
   https://www.qafj.iauk.ac.ir                 22-53/ مقاله پژوهشی/صفحات 1041دوره دوم/ شماره دوم/ پاییز 

 

از ماست سنتی رفسنجان،  Enterococcus hiraeبیوسنتز نانوذرات اکسید منیزیم توسط 

 ایران
 

 

 0حسینیالله شیخ، عنایت5، شهلا سلطانی نژاد2*نیک، اشرف کریمی1نوهحسینیی عذر
 میکروبیولوژی، واحد کرمان، دانشگاه آزاد اسلامی، کرمان، ایرانگروه دانشجوی دکتری،  -1

 ، گروه میکروبیولوژی، واحد کرمان، دانشگاه آزاد اسلامی، کرمان، ایراناستادیار -2

 میکروبیولوژی، واحد جیرفت، دانشگاه آزاد اسلامی، جیرفت، ایرانگروه استادیار،  -3

 دانشگاه آزاد اسلامی، کرمان، ایرانگروه شیمی، واحد کرمان، دانشیار، -4

 a.kariminik@iauk.ac.ir نویسنده مسئول: *

 5/9/1441، پذیرش مقاله: 9/8/1441دریافت مقاله: 

 چکیده
خواص ضوود میکروبی، بابتیت تولید بیوسووورفکتانت و بیوسوونت   وجود دارد.   ا در مواد غذایی و لینیمفید پروبیوتیکبیولوژیک شوووا د فراوانی مینی بر اارا  

 ای پروبیوتیک از ماست سنتی پژو ش بیوسونت  نانوذرا  اکسوید منی ی  توسوا باکتری    این از  دف باشود.  ا میگانیسو  رنانوذرا  از اارا  بابل توجه این ا

 ای مولد بیوسووورفکتانت از ن ر گردید. جدایه )دمن روگوزا شووارا اگارا اسووتفاده  اس آگار ام آر کشووت  ا از محیاهت جداسووازی پروبیوتیکجباشوود. می

جهت تولید نانوذرا  اکسید منی ی ، اندازه، فعالیت  مورد بررسی برار گرفتند، جدایه برتر کنندگیمولسیهخام، انهدام بطره و ا ای  مولی ، گسوترش نفت تسوت 

توانایی  با 11Lه جدایه خاصویت پروبیوتیکی داشتند، جدای  9 ویت گردید.  ار تعیینسوی روش پیباکتریایی ارزیابی و به  و اارا  ضود  FTIRاکسویدانی،  آنتی

این . گردید تعیین ای گرم مثیت و گرم منفی بر عتیه باکتری از آنف خاصویت ضد باکتریایی بیوسورفکتانت تولیدی  و انتخاب شود ، تولید بیوسوورفکتانت بهتر 

اکسیدانی بابل توجهی نشان نانومتر، اارا  ضد باکتریایی و آنتی 135نانوذرا  اکسید منی ی  بود. نانوذرا  تشکیل شده با اندازه  سونت  سوویه  مننین بادر به  

وبیوتیک رسد که این سویه پرن ر می، بهدهدست آم ای بهمعرفی گردید. با توجه به یافته انتروکوکوس  یرای نامسوویه برتر به پس از بررسوی مولکولی،  دادند. 

 تواند در جهت استفاده در مصارف صنایع غذایی و صنعتی مورد استفاده برار بگیرد.مولد بیوسورفکتانت و نانوذرا  اکسید منی ی  می

   انتروکوکوس  یرای، نانوذرا  اکسید منی ی ، بیوسورفکتانت، ماست :های کلیدیواژه

 

 مقدمه

 "برای زندگی"پروبیوتیوک از کتموه یونانی به معنی    واژه 

 پروبیوتیک معمولا یک یا مختوطی از چند. گرفته شده است

 سووتندکه چناننه توسووا انسووان یا حیوان میکروارگانیسوو  

مصوورف شوووند، می توانند با بهیود خصوووصوویا  میکروفتور  

 را اعمال نمایند بابل توجهی مفیداارا  ، گوارشوووی می بان

 یافته جهانی پروبیوتیک وسعت محصولا  تولید امروزه .ا1)

1 Lactobacillus  
2 Lactococcus 

 سطح اف ایش  ا درپروبیوتیک از استفاده م ایایدلیل  به و

 این محصولا  مصرف سمت به زیادی گرایش سلامت افراد،

 پروبیوتیک،  ایمیان میکروارگانیس  . ازمعطوف شده است

 شناخته گروه عنوان مهمترین به اسویدلاکتیک   ایباکتری

 شامل اسیدلاکتیک  ای ای معروف باکتریاند. جنسشوده 

 ،3انتروکوکوس، 2لاکووتوووکوووکوس ،1لاکوتووبوواسووویوتووس    

3 Enterococcus 
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 و 3لوکونوسوووتو  ،2پوودیوکوکوس ،1اسوووتورپوتووکووکوس    
 شیر پروبیوتیکی لمحصو باشوند. اولین می 4بیفیدوباکتریوم

 گردید معرفی اروپا در میلادی 1984 سووال در تخمیرشووده

ای در صوونایع ا میت ویژه 5 ای اسووید لاکتیکباکتری. ا2)

که دارای خصوصیا  سازگار با لینی داشوته، زیرا علاوه بر آن 

از توانایی خاص در تولید  ،باشوووندشووورایا  مان منطقه می

 ای لینی برخوردار طع  و بوی مطتوب در تهیه انواع فراورده

ید تولبه توانایی توان  ا میاز خواص پروبیوتیک. ا3)  ستند

 وسورفکتانتیبو  7استیل، تولید دی pH، کا ش6باکتریوسین

 یکیتیفیآمف یسووتیز یا یترک  اوسووورفکتانتیب را نام برد.

 یاز غشاء ا یبخشو  ای یصوور  خار  سوتول  ه شوده ب  دیتول

و بوار   سوووتنوود.   مخمر ،یانواع بواکتر  توه یسوووتول بوسووو

نت ی س شیمیایی ای  ا نسیت به سورفکتانتبیوسورفکتانت

بابتیت تج یه زیسوووتی، سووومیت   منون ایی دارای م یت

 بابتیت و سازگاری، در دسترس بودن مواد خامکمتر، زیسوت 

از سوی  .ا4)باشند می سازی محیا زیستاسوتفاده در پا  

 کیوتیپروب ی ایباکتردیگر، مشوووخر گردیده اسوووت که 

. ند سوووت ینانوذرا  فت  دیتول یبرا ییبالا لیپتانسووو یدارا

 ن رنقطه از آن گسوووترده خواص دلیلبه منی ی  اکسوووید

. این ا5)توجه برار گرفته اسووت  مورد سوولامتی و ایتغذیه

، پایداری حرارتی بالا، عدم سووومیت ن یرنوانوذرا  م ایایی  

پتانسووویل نی ، و  داشوووته  ینه بودن سوووازگار و ک زیسوووت

 دندار و ضد بارچی عنوان عامل ضودباکتریایی توجهی بهبابل

بیوسوونت  نانوذرا  اکسووید منی ی   با  دف  تحقیق ینا .ا6)

 ،از ماسووت سوونتی  ای پروبیوتیک جدا شوودهباکتریتوسووا 

 .انجام شد

 

1 Streptococcus  
2 Pediococcus 
3Leuconostoc 
4 Bifidobacterium 
5 Lactic Acid Bacteria  
6 Bacteriocin        

 روش تحقیق

 15این تحقیق از نوع تجربی و آزمایشوگا ی است. تعداد   

نمونه ماسوت سونتی شوهرسوتان رفسنجان جهت جداسازی     

تصادفی، تحت شرایا استریل صور  ن ر به ای موردسوویه 

آزمایشووگاه منتقل  با رعایت زنجیره سوورد بهبرداری و نمونه

   شد.

 های پروبیوتیککشت، جداسازی و شناسایی باکتری

لیتر سووورم میتی 94گرم نمونووه از  ر نمونووه بووا  14 

 ای مختتف تا یک فی یولوژی اسوتریل مختو  و سسس ربت 

ام آر اس  بر روی کشتده   ارم تهیه شود از سه ربت آخر،  

 ا در ا آگار کشووت انجام شوود.پتسووت 8)دمن روگوزا شووارا

 72گراد به مد  درجه سووانتی 34 وازی، دمای شوورایا بی

 ای رشوود کرده با اسووتفاده از سوواعت برارداده شوودند. کتنی

آمی ی گرم، تست کاتالاز و توانایی تولید بیوسورفکتانت رنگ

د منی ی  مورد مطالعه و سووسس بابتیت سوونت  نانوذره اکسووی 

 . ا7)برار گرفتند 

 تولید بیوسورفکتانت

جدا  یا کیوتیپروب ای از باکتری بیوسووورفکتانت دیتول 

 تیفعال :از جمته یمختتف ی اکیشوووده با اسوووتفاده از تکن

انهدام یا ، 9گسوووترش یوا پراکنودگی نفت خام   ک،یو تی مول

 یابیارزمورد  11کنندگیفعالیت امولسیونهو  14فروپاشی بطره

 ی ا بر روهیجداکشووت  ک،یتی مول تیفعال یبرار گرفت. برا

گراد یدرجه سانت 35 یدر دماانجام و آگار بلادکشت  ایمح

و منطقه شووفاف اطراف  شوودند برار دادهسوواعت  72به مد  

 بررسووی شوود.  به نشووانه  مولی  کامل،  ای باکتریاییکتنی

 شوودندبررسووی  پراکندگی نفت خامخالر از ن ر  ی اهیجدا

7 Diacetyl 
8 de Man Rogosa Sharpe agar 
9 Oil Spreading  
10  Drop collapsing  
11 Emulsification index 
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به در محیا کشوووت ام آر اس برا   که جهت این آزمایش،

 برار داده شدند. گرادیدرجه سوانت  35 یروز در دما 7مد  

ی ا ای شوویشووهلیتر آب مقطر اسووتریل داخل پتیتمیتی 25

میکرولیتر نفت خام به آن  144اسوتریل ریخته شود. سسس   

میکرولیتر سوووسووسانسوویون  24می ان  سووسساضووافه گردید 

در ف شوفا  هیبطر ناح میکروبی به پتیت مذکور اضوافه گردید 

)آب مقطرا  یشووود و بوا کنترل منف  یریگانوودازه لایوه نفتی 

آزمون انهدام یا فروپاشی با   اهیجدا نی منن شود.  سوه یمقا

میکرولیتر نفت خام بر  14برار گرفتند.  یمورد بررسووو بطره

 14ای استریل برار داده شده، سسس هروی یک صفحه شیش

میکرولیتر از سوووسووسانسوویون باکتریایی آماده شووده، بر روی 

بیقه، شکل د 1نفت خام اضوافه گردید. بعد از گذشوت زمان   

بطره نفت خام بررسی گردید. در  بطره ایجاد شوده در سطح 

حالت مسووطح در غیر صووور  تولید بیوسووورفکتانت بطره به

 یازسونیامولس ییتواناگرد خوا د بود.  صور  بطره کاملاًاین

لیتر میتی 4. شد یابیارز یسازونیبا شواخر امولس   اجدایه

لیتر نفت سوووفید میتی 6به  از محیا کشوووت حاوی باکتری

ورتکس با سرعت بالا  اضوافه گردید. در ادامه توسوا دستگاه  

سوواعت  24مد  دو دبیقه مختو  گردید. سووسس به مد  به

از  کنندگیامولسیونهشاخر در دمای محیا برار داده شود.  

  یسمترا تقیشده )سانت ونیامولس هینسویت ارتفاع لا  طریق

 محاسیه شددر صوود مترا ی)سوانت  عیارتفاع کل سوتون ما  بر

 .  ا8)

 لنار داخل باکتریایی، انتخابی  ایجدایهکتنی خالر از  

ام آر اس برا  اضووافه  کشووت لیتر محیامیتی 544 محتوی

 گراد،سانتی درجه 35 ی، دمایکردارانکوباتور ششد. سسس در 

. برار داده شوود روز 7 زمان به مد  یقهدر دب rpm154 دور

 گاهدسووت وسویته به  باکتریایی  ایآن سووسوسانسوویون   از بعد

 دبیقه، 15 مد  به دبیقه در دور 5444 با سوووانتریفیوژ

 با مایع pH آوری شد.مایع رویی جمع. گردیدند سوانتریفیوژ 

. شد ی تن  2 به مولار، 6 کتریدریک اسید محتول استفاده از

   24سوووسس محتول بوه مود    

1 Well diffusion assay 
2 Inhibition zone 

 و کتروفرم محتول شووود و بعد از آن نگهداری گرادسوووانتی

 فاز آلی جدا شده و حلال در. ا اضوافه شود  v/v 1:2) متانول

 در تیخیر گردید. گرادسانتی درجه 64 یبا دما فور دسوتگاه 

تعیین  شده، آوریجمع  ایبیوسورفکتانت خشک وزن ادامه

 برگرم یتیم 5/12و  25، 54، 144 ای متوالی شامل ربت و

 .  ا8)در آب مقطر دیونی ه استریل تهیه گردید  تریلیتیم

 وسورفکتانتیب ییایضد باکتر بررسی اثرات

 ای جهت بررسوی فعالیت ضود باکتریایی بیوسورفکتانت   

استفاده شد. که طی  1اسوتخرا  شوده از روش انتشار چا ک  

ای  آن از سووسوسانسیون میکروبی استاندارد شده از باکتری  

 سووووالمونلاا، (PTCC 1431 اورئوساسوووتووافیتوکوکوس
 PTCC) سرئوسباسیتوس ا، PTCC1709) سیدیتیانتر

سووودوموناس و PTCC 1270) ) کتیاشووریشوویا ا، 1015
به روش کشت چمنی در سطح  (YX 441328) آئروژینوزا

  اییمحیا کشت مولر  ینتون آگار کشت انجام شد. چا ک

 24متر با پیست پاستور استریل ایجاد گردید. میتی 6به بطر 

، 54، 144) وسووورفکتانتیباز غت ت  ای مختتف  میکرولیتر

 ر حفره اضووافه شوود.  بها تریلیتیگرم در میتیم 5/12و  25

مد  زمان  بهگراد درجه سانتی 35 ا در دمای سوسس پتیت 

عنوان کنترل مثیت، از . بها9)داده شووودند  سوواعت برار  24

 میکروگرما، 1بیوتیکی شوامل اگ اسیتین )  ای آنتیدیسوک 

 34) نیتروفورانتوئین مویکروگرما،  34سوووفووالوکسووویون )   

 نالیدیکسیک اسید ا،میکروگرم 14) سویتین پنی میکروگرما،

با روش انتشوار در دیسوک استفاده گردید.    میکروگرما، 34)

 ا به  ا از ن ر حسووواسووویت نسووویی باکتری تموامی پتیوت  

  ای انتخابیبیوتیک وای تولیودی و آنتی  بیوسوووورفکتوانوت  

بررسی گردید. نتایج حاصل  2وسیته منطقه ممانعت از رشدبه

 اسوووتاندارد بالینی و انسوووتیتو ا با جداول از آنتی بیوتیوک 

  .ا14) گردیدمقایسه ا 3CLSI 2020) آزمایشگا ی

3 Clinical and Laboratory Standards Institute 

سووواعوت دردموای 4 درجه 

 



 کیفیت و ماندگاری تولیدا ...                   کاران م و نوهحسینیعذرا                  25

 

سنجی تعیین خصوصیات بیوسورفکتانت به روش طیف

 مادون قرمز

گرم برمیوود یتیم 144بووا  وسوووورفکتووانوت یگرم بیتیم 4 

 کیصور  فشار زیاد بهو با  و خشک مختو خالر پتاسوی   

سوووسس در دسوووتگاه شووود.  آورده درو شوووفاف ناز  برص 

FTIR1 1)طول مو   در محدوده-cm هیتج  444-4444ا 

 .ا8) شد لیو تحت

   منیزیمبیوسنتز نانوذرات اکسید 

ام آر  لیتر محیا کشتمیتی 54 ای پروبیوتیک به جدایه 

 24-48مد  بهگراد درجه سووانتی 37اس برا  اضووافه و در 

نرمال  1/4لیتر نیترا  منی ی  میتی 54سواعت برارداده شد.  

مولار به کشت باکتری اضافه و در  2/4و  یدروکسوید سدی   

داده،  دبیقه برار 24مد  گراد بهدرجه سوووانتی 44ماری بن

ساعت در دمای اتاق نگهداری شد. آنگاه با  14مد  سسس به

نتریفیوژ شوود. مایع روماند دبیقه سووا 15مد  دور به  5444

دور ریخته شد و رسوب با آب دو بار تقطیر چند بار شستشو 

ساعت خشک  8مد  گراد بهدرجه سانتی 44داده و در آون 

باشد که پس از شود. ماده حاصته به فرم  یدروکسید نانو می 

گراد به فرم اکسید درجه سانتی 344سواعت برار دادن در   4

  .ا11)تیدیل شد 

 زیممنیبررسی اثرات ضد باکتریایی نانوذرات اکسید 

اارا  ضووود بواکتریایی نانوذرا  اکسوووید منی ی  برعتیه   

، PTCC (1431)س اسوووتافیتوکوکوس اورئو ای بواکتری 

بوواسووویتوس ،  (PTCC 1709)سیدیووتیانتر سووووالمونلا
 PTCC)  اشووریشوویا کتی ،  (PTCC 1015)سوورئوس

و روش  (YX 441328) آئروژینوزاسووودوموناس  و(1270

 ای مختتف از نانوذرا  انتشووار در چا ک انجام شوود. غت ت

لیترا گرم بر میتیمیتی 75/3 و 5/7، 15، 34اکسید منی ی  )

                                                           
1 Fourier Transform Infrared Spectroscope 
2 (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) 
3  Butylated hydroxytoluene 

 v/vمتیل سوولفوکسید و متانول با حج  برابر ) در حلال دی

 ی اهیآگار با سوووو نتونیمولر  ی اتیپتا تهیوه شووود.  1:1

 6 ایی به بطر چا ک داده شوودند و کشووت شوواخر یباکتر

 ای ت متر با پیست پاسوتور استریل ایجاد گردید. از غت میتی

میکرولیتر در  ر حفره ریخته شووود.  24تهیه شوووده مقدار 

 24گراد به مد  درجه سووانتی 35 ا در دمای سووسس پتیت

داده گرفته و بطر  اله عدم رشوود بر حسوو     سوواعت، برار

  .ا13 ،12) گیری شدمتر اندازهمیتی

 زیممنیاکسیدانی نانوذرات اکسید بررسی اثرات آنتی

 1-1 اکسووویدانی نانو ذرا  با اسوووتفاده ازفعوالیت آنتی  

گیری شوود. اندازه DPPH2) یدرازل ) پیکریل -2-فنیلدی

در طول واکنش  DPPH که با کا ش جذب محتول متانول

لیتر از محتول نووانوذرا  منی ی  و میتی 1مشوووخر شووود.  

ا µg/mL 244-4در محدوده غت تی معین ) منی ی  استا 

میکرومولار  DPPH (144 لیتر محتولمیتی 2جوداگانه به  

 3در متانولا اضووافه گردید و مختو  حاصوول پس از اف ودن 

لیتر دیگر متانول به مد  یک سووواعت در تاریکی برار میتی

 517داده شووود. سوووسس می ان جذب محتول در طول مو  

زمان با نمونه، یک لوله شوووا د    گیری شووود.نانومتر اندازه

ا نی  در ن ر گرفته شووود. از ترکی  ذره)بودون محتول نوانو   

عنوان کنترل مثیت اسووتفاده به 3بوتیل  یدروکسووی تولوئن

اکسوویدانی از فرمول زیر محاسوویه  شوود. می ان فعالیت آنتی

 شود:می
DPPH radical scavenging ability (%) = [1- 

(Aa-Ab)/Ac]×100  در این فرمول کهAa  می ان جذب

می ان  Acمی ان جذب شوووا د و  Abنمونه حاوی منیری ، 

 .ا14)باشد جذب نمونه کنترل می

   0ای نانوذرات اکسید منیزیمتوزیع اندازه ذره

4 Dynamic light scattering (DLS) 
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 یونسوسسانسدر ذرا  براونی حرکت یرو از روش، یندر ا 

 مشخر را محتول یکذرا  در  ابعاد توزیع توانمی کتوئیدی

 یمورد بررسووگرم از نمونه میتی 1آنالی  می ان  ینا در .نمود

 .ا11)گرفت  برار

به روش  میزیمننانوذرات اکسید تعیین خصووصویات   

 سنجی مادون قرمزطیف

نانو ذرا  اکسید منی ی  را با برمید پتاسی  مختو  کرده  

شوود.  آوردهدرو شووفاف ناز  برص  یکصووور  با فشووار به

 .  ا15) برار داده شد و بررسی شد FTIRسسس در دستگاه 

 شناسایی مولکولی سویه برتر

 مرازیپت یارهیاز واکنش زنج یمولکول ییشوووناسوووا یبرا 

توسووا کیت  DNA. اسووتخرا  اسووتفاده شوود 1آراسووی)پی

به من ور  .انجام شوود طیق دسووتورالعملاسووتخرا  سوویناژن 

 یدیگونوکتئوتیاولی مر ایپرا از S rRNA16 تکثیر ناحیه

5´AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3´ (8F و ا

5´AAGGAGGTGATCCAGCCGCA3´(1541

R25آر با حج  نهایی سووویا اسوووتفاده گردید. واکنش پی 

 الگو، DNA نوانوگرم در میکرولیتر  14:شوووامول میکرولیتر 

 dNTP ،2 رمیکرومولا 2/4از  ر پرایمر، ر میکرومولا4/4

 1و  آرسووویپیمیکرولیتر بووافر  MgCl2 ،5/2ر میکرومولا

گردید. در  انجوام  Taq DNA Polymeraseواحود آن ی  

با شوورایا  در دسووتگاه ترموسووایکترآر سوویادامه واکنش پی

درجه  94دبیقه واسورشوت شدن ابتدایی در دمای    5دمایی 

چرخه شوامل واسورشت شدن در    35گراد و در ادامه سوانتی 

در  دبیقه، اتصوووال 1گراد به مد  درجه سوووانتی 94دمای 

اانیه، طویل شوودن  34گراد به مد  درجه سووانتی 45دمای 

اانیه و در نهایت  94گراد به مد  درجه سانتی 72در دمای 

 5گراد به مد  درجه سانتی 72طویل شودن نهایی در دمای 

 1آر به ژل آگاروز سیدبیقه انجام شد. در نهایت محصول پی

ولت  84سووواعوت در ولتواژ    1درصووود منتقول و بوه مود     

میکرولیتر از محصووول پی 244. ا17, 16)ردید الکتروفورز گ

آر برای تعیین توالی بطعا  تکثیر شوووده به شووورکت سوووی

 ای ارسال شده با نرمتکاپوزیست ارسال گردید. سسس توالی

بررسی  7و مگا ورژن   Gene runnerو Bio editاف ار ای 

سویه مورد  NCBIگردید، پس از بلاسوت کردن در سوایت   

   .ا8) دن ر شناسایی گردی

 بحث و بررسی

 های پروبیوتیککشت، جداسازی و شناسایی باکتری

 ای ماست سنتی جداسازی کتنی از نمونه 44در مجموع  

 هب  اییشووده، باکتری بررسووی ازمجموع کتنی کتنی 9شوود. 

از  .دندبو منفی کاتالاز و مثیت گرم باسیل و کوکسی اشوکال 

نمونووه دارای  7،جوودایووه انتخووابی در مرحتووه اول 9مجموع 

خام فعالیت  مولیتیک بودند. در بررسی نتایج گسترش نفت

 1نمونه غربال شووده  مگی مثیت بودند در جدول  9بر روی 

دست آمده از نشوان داده شوده اسوت. نتایج به    B 1و شوکل 

نمونه مورد آزمایش بعد از  6آزمون انهدام بطره نشوووان داد 

ان دادند گذشووت زمان یک دبیقه حالت کاملاً مسووطح نشوو  

ا E 24دسووت آمده از آزمون آمی ندگی )ا. نتایج به1)جدول 

ی  ای بیل،  مهنمونه برتر تست 9نشوان داد که از مجموع  

کنندگی نسویتاً خوبی نشان دادند   ا فعالیت امولسویون نمونه

گری  ای غربالاز مجموع تسوووت ا.A1ا، )شوووکل1)جدول 

تسووت انهدام خام، فعالیت  مولیتیک، آزمون گسووترش نفت

جدایه برتر با کد ای  2کنندگی، بطره و شوواخر امولسوویون

8L ،11L .انتخاب شدند 

 

 

 

                                                           
1 Polymerase chain reaction (PCR) 
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  ای پروبیوتیکجدایه کنندگیامولسیونه فعالیتو  انهدام بطره خام ونتایج فعالیت  مولیتیک، گسترش نفت -1جدول 

 جدایه
فعالیت 

  مولیتیک

 گسترش نفت خام

 مترا)میتی بطر  اله
 انهدام بطره آزمون

    یکنندگفعالیت امولسیونه

24 E % 

3L 35/16 کاملا مسطح 94 آلفا 

4L 3/35 خیتی متمایل 53 آلفا 

5L 55 خیتی متمایل 5/53 گاما 

7L 53/31 کاملا مسطح 52 گاما 

8L 69/35 کاملا مسطح 5/34 بتا 

9L 13 کاملا مسطح 54 آلفا 

14L 56/53 کاملا مسطح 5/59 بتا 

11L 49/35 کاملا مسطح 1/33 بتا 

12L 55/55 خیتی متمایل 5/32 آلفا 

 

 
 (B) کنندگیوتصویر شاخر امولسیون(A)  تصویر آزمون گسترش نفت خام -1شکل 

 

 تولید بیوسورفکتانت

حداکثر توانایی  11L ای انتخاب شوووده در بین جودایوه   

گرم در لیتر ا را نشان داد و جهت  5/2تولید بیوسورفکتانت )

 انتخاب شد.  ا،آزمونادامه 

 بررسی اثرات ضد باکتریایی بیوسورفکتانت

 تانتوسورفکیمختتف ب ی اغت ت ییایضود باکتر  تیفعال 

جدا شده  وسورفکتانتیب .داده شده استنشوان   2جدول در 

 ی اهیدر برابر سوووو یاگسوووترده تیفعال 11L هیو جودا  از

 یکیوتیبیآنت تیحساس لیو تحت هینشان داد. تج  ییایباکتر

مختتف مورد  کیوتیبیآنت 5 یشووواخر بر رو ی اهیسوووو

 ارائه شوووده اسوووت. 3در جدول  جیگرفت و نتا رارب بررسووی 

مختتف  ی وا غت وت مقوایسوووه اار تواایر ضووود بواکتریوایی     

ف بر  ای مختتبیوتیکاسوتخرا  شده و آنتی  وسوورفکتانت یب

 زا نشان داد که بیوسورفکتانتروی پنج سویه باکتری بیماری

اسووتخرا  شووده جدایه منتخ  این پژو ش، از اارا  ضوود   

عتیه   ای مذکوربیوتیکباکتریایی خوبی در مقایسووه با آنتی

 وای بیمواری ای منتخ  برخوردار بودند و حتی در   سوووویوه 
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مقووایسووووه بووا برخی از این  مواردی عمتکرد بووالاتری در 

  ا داشتند.بیوتیکآنتی

 ییایباکتر ی اهیدر برابر سو  ای مختتف بیوسورفکتانتغت ت ییایضد باکتر تیفعال -2جدول

 باشدامتر می)اعداد جدول، میانگین بطر  اله ممانعت از رشد بر حس  میتی 

 

 سویه باکتریایی 5 ا بر بیوتیکممانعت از رشد آنتی نتایج میانگین بطر  اله -3جدول 

 اد ندرا نشان میمتر )اعداد جدول، بطر  اله ممانعت از رشد بر حس  میتی 

 هیسو نالیدیکسیک اسید نسیتیپنی نیتروفورانتوئین سفالکسین اگ اسیتین

4 
R 

5/4± 24 
S 

4 
R 

4 
R 

4 
R 

 یکتیشیااشر

4 
R 

4 
R 

288/4 ± 14 
R 

4 
R 

4 
R 

 یتوکوکوساستاف

 اورئوس

4 
R 

4 

R 
4 
R 

4 
R 

4 

R 
 ینوزاسودوموناس آنروژ

4 
R 

288/4 ± 24 
S 

4 
R 

4 
R 

4 
R 

 انتریتیدیس سالمونلا

4 
R 

763/4 ± 21 
S 

4 
R 

4 
R 

4 
R 

 سرئوس یتوسباس

±: Standard deviation  S: Susceptible  R: Resistant 

 
سنجی تعیین خصوصیات بیوسورفکتانت به روش طیف

 مادون قرمز  

نشوووان داد کووه طول  ا1نمودار )در  FTIRنتوایج طیف   

مربو  بووه  cm 3444-1 وای اووا رشوووده در نواحیووه   مو 

در سوووواختووار   O-Hپیونوود ووای  یوودروکسووویوودی گروه

ارتعاشی موجود در  C-Hباشد. پیوند ای بیوسورفکتانت می

  و cm 2467-1ساختار بیوسورفکتانت در طول مو  حدود 
1-cm1644 ارتعاشی -شوند. پیوند ای کششیاا ر می-C

C -H 1 موجود در سوواختار بیوسووورفکتانت در ناحیه- cm 

در طیف اسسکتروسکوپی مادون برم   cm 1134-1تا  1456

FT-IR  اند. طیف اسوسکتروسکوپی مادون  نمایش داده شوده

 کند.برم  وجود بیوسورفکتانت را تایید می

-گرم بر میتیمیتی5/12

 لیتر

بر  گرممیتی25

 لیترمیتی

بر  گرمیتیم 54

 تریلیتیم

بر  میتی گرم 144

 لیترمیتی
 سویه

 اشرشیاکتی 24 ± 577/4 11 ± 288/4 4 4

 ساورئو استافیتوکوکوس 27 5/4± 21 ± 288/4 ±14 763/4 14 ± 288/4

 باسیتوس سرئوس 8 ± 5/4 8 ± 763/4 4 ± 577/4 4

 روژینوزاآئسودوموناس  34 ± 288/4 16 ± 763/4 9 ± 288/4 7 ± 577/4

 انتریتیدیس سالمونلا 11 ± 288/4 6 ± 577/4 14 ± 763/4 4
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 ماکسید منیزیبررسی اثرات ضد باکتریایی نانوذرات 

نتایج مربو  به فعالیت ضوود باکتریایی نانوذرا  اکسووید   

ا نشان داده شده است. نانوذرا  اکسید 4منی ی  در جدول )

ن  ای گرم مثیت نشووامنی ی  فعالیت خوبی در برابر باکتری

حساس ترین جدایه بود. نتایج این  سرئوس یتوسباسو دادند. 

پژو ش نشوان داد که نانوذرا  اکسووید منی ی   یث اار ضد  

و  یکتیشووویا اشووور ای گرم منفی بواکتری در برابر باکتری 
 نداشت. یتیدیسسالمونلا انتر

 

 باکتریایی سویه  5بررسی اارا  ضد باکتریایی نانوذره اکسید منی ی  بر عتیه  -4جدول 

 اد ندرا نشان میمتر اعداد جدول، بطر  اله ممانعت از رشد بر حس  میتی)

 هیسو اmg/mlغت ت ) 34 15 5/7 75/3

 اشریشیاکتی 4 4 4 4

 ساورئواستافیتوکوکوس  25 ± 763/4 24 288/4± 18 577/4± 15 ± 288/4

 باسیتوس سرئوس 34 288/4± 25 ± 763/4 24 577/4± 23 ± 288/4

 اسودوموناس آئروژینوز 22 288/4± 12 ± 763/4 14 288/4± 9 ± 577/4

 سالمونلا انتریتیدیس 4 4 4 4

 اکسیدانی نانوذرات اکسید منیزیمبررسی اثرات آنتی

اکسوویدانی نانو ذرا  اکسووید منی ی  سوونت   فعالیت آنتی 

تعیین شود. نتایج تست  DPPH  ای شوده توسوا رادیکال  

اار  یداراکه نمونه نانوسووواختار اکسوووید منی ی   دادنشوووان 

ه به که به صور  وابست باشدیم ی نسیتأ خوبیدانیاکسو یآنت

دبیقه با شی  ملای   14و در فاصته زمانی  کند،یم زمان اار

درصد این مقدار  35اکسویدانی به حدود  می ان فعالیت آنتی

 ا. 2ر نمودابرآورد شده است )

   ای نانوذرات اکسید منیزیمتعیین توزیع اندازه ذره

، نشان تعیین توزیع ابعاد ذرا جهت  1تفرق نور پویاتست  

نانومتر  135درصود نانوذرا  تشووکیل شده   94داد که ابعاد 

 ا.3نمودار باشد )می

 

                                                           
1 DLS :Dynamic light scattering 

نمودار 1- طیف FTIR بیوسورفکتانت 
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نانوذرات اکسید منیزیم به روش تعیین خصووصوویات  

 سنجی مادون قرمز  طیف

 FT-IRسونجی اسسکتروسکوپی مادون برم   نتایج طیف 

 cm-1 ای اا ر شده در ناحیه د د که طول مو نشوان می 

در   O-Hمربو  به پیوند ای  یدروکسووویدی گروه 3444

 C-Hباشوود. پیوند ای سوواختار نانوذرا  اکسووید منی ی  می

 ارتعاشووی موجود در سوواختار نانوذرا  در طول مو  حدود 
1-cm2288  1و-cm 1644 شووووند. پیوند ایاا ر می-C

C -H  1موجود در ساختار نانوذرا  در ناحیه-cm 1234  و
1-cm 1129   در طیف اسسکتروسکوپی مادون برمIR-FT 

انود. وجود پیوند ای فت ی در ناحیه زیر  نموایش داده شوووده 
1-cm 1444 شووود.  ای ضووعیفی نمایان میصووور  پیکبه

نانوذرا  اکسید منی ی  را  اسسکتروسکوپی مادون برم  وجود

 ا.4 نمودارکند )تایید می

نمودار 2- آزمون بررسی فعالیت آنتیاکسیدانی نانوذرا  اکسید منی ی  تولید شده توسا سویه پروبیوتیکی 

نمودار 3- نتایج توزیع اندازه ذرهای نانوذرا  اکسید منی ی  تولید شده توسا سویه پروبیوتیکی 
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 تولید شده توسا سویه پروبیوتیکی نانوذرا  اکسید منی ی  FTIRطیف  -4نمودار 

 شناسایی مولکولی سویه برتر

 11L ، سویهS rRNA16از طریق آنالی  تشابه توالی ژن  

کوه دارای خواص تولیود بیوسوووورفکتوانت، ضووود میکروبی،    

اکسووویدانی و تولید کننده نانوذره اکسوووید منی ی  بود آنتی

   شناسایی شد. انتروکوکوس  یرای

 بحث 

 ای در طی چند د ه اخیر اسوووتفاده از میکروارگانیسووو  

 ای خصووووص فراوردهپروبیوتیوک در انواع مختتف غذا ا به 

اسوووت، کوه اارا  بسووویار مفیدی بر  لینی در حوال اف ایش  

. در مطالعه حاضوور جداسووازی  ا18)دارند  سوولامت انسووان 

ی پروبیوتیک از ماست سنتی شهر رفسنجان انجام  اباکتری

درصدا  3/33نمونه ) 3بر اساس نتایج تحقیق حاضر،  گرفت.

نمونه  6 وای منتخو  از ن ر فعالیت  مولیتیک،   از جودایوه  

درصوودا  144نمونه ) 9دام بطره و ا از ن ر انهدرصوود 6/66)

خام مثیت درن رگرفته شووودند. براسووواس گسوووترش نفوت 

 نندگیکگیری فعالیت امولسوویونگری تکمیتی با اندازهغربال

با توانایی تولید  11Lجدایه  انتروکوکوس  یرای انجام شوود.

بوالا بیوسوووورفکتوانوت انتخاب شووود. اارا  ضووودباکتریایی     

  ای متفاو  درویه در غت تحاصل از این س بیوسورفکتانت

 ای سوونت ی، خاصوویت ضوودباکتریی بیوتیکمقایسووه با آنتی

خیتی خوبی نشوووان داد و برخی از آنهوا حتی نسووویووت بووه   

. در کنندتر و مؤارتر عمل می ای منتخ ، بویبیوتیکآنتی

تحقیقی خصوووصوویا  بیوسووورفکتانت تولید شووده توسووا   

که نشوووان دادند  ای پروبیوتیک را بررسوووی کردند باکتری

ه،  ای غربال شد ای تولید شده توسا سویهبیوسوورفکتانت 

 ووای منتخوو  از فعووالیووت بیوتیووکدر مقووایسووووه بووا آنتی

ضوودباکتریایی خیتی خوبی برخودار  سووتند. برخی از آن  ا 

تر و مؤارتر عمل  ای منتخ  بویبیوتیکنسووویوت بوه آنتی  

آن  که دلیلباشد کردند که با نتایج مطالعه حاضور مشابه می 

. در بررسی مطالعا  ا8)تواند روش یکسان آزمایش باشد می

 ا در می ان اارا  ضوودمیکروبی مشووابه، وجود برخی تفاو 

تواند به مشوا ده شوده در این مطالعه و تحقیقا  مشابه می  

دلیل تفاو  سووبسوترا ای مختتف برای رشد باکتری تولید   

مختتف برای   ایکننده بیوسوووورفکتانت، اسوووتفاده از روش

استخرا  و غیره باشد.  مننین تفاو  در اارا  ضدمیکروبی 

 ا  ای موجود در ترکییا  بیوسورفکتانتد نده تفاو نشوان 

 ای فی یکی، شوویمیایی و بیولوژیکی معمولاً باشوود. روشمی

اد شوند. موبرای سونت  نانوذرا  اکسوید منی ی  اسوتفاده می   

 ا را  ا و باکتریار  ای گیا ی، بزیسوووتی مواننود عصووواره  

توان برای سووونت  نوانوذرا  اکسوووید ای فت ی از طریق  می

 FTIR یسنجفیط .ا19) ای سنت  سی  استفاده کرد روش

 لیکه در واکنش دخ یعامت ی اگروه لیو و تحت هیو تج  یبرا
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در مطالعه دیگری نی  نتایجی مشابه با  .شداستفاده  ، سوتند 

 ای عامتی در دسووت آوردند که وجود گروهتحقیق حاضوور به

ای . آنووالی  توزیع انودازه ذره ا24)کنود  نوانوذره را توأییود می   

باشوود. در د نده تعیین توزیع ابعاد ذرا  مینانوذرا  نشووان

سونت  نانوذرا  اکسوید منی ی  با استفاده از   پژو شوی دیگر  

برار دادند. اندازه  یرا مورد بررس 1توبنجنسیس رژیتوسآسوس 

نانومتر و کروی شکل با  8/2 را د شدهیمتوسوا نانوذرا  تول 

 و میکروسکوا ای نانوذرا استفاده از آنالی  توزیع اندازه ذره

. در این تحقیق خواص ا21)گ ارش کردنوود  الوکوتورونوی    

ستای را یا  شد. دراکسویدانی نانوذره اکسوید منی ی  اا  آنتی

اکسووویدانی نانوذرا  ای خاصووویت آنتیمطالعه این تحقیق،

 با پارامتر ارتیمیسیا آبروتانوماکسوید منی ی  حاصل از گیاه  

IC50  لیتر نشوووان دادند. گرم بر میتیمیتی 73/4در حدود

اکسووویدانی بابل دسوووت آمده حاکی از فعالیت آنتینتایج به

این تحقیق مشووابه دسووت آمده در توجه بوده که با نتایج به

در مطالعه حاضووور فعالیت ضووودباکتریایی  .ا22)باشووود می

م  ای گرنوانوذرا  اکسوووید منی ی  در برابر برخی از باکتری 

مثیت و گرم منفی مورد ارزیابی برار گرفت. نتایج نشووان داد 

 ای گرم مثیت، اار ضد میکروبی که این نانو ذرا  بر باکتری

  ایباکتریایی بر باکتریگونوه فعوالیوت ضووود    دارنود و  یث 

ری ندارند. محققین دیگ سالمونلا انتریتیدیسو  اشورشیاکتی 

تأایر ضووود باکتریایی نانو ذرا  اکسوووید منی ی  با میانگین 

 ووا از جمتووه  نووانوومتر بر تعوودادی از بوواکتری  24انوودازه 

 روش سوونجشرا با  کمسیتوباکترو سووالمونلا ، اشوورشوویاکتی

رزوزارین مورد بررسووی برار دادند. حدابل غت ت بازدارندگی 

ترتی  هب کمسیتو باکترو  سالمونلا، اشورشیاکتی از رشود برای  

 2دسووت آمد. در غت ت لیتر بهگرم بر میتیمیتی 5/4و  2، 1

طور سوواعت به 2در مد   کمسیتوباکترلیتر گرم بر میتیمیتی

لیتر رشد  م بر میتیگرمیتی 4تا  2کامل مهار شود. در غت ت  

سوواعت متوبف شوودند.  6-8طی سووالمونلا و  اشوورشوویاکتی

و  تیاشووورشووویاکنسووویت به دو باکتری  کمسیتوباکترباکتری 

تر بود که نسویت به مطالعه حاضوور تفاو   حسواس  سوالمونلا 

1 Aspergillus tubingensis 

 باشوووددارد و احتمالاً دلیل مغایر ، روش آزمون متفاو  می

که در این تحقیق از روش انتشوووار در آگار به کمک چا ک 

ای تأایر اندازه نانوذرا  . در مطالعها23)اسوتفاده شده است  

اکسووید منی ی  بر فعالیت ضوود باکتریایی مورد بررسووی برار  

گرفت. نتایج نشان داد که نانوذرا  اکسید منی ی  در مقایسه 

برابر  ووای گرم منفی فعووالیووت بیشوووتری در  بووا بوواکتری

 ای مختتفی برای  ای گرم مثیت دارند. مکانیسووو بواکتری 

شنهاد ی  پی توصیف اارا  ضد میکروبی نانوذرا  اکسید منی

. نانوذرا  ابتدا بار منفی را در سطح خارجی ا24)شده است 

انوود تعووادل توبوواکتری جووذب کردنوود. این اتصوووال    می 

. کند  ا را مختلچرخه تنفسوووی آن الکترولیت باکتری و   

 ای زنجیره و آن ی  DNA ا، سوووسس نانوذرا  بر پروتئین

رشوود سووتولی و تکثیر  سووتند، تأایر   تنفسووی که مسووئول

 ای آزاد و اکسووویژن فعال گوذارنود و در نتیجوه رادیکال   می

 .ا25)شوند تشکیل می

 گیرینتیجه

سوونت  سووی   ای حاصووته از این تحقیق، بر اسوواس یافته 

  ای پروبیوتیکاز طریق باکترینوانوذرا  اکسووویود منی ی    

سووازگار با محیا زیسووت و  این روش، باشوود وپذیر میامکان

 ای شیمیایی و فی یکی به جای روش بوده و صرفهمقرون به

اکسید منی ی  سنت  شده توسا  . نانوذرا گرددمیپیشنهاد 

عنوان عوامل ضووود میکروبی به توانندمی سوووویه پروبیوتیکی

  ای میکروبیمناسوو  برای کنترل آلودگیفعال و کاندیدای 

 غذایی در ن ر گرفته شوند.

 تشکر و قدردانی

از  مکاران محترم آزمایشگاه میکروبیولوژی دانشگاه آزاد  
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Abstract 
There is a lot of evidence about the beneficial biological effects of probiotics in food and dairy products. Antimicrobial 

properties, ability to produce biosurfactant and biosynthesis of nanoparticles are among the significant effects of these 

organisms. The aim of this research is the biosynthesis of magnesium oxide nanoparticles by Enterococcus hirai from 

traditional yogurt. MRS agar culture medium was used to isolate probiotics. Biosurfactant-producing isolates were 

examined in terms of hemolysis, crude Oil Spreading Assay, Drop Collapse Assay and emulsification index, the best 

isolate for the production of magnesium oxide nanoparticles, size, antioxidant activity, FTIR and antibacterial effects 

were evaluated and identified by PCR. 9 isolates had probiotic properties, isolate L11 was selected with higher 

biosurfactant production ability. The antibacterial property of the produced biosurfactant was shown against Gram-

positive and Gram-negative bacteria. This strain was also able to produce magnesium oxide nanoparticles. The formed 

nanoparticles with a size of 135 nm showed significant antibacterial and antioxidant effects. The best strain was 

introduced as Enterococcus hirai. According to the findings, it seems that this probiotic strain producing biosurfactant 

and magnesium oxide nanoparticles can be used in food and industrial industries. 

Key words: Enterococcus Hirai, Magnesium Oxide Nanoparticles, Biosurfactant, Yogurt  
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