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Abstract 

Biosurfactants are surface-active substances produced by microorganisms that reduce surface and interfacial 

tension. In recent years, increasing environmental awareness has attracted much attention towards the use of 

biosurfactants compared to their chemical counterparts, which is due to the unique properties of these compounds. 

Isolation of new strains with high biosurfactant production capacity has always been important for researchers. 

This study aimed to isolate and characterize a new and indigenous thermophilic isolate with high biosurfactant 

production capacity from municipal waste and to investigate its physicochemical properties. Among more than 

120 colonies isolated from different sources, one isolate with a biosurfactant production rate of more than 12 g/L 

was selected and identified by biochemical and molecular morphological methods based on the S 16 rRNA gene. 

Initial identification of the biosurfactant was performed by FT-IR. Investigation of the antimicrobial properties of 

the purified biosurfactant showed that among the pathogenic bacteria studied in this study, Staphylococcus aureus 

and Klebsiella pneumoniae strains were more sensitive to it and it could also maintain its surface activity in a 

wide range of pH (3-9), high salt concentrations (up to 18%), and boiling temperatures of autoclaves, freezers, 

and refrigerators. The critical micellization concentration of the biosurfactant was 39 mg/L, at which point the 

surface tension was 40.5 mN/m. 

Keywords: biosurfactant, municipal waste, new bacterial strain, and isolation, antimicrobial. 
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EXTENDED ABSTRACT  

Introduction: In this research, the isolation and determination of the characteristics of bacteria with high ability 

to produce biosurfactant from fresh and rotten urban and agricultural wastes has been done. The physical and 

chemical characteristics of the purified product and the determination of its exact chemical structure have also 

been examined. Most of the biological surfactants are from oil wells or from oil-contaminated lands; they have 

been isolated from the effluents of factories and sewage, and the isolation of bacteria from urban and agricultural 

waste has not been done so far.  

Materials and Methods:  In this research, various sources were used to sample and isolate isolates with the ability 

to produce biosurfactant. The leachate of fresh and one-month-old waste was used, the fertilizer obtained from 

heated waste and the fresh and one-month-old waste were used. For the initial screening of bacteria capable of 

producing biosurfactant, a selective culture medium was used in which sunflower oil was used as the only carbon 

source. In the research conducted by Abbasi et al., soybean oil was used as the only carbon source. Was done, oil 

displacement test was used for rapid screening of producing bacteria. Isolates whose crude oil displacement test 

was positive. The produced biosurfactant was extracted by acid precipitation method and used to measure the 

amount of production. Out of more than 120 colonies isolated from different sources, 10 isolates had positive 

results in the oil displacement test. Biosurfactant extraction was performed on these ten isolates, and finally one 

isolate with a production rate of more than 12 grams per liter was selected. It was used for further investigations. 

This amount of production is significant compared to other bacteria that produce biosurfactant.  

Discussion and conclusion: The identification of the selected isolate was done by biochemical and molecular 

morphological methods. Morphological results and preliminary biochemical tests showed that the isolated bacteria 

is gram positive, rod-shaped and aerobic. The results showed that the selected isolate belongs to the genus 

Aneurinibacillus and the aerothermophilus species. The 16S rRNA gene sequencing method was used to confirm 

the biochemical identification of the selected isolate. The results after comparing with the available NCBI 

sequences showed that the isolate belongs to the Aneurinibacillus genus and has more than 100 similarities with 

A aerothermophilus 420-9 species. Finally, the said isolate was named Aneurinibacillus aerothermophilus AS. 

The kinetics of biosurfactant production showed that the production of biosurfactant started after 24 hours of the 

greenhouse period at the rate of 2 grams per liter, and the amount of production increased gradually and reached 

8 grams per liter on the sixth day, which is its maximum amount. arrived The results also showed that the 

production of biosurfactant is dependent on growth, however, the maximum amount of production is obtained in 

the stationary phase of growth, which indicates that the biosurfactant produced is a secondary metabolite, while 

the production of biosurfactant for Pseudomonas aeruginosa bacteria MA01 showed that after 24 hours of the 

greenhouse period, it started at the rate of 0.5 grams per liter and gradually the amount of production increased 

continuously and on the fourth day It reached five grams per liter, which can be related to the maximum cell 

growth on the fourth day. Then, with the gradual decrease in growth on the fifth day of the greenhouse period, a 

significant increase in the amount of biosurfactant production was observed, about eight grams per liter) after 10 

days of the greenhouse period, the production reached its maximum value, i.e. 12 grams per liter, in a relatively 

stable manner. And this amount of production continues until the end of the greenhouse period, i.e. the 20th day. 

By comparing them, the result is that the length of the production period for the maximum production of biological 

surfactant in the AS01 strain is less, which is more economical, on the other hand, the maximum production in 

the MA01 strain is higher. In most of the biological surfactants extracted from bacteria, the ability to tolerate 

temperature, pH and ionic strength has been examined, because it is one of the most important characteristics of 

biological surfactants and one of the reasons for their superiority over industrial surfactants, for example, the 

biological surfactant obtained from Bacillus Lakiniformis JF tolerates temperature up to 50 degrees Celsius, pH 

in the range of 4.5-9, sodium ion concentration up to 50% and calcium up to 25%, and the resulting lipopeptide 

from Bacillus subtilis in the temperature range of up to 18 degrees and in the autoclave temperature of 121 degrees 

for 20 minutes and the pH range between 5-11 and 20% concentration of sodium chloride, the results of 

investigating the stability of the pure biosurfactant obtained from the isolated strain In this research, it was shown 

that this material can have its surface activity in a wide range of pH (3-9), high salt concentrations (up to 18%), 

as well as boiling temperatures of autoclaves, freezers and refrigerators. while in the research conducted by Abbasi 

et al., the tolerance threshold was in the range of pH (4-10) and salt concentrations (up to 15%). These results 

promise the ability to use it in harsh industrial conditions such as high temperature sterilization of products in the 

food industry. Conclusion: In general, the biosurfactant obtained from the aerothermophilus AS01 isolate was less 

effective in emulsifying vegetable oils compared to hydrocarbons. The resulting biosurfactant could only emulsify 

coconut and corn oils by more than 50%. While it had good emulsifying activity against xylene, hexadecagon and 

toluene, so that the emulsifying index for these materials was between 55.8 and 100%, which can be used for 

bioremediation applications. These results are at the same level as the research conducted by Abbasi et al. The 
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 Antioxidant effects of nanochitosan-coated probiotic mixture in brain tissue of rats 

exposed to Aluminum chloride 
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CMC value of biosurfactant was very low and 39 times mg/liter. At this point, a surface tension of 40.5 

millinewtons/m was obtained, which shows that this material has a high surfactant property, in the sense that a 

smaller amount of the material is needed to reduce the surface tension in certain applications, and compared to 

the research the results are at a good level . 
. 
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کننده ماده فعال در   دیتول  یی ای باکتر د یجد ی ها ه یسو اتیخصوص نیی و تع یجداساز   یبررس 

 شهرستان آوج  یشهر  یاز پسماندها  وسورفکتانت یسطح ب

 *1یبهزاد همت،  1زهرا افتخار نینازن

 ، کرج، ایرانیدانشگاه آزاد اسلام ،واحد کرج،  هیدانشکده علوم پا ،یولوژیکروبیگروه م .1

 
 10/06/1404:پذیرش تاریخ       05/03/1404:تاریخ دریافت

 

 چکیده

را کاهش    یسطح  ن یو ب  یشده و کشش سطح   د یها تول سمیکروارگانیهستند که توسط م  یمواد فعال در سطح  یستیز  ی هاسورفکتانت

  سه یدر مقا  یستیز  ی هارا به سمت استفاده از سورفکتانت  یادی توجه ز  یطیمح  ست یز  ی هایآگاه  شیافزا  ر،یاخ  یهادهند. در سال یم

با    دیجد  ی گونه ها  یجداساز  ،باشدیم  باتیترک   نیمنحصر به فرد ا  یهایژگیو  لیکرده است که به دل  بآنها جل  ییایمیش  انیبا همتا

-یژگیو  نیی و تع  یپژوهش به جداساز  نیابوده است.    تیپژوهشگران حائز اهم  یبرا  شه یهم  یستیسورفکتانت ز   دی تول  یبال   یتوانمند 

  یهایژگیو  یو بررس  یشهر  یاز پسماندها  یستیسورفکتانت ز  دیتول   یبال  یتوانمند با    یو بوم  دیگرما دوست جدی  جدایه   یها

سورفکتانت    د یتول   زانیم  یکه دارا   ه ی جدا  کیجدا شده از منابع مختلف    یکلن  1۲۰از    ش یب  انیآن پرداخته است. از م  ییایمیکوشیزیف

 S  1۶ rRNAن  ژبر اساس    یو مولکول  ییایمیوش یب  یشناس  ختیر  یهاو با روش  دیبود انتخاب گرد  تریگرم بر ل  1۲از    شیب  یستیز

  یستیسورفکتانت ز  یکروبیپادم  یهایژگیو  یبررس   د.انجام ش  FT-IR توسط  ی ستیسورفکتانت ز  ه ی اول  ییشناسا  ،دیگرد  ییشناسا

  لا یاورئوس و کلبس   لوکوکوسیافتاس  ی ها هیسو  ق ی تحق  ن یمطالعه شده در ا  یازیماریب   ی ها  یباکتر  ان یخالص شده نشان داد که از م

 1۸%نمک )تا    یبال  یها، غلظتpH  (9-3  ) از  یعیوس  دوده در مح   تواندیو همچنین م  نسبت به آن دارند  یشتریب  تیحساس  هی پنومون

برابر    یستیشدن سورفکتانت ز  سلیم  یغلظت بحران.خود را حفظ کند  یسطح  تی فعال  خچالیو    زریفر  ،جوش اتوکلاو  ی دماها  زیو ن(  

 بر متر به دست آمد.    وتنین یلمی 5/4۰برابر با  ینقطه کشش سطح نی بود که در ا  تریگرم در ل یلیم 39با 

 ،جداسازی، پادمیکروبیییایباکتر دی جد هیسو،یپسماند شهر،وسورفکتانتی ب کلید واژه ها :
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از    وسورفکتانتیکننده ماده فعال در سطح ب  دیتول یی ایباکتر   دیجد یها هیسو ات یخصوص نییو تع ی جداساز یبررس 

 شهرستان آوج  یشهر یپسماندها
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 مقدمه 

توسط  سورفکتانت شده  تولید  آلی  ترکیبات  زیستی  های 

هیدروفوب    میکروارگانیسم بخش  دو  دارای  که  هستند  ها 

توانند کشش سطحی و بین سطحی  وهیدروفیل هستند و می

با   و  دهند  کاهش  را  مایعات  میکروامولسیون  بین  تشکیل 

ابتدا  هیدروکربن در  کنند.  حل  خود  در  را  نامحلول  های 

هیدروکربنسورفکتانت انحلال  با  زیستی  سال  های  در  ها 

آنها    199۰ کاربردهای  ساله  هر  و  گرفتند  قرار  توجه  مورد 

مخصوصا در زمینه نفتی غذایی و دارویی بیشتر توسعه یافت.  

میسورفکتانت زیستی  برای  های  مناسبی  جایگزین  توانند 

باشند سورفکتانت شیمیایی  ویژگی (1)های  مهمترین   .

زهرسورفکتانت زیستی  پذیری  های  تجزیه  و  پایین  آگینی 

باشد. با توجه  ی میتزهای سنبالی آنها نسبت به سورفکتانت 

و   شد  اشاره  آن  به  که  زیستی  سورفکتانت  ماده  اهمیت  به 

نیز بر هز ینه بودن تولید آن از  کمبود تولید آن در کشور و 

های موجود تحقیق و بررسی و تلاش برای یافتن سویه  باکتری

بیشتر   تولید  قابلیت  با  دوست  گرما  و  بومی  و  جدید 

 سورفکتانت زیستی بکار گرفته شد.

  شود می  گفته  گازی  و  مایع  جامد،  مواد  به  زباله  همان  یا  پسماند

  انسان   هایفعالیت   نتیجه   غیرمستقیم  و  مستقیم  صورت   به   که

 .آیندمی حساب  به  زائد موادی  و  باشدمی

 :پسماند انواع 

  خانگی   هایزباله  مثل  پسماندهایی  کلیه  به:عادی  پسماندهای

  شهر،  در   انسان   فعالیت   از  روزانه  که   ساختمانی  های نخاله   و

  عادی   پسماند   شود، می  تولید   آنها   از   خارج  یا   و   روستا

  پسماندهای   تمامی  به:بیمارستانی  (.پسماندهای۲گویند)می

  بهداشتی   مراکز  ها،بیمارستان  در   که   آوری  زیان   و  عفونی

  مشابه   مراکز  سایر  و   طبی  تشخیص   هایآزمایشگاه   درمانی،

  که   باشید   داشته  توجه  البته.  شودمی  گفته   شوند،می  تولید

  در   شوند، می   خارج  هامکان  این   از  که  خطرناکی  پسماندهای 

  (.پسماندهای ۲گیرند)می  جای   دیگری  بندی دسته

  بخش   در   تولیدی  های فعالیت  از   ناشی   پسماندهای :کشاورزی

  مانند   دارند،  قرار  پسماندها  از  دسته  این  در  کشاورزی

  محصولت   ،(آبزیان  و  طیور دام،) حیوانات  لشه  و  فضولت

 (.۲مصرف)  غیرقابل یا فاسد کشاورزی

  ه یجدا  ت یهو  نییو تع  یجداسازهدف از انجام این پژوهش  

ز  د یتول   دیجد  ییایباکتر  یها سورفکتانت  از    ی ستیکننده 

و  یشهر  یپسماندها آوج    ی هایژگیو  نییتع شهرستان 

 یشده به همراه برخ  دی تول  یستیسورفکتانت ز  ییایمیکوشیزیف

 . (۲)است  آن یکروبیآثار پاد م

پ به  توجه  اهم  یهاپژوهش   نه یشی با  گرفته  و    تی صورت 

ها  یکاربردها سورفکتانت  صنا  یستیز  یمتنوع    ع یدر 

  .شود یگوناگون مشخص م

از جمله    یخاص  یها یژگیو  یستیز  یها  سورفکتانت دارند 

  pHاز دما    یدر محدوده گسترده ا  تیکم و فعال  ینیزهر آگ

استفاده در صنا  ی ونیو قدرت   بس  ع یکه جهت  با    اریمختلف 

همچن  تیاهم سورفکتانت    یریپذ  بیتخر  ستیز  نیاست. 

و    ستیز  ط یمح  شیمواد را در آل  نیا  ت یاهم  ،یستیز  یها

پاد    یکروبیپادم  تیفعال  .دهدیم  نشانآن    تیریمد و 

و    زایماریب  یها  کروبیدر کنترل م  هابیترک   نیا  یچسبندگ

همچن و  کننده  د  ونیامولس   لیتشک  ییتوانا  ن یفاسد    گر یاز 

 ییاست که در مواد غذا  یست یز  یهاسورفکتانت    یها  یژگیو

  شیافزا  تواند مورد توجه باشد.یو استخراج نفت م  ییو دارو

از سورفکتانت   یطیمح  ستیز  یهاینگران استفاده  در مورد 

ش  یها در سطح  فعال  ز  ییایمیمواد  به سمت    یادیتوجه  را 

ها    سمیکروارگانیاز مواد فعال در سطح مشتق شده از م  یسو

دل به  آگ  لیعمدتاً  و    یریپذ  بیتخر  ستیز  نییپا  ینیزهر 

  لب ج  یونیو قدرت   pH در محدوده متفاوت دما،    ییکارا

سورفکتانت است.    ی کاربردها  یدارا  یستیز  یهاکرده 

  ی از جمله استخراج و فرآور  ی مختلف  یها  نهیگسترده در زم

صنا مد  ییپال  ستیز  یمیپتروش  عینفت    ط یمح  تیریو 

  یشی آرا ییمواد دارو یدنی و آشام ییمواد غذا عیصنا ست،یز

بهداشت همچن  یو  رنگساز  عیصنا  نی و  و    یمتالورژ  یمعدن 

و چه    یکروبیها چه از منشا مباشند. سورفکتانت یم  کیسرام
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 و همکاران  افتخار

 

 6 غذایی  صنایع  در  کاربردی   میکروبیولوژی فصلنامه 

ها  ییایمیش سطح    یکی پا  یآمف  یمولکول  در  که  هستند 

و    یکشش سطح  یرو یکرده و با کاهش ن  دا یمشترک تجمع پ 

دهند به    یرا م  سلیبه شکل م  یی توده ها  ل یتشک  یسطح  ن یب

  ب یتر  ن یداده و بد  رییرا تغ  یرفتار بین سطح  یژگیو  ن یا  لیدل

-یم  ریدر سطح مشترک و در محلول تاث  ها کولبر رفتار مول

 . گذارند

ساختار مختلف و   یدارا  ی هاگروه   یستیز  یها  سورفکتانت

سطح  ی هامولکول در  وس  یفعال  به  که    له یهستند 

م  سمیکروارگانیم از سودوموناس    د یپیمتول :  شوندیها ساخته 

سورفکت  نوزایآئروژ باس  نی:  از    سی لیسوب  لوسیاز  امولسان 

کالکواس سوفورول  کوس یاسپنتوباکتر  کاندیدا    د ی پی،  از 

برخ  ، ها  یبومبیکول  سورفکتانت  از    یاز  شده  مشتق 

ب  سمیکروارگانیم اصولً   هستند.  کاربرد    نیشتریها 

ها  کننده    ی ستیز  یسورفکتانت  حل  مواد  صورت  به 

در    یاز مخازن است ول  نفت برداشت  ادیو ازد  یدروکربنیه

فعال در سطح   ییایمیمواد ش  نیگزیبه عنوان جا ر یپنج دهه اخ

کربوکس استرهاسولفونات   ها لاتیمانند  و    ی د یاس  یها 

صنایع نفت کاربرد    و   ییدارو  یی در مواد غذا  ژه یسولفات به و

 . پیدا کرده است

 

   ها روش  و مواد 

باکتری سورفکتانت جداسازی  کننده  تولید  های 

 زیستی  

باکتری جداسازی  سورفکتانت  برای  تولید  احتمال  با  های 

های مختلف مرکز جمع آوری پسماند شهری  زیستی از بخش 

آزمایشگاه   به  سترون  شرایط  در  و  شد  انجام  برداری  نمونه 

 . منتقل گردیدپژوهشی سپید 

های تولید کننده سورفکتانت زیستی به این  جداسازی باکتری

های پسماند و کود که  صورت انجام شد که مقداری از نمونه 

می تلقی  خشک  نسبی  صورت  فالکن  به  در  میلی   5۰شدند 

شد   ریخته  فیزیولوژی روی آن  و سرم  شد  داده  قرار  لیتری 

 .  (3)بدین ترتیب که سعی شد نمونه به طور کامل همگون شود

های مختلف  از نمونه های آورده شده از مرکز پسماند رقت

تهیه و از آنها روی محیط جامد آگار مغذی کشت داده شد  

درجه سانتی    5۰سانتی گراد و  درجه    3۷ها در دو دمای  و پلیت

ساعت گرمخانه گذاری شدند. سپس    4۸-۷۲گراد به مدت  

کلنی پلیت جدا سازی  تک تک  از روی  شده  تشکیل  های 

پلیت در  و  مرحلهشده  چهار  کشت  جداگانه  داده  های  ای 

کل تک  و  بررسی نی  شدند  برای  ها  کلنی  این  شد.  حاصل 

قرار  استفاده  مورد  زیستی  سورفکتانت  تولید  توانایی 

تولید  (3)گرفتند برای  شده  استفاده  محیط  ترکیب   .

در  جدول زیر بصورت دقیق ذکر شده  سورفکتانت زیستی  

 (. 1ولداست)ج

باکتری تلقیح  از  تک  پیش  تک  تولید  محیط  درون  به  ها 

ها در محیطی با ترکیب زیر کشت داده شد پیش کشت  کلنی

درجه   5۰و   3۷محیط تولید و به مدت یک شب در دو دمای 

و   گراد  گذاری    ۲۰۰سانتی  گرمخانه  دقیقه  در  دور 

 .  (4)گردیدند

میزان   به  بعد  درون    ۲روز  به  پیش کشت  محیط  از  حجمی 

دارای    5۰۰های  ظرف لیتری  محیط    1۰۰میلی  از  لیتر  میلی 

گراد و  درجه سانتی  5۰و    3۷تولید تلقیح شد و در دو دمای  

دقیقه    ۲۰۰ در  مدت  دور  شد   1۷به  گذاری  گرمخانه    روز 

 (.1شکل) (4)
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از    وسورفکتانتیکننده ماده فعال در سطح ب  دیتول یی ایباکتر   دیجد یها هیسو ات یخصوص نییو تع ی جداساز یبررس 
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 7 غذایی  صنایع  در  کاربردی   میکروبیولوژی فصلنامه 

 .یستی کننده سورفکتانت ز دی تول  یهایباکتر  یغربالگر ی مورد استفاده برا ی هاکشت  طی مح بیترک  -1جدول

 نام ترکیب محیط کشت تولید محیط پیش کشت

 نیترات سدیم  3 3

 پتاسیم دی هیدروژن فسفات  ۲5/۰ /. ۲5

 سولفات منیزیم هفت مولکول آب  ۲5/۰ ۲5/۰

 عصاره مخمر  1 1

 روغن آفتابگردان  4۰ ۰

 گلوکز  ۰ 4۰

 

 

 
 .تصویری شامل محیط کشت تولید سورفکتانت زیستی. 1شکل

 

توانایی آ سنجش  برای  استفاده  مورد  های  زمایش 

 تولید سورفکتانت زیستی 

 (oil spreading) آزمایش جابجایی نفت خام 

 

توانایی باکتری  ز این آزمایش برای بررسی ابتدایی و سریع  ا

ها در تولید سورفکتانت زیستی از روش موریکاوا و همکاران  

به این ترتیب که  5) با یک سری تغییرات استفاده شد.   )53  

سانتی    ۲۰میلی لیتر آب مقطر درون یک پلیت شیشه ای با قطر  

بپوشاند را  پلیت  سطح  کل  تا  شد  ریخته   ۲۰سپس    ، متر 

میکرولیتر نفت خام به آرامی با استفاده از سمپلر در وسط لیه  

بطور   نفت  تا  شد  داده  زمان  لحظه  چند  و  شد  ریخته  آب 

میکرولیتر از    1۰سپس    ،یکنواخت در سطح آب پخش شود

در   شد.  ریخته  پلیت  در وسط  یاخته  از  عاری  محیط کشت 

باشد لیه   صورتی که در محیط کشت سورفکتانت موجود 

راند و ناحیه ای شفاف  نفتی را به سمت دیواره ها به عقب می

شود. قطر ناحیه شفاف اندازه گیری شده و به عنوان  ایجاد می

از   زیستی  سورفکتانت  تولید  و  سطحی  فعالیت  از  شاخصی 

 .  (5)میکروارگانیسم مربوطه در نظر گرفته شد
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 و همکاران  افتخار

 

 8 غذایی  صنایع  در  کاربردی   میکروبیولوژی فصلنامه 

 

 

 

 . الف( قبل از تست )ب( بعد از تست)( oil spreading)  آزمایش جابجایی نفت خام .۲شکل

 

زا سورفکتانت  ته    ی ست ی ستخراج  روش  به  حلال  با 

  یدیاس ینینش 

پا  پس گذار  ان یاز    ی هااخته ی  یجداساز  یبرا  ی گرمخانه 

در  قهیدق 15به مدت  1۰۰۰۰در   عیکشت ما طیمح ییایباکتر

  اخته یبدون    ییرو  عیشد. ما  وز یفیگراد سانتر  یدرجه سانت  4

و به    دیگرد ی دینرمال اس  ۶ کیدروکلری ه د یبا اس  ۲جدا و تا 

در    شب   کیبه مدت    یستیبهتر سورفکتانت ز  ینیمنظور ته نش

شد. ته نشست حاصل از    یگراد نگه دار  یدرجه سانت  4  یدما

مدت    xg1۸۰۰۰)وژیفیسانتر سانت  4و    قه یدق  3۰به    ی درجه 

  ل ی. رسوب تشک(۶)دیجدا گرد  ییرو  عیبا دقت از ما  (گراد

  ن یاست. عمل استخراج چند  ی ستیسورفکتانت ز  ی شده حاو

  انجام اتاق انجام شد. سر یاستات در دما لیبار با استفاده از ات 

کننده چرخان و خشک کن  ریحلال در خلا با استفاده از تبخ

خام    ی ستیبه طور کامل حذف شد و سورفکتانت ز  یانجماد

به دست آمد    ی مانند با رنگ قهوه ا  ماده عسل  ک یبه صورت  

بر حسب گرم در    دی تول  زانیو م  دیگرد  نیماده توز  نیا(  ۷)

 .آن محاسبه شد تریل

که روغن آفتابگردان به عنوان تنها منبع کربن    ن یتوجه به ا  با

  پازیل  یاحتمال  تیمورد استفاده قرار گرفت فعال  دی تول  طیدر مح

م  یهایباکتر شده  تجز  تواندیجدا  به    ل یآس  یتر  هیمنجر 

تبد  ی هاسرولیگل و  آفتابگردان  اسآن   لیروغن  به    ی دهای ها 

که    ییها شود. از آنجاسرولیگل  لیاس  ی چرب آزاد مونو و د

  توانند یهستند م  یسورفکتان  یژگیو  یدارا   زین  هاب یترک   نیا

در    نینفت شوند. بنابرا  ییجابجا  شیمنجر به مثبت شدن آزما

نفت در آن ها مثبت    ییجا به جا  شیکه آزما  ییمورد نمونه ها

  ی د یبه روش ته نشست اس  یستیبود. استخراج سورفکتانت ز

  نان یمورد نظر اطم  ینکننده بودن کل  دیتا از تول   رفتیانجام پذ

 حاصل شود. 
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 شهرستان آوج  یشهر یپسماندها

 9 غذایی  صنایع  در  کاربردی   میکروبیولوژی فصلنامه 

 
 .یدیاس استخراج شده با روش یستیسورفکتانت ز ریتصوب( و  یستیسورفکتانت ز یساختار مولکول )الف(  .3شکل

 

 ( CMCبحرانی میسل شدن )تعیین غلظت 

گیری   دمای    CMCاندازه  در  خام  زیستی   ۲5سورفکتانت 

درجه سانتی گراد از راه اندازه گیری کشش سطحی به روش  

مدل   کروس  تنسیومتر  دستگاه  از  استفاده  با  پلیت  ویلهلمی 

K1۰۰۲    دما کننده  کنترل  به  مجهز  دستگاه  این  شد.  انجام 

 ۷۶5آلمان و قطره چکان خودکار )مدل    -شرکت جولبو  

 .(۸)متروهم سوئیس( بود

تا    5۰های مختلف )از محلول مادر سورفکتانت زیستی رفت

میلی گرم در لیتر( تهیه شد و در هر رفت کشش سطحی    5۰۰

اندازه گیری گردید. نخست دستگاه با استفاده از آب دو بار  

( هر 9تقطیر  از  پیش  گردید.  کالیبره  متر  در  نیوتن  میلی   )

آزمایش پروب مورد استفاده چندین بار با آب دوبار تقطیر و  

استون شستشو داده شد و سرانجام روی شعله سوزانده شد تا  

 همه باقیمانده سورفکتانت آزمایش پیشین حذف گردد.  

های مختلف بر حسب  کشش سطحی به دست آمده در غلظت

و   گردید  ثبت  متر  در  نیوتن  نقطه    CMCمیلی  اساس  بر 

غلظت   لگاریتم  برابر  در  کشش سطحی  نمودار  در  شکست 

 (.1۰) سورفکتانت زیستی به دست آمد  

 

بررسی سینیتیک رشد و تولید سورفکتانت زیستی از  

 جدایه برگزیده 

سینیتیک رشد باکتری و تولید سورفکتانت زیستی از آن در  

روغن    ۲5۰های  ارلن از  و  گردید  بررسی  لیتری  میلی 

گرم در لیتر به عنوان تنها منبع کربن    1۰آفتابگردان به میزان  

استفاده شد. از سوسپانسیون یاخته ای به دست آمده از پیش  

حجمی( با دانسیته    -کشت شبانه به میزان دو درصد حجمی  

ا و  شد  استفاده  تلقیح  برای  یک  در  لنر نوری  درجه    45ها 

و   گراد  مدت    ۲۰۰سانتی  به  دقیقه  در  گرمخانه    ۷دور  روز 

گردیدند هر    ، گذاری  گذاری  گرمخانه  دوره  طول    ۲4در 

ا از  سترون  شرایط  در  نمونه  مقداری  بار  یک  ها  لن رساعت 

 زیر ارزیابی گردید.  سنتیکیبرداشته شد و پارمترهای 

 

در   نوری  دانسیته  گیری  اندازه  راه  از  یاخته  رشد 

  نانومتر و نیز اندازه گیری وزن خشک یاخته 100
های   یاخته  ابتدا   : یاخته  خشک  وزن  گیری  اندازه  نحوه 

با سانتریفیوژ محیط کشت در به مدت    xg  1۰۰۰۰باکتریایی 

دقیقه جدا شدند. سپس دوبار با سرم فیزیولوژیک شستشو    15

درجه سانتی گراد به    1۰5در گرمخانه    داده شدند و سرانجام

ساعت خشک و توزین شد و وزن خشک آنها بر    ۲4مدت  

 . ( 1۰)حسب گرم در لیتر بیان گردید 

فعالیت سطحی : با اندازه گیری قطر ناحیه شفاف در آزمایش  

برابر   در  کنندگی  امولسیون  شاخص  و  نفت  جابجایی 

هگزادگان تعیین شد. تولید سورفکتانت زیستی : استخراج با  

 .  (1۰)حلال به روش ته نشینی اسیدی انجام گرفت
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 و همکاران  افتخار

 

 10 غذایی  صنایع  در  کاربردی   میکروبیولوژی فصلنامه 

به   برگزیده  جدایه  هویت  ریخت  رتعیین  وشهای 

 مولکولی شناسی بیوشیمیایی و 
با روش بیوشیمیایی و مولکولی  های  شناسایی جدایه منتخب 

انجام شد و برخی از ویژگی های آن نیز با روش های ریخت  

 . شناسی و رنگ آمیزی گرم تعیین گردید

 شناسایی ریخت شناسی

آزمایش رنگ آمیزی گرم پیش از آغاز رنگ آمیزی نخست  

باکتری بر    گستره میکروبی از محیط کشت خالص  باید یک

روی لم تهیه کرد. در ادامه مراحل رنگ آمیزی گرم به قرار  

 زیر هستند:  

ثانیه روی گستره  3۰نخست رنگ کریستال ویوله را به مدت 

ها  در نتیجه همه باکتری،  باکتریایی روی لم ریخته می شود 

با   از شستشوی گستره  بنفش در خواهند آمد. پس  به رنگ 

  45تا    3۰ویوله با افزودن لوگول به مدت  آب رنگ کریستال  

می تثبیت  و  ثانیه  شده  ترکیب  ویوله  کریستال  با  لوگل  شود 

کند که باعث تثبیت رنگ کریستال  هایی میایجاد کمپلکس

پس از این    ،شودوله در داخل دیواره یاخته ای باکتری مییو

-مرحله، همه باکتری ها کماکان به رنگ بنفش مشاهده می

 .  (11)شوند 

 مرحله رنگ زدایی 

  ۲۰تا    15در این مرحله پس از شستشو لم با آب، لم به مدت  

-ثانیه در معرض مواد رنگ زدا مانند اتانول یا استون قرار می

های گرم  شود. در باکتریسپس با آب شستشو داده می   ،گیرد

غشای   و  محدود  پیتیدوگلیکان  های  لیه  دارای  که  منفی 

خارجی غنی از چربی هستند این حلال باعث حذف این لیه  

در نتیجه باکتری رنگ مراحل قبل را از    ،ها و غشاء میگردد

می باکتریدست  در  ولی  علت  دهد  به  مثبت  گرم  های 

ضخامت زیاد لیه پپتید وگلیکانی و عدم وجود لیپید فراوان  

نتیجه  در غشا رنگ مرحله قبل از غشاء خارج نمی شود. در 

مرحله   این  از  ولی  باکتریپس  رنگ  بی  منفی  گرم  های 

های گرم مثبت کماکان بنفش باقی خواهند ماند. در  باکتری

  3۰انتها سطح گستره با سافرانین یا فوشین قرمز رنگ به مدت  

می  45تا   پوشانده  مقطر ثانیه  آب  با  آخر  مرحله  در  شود. 

مورد   میکروسکوپ  با  شدن  خشک  از  پس  و  داده  شستشو 

می قرار  باکتریبررسی  مرحله  این  در  رنگ  گیرد.  بی  های 

های  آیند و باکتریهای گرم منفی به رنگ قرمز در میباکتری

می باقی  رنگ  تغییر  بدون  مثبت  گرم  باکتریهای  -بنفش 

 .  (11)مانند

 

 تعیین هویت مولکولی

آن را به ابزاری مناسب برای  که    RNA  1۶ویژگی های ژن  

های  موجود در میان گونه های فیلوژنی و ارتباط های  مطالعه

ها تبدیل کرده است. در این پژوهش نیز برای  مختلف باکتری

تولید کننده سورفکتانت   شناسایی مولکولی جدایه برگزیده 

استفاده گردید.   1۶SrRNAزیستی از روش توالی یابی ژن  

تقریبی   طول  به  مربوطه  ژنی  ناحیه  با    15۰۰سپس  باز  جفت 

 .  (۲)جدولاستفاده از دو سری پرایمر یونیورسال تکثیر یافت 

 .1۶SrRNAپرایمرهای مربوط به تکثیر ژن-۲جدول

 توالی پرایمر

Forward 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG- 3ʹ 

Reverse 5'-TACGGTTACCTTGTTACGACTT- 3ʹ 

واکنش پلیمرازانجام  ای  زنجیره  از  (  PCR)  های  استفاده  با 

شرکت    Touchgene gradientدستگاه سایکلر گرمایی   

TECHNE    واکنش شد. حجم  انجام  انگلیس  استافوردشایر 

 (: 3)جدولمیکرولیتر و شامل مواد زیر بود ۲5
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از    وسورفکتانتیکننده ماده فعال در سطح ب  دیتول یی ایباکتر   دیجد یها هیسو ات یخصوص نییو تع ی جداساز یبررس 

 شهرستان آوج  یشهر یپسماندها

 11 غذایی  صنایع  در  کاربردی   میکروبیولوژی فصلنامه 

 .میکرولیتر ۲5در حجم  PCRمواد مورد نیاز جهت انجام -3جدول

 دهما

مورد نیاز   حجم

 )میکرولیتر( 

 

    

  X) PCR 1۰ ) 5/۲ بافر
 

(10mM) sdNTP 
5/۰  

 

    

    

2MgCl 
1  

 

  Forward 3/۰ایمر پر
 

  Reverse 3/۰ایمر پر
 

DNA  ۰۰1/۰ الگو  
 

DNA Taq ۲/۰ پلیمراز  
 

  ۲/1۷ آب مقطر دیونیزه 
 

  ۲5 نهایی حجم
 

 

جهت    تمامی نیاز  مورد  دمای    PCRمواد  در    - ۲۰باید 

 نگهداری شوند. 

 ، شامل موارد زیر میباشد:PCRاحل انجام یک واکنش مر

ویال  1 درون  ابتدا  آب    ۲/1۷میکرولیتری    ۲۰۰.  میکرولیتر 

 مقطر دیونیزه ریخته شد.

و    PCR) X  1۰  ،)sdNTP  1۰  بافر.۲  2MgCl  ۲۰میلیمولر 

میلیمولر به ترتیب به ویال اضافه و محتویات ویال به وسیله  

 پیپتاژ کردن، با یکدیگر مخلوط شدند. 

استوک  3 از  نظر  مورد  پرایمرهای  مرحله  این  در   .۲۰  

الگو )استخراج   DNAسپس پیکومولر به ویال اضافه شده و 

 شده از باکتری( اضافه گردید. 

پلیمراز به محتویات ویال اضافه    DNA Taq. در پایان، آنزیم  4

به   مقطر  آب  از  استفاده  با  مخلوط  کل  حجم  و    ۲5شده 

 میکرولیتر رسانده شد. 

 به شرح زیر میباشد: PCRبه کار رفته جهت انجام  برنامه

دقیقه، به منظور    5درجه سلسیوس به مدت    94. اعمال دمای  1

 .DNAاز بین رفتن پیچ و تابهای درون مولکول 

باز    45درجه سلسیوسبه مدت    94اعمال دمای  .۲ ثانیه برای 

 . DNAشدن دو رشته 

رشته  3 دو  به  پرایمرها  اتصال   .DNA    دمای درجه   51در 

 . سلسیوس به مدت یک دقیقه

 

  DNA. اتصال نوکلئوتیدها به پرایمرها و طویل شدن رشته  4

ثانیه.    9۰درجه سلسیوس و مدت زمان    ۷۲تولید شده در دمای  

 .4تا  ۲تکرار مرحله بار  3۰

دقیقه جهت    ۸درجه سلسیوس به مدت    ۷۲. اعمال دمای    5

 .(1۲)تکمیل رشتههای ناقص

  ژل   الکتروفورز  با   PCRها محصول  پس از کامل شدن واکنش

  نوار   یک  صورت  به  مربوطه  نوار  و   شد  آنالیز(  ۰٫۸)  آگاروز

یمرهای ذکر پرا  از  استفاده   با یابی  توالی.  شد  مشاهد  باند   تک

خودکار یاب  توالی  دستگاه  با  و   ABI Prism  3۷۷  شده 
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تشابه توالی ژن   انجام شد.  ایالت متحده آمریکا(  )کالیفرنیا 

1۶S rRNA    با دیگر توالی های موجود در بانک اطلاعات

مرکز   سایت  وب  در  که  فناوری  ژن  زیست  اطلاعات  ملی 

(NCBI ) قرار دارد به کمک نرم افزارBLAST  مورد بررسی

باکتری مورد    1۶S rRNAسپس توالی های  (.1۲)قرار گرفت

تبدیل گردید و با استفاده از نرم افزار   FASTAنظر به شکل  

MEGA  (( با روش  4ورژن )ClustalW)    درختچه فیلوژنی

 .  (1۲)آن رسم شد

خالص سازی شناسایی و تعیین ساختار سورفکتانت  

 زیستی تولید شده از جدایه برگزیده 

اسیدی   روش  به  زیستی  سورفکتانت  استخراج  از  پس 

های زیر برای شناسایی اولیه ترکیب مورد نظر انجام  آزمایش

 شد.  

بررسی ویژگی یاد میکروبی سورفکتانت زیستی  

 AS01حاصل جدایه 

از   باکتریایی سورفکتانت زیستی حاصل  پاد  فعالیت  ارزیابی 

با دو روش دیسک دیفیوژن کمینه غلظت مهار    AS01جدایه  

( )(  MICکنندگی  کشنده  غلظت  کمینه  انجام  (  MBCو 

 .  (13)شد

 روش دیسک دیفیوژن 

برای انجام روش دیسک دیفیوژن به این ترتیب عمل شد که  

 : زیر باکتری هایکلنی از  5یا  4ابتدا 

Minimum Inhibitory Concentration )MIC(   

Minimum Bacteriocidal Concentration  
(MBC ) 

( MHBدر یک آبگوشت مناسب مانند مولر هینتون براث )

  تا   شد   گرماگذاری  گراددرجه سانتی3۷  در  و   شد  داده   کشت

 لیتر   میلی  هر  در  یاخته  1۰  معادل)  فارلند  مک  ۰٫5  کدورت  به

شته و  بردا  محیطها   این  از  سوآب   وسیله به سپس.  برسد(  است

هینتون آگار ) پلیت موثر  کشت داده شد. در  (  MHAروی 

درجه چرخانده شد تا اطمینان حاصل شود که   ۶۰بار  3ادامه 

دقیقه زمان    5تا    3  ،رشد در همه جای پلیت یکنواخت است

شود.   خشک  پلیت  سطح  روی  اضافی  رطوبت  تا  شد  داده 

سپس سورفکتانت زیستی مورد نظر با بیشترین غلظتی که در  

میلی گرم در لیتر در آب    1۰یعنی غلظت    ،شودآب حل می

میلی متری که هر یک بطور مجزا به    ۶های  تهیه شد، دیسک

ها  میکرولیتر از این غلظت آغشته شده بود در وسط پلیت   1۰۰

آگار  قرار گرفت و با لوپ روی آن زده شد تا خوب به سطح  

پلیت  در  بچسبد  مدت    3۷ها  به  گراد  سانتی    19-1۸درجه 

روش  از  جایگزین  روش  در  شد.  گذاری  گرمخانه  ساعت 

چاهک زدن بر سطح محیط مولر هینتون آگار استفاده شد که  

روش   این  در  ها  چاهک  میزان    ۶قطر  و  متر   1۰۰میلی 

داخل   زیستی،  سورفکتانت  نظر  مورد  غلظت  از  میکرولیتر 

ریخته شد. ذکر این نکته لزم است که اصول روش  چاهک  

نتیجه   در  تفاوتی  گذاری  دیسک  روش  و  زدن  چاهک 

. پس از گرمخانه گذاری قطر هاله پیرامون دیسک  (14)ندارند

 . که در آن رشد باکتری مهار شده بود، اندازه گیری شد
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. قطر هاله پیرامون دیسک .4شکل  

 

 ( MICکننده )بررسی کمینه غلظت مهار 

جلوی   که  زیستی  سورفکتانت  غلظت  کمینه  روش  این  در 

این   انجام  برای  گردید.  تعیین  گیرد  می  را  باکتری  رشد 

میکروپلیتهای   با  استاندارد  روش  از  ای    9۶آزمایش  خانه 

 .  (15)استفاده شد

به این صورت    (15)روش استاندارد رفیق سازی دو مرحله ای  

با غلظت   اولیه  از    1۰بود که محلول  لیتر  میلی  بر  میلی گرم 

سورفکتانت زیستی در مولر هینتون براث حاوی کلرید کلسیم  

میلی گرم در لیتر    ۲5۰( میلی گرم در لیتر و کلرید منیزیم  5۰)

غلظتی   رقیق سازی محدوده  مرحله  دو  شد. سپس طی  تهیه 

  در   زیستی  سورفکتانت   از  لیتر  میلی  بر  میکروگرم  51۲-۰٫۲5

 . گردید تهیه  براث  هینتون مولر

بخش   این  باکتریایی   ۸در  یاد  اثر  بررسی  برای  جدایه 

کلنی  یک  گرفتند.  قرار  استفاده  مورد  زیستی  سورفکتانت 

مشخص از هر جدایه ،باکتریایی از روی محیط آگار برداشته  

و در   تلقیح  براث  هیئتون  مولر  درجه سانتی    3۷و در محیط 

به  ای    گراد گرمخانه گذاری شد تا زمانی که دانسیته یاخته 

  15۰  در  ۰٫۷معادل دانسیته نوری    ) یاخته در میلی لیتر  1×1۰

  به   ابتدا  هم  سر  پشت  صورت  به  سپس.  رسید(  است   نانومتر

    یک  نمکی محلول در 1۰  به 1 نسبت با  بعد  و  1۰۰ به 1 نسبت 

خانه    9۶نرمال رفیق شد. در هر چاهک از یک میکروپلیت  

سورفکتانت    1۰۰ای   های  غلظت  از  یک  هر  از  میکرولیتر 

سپس    ،  یخته شدر  لیتر  میلی  بر  میکروگرم  /.۲5-51۲زیستی  

چاهک   هر  سوسپانسیون    5به  نهایی  رقت  از  میکرولیتر 

افزوده شد. یک چاهک به    ، باکتریایی که در بال تشریح شد

عنوان کنترل مثبت سوسپانسیون باکتریایی بدون سورفکتانت  

محیط کشت به  )زیستی و یک چاهک به عنوان کنترل منفی 

مدت    (تنهایی به  میکروپلیت  سپس  شد.  گرفته  نظر    1۸در 

درجه سانتی گراد گرمخانه گذاری شد    3۷ساعت در دمای  

 .  (1۶)جدایه باکتریایی، انجام شد 1۲همین مراحل برای هر 

 ( MBCبررسی کمینه غلظت کشنده )

در این روش کمینه غلظت سورفکتانت زیستی که باعث از  

می ها  باکتری  بردن  دست  بین  به  برای  گردید.  تعیین  شود 

نتایج    MBCآوردن   از مشخص شدن  از    MICبعد  لوله  در 

های بالتر از آن به اندازه یک لوپ  و نیز غلظت   MICغلظت  

از باکتری برداشته و در محیط مولر هیئتون آگار کشت خطی 

های تلقیح شده در لوله ها در  داده شد. چنانچه همه باکتری

حضور سورفکتانت زیستی کشته شده باشند روی محیط مولر  

نمی رشد  آگار  از    ،کندهینتون  غلظت  این  چنانچه  ولی 

سورفکتانت زیستی تنها از رشد باکتری جلوگیری کرده باشد  
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که   است  این  است  مشخص  آنچه  شود.  می  مشاهده  رشد 

است. این مراحل برای    MICغلطی بالتر از    MBCغلظت  

اندازه گیری شده    MICهمه باکتری هایی که   لوله  آنها در 

 .  (1۷)بود انجام شد 

 

   نتایج 

با   هایی  جدایه  ویژگیهای  تعیین  و  جداسازی 

 توانایی بالا در تولید سورفکتانت زیستی  
 

تول  ی هایباکتر  یجداساز  یبرا  احتمال  سورفکتانت    دیبا 

پسماند آوج     یاز منابع گوناگون در مرکز جمع آور  یستیز

و    ده یماهه، کود حرارت د  کیروزه و    کی  یها  رابهیمانند ش

به عمل    یریماهه نمونه گ  کیروزه و    کیپسماند خشک  

 .آمد

تول  یهایباکتر  ه یاول   یغربالگر  یبرا در    د ی توانمند 

استفاده شد    یکشت انتخاب  طیمح  کیاز    یستیسورفکتانت ز

که در آن روغن آفتابگردان به عنوان تنها منبع کربن به کار  

  ی با هدف غربالگر زینفت ن  ییجا به جا  شیرفته بود. از آزما

که    ییا. از آنجدیکننده استفاده گرد  د یتول  یهایباکتر  عیسر

تنها منبع کربن استفاده شد و   به عنوان  از روغن آفتابگردان 

م  پازیل  یاحتمال  دی تول م  ی ها  سمی کروارگانیاز  شده  -یجدا 

تر   توانست شدن  شکسته  به  به    هاسرولیگل  لیآس  یمنجر 

شود و    هاسرول یگل  لیآس  ی چرب آزاد، مونو و د  ی دهایاس

توانند  یدر سطح هستند و م  ت یفعال  ی دارا  ز یها ن  ب یترک   نیا

  ش یرا کاهش داده و منجر به مثبت شدن آزما یکشش سطح

جا به  ا  ییجا  از  گردند.  برا  ن ینفت  که    ییها  ه یجدا  ی رو 

جا  شیآزما به  استخراج    ییجا  بود  مثبت  آنها  نفت 

انجام    ید یاس  ینیبا حلال به روش ته نش  یستیسورفکتانت ز

 د.حاصل شو نانی کننده بودن آنها اطم دیشد تا از تول 

مختلف    یکلن  1۲۰از    شیب  از منابع  از  شده    هیجدا  1۰جدا 

آزما  جه ینت  یدارا در  عمل    ییجابجا  شیمثبت  بودند.  نفت 

انجام شد    هیده جدا  نیدر مورد ا  یستیاستخراج سورفکتانت ز

گرم    1۲از    شیب  دی تول  زانی م  یکه دارا  ه یجدا  کی  ت یو در نها

ل برا  تریدر  که  شد  انتخاب    مورد   شتریب  یها  یبررس  یبود 

 استفاده قرار گرفت. 

 

  دهی برگز هی جدا ییشناسا

به روش  ه یجدا  ییشناسا و    یشناس  خت یر  یهاانتخاب شده 

 د. انجام ش یمولکول

نشان داد    ییایمیوشیب   هی اول  یهاشیو آزما  یشناس  ختیر  جینتا

باکتر م  ی که  مثبت   گرم  شده،  هواز  ی ا   له یجدا  و    ی شکل 

 . (5)شکلاست

 

 
 . ینور کروسکوپیتوسط م A. aerothermophilus AS یگرم باکتر یزیرنگ آم ری)ب( تصو ت ی)الف( پل .5شکل

 

جدا ضمن  کلن  هی در  نظر  محدب    یها  یمورد  صاف  کاملا 

تا دو روز    کیدهد که پس از    یم  لی)برآمده( و مرطوب تشک 

با قطر    یکم  یشکل  یدارا   ی گرمخانه گذار تا دو    کیگرد 

-تیاز سطح پل  یآن به راحت  یها  یکلن  نیمتر بود. همچن  یلیم

حاصل    جیقابل برداشتن و جدا شدن بود. نتا  یآگار مغذ  یها

توال  سهیمقا  ازپس   به    یها  یبا  متعلق  ژن  بانک  در  موجود 
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مل ها  یمرکز  که  NCBI)  یفناور   ست یز  ی داده  داد  نشان   )

با    99از    ش یتعلق دارد و ب  Aneurinibacillusبه جنس    هیجدا

  Aneurinibacillus aerothermophilus  9-420گونه  

  Aneurinibacillus  مذکور به   هیدارد. سرانجام جدا  یهمسان

  AS01  هیسو16S rRNAنسبتا کامل ژن    یشد. توال  ینامگذار

بانک ژن در وب سا (  ۶ل)موجود است. شک  NCBI  ت یدر 

ف جنس    AS01  هیسو  یلوژنیدرختچه  به  را  آن  تعلق  و 

Ancurinibacillus  نزد گونه  یکیو  به  را   آن 

aerothermophilus  دهدینشان م . 

 

 

 

 

 
 .  AS01نشان دهنده موقعیت جدایه  16S rRNAدر خنچه فیلوژنی بر اساس توالی زن  .۶شکل

  یستی سورفکتانت ز دیتول کینتیس

ز  دی تول  کینتیس جدا  یستیسورفکتانت    ه یاز 

Aneurinibacillus aerothermophilus AS01 استفاده از   ای

تول  طیمح ل  1۰با    د یکشت  در  به    تریگرم  آفتابگردان  روغن 

و گرمخانه گذار کربن  منبع  تنها  درجه    5۰آن در    یعنوان 

روز انجام شد.    1۰به مدت    قهیدور بر دق  ۲۰۰گراد با    یسانت

گذار  در گرمخانه  دوره    ی نور  تهی دانس  یپارامترها  ی طول 

ناح1۰۰) قطر  نانومتر(  )سانت  ه ی(  عنوان    ی شفاف  به  متر( 

تول  یشاخص ز  د یاز  سورفکتانت    یستیسورفکتانت  غلظت 

ل  یستیز قرار   یابیکشت مورد ارز  طیمح  pH( و  تریگرم در 

باکتر  جینتا  ،گرفت رشد  که  داد    در   ینور  تهی)دانس  ینشان 

  نه یشیبه ب  ینانومتر در روز سوم از دوره گرمخانه گذار  1۰۰

کاسته    مانده یباق  یروزها  یط  جیو به تدر  ده یمقدار خود رس

 .   (۷)شکلشود یم
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 و همکاران  افتخار

 

 16 غذایی  صنایع  در  کاربردی   میکروبیولوژی فصلنامه 

 
در لیتر( به عنوان تنها   گرم  4۰با استفاده از روغن آفتابگردان ) AS01نمودار سینتیک تولید سورفکتانت زیستی از جدایه .۷شکل

 .کربنمنبع 

 شاخص امولسیون کنندگی

( کنندگی  امولسیون  لیتر  11شاخص  در  گرم  یک  محلول   )

و   گیاهی  های  روغن  برابر  در  زیستی  سورفکتانت 

شکلهیدروکربنه  شد  بررسی  مختلف  کلی  (.  ۸)ای  طور  به 

جدایه   از  حاصل  زیستی  امولسیون    AS01سورفکتانت  در 

روغن با  کردن  مقایسه  در  گیاهی  توان  های  ها  هیدروکربن 

توانست   تنها  حاصل  زیستی  سورفکتانت  داشت  کمتری 

از  نروغ بیش  را  و ذرت  نارگیل  امولسیون کند در    5۰های 

حالی که فعالیت امولسیون کنندگی مناسبی در برابر هگزان ،  

شاخص   که  ای  گونه  به  داشت  تولوئن  و  زایلن  هگزادگان 

بین   .  بود  1۰۰  تا  55٫۸امولسیون کنندگی در مورد این مواد 

تواند نوید بخش استفاده از این ماده  می  آمده   دست   به  نتایج

محیط   در  موجود  های  میکروب  دسترسی  سازی  آسان  در 

های زیست پالیی کمک زیست به آلینده ها شده و به روش

می  (.1۲)نماید   استفاده  مورد  کربن  ویژگی  منبع  تواند 

 امولسیون کنندگی آن را تحت تاثیر قرار دهد.  
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از    وسورفکتانتیکننده ماده فعال در سطح ب  دیتول یی ایباکتر   دیجد یها هیسو ات یخصوص نییو تع ی جداساز یبررس 

 شهرستان آوج  یشهر یپسماندها

 17 غذایی  صنایع  در  کاربردی   میکروبیولوژی فصلنامه 

 

 

 

. ها و هیدروکربن ها در برابر انواع روغن   AS01( سورفکتانت زیستی حاصل از جدایه 1شاخص امولسیون کنندگی ).۸شکل

 (  CMCشدن ) سلیم  یغلظت بحران ی ریاندازه گ

کم کم   یسورفکتانت در آب کشش سطح  غلظت    شیبا افزا

  سلیم  یکه غلظت بحران  یمشخص  تدر غلظ  ابدییکاهش م

  ی و در بال  شودیکاهش متوقف م  ن یا  شود، یم  ده یشدن نام

سطح  CMCنقطه   باق  بایتقر  یکشش   یم  ی ثابت 

 (.9)شکل(1۷)ماند

 

 

 

 

 

 

 . AS01 هیشده از سو د یتول یستیسورفکتانت ز  یآب محلول  CMCمقدار  .9شکل
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 و همکاران  افتخار

 

 18 غذایی  صنایع  در  کاربردی   میکروبیولوژی فصلنامه 

های پاد میکروبی سورفکتانت زیستی  بررسی ویژگی

 AS01حاصل از جدایه 

 روش نفوذ از دیسک 

نشان داد که   ( ۲نتایج حاصل از روش نفوذ از دیسک )جدول

باسیلوس سرئوس وسالمونلا   های  ها جدایه  باکتری  میان  از 

باکتری   از رشد  به سورفکتانت زیستی حاصل  موریوم  تیفی 

حساسیت   کربن  منبع  تنها  عنوان  به  آفتابگردان  روغن  روی 

های   باکتری  شده  بررسی  غلطی  محدوده  در  دادند  نشان 

حسا پنومونیه  کلبسیلا  و  اورئوس  به  استافیلوکوکوس  سیتی 

 سورفکتانت زیستی نشان ندادند.  

 

 

 تعیین کمینه غلظت مهارکننده و کشنده 

نتایج بررسی کمینه غلظت مهار کننده و کشنده سورفکتانت  

روی شماری از باکتری های    AS01زیستی حاصل از جدایه  

در   استاندارد  روش  از  استفاده  با  منفی  گرم  و  مثبت  گرم 

آمده است. نتایج این    (4خانه در جدول ) 9۶های میکروپلیت

تست با نتایج حاصل از روش نفوذ از دیسک مطابقت دارد.  

با توجه به کمینه غلظت کشنده سورفکتانت   اینکه  بر  علاوه 

نشان   این تست  بر روی سودوموناس آثروجینوزا در  زیستی 

دهنده حساسیت کم این باکتری به سورفکتانت زیستی مورد  

یلوس سوبتیلیس با توجه به  نظر است. ولی بر روی باکتری باس

ان می مقدار کمینه غلظت کشنده اثر مهار کنندگی خوبی نش

 .  (1۰)شکلدهد

 

 

 .های بیماری زای بکار برده شده در تعیین کمیته غلطت مهار کننده و کشنده باکتری.1۰شکل
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از    وسورفکتانتیکننده ماده فعال در سطح ب  دیتول یی ایباکتر   دیجد یها هیسو ات یخصوص نییو تع ی جداساز یبررس 

 شهرستان آوج  یشهر یپسماندها

 19 غذایی  صنایع  در  کاربردی   میکروبیولوژی فصلنامه 

 AS01 ه یحاصل از سو یستیغلظت کشنده سورفکتانت ز نه یو کم  سکیحاصل از روش نفوذ از د جینتا -4جدول

 زا. یماریب  یهایاز باکتر ه یچند سو یرو تریل  یلیگرم در م یلیم 1۰با غلظت 

قطر منطقه شفاف   کد ثبت  باکتری

پیرامون دیسک )میلی 

 متر(

کمینه غلظت مهار 

 کنندگی

 51۲ 3۲1  استافیلوکوکوس اورئوس

 ۶4 ۲۰  باسیلوس سوبیلیس 

 PTCC )115( 1۷۲ ۶4 باسیلوس سرئوس

 1۲۸ ۲۰1  اشرشیا کلی

 1۲۸ 1۸ جدایه وحشی سالمونلا تبقى موریوم 

 51۲ 31۲  کلبسیلا پنومونیه 

 51۲ ۲4۷  سودوموناس آئروژینوزا 

 

 

 گیری  نتیجه  و بحث

  ییهایباکتر  یهایژگیو  ن ییو تع  یپژوهش به جداساز  نیدر ا

توانمند ز  د یتول  یبال  یبا  پسماندها   یستیسورفکتانت    ی از 

کشاورز  یشهر گند  ی و  و  است.    ده ی تازه  شده  پرداخته 

  ن یی فرآورده خالص شده و تع  ییایمیو ش  یکیزیف  یها  یژگیو

 .قرار گرفته است یمورد بررس زیآن ن ییایمیش قیساختار دق

کننده سورفکتانت    د یتول  ی هایمقالت ارائه شده باکتر  طبق 

منابع مختلف  یستیز و مورد    یاستخراج و جداساز  یاز  شده 

  ی اکثر سورفکتانت ها  ،ساختار قرار گرفته اند  ن ییو تع  یبررس

و    یهاه از چا  یستیز زم  اینفت  از    ی هانی از  نفت؛  به  آلوده 

فاضلاب  و  ها  کارخانه  جداسازپساب  و    یها  اند  شده 

پسماند شهر   یباکتر  یجداساز به حال    ی و کشاورز  یاز  تا 

  ی برا  یاز منابع گوناگون  پژوهش  نیصورت نگرفته است در ا

گ جداساز  یرینمونه  توانمند  ییهاه یجدا  یو    د ی تول  یبا 

تازه و    ی به پسماندهارایاستفاده شد. از ش  ی ستیسورفکتانت ز

  ماندو از پس  ده یماهه از کود حاصل از پسماند حرارت د  کی

-یباکتر  ه یاول   یغربالگر  ی ماهه استفاده شد. برا  کیتازه و  

تول  یها در  ز  دی توانمند    ط یمح  ک یاز    ی ستیسورفکتانت 

انتخاب به    ی کشت  آفتابگردان  روغن  آن  در  که  شد  استفاده 

پژوهش صورت   در  بود  رفته  کار  به  کربن  منبع  تنها  عنوان 

ها  به عنوان تن   ایو همکاران از روغن سو  یگرفته توسط عباس

بود  شده  گرفته  بکار  کربن    عیسر  یغربالگر  یبرا،  (۸)منبع 

نفت استفاده   ییجابه جا  شیکننده از آزما  د یتول  یهایباکتر

نفت خام آن ها    ییجابجا  شیکه آزما  ییها  هی. جدادیگرد

با    ینیشده به روش ته نش د یتول ی ستیمثبت بود. سورفکتانت ز

استفاده شد. از    دیسنجش مقدار تول   یاستخراج شد و برا  دیاس

  ی دارا  ه یجدا  1۰جدا شده از منابع مختلف    یکلن  1۲۰از    شیب

عمل استخراج    .نفت بودند  ییجابجا  شیمثبت در آزما  جه ینت

ز ا  ی ستیسورفکتانت  مورد  جدا  ن یدر  در    ه یده  و  شد  انجام 

گرم در    1۲از    شیب   دی تول  زانیم  یکه دارا   ه یجدا  کی  ت ینها

برا  تریل انتخاب شد و  استفاده    شتریب  یهایبررس   یبود  مورد 

  ی ها  یباکتر گریبا د  سهیدر مقا   دیمقدار تول  نیا،  قرار گرفت

 (.1۸)قابل ملاحظه است  یستیکننده سورفکتانت ز دی تول

روش  ه یجدا  ییشناسا به  شده    یشناس  ختیر  یهاانتخاب 

مولکول  ییایمیوشیب نتا  یو  شد.  و    یشناس  ختیر  جیانجام 

جدا شده،    ینشان داد که باکتر  ییایمیوشیب  هیاول  یهاشیآزما

نشان داد که    جیاست. نتا  ی شکل و هوازی  ا  له یگرم مثبت، م

جنس  یانتخاب  ه یجدا گونه Aneurinibacillus به   و 

aerothermophilus برا دارد    ی هاشیآزما  دییتا  یتعلق 
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 و همکاران  افتخار

 

 20 غذایی  صنایع  در  کاربردی   میکروبیولوژی فصلنامه 

  ی منتخب از روش توال  هیجدا   ییایمیوشیب  ییمربوط به شناسا

حاصل پس از    جی. نتا(19) شد  استفاده 16S rRNA یژن  یابی

توال  سهیمقا که جدا NCBI موجود  ی ها  ی با  داد  به    ه ینشان 

 با گونه  1۰۰از    شیتعلق دارد و ب Aneurinibacillus جنس

A aerothermophilus420-9 ه یدارد. سرانجام جدا  یهمسان  

نام  به    Aneurinibacillus aerothermophilus AS مذکور 

ز  دیتول  کینتیشد. س  ینامگذار داد   یستیسورفکتانت  نشان 

تول  ز  د یکه  از گذشت    ی ستیسورفکتانت  از    ۲4پس  ساعت 

آغاز شد و به    تریگرم در ل   ۲  زانیبه م  یدوره گرمخانه گذار

و در روز    افته ی  شیافزا  دی تول  مقدار  وستهی به صورت پ  جیتدر

به   ل  مگر  ۸ششم  ب  یعنی  تریدر  نتادیخود رس  نهیشیمقدار    ج ی. 

وابسته به رشد    یستیسورفکتانت ز  د ینشان داد که تول   ن یهمچن

در مرحله سکون رشد    دیمقدار تول  نه یشی حال ب  نیبا ا  یاست ول

  ی ستیاست که سورفکتانت ز  ن یا  انگریکه نما  دیآ  یبه دست م

متابول   دی تول ثانویشده  حال  هی ت  در  تول   یاست،    د یکه 

آئروژ  یباکتر  ی برا  یستیز  ورفکتانتس  نوزایسودوموناس 

MA01   گذشت از  پس  که  داد  دوره    ۲4نشان  از  ساعت 

  جیآغاز شد و به تدر  تریگرم در ل  /.5  زانیبه م  یگرمخانه گذار

و در روز چهارم    افتهی  شی افزا  دیمقدار تول   وستهیبه صورت پ

رشد    نهیشیتواند در ارتباط با ب   یکه م  دیرس  تر یبه پنج گرم در ل

رشد در    یجیدر روز چهارم باشد. سپس با کاهش تدر  اختهی

 زان یدر م  یدار  یمعن  شیافزا  یروز پنجم دوره گرمخانه گذار

(  تریمشاهده شد حدود هشت گرم در ل   وسورفکتانتی ب  دی تول

از گذشت    دی تول دوره گرمخانه گذار  1۰پس  از  به    یروز 

گرم در   1۲  یعنیمقدار خود    نهیش یبه ب  یداری صورت نسبتاً پا

ا  د یرس  تریل   ی دوره گرمخانه گذار  انیتا پا  د یمقدار تول   ن یو 

ب  یعنی دارد  ستمیروز  مقا(.  ۲۰)ادامه  ا  سهیبا    جه ی نت  ن یآنها 

م تول  شودیحاصل  دوره  طول    د یتول  نه یشیب  ی برا  د یکه 

که مقرون    باشد یکمتر م AS01 هیدر سو  ی ستیسورفکتانت ز

  شتر یب MA01 ه یدر سو  دیتول   نهیشیب  یبه صرفه تر است از طرف

 .است

  ها یاستخراج شده از باکتر  یستیز  ی اکثر سورفکتانت ها  در

دما    تیقابل به  قدرت    pHتحمل  بررس  یونیو  قرار   یمورد 

  ی سورفکتانت ها  یهایژگیو  نیگرفته است چرا که از مهمتر

  ی آنان نسبت به سورفکتانت ها  یاز علل برتر  یکیو  ی  ستیز

ز  یصنعت سورفکتانت  مثلا  باس  یستی است  از    لوس یحاصل 

گراد    یدرجه سانت  5۰دما را تا محدوده    JF  سیفورم  ینیلک

pH    محدوده در  غلظت    5/4-9را  تا    م یسد  ون یو  و    5۰را 

حاصل از    د یپوپپتیل  زیکند و نیدرصد تحمل م  ۲5را تا    میکلس

گراد و در    یسانت  1۸تا    یدر محدوده دما  سیل یسوبت  لوسیباس

  pHو محدوده    قهیدق  ۲۰درجه به مدت    1۲1  یاتوکلاو دما

م  میسد  دیدرصد کلر  ۲۰و غلظت    5-11  نیب تحمل  -یرا 

نتا  ۲۰)ندک  خالص    ی ستیسورفکتانت ز  ی داریپا  یبررس  ج ی، 

ماده   ن ینشان داد که ا  قیتحق  ن یجدا شده در ا  هی حاصل از سو

  ی بال   یها، غلظت pH  (9-3  ) از  یعیوس  دوده در مح  تواندیم

  خچال یو  زریجوش اتوکلاو فر یدماها ز یو ن(  1۸%نمک )تا 

که در پژوهش    یخود را حفظ کند در حال  یسطح  تیفعال

و همکاران آستانه تحمل در محدوده    یانجام شده توسط عباس

pH  (1۰-4  )ن یبوده است. ا  ( 15ا%ت)نمک    ی و به غلظت ها  

توانا  دینو  جینتا شرا  فاده است  ییبخش  در  آن  سخت    طیاز 

 عیسترون کردن فرآورده ها در صنا یبال یمانند دما یصنعت

 (. 3)است ییغذا

 

 

 

 یکل یریگ جهینت

کلبه   ز  یطور  جدا  یستیسورفکتانت  از     هیحاصل 

aerothermophilus AS01 امولس روغن   ون یدر    ی هاکردن 

مقا  یاهیگ ه   سه یدر  کمتر  هادروکربن یبا  داشت    یتوان 

و    لینارگ یهاحاصل تنها توانست روغن   یستیسورفکتانت ز

ب را  حال  ونی امولس  %5۰از    ش یذرت  در  فعال  یکند.    ت یکه 

هگزادگان و تولوئن    لنیدر برابر زا  یسبمنا  ی کنندگ  ون یامولس

امولس  یداشت به گونه ا در مورد    یکنندگ  ونیکه شاخص 

ب  نیا م  %1۰۰تا    ۸/55  ن یمواد  که  برا  توانیبود  آن    ی از 

  استفاده کرد. ییپال ستیز یکاربردها

 

 یلیبرابر م  39و    نییپا  اریبس  یستیسورفکتانت ز  CMC  مقدار

  وتن ین   یلیم  5/4۰  ینقطه کشش سطح  ن یبود. در ا  تر یگرم در ل

م نشان  که  آمد  دست  به  متر  و  ن یا  دهد یبر  از   یژگیماده 
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بد  ییبال  یسورفکتانت است  برا  نیبرخوردار  که    ی مفهوم 

از    یکمتر  خاص مقدار  یدر کاربردها  یکاهش کشش سطح

ن مورد  تول  نهیشیب .است  ازیماده  ز  د یبازده    یستیسورفکتانت 

 AS01 هی به دست آمد که جدا  یزمان  تریگرم در ل  1۲از    شیب

 . در روغن آفتابگردان به عنوان تنها منبع کربن رشد داده شود

  ان یدهد که از م  ینشان م  سکیحاصل از روش نفوذ از د  جینتا

  لا یاورئوس وکلبس  لوکوکوسیاستاف  یها  هیها، جدا  یباکتر

  ی رو  یحاصل از رشد باکتر  یستیبه سورفکتانت ز  هی پنومون

حساس کربن  منبع  تنها  عنوان  به  آفتابگردان  نشان    ت یروغن 

غلظت محدوده  در  اند.  باکتر  یبررس  ی داده    ی هایشده 

ت  لوسیسبا وسالمونلا  به    یتیحساس  ومیمور  یف یسرئوس 

ز ندادند   یستیسورفکتانت  نتا(۲۲) نشان    نهیکم  یبررس  جی. 

ز سورفکتانت  کشنده  و  کننده  مهار  از    یستیغلظت  حاصل 

مطابقت    سکیحاصل از روش نفوذ از د  ج یبا نتا  AS01  هیجدا

غلظت کشنده سورفکتانت    نه یبا توجه به کم  نکه یدارد. بجز ا

  51۲در غلظت    یعنی  نوزایسودوموناس آئرو ج   یبر رو  یستیز

  ت یتست نشان دهنده حساس  نیدر ا  تر یل  ی لیم  در  کروگرمیم

ا نظر بوده است    یستی به سورفکتانت ز  یباکتر  نیکم  مورد 

رو  یول مقدار    سیلیسوبت  لوس یباس  یباکتر  ی بر  به  توجه  با 

اثر    تریل  یلیدر م  کروگرمیم  ۶4غلظت کشنده ، غلظت    نهیکم

  ن ینشان دهنده ا  ن ی. ا(۲3) دهدینشان م  یخوب  یمهار کنندگ

اثر    ی گرم مثبت و هم گرم منف  یها  یباکتراست که هم بر  

  د ی پیرامنول  ییایکه آثار پادباکتر  ی دارد. در صورت  یباز دارندگ

نشان داده اند     MR01 نوزایشده از سودوموناس آئروژ  دی تول

ا ز  نیکه  باکتر  یستیسورفکتانت  اثر    یها  یبر  مثبت  گرم 

 یلیدر م  کروگرمیم  1۲۸در غلظت    تواندیدارد و م  یشتریب

  ا یاسترپتوکوکوس نومون  یها   یباکتر  ه ی عل  یبازدارندگ  اثر  تریل

و    لوکوکوسیاستاف  سیدیدرمیاپ  لوکوکوسیاستاف اورئوس 

گرم    ی ها  یبر باکتر  یداشته باشد در حال  س یسوبتل  لوسیباس

 (.۲5،۲4)ندارد یاثر بازدارندگ یمنف

در    یستیز  ی سورفکتانت ها  یذکر شده برا  یایتوجه به مزا  با

  AS01  ایه جد   یبال   ییآنها و توانا  یی ایمیش  انیبا همتا  سهیمقا

  ند یفرآ  یساز  ی با تجار  توانیم  یستیسورفکتانت ز  د یدر تول 

برا  نه یزم  دی تول ها   ی را  سورفکتانت  از  در    ی ستیز  یاستفاده 

  ن یکه ا  ییاز آنجا  گریگوناگون فراهم نمود. از طرف د  عیصنا

با استفاده از روغن آفتابگردان به عنوان تنها    د یتول  ی مقدار بال

-یم  جادیا  ی شتریب  یدواریمنبع کربن به دست آمده است ام

در آورد که از نظر   یرا به صورت  د یتول  ند یکه بتوان فرآ  شود

 . خود قابل رقابت باشد ییایمیش ان یبا همتا  زین متیق

. 

.  
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