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Abstract 

Introduction: Due to the advantages of biosurfactants such as low environmental toxicity, 
biological degradation, and effectiveness in wide ranges of pH and temperature, the industrial 

production of them has been significantly increased. Bioremediation is the strategy of reducing 

or eliminating petroleum compounds using microorganisms that are capable of decomposing 

petroleum hydrocarbons by producing biosurfactants. The purpose of this study was to 
investigate the biosurfactant production and bioremediation of crude oil by the isolated 

bacterium from Isfahan Oil Recovery plant activated sludge. 

Materials and methods: Quantitative and qualitative methods of screening such as hemolysis 

in blood agar medium, oil distribution, oil degradation, oil emulsification and surface tension 

reduction measurements were used for the detection of biosurfactant production. The bacterium 

was identified by biochemical tests and 16S rRNA sequencing. Residual petroleum 

hydrocarbons were analyzed using gas chromatography (GC-MS) analysis. 

Results: The results from analysis of the composition by thin layer chromatography and Fiore 

infrared analysis showed that the produced biosurfactant had rhamnolipid content. The isolated 

bacterium was identified Pseudomonas Sp. The Pseudomonas sp. that was isolated from 

activated sludge of the oil refinery plant in Isfahan was able to produce rhamnolipid 
biosurfactant and decreased the surface tension of crude oil down to 27 mN/m. Gas 

chromatography analysis showed the removal of 80.45% of petroleum hydrocarbons within 20 

days by the isolate. Methanoic acid accounts for 23% of the remarkable produced compounds. 

Discussion and conclusion: The results of this study showed that the BA3 isolate was capable 
of producing the most biosurfactant and also the decomposition of crude oil hydrocarbons. 

Therefore, it has the ability to be used in bioremediation, crude oil decomposition and 

elimination of the environmental pollutions from oil industries. Also, the produced methanoic 

acid can be used as an antibacterial substance in animal feed. 

Key words: Rhamnolipid Biosurfactant, Pseudomonas, Crude Oil Bioremediation, Methanoic 

Acid.
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 کیدهچ

بودن در م دودۀ وسیعی از اسیدی ه و دما پذیری زیس ی و مؤثرها م ایایی نظیر سمیت کم، تخریببیوسورفک انت م دم :
پالایی، راهبرد کاهش یا حذف رو، اس  اد  از آنها اف ایش چشمگیری یاف ه است. زیستدهند و ازاینرا از خود نشان می

ها های ن  ی را از طریق تولید بیوسورفک انتتوانایی تج یۀ هیدروکربنترکیبات ن  ی با اس  اد  از ری موجوداتی است که 
شد  از پالایی ن ت خام به کمک باک ری جداسازیدارند. هدف پژوهش حاضر، بررسی تولید بیوسورفک انت و زیست

 لجن فعا  پالایشگا  ن ت اص هان است.

گری ماننیید همییولی  در کمّییی و کی ییی لربییا  هییایتشییخیت تولییید بیوسییورفک انت از طریییق روش همما:مممواد و رو 
کنندگی و کشیش های پیراکنش ن یت و فروپاشیی رولین، سینجش فعالییت امولسییوندار، روشکشت آگار خونم یط

های شناسایی شد. باقیمانیدۀ هییدروکربن 16S rRNAهای بیوشیمیایی و تعین توالی ژن سط ی انجام شد. باک ری با آزمون
 بررسی شدند. (GC-MS)لیل به روش کروماتوگرافی گازی ت ون  ی با تج یه

سینجی تبیدیل فورییۀ زك و طیفنایۀ فی لااتوگراموکرهای ا اس  اد  از روشفک انت برسی ماهیت بیوسورن ایج بر: نتایج
شناسیایی سیودومونا  ی اسیت. جداییۀ باک رییایی میدنظر، لیپیدع رامنونومادون قرم  نشان دادند بیوسورفک انت مدنظر از 

شد  از لجن فعا  پالایشگا  ن ت اص هان توانسیت بیوسیورفک انت جداسازی سودومونا شد. در پژوهش حاضر، باک ری 
ت لیل کرومیاتوگرافی گیازی، وم ر کیاهش دهید. تج ییهبرنییوتنمیلی 27ی را تولید کند و کشش سط ی را تا لیپیدرامنو

 23اسیید بیه مقیدار روز نشیان داد. م انوییک 20اسطۀ این جداییه را طیی وهای ن  ی بهدرصد از هیدروکربن 45/80حذف 
 درصد از ترکیبات درخور توجه تولیدی بود.

توانایی تولید بیش رین بیوسورفک انت و همچنین تج یۀ ن یت خیام را  3BAن ایج نشان دادند جدایۀ  گیری:بحث و نتیج 
هییای خییام و رفییو آلودگیپالایی، تج یییۀ ن تتوانیید در زیسییتزابودن، اییین سییویه میاز تأیییید لیربیمییاریدارد و پیی 

دام کیاربرد  شیکل میادۀ ضیدمیکروبی در لیذایشد  بهاسید تولیدزیست در اثر صنعت ن ت اس  اد  شود. م انوییکم یط
 دارد.

 اسیدپالایی ن ت خام، م انوییک، زیستسودومونا  ی،لیپیدبیوسورفک انت رامنو های کلیدی:واژه

https://bjm.ui.ac.ir/article_24515.html
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 .م دم 

های م یطی بییا پسییا ای زیسییتهامییروز ، آلییودگی

ای صینع ی هصنع ی و لجن فعا  مقادیر زیادی از آلایند 

(؛ بخشییی از اییین 1کننیید )زیسییت آزاد میرا در م یط

ها در اثییر فعالیییت ری موجییوداتی کییه در آ  و آلاینیید 

خییاك وجییود دارنیید یییا در اثییر عوامییل فی یکییی حییذف 

زیسیت تجمیو م یط شوند، اما بخیش عمیدۀ آنهیا درمی

ها (. آلایند 2یابند که برای سلام ی انسان مضر است )می

سییازی نشییوند، کننیید و چنانچییه پاكدر خییاك ن ییو  می

(. 3شیییوند )هیییای زیرزمینیییی میسیییبب آلیییودگی آ 

سازی فی یکی و شیمیایی ازنظر اق صیادی های پاكروش

بومی هر آسییان نیسیی ند، ولییی اسیی  اد  از ری موجییودات 

در پییالایش زیسیی ی ن ییت خییام از طریییق تولییید منطقه 

صرفه ازنظیر اق صیادی بهها، روشی مقرونبیوسورفک انت

 هیییای دوگانیییهها، مولکو . بیوسیییورفک انت(2)اسیییت 

در تشکیل میسل ن مکااکه انیید گری یدوسییت و آ آ 

یژگی وت را دارنیییید. وبا قطبیت م  از فاحدفاصییییل دو 

ها سیبب پذیری زییاد بیوسیورفک انتسمیت کم و تج یه

سط ی بینو سط ی کشیییش کاهش شیییود اعمیییا  می

بییییدون ن را مولسیوواتشکیل میکرت و درن یجییییه، مایعا

هییا زیسییت انجییام دهنیید. باک ریرسییاندن بییه م یطآسیب

تر تبیدیل شید  را تج ییه و بیه میواد سیاد ن ت امولسیون

کننییید. پییییالایش زیسیییی ی ن ییییت خییییام از طریییییق می

کنیید، روشییی هییا تولییید میبیوسییورفک ان ی کییه باک ری

 .(4)صرفه در صنعت است بهمقرون

 

 .هامواد و رو 

هییای مولیید منظور جداسییازی باک ریبییه گیری:نمونمم 

برداری از کنندۀ ن یت خیام، نمونیهبیوسورفک انت و تج یه

م ری حوضیچۀ لجین فعیا  پالایشیگا  سان ی 20تا  5سطح 

دقیقییه و  78درجییه و  32ن ییت اصیی هان )طییو  جیرافیییایی 

دقیقییه( انجییام شیید و  50درجییه و 51عییرج جیرافیییایی 

درجیۀ  4هیای دردار اسی ریل و در دمیای ها در ظرفنمونه

ها بیا گراد به آزمایشگا  من قل شدند. اسییدی ۀ نمونیهسان ی

 30، آمریکییا در دمییای Eco20COND ،HACHدسیی گا  

 و هدایت الک ریکی آنها برابر 06/8برابر گراد درجۀ سان ی

 گیری شد.م ر انداز سان یبرمیکرومو  1522

 همما:سممازی باکتریسممازیج جداسممازی و خال غنی.

گیرم  2شیامل  MSM)1(کشت حداقل پاییۀ نمکیی م یط

O27H 4MgSO ،2  4گییییرمSO2)4(NH ،001/0  گییییرم

O27H4FeSO ،01/0 گیییرمO 22H 2CaCl ،5/1  گیییرم

4PO2KH ،5/1  گرمO212H 4HPO2Na  درصید  1حاوی

گیرم بیر  8607خام پالایشگا  ن ت اص هان با چگالی ن ت 

م رمکعب )تنها منبو کربن و انرژی( در اسیدی ۀ برابیر سان ی

سیییازی و منظور لنیلی یییر آ  مقطیییر بیییهمیلی 1000در  7

کننیدۀ های مولد بیوسورفک انت و تج یهجداسازی باک ری

لی یر لجین فعیا  میلی 10ار برد  شید. مقیدار ک ن ت خام به

 1حیاوی  MSMکشیت پالایشگا  ن ت اصی هان بیه م یط

 7مدت سازی بهمنظور لنیدرصد ن ت خام اضافه شد و به

دوردردقیقییه(  120گراد )درجییۀ سییان ی 30روز در دمییای 

سیازی پینج مرتبیه و بیه فواصیل گذاری شد. لنیگرمخانه

کشیت سازی روی م یطزمانی یک ه  ه و سپ ، خالت

MSM ( 4آگار انجام شد.) 

 های مولمممد بیوسمممورفکتانت:گری جدایممم غربممما .

های همولی  خون، پراکنش ن ت، فروپاشی رولین، آزمون

گیری کنندگی )آمی نییدگی( و انییداز فعالیییت امولسیییون

ترتیب زییر ها بیهگری جدایهمنظور لربا کشش سط ی به

منظور تولیییید ها اجیییرا شیییدند: بیییهبیییرای تمیییام جداییییه

شد  طبیق اسی اندارد نییم های لربا بیوسورفک انت، جدایه

درصییید  1حیییاوی  MSMکشیییت ه م یطفارلنییید بیییمک
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 30روز در دمیای  7میدت ( تلقییح و به7خام )اسیدی ۀ ن ت

گییذاری دوردردقیقییه( گرمخانه 120گراد )درجییۀ سییان ی

 8500دقیقییییه در  15مییییدت کشییییت بهشییییدند. م یط

دقیقیییه سیییان ری یوژ و میییایو روییییی بیییرای تولیییید دردور

م آزمیون منظور انجیا(. بیه6و  5بیوسورفک انت جیدا شید )

ها، کلنیی همولی  خون و بررسی فعالیت همولی یکی جداییه

 5دار )کشیت آگیار خیونطور مج ا در م یطهر جدایه به

درصد حجم/حجم خون دفیبرینۀ گوسی ندی( کشیت داد  

گراد درجیۀ سیان ی 37سیاعت در دمیای  24مدت شد و به

منظور انجام آزمیون پیراکنش (. به7گذاری شد. )گرمخانه

مقطیر درون پلییت ریخ یه و سیپ   لی ر آ میلی 30ن ت، 

 10خام بیه مرکی  پلییت افی ود  شید و میکرولی ر ن ت  20

میکرولی ر م لو  روییی حاصیل از سیان ری یوژ روی لاییۀ 

ن  ی در سطح پلیت اضافه شد و می ان پراکنش سطح ن ت 

اسی ریل حیاوی   MSMکشیتدر پلیت بررسی شد؛ م یط

منظور (. بیه6در نظر گرف ه شد ) ن ت خام برای شاهد من ی

میکرولی ر م لو  روییی  10انجام آزمون فروپاشی رولن، 

ای خانییه 96هییای پلیییت حاصییل از سییان ری یوژ بییه چاهک

میکرولی ر پیارافین اضیافه شید و تیویین  100اس ریل حاوی 

اس ریل حیاوی  MSM کشتبرای شاهد مثبت و م یط 80

رف ه شد. چنانچه قطرۀ ن ت خام برای شاهد من ی در نظر گ

شید، ام ییاز من یی بیه کروی در سطح پیارافین تشیکیل می

شید  بیه تیه چاهیک شد و اگر قطرۀ اضافهچاهک داد  می

شد، ام ییاز مثبیت بیرای من قل یا از حالت کروی خارج می

منظور انجییام (. بییه7شیید )نمونییۀ مییدنظر در نظییر گرف ییه می

تودۀ یسیییتکنندگی، اب یییدا زآزمیییون فعالییییت امولسییییون

 8500باک رییییایی بیییه کمیییک سیییان ری یوژ بیییا سیییرعت 

 MSMکشییت دقیقییه از م یط 15مییدت دقیقییه بهدوردر

لی یر میلی 2درصد ن ت خام حذف شد و سیپ ،  1حاوی 

لی یر میلی 2همیرا  بیا م لو  روییی حاصیل از سیان ری یوژ 

دقیقیه  2های جداگانه ریخ ه شد. هر لوله خام در لوله ن ت

طور سیاعت بیه 24میدت تک  شد و سیپ  بهشدت وربه

سییاکن در دمییای م یییط قییرار داد  شیید؛ ارت ییاع ناحیییۀ 

گیری و نسبت ارت اع ناحیۀ شد  در هر لوله انداز امولسیون

شید  بیه ارت یاع کیل میایو درون لولیۀ آزمییایش، امولسیون

کنندگی برای هر جداییه در نظیر گرف یه شاخت امولسیون

برای شاهد من یی در نظیر  اس ریل MSMکشت شد. م یط

  (.7گرف ه شد )

E24=
حج   یۀ امولسیون

حج  کل مایع
×100 

گیری کشیش سیط ی بیه روش ورقیۀ منظور انداز به

آمد  از سیان ری یوژ دستلی ر مایو رویی بهمیلی 50فل ی، 

 KRUSS Model: K20 Easu)روی دس گا  تنسییوم ر 

Dyne)  از برخورد ورقیۀ فلی ی دسی گا  گذاش ه شد؛ پ

به سطح مایو در پلیت دس گا ، مییانگین کشیش سیط ی 

ثانییه سینجش م یوالی بیا دسی گا  گی ارش شید؛  10طی 

حیاوی  MSMکشت برای شاهد مثبت و م یط 80تویین 

خام بدون ری موجود برای شاهد من یی در درصد ن ت  1

شید  داد ایشنظر گرف ه شد. میانگین کشیش سیط ی نم

های شیاهد مثبیت و من یی روی ص  ۀ دسی گا  بیا نمونیه

های ن دیک بیه شیاهد مثبیت ان خیا  مقایسه شد و نمونه

 (.8شدند )

جدایییۀ مییدنظر در  ترسممی  منحنممی ردممد جدایمم :

درصیید ن ییت )تنهییا منبییو  1حییاوی  MSMکشییت م یط

 120کیییربن و انیییرژی( کشیییت و در دمیییای م ییییط )

دانسی ۀ نوری م ییط در زمیان دوردردقیقه( هوادهی شد. 

سیاعت و سیپ   96ص ر و در فواصل زمانی دوساع ه تیا 

روز رشید نمییایی  25سییاع ه طیی در فواصیل زمیانی شش

 620جدایییه بییا دسیی گا  اسییپک روف وم ر در طییو  مییوج 

 (.9نانوم ر خواند  شد )
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جدایییۀ ان خییابی بییر اسییا   اسممتاراب بیوسممورفکتانت:

 1حیاوی  MSMکشیت  یطفارلند بیه ماس اندارد نیم مک

 15، 10، 7، 5میدت طور جداگانه بهدرصد ن ت تلقیح و به

 120گراد )درجیییییۀ سیییییان ی 30روز در دمیییییای  20و 

گذاری شد. آزمیون پیراکنش ن یت دقیقه( گرمخانهدوردر

طیی روزهیای رشید یادشید ، معییاری سیاد  و مهیم بیرای 

بررسی بیش رین بیوسورفک انت تولیدشد  از جدایۀ من خب 

منظور اسیی خراج ف ییه و انجییام شیید؛ سییپ  بییهدر نظییر گر

روز در  7مییییدت بیوسییییورفک انت، جدایییییۀ من خییییب به

 30درصد ن یت و در دمیای  1حاوی  MSMکشت م یط

گذاری شد؛ دوردردقیقه( گرمخانه 120گراد )درجۀ سان ی

 15مییدت سییان ری یوژ به های بییاک ری بییاآن، سییلو ازپیی 

گراد درجیۀ سیان ی 4ی دوردردقیقیه و دمیا 8500دقیقه در 

آوری شید. میی ان اسییدی ۀ حذف شدند و مایو رویی جمو

میدت تنظییم و به 2مولار برابر با  1اسید مایو با کلریدریک

گراد نگهداری شد؛ درجۀ سان ی 4روز در دمای یک شبانه

بیه هیای کلروفیرم و م یانو  )سپ  بیه حجیم برابیر، حلا 

ه مرتبییه شس شییو بییا اضییافه شییدند و طییی سیی( 1:2نسییبت 

های یادشد ، فاز آبی دور ریخ ه و فاز آلی جدا شید. حلا 

گراد تبخیر شیدند درجۀ سان ی 45ها در آون و دمای حلا 

ای تییر  و قیوام چیر  بیا و فراوردۀ نهایی بیه رنیق قهیو 

دسییت آمییید. عنییوان بیوسییورفک انت خیییام و فعییا  بیییه 

 (.8آمد  وزن شد )دستبیوسورفک انت خشک به

ایین روش بیرای  :(TLC) 2کروماتوگرافی  یمۀ نماز 

تعیین ماهیت بیوسورفک انت تولیدشد  اس  اد  شید. مقیدار 

شیید  از جدایییۀ گییرم بیوسییورفک انت اس خراجمیلی 500

 10لی ر حلا  کلروفرم حیل و سیپ ، میلی 500ان خابی در 

 silica)میکرولی ر آن روی کالذهای سیلیکاژ  اس اندارد 

gel 60F254 plates)  هیای بارگذاری شید. سیسی م حلا

رف یییه شیییامل )کلروفرم/م یییانو /آ ( بیییه نسیییبت کاربه

(v/v65/15/2بود. معرف نین )( 100گیرم در  5/0هیدرین 

لی ر اس ون بدون آ ( برای پییدایش بخیش لیپییدی و میلی

اسیید و لی یر سول وریکمیلی 5گیرم در  1معرف آن رون )

طیور رای پییدایش بخیش قنیدی بیهلی ر اتیانو ( بیمیلی 95

 (.9کار برد  شدند ) جداگانه روی کروماتوگرام به

 :IR)-(FT 3سممنجی تیممدیل فوریممۀ مممادون  رمممزطیف
شناسایی ماهیت بیوسورفک انت جدایۀ من خیب بیا دسی گا  

سیینجی تبییدیل فوریییۀ مییادون قرمیی  انجییام شیید. طیف

بروماید همرا  با پیودر پ اسییمشد  بیوسورفک انت اس خراج

 Bruker FT-IRخشییییک و خییییالت در دسیییی گا  

spectrometer with KBr disks, Dresden, Germany 
قییرار داد  شیید  cm0400-450-1شیید  در بییا امییواج تنظیم

(10.) 
سنجش میمزان حم ن نفمت بم  رو  سمنجش کمل 

های ن  یی باقیمانید  هییدروکربن محتوای هیمدروکربنی:

روز  20و  15، 10، 5از بررسی حذف ن یت خیام طیی پ 

 MSMکشیت لی یر م یطمیلی 10رشد جدایۀ من خیب در 

دوردردقیقییییه(  120درصیییید ن ییییت خییییام ) 1حییییاوی 

 یییط سیینجید  شییدند؛ سییپ  شیید  در دمییای منگهداری

روز رشید  20به رین زمیان بیرای حیذف ن یت خیام طیی 

های ن  یی جدایۀ من خب در نظر گرف یه شید. هییدروکربن

کشت با هگ ان نرما  اس خراج شدند و باقیماند  در م یط

دقیقیه  15مدت از سان ری یوژ بهمی ان جذ  نوری آنها پ 

م ر دوشیعاعی دوردردقیقه با دس گا  اسیپک روف و 8500در 

( در طیو  میوج UV2600))TCC 240Aفرابن ش  -مریی

نییانوم ر تعیییین و للظییت کییل م  ییوای هیییدروکربنی  420

 (.4ها با نمونۀ شاهد مقایسه شد )جدایه

سنجش ح ن نفت بم  رو  کرومماتوگرافی گمازی 

منظور تأیید می ان حیذف به :MS)-(GC 4اسپکترومتر جرمی

ن یییت بیییه کمیییک جداییییۀ برتیییر در مرحلیییۀ پییییش، 

کشت بیا نمونیۀ شیاهد های باقیماند  در م یطهیدروکربن

 Agilent Technologies 5975 inert MSDدر دس گا  

with triple-Axis Detector Biosystem-USA 
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آلمیان( بیه  -نونان )مركسنجید  و مقایسه شدند. هپ ام یل

لی ر برای اسی اندارد درونیی در درمیلیمیکروگرم 79ر مقدا

-DPهیای سی ون دس گا  کروماتوگرافی گازی بیا ویژگی

5MS  م یر بیا گیاز میلی 25/0م ر و قطر داخلیی  60به طو

دقیقه به کار گرف ه شد. درم رمیلی 1حامل هلیوم و سرعت 

 50برنامۀ دمایی دس گا  به شرح زیر اجرا شد: دمای آلیاز 

دقیقه در نظر گرف ه شد؛ سپ   3مدت گراد بهجۀ سان یدر

درجییۀ  280درجییه در هییر دقیقییه تییا  10دمییا بییا سییرعت 

میکرولی ر از نمونیه در دمیای  2گراد اف ایش یافت و سان ی

 (.11و  4گراد به دس گا  ت ریق شد )درجۀ سان ی 260

منظور شناسیایی بیه دناسایی اولی  و مولکولی جدایم :

هیییای ماکروسیییکوپی و ۀ میییدنظر، ویژگیاولییییۀ جدایییی

هییای بیوشیییمیایی انجییام میکروسییکوپی بررسییی و آزمون

بیه  DNAمنظور شناسایی مولکولی جدایۀ مدنظر، شدند. به

ای ( و واکینش زنجییر 11روش جوشاندن اس خراج شید )

و  R1492پلیمراز با اس  اد  از ج ت آلازگرهای عمیومی 

F27  با اس  اد  از آن یمDNA  پلیمرازTa  )سیناژن، اییران(

 (.12انجام شد )

 

 .نتایج

همممای مولمممد سمممازی و غربمممالکری باکتریخال .

جدایییۀ باک ریییایی م  ییاوت  7تعییداد  بیوسممورفکتانت:

های مولید گری سیویهسازی شیدند. ن یایج لربیا خالت

های همولی  خیون، پیراکنش بیوسورفک انت برای آزمون

کنندگی ن یییت، فروپاشیییی رولییین، فعالییییت امولسییییون

 1گیری کشش سیط ی در جیدو  )آمی ندگی( و انداز 

به یرین  3BAبیه ن یایج، جداییۀ شیوند. باتوجهمشاهد  می

سیاعت پی   48سویۀ مولد بیوسورفک انت شناسایی شد. 

همییولی  نیوع ب ییا در  از کشیت در آزمیون همییولی  خیون،

( و A، 1مشیاهد  شید )شیکل  3BAاطراف کلنی جداییۀ 

 5/0از دو روز گرماگییذاری بییه قطییر هالییۀ همییولی  پیی 

م ر رسید. در آزمون پراکنش ن ت، اف ودن م لو  سان ی

رویی حاصل از سان ری یوژ سبب ایجاد ناحییۀ شی اف در 

( و قطیر ناحییۀ B، 1سطح لایۀ ن  ی در پلیت شد )شیکل 

م ر سیان ی 5/5کرد، برابر با  ایجاد 3BA افی که جدایۀ ش

گیری شد. در آزمون فروپاشی رولن، شاهد من یی انداز 

در سطح پارافین قرار گرفت و شاهد مثبت به ته چاهیک 

های سقوط کرد؛ مشابه این حالت بیرای برخیی از جداییه

باک رییییییایی مشیییییاهد  شییییید. در آزمیییییون فعالییییییت 

واسیطۀ جداییۀ شید  بهۀ امولسیونکنندگی، ناحیامولسیون

3BA  شکل(1 ،C به ) درصید و پاییدارتر از  5/40مقیدار

گیری کشش ها مشاهد  شد. در آزمون انداز سایر جدایه

سط ی بر اسا  ن ایج دس گا  تنسیوم ر، بیش رین کیاهش 

 27بیییه مقیییدار  3BAکشیییش سیییط ی بیییرای جداییییۀ 

 .م ر گ ارش شد.برنیوتنمیلی

 
 جدایۀ باک ریایی 7منظور بررسی تولید بیوسورفک انت توسط گری ثانویه بهن ایج لربا  -1جدو  

 شاهد 1BA 2BA 3BA 4BA 5BA 6BA 7BA آزمون                                            جدایه

     م ر(سان ی5/0) Α م ر(سان ی5/0)   Β م ر(قطر همولی  خون )سان ی

 - 5/0 8/2 1/1 4/1 5/5 8/0 0 م ر(پراکنش ن ت )سان ی

 - - + - + + - + فروپاشی رولن

 - 21 26 - 12 5/40 2 10 کنندگی ن ت خام )درصد(امولسیون

 44 39 8/30 29 8/37 27 37 4/38 م ر(برنیوتنکشش سط ی)میلی

 ن یجۀ مثبت. ن یجۀ من ی، +. -
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. A ؛3BAهای بیوسورفک انت جدایۀ برخی ویژگی -1شکل 

 کنندگی. فعالیت امولسیونC. پراکنش ن ت، Bهمولی  ب ا، 
 

ترسی  منحنی ردد جدایۀ برتر مولد بیوسمورفکتانت 

)3(BA:  3روز، جدایییۀ  25از پییBA  از فییاز نمییایی رشیید

 (.2خارج و وارد فاز سکون شد )شکل 

 

 
 3BAمن نی رشد جدایۀ  -2شکل 

 
اسممتاراب بیوسممورفکتانت از جدایممۀ برتممر مولممد 

شیید  در بیوسییورفک انت اس خراج :BA)3(بیوسممورفکتانت 

شود و وزن خشک آن بیرای جداییۀ مشاهد  می 3شکل 

3BA  گیری شد.درلی ر انداز گرم 12برابر با 

 

 
 3BAشد  از جدایۀ بیوسورفک انت اس خراج -3شکل 

ن ایج بررسی  :(TLC)نتایج کروماتوگرافی  یۀ ناز  

در  3BAواسطۀ جدایۀ شد  بهماهیت بیوسورفک انت تولید

رنق در اثر اسپری بیا ایدهندۀ لکۀ قهو این آزمون نشان

رنییق در اثییر اسییپری بییا هیییدرین و لکییۀ زردمعییرف نین

معییرف آن ییرون بییود. ن ییایج نشییان دادنیید بیوسییورفک انت 

شیید  حییاوی ترکیبییات لیپیییدی و کربوهیییدراتی اس خراج

 (.4است )شکل 

 

 
شد  روی کالذ بارگذاری 3BAبیوسورفک انت جدایۀ  -4شکل 

 کروماتوگرافی لایۀ نازك

 

: (FT-IR)سنجی تبدیل فوریۀ مادون قرم  ن ایج طیف

 cm-1های کششیی و خمشیی در م یدودۀ ت سیر ارتعاش

 ایین( به 5)شکل  3BAبیوسورفک انت جدایۀ  4000-450

به گیرو   cm3511-1ترتیب بود که باند پهن و کششی در 

هییای گییرو  هیدروکسیییل آزاد و ارتعاش O-Hعییاملی 

cm-هییای مربییوط بییود. مقییدارهای جییذ  در طییو  موج

هییای دهندۀ ارتعاشترتیب نشییانبییه cm2922-1و  12992

 3CHو  2CHهیای عیاملی مربوط به گرو  )-(CHکششی 

های موجییود در طییو   اتیییک بودنیید. جییذ زنجیییرۀ آلی

ترتیب وجییییود بییییه cm1155-1و  cm1656-1هییییای موج

را اثبیییات کردنییید؛  -C-O-C-)و ) (C=O-)هیییای گرو 

دهندۀ بانیید نشییان cm1712-1در ناحییۀ  طیور جییذ همین

 مربوط به گرو  کربونیل بود. (-C=C-)اشباع لیر
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 3BAبیوسورفک انت جدایۀ  IR-FTن ایج آزمون  -5شکل 

 

سنجش میزان ح ن نفمت بم  رو  سمنجش کمل .

مقایسییۀ للظییت کییل م  ییوای  محتمموای هیممدروکربنی:

توانیایی  3BAدهد جداییۀ ها نشان میهیدروکربنی جدایه

ها دارد بیش رین درصید حیذف ن یت خیام را بیین جداییه

 (.2)جدو  

 
 هاواسطۀ جدایهپالایی ن ت خام بهمقایسۀ بازد  زیست -2جدو  

 هانمونه
روز رشد  20از حذف ن ت خام )درصد( پ 

 نانوم ر 420ها در طو  موج جدایه

1BA 30/45 درصد 

2BA 48/50 درصد 

3BA 45/80 درصد 

4BA 20/48 درصد 

5BA 30/74 درصد 

6BA 21/70 درصد 

7BA 79/41 درصد 

 

سنجش میزان ح ن نفت ب  رو  کرومماتوگرافی .

های باقیماند  ن ایج سنجش هیدروکربن :(GC-MS)گازی 

بیرای جداییۀ  MS-GCبا دس گا   MSMکشت در م یط

3BA   مشیاهد   6و شیکل  3در مقایسه با شاهد در جدو

 3BAطور کییه در طیییف جرمییی جدایییۀ شییوند. همییانمی

(، ارت ییاع و سییطح زیییر اکثییر 6شییود )شییکل مشییاهد  می

ها نسیبت بیه نمونیۀ شیاهد کیاهش یاف یه اسیت کیه پیک

دهندۀ حییذف ترکیبییات هیییدروکربنی ن ییت خییام نشییان

بیا  3واسطۀ جدایۀ مدنظر است. ترکیباتی که در جدو  به

بییه نمونییۀ شییاهد اند، نسییبت نمییایش داد  شیید  Rحییرف 

مشییخت  Pانیید؛ ترکیبییاتی کییه بییا حییرف کییاهش یاف ه

نمایش داد   Uاند؛ ترکیباتی که با حرف اند، تولیدیشد 

انیید یییا حییذف کشییت کییاهش نیاف هاند، در م یطشیید 

 Lانیید؛ ترکیبییاتی کییه بییا حییرف اند و بییاقی ماند نشیید 

اند، کاهش کم ری را نسبت به نمونۀ شیاهد مشخت شد 

سینجی ت لیل با دس گا  طیفواند. ن ایج تج یه نشان داد

دهنییید یکیییی از ترکیبیییات ارزشیییمند جرمیییی نشیییان می

شید  از لجین جداسازی 3BAواسیطۀ جداییۀ تولیدشد  به

 23اسید به مقیدار فعا  پالایشگا  ن ت اص هان، م انوییک

 درصد است.

ن یایج شناسیایی اولییۀ جداییۀ  :3BAدناسایی جدایمۀ 

3BA   اند.نشان داد  شد  4در جدو 

شیید  در طییو  مییوج اس خراج DNAنسییبت جییذ  
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دهندۀ بیود کیه نشیان 86/1نانوم ر برابر با عدد  280/260

 DNAاسیییت. تکثییییر  DNAدرصییید خلیییو  زییییاد 

بیا اسی  اد  از آلازگرهیای  3BAشد  از جداییۀ اس خراج

بیا  PCRسبب تشیکیل م صیو   F27و  R1492عمومی 

 5/1ج یت بیاز روی ژ  آگیارز  1500انداز  باند برابر با 

 (.7درصد شد )شکل 

 
 در مقایسه با شاهد 3BAواسطۀ جدایه پالایی ن ت خام بهبازد  زیست -3جدو  

Peak 

number 
Change of Compounds 

Retention

Time 

Relative 

Abundance 
(control) (%) 

Biodegradation 

Efficiency(BA3 

Strain) (%) 

Chemical 

Formula 

Molecular 

Weight(g/mol) 

1 Butane, 2-iodo-2-methyl R 14/094 4 90 C5H11 197/9905 

2 Tridecane R 14/312 8 98 C13H28 184/37 

3 Nonahexacontanoic acid R 14/561 3 93 C69H138O2 999/861 

4 Decane R 14/722 3 98 C20H42 282/547 

5 Tetradecane R 15/013 9 97/5 C17H36O 256/4671 

6 Oxalic acid P 15/112 0 10 C13H24O4 244/321 

7 Hydroxy ethyl quinolin R 15/485 11 71 C20H42 282/5475 

8 Pentadecane R 15/732 53 60 C15H30 210/405 

9 Dodecane, 1-fluoro P 15/845 0 20 C12H25F 188/33 

10 Sulfurous acid, butyl tridecyl P 16/512 0 28 s3O36H17C 320/532 

11 Naphthalene, 1,6,7-trimethyl R 16/211 15.5 83 C16H34 226/448 

12 Dodecane, 2-methyl-8-propyl- R 16/549 32 96 36H17C 240/48 

13 Pentadecane, 2,6,10-trimethyl P 17/502 0 24 C18H38 254/502 

14 Pentacosane R 17/913 38 77 C25H52 352/69 

15 Heptadecane L 18/131 95 12 C20H42 282/5475 

16 Heneicosane R 18/987 70 89 C24H50 338/65 

17 Methanoic acid P 20/027 0 23 HCOOH 40/025 

18 Tricosane R 20/113 53 60 54H26C 366/718 

19 Heneicosane U 22/233 70 0 C24H50 338/65 

L= Less reduced, U= Un-removed, P= Product, R= Reduced 
 

 

 
 در مقایسه با شاهد 3BAبرای جدایه  MS-GCبا دس گا   MSMکشت های باقیماند  در م یطوت لیل هیدروکربنمقایسۀ تج یه -6شکل 

 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C69H138O2&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C15H30&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C17H36&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C16H34&sort=mw&sort_dir=asc
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 3BAن ایج شناسایی اولیۀ جدایۀ  -4جدو  

 باسیل، گرم من ی آمی ی گرمشناسی، رنقریخت

 + اکسیداز

 + کاتالاز

 + بلوم یلنرشد در ایوزین

 من یکلنی درشت، لاک وز  آگارکانکیرشد در مک

 + آمی ی کپسو رنق

TSI K/K ،گاز من ی ،S2H من ی 

IMViC 
من ی،  MRاندو  من ی،

VPمن ی، سی رات مثبت 

 + آزاور 

 + احیای نی رات

 +، + لیپاز، لس یناز

 

 
با آلازگرهای  3BAجدایۀ  PCRالک روفورز م صو   -7شکل 

 ج ت بازی 1500و مشاهدۀ باند  F27و R1492عمومی 

 

با  BLASTآمد  از تکثیر ژن در برنامۀ دستتوالی به

های موجود انطبیا  داد  شید و ارزییابی مولکیولی توالی

را تأیییید  5سییودومونا شیید ، جیین  بییاک ری جداسازی

توانایی سودومونا  کرد. ن ایج مطالعۀ حاضر نشان دادند 

های تولید بیش رین بیوسیورفک انت و تج ییۀ هییدروکربن

 دارد.ن ت خام را 

 

 گیریبحث و نتیج 

هییای تییرین جن یکییی از مهم سییودومونا  جیین 

هیای شیود. باک ریم سیو  می 6خانوادۀ سودوموناداسه

شیکل، مسی قیم ییا ایموجود در ایین جین  همگیی میله

فست و بیدون اسیپورند. کمی من نی، گرم من ی لیراسید

ها با ییک ییا تعیدادی فیلاژ  قطبیی حرکیت این باک ری

های صیینع ی و مییواد کننیید و در خییاك، آ ، پسییا می

هیای (. در پژوهش11شیوند )آلی درحا  فساد یافیت می

ولیدکننییییدگان مخ لییییف، اییییین بییییاک ری یکییییی از ت

ها بیوسییورفک انت م سییو  شیید  اسییت. بیوسییورفک انت

علت داشی ن قابلییت ها بیهدهند و میسیلمیسل تشکیل می

م لیییو  در آ ، زیییاد در افییی ایش حلالییییت میییواد کم

ها بییر (. بیوسییورفک انت15-13ای دارنیید )اهمیییت ویییژ 

اسا  ساخ ار شییمیایی و منشیأ میکروبیی بیه پینج گیرو  

های سییبک شییوند کییه بیوسییورفک انتاصییلی تقسیییم می

عبارتنیییید از: گلیکولیپییییید، رامنولیپییییید، لیپوپپ ییییید و 

های سییینگین دو دسییی ۀ فسییی ولیپیدها و بیوسیییورفک انت

ترین ای دارنییید. گلیکولیپییییدها عمییید پلیمیییری و  ر 

. (16)اند اند کییییه تولییییید شیییید هاییبیوسییییورفک انت

ها توانییایی کییاهش کشییش کلی بیوسییورفک انتطوربییه

سیییییط ی ییییییا قیییییدرت بینسیییییط ی و کشیییییش 

های مخ لیف کنندگی، پ انسیل کاربرد در زمینهامولسیون

ها، ازجملیه صیینایو شییمیایی، ن ییت، پ روشییمی، شییویند 

سازی، فراینید حیذف فلی ات م صولات آرایشی، رنق

هیای های ن  ی و سیایر حوز سنگین، حذف هیدروکربن

هایی کییه (. در مطالعییه15و  14فناوری را دارنیید )زیسییت

هیای مولید بیوسیورفک انت از ا هدف جداسازی باک ریب

اند، فعالییت همولی ییک معییاری منابو م یطی انجام شد 

های مولید بیوسیورفک انت در برای جداسازی اولیۀ سیویه

کیه طوری(؛ به17و  16نظر گرف ه و بررسی شید  اسیت )

و همکییاران در سییا   7در مطالعیۀ مشییابهی کییه خواجییوی

های مولید بیوسیورفک انت باک ریبرای جداسازی  2016

انجام دادند، بررسی فعالیت همولی ییک بیرای جداسیازی 
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(. ازآنجاکیه کیاهش 8اولیۀ ری موجودات اسی  اد  شید )

ترین معییار ترین و اصیلیکشش سط ی م یط رشد مهم

شییود، بییرای اثبییات تولییید بیوسییورفک انت م سییو  می

از  گری اولییه در پیژوهش حاضیر، تعیدادیاز لربا پ 

های باک ریایی ان خا  شدند و این آزمیایش بیرای جدایه

ها در تولییییید بررسییییی و تأیییییید تییییوان اییییین جدایییییه

های موجیود بیوسورفک انت و سپ  تج ییۀ هییدروکرین

( 2017و همکیاران ) 8در ن ت خام اس  اد  شید. پارتیپیان

های مشییابهی را در اییین زمینییه بییرای جداسییازی مطالعییه

(. 1انیید )سییورفک انت انجییام داد هییای مولیید بیوباک ری

پژوهشگران دیگر نی  وجود بیوسیورفک انت رامنولیپییدی 

انیید؛ بییرای گیی ارش کرد  سییودومونا را در بییاک ری 

و همکیییاران طیییی پژوهشیییی کیییه در  9نمونیییه، رحمیییان

انجییییام دادنیییید، تولییییید بیوسییییورفک انت  2010سییییا 

را گیی ارش کردنیید  سییودومونا واسییطۀ رامنولیپیییدی به

و همکیاران در  10زاد ای که تنمچنین در مطالعه(؛ ه11)

باسیییلو  های بییومی انجییام دادنیید، جدایییه 2018سییا  

و  12اسییییی افیلوکوکو  همولی یکیییییو ، 11سیییییریو 

بیوسیییورفک انت را تولیییید  13سیییودومونا  آیروژینیییوزا

کردند و نشان داد  شید تولیید ایین نیوع ترکیبیات فعیا  

 سییط ی ارتبییاط مسیی قیمی بییا جییذ  و تج یییۀ مییواد

هیدروکربنی ن ت خیام موجیود در منیاطق آلیود  دارد و 

درن یجه سبب پیالایش زیسی ی ن یت خیام از ایین منیاطق 

در مطالعییییۀ یادشیییید ،  12Jشییییود. جدایییییۀ بییییومی می

ت لیل بیا وشناسایی شد و تج ییه سودومونا  آیروژینوزا

دسیی گا  کرومییاتوگرافی گییازی بییرای سیینجش حییذف 

درصید طیی  42های ن ت خام، مقدار حذف هیدروکربن

(. در 18روز رشد را برای این جدایۀ بیومی نشیان داد ) 7

پییژوهش حاضییر مشییخت شیید تولییید بیوسییورفک انت 

واسییطۀ جدایییۀ درلی ییر بهگرم 12رامنولیپیییدی بییه مقییدار 

ارتباط مس قیمی با تج ییۀ میواد هییدروکربنی  3BAی بوم

روز رشید در  20درصید طیی  45/80ن ت خام به مقیدار 

کشییت حییداقل پایییۀ نمکییی دارد و باعیی  پییالایش م یط

شییود. در زیسیی ی مقییدار درخییور تییوجهی ن ییت خییام می

و همکیاران در  14پژوهش دیگیری کیه حیاجی م میدی

نت انجیییام دادنییید، مقیییدار بیوسیییورفک ا 2017سیییا  

سییییودومونا  رامنولیپیییییدی تولیدشیییید  از بییییاک ری 
درلی ییر گیی ارش گرم 2برابییر  ATCC28793آیروژینییوزا 

شیید و ن ییایج اییین پییژوهش نشییان دادنیید بیوسییورفک انت 

سازی ن ت خام سنگین به میی ان رامنولیپیدی سبب سبک

ترتیب، مقایسییۀ این(؛ بییه19شییود )درخییور تییوجهی می

ژوهش حاضییر نشییان هییای یادشیید  بییا ن ییایج پییگ ارش

مولد مقدار درخور تیوجهی  سودومونا دهد باک ری می

بیوسورفک انت رامنولیپییدی در حضیور ن یت خیام )تنهیا 

بییه ن ییایج پییژوهش منبییو کییربن و انییرژی( اسییت. باتوجه

حاضر و مقایسۀ آن با ن یایج سیایر پژوهشیگران، بیاک ری 

شیید  از لجیین فعییا  جداسازی 3BAسییویه  سییودومونا 

ن ت اص هان مولد بیوسورفک انت رامنولیپییدی  پالایشگا 

(؛ از سیوی دیگیر، تولیید 10و  7م ید و ارزشمند اسیت )

تجاری ایین نیوع بیوسیورفک انت بیا اسی  اد  از کم یرین 

پیذیر و قیمت دیگر امکانهای معدنی و منابو ارزاننمک

تر از صییییییرفهبهازنظییییییر اق صییییییادی بسیییییییار مقرون

(؛ 16یایی اسیییت )قیمیییت شییییمهای گرانسیییورفک انت

علت منشییأ زیسیی ی، همچنییین اییین بیوسییورفک انت بییه

پذیر اسیییت و رهاشیییدن آن در م ییییط، تخریبزیسیییت

ت لیل بیا وکند. تج ییهم یطی ایجاد نمیآلودگی زیست

دس گا  کرومیاتوگرافی گیازی بیرای سینجش ترکیبیات 

کشیت حیداقل پاییۀ نمکیی ن ت خام باقیمانید  در م یط

، مقییدار 3BAسییویۀ  مونا سییودوروز رشیید  20طییی 

دهید؛ درصد حیذف ترکیبیات ن  یی را نشیان می 45/80



 

 

 91 و همکاران یسادات نقو سهین  /...اسید سنج جرمی و تولید م انوییکطیف -مطالعۀ تج یۀ ن ت خام با کروماتوگرافی گازی

 

 

رو، ارتبیییاط مسییی قیمی بیییین پیییالایش زیسییی ی ازایییین

هیییای ن یییت خیییام و تولیییید بیوسیییورفک انت آلودگی

رامنولیپیدی به کمک این ری موجودات بومی در منیاطق 

آلود  به ن ت وجود دارد و تولید تجاری بیوسیورفک انت 

ویژ  ی و اسی  اد  از آن در صینایو مخ لیف بیهرامنولیپید

شیود. منظور پالایش زیس ی پیشنهاد میدر صنعت ن ت به

شد  در اثیر تج ییۀ زیسی ی ن یت بیه اسید تولیدم انوییک

ترین عضیو گیرو  ، سیاد 3BAسویۀ  سودومونا کمک 

سییت کییه در نیییش حشییراتی ماننیید اسیدهاکربوکسیلیک

شیکل شود؛ این ترکیب بیشی ر بهمورچه و زنبور یافت می

هیا اسی  اد  مادۀ نگهدارند  و ضدمیکروبی در لیذای دام

اسییید روی علییف شییود. پاشیییدن مقییداری از اییین می

شیید  از پوسیییدگی آن جلییوگیری و تییا حیید خشکتاز 

اسیید کنید. م انوییکزیادی مواد مییذی آن را ح یم می

هییا در بییرای جلییوگیری از فسییاد لییذای زمسیی انی دام

 (.20شود )های ب رگ اس  اد  میدامداری

 

 سپاسکزاری

نویسندگان مقالۀ حاضر از معاونت م  رم پژوهشی و 

شیییگا  میکروبیولیییوژی دانشیییگا  آزاد کارکنیییان آزمای

گذاش ن امکانات اسلامی، واحد فلاورجان برای دراخ یار

 کنند. دس گاهی سپاسگ اری می
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