژو:سهم نویسندگان

پژوهشـگر  ، )؛ معصومه باقري (نویسـنده دوم) %60اصلی (

).%40دوم (
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Abstract
Todays, the use of fungi as source of bioactive compounds such as proteins,
has been developed for biosynthesis of different types of nanoparticles. In
this study, the characteristics of the biosynthesized zirconia nanoparticles
(ZrO2 NPs) were compared using Saccharomyces cerevisiae and
Colletotrichum gloeosporioides. Extracellular biosynthesis of ZrO2 NPs was
carried out by adding 1 mM of K2ZrF6 to S. cerevisiae and C.
gloeosporioides culture medium separately. Nanoparticle biosynthesis was
confirmed by visual observation of color and transparency changes in the
culture medium, UV-Vis spectrophotometry and XRD. FTIR results
demonstrated the effects of some possible secretory compounds of the fungi
such as protein, phenol and alcohol in the biosynthesis and stability process
of the biosynthesized ZrO2 NPs. The results of elemental analysis (EDAX)
confirmed the biosynthesis of zirconia nanoparticles as well as the presence
of some elements in organic compounds participating in the biosynthetic
process. The effect of time on the biosynthesis of the nanoparticles was also
investigated. The color and transparency changes of the culture media, peak
formation at less than 300 nm in spectrophotometry confirmed the
extracellular biosynthesis of ZrO2 NPs and also XRD results confirmed the
crystalline nature of the biosynthesized ZrO2 NPs based on their crystallite
size. The FESEM results showed that the most of the nanoparticles were
amorphous and some were monoclinic in shape with sizes (19.49 and 35.60
nm) for C. gloeosporioides and (45.81 and 74.07 nm) for S. cerevisiae. The
monoclinic structure of the biosynthesized nanoparticles was confirmed by
UV, FTIR and XRD results.

Key words: Bioceramic, Zirconia nanoparticle, Saccharomyces cerevisiae,
Colletotrichum gloeosporioides


