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  چكيده
  

  بهداشـتي،  و آرايـشي از جملـه       مختلـف   در صـنايع  باشند كـه     مواد فعال سطحي مي   ها   تسورفاكتان
   گـروه   فنـاوري  يـست ز   كمـك   بـه   امـروزه  .كاربرد دارنـد     نساجي و ، نفت غذايي،    سازي  ، رنگ   كاغذسازي

 كـه اصـطلاحا     اند  شده    شوند، معرفي  ميها توليد    مكه توسط ميكروارگانيس   سطحي فعال از مواد     جديدي
تركيبـات  ايـن      توليدكننـده   هـاي  مارگانيسميكرو از    اي   گسترده  دامنه شوند و   ناميده مي  كتانتابيوسورف

 انواعها نسبت به     بيوسورفاكتانت. اند  شده    شناسايي ،باشند مي سطحي قادر به كاهش كشش   كه  قطبي   دو
 تنـوع  سـريعتر،   و تـر   آسـان زيـستي  تخريـب ، كمتـر    سميتبسياري از جمله هاي   مزيت ، خود شيميايي
قيمـت و    ارزان   سـنتز از منـابع       توانـايي   و  بـالا   توليد كـف    ، قدرت زيست محيط بهتر با     سازگاريبيشتر،  
  . دارندشدني تجديد
هـا    نمونـه . دبرداري ش ـ  نمونهپالايشگاه تهران   اطراف  هاي آلوده به نفت      خاك ابتدا از    پژوهشاين   در
  تجزيه كننده نفـت    هاي   باكتري اختصاصي كشت   محيط  و در  انتقالزمايشگاه   شرايط استريل به آ    تحت
 هـاي   ميكروارگانيـسم سـازي  جداسـازي و خـالص     و بعد از آن      سازي  غني به اين ترتيب  . ند داده شد  قرار

هاي  ميكروارگانيسمط  توسبمنظور بررسي توانايي توليد بيوسورفاكتانت      . موجود در نمونه صورت گرفت    
 تكنيــك ،روش فروپاشــي قطــره ،فعاليــت هموليتيــك بررســي  ، روشــهاي مختلفــي ماننــدشــده  جــدا

  .قرار گرفتندمورد استفاده  سطحي كششگيري  اندازه و فيكاسيون امولسيفعاليت ،روغن گسترش
 تـست    سـويه حـداقل دو     9در  كـه   شـد   سازي    و خالص  جدا سويه 17 شده، هاي خاك تهيه   از نمونه 

سـطحي     قادر به بيـشترين كـاهش كـشش        سويه 9 از اين    مورد 3. غربالگري بيوسورفاكتانت مثبت بود   
هـاي ديگـر     بعنوان بهترين معيار توليد بيوسورفاكتانت بودند كه از ميان آنها با توجـه بـه نتـايج تـست                  

اين سويه   كشت .شدكننده بيوسورفاكتانت انتخاب     بعنوان بهترين سويه توليد    GS1(2)، سويه   غربالگري
سـطحي محـيط     باعث كاهش كشش   گلوكز بعنوان منبع كربن،   % 2 محتويهاي معدني    در محيط نمك  

 و گـرم بـر ليتـر        24/1  نيز ميزان بيوسورفاكتانت توليدي  . گردد  مي mN/m 35 به   mN/m 75كشت از   
آمـاري   روش   ازاسـتفاده   بـا    در انتهـا  . باشد مي گرم بر ليتر     47/2  بدست آمده  سلوليتوده  وزن خشك   

بـر  از جمله گلوكز، نيترات، فسفات، آهن و گازوئيل          محيط كشت اجزاي   تاثير مقادير مختلف   ،تاگوچي
  . توليد محصول بررسي شد

  سطحي ، كششها ميكروارگانيسمي و انتخاب جداسازخاك، بيوسورفاكتانت، :  كليديهاي هژوا
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 ده از خاك هاي آلوده نفتيتوليد بيوسورفاكتانت بوسيله گونه هاي ميكروبي جدا ش
مقدمهمقدمه

 يـا    هيـدروفيل   از دو بخـش   باشند كـه     ميدوستي    يا دوگانه  1اتيكپ  آمفي هاي   مولكول ها  سورفاكتانت
گـرفتن در    با قرار ها اين مولكول. اند  شده  تشكيل )معمولا هيدروكربني ( يا آبگريز     و هيدروفوب  آبدوست

 - روغـن و آب      – ماننـد آب     هاي هيدروژني متفاوت   ها و پيوند   هاي سيالات با قطبيت    فازفصل مشترك   
ي كـه ناشـي از   هـاي   و همچنين تـشكيل ميكروامولـسيون    سطحي  بين و   سطحي  كششهوا باعث كاهش    

  . ]1 [گردند ميباشد،  مي در آب و يا آب در هيدروكربن  انحلال جزيي هيدروكربن
هاي مختلـف از جملـه       ها تركيبات فعال سطحي ميباشند كه بوسيله ميكروارگانيسم        بيوسورفاكتانت

از جـنس    مـدتا  ع ايـن تركيبـات      هيـدروفوب   بخـش . شوند ا توليد مي  ه ها، مخمرها و قارچ    انواع باكتري 
  از تركيبـات  هـا    بـوده و بخـش هيـدروفيل آن        چـرب  اسـيدهاي    هيـدروكربني   زنجيره نظير    هيدروكربن

 را  ،باشـد  مي ها  د و قن  ها  ، فسفوليپيد   چرب  اسيدهاي،   استري  ،   الكلي هاي   آنها گروه   ترين   عمده   كه  يمختلف
هـايي از قبيـل      ها در مقايسه با انـواع شـيميايي مزيـت          از آنجايي كه بيوسورفاكتانت   . ]2 [دگير ميدر بر 

 و  زيـست   محـيط   خطـر بـودن بـراي         بيـشتر، كـم     تنـوع    تر، سريع   و     آسان زيستي  تخريب،  كمتر  سميت
 و  طريق تخمير شدني، امكان توليد از       قيمت و تجديد      ارزان   سنتز از منابع    ، توانايي آن بهتر با     سازگاري

داول و بـالا دارنـد، در ايـن پـروژه توليـد آنهـا بـا                 مت  هاي غير   pHدما، شوري و     در    خوب بسيارارايي  ك
هاي آلوده نفتي مورد بررسي قرار گرفته است كه به اين            اي ميكروبي موجود در خاك    ه  استفاده از سويه  

هـاي   و جداسـازي ميكروارگانيـسم    هاي آلوده نفتي پالايشگاه تهران و اطـراف آن انتخـاب             منظور خاك 
  .ها انجام شد سويهنوع منظور توليد بيوسورفاكتانت توسط اين بها  ساكن در اين خاك

    و  سـاختار شـيميايي    ،از جملـه انـواع     ها   كلياتي پيرامون بيوسورفاكتانت   نامه پايان اين   دومدر فصل   
 منـابع كـربن، نيتـروژن و فاكتورهـاي           مانند دنحوه سنتز و عوامل موثر بر تولي      نقش فيزيولوژيكي آنها،    

هـاي شناسـايي و تـشخيص       روشهـاي تنظـيم توليـد از قبيـل القـا و بازدارنـدگي،                مكـانيزم ،  محيطي
 سـوم در فـصل    . شود ميبيان  هاي متنوع آنها    و همچنين كاربرد  و مقايسه اين روشها     ها  بيوسورفاكتانت

-مورد بررسـي قـرار مـي       يعني خاك    ها   آن هاي يكي از مهمترين زيستگاه    و   ها  ميكروارگانيسماكولوژي  

، تغذيــه هــاي خــاك و تــاثير عوامــل محيطــي بــر آنهــا  انــواع ميكروارگانيــسم،عــلاوه بــر ايــن .گيــرد
خاتمـه  در   .شـود   توضيح داده مـي    هاي بيوشيميايي كربن و ازت     و به دنبال آن چرخه    ها   ميكروارگانيسم

مـورد بررسـي قـرار گرفتـه و تعـدادي از            ك  از خـا   هـا   چگـونگي جداسـازي ميكروارگانيـسم      اين فصل 

                                                 
1 -Amphipatic 
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 ده از خاك هاي آلوده نفتيتوليد بيوسورفاكتانت بوسيله گونه هاي ميكروبي جدا ش
مقدمهمقدمه

هـا ذكـر     هاي انجام شده توسط افراد مختلف و همچنين نتايج بدست آمده از اين جداسـازي               جداسازي
هـاي    و دسـتگاه   هـا   محيط كـشت   ،مواددر ابتدا    ، و وسايل  ها  روشتحت عنوان   چهارم    در فصل  .گردد مي

هاي آلوده به نفـت،   برداري از خاك كه شامل نمونهسپس نحوه انجام كار      شوند مورد استفاده معرفي مي   
جداسازي همچنين  هاي مطلوب،    شده بمنظور افزايش تعداد ميكروارگانيسم      ي تهيه ها سازي نمونه  غني

گـري   شـده و در نهايـت انتخـاب و غربـال           هاي غني  هاي موجود در نمونه    سازي ميكروارگانيسم  و خالص 
مورد بررسـي قـرار     باشد،   مي شده هاي جدا  از بين ميكروارگانيسم  هاي توليدكننده بيوسورفاكتانت     سويه
هاي آنها بـا      فعاليت سطحي محيط كشت    ،هاي توليدكننده بيوسورفاكتانت   سويهبراي انتخاب    .گيرد مي

هاي فروپاشي قطره و گسترش روغن، فعاليت        استفاده از روشهايي نظير تست هموليز بلاد آگار، تكنيك        
ويه ميكروبـي از     س ـ 17در ايـن قـسمت      . بررسـي شـد   سـطحي    گيري كـشش   دازهانو   امولسيفيكاسيون

 سـويه،   10 ميان آنها، نتـايج تكنيـك گـسترش روغـن در             زآوري شده جدا گرديد كه ا      هاي جمع  نمونه
 سويه  9 سويه و تست فروپاشي قطره در        7 سويه، فعاليت امولسيفيكاسيون در      8فعاليت هموليتيك در    

 از بـين سـويه      چهارم، نحوه انتخاب بهترين سويه توليدكننده بيوسورفاكتانت       فصل   ادامهدر  . مثبت بود 
 با اسـتفاده    سويه انتخاب شده  سازي تركيب محيط كشت      بهينه، بررسي رشد و همچنين      هاي جداشده 

در فصل پـنجم، نتـايج      . گردد از يكي از روشهاي كسري از فاكتوريل كامل يعني روش تاگوچي ذكر مي            
ــده از آزما ــشات بدســت آم ــا  ي ــر اســاس آنه ــه ب ــرين  17 ســويه از 3ك ــوان بهت  ســويه جداشــده بعن

 در فـصل    .گيـرد  مـي  و مورد بحث و بررسي قـرار         ارائه شوند، هاي بيوسورفاكتانت معرفي مي    توليدكننده
  .شود  آتي پرداخته مياقدامات براي يبندي كارهاي صورت گرفته و ارائه پيشنهادات ششم به جمع
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اتاتييكلكل  --  هاها  وسورفاكتانتوسورفاكتانتييبب
 توليد بيوسورفاكتانت بوسيله گونه هاي ميكروبي جدا شده از خاك هاي آلوده نفتي

  مقدمه .2-1

 توليد  ها   و مخمر  ها  ، قارچ ها   مختلف از جمله باكتري    هاي   كه توسط ميكروارگانيسم   ها  بيوسورفاكتانت
خطـر   بيـشتر، كـم     تنـوع  تـر،  سريع   و   تر  آسان زيستي  تخريب،  كمتر   سميت   از قبيل   شوند بنا به دلايلي    مي

قيمت   ارزان   سنتز از منابع     توانايي  بالا، ليد كف  تو  ، قدرت آن بهتر با     سازگاري و   زيست  محيطبودن براي   
 هـاي    pHدمـا، شـوري و       در   كـارايي و فعاليـت خـوب      ،  شدني، امكان توليد از طريـق تخميـر        و تجديد 

 هـاي   بـر سـورفاكتانت    ،صـرفه بـودن توليـد از جنبـه اقتـصادي           داول و بالا و در نهايت مقرون به       مت غير
 .]1 [شوند ميشيميايي ترجيح داده 

كنندگي  سطحي، مرطوب   بين و   سطحي  كششكاهش  :  عبارتند از    ها  صيات ويژه بيوسورفاكتانت  خصو
دوسـتي،   دوسـتي و چربـي      نفوذ مولكولي، پراكنش مواد توسـط آنهـا، خـصلت آب           هاي  و تاثير در پديده   

، افـزايش رشـد ميكروبـي،       سـازي    لختـه  هـاي   كنندگي، توليد كف، فعاليـت     سازي، خصلت ژل    امولسيون
  .]3 [ميكروبي هاي ضد فلزات و فعاليتجداسازي 

و    نفـت    بازيافـت   افـزايش استفاده در صنعت نفت بمنظـور        ها،  بيوسورفاكتانت   صنعتي  كاربردهاي از
،   ، نساجي   سازي  رنگ،  سازي كاغذ  صنايع استفاده آنها در     و همچنين نفتي    هاي آلوده   پالايي محيط  زيست
 .]3[اشد ب مي بهداشتي  و ، آرايشي غذايي صنايع

 در مقايـسه بـا      اين تركيبات . باشد مي در صنعت نفت     ها   تبيوسورفاكتان   هاي  ترين كاربرد  از مهم   يكي
مي  بر حجم وسيع در شـرايط عمـو        ،تر عمل كرده، در مقادير كم      هاي شيميايي، اختصاصي    سورفاكتانت

گراديـان     كـاهش    علت   به  ،فت مكرر ن   در اثر استخراج  دانيم   ميهمانطوركه  . باشند مينفتي موثر    مخازن 
  در ايـن  . يابـد    مـي    كـاهش    سطح   به   از عمق    نفت  حركت ي مخزن، ها   صخره در  نفت   فتادنا  گير    و فشار
  و   داده   را كاهش   سطحي  كشش   بيوسورفاكتانت ه توليدكنند  هاي  ارگانيسم    ميكروكه   از آنجايي موارد  گونه  
نفت تزريـق     هاي  چاه   به  نفت    بازيافت   افزايش  به منظور  راآنها   ،برند مياز بين   ها را      صخره   به   نفت  اتصال

شود كه به اين ترتيب       مي باعث كاهش ويسكوزيته نفت      ها   همچنين استفاده از بيوسورفاكتانت    .كنند مي
 هـا   كاربرد ديگر بيوسورفاكتانت   .گيرد ميتر صورت    نفتي راحت  هاي  كردن آن در لوله     نفت و پمپ    انتقال
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اتاتييكلكل  --  هاها  وسورفاكتانتوسورفاكتانتييبب
 توليد بيوسورفاكتانت بوسيله گونه هاي ميكروبي جدا شده از خاك هاي آلوده نفتي

در اين راستا با اسـتفاده      . باشد مي آلوده   هاي   و نفت از خاك    ها   هيدروكربن سازي   يا پاك  پالايي  زيست در
سازي    آلوده پاك  هاي  ئروجينوزا مقادير زيادي نفت از خاك     آ توسط سودوموناس    شده از رامنوليپيد توليد  

  .]4[  استشده 
در محـيط زيـست      هـا   آلاينـده سـريع     يكي بيولـوژ    تجزيه  باعث زير هايبا مكانيزم ها    سورفاكتانتبيو

  :شوند مي
 .  مواد آلي  به شده    جذب  هيدروكربني هاي  آلاينده سازي رها - 1

 .سطحي كشش  كاهشاز طريق  در منافذ  گرفته قرار  قطرات آزادكردن - 2

  . ميكروبي  اتصال ها براي  آلاينده  تماس طحس  افزايش  - 3

 و    طراحـي  باشـد كـه بـا      مي  آنها   شيميائي مشابه برابر   10تا   3ها حدوداً      توليد بيوسورفاكتانت  هزينه
طريـق بكـارگيري   توليـد از  افـزايش   و قيمـت  ارزان   از مـواد اوليـه     ، استفاده تخميري  يها   فرايند  توسعه
 را  هـا   آن توليـد    توان هزينه  مي  ، ژنتيك   مهندسي   روش   به  شده     دستكاري  يها   و باكتري    فعال  هاي موتان

   توليـد بيوسـورفاكتانت     هـاي    درصد از هزينه   30 تا   10 حدود   شده انجام هاي  برآورد  براساس .ادكاهش د 
 خــام توليــد مــوادبعنــوان  هــا هيــدروكربنو از آنجــايي كــه   باشــد مــي  اوليــه   مــواد خــام  بــه مربــوط

 بر .شود  توليد مي هاي  هزينه  رفتن بالا   از آنها باعث     استفاده ، هستند  قيمت  معمولاً گران  ها  سورفاكتانت  بيو
 هـاي   گزينه   صنعتي  هاي  تفالهضايعات و    ،قيمت  ارزان  يها   سوبسترا   يافتن   براي  شده     انجام  مطالعاتطبق  

   ذرت   روغـن   هـاي    توليد رامنوليپيد از تفالـه       به  توان  مي بعنوان مثال باشند كه     كار مي   براي اين مناسبي  
 بـا مـصرف     1همچنـين بـاكتري باسـيلوس سـابتليس        . ]1[  كـرد    اشـاره   سـودوموناس    هاي   گونه  توسط
ويتـامين و    % 9/0چربـي و     % 1/0پروتئين،   % 2هيدرات،  كربو % 17آب،   % 80ميني كه حاوي    ز سيب
پپتيـدي توليـد     تواند بيوسـورفاكتانت ليپـو      مي آميلاز آن،    –باشد و استفاده از آنزيم آلفا        ميمعدني   مواد
 مـورد   بـه صـورت خـوراكي      % 60يزي در حدود    زميني چ  لازم است كه از سيب    ه نيز   ذكر اين نكت  . كند

  . شود ميريز   باشد، دور مي بقيه آن كه غني از نشاسته وگيرد  ميمصرف قرار 
 كـه بـا  انـد   شـده    بيوسـورفاكتانت شناسـايي    توليدكننـده  هاي ارگانيسم ميكرو ازتعداد زيادي   امروزه

در ايـن راسـتا     . اسـتفاده كـرد    ،  توليد بهينه   آنها جهت از  توان   مي  تيكي ژن  تغييرات  و     خصوصيات  بررسي

                                                 
1 -Bacillus subtilis 
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اتاتييكلكل  --  هاها  وسورفاكتانتوسورفاكتانتييبب
 توليد بيوسورفاكتانت بوسيله گونه هاي ميكروبي جدا شده از خاك هاي آلوده نفتي

 توليـد ميزان    ،كشت   محيط   و تركيب    فيزيولوژيكي  يط شرا  كاري اند با دست    كرده   سعي  محققيناز    عضيب
 هـا   ن كـه بـر پايـه آ         اسـت    گرفته   صورت   ژنتيكي   تغييرات با استفاده از   نيز    يهاي  تلاش . دهند  را افزايش 

بعنـوان   .اند شده   جدامادر   سويه  به  نسبت چند برابر بيوسورفاكتانت  يها  توليد غلظت   با توان   هائي موتان
   يك   با وارد كردن   توان مي،  1ينوزاجآئرو    سودوموناس  هاي  گونه  مورد نياز   در سوبستراي  تغييرنمونه براي   
ممكـن   را     الكلـي   هـاي   نوشـابه ضايعات كارخانجات   از  منوليپيد   توليد را   امكانكلي،   اشيرشيا پلاسميد از 

   از مواد زائد بعنوان      استفاده   را با توانائي    باكتري در يك    توليد بيوسورفاكتانت    قدرت  ، روش   اين با. ساخت
 قيمـت   ارزاندر اسـتفاده از سوبـستراي         مطلوب   نتيجه  بهتوان   مي،     ديگر پيوند زده    سوبسترا در باكتري  

  .]1[ يافت  دستيد بيوسورفاكتانت براي تول
 صـورت     بيوسورفاكتانت  توليد   افزايش جهت تخمير     شرايط  سازي  بهينه   در زمينه  زيادي  پيشرفتهاي

  يـافتن    بـراي   و سـاده    سريع   غربالگري   روشهاي   و تكميل    اخير توسعه   در سالهاي همچنين  . گرفته است 
 و   بيوشـيميايي   خـصوصيات   مـا را در زمينـه    اطلاعـات  ، فاكتانت بيوسور  كننده  توليد  يها  ميكروارگانيسم

 شناساييها نيز      توليد بيوسورفاكتانت    مسئول يها  ژن  ، داده  افزايش ها    بيوسورفاكتانت  ژنتيكيويژگيهاي  
بتواننـد     سـاخت كـه      فعـالي    ميكروبـي   يهـا   سـويه    ژنتيـك    مهندسي  كمك  به  توان  مي  بنابراين. اند شده  

 سوبـسترا توليـد       بعنـوان   مختلـف     از پـسماندهاي     را در مقادير زياد با استفاده       موثر يها  سورفاكتانتبيو
  .نمايند

ــذائي صــنايع ــشي  غ ــ و دارو ، آراي ــه يي ــا ارزش  صــنايع  از جمل ــالا  ب ــدتوان مــي   هــستند كــهيي ب  ن
بـالاي     هزينـه   بـه   بـا توجـه   هيك ـدر حال.  برسـانند   مـصرف  نيز به  بالا هاي  را در قيمت  ها  بيوسورفاكتانت

   مـورد اسـتفاده      خلـوص   حداقل با  مي و پتروشي    نفت  ايع در صن    تركيبات  ها، اين    بيوسورفاكتانت  تخليص
   قابل   نفتي  هاي   آلودگي  رفعو     نفت   بازيافت   افزايش   براي   كشت   محيط   كل  اي كه  به گونه گيرند،    قرار مي 
  .  باشد مي  استفاده

 مقدار كل سورفاكتانت    1989در سال   . باشد مي به سرعت در حال رشد       ها  ليد سورفاكتانت صنعت تو 
 ميليـون پونـد مربـوط بـه ايـالات           7600 ، ميليون پوند بوده كه از اين مقدار       15500 در دنيا    شده  توليد

ل در سا . ]1[  است شده  ميآن به صورت شيميايي از نفت سنتز         مي   و جالب اين كه تما     باشد ميمتحده  

                                                 
1 -Pseudomonas aeruginosa 


