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 چکیده

 ای یکی از مهمترین ترکیبات سمی موجود نفت خام و آلاینده های  محیطی  های آروماتیک چند حلقه هیدروکربن  سابقه و هدف:

 های تحمل کننده نمک تجزیه کننده هیدروکربن پیرن بود. هدف از انجام این پژوهش جداسازی مخمرمی باشند. 

های آلوده و شور مناطق نفت خیز جنوب صورت گرفت. سپس غربالگری این  ابتدا جداسازی مخمرها از خاکمواد و روش ها: 

مخمرها بر اساس توانایی رشد بر روی محیط نمکی و همچنین قابلیت حذف نفت انجام شد. پس از انتخاب و شناسایی مولکولی 

های سبک مورد  سویه توانمند، توانایی تحمل نمک و رشد در حضور آلاینده پیرن و همچنین توانایی تجزیه پیرن و سایر هیدروکربن

 بررسی قرار گرفت.

% نفت خام، به عنوان جدایه برتر  11/11% نمک و حذف 11تا  0های  با رشد در غلظت EBL-C16در این پژوهش، جدایه ها:  یافته

را نشان داد. بررسی رشد نشان داد بازیدیوآسکوس پرسیکوس  درصدی به 100انتخاب شد. شناسایی مولکولی این جدایه شباهت 

درصد  2/1گرم در لیتر پیرن و  میلی 100% نمک قادر به رشد است. بررسی حذف در غلظت 20که این مخمر در غلظت صفر تا 

گرم در  1/1% از پیرن را دارد و در این شرایط میزان رشد آن به  15/11روز توانایی حذف  21نمک نشان داد که این مخمر پس از 

توانایی تجزیه فنانترن و آنتراسن بازیدیوآسکوس پرسیکوس گرم رسید. همچنین  میلی  1/1آن نیز به   2COلیتر وزن خشک  و تولید 

 نیز داشت.

تواند به منظور استفاده از مخمرهای تحمل کننده نمک برای پاکسازی زیستی مناطق شور آلوده به  های حاصل می یافتهنتیجه گیری: 

 نفت به کار گرفته شود.

 ، شرایط نمکی.بازیدیوآسکوس پرسیکوسپیرن، تجزیه زیستی، واژگان کلیدی: 

 69اسفند ماه پذیرش برای چاپ:   69دی ماه دریافت مقاله: 

 مقدمه     

ای                                                        های آروماتیک چند حلقه                       هیدروکربن               

ای      به دسته                                                          

شود که شامل دو یا بیش                         های آروماتیک گفته می                      از هیدروکربن            

ها گروهی از               از دو حلقه بنزنی باشند. این هیدروکربن                                     

های       محیطی هستند که از طریق ف الیت                                 های زیست          آلاینده      

شوند. در            طبی ی و م نوعی به طور گسترده وارد محیط می                                         

حا  حا ر احترا  ناق  مواد آلی، فرآیند تولید ک ک،                                                  

ها و انتشار ترکیبات نفتی،                             ها، سوزاندن زباله                   سوزی جنگل           آتش   

  .    1باشند           محیط می         به        مناب  اصلی ورود                 

گریزی و ح لیت ک  در آب،                           این ترکیبات به دلیل ویژگی آب                            

مانند. تجزیه                زیست باقی می              برای مدت زمان طولانی در محیط                             *  آدرس برای مکاتبه: تهران، دانشگاه تهران، پردیس علووم، دانشوکوده زیسوت شونواسوی.

    .  . h  gh   @uپست الکترونیک:   02199111161تلفن:   



 عالیه کامیابی و همکاران . بازیدیوآسکوس پرسیکوس تجزیه زیستی پیرن توسط مخمر تحمل کننده نمک  .1161ها، سا  یازده ، شماره چهارم زمستان  دنیای میکروب

 

354 

پذیری و سمیت آنها برای انسان و سایر موجودات زنده و                                                      نا  

زایی آنها منجر به قرار گرفتن آنها در                                        زایی و سرطان              جهش   

های بسیار خطرناک اولیه، توسط آژانس حفا ت                                            ردی  آلاینده           

  .      2 ، شده است                Eزیست آمریکا                 محیط    

های شور و بسیار شور، م مولا  به دلیل                                       محیط    از طرف دیگر،              

های آلی هستند. به ع وه در                             های صن تی دارای آلاینده                        ف الیت      

بسیاری از صنای  از جمله کشاورزی، نفت، نساجی و چرم،                                                    

پساب بسیار شور و با محتوای آلی بالا تولید می شود. نشت                                                      

 گذارد.          ها، بر زندگی آبزیان و کشاورزی تا یر می                                        این پساب        

ای با وزن             های آروماتیک چند حلقه                       پیرن از جمله هیدروکربن                      

های آلی از              باشد که در مناطق آلوده به آلاینده                                  مولکولی بالا می              

شود که به عنوان مد  در مطال ات                                  جمله مناطق شور یافت می                      

گیرد.         ها مورد بررسی قرار می                       مربو  به این دسته از هیدروکربن                              

 این هیدروکربن به دلیل وزن مولکولی بالا ح لیت کمتری                                                   

هایی را در پی                 در آب داشته و در نتیجه تجزیه آن محدودیت                                       

  .      1و     1دارد        

های آبی و             مطال ات بسیاری نشان داده است که در محیط                                       

ها و        ها، باکتری            ها شامل قار               خاکی، انوا  میکروارگانیس                          

های آلاینده              ها به عنوان عوامل اصلی تجزیه کننده مولکو                                            مخمر    

 . عملکرد تجزیه                 1-5های نفتی هستند                    به ویژه هیدروکربن                 

ها در شرایط شور کاهش                        ها توسط میکروارگانیس                        آلاینده      

توان از           یابد، در نتیجه برای غلبه بر این محدودیت می                                            می  

دوست یا تحمل کننده نمک استفاده                                  های نمک         میکروارگانیس              

ها      کرد. اط عات بسیار کمی در ارتبا  با سرنوشت هیدروکربن                                                   

  .  10و     6های شور وجود دارد                       در محیط       

پاک سازی زیستی با استفاده از قار  ها به دلیل وجود                                                   

ها      ها و نیز برتری آن                   های خا  در این میکروارگانیس                               توانمندی        

های مختل              ها در پژوهش             در برخی موارد نسبت به باکتری                            

ها با تولید سری  میسلیوم                            مورد توجه قرار گرفته است. قار                               

توانند در بافت خاک رشد کرده و گسترش یابند و با افزایش                                                         می  

سط  دسترسی زیستی به ترکیبات آلاینده، موج  کاهش                                               

های       ها دارای سیست                 سمیت خاک شوند. ع وه بر این قار                                

آنزیمی بسیار کارآمد و توانمند برای تولید و ترش  اخت اصی                                                         

اکسیداز و             هایی مانند لاکاز، لیگنین پر                            و غیر اخت اصی آنزی                    

توانند طی  وسی ی از                       ها می       اکسیداز بوده و به کمک آن                          منگنز پر        

 ترکیبات آلاینده موجود در نفت را تجزیه کنند.                                            

کو ،         های پر تنش مانند                    توانند در محیط                ها همچنین می              قار     

های غذایی فقیر نیز رشد کرده و در رقوابوت                                          شوری بالا و محیط               

 های محیطی به خوبی بقا داشته بواشونود                                     با سایر میکروارگانیس                      

شماری، تجوزیوه                های اخیر مطال ات انگشت                         . در سا          12و     11    

 سووی       2011اند. در سا                پیرن در حضور نمک را بررسی کرده                              

    Cu                                    نمک را توسوط               1  و همکاران او تجزیه پیرن در حضور %

  بوررسوی                               سیکلوک ستیوکووس             سه سویه از            

دو تحقیق بر روی تجوزیوه پویورن                              2011 . در سا            11کردند         

  در                           تالاسوسپویورا          توسط دو سویه متفاوت از                        

 . تجزیه پیرن تووسوط                    11و     1% صورت گرفت               1غلظت نمک          

%   6  در                                     مارینوباکتر ف ویماریس                     

  . به تازگوی هوادیوبواراتوا                        11مطال ه شد               2019نمک در سا             

 کوانودیودا                 تجزیوه پویورن تووسوط موخومور                                      

درصد نمک بوررسوی کورده                       2/1  را در غلظت              .              

  .  19است       

هدف از این پژوهش، ارزیابی توانمندی و ویژگی های                                                

مخمرهای بومی تجزیه کننده پیرن به عنوان مد                                             

 برداری های مخمری در مناطق نمونه ت داد جدایه: 1جدو  

 تعداد جدایه موقعیت نام منطقه

 N 45°29'26.7"E 1"51.0'59°33 نفت شهر

 N 54°31'49.1"E 1"47.9'54°25 سیری

 N 56°25'00.9"E 1"49.0'23°27 سرخون

 - N 50°44'49.1"E"54.9'20°30 پازنان

 N 51°01'31.1"E 2"18.9'47°34 ق 

 N 52°54'20.3"E 1"14.7'16°35 کویر سمنان

 N 46°49'26.9"E 1"42.9'45°34 ماراب

 N 46°52'29.6"E 1"21.2'35°34 تالاب هشی ن

 N 49°09'25.6"E 2"30.4'31°30 خوزستان

 N 48°23'14.6"E 2"41.6'28°33 آباد خرم

 N 59°50'04.2"E 1"46.9'36°35 مشهد

 N 46°22'11.1"E 2"11.2'44°33 ای م

 N 45°56'42.0"E 1"46.5'17°37 بناب

 N 46°23'14.8"E 1"38.2'01°35 کرمانشاه
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 ای با وزن مولکولی                   های آروماتیک چند حلقه                       هیدروکربن         

 بالا بود.            
 

 ها    مواد و رو           

به منظور          آوری نمونه و جداسازی مخمرها:                                ال   جم         

برداری از             کننده نمک نمونه                   های تحمل          جداسازی مخمر            

 انجام شد.           1های مناطق مختل  مطابق جدو                               خاک   

ها با رعایت شرایط استریل و با استفاده از                                            برای این منظور خاک                  

متری بورداشوت شوده و در                        سانتی       20قاشقک از عمق صفر تا                     

هوا      ترین زمان ممکن به آزمایشگاه منتقل شد. در ادامه خاک                                                    کوتاه     

با استفاده از هاون چینی کوبیده و آسیاب گشوت. در نوهوایوت                                                      

متری هموگوون شوده و                    میلی      0/1های کوبیده شده با الک                         خاک   

ها جداسازی شد. به منظور جوداسوازی اولویوه                                          رات درشت آن            

های تحمل کننده نمک از روش کشت گسترده  سطوحوی                                                مخمر    

  استفاده شد. در این روش                           h   u                در پلیت           

تهیوه شود.            10-1،   10-1،   10-2های       های خاک رقت             ابتدا از نمونه              

  10ها وزن شوده و بوه                   گرم از هر یک از نمونه                       1بدین منظور            

 . در       10-1لیتر سرم فیزیولوژی استریل ا افه شد  رقوت                                           میلی    

لیتر        میلی      6لیتر از رقت آماده شده به                            میلی      1ادامه با ا افه نمودن                      

  و به همین طوریوق                  10-2سرم فیزیولوژی استریل رقت ب دی                                 

هوا،       های دیگر آماده شد. برای جلوگیری از رشد بواکوتوری                                               رقت   

بیوتیک تتراسایکلین بوه موحویوط کشوت                                  آنتی      g L100 میزان       

درصد نمک ا افه شود.                      2/1رزبنگا  آگار  مرک، آلمان  دارای                                 

دقیقه با استفاده از هوموزن                            1های تهیه شده به مدت                       سپس رقت       

    هوای بوه        میکرولیتر از رقت                  100کام   مخلو  شده و در نهایت                            

دست آمده بر روی محیط کشت رزبنگا  آگار حاوی نوموک و                                                  

بیوتیک انتقا  و به طور یکنواخت در سراسر محیط کشوت                                                    آنتی    

ها این عمل در سوه توکورار                          پخش شد. برای هر یک از خاک                         

ها پس از انجام تلوقویو ،                         صورت پذیرفت. به منظور رشد مخمر                              

روز در انکوباتوور بوا                       1تا      1های کشت داده شده به مدت                           پلیت    

هوای         درجه سلیسیوس گرماگذاری شدند. سپس مخمور                                       25دمای      

ها به طور جداگانه بر روی محیوط                                 رشد کرده در سط  این پلیت                        

  .  11سازی شدند                   خال          زمینی دکستروز آگار                        سی    

برای غوربوالوگوری               ها:       ب  سنجش میزان حذف نفت در جدایه                              

هوای       های جداسازی شده با توانایی تجزیه هویودروکوربون                                            سویه    

ها بور         سبک و سنگین در محیط نمکی، ابتدا سنجش رشد جدایه                                              

های مختل  نمک صورت پذیرفت و سپس، حذف                                        روی غلظت        

ها، به روش کمی موطوابوق بوا روش                               نفت توسط همان جدایه                   

   ، بررسی شد. در این روش                       15  و همکاران                  h  رحمان         

ها در نفت، ح   تلو ن  ه  حج  بوا                                   های کشت جدایه               به ارلن       

هوای نوفوتوی از               محیط کشت  به منظور استخرا   هیدروکربن                                     

شود. در مرحل  ب دی                      محیط کشت و ورود به فاز آلی ا افه می                                   

های نفتی جدا شده و میزان جذب با                                   فاز آلی حاوی هیدروکربن                      

نانومتر ت یین گردیود.                        120دستگاه اسپکتروفتومتر در طو  مو                                  

های تیمار با نمونو                       برای بررسی میزان حذف نفت، جذب نمونه                                   

بورای ارزیوابوی                کنتر  مقایسه شده و میزان حذف گزارش شد.                                      

     هوای       های حاصل از مرحله قبل، ابتدا پلیوت                                   توانایی سویه            

%  تهیه شوده و               11های مختل  نمک  از صفر تا                            حاوی غلظت         

ها پس از سه روز موورد                        ها در این محیط                رشد هر یک از سویه                 

های خال  شوده،                 بررسی قرار گرفت. از طرف دیگر، از جدایه                                      

    واجود        Bu h    -         uدر محیط باشنل هواوس                      

g L0/2    4 g O   ،g L0/02    2C C    ،g L1    4 O2   ، 

  g L1    4  O2    ،g L1    3NO4N      وg L0/01    3  C          دارای  

کشوت         درصد نفت به عنوان مناب  کربن، پویوش                                 0/1% گلوکز و           1

ها به مدت یک شبوانوه روز در شویوکور                                  کشت       تهیه شد. پیش            

درجوه سولویوسویووس                25و دمای          120     انکوباتور با دور                  

ها درون موحویوط                کشت     گرماگذاری شدند. پیش از تلقی  پیش                                

کشوت بوه          لیتر پیش          میلی      1توده موجود در                 کشت اصلی، زیست              

منظور حذف منب  کربن پیشین  گلوکز ، در شرایوط اسوتوریول                                                    

تووده در           رسوب داده شد و شستشو گردیدند. پس از آن زیست                                           

لویوتور        مویولوی      1سرم فیزیولوژی استریل مجددا  حل و به حج                                          

های آماده شده از هر سویوه در                               توده      رسانده شد. سپس زیست                     

درصود        2/1% نفت و         1محیط کشت اصلی باشنل هاوس حاوی                               

  .  16نمک تلقی  شد                

دست آمده            بر اساس نتای  به                   انتخاب و شناسایی سویه برتر:                                

%   11در مرحله غربالگری، سویه ای که در حضور غلظت نمکی                                                 
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رشد کرده و نیز توانایی آن در حذف نفت بیشتر بود، به عنوان                                                          

ها انتخاب شد. به منظور شناسایی                                  سویه برتر برای ادامه سنجش                         

                              های       مولکولی سویه منتخ  از ژن                        

  .      20و     1  استفاده گردید                      L      L  g   u u  و           

  15به مدت           B  به این منظور ابتدا جدایه منتخ  در محیط                                      

گرماگذاری شد. سپس                       درجه سلیسیوس              25در دمای         ساعت      

توده با سانتریفیوژ از محیط کشت جدا و ب د از شستشو                                                     زیست    

با سرم فیزیولوژی در هاون ریخته شد. سپس به کمک روش                                                   

ها شکسته            توده منجمد شده در ازت مای ، سلو                                   کوبیدن زیست           

کلروفرم جداسازی                 -آن به روش استخرا   با فنل                             N شد و    

 . در این روش ابتدا ع اره سلولی به دست آمده در                                                21شد      

دقیقه قرار داده شد. سپس                           1برای        5000   میکروفیوژ با دور                  

می باشد، به                 N روماند جدا شده که حاوی مولکو  های                                 

یک ویا  استریل منتقل گردید. در این مرحله ه  حج                                                  

  به ویا  افزوده                  1:1کلروفرم  به نسبت                  -روشناور از مخلو  فنل                    

دقیقه تکان داده شد تا محتویات آن                                    2شد. سپس ویا  به مدت                     

با ه  مخلو  شود. در ادامه ویا  در میکروفیوژ با دور                                                    

دقیقه قرار داده شد. فاز رویی درون یک                                        1برای        11000   

ویا  استریل دیگر ریخته شد. حج  تقریبی محتوای ویا  ت یین                                                         

مولار با           1حج  آن محلو  سدی  استات                           0/1شد و به میزان               

برابر حج  آن اتانو  مطلق سرد افزوده شد.                                           1و     1برابر            

درجه        -20دقیقه به فریزر با دمای                          10سپس ویا  برای               

  11000   منتقل شد. در ادامه فاز روماند با دور                                      سلیسیوس         

% به      10اتانو           100  دقیقه جدا و دور ریخته شد و                              1برای      

  1برای        11000   افزوده شد و مجددا  با دور                               N رسوب    

  20تا      11دقیقه سانتریفیوژ شد. در نهایت رسوب حاصل در                                            

  .  22میکرولیتر آب مقطر استریل حل گردید                                     

  C                                       با پرایمرهای                  ناحیه فاصله انداز رونویسی شونده داخلی

   1 :  - CC         CC  C  -3       4   و : 

  - CC CC C           C-3         و ژن N   

 : NL1  با پرایمرهای                  Lریبوزومی زیر واحد بزر                           

    - C    C      C          -3      وNL4   :

  -   CC      C    C  -3      نجام شد. واکنش                ا

 C            از هر کدام از               میکرولیتر             1میکرولیتر شامل                  21در حج

  1پیکومو  به همراه                    10پرایمرهای رفت و برگشت با غلظت                               

  12/1نانوگرم به              10قارچی با غلظت                  N میکرولیتر از              

میکرولیتر مخلو  آماده شرکت آمپلیکون دانمارک ا افه شد.                                                       

  سلیسیوس       درجه        61دقیقه در دمای                 1به صورت            C برنامه        

سیکل دمایی به                 10اولیه انجام شد. در ادامه                          واسرشت سازی           

درجه        11 انیه در            10،   سلیسیوس       درجه        61 انیه در            10صورت      

انجام شد. در                سلیسیوس       درجه        12دقیقه در            1و     سلیسیوس       

ویا  گرمادهی                سلیسیوس       درجه        12دقیقه در دمای                 1نهایت       

سازی، به            آمده پس از خال                  دست        . مح و  به             1شدند        

 منظور ت یین ترادف به شرکت ماکروژن کره جنوبی ارسا  شد.                                                       

، برای انطبا  با                    Lو        نتیجه حاصل از ت یین توالی ژن                              

مورد ویرایش قرار                       B  Eافزار         های ژنی توسط نرم                  بانک    

   NCBهای ژنی           های موجود در بانک                   گرفت و در ادامه با توالی                        

مقایسه گردید. در نهایت با مقایسه میزان شباهت بین                                                     CBو   

های موجود، میکروارگانیس  مورد نظر                                     توالی مورد نظر و توالی                      

     شناسایی شد. درخت تکاملی این سویه با توالی هر دو ژن                                                    

های نزدیک به این                    این سویه و سایر جنس و سویه                              Lو   

   .  1رس  گردید                    افزار         سویه توسط نرم             

د  بررسی تحمل شوری و رشد سویه منتخ  در حضور                                             
برای این منظور ابتدا سویه منتخ                                  های مختل  نمک:                  غلظت    

% گلوکز به            1در محیط مای  و نمکی باشنل هاوس همراه با                                         

کشت داده شد و به مدت یک شبانه روز                                     عنوان منب  کربن پیش                   

 درجه سلیسیوس و دور                    25درون شیکر انکوباتور با دمای                             

گرماگذاری گردید. محیط کشت باشنل هاوس که                                           120       

های مختل              % گلوکز به عنوان تنها منب  کربن و درصد                                      1شامل      

%  آماده و استریل شدند. سپس از                                11و     10،   1،   2/1،   0نمک       

لیتر          میلی      1% حجمی/حجمی               10کشت حاصل به مقدار                     پیش   

لیتر محیط باشنل                   میلی      11لیتری حاوی              میلی      210های       درون ارلن         

کشت       ها در شرایط یاد شده برای پیش                              هاوس، تلقی  شد. ارلن                    

  12و     15،   21،   12،   6،   9،   1های       گرماگذاری شدند و در ساعت                          

ها      پس از کشت در شرایط استریل و زیر هود لامینار از آن                                                

برداری گردید و سری  به شرایط گرماگذاری برگردانده                                                    نمونه     
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های       شدند. برای بررسی رشد سویه منتخ ، جذب نمونه                                          

آوری شده توسط دستگاه اسپکتروفتومتر و در طو  مو                                                    جم    

نسبت به نمونه شاهد  محیط کشت باشنل هاوس                                           900  

دست       تلقی  نشده  خوانده شد. در نهایت باتوجه به نتای  به                                                  

   N Cهای مختل  از نمک                    آمده نمودار رشد سویه در غلظت                            

  .    21  در طو  زمان رس  شد                      

ه  سنجش میزان حذف پیرن و رشد جدایه منتخ  در حضوور                                                  
% از      2/1از پیرن و             g L100 برای ادامه پژوهش غلظت                       پیرن:       

بازیدیووآسوکووس              نمک برای بررسی میزان حذف پیرن و رشد                                     
انتخاب شد. در ابتدا به مدت یک شبانه روز از سویه                                                 پرسیکوس         

کشت توهویوه            % گلوکز پیش           1منتخ  درون باشنل هاوس دارای                             

درصد نمک به مویوزان                     2/1های باشنل هاوس دارای                        شد. محیط        

لیتری برای بوررسوی حوذف                        میلی      10های       لیتر در ارلن              میلی      10

ساعت، آماده و استریل شد و پس از آن غلظوت                                           12پیرن در هر            

 g L100                   ها تهیه شد. به دلیل حول شودن                              از پیرن درون ارلن

پیرن درون استون و از آنجایی که ح   استون احتوموالا  بورای                                                       

ها بوه         ها، ارلن          باشد، پس از افزودن پیرن به ارلن                                 سویه سمی می           

کشت برای تبخیر ح   استون به شیکور مونوتوقول                                          همراه پیش         

شدند. پس از گذشت یک شبوانوه روز و رسویودن مویوزان                                             

 %   10، بووه موویووزان            O 600       0/1-0/9توووده بووه           زیسووت    

هوای کشوت           لیتر  تلقی  درون ارلون                       میلی      1حجمی/حجمی             

ساعت سنجش، سه تکرار در نظور                              12صورت گرفت. برای هر                    

گرفته شد و نمونه شاهد بدون تلقی  نیز در شرایط مشابه سایور                                                          

ساعت سه تکرار نمونه مربوطه از                                 12ها قرار داده شد. هر                       کشت   

  و     1000   شیکر انکوباتور خار  شده و پس از سانتریفیوژ                                              

گیری مقدار رشد، پویورن                        توده به منظور اندازه                      جدا نمودن زیست              

 باقیمانده در محیط توسط مقدار مساوی از حو   توولوو ون                                                

  استخرا  شد. در نهایت از دستگاه کروماتوگرافی گازی                                                    10      

     g      6890                      و یوک                 -       مجهز به ورودی

  برای جداسازی و ت ویویون                           آشکارساز یونیزاسیون ش له                              

داری        درجه سلیسیوس نوگوه                  100پیرن استفاده شد. ورودی در                           

%   61% فنیل و          B-5        1 ها نیز با ستون مو ینه                        شد و جداسازی            

صورت             g متیل پلی سیلوکسان  خریداری شده از کمپانی                                          

به عنوان گاز                1      %  با سرعت  ابت                 66/66گرفت. هلیوم               

حامل استفاده شد. درجه حرارت اجا  گاز به صوورت: دموای                                                    

 دقیقه  و سپس با سورعوت                      1درجه سلیسیوس  برای                      50اولیه       

C    20      نیوز          درجه سلیسیوس تنظی  شد و دمای                                260تا

 .  1درجه سلیسیوس نگهداری شد                             100در    

بررسی میزان رشد جدایه مخمری در حضور پیرن از طریق                                                  و     

توده جدا            زیست      :    گیری وزن خشک و میزان تولید                            اندازه      

گیری وزن خشک                شده در مرحله قبل خشک شده و برای اندازه                                      

توده تولید شده مورد استفاده قرار گرفت. همچنین، برای                                                       زیست    

بررسی تولید گاز دی اکسید کربن که نشان دهنده م رف منب                                                        

باشد، تمام شرایط یادشده برای                                کربنی و در نتیجه رشد می                       

لیتر        میلی      10لیتری حاوی              میلی      210های تنفس سنجی                 ف سک    

محیط کشت اعما  شد. با این تفاوت که پس از تلقی                                                 

دقیقه در            1% حجمی/حجمی، به مدت                     10کشت به مقدار                پیش   

ها      شرایط استریل و با استفاده از فیلتر، اکسیژن به درون ف سک                                                       

های مهر و موم شده با                        فرستاده شده تا هوای داخل ف سک                             

اکسیژن اشبا  شود. برای سنجش میزان گاز دی اکسید کربن                                                     

ها از شیکر انکوباتور                        تولیدی، هر سه روز یک بار، ف سک                              

 خار  شده و به صورت استریل گاز اکسیژن به داخل                                              

ف سک ها دمیده شد. خروجی ف سک که حاوی گاز دی                                             

اکسید کربن تولید شده توسط جدایه مخمری بود از طریق                                                   

مولار،         O     0/2 لیتر محلو               میلی      10های حاوی            انتقا  در ویا               

مولار به مقدار                 2B C     0/1به دام انداخته شد. سپس از محلو                                  

قطره، به            1% به میزان            1لیتر و از م رف فنل فتال ین                              یک میلی       

ها توسط           ها افزوده شده و محلو  سود موجود درون ویا                                            ویا     

 C     0/1                                    مولار تیتر شد. با قرار دادن مقدار C                 مورد استفاده

برای تیتراسیون شاهد،                         C  حج        B      1درون فرمو             

،   2CO جرم مولی            CO2برای تیتراسیون نمونه،                          C  حج         

 C              غلظت مولی  C    ، O              غلظت مولی  O          مقدار  

 . شایان یادآوری  است                       21تولید شده محاسبه شد                           2COگاز     

که مانند بخش قبل از هر ف سک سه تکرار در نظر گرفته شد،                                                       

 که برای گزارش نتیجه از میانگین سه تکرار استفاده شد.                                                   

 : 1فرمو        
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ز  بررسی توان م رف فنانترن و آنتراسن توسط جدایه                                                   
کشت مطابق قبل تهیه شد. برای                               برای این بررسی پیش                  منتخ :        

لیتر محیط             میلی      6های حاوی            ها از ارلن            ساخت محیط کشت             

نمک استفاده شد که پس از اتوک و                                  2/1باشنل هاوس دارای                  

های مختل ، برای ساخت                        شدن، از محلو  غلی  هیدروکربن                            

گرم در لیتر در این                      میلی      1000و     500،   100،   100های       غلظت    

های آنتراسن و                 ها، استفاده شد. از هر غلظت هیدروکربن                                      ارلن    

کشت برای تبخیر                  فنانترن سه تکرار آماده شد که به همراه پیش                                         

ح   استون بر روی شیکر قرار گرفتند. پس از یک شبانه روز                                                       

ها تلقی             کشت درون ارلن               % حجمی/حجمی از پیش                  10به مقدار          

های شاهد            روز گرماگذاری شدند. نمونه                           21ها برای           شد و کشت        

آماده شده از چهار غلظت مختل  دو هیدروکربن یاد شده،                                                    

  21تلقی  نشده و در شرایط مشابه گرماگذاری شدند. پس از                                                   

ها توسط مقدار مساوی از                          روز هیدروکربن باقیمانده در نمونه                                

لیتر  استخرا  شد. در نهایت از دستگاه                                        میلی      10ح   تولو ن              

کروماتوگرافی گازی گفته شده برای سنجش مقدار این                                                

  .    1  ها استفاده شد                   هیدروکربن         

- به منظورارزیابی حذف فنانترن  از آزمون                                       آنالیز آماری:                   

 قرار داده شد.                     0/01استفاده شد. مرز م نی در                                  

     

 ها    یا ته     

: به منظور            ها از مناطق شور و آلوده                         سازی مخمر           ال   جدا        

های خاک بر              ها، پس از کشت سطحی نمونه                          سازی مخمر           جدا   

های مخمری رشد کرده بر روی محیط                                  روی پلیت، کلنی              

های جدید خال  شده                     جداسازی رزبنگا  آگار، بر روی پلیت                                 

ها برای           های مشابه، سایر جدایه                       و پس از حذف جدایه                 

جدایه مخمری برای                    26داری شدند. در کل                    غربالگری نگه            

  .  1غربالگری در نظر گرفته شد  جدو                                 

های مخمری در                ب  غربالگری: ارزیابی توانایی رشد جدایه                                      
: برای انجام غربالگری، ابتدا توانایی                                      محیط حاوی نمک و نفت                   

با         ها بر روی محیط جامد                       رشد هر یک از جدایه                  

% نمک، مورد ارزیابی قرار                          11و     10،   1/1،   1های صفر،            غلظت    

قابل مشاهده               2گرفت. نتای  حاصل از این غربالگری در جدو                                           

جدایه         26جدایه از            11شود تنها            است. همانطور که دیده می                       

ها هیچگونه              قادر به رشد در حضور نمک بودند و سایر جدایه                                          

  11رشدی در حضور نمک از خود نشان ندادند. از بین این                                                 

 های مختل  از نمک ها بر روی غلظت نتای  رشد سویه: 2جدو  

 نمک 75% نمک 71% % نمک 3/5 نمک 5% بدون نمک ها نام جدایه

EBL- 23 + + - - - 

EBL- 25 + + - - - 

EBL-B10 + + + + + 

EBL-B22 + + + - - 

EBL-C11 + + - - - 

EBL-C12 + + + + + 

EBL-C16 + + + + + 

EBL-C23 + + - - - 

EBL- 12 + + - - - 

EBL-E27 + + + - - 

EBL- 1 + + + + + 

EBL- 1 + + + - - 

EBL- 3 + + - - - 

 نشان دهنده نبود رشد است. -* ع مت + نشان دهنده رشد و 
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ترین غلظت از                جدایه تا توانستند در بیش                          1جدایه نیز، تنها                 

 %  رشد نمایند.              11نمک       

%   1ها در محیط نمکی باشنل هاوس دارای                                    سپس تمام جدایه              

های تجزیه کننده،                    % نمک، به منظور غربالگری مخمر                             2/1نفت و       

ها      کشت داده شدند و درصد حذف نفت برای تمام جدایه                                            

جدایه تجزیه کننده                     6جدایه مخمری،                26محاسبه شد. در بین                   

جدایه در جدو                  6انتخاب شدند. درصد حذف نفت توسط این                                    

،   EBL-C16جدایه تنها جدایه                    6شود. از بین این                   مشاهده می           1

های اولین مرحله از غربا  مشترک بود. در                                          با بهترین جدایه               

% نمک و         11به دلیل رشد در حضور                       EBL-C16نتیجه، جدایه              

%، برای ادامه پژوهش                     10همچنین مقدار حذف نفت بالای                           

 انتخاب گردید.             

پس از ارزیابی نتای  توالی                              شناسایی مولکولی سویه برتر:                               

های ژنی           های موجود در پایگاه                     یابی و مقایسه آن با توالی                         

  100مشخ  گردید که سویه جداسازی شده با شباهت                                         

ت لق      بازیدیوآسکوس پرسیکوس                      درصدی به جنس و گونه                     

با کد دسترسی                 NCBداشت. این توالی ها در پایگاه ژنی                                  

 بت شدند. همچنین درخت                         574401  و     365255  

  1در شکل             فیلوژنی رس  شده برای این سویه توسط ژن                                       

 شود.      مشاهده می         

 مقدار حذف نفت )%( ها نام جدایه

EBL-B22 19/11 

EBL-C11 26/11 

EBL-C16 11/11 

EBL- 12 12/25 

EBL- 26 10/11 

EBL-E3 11/69 

EBL-E27 16/95 

EBL- 1 11/11 

EBL- 3 26/62 

 ها با قابلیت رشد در محیط نمکی درصد حذف نفت سویه: 1جدو  

 N  gh    J     gرس  شده با الگوریت  ،    های  با استفاده از پرایمر EBL-C16بازیدیوآسکوس پرسیکوس درخت فیلوژنی سویه : 1شکل 

 .g 7  افزار  در نرم 1000و ارزش بوت استرپ 
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بازیدیوآسکوس              : پس از شناسایی                 د  آزمون تحمل نمک                 

، در ابتدا رشد مخمر در محیط کشت                                 EBL-C16    پرسیکوس       

  بررسی شد.              N Cهای مختل  از نمک ط ام                           مای  با درصد            

% به      1و     2/1اگرچه رشد در عدم وجود نمک و پس از آن در                                         

های       ترتی  بیشترین مقادیر را داشت، اما رشد در تمامی غلظت                                                   

توان این جدایه را                     % نمک  نشان داد که می                     11مورد آزمایش  تا                 

به عنوان یک مخمر تحمل کننده نمک یا هالوتولرانت در نظر                                                       

  .      6      1گرفت  نمودار              

شود بیشترین               مشاهده می           1همچنین، همان گونه که در نمودار                                

و در غلظت نمک صفر درصد به دست آمد.                                      12رشد در ساعت             

  1% نمک دیده شد که از ساعت                          11کمترین رشد نیز در غلظت                        

 تا انتهای سنجش تقریبا   ابت ماند.                                 

برای بررسی رشد و                  ه  میزان حذف و رشد در حضور پیرن:                                  

، از      EBL-C16    بازیدیوآسکوس پرسیکوس                    حذف پیرن توسط               

ساعت        12پیرن استفاده شد. بدین منظور هر                                  g L100 غلظت      

برداری صورت گرفت. همان طور که در نمودار                                           یک بار نمونه              

شود ه  زمان با م رف پیرن به عنوان تنها منب                                                مشاهده می           2

% پیرن از محیط                50رشد داشت و تقریبا                       مخمر    کربن و انرژی،               

حذف گردید. همچنین مرحله لگاریتمی رشد، در سه روز او                                                      

 سپری شد، اما در این مدت شی  حذف پیرن کمتر بود.                                                

و     EBL-C16    بازیدیوآسکوس پرسیکوس                    با رشد هرچه بیشتر                   

ورود رشد به مرحله سکون، شی  حذف پیرن نیز افزایش پیدا                                                      

روز شی  نمودار و در نتیجه نر                                  21نمود. اما در تمام طو                        

%   15/11تجزیه پیرن  ابت بود. در انتهای مرحله رشد مخمر،                                                

 گرم در لیتر وزن                   1/1توده به           پیرن حذف شد و زیست                  

 خشک رسید.           

همچنین مشخ  شد که مقدار گاز دی اکسید کربن تولید شده                                                     

دهنده          . این امر نشان               2با گذشت زمان افزایش  می یابد نمودار                                     

باشد.         در حضور پیرن می               بازیدیوآسکوس پرسیکوس                      رشد     

در سه روز انتهایی دیده شد و مقدار                                     2COبیشترین میزان تولید                     

نهایی تولید گاز دی اکسید کربن در محیط پایه نمکی برابر با                                                          

 گرم بود.          میلی      1/1

با افزایش غلظت فنانترن به                           و  م رف فنانترن و آنتراسن:                              

در حضوور    EBL-C16بازیدیوآسکوس پرسیکووسرشد :  1نمودار 

 ساعت 12در مدت زمان  های مختل  نمک غلظت

  EBL-C16بازیدیوآسکوس پرسویوکووس حذف و رشد :  2نمودار 

 در حضور پیرن

های مختل  فنانترن و آنوتوراسون تووسوط  حذف غلظت:  1نمودار 

 EBL-C16بازیدیوآسکوس پرسیکوس 
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 % کاهش        96/29% به      11/12عنوان سوبسترا مقدار حذف از                            

های        . آنالیز آماری نشان داد که توزی  داده                                      1می یابد  نمودار                 

حذف فنانترن نرما  است. بر این اساس در کل تفاوت چندانی                                                       

های مختل  آن                بین مقادیر م رف شده از فنانترن در غلظت                                      

وجود نداشت. در رابطه با آنتراسن نیز با افزایش غلظت مقدار                                                          

 % کاهش یافت و مقدار بیشتری از آنتراسن در                                          20حذف     

 محیط ماند.          

 

 بح    

ها دارای سیست  آنزیمی داخل سلولی به ویژ سیتوکروم                                                    قار      

مونواکسیژناز و اپوکسید هیدرولاز هستند که قادر به                                                   450 

های بالای            ها همچنین غلظت                باشد. قار             می        اکسیداسیون            

کنند و در شرایط سخت مانند                             ترکیبات بازدارنده را تحمل می                            

ها      کنند. از طرفی قار                     پایین، رشد می                 دمای بالا و            

ها      توانند آن           کنند که می            های بزر  و منش   ایجاد می                           میسلیوم       

های  ماتریکس  جامد توزی  کنند و باع                                             را درون شبکه            

ها همچنین             در مناطق آلوده شوند. قار                                 تخری        

را در شرایط بسیار ک  اکسیژن تخری  کنند.                                                توانند        می  

ها این          ، قار           ع وه بر تجزیه زیستی و م دنی سازی                                  

گریز خود جذب کرده یا                        ترکیبات را بر روی دیواره سلولی آب                                 

کنند.         های دیگر درون سلولی  خیره می                              ها و اندامک             در وزیکو          

در محیط               ها باع  کاهش                در مجمو  تمام این سازوکار                         

  .  21شود         زیست می         

نشان داده است که                          های مت دد  در مورد تجزیه                              گزارش     

 ،                           ترمیتس ورسی کالر                  هایی مانند              قار     

 ،                                 فانروشیت کریسوسپوریوم                       

بیورکوانوداریوا              ،                           پلوروتوس اوستراتوس                  

 کانویوگوامویولویوا الوگوانوس                          و                           آداستا        
  نقش مهمی در توجوزیوه ایون                                                   

    .    21-25ترکیبات  دارند                  

های دریایی،  پتوانسویول                        مخمرها، به ویژه انوا  ساکن در محیط                                  

دارند. همچنیون، گوزارش                            بالایی در زمینه اکسیداسیون                             

های فا  ب غنی از نفت رشد                            شده است که مخمرها در محیط                         

 . به همین دلیل در این پژوهوش جوداسوازی                                      26خوبی دارند              

مخمرها مورد توجه قرار گرفت. اگرچه در رابطه با تجزیه پیورن                                                          

های بسیار اندکی موجود است، بوا ایون                                     توسط مخمرها گزارش                 

هوایوی        های خووراکوی بوررسوی                  ها و یا قار               حا  بر روی کپک              

  .  10-11،   21،   12،   5،   1صورت گرفته است                  

از دیگر عوامل اصلی مورد نظر در این پژوهش، حضور نمک و                                                      

های حاوی نمک بود. به هومویون                             انجام تجزیه زیستی در محیط                         

% انجام شود. شوایوان                   2/1دلیل تمام آزمون ها در شرایط نمکی                                  

یادآوری است که حضور نمک به خودی خود می تواند موج                                                    

هوای       ها شود. میکروارگانیسو                        کاهش توانایی حذف هیدروکربن                          

های متابولیکی خوود                     دوست قادر به رشد و انجام عملکرد                                   نمک   

های غیر نوموک               باشند. میکروارگانیس                       در شرایط بسیار شور می                     

دهند. اموا             % نمک نشان می             2دوست، رشد بهینه خود را در زیر                                 

های تحمل کننده نمک و یا وابسته بوه نوموک                                         میکروارگانیس              

  1% نمک رشد کنند. با توجه به نموودار                                   10توانند تا حضور                  می  

تحمول کونونوده              EBL-C16    بازیدیوآسکوس پرسیکوس                    مخمر      

 باشد.         نمک می      

مطال ات انجام شده در رابطه با تجزیه پیرن در حضور نوموک،                                                       

شود. چونودیون پوژوهوش                    های باکتریایی می                  بیشتر شامل سویه               

دهود کوه حوتوی در رابوطوه بوا                          صورت گرفته نشوان موی                  

دوست نیز، مقدار بهینه نمک هونوگوام                                   های نمک         میکروارگانیس              

 باشد.         % می    1تا      2ها، در حدود               حذف هیدروکربن             

    g L200   و همکاران مقدار تجزیه فنانترن                                   g   فن        

  را      3-   .               ماتیلی          دوست        توسط باکتری نمک               

%  مورد سنجش قرار دادند و                           20تا      0/02در حضور نمک               

% نمک       1گزارش نمودند که بالاترین مقدار تجزیه در حضور                                             

  و همکاران نیز تا یر                       h u  . همچنین ژو                11گیرد          صورت می       

عواملی مختلفی مانند نمک را در تجزیه پیرن توسط باکتری                                                      

مورد مطال ه قرار                    L5-1  سویه      تالاسوسپیرا            دوست        نمک   

 نمک، بالاترین تجزیه                      16/1تا      0/1های       دادند. از بین غلظت                  

 .  1% نمک گزارش کردند                     1و     1/1%  را در          11  

   اکراباکتروم           دوست        های نمک         به همین صورت، باکتری                    

، در حضور           سیکلوک ستیکوس             سویه از           1  و                   
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%   51گرم در لیتر پیرن را به میزان                                میلی      1% نمک، به ترتی                  1

تا      12گرم در لیتر پیرن را به مقدار                                میلی      20روز  و          1 پس از        

  .  11و   11روز ، تجزیه نمودند                        21%  پس از          91

بر طبق این تحقیقات، تجزیه زیستی پیرن توسط                                           

%   2/1در محیط حاوی                EBL-C16    بازیدیوآسکوس پرسیکوس                    

نمودار حاصل از مطال ه کینتیک حذف پیرن                                         . نمک بررسی شد            

نشان داد که م رف پیرن و در نتیجه آن رشد و تولید                                                 

گیرند. افزایش مقدار                       توده به همراه ه  صورت می                          زیست    

توده تا روز سوم دارای شی  زیادی بود. این امر نشان                                                     زیست    

-EBLبازیدیوآسکوس پرسیکوس                    دهنده مرحله لگاریتمی رشد                          

C16                                                       است و پس از آن رشد تقریبا  با شی  ک  و  ابتی افزایش

  g L100 % نمک،        2/1روز و در حضور                 21یابد. در مدت                  می  

 % تجزیه شد.             15/11از پیرن به میزان                  

%   6روز و در حضور                 20ای مشابه، در مدت زمان                         در مطال ه         

مارینوباکتر             % توسط باکتری               15پیرن به مقدار                 g L100 نمک،      
مارینوباکتر              . عملکرد           11تجزیه شده است                 ف ویماریس           

نسبت به           EBL-C16    بازیدیوآسکوس پرسیکوس                    و   ف ویماریس           

% در      11/1از پیرن به میزان                    g L20 با حذف        تالاسوسپیرا            

  .      1روز، بهتر بوده است                        21% نمک و پس از               1حضور      

ها در         هایی که حذف پیرن توسط آن                          از دیگر میکروارگانیس                      

با حذف          اکراباکتروم             توان به         % نمک بررسی شده می                  1حضور      

با    سیکلوک ستیکوس                 و سه سویه از                11پیرن          g L    1 % از      51

   اشاره کرد.              11پیرن          g L20 % از      91-12حذف     

و   اکراباکتروم             با توجه به پایین بودن غلظت پیرن برای                                      

بازیدیوآسکوس              توان ادعا کرد که                    می  سیکلوک ستیکوس               

های بالای پیرن توانمند                         در حذف غلظت             EBL-C16    پرسیکوس       

 می باشد.        

که نشان دهنده ف الیت میکربی                               2COاز طرفی ارزیابی تولید                       

است نیز با نتای  حاصل از کدورت سنجی ه  خوانی داشت.                                                    

به طور مستقی  با رشد                        2COدهد که تولید                این مساله نشان می                 

دهنده         میکروب ارتبا  دارد. تولید این گاز در حضور پیرن نشان                                                   

با م رف پیرن                EBL-C16بازیدیوآسکوس پرسیکوس                      رشد     

باشد که در طی زمان افزایش یافته است. به همین ترتی  در                                                         می  

های       بررسی تجزیه لجن نفتی مشخ  شد که جدایه                                     

باسیلوس           و                        سودوموناس آ روجینوسا                    

  رشد بیش از حد میکروبی                         BB6                    مگاتریوم        

 تجم ی را            2COدر طو  زمان و افزایش تولید                            

باسیلوس         های       دهند. نتای  مشابهی نیز در جدایه                                 نشان می       
   استنوتروفوموناس اسیدامینیفی                               و                    سر وس     

  مشاهده شد که نشان دهنده کمترین                                                     

تجم ی و کمترین میزان غلظت                             2COمقدار تولید             

  .  21میکروارگانیس  بود                     

های       هیدروکربن           EBL-C16    بازیدیوآسکوس پرسیکوس                    

کند. به عنوان نمونه در مطال ه                                 آروماتیک متنوعی را تجزیه می                           

Ju     h                                   فانروکیت        و همکاران نشان داده شد که قار   

   توانایی  تجزیه فلورن، فنانترن و                                                  

   کورویولاریا          کند.        فلورانتن را دارد، اما پیرن را تجزیه نمی                                       

  تنها قادر به تجزیه فلورن بود و همانند                                                     

 لنتینوس         کرد. همچنین قار                     پیرن را تجزیه نمی                 فانروکیت          

تنها      کورویولاریا            و   فانروکیت            نیز بر خ ف                        

  .  21کند         فلورانتن را تجزیه نمی                     
 

  یری      نتیجه     

بازیدیوآسکوس              بر اساس نتای  به دست آمده، مخمر                                 

 های       ع وه بر نفت قادر به تجزیه هیدروکربن                                   پرسیکوس         

 پلی آروماتیک سبک و سنگین از جمله فنانترن، آنتراسن                                                 

 و پیرن نیز بود. این مخمر به دلیل قابلیت تحمل شرایط                                                    

 های بالای نمک، برای استفاده در                               سختی مانند غلظت                 

 شود. از طرفی این باکتری                           شرایط میدانی پیشنهاد می                         

های نفتی در دریاها نیز مورد توجه                                    تواند در حذف آلودگی                     می  

 قرار گیرد.          

 

 ت کر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از سرکار خان  هدی نوری به دلیل                                                    

 همکاری صمیمانه در اجرای این پژوهش کما  تشکر و                                               

 امتنان را دارند.                
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Abstract 

Background & Objectives: Poly-aromatic hydrocarbons are one of the most important toxic  

compounds of crude oil and environmental pollutants. The purpose of this study was to isolate  

halo-tolerant pyrene- degrading yeast. 

Materials & Methods: Isolation of yeasts from contaminated and saline soils of oil-rich southern 

regions was carried out, at first. Then, screening of yeast isolates was performed based on their 

ability to grow in the salty medium and biodegrade oil. After screening and molecular  

identification of the optimal strain, its ability to tolerate salt and grow in the presence of pyrene, as 

well as the ability to degrade pyrene and other low molecular weight hydrocarbons were studied. 

Results: In this study, EBL-C16 was selected as the superior isolate, with growth in salt  

concentrations of 0-15% and eliminating 75.51% of the crude oil. Molecular identification of this 

isolate showed 100% similarity to Basidioascus persicus. Growth analysis showed the ability of 

this yeast isolate to grow in salt concentrations of 0 to 20 %. Growth and removal studies in the 

presence of 500 mg/l of pyrene and 2.5% salt showed 78.57% pyrene removal after 21 days, with 

the growth rate of 1.4 g/l of dry weight, as well as CO2 production of 3.1 mg. B. persicus had the 

ability to break down phenanthrene and anthracene, as well. 

Conclusion: The results can be used to use halo-tolerant yeasts for bioremediation of  

oil-contaminated saline areas. 
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