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Abstract 

Objective: Biosurfactants have wide applications in the microbiology of food and 

oil. The aim of this research was to investigate the production of stable biosurfactant in 

high temperature and salinity from yeasts isolated from oil-contaminated soil. 
Materials and methods: Bushnell Haas culture medium was used to screen 

biosurfactant producing yeasts. The presence of biosurfactant was evaluated using oil 

dispersion and surface tension reduction tests. 

Findings: The best biosurfactant producing strain of Radotrulla mucilaginosa 

was named GBMEIAUF1 and its 5.8s-rDNA gene sequence was registered in 

the NCBI gene bank under accession number CBS11162. The results of thin layer 

chromatography and Fourier transform infrared spectroscopy confirmed that the 

extracted biosurfactant was sophorolipid with significant surface activity. Purified 

sophorolipid decreased the surface tension of water from 72 mN/m to 1.29 mN/m. The 

highest emulsification index, E24%, the extracted biosurfactant was 53% and retained 

63.71 to 58.09% of its initial activity at 80 to 120 degrees Celsius. This biosurfactant 

also retained 82.67 and 89.41% of its initial activity at pH 10.5, and 12, 59.66% of its 

initial activity at 10% salinity. 

Conclusion: This research is the first report of sophorolipid production by the 

yeast Redotrula mucilaginosa. 
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Due to its thermal stability and high pH and salinity tolerance, sophorolipid 

produced by Redotrula mucilaginosa can be strongly recommended as an effective 

emulsifying agent for application in microbial enhanced oil extraction programs as 

well as food industry. 

 

Keywords: biosurfactant, Redotrula mucilaginosa, Oil dispersion, Surface tension, 

Emulsion index, Sophorolipid, Microbial oil extraction. 
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  چکیده

ای در میکروبیولوژی مواد غذایی و نفت دارند. هدف این تحقیق   ها کاربردهای گسترده  بیوسورفکتانت هدف:

 بررسی تولید بیوسورفکتانت پایدار در حرارت و شوری بالا از مخمرهای جداسازی شده از خاک آلوده به نفت بود. 

گری مخمرهای مولد بیوسورفکتانت استفاده شد.  از محیط کشت بوشنل هاس برای غربال ها:  مواد و روش

 های پراکنش روغن و کاهش کشش سطحی ارزیابی شد.   یوسورفکتانت با استفاده از آزمونوجود ب

گذاری شد   نام GBMEIAUF1 ردوترولا موسیلاژینوزابهترین سویه تولیدکننده بیوسورفکتانت  ها: یافته

ثبت گردید. نتایج  CBS11162، تحت شماره دسترسی NCBIآن در بانک ژنی  5.8s-rDNAو توالی ژن 

سنجی مادون قرمز تبدیل فوریه تأیید کرد که بیوسورفکتانت استخراج شده  کروماتوگرافی لایه نازک و طیف

 mN/m ۳2سوفورولیپیدی با فعالیت سطحی قابل توجهی بود. سوفورولیپید خالص شده کشش سطحی آب را از 

% 5۷، بیوسورفکتانت استخراج شده E24%کاهش داد. بیشترین شاخص امولسیون کنندگی،  mN/m 0/22تا 

درجه سانتیگراد حفظ  020تا  80درصد از فعالیت اولیه خود را در دمای  02/58تا  ۳0/4۷به دست آمد و 

، و pH  5/00درصد از فعالیت اولیه خود را در 60/82و  4۳/82کرد. این بیوسورفکتانت همچنین به ترتیب 

 درصد حفظ کرد.  00را در در شرایط شوری  درصد از فعالیت اولیه خود 44/52، 02

                                                           

یه جدید ردوترولا موسیلاژینوزا تولیدکننده نجی ز، بهشتی مآل ک، مساح ار، امامی کرونی زد. گ استناد به این مقاله: سو
 .84-۵1(: 2)21؛ 2402بیولوژی کاربردی. بیوسورفکتانت سوفورولیپید به عنوان یک عامل مؤثر در استخراج میکروبی نفت. 

 02/05/0110: انتشارتاری    خ   ؛ 01/05/0110تاری    خ پذیرش:   ؛ 10/00/0110: بازنگریتاری    خ   ؛ 15/01/0110تاری    خ دریافت: 

:  نویسندگان ©  واحد قمدانشگاه آزاد اسلامی ناشر
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است. با  ردوترولا موسیلاژینوزاسوفورولیپید توسط مخمر  این تحقیق اولین گزارش تولید گیری:  نتیجه

ردوترولا موسیلاژینوزا  و شوری بالا، سوفورولیپید تولید شده توسط pHتوجه به پایداری حرارتی و تحمل 

های استخراج افزایش یافته   کننده مؤثر اکیداً برای کاربرد در برنامه ولسیونتواند به عنوان یک عامل ام  می

 میکروبی نفت و همچنین صنایع غذایی توصیه شود.
 

، پراکنش روغن، کشش سطحی، شاخص امولسیون، ردوترولا موسیلاژینوزابیوسورفکتانت، : ها کلیدواژه

 سوفورولیپید، استخراج میکروبی نفت.
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 . مقدمه1

اخیراً، به دلیل رشد صنعتی شدن و شهرنشینی انسانی، تقاضای جهانی نفت و مشتقات آن به 
های معمول استخراج اولیه و ثانویه، مقدار قابل   ای رو به افزایش نهاده است. در روش  طور فزاینده

ه در شود، به صورت به دام افتاد  % این ماده گرانبهاء را شامل می۶0تا  ۵0توجهی نفت خام که 
 1های شیمیایی مورد توجه، استخراج افزایش یافته نفت  (. یکی از روش2ماند )  مخازن باقی می

کننده سطحی، استخراج باقیمانده  یا عوامل فعال 2ها  است. در این روش، با استفاده از سورفکتانت
دهند و  ش میفیلیک ویسکوزیته نفت خام را کاه شود. این ترکیبات آمفی  نفت از مخازن انجام می

توانند به عنوان   می 3ها  شوند. بیوسورفکتانت  منجر به حرکت نفت و تسهیل بازیابی آن می
 ها در نظر گرفته شوند؛ زیرا غیرسّمی هستند، در  های ارزشمند بیولوژیک سورفکتانت  جایگزین

و سازگار پذیر  ، درجه حرارت و شوری نامتعارف، فعالیت بالایی دارند؛ زیست تخریب pHسطوح
، 1، 2توان آنها را با استفاده از پسماندهای تجدیدپذیر تولید نمود )  با محیط زیست هستند و می

ها به پنج گروه گلیکولیپیدها، لیپوپپتیدها، فسفولیپیدها، اسیدهای چرب و   بیوسورفکتانت (.4
گلیکولیپیدی دارای های   (. بیوسورفکتانت5، 4شوند )  های پلیمری تقسیم می  بیوسورفکتانت

چندین کاربرد در زیست پزشکی )به عنوان عوامل ضد ویروسی، ضد قارچی، ضد باکتریایی و ضد 
چسب(، صنایع غذایی و کشاورزی، پالپ و نساجی، لوازم آرایشی، بهداشتی و صنایع دارویی 

ج افزایش یافته ای در صنایع نفتی برای استخرا  ها به طور فزاینده  هستند. همچنین، بیوسورفکتانت
ها   به عنوان استفاده از میکروارگانیسم MEORاند. اصطلاح  مورد توجه قرار گرفته 4میکروبی نفت

ها، برای افزایش استخراج نفت باقیمانده در مخزن   یا محصولات زیستی آنها مانند بیوسورفکتانت
ای و مخمّرها   های رشته  قارچها،   توانند توسط باکتری  ها می  (. بیوسورفکتانت4تعریف شده است )

در MEOR های مختلف از منابع باکتریایی و اثربخشی آنها در   تولید شوند. تولید بیوسورفکتانت
 6فاسینس  (، باسیلوس آمیلولیکوئی۵) 5مطالعات مختلف از منابع باکتریایی مانند پسودوزانتوموناس

                                                           
1. Enhanced oil recovery, EOR 
2. Surfactants 
3. Biosurfactants 
4. Microbial Enhanced Oil Recovery, MEOR 
5. Pseudoxanthomonas sp. 
6. Bacillus amyloliquefaciens 
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 4(، استنتروفوموناس9) 3پسودوموناس ائروژینوزا(، 8) 2و باسیلوس سابتیلیس 1(، باسیلوس سرئوس۶)
( گزارش شده است. 22) 6( و ارتروباکتر اکسیدانس1) 5(، میکروباکتریوم ماریتیپیکوم20)

تر و تولید بیشتر  مانند توانایی استفاده از منابع هیدروکربنی متنوع، اندازه سلول بزرگهایی   ویژگی
های کارآمدتری   مخمری به عنوان میکروارگانیسمهای   بیوسورفکتانت، موجب شده است سویه

های متعددی از  (. گزارش22ها معرفی شوند )  جهت تولید بیوسورفکتانت، در مقایسه با باکتری
مخمرهای تولیدکننده بیوسورفکتانت و کاربرد آنها در صنایع غذایی و کشاورزی و همچنین برای 

 سوفورولیپید دارد. به عنوان مثال، تولید اهداف زیست پالایی در صنایع زیست محیطی وجود
8گلیکولیپید توسط مایروزیما گوئیلیرموندی 7،کولا  توسط کاندیدا بمبی

 9کاندیدا ارتوپسیلوزیس،، (22) 
 13هانلا سیننسیس، 12ردوترولا موسیلاژینوزا، 11ردوترولا گلوتینیس، 10کریپتوکوکوس لوتئوس،

 پسودوزیما 16(، پسودوزیما آنتارکتیکا،22) 15کورینسیسو متشنیکویا  14دیپوداسکوس آسترالیننسیس
و تریکوسپورون  19(، ویکرهامیلا دومرکوئی21) 18و پسودوزیما گرامینیکولا 17تسوکوبانسیس

( و لیپوپپتید توسط کاندیدا 25) 21(؛ سوفورولیپید توسط لاچانسئا ترموتولرنس24) 20آساهی
                                                           

1. B. cereus 
2. B. subtilis 
3. P. aeruginosa 
4. Stenotrophomonas sp. 
5. Microbacterium maritypicum 
6. Arthrobacter oxidans 
7. Candida Bombicola 
8. Meyerozyma guilliermondii 
9. Candida orthopsilosis 
10. Cryptococcus luteolus 
11. Rhodotorula glutinis 
12. R. mucilaginosa 
13. Hannaela sinensis 
14. Dipodascus australiensis 
15. Metschnikowia koreensis 
16. Pseudozyma antarctica 
17. P. tsukubaensis 
18. P. graminicola 
19. Wickerhamiella domercqiae 
20. Trichosporon asahii 
21. Lachancea thermotolerans 
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بررسی جداسازی و شناسایی مخمر ( گزارش شده است. هدف مطالعه حاضر 2) 1تروپیکالیس
تولیدکننده بیوسورفکتانت از خاک آلوده به نفت بوده است. همچنین، خصوصیات شیمیایی و 

 مقاومت بیوسورفکتانت خالص شده در برابر شرایط نامتعارف نیز مورد ارزیابی قرار گرفت. 

 ها  . مواد و روش2

 مخمر تولیدکننده بیوسورفکتانتسازی و جداسازی اولیه   گیری، غنی  نمونه .2-1

گرم خاک آلوده به نفت، از سه  500ای استریل، مجموعاً  با استفاده از یک ظرف شیشه
موقعیت در داخل و خارج از یک تعمیرگاه خودرو در شهر الیگودرز استان لرستان، با استفاده از 

تا مرحله بعدی کار در دمای  ها به آزمایشگاه منتقل و  آوری شد. نمونه یک پروتکل استاندارد جمع
گراد نگهداری شدند. برای جداسازی اولیه مخمرهای تولیدکننده بیوسورفکتانت، از   درجه سانتی 4

گرم در لیتر؛  KH2PO4 ،2استفاده شد. محتویات محیط کشت شامل  2محیط کشت بوشنل هاس
K2HPO4 ،2/0 ر لیتر؛ گرم دMgSO47H2O، 2/0  گرم در لیتر؛CaCl2 ،02/0  گرم در لیتر؛
NH4NO3 ،2  گرم در لیتر؛FeCl3 ،002/0  گرم در لیتر؛NaCl ،2  حجم به 2گرم در لیتر و %

تنظیم شد. پس از  ۵نرمال تا حدود  HCl 2محیط کشت با استفاده از  pHحجم نفت خام بود. 
ها،  تریدقیقه، برای مهار رشد باک 25گراد به مدت   درجه سانتی 222اتوکردن محیط کشت در دمای 

میکرومتری، به محیط کشت اضافه  45/0گرم بر لیتر تتراسایکلین استریلیزه شده با فیلتر   میلی 200
آوری شده خاک در یک ظرف فلزی استریل درپوشیده مخلوط و خرد شدند و  های جمع  شد. نمونه

نه خاک میلی گرم از نمو 200(. سپس 2۵از یک توری استریل عبور داده شدند تا همگن شوند )
 28-10اضافه شد و در دمای  BHM میلی لیتر محیط کشت 500همگن شده در شرایط استریل به 

گذاری شد   هفته گرمخانه 2دور در دقیقه به مدت  210گراد تحت سرعت تکان دادن   درجه سانتی
میکرولیتر  200سازی به صورت کشت مجدد، سه مرحله تکرار گردید و در نهایت  (. روند غنی1)

سازی مخمرها به روش خطی بر روی محیط کشت پوتیتو  از نمونه رشد یافته به منظور خالص
گار ) گرم در لیتر تتراسایکلین کشت داده   میلی 200( حاوی PDA, Merck, Germanyدکستروز آ
های   گذاری شد. سپس کلنی  ساعت گرمخانه ۶2گراد به مدت   درجه سانتی 28-10شد و در دمای 

                                                           
1. C. tropicalis 
2. Bushnell Hass medium, BHM, Merck, Germany 
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زنی آنها در لام  و جوانه مورد بررسی میکروسکوپی قرار گرفتند PDA شده درمنفرد جدا 
 (.2۶آمیزی ساده با رنگ آبی متیلن مشاهده شد ) میکروسکوپی پس از رنگ

 . تولید بیوسورفکتانت به وسیله مخمر جداسازی شده2-2

تلقیح گردید که حاوی  1کلنی خالص شده مخمر در محیط کشت القای بیوسورفکتانت
KH2PO4 ،2  گرم در لیتر؛K2HPO4 ،2/0 م در لیتر؛ گرMgSO47H2O، 2/0  گرم در لیتر؛CaCl2 ،

گرم در لیتر و  NaCl ،2گرم در لیتر؛  FeCl3 ،002/0گرم در لیتر؛  NH4NO3 ،2گرم در لیتر؛  02/0
گراد تحت   درجه سانتی 28-10و در دمای  (۵حدود  pH% حجم به حجم روغن زیتون )2

سپس تولید  گذاری شد.  ساعت گرمخانه 220دور در دقیقه به مدت  210دادن سرعت تکان 
ساعت  24، هر E24٪بیوسورفکتانت توسط مخمر جدا شده با استفاده از تست شاخص امولسیون، 

برای مشخص شدن بهترین زمان انکوباسیون برای دستیابی به حداکثر فعالیت بیوسورفکتانت 
 (.1گیری شد )  اندازه

 گری مخمر تولید بیوسورفکتانت با استفاده از آزمون پراکنش روغن بال. غر2-3

جدایه مخمر با بالاترین قابلیت تولید بیوسورفکتانت براساس آزمون جابجایی نفت انتخاب 
لیتر آب مقطر   میلی 20متری استریل با   سانتی 20شد. برای این منظور، ابتدا یک ظرف پتری 

لیتر نفت خام به سطح بالای آب اضافه شد. سپس یک میلی لیتر   میکرو 200استریل پر شد و 
 20دقیقه سانتریفیوژ شد و  20به مدت  g × ۵000یافته در شرایط استریل در  کشت BIMمحیط 
لیتر از سوپرناتانت حاصل از آن به آرامی بر روی نفت خام در مرکز ظرف پتری ریخته شد و   میکرو

 (. ۵گیری گردید ) روغن اندازه قطر منطقه روشن ناشی از پراکنش

 گیری فعالیت بیوسورفکتانت با استفاده از آزمون کشش سطحی   . اندازه2-4

دقیقه  20به مدت  g × ۵000یافته در شرایط استریل در  کشت BIMمیلی لیتر محیط  50ابتدا 
لیتر از سوپرناتانت حاصل، به یک تنسیومتر وارد شد و یک حلقه   میلی 20 سانتریفیوژ شد. سپس

ور گردید. نیروی مورد نیاز برای جدا کردن حلقه از سطح مایع به عنوان  پلاتین به آرامی در مایع غوطه
 (. 28ثبت شد. از آب مقطر به عنوان کنترل منفی استفاده گردید ) mN/mکشش سطحی با واحد 

                                                           
1 Biosurfactant induction medium, BIM 
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 E24٪لیت بیوسورفکتانت با استفاده از تست شاخص امولسیون، گیری فعا  . اندازه2-5

دقیقه  20به مدت  g × ۵000یافته در شرایط استریل در  کشت BIMمیلی لیتر محیط  20ابتدا 
میلی لیتر نفت سفید در یک لوله  2لیتر از سوپرناتانت حاصل، به   میلی 2 سانتریفیوژ شد. سپس

 24گراد به مدت   درجه سانتی 10ورتکس کردن، در دمای دقیقه  2آزمایش اضافه شد و پس از 
با تقسیم ارتفاع لایه امولسیون شده به ارتفاع کل  E24٪گذاری شد. شاخص   ساعت گرمخانه

محاسبه شد.  200گیری شده بود و ضرب عدد حاصل در  متری اندازه  مخلوط که با خطکش میلی
 (. 29سورفکتانت است )کنندگی بیو دهنده قدرت امولیسه این معیار نشان

 سازی بیوسورفکتانت . فرایند استخراج و خالص2-6

درجه  10تلقیح شد و سپس در دمای  BIMتولیدکننده بیوسورفکتانت به محیط  ابتدا مخمر
گذاری شد.   ساعت گرمخانه ۶2دور در دقیقه به مدت  210گراد تحت سرعت تکان دادن   سانتی

گراد و   درجه سانتی 4ر، محتویات محیط کشت در دمای سپس برای جداسازی زیست توده مخم
آوری گردید. در  دقیقه سانتریفیوژ شد و سوپرناتانت حاصل جمع 20به مدت  g × ۵000دور 

 24تنظیم شد و سپس به مدت  2( در حد N ۵) HClسوپرناتانت با استفاده از  pHمرحله بعد، 
 2:2شد. سپس کلروفرم و متانول با نسبت گذاری   درجه سانتیگراد گرمخانه 4ساعت در دمای 

 گراد و دور  درجه سانتی 4)حجم به حجم( به مایع اضافه شد. سوسپانسیون حاصل در دمای 

g × 20000  آوری  آوری گردید. فاز جمع دقیقه سانتریفیوژ شد و فاز آلی حاصل جمع 20به مدت
گذاری شد. در نهایت، مایع   ساعت گرمخانه 20گراد به مدت   درجه سانتی ۵0شده در دمای 

  (.28های شیمیایی بیوسورفکتانت استفاده شد )  ای و روغنی حاصل برای بررسی ویژگی  قهوه

 5.8s-rDNA. شناسایی مولکولی مخمر تولیدکننده بیوسورفکتانت با استفاده از توالی 2-7

قبلًا شرح داده  از بهترین مخمر تولید بیوسورفکتانت با استفاده از روشی که DNA استخراج
 Internal Transcribed) 2(. برای تکثیر فضای داخلی رونویسی 25شده بود، استخراج گردید )

Space 1, ITS1 5.8( وs-rDNA  در مخمر جدا شده، آغازگر رو به جلوITS1 با توالی 

5’-TCCTCCGCTTATTGATATGCGG-3’  و آغازگر رو به عقبITS4 با توالی 

5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ ( حجم کل واکنش 20مورد استفاده قرار گرفت .)
 الگو، DNAلیتر و متشکل از   میلی 25 (Polymerase chain reaction, PCRمراز )  زنجیر پلی

 PCRبافر  لیتر؛  میلی 5/2، هر کدام ITS4و  ITS1میکرولیتر؛ آغازگرهای رو به جلو و رو به عقب  2
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 PCRلیتر آب مقطر بود. برنامه   میلی 5میلی لیتر؛ و  MgCl2 ،24و  Taqمراز   پلی DNAحاوی 
چرخه  10دقیقه و  5گراد به مدت   درجه سانتی 95ای شدن در   رشته به صورت یک مرحله تک

 55دقیقه، اتصال پرایمر در  2گراد به مدت   درجه سانتی 95 ای شدن در  رشته شامل مراحل تک
دقیقه و یک  2گراد به مدت   درجه سانتی ۶2شدن در دقیقه، طویل  2گراد به مدت   درجه سانتی

 5 دقیقه بود. الکتروفورز با استفاده از 5گراد به مدت   درجه سانتی ۶2طویل شدن نهایی در  مرحله
گارز  2مخلوط با  PCR میلی لیتر محصول  20 % حاوی5/2میلی لیتر بافر بارگذاری در ژل آ

دقیقه انجام شد.  10ولت، به مدت  220از در ولتاژ به عنوان آشکارس SYBRمیکرولیتر رنگ سبز 
میکرولیتر از هر آغازگر به شرکت سیناکلون  20همراه با   PCRمحصول میکرولیتر 20مقدار 

مورد  Mega X افزار ها با استفاده از نرم  یابی فرستاده شد و نتایج توالی  برای توالی )تهران، ایران(
مخمر  5.8s-rDNAهای   برای شناسایی شباهت Blastn،1زار اف تجزیه و تحلیل قرار گرفت. نرم

تولیدکننده بیوسورفکتانت با سوابق موجود در بانک ژنی استفاده شد. پس از تجزیه و تحلیل 
ثبت  GenBank،NCBI ،2مخمر تولیدکننده بیوسورفکتانت در  5.8s-rDNA بیوانفورماتیک، توالی

 (. 22شد )

 TLC. بررسی خصوصیات شیمیایی و ساختاری بیوسورفکتانت با استفاده از 2-۸

( با استفاده از سیلیکاژل Thin layer chromatography, TLCکروماتوگرافی لایه نازک )
(Sigma, Ronkonkoma, NYبا ابعاد )متر برای بررسی خصوصیات   سانتی 4 × 20 ، آمریکا

ین منظور، یک قطره نمونه مایع نفتی حاصل از روش بیوسورفکتانت خالص انجام شد. برای ا
متری لبه کاغذ به سیلیکاژل منتقل شد.   سانتی 2استخراج، با استفاده از یک لوله مویین در فاصله 

 ۵5/25/2سیستم حلال مورد استفاده به عنوان فاز متحرک شامل کلروفرم/متانول/آب با نسبت 
سطح مشخص شده، سیلیکاژل با مخلوطی از اسید  )حجم به حجم( بود. پس از رسیدن حلال به

دقیقه  20گراد برای   درجه سانتی 240)حجم به حجم( در  5/95اتانول با نسبت  سولفوریک/
های ظاهر شده بر روی کاغذ سیلیکاژل با استفاده از سیستم آشکارساز اشعه ماوراء   اسپری شد. لکه

 (.25بنفش مورد ارزیابی قرار گرفتند )
                                                           

1. http://www.blastn.ncbi.nlm.nih.gov 
2. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank 
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 FTIRرسی خصوصیات شیمیایی و ساختاری بیوسورفکتانت با استفاده از . بر2-۹

( Fourier-transform infrared spectroscopy, FTIRسنجی مادون قرمز تبدیل فوریه ) طیف
میلی گرم از  20برای بررسی خصوصیات بیوسورفکتانت خالص انجام شد. برای این منظور، 

گرم پتاسیم برماید خالص خشک شده مخلوط شد و با   میلی 400بیوسورفکتانت استخراج شده با 
یک قرص نازک نیمه شفاف به دست آمد. سپس قرص وارد  ثانیه فشار داده شد تا 10فشار بالا 

، انگلستان( شد و طیف مادون قرمز در محدوده طول موج Mattson 1000 FT) FTIRدستگاه 
cm

 (.1ارزیابی گردید ) 4000-450 1-

 بر پایداری بیوسورفکتانت یو شور pHسطوح مختلف دما، . تعیین اثر 2-12

 ۶2گراد به مدت   درجه سانتی 28-10تلقیح شد و در دمای BIM ابتدا کلنی مخمر به محیط 
لیتر از   میلی 200گذاری شد. سپس   دور در دقیقه گرمخانه 210ساعت تحت سرعت تکان دادن 

دقیقه سانتریفیوژ شد. برای  20به مدت  g × ۵000کشت یافته در شرایط استریل در  BIM محیط
لوله آزمایش استریل  9میلی لیتر سوپرناتانت در  45گیری پایداری حرارتی بیوسورفکتانت،   اندازه

، 40لیتر سوپرناتانت، به ترتیب در انکوباتورهایی با دماهای   میلی 5های حاوی   تقسیم شد و لوله
دقیقه قرار داده شدند.  10گراد به مدت  درجه سانتی 220و  220، 200، 90، 80، ۶0، ۵0، 50

، با روشی که قبلًا شرح E24٪میلی لیتر از محتویات هر لوله جدا شد و شاخص امولسیون،  2سپس 
 گیری شد.  داده شد، اندازه
لوله  8میلی لیتر سوپرناتانت به  40بر پایداری بیوسورفکتانت،  pH گیری اثر  برای اندازه

 NaOH 2 و HClلیتر سوپرناتانت، با استفاده از   میلی 5های حاوی   لوله  pHیم شد واستریل تقس
ها در دمای اتاق   تنظیم شد و لوله 22 و 5/20، 1/9، 5/8، 2/۶، 5/5، 4، 2نرمال به ترتیب در حد 

میلی لیتر از محتویات هر لوله جدا شد و  2گذاری شدند. سپس   دقیقه گرمخانه 10به مدت 
 گیری گردید.  روشی که قبلًا شرح داده شد، اندازه ، باE24٪ولسیون، امشاخص 

لوله  5میلی لیتر سوپرناتانت به  25شوری بر پایداری بیوسورفکتانت،  گیری اثر  برای اندازه
 ،۵، 4، 2لیتر سوپرناتانت، به ترتیب در حد   میلی 5های حاوی   لوله یاستریل تقسیم شد و شور

 میلی لیتر از محتویات 2تنظیم شد. سپس  NaCl حجم( با استفاده از درصد )وزن به 20و  8
گیری گردید  ، با روشی که قبلًا شرح داده شد، اندازهE24٪هر لوله جدا شد و شاخص امولسیون، 

(۵.) 
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 ها  . یافته3

 مخمر جداسازی شده تولیدکننده بیوسورفکتانت .3-1

 28-10گذاری در دمای   و گرمخانه BHMهای خاک آلوده به نفت به محیط   تلقیح نمونه
دهنده حضور  هفته نشان 2دور در دقیقه، به مدت  210درجه سانتیگراد تحت سرعت تکان دادن 

حاوی  PDA احتمالی مخمرهای تولیدکننده بیوسورفکتانت بود. انتقال کشت اولیه به محیط کشت
گراد به مدت   درجه سانتی 28-10 گذاری در دمای  گرم در لیتر تتراسایکلین و گرمخانه  میلی 200

آمیزی  متر با رنگ کرم شد. رنگ  میلی ≤ ۵ های بزرگ خالص با قطر  ساعت، موجب رشد کلنی ۶2
دار جوانه زده در  های هسته  های منفرد با متیلن آبی و مشاهده میکروسکوپی سلول  ساده کلنی

 گسترش روی لام، مؤید حضور مخمر بود.

 تولید بیوسورفکتانت با استفاده از سنجش پراکنش روغنگری مخمر  . غربال3-2

جدایه، یک جدایه  1های خاك جداسازی شد. از میان این   سه کلنی مخمر مختلف از نمونه
گری برای ارزیابی تولید  نتیجه سنجش پراکنش روغن آن به عنوان اولین آزمون غربال مخمری که

در بالای  ه روشن پس از رها کردن سوپرناتانتبیوسورفکتانت مثبت بود، انتخاب شد. قطر منطق
(. بنابراین به طور اولیه، این جدایه مخمری 2سانتیمتر بود )شکل  9نفت خام در مرکز ظرف پتری 

خالص شده از خاک به عنوان یک مخمر تولیدکننده بیوسورفکتانت در نظر گرفته شد و 
ر روی دو جدایه مخمر دیگر منفی بود های بعدی بر روی آن انجام گرفت. نتیجه سنجش ب  آزمایش

 ها انجام نشد.  ها بر روی این جدایه  و به همین دلیل ادامه آزمایش

 
 72نتیجه مثبت آزمایش پراکنش روغن توسط جدایه مخمری رشدیافته در محیط کشت بوشنل هاس پس از  -1شکل 

 دور در دقیقه 132ان دادن گراد تحت سرعت تک  درجه سانتی 2۸-32گذاری در دمای   ساعت گرمخانه
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 . فعالیت بیوسورفکتانت تولید شده با استفاده از آزمون کشش سطحی 3-3

سوپرناتانت حاوی بیوسورفکتانت تهیه شده از جدایه مخمری، کاهش بسیار قابل توجهی در 
توانست   نشان داد. به عبارت دیگر، سوپرناتانت ذکر شده می mN/m 9/42کشش سطحی، معادل 

کاهش دهد. بنابراین، آزمون کشش سطحی به  mN/m 2/29به  mN/m ۶2حی را از کشش سط
گری، تولید بیوسورفکتانت را تأیید کرد و نشان داد مخمر جداسازی شده  عنوان دومین آزمون غربال

 تواند به عنوان مخمر قابل توجه در تولید بیوسورفکتانت در نظر گرفته شود.  می

 E24٪. فعالیت بیوسورفکتانت با استفاده از تست شاخص امولسیون، 3-4

گذاری، به ترتیب   ساعت گرمخانه 220و  9۵، ۶2، 48، 24بیوسورفکتانت پس از  E24٪نتایج 
درصد بود. این نتایج نشان داد که حداکثر تولید و فعالیت بیوسورفکتانت  49و  49، 51، 42، 21

 (.2% بود )شکل 51به دست آمد و برابر با  گذاری  ساعت گرمخانه ۶2پس از 

 
به دست آمده از جدایه مخمری رشد یافته در محیط کشت بوشنل هاس  بیوسورفکتانت E24٪گیری   اندازهنتایج  -2شکل 

 دور در دقیقه 132درجه سانتیگراد تحت سرعت تکان دادن  2۸-32گذاری در دمای   ساعت گرمخانه 122پس از 

 5.8s-rDNAکولی مخمر تولیدکننده بیوسورفکتانت با استفاده از توالی . شناسایی مول3-5

در  PCRالف( نشان داده شده است، اندازه مورد انتظار محصول  1طور که در شکل ) همان
 Blastn افزار با استفاده از نرم 5.8s-rDNAجفت باز بود. تجزیه و تحلیل توالی  ۵80حدود 

)شماره  1% شباهت به مخمر ردوترولا موسیلاژینوزا22/98% پوشش جستجو و 88دهنده  نشان
                                                           

1. Rhodotorula mucilaginosa 
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( بود. با توجه به تجزیه و تحلیل بیوانفورماتیک، مخمر مولد CBS11162دسترسی بانک ژنی 
 IAUF-GBME (1-IAUF-GBME R. mucilaginosa)-1 ردوترولا موسیلاژینوزابیوسورفکتانت سویه 

 MT012935 تحت شماره عضویت NCBIژنی آن در بانک ITS/5.8s-rDNA  نام گرفت و توالی
ب( نشان داده شده  1درخت فیلوژنتیک مخمر جدا شده در بررسی حاضر در شکل ) ثبت گردید.

 است.

 
 

 

تولیدکننده بیوسورفکتانت جدا شده از  GBME-IAUF-1 ردوترولا موسیلاژینوزا بررسی مولکولی سویه مخمری -3شکل 

 استان لرستان،خاک آلوده به روغن شهر الیگودرز 

 .ITS4و  ITS1با استفاده از آغازگرهای عمومی  PCR تکثیر شده با 5.8s-rDNAالف: ژل الکتروفورز توالی 

 کنترل منفی. ب: درخت فیلوژنتیك. ،n.g1جفت بازی؛  6۸1، باند 1شماره 

 TLC. خصوصیات شیمیایی و ساختاری بیوسورفکتانت با استفاده از 3-6

معرف آن است  RF(. این مقدار 4را نشان داد )شکل  ۵۵/0برابر با  RF یک لکه با TLC نتیجه
یک فرم لاکتونیک از  GBME-IAUF-1 ردوترولا موسیلاژینوزاکه بیوسورفکتانت تولید شده توسط 

 (.25های گلیکولیپیدی هستند )  باشد که متعلق به بیوسورفکتانت  سوفورولیپیدها می
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 های سوفورولیپیدی است.  دهنده فرم لاکتونیک بیوسورفکتانت نشان ۵۵/0برابر با  RF مقدار

 FTIR. بررسی خصوصیات شیمیایی و ساختاری بیوسورفکتانت با استفاده از 3-7

طول با GBME-IAUF-1  ردوترولا موسیلاژینوزابیوسورفکتانت استخراج شده از  FTIRطیف 
cmموج 

( نشان داده شده است. باند جذب گسترده بین 5ثبت شد و در شکل ) 4000-450 1-
cm 1۵00و  1000

است و حضور گروه هیدروکسیل را در بخش قندی  OHدهنده کشش  نشان 1-
cm 2855و  292۵های  کند. قله شده تأیید می بیوسورفکتانت استخراج

مربوط به ارتعاش  1-
یک  C-H بخش هیدروکربنی آلیفاتیک است. همچنین بیوسورفکتانت، خمش C-H کششی نوار

cm 2412جذب را در قله 
cm 2۶22و  2۶44در   C=Oدهد. نوارهای نشان می 1-

اند.   ظاهر شده 1-
cm  2000-2100های قوی در محدوده   باند کربونیل علاوه بر قله

، C-O به علت ارتعاش کشش1-
ها، استرها یا اسیدها در بیوسورفکتانت خالص شده است. بر اساس   دهنده مشارکت لاکتون نشان

 های مشابه ؛ بیوسورفکتانت استخراج شده و مقایسه با طیفFTIRاین نتایج به دست آمده از طیف 

FTIR   (، ساختار بیوسورفکتانت گلیکولیپید استخراج 22، 1قبلی )به دست آمده از تحقیقات
 به صورت یک سوفورولیپید شناسایی شد. GBME-IAUF-1 ردوترولا موسیلاژینوزاشده از 

  

   IAUF-GBME R. mucilaginosa-1 بیوسورفکتانت استخراج شده از FTIR تجزیه و تحلیل -5شکل 

 لرستان.  جدا شده از خاک آلوده به نفت در الیگودرز،

 استخراج شده ازبیوسورفکتانت TLC  -4شکل 

 جدا شده از GBME-IAUF-1  ردوترولا موسیلاژینوزا

 خاک آلوده به روغن شهر الیگودرز استان لرستان.
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 دهنده سوفورولیپیدی بودن آن است. نشان ساختار شیمیایی بیوسورفکتانت

بر پایداری بیوسورفکتانت استخراج شده از  یو شور pHدما، اثر سطوح مختلف . 3-۸

 GBME-IAUF-1  ردوترولا موسیلاژینوزا

گذاری در   گرمخانه دقیقه 10بیوسورفکتانت سوفورولیپید خالص شده پس از  E24٪گیری   اندازه
، 52/42، 0۶/18گراد به ترتیب   درجه سانتی 220و  220، 200، 90، 80، ۶0، ۵0، 50، 40
الف(. این  ۵درصد ثبت شد )شکل  05/15و  1۵/1۶، 28/19، 9۶/41، 44/18، 08/18، ۶2/10

%( 9۶/41با برابر  E24٪گراد )  درجه سانتی 90نتایج نشان داد که بیشترین پایداری سوفورولیپید در 
 220تا  80بود. همچنین سوفورولیپید استخراج شده دارای پایداری قابل توجهی در دماهای بالا یعنی 

بیوسورفکتانت  E24٪گیری   درصد بود. اندازه 9۶/41تا  44/18از  E24٪گراد با   درجه سانتی
، pH 2 ،4 ،5/5 ،2/۶ ،5/8گذاری در مقادیر   گرمخانه دقیقه 10سوفورولیپید خالص شده پس از 

 92/51و  88/49، 22/48، 99/51، 28/19، ۶۶/12، 9۵/15، 4۵/40به ترتیب  22و  5/20، 1/9
 pH 5/8ب(. این نتایج نشان داد که بیشترین پایداری سوفورولیپید در  ۵درصد ثبت شد. )شکل 

(E24٪  بود. همچنین سوفورولیپید استخراج شده پایداری قاب99/51برابر با )% ل توجهی درpH 
 دقیقه 10بیوسورفکتانت سوفورولیپید خالص شده پس از  E24٪گیری   ( داشت. اندازه5/8-22قلیایی )

 ۵۵/59و  11/۵0، ۵۵/59، 2۵/۵2درصد به ترتیب  20و  NaCl 2 ،4 ،۵گذاری در مقادیر   گرمخانه
 یپید در شوریکه بیشترین پایداری سوفورول پ(. این نتایج نشان داد ۵درصد ثبت شد )شکل 

%( بود. همچنین سوفورولیپید استخراج شده پایداری قابل توجهی در 2۵/۵2برابر با  E24٪درصد ) 2
  % داشت. ۵۵/59-۵۵/۵2برابر با  E24٪ درصد با 20تا  2محدوده گسترده شوری 
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 (ب)

  
 (پ)

در برابر  GBME-IAUF-1 موسیلاژینوزا ردوترولاپایداری بیوسورفکتانت سوفورولیپیدی استخراج شده از  -6شکل 

 درصد. 12تا  2 یسطح شور ، پ:12تا  2 گراد، ب:  درجه سانتی 122تا 42شرایط دشوار. الف: دمای 

 . بحث 4

های گلیکولیپیدی مانند سوفورولیپیدها، به دلیل کاربردهای چندگانه در صنایع   بیوسورفکتانت
ترین   ترین و امیدوارکننده  محبوب ها،  میکروارگانیسممختلف و همچنین سطوح بالای تولید توسط 

 های متعددی از تولید (. در حالی که گزارش21دهنده کشش سطحی هستند ) عوامل کاهش
توسط مخمرها وجود دارد، با توجه به دانش موجود، این اولین گزارش تولید  سوفورولیپید

در جهان است که از GBME-IAUF-1  زاردوترولا موسیلاژینوبیوسورفکتانت سوفورولیپید توسط 
های آلوده به نفت در الیگودرز، استان لرستان، جداسازی شد. با توجه به تجزیه و تحلیل   خاک

 IAUF-GBME R. mucilaginosa-1مولکولی و بیوانفورماتیک، مخمر تولیدکننده سوفورولیپید 
ثبت شد.  MT012935ه دسترسی ، با شمارNCBIآن در بانک ژنی  5.8s-rDNAنامیده شد و توالی 
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حاوی گلوکز، عصاره مخمر، پپتون و عصاره مالت برای  YMG متعددی محیط کشت ها  در گزارش
 (.21، 25، 21گری مخمرهای مولد سوفورولیپید استفاده شده است ) غربال

گری و تولید اولیه  برای غربال BIM و سپس BHMهای کشت   در بررسی حاضر از محیط
استفاده شد. برای ارزیابی GBME-IAUF-1  ردوترولا موسیلاژینوزا سوفورولیپید توسط مخمر

هایی است   گیری کاهش کشش سطحی، یکی از کارآمدترین شاخص  فعالیت بیوسورفکتانت، اندازه
و همکاران سوفورولیپید به دست  1که در مطالعات مختلف مورد استفاده قرار گرفته است. تانیاواران

(. 24کاهش داد ) mN/m 28تا  ۶0را گزارش کردند که کشش سطحی را از  2پیچیا آنومالاه از آمد
4یاروویا لیپولیتیکاو همکاران بیوسورفکتانت تولید شده توسط  3فونتس

IMUFRJ50682   را گزارش
 (. در یک تحقیق دیگر، سوفورولیپید25کاهش داد )  9/20mN/mتا  ۶0کردند که کشش سطحی را از 

 mN/m ۵/12تا  ۶0کشش سطحی را از  ys3( R. babjevae) ردوترولا بابجواید شده توسط تول

( C. sphaerica) کاندیدا اسفریکا(. همچنین در تحقیقی بیوسورفکتانت حاصل از 29کاهش داد )
UCP0995  ۵/25 به ۶2 ازموجب کاهش کشش سطحی mN/m ( آلمیدا2۵شد .)و همکاران  5

کشش سطحی را  UCP0996 کاندیدا تروپیکالیسنشان دادند که بیوسورفکتانت تولید شده توسط 
(. در مطالعه حاضر، سوفورولیپید استخراج شده از 2۶کاهش داد )  98/29mN/mتا  ۶2از 

کاهش   2/29mN/mتا  ۶2تواند کشش سطحی را از   می GBME-IAUF-1 ردوترولا موسیلاژینوزا
های مختلف مخمری تولیدکننده گلیکولیپید   میزان کاهش کشش سطحی در گونه قایسهدهد. م

تواند به   جدا شده در این تحقیق میGBME-IAUF-1  ردوترولا موسیلاژینوزاکند که  پیشنهاد می
همکاران نیز و  6عنوان یک مخمر قابل توجه در تولید بیوسورفکتانت در نظر گرفته شود. کامارگو

میروزیما و  (R. glutinis) ردوترولا گلوتینیسبیوسورفکتانت تولید شده توسط % 24Eکه  نشان دادند
، ردوترولا موسیلاژینوزهای مخمر  باشد. گونه  % می8/42% و 5/52به ترتیب  7گوئیلیرموندی

                                                           

1. Thaniyavarn 
2. Pichia anomala 
3. Fontes 
4. Yarrowia lipolytica 
5. Almeida 
6. Camargo 
7. Meyerosyma guilliermondii 
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کاندیدا و را نشان دادند  E24%≥%15 2،متشنیکویا کورینسیسو  1آسترالیننسیس دیپوداسکوس
نداشتند  سازی هیچ فعالیت امولسیون 5هانلا سیننسیسو  4کریپتوکوکوس لوتئوس  3،ارتوپسیلوسیس

کاندیدا نیز در پژوهشی گزارش داد که بیوسورفکتانت استخراج شده از  6(. داس28)
باشد. در این تحقیق، حداکثر  % می55برابر با  E24%دارای شاخص   MTCC230تروپیکالیس

E24٪  لاژینوزاردوترولا موسیسوفورولیپید  GBME-IAUF-1 ثبت شد که در 11/۵0معادل %
(. معمولًا 2ها، مقدار بسیار قابل قبولی از فعالیت بیوسورفکتانت بود ) مقایسه با سایر گزارش

و شوری شدید هستند. بنابراین، زمانی که یک  pHمخازن نفت خام دارای شرایط حرارتی، 
قاومت آن در برابر شرایط سخت مهم است. بیوسورفکتانت مشخص به طور عملی انتخاب شود، م

% 1/8۶به ترتیب  4تا  pH 2 درمیروزیما گوئیلیرموندی و  ردوترولا گلوتینیس های  بیوسورفکتانت
( نشان داد که بیوسورفکتانت 2028(. داس )25اند ) % از فعالیت اولیه خود را حفظ کرده18/92و 

% و در دمای ۶4/۵۶-11/8۵، 22تا  pH 2مختلف  در مقادیر MTCC230  کاندیدا تروپیکالیس
 (. 2از فعالیت اولیه خود را حفظ کرده است )% ۶0-90گراد،   درجه سانتی 90تا 10

معادل  E24%درجه سانتیگراد دارای  90در تحقیق حاضر سوفورولیپید استخراج شده در دمای 
ه خود را حفظ از فعالیت اولی %88/۶2%، 11/۵0حداکثر  E24%% بود و با توجه به 9۶/41

درصد از فعالیت اولیه خود را  09/58تا  ۶2/۵1کرده است. قابل توجه است که این بیوسورفکتانت 
گراد حفظ کرد و با توجه به مقاومت آن در برابر شرایط   درجه سانتی 220تا  80در دمای 

 یی به عنوانو همچنین صنایع غذا  MEORتوان آن را برای کاربرد در  سازی اتوکلاو، می  استریل
 ردوترولا موسیلاژینوزااز مخمر  یک امولسیفایر عالی توصیه کرد. سوفورولیپید خالص شده

GBME-IAUF-1  درصد از فعالیت اولیه  42/89و  ۵۶/82، 92/۶9، 49/89توانست به ترتیب
که نفت خام دارای محدوده   حفظ کند؛ در حالی 22و  pH 5/8 ،1/9 ،5/20 خود را در مقادیر

، EORاز اسیدی تا قلیایی با توجه به مبنای ژئوشیمیایی مخزن خود است، در فرآیند  pH ی ازوسیع
                                                           

1. Dipodascus australiensis 
2. Metschnikowia koreensis 
3. C. orthopsilosis 
4. Cryptococcus luteolus 
5. Hannaela sinensis 
6. Das 
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، برای افزایش بازیافت نفت خام EDTAهای فلزی مانند   کننده یون آب دریا همراه با عوامل جذب
، 29شود ) می 9-22نفت خام و همچنین میدان نفتی به  pH شود که منجر به افزایش  استفاده می

قلیایی  pH (. با توجه به پایداری قابل توجه سولفورو لیپید بررسی شده در این مطالعه در برابر10
پیشنهاد  MEOR %(، این بیوسورفکتانت به عنوان یک عامل بالقوه در41/92-۶1/84) 22-5/8
درصد به اندازه  2-20 یسوفورولیپید خالص شده در سطوح شور شود. شاخص امولسیون  می

فعالیت  درصد از 5/99گیری شد و به این معناست که این بیوسورفکتانت  درصد اندازه ۵0حدود 
 ها در شرایط شوری شدید  خود را در این شرایط حفظ کرده است. فعالیت اصلی سورفکتانت

 سوفورولیپید تولید شده توسط (. بنابراین،29وجود دارد )MEOR  و EOR دهد که در رخ می
، به  NaClهای بالای  در غلظت به دلیل پایداری زیاد GBME-IAUF-1 ردوترولا موسیلاژینوزا

و همچنین به عنوان یک عامل مناسب  نفت خام MEORعنوان پیشنهاد عالی جهت استفاده برای 
 شود.   کننده در صنایع غذایی مطرح می امولسیون

 گیری  . نتیجه5

 ردوترولا موسیلاژینوزاخمر این مطالعه اولین گزارش تولید بیوسورفکتانت توسط گونه م
GBME-IAUF-1  است. در مطالعه حاضر از نمونه خاک آلوده به نفت یک تعمیرگاه در الیگودرز

و شوری بالا، سوفورولیپید تولید شده توسط  pHلرستان، استفاده شد. با توجه به پایداری حرارتی، 
 و همچنین MEOR  های کاربردی در برنامهتواند برای   می GBME-IAUF-1 ردوترولا موسیلاژینوزا

کننده عالی پیشنهاد شود. تولید بیوسورفکتانت توسط  صنایع غذایی به عنوان یک عامل امولسیون
های آزمایشگاهی مورد بررسی قرار گرفت و تولید آن در مقیاس پایلوت و   این سویه در فلاسک

دی بر استفاده از این سویه جدید تولیدکننده درآم  تواند پیش  می سپس در فرمانتورهای نیمه صنعتی
 سوفورولیپیدی ن امتحان اثر این بیوسورفکتانتیدر میکروبیولوژی صنعتی باشد. همچن بیوسورفکتانت

تواند   بعدی می شاتیدر آزما MEORکننده  اس آزمایشگاهی یا پایلوت به عنوان یک تقویتیدر مق
 موجب شود که یک محصول بیوتکنولوژیک مهم عملیاتی در صنعت نفت مورد استفاده قرار گیرد. 

 . تقدیر و تشکر6

این مقاله برگرفته از رساله دکتری میکروبیولوژی، ارائه شده در دانشگاه آزاد اسلامی واحد 
ت تکمیلی، باشد. نویسندگان از ریاست تحصیلا  می 2۵22۶2۶92فلاورجان با کد رهگیری 

 کنند.  دانشگاه آزاد اسلامی واحد فلاورجان اصفهان، برای حمایت فنی پژوهش حاضر تشکر می
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