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  چكيده

توليـد طيـف وسـيعي از تركيبـات ضـدميكروبي مطـرح        در Bacillus subtilisهاي زيسـت مهـارگر، بـاكتري     در ميان باكتري

 ةوسـيل  ههـايي كـه ب ـ   سـورفكتانت  .اي برخـورد اسـت   از اهميـت ويـژه   سـورفكتين ها از جملـه   بيوسورفكتانتاز اين ميان،  كه باشد مي

 هزينـه بـالاي   دليـل  بـه  امـا  فرد، كاربردهاي متعددي دارنـد ه ب ت پايين و خواص منحصردليل سمي شوند به ها توليد مي ميكروارگانيسم

مـذكور،   در جدايـه  ارزيابي توليد سورفكتين منظور در اين تحقيق به .هنوز ميسر نشده است بالا بازدهتوليد در  ،سازي توليد و خالص

، )Drop collapse( متلاشي شدن قطـره  هاي از روش ترتيب به تعيين مقدار سورفكتين توليد شدهو  )srf(آن كننده  دشناسايي ژن تولي

بررسـي   .اسـتفاده شـد  ) HPLC(ز كرومـاتوگرافي مـايع بـا كـارايي بـالا      آنـالي و  )PCR( اي پليمـراز  واكـنش زنجيـره   روش مولكولي

اثر شـرايط فيزيـك    عملياتي، شرايط سازي بهينه براي. باشد يم  srfايه داراي ژنجد اين نشان داد كهبا آغازگر اختصاصي  لكوليوم

شـرايط بهينـه فيزيكـي و شـيميايي      .شـد  هاي مختلف بر ميزان زيست توده و سورفكتين خـام توليـدي بررسـي    و القا كننده وشيميايي

از . باشد مي rpm 250و دور شيكر  7سيديته ، ادرجة سلسيوس 30ساعت، دماي  96ت زمان نگهداري كشت مد: دست آمده شامل هب

پس از تيمار محيط كشت بـا   توليد سورفكتينها كه شامل منابع كربن، منابع نيتروژن و اسيدهاي آمينه، بيشترين مقدار  ميان القاكننده

ن تـأثير را در افـزايش توليـد    اي كه بيشتري پس از آن تأثير عناصر القاكننده. باشد گرم بر ليتر محيط كشت مي 243/1 مقدار به گلوكز

هـاي   در حضـور يـون   mg/l 055/5نتايج نشان داد بيشترين مقـدار توليـد سـورفكتين    . صورت توأم بررسي شد اند، به سورفكتين داشته

بنـابر  . دسزايي در بازده توليـد سـورفكتين دار   همچنين مقدار و نوع منابع غذايي تأثير به .باشد صورت توأم مي آهن، منيزيم و منگنز به

  .شود ها روشي اقتصادي براي توليد تجاري اين ماده محسوب مي كننده اين تغيير در مقدار و تركيب القا

  ، كروماتوگرافي مايع با كارايي بالاsrfسورفكتانت، فرمانتاسيون، ژن  :يكليد هاي هواژ

  

 مقدمه

 با سطحي فعال هايمولكول ميكروبي هاي سورفكتانت

 ةوسـيل  بــه كـه  هسـتند،  گونـاگون  شــيميايي سـاختارهاي 

 دليـل  بـه  كـه  شـوند  مي توليد هامسميكروارگاني از هايي سويه

 زيسـت  قابليـت  قبيـل  از فردشـان  بـه  منحصـر  خصوصـيات 

 و كننـدگي كـف  خـواص  پايين، سميت ،بالا پذيري تخريب

 بـالا،  دمـاي  و شـوري اسـيديته،   در هـا  آن فعاليـت  پايـداري 

 محسـوب  شيميايي يها سورفكتانت براي مناسب يجايگزين

 ).Mukherjee et al., 2006, Muthusamy et al., 2008( شـوند  مـي 

ــورفكتين ــك س ــد ي ــوي  ليپوپپتي ــط حلق ــه توس ــت ك  اس

  ،Bacillus subtilisهــاي مولــد ايــن تركيــب شــامل  بـاكتري 

B. amyloliquifaciens ،B. licheniformis و B. coagulans 

ز ايـن تركيـب را   ي و همكاران مسـير سـنت  اناگ. شود توليد مي

 ةخـانواد  ).Nagai et al., 1996(مـورد مطالعـه قـرار دادنـد     

اسـيد   11تـا   7بخـش پپتيـدي حـاوي     سورفكتين داراي يـك 

اسـيدهاي چـرب   و حلقوي يا تركيبي ، صورت خطي همينه بآ

بخـش ليپيـدي متصـل بـه      كـه  كربني 16-14هيدروكسي -بتا

يره كربنـي  طول زنج .باشد ، ميدهند ستون پپتيد را تشكيل مي



  ... Bacillus subtilis UTB96افزايش توليد سورفكتين در باكتري : و همكاران كشاورزي  14

ليپوپپتيـدها بسـته بـه     ياسـيد آمينواسيدهاي چرب و آرايـش  

منابع غذايي مورد تغذيه باكتري ممكن است متفاوت بـوده و  

ايـن خـانواده    .ثير قـرار دهـد  أرا تحت تد خصوصيات ليپوپپتي

ليپوپپتيد مختلف اسـت كـه بـه اسـتثناي      20متشكل از حدود 

ي ســاختاري در رفتارهــا) Thomas & Ito, 1969(اســپرين 

ــا تــوالي كــايرال  ( ــد) LLDLLDLهپتاپپتيــدي ب  .مشــترك ان

تواند مربوط به تغيير در شرايط  وجود چنين طيف وسيعي مي

 كشت، خصوصاً تغذيه با برخي آمينو اسـيدهاي ويـژه باشـد   

)1999 .,al et Peypoux.(  

توســط گــورز و  كشــف ســنتز غيــر ريبــوزومي پپتيــدها 

سـنتز در حضـور    قـت كـه  همكاران با پـي بـردن بـه ايـن حقي    

RNase      ير اسـت،  يا بازدارنـده ماشـين ريبـوزومي امكـان پـذ

و  srf Aاپـرون  ). Gevers et al., 1968(صـورت پـذيرفت   

هاي دخيل در سنتز سورفكتين اولين موردي بود كه در  آنزيم

اپـرون  . شـرح داده شـد   Bacillus subtilisارتباط با ليپوپپتيـد  

) ORF( چهارچوب خوانش باز 4شامل  دخيل در سنتز سورفكتين

 srfA-A ،srfA-B ،srfA-C، كننده سورفكتين سنتتاز كدبزرگ 

 COM، دومـين  )Konz et al., 1997( باشـد  مـي srfA-D و 

ــطه ــاطي  واس ــر ارتب ــين  NRPS گ ــال SFPو دوم ــده  فع كنن

ترنسـفراز   آسـيل  /آنـزيم تيواسـتراز   .هاي سـنتتاز اسـت   آنزيم

)srfA-D (    زنجيـرة  . كنـد  شروع فراينـد سـنتز را تحريـك مـي

) srfA-A(شده در اولين بخش  به اسيد آمينة فعال اسيد چرب

سـنتازها بسـتگي بـه     srfهـاي   شدن آنزيمفعال. شود اضافه مي

ــزيم  دارد كــه ) نســفرازاتر SFP( نســفرازافســفوپنتتين تر - 4آن

فسـفوپنتتين ترنسـفراز    -4آنزيم . شود كد مي sfpوسيلة ژن  به

هـاي   را به پروتئين A قادر است بخش فسفوپنتتين از كوآنزيم

ــدي    ــرة پپتي ــل زنجي ــديل(حام ــكيل) پپتي ــده  تش ــد ش از پپتي

  سورفكتين ولدهاي م ژن. منتقل كند سنتتازهاي غيرريبوزومي

 باشــدمــيشــده حفاظــت B. subtilis 168  ســنتتاز در ژنــوم

)Mootz et al., 2001 .(    كاسبي و همكاران نشـان دادنـد كـه

بيان سورفكتين سنتتاز وابسته به اسيديته محـيط كشـت اسـت    

)Cosby et al., 1998.(  

هــاي متنــوعي هــاي مولــد نقــشدر بــاكتري ليپوپپتيــدها

بـه فعاليـت ضـد باكتريـايي، ضـد       توان از آن جمله مي. دارند

، ضـــد )Vollenbroich et al., 1997(مايكوپلاســـمايي 

ــد)Kracht et al., 1999(ويروســــي  ــارچي  ، ضــ قــ

)Mohammadipour et al., 2009(  ــمايي ــد فيتوپلاس ، ض

)Askari et al., 2011( ، كشـي  حشـره )Assie et al., 2002 (

ــرد   ــاره ك ــورفكتين اش ــك س ــت همولايتي ــه. و فعالي ــلا ب وه ع

كنـد   سورفكتين مقاومت سيستميك در گياه را تحريـك مـي  

)Ongena et al., 2007 .(   ،حضور دو باقيمانـده آمينواسـيدي

ــه  ــامين ب ــپارژين و گلوت ــال    آس ــراي اتص ــاهي ب ــوان جايگ عن

هاي يك يا دو ظرفيتي عمل كرده و نقش سـيدروفور   كاتيون

ا همچنين مطالعات امروزه نقـش سـورفكتين ر  . كند را ايفا مي

هــوا در  در تشــكيل غشــاهاي نــازك در ســطح مشــترك آب

 swarmingهاي باسيلوس، در حركت دسته جمعي يا استرين

)Debois et al., 2008 (و تشــــــكيل بيــــــوفيلم  

 )Bais et al., 2004 (ليپوپپتيدهايي همچون . نشان داده است

بيوتيـك، نقـش كليـدي در    دليـل فعاليـت آنتـي    سورفكتين به

هـاي دفـاعي   كتري و تحريـك مكانيسـم  بـا -كـنش گيـاه  ميان

، )Ongena et al., 2005, Ongena et al., 2007(ميزبـان  

هاي باكتريايي و در نتيجه كلونيزاسيون ريزوسفر انتشار سلول

)Ongena  & Jacques, 2008 (هاي زيسـتي  و تجزيه آلاينده

)Bioremediation (ــه ــلاح ب ــوان س ــدي در   عن ــد بع ــايي چن ه

توليـد  بنـابراين  . آينـد  شـمار مـي   گياهي بـه هاي  كنترل بيماري

 هـاي توليـد  سـويه باعث برتري  يهاي مختلف ليپوپپتيدگروه

خـواص   .شـوند هاي اكولـوژيكي مـي  ها در جايگاه كننده آن

ها از قبيل كاهش كشـش سـطحي   منحصر به فرد سورفكتانت

و بين سطحي، سـميت كـم، توليـد بـا اسـتفاده از مـواد اوليـه        

پـذيري  كنندگي، قابليت توليد كف، تجزيهارزان، امولسيون 

دهـد ايـن مـواد    زياد و سازگاري با محيط زيسـت اجـازه مـي   

ــورفكتانت   ــراي س ــوبي ب ــين خ ــند   جانش ــيميايي باش ــاي ش ه

)Rashedi et al., 2006.(  

 و سـورفكتين  تجـاري  توجـه  قابل هايويژگي وجود با

، سـنتتيك  هـاي سـورفكتانت  بـا  مقايسـه  در آن آشـكار  فوايد

 دليـل  بـه  تجـاري  مقياس در ميكروبي هاي سورفكتانت توليد

 همچنـين  و هـا مسميكروارگاني توسط توليد پايين بازده بسيار

  بـه سـختي   مـواد  ايـن  سـازي خـالص  و توليـد  بـالاي  هزينـه 

 هـاي  الس ـ در زيـادي  رو تحقيقـات  ايـن  از .اسـت  شده ميسر
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  اســت شـده  انجــام مشـكلات  ايــن حـل  منظــور بـه  اخيـر 

)Mukherjee et al., 2006; Muthusamy et al., 2008(. 

عنوان جايگزين سـبز   ها به جايي كه بيوسورفكتانت از آن

هـاي   سـورفكتانت ) Ritter, 2004(يا سازگار با محيط زيست 

هاي موجـود در   محدوديت باوجودشوند،  مصنوعي تلقي مي

سازي و توليـد ايـن    ها، رغبت زيادي به بهينه توليد تجاري آن

هاي گوناگوني براي كاهش هزينـه   راه حل .مواد وجود دارد

تـوان   از آن جملـه مـي  . توليد سورفكتانت پيشنهاد شده اسـت 

ســازي  ســازي محــيط كشــت و شــرايط محيطــي، بهينــه بهينــه

 .شرايط عملياتي راكتور زيستي و اصلاح ژنتيكي را نام برد

 مـايع رويـي  آريما و همكاران تركيبي برون سلولي را از 

جـــدا نمودنـــد كـــه فعاليـــت   B. subtilisمحـــيط كشـــت 

بيوســورفكتانتي اســتثنايي داشــت، ايــن تركيــب ســورفكتين   

ــده شــد ــر   1/0 فرمنتاســيون مقــدار از ايــن .نامي ــر ليت گــرم ب

مطالعـات   .كمـي بـود   دست آمد كه ميزان نسبتاً هسورفكتين ب

بســياري بــر تــأثير فاكتورهــاي محيطــي بــر توليــد ســورفكتين 

et alAkpa  1999, .,la et  Peypoux ,.(انـد   متمركـز شـده  

ــد    ). 2001 ــر توليـ ــف بـ ــي مختلـ ــاي محيطـ ــأثير فاكتورهـ تـ

از . تواند به سويه باكتري بستگي داشـته باشـد   سورفكتين، مي

ميان فاكتورهاي محيطي منابع غذايي و از ميان منـابع غـذايي   

گلـــوكز . اي برخـــور اســـت منبـــع كـــربن از اهميـــت ويـــژه

در مطالعـات پيشـين    عنـوان منبـع كـربن    سوبسترايي بود كه به

ساكارز و فروكتـوز نيـز   . بسيار مورد استفاده قرار گرفته است

مد در برابـر گليسـرول و هگزادكـان    اعنوان منابع كربن كار به

. اند اما استفاده از فروكتوز مقرون بـه صـرفه نيسـت    ذكر شده

در مورد منابع نيتروژن دو محـيط كشـت عمـده بـراي توليـد      

  ســـت، محـــيط كشـــت كـــوپرســـورفكتين اســـتفاده شـــده ا

)Cooper et al., 1981 (      كـه حـاوي منـابع معـدني نيتـروژن

 )Landy et al., 1948(و محيط كشـت لنـدي   ) نيترات آمونيوم(

 .عنوان منبع نيتروژن بهره برده اسـت  كه از گلوتاميك اسيد به

 76/0و  8/0ترتيـب   بـه  كشت غـذايي  هايعملكرد اين محيط

  از محيطي حـاوي گلـوكز و   كاراناهُنو و هم .گرم بر ليتر بود

  

عملكـرد توليـد   و  استفاده كردنـد  پلي پپتون براي فرمنتاسيون

 ــ 25/0، ســـــورفكتين   دگـــــرم بـــــر ليتـــــر گـــــزارش شـــ

)Ohno et al., 1992.(   

طـور واضـح نيـاز و اثـر      تحقيقات مختلف ديگـر نيـز بـه   

  تحريكــــــي آهــــــن و منگنــــــز را نشــــــان داده اســــــت 

)Wei et al., 2004 .( پيوسـته، نسـبت مـولار     هـاي  در سيسـتم

تعيـين   920: 7/7: 1صـورت   منگنـز بـه  /آهـن /بحراني نيتروژن

نسـل توليـد سـورفكتين را ثابـت      36شده كه دست كم براي 

اكسيژن و دمـا  ). Sheppard & Cooper, 1991(دارد  نگه مي

. روند شمار مي نيز از فاكتورهاي اصلي در توليد سورفكتين به

بـراي سـنتز سـورفكتين در    ) درجة سلسيوس 37(دماهاي بالا 

B. subtilis RB14  وB. subtilis ATCC6633  ــوب مطل

ــراي    ــرايط ب ــن ش ــا اي ــوب  B. subtilis S499اســت ام مطل

جايگزيني منبـع نيتـروژن   ). Jacques et al., 1999( باشد نمي

و محدوديت اكسيژن كـه جريـان انـرژي را    ) Cooper(كوپر 

ه بالاترين بازدهي برد، منجر ب به سمت سنتز محصول پيش مي

 B. subtilisتوسـط   )7g/l(ذكر شده براي توليد سـورفكتين  

C9 شده است )Kim et al., 1997 .( رسـد چنـين    نظـر مـي   بـه

ــراي   ــدي ب ــورفكتين   B. subtilis S499فراين ــازده س ــه ب ك

بــالاتري در شــرايط هــوادهي بهتــر دارد، ســازگار نباشــد      

)Jacques et al., 1999.(  

توانـد   ه است كه شـرايط محيطـي مـي   مطالعات نشان داد

شدت نسبت بين سورفكتين و ليچنايسين توليد شده توسـط   به

حضور حاملين . را تغيير دهد B. subtilis ATCC21332نژاد 

يـا  ) Gancel et al., 2009(پـروپيلن در محـيط كشـت بسـته     

ــراي ) Coutte et al., 2010(اســتفاده از غشــاي پــروپيلن  ب

، بيوســنتز را افــزايش )بــدون حبــاب(هــوادهي در بيوراكتــور 

از مراحــل فرمنتاســيون بــاكتري و توليــد     پــس .دهــد مــي

مرحله بعد جداسـازي و سـنجش ميـزان توليـد      بيوتيك، آنتي

استفاده از روش رسوب دهي با اسيد و بعـد  . سورفكتين است

ــتال و تبلــور مجــدد بــراي جداســازي     ه كــردناز آن كريس

سنجش ميزان توليـد پيشـنهاد    براي HPLC سورفكتين و استفاده از

 ;Arima et al., 1968;  Sandrin et al., 1990(اسـت  شـده  

Ohno et al., 1995; Hsieh et al., 2004; Wei et al., 2007.( 
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تـوان مـوارد زيـر را از     با توجه بـه اهميـت موضـوع مـي    

  :اهداف اين پژوهش ذكر كرد

 ،رفكتينهاي بومي كشور در توليد سو اثبات توانايي سويه -1

منظور افـزايش تـوان    سازي شرايط محيطي به تغيير و بهينه -2

  ،Bacillus subtilis UTB96توليد سورفكتين در جدايه 

بررســي تـــأثير متقابــل فاكتورهـــاي محيطــي در توليـــد     -3

 .سورفكتين

  

  ها مواد و روش

  سازي باكتري تهيه و آماده

ــه ــن   UTB96  B. subtilisجداي ــتفاده در اي ــورد اس م

  هو بـراي تهي ـ از كلكسـيون دانشـگاه تهـران تهيـه شـد       سيبرر

  .اســتفاده شــد )NB( بــراث تنوترينــ طاز محــيت يش كشــپــ

تهيـه و   g/l 8ظـت  بـراث بـا غل   تور محلول نوترين ـظاين من هب

لـوپ سـترون، بـاكتري از     كي ـك سپس به كم ـ .سترون شد

براث قـرار داده شـد و    تحاوي نوترين ارلندرون  تروي پلي

ــاي درون شــيكرانك  و دور سلســيوس ةجــدر 30وباتور در دم

rpm 150 ةمـاد آقرارگرفـت تـا محلـول     تسـاع  24مـدت   هب 

عنـوان   هب ـ LBمحيط كشت . اصلي شد تكش طمحي هتلقيح ب

  .تاصلي مورد استفاده قرارگرف تكش طمحي

  رديابي ژن مولد سورفكتين

 كننـده  توليـد  ژن وجـود  عـدم  يـا  وجـود براي ارزيـابي  

PCR Gradientســتگاه از د) srf(ســورفكتين 
و آغازگرهــاي  

  .استفاده شد) 1جدول (اختصاصي ژن مذكور 

  

ه قطع ـ تكثيـر هاي مورد استفاده براي آغازگرتوالي  -1جدول

srfA )سورفكتين كدكننده(. 

Table 1. The sequence of primers used to reproduce 

srfA fragment (surfactin encoder). 

Primer sequence 
Primer 

name 

5’- CCCAAGCTTTTCGGCTGTTAGTTCATA-3’ Forward 

5’- CGGATCCGTTGGTGGCGAAGTGTCT-3’ Revers 

  

DNA كيــت اســتخراج  باكتريــايي بــا اســتفاده ازDNA 

هاي گرم مثبت از شـركت سـيناكلون اسـتخراج     براي باكتري

  .انجام شد 2 جدول اساس بر پليمراز اي زنجيره واكنش .شد

 .PCRحرارتي  هاي دوره بندي زمان -2 جدول

Table 2. Timing of the temperature cycles of PCR. 
Temprature 

(◦C) 
Time Cycle PCR data Step 

95 2 min 1 Initial 

denaturation 

1 

95 30 sec  Denaturation  

53 50 sec 28 Annealing 2 
72 50 sec  Elongation  
72 2 min 1 Extension 2 

  

دلايـل متعـدد خاموشـي     به srfايي كه حضور ژن از آنج

بــراي توليــد ســورفكتين باشــد،  ةتوانــد نشــان دهنــد ژن نمــي

متلاشـي شـدن قطـره نفـت      از روش رديابي توليد سورفكتين

روزه بـاكتري در محـيط كشـت     4پـس از رشـد   . استفاده شد

) دقيقـه  15مدت  دور به 6000( با استفاده از سانتريفيوژاصلي 

هــاي باكتريــايي از محــيط جــدا  ســلول ،فيلتــرو ســپس ميكرو

 15هـاي   ليتر آب مقطر درون پليت ميلي 30ابتدا مقدار  .نددش

ميكروليتـر نفـت خـام بـه      20سـپس  . متري ريختـه شـد   سانتي

پس از به تعادل رسيدن نفت در سطح  .افه شدضمركز پليت ا

 سـطحي  روي حاصـل  سوسپانسـيون  از ميكروليتـر  20  ،آب

 ،سـورفكتين  حـاوي  قطره .داده شد قرارام نفت خ از پوشيده

ميكروليتـر   20با همين روش از . كند سطح نفت را متلاشي مي

تـفاده شـد     جاي سورفكتين بـه  آب مقطر به  نكتـه  .عنـوان شـاهد اس

 را سـورفكتين  بالاي هاي غلظت روش اين كه اين توجه قابل

  ).Tugrul  & Cansunar, 2005( سازد مي مشخص

  توده و تعيين مقدار سورفكتيناندازه گيري زيست 

ــه ــدازه منظــور  ب ــوده و  ان  جداســازي گيــري زيســت ت

  :شد انجام زير باكتريايي مراحل هاي سلول از سورفكتين

 30در  سـاعت  72مـدت   به LB باكتري در محيط كشت

 هـاي  سـلول  سـپس  .شـد  كشت rpm 250و درجة سلسيوس 

 8000( سـانتريفيوژ  ةوسـيل  هب ـ مـايع  كشت محيط از باكتريايي

دسـت   ، خشـك و بـراي بـه   جداسازي) دقيقه 10 مدت به دور

از ميكروفيلتــر  مــايع رويــي. شــدند آوردن زيسـت تــوده وزن 

مـولار   6عبور داده شده و با اضـافه كـردن اسـيدكلريدريك    

pH  4مدت يك شب در دمـاي   سپس به. رسانده شد 2آن به 

در يخچال نگهداري شد تا سـورفكتين خـام   درجة سلسيوس 

 ، محلـول رويـي حـذف و   مجـدد  سـانتريفيوژ  با .ندرسوب ك
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 از پـس  .شـد  خشـك  دسـيكاتور  در آمـده  دسـت  هب رسوب

 مـدت  بـه  خشك رسوب به متيلن كلريد ليتر ميلي 50 افزودن

 فيلتـر  بـار  از دو پـس  وشـد   زده هـم  مداوم طور به شب يك

رسوب سـفيد رنـگ مايـل    . شد تغليظن، در دماي محيط شد

 باشـد  مـي  سـورفكتين  مـان ه كـه آمـد  دسـت   هبـه نخـودي ب ـ  

)Abdel-mawgod et al., 2008.(  

 روش از سـورفكتين  توليـد  ميـزان  گيـري  انـدازه  بـراي 

 و جداسـازي  .شد استفاده بالا كارايي با مايع كروماتوگرافي

 C18 سـتون  از اسـتفاده  بـا  هـا  نمونه كيفي و كمي گيري اندازه

فاز متحرك استونيتريل و تري فلـورو اسـتيك    فاز معكوس و

 آشكارسـاز  و دقيقـه  در متـر  ميلي يك جريان اسيد با سرعت

UV ،210 شد انجام نانومتر )Hsieh et al., 2004.( 

  بهينه سازي توليد سورفكتين

سازي شرايط توليـد سـورفكتين از محـيط     منظور بهينه به

در اين تحقيق اسـتفاده  ) Nutrient Broth(كشت غذايي مايع 

تورهــاي فيزيكــي و  اول تــأثير فاك ةســپس در مرحلـ ـ. شــد

مدت زمان كشت يـا زمـان انكوباسـيون، دمـا، دور     (شيميايي 

ــيكر و  ــت   ) pHش ــرار گرف ــابي ق ــورد ارزي ــان  . م ــدت زم م

ســـاعت؛ دور شـــيكر،  120و  96، 72، 48، 24انكوباســـيون، 

و درجة سلسـيوس   37و  30، 25؛ دما، rpm 250و  200، 150

pH ،6 ،7  زمـان بهينـه    منظور ارزيابي به. در نظرگرفته شد 8و

ــه  ــيون ب ــاي    انكوباس ــرض از دم ــيش ف ــورت پ ــة  30ص درج

استاندارد محيط كشـت   pHبا  rpm300دور شيكر  سوسلسي

)7 :pH (دسـت آمـده بـراي     سپس زمان بهينه بـه . استفاده شد

همــراه فاكتورهــاي پــيش فــرض در   برداشــت ســورفكتين بــه

پس از تعيين فاكتورهاي بهينه . هاي بعدي اعمال شد آزمايش

يزيكي و شيميايي در افزايش توليد سورفكتين و اعمال ايـن  ف

هـاي بعـدي، تـأثير فاكتورهـاي      فاكتورهاي بهينه براي بررسي

آهن، منگنز، منيزيم، آمينو اسيدها، منـابع قنـدي و   (القاكننده 

ــي  ــابع نيتروژن ــت ) من ــا غلظ ــابي    ب ــورد ارزي ــاوت م ــاي متف ه

كــه در از ميــان منــابع قنــدي گلــوكز و ســاكارز . قرارگرفــت

ــي ــد      بررس ــزايش تولي ــأثير را در اف ــترين ت ــين، بيش ــاي پيش ه

سورفكتين داشتند و از ميان منابع نيتروژني نيتـرات آمونيـوم،   

ــه  ــون و اســيدهاي آمين ــون، پپت ــونين و  تريپت ي گلايســين، متي

لوسين انتخاب شد و براي هر تيمار سـه تكـرار در نظرگرفتـه    

زيسـت تـوده و   پس از كـاربرد تيمارهـاي متعـدد ميـزان     . شد

الـذكر مـورد ارزيـابي و مقايسـه      هاي فوق سورفكتين با روش

ــت ــده  . قرارگرف ــب القاكنن ــأثير تركي ــت ت ــه   در نهاي ــايي ك ه

هـاي   بيشترين تأثير را در افزايش سورفكتين داشتند در غلظت

تيمارهــاي مــورد مطالعــه . بهينــه مــورد ارزيــابي قــرار گرفــت

ركيب سه عنصـر  ترتيب تركيب گلوكز و آهن و همچنين ت به

هــا بــا  صــورت تــوأم و مقايســه آن آهــن، منگنــز و منيــزيم بــه

هاي فوق با  تمامي آزمون. تنهايي بود استفاده از اين تيمارها به

  .سه بار تكرار انجام شد

  

  نتايج

جفـت   900تكثيـر قطعـه  ( PCRجدايـه بـا روش    بررسي

نشان داد كه جدايه مذكور حامـل   srf براي رديابي ژن) بازي

كـه حضـور ژن    توجـه بـه ايـن   بـا  ). 1شكل (كور است مذ ژن

بــه معنــاي توليــد ســورفكتين  ســورفكتين حتمــاً ةكننــد توليــد

پخش شدن قطره كه يـك روش مشـخص    باشد از روش نمي

. باشد استفاده گرديد بالاي سورفكتين مي مقادير كننده توليد

جدايـه مـورد مطالعـه توليـد      هروش نشـان داد ك ـ ايـن  بررسي 

  .كند سورفكتين مي

در بررسي زمان نگهداري محيط كشت حاوي بـاكتري  

ــاتور،   ــيكر انكوب ــد    96در ش ــراي تولي ــه ب ــان بهين ــاعت زم س

ــورفكتين   ــدار سـ ــترين مقـ ــوده) g/l 33/1(بيشـ ــت تـ   و زيسـ

)g/l 66/1 (ــ. دســت آمــد هبــ طــوري كــه بــا افــزايش زمــان   هب

ســاعت ميــزان ســورفكتين و زيســت تــوده   96نگهــداري تــا 

گيـري مقـدار    امـا انـدازه  . يابـد  ش مـي صـورت خطـي افـزاي    به

داري بـا زمـان    ساعت تفـاوت معنـي   120سورفكتين در زمان 

مقـدار   ساعت ندارد در حالي كـه ميـزان زيسـت تـوده بـه      96

  .دار نيست يابد كه اين مقدار معني ناچيزي كاهش مي

برابر بـا   pHبهينه براي توليد سورفكتين،  pHدر ارزيابي 

رسـد   نظر مـي  مناسب به) g/l 72/0( براي توليد زيست توده 6

 7و  :pH 6داري بـين   اما در مورد سـورفكتين، تفـاوت معنـي   

)g/l22/0 (25در تحقيق حاضر از بين دماهـاي  . مشاهده نشد ،

بــراي درجــة سلســيوس  30دمــاي درجــة سلســيوس  37و  30

درجــة سلســيوس  25و دمــاي ) g/l 54/0(توليــد ســورفكتين 

از . باشــد مناســب مــي) g/l 87/0(بــراي توليــد زيســت تــوده  
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 زيست تـوده فاكتورهاي اصلي در توليد سورفكتين جابجايي 

روند كـه بـا تغييـر در     شمار مي و اكسيژن محلول در محيط به

در اين تحقيـق از بـين دورهـاي    . دور همزن قابل كنترل است

 250 تـرين دور بـراي همـزن    ، مناسب rpm250 و  220، 150

rpm  هـاي ايـن بخـش،     بـه حجـم داده  بـا توجـه   . ارزيابي شـد

ها در قالب نمـودار ميسـر نيسـت بنـابراين      امكان ذكر همه آن

ميزان توليد زيست توده و سـورفكتين بـا اعمـال فاكتورهـاي     

نشـان داده   2فيزيكي وشيميايي بهينـه در كنـار هـم در شـكل     

ــه. شــده اســت ــار،    ب ــودن شــرايط در هــر تيم ــل متفــات ب دلي

  .دار انجام نشده استبندي آماري در اين نمو گروه

دست آوردن فاكتورهاي  هزيرا هدف از اين بخش آزمايش ب

فيزيكي وشيميايي و يافتن شرايط بهينه پايه بـراي مقايسـه اثـر    

  .باشد ها مي القا كننده
 

  
بـا   srfژن  تـوالي  از جفـت بـازي   900قطعـه   تكثيـر  -1 شكل

ــي در  ــازگر اختصاص ــا   Bacillus subtilis UTB96آغ ب

و  61، 59، 57، 55، 53گراديانـت بـا دمـاي     PCR از استفاده 

در سـمت چـپ و مـاركر     1Kb مـاركر (درجة سلسـيوس   63

1000bp در سمت راست تصوير قرار دارد.(  
Fig. 1. The amplification of 900 base pairs (bp) 

fragment of the srf gene with a specific primer in 

Bacillus subtilis UTB96 using gradient PCR at 53, 

55, 57, 59, 61 and 63
◦
C (1Kb marker on the left and 

1000bp marker on the right side). 

  

پس از تعيـين فاكتورهـاي بهينـه فيزيكـي و شـيميايي در      

افزايش توليد سورفكتين، تيمارهايي كه بيشـترين تـأثير را در   

، سـيوس درجـة سل  30دمـا  (افزايش توليد سورفكتين داشـتند  

7pH:   ، دور همــزنrpm 250 انكوباســيون يــا  ةو طــول دور

عنـوان شـرايط فيزيـك و     بـه ) سـاعت  96مدت زمـان كشـت   

  .ها انتخاب شدند شيميايي پايه براي بررسي القا كننده
 

  
 30: دمـا (شـيميايي بهينـه    اثر فاكتورهاي فيزيـك و  -2شكل 

 دسـت  هب ـ) 7: ، اسـيديته rpm250: ، دور شيكردرجة سلسيوس

آمده در توليد زيست توده و سـورفكتين بـر حسـب گـرم بـر      

  .ليتر محيط كشت
Fig. 2. The effect of optimum physicochemical 

factors (30
◦
C, 250rpm, pH:7) obtained in the 

production of biomass and surfactin in gram per 

liter (g/l) of culture medium.  

 

هـايي همچـون آهـن، منگنـز و      نـده كن در مورد اثـر القـا  

. منيزيم در توليد سورفكتين تحقيقات زيادي انجام شده است

بــر  3هــاي مــورد ارزيــابي در ايــن تحقيــق در جــدول  غلظــت

نتايج حاصـل از ايـن   . مولار نشان داده شده است حسب ميلي

دهد غلظت بهينه آهن، منگنز و منيـزيم بـراي    تحقيق نشان مي

ــورفكتين بـــه     mM 3 ) g/l75/0( ،2/0تيـــب تر توليـــد سـ

) g/l43/0 ( 8/0و ) g/l39/0 (  ــوده ــراي توليــد زيســت ت و ب

هـاي   در پـژوهش . باشد مولار مي و صفر ميلي 2/0، 2ترتيب  به

ــاكارز و     ــوكز، س ــون گل ــدي همچ ــربن قن ــابع ك ــي، از من قبل

ــرول و      ــي همچـــون گليسـ ــوز و از اســـيدهاي چربـ فروكتـ

تين اسـتفاده شـده   منظور افزايش توليـد سـورفك   هگزادكان به

هـا گلـوكز و سـاكارز     جايي كـه در ايـن بررسـي    از آن. است

عنـوان   بيشترين تأثير را در افزايش توليد سورفكتين داشتند بـه 

هاي متفاوت در اين پژوهش مـورد   دو منبع كارامد در غلظت

اين بررسي نشان داد توليد سـورفكتين و  . استفاده قرارگرفتند

ــور گلــوكز    ــوده در حض ــت ت   ترتيــب و ســاكارز بــه  زيس

) g/l23/1  (و ) 964/0وg/l 61/0  ــابراين  ) 09/1و ــوده و بن ب
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گلوكز در افزايش توليـد، كـارايي بيشـتري داشـته و تفـاوت      

ــا شــاهد داشــتند   معنــي ــا ســاكارز و هــر دو ب در ايــن . داري ب

تا ) 60و 10،20،30،40،50(با افزايش غلظت گلوكز   پژوهش

g/l 50  توده افزايش داشـته امـا در   ميزان سورفكتين و زيست

  .يابد ها كاهش مي مقدار آن g/l60غلظت  

دهد از ميان منابع نيتروژنـي، نيتـروژن    ها نشان مي بررسي

نســبت بــه نيتــروژن آلــي كــارايي ) نيتــرات آمونيــوم(معــدني 

نيز   در اين پژوهش. بيشتري در افزايش توليد سورفكتين دارد

كشت منجر به افزايش اضافه كردن نيترات آمونيوم به محيط 

ــوده و ســورفكتين شــد  معنــي ــه  3در جــدول . دار زيســت ت ب

 .هاي مورد استفاده از نيترات آمونيوم اشاره شده است غلظت

از ديگر منابع نيتروژنـي مـورد اسـتفاده در توليـد سـورفكتين      

توان منابع پروتئيني و اسيدهاي آمينه را نام برد كـه كمتـر    مي

از منابع پروتئيني تريپتون و پپتون، . ندا مورد مطالعه قرارگرفته

و در افـزايش سـورفكتين   ) g/l88/0 ( زيست تودهدر افزايش 

از ديگـر منـابع پروتئينـي     .بهتر عمل كـرد ) g/l 54/0(تريپتون 

لوسـين اسـتفاده شـد    -آمينه متيونين، گلايسين و ال اسيدهاي

ــي     ــاهش معن ــه ك ــر ب ــورد، منج ــه م ــر س ــزان  كــه ه دار در مي

دار  سبت به شاهد و افزايش قابل ملاحظه و معنـي سورفكتين ن

بيشــترين . نســبت بــه شــاهد شــدند زيســت تــودهدر افــزايش 

ــين     ــور گلايسـ ــورفكتين در حضـ ــاهش سـ و ) g/l 25/0(كـ

  در حضـــور گلايســـين و زيســـت تـــودهبيشـــترين افـــزايش 

اتفــاق ) g/l 5/4و  4/4) (داربــدون تفــاوت معنــي(لوســين -ال

  ).3شكل (افتاد 

  

توليـد   منظـور افـزايش   هاي مورد استفاده به ظتغل -3جدول 

هـاي بهينـه بـا     غلظـت (كننده  سورفكتين براي فاكتورهاي القا

  ).نشان داده شده است *علامت 
Table 3. Inducer factors concentrations used to increase 

surfactin production (optimal concentrations are shown 

with *). 
Treatment Concentration 

Iron (mM) 1 2 3* 

Manganese (mM) 

 

0.2* 0.5 1 

Magnesium (mM) 

 

0.6 0.8* 1 

Ammonium 

nitrate (mM) 0.3 0.6* 0.8 

Glucose (g/l) 20 30 40 50* 60 

هايي كه بيشـترين   نتايج حاصل از تأثير تركيب القاكننده

كــه دهــد  تــأثير را در افــزايش ســورفكتين داشــتند نشــان مــي

داري منجـر بـه افـزايش     طـور معنـي   تركيب گلوكز و آهن بـه 

تنهايي و گلـوكز   توليد سورفكتين نسبت به استفاده از آهن به

آهن، منگنز و منيزيم زمان سه عنصر  استفاده هم. تنهايي شد به

اي بـازده توليـد را    ميـزان قابـل ملاحظـه    صورت توأم نيز بـه  به

رفكتين توليـد شـده در   اي كـه ميـزان سـو    افزايش داد به گونه

تنهـايي و تيمـار    هـا بـه   محيط از تيمار در اثر تمـامي القاكننـده  

  ).4شكل (تركيب گلوكز و آهن نيز بيشتر شد 
 

  
ــكل  ــده   - 3ش ــر القاكنن ــه اث ــوده و     مقايس ــت ت ــد زيس اـ در تولي هـ

حـروف انگليسـي   (سورفكتين بر حسب گرم بر ليتر محيط كشـت  

  ).باشد بندي آماري آن ستون مي گروه ةدر بالاي هر ستون نشان دهند
Fig. 3. Comparison of the effect of the inducers on 

the production of biomass and surfactin in gram per 

liter (g/l) of the culture medium (English letters 

above each column represent the statistical 

grouping of that column). 
 

  
هـا در توليـد زيسـت تـوده و      مقايسه اثر تركيبي القاكننـده  - 4شكل 

حـروف انگليسـي   (سورفكتين بر حسب گرم بر ليتر محيط كشـت  

 ).باشد بندي آماري آن ستون مي گروه ةدر بالاي هر ستون نشان دهند

Fig. 4. Comparison of the combined effect of 

inducers on the production of biomass and surfactin 

in gram per liter (g/l) of the culture meiium 

(English letters above each column represent the 

statistical grouping of that column). 



  ... Bacillus subtilis UTB96افزايش توليد سورفكتين در باكتري : و همكاران كشاورزي  20

هـاي فـوق نشـان     ارزيابي ميزان زيست توده در آزمايش

 زمان آن بـا  بيشترين تأثير و استفاده هم تنهايي به تيمار آهن داد

بـه   دار ميزان زيسـت تـوده نسـبت    گلوكز نيز در افزايش معني

 .ثر بوده استؤشاهد م

  

  بحث

 srf بـراي رديـابي ژن   PCRجدايه بـا دسـتگاه    بررسي

در ايــن . اســت srf نشــان داد كــه جدايــه مــذكور حامــل ژن 

بررسي از ميان دماهاي مورد ارزيابي براي اتصال آغازگر در 

 لسـيوس درجـة س  53بهينـه  اي پليمـراز دمـاي    واكنش زنجيره

خـواني دارد   دست آمد كه بـا نتـايج سـان و همكـاران  هـم      به

)Sun et al., 2009.(  

طور مستقيم بر فاز  زمان نگهداري، فاكتوري است كه به

ــأخيري  ــوده، اســپورزايي و  )Lag(ت ــزان رشــد، زيســت ت ، مي

همان گونه كه ذكـر شـد   . ويژه ميزان سورفكتين مؤثر است به

سـاعت ميـزان سـورفكتين و     96ان نگهداري تـا  با افزايش زم

گيـري   اما اندازه. يابد صورت خطي افزايش مي هزيست توده ب

داري بـا   ساعت تفـاوت معنـي   120مقدار سورفكتين در زمان 

ساعت نـدارد در حـالي كـه ميـزان زيسـت تـوده بـه         96زمان 

. دار نيسـت  يابد كه اين مقدار معنـي  مقدار ناچيزي كاهش مي

دليل كاهش مواد  تواند به ز ميزان زيست توده ميكاهش ناچي

هـا   ها به فاز مرگ و در نهايت تجزيـه آن  غذايي، ورود سلول

  .هاي تجزيه كننده باشدتوسط متابوليت

مناسب بـراي توليـد سـورفكتين را     pHسن و ساميناتان، 

مناسـب بـراي    pHدر اين مطالعـه نيـز   . دست آوردند هب 75/6

دسـت   هب ـ 6و براي توليد زيست تـوده   7و  6توليد سورفكتين 

قليــايي منجــر بــه كــاهش توليــد   pHرســد  نظــر مــي بــه. آمــد

تدريج منجر بـه رسـوب     نيز به 6سورفكتين و اسيديته كمتر از 

  ســـورفكتين در محـــيط و كـــاهش توليـــد آن خواهـــد شـــد

)Sen & Swaminathan, 1997 .(  شاليگرام و سينقال نيـزpH 

  در حضــور منــابع قنــدي رامناســب بــراي توليــد ســورفكتين 

  ).Shaligram & Singhal, 2010(اعلام كردند  3/6-7/6

دما نيز از فاكتورهـاي اصـلي در توليـد سـورفكتين بـه شـمار       

ــي ــالا  . رود م ــاي ب ــيوس  37(دماه ــة سلس ــنتز  ) درج ــراي س ب

جـدا شـده از كمپوسـت و     RB14 B. subtilisسورفكتين در 

ATCC6633 B. subtilis ن شرايط بـراي  مطلوب است اما اي

S499 B. subtilis )Jacques et al., 1999 ( ــوب مطلـ

را درجـة سلسـيوس    4/37سـن و سـاميناتان، دمـاي     .باشد نمي

. ارزيـابي كردنـد   DSM 3256 B. subtilisدماي بهينـه بـراي   

رسد دماي مناسب براي توليد سورفكتين تـا   نظر مي بنابراين به

ــتگي دارد    ــاكتري بســـ ــويه بـــ ــه ســـ ــادي بـــ ــد زيـــ   حـــ

)Sen & Swaminathan, 1997.(  

و اكسـيژن محلـول در محـيط از     زيسـت تـوده  جابجايي 

در  .رونـد  شـمار مـي   فاكتورهاي اصلي در توليد سورفكتين به

بيوراكتور زيستي اين فاكتورها با تنظيم دور همزن و هوادهي 

يابي به دور مناسب همـزن  بنابراين دست. باشدقابل كنترل مي

ي كليـدي در توليـد سـورفكتين    از فاكتورهـا  rpmبر حسـب  

رسـد  نظـر مـي   بـه ). Yeh et al., 2005( شـود محسـوب مـي  

 300تـا   rpm 200 بالاترين ميـزان سـورفكتين در دور همـزن   

منجـر  )  rpm 300بـالاتر از  (حداكثر دور همزن . توليد گردد

ها در كف و عـدم دسترسـي   به توليد كف، قرارگرفتن سلول

لي و در نهايـت كـاهش   به منبع غذايي، كـاهش سـيكل سـلو   

 & Shaligram(و توليد سورفكتين خواهد شـد   زيست توده

Singhal, 2010.(  

طور واضح نيـاز و اثـر تحريكـي     هاي مختلف به پژوهش

در ). Wei et al., 2004(آهن و منگنز را محرز نمـوده اسـت   

منگنـز  /آهن/هاي پيوسته، نسبت مولار بحراني نيتروژن سيستم

 36تعيـين شـده كـه دسـت كـم بـراي        920: 7/7: 1صورت  به

  داردنســـــل توليـــــد ســـــورفكتين را ثابـــــت نگـــــه مـــــي

)Sheppard & Cooper, 1991 .(   بنابراين حضـور منيـزيم در

منظــور توليــد ســورفكتين در مــورد جدايــه  محــيط كشــت بــه

وي و چو اثـر تحريكـي   . كندمذكور، نقش بازدارنده ايفا مي

باسـيلوس  تين در هاي آهن و منگنز را بر توليـد سـورفك  نمك

نشـان دادنـد و ثابـت كردنـد كـه       ATCC 21332 سـوبتيليس 

ــد      ــزان تولي ــأثيري در مي ــر ت ــن عناص ــردن اي ــافه ك ــان اض زم

در  pHاضافه كردن آهن منجر بـه كـاهش   . سورفكتين ندارد

توليـدي مشـاهده    ،5كمتـر از   pHمحيط كشت شـده امـا در   

با ثابت  اين آزمايش نشان داد كه استفاده از آهن همراه. نشد

عنــوان روشــي مــؤثر در توليــد  توانــد بــهمــي pHنگــه داشــتن 

اين بررسي نشـان داد  . دشوسورفكتين با كميت بالا محسوب 
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بـر مصـرف نيتـروژن و احسـاس يـون      ) mM 01/0(كه منگنز 

 6/2بـه   g/l 33/0پتاسيم مؤثر بـوده و توليـد سـورفكتين را از    

تقـال آهـن   فقـر سيسـتم ان  ). Wei & Chu, 2002( افزايش داد

تواند يكي از دلايل نياز شـديد بـه آهـن در پروسـه توليـد      مي

  ).Cooper et al., 1981(باشد 

هاي بهينـه عناصـر   وي و همكاران نشان دادند كه غلظت

) mM4/2 ( ، منگنـز )mM10 (، پتاسيم )mM008/0 (منيزيم 

بيشـترين تـأثير را در بـازده     بر خلاف كلسيم )mM7 ( و آهن

يد سورفكتين داشتند كه با نتايج اين تحقيـق  رشد سلول و تول

هاي قبلي نشان  پژوهش ).Wei et al., 2007(سازگاري دارد 

ــروتئين   ــين  SFPداد كــه ســايت فعــال پ را در  PCPكــه دوم

عنـوان   كنـد، بـه يـون منيـزيم بـه      سورفكتين سـنتتاز فعـال مـي   

كوفــاكتور نيـــاز دارد و يـــون پتاســـيم در تحريـــك ترشـــح  

ــارج  ــه خــــ ــورفكتين بــــ ــش دارد  ســــ ــلول نقــــ   از ســــ

)Kinsinger et al., 2003, Kinsinger et al., 2005 .(

بـه مقـدار    منيزيم تحقيق حاضر نيز نشان داد اضافه كردن يون

ناچيز بنا بـه دلايلـي كـه در بـالا بـه آن اشـاره شـد، منجـر بـه          

كـوپر و همكـاران نشـان    . شـود افزايش توليد سـورفكتين مـي  

، كبالـت و روي توليـد   هـاي مـس، نيكـل   دادند كه سـولفات 

منگنـز  . كنـد متوقف مي باسيلوس سوبتيليسسورفكتين را در 

هـاي ثانويـه   عنصري شناخته شده در افزايش توليـد متابوليـت  

ــدون تـــأثير معنـــي     باشـــد دار بـــر رشـــد ســـلولي مـــي   بـ

)Cooper et al., 1981 .(   در حالي كه در جدايه ايـن تحقيـق

وليد زيست توده در اين عنصر علاوه بر توليد سورفكتين در ت

 .نيز تأثير مثبت داشته است mM 2/0غلظت 

در خصوص منابع كربن، گلوكز سوبسترايي بود كـه در  

ــت   ــه اســـ ــتفاده قرارگرفتـــ ــورد اســـ ــيار مـــ ــابع بســـ   منـــ

)Yeh et al., 2005 .(  عنـوان منـابع    ساكارز و فروكتوز نيـز بـه

. انـد  كربن كارامد در برابر گليسرول و هگزادكان ذكـر شـده  

ي كــه الأجلانــي و همكــاران ســاكارز را منبــع قنــدي در حــال

  تـــري بـــراي توليـــد ســـورفكتين ارزيـــابي كردنـــد  مناســـب

)Al-Ajlani et al., 2007(. كـــاهش تـــدريجي غلظـــت

دليـل   توانـد بـه   سورفكتين به دنبـال تقليـل ميـزان گلـوكز مـي     

عنوان منبع كربن بـراي رشـد    ها از سورفكتين بهاستفاده سلول

 ناپيوسـته  فرمانتاسـيون  دهـد سيسـتم  شان مياين پديده ن. باشد

)batch (  بايد در زمان مناسب به منظور جلوگيري از مصـرف

سورفكتين متوقف شود و غلظت قند حالـت بحرانـي در ايـن    

ــتم دارد  در ايــن ). Shaligram & Singhal, 2010(سيس

ميزان سـورفكتين  ) g/l 50تا (تحقيق با افزايش غلظت گلوكز 

ميزان هـر   g/l 60يابد اما در غلظت  يش ميو زيست توده افزا

دهد  تحقيقات پيشين نيز نشان مي.  يابد ها كاهش مي دوي آن

و  pHمنجر به كاهش ) g/l60-50 (هاي بالاي گلوكز غلظت

ــد    ــد شــ ــورفكتين خواهــ ــد ســ ــاهش توليــ ــه كــ   در نتيجــ

)Shaligram & Singhal, 2010 .(  

، نيتـروژن  دهد از ميان منابع نيتروژنـي ها نشان مي بررسي

نســبت بــه نيتــروژن آلــي كــارايي ) نيتــرات آمونيــوم(معــدني 

اسـتفاده از نيتـرات   . بيشتري در افزايش توليد سورفكتين دارد

هـوازي و يـا   افتد، در شرايط رشـد بـي  در دو حالت اتفاق مي

بازده پايين . زماني كه آمونيوم در محيط به اتمام رسيده باشد

ون استفاده از نيتـرات و در  هاي بدتوليد سورفكتين در محيط

نتيجـه فاقــد محتــواي كــربن كـافي و يــا تنهــا داراي آمونيــوم   

عنـوان يـك    بنابراين نيتـرات بـه  . افتد اتفاق مي) بدون نيترات(

در . كند هوازي عمل مي گيرنده الكترون نهايي در شرايط بي

ايـن  . شرايط هوازي مصرف آمونيوم به نيتـرات ارجـح اسـت   

) fed batch( پيوسته نيمه زد كه با انجام سيستمسا مطالعه آشكار مي

عنـوان منبـع    و فراهم آوردن آمونيوم در فاز رشد و نيترات بـه 

 تواند ادامـه يافتـه و توليـد سـورفكتين     غذايي، مصرف نيترات مي

از ميـان   ).Shaligram & Singhal, 2010(نيـز افـزايش يابـد    

نه كمتر مورد منابع نيتروژني نوع پروتئين و نوع  اسيدهاي آمي

ــه   ــرار گرفت ــي ق ــد بررس ــروتئين و   . ان ــوع پ ــه ن ــايي ك از آنج

تواند تأثير متفاوت و حتـي معكوسـي در توليـد    اسيدآمينه مي

سورفكتين و زيست توده داشته باشد، بنابراين دقت در منـابع  

هاي پروتئيني در فراينـد توليـد سـورفكتين    غذايي و القاكننده

  .رسدامري ضروري به نظر مي

هايي كه بيشـترين  يج حاصل از تأثير تركيب القاكنندهنتا

دهـد تركيـب   تأثير را در افزايش سورفكتين داشتند نشان مـي 

گلــوكز و آهــن و همچنــين تركيــب آهــن، منگنــز و منيــزيم  

. شـود داري منجر به افزايش توليد سورفكتين مـي طور معني هب

سـازد كــه ايــن عناصــر در توليــد  ايــن نتيجــه آشــكار مــي لـذا 

روشـي   همكـاران  و  Wei. افزايـي دارنـد  رفكتين اثـر هـم  سـو 
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 اي از عناصـر باعـث  طراحي كردند كـه در آن تركيـب بهينـه   

 شود، كه باعث بالا رفتن سورفكتين ازافزايش سورفكتين مي

). Wei et al., 2007( شـوند گـرم بـر ليتـر مـي     34/3به  74/1

ــدل ــود و عبـ ــاران موگـ ــز  همكـ ــيط نيـ ــتفاده از محـ ــا اسـ   بـ

)molasses MSM (عناصــر محــيط  بهينــه ســازي تركيــب و

ــدار  ــت مقــ ــد   g/l 12/1 كشــ ــد كردنــ ــورفكتين توليــ   ســ

)Tugrul & Cansunar, 2005.( 

منظــور افــزايش ســورفكتين بــراي  هــاي بهينــه بــه غلظــت

منظــور  بــه. آمــده اســت 3كننــده در جــدول فاكتورهــاي القــا

نظـر   ترين گزينه به افزايش زيست توده اسيدهاي آمينه مناسب

آهن و گلوكز در افزايش سورفكتين بيشـترين تـأثير   . رسد يم

ويژه استفاده تركيبي از آهـن،   ها بهتركيب القاكننده. را دارند

  .منگنز و منيزيم بيشترين تأثير را در افزايش سورفكتين دارد

  

  سپاسگزاري 

تحصـيلات تكميلـي و فنــاوري   وسـيله از دانشـگاه    بـدين 

شــركت فنــاوري توسـعه،  پيشـرفته كرمــان و واحـد تحقيــق و   

كه مـا را در انجـام ايـن تحقيـق     ) بايوران(زيستي طبيعت گرا 

 .شود ميتشكر  تقدير و صميمانه ،نمودند ياري
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Abstract 

A biocontrol bacterium, Bacillus subtilis is well known for producing wide spectrum of antimicrobial 

compounds. Among these products, biosurfactant compounds such as surfactin have high importance. 

Biosurfactants that are produced by the microorganisms are applied in the various aspects of industry, medicine 

and agriculture because of their low toxicity and individual properties.  However, these compounds are not 

produced in high quantity due to their low production yield and high purification cost. In the current study for 

investigating the production of surfactin in the isolate (UTB96), recognition of srf gene and determination of the 

amount of surfactin production, we used Drop collapse, PCR and HPLC methods. Molecular analysis with 

specific primer indicated that the isolate had srf gene. To optimize the fermentation process, influence of various 

inducers and physiochemical factors were studied on the biomass and surfactin production. The results indicated 

that maximum surfactin production occurred after amending the culture medium with glucose (1.243 g/l) 

solution. After that influence of the combined inducer elements were studied in increasing the amount of 

surfactin production. Results revealed that maximum production (5.055 g/l) was done in the presence of Fe
2+, 

Mn
2+ 

and Mg
2+

 mixture in the culture medium. The results also showed that the amount and the type of the food 

sources had remarkable impact on the surfactin production efficiency. The changes in the amount and 

composition of the food sources therefore, could be economically considered for the commercial production of 

this compound. 
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