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چکیده
سابقه و هدف: نانو ذرات نقره به دلیل داشتن خواص آنتی باکتریال کاربردهای زیادی از جمله در صنایع نساجی، سرامیک های 
بهداشتی، تصفیه آب، رنگ، کشاورزی، دامپروری و در کامپوزیت های پلیمری به منظور کاربردهای صنعتی و خانگی به عنوان مثال در 
بدنه داخلی یخچال، انواع فیلترهای آب و هوا، ظروف پلاستیکی و غیره دارند. هدف از این تحقیق استفاده از قارچ فوزاریوم اگزیسپوروم 

و باکتری اشرشیا کلی برای تولید نانو ذرات نقره می باشد. 
مواد و روش ها: در این تحقیق به منظور بررسی خواص آنتی باکتریال کلوئیدهای نقره تولید شده به وسیله دو میکروارگانیسم از 
 )TEM( روش دیسک نفوذی استفاده گردید. برای بررسی اندازه و مورفولوژی نانو ذرات نقره حاصل، از میکروسکوپ الکترونی عبوری

استفاده شد.
یافته ها: وجود نانو ذرات نقره در کلوئید حاصل با استفاده از طیف سنجی نور فرابنفش- مرئی به اثبات رسید. میانگین سایز نانو ذرات 

بدست آمده از قارچ فوزاریوم اگزیسپوروم کوچک تر از میانگین آن در باکتری اشرشیا کلی بود. 
نتیجه گیری: نتایج بدست آمده از این مطالعه نشان داد که خواص آنتی باکتریال سطوح پوشیده با کلوئید نانو ذرات نقره سنتز شده به 
کمک قارچ فوزاریوم اگزیسپوروم به دلیل کوچکتر بودن اندازه نانو ذرات نسبت به کلوئید حاصل از باکتری اشریشیاکلی مطلوب تر می باشد. 

کلمات کلیدی : نانو ذرات نقره، آنتی باکتریال، اشریشیا کلی، فوزاریوم اگزیسپوروم

مقدمه
از خواص  برخی  تغییر  با  ذرات،  نانو  به  ذرات  میکرو  از  گذر  با 
از:  عبارتند  ها  آن  مهم  مورد  دو  که  شویم،  می  روبرو  فیزیکی 
افزایش نسبت مساحت سطح به حجم و ورود اندازه ذره به قلمرو 
به  افزایش نسبت مساحت سطح به حجم که  اثرات کوانتومی. 
تدریج با کاهش اندازه ذره رخ می دهد، باعث غلبه یافتن رفتار 
اتم های واقع در سطح ذره به رفتار اتم های درونی می شود. این 

پدیده بر خصوصیات ذره در حالت انزوا و بر تعاملات آن با دیگر 
مواد اثر می گذارد. به محض آن که ذرات به اندازه کافی کوچک 
شوند، شروع به بروز رفتار مکانیک کوانتومی می کنند. خواص 
نقاط کوانتومی مثالی از این دست است. این نقاط گاهی اتم های 
ها  آن  آزاد  های  الکترون  که  چرا  شوند،  می  نامیده  مصنوعی 
مشابه الکترون های محبوس در اتم ها، حالات گسسته و مجازی 
خواص  به  توجه  با  کلی  طور  به  کنند.  می  اشغال  را  انرژی  از 
منحصر به فرد نانو ذرات، به کارگیری روش های تولیدی مناسب 
به منظور دستیابی به نانو ذرات با خواص مطلوب، هزینه کمتر 
فناوری  زمینه  در  از چالش های مهم  زیست  و محافظ محیط 
نانو می باشد. در سال های اخیر استفاده از میکروارگانیسم ها 



در تولید نانو ذرات بسیار مورد توجه قرار گرفته است، تولید نانو 
ذرات توسط میکروارگانیسم ها می تواند به صورت داخل سلولی 
و خارج سلولی باشد )16،17(. قارچ هایی که در تولید نانوذرات 
نقره شناسایی و به کار گرفته شده اند در جدول1 آورده شده 
است. با وجود این که پیش از این خاصیت ضد باکتریایی نقره 
محرز شده است، چند نوع باکتری مقاوم و پایدار در برابر نقره 
امکان  حتی  که  گردیده  گزارش   .)15( کلی  اشریشیا  جمله  از 
انباشته شدن نقره در دیواره سلولی آن ها به میزان 25 درصد 
وزنی مواد زیستی وجود دارد و با توجه به این موضوع استفاده از 
آن ها در بازیابی صنعتی نقره از مواد معدنی پیشنهاد شده است. 
در این تحقیق از قارچ فوزاریوم اگزیسپوروم و باکتری اشریشیا 
مورد  در  که  است  استفاده شده  نقره  ذرات  نانو  تولید  در  کلی 
خارج  صورت  به  نقره  های  یون  احیای  میکروارگانیسم  دو  هر 

سلولی صورت می گیرد. خواص عمده نانو ذرات نقره عبارتند از: 
غیرسمی، غیر محرک برای بدن، غیر حساسیت زا، پایداری زیاد، 
آبدوست بودن، سازگاری با محیط زیست، مقاوم در برابر حرارت، 
افزایش مقاومت و سازگاری در میکروارگانیسم و  ایجاد و  عدم 
قابلیت آن ها در اضافه شدن به الیاف، پلیمر، سرامیک، سنگ، 
رنگ و غیره بدون تغییر دادن خواص ماده است. خاصیت آنتی 
باکتریال نانو ذرات نقره باعث گسترش کاربردهای آن در حوزه های 
نساجی، صنایع رنگ، سرامیک، داروسازی، کشاورزی، دامپروری 
تحقیق،  این  از  هدف  است.  شده  بهداشتی  آرایشی-  لوازم  و 
بررسی خاصیت آنتی باکتریال سطوح پوشیده شده با نانو ذرات 
نقره سنتز شده توسط میکروارگانیسم ها و مقایسه آن با نمونه 

تجاری می باشد.

جدول 1- قارچ هایی که در تولید نانوذرات نقره مورد استفاده قرار گرفته اند

شمارهمیکرو ارگانیسماندازه )نانومتر(منابع

Ahmad et al. (2003(5–50Fusarium oxysporum1
Bhainsa and D’Souza (2006)5–25Aspergillus fumigatus2

Gade et al. (2008)20Aspergillus niger3
Vigneshwaran et al. (2006)100Phanerochaete chrysosporium4
Vigneshwaran et al. (2007)8.92 ±1.61Aspergillus flavus5

Balaji et al. (2009)10–100Cladosporium cladosporioides6
Basavaraja et al. (2008)10–60Fusarium semitectum7
Mukherjee et al. (2008)13–18Trichoderma asperellum8

Balaji et al. (2009)10–100Cladosporium cladosporioides9
Fayaz et al. (2010)5–40Trichoderma viride10

Kathiresan et al. (2009)1–100Penicillium fellutanum11
Shaligram et al. (2009)23–105Penicillium brevicompactum WA 231512
Mukherjee et al. (2001)25 ±12.Verticillium sp13

Gade et al. (2009)5–35Fusarium solani14
Ingle et al. (2008)5–40Fusarium acuminatum15

Verma et al. (2010)10–25Aspergillus clavatus16
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مواد و روش ها
برای آماده سازی توده زیستی مورد نیاز برای سنتز نانو ذرات 
نقره ،قارچ IRAN 31c Fusarium oxysporum خریداری شده 
پلیت  روی  بر  روز   5 مدت  به  کشور  پزشکی  گیاه  مؤسسه  از 
حاوی محیط کشت سابرو دکستروز آگار کشت داده شد و سپس 
از محیط کشت حاوی میسیلیوم های قارچ به محیط  برشی 
کشت مایع )MGYP( شامل )g/l( 3 عصاره مالت، )g/l( 3 عصاره 
  PH=3/5 روی  بر  که  گلوکز   10  )g/l( پپتون،   5  )g/l( مخمر، 
تنظیم شد برای رشد سلول های قارچ اضافه شد )1(. ارلن های 
حاوی این محیط کشت در دمای C°1±26 به مدت 4 روز )96 
ساعت( بر روی شیکر قرار گرفت. پس از گذشت 4 روز، توده 
بار شسته  از 3  از صافی استریل عبور داده شد و پس  زیستی 
در  استریل  مقطر  آب   100 cc در  استریل،  مقطر  آب  با  شدن 
دمای C°1±26 بر روی شیکر با دور rpm 200 قرار داده شد. 
پس از 3 روز مایع حاوی سلول های قارچ جدا و نیترات نقره 
با غلظت mM 1 به این مایع اضافه گردید. پس از گذشت 12 
از طیف  با استفاده  ساعت یون های نقره به طور کامل احیا و 
نانو  وجود   )1601 مدل  )شیمادزو  مرئی  فرابنفش-  سنجی 
ذرات نقره به اثبات رسید. به منظور بررسی اندازه و مورفولوژی 
نانوذرات حاصل، کلوئید حاوی این نانو ذرات پس از آماده سازی 
میکروسکوپ  از  استفاده  با  مسی  شبکه  روی  بر  گرفتن  قرار  و 
شد.  بررسی   )208  EM مدل  )فیلیپس  عبوری  الکترونی 
 ،E.coli باکتری  از  استفاده  با  نقره  ذرات  نانو  تولید  برای 
 )Luria-Bertani Broth( کشت  محیط  در  باکتری  ابتدا 
 10 )g/l( عصاره مخمر و )g/l( ،10 پپتون )g/l( حاوی LB broth

کلرید سدیم به مدت 24-18 ساعت رشد می یابد. سپس کلوئید 
حاصل به مدت 10 دقیقه با سرعت 12000 دور سانتریوفوژ و 
 1mM مایع قرار گرفته بر روی آن جدا شد. نیترات نقره با غلظت
به آن اضافه گردید و پس از گذشت 2 ساعت در دمای محیط، 
طیف سنجی فرابنفش- مرئی حاصل شد. اندازه و مورفولوژی نانو 
ذرات نیز به کمک میکروسکوپ الکترونی عبوری )فیلیپس مدل

EM 208( مورد بررسی قرار گرفت. سطح دو دیسک بلانک با 

کلوئید نانو ذرات نقره حاصل از این دو میکروارگانیسم پوشانده 

ابتدا  باکتریال سطوح حاصل  آنتی  مقایسه خواص  برای  شدند. 
پلیت حاوی محیط کشت LB Agar با ترکیب )g/l( 10 پپتون، 
)g/l( 5 عصاره مخمر، )g/l( 10 کلرید سدیم و )g/l( 15 آگار 
آماده شد. باکتری E.coli در محیط کشت LB Broth به مدت 
18 الی 24 ساعت رشد داده شد و مقدار lμ 100 از آن در پلیت 
حاوی LB Agar با استفاده از میله شیشه ای پخش گردید. پس 
از گذشت حدود 10 دقیقه، دیسک های بلانک پوشش دار شده 
با نانوذرات نقره در داخل پلیت قرارگرفتند و پس از گذشت 24 
ساعت هاله های ایجاد شده در اطراف این سطوح که ناشی از 
عدم رشد باکتری در این مناطق است، اندازه گیری و مقایسه 

شدند.
یافته ها

با تکامل واکنش احیاء و تولید نانو ذرات نقره، مایع زرد رنگ زیر 
صافی سلول های حاصل از سانتریوفوژ محلول باکتری به رنگ 
از سانتریوفوژ محلول  و سلول های حاصل  تیره شکل 1  قرمز 
قارچ به رنگ زرد پررنگ تبدیل می شوند )شکل 2(. تولید نانو 
ذرات نقره در نمونه با استفاده از طیف سنجی فرابنفش- مرئی 
اثبات رسید که در طیف حاصل، پیک جذب در طول موج  به 
nm 420 -400 مربوط به رزونانس پلاسمون سطحی نانو ذرات 

ذرات  نانو  کلوئید  به  مربوط  باشد. شکل3 طیف های  نقره می 
نقره حاصل از قارچ Fusarium oxysporum و باکتری E.coli را 
نشان می دهد. با توجه به این شکل طیف مربوط به کلوئید نانو 
ذرات حاصل ار قارچ شدت، تقارن و همواری بیشتری نسبت به 
طیف مربوط به باکتری دارد. افزایش میزان شدت جذب در یک 
طول موج خاص با توجه به این که غلظت نیترات نقره در هر دو 
نمونه یکسان است، بیانگر افزایش مقدار نانو ذرات تولید شده در 
کلوئید است. همچنین تقارن و همواری بیشتر طیف حاصل نشان 
دهنده توزیع اندازه یکنواخت ذرات می باشد. بنابراین با توجه به 
شکل2 کلوئید حاصل از قارچ حاوی مقدار بیشتری از نانو ذرات 
نقره و با توزیع اندازه یکنواخت تر می باشد که این موضوع با تصاویر 
TEM در شکل 4 تطابق دارد. با توجه به تصاویر میکروسکوپ 

الکترونی عبوری )TEM( در این شکل، گستره اندازه نانوذرات 
نقره حاصل از قارچ Fusarium oxysporum برابر 50-5 نانومتر 
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و در مورد باکتری E.coli برابر 60-10 نانومتر است. 
بحث

از  استفاده  با  نانوذرات  تولید  و  احیا  مکانیزم  زمینه  در 
میکروارگانیسم ها بررسی های کمی صورت گرفته است طبق 
تحقیقاتی که A. Amad و همکارانش انجام داده اند، وجود یک 
را  ها  میکروارگانیسم  این  از  شده  ترشح  های  پروتئین  سری 
عامل احیای یون های فلزی اعلام کرده اند که این مکانیزم جزو 
محتمل ترین مکانیزم ها محسوب می گردد )2(. پلیت مربوط 
به خاصیت آنتی باکتریال سطوح پوشیده شده با نانوذرات نقره 

حاصل از قارچ و باکتری در شکل 5 نشان داده شده است. همان 
طور که در این شکل مشهود است به دلیل عدم رشد باکتری در 
اطراف دیسک بلانک هاله ای ایجاد شده است که ملاک مقایسه 
خاصیت آنتی باکتریال اندازه این هاله می باشد. در مورد نمونه 
از  حاصل  مربع  ضلع   Fusarium oxysporum قارچ  به  مربوط 
دیسک بلانک و هاله اطراف آن به اندازه mm 1 نسبت به باکتری 
بزرگتر است که نشان دهنده خاصیت آنتی باکتریال مطلوب تر 

کلوئید حاصل از قارچ مورد نظر می باشد.

شکل 1- محلول زیر صافی سلول های باکتری قبل )A( و بعد )B( از 
اضافه کردن نیترات نقره.

شکل 2- محلول زیر صافی سلول های قارچ قبل )A( و بعد )B( از اضافه 
کردن نیترات نقره.

.E. coli کلوئید نانو ذرات نقره حاصل از )قرمز( قارچ فوزاریوم و )آبی( باکتری UV- Vis شکل 3- طیف
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شکل 4- تصاویر میکروسکوپ الکترونی عبوری )TEM( از نانوذرات تولید 
.E. coli باکتری )B(قارچ فوزاریوم و )A( شده به کمک

شکل 5- پلیت حاوی دیسک پوشیده شده با کلوئید نانوذرات نقره سنتز 
شده به کمک قارج فوزاریوم اگزیسپوروم )راست( و باکتری E. coli )چپ(.

باکتریال  آنتی  خواص  که  است  شده  داده  نشان  کلی  طور  به 
نانو ذرات نقره به شکل و اندازه آن ها بستگی دارد. اندازه نانو 
ذره بیانگر میزان سطح تماس نانوذرات با باکتری است. به این 
مفهوم که با کاهش اندازه ذره نسبت مساحت سطح تماس به 
حجم افزایش می یابد و منجر به ازدیاد سطح تماس نانو ذرات 
با سلول های باکتری می گردد، در نتیجه خواص آنتی باکتریال 
نانو ذرات بهبود می یابد. به عنوان مثال کاهش اندازه نانو ذرات 
اندازه 109  به  را  nm 10 مساحت سطح تماس  به   10 mμ از 
برابر افزایش می دهد )13(. بنابر این انتظار می رود خواص آنتی 
که   Fusarium oxysporum قارچ  از  حاصل  نانوذرات  باکتریال 
طبق تصویر TEM اندازه کوچکتری نسبت به اندازه نانو ذرات 
حاصل از باکتری E.coli دارند، مطلوب تر با شد که شکل 5 نیز 

مؤید این موضوع است.
نتیجه گیری

نانو ذرات نقره به دلیل خاصیت آنتی باکتریال کاربردهای زیادی 
نساجی،  رنگ،  صنایع  داروسازی،  جمله  از  مختلف  صنایع  در 
به  دارند.  بهداشتی  و  آرایشی  لوازم  دامپروری،  کشاورزی، 
کارگیری روش های نو با هزینه و آلودگی های زیست محیطی 
کمتر در تولید نانوذرات از اهمیت زیادی برخوردار است و از این 
نانو ذرات  به سنتز زیستی  رو در سال های اخیر توجه زیادی 
شده است. در این مقاله به منظور تولید نانو ذرات نقره از قارچ 
Fusarium oxysporum و باکتری E.coli استفاده شد. خواص 

آنتی باکتریال سطوح پوشیده شده با کلوئید نانوذرات نقره سنتز 
نانو ذرات  اندازه  بودن  تر  به دلیل کوچک  قارچ  به کمک  شده 
نسبت به کلوئید حاصل از باکتری مطلوب تر بود. توزیع اندازه 
ذرات نیز در این کلوئید نسبت به نانو ذرات سنتز شده با استفاده 
از باکتری یکنواخت تر و طیف فرابنفش- مرئی آن هموارتر بود. 
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