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  1388، زمستان 1/74، شماره 19جلد 

  
  

ها در مطالعه موردي و امكان سنجي استفاده از روش  ارزيابي نقش باسيلوسها در توليد بيو سورفاكتانت
  ازدياد برداشت ميكروبي در سازند آسماري در ميدان نفتي بي بي حكيمه

  
  

 *عبا س اخوان سپهي

 ، تهران، ايراندانشگاه آزاد اسلامي، گروه ميكروبيولوژي، واحد تهران شمال

  طفاييراشل مص
 ، تهران، ايراندانشگاه آزاد اسلامي، احد تهران شمالزمين شناسي نفت، وگروه 

  
  16/10/88: تاريخ پذيرش            29/10/87: تاريخ دريافت  

  
 چكيده 

 نفتي در سال هاي اخير مخازن نفتي دچار افت شديد فشار شده اند چاه هايباتوجه به قدمت توليد : مقدمه
وهش باتوجه به شرايط ساختماني، پارامترهاي مخزني، موقعيت زمين شناسي، مشخصات به همين منظور در اين پژ

 .مطالعه موردي بر روي ميدان بي بي حكيمه صورت گرفت... بيولوژيكي مخزن و

توليد بيوسورفاكتانت در  و معرفي  بهترين سويه، شرايط بهينه رشدو  از انجام اين پژوهش بررسي : هدف
 .بود  Ex situت  ن آسماري به صورخزم

 براي اين منظور يك نمونه باسيلوس با مقاومت گرمايي بالا جداسازي و انتخاب شد و :روش بررسي
پس از مطالعات مورفولوژي، بيوشيميايي و توانايي توليد بيوسورفاكتانت در اين سويه مورد بررسي قرار گرفت 

 ، مقاومت گرمايي shaker،دما ،دور pH كربن،ازت، جهت توليدبيوسورفكتانت از نظر مقدار بهترين شرايطژنتيكي 
 . قرار گرفتارزيابيمورد ... و

 در ميدان مورد مطالعه ضخامت متوسط قرار گيري سازند آسماري در يال شمالي تاقديس ميدان بي :نتايج
به موقعيت  متر و متوسط درجه حرارت در مخزن آسماري نسبت به ساير ميادين با توجه 450بي حكيمه در حدود  

ساختماني كاهش قابل توجهي را نشان مي دهد و شرايط بهينه جهت اجراي عمليات ازدياد برداشت ميكروبي 
 Bacillusر  مورد نظ هاي بيوشيميايي و ژنتيكي باكتري با توجه به نتايج مورفولوژيكي، تست. قلمداد مي شود

                                                           
   ir.Tco@Bioabbas  :عهده دار مكاتبات *
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licheniformis  هاي كشت سويه  براي محيطحداقل مقادير كشش سطحي به دست آمده . استBacillus 

licheniformis   جداسازي شدهmN/m30هاي مولد بيوسورفكتانت   در مقايسه با مقاديري كه براي ساير باكتري
  مورد  سويه.  است براي سويه فوق آلي نفت خام بهترين منبع كربن. گزارش شده در حد كاملاً قابل قبولي قرار داد

 ضريب .باشد  مي5/7 تا 5/6 بين pHدر به توليد بيوسورفكتانت بوده ولي بهترين توليد   قا8 الي pH 6مطالعه در
 سديم نيترات بهترين منبع نيتروژن براي توليد .بدست آمد%  SBB5 91 بهترين سويه امولسيفيكاسيون 

از . بوده است mN/m30بيوسورفكتانت بوده به طوري كه در اين منبع سويه قادر به كاهش كشش سطحي به اندازه 
 . باشد  ميmN/m30طرفي ساكارز و گلوگز به ويژه ساكارز قادر به كاهش كشش به ميزان 

 كاهش فشار مخزني، موقعيت ساختماني  و شرايط پتروفيزيكي حاكم در ميدان نفتي از نظر :نتيجه گيري
ل هاي گذشته به در مخزن مورد مطالعه حكمفرماست و در طي سا Dual  مخزن سيستم رانش  PVTمشخصات 

 به وجود آمده  Gas conning و  Water conningافت فشار از نوع  علت افت فشار در هر دو سيستم رانش 
 شديدتر است به همين سبب تامين فشار مخزن و جلوگيري از كاهش فشار افزوده Gas conningاست ولي پديده 

  120 تا  65دما در مخزن آسماري در بازه گرمايي . ايدمخزن مي تواند نقش به سزايي در افزايش عمر مخزن ايفا نم
. درجه قرار گرفته است به همين سبب در شرايط مذكور امكان رشد باسيلوس به لحاظ شرايط مخزني برقرار است

سازند آسماري داراي شكستگي هاي متعددي است و از نظر تراوايي در وضعيت مناسبي قرار دارد ميزان تخلخل و 
  .  درصد است50درصد و كمتر از 7ر چاه هاي مختلف در سازند مورد مطالعه به ترتيب بيش از اشباع آب د

  
  

   .ميدان نفتي بي بي حكيمه، مخزن آسماري و ازدياد برداشت :واژه هاي كليدي
   

  قدمهم
يگـر  به بيـان د   . ا مي باشد  كشور ما از لحاظ منابع گازي و نفتي به ترتيب مقام سوم وچهارم را در جهان دار                

 تريليـون فـوت     971( درصد كل گاز كـشف شـده جهـان           16و  )  بيليون بشكه  5/132( درصد كل نفت كره زمين       10
در ) مسجد سليمان (تاريخچه توليد اقتصادي نفت در خاورميانه با اكتشاف مخزن نفتي           ) 1 (.در ايران قرار دارد   ) مكعب
و عربـستان صـعودي     ) 1937(يـادين نفتـي در كويـت        در سال هاي بعد اكتشافات با م      .  در ايران آغاز شد    1908سال  

 قسمت اعظم مخازن ايران در پهنه زمين شناسي زاگرس و حوضه خليج هميشه فـارس واقـع              )2 (.تادامه ياف ) 1938(
كشور نيز اكتشافاتي صـورت گرفتـه اسـت و هـم            ) دشت مغان (و شمال غرب    ) كپه داغ (در شمال شرق    . شده است 

 درصد مخازن ايـران جـزء مخـازن       43در حدود   . فتن مخازن جديدتر در حال انجام است      اكنون پي جويي ها براي يا     
صـرفاً از لحـاظ تعـداد مخـازن و          .  مخزن گازي و نفتي اسـت      64بزرگ و بسيار بزرگ رده بندي مي شوند كه شامل           

نگي مـي باشـند    درصد ماسه س10 درصد مخازن بزرگ ايران كربناته و 90بدون توجه به حجم هيدروكربورها تقريباً      
 به نظر مي رسد از لحاظ حجـم   )3( درصد آن گازي مي باشد     87/46 درصد مخازن بزرگ نفتي و         12/53از اين تعداد    

ميكروب هـا در ازديـاد    استفاده از .  صادق باشد1 به 9هيدروكربوري نيز نسبت مخازن كربناته به ماسه سنگي تقريباً 
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 1946در سـال  .  به صورت مكتـوب ثبـت شـده اسـت     Davis  1913 اولين بار در سال MEOR  برداشت نفت

Zobell      فرايندي جهت باز يافت ثانويه نفت با استفاده از ميكروب هاي بي هوازي ومكانيزم انحـلال مـواد معـدني
 در يكـي از ميـادين آركـانزاس    1954در سـال  MEOR اولين آزمايش ميـداني ازديـاد برداشـت   . سولفاتي ثبت كرد

زان قيمـت ايـن روش   ليل در دسترس بودن منابع نفتـي ار ا با وجود موفق بودن روش مذكور به د ام .صورت گرفت
 مجدداً به دليل ناپايداري قيمت نفت و گرايش به بيو تكنولوژي اين شيوه مورد توجه   1970در دهه   . كنار گذاشته شد  

لـف ايـن روش متـداول شـد در       به بعد به دليل افزايش قيمـت نفـت در كـشورهاي مخت            1980از سال   . قرار گرفت 
 آغاز شده است و در كشور مـا نيـز تحقيقـات      MEOR سال قبل فعاليت هاي      13كشورهاي حوضه خليج فارس از      

اما به دليل عمق زياد مخازن و درجه حـرارت بـالا نفـت در ايـن                 . متعددي در طي ده سال اخير صورت گرفته است        
  .مخازن تحقيقات به مرحله صنعتي نرسيده است

  صات كلي ميدان بي بي حكيمهمشخ
ساختمان ژئوفيزيكي بي بي حكيمه واقع در ناحيه دزفول جنوبي در شمال تاقديس هاي كيلور كريم و سياه                  

 جنوب شرقي در امتداد ساختمان هاي       –مكان در جنوب تاقديس خير آباد گرنگان و چلينگر و با روند شمالي غربي               
 جوانترين رخنمـون سـطح ايـن تاقـديس سـازند بختيـاري و               )2 ().1-شهنق(سولابدر و رگ سفيد واقع گرديده است        

 كيلـومتر مخـزن     8 در   75در ساختمان بي بي حكيمه سازند آسماري با ابعاد          . قديمي ترين آن سازند ميشان مي باشد      
و   و  داراي د    )3( كشف گرديـد   1340ميدان مذكور در سال     . اصلي و سروك دومين مخزن بهره ده اين ميدان مي باشد          

). 2-نقـشه  (دو مخزنياد شده در ارتباط فشارشي يكديگر قـرار دارنـد   . سازند مخزني آسماري و گروه بنگستان است     
سازند آسماري يكي از افق هاي پراهميت مخزني است كه از عراق به سمت ايران گسترش يافته است و در حاشـيه                      

و در عـراق  ) 1-شـكل ( ظه اي كاسته شده اسـت شمالي خليج فارس از ضخامت سازند آسماري به مقدار قابل ملاح
 تغيير نام داده است ولي ليتولوژي آن به طور كلي شبيه ايران است و داراي فسيل  Jirobسازند آسماري به نام سازند      

ــه ســن ميوســن پــسين شــاخص    Neoalveolina melo curdica, Nummulites intermedius ب

Austrollina howchini  است... و.  
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  زمين شناسي ساختماني بي بي حكيمه- 1 قشهن

  

  
  )3( ستون چينه نگاري  - 1شكل

  
  

 ساختماني راس سازند فهليان كه توسط بخش ساختماني شركت ملي نفت ايران UGCبر اساس جديد ترين نقشه 
نتايج .  متر است1400بيش از  كيلومتر با بستگي قائم 61 در 4ساختمان بي بي حكيمه داراي ابعاد . تهيه شده است

حاصل از حفاري و آزمايشات صورت گرفته در چاه هاي مختلف ميدان مورد مطالعه حاكي از پيچيدگي هاي زمين 
شناسي اين ميدان است كه به سبب حركت صفحه عربستان به سمت صفحه ايران ايجاد شده است و در نتيجه سبب 

 در اكثر تاقديس ها چين خوردگي ها  Fore Thrust & Back Thrustشكل گيري گسل هاي عمقي به صورت 
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ديده مي شود و گسل هاي ياد شده بر كيفيت پارامترهاي مخزني ميدان مورد مطالعه  تاثير ات فرواني گذاشته است 
  .و سبب افزايش بهره دهي شده است

  

  
   نقشه كانتوري سه بعدي تاقديس بي بي حكيمه-2هنقش
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  مواد و روشها
  ارزيابي سازند آسماري از نظر امكان سنجي رشد ميكروبي در ميدان بي بي حكيمهروش كار 

در اين مطالعه از نظر امكان سنجي توليد بيو سورفكنتانت از چاه هاي مختلف ميدان بي بي حكيمـه نمونـه                     
ومت گرمـايي بـالا    براي اين منظور يك نمونه باسيلوس با مقا  . برداري شده و نمونه هاي مورد ارزيابي قرار گرفته اند         

مورفولوژي، بيوشـيميايي و ژنتيكـي   مورد مورد مطالعه از نظر   در سويه  بيوسورفاكتانتانتخاب شد و توانايي توليد 
  .مورد بررسي قرار گرفت

  مشخصات زمين شناسي و مخزني سازند آسماري در ميدان بي بي حكيمه 

رفته در ناحيه دزفول جنوبي بـه طـور كلـي           بر اساس مطالعات تكتونيكي، زمين شناسي و مخزني صورت گ         
امكان استفاده از روش ازدياد برداشت ميكروبي در منطقه مذكور ضعيف قلمداد مي شود از بين تمام ميادين موجـود                    
 .در ناحيه دزفول جنوبي ميدان بي بي حكيمه به لحاظ مشخصات كمي و كيفي در وضعيت مناسـب تـري قـرار دارد                

از ميادين مادررده بندي مي گردد دليلي اصلي اين امر فرواني جاه ها و پيشينه توليدميـدان                 ميدان بي بي حكيمه يكي      
با توجه به مطالعات زمين شناسي      . مويد اين امر مي باشد كه چاه هاي نفتي موجود از قدمت زيادي برخوردار هستند              
از ضـخامت سـازند گچـساران بـه     و تكتونيكي در يال شمالي ميدان مورد مطالعه به سبب عملكرد  گسله معكـوس         

 حذف شده اند به همين جهت به 6 و 5، 4، 3، 2شدت كاسته شده است به گونه اي كه در برخي چاه ها بخش هاي          
سبب كاهش عمق قرار گيري مخزن آسماري  و كاهش درجه حرارت چاه هاي واقع در يال شمالي ميدان يـاد شـده                       

  .به روش ميكروبي هستندداراي پتانسيل مناسبي جهت ازدياد برداشت 
، API درجـه    29,9به لحاظ شرايط توليدي مي توان به مشخصات متعددي اشاره كرد نفت توليـدي داراي                

 درصد اسـت و     1,6  و مقدار سولفور متوسط از مخزن آسماري در حدود            0,87وزن مخصوص متوسط آن در حدود       
يدان بي بي حكيمه كه در يـال شـمالي واقـع شـده              از نظر مشخصات مخزني مطالعات به طور عمده در سه چاه از م            

بودند صورت گرفت و نتايج حاصل از فشار و دما مورد بررسي قرار گرفت و سپس مطالعات تكميلي بر روي نمونه                     
هاي مغزه انجام شد و ميزان تخلخل و تراوايي مخزن برداشت گرديد و شرايط مخـزن از نظـر امكـان سـنجي رشـد                         

  .رفكنتاكت مورد بررسي قرار گرفتباسيلوس و توليد بيوسو
  برداري  نقاط نمونه

  . بي بي حكيمه صورت گرفت برداري به طور انحصاري در اين مطالعه از سازند اسماري ميدان نمونه
  هها به آزمايشگا برداري و انتقال نمونه نمونه

 استفاده اسيد شويي گرديده كليه ظروف قبل از. دار استفاده گرديد اي درب  برداري از ظروف شيشه جهت نمونه 
 دقيقه، استريل 20و به دفعات متوالي با آب معمولي و سپس با آب مقطر آبكشي شدند وبا اتوكلاو به مدت 

  .)1 -جدول(گرديدند
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    نمونه هاي برداشت شده از ميدان بي بي حكيمه1-جدول

  
 حوزه نفتي بي بي حكيمه

1- BiBi well B1 
2- BiBi well B3 
3- BiBi well B5  

  
آوري در كوتاهترين زمان ممكن به آزمايشگاه منتقل شده ودرمحيط كشت مناسب كشت  ها پس از جمع نمونه
  . درجه سانتيگراد بود120 تا 65برداري بين  هاي نفت در هنگام نمونه دماي اغلب نمونه. داده شدند

  Pour plateشمارش ميكروبي 
ري هاي موجود در نمونه خاكي، از روش پور پليت بر باكت به منظور جدا سازي و سپس خالص سازي

 رشد باكتريها oC30ساعت اتوگذاري در دماي  48-72 پس از زمان .استفاده شدplate count agar روي محيط 
ها شمارش شد، تمامي تك كلني هاي به دست آمده براي بررسي بيشتر به محيط نوترينت آگار  بررسي و تعداد كلني

پس از رشد بر روي اين محيط به طور مقدماتي خصوصيات آنها اعم از خصوصيات ريخت شناسي .ندانتقال داده شد
 باكتريهاي گرم مثبت بي هوازي اختياري رسيهدف از مطالعه موجود بر. و بيو شيميايي مورد شناسايي قرار گرفتند

  .استموثر در ازدياد برداشت ) ها باسيلوس(
  رفاكتانتسازي باسيلوس هاي مولد بيوسو غني

ها، تمامي  هاي مولد بيوسورفاكتانت و بالا بردن احتمال جداسازي آن به منظور ازدياد تعداد باسيلوس
هاي تجزيه كننده  آوري شده بودند در محيط كشت اختصاصي باكتري هايي كه از منابع محيطي مختلف جمع نمونه 

  . نفت، كشت داده شدند% 1 حاوي MSM هاي معدني   نفت، محيط نمك
ml30 محيط كشت تازه MSM دقيقه در 20ليتري ريخته شده وبه مدت   ميلي50 به ارلن ماير 

 Pore size = 0.45µ)نفت استريل شده با فيلتر غشايي %) 1ميزان (ml 3/0 استريل گرديد و سپس C1210دماي

Gelman Sciences) گرم نمونه خاك يا 5/0ميزان .  آن اضافه شدبه ml5/0 آن اضافه شده وبه  نمونه آب به
  .گذاري شد گرما C300مدت دو هفته دردماي 

  :(gr/lit)تركيبات اصلي محيط كشت برحسب گرم در ليتر
(NH4) 2So4 3.0 ,Na2HPO42.2, NaCl  0.05, KH2PO41.4,MgSO4.7H2O 0.6, CaCl2  

0.02 
 : (gr/lit)گرم بر ليتر محلول عناصر كمياب برحسب ميلي

MnSO4.4 H2O 200, CuSO4.5H2O705 ,ZnSO4 .7H2O525, Na2MoO4.2H2O15, 
CoCl2.6H2O 200, H3BO315, NiSO4.6H2O27  

  
  . جداسازي باكتري درمراحل بعدي مورد استفاده قرار گرفتبه منظور ساعته 24كشت 
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  سازي باكتري جداسازي و خالص
آگار % 5/1با افزون اين محيط . براي خالص سازي باكتري، از محيط نمك هاي معدني آگاردار استفاده شد

  )4(. د تهيه شMSMبه محيط مايع 
 Spreadهاي متوالي و كشت به روش  سازي شده به روش كشت خطي، يا تهيه رقت از كشت هاي غني

Plate Methodيك فيلتر استريل آغشته به نفت استريل شده با فيلتر غشائي )5 (.، بر روي محيط جامد تلقيح گرديد 
 كه  بخارات حاصل از هيدروكربن. داده شد و پليت  تلقيح شده بر روي آن واژگون گرديدبه روي درب پليت قرار 

تواند از آن به عنوان منبع  دائماٍ در دسترس باكتري قرار داشته و باكتري مي. شوند در فضاي داخلي پليت جمع مي
  .كربن استفاده كند

 تا وقتي كه براساس مشخصات ظاهري و كشت نمونه بر روي محيط جامد به دفعات متوالي تكرار گرديد،
هاي ممكن از نمونه،  مورفولوژيك، ديگر باكتري جديد جداسازي نشد و به اين ترتيب از جداشدن حداكثر باكتري

  )6 (.داطمينان حاصل ش
  هاي مولد بيوسورفاكتانت غربالگري و جداسازي اوليه باكتري

يار مناسب در ازدياد برداشت نفت خام محسوب مي از آنجايي كه توليد بيو سورفكتانت به عنوان يك مع
اند، بررسي  ابداع شده هاي مولد بيوسورفاكتانت   لذا  از بين روش هاي مختلفي كه براي غربالگري باكتري)7(شود

، به علت سادگي، سرعت بالا و عدم نياز به )8(شود ها نسبت داده مي فعاليت هموليتيك كه به وجود بيوسورفكتانت
 .مورد استفاده قرار گرفت هاي مولد بيوسورفاكتانت   پيچيده آزمايشگاهي، به عنوان معيار انتخاب اوليه باكتريامكانات

هاي داراي  به عنوان فعاليت هموليتيك مثبت در نظر گرفته شد و نمونه هاله شفاف در اطراف كلني  يا وجود βهموليز 
  دندفعاليت هموليتيك مثبت براي مطالعات بعدي انتخاب ش

  گيري كشش سطحي اندازه
گيري شد و   و با استفاده از دستگاه تنسيومتر اندازهDu Nouy Ring Methodكشش سطحي به روش 

ها درمحيط نوترينت   درنظر گرفته شد از كشت سويه به عنوان يكي ديگر  از معيارهاي اصلي توليد بيوسورفاكتانت
هاي انتخاب شده در  به اين منظور هريك از سويه.  استفاده شدبه عنوان مايع تلقيح OD45    =8/0-9/0براث، با

، استريل تلقيح MSM 1gr/lit Yeast Extract +ليتر محيط كشت  ميلي50ليتري حاوي   ميلي100ارلن مايرهاي 
نفت استريل شده با فيلتر غشايي، به عنوان منبع كربن به آن اضافه شد و به %) 2(ليتر  ميلي2شدند و سپس مقدار 

گيري كشش سطحي نشان  اندازه  قرار داده شدندrpm200بر روي شيكر با دور  C 30° ساعت در دماي 48مدت 
هايي كه  سويه. كنند توليد مي هاي داراي فعاليت هموليتيك، در حد قابل قبولي بيوسورفاكتانت داد كه تعدادي از سويه

 داراي حد قابل قبولي از توليد بيوسورفاكتانت  هستند،mN/m40كردن كشش سطحي تا مقادير كمتر از قادر به كم
  هستند
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  كنندگي  گيري فعاليت امولسيفيه اندازه
 شرح داده شده است، Goldenberg و Cooperگيري فعاليت امولسيفيه كنندگي از روشي كه توسط  براي اندازه
  )9 (.استفاده شد

   گيري رشد وتوليد بيوسورفاكتانت در شرايط نمكي اندازه

، 14، 16، 18 به ترتيب مقادير   MSMليتر محيط كشت   ميلي 50ليتري، حاوي   ميلي250 حاصل از يازده ارلن نتايج
 استريل ºC 121 دقيقه در اتوكلاو با دماي 20 افزوده شد وبه مدت NaCl گرم بر ليتر 20 و 0، 2, 4، 6، 8، 10 12،

  .گرديدند
ليتر از مايع تلقيح   ميلي1. به عنوان مايع تلقيح استفاده شدOD450 =8/0-9/0ها درمحيط نوترينت براث، با  كشت سويه

كشش سطحي و . قرار داده شدندrpm200 بر روي شيكر با دور  ºC 30ها تلقيح شده و در دماي  به هريك از محيط
  . ساعته نيز درحضور مقادير مختلف نمك مورد بررسي قرارگرفت48فعاليت امولسيفيكاسيون كشت 

  هاي مختلفpHي رشد وتوليد بيوسورفاكتانت درگير اندازه 
 رسانده شد 10  و pH 4،6،7،8،2 به ترتيب به MSM ميلي ليتر محيط 50 ميلي ليتري حاوي 250 فلاسك 6

 درصد تلقيح از محيط پيش كشت صورت گرفت و بر شيكر با دور 5ها به هر فلاسك  و پس از استريل كردن محيط
rpm180 و دماي oC30ها اندازه گيري   ساعت جذب نوري و كشش سطحي اين محيط48پس از .  شد قرار داده
 اندازه گيري 12  و 2،4،6،8، 10هاي  pH ساعته باكتري در 72كشش سطحي و فعاليت امولسيفيكاسيون كشت .شد
  . نرمال استفاده گرديد1 نرمال اسيدكلريدريك و سود 1 از محلولهاي pHبراي تنظيم . شد

  ربن در رشد وتوليد بيوسورفاكتانتاثر منابع مختلف ك
شامل نفت خام،  ، هگزادكان، گليسرول، ) فلاسك7 منبع كربن در7(منابع كربن % MSM ،1به محيط كشت 

 درصد تلقيح از محيط پيش 5ملاس، مانوز، ساكارز،گلوكز، فروكتوز و اضافه گرديد و پس از استريل كردن محيط، 
 ساعته هر يك از 48كشش سطحي .  قرار داده شدoC30 و دماي rpm100كشت صورت گرفت و برشيكر با دور 

  .ها به عنوان معيار توليد بيوسورفاكتانت اندازه گيري شد محيط
  تاثر منابع مختلف ازت در رشد وتوليد بيوسورفاكتان

 منابع مختلف نيتروژن شامل  اوره، پپتون،عصاره مخمر، نيترات سديم ونيتريت سديم MSMبه محيط كشت 
 درصد باكتري 5 و پس از استريل كردن محيط و تلقيح )10( درصد اضافه گرديد3/0 جاي سولفات آمونيوم به مقدار به

 .ها اندازه گيري شد  ساعته هر يك از محيط48كشش سطحي .  منتقل شدoC30 و دماي rpm200به شيكر با دور 

   مخزن آسماري ميدان بي بي حكيمه  PVTها و ارزيابي  شرايط پتروفيزيكي و عوامل موثر بر توليدبيوسورفاكتانت
 و   اكسيژن  دسترسي ، قابليت  هوادهي ، ميزان  حرارت  رشد مانند درجه از جمله فاكتورهاي محيطي و شرايط

گذارند در بيشتر موارد رشد   تأثير مي بر توليد بيوسورفاكتانت   سلولي  رشد و فعاليت  روي سوبسترا با تأثير گذاشتن نوع 
ها   ميكروارگانيسم در مورد تمام  مسأله   اين باشد ولي ها مي  سنتز بيوسورفاكتانت ها، خود القاء كننده  كربوهيدرات روي

   محصول  تغيير در نوع  باعث تغيير سوبسترا اغلب. شود  مي محسوب  پارامتر بسيار مهمي   كربن منبع. باشد  نمي ضروري
 موثر ديگر در توليد  از عوامل.  تغيير خواهد بود ها قابل  بيوسورفاكانت  خصيصه  با تغيير در موارد اوليه بنابراين. شود مي

  .   و پتاسيم اشاره كرد ، كلسيم ، منيزيوم  آهن ها مي توان به  غلظت بيوسورفاكتانت
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   حاصـل    وقتـي    توليد بيوسورفاكتانت    ميزان  بيشترين.  دارد   سزايي   به   نقش  كتانت نيز در توليد بيوسورفا     هوادهي
. باشـد    موثر مي    توليد بيوسورفاكتانت    در ميزان    كه  است  دما فاكتوربسيار مهمي  .   است  هوازي   بي   اندكي   شرايط  شود كه   مي
  ، ميـزان     حرارت   رشد به عواملي همانند درجه      شرايط. ندده   مي   نشان  ها در برابر دما مقاومت       معمولاً بيوسورفاكتانت   ولي

   بر توليد بيوسـورفاكتانت   سلولي  رشد و فعاليت     روي  سوبسترا با تأثير گذاشتن      و نوع      اكسيژن   دسترسي  ، قابليت   هوادهي
  ).1-جدول(گذارند تأثير مي

صله به درجه حرارتهاي بـالا، اثـر تيمـار          هاي حا    گيري ميزان مقاومت گرمايي بيوسورفاكتانت       به منظور اندازه  
، (EC)كننـدگي  ، فعاليـت امولـسيفيه   (ST) دقيقـه، بـر روي كـشش سـطحي     15  به مدت C 120° وC 100°حرارتي 

  .سوسپانسيون سلولي ومايع كشت باكتري مورد بررسي قرار گرفت
 MSIتري در محـيط      سـاعته بـاك    48ليتـر از كـشت         ميلي 500جهت تهيه سوسپانسيون سلولي و مايع كشت،        

آوري   مـايع رويـي جمـع     .  سـانتريفوژ گرديـد    rpm1000 دقيقه در دور     10حاوي كروزن به عنوان منبع كربن، به مدت         
  .ليتر سرم فيزيولوژي به صورت سوسپانسيون درآمد  ميلي500 حاصله مجددا  در (Pellet)گرديده و ته نشست

 
 نتايج و بحث

  هانتايج شمارش سلولي مربوط به باسيلوس
هاي جدا شده از هر رقت شمارش  هاي نفتي و كشت در محيط پليت كانت آگار، كلني پس از تهيه رقت از نمونه

هاي  هاي برداشت شده از چاه نمونه از نكات قابل توجه آن دربرخي . آمده است1شده، كه نتايج مربوط در جدول 
   .)2-جدول(دنفتي  تعداد نسبتا زيادي باكتري و به ويژه باسيلوس رشد نمون
 

  هاي نفت نتايج كلني كانت نمونه - 2 جدول
ليتر از  تعدادباكتري درهر ميلي

  نمونه
 pour نتيجه

plate  
  نام چاه نفت

102×5/2  +  SB        well        B1  

105×5/3  +  SB       well         B3  

102×5/4  +  SB        well        B5  
  

  جداسازي اوليه و غربالگري
 نمونه آب و نفتي كه از مناطق نفتي مختلف تهيه شده بودند، براساس مشخصات 24دود بيش از از ح

 سويه باكتريايي مختلف جداسازي گرديدند كه همگي قادر به رشد بر روي محيط 136ها،  ظاهري و صفات كلني
كي از خصوصيات باكتري از آنجا كه فعاليت هموليتيكي ي. . حاوي نفت به عنوان تنها منبع كربن بودندMSMكشت 

مورد بررسي  هاي مولد بيوسورفكتانت است، فعاليت هموليتيك سويه ها به وسيله كشت بر روي محيط بلادآگار
هاي مولد بيوسورفكتانت انجام شده نيز از فعاليت  در مطالعاتي مشابه كه براي جداسازي باكتري. قرار گرفت
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به عنوان فعاليت  هاله شفاف در اطراف كلني  يا وجود β هموليز )11 (.هموليتيك براي جدا سازي اوليه استفاده گشت
هاي داراي فعاليت هموليتيك مثبت براي مطالعات بعدي انتخاب شدند  هموليتيك مثبت در نظر گرفته شد و نمونه

 روي محيط  برBهاله هموليز  سويه  قادر به تجزيه اريتروسيتهاي و توليد36ازبين اين تعداد سويه جداسازي شده، 
Blood Agar سويه باقي مانده فاقد فعاليت هموليتيك بودند100  بودند و  .  

يـايي كـه      بـاكتر   ، هر سويه      براساس نتايج حاصل از مطالعات قبلي بر روي باكتري هاي مولد بيوسورفكتانت           
ناسـب بـراي توليـد    تواند به عنوان يك سويه م  باشد ميmN/m40كردن كشش سطحي تا مقادير كمتر از          قادر به كم  

قادر به كم كردن كشش سـطحي تـا            سويه   8اي كه كشش سطحي        سويه 36از بين   .در نظر گرفته شود     بيوسورفكتانت  
. تواننـد كانديـدهاي مناسـبي بـراي مطالعـات بعـدي درنظـر گرفتـه شـوند                    هستند و مي   mN/m 40مقادير كمتر از    

سورفاكتين است كه يك آنتي بيوتيك پپتيد و ليپيدي با فعاليت           ترين بيوسورفكتانتي كه تا به امروز گزارش شده،           قوي
  )4 (.شود  توليد ميBacillus subtilisسطحي قابل توجه است و به وسيله

 mN/m26 تا مقادير كمتر از mN/m70اين بيوسورفكتانت قادر است كشش سطحي محيط رشد را از 
 در آلمان نيز مشابه  Yakimovورميس توسط جدا شده از باسيلوس ليكينيفAليكينيسين )12(. كاهش دهد

  )13 ( .دهد كاهش mN/m28 به mN/m72باسورفاكتين قادر است كشش سطحي محيط را از
با ) 2-جدول(هاي بيوشيميايي  و تست) -2شكل( به وسيله روش هاي مورفولوژيكيسويه هاي جدا شده

  .  يي گشتندشناسا Bergeys استفاده از كتاب رده بندي سيستماتيك باكتري ها 
  انتخاب مناسب ترين سويه

اي كه براي مطالعات نهايي مناسب تشخيص داده شدند به علت نزديك بودن كشش سطحي   سويه8از بين 
با . تواند معيار مناسبي براي انتخاب بهترين سويه  باشد ها، كشش سطحي به تنهايي نمي حاصل از كشت اين سويه

هاي تكميلي نظير فعاليت امولسيفيكاسيون  ها، تست اب مناسبترين سويه يا سويهتوجه به اين نكته و به منظور انتخ
 و به روش (E24)فعاليت امولسيفيه كنندگي كه باضريب امولسيفيكاسيون. انتخاب و مورد مطالعه قرار گرفتند

Cooperهاي  ربنشود، مقياسي براي نشان دادن توانايي بيوسورفكتانت در امولسيفيه كردن هيدروك  مشخص مي
روش هاي ( با توجه به نتايج بالا .بود%  SBB5 91 بهترين سويه ما يعنيضريب امولسيفيكاسيون . مختلف است

توان   ميBergeysو مقايسه آن با جدول شناسايي باسيلوس ها در كتاب ) هاي بيوشيميايي  مورفولوژيكي و تست
حداقل مقادير كشش سطحي به دست آمده . ريس استهاي مورد نظر ما احتمالا باسيلوس ليكينفو گفت كه باكتري

 در مقايسه با مقاديري كه براي mN/m30هاي كشت سويه باسيلوس ليكينيفورميس جداسازي شده  براي محيط
  .هاي مولد بيوسورفكتانت گزارش شده در حد كاملاً قابل قبولي قرار داد ساير باكتري
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   كلني-كال ميكروسكوپي  ب اش- باسيلوس ليكني فورميس الف- 2شكل
  
  

  هاي بيوشيمايي سويه باسيلوس ليكني فورميس  نتايج تست-3جدول 
  

  هاي بيوشيميايي تست  نتايج

+  Casein hydrolyze  
+  Starch hydrolyze  
+  Citrate utilize  
-  Egg yolky lecithinase  
+  Nitrate reduced to nitrite  
+  Catalaz  
+  Growth in Nacl (2-10%)  
+  VP  
+ Motility  
-  Urease activity  
-  Acid from  
+  D- Glucose  
+ L-Arabinose  
+  D-Mannitol  
+  D-Xulose  
+  Gelatin hydrolyze  

 
  

  هاي حاصله بررسي اثر نمك بر فعاليت بيوسورفاكتانت
  و فعاليتЅТهاي حاصل از سويه فوق، كشش سطحي  جهت بررسي فعاليت بيوسورفاكتانت

نمك % 20و % 18، %16، %14، %12، %10،%8، %6، %4، %2، %1هاي  كنندگي كشت باكتري در حضور غلظت امولسيفيه
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 درصد بيشترين توانايي 4 تا 2هاي جدا شده از مخازن نفتي در ميزان نمك  اغلب سويه. گيري شد  كلريدسديم اندازه
. يابد توليد بيوسورفكتانت كاهش مي% 20تا  % 6نمك از تدريج با افزايش درصد ه ب. توليد بيوسورفكتانت را دارند

 درصد قادر به كاهش كشش سطحي به 4 بود كه درنمك  SB B5بيشترين توليد بيوسورفاكتانت مربوط به سويه 
هاي مختلف نمك بر فعاليت   اثر غلظت در آزمايش بررسي. باشد  نسبت به نمونه شاهد ميmN/m30ميزان 

   نيز تغيير اندكي در فعاليت10%حتي با افزايش غلظت نمك به ميزان   Bacillus licheniformis  بيوسورفاكتانت
 ).1-نمودار(شود اين بيوسورفاكتانت ها مشاهده مي

  هاي مختلف pHاندازه گيري رشد و توليد بيوسورفكتانت در 
، كـشش  .Bacillus spهـاي سـويه    هاي مختلف بر فعاليت سطحي بيوسـورفاكتانت  pHجهت بررسي اثر 

. گيري شد   اندازه 12 و10، 8، 6، 4، 2هاي pH ساعته باكتريهاي در 48 كشت CMDسطحي، كشش بين سطحي و   
دهد كـه در       نشان مي     برروي توليد بيوسورفكتانت اين سويه      pH تأثير   .دهند   نتايج بدست آمده را نشان مي      2نمودار  

pH ،6 هترين توليد   قادر به توليد بيوسورفكتانت بوده ولي ب8 اليpH باشد  مي5/7 تا 5/6 بين.  
  

  
  

 
  Bacillus licheniformisاز سويه هاي مختلف نمك بر فعاليت بيوسورفاكتانت حاصل  اثر غلظت1 -نمودار
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  Bacillus licheniformisهاي مختلف بر فعاليت بيوسورفكتانت حاصل از سويه   pH منحني اثر -2نمودار 
  

  Bacillus licheniformis توسط سويه  بن بر توليد بيوسورفاكتانتاثر منابع كر
گلوكز، گازوئيل، مانوز، فروكتوز، ساكارز، ملاس، نفت خام و :  اثر هفت منبع كربن مختلف شامل3نمودار 

 Bacillus   سويه مولد بيوسورفاكتانت8 ساعته 48هگزادكان را بر كشش سطحي حاصل از كشت 

licheniformis   به طوريكه . اين  سويه درانواع منابع كربن قادر به رشد وتوليد بيوسورفكتانت بود.هد مينشان
. باشد درنفت خام، نفت گاز، هگزادكان، ساكارز، فروكتوز، گلوگز، و ملاس قادر به رشد وكاهش كشش سطحي مي

اي توسط  اين  ابل ملاحظهتر، به طور ق منابع كربن ساده نظير گلوگز، فروكتوز و ساكارز به دليل ساختار ساده
). 3-نمودار(دهند  باسيلوس جدا شده از نفت مورد استفاده واقع شده و كشش سطحي را به ميزان بيشتري كاهش مي

نفت خام بهترين . باشد  ميmN/m30بطوريكه ساكارز و گلوگز وبخصوص ساكارز قادر به كاهش كشش به ميزان 
  .منبع كربن آلي است

  
  
  
  
  
  

  
  .Bacillus sp  ساعته سويه48اثر منابع كربن بر كشش سطحي كشت  - 3 نمودار
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  Bacillus licheniformis توسط سويه  اثر منابع نيتروژن بر توليد بيوسورفاكتانت
پپتن، نيترات سديم، عصاره مخمرو امونيوم نيترات را بر :  اثر چهار منبع نيتروژن مختلف شامل4نمودار 

 نشان Bacillus licheniformisاعته  سويه هاي مولد بيوسورفاكتانت  س48كشش سطحي حاصل از كشت 
  .هد مي

 4اين  سويه درانواع منابع نيتروژن قادر به رشد وتوليد بيوسورفكتانت بود،اما همان طور كه در نمودار
ين منبع سويه ملاحظه مي شود ، سديم نيترات بهترين منبع نيتروژن براي توليد بيوسورفكتانت بوده به طوري كه در ا

 ).4-نمودار( بودهmN/m30قادر به كاهش كشش سطحي به اندازه 
 

تاثير منا بع مختلف نيتروژن روی کاهش کشش سطحی
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  Bacillus licheniformis   ساعته سويه48  اثر منابع نيتروژن بر كشش سطحي كشت -4نمودار

  
  مخزن آسماري ميدان    PVTهاي حاصله و ارزيابي  شرايط پتروفيزيكي و         گيري مقاومت گرمايي بيوسورفاكتانت      اندازه

  بي بي حكيمه
به علت بالا بودن شرايط دمايي در اعماق مخازن نفتي، بيوسورفاكتانت مورد استفاده بايد به دماهاي بالا    

 نفتي زاگرس بسيار عميق است به همين سبب درجه حرارت مخزن بالا است، فرايند ازدياد  مقاوم باشدحوضه
 در ميدان مورد مطالعه ناكارآمد تشخيص داده In situ صورت گيرد و روش EX situبرداشت بايد به صورت 

نمايند، ولي توليد  هاي جدا شده در دماهاي بالا رشد مي همچنان كه نتايج نشان مي دهد ميكروارگانيسم.  شده است
در ميدان مورد مطالعه ضخامت متوسط قرار گيري سازند آسماري در . يابد هاي آن ها به شدت كاهش مي فرآورده

 متر و متوسط درجه حرارت در مخزن آسماري نسبت به 450اقديس ميدان بي بي حكيمه در حدود  يال شمالي ت
نقش پارامترهاي ). 5-نمودار(ي دهدمساير ميادين با توجه به موقعيت ساختماني كاهش قابل توجهي را نشان 

در ميدان مورد مطالعه  حاكي از شرايط بهينه اجراي عمليات ازدياد برداشت ميكروبي 5مختلف مخزني در جدول 
  .است

هاي بالا، اثر تيمار  هاي حاصله به درجه حرارت جهت بررسي ميزان مقاومت گرمايي بيوسورفاكتانت
) EC(كنندگي  ، فعاليت امولسيفيه)ST( دقيقه، بر روي كشش سطحي15 به مدت Cº 120و C º100حرارتي  

مورد بررسي قرار گرفت ، نتايج  Bacillus licheniformisسوسپانسيون سلولي و مايع كشت حاصل ازسويه 
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   مثال عنوان به.  دارد  سزايي  به  نقش  نيز در توليد بيوسورفاكتانت هوادهي . آورده شده است4حاصل شده در جدول 
   حاصل  وقتي  توليد بيوسورفاكتانت  ميزان ، بيشترين شده مشخص ) B.licheniformis(در نمونه مورد مطالعه

 موثر   توليد بيوسورفاكتانت  در ميزان  كه است دما فاكتوربسيار مهمي.   است هوازي  بي  اندكي  شرايط شود كه مي
،   امولسيفيكاسيون  قابليت  كه  صورت بدين. دهند  مي  نشان ها در برابر دما مقاومت  معمولاً بيوسورفاكتانت ولي. باشد مي

  .يابد  نيز تغيير نميC1200   اتوكلاو در دماي  دقيقه15از   آن ها پس   سطحي  بين  و كشش  سطحي كشش
 Bacillus licheniformis  اثر تيمار حرارتي بر فعاليت بيوسورفاكتانت حاصل از سويه - 4جدول 

Biosurfactant            Before heat  
After heat treatment(Temp./time) 

Treatment            100 0C/15mi      120 0C/15min       property 
Culture broth 

ST 31.3 31.3 31.1 

EC{%} 55.0 55.0 55.0 

Cell suspension 

ST 30.4 30.3 30.6 

EC(%) 65.0 65.0 65.0 

 

  
   نسبت دما به عمق در يكي از چاه هاي ميدان بي بي حكيمه-5نمودار
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ميكروبي و تمام عوامل مذكور در ارتباط با شرايط  بيوسورفكتانت ها منوط به شرايط رشد به طور كلي ميزان توليد
سازند آسماري به سن . حاكم برسنگ مخزن آسماري  و يا محيط رشد ميكروب هاي گرما دوست  مي باشند

 - به طور عمده شامل سنگ ها ي آهك  فسيل دار به رنگ قهوه اي اليگوميوسن و ليتولوژي غالب سازند مذكور
 نيمه سخت تا سخت ريز بلور ميكريتي به طور محلي دولوميتي شده و  حاوي مقادير قهوه اي متمايل به خاكستري

اندكي بيتومن هستند بخش مياني سازند مذكور شامل سنگ آهك به رنگ قهوه اي روشن تا نخودي سفيد نرم تا 
در .  ي باشدنيمه سخت با بين لايه هاي نازك شيلي به رنگ خاكستري مايل به سبز و مارن هاي خاكستري روشن م

اين سازند به . بخش زيرين سنگ آهك نخودي  سخت فسيل دار و در مواردي نيمه سخت و گل سفيد مي باشد
  ماده مصرفي  بيوسورفكتانتيكي از عوامل موثر در توليد . صورت هم ساز بر روي سازند پابده قرار گرفته است

ها   ميكروارگانيسم در مورد تمام  مسأله   اين  گرفت وليها، صورت مي  كربوهيدرات است در بيشتر موارد رشد بر روي
   تغيير در نوع  باعث تغيير سوبسترا اغلب. شود  مي محسوب  پارامتر بسيار مهمي  كربن منبع.  باشد  نمي ضروري
 موثر   عواملاز.  تغيير خواهد بود ها قابل  بيوسورفاكانت  خصيصه  با تغيير در موارد اوليه بنابراين. شود  مي محصول

ميزان متوسط تخلخل و تراوايي در .  است  و پتاسيم ، كلسيم ، منيزيوم  آهن ها غلظت ديگر در توليد بيوسورفاكتانت
  .ها از نوع باسيلوس مناسب است سازند آسماري  جهت رشد ميكروارگانيسم

  
  در يكي از چاه هاي موردمطالعه در ميدان بي بي حكيمه PVT وضعيت -5جدول
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 نتيجه گيري

ه ره ـ تا كنـون در حـال ب  1340كه از سال با توجه به قدمت مخزن نفتي ميدان ياد شده و ميزان توليد  ميدان          
برداري است نتايج حاكي از كاهش فشار مخزني، موقعيت ساختماني  و شرايط پتروفيزيكـي حـاكم در ميـدان نفتـي                     

  حاكم در مخزن آسماري  با توجه به آن كه سيستم رانش مخزن  PVTمورد ارزيابي قرار گرفتند از نظر مشخصات 

Dual  )در اين ميدان به چشم مي خورد در طي سال هاي گذشته به علت افت فشار ) رانش گاز به همراه رانش آب
 به وجود آمده است ولي پديده  Gas conning و  Water conningافت فشار از نوع   در هر دو سيستم رانش 

Gas conningا شدت بيشتري تاثير نموده است و به همين سبب براي جلوگيري از بروز مـشكلات، از حفـاري    ب
جهت دار و افقي استفاده مي شود و هزينه حفاري به ميزان قابل توجهي افزايش يافته است و مدت زمان حفاري نيز                      

 فـشار افـزوده مخـزن مـي         مدت بيشتري به طول مي انجامد به همين سبب تامين فشار مخزن و جلوگيري از كاهش               
  درجه قرار    120 تا     65دما در مخزن آسماري در بازه گرمايي        . تواند نقش به سزايي در افزايش عمر مخزن ايفا نمايد         

سـازند  . گرفته است به همين سبب در شرايط مذكور امكان رشد باسيلوس به لحـاظ شـرايط مخزنـي برقـرار اسـت                     
 از نظر تراوايي در وضعيت مناسبي قرار دارد ميزان تخلخـل و اشـباع               آسماري داراي شكستگي هاي متعددي است و      

بـا توجـه بـه      .  درصد اسـت   50درصد و كمتر از     7آب در چاه هاي مختلف در سازند مورد مطالعه به ترتيب بيش از              
جهـت توليدبيوسـورفكتانت از نظـر مقـدار كـربن، ازت،       بهترين شرايط ژنتيكي ،مورفولوژي، بيوشيمياييمشخصات 

pH ــايي و ــت گرمــ ــا، مقاومــ ــتفاده از ...، دمــ ــويهاســ ــدان   Bacillus licheniformis ســ   در ميــ
  . قابل اجرا است EX situ  براي فرآيند ازدياد برداشت ميكروبي به خصوص به روشبي بي حكيمه
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