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Abstract 

Background:  Biosurfactants are amphiphilic biological compounds produced extracellularly 
by a variety of microorganisms. Because their use in various industries is of a particular importance, 
the aim of this study was to identify a strain of bacteria of the genus Bacillus Cereus biosurfactant 
producers and investigate the antibacterial effects of their biosurfactants.  

Material & Methods: To do the study, different samples of oil, water, and soil (contaminated 
with oil) were obtained. Measures of hemolytic activities, emulsification and surface tension were used 
and selected strains were identified by biochemical tests. The nature and antibacterial effect of 
biosurfactants produced by selected strains were assessed. 

Results: In this study, 88 bacterial strains were isolated of which 24 strains had hemolytic 
activities, 14 strains had above 70% emulsification activities, and four strains were able to change the 
surface tension to less than 40 mN/m. According to biochemical tests, a strain called B. cereus 43 was 
identified. Investigation of its biosurfactant nature showed that the strain was a lipopeptide type. Also, 
the produced biosurfactant had antibacterial activity against six infectious bacteria. The most sensitive 
and the most resistant bacteria to the biosurfactant were S. Aureus PTCC1112 and Proteus Mirabilis 
ATCC 2601 respectively. Also, the results of MIC and MBC showed that in a dilution of 63 mg /ml 
MIC extract were mostly effective on S. Aureus PTCC1112 and S.Epidermidis ATCC2405, and in a 
dilution of 125mg/ml the MBC extract had the greatest effects on S. Aureus, S. Epidermidis, and 
Pseudomonas Aeruginosa PTCC1074.    

Conclusion: As findings showed, Bacillus Cereus 43 is of high potential in reducing the 
surface tension and its extracted biosurfactant had high antibacterial effects. Therefore, this strain is of 
useful applications in biotechnology and the environmental sciences.  
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 چکیده
ها  وسیله انواع میکروارگانیسمه صورت خارج سلولی به فیلیک ب ها ترکیبات زیستی آمفی بیوسورفکتانت :زمینه و هدف

 شناسایی یک پژوهشیمطالعه هدف از این . نداي برخوردار به علت استفاده از آنها در صنایع مختلف از اهمیت ویژه. هستند
تولید  بیوسورفکتانت باکتریاییضد  اثرات  و بررسیسرئوس تولید کننده بیوسورفکتانت سویه باکتري از جنس باسیلوس

   .بودشده از آن 
 هاي فعالیت. هاي مختلف از نفت، آب و خاك آلوده به نفت تهیه شدند  نمونهی پژوهش مطالعهدر این: ها مواد و روش
هاي بیوشیمیایی  وسیله تسته گیري کشش سطحی استفاده و سویه انتخابی ب سیفیه کنندگی و اندازههمولیتیک، امول

  .چنین ماهیت بیوسورفکتانت و اثرات ضد باکتریایی نیز براي سویه انتخابی بررسی شد هم. شناسایی شد
  سویه داراي فعالیت همولیتیک24 از میان آنها.  سویه باکتریایی جداسازي شدند88 مطالعه پژوهشیدر این : ها یافته
سویه قادر به  4در نهایت از میان آنها و  درصد داشتند 70یفیه کنندگی بالاي سویه فعالیت امولس14 که از میان آنها بودند

هاي بیوشیمیایی، یک سویه انتخابی در این  براساس تست. نیوتن بر متر بودند  میلی40رساندن کشش سطحی به کمتر از 
 از شد کهنتایج بررسی ماهیت بیوسورفکتانت مشخص . ، شناسایی و انتخاب شد43عنوان باسیلوس سرئوس پژوهش به 

 ترین حساس. زا بود  باکتري عفونت6چنین بیوسورفکتانت تولیدي داراي فعالیت ضد باکتریایی بر علیه  هم.  بودلیپوپپتیدنوع 
 .باشد ؛ استافیلوکوکوس اورئوس و پروتئوس میرابیلیس میباکتري نسبت به تاثیر عصاره بیوسورفکتانتترین  و مقاوم

بر روي استافیلوکوکوس لیتر  میلیگرم بر  میلی 63 عصاره در رقت MICنشان داد که  MIC, MBCچنین نتایج  هم
بر روي لیتر   میلیگرم بر میلی 125  عصاره در رقتMBCاورئوس و استافیلوکوکوس اپیدرمیس موثر بود و 

  .داشت اثر بیشترین وس اورئوس، استافیلوکوکوس اپیدرمیس و سودوموناس آئروزینوزااستافیلوکوک
 آن از استخراج شده بیوسورفکتانت و سطحی کشش کاهش در بالایی قابلیت ؛43باسیلوس سرئوس : گیري نتیجه
بیوتکنولوژي و زیست محیطی هاي   داراي پتانسیل فراوانی براي کاربرداین،  بنابر .است بالایی باکتریایی ضد اثرات داراي

  .باشد می
   کشش سطحی، سرئوسباسیلوس  بیوسورفکتانت، فعالیت ضد باکتریایی،: کلیدي واژگان
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  مقدمه
فیلیکـی   ها ترکیبات زیـستی آمفـی      بیوسورفکتانت

هـاي   صورت خارج سـلولی یـا بخـشی از غـشاء    ه تولید شده ب 
 ــ ــلول بـ ــسم ه سـ ــواع میگروارگانیـ ــیله انـ ــستند  وسـ ــا هـ . هـ

ها از لحاظ تجاري به دلیل اسـتفاده در صـنایع         بیوسورفکتانت
ــیمی، غـــذایی،   ــنعت نفـــت، پتروشـ ــه صـ مختلـــف از جملـ

 پزشکی، آرایـشی، کـشاورزي، نـساجی، کاغـذ          -داروسازي
اي برخورداراند بـه   ي و غیره از اهمیت ویژه     سازي، چرم ساز  

هاي تولید کننده ایـن ترکیبـات        همین جهت میکروارگانیسم  
به دلیل دارا بودن نسبت بالاي سطح به حجم و ظرفیت متنوع      
ــد      ــسترش تولی ــت گ ــبی جه ــداي مناس ــنتتیک، کاندی بیوس

ــی ــورفکتانت مـ ــند بیوسـ ــت ). 2 ،1(باشـ ــکی حرکـ در پزشـ
 اعمـال مهـم در کلونیزاسـیون       سوارمینگ و تـشکیل بیـوفیلم     

هـا را   هستند و احتمال بروز عفونـت  ها سطح به وسیله باکتري
ــی ــزایش م ــوگیري از   بیوســورفاکتانت. دهــد اف ــراي جل ــا ب ه

زا بـه سـطوح جامـد یـا بـه       هـاي بیمـاري   چسبندگی ارگانیسم 
سـورفاکتین باعـث کـاهش     .اند  عفونت، تولید شدههاي محل

 ــ ــوفیلم ب ــزان تــشکیل بی ــوم،  ه ســالمونلا تیفــیوســیله می موری
ــا، اشر ــالمونلا انتریک ــس ــوسی ــرابیلیس در  شیاکلی و پروتئ می

چنـین در سـوندهاي مجـراي وینیـل          کلرایـد و هـم     وینیل پلی
 مهـار  به منظـور   فرمنتوم-اخیراً، از بیوسورفکتانت ال   . شود می

اورئـــوس و چــسبندگی بـــراي   اســتافیلوکوکوس  عفونــت 
ــت ــت  ایمپلنــ ــده اســ ــزارش شــ ــی گــ ــاي جراحــ . )3(هــ

اي در صـنایع     هـا کاربردهـاي بـسیار گـسترده         بیوسورفاکتانت
در حال حاضر، گروهـی از ایـن ترکیبـات         . غذایی هم دارند  

براي . روند کار میه  هاي مجاز مواد غذایی ب      عنوان افزودنی   به
مثال، لسیتین و مشتقات آن، استرهاي اسیدهاي چرب حاوي         

کول و مشتقات   گلی  یا اتیلن  )Sorbitan(گلیسرول، سوربیتان 
اتیوکسیلات منوگلیسریدهاي حاوي یک الیگوپپتید، در تمام 

کننـده در مـواد غـذایی مـورد      عنوان عوامـل امولـسیونه   دنیا به 
بیـوفیلم بـه عنـوان گروهـی از      ).5 ،4(گیرنـد  استفاده قرار می  

بیوفیلم . شوند ست که در یک سطح کلونیزه می       هایی باکتري
سلولی  ه توصیف همه مواد خارجها، بلک نه تنها شامل باکتري

تولید شده در سطح و هر نـوع مـواد بـه دام افتـاده در داخـل                
مرحله اول در ایجاد بیـوفیلم چـسبندگی        . باشد ماتریکس می 

ــت   ــه تح ــت ک ــایی اس ــه    باکتری ــایی از جمل ــاثیر فاکتوره ت
ــه ــاي     گون ــطح و باره ــزي س ــسم، آبگری ــاي میکروارگانی ه

ــرایط محیطـــــی و ت وانـــــایی الکتریکـــــی درگیـــــر، شـــ
سلولی کـه در     پلیمرهاي خارج ها براي تولید     میکروارگانیسم

بیوفیلم در ). 6(کند است ها به سطوح کمک می  اتصال سلول 
غـذایی منـابع مهـم آلـودگی         حال حاضر در سـطوح صـنایع      

است، که ممکن است منجر بـه فـساد مـواد غـذایی و انتقـال              
اي مـواد   با توجه به این واقعیت که نگـه دارنـده   . بیماري شود 

غذایی داراي سطح تحمل صفر براي پاتوژن مانند سالمونلا و 
ــم ــستریا     ه ــاکتري لی ــراي ب ــشورها ب ــسیاري از ک ــین در ب چن

هاي چسبنده منفـرد ممکـن اسـت         مونوسیتوژنز هستند، سلول  
به طور قابل توجهی به صـورت بیـوفیلم بـه خـوبی گـسترش             

به سطوح ها  یابند، در نتیجه کنترل چسبندگی میکروارگانیسم
در تماس با مواد غذایی یک مرحله اساسی در فراهم آوردن          

کننـدگان اسـت از    ایمنی و محصولات با کیفیت بـه مـصرف    
ها در چـسبندگی میکروبـی و    این رو، دخالت بیوسورفکتانت  

ــه اســت  جــدا ــورد بررســی قرارگرفت ). 6(شــدن از ســطوح م
ــشرشده بــ ـ  ــورفاکتانت منتـ وســـیله اســـترپتوکوکوس  ه سـ

براي کنترل زنگ زدگی صفحات مبدل حرارتی ترموفیلوس 
ــی  ــردن اســتفاده م ــتوریزه ک ــیون   در پاس ــه کلونیزاس ــود ک ش

هـا کـه مـسئول       هاي دیگر گرما دوسـت اسـترپتوکوك       گونه
لذا هدف از این  ). 6(اندازد زنگ زدگی هستند را به تاخیرمی     

 شناسایی یک سویه بـاکتري از    جداسازي و  ی،پژوهشمطالعه  
ــیلوس ــرئوس جــنس باس ــورفکتانت س ــده بیوس ــد کنن  و  تولی

تولیـد شـده از    بیوسـورفکتانت  باکتریاییضد  اثرات بررسی
 شش باکتري گرم مثبـت و گـرم منفـی بـا     رشد روي  برآن
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 بـه  )Disk diffusion(ر در آگـار انتـشا  روش از اسـتفاده 
  .گرفت قرار مقایسه و بررسی مورد کمک دیسک

  

  ها مواد و روش
ولد بیوسورفکتانت، هاي م براي جداسازي باکتري

چاه (شهر کرمانشاه ها از منابع مختلف از جمله نفت خام نفت نمونه
به نفت نواحی اطراف مخازن نفتی هاي آلوده  ، آب و خاك)25

دار  هاي در پوش گیري از شیشه براي نمونه. جمع آوري شدند
  . استریل استفاده شد

 5گیري و ارسال به آزمایشگاه  پس از انجام نمونه
 95نمونه خاك آلوده به نفت در   گرم از5نمونه آب و  لیتر از یمیل

 Strenghted(نوترینت براث تقویت شده لیتر محیط میلی

Nutrient Broth(  در  لیتر تلقیح و  میلی250در داخل ارلن مایر
 گرم  و)rpm150( ساعت شیکر72 درجه به مدت30دماي 

قویت شده محیط نوترینت براث ت). 8 ،7(گذاري شدند  خانه
لیتر نوترینت براث و   میلی500استفاده شده در این تحقیق محتواي 

 )Mineral Salt Solution(لیتر محلول نمک معدنی  میلی500
 مطالعه تجربیمحلول نمک معدنی استفاده شده در این . باشد می

 گرم KH2PO4 ،5 گرم 2: در هر لیتر آب مقطر محتواي
K2HPO4 ،3 گرم(NH4)2SO4 ،1/0رم  گNacl ،01/0 گرم

FeSO4.7H2O ،01/0 گرم CaCl2.2H2O ،2 گرم
MgSO4.7H2O ،002/0 گرم MnSO4.7H2O ،25/0 گرم
CuSO4.5H2O ،24/0 گرمZnSO4.7H2O ،03/0 درصد 

، به )Yeast extract( درصد عصاره مخمر03/0گلوکز و 
pH=7.2 در 10-6 تا10-1 پس از آن از این محیط از.تنظیم شد 

گردید و سپس هر رقت  تهیه متوالی هاي ین رقتفسفات بافر سال
 Strenghted (شده در محیط کشت نوترینت آگار تقویت

Nutrient Agar() 1,2 2 نوترینت براث تقویت شده همراه با 
کشت داده شد )  Pour Plate(به صورت پورپلیت) درصد آگار

هاي مولد بیوسورفکتانت  اما به منظور افزایش دادن تعداد باکتري
لیتر محیط   میلی99لیتر نفت خام در  میلی1راي نمونه نفت ابتدا ب

 کشت داده شد 250نوترینت براث تقویت شده در داخل ارلن مایر 
لیتر   میلی99لیتر نفت فیلتر شده نیز به همراه   میلی1طور  و همین

هر . محیط نوترینت براث تقویت شده به عنوان شاهد قرار داده شد
 خانه گرم  ساعت شیکر و2 درجه به مدت 30ارلن در دماي  دو

ساعت از کشت مورد نظر  2پس از ). rpm150(گذاري شدند
جاي بافر فسفات ه سازي ب هاي متوالی تهیه شد اما براي رقت رقت

سالین از نوترینت براث تقویت شده استفاده شد و از هر رقت در 
محیط کشت نوترینت آگار تقویت شده به صورت پورپلیت 

هاي گلوکز عصاره مخمر  اده شد و از محیطکشت د
 جهت جداسازي )Glucose Yeast extract Agar(آگار

ها و از محیط مکانکی آگار، ائوزین متیل بلو  سایر باکتري
هاي گرم منفی  ، اندو آگار جهت جداسازي باکتري)EMB(آگار

 درجه 30ها در دماي  تمام پلیت. از گرم مثبت استفاده شد
  ). 10 ،9(گذاري شدند  ساعت گرمخانه24 مدت گراد به سانتی

گري براي شناسایی و جداسازي  اولین تست غربال
تک . هاي تولید کننده بیوسورفکتانت تست همولیز است باکتري

دست آمده بودند بر ه هاي خالصی ب هاي تازه از تمام کشت کلنی
 72طور خطی کشت داده شدند و به مدت ه روي آگار خوندار ب

 ،7(گذاري شدند گراد گرمخانه  درجه سانتی30 دمايساعت در
11.(  

گیري فعالیت امولسیفیه کنندگی هر کدام از  اندازهبراي 
 3گري اولیه در لوله آزمایش محتواي  کلنی جدا شده از غربال

 ساعت کشت داده 48لیتر محیط محلول نمک معدنی به مدت  میلی
 درصد 10ن شد پس از تلقیح دو کلنی در هر محیط، به میزا

به لوله اضافه و پس از مخلوط کردن با ) نفت خام(هیدروکربن
 3 درجه به مدت 30 دقیقه در دماي 1دستگاه ورتکس به مدت 

ها خوب  گذاري لوله خانه پس از گرم. گذاري گردید خانه روز گرم
با ورتکس مخلوط و در ادامه ضخامت لایه نفت امولسیفیه شده به 

  ).11 ،9(صورت زیر محاسبه شد
EC= 100طول لایه امولیسیفیه شده /  طول کل ستون مایع  
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 از دستگاه کشش  نیزگیري کشش سطحی براي اندازه
 استفاده )Tensiometer-Kruess Klot(سنج کرواس کلات

هاي  بدین منظور یک کلنی از کشت خالص هر یک از سویه. شد
ه محیط کشت نوترینت براث تلقیح گري ثانویه ب جدا شده از غربال

که جذب نوري کشت مذکور در طول موج  گردید، پس از آن
 آنگسترم رسید، از آن به عنوان مایع تلقیح 8/0-9/0 نانومتر به 620

لیتر محیط   میلی100لیتر از کشت مذکور به   میلی1. استفاده شد
 درصد نفت فیلتر شده به عنوان منبع 1محلول نمک معدنی و 

 30مخلوط همراه با نمونه شاهد در دماي . دروکربن اضافه شدهی
 ،9(گذاري شد خانه روز گرم 3 دور در دقیقه به مدت 150درجه در 

11.(  
خصوصیات سویه انتخابی تولید کننده بیوسورفکتانت 

: ها شامل این تست. هاي مختلف تعیین شده بود واسطه تسته ب
 آمیزي ، رنگها، رنگ آمیزي گرم خصوصیات ظاهري کلنی

سیترات، تریپل شوگر آیرون  اکسیداز، اسپور، تست کاتالاز،
، سولفید تحرك )Triple Sugar Iron Agar(آگار
 وجس -متیل رد، )Sulfide Indole Motility(اندول

آز،  اوره )Methyl Red- Voges Proskauer(پروسکوآر
  آنتی16هاي انتخابی به  چنین الگوي مقاومت سویه احیا نیترات و هم

 2( ، کلیندامایسین)لیتر  میکروگرم بر میلی10( بیوتیک جنتامایسین
، )لیتر  میکروگرم بر میلی5(سیلین ، متی)لیتر میکروگرم بر میلی

 10(، استرپتومایسین)لیتر  میکروگرم بر میلی10(سیلین آمپی
 میکروگرم بر 30(تتراسایکلین ، اکسی)لیتر میکروگرم بر میلی

، ونکومایسین )لیتر  میکروگرم بر میلی5(وفلوکساسین، سیپر)لیتر میلی
، )لیتر  میکروگرم بر میلی10(، اپی پنم)لیتر  میکروگرم بر میلی3(

 04/0( ، باسیتراسین)لیتر  میکروگرم بر میلی15(اریترومایسین
، )لیتر  میکروگرم بر میلی1(، اگزاسیلین)لیتر میکروگرم بر میلی

 30(پیم ، سفی)لیتر ر میلی میکروگرم ب30(اسید نالیدیکسیک
، )لیتر  میکروگرم بر میلی30(، کلرامفنیکل)لیتر میکروگرم بر میلی

  . مورد بررسی قرار گرفت) لیتر  میکروگرم بر میلی10(سیلین پنی

 سویه انتخابی به    کلونیبراي استخراج بیوسورفکتانت
لیتر محیط کشت نوترینت   میلی500لیتري محتواي   میلی1000ارلن 

هگزان به عنوان -nلیتر   میلی10راث تلقیح، سپس با اضافه کردن ب
 7 به مدت   گراد  درجه سانتی30منبع هیدروکربن، مخلوط در دماي 

پس از آن . گذاري شد خانه  دور در دقیقه گرم150روز با شیکر 
 دور در دقیقه در 5000وسیله سانتریفیوژ در ه هاي باکتري ب سلول

رویی   دقیقه حذف و مایع20 اد به مدتگر  درجه سانتی4دماي 
 مولار به 1سولفوریک   مایع با استفاده از اسیدpH. آوري شد جمع

اضافه ) 1:2( تنظیم شد و بعد از آن به حجم برابر کلروفرم و متانول2
 درجه 60شده و حلال در آون و در دماي  سپس فاز آلی مجزا. شد

ي تیره و قوام چرب به ا ورده نهایی به رنگ قهوهآفر .تبخیر گردید
بیوسورفکتانت ). 1شکل (دست آمده ب عنوان بیوسورفکتانت خام

هاي  دست آمده از هر سویه وزن شد و از آنها رقته خشک ب
در لیتر  گرم بر میلی  میلی63  و125، 250، 500، 1000متوالی شامل 

تهیه شد   )DMSO(لیترحلال دي متیل سولفوکساید  میلی1
هاي ضد باکتریایی مورد  رفکتات جهت بررسیبیوسوهاي هر  رقت

  ).7(استفاده قرار گرفت

  
دست آمده از باسیلوس ه  عصاره بیوسورفکتانت خام ب.1شکل 

   انتخابی43سرئوس 
  

پلیت  ها تعیین وزن خشک بیوسورفکتانتبراي 
گیري شد، رسوب  ها اندازه استریل را گرفته و وزن پلیت

ها  ریخته شد سپس پلیتها  حاصل از استخراج بر روي پلیت
 دقیقه 30گراد به مدت   درجه سانتی100در آون در دماي 

وزن . ها وزن شد کردن، پلیت قرار داده شد پس از خشک
  .)7(وسیله فرمول زیر محاسبه شده ها ب خشک بیوسورفکتانت
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وزن  =وزن پلیت پس از خشک کردن  -وزن پلیت خالی 
  خشک بیوسورفکتانت

ینان از حضور هاي اطم یکی از روش
. بیوسورفکتانت در محیط، کروماتوگرافی لایه نازك است

گرم از   میلی500پس از استخراج بیوسورفکتانت، 
لیترآب دیونیزه شده   میلی1000بیوسورفکتانت خام را در 

 میکرولیتر از آن بر روي صفحه 10مخلوط و سپس 
سیستم حلال . کروماتوگرافی لایه نازك بارگذاري شد

آب / استیک اسید/ متانول/ کلروفرم: تفاده شاملمورد اس
)V/V/V/V 25:15:4:1 (صفحه کروماتوگرافی لایه . بود

قرار گرفت سپس  نازك آماده، در داخل تانک حاوي حلال
صفحه کروماتوگرافی لایه نازك بعد از خشک شدن زیر 

UV ،قرار داده شد تا ببینیم واکنش انجام شده است یا نه 
هاي نین   شده کروماتوگرام را با معرفاگر واکنش انجام

لیتر استون   میلی100 گرم در Ninhydrin() 5/0 (هیدرین
لیپیدي به عنوان نقاط هاي  براي کشف بخش) بدون آب

 5گرم در  Anthrone() 1(اي و معرف آنترون قهوه
) لیتر اتانول  میلی95لیتر اسید سولفوریک ترکیب شده با  میلی

وهیدراتی به عنوان نقاط زرد هاي کرب براي کشف بخش
  ).12، 9، 7(نماییم اسپري می

آزمایش در  مورد هاي باکتري هاي استاندارد سویه
  سرمشناسی موسسه  ازگروه میکروبمطالعه تجربیاین 

به شناسی تهران  کلکسیون میکروب و  رازي کرجسازي
، PTCC 1112 استافیلوکوکوس اورئوس هاي نام

دوموناس آئروژینوزا ، سوPTCC 1330اشریشیاکلی 
1074 PTCC ، 2405استافیلوکوکوس اپیدرمیس 

ATCC 2601، پروتئوس میرابیلیس ATCC و سالمونلا 
  .د تهیه شATCC 1679تیفی موریوم
سدیم کلراید سرم فیزیولوژي  در ها سویه تمام از

سوسپانسیون میکروبی تهیه شد به این صورت که   درصد9/0
 براي شد تهیه  ساعته24 تازه کشت آزمایش سري هر براي

سرم سی   سی5 در میکروب هر از لوپ یک کار این
جذب نوري سوسپانسیون  .تلقیح شد فوق فیزیولوژي

به  620 دستگاه اسپکترفتومتري در طول موج با میکروبی
 تنظیم شد، سپس از این سوسپانسیون  آنگسترم1/0 تا 08/0

 گارهینتون آ-مولر کشت محیط در تلقیح براي میکروبی

  .گردید استفاده
براي تعیین حساسیت کیفی و کمی از 
سوسپانسیون تهیه شده استفاده شد در روش کیفی از انتشار 

 استفاده شد )Kirby Bauer(در آگار به شیوه کربی بائر
 روش به شده استاندارد میکروبی سوسپانسیونکه طی آن از 

 Muller(آگار مولرهینتون کشت محیط سطح در اي سفره

hinton agar(بررسی سپس براي و شد انجام  کشت 

ساخت (بلانک کاغذي هاي باکتریایی، دیسک ضد خواصی
با فاصله معین از یکدیگر و از لبه پلیت روي ) پادتن طب

هاي   میکرولیتر از غلظت20 حدود وآگار قرار داده شد 
 در لیتر گرم بر میلی میلی 63 و125، 250، 500، 1000 حاوي

از . ها اضافه شد ، روي دیسکسولفوکسایدمحلول دي متیل 
 میکروگرم بر 10 بیوتیک جنتامایسین با غلظت دیسک آنتی

 هاي محیط سپس. لیتر به عنوان کنترل مثبت استفاده شد میلی

 37 دماي در ساعت 24 مدت به ها حاوي باکتري کشت

گیري قطر  سپس با اندازه. گراد قرار داده شد سانتی درجه
ها، نتایج مورد  شده در اطراف صفحههاي تشکیل  هاله

 با بیوتیک را آنتی از حاصل بررسی قرار گرفت و نتایج

 Clinical(موسسه استاندارد بالینی و آزمایشگاهی ؛جداول

and Laboratory Standards Institute( مقایسه 

هاي  شده است جهت حصول اطمینان از هر یک از غلظت
ها براي   این آزمایشمختلف بیوسورفکتانت و آنتی بیوتیک

 هاي چنین آزمایش هم. هر سویه باکتریایی سه بار تکرار شد

 غلظت و حداقل غلظت مهارکننده حداقل تعیین براي کمی

به این ترتیب آزمایش . ها انجام شد  بیوسورفکتانتکشنده
 با و استریل خانه 96 پلیت غلظت مهارکننده در حداقل
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ابتدا ازمولر هینتون . براث میکرودایلوشن انجام شد روش
هاي  چاهک  میکرولیتر داخل100 )آلمان مرك(براث 

سپس . هاي مورد نظر میکروپلیت ریخته شد مربوط به رقت
 عصاره بیوسورفکتانت اضافه  میکرولیتر100به اولین چاهک 

سوم به همین ترتیب تا خانه ششم  گردید و از خانه دوم و
میکرولیتر  100ها   درآخر به همه چاهک.رقیق شدند

معادل لوله نیم مک ) نوترینت براث(سوسپانسیون رقیق شده
 ساعت انکوباسیون در دماي 24فارلند اضافه گردید بعد از 

در آینه مشاهده  کف پلیت زیر نورگراد   درجه سانتی37
خانه کنترل اسانس، محیط کشت و میکروب نیز . شد

شد وجود کدورت را که نشان دهنده ر. جداگانه منظور شد
یا عدم رشد باکتري است، درجدول مخصوص یادداشت 

 به )ترین رقیق  (  کدورت بدون چاهک طبق تعریف اولین .شد

. قرار داده شده است مهارکننده غلظت عنوان حداقل
 کشندگی با توجه به نتایج غلظت حداقلچنین آزمایش  هم

 که هایی چاهک از .شد  تعیینمهارکنندگی غلظت حداقل

 سوآپ با بود شده کاملا متوقف آنها در باکتري رشد

نوترینت  کشت روي محیط و برداري نمونه استریل
 گراد سانتی  درجه37دماي  در و داده آگارکشت

ترین غلظتی از   ساعت کم24 پس از .شدند گذاري خانه گرم
عصاره بیوسورفکتانت که باکتري در آن رشد نکرده به 

   ).13(کشندگی گزارش شدند  غلظتحداقلعنوان 
باکتریایی در سه  بررسی خواص ضداین  بنابر

براي تجزیه . تکرار و در قالب طرح کاملاً تصادفی انجام شد
 درصد و براي 1 در سطح SASها از نرم افزار  واریانس داده

 در سطح دانکن دامنه چند آزموناز  ها مقایسه میانگین داده
  . درصد استفاده شد5
  

  ها یافته
ها بعـد از سـپري     از نمونه تجربی،طالعهدر نهایت در این م   

ــی  ــیط   شــدن مراحــل غن ــر روي مح ــه شــده و ب ــت تهی  ســازي، رق

اـ از نفـت      در نتیجه نمونـه   . هاي اختصاصی کشت داده شدند     کشت ه
اـس                      خام، خاك و آب آلوده به نفـت تهیـه شـده بودنـد، کـه بـر اس

اـیی مختلـف       88ها،   مشخصات ظاهري و صفات کلنی      سـویه باکتری
اـ،   ردیدند در این روش به علت خـالص بـودن کـشت       جداسازي گ  ه

کنـد، چـون    میهاي قارچی تا حد زیادي کاهش پیدا    میزان آلودگی 
اـلص          تنها سویه  اـزي   هایی که بر روي محیط کشت اختـصاصی خ س

  .اند، مورد استفاده قرار گرفتند شده
هاي جدا شـده در مرحلـه قبـل، بـراي بررسـی       تمام سویه 

 محــیط کــشت بلادآگـاـر کــشت داده فعالیــت همولیتیــک بــر روي
 سـویه داراي فعالیـت   24 سویه جداسازي شده، تنهـا      88از بین   . شدند

اـ بودنـد بـه             همولیز بتا بودند در نتیجه سویه      هایی کـه داراي همـولیز بت
اـت بعـدي           عنوان فعالیت همولیتیک مثبت در نظرگرفته و براي مطالع

  . انتخاب شدند
ــسیفیه  ــت امول ــل از فعالی ــشت   نتـاـیج حاص ــدگی ک کنن

هاي غربال شده از مرحله قبل با هیدروکربن نفت نـشان داد کـه           سویه
ــه،   ســویه حاصــل از غربـاـل24از میـاـن   ســویه توانـاـیی 14گــري اولی
ها بـراي    یا بیشتر را داشتند که این سویه        درصد 70کنندگی   امولسیفیه

   .مطالعات بیشتر انتخاب شدند
ده تولید مـواد  هاي نشان دهن  کشش سطحی یکی از معیار    

اـهد محـیط             کـشت   فعال سطحی در محیط است کشش سـطحی ش
اـیج       . متر بود  نیوتن بر   میلی 72فاقد باکتري    در این مرحله با توجه به نت

گیـري کـشش سـطحی      سویه براي انـدازه 14گري اول و دوم      غربال
 83، 47، 43هـاي    سویه تست شده تنها سـویه    14انتخاب شدند از بین     

 نیـوتن بـر    میلـی 40  کردن کشش سطحی تا کمتر ازقادر به کم 88و 
  .  سویه متعلق به نمونه نفت بودند4 البته هر .)19 ،10(متر هستند

هاي تولیدکننده  یکی از باکتري تجربی اما در این مطالعه
 که داراي کاهش کشش سطحی 43سورفکتانت به نام سویه  بیو

یوشیمیایی مطابق هاي ب اساس تست  بود برمتر  میلی نیوتن بر40زیر 
بندي ارائه شده در چاب هشتم کتاب برگی،   و طبقه1 با جدول

سویه جدا شده تا حد امکان تعیین هویت شد به این ترتیب سویه 
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 نام گذاري و براي استخراج c.f. Bacillus. Cereus؛43
  .بیوسورفکتانت انتخاب شد

بر اساس فرمول وزن خشک بیوسورفکتانت چنین  هم
با قرار دادن  )284/0=264/49 -98/48(:رم بود گ284/0 فوق

 UVها زیر  جایی لکهه ب صفحه کروماتوگرام در سیستم حلال، جا
 TLCبررسی شد که نمونه تشکیل لکه بزرگ و مشخصی بر روي

 به صورت لکه صورتی UV صفحه کروماتوگرام دادند که زیر 
وي هیدرین بر ر چنین با اسپري معرف نین هم. رنگ مشاهده شدند

اي در سویه انتخابی مشاهده شد اما  صفحه لکه لیپیدي به رنگ قهوه
 43معرف آنترون، لکه زرد در سویه باسیلوس سرئوس با اسپري 

وجود بخش کربوهیدراتی را در این سویه نشان دیده نشد که 
  .دهد می

کننده  خصوصیات بیوشیمیایی سویه انتخابی تولید. 1 جدول
  بیوسورفکتانت

 43  الگوي مقاومت 43  خصوصیات

 -  جنتامایسین باسیلی  مورفولوژي سلول
 +  کلیندامایسین +  واکنش گرم
 +  سیلین متی +  تشکیل اسپور

 +  سیلین آمپی +  کاتالاز
 -  استرپتومایسین -  اکسیداز
 -  تتراسایکلین اکسی -  حرکت
 -  کساسین سیپروفلو -  اندول
H2S - ونکومایسین  - 

 -  اریترومایسین +  متیل رد
 +  باسیتراسین -   پروسکوآر-وجس

 +  اگزاسیلین +  گلوکز
 -  نالیدیکسیک اسید -  لاکتوز

 +  پنم سفی -  آز اوره
 -  کلرامفنیکل -  سیترات

 +  سیلین پنی +  احیاي نیترات
 -  پنم اپی -  پیگمان

  
ــایج  ــلنت ــه از حاص اـنس تجزی اـي داده واریـ  هـ

اـي مختلـف و     نشان دادند که اثر باکتري و رقـت    )2 جدول(مربوط ه

چنـیـن اثــر متقابــل بـیـن بـاـکتري و رقــت بیوســورفکتانت مــورد   هــم
  .باشند می) >01/0p(آزمایش در سطح یک درصد معنادار

یـن    آنـاـلیز آمـاـري داده ــاوت بـ ــه اولاً تف ــشان داد ک اـ ن هـ
اـي   هاي قطر هالـه ممانعـت از رشـد حاصـل از تـاثًیر رقـت          میانگین ه

نـج       مختلف بیوسورفکتانت براي شش بـاکتري        مختلـف در سـطح پ
چنـین بررسـی قطـر      هـم ). 2 جـدول ) (>05/0p(درصد معنادار است  

اـثًیر رقـــت    اـي مختلـــف   هالــه ممانعـــت از رشــد حاصـــل از تـ هـ
اـ هـم       باکتريبیوسورفکتانت بر روي هر باکتري و سپس مقایسه          اـ ب ه

ــساس   ــه ح ــشان داد ک ــصاره      ن ــاثیر ع ــه ت ــسبت ب اـکتري ن ــرین بـ ت
یـلوس سـرئوس    بیوسورفکتانت  اسـتافیلوکوکوس اورئـوس   ؛43باس

ترین باکتري در برابر عـصاره بیوسـورفکتانت باسـیلوس           و مقاوم . بود
  . )3 جدول(باشد ؛ پروتئوس میرابیلیس می43سرئوس 

ــشان داد کــه رقــت آنـاـلیز داده ــر   میلــی1000هـاـ ن گــرم ب
تـرین    بـیش 43باسیلوس سـرئوس   لیتر از عصاره بیوسورفکتانت میلی

تـافیلوکوکوس اورئـوس  ااثر بازدارندگی را بر    تـافیلوکوکوس   وس  اس
اـ هـم معنـی          اپیدرمیس اـوت آن ب دار نبـود ولـی     داشـته اسـت کـه تف

تـرین اثـر    پس از آن بیش. دار بود ها معنی تفاوت آنها با دیگر باکتري    
ــت   ــراي رق ــدگی ب ــی1000بازدارن ــی   میل ــر میل ــصاره  گــرم ب ــر ع لیت

 ـ43بیوسورفکتانت باسیلوس سـرئوس      اـلمو   ه  ب  نلا تیفـی ترتیـب بـر س
ــوزا،    ــودوموناس آئروژین ــوم، س ــی موری ــشیا کل ــوس اشری  و پروتئ

 جـدول (داشت که تفاوت آنها نیز با هـم معنـی دار بـود    میرابیلیس اثر 
4 .( 
  

باسیلوس دست آمده از ه  نتایج تجزیه واریانس بیوسورفکتانت ب.2 جدول
  43سرئوس 

  میانگین مربعات درجه آزادي منابع تغییرات
  14/259**  5 باکتري
  25/544**  5 رقت

  15 /71**  25 رقت*باکتري
  138/0  72 خطا
    107  کل

    27/2  )ضریب تغییرات(
   معنی دار**
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هاي مختلف   متاثر از رقتها  مقایسه میانگین بین باکتري.3 جدول
  43باسیلوس سرئوس بیوسورفکتانت 

  میانگین  يسویه باکتر
 E  16/13  شیا کلییاشر

       A05/21   استافیلوکوکوس اورئوس
    B61/19  استافیلوکوکوس اپیدرمیس

       F   11  پروتئوس میرابیلیس

    D55/16  موریوم سالمونلا تیفی

    C17  سودوموناس آئروژینوزا

  
لیتر از عصاره  گرم بر میلی  میلی500که رقت ها نشان داد  آنالیز داده

ارندگی را ترین اثر بازد  بیش43سرئوس بیوسورفکتانت باسیلوس 
 داشته  استافیلوکوکوس اپیدرمیس واستافیلوکوکوس اورئوسبر 

دار  ها معنی دار نبود ولی با دیگر باکتري که تفاوت آنها با هم معنی
ترین اثر بازدارندگی عصاره بیوسورفکتانت  پس از آن بیش. بود

 سودوموناس موریوم و سالمونلا تیفی بر 43باسیلوس سرئوس 
 هم نداشتند ولی داري با داشت که تفاوت معنیآئروژینوزا وجود 

 استافیلوکوکوس  واستافیلوکوکوس اورئوس تفاوت آنها با
 و پروتئوس میرابیلیس معنی شیاکلییاشرچنین   و هماپیدرمیس

  ).4 جدول(بودداري 
گرم بر  میلی 250ها نشان داد که رقت  آنالیز داده

ترین  بیش 43باسیلوس سرئوس  بیوسورفکتانت عصارهاز  لیتر میلی
 داشت که تفاوت  اورئوساستافیلوکوکوسبر اثر بازدارندگی را 

 ترین اثر پس از آن بیش. دار بود ها معنی با دیگر باکتريآن 
 سالمونلا تیفیاپیدرمیس، استافیلوکوکوس بازدارندگی را بر 

 و پروتئوس اشریشیاکلی ،سودوموناس آئروژینوزاموریوم، 
سالمونلا ؛ جز در دو باکتريه ب تفاوت آنها کهاشت دمیرابیلیس 

 جدول( بوددار  با هم معنیموریوم و سودوموناس آئروژینوزا تیفی
4.(  

گرم بر   میلی125رقت ها نشان داد که  آنالیز داده
ترین  بیش 43باسیلوس سرئوس  بیوسورفکتانت عصارهاز  لیتر میلی

داشت که تفاوت یس استافیلوکوکوس اپیدرمبر اثر بازدارندگی را 
ترین اثر  پس از آن بیش. دار بود ها معنی آن با دیگر باکتري

 بر 43باسیلوس سرئوس  بیوسورفکتانت بازدارندگی را عصاره
که تفاوت  آئروژینوزا سودوموناس استافیلوکوکوس اورئوس و

 داري با هم نداشتند داشت ولی تفاوت آنها با سالمونلا تیفی معنی
 و پروتئوس میرابیلیس که با هم اشرشیاکلین چنی موریوم و هم
  ). 4 جدول(دار بود داري نداشتند معنی اختلاف معنی

 63 که اثر بازدارندگی رقتها نشان داد آنالیز داده
 43از عصاره بیوسورفکتانت باسیلوس سرئوس  لیتر گرم بر میلی میلی

شد با ها می  بیشتر از سایر باکتري استافیلوکوکوس اورئوسدر مورد
ترین  دار بود پس از آن بیش ها دیگر معنی که تفاوت آن با باکتري

 سودوموناس  استافیلوکوکوس اپیدرمیس،اثر بازدارندگی بر
موریوم وجود داشت که تفاوت آنها  سالمونلا تیفی آئروژینوزا و
 و پروتئوس میرابیلیس که با هم  اشرشیاکلیچنین با با هم و هم

  ).4 جدول(دار بود  معنیداري نداشتند اختلاف معنی
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هاي مختلف   تأثیر رقتحاصلشش باکتري مختلف  )متر میلی حسب بر(رشد ممانعت از هاي هاله قطر معیار انحراف و میانگین مقایسه .4 جدول
  آنتی بوتیک و 43باسیلوس سرئوس  بیوسورفکتانت

 رقت باکتري
انحراف ±میانگین 

 رقت باکتري  معیار
  انحراف معیار±میانگین 

 i33/18  1000  57/0± no 66/12 ±57/0  1000  اشریشیاکلی

500  0± m 14  500  57/0± pq 33/10 
250  57/0± mn33/13  250  0± r   9 

125  0± s   8  125  57/0± rs   33/8 
63  0± t 6  63  0±  t6  

  

  h 33/19 ±57/0  جنتامایسین

پروتئوس 
  میرابیلیس

 h33 /19 ±57/0  جنتامایسین

لوکوکوس استافی
 a 66/28  1000  57/0± e 33/22 ±57/0  1000  اورئوس

500  0± bc  25  500  0±  ij 18 

250  57/0± d 33/23  250  0±  k  17 

125  0± n 13  125  0±  p  11 

63  0± p11  63  0±  s   8 

  

  b 33/25 ±57/0  جنتامایسین

 سالمونلا تیفی

  موریوم

 de 23  ±0  جنتامایسین
کوس استافیلوکو

 a    28  1000  57/0± f 33/21 ±0  1000  اپیدرمیس

500  57/0± c 33/24  500  0±  ij    18 

250  0± hi  19  250  0±  k 17 

125  0± l   16  125  0±   n13 

63  0± q 10  63  0±  r    9 

  

  g 33/20 ±57/0  جنتامایسین

سودوموناس 
  آئروژینوزا

 cd 66/23 ±57/0  جنتامایسین

  است دار معنی اختلاف وجود عدم کننده بیان مشابه حروف 
  

مقایسه تاثًیر ضد باکتریایی بیوسورفکتانت در براي 
تجزیه تحلیل ، ها بوتیک هاي مختلف با  تاثیر بازدارنده آنتی رقت

نشان داد که در مورد باکتري اشریشیا  5 ها طبق جدول آماري داده
 لیتر عصاره میلیگرم بر   میلی1000کلی اثر بازدارنده رقت 

هاي  ، از تمام آنتی بیوتیک43باسیلوس سرئوس بیوسورفکتانت 
موثر بر این باکتري کمتر ولی از آنتی بیوتیک اریترومایسین موثر بر 

  .این باکتري بیشتر است
 تاثیر استافیلوکوکوس اورئوسدر مورد باکتري 

نت بیوسورفکتا لیتر عصاره گرم بر میلی  میلی1000بازدارنده رقت 
هاي  بیوتیک داري بیشتر از آنتی طور معنیه ب 43باسیلوس سرئوس 

جنتامایسین، کلیندامایسین، اگزاسیلین، وانکومایسین و نالیدیکسیک 
گذار  هاي تاثیر بیوتیک اسید موثر بر این باکتري بود اما نسبت به آنتی

تتراسایکلین، سیپروفلوکساسین،  سیلین، اکسی دیگر از جمله آمپی
  .پیم اثر بازدارندگی کمتري را نشان داد م وسفیپن اپی

، اثر استافیلوکوکوس اپیدرمیسدر مورد باکتري 
نسبت به  43باسیلوس سرئوس بازدارندگی عصاره بیوسورفکتانت 

آنتی بیوتیک جنتامایسین بیشتر ولی نسبت به آنتی بیوتیک 
هاي  اي و نسبت به آنتی بیوتیک سیپروفلوکساسین اثر مشابه

پنم موثر بر این  پیم، اریترومایسین و اپی لین، کلرامفنیکل، سفیسی پنی
  ). 5 ،4 جدول(باکتري کمتر موثر بودند
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 )متر میلی(ها بر روي شش باکتري مختلف بیوتیک  اثرات ضد باکتري آنتی.5 جدول
                 سویه باکتري

  بیوتیک آنتی
استاف   اشرشیاکلی

  اورئوس
استاف 

  اپیدرمیس
 پروتئوس
  میرابیلیس

 سالمونلا تیفی
  موریوم

سودوموناس 
  آئروژینوزا

  R 33/12  S 23  R 6  R 6  S 66/17  R 6  کلیندامایسین
  R 6  R 66/15  R 6  R 6  R 6  R 6  سیلین متی
  R 6  S 33/30  R 6  R 6  R 33/9  R 6  سیلین آمپی

  R 66/12  R 66/12  R 6  R 11  R 33/9  R 33/10  استرپتومایسین
  S 25  S 33/32  R 6  R 6  S 66/22  S 20  تتراسایکلین اکسی

  S 33/35  S 33/35  S 33/28  S 25  S 33/26  S 33/35  سیپروفلوکساسین
  R 6  S 33/20  R 6  R 6  R 6  R 6  وا نکومایسین

  S 35  S 66/33  S 30  S 31  S 33/38  S 66/33  پنم اپی
  I 15  R 6  S 66/33  R 6  R 66/12  R 6  اریترومایسین
  R 6  R 33/16  R 6  R 6  R 6  R 6  باسیتراسین
  R 6  S 66/22  R 6  R 6  R 6  R 6  اگزاسیلین

  R 33/10  I 33/14  R 33/10  R 6  S 28  R 33/12  نالیدیکسیک اسید
  S 33/28  S 33/31  S 30  S 30  S 33/34  S 33/29  پیم سفی

  R 13  R 13  S 33/31  R 12  S 31  R 6  کلرامفنیکل
  R 6  R 6  S 33/34  S 66/25  I 33/21  R 10  سیلین پنی

 
R: Resistant, I: Intermediate/moderatelysusceptible, S: Susceptible 
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در مورد باکتري پروتئوس میرابیلیس تاثیر بازدارنده 
باسیلوس لیتر عصاره بیوسورفکتانت  گرم بر میلی  میلی1000رقت 

هاي موثر بر این باکتري شامل  بیوتیک نسبت به آنتی 43سرئوس 
سیلین اثر بازدارندگی  پیم و پنی پنم، سفی سیپروفلوکساسین، اپی
طور نسبت به جنتامایسین هم  و همینکمتر مشاهده شد 

  . بیوسورفکتانت تولیدي کمتر موثر بودند
 اثر بازدارندگی موریوم، براي باکتري سالمونلا تیفی

باسیلوس عصاره بیوسورفکتانت  لیتر گرم بر میلی  میلی1000رقت 
داري بیشتر و با  طور معنیه سیلین ب ن، پنی از کلیندامایسی43سرئوس 

تتراسایکلین مشابه ولی اثر آن نسبت به سیپروفلوکساسین،  اکسی
  . پیم و کلرامفنیکل کمتر بود پنم، سفی اپی

در مورد باکتري سودوموناس آئروژینوزا تاثیر بازدارنده 
باسیلوس عصاره بیوسورفکتانت  لیتر گرم بر میلی  میلی1000رقت 

تتراسایکلین بیشتر ولی از تمام   نسبت به اکسی43سرئوس 
دار  هاي موثر و مورد آزمایش کمتر و معنی بیوتیک آنتی
  ). 5 ،4جدول(بود

گونه که نتایج این پژوهش نشان داد، عصاره  همان
داراي خاصیت ضد باکتریایی  43باسیلوس سرئوس  بیوسورفکتانت

انت و جنس باشد که این خصوصیت بسته به رقت بیوسورفکت می
طوري که برحسب تجزیه تحلیل ه ب. باشد باکتري متفاوت می

ترین اثر   نشان داد که بیش4  و3ها مطابق با جداول  آماري داده
باسیلوس هاي مختلف عصاره بیوسورفکتانت  بازدارندگی رقت

ترین  روي باکتري استافیلوکوکوس اورئوس وکم بر 43سرئوس 
روي باکتري پروتئوس میرابیلیس  اثر این عصاره بیوسورفکتانت بر

  . بود

  بر43باسیلوس سرئوس بیوسورفکتانتعصاره چنین  هم
هاي استافیلوکوکوس اورئوس و استافیلوکوکوس  روي باکتري

 برروي باکتري لیتر گرم بر میلی  میلی125رقت  اپیدرمیس، در
روي  بر لیتر گرم بر میلی  میلی500رقت  در  وموریوم سالمونلا تیفی

 پروتئوس میرابیلیس اثر باکتریواستاتیکی داشت ولی اثر تريباک
 براي 43  باسیلوس سرئوسبیوسورفکتانتعصاره باکتریوسیدالی 

هاي استافیلوکوکوس اورئوس و استافیلوکوکوس  باکتري
لیتر، براي باکتري  گرم بر میلی  میلی125رقت  اپیدرمیس در
لیتر و براي   میلیگرم بر  میلی250موریوم در رقت  سالمونلا تیفی

 لیتر گرم بر میلی میلی 1000پروتئوس میرابیلیس در رقت باکتري 
آئروژینوزا و  سودوموناسهاي  مورد باکتري در. مشاهده گردید

لیتر عصاره  گرم بر میلی  میلی25 و 125ترتیب رقت ه اشرشیاکلی ب
 باکتریواستاتیکی و ها هم اثر  برروي این باکترياین بیوسورفکتانت

  .)6 جدول(م اثر باکتریوسیدالی داشته
  
 حداقل MICتعیین میزان حداقل غلظت مهارکننده رشد .6جدول  

ها بر روي شش باکتري   بیوسورفکتانتMBCغلظت کشنده رشد 
  )لیتر گرم بر میلی میلی(مختلف

 

  
  بحث 

 باسیلوس سرئوس باکتري  تجربی؛مطالعه این در
 زمانی دوره در بیوسورفکتانتی ترکیبات تولید قابلیت با 43

 تنها عنوان به ،هگزان خام، نفت مصرف توانایی و کوتاه

 بیشتر. شد شناسایی و انرژي جداسازي و کربن منبع
 آب و، نفت خام از تولیدکننده بیوسورفکتانت هاي باکتري
 . اند شده جدا نفتی هاي هیدروکربن به آلوده هاي خاك

همکاران و  انکوواتاي که در بلغارستان توسط  در مطالعه
ها از مناطق  رگانیسمانجام گرفت نیز جداسازي میکروا

گزارش گردیده ) هاي نفتی هاي آلوده به پساب آب(آلوده
 کننده نفت از هاي تجزیه اوکرنتوگبا و ازرونی باکتري). 15(است
هاي آلوده به نفت در اطراف پالایشگاه را جداسازي  آب

اي همراه با نفت  در نیجریه از ترکیبات ماسه بولا). 16(نمودند
هایی جداسازي  لوخ درآمده بودند باکتريسنگین که به صورت ک

این . دندکر نفت خام بسیار موثر عمل می که در تجزیه کرد
جایی که   از آن.سودوموناس بودندها بیشتر از جنس  باکتري

  MIC MBC سویه باکتري  ها بیوسورفکتانت
  500  125 اشریشیا کلی

  125  125 استاف اورئوس
  125  63 استاف اپیدرمیس

  500  250 پروتئوس میرابیلیس
  500  250 موریوم سالمونلا تیفی

باسیلوس سرئوس 
43  

 500 125 سودوموناس آئروژینوزا
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هاي مولد بیوسورفکتانت در تجزیه نفت موثرتر عمل  باکتري
هاي مولد  هاي جدا شده سویه کنند، لذا از بین باکتري می

 این وجود همکاران  با).17(فکتانت انتخاب شدندبیوسور

 بیوسورفکتانت را تولید بالاي قابلیت با هایی میکروارگانیسم

 و نفتی هاي هیدروکربن به غیرآلوده هاي آب و خاك از
توزیع  گر بیان گزارشات این). 14(اند نموده فلزات جداسازي

 در بیوسورفکتانت تولیدکننده هاي میکروارگانیسم وسیع

 به غیرآلوده حتی و خاکی و آبی هاي نواع اکوسیستما

   . باشد می ترکیبات هیدروکربنی
هاي مولد  در مطالعاتی که با هدف جداسازي باکتري

بیوسورفکتانت از منابع محیطی انجام شده معمولاً از بررسی فعالیت 
هاي مولد  همولیتیک به عنوان معیاري براي جداسازي اولیه سویه

به طوري که در مطالعاتی ). 11(استفاده شده است بیوسورفکتانت
 براي 2010 و آناندارج در سال 2005مشابه که طباطبایی در سال 

هاي مولد بیوسورفکتانت انجام دادند از فعالیت  جداسازي باکتري
  ). 10، 7(همولیتیک براي جداسازي اولیه استفاده شد

گري  هاي انجام شده، راه دیگر غربال با توجه به بررسی
کنندگی یک  فعالیت امولسیفیه. سازي است فعالیت امولسیون

امولسیفایر به تمایل آن نسبت به سوبستراي هیدروکربنی استفاده 
   نتایج آزمایش.  بستگی داردECگیري  شده براي اندازه

هاي غربال شده از  به دست آمده براي سویه  ) E24  (سازي امولسیون
مطالعه  نتایج به دست آمده در این . بود1مرحله قبل مطابق جدول 

و  ، از نتایج گزارش شده در مطالعات مشابه توسط بودوئرتجربی
 بهتر و   ،)18  (و بیکا وهمکارانش   )9( فرنسی و همکاران  ،)4  ( همکاران

گري کشش  هاي غربال ما یکی دیگر از فعالیت ا.چشمگیرتر است
 رشد، طحی محیط سجایی که کاهش کشش ست از آن سطحی

ترین معیار براي اثبات تولید بیوسورفکتانت  ترین و اصلی مهم
 پس از مطالعه تجربی؛شود به همین دلیل در این  محسوب می

هاي باکتري انتخاب  گري اول و دوم و کاهش تعداد سویه غربال
ها در تولید  شده، از این آزمایش براي بررسی و تائید توان این سویه

 مطالعات مشابهی در این زمینه توسط . شدبیوسورفکتانت استفاده
 براي جداسازي 2005 و طباطبایی در سال 1991بنت در سال 

اما یکی از ). 19 ،10(هاي مولد بیوسورفکتانت انجام شد باکتري
هاي مولد بیوسورفکتانت، توانایی  هاي جالب توجه باکتري قابلیت

ازدیاد . ستآنها در ازدیاد برداشت میکروبی نفت از مخازن نفتی ا
برداشت میکروبی نفت یک روش ثالثیه ازدیاد برداشت است که 

سابقه تاریخی طولانی به  رغم برخوردار بودن از قدمت و علی
هایی که براي  مکانیسم. تازگی مورد توجه فراوان قرار گرفته است

اند  ها پیشنهاد شده وسیله میکروارگانیسمبه ازدیاد برداشت نفت 
نوع و فراوان هستند اما بدون شک تولید بسیار پیچیده، مت

سطحی و کاهش قدرت  کردن کشش بیوسورفکتانت و کم
مویینگی یکی از دلایل اصلی افزایش تولید نفت توسط 

  ).20 ،1(رود ها به شمار می میکروارگانیسم
علاوه بر این، در آنالیز عصاره حاصل از کشت سویه 

 صفحه دست آمده بر رويه ، لکه ب43باسیلوس سرئوس 
کروماتوگرافی لایه نازك در اثر اسپري با معرف نانیهیدرین، تولید 

دهد که عصاره بیوسورفکتانت  کرد که نشان می می اي رنگ قهوه
اي که توسط طباطبایی   در مطالعه.سویه حاوي ترکیب لیپیدي است

، آناندارج و همکاران و روسا و همکاران 2005و همکاران در سال 
وسیله آنها ه ام شده، ماهیت بیوسورفکتانت که ب انج2010در سال 

باسیلوس جداسازي شده بود نیز کاملاً مشابه با نتایج حاصل از سویه 
  ).20  و10، 7(، گزارش شده است43سرئوس 

ها فعالیت  هاي بیوسورفکتانت اما یکی دیگر از کاربرد
ها در برابر آنتی   هر روزه مقاومت باکتري.ضدمیکروبی آنها است

تحقیق در مورد کشف مواد جدید با . شود ها بیشتر می تیکبیو
ها  تر همپاي افزایش مقاومت در باکتري خواص ضدمیکروبی قوي

رو به گسترش است و از این رو بیوسورفاکتانت یک جایگزین 
مناسب براي داروهاي ترکیبی هستند و عوامل ضد میکروبی و 

به ) خطر بی(نیعوامل موثر درمانی یا پروبیوتیک به عنوان ایم
ها  خصوص در زمانی که مقاومت در برابر داروها در میان ارگانیسم

هاي تهدیدکننده زندگی رو به افزایش است  براي بسیاري از بیماري
که به عنوان یک انتخاب مناسب . تواند مورد استفاده قرار گیرد می

ت ها با اثرا بیوسورفکتانت. روند براي این نوع تحقیقات به شمار می
چنین  ها و هم اي از ارگانیسم ضدمیکروبی بر روي طیف گسترده

قابلیت مصارف غذایی آنها در برخی موارد وکمتر بودن اثرات 
توانند در برخی  هاي رایج می جانبی آنها نسبت به آنتی بوتیک

  ).21(ها شوند موارد جایگزین آنتی بیوتیک
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در راستاي بررسی اثرات ضدمیکروبی 
که در  ، اثرات ضدباکتریایی بیوسورفکتانتها بیوسورفکتانت

مصارف غذایی و آرایشی و بهداشتی نیز مورد استفاده قرار 
زا به ویژه باکتري  گیرد، بر روي شش باکتري مختلف عفونت می

هاي  استافیلوکوکوس اورئوس که هم ایجاد کننده مسمومیت
هاست  هاي مهم در ایجاد عفونت غذایی و هم یکی از باکتري

ترین  نین بر روي سودوموناس آئروژینوزا که از مقاومچ هم
زاست مورد ارزیابی قرار گرفتند به این صورت  ها و بیماري باکتري

 بر رشد پروتئوس 43باسیلوس سرئوس که بیوسورفکتانت 
شیاکلی اثر مهارکنندگی و کشندگی داشت که یمیرابیلیس و اشر

فکتانت به این باکتریال قوي این بیوسور نشان دهنده اثر آنتی
 43 طور بیوسورفکتانت باسیلوس سرئوس باشد همین ها می باکتري

اورئوس، استافیلوکوکوس اپیدرمیس، سالمونلا  بر استافیلوکوکوس
هم  موریوم، سودوموناس آئروژینوزا هم اثر باکتریوسیدال و تیفی

   وMBCباکتریواستاتیک داشت که اعداد نزدیک به هم 

MICها بر  ر قوي باکتریوسیدال بیوسورفکتانتنیز نشان دهنده اث
به  در بررسی مطالعات مشابه، تحقیقات کمی .هاست این باکتري

ها  در ایران در مورد خواص ضد میکروبی بیوسورفکتانتویژه 
این مطالعات در مورد جزئیات خصوصیات  صورت گرفته یا در

شده است هاي عدم رشد اشاره ن آنتی باکتریالی از جمله به نتایج هاله
 هاي دکاپپتیدي حلقوي جدید با این حال بعضی از بیوسورفکتانت

آزمایشگاهی  شرایط شدند، که در جدا سودوموناس هاي از گونه
مایکوباکتریوم توبرکلوزیس و  بر علیه ضدمیکروبی فعالیت

 چنین سویه هم). 22(شد مایکوباکتریوم آویوم داخل سلولی یافت
لجن جدا شده  نفت خام یشگاه ازدر آزماC1  سوبتیلیس باسیلوس

 در مطالعات. بود و براي تولید کمپلکس سه لیپوپتیدي یافت شد
این سویه فعالیعت ضدمیکروبی  به مربوط نشده منتشر

 تست مختلف هاي ارگانیسم برابر در، N1 بیوسورفاکتانت لیپوپپتید
 جمله گرم مثبت از باکتري چندین  فعال بر علیهN1. شد

مایکوباکتریوم اسمگماتیس مشاهده  و  اورئوساستافیلوکوکوس
 منفی گرم هاي ارگانیسم بر علیه با این حال، هیچ فعالیتی. شد

به  ایزوله شده سورفاکتین نقش با این وجود، این). 22(مشاهده نشد
این  اما در. است تایید شده مفید ضدمیکروبی عنوان یک عامل

ورفکتانت تولید  بر خلاف مطالعات ذکر شده بیوسمطالعه تجربی

هاي گرم منفی و  هم بر روي باکتري 43 باسیلوس سرئوسشده از 
باکتریال زیادي  هاي گرم مثبت اثرات ضد هم بر روي باکتري

 و همکاران انجام شد   در تحقیقاتی که توسط وتسا.مشاهده شد
ها جدا شده از سودوموناس داراي  گزارش دادند که رامنولیپید

 بر علیه باکتري گرم منفی؛ سودوموناس فعالیت ضد باکتریایی
). 23(آئروژینوزا و باکتري گرم مثبت؛ استافیلوکوکوس بودند

 MICچنین فعالیت ضدمیکروبی بر اساس مقادیر  هم
 بر روي AT10بیوسورفکتانت رامنولیپید از سودوموناس 

هاي قارچ به  هاي گرم مثبت و گرم منفی، مخمر، و سویه باکتري
 مشابه مطالعه تجربی با نتایج تحقیقات این کهت دست آمده اس

هاي گرم مثبت و  اما تفاوت در حساسیت باکتري). 24(باشد می
هاي  تواند به تفاوت هاي مختلف، می گرم منفی نسبت به متابولیت

هاي   باکتري.ها مرتبط باشد مورفولوژیکی بین این میکروارگانیسم
تند که داراي گرم منفی داراي غشاي خارجی پلی ساکاریدي هس

باشد و یک دیواره سلولی  ترکیباتی با ساختار لیپوپلی ساکارید می
هاي گرم مثبت بیشتر  آورند اما باکتري  میه وجودنفوذ ناپذیر ب

حساسند چون فقط یک لایه پپتیدوگلیکان خارجی دارند که 
. ها باشد تواند یک مانع موثر جهت نفوذ پذیري متابولیت نمی
العه، اهمیت موضوع را براي تحقیقات آینده جهت هاي این مط یافته

هاي باسیلوس  دست آوردن ترکیبات ضد میکروبی در میان گونهه ب
تحقیق براي کشف . نماید از مخازن نفتی غرب ایران مشخص می

هاي بیولوژیکی جدید و ترکیبات دارویی، به تعداد زیادي  متابولیت
اي متنوع نمونه گیري و ه ها احتیاج دارد و اگر باسیلوس از ایزوله

گري شوند این تحقیقات در آینده امید بخش خواهد بود با  غربال
 میکروبی ضد اثرات میزان در ها تفاوت برخی  وجوداین حال

 به تواند می مشابه تحقیقات و مطالعه تجربی این در شده مشاهده

 تولیدکننده باکتري مختلف براي رشد هاي سوبسترا تفاوت دلیل

 .باشد استخراج براي مختلف هاي روش از استفاده تانت،بیوسورفک
 در موجود هاي تفاوت دهنده نشان میکروبی ضد اثرات در تفاوت

  .  باشد می ها بیوسورفکتانت ترکیبات
  

  نتیجه گیري
توان گفت که این باکتري   میمطالعه تجربیبا توجه به نتایج این 

نولوژي و زیست هاي بیوتک داراي پتانسیل فراوانی براي کاربرد
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توانیم در مورد استفاده از آن در آینده  این ما می بنابر. محیطی است
این با  منظوره فکرکنیم، بنابر دهنده چند به عنوان اجزاء تشکیل

ها در این زمینه، استفاده از  وجود پتانسیل بسیار زیاد بیوسورفاکتانت
مابیش بالا هاي تولید ک هزینه شاید دلیل آن .آنها هنوز محدود است

 نسبت به  ها مورد سمیت آن چنین اطلاعات اندکی در و هم
به  استفاده از آنها تقاضايبا این وجود،  هاي انسانی است سیستم
محصولات دارویی نشان  و هاي غذایی، موادآرایشی مکملشکل 
 دسته ب میکروبی این محصولات از علاقه زیاد به استفاده دهنده

  .آمده است
  

 انیتشکر و قدرد
جواد مصطفی  محمد ارشد کارشناسی نامه پایان حاصل مقاله این

 با راهنمایی استاد گرامی جناب آقاي دکتر سلمان احمدي پور رمی
هاي   با عنوان جداسازي و شناسایی باکتريدانشگاه ایلام  ازاسپچین

 تولید کننده بیوسورفکتانت از مخازن نفتی نفت شهر کرمانشاه

 از کارشناسان گروه میکروبیولوژي و دانشکده بدین وسیله. باشد می
 این تحقیق با ما همکاري دامپزشکی دانشگاه ایلام که در انجام

  .نماییم داشتند، تشکر می اي صمیمانه
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