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۸۲، پاييز ۳، شماره ۶مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد                                                                                         ۲۱۲

 مقايسه فعاليت سطحي و هموليتيك بيوسورفكتنت توليد شده از باسيلوس سابتيليس
 ٦٦٣٣ATCCبا چند سورفكتنت صناعي  

 محمدرضا حسيندختدكتر ***بي بي صديقه فضلي بزاز،  دكتر ** غلامرضا دهقان نوده، دكتر*
گروه داروسازي، : آدرس فعلي( دانشگاه علوم پزشكي مشهد،بيوتكنولوژيدانشكده داروسازي و مركز تحقيقات * 

  )دانشكده داروسازي، دانشگاه علوم پزشكي كرمان 
 دانشكده داروسازي و مركز تحقيقات بيوتكنولوژي، دانشگاه علوم پزشكي مشهد**

 گروه شيمي، دانشكده علوم پايه، دانشگاه فردوسي، مشهد ***
 

 خلاصه
دار و توليد كف در كشت مايع نوترينت  ز روشهاي هموليز در محيط آگار خونا با استفاده در دسترس، از سه سويه باسيلوس سابتيليس

 به عنوان سويه مناسب و برتر انتخاب و در محيط ۶۶۳۳ATCCباسيلوس سابتيليس . استفاده شد، جهت توليد بيوسورفكتنت براس
مولسيون سازي و كشش سطحي مايع  ساعت به كمك شاخص هاي ا۲۴رشد و توليد بيوسورفكتنت هر . نوترينت براس رشد داده شد
ترين محيط كشت مايع، . محيط هاي مختلف براي بازده توليد بيشتر رشد داده شد سپس  سويه برگزيده در. رويي كشت ارزيابي گرديد

از كتنت بيوسورف،  با سانتريفوژپس از جداسازي جسم ميكربي. محيط برين هارت اينفيوژن براس همراه با يون هاي آهن و منگتر بود
غلظت .  با دي كلرومتان و كريستاله شدن مجدد جمع آوري گرديداستخراجبا روشهاي رسوب گيري با اسيد و مايع رويي كشت 

سديم دودسيل سولفات  توانايي سورفكتين براي هموليز گلبول هاي قرمز با چند سورفكتنت صناعي شامل وبحراني تشكيل ميسل 
(SDS) بترآلكونيوم كلرايد ،(BC)،  تترادسيل تري متيل آمونيوم برمايد(TTAB)هگزادسيل تري متيل آمونيوم برمايد   و(HTAB) 

اثر . بود حداكثر اثر هموليتيك براي همه اين عوامل فعال سطحي در بالاي غلظت بحراني تشكيل ميسل. بررسي و مقايسه گرديد
از اين رو .  بودATCC ۶۶۳۳ط باسيلوس سابتيليس توليد شده توسبيوسورفكتنت هموليتيك سورفكتنت هاي صناعي بيش از 

بيوسورفكتنت به دست آمده از باسيلوس سابتيليس مي تواند به عنوان يك عامل فعال سطحي مناسب به علت سميت پايين روي 
 .غشاهاي سلولي مورد توجه قرار گيرد

 . هموليز،مولسيون سازي، غلظت بحراني تشكيل ميسل، كشش سطحي، شاخص اينسورفكتبيوسورفكتنت، باسيلوس سابتيليس، :  كليديكلمات
 

 مقدمه
توليد بيوسورفكتنت ها از ميكرو ارگانيسم ها به طور وسيعي 

. )۹، ۷ (در بيش از يك دهه اخير مورد مطالعه قرار گرفته است
 آبگريز دارند و -بيوسورفكتنت ها ساختمان دوگانه آبدوست

  كاهش ، اندكشش سطحي محيطي را كه در آن توليد شده
اين گروه از مواد فعال سطحي كاربردهاي متعددي . مي دهند

 دارند و با خواص ...در صنعت، كشاورزي، بازيافت نفت و
اساسي نظير تركنندگي، كف كنندگي و امولسيون كنندگي در 

اين مواد به . فراورده هاي دارويي و داشتي به كار مي روند

 و pHى، تاثير در دما، علت داشتن خاصيت زيست تخريب پذير
. )۲۱، ۵ (غلظت هاي متفاوتي از نمك جالب توجه هستند

 باسيلوس سابتيليس ليپوپپتيدي به نام سورفكتين توليد 
. )۱۸، ۱۱ (كه داراي فعاليت سطحي بالايي است كند مي

سورفكتين به صورت يك ليپوپپتيد حلقوي شامل بخش بتا 
مشتمل بر هفت هيدروكسي اسيد چرب و بخش هپتا پپتيدي 

-L-Glu-L-Glu-D-Leu-L-Val-L)اسيد آمينه با توالي 

Asp-D-Leu-L-Leu)تحقيقات فيزيولوژيكي  .)۱۸ ( مي باشد
و بيوشيميايي نشان داده است كه سورفكتين اثر ضد باكتري، 
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تنت با سورفكتنت هاي صناعيمقايسه برخي خواص بيوسورفك  
 
 

۲۱۳           ۸۲، پاييز ۳، شماره ۶مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

 و Ehrlich ascitesضد تومور عليه سلولهاي كارسينوماي  
  cAMPهمچنين سورفكتين با مهار . ويروس دارد ضد
از سال . )۱۸ (دي استراز باعث كاهش كلسترول مي شود فسفو
 ميلادي به عنوان جايگزين سورفكتنت هاي شيميايي ١٩٨٠

اگر مسئله اقتصادي . )۱۹ (مورد توجه محققين قرار گرفته است
و قيمت آن حل گردد، مطمئنا كاربردهاي جديد در صنايع 

). ١٨(شت مختلف از جمله صنعت نفت و كشاورزي خواهد دا
اخيرا نيز خواص و فعاليت هاي جديدي براي آن گزارش شده 

، )٢٠(است كه شامل خواص امولسيون سازي، كف كنندگي 
. مي باشند )٢٥(و ضد ميكوپلاسما ) ٢٤(ضد ويروس 

 سورفكتين با داشتن خواص ضد ويروسي و ميكوپلاسمايي 
س و تواند به عنوان ابزار مفيدي براي غير فعال سازي ويرو مي

، ۱۵(افزايش سلامت محصولات دارويي پروتئيني به كار رود 
     در اين پژوهش ابتدا بيوسورفكتنت از باسيلوس سابتيليس ). ۲۵

٦٦٣٣ATCC  يه شد و سپس غلظت بحراني تشكيل ميسل  
و قدرت هموليز گلبول هاي قرمز بيوسورفكتنت توليد شده با 

 و SDS ،BC ،TTABچند سورفكتنت صناعي شامل 
HTABمقايسه شده است . 

 كار مواد و روش 
سه سويه مختلف باسيلوس سابتيليس شامل  :ميكرو ارگانيسم ها

١٦٨ HR ،١٦٨ CA ٦٦٣٣ و ATCCمورد استفاده قرار گرقتند  .
به اين صورت كه . از هر كدام از سويه ها كشت يك شبه يه شد

 روي پليت هاي جداگانه حاوي محيط كشت آگار مغذي
(HiMedia Laboratories Limited, Mumbai, India) 

 تلقيح صورت گرفت، به طوري كه تمام streakingبه روش 
 ساعت در ٢٤اين پليت ها براي . سطح پليت را بپوشاند

 ).٣( درجه سانتي گراد قرار داده شدند ٣٧انكوباتور 
  تعيين سويه توليد كننده بيوسورفكتنت

روي محيط  بر ساعته ۲۴از كشت  :بررسي فعاليت هموليز
خون  (v/v)  درصد۵ داراي (Merck) ار خون دارگكشت آ
اين عمل در مورد هر سه سويه .  تلقيح انجام شد،گوسفند

كشت ها . ليس به طور جداگانه صورت گرفتيباسيلوس سابت

 درجه سانتي گراد قرار ۳۷ ساعت در انكوباتور ۴۸به مدت 
در سويه هاي مختلف ثبت و نتايج به صورت بروز هموليز . داده شدند

 .)٣ (با همديگر مقايسه شدند
سه سويه مختلف از باسيلوس سابتيليس در  :تعيين ميزان توليد كف

 ميلي ليتر محيط كشت مايع ۱۰۰ ميلي ليتري محتوي ۵۰۰سه ارلن 
 درجه سانتي ۳۷، در دماي  = Merck, pH)۴/۷(نوترينت براس

 دور در ۲۲۰(وباتور  ساعت توسط شيكر انك۹۶گراد، براي مدت 
پس از پايان كار محتويات ارلن ها را به . كشت داده شدند) دقيقه

طور جداگانه در مزورهاي مدرج ريخته و ارتفاع كف به سانتي متر 
عمر كف از زمان ريختن در مزور تا از بين رفتن كف . يادداشت شد

براساس اين دو آزمايش مقدماتي . )١١(به دقيقه برآورد گرديد
 كه براي تشخيص سويه توليد كننده )اليت هموليتيك و توليد كففع(

 سويه مناسب انتخاب و در مراحل ،بيوسورفكتنت به كار مي روند
 .بعدي كار تنها همان يك سويه مورد استفاده قرار گرفت

كشش سطحي و  : اندازه گيري فعاليت سطحي مايع رويي كشت
 CMD-2  يعني،(Critical Micelle Dilution)رقت بحراني ميسل 

 ,Sigma) هريك از نمونه ها با تانسيومتر دونوي CMD-1و

modle- 703)اندازه گيريهاي.  اندازه گيري شد CMD-1   و
CMD-2 به صورت اندازه گيري كشش سطحي مايع رويي كه به  

 مرتبه با آب مقطر استريل رقيق شده بود، انجام ۱۰۰ و۱۰ترتيب 
براي . بار استفاده، حلقه تميز شد  هربراي افزايش دقت پس از. گرفت

كنترل منفي از محيط كشت استريل محتوي باسيلوس سابتيليس 
۶۶۳۳ATCC١٩،١٣،٣ ( در زمان صفر استفاده شد(. 

براي تعيين شاخص امولسيون : تعيين شاخص امولسيون سازي
 پنج ميلي ليتر روغن ،سازي براي هريك از نمونه هاي كشت مايع

پنج ميلي ليتر مايع كشت در يك لوله سانتريفوژ پارافين مايع به 
اضافه شد و در سرعت بالا به مدت دو دقيقه با استفاده از دستگاه 

 با .  تكان داده شد تا امولسيون تشكيل شودبه شدتورتكس 
 (E24) ساعت ۲۴اندازه گيري ارتفاع امولسيون تشكيل شده بعد از 

هنده ميزان شاخص امولسيون سازي به دست آمد كه نشان د
 ).١٩، ١٣، ٥، ٣ (پايداري امولسيون است
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 دكتر غلامرضا دهقان نوده

 
 

۲۱۴        ۸۲، پاييز ۳، شماره ۶مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

براي رسيدن به بازدهي مناسب توليد از سويه  :شرايط رشد
 تيليس، با توجه به منابع موجود و گزارشاتبمنتخب باسيلوس سا

اين سه محيط كشت شامل، . قبلي از سه محيط كشت استفاده شد
نيمه يط مح (لندي ،) ٤،١ ((Merck) نوترينت براس هاي محيط

 گرم، سولفات ۵ گرم، اسيد گلوتاميك ۲۰صناعي و شامل گلوكز 
 گرم، سولفات آهن ۱ گرم، پتاسيم دي هيدروژن فسفات ۵/۰منيزيم 
 گرم ۱۶/۰ گرم، سولفات مس ۰۰۵/۰ گرم، سولفات منگتر ۱۵/۰

، ١٩، ١٤، ٤) (pH=۷ درصد در يك ليتر آب در ۱و عصاره مخمر 
 (Merck)  (BHIB) ينفيوژن براس محيط برين هارت او) ٢٣، ٢٢

  .مي باشند )۱۹، ۱۷، ۱۶، ۸، ۲(
 و يون BHIBهمچنين از سه محيط مايع ديگر نيز شامل 

   و يون آهنBHIB، )٢٦،٤ ()M۳-۱۰×۳/۱(  منگتر
)M۳-۱۰×۴() و ) ٢٧،٤BHIBآهن و منگتر   همراه با دو يون

. ندكشت داده شدمحيط شش سويه منتخب در اين . استفاده شد
در كردن استريل  يه و پس از راي اين منظور محيط هاي كشتب

مناسب  گرمخانه قرار داده شدند تا دماي آن جهت تلقيح  آماده و
تك  از سويه پرگنه  آنس و با ،يك شبه هاي از روي كشت. باشد

در محيط مايع يعني هر يك از سه محيط بالا به  برگزيده برداشته و
لازم به ذكر است كه محيط هاي . دطور جداگانه تلقيح انجام ش
  در داخل)  ميلي ليتر١٠٠حدود  (كشت مايع مورد استفاده

ها،   ميلي ليتري ريخته شد تا هوا دهي ميكرب۵۰۰ارلن هاي 
-ISH) محيط هاي تلقيح شده درون شيكر انكوباتور .حداكثر باشد

3000, AKHTARIAN Co. Ltd) درجه ۳۷ با دماي  
 ساعت قرار داده ۹۶در دقيقه به مدت  دور ۲۲۰سانتي گراد، 

پس از گذشت . براي هر محيط دو كشت صورت گرفت. شدند
 و  شيكر انكوباتور خارج شدندزا هاي مايع چهار روز كشت
 g ۱۵۰۰۰ با سانتريفوژ در( مايعكشت هاي جسم ميكربي از 

مايع  يوسورفكتنت ازب شد و سپس جدا)  دقيقه۲۵به مدت 
ميزان بازده توليد براي هر يك  يد ورويي كشت استخراج گرد

 .ميلي گرم درصد گزارش گرديد محيط هاي مايع به صورت از
كشش سطحي مايع  سطحي مثل فعاليت همچنين پارامترهاي

امولسيون سازي مايع رويي كشت بعد  شاخص رويي كشت و

 نيز براي هر يك از محيط ها به طور (E24) ساعت ۲۴از 
 ).١٩،١٣،٥،٣(ندمقايسه شدبا هم صل نتايج حا جداگانه انجام و

پس از جداسازي جسم ميكربي از  :جداسازي بيوسورفكتنت
 (Beckman mod. JA. 25.50 rotor)كشت مايع با سانتريفوژ 

 oC۱۰ دقيقه و دماي ۲۵ به مدت g ۱۵۰۰۰در شرايط 
بيوسورفكتنت خام از مايع رويي كشت جمع آوري و 

 ۲ به حد pH شد تا  نرمال به آن اضافه۶اسيدكلريدريك 
 تشكيل شد كه با لهتحت اين شرايط يك رسوب فلوكو. رسيد

 درجه ۱۰ دقيقه، دماي ۲۰ براي g۱۵۰۰۰(عمل سانتريفوژ 
 كاتور در دمايي و تحت شرايط دسگرديدجدا ) سانتي گراد

oC محصول . براي مدت يك شب نگهداري شد تا خشك شود ٤
. سيون در آمدخام حاصل در دي كلرومتان به شكل سوسپان

براي مدت يك شب، همزن مغناطيسي بعد از همزدن مداوم با 
 صاف شد تا ذرات ۱سوسپانسيون با كاغذ صافي واتمن نمره 

 ۱/۱ (V/V)سپس به نسبت . ناخالصي درشت برداشته شوند
 به اين سوسپانسيون اضافه شد ۸ برابر pHآب مقطر قليايي با 

بار  اين عمل دو. يافت دقيقه ادامه ۲۰و همزدن مداوم براي 
فاز با قيف دكانتور جدا شدند و فاز آبي  سپس دو. تكرار شد

براي خالص سازي بيشتر . محتوي بيوسورفكتنت جمع آوري شد
 نرمال به ۶ماده استخراجي، دوباره مقدار كافي اسيد كلريدريك 

محلول .  رسيد۲ آن مجدداً به حد pHمحلول آبي افزوده شد تا 
ثر اين كار به محلول كاملاً كدر و شيري رنگ شفاف قبلي در ا

) ليپو پروتئين ها(تبديل شد كه نشانه رسوب مجدد پروتئين ها 
 ۱۵ براي g۱۵۰۰۰سپس با عمل سانتريفوژ در شرايط . است

  دستگاه فريز درايربه وسيلهدقيقه رسوب برداشته شد و 
(Freeze Dryer 3, LABCONCO) ايت خشك شد و در 

قهوه اي كه همان  نگ زرد روشن مايل بهپودر شفاف ر
 ).١٩،٨،٥،٤،٣ ( بود، در ته ظرف باقي ماندبيوسورفكتنت

يوسورفكتنت بمقايسه فعاليت سطحي و ظرفيت هموليز 
 توليد شده با چند سورفكتنت صناعي

 :تعيين كشش سطحي و غلظت بحراني تشكيل ميسل
 ، سديم دودسيل(SU)غلظت هاي مختلف نمونه استخراج شده 

، تترادسيل تري متيل (BC)، بترآلكونيوم كلرايد (SDS)سولفات 
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تنت با سورفكتنت هاي صناعيمقايسه برخي خواص بيوسورفك  
 
 

۲۱۵           ۸۲، پاييز ۳، شماره ۶مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

 و هگزادسيل تري متيل آمونيوم (TTAB)آمونيوم برمايد  
 در آب مقطر يه شد و به ترتيب افزايش (HTAB)برمايد 

حلقه دونوي كشش سطحي محلول  غلظت با استفاده از تانسيومتر
براي .  گرفت مورد سنجش و ارزيابي قرار٢٣ oCها در دماي 

آزمايش سه . افزايش دقت پس از هر بار استفاده، حلقه تميز شد
با استفاده از ميانگين اعداد به دست آمده نمودار . بارتكرار گرديد

يك از نمودارها، شروع محدوده اي  در هر. كشش سطحي رسم شد
از غلظت كه در آن كشش سطحي به موازات تغيير غلظت، 

سي نمي كند، به نام غلظت بحراني تغيير قابل توجه و محسو
 . معرفي شد(cmc)تشكيل ميسل 

 ميلي ليتر خون از ١٠حدود : تهيه سوسپانسيون گلبولهاي قرمز
يك فرد داوطلب سالم گرفته شد و به يك لوله حاوي هپارين اضافه 

 لوله به ٤سپس اين مقدار خون در . و در ظرف يخ قرار داده شد
و لوله ها به )  گرم٥/٢ هر لوله تقريباً(طور مساوي تقسيم شد 

مايع رويي .  دور در دقيقه سانتريفوژ شد٤٠٠٠ دقيقه با ١٠مدت 
 گلبول هاي سفيد و  و لايه زرد رنگ رويي شامل پروتئين ها،

گلبول . پلاكت ها دور ريخته شد و گلبول هاي قرمز جدا گرديد
لي  مي١٥/٣٨١اسيد سيتريك (مك ايوان  هاي قرمز سه بار با بافر
 گرم و ٨٣/٧سديم كلرايد   گرم،٩١٣/٢گرم، سديم دي فسفات 

شستشو و ) ٧ برابر pH ليتر و ١آب مقطر سه بار تقطير تا حجم 
 برابر حجم ٥در هر مرحله از شستشو حداقل . سانتريفوژ شد

پس از شستشوي گلبول هاي قرمز، با . گلبول ها، بافر اضافه شد
يون گلبول قرمز با اضافه كردن بافر مك ايوان، سوسپانس

 برابر وزن ٣٣/٣براي اين منظور .  درصد يه شد١٢هماتوكريت 
. مك ايوان اضافه شد اوليه خون به گلبول هاي قرمز ايي، بافر

 ٤ oCسوسپانسيون حاصل در صورت نگهداري در يخ و دماي 
 ).١٠( ساعت پس از يه قابل استفاده است ٤٨حداكثر تا 

 ميكروليتر ٢٠٠ :لبول قرمزاندازه گيري هموليز گ
 ميكروليتر محلول حاوي يكي ٢٠٠سوسپانسيون گلبول قرمز با 

 SU و SDS ، BC ،TTAB ،HTABاز سورفكتنت ها شامل 
با غلظت مشخص در بافر مك ايوان در يك ميكروتيوپ به مدت 

پس از .  درجه سانتي گراد نگهداري شد٣٧ دقيقه در دماي ٣٠
 دور در ٣٠٠٠ ميكروسانتريفوژ با اين مدت، ميكروتيوپ ها در

 ميكروليتر ٢٠٠سپس .  ثانيه سانتريفوژ گرديد٣٥دقيقه به مدت 
 اضافه (Sigma) ميلي ليتر معرف درابكيتر ٣از محلول رويي به 

 ميكروليتر از سوسپانسيون اوليه ٢٠٠امل كنترل مثبت ش. شد
يعني سوسپانسيون    درصد،١٢هماتوكريت (گلبول قرمز 

 ميلي ليتر ٣ ميكروليتر بافر است كه به ٢٠٠و)  نشدهسانتريفوژ
به .  درصد حاصل شود١٠٠معرف درابكيتر اضافه شد تا هموليز 

خود در محيط يه به عنوان كنترل منفي كه براي بررسي خود 
 ميكروليتر ٢٠٠ ميكروليتر بافر و ٢٠٠گرديد، فقط 

وژ پس از سانتريف. سوسپانسيون گلبول قرمز با هم مخلوط شد
 ميكروليتر از محلول رويي را ٢٠٠ ثانيه، ٣٥نمودن به مدت 
سپس . ميلي ليتر معرف درابكيتر اضافه شد ٣برداشته و به 

 نانومتر با استفاده از دستگاه ٥٤٠جذب نمونه ها در طول موج 
 (Shimadzu Corporation, UV-160 A, Japan)اسپكتروفتومتر

ده با درصد هموليز  شد كه شدت جذب خوانده شاندازه گيري   
 سپس نمودار درصد هموليز در برابر غلظت. نسبت مستقيم دارد

 ).١٠(عامل فعال سطحي رسم شد 
 بحث و نتيجه گيري

 تعيين سويه توليدكننده بيوسورفكتنت
 براي تعيين باكتريهاي توليد كننده بيوسورفكتنت از يك
ند سري فاكتورهاي تعيين كننده كه فعاليت سطحي را برآورد ك

مثل كشش سطحي، كشش بين سطحي و توانايي براي امولسيون 
از ). ١١،٣(كردن روغن ها و قدرت هموليز، استفاده مي گردد 

جداسازي سويه توليد  براي انتخاب واين رو در بررسي حاضر  
 سابتيليس كننده بيوسورفكتنت از ميان سه سويه باسيلوس

۱۶۸CA  ،۱۶۸HR ۶۶۳۳ وATCCليت  از روش بررسي فعا
 كشت آگار .استفاده شد هموليتيك روي پليت هاي آگار خوني

بيشترين اثر . خون دار هر سه سويه فعاليت هموليز نشان دادند
 بود ٦٦٣٣ATCCهموليز مربوط به باسيلوس سابتيليس 

يد بيشتر كار، بررسي مشخصات كف يا همچنين براي ت).١جدول(
. يز انجام شدباسيلوس سابتيليس ن توليد شده توسط سويه هاي

يكي از بارزترين خصوصيات مواد فعال سطحي توليد كف است 
كه از آن به عنوان روشي براي بررسي حضور عامل فعال 

 و اين موضوع به ساختمان مي شود سطحي در محلول استفاده
يوسورفكتنت  ليپوپپتيدي ب. دوگانه سورفكتنت ها بستگي دارد

ف كنندگي عالي است با اثرات پاك كنندگي و ك)  سورفكتين(
 ).١١(كه توسط باسيلوس سابتيليس توليد مي شود 
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۲۱۶        ۸۲، پاييز ۳، شماره ۶مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

 .فعاليت هموليتيك براي سويه هاي مختلف باسيلوس سابتيليس، رشد در محيط آگار خون دار: ۱جدول                  
 نوع هموليز (cm)قطر هاله  سويه ميكربي
 + CA ۸/۰ ۱۶۸باسيلوس سابتيليس 
 ++ HR ۳/۱ ۱۶۸باسيلوس سابتيليس 
 ++++ ATCC ۲/۲ ۶۶۳۳باسيلوس  سابتيليس

 .حضور ناحيه نامعلوم اطراف كلني با رنگ قرمز(+):                 
 .حضور ناحيه تقريبا روشن اطراف كلني با رنگ نارنجي(++):                 
 .وشنحضور ناحيه روشن و واضح اطراف كلني با رنگ زرد ر(++++):                 

 
 .خواص كف مايع رويي كشت سويه هاي مختلف باسيلوس سابتيلس در اثر رشد در محيط نوترينت براس: ۲جدول                

 زمان پايداري كف خواص كف سويه ميكربي
(min) 

ارتفاع كف 
(mm) 

 CA + ۱۰ ۸ ۱۶۸باسيلوس سابتيليس  
 HR ++ ۶۰ ۱۵ ۱۶۸ باسيلوس سابتيليس  

 ATCC++++ ۱۴۵ ۳۰ ۶۶۳۳يس  باسيلوس سابتيل
 ۵ ۵ - كنترل منفي

 .حبابهاي خيلي بزرگ، بسيار پراكنده و با پايداري خيلي پايين): -(             
 .حبابهاي خيلي بزرگ، بسيار پراكنده و با پايداري پايين(+):                
 .اري متوسطحبابهاي با اندازه متوسط، متمركز و با پايد(++):                
 .حبابهاي ريز، متراكم و با پايداري بالا(++++):                

 
  و مايع رويي كشت صد مرتبه رقيق شده  (CMD-1)مطالعه كشش سطحي مايع رويي كشت، مايع رويي كشت ده بار رقيق شده : ۳جدول      

(CMD-2) ۶۶۳۳ مربوط به رشد باسيلوس سابتيليسATCCنوترينت براس  در محيط كشت مايع . 
كشش سطحي  (h) زمان

(mN/m)±SD 
CMD-1 

(mN/m)±SD 
CMD-2 

(mN/m)±SD 

۰ ۱۲/۰± ۱۵/۶۸ ۳۵/۰± ۶۰/۷۰ ۱۷/۰± ۵۷/۷۱ 
۲۴ ۳۱/۰± ۵۰/۶۴ ۴۴/۰± ۷۵/۶۷ ۱۷/۰± ۵۲/۶۹ 
۴۸ ۳۳/۰± ۳۰/۶۱ ۴۰/۰± ۶۵/۶۴ ۳۵/۰± ۰۵/۶۶ 
۷۲ ۳۴/۰± ۲۷/۵۶ ۳۵/۰± ۵۰/۵۹ ۴۶/۰± ۵۵/۶۱ 
۹۶ ۵۵/۰± ۲۵/۵۰ ۴۰/۰± ۴۲/۵۴ ۴۱/۰± ۶۷/۵۷ 
۱۲۰ ۴۷/۰± ۲۵/۵۴ ۳۳/۰± ۶۲/۵۴ ۳۹/۰± ۵۷/۶۰ 

 
 .در اثر رشد روي محيط كشت مايع نوترينت براس ۶۶۳۳ATCCشاخص امولسيون سازي مربوط به مايع رويي كشت باسيلوس سابتيليس : ۴جدول 

 شاخص امولسيون سازي (h)زمان 
(E24) ± SD 

۰ ۰۰/۰± ۰ 
۲۴ ۱۰/۰± ۱۴/۷ 
۴۸ ۱۵/۰± ۲۸/۱۴ 
۷۲ ۱۲/۰± ۴۳/۲۱ 
۹۶ ۱۷/۰± ۵۷/۲۹ 
۱۲۰ ۱۱/۰±۱۰/۲۵ 
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۲۱۷           ۸۲، پاييز ۳، شماره ۶مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

زمان پايداري و ارتفاع كف مايع رويي كشت سويه هاي مختلف : ۱شكل 
. باسيلوس سابتيليس در دسترس در اثر رشد در محيط نوترينت براس

باسيلوس ): ۳(، ۱۶۸CAباسيلوس سابتيليس ): ۲(كنترل منفي، ): ۱(
 .۶۶۳۳ATCCباسيلوس سابتيليس ): ۱۶۸HR ، )۴سابتيليس 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

، مايع رويي كشت (ST)روند فعاليت سطحي مايع رويي كشت : ۲شكل 
 و مايع رويي كشت صد بار رقيق شده (CMD-1)ده مرتبه رقيق شده 

(CMD-2)سابتيليس روي محيط كشت مايع   رشد باسيلوس مربوط به
 .نوترينت براس

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 مايع رويي كشت باسيلوس (E24)خص امولسيون سازي شا: ۳شكل 
 در اثر رشد روي محيط كشت مايع ۶۶۳۳ATCCسابتيليس سويه 

 .نوترينت براس در زمانهاي مختلف پس از انكوباسيون

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 شاخص امولسيون سازي و ) كشش سطحي، ب)  الف:۴شكل 
 در ۶۶۳۳ATCCابتيليس بازدهي بيوسورفكتنت از رشد باسيلوس س) ج

): ۱. ( ساعت از انكوباسيون۹۶محيط هاي كشت مايع مختلف بعد از 
محيط برين هارت اينفيوژن ): ۳(محيط لندي، ): ۲(محيط نوترينت براس، 

 BHIB محيط): ۵( همراه با آهن، BHIBمحيط ): ۴(، (BHIB)براس
 . همراه با منگنز و آهنBHIB  محيط): ۶(همراه با منگنز و 

 
 
 

 
 
 
 
 

 در HTAB و SU ،SDS ،BC ،TTABتغييرات كشش سطحي : ۵شكل 
 .برابر غلظت
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۲۱۸        ۸۲، پاييز ۳، شماره ۶مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

 
 
 
 
 
 
 

   HTAB و SDS ،BC ،TTAB با SUاثر  قدرتمقايسه : ۶شكل 
 .روي غشاي گلبول قرمز

سويه  ه مي شود كه از ميانظملاح ۲ باتوجه به نتايج جدول
 كف با ۶۶۳۳ATCCباسيلوس سابتيليس  هاي مورد بررسي،

يت مطلوب تري در كشت مايع توليد كرده و زمان پايداري كيف
آزمايشات . كف نيز نسبت به دو سويه ديگر محسوس تر است

 كه ندنشان داد) ۱ شكل و ۲، ۱اي جدوله (بررسي كف هموليز و
ي كه اهموليز وجود دارد و سويه  ارتباط خوبي بين ميزان كف و

توليد ي  بيشتربا پايداري و هموليز بيشتري داشت، كف متراكم
از اين رو با انجام اين دو آزمايش مقدماتي باسيلوس . كرد

 و توليد كننده  به عنوان سويه برگزيده۶۶۳۳ATCCسابتيليس 
 .براي انجام ساير مراحل تحقيق انتخاب گرديدبيوسورفكتنت 

 توليد بيوسورفكتنت
 يكي از شاخص هايي كه مي تواند براي تشخيص توليد و

 تنت در مايع رويي كشت به كار رود، مقدار بيوسورفك
). ١٩،٤،٣ ( مي باشداندازه گيري فعاليت سطحي مايع رويي كشت

روي مايع رويي كشت،  بر همه اندازه گيريهاي كشش سطحي
 مطابق شده بار رقيق همچنين صد ده بار رقيق شده ومايع رويي 

مي توان  ۲شكل  اساس بر. )٣ جدول( انجام شدبا مطالعات قبلي 
ت كه توليد بيوسورفكتنت همراه با كاهش كشش سطحي مايع گف

 ساعت بعد از انكوباسيون ۹۶تا  رويي كشت از روز اول شروع و
 كه اين  در اين زمان حداقل بودندCMDمقادير . ادامه داشت

 .)۱۹، ۴ (روند با برخي از كارهاي قبلي همخواني دارد
خاصيت بيوسورفكتنت ها از جمله سورفكتين به علت داشتن 

به كمك فاكتورهايي مثل    آب دوستي-چربي دوستي يعني دوگانه

مورد ارزيابي قرار توانند   ميتعيين شاخص امولسيون سازي
شاخص  آزمايشات اندازه گيري كشش سطحي ونتايج . گيرند

امولسيون سازي نشان داد كه ارتباط منطقي بين ميزان فعاليت 
زماني كه كشش   وامولسيون سازي وجود دارد شاخص سطحي و

 شاخص  سطحي مايع رويي كشت بيشترين كاهش را داشت،
 ٤جدول(، )١٩،١٣،٣ (امولسيون سازي بالاترين مقدار را نشان داد

ت در اثر رشد باسيلوس سابتيليس تنسورفكبيوتوليد ). ٣و شكل 
۶۶۳۳ATCC،   ٨/٥و حدود در محيط نوترينت براس نسبتاً كم 

با جايگزيني محيط نوترينت براس  .)١٨، ١٤ (بودميلي گرم درصد 
با .  بود يافتنتسورفكتبيوره وري  لنديصناعي با محيط نيمه 

 بازدهي BHIBاستفاده از محيط كشت مايع  تغيير محيط كشت و
امولسيون سازي هم نسبت به   شاخص. بيشتر شدنتسورفكتبيو

افزودن املاح  .  درصد رسيد۳۶ و به حدود محيط لندي بيشتر شد
 سبب افزايش توليد BHIBمنگتر به محيط كشت مايع  آهن و

البته منگتر نسبت به آهن موجب . )٢٧،٢٦،٤ (شدبيوسورفكتنت 
امولسيون سازي  شاخص افزايش بيشتري در فعاليت سطحي و

به عبارتي ره دهي . شدبيوسورفكتنت مايع رويي كشت محتوي 
 توليد در  بازده همچنين. افزايش بيشتري داشتبيوسورفكتنت 

 آهن نسبت به زماني كه از منگتر و استفاده همزمان از منگتر و
مقدار توليد به حدود  ، بيشتر شد وگرديدآهن به تنهايي استفاده 

نتايج حاصل با بررسي مشاي كه بر .  گرم در ليتر رسيد۵/۰
 در محيط نوترينت براس ۱۳۳۲ATCC روي باسيلوس سابتيليس

براساس . )٤ (م شده است، مطابقت داردمنگتر انجا محتوي آهن و
منگتر به محيط كشت مايع  وآهن اين مطالعات افزودن يون هاي 

شده بيوسورفكتنت توليد بيشتر  باعث تحريك رشد سلول ميكربي و
 .)۴شكل(  ميلي گرم درصد بود۵۰است و بازدهي آن حدود 

 بررسي خصوصيات بيوسورفكتنت
طحي مورد رفتار كاهش كشش سطحي عوامل فعال س

روند كاهش داراي شيب هاي متفاوتي  بررسي متفاوت است و
نسبت به عوامل فعال سطحي بيوسورفكتنت توليد شده . است

 صناعي فعاليت سطحي ملايم تري از خود نشان داد و
 HTAB و SDS ،BC ،TTABسورفكتنت هاي صناعي 
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۲۱۹           ۸۲، پاييز ۳، شماره ۶مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

 SDS .داراي قدرت كاهندگي كشش سطحي بيشتري هستند
البته ). ٥شكل (در كشش سطحي را داشت بيشترين كاهش 

رفكتنت هاي صناعي از نظر وس بيوسورفكتنت ها و مقايسه
 ٦شكل . نشده است مطالعات كشش سطحي تاكنون انجام

 و بيوسورفكتنت SDS ،BC ،TTAB ،HTABقدرت هموليز 
بر اساس نتايج به دست آمده . توليد شده را نشان مي دهد

HTABيب غشاي گلبول قرمز  بيشترين قدرت را در تخر
 افزايش cmc در غلظت هاي كمتر از ٦اساس شكل  بر. داشت

بارزي در هموليز به موازات افزايش غلظت سورفكتنت ها 
) درصد۱۰۰حدود (شود و حداكثر فعاليت هموليتيك  مشاهده مي

از اين رو گفته .  بروز مي كندcmcدر غلظت هاي بالاتر از 
وذپذيري غشا و به دنبال آن مي شود كه خاصيت افزايش در نف

ليز اسموتيك سلول به واسطه تشكيل ميسل هاي مخلوط در غشا 
 اثر قدرت هموليتيك سورفكتنت هاي . )٢٥ (دو لايه است

 از سورفكتنت هاي كاتيوني) SDS و SU(آنيوني 
(HTAB, TTAB, BC)اندازه گيري مقدار .  كمتر بود

نت توليد شده بيوسورفكتهموليز گلبول قرمز نشان داد كه 
توانايي تخريب غشاء گلبول قرمز را مشابه سورفكتنت هاي 

 مطالعات طيف سنجي دورنگ نمايي دوراني .شيميايي دارد
(CD) فرو سرخ و فرابنفش ،(UV) براي تاييد ساختمان 

بيوسورفكتنت به دست آمده از باسيلوس سابتيليس 
٦٦٣٣ATCCطيف دورنگ نمايي دوراني .  انجام شد

 ١٠كتنت در ناحيه فرابنفش دور در محلول بافر فسفات بيوسورف
 نانومتر رفتار صفحات چين خورده بتا را ٢١٧ميلي مولار در 

كه سهولت تشكيل ميسل نشان داده است  CDطيف . نشان داد
صفحات چين خورده ايجاد خواص سطحي مربوط به تشكيل  و

 نمونه FTIR طيف .استبيوسورفكتنت توسط مولكولهاي بتا 
همچنين .  نشان داد٣١٥٠ cm-1اند جذبي قوي پپتيدها را در ب

 وجود حلقه cm-1۱۷۳۰-۱۶۸۰جذب در ناحيه  وجود باند
 وجود باندهاي پپتيدي را در UVطيف . د مي كنداييلاكتون را ت

). داده هاي به دست آمده چاپ نشده اند( نانومتر تاييد كرد ٢٣٧

ا گزارشات قبلي بنتايج به دست آمده از مطالعات طيف سنجي 
 ).١٢، ٦ ، ٤،١ (همخواني دارد

 نتيجه گيري كلي
بيوسورفكتنت توليد شده از باسيلوس سابتيليس 

٦٦٣٣ATCC به علت سميت پايين روي غشاي سلول  
تواند به عنوان يك عامل فعال سطحي مناسب در  مي

 .فرمولاسيون هاي دارويي مورد توجه قرار گيرد
 تشكر و قدرداني

ا استفاده از حمايت مالي معاونت پژوهشي اين پژوهش ب
 .دانشگاه علوم پزشكي مشهد انجام شده است
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