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و  سابتیلیسباسیلوساکتانت تولیدی دو باکتری سورفبیو مقدارمان بر و ز pHتاثیر  

 پوتیداسودوموناس
 

 6امیر لکزيان و *اکرم حلاج نیا ،امین بهاری

 ترتیب دانشجويی کارشناسی ارشد، استاديار و استاد گروه علوم خاک دانشگاه فردوسی مشهدبه -6
 

 

  چکیده

يکی از روش های حذف  در خاک خطرناک و نگران کننده است.لی آهای هآلايندوگین پیامدهای انباشت فلزات سن

ها به دلیل داشتن سازگاری با محیط سورفاکتانتها بیولیت کنندهیدرمیان ک ها می باشد.لیتکیاستفاده از فلزی های لايندهآ

و مدت  pHبه منظور بررسی تاثیر قیق حاظر در تح زيست و زيست تخريب پذيری و سمیت کم از اهمیت بالای برخوردارند.

مقدار و کیفیت بیوسورفاکتانت موناس پوتیدا سودوو  سابتیلیسباسیلوساکتانت تولیدی دو باکتری بیوسورف مقداربر زمان رشد 

ايج نشان تن .تعیین گرديدروز در شرايط آزمايشگاهی  61تا 4در زمانهای و  8و  pH 6 ،7 تولید شده از اين دو باکتری در سه

 باکتری بر pHتاثیر  هرچند که .تولید شدسورفاکتانت بیو مقدار بیشترين 7برابر  pHدر  در مورد هر دو باکتری داد که

 محیط با توجه به محدوديت وافزايش يافت روز  6تا با افزايش زمان تولید بیوسورفاکتانت  pHدر اين . بودسودوموناس بیشتر 

  رشد به مقدار ثابتی رسید.
 

 فلزات سنگین ،زيست پالايی کتانت،اسورفبیو :کلمات کلیدی
 

 

  مقدمه

در چند دهه اخیر آلودگی محیط زيست به آلاينده های آلی و معدنی مثل فلزات سنگین به يک نگرانی عمومی تبديل شده 

. از اين رو پژوهش در خصوص بازسازی و پاک سازی فلزات سنگین (Liao et al., 2008; Wuana and Okieimen, 2011)است 

تکنیک های مرسوم کنونی برای رفع  .(Gusiatin and Klimiuk, 2012)از محیط مورد توجه قرار گرفته و روبه افزايش است 

باشد می EDTAها مثل کننده یتلکیهای شیمیايی و ب، اسیدهای آلی و غیر آلی، سورفاکتانتآلودگی شامل شستشو با آ

(Chakraborty and Das, 2014). های مانند ها اطمینان بخش نبوده و روشال روشهای حاضر برای حذف آلايندهبا اين ح

 ,Wang and Mulligan)ملیات حرارتی، تثبیت کردن، حفاری و دفن به دلیل کمبود فضا کمتر مورد استفاده قرار می گیرند ع

2009). 

نیاز به يک عامل با پتانسیل کمپلکس ها از کمپلکس کننده آلوده در استفاده برای حذف مناسب فلزات از يک محیط

 .(Juwarkar et al., 2007) می باشد pHدر محیط زيست و مقاوم به تغییرات زياد دارای حلالیت و پايداری  ،کنندگی بالا

متابولیت های فعال میکروبی جز عوامل کمپلکس کننده فلزی می باشند که در پالايش محیط از به عنوان يکی از سورفاکتانت 

متحرک سازی فلزات سنگین  .(Chakraborty and Das, 2014; Juwarkar et al., 2007)فلزات سنگین موثر گزارش شده اند 

های ی می شود. همچنین با توجه به سطح ايستابی و آبپالايبا بیوسورفاکتانت باعث فراهمی آلاينده برای گیاه در روش گیاه

دلايل متعددی از قبیل . خارج شود تر برد تا از دسترس گیاه زراعی کشت شدهآلاينده را با لايه های پايین زير زمینی می توان

 ;Chrzanowski et al., 2012)، سازگاری بهتر با محیط زيست و زيست تخريب پذيری (Gao et al., 2012)سمیت کمتر 

Maslin and Maier, 2000) پايداری در ،pHبه منظور  هاهای مختلف، غلظت نمک و دمای بالا استفاده از بیوسورفاکتانت

در مطالعاتی . در سال های اخیر (Sandrin and Maier, 2003)است  گرفتهدر پژوهشهای مختلف مد نظر قرار اصلاح خاک 

 ,.Sarubbo et al)ها برای رفع آلودگی فلزات سنگین انجام پذيرفته است ل بیولوژيکی انواع بیوسورفاکتانتانسیبررسی پت
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گی اند که در انحلال و رفع آلودها با منشا باکتريای شناسايی شدهاز بیوسورفاکتانتاز اين جهت گونه های مختلفی  .(2015

شرايط محیطی از جمله عواملی است می تواند بر مقدار  .(Albuquerque et al., 2012)اند فلزات سنگین موثر واقع گرديده

مقدار و مدت زمان رشد بر    pH دو عاملتاثیر در مطالعه حاضر رو بیوسورفاکتانت تولید شده تاثیر گذار باشد از اين 

فت. باکتری های مورد بررسی قرار گر سودوموناس پوتیداو  باسیلوس سابتیلیسباکتری سورفاکتانت تولید شده بوسیله دو بیو

از بیوسورفاکتانت هر دو باکتری  رفاکتانت مورد بررسی قرار گرفتند وسوطالعات مختلف در ضمینه تولید بیوانتخاب شده در م

 .(Lang and Wullbrandt,1999;Rahman et al.,2002b) کنند تولید می Rhamnolipidجنس 

 
 ها مواد و روش

 MRSمیلی لیتر محیط  122 کتانت ابتدا باکتری در يک ارلن حاویابیوسورف تولید، استخراج و خالص سازی نسبیجهت 

broth دور در دقیقه 652 درجه سلسیوس بر روی شیکر با سرعت 92شبانه روز در دمای  سه شد و به مدت کشت داده

با ر دقیقه دور د 64222  درجه سلسیوس و دور 4 دقیقه در دمای12. سپس محتويات ارلن به مدت شدگرمخانه گذاری 

 6 توسط اسید کلريدريکسپس های باکتريايی کاملا ته نشین شوند. تا سلول شددار سانتريفیوژ استفاده از سانتريفیوژ يخچال

کتانت رسوب ایوسورفب تا درجه سلسیوس قرار داده شد4رسانده و به مدت يک شبانه روز در دمای 1مايع رويی به  pHنرمال، 

 61222دقیقه در  12درجه سلسیوس به مدت  4کتانت با استفاده از سانتريفیوژ در دمای ابیوسورفای حاوی کند. رسوب قهوه

به  1:6 میلی لیتر مخلوط کلروفرم/متانول به نسبت62کتانت، اجداسازی شد. جهت خالص سازی نسبی بیوسورفدور در دقیقه 

درجه سلسیوس  92در دمای دور در دقیقه  652بر روی شیکر با سرعت  هدقیق65رسوب بدست آمده افزوده شد و به مدت 

 گرديد.درجه سلسیوس سانتريفیوژ  4دقیقه در دمای  12به مدت دور بر دقیقه 61222. اين ترکیب دوباره در شدقرار داده 

کتانت به اتا کاملا خشک شود. در نهايت بیوسورف شد درجه سلسیوس قرار داده 42سپس مايع رويی در گرمخانه در دمای

سورفاکتانت تولید شده در هر مرحله بیو . کیفیت(Mukesh Kumar, 2012)آمد رسوب سفید رنگ از مايع رويی بدست صورت 

میلی لیتر آب مقطر درون  92 قدارم گرفت. به اين صورت کهی قرار مورد بررسآزمايش به صورت کیفی از طريق تست روغن 

شد.  رت يک لايه نازک به سطح آن اضافهمیکرولیتر روغن مايع خوراکی بصو 152يک پتری ديش ريخته و 

کنار رفتن روغن و مشاهده ناحیه شفاف در سطح آب  ه گرديد.يع کشت باکتری به سطح روغن اضافمیکرولیتر از ما622سپس

 .(Talaie, 2008) استکتانت ار بیوسورفمويد حضو
با  8و  7، 6 های pH در (NBها )سورفاکتانت تولیدی محیط کشت باکتریبر مقدار بیواولیه  pHبررسی تاثیر  جهت

یط سپس بیوسورفاکتانت تولید شده بوسیله دو باکتری مورد مطالعه در اين محتنظیم شد  HCl و NaOHبا استفاده از 

مقدار  بر مدت زمان رشدروز استخراج و مقدار آن اندازه گیری شد. تاثیر  6درجه سانتی گراد  بعد از  92ها در دمای کشت

مطلوب که از آزمايش قبل بدست آمد  pHو در  درجه سانتی گراد  92روز در دمای  61تا  4تولید بیوسورفاکتانت در زمانها 

 .بررسی گرديد

 

 بحث نتايج و 

خنثی  pHهردو باکتری بیشترين میزان تولید را در  برمیزان تولید بیوسورفاکتانت اثرگذار بوده و pHکه  نشان داد نتايج

ی سودوموناس پوتیدا در تولید سابتیلس بیشتر از باکتربرروی باکتری باسیلوس  pHتاثیر  6(. مطابق شکل 6)شکل  داشتند

 (Ruangwong et alمشابه بود  تحقیقاتديگر مده در آمطالعه با نتايج بدست مده از اين آنتايج بدست  .بود سورفاکتانتبیو

2012 Guerra-Santos et al. 1986, Mata-Sandoval, J. C et al 2001,). 
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 دایسودوموناس پوتو  لسیسابتلوسیباسبوسیله دو باکتری  سورفاکتانتبر بیو pHتاثیر -6شکل 

 

 روز اول 6تا  بايوسورفاکتانتدو باکتری تولید  هر درو بود  تاثیر گذاراثیر مدت زمان رشد بر میزان بیوسورفاکتانت تولیدی ت

ه حداکثر بباکتری بعد از رسیدن سورفکتانت يوتولید بااحتمالا ، کردپیدا  یثابتتولید روند  روز 6اما بعد از  داشت افزايشی روند

. در ديگر مطالعات نیز گزارش شده است که تولید يافته استکاهش کشت محیط محدود رفیت ظ میزان رشد باتوجه به

های باکتری از الگوی رشدی آن در محیط کشت تبعیت می کند و با آن منطبق است به  بیوسورفاکتانت و ديگر متابولیت

می يابد و با نامساعد شدن شرايط محیط  افزايشها  متابولیت تولید اين طوری که با افزايش تعداد باکتری در محیط کشت

 MataSandovalet ) ماندها ثابت میکشت بويژه محدوديت منابع غذايی از تولید آنها کاسته شده و روند تغییرات اين متابولیت

al 2001 Çolak, Ferdağ, et al. 2011,).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 دایسودوموناس پوتو  لسیسابتلوسیباسبوسیله دو باکتری  تولید بايوسورفاکتانت مقدارر تاثیر مدت زمان رشد ب -2شکل 
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Abstract  

The consequences of the accumulation of heavy metals and organic contaminants in soil are dangerous and 

worrying. Using the chelating agents is one method to remove these contaminants. Among the chelating agent's 

bio surfactants are important due to environmental compatibility, biodegradability and low toxicity. In the 

present study to investigate the effect of pH and time on the bio surfactant produced by Bacillus Subtilis and 

Pseudomonas Putida, the amount and quality of bio surfactant produced by these two bacteria at pH 6, 7 and 8 

and in times of 4 to 12 days was determined in laboratory conditions. The results showed that both bacteria 

produced the highest amount of bio surfactants in pH 7. However, the effect of pH on bio surfactant produced 

by Pseudomonas Putida was more than Bacillus Subtilis. In pH=7 with increasing time bio surfactant 

production increased until 6 days and then remained unchanged, probably due to growing environmental 

constraints. 
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