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1- پیش نوشتار
از  ناشی  مشکلات  جهان،  در  گاز  و  نفت  صنعت  چالش های  مهم ترین  از  یکی 
دليل  به  گاز  این  که  خطراتی  از  جدا  است.  شدگی(  )ترش  هيدروژن  سولفيد  گاز 
خورندگی،  خاصيت  دليل  به  می کند،  ایجاد  صنعت  این  کارکنان  برای  سمی بودن 
هزینه های زیادی را چه در بخش بالادستی و چه در بخش پایين دستی به صنعت نفت 

و گاز در جهان تحميل می نماید و از کيفيت هيدروکربورها می کاهد.
     ارزیابی ژئوشيميایی مخزن جهت تعيين منشأ سولفيد هيدروژن در طول دوران 
با بررسی ویژگی های مخزنی در  با اهميت که  توليد و تزریق آب، موضوعی است 

جهت مدیریت مخازن صورت می گيرد.
     ميزان گاز سولفيد هيدروژن (H2S) در مخازن نفتی تا PPM 3 (Part Per Mil) بدون 
زیان هست و جزئی از فاز گازی به شمار می رود ولی بيشتر از این مقدار زیان آور است. 
وجود ترکيبات گوگرددار در نفت باعث پایين آمدن ارزش اقتصادی و افـــــزایش 

.(Evans and Dunsmore, 2006) هزینــه فرایند پالایـــش و تصفيه نفـت می شود
نفتی  ميادین  مخازن  در  هيدروژن  سولفيد  گاز  ميزان  افزایشی  روند  به  توجه  با       
حوضه خليج فارس و ایجاد مشکلات فراوان، بررسی منشأ و مکانيسم توليد این گاز 
امری  ميادین حوضه خليج فارس  کليه   در  افزایشی  این روند  از  در جهت جلوگيری 

ضروری است.
    با توجه به این که با ردیابی علل و منشأ سولفيد هيدروژن می توان ریسک اکتشاف 
و توليد را با روند بهينه سرمایه گذاری کاهش داد، کشور ایران نيز به عنوان یکی از 
توليدکنندگان عمده نفت و گاز در جهان، با مشکلات ناشی از گاز H2S در صنعت 
ایجاد گاز  نحوه  و  مطالعه در خصوص مکانيسم  بنابراین،  مواجه است؛  نفت و گاز 
H2S در مخازن نفت و گاز می تواند متخصصان این صنعت را در کنترل کاهش اثرات 

منفی و در نتيجه، هزینه های ناشی از آن یاری رساند.
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دسولفوویبریو

هدف از این پژوهش، مطالعات ميکروبيولوژی و ژئوشيميایی روی نمونه های خروجی، ورودی آب دریا و آب تزریقی به ميدان های سيوند 
(SIC C)، دنا (SIC D) و اسفند (SIC E) واقع در منطقه عملياتی جزیره سيری از توابع شرکت نفت فلات قاره ایران در سکوهای نصر و 

ایلام، شناسایی منشأ گاز سولفيد هيدروژن است. از این رو، جهت پی بردن به منشأ ترش شدگی ميادین نفتی جزیره سيری، پس از بررسی و 
مطالعات اوليه و کتابخانه ای و همچنين مشخصات مخزنی، تاریخچه تزریق و توليد ميادین، محتمل ترین فرضيه ترش شدگی در این ميادین 
باکتری های  نياز رشد  اثبات فرضيه، محيط های کشت مورد  برای  ازاین رو،  باشد،  باکتریایی سولفات ها  فرایندهای احيای  از  ناشی  می تواند 
احياکننده سولفات تهيه گردید و پس از نمونه برداری ميدانی، برخی آزمایش های ميکروبيولوژی روی نمونه ها صورت گرفت، از آنجا  که در 
مشاهدات اوليه نمونه برداری، تغيير رنگ نمونه ها از صورتی به سياه  آشکارا گویای آن بود که در نمونه ها، باکتری های احياکننده سولفات 
ارزیابی های  نمونه ها جهت  DNA صورت گرفت و در مرحله تکميلی،  استخراج  فرایند  نمونه های آلوده،  بدین منظور، روی  وجود دارند، 
مولکولی وارد فاز شناسایی مولکولی گردیدند که خروجی نتایج، باکتری ای که بيشترین فراوانی )حدود 81 درصد( را داشته است، باکتری 
دسولفوویبریو هست که توانایی بسيار بالایی در مصرف هيدروژن در مخازن نفتی را دارد و آنها را به گاز سولفيد هيدروژن که همانا منجر 
به ترش شدگی مخازن نفتی می شود تبدیل می کند. بنابراین، فرضيه اوليه تحقيق که عامل اصلی  ترش شدگی ميادین نفتی منطقه مورد مطالعه 
 در جزیره سيری، فرایندهای مربوط به باکتری های احياکننده سولفات که باکتری دسولفوویبریو در آن نقش بسزایی بازی می کند به اثبات

 می رسد.

چکیدهاطلاعات مقاله 
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    از آنجا  که افزایش ميزان سولفيد هيدروژن در مخازن تحت تزریق آب عمدتا در 
نتيجه فعاليت ميکروبی یا SRB است، لازم است با بررسی تاریخچه تزریق آب در 
فرایند سيلاب زنی به ميادین موردنظر، سعی در بررسی و آناليز ميکروبی نمونه های 
مطالعه  مورد  ميادین  در  هيدروژن  سولفيد  توليد  منشأ  به  بتوان  تا  گردد   تهيه شده 

پی برد.
با  که  است  هيدروژن  سولفيد  گاز  ایجاد  منشأ  شناسایی  پژوهش،  این  از  هدف     
نمونه های خروجی، ورودی آب دریا  ميکروبيولوژی و ژئوشيميایی روی  مطالعات 
و آب تزریقی به ميدان های سيوند (SIC C)، دنا (SIC D) و اسفند (SIC E) واقع در 
منطقه عملياتی جزیره سيری از توابع شرکت نفت فلات قاره ایران در سکوهای نصر 

و ایلام انجام می گردد.

2- موقعیت میادین مورد مطالعه
جزیره سيری در حدود 72 کيلومتری خط ساحلی ایران در جنوب بندر لنگه و 40 
کيلومتری باختر جزیره ابوموسی واقع شده است، این جزیره 18 کيلومترمربع وسعت 
دارد، طول تقریبی جزیره 5/6 کيلومتر و عرض آن حدود 3 کيلومتر است و موقعيت 
54  طول جغرافيایی خاوری است. با اکتشاف  25 عرض جغرافيایی و΄32 ̊  آن در΄27 ̊ 
نفت در خليج فارس و فعال شدن شرکت نفتی سوفيران در این جزیره، نخستين بار 
استخراج نفت در این منطقه نفتی در سال 1355 آغاز شد. ميادین نفتی منطقه سيـری 
شامل ميادین الوند، ميدان مشترک نصرت، ميدان اسفند، ميدان سيوند و دنا می باشد 
)سيری اسفند  نفتی  ميدان   3 از  پژوهش  این  در  استفاده  مورد  نمونه های   )1 )شکل 
 SID E) E((، سيوند )سيری C (SID C)( و دنا )سيری D (SID D)( تهيه شده است.

3- میدان نفتی اسفند
ایرانی  نقطه  جنوبی ترین  در  که  است  ایران  نفتی  ميدان های  از  اسفند  نفتی  ميدان 
خليج فارس در 18 کيلومتری جنوب خاوری جزیره سيری بالای خط مرزی واقع شده 
و فاصله آن تا ساحل ایران حدود 90 کيلومتر است. این ميدان در سال 1969 کشف 
و در سال 1970 به بهره برداری رسيد. ميدان نفتی اسفند دارای 29 حلقه چاه توليدی و 

تزریقی بوده، در ميدان اسفند چهار حلقه چاه توليدی در سکوی ایلام 1 قرار دارد و 
شش چاه تزریقی آب نيز در حال فعاليت است، ضمن آن که در سکوی ایلام 2، سه 
چاه توليدی و در ایلام 3، پنج حلقه چاه توليدی همراه با سه چاه تزریقی وجود دارد.

4- میادین نفتی سیوند و دنا
استان  در  که  است  خليج فارس  در  ایران  نفتی  ميدان های  از  سيوند،  نفتی  ميدان 
نفتی  ميدان  است.  واقع شده  سيری  باختر جزیره  کيلومتری   50 فاصله  در  هرمزگان، 
سيوند )سيریC( در فاصله 34 کيلومتری باختر جزیره سيری به طرف شمال باختری 
آن واقع در خليج فارس است و حدود 100 کيلومتر بالای خط مرزی قرار دارد. این 
ميدان شامل دو سکوی حفاری فراساحلی و11 حلقه چاه افقی توليدی است )برگرفته 

.)www.iooc.co.ir از سایت شرکت ملی نفت فلات قاره ایران
ميدان سيوند با 18 حلقه چاه و ميدان دنا )سيری دی( با 24 حلقه چاه در باختر جزیره 

سيری قرار دارند.

5- زمین شناسی میدان نفتی سیوند
عمليات  سری  یک  طی   1967 سال  در   )Cسيری( سيوند  نفتی  ميدان  ساختمان 
بعدی  مراحل  در  آن  اکتشاف  و  شد  شناخته  سوفيران  شرکت  توسط  لرزه نگاری 
 تکميل گردید (Lake, 2006). این ساختمان به صورت یک طاقدیس گنبدی شکل 
(Antiformal Anticline) هست. طول آن حدود km 15.7 و عرض آن km 6 بوده 

چاه  ميدان،  این  اکتشافی  چاه  حلقه  اولين  داراست.  را   km2  96 معادل  مساحتی  و 
نمود  برخورد  نفت  به  در لایه سروک  و  در سال 1973 حفاری  است که   (SIC-1)

(Lucia, 2012)، در این ميدان، بخش بالایی سازند سروک )بخش ميشریف( دارای 

ویژگی های مخزنی است.
    تخلخل و تراوایی ميانگين به ترتيب %0.32 و 40 ميلی دارسی است. ميشریف در 
ميدان مورد مطالعه دارای ستبرای متغيری از 28 تا 52 متر است. در ناحيه شمالی ميدان 
باختری  قسمت جنوب  در  و  بوده  ستبرا  بيشترین  دارای  ميشریف  )سيوند(   C سيری 

.(MacBeth et al., 2005) نازک می شود

.(Ghazban, 2007) واقع درجزیره سيری خليج فارس )D ( و دنا )سيریC (، سيوند )سيریE شکل 1- نقشه موقعيت جغرافيایی ميادین نفتی اسفند )سيری
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6- بررسی علل تولید گاز سولفید هیدروژن در میادین نفتی
چندین مکانيسم در خصوص ایجاد سولفيد هيدروژن در مقياس زمان زمين شناسی و 
یا در کوتاه مدت )در طول عمر توليد از یک مخزن( پيشنهادشده است، این عوامل 
 .(Sunde et al., 2004) که وابستگی زیادی به ویژگی های مخزن و دمای آن دارند

عبارتند از:
(Thermochemical Sulfate Reduction: TSR)  1- احياء ترموشيميایی سولفات ها

 توسط گازهای هيدروکربنی (TSR) در دمای بالای 140 درجه سانتی گراد.
2- تجزیه ترکيبات آلی سولفوردار در دمای بالای 175 درجه سانتی گراد.

.FeS2 یا پيریت FeS 3- تجزیه احيایی فاز کانی سولفيدی مثل منوسولفيد آهن
4- احياء باکتریایی سولفات محلول (Bacterial Sulfate Reduction: BSR) در دمای 

پایين تر از 80 درجه سانتی گراد.
   ازآنجا که دو پارامتر دما و عمق مخزن نفتی که از ویژگی های احياء ترموشيميایی 
سولفات ها (TSR) و تجزیه ترکيبات آلی سولفوردار جهت منشأ توليد گاز هيدروژن 
و  پایين  )دمای  ما  موردمطالعه  ميادین  و عمق مخزن  دما  ویژگی های  با  و  می باشند، 
نمی توانند  دوم  و  اول  مورد  دو  بنابراین،  می باشند،  متفاوت  قاره(  فلات  کم  عمق 
دليل  به  همچنين  و  شوند  واقع  مفيد  سولفيد  هيدروژن  گاز  توليد  منشأ  یافتن  جهت 
منطقه  در  پيریت  نظير  سولفيدی  کانی های  حضور  به  که  شواهدی  مشاهده  عدم 
مورد مطالعه بيانجامد (Ghazban, 2007) نيز می توان نتيجه گرفت که فرایند احيای 
نيز نمی توانند منشأ توليد گاز سولفيد هيدروژن در  کانی های سولفيدی نظير پيریت 
منطقه موردمطالعه باشند بنابراین، به بررسی فرایند احيای باکتری های سولفات که با 

ویژگی های مخزنی ميادین مورد مطالعه سازگاری بيشتری دارد، پرداخته می شود.

)Sulfate Reduction Bacterial: SRB( 7- فرایند احیای باکتریایی سولفات
باکتری های احياکننده سولفات، گروهی از باکتری های بی هوازی مقاوم بوده که از 
اوليه  اکسيداسيون بی هوازی مواد  الکترون، در  به عنوان اصلی ترین گيرنده  سولفات 
جهت  ارگانيسم ها  توسط  احياشده  سولفورهای  از  بخشی  می نمایند.  استفاده  آلی 
سنتز سلولی جذب می شوند، اما بخش عمده آنها به فرم یون سولفيد در محيط آزاد 

.(Postgate, 1979) می گردد
پایين  دماهای  در  و  سطحی  مخازن  در  غالباً  سولفات،  باکتریایی  احيای  فرایند      
موردنياز  سولفات  مکانيسم،  این  در  می دهد.  رخ  سانتی گراد(  درجه   80 از  )کمتر 
باکتری ها می تواند از آب همزاد، انحلال انيدریت، تزریق آب دریا و یا احيای پيریت 
انجام  اتوتروفيک  باکتری های  توسط  فرایند  این  شود.  تأمين  تزریقی  آب  توسط 
می گيرد. مکانيسم SRB در مخازن دارای کلاهک گازی هم که به دليل افت فشار 
است  مشاهده شده  نيز  قرارگرفته اند  تزریق آب  نوع  از  برداشت  ازدیاد  روش   تحت 
(Jia et al., 2018). در روش تزریق آب )سيلاب زنی(، آب از طریق چاه های تزریق 

به داخل مخازن هيدروکربنی پمپاژ می شود تا ضمن بهينه نمودن فشار مخزن، نفت 
خام به سمت چاه های توليدی رانده شود. آب مصرفی به دليل حجم زیاد و قابليت 
دسترسی، از آب دریا تأمين می شودکه حاوی انواع ميکروارُگانيسم هاست و می تواند 
در افزایش غيرمنتظره سولفيد هيدروژن پس از چند سال بهره برداری، در محدوده های 
متفاوت دخالت داشته باشد. در اثر این مکانيسم، سولفات محلول در آب سازندی 
این  می گردد.  آزاد  هيدروژن  سولفيد  به صورت  و  احياشده  باکتری ها  این  توسط 
فرایند یکی از منابع اصلی توليد گاز H2S در رسوبات کم عمق و جوان از لحاظ سن 

.(Chen et al., 2009) زمين شناسی به شمار می رود

8- ترش شدگی و تزریق آب در فرایند سیلاب زنی
سال های  طی  نفت  صنعت  در  مسائل  جدی ترین  از  یکی  نفتی  مخازن  ترش شدگی 
اخير است. به ویژه زمانی که پروژه سيلاب زنی جهت جبران افت فشار مخزن و توليد 

2
4 2 2 3( )

BSR
SO aq Hydrocarbons H S CO CaCO− + → ↑ + ↑ + ↓

نفت با تزریق آب دریا به درون سازند نفتی انجام می گردد. پس از مدت کوتاهی 
می شود  توليد  هيدروژن  سولفيد  قابل توجهی  ميزان  مخزن  داخل  به  آب  تزریق   از 

.(Frazer and Bolling, 1991; Burger et al., 1992)

    محتمل ترین دليل ترش شدگی مخازن نفتی، رشد و فعاليت باکتری های احياکننده 
سولفات (SRB) در زون اختلاط آب دریا که به مخزن تزریق شده و آب سازندی 
با  مرتبط  خوردگی  از  ناشی  خسارات  و  هزینه ها  مجموع  است.  مخزن  در  موجود 
باکتری های احياکننده سولفات به طور متوسط حدود 1 تا 2 ميليارد دلار در سال تنها 

.(Mueller and Nielsen, 1996) در آمریکاست
    رسوب سولفيد آهن بی شکل )آمورف( و توليد پلی سا کارید توسط باکتری های 
و  خلل  انسداد  موجب  سازندها  در  ميکروارگانيسم ها  سایر  یا  و  سولفات  احياکننده 
فرج شده و تأثيرچاه های تزریق آب را در افزایش توليد هيدروکربن کاهش می دهد 
(Lappan and Fogler, 1992). مطالعات انجام شده نشان می دهد که بيشترین فرایند 

ترش شدگی در زون های مخلوط )سطح تماس آب-نفت(، جایی که آب تزریقی، 
آب سازندی و هيدروکربن با یکدیگر اختلاط می یابند، دیده می شود.  در این ناحيه، 
نياز رشد باکتری های احياکننده سولفات نظير الکترون دهنده هایی مانند  مواد مورد 
برخی ترکيبات ارگانيکی یا هيدروژن و الکترون گيرنده هایی مانند سولفات و همچنين 
 .(Herbert  et  al., 1985) دارند  وجود  فسفات  نيتروژن،  مانند  اصلی  غذایی   مواد 
ترکيبات  و  دریا  از آب  سولفات حاصل  یون  از  زیادی  غلظت  شامل  اختلاط  زون 
آلی قابل حل موجود در آب سازندی است. اگر شرایط مورد نياز شيميایی و فيزیکی 
توليد سولفيد  و سبب  فعال شده  باکتری ها  آیند،  به وجود  بی هوازی  در یک محيط 

هيدروژن می گردند.

9- پیشروی فرایند ترش شدگی در میادین تحت عملیات سیلاب زنی
چاه های نفت معمولاً در مدت زمان برداشت اوليه شيرین بوده ولی زمانی که عمليات 
چاه ها  از  اندکی  تعداد  در  ابتدا  ترش شدگی  پدیده  درمی آید،  اجرا  به  آب  تزریق 
انتشار می یابد.  فرایند ترش شدگی در سرتاسر مخزن  از مدتی،  اما پس  مشاهده شده 
دریای  در   Kuparuk نفتی  ميدان  تاریخچه   ،(Hill et all., 1990) همکاران  و  هيل 
شمال را که به تدریج  ترش می شد را مورد بررسی قرار دادند. این ميدان در ابتدای 
هيدروژن  سولفيد  سيلاب زنی،  عمليات  از  بعد  بعد،  سال  پنج  اما  بوده  شيرین  توليد 
پنج سال  به 5 چاه مشاهده شد.  متعلق  توليدی  ppm در گاز  ماکزیمم غلظت 40  با 
توليدی  گاز  در  هيدروژن  سولفيد  حضور  چاه   200 از  بيش  در  حادثه،  این  پس از 
 ppm 100 ثبت گردید که در 50 چاه توليدی، غلظت سولفيد هيدروژن به بيش از
می رسيد. هنگامی که مواد غذایی مورد نياز فعاليت باکتریایی در آب تزریقی موجود 
احياکننده  باکتری های  متابوليسمی  فعاليت  بيانگر  هيدروژن  سولفيد  توليد  باشد، 
سولفات در مخزن هست. در فرایند سيلاب زنی مخلوط شدن آب دریا که معمولاً 
حاوی غلظت های بالا سولفات )حدود 2800ppm( با آب سازندی مخزن که حاوی 
اسيدهای ارگانيکی است، محيطی را فراهم می کند که ترکيبات اصلی مورد نياز رشد 
باکتری را در بردارد. مطالعات جریانات برگشتی چاه تزریقی نشان می دهد که غلظت 
و فعاليت باکتری های احياکننده سولفات در اطراف چاه تزریقی بالاست و با افزایش 
فاصله از چاه تزریقی کاهش می یابد (Taylor et al., 1991). با این حال، پژوهشگران 
نتایج معکوسی را برای غلظت سولفيد هيدروژن گزارش نمودند به طوری که غلظت 
سولفيد هيدروژن در برخی نقاط سازند حدود هفت برابر غلظت معمول آن در داخل 
سازند بوده است. این نکته نشان می دهد که فعاليت باکتری های احياکننده سولفات 
بيشتری  شدت  دارای  مخزن  از  نقاطی  در  و  افتد  اتفاق  مخزن  سرتاسر  در  می تواند 
باشد. این مطلب توسط هربرت و همکاران (Herbert et al.,1985)، فردی که تأثير 
نسبت های مختلف آب سازندی و آب دریا را در ارتباط با توليد سولفيد هيدروژن 
تحقيق می کرد، نيز مورد تأیيد قرار گرفت. مجموعه باکتری های احياکننده سولفات 
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کشت شده در مطالعه هربرت از آب دریای شمال تفکيک شدند، آب دریا و یا آب 
سازندی به تنهایی به رشد و فعاليت باکتری های احياکننده سولفات کمک نکرده اما 
مقادیر  می تواند  ترکيب شوند،  باهم  مختلف  نسبت های  در  نوع آب  این  که  زمانی 
محدودیت  توسط  می تواند   H2S توليد  شود.  توليد  هيدروژن  سولفيد  قابل توجهی 
بر 75 درصد  افزون  باکتری ها )25 درصد آب سازند  نياز  منبع کربن آلی مورد  در 
آب دریا( و یا توسط محدودیت در منبع سولفات )75 درصد آب سازند افزون بر 
ترش شدگی  پدیده  از  بهتری  درک  یافته ها  این  شود.  کنترل  دریا(  آب  درصد   25
با آب سازندی و نفت مخلوط می شود،  در نواحی مخلوط، جایی که آب تزریقی 
فراهم می کند (Frazer and Bolling, 1991; Burger et al., 1992). این زون مخلوط 
همراه با حرکت جبهه آب تزریقی جابه جا شده و همزمان با جابه جایی به سمت چاه 

توليدی، درجه حرارت آن افزایش می یابد.

10- شرایط مورد نیاز جهت رشد باکتری های احیاکننده سولفات
SRB در سرتاسر سيستم داخلی  باکتری های  مخزن نفت محيط پيچيده ای است که 
مخزن  سخت  بسيار  شرایط  در  سولفات  احياکننده  باکتری های  می شود.  یافت  آن 
می پردازند  فعاليت  و  رشد  به  و  داشته  حضور  بالا  شوری  و  فشار  حرارت،   مانند 

.(Rosnes et al., 1991 a, b)

     باکتری های احياکننده سولفات در یک محيط همگن هوازی غيرفعال می شوند. 
بااین حال، این باکتری هامی توانند ساعات یا روزهای بسياری را در آب هوازی سپری 
کنند. این باکتری ها اگر مجدداً در شرایط بی هوازی قرار گيرند، دوباره فعاليت خود 
ترجيح  رشد  برای  را  خنثی   pH سولفات،  کننده  احياء  باکتری های  بازمی یابند.  را 
با  می شود.  مشاهده   8.5 تا   5.5 بين   pH بازه  در  فعاليت  آزمایشگاه،  در  می دهند. 
این وجود، باکتری های احياکننده سولفات در آب های اسيدی تر نيز مشاهده  شده اند.

    دمای بهينه برای بيشتر باکتری های احياکننده سولفات شناخته شده در حدود 20 
احيای  پایين  فعاليت  طبيعی،  در رسوب های آب زی  است.  سانتی گراد  درجه   40 تا 

سولفات همچنان می تواند تا صفر درجه سانتی گراد قابل  اندازه گيری باشد.
     باکتری های احيا کننده سولفات واکنش های متعددی را نسبت به غلظت های نمک 
از خود نشان می دهند. نمونه هایی که در آب بدون نمک فعاليت دارند، ممکن است 
در غلظت های نمک بالاتر از 20 تا g Nacl/L 30، فعاليت آنها متوقف شود. فعاليت 
 g/L 100 از 50 تا Nacl بيشتر باکتری های احيا کننده سولفات در صورتی که غلظت

بيشتر شود به طرز شدیدی دچار کاهش می شود.
انجام  برای  باکتری های احياکننده سولفات  مانند دیگر فرم های موجودات زنده      
هنگامی که  حتی  دارند.  تغذیه ای  رژیم  یک  به  نياز  رشد،  و  خود  متابوليک  اعمال 
فيزیکی  نيازهای  از  تعدادی  هم  هنوز  برطرف شود،  کامل  به طور  تغذیه ای  نيازهای 
.(Tüccar et al., 2020) که برای رشد و فعاليت آنها لازم است، بایستی فراهم گردد

11- بحث
11-1- شرح مراحل انجام کار آزمایشگاهی و نمونه برداری میدانی

الف( آماده سازی محیط کشت رشد باکتری های احیاکننده سولفات
رشد  جهت  موردنياز  کشت  محيط  که  است  لازم  ميدانی  نمونه برداری  از  پيش 
منظور،  این  به  گردد.  تهيه  آزمایشگاهی  محيط  در  سولفات  احياکننده  باکتری های 
چندین محيط کشت با غلظت های متفاوت برای رشد باکتری های احياکننده سولفات 
 NACE: National) فراهم گردید که طبق استاندارد انجمن ملی مهندسان خوردگی
Association of Corrosion Engineers) در جدول 1 در صورتی که یک ليتر آب 

pH آن  با مواد جدول 1 ترکيب گردد و  دریا که غلظت املاح آن یک برابر باشد 
7.3 باشد، این محيط، شرایط لازم برای رشد باکتری های احياکننده سولفات را فراهم 

می کند.
    جدول 2 ترکيبات آب خليج فارس را نشان می دهد. بدین منظور اگر در شرایط 
آزمایشگاهی آب خليج فارس جهت آماده سازی محيط لازم برای کشت باکتری های 
SRB موجود نباشد، می توان ترکيبات جدول 2 را به یک ليتر آب مقطر اضافه کرد 

تا همان غلظت مربوط به شوری آب خليج فارس به دست آید. به بيان دیگر، اگر یک 
ليتر آب مقطر در دسترس باشد، لازم است که ترکيبات طبق استاندارد انجمن ملی 
که  دریا  آب  ليتر  یک  صورتی که  در   1 جدول  در   (NACE) خوردگی  مهندسان 
 pH با مواد موجود در جدول 2 ترکيب گردد و  باشد،  برابر  غلظت املاح آن  یک 
باکتری های احياکننده سولفات فراهم  تنظيم گردد. شرایط لازم برای رشد   7.3  آن 

می شود.
    لازم به یادآوری است که آناليز فيزیکوشيميایی مکانی که می خواهد از آنجا نمونه 
تهيه  باید محيط کشت در آزمایشگاه  برای آن  و  دانست  باید  قبل  از  را  تهيه گردد 
گردد، مثلًا در مورد نمونه برداری از آب خليج فارس باید ميزان املاح یا نمک آن را 
بدانيم که mg/Lit 38000 – 40000 یعنی حدود 4 درصد )4 گرم در 100 سی سی( 

باید به نمونه ها نمک اضافه گردد.
     برای آن که بتوان ردیابی بهتری از باکتری های احياکننده سولفات در طول مسير 
لوله های انتقال نفت از سکوهای توليدی به منطقه عملياتی سيری داشت، لازم می بود 
مرحله  از  نمونه ها  از  بخشی  که  باشد  بدین صورت  نمونه برداری  الگوی  طراحی  که 
مکش از دریا، برخی در مرحله ميانی و بخشی هم در مرحله آخر نمونه برداری گردد، 
ازآنجایی که ممکن است باکتری های احياکننده سولفات در غلظت های متفاوت از 
شوری آب دریا خودشان را نشان دهند، بدین منظور محيط های کشت در سه غلظت 
 SW-4X= four) متفاوت تهيه گردید، محيط کشت با 4 برابر غلظت شوری آب دریا
times the salinity of Sea Water)، یک برابر غلظت شوری آب دریا )استفاده از آب  

مقطر) DW-1X= one time the salinity of distilled water)( و تهيه محيط کشت با 
تنها 10 درصد غلظت شوری آب دریا.

مقدار لازمحالت مادهنام تجاریترکیب

(Sodium lactate)  سدیم لاکتاتM-1693مایع cc

(Yeast Extract)  عصاره مخمرM-361دانه ای gr

  (Ascorbic Acid)   آسکوربيک اسيدM-660.1پودر gr

(Thiogolycolic Acid) 4مایع )داخل یخچال نگهداری می شود(تيوگليکلات اسيد μL

 (Sodium Acetate) 1پودر دانه ای سفيد8سدیم استات gr

(MgSo4)  0.2پودر سفيد27سولفات منيزیم gr

Fe(SO4)2(NH4)26H2O  0.2پودر سفيد31فروس آلومينيم سولفات gr

.SRB جدول 1-  مواد لازم جهت اضافه کردن به یک ليتر آب دریا )یک برابر غلظت( برای کشت باکتری های
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مقدار لازمترکیب

NaCl 24.5کلریدسدیم gr

CaCl2  1.1کلریدکلسيم gr

MgCl2  11.1کلریدمنيزیم gr

Na2So4 4بی کربنات سدیم gr

شکل 2- نمونه های ویال 25 سی سی نام گذاری شده جهت کشت باکتری های احياکننده سولفات.

جدول 2- ترکيبات آب دریای خليج فارس جهت اضافه کردن به آب مقطر.

)به وسيله  استریل  و  آماده سازی و ضدعفونی  ویال 100 سی سی جهت      50 عدد 
اتوکلاو  (AutoClave) به مدت 10 دقيقه در دمای 110 درجه سانتی گراد( کردن تهيه 
گردید و به منطقه عملياتی جهت نمونه برداری منتقل گردیدند و هرکدام از این 50 
عدد ویال به وسيله 25 سی سی محلول حاوی محيط کشت باکتری احياکننده سولفات 

توسط Dispenser توزیع گردید )شکل 2(.

ب( نمونه برداری از منطقه عملیاتی جزیره سیری
آزمون های  در  نمونه برداری  اهميت  به  توجه  با  استاندارد:  نمونه برداری  -شرایط 

ميکروبی، آزمایشگاه باید نمونه ای را دریافت کند که هنگام جابه جایی و نگهداری 
آسيب ندیده باشد و یا تغييری در آن ایجاد نشده باشد. همچنين بهتر است نمونه در برابر 
آلودگی های خارجی ناشی از هوا، ظرف های نمونه برداری و جابه جایی نامناسب حفظ 
شود؛ و همچنين در هنگام نمونه برداری باید بسيار دقت گردد که هيچ حباب هوایی 
باکتری های  برای رشد  درون ویال های سرمی مشاهده نشود، چون شرایط بی هوازی 
از  بسياری  زیرا  می دهد  قرار  تأثير  تحت  را  آنها  و  است  الزامی  سولفات  احياکننده 
اکسيژن  با  تماس  اثر  در  سولفات  احياکننده  باکتری های  اغلب  شامل  ميکروب ها 
می ميرند (Whitby and Skovhus, 2010) و همچنين ویژگی های نمونه ها باید به طور 
کامل مشخص و ثبت گردند. اگر نمونه ها به طور صحيح برداشت یا جابه جا نشده باشند، 

نماینده مناسبی از محل موردنظر نبوده و تحليل در مورد آنها نادرست خواهد بود.
      دمای نمونه هنگام نمونه برداری باید یادداشت شود. ظرف های نمونه برداری باید 
خشک، تميز و استریل باشند و تا زمان استفاده استریل باقی بمانند. برای این منظور، 

می توان آنها را در ورق های آلومينيمی پيچيد و در اتوکلاو استریل نمود.

ایران  نفتی  ميادین  بيشتر  آنجا که  از  خلیج فارس:  دریای  آب  از  نمونه برداری   -

مخزن  اوليه  فشار  با  نفت  برداشت  و  شده اند  خودشان  عمر  دوم  نيمه  وارد 
برداشت  ازدیاد  روش های  از  مخازن  فشار  کاهش  جبران  برای  امکان پذیرنيست، 
برداشت،  ازدیاد  قابل دسترس ترین روش  در خليج فارس  و چون  می کنند  استفاده 
استفاده از آب دریا جهت تزریق به ميدان نفتی است و چون آب دریا حاوی مواد 
خوراکی بسيار مهمی جهت رشد باکتری های احياکننده سولفات است، لازم بود 
که از خط لوله ای که از دریای خليج فارس آب را به داخل سکوهای تزریق نفت 
می رساند، نمونه برداری شود. به همين منظور، از ابتدای لوله های تزریق آب دریا 
)ورودی(، ميانه راه و مرحله پایانی )خروجی آب دریا( آن نمونه آب دریا گرفته 
شد که بتوان در محيط های آماده قابل کشت باکتری های احياکننده سولفات آنها 

را کشت داد.
از  ایلام  به دو سکوی نصر و  لوله های تزریق آب دریا      آب ورودی و خروجی 
هر قسمت )ابتدای مسير تزریق، ميانه تزریق و انتهای مسير تزریق( به مقدار 20 ليتر 
نمونه برداری گردید و سپس نمونه های 20 ليتری روی آنها تاریخ نمونه برداری )13 
تير  و 14  ایلام  و  نصر  تزریق سکوهای  لوله های  به  تهيه آب ورودی  ماه 1398  تير 
ایلام( و محل  به سکوهای نصر و  لوله های تزریقی  از  تهيه آب خروجی  ماه 1398 
آزمایشگاه  دفتر  به  بعدی  مراحل  نمونه ها جهت  تمامی  و  ذکر گردید  نمونه برداری 
شيمی جزیره سيری منتقل شدند. همچنين نمونه ای از آب تزریقی که روی سکوهای 
نمونه ها جهت  و  تهيه گردید  نيز  می شوند،  چاه  وارد  پایانی  مرحله  در  ایلام  و  نصر 
انجام فيلتراسيون همراه با پمپ خلأ و کشت دادن به آزمایشگاه جزیره سيری منتقل 

گردیدند )شکل 3(.
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شکل 3- نمونه آب تزریق شده به چاه های تزریقی واقع در سکوهای نصر )راست( و ایلام )چپ(.

11-2- نتایج به دست آمده از فیلتر کردن نمونه های آب تزریقی توسط دستگاه 
پمپ خلأ

پس  از آن که نمونه های آب تزریقی به سکوهای نصر و ایلام توسط دستگاه پمپ 
فيلتر گردیدند، نتایج بسيار جالبی به دست آمد که به شرح ذیل می باشند:

برخی از نمونه های آب دریا )آب تزریقی به سکوها( به حدی آلودگی داشتند که 
کاغذ  منافذ  تمامی  زیرا  نداشت،  وجود  آنها  کردن  فيلتر  امکان  ليتر  یک  از  بيشتر 
فيلتراسيون به خاطر ذرات معلق زیادی که در آنها وجود داشت پر می گردید و امکان 

انجام فيلتر وجود نداشت )شکل های 4 و 5(.

شکل 5- کاغذ فيلتر نمونه های آب خروجی از لوله های تزریقی به سکوی ایلام.شکل 4- کاغذ فيلتر نمونه های آب خروجی از لوله های تزریقی به سکوی نصر.

SRB 11-3- تغییر رنگ نمونه های منتقل شده به محیط کشت
به  تزریقی  آب  و  دریا  آب  از  تهيه شده  نمونه های  تمامی  نمونه گيری،  اتمام  از  بعد 
ویال های 100 سی سی حاوی محيط های کشت رشد باکتری های احياکننده سولفات 

منتقل شدند.
    پس از گذشت دو روز از انتقال نمونه های آب دریا، آب تزریقی و کاغذهای 
محيط های  در  رنگ  تغييرات  سی سی،   25 و  سی سی   100 ویال های  به  فيلترشده 
تيره  رنگ های  به  صورتی  رنگ  از  که  به گونه ای  بود،  آشکار  بسيار  کشت 

نمونه های  به  نمونه برداری(  از  )پيش  آزمایشگاه  در   .)6 )شکل  می گردید  تبدیل 
 Resazurin باکتری های احياکننده، سولفات محلول  آماده سازی محيط های کشت 
احياکننده سولفات  باکتری های  این محلول معرف محيط کشت  اضافه گردید که 
اضافه  محلول  به  نمونه  هنگامی که  و  می دهد  محلول  به  صورتی  رنگ  که  است 
گردد و شاهد تغيير رنگ به سمت رنگ های تيره باشيم، این خود نشانه ای از وجود 
باکتری های احياکننده سولفات در نمونه ها خواهد بود که در شکل 6 تغيير رنگ 

نمونه ها نشان داده شده است.
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شکل 6- تغيير رنگ مشاهده شده )صورتی به زرد( پس از دو روز انتقال نمونه های آب همراه نفت و آب تزریقی به ویال ها.

جدول 3- راهنمای تشخيص حضور یا عدم حضور باکتری های مهم شاخص خوردگی ميکروبی.

DNA 11-4- مراحل آماده سازی نمونه ها جهت استخراج
پس از انتقال نمونه ها از منطقه عملياتی سيری به آزمایشگاه ميکروبيولوژی پژوهشگاه 
صنعت نفت، مدت 3 الی 14 روز به نمونه ها زمان داده شد که در شرایط استاندارد 
باکتری های  وجود  صورت  در  تا  شوند  نگهداری  )گرم خانه(  انکوباتور  داخل  در 
احياکننده سولفات بتوانند کاملًا رشد کنند و پس از گذشت یک ماه تمامی نمونه ها 
از انکوباتور خارج و آماده انتخاب نمونه های کاندید جهت استخراج DNA گردیدند.

یا عدم حضور  )انکوباتور(، حضور  زمان گرم خانه گذاری  از سپری شدن      پس 
باکتری ها در نمونه های درون ویال های 100 و 25 سی سی با توجه به جدول 3 تعيين 

می گردد.

11-5- تقسیم بندی اولیه نمونه های تهیه شده از منطقه عملیاتی سیری
زیاد  دليل  به  و  گردند  دسته بندی  آنها  که  است  نمونه ها، لازم  بهتر  شناسایی  جهت 
بودن پارامترهای دسته بندی و عدم هماهنگی معنادار بين نمونه ها، به ناچار دسته بندی 
ترکيبی از همه پارامترها و عوامل متغير شامل )نوع نمونه، چاه، ميدان، سکو، رنگ 
و...( صورت گرفت که طبق آن، نمونه ها به 8 دسته تقسيم گردیدند که در شکل 7 
باکتری  این است که نمونه هایی که  این نوع دسته بندی  از  نشان داده شده اند. هدف 

 DNA احياکننده سولفات در آنها به خوبی رشد کرده اند را جهت مطالعات استخراج
و شناسایی مولکولی آنها، راحت ترتشخيص داد. 

DNA 11-6- انتخاب نمونه های اصلی جهت انجام آزمایش های استخراج
در ابتدا، نمونه های تهيه شده از منطقه عملياتی سيری 55 عدد  بودند. از آنجا  که برخی 
از نمونه ها به دلایل گوناگونی مانند این که باکتری های احياکننده سولفات نتوانسته 
از  همچنين  و  نبودند   SRB باکتری  حاوی  به طورکلی  یا  کنند  رشد  آنها  در  بودند 
برخی، نمونه های تکراری تهيه گردیده بود، بنابراین با حذف این نمونه ها، در نهایت، 
جهت انجام مطالعات و آزمایش های تکميلی استخراج DNA و شناسایی مولکولی، 
تعداد 17 عدد نمونه ویال 100 سی سی به همراه 6 عدد ویال 25 سی سی  انتخاب شدند 
که از فيلتر کردن آب های تزریقی و آب دریا به دست آمده بودند. این انتخاب با توجه 
به مشاهدات اوليه و تغيير رنگ شگرفی که این نمونه ها داشتند )از رنگ صورتی به 
رنگ کاملًا سياه(  برگزیده شدند )شکل 8(.  نمونه هایی که جهت مطالعات تکميلی 
انتخاب شدند )باکتری های احيا کنده سولفات در آنها رشد کرده اند،  و تغيير رنگ 
)از قرمز یا صورتی به رنگ تيره یا سياه کامل( در آنها وجود داشت(، در جدول 4 

نشان داده شده اند.

نام باکتریردیف
مشخصات ظاهری رشد باکتری

)بعد از گرم خانه گذاری(
زمان گرم

خانه گذاری )روز(

1(SRB) 28رسوب سياه رنگ در محيط کشتاحياکننده سولفات

2
(APB) توليدکننده اسيد

)Acid Produce Bacteria)
14ایجاد رنگ زرد در محيط کشت

3(IRB( احياکننده آهن
(Iron Reduction Bacteria) 

ایجاد رنگ سبز یا سياه در محيط 
30کشت

4 (HB) هتروتروف
)HeterotrophBacteria(7کدر شدن محيط کشت
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شماره نمونهنام سکوشماره چاهنوع نمونهدرجه غلظت نمونه

SW-4X1نصرنصر 6آب تزریقی
DW-4X2نصرنصر 6آب تزریقی
SW-1X3نصرنصر 5آب تزریقی
DW-1X4نصرنصر 5کشت فيلتر آب تزریقی
SW-1X5نصرنصر 5کشت فيلتر آب تزریقی
DW-1X6نصرنصر 6کشت فيلتر آب تزریقی
SW-1X7نصرنصر 6کشت فيلتر آب تزریقی

8نصرنصر 6ورودی آب دریا قبل از تزریق بيوساید

9نصرنصر 5خروجی آب دریا بعد از تزریق بيوساید

10ایلامایلامورودی آب دریا قبل از تزریق بيوساید

11ایلامایلامخروجی آب دریا بعد از تزریق بيوساید

جدول 4- ویژگی های نمونه هایی که تغيير رنگ داده اند )از قرمز یا صورتی به رنگ تيره یا سياه کامل( و باکتری های احيا کنده سولفات در آنها رشد کرده اند.

شکل 7- 8 دسته بندی مختلف نمونه های تهيه شده از منطقه عملياتی جزیره سيری.

شکل 8- تمام 23 عدد نمونه های کاندید شده جهت انجام آزمایش های استخراج DNA از آنها.
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شکل 9- نمونه های ویال های 25 سی سی انتخاب شده که باکتری های SRB به خوبی در آنها رشد کرده اند.

شکل 10-  نمونه های ویال های 100 سی سی انتخاب شده که باکتری های SRB به خوبی در آنها رشد کرده اند.

در شکل های 9 و 10 می توان نمونه های انتخاب شده از ویال های 25 سی سی کشت 
فيلتر آب تزریقی و همچنين ویال های 100 سی سی انتخاب شده را که باکتری های 

احياکننده سولفات به خوبی در آنهاتوانسته اند رشد کنند را مشاهده نمود.

 )DNA Extraction( 11-7- استخراج دی ان ای
استخراج دی ان ای فرایندی است که طی آن دی ان ای با کمک ترکيبی از روش های 
فيزیکی و شيميایی از نمونه جداسازی می شود. دی ان ای نخستين بار توسط فردریش 
گردید  استخراج   1869 سال  در  سوئيسی  پزشک   ،(Miescher Friedrich) ميشر 
(Lothridge and Jones, 2005; Dahm, 2008). امروزه استخراج دی ان ای یک روش 

به  استخراج  در  است.  جرم شناسی  آناليزهای  و  مولکولی  زیست شناسی  در  مرسوم 
روش شيميایی، انواع مختلفی کيت وجود دارد که در زمان کمتر، امکان استخراج و 

.(Yoshikawa et al., 2011) انتخاب صحيح دی ان ای را فراهم می کند
    پس از ميشر تلاش های دیگری نيز به این منظور صورت گرفت و سبب پيشرفت های 

فراوان دیگری در فرایند استخراج DNA شد. نخستين فرایند های آزمایشگاهی روتين 
برای استخراج DNA، بر پایه راهبرد های سانتریفيوژ بر اساس چگالی توسعه یافتند. 
ایجادشده اند.  DNA خالص  استخراج  برای  فراوانی  اختصاصی  هم اکنون روش های 

.(Shams et al., 2020) روش ها بيشتر  به صورت کيت های تجاری موجودند

مولکولی  شناسایی  و   DNA استخراج  ازآنجا  که  نمونه ها:   DNA استخراج  مراحل   -

اصلی  هدف  چون  همچنين  و  هستند،  هزینه بر  بسيار  استخراجی،   DNA نمونه های 
پروژه تعيين منشأ ترش شدگی در ميدان های موردمطالعه است، و به دليل آن که بيشتر 
نمونه های انتخاب شده شرایط محيطی یکسانی داشتند، تنها یک نمونه جهت مطالعات 
استخراج DNA انتخاب شد که نمونه انتخابی بایستی ترکيبی از تمامی نمونه ها باشد 
جهت  سولفات،  احياکننده  باکتری های  به  آلوده  نمونه های  کل  نماینده  به عنوان  و 
ذکر  به  ادامه  در  که  باشد  مولکولی  شناسایی  و  دی ان ای  استخراج  بعدی  مطالعات 

جزئيات آن پرداخته می شود )شکل 11(.



شناسایی منشأ و سازوکار ترش شدگی ميادین نفتی ..../محمد صادقی و همكاران/علوم زمين 1401، 32 )4(: 304-287

296

شکل 11- نمونه های آب های تزریقی انتقالی از ویال های 100 سی سی به فالکون های 50 سی سی جهت ترکيب نمونه انتخابی.

طبق   :DNA استخراج  برای  محیطی  میکروبیولوژی  روش های  و   )Protocol( پروتکل   -

مراحل  ترتيب  به  باید   DNA استخراج  برای  است،  تعریف شده  که  استانداردی 
گردد رعایت   DNA صحيح  استخراج  جهت  لازم  پروتکل های  تا  شود  انجام   ذیل 

.(Doyle, 1991; Wang, 2006; Gietz, 2014)

شناسایی  و  دی ان ای  استخراج  مطالعات  برای  شد،  بيان  پيش تر  که  همان طور     
مولکولی، تنها یک نمونه که شامل مجموعه ترکيبی از آب های تزریقی، آب ورودی 
دریا و خروجی دریا و نمونه کشت های فيلترشده از آب های تزریقی نياز است که  
DNA آنها استخراج گردد. به همين منظور، تمامی نمونه ها به نمونه بزرگ تری منتقل 

انجام  برای  زیرا  شدند  تقسيم  مساوی  قسمت  دو  به  کردن،  وزن  با  سپس  و  شدند 
مرحله سانتریفيوژ لازم است که وزن طرفين دستگاه سانتریفيوژ یکسان باشد که عمل 

.(Spencer, 2004) جدایش به صورت صحيح صورت گيرد
 g 10000 مرحله اول: در این مرحله لازم هست که نمونه ها به مدت دو دقيقه با دور - 

سانتریفيوژ گردند و پس از انجام سانتریفيوژ، مابقی محلول دور ریخته می شود و تنها 
بعدی  مرحله  به  است،  نمونه ها  دیواره  سانتریفيوژ شده که در  از محلول  ميلی ليتر   2

منتقل می گردد.
- مرحله دوم و سوم: در این دو مرحله که به صورت همزمان صورت می گيرند، لازم 

روی  و  شود  داده  قرار  گلوله هایی  داخل  سانتریفيوژ  از  خروجی  محلول  که  است 
دستگاه لرزاننده به مدت یک دقيقه چرخش گلوله ها در تماس با محلول ليز یا بافر 
قرار گيرد تا بدین وسيله محلول ليز یا بافر در آن کاملًا مخلوط شود و سپس محلول 
به دست آمده در دمای 37 درجه سانتی گراد، داخل انکوباتور به مدت 30 دقيقه قرار 

داده می شود.
 SDS= Sodium) سولفات  دسيل  دو  سدیم  مرحله  این  در  پنجم:  و  چهارم  مرحله   -

dodecyl sulfate)  یک درصد وزنی و پروتئيناز پتاسيم (proteinase K) به محلول 

اضافه می گردد و مجددا محلول به مدت 10 ثانيه توسط دستگاه لرزاننده چرخانده 
و سپس محلول به دست آمده به مدت 2 ساعت در دمای 55 درجه سانتی گراد داخل 

انکوباتور قرار داده می شود.
الکل  فنل-کلروفرم-ایزوآميل  از  مساوی  حجم  مرحله،  این  در  ششم:  مرحله   -

با  بار  و چندین  اضافه گردیده  به محلول   (phenol-chloroform-isoamyl alcohol)

وارونه کردن فالکون، محتوای محلول، مخلوط می گردد. لازم به یادآوری است که 
در این مرحله نسبت های حجمی فنل، کلروفرم و ایزوآميل الکل به نسبت های 1 به 24 

.(Phenol-chloroform-isoamyl alcohol (25:24:1)) به 25 هستند
 g  10000 نسبی  دور  در  دقيقه   15 مدت  به  نمونه ها  مرحله  این  در  هفتم:  مرحله   -

سانتریفيوژ می شوند و پس ازآن، تنها بخش هایی از نمونه که به دیواره انتهایی فالکون 

چسبيده اند، جدا می شوند و سپس قسمت بالایی محلول به یک لوله فالکون جدید 
دیگری منتقل می گردد و مجددا یک بار دیگر عمل استخراج فنل تکرار می شود.

دیگری  تميز  و  جدید  فالکون  یک  به  محلول  مرحله،  این  در  هشتم:  مرحله   -

اضافه می گردد سپس  به آن  الکل کلروفرم-ایزوآميل  منتقل گشته و حجم مساوی 
 g نسبی 10000  دقيقه در دور  به مدت 5  نهایت  را مخلوط کرده و در  آنها  دوباره 
یادآوری  به  لازم  می گردد.  تکرار  بار  دو  استخراج  عمل  این  می گردد.  سانتریفيوژ 
است     24 به   1 نسبت  ایزوآميل  به  کلروفرم  حجمی  نسبت  مرحله  این  در  که   است 

.(Chloroform-isoamyl alcohol 24:1 (V/V))

- مرحله نهم: در این مرحله، محلول به فالکون جدید منتقل گردیده و سپس با اضافه 

کردن نسبت حجمی 1 به 10 از سه مول سدیم استات و نسبت حجمی 1 به 2 از پروپانول 
نمونه داخل  از آن،  و  پس  DNA رسوب کند  تا  ترکيب می کنيم  به آرامی  را  آنها 
.(Spencer, 2004) 20- قرار داده می شود ºC1انکوباتور به مدت یک ساعت در دمای 
 g 10000 مرحله دهم: در این مرحله نيز نمونه ها به مدت 15 دقيقه در دور نسبی -

داده شده  نشان   12 در شکل  که  همان گونه  رویی  مایع  و سپس  سانتریفيوژ گردیده 
 )%70( اتانول  ليتر  ميکرو   500 با  حاصل شده   DNA و  می شود  ریخته  دور  است، 
 g  10000 نسبی  دور  با  دقيقه   5 مدت  به  بار  این  مجددا  سپس  می گردد،  شستشو 
و  ریخته  دور  دقت  با  باقيمانده  اتانول  که  کرد  تلاش  باید  آنگاه  کرده،  سانتریفيوژ 
این عمل  از محلول حذف گردد.  اتانول  به طورکلی  تا  محلول کاملا خشک گردد 
یا  باقيمانده نمک  این مرحله،  برداشته شود تکرار می گردد )در  اتانول  تا زمانی که 

ایزوپروپانول از بين می رود و باید یک بار تکرار شود( )شکل 13(.
- مرحله یازدهم: در این مرحله، DNA حاصل شده مجددا در20-30 ميکروليتر آب 
استریل و -0.1 0.2 ميکروليتر ریبونوکلئاز به حالت تعليق درآورده می شود و اجازه 
داده می شود که حداقل به مدت 3 ساعت در دمای 37 درجه سانتی گراد حل شود 

.(Spencer, 2004)

DNA 11-8- خالص سازی نمونه
است  لازم  شود،  خالص سازی  کامل  به صورت   DNA آنکه  برای  مرحله،  این  در 
)خلا(  اکسيژن  یا  هوا  حضور  عدم  شرایط  در  سانتریفيوژ  دستگاه  داخل  مجددا  که 
فنول  یا  اتانول  مانند  یا مواد اضافی  این حالت هرگونه ترکيب  قرار داده شود و در 
و مواد دیگری که در حين مراحل یازده گانه به آن اضافه گردیده است و به عنوان 
ناخالصی تلقی می شوند را )در صورت وجود( در حالت عدم حضور هوا یا اکسيژنی 
با ایجاد مکش هوا و شرایط خلأ از DNA جدا می گردد   که در محيط وجود دارد 

)شکل 14(.
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شکل 12- برداشتن لایه بالایی از محلول حاوی DNA به وسيله پيپت مدرج ميکرو ليتری )بعد از سانتریفيوژ(.

شکل 14- نمونه DNA خالص سازی شده خروجی از مرحله آخر دستگاه سانتریفيوژ خلأ.

شکل 13- مراحل خالص سازی یا جداسازی DNA از اتانول.
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شکل 15-  خروجی نتایج حاصل از تست خالص سازی DNA روی مانيتور دستگاه نانو دراپ.

11-9- آزمودن خلوص DNA نمونه ها توسط دستگاه نانو دراپ
از  که  است  لازم   ،DNA نمونه های  خلوص  و  غلظت  ميزان  اندازه گيری  جهت 
دستگاه نانودراپ استفاده گردد. به همين منظور، جهت آزمودن نمونه ها، این عمل 
برای تک تک 6 نمونه DNA استخراجی از نمونه ها صورت گرفت و به این منظور 

لازم است که از هر نمونه 2 ميکروليتر برداشته شود و روی دستگاه نانو دراپ قرار 
گيرد و به دستگاه 15 ثانيه اجازه داده شود تا فرایندهای تست روی نمونه را انجام 
نمایش گذاشته می شود  به  به دستگاه  متصل  مانيتور  نتایج روی  نهایت،  در  و  دهد 

)شکل 15(.

12- نتایج
12-1-نتایج حاصل از خالص سازی DNA نمونه ها

نتایج  نانودراپ،  دستگاه  روی  ها   DNA نمونه  از  ميکروليتر  دو  دادن  قرار  از  پس 
استاندارد در شکل 16   منحنی های  به صورت  استخراجی که  نمونه  از 6  حاصل شده 

به خوبی نشان داده شده است.
    نتایج خروجی از دستگاه نانودراپ دارای سه پارامتر هست که هرکدام از پارامترها 

به ترتيب به صورت ذیل تعریف می گردند:
    یک تست مربوط به غلظت DNA دو رشته ای است که با واحد  ng/μl اندازه گيری 
 می شود و برای کار PCR (Polymerase Chain Reaction) باید بيشتر از ng/μl 30 باشد. 
 RNA 260 است که نشان دهنده  ميزان پروتئين وA/280A یک عدد مربوط به جذب
نمونه  یعنی  باشد،  کمتر   1.08 از  عدد  این  اگر  که  این صورت  به  است.  نمونه  در 

آلودگی به پروتئين دارد.
    به منظور اندازه گيری خلوص DNA، ميزان جذب محلول حاوی DNA در طول  
 (Ultra Violet (UV) ) نور یووی ،DNA .موج260 و 280 نانومتر اندازه گيری می شود
را در طول  موج260 و 280 نانومتر جذب می کند. این در حالی است که پروتئين های 

آروماتيک، نور یوی را در 280 نانومتر جذب می کنند.

یک عدد مربوط به جذب 260A/230A است که نشان دهنده  آلودگی به فنول است. 
به این صورت که اگر این عدد بيشتر از 0.2 باشد یعنی نمونه DNA ما خالص است 
به طوری که تا 0.15 قابل قبول است اما اگر عدد زیر 0.1 باشد، یعنی نمونه آلودگی به 

.(Dahm, 2008; Yoshikawa et al., 2011) فنول دارد
در  خلاصه  به صورت  است،  استخراج شده  آنها   DNA که  نمونه ای   6 تمامی  نتایج 

جدول 5 نشان داده شده است.
استخراجی،   DNA نمونه   6 روی  نانودراپ  دستگاه  از  حاصل  نتایج  مشاهده  با      
خالص  کاملا  استخراجی  نمونه های  تمامی  که  دست یافت  نتيجه  این  به  می توان 
می باشند و هيچ گونه آلودگی به پروتئين و فنول در آنها وجود ندارد و تمامی 6 نمونه 
 DNA مورد آزمایش، شرایط لازم برای مرحله بعد که شناسایی مولکولی نمونه های

استخراجی است را دارا می باشند.
    از آنجاکه استاندارد آزمایشگاه شناسایی مولکولی نمونه های ارسالی باید حداقل 
غلظت DNA را دارا باشند )که این عدد برابر 3000 نانوگرم هست(،  با بررسی نتایج 
نيز به مراتب از  نمونه ها مشخص شد که تمامی نمونه ها حتی از حداقل غلظت لازم 

ng 3000<3300=50×66غلظت بالاتری برخوردار هستند (                                     ).
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شکل 16-  گراف خروجی از نتایج تست خالص سازی DNA دستگاه نانو دراپ.

جدول 5- نتایج تست دستگاه نانو دراپ DNA استخراجی از 6 نمونه مورد آزمایش.

شماره نمونه
 DNA غلظت 

)ng/μl(

جذب 

260A/280A

جذب 

260A/230A

آلودگی به 

پروتئین

آلودگی به 

فنول

نداردندارد555.31.370.57شماره 1

نداردندارد114.42.760.13شماره 2

نداردندارد910.31.360.66شماره 3

نداردندارد215.71.550.3شماره 4

نداردندارد200.61.600.27شماره 5

نداردندارد661.900.18شماره 6

12-2- تنوع توالی یابی مولکولی
تنوع توالی در ژن 16S به طور گسترده برای توصيف جوامع ميکروبی مختلف استفاده 
می شود. با توسعه مداوم پلتفرم های توالی یابی با توان بالا، پلت فرم توالی یابی ارتقا یافته 
ایلومينا (Illumina sequencing platform) به تدریج به روشی مهم برای مطالعه ترکيب 
و ساختار جامعه ميکروبی در نمونه های محيطی تبدیل شده است و این روش می تواند 
Caporaso et al., 2011;) برساند  به هدف خود که شناسایی مولکولی است،  را   ما 

.(Hess et al., 2011

12-3-آماده سازی و توالی یابی
از نمونه DNA استخراج شده تا به دست آمدن داده های نهایی در هر مرحله از فرایند 
توالی یابی مانند PCR، خالص سازی، آماده سازی کتابخانه ای و تعيين توالی، بر کيفيت 
تجزیه  نتایج  بر  مستقيماً  داده ها  کيفيت  طرفی،  از  می گذارد.  تأثير  داده ها  کميت  و 
به همين منظور،   .(Youssef et al., 2009) تأثير می گذارد  بعدی   و تحليل اطلاعات 

حفظ دقت و قابليت اطمينان داده های توالی یابی، کنترل کيفيت (QC) در هر مرحله 
از فرایند توالی یابی انجام می گردد. گردش کار فرایند شناسایی مولکولی در شکل  

17به خوبی نشان داده شده است.

12-4-باکتری احیاکننده سولفات گونه دسولفوویبریو
باکتری های این گروه مربوط به دلتاپروتئوباکتری های بی هوازی و مزوفيل می باشند 
می شوند  یافت  صنعتی  سيستم های  و  دریا  آب  شيرین،  آب  در  گسترده  به طور   که 
(Shi et al., 2011). این باکتری ها در شرایط بی هوازی، سولفات را برای کسب انرژی 

احيا کرده و آن را به سولفيد هيدروژن تبدیل می نمایند. سپس یون های سولفات را 
.(Williamson IV, 2013) به عنوان پذیرنده  الکترون به یون سولفيد تبدیل می کنند

و   Desulfovibrio به  می توان  باکتری ها،  این  مشهور  جنس های  از      
با مقدار  Desulfotumaculum اشاره نمود. جنس دسولفوویبریو عموماً در آب های 

زیاد بار آلی و خاک های غرقابی دیده می شوند. این باکتری ها سلول های ميله ای یا 
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شکل 18- درصد فراوانی نسبی گونه های باکتریایی موجود در نمونه مورد مطالعه پس از شناسایی مولکولی.

خميده دارند. آنها توان اکسيداسيون استات- لاکتات و دی اکسيد کربن را به عنوان 
سوبستراهای معمول دارند و همچنين از یون های سولفور و یا دیگر ترکيبات گوگردی 
می نمایند  استفاده  الکترون  پذیرنده های  به عنوان  و...(  تيوسولفات  سولفيت،   )مانند 

.(Williamson IV, 2013)

    به بيان دیگر، باکتری دسولفوویبریو با تبدیل سولفات به H2S )که در یک شرایط 
بی هوازی انجام می گيرد( و بر اساس واکنش هایی که در آنها شرکت می کند، منجر 
به توليد گاز هيدروژن سولفيد یا گاز ترش در مخازن نفتی می گردد. به بيان ساده تر، 
به گاز سولفيد  را  آنها  نفتی،  ميادین  در  هيدروکربن موجود  با مصرف  باکتری  این 

هيدروژن که منجر به ترش شدگی در مخازن نفتی می شود، تبدیل می کند.

H2SO4 + 2 (CH2O)2                          CO2 + 2 H2O + H2S

در زمانی که ماده آلی در اختيار نباشد، باکتری مورد نظر در واکنش های زیر شرکت 
می کند.

H2SO4 + 4 H2                        4 H2O + H2S

S + 2 H                 H2S

12-5-نتایج حاصل از شناسایی مولکولی نمونه ها
استخراجی،  نمونه   DNA مولکولی روی  با شناسایی  مرتبط  آناليزهای  انجام  از  پس 
طيفی از باکتری هایی که در نمونه استخراجی وجود داشتند )با مراجعه به مطالعات 
خروجی  نتایج  که  آمد  دست  به  آماری(  دسته بندی های  و  تحليل ها  و  کتابخانه ای 
شناسایی مولکولی به شرح جدول 6 است.  همچنين برای درک بهتر فراوانی نسبی 
تمامی گونه های باکتریایی موجود در نمونه استخراجی در شکل 18 نيز قابل مشاهده 

هستند.
 ،(SRB) سولفات ها  احياکننده  باکتری های  ميان  در  می دانيم،  که  همان گونه       
با توانایی مؤثر در مصرف هيدروژن، معمولابًه عنوان عامل  گونه های دسولفوویبریو 
اصلی خوردگی بی هوازی به شمار می روند (Dinh et al. 2004)؛ و با مشاهده نتایج 
به دست آمده از شناسایی مولکولی نمونه ها )جدول 5 و شکل 18(، این مطلب مجدداً 
اثبات می گردد که بيشترین گونه ای که منجر به ترش شدگی ميادین نفتی منطقه مورد 
بيشترین  نسبی،  فراوانی  نظر  از  که  می باشد  دسولفوویبریو  گونه  است،  شده  مطالعه 
که  به طوری  دارد،  را  مطالعه  مورد  نمونه های  مولکولی  شناسایی  در  فراوانی  ميزان 

حدود 81 درصد فراوانی را فقط این جنس به خود اختصاص داده است.

شکل 17- گردش کار فرایند شناسایی مولکولی.
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Desulfovibrio Fusibacter Marinifilum Vibrio Arcobacter Citrobacter Staphylococcus Acinetobacter Nesiotobacter Faecalibacterium Others

IW1 0.8110 0.076 0.0290 0.024797 0.002 0.002 0.002 0.00199 0.0019 0.001416 0.046971

جدول 6- مقادیر به دست آمده برحسب درصد فروانی نسبی گونه های موجود در نمونه مورد مطالعه پس از شناسایی مولکولی.

13- نتیجه گیری
هدف از انجام این پژوهش، بررسی منشأ ترش شدگی یا توليد گاز هيدروژن سولفيد در 
ميادین نفتی )اسفند، سيوند و دنا( واقع در منطقه عملياتی سيری )حوضه خليج فارس( 
است که پس از بررسی های اوليه و مطالعات کتابخانه ای و دسترسی به داده های مخزنی 
و همچنين با توجه به بررسی ميادین نفتی ای که شرایط مشابهی از نگاه ویژگی های 
مخزنی )دما، فشار و عمق( با ميادین نفتی مورد مطالعه داشتند و همچنين جهت ازدیاد 
برداشت از آن ميادین مانند ميادین مورد مطالعه، از روش های سيلاب زنی یا تزریق 
هيدروژن  گاز  توليد  منشأ  که  آمد  به دست  اوليه  نتيجه  این  می کردند،  استفاده  آب 
سولفيد در ميادین مورد مطالعه می تواند ناشی از فرایند احيای باکتری های سولفات 
باشد که برای اثبات این فرضيه،  نمونه برداری از منطقه مورد مطالعه و همچنين کشت 
نمونه ها در محيط های آماده رشد باکتری های احياکننده سولفات انجام شد. در ابتدا، 
باکتری های  سياه که گویای حضور  به رنگ کاملًا  از صورتی  نمونه ها  تغيير رنگ 
مشاهده  با  مشاهده شد. سپس  است،  سولفات  احياکننده  باکتری های  و  هوازی  غير 
تزریقی  نمونه های آب دریای خروجی، ورودی و آب  فيلتراسيون  از  نتایج حاصل 
به سکوهای نصر و ایلام که گویای آلودگی های بسيار زیاد به حضور باکتری های 
آلوده کننده در نمونه های فيلتر شده بود، مواجه شدیم. پس از آن، برای اثبات دقيق تر 
DNA از نمونه هایی شد که احتمال حضور  به استخراج  اقدام  فرضيه و ادعای خود 
باکتری های احياکننده سولفات در آنها به مراتب بيشتر از بقيه نمونه ها بوده است و پس 
از استخراج DNA نمونه ها، آنها را جهت مطالعات تکميلی و شناسایی مولکولی تحت 
آزمایش ها PCR و آناليزهای مرتبط با سکانس مولکولی قراردادیم. درنهایت، پس از 
تهيه گزارش از خروجی نتایج حاصل از شناسایی مولکولی و ترسيم درصد فراوانی 
نتيجه  این  روز،  به  بسيار  روش های  با  استخراجی   DNA نمونه  در  موجود  ترکيبات 

نهایی به دست آمد که حدود 81 درصد نمونه ها حاوی باکتری دسولفوویبریو است 
و با بررسی ویژگی های این باکتری دریافتيم که این باکتری توانایی بسيار بالایی در 
مصرف هيدروژن موجود در مخازن نفتی دارد و با شرکت در واکنش های شيميایی، 
با مصرف هيدروکربن موجود در ميادین مورد مطالعه، آنها را به گاز سولفيد هيدروژن 
 یا همان گاز ترش تبدیل می کند به بيان ساده تر، منشأ اصلی توليد گاز ترش در منطقه

مورد مطالعه، حضور باکتری دسولفوویبریو است.

سپاسگزاری
دانشگاه  معنوی  و  مادی  حمایت های  تحت  و  دکترا  رساله  از  مستخرج  مقاله  این 
صنعتی اصفهان و همچنين شرکت نفت ملی ایران است. از این رو، نگارندگان این 
نفت  پژوهش شرکت  و  تحقيق  واحد  ریاست  از  که  می دانند  واجب  بر خود  مقاله 
به جهت در اختيار قرار دادن داده های  ایران جناب آقای دکتر رستمی  قاره  فلات 
ایشان  با تلاش های  نياز این مقاله و همچنين جناب آقای مهندس حسينی که  مورد 
امکان حضور در منطقه عملياتی جزیره سيری امکان پذیر گردید و همچنين کارکنان 
زارعی  مهندس  و  بيات  مهندس  آقایان  جناب  سيری  جزیره  آزمایشگاه  زحمتکش 
که کمک بسيار شایانی جهت نمونه برداری از منطقه عملياتی جزیره سيری داشتند، 
زحمات  از  که  می دانيم  واجب  خود  بر  همچنين  آید.  به عمل  ویژه   تشکر  و  تقدیر 
پژوهشگاه  بيوتکنولوژی  واحد  کارشناسان  و  کارکنان  تمامی  مسئولانه  و  بی دریغ 
صنعت نفت تهران به ویژه مهندس فروغی که در هنگام انجام فرایندهای آزمایش ها 
و  تشکر  کمال  کردند  ما  به  تجهيزاتی  و  کارشناسی  کمک های  ميکروبيولوژی 

قدردانی را بنمایيم.
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The purpose of this research is to identify the source of hydrogen sulfide gas using microbiological, 

geochemical studies on samples of output, input sea water, and injection water to Sivand (SIC C), 

Dana (SIC D), and Esfand (SIC E) located in the operational area of Siri Island. Therefore, in order 

to find out the origin of the reservoir souring of the oil fields of Siri Island, after the initial and library 

studies, as well as the reservoir characteristics, the history of injection and production of the fields, 

the most probable hypothesis of the reservoir souring in these fields can be caused by the processes 

of bacterial sulfate reduction (BSR). Therefore, the culture media required for the growth of sulfate-

reducing bacteria was prepared to prove the hypothesis. After field sampling, some microbiology tests 

were performed on the samples. Since, in initial observations of the sampling, the change in the color 

of the samples from pink to black indicated that the samples contained sulfate-reducing bacteria. For 

this purpose, DNA extraction was carried out on the infected samples. In the complementary stage, 

the samples entered the molecular identification phase. The output of the results was that the bacteria 

with the highest frequency (about 81%) are Desulfovibrio bacteria, which can consume hydrogen 

in the oil reservoir and turn them into hydrogen sulfide gas. Therefore, the primary hypothesis of 

the research is proven. That is the main cause of reservoir souring of the oil fields in Siri Island, the 

processes related to SRB in which Desulfovibrio bacteria plays a significant role.
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