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پالاییبوم، سلامت انسان و زیستآلودگی زیستمحور مقاله:   

 شهرهای جداشده از خاک آلوده منطقه نفتخام با استفاده از باکتریهای نفتتجزیه زیستی هیدروکربن

 4، علیرضا حبیبی3، روح الله شریفی21، علی بهشتی آل آقا 1، سمیرا پاکدل1فیروزه غلامی

 دانشجوی کارشناسی ارشد گروه علوم ومهندسی خاک دانشکده کشاورزی، دانشگاه رازی کرمانشاه1
 استادیار گروه علوم ومهندسی خاک، دانشکده کشاورزی، دانشگاه رازی، کرمانشاه 2

 دانشگاه رازی، کرمانشاه استادیار گروه گیاهپزشکی، دانشکده کشاورزی،3  
 استادیار گروه مهندسی شیمی دانشکده فنی و مهندسی، دانشگاه رازی، کرمانشاه 4

 چکیده
یش و فرآوری های جدی به موجودات زنده خصوصاً در مجاورت واحدهای بهره برداری، پالانشت مواد نفتی به محیط زیست سبب بروز آسیب

هاای آلاوده ز محیطاهای نفتی زیست در حذف آلودگیهزینه، موثر و سازگار با محیطهای بومی روشی کممیکروارگانیسمزیستی توسط است. تجزیهشده

ویه بااکتری ساشاهر انجاام شاد و هشات های آلوده نفتی منطقه نفاتخام از خاکهای بومی تجزیه کننده نفتاست. دراین پژوهش، جداسازی باکتری

عنوان تنها منباع تر( بهگرم درلی5/4خام )در حذف نفت M9ها در محیط مایع شد. کارایی این سویه های نفتی انتخابروکربنزیستی هیدباتوانایی تجزیه

های ساب  در که بالاترین سرعت حذف هیدروکربنروز بررسی شد. در حالی 21و14دور در دقیقه به مدت  180زنی و سرعت هم ᵒC 30کربن دردمای 

-h 1-1به میزان  PDB27روز متعلق به باکتری شماره  14محیط آبی پس از 
cellg g87/0  باود، اماا ساویه شامارهPDB11 حاذف کا   باالاترین درصاد

-h 1-1و با سرعت  23ها را به میزان %هیدروکربن
cellg g13/0  ای جداسازی شده نشانگر هباکتری ها از. این توانایی حذف هیدروکربنروز داشت 21پس از

 های نفتی بود.زیستی هیدروکربنبکارگیری آنها در فرآیندهای تجزیهپتانسی  

 های باکتری، بازده حذف: آلودگی نفتی، زیست پالایی،  جداسازی سویهکلمات کلیدی

 

 مقدمه

مواد نفتی است. این  فرآوریبرداری و های محیط زیست در مناطق بهرهترین انواع آلودگیترین و جدیهای نفتی یکی از شایعآلودگی

نشت ترکیبات نفتی ازمخازن، خطوط انتقال و دستگاه های فرایندی در مراح  استحصال، پالایش و فراورش محتم  است. وجود اثر ها درآلودگی

 .Tobiszewski, M) شوندها موجب اثرات مخرب طولانی مدت روی اکوسیستم مح  آلودگی میترکیبات مختلف آروماتیکی و خطی در این آلودگی

andNamieśnik, J. 2012) .های سطحی و زیرزمینی و شوند. نفوذ به آبزایی و تومورزایی در انسان توانند موجب سرطاناین ترکیبات سمی، حتی می

های روش .(Das and Chandran, 2011)زیست است انتشار آنها به اتمسفر در نتیجه عملیات تبخیر از دیگر مشکلات انتشار این مواد به محیط

صرفه های شدید مقرون بهاند که بکارگیری آنها اغلب در سطوح کم و آلودگیپیشنهاد شده های نفتیشیمیایی هیدروکربن-مختلفی مث  حذف فیزیکی

رو، محققین حوزه علوم خاک انتشار مواد شیمیایی در محیط و نیز تبدی  آلودگی از ی  شک  به شک  دیگر است. از این هااست. مشک  دیگر این روش

-نیسم. در پالایش زیستی توسط میکروارگا(Varjani and Upasani, 2016) کنندها را به دلی  دگرگونی ساختار خاک توصیه نمیبکارگیری این روش

های شیمیایی شوند و بنابراین همچون روشهای زیستی ابتدا تجزیه و سپس استفاده میها، آلودگی نفتی اغلب به عنوان منبع کربن و انرژی سلول

ها با های نفتی، برخی از میکروبدهد که اگرچه در مناطق آلوده به هیدروکربنزیست نیستند. مطالعات نشان میموجب تحمی  آلاینده ثانویه به محیط

اند، اما اغلب فرایند پالایش زیستی در ی نفتی را پیدا کردههاشرایط سازگار شده و در اثر تغییرات ژنتیکی، توانایی تجزیه و حتی تغذیه از هیدروکربن

(. از این (Varjani., 2017 شودها را دارند به کندی انجام میهای محیطی توانایی حذف آلایندهطبیعت به دلی  آنکه جمعیت کمی از میکروارگانیسم

های توانمند در حذف ترکیبات مختلف نفتی و سپس استفاده از آنها با مزیست با جداسازی و شناسایی میکروارگانیسرو محققین بیوتکنولوژی محیط

ها و ها، قارچهای متنوعی از گروه باکتریمیکروارگانیسم (.2017و همکاران،  Devorak) جمعیت مناسب برای تیمار محیط آلودگی استفاده کردند

ترین گروه میکروبی در پالایش زیستی ها عمدههای متعدد، باکتریاساس گزارشهای نفتی شرکت کنند اما بر توانند در پالایش آلودگیها میجلب 

خام را در محیط آبی و با ( تجزیه زیستی نفت2008و همکارانش ) Plaza . به عنوان مثال،(2012و همکاران  Rajasekarهای نفتی هستند )آلودگی
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ها که قادر به تولید سورفکتنت بودند، انجام دادند. آن Alcaligenes piechaudii SRSو  Ralstonia picketti SRSهای استفاده از باکتری

( طی پژوهشی بر روی پتانسی  2011و همکارانش ) Khanروز گزارش نمودند.  20را بعد از گذشت  %80ی این دو باکتری، حذف حدود وسیلهبه

آنچه در بکارگیری این  روز گزارش کردند. 7را پس از  %27آلوده نفتی، حذف های جداشده ازخاک باسیلوسزیستی مواد نفتی توسط باکتری حذف

ها بومی زیستی ترکیبات نفتی برای بکارگیری در محیط طبیعی حائز اهمیت است آن است که این میکروارگانیسمهای میکروبی با توانایی حذفگونه

یسم های معرفی شده به دلی  شرایط محیطی مح  آلودگی همچون میزان بار آلودگی، منطقه آلودگی باشند. این نکته هم از جهت کارامدی میکروارگان

و هم تاثیرات نامطلوب زیست محیطی میکروارگانیسم معرفی شده به محیط حائز اهمیت  pHحضور فلزات و ناخالصی های محیطی، رطوبت، دما و 

شهر برداری نفتهای آلوده به مواد نفتی در منطقه بهرههای بومی از خاکیجداسازی باکتردر کار حاضر، (. Haritash and Kaushid, 2009است )

خام از محیط آبی با بررسی پارامترهای رشد سلولی و سرعت حذف های جداسازی شده در حذف نفتاستان کرمانشاه به انجام رسید و توانایی این گونه

 .زیستی  مورد ارزیابی قرار گرفت

 هامواد و روش

شهر استان های نفتی منطقه نفتههای مناطق آلوده به آلایندخاک )cm)20-0برداری از عمق نمونه: هانمونه برداری وجداسازی باکتری

های لوله خوار از روش سری رقت استفاده شد. ی  گرم از هرنمونه خاک بههای نفتانجام گرفت. جهت جداسازی باکتری 1397کرمانشاه در بهار سال 

های مرحله انجام شد و از سری رقت 6تا  3سازی بر اساس نوع خاک از پپتون سترون انتقال داده شد. عم  رقیق نیم درصد لیتر محلولمیلی 9حاوی 

د. در مرحله داری شدر انکوباتور نگه ᵒC 30ساعت در دمای 48پخش شد. این محیط به مدت  2NAمیکرولیتر برداشته و روی محیط  100تهیه شده 

 (. 2005وهمکاران،  Hongسازی شدند )یافته که دارای شک  و مورفولوژی متفاوت بودند، جداسازی و خالص های رشدبعد کلنی

یدروکربنی هد. ترکیبات تهیه ش شهر استان کرمانشاه و از شرکت بهربرداری نفت و گاز غربآنالیز نفت خام: نمونه نفت خام مورد استفاده از مخازن نفت

. بود  Rtx-5و ستون FIDساز ر( مجهز به آشکاAgilent, 6820N. دستگاه کروماتوگرافی مورد استفاده )تعیین شد گازیگرافیآنالیز کروماتو خام بانفت

ی دمایی آون دستگاه به رنامهبود و ب C˚ 300کننده هر دو ساز و تزریقاستفاده شد. دمای آشکار mL min 1-1هلیوم به عنوان گاز حام  با دبی ثابت 

افزایش   C˚270تا  C˚1-min 10ادامه  با سرعت و در  C˚ 180تا  C1-min5˚نرخقرار داده شد، سپس با  C˚ 70دردمای  min 2ابتدا  صورت بود کهاین

 .نگه داشته شد C 270˚در دمای min 3یافت و نهایتاَ  

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
0

30

60

90

120

150

180

C9

C13

C16
C18

C22

C26

C33

Time (min)

m
V

 

 های نفت خام مورد استفاده از این تحقیقهیدروکربن کروماتوگرام -1شک  

، Ureaگرم اوره  NaCl ،1گرم سدیم کلراید  5/0)حاوی  M9ها درنفت خام، محیط کشت ها درنفت خام: جهت رشد باکتریبررسی توانایی رشدباکتری

 O2H.74MgSOدارگرم سولفات منیزیم آب4HPO2Na ،101/0گرم دی سدیم هیدروژن فسفات  4PO2KH ،78/6گرم پتاسیم دی هیدروژن فسفات  3

میکرولیتر از سورفکتانت  500خام به همراه گرم در لیتر نفت 5/4مقطر( تهیه شد ولیتر آبمیلی1000مصرف در لیتر محلول حاوی عناصر کممیلی 1و 
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لیتر از سوسپانسیون با ریخته شد و ی  میلی M9لیتر از محیط مایع میلی100مقدار، میلی لیتری 250مایر به محیط اضافه شد. درون هرارلن 80توئین 

روز نگهداری شدند. از نمونه فاقد  21و14دور در دقیقه به ترتیب به مدت  180و  ᵒC 30ها در دمایبه آن اضافه شد. ارلن CFU/ml 910×1جمعیت 

 ه شد. عنوان شاهد استفادباکتری به

از محیط جداسازی شدند.  دقیقه با استفاده از سانتریفیوژ 10دور در دقیقه و به مدت  6000ها در باکتری یش،سنجش توده زیستی: پس از هر آزما

های پارامتر د.گیری شدر آون خش  شدند و سپس وزن خش  توده زیستی اندازه ᵒC 85ساعت دردمای  24های زیستی ته نشین شد به مدت توده

 :(2001و همکاران، Waitesمحاسبه گردید )( 2(و )1( به ترتیب با استفاده از روابط )µو سرعت رشد ویژه )  (Y)زیستی به سوبسترابازده توده

(1 ) 
𝑌 (𝑔𝑐𝑒𝑙𝑙𝑔−1) =

𝑋 − 𝑋0

𝑆0 − 𝑆
 

(2) 

𝜇 (ℎ−1) =  
ln (

𝑋
𝑋0

)

𝑡
 

انگر مقادیر در ابتدای زمان تیمار زیستی است. زیرنویس صفر نش t( و g L-1غلظت ک  هیدروکربن ) S (،g L-1غلظت توده زیستی )X، در این روابط

 تیمار است. 

 (Hassanshahianاستفاده شد. ASTMخام باقیمانده در محیط از استاندارد ها: به منظور سنجش مقدار نفتخام توسط باکتریسنجش حذف نفت

دت مخلوط شد. مخلوط حاص  دقیقه با ش 5( و به مدت %99)برای این منظور، مقدار برابری از محلول رویی با حلال دی کلرو متان  (.2012وهمکاران، 

 nmدر (CARRY-100مدل (نوری سنج این فاز آلی توسط دستگاه طیف (ODداخ  دکانتور ریخته شد و فاز آلی جداسازی شد. سپس دانسیته نوری )

زیر که با درصدهای مختلف  با استفاده از رابطه استاندارد OD(. مقادیر اندازه گیری شده 2002و همکاران،  Rahmanگیری شد )ازهنانومتر اند600  

 :(Shamsuzzaman and Barnsley, 1974)خام تهیه شد، به غلظت تبدی  شدنفت

(3)  031/0  +OD×644/0 )غلظت نفت خام باقیمانده )گرم بر لیتر = 

 با استفاده از رابطه زیر تعیین شد: )3TPH(های نفتیمیزان حذف ک  هیدروکربنسپس، 

(4) 
𝑇𝑃𝐻 𝑟𝑒𝑚𝑜𝑣𝑎𝑙 (%) =  100 ×

𝑆0 − 𝑆

𝑆0
 

 نتایج و بحث

، 11PDB،PDB6 ،48PDB ،27PDB ،15PDB)باااااکتری سااااویه 8 ، تنهاااااجداشااااده گونااااه 126 میااااان، از ایاااان پااااژوهش در

19PDB,17PDB،26PDB)  و لذا توانستند ضمن حذف این ترکیبات نفتی بر روی  ازترکیبات نفت خام به عنوان تنها منبع کربن بودنداستفاده قادر به

با افزایش  های نفتیک  هیدروکربنها درصد حذف دهد که اگرچه برای تمامی این سویه( نشان می1آنها رشد نمایند. نتایج نمایش داده شده در شک  )

اند و روز داشته 14زیستی را در بیشترین میزان حذف 48PDB و 27PDB ه است؛ اما سویه های شمارروز افزایش یافته 21به  14زیستی از زمان تجزیه

از توانایی عملکارد  19PDBو   11PDBهای روز ، جدایه 21را طی این مدت حذف کردند. در پایان های نفتی هیدروکربناز  9/11و % 9/13% به ترتیب

خاام از مجموعاه نفات (.2)شاک   از خود نشاان دادناد 22/%6و  23های نفتی را به میزان %بازده حذف هیدروکربن بودند و به ترتیببالاتری برخوردار 

پذیری اندک اغلب از امتزاج پذیری کمی در سیستم آبی برخوردار است. این عادم دلی  انحلالاست که بهترکیبات مختلف حلقوی و خطی تشکی  شده

های آنزیمی درگیر در تجزیه این ترکیبات وجود دارند، این شود تا محدودیت انتقال جرم برای انتقال به فاز آبی جایی که سیستمباعث می امتزاج پذیری
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در  پاذیری آنهاافرآیند را بامحدویت مواجه سازد. نتایج مطالعات قبلی نشان می دهد که با افزایش طول زنجیر در هیدروکربن های نفتی میازان انحالال

 Xu and)تر از ترکیبات باا زنجیار هیادروکربنی بلناد اسات تر راحتیابد و در نتیجه اغلب حذف ترکیبات نفتی با زنجیر کوتاهسیستم آبی کاهش می

Obbard, 2004  .) 27در کار حاضر، بازده حذف بالا برای سویه های شمارهPDB  48وPDB ًاز سرعت ها این گونه گویای این مطلب است که احتمالا

و لذا از رشد سریع و مناسبی بر روی ترکیبات نفتی برخوردار بودناد. درصاد  ها بودندهای سب  در مقایسه با سایر سویهتجزیه بالاتری برای هیدروکربن

ا وجود سرعت رشد کند ها بدهد که سایر گونهرسید. این نشان می 4/19-23ها جداسازی شده تقریبا به حدود %روز برای تمامی سویه 21حذف پس از 

 بر روی ترکیبات نفتی، اما در ادامه برای حذف این ترکیبات موثر واقع شدند. 
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 تیمار زیستیروز21و14پس از  اکتریبهای جدایهخام توسط های نفتکارایی حذف هیدروکربن -2شک  

 14در روز  27PDBدهد که باکتری شماره .این نتایح نشان می دهدهای مختلف نشان میسویهخام را برای نرخ ویژه تجزیه زیستی نفت 3شک  

-h 1-1خام را با میزان زیستی ترکیبات نفتبالاترین نرخ ویژه تجزیه
cellg g87/0  دارا بوده است. این بدان معنی است که هر گرم از وزن خش  این سویه

و  26PDBهای شماره زیستی برای سویهتوجه آنکه، نرخ تجزیهاست. نکته قاب خام را در هر ساعت داشتهگرم از ترکیبات نفت 87/0توانایی حذف 

48PDB  است. با توجه به نتایج شک  زیستی کاهش یافتهها با افزایش زمان، نرخ تجزیهاست ولی برای سایر گونه تقریباً ثابت مانده 21و  14در روزهای

، 6PDB ،11PDB ،15PDB ،17PDBهای شماره شود که ترکیبات قاب  تجزیه برای سویهبینی میی این مدت، پیشو افزایش بازده حذف ط 1

19PDB 27وPDB  زیستی پس از ها به افزایش تودهزیستی در این سویهروز کماکان در محیط باقیمانده باشند و لذا روند کاهش نرخ تجزیه 14پس از

 روز مربوط باشد.   14

 

 

 

 

 

 

 روز تیمار زیستی 21و 14های جداشده در تجزیه زیستی نفت خام توسط باکتری مقایسه سرعت- 3شک 

از  48PDBو  27PDBهایاند. با توجه به این نتایج، سویهبا یکدیگر مقایسه شده 4ها در شک  و سرعت ویژه رشد سویهزیستی به سوبسترا بازده توده

اند ترکیبات ها توانستههای جداسازی شده داشتند. این سرعت ویژه بالا نشانگر آن است که این سلولاقی سویهنرخ ویژه رشد بالاتری در مقایسه با ب

  های شمارهزیستی به سوبسترا برای سلولزیستی به کار بگیرند. بازده تودهخام را به خوبی تجزیه کرده و  در مسیرهای آنابولیسمی برای تولید تودهنفت

PDB27 وPDB48  1و  22/0به ترتیب-g cellg11/0 .شماره زیستی به سوبسترا مربوط به باکتریبالاترین میزان بازده توده بود PDB19  به میزان cellg
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1-g3/0 در  است. نرخ ویژه بالا دهد این سلول بیشتر انرژی حاص  از کاتابولیسم ترکیبات نفتی را در مسیرهای تامین انرژی صرف نمودهبود که نشان می

آورد؛ زیرا، در این حالت با های طبیعی را فراهم میهمراهی با بازده توده زیستی به سوبسترا پایین شرایط بهینه ای برای استفاده از سلول در محیط

گردد. ص  میزیستی کمتری در محیط حازیستی، تودهکمترین میزان توده زیستی بیشترین میزان آلودگی از محیط حذف خواهد شد و در نتیجه حذف

 زیستی کمتر از جهت عدم تغییر در اکوسیستم طبیعی دارای اهمیت است.  توده
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 روز 14جداسازی شده پس از های باکتریایی گونه ( برایYا )( وبازده توده زیستی به سوبسترµرشد ویژه ) سرعت – 4شک  

 

 گیرینتیجه
های توانمند در تجزیه تواند منبع طبیعی مناسبی برای جداسازی سویهمی به مواد نفتی که خاک مناطق آلودهنتایج این بررسی نشان داد 

رای کاربرد در محیط آلودگی ب بالاتری پایداری و اکولوژی  سازگاری از کنندگی تجزیه برتوان علاوههای جداسازی شده، ها باشد. این گونههیدروکربن

رعت رشد و د. تفاوت در سهای نفتی برخوردار بودنهای جداسازی شده، از توانایی متفاوتی برای کاهش آلودگیپژوهش، باکتریدر این  .برخوردارند

 در حقیقت کاربرد همزمان .شودآمیز بودن فرآیند را در محیط طبیعی یادآور میبرای موفقیت میکروبی هایازکنسرسیوم زیستی آنها لزوم استفادهتجزیه

 ی باشد.هیدروکربن مختلف هایبرش زیستی جهت حذفافزایی آنها در فرایند حذفتواند باعث همها مییهاین جدا
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Bioremediation of petroleum hydrocarbons by bacteria isolated from contaminated soil in Naft shahr 
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Abstract 
Spread of oil components to the environment results negative impacts on living cells especially in the nearest of extraction 

and refinery factories. Biodegradation with native microorganisms is an economic, efficient, and environmentally friendly 

method in hydrocarbon pollutant removals from contaminated environments. In this study, native bacterial cells capable to 

degrade of crude oil were isolated from hydrocarbon contaminated soils in Naft Shahr region and eight bacterial strains 

were identified. The performance of the cells was examined in M9 liquid medium for removal of crude oil hydrocarbons 

(4.5 g L-1) as a sole carbon source at 30 ᵒC, agitation speed of 180 rpm for 14 and 21 days. Although, the highest 

biodegradation rate for light hydrocarbons was obtained for strain 27PDB with 0.87 g gcell
-1 h-1after 14 days, however the 

strain 11PDB showed the highest removal efficiency of 23% with a biodegradation rate of 0.13 g gcell
-1 h-1 after 21 days. The 

removal efficiency of isolated bacterial cells showed a potential application of these strains in hydrocarbon biodegradation 

processes.  

 

Keywords: Oil contaminants, Biodegradation, Isolation of bacterial strains, Removal efficiency.  
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