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های آلوده پالایشگاه و پتروشیمی تبریز و ارزیابی کارایی خوار از خاکهای نفتجداسازی باکتری

 تجزیه نفتی آنها
 4علی لطف الهی و 9محمود زارعی ،2ساريخانیمحمدرضا  ،6افشارنیا مهناز

 

تاديار، شیمی کاربردی از اس -9 ،بیولوژی و بیوتکنولوژی خاک دانشگاه تبريزدانشیار ، ادانشجوی دکتربه ترتیب  -2و  6

 دانشگاه تبريزبیولوژی خاک ، کارشناس آزمايشگاه دانشگاه تبريز

 

  چکیده

 از يکی .شوندمی محسوب دنیا سراسر در خاکی و آبی هایاکوسیستمآلی در  هایآلاينده ترينعمده از نفتی هایهیدروکربن     

در اين مقاله به نحوه جداسازی  .است نفتی آلودگی کاهش يا حذف برای ارانريزجاند از استفاده صرفه، به مقرون و ارزان هایراه

جدايه جداسازی  66ز میان . اپرداخته شده استهای آلوده پالايشگاه و پتروشیمی تبريز مکاناز و ارزيابی کارايی اين باکتريها 

ها که هم کاراترين جدايهشناسايی شدند.  فییک های مختلف کمی وجدايه کارای تجزيه نفت خام با استفاده از روش 26شده ، 

، بیومس میکروبی و درصد تجزيه نفتی بالايی بودند و هم به تستهای تولید بیوسورفاکتانت پاسخ مثبت دادند شامل ODدارای

های بودند. ديگر جدايه CD8-1و  CD2-1 ،CD1-5 ،CD4-3 ،CD4-2 ،CD9-3 ،CD6-3،  CD7-1 ،CD3-1 ،CD1-1 جدايه 66

، بیومس میکروبی و درصد تجزيه نفتی بالايی بودند ولی توانايی تولید بیوسورفاکتانت نداشتند ODای تجزيه نفتی که دارایکار

 شدند. CD3-3و  CD1-4 ،CD5-6 ،CD4-5 ،CD7-3 ،CD4-6 ،CD6-1 ،CD6-4 ،CD2-3 ،CD8-2 جدايه 66شامل 

 

 ، بیوسورفاکتانت، جداسازیخاک آلوده به نفتخوار، نفتهای باکتری های کلیدی:واژه
 

  مقدمه

. گرددیم محسوب یطیمح ستيز یهایآلودگ انواع ترينخطرناک جمله از آن مشتقات و خام نفت با خاک یآلودگ    

 در خصوص به یطیمح یهاندهيآلا نیاول جزء را ینفت یهانبدروکریه ،رانيا در یجانب عيصنا و نفت صنعت روزافزون رشد

و  يی)رجا است داده رقرا رانيا یشهرهاکلان یهاروگاهین و یمیپتروش عيصنا ها،شگاهيپالاور و اطراف کش یجنوب مناطق

 منجر و خاک شده در آنها تجمع قابلیت چشمگیر افزايش موجب نفتی هایهیدروکربن بالای نسبتاً آبگريزی (.6936همکاران، 

 کنترل يا حذف جهت مناسبی راهکارهای بايستمی لذا گردد؛یم حذف زيستی جهت هاهآلايند اين زيستی دسترسی به کاهش

 حرارتی، تصفیه نظیر مختلفی بیولوژيکی و شیمیايی فیزيکی، هایروش اخیر دهۀ سه شود. در اتخاذ در خاک های نفتیآلاينده

-شرو. اندگرفته قرار ادهاستف مورد معرفی و خاک از آلودگی رفع جهت سازی،سالمزيست يا پالايیزيست و جامدسازی و تثبیت

های در سطح وسیع آلودگی برای و دارند کاربرد کم نسبتاً وسعت با مناطق از آلودگی حذف جهت شیمیايی و فیزيکی های

 (.De la Fuente et al., 2011) هستند پرهزينه بسیار

 دیتول در هاخاک سلامت به هتوج اصل زین و جامعه سلامت و بهداشت حفظ اصل به توجه و شده ذکر مشکلات انیب با 

 رکبه وضوح قابل د ینفت یهادروکربنیهیپل مثل يیهاندهيآلا از ستيز طیمح یسازکپا لزوم ،یکشاورز محصولات نهیبه

-روش از برخی برخلاف و رود بکار نفتی هایآلودگی کاهش يا حذف در تواندمی که است هايیروش از يکی پالايیزيست. است

 خاک کهیآنجائ از (.Agamuthu et al, 2013) گرددمی محسوب دائمی حلراه شرايط بعضی در روش اين قتی،مو و های گذرا

از  یاریبسخود است،  یکيولوژیو ب يیایمیش ،یکيزیف خواص مرهون را یژگيو نيا که شودیم محسوب یعیطب ندهيپالا

از  یاستفاده کنند و آنها را به مواد یوان منبع کربن و انرژبه عن ینفت باتیموجود در خاک قادرند از ترک یهاسمیکروارگانیم

های آلوده نفتی و ارزيابی کارايی ها از محیطجداسازی اين میکروارگانیسم (.Yu et al.2011 ,) ندينما ليتبد 2CO و O2H لیقب

 Meenu) باشدمی پالايیزيست يیابتدااز مراحل صورت کنسرسیوم باکتريايی بکارگیری آنها بهآنها در تجزيه نفت و تکثیر و 
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Tyagi, 2010.) خوار های نفتباکتری، و پتروشیمی تبريز پالايشگاه آلوده هایمکان از که است شده آن بر یسع پژوهش نيا رد

و  نيبهترو مقايسه آنها  کمی و کیفیهای نفتی بومی جداسازی شده و با استفاده از انواع تستکننده ترکیبات يا تجزيه

 گردد. یمعرفروش زيست پالايی  برایها برای رفع آلودگی اين خاک باکتريها اترينکار

 

 ها مواد و روش

 خوارو جداسازی باکتریهای نفت ینفت مواد به لودهآ هایخاک از یبردارمونهن

کننهده  های تجزيهه ی باکتریبرای جداساز. انجام شد تبريز پالايشگاه و پتروشیمیدر مکان آلوده به نفت  3نمونه برداری از      

بها  عهاری از منهابع کهربن     MSM حداقل کشت طیمحاز  سازی،غنی یبرا. شدی کروبیم سازیغنی به اقدامترکیبات نفتی ابتدا 

 2g Cl4NH ،5g 4PO2 KH ،4g 4HPO2Na ،g 0.2؛ اسهتفاده شهده شهامل    MSMمحهیط کشهت    .اسهتفاده شهد   راتییه تغ یکم

4MnSO ،g 0.2 4MgSO،  g0.05 3FeCl ،،  1g0.00 2CaCl،  1g0.00 2CoCl ،001g0.0 2O7Mo6)4NH( تنظهیم  در لیتر با pH 

 MSMلیتهر محهیط   میلهی  666گرم از نمونه خهاک آلهوده بهه     66بدين ترتیب (. Maiti and Bhattacharyya, 2012)بود  2/7

Cهفته در دمای  6و به مدت شد فزودهنفت خام ا %9استريل حاوی 
º26  و شیکrpm 662  .گهرم از   66همچنهین   قرار گرفهت

زيرکشهت   يهک  ،هفتهه  يهک گذشهت   بعد ازلحاظ شد. به عنوان شاهد نیز  MSMنمونه خاک بدون افزودن نفت خام در محیط 

نفهت خهام اضهافه     %9استريل تازه حهاوی   MSMلیتر محیط میلی 666به اين محیط کشت از  ml2بدين صورت که  ؛تهیه شد

هها و  در ارلهن  ت کهافی روکهد و مشهاهده   پس از گذشت زمهان . قرار گرفتته ديگر در شرايط فوق مجدداً به مدت يک هف شد و

 تهیه  شهده  66-6و  66-5، 66-4 هایاز رقت سپس اقدام به تهیه سری رقت شده و شاهد، ارلنعلائم رشد باکتری در مقايسه با 

. شهد ای پخهش  با میله شیشهه  واضافه  نفت خام درصد 2جامد حاوی  MSMبه محیط کشت  برداشته ومیکرولیتر  666مقدار 

شهدند و پهس از   داده نوترينت آگهار انتقهال   های منتخب به محیط کلنی ،(4)مطابق شکل  ها در سطح پلیتکلنیبعد از ظهور 

  شد. %65ها در گلیسرول های متوالی( اقدام به تهیه استوک جدايهها )با انجام زيرکشتاطمینان از خلوص کلنی

 

 ابی کارائی تجزیه ترکیبات نفتی ارزی

محیط کشت نوترينت براث کشت شبانه داده شهد و   ml 66ها در جدايهاز ابتدا  ،بررسی کارائی تجزيه ترکیبات نفتی برای      

سهپس رسهوب    شستشهو شهد و   %3/6 با سهرم فیزيولوزيهک  رسوب باکتری با دور ريخته شد و  آنها سانتريفیوژ روشناورپس از 

لیتهر محهیط   میلهی  96 حاوی لیتریمیلی 666های در ارلنتلقیح برای آن از  ml 6لیتر از سرم معلق شد و میلی 9 باکتری در

Cروز در دمای  3به مدت  هافزوده شد. ارلننفت خام ا %2 استريل با MSMکشت 
º26  وrpm 626  اين آزمهايش   .ندشدشیک

شهامل  زيهر  آزمايشهات  روز  3انجام گرفت. بعد از گذشت  تلقیح باکتری بدون تکرار و با حضور ارلن شاهد 9برای هر جدايه در 

 انجام گرفت.( تولید بیوسورفاکتانت هایتستکروبی، تعیین درصد تجزيه نفت خام و قرائت چگالی نوری، توزين بیوماس می)

 گیری کدورت محیط کشت باکتریهااندازه

ها پس از هم زدن به داخل کوت اسپکتروفتومتر لیتر از محیط کشتمیلی  9 ،های کشتروز و کدر شدن محیط 3بعد از      

و به دست آمدن  ODلازم به ذکر است که بعد از قرائت اولیه  قرائت شد. nm 666در طول موج چگالی نوری آنها ريخته شد و 

بر آن بنا نهاده شده روش  اين ها رقیق شده و نتايج پس از تصحیح اثر رقت گزارش شده است.اعداد بیش از يک، ابتدا نمونه

کنند قادر به تولید و تکثیر بیشتری بوده و ضمن افزايش بیوماس که باکتريهای که از ترکیبات نفتی بهتر استفاده میاست 

 (.Maiti and Bhattacharyya, 2012) میکروبی باعث کدورت محیط خواهند شد

 گیری بیومس میکروبیاندازه

سهانتريفیوژ شهدند و   69666سهپس در دور  ، شهد  ريخته لیتریمیلی 2ی هاويالبه درون ها محیط کشت مناسبی از محج     

 ،ساعت 24به مدت درجه سانتیگراد  56 دمای درآون درون پلت باکتری بعد از خشک شدن وزن روشناور به دور ريخته شد و 

 (.Chandankerea et al, 2013)وزن شد 
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 خام رصد تجزیه نفتد

بهه باقیمانهده   . برای اين کهار ابتهدا   (Ibrahim et al., 2013)استفاده شد  (6)میزان نفت تجزيه شده از رابطه برای محاسبه      

 بدين ترتیب وشد ای ريخته داخل قیف جداکننده استوانهپس از همزدن محیط، به  ،شداتر اضافه اتیلدی ml65، محیط کشت

ری جدا شد؛ سپس نفت خام و دی اتیهل اتهر جهدا شهده در لولهه ههای       اتر از محیط کشت باکتاتیلنفت خام حل شده در دی

 ،اتهر اتیهل یگراد قرار داده شد. پهس از تبخیهر کامهل دی   تدرجه سان 96آزمايش از قبل وزن شده ريخته شده و در بن ماری در 

 توزين شد. ی باکتريايیهاشاهد و جدايهبرای نمونه باقیمانده نفت خام  ديرمقا

%B = 100( W1 – WC) / W1                                                                                       )6(                                                                                                            
    

     B  ،1درصد تجزيه زيستیW  شاهد و نمونه ر باقیمانده دنفت وزنCW  باشدها میباقیمانده در جدايهنفت وزن. 

 سورفاکتانت بیوتولید های تست

  1فعالیت گستردگی روغن

نفهت خهام بهه سهطح آب انجهام       µl 666ديش و اضافه کردن آب مقطر در داخل پتری ml 56با اضافه کردن آزمايش اين      

. (Ibrahim et al, 2013) ريختهه شهد  ايجاد شده،  نفتی لايهی کشت بر روی هااز روشناور حاصل از محیط µl 66گرفت. سپس 

و آب مقطر به عنوان کنتهرل  ه عنوان کنترل + بSDS  گیری شد. در اين آزمايش دو شاهدقطر قطره حاصله عاری از نفت اندازه

 .استفاده شد -

   2بر روی بلاد آگارتست همولیزه شدن 

ر د خون گوسفندی( v/v) %5حاوی و بر روی بلاد آگار برداشته شد های باکتری جدايهی کشت هااز محیط µl 66به مقدار      

 Ibrahim et) ندروز نگهداری شهد  5انکوباتور به مدت  داخل cº26و در  شدداده کشت در سه تکرار ای ها به صورت نقطهپلیت

al., 2013 .)      نشهاندهنده تولیهد   شهود کهه   ظهاهر مهی  هها  ور کلنهی فعالیت همولیزی بلاد آگار بها ايجهاد يهک هالهه شهفاف بهه د

 .(4)شکل  باشدها میآن جدايه از بیوسورفاکتانت

 آگارمتیلن بلو  3CTAB تست

آگهار  متیلن بلهو   CTABبرداشته شد و بر روی  µl 66باکتری به مقدار هر جدايه های کشت محیطبرای انجام ايت تست از      

در سهه تکهرار کشهت    ای ها به صورت نقطهه ر پلیتددر نوترينت آگار(  متیلن بلو µg/ml 665/6و  mg/ml 2/6 CTAB حاوی)

يهک دترجنهت    CTAB (.Chandankerea et al, 2013) روز نگههداری شهدند   5داخل انکوبهاتور بهه مهدت     cº26و در  داده شد

)کهه رنهپ پايهه آن    متیلن بلو آگار  CTABدر محیط کشت  ها به دور کلنیتیره  آبیايجاد يک هاله بنابراين  .باشدکاتیونی می

 .(4)شکل  باشدها میجدايه طرفاز  آنیونی دهنده تولید بیوسورفاکتانت نشانباشد( می آبی روشن

تیمارههای  و استفاده از آنهها در  شد خواهند معرفی شناسايی مولکولی برای  هاجدايهکارآمدترين فوق  هایآزمايشبعد از انجام 

 .صورت خواهد گرفت پالايیزيست

  نتایج و بحث

جدايه جداسازی شد که با توجه به نوع گرم،  66در مرحله اول آزمايش ها ها در پلیتها و کلنیبعد از رشد کامل باکتری     

 جدايه متفاوت از لحاظ مورفولوژی نگهداری و استوک 44های مشابه حذف شده و رشد، کلنی الگویشکل، رنگدانه و ريخت و 

 شد.  ها تهیهآن

 باکتریها( 600OD)کدورت سنجی باکتریها  

( 45/66و  68/62)به ترتیب  CD4-2 و CD4-43 هایبالايی بودند، جدايه ODجدايه دارای  8ی يايباکترجدايه  44 از بین     

هر سه به  CD1-4و  CD9-3 ،CD4-6 هایجدايه بین آنها مشاهده نشد.داری بیشترين کدورت را داشته و اختلاف معنی

                                                 
1 Oil displacement activity 
2 Haemolytic activity 
  ستیل تری متیل آمونیوم برومايد )دترجنت کاتیونی(3
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-جدايه. ديده نشد آنها داری بینداشتند ولی اختلاف معنیها داری با ساير جدايهاختلاف معنی 69/6و  65/6، 6/7ترتیب 

ها داشتند داری با ساير جدايهنیز هر سه به ترتیب الويت سومین مقام را داشته، اختلاف معنی CD4-5و  CD7-1  ،CD6-3های

، بیومس و درصد تجزيه نفتی ضريب همبستگی مثبت وجود داشت، ODبین  بینشان ديده نشد. داری درولی اختلاف معنی

باکتريهايی که در آنها میزان  بود. 863/6و درصد تجزيه نفتی  ODو بین  766/6و بیومس میکروبی  ODاين ضريب بین 

  توانسته بودند نفت خام را تجزيه کنند.کدورت محیط کشت بیشتر بود؛ نفت خام باقیمانده در محیط نیز کمتر بود و بیشتر 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 های باکتریاییجدایه 600ODمقایسه  -1شکل 

 نتایج بیومس میکروبی

-جدايه ،600ODبا توجه به نتايج ولی  ها بوددارای بالاترين بیومس میکروبی در میان همه جدايه mg 66با  CD3-3 جدايه     

 CD4-5 هایجدايهدر اين مرحله انتخاب شدند. تر و هم بیومس میکروبی بالايی بودند، بالا 600ODهای مشترکی که هم دارای 

داشته  را نیز (66/8و  mg 66/3)به ترتیب  بیشترين بیومس میکروبی( 3/4و  7/4)به ترتیب بالا کدورت که علاوه بر  CD6-3و 

و  CD1-5 ،CD7-3 ،CD3-1 ،CD5-6 ،CD6-1 ،CD6-4 هایجدايه ها مشاهده شد.و ساير جدايهداری بین آنها و اختلاف معنی

CD2-1 ضريب همبستگی بین بیومس میکروبی و درصد تجزيه نفتی  یز در محدوده بالای بیومس میکروبی قرار داشتند.ن

و  اند از نفت خام به عنوان منبع کربناند و توانستهباکتريهايی که توان تجزيه زيستی بالای نفتی داشتهبود يعنی  833/6

 بیومس میکروبی بیشتری بودند.نند بهتر رشد کرده و دارای جمعیت و انرژی استفاده ک
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 های باکتریاییجدایه مقایسه بیومس میکروبی -2شکل 
 

 

 

 هاجدایه خام درصد تجزیه نفت

 رين درصد تجزيه نفتی را داشت. ها بالاتاز ساير جدايه %25/88داری يعنی با اختلاف معنی CD1-4 ها جدايهدر بین جدايه     

هايی بودند که دارای بالاترين درصد تجزيه نفتی و از جدايه %35/74و  %46/77به ترتیب با  CD1-5و  CD5-6 های جدايه

نیز در محدوده بالای  CD2-1و  CD7-3 ،CD3-1 ،CD6-1 هایجدايه د.بودنمیلی گرم(  7و  99/6)به ترتیب بیومس میکروبی 

                                                                                                                                                        
  معرف شماره خاک )4( و شماره ايزوله )9( است.CD بوده مثلا جدايه Crude oil degrading 4-9 مخفف CD پیشوند 4

 



 پانزدهمین کنگره علوم خاک ایران

 بیولوژی و بیوتکنولوژی خاکمحور مقاله:            6936شهريور  8تا  6

 

5 

 

-CD1-4 ،CD9-3 ،CD6-3 ،CD4-3 ،CD4-2 ،CD4 هایه نفتی بوده و دارای بیومس میکروبی بالايی بودند. جدايهدرصد تجزي

5 ،CD4-6  وCD7-1 هايی مشترک در جدايهOD .هایجدايه و درصد تجزيه نفتی بالا بودند CD9-4 ،CD1-1 ،CD1-2  و

CD8-1 دارای بیولوژيکی هایگونه تنها هاقارچ و هاباکتری ی داشتند.هايی بودند که فقط درصد تجزيه نفت بالايز از جدايهنی 

 نفتی توسط هایدرصد هیدروکربن % 56-69هستند.  سلولی خود سنتز در نفت کربن از استفاده برای متابولیکی توانايی

 افزايش زياد، فراوانی لتع به هایباکتر از هاخاک سازیپاک برای شوند؛ اما می تجزيه هاقارچ توسط %82 -56و  هاباکتری

 . (Wolicka et al., 2009)  شودمی استفاده بیشتر ها،هیدروکربن از وسیعی طیف از و استفاده رشد سرعت
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 های باکتریاییجدایه مقایسه درصد تجزیه نفت خام در -3شکل 
 

 

 تولید بیوسورفاکتانت

 هایآگار پاسخ مثبت دادند. جدايه CTABی روغن و بلاد آگار و به هر سه تست گستردگ CD8-2و  CD9-3 هایجدايه     

CD2-1 ،CD1-7 وCD8-1 هر سه به گستردگی روغن و بلاد آگار پاسخ مثبت نشان دادند. جدايه CD3-4  به دو تست

و درصد  ODه و دارایبه تست بلاد آگار پاسخ مثبت داد  CD4-3 آگار پاسخ مثبت نشان داد. جدايه CTABگستردگی روغن و 

 محلول در آنها یکنندگونهیامولس يیتوانا هادروکربنیه کنندهتجزيه یهایباکتر بارز یهایژگيو از یکي بود. تجزيه نفتی بالايی

 نديدر فرا میبه طور مستق یستيز یهاباشد. سورفاکتانتیم یستيز یهاهمانند سورفاکتانت یسطح فعال عامل دیتول قيطر از

  (.Ganesh and Lin, 2009)خالت دارند دآنها  یستيز هيو تجز یستيز یدسترس شيافزا قيراز ط دروکربنیحذف ه

 انتخاب ،جدايه استوک شده 44از  باکتری کارای نفتی 26مرحله دوم آزمايش پس از ارزيابی کارائی باکتريها در     

الايی بودند و هم به تستهای تولید ، بیومس میکروبی و درصد تجزيه نفتی بODها که هم دارایکاراترين جدايهشدند.

، CD2-1 ،CD1-5 ،CD4-3 ،CD4-2 ،CD9-3 ،CD6-3،  CD7-1 ،CD3-1 جدايه 66بیوسورفاکتانت پاسخ مثبت دادند شامل 

CD1-1  وCD8-1 های کارای تجزيه نفتی که دارایبودند. ديگر جدايهOD بیومس میکروبی و درصد تجزيه نفتی بالايی بودند ،

، CD1-4 ،CD5-6 ،CD4-5 ،CD7-3 ،CD4-6 ،CD6-1 ،CD6-4 جدايه 66تولید بیوسورفاکتانت نداشتند شامل ولی توانايی 

CD2-3 ،CD8-2  وCD3-3 .شدند 

 

 

 

 

 

 

 

 )سمت چپ( CTABهمولایزیز خون )وسط(، تست مراحل جداسازی اولیه )سمت راست(، تست تصویر  -4شکل 
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  Abstract 

Petroleum hydrocarbons are the most common organic contaminants in water and soil ecosystems around the 

world. Bioremediation of soil microorganisms is one of cost-effective approachs to remove or reduce oil 

pollution. Accordingly, the aim of this study was isolation of crude oil degrading (CD) bacteria from 

contaminated samples of refinery and petrochemical industry of Tabriz and assessment of its ability in oil 

degrading. Based on bacterial growth indicators (e.g. OD and microbial biomass), percent of crude oil degrading 

and production of biosurfactant, 20 efficient strains were introduced among the 60 isolated strains in MSM 

medium. The most efficient strains that had the highest OD, microbial biomass and percentage of oil 

biodegrading with biosurfactant production ability were included isolates CD2-1, CD1-5, CD4-3, CD4-2, CD9-

3, CD6-3,  CD7-1, CD3-1, CD1-1 and CD8-1. While other efficient isolates (CD1-4, CD5-6, CD4-5, CD7-3, 
CD4-6, CD6-1, CD6-4, CD2-3, CD8-2 and CD3-3) did not have the ability to produce biosurfactant.  
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