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 چکیده

این مطالعه تولید    در  شوند.ها تولید میترکیبات فعال سطحی هستند که توسط میکروارگانیسمها  بیوسورفکتانت

تحت    )نفت سفید، گلوکز و ملاس نیشکر(  در منابع مختلف کربنputida1694  Pseudomonas   یباکتربیوسورفکتانت توسط  

دماهای  أت گرماگذاری    37و   30ثیر  زمان  و  سلسیوس  به  168و    48درجه  گرفت.  قرار  ارزیابی  مورد  منظور ساعت 

آزمون همولیز، آزمون فروپاشی، پراکنش نفت،   های کمی و کیفی غربالگری مانند،تشخیص تولید بیوسورفکتانت از روش

، کاهش کشش سطحی و  کنندگ  یون امولسدرصد   نتایج نشان داد  آی     P.putida1694بگریزی سطح سلول استفاده شد. 

بیوسورفکتانت،    توانایی رشد تولید  غربالگری  نتایج  اساس  بر  دارد.  را  منبع کربن  این هب  یهسودر هر سه  در  رفته  کار 

در تمام  P.putida1694 ترکیبات تولید شده توسط باکتری  بود.دار  در محیط آگار خون  βدارای همولیز مثبت یا    پژوهش

این باکتری بیشترین ها و دماهای اعمال شده به ته چاهک سقمنابع کربن در زمان نتایج نشان داد  وط کردند، همچنین 

درجه سلسیوس داشت و    37ساعت و در دمای گرماگذاری    168کاهش کشش سطحی را در منبع کربن نفت سفید پس از  

ی در منبع کربن کنندگنیوتون بر متر کاهش دهد. بیشترین درصد امولسیونمیلی  33/20را تا  ست کشش سطحی آنتوان

به   28ملاس) آمددرصد(  )  بیشینههمچنین    .دست  سفید  نفت  کربن  منبع  به  سلول  سطح  آبگریزی  درصد(   70درصد 

  5/5و    7/1،  2/10ترتیب  کربن نفت سفید، گلوکز و ملاس به  اختصاص داشت. میزان بیوسورفکتانت تولید شده در منابع

رسد از این باکتری برای پالایش نظر میسفید، بهبا توجه به تولید بیشتر بیوسورفکتانت در حضور نفت    گرم بر لیتر بود. 

 توان استفاده نمود. های آلوده به نفت میخاک

 

 بیوسورفکتانت، کشش سطحی، منبع کربن، نفت سفید :های کلیدیواژه
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Abstract 

Bio-surfactants as surface active compounds are produced by microorganisms. In this study 

bio-surfactant production by Pseudomonas putida1694 were evaluated in different carbon sources 

(kerosene, sugar cane molasses and glucose) at 30 and 37 °C within the incubation periods of 48 

and 168 hours. For screening bio-surfactant production, hemolysis, and oil collapse and 

emulsification index, surface tension reduction and cell surface hydrophobicity tests were done. 

Results showed that P. putida1694 was able to grow in all carbon sources. Based on bio-surfactant 

production, this strain had a positive or β hemolysis  on blood agar medium. The Compounds 

produced by this strain in each of carbon sources at both temperatures and incubation periods 

collapsed down. The maximum surface tension reduction was recorded in the samples containing 

kerosene as carbon source incubated at 37 ° C for 168 hours, in which bacterium reduced surface 

tension to 20.33 mNm-1. The maximum emulsifying and cell hydrophobicity were recorded in 

molasses (28%) and kerosene (70%) respectively. Bio-surfactant production amounts by P. 

putida1694 in kerosene, glucose and molasses as carbon sources were 10.2, 1.7 and 5.5 g L-1, 

respectively. Due to higher production of bio-surfactant in the presence of kerosene, it seems that 

the bacteria can be used for refining oil-contaminated soils. 
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 مقدمه 

هستند که عمدتاً توسط    ترکیباتی   ز ا   ها ت ورفکتان بیوس 

مح  هاییکروارگانیسمم در  یافته  رشد   هاییطهوازی 

من حاوی  کربوهمختلف  بع  اآبی  مانند  ، هایدراتکربن 

چربهایدروکربنه دیگر  و  از    های، روغن  مخلوطی  یا  و 

)یمتولید    هاآن همکاران  شوند  و  (.  2012ژانگ 

توابه  هایوسورفکتانتب کاهش    هاییییناجهت  نظیر 

بین  کشش کشش  و  قدرت  سطحی  یا  سطحی 

  ی هاکنندگی، دارای پتانسیل استفاده در حوزهامولسیون

و  نفت  صنعت  شیمیایی،  صنایع  از  اعم  مختلفی 

پلاست شو   هایکپتروشیمی،  کامپوزیتی،  مواد    هایندهو 

ها، محصولات آرایشی، صنعت ها( و پاک کننده)دترجنت

غذا و بسته بندی غذایی،  صنایع  ن،  صنعت معد نساجی،

پزشکی تحقیقات  دارویی،  غیره  مواد  )م  و  یرس  هستند 

همکاران  ،  2006 و  تولید    ؛(2007سینگ  اما 

در  بیوسورفکتانت که  فراوانی  کاربردهای  باوجود  ها 

صنایع مختلف دارند و نیز برخورداری از مزایایی نظیر  

تجز قابلیت  طبیعت،  با  ت  صوربه  پذیرییهسازگاری 

https://www.google.com/search?q=Pseudomonas&hl=en-IR&gbv=2&sa=X&as_q=&nfpr=&spell=1&ei=TsXfVJGdGKrksAScwoLYAw&ved=0CBEQvwU
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و  طبیعی، سمیت پایین، عملکرد اختصاصی، کف کنندگی  

فعالیت بالا تحت شرایط سخت دما، فشار و اسمولاریتی  

هنوز به میزان انبوه و گسترده و صنعتی در نیامده    بالا

ایوشین   است و  تایگی    ،   2002)کریستوفی  و  گواتام 

عمده(2006 اقتصادی    ینتر .  بحث  بازدارنده،  عامل 

ک چرا  است،  هز موضوع  بودن  بالا  اکنون  هم  و    هاینهه 

این محصول در حدی است  قیمت تمام تولید  شده برای 

و   شیمی  نفت،  نظیر  بزرگ  صنایع  از  بسیاری  در  که 

بجای  بیوسورفکتانت  کردن  جایگزین  پتروشیمی، 

استفاده  سورفکتانت مورد  سنتزی  امولسیفایرهای  و  ها 

ازا  ندارد.  اقتصادی  توجیه  از    رو ینکنونی،  یکی 

م  هایییستراتژا انتظار  به  رودیکه  را    ی نوعاین مشکل 

تخفیف دهد، استفاده از سوبستراهای تجدیدپذیر طبیعی،  

مواد پسماند و ضایعات صنایعی است که قابل استفاده  

( باشند  بیوسورفکتانت  تولید  همکاران  برای  و  ماکار 

گروسون2011طواسی    ،2011 و  زاجیک   .)  (1990 )  

دادند افزودن  نشان  غذا  که  محیط    ییمواد  به  تکمیلی 

تولید    lepus  Corynebacterium  رشد افزایش  به  منجر 

م  این    بیوسورفکتانت توسط این مسئله  شودیباکتری   .

محیط کشت،    سازی ینهاین مهم است که با به  کنندهبیان

مناسب  شرایط  ساختن  فراهم  ترشح  امکان  برای  تر 

دارد   وجود    یناج  ،1991  )فرانسیبیوسورفکتانت 

آید    یبرماز بررسی تحقیقات به عمل آمده چنین    .(1992

از  که   سویه  شده  هاPseudomonasچند  که یافت    اند 

سطح  قادرند فعال    . کنند  تولید   بیوسورفکتانت()  ی مواد 

توسطبیوسورفکتانت شده  تولید    ها Pseudomonas  های 

و هستند.  گلیکولیپیدها  نوع  این  شیمیایی    های یژگیاز 

روی منابع      هاPseudomonasها زمانی که  ماکرو مولکول

باعث شده    کند یکربن هیدروفوبیک یا لیپوفیلیک رشد م

رامآن به  را  دهندها  نسبت  (.  1385راشدی  )  ونولیپیدها 

بیوسورفکتانت  از  امروزه  حاصل  زائد  مواد  از  استفاده  با  ها 

به  مختلف  می فرآیندهای  تولید  کربن  منبع  برای    گردند. عنوان 

میکرو توسط  بیوسورفکتانت  از ارگانیسمتولید  ها 

)  مانندبسترهایی   خام  همکاران  نفت  و  (،   2013ایبراهیم 

( هگلوکز  و  پرتقال  2013مکاران  جوشی  میوه  پوست   ،)

همکاران  ) و  )2008جورج  زیتون  روغن  و  (،  خوپد 

( استفاده شده است. اما همچنان انتخاب  2012همکاران  

بهینه میکروارگانیسبستر مناسب   ها و مبه منظور رشد 

بیوسورفکتانت  بیشترین  جلب   تولید  را  محققان  توجه 

)اج  .است  نموده  همکاران  و  تولی2013ین    د ( 

سویه از  یکی  توسط  باکتری  بیوسورفکتانت  های 

klebsiella    بیشینه  با استفاده از ذرت مطالعه نموده و  را

ر بیوسورفکتانت  گزارش    15/ 40ا  تولید  لیتر  بر  گرم 

تولید بیوسورفکتانت    بیشینه (  2001)   آبالوس و همکاران .  دکردن

توسط  از    10AT   Pseudomonas aeruginosa رامنولیپیدی  را 

  . ند نمود گزارش  ر  گرم بر لیت   9/ 5فیه روغن سویا را  د تص پسمان 

( همکاران  و  بیوسورفکتانت   بیشینه  ،(2000هابا  تولید 

کردنی آفتابگردان و  رامنولیپیدی از مخلوط پسماند روغن سرخ 

گرم بر    2/ 7را    Pseudomonas aeruginosa  زیتون توسط سویه 

تولید  ار  ( مقد2005سچاک و همکاران )ت. نی لیتر اعلام کردند 

سویا   روغن  پسماند  از  رامنولیپیدی  بیوسورفکتانت 

سویه   72/11را    LBI  Pseudomonas aeruginosa  توسط 

بررسی  منظور  این پژوهش بهگرم بر لیتر گزارش کردند.  

تولید  منبع بیوسورفکتانت    توانایی  بهترین  انتخاب  برای    کربن   و 

   نجام شد. ا   P. putida 1694تولید بیوسورفکتانت توسط باکتری  

 

ها روش  و مواد  

ر  ت ک ا د   ی ب ر و ه   م د ا ف ت س ن    ا ی ا ر  د

ش  ه و ژ کهمی  P. putida 1694 پ سازمان از    باشد 

 های علمی و صنعتی ایران تهیه شد. پژوهش

محیط   در  بیوسورفکتانت  منابع   1MSMتولید  حاوی 

 مختلف کربن 

در محیط مایع    P. putida 1694  ی از کشت شبانه باکتر 

به 2مغذی  حجمی  در   5میزان  ،  ارلن  ب (  cfu/ml810 ×3) صد  ه 

منابع مختلف    با   ی نمک معدن   محیط کشت های جداگانه حاوی  

شامل   گلوکز،   1/ 2کربن  )وزنی/حجمی(  درصد    2  درصد 

درصد )وزنی/حجمی( ملاس و    5)وزنی/حجمی( نفت سفید و  

 
1 Mineral salts medium 
2 Nutrient broth 
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https://www.google.com/search?q=Pseudomonas&hl=en-IR&gbv=2&sa=X&as_q=&nfpr=&spell=1&ei=t6zfVPawHsmKsQS3mIIo&ved=0CBEQvwU


 1395/ سال  2/3شماره  26...                                                       نشریه دانش آب و خاک / جلد  ، معزی و ورناصری قندعلی                         188

 

 

1 /0   ( به درصد  آمونیوم  سولفات  منبع وزنی/حجمی(   عنوان 

محیطتلقیح    ، تروژنین ترکیبات  معدنی   شد.  نمک  کشت 

  g L 5 /8-1 )شامل   فسفاتبافر  لیتر از محلول  میلی  5شامل  

4PO2KH ،  
1-Lg   75 /21  O2H .4HPO2K  ،1-g L  4 /33  

O212H .4HPO2Na  ،1-g L 0 /5  Cl4NH  ،)3  از  میلی لیتر 

 gمحلول ) لیتر از  میلییک  ،    4MgSO(  g L  5/22-1)  محلول

1-L  25 /0  )3FeCl    ، لیتر از محلول میلی   یک   (1-Lg   4 /36 )  2CaCl    و

 L mg-1عناصر کم مصرف )شامل  لیتر از محلول  میلی   یک 

9/39  O2.H4MnSO،1-L mg 7 /34 O24H .24O7Mo 6)4NH  ،)
1-L mg  8 /42  O2H .4ZnSO   ) لیتر و    بود  در  )تائو 

تنظیم شد.    7محیط بر روی    pH(. مقدار  2007همکاران  

مجموع   تکرار   ارلن  36در  سه  در  کربن  منبع  )هر 

درجه    37و    30دمای  دوره زمانی    مایش شد( در دوآز

و   بر    180سلسیوس  مدت  دور  به    168و    48دقیقه 

گرما گر  شدند.   یگذارساعت  اتمام  از  به گذاری،  ماپس 

باکتری و ذرات معلق   با منظور جداسازی  محیط کشت 

مدت    8000دور   دمای    10به  در  درجه    4دقیقه 

ش سانتریفیوژ  روشناورسلسیوس     مده آدست  به   د. 

آزم انجام  بیوسورفکتانت   هایون برای  تولید  سنجش 

 ( . 1996)بابو و همکاران  مورد استفاده قرار گرفت

 ی تشخیص تولید بیوسورفکتانت هاروشگری و غربال

 آزمون همولیز 

دار )بلاد  بر روی محیط کشت آگار خون  یباکتر

دارای   )  5آگار(  به  v/vدرصد  و  ( خون گوسفند، کشت 

دمای  ساعت    48مدت   سلسیوس    37در  درجه 

شد. منطقه    یتفعال گرماگذاری  حضور  با  همولیتیک 

های باکتریایی شناسایی شد  اطراف کلونی  )هاله(  شفاف

طور کلی واکنش همولیتیک با  به  (. 1999  و همکاران  بیکا)

توجه به ظاهر منطقه اطراف کلنی با آلفا، بتا و گاما در  

خون  آگار  میمحیط  مشخص  آلفا  همول  شود.دار  یز 

ک منطقه  صورت یزمانی است که محیط اطراف کلنی به

صورت یک منطقه روشن در  سبز رنگ و همولیز بتا به

رسد.  نظر میدار بهاطراف کلنی باکتریایی در آگار خون

کلنی   اطراف  محیط  در  تغییری  هیچ  که  صورتی  در 

نداده است   دار رخ  آگار خون  نباشد، هیچ همولیزی در 

 (.  2014 )وارجانی و همکاران اما استواکنش همولیز گ

 آزمون پراکنش نفت 

آ همکاران  این  و  موریکاوا  روش  طبق  زمون 

انجام گرفت، بدین منظور  2000) با تغییر جزیی  ( همراه 

پل  لیتر یلیم  30مقدار  ابتدا   درون  مقطر    15های  یتآب 

سپس    متریی سانت به    یتر ل یکروم  20ریخته،  خام  نفت 

از به تعادل رسیدن نفت در    سپ  . مرکز پلیت اضافه شد

آب به  یترلیکروم  10،  سطح  نمونه  هر  از  دستاز  آمده 

شد.   ریخته  شده  ایجاد  نفتی  لایه  روی  بر  سانتریفیوژ 

رویی محلول  سانتریف  چنانچه  از  حاوی  ی حاصل  وژ 

کتانت باشد، قادر خواهد بود لایه نفتی را کنار  بیوسورف

کند.  ایجاد  شفافی  ناحیه  آب  سطح  در  و  این    بزند  در 

شاهد مثبت و    عنوان بهدرصدTween 20  (2    )آزمون از  

محیط   کربن    MSMکشت  از  منبع  با    عنوان بههمراه 

من شد  شاهد  استفاده  تیواکاران  فی  و    (. 2010)آناندارج 

اگر قطر   این آزمون  ایجاد شده توسط    دایرهدر  شفاف 

متر باشد  میلی 10عصاره حاصل از سانتریفیوژ کمتر از 

  20متر و بیشتر از  میلی  20تا  10+ و اگر بین  با علامت  

شود  با ++ و +++ نشان داده میترتیب  تر باشد بهممیلی

      (. 2009 صر و همکاران)ن

 1آزمون فروپاشی نفت 

ا آزمون  در  هر  از    یتر لیکروم  20ین  روشناور 

پارافین    یتر ل یکروم  100به درون پلیت الایزا حاوی    نمونه

عنوان به  (Tween 20)شیمیایی    . از سورفکتانتشداضافه  

همراه    (MSM)  معدنی  محیط کشت نمکشاهد مثبت و از  

کربن منبع  در  به  با  شد.  استفاده  منفی  شاهد  عنوان 

امتیاز   پارافین  سطح  در  کروی  قطره  تشکیل  صورت 

شده به ته  منفی به چاهک و در صورتی که قطره اضافه

تیاز  چاهک منقل گردید یا از حالت کروی خارج شود ام

در این آزمون    (.2007مانیرات و فترونگ  )  یرد گمثبت می

قطره نمایش  برای   + از  علامت  کمتر  قطر  که    6/0هایی 

 
1 Drop collapsing 
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قطره برای   ++ و علامت  از  میلیمتر  بیشتر  قطر  که  هایی 

)ناواوی و همکاران  میلی  6/0 متر داشتند بکار برده شد 

2010 .) 

 یکنندگ یونفعالیت امولس یریگاندازه 

بررس از  برای  کنندگی  امولسیون  فعالیت  ی 

آزمون،    1E24آزمون   این  انجام  برای  شد.    2استفاده 

آمده از سانتریفیوژ، درون  دستلیتر از هر نمونه بهمیلی

لیتر  میلی  2های آزمایش جداگانه ریخته شد و مقدار  لوله

  2نفت سفید نیز به هرکدام اضافه گردید. سپس به مدت  

قرار شدید  ورتکس  تحت  آن   دقیقه  از  پس  و  گرفتند 

مدت  نمونه به  قرار    24ها  ساکن  محیط  یک  در  ساعت 

امولسیون   ارتفاع  زمان،  این  گذشت  از  بعد  شدند.  داده 

لوله هر  درون  اندازه  باقیمانده  و  آزمایش  شد  گیری 

درون   مایع  کل  ارتفاع  به  امولسیون  این  ارتفاع  نسبت 

ه  ی نمونکنندگ  یونامولسعنوان شاخص  آزمایش، بهلوله

برگ   گلدن  و  )کوپر  گردید  این  1987گزارش  در   .)

عنوان شاهد مثبت و درصد( به  2)  Tween 20آزمایش از  

کشت   محیط  به  (MSM)از  کربن  منبع  با  عنوان  همراه 

 شاهد منفی استفاده شد. 

 گیری کشش سطحیاندازه 

مهم رشد،  محیط  سطحی  کشش    و   ترین کاهش 

بیوسو اصلی تولید  اثبات  برای  معیار  رفکتانت ترین 

لیتر از روشناور  یلیم  5ین منظور  اه  ب .شودمحسوب می 

نمونه درجه    لولهبه    هر  در  آب  حمام  در  که  آزمایشی 

گردید.    سلسیوس درجه    28حرارت   اضافه  داشت  قرار 

)با   موئین  ارتفاع    5/0شعاع  لوله  درون  میلی  75و  متر( 

و   گرفت  قرار  آزمایش  بهلوله  سطحی    یله وسکشش 

با استفاده  مایع در لوله مویین  صعود  ارتفاع    یری گاندازه

 . (2010)راموس و همکاران زیر محاسبه گردید  رابطهاز 

 

 
1Emulsification index 

ارتفاع صعود مایع      h =  ، ( cm)    شعاع لوله مویین  r =  در این فرمول 

 (mc )  ، δ   = مایع   چگالی   (3-mc g ) ،  g   =    ثقل   شتاب   (2-s mc980 )     و      γ =

 . است    ( m mN-1) حی  کشش سط 

 یزی سطح سلول گرآب آزمون 

 P. putidaهای باکتریایی  گریزی سلولنسبت آب 

طبق روش روزنبرگ و همکاران    2BATHاز روش    1694

( انجام شد. بدین منظور،  1994( و ژانگ و میلر )1980)

محیط کشت  سلول در  یافته  باکتریایی رشد    MSMهای 

در  مختلف،  کربن  منابع  مدت    rpm7000  با  دقیقه    4به 

به و  شده  باقیسانتریفیوژ  هرگونه  حذف   ماندهمنظور 

در   بار  سه  سلولی  خارج  پلیمری  مواد  و  کشت  محیط 

)ترکیبات حاوی  بافر  نمکی  لیتر(:    محلول  بر  دی  )گرم 

فسفات:   هیدروژن  هیدروژن  7/19پتاسیم  دی  پتاسیم   ،

  با (  2/0آبه:    7، سولفات منیزیم  8/1، اوره:  26/7فسفات:  

pH=7به  ، شسته شدند. سپس سلول این محلول  ها در 

نوری   چگالی  که  حدی  تا  درآمد  سوسپانسیون  حالت 

در  0Aاولیه سوسپانسیون)  نوری  چگالی  برسد.  یک  به   )600  

  Apel (PD- 303 UVمدل )   نانومتر با دستگاه اسپکتروفتومتر 

آن    قرائت  از  پس  به  میکرو  500شد.  هگزادکان    5لیتر 

سوسمیلی از  مدت  لیتر  به  و  اضافه  سلولی    2پانسیون 

از   پس  شد.  ورتکس  بالا  دور  با  چگالی  10دقیقه  دقیقه، 

گریزی از  (. میزان آب1Aگیری شد )نوری فاز آبی اندازه

محاسبه شد. این آزمایش در سه تکرار انجام   2معادله  

و نتایج بصورت طرح آزمایشی کاملا تصادفی تجزیه و  

   تحلیل شد. 

]2[ 

 درصد آب گریزی سطح سلول 

 

 جداسازی بیوسورفکتانت تولید شده

ب روشناور  بیوسورفکتانت،  جداسازی  -هبرای 

کلریدریک   اسید  توسط  سانتریفیوژ  از  آمده    6دست 

مدت یک شبانه اسیدی گردید، سپس به  =pH  2نرمال تا  

 
2 Bacterial adhesion to hydrocarbon 

[1] 

https://www.google.com/search?q=Pseudomonas&hl=en-IR&gbv=2&sa=X&as_q=&nfpr=&spell=1&ei=t6zfVPawHsmKsQS3mIIo&ved=0CBEQvwU
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درجه سلسیوس نگهداری شد. رسوب    4روز در دمای  

دور با  سانتریفیوژ  توسط  مدت    8500  حاصل،    15به 

آن   از  پس  و  آوری   جمع  محلول  10دقیقه  لیتر  میلی 

حجم کلروفرم و    2حاوی  کلروفرم و متانول که شامل  

درجه     30یک حجم متانول بود به آن اضافه و در دمای

مدت   به  سرعت    15سلسیوس  با  بر    250دقیقه  دور 

داده   تکان  به    8500شد. محتویات درون ظرف با دور  دقیقه 

از    د قیقه 15مدت   استفاده  با  آن  حلال  شده،  سانتریفیوژ 

  درجه سلسیوس تبخیر و   40دستگاه روتاری در دمای  

مانده بوسیله ترازو وزن گردید باقی  و    رسوب  )چاندر 

 (. 2012همکاران 

 ها تجزیه و تحلیل داده 

بداده آزمایش  قالب ه های  در  فاکتوریل  صورت 

افزار   نرم  توسط  تصادفی  کاملا    1/9  نسخه  SASطرح 

دامنه چند  آزمون  با  میانگین  مقایسه  و  دانکن تجزیه  ای 

کربن منبع  شامل  آزمایش  فاکتورهای  شد.  )نفت   انجام 

و    30)  گرماگذاری  یسفید، ملاس نیشکر و گلوکز(، دما

سلسیوس(    37 )درجه  گرماگذاری  زمان    168و  48و 

 تکرار بودند.  3هرکدام در  ساعت(

 نتایج و بحث

 ورفکتانت گری تولید بیوسغربال

 آزمون همولیز 

که سو داد  نشان  آزمون  این  از  حاصل    یه نتایج 

  بود.   βدارای همولیز مثبت یا    پژوهشبکار رفته در این  

برنهیمایر توسط  که  مطالعاتی  آویگاد    در    ( 1970)و 

عنوان  گار بهآصورت گرفت از همولیز بتا در محیط بلاد  

   معیار تولید بیوسورفکتانت استفاده شد.

 بع مختلف کربن بر پراکنش  نفت اثر منا

اضافه نفت  آزمون،  این  آب    در  سطح  در  شده 

قطر  هدایرمقطر   به  با  سانتی  10ای  که  داد  تشکیل  متر 

منابع   در  باکتری  سانتریفوژ  از  حاصل  محلول  افزودن 

صورت جداگانه، ناحیه شفافی در سطح  مختلف کربن به

نشان  پدیده  این  شد.  ایجاد  نفتی  حضو لایه  ر  دهنده 

ترکیبات دوگانه دوست بیوسورفکتانت در محیط کشت 

با    P. putida 1694باکتری   اما  است  کربن  منبع  سه  در 

توجه به ایجاد نواحی شفاف با قطر بیشتر در برخی از  

تولیدشده  نمونه بیوسورفکتانت  فعالیت  شد  مشخص  ها 

   (.1در برخی منابع کربن بیشتر است )جدول

 

  . Pseudomonas putida 1694  ش نفت توسط باکترینتایج آزمون پراکن -1جدول
 

 منبع کربن 

 

 

 ºC37 ساعت، 48

 زمان و دمای آزمایش                           

 ºC30ساعت،  ºC37    48ساعت،  168 

 

 ºC30ساعت،  168

 + + ++ + گلوکز

 ++ ++ +++ +++ نفت سفید

 ++ + +++ ++ ملاس 

 +++                            +++                           +++             +++                      20توئین

 -                    -                      -                           -         آب مقطر 

 .cm2 ر بیش از و +++ نواحی با قط  cm 2-1 ، ++ نواحی با قطرcm 1 + نواحی با قطر کمتر از               

 

نتایج حاصل از این آزمایش نشان داد با افزایش  

از   افزایش    37به    30دما  همچنین  و  سلسیوس  درجه 

ساعت قطر دایره ایجاد شده افزایش    168به    48زمان از  

نشان که  است.    دهندهیافت  بیوسورفکتانت  بیشتر  تولید 

به نتایج  اساس  محلول بر  پژوهش  این  از  آمده    دست 

منابع کربن نفت سفید  در  ز سانتریفیوژ باکتری  حاصل ا

دمای   در  ملاس  س  37و  زمان   لسیوسدرجه  و 

بیش دایره  ،ساعت  168 گرماگذاری قطر  با   2های 

کرد.  مترسانتی ایجاد  خام  نفت  سطح  و  سات  در  پیوت 

( بیان کردند  2010( و والتر و همکاران )2008) همکاران
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ح بسیار  و  سریع  روش  یک  نفت  پراکنش  ساس روش 

برای تشخیص ترکیبات فعال سطحی است. موریکاوا و  

( فعالیت 2000همکاران  مقایسه  برای  را  روش  این   )

آرتروفکتین  شکل و  سورفکتین  خطی  و  حلقوی  های 

ایجاد   شفاف  ناحیه  قطر  کردند  بیان  و  کردند  استفاده 

موجود   بیوسورفکتانت  غلظت  با  مستقیمی  رابطه  شده 

 .در محیط دارد

 نفت  آزمون فروپاشی

آزمون   حاوی  قطره نفت،  فروپاشی در  که  ای 

می  پخش   باشد بیوسورفکتانت  و  منهدم  نفت  سطح  در 

غربالگری    . گرددمی برای  و  بوده  ساده  روش  این 

شود )یوسف و  مان تعداد زیادی سویه استفاده میهمز

داد  2004همکاران   نشان  آزمون  این  از  نتایج حاصل   .)

 P. putida 1694 تریهای تولید شده توسط باکمتابولیت

زمان  در  کربن  منابع  تمام  شده  در  اعمال  دماهای  و  ها 

بیان که  کند  سقوط  چاهک  ته  به  بودند  تولید  قادر  گر 

)توئین مثبت  شاهد  همچنین  بود.  به  20بیوسورفکتانت   )

سرعت به ته چاهک سقوط کرد و منهدم گردید این در  

مقطر(   )آب  منفی  شاهد  که  قطره  بهحالیست  صورت 

داد   کرو نشان  مشاهدات  ماند.  باقی  چاهک  سطح  در  ی 

از   گرماگذاری  زمان  و  دما  افزایش  درجه    37به    30با 

ساعت سرعت سقوط و قطر   168به    48سلسیوس و از  

از سانتریف محلول حاصل  نفت  یقطره  منبع کربن  وژ در 

( از  1991ن و همکاران )ایج   (.2)جدول   ودب سفید بیشتر  

ک روش  یک  عنوان  به  روش  تایید  این  برای  سریع  یفی 

تولید بیوسورفکتانت استفاده کردند. پاویترن و همکاران 

و  2004) نمونه  قطر  بین  مستقیمی  رابطه  کردند  بیان   )

کم   غلظت  دارد،  وجود  بیوسورفکتانت  غلظت 

بیوسورفکتانت با توجه به آبگریز بودن نفت باعث باقی 

شود. این روش  ماندن قطره و تجمع آن روی سطح می

 های کم بیوسورفکتانت حساس نیست.لظتبه غ

 کنندگی تاثیر تیمارهای مختلف بر شاخص امولسیون 

داداه واریانس  تجزیه  )جدول  نتایج  نشان 3ها   )

اثر   اثر هریک از تیمارهای دما، زمان، منبع کربن و  داد 

  P. putida 1694کنندگیمتقابل آنها بر شاخص امولسیون

 ست. دار ادرصد معنی  1در سطح احتمال 
  

 . P. putida 1694  نتایج آزمون فروپاشی  نفت توسط باکتری -2جدول

 

 

 

 

 

 

 

 منبع کربن 

 

 ºC37 ساعت، 48

 زمان و دمای آزمایش                           

 ºC30ساعت،  ºC37    48ساعت،  168 

 

 ºC30ساعت،  168

 + + + + گلوکز

 + + ++ + نفت سفید

 + + + + ملاس 

 +++                            +++                           +++                          +++        20توئین

 -                    -                      -                           -         آب مقطر 

cm 1-6/0ه با قطر، ++ نواحی فروریختcm 6/0کمتر از فروریخته با قطر  + نواحی            

و   قدرت  از  مقیاسی  کنندگی  امولسیون  شاخص 

توانایی بیوسورفکتانت در امولسیون کردن هیدروکربن  

و ترکیبات نفتی و نشان دهنده میزان پایداری امولسیون  

است نفتی  ترکیبات  و  آب  از  میانگین   .حاصل  مقایسه 

)شکلداده افزایش  1ها  با  داد  نشان  باکتری  این  برای   )

درجه سلسیوس و زمان گرماگذاری از    37به    30  دما از

افزایش    168به    48 کنندگی  امولسیون  ساعت، شاخص 

این  معنی که  داد،  نشان  کربن  منبع  سه  هر  در  را  داری 

آزمون سایر  نتایج  با  تولید  نتیجه  کننده  تایید  های 

  بیشترین بیوسورفکتانت در این پژوهش مطابقت داشت.  

د( به منبع کربن ملاس  درص28کنندگی)درصد امولسیون

  168درجه سلسیوس و زمان گرماگذاری    37در دمای  

https://www.google.com/search?q=Pseudomonas&hl=en-IR&gbv=2&sa=X&as_q=&nfpr=&spell=1&ei=t6zfVPawHsmKsQS3mIIo&ved=0CBEQvwU
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که این مقدار نسبت به درصد  ،  اختصاص داشتساعت  

در    دارکنندگی سایر منابع کربن اختلاف معنیامولسیون

داد.   درصد   1سطح   سه  به  نشان  بین  تفاوت  طورکلی 

دمای   در  کربن  سلسیوس،    37منبع    168و    48درجه 

معنی  حالیساعت  در  بود  شکل دار  به  توجه  با  بین  1که 

درجه سلسیوس در هر    30منابع مختلف کربن در دمای  

ساعت  این اختلاف معنی دار نبود.  168و    48دو زمان  

( تولید بیوسورفکتانت را در  2008قوجاوند و همکاران )

شامل   کربن  مختلف  هپتان،  -nهگزان،  -nمنابع 

 Bacillus subtilis نونان توسط باکتری  -nسیکلوهگزان و  

PTCC1969    مورد بررسی قرار دادند آنها از شاخص را

بهامولسیون غربالکنندگی  روش  تولید  عنوان  گری 

بیشینه   کردند  عنوان  و  نموده  استفاده  بیوسورفکتانت 

امولسیون با  درصد  کربن    4/64کنندگی  منبع  به  درصد 

سیکلوهگزان اختصاص دارد که توانست نفت خام را به 

( و مایر و همکاران  1995ی امولسیونه کند. بانات )خوب

نفت خام 2000) بتواند  ( نشان دادند بیوسورفکتانتی که 

می کند  امولسیونه  پاکرا  در  آلودگیتواند  های  سازی 

به   دسترسی  و  باشد  داشته  کاربرد  هیدروکربنی 

 های مقاوم را افزایش دهد.  هیدروکربن

 

کنندگی و کشش سطحی باکتری  بر درصد امولسیون  ، دما، زمان و اثرات متقابل آنهامیانگین مربعات منبع کربن -3جدول

P. putida 1694   . 

 کشش سطحی                            کنندگی  امولسیونشاخص  (                  dfدرجه آزادی) منبع تغییرات

 41/ 26  **                   25/ 94  **  2 منبع کربن                       

 07/537**                              98/1181**  1 دما      

 28/174**  60/306**  1 زمان       

 47/2**  30/43**  2 کربن*دما                      

 63/4**  34/22**  2 کربن*زمان                   

 33/13**  74/213**  1 دما*زمان                        

 58/10**  30/13**  2 کربن*دما*زمان             

 02/0      10/2 24 خطا 

 درصد. 1داری در سطح احتمال  معنی  **                                    
 

 تاثیر تیمارهای مختلف بر کشش سطحی

ها نشان داد  نتایج حاصل از تجزیه واریانس داده

ک منبع  زمان،  دما،  تیمارهای  از  هریک  اثر  اثر  و  ربن 

در   P. putida 1694متقابل آنها بر کشش سطحی باکتری  

(. مقایسه 3دار است )جدول  درصد معنی  1سطح احتمال  

میانگین اثر تیمارهای مختلف بر کشش سطحی باکتری  

P. putida 1694    که داد  نشان  کربن  مختلف  منابع  در 

به زمان  و  دما  معنیافزایش  کاهش  طور  باعث  داری 

می سطحی  زمان کشش  و  دما  افزایش  با  شود. 

ساعت  48درجه سلسیوس و  30ترتیب از گرماگذاری به

و    37به   سلسیوس  سطحی   168درجه  کشش  ساعت، 

های حاوی گلوکز، نفت سفید و ملاس به ترتیب از   محیط 

برمتر)  58/35و    18/32،   12/37 نیوتون  ( mNm-1میلی 

هش نیوتون بر متر کامیلی  663/21و    33/20،  51/26به  

 یافت.
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 . P. putida 1694 بر شاخص امولسیون کنندگی دما و زمان گرماگذاری و منبع کربناثر متقابل  -1شکل

 

ترین و گلوکز بالاترین  منبع کربن نفت سفید پایین

زمان و  دماها  تمام  در  را  سطحی  کشش  ها  کاهش 

(. این نتیجه با نتایج سایر آزمونهای تایید  2داشتند )شکل

بیوس  مطابقت  تولید  کنندگی  امولسیون  بجز  ورفکتانت 

(  با بررسی ارتباط بین  1391باقری و همکاران )  داشت.

شانزده   سطحی  کشش  و  کنندگی  امولسیون  فعالیت 

روند   بین  تشابهی  داشتند  اعلام  باکتریایی  سویه 

های حاصل از کشش سطحی و شاخص امولسیون  داده

پژوهش مشا این  از طرفی در  ندارد.  هده  کنندگی وجود 

ها در هگزان نرمال و  شد میزان امولسیون کنندگی نمونه

نفت خام کاملاً متفاوت است و میزان امولسیون کنندگی  

برای   دارد.  بستگی  نیز  شونده  امولسیون  ماده  به 

تر از تولید بیوسورفکتانت و تعیین شرایط  اطمینان بیش

سطحی کشش  آن  تولید  جهت  را نمونه بهینه  ها 

کردناندازه رشد    د.گیری  محیط  سطحی  کشش  کاهش 

اصلیمهم و  تولید  ترین  اثبات  برای  معیار  ترین 

می براثیبیوسورفکتانت  و    (2001)  واسودوان  و باشد. 

همکارانامتیازی   اندازه  (2005)  و  که  دادند  گیری  نشان 

دهنده تولید بیوسورفکتانت تواند نشانکشش سطحی می

سی در  های میکروبی مورد بررو ویژگی مناسب سویه

و  طبق روش دسایی    های نفتی باشد.تجزیه هیدروکربن

  40تر از  ( توانایی کاهش کشش سطحی پایین1997)بنت  

ت گونه مورد نظر  میلی نیوتون بر متر نشان دهنده قابلی

است.  به بیوسورفکتانت  کننده  تولید  اثر  عنوان  بررسی 

دما بر تولید بیوسورفکتانت نشان داد کشش سطحی در  

کشت دمای    محیط  در  سلسیوس    37باکتری  درجه 

می بیشتری  ب کاهش  تولید  واقع  در  یوسورفکتانت یابد. 

گرما دمای  به  اثر  کاملاً  بررسی  است.  وابسته  گذاری 

بیشترین   داد  نشان  نیز  بیوسورفکتانت  تولید  بر  زمان 

از   پس  سطحی  کشش  دوره    168کاهش  ساعت 

(  2005)  گردد. ایلوری و همکارانگرماگذاری حاصل می

بیوسورفکتانت  تولید  میزان  بیشترین  دادند  گزارش 

در محیط کشت    Aeromonasباکتریگلیکولیپیدی توسط  

از   نفت پس  ایجاد می  8حاوی  گردد. دی سوسا و  روز 

دادند  2011)  همکاران نشان  رامنولیپید    بیشینه(  تولید 

سویه   دمای    Pseudomonas aeruginosaتوسط    37در 

  ین ابوسعود  و همکاران باشد. همچندرجه سلسیوس می

از  2008) دما  افزایش  کردند  گزارش  درجه    50به    25( 

ولی    دهد صورت خطی کاهش می سلسیوس کشش سطحی را به 

درصد امولسیون کنندگی   بر این افزایش دما هیچ تأثیری 

همکاران و  باقری  کاهش 2009) نداشت.  دادند  نشان   )

  درجه سلسیوس منجر  25و    30به    37درجه حرارت از  

https://www.google.com/search?q=Pseudomonas&hl=en-IR&gbv=2&sa=X&as_q=&nfpr=&spell=1&ei=t6zfVPawHsmKsQS3mIIo&ved=0CBEQvwU
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 45و 33ترتیب  به افزایش کشش سطحی محیط کشت )به

تولید  میلی سریع  کاهش  و  متر(  بر  نیوتون 

 شود.  بیوسورفکتانت می

 تأثیر تیمارهای مختلف بر آبگریزی سطح سلول باکتری 

ها نشان داد  تجزیه واریانس و تحلیل آماری داده 

سلول4)جدول سطح  آبگریزی  بر  کربن  منبع  اثر   )  

درصد    P. putida 1694باکتری   یک  احتمال  سطح  در 

نتایج نشان داد آبگریزی سطح سلول با   دار است.معنی

م تغییر  کشت  محیط  در  کربن  منبع  به  و یتوجه    کند؛ 

خصوص یشد به  استیداً  وابسته  کربن  منبع    ات 

همکاران   و  داده  (. 2012)کازوریک  میانگین  )  مقایسه  ها 

نشان3شکل   معنی(  اختلاف  وجود  بدهنده  منابع دار  ین 

ابگریزی سطح   کربن گلوکز، نفت سفید و ملاس از نظر 

سلول   سطح  آبگریزی  درصد  است.  باکتری  سلول 

در منبع کربن نفت سفید، ملاس    .putida 1694   P  باکتری 

درصد بود؛ که با نتایج   56و    60،  70ترتیب  و گلوکز به 

آزمون غربالدیگر  بیوسورفکتانت  های  تولید  ا  ب(گری 

  (ش کشش سطحی در منبع کربن نفت سفیدیشترین کاهب

داشت. آنجایی   همخوانی  هیدروکربناز  ترکیبات  که  ها 

آب   در  آنها  انحلال  میزان  بنابراین  هستند،  غیرقطبی 

پایین است و   باکتریبسیار  قابلیت دسترسی  نتیجه    در 

 بود.  سختی خواهدبه آنها به

 

 . P. putida 1694 سطحی باکتریاثر متقابل  منبع کربن، دما و زمان بر کشش  -2شکل

 

 . P. putida 1694 میانگین مربعات اثر منابع مختلف کربن بر آبگریزی -4جدول

 

                                                

 درصد.  1معنی داری در سطح احتمال   **                                                       

 میانگین مربعات  (dfدرجه آزادی) منبع تغییرات

 00/156 ** 2 منبع کربن 

 75/4 6 خطا 
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 . P. putida 1694  اثر منابع کربن مختلف بر آبگریزی سطح سلول باکتری -3شکل 

بتوانندباکتری اینکه  برای  ها  هیدروکربن از ها 

باید  به نمایند  بهتری  استفاده  وانرژی  کربن  منبع  عنوان 

  غیرقطبی( )  آلیز  فا بیشتری از  کردن میزان قادر به وارد

فاز منظور هرچه سطح   .باشند  قطبی( )  آبی   به  همین  به 

آب باکتری  دیگر  سلول  عبارت  به  یا  باشد  گریزتر 

بیشتر  آبگریزی سلولی  تولید    سطح  باشد، 

تواند میزان بیشتری  شود و مییشترمیببیوسورفکتانت  

هیدروکربن مورداز  را  دهد  ها  قرار  و    .استفاده  پروثی 

( بین  1997کامئوترا  مستقیمی  رابطه  که  دریافتند   )

 آبگریزی و تولید بیوسورفکتانت وجود دارد.  

 تولید بیوسوفکتانت مقدار 

باکتری   توسط  شده  تولید  بیوسورفکتانت  مقدار 

P. putida 1694    و سفید  نفت  گلوکز،  کربن  منابع  در 

درجه سلسیوس و زمان گرماگذاری    37ملاس در دمای  

که    168 بیوسورفکتانت ساعت  تولید  بهینه  دما و زمان 

گیری شد. نتایج نشان داد مقدار  زهبود، جداسازی و اندا 

با   نفت  کربن  منبع  در   شده  تولید  سورفکتانتبیو  سفید 

گلوکز  لیتر  بر  گرم  2/10 منبع  به    بر   گرم  7/1)  نسبت 

بالاتربود  بر  گرم  5/6)  لیتر( و ملاس که بیشترین    لیتر( 

مر نیز  سطحی  کشش  نفت  کاهش  کربن  منبع  به  بوط 

بود. همکاران  آپارنا  سفید  تولید    بیشینه(،  2012)  و 

باکتری   توسط  را    Pseudomonas SP.2Bبیوسورفکتانت 

به انرژی  در یک درصد ملاس  و  منبع کربن  تنها  عنوان 

 ساعت گرماگذاری،   96درجه سلسیوس و    30در دمای  

(  2007) گرم بر لیتر گزارش کردند. وگا و همکاران 97/4

در    Candida ingensتولید بیوسورفکتانت توسط باکتری  

عنوان منبع درصد روغن ذرت به  2محیط معدنی حاوی  

ها روز مورد بررسی قراردادند. آن  10کربن را به مدت  

-میلی  4/48تولید بیوسورفکتانت )  بیشینهگزارش کردند  

بنین بود.  هفتم  روز  در  لیتر(  بر  همکاران گرم  و    کاسا 

توسط  2004) رامنولیپید  بیوسورفکتانت  مقدارتولید   )

پسماند    LBI  Pseudomonas aeruginosaباکتری   در  را 

آفتابگردان   لیتر گزارش کردند.   16تولید روغن    گرم بر 

یکی از    های سازگار با محیط زیست،استفاده از فناوری

باشد و تحقیقات مختلف می  یکردهای نوین در صنایعرو

گسترده توسعهبسیار  کشورهای  در  به  ای  رو  و  یافته 

توسعه دنیا، در این زمینه در حال انجام است. با توجه  

بیوسورفکتانت عمده  مزایای  به  به  نسبت  ها 

های سنتزی و کاربرد وسیع این ترکیبات در  سورفکتانت

بالای   اهمیت  و  مهم  و   ،محیطیزیستصنایع  مطالعه 

یابی به سورفکتانت های زیستی  پژوهش در جهت دست

در جهت کاهش هزینه  قابل استفاده در صنعت و محیط  

سزایی برخوردار است.  هز اهمیت بوری او افزایش بهره

هیدروکربنبه متداول  بههطور  برای  عنوان  ا  سوبسترا 

https://www.google.com/search?q=Pseudomonas&hl=en-IR&gbv=2&sa=X&as_q=&nfpr=&spell=1&ei=t6zfVPawHsmKsQS3mIIo&ved=0CBEQvwU
http://link.springer.com/article/10.1007%2FBF00500833
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متولید بیوسورفکتانت ورد  ها توسط میکروارگانیسم ها 

به   هیدروکربن  کردن  اضافه  گیرند.  می  قرار  استفاده 

بیوسور تولید  کشت  را  محیط  باکتری  توسط  فکتانت 

می پ افزایش  در  حاژدهد.  و  وهش  سفید  نفت  نیز  ضر 

عنوان منابع عمده موجود در کشور به  ملاس نیشکر به

 . استفاده شدمنظور تولید بیوسورفکتانت 

 گیری کلی نتیجه

با افزایش  پژوهش نشان داد  نتایج حاصل از این  

زمان و  از   دما  ترتیب  به  درجه    38به    30گرماگذاری 

ها  بر اساس نتایج آزمون،  ساعت  168به    48سلسیوس و

می افزایش  بیوسورفکتانت  بهترین  تولید  همچنین  یابد. 

 P. putidaوسیله   منبع کربن برای تولید بیوسورفکتانت به

دلی   1694 به  بود.  سفید  قانفت  کاهش  کشش  ل  توجه  بل 

    P. putida 1694توسط    در محیط حاوی نفت سفیدسطحی  

پالایش  می برای  را  باکتری  این  از  استفاده  قابلیت  توان 

 بررسی نمود.  های نفتیای آلوده به هیدروکربن ه مکان

 تشکر و قدردانی

فن و  پژوهشی  محترم  معاونت  از  -نویسندگان 

فراهآ لحاظ  به  اهواز  چمران  شهید  دانشگاه  م  وری 

پایا قالب  در  تحقیق  این  پژوهشی  اعتبار  نامه  ننمودن 

میارکارشناسی   تشکر  و  تقدیر  . نمایندشد 
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