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مقدمه
ايگسـترده تأثیراتآیندهدههدرنانوتکنولوژي

جملـه ازبشـر زنـدگی مختلـف هـاي زمینهدررا
یکـی از  . گذاشـت خواهـد پزشـکی وداروسـازي 

تحقیقات در نـانوتکنولوژي، سـنتز   هاي مهمعرصه
امـروزه نیـاز روز   . نانوپارتیکل هـاي مختلـف اسـت   

افزون به روش هـاي قابـل اطمینـان بـراي سـنتز      
که به محیط زیسـت آسـیب وارد نکننـد،    نانوذرات

سبب شده است تـا محققـانی کـه در ایـن زمینـه      
فعالیت می کنند، به سیستم هاي بیولوژیـک روي  

گانیسم ها چه بـه صـورت تـک    بسیاري از ار. آورند
سلولی و چه پر سلولی، براي تولید نـانوذرات غیـر   

اند که به صورت درون سلولی یـا  آلی شناخته شده
). 1-4(برون سلولی عمل می کنند 

نــانوذرات نقــره در علــم پزشــکی جهــت درمــان 
سوختگی، تولید مواد دندانی، پوشش هـاي فلـزي،   

ت کننـده  اصلاح و تصفیه آب، محلول هاي محافظ
از اشعه آفتاب، گندزدا و مواد ضد عفـونی کننـده،   

همچنین داراي فعالیت ضـد قـارچی،   . کاربرد دارند
ضد ویروسـی و ضـد باکتریـایی، سـرکوب کننـده      
التهاب، فعالیت ضد پلاکتی و ضـد رگ زایـی مـی    

اگر چه برخی مطالعات نشان می دهـد  ). 5(باشند 
نانومتر داراي 25که نانوذرات نقره با اندازه ذره اي 

بیشترین فعالیت آنتی باکتریال  هسـتند، ولـی در   

barabadi_87@yahoo.com. رانیا،يسارمازندران،یپزشکعلومدانشگاه،يداروسازدانشکده،ییداروعلومقاتیتحقمرکزپژوهشگرداروساز،: يبرآبادحامددکتر 

shonary@mazums.ac.ir). مسئولسندهینو(*رانیا،يسارمازندران،یپزشکعلومدانشگاه،يداروسازدانشکدهکس،یوتیفارماسگروهار،یدانش: يهنرلایسهدکتر*

سوژنومیکراومیلیسیپنقارچاستانداردگونهتوسطنقرهنانوذراتیستیزسنتز

چکیده
از طرفی نیاز روز افزون بـه روش هـاي قابـل    . نانوذرات نقره در علم پزشکی کاربردهاي بسیاري دارد که اثرات وابسته به انداره ذره اي دارند: زمینه و هدف

بیولوژیـک  اي اطمینان براي سنتز نانوذرات که به محیط زیست آسیب وارد نکنند، سبب شده است تا محققانی که در این زمینه فعالیت می کنند، به سیستم ه
هدف از . به همین دلیل تلاش براي یافتن میکروارگانیسم هاي جدیدي که بتوانند نانوذرات را با ابعاد کوچک تري تولید کنند، همچنان ادامه دارد. روي آورند

PTCCپنیسیلیوم کرایسوژنوممطالعه حاضر، بررسی سنتز زیستی نانوذرات نقره توسط قارچ  ATCCمعادل5037 .بود10003
سـی سـی از محـیط    100کشت داده شد و سپس به czapek dox brothدر محیط کشت مایع پنیسیلیوم کرایسوژنومگونه استاندارد قارچ : روش کار

نـور  سـاعت دور از 24سانتی گـراد بـراي مـدت    28میلی مولار نیترات نقره اضافه گردید و در دماي 3سی سی محلول 100، )سوپرناتانت(کشت فاقد قارچ 
ارزیـابی نـانو ذرات تشـکیل شـده بـا اسـتفاده از       پس از آن، تولید نانوذرات به صورت ماکروسکوپی، با تغییر رنگ محیط از زرد بـه قهـوه اي و  .انکوبه گردید

Polydispersity)، شـاخص پراکنـدگی نـانوذرات    پتانسـیل زتـا  ،(DLS)، انـدازه میـانگین قطـر نـانوذرات     UVبـا روش Maxλسنجش Index) و
دقیقـه انجـام   5براي مـدت  دور در دقیقه20000جداسازي نانوذرات با دستگاه اولتراسانتریفوژ با دور .انجام گرفتAFMو SEMمیکروسکوپ الکترونی 

.گرفت
Maxλ. افزودن محلول نیترات نقره به سوپرناتانت سبب ایجاد رنگ قهوه اي شد که به صورت ماکروسکوپی تشکیل نـانوذرات نقـره را تأییـد کـرد    :هایافته

. نانومتر ثبت شد که به عنوان یک روش دسـتگاهی تشـکیل نـانوذرات نقـره را تأییـد مـی کـرد       420در حدود UVسوپرناتانت حاوي نانوذرات نقره با روش
. ، قابلیت احیاي یون هاي فلزي نقره و تبدیل آن ها بـه نـانوذرات نقـره را دارنـد    پنیسیلیوم کرایسوژنومبنابراین پروتئین ها و آنزیم هاي آزاد شده توسط قارچ 

. یکنواختی بالا نشان دادو بانانومتر40اندازه میانگین قطر ، نانوذرات نقره را به شکل کروي باAFMو SEMتصاویر حاصل از میکروسکوپ الکترونی 
همچنین. ، قابلیت احیاي یون هاي فلزي نقره و تولید نانوذرات نقره را داردپنیسیلیوم کرایسوژنوماین مطالعه نشان داد که گونه استاندارد قارچ :گیرينتیجه

مـورد گونـاگون ي هـاي کـاربر درمستقیماًتوانندمیهستند،ضروريغیرسلولیترکیباتواجزاءازعاريسلول،ازخارجدرتشکیل شدهنانوذراتچون
.گیرندقراراستفاده

.پنیسیلیوم کرایسوژنومسنتز زیستی، نانوذرات نقره، : هاکلیدواژه

11/11/89: تاریخ پذیرش25/5/88: تاریخ دریافت

16/10/92: تاریخ پذیرش13/3/92: تاریخ دریافت
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نانومتر باشـند،  10صورتی که نانوذرات کوچکتر از 
در این صورت علاوه بر تداخلات در رونـد تقسـیم   
سلولی باکتري و سرکوب زنجیـره تنفسـی، اثـرات    
الکترونیکی نیز ایجاد می نماید که قـدرت واکـنش   

بنابراین . و تقویت می کندنانوپارتیکل ها را تشدید 
مشهود است که اثرات ضد باکتریایی نانوذرات نقره 

لذا تلاش براي ). 6(کاملا وابسته به سایز می باشد 
یافتن میکروارگانیسـم هـاي جدیـدي کـه بتواننـد      
نــانوذرات را بــا ابعــاد کوچــک تــري تولیــد کننــد، 

.همچنان ادامه دارد
لعـه  و همکـاران در چنـدین مطا  تاکنون، هنـري 

و نیز ) 7(تولید نانوذرات نقره را به روش شیمیایی 
از گونه هاي مختلف وحشی ) 1-4(زیست فناوري 

پنیسیلیوم و بـاکتري هـاي مختلـف جـدا شـده از      
خاك و فاضلاب، در اندازه هـاي گونـاگون گـزارش    

با توجه به اینکه در روش شـیمیایی سـنتز   . کردند
بـورات  نانونقره، مواد شیمیایی سمی نظیـر سـدیم   

که خطـرات خـاص خـود و    ) 7(استفاده می گردد 
آلودگی هاي زیست محیطی را به دنبال دارند، لـذا  
بیوسنتز نانو ذرات با کمک میکروب ها یک راهکار 
جدید در جهت غلبه بر این مشکلات است کـه در  
این روش از محیط کشت بدون سلول براي تولیـد  

م هـاي  نانو ذرات استفاده می کنیم و کـارایی آنـزی  
. برون سلولی در تولید نانو ذرات بررسی می شـوند 

از طرف دیگـر بـراي اینکـه ایـن سیسـتم زیسـتی       
پنیسـیلیوم  همانند تولید داروي پنیسیلین از قارچ 

بـه شـکل صـنعتی در بیایـد، نیازمنـد      کرایسوژنوم
یافتن میکروارگانیسمی اسـت کـه توانـایی بـالایی     

و از طرفـی  براي تولید نانوذرات فلزي داشته باشد
. ساپروفیت و غیر بیماري زا باشد

بسیاري از مطالعات تاکنون تولید نـانوذرات را از  
آسـپرژیلوس فـلاووس  میکروارگانیسم هایی نظیـر  

، )4(اشیریشـیا کـولی  ، )9(آسپرژیلوس نایجر، )8(
و غیره گزارش کرده اند ) 10(باسیلوس سابتیلیس

که با توجه به اینکه جـزو میکـرو ارگانیسـم هـاي     
ــا     ــنعت ب ــه ص ــراي ورود ب ــتند، ب ــاري زا هس بیم

در مطالعه حاضـر، گونـه   . محدودیت همراه هستند
PTCCپنیسـیلیوم کرایسـوژنوم  اسـتاتدارد قـارچ   

ATCCمعادل5037 که ساپروفیت و غیـر  10003
ی قابلیت سنتز زیسـتی  بیماري زا است، براي بررس

نانوذرات نقره با هدف یـافتن یـک میکروارگانیسـم    
مناسب براي تولید صنعتی نانوذرات نقره، ارزیـابی  

نتایج این مطالعه در اداره ثبت اختراعـات بـه   . شد
27/01/1391مـورخ  74597شماره ثبت اختـراع  

.ثبت گردید

روش کار 
و سـاکارز از  )AgNO3(نمک نیترات نقره :مواد
آلمـان و عصـاره مخمـر از شـرکت     Merckشرکت 

Liofilchemآب مقطر دوبـار  .ایتالیا خریداري شد
تقطیر شده در آزمایشگاه آنالیز دستگاهی دانشکده 
داروسازي دانشگاه علـوم پزشـکی مازنـدران تهیـه     

پنیسیلیوم کرایسوژنومگونه استاندارد قارچ .گردید
PTCC ATCCمعـادل 5037 از دانشـکده  10003

کشاورزي دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعـی  
.ساري تهیه گردید

®IKA)دسـتگاه روتـاري شـیکر    :دستگاه هـا 

L1000 IC, Germany) جهت انکوباسیون و کشت
UV-visدســــتگاه . قــــارچ اســــتفاده گردیــــد

ــکوپی  ,spectrophotometerاسپکتروســـــ

(Genesys2, USA) جهت سنجش ماکزیمم جذب
UV دسـتگاه . نانوذرات نقره استفاده گردیـدZeta

sizer ــرکت ــدازه  Malvernش ــراي ان ــتان ب انگلس
و پتانسـیل  (PDI)گیري سایز، شاخص پراکنـدگی 

میکروسـکوپ  . زتاي نانوذرات نقره استفاده گردیـد 
(Leo Oxford, UK)2360مـدل  SEMالکترونی 

AFM(Veeco Innova, USA)و میکروســکوپ 

براي بررسی مورفولـوژي نـانوذرات نقـره اسـتفاده     
ــد ®HERMLE)دســتگاه اولتراســانتریفوژ . گردی

Table Top Refrigerated Centrifuge 236K,

Germany) جهت جداسازي نانوذرات نقره استفاده
.گردید

ــارچ :روش PTCCپنیســیلیوم کرایســوژنومق

ATCCمعادل5037 از  در محیط کشـت  10003
عصاره گرم 3متشکل از (czapek dox brothمایع 

کشت )آب مقطرلیتر1ساکارز درگرم 21مخمر و 
در در روتاري شـیکر داده شد و پس از انکوباسیون

به دور در دقیقه200با دورسانتی گراد 28دماي 
روز، قــارچ رشــد یافتــه از محــیط کشــت 7مــدت 

جدادور در دقیقه5000بوسیله سانتریقوژ در دور 
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از محـیط کشـت   سی سی 100سپس به . گردید
میلی مولار 3محلول سی سی 100، )سوپرناتانت(

سـانتی  28نیترات نقره اضافه گردیـد و در دمـاي  
در روتـاري  سـاعت دور از نـور  24براي مدت گراد 
از آنجا که نیترات نقره حساس .انکوبه گردیدشیکر

به نور است، همه ارلن هـا و ظـروف توسـط فویـل     
لومینیـومی پیچیــده شــد تـا نــور ســبب تخریــب   آ

، تولید ساعت24پس از . محلول نیترات نقره نشود
نانوذرات به صورت ماکروسـکوپی، بـا تغییـر رنـگ     

بـا روش Maxλمحیط از زرد به قهوه اي و بررسـی  
UV ــدازه ذرات ــات و ان ــدگی  اثب ــاخص پراکن ، ش

و پتانسیل زتا که معـرف پایـداري   (PDI)نانوذرات
تعیـین  Zeta sizerنانوذرات است، توسط دسـتگاه  

ــد ــانوذرات توســط  . گردی ــوژي ن ــین مورفول همچن
ــی   ــکوپ الکترون ــی AFMو SEMمیکروس بررس

زیر هودلامینار و با رعایـت  بدین صورت که .گردید
میکرولیتر از محلول نانوذرات 15شرایط استاندارد، 

از سـمپلر برداشـته شـد و بـر روي     با استفاده نقره
و SEMگریدهاي مخصوص میکروسکوپ الکترونی 

AFM    ریخته شد و پس از خشـک شـدن، توسـط
.میکروسکوپ الکترونی مورد بررسـی قـرار گرفـت   

جداسازي نانوذرات با دستگاه اولتراسانتریفوژ با دور 
دقیقـه انجـام   5براي مدت دور در دقیقه 20000

نـانونقره رسـوب   جهـت شستشـوي سـطح   . گرفت
کرده، نـانوذرات در آب مقطـر دوبـار تقطیـر شـده      

با دستگاه اولتراسانتریفوژ با و دوباره پراکنده گردید
دقیقــه5بــراي مــدت دور در دقیقــه 20000دور 

بار تکرار شد تا سـطح  3این عمل . رسوب داده شد
.شسته شودکاملاًنانونقره حاصل

هایافته
میلی مولار نیترات نقره 3محلول پس از افزودن 

اي به سوپرناتانت، رنگ محیط کشت از زرد به قهوه
تغییر کرد که نشان دهنده تولیـد نـانوذرات اسـت    

محـیط کشـت مشـابه    Bارلـن  . حاوي محیط کشت شامل آنزیم هاي قارچی می باشد که فاقد نانوذرات نقره است و به رنگ زرد کم رنگ اسـت Aارلن -1تصویر 
.ه نانوذرات نقره در آن تشکیل شده است و به رنگ قهوه اي درآمده استکاست Aارلن 

.داردجذبماکزیممنانومتر 420در حدود نانوذرات نقره کهUVجذب نمودار -2تصویر 

و همکاري برآبادحامددکتر

1393http://rjms.tums.ac.irمرداد،122، شماره 21دوره پزشکی رازيعلوم مجله

22

از محـیط کشـت   سی سی 100سپس به . گردید
میلی مولار 3محلول سی سی 100، )سوپرناتانت(

سـانتی  28نیترات نقره اضافه گردیـد و در دمـاي  
در روتـاري  سـاعت دور از نـور  24براي مدت گراد 
از آنجا که نیترات نقره حساس .انکوبه گردیدشیکر

به نور است، همه ارلن هـا و ظـروف توسـط فویـل     
لومینیـومی پیچیــده شــد تـا نــور ســبب تخریــب   آ

، تولید ساعت24پس از . محلول نیترات نقره نشود
نانوذرات به صورت ماکروسـکوپی، بـا تغییـر رنـگ     

بـا روش Maxλمحیط از زرد به قهوه اي و بررسـی  
UV ــدازه ذرات ــات و ان ــدگی  اثب ــاخص پراکن ، ش

و پتانسیل زتا که معـرف پایـداري   (PDI)نانوذرات
تعیـین  Zeta sizerنانوذرات است، توسط دسـتگاه  

ــد ــانوذرات توســط  . گردی ــوژي ن ــین مورفول همچن
ــی   ــکوپ الکترون ــی AFMو SEMمیکروس بررس

زیر هودلامینار و با رعایـت  بدین صورت که .گردید
میکرولیتر از محلول نانوذرات 15شرایط استاندارد، 

از سـمپلر برداشـته شـد و بـر روي     با استفاده نقره
و SEMگریدهاي مخصوص میکروسکوپ الکترونی 

AFM    ریخته شد و پس از خشـک شـدن، توسـط
.میکروسکوپ الکترونی مورد بررسـی قـرار گرفـت   

جداسازي نانوذرات با دستگاه اولتراسانتریفوژ با دور 
دقیقـه انجـام   5براي مدت دور در دقیقه 20000

نـانونقره رسـوب   جهـت شستشـوي سـطح   . گرفت
کرده، نـانوذرات در آب مقطـر دوبـار تقطیـر شـده      

با دستگاه اولتراسانتریفوژ با و دوباره پراکنده گردید
دقیقــه5بــراي مــدت دور در دقیقــه 20000دور 

بار تکرار شد تا سـطح  3این عمل . رسوب داده شد
.شسته شودکاملاًنانونقره حاصل

هایافته
میلی مولار نیترات نقره 3محلول پس از افزودن 

اي به سوپرناتانت، رنگ محیط کشت از زرد به قهوه
تغییر کرد که نشان دهنده تولیـد نـانوذرات اسـت    

محـیط کشـت مشـابه    Bارلـن  . حاوي محیط کشت شامل آنزیم هاي قارچی می باشد که فاقد نانوذرات نقره است و به رنگ زرد کم رنگ اسـت Aارلن -1تصویر 
.ه نانوذرات نقره در آن تشکیل شده است و به رنگ قهوه اي درآمده استکاست Aارلن 

.داردجذبماکزیممنانومتر 420در حدود نانوذرات نقره کهUVجذب نمودار -2تصویر 

و همکاري برآبادحامددکتر
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حـاوي محـیط کشـت شـامل     Aارلـن  ). 1تصویر (
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ــه، ــتگاه  مطالع ــتفاده از دس ــا اس Zeta sizerب

(Malvern, England) 8در=pH،40 ثبت نانومتر
3همانطورکـــه در تصـــویر ). 3تصـــویر (گردیـــد 
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ثبـت گردیـد کـه    2/0، (PDI)پراکندگی نانوذرات

نشان دهنده یکنـواختی بـالاي محلـول کلوئیـدي     
-28همچنـین پتانسـیل زتـا،    . نانوذرات می باشـد 

ثبــت گردیــد کــه حــاکی از پایــداري میلــی ولــت 
. )4تصویر (نانوذرات است محلول کلوئیدي مناسب 

SEMتوسط میکروسکوپ الکترونـی  6و 5ویر اتص

ــطح AFMو  ــانواز س ــم   ذرات ن ــه ه ــت ب در حال

نانوذرات نقـره نشان داد کهگرفته شده و چسبیده 
.استبصورت کروي تشکیل شده

بحث و نتیجه گیري
در یک دیدگاه کلی، نتایج به دست آمده حـاکی  

پنیسـیلیوم  گونـه اسـتاندارد قـارچ    از این است که 
توانایی تولید خـارج سـلولی نـانوذرات    کرایسوژنوم
هـدف اصـلی از ایـن مطالعـه، تولیـد      . نقره را دارد

نانوذرات نقره به صورت برون سلولی براي بررسـی  
آسان تر و ایجاد شرایط مناسب براي تولیـد بهینـه   

ه نانوذرات نقره تولیـد شـده از را  . نانوذرات نقره بود
زیستی، نسبت به ذرات تولید شـده شـیمیایی، بـه    
دلیل عـدم وجـود باقیمانـده هـاي سـمی آلـی در       
سطح، ایجاد حداقل ضایعات و مواد غیر مصرفی در 
فرآیند تولید، حجم بالاي تولیـد و تکـرار پـذیري،    

رنـگ محـیط کشـت    تغییـر  ). 1-4(ارزشمند است 
حاوي نانوذرات کلوئیدي نقـره از زرد بـه قهـوه اي    

ــه آن پلاســمون  ن ــه ب ــده اي اســت ک اشــی از پدی
) Surface Plasmon Resonance(رزونانس خطی

در واقع الکتـرون هـاي آزاد   ).1تصویر (می گویند 
ــی   ــور مرئ ــا جــذب ن ــانوذرات نقــره ب موجــود در ن
برانگیخته می شوند و به یک تراز انرژي بالاتر مـی  

.نانومتر را نشان می دهد40که اندازه ذره اياندازه میانگین قطر نانوذرات نقره تولید شدهنمودار -3تصویر 

.میلی ولت ثبت گردید- 28نمودار پتانسیل زتا نانوذرات نقره که پتانسیل زتاي آن در  -4تصویر 
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رونــدو ولــی چــون الکتــرون در حالــت برانگیختــه 
است، بنابراین دوباره وقتی بـه تـراز انـرژي    ناپایدار

پایه بر می گـردد، یـک فوتـونی را از خـود سـاطع      
.کندمی

از آنجــایی کــه برانگیختگــی الکتــرون هــاي آزاد 
وقتی در معـرض نـور قـرار مـی گیرنـد بـه شـکل        
رزونانسی است، بنابراین نوري که ساطع می کننـد  
در محدوده مرئی و به رنگی خاص دیده می شـود  

مثلاً نانوذرات طلا نور قرمز مایل به بـنفش را  ). 1(
ا این پدیده کمک می کند ت ـ). 3(ساطع می کنند 

به لحاظ ماکروسکوپی به تشکیل نانوذرات پی برده 
وقتی نانوذرات کلوئیـدي در محـدوده تـابش    . شود

قرار می گیرند، با توجه به ماهیـت  UVطول موج 
نانوذرات و بنابر اصل پلاسمون رزونـانس سـطحی،   

در یک طول موج مشخص برانگیخته مـی شـوند و   
ایـن ویژگـی   . یک ماکزیمم جذب را خواهیم داشت

ختص نـانوذرات اسـت و محلـول حـاوي کـاتیون      م
. فلزي، در آن طول مـوج بیشـینه جـذب را نـدارد    

روشی UVبا روشMaxλبررسی طول موج بنابراین 
. براي شناسایی تشکیل نانوذرات بـه کـار مـی رود   

نانومتر420در حدود Maxλنشان داد که 2تصویر 
بود که این یافته با نتایج سایر محققین هم خـوانی  

اندازه میانگین قطـر نـانوذرات نقـره    ). 7و1،5(دارد 
ــده   ــد ش ــانومتر40تولی ــدگی  ن ــاخص پراکن و ش

. )3تصـویر  (بـه دسـت آمـد    2/0، (PDI)نانوذرات 
PDIبراي یک نمونه کلوئیـد یکنواخـت نـانوذرات،    

اخـت  نمونه هاي غیـر یکنو . است7/0تا 01/0بین 
PDI دارند که نشان دهنده یـک  1تا 7/0بالاتر از

.در حالت به هم چسبیدهSEMتولید شده توسط میکروسکوپ الکترونی نقرهتصویر نانوذرات-5تصویر 

.AFMتولید شده توسط میکروسکوپ الکترونی نقرهتصویر نانوذرات-6تصویر 
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رزونانسی است، بنابراین نوري که ساطع می کننـد  
در محدوده مرئی و به رنگی خاص دیده می شـود  

مثلاً نانوذرات طلا نور قرمز مایل به بـنفش را  ). 1(
ا این پدیده کمک می کند ت ـ). 3(ساطع می کنند 

به لحاظ ماکروسکوپی به تشکیل نانوذرات پی برده 
وقتی نانوذرات کلوئیـدي در محـدوده تـابش    . شود

قرار می گیرند، با توجه به ماهیـت  UVطول موج 
نانوذرات و بنابر اصل پلاسمون رزونـانس سـطحی،   

در یک طول موج مشخص برانگیخته مـی شـوند و   
ایـن ویژگـی   . یک ماکزیمم جذب را خواهیم داشت

ختص نـانوذرات اسـت و محلـول حـاوي کـاتیون      م
. فلزي، در آن طول مـوج بیشـینه جـذب را نـدارد    

روشی UVبا روشMaxλبررسی طول موج بنابراین 
. براي شناسایی تشکیل نانوذرات بـه کـار مـی رود   

نانومتر420در حدود Maxλنشان داد که 2تصویر 
بود که این یافته با نتایج سایر محققین هم خـوانی  

اندازه میانگین قطـر نـانوذرات نقـره    ). 7و1،5(دارد 
ــده   ــد ش ــانومتر40تولی ــدگی  ن ــاخص پراکن و ش

. )3تصـویر  (بـه دسـت آمـد    2/0، (PDI)نانوذرات 
PDIبراي یک نمونه کلوئیـد یکنواخـت نـانوذرات،    

اخـت  نمونه هاي غیـر یکنو . است7/0تا 01/0بین 
PDI دارند که نشان دهنده یـک  1تا 7/0بالاتر از

.در حالت به هم چسبیدهSEMتولید شده توسط میکروسکوپ الکترونی نقرهتصویر نانوذرات-5تصویر 

.AFMتولید شده توسط میکروسکوپ الکترونی نقرهتصویر نانوذرات-6تصویر 
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پتانسـیل زتـاي بـالاتر از    ). 2(نمونه نامناسب است 
میلـی ولـت نشـان    -30میلی ولت و کمتر از + 30

).  12و11(دهنده پایـداري بـالاي نـانوذرات اسـت     
-28پتانسیل زتـا نـانوذرات نقـره در ایـن مطالعـه      

نابراین عامـل  ب. )4تصویر (میلی ولت به دست آمد 
الکترواســتاتیک بــه تنهــایی نمــی توانــد پایــداري  

امـا بـه هـر حـال بـه جـز       . نانوذرات را تأمین کند
نیروهاي دافعه و جاذبه ذکر شده، اثرات دیگري نیز 

. وجود دارد که در پایداري نانوذرات سهیم هستند
به وسیله ) Steric hindrance(اثر ممانعت فضایی

جذب مواد پلیمري بر روي سطح نـانوذرات ایجـاد   
می توان تصور کرد که لایه جـذب شـده   . می شود

در اطراف هر ذره، ماننـد سـدي از نزدیـک شـدن     
ذرات به یکدیگر و انجام عمل اتعقاد جلوگیري می 

بـراي  ) 7(به عنوان مثال، هنـري و همکـاران   . کند
 ــ   ــده ب ــد ش ــره تولی ــانوذرات نق ــداري ن ه روش پای

اعتقاد بر این . شیمیایی از کیتوسان استفاده کردند
است که وجود آنزیم ها و پپتید هاي باند شـده در  
سطح نانوذرات نقره در روش زیستی با اسـتفاده از  

و تبـدیل  +Agمیکروارگانیسم ها علاوه بـر احیـاي   
، در پایـداري نـانوذرات نیـز نقـش     Ag°آن به فرم 

الکترواستاتیک، در این برخلاف پایداري). 2(دارند 
مورد نیروي دافعه با محدوده طولانی وجود نداشته 
و هنگام تماس مولکـول هـا بـا یکـدیگر، ذرات در     

درحالی که . معرض نیروهاي جاذبه قرار می گیرند
در حالت عادي نیروي دافعه الکترواستاتیک باعـث  

در عمـل  . دفع آن ها به وسیله یکدیگر مـی شـوند  
الکترواستاتیک و ممانعت فضـایی  ترکیبی از دافعه

باعث ایجاد یـک حالـت پایـدار در نـانوذرات نقـره      
تصـاویر  .تولید شـده در ایـن مطالعـه شـده اسـت     

ــی  ــکوپ الکترون ــطح AFMو SEMمیکروس از س
بصـورت  نانوذرات نقـره نقره نشان داد کهذرات نانو

با توجـه بـه خصوصـیات    .استکروي تشکیل شده
ــزي تو   ــانوذرات فل ــب ن ــط   مناس ــده توس ــد ش لی

توسـط نـانوذرات بیوسـنتز میکروارگانیسـم هـا،   
مناسـب جـایگزین یکبه عنواناخیراًهامیکروب

گرفتـه قـرار توجهموردانبوه نانوذراتتولیدجهت
از همکـاران وسجاديدر ایرانمثال،طوربه. است

اگزیسپوریومفوزاریومقارچ توده سلولیمایع حاوي
آزمایشـگاهی در مقیاسنقرهنانوذراتتولیدجهت

ولـی در مطالعـه حاضـر از    ). 13(نمودنـد  اسـتفاده 
محیط کشت بدون توده سلولی قارچ استفاده شـد  
که موجب می شود پس از تشکیل نانوذرات، نیازي 
به فیلتراسیون و جداسازي نانوذرات از توده سلولی 

. نباشد
یکــی از معایــب اســتفاده از قــارچ هــا در ســنتز 

وذرات نقره، مدت زمان طولانی تشـکیل  زیستی نان
موکـورجی و همکـاران نشـان    . نانوذرات نقره است

دادند که بیوسنتز نانوذرات فلزي توسـط قـارچ هـا    
، درحـالی  )14(ساعت طول می کشـد  120حدود 

سـاعت  24که در مطالعـه حاضـر، ایـن زمـان بـه      
همچنــین در بســیاري از مطالعــات . رســیده اســت

ا در احیاي کاتیون هاي فلزي قبلی، توانایی قارچ ه
نانوذرات نقره در حد غلظـت یـک میلـی مـولار از     

، )10و5، 1(نمک نیترات نقره گزارش شـده اسـت   
در حالی که در این پژوهش گونه اسـتاندارد قـارچ   

، قابلیـت احیـاي نـانوذرات    پنیسیلیوم کرایسـوژنوم 
نقره را در غلظت سه میلی مولار از نمـک نیتـرات   

کـه ایـن امـر بیـانگر تولیـد بیشـتر       نقره نشان داد 
. نانوذرات فلزي در مقایسه با گزارشات قبلی اسـت 

همچنین از دیگر مزایاي مطالعه حاضر ایـن اسـت   
روش سـنتز زیسـتی درون سـلولی بـا     که برخلاف

Verticilliumاستفاده از برخی قارچ ها نظیر قارچ 

که طی آن نیاز به استخراج نانوذرات با اسـتفاده از  
، در )15(ایی نظیر اولتراسونیکاسـیون دارد  روش ه

اینجا نانوذرات نقره بدون تقبل هزینـه و مشـکلات   
ناشی از  استخراج می تواننـد مـورد اسـتفاده قـرار     

.بگیرند
همچنین در  مطالعه حاضر از قارچ سـاپروفیت و  

اسـتفاده  پنیسـیلیوم کرایسـوژنوم  غیر بیماري زاي 
ز مطالعـات  شده است، در حـالی کـه در بسـیاري ا   

گذشته براي تولید نانوذرات، از میکـروب هـاي بـه    
باسـیلوس  ، )4(اشریشیا کـولی شدت بیماري زاي 

ــابتیلیس و ) 16(کاندیـــدا آلبیکـــنس ، )10(سـ
که وجـود آن هـا در   ) 17(پسودوموناس آئروژینوزا

فرآورده هاي دارویی و غذایی جـزو آلـودگی هـاي    
ــی رود  ــمار م ــه ش ــاك ب ــد . خطرن ــین تولی همچن

که تولید ) 9و8(انوذرات از گونه هاي آسپرژیلوس ن
مواد سرطان زایـی نظیـر آفلاتوکسـین بـه آن هـا      
نسبت داده می شود، از دلایلی اسـت کـه مـانع از    
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ورود این میکـروب هـا بـه عرصـه صـنعتی تولیـد       
تاکنون مکانیسم هاي مختلفـی  . نانوذرات می شود

براي بیوسنتز نانوذرات فلزي گـزارش شـده اسـت    
توالی هاي پلـی پپتیـدي مشخصـی در    ). 19و18(

اشریشـیا کـولی  پروتئین هاي مترشحه از بـاکتري  
شناسایی شده است که مسئول بیوسنتز نـانوذرات  

نشـان داد  نیـز این مطالعـه ). 19(طلا به می باشد 
که پروتئین ها و آنزیم هاي آزاد شده توسط قـارچ  

، قابلیت احیـاي یـون هـاي    پنیسیلیوم کرایسوژنوم
نقره و تولید برون سـلولی نـانوذرات نقـره را    فلزي

دارند و از آنجایی که این قارچ در حال حاضر براي 
تولید صنعتی پنیسـیلین اسـتفاده مـی شـود، لـذا      
کاندیـداي مناسـبی بــراي ورود بـه صـنعت تولیــد     

.نانوذرات فلزي می باشد
یکی از محدودیت هاي این پژوهش، عدم بررسی 

داخل آن هـا در انـدازه   نقش فاکتور هاي مؤثر و ت ـ
ذره اي نانوذرات بود و صرفاً قابلیت تولید نانو نقـره  

بنابراین . ارزیابی شدپنیسیلیوم کرایسوژنوماز قارچ 
پیشنهاد می شود با استفاده از مدل سازي ریاضـی  
و کمومتریکس، نقش فاکتورهاي مختلف دخیل در 
اندازه ذره اي بررسی گردد تا با تغییـر فاکتورهـاي   

ثر شرایط بهینه تولیـد ایـن نـانوذرات در انـدازه     مؤ
.اي دلخواه مشخص گرددذره

تقدیر و تشکر 
بدین وسیله از معاونت محترم پژوهشـی و مرکـز   
تحقیقــات علــوم دارویــی دانشــگاه علــوم پزشــکی 
مازندران کـه بـا نظـارت و داوري مسـتندات ایـن      
پژوهش، ما را در ثبت اختراع مطالعه حاضـر یـاري   

.رساندند، قدردانی می نماییم
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Abstract
Background: Silver nanoparticles have a wide range of applications in medical sciences
which their effects depend on their size. Besides, there is an ever-growing need to develop
environmentally benign nanoparticles synthesis processes which created an interesting area
for the researchers studying in this field. So, attempts have been made to find new
microorganisms that fabricate the nanoparticles in smaller size. This study aimed to evaluate
a green process for production of silver (Ag) nanoparticles synthesized using Penicillium
chrysogenum (PTCC 5037 = ATCC 10003).
Methods: The standard colonies of Penicillium chrysogenum were cultured in Czapek dox
broth. The supernatant of the broth was examined for the ability to produce silver
nanoparticles. For that, 100mL of silver nitrate solution at a concentration of 3mM was added
to 100mL of the supernatant and incubated for 24 hours at 28°C. Then, the formation of
nanoparticles were confirmed by alteration of culture from yellow to brown. The synthesized
silver nanoparticles were characterized by UV-visible spectroscopy, Dynamic Light
Scattering (DLS), Zeta potential, Polydispersity Index (PDI), Scanning Electron Microscopy
(SEM) and Atomic Force Microscopy (AFM) for particle size and shape. The synthesized
nanoparticles were centrifuged at 20,000rpm by ultracentrifuge for 5 minutes to separate
nano-silvers from the solution.
Results: Addition of Penicillium citrinum supernatant to aqueous AgNO3 solution led to the
appearance of brown color in solution after 24h of reaction, indicating the formation of silver
nanoparticles. The UV-Vis spectrum exhibit an absorption band at around 420nm suggesting
the formation of silver nanoparticles. Hence, the secreted proteins and enzymes are
responsible for reduction of silver ions to convert them to silver nanoparticles. SEM and
AFM photographs showed that the silver nanoparticles formed were fairly uniform in size
with a spherical shape and average diameter of 40nm.
Conclusion: The study showed that the standard fungus of Penicillium chrysogenum has the
ability of cationic silver ions to produce silver nanoparticles. Moreover, as nanoparticles
formed extracellularly, they are pure and free of cellular particles which help them to be used
straightly for various applications.

Keywords: Biological synthesis, Silver nanoparticles, Penicillium cherysogenum.
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