
شناسايي باکتري هاي مولد بيوسورفاکتانت و کاربرد آنها در حذف
 آلاينده هاي نفتي

چكيده 
ترشح   . نمايند  مي  ترشح  بيوسورفاكتانت  نام  به  سطحي  کننده  فعال  ترکيبات  ها  ميکروارگانيزم  از  اي  گسترده  گروه   
ترين  ارزشمند  شود.  مي  حل  قابل  غير  سوبستراهاي  جذب  در  تسهيل  باعث  ميکروبي  هاي  سلول  توسط  ترکيبات  اين 
تقليل   ، استخراج  در  تسهيل   ، کيفيت  بهبود  جهت  که  باشد  مي  نفت  صنعت  به  مربوط  ها  بيوسورفاکتانت  کاربردي  جنبه 
جداسازي  پژوهش  اين  از  هدف   . شود  مي  استفاده  آنها  از  تانکرها  در  نفتي  لجن  پاکسازي  و  نفت  نشت  مهار   ، گرانروي 
است. نفتي  هاي  آلاينده  حذف  در  آنها  کاربردي  پتانسيل  ارزيابي  و  بيوسورفاکتانت  مولد  هاي  باکتري  شناسايي  و 
 ١٥٨ و  شد  گيري  نمونه  نفتي  ترکيبات  به  آلوده  هاي  محل  و  نفت  هاي  چاه  بر  مشتمل  مختلف  محل   ٨٦ از   ، منظور  اين  براي 
امول  تست هاي  انجام  با  سپس   . گرديد  جداسازي  مخمر   سويه   ٢ و  قارچ  سويه   ٩  ، آکتينوميست  سويه   ١٠  ، باکتريايي  سويه 
ترشح  سطحي  کشش  گيري  اندازه  با  بعد  مرحله  در   . گرديد  بررسي  جداشده،  هاي  سويه  آميزندگي  خصيصه   ، سيفيکاسيون 
همگي  که  گرديد  انتخاب  باکتريايي  سويه   ٩ جداشده  هاي  سويه  بين  از  پايان  در  رسيد.  اثبات  به  ها،  سويه  توسط  بيوسورفاکتانت 
سويه  مورد  در  بيوسورفاکتانت  ترشح  القايي  اثر  همچنين   . نمودند  مي  ايجاد  سطحي  کشش  در  ٢٠کاهش   dyn/cm٢ از  بالاتر 
هاي جداشده ارزيابي گرديد. از ويژگي هاي مهم سويه هاي جدا شده ، تحمل غلظت بالاي نمک و ترشح موفق بيوسورفاکتانت 
در دامنه گسترده pH مي باشد. بدين ترتيب در شرايط آزمايشگاهي ويژگي هاي مناسب سويه ها جهت حذف آلاينده هاي نفتي 
گردد. مي  پيشنهاد  صنعتي  حد  در  بيشتر  هاي  بررسي  و  شد  داده  نشان   (MEOR)نفت بازيافت  ميکروبي  افزايش  در  کاربرد  و 
با توجه به پراکنش بيشتر باسيلوس نسبت به كورينه باكتريوم می توان آن را به عنوان گونه شاخص تجزيه کننده فنانترن در نظر گرفت. 
تاثير فاکتورهای مختلف زيستی و غير زيستی بر روند تجزيه فنانترن و بررسی سيستماتيک رشد اين باکتری لازم و ضروری می باشد.
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مقدمه
ميکروبي  پاتيک  آمفي  ترکيبات  ها  بيوسورفاکتانت    
بين  کشش  و  سطحي  کشش  کاهش  باعث  که  هستند 
ترکيبات  ها  بيوسورفاکتانت  غالباً  مي شوند.  سطح  دو 
ليپيدي هستند و ويژگي هاي  آنها به بنيان هاي  قطبي 
 ،  ۱) دارد  بستگي  مولکول  يک  در  موجود  قطبي  غير  و 
. بيوسورفاکتانت ها از نظر نوع و ويژگي   ( ۱۷ ، ۹ ، ۶

کاربردي،گستردگي بيشتري را نسبت به انواع سنتزي 

دارند . همچنين از طريق بيولوژيک قابل تجزيه مي باشند 
و بدين صورت با استفاده از آنها ديگر مشکل دير پا بودن 
سنتزي و آلودگي هاي محيطي را  بيوسورفاکتانت هاي 
نخواهيم داشت . از طرفي مي توان با استفاده از منابع 
ارزان قيمت اين ترکيبات را توليد و يا  با تغيير در مواد 
اوليه کارايي و ساختمان بيوسورفاکتانت هاي حاصله را 

تغيير داد (۶ ، ۱۰، ۱۵، ۱۶) .
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بيوسورفاکتانت  فروش  ميزان  و  کاربرد  بيشترين    
و  توليد  در  چون  باشد(۸).  مي  نفت  صنعت  در  ها 
هاي  ميکروارگانيزم  از  دارند.  نقش  نفت  فورمولاسيون 
بيوسورفاکتانت مي توان جهت زيست ـ  درماني۱  مولد 
نشت  پاکسازي  نمود(۴).  استفاده  زيستي۲  اصلاح  يا  و 
ارگانيزم  افزودن  با  خاکي  و  آبي  هاي  محيط  در  نفت 
پيدا  بيشتري  سرعت  بيوسورفاکتانت  کننده  توليد  هاي 
. يکي از جنبه هاي بسيار جديد و  مي نمـــايند (۱۲) 
بازيافـــت  افزايش  مســاله  ها  بيوسورفاکتانت  کاربردي 
ميــکروبــي نفــت۳  است. در اثر استخراج مکرر نفت 
نفت  محکم  اتصال  و  موئينگي  نيروهاي  کاهش  علت  به 
مي  کند  سطح  به  عمق  از  نفت  حرکت   ، ها  صخره  به 
را  ها  ميکروارگانيزم  اين  توان  مي  موارد  اين  در   . شود 
به چاه هاي نفت افزود که  بدين  وسيله اتصال محکم 
نفت به صخره ها به دليل کاهش کشش سطحي سست 
امروزه  مي گردد.  نفت  استخراج  سرعت  افزايش  باعث  و 
دامنه گسترده اي از ارگانيزم هاي مولد بيوسورفاکتانت 
شناسايي شده اند و ليست اين ارگانيزم ها روز به روز در 

حال  افــزايش است (۲ ، ۵ ، ۹ ، ۱۴ ، ۲۱).
  با جداسازي سويه هاي مناسب و بررسي ويژگي هاي  
فيزيولوژيکي و متابوليسمي آنها و بهره وري از سوبستراهاي 
خام ارزان قيمت به کمک دانش بيوتکنولوژي مي توان به 
توليد صنعتي بيوسورفاکتانت ها در آينده اميدوار بـــود  
(۷ ، ۹ ، ۱۰).  هدف از اين پژوهش جداسازي باکتري 
کاربردي  پتانسيل  ارزيابي  و  بيوسورفاکتانت  مولد  هاي 

آنها جهت حذف آلاينده هاي نفتي است .

مواد و روش ها  
محل   ۸۶ از  پژوهش  اين  انجام  براي   : گيري  نمونه    
مختلف  شامل : خاک ها و آب هاي آلوده به ترکيبات 
نشت  هاي  محل   ، سنگين  و  سبک  خام  نفت   ، نفتي 
آب  و  ها  خاک  و  نفتي  ترکيبات  انتقال  خطوط  دائمي 

هاي غيرآلوده به ترکيبات نفتي  نمونه گيري شد . 

  محيط هاي کشت : براي جـــداسازي بــــــاکـــتري 
هـــــا از آب، خـــاک و نفــــت خــــام ازمــحـــيط 
  P.D.A ۴و براي جداسازي قارچ از محيط SNA کشت
وS.D.A  و براي جداسازي اکتينوميست ها از محيط 
استفاده   Woodruff محيط  و   Starch Agarهاي
محيط  تهيه  جهت   ۵M.S.S کشت  محيط  از  گرديد. 
کشت SNA ، انجام تست هاي امولسيفيکاسيون و اندازه 
گيري  اندازه  براي  شد.  استفاده  سطحي  کشش  گيري 
 ۰/۰۳  ، آميزندگي  هاي  تست  انجام  و  سطحي  کشش 
درصد عصاره مخمر و ۰/۰۳ درصد گلوکز به محيط کشت 
M.S.S  اضافه شد. محيط M.S.S شامل ترکيبات :   ، 

۲ گرم ؛   ، ۵ گرم ؛   ، ۳ گرم ؛   ، ۰/۱ گرم ؛   ، ۰/۲ گرم 
؛   ، ۰/۰۱ گرم ؛  ، ۰/۰۰۲ گرم ،  بر حسب گرم در ليتر 

آب مقطر  (pH  ۷) بود .
ارسال  و  گيري  نمونه  انجام  از  پس  ميکروبي:  کشت 
از   (P.B.S) سالين  بافر  فسفات  کمک  به  آزمايشگاه  به 
آنها رقت هاي متوالي تهيه گرديد . همچنين براي ايجاد 
سوسپانسيون مناسب  در مورد نمونه هاي خاک ، از تيمار 
استفاده   (Na۴P٢O٧٫١٠H٢O) پيروفسفات  تتراسديم 
ميکروارگانيزم  جداسازي  براي  موارد  تمامي  در  گرديد. 
ها از روش  Pour Plate استفاده شد . براي جداسازي 
محيط از  خام  نفت  و  آلوده  خاک   ، آب   از  ها  باکتري 

مدت  به  درجه   ۲۸ گذاري  گرمخانه  حرارت  و   S.N.A

محيط   از  ها  آکتينوميست  جداسازي  براي    ، روز  سه 
به  درجه   ۲۸ گذاري  گرمخانه  حرارت  و   Woodruff

از  مخمرها  و  ها  کپک  جداسازي  براي  و  روز   ۷ مدت  
محيط P.D.A ، S.D.A  و حرارت گرمخانه گذاري ۲۲ 
درجه به مدت هفت روز استفاده و  سپس از تمامی کلني 

ها کشت خالص تهيه گرديد.  
تست   :(Emulsication) آميزندگي  تست    
هاي آميزندگي بر اساس روش پيشنهادي  Francy و 

همکاران در سال ۱۹۹۱ انجام گرفت (۱۱) .
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شش  در  جداشده  کلني  از   کدام  هر  مرحله  اين  در     
محيطM.S.S کشت داده شد  پس از تلقيح دو کلني 
در هر محيط ، به ميزان ۰/۵ ميلي ليتر هيدروکربن نفت 
لوله  دو  براي  بنزين  ليتر  ميلي   ۰/۵  ، اول  لوله  دو  براي 
دوم و ۰/۵ ميلي ليتر گازوئيل بـراي دو لوله سوم اضافه 
دماي  در   Vortex دستگاه  با  کردن   مخلوط  از  پس  و 
۳۰ درجه ۳ روز گرمخانه گذاري گرديد .  براي تمامي 
سري  هر  در   . شد  تکرار  کار  اين  جداشده  هاي  کلني 
تلقيح  بدون  ها (  هيدروکربن  از  کدام  هر  آزمايش براي 
ميکروبي ) يک لوله به عنوان کنترل در نظر گرفته شد  
 Vortex با  خوب  را  ها  لوله  گذاري  گرمخانه  از  پس   .
گرمخانه  درجه   ۳۰ دماي  در  ديگر  ساعت  دو  و  مخلوط 
گذاري و با توجه به شکل شماره ۱ ، ميزان آميزندگي از 
۰ تا ۴ گزارش گرديد. سپس با بررسي متوسط ميانگين 
ميانگين  داراي  هاي  کلني  لوله،  شش  در  آميزندگي 
آميزندگي  بين ۲/۵ تا ۴ براي انجام مرحله بعد انتخاب 
شد . جداسازي سويه هايي که مايع رويي عاري از سلول 
آنها توانايي آميزندگي دارد ، با افزودن القـاکننده(مخلوط 
هيدروکربن ها ) و بدون القا کننده انجام شد . در هر دو 
مورد ، باکتري هاي انتخاب شده در مرحله قبل به ۱۰۰ 
عصاره مخمر  و  واجد گلوکز   M.S.S ميلي ليتر محيط
تلقيح و سه روز در درون انکوباتور شيکردار با دور   ۱۵۰ 
زمان   . شد  گذاري  گرمخانه  درجه   ۲۸ حرارت  و   rpm

آکتينوميست  و  قارچ ها  براي  گذاري  گرمخانه  حرارت  و 
از  پس  اما   ، شد  گرفته  نظر  در  قبل  مرحله  مانند  ها 
قارچ   ، ها  باکتري  براي  مراحل  تمامي  گذاري  گرمخانه 
ها و آکتينوميست ها مشابه بود . پس از گرمخانه گذاري 
در هر دو حالت(داراي القا کننــده و بدون القا کننده ) 
 rpm ۴۵۰۰ در دور  M.S.Sمحتويات محـيط کشت ،
به مدت ۱۵ دقيقه در حرارت ۴ درجه سانتريفيوژ و پس 
تست  اول  مرحله  مانند  درست  رويي  مايع  جداسازي  از 
در  که  هايي  نمونه  مورد  در  شد.  انجام  آميزندگي  هاي 
بر  علاوه   ، داشتند  بالايي  آميزندگي  قدرت  قبل  مرحله 
هيدروکربن هاي نفت ، بنزين و گازوئيل از بنزين بدون 
سرب وبنزين هواپيما هم براي بررسي امولسيفيکاسيون 

استفاده گرديد . در اين مرحله پس از دو ساعت گرمخانه 
گذاري در ۳۰ درجه نتايج قرائت مي شد . سويه هايي 
که ميانگين آميزندگي مايع رويي عاري از سلول آنها با 
افزودن القا کننده بيشتر از۲/۵ بود ،  جهت اندازه گيري 

کشش سطحي انتخاب شدند .

کشش  اندازه گيري  با  بيوسورفاکتانت  تائيدترشح 
ســطحي : 

دستگاه  از  سطحي  کشش  گيري  اندازه  براي 
چون  شد.  استفاده   Tensiometer-Kruess klot

کشش  است.  محيط  حرارت  درجه  تابع  سطحي  کشش 
سطحي تمامي نمونه ها در شرايط دمايي يکساني (۲۲ 
نمونه  سطحي  کشش  ابتدا  شد.  گيري  اندازه    ( درجه 
سطحي  کشش  بعد  و   ( ميکروبي  تلقيح  بدون   ) کنترل 
نمونه هاي تست اندازه گيري شد. براي هر نمونه باکتري 
، چهارده ارلن مختلف واجد محيط کشت M.S.S  تهيه 
شد . شرايط اختصاصي هر کدام از ارلن ها به شرح زير 
از  پس  و  تلقيح  نظر  مورد  سويه  توسط  اول  ارلن   : بود 
کشش  درجه   ۳۰ حرارت   در  گذاري  گرمخانه  روز  سه 
گيري  اندازه   (Whole Broth) کامل  مايع  سطحي 
گرديد. شرايط ارلن دوم مانند ارلن اول بود با اين تفاوت 
از  عاري  رويي  مايع  سطحي  کشش  روز  سه  از  پس  که 
سلول اندازه گيري شد. در ارلن هاي سوم ، چهارم و پنجم 
،  پس از ۲۴ و ۴۸ ساعت گرمخانه گذاري به ترتيب القا 
کننده هاي نفت ، بنزين و گازوئيل اضافه شد و سپس 
مخلوطي از ۲۸ هيدروکربن مختلف به عنوان القا کننده 

اضافه شد .
 

شکل -١ : نحوه گزارش ميزان آميزندگي از صفر تا چهار
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  در ارلن هاي هفتم تا دهم غلظت هاي ( ۵ ، ۱۰ ، ۱۵ 
و ۲۰ درصد )  نمک به محيط M.S.S اضافه و پس از 
۳ روز گرمخانه گذاري کشش سطحي مايع کامل اندازه 
گيري گرديد  . به منظور ارزيابي مناسب ترين pH براي 
توليد  بيوسورفاکتانت در ارلن هاي يازدهم تا چهاردهم 
به ترتيب محيط هاي داراي pH : ۴/۵ ، ۵/۶ ، ۷/۸ و ۸/۶ 
تهيه  و پس از تلقيح ميکروبي کشش سطحي مايع کامل 

آن اندازه گيري گرديد  .

نتايج 
  در اين پژوهش به طور کلي : ۱۵۸ سويه باکتري ، ۱۰ 
سويه آکتينوميست ، ۹ سويه کپک و دو سويه مخمر از 
۸۶ محل مختلف جداسازي گرديد . در بين کلني هاي 
جداشده فقط ۵۷ سويه آميزندگي بالاتر از صفر داشتند 
. از اين تعداد تنها ۲۶ سويه که ميانگين آميزندگي بالاتر 
هيچ   . شدند  انتخاب  بعد  مرحله  براي   ، داشتند   ۲/۵ از 
از  بالاتر  آميزندگي  قدرت  جداشده  هاي  کپک  از  کدام 
از  يکي  فقط  مخمر  سويه  دو  بين  از   . نداشتند  را   ۲/۵
 ۲/۸ با  برابر  آميزندگي  قدرت    (Candida . sp) آنها 
 ۲۶ جزء  کلني  دو  آکتينوميست  کلني   ۱۰ از   . داشت 
سويه انتخاب شده  براي مرحله دوم بود . در اين مرحله 
در   . شد  انجام  آميزندگي  تست  بار   ۱۲۰۰ حدود  جمعاً 
سويه   ۲۶ از  استفاده  با  آميزندگي  تست  دوم  مرحله 
باکتريايي و يک سويه مخمر انجام شد . در اين مرحله 
بنزين  با  آميزندگي   ، اوليه  هيدروکربن  سه  از  گذشته   ،
بدون سرب و بنزين هواپيما نيز انجام شد . اما تقريبا در 
همه موارد متوسط ميزان آميزندگي ،  با نتايج آميزندگي 
با هيدروکربن هاي نفت ، بنزين و گازوئيل برابر بود . هيچ 
کدام از آکتينوميست ها مجموع آميزندگي آنها در حضور 
متــوســــط   . نبــود   ۱/۸ از  بيشــــــتر  کننده  القا 
آمــيزنــدگـــي (Candida.sp) نيز ۲/۳ بود . از بين 
سويه   ۹ تنها  بررسي  مورد  هاي  ميکروارگانيزم  تمامي 
باکتري (که مجموع آميزندگي آنها در حضور القا کننده 
سطحي  کشش  گيري  اندازه  براي   بود)   ۲/۵ از  بيشتر 
تست  بار   ۲۸۰ حدود  مرحله  اين  در   . شدند  انتخاب 

آميزندگي با پنج هيدروکربن انجام شد .از بين باکتري ها، 
سويه هاي : A,E,F,e,l,a,S,G,M جهت اندازه گيري 
هر  مورد  در  سپس   . شدند  انتخاب  سطحي  کشش 
باکتري، کشش سطحي نمونه هاي کنترل و چهار نمونه 
مورد  هر  در  بيشتر  دقت  جهت  شد.  گيري  اندازه  تست 
سه بار کشش سطحي اندازه گيري و ميانگين آنها در نظر 
گرفته شد .  در شکل هاي ۲ تا ۴ ، کشش سطحي مايع 
هاي  کننده  القا  واجد  هاي  محيط  سلول  از  رويي عاري 
گوناگون ، محيط هاي داراي pH و غلظت هاي مختلف 
نمک باکتري هاي جداشده  با يکديگر مقايسه شده اند. 
در اين مرحله حدود ۵۰۰  بار کشش سطحي نمونه هاي 
مختلف اندازه گيري شد. در انتها بـــر اساس طبقه بندي 
ارائه شده در چاپ هشتم کتـــاب برگي، سويه هاي جدا 
شده تا حد ممکن تعيين هويت شدند. محل جداسازي 
در  ها  سويه  نهايي  هويت  تعيين  و  ظاهري  مشخصات 
جدول شماره -۱ مشخص شده است . با توجه به نتايج و 
بررسي نمودارها، ويژگي هاي مناسب  سويه هاي جداشده  

به شرح زير است :
۱- سويه  B.subtilis) A  : اختلاف کاهش کشش 
سطحي مايع رويي عاري از سلول تست و کنترل برابر با 
۲۴ دين بر سانتي متر مربع بود . اين سويه تحمل نمکي 
خوبي داشت و بهترين pH براي ترشح بيوسورفاکتــانت 
۷/۸  بود . از اين سويه مي توان در شرايط فاقد القا کننده 

استفاده نمود .
کاهش  اختلاف   :  B.megaterium) E سويه   -۲
کشش سطحي مايع رويي عاري از سلول تست و کنترل 
۲۲ دين بر سانتي متر مربع بود . يکي از ويژگي هاي مهم 
بيوسورفاکتانت  ترشح  روي  بنزين  مثبت  اثر  سويه  اين  
ترشح  در  مثبتي  اثر  ديگر  هاي  کننده  القا  اما  بود، 
بيوسورفاکتانت نداشتند . بنابراين امکان استفاده از اين 
سويه براي حذف آلاينده هاي بنزين وجود دارد.  قدرت 
نمکي   ٪  ۱۰ تا   ۵ هاي  غلظت  در   Eسويه نمکي  تحمل 
بسيار خوب بود و بهترين  pH براي ترشح بيوسورفاکتانت 

۷/۸ اندازه گيري شد .
کاهش  اختلاف   :    P.aeruginosa) F سوي   -۳

)
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کشش سطحي مايع رويي عاري از سلول تست و کنترل 
۲۶ دين بر سانتي متر مربع بود و القا کننده هاي مختلف 
 . داشتند   بيوسورفاکتانت  ترشح  در  منفي  تاثير  نيز  
بهترين  و  بود  خوب  بسيار  آن  نمکي  تحمل  همچنين  

pH براي ترشح بيوسورفاکتانت ۵/۶ بود.  
کشش  کاهش  اختلاف   :  C.xerosis) e سويه   -۴
 ۲۴ کنترل  و  تست  سلول  از  عاري  رويي  مايع  سطحي 
در  و بنزين  نفت  . افزودن  بود  مربع  متر  سانتي  بر  دين 
مخلوط  اما   . داشت  منفي  تاثير  بيوسورفاکتانت  ترشح 
هيدروکربن ها اثر مثبتي در ترشح بيوسورفاکتانت داشت 
. تحمل نمکي و pH هاي اسيد و قليايي اين سويه نيز 

بسيار خوب بود .
اختلاف   :  corynebacterium.sp) I سويه   -۵
تست  سلول  از  عاري  روي  مايع  سطحي  کشش  کاهش 
افزودن   . بود  مربع  متر  سانتي  بر  دين   ۲۱/۵ کنترل  و 
اثر  سطحي  کشش  کاهش  در  مختلف  هاي  کننده  القا 
منفي داشت . همچنين تحمل نمکي بسيار خوبي داشت 

و بهترين pH براي ترشح بيوسورفاکتانت ۷/۸ بود . 
۶- سويه  Pseudomonas.sp) a  : اختلاف کاهش 
کشش سطحي مايع روي عاري از سلول تست و کنترل 
القا  تمامي  افزودن   . بود  مربع  متر  سانتي  بر  دين   ۲۳
داشت.  منفي  اثر  بيوسورفاکتانت  ترشح  در  ها  کننده 

جدول ١- محل هاي جداسازي و تعيين هويت نهايي سويه هاي باکتري هاي جداشده
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ويژگي  و  بود  خوب  بسيار  نيز   سويه  اين  نمکي  تحمل 
 ،  pH در  بيوسورفاکتانت  موفق  ترشح  آن  توجه  جالب 

۵/۶  بود .
۷- سويه M.varians) S  : اختلاف کاهش کشش 
سطحي تست و کنترل ۱۱ دين بر سانتي متر مربع بود 
. افزودن القا کننده هاي مختلف تاثير مثبتي در کاهش 
کشش سطحي نداشت . اما با کاربرد مخلوط هيدروکربن 
از  يکي   . بود  توجه  قابل  سطحي  کشش  در  کاهش  ها 
موفق  کاهش  سويه  اين  فرد  به  منحصر  هاي  ويژگي 
 pHبهترين  . بود  هالوفيليک  شرايط  در  سطحي  کشش 

براي ترشح بيوسورفاکتانت ۷/۸ بود .
.۸- سويهArthrobacter.sp) G  : اختلاف کاهش 
کشش سطحي مايع رويي عاري از سلول تست و کنترل 
هاي  ويژگي  از  يکي   . بود  مربع  متر  سانتي  بر  دين   ۱۹
قابل توجه سويهG  تاثير ديواره سلولي به ميزان ۱۸ دين 
بر سانتي متر مربع در کاهش کشش سطحي بود . اين 
چنين تاثيري در هيچ کدام از باکتري هاي مورد بررسي  
به اين شدت نبود . تحمل نمکي اين سويه بسيار خوب و 

بهترينpH  براي ترشح بيوسورفاکتانت ۸/۶ بود .
۹- سويهCorynebacterium.sp) M  : اختلاف 
سطحي مايع رويي عاري از سلول تست  کاهش کشش 
و کنترل ۲۱ دين بر سانتي متر مربع بود . افزودن القا 
کننده هاي مختلف در کاهش کشش سطحي اثر منفي 
کشش  در  کاهش  بهترين  نمک   ٪۵ غلظت  در   . داشت 
باکتري  اين  توجه  جالب  ويژگي   . شد  مشاهده  سطحي 
کاهش موفق کشش سطحي در گستره  pH بين ۴/۵ 

تا ۴/۶ بود.
 

بحث و نتيجه گيري 
از  حاکي  آمده  بدست  نتايج  کلي  ديدگاه  يک  در    
زيستي   اصلاح  کيفيت  افزايش  براي  که  است  اين 
کننده  توليد  هاي  ميکروارگانيزم   (Biorestoration)
بيوسورفاکتانت ، تشابه ارگانيزم هاي تجزيه کننده آلاينده 
ها ضرورتي ندارد . آلاينده ها در مناطق آلوده به ترکيبات 
نفتي ، باعث انتخاب يک گونه خاص و در نتيجه کاهش 

تنوع توده هاي ميکروبي مي شوند ( ۱۹ ، ۲۰) . يکي از 
دلايل تحمل ارگانيزم هاي ياد شده به دليل توانايي در 
پخش کردن(Disperse) آلاينده ها و در نتيجه کاهش 
سميت ناشي از آنها است (۲۱) . با توجه به نمونه گيري 
 ، نفتي  ترکيبات  به  آلوده  غير  و  آلوده  مناطق  دو  هر  از 
مناطق  هاي  ميکروارگانيزم   ، که  دهد  مي  نشان  نتايج 
آلوده به ترکيبات نفتي امولسيفايرهاي بهتري نسبت به 
ميکروارگانيزم هاي غيرآلوده مي باشند. آنچه مسلم است 
تعداد ارگانيزم هاي تجزيه کننده هيدروکربن در مناطق 
اين   . دارد  نفتي  آلودگي  درجه  با  زيادي  ارتباط  آلوده 
چنين نتيجه اي توسط Fiorenza و همکارانش در سال 
با  نامبرده  محققين   .  (۱۱) است  شده  تاييد  نيز   ۱۹۹۰
مطالعه نشت سوخت هواپيما در شهر تراورس۱ در ايالت 
هاي  باکتري  تعداد   ، که  نمودند  ثابت  آمريکا  ميشيگان 
هتروتروف ها و ارگانيزم هاي تجزيه کننده آلاينده ها در 
مناطق آلوده يک تا دو برابر بيشتر ازساير مناطق است . 
همچنين Thomas  و Francy (۱۱) در سال ۱۹۹۱ 
و Okerentugba و Eneronye ( ۷) در سال ۲۰۰۳ 
، ثابت نمودند که توانايي آميزندگي توده هاي ميکروبي 
مناطق آلوده ، در مقايسه با مناطق غيرآلوده بيشتر است. 
نتايج پژوهش ها نشان مي دهد که هيدروکربن هاي با 
سبک  هاي  هيدروکربن  به  نسبت  طويل تر  هاي  زنجيره 
کاهش  با  که  زيرا،  دارند،  بهتري  آميزندگي  توانايي  تر 
 . يابد  مي  افزايش  ها  هيدروکربن  سميت  کربن،  تعداد 
آميزندگي  به  قادر  کمتر  ها  سويه  اغلب  دليل  همين  به 
حالي  در  بودند،   سرب  بدون  بنزين  و  معمولي  بنزين 
آميزندگي  توانايي   بررسي  مورد  باکتري هاي  اغلب  که  
هيدروکربن هاي طويل تر مانند :  نفت و گازوئيل را بيشتر 
داشتند . همچنينRoy و همکارانش در سال ۱۹۷۹ با 
کشت  مخمر Endomycopsis lipoytica بر  روي 
وجود   با  که  نمودند  مشاهده  مختلف  هاي  هيدروکربن 
آميزندگي انواع  هيدروکربن، اما توانايي امولسيفيکاسيون 
کمــتر  تر  کـــوتاه  هاي  زنجيره  با  هيدروکربن هاي  در 
وجود داشـت ( ۱۱ ، ۱۸ ) . در مرحله اول اين پژوهش  
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توانايي  داراي  هاي  ميکروارگانيزم  جداسازي  هدف 
آميزندگي هيدروکربن هاي گازوئيل ، نفت و بنزين بود. اما 
آميزندگي هيدروکربن ها در اين روش مي توانست متاثر 
از  مکانيسم هاي ديگري علاوه بر ترشح بيوسورفاکتانت 
خارج سلولي باشد. يکي از مکانيسم هاي شناخته شده 
خود  سيتوپلاسمي  غشاي  و  سلولي  ديواره  ساختمان 
باکتري است. بنابراين ما در مرحله اول توانايي آميزندگي 
مرحله  در  و  ميکروارگانيزم  سلول  حضور  در  را  سويه ها 
بررسي  را  سلول  از  عاري  رويي  مايع  آميزندگي  دوم 
نموديم. در مرحله آخر نيز  با اندازه گيري کشش سطحي 
ترشح بيوسورفاکتانت سويه ها تاييد گرديد. Barathi و 
Vasudevan در سال ۲۰۰۱ و Emtiazi و همکاران 

کشش  گيري  اندازه  که  دادند  نشان   ۲۰۰۵ سال  در 
بيوسورفاکتانت  توليد  دهنده  نشان  تواند  مي  سطحي 
در هنگام تجزيه ميکروبي هيدروکربن ها باشد (۳) . به 
همين دليل اندازه گيري کشش سطحي مي تواند نشان 
دهنده توليد بيوسورفاکتانت و ويژگي مناسب سويه هاي 
نفتي  هيدروکربن هاي  تجزيه  در  بررسي  مورد  ميکروبي 
حالت  دو  هر  در  سطحي  کشش  گيري  اندازه    . باشد  
واجد القا کننده و فاقد آن انجام شد . علت افزودن القا 
 Duvnjak که  بود  اثري  دليل  به  هيدروکربني  کننده 
که  داد  نشان  وي    . رسانيد  اثبات  به   ۱۹۸۳ سال  در 
کشت  محيط  در   Corynebacterium.sp باکتري 
سلوي  ديواره  به  متصل  بيوسورفاکتانت    ، گلوکز  واجد 
به  هگزادکان  کننده  القا  افزودن   با  و  نمايد   مي  ترشح 
باعث  هيدروکربن  که  گرديد  مشاهده   ، کشت  محيط 
داخل  به  سلولي  ديواره  به  متصل  بيوسورفاکتانت  ترشح 

محيط مي شود(۱۱، ۱۸) . 
  اکثر سويه هاي مورد بررسي در اين پژوهش ،  قادر به 
متر  سانتي  بر  دين   ۱۰ از  کمتر  سطحي  کشش  کاهش 
مربع بودند . اين سويه ها به عنوان ارگانيزم هاي مولد 
بيوسورفاکتانت تعيين هويت نشدند. براي ما اين سوال 
مطرح بود که آيا اين  امکان وجود دارد که سويه هايي 
که قادر به کاهش کشش سطحي در مرحله آخر نيستند 
با  بهينه سازي محيط کشت قادر به کاهش موفق کشش 

از  يکي  سوال  اين  به  بردن  پي  براي  باشند؟  سطحي 
سطحي  کشش  موفق  کاهش  به  قادر  که  هايي  باکتري 
نبود را مورد ارزيابي قرار داديم . جهت بررسي با تغيير 
هاي  نمک  و  مخمر  عصاره   ، فسفر   ، گلوکز  هاي  نسبت 
موجود محيطM.S.S به ۱۶ صورت مختلف تهيه شد  و 
سويه مورد بررسي به هر ۱۶ محيط کشت و همچنين به 
محيط کشت M.S.S  استاندارد تلقيح و سپس کشش 
سطحي تمامي محيط ها  اندازه گيري گرديد . نتايج نشان 
 ۱۰ فسفر   ،   ۰/۱ گلوکز  نسبت  که  حالتي  در  که  داد 
کشت  محيط  نمک هاي  و   ۰/۱۲۵ مخمر  عصاره    ، برابر 
۳ برابر محيط استاندارد باشد . اختلاف کشش سطحي 
محيط استاندارد و کنترل از ۰/۵  به ۱۱ دين بر سانتي 
. اين چنين نتيجه اي توسط   متر مربع افزايش مي يابد 
Zajic و Gerson در سال ۱۹۷۸ نيز بدست آمده است 

غذايي  مواد  افزودن  که  دادند  نشان  نامبرده  محققين   .
 Corynebacterium lepus تکميلي به محيط رشد
باکتري  توسط  بيوسورفاکتانت  توليد  افزايش  به  منجر 
مي شود (۱۱ ، ۱۳) . اين مساله پيشنهاد کننده اين مهم 
فراهم  امکان   ، کشت  محيط  سازي  بهينه  با  که  است 
بيوسورفاکتانت  ترشح  براي  تر  مناسب  شرايط  ساختن 
وجود دارد . Francy و همکاران سويه هايي که بيشتر 
از ۱۰ دين بر سانتي متر مربع کاهش در کشش سطحي 
را به عنوان سويه هاي مناسب توليد  مي نمودند  ايجاد 
مهمترين   .  (۱۱) كردند  معرفي  بيوسورفاکتانت  کننده 
 ، تحقيق  اين  در  جداشده  هاي  باکتري  تمامي  ويژگي 
کاهش کشش سطحي بيشتر از ۲۰ دين بر سانتي متر 
مربع بود که مي تواند نشان دهنده  قابليت مناسب سويه 

هاي جداشده در توليد بيوسورفاکتانت باشد. 
به طور کلي ، با توجه به اطلاعات بدست آمده مشخص 
سويه  بهترين  کننده  القا  فاقد  شرايط  در  که  شد 
P.aeruginosa) F ، در شرايط واجد هيدروکربن هاي 

نفت و گازوئيل بهترين سويهC.xerosis) e  ،  در شرايط 
 B.megaterium) داراي القا کننده بنزين بهترين سويه
E  و در شرايط وجود هيدروکربن هاي نفت و گازوئيل 
بهترين سويه Arthrobacter) G  بود . هر چند در اکثر 
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موارد ترشح بيوسورفاکتانت احتياج به القا کننده دارد ،  
مکانيسم  ندارد.  عموميت  موارد  همه  در  مساله  اين  اما 
است  ناشناخته  مختلف  باکتري هاي  در  پديده  اين 
کننده  القا  افزودن  که  دارد  وجود  امکان  اين  .همچنين 
هاي هيدروکربني به محيط کشت باعث تحريک بيشتر 
حساسيت  مکانيسم  با  باکتري  در  بيوسورفاکتانت  توليد 
باکتري  تنوع  گردد.   (Quarum sensing) جمعيتي 
هاي جداشده ، تحمل نمکي بالا ، تحمل گسترده وسيع  
pH  و کاهش موفق کشش سطحي از ويژگي هاي مهم 

اغلب سويه هاي جداشده بود . بنابراين بررسي پتانسيل 
کاربردي اين سويه ها در حد بالاتر پيشنهاد مي گردد. 
با بررسي هاي فيزيولوژيکي و شناسايي ژن هاي موثر در 
توليد  بيوسورفاکتانت اطلاعات مناسب براي تهيه محيط 
هاي کشت مناسب  و ارزان به منظورکاربردهاي گسترده 

تر صنعتي فراهم مي گردد . 

سپاسگزاري 
معظمي  نسرين  دکتر  خانم  سرکار  گرامي  استاد  از   
رياست محترم پژوهشکده بيوتکنولوژي سازمان پژوهش 
هاي علمي و صنعتي ايران به دليل حمايت هاي اجرايي 

و مشاوره علمي صميمانه قدرداني مي گردد .  
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