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بررسی پارامترهای مؤثر بر ارتقا برش نفت 
کوره با استفاده از میکروارگانیسم‌های 

سودوموناس آیروژینوس و رودوکوکوس 
اریتروپلیس جدا شده از لجن نفتی

چكيده

در ايــن مطالعــه قابلیــت باکتري‌هــاي مفيــد جــدا شــده از لجــن مخــازن نفــت پالایشــگاه کرمانشــاه و تأثیــر شــرایط محیــط کشــت 
ــت  ــاي کش ــم‌ها از محيط‌ه ــازي مکیروارگانیس ــازي و خالص‌س ــت جداس ــت. جه ــرار گرف ــی ق ــورد بررس ــوره م ــت ک ــاح نف ــت اص جه
ــوق شــامل  ــدا نمــود. باکتري‌هــاي ف ــي افزايــش پي ــزان جمعيــت ميکروب ــف مي ــد و طــي مراحــل مختل ــد اســتفاده گردي ــع و جام ماي
ميکروارگانيســم‌های ســودوموناس آيروژينــوس و رودوکوکــوس اریتروپلیــس هســتند. در انجــام آزمايش‌هــا، متغيرهــاي انتخابــي شــامل 
پارامترهــای pH، دمــا، زمــان، غلظــت نفــت کــوره و غلظــت مکیروارگانیســم‌ها بــوده و هریــک از متغير‌هــا در ســطوح مختلــف براســاس 
ــج  ــرار گرفــت. براســاس نتاي ــر اصــاح نفــت کــوره مــورد بررســی ق ــواد فعال‌ســطحی ب ــر م ــد. همچنیــن، تأثی شــرایط اســتفاده گردي
ــت  ــاي C° 40، غلظ ــبک‌تر در pH= 6/5، دم ــای س ــه برش‌ه ــل ب ــردی و تبدی ــات گوگ ــذف ترکیب ــرايط ح ــن ش ــده بهتري ــت آم به‌دس
4% حجمــی نفــت کــوره، میــزان 2% حجمــی محیــط کشــت حــاوی دو مکیروارگانیســم و زمــان 3 روز، همــراه بــا اضافــه نمــودن مــواد 
ــا روش  ــش ب ــرایط آزمای ــن ش ــل در بهتری ــه حاص ــات نمون ــز، ترکیب ــان آنالی ــت , در پای ــده اس ــل گردي ــیمیایی حاص ــطحی ش فعال‌س
ــه نهایــی  ــه اولیــه به‌ترتیــب ppm 25400 و kg/L 0/9428 و در نمون SARA مشــخص گردیــد. میــزان گوگــرد کل و دانســیته در نمون

برابــر بــا ppm 9400 و kg/L 0/9096 اســت، کــه در مقایســه بــا نتایــج نمونــه اصلــی میــزان تبدیــل نفــت کــوره بــه نفــت گاز برابــر بــا 
ــد.  ــش از 60% را نشــان می‌ده ــرد کل بی 29/3% و کاهــش گوگ

SARA ،كلمات كليدي: نفت کوره، سودوموناس آيروژينوس، رودوکوکوس اریتروپلیس، ارتقا برش
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مقدمه

ســوخت‌های فســیلی همچنــان نقــش مهمــی در تأمیــن 
ــد به‌طوری‌کــه پیش‌بینــی  ــر عهــده دارن ــی ب ــرژی جهان ان
ــون  ــه 123 میلی ــال 2025 ب ــا س ــی ت ــاز کل ــود نی می‌ش
بشــکه در روز افزایــش یابــد. در نتیجــه، نیــاز بــه توســعه 
روش‌هایــی کــه توانایــی تبدیــل برش‌هــای ســنگین 
ــند،  ــته باش ــوب را داش ــولات مطل ــه محص ــام ب ــت خ نف
ــی  ــای فیزیک ــود. روش‌ه ــاس می‌ش ــش احس ــش از پی بی
ــولات  ــت محص ــود کیفی ــرای بهب ــادی ب ــیمیایی زی و ش
نفتــی وجــود دارد. روش‌هــای موجــود هزینه‌بــر بــوده و در 
برخــی مــوارد دارای بازدهــی مناســب نهســتند. همچنین، 
از  مانــع  تکنکیــی  و  محیط‌زیســتی  محدودیت‌هــای 
ــوند ]1[. در  ــا می‌ش ــن روش‌ه ــی از ای ــری برخ به‌کارگی
ــی  ــیمیایی- حرارت ــی و ش ــای فیزیک ــا روش‌ه ــه ب مقایس
ــط  ــتدار محی ــاً دوس ــتی عموم ــای زیس ــود، فرآینده موج
زیســت بــوده و دارای انتخاب‌پذیــری بالایــی هســتند ]2[. 
ــای  ــا دارای مزای ــا آنزیم‌ه ــیم ی ــتفاده از مکیروارگانس اس
ــدم  ــن، ع ــرارت پایی ــه ح ــار و درج ــه فش ــادی از جمل زی
نیــاز بــه هیــدروژن، ســادگی بالقــوه فرآینــد، هزینه‌هــای 
ــزات و ســرمایه‌گذاری در  ــل تجهی شــیمیایی کــم و حداق

ــات پالایشــگاهی اســت ]3[. ــا عملی مقایســه ب

ویــژه  توانایــی  از  اســتفاده  بــا  زیســت‌فن‌آوری 
مکیروارگانســیم‌ها بــرای حــذف آلایندگــی ناشــی از 
برش‌هــای نفتــی، ازدیــاد برداشــت مخــازن، گوگردزدائــی 
و نیتــروژن زدائــی، حــذف فلــز‌ات ســنگین از نفــت، 
تبدیــل باقی‌مانده‌هــای نفتــی بــه متــان و ... بــه‌کار 
موفقیت‌آمیــز  کاربــری   .]4[ اســت  شــده  گرفتــه 
ــعه  ــای توس ــر مبن ــی ب ــای نفت ــوژی در فرآینده بیوتکنول
زیست‌کاتالیســت‌های مکیروبــی کــه قابلیــت تطابــق 
ــند  ــف را دارا باش ــی مختل ــتراهای هیدروکربن ــا سوبس ب
و بتواننــد واکنش‌هــای تبدیلــی و زیســت‌پالائی را در 
مقیــاس صنعتــی انجــام دهنــد، اســتوار اســت. ایــن قابلیت 
بــه خــواص شــیمیایی و فیزیکــی سوبســترا و دردســترس 
بــودن آنهــا بــرای مکیروارگانیســم بســتگی دارد کــه 
ــی و  ــترای هیدروکربن ــا سوبس ــم ب ــاس مکیروارگانیس تم
تبدیــل و انتقــال آن را تحــت تأثیــر قــرار می‌دهــد. 

ــات ســنگین موجــب افزایــش ویســکوزیته  حضــور ترکیب
همیــن  بــه  می‌گــردد.  نفتــی  برش‌هــای  چگالــی  و 
دلیــل، ارتقــا و تبدیــل ایــن ترکیبــات و دیگــر ترکیبــات 
آروماتکیــی موجــود در برش‌هــای نفتــی ســنگین توســط 
ــد  ــاندن تولی ــر رس ــه حداکث ــرای ب ــتی ب ــای زیس روش‌ه
ــد ]5[.  ــرار گرفته‌ان ــه ق ــورد توج ــبک‌تر م ــای س برش‌ه
ــای  ــا برش‌ه ــق موجــب ارتق مکیروارگانیســم‌ها از دو طری
ــای  ــتن مولکول‌ه ــف( شکس ــوند: ال ــی می‌ش ــنگین نفت س
ــرش و ب(  ــط ب ــی متوس ــش وزن مولکول ــنگین و کاه س
ــد  ــی مانن ــم مکیروب ــی متابولیس ــولات جانب ــاد محص ایج
ــه  ــا ک ــیدها و بازه ــطحی، اس ــی فعال‌س ــواد بیولوژیک م
موجــب کاهــش قابــل توجــه ویســکوزیته برش‌هــای 

نفتــی می‌گــردد ]6[. 

شکســتن پیونــد کربــن- گوگــرد در مولکول‌هــای حلقــوی 
ــای  ــی از روش‌ه ــرد یک ــای گوگ ــاوی اتم‌ه ــن ح غیرهمگ
کاهــش ویســکوزیته اســت. نفــت حــاوی ترکیبــات 
گوگــرد‌دار زیــادی ماننــد دی‌بنزوتئوفــن و مشــتقات 
ــاوی  ــک ح ــات آروماتی ــر ترکیب ــز دیگ ــل‌دار آن و نی آلیک
ــی آنهــا توســط روش‌هــای  گوگــرد اســت کــه گوگرد‌زدائ
ــردی در  ــات گوگ ــا 40% ترکیب ــداول مشــکل اســت. ت مت
برش‌هــای ســنگین بــه فــرم آلیکــل ســولفید اســت 
و شکســت انتخابگرانــه پیونــد کربــن- گوگــرد ایــن 
مولکول‌هــا بــا اســتفاده از مکیروارگانیســم‌ها موجــب 
ــردد.  ــرش می‌گ ــکوزیته ب ــی و ویس ــش وزن مولکول کاه
ــتی  ــور نبایس ــن منظ ــرای ای ــوب ب ــم مطل مکیروارگانیس
هیدروکربــن را به‌عنــوان منبــع کربــن اســتفاده کنــد زیــرا 
از ارزش حرارتــی ســوخت كاســته می‌شــود، به‌عــاوه 
ــوده و انتخاب‌پذیــر باشــد ]7[. وان هامــه و  بایــد پایــدار ب
ــای sp. strain JVH1 Rhodococcus را  ــش باکتری‌ه همکاران
جــدا نمودنــد کــه بــا اســتفاده از بیــس- )3- پنتــا فلوروفنیل 
ــه  ــاوم ب ــای مق ــه آروماتیک‌ه ــه نمون ــل( ســولفید، ک پروپی
به‌عنــوان  اســت،  مکیروارگانســیم‌ها  توســط  تجزیــه 
ــرد در  ــن- گوگ ــد کرب ــه شکســتن پیون ــادر ب سوبســترا ق
ــد کــه ایــن  زنجیــره آلیکــل هســتند. ایشــان نشــان دادن
باکتــری قابلیــت کاهــش ویســکوزیته ناشــی از شکســتن 
ــدون  ــفالتین ب ــای آس ــرد مولکول‌ه ــن- گوگ ــد کرب پیون
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کاهــش تعــداد کربــن سوبســترا را دارا اســت ]7[. ال‌ســید 
Rhodococ� �ـری  �ـد باکت �ـان دادن ک�اران نش �ـد و هم  محم

 4S ــق مکانیســم ــادر اســت از طری cus sp. strain SA11 ق

پیونــد کربــن- گوگــرد ترکیبــات تئوفنیــک را شکســته و 
ویســکوزیته نفــت را کاهــش دهــد ]8[. همچنیــن، بهاتیا و 
Kleb�  ش�ـارما گ�ـزارش کرده‌ان�ـد ک�ـه باکت�ـری گرمادوس�ـت

ــی  ــرد درون مولکول ــذف گوگ ــه ح ــادر ب siella sp. 13T ق

هیدروکربــن بــدون تجزیــه ســاختار آن اســت ]9[. بلدی و 
Rhodosporid�  همک�اران ب�ـا اس�ـتفاده از س�ـویه‌های مخم�ـر

ium toruloides دی بنزوتئوفــن و دیگــر ترکیبــات تئوفــن 

را از هیدروکربن‌هــای نفتــی حــذف نمودنــد ]10[. چــن و 
 Gordonia همــکاران بــا اســتفاده از تــوده ســلولی باکتــری
ــود  ــرد موج ــج روز 81/43% گوگ ــدت پن sp. SC-10 در م

در یــک نفــت مــدل حــاوی mg/L 174 دی‌بنزوتئوفــن را 
از طریــق مکانیســم شکســتن پیونــد کربن-گوگــرد حــذف 
ــی  ــد برخ ــان دادن ــواس نش ــون و ری ــد ]11[. رانس نمودن
ــای  ــری Alcaligenes xylosoxidans در دم ــای باکت گونه‌ه
30 تــا C° 50 و pH بیــن 8 تــا 9 قادرنــد به‌صــورت 
ــد  انتخابگــر و مکانیســم هــوازی از طریــق شکســتن پیون
کربــن- گوگــرد ترکیبــات دی‌بنزوتئوفــن را بــدون از بیــن 
بــردن ســاختار کربنــی گوگردزدائــی نماینــد ]12[. بهاتیــا 
 Pantoea agglomerans ــری ــا اســتفاده از باکت و شــارما ب
ــس دی  ــه 2-هیدروک ــازده 90% ب ــا ب ــن را ب دی بنزوتئوف
فنیــل تبدیــل نمودنــد. مســیر پیشــنهاد شــده بــرای ایــن 
ــق  ــری تطاب ــن، باکت ــت. همچنی ــیر 4S اس ــل مس تبدی
یافتــه بیــن 26 تــا 71% گوگــرد برش‌هــای مختلــف 
نفتــی را بــا شکســتن پیونــد کربن-گوگــرد حــذف نمــود 
]13[. طباطبائــی و مظاهــری اســدی بــا اســتفاده از 
ــر  ــرج تقطی ــده ب ــرش باقی‌مان ــری Bacillus cereus ب باکت
خــأ را ارتقــا دادنــد ]14[. براســاس نتایــج به‌دســت 
ــه در rpm 150 و  ــه هفت ــی س ــن کار در ط ــده در ای آم
 ،%22/1 به‌میــزان  اشــباع  آلکان‌هــای   ،30  °C دمــای 
آروماتیک‌هــا 30/3%، و آســفالتین‌ها و رزین‌هــا %65/5 
ــا اســتفاده  ــد. شــاه‌ابراهیمی و همــکاران ب کاهــش یافته‌ان
 Staphylococcus saprophyticus ــای ــوط باکتری‌ه از مخل
ــام  ــت خ ــفالتین نف sp و Bacillus cereus sp 46/41% آس

بــا غلظــت اولیــه g/L 25 را حــذف نمودنــد ]15[. ایشــان 
ــرد  ــاً از گوگ ــا عمدت ــن باکتری‌ه ــه ای ــد ک ــان دادن نش
ــن،  ــذف کرب ــزان ح ــد و می ــتفاده نمودن ــد اس ــرای رش ب
ــر  ــاهد کمت ــه ش ــه نمون ــبت ب ــروژن نس ــدروژن و نیت هی
بــوده اســت. همچنیــن، گروه‌هــای آلیکــن بیشــترین 
ــتفاده از  ــا اس ــکاران ب ــا و هم ــته‌اند. لاوانی ــذف را داش ح
گونــه .Moorella sp در دمــای C° 70 بــا توجــه بــه حــذف 
ــزان  ــام را به‌می ــت خ ــکوزیته نف ــا، ویس 56% آروماتیک‌ه
ــکاران  ــی و هم ــد ]16[. غلام ــش دادن ــا 98% کاه 75 ت
 Serratia بــا اســتفاده از کنسرســیوم مکیروبــی متشــکل از
sp., Raoultella sp. و Ochrobactrum sp. میــزان رزین‌هــا 

ــورت  ــد و به‌ص ــش دادن ــنگین را 37/3% کاه ــت س در نف
هم‌زمــان، ترکیبــات آلیفاتیــک و آروماتیــک به‌میــزان 
86/6 و 6/7% افزایــش پیــدا کردنــد ]17[. تعــدادی از 
Achromobacter ،Lepto�  باکتری‌هـ�ای آب‌گریـ�ز ماننـ�د

 Thiobacillus sp و   spirillum ،pseudomonas ،Sulfolobu

ــش  ــبک، افزای ــنگین به‌س ــای س ــل نفت‌ه ــی تبدی توانای
مقــدار هیدروکربن‌هــای اشــباع و کاهــش میــزان گوگــرد‌، 
ــج اســتفاده از  ــد. نتای ــزی را دارن ــات فل ــروژن و ترکیب نیت
مکیروارگانیســم‌های ذکــر شــده نشــان‌دهنده تبدیــل 
بیولوژیکــی 50 تــا 60% هیدروکربن‌هــای ســنگین در 
دمــای C° 37 و pH = 7 و مــدت زمــان دو روز اســت ]18[. 
ــم  ــنگین دو مکانیس ــن س ــای هیدروکرب ــرای مولکول‌ه ب
ــم‌ها  ــط مکیروارگانیس ــواد توس ــن م ــی ای ــرای دسترس ب
ــا  پیشــنهاد شــده اســت: الــف( کاهــش تنــش ســطحی ب
تمــاس مســتقیم ســلول‌ها بــا هیدروکربــن و ب( تســهیل 
تمــاس ســلول‌ها بــا هیدروکربــن امولوســیونی شــده 
ــاد  ــم زی ــتی‌ ]19[. حج ــطحی زیس ــواد فعال‌س ــط م توس
ــرای  ــش ب ــک چال ــد ی ــنگین می‌توان ــای س هیدروکربن‌ه
ــی باشــد.  ــه ســلول‌های مکیروب انتقــال ایــن مولکول‌هــا ب
ــواد فعال‌ســطحی  ــوان از م ــن مشــکل می‌ت ــع ای ــرای رف ب
فعال‌ســطحی ‌مولکول‌هــای  نمــود. ‌مــواد  اســتفاده 
آمفیپاتیــک بــا دو قســمت آب‌گریــز و آب‌دوســت هســتند.

آنهــا از طریــق تجمــع در ســطح مشــترک دو فــاز، توانایــی 
کاهــش کشــش ســطحی بیــن مایعــات غیرقابــل امتــزاج 
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ــز  ــی آب‌گری ــات آل ــرک ترکیب ــت و تح ــش حلالی و افزای
ــان  ــاس توانايي‌ش ــا براس ــد ]6[. آنه ــول را دارن ــا نامحل ی
حلاليــت،  افزايــش  ســطحي،  تنــش  کاهــش  بــراي 
ــت  ــردن و ظرفي ــوب ك ــي مرط ــويندگي، تواناي ــدرت ش ق
ــد ]20[. برخــی  کف‌ســازي مــورد اســتفاده قــرار مي‌گیرن
فعال‌ســطحی  مــواد  تولیــد  توانایــی  بیومولکول‌هــا  از 
زیســتی را دارنــد. مــواد فعال‌ســطحی زیســتی‌ از مزایایــی 
نظیــر ســازگاری بــا طبیعــت، قابلیــت تجزیه‌پذیــری 
به‌صــورت طبیعــی، ســمیت پاییــن، عملکــرد اختصاصــی، 
فعالیــت بــالا تحــت شــرایط ســخت دمــا، فشــار و 
ــوردار  ــاد برخ ــی زی ــز کف‌کنندگ ــالا و نی ــمولالیته ب اس
ــطحی  ــواد فعال‌س ــا م ــا ب ــب آنه ــا ترکی ــه ب ــتند ک هس
ــوره  ــت ك ــت. نف ــت یاف ــری دس ــج بهت ــه نتای ــوان ب ‌می‌ت
يــك فــرآورده بازيافتــي و شــاخه‌اي اســت و يكــي از 
بیشــترین برش‌هــاي تولیــدی پالایشــگاه اســت. از طرفــی، 
بــا توجــه بــه قیمــت جهانــی نفــت کــوره، هــر چــه میــزان 
ــش  ــگاه افزای ــوددهی پالایش ــود س ــر ش ــد آن کمت تولی
ــر  ــاي ه ــن واحده ــي از پراهميت‌تري ــروزه يك ــد. ام می‌یاب
پالايشــگاه، واحدهــاي غلظت‌شــكن اســت كــه برش‌هــاي 
ــت  ــبك و نف ــزاء س ــه اج ــرارت ب ــر ح ــنگين را در اث س
كــوره نيمه‌ســنگين تبديــل ميك‌نــد. نفــت کــوره شــامل 
ــت خــام حاصــل از  ــر نف ــده‌ای تقطی ــری از باقی‌مان مقادی
کراکینــگ حرارتــی اســت، نفــت کــوره معمــولاً فــرآورده 
ــاً از  ــت و عمدت ــا C° 380 اس ــن 180 ت ــده بی ــر ش تقطی
ــه خصــوص  ــی ب ــا زنجیره‌هــای طولان ــی ب هیدروکربن‌های
ــیکل  ــا تش ــوی و آروماتیک‌ه ــای حلق ــا، آلکان‌ه آلکان‌ه
ــيژنه و  ــردي، اكس ــات گوگ ــاوی تركيب ــت و ح ــده اس ش
 180 °C فلــزات نیــز اســت. ویســکوزیته ســینماتیک آن در
بالاتــر از 10 اســت، نقطــه اشــتعال آن بــالای C° 50 اســت 
و دانســیته آن بیشــتر از 0/9 اســت. بــا توجــه بــه اینکــه 
ــبک‌تر و  ــای س ــه برش‌ه ــنگین ب ــای س ــل برش‌ه تبدی
ــداول پالایشــگاهی  ــای مت ــا در فرآینده ــی آنه گوگردزدائ
نیازمنــد اســتفاده از دمــا و فشــار زیــاد اســت، حــذف ایــن 
مراحــل بــا اســتفاده از فرآیندهــای مکیروبــی کــه توانایــی 
ــادی  ارتقــا برش‌هــای ســنگین را دارا باشــند، اهمیــت زی
ــن تحقیــق بهبــود خــواص و ارتقــاء  ــی ای دارد. هــدف کل

نفــت کــوره پالایشــگاه کرمانشــاه بــه ترکیبــات بــا ارزش‌تر 
ــی، بااســتفاده از  ــق کاهــش دانســیته و گوگردزدائ از طری
ــی  ــن نفت ــده از لج ــدا ش ــی ج ــم‌های بوم مکیروارگانیس
شــده  جــدا  مکیروارگانیســم‌های  اســت.  پالایشــگاه 
ــا،  ــی دم ــای عملیات ــر متغیره ــده و تأثی ــائی گردی شناس
زمــان، pH، غلظــت نفــت کــوره و غلظــت مکیروارگانیســم 
ــزان کاهــش دانســیته و  ــر می ــواد فعال‌ســطحی ‌هــا ب و م
گوگــرد کل بــرش نفتــی بررســی شــده و مقادیــر بهینــه 

پارامترهــا تعییــن شــده اســت. 
 

مواد و روش‌ها و تجهيزات
مواد

مــواد شــیمیایی و محیــط کشــت مــورد اســتفاده در ایــن 
ــه  ــد. کلی ــه گردی تحقیــق از شــرکت مــرک )آلمــان( تهی
مــواد بــه همــان صــورت خریــداری شــده مــورد اســتفاده 
ــا  ــه آزمایش‌ه ــر در کلی ــار تقطی ــد. آب دو ب ــرار گرفته‌ان ق
ــوره از پالایشــگاه کرمانشــاه  ــه شــد. نفــت ک ــه‌کار گرفت ب
تهیــه شــد. دانســیته اولیــه نمونــه برابــر kg/m3 942/8 و 

ــرد کل آن ppm 25400 اســت.  گوگ
جداسازی باکتری

از لجــن مخــازن  جهــت جداســازی مکیروارگانیســم 
انبــار نفــت کــوره پالایشــگاه کرمانشــاه اســتفاده گردیــد. 
ــرول  ــواد گلیس ــامل م ــده ش ــتفاده ش ــت اس ــط کش محی
 g/L(اNaH2PO4.2H2O  ،)2/44  g/L(اKH2PO4  ،)10  g/L(
Ca� ،)0/5 g/L(اMgSO4.7H2O ،)2 g/L(اNH4Cl ،)10/488

 ،)0/0005  g/L(اFeCl2.XH2O  ،)0/001  g/L(اCl2.2H2O

MnCl2.2H2Oا)g/L 0/003( در آب مقطــر اســت. ترکیــب 

محیــط کشــت جامــد دقیقــاً شــبیه محیــط کشــت مایــع 
ــزوده  ــط اف ــه محی ــزان g/L 10 آگار ب ــی به‌می ــت ول اس
ــت.  ــده اس ــم ش ــر 7 تنظی ــط براب ــت. pH محی ــده اس ش
ابتــدا mL 5 از لجــن را بــه mL 95 محلــول محیــط 
 150 rpm 35 و دور °C کشــت اضافــه نمــوده و در دمــای
ــود  ــت داده می‌ش ــر کش ــن مای ــار روز در ارل ــدت چه به‌م
 mL .تــا کــدورت سیســتم افزایــش و رنــگ آن تغییــر کنــد
10 از محیــط کشــت بــه محیــط جدیــد بــا ترکیب مشــابه 
ــداری از گلیســرول ــط در آن مق ــه فق ــه ک ــال یافت انتق
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ــه  ــال ب ــن انتق ــن شــده اســت. ای ــا نفــت کــوره جایگزی ب
محیــط جدیــد تــا جایگزینــی کامــل گلیســرول بــا نفــت 
کــوره طــی پنــج مرحلــه انجــام می‌گیــرد. ســپس، محلــول 
حــاوی مکیروارگانیســم کشــت داده شــده به‌صــورت 
ســریالی بــا محلــول اســتریل نمکــی )0/9% ســدیم 
ــال داده  ــد انتق ــط جام ــه محی ــده و ب ــق ش ــد( رقی کلرای
ــت  ــه روش کش ــی ب ــه متوال ــش مرحل ــی ش ــده و ط ش
خطــی در C° 35 و هــر مرحلــه به‌مــدت 6 روز کشــت داده 
می‌شــود تــا باکتــری تــک کلونــی به‌دســت آیــد. ســپس 
باکتری‌هــای جــدا شــده محیــط جامــد بــه محيــط مايــع 
ــت  ــط کش ــه در محي ــي دو مرحل ــده و ط ــال داده ش انتق
ــت  ــل جه ــت حاص ــط کش ــوده و محی ــد نم ــع رش ماي
ــرول  ــاوی 25% گلیس ــد ح ــاي جدي ــه محيط‌ه ــال ب انتق

ــود.  ــداری می‌ش ــزر نگه در فری
بررسی رشد باکتری‌ها 

بــرای بررســی رشــد باکتری‌هــا، ميــزان رشــد تــوده 
ميكروبــي نمونه‌هــاي تيمــار شــده از طريــق بررســي 
ــور،  ــن منظ ــه اي ــد. ب ــي گردي ــا ارزياب ــدورت نمونه‌ه ك
ميــزان جــذب نــوري نمونه‌هــا طــي مــدت 5 روز از 
ــا،  ــد باكتري‌ه ــل از رش ــدورت حاص ــي ك ــق بررس طري
 600 nm توســط دســتگاه اســپكتوفتومتري در طــول مــوج

گرديــد.  اندازه‌گيــري 
تعيين هويت مکیروارگانيسم‌ها

ــن مشــخصه  ــا تعیی ــه مکیروارگانیســم ب ــات اولی خصوصی
کلونــی، مشــاهده مکیروســکوپی و رنگ‌آمیــزی گــرم 
 Marmur ــط روش ــت. DNA کل توس ــورت گرف ]21[ ص
اســتخراج گردیــد ]22[. واکنش‌هــای PCR بــا اســتفاده از 
]′50-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3[ ــای پرایمره
ا27F و ]GGTTACCTTGTTACGACTT-3-50′[ا 1492Rا 

 ABI 3730/ 3730 xl DNA و بــا اســتفاده از آنالیــزور توالــی
ــن  ــت )Applied Biosystems Inc., Korea(. ای ــام گرف انج
آزمایــش بــا اســتفاده از µL 50 مخلــوط واکنــش حــاوی 
ــا  ــر ب ــر پرایم ــا ه ــب ب ــوان قال ــاره DNA به‌عن µL 1 عص

ــا  ــم mM 25، و dNTPs ب ــد منیزی ــت mM 5، کلری غلظ
غلظــت mM 2، به‌همــراه 1/5 واحــد Taq پلیمرایــز و بافــر 
ــدت  ــه به‌م ــت‌زدائی اولی ــس از سرش ــت. پ ــورت گرف ص

ــت‌زدائی در  ــامل سرش ــه ش min 5 در C° 94 ، 35 چرخ

بــرای   55 °C اتصــال در   ،5 min به‌مــدت   35 ،94 °C

ــدت min 1و  ــته در C° 72 به‌م ــل شــدن رش min 1، طوی

 min 72 درجــه به‌مــدت °C گســترش نهایــی واکنــش در
ــده خالص‌ســازی  ــت. محصــول به‌دســت آم 5 انجــام گرف

شــده و توالــی آن مشــخص گردیــد.  
واکنش گوگردزدائی و شکست مولکولی 

و شکســت  گوگردزدائــی  آزمایش‌هــای  انجــام  بــرای 
ــاوی  ــای mL 250 ح ــوره از ارلن‌مایره ــت ک ــی نف مولکول
ــت  ــدا جه ــد. در ابت ــتفاده ش ــت اس ــط کش mL 50 محی

تهیــه محیــط کشــت حــاوی مکیروارگانیســم، نمونه‌هــای 
نگهــداری شــده به‌عنــوان مایــه تلقیــح بــه محیــط کشــت 
ــه  ــا هنگامی‌ک ــده و ت ــه ش ــده اضاف ــر ش ــب ذک ــا ترکی ب
دانســیته نــوری در nm 600 محلــول برابــر 4 شــود 
گرماگــذاری می‌گــردد. ارلن‌مایرهــا در شــکیرانکوباتور 
ــت  ــخص از نف ــزان مش ــخص و می ــای مش در pH و دماه
کــوره و مکیروارگانیســم گرماگــذاری شــده و پــس از 
گذشــت زمــان لازم، محلــول از ســلول جــدا شــده و 
ــوط به‌میــزان گوگــرد و وزن مخصــوص  آزمایش‌هــای مرب
روی آنهــا انجــام شــده اســت. جهــت بررســی تأثیــر مــواد 
آزمایش‌هــای  مشــابه  کشــت  محیــط  فعال‌ســطحی 
ــواد  ــور م ــا حض ــی و ب ــت مولکول ــی و شکس گوگردزدائ
ــده اســت. از ســدیم دودســیل  فعال‌ســطحی انجــام گردی
ــید  ــتیک اس ــرا اس ــن تت ــل‌دی آمی ــولفات )SDS( و اتی س
)EDTA( به‌میــزان g 0/05 در هــر mL 50 محیــط کشــت 

ــر  ــواد فعال‌ســطحی اســتفاده شــده اســت. ه ــوان م به‌عن
ــن  ــدار میانگی ــت و مق ــده اس ــرار ش ــار تک ــش 3 ب آزمای

ــزارش شــده اســت.  گ
اندازه‌گیری تریکبات نفت کوره 

بــرای تفیکــک نفــت کــوره ســنگین بــه ترکیبــات اشــباع، 
ــری  ــفالتین )SARA( و اندازه‌گی ــن و آس ــک، رزی آروماتی
 )ASTM D4124 – 09 اســتاندارد( SARA آنهــا از روش
اســتفاده مــی گــردد ]23[. در ایــن روش، g 10 از نمونــه 
ــفالتین  ــده و آس ــوط ش ــان مخل ــال هپت ــا نرم ــی ب نفت
ــا  ــفالتین ب ــزان آس ــردد. می ــوب می‌گ ــدا و رس ــا ج آنه

اندازه‌گیــری وزن رســوب مشــخص می‌گــردد.



139بررسی پارامترهای مؤثر ...                                                                      نعمت اله نجفی و همکاران

بــرش باقی‌مانــده را تــا حــد امــکان از هپتــان جــدا کــرده 
ــده  ــرش باقی‌مان ــری می‌شــود. g 2 از ب و وزن آن اندازه‌گی
ــر شــده از ســیلکیای  ــه یــک ســتون کروماوگرافــی پ را ب
ــه  ــان اشــباع شــده اضاف ــا نرمــال هپت فعــال شــده کــه ب
ــوط  ــان )مرب ــال هپت ــا mL 100 نرم نمــوده و به‌ترتیــب ب
ــوط  ــن )مرب ــباع(، mL 100 تولوئ ــرش اش ــمت ب ــه قس ب
ــن  ــول- تولوئ ــول متان ــا(، mL 100 محل ــه آروماتیک‌ه ب
)بــه نســبت 50:50( )مربــوط بــه ترکیبــات قطبــی/ 
رزین‌هــا(، mL 100 کلروفــرم )مربــوط بــه ترکیبــات 
)مربــوط  اســتونیتریل   100 mL و  رزین‌هــا(،  قطبــی/ 
ــازی  ــتون جداس ــا( در س ــی/ رزین‌ه ــات قطب ــه ترکیب ب
به‌صــورت  ســتون  از  می‌گــردد. حجم‌هــای خروجــی 
ــم  ــا ه ــر ب ــرش آخ ــه ب ــده و س ــع‌آوری ش ــه جم جداگان
ــازی  ــأ عریان‌س ــت خ ــا تح ــردد. برش‌ه ــوط می‌گ مخل
شــده تــا حــال آن تبخیــر شــود و وزن می‌گــردد. 
ــا  ــا ب ــا، و رزین‌ه ــباع، آروماتیک‌ه ــات اش ــوی ترکیب محت
ــه  ــده برش‌هــا نســبت ب ــی باقی‌مان ــه درصــد وزن توجــه ب

وزن کل نمونــه محاســبه می‌گــردد.     
اندازه‌گیری میزان گوگرد کل 

ــوره  ــت ک ــرد کل در نف ــزان گوگ ــری می ــت اندازه‌گی جه
ــس  ــعه ایک ــش اش ــط تاب ــرد توس ــز گوگ ــتگاه آنالی از دس
)X-ray fluorescence SLFA -60 Horiba, Japan( اســتفاده 

گردیــد. دســتگاه آنالیــزور گوگــرد کل براســاس اســتاندارد 
ASTM D4294 میــزان گوگــرد در برش‌هــاي نفتــی را 

ــد ]24[ .  ــزارش می‌نمای ــاس ppm گ ــز و براس آنالی

بحث و نتایج
شناسايي نمونه باکتري‌هاي

ــه محيط‌هــاي  ــه اصلــي ب ابتــدا مکیروارگانیســم‌ها از نمون
 EMB -ــلاکت آگار ــاد آگار- ش ــامل ب ــه ش ــي، ک انتخاب
ــق روش  ــت، طب ــولات اس ــع تيوگلي‌ک ــط ماي آگار– محي
ــت  ــن هوي ــراي تعيي ــود. ب ــال داده می‌ش ــتاندارد انتق اس
ــاي  ــاژ در محيط‌ه ــد از پاس ــته و بع ــي را برداش ــک کلن ي
 37 ˚C ــور ــدت h 24-18 در انکوبات ــت به‌م ــي پلي انتخاب
قــرار داده تــا ارگانيســم مــورد نظــر رشــد نمايــد. ســپس 
ــردد.  ــدام می‌گ ــتاندارد اق ــاس اس ــخیص براس ــت تش جه

توالــی         باکتــری شناســائی و جــدا گردیــد.  نــوع  دو 
Pseudo� ــا ــابه 98/6% و 99% ب ــب تش 16SrDNAA به‌ترتی

 ATCC9027 ــی ــماره دسترس ــه ش monas aeruginosa )ب

بانــک ژنتیــک )NCBI و Rhodococcus erythropolis )بــه 
 NCBI( بانــک ژنتیــک GU570564 شــماره دسترســی
نشــان می‌دهنــد. ســودوموناس‌ها یکــي از مهم‌تریــن 
ــه محســوب  ــواده سودوموناس ــود در خان ــاي موج جنس‌ه
ــس همگــي  ــن جن ــاي موجــود در ای مي‌شــوند. باکتري‌ه
میلــه‌اي شــکل، مســتقیم یــا کمــي منحنــي، گــرم 
ــدون اســپور هســتند. ایــن  منفــي غیــر اســید فســت و ب
باکتري‌هــا به‌شــدت هــوازي بــوده و از مولکــول اکســیژن 
ــد.  ــتفاده مي‌کنن ــرون اس ــي الکت ــده نهای ــوان گیرن به‌عن
رودوکوکــوس نوعــی از باکتری‌هــای گــرم مثبــت هــوازی 
ــن  ــوم و کوری ــه شــامل دو دســته مایکوباکتری هســتند ک
باکتــری اســت و در طیــف وســیعی از محیط‌هــا از جملــه 
خــاک، آب و ســلول‌های یوکاریوتــی رشــد می‌کننــد. 
ــه  ــی در تجزی ــل توانای ــوس به‌دلی ــای رودوکوک باکتری‌ه
مواد پروتوپلاســمی ســلولی طیــف گســترده‌ای از ترکیبات 
و تولیــد اســتروئیدهای فعــال زیســتی، آکریلامیــد و اســید 
ــوخت‌های  ــی س ــا در گوگردزدائ ــت آنه ــک و دخال اکریلی
ــت  ــا دارای خاصی ــتند. رودوکوکوس‌ه ــم هس ــیلی مه فس
ــت  ــت حلالی ــن خاصی ــه ای ــتند ک ــاد هس ــزی زی آب‌گری
می‌کننــد.  تســهیل  آلــی  محیط‌هــای  در  را  آنهــا 
همچنیــن، مقاومــت بالائــی نســبت بــه محیط‌هــای آلــی 
از خــود نشــان می‌دهنــد ]25[‌. ســودوموناس‌ها دارای 
خاصیــت آب‌گریــزی کمتــری نســبت بــه رودوکوکوس‌هــا 
دارنــد ولــی مقاومــت خوبــی در محیط‌هــای آلــی از خــود 
نشــان می‌دهنــد ]26[. بــا توجــه بــه منحنــی رشــد 
ــر  ــردد حداکث مکیروارگانیســم‌ها شــکل 1 مشــاهده می‌‌گ
ــم  ــا پنج ــوم ت ــای س ــم‌ها در روزه ــد مکیروارگانیس رش

ــد. ــاق می‌افت اتف
تأثير زمان

بــرای بررســی تأثیــر زمــان واکنــش بــر کاهــش دانســیته 
  2 mL ــوره از ــت ک ــای نف ــرد کل نمونه‌ه ــش گوگ و کاه
محیــط کشــت حــاوی مکیروارگانیســم در pH= 7، دمــای 

C˚ 30 و میــزان mL 10 نفــت کــوره اســتفاده گردیــد.
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نتایــج به‌دســت آمــده در شــکل 2 نشــان داده شــده اســت. 
بــا توجــه نتایــج به‌دســت آمــده مشــاهده می‌گــردد بعــد از 
ســه روز میــزان تأثیــر مکیروارگانیســم در کاهــش دانســیته 
بســیار ناچیــز اســت. همچنیــن، درصــد کاهش گوگــرد کل 
نیــز افزایــش حــدود دو درصــدی را نشــان می‌دهــد. دلیــل 
ــرعت  ــر س ــدن حداکث ــت آم ــد، به‌دس ــر می‌توان ــن ام ای
رشــد مکیروارگانیســم‌ها در روزهــای ســوم و چهــارم باشــد. 
براســاس تســت کــدورت، حداکثــر رشــد مکیروارگانیســم‌ها 
در روزهــای ســوم و چهــارم اتفــاق می‌افتــد و پــس از آن، 
ــن،  ــد. بنابرای ــش می‌یاب ــی کاه ــت مبکروب ــزان جمعی می
زمــان انجــام آزمایش‌هــا ســه روز در نظــر گرفتــه می‌شــود. 
چالــش اساســی بکارگیــری فرآیندهــای بــر مبنــای 
ــا  ــی ب ــط آل ــا در محی ــی آنزیم‌ه ــت بیولوژیک ــم، فعالی آنزی
ــه اینکــه نفــت کــوره  ــا توجــه ب ــالا اســت. ب ویســکوزیته ب
ــذا  ــت، ل ــبک‌تر اس ــوده و از آب س ــزی ب ــب آب‌گری ترکی
تمایــل دارد همــواره روی ســطح آب قــرار گیــرد. معمــولاً 
ــن  ــی کــه دارای زنجیــره بیشــتر از 36 کرب هیدروکربن‌های
ــاد  ــطحی زی ــش س ــالا و تن ــکوزیته ب ــتند دارای ویس هس
هســتند. ایــن موضــوع باعــث خــارج شــدن هیدروکربن‌هــا 
از جریــان ســیال و محدودیــت انتقــال جــرم و در نتیجــه، 
سوبســترا  به‌عنــوان  آن  بــودن  دســترس  در  کاهــش 
ــا افــزودن مــواد فعال‌ســطحی تنــش  خواهــد شــد ]27[. ب
ســطحي بیــن نفــت کــوره و محیــط کشــت کاهــش یافتــه 
و حلاليــت نفــت در آب افزایــش می‌یابــد. در نتیجــه 
ــت افزایــش نســبی  ــن حال میــزان بازدهــی سیســتم در ای
را نشــان می‌دهــد. یکــی از راه‌هــای مــورد اســتفاده 

مکیروارگانیســم‌ها بــرای دسترســی بــه هیدروکربن‌هــا 
ــطحی  ــواد فعال‌س ــد م ــز تولی ــات آب‌گری ــایر ترکیب و س
از  انــواع مختلفــی  .مکیروارگانیســم‌ها  اســت  زیســتی‌ 
ترکیبــات فعال‌ســطحی بــا وزن مولکولــی کــم یــا زیــاد را 
تولیــد می‌کننــد. نــرخ تولیــد مــواد فعال‌ســطحی زیســتی 
ــی  ــوع سوبســترا و شــرایط شــیمیایی و فیزیک ــی از ن تابع
محیــط کشــت ماننــد pH و دمــا اســت. باکتری‌هــای 
ــس  ــوس اریتروپلی ــوس و رودوکوک ــودوموناس آيروژين س
ــی  ــیمیایی به‌خوب ــواد فعال‌ســطحی ش ــزودن م ــل از اف قب
می‌نماینــد.  رشــد  کــوره  نفــت  حــاوی  محیــط  در 
ــل  ــط کشــت قب ــف تشــیکل شــده در محی ــن، ک همچنی
ــیمیایی نشــان‌دهنده  ــطحی ش ــواد فعال‌س ــزودن م از اف
ــا  ــاوه ب ــت. به‌ع ــتی اس ــطحی زیس ــواد فعال‌س ــد م تولی
ــی،  ــه تولیــد مــواد واســطه در فرآینــد گوگردزدائ توجــه ب
ایــن امــکان وجــود دارد کــه مــواد فعال‌ســطحی زیســتی 
تولیــد شــده خــروج ایــن مــواد از داخــل ســلول را تســهیل 
نمــوده و از میــزان بازدارندگــی آن بکاهــد ]28[. بــا توجــه 
ــواد فعال‌ســطحی  ــه م ــود ک ــه شــکل 2 مشــاهده می‌ش ب
زیســتی تولیــد شــده موجــب دسترســی مکیروارگانیســم‌ها 
بــه هیدروکربــن شــده و منجــر بــه کاهــش دانســیته نفــت 
کــوره و نیــز کاهــش گوگــرد کل می‌گــردد. میــزان نهایــی 
ــر  ــرایط ذک ــزده روز در ش ــس از پان ــول پ ــیته محص دانس
شــده از g/cm3 922 در حالــت بــدون مــواد فعال‌ســطحی 
فعال‌ســطحی  مــواد  بــا  حالــت  در   913/4  g/cm3 بــه 
 14503 ppm کاهــش می‌یابــد و گوگــرد کل نیــز بــه

ــد.    ــش می‌یاب کاه

شکل 1 منحنی رشد زمانی مکیروارگانیسم‌ها
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دسترســی  میــزان  بــر  فعال‌ســطحی  مــواد  تأثیــر 
مکیروارگانیســم‌ها بــه ترکیبــات آلــی را می‌تــوان بــا 
ــی  ــواد آل ــش م ــح داد: پخ ــی توضی ــیم اصل ــه مکانس س
ــاس  ــطح تم ــش س ــب افزای ــه موج ــی ک ــاز غیرآب در ف
در اثــر کاهــش تنــش ســطحی بیــن دو فــاز آبــی و 
آلــی می‌گــردد و حلالیــت مؤثــر هیدروکربن‌هــا را در 
ــد  ــش می‌ده ــده افزای ــیکل ش ــل‌های تش ــور مایس حض
ــته  ــق هس ــا را از طری ــم‌ها هیدروکربن‌ه و مکیروارگانیس
ــر  ــم دوم، دیگ ــد. در مکانیس ــت می‌کنن ــل‌ها دریاف مایس
انتقــال  نــرخ  افزایــش  فعال‌ســطحی ‌موجــب  مــواد 
جــرم مــواد آلــی بــه فــاز آبــی می‌گردنــد و آنهــا را 
در  می‌دهنــد.  قــرار  مکیروارگانیســم‌ها  دســترس  در 
ــب  ــطحی موج ــواد فعال‌س ــزودن م ــوم، اف ــم س مکانیس
ــن  ــزی مکیروارگانیســم شــده و تمــاس بی ــر آب‌گری تغیی
مکیروارگانیســم و هیدروکربــن را افزایــش می‌دهــد. گونــه                                                                                        
مــواد  تولیــد  بــه  قــادر   Pseudomonas aeruginosa

rhamno�( رهامونولیپیـ�د زیسـ�تی   فعال‌سـ�طحی 
Rhodococcus erythropo� گونــه  و   ]29[  )lipidss

زیســتی  فعال‌ســطحی  مــواد  تولیــد  بــه  قــادر   lis
                                                                                   )trehalose dimycolipids( دیمایکولیپیــد  ترهالــوز 

 .]30[ هســتند 

فعال‌ســطحی  مــواد  فعال‌ســطحی-  مــواد  مخلــوط 
بــه  نســبت  مناســب‌تری  زیســتی خــواص ســطحی 
ــود نشــان  ــی از خ ــه تنهائ ــواد فعال‌ســطحی زیســتی ب م
مــواد  فعال‌ســطحی-  مــواد  مخلــوط  در  می‌دهــد. 

 ،30 °C شکل 2 تغییرات کاهش دانسیته و درصد گوگرد کل با زمان کشت در محیط کشت در دمای
pH= 7ا، mL 2 مکیروارگانیسم و میزان mL 10 نفت کوره 

ــه ســطح مشــترک،  فعال‌ســطحی زیســتی جــذب آنهــا ب
نســبت بــه مــواد فعال‌ســطحی زیســتی‌، افزایــش یافتــه و 
ــد  ــاز می‌گردن موجــب کاهــش تنــش ســطحی بیــن دو ف
ــا  ــود، ب ــاهده می‌ش ــج مش ــه از نتای ــه ک ]31[. همان‌گون
ــازده  ــت ب ــط کش ــه محی ــطحی ب ــواد فعال‌س ــزودن م اف
ــی  ــرش نفت ــیته ب ــش دانس ــرای کاه ــم ب مکیروارگانیس
و درصــد گوگــرد کل افزایــش می‌یابــد، کــه به‌دلیــل 
ــواد  ــطحی و م ــواد فعال‌س ــوط م ــکاری مخل ــت هم تقوی
فعال‌ســطحی زیســتی و انعطاف‌پذیــری بیشــتر بــرای 
ــولفات  ــیل س ــدیم دودس ــت. س ــی اس ــواد آل ــردازش م پ
یکــی از رایج‌تریــن مــواد فعال‌ســطحی اســت. ایــن مــاده 
ــده،  ــیون‌کننده، پفُ‌دهن ــیمیائی امولس ــب ش ــک ترکی ی
کف‌کنندگــی  خاصیــت  بــا  و  انحــال،  تســریع‌کننده 
ــی  ــواد غذائ ــا م ــع شــویندگی ی اســت کــه از آن در صنای
ــی  ــده ســطحی آنیون ــاده فعال‌کنن ــود و م ــتفاده می‌ش اس
ــواد فعال‌ســطحی  ــتفاده از م ــامپو اســت. اس ــد ش در تولی
 )EDTA( به‌همــراه اتیلــن دی‌آمیــن تتــرا اســتیک اســید
ــطحی  ــواد فعال‌س ــا م ــه ب ــي‌داري در مقايس ــور معن به‌ط
بــه تنهايــي، انــرژي ســطحي را افزايــش می‌دهــد. افــزودن 
ســدیم دودســیل ســولفات و EDTA، در مقادیــر کــم، بــه 
محیــط کشــت موجــب القــا بیشــتر ترشــح ترکیــب فعــال 
می‌گــردد. ایــن امــر موجــب  بهبــود عملکــرد مــواد 
فعال‌ســطحی زیســتی تولیــد شــده توســط افزایــش 
سوبســترا محلــول در آب و یــا حــل شــدن لایه‌هــای 
غیرقطبــی هیدروکربــن در محیــط کشــت می‌گــردد. 
همچنیــن، EDTA می‌توانــد به‌صــورت بالقــوه بــه تشــیکل
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ــا یون‌هــای فلــزی کمــک کــرده و آنهــا  کمپلکس‌هایــی ب
را در دســترس مکیروارگانیســم قــرار دهــد ]32[.  

pH تأثير

ــر کاهــش دانســیته و کاهــش  ــرای بررســی تأثیــر pH ب ب
گوگــرد کل نمونه‌هــای نفــت کــوره از mL 2 محیــط 
ــای  ــان 3 روز، دم ــم در زم ــاوی مکیروارگانیس ــت ح کش
ــد.  ــتفاده گردی ــوره اس ــت ک ــزان mL 10 نف C° 30 و می

نتایــج به‌دســت آمــده در شــکل 3 نشــان داده شــده 
اســت. میــزان نهایــی دانســیته محصــول در pH برابــر 6/5 
ــدون  ــت ب ــده از g/cm3 923 در حال ــر ش ــرایط ذک در ش
مــواد فعال‌ســطحی بــه g/cm3 913/2 در حالــت بــا مــواد 
ــرد کل نیــز بــه  ــد و گوگ فعال‌ســطحی کاهــش می‌یاب

ppm 14732 کاهــش می‌یابــد.

یکــی از عوامــل مؤثــر بــر فرآیندهــای زیســتی، pH محیط 
اســت. طبــق بررســی‌های انجــام شــده و همچنیــن، 
شــرایط عملیاتــی در بســیاری از فرآیندهــای زیســتی 
pH محیــط،  بهتریــن  نتیجــه گرفــت کــه  می‌تــوان 
ــا 8 اســت. معمــولاً  ــر 7 ت همــان شــرایط خنثــی pH براب
ــد  ــی رش ــه خنث ــک ب ــا در pH نزدی ــا و قارچ‌ه باکتری‌ه
می‌کننــد. افزایــش pH از مقــدار خنثــی باعــث افــت 
ــی  ــده و در بعض ــا ش ــه هیدروکربن‌ه ــه تجزی ــل توج قاب
مواقــع، pH اســیدی باعــث توقــف تجزیــه بیولوژیکــی نیــز 
ــه باعــث  ــن pH ک ــج، بهتري ــه نتاي ــا توجــه ب می‌گــردد. ب
ــا  ــر ب ــت براب ــده اس ــکوزیته گردی ــش ویس ــرين کاه بيش

6/5 بــوده کــه کيــي از دلايــل آن ایــن اســت کــه بيشــتر 
ــد.  ــد مي‌کنن ــر رش ــي بهت ــدود خنث ــا در pH ح باکتري‌ه
اگــر محيــط زيــاد اســيدي و يــا قليايــي باشــد باکتري‌هــا 
ابتــدا رشــد وســپس حيــات خــود را از دســت مي‌دهنــد 
ــاوت  ــيدي مق ــاي اس ــا در محيط‌ه ــه قارچ‌ه ــي ک در حال
ــري  ــن باکت ــد ای ــراي رش ــه ب ــد. pH بهین ــتري دارن بيش
بیــن 6/7 تــا 7/2 اســت ]33 و 34[. در ايــن مطالعــه 
ــه  ــک ب ــث نتيجــه‌اي نزدي ــا 8/5 باع ــم pH از 4/5 ت تنظي
1/13 برابــر ســرعت تقليــل بيولوژکيــي نفــت کــوره شــده 

اســت.
تأثير دما

بــرای بررســی تأثیــر دمــا بــر کاهــش دانســیته و کاهــش 
گوگــرد کل نمونه‌هــای نفــت کــوره از mL 2 mL محیــط 
 pH = 6/5 ،کشــت حــاوی مکیروارگانیســم در زمــان 3 روز
ــج  ــد. نتای ــتفاده گردی ــوره اس ــت ک ــزان mL 10 نف و می
به‌دســت آمــده در شــکل 4 نشــان داده شــده اســت. 
ــای C° 40 در  ــول در دم ــیته محص ــی دانس ــزان نهای می
شــرایط ذکــر شــده از g/cm3 923 در حالــت بــدون مــواد 
فعال‌ســطحی بــه g/cm3 912/7 در حالــت بــا مــواد 
ــه  ــز ب ــرد کل نی ــد و گوگ ــش می‌یاب ــطحی  کاه فعال‌س
ــاوت  ــا از دو روش متف ــد. دم ppm 15240 کاهــش می‌یاب

ــا  ــش دم ــا افزای ــذارد: ب ــر می‌گ ــا تأثی ــر مکیروارگانیزم‌ه ب
تــا یــک حــد مشــخص واکنش‌هــاي آنزیمــی و شــیمیایی 
ــد  ــا ســرعت بیشــتري انجــام شــده و رش ــلول ب درون س

می‌شــود. ســریع‌تر 

                                                                                                                             2 mL ،30 ، مــدت زمــان ســه روز °C محیــط کشــت در دمــای pH شــکل 3 وابســتگی کاهــش دانســیته و درصــد کاهــش گوگــرد کل بــه
مکیروارگانیســم و میــزان mL 10 نفــت کوره
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 2 mL ،ــه روز ــان س ــدت زم ــت در pH =6/5، م ــط کش ــای محی ــه دم ــرد کل ب ــد گوگ ــیته و درص ــش دانس ــتگی کاه ــکل 4 وابس ش
ــوره ــت ک ــزان mL 10 نف ــم و می مکیروارگانیس

ولــی پــس از آن افزایــش دمــا باعــث از بین رفتن ســاختار 
مکیروارگانیســم و تخریــب ســلولی شــده و فعالیــت ســلول 
ــر  ــد، بیانگ ــه رش ــاي بهین ــد. دم ــش می‌یاب ــدت کاه به‌ش
ــا اغلــب اجــزاي ســلولی در  حالتــی اســت کــه تمــام و ی
بالاتریــن میــزان ســرعت فعالیــت می‌کننــد. معمــولاً 
ــرار دارد.  ــا C° 40 ق ــن 20 ت ــا بی ــدوده دم ــن مح بهتری
ــر روي خــواص فيزکيــي هيدروکربن‌هــا  دمــا همچنیــن ب
ويســکوزيته  کــم،  دمــاي  در  مي‌باشــد.  اثرگــذار 
ــت و  ــد و در نتیجــه حلالی ــش ميي‌اب ــا افزاي هیدروکربن‌ه
پخــش هیدروکربن‌هــا در آب کمتــر شــده و هیدروکربــن 
کمتــری در تمــاس بــا مکیرارگانیســم‌ها اســت، کــه 
ــود. در  ــي مي‌ش ــذف بيولوژکي ــروع ح ــش ش ــث کاه باع
ــط  ــده توس ــز ش ــای متابولی ــزان هیدروکربن‌ه ــه می نتیج
ــزای  ــن، اج ــد. همچنی ــش می‌یاب ــم‌ها کاه مکیرارگانیس
فراریــت کمتــری هســتند  دارای  کــه  نفــت  ســبک 
به‌مــدت طولانــی در محلــول باقی‌مانــده و بدلیــل ســمیت 
فعالیــت مکیروبــی را کاهــش می‌دهنــد. مراحــل اولیــه در 
شکســت پیوندهــای درون مولکولــی هیدروکربن‌هــای 
نفتــی از طریــق اکسیداســیون صــورت می‌گیــرد و در 
نتیجــه نیازمنــد بــه اکســیژن مولکولــی اســت. از آنجــا کــه 
دمــا میــزان حلالیــت اکســیژن و هــوا را تغییــر می‌دهــد، 
پیوندهــای درون  بــر‌روی شکســت  به‌طــور مســتقیم 
ــرعت‌هاي  ــذارد. س ــر می‌گ ــا تأثی ــی هیدروکربن‌ه مولکول
ــا  ــش دم ــا کاه ــی ب ــت مولکول ــذف و شکس ــش ح واکن
ــيل  ــوزا باس ــودوموناس آيروژين ــد ]35[. س کاهــش ميي‌اب
ــاي  ــي رشــد درجــه حرارت‌ه ــي اســت و توانای ــرم منف گ
بیــن 5 تــا C° 42 را دارد. بــا توجــه بــه نمودارهــاي پاســخ 

ــر  ــت حداکث ــرايط جه ــن ش ــن و مؤثرتري ــوان بهتري مي‌ت
ــودار  ــود. نم ــن نم ــکوزیته را تعيي ــزان ویس ــش مي کاه
ــن  ــاي C° 40 بهتري ــه در دم ــد ک ــان می‌ده ــج نش نتای

ــت ]33 و 34[. ــده اس ــل گردي ــه حاص نتيج
ــت  ــاي نفتي)غلظ ــت هيدروکربن‌ه ــب و غلظ ــر ترکي تأثي

نفــت کــوره(

ــر شکســت  ــن ب ــر غلظــت هیدروکرب جهــت بررســی تأثی
ــر  ــن مای ــه ارل ــوره ب ــت ک ــف نف ــر مختل ــی مقادی مولکول
حــاوی محیــط کشــت افــزوده شــده و pH آن را برابــر 6/5 
تنظیــم نمــوده. میــزان مکیروارگانیســم در تمــام نمونه‌هــا 
                                                        40 °C 2 اســت. همچنیــن دمــای واکنــش برابــر mL برابــر
تنظیــم شــده اســت. زمــان انجــام واکنــش 3 روز در 
نظــر گرفتــه شــده اســت. نتایــج در شــکل 5 نشــان داده 
شــده اســت. بیشــترین میــزان نهایــی دانســیته محصــول 
ــدون  ــت ب ــر شــده از kg/m3ا 918/2 در حال در شــرایط ذک
مــواد فعال‌ســطحی بــه kg/m3 909/6 در حالــت بــا مــواد 
ــرد کل نیــز بــه  ــد و گوگ فعال‌ســطحی کاهــش می‌یاب
ppm 9400 کاهــش می‌یابــد. نتایــج نشــان می‌دهــد 

ــر  ــان اث ــا راندم ــوره نمونه‌ه ــت ک ــزان نف ــش می ــا افزای ب
به‌علت‌هــای  کــه  یافتــه  کاهــش  مکیروارگانیســم‌ها 
ــم در  ــت مکیروارگانیس ــزان مقاوم ــه می ــف از جمل مختل
ــی  ــات آل ــال جــرم ترکیب ــرخ انتق ــن، ن حضــور هیدروکرب
بیــن فــاز هیدروکربــن و فــاز آب، انتقــال مؤثــر اکســیژن 
بیــن دو فــاز می‌تــوان اشــاره نمــود ]35[. اکســیژن یکــی 
ــت  ــاز شکس ــورد نی ــر و م ــای مؤث ــن فاکتوره از مهم‌تری
توســط  هیدروکربن‌هــا  مولکولــی  درون  پیوندهــای 

ــت. ــم اس مکیروارگانیس
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ــا  ــه هیدروکربن‌ه ــه ب ــه منظــور شــروع حمل ــا ب باکتری‌ه
ــا  ــد. ب ــتفاده می‌کنن ــوازی اس ــرایط ه ــیژن در ش از اکس
توجــه بــه ایــن کــه دانســیته هیدروکربن‌هــا از آب کمتــر 
اســت، در ســطح مخلــوط قــرار گرفتــه و دسترســی 
می‌یابــد.  کاهــش  اکســیژن  بــه  مکیروارگانیســم‌ها 
بنابرایــن، میــزان تأثیــر آنهــا بــر ترکیبــات  نفتــی کاهــش 
ــط  ــه محی ــا ب ــزودن هیدروکربن‌ه ــن، اف ــد. همچنی می‌یاب
ــا  ــروژن و ی ــه نیت ــن ب ــبت کرب ــش نس ــث افزای ــی باع آب
ــردد  ــروژن می‌گ ــه مجمــوع فســفر و نیت ــن ب نســبت کرب
ــرا هیدروکربن‌هــا دارای غلظــت بســیار کــم ترکیبــات  زی
معدنــی هســتند و کمبــود نیتــروژن و فســفر عامــل 
درون  پیونــد  شکســت  واکنش‌هــای  محدودکننــده 
مولکولــی می‌شــود ]36[. وارد کــردن مقاديــر زيــادي 
ــواد  ــان م ــک نقص ــاد ي ــث ايج ــن باع ــي کرب ــع آل از مناب
ــي ســودمند شــده و باعــث محــدود شــدن  مغــذي غيرآل
ــه از  ــه ک ــود. همان‌گون ــي مي‌ش ــش بيولوژکي ــدار کاه مق
نتایــج مشــاهده می‌گــردد بــا افزایــش SDS و EDTA بــه 
ــود.  ــتر می‌ش ــیته بیش ــش دانس ــزان کاه ــا می محلول‌ه
ــالا  ــای ب ــور در غلظت‌ه ــات مذک ــزان ترکیب ــش می افزای
ــات  ــن ترکیب ــرا ای ــتری دارد، زی ــر بیش ــوره تاثی ــت ک نف
بــه  مکیروارگانیســم‌ها  دسترســی  افزایــش  باعــث 

ترکیبــات نفتــی می‌گــردد.       
تأثير جمعیت مکیروبی 

بــرای بررســی تأثیــر میــزان مکیروارگانیســم بــر کاهــش 
دانســیته و کاهــش گوگــرد کل نمونه‌هــای نفــت کــوره از 
ــان 3 روز، 6/5 =  ــف مکیروارگانیســم در زم ــر مختل مقادی
ــزان mL 4 نفــت کــوره اســتفاده  ــای C° 40 و می pH، دم

شــکل 5 نتایــج کاهــش دانســیته و درصــد کاهــش گوگــرد کل براســاس میــزان نفــت کــوره در دمــای pH= 6/5 ،40 °C، مــدت زمــان 
 2 mL ســه روز و حجــم مکیــرو ارگانیســم اضافــه شــده

ــان داده  ــکل 6 نش ــده در ش ــت آم ــج به‌دس ــد. نتای گردی
می‌گــردد  مشــاهده  کــه  همان‌گونــه  اســت.  شــده 
بــا افزایــش میــزان مکیروارگانیســم میــزان کاهــش 
دانســیته، افزایــش بســیار کمــی را نشــان می‌دهــد و 
ــه  ــر از س ــی )کمت ــر اندک ــز تغیی ــرد کل نی ــش گوگ کاه
درصــد( دارد کــه می‌توانــد به‌علــت کمبــود میــزان مــواد 
ــه جهــت رشــد مکیروارگانیســم‌ها باشــد.  مغــذی در نمون
ــرایط در  ــن ش ــده بهتری ــل ش ــج حاص ــه نتای ــه ب ــا توج ب
ــزان  ــه روز و می ــان س ــدت زم ــای pH=6/5 ،40 °C، م دم
ــم‌ها  ــم mL 2 از مکیروارگانیس ــوره و حج ــت ک mL 4 نف

به‌دســت می‌آیــد. در ایــن شــرایط، دانســیته بــرش 
ــزان 60% کاهــش  ــز به‌می ــرد کل نی ــزان 34% و گوگ به‌می
می‌یابنــد. بیشــترین میــزان نهایــی دانســیته محصــول در 
ــدون  ــت ب ــده از kg/m3 907/8 در حال ــر ش ــرایط ذک ش
مــواد فعال‌ســطحی بــه kg/m3 907/8 در حالــت بــا مــواد 
ــرد کل نیــز بــه  ــد و گوگ فعال‌ســطحی کاهــش می‌یاب

ppm 9400 کاهــش می‌یابــد.

تریکب برش نفت کوره

ــه  ــوره و نمون ــت ک ــه نف ــرش اولی ــج تســت SARA ب نتای
اصــاح شــده در شــرایط بهینــه در جــدول 1 نشــان داده 
شــده اســت. همان‌گونــه کــه از نتایــج مشــاهده می‌شــود 
میــزان ترکیبــات آروماتیــک کاهــش و ترکیبــات آلیفاتیک 
آروماتیک‌هــا  بــا کاهــش درصــد  یافته‌انــد.  افزایــش 
ــد  ــد. در حقیقــت، شکســتن پیون دانســیته کاهــش می‌یاب
غیرهمگــن  حلقــوی  مولکول‌هــای  در  کربن-گوگــرد 
ــکوزیته  ــش ویس ــب کاه ــرد موج ــای گوگ ــاوی اتم‌ه ح

و 38[. می‌گــردد ]37 
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 ،pH =6/5 ،40 °C شــکل 6 وابســتگی کاهــش دانســیته و درصــد گوگــرد کل بــه میــران مکیروارگانیســم‌ها در محیــط کشــت در دمــای
مــدت زمــان ســه روز و میــزان mL 4 نفــت کــوره

جدول 1 نتایج تست SARA برش اولیه نفت کوره و نمونه اصلاح شده

نمونه اصلاح‌شده نفت کوره اولیه  
96 48 )g/cm3( 60 ℉ دانسیته در
</05 /05 رسوبات و آب )درصد حجمی(

درصد تغییر SARA آنالیز ترکیبات
1/7 /4 /23 اشباع )وزنی %(
-36 8 /21 آروماتیک )وزنی %(
6 42 9 رزین )وزنی %(
- /  آسفالتین )وزنی %(

 / دیگر ترکیبات )وزنی %(
ترکیبات فاز اشباع

 3  پارافین‌ها )وزنی %(
-/ / 1/ ایزوپارافین‌ها )وزنی %(
-200 7 9 آروماتیک‌ها )وزنی %(

-1/7 46 /5 نفتن‌ها )وزنی %(
/31 6 29 اولفین‌ها )وزنی %(
- 0 0 اکسیژنیت‌ها )وزنی %(

46 83 4 نامشخص )وزنی %(
ترکیبات فاز آروماتیک

   پارافین‌ها )وزنی %(
/03 43 /13 ایزوپارافین‌ها )وزنی %(
/31 8/9 73 آروماتیک‌ها )وزنی %(
/ / /3 نفتن‌ها )وزنی %(
1/01 4 /8 اولفین‌ها )وزنی %(

- 0 0 اکسیژنیت‌ها )وزنی %(
-3 1/  نامشخص )وزنی %(
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مکانیســم مطــرح S 4 شــامل چهــار ترکیــب واســطه 
گوگــرد اســت. در ایــن مکانیســم، اکسیداســیون گوگــرد 
ــورت  ــن به‌ص ــرد- کرب ــد گوگ ــتن پیون ــا شکس ــراه ب هم
ــم زدن  ــدون بره ــرد ب ــرد و گوگ ــورت می‌گی ــی ص متوال
ــن مســیر  ــن از آن خــارج می‌شــود. ای ســاختار هیدروکرب
ــه در  ــت ک ــی اس ــش آنزیم ــه واکن ــار مرحل ــامل چه ش
ــه قســمت  ــا ب ــده اســت. آنزیم‌ه شــکل 7 نشــان داده ش
حــاوی گوگــرد حملــه کــرده و به‌صــورت انتخاب‌گــر 
گوگــرد را از هیدروکربــن خــارج می‌کنــد. واکنــش کامــل 
ــیر S 4 را  ــا در مس ــتی از هیدروکربن‌ه ــی زیس گوگردزدائ
ــه تقســیم نمــود: 1( فعال‌ســازی  ــه ســه مرحل ــوان ب می‌ت
اکسیداســیون  بــا  گوگــرد  حــاوی  حلقــه  شکســت 
گوگــرد، 2( تشــیکل ســولفونات آروماتیــک ناشــی از 
شکســت حلقــه حــاوی گوگــرد، و 3( خارج‌ســازی گــروه 
ــدا  ــرد ابت ــاوی گوگ ــک ح ــات آروماتی ــولفونات. ترکیب س
ــه  ــل ب ــی اکســید شــده و تبدی ــش متوال توســط دو واکن
ــپس  ــده و س ــات ش ــن ترکیب ــر ای ــولفون متناظ ــرم س ف
ایــن ترکیبــات میانــی هیدروکســیله شــده و پیونــد 
گوگــرد- کربــن شکســته می‌شــود. در نتیجــه اســید 
ــرد  ــم گوگ ــردد و ات ــیکل می‌گ ــر تش ــولفونیک متناظ س
توســط یــک واکنــش هیدرولیــز اسیدســازی شــده تبدیــل 
 NADH ــر ــود. اث ــری شــده می‌ش ــه محصــول گوگردگی ب

گوگردزدائــی  فعالیــت  بــرروی  کوفاکتــور  به‌عنــوان 
رودوکوکــوس و ســودوموناس از طریــق مســیر 4S توســط 
سوســا و همــکاران مــورد بررســی قــرار گرفتــه اســت ]39 
و 40[. ایشــان نشــان دادنــد کــه ســویه‌های رودوکوکــوس 
ــات مختلفــی  ــه اســتفاده از ترکیب ــادر ب و ســودوموناس ق
دی‌ســولفیدها،  ســولفیدها،  تیوفن‌هــا،  جملــه  از 
به‌عنــوان  ســولفون‌ها  و  سولفواکســیدها  مرکاپتان‌هــا، 

ــتند. ــرد هس ــع گوگ منب

ــرد  ــذف گوگ ــه ح ــادر ب ــن ق ــم‌ها همچنی مکیروارگانیس
ــک  ــای آروماتی ــن بخش‌ه ــی بی ــره‌ خط ــود در زنجی موج
 .]41[ هســتند  بزرگ‌تــر  آلیفانیــک  یــا  بزرگ‌تــر 
ســودوموناس آئروژینــوزا و رودوکوکــوس اریتروپلیــس 
ــه  ــراي تجزی ــردن ب داراي مکانیســم‌هاي هیدروکســیله ک
ــش  ــد. کاه ــو مي‌باش ــورت ارت ــک به‌ص ــات آروماتی ترکیب
ــک  ــای آلفیاتی ــیم زنجیره‌ه ــق تقس ــول از طری وزن مولک
ــی در  ــی به‌خوب ــول اصل ــک ازمولک ــای آروماتی ــا حلقه‌ه ی
ــم‌هاي  ــردد ]7[. مکانیس ــاهده می‌گ ــش مش ــج آزمای نتای
به‌وســیله  آروماتیــک  ترکیبــات  حلقــه  شکســت 
ــا دو روش ارتــو و متــا انجــام مي‌پذیــرد  ســودوموناس‌ها ب
موجــب  باکتــری  مخلــوط  از  اســتفاده  و   ]42 و   34[
ــات  ــواع ترکیب ــذف ان ــی و ح ــرش نفت ــاح ب ــش اص افزای

ــردد. ــرش می‌گ ــود در ب ــرد موج گوگ

شکل 7 مکانیسم S 4 برای شکستن پیوند کربن-گوگرد در مولکول‌های حلقوی حاوی گوگرد ]39[
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ــتفاده  ــا اس ــوره ب ــت ک ــرش نف ــا ب ــق، ارتق ــن تحقی در ای
و  آيروژينــوس  ســودوموناس  مکیروارگانیســم‌های  از 
رودوکوکــوس اریتروپلیــس و تأثیــر پارامترهــای عملیاتــی 
ــا  ــه اســت. ب ــرار گرفت ــورد بررســی ق ــد م ــن فرآین ــر ای ب
توجــه بــه نتایــج به‌دســت آمــده، بیشــترین میــزان 
 ،pH= 6/5 ،40 °C کاهــش دانســیته نفــت کــوره در دمــای
ــه  ــم اضاف ــم مکیروارگانیس ــه روز و حج ــان س ــدت زم م
ــا  ــوره و ب ــت ک ــی نف ــد حجم ــار درص ــده mL 2، چه ش
ــزان  ــت. می ــده اس ــل گردی ــور SDS و EDTA حاص حض
 0/9096 kg/L دانســیته در شــرایط مذکــور برابــر بــا
اســت کــه بــا توجــه بــه دانســیته نفــت کــوره پالایشــگاه 
کرمانشــاه kg/L 0/9428 و دانســیته نفــت گاز پالایشــگاه 
ــل حــدود  ــادل kg/L 0/832 اســت، تبدی مذکــور کــه مع

ســی درصــدی نفــت کــوره بــه نفــت گاز مشــاهده 
می‌گــردد. همچنیــن، گوگــرد کل به‌میــزان بیــش از 
60% کاهــش یافتــه اســت. بــا توجــه بــه اینکــه در حــال 
حاضــر میــزان تولیــد نفــت کــوره پالایشــگاه حــدود %40 
کل محصــولات اســت و بــا توجــه بــه قیمت‌هــای جهانــی 
نفــت کــوره و نفــت گاز تبدیــل فــوق از لحــاظ اقتصــادی 
ــن  ــل از ای ــج حاص ــت. نتای ــه اس ــرون به‌صرف ــیار مق بس
ــا  ــرای ارتق ــه ب ــک گزین ــوان ی ــد به‌عن ــق می‌توان تحقی
ــای  ــه برش‌ه ــا ب ــل آنه ــی و تبدی ــای ســنگین نفت برش‌ه
ــا اســتفاده از مکانیــزم شکســت مولکول‌هــای  ســبک‌تر، ب
ــای  ــذف اتم‌ه ــر و ح ــای کوچک‌ت ــه مولکول‌ه ــنگین ب س
ــا  ــی آنه ــش ارزش حرارت ــدون کاه ــا ب ــن از آنه غیرهمگ

ــرد.  ــرار گی ــورد توجــه ق م
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