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آلوده نفتی  هایخاک باکتری تولید کننده بیوسورفکتانت جدا شده از شناسایی

 شهرستان بروجرد

 3، مرتضی چلویی2، رضا یاری1محسن میرزایی

 ، ایرانگروه علوم آزمایشگاهی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد بروجرد، بروجرددانشکده پیراپزشکی، استادیار، . 1

 ، ایرانجرد، دانشگاه آزاد اسلامی واحد بروجرد، بروزیست شناسیگروه دانشکده علوم، استادیار، . 2 

 ، ایران، دانشگاه آزاد اسلامی واحد بروجرد، بروجردزیست شناسیگروه دانشکده علوم، کارشناس ارشد،  .3

 (70/01/7936 :؛ تاریخ پذیرش71/71/7931: تاریخ دریافت)

 

 چکیده

بهداشتی، غذایی و کشاورزی زشکی، داروسازی، آرایشی پبا ارزشی است که در صنایعی نظیر نفت، بیوسورفکتانت ماده : سابقه و هدف

های بومی تولید کننده بیوسورفکتانت موجود در خاک آلوده به ضایعات  باکتری هدف از تحقیق حاضر شناسایی. ای دارد کاربردهای گسترده
  .باشد نفتی می

های  ی و کشت، باکتریپس از رقت ساز. نمونه برداری از خاکهای آلوده نفتی اطراف شهرستان بروجرد انجام شد :مواد و روش کار

، امولسیونه کنندگیهمولیز خون در محیط بلاد آگار،   مانند آزمون های تولید بیوسورفکتانت با استفاده از آزمون. متفاوتی جداسازی شدند
ترین گونه  قوی .های تولید کننده بیوسورفکتانت جدا شدند های نفتی، باکتری انهدام قطره، گسترش نفت خام و مقدار تجزیه شده هیدروکربن

. انتخاب و در محیط کشت بوشنل هاس براث همراه با گازوئیل در انکوباتور شیکردار کشت داده شد ،باکتریایی تولید کننده بیوسورفکتانت
 PCRهای بیوشیمیایی همراه با  پس از تولید و تخلیص بیوسورفکتانت از کلنی مورد نظر برای شناسایی جنس و گونه باکتری، آزمون

 .و تعیین توالی انجام شد sRNA 16حیهنا

پس از در بررسی نرم افزاری . باشد بیوسورفکتانت میمقادیر فراوانی با انجام آزمایشات متعدد مشخص شد باکتری، تولید کننده : نتایج

 . شباهت ژنتیکی دارد سوبتیلیسدرصد با جنس و گونه باسیلوس  31تعیین توالی ثابت گردید باکتری بیش از 
های مواد  چنین گستردگی آلودگی با توجه به فراوانی این باکتری در خاک و توانایی بالای آن در تولید بیوسورفکتانت و هم: جه گیرینتی

 .های زیست محیطی استفاده نمود توان از این باکتری جهت رفع آلودگی نفتی در کشور می

 کلیدواژگان

 .نفت بیوسورفکتانت، ،باسیلوس سوبتیلیس، آلودگی محیطی
 

 

 

                                                        

  ،رایانامهنویسنده مسئول: mirzaei.iaub@gmail.com  

mailto:mirzaei.iaub@gmail.com
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 ... هایورفکتانت جدا شده از خاکشناسایی  باکتری تولید کننده بیوس
 

 مقدمه

 که اند طبیعی یها سورفکتانت ،ها بیوسورفکتانت

جا کنندگی، افزایش  گی، جابهشدمولسیون امنجر به 

و  1)د نشومی آبگریزحلالیت و تحرک ترکیبات آلی 

هایی با اندازه  تشکیل خوشهقادر به ها  سورفکتانت (.2

ها  میسل. ندمی باش (Micelle)کلوییدی به نام میسل 

در افزایش حلالیت مواد کم  بالا قابلیت  اسطهبه و

 بر .ای در داروسازی دارند آب، اهمیت ویژه محلول در

 میکروبی، منشأ و شیمیایی ساختار اساس

(. 3) شوند تقسیم میاصلی  گروه 5 ها به بیوسورفکتانت

شامل گلیکولیپید، لیپوپپتید و سبک های سورفکتانت

های  رفکتانتفسفولیپیدها هستند در حالی که سو

 .باشند ای می دو دسته پلیمری و ذرهسنگین 
 و ها هستندترین بیوسورفکتانت عمده گلیکولیپیدها

ای از لیپوپپتیدها را ترشح ها طیف گستردهباسیلوس

  (.6و  5، 4)کنند  می

 شاملفیزیکی و شیمیایی  ای،عوامل ژنتیکی، تغدیه

لید تو ، شوری، درجه حرارت و فشار اکسیژناسیدیته

 (.8و  7)دهند بیوسورفکتانت را تحت تاثیر قرار می

 کشاورزی، نساجی، مختلف صنایع در هابیوسورفکتانت

 عنوان به حفاری و دارویی، بهداشتی و آرایشی، نفتی

و  2) کاربرد دارندسطحی  دهنده کشش کاهش عوامل

می های دارویی  در زمینهآن از جمله کاربردهای ( 3

د باکتری، ضد قارچ، ضد ویروس، ض توان بعنوان عامل

حرک م، اکسیدان ضد سرطان، ضد چسب، آنتی

های پوستی، واکسن و ژن درمانی اشاره  فیبروبلاست

  (.9)کرد 

در مطالعه حاضر سعی شد با نمونه برداری و 

جداسازی از خاکهای آلوده باکتری بومی مولد 

سپس میزان تولید آن . بیوسورفکتانت شناسایی گردد

ی و بهترین ایزوله جهت تولید صنعتی ارزیاب

 .بیوسورفکتانت بهینه سازی گردد

 ها مواد و روش

متری  سانتی 11تا  یکنمونه برداری از عمق 

اطراف کارخانه آسفالت شهرستان بروجرد  هایخاک

جاده کمربندی جنب اداره هوا شناسی  شمالواقع در 

شده ها آلوده  ها سال توسط انواع هیدروکربن که ده

 روی بلاد آگارها بر  هر کدام از کلنی. ؛ انجام شددندبو

های با  چرا که جداسازی باکتریشدند داده  کشت

 (.11و  11) بودتوانایی ایجاد همولیز ملاک ادامه کار 
آزمونهای متعدد میکربی، بیوشیمیایی و ملکولی زیر 

 :انجام پذیرفت

باکتریهای جدا : آزمون امولسیون کنندگی( الف

حل نمونه برداری در محیط های کشت مایع شده از م

ساعت  24جداگانه حاوی مواد معدنی حداقل به مدت 

درجه سانتیگراد  37دور بر دقیقه در  181در 

پس از اتمام دوره، محیط های . گرماگذاری شدند

درجه  4دقیقه در  11هزار دور به مدت  11کشت در 

برای  سانتیگراد سانتریفیوژ شده و از سوپرناتانت آنها

. سنجش آزمونهای تولید بیوسورفکتانت استفاده گردید

. استفاده شدE24 (Emulsification index )از آزمون 

از سوپرناتانت درون لوله های مجزای  ml 2ابتدا 

لوله ها . گازوئیل اضافه شد ml 2آزمایش ریخته سپس 

ساعت در محیط ساکن  24دقیقه ورتکس شدند و  2

مه با توجه به فرمول زیر شاخص در ادا. قرار گرفتند

از تواین . امولسیفیکاسیون برای هر نمونه محاسبه شد

بعنوان شاهد مثبت و از محیط کشت معدنی  81

. حداقل با منبع کربن بعنوان شاهد منفی استفاده شد

Eساعت میزان آمولسیون کنندگی  24بعد از گذشت 
  

 ×111 :1فرمول      .محاسبه نمودیمرا با کمک فرمول 

 E =طول ستون امولسیون شده  ÷طول کل محلول 

(12.) 

های  آزمون مقدار تجزیه شده هیدروکربن( ب

ها را در  لولهدر ادامه آزمون امولسیون کنندگی : نفتی

                                                        
1. Emulsification 
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درجه  37انکوباتور معمولی به مدت یک ماه در دمای 

باقی مانده را اولیه و گازوئیل تفاوت مقدار قرار دادیم و 

 (.3)مودیمگیری ن اندازه

از  3/1 :نفت (پراکنش)گسترش  آزمون( ج

لیتر  میلی 2سپس  پر کردهاز آب مقطر  را لیتپ حجم

کنیم پس از به تعادل  نفت خام به مرکز پلیت اضافه می

 سوسپانسیونلیتر  میکرو 21رسیدن نفت در سطح 

 در شفاف ناحیهگذاشته تا   را روی آنمورد نظر  باکتری

اگر قطر لایه شفاف شده توسط . شود بررسی نفت لایه

، اگر  )+(متر باشد با علامت  میلی 11پانسیون سوس

 21و اگر بیش از  (++)متر  میلی 21تا  11بین 

 (.3)شود نشان داده می (+++)متر باشد با  میلی
ابتدا جدایه ها در محیط  :قطره انهدام آزمون( د

 37ساعت در دمای  24کشت مایع تلقیح و به مدت 

پس از رشد جدایه . نتیگراد گرماگذاری شدنددرجه سا

میکرولیتر نفت خام بر روی صفحه شیشه ای  11ها ، 

میکرولیتر از سوسپانسیون  11قرار داده شد و سپس 

پس از گذشت یک . میکربی به آرامی به آن اضافه شد

دقیقه شکل قطره ایجاد شده در سطح شیشه بررسی 

در . ده گردیداز آب مقطر بعنوان شاهد استفا. گردید

صورت تولید بیوسورفکتانت توسط باکتری، قطره یه 

حالت مسطح و در غیر این صورت قطره کاملاً کروی 

نتیجه این آزمون با چشم غیر مسلح . دیده خواهد شد

 کمی قطره)مثبت  یک صورت به .شود بررسی می

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

 فروپاشی روش در .گردد می ارشگز (پهن کاملاً قطره)

باشد در  می بیوسورفکتانت حاوی که ای قطره نفت،

 (.13و  3)گردد  سطح نفت منهدم و پخش می

ها در محیط کشت  کشت باکتری( هـ

Haas-Bushnell :ساخته پیش از کشت محیط این 

بوشنل هاس براث آن  استفاده از دستورالعمل با بوده ون

به استریل و فیلتر  توسط گازوئیل را. سازیم را می

انکوباتور شیکردار بعد در  دهنمومحیط کشت اضافه 

rpmروی
 
این زمان ساعت قرار داده  72 به مدت 181 

 (.3) کنیم تمدید می اًرا مجدد

روز  31بعد از  :تخلیص بیوسورفکتانت( ن 

 6هاس براث حاوی  کشت باکتری در محیط بوشنل

های  لوله لیتر گازوئیل محیط کشت را در میلی

و  Mostafapour Ramiروش و طبق  سانتریفیوژ ریخته

در  .، سایر مراحل را انجام می دهیم2115همکاران 

ماده به جای مانده از تبخیر، بیوسورفکتانت انتها 

 (.14) باشد می

تعیین هویت باکتری تولید کننده  های روش( و

های شناسایی همچون رنگ  آزمون: بیوسورفکتانت

 کاتالاز، اکسیداز،رنگ آمیزی اسپور،  آمیزی گرم،
MR درصد نمک، 5/6تحمل محیط کشت 

ذوب  ، 

TSI محیط کشت سه قندی آهن دار ژلاتین،
 ، SIM

  ،

و  باکتری انتخاب گردیدتعیین هویت برای  ...سیترات و

 .انجام شد

 DNAاستخراج : 16s rRNAملکولی آزمون  (ز

. ام شدسینا ژن با اندک تغییر انجکیت تکل وپرطبق 

PCR  تایید حضور امپلیکون جهتbp 285 در حجم 

lµ 25  با پرایمر رفتF: 5՜-CCA GCA GCC GCG 

GTA ATA CG-3՜  و پرایمر برگشتR: 5՜- TAC 

CAG GGT ATC TAA TCC -3՜  (.15)انجام شد 

 یافته ها و بحث

های حاصل از رقت  ساعت کشت باکتری 48بعد از 

، وجه به رنگ، قوامبا تسازی بر روی نوترینت آگار 

در  .نوع کلنی مشاهده گردید 27شکل کلنی  و حاشیه

کلنی توانستند در محیط بلاد آگار ایجاد  4این میان 

ترین قدرت  بیش 3باکتری شماره . همولیز نمایند

                                                        
1. Revolutions Per Minute 

2. Methyl Red 

3. Triple Sugar Iron Agar 

4. Sulfid Indol Motility medium  
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 ... هایورفکتانت جدا شده از خاکشناسایی  باکتری تولید کننده بیوس
 

براساس فرمول را %( 55معادل )مولسیون کنندگی ا

لیتر گازوئیل  میلی 2/1با توجه به حذف  .شتدایک 

 ،3باکتری شماره  در آزمون تنهاشت یک ماه بعد از گذ

این باکتری به عنوان باکتری مورد نظر جهت تولید 

  .بیوسورفکتانت انتخاب گردید

دقیقه سوسپانسیون حاوی  11بعد از گذشت 

با استفاده از بیوسورفکتانت لایه نفت  3باکتری شماره 

متر شفاف کرد که نتیجه آن به  میلی 12خام را حدود 

 قطره انهدام آزمون در. نشان داده شد (++)صورت 
توانست قطره نفت خام  3باکتری شماره  ،سوسپانسیون

نتیجه آن برای باکتری مذکور به صورت . را پخش کند

جهت تولید و  3از باکتری شماره  .ثبت گردید )++(

کلنی باکتری . جداسازی بیوسورفکتانت استفاده گردید

یه لبه دار، مات، کرم بر روی نوترینت آگار ضخیم، حاش

 .ای رنگ بود تا قهوه

 تعیین هویت باکتریتخلیص بیوسورفکتانت و 

ماده جداسازی شده حاصل از تخلیص 

و  های رنگ با قوام چرب بود بیوسورفکتانت قهوه

به صورت  آمیزی گرم  رنگ در مولد آنباکتری 

در رنگ آمیزی  .دیده شد های درشت گرم مثبت باسیل

زرگ در مرکز باکتری بدون برجستگی اسپور ب ،اسپور

 .(2و  1شکل ) مشاهد گردید

 

 
 سبز رنگ دیده می شود 3باکتری شماره  اسپور -1شکل 

 
 بیوسورفکتانت استخراج شده -2شکل 

 

 محصولو تعیین توالی الکتروفورز  نتیجه

PCR : الکتروفورز محصولژل  نتیجه 5در شکل 

PCRبتلیس با باکتری باسیلوس سوشناسایی  برای

برای  .شود مشاهده میsrRNA 16 استفاده از ژن

نمونه باکتری مورد نظر، اطمینان بیشتر از شناسایی 

 97باکتری مورد نظر تعیین توالی مشخص گردید 

از نظر  سوبتیلیسدرصد با جنس و گونه باسیلوس 

  .شباهت ژنتیکی دارد srRNA 16توالی ژن 

 
بر  pb 282سوبتلیس به اندازه  باسیلوس srRNA 16امپلیکون  -3شکل 

 آگارز روی ژل
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 تجزیه کنندگی با توان باکتری وجود امکان چه اگر

 با آلودگی قبلی سابقه بدون های خاک و ها آب در بالا

های  پژوهش اکثر در ولی دارد وجود نفتی ترکیبات

 شود می توجه نفت به مناطق آلوده و خاک آب، به مشابه

تجزیه  توان با رگانیسمیمیکروا یافتن امکان زیرا

 به غیر آلوده مناطق از بیشتر مناطق در این بالا کنندگی

 حاضریق در تحق لذا (.14)باشد  می نفتی ترکیبات

 یها نمونه برداری از خاک آلوده به انواع هیدروکربن

نفتی صورت گرفت چرا که شرایط رشد و فاکتورهای 

 هایی ها در چنین محیط مورد نیاز این گونه باکتری

Aitken .باشد فراهم می
 های مکان از ،1998 همکاران و 

 تجزیه های باکتری از جنس 11 و گازوئیل، نفت آلوده به

 جداسازی ترکیبات هیدروکربنی را از کننده برخی

 یاد پژوهش در شده جدا های باکتری ترین مهم. نمودند

شده سودوموناس، آگروباکتریوم، باسیلوس و 

نوع  27در تحقیق حاضر (. 16)اسفنگوموناس بودند 

باکتری متفاوت از خاک جدا گردید که در این بین 

توانایی بالایی در تولید  3باکتری شماره فقط 

 ،Abubakar 2117و  Onifade .بیوسورفکتانت داشت

 جدا هایمیکروارگانیسم های ویژگی زمینه در مطالعاتی

 تجزیه قابلیت با خام نفت به آلوده های خاک از شده

 گونه پنج توانستند و دادند انجام هیدروکربن کنندگی

 برای هاآن .نمایند شناسایی و جداسازی باکتری

 خام نفت و از نموده استفاده حداقل محیط از جداسازی

در  (.17) نمودند استفاده انرژی و کربن منبع عنوان به

تحقیق حاضر نیز از گازوئیل به عنوان منبع کربن و 

 .دانرژی استفاده ش
Youssef همولیتیکی  فعالیت ،2114 همکاران و

 فعالیت بررسی همراه به را باکتریایی ایزوله 215

 و قطره فروپاشی هایروش ها باایزوله این سطحی

 کی هر ها نتایجنآ. کردند مطالعه نفت، کردن پراکنده

کشش  کاهش مقدار گیریاندازه با را هاروش این از

 این از کی هر وسطت تولیدی سورفکتانت سطحی

 هایروش که دادند نشان و مقایسه کرده هاایزوله

 برای هاایزوله توانایی نفت با پراکندگی و قطره فروپاشی

و  Sabnis(. 11)دارد  ارتباط سطحی کشش کاهش

Juvale 2116،  فعالیت همولیتیک باکتری را به عنوان

اولین شاهد کیفی برای تولید بیوسورفکتانت در نظر 

تحقیق حاضر از در  کهای  آزمون ساده(. 13)تند گرف

 کلنی مختلف 4 تنهاهای جداسازی شده  باکتریمیان 

خون در محیط بلاد آگار را توانایی ایجاد همولیز 

های  آزمونسایر با کمک  در میان آنها نیز داشتند و

تعیین کننده سنتز بیوسورفکتانت مشخص گردید که 

ولید بیوسورفکتانت را توانایی ت 3باکتری شماره فقط 

 تحقیقی به ، در2015و همکاران  Goli .باشد دارا می

پرداختند و مشاهده  بررسی تجزیه زیستی نفت خام

نفت تلقیح شده به محیط به تدریج شروع به  کردند که

ساعت بعد از کشت، ذرات نفت  28 .می نمایدتجزیه 

کاملاً امولسیونه شده و حالت دو فازی نفت خام در 

 داشتند همکاران اعتقاد و کریستوز. ط از بین رفتمحی

 وجود واسطه به هاباکتری در نفتی ترکیبات تجزیه که

  (.18)گردد می پذیر امکانalkj نام با یک ژن

Onifade وAbubakar 2117، به جداسازی دو موفق 

 و Bacillus subtilisهای نام به گونه باکتری
Pseudomonas aeruginosa قارچ و funiculosum 

Penicillium نتایج. شدند دیزل روغن به آلوده آب از 

بیشتر  شده جداسازی قارچ که داد نشان هاآن مطالعات

است موثر دیزل روغن زیست پالایی عمل در سایرین از

آن  درپیشود و  به فراوانی یافت میگازوئیل (. 17)

. در محیط زیاد استنیز های ناشی از نشت آن  آلودگی

 3ایزوله شماره  نمودکه ثابت فوق تحقیق   جه بهبا تو

قع نشت این ادر مو ،توانایی تجزیه گازوئیل را دارد

توان  میو خشکی سوخت در مکان هایی هم چون دریا 

با  .از این باکتری در جهت حذف آلودگی بهره برد

باکتری مورد  استفاده از روشهای مختلف مشخص شد

وس سوبتیلیس نظر مربوط به جنس و گونه باسیل

تحقیقات صورت گرفته توسط محققان نشان . باشد می

دهنده تولید انواع مختلف بیوسورفکتانت از جمله 
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توسط این باکتری ... سورفکتین، لیپوپروتئین و 

تحقیق حاضر حجم بالایی از تولید  .باشد می

. بیوسورفکتانت توسط باسیلوس سوبتیلیس را نشان داد

و  اسپوردار استوس سوبتیلیس با توجه به اینکه باسیل

تحمل  به خوبیدر شرایط سخت محیطی را  زندگی

 های نفت برای تولید بیوسورفکتانت در چاه ،کند می

های تولید کننده بیوسورفکتانت  نسبت به دیگر باکتری

یکی از انواع  همچنین. باشد تر میکار آمد

بیوسورفکتانت به نام سورفکتین که توسط این باکتری 

زشکی دارد پای در بخش  شود کاربرد گسترده می تولید

توان در صورت بهره گیری از آن نیازهای کشور  که می

  .ساختدر این بخش را نیز بر طرف 

 قدردانیتشکر و 

آزمایشگاه نویسندگان مقاله از پرسنل محترم 

تحقیقاتی بیولوژی سلولی ملکولی و میکروبیولوژی 

 همکاری صمیمانه به دلیلدانشگاه آزاد واحد بروجرد 

 .در اجرای این پژوهش کمال تشکر و قدردانی را دارند

این مطالعه حاصل بخشی از نتایج داده های پایان نامه 

آقای مرتضی چلویی دانشجوی کارشناسی ارشد 

 .میکروبیولوژی دانشگاه آزاد واحد بروجرد می باشد
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