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Background and Aim: Biosurfactants are amphipathic molecules with both 

hydrophilic and hydrophobic moieties that allow them to reduce surface tension. 

Biosurfactants have several advantages over the chemical surfactants, such as lower 

toxicity, higher biodegradability and better environmental compatibility. A promising 

group of glycolipid biosurfactants are sophorolipids that are produced by a group of 

yeasts. So the aim of this study was isolation of yeasts from bee bread of honey bees. 

Materials and Methods: The samples were prepared from bee bread of honey bee, 

Apis mellifera. The yeasts were isolated on YMG culture medium. Hemolysis and oil 

spreading techniques were performed for screening of biosurfactant-producing isolates. 

The extracted biosurfactants were characterized by thin layer chromatography (TLC) 

and infrared spectroscopy (FTIR). 

Results: From a total of 35 isolated yeast strains, 10 isolates had positive oil 

spreading test. The HG12 isolate showed the highest level of oil spreading 

character.The TLC and FTIR examinations of the purified Glycolipid biosurfactant 

confirmed its structure as sophorolipid. 

Conclusions: This is the first report of production of a sophorolipid biosurfactant 

from yeast in Iran. 
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 یوسورفکتانتب یدآن در تول یتقابل یو بررس  یفرامل  یساپ مخمر از نان زنبور عسل یجداساز

 یپیدسوفورول

 2، احمد رضا مساح1مآل یبهشت یوانک ،1یموسو فرشته

 

 یرانا ،اصفهان ،واحد فلاورجان یدانشگاه آزاد اسلام، یستیدانشکده علوم ز ،یکروبیولوژیگروه م .1

 رانیا ،اصفهان ،اواحد شهرض یدانشگاه آزاد اسلام ،شکده علومدان -یمیگروه ش .2

 عات  قاته اطلا
 

 

 

 

 

 چکیده

 تتریخچ  قاته 

 02/21/1313:دریتفت

 18/20/1313پذیرش:

 02/23/1313:یننلاآانتشتر 

 قوضوع:

  بیوتکنولوژی میکروبی

 

IJMM 1392; 8(1): P 44-53  
 

درون  یزبا دو بخش آب دوست و آب گر یلیک،ف یآمف یباتها ترک یوسورفکتانتب :زمینه و اهداف

نسبت به سورفکتانت  بیوسورفکتانت هادهد.  یبه آن ها را م یهش کشش سطحمولکول هستند که اجازه کا
یک گروه نوید کم هستند.  یتو سم یستز یطبا مح یسازگار یولوژیک،ب یهتجز یتقابل ی مزایایدارا یمیاییش

  بخش از بیوسورفکتانت های گلیکولیپیدی سوفورولیپید است که توسط گروهی از مخمرها تولید می گردد.
هدف این مطالعه جداسازی مخمرهایی از نان عسل است که قابلیت تولید بیوسورفکتانت داشته بنابراین 

 باشند. 
 

. مخمرها یدانجام گرد ینمونه بردار یفرامل یساز نان زنبور عسل اپ یقتحق یندر امواد و روش کار: 

 یدتول یها یهجدا یو گسترش نفت جهت غربالگر یز. تست همولیدندگرد یجداساز YMG یطمح یبر رو
 یف( و طTLCازک )ن یهلا یکروماتوگراف یقشده از طر یدتول یوسورفکتانتانجام شد. ب یوسورفکتانتکننده ب

 .یدگرد یی( شناساFT-IRمادون قرمز ) نجیس
 

 ینبالاتر 01HGی یهقادر به گسترش نفت بودند. جدا یهجدا 01 یمخمر یهجدا 53از مجموع  : هایافته

مادون قرمز  یسنج یفو ط (TLC) کناز یهلا یکروماتوگرافبا استفاده از گسترش نفت را نشان داد.  یزانم
(FT-IR ،)یدگرد ییشناسا یپیدبه عنوان سوفورول یکولیپیدی خالصگل کتانتیوسورفب.  
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دوگانه  یا یلیکف یآمف یها مولکول ها سورفکتانت

باشند  یم یزگرآب دوست و آب  یدوست با هر دو دنباله 

با درجات  یالاتس یندر سطح مشترک ب یحیکه به طور ترج

 -آب یانفت  -مختلف مانند آب یدروژنیه یوندو پ یتقطب

قابل توجه  یها یژگیاز و یاریکنند. بس یهوا شرکت م

توان  یرا م یعما یسورفکتانت یها یستمس یزیکوشیمیاییف

ر اجتناب از د یقطب یرغ یگروه ها یلتما یمرتبط با هم زمان

به  یدیشد یشکه گرا یقطب یتماس با آب و قسمت ها

 ینتراز مهم یکیشدن دارند، دانست. سورفکتانت ها  یدراتهه

تن در  یلیونم 11از  یشکل ب یدبا تول یصنعت یمیاییمواد ش

 یندهاز آن در مواد شو یمیباشند که ن یجهان م رسال د

اغلب  یباتترک ینشود. استفاده از ا یاستفاده م یخانگ

 یم یقابل توجه یطیمح یستمنجر به مشکلات ز ی،سم

 یاز ساختارها یعیوس یفها با ط یوسورفکتانت(. ب1،0شود )

از جمله  یمختلف یها یکروارگانیسممتنوع توسط م یمولکول

 یدروفیلشوند. بخش ه یم  یدو مخمرها تول چقار ی،باکتر

 یها ونیآن یا یدپپت یها یونکات ید،آنها عمدتا شامل اس

 یزکه بخش آب گر یاست در حال یدساکار یپل یاو  یمونو، د

 یااشباع  یااشباع  یرغ یدروکربنه یرهزنج یکتواند  یم

مولکول  یمیاییساختار ش یریچرب باشد. جهت گ یدهایاس

از خواص مانند  یعیوس یفسطوح، ط یندر سطوح و ب

 یسلم یلو تشک یسطح ینو ب یکاهش کشش سطح ییتوانا

 پزشکی ایران یشنتسکروبیققجل  

 1313 بهتر – 1شمتره  – 8ستل 
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کند  یمختلف را به آن اعطا م یفازها ینب وامولسیونیکرو م

 یبرا یبالقوه ا یگزینتوانند جا یها م یوسورفکتانت(. ب3)

ها  یوسورفکتانتب یایباشند. از مزا یمصنوع یسورفکتانت ها

 یتتوان قابل یم یمیاییبا منشا ش یها فکتانتدر برابر سور

و کم  یتسم یست،ز یطبا مح یازگارس یولوژیک،ب یهتجز

را نام برد. با توجه  یو شور pHبالا،  یاربس یاهادم دریت فعال

و حل  یپراکندگ یون،امولس یجادا ی،به خواص دترجنت

رود از آن ها در برنامه  یانتظار م یزآب گر یباتترک یکنندگ

استفاده شود.  یطیمح یستو ز یمختلف صنعت یها

و  دیکولیپیبه گل یینپا یبا وزن مولکول یها یوسورفکتانتب

بالا به  یبا وزن مولکول یها یوسورفکتانتو ب یپوپپتیدل

 یپوپروتئینو ل یدیساکار یپوپلیل یدی،ساکار یپل یمرهایپل

بخش از  یدگروه نو یک(. 4،5گردند ) یم یبند  یمتقس

یپید سوفورول یکولیپیدی،گل یفکتانت هایوسورب

(Sophorolipid) از مخمرها  یباشد که توسط گروه یم

چرب  یدهایاز اس یپیدسوفورول یوسورفکتانتد. بشو یدیتول

شده است.  یلسوفروز تشک یدراتکربنه و کربوه 18 یا 10

 β-1,2 معمول یرغ یوندبا پ یدیساکار یقند د یکسوفروز 

شده است. قند  یلهاست 0'' یاو  0' یتاست که در موقع

 یدقبل آخر اسما به کربن یکوزیدیگلبتا یوندسوفروز با پ

 یها یداس یدروکسیرب تک اشباع متصل است. هچ یکاولئ

به قند سوفروز متصل هستند.  یکوزیدیبتا گل یوندچرب با پ

 یاچرب به طور آزاد  یدهایاس ینا  یلیک،کربوکس یدر انتها

 یافه شده اند که شکل آزاد یاستر 4" یتدر موقع یدرون

موارد  یدر برخ یاکند و  یم یجادرا ا یپیدسوفورول یدیاس

صورت شکل  ینکه در ا یدهگرد یفیهاستر 0''و 0' یگرد

 یداس یدروکسیشود.  ه یم یدتول یپیدسوفورول یلاکتون

چند  یا یکتواند  یاتم کربن دارد و م 18 یا 10چرب معمولا 

 ی(. انواع مختلف ساختارها4) شداشباع داشته با یرغ  یوندپ

در  یباعث تنوع گسترده ا یپیدسوفورول یوسورفکتانتب

 یاست. شکل لاکتون یدهآن گرد زیکوشیمیایییخواص ف

با  یسهدر مقا یمتفاوت یولوژیکیو ب یزیکوشیمیاییخواص ف

 به شدت، تعادل یزاسیوندرجه لاکتون دارد. یدیشکل اس

کف و اثرات ضد  یریشکل گ یتظرف یدروفیل،ه -یپوفیلل

دهد.  یخود قرار م یررا تحت تاث یوسورفکتانتب ینا یکروبیم

 یکروبیضد م یتفعال یپیدسوفورول یم لاکتونفر ی،به طورکل

 یتکف و حلال یدتول یدیو فرم اس یو کاهش کشش سطح

و  یمطالعه جداساز ین(. هدف از ا6شود ) یبهتر را باعث م

 یوسورفکتانتب ندهکن یدتول یمخمرها یمولکول ییشناسا

 بوده است. ( عسل Bee breadاز نان زنبور ) یپیدسوفورول

 قواد و روش هت 

  YMG یطمخمرها از زنبورستان از مح یجداساز رایب

(Yeast Malt Glucose Agarا )یباتکه ترک یدستفاده گرد 

گرم،  3گرم، عصاره مخمر  4گرم، پپتون  11 آن گلوکز

آب مقطر  یترل یکدر  گرم 21گرم، آگار آگار  3ره مالت عصا

 YUG (Yeast یطاز مح یوسورفکتانتب یداست. به منظور تول

Urea Glucose )استفاده  یاهیگ یشده با روغن ها یلتکم

گرم، عصاره  111آن ]گلوکز  یباتکه ترک ردیدگ

 یلیم 11 یخوراک یگرم و روغن ها 1گرم، اوره 11مخمر

آب مقطر است. جهت استخراج  یترل یک[ در یترل

استات و حلال هگزان استفاده  یلاز ات یزن یوسورفکتانتب

مطالعه  ینکه در ا ییها کشت یطمواد و مح یه. کلیدگرد

از محصولات شرکت مرک آلمان  تندمورد استفاده قرار گرف

 . یدندگرد یهته

 یبردار نمون 

از  32ماه سال  یبهشتپروژه در ارد ینانجام ا برای

واقع در استان چهار محال و  یعی،زنبورستان بزرگ عسل طب

شد. انجام  ینمونه بردار یفرامل یسآپ  با زنبور نژاد یاریبخت

 یشده توسط زنبورها یگل جمع آور یگرده ها ،نان زنبور

عسل در  یا شهد گل یعسل است که از مخلوط کردن با کم

منظور ابتدا  ین. به اگرددیم یرهذخ سلول های شانه ی کندو

و سپس با  یدکندو مشخص گرد ینان زنبور در شانه ها

 یحاو یها لولهاز کندو جدا و در درون  یلکاردک استر

  یلهم یکبراث قرار داده شد و با  YMGکشت  یطمح

به طور  ین. همچنیدگرد یکنواختهم زده و  یا یشهش

آگار، کشت داده شد.  YMG یطمح ینان زنبور رو یممستق

نشان  یفرامل یسآپنان زنبور و زنبور عسل  1(. در شکل 8،7)

 داده شده است. 

 کننده یدتوه یقخمرهت ی اوه غربتهگری

 یوسورفکتتنتب

شده از نظر  یجداساز یها یکروارگانیسمم یاز بررس پس

از مخمر بودن آنها  ینانو اطم یکروسکوپیو م یماکروسکوپ

 یوسورفکتانتب یکننده  یدتول یمخمرها یجهت غربالگر
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انجام  (Oil spread method) و گسترش نفت یزتست همول

 .شد

  یزهموه تست

ر کشت آگار خون دا یتپل یها بر رو یهاز جدا یک هر

 32 یساعت در دما 48-22داده شدند و به مدت  یخط

 یزهمول یجادانکوبه شدند و سپس از نظر ا سلسیوس درجه

قرار گرفتند. قطر مناطق روشن به غلظت  یمورد بررس

 (،-) یزبدون همول یها یهدارد. جدا یبستگ یوسورفکتانتب

متر  یسانت 1 > یزکامل با قطر ل یز+(،  همول1)صناق یزهمول

 یسانت 3 >متر اما  یسانت1 <یزکامل با قطر ل یز+(، همول2)

+( در 4متر ) یسانت 3 <یزکامل با قطر ل یز+( و همول3متر)

 (.1نظر گرفته شدند )

 تست گسترش نفت  

آب افزوده  یترل یلیم 41 ی،متر یسانت 24 یتپل یک در

که  ینفت خام اضافه شد. به صورت یترل یلیم 21و به آن 

 11نازک در سطح آب قرار گرفت.  ی یهلا کینفت به شکل 

شده که در  یجداساز یکشت مخمرها یطاز مح یکرولیترم

درجه  31 یروز در دما 2براث به مدت  YPG یطمح

بودند  یدهانکوبه گرد rpm 101یهواده رعتبا س سلسیوس

 یدگر تول یان. گسترش نفت نمایدبه آن اضافه گرد

 .(12در نظر گرفته شد ) یوسورفکتانتب

 YUG یطدر قح یوسورفکتتنتب توهید

 یدهکه غربال گرد یمخمر یها یهجدا یلوپ از کلون یک

 یترل یلیم 111 یحاو یتریل یلیم 241 یبودند ، به ارلن ها

اضافه شد و  =4/4pHکشت( با  یشپ یط)مح YUG یطمح

به  rpm 211 یسرعت هواده و سلسیوسدرجه  31 یدر دما

زمان  یس از طساعت انکوبه شدند. پ 24-48مدت

 یحاو یبه ارلن ها یطمح یناز ا یترل یلیم 2 یونانکوباس

( یاهیروغن گ %11براث با  YUG یط)محید تول یطمح

روز جهت  11ذکر شده به مدت  یطافزوده شد و در شرا

 (.10،11انکوبه شدند ) یدتول یبررس

  یوسورفکتتنتب استخراج

 به استات به اندازه دو برابر حجم محیط کشت، اتیل

 اضافه تولید پس از طی زمان انکوباسیون مایع کشت محیط

 سپس به مدت نیم ساعت در شیکر قرار داده شد. پس شد و

درجه  41 در خلأ در تبخیر توسط استات اتیل آن از

 برای حذف گردید. این عمل سه بار تکرار گردید. سلسیوس

مانده،  سه بار شستشو با ان هگزان  باقی چرب اسید حذف

 rpm8111 سلولی با سرعت بیومس م گرفت. برای حذفانجا

انجام شد. آنچه باقی ماند  سانتریفیوژ دقیقه 14 به مدت

 41بیوسورفکتانت خام بود. بیوسورفکتانت خام در دمای 

ساعت خشک گردید  24در فور به مدت  سلسیوسدرجه 

(0.) 

  یوسورفکتتنتب یدتوه سنجش

 گسترش نفتتست 

تست گسترش نفت  کتانت،یوسورفاز استخراج ب پس

استخراج شده اندازه  یوسورفکتانتب یانجام و قطر هاله برا

آن ها قادر به  یوسورفکتانتکه ب ییها یهشد. جدا یریگ

مشخص  یببود به ترت یشتریهاله روشن با قطر ب یجادا

 .یدندگرد

 یکنندگ یفی اقوهس فعتهیت 

نشان دادن  یبرا یاسیمق یکنندگ یفیهامولس فعالیت 

 یها یدروکربنکردن ه یفیهدر امولس یوسورفکتانتب ییوانات

 یسطح یتمتداول فعالیکاتورهای از اند یکیمختلف است و 

 ایع روییماز  یترل یلیم 4رود.  یبه شمار م یوسورفکتانتب

لتر ینفت خام که با استفاده از ف یترل یلیم 0کشت با  یطمح

لوله  بود در یدهگرد یلاستر یکرومترم 44/1پور  یلیم

مخلوط شد.  یکردر ش یقهدق 2 به مدت و یختهر یشآزما

ساعت به حالت سکون قرار داده شد.  24سپس به مدت 

ید گرد یریاندازه گ یفیکاسیوناندکس امولس یرطبق فرمول ز

(12). 

شده( =  یفیهامولس ی یه)طول کل ستون/طول لا× 111

 سیفیکاسیوناندکس  امول

 نوع و غلظت قنبع کربن  اثر 
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 تولید جهت کربن منبع دو وجود به توجه با

 میلی 111 لیتری، میلی 241 های ارلن در بیوسورفکتانت،

 از 11%(v/v)غلظت  و گلوکز %11 با YUG کشت محیط لیتر

 ذرت، روغن کلزا، روغن قبیل از مختلف گیاهی های روغن

. گردید تکمیل کنجد روغن و زیتون روغن آفتابگردان، روغن

pH تنظیم 4 روی اسید کلریدریک ا استفاده ازب اولیه محیط 

 درجه 121 دمای در و شده گذاری پنبه ها ارلن .شد

 اتوکلاو دقیقه 14 مدت به بار 4/1 فشار و لسیوسس

 12HG جدایه ی مخمری ساعته 48 کشت از پیش. گردیدند

 مک نیم ، مایه ی تلقیح با کدورت معادل YUGمحیط در

 های کشت ز آن به محیطلیتر ا میلی 2شد و تهیه فارلند

سرعت  با انکوباتور گردید. ارلن ها سپس در تلقیح شده آماده

 11 مدت به سلسیوسدرجه  31 دمای و rpm 211 هوادهی

 مراحل انکوباسیون، دوره طی از پس. گردیدند انکوبه روز

 محاسبه بیوسورفکتانت تولید مقدار و شد انجام استخراج

 از خالی لوله های وزن قتفری بیوماس از خشک وزن. گردید

 به سلسیوس درجه 41 دمای در که بیوماس حاوی های لوله

 شد. محاسبه بودند گردیده خشک روز شبانه یک مدت

 و دقت pH اثر

pH 4، 4، 3، 2 یکشت بر رو یطمح یارلن ها ی یهاول ،

 48 کشت یش. از پیدندگرد یلو استر یمتنظ 3و  8، 2، 0

با کدورت  یحتلق ی یهما، 12HG یمخمر ی یهساعته جدا

 یطاز آن به مح یترل یلیم 2 شد و یهمک فارلند ته یمن

و در انکوباتور با سرعت  یحآماده شده تلق یکشت ها

 11به مدت  سلسیوس درجه 31یو دما rpm 211یهواده

مراحل  یوندوره انکوباس ی. پس از طیدندروز انکوبه گرد

محاسبه  انتیوسورفکتب یداستخراج انجام شده و مقدار تول

 . یدگرد

 یوسورفکتتنتب یدو توه یدوره زقتن رشد سلوه بررسی 

 یدو تول یونمدت زمان انکوباس ینرابطه ب یبررس برای

 یدروز مقدار تول 14 یدر ط یپیدسوفورول یدو تول یوماسب

از  یترل یلیم 4ساعت مقدار  24منظور هر  ینشد. بد یبررس

مایع  یبر رو کشت برداشته شد و مراحل استخراج یطمح

اعمال شد. تست گسترش نفت در هر مرحله انجام  رویی

وزن  ینشد.  همچن یادداشتقطر هاله شفاف  و یدگرد

گسترش  یزانو م یوماسوزن خشک ب یپید،خشک سوفورول

. جهت خشک یدگرد یادداشت یزنفت در هر بار استخراج ن

ساعت در فور با  24به مدت  یوسورفکتانتو ب یوماسکردن ب

وزن  یریقرار گرفتند. اندازه گ سلسیوسدرجه  41 یادم

وزن ظرف نمونه قبل و بعد از افزودن و  یقخشک از تفر

 حاصل شد. یوسورفکتانتو ب یوماسب یخشک شدن نمونه 

  یوسورفکتتنتب یستختتر آنتهیز

 ( TLCنتزک ) ی لا کروقتتوگرافی

سانتی متر چیده شد و  4 ×14به اندازه  TLCکاغذ 

 موئین فاصله یک سانتی متر از لبه کاغذ، توسط لولهنمونه با 

 استفاده متحرک فاز عنوان که به حلال سیستم قرار گرفت.

( v/v/v) ،2/14/04نسبت  به آب-متانول -کلروفرم شامل شد

 بود. جهت رنگ آمیزی اسید سولفوریک و اتانول به نسبت 

(v/v )34:4   درجه  141روی کاغذ اسپری و در دمای

 .(13دقیقه قرار گرفت ) 11به مدت  سلسیوس

 ( FTIRقتدون قرقز ) یسنج طیف 

مادون قرمز از هر نمونه  یفبه دست آوردن ط برای

گرم از  یلیم 14تا  4استخراج شده حدود  یوسورفکتانتب

گرم  یلیم 411استخراج شده با حدود  یها یوسورفکتانتب

به  یادخالص و خشک مخلوط و با فشار ز یدبرم یمپتاس

قرص نازک و شفاف در آورده شد. سپس در  یکرت صو

مادون قرمز  یهدر ناح KBrشد.  دادهقرار   FTIRدستگاه 

 یکامل یفدهد که از نمونه ط یامکان را م ینجذب ندارد و ا

 به دست آورده شود.
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 ؛Apis melliferaزنبور نژاد : B؛ یفرامل یسآپنان زنبور عسل : A: 1شکل 

 C  وD :12 یهتست گسترش نفت جدا HG یوسورفکتانتقبل و بعد از افزودن ب  

E :12 یمخمر یهجدا HG یتپل یبر رو YMG ؛ آگارF :یمخمر یهجدا یکروسکوپیم یرفولوژوم HG12

 هت یتفت 

 یهجدا 34مختلف از زنبورستان،  یکشت نمونه ها با

گزارش  یمنف در تمام موارد یزتست همول یج. نتایدگرد یغربالگر

تست گسترش نفت به  یز،بودن تست همول یشد. با توجه به منف

کننده  یدتول یها یهجهت انتخاب جدا یاصل یارعنوان مع

 ،ی مخمری یهجدا 34ین در نظر گرفته شد. از ب یوسورفکتانتب

در گسترش نفت بودند.  بیوسورفکتانتی یتفعال یدارا یهجدا 11

با  یفرامل یسآپزنبور عسل شده از نان  یجداساز 12HG یهجدا

 8/18، گسترش قطره نفت به قطر %24 یفیکاسیوناندکس امولس

به  یترگرم در ل 4/22به مقدار  یوسورفکتانتب یدمتر و تول یسانت

تست گسترش نفت  1 شکلید. برتر انتخاب گرد ی یهعنوان جدا

 دهد. یرا نشان م 12HGی یهجدا

 یاهیگ یغن هااز رو یپوفیل،ل یاثر سوبسترا یبررس جهت

 یطاز مح یوسورفکتانت. پس از استخراج بیدمختلف استفاده گرد

حاصل شد که با توجه به  یرز یجوزن خشک آن نتا یریو اندازه گ

 یوسورفکتانت،ب یدتول یزانم یریتست گسترش نفت و اندازه گ

 رفکتانت به عنوان منبعیوسوب یدبازده تول ینبا بالاتر روغن کلزا

 یددر تول یپوفیلمنابع کربن ل یر. تاثیدتخاب گردبرتر ان یپوفیلل

روز 11پس از  12HG یمخمر ی یهحاصل از جدا یوسورفکتانتب

 یرتاث یبررس جهت نشان داده شده است. 1در جدول  یونانکوباس

مختلف از  یغلظت ها یپوفیلو ل یدروفیلمقدار منبع کربن ه

 یز ط. پس ایدکشت استفاده گرد یطگلوکز و روغن کلزا در مح

وزن و انجام  یوسورفکتانتروزه، استخراج ب 11 یوندوره انکوباس

. تمام یدگرد یریاندازه گ شده یدتول یوسورفکتانتخشک ب



 1333بهار ▐ 1 شماره 8 سال▐مجله میکروب شناسی پزشکی ایران 

43 

 

 و نتایج به صورت میانگین بیان گردید. رسه مرتبه تکرا یشاتآزما

 نتایج به دست آمده را نشان می دهد. 2جدول 

 وسورفکتانتیب دیتول در لیپوفیل کربن عمناب ریتاث: 1جدول 

 

 ردیف
 وزن خشک لیپوفیل کربن منبع

 (g/lبیوماس ) 

 بیوسورفکتانت

(g/l) 

 نفت گسترش

(cm) 

 3/12 1/21 1/22 روغن ذرت 1

 8/14 21 4/24 روغن آفتابگردان 2

 8/18 2/22 24 روغن کلزا 3

 11 2/2 24 روغن زیتون 4

 2/0 4 3/21 روغن کنجد 4

 

 در لیپوفیل و لیدروفیه کربن منبع مختلف یها غلظت ریتاث: 2 جدول

 وسورفکتانتیب دیتول

 

 ردیف
 گلوکز

(g/l) 

 کلزا روغن

(ml/l) 

 وزن خشک بیوماس

 (g/l) 

 بیوسورفکتانت

(g/l) 

1 111 1 4/12 3/14 

2 111 41 2/22 3/13 

3 111 111 28 4/22 

4 41 111 1/21 4/2 

 بسیار کم 23 111 1 4
 

 pH تتثیر 

به  4و  3 یها pHدر  یوسورفکتانتب یدمقدار تول حداکثر

 یجشد. نتا یریاندازه گ یترگرم بر ل 4/22و  2/21برابر با   یبترت

 آورده شده است.  1 نموداردر 

0
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l  ( 
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ورف
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بی

 وسورفکتانتیب دیتول زانیم بر  pH ریتاث: 1نمودار  

 

 

 دقت تتثیر

 یتفاوت چندان یوسورفکتانتب یددر تول 31و  24 دمای

در  یجدر نظر گرفته شدند. نتا ینهبه ینداشت و به عنوان دما

 آورده شده  است.  2نمودار 

0
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ت 
کتان

ورف
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 انتوسورفکتیب دیتول زانیم بر دما ریتاث: 2نمودار  

 یوماسوزن خشک ب یریبه دست آمده از اندازه گ یها یافته 

روز  14 یتست گسترش نفت در ط ینو همچن یوسورفکتانتو ب

 4-8در روز  بیوسورفکتانت یدنشان داد که حداکثر تول یونانکوباس

 یثابت باق یباتقر 0-8از روز یزن یوماسب یدشود. تول یحاصل م

 ده است.آورده ش 3نمودار در  یجماند. نتا

0
5

10
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20
25
30
35
40

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 ان )روز(14 زم

)cm(گسترش نفت )g/l( بیوماس )g/l( بیوسورفکتانت

 

 وسورفکتانتیب دیتول زانیم بر ونیانکوباس زمان ریتاث یبررس: 3نمودار 

 یکروارگتنیسمق شنتستیی

رشد نسبتا YMG یط مح یرو 12HGی مخمری  جدایه 

ظاهر  سلسیوسدرجه  28 یروز در دما 4داشت و پس  یکند

 یکرم، محدب، داراسفید مایل به  کوچک، هایرگنه پ .یدگرد

 یبراق و چسبنده بودند. مورفولوژدارای نمای صاف و  یهحاش

 .آورده شده است 1آنها در شکل و میکروسکوپی   یماکروسکوپ
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 یوسورفکتتنتب یمیتییش آنتهیز

در محیط  12HGجدایه ی  توسط شده تولید بیوسورفکتانت

YUG روش باکلزا  روغن %11 گلوکز، %11 با TLC شناسایی 

از مشاهده کاغذ سلیکاژل پس از خشک شدن حلال با  .شد

 ،42/1، 42/1، 43/1، 31/1، 18/1برابر با  fRجز با  UV ،0نور

نشان داده شده است. اسمر و  2شکل  مشاهده گردید که در 01/1

، 33/1، 31/1، 22/1، 18/1، 13/1، 18/1های   fRهمکاران 

به دست آورده  TLCرا با روش  01/1و 42/1، 48/1، 43/1، 38/1

 13/1و  18/1برابر با  fRو مشخص کرده بودند که سوفورولیپید با 

شکل اسیدی سوفورولیپید و مابقی از نوع لاکتونی سوفورولیپید 

(. جهت شناسایی و آنالیز ساختمانی بیوسورفکتانت 13می باشند )

 گرفته FTIRطیف  12HG استخراج شده از جدایه ی مخمری

 شد. پیک جذبی در محدوده عدد موجی 

(1-cm3011-3041نمایانگر کشش گروه )OH   یا هیدروکسیل

آزاد بوده و در گروه عاملی الکل و فنول مشاهده می گردد. پیک 

 ( و cm3111-3111-1جذبی در محدوده عدد موجی )

(1-cm3111–2841(  نشان دهنده پیوندH -C و گروه آلکان  بوده

 پیک جذبی در محدوده عدد موجیها را نشان می دهد. 

 (1-cm1201-1004 کشش پیوند )C=O  و گروه کربونیل را نشان 

می دهد و مربوط به لاکتون، استر یا اسیدها می باشد. پیک 

( کشش پیوند cm1081–1041-1جذبی در محدوده عدد موجی )

C-C   در گروه آلکان و پیک جذبی در محدوده عدد موجی 

(1-cm1421–1441و پیک ج )ذبی در محدوده عدد موجی 

 (1-cm1321–1111 کشش )O-C از گروهH -O-C وجود قند و ،

وجود عامل  cm1402-1پیک جذبی در محدوده عدد موجی 

کربوکسیلیک اسید را نشان می دهد. با توجه به نمودار حاصل 

شده  و تفسیر آن و همچنین از مطابقت  نمودار با طیف های 

FTIR  ات به دست آمده از مطالعLo  و همچنین ما و همکاران

ساختار گلیکولیپیدی بیوسورفکتانت استخراج شده به عنوان 

به  FTIR طیف  3(. شکل 14،15سوفورولیپید شناسایی گردید )

 دست آمده از بیوسورفکتانت تولید شده را نشان می دهد.

 

 12HG یخمرم ی هیجدا وسورفکتانتیب کروماتوگرام: 2شکل 

 

12HGجدایه ی مخمراستخراج شده از  یوسورفکتانتب FTIR یفط: 3شکل 
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  بحث

هستند  یلیکف یآمفیبات از  ترک یها گروه بیوسورفکتانت

شوند. در  یم یدها تول یسمارگان یکرواز م یعیوس یفکه توسط ط

کننده  یدتول یها یکروارگانیسمم یکه با هدف جداساز یمطالعات

 یتفعال یانجام گرفته است، معمولا از بررس یوسورفکتانتب

مولد  یها یهسو یهاول یغربالگر یبرا یاریبه عنوان مع یتیکهمول

روش  ین. با وجود سهولت ا(1) استفاده شده است یوسورفکتانتب

بودن جواب  یراز جمله متغ .آن برشمرد یتوان برا یم یبیمعا

 Carrillo. یرهکشت و غ یطبودن مح یتصاصاخ یرحاصله و غ یها

 یدو تول یتیکهمول یتفعال ینارتباط ب یو همکاران به بررس

از گونه  %4/13نشان دادند که تنها  وپرداختند  یوسورفکتانتب

به کمتر از  یکاهش کشش سطح به ادریتیک قموله یها

(mN/m)41 یزل یاکه آ یستکاملا روشن ن ینباشند. بنابرا می 

 یدتول یها یکروارگانیسمتمام م یغربالگر یون براخ یسلولها

 یا یردتواند مورد استفاده قرار گ یم یوسورفکتانتکننده ب

قرار گرفت  یمورد بررس یز(. در مطالعه حاضر تست همول16)یرخ

 گزارش شد. یتمام گونه ها منف یبرا یزتست همول یجاما نتا

 ینتر یو  اصل ینکشت مهمتر یطمح یکشش سطح کاهش

شود. در مطالعه  یدر نظر گرفته م یوسورفکتانتب یدتول یارمع

بر اساس تست  یدتول یزانو م یصتشخ یاصل یارحاضر مع

 توانست  یروش به راحت ینا .گسترش نفت قرار داده شد

 طرو ق یدرا مشخص نما یوسورفکتانتب یکننده  یدتول یگونه ها

 یم نشان یزشده را ن یدتول یوسورفکتانتروشن غلظت ب یهناح

به   یازروش گسترش نفت علاوه بر آن که ن ینداد. همچن

تر و آسان  یعتست ها سر یرندارد نسبت به سا یتخصص تجهیزات

از نمونه جهت انجام تست  یتر انجام شده و تنها حجم کوچک

 یوسورفکتانتب یدما بر تول یمطالعه سع ینلازم است. در ا

مختلف بوده است.  یاهیگ یبا استفاده از روغن ها یپیدسوفورول

 C18-C16 چرب یایدهاز اس یعلاوه غن یاهیگ یجرا یروغن ها

 یپوفیلباشند، که استفاده از آن ها به عنوان منبع کربن ل یم

سازد،  یرا مناسب م یپیدسوفورول یوسورفکتانتب یدجهت تول

و  یکاولئ یدچرب خالص مانند اس یها یدنسبت به اس ینهمچن

که جهت  یگرخالص گوناگون د لیپوفیل یسوبستراها ینهمچن

مقرون به  یاست از نظر اقتصاد دهاستفاده ش یپیدسوفورول یدتول

مختلف از جمله روغن  یپوفیلمنابع ل یباشد. بررس یم یزصرفه ن

به عنوان سوبسترا  یخوراک یتونذرت، آفتابگردان، کلزا، کنجد و ز

 یدولقادر به ت یمخمر یه ینشان داد، اگر چه در تمام موارد جدا

و استفاده از آن ها به عنوان سوبسترا بود، اما در  یپیدسوفورول

 یدتولبا تولید کلزا  یاهیشده با روغن گ یلتکم YUG یطمح

 یددر تول یبازده بالاتر یترگرم در ل 4/22به مقدار  یوسورفکتانتب

به  نقش  C18 -C16چرب یدهایرا نشان داد. از آن جا که اس

 یدارند، به نظر م یپیدسوفورول تانتیوسورفکب یددر تول ییسزا

مورد استفاده از  یاهیگ یروغن ها یررسد روغن کلزا نسبت به سا

 محیط از استفاده با  Arthur Felse بوده است. رت ینظر غن ینا

چرب  اسید لیتر بر گرم 41 گلوکز، لیتر بر گرم 111 حاوی

(C18:1 ،)11 از اوره لیتر بر گرم 1 و مخمر عصاره لیتر بر گرم 

برلیتر سوفورولیپید تولید  گرم 4/44 بومبیکولا، کاندیدا مخمر

 فقط و همکاران  از محیط کشت حاوی Soleiman(. 17نمود )

 برای دهنده تشکیل مواد عنوان به اولئیک اسید و سویا ملاس

 3 سوفورولیپید برای اولین بار استفاده کردند. آنها توانستند تولید

دست آورند. سپس با افزودن  به گرم سوفورولیپید خالص 43 ±

اوره و عصاره مخمر به عنوان منابع نیتروژن توانستند میزان تولید 

(. در مطالعه ای که توسط 18افزایش دهند ) 21 ± 4را تا 

Kurtzman  و چندین  کاندیدا بومبیکولاو همکاران  بر روی گونه

گرم بر  111دیگر انجام شد. در محیط نمکی حاوی  کاندیداگونه 

کاندیدا گرم بر لیتر اسید اولئیک، گونه  4/82تر گلوکز و لی
گرم  0/38گرم بر لیتر و سایر گونه های کاندیدا  3/03 بومبیکولا

(. 11) ساعت تولید کردند 108بر لیتر سوفورولیپید پس از زمان 

روز  14نتایج بررسی تولید بیوسورفکتانت در این مطالعه در طی 

افزایش یافت و پس از  3-4د در روز انکوباسیون نشان داد که تولی

 یبعد یو در روزها یصعودتولید روند  8، 2، 0، 4روزهای  آن در

 به دست آمده از  یمانده است. داده ها یباق ثابت  یباتقر

اس به طور متوسط یومنشان داد که ب یوماسب یزانم یریاندازه گ

 سنداشته است. پ یچندان ییرو پس از آن تغ یشافزا 2-0تا روز 

در اواخر فاز رشد  ید،مقدار تولحداکثر کرد که  یانتوان ب یم

مختلف نشان داد که پس از  یها pH یاتفاق افتاده است. بررس

 یطمختلف در مح یفراورده ها یدتول یلبه دل یدساعت از تول 48

 حداکثروجود  ین. با ایابد یکاهش م 4/2-4/3 ات pH ،کشت

 یجنتا یزن Vedaramanاست. بوده  3-4یه اول pHدر  یدتول یزانم

و  یپوفیلل یمختلف از هر دو سوبسترا یغلظت ها از یمشابه

(. جهت 02کشت را گزارش کرده اند ) یطدر مح یدروفیله

 TLC وشدر مطالعه حاضر از ر یوسورفکتانتب ی یهاول ییشناسا

 یوسورفکتانت. به علت عدم وجود استاندارد بیداستفاده گرد

اندازه  یها fRبا  یسهبه دست آمده با مقا یجتان یپید،سوفورول

همان  با  TLCید. سیستمگرد یرمقالات تفس یگرشده در د یریگ

  fR با جز 4 .گردید انجام و همکاران  Asmer نسبت های سیستم
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های به  fR شد.  مشاهده 02/1 ،44/1 ،41/1 ،33/1 ،18/1 با برابر

و  Cavaleroاشت. دست آمده با نتایج اسمر و همکاران مطابقت د

کوپر نیز برای شناسایی ابتدایی سوفورولیپید تولید شده از گونه 

به کار برده شده  TLCاز روش  ATCC 22214 کاندیدا بومبیکولا

و همکاران استفاده نمودند و نتایج مشابه به دست  Asmerتوسط 

 و نامتقارن نشان داد که کشش FTIR(. نتایج طیف 11آوردند )

 cm-1در محدوده ی طول موج  ترتیب به CH2 متقارن کشش

 گروه جذبی آلکیل، باند گر وجود زنجیره نمایان 2324 و 2844

C= O  1در محدوده ی طول موج-cm 1244 گروه های  شامل

 های گروه از CO کشش باشد. اسید می یا و استرها لاکتون،

COH 1 در( سوفروز) قند-cm 1133 گروه .است شده مشاهده 

COH 1در-cm0214 اسید کربوکسیلیک گروه با مرتبط نیز 

(COOH )مانده پس از شستشو  باقی چرب اسید و است که روغن

نیز باند جذبی  cm 3423-1با هگزان را نشان می دهد. در ناحیه 

 یفبا ط به دست آمده  یجنتا گروه هیدروکسیل مشاهده می شود.

استارمرلا  یو همکاران از گونه  Parekhaگزارش  FTIR یجذب
به دست آمده در  یجنتاهمچنین  (.01) مطابقت دارد یکولاومبب

 یبه دست آمده از گونه  FTIR یجذب یفط، مطالعه ینا

 یزو همکاران ن Wadekar یاز مطالعه  یکولااستارمرلا بومب

 یدتول از گزارش یناولاین تحقیق (. 00) قت داردبمطا

. باشد یم یراندر اتوسط مخمر  یپیدسوفورول یوسورفکتانتب

جدایه ی مخمری تولید کننده بیوسورفکتانت از نان زنبور عسل 

مطالعات انجام  اغلبجداسازی گردیده که در مقایسه با تمرکز 

که   ینوزاژسودوموناس آئروشده بر تولید بیوسورفکتانت از باکتری 

یک باکتری پاتوژن است دارای برتری است. پیشنهاد می گردد در 

مانند  یمتارزان ق یدروفیله های اسوبسترمطالعات آینده اثر 

 یدروفیلمنبع کربن ه یگزینجابه عنوان  یرهو غ یرملاس، آب پن

 یمانند پسماندها یمتارزان ق یپوفیلل یها سوبستراو  گلوکز

در میزان تولید  یپوفیلمنبع کربن لبه عنوان  یپیدیل یصنعت

بیوسورفکتانت سوفورولیپید مورد بررسی قرار گیرد. همچنین 

شده مثل منبع  یبررس یاثرات همزمان فاکتورها ینهبه انیزم

 یطراح یها روشبا رشد  ی، اثر دما، و دوره زمانpHکربن، اثر 

 د.گردمطالعه و ....  یمانند تاگوچ یشآزما

 تادیر و تشکر

جا دارد از آقای مهندس پویا حقیقت مدیریت زنبورستان 

 عسل طبیعی اصفهان و خانم مهندس شراره حبیبی مود

کارشناس زنبورستان که در انجام مراحل نمونه برداری از هیچ 

کوششی در راستای انجام این پروژه دریغ ننمودند نهایت تشکر و 

 قدردانی به عمل آید.  

 تعترض قنتفع 

 بین نویسندگان هیچ گونه تعارض منافعی وجود ندارد. 

  

 

References 
1- Mann RM, Bidwell JR. The acute toxicity of 

agricultural surfactants to the tadpoles of four 

Australian and, two exotic frogs. Environ Pollut. 2001; 

114:195-205. 

2- Chen J, Song X, Zhang H, Qu YB, Miao JY. 

Sophorolipid produced from the new yeast strain 

Wickerhamiella domercqiae induces apoptosis in 

H7402 human liver cancer cells. Appl Microbiol 

Biotechnol. 2006; 72:52-59. 

3- Gautam KK, Tyagi VK. Microbial surfactants: a 

review J Oleo Sci. 2006; 55:155-166. 

4- Viramontes-Ramos S,  Portillo-Ruiz MC, Lourdes 

MD, Casarrubias B, Torres Munoz J, Rivera-Chavira 

BE ,Nevarez-Moorillon GV. Selection of biosurfactan/ 

bioemulsifier producing bacteria from hydrocarbon 

contaminated. Braz J Microbiol. 2010; 41:668-675. 

5- Zhang TZQ, Shi Hu LB, Cheng LG,  Wang F. 

Antifungal compounds from Bacillus subtilis BFS06 

inhibiting the growth of Aspergillus flavus. World J 

Microbiol. Biotechnol. 2008; 24:783-788. 

 

6- Shah V, Doncel GF,  Seyom T, Eaton KM, Zalenskya 

I, Singh A, Van Hamme JD, Ward OP. Surfactants in 

microbiology and biotechnology. Biotechnol Adv. 

2007; 25: 99-122. 

7- Gilliam M. Microbiology of pollen and bee: the 

yeasts. Apidologie. 1979; 10: 43-53. 

8- Gautam KK, Tyagi VK. Microbial surfactants: a 

review. J Oleo Sci 2006. 55:155-166. 

9- Youssef NH, Duncana KE, Naglea DP, Savagea KN, 

Knappb RM, McInerney MJ. Comparison of methods 

to detect biosurfactant production by diverse 

microorganisms. J Microbiol Methods. 1979; 6: 339-

347. 

10- Satpute SK, Banporkar AG, Dhakephalkar PK, Banat 

IM, Chopade BA. Methods for investigating 

biosurfactants and bioemulsifiers: a review. Crit Rev 

Biotechnol 2010. 3: 1-18. 

11- Cavalero DA, DG Cooper. The effect of medium 

composition on the structure and physical state of 

sophorolipids produced by Candida bombicola ATCC 

22214.  J Biotechnol 2003. 103: 31-41. 



 1333بهار ▐ 1 شماره 8 سال▐مجله میکروب شناسی پزشکی ایران 

43 

 

12- Pekin G, Sukan FV, Kusaric N. Production of 

sophorolipid from candida bombicola ATCC 22214 

using turkish corn oil and honey. Engineering in Life 

Sciences. 2005; 5: 357-362. 

13- Asmer HJ, Lang S, Wagner F, Wray V. Microbial 

production structure elucidation and bioconversion of 

sophorose lipids. J Am Oil Chem Soc. 1998; 65: 1460-

1466. 

14- Lo CM, Ju LK. Sophorolipids induced cellulase 

production in cocultures of hypocrea jecorina Rut C30 

and Candida bombicola. Enzyme Microb Technol 

2009. 44: 107-111. 

15- Ma Xiaojing, Hui Li, Xin Song. Surface and biological 

activity of sophorolipid molecules produced by 

Wickerhamiella domercqiae var. sophorolipid 

CGMCC 1576. J Colloid Interface Sci. 2012; 376: 

165-172. 

16- Carrillo PG, Mardaraz C, Pitta-Alvarez SJ, Giulietti 

AM.  1996.  Isolation  and  selection  of biosurfactant 

producing bacteria. World J Microbiol Biotechnol. 

2007;  12: 82- 84. 

17- Arthur Felse P, Shah V, Chan J, Kandula J, Gross RA. 

Sophorolipid biosynthesis by Candida bombicola from 

industrial fatty acid residues. Enzyme Microb 

Technol. 2007; 40: 316-323. 

18- Solaiman DKY Ashby RD Nunez A Foglia TA. 

Production of sophorolipids by Candida bombicola 

grown on soy molasses as substrate. Biotechnol Lett.  

2004; 26:1241-1245. 

19- Kurtzman CP Price NPJ Ray KJ Kuo TM. 

Productionof sophorolipid biosurfactants by multiple 

species of the Starmerella (Candida) bombicola yeast 

clade. FEMS Microbiology. Letters 2010 ; 311:140-

146. 

20- Vedaraman N, Venkatesh NM. The effect of medium 

composition on the production of sophorolipids and 

the tensiometric properties by Starmerella bombicola 

MTCC 1910. Pol. J Chem Technol. 2010; 12: 9 -13. 

21- Parekha VJ, Patravaleb VB, Pandita Mango AB. 

kernel fat: A novel lipid source for the fermentative 

production of sophorolipid biosurfactant using 

Starmerella Bombicola NRRL-Y 17069. Annals of 

Biological Research. 2012; 3:1798-1803. 

22- Wadekar SD, Kale SB, Lali AM, Bhowmick DW, 

Pratap AP. Utilization of sweetwater as acost effective 

carbon sourceefor sophorolipid production by 

starmererella bombicola (ATCC 22214). Prep 

Biochem Biotechnol. 2012; 42: 125-142. 


