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 چكيده 

مورد توجه دانشمندان قرارگرفته است. زیرا   های نفتی از آب و خاک برای پاک سازی آلودگی  ها امروزه استفاده از باکتری زمينه و هدف:

 شود.  رون به صرفه بوده و باعث ایجاد ترکیبات سمی در محیط نمیهای دیگر از نظر اقتصادی مق این روش نسبت به روش

مواد نفتی در تجزیه کننده  ترین جدایه های باکتریایی بهینهشناسایی  نتایج فرایند زیست پالایی جهتدر تحقیق حاضر  روش بررسی:

ها از روش آنالیزی  یابی نرخ حذف هیدروکربنبرای ارز. ارایه شده استخاک آلوده پالایشگاه تبریز  شرایط فیزیکو شیمیایی و بافتی

 استفاده شد.( Gc-FIDساز گرمایونی ) کروماتوگرافی گازی با آشکار

با بیش ترین بازدهی معرفی  سودوموناسای  از   جدایه و از خاک جداسازی شدمختلف ی یایباکتر جدایه ی  7در این مطالعه  يافته ها:

 شد.

درصد کاهش  52/52روز به میزان  03های نفتی موجود در خاک را بعد از  میزان هیدروکربن وناسسودومباکتری  گيری: بحث و نتيجه

باتوجه به نتایج درصد کاهش دهد.  03/25های نفتی را به میزان  توانست مجموع هیدروکربن اسینتوباکترای از   داد در حالی که  جدایه

سازگاری با به دلیل سادگی اجرا، های آلوده های نفتی در خاک  ی هیدروکربنساز برای پاکباکتریایی  زیست پالایی، روش پژوهش این

 شود. پیشنهاد میکشور نیز نفتی  یها تحقیقات مشابه در سایر پالایشگاهانجام برای  مطمئن، ایمن و کم هزینه بودن   محیط زیست،

 

 .ریاییزیست پالایی باکت، ، خاکآلودگی نفتی، پالایشگاه تبریز  های کليدی: واژه
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Abstract 

Background and Objective: Nowadays, the use of bacteria to clean oil pollution from water and soil 

has been considered by scientists and this method is more economical than other methods and does not 

cause toxic compounds in the environment. 

Method: In the present study, the results of the bioremediation process have been presented to 

identify the most optimal bacterial isolates of petroleum degraders in physicochemical and textural 

conditions of contaminated soil of Tabriz refinery. Gas chromatographic analysis with thermal 

detection (Gc-FID) was used to evaluate the removal rate of hydrocarbons. 

Findings: The 7 isolates of bacteria were purified in this study. A Pseudomonas isolate was 

introduced as a strain with the highest efficiency. 

Discussion and Conclusion: After 30 days, as a result of Pseudomonas and Acinetobacter 

performance, the amount of TPH in contaminated soil samples was decreased in rate of 65.25 and 

42.39 percent, respectively. Based on this investigation, the Bacterial Bioremediation method to clean 

up contaminated soils by petroleum hydrocarbons due to simplicity of implementation, 

environmentally friendly, safety and low cost is highly proposed to conduct in other oil refineries in 

Iran. 
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 مقدمه

باشد و از  امروزه نفت خام به عنوان یکی ازمنابع اصلی انرژی می

ها یافت نشده گرایش به  آنجایی که جایگزین مناسبی برای آن

 با آلودگیشود.  ها در آینده احساس می استفاده از آن

های  از منابع صنعتی مانند پالایشگاهناشی  های نفتی هیدروکربن

های تصادفی مانند نشت  از فرایندسازی و یا ناشی  نفت، کشتی

سازی در آب و خاک، خطر  زن ذخیرهاها و یا نشت از مخ تانکر از

های دریایی و زمینی ایجاد کرده  قابل توجهی در اکوسیستم

 بودن، سمی سبب به طبیعت، به ترکیبات این ورود (.1) است

 زنده و همچنین موجودات برای زایی سرطان و جهش ایجاد

 خاک باعث در ها آن د و انباشته شدن تدریجیزیا پایداری

 عملکرد کاهش جمله از خاک طبیعیعملکرد  در اختلال

، 5)گردد  می خاک های ویژگی در تغییر و کشاورزی محصولات

ها از محیط  های مختلفی برای حذف این آلودگی .  روش(0

اغلب قادر به حذف کامل ها   زیست وجود دارد اما این روش

یک روش موثر برای  به عنوان نیستند. زیست پالاییها  آلاینده

به اثبات های مختلف  های نفتی در محیط سازی آلودگی پاک

ها باتوجه به  تجزیه میکروبی هیدروکربن. (2، 2)رسیده است 

احتراق بودن و همچنین، گستردگی و  زا و غیرقابل غیر سرطان

ای ه در مقایسه با دیگر روش ،زیست سازگاری آن با محیط

برای دو روش اصلی . (5) مورد توجه قرار گرفته است ،مرسوم

تحریک . است 5تقویت زیستیو  1تحریک زیستی ،زیست پالایی

 زیستی شامل اضافه کردن ترکیبات معدنی )عمدتا نیتروژن و

باکتری های تجزیه فسفات( و کودهای آلی و تحریک رشد 

، 7) باشد افزایش سرعت زیست پالایی میبه منظور نفت کننده 

کننده  های تجزیه اضافه کردن باکتری به تقویت زیستی.  ولی (8

. این شود گفته مینفت به منظور افزایش جمعیت میکروبی 

 های محل پالایی زیست رویکرد موفقیت قابل توجهی را در

آلوده نشان داده است. هر چند در برخی موارد،  مختلف

در  قادر به زندگیوده های آل محلهای جدا شده از سایر  باکتری

 (13)همکاران  و کوالهودر مطالعه  .(3، 7)نیستند محیط جدید 

زیستی توسط جمعیت باکتریایی مورد بررسی  پتانسیل تجزیه

                                                 
1- Biostimulation 

2- Bioaugmentation  

درصدی نفتالن را  2/02کاهش  0سودوموناسگونه  ه وقرار گرفت

باتوجه به نتایج پژوهش شاه علیان و  . از خود نشان داد

درصد  53/83توانست  P. stutzeriی ، باکتر(11)همکاران 

تواند به دلیل وجود  که می ،را تجزیه کند موجود آنتراسن

که قادر به  باشد این گونه از باکتریدر پلاسمیدهای متعدد 

در نتیجه، فعالیت  بوده است.های گوناگون  تولید آنزیم

ها بوده  تر از سایر باکتری ها بیش متابولیکی این دسته از باکتری

 کنند های نفتی را تجزیه می تری هیدروکربن ا سرعت بیشو ب

های خاک  سازی باید ویژگی برای انجام عملیات پاک. (15)

با  منطقه مورد مطالعه مورد بررسی قرار گیرد. تحقیق حاضر

نفت کننده های بومی تجزیه باکتریترین  مناسب جداسازی هدف

آلایند های  به منظور کاهش یا حذف خاک پالایشگاه تبریز  از

 هیدروکربنی صورت گرفته است.

 

 روش بررسی

 برداری نمونه

جهت دراختیار داشتن ترکیب میانگین از خاک آلوده به نفت 

اقدام به نمونه   خام و خاک غیر آلوده در محوطه پالایشگاه تبریز،

نقطه از خاک غیرآلوده  2نقطه از خاک آلوده و  2برداری 

داخل ها  نمونهخاک( شد.  سانتی متری از سطح 13سطحی )

جداسازی باکتری به منظور کیسه های نایلونی بسته بندی و 

های فیزیکوشیمیایی از جمله  ویژگیهای خاک آلوده و مقایسه 

به آزمایشگاه منتقل  ها خاک ECو pHرطوبت، بافت، 

 ASTMآزمایش دانه بندی مطابق با استاندارد . ندگردید

D422  .یینتع یبراانجام گرفت pH و EC از  خاک منطقه

استفاده شد و همچنین  ASTM D4972روش استاندارد 

 ASTM داز روش استانداربرای تعیین رطوبت خاک 

D2216.استفاده شد 

 باکتری جداسازی

های سازگار با نفت خام عملیات  جداسازی باکتری جهت

ها طبق روش  سازی به منظور افزایش جمعیت این باکتری غنی

                                                 
3- Pseudomonas sp. 
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مطابق با جدول . ابتدا محیط کشت معدنی مایع زیر انجام گرفت

تنظیم  7ها روی  محیط pHدر تعدادی ارلن آماده شد و  1

در اتوکلاو به  151دقیقه در دمای  12گردید و به مدت 

 گرم 5 سپسمنظور استریل کردن محیط کشت قرار داده شد. 

 ارلن ها نفت خام به  درصد1به همراه غیر آلوده از نمونه خاک 

 rpmبا دور 03 اضافه شد و در انکوباتور شیکردار در دمای 

از مایع رویی  گرماگذاری، بعد از ده روز. قرار داده شد 183

 درصد2/3و  ها در محیط جامد )محیط معدنی مایع، آگار ارلن

روز داخل انکوباتور با دمای  5به مدت و  نفت( کشت داده شد

ی که قادر به استفاده از نفت یها قرار داده شد. باکتری 03

 هایی با خام به عنوان تنها منبع کربن بودند به صورت کلنی

 اشکال مختلف دیده شدند.

 

 ترکيبات محيط کشت معدنی مايع -9جدول

Table 1. The composition of liquid mineral medium 

gLمقدار )
gLمقدار ) ترکيب  (1-

 بترکي  (1-

1 KH2PO4 32/3 FeSO4.7H2O 

1 NH4NO3 35/3 CaCl2 

1 K2HPO4 32/3 MgSO4.7H2O 

 

ها کشت خطی روی محیط کشت  سازی باکتری برای خالص

 03ها در دمای  جامد حاوی نفت و آگار صورت گرفت و پلیت

با مقایسه ماکروسکوپی و روز گرماگذاری شد.  5به مدت 

های  باکتری ای ظاهر شده روی محیط،ه میکروسکوپی کلنی

ها  . به منظور مقایسه توانایی باکتریندسازی شد خالص مختلف

ترکیبات نفتی، محیط کشت معدنی مایع به همراه  ی در تجزیه

ها در ارلن  ،همانند روشی که در قبل گفته شد ،درصد نفت 1

 ها اضافه ها یک نوع از باکتری تهیه گردید و به هرکدام از ارلن

روز در 13به مدت  rpm 183 و دور 03گردید و در دمای 

 (.1)شکل داده شد انکوباتور شیکردار قرار

 

 
 ها در محيط پايه معدنی کشت باکتری -9شكل 

Figure 1. Bacterial culture in mineral base medium 

 

TPHجهت سنجش میزان کل هیدروکربن )
( از روش آنالیزی 1

GC-FIDشعله ای ) -گرافی گازی با آشکار ساز یونیکروماتو
5 )

                                                 
1- Total Petroleum Hydrocarbons 

2- Gas Chromatography with Flame Ionization 

Detector 

ها با هم مقایسه  هرروز روند حذف نفت در ارلناستفاده گردید. 

 که قابلیت بیش  دو نوع باکترینهایتاً روز 13در پایان  و گردید

داشتند  و کاهش هیدروکربن های نفتی را تری در استفاده

 .ندانتخاب گردید

 ها ی شناسايی باکتر
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آمیزی،  چون رنگ ی همیهای بیوشیمیا ستفاده از آزمایشبا ا

ها و شکل  ، مقایسه شکل ظاهری کلنیKOHتست 

ها صورت گرفت و در ادامه  میکروسکوپی شناسایی اولیه باکتری

از ژن  به روش واکنش زنجیره ای پلیمراز شناسایی مولکولی 

16S rRNA  27توسط پرایمرهایF و  RP2.انجام شد 

برنامه دمایی استفاده شده جهت و  PCR مخلوط واکنشی

 ه شده است.یارا 0و  5ول اجد دربه ترتیب  DNAتکثیر

 

 PCRمخلوط واکنشی  -5جدول

Table 2. Reaction mixture of PCR 

 ( lµحجم ) مواد

PCR Buffer (10X) 2/5 

MgCl2 (50mM) 72/3 

dNTP (10mM) 2/3 

Forward Primer (10µl) 1 

Reverse Primer (10µl) 1 

ddH2O 12 

Taq Pol. 52/3 

Template DNA 2 

 52 حجم نهایی

 

 DNAبرنامه دمايی استفاده شده جهت تكثير -3جدول

Table 3. Temperature program used to reproduce of DNA 

9واسرشت اوليه 
3اتصال پرايمر 5واسرشت 

5گسترش نهايی 3گسترش 
 

 75 75 51 32 32 دما

 دقیقه 2 دقیقه 5 ثانیه03 ثانیه 03 دقیقه 0 زمان

 1  02  1 چرخه

 

 

                                                 
1- Primary Denaturation 

2- Denaturation  

3- Annealing 

4- Extension 

5- Final Extension 
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PCRمحصول حاصل از 
درصد بارگذاری شد 2/1در ژل آگارز  1

تایید  bp 1233که نتایج آن در ژل آگارز با ایجاد باند حدود 

های  دست آمده با توالیهای ب توالی تعیین شباهتگردید. 

مورد بررسی  Blastموجود در بانک ژنی با استفاده از نرم افزار 

 قرار گرفت.

 

 ها در محيط خاک بررسی رشد باکتری

های  ی توانایی رشد باکتری به منظور مقایسه آزمایشدر این 

های مختلف استفاده  مختلف در خاک آلوده به نفت از باکتری

ها  تهیه گردید داخل هرکدام از آن ربشچهار شد. بدین منظور 

نمونه خاک ریخته شد و بشرها در اتوکلاو استریل  گرم 533

نفت خام اضافه گردید. میلی لیتر  2گردیدند، به هر نمونه خاک 

5ODویژگی  های مورد نظر با ی بعد باکتری در مرحله
5
600=  

 ، بشر دوم TP1باکتری بشر اولها اضافه شد. به  به نمونه

هردو نوع باکتری تلقیح گردید و  بشر سومو به  TP2ری باکت

نیز به عنوان نمونه شاهد و فاقد باکتری در  بشر چهارم

روز داخل انکوباتور در 03به مدت این بشرها  .نظرگرفته شد

-GC روش آنالیزی. در پایان با ندنگهداری شد 03دمای 

FID  درصد کاهشTPH بررسی قرار  های خاک مورد در نمونه

 گرفت.

 ها يافته

میزان اسیدیته و هدایت الکتریکی   ،رطوبتجهت ارزیابی بافت، 

خاک از آزمایشات دانه بندی مکانیکی، کاهش وزن نمونه در 

های مکانیک  متر موجود در آزمایشگاه ECمتر و  pHآون، 

نتایج حاصل از خاک و آبشناسی دانشگاه تبریز استفاده گردید. 

های  گیری مشخصه های انجام شده برای اندازه آزمایش

 شود. مشاهده می 2 فیزیکوشیمیایی خاک منطقه در جدول

توان استنباط کرد خاک منطقه  می 5همان طور که از شکل

مورد مطالعه از نوع ماسه با کمی گراول و طبق طبقه بندی 

رات تشکیل تعیین گردید. بیشتر ذ SP-SMیونیفاید از نوع 

درصد از اجزای خاک را  82/31دهنده آن در حد ماسه بوده و 

 به خود اختصاص داده است.

                                                 
1- Polymerase chain reaction 

2- Optical density 

 

 به نفت يرآلودهخاک غ ياتخصوص -3جدول

Table 4. Properties of unpolluted soil for oil 

 واحد خاک ميانگين مشخصه 

 درصد 05/2 سیلت _رس 

 درصد 82/31 ماسه

 درصد 83/0 گراول

 _ ماسه باکمی گراول بافت

 درصد 12/7 رطوبت خاک

pH 52/7 _ 

EC 28/2 s 

 

 ها جداسازی و شناسايی ميكروارگانيسم

و کشت خطی در چند مرحله در   ها بعد از جداسازی باکتری

از بین ی یایباکتر هفت جدایه ی مختلف، 0نوترینت آگارمحیط 

خالص سازی  جدایه و براساس درصد کاهش میزان نفت،11

ها در محیط معدنی  شد. نتایج حاصل از توانایی رشد باکتری

ها که  نشان داده شده است. دو نوع از باکتری 2 مایع در جدول

بالاترین توانایی تجزیه ترکیبات نفت خام را داشتند برای تهیه 

 کنسرسیوم میکروبی و شناسایی انتخاب شدند.

                                                 
3- Nutrient agar 

https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Optical_density&redirect=no
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 براساس اندازه ذرات تشكيل دهنده و موقعيت نمونه ها در آن مثلث طبقه بندی رسوبات -5شكل 

Figure 2. Triangle classification of sediments based on the size of the particle and the location of the samples 

 

 ها در محيط آلوده به نفت مقايسه توانايی رشد باکتری -5جدول 

Figure 5. Comparison of the ability of bacteria to grow in an oil-contaminated environment 

 %ميزان حذف نفت جدايهشماره 

TP1 83 

TP2 73 

TP3 53 

TP4 22 

TP5 23 

TP6 03 

TP7 53 
 

ها  های ظاهری و نتایج مربوط به شناسایی باکتری ویژگی

 آورده شده است. 5 در جدول
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 در محيط کشت ها باکتری اتمشخص -9جدول

Table 6. Characteristics of bacteria in culture   

مشخصات 

 باکتری

TP1 TP2 

 کلنی گرد و مسطح کلنی گرد و برجسته شکل ظاهری

 سفید سفید رنگ کلنی

 ای( کوکسی )دایره ای( باسیل )میله شکل میکروسکوپی
 منفی منفی آمیزی گرم رنگ

 مثبت مثبت KOHتست 

PCR Pseudomonas stutzeri. Acinetobacter junii 

 

 ها شناسايی سويه

و  DNAها، ابتدا استخراج  در راستای شناسایی مولکولی سویه

  RP2و 27Fبا استفاده از پرایمرهای عمومی  PCRسپس 

انجام شد که نتایج آن در  PCRانجام شد. برای هر دو سویه 

(.0ید )شکلتایید گرد bp 1233ژل آگارز با ایجاد باند حدود 

 
 PCRتصوير ژل الكتروفورز محصولات   -3شكل 

 : کنترل منفی3؛ ستون TP1: باکتری 3؛ ستون TP2: باکتری 5؛ ستون DNA Ladder 100bp: 9ستون 

Figure 3. Image of gel electrophoresis of PCR products. in this profile; column 1: DNA Ladder 100bp; column 

2: TP2; column 3: TP1; column 4: negative control 

يابی توالی

های ثبت شده در پایگاه اطلاعات  های بدست آمده با توالی توالی

مقایسه شد.  Blastبا استفاده از ابزار  NCBIهای ژنومی  داده

 باکتریبه  TP1سویه  دادنشان  حاصلهنتایج 

Pseudomonas stutzeri.   و سویه   درصد 33به میزان

TP2  بهAcinetobacter junii   درصد 32به میزان 

و نتایج حاصل از 2شکل توجه به  با ند.شتشباهت دا

که نتایج آن در  های آلوده به نفت کروماتوگرافی نمونه خاک

 در می توان استنباط نمود که  آمده است، 7و 5، 2های  شکل
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توسط توانایی تجزیه نفت  ،روز 03 در طولو  03دمای 

( به ترتیب TP2و  TP1و کشت مخلوط ) TP1 ،TP2باکتری 

باشد. همان طور که مشاهده  درصد  58/23و  03/25، 52/55

تر از  بیش TP1 توسط سویه TPH شود میزان کاهش می

طبق شاه باشد.  باکتری می و کشت مخلوط دو TP2سویه 

این اثر را می توان به پلاسمیدهای  (1030علیان و همکاران )

متعدد این گونه باکتری ها و توان تولید آنزیم های گوناگون 

اختلاف ناچیزی در کاهش درصد توسط آن ها نسبت داد. 

TPH  سویهTP2 شود که  باکتری دیده می و کشت مخلوط دو

 توان آن را ناشی از خطای آزمایش در نظر گرفت. می

 

 
 ها در شرايط دمايی و زمانی يكسان مقايسه رشد باکتری -3شكل

Figure 4. Comparison of bacterial growth at the same temperature and time 
 

 
 TP1های تجزيه شده در نمونه تيمارشده با باکتری  طيف کروماتوگرافی هيدروکربن -5شكل 

Figure 5. Chromatography spectrum of decomposed hydrocarbons in a sample treated with TP1 bacteria 
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 TP2های تجزيه شده در نمونه تيمارشده با باکتری  کروماتوگرافی هيدروکربنطيف  -9 شكل

Figure 6. Chromatography spectrum of decomposed hydrocarbons in a sample treated with TP2 bacteria 

 
 TP1-TP2يه شده در نمونه تيمارشده با باکتری های تجز کروماتوگرافی هيدروکربنطيف  -3شكل 

Figure 7. Chromatography spectrum of decomposed hydrocarbons in a sample treated with TP1-TP2 bacteria 

 

 گيری بحث و نتيجه

به آلوده  سطحی خاک طی این پژوهش هفت سویه باکتریایی از

زی شد که قابلیت پالایشگاه تبریز جداسانفت خام در محوطه 

تجزیه ترکیبات نفتی را داشتند. دو سویه باکتریایی که توانایی 

داشتند انتخاب گردید که با انجام TPH بیشتری درکاهش 

اولیه در  شناسایی ،و نتایج حاصل از توالی یابی PCRآزمایش 

و بوده دو سویه گرم منفی  هر حد جنس صورت گرفت.

 و  Pseudomonas stutzeriبیشترین شباهت را با 

Acinetobacter junii  نتایج بدست آمده از .نشان دادند 

قابلیت  با سودوموناسنشان داد که باکتری  GC-FID آنالیز

 قابلیت توانایی بیشتری نسبت به اسینتوباکتر با درصد 02/55

 58/23قابلیت  و کشت مخلوط دو باکتری با درصد 03/25

 دارد.  TPH در کاهش درصد
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