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Induction of Biosurfactant Production from a Native Isolated 
Moderately Halophilic Bacterium, Halomonas sp. MM93 in 
the Presence of Olive Oil and Study of its Stability
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applications [4] Biosurfactant‐enhanced bioremediation of aged polycyclic aromatic 
hydrocarbons (PAHs) in creosote contaminated soil [5] Biosurfactants are useful tools for 
the bioremediation of contaminated soil: A review [6] Microbial biotechnology for 
enhancing oil recovery: Current developments and future prospects [7] Biosurfactants: 
Properties, commercial production and application [8] Biosurfactant production and use in 
oil tank clean‐up [9] Isolation, identification, biochemical properties and potential 
application of an organic solvent‐tolerant lipase from Pseudomonas sp [10] Selection of 
microbes producing biosurfactants in media without hydrocarbons [11] Isolation and 
characterization of a biosurfactant‐producing Fusarium sp [12] Surface‐active agents from 
two Bacillus species [13] A drop‐collapsing test for screening surfactant‐producing 
microorganisms [14] Production and characterisation of glycolipid biosurfactant by 
Halomonas sp [15] Isolation and characterization of halophilic Archaea able to produce 
biosurfactants [16] Comparison of methods to detect biosurfactant production by diverse 
microorganisms [17] Screening of bacteria, isolated from PAH‐contaminated soils, for 
production of biosurfactants and bioemulsifiers [18] Genetically‐manipulated 
microorganisms and their products in the oil service industries [19] The fermentation of 
long‐chain compounds by torulopsis magnoliae: I. structures of the hydroxy fatty acids 
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microorganisms isolated from soils contaminated with diesel oil [22] Comparative study 
for biosurfactant production by using Bacillus subtilis and Pseudomonas aeruginosa [23] 
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hydrocarbons and biosurfactant production by Pseudomonas sp 

Biosurfactants are valuable microbial metabolites that have considerable applications in 
different industries. They offer so many advantages over their synthetic counterparts such 
as biodegradability, low toxicity, activity at extreme conditions, ability to be produced from 
renewable wastes and by‐products. In the present study, biosurfactant production of Halomonas 
sp. MM93 in nutrient broth medium at 30°C after 72h was investigated using oil spreading and 
hemolysis tests. The emulsification capacity of the biosurfactant was also evaluated in a defined 
production medium during 96h. Effect of olive oil, n‐Hexan, and kerosene as hydrophobic carbon 
sources to induction of biosurfactant production by the strain MM93 was also investigated. Due 
to the importance of stability in the case of industrial use, the effect of extreme temperature, pH 
and salinity on the stability of bacterial culture supernatant was evaluated. This strain created 
a clear zone of 2.5cm diameter in an oil‐spreading test and its E24 index was 45%. Halomonas 
sp. MM93 could reduce the surface tension of the culture medium from 70 to 40 mN/m. Also, 
the produced biosurfactant showed remarkable stability at high temperature (100°C), extreme 
acidic and alkaline conditions (pH=2‐12), and high salinity (20g/L). According to obtained data, 
native isolated moderately halophilic bacterium, Halomonas sp. MM93 could be considered as 
a potent strain in terms of producing stable biosurfactants for various industries especially 
the processes of increasing microbial recovery of oil that need Compounds with High surface 
activity and high stability.
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  چکيده
میکروبی ارزشمند هستند که  یهاوردهآفر جمله از  های زیستیسورفکتانت

های این ترکیبات از مزیت در صنایع مختلف دارند. قابل توجهی هایکاربرد
پذیری، سمیت پایین، تخریبتوان به زیستنسبت به انواع شیمیایی خود می

در فعالیت در شرایط محیطی حاد و قابلیت تولید از پسماندها اشاره کرد. 
	Halomonasمی بو سویهتوانایی مطالعه حاضر،  sp.	 MM93  در تولید

در محیط کشت همولیز  و بیوسورفکتانت با استفاده از روش گسترش روغن
فعالیت مورد بررسی قرار گرفت. ساعت  ۷۲پس از  C°۳۰نوترینت براث و دمای 

شده طی کنندگی سورفکتانت زیستی نیز در یک محیط تولید تعریفامولسیون
کنندگی بررسی شد. اثر ساعت، توسط آزمون سنجش فعالیت امولسیون ۹۶

القای  در گریزمنابع کربنی آبعنوان به دینفت سف هگزان و -، انروغن زیتون
واسطه به  .ر گرفتمورد بررسی قرا توسط این سویهزیستی تولید سورفکتانت 

های صنعتی، پایداری مایع های زیستی در استفادهاهمیت پایداری سورفکتانت
و غلظت نمکی سنجیده  pHرویی محیط کشت باکتری در شرایط افراطی دما، 

متر ایجاد کرد سانتی۵/۲ای به قطر در آزمون گسترش روغن، هاله شد. این سویه
	Halomonas. محاسبه شد %۴۵آن برابر  E24و شاخص  sp.	 MM93	 

واسطه تولید این سورفکتانت زیستی قادر به کاهش کشش سطحی محیط به
نیوتون بر متر بود. همچنین سورفکتانت زیستی میلی۴۰به  ۷۰کشت از 

)، شرایط اسیدی و بازی C°۱۰۰ی در دمای بالا (املاحظهتولیدشده پایداری قابل 
بر لیتر) را نشان داد. طبق نتایج گرم ۲۰) و غلظت نمک بالا (pH=۲-۱۲حاد (

 عنوانبهتواند می MM93	sp.	Halomonas بومی دوستنمک حاصل، باکتری
یژه وبهیک سویه توانمند در تولید سورفکتانت زیستی پایدار در صنایع مختلف 

فعالیت  که نیازمند ترکیبات دارای فرآیندهای افزایش بازیافت میکروبی نفت
  هستند، مورد توجه قرار گیرد. سطحی با پایداری زیاد

سورفکتانت زیستی، روش القایی، هالوموناس، افزایش بازیافت میکروبی  ها:کلیدواژه
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  مقدمه
طور توانند بهی هستند که میسطحها ترکیباتی فعال و سورفکتانت

زیستی داشته باشند. این  منشاشیمیایی تولید شوند و یا 
یری در سطح بین دو فاز با درجه قطبیت و قرارگها توانایی مولکول

پیوندهای هیدروژنی متفاوت را دارند و باعث تغییر در کشش 
. [1]شوندهای سطحی میطور کلی تغییر در فعالیتسطحی و به

ت. این ترکیبات متنوع اس یارها بسسورفکتانت و عملکرد تارساخ

 یون،امولس یدارکننده، پایندهمانند شو یگوناگون یهانقش یدارا
 یدارکننده،کننده، پامرطوب یون،زننده امولسبرهم ،کنندهمخلوط
. سالانه چندین میلیون [2]هستندکننده یاکف و ژله کنندهکنترل

شوند و سرعت رشد یمیایی تولید میهای شتن از سورفکتانت
 یمیاییش یهاسورفکتانترو به افزایش است.  تولید این ترکیبات

در  هستند و پذیریهتجزسختنفت و معمولاً  یهعمده بر پا طوربه
ها و محصولات سورفکتانت یدتول های. فرآیندمانندیمباقی ط یمح
خطرناک  محیطییست از لحاظ ز توانندیمنیز  ی حاصل از آنهافرع
  .[3]دنباش

 منشاها با ای از سورفکتانتهای زیستی دستهسورفکتانت
های فراوانی نسبت به میکروارگانیزمی هستند که مزیت

توان ها میین این مزیتترمهمهای شیمیایی دارند. از سورفکتانت
پذیری، سمیت پایین، تنوع ساختاری و کارآیی تخریببه زیست

یفی از طهای زیستی توسط . سورفکتانت[4]دبالاتر اشاره کر 
ها و مخمرها ای، باکتریهای رشتهها شامل قارچمیکروارگانیزم
شوند. این ترکیبات کاربردهای فراوانی در صنایع مختلف تولید می

از جمله صنایع نفتی، غذایی و دارویی، پزشکی، کشاورزی، آرایشی 
این ترکیبات برای و بهداشتی و غیره دارند. در صنعت نفت از 

ین در فرآیند همچنهای نفتی از آب و خاک و ی آلودگیساز پاک
ای از مخازن حاشیه (MEOR)افزایش بازیافت میکروبی نفت 

دوست، حلالیت و های دوگانهشود. درواقع این مولکولاستفاده می
های نفتی را گریز از جمله هیدروکربنیری ترکیبات آبپذدسترس

د و از این طریق تخریب زیستی این ترکیبات دهنافزایش می
دلیل ها به. باکتری[5]بخشندها را سرعت میتوسط میکروارگانیزم

و شوری،  pH، پایداری زیاد نسبت به دماهای بالا، کوچکتر اندازه
ی برای استفاده در تر مناسبها گزینه نسبت به سایر میکروارگانیزم

ها، انواع نمک میان باکتریرسند و در به نظر می MEORفرآیند 
ها) برای استفاده در ها) و گرمادوست (ترموفیلدوست (هالوفیل

  .[6]این فرآیند ارجحیت دارند
یژه در وبههای زیستی در صنایع مختلف استفاده از سورفکتانت

صنعت نفت و صنایع غذایی مستلزم پایداری بالای این ترکیبات 
و شوری بالا است. براساس در شرایط سخت محیطی از جمله دما 

های زیستی نسبت به انواع شیمیایی آنها ، سورفکتانتهاگزارش
های زیستی بسیار پایدارتر هستند. عملکرد بسیاری از سورفکتانت

، دما و قدرت یونی قرار pHتغییر شرایط محیطی مانند  تحت تاثیر
مقاوم  C°۹۰ها به دماهای بالا تا حدود گیرد. این سورفکتانتینم

تیمارهای حرارتی قرار  تحت تاثیر آنهاهستند و فعالیت سطحی 
کردن اکثر نمک برای غیرفعال %۳تا  ۲اگرچه غلظت  .[7]گیردینم

های زیستی در ی شیمیایی کافی است، سورفکتانتهاسورفکتانت
شوند. ینمنشین یا غیرفعال نیز ته %۱۰ی نمکی بالاتر از هامحلول

که  (Lichenysin)فکتانت زیستی لیکنیسین طور مثال سور به
دمایی  گسترهشود، در یمتولید  	licheniformis	Bacillusتوسط

کلرید برابر ، غلظت نمک سدیم۹تا  ۴برابر  C°۵۰ ،pHکمتر از 
  .[7]است و فعالگرم بر لیتر پایدار ۲۵گرم بر لیتر و کلسیم برابر ۵۰
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پالایی و های زیستی در زیستبا توجه به اهمیت سورفکتانت
های شیمیایی، هدف های این ترکیبات نسبت به سورفکتانتمزیت

اول بررسی پتانسیل تولید سورفکتانت  مطالعه حاضر در مرحله
	Halomonasزیستی توسط سویه نمک دوست  sp.	MM93  و

قیمت بود. زانهای ارکردن شرایط افزایش تولید در محیطفراهم
های زیستی یابی به سورفکتانتهمچنین با توجه به لزوم دست

استفاده در صنایع مختلف  منظورو نمک به pHمقاوم به دما، 
دوم بررسی پایداری بیوسورفکتانت  ویژه صنعت نفت، در مرحلهبه

  تولیدشده در شرایط سخت مورد توجه و بررسی قرار گرفت.
  

  هاروشمواد و 
  مواد

سولفات، های آمونیومنوترینت براث، عصاره مخمر، انواع نمک
فسفات تهیه شدند (مرک؛ آلمان). روغن کلرید و سدیمسدیم

های تجاری موجود صورت نمونهزیتون، ملاس و نفت سفید نیز به
در بازار خریداری شدند. همچنین در مطالعه حاضر پرایمر مورد نیاز 

شده دیگر های استفادهوبی). حلالجنسنتز شد (شرکت بیونیر؛ کره
  همگی در گرید آنالیتیک بودند (مرک؛ آلمان).

  سازی مایع تلقیحآماده
	Halomonas ی مایع تلقیح، سویهساز آماده منظوربه sp. 

MM93  در محیط نوترینت براث، دمایC°۳۰  و با سرعت شیکر
ساعت کشت داده شد. سپس باکتری  ۱۶دور بر دقیقه به مدت ۲۱۰
در محیط کشت تولید تلقیح شد  %۴ر فاز رشد پایدار با فراوانی د

  ).۱(جدول 

  
	Halomonasکشت تولید بیوسورفکتانت توسط  اجزای محیط )۱ جدول sp.	

MM93	
  (درصد)غلظت   اجزا

  ۱  سولفاتآمونیوم
  ۵  کلریدسدیم
  ۲۵/۰  فسفاتسدیم

  ۵/۰  عصاره مخمر
  ۵/۰	ملاس

  ۲	روغن زیتون

pH	۸  

  
  سورفکتانت زیستی به روش القاییتولید 
تولید سورفکتانت زیستی در این سویه از روش القایی  منظوربه

. به این منظور محیط کشت تولید سورفکتانت [8]استفاده شد
دقیقه  ۲۰به مدت  C°۱۲۱روغن) تهیه و در دمای  جز بهزیستی (

از مایع تلقیح در محیط کشت تولید تلقیح  %۴استریل شد. سپس 
دور در ۲۱۰با سرعت  C°۲۸رماگذاری سویه مذکور در دمای و گ

از هر یک از  %۲ساعت گرماگذاری،  ۱۶دقیقه انجام شد. پس از 
محرک تولید  عنوانبههگزان  -سوبستراهای روغن زیتون، نفت و ان

های جداگانه حاوی محیط کشت اضافه بیوسورفکتانت به فلاسک

در  OD)600(شد سلولی شد. سپس میزان تولید بیوسورفکتانت و ر 
روز میزان  ۴طی زمان مورد بررسی قرار گرفت. در نهایت پس از 

کنندگی سورفکتانت زیستی تولیدشده در محیط فعالیت امولسیون
  کشت باکتری بررسی شد.

  MM93تعیین جنس جدایه 
	16Sبخشی از ژن  rDNA  جدایهMM93  با روشPCR  و با

ی قبلی هاگزارشهمانند  HRK2و  HRK1استفاده از پرایمرهای 
 ۱۰۱۹. تعیین توالی بخش مرکزی ژن مذکور با طول [9]تکثیر شد

در  KM261524نوکلئوتید انجام شد که با شماره دسترسی 
GenBank  .بررسی رابطه فیلوژنتیک  منظوربهثبت شده است

ردیفی توالی با استفاده ها ابتدا همبا سایر باکتری MM93جدایه 
	MEGAافزار انجام شد. سپس با استفاده از نرم Blastافزار از نرم
	Neighbor)کارگیری الحاق همسایه و به 6.0 joining)  و
درخت فیلوژنی رسم و  (Bootstrap) ۱۰۰۰استرپ بر پایه بوت

  جدایه در سطح جنس شناسایی شد.
  آزمون شکست گلبول قرمز (همولیز)

روشی اولیه در تشخیص تولید  عنوانبهاز آزمون همولیز 
ساعت کشت  ۱۶شود. در این روش پس از سورفکتانت استفاده می

میکرولیتر از محیط کشت ۱۰۰باکتری در محیط نوترینت براث، 
خون  %۵روی پلیت بلاد آگار حاوی  ۴۱۰حاوی سویه با رقت 

گرماگذاری  C°۲۸ساعت در دمای  ۷۲گوسفند پخش و به مدت 
 عنوانبهشفاف روی پلیت  اگذاری، حضور هالهشود. پس از گرممی

  .[10]شودشاخصی از تولید سورفکتانت زیستی بررسی می
  روش گسترش روغن

روغن، آزمونی کارآمد و سریع برای غربالگری اولیه  گسترش روش
. در این روش ابتدا استهای مولد سورفکتانت زیستی سویه
تمیز با قطر ای لیتر آب مقطر درون یک پلیت شیشهمیلی۴۰
میکرولیتر نفت خام در مرکز این ۲۰متر ریخته شد. سپس سانتی۸

 صورتی که یک لایه نفت خام روی سطح آبداده، به پلیت قرار
یی حاصل از رو یعمامیکرولیتر از ۱۰درون پلیت تشکیل شد. 

سانتریفیوژ مایع تخمیر در مرکز لایه نفت ایجادشده در سطح پلیت 
کردن مایع تخمیر، ریخته شد. کنارزدن نفت و ایجاد هاله با اضافه

شاخصی از تولید سورفکتانت زیستی مورد بررسی قرار  عنوانبه
گرفت. در این روش قطر هاله ایجادشده متناسب با غلظت 

  .[11]استمایع تخمیر  سورفکتانت موجود در
  )24E(شاخص  یکنندگفعالیت امولسیون

کردن سنجش توانایی مایع تخمیر در امولسیون منظوربهاین روش 
گیرد. برای انجام این قرار می استفادهمورد  گریزآبترکیبات 

لیتر مایع تخمیر و یا محلول میلی٢ شیآزمادر یک لوله  شیآزما
 -لیتر انمیلی۲به شده از مایع تخمیر سورفکتانت خام استخراج

 ٢از ورتکس به مدت  استفادهاضافه و محتویات لوله با  هگزان
ساعت در  ٢٤به مدت  شیآزماشدت مخلوط شد. این لوله دقیقه به

مول زیر با استفاده از فر  24Eدمای اتاق قرار داده و سپس شاخص 
  :[12]محاسبه شد



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همکاران یدر یحیکربلائ درضایحم ۲۴

   ۱۳۹۸ زمستان، ۱، شماره ۱۱دوره                                                                                                                                                                            فناوری دانشگاه تربیت مدرسزیست

E24 ൌ
ارتفاع	لایه	امولسیفیهشده
ارتفاع	کل	ستون	مایع

ൈ ۱۰۰	

  ی کشش سطحیر یگاندازه
یری کشش سطحی با استفاده از دستگاه آنالیز شکل قطره گاندازه

(Drop	shape	analyzer) مدل ،DSA‐100 )KRUSS (؛ آلمان
سطحی انجام شد. این دستگاه براساس روش قطره آویزان، کشش 

  .[13]کندگیری میرا اندازه
 MM93مطالعات پایداری سورفکتانت زیستی تولیدشده توسط 

Halomonas	sp.  
  بررسی اثر دما

ساعته مربوط به ۷۲مایع رویی عاری از سلول حاصل از کشت 
	MM93 Halomonas سویه sp.  ساعت در دماهای  ۲به مدت
های نمونه ازلیتر میلی۲قرار گرفت. سپس  C°۱۲۱و  ۱۰۰، ۸۰، ۶۰

هگزان  -لیتر انمیلی۲تیمارشده در هر دما به لوله آزمایش حاوی 
ساعت سکون،  ۲۴دقیقه ورتکس شدید و سپس  ۲اضافه و پس از 

  برای هر نمونه محاسبه شد. 24Eشاخص 
  pHبررسی اثر 

pH تنظیم  ۱۲تا  ۲های مایع رویی عاری از سلول در گستره نمونه
گرماگذاری شد. سپس  C°۳۷ساعت در دمای  ۲ به مدتو 
هگزان به یک لوله  -لیتر انمیلی۲لیتر از هر نمونه به همراه میلی۲

  برای هر نمونه محاسبه شد. 24E و شاخصآزمایش اضافه 
  کلرید)بررسی اثر شوری (نمک سدیم

کلرید از مایع رویی از نمک سدیم %۲۰و  ۱۵، ۱۰، ۵های غلظت
تهیه و  .sp	MM93 Halomonasعاری از سلول مربوط به سویه 

سوبسترای  عنوانبههگزان  -سپس با استفاده از حلال ان
  هر نمونه محاسبه شد. 24Eهیدروکربنی، شاخص 

ای کنندگی مایع تخمیر بر روی سوبستراهبررسی فعالیت امولسیون
  مختلف

در  MM93 در این آزمایش توانایی مایع تخمیر جدایه
گریز مختلف شامل هگزان، هپتان کردن سوبستراهای آبامولسیفیه

لیتر از میلی۲و نفت سفید مورد بررسی قرار گرفت. به این منظور 
لیتر از حلال میلی۲مایع تخمیر حاوی سورفکتانت زیستی و 

  محاسبه شد. 24Eته و شاخص گریز درون لوله آزمایش ریخآب
  آنالیز آماری
تکرار مستقل انجام شد و  ۳گیری حداقل ها با اندازههمه آزمایش

تجزیه و تحلیل شدند و  Prismافزار یری از نرمگبهرهها با داده
نتایج واریانس به دست آمد. سپس با استفاده از آزمون 

با یکدیگر  ۵ها در پایه آماری %ای دانکن، میانگین دادهچنددامنه
  سنجیده شدند.

  
  هایافته

	16Sتجزیه و تحلیل توالی  rDNA جدایه MM93 منظوربه 
ها ریتعیین موقعیت فیلوژنی این باکتری در میان سایر باکت

نشان داد که این سویه به جنس هالوموناس تعلق دارد و با نام 
Halomonas	sp.	MM93  معرفی شد. این سویه بیشترین قرابت

نشان داد.  variabilis	3051 Halomonas	DSMژنتیکی را با 
	DSMباکتری  7151 Vibrio	 fischeri گروه خارجی  عنوانبه

(Outgroup) ۱کل مورد استفاده قرار گرفت (ش.(  
  

  
  MM93	sp.	Halomonasسویه  rDNA	16Sدرخت فیلوژنی براساس توالی ژن ) ۱شکل 
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	MM93 Halomonas بررسی تولید سورفکتانت زیستی سویه

sp.  
منظور بررسی عنوان یک روش اولیه بهروش شکست گلبول قرمز به

شد. این سویه تولید سورفکتانت زیستی توسط این سویه استفاده 
دهنده تولید ای شفاف ایجاد کرد که نشانطی آزمون همولیز، هاله

  ).۲سورفکتانت توسط این سویه بود (شکل 

  

  
	Halomonasفعالیت همولایتیک سویه  )۲شکل  sp.	 MM93  هاله همولیز)

  ها قابل مشاهده است.)قابل توجهی در اطراف کلنی

  
داد که این سویه قادر  نتایج حاصل از آزمون گسترش روغن نشان

ای به قطر است لایه نفت روی آب را کنار بزند و هاله
فعالیت الف). در مطالعه حاضر  -۳شکل ( متر ایجاد کندسانتی۵/۲

بر  زیستی مولد سورفکتانت جدایهمایع تخمیر  کنندگیامولسیون
مورد بررسی قرار  24Eبا استفاده از آزمون هگزان  - ان حلالروی 
بود  %۴۵شده برای این سویه محاسبه 24Eزان شاخص و می گرفت

 ۸۰ب). این سویه همچنین قادر بود که طی مدت  - ۳(شکل 
 ۷۰ساعت رشد در محیط کشت، کشش سطحی محیط را از میزان 

  نیوتون بر متر کاهش دهد.میلی۴۰به 
 MM93 پروفایل تولید سورفکتانت زیستی و رشد سویه

Halomonas	sp.  
بررسی همزمان تولید سورفکتانت زیستی به روش القایی و رشد 

 ساعت اولیه ۲۴نشان داد که در  MM93	sp.	Halomonas سویه
سریعی افزایش پیدا کرد و  طوربهمایع تخمیر  600ODگرماگذاری، 

سپس رشد این سویه وارد فاز سکون شد. تولید سورفکتانت توسط 
 ۸۴گذاری شروع شد و پس از ساعت پس از گرما ۲۴این سویه نیز 

خود رسید  به میزان بیشینه C۳۰°ساعت گرماگذاری در دمای 
  ).۱(نمودار 

 MM93مطالعات پایداری سورفکتانت زیستی تولیدشده توسط 
Halomonas	sp.  

کنندگی سورفکتانت زیستی در مطالعه حاضر، فعالیت امولسیون
حفظ بالا  یدر شور  .sp	MM93 Halomonasتولیدشده توسط 

 سورفکتانت تیدر فعال یه تاثیر رفتکارنمک به یهاغلظت شد و

 دیکلرمیسد %۲۰در غلظت حتی  بیترک نیشده نداشت و ادیتول
کرد طور کامل حفظ کنندگی خود را بهامولسیون تیفعال زین
همچنین سورفکتانت زیستی تولیدشده، از نظر ). الف -۲نمودار (

ساعت در  ۲دادن آن به مدت ه حرارتدمایی ترکیبی پایدار بود ک
اما فعالیت این  نیز تاثیری بر فعالیت آن نداشت، C۱۰۰°دمای 

تحت تاثیر قرار گرفت و میزان فعالیت  C۱۲۱°ترکیب در دمای 
ب).  -۲کاهش پیدا کرد (نمودار  %۳۳کنندگی آن به امولسیفیه

به کنندگی این سورفکتانت نسبت علاوه بر این فعالیت امولسیون
pH طوری که فعالیت خود را در گستره شدت مقاوم بود، بهنیز به
pH ۲  ج -۲حفظ کرد (نمودار  ۱۲تا.(  

  

    (الف)     

  (ب)  
هاله شفاف حاصل از کنارزدن نفت از سطح آب توسط مایع تخمیر  )۳شکل 

نفت  گریزآبکنندگی مایع تخمیر بر روی سوبسترای (الف)؛ فعالیت امولسیون
  (ب)

  

 
کنندگی و رشد تولید سورفکتانت زیستی براساس فعالیت امولسیون )۱نمودار 

)600(OD  سویهMM93	sp.	Halomonas  عنوانبهدر حضور روغن زیتون 
  ساعت ۸۴سوبسترا طی مدت 
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(ج) بر  pHو (ب)  یر غلظت سدیم کلرید (الف)، حرارتثاتبررسی ) ۲نمودار 

  .sp	MM93 Halomonas یهسوفعالیت سورفکتانت زیستی تولیدشده توسط 
  

  یر یگجهینتبحث و 
	Halomonasسویه  sp.	 MM93  یک باکتری مقاوم به نمک
جنس  که از دریاچه بختگان در استان فارس جدا شده است. است

های باکتریایی نسبتاً ترین جنسشدههالوموناس یکی از شناخته
فناوری بسیار مورد یستزشود که از نظر یمدوست محسوب نمک

 واسطهبههای مختلف این جنس همچنین . جدایه[14]استتوجه 
توانند در لاینده، میآهای نفتی توانایی در حذف هیدروکربن

با شوری بالا مورد استفاده قرار های آلوده به هیدروکربن محیط
یی از تولید سورفکتانت زیستی توسط جنس هاگزارش. [15]بگیرند

مثال تولید بیوسورفکتانت پنج سویه  طوربهوجود دارد.  هالوموناس
و همکاران مورد بررسی قرار گرفت  گانا -کبوچهاز این جنس توسط 

که از میان آنها دو سویه قادر به تولید سورفکتانت زیستی 
و همچنین نتایج مطالعه  هاگزارشبراساس  علاوهبه .[15]بودند

های حاضر، سورفکتانت زیستی تولیدشده توسط باکتری
ها پایداری بسیار بالایی دارند که دوست از جمله هالوموناسنمک
وضوع از لحاظ کاربرد صنعتی این ترکیبات بسیار مورد توجه این م
	.است

	.spتولید سورفکتانت زیستی توسط  MM93 Halomonas  با
های گسترش روغن، همولیز، بررسی فعالیت روش

یری میزان کاهش کشش سطحی گاندازهکنندگی و امولسیون
بررسی شد و محلول رویی محیط کشت این سویه در هر سه آزمون 

). با توجه به الف -۳و  ۲های توجهی نشان داد (شکل قابلایج نت
های زیستی این ترکیبات قادر هستند که با ماهیت سورفکتانت

های قرمز شوند. تداخل در غشای سلولی باعث شکستن گلبول
های سویه های قرمز در غربالگری اولیهاگرچه روش شکستن گلبول

هایی ا این روش محدودیتمولد سورفکتانت زیستی رایج است، ام
شود. نیز دارد که در برخی موارد منجر به ایجاد نتایج اشتباه می

مثال در این روش هاله ایجادشده ممکن است حاصل از  طوربه
صورت کاذب نتیجه مثبتی را ایجاد تخریب آنزیمی باشد و به

. در این مطالعه، درستی نتیجه حاصل از آزمون شکستن [13]کند
ی قرمز با روش گسترش روغن و تعیین کشش سطحی هاگلبول

ایید شد. روش گسترش روغن، آزمونی کارآمد و سریع برای ت
. قطر هاله استهای مولد سورفکتانت زیستی غربالگری سویه

ایجادشده متناسب با غلظت سورفکتانت موجود در مایع تخمیر 
عنوان یک روش کمی برای سنجش تواند بهاست و این روش می

بی میزان سورفکتانت زیستی تولیدشده مورد استفاده قرار نس
. همچنین توانایی سورفکتانت زیستی تولیدشده در [16]بگیرد

تواند طی گسترش روغن می آزمونکنارزدن نفت از روی آب در 
های نفتی موجود در سطح ی، در هدایت لایهساز پاکفرآیند 
براساس ر گیرد. های آلوده به جهت دلخواه مورد استفاده قراآب

تولید یه توانمند در سویک  کارلسونو  ویلومسن تعریف
قادر است کشش سطحی محیط کشت را در  زیستی سورفکتانت

بر متر) کاهش  نیوتنمیلیواحد ( ۲۰مقایسه با آب مقطر به میزان 
نیز کشش سطحی  	.spHalomonas	MM93 سویه .[17]دهد

 ینبنابرا .بر متر کاهش داد نیوتنمیلی۴۰به  ۷۰محیط کشت را از 
این سویه با کاهش کشش سطحی محیط ذکرشده طبق تعریف 

 در تولید سورفکتانت نیوتن بر متر)(میلی واحد ۳۰کشت به میزان 
	کارآمد است. زیستی

های ثانویه های زیستی از متابولیتبا توجه به اینکه سورفکتانت
افزایش تولید  منظوربههستند، در این مطالعه از روش القایی 

سورفکتانت زیستی استفاده شد. در این روش پس از ورود سلول 
به فاز ایستایی، ماده محرک یعنی روغن زیتون به محیط کشت آن 
اضافه شد. این زمان، زمان مهمی برای ترشح عوامل فعال در سطح 

و  باناتها است. آزمایش مشابهی نیز توسط یباکتر توسط 
ه شد که پس از مصرف سوبسترای گلوکز همکاران انجام و مشاهد

کردن سوبسترای هیدروکربنی منجر به تولید ساعت، اضافه ۸طی 
. طبق مطالعات، نوع منبع کربن [8]شودسورفکتانت زیستی می

تواند نوع و میزان سورفکتانت تولیدشده را با شده میاستفاده
تولید  مکانیسم القا/مهار تحت تاثیر قرار دهد. در مطالعات زیادی

سورفکتانت زیستی به روش القایی با استفاده از سوبسترای 
توان به اثر القایی طور مثال میبه یید شده است.تا گریزآب
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اسیدهای چرب و گلیسیریدها بر تولید سورفکتانت زیستی توسط 
Torulopsis	magnoliae همچنین گزارش شده [18]اشاره کرد .

 SB‐30 aeruginosaتوسط  EMاست که تولید گلیکولیپید 
Pseudomonas در [19]شودها القا میکردن آلکنبا اضافه .

هگزان  -زیتون از نفت و همچنین ان بر روغنمطالعه حاضر، علاوه 
تولید سورفکتانت استفاده و  القاکنندهعنوان سوبستراهای به

گریز روغنی قادر به القای تولید مشخص شد که سوبسترای آب
است  MM93	sp.	Halomonas زیستی توسط سویهسورفکتانت 

هگزان  -). در حالی که تولید سورفکتانت در حضور ان۱(نمودار 
انجام نشد و در حضور نفت نیز کاهش چشمگیری در تولید 

  مشاهده شد.
 هاییستمدر میان س های زیستیسورفکتانتینتیک تولید س

کی معمول یتینسهای فاکتور ولی برای ، مختلف بسیار متغیر است
. اولین حالت تولید وابسته به شودیچهار حالت در نظر گرفته م

ن یک ارتباط موازی میان رشد، تولید آرشد است که در 
 سورفکتانت و مصرف سوبسترا وجود دارد. تولید رامنولیپید توسط

. دومین حالت کندیحالت پیروی م ایناز جنس سودوموناس، 
تحت شرایط محدودیت رشد است. در  زیستی تولید سورفکتانت

قابل افزایش  ،این حالت بر اثر محدودیت یکی از اجزای محیط
. افزایش افتدیاتفاق م زیستی ی در سطح تولید سورفکتانتتوجه

در فاز سکون  جنس سودوموناستوسط زیستی تولید سورفکتانت 
از این حالت است.  اینمونه ،بر اثر کمبود نیتروژن در این فاز

و حالت  در حال استراحت یهاالت سوم تولید توسط سلولح
. در مطالعه [20]است سازهاپیش ینمات یطتولید تحت شرا ،چهارم

	Halomonasحاضر، تولید سورفکتانت زیستی توسط  sp.	
MM93  شد و در انتهای فاز لگاریتمی و ابتدای فاز سکون آغاز

است و از حالت  توان گفت تولید این ترکیب غیروابسته به رشدمی
  ).۱کند (نمودار سینتیکی دوم پیروی می

 -کردن انمورد بررسی در این مطالعه، قادر به امولسیفیه سویه
بیشترین  و همکاران بنتو بود. در مطالعه %۴۵هگزان به میزان 

های مولد شده برای مایع تخمیر سویهمحاسبه 24Eمیزان شاخص 
گریز، عنوان سوبسترای آبسورفکتانت زیستی با استفاده از دیزل به

	Bacillusو مربوط به  %۴/۱۸ cereus  24بود. میزان شاخصE 
گزارش  %۴۸های مولد نیز شده برای کنسرسیوم این سویهمحاسبه

ی تولیدشده توسط هگزان، سورفکتانت زیست -. علاوه بر ان[21]شد
MM93 Halomonas	sp. کردن حلال هپتان قادر به امولسیفیه

نیز  هاحلال این برای تخمیر مایع  24E شاخص و بود هم سفید نفت و
 توانایی سورفکتانت تولیدشده). ب -۳بود (شکل  %۴۵ ودحد

و نفت سفید  هپتان، هگزانکردن در امولسیفیه توسط این سویه
 یساز پاک منظوربهنشان دهنده پتانسیل این ترکیب در استفاده 

در آزمایش مشابه  هیدروکربنی است. هاییزیستی آلودگ
گریز نفت از میان چهار ترکیب آب اوشارانیو  پریاشده توسط انجام

	.B سفید، بنزین، روغن گیاهی و دیزل، مایع تخمیر سویه

subtilis 24 میزان بیشترینE ۶۰ میزان به و دیزل روی بر را% 

  .[22]داشت
بستگی به  مختلف یهاحوزهدر  های زیستیسورفکتانتکاربرد 

 تفاوتشوری م یهادرجهها و گاهی pHپایداری آنها در دماها، 
 های زیستیسورفکتانت شده،مطالعات انجامدارد. براساس 

 یهاترکیبات پایداری هستند که فعالیت آنها نسبت به سورفکتانت
قرار  pHتحت تاثیر عوامل فیزیکی از جمله دما و کمتر شیمیایی 

	.[23]گیردیم
سورفکتانت زیستی تولیدشده در این مطالعه فعالیت خود را در 

طور کامل حفظ کرد کلرید بهگرم بر لیتر نمک سدیم۲۰غلظت 
باعث  نمک %۳تا  ۲غلظت  کهیحال در)، الف -۲(نمودار 

ای در مطالعه .[23]شودیم ییایمیش یهاسورفکتانتشدن فعالر یغ
	Nocardiopsis هیسوشده توسط دیتول زیستی سورفکتانت دیگر،

sp.	B4  و  ردرا دا تیفعال نیشتریب دیکلرمینمک سد %۳در غلظت
. [23]ردیگینمتحت تاثیر قرار  تریگرم بر ل۸آن تا غلظت  تیفعال

 زیستی سورفکتانت یدار یپا یبا بررس زین داسو  چاندران
غلظت که  نشان دادند asahii	Trichosporonشده توسط دیتول
 تیاز فعال %۳۵منجر به کاهش  قهیدق ۱۵پس از  %۱۰ دیکلرمیسد

حاصل  جیاست که نتا یدر حال نیا .[24]شودیم یکنندگهیفیامولس
 هیشده توسط سودیتول زیستی سورفکتانت یدار یپا یاز بررس
MM93 ک بالا از نم اریبس یهاغلظتدر  یحت یمطلوب یدار یپا

شده دیتول سورفکتانت نیبنابراداد. را نشان گرم بر لیتر ۲۰یعنی 
 یکه دارا ییایدر یهاطیاستفاده در مح یبرا هیسو نیتوسط ا

. این ترکیب همچنین پایداری هستند، مناسب است ییبالا یشور 
 ۲دادن آن به مدت حرارت که یطور بهدمایی بالایی را نشان داد، 

تاثیری زیادی بر فعالیت آن نداشت (نمودار  C۱۲۱°ساعت در دمای 
 SDSشیمیایی مثل  یهافعالیت سورفکتانت کهی حالدر ). ب -۲

تاثیر قرار بل توجهی تحت ابه میزان ق C۷۰° در دماهای بالاتر از
و همکاران قدرت  اوبایوری. براساس گزارش [23]گیردیم

 هیسوکنندگی سورفکتانت زیستی تولیدشده توسط امولسیون
Pseudomonas	sp.	LP1  در دمای بالاتر از°C۵۰  قرار  تاثیرتحت

. [25]رسدیمخود  هیاولمیزان  %۶۶به  C۱۰۰°و در دمای  ردیگیم
بالای سورفکتانت زیستی تولیدشده توسط  پایداری دمایی

Halomonas	 sp.	 MM93 سورفکتانت این که  دهدینشان م
مورد  یشیغذایی، دارویی و آراصنایع در صنایعی مثل  تواندیم

طی  این ترکیبات دادنزیرا در این صنایع حرارت ،استفاده قرار گیرد
 بالا، ی دماییپایدار  علتکردن لازم است. علاوه بر این بهاستریلیزه

 MEORدر فرآیند  تواندیمتوسط این سویه سورفکتانت تولیدشده 
نیاز به عملکرد مطلوب  ی نفتهاچاهی دمای بالا که در شرایط

شود. این ترکیب همچنین استفاده  ترکیبات فعال سطحی دارد،
ج).  -۲طور کامل حفظ کرد (نمودار به pH=۲-۱۲فعالیت خود را در 

ابه، بررسی پایداری سورفکتانت زیستی تولیدشده ای مشدر مطالعه
نشان داد که این ترکیب در  B4	sp.	Nocardiopsis هیسوتوسط 
۱۲-۸=pH  فعالیت این ترکیب در  کهیحالپایدار و فعال است، در
pH یدار یپا. [23]ابدییمبه نصف کاهش  ۷های کمتر از 
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   ۱۳۹۸ زمستان، ۱، شماره ۱۱دوره                                                                                                                                                                            فناوری دانشگاه تربیت مدرسزیست

	Halomonasتولیدشده توسط  سورفکتانت sp.	 MM93  تحت
استفاده  ی،و باز  یدیاس pH دامنه آن در تیو فعال یشور  طیشرا

 باتیآلوده به ترک ییایدر یهاحفره یستیز یساز پاک یاز آن برا
و  یها درجه شور نامک نیدر ا رایزکند، یرا مناسب م ینفت
  بالا است. تهیدیاس
	MM93 Halomonas هیسو sp. یک سویه  عنوانبه تواندیم

توانمند در تولید سورفکتانت زیستی مورد توجه قرار گیرد و 
دلیل پایداری بسیار بالا، سورفکتانت تولیدشده توسط این سویه به

مناسبی برای استفاده در صنایع مختلف از جمله صنعت  نهیگز
  است. MEORفرآیند  ژهیوبهنفت و 
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