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Abstract 

Surfactin is one of the most effective bacterial cyclic lipopetides mainly produced by different 

species of Bacillus that has antifungal activity.  This compound are considered for using in various 

industries, medical and pharmaceutical and agricultural as an effective antibiotic for pest and 

disease management. Mostly the production of secondary metabolites in microorganisms is 

strongly influenced by physical and chemical conditions. In the current study, effect of some 

factors on surfatin production of  B. velezensis UTB96 were evaluated. This strain is able to reduce 

the surface tension of the water from 72 mN/m to 30 mN/m. In this research we evaluated the 

production of surfactin by B. velezensis UTB96 as a potent producer. The strain was cultured in 

two different media. The effect of different incubation time including 24, 48 and 72 hours, different 

temperature including 25 and 37   ˚ C, and also, different sources of nitrogen and finally different 

concentration of microelements surfactin production has been evaluated using HPLC analysis. 

HPLC analysis indicated that surfactin considerably produced at the optimum temperature of 37˚C 

for a 48h-incubation period. Regarding media components, it was found that the optimum nitrogen 

source was NH4NO3 (50 mM) and also, the optimum mineral slats were MnSO4 (0.01 mM), FeSO4 

(4 uM). These results tend to suggest that B. velezensis UTB96 might be an appropriate strain to 

produce surfactin in bioreactor fermentation for large-scale production in order to apply for 

controlling A. flavus and to reduce its dangerous mycotoxin, aflatoxin as well. It was also revealed 

that the extracted cyclic lipopeptides could inhibit the growth of the fungus Aspergillus flavus at 

the concentration of 1mg/ml. 
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 3و مسعود احمدزاده   2، ملیحه وحیدی نسب1مائده احمدزاده 

 

 دانشگاه تهران ی عیو منابع طب یدانشکدگان کشاورز  ،یدانشکده کشاورز ی پزشک اهیگروه گدانشجوی کارشناسی  -1

انستیتو علوم غذایی و بیوتکتولوژی، دانشگاه هوهنهایم، آلماندانشجوی دکترای  -2  

 دانشگاه تهران  ی عیو منابع طب یدانشکدگان کشاورز ،یدانشکده کشاورز ی پزشک اهیگروه گاستاد  -3

  )0000-0003-2009-ORCID iD: 4131/  ahmadz@ut.ac.irCorresponding author: ( 

   

 
 چکیده

دیگر     Bacillusهایو برخی گونه  Bacillus velezensisحلقوی است که توسط  های  لیپوپپتید  ترینهممیکی از  و    سورفکتین قدرتمندترین

منظور افزایش تولید  در کشاورزی دارد. به  ی گیاهی هاآفات و بیماری  کنترل زیستی   سیعی در صنعت، پزشکی، داروسازی و کاربرد و   شود و می   تولید

      B. velezensis   سویهدن بهترین شرایط محیطی تولید، اهمیت زیادی دارد.  اقتصادی و مهیاکرمحیط کشت مناسب و  انتخاب    ،لیپوپپتیدهای حلقوی

UTB96کشش سطحی آب را از    موجب   لیپوپپتیدهای حلقویتولید    باmN/m  72    بهmN/m  30  در این پژوهش، دو محیط کشت متفاوت  شد .

دو محیط درجه سلسیوس و    37و    25دو دمای  زنی، در  پس از مایه  72و    48،  24در ساعات    HPLCشد و میزان تولید سورفکتین با استفاده از    تهیه

درجه سلسیوس،    37داد که بیشترین میزان تولید سورفکتین مربوط به دمای  شد. نتایج نشان  متفاوت از نظر منابع نیتروژن و برخی فلزات مؤثر محاسبه

طور کلی،  . بهاستسولفات آهن  چهار میکرومول  سولفات منگنز و    مولمیلی  01/0  آمونیوم و غلظتنیترات  ساعته و با منبع نیتروژن  48  رشدطول دوره  

سازی محیط کشت  ای در تولید لیپوپپتید حلقوی سورفکتین دارد و بهینهتوان بالقوهB. velezensis UTB96   ۀسوینتایج این پژوهش نشان داد که  

توان برای کاربردهای صنعتی و تولید تجاری سورفکتین را می  سویهلذا این   فزایش میزان تولید سورفکتین دارد؛داری بر او عوامل محیطی تاثیر معنی 

 Aspergillus  قارچ  رشد  از  توانستند  مولی لیم  بر  گرمی لیم  کی  غلظت  در  هیسو  نیا  از  شده  یسازخالص  یحلقو  یدهایپوپپتیل  ن،یهمچن  پیشنهاد کرد.

flavus کنند  یریجلوگ . 
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mailto:ahmadz@ut.ac.ir


3 
 

 مقدمه 

سنتتازهای غیرریبوزومی حاصل    از فعالیت پپتید   مرحله و پیچیده   به  های مرحله طی واکنش هستند که   هاییمتابولیت لیپوپپتیدهای حلقوی  

توجه کشش سطحی، جایگزین مناسبی برای  پذیری و پتانسیل کاهش قابلتخریب، زیستبرای جانوران  ترکمیت  علت سمّبهشوند.  می

  و    Bacillus subtilisدو گونۀ ی ازهایسویه.  (Ahmadzadeh and Sharifi Tehrani, 2021)  شوندمی  محسوب  صنعتیهای  سورفکتانت
Bacillus amyloliquifaciens   های لیپوپپتیدهای حلقوی یعنی سورفکتین، ایتورین، فنجایسین و همچنین خانوادۀ تازه  بزرگترین خانواده

. لیپوپپتیدهای خانواده سورفکتین  (Luo et al., 2015; Raaijmakers et al., 2010)کنند میوسیلومایسین را تولید ای با نام له شدشناسایی

است. در واقع بخش انتهای  کربنه متصل    17-14  1اند که به یک زنجیرۀ اسیدچرب بتاهیدروکسیاز یک حلقه هپتاپپتیدی تشکیل شده 

 .   Jacques, 2008) and(Ongenaد  سازرا می2کند و یک حلقه ماکرولاکتونیزنجیرۀ اسید چرب در تشکیل حلقۀ هپتاپپتیدی مشارکت می

اعضای مهم خانوادۀ سورفکتین شامل سورفکتین، لیچنایسین، پومیلاسیدین و اسپرین هستند. تفاوت آنها در توالی اسیدهای آمینه و طول  

آسانی و محکم به لایۀ لیپیدی غشاهای سلولی متصل  توانند به ک خود میفیلیدلیل طبیعت آمفیها به  سورفکتین   زنجیرۀ کربنی آنهاست. 

هستند و کاربرد   B. subtilisوسیله باکتری  ه ترین لیپوپپتیدحلقوی تولیدشده بیکی از مهم. این لیپوپپتیدهای حلقوی قدرتمندترین و  شوند

آفات و بیماریها در کشاورزی دارند. تولید لیپوپپتیدهای حلقوی نقش مهمی در    کنترل زیستی وسیعی در صنعت، پزشکی و داروسازی و 

 Ahmadzadeh and))د  دار  را  کنترل زیستیبه عنوان یک عامل    B. subtilisگونۀ    رشد بیمارگرهای گیاهی در  خاصیت بازدارندگی

Sharifi Tehrani, 2021).   لیپوپپتیدهای حلقوی دارای خاصیت ضد ویروس، باکتری، قارچ، مخمر، مایکوپلاسمای قوی هستند و در

کنترل و  استفادۀ زیادی میحوزۀ کشاورزی  آنها  از  علیه  بیولوژیک  لیپوپپتیدهای حلقوی مختلف،  قارچی  فعالیت ضد    های قارچشود. 

بررسی شده است. طول زنجیرۀ اسیدچرب و توالی    .Aspergillus sppاز جمله    مخمرهای بیماریزای انسانی و گیاهیبرخی  متعددی و  

بر مشارکت در آنتاگونیسم،    . علاوه (Raaijmarker et al., 2010)اسیدآمینه ای سیکلوپپتید لیپوپپتیدها در نحوۀ عمل و نقش آنها مؤثر است  

 ;Jourdan et al., 2009)مقاومت سیستمیک گیاهان    ی القادر    سورفکتین  خصوصو به  Bacillusلیپوپپتیدهای تولیدشده توسط جنس  

Ongena et al., 2005)  ،  ن  کلنیزاسیوت بهتر،  ر، به عباتوانایی ارتباط و استقرار موفق روی ریشه گیاه افزایش تحرک باکتری و  در(Bais 

et al., 2004; Kearns et al., 2004)   و همچنین، در تشکیل بیوفیلم(Hofemeister et al., 2004)  .نقش دارند ، 

تولید   یک  در  به تجاری  و  مناسب  بسترکشت  یک  انتخاب  بیوکنترل،  کردن  محصول  جایگزین  منظور  به  دارد.  زیادی  اهمیت  صرفه 

طوری که باکتری  . به(Ghribi et al., 2011)های سنتتیک، باید از منابع ارزان قیمت استفاده کرد  جای سورفکتانتها بهبیوسورفکتانت 

اند تا از ضایعات کشاورزی و بسترهای کشت  ه کرد ن سعی  امحقق  ، های ثانویه را تولید کند. بدین منظوراین متابولیت   قدارم  بیشترینبتواند  

. منبع کربن  al. (Zhu et ,(2013پذیر است  امکان  4و جامد   3ارزان استفاده نمایند. تولید لیپوپپتیدهای حلقوی در هر دو محیط کشت مایع

ترین منبع کربن  شود، مورد نیاز است. مناسبها و بقای سلول میمثل، تولید متابولیت   های بیوسنتزی که منجر به تولیدبرای کلیه فعالیت 

علاوه بر  که  ای از محققین نشان دادند  درحالیکه عده   .(Joshi et al.,2008)باشد  ( میگرم بر لیتر  34برای تولید سورفکتین، قند گلوکز )

منبع کربن اصلی موجود در   .باشدسازی سورفکتین می(، منبع کربن مناسبی برای بهینهمیلی لیتر بر لیتر   160قند گلوکز، ملاس چغندرقند )

 سازی تولید لیپوپپتیدهای حلقوی معرفی این ترکیب، قند سوکروز است. سوکروز پس از قند کلوگز، یک منبع کربن مناسب جهت بهینه

سازی آن قبل از استفاده نیز، بر کیفیت محصول بیوکنترل تولیدشده  ملاس و رقیق  . تصفیه(Abdel-Mawgoud et al., 2008)است    شده 

 
1 β-hydroxy fatty acids 
2 Macrolactone ring 
3 Submerged State Fermentation  
4 Solid State Fermentation  
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ترین شرایط محیطی به  کردن مناسبسازی شرایط رشد باکتری و فراهم. هدف از این پژوهش، بهینه(Banat et al., 2014)تاثیر دارد  

بیوکنترل است. در تحقیق حاضر، با درنظرگرفتن   افزایش کاراییمنظور دستیابی به افزایش تولید لیپوپپتیدهای حلقوی به ویژه سورفکتین و  

 .  سازی لیپوپپتیدهای حلقوی انتخاب شدبهینه  به منظوراقتصادی، یک محیط کشت مناسب  جنبۀ

 مواد و روش 

  Bacillus velezensis UTB96یه سوتهیه و نگهداری  

از کلکسیون آزمایشگاه کنترل بیولوژیک دانشگاه تهران    Bacillus velezensis UTB96 (Accession number: CP036527.1)ۀ سوی

های  ، آزمون (Bagher et al. 2018) که قبلاً انجام گرفته بود   16s rRNAۀ های بیوشیمیایی و بررسی ناحیالبته به غیر از آزمون  شد.  تهیه 

در حال حاضر، یک  که ژنوم آن نیز تعیین ترادف شده است،    سویهاین    است.گرفته  ملکولی تکمیلی برای شناسایی دقیق گونه، انجام  

 ,.Keshavarzi et al., 2018; Vahidinasb et al)  شود و به عنوان تولیدکننده سورفکتین مطرح است محسوب میبرتر یۀ پروبیوتیک سو

به نسبت    LBمحیط  از  برای نگهداری بلندمدت نیز  و    4OMgS دهم مولاریک  محلول از    مدت باکتریمنظور نگهداری کوتاه . به(2019

 . استفاده شد -C ̊ 80در فریزر  وهای اپندورف سترون مخلوط  درصد( سترون، درون ویال  87) حجمی مساوی با گلیسیرین

  B. velezensis UTB96 محیط کشت اولیه رشد باکتری

هدا جددایدۀ بداکتری، بده عنوان یدک بداکتری برتر پروبیوتیدک گیداهی به  از بین ده    B. velezensis UTB96سدددویدۀ  تولیدد انوا  لیپوپپتیددهدا در  

کشدت (  NA) بر روی محیط کشدت آگار مغذی، باکتری ابتدا  هادر همۀ آزمایش.  (Afsharmanesh et al., 2014)اثبات رسدیده اسدت  

محیط های پانصدد میلی لیتری  دویسدت میلی لیتر درون ارلنسداعت یک لو  از باکتری رشدد یافته در این محیط کشدت به   24پس از   شدد.

دور در   180و   C˚ 37سداعت رشدد باکتری در دمای  14-18شدد. پس از کشدت داده   Luria-Bertani (LB)در محیط کشدت  کشدت مایع

شددد. شددربت   عنوان منبع کربن باکتری اسددتفاده اولیه اسددتفاده شددد. در این پژوهش، از ملاس چغندرقند به  زادمایۀعنوان  از آن بهدقیقه  

از آنجدایی کده بده عنوان منبع نیتروژن معددنی انتخداب شددددندد.   (3NO4NH)  خیسدددانددۀ برت بده عنوان منبع نیتروژن آلی و نیترات آمونیوم

کند، در این پژوهش نیز، با توجه  می  داری در تولید لیپوپپتیدهای حلقوی ایجادناسبی از برخی فلزات، تغییرات معنیکردن غلظت ماضافه

 Mizumoto  and)شدند استفاده های سولفات  منگنز، منیزیوم و آهن به شکل نمک  ن ، سه فلزاسایر محققتوسط  پیشین    کارهاینتایج  به  

) 92007; Gancel et al., 200 ,Shodaپتاسدیم فسدفاتمنوهای  . همچنین، از نمک (4KHPOدی ،)پتاسدیم فسدفات (4HPO2K)کلرید ، 

 (.1و ایجاد محیط بافری استفاده شد )جدول pH( جهت ثابت ماندن KCl) پتاسیم و کلرید( 2CaCl) کلسیم

 

 شده محیط کشت پایه و اصلاح -1جدول 
Table 1- Original and modified culture media 

 Original medium Modified medium 

Carbon source Molasses 10g/l Molasses 10g/l 
Nitrogen source Corn steep liquor 5g/l    50mM 3NO4NH 

 
Buffers 

 

0.5g/l 4MgSO   
0.5g/l4 KHPO 

1g/l 4HPO2K 
0.5g/l 2CaCl 

KCl 0.5g/l 

0.5g/l 4MgSO   
0.5g/l4 KHPO 

1g/l 4HPO2K 
0.5g/l 2CaCl 

KCl 0.5g/l 
Cations 0.008g/l 4FeSO 

0.1g/l4 MnSO 
0.008g/l 4FeSO 
0.01mM4 MnSO 

1 Bertani (LB)-Luria 
 شده، پایه و اصلاحLBساعت در سه محیط کشت  هفدهنمودار رشد باکتری طی 
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دور     180 و تکان  C˚37شده، در دمای  ، پایه و اصلاحLB  کشت   هایدر محیط    B. velezensis UTB96  سویه برای مقایسۀ منحنی رشد،  

هر یک    ،نانومتر  ششصدآنها در   نوری گیری جذب های مختلف، با اندازه شدند. میزان رشد این دو باکتری، در محیط داده در دقیقه رشد 

 شد.گیریساعت اندازه  17ساعت یکبار در طی 

 شده بر میزان تولید لیپوپپتیدهای حلقوی دو محیط کشت پایه و اصلاح کشتبررسی اثر دما و طول دورۀ 

شدند.    لیتری ریختهمیلی250های  لیتر درون ارلن میلی  100ها به میزان  سپس این محیط  .شد  شده تهیههای کشت پایه و اصلاحابتدا محیط

ها در محیط  ساعتۀ باکتری  14-18درصد از کشت تازۀ    هفتبا نسبت    ۀ قارچزادمایو استریل نمودن،    8/6آنها بر روی    pHپس از تنظیم 

،  24قرار گرفتند.  C˚37و  C˚25در دو دمای مختلف  دور در دقیقه  180شده در دور ثابت زنیهای مایه، به آنها تلقیح شد. محیطLBمایع

  ( سوپرناتانت مایع رویی )تکرار در نظر گرفته شد.    سهبرای هر کدام از تیمارها،  ها برداشت شدند.  ، باکتریرشدساعت پس از    72و    48

 دست آمد. هبعدی ب  های آزمایشبرای انجام  دقیقه(  بیست به مدت  g8000باکتری با استفاده از دستگاه سانتریفیوژ ) 

 استخراج لیپوپپتیدهای حلقوی

  pHدقیقه( از مایع رویی جداشدند. بلافاصله پس از آن،    پانزده به مدت    هشت هزار دور در دقیقه وسیلۀ سانتریفیوژ ) های باکتری به سلول

داده  قرار  چهار درجه سلسیوس  ساعت در دمای   6-8مدت  و به  انده شد واحد رس دو شش نرمال به    اسید کلریدریکوسیلۀ  سوپرناتانت به

در  (Hsieh et al., 2004)  شدند  سانتریفیوژ  با  دمای    بیستبه مدت    g10000. سپس  در  ، رسوب حاصل،  چهار درجه سلسیوسدقیقه 

 یانجمادخشکروش    درشد. در مرحلۀ بعدی حلال متانول به کمک فشار    پپتیدی آن با استفاده از متانول استخراج  بخشآوری و  جمع

 شد.  نگهداری با دمای منفی چهار درجه سلسیوس  رسوب حاصل در فریزر  ،حذف شده درجه سلسیوس  -60 دمای در

 HPLCبا استفاده از  ردیابی تولید سورفکتین

سورفکتین   غلظت  تعیین  دستگاه  برای  شرکت    HPLCاز  مدل    KNAUERساخت  آلمان  نرم   PLATIN blueکشور  رابط  افزاری  و 

EZChrom Eilte   .متری میلی  2/0شده از سیگما، از فیلتر استات سلولزی  ها، استاندارد سورفکتین خریداریقبل از تزریق نمونه   استفاده شد

 ODS-2محلول حاوی لیپوپپتیدها، روی ستون سلولزی  .تزریق گردید  HPLCمیکرولیتر از آن به دستگاه    ده عبور داده شد و به مقدار  

C18   ( شامل استونیتریل همراه با تری فلورواستیک  1شوینده )فاز متحرک متر با کمک بافرمیلی چهارمتر و قطر داخلی میلی 250با طول

  25لیتر در دقیقه در دمای  میلی  یک  2درصد به صورت ایزوگرادیانت به تعادل درآمد. سرعت جریان  20:80میلی مولار به نسبت    8/3اسید

نانومتر    210در طول موج  3(PDA. در نهایت جذب آن بوسیلۀ آشکارگر فتو دیود ایی )میکرولیتر بود  ده و حجم تزریق    سلسیوس درجه  

 ثبت شد.  

 C˚37شده در دمای بررسی میزان تودۀ زیستی باکتری در دو محیط کشت پایه و اصلاح

 ,.Zhu et al)  مورد سنجش قرارگرفتتودۀ سلولی  استفاده از دستگاه سانتریفیوژ و توزین    اکتری ببا  )بیومس(     میزان تولید توده زیستی

به. سلول (2013 ( از مایع رویی  چهار درجه سلسیوسدقیقه و دمای    20، به مدت  ده هزار دور در دقیقهوسیلۀ سانتریفیوژ )های باکتری 

مانده در  سپس در داخل ظروف آلومنیومی ریخته شدند. توده سلولی باقیجداشدند. تودۀ باکتری دو بار با آب مقطر استریل شستشو  و  

 . به مدت یک شب، با در دست داشتن وزن اولیه آنها، توزین شدنددرجه سلسیوس  105روی این ظروف پس از خشک شدن در دمای 

 های بیوشیمیایی برای ارزیابی میزان تولید لیپوپپتیدهای حلقوی آزمون

 
1 Mobile phase 
2Flow 
3 Photo Diode Array 
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های بیوشیمیایی لیپاز،  آزمون وسیله  ه  ب درجه سلسیوس    37شده در دمای  در دو محیط پایه و اصلاح  بیوسورفکتانتمواد  کلی تولید    قدارم

 گیری شد. اندازه  به شرح زیر جایی با نفت و میزان کاهش کشش سطحیهجاب

دو درصد  کشت تولید لیپاز )درچاهک ایجادشده در مرکز محیط   (Samad et al., 1998)ی متداول بطبق روش  -آزمون تولید لیپاز

ساعت قرارگرفتن در   24پس از    شد.  میکرولیتر سوپرناتانت باکتری، اضافه   دویست آگار(،    درصد  5/2رد و    متیل  درصد1/0،  80توئین

 میزان تولید لیپاز است، بررسی شد.   دهنده ها که نشان، هالۀ ایجادشده در اطراف چاهکدرجه سلسیوس 28دمای 

شد و سپس،  متری، ریختهسانتی  پانزده پتری تشتک لیتر آب مقطر به میلی چهل ی استاندادطبق روش -جایی با نفت خامآزمون جابه

شده در سطح باکتری، به مرکز نفت خام پخش مایع روییمیکرولیتر از  ده شد و در نهایت،  لیتر نفت خام به مرکزآب اضافهمیکرو  بیست

بیوسورفکتانت    تولیددهندۀ  که نشاناطراف باکتری  ثانیه، قطر هالۀ ایجادشده    سی. بعد از  (Morikawa et al., 1993)  شد  آب اضافه

 گیری شد. این آزمایش با پنج تکرار انجام شد.است، اندازه 

موجود  ها، با استفاده از دستگاه تنسیومتر  میزان کاهش کشش سطحی سوپرناتانت  -آزمون بررسی میزان کاهش کشش سطحی

 Gudina et)  شد   گیری شد و با آب مقطر به عنوان شاهد، مقایسه اندازه   Kruss K6, Germanyدانشکده شیمی دانشگاه تهران مدل  در  

al., 2002)  . 

 بررسی خاصیت ضد قارچی لیپوپپتیدهای حلقوی استخراج شده 

شد. پس از سردشدن محیط،    اضافه  شده استریل  PDAتهیه و به محیط کشت  لیتر  اسپور در میلی  510با غلظت    قارچ  سوسپانسیون اسپور

ساعت در    48شده، پس از  ایجاد شد. لیپوپپتیدهای حلقوی از محیط پایه و اصلاحپتری    تشتکمتر در وسط  میلی  هشت چاهکی به قطر  

در نهایت، به چاهک   ه،در حلال آلی متانول مخلوط شدیک میلی گرم در میلی لیتر شدند و با غلظت   ، خالصدرجه سلسیوس 37دمای 

 گیری شد. ، میزان هاله بازدارندگی اطراف چاهک اندازه زرو پنج پتری ریخته شدند. پس از تشتک ایجادشده در وسط 

 آنالیز آماری و تجزیه و تحلیل

ای دانکن در  ها با استفاده از آزمون چنددامنهمیانگین داده   و استفاده شد    27.0.1نسخه    SPSSافزار  به منظور تجزیه و تحلیل آماری از نرم

 . استفاده شد SigmaPlotافزار از نرم نیز، به منظور رسم نمودار  سطح احتمال یک یا پنج درصد مقایسه شدند. 

 

 نتایج

 ، پایه و اصلاح شدهLBساعت در سه محیط کشت   17نمودار رشد باکتری طی 

نشان داد که الگوی رشد این جدایه مشابه با    LBشده و  در سه محیط پایه، اصلاح  B. velezensis UTB96مقایسه نمودار رشد باکتری  

های مختلف، متفاوت است. رشد باکتری  اما این الگوی رشد، در محیط   تاخیر، فاز لگاریتمی و سکون است،  ها دارای یک فازسایر باکتری

  LBبا این تفاوت که زمان رسیدن باکتری به فاز لگاریتمی در محیط پایه سریعتر از محیط    ،، بیشتر به هم شبیه بوده LBدر محیط پایه و  

که به فاز  تا این  شده شده است و پس از آن کم  ساعت اول رشد، بیشتر از محیط اصلاح   شش است. در محیط پایه سرعت رشد باکتری در  

زیاد    به تدریج شده برعکس است و در ساعات اولیه، سرعت رشد پایین است و  اما در محیط اصلاح  ، شودرسد و ثابت میسکون می

 . (1 شکلشد ) شده مشاهده در محیط اصلاح حداکثر میزان رشد باکتری ،شود. در نهایتمی
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 شده ، پایه و اصلاحLBساعت در سه محیط کشت  هفده رشد باکتری طی  منحنی  -1شکل 

Fig 1- Bacterial growth kinetic during 17 h in three media: original medium, LB and modified 
 

 گیری میزان تولید سورفکتین اندازه

 (.  2شکل پیک مشاهده شدند ) 9ایزومر مختلف است که در کروماتوگرام حاصل از نمونه سورفکتین استاندارد، این  9سورفکتین دارای 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 ایزومر مختلف  نه شامل کروماتوگرام نمونه استاندارد سورفکتین -2شکل 
Fig 2- Chromatogram of standard sample of surfactin showing nine isomers 

 

را نشان  درجه سلسیوس    25و    37ساعت در دو دمای    48شده پس از  تولید سورفکتین در محیط اصلاح مربوط به  کروماتوگرام    3  شکل

  25داری با مقدار سورفکتین در دمای  یو اختلاف معن  درجه بیشتر بود  37میزان تولید سورفکتین در دمای    دهند. بر طبق این نتایج،می

کشت باکتری است  از    ساعت پس   48و  درجه    37ی  . بیشترین میزان تولید سورفکتین تولیدشده مربوط به دمانشان داددرجه سلسیوس  

 به منظور رشد باکتری استفاده شد.   هساعت 48 دورۀ کشتدمای و طول این از  هاآزمایشبرای انجام سایر   ،بنابراین (؛ 2)جدول
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 C˚37ساعت و دمای  48شده، پس از در محیط اصلاحمختلف(  های)شامل ایزومرکروماتوگرام تولید سورفکتین  -3شکل 

Fig 3- Chromatogram of standard sample of surfactin showing several isomers following incubation in modified 

Cofor 48 h at 37 medium 
 

  HPLCدر آزمون  میزان تولید سورفکتین در تیمارهای مختلف  -2جدول
    Table 2- Measurement of surfactin resulted from HPLC assay  
Treatment Surfactin 

production 

(mg/ml ) 

Treatment Surfactin 

production 

(mg/ml ) 

48-h growth in modified medium, 25˚C 3.575 bc 24-h growth in original medium, 25˚C 2.083c 

48-h growth in modified medium, 37˚C 6.529 a 24-h growth in original medium, 37˚C 2.219 c 

72-h growth in modified medium, 25˚C 2.221 c 24-h growth in modified medium, 25˚C 1.326 d 

72-h growth in modified medium, 37˚C 4.084 bc 24-h growth in modified medium, 37˚C 4.61 bc 
 

 C˚37شده در دمای میزان تودۀ زیستی باکتری در دو محیط کشت پایه و اصلاح

افزایش  شده  ت روند رشد باکتری در محیط اصلاحساع  48در ابتدا تفاوت چندانی بین میزان تودۀ زیستی باکتری مشاهده نشد و پس از  

قابل    4شکل  در    نتایج  گیری شد.اندازه ساعت    72بیشترین میزان تودۀ زیستی باکتری مربوط به محیط پایه و پس از    ،در نهایت  یافت.

 . مشاهده است
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 C˚37شده در دمای مقایسۀ میزان توده زیستی باکتری در دو محیط پایه و اصلاح  -4شکل 
CoComparison of bacterial biomass cultured on two medium at 37 -4Fig  

 

 های بیوشیمیایی برای ارزیابی میزان تولید لیپوپپتیدهای حلقوی آزمون

دهندۀ میزان تولید  ، نشان(سوپرناتانتمایع رویی باکتری )در آزمون لیپاز، هالۀ روشن ایجادشده در اطراف چاهک حاوی    -آزمون لیپاز

کمتر از    LBنشان داد که میران هالۀ ایجادشده از سوپرناتانت باکتری رشدیافته در محیط    آزمونبیوسورفکتانت است. نتایج این  مواد  

  است )شکل   LBشده بیشتر از محیط  واقع میزان تولید لیپوپپتیدهای حلقوی در دو محیط پایه و اصلاح   شده بود. درمحیط پایه و اصلاح

5). 

 
 

 .Bسوپرناتانت  :b؛ ساعت  48به مدت  LBرشدیافته در محیط  B. velezensis UTB96 سوپرناتانت   :a تولید لیپاز. آزمون   -5 شکل

velezensis UTB96 ساعت 48شده به مدت یافته در محیط اصلاحرشد 
Fig. 5- Lipase production test. a) supernantant of B. velezensis UTB96 grown in LB for 48h and b) 

grown in the modified medium for 48 hours 

 

 

 جایی با نفت خامهآزمون جاب

شدگی بیشتری در نفت خام  شده، پخشمحیط اصلاح سانتریفیوژ  حاصل از  قسمت رویی سوسپانسیون باکتری  بر طبق نتایج این آزمون،  

سانتریفیوژ  حاصل از  )سوپرناتانت(    قسمت رویی سوسپانسیون داربود.  یدرصد کاملا معنیک  و اختلاف آنها با محیط پایه در سطح    داشت 

 قابل مشاهده است.   7و    6های  شکلشدگی را نشان داد. نتایج این آزمون در  کمترین قطر پخش  LBساعت رشدیافته در محیط    48باکتری  
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 ( سوپرناتانتمربوط به مایع رویی )  شدگی در نفت خامپخش  مقایسه قطر -6شکل 

 LBشده و در سه محیط پایه، اصلاح B. velezensis UTB96باکتری 
Fig. 6- Oil displacement test (dispersing diameter) of B. velezensis UTB96 in supernatant of three different 

media (control, LB and modified) 
 

 
 شده در نفت خامرشدیافته در محیط اصلاح B. velezensis UTB96باکتری  (سوپرناتانت مایع رویی )پخش شدگی  آزمون -7ل شک

Fig. 7- Oil displacement test for B. velezensis UTB96 supernatant grown in modified medium 

 

 آزمون بررسی میزان کاهش کشش سطحی 

خوبی کاهش دهند. در این آزمون کشش سطحی شده توانستند کشش سطحی را بهسوپرناتانت باکتری حاصل از دو محیط پایه و اصلاح 

ساعت توانستند    72و    48،  24باکتری در تیمارهای زمانی مختلف    مایع رویی حاصل از سانتریفیوژمحاسبه شد و    mN/m72 آب مقطر  

 .(8)شکل   کاهش دهند mN/m30طور متوسط کشش سطحی آب را تا به
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 شدهدر دو محیط پایه و اصلاح B. velezensis UTB96میزان کاهش کشش سطحی  باکتری  -8شکل 

Fig. 8- Reducing ability of tension surface of B. velezensis UTB96 in both basic and modified culture media 

 

 بررسی خاصیت ضد قارچی لیپوپپتیدهای حلقوی استخراج شده 

شده نشان داد که لیپوپپتیدهای  های پایه و اصلاحشده از محیطلیپوپپتیدهای خالصهالۀ بازدارندگی از رشد قارچ در اطراف چاهک حاوی  

میخالص شده  رشد  سازی  از  کند A. flavus توانند  توسط  (9)شکل    جلوگیری  تولیدشده  حلقوی  لیپوپپتیدهای  قارچی  ضد  فعالیت   .

ایتورین و فنجایسین نسبت داده می   Bacillusهای جنسباکتری با فعالیت  به  خود این    (سینرژیستیتشدیدکنندگی )شود و سورفکتین 

 .(Afsharmanesh et al. 2014)های قبلی در این سویه به اثبات رسیده بود  تولید این ترکیبات در آزمایش  .دهدخاصیت را افزایش می

 
 بررسی خاصیت ضد قارچی لیپوپپتیدهای حلقوی استخراج شده آزمون   -9 شکل

a ،شاهد :bشده از محیط پایه و : لیپوپپتیدهای استخراجcاجزای هر دو محیط در   شده شده از محیط اصلاح: لیپوپپتیدهای استخراج(

 اند( توضیح داده شده   1جدول 
Fig. 9- Antifungal activity of lipopeptides in a) Control, b) basic medium and c) modified medium (The components 

of both media was described in Table 1) 
 

 بحث

دوسددت و فیلیک تولیدشددده از سددطح سددلول زنده هسددتند که دارای بخش آبها ترکیبات آمفیلیپوپپتیدهای حلقوی یا بیوسددورفکتانت

د  شدون می های سدنتتیک شدیمیایی محسدوبدهند و جایگزین مناسدبی برای سدورفکتانتباشدند و کشدش سدطحی را کاهش میگریز میآب
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(Ines and Dhouha, 2015) آن برای بقا در شددرایط   های تولیدکننده بیشددتر باکتری  توان رقابت  موجب. خواص بیوکنترلی این ترکیبات

، در رشدد و تکثیر باکتری موثر بوده، علاوه بر خواص ضددمیکروبی،  کاربرد در صدنایع مختلفاین ترکیب علاوه بر  اسدت.   نامسداعد شدده 

های خصوصی تواند در فرایند صنعتی شدن، مورد استفاده شرکتسازی  تولید آن میرو، بهینهنقش مهمی در کنترل حشرات دارد. ازاین

، بر میزان تولید  کشدت، میزان هوادهی، دور شدیکر و طول دورۀ pHمحیطی مختلف مثل دما،  عواملن نشدان دادند که  امحقققرار بگیرد. 

  .(Joshi et al., 2008)ها موثر است بیوسورفکتانت

 درحالیکه اسیدیتۀ مناسب برای .(Abdel-Mawgoud et al., 2008)باشد  می  8/6تا   5/6اسیدیتۀ مناسب برای تولید سورفکتین نیز، حدود  

اند. طبق گزارش  خود برای تولید ایتورین پیشدددنهاد داده   تحقیقمقادیر مختلفی از اسدددیدیته را در  ،نتولید ایتورین متفاوت اسدددت و محقا

Mizumoto and Shoda (2007)   بیشددترین میزان ایتورین توسددط باکتریB. subtilis RB14-CS  شددده   تولید 3/6تا  9/5  در اسددیدیته 

شدد. علاوه بر این فاکتورها،  در نظر گرفته  8/6های کشدت،  سدورفکتین در این تحقیق اسدیدیتۀ تمام محیطتولید  سدازی  اسدت. به منظور بهینه

گرم در 780/0تا  608/0تقریباً    B. subtilis KO سویۀ. بیشدترین میزان رشدد  اسدتها مؤثر  تولید بیوسدورفکتانت برطول دورۀ رشدد باکتری 

  .(Younis et al., 2010)  بوده اسدت   رشددسداعت طول دوره  24درجه و   45، دمای  درصددده و ملاس   LB brothمحیط   لیتریکصدد میلی

زمان عامل مهمی در مقدار تولید سدورفکتین اسدت. تولید این ترکیب تحت تنظیم سدیسدتم حد نصداب احسداس بوده، بیان آن در مراحل 

رو، مقدار آن در شدرایط خاصدی های باکتری موثر بوده، ازاینیابد. البته، این ترکیب در سدنتز برخی متابولیتپایانی فاز سدکون افزایش می

 .(Ines and Dhouha, 2015; Guez et al., 2021) تواند رو به کاهش بگذاردمی

لازم به بکر اسدت که میزان زیاد رشدد باکتری لزوماً به معنای افزایش تولید لیپوپپتید نیسدت. در تحقیق حاضدر نیز، بیشدترین میزان زیسدت  

دما   طوری که بهینهها با هم متفاوت اسددت؛ بهدمای بهینه برای تولید بیوسددورفکتانت گیری شددد.اندازه   g l  96/2-1تودۀ باکتری به مقدار  

این مقدار مربوط به محیط پایه پس .  (Ohno et al., 1995)باشدد  درجه می 25درجه سدلسدیوس و برای ایتورین   37برای تولید سدورفکتین 

نشدان داد که بیشدترین میزان تولید سدورفکتین مربوط  HPLCبود. این درحالی اسدت که نتایج  درجه سدلسدیوس   37سداعت و در دمای    72از  

ز برخی اسدت که غلظت مناسدب ا  شدده  بر فاکتورهای محیطی، مشدخص  اسدت. علاوه   دورۀ رشددسداعت   48و بعد از درجه  37به دمای  

ختلف  کردن غلظت مناسدب از سدولفات آهن در مراحل مکند. اضدافهداری در تولید لیپوپپتیدهای حلقوی ایجادمیفلزات، تغییرات معنی

 mg l  3500-1به بیش از   µm  4طوری که مقدار سدورفکتین از به  ؛شدوداری در تولید سدورفکتین میدرشدد باکتری موجب افزایش معنی

  Mn+2باشدند. غلظت مناسدب از یون . فلزات تاثیرگذار دیگر در تولید سدورفکتین، منگنز و منیزیوم می Chu, 1998) and(Wei رسددمی

موجب افزایش تولید  مول منگنز میلی  01/0 کردند. اضدافهدار  B. subtilisتاثیر بسدیار مهمی در افزایش تولید سدورفکتین توسدط باکتری  

نیز از فلزات روی، آهن، منگنز و منیزیم  2011، در سدال 1.  لی Chu, 2002) and(Weiشدود  می  g l   6/2-1 به    g l  33/0-1  کتین ازفسدور

ترتیب،  های بهبا غلظت منیزیم و سدولفات منگنزاسدت. بر طبق نتایج وی، سدولفات    ها اسدتفاده کرده سدازی تولید بیوسدورفکتانتجهت بهینه

 1-g l   1/0  1 و-g l 5/0 ورفکتین در میزان تولید سد  در تحقیق حاضدر  .)رفرنس(.اندها داشدتهبیشدترین تاثیر را در میزان تولید بیوسدورفکتانت

بررسدی شدد. این دو محیط از نظر منابع نیتروژن و غلظت عناصدر مؤثر منگنز و   کشدتهای متفاوت شدده در زماندو محیط پایه و اصدلاح

تر بودن ، یکی از علل موفقآهن با هم تفاوت داشدتند. از آنجایی که منابع نیتروژن معدنی نسبت به آلی در تولید سورفکتین مؤثرتر هستند

با شدربت خیسدانده برت نسدبت داد. علاوه بر این، آمونیوم نیترات  توان به جایگزین شددن  شدده در تولید سدورفکتین را میمحیط اصدلاح

کیب محیط اصددلاح شددده با فلزات آهن و منگنز نیز در تولید لیپوپپتیدهای حلقوی به خصددوص سددورفکتین بسددیار مؤثر هسددتند که در تر

 لیپوپپتیدهای حلقویطور کلی کاهش یا افزایش تولید  های کمتر نسبت به محیط پایه استفاده شد. بهتوجه به نتایج سایر محققین از غلظت
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تأثیری   تواند برمی ترکیباتاین   تغییر غلظت هریک از  چرا که؛  توان به اضدافه کردن هر یک از این ترکیبات به تنهایی نسدبت دادرا نمی

متفاوت مورد شدرایط محیطی   یند اثر  ترکیبات موجود در محیط کشدت باکتری درابنابراین همواره باید بر  ؛اثر بگذارد ،که دیگری دارد

نشدددان داد که این باکتری در تولید   mN/m 30به   mN/m 72کاهش کشدددش سدددطحی آب از  لیپاز و    هاینتایج آزمونگیرد.  توجه قرار

  جایی با نفت خام و کنارزدن آن از سطح آب نشان داد که این جدایه از کارایی نسبتاًه. آزمون جابها توانمندی قابل توجهی داردلیپوپپتید

خاصدیت  ،  قرارگیرد.  در این تحقیق بررسدیهای نفتی مورد مانده تواند در حذف باقیخوبی برخوردار اسدت و اثر این بیوسدورفکتانت می

  .به اثبات رسید  Aspergillu flavusبر  B. velezensis UTB96سازی شده  از ضدقارچی لیپوپپتیدهای حلقوی خالص

گونه قارچ را انارهای آلوده داخل باغ و انبار جداسازی کردند و بر اساس گزارش آنها گونۀ   9شاکری و همکاران در تحقیقات خود       

A. flavus  نقل از  اسددت  داشددته  های آلوده بدون اسددتثنا وجوداز توانایی بالایی در نفوب و رشددد و تکثیر برخوردار بود و در همۀ نمونه(

2014 ,Afsharmanesh et al.).   در حال حاضدر پوسدیدگی میوۀ انار در انبار یا در مراحل بازاررسدانی، مهمترین مشدکل انبارداری و مانع

شددود؛ لذا با توجه به نتایج مؤثر این جدایه باکتری بر روی قارچ مذکور در شددرایط آزمایشددگاه، عمدۀ صددادرات میوه انار محسددوب می

اثبات شدده اسدت که تولید آنزیم تواند در باغ جهت کاهش عوامل پوسدیدگی انار انجام شدود.  ها و تحقیقات تکمیلی بیشدتر میآزمایش

نابراین آزمون تولید لیپاز راهی برای ارزیابی تولید  ب.  (Colla et al., 2010)باشدددد  می  ها همزمان با تولید بیوسدددورفکتانتلیپاز در باکتری

 شود.ها محسوب میبیوسورفکتانت

-Abdel)  سازی تولید نو  خاصی از لیپوپپتیدها به دلیل اشتراک در برخی مسیرهای بیوشیمیایی، کار آسانی نیستطور کلی بهینهبه    

mawgoud et al. 2008) لیپوپپتیدهای حلقوی خواص ضدمیکروبی یا حشره کشی متفاوتی دارند؛ از  . هر یک از اعضای این خانوادۀ 

-تری است که درحال انجام و تکمیلرو یافتن شرایط و منابع غذایی )کربن، ازت، نسبت آنها و مواد معدنی( مستلزم تحقیقات گسترده این

ایتورین اگرچه به دلیل خواص ضشدن می کشی  که خاصیت حشره   داد نشان    تحقیقاتی بعدی دقارچی مشهور است اما کارهای  باشد. 

 .(Guinda et al., 2012)مناسبی دارد 

ویژه سورفکتین دارد  ای در تولید لیپوپپتیدهای  حلقوی و بهتوان بالقوه   Bacillus velezensis UTB96یۀ  سوبنابر نتایج این پژوهش،         

توان برای  داری بر افزایش میزان تولید سورفکتین دارد. لذا این جدایه را میسازی محیط کشت و عوامل محیطی تاثیر قابل معنیو بهینه

بیولوژیک، در پزشکی و    های مختلف کشاورزی و کنترلها پیشنهاد کرد و در حوزه کاربردهای صنعتی و تولید تجاری بیوسورفکتانت 

این سویه در حال حاضر به صورت تجاری توسط شرکت    های مختلف صنعت نفت از آنها بهره برد.داروسازی، صنایع غذایی و در بخش

 بایوران تولید و استفاده می شود.  

 سپاسگزاری

گرا )بایوران( انجام گرفته اسددت. از شددرکت فناوری زیسددتی طبیعتامکانات آزمایشددگاهی این تحقیق با حمایت مالی دانشددگاه تهران و  

و تفسددیر نتایج گیری سددورفکتین های مربوط به اندازه بررسددی شددود.آقای دکتر همایون مرادی مدیر عامل شددرکت صددمیمانه تشددکر می

 با همکاری انستیتو علوم غذایی و بیوتکنولوژی دانشگاه هوهنهایم آلمان انجام گرفته است. مربوطه 
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