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بیوس��ورفاکتانت‌ها ترکیبات فعال س��طحی هس��تند که توسط 
گروهی از باکتری‌ها و قارچ‌ها تولید می‌ش��وند. این مولکول‌ها 
به ترتیب کش��ش س��طحی و بین س��طحی را در محلول‌های 
آبی و س��امانه‌های دوفازی کاه��ش می‌دهند. مهم‌ترین کاربرد 
بیوس��ورفاکتانت‌ها در صنع��ت نفت، افزای��ش بازیافت نفت 
اس��ت. هدف از این پژوه��ش، جداس��ازی باکتری‌های مولد 
بیوسورفاکتانت و بررسی شرایط بهینه از لحاظ دما و pH برای 
تولید بیشتراین مواد توسط جدایه‌ها مي‌باشد. نمونه‌برداری از ۸ 
نقطه منتخب خاک‌های آلوده به نفت جزیره سیری انجام گرفت. 
به‌ طورکلی ۱۶۰ س��ویه باکتری، جداس��ازی و تحت بررس��ی 
ریخت‌شناس��ی و رنگ‌آمیزی گرم قرار گرفتند. ٥٩ سویه‌دارای 
فعالیت همولیتیک و ٤٦س��ویه دارای توانایی فروپاش��ی قطره 
هس��تند. همچنین نتای��ج آزمایش جابه‌جای��ی روغن در مورد 
٢٠ س��ویه مثبت می‌باشد.در ادامه 18 سویه برای آزمایش‌های 
غربال‌گری تکمیلی از جمله فعالیت امولسیفیکاسیون و تشکیل 
کف و اندازه‌گیری کش��ش سطحی انتخاب شدند. در نهایت ٢ 
سویه در دمای C ° 37 و pH=7، قادر بودند کشش سطحی را 
بیش��تر از mN/m ٣٠ کاهش دهند. در مطالعه حاضر دو سویه 

برتر با توانایی تولید بیوسورفاکتانت و ظرفیت امولسیفیکاسیون 
بالا به دس��ت آمد. با توجه به پتانس��یل بالای بیوسورفاکتانت 
تولید ش��ده توسط باکتری‌های منتخب،پیشنهاد می‌شود از آنها 
به منظور کاربردهای تج��اری از جمله افزایش بازیافت نفت، 
اصلاح زیس��تی محیط‌های خاکی و دریای��ی و صنایع غذایی 

استفاده شود.

مقدمه

بیوسورفاکتانت‌ها، ترکیبات زیستی آمفی‌پاتیکی هستند که 
توس��ط انواع متنوعی از باکتری‌ها، قارچ‌ها و مخمرها تولید 
می‌ش��وند ]1[. این مواد غالباً  ترکیبات لیپیدی هس��تند که 
ویژگی‌ه��ای آن‌ به دو انتهای موجود در مولکول بس��تگی 
دارد. ی��ک انتها بخش هیدروکربنی )آب گریز( اس��ت که 
حلالیت کمتری در آب دارد و از زنجیر‌ه‌ای بلند از اسیدهای 
چرب، هیدروکس��ی اسیدچرب، هیدروکسیل اسیدچرب و 

یا α-آلکیل هیدروکسی اسیدچرب تشکیل شده است.
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انتهای دیگر آب دوس��ت اس��ت که حلالیت بالایی در آب 
داشته و از کربوهیدارت، آمینواسید، پپتید حلقوی، فسفات 

و کربوکسیلیک اسید تشکیل شده است ]4-2[. 

بیوس��ورفاکتانت‌ها به‌دلیل دارا ب��ودن مزیت‌هایی از قبیل: 
س��میت پایین، قابلیت تجزیه زیس��تی ب��الا، افزایش تولید 
کف )این ویژگی در صنایع آرایش��ی و بهداش��تی به عنوان 
تس��هیل‌کننده شستش��و و مرطوب کنندگی می‌تواند بسیار 
حائز اهمیت باش��د(، س��ازگاری خوب ب��ا محیط، توانایی 
فعالیت در دمای بالا، pH و درجه شوری مختلف و قابلیت 
دسترس��ی آس��ان و ارزان قیمت نس��بت به س��ورفاکتانت 
شیمیایی و س��ينتكي ارجحیت دارند. این ترکیبات، کاربرد 
وس��یعی در صنای��ع مختل��ف از قبیل نفت، پتروش��یمی، 
داروسازی، پزش��کی، آرایشی، غذایی، کشاورزی، نساجی، 
چرم‌س��ازی و... داشته ]5-7[ و بیش��ترین کاربرد و میزان 

فروش آنها در صنعت نفت می‌باشد ]8[. 

از میکروارگانیزم‌ه��ای مول��د بیوس��ورفاکتانت می‌‌توان برای 
اصلاح زیس��تی1 و پاک‌سازی نشت نفت2 در محیط‌های آبی 

و خاکی استفاده کرد ]9 و 10[. 

یکی از جنبه‌های بسیار جدید و کاربردی بیوسورفاکتانت، 
افزای��ش بازیاف��ت میکروب��ی نفت اس��ت. با جداس��ازی 
س��ویه‌های مناس��ب و بررس��ی ویژگی‌های فیزیولوژیکی، 
متابولیک و بهره‌برداری از سوبس��ترای خام ارزان قیمت با 
کمک دانش زیست فناوری، می‌توان به تولید نیمه‌صنعتی و 

صنعتی بیوسورفاکتانت دست یافت ]13-10[.

ه��دف از ای��ن پژوه��ش، جداس��ازی باکتری‌ه��ای مولد 
 pH بیوس��ورفاکتانت و بررسی شرایط بهینه از لحاظ دما و
برای تولید بیشتر این مواد توسط سویه‌های جدا شده است.

مواد و روش
نمونه‌گیری

نمونه برداری از ٨ نقطه منتخب جزیره سیری انجام گرفت 
و نمونه‌ها در کوتاه‌ترین زمان ممکن به آزمایش��گاه منتقل 
ش��دند. می‌توان به این نکته اشاره کرد که نفت خام جزیره 
س��یری از نوع شیرین بوده و میزان سولفور آن پایین است. 
نفت خام شیرین3 دارای چگالی ویژه )API( بالاتری است 
و در پالای��ش آن می‌ت��وان مقادی��ر بیش��تری فرآورده‌های 
سبک‌تر و با ارزش‌تر چون بنزین، نفت سفید و گازوئیل به 
دست آورد. در اين تحقيق نمونه‌ها با حرف s و انديس‌هاي 

متفاوت علامت‌گذاري شده‌اند )جدول ۱(.
محیط‌های کشت مورد استفاده

در این پژوهش از محیط پیش��نهاد ش��ده توسط بنات ]14[ 
برای غنی‌س��ازی میکروارگانیزم‌ها و از محیط پیش��نهادی 
رابرت وهمکاران ]15[ برای تولید بیوسورفاکتانت استفاده 
ش��د .مواد اس��تفاده شده همگی از ش��رکت‌های Merck و 

Scharlau می‌باشند.

:gr/lit ترکیبات محیط نمک‌های معدنی جهت غنی‌سازی برحسب
           ،KH2PO4)2/4(،)NH4)2SO4)2(, KH2PO4)4/8(, MgCl2 )0/08(

،Acid Citric)0/4( ،)NH4)MO7O24.4H2O )0/01(

1. Bioremediation
2. Microbial Enhanced Oil Recovery (MEOR)
3.Sweet Crude Oil

جدول ۱- محل‌های نمونه‌برداری خاک‌آلوده به نفت

محل نمونه گیرینوع نمونهشماره نمونه
مجاور مخزن نگه‌داری TO4 )آب هم‌زاد نفت(خاک آلوده به نفت۱
محل تخلیه نفت مخازن نصر وایلام‌برای بازگشت به سیستم پالایشخاک آلوده به نفت٢

مجاور مخزن نفتی نصرخاک آلوده به نفت٣
مجاور مخزن نگه‌داری T10خاک آلوده به نفت٤
مجاور مخزن نفتی ایلامخاک آلوده به پساب نفتی۵

لجن‌های نفتی انباشته شده از سال ۱٣٦٢ تا کنونخاک آلوده به لجن‌های نفتی۶ و 7
جریان پساب نفتی برگشتی کل پالایشگاهخاک آلوده به پساب نفتی۸
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)0/03( CaCl2.2H2O، عناص��ر کم مق��دار )2 میلی‌لیتر( و 
منب��ع کربن)2% نف��ت خام )مخزن نفت��ی نصر((.ترکیبات 
محیط نمک‌های معدنی جهت تولید بیوسورفاکتانت برحسب 
K2HPO4 )1( ،KH2PO4 )0/5( ،KCl )0/1(                 :gr/lit

 ،MgSO4.7H2O )0/5( ،NaNO3)4(،FeSO4.7H2O )0/01(           
 عصاره مخمر )0/01(، عناصر کم مقدار )0/05 میلی لیتر( و منبع 

کربن ) 2% نفت خام )مخزن نفتی نصر((.

اجزای کم مقدار محیط نمک‌های معدنی برای غنی‌سازی و 
 ،FeSO4.7H2O )1(:)تولید بیوسورفاکتانت شامل )گرم لیتر
)./25( ،ZnSO4.7H2O  )./3(  ،MnCl2  )1(  ،NaMoO4  )2(

.H3BO3 )1/5( ،CoCl2.6H2O )./25( ،CuSO4.5H2O

کشت‌های مکیروبی

بعد از انجام نمونه‌گیری و انتقال نمونه‌ها در شرایط سترون 
                                                                                 ٣۰ ° C به آزمایشگاه، غنی‌سازی  به مدت ٢۱ روز در دمای
با س��رعت همزن rpm ٢۰۰، انجام ش��د ]16-19[. پس از 
غنی‌سازی، با استفاده از محلول نمکی نرمال0/٩% رقت‌های 
متوال��ی ۶-۱۰، ۵-۱۰، ٤-۱۰ از نمونه‌ه��ا تهی��ه و در محی��ط 
                                                                                                 ٣۰ ° C نمک‌های معدنی آگاردار به مدت 4۸ ساعت در دمای
کش��ت داده ش��د. جهت تأمین منبع کرب��ن در محیط‌های 
نمک‌ه��ای معدنی آگار دار از کاغذ صافی آغش��ته به نفت 
 0/2 )Milipore Filter( س��فید سترون شده با فیلتر میلی‌پور
میکرون، در کف در بشقاب کشت استفاده شد.به این ترتیب 
بخارات حاصل از نفت در فضای داخلی پلیت جمع شده و 
میکروارگانیزم‌ها به عنوان منبع کربن از آن استفاده می‌کنند.

بررس��ی خصوصیات ریخت‌شناس��ی پرگنه‌های خالص با 
انج��ام رنگ‌آمیزی گرم صورت گرفت. س��پس پرگنه‌های 
خالص برای تولی��د بیوس��ورفاکتانت در محیط نمک‌های 
معدن��ی به مدت ٩۶ س��اعت در دمای C ° ٣۰ با س��رعت 
هم‌زن rpm ٢۰۰، گرم‌خانه‌گذاری ش��دند ]20[. این محیط 
برای انجام آزمایش‌های غربال‌گری س��ویه‌های تولیدکننده 
بیوس��ورفاکتانت استفاده شد. لازم به ذکر است در مواردی 
که نیاز به کشت بدون سلول بود، محیط کشت به دست آمده 
                                                                            ٤۰۰۰ rpm ٤ و س��رعت ° C را به مدت٣۰ دقیقه در دمای
س��انتریفيوژ کرده ورومان��د )س��وپرناتانت( حاصله، برای 

انجام آزمایش‌های غربال‌گری مورد استفاده قرار گرفت.

آزمایش‌های اولیه ب�رای غربال‌گری باکتری‌های تولیدکننده 
بیوسورفاکتانت

بررسی فعالیت ‌همولیتیک1

جدایه‌ها در محیط ژلوز خون‌دار حاوی ۵% خون گوسفندی 
در دمای C ° ٣٧ به مدت ٤۸ ساعت گرم‌خانه‌گذاری شدند. 
س��پس پلیت‌ها برای بررس��ی ناحیه ش��فاف اطراف‌ پرگنه 
)همولیز( به‌منظور تش��خیص تولید بیوس��ورفاکتانت مورد 

بررسی قرار گرفتند ]21 و 22[.
روش فروپاشی قطره2

در ای��ن آزمایش طب��ق روش ب��ودور و میلر-مایر مقداری 
نفت خام )مخزن نفتی نصر( روی یک لام پخش ش��ده، به 
مدت ۱ س��اعت در دمای آزمایشگاه قرار گرفت. سپس ۱۰ 
میکرولیتر از روماند میکروبی به ش��کل قطره روی س��طح 
لام تلقی��ح وپس از زمان ۱ دقیقه، ش��کل قطره با عدس��ی 
۱۰ میکروسکوپ نوری بررسی شد ]23[. از آب مقطرغیر 

سترون به عنوان شاهد منفی استفاده گرديد. 
تکنیک جابه جایی روغن3

برای انجام این آزمایش طبق روش یوس��ف و همکاران ]22[ 
و پلازا وهم��کاران ]21[ مقدار ۵۰ میلی لیتر آب مقطر داخل 
پلیت بزرگ )با قطر cm ٢۵( ریخته، سپس ۱۰۰ میکرولیتر نفت 
خام )مخزن نفتی نصر( به سطح آب اضافه شد. پس از پخش 
شدن نفت، ۱٠ میکرولیتر روماند میکروبی به مرکز پلیت افزوده 
گردید و وجود بیوس��ورفاکتانت با ایجاد ناحیه شفاف )دایره( 
روی س��طح نفت مشخص شد. از ۱٠ میکرولیترآب مقطرغیر 

سترون به عنوان شاهد منفی استفاده شد.
باکتری‌ه�ای  غربال‌گ�ری  ب�رای  تکمیل�ی  آزمایش‌ه�ای 

تولیدکننده بیوسورفاکتانت

جدایه‌های��ی که بهترین نتایج مثبت را در آزمایش‌های اولیه 
داشتند، برای آزمون‌های تکمیلی انتخاب شدند. 

اندازه‌گیری کشش سطحی 

ای��ن آزمایش متداول‌ترین و مطمئن‌ترین روش تش��خیص 
تولید بیوسورفاکتانت است. چون کشش سطحی تابع درجه 
حرارت محیط است، کشش سطحی روماند تمامی نمونه‌ها

1. Hemolytic Activity 
2 .Drop-Collapse Method
3. Oil Displacement Method
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در شرایط دمایی یکسان )C ° ٢4( به وسیله دستگاه تنسیومتر 
اندازه‌گیری شد. )KRÜSS GmbH Hamburg, Germany( نتایج 
کشش س��طحی به دست آمده با کشش سطحی آب مقطر غیر 
 Tween 20 سترون یا محیط کشت سترون به‌عنوان شاهد منفی و

به‌عنوان شاهد مثبت بررسی گردید ]24 و 25[.
بررسی فعالیت امولسیفکیاسیون1 

ای��ن آزمایش اس��اس روش رحمان  و هم��کاران صورت 
 mL( گرف��ت ]20 و 26[. به‌این‌ترتیب حجم‌های مس��اوی
۵( از نفت خام و روماند )سوپرناتانت( داخل لوله آزمایش 
ریخت��ه ش��د و برای ٢ دقیقه به ش��دت هم زده ش��د. پس 
از ٢٤ س��اعت ق��رار دادن لوله‌ه��ا در محی��ط آزمایش��گاه 
و در حالت س��کون، حجم کل س��تون مای��ع و حجم لایه 
امولسیون اندازه‌گیری شد و با استفاده از رابطه E24، درصد 
امولسیفیکاس��یون بررس��ی گردید. در ای��ن مرحله از یک 
لوله محیط کش��ت سترون به عنوان شاهد منفی و از سدیم 

دودسیل سولفات3 به عنوان شاهد مثبت استفاده شد.
E24% =‍ ۱۰۰× حجم کل ستون مایع/حجم لایه امولسیون

بررسی فعالیت شکل‌گیری کف

با اندازه‌گیری فعالیت ش��کل‌گیری ک��ف، می‌توان به میزان 
پایداری امولس��یون ایجاد ش��ده توس��ط بیوس��ورفاکتانت 
تولیدی سویه‌های برتر پی برد ]27[. همه سویه‌هایی که طی 
مراحل اولیه غربال‌گری نتایج مثبتی داشتند، به‌طور جداگانه 
درون ارلن‌مایره��ای ٢۵۰ میلی لیتر که حاوی ۵۰ میلی لیتر 
آب‌گوش��ت مغذی بود، تلقیح و به مدت ٩۶ س��اعت، در 
                                                                                         )٢۰۰  rpm( ش��یکردار  گرم‌خان��ه  درون   ٣٧  °C دم��ای 
قرار داده شد. سپس فعالیت تشکیل کف براساس پایداری 
و ارتفاع کف تولید ش��ده، بررسی گردید. از محیط کشت 
س��ترون به عنوان شاهد منفی و از سدیم دودسیل سولفات 

به عنوان شاهد مثبت استفاده شد ]28[.

نتایج و بحث
در ای��ن پژوه��ش، ۱۶۰ باکتری جداس��ازی ش��د که طی 
بررس��ی‌های ریخت‌شناس��ی مش��تمل بر ۱۱٠ باسیل گرم 
مثبت،۱۵ کوکس��ی گرم مثبت،٢٠ باس��یل گرم منفی و ۱۵ 
کوکس��ی گرم منف��ی بودند که روی محی��ط نوترنیت آگار 
کش��ت داده ش��دند. از این بین، ۵٩ س��ویه‌ بتا همولیتیک، 

1. Emulsification  
2 .Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)

٤۶ س��ویه دارای توانای��ی فروپاش��ی قط��ره و ٢۰ س��ویه 
دارای توانای��ی جابه‌جای��ی روغن بودن��د. در نهایت، طی 
آزمایش‌ه��ای غربال‌گ��ری اولیه، ۱٨ س��ویه ب��رای آزمون 
غربال‌گری تکمیلی انتخاب ش��دند. ب��ا توجه به نتایج، 11 
جدایه فعالیت شکل‌گیری کف از min 25 تا min 135 را از 
خود نشان دادند )جدول 2 و شکل1(. هم‌چنین این جدایه‌ها، 
کاهش کش��ش سطحی از mN/m ٢٩ تا mN/m ۵۶ و فعالیت 
امولسیفیکاسیون از۵۱/۵٤% تا ٨۰/٣۶% را بروز دادند )جدول 
3 و ش��کل 2(. لازم به ذکر است که آزمون‌های مربوطه با3 

تکرار صورت گرفت.

با توجه به نتایج و بررس��ی جداول مشخص شد که دو سویه 
باکت��ری S7-7 و S5-6 بهترین نتایج را طی آزمایش‌های اولیه و 

تکمیلی برای تولید بیوسورفاکتانت از خود نشان دادند.

بهینه‌سازی دما و pH برای افزایش تولید بیوسورفاکتانت
 ب��رای افزایش میزان تولی��د، مقادیر pH محیط از 6 تا 8/5 
)با گام‌های 0/5( تغيير داده شد که مطابق شكل 3 بیشترین 
رش��د و تولی��د بیوس��ورفاکتانت در ٧=pH در س��ویه‌های 
S7-7 و S5-6 دی��ده ش��د. همچنین دمای بهین��ه برای تولید 

بیوس��ورفاکتانت نیز تعیین گردید كه نتايج آن در ش��كل 4 
رسم شده است.

ضرورت جداس�ازي و شناسايي س�ويه‌هاي باكتريايی بومي 
توليد كننده بیوسورفاکتانت

آنچه موجب ش��ده است خليج فارس و جزاير آن در زمره 
مهم‌ترين مناطق اس��تراتژكي دنيا قرار گيرد، وجود ميادين 
و مخازن وس��يع نفتي در آب‌هاي خليج فارس است. %55 
ذخاي��ر نفت و 41% ذخاير ش��ناخته ش��ده گاز جهان، در 
منطق��ه خليج فارس واقع ش��ده اس��ت ]29[. همان‌طور‌که 
انتظار می‌رفت ارگانیس��م‌های به‌دس��ت آمده از خاک‌های 
آلوده نفتی توانایی زیادی در تولید بیوس��ورفاکتانت دارند. 
با توجه به نمونه‌گیری انجام شده از مناطق مختلف جزیره 
سیری، یکی از سویه‌ها که توانایی کاهش کشش سطحی را 
تا mN/m ٢٩ داشت، از منطقه‌‌ای جدا شد که از سال ۱٣۶٢ 

آلوده به لجن نفتی بود.



شماره 72 114

جدول2- فعالیت شکل‌گیری کف ۱۱ جدایه

خصوصیات کفارتفاع کف )میلی متر(پایداری کف )دقیقه(جدایه
S1- 4558+
S3- 13207+
S3- 1257+
S4- 84۵8+
S4- 4609+
S5- 69513++
S6- 3307+
S6- 1210516++
S7- 7۱٣۵٢٨+++
S8- 12357+
S8- 57511++

Culture medium63-
SDS 1%387+

              )+(:حباب‌هاي بزرگ، پراکنده، پایداری کم
              )++(:حباب‌هاي متوسط، متمرکز، پایداری متمرکز

              )+++(:حباب‌هاي ریز، متمرکز، پایداری بالا

S7 -7 شکل 1- آزمایش شکل‌گیری کف برای سویه
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جدول 3- تشخیص بیوسورفاکتانت تولیدی توسط جدایه‌ها با تکیه بر آزمایش‌های غربال‌گری اولیه و تکمیلی

فعالیت جدایه
همولیتیک

جابجایی 
روغن*

فروپاشی 
قطره**

فعالیت 
شگل‌گیری کف

درصد 
امولسیفیکاسیون 
)E24( نفت خام

کشش سطحی
mN/m

S1- 4(A)+++++%۶٩/۱٢٤٢
S1- 4+++++-%۵٧/۱٤۵۵
S2- 12+++++-%۵٩/٩۶٤۶
S2- 5+++-%۵۸/٠۱٤٧
S2- 16+++++-%۵۵/۱۶۵۵
S3- 19+++-%۶۱/۱٢۵٠
S3- 13-++++%۵٧/٠۵۵٣
S3- 1+++++%۶۵/٠۸٤٩
S4- 8++++-+%۶٩/٠۵٤۵
S4- 4++++++%٧۱/٢۶٤٩
S5- 6++-++++%٧٩/٩۸٤٠
S6- 3++++++%۶۶/٧٣٤٩
S6- 12-+++++%٨۰/۰۶۵۱
S7- 7+++++++++%۸۰/٣۶٢٩
S7- 2+++++-%۵۱/۵٤٤۵
S8- 14+++--%۵٩/۵۱۵٠
S8- 5-++++%٧٢/٨۵۵۶
S8- 12++++%۶٧/۵٣۵۱
Water-----٧٠

 Culture
medium-----۶۵

Tween 20-----٣۵
SDS 1%---+%68/5-

1 cm نواحی شفاف با قطر کمتر از :)+( *     
  3 cm نواحی شفاف با قطر 1 تا :)++(    

 3 cm نواحی شفاف با قطر بیشتر از :)+++(   
   **)+(: قطراتی که کمتر از cm 1 پخش می‌شوند 

   )++(: قطراتی که 1 تا cm 1/5 پخش می‌شوند      
  )+++(**: قطراتی که بیشتر از cm 1/5 پخش می‌شوند
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S5 -6 شکل 2- آزمایش آمولسیفیکاسیون برای سویه
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شكل 4- بهينه‌سازي دما
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چنین نتیجه‌ای توسط فرانسی در سال ۱٩٩۰ نیز تأیید شده 
است ]30[. فرانس��ي با مطالعه نشت سوخت هواپیماکه به 
مدت طولانی س��بب آلوده ش��دن خاک آن منطقه در شهر 
تراورس در ایالت میش��یگان آمریکاش��ده ب��ود، ثابت کرد 
ک��ه تعداد باکتری‌های تجزیه‌کنن��ده آلاینده‌ها و تولید‌کننده 
بیوس��ورفاکتانت در مناطقی که به م��دت طولانی آلوده به 
نفت هس��تند یک تا دو برابر بیش��تر از س��ایر مناطق است. 

توليد و جداسازي بیوسورفاکتانت توسط سويه‌هاي منتخب

س��ورفاکتانت‌های زیس��تی مزیت‌های بس��یاری نسبت به 
س��ورفاکتانت‌های ش��یمیایی دارند. به همین دلیل، در حال 
حاضر بیش��تر مطالع��ات بر روی تولید س��ورفاکتانت‌های 
زیستی به روش تخمیر، انجام کشت‌های پیوسته، تغییرات 
ژنتیک��ی س��ویه‌های تولیدکنن��ده این ترکیبات و بررس��ی 

کاربردهای تجاری آنها صورت می‌گیرد.
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تلفیق روش بررسی فعالیت همولیتیک با روش غنی‌سازی 
روی محیط کش��ت اختصاصی باکتری‌ه��ای تجزیه کننده 
ترکیب��ات نفتی ک��ه در این تحقیق ص��ورت گرفت، باعث 
کاه��ش قابل ملاحظ��ه در تع��داد س��ویه‌های موجود در 
نمونه‌هاي خا‌كهاي آلوده ش��د که این عمل تا حد زیادی 
از حج��م کار در مرحله غربال‌گری اولي��ه کم کرد. بر این 
اس��اس، از نمونه‌های خاک تهیه شده 160 سویه میکروبی 
جدا شد. باکتری‌های برتر درpH= 7 بیشترین رشد و تولید 
بیوسورفاکتانت را داشتند که این نتیجه تطابق خوبی با بررسی 
تورکُوس کایا وهمکارانش ]31[ داشت که باکتری‌های جدا 
شده توس��ط آنها در pH=7 بیش��ترین میزان رشد، افزایش 
تولید بیوس��ورفاکتانت و حذف آلاینده‌های نفتی را نش��ان 
دادند. مدت زم��ان بهینه گرم‌خانه‌گذاری ب��ه منظور انجام 
آزمایش‌ه��ای غربالگری و افزایش تولید بیوس��ورفاکتانت، 
96 س��اعت تعیین ش��د. باید به این نکته اشاره کرد که هر 
24 س��اعت یک‌بار از زمان شروع گرم‌خانه‌گذاری، روماند 
میکروبی هریک از نمونه‌ها جدا و تغییرات کشش سطحی 
و فعالیت امولسیفیکاس��یون آنها اندازه‌گیری شد. در نهایت 
پس از 96 س��اعت، بالاترین می��زان جذب نوری و بهترین 
نتای��ج در آزمایش‌های غربالگری تکمیلی مش��اهده ش��د. 
ل��ذا می توان گفت، بیوس��ورفاکتانت ی��ک متابولیت اولیه 
اس��ت که افزایش تولید آن در فاز رش��د و با افزایش توده 
س��لولی رابطه مس��تقیمی دارد، که این نتیجه تطابق خوبی 
با بررس��ی‌های باقری لطف آباد و هم��کاران ]1[، حداد و 
همکاران ]7[ و پریا و اوش��ارانی ]32[ دارد طبق يافته‌هاي 
اين محققين باکتری‌های مولد بیوس��ورفاکتانت بیش��ترین 
می��زان تولید را در فاز رش��د و ابتدای فاز س��کون از خود 
 S7-7 نش��ان می‌دهند. میزان درصد امولسیفیکاسیون جدایه
نس��بت به سایرین بیش��تر بود. بدين ترتيب نتیجه به دست 
آمده توسط آروم و پکدمیر  ]٢۵[ در سال 2004 واکرنتوگبا  
وازرونی ]11[ در س��ال ٢٠٠٣ تأیید ش��د ک��ه ثابت کردند 
توانایی امولسیفیکاس��یون باکتری‌های جدا شده از مناطقی 
که به مدت طولانی در معرض آلودگی هس��تند، بیش��تر از 

سایرمناطق اس��ت. همان‌گونه‌که در جدول 3 مشاهده شد، 
                                                                      40 mN/m دو جدایه منتخب، کش��ش سطحی را تا کمتر از
کاه��ش دادند ک��ه نص��ر و همکارانش ]10[ نش��ان دادند 
بیوس��ورفاکتانتی موثر و کار آمد اس��ت که بتواند کش��ش 

سطحی را تا کمتر از mN/m 40 کاهش دهد.

نتیجه‌گیری

تولی��د ترکیبات فعال س��طحی ی��ا بیوس��ورفاکتانت‌ها در 
س��ال‌های اخیر بیش��تر م��ورد توجه ق��رار گرفته اس��ت، 
خصوص��اً در زمینه کاربردهای بالق��وه این ماده در افزایش 
بازیاف��ت نفت  که نقش مهمی را ایفا می‌کند ]33[. با توجه 
ب��ه نتایج، باکتری‌ه��ای منتخب )S7-7، S5-6( جدا ش��ده از 
خاک‌های آلوده به نفت با کاهش کش��ش سطحی به میزان 
بیش از  mN/m 30 مولد مناس��ب بیوسورفاکتانت هستند. 
 ،pH با بهینه کردن ش��رایط محیطی جدایه‌ها از جمله دما و
 pH=7 ٣٧ و ° C افزای��ش تولید بیوس��ورفاکتانت‌ در دمای
مش��اهده شد. این مس��أله نش��ان می‌دهد که با بهینه‌سازی 
محیط کش��ت، امکان فراهم س��اختن ش��رایط مناس��ب‌تر 
برای ترش��ح بیش��تر بیوس��ورفاکتانت وجود دارد. با توجه 
به پتانس��یل بالای باکتری‌های منتخب از جمله کاربردهای 
بالقوه آن‌ها در افزایش بازیافت مكيروبي نفت )MEOR( و 
حذف آلاینده‌های نفتی، می‌توان امیدوار بود بررسی بیشتر 
خصوصیات سویه‌ها و جستجو برای جداسازی سویه‌های 
بومی جدید بتواند نقش حیاتی در به کارگیری س��ویه‌های 

بومی کشور در صنعت نفت داشته باشد.

قدردانی

نگارن��دگان لازم می دانند مراتب س��پاس خود را از آقای 
مهندس سید جلال موسوی ریاست محترم واحد پژوهش 
و توس��عه ش��رکت نفت فلات ق��اره و همچنی��ن کارکنان 
آزمایش��گاه‌های دانشگاه آزاد اس�المی واحد تنکابن اعلام 

نمایند. 
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