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های حذف  محیطی جهانی تبدیل شده است. یکی از روشهای نفتی به یک نگرانی زیستامروزه، آلودگی

صرفه و دوستدار محیط  ه ها است که مقرون بهای زیستی، بویژه میکروارگانیسماین آلودگی، استفاده از روش
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های آلوده به نفت و همچنین توانایی آنها در حذف نفت خام،  خوار در خاکهای نفت بررسی امکان رشد باکتری
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مقدمه 

از  (  Petroleum)سوخت فسیلی نفت خام  

واژه و    Petraلاتین    یدو  سنگ  معنای  به 

Oleum  است. این  نفت برگرفته شده    به معنای

و   جانوری  توده  زیست  ناقص  تجزیه  از  ماده 

شود های طولانی تشکیل میگیاهی در طی سال

(Makut and Ishaya, 2010; Ahmed and 

Fakhruddin, 2018)  ترکیبی خام  نفت   .

هیدروکربن  ایپیچیده و  از  کوتاه  زنجیره  های 

به   که  است  تقسیم    چهاربلند  اساسی  دسته 

هیدروکربنمی  Saturated)  اشباعهای  شود: 

Hydrocarbon)،  آروماتیک   هایهیدروکربن

 Polycyclic Aromatic)ای  چندحلقه

Hydrocarbons: PAH) ،  ها نیآسفالت

(Asphaltene،  کتونن یریپورف استرها،  ها،  ها، 

فنل  یدهایاس رزچرب،  و  ،  Resin)  هانیها( 

ها،  نینولیها، ککاربازول  دها،یسولفوکس  دها،یآم

بها(نیدیریپ  بر  ه  .  بالغ  کلی    230طور 

 Yan)هیدروکربن در نفت شناسایی شده است 

et al., 2013)آلی  . هیدروکربن ها یک ترکیب 

اند.  هستند که از هیدروژن و کربن ساخته شده

حضور هر ترکیبی غیر از هیدروژن و کربن، باعث  

ترکیب دیگر یک هیدروکربن تلقی  شود تا آن  می

توان به سه صورت  نشود. این ترکیب آلی را می

از   و  یافت  طبیعت  در  گاز  و  مایع  جامد، 

توان به نفت خام  ها، میترین هیدروکربنمعروف

. اما  (Speight, 2019)و گاز طبیعی اشاره کرد  

رنگ که به طلای سیاه نیز شهرت   این ماده سیاه

اخیر خسارت های جبران دارد، در طی سالیان 

زنده   موجودات  و  زیست  محیط  به  را  ناپذیری 

آلودگی  این  است.  ساخته  میوارد  به  ها  توانند 

ها،  کشمختلف از جمله تصادف نفت  هایروش

نشت از خطوط لوله، سکوهای دریایی و حفاری،  

نشت از مخازن قدیمی، نشت کارگاهی و حین  

،  2014تا    1970حمل و نقل رخ دهد. از سال  

حوادث    74/5حدود   اثر  در  نفت،  تن  میلیون 

است.  کشنفت کرده  آلوده  را  دریاها  آب  ها، 

همچنین با توجه به بالا رفتن جمعیت کره زمین 

آلات  و افزایش تقاضا برای استفاده از انواع ماشین

مانند   موتورها  روغن  انواع  عرضه  خودروها،  و 

که به مرور    گازوئیل و سوخت جت افزایش یافته

آسیب محیط  زمان  به  ناپذیری  جبران  های 

است   ساخته  وارد   ,.Zavareh et al)زیست 

2016; Kalhor et al., 2017; Parach et al., 

های هیدروکربنی نفتی در خاک  . آلودگی(2017

که   است  جهانی  محیطی  زیست  نگرانی  یک 

و   گیاهان  تهدید  دیگر  سلامت  را  جانداران 

تواند  آن میدیگر  کند. نشت نفت و مشتقات  می

های جبران ناپذیری را به محیط زیست، آسیب
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ورود    بویژه با  آورد.  وارد  سردسیر  نواحی  در 

و  آلودگی فیزیکی  خواص  خاک،  به  نفتی  های 

اشکال  تغییر  با  و  کرده  تغییر  خاک  شیمیایی 

نیتروژن،  و  فسفر  همچون  دسترسی  در  عناصر 

کند. ورود این  رشد و نمو گیاهان را محدود می 

به آلاینده آن  نفوذ  موجب  خاک،  اعماق  به  ها 

زیرزمینی  آب زمینه  شودمیهای  زیان    و 

وری کشاورزی و همچنین اقتصادی، کاهش بهره

سازد  میانواع مشکلات زیست محیطی را فراهم 

(Ahmed and Fakhruddin, 2018)  . این از 

های  یافتن روشی موثر در جهت رفع آلودگیرو،  

 نفتی، بسیار حائز اهمیت است.

طور کلی از سه روش فیزیکی، شیمیایی    به

آلودگی رفع  برای  زیستی  نفتی محیطی  و  های 

می روشاستفاده  نیازمند  کنند.  فیزیکی  های 

و گاهی منجر   هستندهای گران قیمت  فناوری

آلاینده  ناقص  تجزیه  میبه  سویی  ها  از  شوند. 

روش پرهزینه دیگر  بسیار  نیز  شیمیایی  های 

آلودگی  هستند دارند و  همراه  به  ثانویه  های 

(Ganesan et al., 2022)  بنابراین توسعه یک .

بروش   مقرون  با  ه  هوشمند،  سازگار  و  صرفه 

ها حائز  گونه آلودگیزیست برای رفع این  محیط

پالایی فرآیندی است که در  اهمیت است. زیست

آن ترکیبات شیمیایی توسط موجودات زنده به  

ها، به انرژی، توده سلولی و ویژه میکروارگانیسم

می تبدیل  زیستی  زائد  درمواد  که  مورد  شوند 

زیستی هیدروکربن زائد  مواد  این  نفتی،  های 

دی متان  عمدتا  و  آب  کربن،    هستنداکسید 

(Rahman et al., 2002; Gomes et al., 

زیست (2018 محیط  .  با  سازگار  روشی  پالایی، 

برای حذف    تواند تا حدودیکه میاست  زیست  

های محیطی موجود در آب و خاک  سریع آلاینده

گیرد   قرار  استفاده  ,.Kalhor et al)مورد   

و  (2017 سرعت  روند  در  مختلفی  عوامل   .

زیست از  کارآمدی  که  دارند  نقش  پالایی 

توان به میزان غلظت و سمیت ترین آنها میمهم

مقاومت   و  محیط  در  موجود  نفتی  آلودگی 

مورد استفاده اشاره کرد. هدف استفاده  جانداران  

های نفتی،  در رفع آلودگیپالایی  زیست از روش  

اکسید  ها به آب و دیتخریب کامل هیدروکربن

 .(Cerqueira et al., 2011)کربن است 

ها توانایی  میکروارگانیسمای از  طیف گسترده

های نفتی را دارند. دانشمندان تجزیه هیدروکربن

جنس    103جنس جلبک،    14های اخیر،  در سال

جنس سیانوباکتری    9جنس باکتری و    79قارچ،  

هیدروکربن تبدیل  و  تجزیه  توانایی  را  که  ها 

کرده معرفی   Hassanshahian et)اند  دارند، 

al., 2020)جلبک میان،  این  در  و  .  ها 

زیستی رها  پروتوزوئ تجزیه  در  کمتر 

دارند  هیدروکربن نقش   ,.Parach et al)ها 
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باکتری(2017 اولین  کشف  تاریخچه  های  . 

قرن پیش    1کننده هیدروکربن به حدود    تجزیه

از  (Socolofsky et al., 2019)گردد  باز می  .

شده جنس شناخته  های  باکتری  های ترین 

مینفت به  خوار  ، Halomonasتوان 

Alcanivorax  ،Marinobacter  ،Dietzia ،

Bacillus  ،Oleiphilus  ،Oleispira ،

Geobacillus  ،Pseudomonas ،

Alcaligenes  ،Micrococcuse  ،

Methylomonas  ،Achromobacter ،

Acinetobacter  ،Arthrobacter ،

Nocardia  ،Flavobacterium ،

Corynebacterium  ،Methylobacterium   و

Rhodococcus  کرد  ,.Parach et al) اشاره 

2017; Tremblay et al., 2017; Gomes et 

al., 2018) . 

زیستی   مقایسه   PAHتجزیه  در  خاک                        در 

آلاینده  این  حذف  مزایایی  با  دارای  آب  در  ها 

است. خاک از ذرات ریزی تشکیل شده است که  

و   میکروارگانیسم  بین  را  بیشتری  تماس  سطح 

می  ایجاد  مواد  آلاینده  مقدار  همچنین  و  کند 

مواد  از  بیشتر  بسیار  خاک  در  موجود  مغذی 

فعالیت   و  رشد  اجازه  که  است  آب  در  موجود 

میکروارگانیسمرا    یبیشتر میبه  دهد  ها 

(Tirado-Torres et al., 2017) قرار گرفتن .

میکروارگانیسم در  دائمی  بومی  معرض های 

می غلظت اجازه  هیدروکربن،  پایین                        دهد های 

باکتری محیط  تا  در  هیدروکربنوکلاست  های 

ترکیبات مشتق  از  راحتی  به  و  شوند  نگهداری 

به نفت  از  انرژی   شده  و  کربن  منبع  عنوان 

ها  استفاده کنند. اما باید توجه داشت که باکتری

میکروارگانیسم دیگر  همچون  ظرفیت  نیز  ها، 

از   آلاینده موجود  غلظت  اگر  و  دارند  مشخصی 

ها  تواند برای باکتریظرفیت آنها بیشتر باشد، می

سمی باشد و آنها را از بین ببرد. بنابراین تخریب 

وسیله   امکانباکتریبه  زمانی  که  ها  است  پذیر 

باشد   سمیت  آستانه  از  کمتر  آلاینده  غلظت 

(Tremblay et al., 2017)دیگ از  مزیت.    ر 

میکروارگانیسمباکتری دیگر  به  نسبت  ها،  ها 

ست که موجب ا  نسبت بالای سطح به حجم آنها

موجودات  این  توسط  نفت  کارآمدتر  تجزیه 

. تجزیه زیستی (Parach et al., 2017)شود  می

باکتریآلاینده توسط  اغلب  نفتی  های  های 

، در بین  2015اما تا سال    ،گیردهوازی انجام می

باکتری  79 نفتجنس  تجزیه کننده  خوار، های 

هوازی گزارش  های بی جنس باکتری  5بیش از  

است   از (Gao et al., 2015)شده  استفاده   .

ه های هوازی، یک روش زیستی مقرون بباکتری

روش از  بسیاری  جایگزین  که  است  های صرفه 

هوازی نسبت به های بی موجود است، اما باکتری
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 هایی دارند. تجزیه های هوازی محدودیتباکتری

های آنزیمی  هوازی اغلب آهسته است، تواناییبی

دهد، بیشتر مستعد محدودیت مواد را کاهش می

مغذی بوده و مسیرهای متابولیسمی آن به خوبی  

 . (Wartell et al., 2021)  است  شناخته نشده

هوازی موجود های  در پژوهش حاضر نیز، باکتری

آلوده به نفت در اطراف پالایشگاه نفت    در خاک

 اند.شیراز مورد بررسی قرار گرفته

 

 هاروش  و   مواد

 برداری نمونه 

متری خاک  سانتی  10برداری از عمق  نمونه 

پالایشگاه نفت   اطراف  به نفت، در  آلوده  نواحی 

  44درجه،    29شیراز واقع در عرض جغرافیایی  

و   و    2/11دقیقه  شمالی    39درجه،    52ثانیه 

ثانیه غربی انجام شد. نمونه خاک    1/45دقیقه و  

شیشه ظروف  به  در  یخ  روی  بر  استریل،  ای 

هرمزگان   دانشگاه  های  بررسی  برایآزمایشگاه 

 د. شبعدی منتقل 

 

 سازی سازی و خالص غنی

نسبت    نمونه با  محیط   درصد  1خاک  در 

 Bushnell Hass Mineral Saltکشت  

(BHMS)  شد.غنی کشت،   سازی  محیط  این 

تمامی مواد مغذی مورد نیاز برای رشد و تکثیر  

. مقدار یک لیتر از  دها، به جز کربن را دارباکتری

  4PO2KH ،1گرم   1این محیط شامل ترکیبات 

گرم    4MgSO    ،02/0گرم    4HPO2K    ،2/0گرم  

2CaCl    ،1    3گرمNO4NH    ،05 /0     3گرمFeCl  

(Merck  ،آلمان  )در نهایت    .بودpH    محیط بر

. پس از اتوکلاو،  شدتنظیم    7روی مقدار تقریبی  

  1عنوان تنها منبع کربن با نسبت    نفت خام به

انکوباسیون   درصد افزوده شد.  به محیط کشت 

  30  ساعت در شرایط دمایی  72ها به مدت  نمونه

دور در    160و سرعت چرخش  گراد  درجه سانتی

مدت،   این  از  پس  گرفت.  انجام    برایدقیقه 

سویه نفتجداسازی  از های  یکدیگر،  از  خوار 

منظور  بدین  شد.  استفاده  رقت  سریال                        روش 

محیط   براثندر  (  Nutrient Broth)  وترینت 

مقدار    10-5تا    10-1های  رقت و   100تهیه 

پلیت   اسپرید  تکنیک  با  رقت  هر  از  میکرولیتر 

آگار  نوترینت  پلیت   :Nutrient Agar)  روی 

NA  )پلیت شد.  داده  مدت  کشت  به    72ها 

دمای در  سانتی  30  ساعت  انکوبه گراد  درجه 

پلیت   300  تا  30هایی که حاوی  شدند. سپس 

شد نگهداری  بودند  شناسی  ریخت و    ندکلونی 

های تشکیل شده بر روی آن مورد بررسی  کلونی

;Hassanshahian et al., 2012)قرار گرفت    

Socolofsky et al., 2019) . 
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 خوارهای منتخب نفت غربالگری سویه

بهترین  تعیین  هدف  با  مرحله  این 

نفتجداکشت گرفت.های  انجام  لازمه    خوار 

های برتر، سرعت تکثیر و رشد تعیین جداکشت

و  باکتری نفتها  میزان  آنان همچنین               خواری 

جداکشت ابتدا  روز بود.  شبانه  یک  مدت  به                    ها 

 Mueller)  در محیط کشت مولر هینتون براث

Hinton Broth: MHB  )  در و  شده  تلقیح 

انکوبه شدند. سپس  گراد  درجه سانتی  30  دمای

با   آنها  جذب  )مقدار   Cecilاسپکتروفتومتر 

BioQuestاندازه انگلستان(  اساس گیری  ،  بر  و 

 08/0ها بین  فارلند، جذب این باکترینیم مک

انکوباسیون   هتنظیم شد. در مرحل  13/0تا   بعد 

لیتر میلی  20حاوی  لیتری  میلی  50های  ارلن

نسبت    BHMSمحیط کشت   نفت  درصد    1و 

و   جداکشت  هر  زا  درصد  1خام  از  به  کدام  ها 

دمایی شرایط  در  هفته  یک  درجه   30  مدت 

دور در دقیقه    160و سرعت چرخش  گراد  سانتی

هفته،    انجام یک  طول  در  رشد    سهگرفت.  بار 

ساعت    96ساعت،    24ها در فواصل زمانی  باکتری

نانومتر مورد    600ساعت در طول موج    168و  

رسم منحنی رشد جدایه    برایپایش قرار گرفت.  

حاوی   کشت  محیط  نوری  جذب  میزان  برتر، 

الایزا ریدر خانه با دستگاه    96باکتری در پلیت  

(Epoch2  ،BioTek  در آمریکا(          نانومتر   600، 

فاصله زمانی  با  تا    2های  ساعت    36ساعته 

منحنی اندازه رسم  برای  شد.  ثبت  و  گیری 

ابتدا   نفت غلظتاستاندارد،  مختلف                          های 

مقدار   در  دیمیلی 3خام  کلرومتان  لیتر 

(Dichloromethane: DCM )    و شده  حل 

در   آن  دستگاه    420جذب  توسط  نانومتر 

مقادیر   سپس  شد.  خوانده  اسپکتروفتومتر 

حل شده بود،   DCMمختلف نفت خامی که در  

جذب،    - توزین شد. در نهایت با رسم نمودار وزن

منحنی استاندارد رسم شده و معادله رگرسیون  

شد    . (Hassanshahian et al., 2020)معین 

های اسپکتروفتومتری و این مرحله توسط آزمون

یونش شعله  -کروماتوگرافی گازی  ای آشکارساز 

(Gas Chromatography- With Flame 

Ionization Detection: GC-FID)    انجام شد

(Hassanshahian et al., 2012; Parach et 

al., 2017). 

 

 روش اسپکتروفتومتری 

باکتری روش،  این  کشت  در  محیط  به  ها 

BHMS  نفت خام تلقیح شدند.   درصد  1حاوی

دوره   گذشت  از  ابتدا    7پس  انکوباسیون،  روزه 

ها با دستگاه اسپکتروفتومتر در میزان رشد سویه

بررسی شد. سپس    600طول موج     10نانومتر 

به ارلن حاوی کشت باکتری و  DCM لیترمیلی
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به خوبی با نفت و محیط   DCM  نفت افزوده شد.

شده ترکیب  سپسکشت  جدا    ،  قیف  یک  به 

کننده منتقل شد تا دو فاز آبی و آلی از یکدیگر  

مقدار   شوند.  با  میلی  1جدا  آلی  فاز  از    5لیتر 

ترکیب شد و کدورت نفت در    DCMلیتر  میلی

محاسبه برای  نانومتر خوانده شد.    420طول موج  

استفاده   1رابطه  ، از  (PR)  درصد حذف نفت خام 

  .(Hassanshahian et al., 2012) شد

 

 :1رابطه 

PR (%) = [(AS– AC) / AS] × 100 

SA  :؛  میزان جذب نمونهCA  :میزان جذب شاهد . 
 

 کروماتوگرافی گازی آشکارساز یونش شعله 

های استخراج شده، به  بخشی از هیدروکربن

،  GC-FID  (CP-3800  کروماتوگرافی   دستگاه

Varian  ،دارای ستون  (  ایرانCP Sil-5   به طول

متر و ضخامت میلی  32/0قطر داخلی  ،  متر  30

میکرومتر تزریق شد. همچنین از گاز   25/0فیلم  

ب استفاده شد. دمای  ه  هلیوم  عنوان گاز حامل، 

دقیقه    3به مدت  گراد  درجه سانتی  40  ابتدایی

  درجه بر دقیقه به دمای  10بود و سپس با شیب  

 رسید. دمای محل تزریق گراد  درجه سانتی  280

سانتی  280 دتکتورگراد  درجه  دمای    300  و 

  بود.  20بود. نسبت اسپلیت نیز  گراد  درجه سانتی

با شاهد    GCاز    به دست آمدههای  در نهایت پیک

مقایسه و درصد تجزیه برای هر جدایه محاسبه 

 شد. 

 

ژن   توسط  جدایه  فیلوژنیک  شناسایی 

SrRNA16 

پس از شناسایی اولیه جدایه برتر بر مبنای  

و شیمیایی، شناسایی  شناسی  ریختهای  ویژگی

ژن  توالی  تعیین  اساس  بر  آن  مولکولی 

SrRNA16    از تکنیک  این  پذیرفت.   4صورت 

به ترتیب عبارت   مرحله تشکیل شده است که 

از  DNAاستخراج  :  ازبودند   استفاده  با  تکثیر   ،

PCR  محصول توالی  تعیین   ،PCR    بررسی و 

 بانک ژن. ها درهمولوژی توالی

 

 DNAاستخراج 

جوشاندن  از  DNAاستخراج  برای    روش 

(Boiling)    روش در   Chenطبق  همکاران  و 

طور خلاصه در این ه  ،  استفاده شد. ب2009سال  

های مورد نظر  ای از جداکشتروش، کشت تازه

د و سپس  شتهیه    (NA)گار مغذی  آدر محیط  

یک لوپ، از هر جداکشت برداشته شد و به یک  

استریل   دیونیزه  مقطر  آب  حاوی  میکروتیوب 

میکروتیوب سپس  شد.  مدت  منتقل  به    15ها 

بن درون  دمای دقیقه  با  درجه    100  ماری 

مرحله،  گراد  سانتی این  از  بعد  شد.  جوشانده 

دقیقه درون    20ها به مدت  بلافاصله میکروتیوب
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مخلوط   نهایت  در  شد.  نگهداری  یخ  به ظرف 

دور در   13000  دقیقه در  5به مدت    آمده  دست

)دقیقه    Fixette II  ،Hermleسانتریفیوژ 

Labortechnikمایع رویی حاوی    ،، آلمان( شد

DNA   به درون یک میکروتیوب استریل منتقل

مرحلش برای  و  قرار    PCRه  د  استفاده  مورد 

 .(Chen et al., 2009)گرفت 

 

 PCRفرآیند تکثیر با 

انتخابی  آغازگر ژن  برای  های  تکثیر 

SrRNA16  ،9F    1541وR  .بودند                 

دو  توالی این  ترتیب   آغازگر های                             به 

F5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'    و

R5'- AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3' 
میکرولیتر   5/0شامل    PCRواکنش    یبود. اجزا

 9F  ،5/0  آغازگرمیکرولیتر    5/0مسترمیکس،  

  DNAمیکرولیتر    1  و   1541Rآغازگر  میکرولیتر  

با   ترکیب  این  بود.  آب   5/10الگو  میکرولیتر 

به حجم    هدیونیز رسید.   25استریل  میکرولیتر 

واکنش   تهیه  مخلوط  از  مپس  ب ویکروتیبه 

قطعات در دستگاه  و  منتقل   ترموسایکلر  تکثیر 

درجه   94  . دمای واسرشت شدن اولیهشدانجام  

آن  گراد  سانتی زمان  مدت  نظر   5و  در  دقیقه 

.  دشچرخه انجام    30. فرایند تکثیر در  شدگرفته  

  PCR،  59در مراحل انجام  آغازگر  دمای اتصال  

از در نظر گرفته شد. در ادامه،  گراد  درجه سانتی

  درصد  1آگارز    ژلروی    PCRمحصول  

الکتروفورز انجام شد. سپس قطعه ژنی با طول  

باز    1500 از  جفت  پس  و  شد  الکتروفورز 

سنگر   برای  سازی  خالص روش  به  توالی                 تعیین 

شرکت ارسال    به  فناوران  توالیش ژن  های  د. 

نرم از  استفاده  با  شده   Chromasافزار  تعیین 

  NCBIسپس در پایگاه اطلاعاتی    ه، بازنگری شد 

سازی شدند و درصد همسانی آنها مورد  ردیفهم

 . (Dastgheib et al., 2012)مطالعه قرار گرفت  

 

 تجزیه و تحلیل آماری  

شامل  بررسی   پژوهش  این  تحلیل آماری 

داده میانگینواریانس  مقایسه  و  آزمون با    هاها 

یک واریانس  )تحلیل  -ANOVA Oneطرفه 

way95اطمینان  آزمون دانکن در سطح  ( و پس 

 SPSSافزار  بود که توسط نرم  (>05/0Pدرصد )

رسم نمودارها از  برای  صورت پذیرفت.    20  نسخه

  استفاده شد.  Microsoft Excel 2016افزار  نرم

مورد  همچنین   سویه  تبارزایش  سنجش  برای 

توسط مدل دو پارامتری   SrRNA16نظر، از ژن  

به کمک   Neighbor-joiningکیمورا با روش  

ترسیم شد  درخت فیلوژنی    MEGAXافزار  نرم

(Kimura, 1980; Kumar et al., 2018). 
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 نتایج 

نمونه از  مواد    برداریپس  به  آلوده  از خاک 

، آوری شده از اطراف پالایشگاه شیرازنفتی جمع

از لحاظ باکتری  کلونی متفاوت    13در مجموع  

خالصشناسی،  ریخت  و  شد.  جداسازی  سازی 

خوار در بازه  های برتر نفتنتایج غربالگری جدایه

 قابل مشاهده است.  1روزه، در جدول  7زمانی 

 

رشد1جدول   جذب  خاک   هایجداکشت  :  نمونه 

پالایشگاه شیراز در     7نانومتر در طول    600اطراف 

 روز

 روز هفتم  روز چهارم  روز صفر  نام گونه 

Sludge A 07 /0 0 0 

Sludge B 127 /0 183 /0 448 /0 

Sludge C 658 /0 038 /1 194 /1 

Sludge D 053 /0 162 /0 087 /0 

Sludge E 066 /0 035 /0 0 

SLA 051 /0 0 0 

SLB 057 /0 105 /0 0 

SLC 116 /0 307 /0 667 /0 

SLD 097 /0 099 /0 098 /0 

SHA 574 /0 1 918 /0 

SHB 115 /0 154 /0 011 /0 

SHC 155 /0 367 /0 368 /0 

SHD 046 /0 087 /0 0 

 Sludge Cهای ، جدایه1با توجه به جدول 

. از  دادندرا نشان    جذببیشترین میزان    SHAو  

محیط   که  مواد   BHMSآنجا  هرگونه  فاقد 

نفت   مقدار  آن،  منبع کربن  تنها  و  بوده  کربنی 

توان نتیجه  ، پس میبودخام اضافه شده به آن  

این   که  دوره    2گرفت  در  توانستند  جدایه 

ب نفت  هیدروکربنی  مشتقات  از  ه انکوباسیون، 

بیشترین   عنوان منبع کربن خود استفاده کرده و 

 های منتخب جدایه  رشد و تکثیر را داشته باشند.

و   رهیذخ  سرولیدر گل  یبعد  هایسنجشبرای  

 شدند.  یگهدارنگراد  درجه سانتی  -20  یدر دما

باکتری رشد  منحنی  به  ترسیم  هدف  با  ها 

های  دست آمدن فاز لگاریتمی )فاز رشد( جدایه

  هایشکلطور که در    منتخب انجام گرفت. همان

مشخص است، تقریبا هر دو جداکشت بعد    2و    1

شده  4از   لگاریتمی  فاز  وارد  فاز    ساعت  و 

پایان    12لگاریتمی این دو پس از از   ساعت به 

فاز   وارد  و  شدند.  Lagرسید  سکون(    )فاز 

،  2همچنین بر اساس اطلاعات موجود در جدول  

شد  رسم  نیز  خام  نفت  استاندارد                 منحنی 

(. 3 شکل)
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 ( انحراف معیار ±)میانگین  ساعته 36در بازه زمانی  Sludge C: منحنی رشد جدایه 1 شکل

 

 
 (انحراف معیار ±)میانگین  ساعته 36در بازه  SHA: منحنی رشد جدایه 2 شکل
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 های مختلف : میزان جذب نفت در غلظت 2جدول  

 مقدار نفت خام 
 )میکرولیتر( 

 کلرومتان مقدار دی 
 لیتر( )میلی 

 وزن نفت خام 
 )میکروگرم( 

 جذب نفت 

 ( نانومتر   420  در ) 

1 3 807 /0 452 /0 

2 3 633 /1 085 /1 

3 3 453 /2 561 /1 

4 3 252 /3 009 /2 

5 3 083 /4 404 /2 

6 3 910 /4 753 /2 

 

 
بیانگر  2Rمقدار ضریب تعیین   .)منحنی استاندارد( های مختلف: منحنی میزان جذب نفت در غلظت3 شکل

یعنی با افزایش غلظت نفت خام، میزان جذب   ، وجود همبستگی بین متغیرهای میزان جذب و غلظت است 

 یابد.نانومتر نیز افزایش می 420در طول موج 
 

توسط  نتایج   خام  نفت  حذف  سنجش 

 های منتخب  جداکشت

از سنجش حذف نفت    به دست آمدهنتایج  

که  داد  نشان  اسپکتروفتومتری  روش  به  خام 

، Sludge Cو  درصد    72میزان    SHAجدایه  

داشتند.    7خواری در طول  نفتدرصد    41 روز 

همچنین سنجش حذف نفت خام توسط دستگاه 

GC-FID    نشان داد کهSHA  ،2/84    و  درصد

خواری  نفتدرصد    Sludge C  ،4/64جدایه  

 (. 4 شکلداشتند )
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 الف 

 

 ب

 

 ج

 

 .SHAج( جدایه  .Sludge C: نمودار آنالیز کروماتوگرافی گازی. الف( شاهد. ب( جدایه 4 شکل
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های  جدایهحذف ترکیبات نفتی توسط    بازده

Sludge C    وSHA    دستگاه از    GC-FIDبا 

 (. 3معین شد )جدول  32تا  13کربن شماره 

 

: تعیین راندمان حذف ترکیبات نفتی توسط  3  جدول

کروماتوگرافی   با  SHAو    Sludge Cهای  جدایه

 گازی 

 Sludge C SHA شماره کربن 

13C 82 /85 44 /96 

14C 23 /65 90 /68 

15C 53 /84 40 /95 

16C 35 /73 94 /90 

16C 48 /66 50 /72 

17C 43 /67 20 /81 

18C 64 /84 39 /91 

19C 61 /33 81 /67 

20C 69 /56 10 /88 

21C 70 /54 85 /87 

22C 82 /55 58 /84 

23C 13 /55 75 /80 

24C 61 /61 97 /85 

25C 25 /57 02 /82 

26C 86 /58 18 /88 

27C 64 /58 75 /75 

28C 69 /67 56 /90 

29C 93 /57 20 /86 

30C 93 /58 53 /85 

31C 70 /62 36 /90 

32C 03 /60 58 /89 

 ها نتایج شناسایی باکتری

خواری  که بالاترین میزان نفت  SHAجدایه  

ها داشت، مورد شناسایی  را در بین دیگر جدایه

نتایج   گرفت.  قرار  شکل    PCRمولکولی    5در 

قطعه   تکثیر  است.  مشاهده  جفت    1500قابل 

نشان است.    بازی،  واکنش  بودن  مثبت  دهنده 

بلاست توالی ژن  بانک  در  آمده  دست  به  های 

قرار گرفت.   بررسی  آنها مورد  و همولوژی  شده 

بالای  قرابت جنس   98های  عنوان  به               درصد 

باکتری گونه  شد. و  گزارش  مجهول                       های 

ژن بلاست  از  آمده  دست  به  نشان نتایج                 ها 

گونه  و  جنس  به  متعلق  باکتری  این  که  داد 

Acinetobacter junii    شکل( در    (.5است 

جنس  از  تکاملی  درخت  در  موجود  کلاد 

Acinetobacter  دو به  مربوط  کلاد  زیر  دو   ،

توالی  هستند.  جنس  این  از  متفاوت                       گونه 

حاضر،   پژوهش  در  منتخب  باکتری  به  مربوط 

خانواده    Acinetobacter junii  گونه از 

Moraxellaceae    دست به  توالی  با  که  است 

دارند.  قرار  زیرکلاد  یک  در  ژن،  بانک  از                    آمده 

گونه   از  کلاد،  این  و   Escherichia coliدر 

Staphylococcus aureus    ترتیب به  که 

هستند، باکتری مثبت  گرم  و  منفی  گرم                    های 

 به عنوان مقایسه استفاده شد. 
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. برای رسم این درخت از  Neighbour-joiningبا روش    MEGAXافزار  درخت ترسیم شده در نرم:  5شکل  

در پژوهش حاضر استفاده شد.    (SHA)منتخب    توالی مربوط به باکتریژن ثبت شده در بانک ژن و یک    5

 است.  Boot Strapاعداد روی خطوط، معرف 

 

 بحث

نفتباکتری محیطهای  در  اغلب  هایی  خوار 

های نفتی باشند و این آلودگی  که دارای آلودگی

باقی   آنجا  در  طولانی  نسبتا  مدت  مانده  برای 

می یافت  این  نشوباشد،  در  دلیل  همین  به  د. 

نمونه ایستگاه  که پژوهش،  شد  انتخاب  برداری 

می از  احتمال  بیش  زمانی  مدت  از    6رفت  ماه 

های نفتی در آنجا گذشته باشد.  حضور آلودگی

اولی مبنای  پژوهش،  این  بعدی  مراحل   هدر 

باکتری کمترین انتخاب  در  بیشتر  بازدهی  ها، 

،  هازمان بود. بدین ترتیب اولویت اول گزینش آن

جداکشتکوتاه رسیدن  زمان  فاز  ترین  به  ها 

لگاریتمی در محیط کشت حاوی نفت بود. زیرا 

کشت   محیط  کربن،  BHMSدر  منبع  تنها   ،

های موجود در نفت خام بود و بیان  هیدروکربن

باکتریمی توانستهداشت که  این منبع ها  از  اند 

ک استفاده  لگاریتمی    نند کربنی  فاز  به  زودتر  و 

مهر    برسند. نیز  اسپکتروفتومتری  سنجش 

 Sludgeو    SHAهای انتخابی  تاییدی بر جدایه

C  خواری را در مدت  بود که بالاترین میزان نفت

 روز از خود نشان دادند.  7

ها  درصد نفت خام را هیدروکربن  80بیش از  

درصد ترکیبات    60دهند که حدود  تشکیل می

هیدروکربن آلکاناین  به  مربوط  است. ها                           ها 

آلکان متوسط  طور  سادهها به  شکل    ترین، 

تجز  ی نفت  ی هادروکربنیه شرایط   هیقابل  در 
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 ,.Davidova et alهستند )  هوازیهوازی و بی

م  یبرخ  یبرا.  (2019   ها، سمیکروارگانیاز 

 ره یو با زنج  (14C-3Cکوتاه )  رهیها با زنجآلکان

معمولا20C-15C)  متوسط از  راحت   (  تر 

کرب  یی هاآلکان طول  استفاده   شتری بن  با 

دیگرها سمیکروارگانیم  یبرا  . شوندیم   ژهیبو  ،ی 

سولفات  باکتری احیاکننده  -Sulfate)های 

Reducing Bacteria: SRB  )باکتر   ی هایو 

 Nitrate-Reducing)  تراتین  احیاکننده

Bacteria: NRB)،  ی ا رهیزنج  یها آلکان  

و غشای    باشند  یسم  توانندی( م≥17Cتر )کوتاه

کن حل  خود  در  را  علت  ،د نباکتری  همین    به 

ب مقاومت  به  آنها   شتریمنجر  تجزیه  باکتری در 

ها با زنجیره بلند اغلب  شوند. همچنین آلکان می

که    هستندجامد   پایینی  حلالیت  دلیل  به  و 

باکتری توسط  کمتر  میدارند،  تجزیه  شوند  ها 

(Wartell et al., 2021).    ،حاضر پژوهش  در 

های موجود در  درصد تجزیه هیدروکربنی آلکان

( محاسبه 3)جدول    32Cتا    13Cنفت خام از  

دارد که هر  دست آمده بیان می  های بهشد. داده 

توانسته منتخب  جدایه  میزان  دو  به  اند 

آلکانچشم )گیری  کوتاه،  زنجیره  و    13Cهای 

14C  زنجیره متوسط )(20C-15C)    و زنجیره

طور که    ( را تجزیه کنند. همان32C-21Cبلند )

های زنجیره بلند اغلب جامد بوده  بیان شد، آلکان

به همین   و  هستند  آب  در  انحلال  قابل  غیر  و 

اما    .شوندها تجزیه نمیعلت اغلب توسط باکتری

تواند گواهی  می  32Cتا    21Cهای  تجزیه آلکان

باکتریآبگریزی  بر   همچنین بالای  باشد.  ها 

بیوسورفکتانت می تولید  که  کرد  استدلال  توان 

باکتری پل  توسط  یک  ایجاد  به  منجر  ها 

تا    شودمیسولفیدی، بین دو فاز آلی و آبی  دی

های مورد هیدروکربنها بتوانند با انتقال  باکتری

نیاز خود به فاز آبی، آن را مصرف کنند. در نهایت  

میزان درصد    2/84با    SHA  جدایه بالاترین 

خواری را نسبت به نمونه شاهد از خود نشان  نفت

   داد.

از    Acinetobacterجنس  های  باکتری

 هستندخوار  های نفتترین باکتریشناخته شده

شده گزارش  مختلف  مطالعات  در    اندکه 

(Parach et al., 2017; Gomes et al.,  

بهبود کیفیت خاک(2018 نفت .  به  آلوده  های 

(Kai et al., 2020)نفت افزایش  به  ،  خواری 

باکتریایی   استفاده در کنسرسیوم   Ma)هنگام 

et al., 2021)،    کمک به  آزو  رنگ  تجزیه 

باکتری  آنزیم ، (Krithika et al., 2021)های 

سورفکتانت بیو کمک  با  طلا  نانوذرات  سنتز 

بالا  (Ohadi et al., 2020)زیستی   مقاومت   ،

 Wang)نسبت به فلزات سنگین از جمله سرب  

et al., 2020)  عنوان مولد   و کاربرد تجاری به
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مهم جمله  از  زیستی،  کارایی  امولسیفایر  ترین 

در مطالعات اخیر   Acinetobacter juniiگونه  

 است. 

توسط   شده  انجام  پژوهش  و   Zhangدر 

و   A. junii(، دو گونه باکتری  2014همکاران )

Sphingomonas sp.  خاک مواد   از  به  آلوده 

های جداسازی شدند. نتایج این  نفتی در شانگ

پژوهش نشان داد که این دو گونه به ترتیب تا  

تجزی  درصد  8/75و    درصد  2/86   هتوانایی 

کربن در مدت  را  گازوئیل   منبع  تنها  عنوان  به 

و همکاران    Sui،  2023در سال    .شتندروز دا  15

های نفتی توسط  با هدف بررسی تجزیه آلاینده

A. junii  مطالعه  پرداختند.    به مطالعه و پژوهش

که    آنها داد  موثر  A. juniiنشان  طور   ی به 

جمله    یهادروکربنیه از  خام،   نفتمختلف 

روغن موتور، فلورن، فنانترن، دوکوسان    ،گازوئیل

تحت    بیتخر  ی هانرخ  ن یرا با بالاتر  اکونتانیو تر

  C/Nو نسبت    نهیبه  تروژنیخاص منبع ن  طیشرا

اآوردندبه دست   در    ییبالا  ییکارا  یباکتر  نی. 

خاص    یهاآلکان و آلکان  یهاونی فراکس  هیتجز

 ,.Sui et al)  خام مختلف نشان داد  یهادر نفت

کل(2023 عوامل  توانا  یدی.  بر  تجزیه    ییموثر 

نفتی،هیدروکربن در مقدار    های  نوری  چگالی 

در روز    میآنز  تیدر روز اول و فعال  نانومتر  600

ژن    47کل ژنوم،    ی ابییشد. توال  ییچهارم شناسا

  سمیدر متابول  لیدخ  یهامیرا نشان داد که آنز

م   ینفت  یهاآوردهفر کد  مس  کنند یرا    یرهایو 

 Miles et)  را بر عهده دارندمرتبط    یکیمتابول

al., 2023)ی ارزشمند  یها نش یها بافتهی  نی. ا 

برا از    یرا  ز  A. juniiاستفاده    ییپالاستیدر 

 دهد. یارائه م ی نفت هایییآلودگ رفع یبرا

نشان داد که  نتایج این پژوهش  در مجموع،  

خاک آلوده به نفتی که مدتی در یک مکان باقی  

مانده باشد، مکان مناسبی برای جداسازی طیف 

خوار است. از  های نفتمختلفی از میکروارگانیسم

میکروارگانیسم میاین  پاکسازی  برای  توان  ها 

نفت در صنعت استفاده کرد    های آلوده به مکان

طبیعت روشی  که   دوستدار  و  به صرفه  مقرون 

نیازمند   امر  این  البته               بیشتر  مطالعاتاست. 

زمینه   این  در  میدانی  مشاهدات  ه ب  .استو 

و    SHA  ، دو جدایهمطالعهصورت کلی در این  

Sludge C    دیگرکه نرخ رشد بالاتری نسبت به  

نفت خام مناسبی    هها داشتند، میزان تجزیجدایه

روزه نشان دادند. همچنین   7را نیز در بازه زمانی  

نتایج   اساس  آمده  بر  دست  رشد به  نمودار  از 

ساعت به    4دو باکتری تقریبا پس از    نسبی، هر

می خود  لگاریتمی  زمان فاز  بهترین  که  رسند 

خام   نفت  حاوی  کشت  محیط  به  انتقال  برای 

است. نتایج آنالیز کروماتوگرافی گازی نیز نشان  

به ترتیب    Sludge Cو    SHA  های داد که جدایه
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خواری  توانایی نفت  درصد  4/64و    درصد  2/84

ژن    7در  را   بررسی  با  دارند.  روز 

SrRNA16  جدایهSHA  خواری  که میزان نفت

بالاتری را نشان داده بود، مشخص شد که این  

به  جدایه    Acinetobacter juniiگونه  متعلق 

 است.

 قدردانی و تشکر

و علم  پارک  مالی  حمایت  از    نویسندگان 

 نمایند. فناوری هرمزگان قدردانی می
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Abstract  

Today, oil pollution has evolved into a global environmental concern. One of 

the methods for mitigating this pollution is the use of biological approaches, 

especially microorganisms, known for their cost-effectiveness and environmental 

friendliness, rendering them particularly popular among various methods. This 

study aimed to explore the potential growth of oil-degrading bacteria in oil-

contaminated soils, as well as their ability to remove crude oil. Based on bacterial 

growth rates in the presence of crude oil and hydrocarbon degradation 

capabilities, two strains, Sludge C and SHA, were selected from among 13 

isolates obtained from oil-contaminated soil near the Shiraz refinery. 

Subsequently, they were assessed for oil degradation using spectrophotometry 

and gas chromatography methods. Results indicated that Sludge C and SHA 

possess oil consumption abilities of 64.4% and 84.2%, respectively, within 7 

days. Gas chromatography analysis highlighted SHA's remarkable capability in 

removing short, medium, and long-chain hydrocarbons. Molecular identification 

confirmed the affiliation of this strain with the genus and species Acinetobacter 

junii. With its high oil consumption potential, this strain holds promise for 

efficient utilization in environmental remediation and industry. 

Key words: Oil Pollution, Oil-degrading Bacteria, Biodegradation, Crude Oil, 

Hydrocarbon. 
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