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چکیده

امروزه روش تجزیه زیستی    .  هاي نفتی، یکی از مشکلات عمده تهدید کننده محیط زیست به شمار می روند                آلودگی :سابقه و هدف  

هاي بومی تجزیه کننده هیدروکربن به دلیل مناسب بودن از لحاظ اقتصادي و زیست محیطی مورد توجه                         با استفاده از باکتري    

.  به عنوان یک باکتري تجزیه کننده هیدروکربن در محیط هاي دریایی آلوده به نفت خام شناخته شده است                  ورراکس آلکانی.  می باشد 

جداسازي شده از رسوبات منطقه      ،  دیزلولیورراکس   آلکانیاین مطالعه با هدف بررسی توانایی تجزیه زیستی نفت خام توسط                

.ساحلی خلیج فارس انجام شد

ابتدا عمل جداسازي و غنی سازي باکتري تجزیه کننده نفت از رسوبات منطقه                  ،در این مطالعه بنیادي کاربردي     :  ها مواد و روش  

. شناسایی گردید   16S rRNAباکتري جداسازي شده، با روش شناسایی مولکولی مبتنی بر توالی            .  ساحلی خلیج فارس انجام گرفت    

. توانایی تجزیه زیستی سویه جداسازي شده، در غلظت هاي مختلف نفت خام مورد بررسی قرار گرفت

این باکتري  .  گردیددیزلولی شناسایی   ورراکس   آلکانیبا استفاده از روش شناسایی مولکولی باکتري جداسازي شده به عنوان             :  ها یافته

 5 و   2/5،  1 نشان داد که در غلظت       نتایج.   دقیقه به صورت پایدار قادر به متلاشی کردن قطرات نفت بود            1در مدت زمان کمتر از      

. درصد می باشد13/2 و 67/97 ، 68/37، میزان تجزیه زیستی به ترتیب  درصدي نفت خام

باشد و توانایی آن در      ، یک باکتري بومی محیط هاي دریایی آلوده به هیدروکربن می           ورراکس آلکانیکه جنس    از آنجایی :  گیري نتیجه

.تجزیه زیستی نفت خام ثابت شده است، استفاده از این باکتري براي رفع آلودگی هاي نفتی پیشنهاد می گردد

 .خلیج فارسدیزلولی، ورراکس  آلکانینفت خام، تجزیه زیستی، : واژگان کلیدي

93خرداد ماه :  پذیرش براي چاپ 92 اسفند ماه : دریافت مقاله

.کازرون، دانشگاه آزاد اسلامی واحد کازرون، گـروه مـیـکـروب شـنـاسـی                  :   آدرس براي مکاتبه  * )   

mmmahmoodi636@yahoo.com: پست الکترونیک  09177044800: تلفن

مقدمه     

هاي فسیلی را آغاز نمود،                                      از زمانی که بشر استفاده از سوخت                                               

هاي ساحلی به عنوان یک                                    ها و محیط                آلودگی نفتی اقیانوس                         

هاي      به طور معمول، روش                         ).      2 و        1( مشکل مطرح شده است                             

ها قادر            گیرها و جاذب                 هاي شناور، کفه                   فیزیکی رایج مانند دستگاه                              

 درصد از نفت خام نشت یافته                                        15 تا         10آوري بیش از                    به جمع        

هاي شیمیایی نیز به عنوان عوامل                                           استفاده از سورفاکتانت                         .     نیستند      

پاکسازي کننده به علت اثرات سمی بر روي موجودات زنده                                                                            

).    3( باشند          هاي آلوده چندان مورد توجه نمی                                          دریایی در محیط                  

پاکسازي زیستی بر این حقیقت استوار است که درصد زیادي                                                                         

در    .     باشند      از ترکیبات نفتی از طریق زیستی قابل تجزیه می                                                                     
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حقیقت مهم ترین مکانیسم اصلاح و پاکسازي محیط، تجزیه                                                                       

تجزیه زیستی فرآیندي است که به طور                                                 ).      4  (   باشد     زیستی می          

هاي      طبیعی و در شرایط مناسب به وسیله میکروارگانیسم                                                                       

هاي نفت خام                  تجزیه کننده نفت که قادر به مصرف هیدروکربن                                                       

).    5( دهد        باشند، رخ می                   به عنوان منبع کربن متابولیک می                                                

هاي تجزیه کننده هیدروکربن براي رشد و                                                             میکروارگانیسم             

از    ).      6( هاي آلوده سازش یافته اند                                       گسترش در محیط زیست                        

توان در            هاي تولید کننده بیوسورفاکتانت می                                               میکروارگانیسم             

فرآیندهاي اصلاح زیستی و پاکسازي نفت نشت یافته در                                                                           

ها     بیوسورفاکتانت             .     هاي آبی و خاکی بهره برد                                        محیط زیست           

ها،      پاتیک زیستی هستند که توسط باکتري                                                       ترکیبات آمفی                

).    7( شوند           هاي قارچی مختلف تولید می                                         ها و کپک                 قارچ    

ها با کاهش کشش سطحی در سطح مایعات                                                        بیوسورفاکتانت             

حل نشدنی موجب افزایش حلالیت، جذب و در نتیجه تجزیه                                                                    

).    8( گریز و نامحلول آلی می گردند                              ترکیبات آب          

دهند       عوامل متعددي تجزیه هیدروکربن را تحت تأثیر قرار می                                                                   

هاي بالاي             غلظت    .     ) 4( باشد         ها غلظت نفت می                     ترین آن          که مهم        

ها به وسیله محدودیت مواد مغذي و اکسیژن یا از                                                                   هیدروکربن         

هاي فرار             طریق اثرات سمی اعمال شده توسط هیدروکربن                                                           

تعداد       ).      9( تواند از تجزیه زیستی ممانعت به عمل آورد                                                                می  

ها با توانایی تجزیه آلودگی هاي                                               ها و قارچ              زیادي از باکتري                   

هاي خاکی و وابسته به آب شیرین و دریا توزیع                                                               نفتی در محیط                

).  10( اند      شده   

  ، (Pseudomonas)    سودوموناس         هاي        ها شامل جنس                این باکتري            

،   (Flavobacterium)    فلاووباکتریوم            ،           (Vibrio)    ویبریو      

  سیکلوکلاستیکوس                 ، (Alcanivorax)    ورراکس       آلکانی      

(Cycloclasticus)       ،           مارینوباکتر    (Marinobacter) ،             نپتوموناس  

(Neptunomonas)         ،         اولیفیلوس    (Oleiphilus) ،             اولیسپیرا  

(Oleispira)                پلانوکوکوس          و(Planococcus)          باشند       می .  

ورراکس         آلکانی       باکتري               2010و همکاران در سال                              )     Liu( لیو       

هاي آلوده به نفت دریاي بوهاي چین                                                          را از آب                   دیزلولی       

و همکاران در                  )     Yoshikawa( یوشیکاوا            ).      11( جداسازي نمودند                    

 را از منطقه ساحلی                                ورراکس       آلکانی      اي از               سویه       2010سال       

جزیره گوییماراس واقع در فیلیپین جداسازي نمودند که قادر به                                                                             

 اولین گزارش                    ).  12( تجزیه اجزاي نفت خام سنگین بود                                                     

 از آب و رسوبات خلیج                                      ورراکس دیزلولی                 آلکانی      جداسازي           

و   )     Hasanshahian( فارس در ایران توسط حسن شاهیان                                                     

 هدف از             ).  13(  ارائه گردید                    2012در سال            )     Emtiazi( امتیازي           

 از رسوبات                ورراکس        آلکانی         انجام این مطالعه جداسازي جنس                                      

منطقه ساحلی خلیج فارس و پتانسیل رشد و توان تجزیه                                                                                

. زیستی نفت خام توسط آن بود                         

ها   مواد و روش          

:   گیري از رسوبات منطقه ساحلی خلیج فارس                                                           نمونه     )     الف   

 ایستگاه ساحلی                    10گیري رسوبات به صورت تصادفی در                                            نمونه     

گیري به منظور جداسازي                                     از آنجایی که نمونه                              .     انجام شد            

هاي نمونه گیري در منطقه ساحلی خلیج فارس ایستگاه:  1شکل 
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ها با استفاده از                           هاي هوازي صورت می گرفت، نمونه                                          باکتري      

متري جمع              سانتی        12قاشقک استریل از سطح خاك تا عمق                                                  

پس از اندازه گیري دماي نمونه ها در محل، به                                                                  .     آوري شدند           

منظور انجام آزمایش هاي شیمیایی و میکروبی به آزمایشگاه                                                                           

).  1شکل     ) (   14( انتقال داده شدند                  

 و میزان هدایت الکتریکی                                                       pHدر آزمایشگاه                              

(electric conductivity)                                                  شیرابه سانتریفیوژ شده نمونه هاي 

.    تعیین گردید                  (Horiba D54) متر            pHخاك توسط دستگاه                           

همچنین میزان شوري نمونه هاي خاك نیز بر اساس میزان                                                                             

. ) 15( هدایت الکتریکی محاسبه گردید                             

جداسازي و خالص سازي باکتري هاي تجزیه کننده نفت                                                                )     ب 

هاي معدنی              براي این منظور از محیط سنتزي نمک                                                      :     خام   

 با         (Bushnell Hass Mineral Salts medium)بوشنل هاس                   

: فرمولاسیون زیر استفاده شد                        

 گرم        1،     (Merck) گرم پتاسیم دي هیدروژن فسفات                                          1در ابتدا              

 گرم سولفات                   0/2،     (Merck)دي پتاسیم هیدروژن فسفات                                     

 گرم        1،     (Merck) گرم کلرید کلسیم                            0/02،         (Merck)منیزیم          

  (Merck)  %           60 قطره کلرید آهن                     2 و        (Merck)نیترات آمونیوم                    

به منظور رشد                  ).      14  (   لیتر آب مقطر افزوده شد                                  میلی       1000به      

 به محیط کشت                    (Merck)%     3هاي دریایی کلرید سدیم                                باکتري      

 )pH             16( اضافه گردید             )   7 محیط برابر ( .

به فلاسک هاي ارلن مایر                                 )      گرم      1( هایی از رسوبات                         بخش   

 میلی لیتر محیط سنتزي تکمیل                                           100 میلی لیتري شامل                            250

فلاسک ها به مدت                      .      درصد نفت خام، اضافه گردید                                    1شده با            

  g    180 درجه سلیسیوس و دور شیکر                                          30 روز در دماي                        10

 میلی لیتر از آن به محیط سنتزي                                                  5سپس       .     گرماگذاري شدند                

پس از         .      روز گرماگذاري شدند                         7تازه منتقل و مجدداا به مدت                         ً              

برداري و بر                   کشت فرعی مجدد، از محتویات فلاسک نمونه                                                     2

پس از         .     روي محیط آگار بوشنل هاس کشت داده شد                                                               

هاي متفاوت رشد                     سازي کلنی             ساعت گرماگذاري، خالص                             24

).    14( کرده در سطح آگار از نظر ظاهري صورت پذیرفت                                           

هاي جدا شده بر اساس تولید                                                      غربالگري باکتري                   )     ج 

تلقیح هایی از سویه هاي خالص شده                                                 در ابتدا          :     بیوسورفکتانت            

 درصد نفت خام اضافه گردید                                     1به محیط سنتزي تکمیل شده با                                        

  g    180 درجه و دور شیکر                                30 روز در دماي                          7و به مدت                  

سویه هایی که مایع کشت آنها در اثر رشد                                                           .     گرماگذاري شدند                

باکتري به طور کامل کدر شده و لایه نفت خام را به طور واضح                                                                       

از بین برده بودند، براي بررسی تولید بیوسورفکتانت انتخاب                                                                               

  14000 دقیقه در                 10هاي مایع به مدت                            محیط کشت          .     گردیدند       

شفاف به دست                    سپس مایع                .     دور در دقیقه سانتریفیوژ شدند                                        

آمده، در آزمایش متلاشی شدن قطره نفت مورد استفاده قرار                                                                              

به صورت اختصار، روش فروپاشی قطرات بر                                                        ).      16( گرفت        

ناپایداري قطرات مایع به واسطه حضور سورفکتانت استوار                                                                           

در این روش قطرات شیرابه کشت میکروبی بر روي یک                                                                 .     است   

اگر مایع حاوي                       .     گیرند      سطح جامد حاوي نفت قرار می                                             

گریز را            هاي قطبی آب، سطح آب                                سورفکتانت نباشد مولکول                            

اگر مایع حاوي سورفکتانت                               .     مانند      دفع کرده و قطرات پایدار می                                    

زیرا کشش            .     باشد، قطرات پخش و یا حتی متلاشی خواهند شد                                                        

).    17( یابد       گریز کاهش می             سطحی بین قطرات مایع و سطح آب                            

در این مطالعه به طور خلاصه قطراتی از شیرابه سانتریفیوژ شده                                                                               

هر ایزوله به سطح شیشه تمیزي که از قبل به نفت خام آغشته                                                                                    

حضور بیوسورفکتانت با متلاشی شدن                                          .     شده بود منتقل گردید                         

در حالی که قطراتی که حاوي                                               .     سریع قطره همراه بود                               

در ادامه              ).      16( ماندند             بیوسورفکتانت نبودند ثابت باقی                                                 

گري بر اساس مدت زمانی که قطرات نفت به صورت                                                                     غربال     

).  18( پایدار متلاشی گردید صورت گرفت                              

سازي شده کارآمد بر اساس                                  سویه خالص           :     شناسایی مولکولی                 )     د 

توان بالاي باکتري در تولید بیوسورفکتانت و متلاشی کردن                                                                             

سازي        سویه خالص              DNAسپس       .     قطرات نفت انتخاب گردید                              

براي این            .     شده، با استفاده از روش جوشاندن استخراج شد                                                               

 دقیقه سانتریفیوژ                       15 به مدت                 15000ها در دور                    منظور نمونه             

رسوب حاصله در آب مقطر دو بار تقطیر به صورت                                                                    .     گردید     

  15000 دقیقه در دور                       10سوسپانسیون درآمده و مجدداا به مدت                                ً              

 میکرولیتر آب مقطر دو                                 40رسوب حاصل در                    .     سانتریفیوژ شد               

 درجه         100بار تقطیر حل گردید و براي جوشاندن در دماي                                                                   

 دقیقه قرار داده                          10سلیسیوس در یک حمام آب گرم به مدت                                                    
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 دقیقه سانتریفیوژ                       10 به مدت               15000پس از آن در دور                             .     شد  

جمع آوري و در دماي                                )     DNAحاوي        ( مایع رویی                 .     گردید     

. انجماد براي انجام مراحل مولکولی نگهداري شد                                          

به منظور شناسایی مولکولی سویه جداسازي شده، مقدار                                                                          

مراز       اي پلی          الگو براي واکنش زنجیره                                   DNA میکرولیتر از                       2

(PCR)                                                     به منظور              ).      19(  مورد استفاده قرار گرفت

  16S rRNAهاي         ژن     V3 تا           V1تکثیر نواحی بسیار متغیر                                       

: باکتریایی از پرایمرهاي عمومی شامل                                                                                       

27F (5´-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3´)                       و 

534R (5´-ATTACCGCGGCTGCTGG-3´)                   استفاده گردید   

  PCRبافر         میکرولیتر شامل                         25 در حجم                 PCRواکنش             . ) 20( 

 )mM Tris    20        و mM KCL    50 (     ،MgCl2   )  mM    2 (            پرایمر ،

،   ) U    1( مراز          پلی      Taq، آنزیم               μM    0/12رفت و برگشت                       

dNTPs   )  μM    200     (     وDNA                   نانوگرم انجام شد                       30 الگو میزان    .

 ترموسایکلر                  در دستگاه                        PCRدر ادامه واکنش                                      

(Eppendorf Master cycler Gradient, Germany)                 با شرایط 

 درجه         95 دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دماي                                                         5دمایی         

 چرخه شامل واسرشت شدن در                                        35سلیسیوس و در ادامه                                

 ثانیه، اتصال در دماي                               30 درجه سلیسیوس به مدت                                  95دماي        

  72 ثانیه، طویل شدن در دماي                                      30 درجه سلیسیوس به مدت                            55

 دقیقه و در نهایت طویل                                          1درجه سلیسیوس به مدت                                     

 دقیقه          7 درجه سلیسیوس به مدت                                    72شدن نهایی در دماي                             

. انجام شد        

منتقل و الکتروفورز                          %     1ژل آگاروز                  به            PCRمحصولات          

سازي       در ادامه این محصولات توسط کیت خالص                                                 .     گردیدند       

سازي       خالص    )     ، کره جنوبی                   AccuPrep®    )  BioneerIncژل  

به منظور شناسایی کامل باکتري جداسازي شده،                                                         ).      21( شدند        

  Bioneer به وسیله شرکت                                    PCRشده          محصول خالص              

.    تعیین توالی گردید                  ) کره جنوبی         ( 

.    بلاست گردید               NCBIتوالی به دست آمده در بانک جهانی ژن                                                    

با توجه به بلاست توالی به دست آمده و مقایسه آن با                                                                                        

در بانک جهانی ژن، بیشترین                                       موجود             16S rRNAهاي        توالی     

ها بررسی و باکتري مورد نظر تا حد گونه شناسایی                                                                          شباهت     

. گردید     

هاي مختلف نفت خام توسط                                   بررسی تجزیه زیستی غلظت                              )     ه 

لیتر از محلول                     میلی       1براي این منظور                        :     سویه جداسازي شده                    

ml10/با غلظت                 ( باکتریایی               
4

هاي حاوي               به ارلن           )     باکتري      

 و      2/5،     1هاي        لیتر محیط سنتزي تکمیل شده با غلظت                                               میلی       100

ها بر اساس میزان                         این غلظت          .      درصد نفت خام تلقیح گردید                                     5

تقریبی آلاینده هاي هیدروکربنی در سواحل خلیج فارس که در                                                                         

ها در دماي                 ارلن    .     مطالعات قبلی بهدست آمده بود تعیین شدند                                                    

 روز        21 به مدت                 g    180 درجه سلیسیوس و دور شیکر                                            30

 روز، با استفاده از روش                                       21پس از پایان                     .     گرماگذاري شدند                

، شمارش             (standard plate count)استاندارد شمارش پلیت                                  

همچنین میزان تجزیه زیستی                                .     جمعیت باکتریایی صورت گرفت                               

).    22( گیري گردید                 ازه   اند   با استفاده از روش اسپکتروفتومتري                                                

روش اسپکتروفتومتري براي تعیین کمیت بخش آلی استخراج                                                                      

در این روش، نفت خام موجود در                                                    .     رود    شده به کار می                       

با استفاده              )     قبل و بعد از تجزیه زیستی                                  ( هاي مورد آزمایش                        نمونه     

کلرومتان استخراج                     از یک حلال غیرقطبی مانند تولوئن و دي                                                       

هاي      یک نمودار استاندارد با استفاده از غلظت                                                          ).      9( شود        می  

ها     مشخص نفت خام جهت تعیین مقادیر هیدروکربن در نمونه                                                                  

اي بین جذب نوري                        بر اساس این نمودار رابطه                                .     رسم می گردد               

:   و غلظت هیدروکربن در حلال غیر قطبی وجود دارد                                          

جذب نوري        =   هاي نفت خام در حلال                     غلظت هیدروکربن              

ها با حجم                لیتر از نمونه                   میلی       5ها،        به منظور استخراج هیدروکربن                                

)   OD( چگالی نوري                    .     مساوي از تولوئن مخلوط گردید                                             

 نانومتر قرائت                    420هاي استخراج شده در طول موج                                         هیدروکربن         

هاي نفت خام                    یک منحنی استاندارد بر اساس غلظت                                             .     گردید     

ها مورد استفاده قرار                               جهت تعیین مقادیر هیدروکربن در نمونه                                               

هاي اولیه و نهایی                          تجزیه زیستی از تفاضل بین غلظت                                         .     گرفت    

).  20( ها محاسبه گردید                  هیدروکربن         

به منظور تجزیه و تحلیل آماري داده ها از                                                               :     آنالیز آماري                  )     و 

آنالیز واریانس                    آزمون            و            SPSSنسخه بیستم نرم افزار                                        

(ANOVA)          0/05داري بر روي سطح                          مرز معنی          .      شد      استفادهp<  

. قرار داده شد            
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ها   یافته     

:   تعیین خصوصیات فیزیکوشیمیایی نمونه هاي رسوبات                                                            ) الف   

  (EC) و قابلیت هدایت الکتریکی                                    pHدر این مطالعه میزان دما،                                    

نمونه هاي رسوبی تعیین و بر اساس آن میزان شوري نمونه ها                                                                              

  28به طور میانگین میزان دماي نمونه ها                                                          .     مشخص گردید            

، میزان قابلیت هدایت                                  8/2 برابر                pHدرجه سلیسیوس،                       

و میزان شوري                  )     ds/mدسی زیمنس بر متر                              (   47/5الکتریکی            

.  گرم بر لیتر محاسبه شد                      28/7

هاي تجزیه              گري باکتري             جداسازي، خالص سازي و غربال                                      ) ب 

هاي      در این مطالعه با استفاده از روش                                                     :     کننده نفت خام                   

 باکتري تجزیه کننده نفت از                                                3سازي و جداسازي،                              غنی   

پس از آن غربالگري                         .     رسوبات منطقه ساحلی جداسازي گردید                                        

بر اساس روش متلاشی کردن قطره به منظور بررسی تولید                                                                            

هاي جداسازي شده                        باکتري      .     بیوسورفکتانت صورت گرفت                            

 باکتري در مدت                        3هر      .     قادر به تولید بیوسورفکتانت بودند                                            

)    دقیقه        3 دقیقه تا بیش از                                    1کمتر از               ( هاي متفاوت                   زمان    

یکی از          .     توانستند نفت خام را به صورت پایدار متلاشی نمایند                                                               

ها که به عنوان سویه برتر در نظر گرفته شد در مدت                                                                              باکتري      

زمان کمتر از یک دقیقه قادر به متلاشی کردن نفت خام به                                                                                   

. صورت پایدار بود               

مراز ژن          اي پلی         واکنش زنجیره              نتایج         :     شناسایی مولکولی                 )     ج 

   16S rRNA ،                    شکل     (  جفت بازي را نشان داد                                   507تکثیر قطعه

  16S rRNA     نتایج به دست آمده از آنالیز و بلاست توالی                                                          .     ) 2

  باکتري منتخب نشان داد که این باکتري متعلق به جنس                                                                                

 درصد به گونه                         99 است و داراي شباهت                                    ورراکس       آلکانی      

بنابراین با توجه به درخت فیلوژنی به دست                                                       .     باشد     دیزلولی می            

آمده از مقایسه توالی نوکلئوتیدي این سویه با سویه هاي                                                                                    

 درصد، باکتري جداسازي شده                                   100خویشاوند و عدم شباهت                              

).  3شکل     ( به عنوان یک سویه جدید معرفی گردید                                   

هاي      بررسی تجزیه زیستی توسط سویه جداشده در غلظت                                                          )     د 

در این مطالعه میزان رشد باکتري در غلظت                                                      :     مختلف نفت خام                 

 روز مورد بررسی قرار                                21هاي مختلف نفت خام در مدت                                          

میزان رشد باکتري با استفاده از روش شمارش کلنی ها                                                                    .     گرفت    

 درصد نفت               5 و        2/5،     1هاي         در غلظت            (SPC)بر روي پلیت                     

 درصد         1 بیشترین میزان رشد در غلظت                                         .     گیري شد          خام اندازه            

10نفت خام،                
10

 باکتري در میلی لیتر و میزان رشد در                                                                 4 

10 درصد، به ترتیب                           5 و        2/5هاي        غلظت    
10

10 و        3/7 
5

 5/6  

نتایج به صورت منحنی لگاریتمی در                                                     .     گیري گردید               اندازه      

.  نشان داده شده است                  1نمودار        

درصد تجزیه زیستی با استفاده از روش اسپکتروفتومتري در                                                                              

بیشترین میزان تجزیه نفت                               .      نانومتر بررسی شد                       420طول موج             

  68/37 درصد نفت خام                       1شده در غلظت                    خام توسط سویه جدا                       

 و      67/97 درصد، به ترتیب                           5 و        2/5هاي        درصد و در غلظت                      

آنالیز واریانس                  یج      بر اساس نتا                 .      درصد محاسبه گردید                            13/2

(ANOVA)                                                                 مشخص گردید که اختلاف معنی داري بین

هاي مختلف نفت خام و میزان تجزیه زیستی                                                                              غلظت    

).  1جدول      (  وجود دارد            ورراکس دیزلولی               آلکانی      توسط باکتري             

بحث     

آلودگی محیط زیست با مواد شیمیایی سمی و مضر یکی از                                                                                 

صنعت نفت به                 .     مشکلات اصلی جامعه صنعتی امروزي است                                               

واسطه تولید مقادیر زیادي هیدروکربن و مشتقات آن مسئول                                                                            

هاي زیرزمینی می باشد                               ها و آب              آلودگی هوا، خاك، رودخانه                                

ها با          اصلاح زیستی تکنیکی را براي پاکسازي آلاینده                                                            ).      23( 

استفاده از افزایش فرآیندهاي تجزیه زیستی که در طبیعت رخ                                                        

) 3کنترل منفی،   )   bp100 (  ،2( مارکر  )   PCR  ،1الکتروفورز محصول   :   2شکل  

16S rRNA    جفت بازي حاصل از تکثیر ژن507قطعه 
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 مشخص گردیده22859 درخت فیلوژنی سویه مورد بررسی در این تحقیق که با شماره شناسایی :3شکل 

 درصد نفت خام5 و 2/5، 1هاي  در غلظتراکس دیزلولیرو  آلکانیمنحنی لگاریتمی رشد : 1نمودار 

)error bar ها براساس میزان standard errorداده ها تنظیم شده اند (
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تجزیه زیستی، شکسته شدن                                ).      24( دهد، فراهم می سازد                               می  

اکسید کربن، آب و                         مواد پیچیده به مواد ساده معدنی نظیر دي                                                      

طور برجسته،                به  .     باشد     ها می        بیوماس سلولی توسط میکروب                                

هاي آبی و                تجزیه زیستی نفت خام و ترکیبات نفتی در محیط                                                            

تعداد       ).      25( ها انجام می گردد                           ها و قارچ              خاکی توسط باکتري                    

هاي      هاي تجزیه کننده هیدروکربن در مکان                                                    میکروارگانیسم             

).    26( یابد         اي افزایش می                 طور قابل ملاحظه                   آلوده به نفت خام به                           

هاي نفتی آسیب                    خط ساحلی به طور خاص در برابر ریزش                                                   

هاي      جوامع میکروبی داراي تنوع بالا با روش                                                               .     بیند     می  

متري آب و                باشند که در عمق چند میلی                                   متابولیکی متفاوت می                       

توانند در ابتدا با                             خاك قرار گرفته اند و هر یک از آنها می                                                               

پتانسیل بالا براي تجزیه زیستی نفت خام مورد توجه قرار                                                                               

به دلیل احتمال استفاده از توانمندي تجزیه زیستی                                                              ).      27( گیرند         

هاي      هاي تجزیه کننده هیدروکربن در اصلاح ریزش                                                           باکتري      

هاي طبیعی مورد توجه                            ها در محیط               نفتی، شناسایی این باکتري                              

).    28( قرار گرفته است                

 سویه باکتریایی تجزیه کننده نفت از رسوبات                                                         3در این مطالعه                     

حضور این سه                   .     منطقه ساحلی عسلویه جداسازي گردید                                              

باکتري در رسوبات آلوده منطقه ساحلی، نشان دهنده توانایی                                                                            

هاي آلوده به هیدروکربن                                     پذیري با محیط                      احتمالی سازش                

هاي هیدروکربن کمتر از یک درصد از                                                   تجزیه کننده             .     باشد     می  

هاي      هاي فاقد آلودگی                    جمعیت میکروبی موجود در اکوسیستم                                         

ها در          که این میکروارگانیسم                           در حالی         .     باشند      نفتی را دارا می                       

هاي آلوده به نفت خام، جمعیتی تا حدود                                                                         اکوسیستم        

در مطالعه حاضر هر                           ).      29( دهند          درصد را تشکیل می                             100

 باکتري جداسازي شده از رسوبات منطقه ساحلی توانایی                                                                         3

هاي جداسازي شده قادر                             باکتري      .     تولید بیوسورفکتانت را داشتند                                  

  3 دقیقه تا بیش از                            1کمتر از             ( هاي متفاوت                 بودند در مدت زمان                       

بنابراین با               .     نفت خام را به صورت پایدار متلاشی نمایند                                                      )     دقیقه     

گري به روش متلاشی کردن قطره جهت                                                       استفاده از غربال                      

بررسی تولید بیوسورفکتانت، یک سویه به عنوان سویه برتر در                                                                             

سویه برتر             .     تولید بیوسورفکتانت و تجزیه نفت انتخاب گردید                                                         

قادر بود در مدت زمان کمتر از یک دقیقه نفت خام را به                                                                                         

. صورت پایدار متلاشی نماید                       

مري خارج             ها اغلب مواد بیوسورفکتانت یا مواد پلی                                                      میکروب       

گریز       سلولی را به منظور افزایش دسترسی به کربن آلی آب                                                                          

ها و         این نخستین مرحله تجزیه توسط باکتري                                              .     سازند      منتشر می          

هاي تولید کننده بیوسورفکتانت                                       باکتري      .     ) 21( باشد         ها می        قارچ    

در مناطقی که آلوده به هیدروکربن هستند به میزان فراوان یافت                                                                                

هاي تولید کننده                      بنابراین کشف میکروارگانیسم                              ).      30( شوند         می  

).    31( باشد         بیوسورفکتانت براي اصلاح زیستی با اهمیت می                                                          

 افزایش دو                1991 و همکاران در سال                                 (Firorenaz)فایرورناز             

هاي تولید کننده بیوسورفکتانت در                                                    برابري تعداد باکتري                           

مطالعات مختلف                 ).      7( هاي آلوده به نفت را نشان دادند                                                   خاك   

نشان دهنده وجود ارتباط مستقیم بین تجزیه زیستی نفت خام و                                                                             

ها می باشد                       تولید بیوسورفکتانت توسط میکروارگانیسم                                                     

 )7   ،8   ،35-32  .(

در مطالعه حاضر، با استفاده از روش مولکولی مبتنی بر                                                                                      

  ورراکس دیزلولی                   آلکانی      باکتري            ،       16S rRNAتوالی یابی                    

هاي هیدروکربنوکلاستیک                         خی از باکتري                  بر  .     شناسایی گردید               

(Hydrocarbonoclastic)     صورت بسیار اختصاصی تجزیه                                         به 

کننده هیدروکربن هستند و اعتقاد بر این است که این باکتري ها                                                                                  

مجموع مجذورات درجه آزادي میانگین مجذورات  F آزمون داري سطح معنی

ها بین گروه 6042/909 2 3021/454 7511/9

ها درون گروه0/005 2/413 6 0/402 03

کلی 6045/322 8

ووراکس دیزلولی آلکانینفت خام توسط هاي مختلف      غلظتنتایج آنالیز واریانس جهت بررسی تجزیه زیستی     : 1جدول 
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ها از محیط زیست آلوده                                  نقش کلیدي در حذف هیدروکربن                                    

هاي هیدروکربنوکلاستیک که اجزاي                                              باکتري      ).      26( دارند           

هاي      ها و هیدروکربن                     هیدروکربنی نفت خام اعم از آلکان                                                 

هاي      سیکلیک آروماتیک را تجزیه می نمایند در محیط                                                                   پلی   

طور پی در پی در منطقه جزر و مدي آلوده به نفت                                                                     دریایی و به               

هاي      تعداد محدودي از جنس                                     .     اند    خام تفوق یافته                          

،   (Marinobacter)مارینوباکتر               ،     (Alcanivorax)ورراکس           آلکانی      

  سیکلوکلاستیکوس             ،             (Thallassolituus)تالاسولیتوس                      

(Cycloclasticus)             اولیسپیرا                 و(Oleispira)           ترین        شایع

جنس     .     شوند     هاي هیدروکربنوکلاستیک محسوب می                                        باکتري      

هاي      به عنوان یک تجزیه کننده هیدروکربن                                                 ورراکس           آلکانی      

هاي دریایی آلوده به نفت غالب                                             نفت خام در محیط زیست                              

بوده و به طور معمول در فرآیند اصلاح زیستی آلودگی                                                                                 

 گونه از                  5تا کنون                 .     هیدروکربنی مشارکت می نماید                                        

  (borkumensis)بورکومنسیس                    شامل              ورراکس                 آلکانی      

دیزلولی         ،     (jadensis)جادنسیس           ،     (venustensis)ونوستنسیس             

(dieselolei)          بالریکوس             و(balearicus)                          جداسازي شده و 

).    36( ها توسط آنها به اثبات رسیده است                                                  تجزیه زیستی آلکان                     

در آب هاي غیر آلوده به تعداد اندك یافت می                                                             ورراکس           آلکانی      

اما در آب ها و خطوط ساحلی آلوده به نفت خام به                                                                           .     گردد    

  80که ممکن است                    به طوري         .     شود    میزان بسیار زیادي دیده می                                 

 درصد از جامعه میکروبی تجزیه کننده نفت را تشکیل                                                                       90تا      

مطالعات متعدد نشان می دهند که جنس                                                               ).      37( دهد         

هاي نفت خام در                         قادر به تجزیه هیدروکربن                               ورراکس           آلکانی      

).    38-  42( باشد       آب و رسوبات دریایی آلوده به نفت می                                  

این باکتري قادر بود با تولید بیوسورفکتانت نفت خام را                                                                                    

هاي       رشد باکتري در حضور غلظت                                  . طور مؤثري تجزیه نماید                            به  

نمودار        ( ها       منحنی رشد باکتري                    .     مختلف نفت خام متفاوت بود                                

ترین غلظت براي رشد باکتري، غلظت                                            نشان داد که مناسب                       )     1

میزان رشد باکتري در                                 .      درصدي نفت خام می باشد                                          1

.    درصد نفت خام با کاهش همراه بود                                                   5 و          2/5هاي        غلظت    

CFU/ml    10ها در ابتداي آزمایش                                  تعداد باکتري              
4

 تنظیم          6 

 روز گرماگذاري این تعداد به                                                       21پس از                 .     گردید     

CFU/ml10
10

CFU/ml    10نفت خام،                %     1 در           4 
10

 در       3/7 

CFU/ml    10و       %     2/5
5

تخلیه       .     افزایش یافت               %     5 در             5/6 

هاي آبی و خاکی که حاوي مقادیر                                                    ها به محیط                 هیدروکربن         

ناچیزي از ازت و فسفات معدنی هستند، اغلب نسبت کربن به                                                                            

این امر براي                  .     ازت و کربن به فسفر را بسیار افزایش می دهد                                                               

رسد که در                به نظر می             .     باشد     ها مناسب نمی                 رشد میکروارگانیسم                   

ترین       دسترس بودن مواد مغذي به ویژه ازت و فسفات، مهم                                                                       

هاي نفتی در                      عامل محدود کننده در تجزیه هیدروکربن                                                         

بر اساس گزراش گیبس، حداقل                                     .     هاي طبیعی می باشند                           محیط    

مقدار ازت و فسفات مورد نیاز براي تجزیه زیستی هر گرم                                                                                 

 گرم        0/024 و        NH4CL گرم          0/195نفت خام در دریا معادل                                     

NaHPO4          کربن به ازت                 برقراري تعادل بین نسبت                                ).      43(  است

با توجه           .     و کربن به فسفر براي رشد باکتري ضروري می باشد                                                                

به اینکه ازت و فسفر به عنوان عوامل محدود کننده رشد براي                                                                                 

شوند با برهم خوردن تعادل بین                                                     ها محسوب می                    باکتري      

هاي بالاي نفت خام،                          هاي کربن به ازت و فسفر در غلظت                                             نسبت    

ترین غلظت براي                     رشد باکتري کاهش یافته و بنابراین مناسب                                                      

.    درصدي نفت خام بود                  1رشد باکتري غلظت                 

هاي      میزان تجزیه زیستی نفت خام توسط این باکتري در غلظت                                                                    

 درصد         13/2 و        67/97،     68/37 درصد به ترتیب                          5 و        2/5،     1

تجزیه زیستی رابطه معکوس با غلظت نفت                                                       .     محاسبه گردید              

ترکیباتی مانند ترکیبات آروماتیک اشباع                                                 ).      22 و        9( خام دارد              

ها و ترکیبات قطبی موجود در                                             ، آروماتیک            (Saturates)شده       

 به میزان متفاوتی توسط                                            هاي مختلف نفت خام                                نمونه     

پذیري به تنهایی                      تجزیه     .     پذیر هستند             هاي مشابه تجزیه                    ارگانیسم        

گردد بلکه عوامل دیگري                              بر اساس ساختار شیمیایی تعیین نمی                                            

در دسترس بودن این ترکیبات در                                                  .     نیز دخیل می باشند                             

تجزیه ترکیبات                 .     باشد     هاي مختلف نفت خام، متفاوت می                                         نمونه     

گرم بر مول                    500اشباع شده داراي وزن مولکولی بزرگتر از                                                           

هاي      زیرا این اندازه با کانال                                .     پذیر نیست            ها امکان           توسط ارگانیسم               

هاي گرم منفی برابري                            ورودي و خروجی غشاي خارجی باکتري                                         

هاي اجزاي              میزان تجزیه زیستی تحت تأثیر غلظت                                            ).      9( کند        می  

ها     هاي کم آلاینده                  ها ممکن است غلظت                       میکروب      .     باشد     نفت می        
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هاي بالاي             غلظت    اگر چه            .     طور غیر مؤثري تجزیه نمایند                                     را به       

ها نیز ممکن است به وسیله محدودیت مواد مغذي                                                               هیدروکربن         

و اکسیژن یا از طریق اثرات سمی اعمال شده توسط                                                                                    

.   هاي فرار از تجزیه زیستی ممانعت به عمل آورد                                                               هیدروکربن         

ها یک          رسد براي بسیاري از هیدروکربن                                         بنابراین به نظر می                          

محدوده غلظت مناسب وجود دارد که تجزیه زیستی تحت آن                                                                       

در این مطالعه با افزایش                                   .     ) 44( تواند انجام پذیرد                            غلظت می         

 درصد میزان تجزیه زیستی از                                            5 به           1غلظت نفت خام از                             

.  درصد کاهش یافت               13/2 به     68/37

در سال          )     Dave( و داو             )     Vyas( اي توسط وي یاس                             مطالعه      

هاي مختلف نفت خام بر                                  به منظور بررسی اثر غلظت                                      2007

میزان تجزیه زیستی باکتریهاي هتروتروف جداسازي شده از                                                                         

در این تحقیق                  .     آب سواحل ایالت گجرات هندوستان انجام شد                                                  

استفاده         )      گرم بر لیتر                  6 تا         2( از غلظت هاي مختلف نفت خام                                         

شد و مشخص شد که بیشترین میزان رشد و تجزیه زیستی                                                                             

 گرم بر             5نفت خام توسط سویه هاي جداسازي شده در غلظت                                                             

).  45( لیتر نفت خام صورت می گیرد                           

ترین        نشان داد که مناسب                              2007در سال              )     Etoumi( ایتومی          

 درصدي نفت خام با                           1، غلظت            PRCW B1غلظت براي سویه                          

که این میزان براي                          درحالی      .      است      0/429حداکثر رشد به میزان                             

 درصد نفت خام                         5 در غلظت                    PRCW E1     ،0/111سویه        

و   )     Sathishkumarm( ساتیش کومار                   ).      32( گزارش گردید                   

 گزارش کردند که با افزایش غلظت                                                2008همکاران در سال                        

 درصد میزان تجزیه زیستی توسط                                        12 درصد به                1نفت خام از                  

).    22(  درصد کاهش یافت                 45 درصد به          77ائتلاف باکتریایی از                    

 نشان داد               2008نتایج مطالعه حسن شاهیان و امتیازي در سال                                                            

   و    PG-5 سویه             رودوکوکوس         هاي        که بیشترین تعداد باکتري                               

 درصد نفت               2/5هاي حاوي                بر روي پلیت                  H سویه           باسیلوس       

سودوموناس           که بیشترین تعداد باکتري                                  در حالی         .     خام بوده است                

 درصد نفت               5هاي حاوي                بر روي پلیت                  CS-2 و        BCهاي        سویه    

و همکاران در سال                        )     Zahed( زاهد        ).      14( خام گزارش گردید                       

 به       100 گزارش نمودند که با افزایش غلظت نفت خام از                                                                2010

  44/7 به           67/3لیتر، میزان تجزیه زیستی از                                          /     گرم     میلی       2000

 درصد بدون                    37/6 به             64/2ساز و از                       درصد با پراکنده                       

نتیجه مطالعه درویشی                             ).      46( ساز کاهش یافت                                پراکنده       

 )Darvishi     (                                  نشان داد که در                                 2011و همکاران در سال 

 درصد نفت خام سروش، بیشترین میزان                                               10 تا         0/25هاي        غلظت    

  0/25در حضور             انتروباکترکلوآکه                    تجزیه زیستی توسط باکتري                                   

زاهد      ).      20( درصد نفت خام انجام می شود                                                                         

 )Zahed     (                              گزارش کردند که در                                2011و همکاران در سال 

هاي مختلف نفت خام، میزان تجزیه زیستی متفاوت                                                                      غلظت    

هاي کم نفت خام                         به طوري که میزان تجزیه در غلظت                                              .     است   

میزان تجزیه توسط ائتلاف                                .     طور معناداري افزایش می یابد                                      به  

لیتر و کمتر از آن، بیشتر از                                         / گرم     میلی       1000باکتریایی در غلظت                         

).  4( لیتر گزارش شد               / گرم     میلی     2000

گیري     نتیجه     

هاي      هاي درمانی مناسب و مؤثر براي ریزش                                              ضرورت تکنولوژي                

امروزه اصلاح               .     هاي دریایی اثبات شده است                                 نفت خام در محیط                     

هاي تجزیه کننده                            زیستی با استفاده از میکروارگانیسم                                                       

هیدروکربن به عنوان یک تکنولوژي مؤثر و کارآمد در روند                                                                                

هاي نفت خام مورد توجه قرار گرفته                                                       پاکسازي هیدروکربن                   

به عنوان یک باکتري                          ورراکس           آلکانی          جنس       از آنجایی که                    .     است   

هاي دریایی آلوده به                            هیدروکربونوکلاستیک بومی محیط زیست                                      

باشد و توانایی این باکتري در تجزیه اجزاي                                                                 هیدروکربن می              

هاي پلی آروماتیک                         ها و هیدروکربن                     نفت خام اعم از آلکان                                

(PAHs)                                                                                به اثبات رسیده است، لذا این باکتري می تواند در 

هاي دریایی به عنوان                            فرآیند اصلاح زیستی در پاکسازي محیط                                             

. یک باکتري مؤثر و کارآمد مورد استفاده قرار گیرد                                              

تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از بخش پژوهش سازمان منطقه ویژه                                                                              

به دلیل حمایت مالی و                                    )     عسلویه      ( اقتصادي انرژي پارس                              

همچنین از مدیریت و کارکنان محترم پژوهش، کارشناسان                                                                           

 به دلیل همکاري صمیمانه در اجرا این                                                     HSEمحترم آزمایشگاه                     

.   پژوهش کمال امتنان را دارند                          
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Abstract

Background & Objectives: Oil pollutions are one of the major problems threatening environment.

Biodegradation using hydrocarbon-degrading indigenous bacteria is considered as a convenient

method both economically and environmentally. The genus Alcanivorax is known as a petroleum

hydrocarbon degrader in petroleum-contaminated marine environments. The purpose of this study

was to evaluate the capacity of Alcanivorax dieselolei, isolated from the coastal sediments of

Persian Gulf for crude oil biodegradation.

Material & Methods: In this applied-fundamental study, first oil degrading bacteria were isolated

from the coastal sediments of Persian Gulf and were enriched in media. The isolated bacterium

was identified using molecular identification based on 16S rRNA sequence. The oil degrading

ability of the isolates was assessed using various concentrations of crude oil.

Results: Based on molecular approaches the isolated bacterium was identified as Alcanivorax

dieselolei. This bacterium was able to disintegrate oil droplets stably in less than one minute.

Results showed that the biodegradation rates at 1, 2.5 and 5% concentrations of crude oil were 

68.37, 67.97 and 13.2% respectively.

Conclusion: Since Alcanivorax genus is an indigenous bacterium in hydrocarbon polluted marine

environments and its capability in biodegradation of crude oil has been proved, using this

bacterium to remove oil pollutants is certainly possible.
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