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چکیده:
سابقه و هدف: بیوسورفکتانت ها یا بیوامولسیفایرها ترکیبات کاهش دهنده کشش سطحي بوده که توسط بسیاری از باکتري ها و 
قارچ ها تولید مي شوند. اهمیت این ترکیبات را در مقایسه با سورفکتانت هاي سنتزي می توان در عدم سمیت، سازگاري با محیط زیست، 
فعالیت در دما، pHو شوري بالا برشمرد. هدف از این تحقیق جداسازي و شناسایي لاکتوباسیلوس هاي تولیدکننده بیوسورفکتانت و 

ارزیابی میزان کارآیی بیوسورفکتانت تولید شده بود. 
مواد و روش ها: در این پژوهش، نمونه گیري از محصولات لبني و کشت در محیط MRS انجام شد. سویه های جداسازی شده با 
قابلیت تولید بیوسورفکتانت بر اساس تست هاي بیوشیمیایي و مولکولي مورد شناسایی قرار گرفتند. شرایط بهینه تولید بیوسورفکتانت 

بررسی گردید و فعالیت امولسیفایری آن در یک سیستم مدل غذایی مورد مطالعه قرار گرفت. 
و  پلانتاروم  لاکتوباسیلوس  سویه   2 آنها  بین  در  که  شد  جدا  لبني  محصولات  از  لاکتوباسیلوس  سویه   9 مجموع  در  ها:  یافته 
لاکتوباسیلوس پنتوزوس بیشترین قابلیت تولید بیوسورفکتانت را دارا بودند. بیوسورفکتانت های استخراج شده از هر 2 باکتری نشان 

دادند که از قابلیت مناسبی در فرایند امولسیون کنندگی برخوردار هستند.
بیوسورفکتانت  تولید  مناسب  قابلیت  با  لاکتوباسیلوس  از  هایی  سویه  توان  می  که  داد  نشان  پژوهش  این  نتایج  گیري:  نتیجه 
جداسازی نمود و در صورتی که بتوان هزینه های تولید را کاهش داد، امکان بکارگیری چنین سویه هایی جهت تولید بیوسورفکتانت در 

مقیاس صنعتی به منظور جایگزینی برای امولسیفایرهای سنتزی در صنایع غذایی وجود دارد.
کلمات کلیدي: لاکتوباسیلوس، بیوسورفکتانت، عوامل فعال سطحی

مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی
 دوره پنجم، شماره نوزدهم - تابستان 1394

مقدمه:
لاکتوباسیلوس ها گروه مهمي از باکتري هاي تولید کننده اسید 
نظر  از  جنس  این  در  موجود  های  گونه  باشند.  می  لاکتیک 
میزان  و حتی  فیزیولوژیک  بیوشیمیایي،  فنوتیپي،  خصوصیات 
هستند.  ناهمگون  بسیار   ( GC) سیتوزین  و  گوانین  بازهای 
منفي،  کاتالاز  اسپور،  بدون  مثبت،  گرم  هایی  باکتری  اینها 
میکروآئروفیل و به شکل میله هاي بلند، باریک و گاهي خمیده 

از  باکتري ها  این  دیده مي شوند.  به شکل کوکوباسیل  کوتاه  و 
عنوان  به  و  بوده  لبني  محصولات  میکروبي  فلور  اصلي  اجزاي 
کشت آغازگر محصولات لبنی تخمیري و دیگر انواع غذا هاي 
بکار گرفته   ... و  ترشیجات  کالباس،  مانند سوسیس،  تخمیري 

مي شوند.
لاکتوباسیلوس ها در طعم فراورده هاي غذایي دخالت داشته و 
این  شوند)17(.  مي  استفاده  غذایي  هاي  پروبیوتیک  شکل  به 
و  ها  کربوهیدرات  تخمیر  طریق  از  را  خود  انرژي  ها  باکتری 
تولید اسیدلاکتیک به دست مي آورند و مي توان گفت که این 
باکتري ها تخمیرکننده هاي اجباري مي باشند)1(. اثر حفاظتي 
لاکتوباسیلوس در نگه داري غذاهاي تخمیري به طور عمده به 

ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
نویسنده مسئول : گروه میکروبیولوژی، واحد کازرون، دانشگاه آزاد اسلامی، 

کازرون، ایران
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دلیل شرایط اسیدي است که توسط این باکتري ها در غذا ایجاد 
مي شود. تبدیل کربوهیدرات ها به اسیدهاي آلي )اسید لاکتیک 
و اسید استیک( به همراه کاهش  pH، باعث افزایش نیمه عمر و 
بهبود کیفیت فراورده هاي غذایي تخمیري مي شود )12(. یکي 
از ویژگي هاي لاکتوباسیلوس ها توانایي آنها در تولید ترکیبات 
که  ترکیباتي هستند  بیوسورفکتانت ها  مي باشد.  بیوسورفکتانت 
امتزاج  قابل  غیر  سیالات  فاصل  حد  در  گرفتن  قرار  با  قادرند 
فاصل  حد  در  سطحي  بین  و  سطحي  کشش  کاهش  موجب 
یا پراکنده  مایعات، جامدات و گازها شده و امکان ادغام شدن 
شدن این ترکیبات را بصورت امولسیون در آب و یا دیگر سیالات 
تسهیل کنند )2، 22(. این ها گروه متنوعي از ترکیبات بوده که 
توسط برخي از باکتري ها، قارچ ها و جلبک ها تولید مي شوند 
)5(. به طورکلی سورفکتانت ها ترکیباتي آمفي فیلیک بوده که 
شامل یک بخش قطبي و محلول در آب و یک بخش غیر قطبی و 
محلول در چربي مي باشند و همین ویژگي  آن ها باعث شده که 
در صنایع مختلفي از جمله صنعت نفت، پتروشیمي، داروسازي، 
آرایشي، پزشکي، کشاورزي، نساجي، صنایع غذایي و بسیاري از 
صنایع دیگر کاربرد داشته باشند. سورفکتانت  ها به ویژه کاربرد 
از  گروهي  حاضر  حال  در  و  دارند  غذایي  صنایع  در  اي  بالقوه 
این ترکیبات به عنوان امولسیفایرهاي مجاز در مواد غذایي بکار 
مي روند به عنوان مثال لسیتین و مشتقات آن، استرهاي اسید 
چرب حاوي گلیسرول سوربیتان یا اتیلن گلیکول در تمام دنیا 
به عنوان امولسیفیه کننده در موادغذایي مورد استفاده قرار مي 
به  توان  ترکیبات مي  این  دیگر  قابلیت هاي  از  گیرند)6، 15(. 
اشاره  سازي  کف  میزان  بردن  بالا  و  ها  امولسیون  پایدارسازي 
سورفکتانت  به  نسبت  بیوسورفکتانت  عمده  مزایاي  از  کرد. 
زیستي  تجزیه  قدرت  کمتر،  سمیت  به  توان  مي  سنتزي  هاي 
و  ها  آن  بودن  عملکردي  چند  محیطي،  زیست  سازگاري  بالا، 
مانند دماي  پایدار آن ها تحت شرایط سخت محیطي  فعالیت 
بالا، pH و شوري اشاره کرد)7(. هدف از این تحقیق جداسازي 
و  بیوسورفکتانت  کننده  تولید  هاي  لاکتوباسیلوس  شناسایي  و 
بررسي خصوصیات امولسیفایري آن ها بود بگونه ای که بتوان 
از این ترکیبات به عنوان یک امولسیفایر طبیعي در صنعت غذا 

استفاده کرد.
مواد و روش ها

نمونه گیري و جداسازي لاکتوباسیلوس 

که  لبنی  محصولات  از  ها،  لاکتوباسیلوس  منظورجداسازي  به 
این  براي  شد.  استفاده  باشند  مي  باکتري  این  از  غني  منابع 
تهیه  مراکز  از  پنیر  و  کشک  ماست،  از  هایي  نمونه  منظور، 

محصولات لبني فراهم شده و به آزمایشگاه انتقال داده شدند. 
همه نمونه ها با استفاده از آب مقطر استریل رقیق سازي شدند 
و رقت های 1-10 تا 5-10 تهیه شد. پس از رقیق سازي ، نمونه ها 
در محیط کشت جامد MRS )مرک آلمان( که محیط اختصاصي 
براي رشد و جداسازي لاکتوباسیلوس مي باشد کشت داده شدند 
و به مدت 48 ساعت در دماي 37 درجه سلسیوس درون جار 
شمعی تحت شرایط میکروآئروفیلیک قرار داده شدند. کلني های 
بیوشیمیایي  هاي  تست  و  گرم  آمیزي  رنگ  توسط  کرده  رشد 

مورد شناسایی اولیه قرار گرفتند.
غربالگري باکتري هاي تولید کننده بیوسورفکتانت

کلنی های جداسازی شده لاکتوباسیلوس که با روش بیوشیمیایی 
به مدت   MRS مایع  در محیط کشت  را  بودند  شناسایی شده 
کمک  به  باکتری  کشت  رویی  مایع  و  داده  کشت  ساعت   24
سانتریفیوژ کردن با دور 14000 به مدت 10 دقیقه بدست آمد 
بیوسورفکتانت مورد  تولید  توانایی  ویژه  به کمک چند تست  و 

ارزیابی قرار گرفت.
که  لاکتوباسیلوس  از  هایی  گونه  معمولا  همولیز:  تست   -1
توانایی تولید بیوسورفکتانت را دارند از توانایی ایجاد همولیز نیز 
بهره مند می باشند لذا در این تحقیق کلنی خالص باکتری بر 
روی آگار خوندار کشت داده شد و فعالیت همولیزی آن مورد 

بررسی قرار گرفت)9(.
مقطر  آب  لیتر  میلي   30 میزان  روغن:  گسترش  تست   -2
مایع  روغن  میکرولیتر   250 و  ریخته  دیش  پتري  یک  درون 
خوراکی بصورت یک لایه نازک به سطح آن اضافه گردید سپس 
100میکرولیتر از مایع کشت باکتري به سطح روغن اضافه شد. 
موید  آب  سطح  در  شفاف  ناحیه  مشاهده  و  روغن  رفتن  کنار 

حضور بیوسورفکتانت بود)21(.
مایع  از  میکرولیتر   50 میزان  قطره:  3- تست پخش شدن 
داده  قرار  پارافیلم  سطح  در  قطره  یک  بصورت  باکتري  کشت 
شد. مسطح شدن قطره در سطح پارافیلم به دلیل کاهش کشش 

سطحی، به معناي حضور بیوسورفکتانت بود)16(.
از  لیتر  میزان 2میلي  امولسیفیکاسیون:  4- تست شاخص 
لوله  یک  درون  مایع  روغن  لیتر  1میلي  و  باکتري  کشت  مایع 
کمک  به  شدت  به  دقیقه   2 مدت  به  و  شد  ریخته  آزمایش 
دماي  در  ساعت   24 مدت  به  سپس  گردید،  مخلوط  ورتکس 
کش  خط  کمک  به  نهایتا  شد  داده  قرار  سلسیوس  درجه   30
میلی متری شاخص امولسیون کنندگی از تقسیم نمودن ارتفاع 
ارتفاع کل مخلوط محاسبه گردید. هر  بر  امولسیون شده  لایه 
مخلوط  کل  ارتفاع  به  نسبت  شده  امولسیون  لایه  ارتفاع  چه 
بیشتر باشد شاخص امولسیون بالاتر است. بالاتر بودن شاخص 
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امولسیون  عامل  که  بود  خواهد  مطلب  این  بیانگر  امولسیون، 
کننده از قدرت بیشتری برخوردار بوده و با راندمان بهتری می 
تواند دو فاز تشکیل دهنده امولسیون را در هم ادغام نماید که 
این مسئله در صنایع غذایی از اهمیت ویژه ای برخوردار است 

            .)8(
ضمنا در هر سه روش ذکر شده اخیر، از بافر PBS با pH= 7.0 به 
 (SDS) عنوان کنترل منفي و از محلول سدیم دو دسیل سولفات

به عنوان کنترل مثبت استفاده گردید.
تولید و استخراج بیوسورفکتانت

طي  در  بیوسورفکتانت  نسبي  سازي  خالص  و  استخراج  تولید، 
حاوي  ارلن  یک  در  باکتري  ابتدا  گرفت.  انجام  روز  چندین 
200میلي لیتر محیط MRS broth کشت داده شد و به مدت 3 
شبانه روز در دماي 37 درجه سلسیوس بر روی شیکر با سرعت 
150 دور در دقیقه گرمخانه گذاری گردید. سپس محتویات ارلن 
 14000rpm به مدت 20 دقیقه در دماي 4 درجه سلسیوس و دور
با استفاده از سانتریفیوژ یخچال دار سانتریفیوژ گردید تا سلول 
کلریدریک  اسید  توسط  شوند.  نشین  ته  کاملا  باکتریایي  هاي 
1 نرمال، pHمایع رویي بدست آمده را به 2 رسانده و به مدت 
تا  شد  داده  قرار  سلسیوس  درجه   4 دماي  در  روز  شبانه  یک 
بیوسورفکتانت رسوب کند. رسوب قهوه ای حاوی بیوسورفکتانت 
با استفاده از سانتریفیوژ در دماي 4 درجه سلسیوس به مدت 20 
دقیقه در12000rpm جداسازی شد. جهت خالص سازي نسبي 
بیوسورفکتانت، 10 میلي لیتر مخلوط کلروفرم /متانول به نسبت  
v/v2:1 به رسوب بدست آمده افزوده شد و به مدت 15 دقیقه 
بر روي شیکر با سرعت 150rpm در دماي 30 درجه سلسیوس 
قرار داده شد. این ترکیب را دوباره در12000rpm   به مدت 20 
دقیقه در دماي 4 درجه سلسیوس سانتریفیوژ کرده سپس مایع 
رویي در گرمخانه در دماي 40 درجه سلسیوس قرار داده شد 
تا کاملا خشک شود. در نهایت بیوسورفکتانت به صورت رسوب 

سفید رنگ از مایع رویي بدست آمد)20(. 
اثر فاکتورهاي محیطي بر تولید بیوسورفکتانت

بیوسورفکتانت،  تولید  بر  مختلف  عوامل  اثر  بررسي  منظور  به 
چهار فاکتور دما، pH، زمان و غلظت هاي نمک مورد مطالعه قرار 
گرفتند و در هر مورد ضریب امولسیون کنندگی بیوسورفکتانت 
تولید شده، مورد ارزیابی قرار گرفت. براي بررسي اثر دما، نمونه 
ها در دماهاي 25، 30، 37، 45و50 درجه سلسیوس به مدت 24 
ساعت گرمخانه گذاری شدند. براي مشاهده اثر pH، از محیط 
کشت اولیه با pHهاي 3، 5، 7 و9 استفاده گردید. جهت بررسي 
اثر مدت زمان گرمخانه گذاری بر تولید بیوسورفکتانت، محیط 
های کشت باکتری به مدت 24، 48، 72 و96 ساعت در دمای 

37 درجه سلسیوس گرمخانه گذاری شدند و براي مشاهده اثر 
غلظت هاي مختلف نمک NaCl، از محیط کشت حاوی نمک با 

غلظت هاي 0 ، 2 ، 4 ، 6 ، 8 و10 استفاده شد.
اندازه گیري میزان پایداري و فعالیت امولسیونی بیوسورفکتانت

براي اندازه گیري فعالیت امولسیونی بیو سورفکتانت تولید شده، 
میزان 1 میلي گرم از بیوسورفکتانت استخراج شده را در 3 میلي 
لیتر بافر فسفات با  pH= 7.0حل نموده و 1میلي لیتر روغن مایع 
خوراکی به عنوان سوبسترا به آن افزوده شد و به مدت 2 دقیقه 
با سرعت بالا ورتکس شد سپس به مدت 10 دقیقه بي حرکت 
رها نموده و پس از این مدت میزان کدورت مخلوط حاصله توسط 
دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج 540 نانومتر اندازه گیري شد. 
عدد بدست آمده فعالیت امولسیونی محسوب مي شود. هر چه عدد 
خوانده شده با دستگاه اسپکتروفتومتر بالاتر باشد فعالیت امولسیون 
کنندگی نیز بالاتر خواهد بود. در این تست از بافر PBS به عنوان 
کنترل منفی و از ماده SDS به عنوان کنترل مثبت استفاده شد)18، 

 .)19
جهت بررسی میزان ثبات و پایداري امولسیون تولید شده نیز، پس 
از اندازه گیري فعالیت امولسیفیکاسیون، جذب نوري امولسیون هر 
10 دقیقه یکبار، به مدت 60 دقیقه در 540 نانومتر اندازه گیري شد. 
لگاریتم جذب نور هاي بدست آمده در زمان هاي مختلف تعیین 
شده و منحني مربوط به آن ترسیم گردید. شیب منحني بیان کننده 
میزان ثبات امولسیون مي باشد. هرچه شیب منحنی کمتر باشد 
امولسیون پایدارتر بوده که این امر در صنعت غذا بسیار حائز اهمیت 

می باشد)18، 19(.
همچنین در این تحقیق به منظور بررسی میزان کارایی بیوسورفکتانت 
با  را  شده  سازی  خالص  بیوسورفکتانت  آزمایشی  طی   ، تولیدی 
لسیتین که به عنوان امولسیفایر سنتزی در صنایع غذایی به فراوانی 
مورد مصرف قرار می گیرد مورد مقایسه قرار دادیم به این صورت 
که 1میلی گرم بیوسورفکتانت استخراج شده در یک ترکیب آب و 
روغن )آفتابگردان( به نسبت 2:1 میلی لیتر ریخته شد و به مدت دو 
دقیقه به شدت ورتکس گردید. در مورد لسیتین نیز 5 از این ماده به 

مخلوط آب و روغن با نسبت ذکر شده افزوده شد.
شناسایي مولکولی باکتري هاي تولید کننده بیوسورفکتانت

از  استفاده  با  لاکتوباسیلوس  هاي  جدایه  ژنوتیپي  شناسایي 
باکتري ها  به  16SrDNA مربوط  توالي ژن  از  اي  تکثیر قطعه 
انجام گرفت. به این صورت که پس از استخراج DNA باکتری 
ها با روش جوشاندن، واکنش زنجیره اي پلیمراز با استفاده از 
و  شد  انجام  آنها  روي  بر   1492R و   27F همگانی  پرایمرهای 
در نهایت با روش تعیین توالی و مراجعه به بانک ژنی ، سویه های 

جداسازی شده مورد شناسایی قرار گرفتند.
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یافته ها
گونه   9 بیوشیمیایی  های  روش  براساس  مطالعه  این  در 
لاکتوباسیلوس شناسایی شد که از بین آنها براساس قابلیت تولید 
بیوسورفکتانت ، دو گونه برتر انتخاب شدند. این دو گونه پس 
از شناسایی مولکولی و تعیین توالی، لاکتوباسیلوس پلانتاروم و 

لاکتوباسیلوس پنتوزوس شناخته شدند.
 جهت بررسی قابلیت تولید بیوسورفکتانت یکسری تست های 
ویژه انجام گرفت . در تست همولیز، هر دو گونه جداسازی شده 
از قابلیت ایجاد همولیز بتا در محیط آگار خوندار برخوردار بودند.

در تست گسترش روغن، شیرابه کشت هر دو گونه لاکتوباسیلوس 
ایجاد  را  ناحیه شفافي  آب،  در سطح  روغني  لایه  زدن  کنار  با 
کردند، در حالی که بافر PBS )به عنوان کنترل منفی ( در سطح 

روغن هیچ گونه تغییری ایجاد نکرد)شکل 1(.

شکل 1: هاله ایجاد شده توسط شیرابه کشت باکتری در تست گسترش 

روغن

 در تست پخش شدن قطره، شیرابه کشت باکتری ها، با کاهش 
کشش سطحي و مسطح و پهن شدن در سطح پارافیلم نشان 

دادند که داراي بیوسورفکتانت مي باشند)شکل 2(.

شکل 2: نتایج حاصل از تست پخش شدن قطره توسط دو سویه )از راست 

به چپ لاکتوباسیلوس پلانتاروم ، آب مقطر، لاکتوباسیلوس پنتوزوس، 

)SDS

نتایج حاصل از فعالیت امولسیفیکاسیون نشان داد که از میان 
درصد   45 از  بیش  با  گونه  دو  این   ، بررسي  مورد  هاي  سویه 
تولید  براي  مناسبي  سویه هاي  کنندگي،  امولسیفیه  فعالیت 

بیوسورفکتانت مي باشند.

نمودار1 : میزان فعالیت امولسیون کنندگی در دماهای مختلف

بیوسورفکتانت  تولید  بر  محیطی  فاکتورهای  اثر  بررسی  در 
تولید  میزان  بر  زیادی  تاثیر  دما  فاکتور  که  گردید  مشخص 
بیوسورفکتانت دارد که در این تحقیق توسط شاخص امولسیون 
کنندگي مشخص شد. طبق نتایج بدست آمده بالاترین شاخص 
امولسیون کنندگي لاکتوباسیلوس پلانتاروم در دماي 37 درجه 
سلسیوس و در خصوص لاکتوباسیلوس پنتوزوس در دماي 30 
امولسیون  فعالیت  کمترین  اینکه  ضمن  بود  سلسیوس  درجه 
سلسیوس  درجه   50 دماي  در  باکتري  دو  هر  در  کنندگي 

مشاهده شد)نمودار1(.
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نمودار2 : میزان فعالیت امولسیون کنندگی در pH های مختلف

که  گردید  مشاهده  بیوسورفکتانت  تولید  pHبر  اثر  بررسي  با 
بیشترین میزان تولید در هر دو باکتري در pH=7.0و کمترین 

میزان تولید در pH=3.0انجام می گیرد )نمودار2(.
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نمودار3 : میزان فعالیت امولسیون کنندگی در زمان های مختلف

بررسي اثر فاکتور زمان بر میزان تولید بیوسورفکتانت نشان داد 
با گذشت زمان یعني  باکتري  تولید در مورد هر دو  که میزان 
از روز اول تا روز سوم به تدریج افزایش یافته اما در روز چهارم 

مجددا میزان تولید کاهش یافت)نمودار3(.
در بررسي اثر غلظت هاي مختلف نمک بر تولید بیوسورفکتانت، 
بیشترین میزان تولید در مورد هر دو باکتري در غلظت 0 نمک 
صورت گرفت و با افزایش غلظت نمک شاخص امولسیون کاهش 

یافت )نمودار 4(.
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نمودار4 : میزان فعالیت امولسیون کنندگی در غلظت های مختلف نمک

بررسي میزان فعالیت امولسیون کنندگی و میزان پایداري امولسیون ایجاد 

شده نشان داد که بیوسورفکتانت تولید شده توسط گونه پلانتاروم از فعالیت 

امولسیون کنندگي و پایداري امولسیون بالاتری در مقایسه با گونه پنتوزوس 

برخوردار می باشد )نمودارهای 5 و 6(.

نمودار5 : میزان فعالیت امولسیون
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نمودار6 : میزان ثبات امولسیون

شناسایي مولکولي محصولات PCR هر یک از نمونه ها که مربوط 
 27Fاز آغازگرهای استفاده  با  و  بود   16S rDNA ناحیه ژني  به 
و1492R صورت گرفت توالي هایي حدود 1430 جفت باز را نشان 
داد )شکل 3(. دو سویه جداسازی شده براساس مطابقت دهی 
با اطلاعات موجود در سایت NCBI به میزان 100 با باکتریهای 
لاکتوباسیلوس  R-LP4و  سوش  پلانتاروم  لاکتوباسیلوس 

پنتوزوس سوش JCM 1558 خویشاوندی داشتند.

شکل3: باندهاي ناحیه تکثیر شده 16S rDNA مربوط به سویه هاي 

جداسازی شده

)1: لاکتوباسیلوس پلانتاروم ، 2: لاکتوباسیلوس پنتوزوس(

دو  توسط  شده  تولید  بیوسورفکتانت  مقایسه  از  حاصل  نتایج 
باکتری با لسیتین نشان داد که هر سه مورد فعالیت امولسیون 
را  روغن  و  آب  ترکیب  بودند  قادر  و  داشتند  برابری  کنندگی 
بطور کامل در هم ادغام کنند و تشکیل امولسیون دهند. ولی با 
گذشت زمان دو روز، ثبات امولسیون ایجاد شده توسط هر دو 
کاهش  حدودی  تا  لسیتین  با  مقایسه  در  لاکتوباسیلوس  گونه 

یافت )شکل 4(.
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پ

پ

شکل4: امولسیون تشکیل شده توسط بیوسورفکتانت استخراج شده 

توسط دو سویه )از راست به چپ: لسیتین ، لاکتوباسیلوس پنتوزوس، 

لاکتوباسیلوس پلانتاروم (

بحث:
لاکتوباسیلوس  شناسایي  و  جداسازي  تحقیق  این  از  هدف 
تولید  بهینه  شرایط  بررسی  بیوسورفکتانت،  کننده  تولید  های 
بیوسورفکتانت  های  ویژگی  مطالعه  همچنین  و  بیوسورفکتانت 
ایجاد  منظور  به  غذایی  صنایع  در  بکارگیری  جهت  تولیدی 
استفاده  با  باکتری  اولیه  جداسازی  بود.  پایدار  های  امولسیون 
از محیط کشت MRS که محیط اختصاصي لاکتوباسیلوس ها 
با  انجام گرفت. غربالگری سویه های جداسازی شده  باشد  می 
تست های مربوطه نشان داد که از میان 9 گونه لاکتوباسیلوسی 
که از محصولات لبني جداسازی شدند، دو گونه توانایي تولید 
به  دوگونه  این  مولکولي  شناسایي  داشتند.  را  بیوسورفکتانت 
روش PCR و تعیین توالی ژن 16SrDNA نشان داد که سویه 
  JCM 1558جدا شده از ماست با سویه لاکتوباسیلوس پنتوزوس
پلانتاروم  لاکتوباسیلوس  سویه  با  کشک  از  شده  جدا  سویه  و 

R-LP4 به میزان 100 خویشاوندی دارند. 

لاکتوباسیلوس  بر  علاوه  که  است  داده  نشان  متعدد  تحقیقات 
تولید  به  قادر  نیز  دیگر  هاي  میکروارگانیسم  از  بسیاري  ها، 
خصوص  در  تحقیقات  اکثر  اگرچه  باشند.  مي  بیوسورفکتانت 
خاک  آب،  در  بیوسورفکتانت  تولیدکننده  هاي  میکروارگانیسم 
و مناطق آلوده به هیدروکربن ها صورت گرفته اما این تحقیق و 
تحقیقات مشابه تولید این ترکیبات را در لبنیات و مواد غذایی 
 Suresh Chander مثال  عنوان  به  است.  داده  قرار  توجه  مورد 
باسیلوس سوبتیلیس  از  توانستند  و همکارانش در سال 2012 
صنایع  در  امولسیفایر  عنوان  به  که  کنند  جدا  بیوسورفکتانتي 
غذایي نقش نگه دارنده را داشته باشد)20(. کسري کرمانشاهي 
از محصولات لبني لاکتوباسیلوسي جدا  و همکارانش توانستند 

کنند که خاصیت بیوسورفکتانتي داشته است (14).

مولد  هاي  باکتري  جداسازي  هدف  با  که  مطالعاتي  در 
معمول  طور  به  گرفته  صورت  مختلف  منابع  از  بیوسورفکتانت 
سویه  اولیه  براي جداسازي  معیاري  عنوان  به  همولیز  تست  از 
هاي مولد بیوسورفکتانت استفاده شده است. فعالیت همولیتیک 
باکتري هاي تولیدکننده بیوسورفکتانت اولین بار در سال 1970 
توسط Bernheimer و Avigad در خصوص بیوسورفکتانت تولید 
شده توسط باسیلوس سوبتیلیس گزارش شد)4(. هر دو باکتري 
نیز قادر به تجزیه گلبول هاي  این تحقیق  مورد مطالعه ما در 
بودند. روش  اطراف کلني ها  ایجاد هاله شفاف همولیز  و  قرمز 
باکتري ها، تست  تایید تولید بیوسورفکتانت توسط  دیگر براي 
گسترش روغن می باشد. در این روش ، زماني که قطره اي از 
محلول حاوي بیوسورفکتانت در مجاورت روغن شناور بر سطح 
پخش  تست  در  شود.  مي  تشکیل  شفافي  هاله  گیرد  قرار  آب 
یک  در  است  بیوسورفکتانت  حاوي  که  اي  قطره  قطره،  شدن 
این روش ساده  و پهن خواهد شد  سطح هیدروفوبیک مسطح 
بوده و براي غربالگري همزمان تعداد زیادي از سویه ها استفاده 
بیوسورفکتانت،  مولد  های  سویه  غربالگري  دیگر  راه  شود.  مي 
فعالیت  باشد)3(.  مي  ها  آن  کنندگي  امولسیفیه  فعالیت 
امولسیفیه کنندگي یک امولسیفایر، به میزان تمایل آن نسبت 
به سوبستراي هیدروکربني آن وابسته است. طبق نتایج به دست 
آمده در این تحقیق ، فعالیت امولسیون کنندگي در هر دو سویه 
جداسازی شده بالاي 45 درصد بود که در مقایسه با SDS با 60 
قوی  امولسیون کنندگی که یک کاهش دهنده  فعالیت  درصد 
تحقیق  این  در  مثبت  کنترل  عنوان  به  و  بوده  کشش سطحی 

استفاده شده، عملکرد مطلوبی را نشان می دهند.
 در این تحقیق اثر یکسری فاکتورهای محیطی نیز بر میزان و 
قابلیت تولید بیوسورفکتانت مورد بررسی قرار گرفت. در بررسي 
بیوسورفکتانت  تولید  میزان  بالاترین  که  شد  مشخص  دما  اثر 
در دماي 37 درجه سلسیوس براي گونه پلانتاروم و 30 درجه 
که  ای  مطالعه  در  است.  بوده  پنتوزوس  گونه  براي  سلسیوس 
توسط  Husamو همکارانش در سال 2013 بر روی اثر دما بر 
صورت  کروکوسیوم  ازتوباکتر  باکتری  در  بیوسورفکتانت  تولید 
گرفت مشخص شد که دمای 30 درجه سلسیوس مناسب ترین 
  pHدما برای تولید بیوسورفکتانت می باشد)10(. در بررسی اثر
در مطالعه حاضر مشخص گردید که بهینه pH برای هر دو سویه 
شرایط خنثی یعنی pH=7.0 می باشد. در تحقیقی که در سال 
در  مختلف  های   pH در  بیوسورفکتانت  تولید  روی  بر   2010
بود  امر  این  موید  نتایج  نیز  اسینتوباکتر صورت گرفت  باکتری 
که بیشترین میزان تولید بیوسورفکتانت در pH =7.0صورت می 

گیرد )11(.
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برای  بهترین غلظت نمک  این تحقیق مشخص گردید که   در 
تولید بیوسورفکتانت توسط هر دو سویه، غلظت صفر و مناسب 
ترین دوره زمانی براي تولید بیوسورفکتانت روز سوم گرمخانه 
گذاری بوده است. Husamو همکارانش همچنین با بررسی اثر 
بیشترین  که  دادند  نشان  بیوسورفکتانت  تولید  روی  بر  زمان 
بود  چهارم  روز  در  روز،   6 در طی  بیوسورفکتانت  تولید  میزان 
که به ماکزیمم مقدار خود رسید و به تدریج کاهش یافت)10(. 
Karanth و همکارانش نیز در طی تحقیقات خود بیان کردند که 

کمیت و کیفیت بیوسورفکتانت تولید شده، بواسطه pH، دما و 
غلظت نمک تحت تاثیر قرار می گیرد)13(.

بیوسورفکتانت  کارایی  میزان  بررسی  منظور  به  تحقیق  این  در 
با  را  سازی شده  خالص  بیوسورفکتانت  آزمایشی  تولیدی، طی 
به  غذایی  صنایع  در  سنتزی  امولسیفایر  عنوان  به  که  لسیتین 
دادیم  قرار  مقایسه  مورد  گیرد  می  قرار  مصرف  مورد  فراوانی 
که نتایج بدست آمده نشان داد که یک ساعت پس از تشکیل 
توسط  شده  تولید  بیوامولسیفایر  یا  بیوسورفکتانت  امولسیون، 
با  برابری  کنندگی  امولسیون  توان  لاکتوباسیلوس  گونه  دو  هر 

لسیتین به عنوان یک امولسیفایر صنعتی از خود نشان دادند.
دو  هر  توسط  شده  ایجاد  امولسیون  ثبات  بررسی  چنین  هم   
که  بود  آن  از  حاکی  ساعت   48 از  پس  لاکتوباسیلوس  گونه 
ایجاد شده، نسبت به لسیتین کاهش یافت  پایداری امولسیون 
امولسیون  باکتری توان  بیوامولسیفایر تولید شده توسط دو  اما 

کنندگی قابل ملاحظه ای از خود نشان دادند. 
نتیجه گیري:

که  دهد  مي  نشان  تحقیق  این  در  آمده  دست  به  نتایج 
بیوسورفکتانت تولید شده توسط سویه های مورد مطالعه، داراي 
توانایي قابل قبولی در کاهش کشش سطحي بوده و مي توان از 
آنها به عنوان یک امولسیفایر طبیعی در صنایع غذایی استفاده 
تولید شده  امولسیفایر طبیعي  بودن  بی ضرر  به  توجه  با  کرد. 
امولسیفایرهای  با  مقایسه  در  لاکتوباسیلوس  های  گونه  توسط 
صنعتی که بعضی اثرات جانبی نامطلوبی دارند، می توان میزان 
سلامت محصول غذایی تولید شده را با این روش افزایش داد. 
با انجام تحقیقات بیشتر به منظور یافتن سوبسترای مناسب و 
تولید  توان هزینه  بیوسورفکتانت می  تولید  قیمت جهت  ارزان 
این ترکیبات طبیعی را کاهش داده و صنایع غذایی را به سمت 
استفاده از امولسیفایرهای طبیعی و جایگزین نمودن آنها بجای 

امولسیفایرهای صنعتی سوق داد.
سپاسگزاری:

در خاتمه تحقیق لازم می دانیم از بخش آزمایشگاه میکروبیولوژی 
دانشگاه آزاد کازرون که در به ثمر رساندن این پژوهش نهایت 

همکاری را به عمل آوردند صمیمانه تشکر و قدردانی کنیم.
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