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 مقدمه -۱-۱

روزافزون    ازین   تأمینمنابع    ترین مهمهمچون نفت و مشتقات آن    یلیفس هاي  در حال حاضر سوخت 

دهد که تقاضاي  مطالعات آماري نشان می.  رو به کاهش نهاده است  ینفت  ریذخا  زانیهستند و م  ي به انرژ

نفت به نسبت    دهرود که کشورهاي تولیدکننلذا انتظار می .  انرژي در جهان با شتاب بالایی رو به رشد است

نسبت به افزایش تولید اقدام کرده و  ،  از منابع نفتی و همچنین سهم ایشان از بازار فعلی عرضهسهم ایشان  

 .  سهم خود را در بازار حفظ کنند  درواقع

برداشت نفت از    زانیم  لیدل  نیبه هم،  است   دهیدوم خود رس   مه یبه ن  ایدن  یمخازن نفت  شتریعمر ب

با استفاده از    ازدیاد برداشتهاي  روش از    ی نفتهاي  شرکت   و   افته یکاهش  هاي  ملاحظ قابل   زان یبه م  هاآن

با توجه به اینکه نفت،  .  کنند ی استفاده م   ینفت  ری در برداشت از ذخا  شتریب  يور بهره   يبرا  نینوهاي  فناوري 

دهند، استفاده صحیح  نفتی بخش عمده تولید ناخالص ملی کشورمان را تشکیل میهاي  مشتقات و فرآورده 

آینده از این ذخایر خدادادي،  هاي  و برخورداري نسل   هاآن افزایش طول عمر    منظور به فتی کشور،  از منابع ن 

  ترینمهم را فراهم نمود. بدون تردید   هاآن وري از  کند با مدیریت صحیح این منابع حداکثر بهره ایجاب می

 بردن راندمان تولید، و  هایی براي حفظ و صیانت مخزن، بالاموضوع در مدیریت مخازن نفتی، اتخاذ روش 

 باشد. آن در حد مطلوب در طول زمان می داشتننگه سعی بر 

با    د یتول  نی مرحله آغاز.  شودی م   م یبرداشت نفت از مخازن به سه مرحله تقس،  ی خیتار  دگاه یاز د

  ي د ینفت به سمت چاه تول  یی جابجا  ي برا  ي انرژ  ی موجود در مخزن که منبع اصل  ی عی طب  ي استفاده از انرژ

 Aquifer(  رانش آبده ،  )  Gas Cap Drive(  يرانش کلاهک گاز  یع یطب  ي انرژ  ن یمنبع ا.  شودی انجام م،  است

Drive  (  ، رانش گاز محلول  )Solution Gas Drive (  ، ال یانبساط سنگ و س  )Rock and Fluid Expansio  (

موجود    هیدرصد نفت اول   5-30مرحله تنها در حدود    نیدر ا.  است)  Gravity Segregation(  یثقل  زش یو ر ،  

 . شودی برداشت م  Original Oil in Place (OOIP( در مخزن 
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عمل  مرحله انرژ  طورمعمولبه   اتیدوم  کاهش  از  و    يبعد  نفت  درنتیجهمخزن  برداشت  ،  کاهش 

در  .  شودی ز انجام م گا  ایآب   ق یمخزن با کمک تزر  ی عیطب ي انرژ شیبا افزا ه یبرداشت ثانو . شودی استفاده م

 یی جاجابه   کردیا رویو آبده و    يفشار با انبساط کلاهک گاز  تیتثب  يبرا  توانی گاز و آب را م   ند یفرآ  نیا

زنی  سیلاب به اندازه    ي گاز  یرامتزاجیغ  ییجابجا  وجود   این   با.  کرد  قیتزر  ینفت داخل ستون نفت  یرامتزاجیغ

)Water Flooding  (امروزه    ستی ن  د یمف ثانو  عنوانبه   ندرت  بهو  م  هی برداشت    نیار  بناب.  شودی استفاده 

  ي د یتولهاي  چاهنفت را به سمت  ،  آب.  شودی م  يبند برداشت طبقه   نیمعادل ا  معمول  طور  به  زنیسیلاب

صرفه    شترینفت ب  د ی شود و تول  ادیز  ي د یتولهاي  چاه آب به نفت در    بتکه نس  یتا زمان  ند یفرآ  نیو ا  راند ی م

  قیتزر.  رسد ی درصد م  40-60مرحله برداشت نفت به    نیا  انیدر پا.  ابد یی ادامه م،  نداشته باشد   ي اقتصاد

 دارد:  ی آب به مخزن دو اثر عمده را در پ

حباب  داشتننگه با   .۱ نقطه  از  بالاتر  مخزن  جلوگ ،  فشار  مخزن  در  گاز  شدن  آزاد  و    ير یاز  کرده 

 .  ارددی نفت را بالا نگه م ی نسب ي رینفوذپذ 

 . راند ی م ي د یتولهاي چاهجبهه آب به سمت  ي نفت را در جلو .۲

 ی ناهمگن،  نامطلوب   یترشوندگ  ط یاز شرا  یعمده ناش   طوربه که    یدر اثر عوامل،  مرحله  نیا  انیر پاد

)  % نفت درجا40-60(   از نفت  توجهیقابل مقدار  ،  است  ینگ ییسنگ مخزن و به دام افتادن نفت در اثر مو 

  برداشت   اد یازدهاي  روش ،  ییبرداشت نها  شیمقدار نفت و افزا  ن یبرداشت ا  ي برا.  ماند ی م  یدر مخزن باق

 .  رند یگی مورد استفاده قرار م)  Enhanced Oil Recovery -EOR( نفت

  شود ی م  یآن سع   ی که ط،  گرددی اطلاق م  ییندهایو فرا  هاک یبرداشت نفت به مجموعه تکن  ادیازد

  ی معمولهاي  روش با    هاآن را که استخراج    ی نفت خام  زان یم،  ی نفت  دانیمواد خارج از م  ا ی  يبا استفاده از انرژ 

 .  قرار دهند  ي برداراستخراج و مورد بهره ، ستین صرفه بهمقرون و  يآن اقتصاد  د یتول ای ریپذ امکان
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  ک ی تحر(  ،یی گرماهاي  روش ،  یروبآب هاي  روش از:    اند عبارتبرداشت نفت    اد یمختلف ازدهاي  روش 

،  مرهایرانش با پل(  ،ییایمیش هاي  روش )  رانش با آب گرم و احتراق درجا،  یبخار روب ،  با بخار آباي  هدور 

اکسید دي   قیتزر،  یدروکربن یههاي  گاز  قیتزر(  ،یامتزاج هاي  روش )  ی لیمسهاي  مر یبازها و پل،  هاکتانتسورف

هاي روش و  )  یرامتزاجیغ  ای  یامتزاج  صورتبه حاصل از احتراق  هاي  گاز   قیتزر  نیهمچن،  تروژنیو ن  کربن

درون    ماندهیباقهاي  به حرکت واداشتن نفت ،  نفت  رداشتب  ادیازدهاي  روش هدف همه    درمجموع .  میکروبی

 . باشد ی م  یدر سطح مخزن نفت  ي د یبه سمت چاه تول، مخزن

 میکروبی هاي بیوسورفکتانت  -۲-۱

مولکول بیوسورفکتانت از  بسیار متنوع هستند که توسط  هاي  ها گروهی  با ساختار  فعال در سطح 

دوست با دو بخش  دوگانههاي  ها مولکول بیوسورفکتانت.  شوند ها تولید میها و مخمرقارچ،  هابرخی باکتري

آب   دو فاز با قطبیت متفاوت مانند روغن   حدفاصلدر    هستند که امکان تشکیل میسل  گریزآب و    دوستآب

-توقف تشکیل پیوند ،  را قادر به کاهش کشش سطحی مایعات  هاآن این ویژگی  .  باشند آب را دارا می-یا هوا

کرده و با تشکیل میکروامولسیون قابلیت حل شدن   گریزآب دوست و  آبهاي  هیدروژنی و برهمکنش هاي  

-امولسیون،  کنندگیپاك این ویژگی باعث خصوصیات  .  شوند ا باعث میرلعکس  اآب و یا بها در  هیدروکربن

 .  ]2, 1[ شودها می کنندگی سورفکتانتکنندگی و پراکندهکف ، کنندگی

 

 ]2[ در سطح بین آب و هوا بیوسورفکتانتتجمعی از   -1-2  شکل
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نسبتاً نوین در صنایع مختلف  هاي  یکی از رویکرد،  زیستمحیط سازگار با  هاي  فناوري استفاده از  

و رو به توسعه دنیا در این زمینه در حال    یافتهتوسعه هاي  در کشور   ايگسترده باشد و تحقیقات بسیار  می 

نفت  از مشتقات  ،  گیرند هایی که در حال حاضر مورد استفاده قرار میتقریباً تمام سورفکتانت.  انجام است

باشند شامل  شیمیایی که محصول فرعی صنعت پتروشیمی میهاي  سورفکتانت.  ]3[شوند  سنتز می  خام

از مصرف    %70-75این محصولات  .  هستند   هاآنآلکیل فنول اتوکسیلات و مشتقات  ،  آلکیل بنزن سولفونات

 .  ]4[  دهند صنعتی را تشکیل می هاي سورفکتانت کشور 

-وسیعی را در حذف آلودگیهاي  دمنحصر به فردي هستند که کاربرهاي  مولکول   هابیوسورفکتانت

و پمپاژ و انتقال  ،  ذخیره نفتهاي  زدایی تانک لجن،  افزایش بازیافت نفت،  زیستمحیط آلی و فلزي  هاي  

به سهولت در طبیعت   بیوسورفکتانت، محیطیزیستبه علت سازگاري . دارند ،  لولهنفت سنگین در خطوط 

سورفکتانت به  نسبت  و  شده  کمسمی  غیر،  سنتزيهاي  تجزیه  یا  میسمیو  بالقوه .  باشند تر  ي  مزایاي 

قابلیت تولید از مواد خام ارزان  ،  سازگاريزیست  ،  سمیت کم،  يریپذ ب یتخرستیزها شامل  بیوسورفکتانت

،  در لوازم آرایشی  هاآنباشد که باعث کاربرد  که در مقادیر زیاد در دسترس است و قابلیت هضم شدن می

همچنین این ترکیبات داراي ماهیت شیمیایی و اختصاصیت براي  .  غذایی و دارویی شده استهاي  افزودنی 

 هاآن   novel  ونیفرمولاس با محصولات شیمیایی باعث    هاآن سازگاري  .  هیدروکربنی هستند هاي  سوبسترا

 .  ]8-5[ شده است

سال  و  هاي  در  استخراج  سمت  به  توجه  سورفکتانت  برداريبهره اخیر  براي  ،  ارزشمند هاي  از 

صنعتیهاي  استفاده  باکتري ،  مختلف  به  و  است  یافته  و  افزایش  دارند  دوست  را  اکستریم  شرایط  که  ها 

که قادر به تحمل  هاي  میکروارگانیسمبنابراین  .  ]9[بسیار توجه شده است  ،  کنند تولید می   بیوسورفکتانت

گرفته شرایط سخت می قرار  توجه  مورد  بسیار  توانایی  این  داشتن  دلیل  به  می باشند  و  از  اند   ها آن توان 

آلوده   هاها فلزات سمی در خاك و فاضلاب عوامل امولسیون کننده در اصلاح زیستی هیدروکربن  عنوانبه 

خاکی و آبی یافت  هاي  در اغلب محیط   بیوسورفکتانتتولیدکننده  هاي  میکروارگانیسم.  ]10[ استفاده کرد  
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ها با جداسازي جامع و وسیع این دسته از میکروارگانیسمتحقیقات زیادي در رابطه  درمجموعاند ولی شده

 .  ]11[صورت نگرفته است  

 هابیوسورفکتانتکاربرد صنعتی  -۱-۲-۱

اغلب سورفکتانت در    حالبااین،  شوند ي شیمیایی سنتز میتجاري به طریقه هاي  در حال حاضر 

تولید  هاي  سال به  ها  بیوسورفکتانت.  میکروبی معطوف شده استهاي  بیوسورفکتانت اخیر توجه بیشتري 

امکان استفاده در مصارف    هاآن باشند که به  ی میشیمیایهاي  نسبت به سورفکتانت مهمی  هاي  داراي مزیت 

 از: اند عبارتبرخی از این مزایا . دهد صنعتی و محیطی را می

i.  سورفکتانت   پذیريتجزیه برخلاف  توسط   آسانیبه ،  بیولوژیکی هاي  سورفکتانت،  سنتزيهاي  زیستی: 

بر اساس استفاده از    2005در سال    mulliganاین واقعیت توسط  .  شوند ها تجزیه می میکروارگانیسم 

 .  ]12[مشخص شده است ، نفتیهاي زیستی و پراکنده کردن لکه  سازيپاك ها در بیوسورفکتانت

ii.   :بیشتر بوده اما  ،  سورفکتانت مشتق شده از ترکیبات شیمیایی  تأثیرنشان داده شد که  سمیت پایین

بوده و جهش بیوسورفکتانت نبودند ها غیر سمی  آنیونی  )  Corexit(  یتگزکور .  زا  که یک سورفکتانت 

بر علیه  )  درصد از جمعیت مورد آزمایش  50غلظت کشندگی براي کشتن  (  آن   50LD،  سنتزي است

Photobacterium phosphoreum ،10 13[  است بر کمتر از رامنولیپید برا[  . 

iii.   :و نیز در صنایع غذایی  ،  ها را در صنایع آرایشیبیوسورفکتانتامکان کاربرد    که طوري به سازگاري زیستی

 .  ]13[دهد  افزودنی غذا می عنوانبه 

iv.  :که در   قیمتارزانتوانند از مواد خام ها میبیوسورفکتانتامکان تولید از مواد خام ارزان و در دسترس

ها کربوهیدرات ،  هاتواند شامل هیدروکربنمنبع کربن می.  تولید شوند ،  باشند مقادیر زیادي موجود می

 .  گیرند جداگانه و یا با یکدیگر مورد استفاده قرار می  طوربه ها باشد که و یا لیپید 
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v.  از  هاي  فاکتور بسیاري  تحت  بیوسورفکتانت فیزیکی:  دما    تأثیرها  مثل  محیطی  قرار    pHو  عوامل 

دارند نمی تحمل  یونی  نیروي  برابر  در  و  توسط    Lichenysim.  گیرند   Bacillusاز    ياه ی سوکه 

licheniformis   طیفی از  ،  درجه  50طیفی از دما تا    تأثیر شود تحت  تولید میpH  ،  و شوري    9تا    5/4از

 .  ]1[  گیرد نمی قرار   g l-125کلسیم   و غلظت 5%

vi. سطح و فعالیت سطحی .Molligan  تواند  سورفکتانت خوب می بیواظهار داشت که یک    2005در سال

از  را  آب  سطحی  بین    mN m-1  35به    mN m-172کشش  سطحی  بین  کشش  و  دهد  کاهش 

سورفکتین داراي توانایی کاهش کشش  .  ش دهد کاه  mN m-1  1به    mN m-1 40هگزادکان را از  /آب

-mN mتواند کشش بین سطحی آب/ هگزادکان را تا کمتر ازاست و می   mN m-1  25تا ،  سطحی آب

 .  ]13[کاهش دهد   1

vii.  :اختصاصی عمل   طوربه اغلب  ،  اختصاصیهاي  آلی با گروه هاي  ها مولکول بیوسورفکتانت اختصاصی بودن

این  .  کنند می  دلیل  سمیت،  ویژگیبه  آلودگی در  امولسیون امولسیون ،  خاصهاي  زدایی  هاي  زدایی 

 .  ]13[اند آرایشی و داروسازي مورد استفاده قرار گرفته ، صنایع غذایی، صنعتی

با توجه به خاصیت  .  باشد می   نفت خام ها در صنایع  بیوسورفکتانتبسیار مهم  هاي  یکی از کاربرد 

براي    ايبالقوه کاندیداي    عنوانبه این مواد  ،  هیدروکربنیهاي  کاهش کشش سطحی و بین سطحی مخلوط 

در    هاآن امکان استفاده از  ،  هابیوسورفکتانتهاي  از دیگر کاربرد .  باشند می مطرح    نفت خامازدیاد برداشت  

 سازيپاك و  ،  نفت خامخطوط لوله از طریق کاهش ویسکوزیته  در  )  نفت سنگین  ویژهبه (  انتقال نفت پمپاژ و  

استفاده    محیطی زیستاز دیدگاه  .  باشد می  هاآن از مخازن ذخیره نفت و بازیافت نفت باقیمانده در    لجن نفتی 

باکتري  آلودگی   منظور به   بیوسورفکتانت  تولیدکننده هاي  از  میکروبی  تجزیه  از  ،  هیدروکربنیهاي  افزایش 

 . برخوردار است ايویژه اهمیت 
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 ها در صنعت نفت  بیوسورفکتانتکاربرد  -۳-۱

لجن نفتی   سازيپاك ، نفتیهاي در صنعت نفت شامل تجزیه و رفع آلودگی  بیوسورفکتانتکاربرد 

 . باشد می) MEOR(  ذخیره نفت و ازدیاد برداشت نفت خام به روش میکروبی هاي از تانکر 

شود که فاز اولیه  نفت در ابتدا به طور طبیعی در نتیجه فشار داخلی مخزن با قدرت بیرون زده می

 شود. نامیده می 1داشتبر

با   2کند. فرایند افزایش بازیافتبرداشت طبیعی بوسیله فرایند ازدیاد برداشت نفت ادامه پیدا می

 شود. نامیده می 3شود که برداشت ثانویه تزریق آب یا گاز به درون مخزن انجام می

 .]15, 14[باشد میکروبی میبازیافت ثالثیه شامل استفاده از گرما، مواد شیمیایی و محصولات 

نفوذپذیري کم مخازن و یا ویسکوزیته بالاي  هاي نفت ممکن است ناشی از  تولید کم برخی از چاه
سال قبل پیشنهاد   80نزدیک به     MEORشود.خام باشد. که منجر به تحرك کم نفت در مخازن مینفت 

 .]7[ت اولین مطالعات آزمایشگاهی آن آغاز شده اس 1980شد، اما از سال 

MEOR  ها به منظور ازدیاد  هاي میکروبی و محصولات آنها، فرایندشامل کاربرد میکروارگانیسم
قبل از سال    MEORاستفاده از   باشد اولین پیشنهاد براي  هاي نفتی از مخازن نفت میبرداشت باقیمانده

در   . ]16,  15[  هاي معدنی را گزارش کردهها را روي روغنرشد باکتري  4منداده شد، زمانیکه بک1926
به عنوان عوامل زیانگذشته، میکروارگانیسم امروزه میها  اما  دانند که آور در صنعت نفت مطرح بودند 

از برداشت نفت بسیار مفید واقع شوندها میمیکروارگانیسم ،  ممکن   MEOR.]17[  توانند در مراحلی 
به میکروارگانیسم با توانایی تولید محصولات مطلوب در است بوسیله تزریق مستقیم مواد غذایی  هایی 

 خام و یا تزریق خود محصول به تنهایی، انجام شود. در این فرایند فیلممخزن، براي افزایش تحرك نفت 

کاهش کشش سطحی، فشار مورد نیاز براي . ]8[  شودها جدا شده و نفت امولسیون مینفتی از صخرههاي  
 

 

1 Primery 
2 EOR(Enhanced Oil Recovery) 
3 Secondry recovery 
4 Becman 
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جا  نفت را از این منافذ جابههاي مخزن را کاهش داده و  رهایی نفت محبوس شده از خلل و فرج صخره 
 کند.برداري وادار به حرکت میکرده به سمت چاه بهره

توانند در ازدیاد برداشت نفت شرکت کنند  ها از طریق آن میسه راه ممکن که میکروارگانیسم
 عبارتند از: 

 هایی روي سطح تولید کنند. ها وبیوپلیمرتوانند بیوسورفکتانت ها میمیکروارگانیسم .۱

کنند. که این هایی تولید میهاي مخازن رشد کرده وگازها در منافذ صخرهوارگانیسممیکر .۲
 کند. بالا برده و به فرایند استخراج نفت کمک می تولید گاز فشار مخزن را

هاي مخزن هاي با نفوذپري بالا در صخرهتوانند به طور انتخابی کانالها میمیکروارگانیسم .۳
 .]18[ ایش فرایند بازیافت شوندرا مسدود کرده و باعث افز

دهنده کل نفت مخزن باشد و این نشان   % 67خام در منافذ ممکن است بالاتر از حدود  باقیمانده نفت 
کنند ها چندین ترکیب تولید میراندمان بازیافت نسبی نفت در تولید اولیه و ثانویه است. میکروارگانیسم

خام را کاهش داده و اجازه حرکت بالقوه براي افزایش فشار مخزن، ویسکوزیته و گرانروي نفت که توانایی  
تواند در تنظیم دوباره فشار  سازد. گاز تولید شده در مخزن میتر محصول از دیواره چاه را فراهم میآسان

ویسکوزیته آن    خام حل شده،  ها در نفت خالی شده مخزن نیز شرکت کند. همچنین ممکن است این گاز
توانند  هایی مانند اسید استیک و پروپیونیک اسید میها با تولید اسیدرا کاهش دهند. از طرف دیگر باکتري

ها را افزایش دهند. یک مشکل عمده در  هاي کربناتی را حل کرده، نفوذپذیري و ضریب تخلخل آنهصخر
در     MEOR باشد. موفقیت عملیاتنفتی می  کاربرد عملیاتی این روش، دما وغلظت بالاي نمک در مخازن

ها، آب هایی است که بتوانند در مخازن داراي هیدروکربنمخزن وابسته به کاربرد میکروارگانیسم  سطح
 . ]18[ نمک و درجه حرارت بالا زنده مانده و محصول مناسب و متابولیت مورد نظر را تولید کنند

 عبارتنداز:   MEORها در سه راه ممکن براي کاربرد بیوسورفکتانت 

هاي و اضافه کردن آن به مخزن با استفاده از روش  6یا مداوم 5تولید بیوسورفکتانت در محیط بسته  .۱
 معمول 

 

 

5 Batch 
6 Continuous 



حذف    تیبرداشت مخازن نفت خام با قابل  ادیازد یکروبیمحصول م   دیولت
 مخزن  H2Sو کاهش    SRB  ي هايباکتر

 1گزارش پیشرفت 

 

15 

 هاي نفتیدر فاز میان سلول باکتري و لایه  رفکتانت ها به درون مخزن و تولید بیوسوتزریق باکتري .۲

هاي تولید کننده بیوسورفکتانت  تزریق مواد غذایی انتخاب شده به مخزن به منظور تحریک رشد باکتري .۳
 موجود در درورن مخزن 

تولیدمیکروارگانیسم هوازي  مخزن  هاي  در  باکتري  مستقیم  استفاده  براي  بیوسورفکتانت  کننده 
بهرهجهت   میکروارگانیسمافزایش  نیستند.  مناسب  نفتی  از مخازن  کار  برداري  به  منظور  این  به  هایی که 

با  روند باید توانایی رشد و تولید سورفکتانت تحت شرایط محیطی مخازن نفتی را دارا باشند، زیرا تقریمی
بالا و شرایط بی تنتمام مخازن نفتی داراي دما و نمک  به  هوازي هستند. تاکنون  ها یک میکروارگانیسم 

 هوازي بیوسورفکتانت عمدهرایط بینشان داده شده است که تحت ش   Bacillus Lichniformis JF-2نام

دهد. مطالعه بر روي این کاهش می  mmN   30-1کند که کشش سطحی محیط را به کمتر از  اي تولید می
باشد و کتانت در مخازن نفتی را دارا میدهد که این گونه، توانایی رشد و تولید سورفباکتري نشان می

ي رشد این کند. شرایط موجود در مخازن نفتی براپذیر میامکان   %13افزایش بهره برداري از نفت را تا  
  افتدهم اتفاق می  %30باشد. کاهش کشش سطحی حتی در غلظت اشباع نمکی  باکتري در حد مطلوب می

]19[. 

 

 نفت میکروبی  برداشت  ازدیادو  هابیوسورفکتانت -۱-۳-۱

MEOR  باشد استفاده  ثیه میلدر سومین مرحله بازیافت نفت از چاه که معروف به بازیافت نفت ثا

زنده    صورتبه توانند براي یک چاه یا مخزن نفتی  می  MEORاستفاده شده در  هاي  میکروارگانیسم .  شودمی

شرایط خاصی را براي زنده ماندن نیاز    ها معمولاًمیکروارگانیسم.  شوند   به کار برده  در درون مخزن نفت

همچنین به آب    MEOR.  شودبه درون چاه تزریق می  زمانهم ها و اکسیژن  نوترینت اغلب  بنابراین  ،  دارند 

.  کند ایفا می  MEORمخزن نقش بسیار مهمی را در    زیرسطحیي  ها و ناحیهانتخاب میکروب.  نیز نیاز دارد

 زیر افزایش دهند:هاي کنند تا بازیافت نفت را با متد ها بین سطوح رشد میمیکروارگانیسم
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ها کمک  میکروارگانیسم.  شودجاري نمی  راحتیبه است که    غلیظینفت: نفت مایع    ویسکوزیته کاهش   •

تر  سانمولکولی نفت خام را بشکنند و باعث شوند تا سیالیت آن بیشتر شده و آهاي  کنند تا ساختارمی

 .  از چاه بازیافت شود

گاز   • میکروارگانیسم  اکسید دي تولید  گاز  کربن:  را    اکسید دي ها  فرعی    عنوانبه کربن  محصول  یک 

این گاز تجمع یافته و جایگزین نفت در چاه شده و آن را به    زمان مرور به .  کنند متابولیسم تولید می

 .  راند بیرون می

کنند بیوماس عالی  ها مواد غذایی را جهت زنده ماندن تجزیه می تولید بیوماس: وقتی میکروارگانیسم •

چاه    سطح هاي  کنند که این محصول فرعی بین نفت و صخرهیک محصول فرعی تولید می  عنوانبه را  

 .  تر بازیافت شودشود تا راحتفیزیکی جایگزین نفت شده و باعث می ازلحاظ یابد و تجمع می

انتخابی: • از میکروارگانیسم  انسداد  اگزوپلیتعدادي  نام  به    به تا   کنند ترشح می   ساکارید ها مواد لزجی 

در  کنند تا  محافظت کنند. این مواد همچنین به باکتري کمک می  آن از خشک شدن خود  يوسیله 

اه و  ساکاریدها در مسدود کردن منافذ چاگزوپلی  ، از خود دفاع کند. علاوه بر اینها  ارگانیسمدیگر    برابر

باکتري کمک می نیز به  بهتر نفت  نتیجه خروج  این فرآیند مسدود کردن منافذ جهت    کنند.  و در 

 .  شودشناخته می selective plugging  عنوانبه تسهیل حرکت نفت 

-عمل کرده و به نفت کمک می ايلغزنده هاي کننده ها شبیه پاكتولید بیوسورفکتانت: بیوسورفکتانت •

 .  تر از چاه بیرون بیاید راحت صورتبدین تر حرکت کند و ها آزادانهها و شکافطول صخرهنند تا در ک

ب آلوده به نفت خام براي تولید بیوسورفکتانت  آاز    Pseudomonas aeruginosa  در یک تحقیق

  پایلوت کاربرد موفقیت آمیزش را در جهت بازیافت نفت هاي  زمایشگاهی و تستآهاي  تست.  جداسازي شد 
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توانست بازیافت  )  7PIMP(  محصولات متابولیک استفاده شده .  ]20[ از میدان نفتی داکینگ چین را نشان داد  

 . درصد کاهش دهد  40درصد افزایش دهد و همچنین فشار تزریق را تا   11/ 2نفت را تا 

PIMP    درصد    35نفت خام را تا    ویسکوزیته  قادر بود،  شد بیوسورفکتانت مصرف می  عنوانبه که

و حبس    PIMPاستفاده شده بعد از تزریق  هاي  چاه درصد از    80پایلوت حدود  هاي  در تست .  کاهش دهد 

تولید نفت خام نشان دادند   ي داریمعن افزایش  ،  حدود یک ماه  پایلوت همچنین نشان داد که  .  در  تست 

PIMP  تواند سیکل شستن چاه نفتی را افزایش دهد تا جایی که کل نفت تولیدي افزایش یابد می . 

-یم  نفت  ره یذخ  يهاتانک  8یی زالجن  نفت،   ت صنع  در   هاوسورفکتانتیب  ي هاکاربرد  از  دیگر  یکی

 نفت  شرکت  نفت  ره یذخ  تانک   کی  یی زالجن  يبرا   را،  هاوسورفکتانتیب  از  استفاده  همکارانش  و  9بانات.  اشد ب

  د یتول مناسب هیسو  کی از  استفاده با لجن در محبوس  نفت درصد   90 افتیباز به و  دادند   نشان تیکو خام

  خامنفت  کننده   رهی ذخ  مخازن   در   ینفت   يهالجن  تشکیل  .]21,  12[   افتند ی   دست   وسورفکتانت یب  کننده 

  علاوه   شود،می   آن  به  یدسترس   عدم  و  تانکرها  در  گرانبها  ماده  این  از  ییبالا  درصد   شدن  محبوس   به  منجر

. شوند ی م  محسوب  زیستی  هاياکوسیستم  ي برا ی بزرگ  بسیار  د یتهد  محیط   در  ی نفت يهالجن تخلیه  این  بر

  می   بیوتکنولوژي   علم  نوین  رویکردهاي  از  یکی  زیست  محیط   با  سازگار  هايآوري فن   از  استفاده   رواین  از

  دهه   دو   در   نفت   میکروبیولوژي   مباحث  جدیدترین  از   یکی  میکربی   روش   به  نفتی  مخازن   زدایی لجن.  باشد 

 .  رودمی  شمار به گذشته

 

 

 

7 sPseudomonas aeruginosa metabolic product 
8 Desludging 
9 Banat 
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 ها سورفکتانت  عملکرد نهیدرزم مهم يها شاخص -۴-۱

 یسطح  کشش -۱-۴-۱

  برده   بکار  است   دیگري  مایع  یا  جامد   یک  با  تماس   در   که   مایعی  توسط   که  است  طول   واحد   در  نیرو

  با   مرتبط   که  شودمی  تلقی   سطح  واحد   در   آزاد   انرژي  از  مقداري   عنوانبه   سطحی  کشش  همچنین .  شودمی 

 .  ]13[.  است سطح  دو  بین یا سطح

  )CMC( لیمس  لیتشک  یبحران  غلظت -۲-۴-۱

  نام   به  ايتوده  تشکیل  ،شوند   متصل   هم  به  محلول  یک  در  سورفکتانت  مولکول   زیادي  تعداد  وقتی

 CMC  کنند می   شدن  تشکیل  به  شروع  هامیسل   این   آن   در   که   سورفکتانت  یک  از   غلظتی  به.  دهند می   میسل

  تشکیل  هاآن   دم   کردند   شدن  تشکیل   به   شروع  هامیسل   وقتی .  گویند می   مسیل  تشکیل   بحرانی   غلظت  یا

 بخشد می   بهبود  را  آب  با  مطلوب   تماس   که  سازدمی  بیرونی   پوسته  یک  هاآن   یونی  سر   و  گریزآب   هسته   یک

]2[  . 

 

 .  ]2[ و تشکیل میسل  بیوسورفکتانت غلظت ، رابطه بین کشش سطحی - 2-2  شکل
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 ها بیوسورفکتانتبندي طبقه -۵-۱

 بندي  کاتیونی و خنثی طبقه،  به انواع آنیونی  قطبی هاي  ه اساس گرو شیمیایی بر هاي  سورفکتانت

.  کنند بندي میدسته  هاآن میکروبی    منشأترکیب شیمیایی و    بر اساس ها را نیز  بیوسورفکتانت.  شوند می

یک    طورکلیبه  آب ،  بیوسورفکتانتساختار  بخش  یک  اسیدآمینه از  شامل  و  هاي  پپتید ،  دوست  آنیونی 

بر  .  ]22[چرب تشکیل شده است  هاي  شامل اسید   گریز آب و یک بخش  ،  هاساکارید دي و پلی،  منو،  کاتیونی

 شوند:بندي میزیر طبقههاي ها به گروه بیوسورفکتانتاین اساس 

 گلیکولیپیديهاي بیوسورفکتانت .۱
 لیپوپپتیدي و لیپوپروتئینی هاي بیوسورفکتانت .۲
 چرب هاي اسید ها و فسفولیپید  .۳
 پلیمري هاي بیوسورفکتانت .۴
 اي ذرههاي بیوسورفکتانت .۵

نشان    1-2  جدول در    هاآن میکروبی    منشأها به همراه خصوصیات و  بیوسورفکتانتانواع    ترینمهم

 .  داده شده است
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 .  ]22[ میکروبی منشأ ها همراه با بیوسورفکتانت  ترین مهم   -1-2 جدول

Biosurfactant Organisms Surface tension 
 (𝒎𝒎𝒎𝒎/𝒎𝒎)  CMC Interfacial tension 

 (𝒎𝒎𝒎𝒎/𝒎𝒎)  
Glycolipids     

Rhamnolipids 
P. aeruginosa 
Pseudomonas sp 
 

29 
25-30 

 
o. 1-10 

0. 25 
1 

Trehalolipids 

R. erythropolis 
N. erythropolis 
Mycobacterium sp 
 

32-36 
30 
38 

4 
20 
o. 3 

14-17 
3. 5 
1. 5 

Sophorolipids 
T. bombicola 
T. apicola 
T. petrophilum 

33 
30 
 

 1. 8 
0. 9 

Cellobiolipids U. zee، U. maydis    
Lipopeptides and 
lipoproteins     

Peptide-lipid B. licheniformis 27 12-20 0. 1-o. 3 
Serrawettin S. marcescens 28-33   
Viscosin P. fluoresnce 26. 5 150  
Surfactin B. subtilis 27-32 23-160  
Subtilisins B. subtilis    
Gramicidins B. brevis    
Polymyxins B. polymyxa    
Fatty acid، neutral 
lipids and 
phospholipid 

    

Fatty acids C. lepus 30 150 2 
Naural lipids N. erythropolis 32   
Phospholipid T. thiooxidans    
Plymeric 
surfactants     

Emulsan A. calcoaceticus    
Biodispersan A. calcoaceticus    
Mannan-lipid-
protein C. tropicalis    

Liposan C. lipolytica    
Carbohydrate-
protein-lipid P. fluorescense 27 10  

Particulate 
biosurfactant     

Vesicles and 
fimbriae A. calcoaceticus    
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 هاگلیکولیپید  -۱-۵-۱

هایی هستند  کربوهیدرات  هاآن .  هستند   شدهشناخته هاي  بیوسورفکتانتبیشترین  ،  هاگلیکولیپید 

گالاکتوسولفات و  ،  رامنوز ،  گالاکتوز،  مانوز،  باشند و شامل گلوکزتري و تتراساکارید می ،  دي ،  که شامل منو

اسید می  زنجیره   این کربوهیدرات.  باشند گلوکورونیک  اسید   به  آلیفاتیک  هاي  بلند  آلیفاتیک هیدروکسی 

شده  رامنولیپیدهاهبیوسورفکتانت  ترینمعروف .  اند متصل  شامل  گلیکولیپیدي  و  ترهالولیپید ،  ا  ها 

 .  ]23, 22[باشند می سوفورولیپیدها 

 هارامنولیپید  -۱-۱-۵-۱

از    هاآن .  انجام شده است  هاآن رامنولیپیدها از گلیکولیپیدهایی هستند که بیشترین مطالعه روي  

تشکیل  ،  بتا هیدروکسی دکانوئیک اسید متصل شده است  یک یا دو مولکول رامنوز که به یک یا دو مولکول 

توسط   Pseudomonas aeruginosaاولین بار در  ،  رامنوز حاوي  هاي  تولید گلیکولیپید .  )  1- 1شکل  (  اند شده

 .  ]23[ارائه شد ، 1949جرویس و جانسون در سال 

 
 .  ]24[ساختمان رامنولیپید  . 3-2  شکل

 ترهالولیپیدها -۲-۱-۵-۱

چندین   است  شناخته ترهالولیپیدي    بیوسورفکتانتتاکنون  گونه در  .  شده  هاي  اکثر 

Mycobacterium  ،Nocardia  وCorynebacterium   موقعیت دي در  ترهالوز  به    ´C-6و  C-6هاي  ساکارید 

  ازنظر مختلف  هاي  حاصل از میکروارگانیسمهاي  ترهالولیپید .  )  4-2  شکل(  مایکولیک اسید متصل شده است
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تولید  . بودن با یکدیگر تفاوت دارند  غیراشباعکربن و درجه هاي تعداد اتم ، اندازه و ساختار مایکولیک اسید 

 .  ]23[ ترهالولیپید با رشد باکتري مرتبط است 

 

 .  ]24[ساختمان ترهالولیپید . 4-2  شکل

 سوفورولیپیدها -۳-۱-۵-۱

 و  Torulopsisi bombicola  ،Torulopsis apicolaهایی مانند  ها عمدتاً توسط مخمرسوفورولیپید 

Torulopsis petrophilum    که با پیوند گلیکوزیدي به زنجیره    ي دایمرکربوهیدرات  ،  سوفوروز .  شوند می تولید

است شده  متصل  چرب  اسید  سوفورولیپید ،  بلند  تشکیل  ساختار  را  این  .  )  5-2  شکل(   دهد می ها 

-و غلظت(   20تا    C90(  درجه حرارت ،  )  pH  )6-9را در برابر تغییرات    توجهیقابل ها پایداري  بیوسورفکتانت

 .  ]1[ اند مختلف نمک نشان داده هاي 

 

 .  ]24[ساختمان سوفورولیپیدها  5-2  شکل
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 هالیپوپپتیدها و لیپوپروتئین -۲-۵-۱

هاي  باشند که با پیوند کوالان به گروه لیپولیپیدي شامل چندین اسیدآمینه میهاي  بیوسورفکتانت می  تما

حلقوي  هاي  بسیاري از لیپید .  اند هچرب بتا هیدروکسی متصل شد هاي  هیدروکسی و کربوکسی در اسید 

که  )  هامیکسینپلی(  لیپوپپتیديهاي  بیوتیک آنتی و)  هایسیدینگرام(  پپتیديدکاهاي  بیوتیک شامل آنتی

ترتیب   می  Bacillus polymixa  و  Bacillus brevis  وسیله به به  در سطح   خصوصیات،  شوند تولید  فعال 

 ATCC 21332  Bacillus  وسیله به که    نیسورفکتلیپوپپتید حلقوي  .  دهند از خود نشان می   توجهیقابل

subtilis    این ترکیب در غلظت  .  )  6-2  شکل(  آید ها بشمار میبیوسورفکتانتترین  شود یکی از قوي می تولید

،  این ترکیب هاي  یکی از ویژگی.  دهد کاهش می   mN m  9/27-1به  72کشش سطحی را از  ،  درصد   005/0

باشد که از این خاصیت  قرمز پستانداران و تشکیل اسفروبلاست میهاي  توانایی آن در تخریب سلولی گلبول 

 .  ]25[شود می دار استفاده  بر روي آگار خون  نیسورفکتبراي تعیین تولید 

 

 .  ]24[ ساختمان مولکولی سورفکتین . 6-2  شکل

 طبیعی هاي ها و لیپید فسفولیپید، چربهاي اسید  -۳-۵-۱

ها چرب  ها و اسید مقادیر قابل ارزیابی از فسفولیپید ،  کننده هیدروکربن خاصتجزیه هاي ها و مخمر باکتري

ها و  باکتري.  اند که فعالیت سورفکتانتی از خود نشان داده،  اند ها تولید کردهلکان آرا در طی رشد بر روي  

فسفولیپید هاي  مخمر شامل  مولد   R. erythopolis  ،Acinetobacter HO1-N  ،Thiobacillusها 

thiooxidans  ،Arthrobacter AK-19  ،P . aeruginosa 44T1    وAspergilus  سو.  باشدمی   هیدر 

Acinetobacter HO1-N  ،این ترکیب میکروامولسیونی  .  شوند فسفاتیدیل اتانول آمین ایجاد میهاي  وزیکول

 .  کند ها را در آب ایجاد میالکان-از ان
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 . ]24[ساختار فسفاتیدیل اتانول آمین . 7-2  شکل

 پلیمري  بیوسورفکتانت -۴-۵-۱

کنند که  می پلیمري خارج سلولی را تولید  هاي  بیوسورفکتانت،  هامختلف تعداد زیادي از باکتريهاي  جنس

.  باشد ها می ها یا کمپلکسی از این بیوپلیمرلیپوپروتئین،  لیپوساکاریدها،  هاساکارید و پروتئینترکیبی از پلی

-ساکارید پلیهاي  مانوپروتئین و دیگر کمپلکس،  لیپوزان،  امولسان،  پلیمريهاي  بیوسورفکتانت  نیترمعروف 

هتروپلی   Acinetobacter calcoaceticus RAG-1.  باشد می پروتئین   بیوامولسیفایر  ساکاریدي یک 

  ون یامولسترین  قوي،  امولسان.  )  5-1(  شود کند که امولسان نامیده میمی دوست پلی آنیونی تولید  دوگانه 

امولسیون    صورتبه   4به    1روغن را به نسبت  -است که تاکنون شناخته شده است و حتی مخلوط آبکننده  

 .  ]25[کند تثبیت می 

 

 .  ]24[ اند ساکاریدي متصل شدههتروپلی چرب به اسکلت هاي اسید. ساختمان مولکولی امولسان. 8-2  شکل
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 ي ذره  بیوسورفکتانت -۵-۵-۱

هاي  در سلول  gcm  158 /1-3و چگالی شناور  50-20غشایی خارج سلولی با قطر  هاي  تجمع وزیکول 

Acinetobacter HO1-N  است وزیکولهاي  هیدروکربن .  گزارش شده  میکروامولسیون  دیواره  به شکل  ها 

،  ها از پروتئینوزیکول.  کنند بازي می میکروبی نقش مهمی  هاي  ها توسط سلول باشند که در مصرف آلکان می 

لیپوپلی و  شد فسفولیپید  تشکیل  وزیکول.  اند هساکارید  فسفولیپید ،  هادر  با  مقداري  مقدار    5ها  و  بار 

.  باشد می،  در غشائی خارجی همان میکروارگانیسم وجود دارد   آنچه بار بیشتر نسبت به    360ها با  ساکارید پلی

یکوئیک در  اپروتئین و اسید لیپوت-M  کنند شامل:اجزاي سطحی که در فعالیت سورفکتانتی شرکت می 

Sterptococcus groupA  ،  پروتئینA   در  Staphylococcus aureus  ،  لایهA    درAeromonas 

ssalmonicid  ، در  10پرودیژیوسین  Serratia spp  ،اسپور گرامیسیدین در  و    brevis Bacillusهاي  ها 

 .  ]1[  باشند می calcoaceticus RAG. A-1در  11فیمبریاي نازك 

 بیوسورفکتانت مؤثر بر سنتز و تولید هاي فاکتور -۶-۱

 منبع کربن  -۱-۶-۱

مورد استفاده قرار  ، هابیوسورفکتانتبراي تولید ، تعداد زیادي از منابع کربنی در تحقیقات بسیاري

.  سوبستراي کربنی قرار دارد) ماهیت(  نوع تأثیر تحت  ، هابیوسورفکتانت کیفیت و کمیت تولید .  گرفته است

رز و گلیسرول منبع سوبستراي کربنی خوبی براي  اکسا،  گلوکز،  نفت خام،  گزارش شده است که گازوئیل

است که اهمیت سوبستراي هیدروکربنی نقش مهمی در سنتز    حواض.  ]۲۶[  باشند می   بیوسورفکتانتتولید  

ها  بیوسورفکتانتدر طی تولید    کهطوري به اما اهمیت آن بستگی به نوع ارگانیسم دارد  ،  دارد   بیوسورفکتانت

 

 

10 Prodigiosin 
11 Thin fimberae 
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تولید شده اثر    بیوسورفکتانتمنابع مختلف کربنی در محیط کشت بر ترکیب    .Pseudomonas sp  توسط 

ي بخش اسید  بر طول زنجیره   ير یتأث،  مختلف دارند هاي  هایی با طولاما سوبستراهایی که زنجیره .  گذاردمی 

رشد هاي  میکروارگانیسم   وسیلهبه ،  شناخته شدههاي  بیوسورفکتانت   نیشتریب.  ها ندارند چرب گلیکولیپید 

  حل قابلهاي  اما برخی دیگر توسط سوبسترا،  شوند نامحلول در آب سنتز می هاي  کرده بر روي هیدروکربن 

نامحلول در آب  هاي متداول هیدروکربن  طوربه . ]27[اند گلیسرول و اتانول تولید شده ، در آب مانند گلوکز

 ندرتبه محلول  هاي  کربوهیدرات .  گیرند ها مورد استفاده قرار می بیوسورفکتانتسوبسترا براي تولید    عنوانبه 

حضور    Kosaricو    Dunjak.  ]28[  روند به کار می   بیوسورفکتانتمنبع کربن و انرژي براي تولید    عنوانبه 

را در زمان رشد بر روي گلوکز    Corynebacterim lepusهاي  متصل به سلول   بیوسورفکتانتمقادیر زیادي از  

.  ]29[ کند ها تسهیل می آزاد شدن سورفکتانت از سلول ،  اند که افزودن هگزادکاننشان داده و ثابت کرده 

،  اند محلول ها در حال رشد بر روي منبع کربن  سلول  که  یزمانان داده شده است  در موارد دیگري نیز نش

منبع کربن   که تمام کربن محلول مصرف شود و تنها هنگامی بسیار پایین بوده است و بیوسورفکتانتتولید 

به  نامحلول  هاي  اضافه کردن هیدروکربن.  شوند آغاز می   بیوسورفکتانتنامحلول وجود داشته باشد تولید  

می   بیوسورفکتانتتولید  ،  محیط کشت افزایش  را  باکتري  که  .  دهد توسط  است  شده  همچنین مشخص 

در    نفت خام مقدار انحلال .  گیرند ها مورد استفاده قرار می ي هیدروکربن خطی قبل از همه هاي هیدروکربن 

  بیوسورفکتانت شود که تولید عنوان می  نیباوجودا. ]30[ارتباط دارد  نفت خاممحیط کشت باکتري با نوع 

را نسبت به سوبستراهاي  با سوبسترا امتیازاتی  از دیدگاه  .  باشند هیدروکربنی دارا میهاي  محلول در آب 

  از یموردنهاي  تجهیزات پیشرفته و انرژي ورودي بالایی براي تفرق و انتشار مناسب هیدروکربن،  مهندسی

باشد منبع هیدروکربنی    MEOR  جزبه دیگري    زمینه   در  بیوسورفکتانتاگر کاربرد  ،  علاوه بر این.  باشد می 

 .  ]31[باشد محدود می 

نیز   پالم  توسط   عنوانبه روغن  بیوسورفکتانت  تولید  براي  کربن   Pseudomonas  منبع 

aeruginosa A41   ي روغن گیاهی همراه با سدیم نیترات  حتی پسماند حاصل از تصفیه .  ]32[  استفاده شد
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کشت  .  سودوموناس آئروجینوزا استفاده شد   يافته یجهشي  براي افزایش محصول بیوسورفکتانت در گونه

نیز   لبنی  صنایع  از  در    عنوانبه حاصل  رامنولیپید  تولید  براي   Pseudomonas aeruginosaسوبسترا 

strainBS2  ،Lactobacillus lactis 53    وStreptococcus thermophiles  بود بادوام  و  ارزان  .  بسیار 

سوبسترا براي تولید بیوسورفکتانت    عنوانبه زمینی نیز  سیبهمچون پساب پردازش    يانشاسته هاي  سوبسترا

فاضلاب آرد کاساوا نیز به همین منظور توسط  .  بتیلیس گزارش شده استوسط باسیلوس سالیپوپپتید ت

 .  ]34, 33[  شودمصرف می Bacillus subtilis LB5aو  Bacillus subtilis ATCC 21332باکتري 

Clarified black strap molasses   نیتروژن    عنوانبه منبع  بدون  یا  با  انرژي  و  منبع کربن  تنها 

استفاده    Pseudomonas aeruginosa EBN-8ي موتانت  سنتزي کمکی براي تولید رامنولیپید توسط سویه

ي خام براي  ماده   عنوانبه ي ذرت و اکالیپتوس  ساقه،  کشاورزي مختلف مانند جوهاي  باقیمانده .  ]35[  شد 

توسط    زمانهم تولید   بیوسورفکتانت  و  اسید  شدند   Lactobacillus pentosusلاکتیک   راًیاخ.  استفاده 

گزارش شده    Bacillus licheniformis K51آماري محیط تخمیر براي تولید بیوسورفکتانت از    يسازنه یبه

  Box-Behnkenکه از متد    Plackett-Burman  است که در این بررسی اجزاي مهم محیط با روش غربالگري 

افزایش یافت که    105Xبه    10Xبنابراین محصول نسبی بیوسورفکتانت از .  ند اهکند شناسایی شد تبعیت می

 .  ]36[  بیشتر از محیط غیر بهینه شده بود  برابر  10

 چند ظرفیتی هاي ابع نیتروژنی و کاتیون اثرات من -۲-۶-۱

از بین منابع  .  دارند   تأثیر  بیوسورفکتانت دیگر اجزاي محیط کشت نیز بر تولید  ،  علاوه بر منبع کربن

ترجیح   Arthrobacter paraffineusتوسط    بیوسورفکتانتازت بررسی شده املاح آمونیوم و اوره براي تولید  

می  گونه   P. aeruginosa  کهدرحالی .  شوند داده  مقدار    Rhodococcus  و  بیشترین  نیترات  املاح  با 

تولید می   بیوسورفکتانت افزودن ال  A. paraffineusدر    بیوسورفکتانتتولید  .  کنند را  هایی آمینواسید -با 

افزایش می ،  اسید آسپارتیک،  اسید مانند گلوتامیک  و    Robert.  یابد آسپاراژین و گلیسین به محیط کشت 
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رشد داده شده بر    44TI  P. aeruginosa  نشان دادند که نیترات بهترین منبع ازت براي تولید   همکارانش

کشت به مرحله    که  یزمانیعنی  ،  ساعت رشد   30پس از    بیوسورفکتانتتولید  .  باشد روي روغن زیتون می 

می  نیتروژن  تا  ،  رسد محدودیت  و  شده  می   58آغاز  ادامه  تخمیر  از  بعد  و    Syldatk.  ]37[ابد  یساعت 

شود بلکه موجب  می  بیوسورفکتانتباعث افزایش تولید    تنهانه همکارانش نشان دادند که محدودیت نیتروژن  

چند ظرفیتی نیز سبب  هاي  ون محدودیت کاتی.  ] 38[شود  تولیدي نیز می   بیوسورفکتانتتغییر در ترکیب  

ثابت کردند که با   1986و همکارانش در سال  12سانتوس گوارا . ]39[شوند می   بیوسورفکتانتافزایش تولید 

 P. aeruginosa DSM،  یعناصر جزئو  ،  سدیم،  پتاسیم،  کلسیم،  منیزیمهاي  محدود کردن غلظت نمک 

است  2659 کرده  تولید  بهتر  بازده  با  را  جزئی.  رامنولیپید  عناصر  تولید    تأثیر آهن  ،  از  بر  مهمی  بسیار 

است  بیوسورفکتانت داده  کردن  .  نشان  تولید  محدود  در    بیوسورفکتانتآهن   .Pو    P. aeruginosaرا 

fluoresens   2(  فلزي انتخابیهاي  با اعمال اثر تعاملی یون .  کند تحریک می+Fe  ،2+Mn  ،2+K  ،2+Mg  (  افزایش

تولید   در  برابري  افزودن  .  مشاهده شد   Bacillus licheniformis ATCC 21332  يله یوس به   نی سورفکتدو 

اضافه شدند نسبت به    باهم زمانی که همراه  )  Fe  ،2+Mg  ،2+Ca  ،Trace element+2(  فلزي مختلف هاي  یون 

 .  ]40[ افزوده شده بودند باعث افزایش دو برابري محصول بیوسورفکتانت شدند  ییتنهابه حالتی که 

تولید    بین  افزایش  و  سنتتاز  گلوتامین  فعالیت  رشد   P. aeruginosaدر    بیوسورفکتانتافزایش 

افزایش غلظت آمونیوم و گلوتامین  .  یافت شده استي مستقیم  نیز یک رابطهیافته در محیط نیترات و پپتون  

 .  ]41[ر کرده است هر دو پدیده را مها

 

 

12 Guerra-santos 
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 محیطی هاي فاکتور -۳-۶-۱

میزان هوادهی و نوع سوبسترا از طریق اثر بر  ،  دما،  pHمحیطی و شرایط رشد مانند هاي  فاکتور 

تولید   بر  سلولی  فعالیت  یا  تولید    pH.  گذارند می   تأثیر   بیوسورفکتانت رشد  در  مهمی  بسیار  نقش  محیط 

در دامنه    Pseudomonasهاي  تولید رامنولیپید در سویه .  کند ایفا می   T. bombicolaسوفورولیپید توسط  

pH  5/6-6   باشد و در  بالاترین میزان میpH    در  .  یابد به میزان زیادي کاهش می   7بالاتر ازParaffineus  A .

یک  .  شودتولید شده می   بیوسورفکتانتدما باعث تغییر در ترکیب   تغییر   Pseudomonas DSM-2874و  

. نماید تولید می   رفکتانتبیوسورشد کرده و    گراد سانتیدرجه    40در دماي بالاي  ،  باسیلوس   گونه گرمادوست

که این  ي طوربه ، کند ایجاد نمی هاآن ها تغییر محسوسی در خصوصیات بیوسورفکتانتتیمار حرارتی برخی 

هوادهی  .  ]22[ماند  دقیقه ثابت باقی می   15به مدت    گرادسانتیدرجه   125خصوصیات پس از اتوکلاو در  

انتقال اکسیژن را از فاز گازي به فاز مایع تسهیل  ،  هر دو عامل  که ن یا  ل یبه دل،  و دور همزن محیط کشت

همچنین این عوامل با عملکرد  .  گذارند می   تأثیر   بیوسورفکتانتبخشند عوامل مهمی هستند که بر تولید  می 

ترکیبات   دارند امولسیون فیزیولوژیکی  ارتباط  نیز  میکروبی  ترکیبات    .ساز  تولید  که  است  شده  پیشنهاد 

سبب بهبود بخشیدن    تیو درنهانامحلول در آب را افزایش دهد  هاي  تواند حلالیت سوبستراساز میامولسیون 

  یک سورفکتانت هوادهی در بیوسنتز    تأثیر با ارزیابی و بررسی  .  شوند   به انتقال مواد غذایی به میکروارگانیسم

Candida antartica    توسطAdamczak  وBednaski    شد که بهترین مقدار تولید    مشاهده  2002در سال

و غلظت اکسیژن محلول    vvm  ۱که سرعت جریان هوا    د یآی م   به دستزمانی    g l5 /45-1   این سورفکتانت

با تغییر سرعت جریان هوا  50بر روي   از اشباع هوا حفظ شود  تشکیل کف و حباب    vvm  ۲  به ،  درصد 

ي زیستی  یابد که تشکیل کف در طی پروسه درصد کاهش می   84تا    بیوسورفکتانتیابد و تولید  افزایش می 

است لیپید ،  هابیوسورفکتانت که سبب حذف  چون .  نامطلوب  و  بیوماس  فعال کشت  مقداري  از محیط  ها 

ها باعث کاهش محصول  به دلیل متلاشی شدن سلول ،  سرعت هوادهی محیط افزایش در  .  ]25[  شودمی 

مخمر می  Nocardia erythropolisدر    بیوسورفکتانت در  دیگر  طرف  از  با    بیوسورفکتانتتولید  ،  هاشود 
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به این نتیجه رسیدند که انتقال اکسیژن    راًیاخ  Sheppardو  Cooperیابد افزایش سرعت هوادهی افزایش می 

غلظت املاح نیز با  . باشد می   B. subtillisدر  نیسورفکت سازي فرایند تولید کلیدي مهم در انبوه  یک پارامتر 

فعالیت سلولی می   تأثیر  باشد بر  مؤثر  تولید سورفکتانت  بر  از    وجود بااین.  تواند  تا  بیوسورفکتانتبرخی  ها 

کاهش ناچیزي در مقادیر غلظت بحرانی تشکیل    هرچند ،  گیرند قرار نمی   تأثیردرصد نمک تحت    10غلظت  

 .  ]12[  شودایجاد می هاآن) CMC( مسیل

 ي بیوسورفکتانتتولیدکنندههاي گري میکروارگانیسمغربال -۷-۱

  ی بررس   یوسورفکتانتب  يتولیدکننده هاي  ي باکتر  یهاول  يجداساز  يبرا  یارهامع  نیترساده از    یکی

-Dropدر متد  .  ]43,  42[  باشد یم  هاآن   یفیکاسیونشاخص امولس  یینو تع   Blood agar  ي بر رو  یزهمول

Collaps  شود  یها استفاده م یسمارگانیکروشده با م   ید تول  یپید رامنولهاي  یوسورفکتانتب   يکه جهت غربالگر

اگر محیط مایع  .  شودیباشند استفاده میکوچک مهاي  چاهک و    یرناستیسطح پلداراي  که   هاییپلیتاز  

باشد قطرات محیط در چاهک   بیوسورفکتانت  نفت سقوط می داراي  با  متد  .  ]44[   کند پوشیده شده  در 

ADSA-P  )axisysmmetric drop shape analysis profile(    بیوسورفکتانت تولید شده توسط  سوسپانسیون

سطح جامد پوشیده شده با فلورواتیلن پروپیلن ریخته شده و مشخصات قطره با نمایشگر    ي بر رو ،  باکتري

شود تا  بلو نیز استفاده میاز نشانگر متیلن.  شودگیري میگردد و کشش سطحی اندازه کنتور مشخص می 

باعث    ترتیباینبه با آن تشکیل کمپلکس داده و  ،  یی پپتیدي باکتریالیپودر صورت وجود بیوسورفکتانت  

شده  باشد براي آنالیز بیوسورفکتانت تولید  که بسیار حساس می  C18با ستون    HPLCمتد  .  شناسایی آن شود

 ELISA  )Enzyme-linked  immunosorbentتست  .  استفاده شد   Bacillus licheniformis JF-2  با

assay(    از  لیپوپپتیدي حاصل  هاي  بیوسورفکتانتبراي تشخیصB. licheniformis JK-2   این  .  د استفاده ش

 .  ]47-45[   دارا بود   زمانهم   صورتبه ها را  گیري شمار زیادي از نمونهو قابلیت اندازه  متد بسیار حساس بود

از   سورفکتین  تولید  مورد  سوبتیلیسدر  می   ناحیه،  باسیلوس  ایفا  را  مهمی  نقش  .  کند ژنتیکی 

  ین که سورفکت  یلوس باس   ي باکتر  ییجهت شناسا  ي ابزار  عنوانبه (  را   یلیسبتسو  یلوس باس   PCR،  ینمحقق
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اند و با کمک  هانجام داد  NMRو   HPLCهمولیز و همچنین تعیین کمیت با    یبا بررس   راه هم)  کند ی م  ید تول

 .  ]43, 42[  کند یم  فراهم را  صحیحی یجنتا PCRاند که  ها مخاطبان خود را متقاعد کردهروش  ینا یتمام

 اکسترموفیل هاي توسط باکتريتولید بیوسورفکتانت   -۱-۷-۱

ي بیوسورفکتانت یا  تولیدکننده مزوفیل  هاي  مختلفی مبنی بر میکروارگانیسم هاي  گزارش   هرچند 

ي این ترکیبات  کنندهترموفیل ترشحهاي  ي میکروارگانیسمها دربارهبیوامولسیفایرها وجود دارد اما گزارش 

  عنوانبه درجه رشد کنند    50هایی که در دماي بالاي  میکروارگانیسم.  ]48[باشد  بسیار کم میفعال سطحی  

سرعت مزایاي استفاده از ترموفیل براي تولید بیوسورفکتانت    ترینمهم.  شوند ترموفیل در نظر گرفته می

ها در  بیشتر مولکول  ي ریپذ انحلال ،  رشد   ویسکوزیتهکاهش    ،ریسک آلودگی کمتر،  هاآن تر  واکنشی سریع 

ترموفیل  هاي  باکتري .  ]49[   باشد ي دماي انکوباسیون بالاتر میدرنتیجهها  محیط تخمیر و حذف پاتوژن

زیادي از این    و تعداد.  اند گزارش شده  یرحرارتیغحرارتی و  هاي  گرم مثبت و گرم منفی هر دو از محیط 

 .  ]50[  منبع کربن و انرژي استفاده کنند  عنوانبه توانند از هیدروکربن ها می باکتري

نفتی میدان  تزریقی  آب  جدید  گونه ،  از  شد   Bacillus licheniformis JF-2ي  در    جداسازي  که 

کرد  رشد می   9/4-6حدود    PHو    گراد سانتیي  درجه  50درصد و در دمایی تا    10غلظت نمک تا  محیطی با  

بیوسورفکتانت   بی  Lichenysinو  تولید می را تحت شرایط  امولسیفایر کننده .  کردهوازي  میان  این  ي  در 

درجه رشد    80که تا   Metbanobacterium thermoautotropbicumزیستی نمک دوست و گرمادوست  

فعال بود جداسازي  )  گرم بر لیتر  200بیشتر از  (  و غلظت بسیار بالاي نمک   5- 10حدود    PHکرد و در  می

ي آب گرم و  ي مختلف باکتریایی از چشمهگونه  30ر آزمایشگاه بعد از غربالگري بیشتر از  د.  ]51[  شد 

توانمندي   سویه  هاآن بررسی  ترموفیل  شرایط  تحت  بیوسورفکتانت  سنتز   Bacillusي  در 

stearothermophilus VR-8   کنندگی ایجاد شده توسط این سویه در    امولسیونفعالیت  .  ]52[  گزارش شد

  2-5کم که حدود    PHکه در یک رنج  )  Liposan(  داد که در مقایسه با لیپوزانرخ می  2-8حدود  PHرنج  
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  صد درصد   صورتبه دقیقه    30نیز حدود    گراد سانتیي  درجه  80همچنین در دماي  .  پایدارتر استبود بسیار  

گراد  -ي سانتیدرجه  70اما لیپوزان فقط تا  .  ماند درصد پایدار می   60درجه نیز تا    100و    90و در و در  

که در مقایسه  درصد کاهش فعالیت رخ داد    8درصدي نمک فقط    5در یک غلظت  .  توانست پایدار بماند می

در حضور    Debaromyces polymorphusو    Candida tropicalisهاي  با کل کاهش فعالیت امولسیفیکاسیون باکتري 

بود  چشمگیر  نمک  بالاي  درباره  هايگزارش .  ]54,  53[   غلظت  توسط  کمی  بیوسورفکتانت  تولید  ي 

 .  ها وجود داردسایکروفیل

یک منبع کربنی مخلوط نشدنی به نام هگزادکان بیوسورفکتانت    بر روي   در طول رشد یک ارگانیسم

  محیط   کشش سطحی  در قطب جنوب تولید شده است که  Arthrobacter protophormiaeي  جدیدي از سویه

.  ]55[  کنندگی نشان داد   امولسیون دهد و نتایج خوبی را از  کاهش می   nNm68/30-1به    nNm68-1را از  

  10و همچنین قادر بود حتی در غلظت بالاي  .  بود   PHاین بیوسورفکتانت داراي ویژگی مقاومت دمایی و  

درصد نفت را نیز از ستون شن و ماسه بازیافت   90این  علاوه بر . تولید کند درصد نمک نیز بیوسورفکتانت 

 .  کردمی

 بازیافت بیوسورفکتانت  -۸-۱

از   سرعتگام  ترینمهم یکی  بیوسورفکتانت  تولید  در  می،  ها  آن  ارزان  بازیافت  و  باشد  کارایی 

مراحل بازیافت بیوسورفکتانت وابسته به    طورکلی به .  ي تولید شوددرصد از کل هزینه   60حدود    که طوريبه 

هاي  همچون کاربرد   MEORبراي استفاده در    ازیموردن بنابراین بیوسورفکتانت  .  باشد کاربرد نهایی محصول می

 .  نیاز ندارد ازحد شی بدارویی و آرایشی به خلوص 

- دیکلرومتان،  متانول،  مثل کلروفرم(  هااستخراج با حلال ،  روش بازیافت بیوسورفکتانت  نیترجیرا

اتر،  هگزان،  پنتن،  اتیل استات،  بوتانول،  متانول و    هرچند .  باشد با اسید می  یدهرسوب یا  )  استیک اسید 
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- رسوب  ،جذب سطحی،  Crystalization centrifugation،  با آمونیوم سولفات  یدهرسوب از    ییهاگزارش 

 .  وجود دارد. . . هی با فوم ود

دربارهرسوب سولفات  آمونیوم  با  بیوسورفکتانت  از  دهی  بیوسورفکتانتی  و    Arthrobacterي 

Acinetobacter calcoaceticus  لیپوپپتید ساخته شده توسط .  ]56[  گزارش شده است  Bacillus subtilis 

A8-8  کلرید   يوسیله به دهی  با رسوب و کروماتوگرافی سیلیکاژل  ،  اسید  متانول  با    جزئی   صورتبه تیمار 

با   دهیرسوب از محیط تخمیري با   Bacillus coagulansبیوسورفکتانت مربوط به . ]57[ شد  سازيخالص

 Pseudomonas aeruginosaبیوسورفکتانت  .  جداسازي شد   ه کردن، لیوفیلیز   و   سازيخنثی   و سپساسید  

EBN-8  استون براي   که یدرحال.  ]58[  اسیدي و استخراج حلال محلول رویی جداسازي شد  دهی رسوب با

اتر براي  بوتیلاز متیل ترشري.  ]59[   استفاده شد   Pseudomonas PG-1بیوسورفکتانت باکتري    دهیرسوب

سریع و یک  ي  اهپروس   ییاولترافیلتراسیون غشا.  ]60[   دوکوکوس استفاده شد و استخراج بیوسورفکتانت از ر 

اولترافیلتراسیون ویژه با غشاي پلیمري متخلخل نیاز  هاي  با سطح خلوص بالا است که به واحد اي  همرحل

براي استخراج رامنولیپید  .  ]61[  شوددارد و از آن براي تخلیص لیپوپپتید از باسیلوس سوبتیلیس استفاده می

بیوسورفکتانت    که طوريبه .  شوداز کروماتوگرافی تبادل یونی استفاده می  Pseudomonas aeruginosaاز  

در    ویژهبه ي فوم شکننده. ]62[  شودروي رزین تبادل یونی جذب و سپس با بافر مناسب شستشو داده می

کنند نیاز است و اولین بار در  نتاسیون تسهیل میاطراحی بیورآکتورهایی که بازیافت فوم را در طول فرم

مواد غذایی جهت    عنوان به   ايکارخانههاي  در حالتی که از پساب.  ]63[  تولید سورفکتین گزارش شده است

متد   Pseudomonas aeruginosa BS2تولید سورفکتانت در   بیوسورفکتانت شامل  هاي  استفاده شود  بازیافت 

سانتریفیوژ و فوم شکن قابل استفاده نیستند زیرا این متدها  ،  کریستاله کردن،  دهی رسوب،  استخراج با حلال

 .  دهند رنگ را به بیوسورفکتانت انتقال می 
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 )  بیوترانسفورماسیون( تولید بیوسورفکتانت با روش زیست دگرگونی -۹-۱

سال اخیر چندین گزارش مبنی بر تولید بیوسورفکتانت از مسیر بیوترانسفورماسیون  در طول چند  

هیدروفیلیک  هاي  شوند تا بیوسورفکتانت تولید می  ونیفرمانتاس میکروبی با  هاي  سورفکتانت.  ارائه شده است

-سورفکتانت  ترتیباینبه آید و    به دستآنزیمی به هم متصل شوند  هاي  توانند با تیمارو هیدروفوبیک که می

شیمیایی چندین مزیت دارند مثل  هاي در مقایسه با سنتز آنزیمیهاي این متد . اقتصادي تولید کنند هاي 

انرژي به  کم  حرارتی ،  نیاز  تخریب  و  ،  حداقل  بالا  زیستی  .  تخریب   .  . این  هاي  گزارش .  از  مختلفی 

سازي اجزاي   غیراشباعبا اشباع سازي یا  هاآن ون ساده با استفاده از مخمر وجود دارد که در ترانسفورماسی

 .  اند اسید چرب کیفیت نفت را ارتقا داده

  BMD-120مبنی بر تبدیل اولئیک اسید به رسین اولئیک اسید توسط باکتري خاکی    ییهاگزارش 

جدی بیوسورفکتانت  یک  به  سویا  لسیتین  تبدیل  همچنین  فسفولیپاز  و  توسط  باکتري    Dد  در 

Streptococcus chromofuscus  براي تولید    هامضرات کاربرد آنزیم  ترینمهم .  ]66-64[  ارائه شده است

بالاي  ،  هاسورفکتانت و    هاآنقیمت  هیدروفیلیک  سوبستراي  دو  هر  بودن حل شدن  مشکل  همچنین  و 

و افزایش دادن   شدهت یتثبهاي تواند با استفاده از آنزیم اما این مسائل می. باشد هیدروفوبیک در محیط می

 .  با مهندسی ژنتیک حل شود فعالیت آنزیم پایداري و

سیال فوق  هاي  واکنش آنزیمی چندفازي و تکنیک هاي  اخیر در سیستم هاي  پیشرفت   علاوه بر این

هایی در  همچنین پیشرفت.  کم سوبسترا را حل کند   پذیريانحلال ي  بحرانی کمک خواهد کرد تا مسئله

در افزایش    Self cycling fermentationجدید مثل    فرمانتاسیونهاي  ي تکنیک مهندسی متابولیک و توسعه

 .  ردمحصول بیوسورفکتانت کمک خواهد ک
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 براي تولید بیوسورفکتانت  میکروبیهاي گونه اصلاح ژنتیکی  -۱-۹-۱

  ي اافته یجهشهاي  استفاده از گونه ،  مهم براي تولید اقتصادي بیوسورفکتانتهاي  یکی از فاکتور 

  Pseudomonas putida PCL1445باکتري  .  رشد کنند   شدهت یتقواست که بتوانند بر روي مواد خام ارزان  

مطالعات براي تنظیم تولید  .  کند یک و دو را تولید می   putisolvinهاي  دو بیوسورفکتانت لیپوپپتیدي به نام 

)  م یرمستقیغمستقیم یا  (  در تنظیم   grpEو    dnajهمراه با    dnakاند که ژن  این بیوسورفکتانت نشان داده 

-B. subtilis AB02238و   B. subtilis AB01335-1M4هاي باکتري . ]67[ کنند دخالت می سطح رونویسی

1R2   نسبت   شدهک یتحري ي گاما تحریک شدند و مشخص شد که تولید سورفکتین در نمونه توسط اشعه

هوازي اجباري که  ی ي ب جداسازي سویه.  برابر افزایش یافته است  3و    5به ترتیب    هاآن ي والدي  به سویه 

  mN/mمنبع کربن بیوسورفکتانت تولید کند و کشش سطحی را از  عنوانبه توانست با استفاده از نفت  می

این سویه را نیز با هر دو روش    يافته یجهشمحققین همچنین  .  ]68[   کاهش دهد   mN/m49 /6  به   36/16

UV  وEMS درصد کاهش دهد  32تواند کشش سطحی را تا اند که می جداسازي کرده  . 

 



 

 

 محصول  یشگاهینمونه آزما دیو تول  ون ی فرمولاس - 2 -۲
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 کشت هاي مواد و محیط -۱-۲

  جزبه کلیه مواد شیمیایی مورد استفاده در این پژوهش از درجه خلوص آنالیتیکی برخوردار بوده و  

سنگین    نفت خام مورد استفاده از نوع    نفت خام .  آلمان تهیه گردیدند   Merckاز شرکت    ذکرشده در موارد  

پایانه  از شرکت  تهیه گردید هاي  بود که  ایران  این  .  نفتی  در  استفاده  مورد  نوع ملاس    پژوهشملاس  از 

و محیط  )  lindhard(  ترکیب محیط کشت لینهارد.  بود که از شرکت قند هگمتانه خریداري شد   چغندرقند 

 .  آورده شده است 3-3  جدولو  2-3جدول  ، 1-3  جدولدر ، )  MSM(  پایه معدنی

 ترکیب محیط کشت لینهارد   -1-3 جدول

 غلظت  مواد شیمیایی 

MgSo4. 7H2O  )g (5/0 
KCL  )g (1/1 

Yeast extract  )g (5/0 
Trace element  )µl (100 

NaNO3  )g (15 
Kh2po4 g ( (4/3 
K2hpo4 g ( (4/4 

Corn. oil  )g (60 
D. W  )ml (1000 

 

 Trace element شیمیایی   ب یترک -2-3جدول 

 ) 100x:30ml( غلظت مواد شیمیایی 

FeSo4. 7H2O  )g (9/0 
MnCl2.4H2O  )g (54/0 

Co(No3).6H2O  )g (39/0 
ZnSo4. 7H2O  )g (12/0 

H2MoO4  )g (06/0 
CuSo4. 5H2O )g (003/0 

CaCl2 )g (3 
HCl(0.1M) (ml) 30 

D. W  )ml (1000 
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 ترکیب محیط کشت پایه معدنی  -3-3 جدول

 غلظت  مواد شیمیایی 

MgSo4. 7H2O  )g (4/0 
NacL  )g (40 

Trace element  )µl (200 
NH4CL  )g (2 
Kh2po4 g ( (18/2 

Na2HPO4. 12H2O g ( (28/4 
  

D. W 
 
 
 

 )ml (2000 
 

 ها و تجهیزات مورد استفادهدستگاه  -۲-۲

فهرستی    4-3جدول   براي انجام پژوهش حاضر از وسایل و تجهیزات متعددي استفاده شد که در

 .  ه استو وسایل مورد استفاده معرفی شد  هادستگاه از 

 ها و تجهیزات فهرست دستگاه - 4-3جدول 

 مدل دستگاه نام دستگاه 

 کره جنوبی، Labteck شیکر انکوباتور 

 کره جنوبی، Wise Clare اتوکلاو

 ایران ، Azotech لامینارفلو

pH متر Metrohm ،سوئیس 
 آلمان ، Memmert آون 

 آلمان ، Memmert انکوباتور 

 ULTRA UM-607 استیرر 

 ژاپن، g ( Shimadzu AEU-Z10 0001 .0( ترازوي دیجیتالی

 آلمان، Eppendorf سمپلر 

 آلمان ، Labomed اسپکتروفتومتر 

 استرالیا ، Corbett ترموسایکلر
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 آلمان ، Hettich دار  خچالی وژیفیسانترمیکرو 

 آلمان ، Hettich وژ یفیسانتر

 پایا پژوهش پارس  الکتروفورز 

 آمریکا، UVP ژل داکومنت 

 

 برداري نمونه -۳-۲

نفتی در جزیره  هاي  شرکت پایانه  ر یگبارانبرداري از دو محل آلوده به نفت شامل حوضچه  نمونه

و   حفاري    حوضچه خارك  گل  ملی  پسماند  شرکت  به  جنوب  نفت  مناطقمربوط  مارون  خیز  منطقه  در 

آب و  نمونه مختلف از    20برداري  در هر نمونه .  ]69[صورت گرفت    random strataبه روش    خوزستان

هوازي   رسوبات نمونه   طوربه ،  )  سطحی  متریسانت  10(  منطقه  مورد  محدوده  در  توسط  تصادفی  برداري 

نفتی بود داخل  هاي  آلوده و لجن   آب و رسوباتگرم    200ها که شامل حدود  نمونه .  اسپاتول برداشته شد 

کاربردي  درپیچ هاي  ظرف پایه  پژوهشکده علوم  نفت  میکروبیولوژي  آزمایشگاه  به  یخ  بر روي  استریل  دار 

 .  جهاد دانشگاهی فرستاده شد 
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 .  ) N 50°18'10. 91" E "10 .41'13°29( خاركبرداري در جزیره عکس هوایی از محل نمونه   -1-3  شکل

 

 

  پسماند کارخانه گل حفاري در منطقه مارون خوزستان  برداري در حوضچه عکس هوایی از محل نمونه   -2-3  شکل
)31°7'40. 53" N 49°18'18. 81" E (  . 
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 فیزیکوشمیایی نمونه گیري مشخصات اندازه  -۱-۳-۲

مشخصات    5-3  جدول محل    شدهبرداشته هاي  نمونه   ییایکوشمیزیفمیانگین  تفکیک  به  را 

ترمومتر دیجیتال پرتابل    وسیلهبه برداري  در محل نمونه   آب و رسوباتدماي  .  دهد برداري نشان می نمونه 

لیتر آب مقطر  میلی   10گرم از نمونه در    10مقدار  ،  نمونه  pHري شوري و  گیبراي اندازه .  گیري شد اندازه

)  دور در دقیقه  12,000(  سپس سوسپانسیون سانتریفیوژ شد . استیرر کاملاً هم زده شد  وسیله به مخلوط و 

میزان  .  متر تعیین شد -pHدستگاه رفرکتومتر و    وسیلهبه در مایع حاصل به ترتیب    pHو میزان شوري و  

.  ]70[گیري شد  هگزان در سه تکرار اندازه -nبه روش استخراج با حلال  )  TPH(  نفتی کل هاي  هیدروکربن 

گرم    3سپس  .  لیتري ریخته شد میلی   50گرم از نمونه توزین شد و در ارلن    1که ابتدا مقدار    ترتیباینبه 

مگنت    وسیلهبه هگزان به آن اضافه شد و  -nلیتر  میلی   20و )  Glass beads, 0. 2 mm(اي  هشیشهاي  دانه 

گردید   کاملاً  رریاست رسوب.  مخلوط  حاصله جهت  جامد مخلوط  ذرات  د  12,000در  ،  دهی  دقیقه  دور  ر 

درجه    40در دماي  )  Vacuum evaporator(   دستگاه تبخیر در خلأ  وسیله به شد و محلول رویی    وژ یفیسانتر

 .  تبخیر گردید و میانگین وزن ترکیبات هیدروکربنی باقیمانده محاسبه شد  گرادسانتی

 

 ي بردارنمونه به تفکیک محل   شدهگرفته هاي نمونه  ییایکوشمی زی فمشخصات  - 5-3 جدول

Physicochemical property Sampling 1 
 (Catchment)  

Sampling 2 
 (Mud pit)  

Sampling 3 
 (Catchment)  

Temprature 34 °C 39 °C 27 °C 
Salinity 26 ppt 54 ppt 32 ppt 
pH 7. 34 7. 61 7. 58 
TPH 366. 48 mg/gr 530. 33 mg/gr 296. 05 mg/gr 
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 آماري هاي آنالیز  -۴-۲

آنالیز  انجام  از  هاي  جهت  شد   6-3  جدول در    ذکرشده   يافزارهانرم آماري  تمامی  .  استفاده 

تکرار انجام شد و میانگین نتایج در محاسبات و    3در  ،  ذکرشدهدر موارد    جزبه صورت گرفته  هاي  آزمایش

تاگوچی به کار  سازي روش آماري  بهینه هاي  جهت انجام تست.  مورد استفاده قرار گرفت  هال یوتحل ه یتجز

 .  برده شد که در ادامه توضیح داده خواهد شد 

 مورد استفادههاي افزار نرم  -6-3 جدول

 

 

 باکتریاییهاي جداسازي سویه -۵-۲

 جداسازي مستقیم  -۱-۵-۲

هاي میکروبی موجود در نمونه آلوده به نفت به روش کشت سریال رقت بر روي پلیت هاي  سویه 

براي این منظور ابتدا  .  شدند   يجداساز،  تنها منبع کربن و انرژي   عنوانبه محیط پایه معدنی حاوي نفت خام  

 محیط کشت نامبرده طبق  

 Trace element شیمیایی   ب یترک -2-3جدول 

 ) 100x:30ml( غلظت مواد شیمیایی 

FeSo4. 7H2O  )g (9/0 
MnCl2.4H2O  )g (54/0 

Co(No3).6H2O  )g (39/0 

 افزار نرم  کاربرد 

 Excel 2010 آماريهاي و آنالیز رسم نمودار
 Mega 5 رسم درخت فیلوژنی

 )  DNA Bioedit (version 7. 0. 9. 0ویرایش توالی 

 Minitab 16 Statistical سازيآماري بهینههاي آزمایش

 EndNote X4 ی رفرنس ده 
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ZnSo4. 7H2O  )g (12/0 
H2MoO4  )g (06/0 

CuSo4. 5H2O )g (003/0 
CaCl2 )g (3 

HCl(0.1M) (ml) 30 
D. W  )ml (1000 

 

  psi 15و فشار    گراد سانتی درجه    121(  و پس از استریل کردن در اتوکلاو ،  تهیه شد   3-3  جدول

ها پس از سرد شدن  بر روي پلیت .  استریل توزیع گردید   بارمصرف ک یهاي  در پلیت )  دقیقه  15به مدت  

آب و  گرم نمونه    10سپس  .  استریل پخش شد اي  همیله شیش  وسیله به میکرولیتر نفت خام استریل    100

)  بردارينمونه بر اساس شوري محل  (  %2 .3یا    NaCl  2. 6%  ،5. 4%لیتر محلول  میلی   10و لجن در    رسوبات

در محلول نمکی نامبرده تهیه شد    10-8تا   10به   1 از سوسپانسیون حاصل سریال رقت.  کاملاً مخلوط شد 

از هر رقت   بر روي پلیت   100و  رشد در    منظور به ها  پلیت .  محیط کشت فوق کشت شد هاي  میکرولیتر 

از رشد میکروارگانیسم .  قرار داده شد   گرادسانتی درجه    30انکوباتور در دماي   بر روي پلیت بعد  از  ،  هاها 

مختلف جداسازي و با کشت متوالی بر  هاي  کلنی ،  کلنی مجزا بودند   300تا    30حدود  هایی که حاوي  پلیت

 . خالص شدند  TSAروي محیط کشت 

 سازي در محیط نفت جداسازي بعد از غنی  -۲-۵-۲

لیتر محیط مایع پایه معدنی استریل  میلی  100در    موردنظر گرم از نمونه    1براي این منظور ابتدا  

  گراد سانتیدرجه    30ها در دماي  ارلن .  لیتري کشت داده شدند میلی   250  نفت خام در داخل ارلن  %1حاوي  

سازي شده  غنی هاي  از این محیط .  روز گرماگذاري شدند   20به مدت    rpm 150در شیکر انکوباتور با دور  

نمونه   100روزانه   باکتري میکرولیتر  و  شده  بخش    کشتقابلزنده  هاي  برداري  در  که  روشی  به  آن  در 

 .  سازي گردید کشت و خالص ، ستقیم توضیح داده شد جداسازي م
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 بیوسورفکتانت   تولیدکنندههاي غربالگري باکتري  -۶-۲

تولید    عنوانبه   کنندگی  امولسیونفعالیت   اندازه ،  بیوسورفکتانتشاخص  کدورت  با  میزان  گیري 

  در   هاباکتري   کشت  از  بعد   ساعت  48  تست  این.  حاصل از ایجاد امولسیون هگزادکان در آب تعیین شد 

  براي این منظور .  شد   انجام  هیدروکربن   عنوانبه   هگزادکان   از  استفاده   با  ملاس   % 1  حاوي   معدنی   پایه   محیط 

،  شیآزمالوله میکرولیتر آب مقطر در یک    4000به    بیوسورفکتانتمحیط کشت حاوي    میکرولیتر از   500

نانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر   600 موج طول کدورت در   يریگاندازه سپس بعد از . اضافه شد 

سپس لوله به مدت  .  ثانیه ورتکس شد   10میکرولیتر هگزادکان به مخلوط فوق اضافه شد و به مدت    500

  عنوان به اختلاف میزان جذب  .  شد   يریگاندازهثانیه در حالت ساکن قرار داده شد و کدورت مجدداً    30

 .  ]71[ر گرفته شد  شاخص فعالیت امولسیفیکاسیون در نظ

فعالیت امولسیفیکاسیون هر سویه در این نمودار با  .  دهد نتایج این تست را نشان می   3-3شکل  

ناشی از ایجاد کدورت حاصل از امولسیون شدن هگزادکان در  ،  نانومتر  600  موج طول میزان جذب نور در  

کدورت امولسیفیکاسیون    میانگین  با  KE1شود سویه  که مشاهده می   گونه همان  . نمایش داده شده است،  آب

 . برتر انتخاب شد  سویه  عنوانبه  84/1

 

 ی موردبررسهاي یه هگزادکان حاصل از سو یفیکاسیونامولس  یتفعال  -3-3شکل  
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 بیوسورفکتانت  تولیدکنندهباکتري شناسایی  -۷-۲

 و بیوشیمیایی  رفولوژيو بررسی خصوصیات م -۱-۷-۲

 مرفولوژي  -۱-۱-۷-۲

نوع اتصال به سطح  ،  مخاطی بودن)  و غیرههاي  رشت،  ايدایره (  فرم ،  رنگ  ازلحاظها  مرفولوژي کلنی 

 .  مورد بررسی قرار گرفت TSAآگار در محیط 

 خصوصیات بیوشیمیایی  -۲-۱-۷-۲

سویه  بیوشیمیایی  خصوصیات  بررسی  میکروبیولوژي    هاجهت  کیت  ،  AP20E  )BioMérieuxاز 

  نیتروفنل گالاکتوپیرانوزید هاي  این کیت تست.  ]72[استفاده شد  ،  طبق دستورالعمل شرکت سازنده)  فرانسه

)ONPG  (  ،آرژنین دهیدروکسیلاز  )ADH  (  ، کربوکسیلازلیزین د  )LDC  (  ،رنتین دکربوکسیلازوا  )ODC  (  ،

تولید  ،  ) IND( تولید ایندول،  ) TDA( آمینار تریپتوفان د ،  ) URE( آزاوره ، S2Hتولید ،  ) CIT( مصرف سیترات 

هاي و تولید اسید از قند ،  )  N2(   و گاز )  NO2(   احیاي نیترات به نیتریت ،  )  GEL(  ژلاتیناز ،  )  VP(  استوئین

را  )  SAC(  و ساکارز)  RHN(  رامنوز ،  )  SOR(  سوربیتول،  )  INO(  اینوزیتول ،  )  MAN(  مانیتول ،  )  GLU(  گلوکز 

 .  دهد انجام می  زمانهم  طوربه 

در طی عمل متابولیسم تغییرات  .  دهیدراته دارند چاهک است که سوبستراي   20  این کیت حاوي 

را   یا  می   به وجود رنگی  با افزودن معرف   زمان هم   صورتبه آورد که  یا  انجام  .  شودها مشخص می و  جهت 

هاي  لیتر آب مقطر به چاهکمیلی   5،  )  شامل سینی و صفحه رویی(  پس از آماده نمودن جعبه تلقیح،  تست

سپس نوارها داخل جعبه تلقیح قرار داده شد و  . سینی اضافه شد تا محیط مرطوب فراهم شود  ي زنبورلانه

بعد  .  پر شد ،  باکتري در محلول سرم فیزیولوژي   زهی هموژنمایع تلقیح شامل سوسپانسیون    وسیله بهها  چاهک

به هر یک از    در صورت نیاز،  گرادسانتی درجه    35ساعت در دماي    18-24  به مدت   از انکوباسیون نوارها
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  تغییر در رنگ چاهک مورد بررسی قرار گرفت   یبررس با    هاآزمون مربوطه اضافه شد و نتایج    ها معرف چاهک

 . دهد نتایج این آزمایش را نشان می  7-3  جدول. ) 4-3 شکل(

 

 

 از انجام تست ) پایین( و بعد) بالا( مورد استفاده جهت بررسی خصوصیات بیوشیمیایی قبل API 20Eکیت  - 4-3  شکل

 KE1فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی سویه ، خصوصیات مورفولوژیکی  -7-3 جدول

 KE1 تست
 

 - ) ONPG( گالاکتوپیرانوزیدنیتروفنل 
 - )  ADH( آرژنین دهیدروکسیلاز

 - )  LDC( کربوکسیلازلیزین د
 - )  ODC( دکربوکسیلاز نیاورنت

 + ) CIT( مصرف سیترات
 - S2Hتولید 

 - )  URE( آزاوره
 - )  TDA( آمینارتریپتوفان د

 - )  IND( تولید ایندول
 - )  VP( تولید استوئین

 - )  GEL( ژلاتیناز
 + )  GLU( مصرف گلوکز

 + )  MAN( مصرف مانیتول
 - ) INO( مصرف اینوزیتول
 - )  SOR( مصرف سوربیتول

 - )  RHN( مصرف رامنوز
 - )  SAC( مصرف ساکارز
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  16S rRNA شناسایی باکتري به روش تعیین توالی ژن -۲-۷-۲

 DNAاستخراج  -۱-۲-۷-۲

)  Fermentase K0512(  ژنوم باکتریایی  DNAبا استفاده کیت مخصوص استخراج    DNAاستخراج  

  400میکرولیتر از نمونه به همراه    200براي این منظور  .  طبق دستورالعمل شرکت سازنده صورت گرفت

قرار گرفت و چندین بار در درون    گرادسانتیدرجه    65دقیقه در دماي    5به مدت    lysisمیکرولیتر از محلول  

)  بار  5تا    3(  به نمونه افزوده و توسط وارونه کردن   یآرامبه میکرولیتر کلروفرم    600سپس  .  تیوپ وارونه شد 

حاوي    محلول رویی بعد از انتقال  .  شد   وژیفیسانتردقیقه    2دور به مدت    10000و در    درآمد به حالت تعلیق  

DNA   آرامیبه دهی به آن افزوده و  محلول تازه آماده شده محلول رسوب   میکرولیتر   800،  به لوله جدید  

دقیقه    2دور به مدت    10000دقیقه وارونه گشت و سپس در    2تا    1چندین بار در دماي اتاق در حدود  

میکرولیتر    300.  حل شد   NaClمیکرولیتر    100در   DNAرسوب ،  پس از حذف مایع رویی.  شد   سانتریفیوژ

بعد از  .  قرار داده شد   گراد سانتی درجه    - 20دقیقه در دماي    10ل اضافه و به مدت  اتانول سرد به محلو

توسط اتانول شستشو داده    مجدداً  DNAرسوب  ،  دور در دقیقه   10000دقیقه با    4تا    3سانتریفیوژ به مدت  

ا پس  و  در  شد  شدن  خشک  د  100ز  آب  شد میکرولیتر  حل  استفاده    DNAهاي  نمونه .  یونیزه  براي 

 . نگهداري شدند  گرادسانتی درجه   -20در فریزر  مدتیطولان

 DNA    ×200×50260= A) µg/ml( DNAگیري غلظت  اندازه  -2- 3فرمول  

 )  PCR( با استفاده از واکنش زنجیره پلیمراز 16S rRNAتکثیر ژن  -۲-۲-۷-۲

زنجیر  ترموسایکلرهاي  واکنش  دستگاه  از  استفاده  با  حجم  )  استرالیا،  Corbet(  پلیمراز   50در 

مورد استفاده و  هاي  پرایمر ،  هاآن اجزاي واکنش و غلظت  ،  master mixمخلوط  .  میکرولیتر صورت گرفت

 .  ]73[نشان داده شده است   9-2تا   8-3  جدولدر  PCRبرنامه چرخه دمایی واکنش  

 )  PCR )Ampliqon Taq DNA polymerase master mix مخلوط واکنش  -8-3 جدول

Component Concentration 
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Triss_Hcl (pH 8. 5)  75 mM 
 (NH4) 2SO4 20 mM 
MgCl2 1. 5 mM 
Tween 20 0. 1% 
dNTPs 0. 2 mM 
Ampliqon Taq DNA polymerase 0. 025 u/µl 
Inert red dye and stabilizer  

 

 و حجم هر یک در واکنش  PCRمواد لازم براي انجام واکنش   -9-3 جدول

Component Volume 

Forward Primer (16S-27F)  0. 6 µl 
Reverse Primer (16S-1492R)  0. 6 µl 
PCR master mix 8. 2 µl 
DNA sample 4. 0 µl 
Deionized water 36. 6 µl 
Total 68 µl 

 

 هاآن مورد استفاده و توالی هاي پرایمر  - 10-3 جدول

Sequences Primers 

5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' 16S_27F 

5'-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3' 16S_1510R 

 

 PCRبرنامه چرخه دمایی انجام واکنش  -11-3 جدول

Stage Time Temprature Repeats 
Initial denaturation 3. 00 min 94 °C 1 
Three-step cycling   35 

Denaturation 1. 00 min 94 °C  
Annealing 30 sec 48 °C  
Extension 1. 00 min 72 °C  

Final Extension 7. 00 min 72 °C 1 
Storage ∞ 4 °C  
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 16S rRNA رشدهیتکثآمیزي قطعه جداسازي و رنگ -۳-۲-۷-۲

الکتروفورز روي ژل  ،  PCRمشاهده الگوي باندي محصول    منظور به   PCRهاي  پس از اتمام چرخه 

بافر    عنوانبه براي تهیه ژل و نیز    TAEاز بافر  .  ساعت انجام شد   1به مدت    70با ولتاژ  )  w/v(  %1آگاروز  

گردید  استفاده  الکتروفورز  محصولات  .  تانک  اندازه  تعیین  مولکولی  ،  PCRبراي  اندازه    1Kbنشانگر 

)Fermentase GenRuller SM0373  (ومنت داکبرداري توسط دستگاه ژلعکس.  مورد استفاده قرار گرفت  

)UVP  ،16  رشده یتکثناحیه  هاي  باند   5-3  شکل.  ]73[ انجام شد  )  امریکاS rRNA   مورد    را در مورد نمونه

 .  دهد بررسی را نشان می 

 

 

 .  بیوسورفکتانت  تولیدکننده  KE1  سویه   16S rRNAژن    PCRعکس ژل الکتروفورز محصول    -5-3  شکل

 تعیین توالی -۴-۲-۷-۲

کره  (   Macrogenجهت تعیین توالی به شرکت    16S rRNAژن    PCRمیکرولیتر از محصول    25

 .  ارسال شد ) جنوبی
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 بیوانفورماتیک  -۵-۲-۷-۲

 ویرایش توالی  -۱-۵-۲-۷-۲

)  Bioedit (version 7. 0. 9. 0  يافزارهانرم   وسیله به   16s rRNAتوالی حاصل از تعیین توالی ژن  

حاصل  هاي  اشتباهات احتمالی در توالی ،  هاآن با تعیین توالی دو رشته و مکمل سازي  .  ]74[ویرایش گردید  

گردید  اصلاح  و  فرمت  .  کنترل  به  سپس  شده  پاکیزه  گردید   FASTAتوالی  توالی    12-3  جدول.  ذخیره 

 . دهد نشان می  KE1مربوط به سویه  شدهاصلاح 
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 . KE1 سویه  16S rRNAژن  شدهاصلاح توالی   -12-3 جدول 

Sequence Strain 

>Strain KE1 16S rRNA gene, Partial Sequence 
TGCAGTCGAACGATGAAGCCCAGCTTGCTGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTG
ATCTGCCCTGCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGACCTCGGGATGCAT
GTTCCGGGGTGGAAAGGTTTTCCGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAAC
GGCCCACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGAC
GCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTACCGACGAAGCGCAAGTGACGGT
AGGTACAGAAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTG
TCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGGCGGTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAAACCCGCAGCTC
AACTGCGGGCTTGCAGGCGATACGGGCAGACTTGAGTACTGCAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAG
CGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTGGCGAAGGCGGGTCTCTGGGCAGTAACTGACG
CTGAGGAGCGAAAGCGTGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGGTGG
GCGCTAGGTGTGGGTTTCCTTCCACGGGATCCGTGCCGTAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGA
TTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGTTTGACATACACCGGACCGCCCCAGAGATGGGGT
TTCCCTTGTGGTCGGTGTACAGGTGGTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAG
TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTGTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGGACTCGCAGGAGACTGC
CGGGGTCAACTCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACA
CATGCTACAATGGCCGGTACAGAGGGCTGCGATACCGCGAGGTGGAGCGAATCCCTTAAAGCCGGTCT
CAGTTCGGATCGGGGTCTGCAACTCGAGGACCCCGTGGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAG
CAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTCGGTAACA
CCCGAAGCCGGTGGCCTAACCCCTCGTGGGAGGGAGCCGTCGAAGGTGGGATCGGCGATTGGGACGA
AGT 

KE1 

 

 BLASTآنالیز   -۲-۵-۲-۷-۲

آنالیز  پایگاه    BLAST  با  در  حاصل  گرفتند سویه ،  genbankتوالی  قرار  شناسایی  مورد    ها 

)http://www. ncbi. nlm. nih. gov/genebank  .(  16با استفاده از این آنالیز توالی ژنS rRNA    سویه

داراي  هاي  گیرد و سویه مورد مقایسه قرار می   Genbankاین ژن در پایگاه  هاي  مورد بررسی با کلیه توالی 

شوند که به استفاده از این نتایج  رتیب از بالا به پایین در جدول حاصل نشان داده می بیشترین شباهت به ت

  16S rRNAهد که ژن د می خلاصه نشان  طوربه  13-3  جدول. توان سویه مورد بررسی را شناسایی کردمی 

باشد دارا می   Rhodococcus ruberرا با گونه  )  % 99/ 58حدود  (  شباهت بسیار بالایی  KE1  مربوط به سویه 

 . باشد اسید نوکلئیک با این سویه باکتریایی متفاوت می 6و تنها در  

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genebank
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 . Genbankدر پایگاه  MK-1سویه  BLASTnنتیجه آنالیز  :13-3 جدول

Description Max 
score 

Total 
score 

Query 
cover 

E 
valu

e 

Ident Accession 

Rhodococcus ruber strain DSM 43338 16S ribosomal RNA gene   2595 2595 100% 0. 0 99% NR_026185. 
1 

Rhodococcus aetherivorans strain DSM 44752 16S ribosomal RNA gene   2470 2470 96% 0. 0 99% NR_118619. 
1 

Rhodococcus aetherivorans strain 10bc312 16S ribosomal RNA gene   2451 2451 96% 0. 0 99% NR_025208. 
1 

Rhodococcus phenolicus strain DSM 44812 16S ribosomal RNA gene   2435 2435 100% 0. 0 98% NR_115082. 
1 

Rhodococcus zopfii strain DSM 44108 16S ribosomal RNA gene   2429 2429 100% 0. 0 97% NR_041775. 
1 

Rhodococcus pyridinivorans strain PDB9 16S ribosomal RNA gene   2399 2399 100% 0. 0 97% NR_025033. 
1 

Rhodococcus pyridinivorans 16S ribosomal RNA,   2394 2394 100% 0. 0 97% NR_121768. 
1 

Rhodococcus rhodochrous strain 372 16S ribosomal RNA gene   2383 2383 100% 0. 0 97% NR_037023. 
1 

Rhodococcus rhodochrous strain DSM 43241 16S ribosomal RNA gene   2372 2372 99% 0. 0 97% NR_116689. 
1 

Rhodococcus phenolicus strain DSM 44812 16S ribosomal RNA gene   2357 2357 96% 0. 0 98% NR_118611. 
1 

Rhodococcus coprophilus strain CUB 687 16S ribosomal RNA gene   2351 2351 100% 0. 0 96% NR_029206. 
1 

Rhodococcus zopfii strain DSM 44108 16S ribosomal RNA gene   2342 2342 96% 0. 0 97% NR_118609. 
1 

Rhodococcus artemisiae strain YIM 65754 16S ribosomal RNA gene   2337 2337 100% 0. 0 96% NR_108785. 
1 

Rhodococcus rhodnii strain B/O 16S ribosomal RNA gene   2331 2331 97% 0. 0 97% NR_037029. 
1 

Rhodococcus triatomae strain IMMIB RIV-085 16S ribosomal RNA gene   2309 2309 97% 0. 0 97% NR_042352. 
1 

Rhodococcus phenolicus strain G2P 16S ribosomal RNA gene   2305 2305 97% 0. 0 97% NR_042950. 
1 

Rhodococcus pyridinivorans strain DSM 44555 16S ribosomal RNA gene   2303 2303 95% 0. 0 97% NR_118620. 
1 

Rhodococcus corynebacterioides strain DSM 20151 16S ribosomal RNA gene   2303 2303 100% 0. 0 96% NR_041873. 
1 

Rhodococcus rhodochrous strain DSM 43241 16S ribosomal RNA gene   2302 2302 96% 0. 0 97% NR_118621. 
1 

Rhodococcus corynebacterioides strain DSM 20151 16S ribosomal RNA gene   2300 2300 100% 0. 0 96% NR_119107. 
1 

Rhodococcus coprophilus strain DSM 43347 16S ribosomal RNA gene   2292 2292 96% 0. 0 97% NR_118607. 
1 

Rhodococcus gordoniae strain W4937 16S ribosomal RNA gene   2289 2289 96% 0. 0 97% NR_025730. 
1 

Nocardia amamiensis strain TT 00-78 16S ribosomal RNA gene   2285 2285 97% 0. 0 97% NR_041531. 
1 

 

 رسم درخت فیلوژنتیکی  -۳-۵-۲-۷-۲

فیلوژنتیکی سویه  تعیین موقعیت  از  ،  مورد بررسیهاي  جهت  آنالیز    Mega 5  افزارنرم با استفاده 

clustering   الگوریتم    بر اساسNeighbor-Joining   16ژن  هاي  بر روي توالیS rRNA   مورد بررسی  هاي  سویه

جهت  .  آمد   به دست  Genebankها از پایگاه  این توالی.  ]75[صورت گرفت  ،  باکتریایی مشابههاي  و گونه 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=50&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=50&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=CBYA4CKT014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=50&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=50&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=CBYA4CKT014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=50&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=50&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=CBYA4CKT014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=50&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=50&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=CBYA4CKT014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=50&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=50&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=CBYA4CKT014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=50&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=50&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=CBYA4CKT014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=50&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=50&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=CBYA4CKT014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=50&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=50&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=CBYA4CKT014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=50&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=50&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=CBYA4CKT014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=50&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NUM_OVERVIEW=50&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=CBYA4CKT014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219846593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219846593?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219846593?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645321718
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321718?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321718?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219857619
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219857619?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219857619?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636559025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636559025?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636559025?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343201088
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343201088?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343201088?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219857445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219857445?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219857445?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_659364978
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/659364978?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/659364978?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975159
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310975159?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310975159?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636560629
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636560629?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636560629?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645321709
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321709?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321709?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_265678898
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/265678898?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/265678898?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645321706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321706?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321706?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_566085084
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/566085084?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/566085084?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_310975165
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310975165?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310975165?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343201626
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343201626?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343201626?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343202584
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202584?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343202584?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=17&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645321719
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321719?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321719?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343201158
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343201158?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343201158?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645321720
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321720?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321720?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=20&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645322330
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645322330?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645322330?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_645321704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321704?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/645321704?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=22&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_219846140
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219846140?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=23&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219846140?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=23&RID=CBYA4CKT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343200844
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200844?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=24&RID=CBYA4CKT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/343200844?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=24&RID=CBYA4CKT014
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درصد    صورت به فیلوژنتیکی محتمل    درخت   1000حاصل از    Bootstrapتست آماري درخت حاصل مقادیر  

 .  ) 6-3 شکل( در محل انشعابات نشان داده شد 

 

 مشابه  باکتریاییهاي گونه  بین  در KE1 سویه دهندهنشان  فیلوژنتیکی درخت : 6-3  شکل

 Rhodococcus ruberدرصدي به گونه    58/99نیز با تشابه   KE1که ذکر گردید سویه    گونه همان

بررسی  .  ونه مذکور در یک خوشه قرار گرفتدر درخت فیلوژنتیکی حاصل نیز این سویه با گ.  نزدیک بود

بر این اساس .  نشان ندادگونه مذکور  خصوصیات فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی نیز اختلافی را بین این سویه و  

این    بنديرده ساختار    14-3جدول  .  باشد   R. ruber  متعلق به جنس و گونه   KE1گردد سویه  پیشنهاد می 

 .  دهد سویه را نشان می 

 KE1سویه  بنديرده ساختار   -14-3جدول 

Kingdom: Bacteria 

Phylum:  Actinobacteria 

Class:   Actinobacteria 

Order:    Actinomycetales 

Family:     Nocardiaceae 

Genus:      Rhodococcus 

Species:       ruber 
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  بیوسورفکتانتو تولید  باکتري رشد منحنیبررسی  -۸-۲
در محیط ملاس چغندر قند به    KE1منحی رشد سویه    ،مورد نظر  جهت بررسی کنتیک رشد سویه 

لیتر محیط مایع ملاس چغندر قند کشت داده  میلی  10روش کلنی کانت تعیین گردید. سویه مورد نظر در  

  600جذب در  (  1گراد گرماگذاري شد و بعد از رسیدن کدورت سلولی به درجه سانتی  35شد و در دماي 

لیتر محیط  میلی   200به    لیتر میلی   2  این کشت استارتر  سپس از   .نانومتر)، از آن بعنوان استارتر استفاده شد 

و دماي    rpm  130لیتري افزوده شد و در داخل شیکر انکوباتور با دور  میلی   250ملاس استریل در ارلن  

برداري  نمونه   ساعت یک بار از این محیط   3هر    جهت شمارش سلولی،  .گراد گرماگذاري شد درجه سانتی  35

بدین منظور از پلیت    .کانت مورد شمارش قرار گرفتهاي زنده به روش کلنی ول صورت گرفت و تعداد سل

اي استفاده شد که در آن سري رقت از سوسپانسیون باکتریایی  تهیه گردید و با کشت بر روي  خانه   96

وزمان دوباره شدن    ،)µ(  و محاسبه ضریب رقت، تعداد سلولی اندازگیري گردید. نرخ رشد   TSAپلیت محیط  

بر روي هریک  هاي زیر محاسبه شد. جهت بررسی کینتیک تولید محصول  با استفاده از فرمول   ) GT(  تري  باک

 . ]76[  تست اموسیفیکاسیون انجام شد  هااز نمونه 

  = µ      محاسبه نرخ رشد:  -2- 3فرمول  
(𝑳𝑳𝑳𝑳𝑵𝑵𝑵𝑵𝑵𝑵𝑵𝑵)

𝑻𝑻𝑻𝑻−𝑻𝑻𝑻𝑻
 

GT =  (𝑳𝑳𝑳𝑳𝑳𝑳)    محاسبه زمان دوبرابر شدن جمعیت سلولی: - 3- 3فرمول  
𝝁𝝁

 

دهد. همانطور که در نمودار  نشان می   KE1نتایج حاصل از این بررسی را در مورد سویه    7-3شکل  

از  می   همشاهد  بعد  باکتري  تا ساعت    10شود  فاز  این  لگاریتمی شده که  فاز رشد  وارد  ادامه    23ساعت 

به    70از ساعت    .ادامه دارد  70وارد فاز سکون شده که این فاز تا ساعت  منحنی رشد    23یابد. از ساعت  می 

رشد لگاریتمی  ري به فاز  از زمان ورود باکت  نیز   بیوسورفکتانتولید  . تشودمی شود  شروع می فاز مرگ    نیز بعد  

)  mµرسد. نرخ رشد ویژه (به اوج خود می   55در ساعت    شود. با این وجود تولید بیوسورفکتانتشروع می 

ساعت  generation time( 51/1(و زمان دوبرابر شدن سلول     ./ 46   ) h-1(این باکتري در فاز رشد لگاریتمی  
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  دهد می   نشان  ،KE1  سویه   توسط   بیوسورفکتانت  تولید   با   رشد   کینتیک  نمودارهاي  مقایسه محاسبه گردید.  

  این   که   یابد می   افزایش،  شودمی   فازسکون  وارد  که  زمانیکه   نظر  مورد  باکتري   در   بیوسورفکتانت  تولید   که 

  نوع  از  سویه، این توسط   تولیدي بیوسورفکتانت رسد می  نظر  به  و  بوده ثانویه  هايمتابولیت  مشخصه ویژگی 

 ..باشد  ثانویه  هايمتابولیت 

 

 ملاس  % 1در محیط کشت پایه معدنی حاوي  KE1 بیوسورفکتانت توسط سویه رشد و تولید محصول منحنی - 7-3شکل  

 بیوسورفکتانتسازي  تولید  بهینه  -۹-۲

 بهینه تولید بیوسورفکتانت محیط کشت انتخاب  -۱-۹-۲

  گلوکز   گلیسرول،  مانند   آب  در   محلول  کربنی  منابع   حضور  در  بیوسورفکتانت  تولید   پژوهش،   این  در

  هاي هیدروکربن   از  استفاده .  گرفت  قرار   بررسی   مورد)  ذرت  روغن(   آب  در   نامحلول  کربنی  منبع   یک   و  ملاس   و

  KE1  براي انجام این تست سویه  .باشد نمی   مطلوب  نماید می   ایجاد  فرمانتور  براي  که  مشکلاتی  دلیل  به  نفتی

کشت نوترینت براث، محیط پایه معدنی    میلی لیتر  محیط  100میلی لیتري حاوي   250هاي  در فلاکسک
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گلیسرول، و محیط    %1گلوکز، محیط پایه معدنی حاوي    %1ملاس، محیط پایه معدنی حاوي    %1حاوي  

تنظیم شد.    7ها قبل از اتوکلاو، بر روي  محیط    pH  .لینهارد استریل در چهار تکرار کشت داده شد   کشت  

درجه و دور    35میکرولیتر از سوسپانسیون باکتري در شیکر انکوباتور با دماي    200ها پس از تلقیح  فلاسک 

rpm  130    .بعد از رشد مناسب و تولید بیوسورفکتانت (بر اساس منحنی کینتیک تولید  گرماگذاري شدند

جهت تعیین میزان تولید بیوسورفکتانت،  نمونه برداري صورت گرفت و    هاحیط بیوسورفکتانت)، از هریک از م 

 . شد تست امولسیفیکاسیون انجام  

  . )8-3شکل  (  در محیط لینهارد مشاهده شد   ، KE1توسط سویه    بیوسورفکتانتبالاترین میزان تولید  

همچنین میانگین میزان فعالیت   .اندازگیري شد  1/ 752فعالیت امولسیون کنندگی در این محیط   میانگین

هاي ملاس، نوترینت براث،  در محیط سویه  این  توسط  امولسیون کنندگی در نتیجه تولید بیوسورفکتانت  

 گیري شد.اندازه  642/0و    404/1، 448/1، 562/1گلیسرول و گلوکز، به ترتیب  

 

 

 هاي مختلف در محیط کشت KE1تولید بیوسورفکتانت توسط سویه  -8-3شکل  
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 به روش طراحی آزمایش تاگوچی  بیوسورفکتانتبهینه سازي شرایط تولید   -۲-۹-۲

از روش آماري تاگوچی، که روش    بیوسورفکتانتبه منظور بررسی اثر عوامل گوناگون مؤثر بر تولید  

استفاده شد. در این    ،باشد مناسب و سیستماتیک براي بررسی همزمان اثر چندین فاکتور بر یک پارامتر می 

آرایه  از  تعداد زیادي فاروش  به منظور بررسی  براي طراحی آزمایشات  تعداد کمی  هاي متعددي  با  کتور 

     شود.آزمایش استفاده می 

در نظر گرفته    فاکتور   5ها  براي بررسی تأثیر عوامل در تعیین شرایط بهینه رشد میکروارگانیسم 

مقادیر    15-3  جدول  .سطح مختلف در نظر گرفته شد   2در    فاکتور دیگر   2سطح و    4در   فاکتور   3شد که  

عملیاتی متداول    هدهد. سطوح مورد نظر با توجه با محدودگذاري نشان می هر یک از این عوامل را با نماد

  انتخاب شد. به منظور   ،100:10:1معادل    C:N:Pاست به نسبت    ها که در منابع مختلف ذکر گردیدهآن

طراحی آزمایش توسط نرم  استفاده شد.    ststistical soft ware   Minitab 16آفزار  ها از نرم طراحی آزمایش 

آمده    16-3  جدولدر  هاي مورد نظر  آزمایش) را پیشنهاد داد که آزمایش   16(با    L16افزار نامبرده، آرایه  

 است. 

 

) فقر  -(. بیوسورفکتانتسازي تولید ها جهت بهینه فاکتورها و سطوح در نظر گرفته در طراحی آزمایش   -15-3 جدول
 فسفر و ازت، (+) عدم فقر فسفر و ازت 

Number Factor Level1 Level2 Level3 Level4 

1 pH 6.5 7 7.5 8 

2 Salinity(%) 0% 1% 2% 3% 

3 Temperature 30 35 40 45 

4 Nitrogen + - 
 

5 Phosphorus + - 
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 طراحی شده به روش تاگوچی L16هاي آرایه جدول آزمایش  -16-3 جدول

P N Temperature Salinity(%) pH Trial 
+ + 30 0 6.5 1 
+ + 35 1 6.5 2 
- - 40 2 6.5 3 
- - 45 3 6.5 4 
- - 35 0 7 5 
- - 30 1 7 6 
+ + 45 2 7 7 
+ + 40 3 7 8 
- + 40 0 7.5 9 
- + 45 1 7.5 10 
+ - 30 2 7.5 11 
+ - 35 3 7.5 12 
+ - 45 0 8 13 
+ - 40 1 8 14 
- + 35 2 8 15 
- + 30 3 8 16 

 

لیتري حاوي  میلی   200ارلن مایر  4 تکرار انجام شد،  3که در  سازيهاي بهینه براي انجام آزمایش 

و نمک    ربع نیتروژن و فسف افاقد من کشت مناسب (طبق نتایج محیط کشت بهینه)  میلی لیتر محیط  100

. جهت افزودن افزودن منابع ازت،  ، تنظیم شد.  8،  7.5،  7،  6.5به ترتیب روي    ها محیط   pHسپس    .تهیه شد 

به عنوان منبع نیتروژن،       3ONaN  گرم در لیتر  6  مقدار  حاوي بترتیب استوك    3فسفر و تنظیم میزان شوري،  

ستوك  ابعنوان    lCaN  گرم در لیتر 12و    ر،بعنوان منبع فسف   4PO2KHو     4HPO2K    گرم در لیتر  1/ 76و  36/1

ي آزمایش آماده شد و در هر لوله مطابق جدول طراحی تاگوچی  لوله   48تهیه شد. سپس    ،شوري  تنظیم

(در صورت    فسفات  و   منابع نیتروژنمیکرولیتر  1000میکرولیتر محیط کشت مورد نظر و مقادیر    1000

گراد به  درجه سانتی   121  ها بعد از اتوکلاو شدن دراضافه شد. به کلیه لوله  ،مناسب از شوريمقدار   و نیاز)

ا میکرولیتر از میکرارگانیسم معلق شده در سرم فیزیولوژي اضافه شد. براي هر فاکتور  00دقیقه    15مدت  

ها سپس نیز یک لوله با همان شرایط ولی بدون میکروارگانیسم به عنوان نمونه شاهد در نطر گرفته شد. لوله 

دماهاي    4در با  سانتید  45،  40،  35،  30انکوباتور  شدند.  رجه  داده  قرار  میزان  گراد  تعیین  جهت 
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هاي مورد بررسی در زمان مناسب (مطابق با نتایج کینتیک  بیوسورفکتانت تولیدي، براي هر یک از سویه 

 تست امولسیفیکاسیون صورت گرفت.  تولید بیوسورفکتانت)،

دهد.  هاي مربوطه را براي سویه مورد نظر در سه تکرار نشان می نتایج انجام تست  17-3  جدول

با استفاده از   s/nدهد. آنالیز  نشان می   Minitabها را با استفاده از نرم افزار  ده نیز نتایج آنالیز دا   9-3شکل  

محیط کشت    pHگراد،  درجه سانتی   35در شرایط دماي رشد    این باکتري  نرم افزار مذکور نشان داد که 

  .باشد می را دارا  بیوسورفکتانتبیشترین میزان تولید  ، فقر نیتروژن و عدم فقر منبع فسفر،%2، شوري  5/7

 

 KE1براي سویه  هاي طراحی شده به روش تاگوچینتایج آزمایش  -17-3 جدول

Result 
3 

Result 
2 

Result 
1 P N Temperature Salinity 

(%) pH Trial 

0.572 0.574 0.592 + + 30 0 6.5 1 
0.997 0.708 0.717 + + 35 1 6.5 2 
0.442 0.453 0.436 - - 40 2 6.5 3 
0.287 0.300 0.289 - - 45 3 6.5 4 
0.455 0.429 0.441 - - 35 0 7 5 
0.203 0.301 0.218 - - 30 1 7 6 
0.362 0.344 0.350 + + 45 2 7 7 
0.207 0.207 0.217 + + 40 3 7 8 
0.462 0.417 0.430 - + 40 0 7.5 9 
0.319 0.311 0.303 - + 45 1 7.5 10 
0.783 0.823 0.795 + - 30 2 7.5 11 
0.725 0.724 0.733 + - 35 3 7.5 12 
0.424 0.433 0.429 + - 45 0 8 13 
0.416 0.411 0.407 + - 40 1 8 14 
0.524 0.524 0.536 - + 35 2 8 15 
0.423 0.420 0.416 - + 30 3 8 16 
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 KE1سازي تولید بیوسورفکتانت توسط سویه نمودار حاصل از آنالیز تاگوچی جهت بهینه   -9-3شکل  

 

از صحت   اطمینان  براي  نهایت  در  در  تاگوچی،  آنالیز  آمده  نتایج  بدست  بهینه  آنالیز  شرایط  از 

رشد یافته تحت شرایط    KE1تاگوچی، کشت داده شدند. مشاهده شد که افزایش تولید بیوسورفکتانت توسط  

سازي  هاي تست بهینه /را باعث شد. این نتایج، داده 86بهینه، شاخص امولسیفیکاسیون هگزادکان به ترتیب  

 نماید. را تأیید می 
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  سطحی کششتعیین خصوصیات  -۱۰-۲
.  شودمی   ناشی  مولکولی  بین  جاذبه  هاينیروي   از  و  بوده  مایعات  خواص  از   یکی  سطحی  کشش

روش   به  (     Du Nouy Methodکشش سطحی  تنسیومتر  دستگاه  از  استفاده  با  )  K100مدل    Krussو 

این روش .  اندازگیري شد  آلیاژ پلاتین می   ،در  از جنس    باشد در مایع (محیط کشت و حلقه دستگاه که 

حاوي   غوطه بیوسورفکتانتمحیط  می )  غوطه ور  حلقه  بر  وارد  نیروي  تنظیم  گردد،  روي صفر  بر  شده  ور 

شود. حداکثر نیروي ثبت شده توسط دستگاه  گردد و حلقه به آرامی از درون مایع به خارج کشیده میمی 

   شود.رفته می مورد نیاز براي خارج کردن حلقه از سطح مایع، به عنوان کشش سطحی مایع در نظر گ

گیري میزان کاهش کشش سطحی محیط کشت در نتیجه تولید بیوسورفکتانت به منظور اندازه 

تکرار کشت    3لیتر محیط کشت لینهارد در  میلی  100توسط باکتري مورد آزمایش، سویه مورد نظر در  

گرماگذاري شد. یک   rpm 130داده شد و در دماي بهینه که قبلاً تعیین گردید، در شیکر انکوباتور با دور 

هاي کشت و کنترل  ارلن نیز بدون تلقیح باکتري بعنوان کنترل تعیین گردید. میزان کشش سطحی محیط 

تعیین گردید و میزان کاهش کشش سطحی با کم کردن کشش سطحی محیط رشد یافته از محیط کنترل،  

 تعیین گردید.  

  25  دماي  در  بیوسورفکتانت  تولید   و  باکتري  رشد   از  بعد   ،KE1  سویه   کشت  محیط   سطحی  کشش

  درجه   25  دماي   در  مقطر   آب  سطحی   کشش .  شد   گیري اندازه   mN/m 0.04 ± 37.83  گرادسانتی   درجه 

     .باشد می  mN/m 72 گرادسانتی

 )CMCغلظت بحرانی تشکیل میسل ( تعیین  -۱-۱۰-۲

تشکیل    ، حداقل غلظتی از یک سورفکتانت است که ساختارهاي میسل شروع به CMCشاخص  

نماید. براي اندازه  شروع به افزایش می  CMCکنند و در واقع فعالیت امولسیفیکاسیون در نقطه  شدن می

گیري کشش سطحی و فعالیت امولسیفیکاسیون استفاده شد. براي تعیین  از دو روش اندازه  CMCگیري  
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CMC   می بیوسورفکتانت  سازي  خالص  به  از  نیاز  پژوهش  این  در  که  حلال  ش  روباشد  با  استخراج 

 هاي مورد آزمایش، بطور جزئی مورد خالص سازي قرار گرفتند.هاي تولید از سویه بیوسورفکتانت

لیتر محیط کشت لینهارد استریل که  میلی  200لیتري حاوي  میلی   500  مورد نظر در ارلن   سویه 

بهینه مربوطه گرماگذاري    ایط شر  در ، کشت داده شده و  آماده شده بود   وجه به شرایط بهینه کشت باکتريبا ت

به منظور جلوگیري از کاهش فعالیت بیوسورفکتانت، در معرض  هاي مورد نظر  شدند. سپس محیط کشت 

خشک سرد  بوسیله  شدند   هواي  حاصل،  شده  خشک  کشت  محیط  ادامه،  در  متانول  میلی   60.  لیتر 

نتریفوژ شد و سوپرناتانت سا  g  14000×دقیقه در    2به مدت    هاي حاصله گیري شد. سپس عصارعصاره

. تست امولسیفیکاسیون، حل شدن بیوسورفکتانت را در سوپرناتانت عصاره متانولی تأیید  ها جداسازي شد آن

هگزان  -nنمود. عصاره حاصل مجدداً در دماي محیط خشک شد. به خشک شده حاصل سپس بوسیله  

بیوسورفکتانعصاره حضور  امولسیفیکاسیون مجدداً  تست  را در عصاره  گیري شد.  داد.  -nت  نشان  هگزان 

 عصاره حاصل در نهایت تبخیر شد و در مراحل بعدي آزمایش مورد استفاده قرار گرفت.  

 

 . بیوسورفکتانتپودر حاصل از استخراج و خالص سازي جزئی   - 10-3  شکل

 5000هاي متوالی از استوك غلیظ (، رقتکشش سطحیگیري  به روش اندازه  CMCجهت محاسبه  

mg/lبا  ) هر یک از بیوسورفکتانت استفاده از دستگاه  ها در آب مقطر ایجاد و کشش سطحی هر غلظت 

هاي حاصل منحنی تغییرات کشش  . با استفاده از داده شد   ، آلمان) اندازگیريK100مدل    Krussتنسیومتر (



حذف    تیبرداشت مخازن نفت خام با قابل  ادیازد یکروبیمحصول م   دیولت
 مخزن  H2Sو کاهش    SRB  ي هايباکتر

 1گزارش پیشرفت 

 

63 

به غلظت بیوسورفکتانت رسم شد. با افزایش غلظت بیوسورفکتانت کشش سطحی آب کاهش  سطحی نسبت  

رسد که از این نقطه به بعد با افزایش غلظت بیوسورفکتانت، کشش سطحی  بحرانی می   یافته تا به نقطه 

عنوان   ها در این نقطه بدهد. غلظت بیوسورفکتانتثابت مانده و در بسیاري از موارد افزایش نیز نشان می 

CMC   71[تعیین شد[ . 

هاي متوالی از استوك  رقت ،  به روش بررسی فعالیت امولسیفیکاسیون  CMC  تعیینهمچنین جهت  

گیري  کنندگی هر رقت با اندازه  ) تهیه شد و شاخص فعالیت امولسیفیهmg/l 5000(  بیوسورفکتانت غلیظ  

میکرولیتر از    500 میزان کدورت حاصل از ایجاد امولسیون هگزادکان در آب تعیین شد. براي این منظور  

  600 میکرولیتر آب مقطر اضافه شد. سپس بعد از اندازگیري کدورت در طول موج  4000وق به  هر رقت ف

ثانیه ورتکس شد. سپس کدورت    10میکرولیتر هگزادکان به مخلوط فوق اضافه شد و به مدت    500نانومتر،  

فته شد.  مجدداً اندازگیري شد اختلاف میزان جذب به عنوان شاخص فعالیت امولسیفیکاسیون در نظر گر

  CMCمنحنی تغییرات فعالیت امولسیفیکاسیون نسبت به تغییرات غلظت رسم شد.    CMCجهت تعیین  

هر   از  غلظت    بیوسورفکتانتغلظتی  افزایش  با  آن  در  که  شد  گرفته  نظر  میزان    بیوسورفکتانتدر 

 . ]24[  امولسیفیکاسیون شروع به افزایش نمود

 بیوسورفکتانتنمودار تغییرات کشش سطحی و امولسیفیکاسیون را نسبت به غلظت    11-3شکل  

شود که با افزایش غلظت بیوسرفاکتانت، کشش سطحی  دهد. مشاهده می نشان می  KE1تولیدي از سویه  

با افزایش غلظت تغییري  در کشش سطحی    mg l  72/1073-1نیز کاهش پیدا کرده تا سرانجام در غلظت  

این نقطه همان نقطه   این نقطهمی   CMCصورت نگرفته است    mN m-1  باشد. میزان کشش سطحی در 

است. همین نتیجه در مورد فعالیت امولسیفیکاسیون نیز مشاهده شد. با افزایش    شده  گیري اندازه   26/46

نمی  نشان  را  تغییر چشمگیري  امولسیفیکاسیون  میزان  غلظت  غلظت  در  سرانجام  اینکه  تا    l mg-1دهد 

بیوسورفکتانت    CMCبه این ترتیب    شود.،  افزایش جهشی در میزان امولسیفیکاسیون ایجاد می 72/1073

 . گرم بر لیتر تعیین گردید میلی  1073/ 72توسط هر دو روش معادل غلظت  KE1اصل از سویه ح
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CMC   مهمترین   دارد،  را   میسل   ساختارهاي  ایجاد  توانایی   که   سورفکتانتی   ماده   غلظت  حداقل  یعنی  

تر باشد پایین   CMC، بطوریکه هر چه  باشد می   امولسیفایرها  کنندگی   امولسیون   قدرت   مقایسه   براي   پارامتر

  این  در  که   آورد دست به  مختلف  هايروش  به  توانمی  را CMC شاخص. کنندگی بالاتر استقدرت پراکنده 

  متوالی   هايغلظت  امولسیفیکاسیون   فعالیت   سنجش  و   سطحی   کشش   گیري اندازه   روش   دو   هر   از   پژوهش

  بدست   یکسانی  نتایج  روش  دو  هر   در  که  گردید   عیین ت مذکور  پارامتر   شده   سازيخالص   هايبیوسورفکتانت

  Sodium Dodecyl Sulfate   97/2306  مانند   استاندارد  سنتزي   سورفکتانت  یک   براي   CMC  شاخص.  آمد 

لیتر  میلی  بر    در   KE1  سویه  توسط   شده  تولید   بیوسورفکتانت  CMC  که  است  حالی   در  این.  باشد می گرم 

 .  گردید  مشاهده mg l 357.01-1 غلظت

 

گیري کشش سطحی و فعالیت  با استفاده از روش اندازه   KE1 سویه بیوسورفکتانت حاصل از   CMCتعیین  -11-3شکل  
 امولسیفیکاسیون 
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 بیوسورفکتانت تولیدي به دما و شوري مقاومتررسی ب -۲-۱۰-۲

 پایین  فرآیندهاي  در  بیوسورفکتانت  فعالیت  حفظ   منظور  به  شوري  و  دما  به  مقاومت  بودن  دارا

 . همچنین، باشد می   اهمیت  حائز  است  محصول  کردن  خشک  و  کردن  تغلیظ   شامل  که  محصول  تولید   دستی

تولید شده توسط سویه میکروبی در ازدیاد برداشت نفت از مخازن نفتی    بیوسورفکتانت  کاربرد  که  آنجایی   از

  و دما   نمک  بالاي  مقادیر  به  مقاومت  توانایی  باید   کار   این  براي   استفاده   مورد   بیوسورفکتانت  بنابراین  باشد می

 .  باشد  دارا را

  1از کشت خالص باکتري مورد نظر سوسپانسیون تهیه شد. سپس  براي انجام این آزمایش ابتدا  

 افزوده شد و در شیکر انکوباتور با دور    لینهارد  محیط لیتر  میلی   100لیتر از این سوسپانسیون به  میلی 

rpm130    پس از زمان مناسب جهت رشد و تولید بیوسورفکتانت (بر    اري شد.ذ درجه گرماگ  35و دماي

هاي  سانتریفیوژ شد تا سلول  g× 14000اساس منحنی کینتیک تولید بیوسورفکتانت)، محیط کشت در  

سوپرناتانت حاوي  تولیدي به نمک، به    ورفکتانتبیوس سپس جهت بررسی مقاومت  باکتریایی جدا شوند.  

غلظت  بیوسورفکتانت و    10تا    0،  شد  افزوده  نمک  از  درصد  امولسیفبکاسیون  دقیقه،    30پس  فعالیت 

شد.اندازه منظور    گیري  به  مقاومت  همچنین  حاوي    بیوسورفکتانتبررسی  سوپرناتانت  دما،  به  تولیدي 

درجه قرار داده    120،  100،  80،  60،  50،  40،  35اهاي  ساعت در معرض  دم  1به مدت    بیوسورفکتانت

 . ]77[گیري شد  تولید شده اندازه  بیوسورفکتانتکنندگی براي شده و فعالیت امولسیفیه 

  نشان  را  KE1  سویه  از  حاصل  بیوسورفکتانت  دمایی   مقاومت  بررسی  از  حاصل  نتایج  12-3  شکل

این    امولسیفیکاسیون   فعالیت   شود می   مشاهده   شکل  در   که  همانطور .  دهد می  از  حاصل  بیوسورفکتانت 

رسد و با افزایش  به اوج خود می  گرادسانتی  درجه  70ش یافته و در دماي  باکتري با افزایش دما بتدریج افزای

  ماند. گراد میزان فعالیت امولسیفیکاسیون ثابت می درجه سانتی  120دما تا  
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 در دماهاي مختلف  KE1: منحنی فعالیت امولسیفیکاسیون بیوسورفکتانت حاصل از سویه 12-3  شکل

را به    KE1نیز نتایج حاصل از بررسی مقاومت بیوسورفکتانت تولید شده توسط سوبه    13-3شکل  

نه    %7با افزایش شوري تا    کنندگی  ت امولسیونشود فعالی همانطور که مشاهده می   دهد.ان می شوري نش

نمک به اوج خود    ٪ 7بتدریج زیاد شده و در     ٪ 6و    ٪5،  ٪ 4  در غلظت   تنها کاهشی را نشان نداد بلکه

است. از    رسیده  بیش  به  نمک  غلظت  افزایش  ملاحظه % 8با  قابل  کاهش  فعالیت  ،  میزان  در  اي 

دهد که بیوسورفکتانت میکروبی  این نتایج نشان می   گردد. کنندگی این بیوسورفکتانت ایجاد می امولسیون 

گیرد،  اي در کاربردهاي صنعتی که گاه در دما و شوري بالا صورت می حاصل از این سویه ظرفیت بالقوه 

 . دارد

 

  KE1حاصله سویه  بیوسورفکتانت بررسی اثر نمک بر فعالیت  -13-3شکل  
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 محصول بیوسورفکتانت میکروبی جهت ازدیاد برداشت نفت  فرمولاسیون -۳-۱۰-۲

سورفکتانت  گروه برخلاف  طبیعت  اساس  بر  که  شیمیایی،  و  سنتزي  به  هاي  قطبی  آنیونی،  هاي 

ها ها را بر اساس ترکیب شیمیایی و منشأ میکروبی آن شوند، بیوسورفکتانتبندي می کاتیونی، و خنثی طبقه 

طورکلی ساختار یک بیوسورفکتانت از یک بخش هیدروفیل شامل اسیدهاي آمینه  کنند. به بندي می دسته 

یک بخش هیدروفوب شامل اسیدهاي چرب  یا پپتیدهاي آنیونی، کاتیونی و یا منو، دي، و پلی ساکاریدها، و  

بیوسورفکتانت اساس  این  بر  است.  شده  می تشکیل  را  بیوسورفکتانتها  به  گلیکوپپتیدي،  توان  هاي 

هاي پلیمري،  سورفکتانتبیوهاي لیپوپپتیدي و لیپوپروتئینی، فسفولیپیدها و اسیدهاي چرب،  بیوسورفکتانت

   . ]78[  بندي کردهاي ویژه طبقه سورفکتانتبیوو 

شوند ها سنتز می کننده هیدروکربن هاي تجزیه ها توسط میکروارگانیسم هرچند اغلب بیوسورفکتانت

ش شده است که از ترکیبات محلول در آب مانند گلوکز، ساکارز،  ها نیز گزارولی برخی از بیوسورفکتانت 

می تولید  اتانول  و  میکروارگانیسم گلیسرول،  جنس شوند.  به  بیوسورفکتانت  تولیدکننده  بسیار  هاي  هاي 

تعلق دارند  به جنس که می   متنوعی  اشاره  توان  اسینتوباکتر و رودوکوکوس  باسیلوس،  هاي سودوموناس، 

 . ]78[نمود  

مانند  گونه  رودوکوکوس  از  مختلفی   Rhodococcus erythropolis،  Rhodococcusهاي 

aurantiacus ،   Rhodococcus ruber،  Rhodococcus rubropertinctus ،   Rhodococcus terrae    و

Rhodococcus percolatus   هاي مهم تولیدکننده بیوسورفکتانت هستند که به دلیل قابلیت  ازجمله گونه

 .  ]80, 79[ها صورت گرفته است  ها مطالعات زیادي بر روي آن کاربرد صنعتی آن 

ها کند که تولید این بیوسورفکتانتها را تولید می انواع مختلفی از بیوسورفکتانت   R. rubberگونه  

یابد. هگزان افزایش می -nر آب مانند  هاي حاوي منبع کربن غیر محلول دویژه در زمان رشد در محیط به 

بیوسورفکتانت  گلیکولیپید اغلب  ساختار  گونه  این  توسط  تولیدي  این  هاي  هیدروفیل  بخش  دارند.  ي 

با پیوند آلفا  trehaloseساکاریدي بنام  ها شامل ديگلیکولیپید  به هم    1،1-است که خود از دو گلوکوز 

). بخش هیدروفوب ساختارهاي شیمیایی متنوعی را مانند مونوکورینومایکولات،  14-3  شکلاند (متصل شده 

تترااسترکوریندي  و    مختلف   هايمیکروارگانیسم  از   حاصل  ترهالولیپیدهايشوند.  ها  شامل می ومایکولات 
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  . دارند   تفاوت   یکدیگر  با  بودن   غیراشباع  و درجه   کربن،  هاياتم   تعداد   اسید،  مایکولیک  ساختار  و   اندازه   ازنظر

)  15-3  شکل (  هستند   α-branched-β-hydroxy fatty acid  زنجیره   بلند   ترکیبات  اسیدها،  مایکولیک 

]81[ . 

 

 هاي ترهالولیپیدي ترهالوز بخش هیدروفیل بیوسورفکتانت  ساختار -14-3  شکل

 

 

 ساختار یک بیوسورفکتانت ترهالولیپیدي -15-3  شکل

 

 KE1توسط سویه   دشدهیتولهاي تعیین نوع و ساختار بیوسورفکتانت -۱۱-۲

کنندگی هگزادکان در فاز  پراکنده   در گزارش مرحله اول پروژه توضیح داده شد که بر پایه میزان

بیوسورفکتانت و همچنین مقاومت بیوسورفکتانت تولیدي به فاکتورهاي شوري   تولید  شاخص عنوانبه  آبی

همچنین    .شد   انتخابتولیدکننده بیوسورفکتانت با قابلیت تولید صنعتی    برتر  سویه  عنوانبه   KE1سویه    ،و دما

  بیوشیمیایی   و  رفولوژیکیو م  خصوصیات  بررسیو    16S rRNAشناسایی مولکولی بر اساس تعیین توالی ژن 

درصد   با  باکتري  این  که  کرد  گونه    ) %99/ 58  حدود(  بالا  بسیار  شباهتمشخص  و  جنس  به  متعلق 
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Rhodococcus ruber   آزمایش  می اساس  این  بر  و    GC-Mass Spectroscopyباشد.  نوع  تعیین  جهت 

 شود.هاي ترهالولیپیدي آن صورت گرفت که در ادامه توضیح داده می ساختار بیوسورفکتانت

 KE1ها از محیط کشت سویه استخراج بیوسورفکتانت  -۱-۱۱-۲

   v/v(2%لیتر محیط کشت پایه معدنی حاوي (میلی   500در    KE1براي تولید بیوسورفکتانت، سویه  

n- ساعت در شیکرانکوباتور با    55عنوان تنها منبع کربن و انرژي کشت داده شد و به مدت  هگزادکان به

سانتریفیوژ گردید و لایه    g× 6000محیط کشت سپس در    .شد   گرماگذاري  گراد سانتی  درجه   35دماي  

کلرومتان در قیف جداکننده  لیتر حلال دي میلی   50وسیله  ین لایه سپس به هیدروفوب سطحی جدا گردید. ا

گراد تبخیر گردید و عصاره خام  درجه سانتی   40اواپراتور با دماي  استخراج گردید. حلال سپس در روتاري 

 نگهداري شد. C° 20-حاصل در فریزر  

 KE1ي حاصل از سویه هابیوسورفکتانت  سازيخالص  -۲-۱۱-۲

در   سپس  خام  اتیل میلی  20عصاره  حلال  کروماتوگرافی  لیتر  ستون  یک  در  و  شد  حل  استات 

مش   (با  با  200-60سیلیکاژل  ابتدا  ستون  شد.  بارگذاري   (n-  باقیمانده تا  شد  داده  شستشو  - nهگزان 

شستشو داده شد تا    Chloroform/Methanol (2:1, v/v)گزادکان خارج شود. سپس با استفاده از حلال ه

ابیوسورفکتانت روتاري ها  در  مجدداً  گردد. عصاره حاصل  دماي  ستخراج  با  سانتی  40اواپراتور  گراد  درجه 

 250F  )0.6 mm thick, 10×20سیلیکاژل  TLCوسیله تبخیر گردید. عصاره بیوسورفکتانتی حاصل سپس به 

cm) حلالی  سیستم  از  استفاده  با  و   (chloroform/methanol/water, 85:12.5:2, v/v/v  ًکاملا  (

تراشیده شد و با همان    TLCهاي ترهالولیپیدي از سطح پلیت  سازي شد. باند مربوط به بیوسورفکتانت صخال

-سیستم حلالی عصاره گیري شد تا ترهالولیپید خالص به دست آید. ترهالولیپید حاصل سپس در فریزر  

20 °C  .نگهداري شد 
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 KE1هیدرولیز ترهالولیپید حاصل از سویه  -۳-۱۱-۲

ترهالولیپیدي و تفکیک هاجهت شکستن مولکول  از    ي  بخش هیدروفوب حاوي اسیدهاي چرب 

در    NaOH 1 Mبخش کربوهیدراتی (هیدروفیل)، هیدرولیز قلیایی عصاره ترهالولیپیدي خالص در محلول  

  7به    HCl 1 Mوسیله  محلول واکنش سپس به   pHساعت انجام شد.    1به مدت    C° 90اتانول در دماي  

وسیله  حلال اتر، عصاره گیري شد. فازهاي اتري حاوي اسیدهاي چرب سپس به وسیله  رسانده شد و سپس به 

 قیف جداکننده تفکیک شد. 

   GC-MSآنالیز  -۴-۱۱-۲

روي عصاره اتري انجام شد.   GC-MSجهت تشخیص نوع و درصد اسیدهاي چرب مختلف آنالیز  

در دماي    1M HCl in methanolبراي این منظور ابتدا اسیدهاي چرب با استفاده از محلول واکنش شامل  

دقیقه استریفیه شدند. پس از خنک شدن، متیل استرهاي اسید چرب   40گراد به مدت  درجه سانتی  100

 رسانده شد.  ml 1هگزان بازیافت شدند و با دمیدن گاز نیتروژن حجم حلال به -nوسیله به 

تزریق شد. شرایط   Shimadzu GC–MS QP2010میکرولیتر از این عصاره جهت آنالیز به دستگاه    1

هاي دیتابیس دستگاه  حاصل سپس با داده  Massهاي  در جدول زیر نشان داده شده است. طیف   GCآنالیز 

 تطابق داده شد و مورد شناسایی قرار گرفت. 

 GC-MSجزئیات آنالیز اسیدهاي چرب توسط دستگاه  -18-3جدول 

Instrument:  GC–MS QP2010 Shimadzu 
Detector Mass Spectroscope 
Column Rtx-5 MS (30 meter, 0.2 mm ID, 0.25 um df) 
Carrier gas helium 
Flow Rate 1.5 ml/min 
Injection Volume 1 μl 
Injection Temperature 260 °C 
Injection Volume 1 μl 
Temperature Program 60 °C (1 min); 5 °C/min to 260 °C; 260 °C (10 min) 
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 KE1توسط سویه  دشده یتول هاي نتایج تعیین نوع و ساختار بیوسورفکتانت  -۵-۱۱-۲

آمده مشخص  دستاساس نتایج به  نشان داده شده است. بر  19-3جدول  در    GC-MSنتایج آنالیز  

کند که جزء غالب بخش هیدروفوب  هاي ترهالولیپیدي تولید می طیفی از بیوسورفکتانت  KE1شد که سویه  

) که  %56.5دهند ( چرب غیراشباع تشکیل می  هاي تولیدشده توسط این سویه را اسیدهايبیوسورفکتانت

بیشترین فراوانی را داشت. از بین اسیدهاي چرب اشباع هگزادکانوئیک    %27.2ها اولئیک اسید با  از بین آن 

 کل اسیدهاي چرب را تشکیل داد.   %34.2اسید 

 GC-MSچرب توسط دستگاه  جزئیات آنالیز اسیدهاي -19-3جدول 

Fatty Acid Type Percent Of total Fatty Acids 

12:0 1.2 

13:0 0.4 

13:1 1.1 

14:0 5 

15:0 1.4 

15:1 1.7 

16:0 34.2 

16:1 9.5 

17:0 1.3 

17:1 0.5 

18:1 27.2 

18:2 0.3 

20:1 11.5 

21:2 4.7 

Saturated Fatty Acids 43.5 

Unsaturated Fatty Acids 56.5 
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