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در این رایج پیشنهاد شده است. هاي فیزیکی و شیمیاییروشصرفه به جاي بهن روشی جایگزین، پاك، سریع، مطمئن و عنوابهنانوذرات سنتز زیستی .چکیده
سویه کشت غنی سازيروشبراساس روي مورد مطالعه قرار گرفت. زي با قابلیت سنتز نانوذرات اکسیدهاي مخمري آبشناسایی سویهجداسازي و پژوهش، 

با راهکار روي نانواکسیدسنتز زیستی برتر جهت آزمایشات سویهعنوان بهمیلی مولار) 25/5ن مقاومت نسبت به یون روي را دارا بود (که بالاتریNS02مخمر 
ازه و ، اندشکلفرابنفش انجام شد.-روي با مشاهدات چشمی و مطالعه طیف جذبی مرئیاولیه سنتز نانوذرات اکسیدارزیابی عاري از سلول برگزیده شد.عصاره

با آنالیز پراش اشعه ایکس . گردیدتعیینپرتوایکس پاشندة انرژيتوسط میکروسکوپ الکترونی روبشی مجهز به اکسید روي سنتز شده ترکیب عنصري نانوذرات 
هاي جدا شده از نمونهیماري زاي هاي بدر برابر باکترياکسید روي فعالیت ضد میکروبی نانوذرات هدف مطالعه ساختار بلوري نانوذرات اکسید روي استفاده شد. 

-ITS1-5.8Sو تعیین توالی نوکلئوتیدي شناسی ریختهاي مخمر براساس ویژگیشناسایی سویه. گرفت به روش انتشار از چاهک بر سطح آگار انجامبالینی

ITS2 .زي بومی آبدر این پژوهش براي نخستین بار قابلیت مخمر انجام شدRhodotorula pacifica NS02روي با در سنتز برون سلولی نانوذرات اکسید
به کوچک بودن اندازه نانوذرات و توزیع مناسب تاثیر مهاري مطلوب علیه . با توجه گردیدعاري از سلول گزارش عصارهبا راهکارنانومتر 6/42میانگین اندازه 

عنوان کارخانه بهزي، آبهاي مخمر ذخایر ژنتیکی جدید از منابع عظیم میکروبی ، سعی در ارائهمطالعهاین مشاهده شدهاي باکتریایی بالینی تست شده جدایه
میکروبی با راهکار عصاره عاري از سلول دارد.روي با خواص ضدزیستی در سنتز نانوذرات اکسید

رويزي، نانواکسیدسنجی، مخمر آبباکتري، تولید زیستی، طیفاثر ضد.هاي کلیديواژه

Extracellular green synthesis of zinc oxide nanoparticle by using the
cell-free extract Rhodotorula pacifica NS02 and investigation of their
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Abstract. The biosynthesis of nanoparticles (NPs) has been proposed due to its fast, clean, safe, and cost-effective
production and being efficient alternative to conventional physicochemical methods. This study aimed to isolate and
identify aquatic yeast strains for their potential to form Zinc oxide nanoparticles (ZnONPs). A yeast strain, NS02, with
high tolerance against zinc ion (5.25 mM) was isolated using the enrichment technique and was selected as efficient
candidate for the biosynthesis of ZnONPs under cell-free extract (CFE) strategy. The preliminary evaluation on the
formation of ZnONPs was performed by visual observation and UV-visible absorption spectra of the biosynthesized
ZnONPs. The morphology, size and elemental distribution of the nanoparticles were determined by Field emission
scanning electron microscopy (FESEM) equipped with energy-dispersive X-ray (EDX). X-ray diffractometer (XRD)
was used to identify the crystalline phase of the ZnONPs. Antibacterial activity of ZnONPs against pathogenic bacteria
isolated from the clinical specimens was investigated using agar well diffusion method. The isolate NS02 was
characterized based on their morphological properties and amplification the ITS-5.8S-ITS2 rDNA regions. The present
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study pioneered the capabilities of the native aquatic strain Rhodotorula pacifica for the extracellular synthesis of
ZnONPs with CFE strategy. The biosynthesized ZnONPs had a growth inhibitory effect all tested clinical isolates due
to their nanometric size and well-defined dispersity. This investigation is attempted to indicate the novel microbial
sources of aquatic yeasts as biological plant in the synthesis of ZnONPs with antimicrobial activity under cell-free
extract strategy.

Key words. antibacterial effect, aquatic yeast, biosynthesis, nano-zinc oxide, spectroscopy

مقدمه
و یقاست؛ تحق21ظهور و مهم در قرن نانو از علوم نويفناور

یستز، یمیشیزیک،حوزه منجر به ادغام علوم فینتوسعه در ا
در يابتکاريهایکشده تا تکنیو مهندسیپزشکی،شناس

,.Bayda et alشود (یجادایماده در سطح اتميدستکار

و سنتز يریگاهده، اندازهمش،يدستکارينانو برايفناور. )2019
لیبه دلریاخيهااست که در سالينانومتر100تا 1اسیمق

اند و منجر به مورد توجه قرار گرفتهادینسبت سطح به حجم ز
شوند یها ماز مولکولگریدیآنها نسبت به برخشتریواکنش ب

)DurÁn et al., که به صورت یمواد وقتاتی). خصوص2010
دیکنند و نانوذرات خواص جدیمرییشوند تغدینانوذرات تول

دهند که یاز خود نشان ميو نوریسی، مغناطییایمیش،یکیزیف
آنها را قادر به و دارد یآنها بستگيبه اندازه، شکل و مورفولوژ

Rajeshkumarکند (ها میکروبیو مجانوراناهان،یتعامل با گ

& Sivapriya, را به یقیوجه عمتيرودیاکسذرات نانو). 2020
مثل نسبت سطح به حجم بالا، يمنحصر به فرديهایژگیولیدل

جذب ییبالا، توانایتونیاکساوندیپيانرژاد،یزيریپذواکنش
Lim etبه خود جلب نموده است (ينورنگیلتریبالا و فينور

al., و یپزشکستیزيکاربردهايدارانانوذراتنی). ا2010
،یستیزيدارو، استفاده در حسگرهاانتقالد ماننیمختلفییدارو

مهار قیاز طرکیآلرژيهاواکنشلیسرطان، تعدضدخواص 
ضد خواصابت،ی، خواص ضد دهاماستوسیتونیدگرانولاس

استفاده در ها و از سلوليربرداریتصوباکتریایی و ضد ویروسی،
و ضد آفتابیسوختگيهادرکرمژهیبویو بهداشتیشیمواد آرا

,.Jiang et alرا دارند (يجذب امواج نورلیبه دل 2018; Jangi

et al., شامل ییایمیو شیکیزیمختلف فيهاکی). تکن2020
،یپالسییایمیرسوب شدروترمال،یه،یحرارتریخلا بالا، تبخ

پالس يو رسوب گذارونیسیکروامولیم،ییایمیشيایاح
استفاده شده است يرودیسنتز نانوذرات اکسيبرايزریدرولیه
)Kołodziejczak-Radzimska & Jesionowski, 2014.(

از جمله یبیمعايذکر شده با وجود سرعت بالا دارايهاکیتکن
عدم توجه به مسائل بهداشت و یاد،زيگران بودن، مصرف انرژ

در سطح و تجمّع نانوذرات، تعداد کم یصنقایجادایست،زیطمح
ید، تولیسميهاها و گونهاده از حلالنانوذرات سنتز شده، استف

با توزیع نامناسب و ذرات دیو تولخطرناك یجانبيهاوردهافر
علوم امر کاربرد آنها را در حوزهنیهستند که اپایداري پایین 

Lim etکند (روبرو میيبا خطرات جدییداروویپزشکستیز

al., 2010; Mohd Yusof, يهااستفاده از روش). 2019
يفناّوریکعنوان بهيرویددر ساخت نانوذرات اکسیستیز

یامدهايپيساخت نانوذرات با عملکرد متنوع که دارايسبز برا
سنتز سبز کردیرواست، ظهور کرده است. يافوق العادهیدرمان

ستیمقرون به صرفه، زست،یزطیدوستدار محکردیروکی
گسترده نانوذرات ریادمقدیو سبز است و امکان تولمنیسازگار، ا

دینمایمفراهمرا یگونه ناخالصچیخالص و بدون هيرودیاکس
)et al., 2020Bolbanabad .(یستی،زيهاروشیندر ب

هاي سبز عنوان نانوکارخانههاي مخمري بهاستفاده از سویه
جایگزین مناسبی براي ساخت نانوذرات هستند که مقرون به 

یلمخمرها به دلست هستند.  صرفه و دوستدار محیط زی
بالا، يقدرت سازگاریکی،فراوان، تنوع متابولیمیترشحات آنز

پردازش یساده و سادگيبا استفاده از مواد مغذعیرشد سر
سنتز نانوذرات يبرایمناسبنهیتوانند گزیمیدستنییپا

,Ashengrophباشند (يرودیاکس ). تا به امروز مطالعات 2014
از جمله نقره، ينانوذرات فلزیستیسنتز زنهیدر زمیعیوس

میکروبیمختلف يهاهیتوسط سويرودیو سولفومیطلا، پالاد
توان به سنتز نانوذرات نقره توسطیصورت گرفته است که م

، Yarrowia lipolyticaهاي مخمري مختلف شاملگونه
Candida utilis ،Cryptococcus laurentii ،

Saccharomyces cerevisiae ،Pichia pastoris ،Candida

albicans ،Rhodotorula glutinis وCandida glabrata ،
، Magnusiomyces ingensمخمر سنتز نانوذرات طلا توسط

Saccharomycesمخمرتوسطومیسنتز نانوذرات پالاد

cerevisiaeسرب توسط مخمر دیسنتز نانوسولفنیو همچن
Rhodospridium diobovatum اشاره نمود)Gahlawat &

Choudhury, يرودیحال سنتز نانوذرات اکسنی). با ا2019
Candidaيمخمريهاهیتنها در سو sp. MY2

)Ashengroph, 2014،(Pichia kudriavazevii

)Moghaddam et al., 2017 ،(Candida albicans

)Shamsuzzaman et al., نیدر ا) گزارش شده است. 2017
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با يزآبيمخمريهاهیسوییو شناسايپژوهش، جداساز
مورد یکروبیخواص ضد مبا يرودیسنتز نانوذرات اکستیقابل

.ه استمطالعه قرار گرفت

هامواد و روش
بهنسبتمقاومتيالگویبررسويزآبيمخمرهايسازیغن

يروونی
شاملخزريایدریاز سواحل غربینمونه آب سطح10تعداد 

՛30◦51N՛39◦36(نوشهرو) E՛40◦50N՛45◦36(رامسر

E ( يسازیشد. با هدف غنيجمع آور1399در فصل بهار سال
از تریلیلیمکی،يروونیمقاوم به يزآبيمخمريهاهیسو

کشت کمپلکس يهاطیشده به محيآب جمع آوريهانمونه
کلران رزبنگال يمخمرها تحت نام ديجداسازیاختصاص
انگلستان) Quelabشده از شرکت يداریآگار (خرکلیکلرامفن

) و رزبنگال تریگرم در ل1/0(غلطت لکیشد. کلرامفنحیتلق
کشت مذکور به طی) موجود در محتریگرم در ل025/0(غلظت 

یالرشد معیسريها و کپک هايباعث توقف رشد باکتربیترت
درصد و 98ي(خلوص بالايمذکور استات روطیشود. به مح

5/0یی) در غلطت نهاچیآلدر-گمایشده از شرکت سيداریخر
يلترهایفقینمودن از طرلیپس از استريروونیمولار یلیم

کشت مذکور يهاطیافزوده شد. محیکرونیم45/0یسرسرنگ
يساعت گرماگذار72به مدت وسیسلسدرجه 25در انکوباتور 

قیاز طريمخمريهایاز رشد کلننانیشد. پس از حصول اطم
،ينورکروسکوپیو مشاهدات میشناسختیريهایبررس
کیکشت سنتتيهاطیمحيشده بر رويجداسازيهایکلن

YPD عصاره تر،یگرم در ل20پپتون تر،یگرم در ل20(گلوکز
ي) خالص سازتریگرم در ل20و آگار تریگرم در ل10مخمر 

,Ashengroph(دیگرد يهاهیمقاومت سويالگو). 2014
روش رقت قیاز طريروونیشده نسبت به يگرغرباليمخمر

يتریلیلیم125هاي منظور به ارلننیايبرا.شدنییعدر آگار ت
خاصی يهاشده، غلظتآگار ذوب YPDاز تریلیلیم20حاوي 

، 5/2، 25/2، 2، 75/1، 5/1، 25/1، 1، 75/0(ياستات روونیاز 
و 25/5، 5، 75/4، 5/4، 25/4، 4، 75/3، 5/3، 25/3، 3، 75/2
اي به قطر هاي شیشهتو سپس داخل پلیمولار) اضافهیلیم5/5
درجه 40هاي آگاردار در دماي متر ریخته شد. پلیتسانتی8

ها ساعت قرار گرفتند تا سطح مرطوب آن2گراد به مدت سانتی
از محیط تریلکرویم10سمپلر، لهیوسخشک شود و سپس به

مایع که میکروب مورد نظر در آن رشد کرده (رشد لگاریتمی) 
مک فارلند بود (میکروب تلقیح شده ./5بود و تراکم آن 

cfu/ml810 ×5/1ها ) بر روي محیط آگار دار قرار گرفت. پلیت

وسیسلسدرجه 25يدر دمايگذارساعت  گرمخانه72پس از 
,.Washington et alمورد مطالعه قرار گرفتند ( 1980 .(

عصارهتحتيرودیاکسنانوذراتیسلولبرونسنتزیبررس
لسلوازيعار

يدارا،NS02مخمر هیاز سلول سويعارعصارههیتهيبرا
شاتیجهت انجام آزما،يروونیمقاومت نسبت به نیبالاتر

کامل از کلنی تازهلوپکی،يرودینانوذرات اکسوسنتزیب
ساعت 24و به مدت حتلقیYPDعکشت مایطمخمري به محی
درجه 25و دماي rpm200دار با دور کردر انکوباتور شی

مخمري وندرصد از سوسپانسیک. یدگذاري گردیگرماوسیسلس
تری لیلمی50ي حاوي تری لیلمی250هاي شده، در ارلنهتهی

گذاري شد. سپس با انکوبهمشابهطتحت شرایعکشت مایطمحی
Labofuge-400(مدل دارخچالیوژیفاستفاده از سانتری

کشتوپرناتانتسازي مخمری ستزیتوده)ساخت کشور آلمان
. )وسیسلسدرجه 4دماي قه،دور در دقی5000(شدي جداساز

رم از گ5زانمیل،استریزهیونپس از سه بار شستشو با آب دی
50ي که حاوي تری لیلمی250هاي ارلندرمذکوری ستزیتوده

ساعت 24و به مدت ختهبود، ریلاستریزهیونآب دیتری لیلمی
ساخت شرکت فن آزما KM-65ل (مددر شیکر انکوباتوردار 

درجه 25و دماي rpm200(شدانکوبه)گستر، ایران
مخمري با توده،گرما گذاري. پس از طی دوره)وسیسلس

ی ستزیعصاره عاري از تودهازوجداوژیفاستفاده از سانتری
ی ستزیلبراي تبدیستعنوان کاتالیمخمري جمع آوري شده به

روي استفاده شد. ده نانوذرات اکسیي برواستاتسازشنمک پی
ی لمی50ي حاوي تری لیلمی250هاي منظور، به ارلننبراي ای

عاري از سلول مخمري برداشت شده، محلول از عصارهترلی
روي) اضافه و به ونی مولار یلمی5استات روي (با غلظت نهایی 

و دور وسیسلسدرجه 25دمایی طساعت تحت شرای24مدت 
از محلول بطور همزمان گذاري شد. انکوبهrpm200کرشی

طعنوان محیبه)عاري از سلولعصارهحبدون تلقی(استات روي
,.Bolbanabad et alکنترل استفاده شد ( بررسی اولیه . )2020

روي از طریق مشاهده تغییر رنگ و روش دینانوذرات اکسسنتز
انجام شد. UV-visibleطیف سنجی 

کارآمد يمخمرهیسویو ملکولیپیفنوتییشناسا
و یشناسختیريهایژگیمخمر براساس وهیسوییشناسا

مخمرها انجام شد يکتاب طبقه بندبراساسییایمیوشیب
)Kurtzman & Fell, هیسویلکولومی). به منظور شناسائ2000

يهابا کمک دانهبیژنومی با استفاده از تخرDNAمنتخب استخراج 
حاصل از ونیسوسپانسي) روglass bead disruption(ياشهیش

انجام شد عیماYPDکشت طیساعته مخمر در مح24کشت 
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)Yamada et al., از دو آغازگر PCRانجام واکنش ي). برا2002
ITS1)5یعموم -́TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3´ (

ITS4)5و -́TCCTCCGCTTATTGATATGC-3´ (
,.White et alاستفاده شد ( مواد و مقادیر مورد نیاز براي ). 1990
انجام واکنش طبق ییدماطیشرانیو همچنPCRانجام واکنش 

,.Ashengroph et alو همکاران انجام شد (Ashengrophروش 

مرتبط يهاگونهگریديهایحاصل بلاست و با توالی). توال2011
با استفاده کیلوژنیشد. درخت فسهیمقاNCBIیدر بانک ژنکینزد
MEGAافزار نرماز و با بوت neighbor-joiningو بر اساس روش 7

,.Kumar et alشد (میتکرار ترس1000استرپ  2016 .(
سنتز سبز و برون دمشاهدات ظاهري و دستگاهی جهت تأیی

ي رودنانوذرات اکسی
راهکار عصارهسنتز شده در مخلوط واکنش باروي داکسینانوذرات 

مخمري کارآمد با استفاده از مشاهدات ظاهري هعاري از سلول سوی
اسپکتروفتومتري UV-visibleرنگ محلول واکنش)، ر(تغیی

)Specord الکترونی روبشی کروسکوپي با میربردار)، تصوی210
پراش پرتو ) و FESEM-EDX(يانرژةپاشندکسیبه پرتوامجهز به 

لی) مورد بررسی قرار گرفت. در مرحله اول، تشکXRD(کسیا
مشخص شد. به منظور واکنشمحلولرنگرتغییمشاهدهبانانوذرات

قهدر دقی5000ها با دور نمونه،ياسپکتروفتومتری جذبفیطنتعیی
نانومتر800تا 200شده و از محلول رویی در محدوده وژیفسانتری

اندازه نانوذرات نیانگجذبی گرفته شد. با هدف بررسی شکل، میفطی
FESEM-EDX)Miraزعنصري آن از آنالیبترکیشده و لتشکی

3-LMu, TESCANاستفاده شد. آنالی (زXRD)X'Pert-MPD,

philipsروي استفاده د) با هدف مطالعه ساختار بلوري نانوذرات اکسی
ابتدا عصاره،يرودینانوذرات اکسصیو تخليبا هدف جداسازشد. 

شده در مخلوط لروي تشکیدعاري از سلول حاوي نانوذرات اکسی
ی عبور داده کرونمی22/0ي سرنگی لترهای از فیلتبدیستواکنش زی

به مدت قهدور در دقی15000با دور بالا (وژیفاز سانتریشد. سپس
در ادامه و با هدف خالص سازي نانوذرات . گردید) استفاده قهدقی45

و لاستریزهیونرسوب حاصل با آب دیجمع آوري شده شستشو 
ها در دستگاه نمونهت. در نهایوژ آن سه بار انجام پذیرفتسانتریفی

Alpha(ریزدرافری 1-2Dplus, Christ, Germany به مدت (
,Ashengroph & Khalediساعت خشک شد (24 2020;

Bolbanabad et al., 2020 .(
شدهسنتزي روداکسیی نانوذرات کروببررسی اثر ضد می

سبزروشبه
ي زاهایماردر برابر بیروي داکسیی نانوذرات کروبضد میتفعالی
، Escherichia coli ،Klebsiella pneumoniaeییاباکتری

Pseudomonas aeruginosa وStreptococcus pyogenes

استان کردستان که يهامارستانیبینیباليهاجدا شده از نمونه
قشده بودند، از طریهیکردستان تهیاز دانشگاه علوم پزشک

عدم رشد و به روش انتشار از چاهک بر سطح هالهي ریگدازهان
,.Abdolmaleki et alآگار بررسی شد ( روش،ندر ای).2018

مینمعادلکدورتبای کروبیمونیسوسپانسي سازآمادهازپس
اي سرکج شهشیلهکشت چمنی با استفاده از می، فارلندمک

نجام گرفت. اآگار نتونکشت مولر هیطبر سطح محیلاستری
هایی چاهککشت،طهاي محیتپس از خشک شدن سطح پلی

جادایلپت پاستور استریمتر به کمک پییلمی5ی بتقریبه قطر 
ي سنتز روداز نانوذرات اکسیتریکرولمی50زانشد. سپس به می
قعاري از سلول، پس از خشک نمودن از طریشده در عصاره

) و تری لیلی گرم بر میلمی1غلظت (هو تهیریزدرادستگاه فری
حمامقاز طریلاستریننمودن در آب دمیسپرسدی

,Vtsonic(کیاولتراسون Chinaها به مدت تیپل. شدخته)، ری
انکوبه شدند. از آب وسیسلسدرجه 37ساعت در دماي 24
عوسیکیوتعنوان کنترل منفی و از آنتی بیبهلیاسترندمی
تترل مثبت استفاده شد. در نهایعنوان کنبهکلکلرامفنیفالطی

اله عدم رشد هقطري رگیها با اندازهيباکترتیحساسزانیم
.مورد سنجش قرار گرفت

نتایج
برونسنتزیبررسويروبهمقاوميمخمريهاهیسويجداساز

برتريمخمرهیسودريرودیاکسنانوذراتیسلول
يزآبيمرمخيهیسو16، يسازیغنکشتکیبراساس تکن

جدا شده يهاهیمقاومت سويالگو. شديجداسازيروونیمقاوم به 
- شده با غلظتیغنYPDعیکشت ماطیدر محيروونینسبت به 

شد. نییروش رقت در آگار تعقیاز طريمختلف استات رويها
- غرباليمخمريهاهیمقاومت سوزانیبدست آمده مجیبراساس نتا

، نیبنی. در اگردیدنییمولار تعیلیم25/5تا 75/0نیشده بيگر
را دارا يروونیمقاومت نسبت به نیکه بالاترNS02يمخمرهیسو

لیتبدشاتیبرتر جهت آزماهیعنوان سومولار) بهیلیم25/5بود (
از سلول يعارراهکار عصارهبايرودیبه نانواکسياستات رویستیز

نمک یستیزلیتبدبايرودیشد. سنتز نانوذرات اکسدهیبرگز
با مشاهدات يرودیمولار) به نانواکسیلیم5(غلظت ياستات رو

) قابل UV-visibleفرابنفش (- یمرئیجذبفیو مطالعه طیچشم
از سلول يعارتوسط عصارهیستیزلاتیاست. در اثر تبدصیتشخ

يریبه شلیمتمادیرنگ به سفیرنگ محلول واکنش از شفاف ب
لیتشکانگریبراساس منابع موجود نماشده که لیرنگ تبد
,Ashengrophاست (يرودینانوذرات اکسيدیکلوئونیسوسپانس

يرودی). جهت اثبات وجود نانوذرات اکس2013
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25دریلیتبدستیزواکنشساعت24ازپسومولاریلیم5غلظتدريرواستاتمحلولياسپکتروفتومتریجذبيهافیطویچشممشاهدات-1شکل
سلولازيعارعصاره(یلیتبدستیزطیمحو) يرواستاتفاقدسلولازيعارعصاره(کنترلطیمحدر) قهیدقدردور200(مدورکریشيرووسیسلسدرجه

. )يرواستاتنمکباشدهماریت
Figure 1. Visual observation and UV-vis spectra of the reaction mixtures in the control sample of cell-free extract (without
Zinc acetate) and cell-free extract treated with Zinc acetate after 24 h incubation at 25 ◦C on a shaker at 200 rpm.

تا 200يشده در محدوده ماریکنترل و تيهانمونهیجذبفیط
خوانده شد. يتومترنانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروف800
نانومتر نشان دهنده371حاصل در طول موج کیجذب پممیماکز

است يرودینانوذرات اکسيبرایپلاسمون سطحدیباند جذب تشد
يرودینانوذرات اکسیجذبکیپممیکه براساس منابع معتبر ماکز

,.Mahamuni et al(نانومتر است500تا 300يدر طول موج ها

2019; Ding et al., از ي. در محلول کنترل (عصاره عار)2020
300نیبيدر طول موج ها)،ين نمک استات رودسلول بدون افزو

). 1مشاهده نشد (شکل یجذبکیپچینانومتر ه500تا 
نمک استات یستیزلیدر ادامه و با هدف بهبود راندمان تبد

، 12(ونیانکوباسي، اثرات دوره يرودیبه نانوذرات اکسيرو
از يعاريعصاره راهکارباساعت) 84و72، 60، 48، 36، 24

ی). همانگونه که در شکل مشاهده م2شد (شکل یسلول بررس
ونیساعت انکوباس12پس از يرودیشود سنتز نانوذرات اکس

مرتبط به نانوذرات یجذبکیمنظم در پشیافزاکیشروع شد. 
نیاهده شده است. بام مش60ام تا 12از ساعت يرودیاکس

در جذب یکاهش نسبکیساعت 84تا 72نیساعات ب
ممیماکزییبا ساعات ابتداسهیحال در مقانی. با اگردیدمشاهده

از تیبالاتر است که حکايرودینانوذرات اکسیجذبکیپ
.شده استلینانوذرات تشکینسبيداریپا
مطالعات قیاز طريرودینانوذرات اکسیژگیونییتع
یسنجفیو طیروبشیالکترونکروسکوپیم

روي سنتز شده توسط عصاره ي داکسیاندازه و شکل نانوذرات 
کروسکوپتوسط میNS02مخمري هعاري از سلول سوی
و SEMرتصاوی3Aشکل.)3(شکل شدنالکترونی روبشی تعیی

با دهد. یاندازه ذرات را نشان معیتوزستوگرامیه3Bشکل 
اندازه ي نیانگي کروي با میرود، نانوذرات اکسیتوجه به شکل

و يمربوط به رويهاکیپ3Cنانومتر سنتز شد. شکل 69/42
.را نشان دادEDXزیآنالقیاز طريرا در نانوذرات سنتزژنیاکس
سنتز يرودی) نانوذرات اکسXRD(کسیپراش اشعه ازیآنالجینتا

نشان دهندهXRDمون آزجیآورده شده است. نتا4شده در شکل 
)، 101)، (002)، (100(يدر صفحات بلورتیقابل رويهاکیپ
) است که منبطق بر 201) و (112)، (103)، (110)، (102(

يرودینانوذرات اکساستاندارد پرش آنها با نمونهيایصفحات و زوا
,.Mahamuni et alاست ( 2019; Ding et al., نی) که هم2020

کرد.دییرا تايرودیبودن نانوذرات اکسیستالیموضوع کر
NS02مخمر هیسوتیهونییتعجینتا

و یسنجفیطيزهایکه براساس آنالNS02مخمر هیسو
نییشد، جهت تعدهیمنتخب برگزهیعنوان سوبهیکروسکوپیم

يهاآزمون،یشناسختیرشاتیمورد آزماتیهوقیدق
يمخمرهیفت. سوقرار گرکیلوژنتیفيهاو تستییایمیوشیب

يهاهمراه با جوانهیضیبه شکل بکیمذکور از نظر مورفولوژ
مخمر ی). کلن5Aکاذب مشاهده شد (شکل فیهمراه با هیقطب

و به يدیصورت صاف، موکوئهآگار بYPDکشت طیمحيبر رو
جی). براساس نتا5Bمشاهده شد (شکل ینارنج- رنگ قرمز

یبرخنظر تست مصرف مخمر مذکور ازییایمیوشیبيهاتست
شامل گلوکز، گالاکتوز و فرکتوز مثبت و از یدراتیمنابع کربوه

اوره بر زیدرولیبود. تست هینظر مصرف لاکتوز و رامنوز منف
طینشاسته در محزیدرولیکشت اوره آگار مثبت و هطیمحيرو

بود.یکشت نشاسته آگار منف
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درجه25دراز سلول يعاريو عصاره يمولار استات رویلیم5يدر محلول واکنش حاويرودینانوذرات اکسسنتزيبر روونیانکوباسياثر دوره -2شکل 
.)قهیدقدردور200(مدورکریشيرووسیسلس

Figure 2. Effect of incubation periods on zinc oxide nanoparticles production in the reaction mixture containing cell-
free extract mixed with 5 mM zinc acetate at 25 °C with shaking at 200 rpm.

سنتز شده توسط يرودینانوذرات اکسEDXفی) طCاندازه ذرات و (عیتوزستوگرامی) هBو (SEMیالکترونکروسکوپیحاصل از مری) تصاوA(-3شکل 
.NS02يمخمر آب زهیاز سلول سويعارعصاره

Figure 3. (A) Scanning electron microscopy (SEM) images, (B) Histogram of particle size distribution and (C) Energy-
dispersive X-ray spectroscopy (EDX) of zinc oxide nanoparticles synthesized by cell-free extract of the aquatic yeast
strain NS02.
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ابتدا ،NS02با هدف تعیین هویت دقیق سویه در ادامه و
DNA ژنومی استخراج و سپس ژن کد کننده نواحیITS1-

5.8S-ITS2 از طریق پرایمرهاي یونیورسالITS1 وITS4

).6قرار گرفت (شکل PCRمورد واکنش 
آنرا در برنامه توالی،یینتعپس از مشخص شدن نتایج

اساس نتایج حاصل از قرار داده شد. برBLASTکامپیوتري 
هايسویهبادرصدي7/98شباهتبلاست این سویه داراي 

. در ادامه با بودRhodotorula pacificaمتعلق به يمخمر
ترسیم درختچه فیلوژنی مشخص شد که این سویه در میان 

شده نزدیکترین قرابت ژنتیکی را با ثبتهايگونه
Rhodotorula pacifica 7دارد (شکل.(

سنتز شده يرودینانوذرات اکسیکروبیاثرات ضد مجیانت
Rhodotorula pacifica NS02از سلول يعارتوسط عصاره

دینانوذرات اکسیکروبیضدمتیفعالیدست آمده از بررسهبجینتا
از يعاربا استفاده از عصارهیستیزسنتزسنتز شده به روش يرو

- هیجدایتماميبر روياز اثر مهارتیسلول مخمر تست شده حکا
اثر نیشتریدست آمده، بهبجیدارد. براساس نتاینیباليها

نیانگیبا مK. pneumoniaeهینانوذرات مذکور بر علیبازدارندگ
مربوط به یمهارکنندگزانیمنیمتر و کمتریلیم2/6یمهارکنندگ

S. pyogenesمتر است. در یلیم8/4یمهارکنندگنیانگیبا م
نانوذرات یدست آمده، اثرات مهارکنندگهبجیراساس نتامجموع ب

عیوسکیوتیبیمطالعه  بالاتر از آنتنیسنتز شده در ايرودیاکس
).8بود (شکل کلیکلرامفنفیالط

بحث 
یپزشکستیمتعدد زيهابا توجه به کاربرديرودینانوذرات اکس

کیتکنافتنیر امنیو همهستندیفراوانتیاهميدارایو صنعت
هیرا توجيرودیسنتز نانوذرات اکسيو کارآمد را  برادیجديها

اثرات يداراییایمیکوشیریفجیرايهاکیکند. از آنجا که تکنمی
يهاوهیخاطر شنیهستند به همیمخرباریبسیطیمحستیز
- . در سالهستندیفراوانتیاهميدارايسنتز نانوذرات فلزیستیز

خارجو داخلبصورت يرودینانوذرات اکسیستیز زسنتریاخيها
و یمختلف قارچيهاهیسو،يمختلف باکتريهاهیتوسط سویسلول

مورد توجه قرار گرفته است. در يمخمريهاهیاز سويتعداد محدود
يهاهیتوسط سويرودینانوذرات اکسیستیارتباط با سنتز ز

شکل یو مکعبيالهیميرودیتوان سنتز نانوذرات اکسیميباکتر
Bacillusينانومتر در باکتر95تا 45اندازهنیانگیبا م

megaterium)Saravanan et al., دی)، سنتز نانوذرات اکس2018
.Lدر ينانومتر 19تا 7ذراتشکل با پراکنش اندازهيکرويرو

plantarum)Selvarajan & Mohanasrinivasan, 2013 ،(

80تا 35شکل با پراکنش ذرات يکرويرودیسنتز نانوذرات اکس
,.Pseudomonas aeruginosa)Singh et alدر ينانومتر

شکل و با ابعاد حدود ياهیزاويرودی)، سنتز نانوذرات اکس2014
Sphingobacterium thalpophilumدر ينانومتر40

)Rajabairavi et al., دینانوذرات اکسسنتز نی) و همچن2017
Staphylococcus aureusدر ينامتر50تا 10پراکنش بايرو

,.Rauf et alاشاره نمود ( دی). در ارتباط با سنتز نانوذرات اکس2017
نانوذرات یستیتوان به سنتز زیميارشتهيهاتوسط کپکيرو

ينانومتر150تا 45شکل با ابعاد يو کرویشش وجهيرودیاکس
,.Alternaria alternate)Sarkar et alتوسط  )، سنتز 2014

توسط ينانومتر80تا 60شکل با ابعاد يکرويرودینانوذرات اکس
A. fumigatus)Rajan et al., نانوذرات سنتز زیستی )، 2016

ينانومتر63تا 28اندازه ذرات عیشکل با توزيکرويرودیاکس
.Aيرشته اتوسط کپک  terreus)Baskar et al., و )2013

شکل با ابعاد بزرگتر از یمثلثيرودیسنتز نانوذرات اکسنیهمچن
Fusariumتوسط ينانومتر100 sp.اشاره نمود)Velmurugan

et al., يمحدودمطالعاتيمخمريهاهیدر ارتباط با سو.)2010
يرودیتوان به سنتز نانوذرات اکسیصورت گرفته که از آن جمله م

.Pتر در مخمر نام61تا 10با پراکنش یشش وجه

kudriavazevii)Moghaddam et al., سنتز نی) و همچن2017
25اندازه ذرات ننیانگیبا ميشبه کرويرودینانوذرات اکس

,.C. albicans)Shamsuzzaman et alتوسط مخمر يناومتر

در ارتباط با عینسبتا وسقاتیتحقرغمی) اشاره نمود. عل2017
مختلف، يهاسمیکروارگانیتوسط ميرودیسنتز نانوذرات اکسویب

نانوذرات توسط نیایستیدر ارتباط با سنتز زيمطالعات محدود
یمیوجود دارد. مخمرها با توجه به ترشحات آنزيمخمريهاهیسو

بالا و از همه مهمتر سهولت یستیبه توده زیبالا، سهولت دسترس
وسنتزیبيبرایمناسبيدایتوانند کاندیمیدستنییپردازش پا

نپژوهش براي نخستیندر این،یباشند. بنابرايرودینانوذرات اکس
Rhodotorula pacificaزيبومی آبمخمر لبار پتانسی NS02

لیدر تبد) MW362559یدر بانک اطلاعات ژنی(شماره دسترس
ساز به نانوذرات شیپيعنوان سوبسترابهينمک استات رویستیز

از سلول يراهکار عصاره عارباو یسلولبه صورت خارجيرودیاکس
دست آمده، نانوذرات هبجیقرار گرفت. براساس نتایمورد بررس

نانومتر و بصورت 6/42ياندازه نیانگیشکل با ميکرويرودیاکس
ينانوذرات فلزیسنتز شد. سنتز سبز و  برون سلولیبرون سلول

سلول ،یشیرويمتفاوت از جمله سلول هايراهکارهامختلف تحت 
از سلول در يدر حال استراحت، سوپرناتانت کشت و عصاره عار

Ashengroph et(مختلف گزارش شده استيهاسمیکروارگانیم

al., 2020; Ashengroph & Hosseini, 2021.(
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.NS02مخمري هیروي سنتز شده توسط عصاره ي عاري از سلول سوداکسی) نانوذرات XRDالگوي پراش پرتو ایکس (-4شکل
Figure 4. XRD pattern associated with zinc oxide nanoparticles produced cell-free extract of the yeast strain NS02.

در NS02يکلنی سویه مخمر.B. 400ازکنتراست با قدرت بزرگنمایی در زیر میکروسکوپ فNS02بررسی ریخت شناسی سویه مخمري .A-5شکل 
.آگارYPDحیط کشت م

Figure 5. A. Morphology of the yeast strain NS02 by phase-contrast microscopy (×400). B. Colony of the yeast strain
NS02 in YPD agar medium.

ي.ت بازجف573محصول یلو تشکPCRبا روش NS02يمخمريیهسوITS1-5.8S-ITS2یدينوکلئوتیتوالیرتکث-6شکل
Figure 6. PCR amplification of ITS1-5.85-ITS2 regions of rDNA of the yeast strain NS02, which was yielded a PCR

product of 573 bp.
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است. Rhodotorulaدر بین اعضاي جنس NS02سویهموقعیتنشان دهنده کهNeighbor-Joiningبا استفاده از الگوریتمدرخت فیلوژنتیکی-7شکل 
هاي ثبت شده در بانک ژنی در پرانتز آورده شده است.شماره دسترسی سویهاستفاده شد. شدهترسیم درختتکرار براي ارزیابی 1000با استرپبوتاز روش 

Figure 7. Phylogenetic tree based on Neighbor-Joining Algorithm showing the position of the yeast strain NS02 within
the genus Rhodotorula. The numbers shown at the branch points indicate percentage bootstrap values from 1000
datasets. GeneBank accession numbers are indicated in parentheses.

Rhodotorula pacificaاز سلول يعارعصارهتوسطشدهسنتزيرودیاکسنانوذراتیکروبیمضداثرات-8شکل NS02ینیباليهاهیجدايروبر.
Figure 8. Antimicrobial effects of Zinc oxide nanoparticles produced by cell-free extract Rhodotorula pacifica strain
NS02 against clinical isolates.
.

سنتز در خارج سلول و با سهیدر مقایسنتز برون سلولتیمز
خاص جهت يمارهایبه تازیاست که ننیبر سطح سلول اای

مقرون ياز لحاظ اقتصادنیاستخراج نانوذرات وجود ندارد و بنابرا
يعارهعصارراهکاراز ریدر پژوهش اخنیبه صرفه است. همچن

یستیزيهاروش از ماکروملکولنیاز سلول استفاده شد. در ا
عنوان عامل موثر در ساخت بهیاسترسطیشراشده تحت دیتول

راهکارهاریبا ساسهیدر مقانیشود بنابراینانوذرات استفاده م
عیتوزشود و نانوذرات حاصل از یتر آغاز معیسنتز سرندیافر

Bolbanabadبرخوردار خواهند بود (یمناسب et al., 2020 .(
اي نهیزمدربزرگچالشکها یکیوتیبی آنتبهمقاومتشافزای

ضد يگسترده از داروهااستفادهدارویی و پزشکی است. 
مقاومت در برابر دیتشديبرایفشار انتخابجادیباعث ایکروبیم
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ها در سمیکروارگانیشده است. مقاوت میکروبیضد ميداروها
نیاست، در اشیدر حال افزاوستهیها به طور پکیوتیبیبرابر آنت

مانند نانوذرات با خواص ضد یباتیج ترکاستخراایراستا سنتز 
در دوارکنندهیبالقوه و امياست و کاربردهايضروریکروبیم

قابل تصور است قیطرنیها از اسمیکروارگانیمنیمبارزه با ا
)Usman et al., روي با توجه به نسبت دنانوذرات اکسی). 2013

عدم مقاومت نو همچنیتبالاي سطح به حجم، عدم سمی
ها شامل باکتري سمیکروارگانیمازی عیوسفی در برابر طیروبکمی

ی کروبهاي گرم مثبت و گرم منفی و قارچ ها داراي اثرات ضد می
Rajanقوي هستند ( et al., 2016; Moghaddam et al.,

2017; Rauf et al., ضد تپژوهش کارایی فعالین). در ای2017
هاي هبرخی جدایهي سنتزي علیرودی نانوذرات اکسیکروبمی
نانوذرات و زی بررسی شد. با توجه به کوچک بودن ساینبالی

همههمهاري مطلوب علیرمناسب تاثیکنواختیعتوزی
يهاهیجدایمعرف. مشاهده گردیدهاي باکتري تست شده هیجدا

یدر سنتز برون سلولیستیزعنوان منابع بهيزمخمر آب
مناسب از یکروبیضد متیبا فعاليرودینانوذرات اکس

سازي نهاست با بهیدامیپژوهش است. نیايدستاوردها
سازهاي مناسب به شی پیلتبدیستپارامترهاي موثر در زی

یی ایمیوشي بیرهابررسی مسینروي و همچنیدنانوذرات اکسی
با توزیع نانوذراتبهی ابیدستامکانوسنتزیبندیادر فرلدخی

هاي بالاتر فراهم شود.اسیمقدرمناسب و پایداري بالا

سپاسگزاري
کارشناسی ارشدنامهمستخرج از پایاناین مقاله پژوهشی

خانم نشاط سوسنی دانشجوي کارشناسی ارشد دانشگاه رازي 
خسرو و دکتر دکتر مراحم آشنگرف مشتركتحت راهنمایی

و دانشگاه کردستانبا حمایت مالی و معنوي دانشگاهچهري و 
این مقاله مراتب نویسندگانده است که بدینوسیله،اجراشرازي 

.دندارتشکر و قدردانی خود را اعلام می
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