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از  شناور خام نفتسازی پاک منظوربهانت تبیوسورفکسازی تولید بهینه

 آب روی
 

 یمیش یدانشگاه صنعتی نوشیروانی بابل، دانشکده مهندس ؛ین امانیحس
 

 چکیده

4سودومناس آرجینیوزاپ ق توانايیین تحقيدر ا
 2 NPبیوسورفکتانت رامنولیپید بررسی شد دیمنظور تول به .

مار یو ت ینفت ۀریذخ یها تانك یساز و پاك  ینفت  یها لجن  هیتصف  یلترهایف  یساز پاك  برای  نفت  عيدر صنا رامنولیپید 

سازی محیط رشد تولید بیوسورفکتانت  هدف ديگر اين تحقیق بهینه.  است  تیحائز اهم  ینفت  یها فاضلاب  كيولوژیب

، اثر غلظت نمک، فسفر  مختلف  یكربن  منابع  لیاز قب  یطيشرا. استها با استفاده از روش تاگوچی  برای کاهش هزينه

بهترين شرايط برای تولید رامنولیپید وقتی مشاهده شد . شد د رامنولیپید بررسییتول  زانیو نیتروژن در سه سطح بر م

 4SO2)4(NH g/l و NaCl  g/l 05 ، (4HPO2, Na4PO2NaH) g/l 50/6 عنوان منبع کربن، که از ساکاروز به

های  تولید رامنولیپید از میان آزمايش ترين مقدار بیش. شود ترتیب برای منبع نمک، فسفر و نیتروژن استفاده می به 4

 24E کمک آزمون سازی برای رامنولیپید تولید شده به چنین شاخص امولسیون هم. دست آمد هب g/l8/2 مختلف برابر 

 . دست آمد هب%  85رابر ب( API= 14)د و  مقدار امولسیون برای نفت خام شبررسی 

 

 مقدمه

. گزارش شده است یساحل یها و نواح انوسیدر اق ینفت یها یاز آلودگ یر موارد متعددیاخ یها در سال

طور  به که استهای مرسوم  آوری آن از روش و جمعشیمیايی  یها سورفکتانت باامولسیون کردن نفت خام 

هستند که با قرار  یدوست دوگانه یها مولکول یبات فعال سطحیا ترکيها  نتاسورفکت. شود گسترده استفاده می

از  یناش یها ونیکروامولسیل میو تشک یسطح نیو ب یمنجر به کاهش کشش سطح ن دو فازیگرفتن در سطح ب

ها  سمیكروارگانیم باها كه  نتاوسورفكتیب. گردند یدروکربن میا آب در هيدروکربن در آب و یه یانحلال جزئ

-[4[هستند یصنعت یولوژیكروبیمهم در م یها از فراورده گردند ید میها و مخمرها تول ها، قارچ یرژه باكتيو به

ها  ن آنيتر که مهم شود یح داده میی ترجيا  یمیهای ش نتاها بر سورفکت نتاوسورفکتیاستفاده از ب یليدلا به بنا. ]1]

. نام برد ستمیت بازگشت به اکوسیر و قابلت ت کمیست، سميط زیمح یاد، کم خطر بودن برايتوان تنوع ز یرا م

  ولوژيكیـتیمار بیاز جمله  یواردـتوان به م یـممحیط زيست در ها  اكتانتـوسورفیمهم ب یردهاـاز كارب .]6]-[4[

 سازی بیوسورفکتانت، تاگوچی، رامنولیپید، فرمانتاسیون، امولسیون :های كلیدی واژه

 48/8/31يرش پذ                    2/6/31دريافت 

*
 hamani@nit.ac.ir         نویسنده مسئول

4. Pseudomonas aeruginosa NP2 
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ره یذخ یپاك كردن نفت از سطح تانكرهاا و يدر آب در ینفت یها ه لكهيو تجز يیجا ، جابهینفت های فاضلاب

طور  به .شده استانجام بیولوژيکی ترکیبات نفتی  ۀی بر روی تجزيتحقیقات بسیار .دکرها اشاره  ینفت و كشت

مثال لی
4
صورت  خام به را شناسايی کنند که قادر به مصرف نفت یتوانستند میکروارگانیسم و همکارانش  

خام را تا  توانستند نفتخوار  نفتدو باکتری با استفاده از طلايی و همکارانش چنین  هم .]5[است قطرات ريز 

چمن رخ .]8[ صورت امولسیون در آورند به 21%
2
1اسنتوباکترو همکاران نیز با استفاده از باکتری  

موفق به  

در تحقیقات مشابه  .]3[ امولسیون کنند% 85تولید امولسان شدند که با استفاده از آن توانستند نفت خام را تا 

4سودومناس آرجینیوزانسیم راشدی و همکارانش نیز توانستند با استفاده از میکروارگاديگری 
جدا شده از مخازن  

 .]45[ برسانند%  0/82نفت خام را تا  درصد امولسیون( ايلام و سیری یاه چاه)تی ايران فن

د یتول یبرا یمختلف یها راه حل. استها  از مشکلات مهم در مسیر تولید بیوسورفکتانتهزينۀ زياد 

 شرايط عملیاتی یساز نهیط کشت، بهیمح یساز نهیبهتوان به  می شنهاد شده است از جملهینت ارزان پاوسورفکتیب

سازی  بهینه بررسی  به است اين پژوهش سعی شده در. اشاره کرد ها سمیکروارگانیم یکیجهش ژنتو  اوراکتورهیب

ان استفاده از مواد ارز پرداخته شود زيرااز طريق استفاده از مواد ارزان قیمت  ها برای کاهش هزينهمحیط کشت 

از توان  برای رسیدن به اين منظور می. ]44[ شود هزينه تولید می کل از%  05 تا ها قیمت باعث کاهش هزينه

عنوان مثال  به. شود ها باعث کاهش هزينهد تا کر استفاده... و  کشاورزی  ،ديگری مانند لبنیصنايع مواد زائد 

گزين  عنوان جای هتواند ب مییدرات و لیپید بسیار کشاورزی با داشتن مقدار زيادی کربوهو  ی صنعتیها پسماند

در اين پژوهش از آب پنیر که . ]0]، [45 [باشند ها در تولید بیوسورفکتانتها  مناسبی برای خوراک باکتری

عنوان مواد غذايی برای تولید  زيست در صنايع لبنی بسیار مطرح است به عنوان مواد آلاينده محیط به

شود و  همراه پنیر تولید می که بهاست  ی اين گونه صنايعها ماند آب پنیر از پس. شود می بیوسورفکتانت استفاده

نیز در آن وجود  ها علاوه بر آن مواد معدنی و اسیدهای آلی و ويتامین. داردمقادير زيادی لاکتوز و پروتئین 

بیوسورفکتانت از طريق هم تولید  اه غذايی برای باکتری ۀاولی ۀعنوان ماد اين با مصرف آب پنیر به بر بنا .دارد

بودن  دلیل ارزان نفت خام نیز به. ]44[ رود شود و هم معضل آلودگی آب پنیر از بین می بهینه میکاهش هزينه 

 .مطرح باشد مناسبمواد غذايی عنوان منبع کربن  هبتواند  میترکیبات کربنی  داشتنو  در کشور ما

توسط روش تاگوچی ط کشتسازی محی بهینه پژوهش حاضر،از  هدف 
0
تولید بیوسورفکتانت  برای 

و ساکاروز  خام که از آب پنیر و نفت است NPسودومناس آرجینیوزاپ بومی توسط باکتری یرامنولیپید

رامنولیپید  شوندگی نفت خام با استفاده از و در نهايت بررسی امولسیون دکن عنوان تنها منبع کربنی استفاده می به

سازی  پاکمنظور امولسیون و  بومی به یعنوان مدل تواند به ق میین تحقييج ااين راستا، نتادر . ستا تولید شده

   .شود استفادهصنايع برای از روی سطح آب نفت خام 

1.Taguchi               2. National Laboratory of Industrial Microbiology              1. LB-Medium 

4.Yeast extract          0. Nutrient agar          6. Autoclave           5. Shaking Incubator          8. E-medium 
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 ها واد و روشم

 یاكترب 

میکروبیولوژی صنعتی دانشگاه الزهراگاه  آزمايشاز  NPسودومناس آرجینیوزپباکتری  
4
اين . دشتهیه  

 .از مناطق آلوده نفتی جداسازی شده بودباکتری 

 یش کشتپ

 LBاز محیط  
2
عصاره مخمر شامل) 

1
عنهوان  بهه( گهرم در لیتهر 45و 45،  0ترتیهب  بهه NaCl، تريپتون و    

رشد کهرده در محهیط  یک لوپ از باکتريپیش کشت، ابتدا  ۀبرای تهی .پیش کشت برای تولید رامنولیپید استفاده شد

نوترينت آگار
4
قهه در یدق 25مهدت بههو از قبهل  اسهت cc 455دار بهه مقه  LB یکهه حهاو cc 055ک ارلهن يهرا بهه  

درون ديههب بخههار C˚424 یدمهها
0
و  rpm 405سههاعت در   24ده و سههپس آن را کههرشههده اسههت منتقههل  داده قههرار 

لرزان ۀگرم خانک يدر  C  15یدما
6
 ()

5
 .دهیم قرار می 

 ط كشت تولید رامنولیپیدیب محیترك

 Eطیدر محه یصورت ههواز رشد سويه به
8
مهواد شهیمیايی مهورد نیهاز در ايهن تحقیهق از  همهۀ[. 41]انجهام شهد 

 3/41 شهاملبهر حسهب گهرم بهر لیتهر  A محهیط کشهت ابتهدا محلهول ۀبهرای تهیه. شرکت مرک آلمان خريهداری شهد

4HPO2Na  4 5/2وPO2NaH 05سههاکاروز و 45و NaCl  1 4مخمههر و  ۀعصههار0/5وNaNO محلههول  وB 

صهورت جداگانهه  بهه 4SO2)4(NH گهرم بهر لیتهر از 455شهامل  Cو محلهول   4MgSOگرم بر لیتهر از 20شامل 

بهر حسهب گهرم بهر لیتهر  Dو سپس محلول  شوند درون ديب بخار قرار داده می C˚424 یقه در دمایدق 25مدت به

 4/5و 4/5O 2H2 ,2CaClو  NaCl 4وبوريههک  اسههید 54/5و 1O, 2H4,4MnSOو EDTA 0/5 شههامل

O2H5,4ZnSO  4/5 وO 2H5,4FeSO 54/5وO 2H0,4CuSO 4(2 54/5وAlK(SO 54/5و O,2H2,4MoO2Na 

استريل  یکرونیم 22/5ی ها لتریحساسیت به حرارت با ف دلیلبه 551/5O 2H6,2NiClو 4SeO2Na 550/5 و

از  .شههود یافههزوده مهه Aط یتههر از محههیک ليههبههه  Dو  Cو  B یههها از محلههول ml45ل يط اسههتريدر شههرا. شههود مههی

در  ها ضهروری اسهت و میکروارگانیسهم نیتروژن، و فسفر برای رشد باکتری کهاملاا  مین سه منبع کربن،أجاکه ت آن

ايهن شناسهايی شهرايط بهینهه  بهر را خواهنهد داشهت، بنها ها نتاتهرين میهزان تولیهد بیوسهورفکت شرايط بهینه رشهد بهیش

در ايههن تحقیههق، فاکتورهههای. رسههد نظههر مههی امههری ضههروری بههه ها بههرای رشههد میکروارگانیسههم
3
از بههرای مههورد نیهه 

 سازی محیط  بهینهبرای و غلظت نمک غلظت نیتروژن  ،فسفر غلظتمانند منبع کربن، بررسی اثر مواد غیرآلی 

4. National Laboratory of Industrial Microbiology             2. LB-Medium             1. Yeast extract 

4. Nutrient agar             0. Autoclave            6. Shaking Incubator             5. Climo-shaker ISF1-X Kuhner 

.8  E-medium 

 منظور بررسی اثر آن بر فرايند طراحی شده است پارامتری است که آزمايش به. 3
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منظهور رسهیدن بهه  هها بهه طراحی آزمايش به معنی بررسی و در کنار هم قهرار دادن آزمهايش. اند کشت انتخاب شده

 یطراحه .انجهام مهی شهودی مختلفهی ها صهورت بهه ها طراحی آزمايش. ترين هزينه است با کم یط بهینه فرايندشراي

 نيتر ند كميفرآ و محصول كه یا گونه به است، محصول ند ويفرآ طيشرا كردن نهیبه برای یمهندس یروش رومندین

پهارامتر بهه یطراحه .دارد همراه به را زياد تیفیبا ك یداتیتول جهینت  و در داشته رییتغ به عوامل را نسبت تیحساس

 -DX 8) در ايهن تحقیهق از روش تهاگوچی. ]42 [اسهت رومنهدین یطراحه یبهرا مههم یازابزارهها یتهاگوچ روش

(ترايل
4 

و سطوح شده فاکتورهای بررسی 4 جدول .استفاده شد
2
 ۀآرايه 2چنهین جهدول  ههم. دههد هها را نشهان مهی آن  

3L
1
از  هها برای انجهام آزمايش. دهد نشان میرا ايش و تركیب محیط كشت در هر آزمايش در اين آزمشده استفاده  

لازم بهه ذکهر . محهیط کشهت ريختهه شهده بهود اسهتفاده شهد cc 455 ها آن هر يک از سی که درون سی 055ارلن  3

بها نفهت خهام  .اسهتفاده شهدند % 4 (w/v)يا  45(g/l)به غلظت  از هرکدام منبع کربن  تأثیراست که برای بررسی 

استريل و آب پنیر بر طبق روش جوشی μm22/5فیلتر 
4
پهس  ].44[ دقیقهه اتهوکلاو شهد 25مدت  و همکارانش به 

لیتهر  میلهی 0 ،آمهاده شهدندپیشهنهاد شهده بهود  افزار تا گوچی نرم باکه  2طبق جدول ها  ارلندرون محتويات که  از آن

درون شههیکر سههپس و  تلقههیح  ههها ارلههنهههر يههک از ون بههه در( LBبههاکتری رشههده کههرده در محههیط )پههیش کشههت از 

Cانکوباتور در 
°

  .قرار داده شدندروز  0مدت  به  rpm 205و   15

 ها کار رفته در آزمایش گانه به 3فاكتورها و سطوح   .6جدول 

 منبع کربن فاکتور
NaCl 

(g/l) 
4HPO2, Na4PO2NaH 

(g/l) 
4SO2)4(NH  

(g/l) 

 0/5 5 20 نفت 6سطح

 4 50/6 05 پنیرآب  2سطح

 2 01/41 50 ساکاروز 3سطح

 تاگوچی L 9بر اساس ها طراحی آزمایش  .2جدول 

 منبع کربن شماره آزمایش  
NaCl 

(g/l) 
4HPO2, Na4PO2NaH 

(g/l) 
4SO2)4(NH  

(g/l) 

 0/5 5 20 نفت 6

 4 50/6 05 نفت 2

 2 01/41 50 نفت 3

 2 50/6 20 آب پنیر 4

 0/5 01/41 05 آب پنیر 5

 4 5 50 آب پنیر 6

 4 01/41 20 ساکاروز 1

 2 5 05 ساکاروز 8

 0/5 50/6 50 ساکاروز 9

4. DX8- trial      

 دهد سطح مقدار نسبت داده شده به هر فاکتور را نشان می. 2

 هايی است که بايد انجام گیرد تعداد آزمايش ۀدهند انديس نشان. 1

4. Joshi 
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  بیوسورفکتانت تولید شدهسازی  خالصاستخراج و جداسازی زیست توده، 

 شود استات اضافه می اتیل ml 20/4 و  4PO1H رمیکرولیت 45ط كشت، یاز نمونه گرفته شده مح ml 4به 

Cدر g ×42586قه در یدق 15مدت . ]46]-[41[
°
(فوژل هرئوس، مولتی. )وژ شدیفيسانتر 4

4
و سپس فاز  

بعد . دشاستات استخراج  اتیل  ml20/4 زی، بار ديگر فاز آبی با تر از جداسا برای اطمینان بیش. آلی آن جدا شد

. شود درون يک تبخیر کننده، رامنولیپید زرد رنب ظاهر می rpm2555و  05استات در دمای  از تبخیر اتیل

 TLCتر با استفاده از سازی بیش خالص
2
صورت (   F254 plates 60 %25)نازک  يا کروماتوگرافی لايه 

است که اين فاز متحرک ( 2:40:60)استیک اسید :متانل: اين روش فاز متحرک شامل کلروفرمدر . گیرد می

اسیتیک اسید :بعد از اين مرحله کاغذ را درون محلول اسید ولفوريک. شود نوع رامنولیپید می 4باعث جدايی 

از استاندارد جنیل. شود از آن عکس گرفته می بعد از خشک شدن آغشته کرده و( 05:4)
1
 ()

4
عنوان شاهد  به 

تولید  سودومناس آرجینیوزاپبا که  است 4 و 1و 2 و 4 ی ها استاندارد جنیل شامل رامنولیپید. ]46]-[44 [استفاده شد

 HPLCبرای تعیین غلظت رامنولیپید از دستگاه .شود می
0 
 )(

6
با  48C ستون استفاده شده در دستگاه. استفاده شد 

آماده  را  ابتدا بايد آن  HPLCدستگاه  برای استفاده از  .است ml/min  8/5میکرومتر و دبی تزريق 0قطر 

(بروم فناکیل برمید در استونیتريل -4مولار  میلی 45) Aبرای اين منظور ابتدا به آماده کردن محلول . دکر
5
و  

(اتیل آمونیوم در استونیتريل-1مولار  میلی 25) Bمحلول 
8 

به نسبت  B و Aدن محلول  کرمخلوط )  Cو محلول 

میکرولیتر استونیتريل حل  165ی رامنولیپید که از قبل استخراج و درها پردازيم سپس به نمونه می( مساوی

عنوان  متانل به 0%ب مقطر و آ 30%چنین از محلول  هم. کنیم اضافه می Cمیکرولیتر از محلول  45اند،  شده

 .شود فاز متحرک در دستگاه استفاده می

 ان امولسیون کنندگیمیز یریگ اندازه 

مدرج حـــاوی چهار  ۀبه لول g/l8/2 با غلظت  باکتری  بانت تولید شده اتر از محلول بیوسورفکتیل لییچهار م

ساعت  24شدت مخلوط شدند و پس از گذشت  قه بهیها مدت سه دق‎ن لولهيا. نفت خام افزوده شداز تر یل لییم

فاکتور
3
 24E 45]، [3[شود ال  محاسبه مییارتفاع دو سمجموع ون شده بر ینسسوسپا ۀیم ارتفاع ناحی، از تقس[ . 

 یداريزان پاینت ماوسورفکتید بیپس از تول یکروبیاد برداشت ميند ازديار مهم در فرآیبس یاز فاکتورها یکي

 عنوان محلول شاهد بهخام  سم به نفتیکرو اورگانیط کشت بدون می، محها شيکنترل آزما یبرا .ق استیحالت تعل

 .اضافه شد

 

4. Multifuge1S-R, Heraeus              2. Thin Layer Chromatography               1. Jeneil  

4. United States, Saukkville  .0              High Performance Liquid Chromatography  

6. Agilent 1100   Series               5. Bromphenacylbromid (C6H6Br2O) in Acetonitril 

8. Triethylammonium (C5H15N) in Acetonitril            3. Emulsion index 
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گیری گسترش نفت خام اندازه
6
   

 تر نفت خام به آن افزوده خواهدیکرولیم 455شود سپس  خته میيت ریآب مقطر درون پللیتر  میلی 05ابتدا

بیوسورفکتانت تولید شده تر از یکرولیم 45ل شد، یختی بر سطح آب تشکنوا کي ۀيقه که لایدق 2تا  4بعد از . شد

سانی آب  کيحجم )سه با شاهد ينفتی را  در مقا ۀيجاد شده در سطح لايشفاف ا ۀیبه آن افزوده و قطر ناح را

ار برای کننت تولیدی اقوی و کارا بودن بیوسورفکت ۀدهند اين آزمايش نشان. ]45]، [8[شود  بررسی می( مقطر

 .استزدن نفت خام از روی آب 

 بحثنتایج و 

 سازی ترکیبات محیط کشت بهینه

تركیب  ،در اين آزمايششده استفاده  3L آرايه 1 جدول. افزار تاگوچی انجام شد طبق نرم ها طراحی آزمايش

برای  .هدد عنوان پاسخ يا تابع هدف در هر آزمايش نشان می را به بیوسورفکتانتمحیط كشت و در نهايت تولید 

سازی محیط کشت، اثر فاکتورهای منبع کربن، غلظت نیتروژن، غلظت فسفر و غلظت نمک بر میزان تولید  بهینه

 .شد یریگ آزمايش اندازه 3در هر  بیوسورفکتانتبرای اين منظور، مقدار تولید . شدبررسی 

 نتایج مربوط به تولید رامنولیپید بر اساس طراحی تاگوچی  .3جدول

 منبع کربن     مایشآز ۀشمار

NaCl 

(g/l) 
4HPO2, Na4PO2NaH 

(g/l) 
4SO2)4(NH  

(g/l) 

 تولید بیوسورفکتانت 

g/l)) 

 0/5 5 20 نفت 6
6/4  

 4 50/6 05 نفت 2
8/4  

 2 01/41 50 نفت 3
2/4  

 2 50/6 20 آب پنیر 4
2 

 0/5 01/41 05 آب پنیر 5
2/2  

 4 5 50 آب پنیر 6
8/4  

 4 01/41 20 ساکاروز 1
8/2  

 2 5 05 ساکاروز 8
6/2  

 0/5 50/6 50 ساکاروز 9
0/2  

منظور بررسی اثر هر يک از فاکتورها و چگونگی اثرگذاری اين فاکتورها بر روی تولید  چنین به هم

به  ای مربوط نمودارهای میله. هر يک از عوامل چهارگانه در سطوح مختلف محاسبه شدند تأثیربیوسورفکتانت، 

منظور بررسی درصد سهم هر يک از فاکتورها در تولید  به. نشان داده شده است 2و 4 یها نتايج در شکل

 میانگین هر يک از فاکتورها 4جدول . افزار وجود دارد استفاده شد بیوسورفکتانت، از تحلیل واريانس که در نرم

1. Oil Spreading 
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درصههد سههم هريههک از نیهز  1 شههکل .دههد را نشهان مههی آنهالیز واريههانس در مهورد نتههايج تولیهد 0چنهین جههدول  و ههم

 .دهد نشان میبیوسورفکتانت تولید فاکتورها را در 

 میانگین هر یک از فاکتورها .4جدول 

 NaCl منبع کربن           فاکتور 

(g/l) 
4HPO2, Na4PO2NaH 

(g/l) 
4SO2)4(NH  

(g/l) 

 متوسط متوسط متوسط متوسط

 4/2 2 41/2 01/4 سطح اول

 41/2 4/2 2/2 2 طح دومس

 31/4 560/2 81/4 61/2 سطح سوم

  آنالیز واریانس در مورد نتایج تولید رامنولیپید. 5جدول 

 )%(سهم  مربع میانگین مجموع مربعات فاکتور

 14/86 34/5 31/4 منبع کربن

NaCl 21/5 44/5 28/45 

4HPO2, Na4PO2NaH N 546/5 5555/5 54/5 

4SO2)4(NH  

 

565/5 514/5 58/1 

 

 
 ای اثر فاکتورهای مختلف بر تولید بیوسورفکتانت نمودار میله  .6شکل 
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 سطوح بهینه برای تولید بیوسورفکتانت .2شکل 

 
 

 درصد سهم هر یک از فاکتورها در تولید بیوسورفکتانت . 3شکل 
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  بیوسورفکتانت ترين میزان تولید  بیش 2NP سودومناس آرجینیوزاپباکتری  د کهنده ان مینش 2و ‎ 4های شکل

گرم بر لیتر  4گرم بر لیتر منبع فسفر و  50/6گرم بر لیتر منبع نمک ، 05در شرايط  ،استفاده شده در اين تحقیق

ترين سهم  منبع کربن بیشست مشخص ا 1 از شکلچنین  هم. شود تولید میساکاروز کربنی منبع با منبع نیتروژن 

موقعی صورت گرفته ولید بیوسورفکتانت در تسطوح بهینه  که به اين با توجه .تولید بیوسور فکتانت داردبرای 

عبارت  به شدن ياهضم ر ت راحتبه توان اين نتیجه را  میروی ساکاروز رخ داده است باکتری است که رشد 

در تولید صنعتی بیوسورفکتانت اما   .نفت خام نسبت دادپنیر و  ت به آبنسب ساکاروزشدن  خمیرتر ت ديگر به آسان

گزين مناسب از  عنوان جای اين به بر بنا نیستاست، استفاده از آن اقتصادی  لازمزيادی ساکاروز که  دلیل اين به

اصر قابل حل در آب شود و حاوی عن همراه پنیر تولید می پنیر مايعی است که به آب. توان استفاده کرد آب پنیر می

ها نیز در آن ‎علاوه بر آن مواد معدنی و اسیدهای آلی و ويتامین. دارداست و مقادير زيادی لاکتوز و پروتئین 

برای  ها معضل آلودگی آب پنیر‎اولیه غذايی برای باکتریۀعنوان ماد اين با مصرف آب پنیر به بر بنا. وجود دارد

عنوان  هبتواند  میترکیبات کربنی  داشتنو در کشور ما دلیل ارزانی  نیز به نفت خام. رود از بین می صنايع لبنی

بعد از غلظت کربن، غلظت نمک نقش دهد  نشان می 1شکل  .مطرح باشد ها در تولید بیوسورفکتانت منبع کربن 

هینه غلظت دست آمده در مورد رشد باکتری در سطح ب هبا توجه به نتايج ب. داردمهمی در تولید بیوسورفکتانت 

 معمولاا که نفت خام  جا از آن. ی نمکی استها خوبی برای رشد در محیط ۀ، اين باکتری گزين(g/l 05)نمک 

امولسیون کردن نفت برای در عمل شود،  ها ريخته می دريا و اقیانوسبه  ها و يا شکستگی لوله ها کشتی وسیلۀ به

برای تولید نمک دوست  خوار و ی نفتها از باکتریاستفاده  ها انوسیخام با توجه به شوری آب دريا و اق

توان باکتری استفاده شده در اين تحقیق  اين با توجه به نتیجه اين قسمت می بر بنا. ضروری استبیوسورفکتانت 

توان دريافت  می 1با توجه به شکل  چنین هم .کردها پیشنهاد  را برای امولسیون کردن نفت خام در دريا و اقیانوس

البته . استترين سهم متعلق به منبع فسفر  کم دارد وبیوسورفکتانت سهم در تولید % 1یتروژن نیز در حدود منبع ن

ضروری  منظور رشد سلولی کاملاا  اين نکته قابل توجه است که وجود مقداری ترکیبات فسفری در محیط کشت به

های مناسب  است بسیاری از متابولیت زيرا در صورتی که میکروارگانیزم قادر به رشد مناسب نباشد ممکناست 

 .را تولید نکند

 اثبات تولید رامنولیپید

در اين تحقیق  ،کند میتولید بیوسورفکتانت رامنولیپید  سودومناس آرجینوزا یها باکتری معمولاا که  اين دلیل به

 بااستخراج رامنولیپید بعد از برای اين منظور . از شاهد و استاندارد جنیل برای تشخیص رامنولیپید استفاده شد

اين نتايج . پرداخته شد(  TLC)نازک  ۀکروماتوگرافی لاي با( آزمايش 3)استات، ابتدا به بررسی تولید آن  اتیل

زرد رنب  ۀلک 4شود، شاهد جنیل ايجاد  که در اين شکل ديده می چنان. نشان داده شده است 4 در شکلآزمايش 

اين . ]44 [ نوع رامنولیپید با ساختارهای مختلف است 4میکند که ناشی از وجود  TLC روی کاغذ
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متشکل از يک يا دو مولکول رامنوز در اتصال با يک  يا دو مولکول بتاهیدروکسی دکانوئیک  ها بیوسورفکتانت

شامل يک حلقه رامنوز  4ساختمان رامنولیپید نوع  ]44]، [41[ بر طبق مقالات قبلی  .]40]، [44[هستند اسید 

  همراه دو مولکول اسید شامل دو حلقه رامنوز به 2، رامنولیپید نوع (C45Rha-C-45) دو مولکول اسید همرا  به

(45-C45–C2Rha) ، همراه يک مولکول اسید شامل يک حلقه رامنوز به 1رامنولیپید نوع (45Rha-C)  و

چنین نتايج حاصل  هم .(C2Rha–45) استهمراه يک مولکول اسید  شامل دو حلقه رامنوز به 4رامنولیپید نوع 

توانسته است استفاده شده در اين تحقیق  2NP سودومناس آرجینیوزاپ باکتری گر اين است که بیان شکلاز اين 

عنوان  به ی ذکر شده ديگر محققین سازگار استها اين نتیجه با نمونه.  را تولید کند 1نوع  و 4 نوع رامنولیپید

ورمانه ۀاين نتیجه با نتايج ذکر شدمثال 
4
مولرو ، ]44[ و همکارانش 

2
و سیلداک] 40[ همکارانش 

1
و  

همکارانش
 

زرد رنب به وجود دو نوع  ۀهای خود با ديدن دو لک ها نیز در آزمايش آن. ]46[ شود تايید می

  .استمعتبر بودن نتايج اين تحقیق  ۀدهند نشان ها ين يافتها. بیوسورفکتانت رامنولیپید پی بردند

 

 
 3            8            5              6            0استاندارد جنیل         4              1            2          4ره آزمايش شما

تاگوچی با استفاده از لایه  وسیلۀ بهآزمایش طراحی شده  9دست آمده از  هنتایج کروماتوگرافی از محصول ب .4شکل 

 دست آمده است استاندارد جنیل بهعنوان شاهد از  چهار لکه وسط به

استفاده  HPLCگیری غلظت رامنولیپید بايد از دستگاه  که برای اندازه توجه به اين نکته لازم است

دو پیک دستگاه انجام شد و  بابه تنهايی  اول و دومبرای اين منظور، ابتدا تزريق رمنولیپدهای نوع . دکر

ی مجهول حاصل از اين ها سپس تزريق نمونه .هده شددقیقه مشا 25-20های  در خروجی بین زمان

 ۀدهند که نشان ها بود و زمان  ها دو پیک  در همان محلنتايج نشان از وجود . گرفتتحقیق صورت 

اين مزيت را دارد که  HPLC  اين استفاده از دستگاه بر بنا. استمعتبر بودن نتايج  حاصل از اين تحقیق 

شود و هم غلظت  اثبا ت می ها ها ، هم وجود رامنولیپید آن ۀو مقايس ها با توجه به زمان خرو جی پیک

 .شود گیری می اندازه
 .4 Müller 2             . Hörmann            1. Syldatk  
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 ستیی مربوط به محیط زها شیآزمانتایج 

م، بررسی میزان حالت با توجه به هدف نهايی اين تحقیق مبنی بر تعیین مقدار امولسیون شوندگی نفت خا

 .استامولسیون تشکیل شده نیز مهم  یداريپااما علاوه بر مقدار امولسیون . امری ضروری است( 24E) قیتعل

 %85ون کردن نفت خام تا یامولس يیتوانا g/l8/2 تولید شده در اين پژوهش با غلظت  رامنولیپیدنتايج نشان داد 

ج نشان ين نتايا. است یج خوبيماند که نتا یش باقيروز پس از آزما 40 ون تاین حالت امولسيا یداريد و پارا دار

اين نتايج با . داردسازی نفت خام  امولسیون یبرا یل خوبیپتانس ین باکتريابا د شده یتول نتاسورفکتویدهد که ب یم

ت یفعال یریگ اندازه با ]3[چنین چمن رخ و همکاران  و هم ]45[ و همکاران راشدیکه  یمشابهتحقیقات  نتايج

در آزمايش تکمیلی . سازگار است ،دندانجام دامختلف  یها دروكربنیه روینت اوسورفكتیب یكنندگ ونیامولس

لیتر  میلی 05تر نفت خام بر روی یکرولیم 455ديگر برای بررسی قدرت کنارزنی نفت خام از روی آب، ابتدا

ه آن افزوده ب g/l8/2 غلظت با را ید تولید شده رامنولیپتر از یکرولیم 45 شود و سپس آب مقطر پراکنده می

وقتی شود  ديده می 0که در شکل  چنان .شود مینفتی بررسی  ۀجاد شده در سطح لکيشفاف ا ۀیشود و قطر ناح می

 نداتو میو  گیرد میر ابین دو فاز نفت و آب قر اين ماده، شود میبه ظرف اضافه رامنولیپید  بیوسورفکتانت

که طرف  طوری بهگردد  میشفافی روی نفت خام ظاهر  ۀعبارت ديگر ناحی بزند يا بهم را کنار راحتی نفت خا به

منظور  بهتولید شده   نتابودن بیوسورفکت مناسب ۀدهند اين آزمايش نشان. شود راحتی ديده می ديگر ظرف به

آب دريا وقتی که در نفت خام از روی  جداسازیتوان  از اين خاصیت می .نفت خام از روی آب است جداسازی

نفت خام را با اين روش توان  میعبارت ديگر  به .دکرشود استفاده  اثر سوانح دريايی نفت خام روی آب ريخته می

   .آوری کرد و جمعطقی که مد نظر است هدايت ابه سمت من

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

نفتی پس از افزودن  ۀیشفاف در سطح لا ۀیل ناحیو تشک( شکل سمت راست)نفتی بر روی سطح آب  ۀیجاد لایا .5شکل 

 (شکل سمت چپ)رامنولیپید تولید شده 

 

 

 

 محل تزریق رامنولیپید
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 گیری نتیجه

برای تولید بیوسورفکتانت رامنولیپید استفاده شد تا  NP 2 سودومناس آرجینیوزاپ در اين تحقیق، از باکتری

مشکلات مهم در مسیر از اما . از روی آب بررسی شود آنقدرت آن در امولسیون کردن نفت خام و کنار زدن 

سازی محیط کشت  بهینهبررسی در اين پژوهش سعی شد به  .ستها تولید آن زيادهزينه  ها تولید بیوسورفکتانت

برای رفع مشکل  ها عنوان يکی از اين راه حل بهاز طريق استفاده از مواد ارزان قیمت  ها برای کاهش هزينه

برای ، اثر غلظت نمک، فسفر و نیتروژن  مختلف  یكربن  منابع  لیمحیط کشت از قبشرايط بهینه  .شودپرداخته 

د یتول یکربن برا  منبع  نيبهتر  ساکاروز  داد كه  نشان  جينتا. تعیین شدکمک روش تاگوچی  هد رامنولیپید بیولت

حداکثر . گرم بر لیتر تعیین شد 4و 50/6، 05ترتیب  و بهترين میزان هر يک از منابع ديگر به است  رامنولیپید

نتايج  نشان داد غلظت کربن دارای نقش مهمی در تولید  .رسید g/l8/2 مقدار تولید رامنولیپید در اين شرايط به 

که ساکاروز زيادی نیاز است، استفاده از آن  دلیل اين اما در تولید صنعتی بیوسورفکتانت به، استبیوسورفکتانت 

پس از اثبات  .پیشنهاد دادگزين مناسب  عنوان جای بهرا فت خام يا نآب پنیر توان  میبراين  بنا نیستاقتصادی 

شاخص . کنندگی آن اندازه گیری شد و استاندار جنیل مقدار قدرت امولسیون TLCآزمون  باتولید اين ماده 

گر پتانسیل خوب  ن نتايج نشاناي. دست آمد هببرای نفت خام % 85سازی رامنولیپید تولید شده  امولسیون

ثر بودن تکنیک استفاده شده برای ؤچنین م برای تولید رامنولیپید و همNP 2 س آرجینیوزاسودومناپ

های  آلودگیچنین  آمیز ذکر شده و هم با توجه به موارد موفقیت. بومی است یعنوان مدل نفت خام بهسازی  امولسیون

و استفاده  ها تولید بیوسورفکتانت در زمینه پژوهشیرسد انجام  نظر می ، بهفراوان ناشی از نشت نفت خام در دريا

 . ضروری استاين منظور ها برای  از آن
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