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به ترکیب های خاک آلوده یک از باکتری جدا شده بیوسورفکتانت آزمون توان ساخت 

 ها و دماهای گوناگوندر کشتگاه نفتی

 
 2و شیلا خواجوی شجاعی 4، عبدالامیر معزی⃰ 4ضمیرنعیمه عنایتی

 

 

 

 گروه خاکشناسی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه شهید چمران اهوازدانشیار -4

 خاکشناسی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه شهید چمران اهواز گروهدانشجوی دکتری  -2

 چکیده  تاریخچه مقاله

 93/95/4937 :دریافت

 92/97/4931 :پذیرش نهایی
گوناگونی  هستند که ریزجانداران فیلیکآمفی ترکیبات هابیوسورفکتانت

این ریزجانداران در صنایع گوناگون و  .توانایی ساخت آنها را دارند

 این پژوهش. یستگاه های آبی و خاکی کارایی ویژه ای دارندپاکسازی ز

توان و  شدبیوسورفکتانت انجام  سازندهی هاباکتریبا هدف جداسازی 

های کشتگاهدر  و جداسازی شد باکتریتوسط بیوسورفکتانت ساخت 

دماهای  در )نفت سفید، گلوکز و ملاس نیشکر(آلی گوناگون کربن دارای 

بررسی و ساعت  165و  84س و زمان گرماگذاری درجه سلسیو 03و  03

های بیوسورفکتانت از روشتوان ساخت  شناسایی برای .گردیدارزیابی 

همولیز، پراکنش نفت، توان مانند گوناگونی کمی و کیفی غربالگری 

و یاخته  گریزیکنندگی، سنجش آب، فعالیت امولسیوننفتفروپاشی 

بهترین ها یافته برپایهسپس  ؛دیدگر گیریرویین بهره گیری کششاندازه

در این پژوهش  شد.بررسی بیوسورفکتانت باکتری  زیستگاه برای ساخت

در شرایط گوناگون بررسی و بیوسورفکتانت  سازندهجدایه یک توان 

در محیط آگار  βشد. سویه جداسازی شده دارای همولیز مثبت یا آزمون 

همه سازی شده در ه سویه جداساخته شد هایدار بود. ترکیبخون

به ته رفته  کاربهها و دماهای در زمانآلی گوناگون کربن های با کشتگاه

را در رویین  دند. این باکتری بیشترین کاهش کششته نشین شچاهک 

درجه سلسیوس  03ساعت و در دمای  84ملاس پس از  کشتگاه دارای

متر کاهش نیوتون بر میلی 40/22را تا آن رویین  داشت و توانست کشش

در درصد( نیز  2/65)کنندگی بیشترین درصد امولسیونهمچنین  ؛دهد

بهدرجه سلسیوس  03ساعت و در دمای  84پس از کشتگاه دارای ملاس 

 ملاس در کشتگاه داراییاخته رویه بیشینه درصد آبگریزی  .دست آمد

 این نتایج نیاز به تحقیقات بیشتری برای برپایه. دیده شددرصد(  50/55)

استفاده از ملاس نیشکر به عنوان مواد پسماند کشاورزی برای تولید 

 بیوسورفکنانت در سطح تجاری برای کاربردهای مختلف است.

 کلمات کلیدی:

 آبگریزی،

 امولسیون،

 بیوسورفکتانت،

 کشش سطحی،

 همولیز 
 
 عهده دار مکاتبات ⃰

n.enayatzamir@scu.ac.ir 
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 مقدمه

فیلیکی هستند کهه از یه    ات آمفیها ترکیببیوسورفکتانت

انهد و  هپدید آمهد دوست گریز و ی  بخش آببخش آب

د. بخهش  نشهو سهاخته مهی  ها و مخمرها ، قارچهاباکتریدر 

دوسههت ماننههد  ترکیبههات آبپدیههد آمههده از  دوسههت آب

ساکارید، کربوکسیلی  اسهید، اسهید آمینهه یها یه  پ تیهد       

د چهرب  یه  اسهی  گونهه   توانهد بهه  می آبگریزاست. بخش 

 (.21نشده و یا هیدروکسیله باشد )شده، اشباعاشباع

ها دوست، بیوسورفکتانتگریز و آبآببخش های  برپایه

( 4هها:  شهوند. ایهگ گهروه   مهی دسهته بنهدی   به چههار گهروه   

 فسههفولی ید( 2کربوهیههدرات و چربههی، دارای  گلیکولی یههد

( 1لی وپ تیهد و  ( 9فسفات و الکل جهایگزیگ چربهی،   دارای 

پلهههی پ تیهههدی و چربهههی و پلیمهههری   دارای  وپروتئیگلی ههه

دربرگیرنههده سههاکاریدها و اسههیدهای چههرب موجههود در    

ههها  بیوسههورفکتانت اگههر چههه سههاختار پلیمههری هسههتند.   

ای هستند ولی بسیاری از آنهها کهارایی   های ثانویهمتابولیت

در حال رشد در بسهترهای   زنده مانی جانداراندر ویژه ای 

سرشهت و  (. 29) دارنهد ها هیدروکربگ با حلالیت کم مانند

بسهتگی دارد.   ریزجانداربیوسورفکتانت به گونه  گوناگونی

بیوسههههورفکتانت از  سههههازنده ریزجانههههدارانبسههههیاری از 

فاضههلاب و پسههاب   مخههازن نفتههی،  هههای آلههوده، خهها 

را  زیستگاه های آلودهاند؛ بنابرایگ توانایی رشد در جداشده

تههاکنون  .(3،41)ا هسههتنددار ریزجانههداراندیگههر  بهتههر از

گونهاگون در   ریزجانهداران از  بههره گیهری  پژوهشگران بها  

هههای بیوسههورفکتانتآلههی  ویههژه کههربگ زیسههتگاه هههای بهها 

انهد. کهربگ   نمهوده گوناگون و فراوانی را ساخته و فرآوری 

سههاخت بههرای  در ایههگ کشههتگاه ههها   بهههره گیههری شههده  

هههههها، رفکتانت دربرگیرنهههههده؛ هیهههههدروکربگ بیوسهههههو

ر ههم هههای گیههاهی اسههت. علههیههها و رو ههگدراتکربوهیهه

از دیههدگاه ها ها بر سورفکتانتبیوسورفکتانتهههای برتههری

، دمابرابهههر دگرگهههونی پایداری در ، بیشترپهههذیری تجزیهههه

در هها  آن اکنون سهاخت ، کمترزهری بودن و  pH، شوری

. (29)بسیار بهتر و ارزان تر است شیمیایی گونه های با برابر 

ل بازدارنههههده در کههههاربرد کههههلان از عامههههتههههریگ مهههههم

اکنهون بهالا   راکه هم؛زیاست گران بودن آنبیوسورفکتانت 

گونه فراورده ها به انهدازه  ایگ  بهای ساختها و بودن هزینه

نفت، شهیمی  مانند است که در بسیاری از صنایع بزرگ  ای

و پتروشههیمی، جههایگزیگ کههردن بیوسههورفکتانت بجههای     

شهده   بههره گیهری  ی سهنتزی  ها و امولسهفایرها سورفکتانت

ههای  هزینهه کاستگ  بهرای کنونی، توجیهه اقتاهادی نهدارد.    

سههههاخت مانند افزایش راندمان ، راهکارهههههایی سههههاخت

از بهههره گیههری یندهای اقتاادی و آفرپیشههرفت ، فههراورده

زبالهه و  ماننهد  خاستگاه کربگ آلی ارزان برای ریزجانهداران  

پسههماند  پنیههر ،هههای فههرآوری رو ههگ، آبکارخانهههپسههاب 

تواند برای های صنعتی میهای گیاهی، ملاس و زبالهرو گ

  (.25،99،24) بهههره گیههری شههود رفکتانت سههاخت بیوسههو 

رفکتانت سهاخت بیوسهو  ( بیشینه 2994آبالوس و همکاران )

 49AT  Pseudomonas aeruginosaرامنولی یهدی  
گههرب بههر لیتههر  7/3رو ههگ سههویا را پالایشههگاه را از پسههماند 

انهدازه  ( 2997. نیتسچا  و همکهاران ) (4) ودندگزارش نم

 رفکتانت رامنولی یدی از پسماند رو هگ سهویا  ساخت بیوسو

 52/44را  LBI Pseudomonas aeruginosa سهویه 

ایهگ پهژوهش بها ههد       .(25)گرب بر لیتر گهزارش کردنهد  

ی سازنده بیوسورفکتانت انجهاب شهد و   هاباکتریجداسازی 

جداسازی شهده   ط باکتریتوان ساخت بیوسورفکتانت توس

نفهت سهفید،   (های دارای  کربگ آلی گوناگون در کشتگاه

درجههه  95و  99در دماهههای  )گلههوکز و مههلاس نیشههکر 

سهاعت بررسهی و    471و  15سلسیوس و زمان گرماگذاری 

 ارزیابی شد.

 

 هامواد و روش

 برداری نمونه

-چاه کشاورزی پیرامونهای های خا  از زمیگنمونه

 42 برای آنگردید. آماده ارون اهواز های نفت م

تاادفی برداشت و س س نمونه مرکب  گونه نمونه به

 گردید. آماده از آن 
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 جداسازی باکتری

جداسازی باکتری از خا  از روش سری رقت و  برای

بر روی  49-5تا  49-1میکرولیتر از سری های  499کشت 

(. پس از 5) شد بهره گیریمحیط کشت آگار مغذی 

-آن ریخت پرگنهاساس بر  هاباکتریداسازی کشت ناب ج

-و شاخص امولسیونروییگ  ها، از آزمون همولیز، کشش

 سازندهی هاباکتریگری کنندگی برای  ربال

که به ایگ  ییهاباکتریشد.  بهره گیریبیوسورفکتانت 

ی تولید هاآزمونبرای ادامه  ،پاسخ مثبت دادند هاآزمون

نیز بررسی اثر منبع کربگ، دما و رفکتانت و ساخت بیوسو

 . ندشد گزینشزمان گرماگذاری 

 فکتانتساخت بیوسوبرای  رفتهکاربهکشتگاه 

با ترکیب  4محیط کشت نم  معدنیدر ایگ پژوهش از 

های آلی ارزان و در دسترس گوناگون همانند خاستگاه 

 (.91) کربگ آلی برای کشت باکتری بهره گیری شد

درصد  2/4آلی گوناگون با کربگ  نم  معدنی با کشتگاه

درصد )وزنی/حجمی(  4/9و  )وزنی/حجمی( گلوکز

نیز نیتروژن،  همانند آ از کننده و خاستگاهسولفات آمونیوب 

پنج دارای نم  معدنی  کشتگاه. ترکیب تیمار شدند

 g L-1مقادیر بر حسب لیتر از محلول بافر فسفات )میلی

 4PO2KH ،57/24 O2. H4HPO2K ،1/99 7/5 شامل

O2. 12H4HPO2Na،9/7 Cl4NH ،)9 لیتر از میلی

لیتر از محلول ، ی  میلی 4MgSO( g L 7/22-1محلول )

(1-g L 27/9 )3FeCl 1لیتر از محلول )، ی  میلی-g L 

1/91 )2CaCl لیتر از محلول عناصر کم و ی  میلی

 3/93شامل  L mg-1مقادیر بر حسب مار  )

O2.H4MnSO،5/91 O2. 4H24O7Mo 6)4NH ،)

5/12 O2. H4ZnSO )  در لیتر بود و مقدارpH  محیط بر

 تنظیم شد. 5روی 

 رفکتانتساخت بیوسوغربالگری 

 آزمون همولیز

آگار  کشتگاهبر روی  ی جداسازی شدههاباکتری

( خون گوسفند، v/vدرصد ) 7دار )بلاد آگار( دارای خون

                                                 
1- Mineral Salt Medium (MSM) 

درجه سلسیوس  95ساعت در دمای  15کشت و به مدت 

فعالیت همولیتی  با حضور منطقه  .ندرماگذاری شدگ

های باکتریایی شناسایی یشفا  )هاله( اطرا  کلون

ظاهر منطقه  برپایهطور کلی واکنش همولیتی  به. (7)شدند

دار اطرا  کلنی با آلفا، بتا و گاما در محیط آگار خون

 (.49و 95)شود مشخص می

 2پراکنش نفت

( 2999و همکاران ) ایگ آزمون طبق روش موریکاوا

، بدیگ منظور ابتدا (21)همراه با تغییر جزیی انجاب گرفت

متری سانتی 49های لیتر آب مقطر درون پلیتمیلی 99مقدار 

 افزوده میکرولیتر نفت خاب به مرکز پلیت 29ریخته، س س 

 49، رویه آبشد. پس از به تعادل رسیدن نفت در 

از سانتریفیوژ بر روی آمده دستمیکرولیتر از هر نمونه به

لایه نفتی ایجاد شده ریخته شد. چنانچه محلول رویی حاصل 

بیوسورفکتانت باشد، قادر خواهد بود دارای  از سانتریفیوژ

ناحیه شفافی ایجاد  رویه آبلایه نفتی را کنار بزند و در 

 هماننددرصدTween 20 (2  )کند. در ایگ آزمون از 

 همانندراه با منبع کربگ هم MSM کشتگاهشاهد مثبت و از 

(. در ایگ آزمون اگر قطر دایره 2شد ) بهره گیریشاهد منفی 

 49عااره حاصل از سانتریفیوژ کمتر از  شفا  ایجاد شده

متر و بیشتر میلی 29تا 49متر باشد با علامت + و اگر بیگ میلی

شود ترتیب با ++ و +++ نشان داده میمتر باشد بهمیلی 29از 

(27 .)     

 0فروپاشی نفت

میکرولیتر از روشناور هر نمونه به  29در ایگ آزمون 

شد.  افزوده میکرولیتر پارافیگ 499دارای  درون پلیت الایزا

شاهد مثبت  همانند( Tween 20از سورفکتانت شیمیایی )

( همراه با منبع MSMنم  معدنی )محیط کشت و از 

تشکیل  هگون شد. در بهره گیریشاهد منفی  همانندکربگ 

 قطره کروی در سطح پارافیگ امتیاز منفی به چاه  و در

شده به ته چاه  منقل گردید یا از افزوده ی که قطرهگونه

(. در ایگ 29گیرد )حالت کروی خارج شود امتیاز مثبت می

                                                 
2- Oil spreading 

3- Drop collapse 
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+  علامت گرد، هایقطره نمایش برای – آزمون علامت

پخش ++ برای +قطر و علامت پخش جزیی برای نمایش 

 .(21،29برده شد ) کاربهقطره امل ک

 (EI24) کنندگیفعالیت امولسیون

حاصهل  هر نمونه لیتهر از  میلی 2آزمون، یگ ب انجاای ابر

و یخته شد رگانه امایش جدههای آز یفیوژ، درون لولهسانتراز 

هههر س س گردیههد. ضافه اب انفت سفید به هرکدلیتههر میلههی 2

، گرفتار د قرتکس شدیورقیقه تحت ت دو دبه مدنمونههههه 

گونهه  در دمای اتها  بهه  ساعت  21ت به مدها ازآن نمونهپس

ع تفان، ارمازیگ اگذشت از بعد ار گرفتنههههههههههههد. ساکگ قر

ه و شدگیری آزمایش اندازهلولههر ه درون باقیماندن مولسیوا

درون کل مایع ع تفااربه ن مولسیوایگ ع اتفاارنسبت 

هر نمونه ای برن مولسیفیکاسیواشاخص  همانندآزمایش، لوله

فکتانت رسواز مایش آزیگ (. در ا43ارش گردیههههههههههد )گز

محیط کشت و از شاهد مثبت  هماننههد Tween20شیمیایی 

ده ستفااشاهد منفی  هماننهد نم  معدنی همراه با منبع کهربگ  

  شد.

 گیری کشش سطحیاندازه

آمده از دستلیتر از مایع بهیلیپنج ممنظور  بدیگ

آزمایشی که در حماب آب در درجه  وژ به لولهیسانتریف

 افزوده ،درجه سلسیوس قرار داشت 25حرارت ثابت 

سانتی متر( درون لوله  97/9)با شعاع  گردید. لوله موئیگ

آزمایش قرار گرفت و ارتفاع صعود مایع در لوله موییگ 

از فرمول  بهره گیریبا روییگ  اندازه گیری شد و کشش

صحت ن از طمیناای اربرد هر موزیر محاسبه گردید. در 

 سه بار تکرار گردیدکشش سطحی گیری ، اندازهنتایج

(95) 

                                       ( 4معادله)

 

 h=(، cmشههعاع لولهه مههوییگ )  r= کهه در ایهگ فرمههول  

 g=(، g/mlچگههالی ) =(،cmارتفههاع صههعود مههایع ) 

( N/m)روییگ  کشش  =(، 2cm/sec359نیروی ثقل )

 است.

 

 گریزی سطح سلولآب

گیری ایگ فهاکتور، از کشهت بهاکتری در    برای اندازه

ی هههایاختههه شههد. بهههره گیههری کههربگ گونههاگون  منههابع

دقیقه سانتریفوژ شده  1به مدت  rpm 5999باکتریایی در 

و دو بار در محلول بافر فسهفات منیهزیم اوره شسهته شهد.     

در ایههگ محلهول بهه حالهت سوس انسههیون     هها یاختهه  سه س 

به ی  برسد. چگالی  (0Aاولیه )  درآمد تا چگالی نوری

 Spectrophotometerبها دسهتگاه    nm199نوری در 

UV-Visible  میکرولیتههر  799ازآن قرائههت شههد. پههس

 افهزوده  لیتر از سوس انسیون سلولیمیلیپنج هگزادکان به 

 49کهس شهد. پهس از    دقیقه با دور بالا ورتدو و به مدت 

میههزان  .(1Aگیههری شههد )فههاز آبههی انههدازه  ODدقیقههه، 

ایگ آزمایش  .(91محاسبه شد ) (2) گریزی از معادلهآب

در سه تکرار انجاب گردید. اثر منبع کربگ بر آب گریهزی  

 471درجهه سلسهیوس و زمهان     95در دمهای  یاختهه   سطح

ساعت در قالب طرح کاملا تاهادفی مهورد بررسهی قهرار     

 .گرفت

 (2معادله )

 ]×100%] 0)/A1A-0(A-[1   درصههد آبگریههزی =

 سطح سلول

 بیوسورفکتانت سازندهاکتری شناسایی ب

های جدایه بر اساس تفاوت در ویژگی 49

اما بر اساس نتایج حاصل  ؛مورفولوژیکی جداسازی شدند

گری ساخت بیوسورفکتانت )آزمون همولیز، از  ربال

گی( تنها ی  کنندکشش روییگ و شاخص امولسیون

پاسخ مثبت داد برای  هاآزمونجدایه شاخص که به تماب 

شناسایی تکمیلی و بررسی اثر منابع گوناگون کربگ بر 

 ساخت بیوسورفکتانت گزینش شد.

شناسایی جدایه سازنده بیوسورفکتانت بر پایه 

های بیوشیمیایی های ریخت شناسی و انجاب تستویژگی

(. 47و  5برگی انجاب شد ) هاباکتریبندی و بر مبنای طبقه

پس از کشت شبانه برای شناسایی ملکولی جدایه، 

   DNAاستخراج از کیت باکتری در محیط مایع مغذی 

برای اطمینان از شد.  بهره گیریباکتری شرکت سیناژن 



14 

 4935 بهار 4شماره  14مهندسی زراعی )مجله علمی کشاورزی( جلد 

 7استخراج و بررسی کیفیت ژنوب استخراج شده، 

یتر ژنوب به علاوه ی  میکرولدارای  میکرولیتر از محلول

محلول رنگی لودینگ دای بر روی ژل آگارز ی  

ولت و به مدت  59با ولتاژ  Safe stainدارای  درصد

های زنجیرهبرای انجاب واکنش دقیقه الکتروفورز شد. 79

ای پلیمراز از پرایمرهای عمومی که قابلیت تکثیر ژنوب 

-'5) پرایمر رفت: را داشتند 16s rRNAدر ناحیه ژن 

CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTT

GATCCTGGCTCAG-3'  :5و پرایمر برگشت'-

CCCGGGATCCAAGCTTACGGTTAC

CTTGTTACGACTT-3') ،(.93)شد بهره گیری 

آوران سنتز شده و شرکت ژن فگ پرایمرهای فو 

نتایج براساس دستورالعمل شرکت سازنده آماده شد. 

-مربوط به تعییگ توالی قطعه تکثیر شده باکتری با بهره

، Blastویرایش و با برنامه  Bioeditافزار بگیری از نر

 نوع باکتری مشخص شد.

ساخت گرماگذاری بر و دمای اثر زمان 

 رفکتانت بیوسو

 ههای رفکتانت در  ایگ آزمهایش در دما ساخت بیوسو

 471و  15و دو بههازه زمههانی   درجههه سلسههیوس  95و  99

سههاخت جهههت  منبههع کههربگ بررسههی شههد.  1سههاعت در 

 کشهتگاه سهاعته بهاکتری در    21 رفکتانت از کشهت بیوسو

درصد از  پنج که گونه شد. به ایگ بهره گیری مایع مغذی

نمه    کشهتگاه دارای  کشت شبانه باکتری به ارلهگ ههای  

پنج درصهد   درصد )وزنی/حجمی( گلوکز، 2/4 معدنی و

)وزنی/حجمی( ملاس، دو درصهد )وزنی/حجمهی( نفهت    

 ههای . نمونهه زنهی  شهد  مایهه فنهانترن   mg/l 499   و سفید

بهه   لسهیوس درجه س 424گلوکز و ملاس در دمای دارای 

دقیقه در اتوکلاو سترون شدند. فنهانترن و نفهت    49مدت 

میکرومتهر بهه    2/9سفید نیز پس از عبور از فیلتهر سهرنگی   

گردیهد. ههر نمونهه در سهه      افهزوده  استریل شهده  کشتگاه

 95و  99  هها در درجهه حهرارت   تکهرار تهیهه شهد. نمونهه    

دور بهر دقیقهه در    479س و سرعت دورانهی  درجه سلسیو

داری شهدند. پهس از گذشهت دوره    شیکر انکوباتور نگهه 

 47هها بهه مهدت    در ارلهگ  ماندهباقیگذاری، محلول گرما

دور بر دقیقه سانتریفوژ شد  5799دقیقه با سرعت دورانی 

(. از مهایع  24و ذرات معلق از آن حذ  شود ) هایاخته تا

بر رفکتانت ساخت بیوسوبررسی  برایآمده دسترویی به

 گردید. بهره گیریاساس روشهای ذکر شده 

 هاتجزیه و تحلیل داده

اثر منبع کربگ )ملاس نیشکر، نفت سهفید، گلهوکز،   

درجه سلسهیوس(،   95و  99فنانترن(، دمای گرماگذاری )

سهههاعت( بهههر شهههاخص  471و  15زمهههان گرماگهههذاری )

وریهل  صورت فاکتامولسیون کنندگی و کشش سطحی به

و اثهر چههار منبهع کهربگ      در قالب طهرح کهاملات تاهادفی   

)ملاس نیشکر، نفت سفید، گلهوکز، فنهانترن( بهر ضهریب     

بها بههره   آبگریزی سلول در قالهب طهرح کهاملات تاهادفی     

مقایسهه   بررسهی شهد.   4/3نسخه  SAS افزارگیری از نرب

ها با آزمهون دانکهگ انجهاب شهد. نمودارهها و      میانگیگ داده

 . ترسیم شدند  Excelافزار هره گیری از نرباشکال با ب
 

 نتایج و بحث

 نتایج شناسایی جدایه

 بیوشیمیایی جدایه برتر در جدولویژگی های برخی  

در نتیجه تکثیر ژنوب با پرایمر عمومی  ( ارایه شده است.4)

 (4)در شهکل   bp4799( آورده شده است. قطعه4شکل )

 ایهه یافتهه ههای   برپنشان دهنده تکثیر صحیح ژنهوب اسهت.   

 سههههازنده، جدایههههه16S rRNAمقایسههههه تههههوالی  

، 4درصدی با باسیلوس پومیلیس 35بیوسورفکتانت، تشابه 

داشهههت کهههه بههها ( KX898448بههها کهههد دسترسهههی ) 

 داشت. همخوانیی بیوشیمیایی نیز هاآزمون

باسیلوس  توسط رفکتانتساخت بیوسوغربالگری 

 پومیلیس

 آزمون همولیز
پس از کشت باکتری در ساعت  15در ایگ روش، 

ای از نوع بتا در دار هالهآگار خوندارای  پلیت های

اطرا  کلنی مشاهده شد که مؤید تولید ترکیبات 

    است.  Bacillus pumilus توسط بیوسورفکتانتی

                                                 
1- Bacillus pumilus 
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 باسیلوس پومیلیسهای بیوشیمیایی و مشخصات ( نتایج آزمون1جدول )

Table (5) Biochemical ccharacteristics of Bacillus pumilus 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ها به ترتیب از چپ به راست: مارکر با وزن ملکولی چاهک .رزای پلیمراز بر روی ژل آگامحصول واکنش زنجیره (1)شکل

 16S rRNAجفت بازی حاصل از تکثیر 1633، قطعه (1kb)یک کیلو جفت باز 
Figure (1) Images of DNA on agarose gel From right to left: 1Kb Ladder, PCR products (1500bp)  

 هاآزمون

Tests 

 نتایج

Results 

 هاآزمون

Tests 

 نتایج

Results 

 شکل سلول

Cell shape 

باسیل کوتاه 

 منظم

Bacill 

تولید 

 سولفیدهیدروژن

 S2H

production 

- 

 واکنش گرب
Gram staining 

 اندول +
Indole 

- 

 تست اسنات

Snot test 

+ 
SIM 

+ 

 اس ور

Spore 

 کزیبیضوی مر

Central 

oval 

 نشاسته

Starch 
- 

 کاتالاز

Catalase 
+ 

OF 
+ 

 اکسیداز
Oxidase 

+ 
MR 

- 

 ژلاتیناز

Gelatinase 
 

+ 
VP 

+ 

 مار  سیترات
Citrate 

+ 
 دنیتریفیکاسیون

Denitrificatio

n 

_ 

TSI 
K/A اوره آز 

Urease 
_ 
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 4/9اری به ه پس از دو روز گرما گذپدید آمد قطر هاله

اختااصی نبودن ایگ روش، ازجمله  متر رسید.سانتی

شود؛ زیرا ممکگ است های آن محسوب میمحدودیت

درنتیجه فعالیت لایتی  هاله شفا  اطرا  کلونی 

ی قرمز هایاخته وجود آمده باشد. عدب همولیزباکتری به

تواند ناشی از محدودیت انتشار سورفکتانت خون نیز می

(. به همیگ دلیل روش 19آگار باشد )رای دا در محیط

اعتمادی برای تائید قطعی حضور و یا عدب حضور قابل

شود و لازب است بیوسورفکتانت در محیط محسوب نمی

 قرار گیرد. گیریبهرهتری نیز موردهای کمی دقیقروش

 آزمون پراکنش نفت

مقطر  رویه آبشده در افزوده در ایگ روش، نفت

متر تشکیل داد که با افزودن سانتی 49ای به قطر لایه

کربگ، ناحیه گوناگون  منابعدارای  باکتری کشتگاه

ایگ پدیده  .شفافی در سطح لایه نفتی ایجاد شد

دهنده حضور ترکیبات دوگانه دوست نشان

در چهار  باسیلوس پومیلیس کشتگاهبیوسورفکتانت در 

بیشتر  های با قطرایجاد دایره برپایهمنبع کربگ است؛ اما 

ها مشخص شد فعالیت بیوسورفکتانت در برخی از نمونه

تولیدشده در برخی منابع کربگ بیشتر است. با کاهش دما 

ه در پدید آمدشفا   و زمان گرما گذاری، قطر ناحیه

ملاس دارای  نفت خاب افزایش یافت. محیطدارای  پلیت

ساعت گرما گذاری توانست لایه نفتی را  471پس از 

متر کنار بزند که بیشتریگ میزان در بیگ سانتیه سبیش از 

( 2منابع کربگ موجود است. نتایج ایگ آزمون در جدول )

آورده شده است. روش پراکنش نفت روش سریع و 

بیوسورفکتانت است که بدون تولید  شناساییآسان جهت 

نیاز به تجهیزات و تنها با حجم کوچکی از نمونه انجاب 

 مقادیر کم بیوسورفکتانت ) رابردر بشود. ایگ روش می

ppm49(. یوسف و 99دهد )( نیز واکنش نشان می

( گزارش دادند که پراکنش نفت روش 2991) 4همکاران

بیوسورفکتانت تولیدشده  شناساییاعتمادی جهت قابل

 .(19) ریز موجودات است وسیلهبه

                                                 
1- Youssef et al. 

فروپاشی نفت روشی حساس و آسان برای شناسایی 

( و روش کمیّ نیز 99است )ساخت بیوسورفکتانت 

( 9نتایج ایگ آزمون در جدول )(. 1آید )حساب میبه

آورده شده است. مشاهدات نشان داد که شاهد منفی 

آب مقطر( در لایه پارافینی موجود در چاه  پلیت )

ساچمه در سطح پارافیگ قرار  سقوط نکرده و مانند ی 

د( درص 29که شاهد مثبت )توییگ گرفته است. درحالی

زمان ی  دقیقه فروریخت و به ته چاه  منتقل در مدت

های دارای طور مشابه، برای محلولشد. ایگ حالت به

های باکتری در هر چهار منبع کربگ مشاهده متابولیت

های شاهد دارای منابع گردید. از سوی دیگر در نمونه

گونه سقوط و یا تغییر حالت در سطح پارافیگ کربگ هیچ

ه نگردید. سورفکتانت ها به دلیل خاصیت مایع مشاهد

خود در کاهش کشش روییگ و بیگ سطحی، قادر به 

گردند و منجر به کاهش کشش روییگ آب و رو گ می

از سوی دیگر، قطرات بدون  شوند.پخش شدن قطره می

گریزی رو گ و بیوسورفکتانت به دلیل خاصیت آب

و به درنتیجه فشار بیگ سطوح در سطح رو گ تجمع کرده 

بیشتریگ فروپاشی نفت  (.45کنند )ساچمه شباهت پیدا می

های حاوی گلوکز و ملاس در با ایگ آزمون در کشت

دست آمد؛ ساعت به 15درجه سلسیوس و  99دمای 

ترتیب که با کاهش دما و زمان گرماگذاری قطر ایگبه

قطرات در چاه  پلیت افزایش یافت. ایگ نتایج مؤید 

 99ساعت و  15فکتانت در دوره زمانی تولید بهتر بیوسور

 .درجه سلسیوس در برابر سایر شرایط است

 آزمون فروپاشی نفت

-تأثیر تیمارهای گوناگون بر شاخص امولسیون

 کنندگی 

شاخص امولسیون کنندگی مقیاسی از قدرت و 

توانایی بیوسورفکتانت در امولسیون کردن هیدروکربگ و 

پایداری امولسیون  ترکیبات نفتی و نشان دهنده میزان

گیری اندازه .حاصل از آب و ترکیبات نفتی است

کنندگی در محیط دارای نفت سفید و شاخص امولسیون

 فنانترن نشان داد که باکتری در ایگ دو محیط قادر به 



11 

 ...آزمون توان ساخت بیوسورفکتانت باکتریران: عنایتی ضمیر و همکا

 

 باسیلوس پومیلیسبا  نتایج آزمون پراکنش نفت (2)جدول
Table (2) Results of oil spreading by Bacillus pumilus 

 منبع کربن

Carbon source 

 

 

48h, 37 ºC 

 زمان و دمای گرماگذاری

Time and temperature of incubation  

37 ºC 156h,                      48h, 30 ºC 

 

30 ºC 156h, 
 گلوکز

Glucose 
++ + ++ ++ 

 نفت سفید

kerosene 
++ ++ ++ + 

 ملاس

Molasses 
++ + + +++ 

 فنانترن

Phenathrane 
+ + ++ ++ 

 و منبع کربگدارای  محیط

 باکتری بدون

Medium 

containing carbon 

source, without 

bacterium 

- - - - 

 )شاهد مثبت(29توئیگ 

Tween20 (Positive 

control) 
+++ 

 آب مقطر )شاهد منفی(

Distilled water 

(Negative control) 
- 

 مترسانتی 0-1سانتیمتر، +++ نواحی با قطر بیش از  0-1++ نواحی با قطر  ،cm 1نواحی با قطر کمتر از  +

(+): For areas with less than 1 cm in diameter, (++): For areas with a diameter of 1 to 3 cm, (+++):For 

areas with more than 3 cm in diameter,

 

 

پدید های یونامولسهای پایدار نیست و یونامولستشکیل 

 (. 2شدند )شکلتدریج ناپدید ه باگذشت زمان بهآمد

های پدید آمده در کشتگاه رفته امولسیونهمروی

درصد( پایدارتر از سایر منابع کربگ  2/71دارای ملاس)

 رسیدند.به نظر می

کنندگی تنها در منبع ملاس در شاخص امولسیون

 471 و 15درجه سلسیوس و در هر دو زمان  99دمای 

ی کنندگفعالیت امولسیوند. بالایی نشان داساعت مقادیر 

 سازندهیکی از معیارهای شناسایی اولیه ریزموجودات 

شده مبنی ارائه هایبیوسورفکتانت است. باوجود گزارش

-و فعالیت امولسیونروییگ  کششبر ارتباط مستقیم بیگ 

 کنندگی، توانایی ی  مولکول برای تشکیل 

روییگ  یدار، همیشه با کاهش کششی  امولسیون پا

ای از نشانه هماننددرنتیجه، ایگ روش تنها  و توأب نیست

گیرد و قرار می گیریبهره رفکتانت موردساخت بیوسو

تر از تولید برای اطمینان بیش(. 97قطعی نیست )

بیوسورفکتانت و تعییگ شرایط بهینه جهت تولید آن 

 . دگیری گردیها اندازهونهنم کشش سطحی

 تاثیر تیمارهای گوناگون بر کشش روئین

باکتری در  حضوربیشتریگ کاهش کشش روییگ در 

ساعت گرماگذاری  15محیط دارای ملاس پس از 
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حاصل گردید، بدیگ ترتیب که کشش روییگ فاز آبی 

 95و  99کشتگاه دارای ملاس در ایگ مرحله در دمای 

 mN/m 34/25و  mN/m 5/22درجه سلسیوس به ترتیب 

گیری شد که در برابر کشش روییگ محیط شاهد اندازه

)محیط دارای ملاس بدون مایه زنی باکتری( با کشش 

یافت. ایگ داری کاهش طور معنیبه mN/m 1/79روییگ 

قند موجود در ملاس و امر احتمالات به دلیل میزان بالای 

گیری آن باکتری است. ایگ کاهش مؤید قابلیت بهره

انت توسط باکتری در بودن ملاس است. تولید بیوسورفکت

گیری  از ملاس همانند منبع کربگ ارزان جهت بهره

های پیشیگ نیز بر ساخت بیوسورفکتانت در پژوهش

 توجه کشش روییگ تأکید داردکارایی و کاهش قابل

(9،23 .) 

 
 ( نتایج آزمون فروپاشی نفت با باسیلوس پومیلیس0جدول)

Table (3) Results of drop collapse test by Bacillus pumilus 
 

 منبع کربن

Carbon 

source 
 

48h, 37 ºC 

 زمان و دمای گرماگذاری

Incubation time and temperature 

 156h, 37 ºC                        48h, 30 ºC 

 

156h, 30 ºC 
 گلوکز

Glucose 
+ + +++ + 

 نفت سفید

kerosene 
+ + + + 

 ملاس

Molasses 
+ + +++ + 

 فنانترن

Phenathrane 
+ + + + 

محیط دارای منبع 

 کربگ و بدون باکتری

Medium 

containing carbon 

source, without 

bacterium 

- - - - 

)شاهد 29توئیگ 

 مثبت(

Tween20 

(Positive control) 

+++ 

آب مقطر )شاهد 

 منفی(

Distilled water 

(Negative 

control) 

- 

 .تا فروریخته ، ++ نواحی کاملا فروریخته+ نواحی نسب

(-): Rounded drops, (+): Flat drops (partial 

spreading), (+++): Complete spreading 
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درصرد آزمرون    6های با حرروف متفراوت، در سرطح    )میانگین کنندگیبر شاخص امولسیون گوناگون  تیمارهایاثر  (2شکل)

 باشند.(میدانکن دارای اختلاف معنی دار 

 Figure (2) Effect of treatments on emulsification index. Means followed by different letters are significant at p< 

0.05.  

 

نفت دارای  در محیطروییگ  گیری کششاندازه

قادر به مار  نفت سفید است. باکتری سفید نشان داد 

نفت سفید ی دارا کاهش دمای گرماگذاری در محیط

ساعت منجر  471و  15داری در هر دو زمان طور معنیبه

گیری نتایج حاصل از اندازه ؛شدروییگ  به کاهش کشش

نفت سفید نشان داد باکتری دارای  محیطروییگ  کشش

ساعت گرما گذاری، به ایگ  15داری پس از طور معنیبه

 کشتگاهفاز آبی روییگ  آزمون پاسخ مثبت داد. کشش

درجه  95و  99نفت سفید در ایگ مرحله در دمای  دارای

 mN/m 1/19و  mN/m 9/95سلسیوس به ترتیب 

محیط شاهد روییگ  کشش در برابرگیری شد که اندازه

 باکتری( با کششزنی مایه نفت سفید بدوندارای  )محیط

داری کاهش یافت که طور معنیبهmN/m 1/12روییگ 

 تنها منبع کربگ انندهمدهنده مار  نسبتات خوب آن نشان

 .(9)شکل باکتری و تولید مؤثر بیوسورفکتانت است

دارای  در محیطروییگ  بیشتریگ کاهش کشش 

 رخ داد. کششزنی مایه ساعت از زمان 15فنانترن پس از 

فنانترن در ایگ مرحله در دارای  کشتگاهفاز آبی روییگ 

 mN/m 5/23درجه سلسیوس به ترتیب  99دمای 

محیط شاهد روییگ  کشش در برابرشد که گیری اندازه

 باکتری( با کششزنی مایه فنانترن بدوندارای  )محیط

  .یافتداری کاهش طور معنیبه mN/m 1/13روییگ 

گلوکز دارای  کاهش دمای گرماگذاری در محیط

ساعت منجر به کاهش  15داری در زمان طور معنیبه

دمای  ردروییگ  که کشش گونه به ایگ ؛شدروییگ  کشش

 ساعت 15در زمان درجه سلسیوس و  99گرما گذاری 

mN/m9/95 محیط شاهد روییگ  کشش در برابرکه بود

 باکتری( با کششزنی مایه گلوکز بدوندارای  )محیط

 یافت.کاهش  mN/m 4/71روییگ 

قادیر بیشتر بیوسورفکتانت در ایگ نتایج مؤید تولید م

 4ت. پرابو و فالهاسفنانترن پس از آن و ع کربگ ملاس منب

 رفکتانت بهساخت بیوسو که ( گزارش دادند2999)

تنها منبع کربگ  همانندفنانترن  در بودن سودوموناسوسیله 

در مقایسه با گلوکز و بنزوات بیشتر بوده است؛ ایگ 

ی باکتریایی در هایاختهمشاهده کردند ن همچنیگ امحقق

گلوکز  در برابرگریزی بیشتری فنانترن آبدارای  محیط

ساخت داشتند که منجر به کاهش جذب فنانترن و 

(. جاشی و 94گلوکز گردید ) در برابررفکتانت بیوسو

                                                 
1- Prabhu and Phale 
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رفکتانت در ساخت بیوسو( با بررسی 2995) 4همکاران

 Bacillusباکتری با  گلوکزدارای  راکتورهای

licheniformis R2  2/5درجه سلسیوس و  99در دمای-

7/1 pH= محیط را تا روییگ  توانستند کششmN/m 25 

 (.45ساعت کاهش دهند ) 49زمان در مدت

رفکتانت ساخت بیوسوکمیت و کیفیت  رفتههمیرو

تحت تأثیر ماهیت منبع کربگ  ریزجانداران تولیدشده

باسیلوس طبق نتایجی که در بالا آورده شد  (.92است )
توانایی مار  انواع منابع کربنی )از قبیل  پومیلوس

ساخت انواع هیدروکربنی( و محلول در آب و 

بررسی کشش روییگ  رفکتانت را دارا است.بیوسو

کشتگاه مؤید ایگ مطلب است که بیشتریگ میزان ساخت 

به ترتیب در محیط سلسیوس  99دمای بیوسورفکتانت در 

 95دارای ملاس نیشکر، فنانترن و گلوکز و در دمای 

درجه سلسیوس به ترتیب در محیط دارای ملاس نیشکر، 

لطف آباد و همکاران گلوکز و فنانترن حاصل شد. 

( نشان دادند با کاهش دما میزان بیوسورفکتانت 2942)

 Pseudomonas aeruginosa MR01تولیدی سویه

گلوکز اگرچه منبع کربگ مناسبی (.22افزایش یافت )

ازآنجا که جهت  شود اماباکتری محسوب میبرای رشد 

نیاز به مار   ساخت بیوسورفکتانت در سطوح تجاری

 آن  یراقتاادی از گیریمقادیر زیاد گلوکز است؛ بهره

 ی  جایگزیگ همانند بنابرایگ بود. خواهد و  یرمنطقی

 بر دارا بودن علاوه که ملاس از توانمناسب می

مواد  سایر نیتروژنی و ترکیبات حاوی قندی، ترکیبات

 گیریموردنیاز جهت رشد ریز موجودات است بهره

 .گردد

ایج حاصل از بررسی اثر زمان گرماگذاری حاکی نت

 15از آن است که کاهش کشش روییگ محیط پس از 

داری بیشتر از کاهش طور معنیساعت گرماگذاری به

ساعت  471های حاصل از کشش روییگ نمونه

( با بررسی 2995) 4جاشی و همکاران گرماگذاری است.

 ساخت بیوسورفکتانت در راکتورهای دارای گلوکز

                                                 
1- Joshi et al. 

درجه  99در دمای  Bacillus licheniformis R2باکتری 

توانستند کشش روییگ محیط  =pH 7/1-2/5سلسیوس و 

ساعت کاهش دهند  49زمان در مدت mN/m 25را تا 

(. البته در برخی مطالعات نیز بیشتریگ کاهش کشش 45)

روز گرماگذاری حاصل شده است  5-5روییگ پس از 

تریگ محیط رشد مهم(. کاهش کشش سطحی 14و  41)

تریگ معیار برای اثبات تولید بیوسورفکتانت و اصلی

( و امتیازی و همکاران 2994و واسودوان ) باشد. براثیمی

گیری کشش سطحی ( نشان دادند که اندازه2997)

دهنده تولید بیوسورفکتانت و ویژگی تواند نشانمی

های میکروبی مورد بررسی در تجزیه مناسب سویه

(. طبق روش دسایی و 1،44های نفتی باشد )کربگهیدرو

 19تر از ( توانایی کاهش کشش سطحی پاییگ4335بنت )

-میلی نیوتون بر متر نشان دهنده قابلیت گونه مورد نظر به

 (.49عنوان تولید کننده بیوسورفکتانت است)

 گریزی سطح یاخته باکتریآب

گریزی سطح یاخته نتایج ایگ آزمون نشان داد آب

رپایه نوع منبع کربگ موجود در کشتگاه تغییر ب

گریزی (. ایگ باکتری بالاتریگ میزان آب1کند)شکلمی

گریزی را در منبع را در منبع کربگ ملاس و کمتریگ آب

گریزی یاخته به کربگ نفت سفید نشان داد. بالا بودن آب

طور مستقیم با قطره نفت یا دهد تا بهباکتری اجازه می

در حالی  ؛ای جامد تماس پیدا کنندههیدروکربگ

گریزی کم یاخته باعث چسبندگی باکتری به میسل آب

 (.42) شودهای امولسیون کننده مییا رو گ

(، جاذبه متقابل بیگ 4331) 2به گفته ژانگ و میلر

تواند به کاهش های میکروبی میبیوسورفکتانت و یاخته

ان تریگ میز(. بیش12گریزی یاخته منجر شود )آب

در منبع باسیلوس پومیلوس گریزی سطح یاخته  آب

 از که بتوانندها برای ایگکربگ ملاس مشاهده شد. باکتری

عنوان منبع کربگ وانرژی استفاده بهتری ها بههیدروکربگ

فاز آلی  کردن میزان بیشتری از باید قادر به وارد ،نمایند

؛) یرقطبی( به فاز آبی )قطبی( باشند

                                                 
2- Zhang and Miller 
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د آزمون دانکن دارای اختلاف معنیدرص 6های با حروف متفاوت، در سطح )میانگینرویین  بر کشش گوناگون  تیمارهایثر ا (0شکل)

 دار می باشند.(

Figure (3) Effect of treatments on surface tension. Means followed by different letters are significant 

at p< 0.05.  

 

 

د آزمون دانکن درص 6های با حروف متفاوت، در سطح )میانگین Bacillus pumilusیاخته  منبع کربن بر آبگریزیاثر  (8)شکل 

 باشند.(دار میدارای اختلاف معنی
Fig. (4) Effect of carbon source on cell-surface hydrophobicity of Bacillus pumilus. Means 

followed by different letters are significant at p< 0.05. 
 

گریزتر همیگ منظور هرچه سطح سلول باکتری آببه

باشد یا به عبارت دیگر آبگریزی سطح سلولی بیشتر 

شود. پروثی و باشد، تولید بیوسورفکتانت بیشترمی

( دریافتند که رابطه مستقیمی بیگ 4335کامئوترا )

نتایج  آبگریزی و تولید بیوسورفکتانت وجود دارد.

 گریزی ایگ باکتری در منابعحاصل از بررسی آب

است روییگ  کربگ مشابه نتایج حاصل از کششگوناگون 

 رفکتانت در ایگ منابع کربگ دارد. ساخت بیوسوو نشان از 
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 گیرینتیجه

ی هاآزموندر ایگ پژوهش تنها ی  جدایه که به 

و شاخص امولسیون کنندگی روییگ  همولیز، کشش

ساخت سایی شد. بررسی پاسخ مثبت داد، شنا

که نشان داد  پومیلوس باسیلوستوسط  رفکتانتبیوسو

از منابع کربنی محلول  گیریبهرهرشد و  توانایگ باکتری 

های نامحلول در در آب )گلوکز و ملاس( و هیدروکربگ

. نتایج  ربالگری اولیه را داردآب )نفت سفید و فنانترن( 

ساخت ایی توانپراکنش و فروپاشی نفت(  )همولیز،

نشان  رفته کاربهرفکتانت را در هر چهار منبع کربگ بیوسو

کمتریگ و کنندگی امولسیونشاخص بیشتریگ  . داد

ساعت  15ملاس پس از دارای  در محیطکشش روئیگ 

بر اساس  پدید آمد.درجه سلسیوس  99گرماگذاری در 

ه از ملاس به تحقیقات بیشتری برای استفاد ایگ نتایج نیاز

پسماند کشاورزی برای تولید  به عنوان نیشکر 

ی مختلف دهابیوسورفکنانت در سطح تجاری برای کاربر

 است.

 

 گزاریسپاس

آوری نویسندگان از معاونت محترب پژوهشی و فگ

دانشگاه شهید چمران اهواز به لحاظ فراهم نمودن اعتبار 

تقدیر و  4213پژوهشی ایگ تحقیق در قالب طرح با شماره

 .یندنماتشکر می
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