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  چکیده

طور گسترده فلور انسان و حیوان هستند و به در میکرو ايشدههاي شناخته ، میکروارگانیسمهاپروبیوتیکزمینه و هدف: 

هاي و شناسایی باکتري اند. تحقیق حاضر با هدف جداسازيمورد مطالعه قرار گرفته جهت مصارف پزشکی و غذایی

  تولید بیوسورفکتانت و نانوذرات اکسید منیزیم از لبنیات محلی شهر رفسنجان انجام شد.پروبیوتیکی و توانایی 

هاي لبنی تحت شرایط استریل با رعایت زنجیره سرد، به آزمایشگاه منتقل آزمایشگاهی، نمونه مطالعه در این ها:مواد و روش

هاي مولد . جهت جداسازي جدایه) آگار کشت داده شدMRS )de Man Rogosa Sharpeگردید و در محیط کشت 

 ها از نظر تولید نانو ذرات اکسید منیزیمانجام گرفت. جدایه کنندگیخام و امولسیفیه هاي گسترش نفتبیوسورفکتانت، آزمون

اثرات طیف سنجی در محدوده مادون قرمز و  ی،اکسیدانآنتیمورد مطالعه فراتر قرار گرفتند. اندازه و شکل نانوذرات، فعالیت 

یابی و ترسیم درخت توالی اي پلیمراز،ها تعیین گردید. جهت تعیین هویت سویه برتر، واکنش زنجیرهضد باکتریایی آن

  فیلوژنی انجام شد.

 قابل توجهیکنندگی امولسیفیهجدایه پروبیوتیک، توانایی تولید بیوسوفکتانت داشته که همگی فعالیت  9 تعداد ها:یافته

هاي مولد بیوسورفکتانت قادر به هاي تولیدي داراي خاصیت ضد باکتریایی بودند. یکی از جدایهسورفکتانتنشان دادند. بیو

 90نام گرفت.  8Lسویه  انتروکوکوس فاسیوم نامبود که بر اساس تعیین هویت مولکولی، به تولید نانوذرات اکسید منیزیم

  نشان دادند. اکسیدانی قابل توجهینانو متر بوده و اثرات ضد باکتریایی و آنتی 107درصد نانوذرات داراي سایز 

توان از می هاي بیشتر، قابلیت پروبیوتیکی مطلوبی داشته و با انجام آزمون8Lسویه  انتروکوکوس فاسیومسویه  گیري:نتیجه

  در فرمولاسیون مواد غذایی فراسودمند استفاده کرد.این سویه بومی جهت استفاده 

  لبنیات محلی، پروبیوتیک، بیوسورفکتانت، نانوذرات اکسید منیزیم هاي کلیدي:واژه
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   مقدمه

با تعدیل  اي هستند کههاي زندهارگانیسم هاپروبیوتیک

فلورمیکروبی روده اثرات مفیدي را بر روي سلامت میزبان 

ها عموماً از منابع انسانی بوده و کنند. آناعمال می

ینده آشوند. با توجه به گسترش فزوب میزا محسغیربیماري

محصولات لبنی صنعتی به جاي محصولات سنتی امکان از 

جود دارد. هاي پروبیوتیک ودادن بسیاري از باکتري دست

ها از منابع سنتی جداسازي و شناسایی این باکتري ،بنابراین

  ].1و لبنی ضرورت دارد [

 هایی نظیریک سویه پروبیوتیک مطلوب داراي قابلیت

ها براي تحمل اسید و صفرا که جهت استفاده پروبیوتیک

تجویز خوراکی بسیار مهم است، چسبندگی به سطوح 

گی مهم براي مدولاسیون مخاطی و اپیتلیال که یک ویژ

چنین ها و همموفقیت آمیز ایمنی، حذف رقابتی پاتوژن

جلوگیري از چسبندگی و کلونیزاسیون پاتوژن، فعالیت ضد 

  ].2باشد [زا میهاي بیماريمیکروبی در برابر باکتري

ها گروه متنوعی از ترکیبات فعال سطحی بیوسورفکتانت

) بوده که توسط (خارج سلولی یا متصل به غشاء سلولی

شوند و به ها تولید میها، مخمرها و قارچبرخی از باکتري

هایی نظیر کاهش کشش سطحی دلیل برخورداري از ویژگی

کنندگی در صنایع مختلفی و بین سطحی یا قدرت امولسیون

ها، کنندهها و پاكاز جمله صنعت نفت، پتروشیمی، شوینده

ي، نساجی و صنایع ، کشاورزداروسازي، آرایشی، پزشکی

غذایی کاربرد دارند. اهمیت این ترکیبات در مقایسه با 

توان در سمیت هاي شیمیایی و غیر زیستی را میسورفکتانت

کم، تجزیه زیستی، سازگاري با محیط زیست و فعالیت در 

- 4و شوري بالا و قدرت تولید کف فراوان برشمرد [ pHدما، 

ها و بیوتیکاز آنتی استفاده بیش از حد ،. در مقابل]3

ها در بسیاري از مناطق متداول و بیوتیکدرمانی با آنتیخود

بالاتر از حد استاندارد است که منجر به پیدایش مقاومت در 

کارهاي جدید نظیر ها شده است. بنابراین، راهبین باکتري

هاي مختلف استفاده از نانو مواد که به سرعت در سال

  ].3نهاد شده است [گسترش یافته است، پیش

 ها کمکبیوتیکآوري نانو به کاهش مصرف آنتیفن

ینده صنعت غذا و رعایت آرغم رشد فزچنین، بهکند. هممی

غذایی، آلودگی اصول بهداشتی در تولید و فرآوري مواد 

هاي ناشی عنوان منبع اصلی شیوع مکرر بیماريمیکروبی به

رو یافتن ترکیبات ضد شود. از اینغذایی شناخته میاز مواد 

باکتریایی جدید براي اطمینان از سلامت مواد غذایی و 

رسد. اکسید نظر میها کاملاً ضروري بهافزایش ماندگاري آن

اي و منیزیم به دلیل خواص گسترده آن از نقطه نظر تغذیه

سلامتی مورد توجه قرار گرفته است. منیزیم جزء مواد 

باشد. اکسید منیزیم ن میمعدنی ضروري براي سلامت انسا

باشد که در موارد گانه منیزیم مییکی از ترکیبات شش

بیولوژیکی مانند تسکین سوزش سر دل و بازسازي استخوان 

ذرات اکسید منیزیم، اکسیدهاي نانو ].3شود [مصرف می

فلزي غیر آلی داراي خواص ضد باکتریایی بوده و از مزایاي 

بودن، قابلیت سنتز سریع،  توان به غیرسمیمی هامهم آن

این نانوذره توسط سازمان غذا . آسان و کم هزینه اشاره کرد

به عنوان یک ) 21CFR184.1431( و داروي ایالات متحده

فعالیت ضد باکتریایی  ].3 ،5ماده ایمن شناسایی شده است [

هاي فعال اکسیژن این نانوذرات را به قلیایی بودن، تولید گونه
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اکسید و جذب الکترواستاتیک نانوذرات به  مانند یون سوپر

  ].6اند [دیواره سلول باکتري نسبت داده

بر طبق جستجوهاي انجام شده، تاکنون پژوهشی در 

هاي زمینه بیوسنتز نانوذرات اکسید منیزیم توسط باکتري

پروبیوتیک انجام نشده است، لذا این تحقیق با هدف 

خصوصیات پروبیوتیک، تعیین هاي باکتريجداسازي 

پروبیوتیکی، اثرات ضد باکتریایی بیوسورفکتانت و نانوذرات 

  اکسید منیزیم از لبنیات محلی شهر رفسنجان انجام گرفت.

  هامواد و روش

این تحقیق آزمایشگاهی با اخذ کد کمیته اخلاق در 

زیست پزشکی به شماره 

IR.IAU.KERMAN.REC.1400.001 از مهر تا دي ماه ،

آزاد اسلامی واحد شهید سلیمانی (کرمان) در دانشگاه  1400

نمونه ماست سنتی شهرستان  15انجام گرفت. از تعداد 

صورت هاي مورد نظر بهرفسنجان جهت جداسازي سویه

ها با برداري شد و نمونهتحت شرایط استریل نمونه، تصادفی

گرم  10رعایت زنجیره سرد به آزمایشگاه منتقل شدند. ابتدا 

سرم فیزیولوژي استریل مخلوط  لیترمیلی 90با از هر نمونه 

تهیه و بر روي محیط کشت  10-5هاي مختلف تا شد. رقت

MRS )de Man Rogosa  Sharpe agar (مرك آلمان) آگار (

گراد به مدت درجه سانتی 30هوازي و دماي در شرایط بی

هاي رشد یافته با استفاده از ساعت قرار داده شد. کلنی 72

آمیزي گرم و آزمایش کاتالاز جهت تشخیص مورد رنگ

هاي مولد بررسی قرار گرفتند. جهت جداسازي باکتري

گسترش یا پراکندگی نفت خام و  هايبیوسورفکتاتت، آزمون

  ].7کنندگی انجام شد [فعالیت امولسیونه

براث  MRS هاي به دست آمده در محیط کشتکلنی

درجه  35دماي  هوازي وکشت داده شد و تحت شرایط بی

میکرولیتر از  20روز قرار داده شدند.  7مدت گراد بهسانتی

آب مقطر  لیترمیلی 25سوسپانسیون میکروبی حاصله با 

استریل دیش پتريمیکرولیتر نفت خام به  100استریل و 

متنقل گردید. کنار رفتن لایه نفتی و مشاهده ناحیه شفاف 

ود. قطر منطقه در سطح آب مؤید حضور بیوسورفکتانت ب

گیري و با کنترل منفی (آب مقطر) مورد مقایسه شفاف اندازه

  ].1قرار گرفت [

ها با شاخص امولسیون توانایی امولسیون سازي جدایه

 4) ارزیابی شد. 24Emulsification index; Eسازي (

 ،نفت سفید لیترمیلی 6به  از سوسپانسیون باکتري لیترمیلی

مدت دو دقیقه ، آلمان) با سرعت بالا بهIKAتوسط ورتکس (

ساعت در دماي محیط  24مدت مخلوط گردید و سپس به 

به عنوان نسبت ارتفاع لایه  24Eقرار داده شد. شاخص 

متر) به ارتفاع کل ستون مایع امولسیون شده (سانتی

متر) محاسبه شد. نتایج با آب مقطر به عنوان شاهد (سانتی

  ].1منفی مقایسه شد [

هاي انتخابی باکتریایی، در ارلن کلنی خالص از جدایه

محیط کشت تلقیح گردید و در دماي  لیترمیلی 500محتوي 

روز در در انکوباتور  7گراد و به مدت درجه سانتی 35

دور در دقیقه  150، آمریکا) با LABNET-311DSشیکردار (

هاي قرار داده شد. بعد از کسب کدورت لازم، سوسپانسیون

وسیله دستگاه سانتریفیوژ (شیمی فن، ایران) با کتریایی بهبا

دقیقه سانتریفیوژ گردیدند.  15دور در دقیقه به مدت  5000

کردن  نهایی مایع با اضافه PHآوري شد. مایع روماند جمع
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تنظیم گردید.  2مولار، معادل  6محلول اسید کلریدریک 

-اد نگهگردرجه سانتی 4ساعت در دماي  24محلول به مدت 

) اضافه v/v 1:2( متانول -داري شد. سپس محلول کلروفرم 

شد. فاز آلی را جدا نموده و حلال در دستگاه فور (شیمی 

گراد تبخیر گردید. وزن درجه سانتی 60فن، ایران) با دماي 

  ].1تعیین گردید [ آوري شدههاي جمعخشک بیوسورفکتانت

هاي تانتجهت بررسی فعالیت ضد باکتریایی بیوسورفک

استفاده شد. ابتدا کشت  شده از روش انتشار چاهک استخراج

هاي باکتریایی گرم مثبت و گرم ساعته از سوش 24تازه 

 )،PTCC 1431( اورئوساستافیلوکوکوسمنفی شامل 

 باسیلوس سرئوس )،PTCC 1709( سالمونلا انتریتیدیس

)PTCC 1015 ،(اشریشیا کلی )PTCC 1270 وناس سودوم) و

سوي محیط کشت تریپتی کاز  ) درYX 441328( آئروژینوزا

هاي حاصله به لوله آگار (مرك، آلمان) تهیه شد. از کشت

براث اضافه شد و با  مایع مولر هینتون حاوي محیط کشت

تا کدورت  فارلند مقایسه گردید مک 5/0محلول استاندارد 

]. از سوسپانسیون 8حاصل شود [ CFU/ml 810 ×5/1معادل 

آگار به روش حاصله، در سطح محیط کشت مولر هینتون 

متر میلی 6هایی به قطر یکنواخت کشت داده شد و چاهک

 متر از هممیلی 20متر از لبه پلیت و میلی 15فاصله  به

از  لیترمیلیبر  گرممیلی 100ایجاد گردید. غلظت 

در حلال دي متیل سولفوکسید و  بیوسورفکتانت تولید شده،

متانول با حجم برابر تهیه گردید. سپس از این غلظت به 

روش دو برابر کردن رقت در هر مرحله، در حلال مذکور، 

در  گرممیلی 5/12و  25، 50هاي بعدي شامل غلظت

میکرولیتر به هر  20تهیه شد و از هر غلظت میزان  لیترمیلی

  ].8حفره انتقال داده شد [

 24گراد به مدت زمان درجه سانتی 35ها در دماي پلیت

هاي عنوان کنترل مثبت، از دیسکساعت قرار داده شدند. به

میکروگرم)،  30شامل تتراسایکلین ( بیوتیکیآنتی

میکروگرم)،  10میکروگرم)، آمیکاسین ( 10جنتامایسین (

 5میکروگرم) و سیپروفلوکساسین ( 30سفتریاکسون (

(پادتن طب، تهران، ایران) با روش انتشار در میکروگرم) 

دیسک، آنتی بیوگرام انجام شد. پس از پایان دوره 

ها ها و دیسکانکوباسیون قطر هاله عدم رشد اطراف چاهک

گیري گردید. نتایج کش اندازهمتر با خطبرحسب میلی

ها با جداول مؤسسه استاندارد بالینی حاصل از آنتی بیوتیک

 CLSI 2020) (Clinical and Laboratory( و آزمایشگاهی

Standards Institute] 9) مقایسه شد.[  

 لیترمیلی 50 هاي مولد بیوسورفکتانت بهپروبیوتیک

درجه  37براث اضافه شد. در دماي  MRSمحیط کشت 

 50ساعت قرار داده شد.  24-48مدت گراد بهسانتی

مولار به  NaOH  2/0نرمال و 1/0نیترات منیزیم  لیترمیلی

گراد درجه سانتی 40ماري کشت باکتري اضافه و در بن

ساعت در  10مدت دقیقه قرار داده و به  15- 20مدت به

 15مدت  به 5000 داري شد. سپس با دوردماي اتاق نگه

دقیقه سانتریفیوژ گردید. مایع رویی تخلیه و رسوب توسط 

 40در آون  آب دو بار تقطیر دو مرتبه شستشو داده شده و

ساعت خشک گردید. رسوب  8مدت  گراد بهدرجه سانتی

ساعت در  4باشد که آمده فرم هیدروکسید نانو می دستبه
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گراد قرار گرفته و به فرم اکسید تبدیل شد درجه سانتی 300

]10.[  

جهت آزمون طیف سنجی در محدوده مادون قرمز، 

پتاسیم مخلوط نانوذرات اکسید منیزیم سنتز شده را با برمید 

و شفاف نازك قرص  یکصورت کرده و تحت فشار زیاد به

 FTIR )Fourier Transformتبدیل و سپس در دستگاه 

Infrared Spectroscope] آنالیز توزیع 11) قرار داده شد .[

هاي مناسب براي تعیین اي نانوذرات، یکی از روشاندازه ذره

از روي حرکت براونی توزیع ابعاد ذرات است. در این روش، 

توان توزیع ابعاد ذرات در ذرات در سوسپانسیون کلوئیدي می

 1یک محلول را مشخص نمود. در این آنالیز، میزان 

  ].10مورد بررسی قرار گرفت [ از نمونه گرممیلی

با ارزیابی توانایی نانوذرات  ی نانوذراتاکسیدانآنتیفعالیت 

-DPPH )2,2ال اکسید منیزیم براي خنثی کردن رادیک

diphenyl-1-picrylhydrazyl تعیین گردید که با کاهش (

در طول واکنش مشخص شد.  DPPH جذب محلول متانول

از محلول نانوذرات منیزیم و منیزیم استات در  لیترمیلییک 

 2) به لیترمیلیمیکروگرم بر  200- 0محدوده غلظتی معین (

میکرو مولار در  DPPH100 محلول تازه تهیه شده  لیترمیلی

 3متانول اضافه شده و مخلوط حاصل پس از افزودن 

متانول، به مدت یک ساعت در تاریکی قرار داده  لیترمیلی

-نانومتر اندازه 517شد. سپس جذب محلول در طول موج 

زمان با نمونه، یک لوله شاهد (بدون محلول گیري شد. هم

رکیب بوتیل شود. از تنانوذره) نیز در نظر گرفته می

عنوان کنترل مثبت استفاده شد. میزان هیدروکسی تولوئن به

  اکسیدانی از فرمول زیر محاسبه گردید:فعالیت آنتی

DPPH radical scavenging ability (%) = [1- (Aa-

Ab)/Ac] × 100  

میزان جذب نمونه حاوي منیریم،  Aaکه در این فرمول، 

Ab  میزان جذب شاهد وAc مونه کنترل میزان جذب ن

  ].12باشد [می

 5اثرات ضد باکتریایی نانوذرات اکسید منیزیم بر علیه 

استافیلوکوکوس باکتري گرم مثبت و گرم منفی شامل: 

اشریشیا ، باسیلوس سرئوس، انتریتیدیس سالمونلا ،اورئوس

به روش انتشار چاهک انجام  آئروژینوزاسودوموناس  و کلی

بر  گرممیلی 75/3، 5/7، 15، 30متفاوت  شد. غلظت

از نانوذرات اکسید منیزیم در حلال دي متیل  لیترمیلی

) به روش دو v/v 1:1سولفوکسید و متانول با حجم برابر (

برابر کردن رقت در هر مرحله تهیه شد. از کشت باکتري در 

محیط مایع معادل کدورت نیم مک فارلند بر روي محیط 

مان) به روش یکنواحت کشت مولرهینتون آگار (مرك، آل

 متر بهمیلی 6هایی به قطر تلقیح گردید و سپس چاهک

متر از همدیگر میلی 20متر از لبه پلیت و میلی 15فاصله 

هاي تهیه شده از نانوذرات اکسید ایجاد گردید. از غلطت

در هر چاهک ریخته شد. سپس  لیترمیلی 2/0منیزیم مقدار 

 24گراد و مدت زمان یدرجه سانت 35ها در دماي پلیت

  ].12ساعت قرار داده شدند [

پلیمراز اي زنجیرهبراي شناسایی مولکولی از واکنش 

)Polymerase chain reaction; PCR استفاده شد. استخراج (

DNA  توسط کیت استخراج شرکت سیناژن طبق

با استفاده  S rRNA 16انجام شد. ژن  دستورالعمل

ازپرایمرهاي اولیگونوکلئوتیدي 

5´AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3´ )8F و (
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5´AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 3´ )1541R تکثیر (

 10میکرولیتر شامل:  25با حجم نهایی   PCRشد. واکنش

میکرومولار از هر  4/0الگو،  DNA نانوگرم بر میکرولیتر

 MgCl2 ،5/2لار میکرو مو dNTP  ،2میکرومولار 2/0پرایمر، 

 Taq DNAواحد آنزیم  1و  PCRمیکرولیتر بافر 

Polymerase انجام گردید. واکنشPCR   در دستگاه

دقیقه  5، آمریکا) با شرایط دمایی Bio-Radترموسایکلر (

گراد و در ادامه درجه سانتی 94واسرشت ابتدایی در دماي 

گراد به درجه سانتی 94چرخه شامل واسرشت در دماي  35

به مدت گراد سانتیدرجه  45در دماي  دقیقه، اتصال 1مدت 

به گراد سانتیدرجه  72ثانیه، طویل شدن در دماي  30

 72ثانیه و در نهایت طویل شدن نهایی در دماي  90مدت 

دقیقه انجام گرفت. در نهایت،  5گراد به مدت درجه سانتی

درصد واجد اتیدیوم برماید  1به ژل آگارز  PCRمحصول 

الکتروفورز گردید  ولت 80ساعت با ولتاژ  1تقل و به مدت من

به شرکت تکاپوزیست،  PCRمیکرولیتر از محصول  200]. 1[

هاي ارسال شده با تهران ارسال گردید. سپس توالی

بررسی  7و مگا ورژن  Gene runnerو  Bio editافزارهاي نرم

 NCBI )Nationalگردید. پس از بلاست کردن در سایت 

Center for Biotechnology Information و انجام بلاست (

  ].13سویه مورد نظر شناسایی گردید [

 SPSSافزار آوري شده با استفاده از نرماطلاعات جمع

متغیرهاي کمی  مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. 22نسخه 

میانگین و متغیرهاي کیفی به  ±به صورت انحراف معیار 

بررسی خواص  صورت تعداد و درصد گزارش شدند.

ضدباکتریایی در سه تکرار و در قالب طرح کاملاً تصادفی 

با توزیع متغیرهاي کمی  نرمال بودنانجام شد. فرض 

مورد  Kolmogorov-Smirnovناپارامتریک استفاده از آزمون 

 متغیرهاي کمی اريبرخورد بررسی قرار گرفت و با توجه به

این میانگین ، جهت مقایسه )P<05/0از توزیع نرمال (

و ها غلظتهاي مختلف مورد بررسی (متغیرها در گروه

طرفه و آزمون تعقیبی آنالیز واریانس یک) از هابیوتیکآنتی

Tukey در  05/0ها آزمون داري دراستفاده شد. سطح معنی

  نظر گرفته شد.

  یجنتا

ماست هاي نمونهکتري پروبیوتیک از با 40در مجموع 

 9سنتی شهر رفسنجان جداسازي و شناسایی شد. تعداد 

هایی به اشکال جدایه از مجموع کلنی بررسی شده باکتري

کوکسی و باسیل گرم مثبت و کاتالاز منفی بودند که قابلیت 

تولید بیوسورفکتانت داشتند. بررسی نتایج گسترش نفت خام 

نشان داده شده است که همگی  1ول ها در جدبر روي آن

قادر به کاهش کشش سطحی بوده و هاله شفاف تشکیل 

بیشترین هاله را تشکیل داد و در بررسی L 8دادند. جدایه 

تغییري در سطح گونه هیچگسترش نفت خام با آب مقطر 

  لکه نفتی ایجاد نشد.

، 1در بررسی فعالیت امولسیون کنندگی طبق جدول 

فعالیت امولسیون کنندگی  8Lجدایه مشخص گردید که 

قابل توجهی داشته و به عنوان جدایه برتر جهت تولید 

  بیوسورفکتانت و نانوذرات اکسید منیزیم انتخاب گردید.
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  1400نمونه ماست محلی رفسنجان در سال  15پروبیوتیک جدا شده از  باکتري 9نتایج آزمون گسترش نفت خام و فعالیت امولسیونه کنندگی  - 1 جدول

 جدایه پروبیوتیکی
 گسترش نفت خام

متر)قطر هاله (میلی  

 فعالیت امولسیونه کنندگی

)24E%(   

3   L 49 61 

4  L  30 52 

5  L  30 5/22  

7  L  28 56 

8 L  59 57 

9 L  29 0 

10  L  34 35 

11 L  55 52 

12 L  58 33 
  

، فعالیت ضد 8Lبیوسورفکتانت استخراج شده از جدایه 

هاي باکتریایی مورد باکتریایی قابل توجهی در برابر سویه

رنگ استفاده نشان داد. بیوسورفکتانت استخراج شده به 

دار و وزن اي کاملاً تیره، با قوام عسل مانند و حالت کشقهوه

ثرات ضد باکتریایی بیوسورفکتانت در گرم بود. ا 38/1آن 

بر  لیترمیلیبر  گرممیلی 5/12و  25، 50، 100هاي غلظت

 ،اورئوساستافیلوکوکوس ، اشریشیا کلیسویه باکتري  5علیه 

باسیلوس و  سالمونلا انتریتیدیس، آئروژینوزاسودوموناس 

میانگین و  تکرار مورد بررسی قرار گرفت. 3در  سرئوس

هاي مختلف میزان فعالیت ضد باکتریایی غلظت انحراف معیار

گزارش شده است. با استفاده از  2بیوسورفکتانت در جدول 

فعالیت بر علیه هر باکتري در طرفه، آنالیز واریانس یک

و  مورد مقایسه قرار گرفت هاي مختلف بیوسورفکتانتغلظت

ها، دار بودن این آزمون در تمام باکتريبا توجه به معنی

تعقیبی ها با هم، از آزمون دوي غلظت مقایسه دو بهجهت 

Tukey  به صورت سطري  اتمقایس ،2استفاده شد. در جدول

هاي مختلف بیوسورفکتانت بر انجام شده (مقایسه غلظت

، نشان دهنده متفاوتعلیه هر باکتري) و حروف انگلیسی 

به . )P>05/0( باشدها میداري بین غلظتمعنی تفاوت

استافیلوکوکوس  میزان فعالیت علیه باکتريل، عنوان مثا

، از لیترمیلیبر  گرممیلی 25و  5/12در دو غلظت  اورئوس

ولی میزان فعالیت در  )P<05/0( بوده مشابهلحاظ آماري 

داري بیشتر از طور معنیبه لیترمیلیبر  گرممیلی 50غلظت 

و ) P>05/0( لیترمیلیبر  گرممیلی 25و  5/12دو غلظت 

-نیز به لیترمیلیبر  گرممیلی 100زان فعالیت در غلظت می

 داري بیشتر از سه غلظت دیگر بوده استطور معنی

)05/0<P(.  

   



 ...هاي مولد بیوسورفکتانت و نانوذرات اکسید منیزیم جداسازي، شناسایی و بررسی خواص بیولوژیکی پروبیوتیک 1140

 1401، سال 11، شماره 21دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

نمونه ماست  15جدا شده از   L8لیتر) حاصل از سویه پروبیوتیکی گرم بر میلیهاي مختلف بیوسورفکتانت (میلیفعالیت ضد باکتریایی غلظت -2 جدول

 )n=60( سویه باکتري پاتوژن 5محلی بر علیه 

  غلظت بیوسورفکتانت 

  

  سویه باکتري

100  

  میانگین ±انحراف معیار 

50  

  میانگین±انحراف معیار

25  

  میانگین±انحراف معیار

5/12  

  میانگین±انحراف معیار
 Pمقدار 

  c 89/0 ± 00/17 b 43/0 ± 00/7  a0 a0 014/0  اشریشیا کلی

 c 43/0 ± 00/32  b 88/0 ± 00/22  a 78/0 ± 00/11  a 52/0 ± 00/10  021/0 اورئوساستافیلوکوکوس

 d 36/0 ± 00/25  c 70/0 ± 00/22  b 36/0 ± 00/12  a0  015/0  سودوموناس آئروژینوزا

 c 87/0 ± 00/16  b 26/0 ± 00/13  a0 a0 014/0  سالمونلا انتریتیدیس

 c 65/0 ± 00/20  c 78/0 ± 00/19  b20/0 ± 00/10  a 53/0 ± 00/7  022/0  باسیلوس سرئوس

  .باشدمتر میقطر هاله عدم رشد برحسب میلیو انحراف معیار اعداد جدول میانگین 

برحسب  میزان فعالیت علیه باکتريدار در ، حروف انگلیسی متفاوت نشان دهنده اختلاف معنیTukeyطرفه و آزمون تعقیبی آنالیز واریانس یک

  ). P>05/0هاي مختلف (غلظت
  

هاي سویه بیوتیکیآنتی، الگوي حساسیت 3 در جدول

آنتی بیوتیک مختلف تعیین شده است.  5باکتریایی بر علیه 

نمونه (تکرار) مورد بررسی قرار گرفته است.  3براي هر مورد، 

هاي مختلف اثرات ضد باکتریایی غلظتمقایسه 

هاي مختلف بر بیوتیکبیوسورفکتانت استخراج شده و آنتی

 زا نشان داد که بیوسورفکتانتسویه باکتري بیماري 5روي 

استخراج شده جدایه منتخب این پژوهش، از اثرات ضد 

هاي مذکور علیه بیوتیکباکتریایی مطلوبی در مقایسه با آنتی

 با استفاده از زاي منتخب برخوردار بودند.اريهاي بیمسویه

میزان حساسیت هر سویه باکتري طرفه، آنالیز واریانس یک

با . مورد مقایسه قرار گرفت بیوتیک مختلفآنتی 5بر علیه 

ها، جهت دار بودن این آزمون در تمام باکتريتوجه به معنی

 Tukeyتعقیبی ها با هم، از آزمون دوي غلظت مقایسه دو به

ها به صورت سطري در این جدول نیز مقایسه استفاده شد.

انجام شده (مقایسه میزان حساسیت هر سویه باکتري بر 

، متفاوتحروف انگلیسی  و بیوتیک مختلف)آنتی 5علیه 

 باشدها میبیوتیکداري بین آنتیمعنی تفاوتنشان دهنده 

)05/0<P .( ه نسبت ب اشریشیا کلیبراي نمونه، باکتري

بیوتیک تتراسایکلین مقاوم و میزان حساسیت نسبت به آنتی

داري بیشتر از بیوتیک سفتریاکسون به طور معنیآنتی

میزان حساسیت نسبت به آمیکاسین به طور  تتراسایکلین،

داري بیشتر از سفتریاکسون، میزان حساسیت نسبت به معنی

زان داري بیشتر از آمیکاسین و میجنتامایسین به طور معنی

داري حساسیت نسبت به سیپروفلوکساسین به طور معنی

. در واقع )P>05/0( بیشتر از جنتامایسین بوده است

هاي نسبت به آنتی بیوتیک اشریشیا کلیهاي حساسیت

حساس، و نسبت آمیکاسین و سفتریاکسون در محدوده نیمه

هاي سیپروفلوکساسین و جنتامایسین در بیوتیکبه آنتی

  .)3(جدول  قرار گرفته است محدوده حساس
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 )n=75(آنتی بیوتیک  5باکتریایی نسبت به  سویه 5بیوتیکی الگوي حساسیت آنتی - 3 جدول

  بیوتیکآنتی

  

  سویه باکتري

  جنتامایسین

 ±انحراف معیار 

  میانگین

  سیپروفلوکساسین

 ±انحراف معیار 

  میانگین

  سفتریاکسون

 ±انحراف معیار 

  میانگین

  تتراسایکلین

 ±انحراف معیار 

 میانگین

  آمیکاسین

 ±انحراف معیار 

  میانگین

 Pمقدار 

  اشریشیا کلی
d26/0±00/20 

  حساس

e46/0±00/27  

  حساس

b62/0±00/13  

  حساسنیمه

a0  

 مقاوم

c89 /0±00/15 

  حساسنیمه
009/0 

-استافیلوکوکوس 

  اورئوس

d30/0±00/28  

  حساس

c27/0±00/25  

  حساس

a0  

 مقاوم

a0  

 مقاوم

b89/0±00/19 

  حساس
008/0 

سودوموناس 

  آئروژینوزا

a0  

 مقاوم

b70/0±00/6  

  مقاوم

a0  

 مقاوم

a0  

 مقاوم

a0  

 مقاوم
008/0 

سالمونلا 

  انتریتیدیس

d43/0±00/20  

  حساس

b27/0±00/11  

  مقاوم

a0  

 مقاوم

a0  

 مقاوم

c89/0±00/14 

  مقاوم
008/0 

  باسیلوس سرئوس
e40/0±00/28  

  حساس

d80/0±00/26  

  حساس

a0  

 مقاوم

b20/0±00/15  

 حساس

c43/0±00/21 

  حساس
009/0 

  .باشدمتر میقطر هاله عدم رشد برحسب میلیو انحراف معیار اعداد جدول میانگین 

دار در میزان حساسیت باکتري نسبت به ، حروف انگلیسی متفاوت نشان دهنده اختلاف معنیTukeyطرفه و آزمون تعقیبی آنالیز واریانس یک

   ).P>05/0هاي مختلف (بیوتیکآنتی
  

سنجی مادون قرمز بر اساس  جذب تابش و بررسی طیف 

هاي  چند اتمی ها  و  یونهاي  ارتعاشی  مولکولجهت

سنجی اسپکتروسکوپی مادون گیرد. نتایج طیفصورت می

هاي ظاهر شده در ناحیه نشان داد که طول موج FTIRقرمز 

1-cm 3444 مربوط به پیوندهاي هیدروکسیدي گروهH -O 

 C-Hباشد. پیوندهاي در ساختار نانوذرات اکسید منیزیم می

 ارتعاشی موجود در ساختار نانوذرات در طول موج حدود 

1-cm2288  1و-cm 1644 شوند. پیوندهايظاهر میC -H-C 

 cm-1و  cm 1234-1موجود در ساختار نانوذرات در ناحیه 

نمایش  FTIRدر طیف اسپکتروسکوپی مادون قرمز  1129

 cm-1اند. وجود پیوندهاي فلزي در ناحیه زیر داده شده

هاي ضعیفی نمایان شد. به صورت پیک 1000

اسپکتروسکوپی مادون قرمز وجود نانوذرات اکسید منیزیم را 

  ).1تأیید نمود (نمودار 
  

 

L8نانوذرات اکسید منیزیم سنتز شده توسط سویه پروبیوتیک  FTIR طیف  - 1 نمودار
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هاي اي یا تفرق نور پویا یکی از روشتوزیع اندازه ذره

مناسب براي تعیین توزیع ابعاد ذرات است. این آنالیز نشان 

درصد نانوذرات تشکیل شده توسط سویه  90داد اندازه 

  ).2باشد (نمودار نانو متر می 107، برابر 8L بیوتیکیپرو

 
  

  L8اي نانوذرات اکسید منیزیم سنتز شده توسط سویه پروبیوتیک نتایج توزیع اندازه ذره - 2 نمودار
  

ی نانوذرات اکسید منیزیم نشان اکسیدانآنتینتایج فعالیت 

، L8داد که نانوذره ساخته شده توسط سویه پروبیوتیک 

ی قابل توجه و وابسته به زمان می اکسیدانآنتیداراي فعالیت 

دقیقه با شیب ملایم،  10باشد به طوري که در فاصله زمانی 

 40تا  35هاي آزاد به افزایش حدود میزان مهار رادیکال

  ). 3(نمودار  دادرا نشان  درصد

  

 
  L8فعالیت آنتی اکسیدانی نانوذرات اکسید منیزیم سنتز شده توسط سویه پروبیوتیک  - 3 نمودار
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نتایج مربوط به فعالیت ضد باکتریایی نانوذرات اکسید 

گزارش شده است. براي هر باکتري،  4منیزیم در جدول 

و  5/7، 15، 30هاي مختلف نانوذره اکسید منیزیم با غلظت

بار تکرار) مورد  3(هر مورد در  لیترمیلیبر  گرممیلی 75/3

بررسی قرار گرفته است. نانوذرات اکسید منیزیم فعالیت 

باسیلوس هاي گرم مثبت نشان دادند. خوبی در برابر باکتري

پژوهش نشان داد ترین جدایه بود. نتایج این حساس سرئوس

و  اشریشیا کلیهاي که نانوذرات اکسید منیزیم بر باکتري

فعالیت ضد باکتریایی نداشت. با  سالمونلا انتریتیدیس

بر  فعالیت ضدباکتریایی طرفه،آنالیز واریانس یکاستفاده از 

 هاي مختلف نانوذره اکسید منیزیمعلیه هر باکتري در غلظت

دار بودن این وجه به معنیبا ت. مورد مقایسه قرار گرفت

ها دوي غلظت ها، جهت مقایسه دو بهآزمون در تمام باکتري

 ،استفاده شد. در این جدول Tukeyتعقیبی با هم، از آزمون 

ها به صورت سطري انجام شده (مقایسه میزان مقایسه

هاي مختلف نانوذره اکسید باکتریایی غلظت فعالیت ضد

، نشان متفاوتحروف انگلیسی  و منیزیم بر علیه هر باکتري)

). P>05/0( باشدمی هاداري بین غلظتمعنی تفاوتدهنده 

میزان فعالیت شود، مشاهده می 4گونه که در جدول همان

سودوموناس ، اورئوساستافیلوکوکوس  علیه هر سه باکتري

بر  گرممیلی 5/7در غلظت  آئروژینوزا و باسیلوس سرئوس

 گرممیلی 75/3اري بیشتر از غلظت دطور معنیبه لیترمیلی

بر  گرممیلی 15بوده و میزان فعالیت در غلظت  لیترمیلیبر 

بر  گرممیلی 5/7داري بیشتر از غلظت طور معنیبه لیترمیلی

بر  گرممیلی 30و میزان فعالیت در غلظت  لیترمیلی

بر  گرممیلی 15داري بیشتر از غلظت طور معنیبه لیترمیلی

  .)P>05/0( بوده است لیترمیلی

  )n=60(  مورد بررسی غلظت 4سویه باکتریایی پاتوژن در  5بر علیه  )لیترگرم بر میلیمیلی( بررسی اثرات ضد باکتریایی نانوذره اکسید منیزیم - 4 جدول

  غلظت نانوذره 

 سویه باکتري

30  

  میانگین ±انحراف معیار 

15  

  میانگین ±انحراف معیار 

5/7  

  میانگین ±انحراف معیار 

75/3  

  میانگین ±انحراف معیار 
 Pمقدار 

 -  a0  a0  a0  a0  اشریشیا کلی

  d 27/0 ± 00/25  c 27/0 ± 00/20  b20/0 ± 00/18  a30/0 ± 00/15  016/0  اورئوساستافیلوکوکوس

  d 27/0 ± 00/22  c50/0 ± 00/12  b30/0 ± 00/10  a70/0 ± 00/9  016/0  سودوموناس آئروژینوزا

 -  a0  a0  a0  a0  سالمونلا انتریتیدیس

  d10/0 ± 00/30  c20/0 ± 00/25  b 27/0 ± 00/24  a 45/0 ± 33/23  019/0  باسیلوس سرئوس

  .باشدمتر میمیلیقطر هاله عدم رشد برحسب و انحراف معیار اعداد جدول میانگین 

هاي باکتریایی غلظت دار در میزان فعالیت ضد، حروف انگلیسی متفاوت نشان دهنده اختلاف معنیTukeyطرفه و آزمون تعقیبی آنالیز واریانس یک

  ).P>05/0مختلف نانوذره اکسید منیزیم (
  

، سویه S rRNA 16ضمن آنالیز تشابه توالی ژن 

بیوسورفکتانت،  با قابلیت هاي تولید L8انتروکوکوس فاسیوم 

ی و تولید کننده اکسیدانآنتیاثر ضد باکتریایی، فعالیت 

نشان دهنده  ،1شناسایی شد. شکل  نانوذره اکسید منیزیم

هاي و باکتريL8 انتروکوکوس فاسیوم ارتباط فیلوژنی سویه 

  باشد.می GenBankمرجع موجود در 
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. اعداد  GenBankهاي مرجع درو توالیL8 سویه انتروکوکوس فاسیوم   16srRNAهاينشان دهنده ارتباط بین توالی درخت فیلوژنتیکی -1 شکل

  باشند.برحسب درصد میBootstrapping گر ارزش ها نمایشواقع در شاخه
  

  بحث

هاي غذایی میکروبی هاي پروبیوتیک مکملباکتري

حفظ تعادل میکروبی روده تأثیرات  هستند که از طریق

ها دارند. تحقیقات انجام شده سودمندي بر سلامت انسان

تواند نشان داده است که استفاده از محصولات پروبیوتیک می

زا مؤثر باشد. لذا هاي بیماريدر از بین بردن میکروب

توانند به عنوان درمان کمکی در کنار داروها ها میپروبیوتیک

ها باکتري]. این 14مان اصلی به کار گرفته شوند [یا حتی در

اي شکل، بدون اسپور و کاتالاز منفی هستند گرم مثبت، میله

که قادرند در شرایط اسیدي پایین رشد نمایند و با تولید 

اسیدهاي آلی و ترشح مواد آنتی باکتریال همچون 

ها میکروارگانیسمها محیط را براي رشد دیگر باکتریوسین

تولید هاي پروبیوتیکاسب نمایند. در مطالعه حاضر، نامن

کننده بیوسورفکتانت از نمونه ماست سنتی شهرستان 

ها از نظر مورفولوژي ظاهري، رفسنجان جداسازي شد. جدایه

واکنش گرم و آزمون کاتالاز مورد بررسی قرار گرفتند. 

هاي تکنیک هاي تولید کننده بیوسورفکتانت با آزمایشجدایه

ش نفت خام و فعالیت امولسیون کنندگی شناسایی گستر

  ].15شدند [

ها باعث کاهش کشش سطحی و مهار بیوسورفکتانت

ها در صنایع ]. بیوسورفکتانت16شوند [ها میاتصال پاتوژن

مواد خام جهت  غذایی به عنوان امولسیفایر جهت فرآیند

ایجاد سازگاري و قوام مطلوب در غذا مورد استفاده قرار 

ها در صنایع غذایی . از کاربردهاي بیوسورفکتانتگیرندمی

هاي لبنی مانند پنیر ها و فرآوردهبه تهیه انواع سستوان می

اشاره کرد. از جمله مزایاي این ترکیبات سمیت پایین، 
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 پذیري زیستی، قدرت تولید کف فراوان،قابلیت تجزیه

سان سازگاري بهتر با شرایط متغیر محیط، قابلیت دسترسی آ

هاي گروهاز ها آنو توانایی بیوسنتز  به دلیل تنوع ساختاري

چنین، برخی از ]. هم17باشد [مختلف میکروبی می

ها قابلیت سنتز نانوذره دارند. در این مطالعه پروبیوتیک

هایی با دو ویژگی تولید بیوسورفکتانت و شناسایی پروبیوتیک

  سنتز نانوذره اکسید منیزم مدنظر قرار گرفت. 

نانوذرات منیزیم به دلیل زیست سازگاري، زیست 

پذیري و هزینه نسبتاً پایین در صنایع مختلف تخریب

توان به عنوان ضد شود. این نانوذرات را میاستفاده می

با سایر عوامل ضد باکتریایی به تنهایی یا در ترکیب 

باکتریایی استفاده کرد. سنتز بیولوژیکی نانوذرات یک روش 

مقرون به صرفه و کم هزینه، سازگار با محیط زیست و به 

عنوان یک ماده ایمن براي سلامت انسان که به راحتی در 

]. تحقیقات متعددي در خصوص 10باشد [دسترس می

 ت در آب، خاكمیکروارگانیسم هاي تولیدکننده بیوسورفکتان

اما ، ها صورت گرفته استو مناطق آلوده به هیدروکربن

تحقیق حاضر و تحقیقات مشابه تولید این ترکیبات را در 

لبنیات و مواد غذایی مورد توجه قرار داده است. به عنوان 

، نوعی بیوسورفکتانت باسیلوس سوبتیلیسمثال از باکتري 

صنایع غذایی  جدا شده است که به عنوان امولسیفایر در

و نیز مشابه تحقیق حاضر، در  ]18[نقش نگه دارنده را دارد 

با هاي لاکتوباسیلوسپژوهش دیگري از محصولات لبنی 

بر  .]19-20[قابلیت تولید بیوسورفکتانت جدا گردیده است 

اساس نتایج تحقیق حاضر، با توجه به آزمون گسترش نفت 

، با توانایی تولید 8Lخام و فعالیت امولسیون کنندگی جدایه 

بیوسورفکتانت مطلوب شناسایی شد. بیوسورفکتانت حاصل از 

هاي باکترياین جدایه فعالیت ضد باکتریایی در برابر 

  مورد استفاده نشان داد. زايبیماري

هاي غربال شده از این دست آمده براي جدایهبه 24Eنتایج 

یون جدایه پروبیوتیکی، فعالیت امولس 6 پژوهش نشان داد

جدایه هم داراي  3کنندگی نسبتاً خوبی نشان دادند و 

در پژوهشی دیگري،  فعالیت آمیزندگی نسبی بودند.

جدا شده از  لاکتوباسیلوس کازئیبیوسورفکتانت حاصل از 

 58شیرخام در مزارع هارینا در هند، فعالیت امولسیون را 

درصد برآورد کردند که با نتایج به دست آمده در این 

  ].16همخوانی دارد [ پژوهش

محققین دیگري، خواص بیوسورفکتانت تولید شده در 

هاي تولید ها را بررسی کردند. بیوسورفکتانتلاکتوباسیلوس

لاکتوباسیلوس و  P6A لاکتوباسیلوس جانسونی شده توسط

درصد گزارش شد و نتایج  77و  62به ترتیب  P65 گسري

حاصل از بررسی فعالیت امولسیون کنندگی با استفاده از 

  ].21[باشد میراستا تحقیق حاضر همهاي یافتهنفت سفید با 

که فعالیت ضد باکتریایی  دادنتایج تحقیق حاضر نشان 

هاي به دست آمده از سویه تر بیوسورفکتانتگسترده

بیوتیک آنتی 5، در مقایسه با L8 سیومانتروکوکوس فا

باشد. فعالیت ضد باکتریایی بیوسورفکتانت به ساختار می

بیوسورفکتانت تولید شده، غلظت استفاده شده و نوع 

هاي مورد مطالعه بستگی دارد. لذا در بررسی باکتري

ها در میزان اثرات ضد مطالعات مشابه، وجود برخی تفاوت

سایر هاي پژوهشو حاضر مطالعه  درباکتریایی مشاهده شده 

به دلیل تفاوت سوبستراهاي مختلف براي تواند میمحققین 
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-رشد باکتري تولید کننده بیوسورفکتانت و استفاده از روش

هاي مختلف براي استخراج و تفاوت موجود در ترکیبات 

  ها باشد.بیوسورفکتانت متشکله

که  ، پژوهش دیگري نشان دادحاضر در راستاي تحقیق

و  لاکتوباسیلوس جانسونیشده از بیوسورفکتانت تولید 

فعالیت ضد باکتریایی برعلیه  لاکتوباسیلوس رامنوسوس

 استافیلوکوکوس اورئوسو  اشریشیا کلی، اسینتوباکتر بومانی

، چنینهمدارد.  لیترمیلیبر  گرممیلی 25- 50با غلظت 

و آسیب  اسینتوباکتر بومانیبیوسورفکتانت باعث آسیب غشاء 

گردید که با نتایج  استافیلوکوکوس اورئوسدیواره سلولی در 

 ].22[باشد میفعالیت ضد باکتریایی پژوهش حاضر، مشابه 

Rayeni ،خصوصیات بیوسورفکتانت تولید شده  و همکاران

هاي پروبیوتیک را بررسی کردند و نشان دادند توسط باکتري

هاي غربال ههاي تولید شده توسط سویکه بیوسورفکتانت

هاي رایج، از فعالیت ضد شده در مقایسه با آنتی بیوتیک

نسبت ها جدایهباکتریایی مطلوبی برخودار هستند و برخی از 

ها مؤثرتر عمل کردند که با نتایج مطالعه بیوتیکبه آنتی

  ].1است [ همخوانحاضر 

هاي فیزیکی، شیمیایی و به طور معمول، از روش

راي سنتز نانوذرات اکسید منیزیم توان ببیولوژیکی می

 هاها و باکتريهاي گیاهی، قارچ]. از عصاره23استفاده کرد [

براي سنتز نانوذرات اکسیدهاي فلزي به روش سبز استفاده 

سنتز نانوذرات اکسید  حاضر، که در پژوهش، ]24گردد [می

منیزیوم توسط باکتري پروبیوتیک با قابلیت تولید 

سایز و پراکندگی مناسب نانوذرات  م شد.بیوسورفکتانت انجا

ی اکسیدانآنتیتولیدي منجر به بروز خواص ضد باکتریایی و 

اکسید منیزیم توسط  تولید نانوذرات قابل توجهی گردید.

، در لاکتوباسیلوس اسپوروژنرو  لاکتوباسیلوس پلانتاروم

اي مطالعه مشابهی گزارش شد. آنالیز توزیع اندازه ذره

ان دهنده تعیین توزیع ابعاد ذرات بود که در نانوذرات نش

نیز از این آزمون استفاده  تحقیق حاضر و تحقیقات مشابه

]. سنتز نانوذرات اکسید منیزیم توسط 10شده است [

شکل و  نانومتر 8/2اندازه  باآسپرژیلوس توربنجنسیس 

باشد کروي، نمونه دیگري از روش سبز سنتز نانوذرات می

]25.[  

فاکتورهاي استرس اکسیداتیو یکی از علل بروز تولید 

باشد. هاي ناشی از اختلالات متابولیک میبسیاري از بیماري

ها اي از واکنشهاي آزاد موجب انجام زنجیرهرادیکال

هاي مختلف هاي ارگانیسمشوند که در نهایت به سلولمی

رسانند. از این رو کاهش تولید یا حذف این عوامل آسیب می

مؤثر  ههاي مربوطتواند در جلوگیري یا بهبود بیماريمی

آزاد از یک هاي رادیکالها با خنثی سازي اکسیدانآنتیباشد. 

قلبی عروقی و هاي بیماريطرف باعث کاهش خطر ابتلاء به 

ها شوند و از طرف دیگر از پیشرفت سرطانسکته می

  ].26کنند [جلوگیري می

ی نانوذره اکسید یداناکسآنتیر تحقیق حاضر، خواص د

 L8 انتروکوکوس فاسیومسویه  منیزیم تولید شده توسط

هاي آزاد را در محدوده بررسی شد که میزان مهار رادیکال

درصد افزایش، نشان داد. فعالیت ضد باکتریایی  40تا  35

گرم هاي باکتريدر برابر برخی از  نانوذرات اکسید منیزیم نیز

ابی قرار گرفت. بررسی آماري مثبت و گرم منفی مورد ارزی

اثر ضد باکتریایی  اکسید منیزیم نتایج نشان داد که نانوذرات



 1147  همکاران و نوهینیحس يذرع

 1401، سال 11، شماره 21دوره   رفسنجان کیمجله دانشگاه علوم پزش

هاي هاي گرم مثبت دارد و بر علیه باکتريمناسبی بر باکتري

ثر واقع ؤم سالمونلا انتریتیدیسو اشریشیا کلی گرم منفی 

گرم هاي باکتريپوشش سلولی  دلیل آن الاًنشدند که احتم

موجود در  هاي پورینخارجی و پروتئین ءغشا منفی و وجود

باشد که داراي ویژگی نفوذپذیري انتخابی خارجی می ءغشا

باشند. در پژوهشی اثرات ضد باکتري نانوذرات اکسید می

منیزیم ساخته شده به روش شیمیایی بر علیه سه باکتري 

باسیلوس و  سالمونلا انتریتیدیس، اورئوساستافیلوکوکوس

مسمومیت غذایی بررسی کردند و هر سه  عامل سرئوس

ها مقاومت رغم این که به برخی از آنتی بیوتیکباکتري علی

نسبت به نانوذرات اکسید منیزیم حساس اما نشان دادند، 

  ].27بودند [

 انتروکوکوسگونه  9در پژوهش دیگري، اثر ضد باکتریایی 

 9بر روي  هاي سنتی منطقه تبریزجدا شده از فرآورده

تري گرم مثبت و گرم منفی بررسی شد. بیشترین اثر ضد باک

 فاسیومو  انتروکوکوس فکالیسهاي باکتریایی مربوط به گونه

هاي گرم منفی بود که با نتایج تحقیق نسبت به باکتري

ها بر همخوانی نداشت. در مطالعه حاضر، انتروکوکوسحاضر 

هاي گرم مثبت اثر داشتند و اثري بر روي روي باکتري

در تواند میهاي گرم منفی نداشتد. این وضعیت باکتري

هاي جداسازي شده از مناطق مختلف نتیجه تفاوت سویه

چنین، روش و تکنیک اثرات ضد جغرافیایی باشد. هم

تواند از عوامل مهم و مؤثر در کسب نتایج باکتریایی می

  ].25ها باشد [متفاوت در این قبیل آزمون

هاي تولید کننده هجهت شناسایی دقیق جدای

 Sیابی ژن مند و دقیق توالیبیوسورفکتانت از روش قدرت

rRNA16.8سویه  ، استفاده شدL شده، تحت گري غربال

شناسایی گردید. در پژوهش  انتروکوکوس فاسیومعنوان 

هاي شیر، ماست و جدایه پروبیوتیکی از نمونه 26مشابهی، 

یه بیشترین پنیر بومی جداسازي گردید که تنها دو جدا

هاي صفراوي تحمل را در شرایط اسیدي و غلظت بالاي نمک

چنین اثر ضد باکتریایی مطلوبی از خود نشان دادند و هم

 لاکتوباسیلوس کازئیداشتند که این دو سویه مربوط به گونه 

  ].26بود [

هاي لبنی مورد استفاده در به دلیل کم بودن تنوع نمونه

زاي محدود هاي بیماريویهتحقیق حاضر و استفاده از س

جهت بررسی فعالیت ضد میکروبی بیوسورفکتانت و نانوذره 

اکسید منیزیم، اظهار نظر قطعی در مورد نتایج این مطالعه 

هاي بعدي از شود در پژوهشمشکل است و پیشنهاد می

-تر باکتريهاي مختلف لبنی و انتخاب طیف گستردهنمونه

  زا استفاده شود.هاي بیماري

  یريگیجهنت

هاي جدا شده از نتایج تحقیق حاضر نشان داد که باکتري

لبنی شهر رفسنجان داراي خاصیت پروبیوتیکی هاي فرآورده

ها قادر به تولید بیوسورفکتانت و سنتز بوده و برخی از سویه

باشند که هر دو متابولیت تولید نانوذرات اکسید منیزیم می

توانند در بوده و میشده داراي خاصیت ضد باکتریایی 

مطالعات بعدي سویه برتر به عنوان عوامل ضد باکتریایی 

هاي میکروبی فعال و کاندیداي مناسب براي کنترل آلودگی

  هاي صنعتی در نظر گرفته شود.غذایی و بخش
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  تشکر و قدردانی

این مقاله برگرفته از پایان نامه دوره دکتري میکروبیولوژي 

از همکاري  دانندر خود لازم میباشد. نویسندگان بمی

صمیمانه حوزه پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهید 

هاي تحقیق و سلیمانی به جهت تأمین بخشی از هزینه

  تجهیزات آزمایشگاهی تشکر و قدردانی نمایند.
.
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Biosurfactant-Producing Probiotics and Magnesium Nanoparticles from Local 

Dairy Samples: A Laboratory Study  
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Background and Objectives: Probiotics are common and well-known microorganisms in human and animal microflora 

and have been widely studied for medical and food productions. The present research was conducted with the aim of 

isolating and identifying probiotic bacteria and the ability to produce biosurfactant and magnesium oxide nanoparticles 

from local dairy products in Rafsanjan, Iran. 

Materials and Methods: In this laboratory study, the local dairy samples were transported to the laboratory under sterile 

conditions, observing the cold chain, and cultured in MRS (de Man Rogosa Sharpe) agar medium. In order to isolate 

biosurfactant-producing isolates, oil spreading and emulsification tests were performed, then the isolates were further 

studied in terms of the production of magnesium oxide nanoparticles. The size and morphology of nanoparticles, 

antioxidant activity, FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscope), and their antibacterial effects were determined. Then 

polymerase chain reaction, sequencing, and phylogeny tree drawing were performed for the identification of superior 

strain. 

Results: Nine probiotic isolates had the ability to produce biosurfactants, all of which had a significant emulsifying 

activity. The produced biosurfactants had antibacterial properties. One of the biosurfactant-producing isolates was able to 

produce magnesium oxide nanoparticles, which was named Enterococcus faecium L8 based on the molecular identity. The 

size of 90% of nanoparticles was 107 nm, which showed significant antibacterial and antioxidant effects. 

Conclusion: Enterococcus faecium L8 has a favorable probiotic ability, and this native strain can be used in the 

formulation of multipurpose foods by conducting more tests. 
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