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:چکیده

ازیکیسورفکتین . کنندآنها را تولید میهامیکروارگانیسمکه هستندیهایمولکولها،بیوسورفکتانت

-تولید میآن راسابتیلوسباسیلوسهاي مختلف لیپوپپتیدي است که گونههاي بیوسورفکتانتترین مهم

تولید میزانر دشده با نشاسته پوشیده+Fe3 وFe0نانوذرات اثربررسی هدف از این پژوهش، . کنند

خاك، جداسازي نمونه70ازسیلوس با20براي این منظور .استسابتیلوسباسیلوسسورفکتین حاصل از 

تشخیص منظور جداسازي وتوالی ژنوم شدند. بهSrRNA16روشباهاي بیوشیمیایی خالص و با روشو

قطره، تست انهدام، زهمولیآزمون مانند هاي کمی و کیفی غربالگري، تولید بیوسورفکتانت از روش

Bacillus subtilis(63و61دوگونه.شداستفادهسطحی کششوکنندگیامولسیونفعالیتسنجش

subspecies. Inaquosorum( کاهش وسورفکتانتبیو، تولید زهمولیآزمون در انتخاب شدند. سپس

بعد از کشت ساعت 96و72، 48در +Fe3 وFe0حاوي نانوذرات کشش سطحی در محیط حداقل نمکی

بهترین و61بهترین باکتري، سویه . کردتأییدرا اتصال نانوذرات به سورفکتانت SEM. شدبررسی 

بدونحاصل از بیوراکتور نتایج با نتایجاین کشت داده شد. بیوراکتوردست آمد و درهب+Fe3نانوذره،

در بیوراکتور61کشت سویه ازسورفکتین حاصلدهدنشان میپژوهشاین نتایج ایسه شد. مقنانوذره

ساعت 72کشت همین سویه پس ازازرشد، تولید بیشتري زساعت ا72پس از +Fe3 حاوي نانوذره

.دکراستفاده سازي تجاريبراي از این سویهتوان میتحقیقات ادامه در صورت کهدارد+Fe3بدون نانوذره

سورفکتین، کشش سطحی،+Fe3 وFe0نانوذرات،کتانتبیوسورف، سابتیلوسباسیلوسگان:واژکلید
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مقدمه

-دوست منحصربههاي دوگانه، مولکولاهبیوسورفکتانت

هاي آلی و فلزي محیط د که در حذف آلودگیفردي هستن

در هابیوسورفکتانت. ]1[دارندبسیاريکاربرد زیست 

صنعت نفت، صنایع غذایی، دارویی و صنایعی مانند 

هاي شاخص ویژگیبرخی از . روندمیکار بهآرایشی 

در مقایسه با ها که سبب برتري آنها بیوسورفکتانت

کاهش :ند ازاعبارت،شودسورفاکتانت هاي شیمیایی می

پایین، زیست بودنسمیکشش سطحی و بین سطحی،

عملکرد انتخابی، کنندگی، امولسیونپذیري بالا، تخریب

فعالیت اختصاصی، امکان تولید از مواد خام ارزان قیمت، 

تر و تنوع بیشتر خواص ضدمیکروبی، تولید آسان

ها و همچنین مقاومت در شرایط افراطی ورفاکتانتبیوس

هاي زیاد نمک و و غلظتهاي بالا انند درجه حرارتم

افزایش باهابیوسورفکتانت.]pH]2-5تغییرات

تجزیه زیستی شوندمیحلالیت و امولسیون نیز باعث 

سورفکتین . ]6[یابند افزایش هاي نفتی هیدروکربن

تولیدشده مول گرم بر3/1036یوزن مولکولمولکولی با

ثرترین ؤاز مسابتیلوسباسیلوسمختلف هاي توسط گونه

نیوتنمیلی25تا سطحی با قابلیت کششهابیوسورفکتانت

اسیدآمینه 7از ي. ساختار سورفکتین لیپوپتیدهستندمتربر

متصل به گروه کربوکسیل و هیدروکسیل یک اسید چرب 

ازسورفکتین. ]8و7[استتشکیل شدهکربنی14

سطحیکششتواندمیکههاستبیوسورفکتانتمؤثرترین

mN/m72، از M5-10×1 کمترازهايغلظتدرراآب

بیواکتیوخواصبنابراین،]. 9[دهدکاهشmN/m27به

ویروسیضد،]10[میکروبیضدهايفعالیتچونزیادي

هايبررسی. دارد] 12[تومورضدوقارچیضد،]11[

ولید سورفکتین به رشد دهد تمینشانمحققانعلمی

منظوربهامروز دانشمندان . ]1[استوابسته باکتري 

تحقیقات افزایش مقدار تولید و افزایش اثر بیوسورفکتانت

وذراتی مثل آهن، طلا، نقرهاستفاده از نانوبراي ايگسترده

بررسیهدفبامطالعاتیاخیراً.دهندانجام میآهناکسید

حاصلکتانتبیوسورفتولیدمیزانردمختلفنانوذراتاثر

گزارشصنعتدرکاربردمنظوربههاي متفاوتباکترياز

ازبرخیهاگزارشایناساسبر. ]13[استشده

ضداثراتفقطنهخاصیهايدر غلظتهانانوذرات

با باکتريتماسسطحافزایشسبببلکه،رندندامیکروبی

وغذاییموادبیشترتبادل،کشتمحیطدرموجودترکیبات

شوند. نتایجمیتولید بیوسورفاکتانتمیزانافزایشدرنتیجه

باکتري، نوع نانوذره، غلظتنوعبهبستهمطالعاتاین

متفاوتباکتريبانانوذرهکنشمیانزماننانوذره، مدت

سببنانوذراتدهد،میمختلف نشانولی مطالعاتاست، 

سمیتأثیرویابدافزایشهاباکتريازبرخیرشدشودمی

آهن نانوذراتهاي اخیر،در سال].13[نداردآنهابر

و سازگاري بالاعالیمغناطیسیخواصشتنباتوجه به دا

اي تحقیقات گستردهدر ست.ابسیاري داشتهکاربردهاي

یندهاي مختلف افررو مشتقات آن، بآهناثرات نانوذره

خوبیو نتایجمانند میزان رشد باکتري مطالعه باکتریایی 

.]14[ده استمشاهده ش

دررا +Fe2زمانبهوابستهدوز،وهمکارانرنجاراجان 

مطالعات.بررسی کردندتولید سورفکتانت از باسیلوس

، مول بر لیتر)میلیFe2+)48/0 دوزبا مکمل تکشدهانجام

به لیپوپپتیدساعت تخمیر باعث افزایش غلظت 8پس از 

تولید دهد،مینتایج نشان شد. گرم بر لیتر 3/3±1/0مقدار

به ، +Fe2استراتژي تغذیه چند دوزاتخاذ یکلیپوپپتید با 

،افزایش یافت. درنهایتگرم بر لیتر 2/4±15/0میزان 

Fe2+7/4دوزتکتغذیه غلظت بیوسورفکتانت تولیدي با

غلظت به نسبتبرابر، Fe2+8/5 با چنددوزبرابر و 

در مطالعه . ]15[بهبود یافت بیوسورفکتانت بدون نانوذره 

عملگراشده استفاده از نانوذره زیستراشدي و همکاران، 

دکان و به بهبود میزان تجزیه زیستی ترکیبات نرمال

شد. علت منجر % 89و %91ترتیب به میزان هگزادکان به

یوسورفکتانت بر افزایش تولید دثیر نانوذره أاین افزایش، ت
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سطوحدلیلبهFeنانوذرات. ]16[در محیط آزمایش است

.ندشدن داررداعاملبراييزیادپتانسیلپذیرشان،واکنش

متراکمسرعتبهتمایل دارند)Fe0 (صفرآهننانوذرات

شودمیمنجر آنهاواکنشنداشتنین امر بها.شوند

.]18و17[

ونی، سببیترکیباتبانانوذراتسطحیپوشش

وشود میهمبهنزدیکنانوذراتبیندافعهنیرويافزایش

اًاخیر.]19[د کنمیجلوگیريآنهاتجمعوشدنآگلومرهاز

دهیپوششجهتسبکهايماتریسعنوانبهپلیمرهاانواع

پوشش.]20[استشدهبررسینانوذراتسطحاصلاحو

وآنمغناطیسخواصوهستهحفظموجبپلیمري

جلوگیريباعثهمچنین،شود.مینانوذراتکردنراملگع

وبودنیسمکاهشپایداري،افزایشنانوذرات،تجمعاز

آکریلیک،پلی.]21[شودمیآنهانگهداريزمانمدت

مصنوعیاز پلیمرهايالکلوینیلپلیوگلیکولاتیلنپلی

. ازشونداستفاده مینانوذراتدهیپوششبرايکههستند

ساکاریدها (گروهیپلیطبیعیپلیمرهايرینترایج

سازگار،زیستساکاریدهاپلیازبیوپلیمرها) هستند.

شیمیاییهايگروهوجودهستند وتجدیدپذیروغیرسمی

نانوذراتبیشترکردناعملگرزیستبه ساختارشان،درویژه

پوششساکاریدها برايپلیترینایجر، ]18[انجامدمی

آلژیناتو]24[، دکستران]23[کیتوزان،]22[زآگارو،نانوذرات
-ارزاننشاستهبیوپلیمر، ساکاریدهاپلیمیان. دراست]25[

هايویژگیبهتوجهاست که باتریندسترسدرورینت

زیستسازگاري،زیستچونيفردهبرمنحص

، OHعاملیگروهداشتنوودنبغیرسمیپذیري،تجزیه

استشدهاستفادههانانوذراتبرخیپوششوتثبیتبراي

دلیل کاهش اغلب بهFeدارکردن نانوذره پوشش. ]22[

میزان اکسیدکنندگی این نانوذره صورت گرفته است

بیوسورفاکتانتتولید،همکارانورضازاده.]27و26[

ازاستفادهبارا آئروژینوزاسودوموناستوسطزیستی

مطالعه،ایندر.نداهکردنشاسته بررسی/آهننانوذرات

بودنسمیگونههیچنشاستهشده بانانوذرات آهن پوشیده

سرعتوندادنشانلیترمیلیبرگرممیلی1در راباکتریایی

و23,91%تاترتیببهرابیوسورفکتانتتولیدورشد

.]28[دادافزایش%20,62

حاصل سورفکتینداربررسی مق، پژوهشاین از هدف 

میزان کاهش کشش سطحی ووسسابتیلباسیلوساز 

هاي ایران در خاكهاي جداشده بومی ازسویهآمده دستهب

دارمقمقایسه بادر،نانوذرهبدونداربیوراکتور همزن

-حاويش کشش سطحی دربیوراکتورکاهسورفکتین و

72، 48نشاسته در دارشده باپوشش+Fe3 وFe0انوذراتن

ساعت پس از رشد است.96و 

هاروشو مواد 

هاسازي باسیلوسجداسازي و خالص

-10و از عمقایرانهاي مختلف از قسمتنمونه خاك 70

اي دردار ظروف شیشهدر و آوريجمعزمینسانتیمتري 7

براي. ]29[شدمنتقل به آزمایشگاه C4̊دماي در استریل 

، ي دیگرهاها از باکتريسازي باسیلوسخالصجدا و

تیمارازهاي رویشی، ابتدالولحذف سوحفظ اسپورها

دقیقه در 10ها به مدت باکتريواستفاده شدحرارتی

کشت انجام براي . ]30[شدندقراردادهC80 ̊دماي 

-رقت هرازلیترمیلی1، رقتسريتهیهازپس،پورپلیت

̊دماي درنوترین آگار محیط کشتلیتر میلی15همراه

C45سردشدن به ازپس.شدپلیت ریختهوندر

. ]31[داده شدقرار C37̊ساعت در انکوباتور48-72مدت

باشده هاي جداسویهسازي،خالصپس از انجام مراحل 

-و فقط سویهز بررسیآمیزي گرم و تست کاتالارنگ

برايکاتالاز مثبت انتخاب شدند.اي گرم مثبت وــه

ي هاازمحیطها، خیص بیوشیمیایی سویه باسیلوســتش

SIM (Sulfide (VP)/(MR) ،نشاسته آگاررد، لــمتی
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Indol Motility) ، محیط سیمون سیترات، احیاي نیترات و

.]30[مواد مرك آلمان) تمام(لیسیتین استفاده شد

کننده تولیدباسیلوسجنسبرترهايسویهانتخاب

سورفکتین

-تستاز،باسیلوسجنسبرترهايسویهجداسازي براي

، 1انهدام قطرهمیزانهاي قرمز، لگلبوهاي همولیز

استفاده شدکشش سطحیامولسیفیکاسیون و کاهش

ازهاي قرمزانجام تست همولیز گلبولمنظوربه. ]32[

انهدام میزانهاي براي تستوبلاد آگارکشتمحیط

کاهش کشش سطحی از محیط و امولسیفیکاسیون ،قطره

ها به مدت یهبه این منظور سو. نوترین آگار استفاده شد

ها به محیط انکوبه شدند و نمونهC37̊ساعت در دماي48

40اند ازعبارتکهمحیط حداقل نمکی 2(MSM) اصلی

2رمــگ4PO2KH،0007/0گرم36/1لوکز،ـگرم گ

CaCl،63/0گرمO2.H4MgSO ،001/0 4گرم MnSO،4

-Na گرم4HO2Na،0014/0گرم3NO4NH،68/5گرم

EDTA وO2.H4 FeSO0022/0مواد مرك تمام (گرم

شدند. پس از انتقال به محیط منتقل، ]33[استآلمان) 

MSM̊در انکوباتورساعت72مدت ها بهنمونهC37باrpm

.نگهداري شدند150

زهاي قرمگلبولهمولیزآزمایش

هايپلیتشده، رويهاي خالصتمام سویهدر این روش، 

کشت داده C37̊درساعت 48مدت هبآگار خونیحاوي

(حضور هاي همولیز مثبت داراي هاله بتاسویه. ندشد

، جهت ادامه هاي باکتریایی)منطقه شفاف اطراف کلونی

هاي تولیدکننده سورفکتین انتخاب شدندغربالگري سویه

.]35و34[

1. Drop Collapses
2. Minimal Salt Medium

تست انهدام قطره   

میزان انهدام یک قطره روغن معدنی در سوسپانسیون 

این تست، گویند.تست انهدام قطرهکشت میکروبی را 

هايکلنیغربالگريسریع برايو حساسروشیک

قطرهثبات.کنندمیتولیدکتانتسورفکهاستباکتریایی

سطحتنشباواستوابستهزیستیکتانتسورفغلظتبه

با.نداردارتباطکنندهامولسیونفعالیتبااما،داردارتباط

بهسورفاکتانتتولیدبرايوانتمیروشاینازاستفاده

.]36[کردغربالگريآسانی

کنندگی تست شاخص امولسیون

ظرفیت امولسیون، توانایی محلول پروتئین یا تعلیق براي 

تر هاي مناسبگزینش سویهبرايروغن امولسیون است.

4وناستفاده شد. در]Broderick Cooney]37روش از

کشت محیط لیترمیلی4با قطر یکسان، آزمایشلوله

گلوکز و 3%حاويMSMساعته باکتري در محیط 24

نمونههر.ریخته شدنفت سفیدلیتر میلی5ومخمر%03/0

سپس . تحت ورتکس شدید قرار گرفتدقیقه 1مدت به

قرار در محیط ساکن شکلبهساعت24مدت ها بهنمونه

اع کل مایع مانده و ارتفارتفاع امولسیون باقیبعدوندگرفت

میزان 1فرمول باگیري ودرون لوله آزمایش اندازه

.]38-41[شد شده محاسبه پایداري امولسیون تشکیل

.شدانجامتکرارسهدرکنندگیامولسیونشاخصتست

)1(

کشش سطحیگیرياندازه

از،کننده بیوسورفکتانتهاي اصلی تولیدسویهتعیین براي

556(تنسیومتردستگاهوسیلهبهسطحیکششآزمون

FTM-TN-(کشش شداستفادهبارسهشرکت توس نانو .

شد. سنجیدهDu Nouy Ring Methodسطحی به روش 

استروش حلقه دستگاه که از جنس آلیاژ پلاتین این در 
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، نیروي وارد بر حلقه شودمیور در مایع غوطه

از درون رامی ورشده روي صفر تنظیم و حلقه به آغوطه

شده شود. حداکثر نیروي ثبتمیمایع به خارج کشیده

کردن حلقه ازسطح مایع، دستگاه براي خارجوسیلهبه

شود. مقدار گرفته میعنوان کشش سطحی مایع درنظربه

ها در ظرف ساعته هریک از نمونه48از کشت لیترمیلی25

گیري ازهته شد. دماي نمونه قبل از اندنمونه دستگاه ریخ

.]42[رسانده شدC25°سطحی به کشش

PCRهاي منتخب به روش تشخیص مولکولی سویه

از تست ،منتخبهايسویهتشخیص مولکولی براي 

DNAمنظور جداسازي بهشد.استفاده(PCR)3مولکولی

ژن مورد نیاز تولید حاويمثبت هاي همولیزباکتري

هریک کلنی از، LB(4(محیطلیترمیلی2، بهسورفکتین

قرارروزشبانهمدت یکهبC37̊دمايدرونمونه تلقیح

دقیقه دردور6000ردهاي حاوي باکتري محیط.داده شد

بیومس ازمایع روییوشدنددقیقه سانتریفوژ20مدت هب

کیت از،از رسوبDNA استخراجبراي . شدجدا

شده در گروه ژنتیک ساخته(DNABACاستخراج 

بهشتی) استفاده شد. براي صحت دانشگاه شهیدپزشکی

1%، محصول حاصل روي ژل آگاروزDNAاستخراج 

) cDNAمکمل(DNAازPCR انجام رايبرده شد. ب

. پرایمر شداستفاده الگوDNAعنوان شده بهاستخراج

PCR، Rd1 مورداستفاده براي انجام

(5′AAGGAGGTGATCCAGCC3′) Fd1
(5′AGTTTGATCCTGGCTCAG3′A

Gene Amp PCR‘ (Applied Biosystems) 2700و

Systemبعد از تکثیر، محصول است .PCRبرنامهبا
Genetic Analyzer (Applied Biosystems USA)

,3100 ABI PRISMTMنتایج ومطالعهتوالی لحاظبه

استفاده ازپایگاه باوChromas pluseافزار نرمبا

3. Polymerase Chain Reaction
4. Luria-Bertani

NCBI ،BLAST کشت سویه.]43- 45[شدبررسی -

ومحیط اصلی جهت تولید سورفکتینهاي منتخب در

انجام PCRانجامپس ازاستخراج سورفکتین تولیدي

لیتر1شده داراي همولیز بتا در هاي خالصسویه.شد

مولارHCl3باسپس محیط و کشت داده MSMمحیط 

دقیقه 20مدت دقیقهدردور6000دراسیدي و

رویی (حاوي سورفکتین به مایع.]46[شد سانتریفوژ 

ساعت روي 14مدت خام) دي کلرومتان افزوده و

کاغذ صافی ازوداده قراردقیقهدردور180شیکرِ

. شداده ها استفجداسازي ناخالصیبرايواتمن

حجم بادوبار،کلرومتانسورفکتین محلول در دي

تکان دادهدقیقه 20و مدتمساوي از آب مقطر شستشو

ساعت در 3، مدت دو فازمایعجداسازي ايبرشد. 

ا. رسوب سفید تا زرد حاصل بحالت سکون باقی ماند

مدت C10̊در دماي دقیقهدر15000وژ با دوریسانتریف

ساعت خشک 24دقیقه جدا و در دسیکاتور مدت 25

نگهداري شد. این رسوب C4̊یک شب در دماي و

.]47- 49[همان سورفکتین است

بـا نـانوذرات سطحبهبودو+Fe3 وFe0 ات نانوذرتهیه

نشاسته

کاهشروشآهن،نانوذراتسنتزبرايپژوهشاینروش

داخلقويکاهندهافزودنعبارت ازکهاستمایعفازدر

نانوذراتبههاآنکاهشوآهنهايیونحاويمحلول

.]50[فلزي

:نشاستهباشدهرپایداآهناتنانوذرساختمراحل

ساز،حباببهمجهزدهانهسهبالنیکدرابتدا

ب آبدونآهنکلریدگرم6جداکننده،قیفوکندانسور

بهوریختهآبهششظرفیتی سهکلرید آهن گرم4/8و

اضافهاتانوللیترمیلی30ومقطرآبلیترمیلی100آن
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250ومحیطدمايدرمغناطیسیهمزنبامخلوط. شد

رنگبهیکنواختیحلولموشد زدههمدقیقهدردور

،محلولاکسیژنکردنخارجبراي. به دست آمدنارنجی

محلولبهاسپارژرطریقازنیتروژنازضعیفیجریان

اضافهمحلولبهآبدرمحلولنشاستهگرم2.شدوارد

پتاسیمگرم4/5، محلولدقیقه30ازپس.شد

ازاتانوللیترمیلی30وآبلیترمیلی20دربوروهیدرید

درقطره2- 1نرخباوقطرهقطرهجداکنندهقیفطریق

قطراتشدناضافهبا.شداضافهبالنمحتویاتبهثانیه

اتنانوذررنگسیاهذراتبوروهیدریدپتاسیممحلول

رنگسیاهکاملاًکهمخلوطسپس،.شوندمیتشکیلآهن

و بعدزدههمبهمحیطدمايدرساعتیکمدت،است

واتانولباباریکمقطر،آببابارودسپس،.شدصاف

ودادهشستشواستونباسریعشدنخشکر انتها برايد

شدخشکC80̊دمايدرروزشبانهیکمدتبه

.]52و51[

دارشده با نشاسته پوشش+Fe3 وFe0بررسی نانوذرات 

-سطحی سویهکاهش کششمیزان تولید سورفکتیندر

منتخبهاي 

5/1تهیه و تحت فشار MSMر محیط لیتمیلی4500

از لیترمیلی250،اتوکلاو شدC121̊اتمسفر و دماي 

اي از . کشت تازهقرار گرفتمورد نظردر ظروفآن

و بهتهیهبراثمحیط نوترینسویه باکتري دردوهر

تلقیح و در انکوباتور MSMلیتر محیط کشتمیلی250

قرار داده دقیقه دردور150با دورC30̊شیکردار دماي 

+Fe3 وFe0]53[لیتر از نانوذراتگرم برمیلی1.شد

هاي شده به محیطدارشده با نشاسته استریلپوشش

بررسی میزان تولید سورفکتینبراي .کشت اضافه شد

از محیط کشت ،ساعت بعد از رشد96، 72، 48

هاي همولیز، سورفکتین تولیدي و گیري و آزموننمونه

.شدش سطحی انجام کاهش کش

سطحی سویه کششکاهشمیزان سورفکتین وبررسی 

در +Fe3 نانوذرهبدونو +Fe3حاوي نانوذره61

بیوراکتور

آگاردار شده باکتري، روي محیط استوك نگهدارياز

C30̊ساعت در دماي48و شدکشت دادهمورب

مورب رشدیافته، به گرماگذاري شد. محیط آگاردار

شیکرروز درشبانهو یکشدمنتقلLBمحیط کشت

داده شد قراردور در دقیقه150وC̊30دمايانکوباتور

Agilent(تا به جذب نوري

) معادل نیم 4000Spectrophotometer Uv-Visکمپانی

لیتري 5سپس به بیوراکتوربرسد.)5/1×108فارلند (مک

(شرکت صباهمزن پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک) ، دار 

زمان همصورت بهلیتر 5فرمانتوردوافزوده شد. از

61همراه باسویه +Fe3لیتر نانوذرهبرگرم1یکی حاوي (

، استفاده شد. )61نانوذره همراه باسویه بدوندیگري و

گیري رشد، نمونهساعت از96و72، 48گذشت پس از

از هر دو بیوراکتور انجام شد.

نتایج

زهاي قرمگلبولهمولیز

وان نعبهها پژوهش فعالیت همولیتیک باکترياین در 

نظر نخستین شاهد کیفی براي تولید بیوسورفکتانت در

برايو همکاران نیز از این روش مانراتگرفته شد. 

هاي توسط باکتريبررسی تولید بیوسورفکتانت

-برنبار نخستین. ]54[کردندشده خود استفاده جداسازي

براي بیوسورفکتانت 1970ال در سهیمیر و آویگاد 

همولیتیک فعالیت،سابتیلوسباسیلوستولیدي 

در این مطالعه، .]55[کردندگزارشراهابیوسورفکتانت
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نمونه همولیز مثبت بودند که 36نمونه خاك، 70میاناز

) داشتند و ادامه 1مورد همولیز بتاي قوي (شکل20

انجام شدمورد همولیز مثبت قوي20روي این ها تست

.)1(منحنی 

کتري و سطح عمودي میزان فراوانی)هاي باگروههاي جداشده از خاك (سطح افقی مقایسه نمونه-1منحنی

توسط سورفکتین تولیديقرمزگوسفندهايسریع گلبولي همولیزبتا-1شکل 

تست انهدام قطره

48مدت هبNAدر محیط ها دراین روش سویه

سپس به محیط وگرفتهقرارC30̊دماي ساعت و

1نتایج به شرح جدول .دکشت پایه انتقال داده ش

.است

انهدام قطرهنتایج آزمون -1جدول 

ها/نتایجنمونه

7066646362615856533126252221151311732

+++ -++*+++++-+++++++++++++

)دقیقه20بعد از(+ )،دقیقه20(-+)، دقیقه15(+* دقیقه)، 5++ سریع (کمتراز

دقیقه)5++ سریع (کمتراز ATCC:نمونه 
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20ازدهد،مینشان تست انهدام قطره نتایج حاصل از 

مقایسه با مثبت قوي درنمونه همولیز

) دقیقه5(کمترازمورد سریعا21332ATCC ،4ًاستاندارد

ید تولید ؤکه م)66و63، 61، 2هايمثبت شدند (سویه

بیوسورفکتانت است.

کنندگی تست شاخص امولسیون

کنندگیتست شاخص امولسیونها روي تمام نمونه

نتایج محاسبه شد. 1و طبق فرمول بار تکرار شدسه

نشان داده 2در جدول تکرار، بارسه نتایج میانگین 

شده است:

کنندگیامولسیونج حاصل از تست نتای-2جدول 

ها/نتایجنمونه

شاهد26252221151311732

44/8488/8810/8588/8860/8288/8844/8410/8566/8625/8188/88

70666463626158565331-

88/8888/8888/8884/8888/8888/8888/8810/8588/8866/86-

ها با نمونه استاندارد دادهایج حاصل ازمقایسه  نت

21332 ATCC 21، 13هاي سویهدهد،می(شاهد) نشان ،

نتایج یکسانی با 70و66، 63،64، 62، 58،61، 53، 25

د.نسویه استاندارد دار

تست کاهش کشش سطحی

20سطحی کششکاهشتست سه بار تکرارنتایج 

سطحی ششمقایسه با کمثبت قوي درهمولیزنمونه

و محیط کشت بدون متر) نیوتن برمیلی5/71(آب

عنوان شاهد) قرار به() نیوتن برمترمیلی2/50(باکتري 

نمونه داراي 13دهد،مینتایج نشان .)3(جدول گرفت

ماکار بودند.متر برنیوتنمیلی40کشش سطحی کمتر از

با استفاده از ، سابتیلوسباسیلوسسویه دوو همکاران 

منبع کربن ملاس در شرایط ترموفیلیک بیوسورفکتانت 

- کردند. استفاده از ملاس توسط دولیپوپپتیدي تولید

جهت تولید بیوسورفکتانت و باسیلوسگونه باکتري

- تولید بیوسورفکتانت و کاهشبهC45̊دمايرشد در 

سانتیمتر دین بر31و29سطحی محیط کشت تا کشش

همکارانونظرصاحبتحقیقهمچنین.]56[منجر شد

لجنتصفیهبرايلیپیدورامنازاستفادهباارتباطدر

خالصبیوسورفاکتانتدهد،مینشانروغنی

نیوتنمیلی2/1تا27ازراسطحیکشش) رامنولیپید(

رامنولیپیدکهحالیرد.دهدمیکاهشمتربر

7/6به27ازراسطحیکشش شدهغیرتصفیه

].57[دهدمیشکاهبرمتر نیوتنمیلی
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روش حلقه دونوياستفاده ازشده باهاي خالصنتایج کشش سطحی سویه.3جدول 

شمارهنمومهکشش سطحی

1آب مقطر71,5
2محیط کشت50,2
32,3703
32,3614
48,6155
48,036
32,2637
40,5218
34,129
55,81310
47,3ATCC11
33,62612
33,26613
37,82214
34,95815
352516

32,95317
34,16418
363719

32,45620
48,6721
46,31122
46,26223

هاي منتخبشناسایی فیلوژنتیک سویه

% 9/99ترتیب بابه61، 63، 70هاي یابی سویهنتایج توالی

.Bacillus subtilis) subspeciesهايهومولوژي با سویه

Inaquosorum (و (Bervibacterium frigurtiolrance)تطابق

هاي این مطالعه جداسازي باسیلوسکه درییازآنجاداشت. 

70سویه مهم است،)که تولیدکننده سورفکتین هستند(خاك 

(Bervibacterium frigurtiolrance) بررسیاین باکه 

د. شوحذف میهاادامه بررسیاز،استداده شدهشخیص ت

63و61دوسویهشده، نهایتاًهاي انجامباتوجه به مجموع تست

Bacillus subtilis subspecies Inaquosorum دوهرکه

، انتخاب شدند تا بهترین سویه تولیدکننده سورفکتین از هستند

این میان شناسایی شود.

-سیون، امولسورفکتین تولیديمیزان همولیز، بررسی 

حاويهاي منتخبکاهش کشش سطحی سویهکنندگی و

+Fe3 وFe0نانوذرات فاقدو+Fe3 وFe0نانوذرات 

محیط لیتر میلی250هاي حاويمونه ارلنن18پس از بررسی 

63و61هاي نانوذرات سویهحاوينانوذرات وبدونکشت

رشد، نتایج همولیز، میزان پس ازساعت 96و72، 48در

کاهش کنندگی ویزان امولسیونسورفکتین تولیدي، مبیو

مینان از براي اط.)4(جدول شدکشش سطحی تعیین 

تصویربرداري به کمک ،سطح باکترينانوذرات برگیريقرار

KYKY_EM3200 model) SEM ( .وجودانجام شد

استذکرشایان. شدد أییبررسی وتSEMبانانوذرات 

است دهشگرفتهنانوذرههمراهباکتريازکه SEM تصاویر

را باکترييغشاودیوارهبرنانوذرهتخریبیاثراتهم نبودن

سطحبرکاملاًنانوذراتکنددهد، هم مشخص مینشان می
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بیشترجذبوسطحافزایشبا احتمالاًوگیردمیقرارباکتري

کتانتبیوسورفتولیدورشدمیزانشودمیسببغذاییمواد

.یابدافزایش

درمحلول محیط کشت باکتري+Fe3 وFe0وجود نانوذرات SEMتصویر.2شکل

بدونهاي حاوي محیط کشت کاهش کشش سطحی ارلنکنندگی ومیزان امولسیونسورفکتین،ایج میزان همولیز، بررسی نت.4جدول 

رشداعت پس ازس48،72،96هاي درزمان63و61سویه منتخب دونانوذرات آهن درحاوينانوذرات آهن و

شمارهنمونه)نیوتن برمترمیلی(کاهش کشش سطحیکنندگیامولسیونهمولیز

+833648/611

++5/843272/612

+5/8436,296/613

++8437,548/634

++4/843472/635

+4/8335,296/636

++8432,2548/o/617

+++2/8830,172/o/618

+8630,296/o/619

++5/843448/o/6310

+++3/833272/o/6311

+5/8333,596/o/6312

+5/862548/F/6113

++9/8823,9572/F/6114

+++3/8825,396/F/6115

+4/8431,2548/F/6316

++5/843072/F/6317

+++2/8430,296/F/6318

است.دارشده بانشاسته)(پوششنانوذرهFازمنظورونانوذرهo*** منظوراز 
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61سطحی سویه کششکاهشوسورفکتینمیزان 

در +Fe3 نانوذرهبدونو +Fe3حاوي نانوذره

بیوراکتور

آگاردار، روي محیطشده باکترينگهدارياستوك از

C30̊دمايساعت در48کشت داده و مدت مورب،

مورب رشدیافته، به ازمحیط آگاردارد.گرماگذاري ش

شیکرروز درشبانهیکمنتقل و LBمحیط کشت

رسیدن تا دقیقهدردور150وC̊30دمايباانکوباتور

)5/1×108فارلند (به جذب نوري معادل نیم مک

Agilent)4000کمپانیSpectrophotometer Uv-Vis(

دار مزنهلیتري5به بیوراکتور،سپس.قرارداده شد

5/3(پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک) (با شرکت صبا

لیتر 5فرمانتوردواز) افزوده شد.MSMمحیط لیتر

سویه همراه با+Fe3نانوذرهحاويزمان که یکیهم

61سویه نانوذره همراه بابدوندیگريو61شماره 

لیتربرگرم1اول مقداربیوراکتوربه بود، استفاده شد.

96و72، 48گذشت  افزوده شد. پس از+Fe3نانوذره

ها گیرينمونهاز هر دو بیوراکتور رشد، ساعت از

میزان کاهش کشش سورفکتین وقدار مانجام شد. 

بیوراکتورها یک ازهردر ) 6و 5سطحی (جداول 

.دشتعیین 

+Fe3نانوذرهبدونسطحی در بیوراکتور کاهش کششمقادیرسورفکتین و. 5جدول 

زمان (ساعت)نیوتن برمتر)کاهش کشش سطحی(میلیSDمقادیرسورفکتین (گرم بر لیتر)SDیرمقاد

005/0±01/209/0±50/3448

001/0±7/208/0±21/3472

002/0±7/207/0±35/3496

+Fe3 کاهش کشش سطحی در بیوراکتور حاوي نانوذرهمقادیرسورفکتین و.6جدول 

زمان (ساعت)نیوتن برمتر)(میلیکاهش کشش سطحیSDمقادیررم بر لیتر)سورفکتین (گSD مقادیر

009/0±76/405/0±41/1548

008/0±02/601/0±30/1072

005/0±00/6009/0±32/1098

نشان لیتري 5بیوراکتورازکشت درنتایج حاصل

مقایسه بادر+Fe3هاي حاوي نانوذرهمحیطدهد،می

میزان سورفکتین تولیدي +Fe3نانوذرهبدونهاي محیط

با بررسی .دارندن کشش سطحی کمتر بیشتر و میزا

مطالعات محققان دیگر نیز مشاهده شد، مقدار کشش 

نتایج نشان . اینسطحی درحین آزمون بررسی شده است

کشش سطحی کاهش تولید سورفکتینبا افزایشدهدمی

یابد.می
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بیوراکتور فاقد نانوذره و حاوي نانوذرهدر کشش سطحیمقادیر-2نمودار

گیريبحث و نتیجه

از خاك جداشده نمونه باکتري 70از بینتحقیق این در 

آزمون همولیز بتا جداسازي شد. ازبانمونه باکتري 36

درکه داشتندگونه همولیز قوي بتا 20این تعداد باکتري، 

،مثبتنمونه همولیز20این ازتحقیق از آنها استفاده شد.

،هاي تولیدکننده سورفکتینجهت غربالگري بهترین سویه

کاهش یکاسیون وفسیهاي انهدام قطره، امولاز آزمون

شدهپذیرفتهسه سویه باکتري .سطحی استفاده شدکشش

انتخاب شدند. ادامه کاربراي دو مورد باسیلوسوبودند 

انجام 2007کیشور و همکارانش در سال رااین روش 

در این مطالعه با تجزیه و تحلیل بیوشیمیایی، .دادند

نشان داده شد که هیچ IRو طیف RP-HPLCپروفیل 

هاي خام ی در ترکیب بیوسورفکتانتتفاوت کیفی و کم

.]58[وجود نداردSSFیا درSmFتولیدشده در سیستم 

تعیین PCRروش باا،نهیید گونه آأتبرايهاسویه

(محیط درنهایت از سه محیط کشتوم شدند. توالی ژن

نشاسته،دارشده باپوششFe0کشت حاوي نانوذرات

نشاسته دارشده باپوشش+Fe3محیط کشت حاوي نانوذره

براي رشد دوسویه ذرات)نانوبدونمحیط کشت و

لرزان بالیتري میلی250هايارلن) در63و61(منتخب

C̊30دمايدر تورانکوباشیکروسیلهبهدقیقهدر150دور

فزودن ساعت از ا72و 48، 24انجام شد. پس از 

هاي لرزان نتایج بررسی نانوذرات به محیط کشت ارلن

.شد

داراي+Fe3ذراتحاوي نانو61مطالعه سویهاین در 

کاهش کنندگی وامولسیونمیزان همولیز، سورفکتین،

رشد،ساعت از72کشش سطحی بالاتري پس از

است. در بوده+Fe3نانوذرهبدونمحیط کشت ادرمقایسه ب

این پژوهش بهترین شرایط عملیاتی تولید بیوسورفکتانت 

150و با همزن C̊30دار در دمايهمزنبیوراکتور2در 

دست آمده هبV/V75/0دهیمیزان اکسیژنبادقیقهدردور

و لیمانند یمحققانی که که این مطلب با نتایجاست

.]60و59[دارد مطابقتاندهارائه کردکوپر

,در محیط حاوي نانوذرهسطحی کمترین کشش

Fe3+30/10هعت بسا72، پس از نیوتن برمتر)(میلی

سورفکتین حاصل،دهددست آمده است. نتایج نشان می

پس از +Fe3 حاوي نانوذرهدر بیوراکتور61کشت سویه از

ه کشت همین سویازتولید بیشتري رشد،ساعت از72

که در صورت اردد+Fe3ساعت بدون نانوذره72پس از
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سازي تجاريجهت توان از این سویهادامه تحقیقات می

.کرداستفاده 
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ABSTRACT
Biosurfactants are produced by microorganisms. Surfactin is one of the main
lipopeptide biosurfactants produced by different species of Bacillus subtilis.
This study aims to analyze the effect of starch-coated Fe0and
Fe3+nanoparticles on the biosurfactant production of Bacillus subtilis. Out of
70 soil samples, 20 Bacillus were isolated and genome sequenced by
biochemical methods and 16S rRNA gene. Quantitative and qualitative
screening methods were used to isolate and detect biosurfactant production.
For the aim of this study, 61 and 63 (Bacillus subtilis subsp. Inaquosorum)
were selected. Then, hemolytic activity, surfactant production and reduction
of  surface  tension  in  Minimal  Salt  Medium  containing  Fe0 and  Fe3+

nanoparticles were examined after 48h, 72h and 96h of culture. The binding
of the nanoparticles to the surfactant was confirmed by SEM. Strain 61 was
the  best  bacterium and  Fe3+ was the best nanoparticle and it was cultured.
The results were compared with the results of non-nanoparticle bioreactor.
Surfactin from strain 61 culture in the Fe3+ nanoparticle bioreactor after 72
hours of growth showed higher production than the same strain culture
after72 hours without Fe3+.   This  strain  has  the  potential  to  be
commercialized in the future.

KEYWORDS: Bacillus subtilis, Biosurfactant, Fe0 and Fe3+ Nanoparticles,
Surface Tension, Surfactin
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