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Abstract 

Purpose: The purpose of the present study was to isolate and identify molecularly 

native actinobacteria that produce biosurfactant with antimicrobial and anti-biofilm 

activity against some pathogenic bacteria. 

Materials and methods: initial screening was done based on oil dispersion test and 

the best isolate was selected. Ethyl acetate solvent was used for extraction. Antimicrobial 

and anti-biofilm properties were evaluated using the well diffusion method in agar 

and 96-well microplate, respectively. FTIR and GC-MS techniques were used for 

biosurfactant analysis. Finally, the superior isolate was identified using the molecular 

PCR method.  

Findings: Biosurfactant of the superior isolate showed the highest and lowest 

antimicrobial effect at concentrations of 0.4 and 0.3 mg/ml against Pseudomonas 

aeruginosa and Staphylococcus aureus, respectively. The highest and lowest anti-biofilm 

effects against Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa bacteria were observed at 

concentrations of 2 mg/ml. Structural analysis of biosurfactant with FTIR and GC-MS 

confirmed the structure of amino acid ring with chain of fatty acids and lipopeptide type. 

The selected isolate was 95% similar to Streptomyces genus and B1AY species.  

Conclusion: The local isolate of Streptomyces has a remarkable ability to produce 

biosurfactant with antimicrobial and anti-biofilm effects against pathogenic bacteria such 

as Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Escherichia coli and can be used 

in the field of pharmaceutical biotechnology. 

 

Keywords: antimicrobial, anti-biofilm, actinomycetes, biosurfactant, pathogenic 

bacteria. 
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 یها  ستینومیآکت یمولکول ییو شناسا یغربالگر

 و یکروبیبا خواص ضدم وسورفکتانتیننده بکدیتول

 1زا  یماریب یها  یباکتر هیبرعل لمیوفیمهار ب
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  چکیده

 تولیدکننده بیوسورفکتانتهای بومی  جداسازی و شناسایی مولکولی آکتینوباکتری هدف پژوهش حاضرهدف:

بود.زا  های بیماری دارای فعالیت ضد میکروبی و ضد بیوفیلم برعلیه برخی از باکتری

  .گردیدو برترین جدایه انتخاب شده گی نفت انجام دغربالگری اولیه براساس تست پراکنها:روشموادو

 با استفاده از ضد بیوفیلمی به ترتیب خصوصیات ضد میکروبی و رای استخراج استفاده شد.بحلال اتیل استات 

 FTIR های تکنیک برای آنالیز بیوسورفکتانت از چاهکی ارزیابی شد. 01روش انتشار چاهک در آگار و میکروپلیت 

شناسایی گردید. PCRجدایه برتر با استفاده از روش مولکولی  استفاده شد. نهایتاً GC-MSو 

 گرم/  میلی 0/0و  0/0های  بیشترین و کمترین اثر ضد میکروبی را در تراکمبیوسورفکتانت جدایه برتر :هایافته

بیشترین و  نشان دادند.استافیلوکوکوس اورئوس و  سودوموناس ائروژینوزاهای  به ترتیب بر علیه باکتری لیتر  میلی

 /گرم  میلی 2های  کمدر ترا سودوموناس ائروژینوزاو  اشرشیاکلیهای  ترین اثر ضد بیوفیلمی بر علیه باکتری کم

حلقه آمینو اسیدی با  ساختار GC-MS و FTIRمشاهده شد. آنالیز ساختاری بیوسورفکتانت با  لیتر  میلی

از اسیدهای چرب و از نوع لیپوپپتید را تایید کرد. جدایه منتخب به جنس استرپتومایسس و گونه  ای زنجیره

B1AY  درصد تشابه داشت. 05با

 ای در تولید بیوسورفکتانت با اثرات ضدمیکروبی بومی استرپتومیست توانایی قابل ملاحظهجدایه :گیرینتیجه

استافیلوکوکوس اورئوس و اشرشیا و  سودوموناس ائروژینوزازا ازجمله  های بیماری و ضدبیوفیلمی بر علیه باکتری

تواند در زمینه بیوتکنولوژی دارویی استفاده شود. داشته و میکلی 
 

 .زا  یماریب یها  یباکتر ،وسورفکتانتیب ،ها  ستینومیآکتم، لیوفیب ضد ،یکروبیم ضدا: ه کلیدواژه
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 مقدمه. 1

اند، تولید  ها برای زیستن در خود ایجاد کرده هایی که میکروارگانیسم ترین سازگاری یکی از مهم
اهمیت بالایی برخوردار ای که امروزه از  های ثانویه باشد. یکی از متابولیت های ثانویه می متابولیت

ها  سمیکروارگانیتوسط م ی دارند،کیولوژیب ءمنشاکه  ییها سورفکتانتباشند.  می ها است، سورفکتانت
(. 2شوند ) شناخته می بیوسورفکتانتبه عنوان شوند که  تولید می ها( ها، مخمرها و قارچ ی)باکتر

ضد  ی،کروبیضد م تیفعال ،ها سمیکروارگانیاز م یشده توسط برخ دیتول یها وسورفکتانتیب
(. در میان 2) اند گذاشته شیبه نما گرید سمیکروارگانیم نیرا در برابر چندو ضد بیوفیلمی  یچسبندگ
شود، فعالیت ضد میکروبی، ضد چسبندگی و ضد  ها انجام می هایی که توسط بیوسورفکتانت فعالیت

 یها لمیوفیب(. 1ی حائز اهمیت است )بیوفیلمی آنها امروزه به خصوص در صنایع پزشکی و داروساز
 یها سیکصل به سطح هستند که توسط ماترمتّ  یها یاز باکتر یا دهیچیپ یها مجموعه یی،ایباکتر

خارج  یها DNAو ترشح شده یها نی، پروتئدهایساکار یعمدتاً از پل که ،شده دیخود تول یمریپل
سد نفوذی اشاره کرد که مانع از ورود  توان به عملکردهای ماتریکس می از اند. شده لیتشک یسلول

ها  ها و مواد ضدعفونی به درون بیوفیلم شده و در نتیجه از سلول بیوتیک ی مثل آنتیترکیبات سمّ 
 عیبه عنوان مثال، در صناگاهی اوقات مضراتی را به دنبال دارد.  لمیوفیب لیتشک(. 4) کند محافظت می

هستند که منجربه  یفرآور ساتیسأدر داخل ت لمیوفیب لیکزا قادر به تش یماریب یها ی، باکترییغذا
 ،یمارستانیب یها طیدر مح(. 5) اندازد یکننده را به خطر م شود و سلامت مصرف یم ییفساد مواد غذا

 مانند یم یباق ماریب یها بافت یو رو یپزشک زاتیسطوح تجه یها رو لمیوفینشان داده شده است که ب
از تمام درصد  65از  شیب ،لمیوفیمرتبط با ب یها سمیارگان(. 6) شوند یمداوم م یها و باعث عفونت

 یدفاع ستمیو س یکروبیدر برابر عوامل ضد م ییو مقاومت بالا داده لیرا تشک یکروبیم یها عفونت
ها، محققان و  جنبه ریبر سلامت انسان و سا لمیوفیب یجد ریبا توجه به تأث (.7)دهند  ینشان م زبانیم

 .اند مضر تمرکز کرده یها لمیوفیو کنترل ب یریشگیهاست که بر پ مردم مدت
های ثانویه با  ها به دلیل تولید انواعی از متابولیت یکتینوباکترآهای موجود،  در بین میکروارگانیسم

یکی از  کنند. نقش بسیار مهمی در تولید داروها ایفا می ،های ضد میکروبی و ضد بیوفیلمی ویژگی
های خاص  این ترکیبات با استفاده از مکانیسم. باشند ها می رفکتانتوهای ثانویه، بیوس این متابولیت

بین بردن آن  قادر به شکست و از ،های مختلف ساختار بیوفیلم خود و هدف قرار دادن قسمت
 وها و مواد ضد میکروبی به درون بیوفیلم بوده  بیوتیک باشند. که در نتیجه این شکست، نفوذ آنتی می

(. 8) نمایدتواند عفونت ایجاد شده را درمان  های محصور شده را به دنبال دارد و می مرگ باکتری

https://scholar.google.com/scholar?hl=en&as_sdt=0%2C5&q=Ciofu+O%2C+Tolker-Nielsen+T.+Tolerance+and+resistance+of+Pseudomonas+aeruginosa+biofilms+to+antimicrobial+agents%E2%80%94how+P.+aeruginosa+can+escape+antibiotics.+Frontiers+in+microbiology.+2019+May+3%3B+10%3A913.&btnG=
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کتنیوباکتری  خود دارای مقادیر زیادی از گوانین وDNA که در  های گرم مثبتی هستند ها، باکتری آ
 ها به ویژه یکتینوباکترآهای جهان توسط  بیوتیک نتیآدرصد از  80حدود باشند.  سیتوزین می

های تولیدکننده بیوسورفکتانت با خاصیت ضد  ند. استرپتومیستا تولید شدهاسترپتومایسس گونه 
های مناطق مختلف حضور داشته باشند  ند در خاکتوان میکروبی، ضد چسبندگی و ضد بیوفیلمی می

کتینوباکتری9) های تولیدکننده بیوسورفکتانت با  (. تاکنون در ایران در مورد شناسایی و جداسازی آ
خاصیت ضد میکروبی، ضد چسبندگی و ضد بیوفیلمی تحقیق خاصی انجام نشده است، بنابرین، 

کتینوباکتری ویههای بیوسورفکتانت در س شناسایی و تعیین ویژگی ها  های بومی ایران، به خصوص در آ
شود. بنابراین، انجام این تحقیق به شناسایی هرچه بهتر این  ای محسوب می پژوهش جدید و تازه

ها و استفاده مفید از بیوسورفکتانت تولید شده توسط آنها در صنایع پزشکی و زیستی کمک  سویه
 کند.  می

 ها   . مواد و روش2

 نمونه  تهیه. 2-1

 سانتیمتری خاک مناطق ریزوسفری اطراف ریشه گیاهان دارویی 5 عمق ها از ابتدا نمونه
درون کاغذ و پلاستیک استریل قرار داده شد و به  CaCO3آوری شد و پس از ترکیب شدن با  جمع

 آوری گردید. جمع نمونه خاک از مناطق مختلف 5(. در این بخش، حدود 20) آزمایشگاه انتقال یافت

 غربالگری و جداسازی اولیه .2-2

 و شد اضافه 80مقطر و توئین آب حاوی به ارلن میزان یک گرم به خاک های نمونه از هریک از
به مدت یک ساعت درون انکوباتور شیکردار قرار گرفت. سپس از  rpm 200با دور  اتاق دمای در

 روش به ها لول از هر کدام از لیتر  میلی یک رقت،سریال تهیه از مایه رویی تهیه رقت انجام شد. بعد
کتینومیست آیزولیشن آگار کشت محیط در پورپلیت کشت در  های محیط سپس شد. داده کشت آ

 (.22روز درون انکوباتور گرماگذاری شدند ) 25-7درجه سانتیگراد به مدت  10دمای 

 های آکتینومیست  شناسایی اولیه کلنی .2-3

کتینومیست نیوکل ماکروسکوپی:خصوصیات  مخروطی شکل با حالت پودری و خشک بر  ها، آ
سفید،  های ها به رنگ پیگمان. های هوایی پوشانده شده است روی محیط کشت که با میسلیوم

 (.22) شدندمشاهده  ها لیومیروی میس روی سطح محیط و یا بر بر طوسی، و ارغوانی
های گرم مثبت به  آمیزی گرم انجام شد و باکتری ها رنگ از کلونی خصوصیات میکروسکوپی:
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 (. 22ها در زیر میکروسکوپ مشاهده گردیدند ) همراه میسیلیوم و کندی
 سازی و نگهداری خالص .2-4

کتینومیست به روش کشت خطی، بر روی محیط سازی و نگهداری، کلونی خالصبرای   های های آ
گار )ISPاینترنشنال استرپتومیست پروجکت ) کتینومیست آیزولیشن SCA(، استارچ کازئین آ ( و آ

 کشت داده شده و برای مطالعات بعدی نگهداری شدند. 

 ها در حد جنس  شناسایی جدایه .2-1

 چاپ آخرین با مطابق افتراقی و ایییمیوشیب یها تست مرحله این در ایی:یمیوشیب یها  تست
  (.22شد ) انجام قبل مرحله یها جدایه خالص یها کلنی یرو بر کتاب برجی

 ،برای انجام تست مولکولی ،بعد از جداسازی نمونه مورد نظر ها:  شناسایی مولکولی جدایه
 -)شرکت سیناکلون DNPت تخلیص یبا استفاده از ک DNA ها ابتدا کشت داده شدند. این نمونه

 میکرولیتر 25در حجم  PCRایران( براساس دستورالعمل کیت استخراج گردید. انجام واکنش 
 16srRNAای ـرولیتر از جفت پرایمرهـمیک 2X ،2رولیتر از مخلوط واکنش ـمیک 2265ل: ـشام

(27F: 5'- AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3' 1492 وR: 5'-GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3'،) 
شده جهت  لیباند تشک استفاده شد. DNAمیکرولیتر از  5میکرولیتر آب مقطر دوبار تقطیر و  565
 باشد. یم bp 2520 ،ژل آگاروز یژن بر رو نیا صیتشخ

 15درجه به مدت  57ثانیه،  15درجه به مدت  94دقیقه،  5درجه به مدت  95 برنامه دمایی:
بایتی  PCRمحصول  شد.دقیقه انجام  5درجه به مدت  72ثانیه و  10به مدت  درجه 72ثانیه، 
درصد ران شدند. پس از  2ها بر روی ژل آگارز  مه نمونهاو در اد ودجفت باز ب 2498ای به طول  قطعه

نانوگرم برای تعیین توالی ارسال  10میکولیتر و حداقل غلظت  20ها در حجم  نمونه ،اتمام واکنش
 استفاده از مورد بررسی قرار گرفت. سپس با 26460نسخه  finch TVافزار  نتایج با نرم. ندگردید

براساس مدل تعداد  neighbor-joiningبه روش  دندروگرام فیلوژنتیک 20نسخه  MEGAافزار  نرم
 (.21) های مشابه در یک کلاستر قرار گرفتند ایزوله و اختلاف نوکلئوتیدی ترسیم گردید

 ها ارزیابی اولیه تولید بیوسورفکتانت در جدایه .2-6

ها مورد  در این مرحله با انجام تست پراکندگی نفت خام، توانایی تولید بیوسورفکتانت در جدایه
 (.24) گردیدبررسی قرار گرفت و جدایه با بیشترین میزان تولید برای مطالعات بعدی انتخاب 

 یکرولیترم 20ه قرار گرفت. در این تست سوپرناتانت کشت مورد استفاد پراکندگی نفت خام:
 به سوپرناتانتمیکرولیتر 20 گردید.آب مقطر در یک پلیت اضافه  لیتر  میلی 50خام به  نفتاز 
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 بیانگر تولید و کنار زدن نفت خام هاله شفاف ایجاد. شداضافه  ،سطح آبی که با روغن پوشانده شده
 (.24گیری شد ) بوده و قطر هاله اندازه بیوسورفکتانت

 استخراج بیوسورفکتانت از جدایه منتخب .2-7

 (.24با استفاده از روش حلال اتیل استات، بیوسورفکتانت از جدایه منتخب استخراج گردید )
براث  طیمح لیتر  یلیم 200 یک ارلن حاویه مورد نظر در یابتدا سو استفاده از حلال اتیل استات:

LB با انکوباتور کریش در سانتیگراد درجه 10 دمای در روز شبانه 6مدت  به و شد داده کشت 
 4 دمای در قهیدق 20مدت  به ارلن اتیمحتو د، سپسیگرماگذاری گرد قه،یدق در دور 250 سرعت

 های د، سلولیگرد وژیفیسانتر دار، خچالیوژ یفیسانتر از استفاده با rpm 22000و  سانتیگراد درجه
 2 به نرمال، 2 کیکلر دیاس آمده با بدست سوپرناتانت pH سپس شدند، نینش ته کاملاً  ییایباکتر
 رسوب وسورفکتانتیب شد تا داده قرار سانتیگراد درجه 4 دمای در روز شبانه کی مدت به و رسید
 دور کر انکوباتور بایش در ساعت سه مدت به و اضافه شد استات لیات برابر حجم به سپس کند.
 انتقال ف دکانتوریبه ق ارلن اتیمحتو داده شد. در گام بعدی، قرار سانتیگراد درجه 10 دمای در 280

دارد،  استات( قرار لیآلی )ات فاز درون وسورفکتانتیب شدند. جدا هم از و آبی آلی فاز داده شد، تا
 باقیمانده و رسوب شده ریتبخ حلال انتقال داده شد. روتاری، دستگاه بالن به و جدا شد آلی فاز سپس

 و رسوب بدست گردید ریتبخ ییایمیش هود ریز در حلال شد، باقیمانده منتقل ای شهیش تیپل داخل به
 (.24مشاهده شد ) دار قوام و ای قهوه رنگ به حاصل رسوب شد. خشک آمده

 بیوسورفکتانت تولید شده در جدایه منتخب خصوصیات و ها  ویژگی تعیین .2-8

 ییایمیساختار ش نییتع یبرا یسنج فیط لیو تحل هیتجز : FTIRقرمز مادون سنجی طیف
 گرم  یلیم 2 یاختصاص یها با پراکندگ استخراج شده انجام شد. نمونه وسورفکتانتیب یو اجزا

 (. 25) متر به دست آمدیسانت 4000-400در محدوده  IRجذب  فیو سپس ط هیته وسورفکتانتیب

و  یگاز یکروماتوگراف بیاز ترکدر این روش  :GC-MS یسنج جرم فیط -یگاز یکروماتوگراف
  (.25) شده نمونه استفادآلی موجود در  باتیترک یبررس یبرا یسنج جرم فیخواص ط

 تعیین اثرات ضد میکروبی بیوسورفکتانت منتخب .2-9

 ، سودوموناس ائروژیوزاATCC 25923، استافیلوکوکوس اورئوس ATCC 25922اشرشیا کلی 
ATCC 27853 با استفاده از دو روش زیر خاصیت ضد  اطمینان بیشتر و تایید بهتر نتایج، جهت

  (.25) میکروبی بیوسورفکتانت منتخب مورد بررسی قرار گرفت



 91    ...یهاستینومیآکت یمولکول ییو شناسا یغربالگر

گار در روش انتشار (الف نظر در محیط مولر هینتون  زای مورد های بیماری باکتری با حفر چاهک: آ
ها ایجاد و در  ساز استریل در محیط آگار، چاهک آگار کشت داده شدند، با استفاده از یک چاهک

گرم بر  4/0، 1/0، 2/0، 2/0ها غلظت معینی از بیوسورفکتانت منتخب ) هریک از این چاهک
یگراد انکوبه و بعد از آن درجه سانت 17ساعت در دمای  24ها به مدت  ( اضافه شد. پلیتلیتر  میلی

 هاله شفاف ایجاد شده مورد بررسی قرار گرفت. 
گار با دیسکب(  زای مورد نظر در محیط مولر هینتون  های بیماری باکتری گذاری: روش انتشار در آ

ها غلظت معینی  ها در محیط آگار قرار گرفتند. در هریک از این دیسک آگار کشت داده شدند. دیسک
درجه سانتیگراد  17ساعت در دمای  24ها به مدت  انت منتخب اضافه شد. پلیتاز بیوسورفکت

 انکوبه و بعد از آن هاله شفاف ایجاد شده مورد بررسی قرار گرفت.

 تعیین خواص مهار بیوفیلم توسط بیوسورفکتانت منتخب .2-16

با استفاده از تکنیک زیر خاصیت ضد چسبندگی بیوسورفکتانت منتخب در برابر بیوفیلم تشکیل 
زا مورد بررسی قرار گرفت و درصد مهار با استفاده از فرمول زیر  های بیماری شده توسط باکتری

 (. 26محاسبه شد )
Percentage = (OD experimental well / OD control well)  100 

های  ابتدا سوسپانسیون بیوسورفکتانت منتخب در غلظت پلیت: تریکروتیروش مبا  صیتشخ
زا که  از سوسپانسیون باکتری بیماری لیتر  میکرو 200( تهیه شد. لیتر  / میلیگرم  میلی 2، 5/2، 2، 5/0)

های بیوسورفکتانت  میکرولیتر از غلظت 200براساس کدورت نیم مک فارلند تهیه شد، به همراه 
درجه سانتیگراد در  17ساعت در دمای  24های میکروتیتر پلیت ریخته شد و به مدت  اهکدرون چ

 200ها با استفاده از آب مقطر شسشو داده شد و  انکوباتور گرماگذاری گردید. سپس چاهک
دقیقه در دمای  20ها اضافه گردید و به مدت  درصد به هریک از چاهک 2میکرولیتر کریستال ویوله 

 20درصد اضافه شد و به مدت  11میکرولیتر استیک اسید  200گرفت. بعد از شستشو اتاق قرار 
در طول  درجه سانتیگراد قرار داده شد. بعد از آن جذب توسط دستگاه میکروتیتر ریدر 17دقیقه در 

نانومتر خوانده شد. در نهایت درصد مهار بیوفیلم با استفاده از  610، 490، 450، 405های  موج
 (. 26) کر شده محاسبه شدل ذفرمو

 تعیین خواص حذف بیوفیلم توسط بیوسورفکتانت منتخب .2-11

 تخب در برابر بیوفیلم تشکیلبا استفاده از تکنیک زیر خاصیت ضدبیوفیلم بیوسورفکتانت من
زا مورد بررسی قرار گرفت و درصد مهار با استفاده از فرمول زیر  های بیماری شده توسط باکتری
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 محاسبه شد.
Percentage = (OD experimental well / OD control well)  100 

های  غلظتابتدا سوسپانسیون بیوسورفکتانت منتخب در  پلیت: تریکروتیبا روش م صیتشخ
 زا از سوسپانسیون باکتری بیماری لیتر  میکرو 200( تهیه شد. لیتر  / میلیگرم  میلی 2، 5/2، 2، 5/0)

 ساعت 24ها ریخته شد و به مدت  که براساس کدورت نیم مک فارلند تهیه شد، درون چاهک
سوسپانسیون  میکرولیتر از 200گذاری گردید. سپس  درجه سانتیگراد درون انکوباتور گرما 17در 

ها اضافه شد و به مدت یک ساعت در دمای اتاق قرار گرفت. سپس  بیوسورفکتانت درون چاهک
درصد به هریک  2میکرولیتر کریستال ویوله  200ها با استفاده از آب مقطر شسشو داده شد و  چاهک

میکرولیتر  200دقیقه در دمای اتاق قرار گرفت. بعد از شستشو  20ها اضافه شد و به مدت  از چاهک
درجه سانتیگراد قرار داده شد. بعد از  17دقیقه در  20درصد اضافه شد و به مدت  11استیک اسید 

نانومتر خوانده  610، 490، 450، 405های  در طول موج آن جذب توسط دستگاه میکروتیتر ریدر
 (. 26) شد. در نهایت درصد حذف بیوفیلم با استفاده از فرمول ذکر شده محاسبه گردید

 . نتایج3

کتینوباکتر کلنی مشکوک به تیپ 50 های مورد آزمایش ها و سویه از خاک شناسایی شدند  های آ
کتینومیست آسویه  10در نهایت ها  خصوصیات ظاهری کلنی مشاهدهو  آمیزی گرم که با انجام رنگ

ها برای توانایی تولید بیوسورفکتانت مورد بررسی  سپس اکتینومیست سازی شد. شناسایی و خالص
 باشد.  قرار گرفتند. نتایج حاصل براساس قطر هاله پراکندگی نفت خام به صورت زیر می

 
 ها  ستینومیآکت یکروسکوپیو م یاشکال ماکروسکوپ _1 شکل

 قطر هاله نفت پراکنده شده -1جدول 

 7 6 1 4 3 2 1 جدایه

 19 39 17 99 19 37 17 (mm)شده  قطر هاله نفت کنارزده

نتایج به دست آمده از فعالیت ضد میکروبی بیوسورفکتانت منتخب و قطر هاله عدم رشد تشکیل 
 های زیر آمده است.  شده در دو روش چاهک و دیسک در جدول
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 به روش انتشار اورئوس لوکوکوسیاستاف یباکتر رشد عدم هاله -2 شکل

 (راست)سمت  سکی( دچپدر آگار چاهک )سمت 

 استافیلو کوکوس اورئوسقطر هاله عدم رشد در باکتری  _2جدول 

 (لیتر گرم/ میلی میلی)غلظت  متر( )میلی دیسک متر(  )میلی چاهک

5 19 1/9 

19 14 2/9 

19 17 3/9 

13 17 4/9 

 

 به روش انتشار اشرشیا کلی یعدم رشد باکتر هاله -3کلش

 (راست)سمت  سکی( دچپدر آگار چاهک )سمت 

  یکل ایاشرش یهاله عدم رشد در باکتر قطر _3 جدول

 (لیتر گرم/ میلی میلی)غلظت  متر( )میلی دیسک متر(  )میلی چاهک

9 12 1/9 

19 13 2/9 

17 17 3/9 

17 17 4/9 
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 به روش انتشار سودوموناس ائروژینوزا یعدم رشد باکتر هاله _4کلش

 (راست)سمت  سکی( دچپدر آگار چاهک )سمت 

 نوزایائروژ سودوموناس یهاله عدم رشد در باکتر قطر _4 جدول

 (لیتر گرم/ میلی میلی)غلظت  متر( )میلی دیسک متر(  )میلی چاهک

14 5 1/9 

15 9 2/9 

15 17 3/9 

29 17 4/9 

زا در اثر فعالیت ضد میکروبی بیوسورفکتانت منتخب، در  بیشترین هاله عدم رشد باکتری بیماری
اشرشیا مشاهده شد و پس از آن دو باکتری  متر  میلی 20و به میزان  سودوموناس ائروژینوزاباکتری 

 در جایگاه دوم قرار گرفتند.  متر  میلی 25با هاله عدم رشد به میزان  استافیلو کوکوس اورئوسو  کلی
نتایج به دست آمده از فعالیت مهار بیوفیلم )ضدچسبندگی( بیوسورفکتانت منتخب و درصد 

 های زیر آورده شده است.  مهار آن، در جدول
  سودوموناس ائروژینوزادرصد مهار بیوفیلم در باکتری  -1جدول 

 طول موج )نانومتر( بیشترین درصد مهار کمترین درصد مهار (لیتر گرم/میلی میلی) غلظت

7/9 7% 69% 497 

7/9 6% 62% 479 

7/9 6% 62% 499 

7/9 1% 62% 639 

 
 سودوموناس ائروژینوزادرصد مهار بیوفیلم در باکتری  -1نمودار 
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 یکل ایاشرش یدر باکتر لمیوفیدرصد مهار ب -6 جدول

 طول موج )نانومتر( بیشترین درصد مهار کمترین درصد مهار لیتر( گرم/میلی غلظت )میلی

7/9 4% 39% 497 

7/9 4% 37% 479 

7/9 1% 37% 499 

1 6% 39% 639 

 
 یکل ایاشرش یدر باکتر لمیوفیمهار ب درصد -2 نمودار

 استافیلوکوکوس اورئوسدرصد مهار بیوفیلم در باکتری  -7جدول 

 طول موج )نانومتر( بیشترین درصد مهار کمترین درصد مهار لیتر( گرم/میلی غلظت )میلی

2 3% 49% 497 

2 3% 46% 479 

2 1% 46% 499 

2 4% 42% 639 

 

 استافیلوکوکوس اورئوسدرصد مهار بیوفیلم در باکتری  -3نمودار 

سودوموناس بیشترین میزان درصد مهار بیوفیلم توسط بیوسورفکتانت منتخب در باکتری 
استافیلوکوکوس % مشاهده شد و پس از آن مهار بیوفیلم تشکیل شده توسط 62و به میزان ائروژینوزا 
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 % در جایگاه سوم قرار دارند. 19با  ا کلیاشرشی% در جایگاه دوم و باکتری 49با اورئوس 
نتایج به دست آمده از فعالیت حذف بیوفیلم )ضد بیوفیلم( بیوسورفکتانت منتخب و درصد 

 های زیر آمده است.  حذف آن، در جدول

 یکل ایاشرش یدر باکتر لمیوفیدرصد حذف ب -8 جدول

 طول موج )نانومتر( مهاربیشترین درصد  کمترین درصد مهار لیتر( گرم/میلی غلظت )میلی

2 1% 69% 497 

2 3% 57% 479 

2 2% 54% 499 

2 9% 59% 639 

 
 یکل ایاشرش یدر باکتر لمیوفیحذف ب درصد -4 نمودار

 سودوموناس ائروژینوزادرصد حذف بیوفیلم در باکتری  -9جدول 

 )نانومتر(طول موج  بیشترین درصد مهار کمترین درصد مهار لیتر( گرم/میلی غلظت )میلی

2 5% 79% 497 

2 6% 79% 479 

2 6% 79% 499 

1 6% 79% 639 

 
 سودوموناس ائروژینوزادرصد حذف بیوفیلم در باکتری  -1نمودار 
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 اورئوس لوکوکوسیاستاف یدر باکتر لمیوفیدرصد حذف ب -16 جدول

 )نانومتر(طول موج  بیشترین درصد مهار کمترین درصد مهار لیتر( گرم/میلی غلظت )میلی

7/9 3% 69% 497 

7/9 7% 51% 479 

7/9 9% 69% 499 

7/9 19% 59% 639 

 
 استافیلوکوکوس اورئوسدرصد حذف بیوفیلم در باکتری  -6نمودار 

و به  اشرشیا کلیبیشترین میزان درصد حذف بیوفیلم توسط بیوسورفکتانت منتخب در باکتری 
با  استافیلوکوکوس اورئوس% مشاهده شد. پس از آن حذف بیوفیلم تشکیل شده توسط 78میزان 

 % در جایگاه سوم قرار دارند.59با  سودوموناس ائروژینوزا% در جایگاه دوم و 72
( آمده است. ترکیبات آلی و 7، در نمودار )FTIRسنجی مادون قرمز  نتایج به دست آمده از طیف

 شیمیایی موجود در بیوسورفکتانت منتخب مشخص شده است. ساختارهای 

 
 منتخب وسورفکتانتیمادون قرمز ب یسنج فیط -7 نمودار

ها، اتر و استرها در ساختار  ها، کربوکسیلیک اسیدها، گروه کربونیل، آلکین ترکیبات آلی ازجمله آمین       
 باشند.  شیمیایی بیوسورفکتانت منتخب مشاهده شدند، که بیانگر ساختار لیپوپپتیدی بیوسورفکتانت می
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مودار زیر در جدول و ن GC-MS یسنج جرم فیط -یگاز یکروماتوگرافنتایج به دست آمده از 
 باشد.  آمده است که نشانگر ترکیبات شیمیایی موجود در بیوسورفکتانت منتخب می

 
 یسنج جرم فیط -یگاز یکروماتوگراف -8نمودار 

 یسنج جرم فیط -یگاز یکروماتوگراف -11 جدول

 
عدد از ترکیبات به عنوان ترکیب اصلی بیوسورفکتانت  5براساس میزان درصد ترکیبات موجود، 

 انتخاب شدند که عبارتند از:
2) 2-Acetyl-1, 3-dimethylindole  دهد. درصد از ترکیبات را تشکیل می 26/29که 

2) Cyclo (leucyloprolyl)  دهد. درصد از ترکیبات را تشکیل می 78/9که 
1) 4-Thiapentanoic acid  شود.  درصد از ترکیبات را شامل می 72/9که 
4) 1-hexadecanoic acid  شود.  درصد از ترکیبات را شامل می 91/7که 
5) Trans-delta. 9-octadecanoic acid  شود. درصد از ترکیبات را شامل می 52/7که  

انتخاب شده از ساختار حلقه  وسورفکتانتیذکر شده، ب باتیبه دست آمده و ترک جیبا توجه به نتا
انتخاب شده  وسورفکتانتیب ن،یشده است. بنابرا لیچرب تشک یدهایاز اس یا رهیبا زنج یدیاس نویآم
 .است دیپوپپتیل کی
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است.  آمده ریز یها شکل در وسورفکتانتیکننده بدیمنتخب تول هیجدا ییشناسا یمولکول جینتا
 جی. نتاگرفت قرار یبررس مورداستخراج شده  DNA تیو کمّ  تیفیک ی،باکتر  DNAجپس از استخرا

گارز  یالکتروفورز بر رو  به مربوط که داد شانرا ن یجفت باز 2498درصد در واکنش باند  2ژل آ
 .باشد یم هدف ژن ریتکث

. 
  166کنترل منفی، سایز مارکر  NC از راست -1شکل 

 باشد که به صورت تکرار گذاشته شده است. نمونه مورد نظر می 1تا  2های  جفت باز، و شماره
به  یدرصد 98انجام گرفت و مشابهت  NCBI تیسا BLASTدر بخش  یتوال نییتع جینتا

با  MEGAافزار  شدند و در نرم شیرایها و را نشان داد. سپس سکانس سسیاسترپتوما یها یتوال
 یبررس ریز دندروگرام طبق ، وگرفت انجام یا سهیمقا زیآنال و شدند فیرد هم گرید یها یتوال
 شد. انجام یتر قیدق

 
 Neigbor-joiningدندروگرام فیلوژنتیک براساس قطعه مورد نظر با روش  -6شکل 

در ها  ژن یتوال %70بود که  %4دود حها  هیسو نیژن توسط اختلاف سکانس ب زیآنال اطلاعات
تحت  . لازم به ذکر است که سویه منتخببود شده راتییتغ دستخوش آن %10ها ثابت و  هیسو انیم

 ، به ثبت رسیده است. OM755696شماره ثبت  به NCBIدارابی در سایت نام فاطمه طالبی 

 . بحث4

آوری شده در استان قم،  های خاک جمع با توجه به نتایج حاصل مشاهده شد که از بین نمونه
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کتینومیست شناسایی شدند که در میان آنها  10حدود  جدایه توانایی تولید بیوسورفکتانت را  7جدایه آ
ترین بیوسورفکتانت تولید شده به عنوان جدایه  (، با قوی4ها، جدایه شماره ) از جدایهدارند که یکی 

منتخب، انتخاب شد. همچنین بیوسورفکتانت تولید شده توسط این جدایه فعالیت ضد میکروبی، 
های  ضد چسبندگی و ضد بیوفیلمی قابل توجهی را در برابر بیوفیلم تشکیل شده توسط باکتری

خود نشان داد. هاله پراکندگی نفت خام ایجاد شده توسط بیوسورفکتانت جدایه منتخب  زا از بیماری
گزارش شد. بیشترین میزان فعالیت ضد میکروبی آن در باکتری سودوموناس  متر  میلی 90در حدود 

هاله عدم رشد باکتری مشاهده شد. فعالیت مهار تشکیل بیوفیلم این  متر  میلی 20ائروژینوزا و ایجاد 
% 62بیوسورفکتانت در بیشترین مقدار درصد مهار، در باکتری سودوموناس ائروژینوزا و به میزان 

مشاهده شد. بیشترین مقدار درصد حذف بیوفیلم توسط بیوسورفکتانت منتخب نیز در باکتری 
 % مشاهده گردید. 78اشرشیا کلی و به میزان 

را شناسایی کردند که بیوسورفکتانت آن  باکتری نوکاردیا ( در پژوهشی2022جوادی و همکاران )
 (. 27را دارا بود ) متر  میلی 60توانایی پراکنده کردن نفت خام به میزان 

(، باکتری رودوکوکوس را شناسایی کردند که 2029) و همکاران شکن در تحقیق دیگری بت
در رابطه با (. 28را دارا بود ) متر  میلی 90توانایی پراکنده کردن نفت به میزان  بیوسورفکتانت تولیدی آن

کتینومیست   Achmad Arifiyantoaها، در  فعالیت ضد میکروبی بیوسورفکتانت تولید شده در آ
 متر  میلی 22بیوسورفکتانت تولید شده باعث ایجاد  ند کهنشان داددر پژوهشی  ،(2020) همکارانو 

هاله عدم رشد در باکتری اشرشیا  متر  میلی 6هاله عدم رشد در باکتری استافیلوکوکوس اورئوس، و 
کتینومیستدر . (29) گردد کلی می  شکن ها، بت رابطه با فعالیت مهار بیوفیلم بیوسورفکتانت آ

درصد  5/42که بیوسورفکتانت تولید شده در باکتری رودوکوکوس،  ( نشان دادند2029و همکاران )
 باکتری سودوموناس ائروژینوزا دارد. فعالیت حذف بیوفیلم ایجاد توانایی مهار بیوفیلم را در

درصد  49لی توسط بیوسورفکتانت تولید شده در رودوکوکوس به میزان به وسیله اشرشیا ک شده
(، در پژوهشی روی فعالیت ضد بیوفیلمی بیوسورفکتانت 2028) شد. جورج و همکاران گزارش

کتینومیست  درصد توانایی حذف بیوفیلم 90نشان دادند که این باکتری به میزان  ها، تولیدی آ
 یاریبس قاتیتاکنون تحق(. 20کوس اورئوس را دارد )تشکیل شده توسط باکتری استافیلوکو

 نیا شتریو ب انجام شده اینها در سرتاسر دنآ وسورفکتانتیب دیتول ییها و توانانوباکتریکتآ یرو
 سال گذشته 20 یندارند و اکثر آنها ط یمدت یطولان نهیشیدر خارج از کشور بوده که پ قاتیتحق

 .اند انجام شده

https://scholar.google.com/scholar?hl=en&as_sdt=0%2C5&q=Arifiyanto+A%2C+Surtiningsih+T%2C+Agustina+D%2C+Alami+NH.+Antimicrobial+activity+of+biosurfactants+produced+by+Actinomycetes+isolated+from+rhizosphere+of+Sidoarjo+mud+region.+Biocatalysis+and+Agricultural+Biotechnology.+2020+Mar+1%3B+24%3A101513.&btnG=
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 گیری . نتیجه1

از  تسیاسترپتوما، باکتری رانیبار در ا نیاول یپروژه برا نیدر ا ،به دست آمده جیتوجه به نتابا 
 وسورفکتانتیباست.  وسورفکتانتیبه نام ب هیثانو تیمتابول دیکه قادر به تولشناسایی شد خاک 

را در  یقابل قبول یکروبیو ضد م یضد چسبندگ لم،یوفیضد ب تیفعال ،یباکتر نیاستخراج شده از ا
با توجه به اهمیت ساختار بیوفیلم در  نشان داد. لمیوفیکننده بدیتول یزا یماریب یها  یبرابر باکتر

 توان از این بیوسورفکتانت در صنایع پزشکی و داروسازی استفاده کرد. پزشکی، می

 . ملاحظات اخلاقی6

 پیروی از اصول اخلاق پژوهش .6-1

های حیوانی مطابق دستورالعمل دانشگاه آزاد اسلامی،   مونهاین پژوهش به علت عدم استفاده از ن
 نیازی به أخذ کد اخلاق نداشت.

 تشکر و قدردانی. 7

از همه کارمندان و مسئولین آزمایشگاه میکروبیولوژی دانشگاه آزاد اسلامی واحد قم که با فراهم 
 شود.  ی میآوردن منابع و تجهیزات به انجام این پژوهش کمک کردند، تشکر و قدردان
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