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تغییر در خواص بین‌سطحی سیال/سیال/سنگ 
تحت تأثیر فعالیت دو باکتری

 Pseudomonas putida و Bacillus licheniformis 
حین رشد در منابع کربن مختلف 

چكيده
مهم‌تریــن مکانیســم فرآیندهــای ازدیــاد برداشــت میکروبــی نفــت، تغییــر خــواص بیــن ســطحی ســیال/ ســیال/ ســنگ اســت کــه تحــت 
 B.licheniformis ــری ــق از دو باکت ــن تحقی ــن منظــور در ای ــرای ای ــا اســت. ب ــی و متابولیت‌هــای تولیــدی آنه ــر ســلول‌های باکتریای تأثی
ــن روی رشــد باکتــری و  ــوع منبــع کرب ــر ن ــه تأثی ــا توجــه ب ــج نشــان داد ب ــن مختلــف اســتفاده شــد. نتای و P.putida و ســه منبــع کرب
همچنیــن نــوع و میــزان متابولیت‌هــای تولیــدی، تغییــر در خــواص بیــن ســطحی ســیال/ ســیال/ ســنگ تحــت تأثیــر نــوع منبــع کربــن 
ــر ســازوکارهای کاهــش کشــش بین‌ســطحی،  ــر محیــط کشــت ب ــه دنبــال بررســی تأثیــر ســاختار ســلولی و اث اســتفاده شــده اســت. ب
ــزان، ســنجش تحرک‌پذیــری الکتروفروتیــک، ســنجش  ــداری امولســیون‌ها و تغییــر ترشــوندگی از روش‌هــای تنســیومتری قطــره آوی پای
رئولــوژی انبســاط-تراکمی و آزمــون تعییــن زاویــه تمــاس اســتفاده شــد. نتایــج، پتانســیل بیشــتر باکتــری P.putida را در تولیــد مــاده فعــال 
ســطحی نشــان داد. همچنیــن نتایــج به‌دســت آمــده نشــان داد بــرای باکتــری B.licheniformis، محیــط کشــت گلوکــزی محیطــی بهتــر 
اســت. مــواد فعــال ســطحی تولیــدی و محیــط کشــت باکتــری B.licheniformis در محیــط بــا منبــع کربــن گلوکــز بــه ترتیــب کشــش 
ســطحی و کشــش بین‌ســطحی را 29/07% و 43/87% کاهــش داد. قــرار دادن ورقــه نــازک در محلــول محیــط کشــت گلوکــزی باکتــری 
B.licheniformis، زاویــه تمــاس قطــره آب را از °109/081 بــه °44/898 کاهــش داد. بــرای باکتــری P.putida محیــط روغنــی و گلوکــزی 

بــه ترتیــب بــه عنــوان محیطــی مؤثــر بــرای تأثیــر بــر ســطح تمــاس سیال-ســیال و سیال-ســنگ اســت. مــواد فعــال ســطحی تولیــدی و 
محیــط کشــت باکتــری P.putida در محیــط بــا منبــع کربــن روغــن زیتــون بــه ترتیــب کشــش ســطحی و کشــش بیــن ســطحی را %36/4 
و 27/1% کاهــش داد. زاویــه تمــاس قطــره آب از °109/081 بــه °54/050 در محیــط کشــت گلوکــزی باکتــری P.putida کاهــش یافــت.

كلمات كليدي: B.licheniformis ،P.putida، کاهش کشش بین‌سطحی، تغییر ترشوندگی، رئولوژی بین سطحی، آب‌گریزی
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مقدمه

ــک روش  ــت ی ــی نف ــت میکروب ــاد برداش ــاوری ازدی فن
تلقــی  زیســت  محیــط  دوســت‌دار  ثالثیــه  برداشــت 
می‌شــود کــه شــامل اســتفاده از تجمعــات میکروبــی 
میکروبــی  متابولیســم‌های  از  حاصــل  محصــولات  و 
ــت ]1[.  ــت اس ــای نف ــت از چاه‌ه ــش برداش ــرای افزای ب
مهم‌تریــن مکانیســم ایــن فرآینــد تغییــر خــواص ســطح 
تمــاس نفت-آب-ســنگ اســت کــه می‌توانــد روی دو 
مــرز سیال-ســنگ و سیال-ســیال اثرگــذار باشــد. در 
ــش  ــش کش ــیال، کاه ــاس سیال-س ــطح تم ــاح س اص
بین‌ســطحی و اصــاح خــواص رئولوژیکــی ســطح تمــاس 
ــتند  ــم هس ــم‌های حاک ــن مکانیس ــاز مهم‌تری ــن دو ف ای
ــی  ــای نفت ــم هیدروکربن‌ه ــیار ک ــری بس ]2[. انحلال‌پذی
در آب ظرفیــت باکتــری بــرای دسترســی و تجزیــه 
ــن  ــه همی ــد؛ ب ــتراها را محــدود می‌کن ــه سوبس ــن گون ای
ــی  ــش دادن دسترس ــرای افزای ــب ب ــری اغل ــل باکت دلی
زیســتی و جــذب ایــن سوبســتراها مــاده فعــال ســطحی 
زیســتی تولیــد می‌کنــد ]3-6[. عــاوه بــر کاهــش 
بــه  بــا چســبیدن خــود  باکتری‌هــا  کشش‌ســطحی، 
ــواص  ــر دادن خ ــم و تغیی ــکیل فیل ــاس و تش ــطح تم س
ــش  ــتن از کش ــه کاس ــادر ب ــاس ق ــطح تم ــی س رئولوژیک
بین‌ســطحی هســتند ]7 و 8[. دو مکانیســم اصلــی بــرای 
توضیــح تغییــر ترشــوندگی توســط مــواد فعــال ســطحی، 
ــاردار  ــرهای ب ــن س ــی بی ــت یون ــکیل جف ــم تش مکانیس
مولکــول مــاده فعــال ســطحی و اجــزای نفــت خــام جــذب 
ــه  ــک لای ــک ت شــده روی ســنگ و همچنیــن تشــکیل ی
ــر برهم‌کنــش  از مولکول‌هــای مــاده فعــال ســطحی در اث
ــال ســطحی و  ــاده فع ــول م ــز مولک ــای آب‌گری ــن انته بی
ــتاد و  ــت ]9[. اوس ــده اس ــذب ش ــام ج ــت خ ــزای نف اج
همــکاران مشــاهده کردنــد کــه در مغزه‌هــای گچــی 
نفت‌تــر، هــر دو مــاده فعــال ســطحی کاتیونــی و آنیونــی 
ــری بیشــتر تغییــر  ــت آب‌ت ــه حال ترشــوندگی ســنگ را ب
ــر از  ــی مؤثرت ــا مــواد فعــال ســطحی کاتیون می‌دهنــد؛ ام
مــواد فعــال ســطحی آنیونــی بودنــد. آنهــا تشــکیل جفــت 
یونــی بیــن ســرهای بــا بــار مثبــت مــواد فعــال ســطحی 

کاتیونــی و مــواد جذب‌شــده بــا بــار منفــی )غالبــاً 
گروه‌هــای کربوکســیلیک از نفــت خــام روی ســطح گــچ( 
را عامــل آب‌تــر ســاختن مغــزه دانســتند ]10 و 11[. گام 
ــه  اولیــه در تشــکیل فیلــم زیســتی چســبیدن باکتــری ب
ــلول‌ها  ــبیدن س ــد چس ــت. در فرآین ــاس اس ــطح تم س
ــه ایــن ســطح ســه گــروه از عوامــل شــامل مشــخصات  ب
ســلول‌های میکروبــی )بــار ســطحی، آبگریــزی و ترکیــب 
ســطح ســلول(، خــواص ســطحی نفــت و عوامــل محیطــی 
مثــل قــدرت یونــی، pH و حضــور ترکیبــات خــاص مثــل 
ــل،  ــن عوام ــان ای ــد. از می ــطحی مؤثرن ــال س ــواد فع م
شــاخصه‌ آبگریــزی ســطح ســلول مهم‌تریــن عامــل اســت 
]2، 8، 12 و 13[. کریمــی و همــکارن بــرای بررســی تأثیــر 
ــر  ــری ب ــر چســبندگی باکت ــی و اث ــای میکروب متابولیت‌ه
ــوندگی‌های  ــا ترش ــه‌ای ب ــطح شیش ــوندگی از دو س ترش
اولیــه مختلــف اســتفاده کردنــد ]4[. آنهــا دریافتنــد 
ــل  ــه دلی ــام ب ــده در نفت‌خ ــی ش ــطوح زمان‌ده ــه س ک
ــری را  ــرای باکت ــذی لازم ب ــواد مغ ــی، م ــواد آل ــذب م ج
ــه  ــال ب ــرای اتص ــلول‌ها ب ــی س ــد و توانای ــم می‌آورن فراه
ســطح را افزایــش می‌دهنــد. از طــرف دیگــر، جــذب 
ــد  ــش می‌ده ــنگ را افزای ــطح س ــری س ــی زب ــواد آل م
ــترس  ــاس در دس ــطح تم ــری، س ــش زب ــر افزای و در اث
ــد.  ــش می‌یاب ــطح افزای ــه س ــری ب ــبیدن باکت ــرای چس ب
ــا اســتفاده از رئولــوژی بین‌ســطحی  راهــس و همــکاران ب
ــلول‌های  ــذب س ــار ج ــزان رفت ــره آوی ــیومتری قط و تنس
ــا  ــه پروتئین‌ه ــدون مداخل ــری را ب ــج باکت ــی پن باکتریای
ــدازه  ــی( ان ــر باکتریای ــتی )باف ــطحی زیس ــواد فعال‌س و م
گرفتنــد. آنهــا مشــاهده کردنــد کــه بزرگــی الاستیســیته 
فیلــم تشــکیل شــده کامــاً متناســب بــا ترتیــب کاهــش 
ــری شــده اســت ]8[. در  ــن ســطحی اندازه‌گی کشــش بی
ایــن تحقیــق بــه بررســی و مقایســه دو باکتــری

 P.putida (gram-negative( و B.licheniformis (gram-positive( 
بــا ســاختار ســلولی متفــاوت بــر تولیــد مــواد فعال ســطحی، 
ــطحی،  ــن س ــش بی ــم‌های کش ــر مکانیس ــذاری ب تأثیرگ
ــیال  ــروی و س ــر گران ــی، تغیی ــیون کنندگ ــت امولس قابلی
جابجاکننــده و تغییــر ترشــوندگی ســنگ مخــزن بــا هــدف 

ــود. ــه می‌ش ــت پرداخت ــت نف ــاد برداش ازدی
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ــت  ــط کش ــب محی ــوع و ترکی ــر ن ــور اث ــن منظ ــرای ای ب
ــی  ــتی بررس ــطحی زیس ــواد فعال‌س ــد م ــی تولی در توانای
می‌شــود. بــرای نیــل بــه ایــن منظــور کشــش ســطحی و 
بیــن ســطحی در دو محیــط کشــت جداگانــه اندازه‌گیــری 
ــری  ــتفاده از روش تحرک‌پذی ــا اس ــن ب ــد. همچنی گردی
ــی  ــاط و تراکم ــوژی انبس ــنجش رئول ــک و س الکتروفروتی
بیــن ســطحی پتانســیل مــاده فعــال ســطحی تولیــد شــده 
در کاهــش کشــش بیــن ســطحی و چســبیدن بــه ســطح 
ــن،  ــر ای ــاوه ب ــود. ع ــنجیده می‌ش ــز س ــازی نی ــاس ف تم
بــرای بررســی تغییــر ترشــوندگی بــر اثــر تأثیــر همزمــان 
تشــکیل فیلــم زیســتی، جــذب مــواد از محلــول باکتریایی 
و اثــر مــاده فعــال ســطحی تولیــدی در محیط‌هــای 
ــر روی  کشــت متفــاوت از آزمــون تغییــر زاویــه تمــاس ب
ــت دوســت شــده اســتفاده  ــه نف ــازک کربنات ــای ن ورقه‌ه

خواهــد شــد.

مواد و روش‌ها
باکتری، نفت خام، ورقه نازک و محیط کشت

 P.putida آمپــول لیوفیلیزه( و( B.licheniformis دو باکتــری
ــر ژنتیکــی و زیســتی  )کشــت فعــال( از مرکــز ملــی ذخائ
ــز  ــده نی ــتفاده ش ــام اس ــت خ ــد. نف ــداری ش ــران خری ای
نفــت خــام نســبتاٌ ســبک متعلــق بــه شــرکت ملــی مناطق 
ــازك  ــا API =33/9 اســت. ورقه‌هــاي ن نفت‌خیــز جنــوب ب
مــورد اســتفاده مربــوط بــه یکــی از مخــازن کربناتــه 
جنــوب ایــران اســت. از ورقه‌هــاي نــازك، باضخامــت 
ــراي انجــام آزمایش‌هــا، اســتفاده  mm 5 و قطــر cm 3/7 ب

ــامل  ــده ش ــتفاده ش ــت‌های اس ــط کش ــت. محی ــده اس ش
ــی  ــت اصل ــط کش ــت و محی ــط پیش‌کش ــته محی دو دس
ــداری  ــراث LB خری ــت‌های آگار و ب ــط کش ــت. از محی اس
شــده از شــرکت مــرک بــه عنــوان محیــط پیــش کشــت و 
محیــط کشــت نمــک معدنــی بهینــه شــده توســط جوشــی  
ــتفاده  ــی اس ــت اصل ــط کش ــوان محی ــه عن ــکاران ب و هم
ــز  ــن آب‌گری ــع کرب ــر منب ــاهده اث ــرای مش ــد ]14[. ب ش

25 Cρ °
=0/9123 g/cm3 ــا دانســیته ــز از روغــن زیتــون ب نی

ــط  ــم pH محی ــرای تنظی ــروی mPa.s 60/8205 و ب ، گران
نیــز از محلــول ســدیم هیدروکســید یــک مــولار و 

ــد. ــتفاده ش ــال اس ــک نرم ــیدکلریدریک ی اس
روش انجام آزمایش

ــط  ــه محی ــی )س ــت اصل ــط کش ــامل محی ــن ش ــر ارل ه
ــا غلظــت   ــن گلوکــز ب ــا منبــع کرب کشــت اصلــی یکــی ب
g/L 34، دومــی بــا منبــع کربــن روغــن زیتــون بــا همیــن 

غلظــت و محیــط کشــت ســوم از ترکیــب ایــن دو منبــع 
کربــن بــه نســبت مســاوی g/L 17 گلوکــز و g/L 17 روغن 
زیتــون( را اتــو کلاو کــرده و بــا محیــط کشــت شــبانه بــا

OD600 در حــدود 1 بــا نســبت حجمــی 5% تلقیــح و 

 190 rpm 30 و دور°C در شــیکر انکوباتــور بــا دمــای
انکوبــه می‌کنیــم. وضعیــت رشــد دو باکتــری در هــر ســه 
 72 hr ــا ــوری ت ــا اندازه‌گیــری چگالــی ن محیــط کشــت ب
ــا hr 48 و پــس از آن هــر  ــی هــر hr 4 ت ــه زمان ــه فاصل ب
hr 12، در طــول مــوج nm ا600 مــورد ارزیابــی قــرار داده 

شــد. ســوپرناتانت از ســانتریفیوژ سوسپانســیون باکتریایــی 
بــه مــدت min 10 بــا ســرعت rpm 5500 به‌دســت آمــد. 
ــلول،  ــطح س ــزی س ــش آب‌گری ــری آزمای ــرای اندازه‌گی ب
cc 5 از هــر کــدام از محلول‌هــای باکتریایــی رشــد یافتــه 

در هــر ســه محیــط کشــت را رأس ســه زمــان 24، 27 و 
hr 30 انکوباســیون بــا اســتفاده از ســانتریفیوژ کــردن بــه 

ــوپرناتانت  ــرعت rpm 5500 از س ــا س ــدت min 10 و ب م
ــول  ــا محل ــده ب ــدا ش ــری ج ــود. باکت ــازی می‌ش جداس
 mM KH2PO4) pH=7 10 بــاX بافــر فســفات نمکــی
 1/37 M NaCl ،100 mM Na2HPO4                      ،18
ــه آن  ــار شستشــو داده و ســپس ب و KCl mM 27( را دوب
cc 5 بافــر اضافــه کــرده و چگالــی نــوری آن اندازه‌گیــری 

می‌شــود. محلول‌هــای سوسپانســیون باکتریایــی را بــا 
نســبت 6 بــا نرمال-هگــزادکان ترکیــب کــرده و بــه مــدت 
 15 min ــا ــه آنه ــپس ب ــود. س ــکان داده می‌ش min 2 ت

اســتراحت داده شــده و پــس از آن cc 2 از فــاز آبــی 
پایینــی بــرای اندازه‌گیــری چگالــی نــوری برداشــت 
می‌شــود ]15[. بــرای محاســبه آب‌گریــزی ســطح ســلول 
از اختــاف بیــن چگالــی نــوری قبــل و پــس از اختــاط 

ــود: ــتفاده می‌ش ــن اس ــا هیدروکرب ب
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600,

600,0

(%) 100*(1 )tBATH OD
OD

= −                                           )1(

ــی  ــوری قبــل از اختــاط، tا,OD600 چگال OD600,0 چــگال ن

ــزی را  ــزان آبگری ــس از اختــاط و )%(BATH می ــوری پ ن
ــد. ــان می‌دهن را نش

همچنیــن، آزمایش‌هــای زاویــه تمــاس روی نمونه‌هــای 
ــه انجــام شــدند. تمامــی ســطوح قبــل  ــازک کربنات ــه ن ورق
ــن شســته  ــا تولوئ ــن اســتارک ب ــش در دســتگاه دی از آزمای
شــدند. بــرای نفت‌دوســت کــردن، صفحــات تمیــز کربناتــه 
بــه مــدت day 7 در دمــای C°80 در نفــت قــرار داده شــدند. 
ــان داده  ــته و زم ــان شس ــال هپت ــا نرم ــطوح را ب ــپس س س
شــد تــا خشــک شــوند. بــه عنــوان نمونه‌هــای شــاهد، زاویــه 
تمــاس قطــرات آب روی ســطوح نفت‌دوســت شــده پیــش از 
قــراردادن در محلول‌هــای باکتریایــی اندازه‌گیــری می‌شــوند. 
ــدت hr 48 در  ــه م ــات ب ــی، صفح ــای اصل ــه ه ــرای نمون ب
محلول‌هــای باکتریایــی قــرار داده شــدند. ســپس بــه منظــور 
جــدا کــردن باکتری‌هــای غیرمتصــل ســطوح دو بــار بــا آب 
مقطــر شستشــو داده و ســپس در هــوای آزاد قــرار می‌گیرنــد 
تــا خشــک شــوند. در خاتمــه بــا قــرار دادن قطــره آب روی 

ــود. ــری می‌ش ــاس اندازه‌گی ــای تم ــطوح، زوای س
تجهیزات

اندازه‌گیری‌هــای چگالــی نــوری به‌وســیله اســپکتروفتومتر 
                                                                                    Lambda25 فرابنفش-مرئــی شــرکت پرِکیــن الِمــر1  مــدل
اندازه‌گیــری کشــش ســطحی  بــرای  انجــام شــدند. 
نمونه‌هــای ســوپرناتانت از تنســیومتر مدل TD1C ســاخت 
شــرکت لاودا2 اســتفاده شــد. همچنیــن بــرای اندازه‌گیــری 
ــاط و  ــوژی انبس ــطحی و رئول ــش س ــا، کش ــیل زت پتانس
تراکمــی حجمــی بیــن ســطحی بــه ترتیــب از زتــا ســایزر 
ــره  ــل قط ــز پروفای ــیومتر آنالی )Nano ZS (Malvern، تنس

                                                                     PAT-1M (Sinterface( و دســتگاه PAT-1M (Sinterface(
اســتفاده شــد.

نتایج و بحث
وضعیت رشد دو باکتری در منابع کربن آب‌دوست و آب‌گریز

ــع  ــودن منب ــز ب ــت و آب‌گری ــر آب‌دوس ــی اث ــرای بررس Perkin Elmer .1ب
2. Lauda

ــن  ــع کرب ــه منب ــری از س ــر دو باکت ــد ه ــر رش ــن ب کرب
ــون  ــن زیت ــب گلوکز-روغ ــون، و ترکی ــن زیت ــز، روغ گلوک
اســتفاده شــد. شــکل 1 رشــد دو باکتــری را در هــر ســه 
محیــط کشــت نشــان می‌دهــد. نتایــج نشــان داده شــده 
ــه  بیانگــر رشــد بهتــر باکتــری B.licheniformis نســبت ب
ــت. از  ــت اس ــط کش ــه محی ــر س ــری P.putida در ه باکت
بررســی نتایــج ارائــه شــده در شــکل 1 مشــاهده می‌شــود 
کــه رشــد باکتــری B.licheniformis در دو محیــط کشــت 
گلوکــز و گلوکز-روغــن تقریبــاً معــادل و بیشــتر از محیــط 
کشــت صرفــاً روغنــی اســت، در صورتــی کــه رشــد 
باکتــری P.putida در محیــط کشــت گلوکز-روغــن بیشــتر 
از دو محیــط کشــت دیگــر اســت. بنابرایــن می‌تــوان 
ــر دو  ــد ه ــر رش ــز ب ــالای گلوک ــت غلظــت ب ــه گرف نتیج
ــا  ــت ی ــر اس ــری B.licheniformis و P.putida بی‌تأثی باکت
ــن  ــز در ای ــالای گلوک ــت ب ــی دارد. غلظ ــر منف ــر آن اث ب
ــری  ــد باکت ــده رش ــوان بازدارن ــه عن ــد ب ــط می‌توان محی
عمــل کنــد. ایــن در حالــی اســت کــه از منظــر اقتصــادی 
ــوب نیســت.  ــز مطل ــالای گلوک ــز اســتفاده از غلظــت ب نی
ــز  ــل آب‌گری ــه دلی ــی ب ــت روغن ــط کش ــورد محی در م
ــودن ایــن منبــع و همچنیــن داشــتن پیوندهــای قــوی  ب
کربوهیدرات‌هــا،  بــا  مقایســه  در  بیشــتر  هیدروژنــی 
ــرای باکتــری دشــوار اســت. بنابرایــن هــر دو  جذبشــان ب
باکتــری رشــد کمتــری در محیــط کشــت حــاوی منبــع 

ــد. ــون دارن ــن روغــن زیت کرب
فعالیت سطحی

کشــش ســطحی ســوپرناتانت کشــت و کشــش بین‌سطحی 
دینامیــک بیــن محیــط کشــت و نرمــال هگــزادکان بــرای 
دو باکتــری در هــر ســه محیــط کشــت اندازه‌گیــری شــد. 
شــکل 2 نتایــج اندازه‌گیــری کشش‌ســطحی را نشــان 
ــر  ــود حداکث ــاهده می‌ش ــه مش ــه ک ــد. همان‌گون می‌ده
 20-30 h ــی ــه زمان ــطحی در فاصل ــش س ــش کش کاه
انکوباســیون اتفــاق میافتــد. ایــن زمــان منطبــق بــا آغــاز 

فــاز پایــای رشــد اســت.
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شکل 2 کاهش کشش سطحی ناشی از رشد باکتری B.licheniformis )با نمادهای توپر( و P.putida )با نمادهای توخالی( در هر سه 
محیط حاوی منبع کربن گلوکز )○(، گلوکز به همراه روغن )Δ( و روغن )♦(.

ــش  ــل کاه ــی حداق ــت‌های روغن ــط کش ــورد محی در م
ــن زمــان مشــاهده شــد کــه  کشــش ســطحی پــس از ای
ــترا و  ــن سوبس ــزی ای ــت آبگری ــل ماهی ــه دلی ــد ب می‌توان
تحریــک ســویه باکتریایــی بــه تولیــد مــاده فعــال ســطحی 
ــش  ــش کش ــای کاه ــا درصده ــق ب ــد. مطاب ــتی باش زیس
ســطحی ارائــه شــده در جــدول 1، حداکثــر درصــد کاهش 

کشــش ســطحی توســط باکتــری B.licheniformis در 
محیــط گلوکــزی و توســط باکتــری P.putida در محیــط 
روغنــی حاصــل شــد. مقایســه پتانســیل دو باکتــری بــرای 
تولیــد مــاده فعــال ســطحی نشــان می‌دهــد کــه باکتــری 
ــش  ــش کش ــت، کاه ــط کش ــه محی ــر س P.putida در ه

 B.licheniformis ســطحی بیشــتری را نســبت بــه باکتــری
ــد. ــاد می‌کن ایج

جدول 1 مقادیر درصدهای کاهش در کشش سطحی محلول‌های سوپرناتانت دو باکتری B.licheniformis و P.putida نسبت به محیط فاقد 
باکتری

باکتری
منبع کربن محیط کشت

گلوکز به همراه روغن زیتونروغن زیتونگلوکز
P.putida30/1936/428/26

B.licheniformis29/0727/8723/96
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                                                                                 48 hr کشــش بیــن ســطحی دینامیــک محیط کشــت‌های
ــال  ــی و نرم ــاز آب ــوان ف ــه عن ــری ب ــه شــده‌ دو باکت انکوب
هگــزادکان بــه عنــوان فــاز آلــی بــه وســیله تنســیومتری 
ــرای  ــدازه قطــره ب ــد. ان ــزان اندازهگیــری گردی قطــره آوی
انــدازه گرفتــن کشــش بین‌ســطحی بــه مــدت s 900 تــا 
ــت  ــی ثاب ــدار تعادل ــه مق ــیدن کشــش بین‌ســطحی ب رس
ــطحی  ــش بین‌س ــر کش ــل مقادی ــد. حداق ــته ش نگه‌داش
تعادلــی بــرای باکتــری B.licheniformis در محیط کشــت 
گلوکــزی حاصــل می‌شــود. در مــورد محیــط کشــت‌های 
ــی  ــطحی تعادل ــش بین‌س ــر کش ــری P.putida مقادی باکت
ارائــه شــده تقریبــاً معــادل هســتند؛ البتــه مقادیــر کشــش 
بیــن ســطحی نتیجــه شــده بــرای محیــط کشــت روغنــی 
ــه  ــج ارائ ــت. نتای ــر اس ــر کمت ــط دیگ ــی از دو محی اندک
شــده نوســان سینوســی مســاحت ســطح تمــاس و پاســخ 
کشــش بیــن ســطحی بــه ایــن تغییــر مســاحت در شــکل 
3 و 4 نشــان می‌دهــد کــه دامنــه تغییــرات کشــش 
بیــن ســطحی در هــر ســیکل تراکــم و انبســاط در مــورد 
محیــط کشــت گلوکــزی B.licheniformis در مقایســه بــا 
ــن  ــت گلوکز-روغ ــط کش ــی و محی ــت روغن ــط کش محی
کمتــر اســت. تولیــد مــاده فعــال ســطحی بیشــتر بــا وزن 
ــوان از روی  ــی پاییــن در محیــط گلوکــزی را می‌ت مولکول
ــازی  ــاس ف ــطح تم ــریع آن از روی س ــع س ــذب و دف ج
مطابــق بــا خاصیــت متحــرک بــودن لایــه تشــکیل شــده 
ــن  ــی پایی ــا وزن مولکول ــطحی ب ــال س ــواد فع ــط م توس

ــع  ــذب و دف ــرد. ج ــاهده ک ــز مش ــطح نی ــن س روی ای
ســریع ایــن مــواد از روی ســطح تمــاس فــازی منجــر بــه 
ــط  ــر در محی ــطحی کمت ــش بین‌س ــرات کش ــه تغیی دامن
گلوکــزی در همــه فرکانس‌هــا شــده اســت. در مــورد 
ــط  ــه محی ــر س ــرات در ه ــه تغیی ــری P.putida دامن باکت
ــج تأییــد  ــن نتای ــر هســتند. ای ــا هــم براب ــاً ب کشــت تقریب
کننــده برابــری مقادیــر کشــش بیــن ســطحی تعادلــی در 
هــر ســه محیــط اســت. جــدول 2 دامنــه تغییــرات کشــش 
ــت را  ــط کش ــه محی ــر س ــری در ه ــطحی دو باکت بین‌س

ــد. ــف نشــان می‌ده طــی فرکانســهای مختل
آب‌گریــزی ســطح ســلول و تحرک‌پذیــری الکتروفروتیــک 

ی کتر با

گام اولیــه در تشــکیل فیلــم زیســتی چســبیدن باکتــری 
بــه ســطح تمــاس اســت. بــرای تعییــن تمایــل جــذب دو 
ــار  باکتــری روی ســطح تمــاس آبی-آلــی، آب‌گریــزی و ب
ــی  ــازه زمان ــد. در ب ــری ش ــری اندازه‌گی ــطحی دو باکت س
hr 30-20 انکوباســیون کــه همزمــان بــا حداکثــر کاهــش 

ــری در  ــر دو باکت ــزی ه ــت؛ آب‌گری ــطحی اس ــش س کش
هــر ســه محیــط کشــت اندازه‌گیــری و در شــکل 5 نشــان 
داده شــده اســت. در ایــن آزمایــش از فــاز آبگریــز نرمــال 
هگــزادکان بــه عنــوان فــاز آلــی اســتفاده شــد. مطابــق بــا 
نتایــج به‌دســت آمــده رفتــار آب‌گریــزی هــر دو باکتــری 
ــاز  ــزان و ف ــن می ــت و همچنی ــط کش ــر محی ــت تأثی تح

رشــد باکتــری اســت.
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جدول 2 مقادیر دامنه کشش بین سطحی )mN/m( برای باکتری B.licheniformis و P.putida طی رشد در هر سه منبع کربن

Hz0/02 Hz0/05 Hz0/1 Hz 0/01 محیط کشتباکتری

B.licheniformis

0/390/450/640/89گلوکز
1/181/391/521/59روغن

0/350/510/790/99گلوکز+روغن

P.putida

1/121/481/631/72گلوکز
1/331/551/731/82روغن

1/151/441/671/77گلوکز+روغن
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شکل 5 مقادیر آبگریزی بر حسب زمان انکوباسیون برای باکتری B.licheniformis )با نمادهای توپر( و P.putida )با نمادهای توخالی( طی 

رشد روی سه منبع کربن گلوکز )○(، گلوکز به همراه روغن )Δ( و روغن )♦(.



97تغییر در خواص بین سطحی ...

مقایســه مقادیــر آب‌گریــزی هــر دو باکتــری، تشــابه 
آبگریــزی طــی رشــد در محیــط کشــت‌های حــاوی 
ــه  ــد. همان‌گون ــان می‌ده ــن را نش ــز و گلوکز-روغ گلوک
کــه مشــاهده می‌شــود بیشــترین مقادیــر آب‌گریــزی برای 
باکتــری رشــد یافتــه در محیــط کشــت روغــن به‌دســت 
آمــد. در ایــن محیــط، باکتری P.putida نســبت بــه باکتری 
ــان داد.  ــود نش ــتری از خ ــزی بیش B.licheniformis آبگری

ــا دو  ــیل زت ــری پتانس ــده از اندازه‌گی ــت آم ــه به‌دس نتیج
ــون،  ــن زیت ــط کشــت روغ ــه در محی ــری رشــد یافت باکت
                                                                                               )-19/7 mV) B.licheniformis بــار منفــی بیشــتر باکتــری
ــری mV) P.putida 6/17-( نشــان  ــا باکت را در مقایســه ب
داد. ایــن نتایــج بــا نتایــج آبگریــزی تطابــق کامــل دارد و 
ــه در  ــودن P.putida رشــد یافت ــر ب ــده آبگریزت ــد کنن تأیی

محیــط کشــت روغنــی اســت.
اندازه‌گیری رئولوژی بین سطحی

مدول‌هــای انبســاط-تراکمی بیــن ســطحی کــه مقیاســی 
از مقاومــت ســطح تمــاس بــه تغییــرات را نشــان می‌دهنــد 
ــن  ــی تعیی ــان سینوس ــای نوس ــه داده‌ه ــل فوری از تبدی
شــدند. ایــن مدول‌هــا بــه منظــور بررســی اثــر باکتری‌هــا 
و متابولیت‌هــای تولیــدی آنهــا بــر فیلــم تشــکیل شــده در 
ــه  ــداری امولســیون‌های شــکل گرفت ــاس و پای ســطح تم
اندازه‌گیــری شــدند. همانگونــه کــه در شــکل 6 نشــان داده 
شــده فیلــم تشــکیلی توســط باکتــری B.licheniformis در 

محیــط کشــت روغنــی در ســطح تمــاس آبی-آلــی از دو 
محیــط کشــت دیگــر ویسکوالاســتیک‌تر اســت. مشــاهده 
مقادیــر ''E بــر حســب فرکانــس بــرای محیــط کشــت‌های 
 E'' ،ــس ــش فرکان ــا افزای ــد ب ــری نشــان می‌ده ــن باکت ای
ــدول  ــد م ــان می‌ده ــوع نش ــن موض ــد. ای ــش می‌یاب افزای
اتــاف در اثــر مقاومــت مولکول‌هــای ســطحی بــه تغییــر 
ــس، برخــورد و  ــش فرکان ــا افزای ــع ب شــکل اســت. در واق
ــد  ــش می‌یاب ــن ســطحی افزای ــای بی اصطــکاک مولکول‌ه
و در نتیجــه منجــر بــه اتــاف بیشــتر انــرژی صــرف شــده 

بــرای تغییــر شــکل ســطح تمــاس خواهــد شــد.

مطابــق شــکل 7، نتایــج نشــان می‌دهــد کــه بــرای 
باکتــری P.putida ویسکوالاستیســیته فیلــم تشــکیل شــده 
ــتر  ــر بیش ــط دیگ ــی از دو محی ــزی کم ــط گلوک در محی
اســت. مقایســه فیلم‌هــای تشــکیل شــده توســط باکتــری 
بــودن  ویسکوالاســتیک‌تر   ،B.licheniformis و   P.putida

فیلم‌هــای باکتــری P.putida را نشــان می‌دهــد. ایــن 
موضــوع می‌توانــد تأییــدی بــر آبگریــزی بیشــتر باکتــری 
 P.putida باشــد. در محیــط کشــت‌های باکتــری P.putida

مــدول اتــاف تقریبــاً مقــدار ثابتــی بــا افزایــش فرکانــس 
ــدول  ــد م ــان می‌ده ــوع نش ــن موض ــد. ای ــان می‌ده نش
ــی از  ــکاک ناش ــرات اصط ــی از اث ــل ترکیب ــاف حاص ات

ــوده اســت. ــاز ت ــا ف ویســکوزیته و تبــادل نفــوذی ب
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شکل 7 مدول بین سطحی ذخیره ′E )با نمادهای توپر( و اتلاف ″E )با نمادهای توخالی( محیط کشت‌های باکتری P.putida طی رشد در 
سه منبع کربن گلوکز )○(، گلوکز به همراه روغن )Δ( و روغن )♦(.

اندازه‌گیری زاویه تماس 

در  آب  قطــره  تمــاس  زاویــه  اندازه‌گیــری  نتایــج 
ــا  ــل از همجــواری ب سیســتم ســه‌فازی آب/گاز/ســنگ قب
ــا آنهــا در  ــی و پــس از همجــواری ب محلول‌هــای باکتریای
شــکل 8 نشــان داده شــده اســت. مقایســه نتایــج نشــان 
می‌دهــد تغییــر ترشــوندگی بــه ســمت آب تــری بیشــتر 
در محیــط باکتــری رشــد یافتــه در محیــط گلوکــز اتفــاق 
افتــاده اســت. یــک دلیــل ایــن موضــوع می‌توانــد مربــوط 
بــه رشــد بیشــتر باکتــری در محیــط گلوکــز در مقایســه با 
منبــع کربــن روغــن و امــکان تشــکیل و اتصــال باکتــری 
بیشــتری روی ســطح ســنگ باشــد. از طــرف دیگــر محیط 

کشــت روغــن پــس از طــی زمــان اســتراحت بــه منظــور 
ــت روی  ــن اس ــازک، ممک ــه ن ــطح ورق ــا س ــواری ب همج
ســطح ســنگ جــذب و بــه آن بچســبد و بــر ایــن اســاس 
ــد.  ــز را کاهــش ده پتانســیل آبدوســت شــدن ســطح نی
 B.licheniformis همچنیــن نتایــج نشــان داد کــه باکتــری
نســبت بــه باکتــری P.putida طــی رشــد در محیــط 
ــوندگی  ــر ترش ــرای تغیی ــتری ب ــیل بیش ــی پتانس روغن
ــه ســمت آب‌دوســتی دارد. در محیــط گلوکــزی  ســطح ب
نیــز قابلیــت باکتــری B.licheniformis بیشــتر اســت 
ــل ملاحظــه نیســت. ــاد قاب ــاوت زی ــن تف هرچنــد کــه ای

B.licheniformisP.putida

 P.putida شکل 8 زاویه تماس اندازه‌گیری شده قطره آب روی سطح ورق نازک پس از همجواری در محلول‌های محیط کشت دو باکتری
و B.licheniformis با سه منبع کربن گلوکز، گلوکز-روغن و روغن. زاویه تماس قطره آب پیش از قرار دادن در محلول‌های محیط کشت 

°109 است.
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نتیجه‌گیری

ــن  ــر مهمتری ــه تأثیــر محیــط کشــت ب ــن تحقیــق ب در ای
مکانیســم‌های شــناخته شــده در فرآیندهــای ازدیــاد 
کشــش  کاهــش  یعنــی  نفــت  میکروبــی  برداشــت 
بین‌ســطحی و تغییــر ترشــوندگی پرداختــه شــد. در 
کاهــش کشــش بین‌ســطحی عــاوه بــر مــواد فعــال 
ســطحی، آبگریــزی و رشــد باکتری نیــز نقش مؤثــری دارد. 
مقایســه بیــن درصدهــای کاهــش کشــش ســطحی ناشــی 
 P.putida و   B.licheniformis باکتــری  دو  از ســوپرناتانت 
پتانســیل بیشــتر باکتــری P.putida را در تولیــد مــواد فعال 
ســطحی نشــان داد. مقادیــر کمتــر کشــش بین‌ســطحی در 
ــه  ــری B.licheniformis نســبت ب ــای کشــت باکت محیط‌ه
ــوان  ــر، می‌ت ــزی کمت ــود آبگری ــا وج ــی ب P.putida را حت

بــه رشــد بهتــر باکتــری B.licheniformis طــی زمــان 
انکوباســیون hr 48 مربــوط دانســت. نتایج بررســی رئولوژی 
در تشــکیل فیلــم پایــدار در ســطح مشــترک فــاز آبی-آلی، 
نقــش مثبــت ســلول باکتــری و همچنیــن نقــش بازدارنــده 
مــواد فعــال ســطحی را در افزایــش نقــاط شــبکه‌ای نشــان 
فیلمهــای  ویسکوالاستیســیته  اندازه‌گیــری  نتایــج  داد. 
تشــکیل شــده توســط باکتــری B.licheniformis نشــان داد 
بــا وجــود رشــد بیشــتر باکتــری و همچنیــن تولیــد مــواد 
ــه  ــبت ب ــزی نس ــط گلوک ــتر در محی ــطحی بیش ــال س فع
ــزی  ــط گلوک ــی، ویسکوالاستیســیته در محی ــط روغن محی
ــرف  ــک ط ــوان از ی ــوع را می‌ت ــن موض ــت. ای ــر اس کمت
ــزی بیشــتر باکتــری در محیــط کشــت روغنــی  ــه آبگری ب
و بنابرایــن تمایــل بیشــترش بــه تشــکیل فیلــم در ســطح 
تمــاس آبگریــز آبی-آلــی مربــوط دانســت و از طرفــی نقش 
ــن  ــی پایی ــا وزن مولکول ــال ســطحی ب ــواد فع ــده م بازدارن
ــه حســاب  ــرای ویسکوالاستیســیته کمتــر ب ــی ب نیــز عامل
ــر مــواد فعــال ســطحی  ــری بالات ــع تحرک‌پذی آورد. در واق
ــده  ــاس ش ــطح تم ــا روی س ــریع‌تر آنه ــذب س ــب ج موج

ــش از  ــال ســطحی بی ــواد فع و درصــد اشــباع ســطح از م
ســلول‌های باکتریایــی می‌شــود. از ســوی دیگــر بــر 
باکتــری  روی  شــده  انجــام  اندازه‌گیری‌هــای  مبنــای 
P.putida، نشــان داده شــد در رئولــوژی انبســاط و تراکمــی 

ــه محــرک کشــش بین‌ســطحی مهــم اســت  ــه تنهــا لای ن
ــن  ــت اســت. ای ــز اهمی ــده حائ ــه جــذب ش ــه کل لای بلک
ــزی بیشــتر  ــود آبگری ــا وج ــد ب ــا نشــان دادن اندازه‌گیری‌ه
ــل  ــن تمای ــی و بنابرای ــط روغن ــری P.putida در محی باکت
ــی  ــاس آبی-آل ــطح تم ــم در س ــکیل فیل ــه تش ــتر ب بیش
ــال  ــواد فع ــتر م ــد بیش ــا، تولی ــت ام ــط کش ــن محی در ای
ــا  ــی آنه ــش بازدارندگ ــی و نق ــط روغن ــطحی در محی س
ــزی  ــط گلوک ــری در محی ــر باکت ــد بهت ــن رش و همچنی
ــکیلی در  ــم تش ــیته فیل ــود ویسکوالاستیس ــب می‌ش موج
محیــط گلوکــزی کمــی از دو محیــط دیگــر بیشــتر شــود. 
ــا  نتایــج آزمایش‌هــا نشــان داد باکتــری B.licheniformis ب
ــد  ــکیل می‌ده ــت تش ــی آب‌دوس ــر، فیلم ــزی کمت آبگری
کــه قابلیــت تجمــع در ســطح تمــاس ســنگ کربناتــه-آب 
ــی  ــز فیلم ــری P.putida نی ــر باکت ــرف دیگ را دارد و از ط
آب‌گریــز تشــکیل می‌دهــد کــه پتانســیل تجمــع در ســطح 

ــن را دارد.  ــاس آب-روغ تم

علائم و نشانه‌ها
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CONCLUSIONS
In this research, the effect of culture medium on 

most important mechanisms in MEOR processes 

namely IFT reduction and wettability alteration 

was studied. The results of rheological studies on 

the formation of a stable film at water-oil interface 

showed the positive role of bacterial cells and 

the inhibitory role of surfactants in increasing 

network points. The results of the experiments 

showed that B.licheniformis bacteria with a less 

hydrophobicity forms a hydrophilic film that has 

the ability to accumulate at water-carbonate 

rock interface. On the other hand, the P.putida 

bacterium forms a hydrophobic film that has an 

accumulation potential at the water-oil interface.
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