
 ها مجله دنیای میکروب
 2131( زمستان 12سال هفتم شماره چهارم )پیاپی 

 133-113صفحات 

 در منابع مختلف کربن باسیلوس لاتروسپروسبررسی توانایی تولید بیوسورفکتانت توسط باکتری 

 1، نعیمه عنایتی ضمیر1، عبدالامیر معزی2*محبوبه ورناصری قندعلی

 استادیار، دانشگاه 3دانشیار، دانشگاه شهید چمران اهواز، گروه خاکشناسی، 2کارشناس ارشد، دانشگاه شهید چمران اهواز، گروه خاکشناسی، 1
 شهید چمران اهواز، گروه خاکشناسی 

 چکیده

شوند و در صنایع مختلف   ها تولید می  ها ترکیبات فعال سطحی هستند که به وسیله میکروارگانیسم  بیوسورفکتانت  سابقه و هدف:

مانند نفت، شیمی، پتروشیمی، صنایع غذایی، پزشکی و کشاورزی کاربرد دارند. این مطالعه با هدف بهینه سازی تولید 

 در منابع مختلف کربن انجام شد. باسیلوس لاتروسپروسبیوسورفکتانت به وسیله باکتری 

از کلکسیون میکروبی دانشگاه شهید چمران اهواز تهیه شد. تولید  باسیلوس لاتروسپروسدر این مطالعه باکتری ها:   مواد و روش

درجه  33و  33شکر در دو دمای نینفت سفید، گلوکز و ملاس  شاملدر منابع مختلف کربن بیوسورفکتانت توسط این باکتری 

ساعت مورد بررسی قرار گرفت. به منظور غربالگری تولید بیوسورفکتانت از  164و  84سیلیسیوس و دو زمان گرماگذاری 

 های فروپاشی و پراکنش نفت، شاخص امولسیفیکاسیون، کشش سطحی و آب گریزی سطح سلول استفاده گردید.  آزمون

ساعت و در دمای  164بیشترین کاهش کشش سطحی را در منبع کربن نفت سفید پس از باسیلوس لاتروسپروس  باکتریها:   یافته

میلی نیوتن بر متر کاهش دهد. همچنین بیشترین درصد  21/24درجه سیلیسیوس نشان داد و توانست کشش سطحی را تا  33

درصد آبگریزی سطح سلول باکتری در منبع کربن نفت سفید، ملاس و درصد( بود.  83امولسیفیکاسیون در منبع کربن ملاس )

در منبع کربن نفت  باسیلوس لاتروسپروسحداکثر مقدار بیوسورفکتانت تولید شده توسط درصد بود.  63و  64، 66گلوکز به ترتیب 

 دست آمد. بهگرم بر لیتر  4/8سفید به مقدار 

ساعت و منبع کربن نفت سفید شرایط  164درجه سیلیسیوس، زمان گرماگذاری  33نتایج این پژوهش نشان داد دمای نتیجه گیری: 

 است. باسیلوس لاتروسپروسبهینه برای تولید بیوسورفکتانت توسط سویه بومی 

 ، بیوسورفکتانت، کشش سطحی، نفت سفید.باسیلوس لاتروسپروسواژگان کلیدی: 

 33خرداد ماه پذیرش برای چاپ:     33فروردین ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: اهواز، دانشگاه شهههیهد چهمهران اههواز، گهروه خها  شهنهاسهی.

 Mahboobe.varnaseri@yahoo.comپست الکترونیک:       33163463263تلفن:  

 مقدمه     

ها، ترکیبات آمفی پاتیکی هستند که به وسیله                                                 بیوسورفکتانت                    

 انوا  متنوعی از باکتری ها، قار  ها و مخمرها تولید می شوند                                                         

آب گریز         -ها ساختمان دوگانه آب دوست                             (. بیوسورفکتانت               1) 

دارند و کاهش دهنده کشش سطحی محیطی هستند که در آن                                                  

اند. این گروه از مواد فعال سطحی به دلیل داشتن                                                تولید شده         

هایی مانند کاهش کشش سطحی و بین سطحی یا قدرت                                               توانایی       

های مختلفی              امولسیون کنندگی، دارای پتانسیل استفاده در حوزه                                              

ها و        شامل صنایع شیمیایی، صنعت نفت و پتروشیمی، پلاستیک                                               

ها )دترجنت ها( و پا  کننده ها،                                  مواد کامپوزیتی، شوینده                      

مح ولات آرایشی، صنعت نساجی، رن ، کاغذ، معدن،                                             

صنعت فرآیند فلزات، تهیه حشره کش و کنترل آفات، غذا و                                                     

بسته بندی غذایی، مواد دارویی، تحقیقات پزشکی و                                               

(.    2های تکنولوژی پیشرفته می باشند )                                   بیوشیمیایی و سایر حوزه                      

به وسیله                بیوسورفکتانت            بیش از یک دهه است که تولید                            

  ور وسیعی مورد مطالعه قرار گرفته                                   ها به      میکروارگانیسم             
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( با استفاده              ameo ra ( و کام وترا )              r  hi (. پرو ی )          3است )     

های تجمع نمک و آب                       از روش های کروماتوگرافی، آزمون                              

 گریزی سطح سلول توانایی تولید بیوسورفکتانت را                                            

 سودوموناس آ روجینوزا                    های         در باکتری         

 (، باسیلوس لاتروسپروس                                          ) 
(،                    (، اشریشیا کلی )                                     ) 

(، آسینتوباکتر                                باسیلوس پومیلوس )                 
(، سراشیا                                      کالکواسیتکیوس )               

استافیلوکوکوس اور وس                      و     (                    مارسسنز )         
 مورد بررسی قرار دادند.                        (                      ) 

باسیلوس         نتایج آنها نشان داد که از این میان باکتری                                           
(.    8قادر به تولید بیوسورفکتانت می باشد )                                    لاتروسپروس           

، تا یر         2312( و همکاران در سال                     ac ore کاسزرو  )         

افزودن بیوسورفکتانت رامنولیپیدی را بر روی درصد آب                                                   

گریزی سطح سلول و میزان حذف روغن دیزل به وسیله                                               

از منا   آلوده نفتی                         جداسازی شده               های       تعدادی از باکتری                

مورد ارزیابی قرار دادند. یافته های آنها نشان داد که رامنولیپید                                                                

بسته به نو  باکتری، غلظت رامنولیپید، نو  منبع کربن و                                                      

شرایط کشت تا یر متفاوتی بر روی درصد آبگریزی سطح                                                 

     (.  6سلول و همچنین حذف روغن دارد )                             
ها با استفاده از مواد زا د حاصل از                                        امروزه بیوسورفکتانت                   

 گردند. جین             عنوان منبع کربن تولید می                         فرآیندهای مختلف به                  

 ( ain                    و همکاران در سال )حداکثر تولید                2313 ،

  کلبسیلا      بیوسورفکتانت به وسیله یکی از سویه های باکتری                                              

گرم بر لیتر گزارش                     16/83جدا شده از  رت را برابر با                            

  2331( و همکاران در سال                    ba os (. آبالوس )           6نمودند. )         

سودوموناس           حداکثر تولید بیوسورفکتانت رامنولیپیدی توسط                                            

جدا شده از پسماند ت فیه روغن سویا را                                                 آ روجینوزا          

   .( 3گرم بر لیتر گزارش نمودند )                            3/6معادل       

قیمت، تجدید پذیر  بیعی، پسماندهای                                    م رف مواد ارزان                 

عنوان        های صنعتی و شهری به                    کشاورزی و یا پساب                 

سوبستراهای جایگزین، علاوه بر کمک به عدم تجمع این مواد                                                      

(. به       4نماید )        ای با ارزش نیز کمک می                      در  بیعت به تولید ماده                      

ها از بسترهایی                 منظور تولید بیوسورفکتانت توسط میکروب                                    

 (   11(، پوست میوه پرتقال )                     13(، گلوکز )          3شامل نفت خام )              

( استفاده شده است. با این وجود همچنان                                       12و روغن زیتون )              

 ها   انتخاب بستر مناسب به منظور رشد بهینه میکروارگانیسم                                                  

 ها توجه محققان را جلب                         و حداکثر تولید بیوسورفکتانت                           

 نموده است.            

هدف از این پژوهش بررسی توانایی تولید بیوسورفکتانت و                                                     

انتخاب بهترین منبع کربن برای تولید بیوسورفکتانت به                                                          

جدا شده از            باسیلوس لاتروسپروس                   وسیله ی باکتری بومی                     

 پساب شهری بود.              

 ها    مواد و رو           

الف( تولید بیوسورفکتانت در محیط کشت حاوی منابع مختلف                                                      

باسیلوس         مورد استفاده در این پژوهش                            باکتری          کربن:     
باشد که از کلکسیون میکروبی گروه بیولوژی                                          می    لاتروسپروس         

دانشکده کشاورزی دانشگاه شهید چمران اهواز تهیه شد. این                                                       

( و همکاران از پساب                     bbasi باکتری قبلا  توسط عباسی )                        

 (.  13شهری اهواز جداسازی و شناسایی شده بود )                                      

  منظور بررسی تولید بیوسورفکتانت، از کشت شبانه باکتری                                                      به  

درصد        6محیط مایع م ذی، به میزان                              در  باسیلوس لاتروسپروس                   

حجمی به ارلن های جداگانه حاوی محیط کشت نمک معدنی                                                  

 (Minera   a  s Me i m )         با منابع مختلف کربن                     (     1)جدول

 مقدار ترکیبات

 گرم 2 پتاسیم دی هیدروژن فسفات

 گرم 3/1 آمونیوم نیترات

 گرم 3/1 منیزیم سولفات

 گرم 3/1 سدیم کلرید

 گرم 3/1 آبه 7سولفات آهن 

 گرم 2/8 دی سدیم هیدروژن فسفات

 گرم 3/313 آبه 1کلسیم کلرید 

 گرم 1/8 آبه 7سولفات روی 

 گرم 1/2 آبه 7سولفات منگنز 

 گرم 3/26 آبه 5سولفات مس 

 میلی لیتر 1333 آب مقطر

 (.16ترکیبات محیط کشت نمک معدنی ) :1جدول
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 درصد        2درصد )وزنی/حجمی( گلوکز،                           1/2شامل      

درصد )وزنی/حجمی( ملاس و                          6)وزنی/حجمی( نفت سفید،                       

عنوان منبع               وزنی/حجمی( سولفات آمونیوم به                            درصد )        3/1

ارلن )هر منبع کربن در سه                            36نیتروژن تلقیح شد. در مجمو                             

  33و     33تکرار آزمایش شد( در دو دوره زمانی در دمای                                           

  164و     84دور بر دقیقه به مدت                       143درجه سیلیسیوس و دور                     

 ساعت گرماگذاری شدند.                    

پس از اتمام گرماگذاری، به منظور جداسازی باکتری و  رات                                                       

 دقیقه در دمای                 13به مدت          4333معل ، محیط کشت با دور                       

درجه سیلیسیوس سانتریفیوژ گردید. روماند به دست آمده                                                      8

های سنجش تولید بیوسورفکتانت مورد                                      برای انجام آزمون                

 (.  18استفاده قرار گرفت )                   

 های تشخیص تولید بیوسورفکتانت:                               ب( آزمون        
بر روی محیط کشت بلاد                        باکتری      آزمون همولیز خون:                     -1

 ( خون گوسفند، کشت و به مدت                          v vدرصد )        6آگار دارای            

درجه سیلیسیوس گرماگذاری گردید.                                  33ساعت در دمای                84

های      فعالیت همولیتیک با ح ور منطقه شفاف ا راف کلونی                                              

(. قطر هاله تولید شده به عنوان                                16باکتریایی شناسایی شد )                      

رود. به             کار می          یک شاخص برای تایید تولید بیوسورفکتانت به                                        

 ور کلی واکنش همولیتیک با توجه به  اهر منطقه ا راف                                                    

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

شود. همولیز آلفا زمانی است که محیط ا راف کلنی به                                                      می  

صورت یک منطقه سبز رن  و همولیز بتا به صورت یک                                               

نظر         منطقه روشن در ا راف کلنی باکتریایی در بلاد آگار به                                                   

رسد. در صورتی که هی  ت ییری در محیط ا راف کلنی                                                    می  

نباشد، هی  همولیزی در بلاد آگار ر  نداده است و واکنش                                                     

 (.  13همولیز از نو  گاما می باشد )                            

 برای این منظور از روش موریکاوا                                آزمون پراکنش نفت:                     -2

 (Mori a a                    و همکاران در سال )همراه با ت ییر جزیی                       2333

لیتر آب مقطر درون                    میلی      33(. ابتدا مقدار                14استفاده شد )            

میکرو لیتر              23متری ریخته شد. سپس                     سانتی       16های      پلیت    

نفت خام به مرکز پلیت ا افه گردید. پس از به تعادل رسیدن                                                        

میکرولیتر از هر نمونه روماند حاصل از                                        13نفت در سطح آب،                

سانتریفیوژ )بخش الف( بر روی لایه نفتی ایجاد شده ریخته                                                      

چنانچه محلول یاد شده حاوی بیوسورفاکتانت باشد،                                                 شد.   

توانایی کنار زدن لایه نفتی و ایجاد ناحیه شفاف در سطح آب را                                                           

عنوان        )مر ، آلمان( به                    een  در این مطالعه از                    .( 14دارد )      

نمک معدنی همراه با منبع کربن                              کشت       شاهد مثبت و از محیط                     

عنوان شاهد منفی استفاده شد. در این آزمون اگر قطر لایه                                                       به  

شفاف ایجاد شده توسط ع اره حاصل از سانتریفیوژ کمتر از                                                      

میلی متر و              23تا      13میلی متر باشد با علامت   و اگر بین                                     13

میلی متر باشد به ترتیب با    و     نشان داده                                                23بیشتر از          

 (.          13می شود )        

در این آزمون              (:                     آزمون فروپاشی نفت )                     -3

آمده از سانتریفیوژ )بخش الف(                               دست    میکرولیتر از روماند به                        23

 خانه( حاوی              36به درون هر چاهک پلیت الایزا )پلیت                                  

 میکرولیتر پارافین ا افه گردید. از سورفکتانت شیمیایی                                                       133

 (  een       به )                       کشت            عنوان شاهد مثبت و از نمک     محیط 

عنوان شاهد منفی استفاده شد. در                                 معدنی همراه با منبع کربن به                           

صورت تشکیل قطره کروی در سطح پارافین امتیاز منفی به                                                    

شده به ته چاهک منتقل                       چاهک و در صورتی که قطره ا افه                             

گیرد       گردد و یا از حالت کروی خار  شود امتیاز مثبت تعل  می                                                   

هایی که             (. در این آزمون از علامت   برای نمایش قطره                                         23) 

هایی که             میلی متر و از علامت    برای قطره                                 3/6قطر کمتر از             

 (.  21متر دارند استفاده شد )                        میلی      3/6قطر بیشتر از              

برای این منظور از                   گیری فعالیت امولسیون کنندگی:                               اندازه        -8

 ( استفاده گردید. ابتدا                       m  si ica ion in e )        آزمون       

 آمده از سانتریفیوژ                     دست    لیتر از هر نمونه روماند به                           میلی      2

های آزمایش ریخته                   )بخش الف(، به  ور جداگانه درون لوله                                   

لیتر نفت سفید نیز به هرکدام ا افه گردید.                                           میلی      2شد. مقدار           

دقیقه ورتکس شدند و                      2سپس هر یک  از لوله ها به مدت                              

ساعت در یک محیط ساکن قرارگرفتند. در                                       28ها به مدت            نمونه     

آزمایش         ادامه ارتفا  امولسیون باقیمانده درون هر لوله                                              

گیری و نسبت ارتفا  این امولسیون به ارتفا  کل مایع                                                    اندازه      

عنوان شاخص امولسیفیکاسیون برای هر                                    آزمایش، به           درون لوله         

(. از         22نمونه مربو  به هر یک از منابع کربن گزارش گردید )                                                
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  een      عنوان شاهد مثبت و از محیط کشت نمک                                      به

 معدنی همراه با منبع کربن به عنوان شاهد منفی استفاده شد.                                                       

لیتر از          میلی      6برای این منظور                گیری کشش سطحی:                 اندازه        -6

   آمده از سانتریفیوژ )بخش الف( به لوله                                     دست    روماند به         

درجه سیلیسیوس قرار                      24آزمایشی که در حمام آب در دمای                               

 و ارتفا             3/6داشت ا افه گردید. لوله مو ین )با شعا                                        

میلیمتر( درون لوله آزمایش قرار گرفت. کشش سطحی با                                                    36

گیری ارتفا  صعود مایع در لوله مویین با استفاده از                                                    اندازه      

 (.  23فرمول زیر محاسبه گردید )                        

 (                                                                                                                                                                                                             1معادله )        

ارتفا  صعود               hشعا  لوله مویین )سانتی متر(،                                rدر این فرمول               

 نیروی  قل              لی )گرم بر میلی لیتر(،                        چگا        مایع )سانتی متر(                  

 کشش سطحی             سانتی متر بر مجذور  انیه(،                              343) 

 )میلی نیوتن بر متر( است.                        

های      این روش از روش              گریزی سطح سلول:                  آزمون آب          -6

به وسیله ی ریز                فکتانت          ر بیوسو     غیرمستقیم غربالگری تولید                          

های      وجود، برای شناسایی سریع سویه                             موجودات است. با این                     

 روش استفاده نمود                   توان از این              می  فکتانت          ر بیوسو     تولیدکننده            

 های باکتریایی                گریزی سلول           نسبت آب         (.  26و     28) 

بر اساس مطالعه روزنبر  و همکاران                                    باسیلوس لاتروسپروس                 

       ( با روش          1338( و ژان  و میلر )                 1343) 

 ( ac eria  a hesion  o hy rocarbon                     تعیین گردید. بدین )

منظور، از کشت باکتری در محیط کشت نمک معدنی حاوی                                                 

هر یک از منابع  مختلف کربن استفاده شد. سلول های                                                 

دقیقه سانتریفوژ                   8دور در دقیقه به مدت                       3333باکتریایی در              

محیط کشت و مواد                    مانده      منظور حذف هرگونه باقی                      شدند. به          

پلیمری خار  سلولی سه بار در محلول بافر فسفات منیزیم                                                     

دی پتاسیم هیدروژن فسفات،                          گرم بر لیتر               13/3اوره )شامل            

گرم بر            1/4پتاسیم دی هیدروژن فسفات،                          گرم بر لیتر                 3/26

شسته      آبه(        3سولفات منیزیم                 گرم بر لیتر               3/2اوره و          لیتر    

ها در محلول بافر به حالت سوسپانسیون                                      شدند. سپس سلول              

( به       3درآمده تا حدی که چگالی نوری اولیه و سوسپانسیون )                                                

نانومتر با دستگاه                     633یک برسد. چگالی نوری در  ول مو                                 

قرا ت شد. پس از آن                            -     e  اسپکتروفتومتر مدل )                   

لیتر از سوسپانسیون سلولی                           میلی      6میکرولیتر هگزادکان به                         633

 دقیقه با دور بالا ورتکس گردید. پس از                                       2ا افه و به مدت                

(. میزان           1گیری شد )          دقیقه، چگالی نوری فاز آبی اندازه                                  13

(. این        23و     26( محاسبه گردید )                2گریزی از معادله )                  آب  

 آزمایش در سه تکرار انجام شد.                            

 (                                                                                                       2معادله )        

برای این منظور، محلول شفاف                             ( جداسازی بیوسورفکتانت :                           

  6رویی به دست آمده از سانتریفیوژ به کمک اسید کلریدریک                                                     

اسیدی گردید. سپس در  ول یک شبانه روز در                                                 2نرمال تا          

درجه سیلیسیوس نگهداری شد. رسوب حاصل، به                                           8دمای      

دقیقه جمع آوری و                    16به مدت          4633کمک سانتریفیوژ با دور                       

پس از آن به حجم برابر با محلول حاصل از سانتریفیوژ،                                                    

( ا افه گردید. در ادامه فاز                             1:     2کلروفرم و متانول با نسبت )                          

درجه        63آلی مجزا شده، حلال آن در آون و در دمای                                       

سیلیسیوس تبخیر شد. مقدار بیوسورفکتانت تولید شده به                                                    

 (.  1وسیله ترازو وزن گردید )                       
های آزمایش به صورت                        داده      ها:       د( تجزیه و تحلیل داده                     

     فاکتوریل در قالب  ر  کاملا  ت ادفی به وسیله نرم افزار                                                      

ای        تجزیه و مقایسه میانگین با آزمون چند دامنه                                           3/1نسخه      

 دانکن انجام شد.               

 ها    یافته     

ساعت پس از              84در این روش،               الف( آزمون همولیز خون:                      

ای از نو             دار هاله         در پلیت های حاوی آگار خون                          کشت باکتری            

 مشاهده        باسیلوس لاتروسپروس                 بتا در ا راف کلنی باکتری                          

  2ایجاد شده پس از دو روز گرماگذاری به                                        شد. قطر هاله            

 متر رسید.            سانتی     

در این روش، نفت                 ب( ا ر منابع مختلف کربن بر پراکنش نفت:                                        

متر       سانتی       13ای به قطر             شده در سطح آب مقطر لایه                        ا افه     

تشکیل داد. با افزودن محلول حاصل از سانتریفیوژ باکتری در                                                         
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صورت جداگانه، ناحیه شفافی در سطح                                    منابع مختلف کربن به                   

دهنده ح ور ترکیبات                      لایه نفتی ایجاد شد. این پدیده نشان                                 

دوگانه دوست بیوسورفکتانت در محیط کشت باکتری                                             

در چهار منبع کربن است. اما با توجه                                      باسیلوس لاتروسپروس                 

ها      به ایجاد نواحی شفاف با قطر بیشتر در برخی از نمونه                                                 

مشخص شد که فعالیت بیوسورفکتانت تولیدشده در برخی                                                 

حاصل         وری که محلول                 به    (.  2منابع کربن بیشتر است )جدول                            

 در منابع کربن نفت سفید و ملاس                              از سانتریفیوژ باکتری                      

  164درجه سیلیسیوس و زمان گرماگذاری                                  33در دمای         

سانتی متر در سطح نفت خام                            2هایی با قطر بیش                     ساعت، دایره           

 ایجاد نمود.           
نتایج حاصل از                ( ا ر منابع مختلف کربن بر فروپاشی روغن:                                          

این آزمون نشان داد که شاهد منفی )آب مقطر( در لایه                                                  

پارافینی موجود در چاهک پلیت سقو  نکرده و مانند یک                                                   

که شاهد مثبت               مهره در سطح پارافین قرار گرفت. درحالی                                      

دقیقه فروریخت و به ته                         1زمان       درصد( در مدت                23)تویین        

های       ور مشابه، برای محلول                      چاهک منتقل شد. این حالت به                          

در هر سه منبع               باسیلوس لاتروسپروس                   حاوی ترکیبات باکتری                     

های شاهد حاوی                کربن مشاهده گردید. از سوی دیگر در نمونه                                       

گونه سقو  و یا ت ییر حالت در سطح پارافین                                           منابع کربن هی               

 وری که قطر قطره محلول حاصل از                                    مایع مشاهده نشد. به                   

درجه        33سانتریفیوژ باکتری در منبع کربن نفت سفید در دمای                                                 

ساعت، نسبت به سایر                      164سیلیسیوس و زمان گرماگذاری                           

ساعت        84درجه سیلیسیوس و زمان                        33منابع کربن و دمای                   

 (.    2افزایش یافت )جدول                   

نتایج       کنندگی:             د( تا یر تیمارهای مختلف برفعالیت امولسیون                                         

ها نشان             حاصل از تجزیه آماری و جدول تجزیه واریانس داده                                             

داد که ا ر هر یک از تیمارهای دما، زمان، منبع کربن و ا ر متقابل                                                                

باسیلوس               کنندگی باکتری                   آنها بر شاخص امولسیون                     
 دار است.            درصد معنی           1در سطح احتمال                 لاتروسپروس         

درصد( به منبع کربن                      83کنندگی )            حداکثر درصد امولسیون                    

 درجه سیلیسیوس و زمان گرماگذاری                                  33ملاس در دمای             

ساعت اخت ا  داشت. این مقدار نسبت به درصد                                            164

 دار در سطهح             کنندگی سایر منابع کربن اختهلاف معهنی                                     امولسیون        

 درصد نشان داد.                  1

نشهان می دههد کهه تیمهار کهاربهرد باکتری                                            1های نمودار                داده    

داری موجب               در مقایسه با تیمار بدون باکتری به صورت معنی                                           

افزایش شاخص امولسیونی شده است. افزایش زمان و دما                                                  

گرماگذاری در ح ور باکتری در تیمار های متنا ر به صورت                                                      

داری موجب افزایش شاخص امولسیونی شد اما در عدم                                                   معنی    

 ºC 17ساعت،  ºC 17 263ساعت،  ºC 17 83ساعت،  ºC 17  263ساعت،   83 زمان و دما آزمایش

 *پراکنش نفت

          گلوکز

             نفت سفید

            ملاس

     13توئین 

 - آب مقطر

 **فروپاشی نفت

         گلوکز

          نفت سفید

         ملاس

    13توئین 

 - آب مقطر

 سانتی متر 2 از سانتی متر ،     نواحی با قطر بیش 2تا  1سانتی متر،    نواحی با قطر  1*  نواحی با قطر کمتر از 

 سانتی متر 6/3سانتی متر،    نواحی فروریخته با قطر بیشتر از  6/3**   نواحی فروریخته با قطر کمتر از 

 باسیلوس لاتروسپروس.نتایج آزمون پراکنش و فروپاشی نفت توسط باکتری : 2جدول 
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ح ور باکتری در تیمارهای متنا ر تفاوت معنی داری در                                                   

شاخص امولسیونی حاصل نگردید. شاخص امولسیون کنندگی                                                  

 درصد بود.           64(   23شاهد مثبت )تو ین                  

نتایج تجزیه               ه( تا یر تیمارهای مختلف برکشش سطحی:                                   

واریانس نشان داد که ا ر هر یک از تیمارهای منبع کربن، دما،                                                           

 زمان و ا ر متقابل آنها بر کشش سطحی در سطح احتمال                                                

 دار است.          یک درصد معنی            

تیمار کاربرد باکتری در مقایسه با تیمار بدون باکتری به صورت                                                            

(. افزایش           2داری باع  کاهش کشش سطحی شد )نمودار                                        معنی    

زمان و دمای گرماگذاری در ح ور باکتری در تیمارهای                                                  

داری موجب کاهش کشش سطحی                             متنا ر به صورت معنی                   

محیط گردید. اما در عدم ح ور باکتری در تیمارهای متنا ر                                                       

تفاوت معنی داری در کشش سطحی حاصل نگردید. با افزایش                                                    

های حاوی منابع                    دمای گرماگذاری کشش سطحی محیط                            

داری نسبت به نمونه های بدون                                 مختلف کربن به  ور معنی                      

 باکتری افزایش نشان دادند. کشش سطحی شاهد مثبت                                              

 میلی نیوتون بر متر بود.                         36/4(   23)تو ین        

 در میان منابع کربن مورد استفاده بیشترین کاهش کشش                                                  

 

باسیلوس           سطحی و درنتیجه تولید بیوسورفکتانت توسط باکتری                                             
(. به       2منبع کربن نفت سفید ایجاد شد )نمودار                                         در  لاتروسپروس           

 وری که این باکتری توانست کشش سطحی محیط حاوی نفت                                                  

 میلی نیوتن بر متر کاهش دهد.                             21/24به      63/6سفید را از            

تجزیه       و( تا یر منابع مختلف کربن بر آب گریزی سطح سلول :                                                  

ها نشان داد  که ا ر منبع کربن بر                                      واریانس و آنالیز آماری داده                           

در        باسیلوس لاتروسپروس                   باکتری              آب گریزی سطح سلول                 

 سطح یک درصد معنی دار است.                         

نتایج نشان داد که آب گریزی سطح سلول با توجه به منبع کربن                                                          

کند و وابستگی بسیار زیادی به منبع                                    در محیط کشت ت ییر می                    

ها نشان دهنده ی وجود اختلاف                                کربن دارد. مقایسه میانگین داده                              

معنی دار بین منابع کربن گلوکز، نفت سفید و ملاس از نظر آب                                                         

گریزی سطح سلول باکتری است. درصد آب گریزی سطح                                              

در منبع کربن نفت سفید،                          باسیلوس لاتروسپروس                 سلول باکتری             

 درصد بود.             63و     64،   66ملاس و گلوکز به ترتیب                      

مقدار بیوسورفکتانت تولید شده                                ز( مقدار تولید بیوسورفکتانت:                            

در منابع کربن گلوکز،                      باسیلوس لاتروسپروس                       به وسیله باکتری               

  164درجه سیلیسیوس و زمان                        33نفت سفید و ملاس در دمای                        

)میانگین های دارای حروف مشتر  در هر ستون از باسیلوس لاتروسپروس میانگین ا ر متقابل زمان، دما و منبع کربن بر شاخص امولسیون کنندگی : 1نمودار 

 درصد معنی دار نیستند(. 6نظر آماری در سطح 
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ساعت که دمای بهینه تولید بیوسورفکتانت بود، جداسازی و                                                      

اندازه گیری شد. مقدار بیوسورفکتانت تولید شده در منبع کربن                                                           

گرم بر          1/3گرم بر لیتر نسبت به منبع گلوکز )                                  4/8نفت سفید با             

گرم بر لیتر( بالاتر بود. همچنین بیشترین                                          6/4لیتر( و ملاس )             

 کاهش کشش سطحی نیز مربو  به منبع کربن نفت سفید بود.                                                    

 

 بح      

 های فراوان              کاربرد        های اخیر با توجه به                       در سال      

بیوسورفکتانت ها در صنایع مختلف، تولید آن ها در                                                

های فراوانی مورد بررسی قرارگرفته است. محققین از                                                   پژوهش     

های مختلفی به منظور افزایش تولید بیوسورفکتانت                                                 روش   

سازی تولید              ها بهینه          اند. از میان این روش                      استفاده نموده             

 ها      تر از سایر روش                تر و آسان           بیوسورفکتانت ارزان                  

 (.    24می باشد )         

مطالعه             در ا     بیوسو           قابلیت        ین    ی باکتر     وسیله         انت به      فکت   ر تولید 

ساعت(         164و     84مانی )      در دو دوره ز            باسیلوس لاتروسپروس                   

م ر        ا تو  و    عنوان         ف گلوکز، ملاس نیشکر و نفت سفید به                                نایی 

 شد.   ژی در دو دمای متفاوت بررسی                            نر  و ا   منبع کربن           

همولیتیک                           و پژ  در     فعالیت  حا ر  عنوان اولین               ها به       باکتری      هش 

نتایج       نظر گرفته شد.                 بیوسورفکتانت در                 تولید         ای    شاهد کیفی بر            

باسیلوس         حاصل از این آزمون نشان داد که باکتری                                      
 لاکشمی پتی           بودند.           دارای همولیز مثبت یا                        لاتروسپروس         

 ( a shmi a hy     و )    سی    ر بر  ای    بر  روش     ین      از ا    نیز       ران     همکا

بیوسو            توسط               ر تولید  د   خو      های جداسازی شده                 باکتری      فکتانت 

 (.    23ده نمودند )           ستفا    ا 

برن هایمر           توسط        ها،       بیوسورفکتانت            فعالیت همولیتیک                   ر   لین با      او  

 ( ernheimer            ( و اویقاد ) vi a       در )  ای    بر      1333ل   سا

 باسیلوس سوبتیلیس                  تولید شده به وسیله ی                      فکتانت          ر بیوسو     

)    ارش     گز      (                  )  نبو          (. ا    23شد  ین    دن ا    خت اصی 

ست    ا ممکن        ا   یر  شود. ز        ب می    محسو    های آن          روش، از محدودیت               

لیتیک       های همو         ر آنزیم       ح و   اف کلنی در نتیجه                   ر  ف ا   هاله شفا        

عد        ه   مد  باکتری به وجود آ                توسط        تولید شده            همولیز        م   باشد. 

)میانگین های دارای حروف مشتر  در هر ستهون باسیلوس لاتروسپروس میانگین ا ر متقابل کاربرد منبع کربن، دما و زمان بر کشش سطحی باکتری :  2نمودار 

 درصد معنی دار نیستند(. 6از نظر آماری در سطح 



 محبوبه ورناصری قندعلی و همکاران در منابع مختلف کربن.   باسیلوس لاتروسپروسبررسی توانایی تولید بیوسورفکتانت توسط باکتری  .1333ها، سال هفتم، شماره چهارم زمستان  دنیای میکروب

 

315 

خو       های       سلول     انتشار        یت      ود  محد   از    ناشی        تواند         می  نیز       ن   قرمز 

حا       در    فکتانت          ر سو   منظو                  ر   گا  وی آ    محیط  همین  به  ر در      باشد. 

بیوسو                ا تو  ،   مه  ادا    تولید  توسط               ر نایی  با    این دو باکتری               فکتانت 

 گرفت.         ار    قر  مورد بررسی            کمی     تر و        روش دقی         

  نتایج آزمون پراکنش و فروپاشی نفت در مورد باکتری                                               
مثبت و نشان دهنده تولید                           باسیلوس لاتروسپروس                 

بیوسورفکتانت بود. بیشترین میزان پراکنش و فروپاشی در                                                     

ساعت گرماگذاری                  164درجه سیلیسیوس و پس از                         33دمای      

 حاصل گردید.             

روش پراکنش نفت و فروپاشی روغن روشی سریع و آسان                                                

برای تشخیص بیوسورفکتانت می باشد که بدون نیاز به                                                 

شود. این           تجهیزات و تنها با حجم کوچکی از نمونه انجام می                                             

روش نسبت به مقادیر کم بیوسورفکتانت نیز واکنش نشان                                                   

در      2338( و همکاران در سال                     o sse دهد. یوسف )            می  

های مولد بیوسورفکتانت،                            های غربالگری سویه                     مورد روش        

روش گسترش نفت را بهترین آزمون برای غربالگری تعیین                                                   

 (.    33کردند )       

ای که حاوی بیوسورفکتانت می                                در روش فروپاشی نفت، قطره                        

گردد. این روش ساده                        باشد در سطح نفت منهدم و پخش می                              

بوده و برای غربالگری هم زمان تعداد زیادی سویه استفاده می                                                          

  2336( در سال          ans nar ( و کنسونار )               r   شود. تاگرول )             

های         از این روش برای غربالگری بیوسورفکتانت باکتری                                            

استفاده کردند               سوبتیلیس              باسیلوس       و   سودوموناس آ روجینوزا                      

عنوان روشی سریع در تشخیص تولید                                    و از آن به            

 (.  31بیوسورفکتانت یاد کردند )                        

دهد که بیشترین                 آمده در این مطالعه نشان می                           دست    نتایج به        

شاخص امولسیونی در دو منبع کربن ملاس و گلوکز ایجاد                                                  

شده است. ولی در مجمو  فعالیت امولسیون کنندگی باکتری                                                     

و نفت         22/22، گلوکز         83در هر سه منبع کربن پایین )ملاس                               

( و همکاران در                  Ma  oدرصد( بود. موگاد )                    13/8سفید      

 از شاخص امولسیون کنندگی در منابع کربن                                       2334سال     

n-                                                  هگزادکان، نفت سفید و دیزل برای یک گونه از باکتری

استفاده کردند و حداکثر شاخص امولسیون کنندگی                                             باسیلوس         

 (.    32هگزادکان گزارش کردند )                      -nدرصد را در منبع                   63

از شاخص           2334( و همکاران در سال                    or i  a پورتیلا )        

کنندگی برای تولید بیوسورفکتانت توسط                                         امولسیون        

( استفاده                                 )     لاکتوباسیلوس پنتوسس                  

 تا      34کنندگی در مطالعه آنها بین                               کردند. درصد امولسیون                    

(. برای         33درصد در منبع کربن گازو یل گزارش گردید )                                         82

تر از تولید بیوسورفکتانت و تعیین شرایط بهینه                                                ا مینان بیش           

گیری شد.            ها نیز اندازه               برای تولید آن کشش سطحی نمونه                            

ها      کمیت و کیفیت تولید بیوسورفکتانت توسط میکروارگانیسم                                                  

 (.      38تحت ت  یر ماهیت منبع کربن می باشد )                                   

بیشترین           باسیلوس لاتروسپروس                 در مطالعه حا ر باکتری                       

کاهش کشش سطحی را در محیط حاوی نفت سفید نشان داد.                                                  

میلی نیوتن بر                 21/24به      63/6به  وری که کشش سطحی از                        

(   ameo ra ( و کام وترا )              r  hi متر کاهش یافت. پرو ی )                      

کشش سطحی محیط معدنی حاوی منبع کربن هگزادکان را در                                                   

باسیلوس لاتروسپروس                     نتیجه تولید بیوسورفکتانت توسط                             

 (.    8دین بر سانتی متر گزارش کردند )                                32معادل       

این میزان نسبت به پژوهش حا ر بیشتر بوده و نشان دهنده                                                      

توانایی بیشتر باکتری پژوهش حا ر در تولید بیوسورفکتانت                                                       

 می باشد.        

با بررسی قابلیت                   2333( و همکاران در سال                    aiah   الایه )      

کننده هیدروکربن                   های تجزیه           تولید بیوسورفکتانت در سویه                          

  دریافتند که تولید بیوسورفکتانت در باکتری از گونه                                                

در محیط کشت حاوی نفت سفید بسیار بیشتر از                                            سودوموناس         

 عنوان تنها منبع کربن و انرژی است                                    محیط حاوی گلوکز به                  

قدرت        2336( و همکاران در سال                    ismani (. ریسمانی )            36) 

   لیکنی فورمیس                باسیلوس       تولید بیوسورفکتانت را در                          

های خلیج           ( جدا سازی شده از آب                                          ) 

فارس با انجام آزمون های همولیتیک، امولسیون کنندگی و                                                     

کشش سطحی مورد بررسی قرار دادند. همچنین ا ر منابع                                                  

(.    36مختلف کربن بر تولید بیوسورفکتانت ارزیابی گردید )                                                

یافته های آنها نشان داد که باکتری دارای فعالیت همولیتیکی با                                                             

ایجاد هاله شفاف ا راف کلنی بود. این باکتری در محیط حاوی                                                         



 محبوبه ورناصری قندعلی و همکاران در منابع مختلف کربن.   باسیلوس لاتروسپروسبررسی توانایی تولید بیوسورفکتانت توسط باکتری  .1333ها، سال هفتم، شماره چهارم زمستان  دنیای میکروب

 

316 

درصد امولسیون کنندگی و کاهش                               66درصد نفت خام با                   3/6

میلی نیوتون بر متر                      36به      32کشش سطحی محیط کشت از                      

بیشترین تولید بیوسورفکتانت را داشت. بهترین بیوسورفکتانت                                                         

میلی نیوتون               23لیپوپپتیدی، سورفاکتین با کشش سطحی کمتر از                                           

هایی که             ( و همکاران سویه                rancy (. فرانسی )           36بر متر بود )            

دین بر سانتی متر مربع کاهش در کشش سطحی                                          13بیشتر از          

های مناسب تولید کننده                           ایجاد می نمودند را به عنوان سویه                                

 (.  33بیوسورفکتانت معرفی کردند )                          

بررسی ا ر دما بر تولید بیوسورفکتانت نشان داد که کشش                                                     

درجه سیلیسیوس                 33سطحی در محیط کشت باکتری در دمای                                 

یابد. در واقع تولید بیوسورفکتانت کاملا                                           کاهش بیشتری می              

وابسته به دمای گرماگذاری می باشد. بررسی ا ر زمان بر تولید                                                           

بیوسورفکتانت نیز نشان داد که بیشترین کاهش کشش سطحی                                                    

گردد. ایلوری                    ساعت دوره گرماگذاری حاصل می                             164پس از       

 (  ori           و همکاران )            گزارش نمودند که بیشترین                           2336در سال

میزان تولید بیوسورفکتانت گلیکولیپیدی توسط جنس                                               

( در محیط کشت حاوی نفت پس از                                       ) آ روموناس           

 (.      34روز ایجاد می گردد )                     4

نشان دادند که                 2311( و همکاران در سال                    e  o sa دی سوسا )         

در      سودوموناس آ روجینوزا                    حداکثر تولید رامنولیپید توسط سویه                                   

 (. همچنین ابوسعود                   33باشد )          درجه سیلیسیوس می                  33دمای      

 ( bo seo                      و همکاران در سال )گزارش کردند که                  2334

درجه سیلیسیوس کشش سطحی را                             63به      26افزایش دما از               

دهد. اما این افزایش دما هی  ت  یری                                     صورت خطی کاهش می                 به  

( و     a heri (. باقری )          83در درصد امولسیون کنندگی ندارد )                               

نشان دادند که کاهش درجه حرارت از                                    2333همکاران در سال                

درجه سیلیسیوس موجب افزایش کشش سطحی                                      26و     33به      33

میلی نیوتون بر متر( و کاهش                              86و     33محیط کشت )به ترتیب                    

 (.    1سریع تولید بیوسورفکتانت می گردد )                                 

ها در مطالعه حا ر نشان                          گریزی سطح سلول باکتری                       بررسی آب        

دارای سطح آب گریزی                    باسیلوس لاتروسپروس                     باکتری      داد که        

قابل توجهی در هر سه منبع کربن نفت سفید، ملاس و گلوکز                                                     

است. به  وری که بیشترین میزان آب گریزی سطح سلول                                                 

درصد( مشاهده شد که                      66باکتری در منبع کربن نفت سفید )                              

نتایج حاصل از کشش سطحی که در این منبع پایین تر از دو                                                      

( در سال           ac ore منبع دیگر بود را تایید نمود. کازور  )                                     

باسیلوس         درصد آب گریزی سطح سلول باکتری                                 2312

جداسازی شده از منا   آلوده نفتی،                                                                                                                      لاتروسپروس           

  31و در منبع کربن روغن دیزل                            14    منبع کربن گلوکز                   در      را  

 (.      6گزارش نمود )            

که هیدروکربن ها ترکیبات غیرقطبی هستند، بنابراین                                                     از آنجایی          

میزان انحلال آنها در آب بسیار پایین است. در نتیجه قابلیت                                                         

ها برای               باکتری          ها به آنها به سختی خواهد بود.                                 دسترسی باکتری             

عنوان منبع کربن و انرژی،  باید                                    ها به         استفاده  بهتر از هیدروکربن                          

غیرقطبی( به فاز آبی                     ) قادر به واردکردن میزان بیشتری از فاز آلی                                          

قطبی( باشند. به همین منظور هر چه سطح سلول باکتری                                                  ) 

گریزتر باشد یا به عبارت دیگر هیدروفوبیسیته سطح سلولی                                                          آب  

شود و میزان بیشتری                        بیشتر باشد، تولید بیوسورفکتانت بیشترمی                                      

 ها مورد استفاده قرار می گیرد.                               از هیدروکربن            

در پژوهش حا ر، مقدار بیوسورفکتانت تولید شده توسط                                                  

گرم بر          4/8در منبع کربن نفت سفید با                          باسیلوس لاتروسپروس                   

لیتر نسبت به دو منبع دیگر کربن بالاتر بود و بیشترین کاهش                                                         

 کشش سطحی نیز مربو  به منبع کربن نفت سفید به دست آمد.                                                      

باسیلوس         پرو ی و کام وترا مقدار تولید بیوسورفکتانت توسط                                                

درصد هگزادکان                 2در محیط معدنی نمک حاوی                        لاتروسپروس           

گرم بر          6/2به عنوان منبع کربن را در روز هفتم کشت حدود                                            

 لیتر گزارش کردند که نسبت به پژوهش حا ر کمتر                                             

(. مقدار بیوسورفکتانت تولید شده در منبع کربن نفت                                                  8بود )     

گرم بر لیتر(              1/3گرم بر لیتر نسبت به منبع گلوکز )                                  4/8سفید با         

گرم بر لیتر( بالاتربود که بیشترین کاهش کشش                                             6/4و ملاس )       

 سطحی نیز مربو  به منبع کربن نفت سفید بود.                                           

حداکثر تولید                2312و همکاران در سال                  (     arna  آپارنا )        

را در           سودوموناس اس پی                 بیوسورفکتانت توسط باکتری                          

  33یک درصد ملاس به عنوان تنها منبع کربن و انرژی در دمای                                                     

گرم بر لیتر               8/33ساعت گرماگذاری،                   36درجه سیلیسیوس و                 

 (.  81گزارش کردند )             
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حداکثر تولید                2336( و همکاران در سال                    a is a باتیستا )         

بیوسورفکتانت را در ح ور منبع کربنی مختلف توسط                                               

های آبی و خاکی مورد بررسی                               های جدا شده از نمونه                        باکتری      

قرار دادند. نتایج آنها نشان دهنده تولید بالاتر بیوسورفکتانت                                                            

 (.  82در ح ور گلوکز به عنوان تنها منبع کربن و انرژی بود )                                                   

 

 گیری      نتیجه     

نتایج حاصل از این پژوهش نشان داد که با افزایش دما و زمان                                                          

به      84درجه سیلیسیوس و                   33به      33گرماگذاری به ترتیب از                       

ساعت بر اساس نتایج آزمون ها تولید بیوسورفکتانت                                                  164

یابد. همچنین بهترین منبع کربن برای تولید                                              افزایش می         

نفت     باسیلوس لاتروسپروس                     وسیله باکتری                  بیوسورفکتانت به               

توجه کشش سطحی در محیط                        سفید بود. به دلیل کاهش قابل                           

 توان       می  باسیلوس لاتروسپروس                   حاوی نفت توسط               

 های      قابلیت استفاده از این باکتری را برای پالایش مکان                                               

 های نفتی اعم از خا  و آب بررسی نمود.                                       آلوده به هیدروکربن                  

 

 ت کر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از دانشگاه شهید چمران اهواز به دلیل                                                             

 همکاری صمیمانه در اجرای این پژوهش کمال امتنان را دارند.                                                       
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Abstract 

Background & Objectives: Biosurfactants are surface active compounds that produce by  

microorganisms. They are used in various industries such as petroleum, chemical, petrochemical, 

food industry, medicine, agriculture, etc. The purpose of this study was to optimize the  

production of biosurfactant in different carbon sources by Bacillus laterosporus. 

Materials & Methods: In this study, Bacillus laterosporus was provided from the microbial  

collection of Shahid Chamran University of Ahwaz. Biosurfactant production was evaluated in 

different carbon sources such as kerosene, glucose and sugar cane molasses at 30 and 37° C and 

the incubation periods of 48 and 168 hours. Screening of biosurfactant production was carried out 

using oil collapse and emulsification index, surface tension, and cell surface hydrophobicity. 

Results: Bacillus laterosporus showed the lowest surface tension reduction in kerosene carbon 

source after 168 hours incubation at 37 ° C, and decreased surface tension to 21.28 mN/m. The 

highest percentage of emulsification was related to medium containing molasses carbon source 

(43%). Bacillus laterosporus cell surface hydrophobicity in kerosene, molasses and glucose was 

65, 58 and 50 %, respectively. Maximum biosurfactant production by Bacillus laterosporus  

obtained in kerosene carbon source around 8.4 gr/L 

Conclusion: The results showed that 37° C, 168 hours incubation and also using kerosene as  

carbon sources make the optimum condition for biosurfactant production by indigenous strain of 

Bacillus laterosporus.  
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