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Background and Aim The widespread application of crude oil and its products has caused numerous envi�
ronmental pollutions. This study aimed to isolate, identify, and determine a bacterial strain’s potential of oil 
degradation isolated form oily sludge. 
Methods & Materials After preparing the oily sludge in the sterile containers and cultivating in Bushnell-Haas 
medium, 24 distinct bacterial colonies were obtained. After performing biochemical and molecular tests, the 
“Acinetobacter radioresistens strain KA2” with the highest growth rate and crude oil degradation was selected. 
Then, degradation of various concentrations of crude oil at different PHs (5, 6, 7, 8 and 9), bacterial adherence 
to hydrocarbons and emulsification index of the selected strain were measured. Total petroleum hydrocar�
bons were determined by gas chromatography. 
Ethical Considerations This study has been approved by the Research Ethics Committee of Islamic Azad Univer�
sity of Kermanshah Branch (Code: 19250587962001 ).
Results The results indicated that the removal efficiency of crude oil at concentrations of 1, 2, 3, 4, and 5% were 
65.24, 76.14, 53.81, 31.84, and 25.21%, respectively. Crude oil removal at pH values of 5, 6, 7, 8, and 9 was 
42.4, 69.16, 65.24, 59.41 and 48.24%, respectively. Bacterial adherence to hydrocarbons and emulsification 
index of the isolated strain were calculated to be 13.69 and 59.14%. 
Conclusion The isolated bacterium is an efficient strain in treating the crude oil and petroleum compounds. 
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Extended Abstract

Introduction

he widespread use of crude oil and its prod-
ucts has caused numerous environmental 
pollutions. One of such admixtures is the 
sludge found at the bottom of the crude oil 
storage tanks, i.e. a sticky and relatively solid 

T
compound. This sludge is formed by crude oil storage in 
refinery tanks. The discharge of this oily sludge into the soil 
poses great risks to the environment and human health; it 
enters volatile hydrocarbons into the air and leaks pollut-
ants into groundwater and soil. Various biochemical tech-
nologies, such as heat treatment, stabilization, and incinera-
tion, are used to remove this pollutant from regions with the 
relatively low area; however, these methods are not eco-
nomical for eliminating widespread pollution. As a result, 
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more efficient economical methods, like bioremediation, 
are required. The bioremediation of petroleum-contaminat-
ed environments is a modern approach to clean these areas 
and reduce environmental pollution.

Due to the different resistance of crude oil compounds to 
biodegradation, the isolation and screening of resistant and 
high yielding microbial strains are essential. If the selected 
strain is capable of consuming and decomposing petroleum 
compounds, petroleum hydrocarbons are used as a source 
of carbon and energy along with the mineral nutrients re-
quired to make their biomass. Thus, as the microbes grow, 
the contamination is gradually removed from the environ-
ment. Microorganisms living in petroleum-contaminated 
environments are more capable of decomposing hydro-
carbons; therefore, to remove oil contamination, selecting 
microorganisms from natural environments, i.e. more enzy-
matic than other microorganisms, is highly cost-effective. 
This study aimed to isolate, identify, and determine the 
metabolic properties of a native resistant bacteria capable 
of degrading oil sludge.

Materials and Methods

Bushnell-Haas medium was used for the isolation and 
screening of oil-degrading bacteria. After the initial isola-
tion of 24 bacteria from the oil sludge, Acinetobacter ra-
dioresistens strain KA2 with the highest growth and deg-
radation ability was selected. To ensure the concentration 
and quality of the extracted bacterial DNA, the absorbance 
ratio of the samples at a wavelength of 260 and 280 nm 
was measured by a UV spectrophotometer. The 16s rRNA 
sequences were used for the identification of the molecular 
form of bacteria; thus, the DNA extracted from this bac-
terium was applied for Polymerase Chain Reaction (PCR) 
analysis. Then, the degradation of various concentrations of 
crude oil at different PHs (5, 6, 7, 8, & 9), bacterial adher-
ence to hydrocarbons (BATH), and the emulsification index 
of the selected strain were measured.

Results

Isolated strain characteristics for crude oil degradation 
were determined by 16S rRNA gene sequencing. Sequence-
similarity search in NCBI Genbank suggested that the iso-
lated bacterium was Acinetobacter radioresistens strain 
KA2. The reported number for the isolated bacterium was 
MK127544. The obtained results revealed that the degrada-
tion efficiency of the isolated strain for the crude oil at the 
concentrations of 1%, 2%, 3%, 4%, and 5%, after 7 days of 
incubation were 65.24, 76.14, 53.81, 31.84, and 25.21%, 
respectively; therefore, the decomposition of petroleum 
hydrocarbons was affected by its initial concentration, 

where the high concentrations of crude oil decreased the 
decomposition rate. We also observed that the initial crude 
oil concentration of 2% was the most appropriate concen-
tration for bacterial growth in consuming petroleum hydro-
carbons efficiently. Crude oil degradation at pH values of 
5, 6, 7, 8, and 9 was equal to 42.4, 69.16, 65.24, 59.41, and 
48.24%, respectively. Crude oil degradation and bacterial 
growth rates significantly reduced at pH values of 5 and 9, 
respectively. The emulsification index was calculated to in-
vestigate the potential of the strain in biosurfactant produc-
tion. The obtained emulsification index for the study strain 
was equal to 59.14%. The biosurfactant reduces the surface 
tension between the liquid and solid phases and increases 
the amount of emulsification; therefore, the intracellular 
absorption and degradation of petroleum hydrocarbons im-
prove. The BATH of the isolated strain was also calculated 
to evaluate the bacterial affinity to petroleum hydrocarbons. 
The obtained BATH was equal to 13.69%. Therefore, the 
bacterial tendency to attach to petroleum compounds im-
proved the decomposition of petroleum hydrocarbons.

Conclusion

Oil sludge in the petrochemical industries could be effi-
ciently treated by biodegradation as an economical and en-
vironmental-friendly method; Acinetobacter radioresistens 
strain KA2 could be used in this regard.
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زمینه و هدف افزایش روزافزون استفاده از نفت و ترکیبات نفتی باعث آلودگی های زیست محیطی عدیده ای شده است. این پژوهش با هدف 
جداسازی، شناسایی و تعیین پتانسیل تجزیه نفت، توسط گونه باکتریایی بومی لجن نفتی انجام شد. 

مواد و روش ها پس از تهیه لجن نفتی در ظروف استریل و کشت در محیط بوشنل هاس، 24 باکتری با تمایز کلونی به دست آمد. پس 
از شناسایی گونه های جدا شده با تست های بیوشیمیایی و مولکولی، گونه Acinetobacter radioresistens strain KA2 که بیشترین 
رشد و توانایی حذف نفت خام را داشت انتخاب شد. در ادامه، تجزیه غلظت های مختلف نفت خام در pH  های مختلف )5، 6، 7، 8 و 9(، 
شاخص امولسیون کنندگی و چسبندگی سلولی به هیدروکربن گونه انتخابی سنجش شد. سنجش کل هیدروکربن های نفتی با استفاده 

از دستگاه گازکروماتوگراف انجام گرفت.

ملاحظات اخلاقی این مطالعه با کد 19250587962001 در کمیته پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد کرمانشاه به ثبت رسیده است.
یافته ها نتایج نشان دادند که راندمان حذف غلظت های 1، 2، 3، 4 و 5 درصد نفت خام توسط گونه جداسازی شده پس از هفت 
روز انکوباسیون برابر با 65/24، 76/14، 53/81، 31/84 و 25/21 درصد بود. میزان حذف نفت خام در pH های معادل 5، 6، 
7، 8، 9 به ترتیب معادل 42/04، 69/16، 65/24، 59/41 و 48/24 درصد بود. مقدار شاخص امولسیون کنندگی و چسبندگی 

سلولی سویه جدا شده در این تحقیق برابر با 59/14 و 13/69 درصد به دست آمد. 

نتیجه گیری باکتری جداشده می تواند به عنوان یک گونه کارآمد در تصفیه نفت خام و ترکیبات نفتی استفاده شود.

کلیدواژه ها: 
لجن نفتی، جداسازی 
باکتری، زیست پالایی، 
هیدروکربن های نفتی 
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مقدمه

در بسیاری از جوامع امروزی آلودگی زیست محیطی به یکی 
انسان در  از چالش های مهم و نگران کننده تبدیل شده است. 
اثر فعالیت های روزمره خود مقادیر قابل توجهی از آلاینده ها را 
به منابع خاک و آب وارد می کند که باعث ایجاد تغییرات قابل 
ملاحظه و مشهود در محیط زیست می شود. یک دسته از این 
آلاینده ها، فراورده های نفتی است که برخی از آن ها دوام بالایی 
دارند ]2 ،1[. ورود این ترکیبات به طبیعت به سبب سمی بودن 
و ایجاد جهش و سرطان زایی برای موجودات زنده، از مهم ترین 
نگرانی های محیط زیستی است ]4 ،3[. این دسته از آلاینده های 
آلی پایداری زیادی در محیط زیست دارند و انباشته شدن تدریجی 

آن ها موجب اختلال در کارکرد طبیعی اکوسیستم های آبی و 
خاکی می شود. بنابراین نیاز به تصفیه محیط های آلوده، برای رفع 

آلودگی های مربوطه کاملًا ضروری است ]6 ،5[.

تصفیه  همچون  مختلفی  شیمیایی  و  فیزیکی  فناوری های 
حرارتی، تثبیت و سوزاندن جهت حذف این نوع از آلودگی از 
مناطق با وسعت نسبتاً کم کاربرد دارند. با این حال، این روش ها 
برای حذف آلودگی های گسترده، صرفه اقتصادی ندارند ]9-7[. 
در نتیجه نیاز به روش های دیگری همچون زیست پالایی کاملًا 
محسوس است. زیست پالایی محیط های آلوده به مواد نفتی از 
جمله روش های کارآمد در زمینه پاک سازی محیط های آلوده 
به مواد نفتی و کاهش آلودگی های محیط زیست است. راندمان 
بالا، سازگاری با محیط زیست و اقتصادی بودن از جمله مزایای 

1. گروه منابع طبیعی و محیط زیست، واحد کرمانشاه، دانشگاه آزاد اسلامی، کرمانشاه، ایران.
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 Acinetobacter radioresistens strain KA2 بومی  باکتری   کارایی  بررسی  و  شناسایی 
جداسازی شده از لجن های نفتی جهت تجزیه نفت خام 
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روش های زیست پالایی است ]10 ،6[. بنابراین در سالیان اخیر 
تحقیقات مختلفی در خصوص زیست پالایی ترکیبات نفتی انجام 
شده است که از مهم ترین آن ها میتوان به مطالعات وارجانی ]1[، 

ژانگ و همکاران ]3[ و ژائو و همکاران ]11[ اشاره کرد.

به  نسبت  خام  نفت  ترکیبات  متفاوت  مقاومت  به  توجه  با 
تجزیه زیستی، جداسازی و غربالگری سویه های میکروبی مقاوم 
و پربازده کاملًا ضروری است. اگر سویه منتخب قادر به مصرف 
و تجزیه ترکیبات نفتی باشد، هیدروکربن های نفتی به عنوان 
منبع کربن و انرژی، به همراه مواد غذایی معدنی مورد نیاز سلول 
مورد استفاده قرار می گیرد تا توده زیستی خود را تشکیل دهد. 
به این ترتیب در عین حال که میکروب رشد می کند، به تدریج 
آلودگی نیز از محیط حذف می شود ]11 ،6[. میکروارگانیسم هایی 
قابلیت  به سر می برند،  نفتی  مواد  به  آلوده  در محیط های  که 
برای حذف  بنابراین  و  دارند  بیشتری در تجزیه هیدروکربن ها 
آلودگی نفتی، انتخاب میکروارگانیسم ها از محیط های طبیعی که 
قابلیت آنزیمی بیشتری از میکروارگانیسم های دیگر دارند بسیار 

مقرون به صرفهاست ]12 ،5[. 

میکروارگانیسم های  توسط  می توانند  نفتی  هیدروکربن های 
مختلفی تجزیه شوند که از این میان باکتری ها و قارچ ها فعال ترین 
عوامل تجزیه کننده نفت و نیز آغازگر فرایند تجزیه نفت معرفی 
شده اند. نوع، درصد و تنوع قارچ ها و باکتری ها در محیط های آب 
و خاک متفاوت است و در محیط های متفاوت و شرایط و فصول 
را می توان مشاهده کرد. مطالعات  مختلف، گونه های مختلفی 
نفتی  مواد  تجزیه کننده  باکتری های  که  داده اند  نشان  مختلف 
شامل باسیلوس، آرتروباکتر، آلکالیژنز، استینوباکتر، اکرومولاکتر، 
فلاووباکتریوم،  سیتروباکتر،  کلستریدیوم،  باکتریوم،  کورینه 
متانوباکتریوم، سودوموناس،  انتروباکتر، دسولفوویبریو،  اشرشیا، 
نوکاردیا و تیوباسیلوس است که در این میان استنوباکترها از 
فراوان ترین و مقاوم ترین باکتری های تجزیه کننده نفت به شمار 
دارای  بومی  میکروارگانیسم های  از  استفاده  بنابراین  می آیند. 
قابلیت بالا در زیست پالایی نفت خامِ سازگارِ با شرایطِ محیطیِ 
موجود، می تواند یک روش مناسب در حذف ترکیبات نفتی از 

مکان مورد نظر باشد ]13-16 ،1[.

با توجه به نفت خیز بودن ایران و لزوم زیست پالایی ترکیبات 
هدف  با  حاضر  مطالعه  زیست،  محیط  به  تخلیه شده  نفتی 
جداسازی، شناسایی و تعیین پتانسیل تجزیه نفت توسط گونه 
 Acinetobacter radioresistens strain( بومی  باکتریایی 

KA2 ( لجن نفتی انجام شد.

مواد و روش ها

جداسازی باکتری ها

نمونه لجن نفتی مورد استفاده در این تحقیق از بخش فرایندی 

پالایشگاه نفت امام خمینی )ره( شازند به صورت تصادفی تهیه 
شد. میزان رطوبت وpHلجن مربوطه به ترتیب برابر 27/63 درصد 
و 6/10 بود. برای جداسازی و غربالگری باکتری های تجزیه کننده 
نفت از محیط کشت اختصاصی بوشنل هاس استفاده شد. در 
ابتدا 0/327 گرم از محیط به 100 میلی لیتر آب مقطر اضافه و 
پس از اتوکلاو، سیکلوهگزامید با غلظت 500 میلی گرم بر لیتر 
جهت ممانعت از رشد قارچ اضافه شد. محیط های کشت بدون 
سیکلوهگزامید هم تهیه شد تا بتوان گونه های قارچی بومی را 
نیز جدا کرد. سپس از نمونه های لجن نفتی به میزان پنج گرم به 
داخل هرکدام از این محیط ها جهت غنی سازی اولیه تلقیح شد 
و به مدت یک هفته در انکوباتور شِیکردار با 160 دور در دقیقه و 
دمای 30 درجه سلسیوس قرار داده شد. پس از گذشت یک هفته 
میزان پنج میلی لیتر برداشت و به محیط های جدید که مشابه 
قبل تهیه شده بودند، اما دارای یک درصد نفت خام استریل به 
عنوان منبع کربن بودند، تلقیح شد. همچنین پس از یک هفته 
انکوباسیون، مجدداً نمونه ها در محیط جدید پاساژ داده شدند. 
این روند تا سه مرحله تکرار شد تا کدورت به دست آمده ناشی از 
رشد باکتری ها باشد و آلودگی ترکیبات دیگر در نمونه کاهش 
یابد. از پاساژ نهایی، میزان 100 میکرولیتر بر روی محیط کشت 
مولر هینتون آگار، کشت خطی داده شد و پلیت ها به مدت 48 
ساعت در انکوباتور در دمای30 درجه سلسیوس قرار داده شدند. 
درنهایت برای خالص سازی، از هر کلنی متفاوت، یک کشت ایزوله 

خطی بر روی مولر هینتون آگار و به صورت جداگانه تهیه شد.

سپس برای تأیید توانایی میکروارگانیسم های جدا شده جهت 
تجزیه نفت، مجدداً هرکدام از میکروارگانیسم ها در محیط بوشنل 
هاس آگار حاوی یک درصد نفت خام، به مدت یک هفته کشت 
داده شدند. درنهایت 24 باکتری از نمونه های رشد یافته به محیط 
بوشنل هاس براث واجد یک درصد نفت، جدا و تلقیح شدند 
که به مدت یک هفته در انکوباتور شیکردار قرار گرفتند. بعد از 
این مدت، چگالی نوری )OD( هرکدام از محیط ها در طول موج 
600 نانومتر اندازه گیری شد. سویه ای که بیشترین چگالی نوری 
و قابلیت تجزیه نفت را داشت برای ادامه تحقیق، مورد استفاده 

قرار گرفت. 

شناسایی باکتری جدا شده

اولیه  آزمایش های  از  جدا شده  باکتری  شناسایی  برای 
کاتالاز،  اکسیداز،  حرکت،  کلنی،  مورفولوژی  گرم،  رنگ آمیزی 
 TSI تولید اندول و تست ،H2S احیای نیترات، سیترات، اوره، تولید
استفاده شد. پس از آن، جهت جداسازی DNA باکتری، در ابتدا 
باکتری در محیط نوترینت براث در دمای30 درجه سلسیوس و 
160دقیقه در دور، به مدت 24 ساعت آنکوبه شد. سپس یک 
میلی لیتر از محیط های کشت واجد باکتری در میکروتیوب های 
1/5 میلی لیتری ریخته شد و با 14 هزاردور در دقیقه به مدت 
دو دقیقه سانتریفیوژ شد و محلول رویی دور ریخته و رسوب 
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نگهداری شد. با توجه به اینکه هدف، شناسایی مولکولی باکتری، 
با استفاده از توالی 16s rRNA بود، نمونه DNA استخراج شده 
 PCR به کار رفت. برای انجام فرایند PCR از این باکتری جهت
از محصولات شرکت سیناژن استفاده شد. پرایمرها به سفارش 
که  تهیه شد   16s rRNA ژن  شناسایی  برای  سیناژن  شرکت 

خصوصیات آن در جدول شماره 1 آورده شده است.

قرار   PCR دستگاه  درون  میکروتیوبها  مراحل،  این  از  پس 
برنامه مورد  برنامه مورد نظر داده شد.  دادهشدند و به دستگاه 
درجه   94 دمای  بود:  صورت  این  به  بررسی  این  در  استفاده 
سلسیوس، به مدت پنج دقیقه )جهت دناتوره(، دمای 94 درجه 
 ،)DNA سلسیوس، به مدت یک دقیقه )جهت بازشدن دو رشته
دمای53 درجه سلسیوس، به مدت یک دقیقه )اتصال پرایمرها(، 
دمای 72 درجه سلسیوس، به مدت یک دقیقه )پلیمریزه شدن 
و  چهار  تا  دو  مرحله  از  سیکل  تکرار  بار   35 آنزیم(،  توسط 
درنهایت دمای72 درجه سلسیوس، به مدت پنج دقیقه تا تمام 
رشته ها کامل شوند. محصول PCR درنهایت در ژل اگارز 0/8 
درصد بار گذاری شد و در زیر نور UV، توالی حاصل با توالی های 
مارکر مقایسه شد. به دلیل وجود باندهای اضافی در کنار باند 
از کیت،  با استفاده   PCR مورد نظر، در مرحله بعدی، محصول
خالص سازی شد. خالص سازی محصول PCR با استفاده از کیت 
تخلیص محصول PCR شرکت سیگما الدریچ انجام گرفت. نمونه 
خالص شده جهت تعیین توالی به شرکت ژن فناوران فرستاده شد. 
نتایج حاصل از تعیین توالی در بانک ژنی بلاست شده و همولوژی 
آن  بررسی شد و قرابت های بالاتر از 98 درصد به عنوان جنس و 

گونه باکتری های جداسازی شده، انتخاب شدند ]17[.

بررسی میزان رشد باکتری شناسایی شده

در این مرحله نمونه ایزوله شده در محیط نوترنیت براث کشت 
داده شد و در غلظت 0/5 مک فارلند، در محیط بوشنل هاس 
دارای یک درصد نفت کشت داده شد. سپس به مدت یک هفته 
در دمای 30 درجه سلسیوس و 120 دور در دقیقه آنکوبه شد و 
میزان کدورت با قرائت جذب نوری در زمان های 2، 4، 7 و 10 
و 12 روز بعد از انکوباسیون، بررسی شد. این تست، سه بار تکرار 
شد و میانگین جذب نوری در زمان های مورد بررسی، محاسبه 
شد. سپس باکتری به صورت کشت خالص در محیط نوترنیت 
 )CFU/mL 108 × 1/5( براث با غلظت نهایی 0/5 مک فارلند

تهیه شد و برای بررسی های بعدی مورد استفاده قرار گرفت. 

شاخص امولسیون کنندگی1

باکتری جداسازی شده ابتدا در محیط نوترینت براث در دمای 
30درجه سلسیوس و 120 دور در دقیقه، به مدت 48 ساعت 
کشت داده شد. پس از این مدت، به چهار میلی لیتر از محیط کشت 
واجد باکتری رشد یافته، شش میلی لیتر نفت سفید استریل اضافه 
شد و ترکیب حاصل به مدت دو دقیقه با سرعت بالا با ورتکس 
مخلوط شد. سپس به مدت 24 ساعت به صورت ساکن در دمای 
محیط قرار داده شدند و پس از آن فعالیت امولسیون کنندگی با 

فرمول شماره 1 به دست آمد ]19 ،18[.

1. E24= ارتباط ناحیه امولاسیون شده100×
کل ارتفاع مایع

سنجش چسبندگی سلولی به هیدروکربن2

ابتدا باکتری ایزوله شده در محیط نوترینت آگار در دمای 30 
درجه سلسیوس به مدت 24 ساعت کشت داده شد. سپس یک 
کلنی از باکتری در 9 میلی لیتر بافر فسفات اضافه شده و به شدت 
 .)OD1( ورتکس شد و جذب نوری آن در حدود 0/3 تنظیم شد
سپس به نمونه 200 میکرولیتر هگزادکان اضافه و به مدت دو 
دقیقه ورتکس با سرعت بالا صورت گرفت و پس از آن اجازه 
داده شد تا فاز هیدروکربنی جدا شود. سپس کدورت فاز آبی 
 .)OD2( در طول موج 600 نانومتر اندازه گیری شد )لایه زیری(
نتایج به صورت اختلاف درصد جذب فاز آبی بعد از تیمار، نسبت 
به جذب اولیه سوسپانسیون باکتریایی تعیین شد. با استفاده از 

فرمول شماره 2 میزان BATH نمونه محاسبه شد ]20[.

2. BATH=
OD1+OD2

OD1
×100

pH ارزیابی اثر غلظت نفت و

باکتری جدا شده از نظر رشد و میزان تجزیه نفت در pH های 
مختلف )5، 6، 7، 8، 9( مورد بررسی قرار گرفت. در این تست، 
باکتری در محیط بوشنل هاس دارای یک درصد نفت که pH آن 
توسط HCl 1N و 1N NaOH، تنظیم شده بود، به مدت یک 

1. Emulsification index
2. Bacterial adhesion to hydrocarbon

جدول 1. پرایمرهای مورد استفاده برای شناسایی مولکولی باکتری ها

Water/Tube (µl)GC content (%)Length (bp)SequencePrimer

107/3550205′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′27F

214/7442/85215′-TACGGYTACCTTGTTACGACT-3′1492R
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هفته در دمای 30 درجه سلسیوس کشت داده شدند. پس از این 
مدت، رشد باکتری از لحاظ ایجاد کدورت و میزان حذف نفت 
ارزیابی شد. به منظور ارزیابی میزان رشد و حذف نفت توسط 
سویه جداشده در غلظت های مختلف نفت، باکتری در محیط 
 pH بوشنل هاس براث حاوی غلظت های 1 تا 5 درصد نفت با
برابر با 7 تلقیح شد. پس از 7 روز انکوباسیون در دمای 30 درجه 
سلسیوس و 120 دور در دقیقه، رشد باکتری از طریق خواندن 
جذب نوری و میزان تجزیه نفت تعیین شد. در کلیه آزمایشات 
محیط بدون تلقیح باکتری به عنوان تست شاهد استفاده شد و 
کلیه نتایج ارائه شده به نسبت نمونه های شاهد محاسبه شده است.

سنجش حذف نفت خام به روش گاز کروماتوگرافی 

پس از دوره انکوباسیون، محیط کشت به قیف جداکننده جهت 
جداسازی فاز آلی از فاز آبی منتقل شد. سپس فاز آلی که حاوی 
نفت حل شده در دی کلرو متان بود، درون ارلن ریخته شد و سه 
گرم سولفات سدیم جهت جذب آب باقی مانده به ارلن اضافه شد 
و به مدت یک شب در دمای اتاق نگهداری شد. سپس محتویات 
ارلن از کاغذ واتمن شماره یک عبور داده شد و در دمای محیط 
جهت تبخیر دی کلرو متان قرار گرفت. پس از تبخیر دی کلرو 
متان ، مجدداً سه میکرولیتر دی کلرو متان به یک میکرولیتر نفت 
باقی مانده اضافه شد و توسط دستگاه GC مورد آنالیز قرار گرفت. 
شرایط دمایی و بهره برداری از دستگاه GC در مقالات قبلی ]22 

،21[ به تفصیل توضیح داده شده است.

یافته ها 

تصویر شماره 1 و 2 بخشی از مراحل کشت جهت جداسازی 
گونه باکتری را از لجن نفتی نشان می دهد. در این مطالعه هیچ 

گونه قارچی از لجن نفتی مربوطه شناسایی نشد. نتایج حاصل 
از میزان رشد و حذف نفت توسط سویه جدا شده در pH های 
مختلف )5، 6، 7، 8، 9( پس از هفت روز انکوباسیون در دمای 
30درجه سلسیوس و 120 دور در دقیقه در تصویر شماره 3 
نشان داده شده است. نتایج حاصل از میزان رشد و حذف نفت 
توسط سویه جدا شده در غلظت های 1 تا 5 درصد نفت با pH برابر 
هفت، پس از هفت روز انکوباسیون در دمای30 درجه سلسیوس 

و 120 دور در دقیقه در تصویر شماره 4نشان داده شده است.

بحث 

مشخصات سویه جدا شده برای حذف نفت خام توسط تحلیل 
توالی ژن 16S rRNA تعیین شد. جست وجوی تشابه در بانک ژن 
Acinetobacter ra- نشان داد که باکتری جداسازی شده NCBI

 16SrRNA است. عدد دسترسی ژن dioresistens strain KA2
بانک ژن NCBI گزارش شده در این مقاله، برای باکتری جدا شده 
MK127544 است. قابلیت این سویه در تجزیه بیولوژیکی نفت 
در   )OD 600( باکتری جدا شده  میزان کدورت  داد  نشان  خام 
زمان های 2، 4، 7 و 10 و 12 روز بعد از انکوباسیون به ترتیب 
برابر با 0/29، 0/86، 1/52، 1/55 و 1/25 بود. بنابراین فاز رشد 
لگاریتمی گونه جداشده در فاصله زمانی 7 تا 10 روز اتفاق می افتد. 
به همین دلیل دوره انکوباسیون آزمایشات تجزیه نفت برابر با هفت 
روز انتخاب شد. نتایج نشان داده شده در تصویر شماره 3 نشان 
می دهد که باکتری جداسازی شده قابلیت رشد و تجزیه نفت خام 
در غلظت اولیه یک تا پنج درصد را دارد. بنابراین، باکتری جدا شده 
می تواند هیدروکربن نفتی را به عنوان منبع مجزای کربن استفاده 
کند. توانایی جنس Acinetobacter در تجزیه ترکیبات نفتی در 

چندین مقاله گزارش شده است ]24 ،23 ،15[.

تصویر 1. تصویری از محیط کشت باکتری بعد از یک هفته انکوباسیون )شماره 
1. بدون سیکلوهگزامید، شماره 2. حاوی سیکلوهگزامید(

12

تصویر 2. کلنی شاخه های جدا شده بر روی محیط کشت مولر هینتون آگار
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بیوسورفکتانت  تولید  در  سویه  قابلیت  بررسی  برای   E24
نیز محاسبه شد. سویه جدا شده در این تحقیق دارای شاخص 
نیز   ]25[ و همکاران  بود. کای  امولسیون سازی 59/14 درصد 
گزارش کردند که سویه Acinetobacter قابلیت امولسیون سازی 
بالایی )62/5( برای هگزادکان دارد. به دلیل اینکه بیوسورفکتانت 
کشش سطحی را بین فاز های مایع و جامد کاهش داده و میزان 
امولسیون سازی را افزایش می دهد، جذب درون سلولی و تجزیه 
برای  نیز   BATH مقدار  می یابد.  بهبود  نفتی  هیدروکربن های 
ارزیابی تمایل باکتری به هیدروکربن های نفتی تعیین شد. این 
مقدار برای سویه جدا شده 13/69 درصد به دست آمد. بنابراین 
تمایل باکتری برای چسبیدن به ترکیبات نفتی منجر به بهبود 

تجزیه هیدروکربن های نفتی می شود.

 pH با 6/10 بود و برابر  اولیه لجن نفتی   pH از آنجایی که
حلّالیت  و  باکتری  متابولیسم  در  مهمی  عامل  کشت،  محیط 
هیدروکربن های نفتی است، بنابراین میزان رشد و تجزیه نفت در 
pH های مختلف )5، 6، 7، 8، 9( توسط باکتری جدا شده مورد 
بررسی قرار گرفت. در این مطالعه، باکتری جداسازی شده قابلیت 
تجزیه نفت خام و رشد در مقادیر pH در محدوده 6 الی 8 را 
از خود نشان داد )تصویر شماره 4(. همان طور که در این شکل 
مشاهده می شود، بالاترین تجزیه نفت خام به ترتیب در مقادیر 
pH معادل 7 ، 6 و 8 معادل با 62/24 ، 61/13 و 59/41 درصد 
بود. میزان حذف نفت خام و رشد باکتری به طور قابل توجهی 
در مقادیر pH معادل 5 و 9 کاهش یافت. این نتایج مطابق با 
یافته های مونگچیندا و همکاران ]5[ و همچنین وانگ و همکاران 
]26[ بود که در حالت کلی، باکتری ها مقادیر pH خنثی را برای 

رشد و تخریب هیدروکربن های نفتی ترجیح می دهند.

به  قادر  گونه جداسازی شده  نشان می دهد  تصویر شماره 4 

تخریب نفت خام در محیط مایع در غلظت های معادل یک الی 
پنج درصد است. پس از هفت روز به ترتیب 65/24، 76/14، 
53/81، 31/84 و 25/21 درصد از غلظت های 1، 2، 3، 4 و 5 
درصد نفت خام حذف شد. بنابراین، تجزیه هیدروکربن های نفتی 
تحت تأثیر غلظت اولیه ی آن قرار دارد؛ به طوری که غلظت های 

بالای نفت خام منجر به کاهش میزان تجزیه می شود. 

خام  نفت  اولیه  سطح  که  شد  مشاهده  حاضر  مطالعه  در 
است  باکتری  رشد  برای  غلظت  مناسب ترین  درصد  معادل 2 
از  کند.  مصرف  کارآمدی  طور  به  را  نفتی  هیدروکربن های  تا 
طرف دیگر، باکتری جداسازی شده در سطح بسیار پایین )یک 
درصد( نفت خام، رشد کمتری داشت و نفت خام را نیز به میزان 
کمتری تجزیه کرد. وارجانی و یوپاسانی ]27[ نیز گزارش کردند 
زیستی  تجزیه  نفت خام می تواند  پایین  بسیار  غلظت های  که 
را محدود کند، زیرا منبع کربنی که از رشد جمعیت میکروبی 
حمایت می کند، ممکن است بسیار اندک باشد. در غلظت های 
بسیار بالا )4 و 5 درصد( هم میزان رشد و تجزیه نفت کاهش 
آوشتی  بود.  نفتی  هیدروکربن های  سمیت  علت  به  که  یافت 
نیز گزارش کردند که در غلظت پنج درصد  و همکاران ]28[ 
این تحقیق، چنین  یافت. در  بسیار کاهش  نفت میزان حذف 
نتیجه گیری شد که مقادیر بهینه غلظت نفت خام برای پشتیبانی 
از رشد باکتری و حذف آلاینده معادل 2 الی 3 درصد است. این 
غلظت از نفت خام معادل با TPH برابر با 20 تا 30کیلوگرم بر 
گرم است. بنابراین می توان در فرایندهای مقیاس بزرگی همچون 
فرایند کمپوست با تنظیم میزان اختلاط لجن نفتی با کمپوست 
به این غلظت مطلوب رسید و به طور عملی و کاربردی در مقیاس 
کامل تصفیه لجن های نفتی را انجام داد. گزارشات متعددی در 
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تصویر 3. اثر pH بر میزان رشد و حذف نفت خام توسط باکتری جدا شده
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تصویر 4. اثر غلظت اولیه نفت بر میزان رشد و حذف نفت خام توسط باکتری 
جدا شده
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خصوص موفقیت آمیزبودن تصفیه و اصلاح زیستی لجن های نفتی 
در مقیاس کامل و با استفاده از باکتری های بومی جداسازی شده 

وجود دارد. 

 و همکاران ]29[ در سال 2019 توانایی گونه جداسازی حاضر 
با گونه Sphingomonas olei strain KA1 در  ترکیب  را در 
تصفیه غلظت های بالای لجن نفتی در فرایند کمپوست گزارش 
کردند. بر اساس نتایج مشخص شد که ترکیب این دو گونه به 
عنوان کنسرسیوم میکروبی قادر بود میزان TPH در گستره 10 تا 
50 کیلوگرم بر گرم را در محدوده 94/24-60/14 درصد کاهش 
دهد. ماتسوی و همکاران نیز در سال 2014 تجزیه بیولوژیکی 
آلکان های با زنجیره بلند را از لجن های نفتی انجام دادند و چنین 
گزارش کردند که باکتری های گوردینا، سودوموناس و استینوباکتر 

نقش اصلی را در تجزیه داشتند ]30[.

نتیجه گیری

با توجه به نتایج این تحقیق، لجن های نفتی موجود در صنایع 
نفت و پتروشیمی را می توان با فرایند تجزیه زیستی به عنوان یک 
Aci�  گزینه اقتصادی و سازگار با محیط زیست با استفاده از گونه

netobacter radioresistens strain KA2 به طور کارآمدی 
تصفیه کرد.

ملاحظات اخلاقی

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

 این مطالعه با کد 19250587962001 در کمیته پژوهشی 
دانشگاه آزاد اسلامی واحد کرمانشاه به ثبت رسیده است.

حامی مالی

محمد سعید  آقای  پایان نامه  از  بخشی  حاصل  مقاله  این 
پورسلیمان با عنوان »بررسی کارایی فرایند کمپوست دو مرحله ای 
در زیست پالایی لجن های نفتی توسط باکتری بومی جدا شده از 
لجن نفتی« در مقطع دکترا بوده است که با حمایت مالی دانشگاه 

دانشگاه آزاد اسلامی واحد کرمانشاه اجرا شد.

مشارکت نویسندگان

پیش نویس:  نگارش  و  منابع  بررسی،  و  تحقیق  تحلیل، 
مفهوم سازی،  حسینی:  احمد  سید  پورسلیمان؛  سعید  محمد  
منابع،  بررسی،  و  تحقیق  تحلیل،  اعتبارسنجی،  روش شناسی، 
و  نوشته  نهایی سازی  و  ویراستاری  پیش نویس،  نگارش 
بصری سازی، نظارت؛ مفهوم سازی، روش شناسی، اعتبار سنجی، 
تحلیل، تحقیق و بررسی، منابع، نگارش پیش نویس، ویراستاری 
و نهایی سازی نوشته، بصری سازی، نظارت: سید احمد حسینی 
اعتبارسنجی،  روش شناسی،  مفهوم سازی،  اطمینان؛  علیرضا  و 

تحلیل، تحقیق و بررسی، منابع، نگارش پیش نویس، ویراستاری 
ابطحی؛  حمید  نظارت:  بصری سازی،  نوشته،  نهایی سازی  و 
و  تحقیق  تحلیل،  اعتبارسنجی،  روش شناسی،  مفهوم سازی، 
نهایی سازی  و  ویراستاری  پیش نویس،  نگارش  منابع،  بررسی، 

نوشته، بصری سازی، نظارت: علی .

تعارض منافع

بدین وسیله نویسندگان تصریح می کنند که هیچ گونه تضاد 
منافعی در خصوص این پژوهش حاضر وجود ندارد.

تشکر و قدردانی

 بدین وسیله از کلیه کارکنان و پرسنل محترم دانشگاه علوم 
پزشکی و خدمات بهداشتی درمانی اراک و دانشگاه آزاد اسلامی 
واحد کرمانشاه که برای انجام این تحقیق کمک کردند کمال 

تشکر و قدردانی را داریم.
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