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چکیده

این مولکول ها از دو   .    بیوسورفکتانت ها مواد فعال سطحی تولید شده توسط برخی از میکروارگانیسم ها می باشند         : سابقه و هدف  

مـطـالـعـه     .   بخش آب دوست و آب گریز تشکیل شده اند و از این رو قادر به افزایش تجزیه زیستی مواد آلی نامحلول می باشنـد                       

.ي تولید کننده بیوسورفکتانت از خلیج فارس انجام گردیدشیوانلاحاضر با هدف جداسازي، شناسایی و تعیین ویژگی دو گونه 

 سویه مولد بیـوسـورفـکـتـانـت       25با نمونه گیري از شن هاي ساحلی و آب آلوده به ترکیبات نفتی خلیج فارس، : مواد و روش ها 

با استفاده از روش هاي غنی سازي در محیط بوشنل هاس با گازوئیل جداسازي باکتري هاي تـولـیـد کـنـنـده                         .   جداسازي گردید 

سپس سویه هاي برتر با استفاده از روش هاي کمی و کیفی غربالگري مانند همولیز در محـیـط بـلاد         .   بیوسورفکتانت انجام گرفت  

و سنجش آب گریزي سلولی تولیـد کـنـنـده           )   آمیزندگی( آگار، روش گسترش نفت، تست انهدام قطره، فعالیت امولسیونه کنندگی         

سپس با استفاده از پـرایـمـرهـاي          .   تعیین هویت سویه هاي احتمالی با استفاده از آزمون هاي بیوشیمیایی انجام شد            .   انتخاب شدند 

. و تعیین توالی، سویه هاي برتر تولید کننده بیوسورفکتانت شناسایی گردیدند16S rRNAیونیورسال و روش 

 بـه    E14 و N4 سویه به نام هاي 2از این بین   .    سویه باکتریایی تولید کننده بیوسورفکتانت جداسازي گردید       7در مجموع   :   یافته ها 

. تایید گردیدشیوانلایوپنی و شیوانلا آلگاپس از شناسایی مولکولی تعلق سویه ها به . عنوان سویه هاي برتر شناخته شدند

 سطح آب گریزي، توانایی تولید ترکیبات فـعـال کـنـنـده          سویه هاي جداسازي شده نتایج این پژوهش نشان داد که       :   نتیجه گیري 

بنابراین ارزیابی پتانسیل کاربردي این سویه ها به مـنـظـور      .   سطحی و ویژگی تجزیه ترکیبات هیدروکربنی را در حد مناسبی دارند   

.زیست درمانی و حذف پساب ناشی از صنایع نفت پیشنهاد می گردد

 .تجزیه زیستی، بیوسورفکتانت، زیست درمانی، محیط دریایی :واژگان کلیدي

1391بهمن ماه  :پذیرش 1391آذر ماه : دریافت مقاله

مقدمه     

بیوسورفکتانت ها گروه متنوعی از ترکیبات فعال سطحی بـوده          

که توسط برخی از باکتري ها، مخمرها و قـارچ هـا تـولـیـد                        

بیشتر بیوسورفکتانت ها چربی هایی هستند کـه        ) .   1( می شوند   

ساختار دوگانه دوست سورفکتانت ها را دارا می باشند و امکان           

تشکیل میسل در حد فاصل دو فاز با قطبیت متفاوت را دارنـد              

این مولکول ها به علت دو قطبی بودن ترجیحاً تمایل دارند ) .   2( 

در سطح بین مایع با هوا یا بین مایعات با درجـه قـطـبـیـت و           

نـفـت قـرار      / هوا یا آب   / باندهاي هیدروژنی مختلف مانند آب    

قسمت قطبی و محلول در آب آنها ممکن است از). 3(بگیرند 
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 کربوکسیلات، هیدروکسیلات و یا از ساختارهاي پیچیده تـر          

شامل فسفات، اسیدآمینه یا پپتیدها، آنیون ها و کاتیون ها، منو،            

در حالی کـه قسـمـت        .   دي یا پلی ساکارید تشکیل شده باشد      

چربی دوست آنها دم هیدروکربنی است که از زنجیره بـلـنـد              

اسیدهاي چرب اشباع، غیر اشباع و هیدروکسیله و یـا الـکـل              

یکی از ویژگی هاي مشخصه ) .   2( هاي چرب تشکیل می شود      

در )   HLB( لیپوفیلیک     -بیوسورفکتانت ها تعادل هیدروفیلیک   

بخش مشخصی از اجزا تشکیل دهنده آب دوست و آب گریـز   

با توجه به ساختار آمفی فیـلـیـک         .   در مواد فعال سطحی است    

شان، بیوسورفکتانت ها ناحیه سطحی آب گریز مواد نامحلـول          

در آب را افزایش می دهند و باعث بهتر جـذب شـدن مـواد            

).4(نامحلول در آب می شوند 

این مولکول ها قادرند با قرار گرفتن در حد فاصـل سـیـالات              

غیرامتزاج پذیر، موجب کاهش کشش سطحی و بین سطـحـی           

در حد فاصل مایعات، جامدات و گازها شده و امکان مخلـوط           

شدن یا پراکنده شدن این ترکیبات را به عنوان امولسـیـون در              

و بدین ترتیـب حـلالـیـت،         .   آب یا سایر سیالات تسهیل کنند     

قابلیت حرکت، دسترسی زیستی و به دنبال آن تجزیه زیسـتـی            

مواد هیدروفوبیک و مواد آلی نامحلول را افـزایـش دهـنـد                

به طورمعمول هیدروکربن هاي مخلوط نشدنی با آب ) .   6 و 5( 

به عنوان سوبسترا براي تولید بیوسورفکتانت توسط باکتري هـا          

بدیهی است که عملکرد بیولوژیکی ترکیبات .   مصرف می شوند  

. فعال سطحی به ترکیبات هـیـدروکـربـنـی وابسـتـه اسـت                 

کربوهیدرات ها به ندرت به عنوان منبع کربن و انـرژي بـراي            

). 7(تولید بیوسورفکتانت مورد استفاده قرار می گیرند 

بر اساس ساختار شیمیایی و منشأ میکروبی، بیوسورفکتانت هـا      

 گروه اصلی شامل گلیکولیپیدها، لیپوپپتید و لیپوپروتئـیـن،          5به  

اسیدهاي چرب، فسفولیپیدها، بیوسورفکتانت هاي پلیمـري و         

این ترکیبـات  ) .   8( بیوسورفکتانت هاي خاص تقسیم می شوند    

با داشتن مزایایی چون امکان تولید از منابع تجدیـد پـذیـر و              

ارزان قیمت، سازگاري بیشتر با محیط زیست، سمیت کمتر و           

قابلیت تجزیه زیستی بالاتر، تولید کف بیـشـتـر نسـبـت بـه                 

سورفکتانت هاي شیمیایی بیشتر مورد توجه قرار گرفـتـه انـد             

بیوسورفکتانت ها در صنایع مختلف کشـاورزي، مـعـادن،      ) .   9( 

آرایشـی و بـه       -صنایع نساجی، صنایع دارویی و بـهـداشـتـی          

خصوص صنایع نفتی و حفاري به عنوان عوامل کاهش دهـنـده            

کشش سطحی، مرطوب کننده، تشکیل دهنده کف و امولسیـون           

بزرگ ترین بـخـش بـازار      ) .   10 و   8،  5( کننده به کار می روند      

. مصرف بیوسورفکتانت ها به صنعت نفت اختصاص دارد

این ترکیبات براي تولید نفت، حفاري، روان سازي و نـیـز در               

کاربردهاي وابسته به صنایع نفتی شامل پاکسازي زیستی آلاینده         

هاي هیدروکربنی ناشی از نشت ترکیبات هـیـدروکـربـنـی در              

خشکی و دریا، زدودن و به حرکت در آوردن لجن نـفـتـی در                

تانکرهاي نفتی و خطوط لوله و نیز ازدیاد برداشت میـکـروبـی              

مـورد  )   Microbial Enhanced Oil Recovery=MEOR( نفت   

هدف از این  پژوهش، جـداسـازي،   ) .   5(استفاده قرار می گیرند  

تولیـد  ) Shewanella (شیوانلاشناسایی و تعیین ویژگی دو گونه  

.کننده بیوسورفکتانت از خلیج فارس بود

ها    مواد و روش          

 به منظور جداسازي باکتري هـاي مـولـد            : نمونه برداري )   الف

بیوسورفکتانت، شن هاي ساحلی و نمونه هـاي آب دریـا از               

مناطق مختلف خلیج فارس شامل جزیره خارك، بندر گـنـاوه،            

بندر سیراف، عسلویه، هلیله و بندرگاه شهر بوشهر جمع آوري           

. نمونه برداري در شرایط استریل انجام شد. گردید

 سـانـتـی     2در مورد نمونه هاي آب دریا، نمونه برداري از عمق           

همچنیـن  .   متري در درون لوله هاي فالکون استریل انجام گرفت        

 سانتی متري با اسـتـفـاده از          3نمونه هاي رسوبات نیز از عمق       

چاقوي استریل جمع آوري و درون لوله هاي استریل ریـخـتـه           

نمونه هاي آب و رسوبات جمع آوري شده بر روي یـخ            .   شدند

.به آزمایشگاه منتقل گردیدند

جداسازي و غربال گري سـویـه هـاي تـولـیـدکـنـنـده                   )   ب

 جداسـازي بـاکـتـري هـاي مـولـد                به منظور  : بیوسورفکتانت

هــاس -بـیـوسـورفـکــتـانـت از مــحـیـط کشـت بـوشـنـل                    

 )Bushnell-Hass   (  به همراه یک درصد گازوئیل به عنوان منبـع

حاوي )   pH  7( هاس  -بوشنلمحیط    .   انرژي و کربن استفاده شد    
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  ،K2HPO4   گـرم   KH2PO4   ،1  گرم   1)   گرم بر لیتر :   ( ترکیبات

 و دو NH4NO3   گرمMgSO4.7H2O ،0/02 CaCl2 ،1 گرم 0/2

 گرم از نـمـونـه هـاي       5میزان   .  درصد بود FeCl3  60قطره از   

 میلی لیتر از نمونه هاي آب درون ایـن مـحـیـط              5رسوب و   

جهت غنی سازي اولیه تلقیح شد و بر روي شیکر انکوباتور بـا   

پـس  .    درجه سانتی گراد قرار گرفت30 و دماي rpm  180دور  

 میلی لیتر از محیط برداشته شد و بـه            5از گذشت یک هفته،     

 پـاسـاژ     3این عمل تا    .   محیط بوشنل هاس جدید انتقال یافت     

ادامه یافت تا اینکه کدورت به دست آمده نـاشـی از رشـد                 

. باکتري ها باشد و آلودگی ترکیبات دیگر در نمونه کاهش یابد          

 میکرولیتر بر روي مـحـیـط کشـت           100از پاساژ نهایی میزان     

پس از رشد، باکتري ها بـه صـورت     .  مارین آگار منتقل گردید 

تک کلنی جداسازي و به محیط مارین آگار جدید انتقال یافتند           

)11.(

:تست هاي غربالگري) ج

براي این تست از روش فعالیت همولیتـیـک   :   تست همولیز  -1

از آنجایی که این روش ساده و سریع اسـت بـه              .   استفاده شد 

عنوان معیار انتخاب باکتري هاي مولد بیوسورفکتانت استفـاده          

براي انجام این تست باکتري هایی که در مراحل قـبـلـی              .   شد

جداسازي شده بودند، در محیط کشت بلاد آگار کشـت داده             

 48-72 درجه سانتی گراد به مدت        30شده و سپس در دماي      

همولیز که به صورت هاله نـمـایـان         .   ساعت گرماگذاري شدند  

می شود نشان دهنده مثبت بودن فعالیت همولیتیـک اسـت و           

باکتري که فعالیت همولیتیک مثبت دارد، مـی تـوانـد مـولـد                

).12(بیوسورفکتانت باشد 

 براي این منظور ابتدا سویـه هـا          : روش گسترش نفت خام     -2

پس از گـذشـت     .   درون محیط کشت مارین براث تلقیح شدند      

 میکرولیتر از سـوسـپـانسـیـون      10 ساعت و رشد سویه ها، 24

 میلی لیتر آب مقطر در یک پـلـیـت      50. میکروبی برداشته شد 

 میکرولیتر نفت خام بـه سـطـح آن            20بزرگ ریخته و سپس     

افزوده گردید که به صورت یک لایه نازك یکپارچه بـر روي             

 میکرولیتري که   10در ادامه نمونه    .   سطح آب مقطر قرار گرفت    

از محیط کشت برداشته شده بود بر روي سطح نفت ریـخـتـه              

با افزودن ایـن سـوسـپـانسـیـون مـیـکـروبـی حـاوي                     .   شد

بیوسورفکتانت، ناحیه شفافی در لایه نفتی ایجاد گردید که نشان          

در ادامه قطر هاله    .   دهنده حضور بیوسورفکتانت در محیط است     

).13(ایجاد شده اندازه گیري شد 

 ابتدا سویه ها در محیط کشـت مـاریـن        : تست انهدام قطره -3

 درجه سـانـتـی       30 ساعت در دماي     24براث تلقیح و به مدت      

 میکرولیتـر  10پس از رشد سویه ها،   .   گراد گرماگذاري گردیدند  

 10نفت خام بر روي صفحه شیشه اي قرار داده شد و در ادامه          

میکرولیتر از سوسپانسیون میکروبی بر روي نفت خام گذاشـتـه           

پس از گذشت یک دقیقه شکل قطره ایجاد شده در سـطـح   .  شد

از آب مقطر به عنوان شاهد اسـتـفـاده          .   نفت خام بررسی گردید   

در صورت تولید بیوسورفکتانت به وسیله ي سوسپانسیـون         .   شد

میکروبی، قطره به حالت مسطح و در غیر این صـورت قـطـره               

قطره کمـی   ( نتایج به صورت یک مثبت      .     کاملاً گرد خواهد بود   

قطره کاملاً  ( و سه مثبت    )   قطره خیلی متمایل  ( ، دو مثبت    ) متمایل

).14(گزارش شد ) پهن

 باکتري هاي جداسازي شـده ابـتـدا در             : فعالیت آمیزندگی )   د

پس از آنکه باکتري ها بـه       .   محیط مارین براث کشت داده شدند     

 میلی لیتر از محیط کشت درون       4رشد لگاریتمی رسیدند، میزان     

 میلی لیتر نفت سفید ریخته شـد و بـه              6لوله آزمایش حاوي    

سپس به  .    دقیقه با سرعت بالا با ورتکس مخلوط گردید        2مدت  

 ساعت به صورت ساکن در دماي محیـط قـرار داده              24مدت  

بـا  )   امولسیونه کنـنـدگـی    ( شدند و پس از آن فعالیت آمیزندگی        

 ).15(فرمول زیر محاسبه شد 

 ابتدا سوسپانسیون باکتریایـی     : سنجش هیدروفوبیسیته سلولی  )   ه 

 گرم K2HPo4 ،22گرم   22) :   گرم بر لیتر  ( در بافر واجد ترکیبات     

KH2Po4 ،7/26 گرم0/2 گرم اوره و  MgSo4 سپس به   .تهیه شد

 دقیقه همزنی شدید انجام گرفت و میزان جذب اولـیـه     2مدت  

 نـانـومـتـر       600توسط دستگاه اسپکتروفوتومتر در طول موج        

 میکرولیتر هگزادکان به آن اضافه و بـه          200سپس  .   خوانده شد 

100× 

ارتفاع لایه امولسیون شده

 =E24
کل ارتفاع مایع
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 درجه سانتی گراد گـرمـاگـذاري         25 دقیقه در دماي     10مدت  

 2پس از گذشت زمان انکوباسیون، مخلوط بـعـد از             .   گردید

.  دقیقه در دماي اتاق نگهداري شـد        15دقیقه همزنی به مدت     

نتایج به صورت اختلاف درصد جذب فاز آبی پس از تیمار و         

جذب اولیه سوسپانسیون بـاکـتـریـایـی بـه جـذب اولـیـه                   

سوسپانسیون باکتریایی توسط دستگاه اسپکتروفوتومتر در طول       

).16( نانومتر سنجیده شد 600موج 

 با اسـتـفـاده از        : شناسایی باکتري هاي مولد بیوسورفکتانت    )   و

آزمون هاي میکروبی مانـنـد رنـگ آمـیـزي گـرم، شـکـل                    

میکروسکوپی، آزمون حرکت، آزمایش اکسیداز و کـاتـالاز و            

تولید اسید از گلوکز شناسایی اولیه بـاکـتـري هـاي مـولـد                  

در ادامه شناسـایـی مـولـکـولـی         .   بیوسورفکتانت انجام گرفت  

 تـوسـط     16S rRNAباکتري ها با تکثیر قسـمـتـی از ژن               

: پرایمرهاي 

Uni-1492 R: 5′- TACGYTACCTTGTTACGACTT-3′   و 

Bac-27 F: 5′- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′   انجام

 2میکرولـیـتـر شـامـل            25 با حجم نهایی      PCRواکنش.   شد

 2 میکرولیتر از هـر پـرایـمـر،            0/5 ي الگو،    DNAمیکرولیتر  

 MgCl2 میـکـرولـیـتـر        dNTP Mix (100mM) ،1میکرولیتر  

(50mM) ،2/5 میکرولیتر بافر PCR  ،0/2 میکرولیتر آنزیمTaq 

DNA Polymerase  میکرولیتر 14/8و D.D.W  انجام گـردیـد  .

در دسـتـگـاه تـرمـوسـایـکـلـر              PCRدر ادامـه واکـنـش          

 )Eppendorf AG Humborg   (       دقـیـقـه      5با شرایط دمـایـی 

 درجه سانتی گـراد و در         94واسرشت شدن ابتدایی در دماي      

 درجـه    94 چرخه شامل واسرشت شدن در دمـاي           35ادامه  

 درجه سانتـی  55 دقیقه، اتصال در دماي 1سانتی گراد به مدت     

 درجه سانتی گراد    72 دقیقه، گسترش در دماي      1گراد به مدت    

 72 دقیقه و در نهایت گسترش نهایـی در دمـاي               1به مدت   

مـحـصـولات    .    دقیقه انجام شـد  10درجه سانتی گراد به مدت      

PCR     درصد واجد اتیدیوم برماید منـتـقـل و           1 به ژل آگاروز 

 جفـت بـازي از ژل          1400سپس باند   .   الکتروفورز گردیدند 

استخراج و به )   K0513( آگاروز طبق دستورالعمل کیت فرمنتاز     

نتایج حاصل از تعیین توالی در     .   منظور تعیین توالی ارسال شد    

شد و همولوژي آنـهـا بـررسـی           )   BLAST( بانک ژن بلاست    

به عنوان جنس و گونـه بـاکـتـري        %   97قرابت بالاتر از    .   گردید

 .مجهول در نظر گرفته شد

یافته ها        

بیست و پنج سویه باکتریایی تولید کننده بیوسورفکتانت از شـن                                                                               

هاي ساحلی و آب خلیج فارس در مـنـاطـق مـورد بـررسـی                                                                                      

  10از مجموع سویه هاي شناسـایـی شـده،                                                         .       جداسازي گردید               

.   سویه در تست همولیز بهترین فعالیت همولیتیکی را نشان دادند                                                        

 سویه بهترین شکل قطـره را ایـجـاد                                                         17در تست انهدام قطره                            

 سویه ناحیه شـفـافـی در                                           10کردند و در تست گسترش نفت                                      

).    1جدول      ( سطح لایه نفت خام ایجاد کردند                             

 سویه به عنوان سویه هـاي                                      7در نهایت بر اساس این سه تست                                           

مولد بیوسورفکتانت براي مراحل بعدي غربالـگـري انـتـخـاب                                                                        

نتایج فعالیت امولسیونه کنندگی و هیدروفوبیسیته سـطـح                                                         .       شدند    

 نشان داده شده                      2سلولی باکتري هاي مناسب انتخابی  درجدول                                                      

 سویه غربالگري شده مولد بیوسورفکتانت بـراسـاس                                                               7از      .       است   

هـاي           هاي مورفولوژیک و فیزیولوژیک و همچنین تست                                                       شباهت     

و هیدروفوبیسیـتـه                       )       E24(   غربالگري، فعالیت امولسیونه کنندگی                                     

، دو باکتري کوکوباسیل گرم منـفـی بـه                                                          )   BATH(   سطح سلولی               

.   عنوان سویه هاي برتر مولد بیوسورفکتانت انـتـخـاب شـدنـد                                                                                

 که از نمونه رسوب نبش فرودگـاه جـزیـره خـارك                                                                          N4سویه        

جداسازي شد، یک کوکوباسیل گرم منفی متحـرك بـا تسـت                                                                             

اکسیداز و کاتالاز مثبت و عدم توانایی تولید اسید از گلوکز بـود                                                                        

 که از نمـونـه آب                               E14سویه        .        قرار گرفت              شیوانلا      که در جنس                 

اسکله پتروشیمی جزیره خارك به دست آمد، یـک بـاکـتـري                                                                                 

کوکوباسیل گرم منفی متحرك، تست اکسیداز منفی و کـاتـالاز                                                                             

مثبت و عدم توانایی تولید اسید از گلوکز بـود و در جـنـس                                                                                          

.    قرار گرفت          شیوانلا      

پس از شناسایی مولکولی و تعیین توالی قسمتی از ژن، مشخص                                                                 

شـیـوانـلا آلـگـا                                 مربوط به جنس و گونه                                  N4گردید که سویه                     

   )algae  Shewanella        (            و سویهE14                                               بـه جـنـس و گـونـه 

.   تعلق دارد           ) Shewanella upenei( شیوانلایوپنی             
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سپس سویه هاي یاد شد به ترتیب با شماره هـاي دسـتـرسـی                                                                                    

HF968433    و HF968436             در پایگاهEMBL             به ثبت رسید . 

بحث   

تاکنون باکتري هاي مولد بیوسورفکتانت از محیط هاي گوناگون         

این باکتري ها قادرند از هیدروکربن ها بـه          .   جداسازي شده اند  

و )   Akhavan( اخوان   .   عنوان منبع کربن و انرژي استفاده نمایند      

 دو سویه تولید کننده بیوسورفکتانت بـه  2010همکاران در سال    

 Bacillus licheniformis  ( باسیلوس لیکنی فورمـیـس    نام هاي   

BCRC   (باسیلوس سوبتیلیس  و  )  Bacillus subtilis HAZ2 (   را

از مناطق آلوده به نفت در مسجد سلیمان و پالایشـگـاه نـفـت                

). 17(تهران جداسازي کردند 

در سـال    )   Jayalakshmi( و جایالاکشمـی    )   Thavasi( طواسی  

 نمونه ایی از باکتري هاي تولید کننده بیوسـورفـکـتـانـت      2003

باکـتـریـوم    ، کورینه ) B.megaterium  ( باسیلوس مگاتریوم مانند  

ســودومــونــاس آئــروژیــنــوســا  و   )   C.kutsheri( کــوتشــري   

 ) P.aeruginosa (           را از نمونه هاي آب بـنـدر تـوتـیـکـوریـن

 ) Tuticorin   (   در سواحل جنوب شرق هند جداسازي نـمـودنـد

 16،   2008و همکاران نیـز در سـال         )   Hasbi( هزبی     .) 18 ( 

باکتري تولید کننده بیوسورفکتانت را از نمونه هاي آب و لجـن            

 سویه بـه    4که از این میان .   آلوده به مواد نفتی جداسازي کردند  

عنوان سویه هاي برتر مولد بیوسورفکتانت شناسـایـی شـدنـد            

) 19 .(

در پژوهش حاضر باکتري هاي مولد بـیـوسـورفـکـتـانـت از                 

منـطـقـه    ( اکوسیستم دریایی، رسوبات و آب آلوده به مواد نفتی          

اکوسـیـسـتـم هـاي        . جداسازي گردیدند) ساحلی استان بوشهر 

انتخاب شده در این تحقیق با اکوسیستم هاي انـتـخـاب شـده               

زیرا طبق اصل تطابـق،     .   توسط محققین یاد شده هم خوانی دارد      

باکتري هاي مولد بیوسورفکتانت در مکان هایی یافت می شوند          

که در تماس با آلودگی مواد نفتی و هیدروکربنی باشنـد و در                

این پژوهش نیز از همین اصل به منظور دستیابی به این باکتـري             

 روش همولیز بر روي محیط بـلاد آگـار،            3.   ها استفاده گردید  

روش انهدام قطره و روش گسترش نفت بـراي غـربـالـگـري              

نام سویه
تست 

همولیز

تست انهدام 

قطره

تست 

گسترش نفت

A--0

C1+++ mm 6  

C2+++ mm2

C3+++mm 8

E1-+mm 2

E2--0

E3-++mm 14

E14+++mm 10

F1-+0

F2-+0

H1-+mm 3

H2-++mm 8

H3-+0

H4-+++mm 10

H14+++mm 5

M1-++mm 12

M2+++mm 3

M3++++mm 15

N1-++mm 2

N2-++mm 2

N3-+++mm 5

N4+++mm 8

T1-+mm 3

T26+++mm 10

U15+++mm 13 

نتایج غربالگري باکتري هاي جداسازي شده به منظـور بـررسـی       :   1جدول  

تولید بیوسورفکتانت

سویه هاي

غربالگري شده 

فعالیت آمیزندگی

(E24%)

درصد هیدروفوبیسیته

(%BATH)سطح سلولی 

E320%3/2%

E1414%38/8%

M16/9%1/6%

M36%7/6%

N423%27%

T2644%4%

U1520%19%

نتایج فعالیت آمیزندگی و درصد هیدروفوبیسیته سطح سـلـولـی            :   2جدول  

باکتري هاي غربالگري شده
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ایـن روش هـا       . باکتري هاي مولد بیوسورفکتانت استفاده شد 

. توسط سایر محققین نیز انجام شده است

فعالیت همولیتیک باکتري هاي مولد بیوسورفکتانت، اولین بـار         

در سـال    )   Avigad( و اویگیـد    )   Bernheimer( توسط بنهیمر   

بـاسـیـلـوس      براي بیوسورفکتانت تولید شده تـوسـط       1970

و )   Mulligan( مـولـیـگـان       ) .   20( گزارش گردید    سوبتیلیس  

 روش همولیز بر روي محیط بلاد آگار       1984همکاران در سال    

را به عنوان یک روش غربالگري اولیه در تولید بیوسورفکتانت          

). 21(معرفی نمودند 

روش همولیز، باوجود آسان و سریع بودن داراي مـحـدودیـت       

زیرا برخی از سویه هایی که همولیز مثبـت         .   هایی نیز می باشد   

همچـنـیـن    .   داشتند با روش هاي دیگر نتایج مثبت نشان دادند        

بعضی از سویه هایی که در روش هاي دیگر نتـایـج مـثـبـت                 

این نتایج نشـان    .   داشتند قادر به انهدام گلبول هاي قرمز نبودند       

می دهد که همولیز سلول هاي خونی یک روش قابل اعتـمـاد             

. براي تشخیص تولید بیوسورفکتانت نمی باشد

% 16 عنوان کردند که   2004و همکاران در سال )   Noha( نوها  

از نتایج مثبت کاذب در فعالیت همولیتیک ممکن است به دلیل           

فرآورده هاي میکروبی مانند فاکتورهاي ویرولانس باشـد کـه           

همچنین عدم همولیز سـلـول هـاي      .   قادر به همولیز می باشند    

خونی می تواند ناشی از محدودیت انتشار سورفکـتـانـت در             

در روش انهدام قطره، قـطـره       ) .   20-22( محیط بلاد آگار باشد     

ایی که حاوي بیوسورفکتانت می باشد در سطح نفت مـنـهـدم             

این روش ساده بوده و براي غربالگري      .   شده و پخش می گردد    

). 22(هم زمان تعداد زیادي سویه استفاده می شود 

این روش به اندازه گسترش لکه نفتی حساس نیسـت و اگـر        

غلطت بیوسورفکتانت تولید شده کم بـاشـد بـا ایـن روش                

در روش گسترش لکه نفتی، زمـانـی        .   تشخیص داده نمی شود   

که قطره ایی از محلول حاوي بیوسورفکتانت در سطـح لـکـه              

. نفتی شناور بر سطح آب قرار گیرد، تشکیل هاله می دهد

با افزایش غلظت بیوسورفکتانت، هاله شفاف ایجاد شـده در            

 سـویـه   25در این تحقیق از .   سطح لکه نفتی وسیع تر می شود   

 سویه بهترین فعالیت همولیتیکی را داشتـه        10جداسازي شده،   

در تسـت    .   و بر روي محیط بلاد آگار هاله شفاف ایجاد کردنـد      

 سویه قطره مسطح ایجاد کـردنـد و در روش              17انهدام قطره   

گسترش نفت، با افزون محیط کشت باکتري بـه آن، نـاحـیـه                

از آنجایی  .    سویه ایجاد شد   10شفافی در سطح لایه نفتی توسط       

که هیدروکربن ها ترکیبات غیر قطبی هستند، بنابرایـن مـیـزان             

لـیـت                    انحلال آنها در آب بسیار پایین است و در نتـیـجـه قـابـ

باکـتـري هـا      .   دسترسی باکتري ها به آنها به سختی خواهد بود        

براي اینکه بتوانند از هیدروکربن ها به عنوان منـبـع کـربـن و                 

انرژي استفاده بهتري نمایند باید قادر بـه وارد کـردن مـیـزان            

بـه  .   بـاشـنـد   )   قطبـی ( به فاز آبی )   غیر قطبی(بیشتري از فاز آلی  

همین منظور هر چه سطح سلول باکتري آب گریزتر باشد یا بـه             

عبارت دیگر هیدروفوبیسیته سطح سلولی بیشتر باشد، تـولـیـد            

بیوسورفکتانت بیشتر می شود و می تواند میزان بـیـشـتـري از               

. هیدروکربن ها را مورد استفاده قرار دهد

تولید بیوسورفکتانت علاقه مندي زیادي در سال هـاي اخـیـر              

براي افزایش استخراج نفت و از بین بردن آلودگی هاي نـفـتـی              

چسبندگی باکتري ها به هیدروکربن حلالیـت       .   ایجاد کرده است  

. هیدروکربن را افزایش داده و تجزیه آن را تحریک می نـمـایـد             

 نشان دادند که سویه 1997و همکاران در سال  )   Pruthi( پروتی  

هاي گرم منفی قادر به اتصال به هیدروکربن هاي متـعـدد مـی               

باسیلـوس  ، سودوموناس%   80آنها ثابت کردند که بیش از .   باشند

به هیدروکربن هاي مـتـعـدد    )   Acinetobacter (اسینتوباکترها و  

). 16(می چسبند 

در این تحقیق هیدروفوبیسیته سطح سلول و میـزان فـعـالـیـت            

امولسیونه کنندگی در باکتري هاي تولید کننده بیوسورفکتـانـت          

غربالگري شده نیز نشان داد که باکتري هایی که داراي سـطـح              

سلولی آب گریز بالاتري هستند می توانند بیـوسـورفـکـتـانـت              

از طرف دیگر این باکتري ها میزان فعالیـت         .   بیشتري تولید کنند  

.آمیزندگی بیشتري نیز از خود نشان دادند

نتیجه گیري            

داراي نتایج این مطالعه نشان داد که سویه هاي جداسازي شده            

پتانسیل بالایی  سطح آب گریزي قابل توجهی هستند و در نتیجه     
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در تولید ترکیبات فعال سطحی و تجزیه ترکیبات هیدروکربنی          

از طرفی این سویه ها               .  از جمله نفت و گازوئیل دارند         

می توانند به منظور پاکسازي آلودگی هاي محیطی و نیز در              

.صنایع سورفکتانت سازي مورد استفاده قرار گیرند

تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از دانشگاه آزاد اسلامی واحـد عـلـوم و               

تحقیقات کرمان و گروه زیست شناسی دانشگاه شهید بـاهـنـر             

کرمان به دلیل همکاري صمیمانه در اجراي این پژوهش کـمـال          

.امتنان را دارند
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Abstract

Background and Objectives: Biosurfactants are a group of amphipathic molecules produced by 

microorganisms, which are constructed from two portions: hydrophilic and hydrophobic; these 

compounds increase biodegradation of insoluble pollutants. This study was carried out to 

isolation, identification and characterization of biosurfactant-producing Shewanella species from 

the Persian Gulf.

Material and Methods: In this study, 25 biosurfactant producing strains were isolated from 

polluted sediments and seawater from Persian Gulf. Biosurfactant producing bacteria were 

isolated in Bushnell-Hass medium enriched with diesel. Then, dominant strains were screened by 

using quantitative and qualitative tests, including hemolysis in blood agar, oil spreading, drop 

collapse, emulsification activity and BATH test. Probable strains were identified by biochemical 

methods. Finally, dominant biosurfactant producing bacteria were recognized by using universal 

primers for 16s rRNA and sequencing .

Results: In total of seven biosurfactant producing bacteria were isolated. Two of them, Shewanella 

E14 and Shewanella N4, were identified as predominant strains. Also, Shewanella algae and 

Shewanella upenei confirmed by molecular method.

Conclusion: Based on the results, the isolates were able to produce biosurfactants and at the same 

time were able to degrade hydrocarbons. Therefore, the evaluation of applied potential of these 

strains for bioremediation of oil spillages is recommended.
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