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Abstract 

Background & Objectives: Pollution of the environment with petroleum and its derivatives is a  

serious threat to human health and the environment, so treatment of these substances is of great 

importance. The bioremediation process is defined as the use of microorganisms to remove many 

industrial effluents, including petroleum products. The aim of this research is the isolation and 

characterization of crude oil degrading bacteria from some industrial sewage in Shiraz.  

Material & Methods: This study was performed to isolate crude oil degrading bacteria from some 

industrial areas of Shiraz. To investigate the effect of crude oil on the frequency and variety of 

microbial populations of soil and water sampling, identification and counting of crude-oil  

degrading bacteria and heterotrophic bacteria were performed by CFU and MPN methods.  

Preliminary identification of the strains was carried out based on biochemical characteristics. 

Then properties such as oil-spreading, emulsifying activity, growth and degradation rate of these 

bacteria were investigated. 

Results: After screening, it was found that 20 strains were capable of growing and decomposing 

crude oil. The highest oil-spreading, bacterial adhesion to hydrocarbon, emulsifying activity were 

related to PE3, SN1, DS1, 23%, 16% and 22%, respectively. Using these results seven suitable 

strains were selected and crude oil removal rates determined by spectrophotometric and  

gravimetric methods for each strain. One strain with the highest rate of crude oil degradation was 

Cellulosimicrobium cellulans by molecular method. This strain had the best efficiency of  

degradation (67 %) in 1.5 parentage of crude oil. By optimization of factors affecting crude oil 

degradation such as carbon source, nitrogen source, time and mixed culture the best degradation 

(100%) was take place. 

Conclusion: The results of this study showed that the use of these microorganisms by creating  

optimal conditions can be an important step in the removal and control of oil pollution. 
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 های صنعتی شیراز  کننده نفت خام فاضلاب های تجزیه غربالگری باکتری
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 چکیده

باشد. با استفاده از  آلودگی محیط زیست با نفت و مشتقات آن تهدیدی جدی برای سلامت انسان و محیط زیست می :سابقه و هدف

های صنعتی وجود دارد. این مطالعه با  های زیست محیطی به ویژه فاضلاب فرایند زیست پالایی، امکان حذف بسیاری از آلاینده

 هدف جداسازی و تعیین ویژگی های باکتری های تجزیه کننده نفت خام در برخی از فاضلاب های صنعتی شیراز انجام شد. 

های صنعتی  برداری از برخی فاضلاب های تجزیه کننده نفت خام نمونه  در این پژوهش به منظور جداسازی باکتری  مواد و روش ها:

های خاک، نمونه برداری از  در شیراز انجام شد. به منظور بررسی اثر نفت خام بر روی فراوانی و تنوع جمعیت میکروبی نمونه

های رقت تدریجی و بیشترین  های تجزیه کننده و هتروتروف با روش پساب و لجن نفتی انجام شد. شناسایی و شمارش باکتری

سویه توانایی رشد و تجزیه نفت خام را دارند. شناسایی  22( انجام شد. پس از غربالگری مشخص شد که MPNشمارش احتمالی )

 شد. سپس ویژگی هایی مانند گسترش قطره، فعالیت   های جداشده بر اساس آزمون های بیوشمیایی انجام مقدماتی سویه

 ها بررسی شد. امولسیون کنندگی و میزان رشد و تجزیه در این باکتری

  DS1و  PE3  ،SN1در جدایه هایگسترش قطره، هیدروفوبیسیته سلولی، فعالیت امولسیون کنندگی بیشترین   یافته ها:

 درصد بود. با استفاده از این نتایج هفت سویه مناسب انتخاب شدند و میزان حذف نفت خام  22و  11، 22به ترتیب 

 سلولومیکروبیوم سلولانس با روش اسپکتروفتومتری و گراویمتری مشخص گردید. سپس با روش مولکولی تعیین هویت سویه 
(Cellulosimicrobium cellulans( دارای بیشترین میزان تجزیه نفت خام انجام شد. این سویه بهترین عملکرد در تجزیه )را 16 )%

درصد نشان داد. با بهینه سازی برخی عوامل موثر بر روی تجزیه نفت خام مانند کشت مخلوط، منبع کربن، منبع ازت  1/1در غلظت 

 %( حاصل گردید.122و زمان، حداکثر تجزیه نفت خام )

نتایج نشان داد که با بهینه سازی شرایط میکروارگانیسم های جداشده در این پژوهش، امکان حذف و کنترل آلوگی   نتیجه گیری:

 نفتی وجود دارد.

 .تجزیه زیستی، هیدروکربن، جداسازی باکتری، نفت خامواژگان کلیدی: 

 89فروردین ماه پذیرش برای چاپ:    89بهمن ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: کرمان، دانشگاه شهید باهنر کرمان، دانشکده علوم، گروه زیست شناسیی.

 mshahi@uk.ac.irپست الکترونیک:   28122821861تلفن:  

 م دمه     

نفت خام یک مخلوط پی یده  بیعی از ترکیبات هیدروکربنی و                                                       

هیدروکربنی است. مح ولات مبتنی بر نفت، منبع اصلی                                                          غیر   

باشند. با این حال                     انرژی برای صنعت و زندگی روزمره می                                 

های نفتی و              زیست توسط هیدروکربن                     امروزه آلودگی محیط                    

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خیلاقیانیه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در ف لنامه دنیای میکروب
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اثرات نامطلوب آن در میان مشکلات فراوان محیط زیست قابل                                                      

ها در دوران اخیر                    توجه است. یکی از دلایل عمده نگرانی                                 

 های آروماتیک چند حلقه ای                            ح ور هیدروکربن              

 (Poly Aromatic Hydrocarbons                           ،مانند آنتراسن، فنانترن )

بنزوپیرن و بنزوآنتراسن در آب و فاضلاب است. برخی از این                                                       

زا هستند و توانایی تجمع                           ترکیبات سرسخت و بالقوه سر ان                            

آلودگی نفتی از                    (.  1های مواد غذایی را دارند )                           زیستی در زنجیره               

های نفتی، شکستگی خط                       راه نشت، فروش و استفاده از فرآورده                                  

گیرد. هم نین                ها صورت می            لوله و ریختن از مخازن تانک                          

اضافه کردن مواد نفتی به خاک به عنوان یک سیاست عمدی                                                    

شود. در منا   به شدت آلوده                              دفع زباله منجر به آلودگی می                           

آور فوری بر زندگی گیاهان و جانوران به ویژه                                              شده، اثرات زیان               

کشاورزی دارد. علاوه بر اثرات آن بر گیاهان و حیوانات،                                                     

های میکروبی را نیز تحت تاثیر قرار                                     آلودگی نفتی جمعیت                 

های میکروبی به ترکیب شیمیایی                                دهد. اثر نفت روی جمعیت                        می  

های موجود بستگی دارد.                         های میکروارگانیسم                   نفت و گونه          

ها در محیط زیست علاوه بر تاثیر گسترده بر                                           وجود این آلاینده               

اکوسیستم منطقه، با گذشت زمان و ورود به چرخه غذایی، به                                                       

ها      جوامع انسانی نیز راه می یابند و به این ترتیب سلامت انسان                                                       

افزایش فرایند صنعتی شدن در                                (.  2و     2کنند )        را تهدید می           

سراسر جهان منجر به تولید فاضلاب صنعتی در مقادیر زیادی با                                                         

محتوای آلی شده است که در صورت ت فیه  نشدن مناسب،                                                  

می تواند منجر به تولید قابل توجهی از انرژی شود. همواره                                                        

صنعتی شدن و شهرنشینی سریع افزایش میزان آلودگی آب را به                                                        

دنبال دارد. توسعه سریع اقت ادی و افزایش سط  زندگی مردم                                                        

موجب افزایش سریع تعداد صنایع نفتی و پتروشیمی در سراسر                                                       

میلیون متر مکعب با                      1های نفتی با               جهان شده است. حجم زباله                       

درصد در سال افزایش یافته                            12افزایش محتوای متوسط تا                        

ها حاوی مواد سمی مانند مواد                               است. فاضلاب پتروشیمی                   

ها، روغن و گریس، اسید های چرب،                                  سنگین آلی، چربی               

باشند. این ترکیبات مانع از رشد گیاهان و                                           ترکیبات نیتروژنی می                   

باشند. هم نین                 حیوانات و هم نین م ر برای انسان می                                  

های       (. زباله        2های نفتی حاوی مقادیر زیاد روغن است )                                      فاضلاب     

های       ها، آلودگی            حاوی روغن و گریس تولید شده از پتروشیمی                                      

های آبزی تزری                   خطرناک هستند به ویژه هنگامی که به محیط                                      

ها موجب مسمومیت موجودات آبزی و سایر                                       شوند که در آن               می  

شوند. روغن و گریس در  بیعت                              های زیست محیطی می                   آسیب    

چسبنده هستند که به دلیل تمایل به تجمع، موجب مسدود                                                   

های تخلیه و خطوط فاضلاب، ایجاد بوی ناخوشایند                                               کردن لوله         

هوازی پوسیدگی خطوط فاضلاب می شوند.                                     و در شرایط بی             

هم نین  ترکیبات یاد شده در ت فیه فاضلاب شهری موثر                                                  

 شوند        هستند، زیرا  به صورت یک لایه در بالای آب شناور می                                               

های مختل  فیزیکی، شیمیایی و                               های نفتی به روش                 آلودگی          (.  2) 

شوند. روش های فیزیکی مانند سوزاندن                                      زیستی پاکسازی می                

می تواند موجب نابودی ارگانیسم های بومی به ویژه                                                

های تجزیه کننده نفت، افزایش سمیت نفت باقی مانده                                                   میکروب      

های شیمیایی شامل                    و هم نین آلودگی هوا می گردد. روش                                

های شیمیایی به محیط منجر به ت ییر                                     تزری  مستقیم اکسید کننده                        

های شیمیایی ممکن است                        شوند. روش           ماهیت  بیعی محیط می                   

های میکروبی را از  ری  آسیب به غشای سلولی یا                                                فعالیت      

(. به دلیل مشکلات مرتبط با                            های ضروری مهار کنند )                       آنزیم     

تر      تر و ارزان            های فیزیکی و شیمیایی به یک رویکرد ایمن                                        روش   

برای تجزیه آلودگی محیط زیست نیاز است. استفاده از                                                  

ها برای حذف موثر آلودگی هیدروکربنی از                                         میکروارگانیسم             

خاک توسط محققین متعدد در نظر گرفته شده است، چرا که                                                    

های دیگر منجر به                    زدایی خاک آلوده به وسیله روش                              آلودگی      

اقت ادی نیز               ها غیر        شود و این روش               تولید ترکیبات سمی می                    

های زیستی مقرون به صرفه تر و                                باشند، هم نین روش                   می  

    ( 1های فیزیکی و شیمیایی هستند )                              کارآمدتر از روش               

ها و اسید             های نفتی معمولا حاوی چربی مانند آلکان                                      فاضلاب     

هایی که در فاضلاب وجود دارد                              چرب زنجیره بلند است. لیپید                          

شوند و از             شوند، زیرا در آب حل نمی                         به سختی تجزیه می                

کنند. متابولیسم لیپید شامل                              فرآیندهای متانوژنیک جلوگیری می                              

باشد. پس از               چندین مرحله شامل امولسیون کننده و تخریب می                                          

شود.        تخریب مسیر، لیپید به گلیسرول و اسید چرب تبدیل می                                                

 ها از  ری  مسیر اکسیداسیون بتا به                                     سپس اسید چرب            
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وارد        TCAشود و در نهایت به چرخه                          تبدیل می          CoAاستیل       

های خاک و             هایی که از نمونه                  شود. بسیاری از میکروارگانیسم                              می  

آوری و حذف ترکیبات نفتی                           اند، توانایی جمع                  آب جدا شده          

های میکروبی در ت فیه بیولوژیکی                                  فاضلاب را دارند. آنزیم                     

های میکروبی،                شامل اکسیدوردوکتازهای میکروبی، لاکاس                                   

های هیدرولیتیک میکروبی. این                               پراکسیدازهای میکروبی،آنزیم                          

مکانیسم برای تخریب زیستی نشت نفت و سموم ارگانوفسفره و                                                       

های       های صنعتی در مکان                   فاضلاب           ( 1کربامات موثر است )                  

توان        ها می       شوند. از این مکان                   گوناگونی در شیراز تولید می                          

پتروشیمی شیراز، کارخانه تولید روغن نرگس در شیراز و                                                    

کارخانجات تولید کود شیمیایی را نام برد. علاوه بر این شهرک                                                          

صنعتی بزر  شیراز که واقع شرق شهر شیراز، بزر  ترین و                                                     

مهمترین شهرک صنعتی استان فارس است. این شهرک با                                                

هکتار یکی از بزرگترین و مهمترین                                   22 1وسعت تقریبی             

د. در منا   صنعتی                   شو    های صنعتی کشور محسوب می                         شهرک    

های آلوده به                ها و خاک          شیراز مکان های مختلفی مانند فاضلاب                                 

ترکیبات نفتی و روغنی وجود دارد که با استفاده از جداسازی                                                         

ها می توان به منظور پاکسازی و ت فیه                                       های آن        میکروارگانیسم             

(. شرکت پتروشیمی شیراز به                           6آلودگی نفتی استفاده نمود )                          

  2 12عنوان اولین واحد تولیدی صنایع پتروشیمی ایران در سال                                                     

به منظور تولید کودهای شیمیایی ازته آغاز به فعالیت نمود. در                                                            

این پتروشیمی آمونیاک ، اوره ، اسید نیتریک ، و نیترات آمونیوم،                                                               

کلر آلکالی، متانول، پرکلرین و آرگون تولید می شود. شرکت                                                        

با عنوان کارخانه پنبه پاک کنی                                 1222روغن نباتی شیراز در سال                         

در حومه شهر شیراز احدا  گردید. پس از آن با افزایش گرایش                                                         

های نباتی بجای                  و رغبت عموم مردم به جایگزینی روغن                                 

تن      12های حیوانی، فرآیند ت فیه این کارخانه با  رفیت                                                 روغن    

تن در روز             22 در روز راه اندازی و بتدریج به  رفیت کنونی                                           

های نباتی مایع، جامد                        که شامل ت فیه و بسته بندی انواع روغن                                    

های ویژه صن  و صنعت                       م رف خانوار، مارگارین و روغن                            

(. هدف از این پژوهش، بررسی                            6باشد افزایش یافت )                    می  

های       های تجزیه کننده نفت خام در فاضلاب                                  پراکندگی باکتری               

باشند.          صنعتی شیراز است که دارای آلودگی نفتی بالایی می                                             

های بومی با قابلیت                      هم نین غربالگری و بدست آوردن سویه                                 

تجزیه بالای نفت خام از دیگر اهداف این تحقی  بود. در                                                    

نهایت سنجش اثر عوامل محیطی بر روی میزان تجزیه پذیری                                                     

 های برتر انجام شد.                    نفت خام توسط سویه                 

 ها    م اد و رو           

 نمونه(، لجن نفتی                    2های خاک )           نمونه     برداری:           ال ( نمونه            

نمونه( ازسه منطقه آلوده به مواد نفتی در                                           2نمونه( و پساب )                 1) 

آوری شدند. منا   نمونه برداری شامل پتروشیمی                                               شیراز جمع         

شیراز، شهرک صنعتی شیراز و کارخانه روغن گل نرگس بودند.                                                       

 سانتی متری خاک به میزان                           1-12نمونه برداری از عم                      

های       گرم در شرایط کاملا استریل انجام گرفت و در کیسه                                               122

تا رسیدن به                          در دمای           پلاستیکی پلی اتیلن استریل                        

 های پساب میزان                  (. نمونه        9آزمایشگاه نگهداری شدند )                        

( منا   نمونه برداری با اشاره به                                  1میلی لیتر در جدول )                     222

بیشتر نمونه های جمع                       نام اخت اری نشان داده شده است.                              

آوری شده مربوط به پساب بود و اکثر نمونه ها دارای آلودگی                                                         

 شدید هیدروکربنی بودند.                      

تجزیه و           ها:     ها و تجزیه کننده                  ب( شمارش تعدادکل هتروتروف                         

های       ها با شمارش تعداد کل باکتری                             تحلیل اولیه نمونه                 

 های آلوده انجام شد.                       هتروتروف و تجزیه کننده در نمونه                               

 لیتر از پساب در                   میلی      12های آلوده و               گرم از خاک            12ابتدا       

دقیقه         12میلی لیتر بافر فسفات نمکی حل شده و به مدت                                             122

قرار          22      و دمای            rpm    112در انکوباتور شیکر دار با دور                              

لیتر        میلی      8های آزمایش به میزان                       داده شدند. سپس درون لوله                        

های       بافر فسفات نمکی ریخته شد. برای شمارش باکتری                                           

لیتر از             میلی      1های متوالی              هتروتروف پس از رقت سازی                       

 منط ه نم نه برداری نام اختصاری

DS لجن نفتی پتروشیمی 

AS پساب واحد تولید کود 

PE خاک پتروشیمی 

PC خاک کارخانه روغن نرگس 

SN پساب کارخانه روغن نرگس 

 منا   نمونه برداری.: 1جدول 
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تهیه گردید.               12    -1و     12    -1های       سوسپانسیون تهیه شده در رقت                          

های حاوی            ها در پلیت            میکرولیتر از این رقت                      122سپس     

ای داده شد و برای شمارش                           نوترینت آگار کشت سفره                     

تهیه گردید. در                  12    -2و     12    -1های تجزیه کننده رقت                       باکتری      

 های       ها در پلیت            میکرولیتر از این رقت                      122مرحله بعد           

بوشنل هاس آگار حاوی نیم درصد نفت خام به عنوان تنها منبع                                                         

ای داده شد. پس از گرماگذاری در                                  کربن محیط کشت سفره                  

ساعت شمارش کلنی                    2-9 و پس از           22      دمای      

روز گرماگذاری در دمای                         12های هتروتروف، و پس از                         باکتری      

های تجزیه کننده انجام شد. تعداد                                   شمارش کلنی باکتری                   22      

 (.    8کلنی در هر گرم خاک  ب  فرمول زیر محاسبه شد )                                            

 cfu/gهای شمارش شده               میانگین تعداد کلنی                    عکس رقت           12

   
شمارش         ها:     ها و تجزیه کننده                   ( شمارش تعداد کل هتروتروف                          

 باکتری ها با استفاده از روش بیشترین شمارش احتمالی                                                   

 (Most Probable Number MPN                             ،انجام شد. برای این منظور )

لیتر از پساب در                   میلی      12گرم از خاک های آلوده و                          12ابتدا       

دقیقه در انکوباتور                      22لیتر بافر فسفات حل و به مدت                               میلی      122

میلی لیتر از                1قرار داده شدند. سپس                       22      دار در دمای               شیکر    

میلی لیتر بافر                  8امولسیون تهیه شده به درون لوله های حاوی                                         

 فسفات منتقل شد. برای شمارش باکتری های هتروتروف                                                

میکرولیتر از این                    122ایجاد و میزان                 12    -1    -12-6رقت های         

میکرولیتر             1922خانه حاوی              2رقت ها در میکروپلیت های                         

 نوترینت برا ، و  برای شمارش باکتری های تجزیه کننده                                                    

 تهیه و در میکروپلیت های حاوی                                12    2-    12- رقت های         

میکرولیتر بوشنل هاس برا  دارای نیم درصد نفت خام                                                   1922

به عنوان تنها منبع کربن و انرژی در شرایط کاملا استریل ریخته                                                            

تایی انجام              2ب ورت         MPNتکرار بود و               2شد. هر رقت دارای                  

شد. سپس میکرو پلیت ها جهت شمارش هتروتروف ها به                                                

و میکرو پلیت ها جهت شمارش                             22      روز در دمای               2مدت     

گرماگذاری             22      روز در دمای                تجزیه کننده ها به مدت                       

شدند. پس از انکوباسیون، ایجاد کدورت در مقایسه با شاهد به                                                          

 به حساب آمد و                 MPNعنوان شاخص مثبت آزمایش                        

تعداد            M   calculator versionبا استفاده از نرم افزار                         

 (.  11و     12باکتری ها در هر گرم خاک محاسبه گردید )                                      

جداسازی و غربالگری باکتری های تجزیه کننده نفت خام:                                                    د(    
گرم از          12به منظور جداسازی باکتری های تجزیه کننده نفت،                                              

میلی لیتر             122میلی لیتر از پساب به                        12نمونه های خاک و                 

محیط بوشنل هاس برا  حاوی نیم درصد نفت خام در                                              

فلاسک های ارلن مایر در شرایط کاملا استریل اضافه شد.                                                   

به      22      و دمای          rpm    112سپس در شیکر انکوباتور با دور                              

روز با توجه به                  12روز قرار داده شدند. پس از                             12مدت     

 و     1غلظت های خاک در نمونه های مختل  به میزان                                          

میلی لیتر از محیط به محیط بوشنل هاس برا  تازه حاوی                                                      12

نیم درصد نفت خام منتقل گردید. از پاساژ پایانی )پاساژ سوم(،                                                            

پس از رقت سازی های متوالی با توجه به غلظت نمونه ها، از                                                        

میکرولیتر به محیط نوترینت                             122میزان         12    -2    -12  -1رقت های         

( تلقی  و به صورت کشت سفره ای پخش شد. پس                                          NAآگار)     

ساعت کلنی های متفاوتی                          2پس از           22      از رشد در دمای                

از نظر مورفولوژی مشاهده شدند که هر کدام از این کلنی ها در                                                           

           جدید خالص سازی و در دمای                            NAپلیت های          

نگهداری شدند.  خیره سازی باکتری ها نیز در گلیسرول با                                                      

برای توصیفات بعدی قرار                          -22      درصد در دمای                2غلظت      

(. برای غربالگری باکتری های تجزیه کننده                                         12و     12گرفت )      

بدست آمده از روش های سنجش فعالیت امولسیون کنندگی                                                  

)24E)                                       های شر            و آزمون گسترش قطره نفت بر اساس پروتکل

 داده شده  قبلی انجام شد.                        

برای شناسایی بیوشیمیایی                         ه( شناسایی بیوشمیایی باکتری ها:                                 

باکتری های تجزیه کننده نفت خام جدا شده از منابع یاد شده،                                                          

آمیزی گرم، شکل کلنی، شکل                            آزمون های اولیه بیوشیمیایی رن                               

(، تریپل شوگر               O/Fمیکروسکوپی، اکسیداسیون/ فرمانتاسیون )                                     

 (، حرکت، تولید سولفید هیدروژن، اندول                                      TSIآیرون آگار )            

 (SIM                                     ( و سیمون سیترات آگار استفاده گردید )1   .) 

برای شناسایی مولکولی تکثیر قسمتی از                                       و( شناسایی مولکولی:                   

 : Forward Primerتوسط پرایمرهای                   16S r NAژن  

5 -A A TTT ATCCT  CTCA -3      و: everse Primer 
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5 -TAC  TACCTT TTAC ACTT-3                     انجام شد. برنامه

PC                                              8      برای تکثیر ژن در شرایط دمایی: واسرشت سازی   

به مدت یک دقیقه و                     11      به مدت یک دقیقه، ات ال پرایمرها                                 

انجام         21ها      دقیقه و تعداد سیکل                    1به مدت          62      گسترش       

 درصد        1در ژل آگاروز                 PCشد. مح ول حاصل از                   

از ژل آگاروز  ب                     bp    1 22بارگذاری شد و سپس باند                        

( استخرا  و به منظور تعیین                            K0513دستورالعمل کیت فرمنتاژ )                        

های       توالی فرستاده شد. نتایج حاصل از تعیین توالی در بانک                                                   

ها بررسی گردید . قرابت بالاتر                                ژنی بلاست شد و همولوژی آن                        

درصد به عنوان جنس و گونه باکتری مجهول در نظر                                                89از    

 (.  11گرفته شد )          

ساعته از             2ابتدا یک کشت                ز( سنجش میزان حذف نفت:                      

میلی لیتری تهیه شد. در                          12در لوله های               NBباکتری در محیط                

میلی لیتر             122مرحله بعد وزن ارلن های خشک اندازه گیری و                                          

محیط بوشنل هاس برا  تهیه و در شرایط استریل سوسپانسیون                                                       

اضافه شد. در مرحله                      BHBباکتری به ارلن های حاوی محیط                              

بعد به هر ارلن نیم درصد نفت خام اضافه و در ارلن ها با                                                       

استفاده از فویل آلومینیومی و پنبه استریل بسته شد و در دستگاه                                                              

در شرایط            22      و دمای          rpm     112شیکر انکوباتور با دور                       

روز،        11روز نگهداری شدند. پس از                           11استریل به مدت               

نانومتر خوانده                  122جذب کمی و کیفی نمونه ها در  ول مو                                     

 میلی لیتر محلول دی کلرومتان                             12شد. سپس         

)DCM: Dichloromethane)                             به ارلن های حاوی محیط کشت

و نفت اضافه شد و با یکدیگر مخلوط شدند. سپس محتویات                                                    

ارلن به درون قی  جدا کننده منتقل و به آرامی هم زده شدند تا                                                            

فاز آبی )بالا( و آلی )پایین( به خوبی از یکدیگر جدا شوند.                                                         

و نفت( به درون ارلن هایی که وزن                                   DCMسپس فاز آلی )             

خشک شان از قبل اندازه گیری شده بود، ریخته شد. پس از آن                                                        

مخلوط و کدورت                 DCMمیلی لیتر             2میلی لیتر از محلول با                         1

نانومتر           22 نفت استخرا  شده در مقابل شاهد در  ول مو                                           

تعیین گردید )روش اسپکتروفتومتری(. سپس فاز آلی در                                                  

معر  هوا قرار گرفت تا دی کلرومتان آن تبخیر شود. نفت                                                     

م رف شده با کم کردن هیدروکربن های باقی مانده از وزن                                                     

اصلی هیدروکربن های نفتی به عنوان شاهد محاسبه شد و از                                                      

 فرمول زیر به منظور محاسبه درصد حذف نفت خام                                            

 (.  11)نفت باقی مانده( استفاده شد )                             

 میزان جذب شاهد/میزان جذب نمونه میزان جذب                                              122

 شاهد   درصد حذف نفت خام                       

  ( بهینه سازی تجزیه نفت خام توسط باکتری های برتر                                                  

اثرات غلظت، زمان، مواد م ذی )منبع نیتروژن و                                                 :تجزیه کننده           

کربن( و کشت مخلوط بر روی تجزیه نفت خام توسط                                             

های برتر مورد بررسی قرار گرفت. در مورد اثر غلظت از                                                      سویه    

      درصد نفت خام استفاده شد                         1و     1/ ،   2،   1/1های       غلظت    

گرم پپتون             1برای بررسی اثر مواد م ذی توسط باکتری ها                                         

 گرم پپتون                 1گرم گلوکز )منبع کربن( و                           1)منبع نیتروژن(،                 

گرم گلوکز )منبع نیتروژن و کربن( به ارلن ها اضافه و کشت                                                          1

تازه باکتری به ارلن ها اضافه شد. برای بررسی اثر کشت                                                     

مخلوط کشت تازه باکتری های مختل  همراه هم به ارلن های                                                      

 حاوی محیط کشت اضافه شدند. برای بررسی اثر زمان                                               

باکتری ها بدون اضافه کردن مواد م ذی به ارلن های حاوی                                                      

محیط کشت اضافه شدند. در مرحله آخر نیم درصد نفت خام                                                    

فیلتر شده به ارلن ها اضافه و درب ارلن ها با درپوش استریل                                                          

 بسته شد. سپس ارلن ها در انکوباتور شیکر دار با دور                                                 

rpm    112          روز       22قرار گرفتند. پس از گذشت                           22      و دمای

روز سایر شرایط موثر                       11نتایج اثر زمان و پس از گذشت زمان                                  

( و کیفی باکتری ها و میزان حذف نفت                                    600ODبر رشد کمی )            

( مورد  بررسی قرار گرفت. میزان                                420ODخام توسط آن ها )                

حذف نفت خام با روش اسپکتروفتومتری و گراویمتری                                               

 (.  16مشخص گردید )            

 نتای      

نتایج       ال ( شمارش باکتری های هتروتروف و تجزیه کننده:                                               

های       ها و تجزیه کننده                  حاصل از شمارش تعداد کل هتروتروف                               

نفت خام با دو روش رقت تدریجی و شمارش حداکثر احتمالی                                                     

( نشان داده شده                 2در منا   مختل  نمونه برداری در جدول )                                     

است. نتایج نشان داد که بیشترین و کمترین باکتری هتروتروف                                                         
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( و خاک         DSبه ترتیب مربوط به نمونه لجن نفتی پتروشیمی )                                           

باشند و بیشترین و کمترین                            ( می    PCکارخانه روغن نرگس )                   

های تجزیه کننده نیز مربوط به  همین دو نمونه                                               تراکم باکتری            

 بود. در روش شمارش حداکثر احتمالی ایجاد کدورت در                                                 

در نظر          MPNرقت های تهیه شده به عنوان شاخص مثبت                                     

گرفته شد. تطاب  بین دو روش شمارش از نظر نمونه هایی که                                                       

واجد بالاترین و پایین ترین کمیت از تجزیه کننده و هترو                                                      

 تروف ها بودند دیده شد.                      

سویه        22ها تجزیه کننده نفت خام:                           ب( غربالگری باکتری                  

باکتری تجزیه کننده نفت خام از نمونه های آلوده به نفت                                                      

ها بر اساس رشد در محیط حاوی                               جداسازی شد. این سویه                    

نفت خام به عنوان تنها منبع کربن، حذف کیفی نفت، فعالیت                                                       

( و گسترش نفت مورد غربالگری قرار                                  24Eامولسیونه کنندگی )                  

( آمده است. با                2گرفتند. نتایج حاصله از غربالگری در جدول )                                         

ها دارای            سویه که در همه شاخص                     6توجه به نتایج حاصله                     

 ارزش بالاتری بودند برای مطالعات بعدی انتخاب                                            

 شدند. بیشترین میزان فعالیت امولسیون کنندگی                                            

اخت اصی و غیر اخت اصی به ترتیب مربوط به سویه های                                                  

 نم نه
 تعداد کل هتروتروف ها 

 cfu/gبر حسب 

 تعداد کل تجزیه کننده ها 

 cfu/gبر حسب 

 تعداد کل هتروتروف ها
MPN cell/g 

 تعداد کل تجزیه کننده ها
MPN cell/g 

SN 
612 1/21 112 1/68 612 1/1 112 1/1 

AS 
612 2/ 1 112 1/28 612 1/1  12  /2 

DS 
912 2/16  12 1/11 612 1/1 912 1/1 

PE 
612 2/11 212 2/11 112 2/2 912 1/1 

PC 
212 2/1 212 1/2 112 1/1 112 2/22 

 شمارش تعداد کل هتروتروف ها و تجزیه کننده ها.: 2جدول 

 نام 

 س یه

 ن ع 

 ام لسی ن *

 رشد به ص رت 

 کیفی *
OD-600 

E24%()  

 اختصاصی

E24%()  

 غیر اختصاصی
oil-spreading (mm) 

SN1 12 - - 2/16     برتر لخته ای 

SN2 12 - 8 2/82     برتر امولسیون کامل 

SN3 6 2/92     لخته ای - - 

AS1 16   -  1/1     پراکنده 

AS2 -    2/28 - - - 

AS3 11 6 - 1/21     برتر گلوله ای 

AS4 -    2/26 - - 6 

DS1 12 22 2/12     کامل - 

DS2 1/11     برتر پراکنده - - - 

DS3 16 - - 9 /2     لخته ای 

DS4 - 12 22 19  2/1     برتر 

DS5 - - 2/82 - - - 

PE1 2/1    پراکنده  - - - 

PE2 - - 2/26 - - - 

PE3 22 - 11 2/61     برتر کامل 

PE4 12 - 12 1/21      برتر کامل  ره ای 

PC1 -     1/21 - - - 

PC2 - - 2/22 - - - 

PC3 12 12 - 2/92     برتر گلوله ای 

PC4 12 - - 1/18     برتر کامل 

 ودند. به معنای منفی ب -به معنای عدم رشد،   به معنای رشد کم و     به معنای رشد زیاد در بقیه آزمون ها: نماد -توضیحات: در رشد کیفی : نماد*: 

 **: نوع امولسیون: براساس شکل امولسیون، کامل به صورت توده ای یک جا جمع شده و ناقص به صورت پراکنده پخش شده است.

 ( و آزمون گسترش نفت.24Eرشد، فعالیت امولسیون کنندگی ): 2جدول 
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1DS     4وDS                            3    و گسترش قطره مربوط به سویهPE      .بود 

پس از غربالگری اولیه، تست های                                  ( شناسایی بیوشیمیایی:                      

بیوشیمیایی جهت شناسایی سویه های برتر انجام شد. این نتایج                                                          

نشان می دهد که سویه ها در برخی صفات بیوشیمیایی با                                                   

 یکدیگر تفاوت دارند و برخی با یکدیگر مشابه هستند.                                                

میزان         د( میزان رشد و حذف نفت خام توسط سویه های برتر:                                              

 های برتر با خواندن جذب نوری در  ول مو                                         رشد سویه        

میزان رشد به صورت کمی                          نانومتر تعیین شد. در جدول                             122

و کیفی و درصد حذف نفت خام با هر دو روش توسط هر                                                

سویه آمده است. نتایج حاصله از این جدول نشان داد نمونه                                                       

4DS                                                     فوق برتر و بدون مشاهده هی  گونه نفت در سط  ارلن و

درصد داشته              12با      420ODدارای بیشترین درصد تجزیه در                             

به عنوان برتر تجزیه کننده شناخته شده و به منظور                                                     است و       

 تعیین توالی انتخاب شدند.                          

های برتر تجزیه کننده نیفیت خیام:                                 ه( شناسایی مولکولی سویه                       
که بعنوان بهترین سویه تجزیه کننده نفت خیام در                                                4DSسویه      

میورد        16S r NAآزمایشات قبلی شناخته شده بود با تکثیر ژن                                          

 شناسایی مولکولی قرار گرفتینید. ایین سیوییه واجید بیانید                                                 

 جفت بازی بودند. نتایج حاصلیه از تیعییییین تیوالیی                                              22 1

بالاترین همسانی آن پس از بیلایسیت                                4DSنشان داد که سویه                  

 سیلیولیومیییکیروبیییوم سیلیولانیس                       کردن با جنس و گونیه                    

   (Cellulosimicrobium  cellulans                          تطاب  دارد. شماره دسیت  )

می باشید.            EMBL   ،LK391635یابی توالی این سویه در پایگاه                               

 ( نشان داده شده اسیت.                    1درخت فیلوژنی این سویه در شکل )                              

 بهینه سازی تجزیه نفت خام توسط بیاکیتیری هیای بیرتیر                                               و(    

: اثر چهار غلظت نفت بر روی تجزیه نفت خام بیه                                             تجزیه کننده           

(. همان  ور که در                   2بررسی شد )شکل                 4DSوسیله سویه برتر                 

 شود با افزایش غلظیت نیفیت خیام از                                 این شکل مشاهده می                 

درصد تجزیه به  ور محسوسی کاهش نشان                                      1/1درصد به           1/1

توانایی تجیزییه داشیت. امیا                             ها    در همه غلظت             4DSداد. سویه           

درصد نفیت بیود. نیتیاییج                       1/1بهترین غلظت تجزیه کنندگی                          

آمده اسیت.              و     2حاصله از سایر عوامل مورد بررسی در شکل                                       

نتایج نشان داد که تقریبا تمامی سویه ها رشد قابل توجیهیی را                                                          

در ح ور منابع اضافی کربن از خود نشان دادند و رشید در                                                     

ح ور پپتون و گلوکز به خوبی صورت گرفته و تقریبا تجیزییه                                                      

سوییه        سلولومیکروبیوم سلولانس                     بطور کامل انجام گرفته است.                            

4DS                                                     در تمامی شرایط نفت را به  ور کامل تجزیه نیمیود. اثیر

 کیفی OD600 نام نم نه
درصد تجزیه 
نفت با رو  

 اسپک

 درصد تجزیه 
با رو  
 گراویمتری

SN2 2/12 
های نفتی    ، گلوله

 ریز زیاد
21 21 

AS3 2/11 
   ، امولسیون نیمه 

 کامل
11 12 

DS2 2/81 11 12    ، امولسیون کامل 

DS4 2/8  
   ، فاقد نفت، 
 کدورت بالا

12 11 

PE3 2/ 1 
های    ، ایجاد گلوله
 متوسط نفتی

2 1  

PE4 2/61 
های    ، ایجاد گلوله
 متوسط نفتی

12  9 

PC4 2/61 22  2   ، فاقد گلوله نفتی 

میزان رشد و درصد حذف نفت خام توسط سویه های برتر پیس :   جدول 

 روز. 11از 

و   Neighbor-Joiningدرخت فیلوژنی سویه برتر با استفاده از روش : 1شکل 

 بود. E. coli PTCC1345صد گروه خارجی  Boot Strap ضریب

های مختل  نفت خام بر روی میزان تجزیه نفت خام در  اثر غلظت:  2شکل 

 .4DSسویه 
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روز کاهش داد که                   2روز به          22کشت مخلوط زمان تجزیه را از                            

را در تجزیه نیفیت                   2DSو     4DSبرتری کشت مخلوط دو سویه                         

 خام نشان می دهد.                

 بح      

های بیولوژیکی                 سازی، استفاده از سیستم                        منظور از بیولوژیک                   

برای از بین بردن یا کاهش غلظت مواد زا د خطرناک از                                                   

های آلوده است. بسیاری از مقالات پتانسیل                                          فاضلاب     

ها و        ها را برای تجزیه نفت در آزمایشگاه                                   میکروارگانیسم             

اند. نفت خام مخلوط پی یده اما زیست                                      فاضلاب ثبت کرده              

ها است و مشاهده شده که تخریب                                تخریب پذیر از هیدروکربن                       

ها غنی شده              تواند در اکثر و یا بیشتر انواع محیط                                     هیدروکربن می            

های ت فیه زیستی نفت کمک                           صورت گیرد که به توسعه روش                         

استفاده گسترده از فرآورده های نفتی منجر به                                            (.      19کرده است )          

آلودگی خاک و محیط آبزی می شود. این مساله نتیجه تهدیدی                                                       

جدی از نظر سلامتی بر همه اشکال زندگی از جمله انسان به                                                      

آید. اصلا  زیستی یک روش مقرون به صرفه و بی                                             شمار می       

خطر از نظر زیست محیطی برای اصلا  فاضلاب آلوده نفتی در                                                     

نظر گرفته شده است. بنابراین، جداسازی میکروارگانیسم های                                                        

تجزیه کننده نفت و بهینه سازی شرایط برای فرآیند تجزیه از                                                         

(. در این تحقی                  18جنبه های مهم میکروبیولوژی می باشد )                                   

کمیت باکتری های تجزیه کننده نفت خام و هتروتروف در                                                   

های صنعتی مختل  شیراز ارزیابی شد. نتایج حاصله                                                 فاضلاب     

نشان داد که باکتری های هتروتروف نسبت به تجزیه کننده                                                     

کمیت بالاتری در همه خاک ها داشتند. این نتیجه را می توان به                                                           

های هتروتروف موجود در                         این صورت تفسیر کرد که باکتری                            

کنند، اما             خاک از سایر منابع کربنی موجود در خاک استفاده می                                               

باکتری های تجزیه کننده تنها از نفت به عنوان تنها منبع کربن                                                            

ها بیشتر از تجزیه                     کنند. از این رو کمیت هتروتروف                               استفاده می          

ها خواهد شد. سایر محققین نیز نتیجه مشابهی از تعیین                                                      کننده     

کمیت این دو گروه از باکتری ها در فاضلاب های صنعتی                                                  

 گزارش کرده اند. به عنوان نمونه، نتایج پژوهش اسیدافه                                                     

 (Esedafe             ( و همکاران )با ارزیابی نمونه                  2211 )                 های خاک آلوده

( و نمونه پساب پالایشگاه پتروشیمی                                  Warriپالایشگاه واری )               

 های هتروتروف نمونه خاک                        نشان داد که تعداد کل باکتری                           

CFU/ml 
  CFU/ml، در نمونه آب             2/6          112

و     2/2          112

 های خاک         های تجزیه کننده در نمونه                          شمار باکتری           

اثر برخی عوامل )منبع کربن، ازت، کشت مخلوط و زمان( بر روی :  2شکل 

 .4DSمیزان تجزیه نفت خام توسط سویه 

 ارزیابی تاثیر عوامل مختل  )منبع کربن، ازت، کشت مخلوط و زمان( بر روی تجزیه نفت خام.:  شکل 
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CFU/ml 
  CFU/mlو در نمونه آب               2/2          212

است       1/2          212

(. در این تحقی  از فاضلاب های صنعتی مورد بررسی ابتدا                                                     22) 

باکتری تجزیه کننده نفت خام جداسازی شد. پس از انجام                                                      22

باکتری که برتر از نظر تجزیه                               6آزمون های غربالگری تعداد                          

نفت خام انتخاب شدند. میزان رشد و حذف نفت خام توسط                                                   

این هفت سویه برتر انجام شد و یک سویه بعنوان برترین                                                    

ها متعل             ها تجزیه کننده نفت خام مشخص شد. این سویه                                          سویه    

بود. گزارش های زیادی در مورد                              سلولومیکروبیوم                به جنس        

جداسازی باکتری های تجزیه کننده از فاضلاب های صنعتی در                                                      

 ایران و سایر منا   دنیا وجود دارد. به عنوان نمونه، چیکری                                                          

 ()Chikere             باکتری تجزیه کننده                      6 ( تعداد          221)و همکاران

نفت خام از فاضلاب صنعتی در نیجریه جداسازی نمودند.                                                  

ها گرم          ها اکثریت باکتری                  باکتری های گزارش شده توسط آن                            

و تعداد کمی گرم مثبت بودند.                               پروت وباکتریا             منفی و در گروه                

سویه توانایی استفاده از نفت خام را داشتند و پس                                                    22در کل       

باسیلوس، پروت وس، کلبسیلا،                           های       از شناسایی در جنس                 

سودوموناس، میکروکوکوس، سراشیا، انتروباکتر، فلاوباکتریوم،                                                         

قرار گرفتند. این مطالعات با نتایج                                       آزتوباکتر           و کورینه باکتریوم                 

های جداسازی شده                   بدست آمده در این تحقی  که اکثر باکتری                                     

در این          4DS(. سویه         21گرم منفی بودند، هم خوانی دارد )                               

به صورت مولکولی                   سلولومیکروبیوم سلولانس                     تحقی  به عنوان                

شناسایی گردید. محققین مختلفی نیز موف  به جداسازی آن از                                                        

های آلوده به نفت و کاربرد آن در تجزیه زیستی                                               سایر محیط         

 اند. آزمون های تجزیه زیستی توسط شیب                                       نفت خام شده           

 (Shaieb             ( و همکاران )نشان داد که               2211 )              سلولوموناس

روز در  کشت بسته، موجب تجزیه                                11پس از         سلولانس      

ها با کاهش غلظت کل هیدروکربن نفت خام به                                           هیدروکربن         

 ( و همکاران             Nkem(. نکیم )         22شود )       درصد می       19/91میزان       

( موف  به جداسازی دو باکتری بومی تجزیه کننده                                              2211) 

،   Terengguanهای نفتی نمونه در ساحل                          هیدروکربن از توده                 

ها پس از شناسایی در                       شبه جزیره مالزی شدند. این سویه                              

 سلولومیکروبیوم سلولانس و آسینتوباکتر بامانی                                            های       جنس   
 ( cinetobacter baumannii                      قرار گرفتند. سویه  )              سلولوموناس

درصد و           / 1درصد دیزل قادر به تجزیه                           2در محیط           سلولانس      

( و     Sevilla(. سالیوا )           22درصد بود )            1/19    آسینتوباکتر بامانی،                   

های جنگلی استوایی در کارا یب کلمبیا                                       ( خاک     2219همکاران )         

را مورد تحقی  قرار دادند. با توجه به توالی نوکل وتید ژن                                                         

ها متعل  به اع ای                     ، سویه      16S r NAکدگذاری شده برای                  

ها توسط هر کدام                   گزارش نمودند. آلکان                     سلولومیکروبیوم              جنس     

(. از میان             2درصد تجزیه شدند )                   122تا      8/ 1ها بین          از سویه       

عوامل مورد بررسی در افزایش تجزیه پذیری نفت خام بهترین                                                       

عامل استفاده از کشت مخلوط بود. دلیل این مساله، افزایش                                                       

کارایی و بهبود تجزیه در شرایط مخلوط باکتری ها است.  در                                                        

این شرایط مخلوط باکتریایی با ترکیب شناخته شده که                                                  

های آروماتیک در نفت را کاهش دهد، بیشتر مورد                                               هیدروکربن         

تواند  ی              نظر است. در واقع، از آنجا که یک گونه تنها می                                            

محدودی از اجزای هیدروکربنی را متابولیزه کند، اما مخلوط                                                        

های آنزیمی وسیع، معمولا                          های باکتریایی مختل  با  رفیت                              گونه    

در تجزیه نفت نقش بیشتری خواهند داشت. این مساله در                                                   

پژوهش حاضر نیز تایید گردید. با توجه به اینکه ایران یک                                                       

های در حال توسعه است و                          کشور نفت خیز و دارای پالایشگاه                             

شود. از این رو با توجه به                             های صنعتی زیادی تولید می                          فاضلاب     

نتایج حاصل از این مطالعه و سایر مطالعات تجربی می توان                                                       

گیری کردکه فناوری ت فیه زیستی به دلیل سادگی و عدم                                                     نتیجه     

ترین        گذاری بالا یکی از بهترین و کم هزینه                                    نیاز به سرمایه              

های صنعتی             های محیطی در فاضلاب                    های تجزیه آلاینده                  روش   

 باشد.         می  

 نتیجه گیری          

 نتایج حاصل از این تحقی  نشان داد که باکتریهای                                               

تجزیه کننده نفت خام دارای تنوع مناسبی در فاضلاب های                                                    

 صنعتی شیراز هستند و هم نین از کمیت مناسبی                                           

 برخوردار می باشند. با بکارگیری این باکتریها در مقیاس                                                      

صنعتی می توان هیدروکربن های نفتی را در فاضلاب های                                                  

صنعتی بطور قابل توجهی کاهش داد. هر چند این امر نیازمند                                                        

 تحقیقات بیشتر در این زمینه و در سط  میدانی است.                                               
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شده است که بدین وسیله از معاونت پژوهشی تشکر و قدردانی                                                       

 . می شود      
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