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ارگانيسم ها جهت توليد بيوسورفكتانت و ميكرو عملكردبررسي 
در مقياس آزمايشگاهي به منظور  آنتعيين شرايط بهينه توليد 

 استفاده در فرآيند ازدياد برداشت نفت
 

Pعلي حسيني

)1(
P – دسيدعطاءاالله سيP

)2(
P – محمدامين غلامزادهP

)3( 
P

)3و1(
P  ايران -گچساران  -سي نفت گروه مهند –دانشگاه آزاد اسلامي واحد گچساران 

P

)2(
P  ايران –اميديه  -گروه مهندسي نفت  –دانشگاه آزاد اسلامي واحد اميديه 

P

1
P)0عهده دار مكاتباتTaa199049@yahoo.com0T ( 

 چكيده
اين فرآيند پيشنهاد شده است كه شامل  يكي از روشهاي ثالثيه ازدياد برداشت نفت روش ميكروبي است چندين مكانيسم براي

مكانيسم هاي توليد گاز، توليد اسيد، توليد بيوسورفكتانت، توليد بيوپلمير و انسداد انتخابي است. يكي از مهمترين مكانيسم هـا  
ا شده اسـت  كه از خاك هاي آلوده نفتي ايران جد Bacillus subtillisتوليد بيوسورفكتانت مي باشد.در اين مقاله از گونه ي 

شرايط توليد آن بهينه مي شود و تـاثير حامـل هـاي جامـد روي توليـد بيـومس و        به توليد بيوسورفكتانت پرداخته شده است.
سـي سـي بررسـي گرديـد.      500پر شدن محيط كشـت در يـك ارلـن    محصول بررسي گرديد و در نهايت تأثير مقادير مختلف 

ربن اكتيو سبب افزايش قابل توجه بيومس و محصول شده  افزايش توليد بـه  همچنين مشاهده گرديد كه افزودن مقدار كمي ك
بـه دسـت آمـده و كـاهش      250خاطر تحريك رشد سلولي به خاطر حضور حامل كربن اكتيو تلقي شد. نرخ مناسـب همـزدن   

 رسيد.  25به  72كشش سطحي آب از 
 
 Biosurfactant,Surfactin,Carbonactivated,Biomass,Emulsifier :كلمات كليدي 
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 :مقدمه-1
بيوتكنولوژي صنعتي با توجه به پيشرفتهاي حاصله در سيستم هاي  پيچيده بيولوژيكي و نياز روزافزون به محصولات 

حاصل از فرآيندهاي تخميري در اقتصاد، بسيار قايل توجه مي باشد. از حدود شصت سال پيش به ميكرواورگانيسم 
) Claude Zobellنخستين بار زوبل( 1940هبود شرايط توليد نفت توجه بيشتري شده است. در دهه ها براي ب

نشان داد كه باكتري هاي بي هوازي احياء كننده نفت سولفات ميتوانند سبب آزاد شدن قير نفت از ماسه هاي نفتي 
ازن امكان پذير نيست. شوري بالا(بيش شوند. بايد توجه كرد كه افزايش بازده توليد با روش ميكروبي براي تمام مخ

P)، دماي بالا(بيش از 12از % 

o
PC 50 و نفوذپذيري بسيار اندك شرايطي هستند كه كاربرد ازدياد برداشت ميكروبي را (

. بديهي است كه انتخاب ميكرواورگانيسم، نحوه تغذيه آن، دوره افزودن مواد غذايي و اكسيژن و....، ]4[دشوار ميكنند
ه، نوع نفت، مقدار آب و ساختار زمين شناسي مخزن بستگي دارد. تيمار چاه گاه با فرستادن به عمق چا

ميكرواورگانيسم هاي ويژه به درون مخزن است، گاهي براي تقويت ميكرواورگانيسم ها و تسريع حصول نتيجه، مواد 
) نيز به چاه تزريق مي شوند. (نمكهاي معدني مثل نمكهاي فسفر و نيتروژن و يا تركيبات آلي مانند ملاس مغذي

گاهي هدف پروژه فعال كردن ميكروفلور طبيعي منطقه به كمك تزريق مواد مغذي است و باكتري اضافي تزريق 
 ].3[ نمي شوند

 

 مواد و روشها:-2 
خاكهاي سطحي يك منطقه فعال كشاورزي و نيز خـاك آلـوده بـه مـواد نفتـي جـدا        زگونه ي باسيلوس سابتيلس ا

سـي سـي مـي     150سي سي كه حاوي نوترينت براث به مقدار  250ك لوپ از باكتري فوق را به يك ارلن گرديد. ي
 اري شد.گذدرجه سانتيگراد گرما  37و دماي  rpm 150ساعت در  24باشد منتقل نموده و به مدت 

ن يـك  سي سي محيط كشـت اصـلي كـه درو    250سي سي از نوتريت براث حاوي گونه فوق به  20سپس به مقدار 
 دهيم. سي سي قرار دارد اضافه مي كنيم و سپس آن را در شيكرانكوباتور قرار مي 500ارلن 

 خريداري شده است.  Xفكتانت به شرح زير است. تمامي تركيبات از شركت ربيوسواصلي اجزاي محيط كشت 
 

 )E-medium(اجزاي محيط كشت توليد بيوسورفكتانت  :1جدول 
 : Aمحلول

 نام تركيب م در ليتر)ميزان مصرف (گر
7/2 KH PO2 4 

9/13 K HPO2 4 
10 Sucrose 
50 NaCl 

5/0 Yeast extract 
1 NaNo3 

pH  تنظيم مي شود 9/6محلول برابر 
 :Bمحلول 

 نام تركيب ميزان مصرف (گرم در ليتر)
25 Mg SOR4 

 :Cمحلول 
 نام تركيب (گرم در ليتر)ميزان مصرف 
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100 ( )NH SO4 2 4 

 :Dمحلول 
 نام تركيب ميزان مصرف (گرم در ليتر)

5/0 EDTA 
3 .MnSO H O4 2 
1 NaCl 
1/0 .CaCl H O2 22 

1/0 .ZnSO H O4 27 

1/0 .FeSO H O4 27 

01/0 .CuSO H O4 25 

01/0 ( )AlK So4 2 

01/0 .Na MoO H O2 4 22 
01/0 Boric acid 
005/0 Na SeO2 4 

003/0 .NiCl H O2 26 

 
از طريق  Dبه صورت جداگانه اتوكلاو مي شوند و محلول  Cو  Bو  Aبراي تهيه محيط كشت محلولهاي 

 Aبه يك ليتر از محيط  Dو  Cو  Bميلي ليتر از محلولهاي  10ود و در شرايط استريل فيلتراسيون استريل مي ش
 افزوده مي شود.

 :pHآزمايش بررسي اثر -3 
است كه البتـه در مخـازن    pHسيم ميكروب ها را تحت تأثير قرار دهد لتواند رشد متابو هايي كه مي هيكي از مشخص

و  10اسـت امـا مقـادير بيشـتر از      9/9تا  3بين  pHثر مخازن نفتي كا. در ي زياد عامل محدود كننده اي نيستنفت
است اما ميكروب هـايي هسـتند كـه مـي      9تا  4رشد ميكروبي بين  pHمحدوده . هم مشاهده شده است 3كمتر از 
مي  تهاي ازدياد برداش كانيسمتوليد اسيد به عنوان يكي از م .رشد كنندهم  12 بيشتر از و 1كمتر از  pH توانند در

ميـزان   2د. جـدول  درگ ـمخزن و حل شدن سنگ هاي كربنـاتي و افـزايش ازديـاد برداشـت      pHتواند باعث كاهش 
 . را در طول زمان نشان مي دهد pHتغييرات 

 
 با زمان pH: ميزان تغييرات 2جدول

ساعتزمان بر حسب   t=12 t=17/5 t=38/5 t=59 t=131/5 
 6/90 6/95 6/91 7/68 7/62 محيط كشت اصلي

كربن  gr5/2محيط كشت اصلي +
 7/80 6/85 7/75 7/35 7/35 اكتيو

كربن  gr2/6محيط كشت اصلي +
 7/20 7/25 7/38 7/33 7/30 اكتيو

كربن  gr10محيط كشت اصلي +
 6/80 6/82 6/77 7/26 7/26 اكتيو

79/6 شاهد  81/6  81/6  85/6  86/6  
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350rpm بر حسب زمان در محيط های کشت مختلف در دمای 37 درجه سانتی گراد در دور pH تغييرات
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(hr) زمان

pH

محيط کشت اصلی

محيط کشت اصلی +2.5gr کربن
اکتيو

محيط کشت اصلی +6.2gr کربن
اکتيو

محيط کشت اصلی +10gr کربن
اکتيو

شاهد

 
 با زمان pH: ميزان تغييرات 1شكل 

 

 :آنتوليد  رويير كربن اكتيو ثتوليد بيومس و تا رسيبرآزمايش -4
بـه مـدت سـي دقيقـه      rpm1000سي سي از محيط كشت را در زمانهـاي مختلـف از ارلـن خـارج كـرده و در       20

سـاعت در دمـاي    24پس از خشك شدن به مـدت   را از مايع رو شناور جدا نموده و سانتريفوژ مي كنيم بيومس آن
   باشد. گرم مي بر حسب ميلي 3هاي توليد شده در جدول  . وزن بيومسدرجه سانتيگراد آن را وزن مي نماييم 100

 
 هاي توليد شده : وزن بيومس3جدول

 hr ( t=12 t=17/5 t=38/5 t=59 t=131/5(زمان بر حسب ساعت
4835/0 محيط كشت اصلي  2535/2  9900/1  3000/1  2000/1  

6470/0 كربن اكتيو gr5/2محيط كشت اصلي +  0835/1  5400/1  0400/3  0000/5  
6735/0 كربن اكتيو gr2/6محيط كشت اصلي +  0735/1  7800/1  3500/8  0000/11  
1550/1 كربن اكتيو gr10محيط كشت اصلي +  2535/1  6200/2  0500/11  0000/15  
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350rpm توليد بيومس بر حسب زمان در محيط های مختلف کشت در دمای 37 درجه سانتی گراد در دور
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محيط کشت اصلی

محيط کشت اصلی
+2.5gr کربن اکتيو

محيط کشت اصلی
+6.2gr کربن اکتيو

10gr+ محيط کشت اصلی
کربن اکتيو

 
 شدههاي توليد  : وزن بيومس3شكل

 

 رابطه توليد بيوسورفكتانت و رشد ميكروبي: ررسيآزمايش ب-5
فكتانت هـا هسـتند كـه مـي تواننـد روي كشـش سـطحي        رر در فرآيند ازدياد برداشت سوثيكي از متابوليت هاي مو

يـق  تغييراتي ايجاد كنند. همانطور كه قبلاً اشاره شد به منظور اندازه گيري ميزان توليـد سـورفكتانت از شـاخص تعل   
 مي باشد. rpm 250در دور زمان  بانتايج كاهش كشش سطحي  4استفاده شده است. جدول 

 
 rpm 250: نتايج كاهش كشش سطحي با زمان در دور 4جدول

 t=0 t=12 t=17/5 t=38/5 t=59 t=131/5 زمان بر حسب ساعت
 5/25 25 5/26 25 25 68 محيط كشت اصلي
محيط كشت اصلي 

+gr5/2 5/23 23 23 8/22 5/23 68 كربن اكتيو 

محيط كشت اصلي 
+gr2/6 23 23 23 23 24 68 كربن اكتيو 

محيط كشت اصلي 
+gr10 23 23 23 6/22 5/25 68 كربن اكتيو 
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250rpm کشش سطحی بر حسب زمان در محيط های کشت مختلف در دمای 37 درجه و دور
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محيط کشت اصلی
+10gr کربن اکتيو

 
 rpm 250: نتايج كاهش كشش سطحي با زمان در دور 4شكل

 

 : pH ،بيومستوليد  ،روي كشش سطحي رآزمايش تأثير دو-6
 انجام مي دهيم.گراد  درجه سانتي 37در دماي مجدداً  400و  350 و 150 ورهايآزمايش قبلي را در د

 
 هاي مختلف كشش سطحي بر حسب دور و زمانكاهش :5جدول 

t 150 rpm 250 rpm 350rpm 400rpm 
15/5 31/7 25 25/5 27 
22/5 30 25 25 26 
38 30/2 26/5 25/3 26/2 

48 29/8 25 25 26 
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نمودار کشش سطحی برحسب زمان در دورهای مختلف در دمای 37 درجه سانتی گراد
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 هاي مختلف حسب دور و زمان كشش سطحي بركاهش : 5 شكل

 
 هاي مختلف توليد بيومس بر حسب دور و زمان :6جدول

t 150 rpm 250 rpm 350rpm 400rpm 
15/5 18 9/67 20/5 1/125 
22/5 24/2 45/07 25 1/42 

38 26/3 39/8 30 2/19 

48 27 26 27/9 2/13 

نمودار توليد بيومس برحسب زمان در دورهای مختلف در دمای 37 درجه سانتی گراد
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 هاي مختلف توليد بيومس بر حسب دور و زمان: 6شكل

 
 بر حسب دور و زمان هاي مختلف pHغييرات ت: 7جدول
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t 150 rpm 250 rpm 350rpm 400rpm شاهد 
15/5 6/84 7/62 6/71 6/67 6/79 
22/5 6/61 7/68 6/7 6/44 6/81 

38 6/73 6/91 6/76 6/45 6/81 

48 6/71 6/95 6/77 6/42 6/85 

 

نمودار pH برحسب زمان در دورهای مختلف در دمای 37 درجه سانتی گراد
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 بر حسب دور و زمان هاي مختلف pHتغييرات : 7شكل

 
 37و دماي  rpm 350ميلي ليتر براي دور  100و  200و  250و كشش سطحي و بيومس براي سه حجم مختلف  pHات تغيير:8جدول 

 درجه سانتيگراد

t (hr) 
250 mL 200 mL 100 mL 

pH بيومس كشش سطحي pH بيومس كشش سطحي pH بيومس كشش سطحي 
0 6/79 68 0 7 68 0 7 68 0 

15/5 6/72 25 1/025 6/73 26 1/015 6/77 25/9 0/805 
22/5 6/74 25 1/25 6/7 25 1/1 6/79 25/4 0/91 

38 6/8 25/3 1/5 6/72 25.9 1/15 6/76 25/8 0/925 

48 6/77 25 1/395 6/73 25 1/175 6/78 25 1 
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نمودار pH در مقابل زمان برای 3 حجم مختلف در دور 350rpm و دمای 37 درجه
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 بر حسب دور و زمان هاي مختلف pHتغييرات : 7شكل

 
 

نمودار کشش سطحی در مقابل زمان برای 3 حجم مختلف در دور 350rpm و دمای 37 درجه
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 بر حسب دور و زمان هاي مختلف pHتغييرات : 7شكل
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نمودار بيومس در مقابل زمان برای 3 حجم مختلف در دور 350rpm و دمای 37 درجه سانتی گراد
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 rpm 350: تغييرات بيومس در دور 8شكل

 
ميلي ليتر براي دور  100و  200و  250و كشش سطحي و بيومس براي سه حجم مختلف  pHتغييرات  9جدول 
rpm 400  را نشان مي دهد. درجه سانتيگراد 37و دماي 

 
 و كشش سطحي و بيومس براي سه حجم مختلف pHتغييرات : 9جدول 

t (hr) 
250 mL 200 mL 100 mL 

pH بيومس كشش سطحي pH بيومس كشش سطحي pH بيومس كشش سطحي 
0 7 68 0 7 68 0 7 68 0 

15/5 6/71 26 1/125 6/5 28 1/445 6/41 23 1/25 
22/5 6/44 29 1/42 6/41 27 1/465 6/33 27 1/3 

38 6/45 27 2/19 6/43 26 1/87 6/32 27 1/5 

48 6/42 26/2 2/13 6/4 26/2 2/15 6/31 25/5 1/55 
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نمودار pH در مقابل زمان برای 3 حجم مختلف در دور 400rpm در دمای 37 درجه سانتی گراد
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 rpm 400در دور  pHتغييرات : 9شكل

 

نمودار کشش سطحی در مقابل زمان برای 3 حجم مختلف در دور 400rpm در دمای 37 درجه سانتی گراد
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 rpm 400: تغييرات كشش سطحي در دور 10شكل
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نمودار بيومس در مقابل زمان برای 3 حجم مختلف در دور 400rpm در دمای 37 درجه سانتی گراد
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 rpm 400: تغييرات بيومس در دور 11شكل

 

 نتيجه گيري
توليد بهينه بيوسورفكتانت وابسته به ميزان دما و تحمل شوري مي باشد. دماي بهينه هرگونه باكتري در محدوه 

كنند كه اين امر نشان دهنده  كه در آن، ميكرواورگانيسم ها با بالاترين كيفيت فعاليت مي مناسبي از دما است
وابستگي فرآيند توليد بيوسورفكتانت به دما نيز ميباشد. افزايش دما باعث سرعت واكنش هاي شيميايي و توليد 

در محدوه دمايي   Bacillus Subtillisمتابوليسم ميكروبي مي شود. داده هاي به دست آمده نشان مي دهد كه 
Pتا  28

o
PC 55  رشد بسيار سريع و خوبي  داشتند و در محدودهpH 5فعاليت خوبي از خود نشان دادند. يكي از  9تا

 براي رشد سلول و متابوليت هاي ثانويه است. pHخصوصيات مهم بيشتر ميكرواورگانيسم ها وابستگي بسيار زياد به 
اي بر رشد و فعاليت باسيلوس ها تأثير ميگذارد. تركيبي از نمكهاي معدني  محيط كشت به ميزان قابل ملاحظه

ي، نيتروژن و نمكها براي رشد بهينه و حداكثري بيوسورفكتانت مورد نياز است. در اين نمختلف مانند منبع كرب
كتانت است، به تحقيق به اين نتيجه رسيديم كه شوري يا غلظت نمك، يكي از پارامترهاي مهم براي توليد بيوسورف

گونه اي كه در غياب نمك، رشد و توليد بسيار كم است. از آنجايي كه اين باكتريها، آبزي مي باشند، بالاترين فعاليت 
 Bacillusنشان دادند و بهترين منبع كربن براي باكتري  9تا %  7را در محيطهاي داراي نمك با غلظت 

Subtillis 2[آب پنير است[. 
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