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 نشريه شيمي و مهندسي شيمي ايران ١٣٨٥، سال ١، شماره ٢٥دوره 

 

 ١٧                                                                                                                       علمي، پژوهشي ـ كاربردي                                                    

 
ميكروارگانيسم  توسط نوليپيدوبررسي توليد رام

  جدا شده از مخازن نفتيسودوموناس ائروجينوزا
 

 ، اسماعيل جمشيدي*+حميد راشدي
 تهران، دانشگاه صنعتي اميركبير، دانشكده مهندسي شيمي 

 
 مهناز مظاهري اسدي

 تهران، سازمان پژوهش هاي علمي و صنعتي ايران، پژوهشكده بيوتكنولوژي
 

 بك بنكدارپوربا
 تهران، دانشگاه صنعتي اميركبير، دانشكده مهندسي شيمي 

 
دراين تحقيق ازميكروارگانيسم هاي جداسازي شده ازچاه هاي نفت ايران جهت توليد بيوسورفاكتانت      : چكيده

  سودوموناس ائروجينوزا پس از جداسازي اين ميكروارگانيسم و شناسايي آن معين شد كه از نوع . استفاده شد
(P.aeruginosa)سازي شرايط رشد باكتري سودوموناس ائروجينوزا به منظور توليد         اين تحقيق، بهينه هدف از .  است

ا فاكتورهاي   هاين آزمايش در هاي معدني استفاده شده است و  كه براي اين كار از محيط نمكاستليپيد مونورا
 شده به منظور بررسي بهترين محيط كشت براي توليد        انجاميش هاي در آزما . ه است مورد بررسي قرار گرفت تفاوتم
 و M٣، M٢، M١ هاي معدني  مشاهده شد در بين محيط نمك، باكتري سودوموناس ائرجيبنوزابه وسيله يليپيد مونورا
Mبهترين محيط كشت، محيط  ، ٤Mدر     .كه در آن از گلوكز به عنوان منبع كربني استفاده شده است است  ٣

 ،٢= گرمخانه گذاري درشرايط درصد تلقيح  متفاوتهاي  نوليپيد در زمانوده درمورد توليد رام  هاي انجام ش بررسي
١٦C/N = ، rpm٦/ ٨ميزان هوادهي، = ٢٠٠ = pH  و°Cمشخص شد كه بيشترين ميزان توليد در محيط ،دما=  ٣٠  
Mدرصد امولسيفيكاسيون نفت   انجام شده بيشترين  هايدر آزمايش . ساعت انجام مي گيرد٩٦ واجد ملاس در زمان ٣

 .استدما =  C٣٥° و pH = ٥/٧ميزان هوادهي، = rpm٢٠٠درصد تلقيح، = ٢ ، = ٢٨C/N بوده كه درشرايط ٥/٨٢خام 
 
 

 .هاي معدني ، محيط نمكسودوموناس ائروجينوزا، ملاس نوليپيد،ورام ،فاكتانتبيوسور : كليدي هايواژه
 

KEY WORDS: Biosurfactant, Rhamnolipid, Pseudomonas aeruginosa, Molasses, Mineral Solution. 
 

 مقدمه
كه شامل  هستند آمفي فيليك هاي مولكول ،فاكتانت هابيوسور

ش ـه بخـ ك دـاشنـك بـدروفيليـك و هيـدروفوبيـش هاي هيـبخ
سرمولكول كه قطبي است قرار گرفته و  هيدروفيليك آنها در

 هـك ول،ـاي مولك ـانته ا درـ آنه )وفيليكـليپ(دروفيليك ـهي بخش
 

ل يك ـد شامـبخش هيدروفيليك مي توان. استي ـقطبغيـر
 ات، يك آمينواسيد، يك پپتيد حلقوي، يك فسفات، يكركربوهيد

 و بخش هيدروفوبيك شامل  ...اسيد، الكل و كربوكسيليك
 اـ ي دارا زنجيره بلند، اسيدهاي چرب هيدروكسيلـاسيدهاي چرب ب

 E-mail: Rashedi@tco.ac.ir+                                                                                                                 عهده دار مكاتبات                                                   * 
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 نشريه شيمي و مهندسي شيمي ايران حميد راشدي و همكاران ١٣٨٥، سال ١، شماره ٢٥دوره 
 

                                                                                                                           علمي، پژوهشي ـ كاربردي                                                 ١٨

 .]٥ و ٣، ١[ ل ـ بتا ـ هيدروكسي اسيد چرب باشدآلفا ـ آلكي
بين بخش هاي هيدروفيليك  از تعادل كتانت،اسورف يك ويژگي

ها   كتانتاهيدروفوبيك آن تعيين مي شود به همين دليل، بيوسورف و
درجه هاي آب با / مرز بين فازهاي مايع مانند نفت  مي توانند در

 .]٥ و ٣[گيرند  قطبيت و پيوندهاي هيدروژني قرار متفاوت
: ي از قبيليها ها به دليل دارا بودن مزيت كتانتابيوسورف
، قابليت ييـهاي شيميا كتانتاه بيوسورفـ نسبت بنـسميت پايي

ه بيولوژيك، بالا بودن قدرت توليد كف، سازگاري بهتر با  ـتجزي
، قابليت   ) و درجه شوريpH  بالا،دماهايفعاليت ويژه در ( محيط

 دليل تنوع ساختاري و توانايي سنتز شدن ازدسترسي آسان به 
سنتتيك شيميايي  هاي كتانتاسورف به گوناگون نسبت غذايي منابع

 .]٩و٢[ارجحيت دارند 
 از متفاوتصنايع  ها به دليل كاربرد وسيع در كتانتابيوسورف

پتروشيمي، داروسازي، پزشكي، آرايشي، غذايي، كشاورزي، : قبيل
.  از اهميت بسيار بالايي برخوردارند.. .چرم سازي وكاغذ و. نساجي
هاي  ها، مخمرها و قارچ  توسط برخي باكتريها كتانتابيوسورف
 مواد به ويژه تفاوتاي در طول رشد روي منابع كربني م رشته

ها   هيدروكربنآنها .شوند ها توليد مي هيدروفوبيك مانند هيدروكربن
د به سهولت آنها كنند تا بتوانن را در محيط رشدشان امولسيفيه مي

 .]١٢[ كنند مصرف را
ها نه تنها خارج سلولي بوده بلكه نقش   كتانتااين بيوسورف

 تجزيه مواد غير محلول در آب به واسطه عمل انحلال درمهمي 
كنند كه اين خاصيت براي   ميكاذب يا امولسيفيكاسيون بازي 

 و استو آروماتيك، اختصاصي  آليفاتيك هاي كمپلكس هيدروكربن
نشريات از . ]٧ و ٥[  استها  مرحله مهم در مصرف هيدروكربنيك

اند كه مواد   يافت شدهها سودوموناسآيد چند سويه از  علمي بر مي
.  هستندگليكوليپيد  از نوع هااين تركيب .كنند مي توليدسطحي  فعال

 سودوموناسكه  ها زماني ماكرومولكولي اين يهاي شيميا ويژگي
 باعث  كند وبيك يا ليپوفيليك رشد ميروي منابع كربن هيدروف

 سال Jhonsonو   Jarnis(  دهندنسبتها  نوليپيدوشده آنها را به رام 
 .]٦و٣[) ١٩٤٩

 شناختـه شـده انـد كه سودوموناس هاسويـه هاي مشخصي از 
مقدارهاي زيادي از گليكوليپيدها را شامل يك يا دو مولكول

Rhamnose يدروكسي  متصل به يك يا دو مولكول بتا ـ ه
 .]١٩[دكانوئيك اسيد به نام رامونوليپيدها توليد مي كنند 

 

  ريـباكت دـرش رايطـش سازي بهينه ،ن تحقيق ـاي از دفـه
 كه براي استنوليپيد و به منظور توليد رامسودوموناس ائروجينوزا
اين   در هاي معدني استفاده شده است و  اين كار از محيط نمك

در . ه است مورد بررسي قرار گرفتتمتفاو فاكتورهاي  هاآزمايش
محيط كشت براي  بهترين منظور بررسي  انجام شده بهمايش هايآز

 مشاهده ،سودوموناس ائرجيبنوزانوليپيد توسط باكتري وتوليد رام
 بهترين M٤ و M٣، M٢، M١هاي معدني  شد در بين محيط نمك

كه در آن از گلوكز به عنوان منبع است  M٣محيط كشت، محيط 
 .بني استفاده شده استكر
 

 ها  مواد و روش
 -وـد بيـط توليـرايـش ازيـس بهينه  هـايايشـآزم امـانج رايـب

 Pseudomonas aeruginosa باكتري توسط نوليپيدورام سورفاكتانت
آلمان  Merck ه هايكارخانكه ازهاي كشت زير  از مواد و محيط

 :ه است  استفاده شدهتهيه شد
 

  استفاده رگانيسم مورد  وميكروا
ود  ـش اده ميـد استفـوليپيـنود رامـراي توليـه ب ـاي ك هـويـس

Pseudomonas aeruginosa هاي نفت  چاهاين باكتري از . است
  .سيري جداسازي شده است ايلام و

 
 هاي كشت مورد استفاده   محيط

 .M٤ و M٣، M٢، M١ )١(هاي معدني محيط نمك
هاي  ليه نمك  بهتر است كذكر شده،هاي  براي تهيه محيط

داگانه در آب ج ١ ي ذكر شده در جدولي جزعنصرهايمعدني و 
دقيقه  ١٢  و به مدتشدهشده سپس به يكديگر اضافه  مقطر حل
اتوكلاو و پس از سرد شدن به  گراد  درجه سانتي١٢١ در دماي

 .محلول قندي اضافه شوند
ها بايد مورد توجه قرار   كه در مورد تهيه اين محيطنكته اي

  وجوددليلدر اثر زمان زياد اتوكلاوگذاري به د اين است كه گير
افتد كه باعث كارامليزه  گلوكز در محيط، واكنش ميلارد اتفاق مي

  و رنگ محيط شدهشدن قند محيط شده و قند از محيط خارج 
نش، ـن واكـري از ايـه منظور جلوگيـپس ب. ودـش اي مي ز قهوهـني

  دقيقـه در٥آب حل كـرده و بـه مدت ابتـدا گلوكز را جداگانـه در 
 و تحت شرايط كردهگراد اتوكلاو   درجه سانتي١١٥در دماي 

 .هاي نمكي اضافه مي شود  استريل به محلول
 )١(  Mineral Salt Medium 
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 نشريه شيمي و مهندسي شيمي ايران ... توسط ميكروارگانيسم نوليپيدوبررسي توليد رام ١٣٨٥، سال ١، شماره ٢٥دوره 
 

 ١٩مي، پژوهشي ـ كاربردي                                                                                                                                                                           عل

 .ـ محيط هاي مورد استفاده در اين تحقيق١جدول 
 

Per(g) Glucose Medium 

 ١M ٢M ٣M ٤M 

(NH٤)٢SO٤(mg) ٥/١٣٧ ٢٢٠ ٢٢٠  ٥/١٣٧  
NaNO٣(mg) ١٦٢ ١١٠   
K٢HPO٤(mg) ٥٥    

MgSO٧·٤H٢O(mg) ١١ ٢٢ ٢٢ ٢٢٠ 
KCl(mg) ٥/٢٧ ٥٥ ٥٥ ١١  
NaCl(mg)  ٥/٢٧ ٥٥ ٥٥  

CaCl٢·٢H٢O(mg) ٧٥/٢ ١١  ٧٥/٢  ٤/١  
Yeast exteract (mg) ٦٦/٠     
FeSO٧·٤H٢O(µg) ١/١   ٥/٢٧  ٥/٢٧  
ZnSO٧·٤H٢O(µg) ٥/٨٢  ١/١  ٥/٨٢  ٨٢/٥  
MnSO٧·٤H٢O(µg) ٥/٨٢  ٥/٨٢  ٥/٨٢  ٥/٨٢  

H٣BO٣(µg) ٥/٨٢ ٥/١٦  ٥/١٦  ٥/١٦  
CaCl٦·٢H٢O(µg) ٥/١٦ ٣/٨  ٣/٨  ٣/٨  
CuSO٥·٤H٢O(µg) ٣/٨ ٣/٨  ٣/٨  ٣/٨  

NaMoO٢·٤H٢O(µg) ٣/٨ ٥/٥  ٥/٥  ٥/٥  
H٣PO٤(π= ٧١/١  gml ١- (µl)  ٥/٥  ٢٥/٨   

Glucose ٢/١٨  
D.w ١٠٠٠Ml 

pH ٧± ٢/٠  
Shakering rate ٢٠٠ ,١٥٠, Rpm 

Temp ٣٠ °C±١ 
Time ٩٦ h 

 
 ها دستگاه

ساخت  ٢٤٤٨LB مدل (Laminar Air Flow) لامينرفلو
 .دانمارك Holtenكارخانه 

ساخت  Pharmacia Biotech Novaspecll تومترفاسپكترو
 .انگلستان
 .ساخت انگلستان Gallenkamp انكوباتور و شيكر

 .ژاپن Shimadzuساخت كارخانه  دار سانتريفوژ يخچال
 .ساخت آلمان Heidolphورتكس 
 Shimadzu كارخانه  ساخت  D٤٣٠٠Libror EB  مدل ترازوي

 .ژاپن
 .سوئد Heraeusآون خلاء ساخت كارخانه 

 .سوئد Gettingeاتوكلاو ساخت كارخانه 
 .آلمان Memmertساخت كارخانه  فور

 .آمريكا Varianساخت كارخانه  NMRدستگاه 
Finningan TSQ-٧٠مدل  Mass Spectrometryدستگاه 

 .ساخت آمريكا
 .آمريكا ساخت GCA/Precision Scientific شيكردار ماري  بن

 
 نوليپيد در محيط هاي كشت       و ميزان توليد رامه يمقايس

M١ ،M٢، Mو٣  M٤ 
 دـراي توليـ ب بهينـهه منظور انتخاب محيط ـن آزمايش بـاي
  در بخش نتيجه ها مورد بررسي قـرارهـد كـام شـد انجـنوليپيورام
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 مهندسي شيمي ايراننشريه شيمي و  حميد راشدي و همكاران ١٣٨٥، سال ١، شماره ٢٥دوره 
 

                                                                                                                                                                            علمي، پژوهشي ـ كاربردي٢٠

هاي  نوليپيد از روشومنظور بررسي ميزان توليد رام به .ته اندگرف
 :شده استو ارزيابي ماده حاصل استفاده زير جداسازي 

 
 سانتريفوژ كردن 

گذاري انجام مي شود كه  اين عمل پس از اتمام زمان گرمخانه
 ها از محيط، محيط كشت با دور   به منظور جداسازي باكتري

rpmدرجه سانتي گراد ٤در دماي  دقيقه ١٠ به مدت ١٢٠٠٠ 
 يش هايبراي انجام آزما شده و جدا رويي مايع سپس .شد  سانتريفوژ

نوليپيد مورد استفاده قرار وبعدي به منظور سنجش ميزان توليد رام
ت در ع سا٧ تا ٥دست آمده به مدت ه رسوب ب .]٩ و ٥[ گرفت
 .شدسپس توزين و گراد خشك شده   درجه سانتي٩٠ دماي

 
 توانايي امولسيفيكاسيون نفت خامتعيين 
 ٥ابتدا . اين آزمايش از لوله هاي با قطر يكسان استفاده شد در

 ٧ آنها روي pH كه آزمايش هاي متفاوتميلي ليتر ازمايع رويي 
 ميلي ليتر نفت خام به    ٥ مقدار وتنظيم شده بود داخل لوله ريخته 

). ستفاده شدتكرار ابار  ٣ از همه آزمايش هابراي (شد آن اضافه 
 )١(سپس تمام لوله ها هركدام به مدت يك دقيقه به شدت همگن

گراد   درجه سانتي٣٠ تا ٢٥دماي  ساعت در ٢٤به مدت و شده 
  .داري شدند نگه

 لايه نفت امولسيفيه شده اندازه گيري شده وضخامت در ادامه 
 در.  به دست آمد)١(از رابطه ضريب امولسيفيكاسيون با استفاده 

مرحله يك لوله محيط كشت فاقد باكتري نيز به عنوان شاهد اين 
 .]٦ و ٥، ٢[مورد آزمايش قرار گرفت 

 
 لايه نفت امولسيفيه شده    ضخامت         
 ضريب امولسيفيكاسيون =                                   *۱۰۰)  ١(
 كل محلول  ضخامت                    

 
 نوزوسنجش كمي قند رام

 زيرهاي  نوز يكي از روشوندازه گيري ميزان قند رامبراي ا
 :استفاده شده است

 دريكـ آن با كلريpH ميلي ليتر از مايع رويي برداشته و  ٣ـ  الف
جدا شدن،  به منظور بهتر.  رسانده شد٢ ± ١/٠ نرمال به ١اسيد 

گراد   درجه سانتي ٤دماي  مدت يك شبانه روز در محلول حاصل به
 ول مخلوطـا كلروفرم ـ متانـ ببرابرا حجم ـس بسپ. دشـداري  نگه

 

 و) شدبار تكرار  ٣عمل جدا شدن (شده، فاز آلي آن جدا شده 
. شدگراد تحت شرايط خلا تبخير   درجه سانتي٤٠حلال آن در 

البته درصورت عدم وجود شرايط خلا مي توان آن را زير هود 
 يتر    ميلي ل٣ آمده در به دسترسوب . گذاشت تا تبخير شود

٣NaHCO ز رامونوبراي سنجش ميزان قند   مولار حل شده و١/٠
 .دشآماده 
 pH  را برداشته و از مايع روييميلي ليتر٢اين روش  ـ در ب

 محلول . رسانده شد٢ ± ١/٠ نرمال به ١  با كلريدريك اسيدنآ
 درجه ٤  دمايحاصل طبق روش اول به مدت يك شبانه روز در

 با دي اتيل اتر سرد برابر سپس با حجم د وشداري  گراد نگه سانتي
شده مخلوط شده فاز آلي آن پس از سه بار استخراج، جدا شده و 

 تحت شرايط خلا تبخير سانتي گراد درجه ٤٠حلال آن در دماي 
البته درصورت عدم وجود شرايط خلا مي توان آن را زير هود . شد

 تر ميلي لي ٢رسوب به دست آمده در . گذاشت تا تبخير شود
٣NaHCO نوز و مولار حل شده و براي سنجش ميزان قند رام١/٠

 .شدآماده 

 
 ـ سولفوريك اسيد نوز به روش فنل وسنجش كمي قند رام

 ،  بالا ميلي ليتر محلول قندي آماده شده به دو روش   ٢به 
 اضافه شد، سپس به سرعت نزديك  درصد٥ ميلي ليتر فنل ١

 ٩٨ تا ٩٥(غليظ د اسي ميلي ليتر سولفوريك ٥سطح محلول، 
 . ريخته شد) درصد

بايد توجه داشت كه پيپت حاوي سولفوريك اسيد نبايد داخل  
 دقيقه به حالت سكون نگه ١٠اين محلول به مدت . محلول شود

لوله ها در  .داشته شد، سپس همگن شد تا محلول يكنواخت شود
سپس جذب نوري ه شد گراد سرد سانتي  درجه٣٠ تا ٢٠با دماي  آب
 اندازه   =nm٤٨٠λدستگاه اسپكتروفتومتر در  ا با استفاده ازآنه

 .]٢١[ گيري شد

 
 نوليپيدوروش  استخراج رام 
 :دشنوليپيد از روش زير استفاده وبراي استخراج رام

pH مولار١ حجم مورد نظر از مايع رويي با سولفوريك اسيد  

 مخلوط اتـل استـحجم اتي رـرابـبا چهار ب  سپس.شد  رسانده٣به 
 ميلي ليتر محلول ٢٥ هر يپس به ازا(د ش فاز آلي آن جدا ،شده
 .) گرم٣شده  تهيه 

 )١(  Vortex 
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 نشريه شيمي و مهندسي شيمي ايران ... توسط ميكروارگانيسم نوليپيدو رامبررسي توليد ١٣٨٥، سال ١، شماره ٢٥دوره 
 

 ٢١       علمي، پژوهشي ـ كاربردي                                                                                                                                                                    

 . ساعت٧٢ در زمان M٤ و M٣، M٢، M١ـ مقدارهاي رامونوز توليد شده در محيط هاي كشت ٢جدول 
 M٤ M٣ M٢ M١ محيط كشت

 ١٣٨/٠ ١٤/٠ ١١/٠ ٠٩/٠ )گرم در ليتر(ميزان رامونوز 
 

 . ساعت٧٢ در زمان M٤ و M٣، M٢، M١ي امولسيفيكاسيون نفت خام در محيط كشت هاي ـ درصد تواناي٣جدول 
 M٤ M٣ M٢ M١ محيط كشت

 ١٣٨/٠ ١٤/٠ ١١/٠ ٠٩/٠ درصد توانايي امولسيفيكاسيون نفت خام
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ، M١ـ بررسي ميزان توليد رامونوليپيد در محيط هاي كشت ١شكل 
M٢ ،Mو ٣ Mخمين قند رامونوز به روش فنل ـ  با استفاده از ت٤

 .سولفوريك اسيد
 

 هاي كشت    نوليپيد درمحيط  وبررسي ميزان توليد رام 

M١ ،M٢ ،Mو ٣ M٤ 

هاي  نوليپيد درمحيط والف ـ بررسي ميزان توليد رام   
 با استفاده از تخمين قند       M٤ و   M٣،   M٢،   M١ كشت

 نوز به روش فنل ـ سولفوريك اسيد    ورام
 M٤ و M٣، M٢ ،M١ محيط  درينوزاسودوموناس ائروج باكتري

، ميزان =pH ٨/٦ گراد،  درجه سانتي٣٠دماي  در كشت داده شد و
 گرم ٢/١٨با گلوكز   و٢= ، درصد تلقيح rpm٢٠٠هوادهي با دور 

از سنجش  نتيجه هاي به دست آمده .شد گرمخانه گذاري ليتر در
 .د مي باش٢در جدول  به روش فنل ـ سولفوريك اسيد رامونوميزان 
 
  نمك هايدرمحيط كشت هاي نوز ورام توليد ميزان بررسي  ـ ب

 امولسيفيكاسيون نفت خام توانايي   با استفاده از   معدني
، M١هاي  محيط درصد توانايي امولسيفيكاسيون نفت خام در

M٢ ،Mو ٣ M٨/٦گراد،   درجه سانتي٣٠ در دماي ٤ pH= ميزانو  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 بر توليد M٤ و M٣، M٢، M١  تاثير محيط كشت هايـ٢ شكل
 .نايي امولسيفيكاسيون نفت خامانوليپيد با استفاده از درصد توورام
 
 

 گرم ٢/١٨با گلوكز   و٢= ، درصد تلقيح rpm٢٠٠هوادهي با دور 
  كه نتيجه هاي ساعت اندازه گيري شد٧٢ليتر و مدت زمان  در
 گزارش  مقدارهاي. استگـزارش شده ٣جدول  ن آزمايش درـاي

 با توجه به هستند كه درصد ٧٠  و٦٠، ٧١، ٦٧شده به ترتيب 
ه شده بيشترين درصد امولسيفيكاسيون نفت خام ي ارانتيجه هاي

  استM٢ و كمترين آن متعلق به محيط M٣مربوط به محيط 
  ).٢ شكل(

از مقايسه اين روش با روش فنل ـ سولفوريك اسيد مشاهده 
 كديگر نداشته و بهترينشد كه اين دو روش تفاوت چنداني با ي

 .است M٣نوليپيد، محيط ومحيط براي توليد رام
 

،   M١ها درمحيط كشت    خشك سلول  ميزان وزن ج ـ بررسي 
M٢  ،Mو  ٣ M٤ 

  در دمايمتفاوت محيط هاي كشت  ها در وزن خشك سلول
 ،rpm٢٠٠ا دور ـزان هوادهي بـ، مي=pH ٨/٦گراد،   درجه سانتي٣٠

٠ 

٠٢/٠  

٠٤/٠  

٠٦/٠  

٠٨/٠  

١/٠  

١٢/٠  

١٤/٠  

١M ٢M ٣M ٤M 

رام
ن 
يزا
م

و
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 )
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(

 محيط هاي متفاوت

٠ 

١٠ 
٢٠ 

٣٠ 

٤٠ 
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 نشريه شيمي و مهندسي شيمي ايران حميد راشدي و همكاران ١٣٨٥، سال ١، شماره ٢٥دوره 
 

           علمي، پژوهشي ـ كاربردي                                                                                                                                                                 ٢٢

 . ساعت٧٢در زمان  M٤ و M٣، M٢، M١ ها درمحيط كشت ل بررسي وزن خشك سلوـ٤جدول 
 M٤ M٣ M٢ M١ محيط كشت
 ٦٦/٠ ٥٥/٠ ٦٣/٠ ٥٧/٠ )گرم(وزن خشك سلولي 

 
 .نوليپيدوهاي مختلف گرمخانه گذاري درتوليد رام  تاثير زمانـ ٥جدول 

 ١٢٠ ٩٦ ٧٢ ٤٨ ٢٤ )ساعت(زمان گرمخانه گذاري 
 ١٥/٠ ٢٢/٠ ١٧/٠ ١٥/٠ ٠٦/٠ )گرم در ليتر(رامونوز 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ، M٢، M١ ها درمحيط كشت ررسي وزن خشك سلولـ بـ ٣شكل 
Mو ٣ Mبا استفاده از درصد توانايي امولسيفيكاسيون نفت خام ٤. 
 

 ٧٢ليتر و مدت زمان   گرم در٢/١٨با گلوكز   و٢= درصد تلقيح 
  شدهنتيجه هاي ارايهبا توجه به . ساعت مورد بررسي قرار گرفت

، ٦٦/٠ترتيب  ها به سلول خشك وزن قدارهاي متفاوت م٤ جدول در
 محيط كشت ميلي ليترصد   گرم به ازاي هر٥٧/٠ و  ٦٣/٠ ،٥٥/٠

 ).٣شكل (است 
 

 M٣ گرمخانه گذاري درمحيط   تفاوتهاي م  بررسي زمان
 با استفاده از   ، ساعت ١٢٠ تا ٢٤هاي  واجد ملاس در زمان  

 ـوتخمين قند رام    سولفوريك اسيد نوز به روش فنل 
  در P.aeruginosaري  ـ گرماخانه گذاري باكتمتفاوت هاي  زمان

 ١٢٠ تا ٢٤هاي   با منبع كربن ملاس در زمانM٣محيط كشت 
 ميزان= rpm٢٠٠درصد تلقيح، = ٢ ، = ١٦C/N: با شرايط ( ساعت

بررسي قرار  آزمايش و مورد) دما= ٣٠ pH،  °C= ٦هوا دهي، 
 استفاده از روش  مذكور با هاي زمان در توليد شده نوزورام. گرفت
 ٥ جدول در حاصل نتيجه هاي. سولفوريك اسيد سنجيده شد ـ فنل

 .گزارش شده است

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 .ـ تاثير زمان هاي متفاوت گرمخانه گذاري در توليد رامونوز٤شكل 

 
 در. نوزي مشاهده نشدودر زمان صفر به دليل عدم رشد، رام

 گرم ٠٦/٠ را داشتيم كه مقدار آن رامونو  كمترين ميزان٢٤زمان 
 ساعت ٤٨ در زمان هايبه تدريج مقدار آن .  هر ليتر استازايبه 
  و ١٥/٠ ساعت بيشتر شده كه مقدار آنها به ترتيب ٧٢و 
 ساعت به اوج ٩٦اين مقدار در زمان . است گرم درهر ليتر ١٧/٠

  از آن در بعد  گرم در هر ليتر است و٢٢/٠برابر با  خود رسيده و
 گرم ١٥/٠ كاهش يافته كه برابر با رامونوزساعت ميزان ۱۲۰زمان 

 ٩٦ بهترين زمان گرمخانه گذاري ،بنابراين استليتر  هر ازايبه 
 ).٤شكل (است ساعت 
 

 واجد M٣مقايسه ميزان توليد رامنوليپيد درمحيط    
 ساعت با استفاده از ١٢٠ ساعت تا ٢٤هاي  ملاس درزمان

 مولسيفيكاسيون نفت خامدرصد توانايي ا 
 نوليپيدودرصد توانايي امولسيفيكاسيون نفت خام توسط رام

  ساعت ٢٤هاي   واجد ملاس، در زمان M٣ توليد شده در محيط
 ح ، ـد تلقيـدرص= ٢   ،= ١٦C/N:  طـ شراي اـ ب تـ ساع ١٢٠ ا ـت

٤٨/٠  
٥/٠  

٥٢/٠  
٥٤/٠  
٥٦/٠  
٥٨/٠  
٦/٠  

٦٢/٠  
٦٤/٠  
٦٦/٠  

١M ٢M ٣M ٤M 

ي 
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 نشريه شيمي و مهندسي شيمي ايران ... توسط ميكروارگانيسم نوليپيدوبررسي توليد رام ١٣٨٥، سال ١، شماره ٢٥دوره 
 

 ٢٣                                                                               علمي، پژوهشي ـ كاربردي                                                                                            

 .ون نفت خامـ تاثير زمان هاي متفاوت گرمخانه گذاري در توانايي امولسيفيكاسي٦جدول 
 

 ١٢٠ ٩٦ ٧٢ ٤٨ ٢٤ )ساعت(زمان گرمخانه گذاري 

 ٥٤ ٥/٥٥ ٥/٢٥ ٥/٥١ ٥/٥٠ درصد توانايي امولسيفيكاسيون نفت خام
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

هاي مختلف گرمخانه گذاري در توانايي   تاثير زمانـ ٥شكل 
 .فيكاسيون نفت خامامولسي

 
rpm٦ميزان هوادهي،  =٢٠٠ =pH ،  °C ورد سنجش ـا مـدم= ٣٠

با  . گزارش شده است٦ جدول در آن نتيجه هايقرار گرفت كه 
 امولسيفيكاسيون نفت ضريب هايد ـده شـدول مشاهـبررسي ج

 درصد ٥/٥٠ ساعت، ٢٤ده در زمان ـليپيد توليد شرامونووسط ـت
 ٤٨ در زمان .مي شودزان آن افزوده مي  كه رفته رفته براست

  درصد و در٥/٥٢ ساعت به ٧٢ان ـدر زم  درصد،٥/٥١ساعت به 
 درصد رسيده ٥/٥٥ه بيشترين مقدار خود يعني ـ ساعت ب٩٦ان ـزم

 ٥٤به   ساعت كاهش يافته و١٢٠است و پس از آن در زمان 
 ).٥شكل (درصد رسيده است 

 دـسولفوريك اسيا روش فنل ـا مقايسه اين روش سنجش، بـب
 از اين دو روش تفاوت چنداني نتيجه هاي حاصلمشاهده شد كه 
 .با يكديگر ندارند

 
 نتيجه  ها و بحث   

 انجام شده به منظور بررسي بهترين محيط آزمايش هايدر 
 سودوموناس ائرجيبنوزاليپيد توسط باكتري رامونوكشت براي توليد 

 M٤ و M٣، M٢، M١ معدني نمك هايبين محيط  شد در مشاهده

 كه در آن از گلوكز به عنوان  است M٣محيط كشت، محيط   بهترين
 .منبع كربني استفاده شده است

.  نير توليد بالايي را ارايه داده استM٤قابل ذكر است محيط 
واجد  معدني هاي نمك هاي محيط كه در بين شد مشاهده همچنين

 به بقيه  واجد ملاس بيشترين توليد را نسبتM٣ملاس نيز محيط 
 در .  واجد ملاس در رتبه دوم قرار داردM٤حاصل مي كند و محيط  

 انجام شده در اين تحقيق كه با نفت خام انجام شد با آزمايش هاي
سودوموناس ري ـ حاصل از فعاليت باكتدـليپيرامونوردن ـه كـاضاف

اين ماده     ملاس مشاهده شد كهواجد M٣ در محيط ائروجينوزا
 . دهد  خود نشان ميازيت امولسيفايري روي نفت خام فعال

Guerra-Santos ن ـ بهتريزـني ١٩٨٤ال ـس  درهمكارانش و
با .  كردندپيشنهاد M٣ محيطنوليپيد را ومحيط براي توليد رام

 را  مسأله اين ،  انجام شده در اين تحقيقآزمايش هايتوجه به 
ت  محيط نسب٤ن ـود در ايـ موجتركيب هايه تفاوت در ـتوان ب مي

 ٤PO٣H و O٢H٧.٤FeSOا در ـن آنهـ بيتفاوتن ـه بيشتريـداد ك
 و بيشتر از بقيه  اوي ـمس M٤ و M٣ه در محيط  ـود كـش مي دهـدي
 ميزان بيشترين M٣ انجام شده در محيط آزمايش هايوده و در ـب

 .  به خود اختصاص دادندرانوليپيد وتوليد رام
 گرم به ٥/٢٧د نوليپيو رامتوليد غلظت آهن براي مناسب ترين

  تأمين   O٢H٧.٤FeSOاز   گلوكز است كه اين عنصرگرمر ـ هيازا
، تأثير متابوليسم ١٩٨٩ در سال همكارانش و Mulligan. شود مي

  ائروجنيوزاسودوموناسليپيد توسط باكتري رامونوفسفات بر توليد 
را مورد بررسي قرار داده و به اين نتيجه رسيدند كه متابوليسم  

 .]٧ و ٦[ر مثبت بر توليد بيوسورفاكتانت دارد  تأثيفسفات
توان گفت يا باكتري پس از اتمام منبع كربن   اين مورد ميدر

نوليپيد به عنوان منبع كربن و  و ساعت، از رام٩٦ بعد از انرژيو 
رم منفي مانند  ـاي گـه  باكتريايـن كه  اـي و كـردهاده ـانرژي استف

  ،Qorum sensing ه ي با پديدمعمولر به طو سودوموناس ائروجنيوزا
اين سيستم به هنگام تجمع . كنند ليپيد را آغاز ميرامونوسنتز 

ال ـال كردن سيگنال لازم، فعـراي فعـد كافي بـه حـ بباكتري ها
زيل ترانسفراز منجر رامونو آنزيم شدنشود و در نهايت به فعال  مي

ن و ـ كربعمنبر اتمام ـها در اث كه تعداد باكتري هنگامي. مي شود

٤٨ 

٤٩ 

٥٠ 

٥١ 

٥٢ 

٥٣ 

٥٤ 

٥٥ 

٥٦ 

١٢٠ ٩٦ ٧٢ ٤٨ ٢٤ 
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 نشريه شيمي و مهندسي شيمي ايران حميد راشدي و همكاران ١٣٨٥، سال ١، شماره ٢٥دوره 
 

                                                                                   علمي، پژوهشي ـ كاربردي                                                                                         ٢٤

انرژي از حد كافي براي توليد سيگنال كاهش يابد، ميزان فعاليت 
 ترانسفراز نيز كاهش يافته در نتيجه از توليد زيلرامونوآنزيم 
 .]٢[شود  ميليپيد كاسته رامونو
هاي  ليپيد در زمانرامونوتوليد  درمورد انجام شده يبررسي ها در
،   = ١٦C/N ،٢=ح  گرمخانه گذاري درشرايط درصد تلقيمتفاوت

rpm٨/٦ميزان هوا دهي، = ٢٠٠ = pH  و °C مشخص  ،دما=  ٣٠ 
 واجد ملاس در زمان    M٣شد كه بيشترين ميزان توليد در محيط 

ز برابر رامونو ساعت، توليد ٢٤در زمان . ردـ ساعت انجام مي گي٩٦

 در ١٧/٠ ساعت و ٧٢ان ـ، در زم١/٠ر، در زمان ـرم در ليتـ گ٠٦/٠
 گرم ١٥/٠ ساعت برابر با ١٢٠، و در زمان  ٢٢/٠ ساعت ٩٦زمان 

 .استدر ليتر 
 ونـد امولسيفيكاسيـ انجام شده بيشترين درصآزمايش هايدر 

 درصد تلقيح ، = ٢ ، = ٢٨C/N بوده كه درشرايط ٥/۵۵نفت خام 
rpm٥/٧ميزان هوادهي، = ٢٠٠ = pH و °C دما مي باشد=  ٣٥. 
 

 
 ٦/٤/٨٤: اريخ پذيرش      ؛     ت٨٣/ ٦/٧: تاريخ دريافت 
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