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از مخازن  Bacillus Subtilis و Bacillus Licheniformis از اي سويهجداسازي 
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در ايـران،   روش ازدياد برداشت ميكروبي نفتبررسي قابليت استفاده از  منظور به
. جداسازي باكتري از نمونه نفت خام مخازن نفتي گچساران و چشمه خوش انجام شد

 اختصاصـي  محـيط كشـت  توليـد بيوسـورفاكتانت توسـط     منظـور  به جداسازي قابليت
ي ازجملـه آب  منابع مختلف كربنبا  شده يغن هاي محيطنيز در  ها باكتري. بررسي شد

كشـت داده شـدند و    پنير، سويا، نشاسته، مـلاس، آب نخـود، روغـن زيتـون و كنجـد     
 هـا  آنتعيين وضعيت رشد مطلـوب   منظور بهروز  7پس از  ها آنمنحني رشد  درنهايت

. نـد ر، نشاسـته و آب سـويا بود  ثرترين مواد مغذي آب پني ـؤم. مورد ارزيابي قرار گرفت
با توجه به  درمجموع .ها با دو روش مولكولي و بيوشيميايي انجام شد شناسايي باكتري

بندي  در جنس باسيلوس طبقه ها سويه، اين 16sr RNAهاي  نتايج بيوشيميايي و تست
و  JN033541 ييشناسـا با كد  Bacillus licheniformis، 5شماره  هاي سويه .گرديدند
در بانـك ژن آمريكـا ثبـت     JN0335542با كد شناسـايي   ,7Bacillus subtilisشماره 
  .شدند
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  مقدمه-1
انرژي نقش مهمي در ثبات اجتماعي و قـدرت اقتصـادي   

 المللـي  بـين با توجه به گزارش آژانـس  . كند مييك كشور ايفا 
مهـم   هم به عنـوان يكـي از منـابع    مچناننفت خام ه ،1انرژي

 ، ايـن در حـالي اسـت كـه    باشـد  مـي سال آينده  30انرژي در 
با  سال آينده 25در طول براي نفت خام تقاضاي جهاني انرژي 

  ].2و  1[بود همراه خواهد  افزايش 50%
انرژي  فشار و زماني كهتا  تواند مي نفتي يك مخزن 
 دست دادن انرژي از از دارد، نفت توليد كند و بعد كافي
 انرژي خارجي با اعمال تواند ميبيشتر  نفت خام ،اش يعيطب

 به لايه آب تزريق شده و يا مخزن به گاز اول، .گردد استخراج
پس  .شود ميتزريق  مورد نياز فشار تأمين منظور بهخوان  آب

 باعث جاري شدن سيلآب سيل گاز و يااز آن، جاري شدن 
كاهش  روش اين اثربخشي هنگامي كه. شود مي نفت حركت
 رديگ قرار مياستفاده  مورد 2تكنيك ازدياد برداشت نفت، يافت

هاي مختلف از جمله  توان با روش ازدياد برداشت را مي]. 3[
ازدياد برداشت ]. 3[داد  حرارتي، شيميايي و ميكروبي انجام

به هر روش بازيافت نفت كه در آن ) MEOR( 3نفتميكروبي 
مورد استفاده  اش يك ميكروارگانيسم تنها با محصولات جانبي

بهبود  منظور به ها سميكروارگانيم. شود گيرد، اطلاق مي قرار مي
مورد  سال پيش تاكنون 60بيش از از نفت استخراج و توليد 

براي  وبلز، ميلادي 1940در دهه . اند گرفتهاستفاده قرار 
گوگرد  اكنندهياح يهواز يهاي ب باكتري نشان داد كهاولين بار 

. جدا كنندنفتي  يها از ماسهتوانند نفت قير را  مي
را با چند مكانيزم  توانند بازيافت نفت ها مي ميكروارگانيسم

 نيتر عيتوليد بيوسورفاكتانت شا]. 4[دهند مختلف افزايش 
تواند كشش  ت، زيرا مياس MEORم مورد استفاده در زمكاني

شوري . درآوردداده و نفت را به حالت تعليق  سطحي را كاهش
و  pH، )گراددرجه سانتي 50بالاتر از (، دما )٪12بيش از (

 MEOR ي روشها تيمحدوداز جمله نفوذپذيري بسيار كم 
اول ممكن است در آينده با پيدا كردن  ي مسئله سه .باشند مي

مشكل آخر حل شود، اما  گرمادوستنمك دوست و  هاي سويه
 يساز كپارچهيو يا ي ا يك استراتژي چندمرحله نياز به
به عنوان مثال ]. 5[دارد  4بيوكاتاليكهاي شيميايي و  روش

كه  نشان دادند 2001پروماچان و همكارانش در سال 
Arthrobacter protophormiae 30تواند در محدوده دماي  مي 

                                                 
1 International Energy Agency 
2Enhanced Oil Recovery 
3Microbial Enhanced Oil Recovery 
4Biocatalytic 

كيم و  .]6[بيوسورفاكتانت توليد كند  گراد يدرجه سانت 100تا 
 C9دريافتند كه باسيلوس سوبتيليس ) 1997( شهمكاران

 5/9تا  5گسترده  pHدر محدوده را تواند كشش سطحي  مي
) 1995(و همكاران  همچنين، ياكيموو]. 7[كاهش دهد 

متر  1500عمق  در شده ليتشك BAS50باسيلوس فرميس 
 درصد رشد كند 13تواند در شوري  كه مي را چاه نفت

  ].8[كردند جداسازي 
بديهي است كه انتخاب ميكرواورگانيسم، نحوه تغذيه  

به عمق چاه، نوع ...آن، دوره افزودن مواد غذايي و اكسيژن و
 .ي مخزن بستگي داردشناخت نيزمنفت، مقدار آب و ساختار 

ازن مختلف و ي ازدياد برداشت ميكروبي در مخريكارگ به تجربه
 شده اضافهبراي انواع مختلف نفت نشان داده است كه عوامل 

حتي در . آورند در فرآيند پالايش پيش نميمشكلي مذكور 
هاي نفتي تداوم فعاليت فلور ميكروبي سبب  بسياري از ميدان

كاهش آب همراه نفت و مقدار سولفيد هيدروژن و خوردگي 
ها و تسريع حصول  نيسمگاهي براي تقويت ميكرواورگا. شودمي

هاي فسفر و  هاي معدني مثل نمك نمك(نتيجه، مواد مغذي 
نيز به چاه تزريق ) نيتروژن و يا تركيبات آلي مانند ملاس

شوند؛ گاهي هدف پروژه فعال كردن ميكروفلور طبيعي  مي
منطقه به كمك تزريق مواد مغذي است و باكتري اضافي 

 .]9[ تر استلذا مقرون به صرفه شود تزريق نمي

و سازگار با  مؤثرازدياد برداشت ميكروبي تكنيكي 
به تجهيزات تزريق آب  اصلاح و نيازي بهاست زيست  محيط

هاي توليد سلول ميكروبي به  همچنين كارخانه. نداردمخزن 
به . نياز دارند عوامل ميكروبيبراي توليد انرژي ورودي كمي 

به قيمت جهاني  علاوه كاربرد فرآيندهاي ميكروبي مستقيماً
هاي ميداني  با توجه به تجربه. نفت خام بستگي ندارد

ازدياد برداشت ميكروبي يك روش مؤثر در  نديفرآ ،شده انجام
تمامي  ].10-11[باشد  مخازن كربناته و ماسه سنگي مي

يك روش كارآمد و  دهد كه اين روش مزاياي فوق نشان مي
نوآوري اين پژوهش . باشد براي مخازن نفتي مي صرفه به مقرون

منظور ازدياد برداشت ميكروبي،  ها به در استفاده از باكتري
فراهم كردن شرايط مناسب توليد بيوسورفاكتانت و پايين 

اين تحقيق با هدف  .باشد آوردن كشش سطحي نفت مي
هاي مخازن نفتي دو منطقه  اي از باكتري جداسازي سويه

شرايط بهينه و  يابي به گچساران و چشمه خوش براي دست
هاي مفيد جهت ازدياد برداشت از نظر  شناسايي باكتري

بيوشيميايي و مولكولي و مطالعه دقيق بر چگونگي رشد و 
  .ها انجام گرفت شرايط تكثير آن
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  تحقيقمواد و روش  - 2
 يساز نمونه -2-1

ــه هــاي نفــت خــام از چشــمه خــوش و گچســاران    نمون
اي  هـاي شيشـه   بطـري بـرداري از   جهت نمونـه . آوري شد جمع

  .سترون شده استفاده شد
  

 محيط كشت -2-2

 MSSO1 حيط كشت اختصاصي محلول نمك معدنيم
اين ]. 12[ مطابق با كار موريكاوا و همكارانش انتخاب گرديد

منظور حذف منبع ساكارز آن و اضافه كردن منابع  محيط به
 از جنبه ديگر، هدف اصلي. كربني مورد نظر، مدنظر قرار گرفت

هاي  استفاده از محيط كشت اختصاصي در واقع رشد باكتري
همزمان  چرا كه. باشد مورد نياز براي توليد بيوسورفاكتانت مي

 هاي موجود در هاي مورد نظر ما، ساير باكتري با رشد باكتري
محيط كه داراي اين توانايي نيستند نيز در حال رشد 

معروف كه بنابراين با انتخاب چند محيط كشت  باشند؛ مي
بيوسورفاكتانت را  مولدهاي  توانايي جداسازي و رشد باكتري

  .گردند حذفهاي ديگر  شد تا باكتريسعي بر آن  ند،دار
  
 يساز خالصجداسازي و  - 3- 2

در روش . با دو روش انجام شد ها يجداسازي باكتر
 2محيط كشت نوترينت آگاريك قطره از نفت خام در مستقيم 

گراد به  درجه سانتي 37 پتري در دمايظروف و ريخته شد 
در روش غيرمستقيم . ]11[شدند  نگهداريساعت  72مدت 
ليتر محيط كشت  ميلي 90به  ليتر نفت خام ميلي 10مقدار 

NB  دور در دقيقه  190گراد و  درجه سانتي 37اضافه شد و در
دو قطره . روز گرماگذاري شدند 7دوار براي  شيكردر يك 

ور تسهيل رشد باكتري نفت خام و استفاده از منظ به 80 نييتو
حيط محيط كشت با كاهش كشش سطحي بين نفت خام و م

رشد و مشاهده روز  7گذشت پس از . مورد استفاده قرار گرفت
منظور  تواند به قبل مي مراحل، )تيره شدن محيط(ها  باكتري

 10افزايش رشد باكتري تكرار شود؛ بنابراين در اين زمان 
 NBليتر محيط  ميلي 90ر از كشت مايع قبلي به ليت ميلي

گراد  درجه سانتي 45گراد و  درجه سانتي 37اضافه شد و در 
روز  7دوار به مدت  شيكردور در دقيقه در يك  190با 

انجام  نيز شده اصلاح MSSOاين روش با . گرماگذاري شدند
و  NBشامل (آمده  دست به كشت سپس چند قطره از مايع .شد

MSSO ( ظروف پتريدر NA  درجه  37تلقيح و در
                                                 

1Mineral Salt Solution 
2
 Nutrient agar 

مشاهده ساعت و  48پس از . گراد گرماگذاري شدند سانتي
براي  NAر يك صفحه جديد كلني دباكتري، هر ي ها يكلن

 .ي شوندساز خالصكاملا  ها يكلنريخته شد تا چندين بار 
گرم انجام شد  يزيآم ، رنگها يمنظور اطمينان از خلوص كلن به

  .ندميكروسكوپ مشاهده شد به كمكباكتريايي  يها و سلول
 

بدون مواد  ها يباكتري بررسي اثر امولسيفاير -2-4
 مغذي

توسط يك حلقه  MSSOليتر از  ميلي 50اين منظور،  به
 30و در  هارلن تلقيح شد فلاسك در يك كشت جديد ظرفاز 

 ساعت 48پس از . گراد گرماگذاري شد درجه سانتي
ليتر نفت خام به فلاسك حاوي كشت  ميلي يك، گرماگذاري

پس از تكان دادن فلاسك و چند دقيقه . شد باكتري افزوده
به معلق شده  گرفته ذرات شكلآن،  داشتن نگهبدون حركت 

  .شدند يبند درجه نفت از صفرتا پنجتخريب  ليدل
 

 تهيه مواد مغذي -2-5

ملاس،  شاملدر اين تحقيق رد استفاده مواد مغذي مو
نخود، روغن زيتون و روغن آب  نشاسته، آب پنير، آب سويا،

 با و شده هيتهملاس از كارخانه قند مرودشت . بودندكنجد 
در نشاسته . شد اتوكلاوو  شده قيرق 10:1ملاس به آب نسبت 

استريليزه شده از بنابراين، براي نشاسته ؛ قرار نگرفتتوكلاو ا
آب سويا و آب نخود، براي تهيه . استفاده شدكاغذ صافي 

شد  اندهدر آب خيسگرم  10:1با نسبت  ها آنخشك  يها دانه
آب رنگ  روز كه 7تا  5پس از . و در يك محل گرم قرار گرفت

روش از آب پنير،  راي تهيهب. ، اتوكلاو شددر بشر تغيير كرد
) بدون اضافه كردن نمك خانگيپنير(پنير  ساخت سنتي

تعيين تحمل ميزان نمك محيط كشت  ظورمن به .استفاده شد
نمك طعام تهيه و % 15و  10، 5 يها غلظتحاوي  مغذي آگار

زيتون و كنجد  روغن .پخش شد ها يپترپس از اوتوكلاو در 
  .نيز توسط كاغذ صافي، فيلتر شدند

  
  با مواد مغذي ها باكتريي بررسي اثر امولسيفاير - 2-6

ملاس، نشاسته، آب پنير، آب سـويا و   مواد غذايي شامل 
درجـــه  45(و مزوفيـــل  آب نخـــود در شـــرايط گرمادوســـت

. قرار گرفتنداستفاده مورد ) گراد درجه سانتي 28گراد و  سانتي
 8/0بـا   MSSليتـر از   ميلي 50خالص و سويه از  لوپاول، يك 

مختلـف   دمـاي گرم ساير مواد مغـذي در دو   5/2گرم ملاس و 
سـاعت گرماگـذاري    48به مدت ) گراد سانتيدرجه  45و  28(

تكـان  بعـد از  ليتر نفت خام اضافه شد و  ميلي دوسپس، . ندشد
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 گرفتـه  ذرات شكل. استراحت داده شدبه آن چند دقيقه دادن، 
 يبنـد  درجـه  نفت از صفر تـا پـنج  تخريب  ليبه دلمعلق شده 

  .شدند
  
  1با روش توربيديمتري ها رشد باكتري يريگ اندازه -2-7

محيط كشت مختلف با هفت رشد باكتري در  
در طول موج  ها باكترياز ) OD(نوري  دانسيته يريگ اندازه
 UV / VSP-3000اسپكتروفتومتر توسط دستگاه نانومتر  600
. مورد بررسي قرار گرفت) اپتيما شركت توكيو، ژاپن( پلاس
يكي از  در كنارساكارز آزاد  NB ،MSS ،MSS ها طيمحاين 

نخود، آب ملاس، نشاسته، آب پنير، آب سويا، مثل مواد مغذي 
  .بودند روغن زيتون و روغن كنجد

  
  ارزيابي فعاليت بيوسورفاكتانت -2-8

مطابق با كار روش جابجايي نفت  اين پژوهش،در  
 ده. با تغيير انجام شدو ) 1993(همكارانش و  موريكوا
آب  ليتر ميلي 20 يحاو پترينفت خام به آرامي به  ليتر ميلي

چند سپس . برسد تعادل اده شد تا بهمقطر اضافه شد و اجازه د
به آرامي بر روي مخلوط قرار ) باكتري كشت(نمونه  قطره از
نفت در نمونه بيوسورفاكتانت وجود داشت،  زماني كه. داده شد
سپس قطر منطقه . كردحركت  ظرف مرزهايسمت خام به 
  .]12[ ديگردحت آن محاسبه و مسا يريگ اندازهشفاف 

  
  ها يباكترشناسايي  -2-9
  خصوصيات بيوشيميايي -2-9-1

گرم  هاي آزمون: بيوشيميايي عبارت بودند از آزمايشات
، كاتالاز، ]14[ دازياكس، ]KOH( ،O/F]13و  آميزي رنگ(

نيترات، نشاسته هيدروليز،  احيا هيدروليز ژلاتين، توليد اوره آز،
مرغ  تخم، لسيتيناز و واكنش زرده ]15[ زيدروليهاسكولين 

آرژنين،  دي هيدرولازلوان، تشكيل ، 80 نييزتويدروليه، ]16[
از جمله آموكسي سيلين  كيوتيب يآنتمقاومت در برابر 

، آميكاسين )ديسك/ ميكروگرم  25آموكسي سيلين، (
، جنتامايسين )ديسك/ ميكروگرم  30آميكاسين، (
، كانامايسين )ديسك/ ميكروگرم  10جنتامايسين، (
، كلرامفنيكل )ديسك/ ميكروگرم  30كانامايسين، (
، وانكومايسين )ديسك/ ميكروگرم  30كلرامفنيكل، (
 30( نييتروفورانتوين ،)ديسك/ ميكروگرم  30ين وانكومايس(

 اسيد آمينه، استفاده از ، آزمونساكروز، )ديسك/ ميكروگرم 
 ٪10، ٪7، ٪4(تحمل نمك  آزمونسيترات،  ازآزمون استفاده 

                                                 
1Turbidimetry 

، 25،37( دماتحمل  آزمون، )9و  4(pHتحمل  ، آزمون)٪15و 
) روز 3براي گرماگذاري ، گراد سانتيدرجه  70و  60، 55، 45

  .]17[ زيهمولو آزمون 
  

 هاژنومي از باكتري DNAاستخراج  -2-9-2

 2015در سال با روش آلوارز و همكاران  ،DNAاستخراج 
در  شده كشتابتدا يك لوپ از باكتري  در اين روش. انجام شد

مايع كشت داده و به  LBمحيط نوترينت آگار را در محيط 
در شيكر  گراد يسانتدرجه  37مدت يك شب در دماي 

انكوباتور قرار داده تا كاملاً رشد نمايند، آنگاه با استفاده از 
  .]18[گرديد انجام  DNAاستخراج  CTABروش 

  
  اي پليمرازواكنش زنجيره  -2-9-3

اي پليمراز با استفاده از دستگاه واكنش زنجيره
تركيبات واكنش . انجام گرديد TECHNEترموسايكلر 

، دو DNAيك صد نانوگرم : پليمراز عبارت بودند از يا رهيزنج
، MgCl2، يك و نيم ميلي مول 10X PCR Bufferميكروليتر 

، صد نانوگرم پرايمر و آنزيم mix dNTPمول ميلي  دهم كي
TaqDNAPolymerase افزايش دقت و نيز جلوگيري  منظور به

 ها در حجمكل نمونه) DNA جز به(از اتلاف وقت، مواد واكنش 
حاوي  PCRهاي سپس در تيوب شد وتجمعي با هم مخلوط 

DNA 20حجم كل واكنش به جهت رساندن . توزيع گرديد 
  .، از آب مقطر استريل استفاده گرديدميكروليتر

پليمراز نيز عبارت  يا رهيزنجحرارتي واكنش  يها چرخه
بود  گراد سانتيدرجه  94دماي واسرشت سازي اوليه : بودند از

چرخه طي مدت  26با  DNA يها رشتهكه در اين مرحله 
 62اتصال پرايمر در دماي . شوند ميثانيه گسيخته  360زمان 
چرخه و همچنين گسترش سنتز رشته  25و  گراد سانتيدرجه 
 72در دماي  Taq polymeraseبا دو واحد آنزيم  DNAجديد 
نيه ثا 90چرخه طي مدت زمان  25و با  گراد سانتيدرجه 

ثانيه و در  600پس از گذشت  PCRمحصول . انجام گرديد
  .تكميل گرديد گراد سانتيدرجه  72دماي 

  
 و بحث نتايج -2

  و ارزيابي شرايط رشدسويه جداسازي، انتخاب  -3-1
مختلف مورفولوژيكي  يها يژگيوبا  كلني و هشتبيست 

بيشتر با  هاي آزمايشبراي  سويه شش. نداز نفت خام جدا شد
با يا بدون مواد مغذي و رشد  ها آنامولسيفايري توجه به اثر 

 5و  3 هيسو. انتخاب شدند شده اصلاح MSSOحضور در  ها آن
. داشت رشد مطلوب مختلف نمك يها غلظتاسيدي و  pHدر 
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  هاي كربني مختلف در محيط 3 هيسونمودار رشد ) 2(شكل   هاي كربني مختلف در محيط 2 هيسونمودار رشد ) 1(شكل 

  كربني مختلف هاي محيطدر  5 هيسونمودار رشد ) 4(شكل   كربني مختلف هاي محيطدر  4 هيسونمودار رشد ) 3(شكل 

 كربني مختلف هاي محيطدر  7 هيسونمودار رشد ) 6(شكل  كربني مختلف هاي محيطدر  6 هيسونمودار رشد ) 5(شكل 

  
. را نشان داد گراد سانتيدرجه  37در  بهينهرشد  3 هيسو

در غلظت نمك در  توانستندن 7و  4 هاي سويهدر حالي كه 
در  4 هيسوو  داشته باشند رشد قابل توجهي٪10حدود 

pH>5 1جدول ( ي داشترشد محدود.(  
  

  رشد باكتري در منابع مختلف كربن -3-2
 منابع مختلف كربن اثرات مختلف در روند رشد سويه

. كربن در رشد سلول باكتري بود مؤثرمنبع  آب پنير. داشتند
بود، در حالي كه  در آب سويا قابل توجه 6و  5، 4 هيسورشد 
آب . رشد كردند به نحو مطلوب در نشاسته 7و  3، 2 هاي سويه
بشمار  ها هيسو بيشتريك منبع كربن مناسب براي  ،نخود

مطلوب در اين  ODد به يك نتوان مين ها آنچرا كه  رود ينم
 براي مؤثره منابع كربن ـير و نشاستـآب پن .دنمنبع كربن برس

  شده انتخاب هاي سويهرشد  طيشرا) 1(جدول 
 دما) C°( pH %)( يشور جدايه

 25-60 5- 2/7 %10رشد مطلوب تا  2

 37-60 4- 2/7 %15و  10رشد مطلوب تا 3

 28-60 5- 2/7 %10رشد مطلوب كمتر از  4

 28-60 4- 2/7 %15و  10رشد مطلوب تا 5

 28-60 4- 2/7 %15رشد مطلوب تا 6

 28-60 4- 2/7 %15رشد مطلوب تا 7

 
در حضور اين سويه  ODبودند به طوري كه  7و  2 هاي سويه

آب سويا  ورسيد، اما روغن زيتون، روغن كنجد  2تركيبات به 
 3 هيسو). 6 و 1شكل (داشتند  ها هيسواثر منفي بر روي اين 
 ODو بالاترين داشت  روغن زيتونحضور رشد قابل توجهي در 

رسيد اين  2ي در حضور آب پنير بود كه به در منابع كربن آن
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نخود، ملاس و روغن كنجد در حالي بود كه در حضور آب 
در آب نخود روند  4 هيسو .)2شكل ( رشد مطلوبي نداشت

در  1كمتر از  به توانستآن  ODو حداكثر داشت رشد نزولي 
 توانست اما؛ نشاسته، روغن كنجد، روغن زيتون و ملاس برسد

. كندرشد ) 3شكل ( 2از بيشتر  OD اسويا بآب در آب پنير و 
 به اين دليل نبود 5سويه منبع كربن مناسب براي  آب نخود
) 4شكل (آب پنير يا آب سويا  اندازه بهدر آب نخود  نتوانست

در حدود  ODكمترين رشد در نشاسته با  6 هيسو. ندكرشد 
در حالي كه بالاترين رشد خود را در آب پنير و را داشت  0.5
نجد روغن ك. نشان داد) 5شكل ( 2در حدود  ODسويا با آب 

آب پنير  كهدر حالي مناسب نبودند  7 هيسونخود براي آب و 
منابع كربن مناسب براي اين توانستند بيشترين و نشاسته 

  ).6شكل (باشند سويه 
  

  نفت جاييو جاب امولسيونيتوانايي  -3-3
بررسي ميزان كف كنندگي، توانايي امولسيفايري با توجه به 

به اين ترتيب كه هرچه كف كنندگي . بررسي گرديد ها هيسو
به . بيشتر تخمين زده شد ها آنبيشتر بود ميزان امولسيون 

بيشترين  5 هيسو ،شده انتخاب هاي سويهدر ميان  اين ترتيب
 توانايي. را داشتبدون مواد مغذي  امولسيفايريتوانايي 

نيز مطلوب بود در حالي كه  7و  2 هاي سويه امولسيفايري
نسبت نفت  كمتري در امولسيفايريتوانايي  4و  3 هاي سويه

  .به بقيه داشتند
با مواد مغذي  شده انتخابامولسيفايري سويه توانايي  2جدول 

نخود، روغن زيتون و آب از جمله نشاسته، آب پنير، آب سويا، 
اش لسيفايرياموتوانايي  5 هيسو. دهد ميرا نشان  روغن كنجد

در حضور آب نخود، روغن زيتون و  را به ميزان قابل توجهي
. دست داداز ملاس همچنين با نسبت كمتر با روغن كنجد و 
قابل قبول  فايريتوانايي امولسي تواند مي 3 هيسواز سوي ديگر، 

 كلي نتايج .دهد ميدر حضور آب پنير و روغن زيتون را نشان 
باكتريايي در حضور مواد مغذي مختلف  امولسيفايريتوانايي 
مغذي براي بهبود  ترين مادهكه آب پنير موثر دهد مينشان 

 اثرتنها نشاسته . باشد ميسويه منتخب  از يفايريتوانايي امولس
ديگر در  هاي سويهتوانايي  در حالي كه داشت 6 هيسومنفي بر 

 ها هيسو سويا براي همه. يافتاين ماده مغذي بهبود  حضور
نخود، روغن كنجد و ملاس  آب. بود مؤثر 7سويه براي  جز به

روغن زيتون  .را كاهش دادند ها هيسوامولسيفايري همه  توانايي
 هيسوبراي اثر آن . داشتمختلف  هاي سويهدر  يمتفاوت اتاثر
  .بود اثر يب 4 هيسومنفي داشته و براي  5 هيسومثبت، براي  3
 

  شده انتخاب هاي سويهشناسايي  -2-4
گرم مثبت، اكسيداز منفي و  ها هيسوتمام  3با توجه به جدول  

از چاه نفت استخراج شدند  ها سويهچون . كاتالاز مثبت بودند
ها  سويههمه . باشند هوازي بي ها باكتريانتظار بر اين بود كه 

كه در  7 هيسو جز بهحساسيت نشان دادند  ها كيوتيب يآنتبه 
توانستند از مالتوز  ها آنهمه . حضور آموكسيسيلين زنده ماند

 .كدام نتوانستند از لاكتوز استفاده كننداستفاده كنند اما هيچ
  .متفاوت بود) 3 جدول( ها سويهنتايج قندهاي ديگر در 

 16Sشناسايي مولكولي توالي ژن كانديداي  7و  5 هاي سويه

rDNA بالاترين توانايي توليد  هيسو دو شدند چرا كه اين
توسط  آمده دست بهتوالي  آنليز .دارند راتركيبات بيولوژيكي 

شبيه درصد  90بيش از  5 هيسونشان داد كه  بلاست بانك ژن
باسيلوس  شبيهدرصد  90بيش از  7 هيسوو باسيلوس فرميس 

 7و  5 هيسو هاي ژنآناليز دو مورد . است سوبتيليس
به ) به ترتيب سوبتيليسو باسيلوس  ليكنيفورميسباسيلوس (

NCBI شماره . توسط بانك ژن ارسال شدJN0335541  و
JN0335542 قبلي  مطالعات .به اين دو ژن اطلاق گرديد

را گزارش  به توليد بيوسورفاكتانت سوبتيليستوانايي باسيلوس 
 دكنندهيتول رميسليكنفوباسيلوس  همچنين]. 19- 21[ داد

  ].22-23 و 8[ شدمعرفي بيوسورفاكتانت 
براي رشد باكتري در  محدودكنندهشوري و دما دو عامل 

مورد مطالعه قرار نيز  بهينه pHمحدوده . باشد ميمخازن نفتي 
 شده انتخاب نشان داد كه سويه آمده دست بهگرفت و نتايج 

 pHدما و محدوده رشد در همان  ي برايتوانايي قابل توجه
  .را داردمخازن نفتي 

توليد بيوسورفاكتانت، و ] 24[ هافازجدايش بر  تواند ميشوري 
در شوري  را د كشش سطحينتوان ميكه  ييها كرنششناسايي 

 ها سويهدر اين پژوهش، تمامي . دهند اثر بگذاردبالا كاهش 
 5 هاي سويهرا تحمل كنند حال آنكه تنها % 5توانستند شوري 

  .را تحمل كنند% 15بودند كه توانستند شوري  7و 
 توليددر  نيز pHديگر عوامل محيطي از جمله دما و 

 .گذارد مي تأثير ]25[ يسطحو كاهش كشش بيوسورفاكتانت 
قبلي  هاي يافتهنتايج حاصل از اين پژوهش تطابق خوبي با 

و باسيلوس  و نشان داد باسيلوس سوبتيليس] 6-7[داشت 
رشد  گراد سانتيدرجه  55تا  28محدوده دمايي  فرميس در

فعاليت  9تا  5بين  pHسريع و خوبي دارند و در محدوده 
 صوصيات مهم بيشتريكي از خ. دهند ميخوبي از خود نشان 

براي رشد  pHبه  ها آنها وابستگي بسيار زياد ميكرواورگانيسم
نتايج نشان داد كه آب پنير . هاي ثانويه استسلول و متابوليت
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  با مواد مغذي شده انتخابهاي  توانايي امولسيوني سويه )2(جدول 
7 يهسو6 يهسو5 يهسو4 يهسو3 يهسو2 يهسو  مواد مغذي
+++++  + +++++  ++++ +++++ +++++ نشاسته
  +++  +++  +++  ++  +  ++ ملاس
+++++ +++++  ++++ +++++ +++++ +++++ آب پنير
  ++ +++++ +++++ +++++  +++  ++++ آب سويا
  ++  ++  +  +  ++  +++ آب نخود

 ++++  ++++  ++  ++  ++++  + روغن زيتون
  +  ++  ++  +++  ++  ++ روغن سويا

 .دهد ها را نشان مي توانايي امولسيون سويه(+)  علامت* 

  
 ها يباكتري بهبود توانايي امولسيون ي برايماده مغذي مناسب

و  بيوسورفاكتانتبا استفاده از اين ماده مغذي به توليد . است
كاهش كشش سطحي در يك مطالعه بر روي سودوموناس 

اين پتانسيل بالا از آب پنير . ]26-27[است گزارش شده 
شامل تمام اجزاي  اين دليل باشد كه آب پنيرممكن است به 

توليد تركيبات زيستي  .هست مورد نياز براي رشد باكتري
باكتريايي براي از  يها ياستراتژيكي از  رامنوليپيديسمانند 

ما به  هاي يافتهبا توجه به . بين بردن امولسيون آب نفت است
فرميس را  باسيلوسو  سوبتيليس كه باسيلوس رسد يمنظر 
براي توليد  ها آنبه عنوان نامزدهاي بررسي توانايي  توان مي

به عنوان  سوبتيليسباسيلوس . كرد معرفي كيتركيبات بيولوژي
شده  معرفي بيوسورفاكتانت در تحقيقات قبلي دكنندهيتوليك 

متعددي از توانايي  يها گزارشهمچنين  .]19-21[است 
-23[فرميس به توليد بيوسورفاكتانت وجود دارد  باسيلوس

 امولسيونيبهبود توانايي باعث شناسايي تركيبات كه ]. 22
نفت،  يبردار بهرهاثر مثبت بر  تواند مي شوند مي ها باكتري

در ميان مواد مغذي مورد . آن داشته باشدتوليد و استخراج 
براي  مؤثراستفاده در اين مطالعه، آب پنير و نشاسته تركيبات 

با توجه به نتايج . بهبود توانايي امولسيون باكتريايي بودند
كه تركيبي از آب  رسد يماز رشد باكتري، به نظر  آمده دست به

يك  تواند ميفرميس باسيلوس و  سوبتيليسپنير با باسيلوس 
   .در توليد بيوسورفاكتانت باشد مؤثرراه بسيار 

  
 يبند جمع - 3

را بدون مواد مغذي  امولسيفايريبيشترين توانايي  5 هيسو
. بود مؤثر 7سويه به جز  ها سويه سويا براي همهآب  .داشت

امولسيفايري همه  نخود، روغن كنجد و ملاس توانايي آب
  هاي سويهدر  يمتفاوت روغن زيتون اثر .را كاهش دادند ها سويه

  نتايج آزمايشات بيوشيميايي و مقاومت) 3(جدول 
 شده انتخابهاي  آنتي بيوتيك سويه 

 يهسو
2  

 يهسو
3  

 يهسو
4  

 يهسو
5  

 يهسو
6  

  يهسو
7   

 واكنش گرام + + + + + +

 اكسيداز -  -  -  -  -  - 

 كاتالاز + + + + + +

 تشكيل لاوان -  + + + + +

هيدروليز اسكولين + + + -  + +
 لسيتيناز + -  -  -  -  - 

+ + + + + + O/F 

 هيدروليز نشاسته + + + + + +

آرجينين اهيدرولاز + + -  -  + - 
80هيدروليز تويين  + -  -  -  -  - 
 توليد سيترات + -  -  -  -  - 

 احياي نيترات + + + + + +

 توليد اوره آز + + -  -  + - 

 موبيليتي + -  + + -  +

 توليد اسپور + - - - - -

 هيدروليز ژلاتين + -  -  -  -  - 

حساس حساس حساس حساس حساس حساسغير  آموكسيسيلين

حساس حساس حساس حساس حساس  آميكاسين حساس

حساس حساس حساس حساس حساس  جنتامايسين حساس

حساس حساس حساس حساس حساس  كانامايسين حساس

حساس حساس حساس حساس حساس  كلرامفنيكل حساس

حساس حساس حساس حساس حساس  ونكومايسين حساس

حساس حساس حساس حساس حساس  نيتروفورانتويين حساس

 گلوكز -  -  + + + +

 مالتوز + + + + + +

 ساكروز -  + + + + +

 لاكتوز -  -  -  -  -  - 

 فراكتوز + + -  -  + - 

 آرابينوز + + -  -  + - 

  
مغذي براي بهبود  ترين مادهآب پنير موثر .داشتمختلف 

گرم  ها سويهتمام  .بودسويه منتخب  از يفايريتوانايي امولس
به  ها سويههمه  .مثبت، اكسيداز منفي و كاتالاز مثبت بودند

كه در  7 هيسو جز بهحساسيت نشان دادند  ها كيوتيب يآنت
توانستند از مالتوز  ها آنهمه . حضور آموكسيسيلين زنده ماند

  .نتوانستند از لاكتوز استفاده كنند كدام چيهاستفاده كنند اما 
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ABSTRACT 

 

ARTICLE INFO 

In order to investigate the potential of applying microbial 
enhanced oil recovery technique in Iran, bacterial isolation 
was carried out from crude oil samples of Gachsaran and 
Cheshmeh Khosh petroleum reservoirs. The ability of isolates 
to produce biosurfactant was checked by specific culture 
media. Isolates were also cultured in media enriched by 
different carbon sources and evaluated their growth curve 
after 7 days to determine the optimum growth condition of 
them. The most effective nutrients were whey, starch and 
soybean water. Finally isolates were characterized by 
conventional biochemical tests and two isolate with the 
highest performance were selected for molecular 
characterization. The nucleotide BLAST similarity search 
analysis, based on the 16S DNA gene sequence revealed that 
these isolates belong to Bacillus subtilis (JN0335542) and 
Bacillus licheniformis (JN0335541). 
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