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بررسی پاک سازی خاک آلوده به نفت خام 
به روش زیستی با استفاده از بیوسورفکتانت 

رامنولیپید

چكيده

ــد. در  ــرار گرفته ان ــف ق ــع مختل ــه صناي ــورد توج ــيار م ــان بس ــيعی از کاربردهايش ــتره وس ــل گس ــورفکتانت ها به دلي ــروزه بيوس ام
ايــن مقالــه توليــد بيوســورفکتانت رامنوليپيــد از باکتــری Pseudomonas aeruginosa PTCC 1340 به عنــوان يکــی از مهم تريــن 
بيوســورفکتانت ها بــا اســتفاده از منبــع کربــن روغــن آفتاب گــردان بــرای پاک ســازی خــاک آلــوده نفتــی مــورد بررســی قــرار گرفــت. 
ــن تحقيــق  ــج حاصــل از اي ــد. نتاي ــوده گردي ــا API=33 به صــورت مصنوعــی آل ــه خــاک توســط نفــت خــام ب ــن هــدف، نمون ــرای اي ب
نشــان داد کــه حداکثــر ميــزان توليــد رامنوليپيــد g/l 4/3 اســت. ســاختار رامنوليپيــد توســط آناليزهــای TLC و FTIR مــورد بررســی و 
تاييــد قــرار گرفــت. بررســی خــواص و ويژگی هــای رامنوليپيــد توليــد شــده نشــان داد کــه ايــن مــواد دارای پتانســيل بالايــی در کاهــش 
ــن  ــد. همچني ــش ده ــه mN/m 26/8 کاه ــطحی آب را از 69 ب ــت کشش س ــه توانس ــت، به طوری ک ــورفکتانت اس ــطحی بيوس کشش س
ايــن مــاده در اختــاط بــا NaCl تــا غلظــت 15% پايــداری مطلوبــی را از خــود نشــان داد. نتايــج نهايــی نشــان داد کــه بيوســورفکتانت 
ــازده حــذف نفــت خــام از خــاک  ــد 75/17% از نفــت خــام موجــود در خــاک را حــذف کنــد، درحالی کــه بيشــترين ب توليــدی می توان
توســط ســورفکتانت شــيميايی SDS 76/92% به دســت آمــد. بــا توجــه بــه موفقيت آميــز بــودن نتايــج حاصــل از ايــن تحقيــق می تــوان 

ــف پيشــنهاد داد. ــع مختل ــن ســورفکتانت های شــيميايی در صناي ــوان جايگزي ــد شــده را به عن ــد تولي بيوســورفکتانت رامنوليپي
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مقدمه 

ــام  ــت خ ــزش نف ــت ري ــط زيس ــکات محي ــی از مش يک
ــتی  ــا و نش ــورد کانتينره ــازن، برخ ــتی مخ ــل نش به دلي
لوله هــای انتقــال در خــاک و آب اســت. اين موضــوع باعث 

ــت  ــط زيس ــان ها و محي ــرای انس ــده ای ب ــکات عدي مش
ــه  ــه ب ــا توج ــيميايی ب ــورفکتانت های ش ــت. س ــده اس ش
کاربردهــای وســيع در صنايــع نويــن امــروزی، بــه منظــور 
ــورد  ــز م ــام ني ــت خ ــت از نف ــط زيس ــازی محي پاک س
اســتفاده قــرار می گيــرد. بيوســورفکتانت ها، ترکيبــات 
فعــال ســطحی توليــد شــده توســط ميکروارگانيســم هايی 

ــتند ]1[. ــا هس ــا و قارچ ه ــا، مخمره ــل باکتری ه مث



137بررسی پاک سازی خاک ...

ــل  ــک به دلي ــواد بيولوژي ــن م ــد و مصــرف اي ــروزه تولي ام
ــش  ــه ای افزاي ــل ماحظ ــور قاب ــتی به ط ــازگاری زيس س
يافتــه اســت ]2[. ايــن مــواد به طــور گســترده در صنعــت 
کشــاورزی، آرايشــی و بهداشــتی، غــذا، داروســازی، نفتــی 
مهم تريــن   .]3[ می شــوند  اســتفاده  زيســت محيطی  و 
ــورفکتانت های  ــه س ــبت ب ــورفکتانت ها نس ــی بيوس ويژگ
تخريب پذيــری،  زيســت  پاييــن،  ســميت  شــيميايی 
فعاليــت ســطحی بــالا، عملکــرد بهتــر در شــرايط ســخت 
ــت  ــالا(، غلظ ــای ب ــی و دماه ــای نمک ــالا، محيط ه )pH ب
بحرانــی ميســلCMC( 1( پاييــن، در دســترس بــودن مــواد 
اوليــه جهــت توليــد و کنتــرل آلودگی هــای زيســت 
از  توليــدی  بيوســورفکتانت های   .]4[ اســت  محيطــی 
ــام  ــا2 ن ــری Pseudomonas aeruginosa، رامنوليپيده باکت
ــامل  ــی ش ــای آنيون ــا، گليکوليپيده ــد. رامنوليپيده دارن
L- رامنــوز و اســيد چــرب β- هيدروکســی هســتند کــه 

ــدی  ــال گليکوزي ــيله اتص ــوز به وس ــت رامن ــش آبدوس بخ
اســت.  متصــل  ليپيــدی  چــرب  اســيد  دنبالــه  بــه 
رامنوليپيدهــا به صــورت ترکيبــی از انــواع مختلــف توليــد 

ــری  ــی باکت ــای اصل ــوند. رامنوليپيده می ش
RL1, L-rhamno-( نــوع1  رامنوليپيــد   P.aeruginosa

 )syl-3-hydroxydecanoyl-3-hydroxydecanoate

RL3,L-rhamnosyl-L-rhamno-(  3 نــوع رامنوليپيــد   و 
اســت.   )syl-3-hydroxydecanoyl 3-hydroxydecanoate

]1[ P.aeruginosa توليد شده توسط )RL1-4( شکل 1 ساختار 4 نوع رامنوليپيد

RL1 يــک مونــو رامنوليپيــد بــا يــک واحــد رامنــوز اســت 

درحالی کــه RL3 شــامل دو واحــد رامنــوز و به عنــوان 
 RL2 ــن ــر اي ــود. عاوه ب ــناخته می ش ــد ش دی رامنوليپي
ــر بســيار  و RL4 توســط باکتــری P.aeruginosa در مقادي
ــامل  ــا ش ــا تنه ــن رامنوليپيده ــود. اي ــد می ش ــم تولي ک
يــک hydroxy-fatty acidβ هســتند ]5[. شــکل 1 ســاختار 
4 نــوع رامنوليپيــد توليــد شــده را نشــان می دهــد. 
ــط  ــده توس ــد ش ــدی تولي ــورفکتانت های گليکوليپي بيوس
P.aeruginosa اوليــن بــار مــورد توجــه قــرار گرفتنــد ]6[. 

گــوارا ســانتوس و همــکاران بيوســورفکتانت رامنوليپيــد را 
ــا  ــط کشــت پيوســته ب ــری P.aeruginosa در محي از باکت
ــد. کم تريــن مقــدار  منبــع کربنــی گلوکــز به دســت آوردن
ــب mN/m 29 و  ــطحی به ترتي ــن س ــطحی و بي کشش س
mN/m 0/25 بــود ]7[. رودريگــز و همــکاران بــا اســتفاده 

ــری  ــک باکت ــه ي ــس3 ک ــوس لاکتي ــری لاکتوکوک از باکت
ــه  ــد و ب ــد کردن ــورفکتانت تولي ــت، بيوس ــک اس پروبيوتي
ــدر  ــاس چغن ــتفاده از م ــه اس ــيدند ک ــه رس ــن نتيج اي
ــد را  ــازده تولي ــری، ب ــن باکت ــع کرب ــوان منب ــد به عن قن
ــش  ــث کاه ــد و باع ــش می ده ــر افزاي ــزان 1/5 براب به مي

ــود ]2[. ــد می ش ــه تولي ــی 80% در هزين 70 ال

1. Critical Micelle Concentration
2. Rhamnolipid 
3. Lactococcus Lactis

مونو رامنوليپيد دی رامنوليپيد
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ــيلوس  ــری باس ــتفاده از باکت ــا اس ــکاران ب ــری و هم البح
ــتند  ــا توانس ــات خرم ــن ضايع ــع کرب ــابتيليس1 و منب س
هزينــه توليــد بيوســورفکتانت را تــا حــدی کاهــش دهنــد 
و بيشــترين بــازده توليــد g/L 3 بــود ]8[. غلظــت بحرانــی 
ميســل )CMC( بــه غلظتــی از بيوســورفکتانت گفتــه 
می شــود کــه در آن مونومرهــای تشــکيل شــده بــه شــکل 
ــی  ــطح خارج ــز و س ــته آبگري ــا هس ــی ب ــای بزرگ توده ه
ــد  ــکيل می دهن ــل ها را تش ــد و ميس ــت در می آين آبدوس
ــر  ــی ب ]9[. عملکــرد بيوســورفکتانت ها در محلول هــای آب
 CMC ــر از ــت کمت ــت، در غلظ ــتوار اس ــزم اس دو مکاني
ــده  ــالای CMC پدي ــای ب ــرک و در غلظت ه ــده تح پدي
حاليــت رخ می دهــد ]10[. مونومرها در ســطوح مشــترک 
تجمــع پيــدا می کننــد و به عبارتــی ترشــوندگی سيســتم 
را افزايــش می دهنــد، از ايــن رو بــا ايجــاد آشــفتگی 
ــا  ــی ي ــت درآوردن ذرات چرب ــه حرک ــث ب ــم باع و تاط
فعال کننــده  مــواد  واقــع  در  می شــوند.  هيدروکربــن 
ــري  ــوع جهت گي ــه ن ــه ب ــا توج ــد بــ ــطحي مي توانن ســ
ــاک را از  ــوندگي خ ــطح، ترش ــه ســ ــبت ب ــا نســ آن ه
ــا بالعکــس تغييــر دهنــــد. از  ــر وي ــه آب- ت ــر ب نفــت- ت
ــا افزايــش غلظــت بيوســورفکتانت، تعــداد  ســوی ديگــر ب
ــه و  ــش يافت ــو افزاي ــت و ش ــول شس ــل ها در محل ميس
قــدرت حاليــت بــالا مــی رود. به عبارتــی هــر چــه 
غلظــت مونومــر افزايــش يابــد، کشش ســطحی در آب 
ــه بررســی  ــن مقال ــد ]11 و 12[. هــدف اي کاهــش می ياب
پاک ســازی خــاک آلــوده بــه نفــت خــام بــه روش زيســتی 

بــا اســتفاده از بيوســورفکتانت رامنوليپيــد از باکتــری 
ــت  ــدل جه ــک م ــوان ي P.aeruginosa PTCC 1340 به عن

ــی اســت. ــی بوم ــش فن ــه دان رســيدن ب

روش كار 
كشت باكتری

مرکــز  از   P.aeruginosa PTCC 1340 باکتــری  ابتــدا 
کلکســيون ميکروارگانيســم های صنعتــی ايــران تهيــه 
ــش  ــوان پي ــت LB 1 به عن ــط کش ــت. از محي ــده اس ش
کشــت بــرای توليــد رامنوليپيــد اســتفاده شــد. cc 100 از 
ايــن مــاده در يــک ارلــن cc 500 آمــاده گرديــد و ســپس 
جهــت اســتريل کــردن به مــدت min 20 و در دمــای 
C° 121 درون اتــوکاو قــرار داده شــد. در نهايــت در 

شــرايط اســتريل يــک لــوپ از باکتــری را از کشــت جامــد 
برداشــته و بــه محيــط پيــش کشــت تلقيــح شــد. محلــول 
 150 rpm 37 و °C 24 در دمــای hr حاصــل به مــدت
ــرای تهيــه محيــط  در شــيکر انکوباتــور قــرار داده شــد. ب
ــف محيــط کشــت طبــق  ــات مختل ــی، ترکيب کشــت اصل
ــق از روغــن  ــن تحقي ــه شــده اســت. در اي جــدول 1 تهي
ــد.  ــتفاده گردي ــی اس ــع کربن ــوان منب ــردان به عن آفتاب گ
ــت و  ــن ارزان قيم ــع کرب ــتفاده از منب ــت اس ــی اس بديه
ــر  ــل قبول ت ــه و قاب ــه صرف ــادی ب ــر اقتص ــات از نظ ضايع
ــردان  ــن آفتاب گ ــه روغ ــه اينک ــه ب ــا توج ــی ب ــت، ول اس
قــرار  اســتفاده  مــورد  باکتری هــا  توســط  راحت تــر 

ــد ]13[.  ــتفاده ش ــی اس ــاده کربن ــن م ــرد از اي می گي

جدول 1 ترکيبات محيط کشت اصلی جهت توليد بيوسورفکتانت رامنوليپيد 

محلول 4 محلول 3محلول 2محلول 1

غلظت )g/l(ترکيبغلظت )g/l(ترکيبغلظت )g/l(ترکيبغلظت )g/l(ترکيب
MgSO4.7H2O0/05120روغن آفتاب گردانNaH2PO4.2H2O23C7H5NaO7.2H2O2

KCl0/1--Na2HPO4.2H2O11FeCl3.6H2O0/28
NaNO31/5----ZnSO4.6H2O1/4

------CoCl2.5H2O1/2
------CuSO4 .5H2O1/2
------MnSO4.H2O0/8

1. Lysogency Broth
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در ايــن پژوهــش ابتــدا محلول هــای 1 ،2 و 3 طبــق جدول 
1 به صــورت جداگانــه اتــوکاو می شــوند. محلــول 4 
 0/22 µm ــه گرمــا به وســيله فيلتــر به دليــل حساســيت ب
اســتريل می شــوند. در شــرايط اســتريل محلول هــای 1 و 
3 بــه نســبت های مســاوی بــا حجم هــای cc 250 بــا هــم 
 cc ،مخلــوط شــده و پــس از افــزودن روغــن اتــوکاو شــده
ــماره  ــول ش ــود. محل ــه می ش ــه آن اضاف ــول 4 ب 1 محل
ــرنگی  ــر س ــر س ــا فيلت ــی ب ــيت گرماي ــل حساس 4 به دلي
ــرای  ــی ب ــای مختلف µm 0/22 اســتريل می شــود. روش ه

ســترون يــا اســتريل کــردن وجــود دارد کــه فيلتراســيون 
ــواد  ــرای م ــا ب ــه عمدت ــت ک ــا اس ــن روش ه ــی از اي يک
بيولوژيــک يــا مــوادی کــه بــه حــرارت حســاس هســتند 
ــرد. در نهايــت 10% حجمــی  ــرار می گي مــورد اســتفاده ق
از محيــط پيــش کشــت در شــرايط اســتريل بــه محيــط 
ــای  ــدت hr 72 در دم ــرده و به م ــه ک ــی اضاف کشــت اصل
C°37 و بــا ســرعت rpm 150 درون شــيکر انکوباتــور 

)Mehr Tajhiz( قــرار داده می شــود.

جداسازی و استخراج بيوسورفكتانت رامنوليپيد 

ــبت های  ــه نس ــت، ب ــط کش ــری از محي ــس از نمونه گي پ
حجمــی برابــر از محيــط کشــت اصلــی و نرمــال هگــزان را 
                                                                                   20 min 4600 به مــدت rpm ترکيــب کــرده و بــا ســرعت
ســانتريفيوژ )universal 320( می شــود. فــاز آبی جدا شــده 
ــا  ــه ازای cc 1 از آن µlitا H3PO4 10 اضافــه می شــود ت و ب
بــه pH حــدود 3-2 برســد. ســپس بــه نســبت 1/25 اتيــل 
                                                                                             20 min ــدت ــده و به م ــب ش ــی ترکي ــاز آب ــا ف ــتات ب اس
ــت  ــانتريفيوژ می شــود. در نهاي ــا ســرعت rpm 4600 س ب
 50 °C فــاز آلــی جــدا شــده و در تبخيرکننــده بــا دمــای
و ســرعت rpm 2000 اتيــل اســتات محلــول در آن تبخيــر 
ــی  ــرف باق ــد در ظ ــگ رامنوليپي ــع زرد رن ــود و ماي می ش

می مانــد.                        
روش اندازه گيری زیست توده ) بيومس(

بــرای اندازه گيــری بيومــس، ابتــدا محيــط کشــت باکتــری 
قــرار  شــده اند  وزن  قبــل  از  کــه  فالکون هايــی  درون 
                                                                                     20 min 4600 به مــدت rpm می گيرنــد و بــا ســرعت
ســانتريفيوژ می شــوند. پــس از ســانتريفيوژ و تخليــه 

ــا نمــک  ــار ب ــا دو ب ــه لوله ه ــو مــس در ت ســوپرناتانت، بي
ــای  ــس از آن فلکون ه ــود. پ ــو داده می ش 0/9% شست ش
                                                                                        24 hr 100 و به مــدت°C حــاوی زيســت تــوده در دمــای
انکوباتــور خشــک شــده و توزيــن می گردنــد. در  در 
نهايــت بــا اختــاف در وزن هــا مقــدار زيســت تــوده 

می آيــد.  به دســت 
1)TLC( روش انجام آناليز كروماتوگرافی لایه نازک

ــی  ــد از روش کروماتوگراف ــد رامنوليپي ــات تولي ــرای اثب ب
ــش  ــن آزماي ــام اي ــرای انج ــد. ب ــتفاده ش ــازک اس ــه ن لاي
ــد.  ــاده گردي ــرک( آم ــذ TLC )کــد105554 م ــدا کاغ ابت
ســپس بــا ســمپلر µL 5 چنــد قطــره از بيوســورفکتانت را 
ــود. در  ــذاری می ش ــذ TLC نقطه گ ــته و روی کاغ برداش
ــاز متحــرک  ــود وارد ف ــذ TLC به صــورت عم ــت کاغ نهاي
ــبت  ــا نس ــيد ب ــتيک اس ــول: اس ــرم : متان ــامل کلروف ش
هنگامی کــه  می شــود.  داده  قــرار   )2:15:65( حجمــی 
ــاز  ــيد، از ف ــذ TLC رس ــای کاغ ــه انته ــرک ب ــاز متح ف
متحــرک خــارج شــده و درون محلــول آشکارســاز شــامل 
ــی  ــبت حجم ــا نس ــيد ب ــتيک اس ــيد: اس ــولفوريک اس س
ــذ را  ــس از min 10 کاغ ــوند . پ ــرار داده می ش )50:1( ق
از محلــول خــارج کــرده و بعــد از خشک شــدن در دمــای 
ــه رامنوليپيــد روی  ــوط ب C°150 لکه هــای زرد رنــگ مرب

 2)Rf( آن ظاهــر می شــوند. بــرای محاســبه فاکتــور تاخيــر
ــود ]8[. ــتفاده می ش ــه 1 اس از رابط

                         )1(
اندازه گيری كشش سطحی 

کشش ســطحی محلول ســوپرناتانت حــاوی بيوســورفکتانت 
رامنوليپيــد بــا غلظت هــای مختلــف توســط دســتگاه 
ــت.  ــده اس ــری ش ــيومتر )ksv sigma 700( اندازه گي تنس

روش تعيين ساختار رامنوليپيد توليد شده

ــده از  ــد ش ــای تولي ــاختار رامنوليپيده ــی س ــرای بررس ب
دســتگاه FTIRاTENSOR 27( 3( اســتفاده گرديــد. 

1. Thin Layer Chromatography
2. Retardation Factor
3. Fourier-transform Infrared Spectroscopy
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)E24( تعيين شاخص امولسيون سازی نفت خام

ــدا cc 4 از  ــازی، ابت ــی امولسيون س ــی تواناي ــرای بررس ب
محلــول بيوســورفکتانت توليــد شــده در غلظــت CMC بــه 
لولــه مــدرج حــاوی cc 4 از نفــت خــام افــزوده می شــود. 
ســپس به مــدت min 3 بــه شــدت مخلــوط شــده و 
ــه  ــيم ناحي ــدار E24، از تقس ــت hr 24، مق ــس از گذش پ
امولســيون شــده بــر ارتفــاع کل دو ســيال محاســبه 
می شــود. همچنيــن ميــزان پايــداری حالــت تعليــق نيــز 
ــتر  ــه بيش ــر چ ــداری ه ــن پاي ــود. اي ــری می ش اندازه گي
باشــد بهتــر اســت. در ايــن تحقيــق بــرای بررســی ميــزان 
پايــداری مجــددا بعــد از 15 روز فاکتــور E24 اندازه گيــری 
ــت  ــط کش ــوط محي ــش مخل ــرل آزماي ــرای کنت ــد. ب ش
ــول  ــوان محل ــام به عن ــت خ ــم و نف ــدون ميکروارگانيس ب

شــاهد اضافــه شــد. 
روش انجام آزمایش كنارزنی نفت خام1 از روی آب

ابتــدا cc 25 آب مقطــر درون پليــت ريختــه می شــود 
ســپس cc 2 نفــت خــام بــه آن اضافــه می گــردد. پــس از 
min 2 هنگامی کــه لايــه يکنواخــت نفت روی آب تشــکيل 

شــد min 0/5 از محلــول ســوپرناتانت حــاوی رامنوليپيــد 
ــه پليــت افــزوده می شــود. پــس از زمان هــای مشــخص  ب
قــدرت کنــار زنــی بيوســورفکتانت نســبت بــه مــاده شــاهد 

ــردد.   )آب مقطــر( بررســی می گ
آلودگی مصنوعی خاک

ــی و  ــرای حــذف آلودگ ــه خــاک انتخــاب شــده را ب نمون
ــا  ــو داده و درون آون ب ــر شستش ــا آب مقط ــی ب ناخالص
ــارج  ــت آن خ ــام رطوب ــا تم ــت ت ــرار گرف ــای C°80 ق دم
                                                                               5 gr ــف ــود. در 4 بشــر مختل ــا خشــک ش ــاک کام و خ
خــاک بــا cc 1 نفــت خــام آلــوده شــد. نفــت خــام 
انتخابــی از پايانــه نفتــی دريــای شــمال بــا API 2 برابر 33 
                                                                                   24 hr ــدت ــده به م ــوده ش ــای آل ــد. نمونه ه ــه گردي تهي
ــی  ــه خوب ــات ب ــا ترکيب ــرد ت ــرار می گي ــاز ق ــای ب در فض

جــذب خــاک شــود.
تهيه محلول شستشو 

شستشــوی خــاک توســط محلــول شستشــو صــورت 

ــک  ــراه ي ــامل آب به هم ــو ش ــول شستش ــرد. محل می گي
ســورفکتانت  اســت.  بيوســورفکتانت  يــا  ســورفکتانت 
شــيميايی مــورد اســتفاده در ايــن آزمايــش SDS 3 اســت 
کــه ميــزان عملکــرد آن به صــورت مجــزا در فرآينــد 
بيوســورفکتانت  بــا  نفتــی  آلــوده  پاک ســازی خــاک 
رامنوليپيــد توليــدی مقايســه گرديــد. بــرای ايــن منظــور 
ســورفکتانت SDS بــا غلظت هــای 0/1، 0/23، 0/35 و 
ــز در  ــد ني ــوپرناتانت رامنوليپي ــت. س ــوده اس g/L 0/5 ب

 2/1 g/L ــف 0/2625، 0/525، 1/05 و ــای مختل غلظت ه
تهيــه شــدند. cc 10 از هــر کــدام از محلــول شست شــو بــه 
نمونه هــای حــاوی خــاک آلــوده شــده نفتــی اضافــه شــد. 
ســپس هــر کــدام به مــدت hr 2 روی همــزن مغناطيســی 
ــک جــای  ــدت hr 24 در ي ــت به م ــه و در نهاي ــرار گرفت ق
ســاکن قــرار می گيــرد. پــس از يــک شــبانه روز، فازهــای 
مختلــف از هــم تفکيــک می شــوند، بــه ايــن صــورت کــه 
ــز  ــول شستشــو و شــن و ماســه تمي ــاز نفــت روی محل ف

ــوند. ــين می ش ــه نش ــر ت ــف بش ــده ک ش
آناليز محلول شستشو

پــس از انجــام فرآينــد شستشــو، محلــول شستشــوی جــدا 
شــده روی شــن و ماســه به وســيله ســرنگ برداشــته و بــه 
يــک بشــر ديگــر منتقــل و روی آن پوشــانده شــد. ســپس 
cc 40 نرمــال هگــزان بــه درون بشــر اضافــه شــد و به مدت 

ــول  ــت. محل ــرار گرف ــزن مغناطيســی ق min 10 روی هم

ــوند  ــب می ش ــی ترکي ــزان به خوب ــال هگ ــو و نرم شستش
نفــت موجــود در محلــول  نرمــال هگــزان مقــدار  و 
 ،10 min ــس از ــد. پ ــل می کن ــود ح ــو را در خ شست ش
محلــول حاصــل دوفــازی شــده و نرمــال هگــزان حــاوی 
ــرد.  ــرار می گي ــو ق ــول شستش ــالای محل ــاز ب ــت در ف نف
ــا ســرنگ برداشــته و جــذب آن  ــالا را ب ــاز ب ــت ف در نهاي
را بــا دســتگاه اســپکتروفوتومتر )uv2100 يونيکــو آمريــکا(                                                                       
در طــول مــوج nm 297 اندازه گيــری شــد تــا بــا داشــتن 
منحنــی کاليبراســيون، غلظــت نفــت موجــود در محلــول 

ــد.  ــت آي ــو به دس شستش

1. Oil Spreading 
2. American Petroleum Institute 
3. Sodium Dodecyl Sulfate
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آناليز خاک

پــس از جــدا کــردن محلــول شستشــو در مرحلــه 
بشــر  تــه  در  ماســه  و  فرآينــد شستشــو، شــن  اول 
ــی  ــرای بررس ــاک ب ــز خ ــار آنالي ــن ب ــد. اي باقی می مان
باقی مانــده در شــن و ماســه صــورت  نفــت  مقــدار 
 40  cc محلــول شستشــو،  آناليــز  مشــابه  می گيــرد. 
 10 min نرمــال هگــزان بــه خــاک تزريق کــرده و پــس از
ــزان  ــال هگ ــزن مغناطيســی، نرم ــن روی هم ــرار گرفت ق
ــود  ــه را در خ ــن و ماس ــده در ش ــت باقی مان ــدار نف مق
حــل می کنــد و در فــاز بــالا قــرار می گيــرد ســپس فــاز 
ــوج nm 297  جــذب آن  ــالا را برداشــته و در طــول م ب
ــا  ــود ت ــری می ش ــپکتروفوتومتر اندازه گي ــتگاه اس ــا دس ب
ــود  ــت موج ــدار نف ــيون مق ــی کاليبراس ــيله منحن به وس
در شــن و ماســه اندازه گيــری شــود. بــرای به دســت 
غلظت هــای  ابتــدا  کاليبراســيون  منحنــی  آوردن 
مختلفــی از نفــت خــام در نرمــال هگــزان تهيــه و 
                                                                         297 nm بعــد از آن جــذب نمونه هــا در طــول مــوج
ــری شــد. شــکل 2 نمــودار کاليبراســيون نفــت  اندازه گي

ــد.  ــان می ده ــزان نش ــال هگ ــام را در نرم خ
ــيله  ــاک به وس ــام از خ ــت خ ــذف نف ــد ح ــبه درص محاس

ــتی  ــيميایی و زیس ــورفكتانت ش س

ــول شســت  ــز محل ــای حاصــل از دو آنالي جــذب نمونه ه
ــرای بيوســورفکتانت رامنوليپيــد  و شــو و آناليــز خــاک ب
ــتگاه طيف ســنجی  ــيميايی توســط دس و ســورفکتانت ش
ــی  ــط منحن ــه خ ــتن معادل ــا داش ــد. ب ــت ش ــوری ثب ن
محاســبه  نمونه هــا  در  نفــت  غلظــت  کاليبراســيون 
ــت  ــذف نف ــد ح ــت آوردن درص ــرای به دس ــود. ب می ش

ــود.  ــتفاده می ش ــه 2 اس ــام از رابط خ

)2(

نتایج و بحث 
بررسی منحنی توليد رامنوليپيد 

پــس از يــک هفتــه از قرارگيــری محيــط کشــت در 
ــه از آن بيشــترين  ــری روزان ــور و نمونه گي ــيکر انکوبات ش
مقــدار توليــد رامنوليپيــد و زيســت تــوده به ترتيــب 4/3 
و g/l 11/49 به دســت آمــد. همچنيــن نتايــج نشــان داد 
کــه روغــن آفتاب گــردان توســط باکتــری به خوبــی 
مصــرف شــد و از 120 بــه g/l 3/2 رســيد. بــا توجــه بــه 
 72 hr ــا ــد ت ــورفکتانت رامنوليپي ــد بيوس ــکل 3، تولي ش
بســيار ناچيــز بــوده و پــس از hr 96 توليــد آن افزايــش 
ــه منحنــی به دســت  ــا توجــه ب يافتــه اســت. همچنيــن ب
ــه  ــته ب ــد وابس ــد رامنوليپي ــت تولي ــوان گف ــده می ت آم

رشــد باکتــری اســت.
تایيــد توليــد رامنوليپيــد بــا اســتفاده از آناليــز كروماتوگرافی 

)TLC( ــازک لایه ن

کروماتوگرافــی لايــه نــازک يکــی از آناليزهــای شناســايی 
اجــزای يــک ترکيــب اســت. در ايــن پژوهــش مشــاهده 
ــا قــرار گرفتــن کاغــذ TLC در بشــر، فــاز  گرديــد کــه ب
متحــرک شــروع بــه حرکــت می کنــد و روی کاغــذ نقــاط 
ــش  ــن آزماي ــج اي ــد. نتاي ــای می گذارن ــگ را به ج زرد رن
در شــکل 4 نشــان داده شــده اســت. مقــدار فاکتورهــای 

ــن آزمايــش 0/83 و 0/38 به دســت آمــد. تاخيــر در اي

شکل 2 نمودار کاليبراسيون نفت رقيق شده در نرمال هگزان
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شکل 3 منحنی رشد باکتری

شکل 4 آناليز TLC بيوسورفکتانت رامنوليپيد

رامنوليپيد نوع 1

رامنوليپيد نوع 3
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روغن زيست توده رامنوليپيد 

مقايســه ايــن اعــداد بــا فاکتورهــای تاخيــر نمونــه 
اســتاندارد در جــدول 2 نشــان می دهــد کــه اعــداد 
به دســت آمــده مربــوط بــه رامنوليپيدهــای نــوع 1 و 
ــه  ــت ک ــه گرف ــوان نتيج ــن می ت ــت ]14[. بنابراي 3 اس
باکتــری P.aeruginosa توانايــی توليــد بيوســورفکتانت 

رامنوليپيــد نــوع 1 و 3 را دارد.
 FTIR بررسی توليد رامنوليپيد با استفاده ازطيف سنجی

بيوســورفکتانت   FTIR آناليــز  بــه  مربــوط  نتايــج 
ــه  ــت. ک ــده اس ــان داده ش ــکل 5 نش ــد در ش رامنوليپي
 2926/77  cm-1 و   2856/06 در  موجــود  جذب هــای 
 CH3 و   CH2 در  به ترتيــب   C-H پيونــد  بــه  مربــوط 
ــی  ــود در cm-1 3423/24 ناش ــن موج ــک په ــت. پي اس
ــود در  ــذب موج ــيل و ج ــروه هيدروکس ــد O-H گ از پيون
1742/60 وcm-1 1460/82نشــان دهنده پيونــد C=O و 
C=C اســت. همچنيــن پيوندهــای مربــوط بــه O-C-O در 

ــا  ــی پيونده ــد. تمام cm-1 1127/28 جــذب نشــان داده ان

ــا  ــت. ب ــتاندارد اس ــد اس ــاختار رامنوليپي ــا س ــق ب مطاب
ــت  ــوان گف ــج TLC و FTIR می ت ــد نتاي ــه تايي ــه ب توج
ــت.  ــده اس ــد ش ــق تولي ــن تحقي ــد در اي ــه رامنوليپي ک
حــاوی  ســوپرناتانت  كشش ســطحی  اندازه گيــری 

بيوســورفكتانت رامنوليپيــد توليــد شــده

ــد )ســوپرناتانت(  ــی از رامنوليپي ــای مختلف ــدا غلظت ه ابت
اندازه گيــری  آنهــا  کشش ســطحی  گرديــد  تهيــه 
ــد  ــف رامنوليپي ــای مختل ــر غلظت ه ــکل 6 تاثي ــد. ش ش
نتايــج  می دهــد.  نمايــش  کشش ســطحی  روی  را 
به دســت آمــده نشــان می دهــد کــه کشش ســطحی 
 mN/m بــه  از 69  )ســوپرناتانت(  رامنوليپيــد  محلــول 
کم تريــن  نمــودار  بــه  توجــه  بــا  می رســد.   26/8
غلظــت بيوســورفکتانت کــه پــس از آن تغييــری در 
                                                                                       )CMC(  525  mg/L نشــد،  مشــاهده  کشش ســطحی 

آمــد. به دســت 
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جدول 2 فاکتور تاخير برای رامنوليپيدهای مختلف ]14[

نوع رامنوليپيدفاکتور تاخير )Rf( رامنوليپيد استانداردفاکتور تاخير )Rf( رامنوليپيد توليد شده در اين تحقيق

0/830/65RL1

-0/48RL2

0/380/31RL3

-0/14RL4

PTCC 1340 P.aeruginosa بيوسورفکتانت رامنوليپيد از باکتری FTIR شکل 5 طيف جذبی آناليز

شکل 6 نمودار کشش سطحی برحسب غلظت محلول سوپرناتانت حاوی بيوسورفکتانت رامنوليپيد
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مهم تريــن  رشــد،  محيــط  کشش ســطحی  کاهــش 
ــطحی  ــت. کشش س ــورفکتانت اس ــد بيوس ــخصه تولي مش
توســط  کــه  بيوســورفکتانت  مولــد  ســويه های 
پژوهشــگران ارائــه شــد توانســت کشش ســطحی را از 
72 بــه mN/m 30 کاهــش دهــد. همچنيــن در پژوهشــی 
از  رامنوليپيــد  بيوســورفکتانت  کشش ســطحی  ديگــر 
53 بــه mN/m 29 رســيد ]15[. همچنيــن تغييــرات 

ــک  ــف نم ــای مختل ــه غلظت ه ــبت ب ــطحی نس کشش س
NaCl در محلــول رامنوليپيــد بررســی شــد. نتايــج نشــان 

داد کــه بــا افزايــش غلظت هــای NaCl از 2% تــا %15 
وزنــی در محلــول رامنوليپيــد، کشش ســطحی تغييــر 
محسوســی نداشــته و همچنــان پايــداری خــود را حفــظ 

می کنــد.
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بيوســورفكتانت  امولســيون كنندگی  قابليــت  بررســی 
 E24 ــه روش ــده ب ــد ش تولي

توانايــی امولســيون کنندگی معيــاری بــرای نشــان دادن 
توانــای بيوســورفکتانت در امولسيون ســازی هيدروکربن هــای 
مختلــف اســت. در ايــن پــروژه امولســيون کنندگی در حضــور 
نفــت خــام کــه مجموعــه ای از هيدروکربن هــا اســت، 
ــداری  ــظ پاي ــار امولســيون کنندگی حف بررســی شــد. معي
ــی از  ــت. يک ــکيل اس ــس از تش ــان hr 24 پ ــدت زم در م
فاکتورهــای بســيار مهــم در فرآيندهــای صنعتــی تعييــن 
ميــزان پايــداری در حالــت تعليــق اســت و ايــن پايــداری 
ــش،  ــن آزماي ــت. در اي ــر اس ــد بهت ــتر باش ــه بيش ــر چ ه
 24 hr شــاخص تعليــق بــرای رامنوليپيــد توليــدی پــس از
ــج  ــد. نتاي ــری ش ــس از آن اندازه گي ــن 15 روز پ و همچي
نشــان داد کــه ســوپرناتانت توليــدی توانايــی خوبــی بــرای 
امولسيون ســازی نفــت خــام دارد و پايــداری ايــن حالــت 
امولســيون تــا 15 روز پــس از آزمايــش باقی می مانــد. 
ــه  ــود ک ــی نم ــوان پيش بين ــج می ت ــه نتاي ــه ب ــا توج ب
ــازی  ــرای پاک س ــی ب ــن بيوســورفکتانت پتانســيل خوب اي
ــط  ــه محي ــش از دو نمون ــن آزماي ــام دارد. در اي ــت خ نف
ــا  کشــت و ســوپرناتانت باکتــری اســتفاده شــده اســت. ب
ــه  ــن نتيج ــه اي ــوان ب ــش می ت ــاهده و مقايســه آزماي مش
رســيد کــه ســوپرناتانت باکتــری بــا ايجــاد 56% شــاخص 
ــا  ــری ب ــاوی باکت ــت ح ــط کش ــازی و محي امولسيون س

62% شــاخص امولسيون ســازی، نتيجــه خوبــی را از خــود 
ــه نمايــش گذاشــتند.  ب

 بررســی قــدرت كنارزنــی نفــت خــام از روی آب توســط 
)Oil Spreading( ــورفكتانت بيوس

در ايــن آزمايــش مشــاهده شــد کــه پــس از اضافــه کــردن 
ــه  ــروع ب ــام ش ــت خ ــد، نف ــاوی رامنوليپي ــوپرناتانت ح س
کنــار رفتــن از روی آب می کنــد. شــکل 7 نتايــج را پــس 
از 5ا، min 10 و همچنيــن hr 24 را نشــان می دهــد. 
ــت  ــوان گف ــی می ت ــن ويژگ ــه اي ــه ب ــا توج ــن ب بنابراي
ــرای  ــی ب ــی خوب ــده دارای تواناي ــد ش ــد تولي رامنوليپي
کنــار زدن نفــت خــام از روی آب اســت کــه می توانــد در 
ــورد  ــت م ــت نف ــد ازدياد برداش ــی مانن ــای صنعت کاربرده

ــرد. ــرار  گي اســتفاده ق
ــا اســتفاده از  ــاک ب ــت خــام از خ ــی پاک ســازی نف بررس

 SDS ــورفكتانت س

4 غلظــت مختلــف )CMC(، 0/1، 0/23، 0/35 و %0/5 
وزنــی بــه حجمــی از ســورفکتانت SDS مــورد بررســی قرار 
ــده شــده از دســتگاه  ــه جــذب خوان ــا توجــه ب گرفتنــد. ب
طيف ســنج نــوری و بــا اســتفاده از معادلــه خــط منحنــی 
ــد.  ــا به دســت آم ــت در نمونه ه ــيون، غلظــت نف کاليبراس
بــا توجــه بــه شــکل 8 بيشــترين مقــدار حــذف نفــت خــام 

92/76% اســت.

شکل 7 ايجاد لايه نفتی روی آب و تشکيل ناحيه شفاف روی لايه نفتی پس از افزودن سوپرناتانت حاوی رامنوليپيد

پس از اضافه شدن رامنوليپيد محلول شاهد )آب مقطر و نفت خام(

 5 min بعد از

 10 min بعد از يک روزبعد از
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SDS شکل 8 نمودار درصد حذف نفت خام برحسب غلظت سورفکتانت
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بــا توجــه بــه دو مکانيــزم تحــرک و حاليــت کــه به ترتيب 
در غلظت هــای پاييــن و بــالای CMC اتفــاق می افتــد. بــا 
ــوان  ــز SDS می ت ــده از آنالي ــج به دســت آم مشــاهده نتاي
گفــت کــه هــر دو مکانيــزم در عملکــرد ايــن ســورفکتانت 
ــک  ــه ي ــام ب ــت خ ــذف نف ــازی و ح ــور جداس ــه منظ ب
انــدازه تاثيــر داشــتند، بــا اين حــال مکانيــزم حاليــت در 
ســورفکتانت SDS تاثيــر بيشــتری در جداســازی و حــذف 

نفــت خــام از خــاک را دارد.
توســط  خــاک  از  خــام  نفــت  پاک ســازی  بررســی 

رامنوليپيــد  بيوســورفكتانت 

شــکل 9 درصــد حــذف نفــت خــام را توســط رامنوليپيــد 
ــد.  ــان می ده نش

شکل 9 نمودار درصد حذف نفت خام از خاک برحسب 
غلظت های رامنوليپيد
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همچنيــن مشــاهده می شــود کــه بيشــترين حــذف نفــت 
خــام 75% بــود کــه در غلظت g/L 1/05 حاصل شــد. اوروم 

و همــکاران نيــز بــا بررســی بيوســورفکتانت رامنوليپيــد در 
ــور همــزن دار  ــک راکت حــذف نفــت خــام از خــاک در ي
ــه بازدهــی حــدود 80% رســيدند ]16[.  هوادهــی شــده ب
ســاير پژوهشــگران همچــون دشــپند و همــکاران نيــز بــا 
انجــام بررســی ها نشــان دادنــد کــه شــوينده های آنيونــی 
به دليــل ايجــاد نيــروی دافعــه ســر آبدوســت ســورفکتانت 
ــوند،  ــاک می ش ــذب خ ــر ج ــاک، کمت ــطح ذرات خ و س
از ايــن رو بــرای شســت و شــوی خــاک مناســب ترند 
]17[. نتايــج به دســت آمــده نشــان می دهــد کــه حــذف 
ــد  نفــت خــام از خــاک توســط بيوســورفکتانت رامنوليپي
توســط دو مکانيــزم جــدا از هــم تحــرک و انحــال 
اســت. در غلظت هــای پاييــن CMC مونومرهــا در ســطح 
ــد و  ــدا می کنن ــع پي ــاک/ آب تجم ــاک و خ ــده/ خ آلاين
ــش  ــطحی کاه ــا، کشش س ــت مونومره ــش غلظ ــا افزاي ب
يافتــه و پديــده تحــرک رخ می دهــد. پديــده انحــال نيــز 
ــت  ــت، حالي ــاده اس ــاق افت ــت CMC اتف ــالای غلظ در ب
باعــث انتقــال ذرات آلاينــده بــه داخــل بخــش آب گريــز 
طريــق  ايــن  از  و  شــده  بيوســورفکتانت  ميســل های 
ــش  ــل ها افزاي ــداد ميس ــش تع ــا افزاي ــت ب ــدرت حالي ق
ــالای رامنوليپيــد  ــه پتانســيل ب ــا توجــه ب ــه اســت. ب يافت
ــن  ــودن اي ــتی ب ــاک، زيس ــت از خ ــازی نف ــرای پاک س ب
ســورفکتانت و توانايــی توليــد از منابــع ارزان قيمــت، 
می تــوان ايــن بيوســورفکتانت را در صنايــع مختلــف 

ــنهاد داد.  ــت محيطی پيش ــای زيس ــرای کاربرده ب
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توليــد  اهميــت  بــه  توجــه  بــا  مطالعــه  ايــن  در 
ــع  ــا در صناي ــاد آنه ــتفاده های زي ــورفکتانت ها و اس بيوس
مختلــف، توليــد رامنوليپيــد به عنــوان يکــی از مهم تريــن 
بيوســورفکتانت ها مــورد بررســی قــرار گرفــت. از باکتــری 
ــورفکتانت  ــد بيوس ــرای تولي P.aeruginosa PTCC 1340 ب

ــدل بومــی جهــت رســيدن  ــک م ــوان ي ــد به عن رامنوليپي
بــه دانــش فنــی آن اســتفاده شــد. نتايــج و بررســی هــای 
ــورفکتانت  ــه بيوس ــان داد ک ــق نش ــن تحقي ــل از اي حاص
توليــدی دارای پتانســيل خوبــی در کاهش کشش ســطحی 
ــی  ــداری خوب ــت و پاي ــه mN/m 26/8 اس از mN/m 69 ب
ــر  ــد. حداکث ــان می ده ــطحی نش ــش کشش س را در کاه
توســط  خــام  نفــت  بــه  آلــوده  خــاک  پاک ســازی 
ســوپرناتانت رامنوليپيــد 75/17% به دســت آمــد و توليــد 

 TLC آزمايش هــای  بــا  رامنوليپيــد  بيوســورفکتانت 
ــق  ــن تحقي ــج اي ــت. نتاي ــرار گرف ــد ق ــورد تايي و FTIR م
ــازی  ــورفکتانت و پاک س ــد بيوس ــه تولي ــد در زمين می توان
نفــت خــام مــورد توجــه محققيــن و صنايــع قــرار گيــرد. 

تشكر و قدردانی

ــش  ــش و پخ ــی پالاي ــرکت مل ــه از ش ــندگان مقال نويس
ــن  ــی اي ــت مال ــران به خاطــر حماي ــی اي فرآورده هــای نفت
ــی  ــرارداد شــماره k-95-020( تشــکر و قدردان ــروژه )ق پ
ــود را از  ــی خ ــب قدردان ــن مرات ــود. همچني ــژه می ش وي
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مراجع

]1[. امانــی ح.، "توليــد بيوســورفکتنت هــای رامنوليپيــد بــه منظــور کاربــرد در فرآينــد ازديــاد برداشــت نفــت ،" نشــريه 
شــيمی و مهندســی شــيمی ايــران، دوره 32، شــماره 1، صفحــات 73-83، 1392.

[2]. Rodrigues L., Moldes A., Teixeira J. and Oliveira R., “Kinetic study of fermentative biosurfactant production by 

lactobacillus strains”, Biochemical Engineering Journal, Vol. 28, No. 2, pp. 109-116, 2006.

[3]. Muller M. M., Hormann B., Syldatk C. and Hausmann R., “Pseudomonas aeruginosa PAO1 as a model for 

rhamnolipid production in bioreactor systems”, Applied Microbiology and Biotechnology, Vol. 87, No. 1, pp. 167-

174, 2010. 

[4]. Mulligan C. N., Sharma S. K. and Mudhoo A., “Biosurfactants:research trend and applications”, 1st ed., CRC 

Press, 2014.

[5]. Amani H., Muller M. M., Syldatk C. and Hausmann R., “Production of microbial rhamnolipid by pseudomonas 

aeruginosa MM1011 for ex situ enhanced oil recovery”, Applied Biochemistry and Biotechnology, Vol. 170, No. 5, 

pp. 1080-1093, 2013. 

[6]. Gonzalez R. and Gracida J., “Rhamnolipids Production from Renewable Sources and their Application in 

Surfactant-Enhanced Biodegradation of Petroleum Hydrocarbons Present in a Crude-Contaminated Soil”, SciFed 

Journal of Fermentation & Microbial Technology, 2018.

[7]. Guerra-Santos L., Kappeli O. and Fiechtes A., “Pseudomonas aeruginosa biosurfactant production in continu-

ous culture with glucose as carbon source”, Appl. Environ, Microbial, Vol. 48, No. 2, pp. 301-305, 1984.

[8]. Al Bahri M., Calvo L., Gilarranz M. A. and Rodriguez J., “Activated carbon from grape seeds upon chemical 

activation with phosphoric acid: Application to the adsorption of diuron from water”, Chemical Engineering Journal, 

Vol. 203, pp. 348-353.  



147بررسی پاک سازی خاک ...

[9]. Rosen M. J. and Kunjappu J. T., “Surfactant and interfacial phanomena”, 4th ed., A John Wiley and Sons Inc., 

2012.

[10]. Ceschia E., Switchable surfactants for soil remediation, MSc. Thesis. 2011.

[11]. Chu W. and Chan K. H., “The mechanism of the surfactant-aided soil washing system for hydrophobic and 

partial hydrophobic organics,” Science of The Total Environment, Vol. 307, No. 1, pp. 83-92, 2013. 

[12]. Uzoigwe C., J. Ennis C., K. S. M. and Rahman P., “Production of Biosurfactants using Eco-friendly Microor-

ganisms”, Environmental Sustainability, 2015.

[13]. Helmi W., Sarinah B., Murni H., Ahmad Firdaus B. L., Arbakaria B. A. and Oi-Ming L., “Production of Rham-

nolipids by Locally Isolated Pseudomonas aeruginosa using Sunflower Oil as Carbon Source”, Vol. 5, No. 1, pp. 

1-6, 2017. 

[14]. Lan G., Fan Q., Liu Y., Chen CH., Li G., Liu Y. and Yin X., “Rhamnolipid production from waste cooking oil 

using pseudomonas SWP-4”, Biochemical Engineering Journal, Vol. 101, pp. 44-54, 2015. 

[15]. Zulfigar A. R., Muhammad S.Kh., Zafar M. Kh. and Asma R., “Production of biosurfactant using different hydro-

carbons by pseudomonas aeruginosa EBN-8 mutant”, Journal of Biosciences Zeitschrift für Naturforschung C, Vol. 

61, No. 2, 2006.

[16]. Urum K., Pekdemir T. and Gopur M., “Optimum conditions for washing of crude oil-contaminated soil with 

biosurfactant solutions”, Vol. 81, No. 3, pp. 203-209, 2003.

[17]. Deshpandia S., Shiaua B. J., Wadea D., Sabatinia D. A. and Harwellb J. H., “Surfactant selection for enhanc-

ing ex situ soil washing”, Water Research, Vol. 33, No. 3, pp. 351-360, 1999.



Petroleum Research
Petroleum Research 2019 (June-July), Vol. 29, No. 105, 41-43

DOI: 10.22078/pr.2018.2937.2374

Investigation of Bio clean-up of Crude 
oil-contaminated Soil using Rhamnolipid 

Biosurfactant
Shokoufeh Malek Mahmoodi1, Hossein Amani1*, Seyed Morteza Hosseini1 and Hasan Kariminezhad2

1. Department of Biotechnology, Faculty of Chemical Engineering, Babol Noshirvani University of Technology, Iran

2. Department of physics, Faculty of Basic Sciences, Babol Noshirvani University of Technology, Iran

hamani@nit.ac.ir

DOI: 10.22078/pr.2018.3356.2541

Received: May/10/2018           Accepted: November/25/2018

INTRODUCTION
Today, the production and consumption of 

biological materials has increased considerably 

due to biocompatibility [1]. These materials 

are widely used in the agricultural, cosmetic, 

food, pharmaceutical, oil and environmental 

industries [2]. The most important characteristic 

of biosurfactants is low toxicity, biodegradability, 

high surface activity, better performance in 

hard conditions (high pH, saline, and high 

temperatures), low concentrations of CMC, 

availability of raw materials Production 

and control of environmental pollution [3]. 

Rhamnolipid biosurfactant is produced from 

Pseudomonas aeruginosa bacteria and used to 

remove oil contamination soil [4]. The purpose 

of this paper is to investigate the purification of 

soil contaminated with crude oil by using the 

rhamnolipid biosurfactant from P. aeruginosa 

PTCC 1340. 

MATERIALS AND METHODS
BACTERIA CULTURING
P.aeruginosa PTCC 1340 was prepared from 

the Persian type culture collection. LB1 medium 

was used as a pre-culture for the production 

of rhamnolipid. In addition, 100 ml of LB was 

autoclaved for 20 minutes at 121 °C. After 

inoculation into the pre-culture medium, the 

solution was placed in a shaker incubator for 

24 hours at 37 °C and 150 rpm. In this study, 

solutions 1, 2, and 3 are separately autoclaved 

according to Table 1. The solution 4 is sterilized 

due to the sensitivity to heat by 0.22-micron 

syringe filter [5]. 

Solutions 1 and 3 are mixed equally, and then 

sunflower oil are added to them at sterile 

condition. Finally, 1 ml of solution 4 is added to 

flask. 

1. Lysogeny Broth
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EXTRACTION OF RHAMNOLIPID BIO-
SURFACTANT
Equal volume of Normal hexane and culture me-

dium was combined to be centrifuged at a rate of 

4600 rpm for 20 minutes. 

The aqueous phase is separated, and H3PO4 is 

added to reach the pH values which are equal 

to 2 to 3. Then, it is combined in a ratio of 

1.25 with ethyl acetate and centrifuged for 20 

minutes at 4600 rpm. Finally, the organic phase 

is separated and evaporated in an evaporator at 

a temperature of 50 and rate of 2000 rpm, ethyl 

acetate evaporated, and the yellow liquid of the 

rhamnolipid remained. 

1. Retention Factor 

METHOD OF THIN LAYER 
CHROMATOGRAPHY ANALYSIS
Thin layer chromatography (TLC) was used to 

prove the rhamnolipid production. The sample 

of biosurfactant was spotted on TLC. Finally, 

the TLC entered the moving phase including 

chloroform: methanol: acetic acid, with a volume 

ratio (2:15:65). When the moving phase reaches 

the end of the TLC paper, it is removed from 

the moving phase and placed in the detector 

solution containing sulfuric acid: acetic acid, with 

a volume ratio (50: 1). After 10 minutes, it was 

removed and dryed at 150 °C. Finally, the yellow 

rhamnolipid appeared on the paper. Equation 1 

is used to calculate the delay factor (Rf) 1. 

                     (1)

Table 1: Culture media for rhamnolipid production.
            Solution 1        Solution 2  Solution 3               Solution 4

compoundConcentration(g/l)com-
poundConcentration(g/l)com-

poundConcentration(g/l)compoundConcentration(g/l)

MgSO4 
.7H2O

0.05Sunflow-
er oil120NaH2PO4.

2H2O
23C7H5NaO7 

.2H2O
2

KCl0.1--Na2HPO4.
2H2O

11FeCl3 
.6H2O

0.28

NaNO31.5----ZnSO4 
.6H2O

1.4

------CoCl2 
.5H2O

1.2

------CuSO4 
.5H2O

1.2

------MnSO4.
H2O

0.8

CRUDE OIL REMOVAL FROM THE 
SOIL BY PRODUCED RHAMNOLIPID
Oil removal was recorded by spectroscopy. The 

concentration of oil in the samples calculated 

with the calibration curve and Equation 2 was 

used to obtain the percentage of removal of 

crude oil.

                                                                                   (2)

RESULTS AND DISCUSSION 
The highest amount of rhamnolipid was 

obtained 11.49 g/l after 144 h. The result of 

the TLC is shown in Fig. 1.  According to Figure 

1, P.aeruginosa has the ability to produce 

rhamnolipid biosurfactant types 1 and 3. The 

result showed that the Maximum purification 

of crude oil contaminated soil was achieved by 

75.17% Rhamnolipid solution. 
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Figure 1: TLC analysis.

In addition, the results showed that Rhamnolipid 

supernatant eliminated 75.17% of the crude oil 

in the soil, while the highest removal efficiency 

of the crude oil from the soil was 76.92% by SDS 

surfactant. According to the successfull results, it 

can be suggested that the produced rhamnolipid 

biosurfactant can be used as an alternative to 

chemical surfactants in various industries.

CONCLUSIONS
In this study, by considering the importance 

of producing biosurfactants and their high 

utilization in different industries, the production 

of rhamnolipid as one of the most important 

biosurfactants was studied. The production of 

rhamnolipid biosurfactant was confirmed by 

TLC tests. According to our results, rhamnolipid 

eliminated 75.17% of the crude oil in the soil. 

Therefore, we can propose that the produced 

rhamnolipid can be used as an alternative to 

chemical surfactants in various industries. Finally, 

the results of this research can be considered by 

researchers and industry in the field of crude oil 

removal from contaminated soil.
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