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. ، بررسـي گرديـد    DBT با اسـتفاده از تركيـب        FMFهاي گوگردزدائي باكتري بومي رودوكوكوس        برخي مشخصه 
و با سه غلظت اوليـه  ) مولار  ميلي٢٠(منحني رشد باكتري در دو محيط كشت با دو منبع كربني گليسرول و اتانول   

كه رشد باكتري و  ميـزان محـصول توليـد    بدست آمد و مشاهده شد  DBT   (60ppm, 40ppm, 20ppm)متفاوت 
همچنـين ميـزان تغييـرات    .  بيشتر است DBT از 20ppmشده بروي محيط كشت حاوي گليسرول با غلظت اوليه        

 افزايش  40ppm به   20ppm از   DBTدر فاز لگاريتمي در محيط گليسرول با افزايش غلظت           ) µ( سرعت ويژه رشد    
 در  µ بـروي   BTولي اثر افـزايش غلظـت   .  نداردµ تاثير چنداني روي  60ppm ) تاDBT(يابد و افزايش بيشتر مي

 با افـزايش  DBTهمچنين ميزان ماكزيمم درصد تجزيه .  در محيط اتانول ناچيز مشاهده شدppm 60-20محدوده  
  . يابد  در هر دو محيط  كاهش ميDBTغلظت اوليه 

 . (  
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  مقدمه
يكي از مسائل پالايش و مصرف سوختهاي فسيلي از جمله نفت خام و برشهاي نفتي وجود تركيبات گوگردي،      

باشد كه اشكالات متعددي را چه در حين مصرف و چه در حـين       نيتروژن دار، اكسيژن دار و فلزات در آنها مي        
آلوده سازي محيط زيست، ايجاد خوردگي در دسـتگاهها،         : ن آنها عبارتند از     كند كه مهمتري    پالايش ايجاد مي  

مسموم نمودن كاتاليزورهاي واحدهاي پالايشي ،پايين آمدن راندمان دستگاهها و ايجاد ناپايداري در فـرآورده             
هـا  در اين ميان گوگرد و تركيبات گوگردي از اهميت خاصي برخوردار هستند و حذف جزيـي و يـا كلـي آن    .ها

  ]١. [دهد بخش مهمي را در عمليات پالايش به خود اختصاص مي
در حال حاضر مقادير زيادي دي اكسيد گوگرد حاصل از سوختهاي فسيلي وارد جو مي شود كـه عامـل مهـم      

تركيـب مـدل     هدف اين تحقيق ارزيابي و بررسي سينتيكي گـوگردزدايي از         . ]٣[،]٢[باشد  بارانهاي اسيدي مي  
DBT    هوازي رودوكوكوس    توسط باكتريFMF         در غلظتهـاي مختلـف سوبـستراي گـوگردي و همچنـين بـا

  . باشد استفاده از منابع كربني مختلف در محيط كشت مي

  
  كليات

در ميان روشهاي شيميايي معمول .باشد به طور كلي در گوگردزدايي دو روش شيميايي و بيولوژيكي مطرح مي      
تـر و تنـوع     از كـاربرد گـسترده  HDS١در حـضور هيـدروژن   در حذف گوگرد روش گوگرد زدايـي كاتاليـستي      

اين روش به دليـل نيـاز   . شود بيشتري فرآيندي برخوردار است و در بسياري از كشورها مورد استفاده واقع مي           
به گاز هيدروژن و كاتاليستهاي مخصوص كه اكثـراً توليـد كننـدگان انحـصاري دارنـد و نيـز شـرايط سـخت                

 بـراي  HDS در ضـمن روش  . باشـد  و نيز مصرف بالاي انرژي مستلزم هزينه بالا مـي ) لادما و فشار با(عملياتي  
لذا استفاده از سولفوزدايي زيستي جهـت انجـام   . تركيبات گوگرددار حلقوي مانند دي بنزوتيوفن كارآيي ندارد 

رايط عمليـاتي  كه به دليل عدم نياز به هيدروژن و كاتاليستهاي شيميايي و همچنـين ش ـ        ه  دشرائه  ااين فرآيند 
 در BDSالبته روش . ملايم و نيز كارآيي بالاتر و هزينه كمتر، تحقيقات وسيعي را به خود اختصاص داده است          

عددي دارد لذا در طي دهه اخير، ميليونها دلار صـرف توسـعه             متجهت صنعتي شدن نياز به انجام پژوهشهاي        
  . ستروشهاي حذف گوگرد با استفاده از ميكروارگانيسمها شده ا

  :به طور كلي دو روش گوگرد زدايي ميكروبي مطرح است
   ٢گوگردزدايي با ميكروبهاي هوازي

  ٣گوگردزدايي با ميكروبهاي بي هوازي

                                                   
١ - HDS: hydro- desulfurization 
٢ - Aerobic 
٣ -Anaerobic 



IChEC9 

 
    ...ی و بهداشتی، صنايع غذايی، بيوتکنولوژ :۸محور علمي 

  

  ۱۳۸۳ آذرماه ۵ الی ۳نهمين کنگره ملی مهندسی شيمی ايران، دانشگاه علم و صنعت ايران،  

٣٤٣٥

در روش اول، باكتري مورد نظر، تركيبات آلي گوگرد دار را در مجـاورت هـوا اكـسيد كـرده و بـه محـصولات                
از .گيرد ن تركيبات در فاز آبي، گوگردزدايي از نفت صورت مي كند كه با انحلال اي      محلول در فاز آبي تبديل مي     

معايب اين روش اين است كه در برخي از مكانيزمهاي آن بخـشي از هيـدروكربنهاي گـوگرددار از نفـت جـدا        
هوازي، بـاكتري در مجـاورت گـاز     در روش دوم يا روش بي   . شوند  شوند و عملاً باعث كاهش مقدار نفت مي         مي

ايـن واكنـشها    . دهـد   وژن، يك سري واكنشهاي گوگرد زدايي به كمك هيـدروژن انجـام مـي             هيدروژن يا نيتر  
از مزاياي عمده ايـن روش  .  و هيدروكربنهاي فاقد گوگرد استH2Sسرعت كمي دارند ولي محصولات آن گاز     

  ]٤[،]٢[. باشد عدم كاهش ميزان نفت مي
 درصـد  ٨٩/٧ تا بعضاً حـدود  ٠٢٥/٠نبع آن بين به طور كلي ميزان گوگرد موجود در نفت خام، بسته به نوع م       

گوگرد به طـور    .]٣[درصد وزني گوگرد دارد     ٥/١ –  ٣بعنوان مثال نفت خاورميانه حدود    . ]٤[وزني متغير است    
علاوه بر گوگرد خالص، سولفات، سـولفيت، تايوسـولفات و    . كلي به دو صورت معدني و آلي در نفت وجود دارد          

شـده اسـت كـه شـامل سـولفيدها، تيولهـا يـا             آلي گوگرد دار در نفت شناسايي      تركيب   ٢٠٠سولفيد بيش از    
باشد كه تيوفن و  دي بنزوتيوفن ها داراي عوامل جانشين و مولكولهاي بسيار پيجيده              مركاپتانها و تيوفنها مي   

 ـ به طور كلي ميزان گوگرد در تركيبات مختلـف نفتـي عمومـاً بـه ترتيـب زيـر افـزايش مـي           .باشند  تر مي  . دياب
]٣[،]٢[،]۵[  
  ٤ آسفالتينها< ٣ رزينها <٢ آروماتيكها<آلكانها) ١اشباعها(

از ميـان تركيبـات مختلـف    . از فراوان ترين و مقاوم ترين تركيبات آلي گوگرد در نفت خام تيوفن ها هـستند               
 ٧٠ درصد بيشتري را به خود اختصاص داده است ، به طوريكه حـدود               (DBT)تيوفني در نفت، دي بنزوتيوفن    

كل محتـواي گـوگردي نفـت خـام در خـاور      % ٤٠درصد كل محتواي گوگردي نفت خام در تگزاس و بيش از   
بنزوتيـوفن داراي دو جـزء    مولكـول دي . هاي داراي عوامل جانشين تشكيل مـي دهنـد  DBT و   DBTميانه را   

قـالات آورده شـده   گزارشهاي حاكي از استفاده از اين ماده به عنـوان الگـو در م             . بنزني و يك تيوفن مي باشد     
 در نفـت خـام و دشـواري حـذف كامـل آن بـه روشـهاي شـيميايي           DBTبدليل غلظت زياد    . ]۶[ -]۲[. است

انـد بـه     را به عنوان يك الگوي مقاوم براي تركيبات آلي گوگردي منظـور نمـوده          DBTمتعارف، پژوهشگران،   
 بررسـي  DBTسنگ، گوگرد زدايي از    گوگرد زدايي از نفت خام و زغال         طوري كه در اغلب تحقيقات، به جاي      

مناسبترين مسيراكسيداسيون اتم گـوگرد و تجزيـه   4Sدر بين مكانيسمهاي شناسايي شده مكانيسم      . مي شود 
بعنوان تنها مسيري كه حداقل اكسيداسيون روي اتمهـاي كـربن را ايجـاد    كه  مي باشد DBTدر   C-Sپيوند 

  . كند آورده شده است مي

                                                   
١ - Saturates 
٢ - Aromatics 
 - Resins٣   

 - Asphaltenes٤   
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  مواد و روشها
  گانيسمميكروار

 جدا شـده اسـت و   تبريز كه از خاك اطراف پالايشگاه نفت     FMFدر اين تحقيق از باكتري بومي رودوكوكوس        
اين باكتري بـه   .باشد استفاده شده است  مي4Sمشكوك به دارا بودن فعاليت گوگردزدايي اختصاصي از مسير        

  .  از سازمان پژوهشهاي علمي و صنعتي ايران تهيه شدSlantصورت 
  

  يط كشت مح
سـعي شـده اسـت تـا مـواد      .  استفاده شده استBSM١به نام در اين پروژه از يك محيط پايه نمكهاي معدني     

 تنظـيم   ٢/٧ نرمال و سود نرمـال روي        HCL بااضافه كردن  محيط PH. شيميايي با حداكثر خلوص تهيه شوند     
  .ديگرد  استريل ١٢١° C در دماي No.25x مدل All American دقيقه در اتوكلاو  ١٥شده و به مدت 

منبـع  و ميلـي مـولار بـوده اسـت     ٢٠  گليسرول و اتانول با غلظتBSM منبع كربن اضافه شده به محيط پايه 
 60ppm,40ppm,20ppm در غلظتهاي مختلف     )(DBTبنزوتيوفن     دي BSMگوگرد اضافه شده به محيط پايه       

 با استفاده از انه و گاد ج  گوگردي ي و كربن بعا من . در دي متيل فرم آميد بوده است       DBT درصدي   ٥از محلول   
  . شدندacid wash نرمال ٢ ريكد كلري با اسيداي كليه ظروف شيشه .فيلتر بيولوژيكي استريل گرديدند

  
  محيط نگهداري باكتريها

نوترنيـت    استفاده شد كه اين محيط شـامل ٢براي نگهداري باكتريها در يخچال از محيط مغذي رودوكوكوس  
  ]٣. [باشد  مي)10gr/lit(گلوكز و ) 0.5gr/lit(عصاره مخمر ،  )8gr/lit (برات

  
 HBP-2محلول ذخيره 
 ppm( در يـك ليتـر اتانـل مطلـق       2HBP٣گـرم   ٧/١ هيدروكسي باي فنيل با غلظت شـامل         ٢محلول ذخيره   

  . به كار رفتHBP٢بود كه براي رسم منحني استاندارد غلظتهاي ) ١٧٠٠
  

  ٤محلول معرف گيبس
  در يك ميلي ليتـر اتانـل    Dichloroquinon-4-chloromide-2,6 ميلي گرم ١٠ف گيبس شامل محلول معر
  .باشد مطلق مي

  
  ٥آزمون گيبس

                                                   
١ - Basal salt medium 
٢ -Rhodococcus Medium (RM) 
٣ - 2- Hydroxybiophenyl 
٤ -Gibbs reagent 
٥ - Gibbs Assay 
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 ١٠ آن بـا كربنـات سـديم    PH ميلي ليتر از محلول رويي كشت را در يك لوله آزمايش ريخته شـد و         ٥مقدار  
مخلوط حاصل به .  اضافه و مخلوط گرديد ميكروليتر  از معرف گيبس به آن  ٢٥سپس  .  رسانده شد  ٨درصد به   

سـپس مخلـوط حاصـل را در    .  قرار داده شد تا رنگ آبي ديده شـود       ٢٥ - C٣٠° دقيقه در انكوباتور     ٣٠مدت  
و )  دقيقـه ٥- ١٠ دور به مـدت   ٤٠٠٠-٥٠٠٠( سانتريفوژ كرده  Heraeus(Biofuge-Stratas)سانتريفوژ مدل   

 Jasco (V-500)مـدل    نانومتر در دستگاه اسـپكتروفتومتر ٦١٠ جذب نوري محلول رويي در طول موج سپس
  . استفاده گرديد2HBPخوانده شد و براي تعيين ميزان محصول گوگرد زدايي از منحني استاندارد 

  

  آزمون گيبس ساده 
باشـد و   گيري كيفي و تاييد توانايي حـذف گـوگرد توسـط ميكروارگانيـسم مـي      تست گيبس ساده براي اندازه    

گ آبي در اثر افزودن معرف گيبس نشانه مثبت بودن تست گيبس و توليد محـصول عمـل گـوگرد       مشاهده رن 
  ]۹[،]۸[،]۳. [باشد  مي2HBPزدايي يعني 

  

  آزمون گيبس استاندارد 
 DBT  با اسـتفاده از )محصول عمل گوگرد زدايي( 2HBPگيري كمي توليد  تست گيبس استاندارد براي اندازه    

 بـا  2HBPدر اين آزمون بعد از مشاهده رنگ آبي ميزان كمـي محـصول          . باشد  توسط باكتريهاي گوگردزدا مي   
  ]۹[،]۸[،]۳. [باشد  به طور تقريبي قابل محاسبه مي2HBPاستفاده از منحني استاندارد 

  

 HBP-2منحني استاندارد 
تهيه و ) ١٠ ppm تا ٠ ppm( مختلف  با غلظتهاي2HBP ابتدا محلولهاي HBP-2براي تهيه منحني استاندارد    

براي رقيق سـازي از  .  نانومتر رسم شد٦١٠پس از اجراي آزمون گيبس منحني جذب نوري آنها در طول موج      
غيـره،   قابل ذكر است كه با تغيير شرايط آزمايش، مانند تعويض كـووت و  . استفاده گرديدBSMمحيط كشت  

  . نحني استاندارد از ميانگين دو تكرار بدست آمده استهمچنين هر م. منحني استاندارد جديد رسم شد
  

  گيري وزن خشك سلولي  روش اندازه
و  گيري وزن خشك سلولي بدين صورت بود كه ابتدا منحني استاندارد وزن خشك سلولي رسم شد روش اندازه 

  . سپس در مقادير مختلف جذب نوري مقدار وزن خشك مشخص گرديد
  
  
  
  
  
  

   نانومتر٦١٠ در ODتاندارد وزن خشك سلولي بر حسب  منحني اس-۱نمودار 
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ــاوت       ــاي متف ــا غلظته ــانول ب ــسرول و ات ــاي گلي ــاكتري در محيطه ــشت ب  ك
(60ppm,40ppm,20ppm)DBT  

  
براي تهيه منحني رشد باكتري، ابتدا از كلني خالص باكتري، سوسپانـسيون همـوژني در سـرم فيزيولـوژيكي                   

%)٨٥/٠ NaCl (   بـود ١دورت آن تقريباً برابر لولـه شـماره يـك اسـتاندارد مـك فارلنـد      تهيه شد، به طوريكه ك .  
ليتـر از اسـيد     ميلـي ٩٩ مـولار بـا  ٠٤٨/٠از كلرايد باريم ) ml١(كدورت حاصل از مخلوط يك ميلي ليتر (] ٣ [

سپس بـه هـر      ].۱۰[باشد     نانومتر مي  ٦٢٥  در طول موج      ١٦/٠-٢/٠باشد كه برابربا       مولار مي  ١٨/٠سولفوريك  
، ppm٤٠، ppm٢٠ليتـر محـيط گليـسرول و  اتـانول بـا غلظتهـاي          ميلـي  ٢٠٠ليتري حـاوي       ميلي ٥٠٠لن  ار

ppmاز   ٦٠ DBT    روز در شيكر ١٠ها به مدت     ارلن.  ميلي ليتر از سوسپانسيون مذكور تلقيح شد       ١/٠ به ميزان 
نگهـداري  ) دقيقهدور در  (rpm٢٠٠ درجه سلسيوس و سرعت  ٣٠ در دماي Kühner ISF-1-wانكوباتور مدل 

ــد و ــفز در ش ــاي مختل ــري مانه ــه گي ــي٥( نمون ــبس و    ميل ــون گي ــراي آزم ــر ب ــراي  ٢ليت ــر ب ــي ليت  ميل
  . انجام گرفت) HPLC٢آزمايشات

 همچنين از آنجا . رسانده شد٢ نرمال به عدد HCl ابتدا با استفاده از HPLCهاي   نمونهPHقابل ذكر است كه   
د و بـدليل خطاهـاي موجـود در آزمـايش و همچنـين واكـنش دادن       كه آزمون گيبس بيشتر جنبه كيفي دار     

 بـه  HPLCبـراي انجـام تـست     هـا  معرف گيبس با تمام تركيبات آروماتيك هيدروكسيل دار بعـضي از نمونـه        
  .پژوهشگاه صنعت نفت داده شد

  
  نتايج
داكثر درصد  ح  با زمان،  2HBP ، ميزان توليد محصول      PH، تغييرات ميزان    R-FMFهاي رشد باكتري      منحني
در محيطهـاي حـاوي    2HBPمقايسه سرعت اوليه توليد محصول     و DBT بر اساس غلظت اوليه      DBTتجزيه  

 ٢٠٠:  و سـرعت شـيكر     c٣٠°: دما( DBT از   ppm٦٠ وppm٤٠،ppm٢٠درسه غلظت اوليه     گليسرول و اتانول  
   .ه استدرسم ش )دور در دقيقه

  
  
  
  
  
  
  
  

                                                   
١ -Mc Farland standard 
٢ -High- performance liquid chromatography 
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  )الف(
  
  
  
  
  
  
  

  )ب (
  

  
  
  
  

   اتانول– گليسرول و ب –نحني هاي رشد در دو محيط الف  م-٢نمودار 
  

  )الف ( 
  
  
  
  
  
  
  

  )ب ( 
  
  
  
  
  

  
 در دو محيط DBT با غلظتهاي متفاوت  ppm بر حسب 2HBP و ميزان توليد محصول PH تغييرات ميزان -٣نمودار

   اتانول- گليسرول و ب-الف
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محیط كشت  DBT حداكثر درصد تجزیھ 
بر اساس آزمون گیبس

 DBT حداكثر درصد تجزیھ 
HPLC بر اساس آزمون 

G - 20 PPM 30.35 32.47
G - 40 PPM 10.8 10.28
G - 60 PPM 7.29 7.93
E - 20 PPM 25.75 25.5
E - 40 PPM 7.57 9
E - 60 PPM 5.34 4.83

  
  
  
  
  
  
  
  

  DBTس غلظت اوليه  بر اساDBTمقايسه حداكثر درصد تجزيه -٤نمودار 
  
  
  
  
  
  

   در دو محيط كشت گليسرول و اتانول2HBPمنحني مقايسه سرعت اوليه توليد محصول -٥نمودار
  

  HPLCبر اساس آزمون گيبس و DBT بر اساس غلظت اوليه DBT مقايسه حداكثر درصد تجزيه – ۱جدول 

  
  
  
  
  

  

   DBT  فاز لگاريتمي نسبت به غلظت  µتغييرات
وزن  = x (Lnxنمودار نيمه لگاريتمي )  فاز لگاريتميµ(  سرعت ويژه رشد در فاز لگاريتمي        براي بدست آوردن  

زيرا .  فاز لگاريتمي استµشيب خط حاصله برابر با      . در فاز لگاريتمي بر حسب زمان رسم شد       ) خشك سلولي 
  : دانيم مي

dt
x

dx
µ=

  
  :اشتدر نتيجه با انتگرال گرفتن از طرفين خواهيم د

t
x
xLn
c

µ=
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  . خواهد بودµ، برابر با (t) در برابر زمان Lnxپس شيب خط حاصله از رسم 
  
  
  
  
  
  

   در دو محيط گليسرول و اتانولDBT  فاز لگاريتمي نسبت به غلظت  µمنحني مقايسه تغييرات-٦نمودار 

  
   نتيجه گيريبحث و 

اي بـروي     تـاثير قابـل ملاحظـه      ppm 20-60 محـدوده     در DBTافزايش غلظت    در محيط كشت حاوي اتانول    
 در ppm 40 تـا  ppm 20 از DBT نداشت ،ولي در محيط كشت حاوي گليسرول بـا افـزايش غلظـت    µ مقدار
 µ تـاثيري بـروي ميـزان    ppm 60 تـا  DBT افزايش مشاهده شد، در حاليكه افـزايش بيـشتر غلظـت   µمقدار 
 تاثيري بروي فاز وقفـه نداشـت، در حـالي كـه در محـيط      DBTدر محيط كشت حاوي اتانول غلظت     . نداشت

  .  مشاهده شد DBT  ازppm 40كشت حاوي گليسرول بيشترين زمان فاز وقفه در غلظت 
 در محيط كشت حـاوي گليـسرول بدسـت          µدر محدوده شرايط مورد استفاده در آزمايشات بيشترين ميزان            

سرول مشابه يا كمتر از فـاز وقفـه در محـيط كـشت     آمد و زمان وقفه بدست آمده در محيط كشت حاوي گلي        
  . اتانول بوده است

 E -20و G – 60ppmگيري شده در دو محيط گليسرول و اتانول به ترتيب مربوط به  ميزان وزن خشك اندازه
ppmاين در حالي است كه ميزان تغييرات .  بوده استPHدر اين دو حالت كمتراز حالات ديگر بوده است  .  

 كـاهش پيـدا   DBT ماكزيمم درصد تجزيـه  DBT محيط كشت اتانول و گليسرول با افزايش غلظت         در هر دو  
 بيـشتر از  DBTولي به طور كلي در محيط كشت حاوي گليـسرول ميـزان مـاكزيمم درصـد تجزيـه                 . كند  مي

  . محيط كشت حاوي اتانول بود
 تـا  DBTفزايش غلظت اوليـه   با ا 2HBP در محيط كشت حاوي گليسرول ميزان سرعت اوليه توليد محصول           

 اثـرات بازدارنـدگي   ppm 40 بـالاتر از محـدوده   DBTيابد ولي در غلظتهاي اوليـه    افزايش ميppm 40حدود 
DBT       2 براي سرعت اوليه توليد محصولHBP  ولي اثـرات بازدارنـدگي غلظـت اوليـه         .  ديده شدDBT  بـروي 

نشد و در اين محيط با افـزايش غلظـت اوليـه       سرعت اوليه توليد محصول در محيط كشت حاوي اتانول ديده           
DBTيابد  سرعت اوليه توليد محصول نيز افزايش مي.  

  
  قدردانيتشكر و 

ر ضمن اين تحقيق باحمايت د .انمدم مي زلاآر تهيه اين داني كه مرا زيزقاي بهنام راسخ و همه ع آزتشكر ا
  .ه استده هاي نفتي ايران انجام شدورآخش فرپالايش و پمالي شركت ملي 
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