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سنتز سريع و برون  بالقوة توانبا  Candida sp. strain MY2معرفي سويه جديد مخمري 
 ي اكسيد رويكريستالهاسلولي نانو

 مراحم آشنگرف

 ، دانشگاه كردستان، دانشكده علوم، گروه علوم زيستي و بيوتكنولوژيسنندج

  23/9/92 :تاريخ پذيرش  31/5/92 :تاريخ دريافت
 چكيده

فوق العاده خود قادر به ايجاد محيط سبز به  توان بالقوة به علتميكروارگانيسم هاي محتلف به عنوان نانوكارخانه هاي سبز 
 درماني فرآيندهاي انجام در بالا توان بالقوةنانوذرات اكسيد روي با توجه به . ايجاد نانوساختارهاي كنترل شده هستند منظور

پژوهش، غربالگري سويه هاي مخمري با در اين  .دارند فراوان زيستي، دارويي و پزشكي كاربردعلوم  مطالعات اختصاصي، در
سويه  7از ميان . عنوان بيوكاتاليزور در توليد برون سلولي نانوذرات اكسيد روي مورد بررسي قرار گرفته امكان استفاده از آنها ب

بالا در سنتز برون سلولي نانوذرات اكسيد روي  توان بالقوةي دارا MY2مخمري غربالگري شده از خاكهاي معادن مس، سويه 
رده بندي ) KF560329با شماره دسترسي(  Candidaجنسلكولي شناسايي و در واز نظر صفات فنوتيپي و م سويه مذكور. بود

الگوي پراش اشعه ايكس نانوذرات حاصل نشان . بررسي شد UV-visibleنانوذرات توسط آناليز نوري اوليه تشكيل  .شده است
وسيله ه اندازه نانوذرات بتوزيع مورفولوژي و . ي اكسيد روي هستندكريستالهاداد كه ذرات سنتز شده به صورت نانو

. مشخص گرديدو هيستوگرام پراكنش اندازه نانوذرات  )Scanning electron microscopy( ميكروسكوپ الكتروني روبشي
سريع و برون سلولي نانوذرات  توليد در Candida sp. strain MY2سويه مخمري  بالاي توان بالقوةيافته هاي به دست آمده 

طوري كه مي توان از ترشحات اين مخمر به عنوان بيوكاتاليزور ايمن و ارزان قيمت در توليد ه اكسيد روي را نشان مي دهد ب
 8نانومتر پس از  5/23ذرات  ةو متوسط انداز) نانومتر 50- 5(ذرات  ةباريك انداز توزيع نسبتاًبا ي اكسيد روي كريستالهانانو

  . ساعت واكنش زيست تبديلي بهره جست

 Candida sp. strain MY2سنتز سبز، نانوذرات اكسيد روي، برون سلولي، : كليدي ه هايواژ

 m.ashengroph@uok.ac.ir  :، پست الكترونيكي 08716624133: تلفن نويسنده مسئول،* 

  مقدمه
با افزايش نسبت  ،با گذر از ميكروذرات به دنياي نانوذرات

. مي رسدسطح به حجم و ورود ذره به قلمرو كوانتومي 
تدريج با كاهش اندازه  افزايش نسبت سطح به حجم كه به 

دهد، باعث غلبه رفتار اتمهاي واقع در سطح  ذره رخ مي
شود كه اين امر خود عامل  ذره به رفتار اتمهاي دروني مي

كليدي تأثير گذار بر خصوصيات فيزيكي، شيميايي و نوري 
له نانوذرات خواهد بود و منجر به بروز ويژگيهايي از جم

واكنش پذيري بالا، پايداري شيميايي و حرارتي بالا و 

بالا در جذب و انتشار نور مي گردد  توان بالقوةهمچنين 
كه منجر به كاربرد گسترده آنها در علوم مختلف زيست 
شناسي، پزشكي و پيراپزشكي، مكانيك، كاتاليزورها و 

 ذرات با ابعادتمايل به تهيه ). 20و 14، 4(انرژي شده است 
نانو مبتني بر اصول شيمي سبز و استفاده بالقوه از آنها با 

فردشان روز به روز در ه توجه به خصوصيات منحصر ب
حال افزايش است و بدين منظور انواع گوناگوني از 
ساختارهاي زيستي از جمله گياهان، جلبكها و 
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ميكروارگانيسم هايي از قبيل باكتريها، كپكهاي رشته اي و 
). 12(تهيه نانوذرات استفاده مي شوند مخمرها جهت 

ه ميكروارگانيسم ها با توجه به ويژگي هاي منحصرب
فردشان از قبيل زيست تحت شرايط سخت و تنش زاي 
محيطي، تنوع متابوليكي بالا، اختصاصيت سوبسترايي بالا، 

امكان به كارگيري تر و همچنين مزايايي از قبيل  رشد سريع
و فشار و  pHلايم از نظر دما، م آنها تحت شرايط نسبتاً

عملكرد مناسب آنها در سيستمهاي دو فازي شامل آب و 
حلالهاي آلي به عنوان بيوكاتاليزورهاي مناسب و كارگران 
اصلي نانوكارخانه هاي دوستدار محيط زيست، براي توليد 
و تجمع ذرات حاوي فلز در اندازه هاي نانو از جايگاه 

از نانوذرات اكسيد ). 10 و 5(ويژه اي برخوردار هستند 
روي در زمينه هاي متعددي از جمله در پوشش رساناي 
اكسيدي با قابليت هدايت بالا براي سلولهاي خورشيدي، 
حسگر هاي گازي، آشكار ساز هاي نوري ماوراء بنفش، 

ي، كاتاليستهايي براي هيدروژن دار كردن در يجاذب شيميا
نوري به جاي نانو ذره فاز مايع، كاتاليستهايي براي تخريب 

اشعه هاي تيتانيوم، ساخت نيمه هاديها، فيلتركننده هاي 
و در زمينه هاي علوم پزشكي و دارويي به  ماوراء بنفش

عنوان يكي از پركاربردترين نانوذرات براي مقابله با 
عفونتهاي بيمارستاني ناشي از باكتريهاي گرم مثبت و گرم 

براي توليد ). 26و 24، 19، 15، 6(منفي استفاده مي شوند 
روشهاي فيزيكوشيميايي متنوعي از نانوذرات اكسيد روي 

جمله چگالش از يك بخار، سل ژل، احياي فتوشيميايي و 
الكتروشيميايي، فرآيندهاي حالت جامد نظير آسياب كردن 

به خوبي ). 21و 13(ميكرو امولسيون وجود دارد و 
مشخص شده است نانوذرات سنتز شده با استفاده از 
روشهاي فيزيكي و شيميايي، علاوه بر آلودگيهاي زيست 
محيطي به دليل استفاده از حلالهاي سمي و تحميل هزينه 

ذرات و پايداري، ذراتي بي  ةاندازهاي بالا از نظر توزيع 
به عنوان را اين امر نقش ميكروارگانيسم ها كفايت بوده كه 

نانو ذرات پر رنگ تر مي كارخانه هاي زيستي براي تهيه 
در دو دهه گذشته مطالعات گرچه ). 16و 12، 10(سازد 

طلا، نقره، (زيادي براي توليد ميكروبي نانوذرات فلزي 
سولفيد (، نيمه هاديها )روي، منگنز، مس، كروم و پلاتين

و ) ادميوم، سولفيد سرب و سولفيد آهنروي، سولفيد ك
زيركونيوم، اكسيد منگنز، مگنتيت و (اكسيدهاي فلزي 

صورت پذيرفته كه منجر به شناسايي ) اكسيد اورانيوم 
ي قارچها، باكتريهاميكرواورگانيسم هاي مختلف شامل 

، Bacillus subtilis رشته اي و مخمرهايي از قبيل
Pseudomonas stutzeri،spp.  Lactobacillus ،

Klebsiella spp. ،Escherichia coli،Corynebacterium 

spp.،spp.  Rhodococcus،spp.  
Thermoanerobacter،spp.   Shewanella،spp.  

Torulopsis،Fusarium spp.  ،Morganella spp. ،
Aeromonas spp. ،spp.   Acetobacter،spp.  

Phaenerochate ،Verticillium spp.  ، Streptomyces 

spp. وspp.  Aspergillus  با اين ). 23و 14، 10(شده است
وجود در خصوص سنتز نانوذرات اكسيد روي توسط 
سويه هاي مخمري تا به حال مطالعه ايي صورت نگرفته 

غربالگري سويه هاي مخمري هدف از تحقيق حاضر . است
با امكان استفاده از آنها به عنوان كاتاليزورهاي سبز در توليد 

بر پايه واكنش زيستي با برون سلولي نانوذرات اكسيد روي 
بود و يك سويه بومي مخمري از  محلول استات روي

جدا شده از خاك معدن مس سرچشمه  ،Candidaجنس 
ي اكسيد كريستالهاجهت توليد خارج سلولي نانو كرمان،

 . معرفي گرديد

 مواد و روشها 

: ي كشت مورد استفاده محيطهامواد شيميايي و 
درصد از شركت  98نمك استات روي با درجه خلوص 

محيط كشت  ،(St. Louis, Missouri, USA)سيگما 
كلرامفنيكل رزبنگال آگار به صورت آماده از شركت 

Quelab  انگلستان، گلوكز، عصاره مخمر و باكتو پپتون
 YPD )Yeast Peptoneجهت تهيه محيط كشت 

Dextrose ( از كمپاني مرك)E. Merck, Darmstadt, 
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Germany( آگار از شركت ديفكو ،(Difco, MI, USA)  و
از شركت  )YNB )Yeast Nitrogen Base محيط كشت

HiMedia مواد به كار گرفته شده در . هند تهيه گرديد
واكنش زنجيره اي پليمرآز از شركت سيناژن خريداري 

  . گرديد

تحمل  توان بالقوةجداسازي سويه هاي مخمري با 
نمونه از  15 :پذيري بالا نسبت به يون سمي روي

خاكهاي اطراف مجتمع مس سرچشمه كرمان جمع آوري 
سانتيمتري خاك برداشته  10تا  5اين نمونه ها از عمق . شد

گرم از هر كدام از نمونه هاي جمع آوري  10. شده بودند
ميلي ليتر آب پپتونه  90ارلن هر كدام حاوي  15شده به 

يم گرم در ليتر نمك سد 5گرم در ليتر پپتون و  10(
حجمي، پس از سترون سازي در /درصد وزني 1/0)كلرايد

دقيقه، اضافه و  15درجه سانتي گراد به مدت  121اتوكلاو 
بر ميكروليتر از رقتهاي تهيه شده  200. سري رقت تهيه شد

كه به آنها  كلرامفنيكل رزبنگال آگارمحيطهاي كشت روي 
ميلي  10در غلظت نهايي (غلظت بالايي از استات روي 

پس از استريل كردن از طريق پالايه هاي غشايي ) ولارم
ميكروني افزوده شده بود، تلقيح  2/0ميلي پور با قطر منفذ 

درجه سانتي  28ي مذكور در انكوباتور محيطها). 7(شد 
سپس كلنيهاي . روز گرمخانه گذاري شدند 3گراد به مدت 

اين بررسي . رشد يافته از نظر وجود مخمر بررسي شد
يخت شناسي كلني، تهيه لام و مشاهده در زير شامل ر

كلنيهاي مخمري رشد يافته سپس . ميكروسكوپ نوري بود
گرم در ليتر، پپتون  20گلوكز ( YPDبه محيطهاي كشت 

 pHگرم در ليتر با  20گرم در ليتر و عصاره مخمر  20
سازي ساعت به منظور خالص 48تا  24به مدت ) 6/5برابر 

 ). 2( انتقال داده شدندو نگهداري مخمرها 

سنتز  توان بالقوةغربالگري اوليه سويه هاي مخمري با 
با هدف انتخاب سويه  :خارج سلولي نانوذره اكسيد روي

مخمري مناسب با قابليت سنتز برون سلولي نانوذرات 
اكسيد روي، ابتدا يك لوپ از سويه هاي مخمري با قابليت 

 24ه مدت تحمل پذيري نسبت به يون سمي روي كه ب
ي محيطهادرجه سانتي گراد بر روي  28ساعت در دماي 

ميلي ليتر  25آگار رشد داده شده بودند را به  YPDكشت 
) ميلي ليتري 125در ارلنهاي ( YPDي كشت مايع محيطها

ساعت در انكوباتور شيكردار  24تلقيح نموده و به مدت 
درجه سانتي گراد گرمخانه  28و دماي  rpm 180با دور 

از ) حجمي/حجمي(درصد  5/2سپس . گذاري شد
ميلي  125سوسپانسيونهاي مخمري تهيه شده به ارلنهاي 

در  YPDميلي ليتر محيط كشت مايع  25ليتري حاوي 
دور  180(درجه سانتي گراد بر روي شيكر مدور  28دماي 

پس از . ذاري شدساعت گرمخانه گ 24، به مدت )در دقيقه
جداسازي توده زيستي مخمري با استفاده از سانتريفيوژ 

و سه بار شستشو با ) دقيقه 15به مدت  g 5000×(يخچالي 
گرم از توده زيستي مذكور در  5آب دو بار تقطير استريل، 

ميلي ليتر آب دو بار  25ميلي ليتري كه حاوي 125ارلنهاي 
ساعت در  24ت تقطير استريل بود، ريخته شد و به مد

درجه سانتي گراد و دور  28انكوباتوردار شيكردار در دماي 
پس از طي دوره گرمخانه . در دقيقه قرار داده شد 180

گذاري، توده هاي زيستي مخمري با استفاده از سانتريفيوژ 
)×g 5000  يِيمايع روجدا شده و از ) دقيقه 15به مدت 

تاليزور براي سنتز عاري از ميسيليوم مخمري به عنوان بيوكا
برون سلولي نانوذرات اكسيد روي در مواجهه با محلول 

براي اين منظور به ). 8(استات روي استفاده گرديد 
مايع ميلي ليتر از  25ميلي ليتري حاوي  125فلاسكهاي 

برداشت شده مخمري، محلول استات روي در  يِيرو
 24ميلي مولار اضافه شده و به مدت  1غلظت نهايي 

به طور . ت تحت شرايط مشابه گرمخانه گذاري شدساع
به ) ييبدون تلقيح مايع رو(همزمان از محلول استات روي 

بررسي اوليه سنتز برون . عنوان محيط كنترل استفاده گرديد
سلولي نانوذرات اكسيد روي در محلول واكنش زيستي با 

و از طريق بررسي پيك  UV-visibleروش طيف سنجي 
 ).  25و  8(اختصاصي نانوذرات اكسيد روي انجام شد 
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شناسايي فنوتيپي، بيوشيميايي و ملكولي سويه مخمري 
MY2  : تشخيص اوليه سويه مخمريMY2  براساس

ويژگيهاي مورفولوژيك و بيوشيميايي اعم از شكل 
ي محيطهاميكروسكوپي سلول، خصوصيات رشد بر روي 

كشت جامد، نحوه توليد مثل رويشي، توانايي جذب و 
درجه سانتي  30تخمير هيدراتهاي كربن، رشد در دماي 

درصد نمك سديم كلرايد، هيدروليز  10گراد، رشد در 
و  Kurtzmanژلاتين و هيدروليز اوره طبق روش پيشنهادي 

Fell  در ادامه با هدف تعيين هويت ). 9(بررسي گرديد
لكولي و آناليزهاي وري مذكور، از روش مدقيق سويه مخم

 DNAبراي اين منظور، ابتدا . فيلوژنتيكي استفاده گرديد
با استفاده از روش تخريب به  MY2ژنومي سويه مخمري 

طبق ) Glass bead disruption(كمك دانه هاي شيشه اي 
و همكارانش استخراج شد  Yamadaروش پيشنهادي 

 forwardمگاني شامل سپس از يك جفت پرايمر ه). 28(

primer ITS1 (5ʹ-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3ʹ) 
-ʹreverse primer ITS4 (5و 

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3ʹ)  كه مربوط به
در مخمرها مي  18S rDNAقسمتي از مناطق حفاظت شده 

 ITS1-5.8محصول تكثيري ژن ) 27(باشد، استفاده گرديد 

S-ITS4  طبق روشAshengroph  شناسايي و همكارانش
براي تعيين توالي به كمپاني  PCRمحصول خالص ). 3(شد 

ارسال ) Macrogen, Seoul, Korea(ماكروژن كره جنوبي 
 BLASTنتايج تعيين توالي با استفاده از الگوريتم . گرديد

مقايسه و رديف سازي شده و نزديك  NCBIدر سايت 
ر د. ترين تواليها به آن به عنوان توالي مرجع انتخاب شد

 Kimura-2نهايت درخت فيلوژنتيكي با استفاده از مدل 

Parameters  با الگوريتم نزديك ترين همسايه)Neighbor-

Joining method ( و به كمك نرم افزارMEGA 4  ترسيم و
 ). 22(تفسير گرديد 

ييد نانوذرات اكسيد روي سنتز شده توسط أت
با استفاده از آناليزهاي طيف سنجي و  MY2مخمر

ييد خصوصيت نانوذرات تشكيل أجهت ت :ميكروسكوپي 

شده در محلول واكنش زيست تبديلي توسط مخمر 
Candida sp. strain MY2 از آزمونهاي متفاوت از جمله ،

 UV-visible)Analytik Jena's تستهاي 

spectrophotometer SPECORD 210, Carel Zeiss 

Technology, Germany( ، طيف سنج پراش اشعه ايكس
)X-ray Diffractometer, D8ADVANCE, Bruker, 

Germany( ،دامنه به مربوط نرمال منحني و هيستوگرام 

 Malvern(نانوذرات اكسيد روي  اندازه پراكنش

Instruments Ltd., Particle size analyzer 2000, UK ( و
با ميكروسكوپ  شده تهيه الكتروميكروگرافهايهمچنين 

 KYKY-EM3200, KYKY(الكتروني روبشي 

Technology Development Ltd., China (استفاده گرديد .
محلول رويي حاصل  UV-visبه منظور تعيين طيف جذبي 

 5به مدت  g×5000از سانتريفيوژ، نمونه ها با سرعت 
درجه سانتي گراد، سانتريفيوژ شد و  4دقيقه در دماي 

ميلي ليتر از محلول رويي حاصل از واكنش زيست  2سپس 
تبديلي در كوتهاي كوارتزي ريخته و جذب آن در طول 

نانومتر توسط دستگاه  800تا  200موجهاي 
از شروع  24و  18، 8تومتري در ساعتهاي صفرم، اسپكتروف

، نمونه SEMبراي تصوير بردار . واكنش زيستي خوانده شد
قرار  SEMاي از محلول، روي نوار كربن متصل به پايه 

به . دقيقه خشك گرديد 5درجه به مدت  60گرفت و در 
، ابتدا سوپرناتانت عاري از توده XRDمنظور انجام آناليز 

ميكروني عبور  22/0از فيلترهاي سرنگي زيستي مخمري 
داده شد و سپس با هدف رسوب نانوذرات اكسيد روي، 

دقيقه در دماي  45به مدت  g 15000×نمونه ها با سرعت 
پس از چندين مرتبه . درجه سانتي گراد، سانتريفيوژ شد 4

شستشوي رسوب حاصل با آب دو بار تقطير استريل، 
ساعت  24درجه سانتي گراد به مدت  60نمونه ها در آون 

  .خشك شد

  نتايج 
 سنتز برون قابليت  با  مخمرهاي  اوليه   غربالگري  نتايج
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نامگذاري (سويه مخمري  7 :اكسيد رويسلولي نانوذره 
ذاتي تحمل  توان بالقوةبا ) MY1-MY7شده تحت عنوان 

پذيري بالا نسبت به يون سمي روي از خاكهاي معادن مس 
سرچشمه كرمان، با استفاده از مشاهدات مورفولوژيكي و 
تستهاي بيوشيميايي اوليه، براساس تكنيك غني سازي 

ين مخمرهاي جداسازي در ب. انتخابي غربالگري شدند
بالاتري در سنتز  توان بالقوة MY2شده، سويه مخمري 

ميلي مولار  1برون سلولي نانوذرات اكسيد روي در غلظت 
و  MY1(محلول استات روي، در مقايسه با دو سويه ديگر 

MY6 ( ها با دارا بود كه با استفاده از آناليز نمونهUV-vis 
همانگونه كه ). 1شكل (اسپكتروسكوپي تشخيص داده شد 

بررسي مشاهدات طيف مشاهده مي شود، ) 1(در شكل 
يك باند جذبي ، UV-visسنجي به وسيله اسپكتروفتومتري 

 Surface(مربوط به پلاسمون رزونانس سطحي قوي، 

Plasmon Resonance ( ،را در طول نانوذرات اكسيد روي
اختصاصي براي نانوذرات اكسيد  پيك(نانومتر  365موج 
محلول زيستي واكنش حاصل از سوپرناتانت در ) روي

در مواجهه با استات روي را  MY2عاري از ميسيلوم مخمر 
نشان داد كه براساس منابع معتبر اثبات كننده وجود 

). 25و  8(نانوذرات روي در محلول واكنش زيستي است 
مطالعات فنوتيپي و سويه مذكور به عنوان سويه برتر مورد 

  .لكولي جهت تعيين هويت قرار گرفتوم
  

  
با غلظت نهايي (با محلول استات روي سويه هاي مخمري جدا شده  يِيرواسپكتروسكوپي حاصل از واكنش مايعهاي  UV-visibleطيفهاي  -1شكل 
  .ساعت 24درجه سانتي گراد و گرمخانه گذاري به مدت  28و به دور از نور، در دماي  rpm 180در شيكر انكوباتوردار با دور ) ميلي مولار 1

 

:  MY2نتايج شناسايي سويه مخمري غربالگري شده 
توان داراي  UV-visibleكه براساس تستهاي  MY2مخمر 
بالاتري در سنتز نانوذرات اكسيد روي در مقايسه با  بالقوة

ديگر مخمرهاي جدا شده بود، انتخاب و براساس 
ويژگيهاي تشخيصي متداول مخمرها مورد شناسايي قرار 

براساس نتايج بدست آمده از ويژگيهاي ). 9(گرفت 
ميكروسكوپي، ماكروسكوپي و تستهاي بيوشيميايي، سويه 

تشخيص   Candidaضاي جنس طور موقت از اعه مذكور ب
در  MY2نتايج تستهاي بيوشيميايي سويه مخمري . دداده ش

براساس مشاهدات . نشان داده شده است) 1(جدول 
ميكروسكوپي، ماكروسكوپي و يافته هاي حاصل از نتايج 
تستهاي بيوشيميايي و مطابقت آنها با تستهاي كليدي 

ي ، سويه مخمري مذكور دارا) 9(شناسايي مخمرها 
 .  مي باشد Candidaبيشترين شباهت با سويه هاي از جنس 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

A
bs

or
ba

nc
e 

Wavelength (nm)

StrainMY1
StrainMY3
StrainMY4
StrainMY5
StrainMY6
StrainMY7
StrainMY2



 1393، 2، شماره 27جلد                                                                             )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

160 

  
  جداسازي شده MY2نتايج خصوصيات بيوشيميايي و فيزيولوژيك سويه مخمري  -1جدول 

 MY2سويه   ويژگي  ويژگي MY2سويه
  :مصرف منابع ازتي    منفي  تخمير گلوكز

 منفي  گلوكزآمين :كربنيمصرف منابع  

 منفي  ايميدازول  منفي  سوكروز
 مثبت درجه سانتي گراد30رشد در دماي  مثبت   گليسرول
 منفي درجه سانتي گراد35رشد در دماي  منفي   گلوكز آمين استيل

 مثبت درصد نمك سديم كلرايد10رشد در  مثبت   سيترات
 مثيت  رشد در محيط عاري از ويتامين  منفي  سلوبيوز
 منفي ژلاتينهيدروليز    مثبت ضعيف  آرابينوز
 منفي  هيدروليز اوره  منفي  لاكتوز

 

نواحي  MY2لكولي سويه مخمري وبه منظور شناسايي م
  ). 2شكل (تكثير شد  PCRتوسط  ITS1-5.8S-ITS2ژني 

  
و  PCRبا روش  MY2سويه مخمري  rDNAتكثير ژن   -2شكل 

جفت بازي، ستون  100ماركر : M. جفت بازي 350تشيكل محصول 
  .كنترل منفي: 2، ستون MY2سويه : 1

توالي يابي شده با استفاده از نرم افزار  PCRمحصول 
BLASTN  در بانك اطلاعات ژنيNCBI  با تواليهاي

موجود در بانك ژن مقايسه گرديد كه براساس نتايج داراي 
درصدي با سويه مخمري ثبت شده  98شباهت بيش از 

Candida sp. CBS 10148  با شماره دسترسي
AM279267  بود كه با نتايج مورفولوژيكي و بيوشيميايي
 MEGA4در نهايت با استفاده از نرم افزار . همسو بود

درختچه فيلوژني با هدف يافتن قرابت تكاملي سويه مخمر 
قابل ) 3(ترسيم شد كه در شكل  MY2جداسازي شده 

 .مشاهده است

بررسيهاي اسپكتروسكوپي و ميكروسكوپي نتايج 
:  Candida sp. strain MY2 نانوذرات توليد شده توسط

مشاهده مي شود، سنتز نانوذرات  4همان گونه كه در شكل 
پس  Candida sp. strain MY2اكسيد روي توسط مخمر 

ساعت  24ساعت از شروع واكنش مشاهده شده و  8از 
بعد از واكنش زيستي به بيشترين مقدار خود رسيده و 

  .   واكنش زيست تبديلي كامل شده است

الكتروني روبشي و آناليز  ميكروسكوپ در ادامه مطالعات
 اندازه پراكنش و توزيع ذرات با هدف بررسي شكل

ه صورت برون سلولي اكسيد روي سنتز شده ب نانوذرات
در  .گرديد تعيين Candida sp. strain MY2توسط مخمر 

الكتروميكروگرافهاي تهيه شده توسط ) A, B5(شكل 
و دامنه پراكنش اندازه  SEMميكروسكوپ الكتروني 

 . نانوذرات مذكور نشان داده شده است

ميكروگرافهاي حاصل، سنتز نانوذرات اكسيد روي با 
و متوسط ) نانومتر 50- 5(ذرات  ةپراكنش باريك انداز

در نهايت جهت . نانومتر را نشان داد 5/23ذرات  ةانداز
تأييد كريستالي بودن نوع نانوذره سنتز شده از روش پراش 

 . استفاده گرديد) XRD(اشعه ايكس 
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مربوط به اعداد داخل پرانتز . توليد كننده نانوذرات اكسيد روي Candida sp. strain MY2درختچه فيلوژنتيكي سويه مخمري  - 3شكل 

 .مي باشد ژندستيابي در بانك  شماره قابل

  
محلول استات روي با  با Candida sp. strain MY2كشت مخمر  يِيروحاصل از واكنش زيستي مايعهاي  UV-visطيفهاي جذبي  -4شكل 

  .ميلي مولار 1غلظت نهايي
ناحيه پرتو ايكس در طيف الكترومغناطيس در محدوده بين 

با استفاده از اين ناحيه . پرتو گاما و فرابنفش قرار دارد
وري، طيفي مي توان اطلاعاتي در ارتباط با ساختار بل

تشخيص فازهاي كريستالي و موقعيت آنها و همچنين 
براساس يافته هاي . جنس مواد مورد آزمايش به دست آورد

نشان داده شده است، ) 6(به دست آمده كه در شكل 
، 002، 100نانوذرات بلوري اكسيد روي در سطوح 

پيكهايي را نشان داد كه با  112و  103، 110، 101،102
انوكريستالهاي اكسيد روي كاملاً همخواني نمونه استاندارد ن

  ). 17و  8(دارد 
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 هيستوگرام (B) و Candida sp. strain MY2كشتي  يِيرومايع حاصل از نانوذرات اكسيد روي سنتز شده توسط  SEMتصوير  )A( -5شكل 

  .MY2نانوذرات اكسيد روي سنتز شده توسط مخمر  اندازه پراكنش دامنه به مربوط

  
  .Candida sp. strain MY2كشت مخمر  يِيرومايع الگوي پراش پودري نانوذرات اكسيد روي سنتز شده توسط  -6شكل 

  بحث 
علوم و فناوري نانو به عنوان يك رويكرد جديد علوم پايه 

تصرف در آرايش اتمها و و مهندسي كه براساس دخل و 
لكولها بنا شده است، توليد كارآمد مواد و دستگاهها و وم

سيستمهاي با كنترل ماده در مقياس نانو و بهره برداري از 
ويژگيها و پديده هاي نوظهوري است كه در مقياس نانو 

فرد ه به علت خواص منحصر ب). 29(توسعه يافته اند 
رات فلزي روي، از اين الكتريكي، مغناطيسي و نوري نانوذ

نانوذرات به عنوان يكي از پركاربردترين نانوذرات فلزي به 
، اپتيك، در ساخت واكنشگرهاي قدرتمندكار گرفته شده 

مكانيك، مغناطيس و انرژي، پزشكي و بهداشتي استفاده مي 

با توجه به اينكه سنتز فيزيكوشيميايي ). 24و 12(شود 
هزينه هاي بالا، آلودگي  نانوذرات مذكور علاوه بر تحميل

ناشي از مواد شيميايي به كار گرفته شده و توليد فرآورده 
دنبال دارد و همين امر كاربرد ه هاي جانبي خطرناك را ب

نانوذرات مذكور را در صنايع مختلف با مشكل مواجه مي 
بنابراين محققين با الهام از ساختارهاي زيستي ). 11(سازد 

توسعه فرآيندهاي سنتزي تميز و دوستدارمحيط زيست به 
براي سنتز نانوذرات فلزي با استفاده از ميكروارگانيسم هاي 

توان گرچه گزارشات متعددي از . مختلف روي آورده اند
ميكروارگانيسم هاي مختلف به ويژه باكتريها و  بالقوة

كپكهاي رشته اي در سنتز نانوذرات فلزي و شبه فلزي 
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در ارتباط با ين وجود، ا ، اما با)23و 14و 10(رد وجود دا
سنتز ميكروبي نانوذرات اكسيد روي، مطالعات بسيار كمي 

كه در اين خصوص مي توان به صورت گرفته است 
در سنتز نانوذرات اكسيد روي توسط  Jhaو   Prasadمطالعه

از يك محلول  Lactobacillus sporogenesباكتري 
نانومتري  15تا  5بي به نانوذرات كلريدي به منظور دستيا

در سنتز نانوذره اكسيد  Tarafdarو  Raliya، مطالعه )17(
محلول از  Aspergillus fumigatusروي توسط قارچ 

و همكارانش در  Jainو مطالعه ) 18(نيترات روي 
خصوص توليد برون سلولي نانوذرات اكسيد روي توسط 

بعد از مواجهه با محلول نمكي  Aspergillus aeneusقارچ 
اشاره ساعت واكنش زيست تبديلي  72استات روي پس از 

رغم مزاياي سويه هاي مخمري نسبت به  علي). 8(نمود 
ي رشته اي از جمله تنوع متابوليكي بالا، قارچهاو  باكتريها

هاي پايين و فعاليت آب  pHقابليت رشد در دماهاي پايين، 
لا به دليل ترشحات قابل توجهي از پايين، فعاليت آنزيمي با

آنزيمها و پروتئينها، ايمن بودن آنها، سهولت دسترسي به 
مقادير زياد بيومس سلولي، سهولت كار با آنها در 
آزمايشگاه، كشت ساده و ارزان قيمت در مقياس صنعتي و 

ي رشته اي، قارچهاسه با يتر در مقا دستكاري ژنتيكي آسان
با اين حال سنتز نانوذرات اكسيد روي عمدتا در سويه هاي 

در اين مطالعه . قارچي و باكتريايي صورت گرفته است
براي اولين بار به كارگيري سويه هاي مخمري در توليد 

نتايج حاكي . نانوذرات اكسيد روي مورد مطالعه قرار گرفت
از آن بود كه غربالگري و جداسازي سويه هاي مخمري با 

ذاتي تحمل پذيري به غلظتهاي بالايي از يون  ان بالقوةتو
و امكان سنتز برون سلولي ) ميلي مولار  10(سمي روي 

 7نانوذرات اكسيد روي ميسر بوده به طوري كه از ميان 
قادر  Candida sp. strain MY2سويه مخمري جدا شده، 

ييد أبه منظور ت در ادامه. به سنتز نانوذرات اكسيد روي بود
ليد برون سلولي نانوذرات اكسيد روي توسط سويه تو

عاري از توده زيستي  يِيرومايع ، از مذكورمخمري 
مخمري به عنوان كاتاليزور زيستي براي تهيه نانوذرات 

ميلي مولار  1اكسيد روي از محلول استات روي با غلظت 
سويه  بالاي توان بالقوةدست آمده ه نتايج ب. استفاده شد

سريع و برون  توليد در Candida sp. strain MY2مخمري 
سلولي نانوذرات اكسيد روي را نشان مي دهد به طوري كه 
مي توان از ترشحات اين مخمر به عنوان بيوكاتاليزور ايمن 
و ارزان قيمت در تبديل زيستي محلول استات روي به 

 ةباريك انداز با توزيع نسبتاًي اكسيد روي كريستالهانانو
نانومتر  5/23ذرات  ةو متوسط انداز) نانومتر 50- 5(ذرات 

ساعت واكنش زيست تبديلي بهره جست كه اين  8پس از 
مدت زمان كوتاه نشان دهنده سرعت بالاي فرآيند سنتز 
. نانوذره اكسيد روي توسط سويه بومي مذكور مي باشد

ي اكسيد روي توسط كريستالهاعلاوه بر اين سنتز نانو
به صورت خارج سلولي  Candida sp. strain MY2مخمر 

مزيت تهيه برون سلولي نانوذره اكسيد روي  .بوده است
توسط مخمر بومي غربالگري شده در اين است كه توليد 
داخل سلولي نانو ذره مذكور پر هزينه بوده و نياز به مراحل 

).  1(اضافي جهت استخراج نانوذرات از درون سلول دارد 
وسيله مخمر مذكور مي توان به توليد سريع و ه بنابراين ب

برون سلولي نانوذرات اكسيد روي، بدون نياز به مراحل 
غربالگري ميكروارگانيسم . پيچيده استخراج، دست يافت

ي فلزي مي كريستالهاهاي بومي جديد با قابليت توليد نانو
تواند جايگاه استفاده از روشهاي ميكروبي در توليد نانومواد 

با . ود بخشيده و آينده مناسب تري را ترسيم نمايدرا بهب
، تهيه زيستي تحقيقكه هدف اصلي از اين توجه به اين

صورت خارج سلولي براي ه اكسيد روي ب يكريستالهانانو
مطالعات آسان تر و ايجاد شرايط مناسب براي توليد 

بنابراين اميد مي رود با  ،مطلوب نانوذرات روي بوده است
ثر بر فرآيند سنتز ؤارامترهاي فيزيكوشيميايي مبهينه سازي پ

ميكروبي نانوذرات مذكور، بررسي پايداري آنها و همچنين 
مطالعه مكانيسمهاي ميكروبي در احياي زيستي يونهاي 
سمي روي به فرم عنصري آن البته در قالب نانوذره اكسيد 
روي، علاوه بر ترويج روشهاي مبتني بر شيمي سبز، بتوان 

زيست عنوان ه بومي بمخمري  هاي بالقوه سويهاز ظرفيت
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زيستي ايمن، ساده و ارزان قيمت در مقياسهاي واكنشگر 
  .بهره جست )Scale up( بزرگتر از مقياس آزمايشگاهي

 نتيجه گيري

پژوهش حاضر اولين گزارش به كارگيري سويه هاي 
به دليل . مخمري در توليد نانوذرات اكسيد روي است

و ويژگيهاي ارزنده نانوذرات روي در  كاربردهاي گسترده
علم فناوري نانو، اين تحقيق مي تواند زمينه ساز مطالعات 
فراگير در استفاده از روشهاي زيستي با استفاده از سلولهاي 

مخمري به عنوان كاتاليزورهاي سبز كارآمد در توليد برون 
 . ي اكسيد روي را فراهم آوردكريستالهاسلولي نانو

اين پروژه در قالب طرح  :گزاريتشكر و سپاس
با حمايت مالي  1391/42380/4پژوهشي به شناسه 

. معاونت پژوهشي دانشگاه كردستان انجام گرفته است
بدين وسيله از معاونت پژوهشي دانشگاه كردستان نهايت 
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Fast and extracellular synthesis of zinc oxide nanocrystals using 

the novel isolated yeast strain Candida sp. MY2 
Ashengroph M. 

Biology and Biotechnology Dept., Faculty of Sciences, University of Kurdistan, Sanandaj, I.R. of Iran 

Abstract 

Microorganisms as potent eco-friendly green nanofactories have the potential to control 
the size and shape of biological nanostructures. Zinc oxide nanoparticles have found 
much potential in pharmaceuticals, biological sciences, biomedical sciences and therapy 
diagnosis. In the current investigation, the native yeast strains screen as potent 
biocatalysts for extracelluar synthesis of ZnO nanoparticles. Using enrichment culture, 
7 yeast strains isolated from collecting soil samples from Cooper mines. Among them, 
the strain MY2 had a great potential for extracellular synthesis of ZnO nanoparticles. 
The isolated yeast strain selected and identified as Candida sp. strain MY2 (GenBank 
accession number KF560329) based on phenotypic and molecular characteristics. The 
production of ZnO nanoparticles in bioconversion mixture was studied using UV-vis 
spectroscopy. The XRD analysis confirmed that the produced ZnO nanoparticles are in 
the form of nanocrystaline. Scanning electron microscopy (SEM) and Particle size 
analyzer were used to carry out surface morphology and size distribution characteristics 
of the produced nanoparticles. The results obtained in this investigation showed the 
potential of yeast strain of Candida sp. MY2 to produce fast and extracellular of ZnO 
nanoparticles and it can be used as safe and cost effective biocatalyst to catalysis ZnO 
nanoparticles with narrow particle size distribution in the range of 5-50 nm and an 
average size 23.5 nm after incubation for 8 hours.  
Key words: Green synthesis, Zinc oxide nanoparticles, Extracellular, Candida sp. strain 
MY2. 

 

 

 

 


