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تولید امولسیون پایدار هیدروکربن سنگین در 
آب با استفاده از امولسیون کننده سویه باکتریایی 

  bacillus licheniformis

چكيده

ــتفاده  ــری اس ــیون های قی ــاد فرمولاس ــی و ایج ــات نفت ــال ترکیب ــه انتق ــم در زمین ــرفت های مه ــی از پیش ــر یک ــال های اخی در س
دارد.  آن  پایــداری  و  امولســیون  تشــکیل  در  تعیین کننــده ای  نقــش  امولســیون کننده  انتخــاب  می باشــد.  امولســیون  ها  از 
امولســیون کننده های زیســتی جایگزیــن و یــا مکمــل مناســبی بــرای امولســیون کننده های شــیمیایی بــوده و علاوه بــر زیســت 
ــی بومــی Bacillus licheniformis در  ــه، ســویه باکتریای ــن مقال ــد. در ای ــر، آلودگــی زیســت محیطــی کمتــری دارن ــری بهت تخریب پذی
محیــط کشــت بهینــه و شــرایط مناســب رشــد داده شــد و طــی فرآینــد چنــد مرحلــه ای امولســیون کننده زیســتی جداســازی گردیــد. 
ــد  ــق فرآین ــرای دقی ــیمیای Stabiram4582 و اج ــف امولســیون کننده زیســتی و امولســیون کننده ش ــری نســبت های مختل ــا به کارگی ب
ــن ســنگین و امولســیون کننده  ــا نســبت های مختلــف هیدروکرب ــور- اســتاتور، امولســیون های مختلفــی ب ــه روش روت امولسیون ســازی ب
در آب ســاخته شــدند. مطابــق مــدل طراحــی آزمایــش تاگوچــی آزمایش هــای کاهــش ویســکوزیته و پایــداری امولســیون انجــام شــد و 
توانایــی ایــن امولســیون کننده زیســتی در ایجــاد یــک امولســیون پایــدار هیدروکربــن در آب بــه اثبــات رســید و شــرایط تولیــد امولســیون 
ــتی و %10  ــیون کننده زیس ــیون کننده،90% امولس ــنگین، 1/32% امولس ــن س ــه )60% هیدروکرب ــرایط بهین ــد. در ش ــازی ش بهینه س
 hr 45 دمــا ( میــزان ویســکوزیته نمونــه هیدروکریــن ســنگین تــا 98% کاهــش یافــت و تــا °C امولســیون کننده شــیمیایی و همچنیــن
ــی  ــنگین، فرآورده های ــام س ــت خ ــال نف ــا در انتق ــیون و ی ــر امولس ــاد قی ــد در ایج ــیون می توان ــن امولس ــرد ای ــد. کارب ــدار مان 96 پای

ــد. ــل توجهــی کاهــش ده ــدار قاب ــه مق ــه را ب ــرژی در خطــوط لول ــوره، مصــرف ان ــا ســوخت ک ــازوت ی همچــون م
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مقدمه

کاهــش  و  جهــان  در  انــرژی  تقاضــای  افزایــش  بــا 
نفت هــای ســبک متــداول، نفت هــای خــام ســنگین 
ــده  ــتفاده در آین ــرای اس ــن ب ــع هیدروکرب ــوان منب به عن
مــورد توجــه هســتند ]1[. بــا توجــه بــه وضعیــت 
ــا  ــان ب ــرور زم ــه م ــان ب مخــازن نفــت خــام سراســر جه
ــام  ــت خ ــد نف ــبک، تولی ــام س ــت خ ــد نف ــش تولی کاه
افزایــش می یابــد ]2[. پیش بینــی می شــود  ســنگین 
ــیلی  ــرژی فس ــه ان ــع اولی ــنگین منب ــای س ــه نفت ه ک
ــر  ــن ام ــه ای ــد ک ــد ش ــک خواهن ــده نزدی ــان در آین جه
ــر  ــود. ذخای ــا افزایــش قیمــت نفت هــا همــراه خواهــد ب ب
نفــت ســنگین از جملــه قیــر و نفت هــای فــوق ســنگین، 
ــناخته  ــر ش ــی از ذخای ــل توجه ــش قاب ــان دهنده بخ نش
شــده کل هســتند ]3[. نفت هــای ســنگین مقــدار زیــادی 
هیدروکربن هایــی بــا وزن مولکولــی بــالا و ســطح بالایــی از 
هترواتم هــا شــامل ســولفور، نیتــروژن، اکســیژن و فلــزات 
ــا اســتفاده از ویســکوزیته  ــر ب ــد. نفــت ســنگین و قی دارن
ــوند ]1[.  ــخص می ش ــان مش ــه API پایینش ــالا و درج ب
ــش  ــاخص گران ــام و ش ــت خ ــی نف ــه چگال ــه ب ــا توج ب
ــه  ــا را ب ــوان نفت ه ــکا )API( می ت ــت آمری ــه نف موسس
ســه نــوع طبقه بنــدی نمــود: نفــت ســبک و نیمــه ســبک 
ــوق  )API<20(، نفــت ســنگین )API>20<10( و نفــت ف
ســنگین )API>10( ]4[. اگــر چــه نفــت ســنگین در 
ــان   ــل اســتحصال نفــت جه ــع قاب بیــش از نیمــی از مناب
ــنگین و  ــت س ــرای نف ــا ب ــت، تقاض ــده اس ــان داده ش نش
ــی  ــالا و پیچیدگ ــکوزیته ب ــر ویس ــنگین به خاط ــوق س ف
ترکیــب آن کــه تولیــد، انتقــال و پالایــش آن را ســخت و 
ــد  ــم اســت. کاهــش پیوســته تولی ــه می ســازد، ک پرهزین
نفــت معمولــی بــا توجــه بــه بهره بــرداری و مصــرف 
ــع  ــتفاده از مناب ــک اس ــده نزدی ــد آن، در آین ــش از ح بی
ــیمی  ــواد پتروش ــوخت و م ــد س ــنگین در تولی ــت س نف
بســیار ضــروری ســاخته اســت ]5[. چندیــن روش بــرای 
ــامل:  ــه ش ــده اســت ک ــنگین مطــرح ش ــت س ــال نف انتق
ــط  ــب خ ــش متعاق ــام و گرمای ــت خ ــش نف ــش گرمای پی
ســبک تر،  خــام  نفت هــای  بــا  رقیق ســازی  لولــه، 
ــت  ــراف نف ــلاف آب اط ــق غ ــی و تزری ــازی جزئ بهینه س

خــام ویســکوز می گــردد ]1، 3 و 4[. هــر یــک از روش هــا 
مشــکلات اقتصــادی، اجرایــی و محاســباتی دارد ]1[. 
ــه، انتقــال نفــت  فــن آوری مطلــوب دیگــر در خطــوط لول
ــده  ــط ش ــیون های تغلی ــکل امولس ــه ش ــکوز ب ــام ویس خ
روغــن در آب )O/W( )امولســیون آب در نفــت شــامل 
ــت در  ــت، امولســیون نف ــته نف ــاز پیوس ــرات آب در ف قط
آب شــامل قطــرات نفــت در فــاز پیوســته آب و امولســیون 
چندگانــه، قطــرات ریــز معلــق در قطــرات بزرگ  تــر 
ــان نفــت  ــاز پیوســته اســت( اســت ]6[. جری ــق در ف معل
ویســکوز در شــکل امولســیون های نفــت در آب یــک 
ــرای انتقــال هیدرولیکــی نفــت ســنگین  مســیر جــذاب ب
ــا ایجــاد قطــرات نفــت در  اســت، زیــرا امولسیون ســازی ب
ــه  ــکوزیته را ب ــزان ویس ــد می ــی می توان ــته آب ــاز پیوس ف
حــدود cP- 50 200 کاهــش دهــد کــه آن را می تــوان بــه 
راحتــی پمــپ نمــود. علاوه بــر ایــن تکنولــوژی امولســیون 
ــر  ــور موث ــه به ط ــی ک ــوب نفت ــذف رس ــد در ح می توان
ــرارت و  ــردن ح ــه کار ب ــد ب ــنتی مانن ــای س ــا روش ه ب
ــد  ــته باش ــی داش ــده اند، کارای ــرف نش ــازی برط رقیق س
ــا  ــی ی ــاز داخل ــاز اســت: ف ]7[. امولســیون شــامل ســه ف
ناپیوســته قطــرات کــه به طــور ریــز تقســیم شــده اســت. 
فــاز خارجــی یــا پیوســته ماتریســی اســت کــه قطــرات را 
در حــال تعلیــق نگــه داشــته اســت. فــاز حــد واســط یــا 
اینتــر فــاز شــامل یــک امولســیفایر یــا پایدارکننــده اســت 
کــه فــاز پیوســته و ناپیوســته را متصــل بــه یکدیگــر نگــه 
ــر و  ــه یکدیگ ــرات ب ــبیدن قط ــم چس ــی دارد و از به ه م
ــیون  ــذا امولس ــد و ل ــری می نمای ــان جلوگی ــه شدنش لخت
را پایــدار نگــه مــی دارد ]8[. مهم تریــن بخــش امولســیون 
امولســیفایر اســت کــه معمــولا آنقــدر گران قیمــت اســت 
ــازی  ــد امولسیون س ــر فرآین ــادی ب ــر اقتصــادی زی ــه اث ک
ســورفکتانت ها  از  طبقــه ای  امولســیفایرها   .]9[ دارد 
ــته  ــاز پیوس ــده در ف ــاز پراکن ــی ف ــه پراکندگ ــتند ک هس
مولکو ل هــای  بیوامولســیفایرها  می کننــد.  پایــدار  را 
بــوده،  دوســت  روغــن  و  دوســت  آب  ســر  دو  دارای 
توســط میکروارگانیســم ها تولیــد می گردنــد و جــذب 
سوبســتراهای نامحلــول را بــرای میکروب هــا تســهیل 

 .]10[ می بخشــند 
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صنعتــی  جامعــه  توســط  اخیــرا  بیوامولســیفایرها 
به عنــوان گزینه هــای طبیعــی و مــورد اعتمــاد بــرای 
ــی تجــاری به خاطــر  ــی ســورفکتانت های مصنوع جایگزین
خصوصیــات ذاتــی خــود از جملــه ســمیت پایین تــر، 
زیســت تخریب پذیــری بالاتــر، ظرفیــت کف کنندگــی 
 pH بالاتــر، فعالیــت بیشــتر در دماهــای بــالا، تحمل ســطح
و شــوری خیلــی بــالا مــورد توجــه قــرار گرفته انــد ]11[. 
ــر فرآیندهــای زیســت پالایــی در  بیوامولســیفایرها علاوه ب
ــت  ــت نف ــش بازیاف ــرای افزای ــد ب ــت می توانن ــت نف صنع
ــز  ــنگین، تمی ــت س ــکوزیته نف ــش ویس ــا، کاه از چاه ه
کــردن مخــازن ذخیــره نفــت، افزایــش جریــان در خطــوط 
اســتفاده  آب  روغــن/  امولســیون های  ثبــات  و  لولــه 
امولســیون کننده  یــک  امولســان  مثــلا   .]5[ شــوند 
ــط                                                                ــه توس ــت ک ــی اس ــی آنیون ــاختار پل ــا س ــتی ب زیس
Acinetobacter venetianus ســویه RAG-1 ]12[، آلاســان 

ــکل  ــی متش ــتی آنیون ــیون کننده زیس نیــز یــک امولس
از هتروپلــی ســاکارید و پروتئیــن اســت کــه توســط                                                                                  
A.radioresistens ســویه KA-53 تولیــد می شــود، از ســایر 

ــوان  ــده می ت ــناخته ش ــتی ش ــیون کننده های زیس امولس
ــیون کننده  ــک امولس ــه ی ــرد ک ــام ب ــانت را ن بیودیسپرس
 A.calcoaceticus خــارج ســلولی بــوده کــه به وســیله

ســویه A2 تولیــد می گــردد ]13[.

امولســیفایرهای شــیمیایی اغلــب ســمی هســتند و خــود 
امولســیون   .]5[ می باشــند  آلودگــی  اضافــی  منبــع 
غشــایی،  بــالا،  فشــار  سیســتم های  در  می توانــد 
ــد شــود.  ــور- اســتاتور و دیســکی تولی اولتراســونیک، روت
به طــور  تــوان عملیاتــی و  ایــن روش هــا در  تفــاوت 
فزاینــده ای درجــه اســترس روی محصــول در طــول 
ــتاتور  ــور- اس ــت ]14[. روت ــازی اس ــد امولسیون س فرآین
ــل  ــز داخ ــورت متحدالمرک ــه به ص ــور ک ــک روت ــامل ی ش
ــرد و  ــرار می گی ــه ق ــش از دو تیغ ــا بی ــا دو ی ــتاتور ب اس
ــا شــکاف های عمــودی یــا کــج می شــود.  یــک اســتاتور ب
ــی  ــار کم ــد فش ــد، تولی ــور می چرخ ــه روت ــور ک همان ط
نمــوده کــه مایــع را به درون و خــارج از تجهیزات کشــیده، 
ــد ]15[.  ــازی می نمای ــش و امولسیون س ــه چرخ در نتیج
ــا نیروهــای اینرســی و برشــی در  قطــرات فــاز پراکنــده ب

ــوند. در  ــته می ش ــادی شکس ــد زی ــا ح ــفته ت ــان آش جری
آســیاب های کلوئیــدی تنش هــای برشــی نیــز در جریــان 
ــه ایــن  ــد. ب ــد شکســت قطــره را منجــر گردن آرام می توان
ترتیــب شــعاع متوســط قطرات زیــر μm 1 در آســیاب های 
ــی  ــه توانای ــا توجــه ب ــد ]14[. ب کلوئیــدی به دســت می آی
ایــن روش در تولیــد انــواع امولســیون های نفتــی در ایــن 
مقالــه، تولیــد امولســیون هیدروکربــن ســنگین در آب بــا 
ــویه  ــل از س ــتی حاص ــیون کننده زیس ــتفاده از امولس اس
باکتریایــی بومــی Bacillus licheniformis بــه روش روتور- 
اســتاتور بــه انجــام رســیده و میــزان کاهــش ویســکوزیته 
و پایــداری امولســیون تولیــد شــده بررســی شــده اســت.

مواد و روش ها
مواد

در ایــن مقالــه مــازوت )cP 2520( به عنــوان هیدروکربــن 
Bacillus li- یســنگین اســتفاده شــد، ســویه باکتریایــ

ــران  cheniformisا)ACO4( از پژوهشــگاه صنعــت نفــت ای

ــد ســدیم،  ــرات ســدیم، کلری ــز، اوره، نیت ــه شــد. گلوک تهی
پتاســیم هیدروژن فســفات، پتاســیم دی هیدروژن فســفات، 
ســولفات آهــن )7 آبــه(، ســولفات منیزیــم )7 آبه( از شــرکت 
مــرک آلمــان و امولســیون  کننــده شــیمیایی بــا نــام تجاری 
Stabiram4582 از شــرکت CECA فرانســه خریــداری گردید. 

در ایــن مقالــه دســتگاه های انکوباتــور همــزن دار )فــن آوران 
 VISCO ELITE( دســتگاه ویســکومتر ،)1210D ســهند آذر
 France.( امولســیون  تولیــد  پلنــت   ،)FUNGILAB S.A

 ،)Nikon –ECLIPSE E100( میکروســکوپ ،)emulbitumen

اتــوکلاو   ،)HERMLE Labortechnik GmbH( ســانتریفوژ 
مــورد اســتفاده قــرار گرفــت.

روش ها
توليد محيط كشت بهينه

ــویه  ــد س ــه ]9[ رش ــت بهین ــط کش ــه محی ــرای تهی ب
باکتریایــی، محلــول الــف شــامل: گلوکــز g/L )1/5(، اوره 

ــدیم  ــد س ــدیم )4(، کلری ــرات س )0/05(، نیت
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ــیم دی  ــفات )1/8(، پتاس ــدروژن فس ــیم هی )0/1(، پتاس
ــدروژن فســفات )1/2( در آب مقطــر حــل شــده و در  هی
اتــوکلاو در دمــای C° 121 به مــدت min 15 اســتریل 
گردیــد. ترکیــب ســولفات آهن )7 آبــه( )0/01(، ســولفات 
منیزیــم )7 آبــه( )0/2( به دلیــل اینکــه ممکــن اســت بــر 
ــکیل  ــت تش ــط کش ــزای محی ــایر اج ــا س ــرارت ب ــر ح اث
رســوب دهند، در داخــل آب مقطــر اســتریل ســرد حــل و 
فیلتــر می گردنــد )محلــول ب(. ســپس محلــول الــف و ب 

بــا یکدیگــر مخلــوط می شــوند.
توليد امولسيون كننده زیستی

ســویه ACO4 در cc 500 محیــط کشــت بهینــه در دمــای 
انکوباتــور  در   48 hr rpm 180به مــدت  دور   و   30 °C

ــات  ــس از عملی ــه پ ــده اســت. نمون ــه ش ــزن دار انکوب هم
اســتریل شــدن توســط اتــوکلاو ) دمــای C° 121 و مــدت 
ــدت  ــا دور rpm 10000 به م ــای C° 4 ب min 15(، در دم

min 20 ســانتریفوژ می شــود. رســوبات حاصــل جمع آوری 

و مایــع بالایــی پــس از انجــام مجــدد مراحــل اتــوکلاو و 
ســانتریفوژ به عنــوان محلــول حــاوی امولســیون کننده 

ــرد. ــرار می گی ــورد اســتفاده ق زیســتی م
استخراج امولسيون كننده زیستی

مایــع بالایــی بــه نســبت 1 بــه 3 بــا الــکل 98% مخلــوط 
شــده و به مــدت hr 24 در یخچــال در دمــای C° 4 قــرار 
                                                                                     13000 rpm ــا دور ــای C° 4 ب ــرد و ســپس در دم می گی
رنــگ  ســفید  جامــد  مــاده  می شــود.  ســانتریفوژ 
ــتی  ــیون کننده زیس ــه، امولس ــای لول ــده در انته باقی مان
ــد در cc 8 آب مقطــر  ــاده جام ــر g م ــه ه ــام اســت ک خ

ــده اســت. ــدی حــل ش ــتفاده در مراحــل بع ــرای اس ب
توليد امولسيون هيدروكربن سنگين در آب

بــرای تولیــد g 500 امولســیون هیدروکربن ســنگین در آب، 
ــبت های  ــه نس ــای C° 60 و ب ــا دم ــنگین ب ــن س هیدروکرب
60، 65 و70% بــه فــاز آب حــاوی آب و 1/32% مخلــوط 
ــا نســبت های  امولســیون کننده های زیســتی و شــیمیایی )ب
 50 °C 70، 80 و 90% امولســیون کننده زیســتی( بــا دمــای
اضافــه شــده ]9[ و بــا اســتفاده از سیســتم روتور- اســتاتور با 
یکدیگــر مخلــوط می شــوند. فــاز نفتــی بــه آرامــی بــه فــاز 

آبــی کــه در درون آســیاب کلوئیــدی در حال سیرکولاســیون 
بــا دور rpm 5000 اســت، اضافــه می گــردد .پــس از 5 ثانیــه 
اختــلاط کامــل دو فــاز، امولســیون تولیــد شــده بــلا فاصلــه 
درون حمــام یــخ قــرار گرفتــه تــا بــه دمــای C° 37 برســد. با 
مقایســه ویســکوزیته امولســیون و هیدروکربن خام ســنگین 
ــن  ــیون هیدروکرب ــکیل امولس ــکوزیته تش ــش ویس و کاه

ســنگین در آب اثبــات خواهــد شــد.
پایداری امولسيون نفت سنگين در آب

بــرای بررســی پایــداری امولســیون، cc 100 از امولســیون 
تشــکیل شــده در یــک اســتوانه مــدرج ریختــه، درب آن را 
بســته و hr 24 در دمــای اتــاق قــرار داده ارتفــاع آب جــدا 
ــداری  ــردد. پای ــری می گ ــتوانه اندازه گی ــر اس ــده در زی ش

امولســیون از رابطــه )1( محاســبه می شــود:
                                         )1(

طراحی آزمایش

در ایــن مقالــه بــا توجــه بــه تعــداد فاکتورهــای انتخابــی 
و ســطوح مــورد آزمایــش و تعــداد زیــاد آزمایش هــا 
ــل  ــای تحلی ــودن روش ه ــاده نم ــازی و س ــرای بهینه س ب
ــدل  ــز م ــبی آنالی ــت نس ــظ کیفی ــا حف ــج ب ــز نتای و آنالی
ــوان  ــزار Qualitek-4 به عن ــتفاده از نرم اف ــا اس ــی ب تاگوچ
ــا توجــه  ــه شــد. ب ــدل مناســب تر انتخــاب و به کارگرفت م
ــه  ــرایط بهین ــن ش ــرای تعیی ــه ب ــای اولی ــه آزمایش ه ب
ــنگین،  ــن س ــت هیدروکرب ــر )غلظ ــور موث ــه فاکت ــر س اث
ــا( در ســه ســطح  غلظــت امولســیون کننده زیســتی و دم
مختلــف )جــدول 1( مطابــق آرایــه متعامــد L9 در کاهــش 
ــکل  گیری  ــات ش ــت اثب ــیون و در نهای ــکوزیته امولس ویس
ــر  ــرای محاســبه کــردن اث ــد. ب امولســیون، بررســی گردی
ــار تکــرار انجــام شــده  ــا ســه ب خطــا، تمــام آزمایش هــا ب
ــد. نتایــج توســط روش هــای نســبت  و نتایــج ثبــت گردی
آنالیــز   ANOVA واریانــس  و   )S/N(اSignal-to-noise

آمــاری می شــود. بــرای بررســی پراکندگــی نتایــج از 
تابــع مربــع انحــراف اســتاندارد از روابــط )2 و 3( اســتفاده 

ــده اســت ]10[: ش
S/N=-10اlogا)msd(                                          )2(
MSD=])y1(

2+)y2(
2+…+ )yn(

2[/n=]Avg.)yi(
2[=Yexp

2    )3(

آب جدا شده
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جدول 1 فاکتورهای موثر در تشکیل امولسیون O/W و سطوح آنها

فاکتور موثرسطح
453525)°C( دما
نسبت هیدروکربن به آب )%(706560
نسبت امولسیون کننده زیستی به شیمیایی )%(908070

ــر  ــج ه ــات، yi نتای ــداد آزمایش ــا ، n تع ــزان خط S/N می
بهینــه  شــرایط  در  نرم افــزار  پاســخ   Yexp و  آزمایــش 

ــتند. هس

بــا توجــه بــه اینکــه هــدف از تشــکیل امولســیون کاهــش 
ویســکوزیته اســت در نتیجــه در ایــن پــروژه نوع محاســبه 

و آنالیــز "کوچک تــر بهتــر" انتخــاب شــده اســت.

نتایج و بحث
ــيون  ــكيل امولس ــتی و تش ــيون كننده زیس ــد امولس تولي

ــنگين در آب ــن س هيدروكرب

شــکل،  میلــه ای  مثبــت،  گــرم  باکتریایــی  ســویه 
در   Bacillus licheniformis اســپوردار  و  بی هــوازی 
ــی رشــد نمــود. شــکل 1  ــه خوب محیــط کشــت بهینــه ب
تصویــر میکروســکوپی ســویه باکتریایــی و شــکل 2 رشــد 
ســویه و تولیــد امولســیون کننده زیســتی ناخالــص را 
ــده  ــتفاده ش ــیون کننده اس ــاده امولس ــد. م ــان می ده نش
ــب  ــازی، از ترکی ــد امولسیون س ــل فرآین ــام مراح در تم
ــویه  ــط س ــده توس ــد ش ــتی تولی ــیون کننده زیس امولس
 Stabiram4582 ــیمیایی ــیون کننده ش ــی و امولس باکتریای
امولســیون کننده  از  اســتفاده  اســت.  شــده  تشــکیل 
قابــل توجــه ویســکوزیته  باعــث کاهــش  شــیمیایی 
می گــردد ولــی اســتفاده از امولســیون کننده زیســتی 
امولســیون ضــروری  بیشــتر  پایــداری  ایجــاد  بــرای 
بــه روش  آزمایــش  طراحــی  مقالــه  ایــن  در  اســت. 
تاگوچــی بــرای بررســی اثــر فاکتورهــای موثــر در تولیــد 

و پایــداری امولســیون هیدروکربــن ســنگین در آب از 
جملــه درصــد هیدروکربــن ســنگین، دمــا و درصــد 
ــت.  ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس ــتی م ــیون کننده زیس امولس
امولســیون هیدروکربــن ســنگین در آب )شــکل 3 ب( 
ــج  ــد و نتای ــد گردی ــش تولی ــه طراحــی آزمای ــا توجــه ب ب
ــا در جــدول 2 آورده شــده اســت.  ویســکوزیته آزمایش ه
ــر  ــا بزرگ نمایــی 100 براب تمــام تصاویــر میکروســکوپی ب
ــکوزیته  ــرای ویس ــب ب ــج مناس ــتن نتای ــا داش ــتند. ب هس
امولســیون های تهیــه شــده مطابــق مــدل تاگوچــی 
ــج آورده شــده  ــد. نتای ــدام گردی ــز آن اق ــه آنالی نســبت ب
ــرار  ــز ق ــورد آنالی ــدل تاگوچــی م در جــدول 2 توســط م
گرفــت. واریانــس ANOVA نتایــج آزمایش هــا در جــدول 
ــز  ــدول آنالی ــه در ج ــور ک ــت. همان ط ــده اس 3 آورده ش
ــن  ــد هیدروکرب ــت درص ــده اس ــان داده ش ANOVA نش

ــر کاهــش ویســکوزیته دارد،  ــر را ب ســنگین بیشــترین اث
ــیفایر دارای  ــد بیوامولس ــپس درص ــا و س ــس از آن دم پ

ــتند. ــر هس ــترین اث بیش
پایداری

نتایــج حاصــل از پایــداری امولســیون در مــدت 4 روز در 
جــدول 4 نشــان داده شــده اســت. پایــداری امولســیون ها 
ــا اســتفاده از رابطــه 1  ــری شــده و ب ــر hr 24 اندازه گی ه
ــداری  ــان دهنده پای ــل نش ــج حاص ــد. نتای ــبه گردی محاس
ــتی  ــیون کننده زیس ــل از امولس ــیون حاص ــالای امولس ب

ــت. Bacillus licheniformis اس
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شکل 1 تصویر میکروسکوپی سویه باکتریایی                                     
Bacillus licheniformis

شکل 2 تصویر امولسیون کننده زیستی خام

شکل 3 الف( تصویر میکروسکوپی هیدروکربن سنگین و ب( تصویر میکروسکوپی امولسیون هیدروکربن سنگین در آب

جدول 2 نتایج ویسکوزیته آزمایشات حاصل از طراحی به روش تاگوچی

)cP( شماره آزمایشپارامترها و سطوحویسکوزیته

B.E )%(O )%(T )°C(

1081051021111
2112101902212
3883803973313
8885802124
128123/51203225
6196186251326
6258503137

1091121151238
6196186252339

هیدروکربن سنگین1--252025202520
آب1--0/890/90/89

بالف

ANOVA جدول 3 آنالیز واریانس
 Percent ]%[Pure Sum F-RaitoVarianceSum of Sqrs. DOFFactor

]C°[اA  Temperatureا2/94712/0213/0858/89317/7862

88/883362/48763/877184/126368/2522B          Oil ]wt-%[

2/51310/2522/7788/00816/0172C         B/E ]wt-%[

5/657--2/8825/7642Other/ Error

%100/00---407/8218Total
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جدول 4 نتایج حاصل از پایداری امولسیون هیدروکربن سنگین در آب

آزمایش هاپایداری امولسیون

روز اولروز دومروز سومروز چهارم
4550/976/7389/651

94/0694/0694/061002
1001001001003
93/293/0297/31004
1001001001005

87/0793/5294/821006
1001001001007

93/0225/7748/2961/228
93/0294/0695/5495/549

جدول 5 شرایط بهینه در طراحی آزمایش به روش تاگوچی

فاکتور/ ستونشرح سطحسطحسهم

1/944345)A( T

6/874160)B( O

1/886390)C( B

جمع سهم همه فاکتورها    ………10/613
معدل بالای عملکرد فعلی…..-44/802

نتیجه پیش بینی شده در شرایط بهینه…..-34/188

نتيجه گيری

ــث  ــنگین درآب باع ــن س ــیون هیدروکرب ــکیل امولس تش
کاهــش ویســکوزیته هیدروکربــن ســنگین و افزایــش 
ــردد.  ــه می گ ــوط لول ــال در خط ــد انتق ــره وری فرآین به
مهم تریــن بخــش در یک امولســیون، امولســیفایر اســت که 
معمــولا گران قیمــت اســت و در اقتصــادی شــدن فرآینــد 
ــرا  ــیفایرها اخی ــذارد. بیوامولس ــر می گ ــیون زایی اث امولس
ــی  ــای طبیع ــوان گزینه ه ــی به عن ــه صنعت ــط جامع توس
ســورفکتانت های  جایگزینــی  بــرای  اعتمــاد  مــورد  و 
ــود از  ــی خ ــات ذات ــر خصوصی ــاری به خاط ــی تج مصنوع
ــر،  ــری بالات ــر، زیســت تخریب پذی ــه ســمیت پایین ت جمل
ــا،  ــر در دماه ــت بالات ــر، فعالی ظرفیــت کف کنندگــی بالات
ــده اند. در  ــذب ش ــالا، ج ــی ب ــوری خیل ــطح pH و ش س
ایــن مقالــه از طراحــی آزمایــش بــه روش تاگوچــی بــرای 
بررســی اثــر فاکتورهــای دمــا، غلظــت هیدروکربــن، 
ــیمیایی  ــه ش غلظــت امولســیون کننده زیســتی نســبت ب
اســتفاده شــده اســت. نتایــج ویســکوزیته حاصــل از 
ــز  ــرای آنالی ــت. ب ــده اس ــدول 2 آورده ش ــی در ج تاگوچ
                                                                                           ANOVA .می گــردد ANOVA نتایــج تاگوچــی از واریانــس
بــا درصــد مشــارکت هر یــک از فاکتورهــا در ارتباط اســت 
)جــدول 3(. دمــا، غلظــت هیدروکربــن ســنگین و غلظــت 
ــر در کاهــش  ــور موث امولســیون کننده زیســتی ســه فاکت
ــس در  ــز واریان ــا آنالی ویســکوزیته امولســیون هســتند ام

ــنگین  ــن س ــت هیدروکرب ــه غلظ ــان داد ک ــدول 3 نش ج
ــا توجــه بــه اینکــه  ــا 88/88% بیشــترین تاثیــر را دارد ب ب
غلظــت هیدروکربــن بالاتــر از آب اســت ایــن نتیجــه دور 
ــا 2/94%، و ســپس  ــا ب ــس از آن دم ــن نیســت و پ از ذه
ــترین  ــا 2/51% بیش ــتی ب ــیون کننده زیس ــت امولس غلظ
اثــر را دارنــد. کاهــش ویســکوزیته، شــاخص اصلی شــرایط 
بهینــه در ایــن مطالعــه اســت. شــرایط بهینــه حاصــل از 

طراحــی تاگوچــی در جــدول 5 آورده شــده اســت.

تشكر و قدردانی

ــلامی  ــگاه آزاد اس ــی دانش ــت علم ــندگان از حمای نویس
ــی شــرکت خطــوط  ــت مال ــز از حمای واحــد قوچــان و نی

ــد. ــی می نماین ــران قدردان ــت ای ــرات نف ــه و مخاب لول
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INTRODUCTION
With the combination of an increase in world 

energy demand and the decline of conventional 

oils, heavy crude oils have been presented 

as a relevant hydrocarbon resource for use 

in the future [1]. The decrease in worldwide 

conventional oil reserves and the increase in 

global fuel demand have driven continuous 

innovation in the petroleum industry and have 

spurred the development of new production 

and transportation technologies for heavy oils. 

In addition, forecasts report that heavy oils will 

be the world’s primary fossil energy resource in 

the near future. This predicted reliance on heavy 

oils is accompanied by a predicted increase in the 

market value of these oils [2]. Although the heavy 

oil represented at least half of the recoverable 

oil resources of the world, demand for heavy 

and extra heavy oil has been marginal because 

of its high viscosity and composition complexity 

which make it difficult and expensive to produce, 

transport and refine [3]. Different methods 

have been used to resolve this problem such as 

dilution with alcohols and light crudes, heating, 

upgrading, core annulus flow, and forming oil/

water (O/W) emulsions stabilized by surfactants 

[1,2]. Another favorable pipeline technique is 

the transport of viscous crudes as concentrated 

oil-in-water (O/W) emulsions [4]. The flow of 

viscous oil in the form of oil-in-water emulsions 

is an attractive route for the hydraulic transport 

of heavy oils because emulsification can reduce 

viscosity to values of 50-200 cP. Furthermore, 

emulsion technology can improve residual oil 

removal from mature fields which are not as 

efficiently recovered by traditional methods that 

apply heat or diluents [5].

Emulsion consists of two phases: the internal or
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discontinuous phase of finely divided droplets 

and External or continuous phase. The external 

or continuous phase is the matrix which keeps 

droplets in suspension. The interphase consists 

of an emulsifier or stabilizer, which keeps 

the emulsion stable, binding the internal and 

external phase together and preventing droplets 

from approaching each other and coalescing 

[6].The most important part of an emulsion 

is the emulsifier which is usually expensive 

enough to affect the economy of emulsification 

process [7]. Moreover, emulsifiers are a subclass 

of surfactants which stabilize dispersions. 

Bioemulsifiers are amphipathic molecules 

secreted by microorganisms to facilitate uptake 

of insoluble substrates [8]. Bioemulsifiers 

have been recently attracting the industrial 

community as natural and promising candidates 

for the replacement of synthetic commercial 

surfactants due to their intrinsic properties 

such as lower toxicity, higher biodegradability, 

higher foaming capacity, and higher activity at 

extreme temperatures, pH levels and salinity [9]. 

Moreover, emulsions can be produced in high 

pressure systems, membrane systems, ultrasonic 

systems, rotor-stator systems, and disc systems. 

A further differentiation into continuous and 

discontinuous processes can be undertaken. 

In the different processes, different break-up 

mechanisms are responsible for the droplet 

disruption [10]. The rotor–stator assembly 

consists of a rotor housed concentrically inside 

the stator with two or more blades and a stator 

with either vertical or slanted slots. As the rotor 

rotates, it generates a lower pressure to draw 

the liquid in and out of the assembly, resulting in 

circulation and emulsification [11]. In this paper, 

heavy oil in water emulsion which has been 

produced by using raw bioemulsifier and reducing 

viscosity and stability has been considered by us.

MATERIALS AND METHODS
MATERIALS
The crude oil sample used in this study was Mazut 

(2520 cP). Moreover, strain Bacillus Licheniformis 

(ACO4) as seen in Fig. 1 was provided by the 

Research Institute of Petroleum Industry (RIPI). 

These strains were the halothermotolerant gram-

positive spore-forming rodshaped bacterium, 

isolated from petroleum reservoirs in Iran, and 

identified by phenotypic characterization and 

16S rRNA analysis. Medium composed of K2HPO4, 

NaCl, NaNO3, glucose, urea, FeSO4·7H2O, MgSO4 

·7H2O all chemicals used in this study were 

purchased from Merck (Darmstadt, Germany). 

The Stabiram emulsifier was prepared from CECA 

Company (France). 

Figure 1: Microscopic Image of the Bacterial 

Strain Bacillus licheniformis.

METHODS
MEDIA AND CULTURING CONDITIONS
The culture was prepared in 1L flasks contain-

ing 500 mL of a medium composed of 1.8 g L–1 

K2HPO4,1.2gL–1 KH2PO4, 0.1 g L–1NaCl, 4gL–1Na-

NO3, 1.5 g L–1 glucose, 0.05 g L–1 urea, 0.01 g L–1 

FeSO4· 7H2O, and 0.2 g L–1 MgSO4· 7H2O. K2HPO4, 

KH2PO4, NaCl, NaNO3, glucose, and urea were au-

toclaved at 121 °C for 15 min (solution A).
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FeSO4· 7H2O and MgSO4· 7H2O were prepared 

separately in sterile water (solution B) and mixed 

with solution A. For preparation of the solid 

medium, agar with an initial concentration of 20 

g.L–1 was added to the liquid medium [3]. The 

culture was incubated at 30 °C for 72 h with 

shaking at 180 rpm [3].

BIOEMULSIFIER PREPARATION
The raw bioemulsifier (Fig. 2) was extracted from 

bacterial culture by the method of Farahbakhsh 

et al. The cells were disrupted at 121 °C for 15 

min, and centrifuged at 10000 rpm and 4 °C for 20 

min. Then a crude bioemulsifier preparation was 

obtained to remove the cells. Three volumes of 

cold ethanol were added to the supernatant and 

kept at 4 °C overnight. Also, crude bioemulsifier 

precipitate was collected after centrifugation 

at 13,000 g for 20 min and was washed with 

distilled water.

Figure 2: Raw bioemulsifier.

FORMATION OF HEAVY OIL-IN-WA-
TER EMULSION
In the emulsification process, 500 gr of heavy 

hydrocarbon emulsions in water which was 

produced with mixing of the heavy oil sample 

were heated to 65 °C with continuous stirring by 

60%, 65%. In addition, 70% ratio of it in aqueous 

solution were prepared by dispersing emulsifier 

mixture (bioemulsifier+Stabiram=1.32%) in 

distilled water at 50 oC [3] and were mixed 

with a rotor-stator system. Then the heavy oil  

was added to  aqueous phase  and mixed with 

colloid mills stirring at 5000 rpm for 5 seconds. To 

ensure maximum stability of the emulsion during 

transportation, the bond between water and oil 

was reinforced by exposing the mixture to a cold 

shock of ice bath to reach 37 °C. The viscosity of 

emulsions was measured by a Brook Field DV-

II+Pro. Also, a decrease in emulsion viscosity was 

an indicator of the formation of the oil-in-water 

emulsion.

STABILITY OF HEAVY OIL EMULSION 
IN WATER
100 cc of the emulsion is closed in a graduated 

cylinder, and then closed for 24 hours at room 

temperature. Afterwards, the height of the 

separated water under the cylinder is measured. 

Then the stability of the emulsion is calculated 

by Eq. 1:
 

 
100= ´

SeparatedWaterStability
Total Height

                  (1)

TESTING DESIGN

In this paper, the most suitable model was 

selected based on the number of selected 

factors, the tested levels and the large number 

of experiments to optimizing and simpliffing  

analysis of the results while maintaining the 

relative quality of the Taguchi model analysis and 

Qualitek-4 software was used.

To calculate the effect of the error, all the 

experiments were performed with three 

repetitions, and the results were recorded. 

Results are analyzed by Signal-to-Noise (S/N) 

and ANOVA analysis methods. To evaluate the 

distribution of the results, the standard deviation 

function of the formulas 2 and 3 is used (as seen  
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in Eqs. 2 and 3):

/ 10log( )=S N msd                                         (2)
2 2 2

1 2[( ) ( ) ...( ) ] /= + + =nMSD y y y n
2 2

exp[ .( ) ]=iAvg y Y                                             (3)

S/N is error rate, n is number of tests, yi is results 

of each experiment, and Yexp is response of the 

software in optimal conditions. Due to the fact 

that the purpose of emulsion formation is to 

reduce viscosity, the result of this project is the 

type of calculation and analysis “Smaller better”. 

Moreover, the effective factors in the formation 

of O/W emulsion and their levels are summarized 

in Table 1.

 Table 1: Effective factors in the formation of O/W
.emulsion and their levels

levelEffective factor

453525temperature

706560Raito of O/W(%) 

908070Raito of BE/E (%)

RESULTS AND DISCUSSION
THE PRODUCTION OF BIO-EMULSION 
AND THE FORMATION OF HEAVY 
HYDROCARBON IN WATER EMULSIONS
The shape of the microscopic (1) bacterial strain 

and the shape (2) indicate the growth of the strain 

and the production of gross emulsifier. The use of 

chemical emulsion reduces viscosity significantly, 

but the use of emulsifying agents is essential for 

increasing the stability of emulsion. Microscopic 

image of heavy hydrocarbon is shown in Fig. 

3a; in addition, the heavy hydrocarbon in water 

emulsion (Fig. 3b) was produced according to the 

design test, and the results of the viscosity of the 

experiments are presented in Table 2. All images 

are magnified 100 times.

The results are presented in Table 2 which have 

been analyzed by the Taguchi model based on 

ANOVA ANALYSIS.

Figure 3a: Microscopic Image of Heavy Hydrocarbon. 

Figure 3 b: Microscopic Image of Heavy Hydrocarbon in Water Emulsion.
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 Moreover, the results of the experiments are pre-

sented in Table 3.

As shown in the ANOVA Table, the percentage of 

heavy hydrocarbons has the greatest effect on 

viscosity reduction. Afterwards, temperature and 

then the percentage of bioemulsifier have the 

greatest effect.

STABILITY
The results of the emulsion stability for 4 days are 

shown in Table 4. In addition, the stability of the 

emulsions was measured every 24 hours and cal-

culated using Eq. 1.

The results show the high stability of emulsion 

which has been produced by Bacillus lichenifor-

mis strains.

Table 2: Viscosity results of experiments from Taguchi design.

Viscosity (cP)B.E (%)O (%)
Factor and level

Test No
T (%)O (%)T (oC)

1081051021111
2112101902212
3183803973313
88858021 24

128123.51203225
6196186251326
6258503137

1091121151238
6196186252339

252025202520--1Heavy oil
0.890.90.89--1water

Table 3: Analysis of ANOVA variance.

[%] PercentPure SumF-ratioVariance Sum of
SquaresDOFFactor

2.94712.0213.0858.89317.8762A          Temperature [oC]
88.883362.48763.877184.126368.2522B                   Oil   [wt.%]
2.51310.2522.7788.00816.0172C                   B/E [wt.%]
5.657--2.8825.7642Other/Error
%100---407.8218Total

Table 4: Results of the stability of heavy hydrocarbon in water emulsion.
Emulsion stability

tests
Forth dayThird daySecond dayFrist day

4550.976.7389.651
94.0694.0694.061002
1001001001003

93.0293.0297.031004
1001001001005

87.0793.5294.821006
1001001001007

93.0225.7748.2961.228
93.0294.0695.5495.549
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CONCLUSIONS
In this paper, Taguchi experimental design 

has been used to investigate the effect of 

temperature, hydrocarbon concentration, 

chemical emulsifier concentration and chemical 

properties. The viscosity results from Taguchi are 

presented in Table 2. The ANOVA variance for 

analysis of Taguchi results is associated with the 

participation rate of each of the factors (Table 3). 

Temperature, heavy hydrocarbon concentration 

and bio-emulsifying concentration are three 

effective factors in reducing the viscosity of the 

emulsion, but analysis of variance in Table 3 

showed that heavy hydrocarbon concentration 

is 88.88%, as the concentration of hydrocarbons 

is higher than water. This result is not far from 

the mind, and then the temperature is 2.94%, 

and then the emulsifier has the highest effect 

(2.51%). The reduction of viscosity is the main 

indicator of optimal conditions in this study. The 

optimal conditions for the Taguchi design are 

given in Table 5.

The optimum conditions have been predicted by 

the Taguchi method correspond to the emulsion 

produced in the seventh experiment (Table 4). 

The results show that in this case the heavy 

hydrocarbon viscosity decreases from 2520cP to 

62 cP. The stability results of this emulsion are 

shown in Table 4 that this emulsion is completely 

stable over a period of 4 days. Moreover, the 

results of this study show that the emulsifying 

composition of this bacterial strain and chemical 

emulsifier Stabiram 4582 has a high stability in 

addition to good results in reducing viscosity. 

Due to the high ability of this bacterial strain 

in the production of stable emulsions, the high 

purity of this emulsifier and the identification of 

its structure, the stability of this emulsion has 

been evaluated in pilot pipelines and used for 

salt water as a continuous phase of the effect of 

different salts and acidity levels of water.

The optimum conditions have been predicted by 

the Taguchi method correspond to the emulsion 

produced in the seventh experiment (Table 4). 

Table 5: Optimal conditions for Taguchi test design.

ContributionLevelLevel Descriptioncolumn/factor

1.944345(A)  T

6.874160(B)  O

1.886390(C) B

Total Contribution From All Factors………………                                          10.613
Current Grand Average of Performance…..                                                               -44.802
Expected Result At Optimum Condition…..                                                               -34.188
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