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همه امتیازات این پایان نامه به دانشگاه لرستان تعلق دارد. در صورت استفاده از تمام یا بخشی از مطالب 

و ضمن کسب در مجلات، کنفرانس ها یا سخنرانی ها باید نام دانشگاه لرستان و نام دانشجو با ذکر ماخذ 

ن صورت، مورد پیگرد قانونی قرار اجازه کتبی از دفتر تحصیلات تکمیلی دانشگاه ثبت شود. در غیر ای

 خواهد گرفت.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ‌ث
 

 چکیده:

  استخراج ایران یکی از کشورهای نفت خیز جهان است که هرساله مقادیر زیادی نفت از نقاط جنوبی

فنی شهرستان پلدختر یکی از کند. مرکز انتقال نفت شهدای تنگ  نموده و در دیگر مناطق پالایش می

مراکز مهم انتقال نفت است که فرسودگی خطوط انتقالی سبب آلودگی خاک و آب این منطقه شده است. 

ها بر روی محیط زیست، تلاش برای در محیط و اثرت زیانبار آننفتی به دلیل پایداری بالای ترکیبات 

های تجزیه ترکیبات یکی از روش باشد.ری میپاکسازی و اصلاح ترکیبات نفتی در این منطقه امری ضرو

های  این پژوهش به منظور جداسازی و شناسایی باکتری .باشدمی زیست پالایی  یورافننفتی استفاده از 

نمونه برداری از خاک . صورت گرفت پلدختر تنگ فنی شهرستان منطقه نفتی ترکیبات کننده تجزیه بومی

نوترینت آگار، نوترینت های کشتز انتقال به آزمایشگاه روی محیطو آب مناطق آلوده انجام شد و پس ا

 خصوصیات های باکتریایی براساسکشت گردیدند. بعد از خالص سازی، جدایه 2XYT وبراث 

 Pseudomonas هایبه عنوان گونه 16S rDNA ژن یابی بخشی از ناحیهتوالی و بیوشیمیایی -فنوتیپی

aeruginosa، Acinetobacter junii، Acinetobacter baumannii، Delftia tsuruhatensis، 

Sphingobacterium multivorum، Stenotrophomonas acidaminiphila و Comamonas koreensis 

های باکتریایی از نظر فاکتورهای تشکیل ساختارهای بیوفیلم باکتریایی، همچنین جدایه .گردیدند شناسایی

رمینگ، توانایی انحلال فسفات و تولید ایندول استیک اسید مورد بررسی تولید سیدرفور، حرکت اسوا

سه توانایی همچنین  تعیین گردید. ها برای باکتریقرار گرفتند. حداقل غلظت بازدارندگی و کشندگی 

دستگاه گاز  با استفاده ازدر تجزیه ترکیبات نفتی  A. junii و P. aeruginosa، C. koreensis گونه

بیشترین  P. aeruginosa بررسی شد. باکتری (GC-MSفی متصل به طیف سنج جرمی )کروماتوگرا

، تولید سیدروفور و تحمل نسبت به نفت را از خود نشان داد. حرکت اسوارمینگ ،میزان تشکیل بیوفیلم

بود. دو گونه  S. multivorum همچنین بیشترین میزان تولید ایندول استیک اسید متعلق به گونه

Acinetobacter junii و Acinetobacter baumannii  بیشترین مقدار توانایی در انحلال فسفات از خود

نشان داد.  توانایی بیشتری را از خود P. aeruginosaتجزیه ترکیبات نفتی گونه  بررسینشان دادند. در 

ت معرفی به عنوان تجزیه کننده نف Comamonas koreensis در این تحقیق برای نخستین بار باکتری

 .شود می

 بیوفیلم. ،Pseudomonas aeruginosaترکیبات نفتی، باکتری، زیست پالایی،  :واژگان کلیدی
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 تقدیم به:
 

های همه  ، دلسوز و مهربانم که آرامش روحی و آسایش فکری مرا فراهم نمودند و با حمایتعزیزپدر و مادر 
نامه  د تا مراتب تحصیلی را طی نموده و بتوانم پایانجانبه خود و ایجاد محیطی سرشار از محبت یاریم نمودن

 دوره کارشناسی ارشد خود را به نحوی مطلوب به انجام برسانم.
 

 تقدیم به:و  
 تمام کسانی که دوستشان دارم
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 تقدیر و تشکر
ی را که سخنوران، در ستودن او ب  نند و کوشندگی سپاس خدا ان، حق او را گزاردن مانند و شمارندگان، شمردن نعمت های او ندا

گاه و منزلت معلم، اجّل از آن است که در مقام قدردانی از زحمات بی شائبه ی او، با زبان قاصر و . نتوانند بدون شک جای
جلیل از معلم، سپاس از انسانی است که هدف و غایت آفرینش را تامین ت اما از آنجایی که  .دست ناتوان، چیزی بنگاریم

که همواره بر کوتاهی و … این دو معلم بزرگوارم… ازپدر و مادر عزیزم ،نت هایی را که به دستش سپرده اندمی کند و سلامت اما
درشتی من، قلم عفو کشیده و کریمانه از کنار غفلت هایم گذشته اند و در تمام عرصه های زندگی یار و یاوری بی چشم داشت برای 

که در کمال سعه صدر، با حسن خلق و فروتنی، از هیچ  عیدی بازگیرناب آقای دکتر از استاد با کمالات و شایسته؛ ج اند. من بوده 
دانم که از زحمات و  بر خود لازم میکمکی در این عرصه بر من دریغ ننمودند و زحمت راهنمایی این رساله را بر عهده گرفتند؛

نامه مرا یاری  تمامی مراحل اجرای این پایانمشاورم، جناب آقای مهندس حسین میرزایی که در  تادهای ارزشمند اس  رهنمود
صطفی درویش نیا و دکتر جهانشیر شاکرمی  دکتر  انو از استاد فرزانه و دلسوز؛ جناب آقاینمودند، صمیمانه تشکر و قدردانی نمایم.  که  م

نی که  به نوعی در انجام این تمامی کسا  . در پایان از  زحمت داوری این رساله را متقبل شدند؛ کمال تشکر و قدردانی را دارم
 کنم. می پایان نامه به من کمک کردند تشکر و قدردانی

 .باشد که این خردترین، بخشی از زحمات آنان را سپاس گوید
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 مقدمه
مزایای فراوان آن، در با توجه به دریافت که انسان ، شرفت سریع تکنولوژی در قرن گذشتهبا پی

 .گیرندمیمنابع طبیعی و محیط زیست در معرض آلودگی قرار  ،نادرست و مدیریت صورت استفاده

های  هیدروکربن مانندهای مختلف  کننده آلایندهمحیط زیست، دریافتمهم  یخاک به عنوان یکی از اجزا

به علت استفاده و مدیریت  ذاتی، پذیریانعطاف وجود باصنعتی و کشاورزی است.  های پسماند ،نفتی

 مانع یکبه عنوان  خاک های آلودگی نتیجه در. و کاهش کیفیت است تخریب مستعد خاکنادرست 

 مواد ترین پرمصرف یکی از نفتی های فرآورده‌(.Sayara, 2010) است مطرح پایدار یتوسعه در عمده

محسوب  زیست محیط برای تهدید بالقوه به عنوان یک جدی طوربه  هستند و امروز دنیای در شیمیایی

 Xu) دنشو می خاک آلودگی سبب نشت، و نامناسب استفاده انتقال،، تولیداین مواد در حین  .شوند می

and Lu, 2010 .)زیست محیط از حفاظت آژانس توسط ،این ترکیباتا بودن ز سرطان و سمیت به علت 

1) آمریکا
USEPA)، اند شده بندی طبقه تقدم دارای های آلاینده عنوان به (Sayara, 2010; Tyagi et al., 

2010; Madueno et al., 2011; Saxena et al., 2013.)  ظرفیت  ،نفوذپذیری، حاصلخیزیاین ترکیبات

به طوری که ممکن است خاک غیرقابل  ،دهند را کاهش می خاک ذرات و ظرفیت اتصال نگهداری آب

  .(Alam khan and Rizvi, 2011; Gojgic-Cvijovic et al., 2012استفاده شود )
 اما دارد، وجود آلوده های خاک اصلاح برای 2پالایی گیاه وزیستی  ،شیمیایی فیزیکی، متعدد های روش

 در زیستی های روش از استفاده ،شیمیایی -یفیزیک های روش جانبی عوارض و بالا هزینه به توجه با

 و صرفه به مقرون نسبتا تکنولوژی یک زیستی تجزیه (.Shabir et al., 2008) است گرفته قرار اولویت

 Salanitro et) باشد می آلوده های خاک در نفت های هیدروکربن حذف برای ،زیست محیط با سازگار

al., 2009; Sayara, 2010; Madueno et al., 2011; Thapa et al., 2012.) مختلف اجزای 

فیزیکی درجات مختلفی از زیست تخریبی را  حالت و شیمیایی ساختار به بسته فتین های هیدروکربن

به عنوان  آلوده های خاک زیستی تجزیه گذشته، دهه چند طول در (.Tyagi et al., 2010دهند ) نشان می

 برای ،زیستی تجزیه راهکارهای از بسیاری و بودهمطرح  محیطی زیست های پژوهش در مهم موضوع یک

  فعالیت دربرگیرنده روش این .(Xu and Lu, 2010) است یافته بهبود ها خاکاین  آلودگی کاهش

 ,.Sayara et al) باشد میبا درجه سمیت کمتر  ترکیبات به ی سمیها آلاینده تبدیل برای ،میکروبی

                                                           
1. United States Environmental Protection Agency 

2. Phytoremediation 
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 به را ها آلاینده ،آنزیمی های سیستم طریق از ها باکتری مانند  ریزجانداران فرایند، در این .(2010

 .(Mohite et al., 2010; Sayara et al., 2010) کنند می تبدیل ی با درجات سمیت کمترمحصولات

رشد و عملکرد گیاه اثر مثبت دارند و به عنوان  روی ها، بر آلاینده مستقیم اثرها علاوه بر  باکتری

PGPRهای افزایش دهنده رشد گیاه ) باکتریریزو
ها از  این باکتری(. Davison, 1988) شوند ( شناخته می3

 و  ، سیتوکینین کسیناهای گیاهیِ  ولید هورمونافزایش فسفر قابل دسترس، ت ی مانندهای طریق مکانیسم

های شوری، خشکی،  باعث افزایش رشد و تحمل گیاه به تنش قابل دسترس گیاه آهن افزایش و جیبرلین

یکی دیگر از همچنین  (.Glick et al., 1999شوند ) ها می کش ای نفتی و آفته عناصر سنگین، آلاینده

های  سلولبیوفیلم است. ساختارهای تولید  ،هاباکتری زیستی رد تجزیههای موثر در افزایش عملک فاکتور

شرایط تنش و دارا بودن مقدار بالای بیوماس  دربه دلیل افزایش توان بقا   وفیلمباکتری در ساختارهای بی

 .(Das et al., 2012) اند مناسب شناخته شدهمیکروبی برای زیست پالایی 

استخراج ه مقدار زیادی نفت از نقاط جنوبی، ایران یکی از کشورهای نفت خیز جهان است که هرسال

های مهم خاک به شمار  شود. در جنوب ایران نفت خام یکی از آلوده کننده و در مناطق دیگر پالایش می

یا مدیریت نادرست در حین انتقال، نفت سبب آلودگی مناطق به علت فرسودگی خطوط انتقالی  آید. می

کشور انتقال نفت  مهم مراکزمرکز انتقال نفت شهدای تنگ فنی شهرستان پلدختر یکی از گردد. دیگر می

سبب  و صدمات ناشی از جنگ تحمیلی عراق ، که به علت فرسودگی خطوط انتقالیگرددمحسوب می

های بومی منطقه به دلیل سازگاری با شرایط  استفاده از باکتریاست.  آلودگی خاک و آب این منطقه شده

تواند در رفع آلودگی منطقه مورد استفاده قرار گیرد. به همین دلیل این تحقیق در زمینه  محیطی می

ها در منطقه آلوده به نفت خام پلدختر  کننده هیدروکربن های بومی تجزیه جداسازی و شناسایی باکتری

 انجام شد.

 :استهای کلی و عمده در این پژوهش به شرح زیر  هدف 

 .به نفت کشاورزی آلوده های خاکآب و کننده نفت از  های تجزیه جداسازی و شناسایی باکتری -1

 .کننده نفت تجزیههای  توانایی باکتری بقا و افزایشدر  مهمبررسی فاکتورهای  -2

 .ها رسی میزان تجزیه نفت توسط باکتریبر -3

 ات پژوهشفرضی

 های آلوده نفتی شهرستان پلدختر باکتری وجود ندارد. در خاک -1

                                                           
3. Plant Growth Promoting Rhizobacteria  
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 توانایی استفاده از نفت و شهرستان پلدختر آلودههای  موجود در خاک اییباکتریهای  جدایه -2

 را به عنوان منبع کربن ندارند. مشتقات آن

 ندارند.  نفت رازیستی  تجزیه های باکتریایی توانایی جدایه -3
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 کلیات -1-1

 ترکیبات نفتی -1-2

 به خوبیسنج جرمی  های اخیر در طیف ترین ترکیبات آلی است. پیشرفت نفت خام یکی از پیچیده

ازبین  (.Head et al., 2006) شیمیایی تشکیل شده است جزء 17000نفت خام تقریبا از  داده کهنشان 

4) ایچند حلقه آروماتیک هیدروکربنی، ترکیبات ترکیبات نفت
(PAHs  در محیط و بالا به خاطر پایداری

-حلقهچند  آروماتیکهیدروکربن ترکیب  16 از جمله .باشند بر سلامت انسان مورد توجه می اثرات مضر

5) توسط سازمان حفاظت محیط زیست آمریکا ای
USEPAلابا درجه سمیت با نفتیترکیبات  ( به عنوان 

 آورده شده است 1-1 ها در جدول آن خواص تعدادی از اند، این ترکیبات همراه با شده مشخص

(Sayara, 2010.) 
 USEPA(Sayara, 2010) تعیین شده توسط  ایچند حلقه آروماتیک هیدروکربن ترکیب 16خواص  -1-1جدول

 انحلال پذیری تعداد حلقه ترکیبات

(mg/L) 
وزن 

 مولکولی
Naphthalene 

 
2 31 128 

Acenaphthylene 3 16 152 

Acenaphthene 3 8/3 154 

Flourene 3 9/1 166 

Phenanthrene 3 1/1 178 

Anthracene 3 045/0 178 

Pyrene 4 13/0 202 

Flouranthene 4 26/0 202 

Benzo (a) anthracene 4 011/0 228 

Chrysene 4 006/0 228 

 

                                                           
4-Polycyclic Aromatic Hydrocarbons 
5- United States Environmental Protection Agency 
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 (1-1) جدولادامه 

Benzo (b) flouranthene 5 0015/0 252 

Benzo (a) pyrene 5 0008/0 252 
Benzo (k) flouranthene 5 0038/0 252 
Dibenzo (a,h) anthracene 5 0006/0 278 
Indeno (1,2,3-cd) pyrene 6 00019/0 276 

Benzo (ghi) perylene 6 00026/0 276 

 

بزرگی از ترکیبات آلی با دو یا چند حلقه آروماتیک گروه  شامل ،ای های آروماتیک چند حلقه هیدروکرین

 شوند. ها در فشار کم بخار می کم در آب، چربی دوست و بسیاری از آن نسبتا خنثی با حلالیت pH با

 های آروماتیک( ن مثال تعداد حلقه)به عنوا هامولکولی آن وزنبستگی به  ترکیبات این شیمیاییخواص 

و  یت آبگریزی و ثبات الکتروشیمیاییمنجر به افزایش خاص ی این ترکیباتمولکول وزنافزایش در  ،دارد

 با وزن ترکیبات (.Kanaly and Harayama, 2000) گردد در محیط می یشترب در نهایت منجر به پایداری

بیشتر جذب با وزن مولکولی بالا  ترکیبات اما ،باشند فرار می ،)شامل دو یا سه حلقه( مولکولی پایین

داشته و کمتر تجزیه  بیشتریپایداری  ترکیبات با وزن مولکولی بالا، . همچنینشوند رسوبات می و  خاک

 (.1391ابراهیمی و همکاران،  ) گردند می

 :دنشو بندی می طبقه گروههای نفتی در چهار  هیدوکربنبه طور کلی 

 ها آلیفاتیک -1

  ها آسفالتن -2

  ها رزین -3

 ها آروماتیک -4

 دار شاخههای  آلکانها(، آلکان-)ان راست زنجیرهای  آلکاندار( متشکل از  )چربی تیکترکیبات آلیفا

ها،  های چرب، کتون ها، اسید ها شامل فنول آسفالتن .هستندنفتن( ) های حلقوی ها( و آلکان یزوآلکانا)

ها،  ریدیندار هستند که شامل پ و اکسیژن  نیتروژن ها، ترکیبات د. رزیننباش ها می ها و پورین استر

ای، به عنوان . ترکیبات آروماتیک چند حلقهدنباش ها می ها و آمید ها، سولفوکسید ها، کربازول کوئینولین
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گروهی از ترکیبات شامل کربن و هیدروژن متشکل از دو یا چند حلقه آروماتیک با ساختار خطی، 

بعضی از این  (. ;1391Gojgic-Cvijovic et al., 2012 ابراهیمی و همکاران،)ای هستند. نامنظم و خوشه

 ، برخی در برابر تجزیه مقاوم و برخی دیگر غیرقابل تجزیه هستندشوندمی ترکیبات به راحتی تجزیه

(Thapa et al., 2012.) درجه کمتری ازها  آلکان -و ترکیبات آروماتیک نسبت به ان ها نفتن ،ها ایزوآلکان 

 هستندمقاوم تجزیه زیستی ها به طور کلی نامحلول و در برابر  و آسفالتن دهندرا نشان میتجزیه زیستی 

(Gojgic-Cvijvic et al., 2012.) گرهای نسبت به تجزیهاتم کربن  5-10ها با  آلکان-درواقع ان

 ریزجاندارانزیرا این ترکیبات توانایی مختل کردن غشای لیپیدی  دهند،بازدارندگی نشان می  ،هیدروکربن

در برابر تجزیه  اتم کربن در دمای فیزیولوژیکی جامد و آبگریز 20-40های با  هیدروکربناما را دارند. 

تر تجزیه شده و  به طورکلی ترکیبات اشباع شده خطی سریع (.Tyagi et al., 2010)زیستی مقاوم باشند 

 شوند ر میت شود، نسبت به تجزیه مقاوم تر می هر چه ترکیب موردنظر از نظر ساختار و ساختمان پیچیده

 (.1391)ابراهیمی و همکاران، 

 یابد: به ترتیب زیر کاهش می هیدروکربن نفتیقابلیت تجزیه بیولوژیکی 

آلکیل آروماتیک با وزن مولکولی -، اندار شاخههای  و زنجیری، آلکان دار شاخههای  ها، آلکان آلکان-ان

 Tyagi et)  ها ، آسفالتناییک چند حلقههای آروماتهیدروکربن های حلقوی، پایین، مونوآروماتیک، آلکان

al., 2010.) 

 وامل موثر در تجزیه ترکیبات نفتیع -1-3

محیطی مورد  ی ریزوسفر و شرایط ریزجانداران موجود در ناحیه به عملکرد تابعپالایی  آیی زیستکار

پالایی، به  زیست یندآنقش ریزجانداران در فر ی آگاهی از در زمینه  باشد. پیشرفت می ها نیاز برای رشد آن

ی  شناسی مولکولی، منجر به توسعه ها با استفاده از ابزارهای زیست همراه توانایی تنظیم فعالیت آن

 تاثیر تحت ترکیبات این . تجزیه(Saghir Khan et al., 2009)پالایی خواهد شد  فرآیندهای زیست

 یند تجزیه شامل موارد زیر استفرآ ی درهای کلید فاکتور .دنباش  می زیستی و شیمیایی ،فیزیکی عوامل

 (.Sayara, 2010 ;1391، ابراهیمی و همکاران)

 ها یا مواد نفتی ترکیب شیمیایی هیدروکربن -1-3-1

وماتیک حلقوی تر از ترکیبات آر آسانها بسیار  ها و آلکیل یا آلکان راست زنجیرترکیبات  به طور کلی

 (. Sayara, 2010 ;1391 )ابراهیمی و همکاران،قابل تجزیه هستند 


