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Abstract  
Contamination of soil by crude oil can pose serious problems to ecosystems. Soil washing by solutions 
containing biosurfactants is one of the most efficient methods for the remediation of contaminated soil by crude 
oil because it removes not only the crude oil but also heavy metals. In this study, five soil samples were taken 
from fields exposed to oil compounds over the years in order to produce biosurfactants from microorganisms 
that were capable of degrading oil compounds. Sixteen such microorganisms were isolated. After cultivation, 
their emulsification strength was examined using E24 test. From among the experimental microorganisms, a 
gram-negative and rod-shape microorganism called A-12 showed the greatest value of the E24 test index (36%). 
For each liter of the culture medium containing 365 mg of microorganisms, 3 gr of the biosurfactant compound 
was produced and separated as dried powder. The purified biosurfactant was used in the soil washing process. 
Also, the insulated microorganisms were capable of degrading crude oil floating on wastewaters. 

Keywords: Crude Oil, Biosurfactant, Bioemulsifier, E24. 
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� A����/L���/��F V3	�E������8 ��N�	 ��� �� S��2 �% X4�. ���
 x�	gkk ��>E6 �% ��	�E��E &�� T��� ��]Tb[.&�� ?�/�  �  ��=$ ���&

	�E������8�N��� ��/�E%�� Q���% �% �F�� +t=< V.
/	 V�=5��	 �� �� ���E������8�� A�� �% K=,	 N���/L��� �/ V

��F�� +t=< ��*�	 ?���� &�� /����3^bk 	��=5�����3���F 3Tkk 

3 Potato Dextrose Agar (PDA) 
4 Nutrient Agar 
5 Nutrient Broth 
6 Vortex 
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	�=5���	 ���E�,	 +#$ `5!%�% S�D�E� �"�T	�=5��A��H +JE ��
 �	 ?��� &� ?��$ @[�	 �>�  ����0 &�/��" &���o� ��� .�	 ?����/�% ����

/" V��	% �� �� ���8E� �83\k&.�% Q����=� �%���� ���" �5
rpm Tgk &� ��	f���� ���M ��� ��.���E %��	 ����$�3��� �JF 

&� ���/�	 ?��� �% 3���� +��F � �� ���8E��8�" +$�F &;����?�	
 �/%�� .+�"4� �� l( f��� *&�E�-E �" �� ����� x���H �� ���8E��8

�����3���	�6 /'����3, ����	 ?���� ������  +E��8�����������*3%����	 
������ ���M !%�J��� .&� A�� �% !%�J���� %���	 A�H +JE &$ +�� �$I

�/�	�6 ?/��#� &� A��D	 
��� �% '+��� ���M !�B��% V-$ �� �
���� �n$� �/�" 7.� &�[��/���� ��� ?/=�����?��8" &� �)�	 ��

H��5$�  �� �A�H +JE �% %�.�	 ��[5	%%�� � &$ �/&�� ��	� ?�%��7
V��$ H�� ��" � 5S�8=	 ��3�JE *5����6 
��	 `���  �6 �� 

	�E������8�N���%��% 5( �% �� ]Tb[.!%�J���� &$ +�� �$I &� A��
 ��P ��5	�=5��( *A�H +JE �������=/���� 3��� &�� �%���� 7���E�3

���3�D  �6 /< O�[�=0 �n$� � �� !%�J��� � %�� ?8-	 �5��<� N/%��)
H��5*�n�,	 /�85!%��� �� �� /�	 � ?�� �}/��>��� ?3����� /7

+�� +JE �%�-E]Tb[.

��V���MR  ,��>5��/ U���O 
���3���$��( '/�	�6 A�)E� 5+JE R&/�� ����� *��Y`���	 7H�% �% 

@/�	 +#$ 5�,/ ,	 `��	E�5�E��" :�D=  .���	� +�"4� �� l�(
 &/�� �"� � A�� *��Tk	����8����" &�"�%�� +#$ `��	 �� .u�

=�	5lW�� � ��" &��1/� ¢���� +�=( V/ 7H�% �% �;D	 X6 ����
^k 	����8�����/%�� !%����� �6 :;� &� A�H +JE .&�E�-E &�	�%� �% 
Tk 	����8���3+#�$ `��	 �� !�" &�"�%�� *�� ��� 3:;�� +�JE 

�" &�1/� .�� �� +#$ `��	 ��" '1(3���,	 ?<�� :;� 3��
�;� S�,� ��[�$�  %�.�5+�� +#$ `��	 �% .��� 3�/��	�6 ?

/�	 V�E �;D	 X6 �� ���" `��D	 ��� &�$ ��" &����� ��tE �% ��/&�
�	 &E�-E�	 ���" &E�-E � +#$ `5+E��8���� %�.� &� ���  �% ���

�	�( `5%�� ]Tb �Tg[.�-E &�E ���3� �% +�[�	 �/���� ���	�6 ?3
�,� &=F�	 A�)E�/�,5��	�6 E24%�� X�1�E� /�E�.

��V���U���O E24 
�����8�J�����	� sH�"j����,	 3/��E��  �� 5�� 7�P�F ���[�$�  

&/�� N�������	 ���$����� ��[�$�  �����8�J����	� �% ��5+��� .
�4� ���	� sH�"�J���8���&/�� 3�� +[�	 �%�	�6 /����$��( '5

+JE !���E� ���3�".&�?/� ��t�	 �%	�=5��J�� +JE ���&�� �!���-�
�% 	�=5���� �� ��/&��3��	 �% !%�$ �"� �E��,	 `5&�� �/&���� V

1Oil Spreading 
2 Strain 
3 Emulsification Index 

�	�6/&��o� '�"&�� ����	\M%������ +��  &�Dp��" /����M �
+��� .�/&��� ?&�� �� ���	^h�% +0��� �/����M ?$��� ���8	 V

� �� l�( � &���� �/ ���	 ?*����	� '�1� +[��E �7�$ &�� !��" ��
����	3&��� &� � �" &[���	 �� sH��" ����0E24 %�� ������ �/�

]Tb�Tg[.

��V�0���d* e
	L� U���O 
�� �� ����	 �% +E��8��������	 +#�$ `5'���$ &�� ��)�	 ��E�� 

 �;� '#$5� &$ %%�� X6 /E �	� ?���  &�� ��)�	 %��H &��E &� ����
 ��;M5�/	 � �5%�" .������/ ��;M %��,  ?5`���  &$ �/N�)F V

��  s���H X6 �� s1#�	 �� �	 �5��6 &�� +[��E %��"5����F &�$ 3
��%��� �����H ��-$ +�� +E��8����� .����;M %���,  ���-�" ���

�� ��3`��  /`���  &�E�-E ��� �� ���H N)F V�/( V�� +�W
�D	/&� �;D	 X6 �� N)F ��-� �� �6 &� �F��5	5��E &� ��� /�-$ ~5

��  +E��8���� !����%��3+�% /+��.

��V�V�M 	#�%
�"��( c�@f� � g��f#"� 
&� +E��8������� x��1��� @/�	 x��1��� ���z�"� �� l( � @/�	

S�=� ��6 ���� �% ���5)E��,	 `���	5(�� !%�J���� ��� ��>E6 
4�F �
+��� A�)E� L�J/��E�� .��� 5	 �	% '/���� ��/�1  ��.�	 ��E�� 

 *%%�� ��Z�  +��} 3�	% �% L�J/��E�� pQ���=� &.�% �" A�)E�.
&� ���D	 ����� *+E��8������� x��1��� ��t�	pH �M�� +#$ `��	 

V/��/�=$������ �%����� ���� S�=�� 3�� ���YlW��� � ��" N���t�  
3���	% �% ���" S���2 �% S���=�	pQ�����=� &��.�%+����� �����M .

�	% �% X��� 3��F S�=�	3pQ���=� &.�%&���	R�&�D�M% 
�%rpmR���� �" L�J/��E�� .�� &=P�F X���&��;D	 X6 &=����

 lW� � �" 7FpH �&&=��� %�� 3�� �� ���/%�� N��t�  .�� l�(
�%�$ V#H 3%��-)E�u&�E�-E *&=�P�F ��" ?/���  ]h[.&���o� ��� 

$�E� ���D	 �%�-E5�=1  +E��8����� �� �X6 &�� !��" V#�H � s
����$��( ���	�6 %�)	 A�)E� � �;D	5+�JE �6 ��� �D	 ��/���E &�/~

&=P�F &�� &Z *%��� 5�J�Z ����P %�� s1#�	 �/+E��8����� &�$ �
�� �����3���	 �����	 %�������$ �� � �}�`�����3#���$ &���Z %����� 5�

N����E������m�	 ���"� ���>E6 �% +E��m��������� !�����Z ������  3����
!%�-E �E�.

4�3�( � 12	#  
� �%��/ �� &��,��;	 ?b����� &��$ &��;DE 3����	 5E����2���-  �% ���� Q
$� ��JE ��[5!%��� &�E�-E *��E� ��%���3+���� ����P .A��H +�JE

 
4Vortex 
5 Freeze Drying 
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�����z3��$�� ���1#	 � 3��&&,��;	 �% !�	6 +�% 
�
	L� � �L  M����( ��� Mh5 !��� i�  ��#5	( ��� ,>@5 j 
 &�� U���O 

T���>  !�B#/��( 3��/��� Xno�� PDA 3� &=�	 %�� z
^���>  !�B#/��( G�H &E�-E 	5E�,	 `�� 3��$ 5 ��P +
\���>  !�B#/��( 3��/��� Xno�� PDA 3� &=�	 �[� z
h���>  !�B#/��( 5�"��>� Xno�� PDA 3� &=�	 
E� N$ �	�M +
b���>  !�B#/��( G�H &E�-E 5E�,	 `��	 3��$ ��� 3��>M z
g���>  !�B#/��( G�H &E�-E 5E�,	 `��	 3��$ ��J� z
f>� Xno�����>  !�B#/��( 5�"�� PDA 3��$ 3�J�� �[� z
i���>  !�B#/��( 5�"��>� Xno�� PDA 3��$ 5)E��E z
U?/��� �-( G�H PDA 3��$ 
E� N$ 3��>M +

Tk ?/��� �-( G�H PDA 3� &=�	 ¢��� 5�=$ �� 3��>M z
TT ���>  !�B#/��( 3��/��� Xno�� 5E�,	 `��	 3� &=�	 ��J� z
T^ no�����>  !�B#/��( 5�"��>� X5E�,	 `��	 3� &=�	 ��J� z
T\ ���>  !�B#/��( 5�"��>� Xno�� 5E�,	 `��	 3� &=�	 %�� +
Th ?/��� �-( G�H PDA 3� &=�	 
E� �( 3� !�>M z
Tb A�H +JE 5E�,	 `��	 3��$ 3���$�H z
Tg A�H +JE PDA 3��$ A�$ z

	5 w=�1	 78" &� &� �E��  	 `����E������8 ��N�
���	 &�� ���
���� :Tz!%�  ��3A��H +JE ¢��� ^z��� ����;M �8���$ ��5��

��  �}� �% &$ A�H +JE�� ��+E��8����� � ��/	 %�)5%��E�\z+�JE 
&� &$ A�H %��% %�.� X6 �% S�=�	 ���P.��	� ?�/� &�� &�.�  �� �

&.�  �� ?��C-� &��nF�� G��E� :;�� � X6 �% +�JE N�$ +/%��)
 !%�  `��  !�" ��3	 *+JE ¢��� �E������8�N���3� �% %�.�	 �/?

K2��	*���� O�	�-0 3$�  
���	 ���JE ���[5V�-$ ��� 6��E/N���3
�� ��3�/+E��8������� ��*�/$�  ?�V���$ ����;M &� �� ��[ �� 

�D �	 N5�-E/	 ���M !%�J��� %��	 lW� � ��5���%]TU[.�������/?
K2��	 ?/� �%-�F� S�/	 ?����E������8�N���5/��E��  &�$ 5/��  ���

��+E��8����� ���"�� &��"�% �� ��*% %��.� %�� .&�E�-E &�,��;	 ���3
	 &��$ %�% ��#��E !���" +��"�%�� G���H��� %����	 G���H +����2� ���

&E�-E ��%��3\^%��� ��P�% .��C-��?pH $��E� G��H 5��� ��3�
%��Fg%�� .���D	pH&E�-E ��3E Xn�o�� ���b/g��	 �" &[���.

�	%3��( 
���2� +JE &� !%��6 G�H &E�-E �/����>  !�B#Tf&�.�% 
Q���=� =1  7�	 
��2� G�H &E�-E ����� &/|���� � ?��>" �% 7

�����\^%��� &.�% .
���2� +�JE &�� !%���6 G��H +���2� �����	
 ���>  !�B#/��(\\��-( 
���2� G��H +���2� ����D	 � ��P�% 

?/���TU%�� �P�% .
���3.�����3	�E������8�N���	 �� �������F `3*A��H +�JE 

&��� %�� !%�J����� ?����$ @��[�	 ���>�  ������0��/�.&��� ?��/� �  ��� ���>�  �
	�E������8�N���5/� �% /��E��  &$ �E%�-E �"� &,��;	 ?5/!%�J���� 

�E%�� ���% �� A�H +JE �� .�H�� �% &�[��5���,��;	 �� *?���$ @����	 
%/�B3E �$�=� ��C-� �&� ��$+�� !�" &���� �.� �%/&�,��;	 ?Tg

	�E������8�&E�-E %��	 @���	 �� N� ��%��*3�����. 3%�� /�.	�- 5
	�E������8�N���3�� �� !%�$ �"� 3�	�`��3PDA � �E �/+��

 ��$��� v�E �� ���63	��-  � !%��� 5���$ v��E �� ��>E6 3R	 ��&�= �3Y

�E%�� .S��. �%T��$��� ��� ����1#	 3��=$ �5@����	 �� &�$ �6
 &E�-E %��	 ����E�� ��%��3�� &�,��;	 �% &��-E *!��	6 +��%/!%�% '

+�� !�" .T^��$��� �� &E�� 3���3� �% !��" ���. �/A��� &�,��;	 ?
J�	5�h% &E�� /�E%�� +[�	 A�� �B .H��5&E�� �� ���3������. 3

� �% !�"/�H�� � ��E%�� G����	 ��" &� &,��;	 ?5%/G���  ��B
-$5���"�% .�/	 ?�E������8�N�����$��( ���	�6 V�-$ �� ����� ��5

��� +JE3, ����  S�-�F� ?�� ��+E��8����� ����� %��	 ��5����M 
=$ &$ �������	 &�E������8�N���3�&� �% !��	6 +�% �/ �% &�,��;	 ?

����/����E%�� K�����	 �����	�6 ?.������ �6 �� l���(3, �����	 ?���� ���
����  +E��8�������3, ���=��M ?�+���	�������3�6*6���	�

�����	� sH���"��������3E24+����� A���)E� .� �% &��$��/ ����	�6 ?
��$��3T^A- ����#/	 ?�%�% ��#E �� ��� .��/� &$ %�-E &.�  ����#

 	 �%������	�6 ���E24 -� ��� !����% ��#�E &# �� ��  �%��� ��# �� �
��+E��8����� E ����C-� &8=� +��	 ?5&� �E��  �%���%��� � ���� 7
$���5/����  +E��8�������3�"�� .

H��5��$�� �� 3�%�M ���E��� +E��8�����/����$ ��� � %�5/N�$ 
���Z ����  .������/����	� sH��" ?����� ��3�-E 5,	 ��E��  ����3
��� ����	3, ��� ���D	 ?���  +E��8�������3���� ��>�  � �"�� 3

1 Cocci 
2 Bacillary 
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����8z�� N��E������8�	 3��� ������	� sH�" ����	 &,��;	 ?/� �% w=�1	 3

��#5	( &	  ThzAT\zAT^zATTzATkzAUzAizAfzAgzAbzAhzA\zA^zATzA

c'	�
 U��.G���

��	" 
T^%^i%\g%h%TT%^h%Tg%^k%^k%T^%i%Tg%T^%Tg%

!���E� ���3���$ 5/��&� +E��8����� 	 ��$5%��]Tb[.S���. �%^
���	� sH�"���� ��3=$�&	�E������8 ��N���-E ���/!��" !%�% '

+��.
� &� &.�  ��/����	� sH��" &�$ ?�������3��$��� 3T^zA�� 

%/� �>���� �B�� *%�� ��#/��$�� ?3���� 3X��1�E� ���,��;	 &�	�%� 
%��/�.�C-��	 &�-� !��;M ���-" ��	�6 K[2 ?�E������8 ��N����

 ��  &� �%�M�� ���;M ����#3��/�	 �� s1#	 N)F V�`+#�$
 ��E%�� �;D	 X6 &� +[�E %�H .78�" �%T���  /��$��� �3T^zA


E� �� l( 	6��3¢���� �� � A�� ��-E5/Tkkk ��-E ������ /!%�% '
+�� !�" .��-� � �% &$ ��2/� *+��� s1#�	 78�" ?�/��$��� ?3

J�	 A��5	 ��&=�3+��� 78" .� ����1#	 �� � ��# �/ ��$��� ?3�%
S��.T#E��+�� !�" !%�% .

�� l( +#$T^zA�	 �% �E�,	 `5� �� �� *���	 ���+#�$ `
D=  %��	�	 :�E������8�N�*��\� �%��( A�� �V#�H +E��8������

 ��F �% �" x��1���5	 &$ ����� K=,	 ���	�. ���(VSS) ��� ������ 
\bU	����=5� �% A������%����� ����� .���=1  *x��1������ �� l���(�� s

V#H ���3%�-)E� 3������D	 *+E��8�����3�% �6 �� ��;D	 X6 
%�� 7F/���$��( ��	�6 � �5�� ��� !��;M ���-" ��	�6 � +JE 3

+��� ���P �6 .�D	 ��/���$��( ��	�6 &�5��" �� +JE /;5�� &$ 
� ���� �;D	 X6�.��1���� +E��8������5s1#�	 *��" !%�J���� 

%��/�&Z��F !�;M ��" '1( 3���� �� +E��8�����3A��H +JE 
�	�6 �%/���$��( '5�� +JE �� ���s���H ��;D	 X6 !��;M �� ��#

+�� .	�� �% !�;M ��" '1( ���/�F +��F ?5=$ �� � ��F &5&�$ 
�	 ���`��3E +#$ ���� �3����$��( ���	�6 5��" !%�J���� +�JE *

��%�� ��# .
�C-����E ?/	 &�$ %��-E s1#�	 !��;M ���-" ��	�6 ~�����

 ��  ���;M��3Tk	�=5�����F ��;D	 X6 �� ���3�������� *+E��8
/E � V�	 ��-� ����� N�%��� ��;D	 X6 ��� .��/���E ?/� ~��� �BE� �/ ?

+�� =1  � x��1��� !%�	 &$ �� �% !�" s/� &,��;	 ?�+E��8�����
+�� .��E &� &.�  ��/� �� 7P�F ~/	 &,��;	 ?5��$�� �� ��� 3T^z

A&� D��	 ��2���� N3��  �� ��+E��8����� �#��" � G�H �% ��3

�J��� G�H � %�-E !%/� ������ ����  �� +E��8������ �� �6 �� � !%��$ �
���3�#��" 3�>$�H 3$�  &� !%��6 ��JE ��[5%�-E !%�J��� .

	�����" � ����� �� !%�J����� !��+E��8������� J���  �% ��������>$�H &
B�����5�"/�3	 &�� ���%���6 ���5%��% G��H ]U[.����3J��  �&
�>$�H3	 A�H +JE &� !%��6 5� ��� ���� ��  �� l( �� +E��8�� �� � �

s��H ����3�>�"�� V�-$ ��� 3� %��-E &���o� G��H &�� w�=�1	 
=-0��#��" ��3%�% A�)E� �� G�H .�	 ?�/� ������5&���o� �� ���� 

 ��$�� �%�-E3T^zA�&D��	 ��2�E G��H &� N��!%�J���� �%��Z .�%
D��	 !%�J������ NT^zA��  �� !�n0 *G�H �% �� ��+E��8������*

�) /� &�L���/$�  V��JE ��[5E�� `��  �/��$�� ?3�����H A�)E� 
� �"/�	�6 A�-  �% ��/'��3� S�2 �% !�" A�)E� /+JE �� &,��;	 ?

&� A�H %�� !%�J��� ?��$ @[�	 �>�  ����0/�.�/��#E �	� ?5	��% &�$ 
T^zA&�� A�H +JE �� !%�J��� &� �%�M %��H ?���$ @�[�	 ��>�  �����0

+�� �� l( �=-0 !%�J��� 5E G�H �% �
���	 �� +�E��  ����H �
G�H �% %�.�	 A�H +JE*��  �� ���-E +E��8�����/�.

������8-� � 
E�R� &� %�H ��,��;	 �% �/�E ?���� &�)�&�$ �E�
���3�)  v��" /� &�L���/85$�  ��JE ��[5E *��%��-E &���o� &�� ��

+E��8���� ��3���� 3�/�/��� ?���$ @�[�	 V/�)  @�/!�E��" &
=� ��E�	���+�� S��]^k[.��-� �	� � �% &$ ��2/!���#	 &,��;	 ?

!%�J���� %���	 ?��$ @[�	 �>�  �"*%��� A��H +�JE .�������/?T^zA
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8����	���Y� &��� %���H &��,��;	 �% ��/�E ?����� &��)������F &��$ �

����� &�� �)�	 +E��8����/	 '���)  ��� �/� &�L��� �/ A��H +�JE V
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�����5J�	 A�� 3��$�� �/�� T^zA5/�-E ¢��� �� Tkkk����� 

�JE5�	 �% �&� `��  &;����� ��`��  +E��8�����T^zA

	5%%��.

D�# �E� ���� 
� �%��/ 	 V��-$ ���� &��,��;	 ?�E������8���N�����3�� !���" ����. 
�	�`��3$�  &� !%��6 ���JE ���[5� *���  +E��8������ �� �� � �
�	�	 � �" ��. +#$ `���  ����	 `��  �6 ��E������8�N����
, ���" ?./&��� ��3�/&$ %�% ��#E &,��;	 ?:
TzTg	�E������8����D2�����	 �� N�5�% �>������ &���$ �����,	

�%��65��3�JE 5�����. �E%�� 3B-� &$ �" 5�� � N�$ �>E6 �'
������E�� 5/��  ������� ����������"�% �� +E��8���������� .A������- 

	�E������8�N���3��$��� v��E �� !�" ��. 3� � ��E%�� ����#/?
J�	 A�� �>E6 %��, 5�E%�� .

^z	�E������8����N������3��  ����� !�n���0 !����" �����. �����

��+E��8����� �E��  *��5/�	 �% �"��;5�6 ?��$ @[�	 �>�  &$ 
A����H +��JE ������"�% �� ����"�� .���������/� �� !%�J������ ����� ?���/ ?

	�E������8�N��%��6 
4F �% ��5��3�JE 5�� !�n0 *G�H �� 
 �}�� ����  +E��8�������3��� */�)  ��/� &�L���/$�  V����[

�JE5E�� �&	 A�)E� ��	� N� ��254�(/� &�$ %� �/ �� ��)�	 ��	� ?&
����/ '�}�� �/	 ?�E������8�G�( �% N� ����3��>$�H 3!%���6 

	 +JE &�5%%��.
\z� �%/� �� �� &,��;	 ?��	 �������� ��	�. %���	 ��� +#�$ `

����� ��������\bU	����=5� �% A������*�����\V#���H �%����( A����� 
��%�� x��1��� +E��8�����/�.

hz	 ���E������8�N���3�&	 !�	6 +�%5� ��� &��	 ���2D��N
J�  �%��>$�H &3$�  &� !%��6 ���JE ��[5� %��$ !%�J���� �/��� �

�	 �% �>E6 +#$�`��3�	/���� s���H � @3��+E��8������
�� ��3�6 �� *3����#��" 3%�-E !%�J��� G�H .
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