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 بومی ايعنوان سویه به  .Rhodotrula spمخمرجداسازي و شناسایی 
  ینفت لودههاي آخاك د بیوسورفکتانت ازیولمند در ت توان

  

   * ،2حمید مقیمی و 1زاده پروین حسنی
دانشجوي کارشناسی ارشد زیست فناوري میکربی، بخش زیست فناوري میکربی، دانشکده زیست شناسی، پردیس علوم، 1

   گاه تهران، تهران، ایراندانش
  ایران تهران، تهران، دانشگاه علوم، پردیس شناسی، زیست دانشکده میکربی، فناوري زیست بخش میکروبیولوژي، استادیار2

25/5/96: پذیرش         11/5/95: دریافت  
  چکیده

ایـن  . دشـون ید مـی ها تول ها ترکیبات فعال سطحی هستند که توسط بسیاري از میکروارگانیسم بیوسورفکتانت
هاي نفتی سازي آلودگی ویژه در صنعت نفت و پاك ترکیبات داراي کاربردهاي بسیاري در صنایع گوناگون به

هاي نمونه خاك آلوده به هیدروکربن 8از  مخمر جداسازي شدهي  جدایه 22از میان  در این پژوهش .هستند
- میلی 26متر و کاهش کشش سطحی به میزان  تیسان 1/13ي با قطر هاله G-13 ي در نهایت جدایهنفتی 

کـه ایـن جدایـه شـباهت      کـرد شناسایی مشخص نتایج . ي برتر انتخاب گردید عنوان جدایه بهنیوتون بر متر 
هاي دانشگاه تهران ثبـت  در کلکسیون میکروارگانیسم UTMC 5032 داشته و با کد .Rhodotrula sp با% 100

بر نتایج  .تعیین شد% 100برابر  براي تولوئن و دیزل این جدایه) EI24و  EI1( زایی شاخص امولسیون. گردید
سطحی و ایجاد امولسیون با ترکیبـات   توانایی بالایی در تولید ترکیبات زیستی فعال  .Rhodotrula spيسویه

  .نفتی معرفی شود هايآلودگیاي توانمند در حذف عنوان سویهتواند به دارد و می گریز بآ
  

  مخمر ،کشش سطحیسازي زیستی،  ها، پاكبیوسورفکتانت :کلیدي کلمات
  

  مقدمه
در صـنایع گونـاگون    سـورفکتانت صدها ترکیب طبیعی و مصنوعی مختلف با فعالیت سـطحی تحـت عنـوان    

ویـژه در   هاي بسیاري در صـنایع گونـاگون بـه   این ترکیبات داراي کاربردها و توانمندي. ]1[ شوند استفاده می
همگـی محصـولات   رایـج   هاي سورفکتانتدر حال حاضر . هاي نفتی هستندسازي آلودگی صنعت نفت و پاك

و یـا الکـل چـرب     2ل اتوکسـیلات و، آلکیـل فن ـ 1پتروشیمیایی هستند و عموما ساختار آلکیل بنزن سولفانات

                                                        
* hmoghimi@ut.ac.ir 
1Alkylbenzene sulfonate 

2Alkylphenol ethoxylates 
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ها باعـث ایجـاد اثـرات    رویه از آن ي بیها کارا هستند اما استفاده گرچه این سورفکتانت. ]2[ دارند 1سنتتیک
طـور   هایی با منشأ زیستی هسـتند کـه بـه    ها، سورفکتانت بیوسورفکتانت .مخربی بر محیط زیست شده است

. شیمیایی دارنـد  هاي هاي فراوانی نسبت به سورفکتانت شوند و مزیت ها تولید میعمده توسط میکروارگانیسم
پذیري، قابلیت تولید از مواد  سمی بودن یا سمیت پایین، زیست تخریب توان به غیرها میاز جمله این مزیت

پایداري و کارایی در شرایط سخت فیزیکی، قابلیت شکستن و از بین ، ارزان قیمت و تجدیدپذیر، اختصاصیت
هـا توسـط طیـف     بیوسـورفکتانت . ]3[ اشـاره کـرد   بردن امولسیون و فعالیت سطحی و بین سطحی کارامدتر

هـا  ایـن میکروارگانیسـم  . شـوند  ها تولید مـی  ها و انواعی از باکتري ها شامل قارچاي از میکروارگانیسمگسترده
ها و به طور ویژه مخمرها نیز از جملـه   قارچ. ]5 ،4[ ي سوبستراهاي هیدروکربنی هستند کننده عمدتاً مصرف

ها بـازده خـوبی در تولیـد بیوسـورفکتانت در مقایسـه بـا        قارچ. آیندار میشم به  کنندگان بیوسورفکتانتتولید
رسد که ایـن   نظر می به .ها باشد ي سلولی سخت در آن ها دارند و علت این موضوع شاید حضور دیواره باکتري

هـا را   هاي شـیمیایی بـا ایـن بیوسـورفکتانت     ها در صنعت و جایگزینی سورفکتانت استفاده از قارچ زیاد، بازده
هـا   بودن آن GRAS2مزیت بزرگ استفاده از مخمرها در تولید بیوسورفکتانت، ایمن بودن یا . سازد ممکن می

ها انجام شده اسـت،  کتريي باها به وسیله تاکنون مطالعات زیادي بر روي تولید بیوسورفکتانت. ]7 ، 6[ است
نسـبتاً   هاي قارچی کم بوده و تا به حـال تعـداد  ي بیوسورفکتانته مطالعات صورت گرفته در زمینهکدر حالی

 پـژوهش  انجام ایـن  هدف از بر این اساس .]7[ کمی قارچ مولد بیوسورفکتانت شناسایی و معرفی شده است
 اسـتفاده  منظور به سطحی فعال ترکیبات تولید جهت مند در توان و بومی مخمري هايجدایه به یابی دست

در ایـن پـژوهش بـراي اولـین بـار از       .است نفتی بوده هايو لکه ها هیدروکربن به آلوده مناطق سازي پاك در
  . مخمرهاي بومی استفاده شده است

 
  روش تحقیق

  برداري نمونه
 سـانتی  20 تـا  0 عمـق  از قاشـقک اسـتریل   از استفاده آلوده به نفت با رعایت شرایط اسپتیک، با هاي خاك

 بـا  هـا  خـاك  ادامـه  در .شـد  منتقـل  آزمایشگاه به زمان ترین در کوتاه و آوري  منطقه آلوده جمع 8از متري 
- میلـی  5/0 الـک  بـا  آزمایشگاه در هانمونه نهایت در .گشت آسیاب و کوبیده استریل چینی هاون از استفاده

  .شد جداسازي هاآن درشت ذرات و شده متري همگون
  

  هاي خاك آلوده به نفت و گازها از نمونه جداسازي قارچ
منظـور جداسـازي    بـه بـا نفـت خـام     سـازي  کشت گسترده در پلیت و روش غنیدو روش در این پژوهش از 

  .گردید گریز استفاده هاي خاك آلوده به ترکیبات آبورفکتانت از نمونههاي مولد بیوسمخمر

                                                        
3Synthetic fatty alcohol 
4Generally Recognize As Safe 
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 10-4و  10-3، 10-2 ،10-1 هـاي  هـاي خـاك، رقـت   در این روش ابتدا از نمونـه : روش کشت گسترده در پلیت
هـا  نمونـه  1دقیقه با استفاده از همزن مخلوط و سونیکاسـیون  5هاي تهیه شده به مدت  سپس رقت. تهیه شد

ي حاصـل بـر روي    هـاي تیمـار شـده    میکرولیتـر از رقـت   100در نهایت . دستگاه سونیکاتور انجام شدتوسط 
بیوتیک تتراسایکلین با غلظت  حاوي آنتی )PDA2( زمینی دکستروز آگار محیط کشت اختصاصی قارچ سیب

) ن منبـع کـربن  عنـوا  بـه (نفـت خـام   % 1 (w/v)و ) ها جهت جلوگیري از رشد باکتري(گرم بر لیتر  میلی 50
طور یکنواخـت در سراسـر محـیط کشـت      شکل استریل به Lاي ي شیشه انتقال داده شد و با استفاده از لوله

 3گراد گرماگـذاري   درجه سانتی 28در انکوباتور با دماي  روز 7هاي کشت داده شده به مدت  پلیت. پخش شد
  .]8[ شدند

هـاي مولـد   مخمرسـازي   منظـور غنـی   در ایـن پـژوهش بـه   : بـا سوبسـتراي هیـدروکربنی   سازي  روش غنی
عنوان منبع کـربن و تتراسـایکلین    نفت خام به% 1 (w/v)بیوسورفکتانت از محیط کشت بوشنل هاس حاوي 

 250هاي در فلاسک. هاي باکتریایی استفاده گردید گرم بر لیتر براي جلوگیري از ایجاد آلودگی 50با غلظت 
 لیتر محیط کشت مایع بوشنل هـاس اسـتریل و   میلی 50گرم نمونه خاك همگن شده و  5/0لیتري،  میلی

(w/v) 1 %درجـه   28انکوباتور با دماي  ها به مدت دو هفته در شیکراین فلاسک. نفت خام سترون اضافه شد
 لیتر از مایع تخمیر هر فلاسکمیکرو 100ذاري، پس از گرماگ. گذاري شدندگرما rpm 180 و دور گراد  سانتی

نفـت خـام   % 1 (w/v)حـاوي  ) سیب زمینـی دکسـتروز آگـار   ( PDA ي تلقیح، به محیط کشت عنوان مایه به
شکل سـترون، مـایع تلقـیح در سراسـر محـیط کشـت        Lاي ي شیشه سپس با استفاده از لوله. افزوده گردید

  .]9[ گراد گرماگذاري شد  درجه سانتی 28انکوباتور با دماي  در روز 5پخش شده و پلیت حاصل به مدت 
  

 ها ي محیط کشت بوشنل هاس و غلظت آنهاي مورد استفاده براي تهیهنمک .1جدول 
  )گرم بر لیتر(غلظت   نوع نمک

MgSO4.7H2O  2/0  
KH2PO4  1  
K2HPO4  1  

FeCl3  5/0  
NH4NO3 1  

  
- تلقـیح شـده در روش غنـی    PDAهـاي   بعد از گرماگذاري مناسب پلیت: هاي مخمريکولونیسازي  خالص

طور جداگانه بر روي محـیط   ها بههاي مخمري رشد کرده در سطح این پلیتکولونیسازي و کشت گسترده، 
PDA تکراري شناسایی و حذف گردیدند هاي، جدایهکولونیسازي شده و بر اساس شکل ظاهري  خالص .  

  

                                                        
1Sonication  
2Potato Dextrose Agar 

3Incubation 
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  ها کشت و محیط کشت مورد استفاده در غربالگري جدایهتهیه پیش 
هـا در   منظور تلقیح در محیط کشت غربالگري، ابتدا هرکدام از جدایه ها به براي تهیه یک کشت تازه از جدایه

روز در  5ده و بـه مـدت   کشـت داده ش ـ  )PDB)1 زمینـی دکسـتروز بـراث    سیب لیتر محیط کشت میلی 10
هاي مـورد بررسـی    منظور ارزیابی توانایی جدایه به. گراد گرماگذاري گردید درجه سانتی 28انکوباتور با دماي 

لیتـر   میلـی  50لیتـري حـاوي    میلـی  250 درون فلاسـک  لیتر مایع تلقیح میلی 1 در تولید بیوسورفکتانت،
عنـوان منبـع کـربن     به% 5  (v/v)با غلظتوغن خوراکی پسماند رحاوي  2ذکر شده در جدول محیط کشت 
ها حـاوي محـیط کشـت اسـتریل و روغـن      ي شاهد در این آزمایش همانند سایر فلاسک نمونه. تلقیح گردید

درجـه   28هاي تلقیح شده و شاهد در شیکر انکوباتور با دمـاي  فلاسک. بوده، ولی تلقیح در آن صورت نگرفت
   .روز گرماگذاري شدند 9به مدت  rpm 180 و دور گراد  سانتی

  
  ]10[ هاي مولد بیوسورفکتانتترکیبات محیط کشت مورد استفاده در غربالگري جدایه .2جدول 

  ترکیبات محیط کشت
، 1(g/L)ر ي مخم، عصاره5% (v/v) پسماند روغن خوراکی

NaNO3 (g/L) 3 ،KH2PO4 (g/L) 25/0 ،
MgSO4(H2O)7 (g/L) 25/0   

)7pH (  
  

  ها در تولید بیوسورفکتانتجدایهیابی توانایی ارز
 درون فلاسـک درصـد   5به میزان ها در تولید بیوسورفکتانت، تلقیح هر جدایه  منظور ارزیابی توانایی جدایهبه

هـاي  روز گرماگـذاري فلاسـک   9بعـد از  . لیتر محیط کشت انجـام گرفـت   میلی 50لیتري حاوي  میلی 250
لیتـري   میلـی  50هـاي  در فـالکن  ، محتویات هر فلاسکrpm 120و دور شیکر  ºC 30در دماي  تلقیح شده

. توده جدا گردید به این ترتیب زیست. سانتریفوژ گردید g 2630دقیقه با دور  20تمیز ریخته شد و به مدت 
مانـده در   با استفاده از دکانتور روغن باقی. عبور داده شد 1ي سپس مایع تخمیر از کاغذ صافی واتمن شماره

منظور سنجش توانـایی تولیـد    رویی فاقد روغن به مایع تخمیر فاقد سلول جدا گردید و براي هر جدایه مایع
 مـورد بررسـی قـرار گرفـت    فیلم  پارا و هاي گسترش روغنبا استفاده از روشبیوسورفکتانت توسط آن جدایه 

اسـتفاده از  سازي سوبستراهاي هیدروکربنی با  ها در امولسیونهمچنین توانایی مایع تخمیر جدایه .]11،12[
به منظور تایید نتایج پژوهش از آب مقطر،  محـیط   .]14، 13[ مورد بررسی قرار گرفت EI24و  EI1 آزموندو 

  . به عنوان شاهد منفی استفاده شد) مخمر نانوایی(ي غیرمولد  دون میکروارگانیسم و همچنین سویهکشت ب
 15اي تمیز بـا قطـر   لیتر آب مقطر درون یک پلیت شیشه میلی 40در این روش ابتدا : روش گسترش روغن

میکرولیتر نفت خام در مرکز این پلیـت قـرار داده شـد     20 با استفاده از سمپلر سپس. شد متر ریخته سانتی
رویـی   میکرولیتـر از مـایع   10. صورتی که یک لایه نفت خام بر روي سطح آب درون پلیت تشکیل گردید به

                                                        
1 Potato Dextrose Broth 
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کنار زدن . شدحاصل از سانتریفوژ مایع تخمیر هر جدایه در مرکز لایه نفت ایجاد شده در سطح پلیت ریخته 
عنوان شاخصی از تولید بیوسـورفکتانت توسـط آن    نفت و ایجاد هاله با اضافه کردن مایع تخمیر هر جدایه به

  .]11[ جدایه مورد بررسی قرار گرفت
حاصل از سانتریفوژ مایع تخمیر بر روي ي صاف شدهرویی  میکرولیتر از مایع 25در این روش : روش پارافیلم

ي مورد بررسـی،  ورت حضور بیوسورفکتانت در نمونهدر ص. پارافیلم آزمایشگاهی قرار داده شد گریز سطح آب
ي حاصـل   به ایـن ترتیـب پخـش شـدن قطـره      .گرددگریز واکنش داده و پخش می قطره حاصل با سطح آب

صـورت   عنوان شاخصی از وجود بیوسورفکتانت بـه  و آب مقطر به) محیط کشت تلقیح نشده(نسبت به شاهد 
  .]12[ کیفی مورد تحلیل و بررسی قرار گرفت

حاصل از سانتریفوژ  يصاف شده رویی لیتر از مایع میلی EI1، 5گیري شاخص  براي اندازه: EI1 و EI24 روش
 2لیتر تولوئن درون لوله آزمایش ریختـه شـده و محتویـات لولـه بـه مـدت        میلی 5 مایع تخمیر هر جدایه و

 EI1اي اتاق قرار داده شد و شـاخص  ساعت در دم 1سپس این لوله به مدت . گردید دقیقه با دور بالا ورتکس 
یز به همین صورت محاسبه گردید با ایـن تفـاوت کـه در ایـن     ن  EI24شاخص . محاسبه گردید 1طبق فرمول 

ساعت پس از مخلـوط شـدن دو فـاز     24گریز مورد استفاده دیزل بود و شاخص مذکور  روش سوبستراي آب
ي میزان توانایی مایع تخمیـر در مخلـوط کـردن دو    این دو شاخص نشان دهنده .]14، 13[ اندازه گیري شد

  .فاز است

100 × EI1=  

  ي برترشناسایی مولکولی جدایه
تکثیـر   PCRابتـدا ایـن ژن بـه روش    . استفاده گردیـد ITS1  ي برتر از ژن منظور شناسایی مولکولی جدایه به

بـر اسـاس میـزان    . هاي اطلاعاتی مقایسه گردیـد  هاي موجود در بانک کور با توالیسپس توالی ژن مذ. گردید
 .ي برتر صورت گرفـت  ها، شناسایی جدایه هاي شناسایی شده موجود در این بانک شباهت ژن مورد نظر با ژن

 .گردیـد  انتخـاب  شناسـایی  بـراي  سـطحی  فعـال  ترکیبـات  تولیـد  در توانمنـدي  بیشترین با قارچی يجدایه
ایـن   هـاي کولـونی  حاوي PDA پلیت مشاهده با )کولونی رنگ و شکل اندازه، ظاهر،(ماکروسکوپی  رفولوژيمو

ي برتـر، ایـن جدایـه در محـیط کشـت سـیب زمینـی        به منظور شناسایی مولکولی جدایه .شد تعیین جدایه
گـراد گرماگـذاري    درجه سـانتی  28دکستروز براث تلقیح و تا رسیدن به مقدار مناسب زیست توده در دماي 

با سـرم فیزیولـوژي شستشـو    جدا و حاصله با استفاده از سانتریفوژ زیست توده پس از این مدت زمان . گردید
بـا   DNAها صـورت گرفـت و   با روش منجمد کردن با نیتروژن مایع و سپس کوبیدن، شکستن سلول. گردید

در ایـن   .صورت گرفـت  ITS2و  ITS1اي با پرایمرهPCR . کلروفورم جداسازي گردید/روش استخراج با فنول
پرایمرهاي مورد استفاده براي . استفاده گردید ITSژن PCR قارچی برتر از   منظور شناسایی جدایهپژوهش به

ژن تهیه گردید و مطابق بـا دسـتورالعمل شـرکت سـازنده      تکثیر قطعات ژنی در این پژوهش از شرکت سینا
میکرولیتـر   1شـامل    PCR مواد مورد نیاز واکـنش . ر رسانده شدتوسط آب مقطر استریل به غلظت مورد نظ

                                                        
1Internal transcripted spacer 
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از  نـانوگرم  50 ،2پیکـو مـول   10با غلظـت   میکرولیتر پرایمر برگشت 1، 1پیکو مول 10با غلظت  پرایمر رفت
بر اسـاس دسـتورالعمل   ( HQمیکرولیتر بافر  5و  Master mixمیکرولیتر  5/12ژنومی،  DNAمحلول حاوي 
ه     PCRحجم نهایی محلول . ن میکروتیوپ ریخته شددرو) شرکت سازنده با استفاده از آب مقطـر اسـتریل بـ

زمان و دماي واسرشت شدن . صورت گرفت 3تکثیر قطعات در دستگاه ترموسایکلر. میکرولیتر رسانده شد 25
DNA سـه  شـامل   چرخـه  30فرایند تکثیر در . در نظر گرفته شد گراد  سانتیدرجه  94دقیقه و  5ترتیب  به

درجه سانتی گـراد   72ثانیه و  30درجه سانتی گراد  54ثانیه،  30درجه سانتی گراد به مدت  94بازه دمایی 
خـالص  % 1الکتروفورز افقـی بـا ژل آگـارز    محصول به دست آمده با استفاده از . انجام گرفت دقیقه 1به مدت 

مخلـوط شـده و درون چاهـک تزریـق      میکرولیتر رنگ 2با  DNAي میکرولیتر از نمونه 2 به این منظور. شد
شروع به حرکت از قطـب منفـی بـه قطـب مثبـت کـرده و قطعـات         DNAبعد از اعمال ولتاژ مناسب . گردید 

DNA ه       محصول خالص حاصل از الکتروفورز. بر اساس طول از هم جدا گردیدند بـه منظـور تعیـین تـوالی بـ
هـاي موجـود در بانـک ژنـی     این توالی با توالی یردیف همپس از تعیین توالی  .زیست ارسال شد شرکت تکاپو

NCBI صد شباهت شناسایی صورت گرفت و این سویه در بانک میکروارگانیسـم رصورت گرفت و بر اساس د-
  .]15[ هاي دانشگاه تهران ثبت گردید

  
  ي دونويي برتر به روش حلقهایهتعیین میزان کاهش کشش سطحی جد

) فاقـد روغـن  (رویـی   لیتـر از مـایع   میلـی  20مقـدار  براي تعیین میزان کاهش کشش سطحی محیط کشت 
ه درج ـ 25دمـاي نمونـه بـه    . ریختـه شـد  تنسـیومتر  ي دسـتگاه  درون ظـرف نمونـه  حاصل از مایع تخمیـر،  

ور گـردد و   د کـه در مـایع غوطـه   ش اي درون نمونه قرار داده حلقه پلاتینیومی به گونه. رسانده شد گراد  سانتی
نیروي لازم براي جـدا کـردن   . شد از درون مایع به خارج کشیده  ی یکنواختسپس حلقه به آرامی و با سرعت

در نظـر   )نیوتون بر متر( ان کشش سطحیعنو گردیده و به حلقه از سطح مایع توسط دستگاه تنسیومتر ثبت 
دون میکروارگانیسـم و همچنـین   به منظور تایید نتایج پژوهش از آب مقطر، محیط کشت ب .]16[ شد گرفته 
  .به عنوان شاهد منفی استفاده شد) مخمر نانوایی(مولد ي غیر سویه

  
  ي برترکتانت و نمودار رشد جدایهرسم نمودار تولید بیوسورف

 میلی 50لیتري حاوي  میلی 250هاي برتر در فلاسک جدایهمایع تلقیح  لیتر میلی 1به این منظور تلقیح  
گـراد و دور   ي سـانتی درجـه  28گرماگذاري در دمـاي  . صورت گرفتتولید بیوسورفکتانت لیتر محیط کشت 

بیوسـورفکتانت  میـزان  سـاعته سـنجش نسـبی     24در فواصل زمـانی  سپس . صورت گرفت rpm  180شیکر
نمودار تولید بیوسورفکتانت ایـن سـویه رسـم     به این ترتیب. گرفت صورت سترش روغنگتولید شده با روش 

  .گردید

                                                        
1Forward primer 
2Reverse primer  
3Thermocycler  
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  و بحث نتایج
ایـن روش  . رود شـمار مـی   هاي نفتـی بـه   اي براي تیمار آلودگیکنندهسازي زیستی، فرایند بسیار امیدوار  پاك

صـرفه و   نیازمند بـوده، مقـرون بـه   ها داراي مزایاي بسیاري است، چرا که به انرژي کمی  نسبت به سایر روش
 .]17[ زدایی کنـد  هاي سخت را نیز سمتواند آلاینده کند و می باشد، ساختار خاك را حفظ می اقتصادي می
به ترکیبـات   هاي آلوده خاك و آب سازي پاكهاي زیستی براي  کارگیري روش  هاي به ترین چالش یکی از مهم

هـا و در   هاي پلی آروماتیک، در دسترس نبـودن ترکیبـات آلاینـده بـراي سـلول      خصوص هیدروکربن نفتی به
هـاي آب و   کـردن مخلـوط   ها در امولسـیونه  توانایی سورفکتانت. نتیجه سرعت پایین فرایندهاي زیستی است

توانـایی  . شـود  ها در محیط می ي این هیدروکربن هیدروکربن سبب افزایش در دسترس بودن و تسریع تجزیه
ي نـامحلول و   علت تشکیل امولسیون با ترکیبات آلاینده ي زیستی، به ها در افزایش سرعت تجزیه سورفکتانت

ه     علت مزایاي زیاد بیوسـورفکتانت  به .]18[ها است  افزایش میزان در دسترس بودن زیستی آن هـا نسـبت بـ
سـمت   ي گذشـته تحقیقـات بـه    هـا، در دهـه   خصوص زیست سـازگار بـودن آن   هاي مصنوعی به سورفکتانت

 العاده فوق اهمیت به توجه با. ها متمرکز شده استبا بیوسورفکتانتزیستی ترکیبات هیدروکربنی  سازي پاك
بـازده بـالا در تولیـد     بـا  منـد  تـوان  هـاي سـویه  بـه  یـابی  دسـت  حاضـر  الح ـ در ،صنعت در هابیوسورفکتانت
 و هـا  کپـک  هـا،  بـاکتري  شـامل  متنوعی هايمیکروارگانیسم .است برخوردار زیادي اهمیت از بیوسورفکتانت

 بـه  مربـوط  حـوزه  ایـن  در گرفتـه  صـورت  مطالعات اکثر ولی هستند، بیوسورفکتانت تولید به قادر مخمرها
هـا در تولیـد بیوسـورفکتانت و تعـداد کـم مطالعـات        با توجه به پتانسیل بالاي قارچ. ]19[ باشد می ها باکتري

عنـوان یـک    هاي نفتـی بـه   آلودگی سازي پاكزمینه و همچنین کارایی این ترکیبات در  صورت گرفته در این
ي مخمـري بـومی و توانمنـد در تولیـد     دستیابی بـه سـویه  معضل مهم زیست محیطی، هدف از این پژوهش 

  .هاي نفتی تعیین شد سازي زیستی آلودگی منظور استفاده در پاك به بیوسورفکتانت
هـاي فیزیولوژیـک مختلفـی را در     توانـد نقـش   هـا مـی   ، بیوسـورفکتانت  Rosenbergو Ron هـاي بنا به یافتـه 

هـاي مولـد داشـته باشـند     هاي زیادي بـراي میکروارگانیسـم   مزیتها بر عهده داشته باشند و میکروارگانیسم
بـا ایـن    .دهاي متفاوتی پیدا کـر  توان در محیط هاي مولد بیوسورفکتانت را می، بنابراین میکروارگانیسم]20[

گریز، بازده بیشتري در جداسـازي   هاي آلوده به ترکیبات آب و همکاران نشان دادند که خاك Bodourوجود 
در ایـن راسـتا در ایـن    . ]21[ هـاي غیرآلـوده دارنـد    هاي مولد بیوسورفکتانت نسبت به خـاك میکروارگانیسم
  . برداري از مناطق آلوده به ترکیبات نفتی صورت گرفت پژوهش نمونه

هاي مولـد بیوسـورفکتانت عـلاوه بـر روش کشـت سـطحی گسـترده در        در این پژوهش براي جداسازي سویه
گریـز   سازي محیط با ترکیبات آب روش غنی. یزل نیز استفاده شدسازي با نفت خام و د پلیت، از روش غنی

ایـن  . هاي مولد بیوسورفکتانت گزارش شده اسـت به عنوان روشی بسیار مناسب در جداسازي میکروارگانیسم
ي تولیـد   گریـز نشـان دهنـده    روش نوعی غربالگري غیر مستقیم است که در آن رشد بر روي سوبستراي آب

بـا دو روش   نمونه خاك آلوده به نفـت مـورد اسـتفاده در ایـن پـژوهش      8از مجموع . باشد بیوسورفکتانت می
ه   کولـونی ي مخمري متفاوت از لحاظ شکل و رنگ جدایه 22در پلیت  سازي و کشت سطحی گسترده غنی بـ

   .دست آمد
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ي هـا ي جدایـه گر هاي سریع و کارآمد در غربال عنوان روش در این پژوهش روش پارافیلم و گسترش روغن به
ایـن روش عـلاوه بـر    . ابـداع شـد   Morikawaروش گسترش روغن توسـط  . مورد استفاده قرار گرفتند حاصل

عنـوان روشـی    تواند به باشد، می هاي مورد بررسی میي سویه اینکه روشی کیفی و سریع براي غربالگري اولیه
هاي  بر اساس نتایج پژوهش. قرار گیردکمی در سنجش نسبی میزان بیوسورفکتانت تولید شده مورد استفاده 

ي ایجـاد شـده در ایـن روش بـا فعالیـت سـطحی و غلظـت         صورت گرفته ارتباط مستقیمی میان قطـر هالـه  
ي بـا قطـر هالـه    G-13ي بر اساس نتایج به دست آمده جدایه .]22[ سورفکتانت موجود در نمونه وجود دارد

 و در آزمون پـارافیلم نیـز  ) 1شکل (متر توانمندترین جدایه در تولید ترکیبات فعال سطحی بود  سانتی 1/13
ي شاهد روي سـطح پـارافیلم   ي حاصل از مایع تخمیر این جدایه به میزان قابل توجهی نسبت به نمونهقطره

فعالیت سطحی قابـل تـوجهی    KR-01و   KH-02يهمچنین مایع تخمیر دو جدایه). 2شکل (پخش گردید 
نشـان    3ها در جدول یههاي گسترش روغن و پارافیلم براي این جدانتایج آزمون. در این دو آزمون نشان داد

  .داده شده است
  

 نشان "++". هاي مورد بررسیو پارافیلم براي جدایه) قطر هاله(هاي گسترش روغن نتایج آزمون .3جدول 
و ) متر  میلی 10 از مترک( محدودتر پخش ي نشان دهنده "+" ،)رمت  میلی 10 الايب(قطره  گسترده پخش دهنده

  . باشد پارافیلم می سطح روي شاهد يبه نمونه ره نسبتي عدم پخش قطنشان دهنده "-"
 جدایه تولید بیوسورفکتانت جدایه تولید بیوسورفکتانت

 (cm)قطر هاله  آزمون پارافیلم (cm)قطر هاله  آزمون پارافیلم

 - 0 G-14  - 0 SH-03 

+ 8/0  M-5 ++ 5/4  KH-02 

 - 0 G-16 + 6/0  KR-05 

 - 5/0  G-17  - 0 KR-06 

 - 0 G-18 ++ 2/6  KR-01 

 - 0 SR-1 ++ 2.1 M-02 

+ 8/0  G-20  - 0 KH-08 

 - 2/0  BB-2 ++ 3 M-6 

+ 9/0  G-2 ++ 1/13  G-13 

 - 0 G-10 ++  8/1  G-1 

 - 0 G-7  - 0 G-2 
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 اضافه با متر سانتی 1/13 قطر به شفاف ايهاله تولید روغن، گسترش آزمون )کنترل آب مقطر ب )الف .1شکل 
  تخمیر 7 روز در G-13 يکشت جدایه ي حاصل ازتخمیر صاف شدهمایع  کردن

  

  
محیط کشت  )گریز پارافیلم، ب ي آب بر سطح آبآب؛ عدم پخش شدن قطره) الف: آزمون پارافیلم .2شکل 

گریز واکنش  ؛ قطره مورد نظر با سطح آبG-13ي جدایه همایع تخمیر صاف شد )بدون تلقیح قارچی، ج و د
  .گرددمی داده و پخش

 

متر و  سانتی 1ي بالاتر از قطر هالهبا (جدایه  6 هاي گسترش روغن و پارافیلمبر اساس نتایج حاصل از تست
در مرحله بعد، توانایی مـایع تخمیـر   . ها انتخاب شدي آزمایشبراي ادامه) متر میلی 10ي بالاي پخش قطره
زایـی مـورد    هـاي ظرفیـت امولسـیون   وکربنی بـا آزمـون  هاي هیدرسازي سوبسترا ها در امولسیوناین جدایه

هـا متناسـب بـا غلظـت     محاسـبه شـده در ایـن روش   هـاي  میـزان هـر یـک از شـاخص    . بررسی قرار گرفـت 
هـا  زایی این جدایـه  نتایج حاصل از آزمون بررسی فعالیت امولسیون. بیوسورفکتانت موجود در هر نمونه است

بیشـترین   G-13ي بر اساس نتایج بـه دسـت آمـده جدایـه     .شده استذکر  4در جدول  EI24و  EI1به روش 
 G-1و  KR-01 ،KH-02 ،M-6 ،M-02هـاي  سازي را نشان داد و پس از آن جدایه میزان خاصیت امولسیون

  .به ترتیب بیشترین تا کمترین میزان فعالیت امولسیفیه کنندگی را نشان دادند
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  ي برتر حاصل از غربالگري اولیه جدایه 9ی کنندگ بررسی فعالیت امولسیون .4 جدول

  
مندترین جدایه در تولیـد ترکیبـات فعـال در     به عنوان توان G-13ي در نهایت جدایه ،بر اساس نتایج حاصل

نشان داد این جدایـه بـا میـزان شـباهت      ITSشناسایی مولکولی این جدایه با پرایمرهاي . سطح انتخاب شد
هـاي  در کلکسـیون میکروارگانیسـم   UTMC 5046بوده و با کد دسترسـی   .Rhodotrula spمتعلق به % 99

نیوتن بـر متـر    میلی 40بر اساس تعاریف کاهش کشش سطحی تا زیر . )3شکل ( گردید دانشگاه تهران ثبت
گیري کشـش سـطحی بـراي مـایع تخمیـر        اندازه. ]9[ شودمعیاري از تولید بیوسورفکتانت در نظر گرفته می

نیوتون بر متر کـاهش   میلی 26ویه قادر بود کشش سطحی را به میزان ي منتخب انجام گرفت و این سسویه
روزه و با استفاده از آزمون گسـترش   3هاي زمانی سنجش تولید بیوسورفکتانت توسط این سویه در بازه .دهد

بـر   .روز رسـم گردیـد   12روغن انجام گرفت و نمودار تولید بیوسورفکتانت براي سویه مذکور طی مدت زمان 
گرماگـذاري صـورت    9در روز  .Rhodotrula spي ، بیشترین میزان تولید توسط سـویه 4نمودار شکل اساس 
  . گرفت

  
 UTMC 5046 يسویه کولونی) ب() × 40بزرگنمایی (و شکل میکروسکوپی  )الف( تصویر کلی .3شکل 

Rhodotrula sp.  

 EI24درصد  EI1درصد   جدایه  ردیف
1  KH-02 43%  20%  
2  KR-01 60%  20%  

3  M-02 3/25%  0  
4  G-1 19%  0  
5  M-6 40%  0  
6  G-13 100%  100%  
  %0  0 )آب(شاهد   7
  %0  %10  )محیط کشت تلقیح نشده(شاهد   8
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 )v/v(در محیط کشت پایه نمکی حاوي  .UTMC 5046 Rhodotrula sp نمودار تولید بیوسورفکتانت توسط .4شکل 
  روز 12عنوان منبع نیتروژن طی  عصاره مخمر به 1/0%(w/v) عنوان منبع کربن و  به سرخ شدهروغن % 5

  
 منتخـب  يسـویه  مقـالات،  در گـزارش شـده   مقـادیر  بـا  تحقیـق  ایـن  در آمـده  دسـت  بـه  نتایج مقایسه با

Rhodotrula sp. UTMC 5046 متر، سانتی 1/13 میزان به روغن گسترش آزمون در شفاف ياهاله تولید با 
 دهد؛ کاهش نیوتن بر متر میلی 26 میزان به را محیط سطحی کششقادر است  بوده و بیوسورفکتانت مولد

 .است قابل توجه هاي مولدبراي سویه گزارش شده مقادیر با مقایسه سطحی در کشش کاهش میزان این که
 عنوان به C. echinulate ی قارچ يو همکاران، سویه Andradeتوسط  شده انجام یقتحق در مثال عنوان به

-هاله قطر و داده کاهش بر متر نیوتن میلی 36 میزان را به کشت محیط سطحی کشش بیوسورفکتانت مولد
و همکـاران،   Yinبر اساس گـزارش   .]23[ گردید متر گزارش سانتی 7/4روغن،  گسترش آزمون از حاصل ي

نیـوتن   میلی 9/33با تولید رامنولیپید کشش سطحی را به میزان  Psuedomonas aeruginosa S6ي سویه
هـاي مولـد   کننـدگی مـایع تخمیـر جدایـه     فعالیـت امولسـیفیه   در این پژوهش. ]24[ دهدر متر کاهش میب

در آزمـون  . مورد بررسی قرار گرفـت  EI24و  EI1یز با استفاده از آزمون گر بیوسورفکتانت بر روي ترکیبات آب
EI1  وEI24 100 میـزان  بـه (هاي پایداري به ترتیب با تولوئن و دیـزل   ي برتر، امولسیونمایع تخمیر سویه (%
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محاسبه شده بـراي   EI24بیشترین میزان شاخص  و همکاران Bentoدر پژوهش انجام شده توسط . تولید کرد
و مربـوط  % 4/18گریز  عنوان سوبستراي آب هاي مولد بیوسورفکتانت با استفاده از دیزل بهیع تخمیر سویهما

% 48هـاي مولـد نیـز    محاسبه شده براي کنسرسیوم این سویه EI24میزان شاخص . بود Bacillus cereusبه 
بـا اسـتفاده از    subtilis Bacillus ي بـراي سـویه   24EIامانی و همکاران نیز میزان شاخص  .]25[ گزارش شد

  ].26[ گزارش کردند% 75نفت خام را 
 

  گیري نتیجه
با کاهش کشش سـطحی بـه میـزان     .Rhodotrula spي منتخب سویهژوهش حاصل از این پبر اساس نتایج 

ده توسط ایـن  اي توانمند در تولید بیوسورفکتانت بوده و بیوسورفکتانت تولید شسویهنیوتون بر متر  میلی 26
مشاهده شـده   EI24شاخص  که به صورتی هاي نفتی داردي هیدروکربنساز در امولسیونسویه توانایی بالایی 

تولید بیوسورفکتانت توسط این اولین گزارش از  ،بر اساس اطلاعات ما این گزارش. بود% 100اي این سویه بر
 صـورت سویه مخمري در داخل کشور بوده و سایر پژوهش هاي انجـام شـده داخـل کشـور روي بـاکتري هـا       

لات ض ـیکـی از مع امروزه آلودگی هاي هیدروکربنی ناشی از صنعت نفت در مناطق خشکی و آب  .گرفته است
با توجه به پتانسیل بالاي این سـویه در تولیـد بیوسـورفکتانت و امولسـیون     . مهم زیست محیطی کشور است

 سـازي  پـاك اي ارزشمند و مناسب در جهـت  به عنوان گزینهتواند  سازي ترکیبات هیدروکربنی، این سویه می
  .هاي نفتی معرفی شودمناطق آلوده به نفت و لکه
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