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سودموموناس با استفاده از یروغنفاضلابدي از یپِیکتانت رامنولوسورفید بیامکان سنجی تول
مارستانییجداسازي شده از فاضلاب بزاژنورئآ

5، مهدي حامد رحمت4مانیان، معصومه ز3، سمیه دهقانی2عباس رضایی، 1رادبتول محب

27/12/96پذیرش مقاله:9/12/96دریافت اصلاحیه از نویسنده:3/11/95ارسال مقاله به نویسنده جهت اصلاح:2/9/95دریافت مقاله:

چکیده
از فاضلاب با توجه بـه مزایـاي   هاي اخیر، تولید و استفاده از ترکیبات با ارزش نظیر بیوسورفکتانتهادر سالزمینه و هدف:

ها با اسـتفاده از  ي تولیدي میکروارگانیسمهابیوسورفکتانتامروزه قتصادي آن مورد توجه قرار گرفته است. زیست محیطی و ا
. ایـن  نـد یرگمـی اسـتفاده  مـورد یی، پتروشیمی، استخراج نفت، تصـفیه فاضـلاب   دارو،ییغذاعیدر صنامنابع کربن مختلف،

اسسـودومون با استفاده از سویه هاي قیمتبه عنوان سوبستراي ارزانهاي روغنی فاضلابمطالعه، با هدف ارزیابی استفاده از
.انجام شده استي رامنولیپیدي هاآئروژنزا جدا شده از فاضلاب بیمارستانی جهت تولید بیوسورفکتانت

 ـ آردراست که مقیاس آزمایشگاهی درو این تحقیق یک مطالعه تجربی ها: مواد و روش ومی کتور ناپیوسته حاوي بـاکتري ب
در روغـن کشـت   انجام شده است کهمختلف هاي بیمارستانی در محیط معدنی حاوي روغنهايفاضلاب پسابجدا شده از

اکسیژن مـورد  کنندگی وامولسیونفعالیتقطره،انهدامنفت،هاي همولیز، گسترشبا آزمایش،ي مختلفهاو غلظتهازمان
تسـت مطـابق بـا    –هـاي شـاهد   ي گـروه هاي آماري بر مبناي ارزیابیهالیلگردید. در این تحقیق تحسنجش،نیاز شیمیایی

انجام شد.student T-testيهاآزمون
کـاهش توانایی مطلوبی را در تولید بیوسـورفکتانت دارد. ،باکتري سودوموناس آئروژنزا جدا شدهکهنتایج نشان داد ها:یافته
،درصـد 85) بـه میـزان   COD)Chemical oxygen demandکاهش و درصد70کنندگی بیش از سطحی، امولسیونکشش

حاصل استفاده از بیوسورفکتانت جدا شده بود.  
گزینـه  ،آلـی هاي روغنی حـاوي مقـادیر بـالاي مـواد    فاضلاببه نظر می رسد هاي این تحقیق، بر اساس یافتهگیري:نتیجه

کننـدگی  ي تولیدي، بدلیل خاصـیت امولسـیون  هاوسورفکتانتباشند. بیهاي رامنولیپیديتولید بیوسورفکتانتجهتمناسبی
پذیر و فرآیندهاي اصلاح زیستی مورد استفاده قرار گیرند.هاي دیر تجزیهتوانند به منظور حذف آلایندهمیمطلوب، 

، امولسیون کنندگیآئروژنزاروغن، سودوموناس پساب کتانت رامنولیپیدي، بیوسورفکلیدي:هايواژه

ایرانتهران،مدرس،تربیتدانشگاهپزشکیعلومدانشکدهمحیط،بهداشتگروهدکتريدانشجوي-1
، ایرانتهران،گروه بهداشت محیط، دانشکده علوم پزشکی، دانشگاه تربیت مدرسده مسئول) استاد، (نویسن-2

rezaee@modares.ac.ir، پست الکترونیکی: 021- 82883575، دورنگار: 021-82883575تلفن: 

دانشجوي دکتري گروه بهداشت محیط، دانشکده علوم پزشکی دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایران-3
دانشجوي کارشناسی ارشد گروه بهداشت محیط، دانشکده علوم پزشکی دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایران-4
میکروبی ، دانشکده علوم ، دانشگاه فردوسی مشهد ، ایراندانشجوي کارشناسی ارشد تکنولوژي-5
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مقدمه
هــا از تولیــد محصــولاتی نظیــر بیوســورفکتانتروزه امــ

یکی از اهداف زیسـت محیطـی   ،پسماندهاي جامد و مایع

ادي، کاهش آلایندگی ناشی است که علاوه بر مزایاي اقتص

 ـا.]1[مصنوعی را نیز به دنبال دارد يهاکتانتسورفاز  نی

به شکل خارج معمولایکروبیهاي مدر سطوح سلول، مواد

هـا  هـا، مخمرهـا و قـارچ   يبـاکتر .گردنـد یح مترشیسلول

تولیدکنندگان مهم این ترکیبـات بـوده کـه مـورد علاقـه      

.]3[باشند ها میبسیاري از بیو تکنولوژیست

و یلیدروفیــهــاي ههگــروهــا داراي بیوســورفکتانت

یفعـال سـطح  بـات یترککه ماننـد  می باشندیدروفوبیه

متفـاوت و  يهـا با قطبعیمايفازهانیبو عمل می کنند

اساس کشـش  نیو بر ارندیگیقرار میدروژنیهيهاوندیپ

.دهنـد مـی کاهش ینواحنیرا در ایسطحنیو بیسطح

جـاي بـه  یعیکاربردشان در پنج دهه گذشته به طور وس ـ

هـا،  هـا، سـولفونات  لاتی(کربوکسییایمیهاي شسورفکتانت

،ییغـذا عیدر صـنا بـالاخص سـولفات)  ديیاسترهاي اس ـ

از کاربردهـاي مطـرح   .ه اسـت افت ـتوسعه ییو نفتییدارو

تجزیــه ترکیبــات واســتفاده در ،هــاکتانتســورفبیودیگــر 

.]4-7[استینفتيهاندهیآلا

هـا در  جـاي سـورفکتانت  ها بهاستفاده از بیوسورفکتانت

صنایع مختلف مانند نفت و پتروشیمی بدلیل گـران بـودن   

هاي یکی از استراتژيتوجیه اقتصادي ندارد. ،تولیدیندآفر

رفع این مشـکل اسـتفاده از پسـماندها و ضـایعات صـنایع      

پـذیر و ارزان  عنـوان یـک سوبسـتراي تجدیـد    است که بـه 

توان به پسماندهاي میقیمت مطرح اند. از جمله این مواد 

کشی، صنایع لبنی و تولید قند، پسماند لیگنو صنایع روغن

].8[سلولوزي و غیره را نام برد

3تا 5/2وجه به تولید بالاي روغن در دنیا در حدود با ت

و همچنـین توجـه بـه ایـن نکتـه کـه       در سال میلیون تن

هاي خام یا تصـفیه نشـده حـاوي اسـیدهاي چـرب      روغن

، هـا فسفانیدها، پیگمـان ،گلیسریدهامونو، دي و تريشامل 

هـا و صـمغ و سـایر    ها، فلزات کمیاب، آفت کشتوکوفرول

لذا دفـع آن بـه محـیط زیسـت نگـران      ،اشدبمیها آلاینده

کننده است. وجود مـواد مغـذي در ایـن پسـماندها باعـث      

شده که امروزه به عنـوان یـک سوبسـتراي مناسـب بـراي      

.]10-9[تولید ترکیبات ثانویه مورد توجه قرار گیرند 

هـا کتانتدر تولیـد بیوسـورف  هـا توانایی میکرو ارگانیسم

هاي متنوعی در تولیـد  مکه میکروارگانیساستشدهسبب

مـورد توجـه قـرار گیرنـد. سـودوموناس     هـا کتانتبیوسورف

اي غیـر تخمیـري، اکسـیداز و    (باکتري گرم منفـی، میلـه  

سـت کـه بـا    هایکی از ایـن میکروارگانیسـم  کاتالاز مثبت)

توانایی زیاد در استفاده از منابع مختلف کـربن در  توجه به

مورد هایشتر مکانهاي زیستی و حضور در بحذف آلاینده

هـا در  توجه خاصی قرار گرفته است. امروزه از این بـاکتري 

شود و نقش بسیار مهمـی در  مهندسی ژنتیک استفاده می

هاي متابولیکی محیط زیست مانند چرخه عناصر و فعالیت

هـاي زیسـتی و غیـر    هـاي ناشـی از فعالیـت   تجزیه آلاینده

ري شـامل  کند. چرخه تنفسـی ایـن بـاکت   زیستی بازي می

انــواع گونــاگون اکســیدازهاي وهــاي مختلــفســیتوکروم

آنبـه  انتقالی متصل به اکسیژن است که توانـایی زیـادي  

داده است. ویژگی دیگر این باکتري این است که قـادر بـه   

]. 11هوازي است [زندگی در هردو شرایط هوازي و بی

امـــروزه تحقیقـــات زیـــادي در خصـــوص تولیـــد     

-7[شـود  منظورهاي متفاوت انجام میبههابیوسورفکتانت

4[.Jainبـاکتري  توسـط  کتانتسـورف بیوهمکاران تولیدو

اسـتفاده از  بـا  راRJ-03گونـه  .SPکلبسیلاقلیایی دوست 
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غیرمتعـارف پـودر و تفالـه نیشـکر و     منابع مختلف کـربن 

. دادنـــدقـــرار پوســـت و پـــودر ســـیب مـــورد بررســـی

یشـکر بیشـترین   شده توسط توسط نکتانت تولید بیوسورف

ویسکوزیته و حـداکثر کـاهش کشـش سـطحی را داشـت      

توانایی پسـودوموناس  ،و همکارانAmani]. همچنین 12[

آرئوژنوزا را بـراي تولیـد بیوسـورفاکتات رامنولیپیـد مـورد      

،سـاکاروز و منبـع نیتـرات   ،منبع کربن. بررسی قرار دادند

گـرم در لیتـر   8/2سولفات آمـونیم بـود. در ایـن تحقیـق     

].13[رامنولیپید تولید شد

Franc توسط سویه جدیـدي  2015و همکاران در سال

هاي حـرا  جنگلازجداشده AC56ازباسیلوس سوبتیلیس

روغـن  ،گلیسرول(استفاده ازضایعات کشاورزي وصنعتیبا

وان بـه عن ـ ) آب پنیر وآب سیب، بادام زمینـی ،آفتابگردان

سـتفاده کردنـد  سورفکتانت امنبع جایگزین براي تولید بیو

در این تحقیق گلیسـرول بهتـرین منبـع کـربن بـا بـازده      

].  14[گرم در لیتر سورفاکتانت خام بودمیلی1290

سـعی  در ایـن تحقیـق   با توجه به مطالـب ذکـر شـده،   

ــلاب   ــاب فاض ــود در پس ــاکتري موج ــازي ب ــاي برجداس ه

هـا  بیمارستانی با توجه به تحمل شرایط سخت توسـط آن 

هـاي  ر حین تولید بیوسورفکتانت، روغـن است که بتواند د

ي هـا را نیز حذف نماید. بـه ایـن منظـور بـاکتري    نامحلول

بـه عنـوان یـک    کهها ب یکی از بیمارستانموجود در پسا

باکتري وحشی که در شرایط سخت به زندگی خود ادامـه  

جداسازي و تولید بیوسورفاکتانت و حذف روغـن  ،دهندمی

جداسـازي  گرفـت. پـس از  توسط آن مـورد بررسـی قـرار    

،فاضــلابهــاي بــومی وحشــی بــدون خــودهی از بــاکتري

در تولید بیوسـورفکتانت مـورد ارزیـابی قـرار     هاتوانایی آن

گرفت. همچنین پس جداسازي بیوسورفاکتانت از فاضلاب 

CODروغنی میزان کاهش بـار آلـی خروجـی بـر حسـب      

ن لذا این مطالعـه بـا هـدف امکـا    مورد مطالعه قرار گرفت.

هاي جدا شـده  سنجی تولید بیوسورفکتانت توسط باکتري

هـاي  هاي حـاوي روغـن  گیري از فاضلاباز فاضلاب با بهره

(ماننـد روغـن   متفاوت گیاهی خوراکی و زیتون و صـنعتی 

انجام گرفت. ،خودرو و بنزین) به عنوان سوبسترا

ها مواد و روش
این تحقیق یک مطالعه تجربی در مقیاس آزمایشـگاهی 

که در راکتور ناپیوسته حـاوي بـاکتري سـودوموناس    است

پساب فاضلاب بیمارستانی و در گـروه  آئروژنزا جدا شده از

انجـام  در سال .......بهداشت محیط دانشگاه تربیت مدرس 

شده است. تمـام مـواد شـیمیایی مـورد اسـتفاده در ایـن       

از شرکت مرك آلمان با داراي درجه خلوص ق عمدتاًتحقی

.خریداري شده استشگاهی آزمای

، (Sension 378, HACH)متـــر pHهـــاي دســـتگاه

، همــــزن (Ray Leigh UV-9200)اســــپکتروفتومتر

آلمــان)، (Memert، فــور(ALFA HS-8600)مغناطیســی 

، دســـتگاه )Sartrious, Germanyتـــرازوي آنـــالیتیکی (

، فنلانـد) و سـانتریوفوژ   Sigma 700KSV(مدلتنسیومتر

)UNIVERSAL 320(هاي مورد استفاده از جمله دستگاه

در این تحقیق بودند.  

، پساب فاضلاب بیمارستانیموجود درهاي باکتريابتدا،

سـپس بـر   وشدنددادهکشت دارخونهاي آگاردر محیط

Eosinروي محیط کشت ائوزین متـیلن بلـو    Methylene

Blue Agar (EMB Agar)][ و لوریا بـراثLuria Broth

(LB)][ پپتـون و  درصد10عصاره مخمر، درصد5حاوي

25-30و در دماي 7حدود pHدرسدیم کلرایددرصد5

ي رشـد کـرده   هاگراد کشت داده شد. باکتريدرجه سانتی

هاي بیوشیمیایی ارزیابی ي کشت توسط تستهادر محیط

.شـدند هاي سـودوموناس و باسـیلوس شناسـایی    و باکتري
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محـیط کشـت پایـه حـاوي     از،هـا جهت نگهداري باکتري

ــتفاده   ــرول اس ــدگلیس ــاکتريوش ــا ب ــه -20در ه درج

گراد نگهداري شدند.  سانتی

ازکتانت از محـیط کشـت   جهت تهیـه تولیـد بیوسـورف   

:]1-5[شداستفاده زیرفرمول

5/2g/L ازNaNO3 ،1g/L ازKCl،1g/LازNaCl ،

1/0g/L 2ازCaCl ،2/0g/LازO2,7H4MgSO،4g/Lزا

,4PO2KH،4g/L4ازHPO2K1وg/Lyeast extract 1و

لیتر عناصر جزئی شامل:میلی

116/0O2,7H4FeSOg/L،23/0g/L 3ازBO3H،41/0

g/LازO2.6H2CoCl ،008/0g/LازO2,5H4,CuSO

008/0g/LازO2,H4MnSO ،022/0g/Lاز

24O7Mo6]4[NH از174/0وg/L4ازZnSO.آماده شد

، 7بر روي بیوسورفکتانت استریلpHنظیم پس از ت

لیتر میلی250لیتر از آن داخل ارلن مایرهاي میلی100

/حجمی) از می(حجو به آن درصدهاي مختلفشدریخته 

، روغن خوراکی آفتابگردان تونهاي خودرو ، روغن زیروغن

باکتري آماده درصد5/2و بنزین، به عنوان منبع کربن و 

سالین با غلظت نیم مک فارلند افزوده شده بوسیله بافر

6تا 1روي شیکر ارلن در دماي آزمایشگاه به مدت وشد

روز براي تشکیل بیوسورفاکتانت قرار گرفت. هر روز 

و pHبرداري انجام و در این مدت عواملی مانند نمونه

هاي کدورت پس از انتخاب بهترین منبع کربن غلظت

/حجمی) مورد مطالعه می(حجآندرصد1و 5/0، 25/0

قرار گرفت.

باهاي باکتریایی توسط سانتریفوژ جداسازي سلول

دقیقه انجام گرفت. 15دور در دقیقه به مدت 5000

سپس جهت حذف هیدروکربن، رسوب ابتدا دو بار با 

استفاده از استون شسته و سپس توسط آب مقطر براي 

هاي حذف محیط کشت اضافی شستشو شد. سلول

لیتر میلی3ي شده در پلیت ریخته شد و به آن جداساز

گراد به مدت درجه سانتی70آب مقطر افزوده و در دماي 

ساعت خشک گردید و وزن خشک آن بر حسب گرم 24

در لیتر بدست آمد. منحنی کالیبراسیون کدورت ایجاد 

ساعت در24روز در هر 6شده توسط باکتري در مدت 

دستگاه اسپکتروفتومتر نانومتر توسط 600جذب نوري 

].15ترسیم گردید[

سازي محیط کشت، به ارلن مایرهاي حاوي پس از آماده

نیم مک فارلند باکتري درصد5/2محیط و منبع کربن، 

بر روي محیط نوترینت آگار سودوموناس که قبلاً

سازي شده بود افزوده و بر روي شیکر ارلن با دور غنی

ز در دماي آزمایشگاه بین رو6دور در دقیقه به مدت 150

24گراد نگهداري گردید و هر درجه سانتی30تا 25

برداري شد.کتانت نمونهساعت براي بررسی تولید بیوسورف

کتانت، مایع رویی کشت د بیوسورفمنظور بررسی تولیبه

به مدت 5000با دور توسط دستگاه سانتریفیوژ باکتري 

ها و سازي باکتريو پس از جداه سانتریفیوژ شدهقدقی15

کتانت توانایی تولید بیوسورف،به کمک چند تست ویژه

در هر سري از آزمایشات براي هر مورد ارزیابی قرار گرفت.

ها یک نمونه بدون باکتري و یک نمونه کدام از منبع کربن

طوره ببدون منبع کربن به منظور کنترل گذاشته شد. 

ایی تولید وموناس که توانهایی از سودگونهمعمول 

از توانایی ایجاد همولیز نیز ،کتانت را دارندبیوسورف

باشند. لذا در این پژوهش کلنی خالص مند میبهره

دار کشت داده شد و فعالیت باکتري بر روي آگار خون

همولیز آن مورد بررسی قرارگرفت. براي این منظور، 

مقداري روغن روي سطح لام پخش و پس از یک ساعت 

تر از روماند باکتري به آن اضافه گردید و پس میکرولی10
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میکروسکوب نوري 10از یک دقیقه شکل قطره با عدسی 

بررسی شد. 

(Critical Micelle Concentration)غلظت بحرانی 

و کنندها شروع به تجمع میغلظتی است که در آن میسل

ترین کشش سطحی را نشان در آن سورفاکتانت کم

،(CMC)لاي غلظت بحرانی میسل. در با]16[دهد می

مونومرهاي سورفاکتانت به منظور تشکیل میسل تجمع 

هاي سیستم در مقادیر بالاتر از ویژگییابند. بسیاريمی

کتانت مازاد زیرا سورف،ماندبدون تغییر باقی می(CMC)از

، کتانت را افزایش دهدکه فعالیت مائی سورفبه جاي آن

ازعاريکشتمحیطحیسطکشش. کندمیسل تولید می

تنسیومتر سنجیدهدستگاهازاستفادهباباکتریاییسلول

آزمایشدقتبردنبالابرايتکراربارسهمیانگینوشد

حلقه استلازمدستگاهباکاربارهرازقبل. شدگزارش

خللینتایجدرتاشوددادهشستشومقطرآبباپلاتینی

در حلقهکردنورغوطهباسطحیکشش. نشودایجاد

خارجبرايلازمنیرويثبتواز سلولمحیط کشت عاري

مانیتوردرهواوآبیمحیطحد فاصلازحلقهکردن

].16[شدانجامدستگاه

کتانت تولید شده توسـط  از محلول بیوسورفلیترمیلی4

-میلی لیتر از روغـن 4هاي مختلف به باکتري را با غلظت

خـودرو، بنـزین و نفـت خـام     هاي مختلف خوراکی، روغن

)Vortex(چرخانـده دقیقه بـه شـدت   3و به مدت زودهاف

کننـدگی امولسیونساعت فاکتور24و پس از گذشت شد

(Emulsification index) از تقســـیم ارتفـــاع ناحیـــه

سوسپانسیون شده بر مجمـوع ارتفـاع دو سـیال محاسـبه     

.)1گردید (معادله 

) 1معادله (
E24=

24H ساعت و 24ارتفاع امولسیون شده پس ازH ارتفاع

.باشدمیکل مایع 
کتانت از آزمـایش گسـترش   براي تایید تولیـد بیوسـورف  

شــد، اســتفاده ODA ( Oil displacement area)روغــن

لیتر آب مقطر میلی30ابتداآزمایش به این صورت بود که

به انواع روغن یکرولیتر نفت و یا م50درون پلیت ریخته و 

دقیقـه لایـه یکنـواختی بـر     2تـا  1بعـد از  .افزوده شدآن 

کتانتبیوسورفمیکرولیتر از 10شود. میسطح آب تشکیل 

تولید شده را به آن افزوده و قطر لایه شـفاف سـطح لایـه    

در مقایســه بــا حجــم یکســانی از آب مقطــر ی پلیــت رویــ

ــان.مــی شــودبررســی  ــن آزمــایش بی ــودن ای گــر کــارا ب

) :  2باشد (معادله میکتانت تولیدي وسورفبی

)2معادله (
2ODA = 3.14 x r

پایداريمیزانبهتوانمیآزمایشاینطریقاز

. ]17[برد کتانت پیبیوسورفتوسطشدهایجادامولسیون

هاينمکحاويکشتمحیطبهباکتريتلقیحازپس

شود.ها در نظر گرفته میباکتريزمانی جهت رشد، معدنی

مناسبدورودمادرباکتريحاويهايمنظور ارلنبدین

تولیدکفارتفاعوپایداريشوند. سپسمیگذاريخانهگرم

کتانت استخراج بیوسورف. جهت دوشمیبررسیشده

ها با استفاده از تولیدي، پس از جداسازي باکتري

دقیقه، 15دور در دقیقه به مدت 5000با دور وژیسانتریف

ند باکتري در ارلن مایر ریخته شد و بوسیله اسید روما

رسانده شد تا 2درون ارلن به زیر pH،مولار6کلریدریک 

24تولیدي رسوب نماید. سپس به مدت کتانتبیوسورف

گراد نگهداري گردید و درجه سانتی4ساعت در دماي 

حجم برابر دي کلرومتان به آن اضافه و جداسازي سپس

پس از تبخیر حلال، .شدف دکانتور انجام فاز آلی آن در قی
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جهت ،باشدماده عسل مانند که همان رامنولیپید می

استفاده بعدي در دماي یخچال نگهداري شد. عمل 

.]18[استخراج به صورت سه بار تکرار انجام گرفت

قند استاندار منحنیرامنولیپید، گیري جهت اندازه

رم در لیتر رسم گ09/0تا 01/0هاي در غلظترامنوز

لیتر از مایع رویی میلی3منظور سنجش قند، گردید. به

مخلوطحلال دي کلرومتان ازبا حجم مساويبرداشته را 

صورت . این عمل به]19[و فاز رویی آلی استخراج گردید

دست شد. حلال را تبخیر و رسوب بهسه بار تکرار انجام 

مولار حل 1/0لیتر کربنات سدیم میلی3آمده را در 

لیتر از محلول میلی2نموده تا به حجم اولیه برسد. به 

لیتر میلی5و سپس درصد5لیتر فنل میلی1،آماده شده

تا تشکیل بخار نمایان اضافه نمودهاسید سولفوریک غلیظ

به حالت سکون دقیقه10سپس محلول را به مدت شود. 

استانداردها ها و جذب نمونه،پس از سرد شدنوقرار داده 

جذب نوريدرشده بود،را که به آن اسید و فنل افزوده

،نانومتر قرائت شد. با استفاده از منحنی کالیبراسیون480

دست آمد. به،غلظت قند که مناسب با رامنولیپید است

بر وSpssبه کمک نرم افزار این تحقیقهاي آماري تحلیل

ت مطابق با تس–ي گروه هاي شاهد هامبناي ارزیابی

طور ه انجام شد. در این روش بstudent T-testي هاآزمون

ي شاهد و هاگروه،درصد95معمول با فاصله اطمینان 

صورت ه نتایج بو گرفته اندتست مورد مقایسه قرار 

Meanانحراف معیار (میانگین   SEM( شده اندبیان.

نتایج
اس و هر دو باکتري سودومون،مطابق نتایج اخذ شده

کتانت را سازي شده، توانایی تولید بیوسورفباسیلوس جدا 

به منظور و هر دو همولیز مثبت بودند. می باشنددارا

تعیین ارتباط تولید سورفکتانت و نوع منبع کربن از انواع 

هاي خوراکی آفتابگردان، زیتون، روغن سوخته روغن

به و با درصدهاي متفاوت شداستفادهخودرو و روغن 

بر اساس ارتفاع کف شد. یط کشت تهیه شده افزوده مح

ترین کف مربوط به روغن بیش،ایجاد شده طبق نتایج

و روغن درصد43، سپس روغن خوراکی درصد54زیتون

).1(نمودار بود درصد1و بنزیندرصد2خودرو 

میزان بیوسورفکتانت تولیدي متعاقب استفاده از -1نمودار 
منبع کربنوان عنه بي مختلفهاروغن

هاي آزمایش، از در آزمون تشکیل کف در لوله

ریخته و به شدت ،با حجم برابروژ شدهیسانتریفهاي نمونه

توسط دستگاه ورتکس هم زده شد. ارتفاع و زمان پایداري 

کف بررسی گردید.

نتایج نشان داد که کف مربوط به باکتري سودوموناس 

در ساعت 24ماني در مدت زبیشترارتفاع و پایداري 

یید أبه منظور ت].12[گراد داشتدرجه سانتی4دماي 

ODAکتانت از آزمایش گسترش روغنورفتولید بیوس

درت گسترش ق،طبق نتایج بدست آمده.شداستفاده 

کتانت تولیدي، با استفاده از قطره نفت توسط بیوسورف

نشان 1طور که نتایج نمودار همان.شدارزیابی ،معادله

متر سانتی127حدود ODAساعت 72پس از دهد،می

مربع ایجاد گردید .
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کتانتبیوسورفو میزان ODAتست رابطه بین- 2نمودار 
به درصد1تولیدي توسط سودوموناس با استفاده از روغن زیتون

عنوان منبع کربن 

بررسی تـوان بـاکتري بـراي تولیـد بیوسـورفکتانت،      در

لاب حاوي روغن در محیط بـلاد  باکتري رشد نموده درفاض

ــودوموناس و     ــاکتري س ــر دو ب ــد. ه ــت داده ش ــار کش آگ

. اما قطـر دایـره ایجـاد    دادندتشکیل بتا همولیز،باسیلوس

تر بود. در ادامـه تحقیـق از   بیش،شده توسط سودوموناس

بیوسـورفکتانت ودوموناس بـه منظـور تشـکیل    باکتري س ـ

استفاده گردید.  لیپیدرامنو

)، مشـخص  1(لاعات ارائه شـده در جـدول  بر مبناي اط

کتانت تولیـد شـده از منبـع مختلـف داراي     است بیوسورف

باشـد. رامنولیپیـد   کنندگی متفـاوتی مـی  قدرت امولسیون

تولیدي توسط روغن زیتون بـا حضـور ترکیبـات مختلـف     

60و روغـن خـوراکی بـا روغـن زیتـون      درصـد 70حدود 

بدست آمد.  درصد70، گازوئیل با حضور گازوئیل درصد

کنندگی رامنولیپید بدست آمده از منابع مختلف کربنارزیابی توانایی امولسیون- 1جدول 

انواع منبع کربنی هیدروکربن مایع )24Eاندیکس امولسیون کنندگی (% نتایج

SDS%1

گازوئیل 62

روغن زیتونکنترل 65
سفیدنفت 61

روغن آفتابگردان 68

ونزیتروغن

گازوئیل 70

روغن زیتونخیلی خوب 65
سفیدنفت 54

روغن آفتابگردان 50

آفتابگردانروغن

گازوئیل 53

زیتونروغنخوب 56
سفیدنفت 20

روغن آفتابگردان 68

گازوئیل

گازوئیل 75

روغن زیتونمتوسط 40
روغن آفتابگردان 22

سفیدنفت 0

سفیدنفت

گازوئیل 0

روغن زیتونبد 0
روغن آفتابگردان 0

سفیدنفت 0
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هاي مختلف رامنولیپید تهیه و در این بررسی، غلظت

غلظت بحرانی کاهش کشش سطحی آن توسط دستگاه 

تنسیومتر مورد بررسی قرار گرفت. غلظت براي تشکیل 

وانست گرم در لیتر بدست آمد که تمیلی65میسل حدود 

کاهش دهد2mN/m9/28کشش سطحی را تا حدود 

). 3(نمودار 

هاي با استفاده از غلظتCMCنمودار غلظت بحرانی - 3نمودار 
مختلف بیوسورفکتانت تولیدي

نمودار درپیدرامنولیرابطه بین رشد سلولی و تشکیل 

سودوموناس آئروژنزا جدا شده از بیان شده است.4

در محیط کشت توانست توسط منبع ب بیمارستانیفاضلا

گرم در لیتر و براي روغن 25حدود ،کربن روغن زیتون

.کندتولید کتانتبیوسورفگرم در لیتر 20تابگردان آف

ترین تولید دهد بیشطور که نتایج نشان میهمان

هايمتابولیتعنوانکتانت در فاز ثابت رشد بهبیوسورف

فتد. ااتفاق میثانویه

منحنی رابطه کدورت ایجاد شده با استفاده از روغن - 4نمودار 
به عنوان منبع کربن %1زیتون

متعاقب استفاده از CODنتایج حاصل از حذف 

5در نمودار ) روغن زیتونb(25/0) و a(5/0ي هاغلظت

ارائه شده است.
a)

استخراجازبعدوقبلCODحذفدرصد-5نمودار 
روغن( b)%25/0)  و a(%5/0غلظتتولیديبیوسورفکتانت

زیتون
بحث

ها در صنایع، کتانتکاربردهاي زیاد بیوسورفبهبا توجه

هاي اخیر مورد تولید این محصول بیولوژیکی در سال

هاي مختلفی براي قین قرار گرفته است. روشتوجه محق

سازيبهینهطریقتولید و جداسازي این محصول از

مهندسیژنتیک و استراتژيمهندسیکشت وشرایط

است.متابولیک انجام شده

يهاها مولکولوسورفکتانتیب،بیان شدطور کههمان

فعال باتیمواد ترکنیهستند. اکیلیفیآمفییایمیوشیب

متفاوت يهابا قطبعیمايفازهانیهستند که بیسطح

مواد در سطوح نیارندیگمیقرار یدروژنیهيهاوندیو پ

به شکل خارج ایشوند، میدیتولیکروبیهاي مسلول

و یلیدروفیهاي ههگردند و شامل گرومیترشح یسلول
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را عیفازهاي مانیتجمع بییهستند که توانایدروفوبیه

نیرا در ایسطحنیو بیش سطحو کشنمودهفراهم 

کاربرد هاي نیترمهماز یکی.دهندمیکاهش ینواح

Bioremediationدر آنهااستفاده،هاکتانتسورف

. ]17-20[بوده استینفتمختلف خصوصاًيهاندهیآلا

تولید کنندگان مهم این ،هاها، مخمرها و قارچيباکتر

هاتکنولوژیستیومورد علاقه بسیاري از بووده ترکیبات ب

.]21[باشدمی

تواند منجر به افزایش ها میاستفاده از نوع بومی باکتري

تواناییها سودوموناس.شوداین محصول هظملاحقابل 

زیادي در استفاده از منابع مختلف کربن در حذف 

.موجود هستندو در همه جا دندارآلایندهاي زیستی 

ی ژنتیک استفاده در مهندسهاامروزه از این باکتري

نقش بسیار مهمی در شود. همچنین این باکتريمی

هاي متابولیکی محیط زیست مانند چرخه عناصر و فعالیت

ي زیستی و غیر هاي ناشی از فعالیتهاتجزیه آلایند

کند. توانایی سودوموناس در زمینه میزیستی بازي 

ي بیوتکنولوژي بویژه در زمینه تجزیههاعملیات و فعالیت

ها بسیار مورد توجه قرار گرفته زیست محیطی آلاینده

ي هااست. چرخه تنفسی این باکتري شامل سیتوکروم

انواع گوناگون اکسیدازهاي انتقالی متصل به ومختلف

اکسیژن است که باعث توانایی آن در استفاده از منابع 

].21مختلف کربن و شرایط سخت شده است [

توان میبع مختلف کربنی چنین با استفاده از مناهم

میزان متفاوتی از این محصول را تولید نمود. یکی از 

کتانت خصوصاًهایی که بالاترین تولید بیوسورفروغن

فاضلاب صنایع روغن زیتون ،باشدرامنولیپید را دارا می

گریز آن است که علت عمده آن زیاد بودن چربی آب

شی از صنایع هاي صنعتی ناباشد. استفاده از فاضلابمی

عنوان یک منبع تواند بهتصفیه روغن به لحاظ اقتصادي می

تولید این محصول در نظر گرفته شود.قیمت جهتارزان 

استفاده از منابع محصول وو تولید بیشتر سازيبهینه

-تواند تولید بیشمختلف نیترات و نسبت کربن به ازت می

].6[کتانت را حاصل سازدتر بیوسورف

تحقیق از سودوموناس آئروژنزا جهت تولید در این 

بیوسورفکتانت با حضور منابع مختلف کربن (روغن 

استفاده )ئیلوگاز،فتابگردان، روغن زیتون، نفت سفیدآ

دیتولنهیبهطیشراو همکاران نیزGorfiشد. در تحقیق 

شاملنوزایسودوموناس آئروژلهیبه وسوسورفکتانتیب

،نیترات آمونیومتروژنیبع نمنتون،یمنبع کربن روغن ز

7برابر pHدرصد و 5/0، شوري 5نسبت کربن به ازت 

و 100تعیین گردید. بازده حذف پایرن در غلظت اولیه 

د روز و کاربر63گرم در هر کیلوگرم در زمان میلی500

درصد تعیین شد. با 84و 91به ترتیبب کتانتبیوسورف

سودوموناس،حاضرتوجه به نتایج بدست آمده از تحقیق 

کتانت جهت حذفبیوسورفبراي تولید توانایی زیادي 

COD 22[با نتایج این مطالعه همخوانی دارددارد که[.

از و همکـــاران،Chaprãoاي در مطالعـــههمچنـــین 

ي هـا ي تولید شده توسط مخمر و باکتريهاکتانتبیوسورف

رشد کرده در سوبستراي ارزان قیمت در شرایط باسیلوس

توئین کتانت مصنوعی و با سورفنمودمایشگاهی استفاده آز

ردند. نتایج نشـان داد کـه   کمقایسه X-100ن و تریتو80

تولید شده از توانایی بالایی براي حذف يهاکتانتبیوسورف

روغن موتور از شـن و ماسـه آلـوده در شـرایط اخـتلاط و      

ــان تمــاس  ــه5-10زم ــا درصــد 90(دقیق ) درصــد70ت

کتانت تهیـه شـده   با افزودن بیوسورفهمچنینبرخوردارند. 

را انجــام دهــد. ) درصــد50(تخریــب از مخمــر توانســتند 

روز 45کتانت زمان را به بیوسورفدرصد20تا 10افزایش 
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کاهش داد که این نشان دهنده کار آمدي این ترکیبات در 

هـاي  در سیستمهاحذف بیولوژیکی و فیزیکی هیدرو کربن

ذکر شده در مطالعه ما استاي مطالعاتدر رباشد.میخاك

داراي قـدرت  ،رامنولیپید تولیدي توسط روغن زیتـون نیز 

70کنندگی با حضور ترکیبـات مختلـف حـدود    امولسیون

نشـان  کـه  بـود گازوئیـل درصـد 60و روغن موتوردرصد

سـازي  کتانت در محلـول بیوسـورف دهنده توانایی بالاي این

مـا تحقیـق  ازبدسـت آمـده   که بـا نتـایج   این آلاینده بود

.]4[همخوانی دارد

با استفاده توانستندو همکاران Abbasiدر مطالعه اي 

محصولات مرتبط با صنایع انواع مختلف میوهاي فاسد و از

با به عنوان منبع کربنغذایی و فرآوري مواد غذایی

بیوسورفکتانت،اآئروژنوزباکتري سودوموناس استفاده از

روغن منبع کتانت در بیوسورفتولیدبالاترین نمایند. تولید

بر لیترگرم12باکتري جدا شده قادر بودبود. سویا 

سودوموناس در مطالعه ما نیز،تولید نماید. کتانتبیوسورف

،منبع کربن روغن زیتونبه کمکاستفاده شده توانست 

20، روغن آفتابگردانبه کمکو گرم در لیتر 25حدود 

یزان بالاتري کتانت تولید نماید که مسورفگرم در لیتر بیو

در مطالعه ذکر شدهنسبت به کتانت براي تولید بیوسورف

.]6[دارد بالا

NatháliaMariaاي با استفاده از در مطالعهو همکاران

و روغن سویا و پاپ هاي مختلف باکتري سودوموناسگونه

گرم در لیتر 2/3ساعت 144کورن توانستند در مدت 

بی و آن براي حذف چرازکتانت تولید کنند وسورفبیو

به نظر می رسد، روغن ماشین استفاده نمایند. 

نایی بالاتري توا،مطالعه ماسودوموناس استفاده شده در 

کتانت نسبت به تحقیق فوق داردبراي تولید بیوسورف

]23[.

هاي هوازي با کتري،و همکارانAl-Bahryaمطالعهدر 

ها و کتانتبیوسورفشد وجداسازي ز منابع مختلف ا

این نتایج.گرفتمورد بررسی قرار پلیمرهاي تولید شده

W19باسیلوس سوبتلیس باکترينشان داد که مطالعه

کاهش دهد که 2mN/m27تواند کشش سطحی را تا می

داشت. در نتایج این تحقیق مطابقتبا نتایج تحقیق ما 

گرم در لیتر میلی65غلظت براي تشکیل میسل حدود 

2mN/mبدست آمد که توانست کشش سطحی را تا حدود 

].24کاهش دهد [9/28

گیرينتیجه
نشان داد که بیشترین تولید محصول در فاز نتایج ما

خارجترشحاتدهنده ثابت رشد باکتري بوده و این نشان

ها به منظور استفاده بهتر از منابع کربن و سلولی باکتري

باشد.میا با ترشح بیوسورفکتانت هسازي آنمحلول

کتانت باعث ایج نشان داد که استخراج بیوسورفهمچنین نت

خروجی از تصفیه خانه نسبت به قبل از آن CODکاهش 

وکنندگی بالاو امولسیونپایینCMCشود. با توجه به می

ه روغن، تولید قابل توجه قدرت گسترش قطر

رفت که باکتريتوان نتیجه گمی،کتانت حاصلبیوسورف

مرتبط باتواند در مطالعات بعدي جدا شده از فاضلاب می

زمان هاي روغنی و تولید همتصفیه فاضلاب

کتانت، برداشت میکروبی و جداسازي نفت، تصفیه بیوسورف

هاي نفتی مورد توجه قرار گیرد. استفاده از آلودگی

پسماندهاي صنایع با توجه به میزان مواد آلی بالا، قیمت 

پایین نسبت به سایر منابع کربن مانند گلوکز و ساکاروز

علاوه بر تواند با کاهش هزینه تولید این محصول،می

سازي این محصول هاي صنایع به تجاريتصفیه فاضلاب

در کشور ما نیز با توجه به شرایط کنونی با کمک نماید.
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توان علاوه بر رفع وابستگی به تولید این محصول می

زي دست یافت.درآمد ار

و قدردانیتشکر
هــاي داننــد از حمایــتنویســندگان بــر خــود لازم مــی

پژوهشی و مـالی دانشـگاه تربیـت مـدرس و همچنـین از      

مســئولین محتــرم آزمایشــگاه تشــخیص طبــی ایثــارگران 

هـاي  (عبدالمطلب) که در اجراي این تحقیق کمـک مشهد

.شایان توجهی داشتند تشکر و قدردانی نمایند
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Background and Objectives: Production and use of valuable compounds such as biosurfactants from

wastewater, with regard to its environmental and economic benefits, is of particular interest recently. Nowadays,

biosurfactants produced by microorganisms are used in various food sources, pharmaceuticals, petrochemicals,

oil extraction, and wastewater treatment plants. This study was conducted to evaluate the use of oily wastewater

as a cheap substrate using Pseudomonous aeruginosa strains isolated from hospital wastewater to produce

rhamnolipid biosurfactants.

Materials and Methods: The present study was an experimental study that was conducted in a laboratory scale

in a batch reactor containing local bacteria isolated from hospital sewages wastewater in a mineral medium

containing various oils so that the culture oil was evaluated at different times and concentrations, using

hemolysis, oil spill, droplet removal, emulsifying activity, and chemical oxygen demand experiments. In this

study, the statistical analyses were performed based on the assessments of the control-test groups according to

student’s t-test.

Results: The obtained results showed that Pseudomonas aeruginosa bacteria had a good ability to produce

biosurfactant. Reduced surface tension, more than 70% emulsification, and 85% COD (Chemical Oxygen

Demand) reduction were the results of using isolated biosurfactant.

Conclusion: Based on the findings of this study, it seems that oily sewages containing high amounts of organic

matters are the suitable option for producing rhamnolipid biosurfactants. Produced biosurfactants, due to the

desired emulsification properties, can be used in elimination of decomposable pollutants and biodegradation

processes.
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