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بردهاي متنوعي در صنايع رو كا شوندها به محيط پيراموني باكتري ترشح ميميكروارگانيسمرخي بها پليمرهاي با وزن مولكولي بالا هستند كه توسط مراگزوپلي. چكيده 
- بسياري از داروهاي تجاري همانند آنتي و هستند فناوريزيستدر ارزشمندي هاي ، ميكروارگانيسمهااكتينوباكتر ي و پزشكي دارند.زبندي، كشاورغذايي، دارويي، بسته

مورد توجه قرار  مرجمله توليد اگزوپلي از هااين باكتري ي ازديگرتوانمندي اخيرا . اندتوليد شده هااين باكتريها و تركيبات سركوبگر ايمني توسط سيدانتاكها، آنتيبيوتيك
 بيوتيك،مقاوم به آنتيزاي شي از عوامل بيماريناهاي عفوني باكترها در توليد تركيبات مختلف و افزايش شيوع بيماريينوبالاي اكت هايتوانمنديبا توجه به  گرفته است.

پس از تيمار  آوري شدهجمعهـاي نمونـهبه اين منظور است.  بوده با خاصيت ضدميكربي پليمراگزودر توليد ايران  بومي هاياكتينوباكتر توانمنديهدف اين پژوهش ارزيابي 
با  يمرتوليد اگزوپل ها درآن شد. سپس توانايي انجامهاي مورفولوژيك روشبا هـاي خالص شده جدايـه شناسايي اوليهكشـت داده شـدند.  ISP2سازي در محيط و رقيق

در آزمون قرار گرفت.  تحت FT-IRو مرئي - فرابنفش طيف سنجيساكاريد سويه برتر با استفاده از اگزوپلي. شد سوكروز بررسيدرصد  ٥داراي  BHI كشت در محيط
در طيف  يمراگزوپل توليد توانايي برتر جدايه ٦ و را داشتند يمرجدايه توانايي توليد اگزوپل ٣٨جدايه به دست آمده،  ١٢٠از وش مولكولي شناسايي شد. برتر با ر جدايهنهايت 

ر اساس نتايج طيف ب نشان دادند. Aspergillus nigerو   Staphylococcus aureus،Bacillus subtilisعليه خواص ضدميكربي  وداشته  ١٤تا  g/L١٠ وزني
 اين ،بود ٢٦٠- ٢٨٠هاي و فاقد جذب در طول موج ١٩٠-nm٢٣٠داراي جذب قابل توجهي در طول موج  So41ساكاريد سويه برتر اگزوپلي چون مرئي- فرابنفشسنجي 
، 16S rRNAژن  تحليل بر اساس وكسيل است.هاي عملكردي هيدروكسيل و كربداراي گروه FT-IRاساس نتايج است و بر ساكاريد فاقد ناخالصي پروتئينياگزوپلي

   دارد. Promicromonospora xylanilyticaمشابهت به سويه  درصد ٦٨/٩٩جدايه برتر 
  

 باكتري، فعاليت ضدقارچضد فعاليت، ساكاريدپليپروميكرومونوسپورا، ، هاي كمياباكتينوباكتر ي.كليد هايواژه
  

Introducing antimicrobial exopolymer-producing actinobacteria from 
soils of Iran 

 
Sogol Tavanaeian1, Javad Hamedi 2 & Setareh Haghighat1 

1Department of Microbiology, Faculty of Advanced Sciences and Technologies, Pharmaceutical Sciences Branch, 
Islamic Azad University, Tehran, Iran; 2Department of Microbial Biotechnology, School of Biology and Center of 

Excellence in Phylogeny of Living Organisms, College of Science, University of Tehran, Tehran, Iran 
Correspondent author: Javad Hamedi, jhamedi@ut.ac.ir  

Abstract. Exopolymers (EPS) are high-molecular-weight polymers secreted by some micro-organisms and have several 
applications in food, pharmaceutical, packaging and agricultural industries, as well as medicine. Actinobacteria are valuable 
bacteria in biotechnology and many commercial drugs such as antibiotics, antioxidants and immune-suppressant agents are 
derived from Actinobacteria. Recently, their other capabilities such as exopolymer production have been taken into 
consideration. Due to the high potential of actinobacteria in producing various compounds and increased prevalence of 
infections by antibiotic-resistant pathogens, the aim of the present study was to evaluate the potential of isolated 
Actinobacteria from various locations of Iran to produce EPS with antimicrobial activity. Appropriate dilutions of the samples 
were, therefore, cultured in ISP2 medium after treatment. The isolates were primarily identified by morphological tests. Then, 
their ability to produce EPS was investigated in BHI medium with 5% sucrose. The exopolymers of the most efficient strain 
were analyzed by UV-visible spectroscopy and FT-IR. Finally, the most efficient isolate was molecularly identified. Of the 
120 isolates, 38 were able to produce EPS, and six had significant capability of producing EPS (10-14 g/L) and showed 
antibiotic activity against Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis and Aspergillus niger. The EPS of the strain So49 had high 
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absorbance in 190-230 nm, but did not have absorbance in 260-280 nm. Therefore, it does not have any protein impurity. The 
EPS has hydroxyl and carboxyl functional groups, according to FT-IR analysis. 16S rRNA gene analysis showed that the 
most efficient isolate had 99.68% similarity to Promicromonospora xylanilytica.    
Keywords: antibacterial activity, antifungal activity, polysaccharide, Promicromonospora, rare actinobacteria   

  دمهمق   
پليمرهاي ميكربي به پليمرهاي درون سلولي، پليمرهاي    

يم تقس) EPS( ساختاري و پليمرهاي برون سلولي يا اگزوپليمرها
 )EPS( اگزوپليمرها). Suresh Kumar et al., 2007( شوندمي

مر پليپليمرهاي با وزن مولكولي بالا هستند كه به دو صورت اگزو
ها يسمليمر آزاد توسط ميكروارگانمتصل به سلول (كپسول) و اگزوپ

). Vijayabaskar et al., 2011( دشونبه محيط اطراف ترشح مي
ه و گروبراساس ساختار به د را ساكاريدهاتوان اگزوپليهمچنين مي

 وعنكه در  كرد. ساكاريد تقسيمساكاريد و هتروپليهوموپلي اصلي
مونومر اول فقط يك مونومر وجود دارد و در نوع دوم چندين 

ساكاريد فضاي هستند. اگزوپلي ساكاريداگزوپليسازنده ساختار 
كند و همراه با پروتئين، اسيدهاي ها را پر ميبين باكتري

يل نوكلئيك و ليپيدها تركيب ساختار ماتريكس بيوفيلم را تشك
ژ، هاي باكتريايي را از خشكي، حمله فادهد و بيوفيلم سلولمي

ياخته اسمزي و شكار شدن توسط تكتركيبات ضدميكربي، تنش 
تواند ساكاريد همچنين ميكند. اگزوپليمحافظت مي

 اسيد حضور درباكتري مولد آن زنده ماندن سبب ها پروبيوتيك
). Ciszek-Lenda, 2011( شود ويهاي صفرامعده و نمك
هاي ساكاريد در محيطهاي توليدكننده اگزوپليميكروارگانيسم

ن نسبت كربن به نيتروژداراي هاي د. محيطشونمختلف يافت مي
هاي حيطهاي شكر، كاغذ يا صنايع غذايي مپساب مثلاًبالا، 
ت ساكاريد اسهاي مولد پليرگانيسمميكروا رشدبراي  يمناسب

)Suresh Kumar et al., 2007.(  
واسط قرن بيستم كاربردهاي ساكاريدهاي ميكربي از ااگزوپلي   

ساكاريدهاي . در ابتدا اگزوپليانديافتهن در حوزه درما فراواني
ميكربي همانند زانتان يا پولولان به عنوان تركيبات همراه دارو 

)excipients2015( د) مورد استفاده قرار گرفتنMoscovici, ( .
 به توانمي از كاربردهاي ديگر اين اگزوپلي ساكاريدهاي ميكربي

 كاهندهتوموري، ضد ،سيستم ايمنيعملكرد  ههاي افزايندفعاليت
-Ciszek( دكراشاره  انعقاد خونضدو  كلسترول، فشار خون

Lenda, 2011; Hidalgo-Cantabrana et al., 2014(. 
دنداني يا هاي پركننده، رفلاكسضدفعاليت  ميكربي با آلژينات

 ;Nwodo et al., 2012( هاماتريكس براي ساخت قرص
Moscovici, 2015(،  آرتريت  درمانفعاليت با اسيد هيالورونيك

سلولز باكتريايي و  )Kim et al., 2014( و بهبود دهندگي زخم

از  هايي براي مهندسي بافتپوشش زخم يا داربست با كاربرد در
 Lin et( ساكاريدهاي ميكربي قابل توجه هستندجمله اگزوپلي

al., 2013; Kim et al., 2014(. هاي رهايش توسعه سيستم
دريچه اي نوين را براي كاربردهاي دارويي براي  دارو، كنترل شده

اگزوپلي ساكاريدهاي ميكربي و ه است. كردپليمرهاي ميكربي باز 
مشتقات آنها حاملين دارويي مطلوب، غيرسمي و قابل تجزيه 

ساكاريدهاي اگزوپلي فوقبا توجه به موارد . زيستي هستند
هاي ييماردر درمان انواع بتوانند نقش قابل توجهي ميميكربي 

  .)Moscovici, 2015( دكننها ايفا متابوليك و سرطان
با اين وجود بخشي از مرگ و مير ايجاد شده به ويژه در    

-در اثر عوامل بيماريهاي عفوني كشورهاي توسعه نيافته بيماري
 ,Worthington & Melander( ددهمقاوم به دارو رخ ميزاي 

رسمي و داراي قابليت تجزيه از اين رو كشف تركيبات غي). 2013
ها داشته زيستي كه توانايي ضدميكربي بالايي عليه اين پاتوژن

بسياري . )Kumar et al., 2011( باشند، به شدت حياتي است
منشا اكتينوباكتريايي  ،هاي تجاري در دسترسبيوتيكاز آنتي

اكتينوباكترها گروه مهمي از ). Barka et al., 2016( ددارن
اي گرم مثبت با درصد گوانين و سيتوزين بالا در ژنوم هباكتري

هاي صاف و سيليوميها قادر به توليد مبسياري از آنبوده و خود 
 Arifuzzaman et( يا مواج با قطر حدود يك ميكرومتر هستند

al., 2010 .(هاياي در اكوسيستمگستردهتوزيع ها اكتينوباكتر 
 ها در خاك. اين باكتريددارن آبي، گياهان و جانورانو  خاكي

در بازيافت موادزيستي مقاوم به تجزيه  نقش بسيار مهمي
حيوانات و مواد  هاي پيچيده پليمرها در گياهان مرده،مخلوط

 ;Goodfellow & Williams, 1983( دكننمي ايفاقارچي 
Stach & Bull 2005 .(بالايي  توانمنديكه اكتينوباكترها از آنجا

ت درماني از جمله انواع تركيبات ضدباكتريايي، در توليد تركيبا
يافتن اكتينوباكتر  لاند، احتماادهويروسي نشان دضدضدقارچي و 

بالا تواند مي داراي فعاليت ضدميكربي  يمولد اگزوپلي ساكاريدها
توانمندي اكتينوباكترها از نظر توليد . در جهان باشد

 Lee et( ستبررسي قرار گرفته ا تحتقبلا ساكاريد اگزوپلي
al., 2010; wu et al., 2010; Manivasagan et al., 

از  بومي ايرانتوانمندي اكتينوباكترهاي  وجودبا اين . )2014
 هاي داراي فعاليت ميكربيساكاريدنظر توان توليد اگزوپلي

است. پژوهش كنوني به منظور ارزيابي توان  نشدهمطالعه 
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كه ساكاريد ر توليد اگزوپلياكتينوباكترهاي موجود در ايران از نظ
  انجام شده است. فعاليت ضدميكربي داشته باشند،

  هامواد و روش    
هاي خاكشامل بررسي از مناطق مختلف  تحتهاي نمونه  

در ظــروف  خليج فارس از رسوبات دريايي و ، كويريجنگلي
ه بترين زمان و در كوتاه )١٣٩٥-١٣٩٦(سال آوري جمع اســتريل

ها از . براي جداسازي اكتينوباكترندگاه منتقـل شـدآزمايشـ
 سازي متـوالي اســتفاده شــد.تيمارهاي مختلف و روش رقيق

 ١٠- ٢ و ١٠- ١هـاي از رقـت µL١٠٠هـا، پس از رقيق كردن نمونـه
 ١٠( شامل مالتكه )ISP2(در محيط كشت ويژه اكتينوباكترها 

 ٢( كربنات ، كلسيم)گرم ٤( ، گلوگز)گرم ٤( ، عصاره مخمر)گرم
 ٢/٧±٢ pH در آب دو بار تقطيردر يك ليتر  )گرم ١٥( ، آگار)گرم

 ٢٨ روز در دماي ١٤ها به مدت . پليتكشت داده شدند است،
هاي برجسته در انكوباتور گرماگذاري شدند. كلني گرادسانتيدرجه 

و  در نظر گرفته شدهباكتر هـاي اكتينوو خشك به عنوان كلنـي
كشت داده شدند و با آگار ISP2 اسازي بر روي محيطپس از جد

 گرادسانتيدرجه  ٢٨ روز در دماي ٧- ١٠گرماگذاري به مدت 
  ). Al-Dhabi et al., 2016( دشدن خالص و نگهداري

  (DAP)  تعيين ايزومر دي آمينو پايمليك اسيد
 ISP2به محيط  ISP2اكتينوباكتر ظاهر شده در پليت هاي كلني   

درجه  ٢٨ روز در دماي ٧ها به مدت و فلاسك ندشد مايع تلقيح
 زيتودهاگذاري شدند. گرمدور در دقيقه  ١٨٠ شتاب و گرادسانتي

از وزن خشك  mg٢٠. حدود جداسازي شدباكتري توسط سانتريفيوژ 
و به  دار ريخته شدهاي درپيچخل لولهسلولي با هاون كوبيده و در دا

درجه  ١٠٠ ه و در دماياضافه شد )N٦( هيدروكلريك اسيدآن 
با ساعت قرار داده شد. زيتوده هيدروليز شده  ١٨به مدت  گرادسانتي

با ا كروماتوگرافي لايه نازك صاف شد و باستفاده از كاغذ واتمن 
متانول  - پيريدين - هيدروكلريك اسيد – آب مقطر سيستم حلالي

 صددر ١/٠ ها از محلول) تفكيك شد. براي مشاهده لكه٨٠:٢٦:٤:١٠(
-meso هاي داراي ايزومراستفاده شد. نمونههيدرين در استون نين

DAP   مطالعات و براي  ندنادر در نظر گرفته شدبه عنوان اكتينوباكتر
   . فراتر انتخاب شدند

  غربالگري اكتينوباكترهاي مولد اگزوپليمر
هاي حاصل به منظور بررسي توانايي توليد اگزوپليمر بر جدايه   

سوكروز كشت داده شدند و به  درصد ٥آگار+  BHI روي محيط
گرماگذاري شدند.  گرادسانتيدرجه  ٢٨ روز در دماي ٧مدت 
هاي درشت بر روي اي با كلنيهاي لزج و داراي قوام كرهجدايه
بررسي  تحتتر بيشسوكروز  درصد ٥ حاوي آگار BHI محيط

 mL١٠ي هاي ارلن ماير حاوها در فلاسك. اين جدايهقرار گرفتند

سوكروز تلقيح شدند.  درصد ٥مايع +  BHI ليتر محيطميلي
 ٢٠٠و  گرادسانتيدرجه  ٢٨ روز در دماي ٥ها به مدت فلاسك

  ). Khalil et al., 2018شدند (گرماگذاري  دور در دقيقه
  استخراج اگزوپليمر 
 ٥ها به مدت فلاسكمحتواي  ،پايان دوره گرماگذاريبعد از    

سه برابر كل سپس سانتريفيوژ شد.  g٨٠٠٠شتاب  دردقيقه 
 ٣٠به مدت  ها، اتانول سرد به آن اضافه شد وفلاسكمحتواي 

 قرار گرفت. پس از گذشت گرادسانتيدرجه  ٤دماي در  دقيقه
 gشتاب دقيقه با  ١٠ها در به مدت اين زمان، محتواي ارلن

ر يمسانتريفيوژ شد و پس از حذف حلال، وزن اگزوپل١٠٠٠٠
  ).Khalil et al., 2018( دششده توسط هر سويه محاسبه  توليد

  بررسي توانايي فعاليت ضدميكربي در پليمر اكتينوباكتريايي
ساكاريدهاي باكتريايي اگزوپليضدبه منظور بررسي اثر    

شامل  حساسميكربي هاي كشت تازه از سويهاكتينوباكتريايي، 
Escherichia coli ATCC 8739  وDSMZ 23622 

Staphylococcus aureus فارلند تهيه مك ٥/٠ با غلظت معادل
 رتها با كدوبه منظور اطمينان از يكسان بودن كدورت آن و شد

وج مدر طول  با اسپكتروفتومتر هاآن ميزان جذب مك فارلند ٥/٠
هاي از سويه ١٠٠ µL شد. حدود گيرياندازه نانومتر ٦٢٥

ب اداده شد و با سو حساس روي محيط مولرهينتون آگار قرار
سرتاسر پليت گسترانيده شد.  استريل به صورت يكنواخت در

 د.ايجاد ش مترسانتي ١ هايي با قطرروي هر پليت چاهك سپس
µLشده در آبساكاريد حلاز اگزوپلي ١٠٠ )mg/mLدرون )١٠ ،

لي سپس به منظور انتشار اگزوپهر چاهك ايجاد شده تلقيح شد. 
ها پليت شده در چاهك در پليت مذكور،ساكاريد محلول ريخته 

و  قرار گرفت گرادسانتيدرجه  ٤ساعت در دماي  ٣به مدت 
 هدرج ٣٧ يدما ساعت در دماي ٢٤رماگذاري به مدت گ سپس
اله ميزان هپس از اتمام مدت گرماگذاري . انجام شد گرادسانتي

  .  (Jorgensen, 1993)دگيري شعدم رشد توسط كوليس اندازه
شده ساكاريدهاي توليد قارچي اگزوپليضدنظور بررسي اثر به م   

 Aspergillus niger بر روي هاي اكتينوباكترياييتوسط جدايه
PTCC 5018 ساكاريدهاي مورد ابتدا غلظت مورد نظر از اگزوپلي

هايي در سپس چاهك نظر در آب دو بار تقطير استريل تهيه شد.
ميكروليتر از  ٢٠٠يزان مدكستروز آگار ايجاد شد و سابرو پليت

هاي در چاهك) mg/mL١٠(ساكاريدي مورد نظر محلول اگزوپلي
مذكور ريخته شد. در ادامه يك قطعه از محيط كشتي كه بر روي 

) بر ١×١ cmرشد كرده بود ( A. niger PTCC 5018آن سويه 
ها قرار داده شد و در نهايت پس از روي محيط در كنار چاهك

ميزان رشد قارچ  ساعت) ٢٤-٤٨( ماگذاريمدت زمان گراتمام 
رشد  ساكاريد باداراي اگزوپلي هايكشت داده شده در كنار چاهك
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قارچ كشت داده شده در كنار چاهك داراي آب دو بار تقطير 
  استريل (شاهد) مقايسه شد. 

  ساكاريد سويه منتخبهاي ساختاري اگزوپليبررسي ويژگي
مرئي و -فرابنفش سنجي هاي طيفتحليلبه منظور انجام    

-ج) استخراmg١٠ساكاريد (اگزوپلي نمونه فروسرخ فوريه تبديل
  . ليتر آب دوبار تقطير حل شدميلي ٥ده از سويه منتخب در ش

  مرئي- فرابنفش طيف سنجي
 تحليلاي براي طور گستردهبهمرئي -فرابنفشسنجي طيف   

تقالات يله انوسهشود كه باستفاده مي هاهاي كروموفور اتمگروه
وجود در صورت . شودالكتروني به شدت جذب كننده توصيف مي

در طول ، بررسي تحتساكاريد در اگزوپلي ناخالصي پروتئيني
جذب  ،. به اين منظورشودمشاهده ميجذب  ٢٨٠ nmموج 

مورد  ١٩٠-٩٠٠ nm ساكاريد سويه منتخب در طيفاگزوپلي
  .)Castellane et al., 2015( خوانش قرار گرفت

  هاي عملكرديگروه تحليل
 طيف خالص ساكاريدپلي از آمده دست به فروسرخ طيف   

-پلي يك مشخصات ديگر و عاملي گروههاي انواع از جامعي
-يپلاگزو  ساختاري خصوصيات بررسي براي .است ساكاريد
 فوريه تبديل روش از از سويه منتخب شده استخراج ساكاريد
د. نكرا مشخص ميكردي هاي عملشد كه گروه استفاده فروسرخ
cm-ساكاريد سويه منتخب در ناحيه اگزوپلي فروسرخطيف 

 شدثبت  IR-FTبا استفاده از سيستم  ٦٠٠-1٤٠٠٠
)Kanamarlapudi & Muddada, 2017(.  

 16SrRNA شناسايي مولكولي و تعيين ترادف ژن
هاي هاي مورد نظر در فلاسك، جدايه DNAبه منظور استخراج   

 pH ٧ ± ٢/٠با   BHI محيط mL١٠ حاوي mL١٠٠ ماير ارلن
به  در دقيقه دور ٢٠٠و  گرادسانتيدرجه  ٢٨ي تلقيح و در دما

. پس از اطمينان از عدم شدساعت گرماگذاري  ٧٢-٤٨مدت 
. شدآلودگي و كامل بودن رشد ميسليومي باكتري، زيتوده تهيه 

 DNA جبا استفاده از كيت استخرا  DNAمراحل بعدي استخراج
) طبق دستورالعمل انجام شد. به ، ايرانشركت پويا ژن آزما(

، الكتروفورز با  DNAمنظور بررسي موفق بودن عمل استخراج
دقيقه انجام شد. در صورت  ٣٠به مدت  درصد ٨/٠ژل آگارز 

در ژل به كمك در  جفت باز ١٥٠٠مشاهده قطعات با حدود 
اي واكنش زنجيرهاستخراج شده با انجام   DNAدستگاه ژل داك،

براي  R1541 و F9 و با استفاده از دو پرايمر  (PCR)پليمراز
تكثير شد. توالي پرايمرهاي مورد   16S rRNA تكثير ژن

در جدول ها هش و دماي اتصال مربوط به آناستفاده در اين پژو
، با استفاده از PCR بررسي محصول: تآورده شده اس ١

صورت گرفت. ژن تكثير شده و  درصد ٨/٠الكتروفورز ژل آگارز 

يابي به شركت ماكروژن مشاهده شده روي ژل آگارز براي توالي
  ). Kumar et al., 2010د (كره جنوبي ارسال شدن

  
  نتايج   
ه به جدايه با كلني و ظاهر شبي ١٢٠نمونه بررسي شده  ١٠٠از    

زو يزومر مجدايه داراي ا ٧٦ها جدا شدند كه از اين ميان باكتراكتينو
 نشان داده شده ١گونه كه در شكل بودند. همان DAP در تست

ي هاي موجود (به جز د، اسيد آمينهTLC، در روي كاغذهاي است
آمينوپايميليك اسيد) در محلول هيدروليز شده حاصل به رنگ 

ده حركت كر DAPهاي بنفش و ارغواني نمايان شده و جلوتر از لكه
ز نگ سبهاي با ريميليك اسيد (لكههاي دي آمينوپااند. ولي مولكول

. ايزومر اندپاييني داشته Rfمايل به خاكستري) به دليل قطبيت زياد 
  كمتري داشته است. meso  ،Rfدر مقايسه با ايزومر  Lفرم 

  ساكاريدبررسي توان توليد اگزوپلي
گزوپليمر اجدايه توانايي توليد  ٣٨جدايه به دست آمده،  ٧٦ در بين   

وپليمر هاي مولد اگزپليت مربوط به برخي از سويه ٢ر شكل داشتند. د
 از. سوكروز نشان داده شده است درصد ٥آگار با  BHIبر روي محيط 

اشتند. تري دجدايه توانايي توليد اگزوپليمر بيش ٦جدايه اخير،  ٣٨
  ).٢ بود (جدول ١٤ g/Lتا  ١٠ g/Lاين مقدار حدود 

  هاارزيابي فعاليت ضدميكربي اگزوپليمر
اي نتيجه ارزيابي فعاليت ضدميكربي و ضدقارچي اگزوپليمره   

 ٣٧كه از بين داد اكتيوباكتريايي به روش ايجاد چاهك نشان 
، S. aureusاگزوپليمر به ترتيب عليه  ٥و  ٣و  ٤اگزوپليمر، تعداد 

E. coli  وA. niger اي هفعاليت ضدميكربي نشان دادند. از جدايه
 So11 ،So34هاي تر، جدايهساكاريد بيشيبا توان توليد اگزوپل

 E. coliعليه  )١٨ mmو  ١٩ mmرشد (عدمترين هاله بيش
 )١٥ mm(رشد عدم ترين هالهبيش So41 و جدايهنشان دادند 

  نشان داد. A. niger عليه
  سويه منتخب ساكاريدپلي ساختاري اگزو تحليل

- اي براي تحليل گروهطور گستردهبه مرئي- فرابنفش سنجيطيف   
انتقالات الكتروني به ا شود كه باستفاده مي هاهاي كروموفور اتم

مرئي - فرابنفش شود. طيف جذبيشدت جذب كننده توصيف مي
نشان داده شده است.  ٣ ساكاريد در مطالعه حاضر در شكلاگزوپلي

فرابنفش  دهد كه مقادير بالايي از جذب در محدودهنتايج نشان مي
نانومتر  ٢٣٠نانومتر تا  ١٩٠ترين جذب از وجود دارد. به ويژه بيش
  *n−σنانومتر اغلب از انتقالات ١٨٠- ٢٣٠است. محدوده طول موج 

 كرديهاي عملشود كه در بسياري از گروهناشي مي *π−π و يا
شود. ها مشاهده ميها و استرها، كربونيلها، كربوكسيلهمانند آمين

به جذب پرتو ديده نشده است. اين جذب  ٢٦٠- ٢٨٠در طيف 
آروماتيك و پلي در تركيبات آروماتيك و *π−πانتقال الكترون 
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  . 16SrRNAپرايمرهاي به كار رفته براي تكثير ژن  -١جدول 
Table 1. The primers used for amplification of 16SrRNA gene. 

C)oTm (  Sequences  Primer name 
60  5’- AAG AGT TTG ATC ATG GCT CAG -3’  9F  
60  5’- AGG AGG TGA TCC ACC CGC A -3’  1541R   

است. ديگر  mesoومر نوع سبك تر از ايز Lهاي اكتينوباكتر. ايزومر نوع آمينوپايميليك اسيد در جدايهديتشخيص نوع ايزومر تحليلبراي  TLCپليت -١شكل  
  ي پليت ديده مي شوند.اسيدهاي امينه به رنگ بنفش در بالا

Fig. 1. TLC plate for detection of diaminopimelic acid isomer in the actinobacterial isolates. L type isomer is lighter 
than meso type isomer. Other amino acids are observed with the purple color on the top of TLC plate.     

  سوكروز  ٥%گار+آ BHIاگزوپليمر بر روي پليت  كننده هاي اكتينوباكتر توليدكلني جدايه -٢شكل  
Fig. 2. Colonies of exopolymer-producing actinobacterial isolates on BHI plate+5% sucrose   

  سوكروز %٥+   BHIهاي اكتينوباكتر برتر در محيطاگزوپليمر در جدايهميزان توليد  -٢جدول 
Table 1. Exopolymer-production in more efficient actinobacterial isolates in BHI + 5% sucrose ساكاريد توليد شده (ميزان اگزوپليg/L(  شماره سويه  

٣/١٣  So11  
٤/١١  So16  
١/١٠  So19  
٥/١٢  So34  
٠/١٤  So41  
٧/١١  So50  
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 هاهاي كانجوگه شامل پروتئينمولكولدر  شود كه غالباًميمربوط 
ساكاريد كه اگزوپليبنابراين مي توان نتيجه گرفت شود. ديده مي

 & Bikova( استئيني بررسي فاقد ناخالصي پروتتحت 
Treimanis, 2004; Jia et al., 2007.(   

 خلوص از اطمينان هايروش از يكي نيز فروسرخ طيف بررسي   
- لهتنها ق بايد فروسرخ طيف در. است آمده دست به ساكاريدپلي
 اريدساكپلي به مربوط عاملي هايگروه و پيوندها به مربوط هاي

 ٤ شكل در FT-IRتحليل مربوط به  نتايج .باشند داشته وجود
هاي طيف متنوع پيك FT-IRاست. تحليل  شده داده نشان

   .نشان داد ٣٢٨٣تا  ١٠٤٥ف جذبي را از طي
 براي ساكاريدهاپلي در معمولاً فروسرخ تبديل فوريه روش   

 هايگروه و مونوساكاريدها نوع گليكوزيدي، نوع پيوندهاي بررسي
 نشان داد كه FT-IRگيرد. تحليل مي قرار دهااستف عاملي مورد

ساكاريد تحت بررسي به علت دارا بودن پيك جذبي اگزوپلي

هاي داراي تعداد زيادي گروه cm٣٢٧٢-1در اطراف  گسترده
- توان حدس زد كه پليمر خالصمي ،، بنابرايناستهيدروكسيل 

، ٢٩٢٩ cm-1در  شده مشاهده ساكاريد است. باندهايشده پلي
1-cm١٦٢٠ ،1-cm ١٤٠٧ ،1-cm ١٢٣٩ ،1-cm به ترتيب  ١٠٤٧

 ) و گروهNHCO، پيوندهاي آميدي (C-H مربوط به پيوندهاي
  ).Suart, 2004ت (اس )C=O) ،(C-O) ،(C-O-Cكربوكسيل (

  هاي سويه منتخبويژگي
 ضدقارچي،ترين توليد اگزوپليمر و اثر با بيش So41جدايه    

جدايه برتر اكتينوباكتريايي در اين پژوهش بوده است. اين جدايه 
 Sخواني ژن داراي كلني زرد رنگ لزج بوده كه نتيجه توالي

rRNAر دهاي خويشاوند هاي سويهبا توالي آني و بررس ١٦
، )EZ-taxon )http://www.ezbiocloud.net/taxonomyسامانه 

 Promicromonosporaمشابه با سويه درصد  ٦٨/٩٩نشان داد كه 
xylanilytica ٥(شكل  است(.  

  

  .)So41( اكتينوباكتر منتخب ساكاريد توليد شده توسط سويهمرئي اگزوپلي-فرابنفش طيف -٣شكل  
Fig. 3. UV-visible spectrum of exopolysaccharides produced by the selected actinobacterial strain (So41).   

  

  So41 اكتينوباكتر سويهحاصل از ساكاريد اگزوپلي FT-IRطيف  -٤شكل 
Fig. 4. FT-IR spectrum of exopolysaccharide obtained from the actinobacterium strain So41.  
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    .احتمالترين بر اساس روش بيش  so41سويه  فيلوژنيدرخت  -٥شكل  
Fig. 5. Phylogenetic tree of strain so41 and its neighbors by maximum likelihood method    

   بحث   
و قوام دهندگي  گيكنندتثبيت فعاليتامروزه اگزوپليمرهايي كه    

هاي اسيدلاكتيك توليد اري توسط باكتريدارند به صورت تج
 Acinetobacter شوند. همچنين امولسان توليد شده توسطمي

calcoaceticus RAG-1   .چنين همتجاري شده است
 Sphingomonas ساكاريد چسبناك ديگري از باكترياگزوپلي

paucimobilis باعث تثبيت و  نام ژلان به بازار عرضه شده، كه با
هاي تجاري حاصل از ها به نسبت صمغتر امولسيونتاثير بيش

و صمغ باكتريايي  تراگاكانت و گياهان مانند صمغ عربي، كارايا
  ). Suresh Kumar et al., 2007( دشوزانتان مي

ساكاريد توليد شده توسط علاوه بر امولسان، اگزوپلي   
 هاي پايدار با تعداديهاي دريايي، به شكل امولسيونباكتري

يدروكربن گزارش شده است كه كارآمدتر از امولسيفايرهاي ه
ساكاريدها موجود در بازار است. از كاربردهاي ديگر اگزوپلي

هاي متصل به حذف فلزات سنگين اشاره كرد. سلولتوان به مي
 .Zooglea sp ساكاريد توليد شده توسط باكتري درياييپلي

آهن در محلول هاي فلزي مانند كروم، سرب و اعث جذب يونب
 Enterobacter cloaceaeجذب فلزات سنگين توسط شود.مي

  ).Iyer et al., 2004( تگزارش شده اس
ساكاريدها منبع خوبي از مونوساكاريدها علاوه بر اين، اگزوپلي   

ساكاريدهاي خارج سلولي هستند، برخي از هومو و هتروپلي
مونوساكاريد غير  باكتريايي مواد اوليه براي به دست آوردن اجزاي

 -د آلتروز و- الرامنوز، -الفوكوز،  -ال معمول، اما ارزشمند، مانند
ر، گران ها دشوامانوز هستند. زيرا سنتز شيميايي يا استخراج آن

 كلاوان كه غني از ،Clavibacter هايو اغلب كم است. گونه
-L ساكاريد حاويكنند. كلاوان، پليفوكوز است را توليد مي-دي

هاي تومور ريه، سلولتشكيل كلني توسط ز، در جلوگيري از فوكو

سفيد خون، در درمان آرتريت هاي ويچهگگيري در كنترل شكل
بادي نقش دارد. به ها براي توليد آنتيژنروماتوئيد، در سنتز آنتي

 رويهاي مختلفي دليل كاربردهاي متنوع اگزوپليمرها، پژوهش
دليل يافتن اگزوپليمرهاي و به همين  است ها انجام شدهآن

كننده باشد. در مورد تواند بسيار اميدوارباكتريايي مي
 Streptomycesگونه اكتينوباكتر دريايي به ناما يك اكتينوباكتره

violaceous  كاريد خارج ساكه قادر به توليد پليبه دست آمد
 ده استكنندگي فلزات بواكسيداني و شلاتسلولي با قابليت آنتي

)Manivasagan et al., 2014(. همچنين توان توليد اگزوپلي-
ساكاريد با خاصيت ضدميكربي در يك بيفيدوباكتريوم پروبيوتيك 

   ).Wu et al., 2010( تگزارش شده اس
ها منتشر هاي ديگري از توانمندي اين باكتريولي گزارش   

ز استارترهاي ماست ساكاريد استخراج شده ااگزوپلي .نشده است
، Escherichia coliميكربي عليه فعاليت ضدنيز 

Staphylococcus aureus ،Streptococcus sp. ،Proteus 
spp  وCandida albicans )نشان داده است١٥-٢٧ ( 

(Ghalem, 2017) .سويه  ٢٢اي ديگر از در مطالعه
 Lactobacillus لاكتيك، شامل هشت سويهاسيد

kefiranofaciens دو سويه ،Lactobacillus kefiri هفت ،
 Leuconostocs و پنج سويه Lactococcus lactis سويه

mesenteroides  16از كفير جداسازي شدند و با توالي يابيS 
rRNA  شناسايي شدند. در اين ميان سويهLactobacillus 

kefiranofaciens DN1 ٢/٢ساكاريد (ترين ميزان اگزوپليبيش 
گرم گلوكز  ٦٠تغيير يافته داراي  MRSگرم در ليتر در محيط 

ساكاريد فعاليت ه است. اين اگزوپليكردر) را توليد در ليت
 Salmonellaو  Listeria monocytogenesميكربي عليه ضد

enteritidis اضر ميزان نشان داده است. در مقايسه با پژوهش ح
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تر بررسي بيش تحتهاي ساكاريد توسط اكتينوباكترتوليد اگزوپلي
ميكربي ضدتواند مزيت مهمي در توليد تركيبات است و اين امر مي

د ها باشهاي توليد شده توسط اكتينوباكترساكاريداز اگزوپلي
)Jeong et al., 2017 .(  

 .Promicromonospora sp ساكاريداگزوپلي FT-IRطيف    
So41  پليمري از كربوهيدرات را آشكار ساخت.  ساختارحضور

هاي دهنده گروهنشان ٣٢٧٩ cm-1يك كشيدگي وسيع در طيف 
. حضور پيك جذبي در طيف استها هيدروكسيل كربوهيدرات

1-cm پيوند  ٢٩٢٩H-C هاي متيل و نشان دهنده حضور گروه
- نشان ١٦٢٠ cm-1باند جذبي در طيف همچنين . استمتيلن 

. پيك استهاي كربوكسيل در گروه C=Oدهنده حضور پيوند 
پيوند  C-O-Cدهنده حضور نيز نشان ١٠٤٥جذبي در طول موج 

 تحليلدست آمده از ه هاي ب. بر اساس دادهاستگليكوزيدي 
 ساكاريد سويهبيني كرد كه اگزوپليتوان پيشمي FT-IRطيف 

د، كتوني و هاي عملكردي هيدروكسيل، آلدئيداراي گروه
  ). Suart, 2004( باشد گليكوزيدي

ميكربي،  هايساكاريدهاي بسيار در زمينه اگزوپليبا وجود پژوهش   
- هاي زيستي اگزوپليهاي كمي در زمينه بررسي فعاليتپژوهش

وجه ، با تها انجام شده استدست آمده از اكتينوباكترهساكاريدهاي ب
ا هتيكر توليد انواع آنتي بيوبه پتانسيل بالاي اكتينوباكترها د

 ساكاريد داراي خاصيت ميكربي از ايناحتمال يافتن اگزوپلي
نسته اين پژوهش براي اولين بار توا .ها بسيار بالا استباكتري

 اصيتساكاريد با ختوانمندي اكتينوباكترها را در توليد اگزوپلي
ا ت تري در دست انجام استهاي بيش. پژوهشضدميكربي نشان دهد
   د.نكيز صفات رئولوژيك آن را روشن ساختار اگزوپليمر و ن

  
  سپاسگزاري   
اجراي  فهميه محمدنيا درخانم ليلا پرويزي و  خانماز زحمات    

  .اين مطالعه سپاسگزاريم
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