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  چکیده

ها و انسان واناتیح ،یکروبیجوامع م اهان،یبه سلامت گ بیو آس ستیز طیمح یآن موجب آلودگ یهانفت خام و فرآورده

توسعه  یستیو ز ییایمیکوشیزیف ،ییایمیش ،یکیزیاز جمله ف یمختلف یهاآلوده به نفت، روش یهااصلاح مکان ی. براشودیم

محسوب  نهیگز نیبالا، بهتر ییو کارا ستیز طیبا مح یسازگار ،یاداقتص ییجوصرفه لیبه دل یستی، اما روش زداده شده است

 ی. لذا جداسازاستوار است هاسمیکروارگانیم یمیآنز ستمیو س یکیمتابول ییتوانا بر ینفت یهادروکربنیه ییپالاستی. زشودیم

در  یعیطور طبخوار بهنفت یهاقارچو  هایاست. باکتر تیحائز اهم اریبس ینفت باتیترک هیمؤثر در تجز هایمیکروب

 نیا یکنند. روش جداساز متابولیزه یعنوان منبع کربن و انرژرا به هادروکربنیه توانندیآلوده وجود دارند و م یهاطیمح

از  پس. شودیاستفاده م ینفت یمنبع کربن حاوی متنوعکشت  طیکه در آن از مح ؛است یسازیبر اساس غن هاسمیکروارگانیم

و  یجداساز متفاوت یهایو کلن شدهنفت منتقل  یجامد حاو طیبه مح ونیکشت، سوسپانس طیمح یسازبار تازه نیچند

های مختلف کیفی و کمی تجزیه نفت و ترشح بیوسورفکتانت انجام ها با آزمونسپس غربالگری جدایه .شوندیم یسازخالص

در  ینفت باتیترک کنندهتجزیهتوانمند  یهاکروبیمدستیابی به  یکامل و مناسب برا یاباتوجه به عدم وجود مطالعه پذیرد.می

 در سال های اخیر مورد بحث قرار گیرد. مجموعه ای از روش های مختلف بکار رفتهدر این مقاله سعی شده است  ران،یا

 

 سازی؛ محیط کشت معدنی.کننده نفت؛ غنیهای تجزیهآلودگی نفتی؛ جداسازی میکروارگانیسمواژگان کلیدی: 
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 مقدمه

باعث آلودگی  آن یهااست. استخراج، حمل و نقل و استفاده از نفت و فرآورده یسوخت و انرژ یاقتصاد جهان رکن اصلینفت 

 Žvirgždas et) اندازد یانسان را به خطر م و هاستمیموجودات زنده در اکوس سلامت و شده هوا و آب ، خاک وستیز طیمح

al., 2023)ستیز طیوارد مح ندهیبه عنوان آلا ،سالانه نفت جهان دیدرصد از تول 4/0تا  08/0 نیشود که بیزده م نی. تخم 

 کند.یم جادیرا ا یشتریب یطیمح ستیاست و مشکلات ز شیهر سال در حال افزا ،ستیز طیرها شده در مح نفت زانیشود. م

های مختلف فیزیکی و های مناسب، از اهمیت بالایی برخوردار است. روشهای آلوده با روشبنابراین، پاکسازی این مکان

ها گران بوده، باعث ایجاد آلودگی ثانویه شده و گاهاً قابل اجرا شیمیایی برای رفع آلودگی نفتی وجود دارد؛ اما این روش

شود. ها از نظر هزینه کم، کارایی و سازگاری با محیط زیست شناخته میی از بهترین روشپالایی به عنوان یکباشند. زیستنمی

ها به ترکیبات با سمیت کمتر مثل های توانمند برای تجزیه زیستی ترکیبات نفتی و تبدیل آندر این روش از میکروارانیسم

 .) ,.2020Ali et al(شود و متان استفاده می 2COآب، 

از نفت، مانند  یغن یها طیدر مح دروکربنیه کنندهتجزیه هایمیکروارگانیسماز  یادیتعداد زحضور  مطالعات موجود،

و فراوانی و  (Ezennubia & Vilcáez, 2023; Baltaci et al., 2024)را به اثبات رسانده اند  نشت نفت و مخازن نفت هایمکان

 Fuentes et al., 2016; Varjani and) اطراف دارد یطیو عوامل مح ینفت نوع ترکیببا  یکیارتباط نزدها تنوع آن

Gnansounou, 2017) ،و  هایها، باکترمانند قارچ یبوم یهاسمیکروارگانیم این کیکاتابول ییمطالعه توانا نیچند. همچنین

 Žvirgždas et al., 2023; Ejaz et al., 2021; Saravanan et) اندگزارش کرده ی نفتیهادروکربنیه هیتجز یها را براجلبک

al., 2023; Kazim et al., 2024) .یخاص یمیآنز یهاستمیمجهز به س آداپته شده و آلوده یهایطها، با محسمیکروارگانیم نیا 

 استفاده کنند. و انرژی ها به عنوان تنها منبع کربندروکربنیاز ه تا سازدیها را قادر مهستند که آن

های آلوده جداسازی کرد. منابع مختلفی برای ها را از مکانهای مؤثر، ابتدا باید آنجهت استفاده از این میکروارگانیسم

ترکیبات نفتی وجود دارد، مانند: خاک، آب، رسوب، ریزوسفر، ریشه گیاهان آلوده،  کنندهتجزیههای ها و قارچجداسازی باکتری

سازی خوار، غنیهای نفتیال حفاری و پساب صنایع نفت. اولین مرحله جداسازی میکروبلجن نفتی، فاضلاب، گل حفاری، س

های هدف و سازی، از یک محیط کشت حداقلی معدنی نمکی به منظور افزایش رشد و جمعیت میکروباست. طی فرایند غنی

. به منظور جداسازی (Madhuri et al., 2019)شود ها نیست استفاده میهایی که نیازی به آنجلوگیری از رشد میکروب

، لجن BTEXتوان از منابع کربن مختلفی مثل نفتالن، فنانترن، میکروارگانیسمی با توانایی تجزیه ترکیب نفتی موردنظر، می

 های مختلف ویا نفت خام در محیط کشت استفاده کرد.نفتی، آلکان

های توانمند ها و قارچها، ضرورت جداسازی باکتریودگی ناشی از آنباتوجه به وجود منابع و صنایع نفتی گسترده در ایران و آل

شود. همچنین، عدم وجود ها، بیش از پیش احساس میهای معتبر و شناسایی آنهای نفتی طبق روشدر تجزیه هیدروکربن

ن داشت تا این مقاله ها، نویسندگان را بنا بر ایهای جداسازی این میکروبمنبعی جامع و مشخص برای شرح مراحل و روش

های آلوده به نفت در ایران مروری را نگارش کنند. امید است مطالعه حاضر، گامی مؤثر در جهت پاکسازی و بازیابی محیط

 باشد.

 های نفتیهیدروکربن

قیر، شوند، از منابع معدنی طبیعی نظیر های فسیلی شناخته میعنوان سوختطور گسترده بههای نفتی که بههیدروکربن

اند و مقادیر این ترکیبات عمدتاً از هیدروژن و کربن تشکیل شده. (Hung et al., 2020)آیند دست میسنگ و نفت خام بهزغال

های نفتی به انواع مختلفی تقسیم هیدروکربن. (Dutta et al., 2017)شوند کمتری از اکسیژن، گوگرد و نیتروژن را شامل می

ای(، ای و چندحلقهحلقههای تکهای آروماتیک )شامل آروماتیکهای آلیفاتیک، هیدروکربنشوند، از جمله هیدروکربنمی

راحتی تجزیه های زنجیره کوتاه بهها و آلکانپذیری، آلکنتخریباز نظر زیست. (Mahjoubi et al., 2018)ها ها و آسفالتنرزین

 پذیری کمتری دارند.ها تجزیهدار و آروماتیکهای شاخهشوند، در حالی که آلکانمی

 ترکیبات آلیفاتیک و آروماتیک

شوند، عمدتاً در ذخایر گاز طبیعی و نفتی که از تجزیه گیاهی و عنوان پارافین نیز شناخته میهای آلیفاتیک که بههیدروکربن

ای ندارند و فرمول عمومی این ترکیبات هیچ پیوند دوگانه. (Pandolfo et al., 2023)شوند شوند، یافت میحیوانی حاصل می
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شوند و ای( تقسیم میها )ساختار حلقهها )ساختار خطی( و سیکلوآلکانبه دو گروه آلکان هااست. آلیفاتیک n2CnHها آن

ای هستند که به دو های هیدروکربنی حلقهها، مولکولدر مقابل، آروماتیک. (Varjani, 2017)ای باشند توانند خطی یا شاخهمی

تقسیم   (PAHs)ایهای آروماتیک چندحلقهروکربندو هی(  BTEXای )مانند حلقههای آروماتیک تکدسته هیدروکربن

شوند که از فرآیندهای های خطرناک محیطی شناخته میعنوان آلایندهها بهPAH. (Pandolfo et al., 2023) شوندمی

ه شدها معطوف ای به آنها در محیط، توجه ویژهشوند و به دلیل سمیت و ماندگاری آنبیولوژیکی و احتراق ناقص ناشی می

 .(Huang and Batterman, 2014; Ghosal et al., 2016) است

 اثرات ترکیبات نفتی بر موجودات زنده و انسان

د. نبرسان بیبدن انسان آس ی مختلفهاتوانند به قسمتیمو  هستند 1زا و تراتوژنسرطان عمدتاًترکیبات موجود در نفت خام، 

اثرات . (Varjani et al., 2015; Varjani., 2017)مضر هستند بلند مدت  ایکوتاه مدت  یبرا این ترکیباتگزارش شده است که 

 پوست، استفراغ، اسهال و التهاب است سوزشسوزش چشم، حالت تهوع،  لیاز قب یعلائم ینفت هایدروکربنیکوتاه مدت ه

)2017; Varjani and Upasani., 2015; Yan et al., 2013Kim et al., ( .وبنز ،2آنتراسن)a( کیبه عنوان تحر نو نفتال 3رنیپ 

رساند. یم بیبدن آس ی مختلفهابه قسمت یبه آرام که و عوارض بلند مدتی دارند شوندیپوست شناخته م میکننده مستق

(، یرقانو کبد )به عنوان مثال  هیکل بی، آسدی، آب مرواریمنیا ستمیمزمن مانند کاهش عملکرد س اتعلائم به عنوان اثر نیا

. نشت نفت همچنین، سلامت (Varjani et al., 2018) شوندیم یبندطبقه هیعملکرد ر یهای، آسم و ناهنجاریمشکلات تنفس

ها در خاک )بیشتر از های بالای هیدروکربندهد. در پژوهشی ثابت شد غلظتجوامع زیستی خاک را تحت تأثیر قرار می

 یستیهمز یالگوهاع میکروبی خاک، پیچیدگی شبکه میکروبیوم خاک، گرم در کیلوگرم( باعث کاهش تنومیلی 20000

-. وجود هیدروکربن(Gao et al., 2022)گردد می هاموجود در میکروارگانیسم تروژنیکربن و ن کننده تیتثب یهاها و ژنگونه

شود؛ همچنین با اثرگذاری بر زنی باعث کاهش رشد گیاه میهای کشاورزی از طریق تأثیر بر فرایند جوانههای نفتی در زمین

. بنابراین، (Deborah Gnana Selvam and Thatheyus, 2018)باشد تهویه خاک یکی از عوامل کاهش حاصلخیزی خاک می

 باشد.تخریب این ترکیبات سمی و مضر، از اهمیت بالایی برخوردار می

 تأثیر نفت بر محیط زیست

ها یا به عنوان یک محصول جانبی از مصارف تجاری و خصوصی از طریق تصادفات، رهاسازی از صنایع، نشت TPH هنگامی که

ها ممکن است توسط شود. برخی از هیدروکربنهای زیرزمینی منتقل میشود، از طریق خاک به آببه محیط زیست وارد می

شوند و برخی دیگر ترکیبات فرار به اتمسفر تبخیر میتری تجزیه شوند. برخی از های کوچکبرخی از موجودات به فرکشن

. (Nardini et al., 2010)شوند های خاک تجزیه میمانند و توسط سایر میکروارگانیسمتری در خاک میبرای مدت طولانی

در محیط زیست باعث آلوده شدن آب  TPH انتشار ،(USEPA, 2007) طبق تحقیقات آژانس حفاظت از محیط زیست

کشاورزی، تخریب مناطق تفریحی،  افتادنسوزی و انفجار، کاهش کیفیت هوا و آب، به خطر دنی، ایجاد خطرات آتشآشامی

 شود. چرخه بیوژئوشیمیاییها، تهدید سلامت و ایمنی عمومی و هدر رفتن منابع تجدید ناپذیر سوخت میتخریب زیستگاه

PAH ها به طول بیانجامد. وده به نفت ممکن است سالهای آلقابل مشاهده است. بازیابی خاک 4ها در شکلYang et al., 

گزارش دادند انفجار خط لوله نفت چینگدائو که منجر به آلودگی خاک شد، به دلیل خطای انسانی و در نتیجه  (2015)

 .انگاری پس از مشخص شدن نشت آن بوده استریزی و نگهداری ضعیف خط لوله و سهلبرنامه

های نفتی به دلایل متعددی یک نگرانی است. اول از همه، هنگامی که این به هیدروکربن آلودگی خاکشد،  طور که ذکرهمان

تواند ها میفراریت برخی از هیدروکربن، شوندشوند، به خصوص زمانی که وارد فضاهای محدود میترکیبات در خاک آزاد می

توانند در انتقال مواد غذایی و آب تداخل ایجاد ها مینین آلایندهسوزی یا حتی انفجار به دنبال داشته باشد. همچخطر آتش

ها در خاک باقی بمانند. شود. بقایای نفت ممکن است به ذرات خاک متصل شوند و سالکنند که منجر به تخریب زمین می

رده و سود ببرند، اما این ها به عنوان منبع کربن استفاده کتواند از آلایندهکننده خاک میاگرچه جمعیت میکروبی تجزیه

                                                           
1 Teratogen 
2 Anthracene 
3 Benzo (a) pyrene 
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ترکیبات برای اکثر موجودات زنده خاک سمی هستند. همچنین این ترکیبات با القای بو، طعم و ظاهر نامناسب، زیبایی محیط 

 .(Adipah, 2019) دآینهای نفتی یک تهدید بالقوه برای محیط زیست به شمار میبرند. بنابراین هیدروکربنزیست را از بین می

 میکروبی ترکیبات نفتیتجزیه 

ها یباکتر خاک نقش دارند. ی درخاک، عمدتاً در چرخه مواد و انرژ ستمیاز اکوس یبه عنوان بخش مهم هاسمیکروارگانیم

 نیترشده و فعال پخش ی. آنها در خاک سطحدارند یکهتروتروف هیخاک، عمدتاً تغذی هاسمیکروارگانیم بیشترینعنوان به

ی و مواد آلدارای  شوند کهیی مشاهده میهابه طور گسترده در خاک هاستینومیاکتخاک هستند.  یهاسمیکروارگانیجزء م

pH هستند  بالا(Wang et al., 2021). ( %1/0-1هستند ) ینفت یهادروکربنیه قادر به تجزیه هاسمیکروارگانیاز م یدرصد کم

(Koohkan et al., 2023)  با خاک  سهیدر مقا ترکیبات نفتی کنندهتجزیه یهایتعداد باکتر ،غیر آلوده در خاک(. 1)جدول

 یستیز یدر پاکساز یاتیح یگام ی مناسبهاسمیکروارگانیانتخاب م. (Wang et al., 2021) آلوده به نفت نسبتاً کم است

 لیبه دلعنوان مثال، به .(Koohkan et al., 2023) متفاوت هستند اریبس هاندهیآلا بیتخر از نظر تواناییها گونه رایاست، ز

 یهایباکتر درمقایسه با ینوع باکتر نیکه ا ه استشد رفتهیپذ یطور کلبه ،یگرم منف یهایباکتر رینفوذناپذ یخارج یغشا

 در مطالعات دیگری،حال،  نی. با ا(Babalola et al., 2016)دارد  یشتریتحمل ب ی نفتیهادروکربنیگرم مثبت نسبت به ه

تلقیح  Ozyurek & Bilkay, (2020)در مطالعه . (Lăzăroaie, 2010)ت بیشتری داشتند گرم مثبت مقاوم یباکتر نیچند

های گرم مثبت و های باکتریایی گرم مثبت و منفی نتیجه بهتری نسبت به تلقیح سویهکنسرسیومی متشکل از ترکیب سویه

 %77های گرم منفی عملکرد بهتری )سرسیوم متشکل از باکتریمنفی به تنهایی داشت. نویسندگان همچنین، بیان کردند کن

 لیها به دلسمیکروارگانیم از یبرخدرصدی( داشت.  48های گرم مثبت )تجزیه تجزیه بنزین( نسبت به کنسرسیوم باکتری

. بنابراین، (Nandy et al., 2021)د ستنیآلوده به نفت ن یهادر خاک و فعالیت و خطرناک قادر به رشد یسم باتیترکوجود 

 یهادر اصلاح خاک عیکارآمد هستند به منظور تسر ینفت باتیکه در حذف ترک ییهاسمیکروارگانیم ییشناساجداسازی و 

 .(Koohkan et al., 2023) است یآلوده به نفت ضرور

 
 Tang et al., 2010; Chandra et al., 2013; Ossai et al., 2020; Imron et)های نفتی هیدروکربن کنندهتجزیههای میکروبی جنس -1جدول 

al., 2020; Vimali et al., 2021; Pandolfo et al., 2023) 

نوع 

 میکروارگانیسم
 هیدروکربن کنندهتجزیههای جنس

 هاباکتری

 

Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Actinomycetes, Bacillus, Brevibacterium, 

Brevibacillus, Citrobacter freundii, Chromobacterium, Corynebacterium, Enterobacter cloacae, 

Micrococcus, Mycobacterium, Micromonospora, Nocardia, Serratia marcescens, Sphingomonas, 
Staphylococcus, Stenotrophomonas, Streptomyces parvus, Sphingomonas, Spirillum, Ochrobactrum, 

Pseudomonas, Rhodococcus, Vibrio 

 ,Trichoderma, Penicillium, Aspergillus, Mortierella, Rhodotorula, Selenotila, Trichosporon هاقارچ
Cladosporium, Cunninghamella, Fusarium, Gliocladium, Mucor, Verticillium, Phanerochaete 

 Anabaena, Oscillatoria, Nostoc, Coelastrella, Scenedesmus هاجلبک

 

 کننده ترکیبات نفتیهای تجزیهجداسازی میکروارگانیسممراحل 

 تهیه نمونه و انتقال به آزمایشگاه -1

تواند خاک، آب، رسوب، باشد. این نمونه مینفت، تهیه نمونه آلوده می کنندهتجزیههای اولین مرحله جداسازی میکروب

 ,.Tian et al)خوار در آن است، باشدهای نفتفاضلاب، پساب نفتی، لجن نفتی و یا هر منبعی که احتمال وجود میکروارگانیسم

2018; Ifediegwu et al., 2024; Samimi & Shahriari-Moghadam, 2024; Aboud et al., 2021; Xu et al., 2020; 
Zeynali et al., 2025)برداری دیگری که . نمونه مورد نظر باید با استفاده از بیلچه، سرنگ، سمپلر، اوگر و یا هر وسیله نمونه

توانند های استریل می. این بسته(Munezero et al., 2024)های استریل منتقل شود استریل باشد برداشته شده و به بسته
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های میکروبی و ثابت ماندن فعل و انفعالات پلاستیکی یا از جنس شیشه باشند. سپس نمونه، برای فریز شدن فعالیت

 ,.Munezero et al)شود درجه سلسیوس نگهداری می 4بیوشیمیایی، سریعاً به آزمایشگاه منتقل شده و در یخچال با دمای 

 2ی، نمونه خاک، گل یا رسوب مورد نظر باید خشک، کوبیده و از الک ساز. در مرحله بعد، برای شروع فرایند غنی(2024

 .(Khan et al., 2017)متری عبور داده شود میلی

 کننده ترکیبات نفتیهای تجزیهسازی میکروبغنی -2

 یطیمح یسازیغن طیمحسازی مایع استفاده شود. های مورد نظر، باید از محیط کشت غنیها و قارچبرای جداسازی باکتری

 ای هاغذایی، بازدارنده عناصر کار با افزودن نی. اکندیرا فراهم م هاسمیکروارگانیاز م یاست که تنها امکان رشد نوع خاص

در  .(Schlegel & Zaborosch, 1993) دهدیرا م نظرمورد  میکروبشود که فقط اجازه رشد یانجام م ی خاصیطیمح طیشرا

 MSM ،Bushnell-Haas ،M9های معدنی نمکی مثل نفت، معمولاً از محیط کنندهتجزیههای سازی میکروارگانیسمغنی

شود و منبع کربن مورد نظر به عنوان تنها منبع کربن و انرژی ها(، استفاده می)برای جداسازی قارچ Czapek’s Dox Brorhو

 ;Munezero et al., 2024; Samimi & Shahriari-Moghadam, 2024)شود ها، به محیط اضافه میبرای میکروب

Kuppusamy et al., 2016; Hamad et al., 2021)تواند نفت خام، نفت سفید، گازوئیل، بنزین، روغن . این منبع کربن می

تا  1/0ها و ترکیبات آروماتیک مختلف باشد. مقدار ترکیب نفتی اضافه شده به محیط کشت از آلکان-nموتور، نفتالن، فنانترن، 

ها یا ها فقط باکتریباشند. بنابراین، در این محیطدرصد می 5و  2، 1، 5/0د متفاوت است؛ اما مقادیر معمول، درص 10

سازی های غنیهایی رشد خواهند کرد که توانایی استفاده از منبع کربنی افزوده شده و تجزیه آن را داشته باشند. محیطقارچ

کربن، نیتروژن، فسفر، پتاسیم، منیزیم، آهن، گوگرد، کلسیم، منگنز، روی، مس، از ترکیب عناصر غذایی ضروری و غیرضروری )

شوند. این عناصر به مقادیر معین به شکل نمک به آب مقطر ها ساخته میمولیبدن، کلر و سدیم( برای رشد میکروارگانیسم

 کنندهتجزیههای ی جداسازی باکتریبرا MSMسازی شوند. یک نمونه محیط غنی، اتوکلاو میpHاضافه شده و پس از تنظیم 

 ( قابل مشاهده است.2نفت خام به همراه ترکیبات آن در جدول )

سازی لیتر محیط غنیمیلی 95یا  90لیتر( از نمونه مورد نظر به ارلن مایر حاوی )گرم/میلی 10یا  5سازی برای انجام غنی

 RPM 160 (Wang etدرجه سلسیوس و دور  30رانکوباتور در دمای ها در شیکافزوده شده و ارلن (Cao et al., 2023)استریل 

al., 2015) 95یا  90لیتر از سوسپانسیون رشد یافته به میلی 10یا  5شوند. بعد از یک هفته، به مدت هفت روز گرماگذاری می 

ز یک هفته تکرار شده و مجموعاً بعد شود. این کار مجدداً بعد اسازی تازه همراه با منبع کربنی، تلقیح میلیتر محیط غنیمیلی

رسد. شایان ذکر است که های رشد یافته در محیط میسازی میکروبسازی، نوبت به جداسازی و خالصاز سه مرحله غنی

شود )مدت گرماگذاری، دما، دور شیکر، حجم محیط کشت های مختلفی توسط متخصصین انجام میسازی به شکلفرایند غنی

 ها هستند.ترین و معتبرترین روشهای ذکر شده در این مقاله، مرسومسازی متفاوت(؛ اما روشغنیو تعداد مراحل 

 

 
ها با منبع کربنی نفت خام هیدروکربن کنندهتجزیههای برای جداسازی باکتری MSMترکیبات و مقادیر یک محیط کشت  -2جدول 

(Tian et al., 2018) 

 مقدار ترکیب

 L 1 آب مقطر

3NO4NH 1 g/L 
2CaCl 0.02 g/L 

4SO2Mg 0.05 g/L 
4HPO2K 1 g/L 
4PO2KH 1 g/L 

2CaCl 2 mg/L 
O2.6H3FeCl 50 mg/L 
O2.4H2MnCl 0.5 mg/L 
O2.7H4ZnSO 10 mg/L 

4CuSO 0.5 mg/L 
 %0.5 نفت خام
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 هاسازی میکروارگانیسمجداسازی و خالص -3

سازی، سوسپانسیون رشد یافته باید به محیط معدنی نمکی جامد )آگار( اتوکلاو شده همراه با منبع بعد از پایان مرحله غنی

های معدنی مایع درصد آگار به محیط 20یا  15های متفاوت ظاهر شوند. با افزودن ها و قارچکربن نفتی منتقل شود تا باکتری

خت. این محیط کشت باید حاوی یک یا دو قطره یا مقدار مشخصی نفت خام به عنوان توان محیط کشت جامد معدنی سامی

میکرولیتر از سوسپانسیون رشد یافته طی مرحله  100سازی محیط کشت، تنها منبع کربن و انرژی باشد. بعد از آماده

تا  24ها باید به مدت . پلیتگیردتلقیح شده و کشت اسپرد انجام می MSM-agarسازی، به کمک سمپلر بر روی محیط غنی

. در پایان دوره انکوباسیون و رشد (Behera et al., 2020)درجه سلسیوس گرماگذاری شوند  30ساعت در انکوباتور با دمای  72

سازی باید شوند تا خالص شوند. خالصهای متفاوت از نظر شکل ظاهری در محیط نوتریت آگار کشت خطی میها، کلنیجدایه

ها دیده های رشد یافته در محیط نوترینت آگار شبیه هم باشند و آلودگی و ناخالصی در آنانجام شود که تمام کلنی تا جایی

 .(Brzeszcz et al., 2024)نشود 

 هاغربالگری و اثبات توانایی تجزیه زیستی جدایه -4

 های کیفی و کمی تجزیه نفتآزمون

را در ها آن های آلوده، باید توانایی تجزیههای برتر برای تلقیح به مکانپالایی جدایهزیستجهت غربالگری و اطمینان از توانایی 

به روش  MSMها در محیط های کیفی، بررسی توانایی رشد جدایهارزیابی کرد. یکی از آزمونهای کیفی یا کمی قالب آزمون

شوند. سپس در محیط نوترینت براث کشت داده می 600OD=0.5ها تا رسیدن به سنجی است. در این روش ابتدا سویهکدورت

شوند. بعد از دوره درصد نفت خام تلقیح می 1حاوی  MSMدرصد )حجمی/حجمی( به محیط  5تا  5/0ها به میزان سویه

روز(، کدورت محیط کشت به منظور سنجش میزان رشد جدایه با دستگاه اسپکتروفوتومتر در طول موج  20تا  5انکوباسیون )

ها در حضور نفت وجود دارد و آن کشت شود. روش کیفی دیگری برای بررسی توانایی رشد جدایهگیری مینانومتر اندازه 600

شوند. سپس با ساعته می 18ها در محیط نوترینت آگار کشت خطی است. در این روش، ابتدا جدایه MSM-agarدر محیط 

شود. آگار حاوی نفت کشت خطی داده می-MSMبرداشته شده و در محیط استفاده از لوپ استریل، یک کلنی از هر جدایه 

. (Mishra et al., 2019)ساعت گرماگذاری شوند  72تا  24درجه سلسیوس در انکوباتور به مدت  30ها باید در دمای پلیت

شد یافته در محیط یا های نفتی توسط باکتری، از طریق شمارش تعداد کلنی ردرنهایت، توانایی رشد و تجزیه هیدروکربن

. در آزمون کمی، برای تهیه (Behera et al., 2021; Zeynali et al., 2024)شود سرعت و تداوم رشد جدایه، مشخص می

)حجمی/حجمی(  %5شوند. سپس کشت داده می 600OD=0.5ها در محیط نوترینت براث تا رسیدن به تلقیح، ابتدا باکتریمایه

شود. البته حجم تلقیح و نفت خام تلقیح می %1استریل همراه با  MSMلیتر محیط میلی 40ایر حاوی متلقیح به ارلناز مایه

 RPM 160 (Ferreiraدرجه سلسیوس و دور  30ها در شیکر انکوباتور در دمای تواند متغیر باشد. سپس ارلنمحیط کشت می

et al., 2022) های موجود مانده، هیدروکربنشوند. بعد از هفت روز، جهت تعیین میزان نفت باقیبه مدت هفت روز شیک می

شوند. در این روش معمولاً به مایع با استفاده از قیف جدا کننده و حلال آلی، استخراج می-در محیط به روش استخراج مایع

شود. بعد ن یا مخلوطی از این دو با نسبت مشخص به ارلن اضافه میکلرومتاهگزان یا دی-n، حلال MSMاندازه حجم محیط 

دقیقه خوب هم  10گردد. سپس محتویات داخل قیف به مدت از کمی هم زدن، مخلوط حاصله به قیف جداکننده منتقل می

ن حلال، در زیر هود شود. فاز آلی به یک بشر منتقل شده و جهت پراندزده شده و فاز آلی )هیدروکربنی( از فاز آبی جدا می

مانده در محیط به روش باقی . بعد خشک شدن کامل نمونه، میزان هیدروکربن(Lee et al., 2018)شود قرار داده می

. طبیعتاً درصورت کم شدن (Tripathi et al., 2023; Zeynali et al., 2024)شود سنجی یا کروماتوگرافی گازی تعیین میوزن

 ان نتیجه گرفت که میکروب مورد نظر توان تجزیه این ترکیب را دارد.تومقدار نفت محیط، می

 

 

 ترشح بیوسورفکتانت
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توسط  وسورفکتانتیترشح بباشد. های برتر میهای غربالگری جدایهتوانایی ترشح بیوسورفکتانت هم یکی دیگر از آزمون

 Othman et) دهد شیرا افزا باتیترک نیا یستیز هیتجز ،ینفت باتیترک یفراهمستیز شیبا افزا تواندیتوانمند م یهاکروبیم

al., 2022) .را  یامتزاج، کشش سطح رقابلیغ عاتیبا تجمع در سطح مشترک ما باتیترک نیاند که انشان داده قاتیتحق

 ینفت یهادروکربنیمانند ه زینامحلول آبگر ای یآل باتیترک هیو تجز یستیز یفراهم ت،یحلال ب،یترت نیا بهو  دهندیکاهش م

 . (Zeynali et al., 2024) دهندیم شیرا افزا

 3کنندگی، و شاخص امولسیون2، کشش سطحی1اصلی گسترش نفت تستطور کلی به سه های ترشح بیوسورفکتانت بهآزمون

(%E24) ها در محیطها، ابتدا باید باکتریبرای انجام این آزمون. شوندتقسیم می MSM  نفت تلقیح و به درصد  5/0حاوی

. پس از پایان دوره تا بیوسورفکتانت تولید شود انکوبه شوند RPM 160درجه سلسیوس و با سرعت  30روز در دمای  7مدت 

درجه سلسیوس جدا  4و دمای  RPM 10،000با سانتریفیوژ در سرعت است،  بیوسورفکتانتکه حاوی  انکوباسیون، مایع رویی

 .(Zeynali et al., 2024) شودمربوط به بیوسورفکتانت آماده میهای شده و برای انجام آزمون

 گسترش نفت

و  های زیستیسورفکتانتها در تولید های ساده و کارآمد برای ارزیابی توانایی میکروارگانیسمیکی از روش تست گسترش نفت

 هیبه بهبود تجز تواندیم وسورفکتانتیب ،یبا کاهش کشش سطح ها بر کاهش کشش سطحی بین آب و نفت است.تأثیر آن

 ,.Sharma et al) پالایی و بیوتکنولوژی کاربرد داردهای زیستویژه در زمینهاین آزمون به کمک کند. ینفت یهادروکربنیه

شود و مقداری آب )معمولاً تمیز انتخاب می سانتی 8سانتی یا  6 ای یا پلاستیکیشیشه دیشپتریدر این آزمون، یک  .(2022

شود تا یک لایه نازک به آرامی بر روی سطح آب اضافه می میکرولیتر( 10)مقدار معینی نفت  شود.آب مقطر( در آن ریخته می

نزدیک  به مرکز نفت خام از فاصله هیهر سو ییرو عیاز ما تریکرولیم 10 به کمک میکروسمپلر ،سپس. روی آب تشکیل شود

 دقیق طور به کشخط یک از استفاده با نفت شدن باز اثر در ایجادشده هاله قطر ثانیه، 30 از شود. درنهایت، بعداضافه می

. هرچه قطر هاله ایجاد شده بزرگتر باشد، نشان از ترشح بیشتر بیوسورفکتانت توسط (Li et al., 2022) شودگیری میاندازه

قطر هاله  وسورفکتانت،یترشح ب یمثبت برا جهیکردند که نت انیب Thavasi et al., (2011) است.میکروارگانیسم مورد نظر 

 .شودیدرنظر گرفته م یمتریسانت 5/0 حداقل

 کشش سطحی

 یاست. کاهش کشش سطح وسورفکتانتیقبل و بعد از افزودن ب آب یکشش سطح یریگتست اندازه نیا یهدف اصل

نسیومتر در این روش معمولاً از تا است. هادروکربنیه هیگسترش و تجز لیدر تسه وسورفکتانتیب ییدهنده کارانشان

مایع رویی شود. روش انجام آزمون به این صورت است که ابتدا استفاده می کشش سطحیگیری برای اندازهپلاریزاسیون 

هایی مانند روش سطحی مایع با استفاده از تکنیککشش سپس گیرد. )حاوی بیوسورفکتانت( به آرامی در تانسیومتر قرار می

 .(Jui et al., 2024) شودگیری میحلقه دوتایی یا روش قطره اندازه

 (24E%) کنندگیشاخص امولسیون

یک آب و  مانندگیری توانایی بیوسورفکتانت در ایجاد و حفظ امولسیون بین دو فاز غیرقابل امتزاج )اندازه برای این تست

و تسهیل  نفتیفراهمی ترکیبات به افزایش زیست هرچه مقدار امولسیون کنندگی بیشتر باشد. شوداستفاده می( نفتیترکیب 

 یمقدار مشخص ش،یلوله آزما کیدر برای انجام این آزمون ابتدا  .(Kieu et al., 2024) کندمیها کمک آن زیستی تخریبدر 

آب و  نیب 1:2 ای 1:1. نسبت معمولاً شودیم بی( ترکهگزان-nنفت خام یا )مانند  ماده نفتیاز  نیمقدار مع کیو  ییرو عیاز ما

 ونیتا امولس شودیهم زده م یخوببه دستگاه ورتکس( با استفاده از دقیقه 5تا  2) یمخلوط به مدت مشخص است. ماده نفتی

. سپس، ارتفاع فاز آب و فاز روغن در شودیم یاتاق نگهدار یساعت در دما 24پس از هم زدن، مخلوط به مدت  شود. جادیا

کنندگی با استفاده از فرمول زیر محاسبه درصد امولسیوندرنهایت،  .(Zeynali et al., 2024) شودیم یریگاندازه شیلوله آزما

 :شودمی

                                                           
1 Oil spreading 
2 Surface tention 
3 Emulsification index 
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%𝐸24 = (
𝐻𝑒𝑚𝑢𝑙𝑠𝑖𝑜𝑛

𝐻𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
) × 100 

 که در آن:

emulsionH  ساعت و  24ارتفاع فاز امولسیون شده پس ازtotalH .ارتفاع کل ستون مایع است 

در نظر  وسورفکتانتیب دیدر تول هاسمیکروارگانیم ییاز توانا یاعنوان نشانهمعمولاً به %50 یبالا 24E%مقدار  ،یبه طور کل

 رییتغ دشدهیتول یهاوسورفکتانتیو نوع ب شیآزما طیشرا سم،یکروارگانیممکن است بسته به نوع م ریمقاد نی. اشودیگرفته م

 .(Csutak et al., 2024) مختلف مهم است طیدر شرا جینتا یاعتبارسنج نیکند، بنابرا

 برخی از مطالعات انجام شده در این زمینه

Behera et al., (2021) کنندهتجزیههای سازی، موفق به جداسازی باکتریای با استفاده از تکنیک غنیدر مطالعه 

اضافه کردند.  MSMلیتر محیط استریل میلی 100گرم از لجن نفتی پالایشگاه را به  1ها های نفتی شدند. آنهیدروکربن

 7اولیه محیط روی  pHها استفاده شد. عنوان تنها منبع کربن و انرژی برای باکتریهای موجود در لجن نفتی بههیدروکربن

 7سازی دوره غنی 3در شیکر دوار گرماگذاری شد. بعد از  RPM 120درجه سلسیوس و دور  37تنظیم شد و ارلن در دمای 

درصد بنزین منتقل شد و بعد از رشد، دوازده جدایه با  5/0شده با غنی MSM-agarروزه، سوسپانسیون رشد یافته به محیط 

 ظاهر شدند. MSM-agarمورفولوژی متفاوت روی محیط 

های سازی جدایهدرصد نفت خام برای غنی 1، از محیط معدنی پایه نمکی به همراه Ejaz et al., (2021)در مطالعه دیگری 

لیتر میلی 95لیتری حاوی میلی 250مایر گرم خاک آلوده به ارلن 10نفت استفاده کردند. بدین منظور ابتدا،  کنندهتجزیه

شیک شدند و در پایان انکوباسیون یک  روز 10به مدت  شیکرها در ها، ارلنمحیط معدنی اضافه شد. به منظور رشد میکروب

درجه سلسیوس به  28ها در دمای دیشاز سوسپانسیون تهیه و به محیط معدنی جامد تلقیح شد. سپس پتری 10/1رقت 

آگار  ها بر اساس رنگ، شکل و اندازه کلنی از هم متمایز شده و در محیط نوترینتساعت گرماگذاری شدند. جدایه 72مدت 

 خالص شدند.

Ziwei et al., (2023) 100لیتر از نمونه آب آلوده را به میلی 5لیتر نفت و میلی 5های غالب، ابتدا برای غنی کردن باکتری 

انجام شد.  RPM 160درجه سلسیوس و دور شیکر  42روز در دمای  4اضافه کردند. کشت به مدت  MSMلیتر محیط میلی

(، سوسپانسیون نهایی در محیط نوترینت آگار کشت داده شد. سپس MSMی )انتقال به محیط تازه سازبعد از سه دوره غنی

ها به روش خطی کشت و خالص شدند. درنهایت برای غربالگری های ظاهر شده، جدایهبراساس رنگ و مورفولوژی کلنی

 600اه اسپکتروفوتومتر در طول موج حاوی نفت تلقیح شدند و کدورت محیط با دستگ MSMها به محیط ها، سویهباکتری

 گیری شد.روز گرماگذاری اندازه 7نانومتر بعد از 

، دو نمونه خاک آلوده نفتی را در شرایط استریل به آزمایشگاه منتقل کرده و برای انجام Bhuyan et al., (2023)در پژوهشی 

 100گرم از هر خاک به  1های باکتریایی، درجه سلسیوس نگهداری کردند. برای جداسازی سویه 4آزمایشات در دمای 

شیک شدند. سپس  RPM 150درجه سلسیوس و  30ساعت در  24ها به مدت لیتر محیط بوشنل هاس اضافه شد. ارلنمیلی

ساعت  24به محیط بوشنل هاس آگار تلقیح شدند. بعد از  10-6و  10-5های سری رقت از سوسپانسیون تهیه گردید و رقت

سازی درمحیط نوترینت آگار، کشت خطی داده ها ظاهر شد و برای خالصدرجه سلسیوس، کلنی باکتری 30انکوباسیون در 

ستفاده های قدرتمند، از روش کشت در محیط معدنی جامد )آگار( اشدند. در این مطالعه دانشمندان برای غربالگری جدایه

درصد نفت خام کشت خطی داده شدند.  2و  1ها در محیط بوشنل هاس آگار حاوی کردند؛ بدین صورت که تمام جدایه

بررسی شد. براساس الگوی رشد،  14و  7های ها در روزدرجه سلسیوس گرماگذاری شدند و رشد باکتری 37ها در دمای پلیت

های ها با آزمونهمچنین در این مطالعه، توان ترشح بیوسورفکتانت جدایه شدند.های توانمند در تجزیه نفت خام انتخاب سویه

 گسترش نفت و شاخص امولسیون کنندگی ارزیابی شد.

گرم از خاک با  2های نفتی، هیدروکربن کنندهتجزیههای سازی میکروبدر مطالعه دیگری یک گروه از دانشمندان، برای غنی

 Nong)درصد نفت خام به عنوان تنها منبع کربن و انرژی اضافه کردند  1حاوی  MSMیتر محیط لمیلی 50آلودگی زیاد را به 

et al., 2023)درجه سلسیوس و دور  35روز در شیکرانکوباتور با دمای  7ها به مدت . نمونهRPM 150  گرماگذاری شدند. بعد



 2025September,  18-16Iranian Soil Science Congress,  th19               1404شهریور  27تا  25نوزدهمین کنگره علوم خاک ایران، 

9 
 

سازی به نفت خام تلقیح شد. پروسه غنی %5ار با اما این ب MSM)حجمی/حجمی( ازمحیط کشت، به محیط تازه  %5روز  7از 

 جداسازی شدند. MSM-agarهای حاوی محیط های توانا در پلیتبار تکرار شد و در پایان این مرحله، سویه 5مدت 

ها . آن(Al-Otibi et al., 2023)ترکیبات نفتی را جداسازی کردند  کنندهتجزیههای قارچی در پژوهش دیگری، محققین سویه

اضافه کردند.  PDA-agarدرصد )حل شده در آب مقطر( را به محیط کشت استریل  10لیتر از نمونه خاک میلی 2/0ابتدا 

ها ظاهر شود. هر کلنی های متفاوت قارچری شدند تا کلنیدرجه سلسیوس به مدت سه روز گرماگذا 30ها در دمای پلیت

های خالص حاصل شود. جهت دیگری کشت به مدت سه روز کشت داده شد تا کلنی PDA-agarطور مجزا در محیط به

دیش، برای ها تهیه شد. هر جدایه قارچی به یک پتریاز انواع هیدروکربن %1با افزودن  MSM-agarها، محیط غربالگری جدایه

ها بود. ین مطالعه، میزان رشد میسل قارچارزیابی توان تحمل به هیدروکربن، تلقیح شد. معیار امتیازدهی به وضعیت رشد در ا

( از محیط جامد که قارچ در آن رشد کرده بود را به cm 0.5×0.5در آزمون محیط مایع، دانشمندان دو تکه کوچک )

درجه سلسیوس و  25ها در منبع هیدروکربنی اضافه کردند. ارلن %1همراه با  MSMلیتر محیط میلی 200مایرهای حاوی ارلن

RPM 140  ها )گرم( تعیین گردید.ن هر سه روز یک بار ارلندها با وزن کرروز گرماگذاری شدند. نرخ رشد قارچ 30به مدت 

 های گسترش نفت و شاخص امولسیون کنندگی تعیین شد.ها با آزمونهمچنین توانایی ترشح بیوسورفکتانت قارچ

Zeynali et al., (2024) نفت از یک نمونه گل حفاری  کنندهتجزیههفت جدایه باکترایی ، در مطالعه خود، موفق به جداسازی

درصد نفت خام افزوده شد.  5/0استریل حاوی  MSMلیتر محیط میلی 95گرم از گل حفاری به  5سازی، شدند. جهت غنی

 و سازیغنی دوره هفته سه از بعد مجموعاروز گرماگذاری شدند.  7به مدت  RPM 160درجه سلسیوس و  30ها در دمای ارلن

  سازی و جداسازی شدند.حاوی نفت خالص MSM-agarخوار در محیط های مؤثر نفتبه کنسرسیوم میکروبی، سویه دستیابی

حاوی یک  MSM-agarتوانایی رشد در محیط  های برتر، این دانشمندان ابتدا از آزمونبه منظور غربالگری و تعیین جدایه

های توان رشد روز گرماگذاری شدند. سپس آزمون 7درجه سلسیوس به مدت  30ها در دمای قطره نفت استفاده کردند. پلیت

 انجام شد.و ترشح بیوسورفکتانت  MSMدر محیط  TPHتوانایی کاهش  حاوی نفت، MSMدر محیط 

 گیری کلینتیجه

و حمل و نقل نفت باعث آلودگی محیط زیست و آسیب به موجودات زنده های نفتی در اثر تولید، اکتشاف نشت هیدروکربن

توانند این ترکیبات سمی را تجزیه کرده و به ترکیبات با سمیت های آلوده، میهای موجود در مکانشود. میکروارگانیسممی

ها را جداسازی کرد. فرایند تی آنهای آلوده، بایسپالایی مکانها جهت زیستکمتر تبدیل کنند. برای استفاده از این میکروب

شود. سپس سوسپانسیون رشد نفت در محیط معدنی نمکی آغاز می کنندهتجزیههای سازی میکروارگانیسمجداسازی با غنی

شوند. درانتها، برای غربالگری و سازی میهای غیرهمشکل خالصیافته با محیط معدنی جامد )آگار( منتقل شده و کلنی

توان ترشح  و ها در محیط مایع یا جامد نفتیها و قارچانتخاب بهترین جدایه، توانایی رشد و تجزیه زیستی باکتری

 گیرد.مورد ارزیابی قرار می هابیوسورفکتانت آن
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Abstract 

Crude oil and its products cause environmental pollution and harm the health of plants, microbial communities, 

animals, and humans. Various physical, chemical, physicochemical, and biological methods exist for 

remediating oil-contaminated sites; however, the biological approach is considered the best option due to its 

cost-effectiveness, environmental compatibility, and high efficiency. Bioremediation of petroleum hydrocarbons 

relies on the metabolic capabilities and enzymatic systems of microorganisms. Therefore, isolating these capable 

microbes for the degradation of petroleum compounds is of significant importance. Oil-degrading bacteria and 

fungi naturally exist in contaminated environments and are well-adapted to these habitats. Consequently, they 

possess metabolic capabilities to utilize hydrocarbons as a carbon and energy source. The isolation of oil-

degrading microorganisms is based on the enrichment method. In this method, a saline mineral growth medium 

is utilized, along with the addition of a petroleum carbon source, to increase the population of degrading 

microbes while inhibiting the growth of other microorganisms. After refreshing the growth medium and 

repeating this cycle multiple times, the cultured suspension is inoculated into a solid saline mineral medium 

(agar) containing oil. The resulting colonies are then visually distinguished from one another and purified in 

nutrient broth. Finally, to screen and select the best isolate, degradation and growth tests must be performed in 

liquid or solid media. Given the lack of comprehensive studies serving as an adequate reference for the 

principled isolation of capable oil-degrading microorganisms in Iran, this article has been prepared with the 

hope of contributing to the field. 
Keywords: Oil pollution; Isolation of oil-degrading microorganisms; Bioremediation; Enrichment; Saline 

mineral growth medium. 
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