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Biosurfactant Production Using Molasses by a Local 
Bacterium and Partial Characterization of Biosurfactants
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Although biosurfactants have great advantages over chemical surfactants, their wider industrial 
applications have been constrained by their relatively high production cost. Using renewable, 
sustainable, and cheap substrates such as different industrial by-products and wastes maybe 
decrease biosurfactant production costs. Since in different countries, there are a variety of 
by-products and wastes so variable substrates are used in different countries. In addition, to 
hydrocarbon compounds, molasses has been considered as a dominant by-product in Iran. In 
the current study, among 16 crude oil-degrading isolates, Pseudomonas aeruginosa sp. ZN was 
selected as the most efficient biosurfactant producer by preliminary methods for detection of 
biosurfactant producing bacteria. For investigation of the best concentrations of molasses for 
bacterial growth and biosurfactant production, a wide range of molasses concentrations from 
2-12% (v/v) were used. This strain was able to grow and produce biosurfactant in all range of
molasses concentrations while the best concentrations were 4-6% (v/v). The concentrations
more than 6% decreased the growth and production process. Acid precipitation and solvent
extract (ethyl acetate: hexane) methods were carried out for recovery of biosurfactant from
the culture broth, then results of spraying on developed TLC and staining fermentation broth
without bacterial cells showed the two produced biosurfactants were glycolipid.
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 یک توسط ملاس از استفاده با بیوسورفاکتانت تولید

  هابیوسورفاکتانت نسبی شناسایی و بومی باکتری
  
  MSc *ینجم بایز

 ،یستیز یدانشکده علوم و فناور  ،یکروبیم یفناور  ستیو ز یولوژ یکروبیگروه م
  رانیتهران، ا ،یبهشت دیدانشگاه شه

  PhDزهرا 

گروه میکروبیولوژی و زیست فناوری میکروبی، دانشکده علوم و فناوری زیستی، 
  دانشگاه شهید بهشتی، تهران، ایران

  
  چکيده
های شیمیایی، ها در مقابل سورفاکتانتهای بیوسورفاکتانترغم مزیتعلی
های بالای تولید استفاده گسترده از آنها محدود شده است. استفاده دلیل هزینهبه

قیمت مانند محصولات جانبی و ضایعات مواد اولیه تجدیدپذیر، پایدار و ارزان
های دی باعث کاهش هزینهکارخانجات و صنایع مختلف ممکن است تا حد زیا

تولید شود. با توجه به تنوع و فراوانی مختلف محصولات جانبی و ضایعات در 
شده متنوع هستند. در ایران علاوه بر کشورهای متفاوت مواد اولیه استفاده
رود. ترین محصولات جانبی به شمار میترکیبات هیدروکربنی، ملاس نیز از عمده

های مقدماتی کننده نفت با تکنیکباکتری تجزیه ۱۶ در مطالعه حاضر، از میان
	aeruginosa	Pseudomonasهای بیوسورفاکتانت، سویه تشخیص تولیدکننده

sp. ZN عنوان کاراترین سویه شناسایی شد. برای تعیین بهترین غلظت ملاس به
حجمی/حجمی به  %۲-۱۲های برای رشد باکتری و تولید بیوسورفاکتانت غلظت

های ه شد. باکتری قادر به رشد و تولید بیوسورفاکتانت در تمام غلظتکار گرفت
 %۴-۶های شده بود، اما بیشترین میزان رشد و تولید در غلظتتست

اثر مهاری روی رشد باکتری  %۶های بالاتر از حجمی/حجمی اتفاق افتاد. غلظت
ولیدشده و تولید بیوسورفاکتانت دارند. برای شناسایی نسبی بیوسورفاکتانت ت

استات: دهی با اسید و استخراج با حلال (اتیلهای رسوبعملیات بازیابی با روش
های و مایع TLCآمیزی کاغذهای های مختلف رنگهگزان) انجام گرفت و روش

رویی محیط کشت فاقد باکتری نشان داد که دو بیوسورفاکتانت تولیدشده از 
  جنس گلیکولیپید هستند.

 محصولات جانبی، ملاس، تولیدکننده بیوسورفاکتانت، بازیابی، شناسایی نسبی ها:کلیدواژه
  

  ۲۵/۰۲/۱۳۹۸ تاريخ دريافت:
  ۰۴/۰۳/۱۳۹۹ تاريخ پذيرش:

  gmail.com85zibanajmi@نويسنده مسئول: *

  

  مقدمه
دوستی هستند که توسط برخی ها ترکیبات دوگانهبیوسورفاکتانت
ای و مخمرها تولید های رشتهقارچها، ها مانند باکتریمیکروارگانیزم

صورت شوند. این ترکیبات ممکن است متصل به سلول و یا بهمی
. ویژگی اصلی این ترکیبات کاهش کشش سطحی ]1 ,2[ترشحی باشند

دلیل مایع است که به -جامد و مایع -هوا، مایع -و بین سطحی مایع
. از ]3[استها گریز در بیوسورفاکتانتدوست و آبوجود ترکیبات آب

ساکاریدها، پپتیدها توان مونو، اولیگو یا پلیدوست میهای آبگروه
توان به اسیدهای چرب گریز نیز میهای آبها و از گروهیا پروتئین

. با ]1[های چرب اشباع یا غیراشباع اشاره کردهیدروکسیله یا الکل
گریز، دوست و آبهای شیمیایی آبتوجه به نوع گروه

ها، های متفاوت لیپوپروتئینها به گروهکتانتبیوسورفا

ساکاریدها، فسفولیپیدها، گلیسریدها و گلیکولیپیدها لیپوپلی
های تولیدکننده . اکثر باکتری]2[شوندبندی میطبقه

های آبی و خشکی آلوده به ها از محیطبیوسورفاکتانت
ن های نامحلول در آب مانند ترکیبات نفتی و مشتقات آهیدروکربن
ها نیز وجود با این حال تعدادی از میکروارگانیزم .]4[شوندجدا می

دارند که از ترکیبات محلول در آب مانند گلوکز، گلیسرول و اتانول 
. در مقایسه با ]5[ها هستندقادر به تولید بیوسورفاکتانت

ها دارای مزایای های شیمیایی، بیوسورفاکتانتسورفاکتانت
ین، سازگاری با محیط و فعالیت در پذیری، سمیت پایتجزیه
و نمک هستند. در نتیجه این  pHهای سخت از نظر دمایی، محیط
عنوان جایگزین مناسبی برای ها بهها، اخیراً بیوسورفاکتانتویژگی

منظور بهبود تجزیه زیستی و جداسازی های شیمیایی بهسورفاکتانت
اربردهای دیگر . از ک]6[اندفلزات سنگین مورد توجه قرار گرفته

توان استفاده در صنایع نفت (افزایش بازیافت ها میبیوسورفاکتانت
های نفتی)، صنایع دارویی، آرایشی و میکروبی نفت و تجزیه نشت

 .]7 ,8[غذایی را نام برد
های شیمیایی ها نسبت به سورفاکتانتاگرچه بیوسورفاکتانت

بالای تولید، استفاده  هایمزایای متعددی دارند اما با توجه به هزینه
از آنها در حال حاضر مقرون به صرفه نیست. بنابراین استفاده از 

قیمت تجدیدپذیر و پسماندهای صنایع مختلف، سوبستراهای ارزان
تعیین شرایط بهینه رشد باکتری و تولید بیوسورفاکتانت، استفاده 

های ههای باکتری با کارآیی بالا در تولید برای کاهش هزیناز سویه
. از میان سوبستراهای ]9 ,10[اندتولید مورد توجه قرار گرفته

توان به مواد زاید کشاورزی مانند ملاس، باگاس، قیمت میارزان
های آفتابگردان محصولات جانبی فرآوری روغن و چربی مانند روغن

و زیتون، گلیسرول، محصولات جانبی صنایع لبنیات مانند آب پنیر 
کی و محصولات جانبی صنایع غذایی مانند و آب پنیر لاکتی

. ملاس یکی از ]11[های گیاهی اشاره کردهای خوراکی و روغنروغن
ترین محصولات جانبی صنایع تولید شکر از چغندر قند است. مهم

شود، شدن شکر تولید میدرواقع ملاس در مرحله پایانی کریستالی
آوردن شکر از ملاس دستبهشدن بیشتر برای طوری که کریستالیبه

مقرون به صرفه نیست. کیفیت ملاس با توجه به نوع چغندر قند، 
طور مقدار شکر استخراجی و روش استخراج متفاوت است، اما به

مواد آلی  %۹-۱۲کربوهیدرات (عمدتاً سوکروز)،  %۴۸-۵۶کلی شامل 
 %۴/۰-۸/۰پتاسیم،  %۵/۱-۵پروتئین،  %۲-۴غیرکربوهیدراتی، 

گرم در کیلوگرم میلی۱-۳فسفر، %۶/۰-۲منیزیم،  %۰۶/۰، کلسیم
-۶۰۰۰اسید، گرم در کیلوگرم پنتوئیکمیلی۱۵-۵۵بیوتین، 

گرم در کیلوگرم میلی۸/۱گرم در کیلوگرم اینوزیتول و میلی۲۵۰۰
دلیل قیمت پایین ملاس در مقایسه با دیگر . به]12[تیامین است

ها، کیبات از جمله ویتامینمنابع قندی و همچنین دارابودن دیگر تر 
قیمت برای تولید محصولات عنوان سوبسترای ارزاناستفاده از آن به

با ارزش زیستی مانند پولولان، صمغ زانتان، مخمر نانوایی، 
اسیدسیتریک و فروکتواولیگوساکارید و بیوسورفاکتانت مورد توجه 

  .]13-18[قرار گرفته است



 ۲۵۹ هاوسورفاکتانتیب ینسب ییو شناسا یبوم یباکتر  کیبا استفاده از ملاس توسط  وسورفاکتانتیب دیتولـــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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های مقدماتی تشخیص کنیکدر مطالعه حاضر، با استفاده از ت
ها مانند فعالیت همولیز های تولیدکننده بیوسورفاکتانتباکتری

های آنیونی، خون، تشکیل جفت یونی نامحلول بین بیوسورفاکتانت
بلو، روش و متیلن (CTAB)بروماید آمونیوممتیلتریستیل

باکتری بومی  ۱۶فروپاشی قطره و تکنیک گسترش قطره از بین 
ها نده نفت خام، کاراترین سویه تولیدکننده بیوسورفاکتانتکنتجزیه

ها . سپس رشد باکتری و تولید بیوسورفاکتانت]19-22[شناسایی شد
های مختلف ملاس مورد بررسی قرار گرفت تا بدین در حضور غلظت
ها و همچنین های مناسب تولید بیوسورفاکتانتوسیله غلظت

ید. در نهایت با استفاده از های مهارکننده ملاس به دست آغلظت

ها به شناسایی سازی و شناسایی بیوسورفاکتانتهای خالصروش
  های تولیدشده پرداخته شد.بیوسورفاکتانت

  
  هامواد و روش
  های مورد استفادهمیکروارگانیزم

کننده نفت خام از کلکسیون میکروبی باکتری بومی تجزیه ۱۶
فناوری میکروبی زیستآزمایشگاه تحقیقاتی میکروبیولوژی و 
برخی از مشخصات این  ۱دانشگاه شهید بهشتی تهیه شد. در جدول 

  ها آورده شده است.سویه
  

  ها در دست اقدام است.)در مطالعه حاضر (ثبت باکتری های مورد استفادهنام و برخی از مشخصات باکتری) ۱جدول 
	شماره ثبت  شکل ظاهری  رنگ  د)(درصکلرید مورد نیاز سدیم	هاگونه

Roseovarius	pacificus	SBU1	نرم سفید شیری ٣ KF052989 

Halomonas	elongata	نرم سفید شیری ٣ -* 

Bacillus	atrophaeus	SBU6	خشن سفید شیری ٣ KF052994 

Idiomarina	zobellii	SBU4	نرم سفید شیری ٣ KF052992 

Marinobacter	hydrocarbonoclasticus	SBU2	نرم سفید شیری ٣ KF052990 

Ruegeria	sp.	SBU5	نرم سفید شیری ٣ KF052993 

Idiomarina	sediminum	SBU3	نرم سفید شیری ٣ KF052991 

Pseudomonas	aeruginosa	sp.	ZN نرم رنگبی صفر KX808675 

Bacillus	atrophaeus	خشن سفید شیری صفر -* 

Marinobacter	sp.	KK1	نرم سفید شیری ٣ KF484912 

Halomonas	sp.	MS1	نرم سفید شیری ٣ KF452283 

Alcanivorax	نرم رنگبی ٣ KF452284 

Achromobacter	sp.	ISA3	نرم سفید شیری صفر HQ189748 

Klebsiella	oxytoca	ISA4	نرم سفید شیری صفر HQ189749 

Stenotrophomonas	acidaminophila	ISA5	نرم سفید شیری صفر HQ189750 

Alcaligenes	fecalis	نرم سفید شیری صفر -* 

  
  هاسویههای کشت و شرایط تلقیح محیط

از محیط نوترینت براث برای تهیه ماده تلقیحی استفاده شد که به 
گرم عصاره مخمر ۲گرم عصاره گوشت، ۱صورت زیر آماده شد که این 

های مورد لیتر آب مقطر اضافه شد. برخی سویهگرم پپتون به یک۵و 
). ۱کلرید دارند (جدول سدیم %۳استفاده در این مطالعه نیاز به 

دور در دقیقه و ۱۳۰های کشت در شیکر انکوباتور با سرعت محیط
ساعت گرماگذاری شدند. برای تولید  ۴۸تا  ۲۴به مدت  C۳۵°دمای 

استفاده شد که برای  (MSM)بیوسورفاکتانت از محیط پایه معدنی 
رید، کلگرم آمونیوم۱فسفات، هیدروژندیگرم پتاسیم۵/۰تهیه آن 

گرم ۰۱/۰آبه، ۷آهن گرم سولفات۰۱/۰آبه، ۷منیزیم گرم سولفات۲/۰
لیتر میلی۱لیتر آب مقطر اضافه شد. سپس آبه در یک۲کلریدکلسیم 

محلول عناصر کمیاب به آن اضافه شد که این محلول عناصر کمیاب 
آبه، ۴گرم کلریدمنگنز میلی۱۰۰گرم کلریدروی، میلی۷۰شامل 
آبه، ۶گرم کلریدنیکل میلی ۱۰۰آبه، ۶بالت گرم کلریدکمیلی۲۰۰
آبه، ۱متاوانادات گرم سدیممیلی۱۰آبه، ۲گرم کلریدمس میلی۲۰
آبه، ۵سدیم گرم سلنیتمیلی۲۶آبه، ۲سدیم گرم تنگستاتمیلی۳۰
لیتر اسیدکلریدریک میلی۱آبه و ۲سدیم گرم مولیبداتمیلی۵۰

بهترین سویه منظور انتخاب لیتر آب مقطر بود. به۱در  ۲۵/۰%
لیتری حاوی میلی۲۵۰های کننده بیوسورفاکتانت از ارلنتولید
 %۱استفاده شد که شامل  MSMلیتر محیط میلی۱۰۰

 ۷برابر  pHعنوان تنها منبع کربن با (حجمی/حجمی) نفت خام به
 C۳۵°دور در دقیقه و دمای ۱۳۰بودند و در شیکر انکوباتور با سرعت 

  ند.روز گرماگذاری شد ۶برای 
های باکتریایی، بعد از اتمام دوره گرماگذاری برای جداسازی سلول

 Z323K )Hermleهای کشت در دستگاه سانتریفیوژ محیط
Labortechnik ؛ آلمان) با سرعتg×۵۰۰۰  در دمای°C۴  به مدت

های رویی دقیقه سانتریفیوژ شدند. در مرحله بعدی بر روی مایع ۱۰
خیص تولید بیوسورفاکتانت با سه های مقدماتی تشجداشده تکنیک

تکرار انجام و از محیط کشت فاقد باکتری برای کنترل منفی استفاده 
  شد.

  کننده بیوسورفاکتانتهای تولیدهای تشخیص سویهتکنیک
  فعالیت همولیتیکی خون

 %۵های آگاردار حاوی های باکتریایی روی محیطسویه
به  C۳۵°(حجمی/حجمی) خون گوسفند کشت داده و در دمای 



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ پوریمیابراه نیغلامحسو  ینجم بایز ۲۶۰
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ساعت گرماگذاری شدند. مشاهده هاله شفاف اطراف کلنی  ۴۸مدت 
دهنده تولید بیوسورفاکتانت (همولیز بتا یا آلفا) ممکن است نشان

  .]20[باشد
  تشکیل جفت یونی نامحلول (پلیت آگاردار آبی)

 CTABگلوکز،  %۱حاوی  MSMدر این روش از محیط جامد 
لیتر) گرم در میلیمیلی۲/۰بلو (لیتر) و متیلنگرم در میلیمیلی۵/۰(
منظور تشخیص بیوسورفاکتانت آنیونی استفاده شد. این تست به به

های رویی بعد از میکرولیتر از مایع۳۰) ۱دو روش انجام شد: 
 CTABهای شده در پلیتهای تعبیهسانتریفیوژ، داخل چاهک

ها کشت های متفاوت باکتری روی این پلیت) سویه۲ ریخته شد؛
به مدت  C۳۵°شده در دمای های آمادهداده شدند. در نهایت محیط

. مشاهده هاله آبی تیره در اطراف ]20[ساعت گرماگذاری شدند ۴۸
های آنیونی دهنده تولید بیوسورفاکتانتها، نشانها و کلنیچاهک
عنوان کنترل مثبت به )SDS( سولفاتدودسیل. از سدیم]23[است

  استفاده شد.
  گسترش نفت

دیش لیتر آب مقطر داخل پتریمیلی۵۰در این روش 
میکرولیتر نفت خام به ۱۰۰متر) ریخته، سپس میلی۱۵×مترمیلی۸۰(

آن اضافه شد تا لایه نازکی از نفت تشکیل شود. برای انجام تست 
قطر هاله شفاف  های رویی روی آنها ریخته شد.میکرولیتر مایع۱۰

  .]24 ,25[ایجادشده دلالت بر میزان تولید بیوسورفاکتانت دارد
  فروپاشی قطره
های درپوش میکرولیتر نفت خام در هر یک از چاهک۲در این روش 

ساعت در دمای اتاق  ۱خانه ریخته و به مدت ۹۶پلیت میکروتیتر 
های های رویی به چاهکمیکرولیتر مایع۵قرار داده شد. سپس 

. اگر قطره مایع، شکل کروی خود را ]24[اوی نفت خام اضافه شدح
از دست دهد و روی سطح نفت خام گسترش پیدا کند به منزله 

  .]21[وجود بیوسورفاکتانت در مایع رویی است
  تعیین بهترین غلظت ملاس برای تولید بیوسورفاکتانت

 %۱۲تا  ۲های متفاوتی از ملاس (برای این منظور غلظت
می) با استفاده از آب مقطر تهیه شد. کاراترین سویه حجمی/حج
لیتر میلی۱۰۰لیتری که حاوی میلی۲۵۰های شده در ارلنانتخاب
تلقیح و در  ۱/۰های مختلف ملاس است، با کدورت اولیه غلظت

دور در دقیقه، ۱۳۰، در شیکر انکوباتور با سرعت ۷برابر  pHشرایط 
ی شد. با توجه به اینکه روز گرماگذار  ۶و به مدت  C۳۵°دمای 

ها است ملاس محیط کمپلکس و حاوی مواد مورد نیاز اکثر باکتری
. ]26[های کشت اضافه نشدبنابراین منابع غذایی دیگری به محیط
نانومتر با استفاده از ۶۰۰روزانه رشد باکتری در طول موج 

؛ ژاپن)، میزان تولید UV-120-02 )Shimadzoاسپکتروفتومتر 
کتانت با استفاده از روش گسترش نفت و میزان فعالیت بیوسورفا

  گیری شد.اندازه (E24)آن با استفاده از تست امولسیفیکاسیون 
  (E24)تست امولسیفیکاسیون 

لیتر هیدروکربن کروزن به حجم برابری از مایع رویی فاقد میلی۲
دقیقه و  ۲زدن شدید به مدت سلول باکتری اضافه و بعد از هم

 E24ساعت قرار داده شد.  ۲۴تشکیل امولسیون، در دمای اتاق برای 
  :]27[شودصورت زیر محاسبه میبه
  

E24= 
௛ଵ
௛଴

ൈ۱۰۰ 
  

h1ساعت؛  ۲۴متر) بعد از : ارتفاع لایه امولسیونه (میلیh0 ارتفاع :
  متر)کل مایع (میلی

  های تولیدشدهبازیابی بیوسورفاکتانت
های ها از محیط کشت از روشبرای بازیابی بیوسورفاکتانت

دهی با اسید و استخراج با حلال استفاده شد. در این روش رسوب
pH  مایع رویی محیط کشت فاقد سلول با افزودن اسیدکلریدریک

کاهش و به مدت یک شب در دمای یخچال  ۲مولار) به ۶غلیظ (
)°C۴فاده از سانتریفیوژ با دور ) قرار داده شد. رسوب حاصله با است
g×۱۰۰۰۰  و دمای°C۴  کربنات دقیقه، جدا و در بی ۱۰به مدت
و  pHحل شد. سپس مراحل کاهش  ۶/۸برابر  pHمولار با ۰۵/۰

. در مرحله بعدی رسوبات جداشده، سه بار ]23[سانتریفیوژ تکرار شد
وشو داده و برای استات شستهای برابر حلال اتیلبا حجم
  .]28[استات نگهداری شدندی بیشتر در حلال اتیلهابررسی

  های تولیدشدهشناسایی نسبی بیوسورفاکتانت
آمیزی های مختلف رنگهای شناسایی نسبی، تکنیکیکی از روش

است. در این روش فاز ساکن  (TLC)صفحات کروماتوگرافی کاغذی 
استات: هگزان با و فاز متحرک حلال اتیل f254، ۶۰سیلیکاژل 

این  شده بهآمیزی استفادههای مختلف رنگبود. روش ۲۰:۸۰ نسبت
لیتر میلی۱۰۰هیدرین در گرم نین۵/۰هیدرین (صورت هستند: نین

استون بدون آب)، مشاهده نقاط قرمز یا ارغوانی دلیل بر وجود 
دار اشباع از بخار ید)، اسیدهای آمینه است؛ بخار ید (ظرف درپوش

های لیپیدی است و دهنده بخششده نشانای ایجادقهوه -نقاط زرد
 %۱۰قطره اسیدسولفوریک به محلول  ۸تا  ۵معرف مولیش (

اضافه شد) که در این روش ترکیبات  %۹۶آلفانفتول در اتانول 
  .]29 ,30[آیندکربوهیدراتی به رنگ قرمز در می

آمیزی چندین روش رنگ TLCآمیزی روی صفحات علاوه بر رنگ
ها در مایع رویی محیط دیگر نیز برای شناسایی بیوسورفاکتانت

کشت فاقد سلول باکتری وجود دارد. روش برادفورد برای تشخیص 
های مختلف میزان کمی و کیفی اسیدهای آمینه استفاده و غلظت

. ]23[عنوان محلول استاندارد به کار گرفته شدسرم آلبومین گاوی به
-۹گرم میلی۲۰۰لیتر اتانول خالص به میلی۵ف آنترون (معر 
اگزانتراسن اضافه شد و با استفاده از اسیدسولفوریک -۹-هیدرودی۱۰

لیتر رسانده شد) برای شناسایی میزان میلی۱۰۰به حجم نهایی  ۷۵%
عنوان منحنی استاندارد گلیکولیپیدها و نمونه خالص گلیکولیپید به

  .]31[به کار گرفته شد
  

  هایافته
سویه دیگر  ۱۲سویه همولیز کامل خون (بتا) و  ۴، ۲مطابق جدول 

 ISA4	oxytoca	Klebsiellaهمولیز گاما را نشان دادند که سویه 
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متر است. ایجاد هاله میلی۹شده را دارد که ایجاده بیشترین قطر هاله
	aeruginosa	Pseudomonasهای رنگ تیره در اطراف کلنیآبی

sp. ZN های آگاردار آبی های حاوی مایع رویی در پلیتو چاهک
دهنده این است که بیوسورفاکتانت تولیدشده توسط این سویه نشان

ممکن است آنیونی باشد. در تست گسترش نفت، از آنجایی که هاله 
شفاف ایجادشده در اطراف محیط کشت فاقد سلول باکتری (کنترل 

تر از آن راین قطرهای بزرگمتر است، بنابمیلی۱منفی) کمتر از 
، سویه ۲عنوان نتیجه مثبت در نظر گرفته شدند. با توجه به جدول به

P.	aeruginosa sp. ZN  بیشترین قطر هاله شفاف را بر روی سطح

های آب/نفت تشکیل داده است. در تست فروپاشی قطره، قطره
  های کشت دو سویه های رویی محیطمربوط به مایع

Bacillus	atrophaeus  وP.	aeruginosa sp. ZN  تغییر شکل
یافتند و روی سطح نفت گسترش پیدا کردند و این در حالی است 

سویه دیگر نیز قادر به ایجاد هاله در  ۵که علاوه بر این دو سویه، 
  شده، اند. با توجه به نتایج مشاهدهروش گسترش نفت بوده

	.Pسویه  aeruginosa	 sp. ZN ین سویه در عنوان کاراتربه  
های بیشتر مورد مطالعه قرار تولید بیوسورفاکتانت برای بررسی

  گرفت.
  

  های تولیدکننده بیوسورفاکتانتهای شناسایی باکترینتایج حاصل از روش )۲جدول 
قطر هاله همولیز روی 
محیط کشت خوندار 

	متر)(میلی

قطر هاله شفاف روی سطح 
آب/نفت در گسترش نفت 

	متر)(میلی
	فروپاشی قطره

رنگ تیره تشکیل هاله آبی
  روی پلیت آگاردار آبی

هاگونه 	

˂١	 ٥/٢ - - Roseovarius	pacificus	SBU1	

˂١	 ˂١ - - Halomonas	elongata	

٥/٢	 ˂١ - - Bacillus	atrophaeus	SBU6	

˂١	 ˂١ - - Idiomarina	zobellii	SBU4	

˂١	 ˂١ - - Marinobacter	hydrocarbonoclasticus	SBU2	

˂١	 ˂١ - - Ruegeria	sp.	SBU5	

˂١	 ٤ - - Idiomarina	sediminum	SBU3	

٣	 ١٥ + + Pseudomonas	aeruginosa	sp.	ZN 
٤	 ٨ + - Bacillus	atrophaeus	

˂١	 ˂١ - - Marinobacter	sp.	KK1	

˂١	 ٥/٣ - - Halomonas	sp.	MS1	

˂١	 ˂١ - - Alcanivorax	

˂١	 ٣ - - Achromobacter	sp.	ISA3	

٩	 ˂١ - - Klebsiella	oxytoca	ISA4	

˂١	 ˂١ - - Stenotrophomonas	acidaminophila	ISA5	

˂١	 ٢ - - Alcaligenes	fecalis	

  دهنده شناسایی بیوسورفاکتانت و عدم شناسایی آن هستند.به ترتیب نشان -علایم + و 

  
های در غلظت E24گیری کدورت سلولی، گسترش نفت و اندازه

حجمی/حجمی) نشان داد که سویه انتخابی  %۲-۱۲مختلف ملاس (
ها است، در حالی قادر به رشد و تولید بیوسورفاکتانت در تمام غلظت

-۶های غلظتکه بیشترین رشد باکتری و تولید بیوسورفاکتانت در 
دلیل کاهش کدورت سلولی و قطر هاله اتفاق افتاده است. به ۴%

های بالاتر از شفاف روی سطح آب/نفت به نظر می رسد که غلظت
ملاس اثر مهاری روی رشد باکتری و تولید بیوسورفاکتانت  ۶%

ها اند. علاوه بر این، نتایج نشان داد که تولید بیوسورفاکتانتداشته
ساعت  ۴۸طوری که فرآیند تولید شد باکتری است، بهوابسته به ر 

  بعد از گرماگذاری آغاز و در روز ششم به بیشترین مقدار رسید.
و  ۱۳های دو لکه به فاصله TLCآمیزی کاغذهای بعد از رنگ

گذاری ظاهر شدند که حاوی مقدار زیادی متر از خط لکهمیلی۴۰
ین مقدار جزئی کربوهیدرات و ترکیبات لیپیدی بودند و همچن

دلیل برخی از اسیدهای آمینه نیز مشاهده شد که ممکن است به
های باکتری باشد. همچنین جامانده از سلولهای بهناخالصی

آمیزی مایع رویی محیط کشت فاقد باکتری با معرف برادفورد رنگ
آمیزی غلظت کم ترکیبات پروتئینی را تایید کرد. علاوه بر این، رنگ

های تولیدشده از آنترون نشان داد که بیوسورفاکتانت با استفاده
  ساختار گلیکولیپیدی دارند.

  

  بحث
های عنوان یکی از روشها بهبا اینکه فعالیت همولیزی باکتری

رود ها به کار میکننده بیوسورفاکتانتهای تولیدشناسایی باکتری
زا ها قادر به تولید فاکتورهای بیماریاینکه برخی باکتریدلیل اما به

های قرمز خون هستند و همچنین مقادیر ناچیز و لیزکننده سلول
ها نیست بنابراین این روش بیوسورفاکتانت قادر به لیز سلول

شود و استفاده از عنوان روش قطعی و معتبر در نظر گرفته نمیبه
، فروپاشی قطره و تشکیل جفت های دیگر مانند گسترش نفتروش

]22 ,شودهای کاتیونی نیز توصیه مییونی نامحلول با سورفاکتانت

بیشترین  	oxytoca	4ISAKlebsiella. در این مطالعه سویه 24[



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ پوریمیابراه نیغلامحسو  ینجم بایز ۲۶۲

   ۱۳۹۹ بهار، ۲، شماره ۱۱وره د                                                                                                                                                                                 فناوری دانشگاه تربیت مدرسزیست

فعالیت همولیتیکی را نشان داد و گزارشاتی مبنی بر تولید فاکتور 
تری ارایه های قرمز خون توسط این باکزایی لیزکننده سلولبیماری

سویه نتایج مثبت با روش  ۷، ۲. با توجه به جدول ]32[شده است
سویه از آنها باعث  ۲گسترش نفت را نشان دادند در حالی که تنها 

رغم تغییر شکل و گسترش قطره (فروپاشی قطره) شدند. علی
های گسترش نفت و فروپاشی قطره مانند های بین روششباهت
های پایین ن، روش گسترش نفت به غلظتبودبودن و سریعهزینهکم

های اولیه بیوسورفاکتانت حساس است. بنابراین در بین تکنیک
ها روش کننده بیوسورفاکتانتهای تولیدبرای شناسایی سویه

  .]5[شودگسترش نفت روش معتبرتری محسوب می
ها از اخیراً تولید مواد زیستی باارزش مانند بیوسورفاکتانت

و ضایعات کارخانجات و صنایع مختلف مورد  محصولات جانبی
تنها باعث تولید مواد باارزش و توجه قرار گرفته است، زیرا نه

ها را نیز به همراه دارد. با شود بلکه حذف آلودگیقیمت میارزان
بودن محصولات کشاورزی، محصولات جانبی و توجه به متفاوت
طیف وسیعی از  عنوانها در کشورهای مختلف بهضایعات کارخانه

. ]33[شودها استفاده میمواد ارزان قیمت برای تولید بیوسورفاکتانت
های نفتی و توان هیدروکربنترین ضایعات میدر ایران از عمده

خیز است، ملاس را نام برد و با توجه به اینکه ایران کشوری نفت
دهای منظور کاربر مطالعات بر روی ترکیبات نفتی و استفاده از آنها به

متفاوت، بسیار صورت گرفته است اما مطالعات کمی در مورد 
خصوص استفاده از ملاس برای تولید ترکیبات زیستی به

  ها انجام شده است.بیوسورفاکتانت
بار تولید بیوسورفاکتانت و همکاران برای اولین بابو سوداکار

با استفاده از ضایعات صنایع  aeruginosa	P.رامنولیپید توسط 
و همکاران  انسبالی. ]34[عنوان ماده اولیه را گزارش کردندلبنی به

گزارش  %۵شده در تولید رامنولیپید را بهترین غلظت ملاس استفاده
 ۲-۱۰های مختلفای دیگر غلظتاند و همچنین در مطالعهکرده

ولید وزنی/حجمی ملاس را برای بررسی میزان رشد باکتری و ت
بیوسورفاکتانت سورفاکتین به کار بردند. بیشترین میزان رشد 

و بیشترین میزان تولید بیوسورفاکتانت در  %۱۰باکتری در غلظت 
تغییری در میزان  %۴-۷های مشاهده شد. در غلظت %۴غلظت 

های بالاتر تولید بیوسورفاکتانت رخ نداد این در حالی است که غلظت
  .]26 ,35-38[بیوسورفاکتانت شدندباعث کاهش تولید  %۷از 
  

  گیرینتیجه
سویه بومی با قابلیت تجزیه نفت خام  ۱۶در مطالعه حاضر، از بین 

های بیوسورفاکتانت کنندههای شناسایی تولیدبا استفاده از تکنیک
کننده عنوان کاراترین سویه تولیدبه sp. ZN	aeruginosa	P.سویه 

این سویه قابلیت رشد و تولید دو ها انتخاب شد. بیوسورفاکتانت
های ملاس را در حضور محدوده وسیعی از غلظت بیوسورفاکتانت

نیز دارد ولی بهترین رشد باکتری و تولید بیوسورفاکتانت در 
حجمی/حجمی صورت گرفته است. در این مطالعه  %۴-۶های غلظت
ها از مایع رویی فاقد سلول با های بازیابی بیوسورفاکتانتروش

استات: دهی با اسید و استخراج با حلال اتیلاستفاده از رسوب
آمیزی صفحات هگزان انجام شد و در نهایت نتایج حاصل از رنگ

و مایع رویی محیط کشت نشان داد که دو  TLCکاغذهای 
بیوسورفاکتانت تولیدشده در حضور ملاس از جنس گلیکولیپید 

  هستند.

  
 و علوم دانشکده میکروبیولوژی آزمایشگاه دانشجویان ازتشکر و قدردانی: 

 .شودمی قدردانی بهشتی شهید دانشگاه زیستی فناوری
  موردی توسط نویسندگان ذکر نشده است.اخلاقی:  تاییدیه

 گونه تعارض منافعی وجود ندارد.هیچتعارض منافع: 
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