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 از  استخراج شده کربوکسیلیک اسید-1فنازین  ضد باکتریاییثیر سن کشت بر فعالیت مقایسه تأ

 فولاد های خورندهبر علیه باکتری  MUT 3آئروجینوزاسویه سودوموناس 
 4، محمد رضا معصومیان3، محمد داوود غفاری2، داریوش عربیان1سید یونس صالحی، 2، علی بهرامی1ابوذر نیکزاد

 

 های زیستی، دانشگاه صنعتی مالک اشتر، تهرانسی شیمی، پژوهشکده علوم و فناوریکارشناس ارشد، گروه مهند .1

 های زیستی، دانشگاه صنعتی مالک اشتر، تهرانسی شیمی، پژوهشکده علوم و فناوریگروه مهنداستادیار،  .2

 دانشکده علوم، دانشگاه شاهد، تهران ،ژیگروه میکروبیولودانشجو دکتری،  .3

 های زیستی، دانشگاه صنعتی مالک اشتر، تهرانسی شیمی، پژوهشکده علوم و فناوری، گروه مهندحققم .4

 چکیده

ت ناشی از خوردگی را در درصد خسارا 74-04باشد که حدود رین نوع خوردگی، خوردگی زیستی میتاز مخرب: سابقه و هدف

انع از ند و مها که خود نقش ضتتد باکتریایی دارت متابود یی از باکتریهای مقابله با خوردگی زیستتتی تود د مولتتوااز روش .پی دارد

 توان نام برد.شوند میهای دریایی در سطوح فلزات میجلبکهای خورنده و خزه ها و رشد و تیث ر باکتری

اثر کشندگی آن با توجه به اهم ت موضتوع در این پووهش یک ترک   زیستتی ضتد باکتری تود د شتد که  : هاروش مواد و 

پس از شناسایی مشخص شد که  ی شده بود مورد بررسی قرار گرفت.ست ستات دریایی جداستازهای خورنده فواد که از تأروی باکتری

از باکتری  (PCA) کربوکس ل ک اس د-1کتریال فنازین تود د آنتی باباشد. کربوکس ل ک اس د می -1ترک   زیستی تود د شده فنازین 

 .شدپ وسته بررسی ناصورت هدر هفت روز ب 3MUTسودوموناس آئروج نوزا 

 g/l313/4 با تود دی برابر مربوط به روز ششمم یروبی  ضد علاره وزنی تود دب شترین م زان آنچه آزمایشات نشان داد  : هایافته

 همشاهده شد هاده عدم رشد و منطقه بازدارندگی در روز چهارم نسبت به روزهای دیگر بزرگتر بود باکتریالبود اما با تستت فااد ت آنتی

 باشد.در این روز می PCAخلوص ب شتر ( نشان دهنده HPLCفشار باا ) با  کروماتوگرافی مایعآناد ز و

 شتر از بآنتی باکتریال تود دی را پس از چهار روز کشتت  ضتد باکتریاییتوان اثرآمده میدستتهبا توجه به نتایج ب :گیرینتیجه

 برد.کار ههای دریایی بماده زیستی در رنگ های آینده بر روی فرمواس ون اینپووهشروزهای دیگر قلمداد کرد و در

 پ وستهناکشت  کروماتوگرافی، زین، هاده عدم رشد،باکتریال فناخوردگی زیستی، آنتی :کلیدی کلمات

                                                 
1 Prokaryotic 

 مقدمه
نابودی یک فلز بوس له فرایندهای خوردگی که  به ازب ن رفتن یا

اندار ودات جمستق م نت جه فااد ت موجطور مستق م یا غ ر هب

ط ف وس ای از   .(1و14) گویند است خوردگی زیستی می

انند در توکه می ها در طب ات وجود دارندارگان سمم یرو

ها دارای ساختار سلودی باشند، آنثر فرایندهای خوردگی مؤ

( و یا دارای ساختار 7ت وباس لوس)مانند باکتری  1پروکاریوت

2 Thiobacillus 

 ملکولی - سلولی بیوتکنولوژی   هایتازه

 1333 زمستان، هفدهم، شماره پنجمدوره 

 یبهرام یدکتر عل مسئول : سندهینو*

 a_bahrami@mut.ac.ir: یکیالکترون پست

 12/60/1332تاریخ دریافت مقاله: 

 60/62/1333تاریخ پذیرش مقاله: 
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 )7رزینا هورموکون سچون  هایی)مانند قارچ1یوکاریوتسلودی 

فرایندهای فاال در طورهتوانند بها میم یروب (.2) باشندمی

های عتخوردگی شرکت کنند و روی ترمودینام ک و سر

 یا هر دو اثر بگذارندهای ادیتروش م ایی درآند، کاتد واکنش

مولول و پتانس ل  -توانند حد واسط فلزچن ن می، هم(12)

هم های بیه را از طری  گروهی از میان سمکاهش زیر ااکسایش 

 .(10و11) وابسته حاکم تغ  ر دهند

د د مولوات های مقابله با خوردگی زیستی تواز روش

دارند و  3ها که خود نقش ضد باکتریاییمتابود یی از باکتری

های و جلبکها های خورنده و خزهمانع از رشد و تیث ر باکتری

. آنتی (7) توان نام بردشوند میدریایی در سطوح فلزات می

در فاز  باشند کههای ثانویه درون سلودی میها متابود تباکتریال

ز تغل ظ ا شوند وبا استخراج وودی تود د میرشد سل  0سیون

های ضد رک   با پوششسازی و تسویه مورد نظر و خادص

 .(0) کنندمیخوردگی کارکرد وس ای پ دا 

 ثر در خوردگی زیستی نوع فنازینهای مؤاز جمله آنتی باکتریال

(Phenazine )2 باشد که با فرمول ش م اییمیN8H12C   یک

ای رنگ شیل ظاهری پودری زرد و قهوهترک   ش م ایی با 

که  5باشد که از گونه باکتریایی سودوموناس آئروج نوزا می

 ن یی جدا های کلغاد  نمونه است که از خاک و آب وباکتری 

 .(74)شود شود استخراج  میمی

ه در دانشگاه صناتی مادک های گذشتآنجا که در پووهش از 

ث ر آن بر ممانات از خوردگی در فلزاتی تود د فنازین وتأ ،اشتر

در این مطاداه  (12) به اثبات رس دهچون فواد و آدوم ن وم 

 تود د و تغل ظ ماده ضد باکتریایی تود دسای شد تا با بررسی 

و  Pseudomonas aeruginosa MUT3شده توسط سویه 

هفت روز کشت مقایسه عملیرد ضد خورندگی این ماده در 

متوادی به زمان به نه کشت دست یافت و با مقایسه قطر هاده 

ثرترین زمان به مؤ هاهر کدام از نمونه HPLC عدم رشد و آناد ز 

ه نائل های خورندبر عل ه باکتریکشت تود د علاره ضد باکتری 

 شد.

 روش تحقیقمواد و 
 و مو ط کشت سازی مایه تلق حم یروارگان سم و آماده

 سودوموناس استفاده در این پووهش از نوعمورد  ن سمم یروارگا

توسط گرم مولات آب های چشمهباشد که از می آئروج نوزا

                                                 
1 Eukaryotic 
2 Hormoconis resinae 
3 Antibacterial 
4 Stationary 

ک ماد صناتی های زیستی دانشگاهآوریعلوم و فن وهشیدهپو

و شناسایی این سویه باکتریایی در مرکز  سازی شداشتر جدا

 دیودی ووروش مبه دو  جهاد دانشگاهی دانشگاه تهران

 %74این سویه وحشی در شرایط  .انجام شدب وش م ایی 

 شود.گراد نگهداری میانتیسدرجه  -24گل سرول و دمای 

 LBمو ط بر روی  مو ط ذخ ره کشتنمونه پس از خروج از 

یک کلنی از  ،سپس  ساعت کشت داده شد. 70به مدت  1آگار

که  یم لی د تر 754روی پل ت مورد نظر به یک اردن مایر 

منتقل بود،   2براث LBد تر مو ط کشت م لی 144موتوی 

و در  rpm174 همزنساعت و با دور 10به مدت  کشت .شد

هم زده  2دستگاه ش یر انیوباتور در گراددرجه سانتی 34دمای 

     .شد

ا ب باکتریالمو ط کشت تود د آنتی مو ط کشت مورد نظر،

 .باشدمی 1جدول ترک بات 

 

ی باکتریال: ترک بات مو ط کشت تود د آن1ول جد                  

 غلظت(gr/lit( ترک  

Yeast Extract 3 

Peptone 3 

Meat Extract 5 

Glucose 3 

K2HPO4 5/1  

KH2PO4 5/1  

NaCl 5 

 1درون هفت اردن مایر  1مو ط کشت مارفی شده در جدول 

 زان باکتریال به مری جهت بررسی بهترین سن کشت آنتید ت

درجه  171د تر به حجم رسانده شد و در شرایط م لی 544

به ذکر ازم  .(15)سترون شد دق قه 15گراد و به مدت یسانت

وس له آب مقطر به حجم هاست که گلوکز به صورت جداگانه و ب

رسانده شده و باد از سترون سازی به سایر مواد مو ط کشت 

5 Pseuodomonas aeruginosa 
6 LB Agar 
7 LB Broth 
8 Shaker incubator 
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های کشت تا دمای اتاق سرد شدن مو ط با شد. سپسافزوده 

 .(2)حجمی به مو ط کشت افزوده شد %5ان مایه تلق ح به م ز

 34ها در دمای نمونه ،کشتباد از افزودن مایه تلق ح به مو ط 

 شد.زده هم rpm114دور گراد و درجه سانتی

 منحنی رشد سویه 

سودوموناس آئروج نوزا با افزودن مایه تلق ح حاوی سویه 
MUT3 مو ط مورد نظر به مو ط کشت مایع و قراردادن 

در   ،rpm174ش یر انیوباتور جهت همزدن با دور  دستگاه در

با دستگاه  ساعات مختلف مقداری از مو ط را جدا کرده و

نانومتر  144کدورت آن در طول موج  اسپیتروفوتومتر م زان

 که کدورت کاهش یافتد. با تیرار این فرایند تا زمانیخوانده ش

 ی شامل نسبت کدورت به زمان رسم شد.منون

آنتی باکتریالاستخراج   
ابتدا نمونه مو ط کشت مورد نظر  ،خراج و تغل ظتاس در فرایند

 گراد ودوردرجه سانتی 0هت جداسازی توده سلودی در دمایج

rpm17444  دق قه در دستگاه سانتریف وژ قرار  14به مدت

-مرحله جدا شده و با اس دی توده سلودی در این .(17) شد داده

و  شدها در مو ط کشت حل ناخادلی  pH=7کردن مو ط تا 

ع مای ،با سانتریف وژ مجدد با شرایط ذکر شده در حادت قبل

با حلال ات ل استات با  ماده ضدباکتریجهت استخراج  رویی

ثان ه به خوبی هم  34مدت  د تری به 1در دکانتور  1:1نسبت 

و جهت  شوندا دو فاز آبی و آدی از هم تفی ک زده شد ت

داشته ساعت در دکانتور نگه  0جداسازی فاز آدی و آبی به مدت 

ده تقط ر کنندستگاه سازی شده در داخل سپس فاز آدی جدا شد

سازی برای جدا ، فاز آدی تقط ر شده در دستگاه .قرار گرفت

 .شدتغل ظ  کامل ماده ضدباکتری

 

 آنالیز کروماتوگرافی
 از ستون (HPLC) فشار باامایع  به منظور انجام کروماتوگرافی

18C  م لی متر و قطر  5/0م لی متر و قطر داخلی  154با طول

-ن ستون به وس له پرکنمتر استفاده شدکه ایم لی 1خارجی 

م یرومتر پر شده  5های اکتا دس ل س ل یا با قطر متوسط 

-م لی 1در سرعت تزری   HPLCاست. تمامی آزمایشات آناد ز 

 نانومتر انجام گرفت. 754طول موج متر بر دق قه و در 

 

 های خورندهباکتریآزمون 

ی در این آزمون شامل سه سویه های خورندهسویه

و  MUT.39  (10)و  MUT.20  ،MUT.33خورنده هوازی 

( SRBکننده گوگرد )ی باکتری خورنده اح اءسه سویه

سسه توق قات از مؤ SRB.3و   SRB.2, SRB.1بی هوازی

باشند. مو ط می( RIPI-Tehran Iran)صنات نفت ایران 

-آگار و بی LBهای خورنده هوازی مو ط کشت باکتری

ق قاتی صنات سسه توها مو ط پ شنهادی مؤهوازی

 نشان داده شده است. 7باشد که در جدول نفت می

 های خورندهمو ط کشت باکتری - 7جدول 

 

های خورنده، از قب ل م یروارگان سم در این پووهش از انواع

ریا خورنده در مو ط آب د هوازیهای هوازی و بییباکتر

 استفاده شد.

 هوازی و بی هوازیهای خورنده این آزمون شامل انواع باکتری

(SRB بوده ).که در مطاداات گذشته جدا شده است 

 

باکتریال فعالیت آنتی  
گی ماده ضد دراین روش به منظور بررسی قدرت ضد خورد

م انجاهای مختلف، روش نفوذ دیسیی باکتری تود دی در روز

 شد.

 بر گرم) مقدار

 (د تر

 باکتری کشت مو ط ترک بات

 هوازی

5/4 4PO2KH 

1 4SO2Na 

1 Cl4NH 

7 O2.7H4MgSo 

1 O2.6H2Cacl 

5/3 Sodium lactate 

1 Yeast extract 

5/4 O2. 7H4FeSo 

1/4 Ascorbate 

1/4 Thioglycolate 

15 Agar 

pH     1/2  
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باکتری خورنده فواد دریایی به عنوان نمونه در سطح پل ت به 

وذ سپس از روش نف، کمک پ پت پاستور به طور کامل کشت شد

به این صورت که دیسک های آغشته به  ،دیسیی استفاده شد

آنتی باکتریال در روزهای مختلف از روز اول تا هفتم بر روی 

 70ها به مدت گرفت.  پل تباکتری خورنده قرار  پل ت موتوی

گذاری شدند تا تاًث ر گرما گراددرجه سانتی 34و دمای   ساعت

فااد ت آنتی باکتریال با ایجاد هاده عدم رشد باکتری خورنده 

 مشخص شود.

 
 

 یافته ها

 

 رسم منحنی رشد 
با توجه به این مسئله که ماده ضد باکتری به عنوان متابود ت 

 شود، از دوظه ابتدایدگاریتمی تود د میثانویه در انتهای فاز 

رشد ، م زان کدورت وکشتاز  پسساعت  12تلق ح باکتری تا 

  1 طب  آنچه در شیلباکتری درمو ط با رسم منونی رشد 

دست آمد. بر اساس این منونی انتهای فاز هشود بمشاهده می

 توانساعت پس از کشت می 11 تقریباً یهدگاریتمی این سو

 .اطلاق کرد

 

 

 
 MUT3سودوموناس آئروج نوزا : منونی رشد سویه 1شیل 

 

تولیدی باکتریالمقادیر آنتی  

در دستگاه تقط ر  فاز آدی جداشده کردنباد از تغل ظ و خشک

 441/4با دقت  یم زان وزن خشک آنتی باکتریال تود د ،کننده

روز  2نمونه ها در طی وزن خشک  3 .  جدولشدمواسبه 

گونه که دهد. همانرا نشان می 1به صورت ناپ وسته ، کشت

 مربوط به روز ششم باد ب شترین م زان تود د شودمشاهده می

باشداز کشت می

: م زان تود د آنتی باکتریال باد از هفت روز کشت 3جدول  

 هفتم ششم پنجم چهارم سوم دوم اول روز کشت

 م زان تود د

علاره 

ضدم یروبی 

(gr/l) 

 

122/4 

 

713/4 

 

732/4 

 

712/4 

 

723/4 

 

313/4 

 

313/4 

 

                                                 
1 Batch 

y = -0/0003x3 + 0/0109x2 - 0/0084x - 0/0047

R² = 0/9976

-0/2

0

0/2

0/4

0/6

0/8

1

1/2

1/4

1/6
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باکتریال فعالیت آنتی  
ماده ضد دراین روش به منظور بررسی قدرت ضد خوردگی  

روش نفوذ دیسیی انجام ، های مختلفروز تود دی در باکتری

 .شد

هاده عدم رشد بزرگترین  شوددیده می 7طور که در شیل همان

-ناباشد که نشباکتریال روز چهارم میمربوط به دیسک آنتی

وز  تود د شده در این ردهنده ب شترین فااد ت ماده ضدباکتری 

 باشد.می

 

 
 

 باکتریال در طی هفت روز کشت    باکتری خورنده توسط آنتی : تشی ل هاده عدم رشد7شیل     

 ( متانولM    روز هفتم  (2  روز ششم (1  روز پنجم (5  روز چهارم (0  روز سوم (3  روز دوم (7  روز اول باد ازکشت (1
 

بر باکتری خورنده را نشان ث ر متانول تأ Mحرف  7در شیل 

طور که مشخص و همان شداستفاده به عنوان شاهد دهد که می

یی عل ه باکتری خورنده ایجاد است ه چ خاص ت ضد باکتریا

بر  باکتریال تود دی_کند و این نشان از تأث ر خادص آنتینمی

 باکتری خورنده است.

پس از انجام آزمایش فااد ت ماده ضد باکتری، جهت ارزیابی 

 عملیرد در جلوگ ری از رشد باکتری خورنده، آماری بهترین

قطر هاده ایجاد شده مربوط  دهدنشان می 0آنچه جدولبراساس 

گ ری شد. های کشت به دقت اندازهه هر کدام از روزب

 

 

 اندازه قطر هاده عدم رشد در روزهای مختلف کشت ماده ضد باکتری -0جدول 

 روز هفتم روز ششم روز پنجم چهارمروز  روز سوم روز دوم روز اول  زمان کشت

 cm 12 cm 10 cm 71 cm 13 cm 15 cm 10 cm 12 قطر هاده 

 

آنچه مشخص است قطر هاده در روز چهارم بس ار ب شتر از 

روزهای دیگر است و این نشان از فااد ت ضد خوردگی باا در 

 باشد.این شرایط می

 کروماتوگرافیآنالیز 
در  اًتقریب باکتریال فنازینآنتی HPLCهای مربوط به آناد ز پ ک

با رق   سازی  .(2) شودمیدق قه ایجاد  73و  71زمان ماند 

 ،در این روش هدف ،شدندجهت آناد ز آماده  ،ها با متانولنمونه

جداسازی و اندازه گ ری مواد تشی ل دهنده یک نمونه  تشخ ص

نوع ترک   تواند بر اساس باشد که هر جز میمیمورد آزمایش 

 هایی را ایجاد کند.در زمان ماند خاصی پ ک

از دواظ فااد ت روز چهارم باد از کشت طور که گفته شد همان

را دارد پس دزوم تشخ ص ترین حادت کتریایی به نهضد با

باکتریال تود دی احساس شد در نت جه آناد ز خلوص آنتی

مشاهده  3و طب  آنچه در شیل  گرفتکروماتوگرافی انجام 

دق قه  73و  71ماند حدود های مطلوب در زمان پ کشود می

های ابتدایی نشان های کوچک در زماندیده شد اما وجود پ ک

جداسازی ناح ه ابری در فاز های چرب بودند که از تشی ل اس د

 ز ب نها را اخادلینا دباکتریال می توانستخراج آنتیآدی هنگام ا

 برد.ب
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ص سازی در روز چهارمدت متابود ت ثانویه سویه پس از خامولوا : آناد ز3شیل    

 

 بحث

باکتریال تود دی از سویه بومی سودوموناس آئروج نوزا یآنت

MUT3 ر ، دبا استفاده از مو ط پایه گزارش شده در این مقاده

م زان تود د متفاوت و قطر هاده عدم  ،فاوتهای کشت متزمان

 دهد.رشد مختلفی از خود نشان می

های زمانی یک ی در دورهدر توق   حاضر تود د ماده ضد باکتر

 هایبا توجه به آزمایشوز گرماگذاری بررسی شد، تا هفت ر

مربوط  g/l313/4 ب شترین م زان تود د به م زان  ،انجام گرفته

ااد ت ، فنفوذ دیسییباشد اما با توجه به تست به روز ششم می

باکتریال در روز چهارم ب شتر از دیگر نمونه ها بود و آنتی

 خاص ت بازدارندگی ب شتری دارد.

 باکتریالآنتیتود د دهد میمطاداه هوآنگ وهمیارانش نشان  

ه عنوان ب وابسته به رشد ن ست وکربوکس ل ک اس د -1فنازین 

در این توق   ن ز نتایج  (.13شود)متابود ت ثانویه مارفی می

نشان دهنده تود د فنازین  ،م زان تود د حداکثردست آمده از هب

باشد وبه عنوان در انتهای فاز دگاریتمی و در فاز سیون می

و بررسی ج ن ج انگ س نتایج گردد.متابود ت ثانویه اثبات می

سودوموناس های وحشی از سویه PCAتود د  ب انگر شهمیاران و

به م زان حداکثر  ساعت کشت 14پس از  در مو ط پایه

g/l15/4که در این مطاداه سویه وحشی در حادی .(11باشد)می

ابر بر 1.5مدت زمان مشابه به م زان بومی پس از کشت در  و

باکتریال نسبت به گزارش سو وهمیارانش افزایش تود د آنتی

بر روی جی و همیارانش دهد، که با توجه به مطاداات نشان می

  دودمنجر به افزایش ت های جهش یافته از هم ن گونه کهیهسو

بر ، دزوم انجام مطاداات آینده (5) شده استفنازین  چشمگ ر

در این مقاده  شود.های مهندسی ژنت ک شده احساس میسویه

های د در روزهای مختلف کشت بر باکتریقطر هاده عدم رش

 یمقایسه شد که ماده ضد باکتری تود دی در تمام  SRBخورنده

بزرگترین هاده  دارای هاده بازدارندگی بوده وکشت  هایزمان

گزارش شده، در  روز کشت 0مربوط به فنازین تود دی باد از 

این مورد ن ز در مقایسه با مطاداات مشابه قطر هاده ایجاد شده 

 HPLCهای مربوط به آناد ز پ ک (.3و1و15) قابل توجه است

دق قه  73و  71در مطاداه کاویتا و همیارانش در زمان ماند 

این مقاده مشخص  3مطاب  آنچه در شیل ( که 2) شودایجاد می

ن م زان ب شتریبزرگ در این مودوده ب انگر  است دو پ ک نسبتاً 

 باشد.تود د فنازین در روز چهارم پس از کشت می

جدا ده های خورنآنتی باکتریال تود دی بر باکتریث رمثبت تأ 

-شپوشاستفاده این مواد در تواند زم نهشده از منابع دریایی می

 داشته باشدکهدر بر سات دریایی را سخوردگی جهت تأهای ضد

ای هرنگ باکتریال درسازی و بررسی فرمواس ون آنتیبه نه

 دریایی در برنامه آتی این پووهشیده قرار دارد.

 گیرینتیجه
شت متفاوت م زان های کهای این پووهش بر اساس زمانیافته

ه با توجه بباکتریال مختلفی در برداشت. وزنی تود د آنتی

ز مربوط به رو ب شترین م زان تود د ،آزمایشات انجام گرفته

اما از آنجا که ناخادلی ها و وجود  باشدمیپس از کشت  ششم 

ترک بات نامطلوب در وزن خشک تود دی عامل ضد باکتریایی 

ه دهندماتوگرافی و روش نفوذ دیسیی نشانندارد، آناد ز کرو

ب شترین فااد ت ضد م یروبی در روز چهارم پس از کشت است. 

سازی مو ط ی آتی در زم نه به نههانتایج در بهبود روشاین 
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ثر ؤمهای دریایی ماده زیستی در رنگکشت و فرمواس ون این 

 است.

 سپاسگزاری
های مسئود ن پووهشیده علوم و فناوری از کل ه همیاران و

زیستی دانشگاه صناتی مادک اشتر جهت در اخت ار قرار دادن 

زم در ب وش می و ب وف زیک و تجه زات و امیانات اآزمایشگاه 

 آید.عمل میهراستای این پووهش قدردانی و تشیر فراوان ب
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