
مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی
 دوره هشتم، شماره بیست و نهم - زمستان 1396

در Streptomyces lincolenesis PTCC 1629 سازي توليد لينكومايسين توسط بهينه
 شرايط آزمايشگاهي

 خسرو عيسي زاده ، ،  محمد فائزي قاسمي*زهرا لزومي
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 چكيده 
آمینو اکتوز لینکوز  6اکسی دی 8و  6طور معمول دارای باشد که بهلینکوز آمید می هایترکیب لینکومایسین جزء :سابقه و هدف

با استفاده از روش PTCC 1629 استرپتومیسس لینکولنسیس هدف از این مطالعه بهینه سازی تولید لینکومایسین توسط . آمین است
 .بوده است آزمایشهاو طراحی  لاسیك یك فاکتور در یك زمان بودهک

توسط روش تغییر یك فاکتور در یك زمان در این تحقیق ابتدا بهینه سازی منابع کربن و نیتروژن آلی و معدنی : هامواد و روش
با استفاده از تولید شده  بیوتیکیآنتیفعالیت . انجام گرفت هایآزمایشسپس شرایط بهینه تولید توسط روش طراحی  .انجام پذیرفت

 .انجام شد های استانداردسویه
ترین منابع کربن و نیتروژن برای تولید لینکومایسین ترتیب مناسبکه گلوگز و نیترات پتاسیم به داد دست آمده نشانهنتایج ب :هایافته
استرپتومیسس های گرم مثبت به لینکومایسین تولید شده توسط باکتری .هستند PTCC 1629 استرپتومیسس لینکولنسیس توسط

 .باشندبیوتیك مقاوم میهای گرم منفی مورد آزمایش به این آنتیاند، ولی سویهحساس PTCC 1629 لینکولنسیس
بیوتیك بهترین اثر تولید آنتیدست آمده، منبع کربن گلوکز و منبع نیتروژن نیترات پتاسیم در میزان بهبراساس نتایج  :گیرینتیجه

 .گذارندرا دارند، اما سایر منابع کربن و نیتروژن مورد آزمایش اثر مهمی بر میزان تولید نمی
 ، یك فاکتور در یك زمانStreptomyces lincolenesis PTCC 1629سازی، لینکومایسین، بهینه :كليدي هايواژه

 
 مقدمه

ها از ترین گروه اکتینومیستعنوان مهمها بهاسترپتومیسس
ها و بیوتیك، آنتیهای ثانویهتولیدکننده متابولیتمنابع مهم 

درصد  09بیش از  .شوندمحسوب می ز کنندههای لیآنزیم
ها استخراج شده که بیولوژیکی فعال از این باکتری هایترکیب
کشاورزی و محیط صنعت، های اساسی در داروسازی، کاربرد

ها قادر به تولید درصد استرپتومیسس 57بیش از . زیست دارند

ارای ها داز آن مواد استخراج شده. (1،33) بیوتیك هستند آنتی
، ضدویروسی و خواص ضدباکتریایی، ضدقارچی، ضد انگلی

 . (42) ضدسرطانی هستند

ها زیرا اثر آن ؛ها خاصیت ضد سرطانی دارندبعضی از آن
که در حال تقسیم سریع هستند هایی است تر روی سلولبیش
های مغز استخوان که سازنده ها و سلولهمین دلیل باکتریو به

باشند و  های قرمز خون میهای سفید خون و گویچهگویچه
ها بیوتیك های سرطانی در مقابل آنتیچنین سلولهم

 .(31،48) تری دارندحساسیت بیش
لینکومایسین به لحاظ شیمیایی به عنوان عضوی از گروه 

ویژگی یك . شودلینکوزآمید در نظر گرفته می هایبیوتیكآنتی
دی  -8و 6بیوتیکی حضور های آنتیاین مولکول معمول در

با نام ) گالاکتواکتوپیرانوزید -a-D-اریترو -D-تیو-3-دئوکسی

 : مسئول سندهينو
گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه آزاد اسلامی واحد 

 لاهیجان
 z-lozomi@yahoo.com: یکیالکترون پست

 49/0/3106: تاریخ دریافت
 9/21/2991: تاریخ پذیرش
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 و باکتریاییضد خواص بررسی و  Bacillus pasteuriتوسط ساکاریداگزوپلی تولید
 آن ضداکسیدانی

 ، مهدی ذبیحی*ق کریمی، مجتبی تارانیلا

  ایران ،دانشکده علوم پایه، دانشگاه رازی، کرمانشاه

 
 چکیده

ف از د. هدشونشح میها به محیط اطراف ترمرهایی هستند که توسط میکروارگانیسمساکاریدها بیوپلیاگزوپلی  :و هدف سابقه
 و دباکتریاییضو بررسی خواص  Bacillus pasteuriباکتری برای تولید حداکثری اگزوپلی ساکارید توسط این تحقیق تعیین شرایط 

 آن بود. ضداکسیدانی
ساکارید آزمایش طراحی ای تولید اگزوپلیبر Qulitek-4افزار در این مطالعه بر اساس روش تاگوچی و توسط نرم ها:مواد و روش

ای هوی باکتریر ر آن برمنظور بررسی خواص ضدباکتریایی به اثهای مختلفی تهیه و بهساکارید تولید شده غلظتشد. سپس از اگزوپلی
کارید تهیه و توسط ساغلظت از اگزوپلی 4 عالیت ضداکسیدانیفنظور بررسی مبهپرداخته شد. اشریشیاکلی و  استافیلوکوکوس ارئوس

 گیری شد.هیدروکسیل اندازه سوپراکسیدانی و رادیکال ، رادیکالیDPPH رادیکالی فعالیت مهار سه روش
کتری با میزان غلظت ساعت از کشت با 48ساکارید پس از گذشتن تولید اگزوپلی میزان ترینبهترین شرایط برای بیش ها:یافته

ین تریایی نشان داد که بیشنتایج حاصل از فعالیت ضدباکترلیتر بود. گرم بر میلیمیلی 1لیتر و ساکارز گرم بر میلیمیلی 05/0نمک 
اد داین مطالعه نشان  کار گرفته شده درهب در هر سه روش نتایج فعالیت ضداکسیدانیبود.  µg/ml400هاله عدم رشد مربوط به غلظت 

 .ترین فعالیت مهار وجود داردساکارید بیشاز اگزوپلی g/mlµ 1000 که در غلظت
ا تولید و س پاستوری رساکارید توسط باکتری باسیلوترین میزان اگزوپلیتوان بیشبا تعیین چند عامل کلیدی می ری:گینتیجه

 از آن استفاده نمود. ضداکسیدانی و منظور فعالیت ضدباکتریاییبه
 یدانیضداکس ،ییاباکتری، ضدBacillus pasteuri د،ساکارییاگزوپل :کلیدی هایواژه

 مقدمه
بالا هستند که از  یبا وزن مولکول هاییمولکول دهاساکارییپل

-یساخته م دهایبه نام مونوساکار یترکوچک یقند یواحدها
 .(9) بهم متصل هستند یدیکوزیگل وندیپ قیشوند و از طر

صورت تواند بههای باکتریایی میسلول ساکاریدها درنقش پلی

ها، لزج خارجی که سبب چسبندگی به دیگر سلول یک لایه
های های گونهسلول )یکی از ویژگی -سلول هایتعامل

زا(، به شکل یک کپسول یا گلیکوکالیکس متصل به بیماری
دیواره سلولی که سبب محافظت در برابر شرایط نامطلوب 

 ری مکانیکی دیواره سلولی، کنترل انتشارگردد و یا سبب پایدا
ها، تشکیل یک ماده ها به سلول و خروج سایر متابولیتمولکول

-ها، پلیذخیره کننده انرژی و یا در برخی از میکروارگانیسم
-پلی کنند )لیزازهایساکاریدها، نقشی آنزیمی پیدا می

مرهای قندی به مونومرها پلی ساکاریدی( که سبب تجزیه
ساکاریدهای تولید شده توسط ترین پلیمهم(. 6) شوند

ها شامل: زانتان، ژلان، آلژینات، کوردلان، میکروارگانیسم
تر مورد مطالعه تر صنعتی یا کممرهای کمو بیوپولی پلولان

ساکاریدهای نظیر لوان، آلترنان، دکستران میکروبی، پلی

 مسئول : سندهینو
 ی ولوژیکروبیگروه م ه،یدانشکده علوم پا ،یدانشگاه راز

 Mehdi.zabihi.1368@gmail.com:  یکیالکترون پست
 30/5/1396تاریخ دریافت: 
 29/1/1397تاریخ پذیرش: 
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د ساکاریدهای قارچی ماننپلی های اسید لاکتیکباکتری
فیزیکی،  هایکه از نظر خصوصیت هستندزایموزان و... 

های ی و بیولوژیکی با هم متفاوت بوده و در برنامهیشیمیا
-کاربردی تجاری و صنعتی مختلفی مورد استفاده قرار می

ساکاریدهای جدا شده از منابع گیاهی گیرند. در مقایسه با پلی
ساکاریدهای پلیشوند، که برای اهداف مشابه نیز استفاده می
های تولید در پروسه :میکروبی دارای مزایای بهتری مانند

، به خوبی مقیاس بزرگ یا در فضا و زمان تولید نسبتا محدود
های شیمیایی پایداری دارند و میزان قابل کنترل است، ویژگی

 (.17در دسترس بودن منابع در بازار زیاد است )
-پلدی شدوند،  تولیدد مدی  ساکاریدهای میکروبی به دو شکل پلی

-پلدددی. اگزو2سددداکاریدهاو اگزوپلدددی 1سددداکاریدهای کپسدددولی
مرهدای محلدول و ندامحلولی    میکروبی پلی (EPS) ساکاریدهای

ها بده محدیط اطدراف ترشدح     هستند که توسط میکروارگانیسم
های مختلفی نظیدر  ساکاریدها در بخش(. اگزوپلی19شوند )می

هدای  علت ویژگدی شوند. بهمی کار بردههی بیمواد غذایی و دارو
-، بهاهساکاریداگزوپلیفیزیکی و رئولوژیکی موجود در ساختار 

دارای  عندوان یدک مداده   ای در صنایع غدذایی بده  طور گسترده
ایی و یا عامل امولسدیونی کداربرد   ویسکوزیته، پایدار کننده، ژله

-سداکاریدی جدید اگزوپلدی  هایه(. براساس مطالع4-10دارد )
هدای  عندوان فلوکولاندت  هدا، بده  تولید شده توسط باکتریهای 

های زیستی، عامل حذف فلزات سدنگین،  زیستی، جذب کننده
هدای اخیدر   (. در سدال 21شدود ) شناخته مدی  ی و...یعامل دارو

دلیدل  های بده ساکاریدیتوجه به کاربردهای بیولوژیکی اگزوپلی
ه ندد فعالیت ضدتوموری، ضدویروسی، ضدالتهابی و تحریدک کن 

-های اخیر پلی. درسال(2) سیستم ایمنی بسار زیاد شده است
هدا و گیاهدان گدزارش    قدار   ها، مخمرهدا، ساکاریدها از باکتری

-توانندد بده  اند و میهای ضداکسیدانیاند که دارای فعالیتشده
 (.23) ی طبیعی مورد استفاده قرار گیرندهااکسیدانعنوان ضد
هدا اسدت کده مزایدای     یک گدروه مهدم از بداکتری    هاباسیلوس

ها دارد که شامل رشدد آسدان،   متعددی نسبت به سایر باکتری
کده آن را بدرای کارهدای تولیددات      است داری بهترحفظ و نگه
هددای تعددداد زیددادی از سددویه. سددب نمددوده اسددتاصددنعتی من
زا نیسدتند و  وجده بیمداری  هدی  ند که بده اهنشان داد باسیلوس
سداکاریدهای تولیدد شدده توسدط ایدن      ایدن اگزوپلدی   علاوه بر
هدای بیولدوژیکی و   هدا دارای طیدو وسدیعی از فعالیدت    باکتری
-و سدویه  باسدیلوس گونه  .(8)ند هستهای تکنیکی نیز ویژگی

و  β-1,3-Glucanهدای ندولا لاوان   سداکاریدی های آن اگزوپلدی 

                                                      
1 Capsule polysaccharides 
2 Exopolysaccharides 

مرهای قندی خنثدی، اورونیدک اسدید، قنددهای غیدر      هتروپلی
کنندد. برخدی   پروتئین را تولید می - قند هاییا ترکیبمعمول 

دارای  باسدیلوس های تولید شدده توسدط   ساکاریدیاز اگزوپلی
های زیستی، تواندایی حدذف   های امولسیونی، فلوکولانتفعالیت

هددف از   .(13) ندهسدت های دارویی فلزات سنگین و یا فعالیت
-گزوپلدی بدرای تولیدد ا   کلیددی  عامدل  چند این مطالعه تعیین

زیسدتی از   هایو بررسی اثر B.pasteuriساکارید توسط سویه 
 جمله فعالیت ضدباکتریایی و ضداکسیدانی آن بود.

 
 :هامواد و روش

  کشت طیو مح یباکتر هیسو هیته
 Bacillusسداکاریدها، سدویه بداکتری    منظور تولید اگزوپلیبه

pasteuri PTCC 1645    هدای علمدی  از سدازمان پدژوهش- 
پس از تهیه، بدر   صنعتی ایران خریداری و تهیه گردید. باکتری

اوره کشدت داده   %20روی محیط کشت نوترینت آگدار حداوی   
سداعت   48مددت  گدراد بده  سدانتی  درجده  37شد و در دمدای  

 (Liu)لیو  گذاری گردید. محیط کشت بر اساس روشگرمخانه
ه گدرم عصدار   05/0کده شدامل    هاییو همکاران با اندکی تغییر

گددددرم  O2H.34HPO2K ،125/0گددددرم 125/0گوشددددت، 
4PO2KH ،125/0  گددددددددددددرمO2H.34HPO2Na ،01/0 

 4SO2)4(NH ،10-5*5گدددرم  O2H.74MgSO ،025/0گدددرم
لیتدر آب مقطدر، تهیده شدد     میلدی  50در  O2H.74FeSOگرم 

(7pH=) (13.) 
 آزمایش طراحی و تولید اگزوپلی ساکارید

باسیلوس  باکتریساکارید توسط سویه برای تولید اگزوپلی
و  Qualitek-4افزار مختلفی توسط نرم هایآزمایش پاستوری

ایی با استفاده از روش تاگوچی طراحی شد. تاگوچی مجموعه
کند که های متعامد تهیه میعنوان جدول آرایهاز جداول را به

. در است هاهای مختلو آزمایشبر اساس مراحل و وضعیت
مرحله  9سطح، تاگوچی  3عامل در  3این تحقیق برای 

کند ( پیشنهاد می2آزمایش را در قالب جدول )جدول شماره 
ها به سطوح هر که در ستون به نولا عامل موردنظر و ردیو

عامل زمان )در سه  3یک از عوامل اشاره دارد. در این تحقیق 
 1ساعت(، غلظت ساکارز )در سه سطح  72-48-24سطح 
 05/0مک )در سه سطح گرم( و غلظت ن 2–گرم  5/1–گرم 
عنوان متغیر جهت بررسی گرم( به 15/0–گرم  1/0–گرم 

 ساکارید از باکتریبهترین شرایط برای تولید اگزوپلی
B.pasteuri  (. محیط کشت تهیه 1تعیین شد )جدول شماره
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و  ºC 121اضافه و سپس در دمای  ml 250ارلن  9شده و به 
دقیقه اتوکلاو گردید، سپس  15اتمسفر به مدت  2/1فشار 
میکرونی به محیط کشت  2/0فیلترهای  وسیلهاوره به 20%

کامل طور بهاضافه شد. پس از اتوکلاو کردن، در شرایط 
ها اضافه و لوپ، باکتری وسیلهها بهاستریل، به هر کدام از ارلن

و  ºC 30ها در انکوباتور شیکردار، در دمای سپس ارلن
برداری از گذاری شدند. نمونهگرمخانه rpm 120چرخش 

ساعت انجام  72 – 48 – 24های ها پس از گذشتن زمانارلن
 (.18و نتایج گزارش گردید )

 عوامل و سطوح مورد بررسی -1جدول 

 3سطح  2سطح  1سطح  عامل 

 72 48 24 زمان )ساعت(

 2 5/1 1 ساکارز

   15/0 1/0 05/0 غلظت نمک

 
  نه آزمایش طراحی شده مطابق روش تاگوچی -2جدول     

غلظت  غلظت نمک
 ساکارز

 شماره ارلن زمان)ساعت(

 (ml 250) 
15/0  1/0  

05/0   
2   5/1    1 72   48   24 

15/0 1 24 1 

1/0 5/1 24 2 

05/0 2 24 3 

05/0 1 48 4 

15/0 5/1 48 5 

1/0 2 48 6 

1/0 1 72 7 

15/0 5/1 72 8 

05/0 2 72 9 

 

های ساکاریدیاستخراج و خالص سازی اگزوپلی
های که ساکاریدیمتصل به سلول و اگزوپلی

 شوندتوسط باکتری به محیط کشت ترشح می
های متصدل بده بداکتری بدر     ساکاریدیاگزوپلیبرای جداسازی 

بددا اندددکی  Garcîagaribay and Marshallاسدداس روش 

-درجه سانتی 100دقیقه در دمای  30ها به مدت تغییر، نمونه
منظدور  گراد قرار داده شدند تا از باکتری جدا گردند. سپس بده 

هدای متصدل بده    سداکاریدی اگزوپلدی سازی هر دو نمونه خالص
ها در دسدتگاه  سلول و ترشح شده به داخل محیط کشت نمونه

دقیقده و در دور  10گدراد بده مددت    درجه سانتی 4سانتریفیوژ 
rpm 10000 ( مدایع رویدی جداسدازی    7، سانتریفیوز شددند .)

 سداکاریدی اگزوپلی شده و رسوب دور ریخته شد. جهت رسوب
 48اضافه و به مدت  %96حجم اتانول  1ها به هر کدام از نمونه

هدا بده   داری شدند. سدپس نمونده  درجه نگه 4ساعت در دمای 
سانتریفیوژ گردیدد، مدایع    rpm 6000دور  دقیقه و با 10مدت 

رویی دور ریخته شده و رسوب پس از خشک شدن وزن گردید 
(22.) 

 FT-IRآنالیز 
  Fourier transform infrared spectroscopy روشی است

ها بده مدا   لارتعاش و حرکت مولکو که اطلاعاتی در مورد نحوه
شناسدایی   عنوان یک تکنیدک مهدم بدرای   دهد، از این رو بهمی

-رود. در این پژوهش عمدهیک ماده به کار می هایخصوصیت
وسدیله  بهساکاریدی های ساختاری و عاملی اگزوپلیهترین گرو

هدای  آنالیز شد. نمونه KBrاسپکتروسکوپی با استفاده از روش 
 1:100بدا نسدبت    KBrهای در داخل پلیت ساکاریدیاگزوپلی

 FT-IR ((Brukerدر دسددتگاه  هدداقددرار داده شدددند. نموندده
27Tensor   1ساخت کشور آلمان در ناحیه فرکانس−cm400 
صورت نمودار و پیک مدورد  قرار داده شدند و نتایج به 4000تا 

 (.20) بررسی قرار گرفت

 باکتریایی ضد فعالیت بررسی

غلظت  4، و باکتریایی برای بررسی فعالیت ضدمیکروبی
ساکارید از اگزوپلی (µg/ml100-200-300-400)مختلو 
-ساعت به دیسک 24مدت و بعد از استریل کردن بهتهیه شد 

هایی که ها به پلیتهای خالی منتقل شدند، سپس این دیسک
از گرم  (E. coli ATCC 25922) اشریشیاکلیهای باکتری

 S. aureus ATCC)ارئوساستافیلوکوکوس ها ومنفی
کشت داده و اضافه  صورت چمنیها بهاز گرم مثبت  (43300

فارلند رقت مناسب از کشت با کمک محلول نیم مک. شدند
ها تهیه و سپس بر روی محیط کشت ساعته از باکتری 24

 18ها به مدت هینتون آگار کشت داده شدند. پلیت -مولر
شدند، سپس داری گراد نگهسانتی درجه 37ساعت در دمای 

گیری شد. نتایج حاصله، با ها اندازهعدم رشد باکتری هاله
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 gµ) با غلظت وانکومایسینو  تتراسایکلین هایبیوتیکآنتی
 (.12) مقایسه و ارزیابی شد (300

 بررسی فعالیت ضداکسیدانی
-غلظت از اگزوپلی 4منظور بررسی فعالیت ضداکسیدانی به

تهیه گردید و بر  (µg/ml200-400-800-1000 )ساکارید 
 ،DPPH رادیکالی فعالیت مهارو همکاران Fang روش اساس 

 کالرادی فعالیت سوپراکسیدانی و مهار رادیکالی فعالیت مهار
امین آسکوربیک اسید )ویتگیری و نتایج با هیدروکسیل اندازه

C.مقایسه شد ) 

یدی ساکاراگزوپلیوسیله به DPPHمهار فعالیت رادیکال آزاد 
طور شد که به و همکاران انجامFang روش فانگ بر اساس 
 لوهای مختغلظتلیتر از میلی 5/0صورت زیر است. مختصر به

 5/0( با g/mlµ200-400-800-1000) ساکاریداگزوپلی
وط مخل لکامطور بهاضافه و  DPPH تانولیا محلوللیتر میلی

 های آزمایشی که با فویل آلومینیومیسپس در لوله شدند،
 تاریکی و قیقه درد 30پوشیده شده بود ریخته و به مدت 

و سپس در طول داده شد گراد قرار درجه سانتی 25 دمای
های مهار فعالیت شد.انومتر جذب آن گرفته ن 517موج 

 با توجه به فرمول زیر محاسبه DPPH (RSA) رادیکالی
 :گردید

DPPH RSA % = [(A0-A1)/A0] *100 

1A. 0. های مختلو نمونه استجذب نوری محلول با غلظتA. 
 (.5) بدون نمونه است DPPHجذب نوری محلول 

صورت با کمی تغییر بهسوپراکسیدانی  رادیکالی فعالیت مهار
 لیتر از بافر فسفاتمیلی 5/0 زیر انجام شد. بر انجام این روش

(50 mM, pH 8.34)  های مختلو رقتلیتر از میلی 4/0ا ب
مخلوط و  (g/mlµ200-400-800-1000) ساکاریداگزوپلی

سپس  گرفت،گراد قرار درجه سانتی 25دقیقه در  20مدت به
شده را در  پیش گرماز  (mM)  3لیتر پیروکالولمیلی 1/0

 را سپسمحلول مخلوط و  گراد اضافهدرجه سانتی 25دمای 
مهار  .قرار گرفتدقیقه  5مدت بهنانومتر  325جذب در 

فعالیت رادیکال آنیون سوپراکسید با توجه به فرمول زیر 
 گردید. محاسبه

Superoxide anion RSA % = [(ΔA0-ΔA1)/ ΔA0] 
*100 

1AΔ هایغلظت برای ثانیه 30 هر در جذب مقدار تفاوت 
 ثانیه 30 هر در جذب مقدار تفاوت 0AΔاست.  نمونه مختلو

 (.5نمونه است ) بدون

روش هیدروکسیل نیز بر اساس  رادیکال فعالیت انجام مهار
Fang  2/0 یک مخلوط واکنش حاویو همکاران انجام شد که 
لیتر میلی mM) brilliant green45/0)، 5/0 لیترمیلی

)mM 0.5(4FeSO ،5/0 لیتر میلی)w/v3.0%( 2O2H  5/0و 
-g/mlµ200) ساکاریداگزوپلیهای مختلو رقتلیتر از یلیم

 های آزمایش پوشیده شده در فویلدر لوله (400-800-1000
مدت به گراددرجه سانتی 25 و در شدند آلومینیومی قرار داده

 g 4000دقیقه در 5و سپس به مدت دقیقه انکوبه  30
مهار گردید.  گیرینانومتر اندازه 624و جذب در  سانتریفوژ شد

 شد هیدروکسیل توسط معادله زیر تعیین  فعالیت رادیکال

Hydroxyl RSA % = [(A0-A1)/ (A-A1)] *100 

0A  .1 جذب نوری محلول با غلظت های مختلو نمونه اسدتA 
جدذب ندوری    A. جذب نوری محلدول در غیداب نمونده اسدت    

 (.5) ستا 2O2Hها و محلول در غیاب سیستم نمونه
 

 آنالیز آماری
 ورتصبه هاهدداتر آماری دقیق یابی به نتایجمنظور دستبه

 کی آنالیز کهصورتی در .شدند بیان انحراف معیار ±میانگین
ار معناد تفاوت یک عمومی خطی مدل از )آنووا( واریانس طرفه
 همه و است توجه مورد  > 05/0p معنادار سطح باشد داشته

 16 ورژنSPSS فزار آماری اماستفاده نر با آماری آنالیزهای
 .شدند انجام

 
 هایافته

 ساکاریداگزوپلی نتایج نهایی تولید
ارید سداک ها، میدزان تولیدد اگزوپلدی   برداری از ارلنپس از نمونه

 تولید شده مورد آزمایش، مورد بررسی قرار گرفت و در جددول 
ن شماره یک به نمایش در آمده است. بر اساس این نتدایج، ارلد  

-اگزوپلدی ترین مقددار  ساعت بیش 48پس از گذشت  4شماره 
 ود.گرم / لیتر ب 66/30را تولید نمود که میزان آن ساکاریدی 
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 B. pasteuri یباکتر توسط دساکارییاگزوپل دیتول یینها جینتا -3جدول 

 (g/ml)میزان تولید  شماره آزمایش
1 66/12 
2 33/17 
3 33/13 
4 66/30 
5 12 
6 66/10 
7 66/6 
8 33/5 
9 66/6 

 تولید ها برایآن سطوح و از عوامل هریک ثیرأت
 ساکاریداگزوپلی

-لیهای مختلو بر تولید اگزوپثیر هر یک از سطوح و عاملأت
 نشان داده شده است.  4ساکارید در جدول شماره 

 ساکاریدتولید اگزوپلی بر عوامل مختلو سطوح اثر -4جدول 

             سطح 
 

 عامل

 2سطح  – 1سطح  3سطح  2سطح  1سطح 

 333/3 216/6 773/17 439/14 زمان
 -106/5 216/10 553/11 659/16 ساکارز
غلظت 
 نمک

216/18 55/9 663/10 666/8- 

 
 بهترین سطوح 4دست آمده از جدول شماره هبر اساس نتایج ب

 نشدان  5ساکارید در جدول شدماره  مناسب برای تولید اگزوپلی
ترین سهم مربوط به جدول بیشداده شده است. بر اساس این 

قدرار دارد.   1کده در سدطح    406/5با مقدار غلظت نمک عامل 
ترین سدهم مربدوط بده عامدل سداکارز بدا میدزان        چنین کمهم

قرار گرفته اسدت. مطدابق ایدن     1باشد که در سطح می 849/3
 2بهترین حالت سدطح   963/4جدول برای عامل زمان با سهم 

 .هست
 ساکاریدتولید اگزوپلی یبرا مناسبسطوح  تعیین -5جدول 

 سهم سطح عامل

 963/4 2 زمان

 849/3 1 ساکاروز

 406/5 1 غلظت نمک

  FT-IRنتایج حاصل از آنالیز 
سنتز شدده را کده از    برای نمونه FT-IR نتیجه 1شکل شماره 

دهدد،  گیدرد نشدان مدی   در بر مدی  cm 400- 4000-1فرکانس 

ساکاریدی بودن و خالص بدودن  پلی ها نشان دهندهوجود پیک
 cm 75/3396-1 وجود پیک پهن ناحیه. هستسنتز شده  ماده

چنین وجود هماست.  O–Hهای هیدروکسلنشان دهنده گروه
 H-Cهدای  مربدوط بده گدروه    cm 18/2273-1پیک در ناحیده  

 نشدان دهندده   cm 78/1616-1است . وجدود پیدک در ناحیده    
های کربوکسدیل در ایدن ترکیدب اسدت.     و گروه C = Oوجود 

 -های نشان دهنده وجود گروهcm 07/1449-1پیک در ناحیه 
−COO 1چنین پیدک در ناحیده   است و هم-cm 900  1 تدا-cm 

 اسدت  C-O-Cو  C-Oهدای  دهندده وجدود گدروه   نشان 1200
(20.) 

 
 پلی ساکارید تولید شده FT-IRآنالیز  -1شکل 

 
 باکتریاییآنتی فعالیت بررسی

 )غلظدت مختلدو    4باکتریدایی  منظور بررسی فعالیت آنتدی به
µg/ml100-200-300-400) ساکارید تهیه شدد و  از اگزوپلی

هدای  ثیر آنتدی باکتریدال آن بدر دو سدویه از بداکتری     أمیزان تد 
سی قرار گرفت مورد برر ارئوس و اشریشیاکلیاستافیلوکوکوس 

و وانکومایسدین بدا    بیوتیدک تتراسدایکلین  و نتدایج آن بدا آنتدی   
بده نمدایش    6مقایسه و در جدول شماره  (µg/ml300) غلظت

ترین قطر هاله عدم رشد مربوط در آمد. در هر دو باکتری بیش
-بدیش  اشریشدیاکلی برای بداکتری  بود.  µg/ml400به غلظت 

 متدر بدود کده   میلدی  16تشکیل شده ترین قطر هاله عدم رشد 
متر( است. میلی 17تتراسایکلین )بیوتیک برابر با آنتی کمابیش

عدم رشدد   ترین هالهبیشاستافیلوکوکوس ارئوس برای باکتری 
عددم رشدد    هالده  برابدر بدا  متر بدود کده   میلی 18تشکیل شده 

متدر(  میلدی  18) وانکومایسینبیوتیک تشکیل شده در اثر آنتی
سداکارید میدزان   طور کلی با افزایش  غلظدت اگزوپلدی  به .است

باکتریال آن نیز افزایش پیدا کدرده اسدت. در   فعالیت آنتی ثیرأت
 سداکارید در مقددار  غلظدت اگزوپلدی  ثیر أمیدزان تد  این مطالعه 

µg/ml100 ها ها است ولی در سایر غلظتتر از بقیه غلظتکم
 .>P) 05/0) تفاوت معناداری وجود ندارد
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 هاهای مختلو بر عدم رشد باکتریثیر غلظتأت -6جدول 

S. aureus ATCC  
43300  

 متر(قطر هاله عدم رشد)میلی

E. coli ATCC 
25922  

قطر هاله عدم 
 متر(رشد)میلی

-غلظت اگزوپلی
 µg/ml ساکارید

3/0 ± 2/11 3/0 ± 8/10 100 
  3/0 ± 7/15   4/0 ± 1/14 200 

8/0± 2/16    5/0 ± 5/15   300 
1/0 ± 5/18 6/0 ± 5/16 400 

 تتراسایکلین 7/17 ± 3/0   -
 وانکومایسین - 7/18 ± 5/0

 سطح ردها  نیانگیتفاوت م بوده و ارمعی از انحراف ± نیانگیبه صورت م ریمقاد
 .دار در نظر گرفته شده است  >05/0P یمعن

  بررسی فعالیت ضداکسیدانی
روشی برای سنجش فعالیت ضداکسیدانی،  DPPHرادیکال 

نی خلاصه فعالیت ضداکسیداطور (. به24) استها ضداکسیدان
 صورتبه B.pasteuriجدا شده از باکتری  ساکاریدیاگزوپلی
نی در اکسیداترین میزان مهار فعالیت آنتی. بیشاست 2نمودار 
برابر با  کمابیش%( بود که  g/mlµ 1000 )36/61 غلظت
 .است %( 15/60از آسکوربیک اسید ) g/mlµ 800غلظت 

 
ولید تساکارید اگزوپلی DPPH آزاد رادیکال فعالیت درصد مهار -2شکل 

 از انحراف ± نیانگیبه صورت م ریمقاد. B. pasteuriشده توسط سویه 
گرفته  دار در نظر  >05/0P یمعن سطح ها در نیانگیتفاوت م بوده و ارمعی

 .شده است
 

 ستی،زی هایهای آزاد موجود برای ترکیبدر بین تمام رادیکال
-(. بیش3)است ترین نولا رادیکال آزاد سوپراکسید خطرناک

ترین میزان فعالیت مهاری رادیکال سوپراکسید توسط 
ط مربو B.pasteuri جدا شده از سویه باکتری ساکاریداگزوپلی

( که در 3)نمودار  است%(  g/mlµ 1000 )02/32به غلظت 
 g/mlµ 800مقایسه با میزان فعالیت مهاری غلظت 

 .استتر %( اندکی بیش 40/29آسکوربیک اسید )

 
ط ه توسساکارید تولید شد: درصد مهار رادیکال سوپراکسید اگزوپلی3شکل 

 و بوده ارمعی از انحراف ± نیانگیبه صورت م ریمقاد B. pasteuriسویه 
 .ستدار در نظر گرفته شده ا  >05/0P یمعن سطح ها در نیانگیتفاوت م

 

د توانمی کمابیشرادیکال هیدورکسیل اکسیدانی قویی است و 
(. مهار 3) های زیستی واکنش نشان دهدبا تمام مولکول

دا ج ساکاریدیاگزوپلی وسیلهفعالیت رادیکال هیدروکسیل به
که در  است 4بر اساس نمودار  B.pasteuri شده از باکتری

 g/mlµ 1000آن درصد مهار فعالیت این رادیکال در غلظت 
%(  5/37آسکوربیک اسید ) g/mlµ 800%( از غلظت  38/40)

 تر بود.اندکی بیش

 

 
ده شساکارید تولید درصد مهار رادیکال هیدورکسیل اگزوپلی -4شکل 

بوده  ارمعی از انحراف ± نیانگیصورت مبه ریمقاد B. pasteuriتوسط سویه 
 .ستانظر گرفته شده  دار در  >05/0Pیمعن سطح ها در نیانگیتفاوت م و
 

 بحث
 استدفداده از نهیدر زم ارىیهاى بسشرفتیپ ریهای اخدر سال

 مرهدا،یانوالا پل انی. در محاصل شده استمری پلی مواد
های مطلوبى که دارند از یژگیو لیدلبه دهایساکارپلىاگزو
استفاده از  تازگیبه برخوردار هستند. ییبالا دتیاهم

دلیل کارایی ساکاریدها بهبرای تولید اگزوپلیها میکروارگانیسم
در مقایسه با چون خواص ضدسرطانی و ضدمیکروبی هم بهتر

 در حال افزایش استساکاریدهای جانداران و گیاهان اگزوپلی
-اگزوپلی حداکثری برای در این تحقیقهمین منظور به(. 14)
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 PTCC 1645 B.pasteuriباکتری  با استفاده از ساکارید
مر های زیستی این بیوپلیویژگیآزمایش طراحی شد و سپس 

و  ساکارید بسته شرایطمیزان تولید اگزوپلی. بررسی گردید
تواند شرایط گرما گذاری می چنینهم محیط کشت و ترکیب

 دست آمده در این تحقیقهبر اساس نتایج بمتفاوت باشد. 
-میلی گرم برمیلی 1 با غلظتبه محیط کشت ساکارز  افزودن

لیتر و پس از گذشت گرم در میلیمیلی 05/0نمک و  لیتر
ساکارید اگزوپلی g/L 66/30 ساعت باعث تولید 48مدت زمان 

-ها از مواد آلی مانند ساکارز بهکه باکتریبا توجه به این .شد
کنند افزودن آن باعث افزایش عنوان منبع کربن استفاده می

در نتایج  گردد.ساکارید میتولید حداکثری در میزان اگزوپلی
جهت بهینه شو همکاران Li توسط 1997که در سال مشابهی 

 Bacillusساکاریدی از باکتریسازی تولید اگزوپلی
polymyxa ترین میزان تولید اگزوپلیبیش صورت گرفت-

در تحقیق خود دریافتند  هاشد و آنتولید  g/L 54ساکارید 
-میزان تولید اگزوپلیترین که افزایش غلظت ساکارز بیش

ها برای که باکتریبا توجه به این (.15ساکارید را در پی دارد )
فعالیت حداکثری خود به مقداری نمک نیاز دارند افزدون 

-مقدار کمی نمک به محیط کشت باعث افزایش تولید اگزوپلی
 البته باید این نکته را در نظر گرفت کهگردد ساکارید می

-افزایش بیش از حد نمک باعث از بین رفتن باکتری می
معمول در انتهای فاز به طور ها تولید خود را باکتری .(13)شود

کنند بر همین لگاریتمی و مراحل آخر رشد خود تکمیل می
ساعت و نزدیک به انتهای فاز  48اساس بعد از گذشت 

شته را داساکارید لگاریتمی باکتری حداکثر تولید اگزوپلی
 شو همکاران Moreno مشابهی که توسط هایهاست. در مطالع

که تولید  ه شدهنشان دادصورت گرفته است  1999در سال 
ها پس از توقو رشد، تر باکتریدر بیش ساکاریدیاگزوپلی

نماید که تولید یید میأاین مسئله ت (.16یابد )افزایش می
گیرد، زمانی صورت میبعد از فاز لگاریتمی  ساکاریدیاگزوپلی

 شود.ساعت بعد از کشت(  می 48که باکتری وارد فاز سکون )
عدم رشد ایجاد شده مطابق نتایج  در این تحقیق میزان هاله

داده شده است های مختلو نشاندست آمده که برای غلظتهب
 هست µg/ml400 ترین هاله عدم رشد مربوط به غلظتبیش

متر و برای میلی 18ارئوس که برای استافیلوکوکوس
-بیوتیکمتر بود. در این تحقیق از آنتیمیلی 16اشریشیاکلی 

عنوان شاهد ( بهgµ 300) و وانکومایسین تتراسایکلین های
استفاده شد که میزان هاله عدم رشد تشکیل شده برای 

 µg/ml400متر است که برابر غلظت میلی 17اشریشیاکلی 
متر بود. میلی 18ارئوس و برای استافیلوکوکوس است

Shengjie با بررسی فعالیت  2014در سال  شناو همکار
های جداشده ساکاریدهای مختلو اگزوپلیضدباکتریایی غلظت

بر روی  Lactobacillusو   Bifidobacteriumهایاز باکتری
ارئوس زای اشریشیاکلی و استافیلوکوکوسهای بیماریباکتری

ساکاریدها را بررسی نمودند و نشان اثر مهاری این اگزوپلی
 300عدم تشکیل شده برای غلظت  ترین هالهدادند که بیش

متر برای میلی 67/15لیتر است که برابر میکروگرم/ میلی
ارئوس بود متر برای استافیلوکوکوسمیلی 16و  اشریشیاکلی

(11.) 

ی اکسیدانمیزان فعالیت مهاری که برای بررسی فعالیت آنتی
 فعالیت ، مهارDPPH رادیکالی فعالیت سه روش مهار توسط

هیدروکسیل  رادیکال فعالیت سوپراکسید و مهار رادیکالی
رار ساکارید تولید شده در این پژوهش مورد بررسی قاگزوپلی

گرفت نشان داد که با افزایش میزان غلظت فعالیت مهاری 
 میکروگرم/ 200که برای غلظت طورییافته است بهافزایش 

ش فزایالیتر میزان فعالیت مهاری بسیار پایین بوده و با میلی
ان لیتر میزمیکروگرم/ میلی 1000ساکارید به غلظت اگزوپلی

 بهیمشا هایهفعالیت مهاری نیز افزایش یافته است. در مطالع
ند اند ثابت کردو همکارانش انجام داده Wang که توسط آقای

ار ساکارید درصد مهاگزوپلیهای مختلو که با افزایش غلظت
 این ج بایابد که این نتایاکسیدانی نیز افزایش میفعالیت آنتی

و  Shengjie(. 20خوانی دارد )کامل همطور به همطالع
های با بررسی فعالیت مهاری غلظت 2014در سال  شناهمکار

های ساکارید جداشده از باکتریمختلو اگزوپلی
Bifidobacterium   وLactobacillus  نشان دادند که با

ساکارید میزان فعالیت مهاری نیز افزایش غلظت اگزوپلی
-چنین نشان داده شد که نولا اگزوپلییابد همافزایش می

ان های مختلو باکتریایی میزساکارید تولید شده توسط گونه
-م(. ه11دهند )فعالیت مهاری متفاوتی را از خود نشان می

 بر 2014 سال در Abdhulتوسط  هک تحقیقی طی چنین
 سساکارید تولید شده توسط باکتری انتروکوکواگزوپلی روی

صورت گرفت نشان داده شد که با افزایش میزان غلظت 
(. 1بد )یاساکارید میزان مهار رادیکالی نیز افزایش میاگزوپلی

ساکاریدها ممکن است تحت فعالیت ضداکسیدانی اگزوپلی
ی هامونوساکاریدها، وزن مولکولی یا روش هایثیر ترکیبأت

ست ثابت کرده ا هاها باشد برای مثال تحقیقسازی آنخالص
تر اثر ساکاریدهای با وزن مولکولی پایینکه اگزوپلی

ن ساکاریدهای با وزضداکسیدانی بالاتری نسبت با اگزوپلی
 (.20مولکولی بالا دارند )
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 گیرینتیجه
سداکارید  ترین میدزان اگزوپلدی  در این مطالعه برای تولید بیش

چند عامل کلیددی   B.pasteuriدست آمده از سویه باکتری هب
عندوان  افزایش سداکارز بده  در نظر گرفته شد و نتایج نشان داد 

-باعدث تولیدد اگزوپلدی   افزودن مقدار کمی نمک منبع کربن و 
سدپس بده بررسدی    شدود.  مدی  در انتهای فاز لگاریتمی ساکارید

پرداخته  ساکاریداگزوپلیاکسیدانی باکتریال و آنتیخواص آنتی
 سداکارید این اگزوپلی از دست آمده نشان داد کههشد و نتایج ب

-هبد عنوان مواد ضدباکتریال و ضداکسیدان در موارد به توانمی
اسدددددددددددددتفاده نمدددددددددددددود.   خصوصدددددددددددددی
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