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سال هاي اخير شواهدي بر كارآيي ميكروارگانيسم ها و 

محصولات متابوليك آنها در افزايش ميزان نفت قابل استحصال 

(MEOR) ناميده  كه اصطلاحاً ازدياد برداشت ميكروبي 

مي شود، گزارش گرديده است. در اين تحقيق  نمونه نفت 

يكي از مخازن نفتى گچساران به منظور جداسازى و شناسايى 

باكترى هاى آنها، با استفاده از محيط هاى كشت عمومى و 

اختصاصى و در نظر گرفتن توانايى توليد بيوسورفكتانت، 

مورد ارزيابى قرار گرفتند. به منظور تعيين بهترين شرايط 

رشد سلولى دو سويه منتخب، منابع كربنى مختلف (از جمله 

آب پنير، سويا، نشاسته، ملاس و آب نخود) به محيط كشت 

رشد اضافه شد و منحنى رشد باكترى ها طى مدت ۷ روز 

براى هر كدام از باكترى هاي منتخب رسم گرديد. بهترين 

رشد باكترى ها ناشي از مصرف منبع كربنى آب پنير و بعد 

به ترتيب نشاسته و سويا بود. شناسايى باكترى ها با دو روش 

مولكولى و بيوشيميايى انجام شد. در مجموع با توجه به نتايج 

بيوشيميايى و تست هاى 16srRNA، اين باكترى ها در جنس 
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باسيلوس طبقه بندى گرديدند. در ضمن باكترى اول تحت 

Bacillus Licheniformis با كد شناسايى ۱۴۵۵۵۵۰  عنوان 

Bacillus Subtillis، با كد  و باكترى دوم تحت عنوان 

شناسايى ۱۴۵۵۵۵۷ در بانك ژن آمريكا NCBI ثبت گرديد.

تاريخ دريافت مقاله: ۹۰/۵/۱      ؛       تاريخ پذيرش مقاله ۹۰/۱۰/۷

مقدمه
نقش انرژي در تعيين ثبات اجتماعي و قدرت اقتصادي يك 

ملت بسيار حائز اهميت است. به گزارش آژانس بين المللي 

انرژى، نفت خام همچنان از مهم ترين منابع انرژي براي ۳۰ 

سال آينده محسوب مي شود وتقاضاي انرژي كل دنيا طي 

۲۵ سال آينده ۵۰٪ رشد خواهد داشت. لذا نفت خام، نقش 

مهمي در اقتصاد دنيا بازي مي كند [۱ و ۲]. بيوتكنولوژي 

صنعتي با توجه به پيشرفت هاي حاصله در سيستم هاي 
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شماره ۶۹ ۳۴

1. Gas flooding 
2. Water flooding
3. Claude Zobell
4. Microbial Enhanced Oil Recovery (MEOR)
5. Bioaugmentation

پيچيده بيولوژيكي و نياز روزافزون به محصولات حاصل 

از فرايند هاي تخميري در اقتصاد، بسيار قابل توجه مي باشد 

[۳]. يك مخزن نفتي تا زمانى كه فشار و انرژى كافى 

داشته باشد، مى تواند نفت توليد كند اما پس از آن كه 

انرژى طبيعى خود را براى توليد از دست داد، مي توان 

با اعمال انرژى خارجي، نفت  هرچه بيشتري را از مخزن 

استخراج نمود.ابتدا فشار با تزريق گاز و يا آب به لايه 

آبده مخزن تأمين مى شود. سپس سيلاب زنى گازى۱ يا 

سيلاب زنى آبى۲ براى جابجايى نفت اجرا مى شوند. پس 

از آن كه اين روش ها نيز كارآيى خود را از دست دادند، 

روش هاى ازدياد برداشت استفاده مى شوند. روش هاى اوليه 

و ثانويه توليد تقريباً تنها مى توانند يك سوم نفت مخزن را 

توليد كنند و بيشتر از دوسوم نفت در مخزن باقى مى ماند. 

روش هاى مختلف ازدياد برداشت به روش هاى حرارتى، 

شيميايى، امتزاجى و ساير روش ها از جمله ميكروبى 

MEOR تقسيم بندى مي شود [۴]. از حدود شصت سال 

پيش به ميكرواورگانيسم ها براى بهبود شرايط توليد نفت 

توجه شده است.در دهه ۱۹۴۰ نخستين بار زوبل۳ نشان 

داد كه باكترى هاى بى هوازى احيا كننده سولفات مى توانند 

سبب آزاد شدن قير نفت از شن هاى نفتى شوند. اولين حق 

اختراع مربوط به نقش باكترى ها در آزاد كردن نفت مخزن، 

در سال ۱۹۴۴ ثبت شده است.

     بايد توجه كرد كه افزايش بازده توليد با روش ميكروبي 

براى تمام مخازن امكان پذير نيست [۵]. شورى بالا (بيش 

از ۱۲٪)، دماى بالا (بيش از C° ۵۰) و نفوذپذيرى بسيار 

اندك شرايطى هستند كه كاربرد ازدياد برداشت ميكروبي۴ 

را دشوار مى كنند. دو مشكل اول را شايد بتوان در آينده با 

يافتن سويه هاى هالوفيل و ترموفيل و يا روش هاى مهندسى 

ژنتيك حل كرد ولي به نظر مى رسد كه حل مشكل سوم 

به يك استراتژى چند مرحله اى و يا تلفيقى از شيوه هاى 

شيميايى و بيوكاتاليتيك نياز دارد [۶].

    بديهي است كه انتخاب ميكرواورگانيسم، نحوه تغذيه 

آن، دوره افزودن مواد غذايى و اكسيژن و...، به عمق چاه، 

نوع نفت، مقدار آب و ساختار زمين شناختى مخزن بستگى 

دارد. در برخي موارد تجربه اجراي ازدياد برداشت ميكروبي 

نشان داده است كه عوامل اضافه شده به مخزن در اين روش 

در فرآيند پالايش مشكلى پيش نمى آورند. حتى در بسيارى 

از ميدان هاى نفتى تداوم فعاليت فلور ميكروبى سبب كاهش 

آب باقى مانده به همراه نفت شده و مقدار سولفيد هيدروژن 

و فرآيندهاى خوردگى را نيز كاهش مي دهد. تيمار چاه 

گاه به صورت فرستادن ميكروارگانيسم هاى ويژه به درون 

مخزن۵ است؛ گاهى براى تقويت ميكرواورگانيسم ها و 

تسريع حصول نتيجه، مواد مغذى (نمك هاى معدنى مثل 

نمك هاى فسفر و نيتروژن و يا تركيبات آلى مانند ملاس) 

نيز به چاه تزريق مى شوند. گاهى هدف پروژه فعال كردن 

ميكروفلور طبيعى منطقه به كمك تزريق مواد مغذى است 

و باكترى اضافى تزريق نمى شود [۷].

   روش ازدياد برداشت ميكروبى نفت يك روش كم هزينه 

و سازگار با محيط زيست است كه به آسانى در ميدان 

انجام مى گيرد و به تصحيح تجهيزات تزريق آب موجود 

نيازى ندارد. همچنين كارخانه هاى توليد سلول ميكروبى 

به انرژى ورودى كمى نياز دارند تا عوامل ازدياد برداشت 

ميكروبي را توليد كنند. به علاوه كاربرد فرآيندهاى 

ميكروبى مستقيماً به قيمت جهانى نفت خام بستگى ندارد. 

با توجه به تجربه هاى ميدانى انجام شده، فرآيند ازدياد 

برداشت ميكروبى يك روش موثر در مخازن كربناته و 

ماسه سنگى مى باشد [۸]. تمامى اين موارد روش ازدياد 

برداشت ميكروبى را به يك روش اقتصادى مؤثر و كارا 

براى استفاده در مخزن تبديل مى كند. اين تحقيق با هدف 

شناخت بهتر پتانسيل ميكروبى مخازن نفتى گچساران 

و براى دست يابى و شناسايى بيوشيميايى و مولكولى 

باكترى هاى مفيد موثر بر ازدياد برداشت و مطالعه دقيق 

شرايط بهينه رشد و تكثير آنها انجام گرفت.

مواد و روش ها
نمونه برداري و انجام برنامه غربال: ابتدا نمونه نفت خام 

از يكي از مخازن نفتي گچساران در ظرف هاى استريل 

تهيه گرديد. پس از انتقال نمونه به آزمايشگاه، با استفاده
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1. Nutriant Broth
2. Mineral Salt Solution

از روش هاى ميكروبيولوژى اقدام به جداسازى و كشت 

اوليه سويه هاى باكتريايى گرديد. بدين منظور cc ۱۰ از 

نمونه نفت خام را وارد محيط كشت مغذي نوترينت 

براث۱ (NB) كرده و سپس براى مدت هفت روز در دماى 

C° ۳۷/۵ و دور rpm ۱۸۰ گرماگذارى شد. البته به دليل 

جلوگيري از حذف ناخواسته برخي از باكترى ها، اين 

فرآيند در دماى C° ۴۶ نيز تكرار گرديد. چون حلاليت 

نفت در محيط كشت بسيار پايين بوده و همچنين بسته 

بودن فاز نفتى، از  سورفاكتانت شيميايى Tween80 استفاده 

شد، تا با كاهش كشش سطحى بين نفت و محيط كشت، 

باكترى هاى موجود در نفت، راحت تر بتوانند وارد محيط 

كشت شده و از آن استفاده كنند. پس از گذشت هفت روز 

با كدر شدن محيط، رشد باكترى كاملاً مشاهده شد.

    محيط كشت اصلاح شده MSSO۲ در پي حذف منبع 

ساكارز آن و اضافه كردن منابع كربنى مورد نظر، مورد 

استفاده قرار گرفت. از جنبه ديگر، هدف اصلى استفاده 

از اين محيط كشت در واقع رشد باكترى هاى مولد 

بيوسورفكتانت مى باشد. در كشت مخلوط همزمان با رشد 

باكترى هاى مولد بيوسورفاكتانت، ساير باكترى هاى موجود 

در محيط كه داراى اين توانايى نيستند نيز در حال رشد 

مى باشند. بنابراين انتخاب محيط كشت بر توانايى ما در 

جداسازى و رشد باكترى هاى مولد بيوسورفكتانت موثر 

مي باشد. بنابراين با اجراي برنامه غني سازي در محيط 

معدني سعى در حذف باكترى هاى ديگر داشتيم. تركيب 

محيط كشت اصلاح شده MSSO در جدول ۱ ارائه شده است.

MSSO جدول ۱- تركيب محيط كشت اصلاح شده

غلظت (g/lit )  جزء
KH2PO4۲/۷
K۲HPO۴۱۳/۹

NaCl۵۰
NaNO۳۱/۰۰

Yeast Extract۰ / ۵

پس از تهيه اين محلول آن را اتوكلاو نموده و پس از 

 (NH4)2SO4 ۱۰ محلول ۱۰٪ جرمي cc سرد شدن مقدار

و محلول ۲/۵ درصد جرمي MgSO4 و محلول عناصر كم 

مقدار ويلسون (جدول شماره ۲)، با استفاده از فيلتر ۰/۲ 

ميكرومتر به آن افزوده شد.

استفاده از كيت گرم و ميكروسكوپ براى تشخيص خلوص

جدول ۲- تركيب محيط عناصر كم مقدار ويلسون
جزء غلظت 

(g/lit)
جزء غلظت 

(g/lit)

EDTA ۰/۵ CuSO4.5H2O ۰/۰۱

MnSO4 H2O ۳ AlK(SO4) 2 ۰/۰۱

NaCl ۱ Na2MoO4.2H2O ۰/۰۱

CaCl 2.2H 2O ۰/۱ boric acid ۰/۰۱

ZnSO 4.7H 2O ۰/۱ Na2SeO4 ۰/۰۰۵

FeSO 4.7H 2O ۰/۱ NiCl2.6H2O ۰/۰۰۳

پس از اجراي مرحله غني سازي و رسيدن به تك كلنى 

خالص، باكترى توسط كيت گرم رنگ آميزي شده و 

ميكروسكوپ مشاهده گرديد تا علاوه بر پى بردن به 

خالص بودن گونه باكترى، نوع گرم مثبت و يا گرم منفى 

بودن نيز مشخص گردد. چنانچه نمونه اي در مشاهدات 

ميكروسكوپى خالص نبود، بار ديگر در محيط كشت جامد 

كشت خطي داده شد تا به خلوص كامل برسد. نمونه اي از 

مشاهدات ميكروسكوپي را مي توانيد در شكل ۱ و ۲ مشاهده 

نماييد.

    سينتيك توليد بيوسورفكتانت و فعاليت بيوسورفكتانت 

با استفاده از روش جابجايى روغن تعيين و بررسي ميزان 

رشد باكترى بر حسب زمان، انجام شد [۹]. جهت تهيه 

پيش كشت، ابتدا يك كلنى باكتريايى به ml ۵ محيط كشت 

مغذي نوترينت براث (NB) تلقيح و در دماى C° ۳۷/۵ و 

دور rpm ۱۸۰ گرماگذارى گرديد. سپس نمونه اي از اين 

كشت تازه به محيط كشت اصلاح شده MMSO تلقيح 

و تحت شرايط فوق گرمخانه گذاري شد. نمونه بردارى 

در بازه هاى زمانى مشخص، انجام گرفت و پارامترهاى 

سينتيكى نمونه، اعم از ميزان رشد باكترى، قطر منطقه 

شفاف در روش جابجايى روغن، توليد بيوسورفكتانت 

تعيين شد. همان طور كه در شكل ۳ ملاحظه مى شود يكى 

از خصوصيات و نشانه هاى توليد بيوسورفكتانت به وجود 

آمدن كف روى سطح محيط كشت است.
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شكل ۵- اضافه كردن پنج منبع كربنى به باكترى هاى منتخب

شكل۲- تست گرِم و مشاهده جدايه ۷ زير ميكروسكوپ

شكل۱- تست گرِم و مشاهده جدايه ۵ زير ميكروسكوپ

1. Oil Displacement

شكل ۳- توانايى توليد كف توسط برخى از باكترى هاى توليد 
كننده بيوسورفكتانت

شكل ۴- تست جابجايى روغن بعد از اضافه كردن بيوسورفكتانت

براى اندازه گيرى ميزان فعاليت بيوسورفكتانت از روش 

اندازه گيرى ميزان جابجايى روغن۱ استفاده شد. اين تست 

طبق روش موريكاوا و همكاران [۹] همراه با تغييرات 

جزيى انجام گرفت. براي اين منظور ابتدا mL ۲۰ آب مقطر 

 براى بررسى اثر منبع كربن از منابع مختلف كربن از جمله 

پنج منبع كربنى نشاسته، ملاس، سويا، آب پنير، آب نخود 

استفاده شد [۱۰]، منابع كربنى به صورت كاملاً اتوكلاو به 

محيط كشت اصلاح شده MSSO اضافه شد (شكل ۵). 

درون پليت cm ۱۰ ريخته و به آرامى mL ۱۰ نفت خام 

به آن اضافه گرديد و اجازه داده شد به تعادل برسد. سپس 

حجم مناسبي از نمونه به آرامى روى آن قرار داده شد. در 

صورت وجود بيوسورفكتانت در نمونه  تحت بررسي، نفت 

روى سطح پليت جابه جا شده و به حاشيه رانده مى شد؛ 

سپس قطر اين منطقه اندازه گيرى و مساحت منطقه شفاف 

محاسبه گرديد (شكل ۴).

در مورد سويا، سوياي خشك را در داخل بشر قرار داده و 

به آن آب معمولى اضافه مي كنيم. روى بشر را با يك پارا 

فيلم بسته و آن را در يك مكان گرم قرار مي دهيم، پس 

از گذشت ۵ تا ۷ روز مايع تغيير رنگ مشهودى مي دهد، 

مايع را به بشرى ديگر منتقل كرده و عمل اتوكلاو انجام 

مي شود؛براى آب نخود هم كاملاً مثل سويا عمل مي شود. 
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جدول ۳- نتايج تست هاى بيوشيميايى جدايه ۵

جدايه ۵
واكنش گرم +

اكسيداز -
كاتالاز +
تشكيل لوان +

هيدروليز آسكولين +
ليستيناز -

O/F بى هوازى اختيارى
هيدروليز نشاسته +
آرجينين دهيدرولاز +

هيدروليز تويين ۸۰ -
استفاده از سيترات -

احياى نيترات +
توليد اوره آز +
تحرك غير متحرك

توليد يا عدم توليد اسپور توليد اسپور

جدول۴- نتايج تست هاى بيوشيميايى جدايه ۷
جدايه ۷

واكنش گرم +

اكسيداز -
كاتالاز +

تشكيل لوان -

هيدروليز آسكولين +

ليستيناز +

O/F بى هوازى اختيارى

هيدروليز نشاسته +

آرجينين دهيدرولاز +

هيدروليز تويين ۸۰ +

استفاده از سيترات +

احياى نيترات +

توليد اوره آز +

تحرك متحرك
توليد يا عدم توليد اسپور توليد اسپور

جدول ۵- نتايج تست هاى حساسيت جدايه ۵ به آنتى بيوتيك ها

  حساسيت جدايه ۵ به آنتى بيوتيك ها

آنتى بيوتيك ها جدايه۵

حساس آموكسى سيلين

آميكاسين حساس

جنتامايسين حساس

كانامايسين حساس

كلرامفيكول حساس
حساس ونكومايسين

نيتروفورانتوئين حساس

1. National Center for Biotechnology Information

اما در مورد منبع كربنى آب پنير از روش سنتى (تهيه آب 

پنير خانگى بدون اضافه كردن نمك) عمل گرديد. براى 

تعيين ميزان تحمل نمك، محيط كشت مغذي آگار حاوى 

غلظت هاى ۴، ۷، ۱۰ و ۱۵٪ نمك طعام تهيه و پس از اتو 

كلاو در پترى ها پخش شد. بعد از منجمد شدن محيط، 

ايزوله ها به آن تلقيح و بعد از ۱-۲ روز نگهدارى در 

انكوباتور با دماي C° ۲۸-۲۵، رشد آنها مورد بررسى قرار 

گرفت [۹]. جهت به دست آوردن بهترين pH براى توليد 

بيوسورفكتانت و ازريابى ميزان تحمل pH هاى مختلف، 

 MSSO استاندارد محيط كشت اصلاح شده pH علاوه بر

كه ۷/۲ بود، رشد جدايه ها درpH هاى ۴ و ۹ نيز بررسى 

شد [۱۱].

    آزمايش لازم براى بررسى تحمل دماهاى مختلف 

انجام گرفت. بدين صورت كه جدايه ها را در محيط كشت 

اصلاح شده MSSO كشت داده و در دماهاى ۲۵، ۳۷، ۴۵، 

۵۵، ۶۰ و C° ۷۰ به مدت ۳ روز گرماگذارى شد [۱۲].

     تعيين هويت و شناسايى باكترى هاى مورد نظر با استفاده 

از روش هاى بيوشيميايى و ژنتيكى انجام شد.۳۱ تست 

بيوشيميايى با استفاده از محيط هاى كشت و تست هاى 

گوناگون در بخش باكتريولوژى دانشكده كشاورزى 

دانشگاه شيراز انجام گرفت.

    شناسايى مولكولى باكترى ها در بخش ميكروب شناسى 

پژوهشكده بيوتكنولوژى شيراز انجام شد. از آنجا كه 

خصوصيات ژن 16SrRNA، روش مناسبى جهت مطالعه 

روابط موجود در ميان گونه هاى مختلف ميكروارگانيسم ها 

مى باشد، جهت تعيين هويت ملكولى سوية منتخب توليد 

 16S rRNA gene Sequencing كنندة بيوسورفكتانت، از روش

 PCR استفاده گرديد [۱۳ و ۱۴] سپس اين ژن با استفاده از

تكثير شد و پس از آن محصول PCR، تعيين توالى گرديد. 

تشابه توالى 16SrRNA باكترى مورد نظر با ساير توالى 

هاى موجود در بانك اطلاعاتى كه در NCBI۱ قرار دارد، به 

كمك نرم افزار BLAST مورد بررسى قرار گرفت.

نتايج 
نتايج تست هاى بيو شيميايى انجام شده، در جداول ۳ تا ۶ 

ارائه شده است.
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جدول ۶- نتايج تست هاى حساسيت جدايه ۷ به آنتى بيوتيك ها

  حساسيت جدايه ۷ به آنتى بيوتيك ها

آنتى بيوتيك ها جدايه۷

غير حساس آموكسى سيلين
آميكاسين حساس
جنتامايسين حساس
كانامايسين حساس
كلرامفيكول حساس
حساس ونكومايسين

نيتروفورانتوئين حساس

جدول ۷- مقايسه روش هاى توليد بيوسورفكتانت توسط منتخب
قطر منطقه شفاف در روش 

(mm جابجايى روغن(
جدايه

۸ Bacillus Licheniformis

۵/۵ Bacillus Subtillis

نتايج تست هاى مولكولى 
با به دست آوردن نتايج توالى ژن، با استفاده از داده هاي 

موجود در بانك ژني NCBI عمليات BLAST انجام 

گرديده و با توجه به شباهت بالاى ۹۰ درصد اين توالى ها با 

 Bacillus Subtillis ٬Bacillus 16 باكترى هاىsrRNA توالى

٬Licheniformis جدايه هاي ۵ و ۷ به ترتيب در اين ۲ گونه 

طبقه بندى شدند [۱۰]

   يك نمونه از contig توالى هاى Forward و Reverse كه 

با استفاده از نرم افزار Vector NTI ايجاد شده و مربوط به 

باكترى Bacillus Subtillis مى باشد در زير مشاهده مى شود.

CAGCGATTCCAGCTTCATGTAGGCGAGTTG-

CAGCCTACAATCCGAACTGAGAACGGTTT-

TATGAGATTAGCTCCACCTCGCGGTCTTG-

CAGCTCTTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGT-

GTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTG

ACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC

GGCAGTCACCTTAGAGTGCCCAACTTAATGAT

GGCAACTAAGATCAAGGGTTGCGCTCGTTGC

GGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGC

TGACGACAACCATGCACCACCTGTCACTCTG

CTCCCGAAGGAGAAGCCCTATCTCTAGGGTTT

TCAGAGGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTT

CGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCAC

CGTAAACTTSWGSGTGRCCAAMMMRTCAAA

ATWMMTGTTGAGTWWMRGMSTKGMKSCCS

TMCTCCTSCAGGSKSARWRMWKRATGTMKTT

AAAYTTCRGTCAGYTAATAAKRKYGKAATAG

CACCTGYTAAAACASKTARCRMTCAWMGTW

KAMGGAAMGCTGKAMTWCCGAGTGKTCAA

WCWAATAMMKGTGYWGCTCAAACGMYAMR

YTTTCGCGYCKCAKWKTCAGTWWCRKACCA

GAAARTCRCMTTMGYCAMYGGKGTTCCTCM

ATATCTSTRSRCMTTTSACCGMWACWCRTGGA

ATTCCAMTTTCCTCTTCYGCAYTCAAGTCTCC

CAGTTTCCAATGACCCTCCACGGTTGAGCCGT

GGGCTTTCACATCAGACTTAAGAAACCACCT

GCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAA

CGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGGCTGCT

GGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGG

TACCGTCAAGGTGCCAGCTTATTCAACTAGCA

CTTGTTCTTCCCTAACAACAGAGTTTTACGAC

CCGGAAAGCCTTCATCACTCACGCGGGCGTT

GCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAAGA

TTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGG

GCCGGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCCCGAW

YCMMCCATGTCTCAGGTCGG

نتايج روش جابجايى روغن جهت بررسى توليد بيوسورفكتانت 
در جدول ۷ نتايج اجراي روش جابجايي روغن كه براى بررسى 

توليد بيوسورفكتانت مورد استفاده قرار گرفت قابل مشاهده است.

رشد سلولى باكترى ها با منابع كربنى مختلف براى 
توليد بيوسورفكتانت 

از بين منابع كربنى نشاسته، ملاس، سويا، آب پنير، آب نخود، 

روغن زيتون و روغن كنجد كه مورد بررسى قرار گرفت، 

سه منبع نشاسته، آب پنير و سويا براى توليد بيوسورفكتانت 

مناسب بودند و در نهايت بيشترين توليد بيوسورفكتانت زمانى 

حاصل شد كه از نشاسته  به عنوان منبع كربن استفاده گرديد 

(شكل هاي ۶و۷). البته در طول آزمايش از گلوكز به عنوان منبع 

كربن استاندارد و ثابت، استفاده شده است. 
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شكل ۶- تغييرات OD باكترى Bacillus Subtillis با زمان براي منابع كربنى مختلف 

شكل ۷- تغييرات OD باكترى Bacillus Licheniformis با زمان براي منابع كربنى مختلف 

آب نخود     ۱
نشاسته      ۲

ملاس       ۳

آب پنير      ۶
سويا        ۷

Day

۷۶۵

۰/۵

۴۲ ۳۱

۲/۵

۱

۱/۵

۲

۰

Day

۷۶۵۴۲ ۳۱

۰/۵

۲/۵

۱

۱/۵

۲

۰

۱

۲

۳ ۴

۵

۶

۷
روغن كنجد ۵

روغن زيتون ۴ 

آب نخود       ۱
نشاسته         ۲

ملاس          ۳

آب پنير        ۶
سويا          ۷

روغن كنجد   ۵
روغن زيتون   ۴  

۱

۲

۳

۴

۵

۶

۷

نتيجه گيرى 
با توجه به آزمايشات انجام شده مى توان نتيجه گرفت 

كه روش جابجايى روغن به عنوان يك روش آسان، 

مورد اعتماد و بدون نياز به دستگاه هاى ويژه قابل انجام 

است، يكي از مزاياي اين روش اين است كه به حجم 

بسيار اندكى از نمونه را براى آناليز نياز دارد. نكته حائز 

اهميت اين است كه پس از نقطة بحرانى تشكيل ميسل، 

اندازه گيرى كشش سطحى قادر به نشان دادن افزايش 

بيوسورفكتانت نيست و تنها با روش جابجايى روغن 

مى توان كار را دنبال كرد. بنابراين، محدودة كاربرد روش 

جابجايى روغن گسترده تر از كشش سطحى است؛ لذا 

روش جابجايى روغن به عنوان بهترين تست براى 

غربالگرى اوليه سويه هاى مولد بيوسورفكتانت مخصوصاً 

زمانى كه تعداد نمونه ها زياد است پيشنهاد مى شود. به 

منظور افزايش دقت در انجام آزمايشات و انتخاب سويه 

مناسب، علاوه بر روش جابجايى روغن، از روش اندازه 

گيرى كشش سطحى نيز به طور همزمان با صرف زمان و 

انرژى بيشتر مى توان استفاده كرد. 

توليد بهينه بيوسورفكتانت وابسته به ميزان دما، و تحمل 

شورى مى باشد. دماى بهينه هرگونه باكترى در محدوده 

مناسبى از دما است كه در آن، ميكرواورگانيسم ها با بالاترين 

كيفيت فعاليت مى كنند كه اين امر نشان دهنده وابستگى 
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فرآيند توليد بيوسورفكتانت به دما نيز مي باشد. افزايش 

دما باعث افزايش سرعت واكنش هاى شيميايى و توليد 

متابوليسم ميكروبى مى شود. داده هاي يه دست آمده نشان 

 Bacillus Licheniformis و Bacillus Subtillis مي دهد كه

در محدوده دمايى ۲۸ تا C° ۵۵ رشد بسيار سريع و خوبى 

داشتند و در محدودة pH ۵تا۹ فعاليت خوبى از خود نشان 

دادند. يكى از خصوصيات مهم بيشتر ميكروارگانيسم ها 

وابستگى بسيار زياد به pH براى رشد سلول و متابوليت هاى 

ثانويه است. 

    محيط كشت به ميزان قابل ملاحظه اى بر رشد و فعاليت 

باسيلوس ها تأثير مى گذارد. تركيبى از نمك هاى معدنى 

مختلف مانند منبع كربن، نيتروژن و نمك ها براى رشد 

بهينه و حداكثرى بيوسورفكتانت مورد نياز است. در اين 

مطالعه به اين نتيجه رسيديم كه شورى يا غلظت نمك، 

يكى از پارامترهاى مهم براى توليد بيوسورفكتانت است؛ 

به گونه اي كه در غياب نمك، رشد و توليد بسيار كم است 

[۱۱]. از آنجايى كه اين باكترى ها، آبزى مى باشند، بالاترين 

فعاليت را در محيط هاى داراى نمك با غلظت ۷ تا٪۹  

 Bacillus نشان دادند و بهترين منبع كربن براى باكترى

 Bacillus Subtillis نشاسته و براى باكترى Licheniformis

آب پنير بود.

 

تشكر و قدرداني
از جناب آقاى دكتر على نيازى رئيس پژوهشكده 

بيوتكنولوژى دانشگاه شيراز تشكر و قدردانى مى نماييم.
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