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 1کیدهچ

ند. هدف از تحقیق هستسازگار با محیط زیست مطرح  دمولسیفایرهای شیمیایی و جایگزین بیودمولسیفایرها به عنوان تركیبات

محیط های مولد بیـودمولسیفایر با استفاده از هجدای، برای این منظور است. دمولسیفایربیو های مولدحاضر دستیابی به باكتری

و اثر نوع ها شرایط رشد بهینه آن ،های برترهجدای پس از غربالگری و رسوبات نفتی جداسازیاز  پارافین مایع حاوی پایه نمکی

 ودرصد  43/71 با Alcaligenes sp. strain HS20 .تعیین هویت گردیدند و یمنبع كربن بر تولید بیودمولسیفایر بررس

Alcaligenes sp. strain HS22 دما، . های برتر بودندجدایه امولسیون شکست درصد 71/85 باpH  و منبع نیتروژن بهینه رشد

بود. و آمونیوم نیترات  7گراد، درجه سانتی HS22  35و برای جدایه  و سدیم نیترات 7گراد، درجه سانتی HS20  40یهجدا

بر اساس این  .ج سلول و متصل به سلول حضور دارددر دو موقعیت خار HS22یه و جداخارج سلولی  HS20ه جدایبیودمولسیفایر 

 گردد. های نامطلوب آب در نفت خام در مقیاس صنعتی پیشنهاد میامولسیونهای تولیدی در عملکرد بیودمولسیفایرنتایج ارزیابی 

جداسازی زیستی، شکست امولسیوبیودمولسیفایر،  ،نفتدر : امولسیون آب های كلیدیواژه

 مقدمه

ها ها به ویژه باكتریبیودمولسیفایرها گروه متنوعی از تركیبات فعال سطحی بـوده كه توسط برخی از میکروارگانیسم

دارند در سطح بین مایعات با درجـه قـطـبـیـت و باندهای ها به علت دو قطبی بودن ترجیحاً تمایل شوند. این مولکولتـولـیـد می

های مشخصه بیودمولسیفایرها عدم تعادل (. یکی از ویژگیHuang et al., 2013هیدروژنی مختلف مانند آب/نـفـت قـرار بگیرند )

دوستی دارای چربیدوستی و وقتی خاصیت آب در اجزا تشکیل دهنده آن است به طوری كه آب دوستی -شاخصه چربی دوستی

در حالی كه اگر این توازن وجود نداشته باشد  دهدكننده اثرات كافی از خود نشان میتوازن خوب باشد ماده به عنوان امولسیون

گریز ماده در فاز میانی یك امولسیون حاكم نباشند آن ماده به عنوان شکننده امولسیون دوست و آبهای آبو هیچ كدام از بخش

ها قادرند با قرار گرفتن (. این مولکولKronberg et al., 2014; Gadhave, 2014; Kontogeorgis & Kiil, 2016ند )كعمل می

تسهیل شکست امولسیون كشش سطحی و بین سطـحـی در حد فاصل و كاهش در حد فاصـل سـیـالات غیرامتزاج پذیر، موجب 
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تولید بیودمولسیفایر توسط های هیدروفوب به عنوان سوبسترا برای كربن. به طورمعمول هیدرو(e Silva et al., 2017شوند )می

شوند. بدیهی است كه عملکرد بیولوژیکی تركیبات فعال سطحی به تركیبات هـیـدروكـربـنـی وابسـتـه رف میهـا مصباكتری

 Amirabadi)) گیرندبه عنوان منبع كربن و انـرژی بـرای تولید بیودمولسیفایر مورد استفاده قرار می كمترها كربوهیدرات .اسـت

et al., 2013; Hou et al., 2014.  هایی های مولد بیودمولسیفایر از محیطعمده باكتریمطالعات گذشته نیز نشان داده است كه

های بقای هستند و به نظر می رسد كه تولید این تركیبات یکی از مکانیسمجدا شدند كه به تركیبات هیدروكربنی و نفتی آلوده 

های آلوده استفاده كند كه بتوانند از تركیبات هیدروفوب موجود در این محیطها كمك میها است و به آنها در این محیطآن

شیمیایی و منشأ میکروبی، به دو گروه اصلی  بر اساس ساختار(. بیودمولسیفایرها Liu et al., 2011; Huang et al., 2010كنند )

)عمدتاً از  و  بیودمولسیفایرهای خارج سلولی شامل بیودمولسیفایرهای متصل به سطح سلول )عمدتا از جنس اسیدهای چرب(

ن تركیبـات با شوند. ایتقسیم میها( ها و رامنولیپیدها، فسفولیپیدها، گلیکوپروتئینها، گلیکولیپیدساكاریدجنس استوئین، پلی

داشتن مزایایی چون امکان تولید از منابع تجدیـدپـذیـر و ارزان قیمت، سازگاری بیشتر با محیط زیست، سمیت كمتر و قابلیت 

ها در صنایع مختلف انـد. بیودمولسیفایرتجزیه زیستی بالاتر، نسـبـت بـه دمولسیفایرهای شیمیایی بیشتر مورد توجه قرار گرفـتـه

آرایشـی و بـه خصوص صنایع نفتی و حفاری به عنوان عوامل شکننده و حذف كننده -زی، غذایی، بـهـداشـتـینساجی، فل

ترین بـخـش بـازار مصرف بیودمولسیفایرها زرگ(. بLi et al., 2012; Huang et al., 2012روند )های نامطلوب به كار میامولسیـون

استحصال نفتی با كمیت و كیفیت بیشتر، حذف لجن نفتی و بهبود تصفیه  این تركیبات برای .به صنعت نفت اختصاص دارد

(. هدف از این پژوهش، Sad et al., 2015, Atta et al., 2014گیرند )های حاصله از استخراج نفت خام مورد استفاده قرار میپساب

 فتی پالایشگاه نفت است.های مولد بیودمولسیفایر از رسوبات نجـداسـازی، شناسایی و تعیین ویژگی باكتری

 هامواد و روش

 نمونه برداری 

شمالی و  30˚نفت آبادان )با مختصات جغرافیایی سازی و خطوط انتقال نفت پالایشگاهرسوبات نفتی مخازن ذخیره 

هایی استریل آوری و درون شیشهی استریل جمعتیغهمتری با اسـتـفـاده از سانتی 2 از عمق قع در استان خوزستانوا (شرقی 48˚

 نقطه متفاوت دو سری نمونه تهیه شد. 4. از ریـخـتـه شد و بر روی یـخ به آزمایشگاه منتقل گردید

 

 بیودمولسیفایرگری باكتری هنای تنولنیندكنننننده جداسازی و غربال

 :MMSMهـای مـولـد بـیـودمولسیفایر از مـحـیـط كشـت پایه نمکی تعدیل یافته )به منظور جداسـازی بـاكـتـری 

Modified Mineral Salt Medium( همراه چهار درصد پارافین مایع به عنوان منبـع انرژی و كربن استفاده شد. این محیط )pH 

گرم پتاسیم دی هیدروژن  6گرم دی پتاسیم هیدروژن فسفات،  4گرم آمونیوم نیترات،  4یتر( ( حاوی تركیبات: )گرم بر ل7.2
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 میلی لیتر محلول عناصر معدنی كم مقدار است. محلول عناصر معدنی كم مقدار 1گرم منیزیم سولفات هفت آبه و  2/0فسفات، 

(pH 7 )گ 1گرم كلسیم كلرید دو آبه،  1( حاوی تركیبات: )گرم بر لیتر( رم سولفات آهنII هفت آبه و )گرم اتیلن دی آمین  4/1

سازی اولیه تلقیح شد و بر روی هـای رسوب درون ایـن مـحـیـط جهت غنیگرم از نـمـونـه 1تترا استیك اسید است. میزان 

یتر از محیط برداشته میلی ل 1روز،  7گراد قرار گرفت. پـس از گذشت درجه سانتی 35و دمای  rpm 150شیکر انکوباتور بـا دور 

پـاسـاژ ادامه یافت تا اینکه كدورت به دست آمده نـاشـی از رشـد  2جدید انتقال یافت. این عمل تا  MMSMشد و بـه محیط 

 میکرولیتر بر روی مـحـیـط كشـت 100ها باشد و آلودگی تركیبات دیگر در نمونه كاهش یابد. از پاساژ نهایی میزان باكتری

MMSM ها بـه صـورت تك كلنی جداسازی و به محیطقل گردید. پس از رشد، باكتریمنت آگارMMSM   آگار جدید انتقال

گرم آگار بیولوژیك و یك درصد پارافین مایع به عنوان منبـع انرژی و كربن به محیط  20آگار از افزودن   MMSMیافتند. محیط

 (. Huang et al., 2009مذكور فوق تهیه شد )

 

 های غربالگریتست 

 ( سنجش فعالیت همولایتیك: 1

آلمان( كشـت داده شده  های جدا شده در مراحل قبل در محیط كشت بلاد آگار )مرک،برای انجام این سنجش باكتری

شود، ساعت گرماگذاری شدند. همولیز كه به صورت هاله نـمـایـان می 24-48گراد به مدت درجه سانتی 35 و سپس در دمای

تـوانـد مـولـد بیودمولسیفایر فعالیت همولیتیـك اسـت و باكتری كه فعالیت همولیتیك مثبت دارد، مـیدهنده مثبت بودن نشان

 (. Thavasi et al., 2011باشد )

 ( گسترش نفت خام: 2

 24ایتالیا( تلقیح شدند. پس از گـذشـت  هـا درون محیط كشت مولر هینتون براث )بیولایف،بدین منظور ابتدا سویـه

لیتر آب مقطر در یك پـلـیـت میلی 20میکرولیتر از سـوسـپـانسـیـون میکروبی برداشته شد.  10ها، رشد سویهساعت و 

میکرولیتر نفت خام بـه سـطـح آن افزوده گردید كه به صورت یك لایه نازک یکپارچه  20متر( ریخته و سپس میلی 80~)قطر

ولیتر از محیط كشت براث جدایه بر روی سطح نفت ریـخـتـه شد. تشکیل میکر 10بـر روی سطح آب مقطر قرار گرفت. در ادامه 

ناحیه شفاف در لایه نفتی نشان دهنده حضور بیودمولسیفایر در محیط است. در این تست آب مقطر استریل به عنوان كنترل 

 (. Thavasi et al., 2011منفی استفاده گردید. نتایج به صورت منفی )بدون هاله( و مثبت )ایجاد هاله( گزارش شد )

 ( انهدام قطره: 3

 35ساعت،  24میکرولیتر از سوسپانسیون میکروبی رشد یافته در محیط كشـت مولر هینتون براث ) 10در این تست 

میکرولیتـر نفت خام بر روی یك لام تمیز قرار داده شد. پس از گذشت یك  10گراد( بر روی یك قطره حاوی درجه سـانـتـی
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متر از قطر طره ایجاد شده در سـطـح نفت خام بررسی گردید. در صورتی كه قطر قطره ایجاد شده حداقل یك میلیدقیقه قطر ق

شود در قطره آب مقطر استریل )كنترل منفی( بیشتر بود تولید بیودمولسیفایر توسط میکروارگانیسم به صورت مثبت گزارش می

 (.Thavasi et al., 2011غیر این صورت نتیجه منفی خواهد بود )

 سنجش هیدروفوبیسیته سلولی 

گرم كلرید 2/0گرم نمك طعام، 8ابتدا سوسپانسیون باكتریایـی در بافر نمکی فسفات كه واجد تركیبات: )گرم بر لیتر(  

دقیقه همزنی  3گرم پتاسیم دی هیدروژن فسفات است تهیه شد. سپس به مدت  19/0گرم فسفات دی سدیك،  61/0پتاسیم، 

لیتر میلی 2نـانـومـتـر قرائت شد. سپس  490جام گرفت و میزان جذب اولـیـه توسط دستگاه خوانش الایزا در طول موج شدید ان

گراد گـرمـاگـذاری گردید. پس از گذشت زمان انکوباسیون، درجه سانتی 35دقیقه در دمای  10نفت سفید به آن اضافه و بـه مدت 

دقیقه در دمای اتاق نگهداری شـد. نتایج به صورت اختلاف درصد جذب فاز آبی 15ت دقیقه همزنی به مد 2مخلوط بـعـد از 

پس از تیمار و جذب اولیه سوسپانسیون بـاكـتـریـایـی بـه جـذب اولـیـه سوسپانسیون باكتریایی توسط دستگاه اسپکتروفوتومتر 

 (.Huang et al., 2009نانومتر سنجیده شد ) 490در طول موج  

 

 شکست امولسیونآزمون  

میلی لیتری كه  10ساعته باكتری در محیط مولر هینتون براث به درون لوله آزمایش مدرج  24لیتر از كشت میلی دو

لیتر امولسیون بود اضافه شد و به منظور اختلاط كامل این لوله به صورت دستی هم زده شد. سپس این لوله به میلی 5حاوی 

گراد قرار داده شد. تغییرات حجم فاز نفتی )در بالای لوله (، فاز آبی )در درجه سانتی 35ی صورت ساكن در حمام آبی با دما

های ساعت از كارگذاری لوله در حمام آب ثبت گردید. در تمامی تست 48عمق لوله( و فاز امولسیون )میان این دو( بعد از 

میلی لیتر امولسیون است در كنار سایر لوله  5تلقیح و میلی لیتر محیط كشت بدون  2دمولسیفیکاسیون لوله كنترل كه حاوی 

( درصد شکست امولسیون توسط باكتری محاسبه گردید. امولسیون 1گذاری نتایج بدست آمده در معادله )ها استفاده شد. با جای

درصد  67/1حجمی( و با افزودن /)حجمی 1:1مورد بررسی در این سنجش از اختلاط آب مقطر استریل و نفت به نسبت 

 Huangشد و نوع آن توسط تست حلالیت رنگ مورد تایید قرار گرفت ) آماده   80اسپان حجمی( سورفاكتانت غیر یونی/)حجمی

et al., 2010 ساعت نشان داد.  24درصد را در طی  10(. امولسیون حاصله میزان تفکیك كمتر از 

(درصد دمولسیفیکاسیون) درصد شکست  امولسیون = 1 − (
حجم امولسیون باقی مانده

حجم محیط كشت افزوده + حجم اولیه امولسیون
) ×    (1) معادله                100
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 تعیین موقعیت بیودمولسیفایر

ها فعالیت شکست امولسیون سوسپانسیون سلولی و مایع برای تعیین موقعیت بیودمولسیفایر تولیدی توسط جدایه 

های شکست امولسیون مجزا در امولسیون آب در نفت سفید مورد ارزیابی قرار در تستها رویی بدون سلول هر یك از جدایه

 .(Huang et al., 2010گرفت )

 

 های مولد بیودمولسیفایرشناسایی باكتری

، آزمایش اكسیداز و KOHبا اسـتـفـاده از آزمون هایی مانـنـد رنـگ آمـیـزی گـرم، شـکـل میکروسکوپی، آزمون  

هـای مـولـد بیودمولسیفایر انجام گرفت. در ادامه شناسـایـی بررسی مورفولوژیك كلنی شناسایی اولیه بـاكـتـریكـاتـالاز و 

( صورت گرفت 1ذكر شده در جدول ) تـوسـط پرایمرهای 16S rRNAمـولـکـولـی باكتری ها با تکثیر قسـمـتـی از ژن 

Weisburg et al., 1991).) 

 هامورد استفاده جهت شناسایی باكتریپرایمرهای  توالی: 1جدول
 

 

میکرولیتر  1میکرولـیـتـر شـامـل  25با حجم نهایی PCR: Polymerase Chain Reaction) )ای پلیمراز واكنش زنجیره

DNA  ،مسترمیکسمیکرولیتر 5/12پیکومول،  4/0میکرولیتر از هـر پـرایـمـر با غلظت نهایی 1الگوX2 (Mastermix 2X) 

(Amplicon و )میلی كیومیکرولیتر آب  5/9، دانمارک (MiliQ water) استریل انجام شد. در ادامـه واكـنـش PCR دسـتـگـاه  در

چرخه  25درجه سانتی گـراد و در ادامه  94دقـیـقـه واسرشت شدن ابتدایی در دمای  5تـرمـوسـایـکـلـر با شرایط دمـایـی

درجه سانتی  72ثانیه و گسترش ) 40درجه سانتـی گراد،  55دقیقه(، اتصال )1درجـه سانتی گراد،  94شامل واسرشت شدن )

 PCRدقیقه انجام شـد. مـحـصـولات 10درجه سانتی گراد به مدت  72گسترش نهایـی در دمـای ثانیه( و در نهایت  120گراد، 

جفـت بـازی،  1500میکرولیتر رنگ سایبرگرین الکتروفورز گردید. پس از تایید مشاهده باند  3درصد حاوی  1در ژل آگاروز 

بررسی و   (Bioedit) لی در نرم افزار ویرایش زیستیبه منظور تعیین توالی ارسال شد. نتایج حاصل از تعیین توا PCRمحصول 

استفاده شد كه  MEGA7 فیلوژنی از نرم افزار(. برای رسم درخت Chen, 2002ها مقایسه گردید )ها با سایر باكتریهمولوژی آن

 ;Saitou & Nei, 1987; Felsenstein, 1985) ها بررسی شد فیلوژنی آن انجام گرفت و رابطه Neighbor-joining این كار با روش

Tamura et al., 2004; Kumar et al., 2016). 

 توالی طول نوع پرایمر

 CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-ˊ5-3ˊ باز 37 (1fD) پرایمر رفت

 CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC-ˊ5-3ˊ باز 33 (1rD) پرایمربرگشت
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 سازی شرایط رشد باكتریبهینه 

ها ابتدا های منتخب، منحنی رشد این باكتریو منبع نیتروژن مناسب جهت رشد باكتری pHبه منظور انتخاب دما،  

درصد از طریق روش اسپکتوفتومتری  4حاوی پارافین مایع  MMSMدر محیط اختصاصی  C45˚و  C35 ،˚C40˚در سه دمای 

مناسب رشد نیز تعیین  pHداشتن دما، ترین دمای رشد، با ثابت نگهنانومتر رسم شد و پس از انتخاب مناسب 655در طول موج 

ی براساس بازه دما و سازبرای بهینه pHانتخاب شد. انتخاب مقادیر دما و  8و  pH 6 ،7مناسب رشد، سه  pHشد. برای تعیین 

pH ترین گیری صورت گرفت. پس از انتخاب مناسبموجود در محل نمونهpH  رشد، با ثابت نگه داشتن دما وpH  در حالت بهینه

های های منتخب در ارلنسازی منبع نیتروژن جدایهسازی منبع نیتروژنی صورت گرفت. به منظور بهینهبرای هر جدایه، بهینه

 4درصد پارافین مایع با هر كدام از منابع مختلف نیتروژن شامل  4دارای  MMSMلیتر محیط میلی 25ی حاوی لیترمیلی 100

گرم در لیتر اوره كشت داده شدند. مقادیر به كار برده شده از  3گرم در لیتر سدیم نیترات یا  84/8گرم در لیتر آمونیوم نیترات، 

 5/0ژن در آمونیوم نیترات )كنترل( محاسبه گردید. از سوسپانسیون باكتری معادل والان نیتروهر منبع نیتروژنی بر حسب اكی

درصد پارافین مایع تلقیح شد و در شیکر انکوباتور در دور  4حاوی  MMSMدرصد حجم محیط كشت به  1مك فارلند به میزان 

rpm 150  نانومتر خوانده شد  655ی در طول موج ساعت میزان جذب باكتر 2به منظور هوادهی، گرماگذاری شد. بعد از آن هر

 (.Sabati & Motamedi, 2018ساعت منحنی رشد باكتری توسط برنامه اكسل رسم شد ) 24و در طی 

 

 بررسی تأثیر نوع منبع كربنی بر رشد و شکست امولسیون

ها رشد سط سویهبه منظور بررسی تاثیر منابع كربنی هیدروفیل و هیدروفوب بر رشد و عملکرد شکست امولسیون تو 

 MMSMها در محیط های منتخب در سه حالت مختلف مورد بررسی قرار گرفت. در حالت اول جدایهو شکست امولسیون جدایه

( به عنوان منبع نیتروژن w/vدرصد نیترات آمونیوم ) 14/0( به عنوان منبع كربن هیدروفوب و v/vدرصد پارافین مایع ) 4حاوی 

ها در محیط مولر گراد گرماگذاری شدند. در حالت دوم جدایهدرجه سانتی 35ساعت در دمای  24 كشت داده شدند و به مدت

و به منظور  ای از منابع كربنی هیدروفیل استهینتون براث كشت داده شدند. محیط كشت مولر هینتون براث كه حاوی مجموعه

های شکننده امولسیون مورد استفاده قرار گرفت. جدایه بررسی تأثیر حضور مجموعه منابع كربنی هیدروفیل در رشد و عملکرد

درصد نیترات آمونیوم كشت داده شدند و  14/0درصد پارافین مایع و  4حاوی  MMSMها در محیط در حالت سوم ابتدا جدایه

یط مولر های رشد كرده به محساعت جدایه 24گراد گرما گذاری شدند. پس از درجه سانتی 35ساعت در دمای  24به مدت 

گراد گرماگذاری شدند. در هر سه درجه سانتی 35ساعت در دمای  24ها به مدت هینتون براث منتقل شدند و مجدداً این جدایه

ها از طریق مقایسه كدورت محیط تلقیح یافته با شاهد بررسی گردید و عملکرد شکست امولسیون توسط حالت رشد جدایه
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 ن سنجش شکست امولسیون در امولسیون آب در نفت سفید مورد ارزیابی قرار گرفتهای رشد كرده به وسیله آزموجدایه

(Sabati & Motamedi, 2018.) 

 و بحث  نتایج

جدایه باكتریایی تولید كننده بیودمولسیفایر از رسوبات نفتی مخازن ذخیره سازی نفت خام پالایشگاه جداسازی  6

 HS22جدایه در تست همولیز فعالیت همولیتیکی را نشان دادند. در تست انهدام قطره جدایه  5ها، گردید. از مجموع جدایه

ناحیه شـفـاف را در سطح لایه نفت خام  HS22و  HS20 بهترین شکل قطـره را ایـجـاد كرد و در تست گسترش نفت دو جدایه

هـای مولد بیودمولسیفایر برای مراحل به عنوان جدایه HS22و  HS20 جدایه 2(. بر اساس این سه تست 1ایجاد كردند )شکل 

 بعدی غربالـگـری انـتـخـاب شدند. 

 

 HS22و  HS20 ناحیه شنفناف ایجاد شده در تست گسترش نفت توسط دو جدایه: 1شکل 
 

كه از نمونه رسوب مخازن ذخیره سازی نفت خام جداسازی شد، یك كوكوباسیل گرم منفی بـا تسـت  HS20جدایه 

و سدیم  7گراد، درجه سانتی 40و منبع نیتروژن بهینه رشد این جدایه به ترتیب  pHدما، اكسیداز، كاتالاز و اسنات مثبت است. 

ساعت بعد از تلقیح جدایه  48حداكثر درصد شکست امولسیون این جدایه در امولسیون آب در نفت خام . (2)شکل  نیترات است

كه نیز از نمـونـه رسوب مخازن ذخیره سازی نفت خام به دست آمد، یـك  HS22درصد گزارش شد. جدایه  57/48به امولسیون 

 HS22و منبع نیتروژن بهینه رشد جدایه  pHمثبت است. دما، بـاكـتـری باسیل گرم منفی با تست اكسیداز، كـاتـالاز و اسنات 

. حداكثر درصد شکست امولسیون توسط این جدایه در (2)شکل  و آمونیوم نیترات است 7گراد، درجه سانتی 35به ترتیب 

ت گرفته میزان شکست صور درصد گزارش شد. 71/45ساعت بعد از تلقیح جدایه به امولسیون  48امولسیون آب در نفت خام 

( 3( و شکل )2های آب در نفت سفید و آب در نفت خام توسط این دو جدایه در مقایسه با لوله شاهد در جدول )در امولسیون

ای صاف و كامل بود. پس از ای، محدب، سفید بدون پیگمانت، نرم و با حاشیهنشان داده شده است. كلنی هر دو جدایه دایره

های یاد تعلق دارند. جدایه آلکالیژنزمشخص گردید كه هر دو جدایه به جنس  16S rRNAلی ژن شناسایی مولکولی و تعیین توا

هـای و سپس به ترتیب با شمارهشناسایی شدند  Alcaligenes sp. strain HS22و Alcaligenes sp. strain HS20شد با عناوین 

:National Center for  NCBIدر پایگاه مركز ملی اطلاعات بیوتکنولوژی ) 871632MFو  871631MFی دسـتـرسـ
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Biotechnology Information )نتایج الکتروفورز محصول  .بت شدندثPCR  حاصل از تکثیر با استفاده از پرایمرهایfD1 وrD1 

 1331با طول توالی  HS20نتایج حاصل از بلاست نوكلئوتیدی دو سویه نشان داد كه سویه   .( نشان داده شده است4شکل )در 

. دارنددرصد  100ثبت شده در بانك ژن تشابه  آلکالیژنزجنس  سویه های جفت باز به 992با طول توالی  HS22و سویه  جفت باز

و ترسیم درخت  NCBIدر پایگاه  ثبت شده اییبا سویه های باكتری HS22و  HS20بررسی ارتباط فیلوژنتیکی سویه های 

شوند )شکل طبقه بندی می Alcaligenesای از ها نشان داد كه سویه های مذكور از نظر تاكسونومی به عنوان سویهفیلوژنتیکی آن

5.)  
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 -( C45،˚C40،˚C35˚دماهای مختلف ))سمت چپ( در الف(  HS22و  )سمت راست( HS20های منحنی رشد سویه :2شکل 

 و منبع  pHدما،  ج( حضور منابع نیتروژن آمونیوم نیترات، سدیم نیترات و اوره. -( 6،7،8متفاوت ) pHب( شرایط 

و منبع نیتروژن بهینه رشد  pHدما،  .و سدیم نیترات است 7گراد، درجه سانتی 40به ترتیب  HS20سویه نیتروژن بهینه رشد 

 .و آمونیوم نیترات است 7گراد، درجه سانتی 35به ترتیب  HS22جدایه 

 

 های منتخبمیزان فعالیت شکست امولسیون و هیدروفوبیسیته سنطنح سلولی جدایه :2 جدول
 

 

 

 

 

 

 
میزان شکست امولسیون آب در نفت سفید )سمت چپ تصویر( و آب در نفت خام )سمت راست تصویر( توسط  :3شکل 

در مقایسه با لوله شاهد در آزمون شکست امولسیون. حداكثر شکست امولسیون توسط دو سویه  HS22و  HS20دوسویه 

HS20  وHS22  درصد در امولسیون آب در  71/45و  57/48درصد در امولسیون آب در نفت سفید،  71/85و43/71به ترتیب

 نفت خام حاصل شد.
 

 HS20 HS22 گیری/سویهپارامتر اندازه
 71/85 43/71 حداكثر درصد شکست امولسیون آب در نفت سفید 

 50 86/92 سفید توسط مایع روییدرصد شکست امولسیون آب در نفت 

 50 28/34 درصد شکست امولسیون آب در نفت سفید توسط سوسپانسیون سلولی

 71/45 57/48 درصد شکست امولسیون آب در نفت خام توسط محیط كشت تلقیح یافته

 24/72 99/72 درصد هیدروفوبیسیته سلولی
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 ( II) و  HS20( سویهIنشانگر، ) HS22( .M )DNAو  HS20های باكتریایی سویه PCRتصویر ژل الکتروفورز محصول : 4شکل 

  HS22سویه

 
 Neighbor-Joiningبا استفاده از روش  16S rRNA: درخت فیلوژنی، براساس آنالیز توالی ژن 5شکل 

رسم شد. اعداد  GenBankهای مورد مطالعه )مشخص شده با دایره( و توالی های مرجع در بر طبق فواصل تکاملی ایزوله

 ,Bacillus subtilis (AB680565.1است. باكتری  (Bootstrap)ها بیانگر شاخص اعتبارسنجی نشان داده شده در كنار گره

AB680566) ونیبه عنوان گروه بیر (Outgroup)   نوكلئوتید  500استفاده شد. نوار مقیاس بیانگر جایگزینی یک نوكلتوتید در

 است.
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 Neighbor-Joiningبا استفاده از روش  16S rRNAدرخت فیلوژنی، براساس آنالیز توالی ژن  :5 شکلادامه 

رسم شد. اعداد نشان  GenBankهای مورد مطالعه )مشخص شده با دایره( و توالی های مرجع در بر طبق فواصل تکاملی ایزوله

به  Bacillus subtilis (AB680565.1, AB680566)است. باكتری  (Bootstrap) ها بیانگر شاخص اعتبارسنجیداده شده در كنار گره

 نوكلئوتید است. 500استفاده شد. نوار مقیاس بیانگر جایگزینی یک نوكلتوتید در   (Outgroup) عنوان گروه بیرونی
 

های منتخب به منظور بررسی تاثیر منابع كربنی بر رشد و عملکرد شکست امولسیون، رشد و شکست امولسیون جدایه

( آمده است. در ارزیابی صورت 3)در سه حالت مختلف مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل از این بررسی به ترتیب در جدول 

های منتخب شکننده امولسیون قادرند در حضور پارافین مایع )به عنوان منبع كربنی هیدروفوب( گرفته مشخص گردید كه سویه

 (. 8ای از منابع كربنی هیدروفیل است رشد كنند )شکل و در محیط مولر هینتون براث كه حاوی مجموعه

ت شکست امولسیون مناسبی كه درحضور منابع كربنی هیدروفیل نشان دادند در حضور ها برخلاف فعالیاین سویه

 HS22  و HS20های پارافین مایع به تنهایی فعالیت شکست امولسیون نشان ندادند. استفاده از هر دو نوع منبع كربنی برای سویه

 درصد افزایش داد. 10ها را به میزان ون آنها گردید و درصد شکست امولسیموجب بهبود عملکرد شکست امولسیون توسط آن

 24های منتخب در حضور و عدم حضور منبع كربنی هیدروفوب پس از متوسط درصد دمولسیفیکاسیون جدایه :3جدول 

 ساعت
  حالت اول حالت دوم حالت سوم

 سویه رشد درصد شکست امولسیون* رشد درصد شکست امولسیون* رشد درصد شکست امولسیون*

85±5/60 + 14±2/58 + - + HS20 

14±3/70 + 57±2/62 + - + HS22 

 انحراف معیار گزارش شد. ±نتایج به صورت متوسط داده های حاصل در دو سری آزمون شکست امولسیون  *         
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 در الف( محیط مولر هینتون براث و ب( محیط نمکی حاوی پارافین مایع HS22و  HS20رشد سویه های  :8شکل 

تركیبی خارج سلولی  HS20های صورت گرفته در این پژوهش نشان داد كه بیودمولسیفایر تولیدی توسط جدایه بررسی

است چرا كه میزان فعالیت شکست امولسیون در حالت كاربرد مایع رویی محیط تلقیح یافته باكتری بیش از حالات دیگر است 

بیودمولسیفایری است كه در دو موقعیت خارج سلول و متصل به سلول  HS22در حالی كه بیودمولسیفایر تولیدی توسط جدایه 

 حضور دارد.

اند كه هایی جداسازی شدههای مولد بیودمولسیفایر مورد بررسی در مطالعات گذشته از محیطاكثر باكتری 

عنوان منبع كربن و انرژی استفاده  ها بـهها عمدتا قادرند از هیدروكربنبه منابع هیدروكربنی آلوده بودند چرا كه این باكتری

مورد بررسی در مطالعه هانگ و همکاران از طریق  Alcaligenes sp. S-KJ-1به عنوان مثال سویه شکننده امولسیون نمایند. 

 Ochrobactrum anthropi(. سویه شکننده امولسیون Huang et al., 2009های آلوده به نفت جداسازی گشت )گری خاکغربال

strain RIPI5-1 های آلوده به نفت و روغن گری نفت، پساب و خاکمورد بررسی در مطالعه محبعلی و همکاران از طریق غربال

هایی كه توانایی شکست (. در این پژوهش نیز به منظور به دست آوردن سویهMohebali et al., 2012صنایع غذایی حاصل شد )

انتخاب  گیری انجام شد.ه نفت مخازن ذخیره سازی نفت خام پالایشگاه نفت نمونهامولسیون را داشته باشند از رسوبات آلوده ب

عملکرد شکست  گیری به دلیل وجود محرک محیطی مناسب )آلودگی بستر نمونه گیری به نفت خام( بود.این نقطه جهت نمونه

بی قرار گرفت. آزمون شکست امولسیون های باكتریایی بدست آمده از طریق آزمون شکست امولسیون مورد ارزیاامولسیون سویه

ها بر روی صورت گرفته در مراحل ابتدایی، بر روی امولسیون آب در نفت سفید و در مراحل نهایی به منظور كاربرد صنعتی سویه

ب ( بیان شده است از قابلیت خو2امولسیون آب در نفت خام انجام شد. نتایج آزمون شکست امولسیون همان طور كه در جدول )

های ای كه حداكثر درصد شکست امولسیون سویهكند به گونهها در شکست امولسیون آب در نفت سفید حکایت میاین سویه

HS20  وHS22  های منتخب فعالیت شکست امولسیون قابل اساس سویه درصد گزارش شد. بر این 71/85و  43/71به ترتیب



 
 

           153                    1398 پاییز، 3، شماره 32دوره                                                        پژوهشی دانشگاه الزهرا)س(/زیست شناسی كاربردی-علمیمجله 
                                                                                                                                                                                                                                    

 

نده امولسیون مورد بررسی در مطالعات پیشین دارند. به عنوان مثال در مطالعه های باكتریایی شکنقبولی را در مقایسه با سویه

ی درصدی را برای شکست امولسیون آب در نفت توسط جدایه 85( درصد شکست امولسیون تقریبا 2009هانگ و همکاران )

Alcaligenes sp. S-KJ-1 ( گزارش شدHuang et al., 2009لین .)  و همکاران درصد شکست امولسیون جدایهDeitzia sp. S-

SJ-1  درصد گزارش دادند  3/88برای امولسیون آب در نفت را(Liu et al., 2009). های منتخب در بر خلاف عملکرد خوب سویه

فت خام ها عملکرد شکست امولسیون متوسطی را در شکست امولسیون آب در نشکست امولسیون آب در نفت سفید این سویه

ها در شکست امولسیون آب در نفت خام به صورت ذیل قابل تفسیر است: در این (. عملکرد متوسط آن2نشان دادند )جدول 

پژوهش امولسیون آب در نفت خام از نفت خامی تهیه شد كه از چاه نفتی استخراج شده و هنوز وارد عملیات پالایش نشده است 

كننده ی انجام شده است. بدیهی است كه این نفت خام پالایش شده حاوی تركیبات امولسیونگیری آن در عملیات بالادستولی آب

شوند. پیچیدگی ساختار نفت خام در طبیعی همچون رزین و آسفالتن است كه موجب پایداری بیشتر امولسیون تهیه شده می

ون آب در نفت خام است. لذا در مطالعاتی كه های منتخب در امولسیمقایسه با نفت سفید یکی از دلایل عملکرد متوسط سویه

هایی كه ممکن است دارای پتانسیل های شکننده امولسیون باشد به منظور جلوگیری از حذف باكتریهدف جداسازی باكتری

یج نفت سفید ارزیابی شود. نتا-هایی از آبشکست امولسیون باشند، نخست بهتر است فعالیت شکست امولسیون آنها در امولسیون

 Liu)و همکاران نتایج مشابهی با نتیجه پژوهش حاضر گزارش شده است   پژوهش حاضر موید این مطلب است. در مطالعه لین

et al., 2011).  

(. Huang et al., 2012شوند )به لحاظ موقعیت، بیودمولسیفایرها به دو گروه خارج سلولی و متصل به سلول تقسیم می

ی خود بر آنالیز بیشتر آن كند كه به نوبهختی استخراج و خالص كردن آن را تعیین میموقعیت یك بیودمولسیفایر س

اساس بیودمولسیفایرهایی كه متصل به سلول هستند در مقایسه با بیودمولسیفایر و هزینه تولید آن موثر است. براین

ری می باشند. هووانگ و همکاران گزارش تتر و پرهزینهسازی سختبیودمولسیفایرهای خارج سلولی دارای استخراج و خالص

درصد( را می توان در هر دو موقعیت خارج سلولی و  90دادند كه بیودمولسیفایرهای كارآمد )با درصد دمولسیفیکاسیون بالای 

 HS22 و  HS20های (. در بررسی موقعیت بیودمولسیفایرهای تولیدی توسط سویهHuang et al., 2010متصل به سلول یافت )

رود زمانی كه به صورت تنها و جدا از سایر محتویات سلول به كار می HS20ی شخص شد كه بیودمولسیفایر خارج سلولی سویهم

دهد و نتیجه شکست امولسیون مایع رویی این جدایه مؤید این مطلب است عملکرد شکست امولسیون بسیار خوبی را نمایش می

بیودمولسیفایر از سایر عوامل سلولی موجب برداشتن اثر مهاری عوامل سلولی و بهبود رسد جدا كردن این (. به نظر می2)جدول 

 HS22ی شود. بیودمولسیفایر سویهشود. لذا در صنعت و كاربرد عملی تزریق خالص این بیودمولسیفایر پیشنهاد میعملکرد آن می

رد شکست امولسیون این سویه زمانی حاصل می هم به صورت خارج سلولی و هم به صورت متصل به سلول است. بهترین عملک

( مؤید دو 2های كامل به كار برده شود كه این امر به همراه نتایج تست شکست امولسیون ذكر شده در جدول )شود كه سلول
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شود. های كامل این جدایه به امولسیون پیشنهاد میموقعیتی بودن این بیودمولسیفایر است. لذا در كاربرد عملی تزریق سلول

تاكنون تعداد كمی از بیودمولسیفایرهای خارج سلولی گزارش شده است و در بیشتر مطالعات پیشین صورت گرفته در این زمینه 

( بر روی عوامل متصل به سلول كار Yan et al., 2012و همکاران )  ( و یانHou et al., 2014و همکاران )  مانند مطالعات هو

 ,.Li et alو همکاران بر روی بیودمولسیفایرهای خارج سلولی كار كردند ) العات مانند مطالعه لی كردند و در تعداد كمی از مط

2012  .) 

و شرایط تغذیه ای به ویژه نوع منبع كربنی بر رشد، عملکرد  pHها نشان داده است كه شرایط رشدی مانند دما و بررسی

ها موثر است كه هر كدام به تفکیك بیودمولسیفایر تولیدی توسط آنهای مولد بیودمولسیفایر و نوع شکست امولسیون باكتری

گیرد. مطالعات پیشین صورت گرفته در این زمینه نشان داده است كه بیوسنتز تركیبات بیودمولسیفایر در مورد بررسی قرار می

های ( و عمده باكتریKiran et al.,2014تر است )حضور منابع كربنی هیدروفوب در مقایسه با منابع كربنی هیدروفیل غالب

شکننده امولسیون قادرند از منابع كربنی هیدروفوب مانند نفت خام، تترادكان، هگزادكان و نفت سفید به عنوان منبع كربن 

های مولد بیودمولسیفایر نیز (. از طرفی نوع منبع كربنی بر فعالیت شکست امولسیون باكتریLiu et al., 2011استفاده كنند )

 شود. ای كه در تولید تركیبات بیودمولسیفایر هر دو نوع منبع كربنی هیدروفیل و هیدروفوب مشاهده میر است به گونهموث

نتایج حاصل از بررسی تاثیر منابع كربنی بر رشد و عملکرد شکست امولسیون در این پژوهش با نتایج مطالعات پیشین 

و همکاران  نشان داد كه پارافین مایع موجود در محیط به عنوان منبع  مطالعه لیدر این زمینه مطابقت دارد. به عنوان مثال 

 Li etكربنی به صورت یك محرک در تولید بیودمولسیفایر عمل می كند و حضور آن برای تولید بیودمولسیفایر الزامی است )

al.,2012و همکاران نشان داد كه جدایه باكتریایی هو (. مطالعهBacillus cereus LH-6   بهترین فعالیت شکست امولسیون خود

دهد كه این امر از سازش و مواجه طولانی مدت این باكتری با این منبع حکایت می كند. از را در حضور پارافین مایع نشان می

ف كند یکی از های كوتاه زنجیر بوده كه برای این باكتری كه قادر است نفت خام را مصرای از آلکانطرفی پارافین مایع مجموعه

منابع كربنی رایج قابل استفاده است. این مطالعه نشان داد كه استفاده از تركیبی از منابع كربنی و نیتروژنی به طرز قابل توجهی 

مطالعات پیشین صورت گرفته در این زمینه نشان داده است  .(Hou et al., 2014)عملکرد شکست امولسیون را بهبود می بخشد 

های شکننده امولسیون بر نوع بیودمولسیفایر تولیدی ربنی علاوه بر تأثیر بر عملکرد شکست امولسیون باكتریكه نوع منبع ك

ای كه بیودمولسیفایرهای متصل به سلول عمدتاً در حضور منابع كربنی هیدروفوب همچون گذارد به گونهتوسط آنها نیز تاثیر می

شوند كه این امر نشان می دهد كه منابع كربنی هیدروفوب و نفت سفید تولید میهای سرخ كردنی، پارافین مایع نفت خام، روغن

 .  (Hou et al., 2014; Liu et al., 2011) می تواند به عنوان محركی برای تولید این تركیبات باشد

د تعیین از آنجایی كه بیودمولسیفایرها محصولاتی با ارزشی برای كاربردهای صنعتی به ویژه در صنعت نفت هستن

(. در مطالعات Luna et al.,2015شرایط بهینه برای عملکرد آنها و رشد باكتری های مولدشان به لحاظ اقتصادی اهمیت دارد )
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های باكتریایی به شرایط لی و همکاران و لیو و همکاران گزارش شده است كه تولید و نوع بیودمولسیفایر تولیدی توسط جدایه

های شکننده امولسیون یکی از فاكتورهای نابراین بهینه سازی شرایط رشد و شرایط تغذیه ای باكتریرشد باكتری بستگی دارد ب

(. Li et al., 2000; Liu et al., 2010هاست كه باید مورد بررسی قرار گیرد )كلیدی در بهبود عملکرد شکست امولسیون توسط آن

و  pHها بهینه سازی دما، برای آن HS22و  HS20های توسط سویهدر این پژوهش به منظور بهبود فعالیت شکست امولسیون 

برای آنها نشان می دهد كه هر دو سویه در دماهای تعیین شده برای   pHسازی دما ومنبع نیتروژنی صورت گرفت. نتایج بهینه

و  pH  6 ،7زی )یعنی مقادیرساتعیین شده برای بهینه pHگراد( و مقادیردرجه سانتی 45و  40،35سازی )یعنی دماهای بهینه

 pHگراد و درجه سانتی HS22 35بهینه سویه  pHهای رسم شده دمای بهینه و ( قادر به رشد هستند اما براساس پیك منحنی8

سازی براساس بهینه pHتعیین گردید. انتخاب دماها و مقادیر  pH 7گراد و درجه سانتی HS20 40ی ی سویهبهینه pHو دما و  7

در مطالعه حاضر در تطابق با بسیاری از مطالعات  pHسازی دما و در محیط جداسازی انجام شد. نتایج بهینه pHین دما و میانگ

 Alcaligenesو همکاران  دمای بهینه برای رشد و عملکرد شکننده امولسیون سویه  پیشین است. به عنوان مثال در مطالعه لیو

sp. S-KJ-1 35 گراد گزارشدرجه سانتی ( شدLiu et al., 2010 در مطالعه امیرآبادی و همکاران دمای بهینه برای رشد و .)

(. Amirabadi et al.,2013گراد گزارش شد )درجه سانتی Paenibacillus alvei ARN63 35عملکرد سویه مولد بیودمولسیفایر 

 5/9قلیایی و تقریباً  Alcaligenes sp. S-KJ-1 pHبهینه سویه  pHو همکاران نشان داد كه  مطالعه لیو pHسازی در زمینه بهینه

های آلوده به در پژوهش حاضر در تضاد است. این سویه باكتریایی از خاک pHسازی ( كه با نتایج بهینهLiu et al., 2010است )

قلیایی، قلیایی  pHنفت و تركیبات هیدروكربنی جداسازی شده است و ممکن است یکی از دلایل رشد و عملکرد بهتر آن در 

بودن بستری است كه باكتری از آن جداسازی شده است. این امر با نتایج بدست آمده در مطالعه حاضر مطابقت دارد چرا كه 

است. در مطالعات پیشین  7گراد و درجه سانتی 35بستری كه باكتری از آن جداسازی شده است به ترتیب  pHمیانگین دما و 

 Paenibacillus alvei ARN63 (Amirabadi etهای باكتریایی از جمله دهد بیشتر سویهنشان می صورت گرفته در این زمینه

al.,2013 ،)Microbacterium sp.  (Salehizadeh et al.,2013 )وBacillus cereus LH-6 (Hou et al., 2014 )pH   خنثی را برای

های سازی منبع نیتروژن برای رشد و شکست امولسیون باكتریهدهند. در زمینه بهینرشد و فعالیت شکست امولسیون ترجیح می

مولد بیودمولسیفایر مطالعات بسیاری صورت گرفته است. به عنوان مثال مطالعه لیو و همکاران نشان داد كه منبع نیتروژن بهینه 

ن مطالعه نشان داد كه نیتروژن را آمونیوم سیترات گزارش داد. ای Alcaligenes sp. S-KJ-1برای رشد و شکست امولسیون سویه 

آمونیومی و نیتراتی هر دو اثری یکسان بر رشد و فعالیت تعلیق شکنی دارند و میان استفاده از هر یك از آنها جهت بهینه سازی 

ل (. براین اساس در پژوهش حاضر از آمونیوم نیترات به عنوان منبع نیتروژن كنترLiu et al.,2010تفاوت شاخصی وجود ندارد )

سازی قرار گرفت. انتخاب منابع نیتروژنی براساس منابع در استفاده شد و دو منبع نیتروژنی نیترات سدیم و اوره مورد بهینه

دسترس موجود در آزمایشگاه صورت گرفت. انتخاب اوره به عنوان منبع نیتروژن با هدف امکان استفاده از اوره صنعتی در مرحله 
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های منتخب به ترتیب برای در این پژوهش منبع نیتروژن بهینه رشد سایر سویه ر صورت گرفت.های برتكاربرد صنعتی جدایه

وهمکاران  نشان داده شده است  هوو سدیم نیترات گزارش شد. در مطالعه HS20ی آمونیوم نیترات و برای سویه HS22سویه ی 

، منبع كربن و منبع نیتروژن و فعالیت شکست امولسیون سویه pHسازی شرایط رشد باكتری به لحاظ دما، كه میان بهینه

Bacillus cereus LH-6 سازی این شرایط موجب بهبود عملکرد شکست امولسیون ای كه بهینهارتباط مثبتی وجود دارد به گونه

و تركیبی از  pH 7راد، گدرجه سانتی 30شود. این مطالعه شرایط بهینه رشد و عملکرد این سویه را دمای توسط این سویه می

 (.Hou et al.,2014دهد )منابع كربنی و نیتروژنی گزارش می

 

 گیری كلینتیجه

نتایج این مطالعه نشان داد كه سویه های جداسازی شده دارای قابلیت قابل توجهی در شکست امولسیون هستند و در 

لسیون های نامطلوب آب در نفت دارند. از طرفی این سویه ها در تولید تركیبات بیودمولسیفایر و حذف امو نتیجه پتانسیل بالایی

هابی نفتی و نیز در صنایع دمولسیفایرسازی مورد استفاده قرار توانند به منظور پاكسازی آلودگی های محیطی ناشی از پسابمی

 گیرند.
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1Abstract 

Biodemulsifiers as environmental friendly compounds are alternatives for chemical demulsifiers. The aim of this 

study was to achieve biodemulsifier producing bacteria. For this purpose, biodemulsifier producing bacteria were 

isolated from deposits in oil reservoirs in petroleum refinery through enrichment in saline-based enrichment 

medium with liquid paraffin and following screening  and identifying of selected isolates, their optimum growth 

condition and the effect of carbon source on biodemulsifier production were assessed As a result, HS20 and HS22 

isolates with 71.43 and 85.71 percentage demulsification of water in kerosene were identified as Alcaligenes sp. 

strain HS20 and Alcaligenes sp. strain HS22, respectively. Optimum temperature, pH and nitrogen source for HS20 

were as 40°C, 7 and NaNO3 and for HS22 were 35°C, 7 and NH4NO3. The HS20 biodemulsifier was extracellular 

while in case of HS22 was in both extracellular and cell attached forms. The results of this study showed that these 

isolates have appropriate biodemulsifier production and emulsion breaking. Therefore, evaluation of their potential 

to improve the breakdown of undesirable water in crude oil emulsions at industrial scale is proposed. 
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