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Background and Objectives: The global shift toward sustainable agriculture has intensified 

interest in environmentally friendly alternatives to conventional chemical inputs. 

Biofertilizers, which exploit beneficial microorganisms and their secondary metabolites, play 

a critical role in improving nutrient availability, solubility, and uptake efficiency in plants. 

Among these metabolites, biosurfactants—surface-active compounds of microbial origin—

have attracted increasing attention due to their high biodegradability, low toxicity, and 

production from renewable resources. These characteristics make biosurfactants promising 

substitutes for synthetic surfactants in both agricultural and environmental applications. In 

agricultural systems, biosurfactants contribute to soil quality improvement by enhancing the 

solubilization of hydrophobic compounds, increasing the bioavailability of micronutrients 

such as iron and phosphorus, and facilitating the mobilization of heavy metals. These 

properties are particularly relevant in contaminated or nutrient-deficient soils, where 

biosurfactants can support phytoremediation processes and improve plant growth under stress 

conditions. Anionic biosurfactants, especially rhamnolipids, are of particular interest because 

of their strong surface activity, metal-chelating capacity, and compatibility with soil–plant 

systems. Despite their considerable potential, the practical application of biosurfactants is 

constrained by the limited availability of efficient, high-yield microbial producers, 

particularly indigenous strains adapted to harsh or contaminated environments. Systematic 

screening and comparative evaluation of biosurfactant-producing bacteria are therefore 

essential to identify promising candidates for future development of biofertilizers and nano-

biofertilizer formulations. The present study aimed to isolate, screen, and characterize 

indigenous bacterial strains from olive oil mill waste and petroleum-contaminated soils, with 

a specific focus on identifying efficient producers of anionic biosurfactants using a 

combination of qualitative, semi-quantitative, chromatographic, and molecular approaches. 

 Materials and Methods: Soil and waste samples were collected under sterile conditions from 

olive oil mill residues in Tarom region and from petroleum-contaminated soil at Pond No. 

4 of the Shahid Tondguyan Oil Refinery, Tehran. Samples were transported to the laboratory 

under cooled conditions and subjected to an enrichment process in mineral salt medium 

supplemented with 3% (v/v) vegetable oil as the sole carbon source. Enrichment was 

conducted at 30 °C with shaking at 120 rpm over three successive cycles, totaling 21 days. 

Following enrichment, serial dilutions were prepared and plated on blood agar medium. 

Isolates exhibiting alpha or beta hemolysis were selected and purified on tryptic soy agar. 

A total of 30 bacterial isolates were retained for further analysis. Hemolytic activity was 

evaluated by measuring colony diameter and hemolytic zone, and the halo-to-colony ratio 

was calculated. To specifically screen for anionic biosurfactant production, isolates were 

tested on CTAB–methylene blue agar, and complex formation around colonies was 

recorded. Biosurfactant production was further assessed in liquid biosurfactant-forming 

broth, after which cell-free supernatants were obtained by centrifugation. Oil spreading and 

drop collapse assays were performed as indicators of surface tension reduction. Thin-layer 
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chromatography (TLC) was used for preliminary chemical characterization of 

biosurfactants. Extracted compounds were separated using chloroform–methanol–water 

solvent systems and visualized with phenol–sulfuric acid, ninhydrin, and iodine reagents to 

detect glycolipid, lipopeptide, and lipid components, respectively. Molecular identification 

of the four most promising isolates was carried out by amplification and sequencing of the 

16S rRNA gene. Phylogenetic analysis was performed using the Maximum Likelihood 

method with the Tamura–Nei model, and statistical analyses were conducted using one-way 

ANOVA and Duncan’s multiple range test at a 5% significance level. 

 
Results: Analysis of variance revealed significant differences among the isolates for all 

evaluated traits at the 1% probability level. All 30 isolates exhibited hemolytic activity, with 

halo-to-colony ratios ranging from 1.28 to 2.90. Isolate 23 showed the highest hemolytic 

index, while isolate 21 displayed the lowest value. However, only approximately 23% of 

the isolates formed visible complexes on CTAB agar, indicating the production of anionic 

biosurfactants. The halo-to-colony ratio in this assay ranged from 1.42 to 2.23, with isolate 

28 exhibiting the highest anionic biosurfactant activity. Oil spreading diameters varied 

widely, from 3.46 to 50.6 mm. Isolates 19 and 17 demonstrated significantly greater oil 

displacement compared to other isolates, reflecting superior surface tension–reducing 

capability. Drop collapse assay results showed droplet diameters ranging from 3.93 to 14.8 

mm, with more than 73% of isolates outperforming the distilled water control. A significant 

positive correlation was observed between CTAB complex formation and both oil spreading 

and drop collapse assays, whereas hemolytic activity did not correlate significantly with 

other traits. TLC analysis revealed distinct biosurfactant profiles among the superior 

isolates. Isolates 17 and 23 reacted positively with all three detection reagents, suggesting 

the production of polymeric lipo-glyco-protein biosurfactants with strong emulsifying 

properties. Isolate 19 showed positive reactions with phenol–sulfuric acid and iodine, 

indicating glycolipid biosurfactants, likely rhamnolipids. Isolate 28 reacted with phenol–

sulfuric acid and ninhydrin, suggesting mixed carbohydrate–peptide biosurfactants. 

Phylogenetic analysis identified isolate 17 as closely related to Klebsiella sp., isolates 19 

and 28 as members of the genus Pseudomonas, and isolate 23 related to Microbacterium 

paraoxydans. 

Conclusion: This study demonstrated substantial diversity among indigenous bacterial isolates 

in terms of biosurfactant production, chemical composition, and functional performance. 

While hemolytic activity served as a useful preliminary screening tool, it was insufficient 

for identifying anionic biosurfactant producers without complementary assays. Indigenous 

Pseudomonas isolates exhibited the highest surface activity and glycolipid production 

potential, whereas Klebsiella and Microbacterium isolates primarily produced polymeric 

biosurfactants with strong emulsifying properties. The strong agreement between 

chromatographic profiles, functional assays, and phylogenetic identification highlights the 

importance of an integrated screening strategy. Overall, isolates 17, 19, 23, and 28 represent 

promising candidates for further optimization and development of biosurfactant-based 

biofertilizers and bioremediation agents. These findings provide a solid foundation for 

future studies focusing on production optimization, molecular characterization, and 

application of indigenous biosurfactants in sustainable agriculture and environmental 

management. 
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  پژوهشیمقاله 

 و یتونز پسماند از حاصل بیوسورفکتانت تولیدکننده هایباکتری اولیه شناسایی و غربالگری

 نفتی هایهیدروکربن به آلوده هایخاک

1مهران کامرانی و 1، سپیده السادات جمالی*1علی عبادی
 

 (، کرج، ایران.NSTRIای )ای، پژوهشگاه علوم و فنون هستهکشاورزی هستهپژوهشکده  1

 15/10/1404دریافت:  02/12/1404پذیرش: 

 چکیده
 یبوم یهاهیسو ییشناسا هستند. ستیزطیو حفاظت مح یگسترده در کشاورز یبا کاربردها یفعال سطح یستیز باتیترک هاوسورفکتانتیب

دف این پژوهش ه است. ستیزطیو مح یدر کشاورز باتیترک نیا فناورانهستیز یمهم در توسعه کاربردها یگام وسورفکتانت،یب دکنندهیتول

یپژوهش، باکتر نیبود. در ا یهیدروکربنترکیبات های آلوده به های جداشده از محیطشناسایی و ارزیابی توان تولید بیوسورفکتانت در باکتری

و  یجداساز ینفت یهادروکربنیآلوده به ه یهاو خاک تونیاز پسماند ز یانتخاب یسازیبه روش غن وسورفکتانتیب دکنندهیبالقوه تول یها

های فیزیکوشیمیایی شامل همولیز خون، تشکیل کمپلکس در ای از آزمونسازی اولیه، مجموعهپس از جداسازی و خالص شدند. یسازخالص

ها توان گری توان کاهش کشش سطحی انجام شد. تمامی جدایهو پاشش قطره برای غربال ، آزمون پخش نفتCTAB محیط آگار آبی حاوی

تا  46/3بودند. دامنه پخش نفت بین   CTABمحیط در آنیونی کمپلکس تشکیل به قادر درصد 23همولیز مثبت نشان دادند، اما تنها حدود 

که بالاترین توان پاشش بالاترین مقادیر را نشان دادند، درحالی( PX944925) 19و ( PX944924) 17های متر متغیر بود و سویهمیلی 6/50

ها را در چهار سویه منتخب مشخص کرد؛ بود. تحلیل کروماتوگرافی لایه نازک ترکیب بیوسورفکتانت( PX944927) 28قطره مربوط به سویه 

ترکیبات  28گلیکولیپیدهای مشابه رامنولیپید و سویه  19سویه  ترکیبات لیپوگلیکوپروتئینی،( PX944926) 23و  17های که سویهطوریبه

و   Klebsiella،Pseudomonas هایجنس به سویه چهار این داد نشان نیز فیلوژنتیکی شناسایی. کردند تولید پپتیدی–مختلط قندی

Microbacterium الایی پها برای کاربرد در زیستاین جدایهپوشانی نتایج ساختاری و عملکردی بیانگر پتانسیل بالای تعلق دارند. هم

 .های بومی استکودهای مبتنی بر بیوسورفکتانتها و توسعه زیستهیدروکربن

 .انتبیوسورفکت تولید گریغربال سودوموناس، بومی، هایسویه مولکولی، شناسایی بیوسورفکتانت، های کلیدی:هژوا
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 مقدمه
توجه جهانی به توسعه پایدار در کشاورزی 

باعث شده است که استفاده از مواد سبز و دوستدار 

جایگزین ترکیبات شیمیایی پرخطر شود.  ستیزطیمح

کارآمد و  زادمایهگیری از کودهای زیستی با بهره

ها، با ها، از جمله بیوسورفکتانتهای ثانویه آنمتابولیت

افزایش حلالیت، تحرک و فراهمی زیستی عناصر 

غذایی، نقش مؤثری در بهبود جذب عناصر معدنی 

فعال  باتیکتر هاوسورفکتانتیبکنند. توسط گیاه ایفا می

 هامسیکروارگانیهستند که توسط م یستیز یسطح

 یسطحنیو ب یکشش سطح توانندیو م شوندیم دیتول

 لیبه دل باتیترک نیرا کاهش دهند. ا

ا ب یو سازگار نییپا تیسم ،یریپذبیتخرستیز

 ،یدر کشاورز یاگسترده یکاربردها ط،یمح

در این میان، . ارندمختلف د عیو صنا ستیزطیمح

 عنوانبهشیمیایی  -زیستیمرکب  یتوسعه کودها

های افزایی میان نهادهامکان هم های نوین تلفیقی،سامانه

میکروبی، کودهای شیمیایی و فناوری نانو را فراهم 

ساخته و با افزایش کارایی مصرف عناصر غذایی و 

محیطی، مسیر گذار های زیستکاهش تلفات و آلودگی

 & Lahijiد )کنبه کشاورزی پایدار را تقویت می

Rejali, 2025; Khoshru et al., 2025 .)در این 

 منشأ اب سطحی فعال ترکیبات، هامیان، بیوسورفکتانت

 همچون هاییویژگی دلیل به، میکروبی

 از ولیدت قابلیت و اندک سمیت بالا، پذیریتجزیهزیست

 رایب مناسب هایجایگزین عنوان به تجدیدپذیر، منابع

-Pacwa) اندشده مطرح شیمیایی هایسورفکتانت

Płociniczak et al., 2011; Garg et al., 2025 .)

اهمیت این ترکیبات در کشاورزی زمانی دوچندان 

شود که بهبود تغذیه گیاه، افزایش قابلیت دسترسی می

زا مورد به عناصر غذایی و نیز کنترل عوامل بیماری

                                                           
1 Rhamnolipids 
2 Surfactin 

 های کاربردترین حوزهیکی از اصلی. توجه قرار گیرد

ها در بهبود کیفیت خاک است. این بیوسورفکتانت

توانایی بالایی در افزایش حلالیت ترکیبات  ترکیبات

های نفتی و همچنین در هیدروفوب مانند آلاینده

نقش  ترتیبسازی فلزات سنگین دارند و بدیندسترس

 کنندایفا می زیست پالاییاساسی در فرآیندهای 

(Singh et al., 2007; Pacwa-Płociniczak et al., 

سازی و در کلاته هاعلاوه بر این، توانایی آن(. 2011

تشکیل میسل موجب افزایش دسترسی گیاه به عناصر 

شود که این امر مصرفی چون فسفات و آهن میکم

مستقیماً بر افزایش رشد و کارایی فتوسنتز گیاهان 

 ,.Singh et al., 2018; Stacey et al) اثرگذار است

 ویژههی، بهای آنیوندر این میان، بیوسورفکتانت(. 2008

ها نشان پژوهش. ای دارنداهمیت ویژه، 1رامنولیپیدها

سازی فلزات سمی لاند که این ترکیبات در حلاداده

مؤثر هستند و حتی بسیار  آهن و روی، سرب مانند

در حذف این عناصر از محیط  درصد ۷0بازدهی بالای 

 (.Garg et al., 2025) گزارش شده است

م بر مستقیها علاوه بر اثرات بیوسورفکتانت

 زنی یسفرریزو-محیط خاک و گیاه، در تعاملات گیاه

 توانایی تقویت با هاآن. دارند کلیدی نقش

 هاییامکپ و حرکت بیوفیلم، تشکیل در هاریزوباکتری

 یشهر موفق کلونیزاسیون برای را شرایط سلولی، بین

این امر (. Nihorimbere et al., 2012) کنندمی فراهم

در نهایت منجر به افزایش دسترسی گیاه به مواد مغذی 

شود. از های محیطی میو نیز افزایش تحمل به تنش

ها بیوسورفکتانت زیست کنترلیسوی دیگر، اثرات 

زا اثبات های بیماریها و باکتریویژه در مهار قارچبه

اند رشد شده است. به عنوان مثال، لیپوپپتیدها توانسته

نیز  2سورفاکتینهای عامل آنتراکوز را مهار کنند و قارچ

های دفاعی در ذرت، مقاومت گیاه با القای تولید آنزیم
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 ,.Borah et al) ها را افزایش داده استدر برابر بیماری

2016; Ali et al., 2022 .)ها ترکیب این ویژگی

ه ها در کشاورزی نموجب شده است که بیوسورفکتانت

 عنوانکننده خاک بلکه بهعوامل اصلاح عنوانتنها به

ابزارهای بالقوه برای ارتقای سلامت گیاه و افزایش 

ویژه عملکرد محصول مورد توجه قرار گیرند. به

های آنیونی به دلیل بار منفی سطحی، بیوسورفکتانت

های خاک و گیاه دارند و در سازگاری بالایی با سیستم

مغذی، بهبود  کاربردهایی نظیر افزایش جذب مواد

ری زا پتانسیل چشمگیریزوسفر و کنترل عوامل بیماری

های با وجود این مزایا، چالش. انداز خود نشان داده

ترین موانع، مهمی نیز وجود دارد. یکی از اصلی

های بومی میکروبی است شناسایی و جداسازی سویه

الا ها را با بازدهی بکه توانایی تولید بیوسورفکتانت

در  این ویژگیمند نظام سهیو مقا یابیارزباشند. داشته 

ر د یدیکل یگام ،ییایمختلف باکتر یهاگروه انیم

 ییکارا نیشتریبرتر با ب یهاهیو انتخاب سو ییشناسا

 یستیز یدر توسعه کودها یکاربرد لیو پتانس یستیز

 ,.Khosravi et al) شودیمحسوب م دینسل جد

محیطی، ترکیب خاک و علاوه بر این، شرایط  .(2025

توانند بر میزان و نوع بیوسورفکتانت نوع آلودگی می

بنابراین، غربالگری دقیق و  ؛تولیدی تأثیر بگذارند

های امیدبخش در این حوزه اهمیت انتخاب سویه

بر همین اساس، هدف مطالعه حاضر . اساسی دارد

های باکتریایی جداشده از تمرکز بر غربالگری سویه

های آلوده به نفت منابعی مانند پسماند زیتون و خاک

است. این منابع به دلیل غنای زیستی و حضور 

وانند تهای سازگار با شرایط سخت، میمیکروارگانیسم

د مبستری مناسب برای یافتن تولیدکنندگان کارآ

 ونتیپسماند زهای آنیونی باشند. بیوسورفکتانت

و  کیفنول ،یآل باتیاز ترک یمنبع غن کیعنوان به

                                                           
3 Thin Layer Chromatography 
4 Enrichment 

رشد و انتخاب  یبرا یبستر مناسب ،یدیپیل

و  دروفوبیه باتیسازگار با ترک یهاسمیکروارگانیم

 نی. در اشودیمحسوب م وسورفکتانتیب دکنندهیتول

در کنار  تونیاز پسماند ز هایباکتر یمطالعه، جداساز

انجام شد تا  ینفت یهادروکربنیهآلوده به  یهاخاک

متفاوت در تنوع و عملکرد  کینقش منشأ اکولوژ

در  .ردیقرار گ یمورد بررس یدیتول یهاوسورفکتانتیب

های غربالگری ای از آزموناین پژوهش، از مجموعه

شامل همولیز خون، آزمون انتشار نفت، آزمون پاشش 

استفاده  3و کروماتوگرافی لایه نازک  CTABقطره، آگار

های با پتانسیل بالا برای کاربردهای شد تا سویه

کرد این روی. محیطی شناسایی شوندکشاورزی و زیست

تواند گامی مهم در جهت استفاده عملی از می

ها در کشاورزی پایدار باشد، چرا که بیوسورفکتانت

کارآمد امکان جایگزینی های شناسایی و توسعه سویه

را  های شیمیاییتر برای سورفکتانتپایدارتر و ایمن

 .سازدفراهم می

 

 هامواد و روش
 و جداسازی یبردارنمونه

های در این پژوهش جهت دستیابی به جدایه

ارد در شرایط استاند یبردارنمونهمولد بیوسورفکتانت 

منطقه طارم و  یکشروغناز دو منبع پسماند صنایع 

شهید نفت پالایشگاه  چهارخاک آلوده پوند شماره 

های ها در جعبهتندگویان تهران انجام شد و نمونه

 4یسازشگاه انتقال یافت. جهت غنیحاوی یخ به آزمای

م از هر نمونه در محیط گر 10و افزایش جمعیت هدف 

 3) حاوی روغن دانه آفتابگردان 5کشت معدنی

اضافه و در دمای  ان منبع کربنبه عنو( حجمیدرصد

C°30  روز  ۷به مدت دور بر دقیقه  120با سرعت

لیتر میلی 10با استفاده از  یسازیغنگرماگذاری شدند. 

5 Mineral Salt Medium 
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تا دو مرتبه دیگر تکرار و در سوسپانسیون حاصل 

روز انجام شد. پس از آن سری رقت  21مجموع در 

 آگارمحیط کشت  تهیه و بر رویدهی از نمونه نهایی 

 C°30ساعت در دمای  48انتقال و به مدت  6یخون

 . در ادامه(Ebadi et al., 2018) گرماگذاری شد

 های قرمز خونهایی با توانایی همولیز گلبولجدایه

)همولیز بتا و آلفا( انتخاب و در محیط کشت عمومی 

 هجدای 30در نهایت کشت شد.  ۷سوی آگارتریپتیک 

پس از انجام دو مرتبه واکشت و خالص سازی جهت 

سازی ذخیره C° 4های مختلف در دمای آزمونانجام 

برای انجام هر آزمون سوسپانسیون میکروبی هر  شدند.

و گرماگذاری در دمای  TSBجدایه با کشت در محیط 

C°30  ساعت تهیه و به عنوان زادمایه  24به مدت

های آزمونای از خلاصه (1در )جدول  استفاده گردید.

مختلف انجام شده در این مطالعه برای ارزیابی میزان و 

 دهد.نوع بیوسورفکتانت را نشان می

 
 وسورفکتانتیب دیتول یابیو ارز ییجهت شناسا مورد استفاده یهاها و شاخصروش -1جدول 

Table 1. Methods and indicators used for the identification and evaluation of biosurfactant production 
 ردیف
Row 

 آزمون

Test 

 هدف

Purpose 
 شاخص بررسی

Evaluation Indicator 
 منبع

Reference 

1 
 همولیز خون

Hemolysis of blood 

بررسی غیرمستقیم توانایی تولید ترکیبات 

فعالسطح  

Indirect assessment of the ability 

to produce surfactant compounds 

 اندازه گیری قطر هاله و کلنی
Measuring the diameter of 

the halo and colony 
Zhang et al., 2012 

2 
 آگار آبی

Blue Agar 

های شناسایی کیفی تولید بیوسورفکتانت

 آنیونی

Identification of the qualitative 

production of anionic 

biosurfactants 

 قطر هاله

Halo diameter 
Siegmund & Wagner, 

1991 

3 
 پخش نفت

Oil spreading 

ارزیابی توانایی بیوسورفکتانت تولیدی 

 در کاهش کشش سطحی

Evaluation of the effectiveness of 

the produced biosurfactant in 
reducing surface tension 

قطر ناحیه شفاف ایجادشده روی 

 سطح آب

A transparent area created 

on the water surface 

Zhang et al., 2012 

4 
 پاشش قطره

Drops collapse 

ارزیابی توانایی بیوسورفکتانت تولیدی 

 در کاهش کشش سطحی

Evaluation of the effectiveness of 

the produced biosurfactant in 
reducing surface tension 

 شدن قطرهقطر پخش

The drop's diameter 
Sass et al., 2023 

5 
 کروماتوگرافی لایه نازک

Thin layer 

chromatography 

کمی ترکیبات شناسایی کیفی و نیمه

 هابیوسورفکتانتی و تعیین نوع کلی آن

Identification of qualitative and 

semi-quantitative bio-surfactant 

compounds and determination of 
their general type 

وجود/عدم وجود لکه و تعیین 

 (Rfضریب نگهداری )

Presence/absence of a spot 
and determination of the 

retention factor (Rf) value 

Zhang et al., 2012 

 

 آزمون همولیز خون
 یی و مقایسهشناسا یخون برا زیهمولآزمون 

 جام شد.ان وسورفکتانتیب تولید کننده هایسویه هیاول

 خونی ربرای انجام این آزمون از محیط کشت پایه آگا

                                                           
6 Blood agar 
7 Tryptic Soy Agar 

حجمی(  درصد 5گوسفندی ) 8به همراه خون دفیبرینه

بعد از ساخت و  طیمح نیا هیته یبرا استفاده شد.

 نهیربیخون دف ،آگار خونیکشت  طیکردن مح لیاستر

ه آن اضافه شده و درون ب C°50 یدر دما یگوسفند

8 Defibrinated 
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میکرولیتر  30میزان  در ادامه .دیپخش گرد ظروف پتری

 صورتبهاز زادمایه هر جدایه در محیط کشت مذکور 

ساعت در دمای  48تلقیح شده و به مدت  گذارینقطه

C°30 گرماگذاری شدند (Zhang et al., 2012) به .

هاله و  قطرمنظور مقایسه توان تولید بیوسورفکتانت 

نسبت هاله گیری و اندازههای مختلف در جدایهکلونی 

 به کلونی محاسبه شد.

 

 آزمون آگار آبی
های برای غربالگری تولید بیوسورفکتانت

 واگنر -سیگموند آنیونی از محیط آگار آبی بر پایه روش

. محیط (Siegmund & Wagner, 1991) استفاده شد

 تولبود: مانی (در لیتر)گرم کشت شامل ترکیبات زیر 

  KH₂PO₄ (2) ،Na₂HPO₄عنوان منبع کربن، به (10)

(3 ،)NH₄NO₃ (1) ،MgSO₄·7H₂O (2/0،) 

CaCl₂ (02/0)گرم( 15) ، آگار ،CTAB (2/0 ) و

و  CTAB ابتدا محیط پایه بدون .(005/0) بلومتیلن

شد و پس از کاهش دما به بلو تهیه و استریل متیلن

بلو و متیلن CTAB های استریلمحلول ،C°50 حدود

 ریخته شد. پس ظروف پتریافزوده و سپس محیط در 

ها میکرولیتر از زادمایه جدایه 30از جامد شدن، مقدار 

ه ب ظروف پتریگذاری تلقیح گردید و صورت نقطهبه

گرماگذاری شدند.  C°30دمای  رساعت د 96مدت 

نوان عها بهتشکیل هاله آبی یا رسوبی در اطراف کلنی

شاخص تولید بیوسورفکتانت آنیونی ثبت شد و برای 

 گیریها، قطر کلنی و هاله اندازهمقایسه عملکرد جدایه

 .و نسبت هاله به کلنی محاسبه گردید

 

 آزمون پخش نفت
مقدار و نوع بیوسورفکتانت  گیریاندازهبرای 

حیط کشت مایع تولید از مها توسط جدایهتولید شده 

                                                           
9 Biosurfactant Fermentation Broth 

. (Zhang et al., 2012استفاده شد ) 9بیوسورفکتانت

ترکیبات و مقادیر )گرم بر لیتر( موجود در این محیط 

، 3NaNO 5/2 ،4HPO2K 4عبارت بودند از: 

4PO2KH 4 ،2CaCl 1/0 ،4MgSO 2/0 ،NaCl 

55/1۷ ،KCl 1 دانه و روغن  1، عصاره مخمر

. بعد از pH=۷)حجمی/حجمی( و  درصد 3 آفتابگردان

لیتر از این میلی BFB 50ساخت و استریل کردن محیط 

لیتر مایه تلقیح تهیه شده برای میلی 5/2محیط توسط 

 C˚30تلقیح شده و در دمای  TSBهر جدایه در محیط 

گرماگذاری شد.  120( rpm)بر روی شیکر با سرعت 

وسپانسیون از زمان تلقیح، س روز 5بعد از گذشت 

سانتریفیوژ شده و محلول  g4000میکروبی با سرعت 

ش ، پاشمیزان پخش نفت گیریاندازهصاف رویی برای 

 جداسازی گردید. کروماتوگرافی لایه نازکو  قطره

گیری میزان پخش نفت بر اساس روش ارائه شده اندازه

 ,.Zhang et al) انجام گرفت توسط ژانگ و همکاران

لیتر آب مقطر درون میلی 30روش ابتدا . در این (2012

میکرولیتر نفت  50متری ریخته و میلی 90 ظروف پتری

خام به سطح آن اضافه گردید تا لایه نازکی از نفت در 

میکرولیتر از  5سطح آب تشکیل شود. در ادامه مقدار 

که با استفاده  BFBمحلول صاف رویی حاصل از محیط 

شده بود در وسط لایه برابر رقیق  10از آب دیونیزه 

نفتی قرار داده شد و میزان عقب رانده شدن نفت در 

 .گیری گردیدهای مختلف اندازهسطح آب برای جدایه

 

 آزمون پاشش قطره
 یبرگه معمول کی ش،یآزما یاجرا یبرا

ح و سط شدهقرار داده  یاشهیصفحه ش کی یروچاپگر 

تا سطح  شودمی داده پوشش 10سبک یآن با روغن معدن

از  تریکرولیم 10شود. سپس  جادیا کنواختی یروغن

به همراه  BFBمحلول صاف رویی حاصل از محیط 

10 Light Mineral Oil 



 ...و زیتون پسماند از حاصل بیوسورفکتانت تولیدکننده هایباکتری اولیه شناسایی و غربالگری/ 8

سطح  یرو( Orange Gمعرف رنگی ) درصد 01/0

. پس از خشک شدن قطره در شد ختهیکاغذ ر یروغن

اتاق، قطر آن در دو جهت عمود بر هم )عرض و  یدما

 (.Sass et al., 2023گردید ) یریگطول( اندازه

 

 آزمون کروماتوگرافی لایه نازک
برای تعیین ساختار شیمیایی و  TLCآزمون 

کلی بیوسورفکتانت تولید شده توسط  بندیدسته

ها انجام پذیرفت. در این روش بیوسورفکتانت جدایه

تولید شده توسط جدایه میکروبی با استفاده از حلال 

)حجمی/حجمی( از  1:2آلی کلروفرم: متانول با نسبت 

 BFBسوسپانسیون میکروبی محیط کشت مایه رویی 

گذاری نقطه TLCصفحه  روی برگیری و عصاره

متانول: آب گردید. در این مرحله از مخلوط کلروفرم: 

به عنوان حلال  2: 15: 65با نسبت حجمی/ حجمی 

درون تانک استفاده شد. در ادامه بعد از  دهندهانتقال

 -لفنو ، محلول تثبیت کنندهTLCخشک کردن صفحه 

لیتر محلول میلی 100گرم فنول در  3) سولفوریک اسید

، محلول نین (5: 95اتانول: سولفوریک اسید با نسبت 

به ترتیب جهت بخار ید درصد( و  5/0هیدرین )

به  دیتشخیص ترکیبات گلیکولیپیدی، لیپوپپتیدی و لیپی

صفحه اسپری شده و نقاط  روی برصورت یکنواخت 

عاملی  هایگروه حضوربه عنوان شاخص  یرنگ

 (.Zhang et al., 2012) مشاهده و ثبت گردید

 

 هاجدایه شناسایی مولکولی
از  ،چهار جدایه برتر یمولکول ییشناسا یبرا

استفاده شد.  (PCR) مرازیپل یارهیواکنش زنج

شرکت  تیبا استفاده از ک یژنوم DNA استخراج

و مطابق دستورالعمل سازنده انجام گرفت. ژن  ناژنیس

16S rRNA یاختصاص یمرهایپرا یریکارگبا به 

                                                           
11 Maximum Likelihood 
12 Bootstrap 

در حجم  PCR شد. واکنش ریتکث یدیگونوکلئوتیال

 4/0الگو،  DNA نانوگرم 10شامل:  تریکرولیم 25 یینها

 dNTP ،2 کرومولاریم 2/0 مر،یاز هر پرا کرومولاریم

 کیو  PCR بافر تریکرولیم MgCl₂ ،5/2 مولاریلیم

 .دیآماده گرد Taq DNA Polymerase میواحد آنز

با  (Bio-Rad) کلریدر دستگاه ترموسا PCR واکنش

 قهیدق 5به مدت  C94° در هیمرحله واسرشت اول کی

 C 94°چرخه شامل واسرشت در 35آغاز شد و سپس 

 هیثان 45به مدت  C 55° اتصال در ه،یثان 30به مدت 

 یزسالیاتصال مورد استفاده در مطالعه(، و طو یدما ای)

مرحله  ان،یه انجام شد. در پایثان 90به مدت  C ۷2° در

اجرا  قهیدق 5به مدت  C ۷2° در یینها یسازلیطو

 درصدیک  ژل آگارز یبر رو PCR محصول .دیگرد

الکتروفورز شد و باندها پس از  دیبروما ومیدیات حاوی

 .دیولت مشاهده گرد 80ساعت ران در ولتاژ  کی

خام  یهایبه روش سنگر انجام شد و توال یابییتوال

 BioEditافزار با نرم هیاول شیرایو و ینیپس از بازب

 نییتع یبرا شدهیینها یشدند. در ادامه، توال حیتصح

تحت  NCBIداده  گاهیدر پا هایجنس و گونه باکتر

درخت  قرار گرفت. سهیمورد مقا BLAST ندیفرآ

و بر  11احتمال نیشتریبا استفاده از روش ب کیلوژنیف

 Tamura-Nei یدینوکلئوت ینیاساس مدل جانش

با استفاده از آزمون  یشد. انتخاب مدل تکامل میترس

انجام گرفت.  MEGAافزار مدل در نرم نیانتخاب بهتر

مشترک  هیبه ناح هایتوال یتمام ،یکنواختیمنظور به

 ها باشاخه یداریباز( برش داده شدند. پاجفت ۷00~)

 شد. یابیارز 12بوت استرپ 1000آزمون 

 

 آنالیز آماری
ها در قالب در این پژوهش، کلیه آزمایش

طرح کاملاً تصادفی و با سه تکرار زیستی مستقل انجام 
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های کمی پس از بررسی های حاصل از آزمونشد. داده

مورد  SPSS افزارنرمال بودن، با استفاده از نرم

ها، از وتحلیل قرار گرفتند. برای مقایسه میانگینتجزیه

ستفاده شد و در صورت طرفه اتحلیل واریانس یک

ها با آزمون دار، مقایسه میانگینمشاهده اختلاف معنی

 > Pدرصد ) 5ای دانکن در سطح احتمال چنددامنه

 ها به صورت میانگین گزارش شدند.( انجام و داده0.05

 

 و بحث نتایج
های نتایج تجزیه واریانس نشان داد باکتری

شکیل تتوانایی ، فعالیت همولیتیکمورد ارزیابی از نظر 

 در سطح احتمال کمپلکس، پخش نفت و پاشش قطره

(. 2دار بودند )جدول یک درصد دارای اختلاف معنی

 30نشان داد تمامی  کیتیهمول تیفعالنتایج ارزیابی 

توانایی بالقوه تولید جدایه مورد بررسی دارای این 

 90/2تا  28/1بودند که دامنه آن بین  بیوسورفکتانت

جام آزمون مقایسه میانگین مشخص شد جدایه بود. با ان

دار بیشترین نسبت هاله به با اختلاف معنی 23شماره 

کمترین  خونی را داشت. -( در محیط آگار9/2کلونی )

 28/1به میزان  21مقدار این صفت نیز در جدایه شماره 

شدت  انگریباین شاخص  (.3مشاهده شد )جدول 

ه توان ب میرمستقیطور غو بهبوده  کیتیهمول تیفعال

 کند یهرچ وابسته است.ها جدایه یسورفکتانت فعالیت

 یمبنا ییتنهااست و به یکممهنی-یفیک یغربالگر اریمع

 .ردیگیقرار نم وسورفکتانتینوع ب یقطع ییشناسا

 شده از منابع مختلف های جداسازیجدایهگیری شده در نتایج تجزیه واریانس صفات اندازه -2جدول 

Table 2. Results of analysis of variance for measured traits in strains separated from different sources 

 منبع تغییرات

SOV 
 درجه آزادی

df 

 مجموع مربعات

SS 
 کیتیهمول تیفعال

Hemolytic 

activity 

 کمپلکس لیتشک

Complex 

formation 

 پخش نفت

Oil dispersion 
 پاشش قطره

Drop collapse 

 باکتری

Bacteria 
29 **8.48 **9.75 **10653 **913 

 خطا

Error 
60 0.84 0.30 770 5 

 کل

Total 
89 9.32 10.05 11423 918 

 )%( ضریب تغییرات

CV (%) 
7.5 11.3 8.6 8.3 

 .داریغیرمعنی nsداری در سطح یک و پنج درصد، معنی *و  **

** and * indicate significance at the 1% and 5% levels, and ns indicates non-significance. 

عنوان یک معیار آزمون همولیز خون به

غربالگری سریع برای کشف تولیدکنندگان 

ای در مطالعات طور گستردهبیوسورفکتانت به

 عنوان یکمیکروبیولوژی کاربرد دارد؛ اگرچه باید به

شاخص اولیه و نه قطعی تفسیر شود. مطالعات مروری 

اند که همولیز با تولید و مقالات تجربی نشان داده

فیلیک همراه است که قادرند ساختار های آمفیولکولم

ها را تخریب کنند، اما حساسیت و غشایی اریتروسیت

این آزمون نسبت به انواع  ویژگی اختصاصی بودن

مختلف بیوسورفکتانت متغیر است و همواره نیاز به 

 Youssefتأییدهای کمّی و شیمیایی وجود دارد )

2004; Ebadi, 2018) .ن،یشیپ یهازارشبر اساس گ 

 یاشن یفشار انتخاب دروکربنیآلوده به ه یهاطیدر مح

موجب غلبه  یطور کلبه تواندیم زیگرآب باتیاز ترک

و  Pseudomonasمانند  ییهااز جنس ییهایباکتر

Klebsiella بالقوه  دکنندگانیعنوان تولبه
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های مروری جدید نشان گزارش شود. وسورفکتانتیب

ها و ساختارهای مولکولی گونهدهند که می

ها( خواص )گلیکولیپیدها، لیپوپپتیدها، گلیکوپروتئین

فیزیکوشیمیایی و زیستی متفاوتی دارند که رفتار 

همولیتیک و توانایی کاهش کشش سطحی را تعیین 

نتایج  (Markam, 2024; Dini, 2024) .کنندمی

عنوان شده در این مطالعه باید به همولیتیک مشاهده

شاخص اولیه تعبیر شوند: همولیز مثبت احتمال تولید 

وع تواند ندهد اما نمیترکیبات فعال سطحی را نشان می

مولکولی )مثلاً گلیکولیپید در برابر لیپوپروتئین( را با 

شود که همولیز قطعیت مشخص کند. لذا توصیه می

های تکمیلی شامل ای از آزمونهمراه مجموعهبه

 سازیونسطحی، شاخص امولسیگیری کشش اندازه

(E24)سولفوریک برای شناسایی -، واکنش فنول

یا سایر  CTABهای قندی و تعیین بار یونی )گروه

کار رود تا ماهیت و کارآیی های انتخابی( بهتست

 ,Ebadi) درستی تعیین شوندها بهبیوسورفاکتانت

در نتیجه، آزمون همولیز یک ابزار کاربردی و  (.2018

اقتصادی برای غربالگری اولیه است ولی برای ادعاهای 

 ردهایکارب و بیوسورفاکتانت پتانسیلقطعی درباره 

 و کمّی هایارزیابی است لازم آن محیطیزیست

 درستنا تفسیرهای از تا شود انجام درپیپی شیمیایی

 .دشو جلوگیری

نشان داد که تمامی نتایج این پژوهش 

های باکتریایی مورد بررسی قادر به همولیز خون جدایه

عنوان شاخصی از توان که این ویژگی معمولاً به بودند

شود. با بالقوه در تولید ترکیبات فعال سطحی تلقی می

تر در محیط آگار آبی این حال، ارزیابی اختصاصی

 23و متیلن آبی نشان داد تنها حدود   CTAB حاوی

ها توانایی تشکیل کمپلکس آنیونی از جدایه درصد

دامنه نسبت هاله به کلونی در محیط آگار آبی داشتند. 

بدست آمد. بیشترین میزان تشکیل  23/2تا  42/1بین 

( و کمترین 23/2) 28کمپلکس آنیونی در جدایه شماره 

( مشاهده شد 42/1) 5مقدار آن نیز در جدایه شماره 

دهد که اگرچه همولیز یافته نشان میاین  (.3)جدول 

ی دهنده فعالیت سطحی است، اما همهخون نشان

های تولیدی الزاماً دارای بار منفی و از بیوسورفکتانت

نوع آنیونی )مانند گلیکولیپیدها یا رامنولیپیدها( نیستند 

(Dini et al., 2024 دامنه نسبت قطر هاله به کلونی .)

دار که بیشترین مقطوریبود، بهمتغیر  23/2تا  42/1بین 

 5و کمترین در جدایه شماره  28در جدایه شماره 

شده احتمالاً به (. تفاوت مشاهده3مشاهده شد )جدول 

ت شده، تفاواختلاف در نوع و غلظت ترکیبات ترشح

در مسیرهای متابولیکی مرتبط با تولید بیوسورفکتانت 

ردد. در گمی ها بازو یا ساختار بار سطحی مولکول

معمولاً با   Pseudomonasهایمطالعات مشابه، گونه

شناسایی  CTAB تشکیل هاله آبی پررنگ در محیط

و  Klebsiellaهای اند، در حالی که برخی سویهشده

Mycobacterium  ترکیبات خنثی یا کاتیونی تولید

 ,.Markam et al., 2024; Youssef et alکنند )می

کنش بر پایه برهم CTAB ن(. از آنجا که آزمو2004

های بیوسورفکتانت با بار منفی و کاتیون بین مولکول

است، مشاهده کمپلکس رنگی تنها  CTAB چهارتایی

ها حاکی از وجود در بخشی از جدایه

های آنیونی در میان جمعیت میکروبی بیوسورفکتانت

دهد که ترکیب دو شاخص است. این نتایج نشان می

های کمی تواند در کنار آزمونمی CTAB همولیز و

، سازیونمانند کاهش کشش سطحی و شاخص امولسی

رای های داابزار غربالگری مؤثری برای شناسایی سویه

کسازی فناورانه در فرآیندهای پابیشترین پتانسیل زیست

 ,.Carrillo et alزیستی ترکیبات هیدروکربنی باشد )

1996.) 

ه نفتی ب یهمیزان پخش نفت لا (3جدول در )

های عنوان شاخصی از کاهش کشش سطحی در جدایه

دهد. دامنه پخش نفت در مختلف را نشان می

متر بدست میلی 6/50 -46/3های مختلف بین جدایه
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به ترتیب با میانگین  1۷و  19های شماره آمد. جدایه

داری نسبت به سایر متر به طور معنیمیلی 8/44و  6/50

بودند. کمترین میزان پخش نفت نیز در ها بالاتر جدایه

میزان  مشاهده شد. 46/3با میانگین  1جدایه شماره 

تا  93/3بین  نیز های مختلفپاشش قطره توسط جدایه

ها جدایه درصد ۷3متر متغیر بود. در بیش از میلی 8/14

توانایی پاشش قطره نسبت به نمونه شاهد )آب مقطر( 

گین نشان داد جدایه مشاهده شد. نتایج مقایسه میان

داری متر به طور معنیمیلی 8/14با میانگین  28شماره 

بررسی همچنین (. 3جدول ها بالاتر بود )از سایر جدایه

همبستگی بین صفات بررسی شده نشان داد میزان 

داری سایر صفات همولیز خون فاقد همبستگی معنی

 حیطممورد بررسی بود. با این حال تشکیل کمپلکس در 

 با پخش نفت و دارمعنیگار آبی همبستگی مثبت آ

( نشان r=۷8/0**و  r=40/0*پاشش قطره )به ترتیب 

 داد.

دهد که دامنه پخش نشان می (3جدول )نتایج 

متر میلی 6/50تا  46/3های مختلف بین نفت در جدایه

به  1۷و  19های شماره طوری که جدایهبوده است، به

طور متر بهمیلی 8/44و  6/50های ترتیب با میانگین

اند. این پدیده ها جلوتر بودهمعناداری از سایر جدایه

ها در کاهش کشش ایهدهنده توانایی بالاتر این جدنشان

های سطحی یا بین فازی است که یکی از شاخص

 نیدر اد. شوقدرتمند تولید بیوسورفکتانت محسوب می

مورد  یهاهیتوسط سو یمطالعه، کاهش کشش سطح

پخش نفت و پاشش  یهابا استفاده از آزمون یبررس

 یهاها شاخصروش نیشد. اگرچه ا یابیقطره ارز

 یغربالگر یبرا یخوب یکممهیو ن یفیک

 میمستق یریگاندازه کنند،یفراهم م هاوسورفکتانتیب

که در مطالعات مرجع  ومتریبا تانس یکشش سطح

 ریپذامکان شود،یشناخته م اصلیعنوان استاندارد به

پخش نفت و  راتییتغ یحال، الگو نینبود. با ا

 یشده براگزارش جیآب با نتا یهاقطره

. اردد یمعتبر همخوان یکروبیم یهاوسورفکتانتیب

د انهای پیشین نشان دادههای متعدد در پژوهشآزمایش

که افزایش قطر حلقه پخش نفت رابطه مستقیم با کاهش 

شده دارد کشش سطحی ناشی از بیوسورفکتانت ترشح 

(Li et al., 2023; Sun et al., 2018 ،علاوه بر این .)

ها سط جدایهنتایج نشان داد که میزان پاشش قطره تو

متر متغیر بوده است و در بیش میلی 8/14تا  93/3 بین

ها، توانایی پاشش قطره نسبت به از جدایه درصد ۷3از 

نمونه شاهد دیده شده است. این یافته نیز تأییدگر 

هاست؛ زیرا فعالیت سطحی بالا در بسیاری از جدایه

دهد که ترکیب فعال پاشش قطره معمولاً هنگامی رخ می

سطحی کافی وجود داشته باشد تا کشش سطحی قطره 

با این حال،  .درا کاهش دهد و باعث گسترش آن شو

ها در آزمون است که اگرچه همه جدایه توجهقابل

ها در اند، اما فقط برخی از آنهمولیز مثبت بوده

های پخش نفت و پاشش قطره عملکرد آزمون

ت اند. این موضوع بر تنوع تولید و کیفیای داشتهبرجسته

 عنوان مثال نوعکند. بهمی تأکیدها بیوسورفکتانت

تواند و ساختار بار سطحی مولکول می ظتمولکولی، غل

کارایی کاهش کشش سطحی را تحت تأثیر قرار دهد. 

ی که هایاند که بیوسورفکتانتمطالعات اخیر نشان داده

تر، بار منفی بالاتری دارند و زنجیره هیدروفوب قوی

عملکرد بهتر در کاهش کشش سطحی و ایجاد پخش 

(. Shaimerdenova et al., 2024بیشتر نفت دارند )

دهد به ما این امکان را می (3ول جد)در نتیجه، نتایج 

ی هاعنوان کاندیدارا به 28و  19شماره  هایکه جدایه

با قابلیت بالا در  خوب برای تولید بیوسورفکتانت

 کاهش کشش سطحی شناسایی کنیم.
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 ، پخش نفتنیونی()بیوسورفکتانت آ ، تشکیل کمپلکس)تولید بیوسورفکتانت( کیتیهمول تیفعالمقایسه میانگین میزان  -3جدول 

ای ههای جداسازی شده از منابع مختلف. میانگینجدایهتوسط )کاهش کشش سطحی( پاشش قطره و  )کاهش کشش سطحی(

 باشند.می( p< 0.05ای دانکن )دار بر اساس آزمون چند دامنهدارای حروف مشترک فاقد تفاوت معنی
Table 3. Comparison of the average levels of hemolytic activity (biosurfactant production), complex formation 

(anionic biosurfactant), oil dispersion (reduction of surface tension), and droplet spreading (reduction of 

surface tension) by strains isolated from different sources. Means with the same letters are not significantly 

different based on Duncan's multiple range test (p< 0.05) 

 (mmپخش قطره )
Drop collapse 

 (mmپخش نفت )

Oil spreading 

 تشکیل کمپلکس

 (هاله/ کلونی)

Complex formation 

(halo/colony) 

 فعالیت همولیتیک

 )هاله/ کلونی(

Hemolytic activity 

(halo/colony) 

 جدایه

Isolate 

jk5.92 k3.46 1 f 1.43 ᵍ⁻ˡ 1 

lm5.36 ijk8.20 1 f 1.48 ᶠ⁻ᵏ 2 

def9.91 h-e15.5 1.60 ᶜᵈ 1.77 ᶜᵈᵉ 3 

fgh9.55 de21.6 1.65 ᶜ 1.25 ᵏ 4 

de10.2 h-e15.5 1.42 e 1.55 ᵉ⁻ᶦ 5 

d10.3 de21.8 1.68 ᶜ 1.63 ᵈ⁻ᵍ 6 

j6.18 jk7.18 1 f 1.50 ᶠ⁻ᵏ 7 

klm5.50 j-f11.6 1 f 1.54 ᶠ⁻ʲ 8 

h9.15 de21.6 1 f 1.40 ᵍ⁻ˡ 9 

n3.98 j-g10.6 1 f 1.83 ᵇᶜᵈ 10 

n3.93 h-e15.1 1 f 1.85 ᵇᶜ 11 

lm5.38 efg16.7 1 f 1.32 ᶦʲᵏ 12 

efg9.79 bc32 1 f 1.54 ᶠ⁻ʲ 13 

lm5.39 ef17.9 1 f 1.36 ᶦ⁻ˡ 14 

gh9.34 bcd28 1 f 1.83 ᵇᶜᵈ 15 

n4.06 i-f14.5 1 f 1.36 ᶦ⁻ˡ 16 

i8.38 a44.8 1 f 1.53 ᶠ⁻ʲ 17 

n4.05 j-f12 1 f 1.49 ᶠ⁻ᵏ 18 

b13.5 a50.6 1.95 b 1.99 ᵇ 19 

n4.07 h-e16.1 1 f 1.57 ᵉ⁻ᶦ 20 

m5.10 ijk7.94 1 f 1.28 ʲᵏ 21 

j6.40 b33.5 1 f 1.68 ᶜ⁻ᶠ 22 

c11.1 bc30.1 1 f 2.90 ᵃ 23 

m5.07 k-h9.37 1 f 1.39 ʰ⁻ˡ 24 

n3.97 j-f13.6 1 f 1.60 ᵉ⁻ʰ 25 

n4.25 cd25.5 1 f 1.36 ᶦ⁻ˡ 26 

lm5.64 j-f11.6 1 f 1.61 ᵉ⁻ʰ 27 

a14.8 bc28.8 2.23 a 1.47 ᶠ⁻ˡ 28 

b13.2 bcd27.5 1.49 de 1.62 ᵉ⁻ʰ 29 

n4.24 j-f13.5 1 f 1.25 ᵏ 30 
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بررسی نوع بیوسورفکتانت تولیدشده توسط 

های برتر با استفاده از آزمون کروماتوگرافی لایه سویه

ها به جدایهنشان داد که الگوی واکنش  (TLC) نازک

شناساگرهای شیمیایی مختلف، همراه با مقادیر نسبی 

بندی اولیه امکان طبقه (،Rf) 13نگهداری ضریب

در  23و  1۷های شماره کند. سویهترکیبات را فراهم می

یک اسید، سولفور–حضور هر سه شناساگر فنول

هیدرین و ید واکنش مثبت نشان دادند که بیانگر ناین

زمان اجزای قندی، پروتئینی و لیپیدی است. حضور هم

سیلیکا با صفحه  تحرک متوسط این ترکیبات روی

های ت چندجزئی و قطبیت بالای بیوسورفکتانتماهی

عنوان رو، این ترکیبات بهپلیمری سازگار بوده و از این

نی های پلیمری از نوع لیپوگلیکوپروتئیبیوسورفکتانت

در مقابل، سویه  .امولسیفایر( در نظر گرفته شدند)بیو

–واکنش مثبت به شناساگرهای فنول 19شماره 

رین هیدیک اسید و ید و واکنش منفی به ناینسولفور

ها جدایهبالاتری نسبت به سایر  Rfنشان داد و دارای 

فیلیک ترکیبات بود که این الگو با ماهیت آمفی

ویژه رامنولیپیدها، همخوانی دارد. گلیکولیپیدی، به

–واکنش مثبت به فنول 28همچنین سویه شماره 

 م واکنش به ید راهیدرین و عدیک اسید و ناینسولفور

نشان داد که مؤید غالب بودن اجزای قندی و پروتئینی 

تر این پایین Rfتوجه است. و فقدان بخش لیپیدی قابل

هایی نظیر نیز با ماهیت غالباً قطبی بیوسورفکتانت جدایه

طور کلی، با توجه . به(4)جدول  امولسان مطابقت دارد

، مقادیر روبیهای میکبه چندجزئی بودن بیوسورفکتانت

Rf صورت نسبی تفسیر شده و در کنار واکنش به به

های مکمل عنوان شاخصشناساگرهای شیمیایی، به

ار گرفته کها بهبرای شناسایی اولیه نوع بیوسورفکتانت

 (.Satpute et al., 2010) شدند
 

های برتر با استفاده از های تولید در جدایهشناسایی نوع بیوسورفکتانتآزمون کروماتوگرافی لایه نازک جهت  -4جدول 

 شناساگرهای مختلف

Table 4- Thin layer chromatography test for identification of the type of biosurfactants produced in the top 

isolates using different indicators 

 جدایه

Isolate 

 شناساگر

Indicator 
 نوع ترکیب/بیوسورفکتانت احتمالی

Possible type of biosurfactant 
 (Rfضریب نگهداری )

Retention factor 

سولفوریک -فنول

 اسید

Phenol-sulfuric 

acid 

 نین هیدرین

Ninhydrin 
 ید

Iodine 

 لیپوگلیکو پروتئین/امولسفایر + + + 17

Lipoglycoprotein/Emulsifier 
0.25-0.40 

 گلیکولیپید/رامنولیپید + - + 19

Glycolipid/Rhamnolipid 
0.41-0.65 

 لیپوگلیکوپروتئین/امولسیفایر + + + 23

Lipoglycoprotein/Emulsifier 
0.25-0.40 

 الاسان -گلیکوپروتئین/امولسان - + + 28

Glycoprotein/Emulsan- Alasan 
0.17-0.43 

 

 

 

                                                           
13 Retention factor 
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های دایهجمنظور تعیین جایگاه فیلوژنتیکی به

ها آن 16S rRNAشده، توالی ژن بومی جداسازی

ی های مرجع موجود در پایگاه دادهتعیین و با توالی

NCBI GenBank ترازسازی مقایسه گردید. هم

انجام شد  ClustalWبا استفاده از الگوریتم  14چندگانه

و با  15احتمال حداکثر و درخت فیلوژنتیکی با روش

 MEGAافزار در نرم Tamura–Neiمدل جایگزینی 

ی ایهاسترپ بر پها با بوتترسیم گردید. اعتبار شاخه 6

تکرار ارزیابی شد تا اطمینان آماری ساختار  1000

جایگاه چهار  درخت حاصل. درخت تضمین گردد

 (PX944924- PX944927)ی مورد مطالعه را جدایه

ای با اطمینان در شاخه 1۷ی شماره جدایه دهد.نشان می

 یگونه کنار در( درصد 99استرپ )بالای بوت

Klebsiella oxytoca (NR041749.1) قرار گرفت .

ای مشترک از جنس در خوشه 28و  19های جدایه

Pseudomonas یو در نزدیکی گونه 
Pseudomonas aeruginosa (NR_026078.1)  

تبار بودن این دو ی همدهندهجای گرفتند، که نشان

 .P ها باو شباهت ژنتیکی بالای آن جدایه

aeruginosa ای مجزا از در شاخه 23ی جدایه. است

نتایج حاصل از . قرار گرفت  Microbacteriumجنس

بومی  هایجدایهکند که تحلیل فیلوژنتیکی تأیید می

های نسشده به ترتیب متعلق به جشناسایی

Klebsiella ،Pseudomonas  وMicrobacterium 

 ینسب گاهیجا نییدرخت، تع نیهدف از اهستند. 

مختلف بوده  یهاجنس انیمورد مطالعه در م یهاهیسو

 Bacillus subtilis .مدنظر نبود یجنسدرون سهیو مقا

 .استفاده شد 16گروهعنوان گونه خارجبه

 
ها بر اساس آن ینسب گاهیجا نییجهت تع( PX944924- PX944927)مورد مطالعه  ییایباکتر یهاهیسو کیلوژنیدرخت ف -1شکل 

 .Maximum Likelihood روشبه  16S rRNAژن  یتوال

Figure 1. Phylogenetic tree of the studied bacterial strains (PX944924- PX944927) for determining their 

relative position based on the 16S rRNA gene sequence using the Maximum Likelihood method. 
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نشان داد که  نازک نتایج کروماتوگرافی لایه

نایی کاهش ها و توان ترکیب شیمیایی بیوسورفکتانتبی

های پخش نفت و پاشش قطره کشش سطحی در آزمون

 23و  1۷های شماره ارتباط مستقیمی وجود دارد. سویه

اسید، ناین هیدرین سولفوریک-های فنولکه در آزمون

و ید هر سه واکنش مثبت نشان دادند، احتمالاً 

تئین نوع لیپوگلیکوپروهای پلیمری از بیوسورفکتانت

 سیلپتاناند. این گروه از ترکیبات معمولاً تولید کرده

بالایی دارند و قادرند فازهای آبی و آلی  سازیونامولسی

طور پایدار مخلوط نگه دارند، بنابراین برای را به

و افزایش استخراج  فرآیندهای زیستی مانند پالایش

(. در Begum et al., 2023نفت بسیار ارزشمندند )

-های فنولکه در آزمون 19مقابل، سویه 

د دهنده تولیاسید و ید مثبت بود، نشانسولفوریک

گلیکولیپیدهایی از نوع رامنولیپید است؛ ترکیباتی که 

شایع بوده و یکی   Pseudomonasهایویژه در گونهبه

ر شده از نظهای شناختهترین بیوسورفکتانتاز قوی

شوند میکاهش کشش سطحی محسوب 

(Shaimerdenova et al., 2024 این موضوع با .)

بالاترین  19نتایج آزمون پخش نفت که در آن سویه 

قطر پخش را داشت، همخوانی کامل دارد و تأکید 

کند که ساختار گلیکولیپیدی موجب کارایی بالاتر در می

 28شود. از سوی دیگر، سویه کاهش کشش سطحی می

د و ناین اسیسولفوریک-فنولکه نسبت به شناساگرهای 

هیدرین واکنش مثبت داشت، احتمالاً ترکیباتی از نوع 

و  های قندیهای دارای گروهامولسان یا بیوسورفکتانت

ه کند. این ترکیبات معمولاً نسبت بپپتیدی تولید می

 تری ندارند، اما پایداریگلیکولیپیدها بار سطحی قوی

 Sharma etهند )دها نشان میبالاتری در امولسیون

al., 2023های حاصل ازپوشانی داده(. در مجموع، هم 

TLC های عملکردی مانند پخش نفت و با آزمون

دهد که تنوع ساختاری پاشش قطره نشان می

ای در کارکرد کنندهها نقش تعیینبیوسورفکتانت

(. این نتایج Li et al., 2023ها دارد )فیزیکوشیمیایی آن

ترتیب نماینده به 1۷و  19های که سویهکند تأیید می

 ولیها تولید گلیکولیپید و لیپوگلیکوپروتئین با پتانسیل

ای آینده هبرای توسعه در مقیاس صنعتی هستند. بررسی

 FTIR و آنالیز (LC-MS) سنجی جرمیشامل طیف

های عاملی را تعیین تواند نوع دقیق پیوندها و گروهمی

ت در کاربردهای کند تا کارایی این ترکیبا

افزایش فراهمی و جذب ویژه در فناورانه، بهزیست

 یکیتر ارزیابی شود. صورت دقیق، بهعناصر ریزمغذی

مطالعه، عدم استفاده از کنترل  نیا یهاتیاز محدود

 یهان( در آزموکیولوژیب ای ییایمیمثبت استاندارد )ش

 CTABشامل پخش نفت، پاشش قطره و  یغربالگر

مطالعه که  یهدف اصل لیانتخاب به دل نیاست. ا

 یهاهیسو یکممهی/نیفیک ییو شناسا هیاول یغربالگر

شده ارائه جینتا ن،یبنابرا ؛بوده است، اتخاذ شد یبوم

 ریتفس قابل هاهیجدا نیب ینسب سهیصورت مقاصرفاً به

نسبت به  هاهیهستند و قدرت عملکرد سو

 نی. انشده است نییتع ییایمیش ای یتجار یاستانداردها

د باش یمطالعات آت یبرا یموضوع تواندیم تیمحدود

 وردماستاندارد  یهابا کنترل سهیو مقا یتا عملکرد کم

در  نتایج تحلیل فیلوژنتیکی .ردیقرار گ قیدق یابیارز

های عملکردی، های کروماتوگرافی و آزمونتداوم یافته

های بیوسورفکتانت تولیدی هر سویه تراز با ویژگیهم

 یدر خوشه 28و  19های جدایهبود. حضور 

Pseudomonas  با توان بالای کاهش کشش سطحی و

طور تولید گلیکولیپیدها سازگار است، زیرا این جنس به

ی رامنولیپیدها است. در ای تولیدکنندهشدهشناخته

که  Klebsiella از جنس 1۷ی جدایهمقابل، 

د، با های لیپوگلیکوپروتئینی تولید کربیوسورفکتانت

نقش غالب این جنس در تولید امولسیفایرهای پلیمری 

 عنوانبه 23 جدایههمخوانی دارد. همچنین، شناسایی 

Microbacterium ی ترکیبات مختلط تولیدکننده

 انمی سنتزیبیو تنوع نشانگر قندی،–پروتئینی
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 کاربردهای برای هاآن یبالقوه ارزش و بومی هایجدایه

 .است زیستی

 

 گیرینتیجه
های ای از باکتریدر این مطالعه، مجموعه

ری گیبهرههای آلوده به هیدروکربن با جداشده از محیط

وشیمیایی، کروماتوگرافی و کهای فیزیاز آزمون

ها فیلوژنتیکی مورد ارزیابی قرار گرفتند تا توان بالقوه آن

شان داد ن جینتادر تولید بیوسورفکتانت مشخص شود. 

 ییاز نظر ساختار، نوع و کارا هاهیکه جدا

 1۷ یهاهیسو دارند. یتوجهتنوع قابل هاوسورفکتانتیب

شدند، شامل  یجداساز تونیاز پسماند زکه  19و 

Klebsiella  وPseudomonas بودند و به  یبوم

 یهاوسورفکتانتیب دیبه تول بیترت

 ییبا توانا دهایپیکولیو گل ینیکوپروتئیپوگلی/لیمریپل

بالا مرتبط بودند. در مقابل،  یکاهش کشش سطح

 جدایهکه از خاک آلوده به نفت  28و  23 یهاهیسو

 Microbacteriumو  Pseudomonasشدند، شامل 

و  نیکوپروتئیپوگلیل دیدر تول ییتوانا نیشتریبودند و ب

شان نو توانایی بالقوه امولسیون کنندگی  نیکوپروتئیگل

 نازک، هیلا یکروماتوگراف جینتا یترازدادند. هم

با  زیپخش نفت، پاشش قطره و همول یهاآزمون

منشأ  هکنندنیینقش تع دیمؤ ،یکیلوژنتیف یهاافتهی

در نوع و عملکرد  کیو اکولوژ یتبارشناخت

ییناساش یهاهیجدا ،یبود. به طور کل هاوسورفکتانتیب

 ییهانهی، گز28و  23، 19، 1۷ یهاهیسو ژهیوبه شده،

ر د یبوم یهاوسورفکتانتیتوسعه ب یارزشمند برا

ود بهب ها،دروکربنیه ییپالاستیمانند ز ییکاربردها

بر  یمبتن یکودهاستیز دیو تول ییجذب عناصر غذا

 مسیر نتایج این .ندیآیبه شمار م هاوسورفکتانتی

سازی سازی تولید، خالصبهینه برای را آینده تحقیقات

این کاربری صنعتی  یاقتصاد دیتولو ارزیابی 

 .کندهموار میبا ها بیوسورفکتانت

 

عتعارض مناف  
گونه دارند که هیچمینویسندگان اعلام 
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