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 چکیده

زیست پالایی روشی مقرون به صرفه و پاک به منظور تیمار مکان های آلوده است و می تواند منجر به معدنی شدن  سابقه و هدف:

هیدروکربن ها گردد. میکروب های بومی موجود در منطقه می توانند نقش مؤثری در این رابطه ایفا نمایند. این مطالعه با هدف 

 جداسازی و شناسایی فیلوژنتیکی باکتری های بومی نفت خوار از خاک منطقه کارون اهواز انجام شد.

خاک آلوده به نفت منطقه کارون اهواز به صورت تصادفی و در شرایط استریل نمونه برداری شد. مقدار فسفر قابل   مواد و روش ها:

 تعیین گردید. محیط کشت  CHN meterجذب با استفاده از روش اولسن و مقادیر کربن، هیدروژن و نیتروژن توسط دستگاه 

درصد نفت خام به منظور جداسازی باکتری های نفت خوار استفاده شد. سویه نفت خوار با استفاده از  9نمک های معدنی حاوی 

روش چاهک گذاری غربال گردید. نمونه خاک با استفاده از روش سوکسله عصاره گیری و میزان کربن کل توسط روش 

کروماتوگرافی گازی مورد سنجش قرار گرفت. به منظور شناسایی سویه باکتریایی برتر از آزمون های بیوشیمیایی و روش مولکولی 

PCR .استفاده گردید 

و در غربالگری ثانویه یک جدایه انتخاب  95سویه باکتریایی جداسازی گردید. در غربالگری اولیه  99در این مطالعه تعداد   یافته ها:

 گزارش شد. جدایه منتخب نسبت به سویه استاندارد در محیط  باسیلوس لیکنی فورمیسنام گرفت. جدایه مورد نظر  S31و 

 روز گرماگذاری در دمای  15درصد نفت خام رشد بهتری داشت. به طوری که نفت خام را در مدت زمان  9حاوی 

 درصد تجزیه نمود. 89درجه سلیسیوس به میزان   15تقریبی 

درصد نفت خام به عنوان منبع کربن و انرژی استفاده نماید. مطالعه فراتر آن در اجتماع  9منتخب می تواند از  باسیلوس نتیجه گیری:

 باکتریایی پیشنهاد می گردد.

 زیست پالایی، نفت خام، کروماتوگرافی گازی، باکتری های خاک.واژگان کلیدی: 

 20اردیبهشت پذیرش برای چاپ:    20فروردین ماه دریافت مقاله: 

 مقدمه     

در فرآیند ت مین انرژی مورد نیاز بشر امروزی، منابع طبی ع ی                                                                 

گوناگونی مورد استفاده قرار می گیرند که در بین آن ها م ن ب ع                                                          

اصلی انرژی، نفت و مشتقات آن می باشد. روزانه بال  بر هفت اد                                                           

و سه میلیون بشکه نفت در جهان تولید م ی ش ود. ب ه ط ور                                                   

میانگین ده درصد نفت استخرا  شده در اثر حواد  مخت ل ف ی                                                     

مانند اکتشاف، تولید، پالایش، شکستن خطو  انتقال و یا نشت                                                        

مخازن  خیره نفت در پالایشگاه ها، جن  و سایر عوامل وارد                                                       

اکوسیست  های آبی و خاکی شده و مشکلات زیست محی ط ی                                                

میلادی، می زان خ اک                    9535فراوانی ایجاد می نمایند. در سال                                 

آلوده به نفت در ایران حدود یک میلیون و پانصد ه زار م ت ر                                                       

 (.      3مکعب گزارش گردید                    

از اثرات مخرب هیدروکربن های نفتی بر موجودات زنده م ی                                                     

توان به سمیت، جهش زایی، سرطان زایی بالقوه و ورود ب ه                                                     
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چرخه های حیاتی اشاره نمود. بنابراین، پالایش آن از مح ی ط                                                       

(. حذف آلودگی ه ای                   9زیست امری حیاتی به نظر می رسد                                 

نفتی با سه روش فیزیکی، شیمیایی و زیستی امکان پذیر است.                                                        

در این میان استفاده از میکروارگانیس   ه ا در روش ه ای                                                    

پاکسازی محیط  زیست پالایی( بی خطر و مقرون به ص رف ه                                                  

 (. پاکسازی زیستی روش های مختلف ی دارد ک ه                                         1می باشد           

 می توان به موارد زیر اشاره کرد:                               

(: ای ن         tri sic  ioremediatio  زیست پالایی طبیعی                    -3

فرآیند توسط میکروارگانیس  های طبیعی موجود در محی ط و                                                     

تحت شرایط طبیعی صورت گرفته و می تواند آلودگی را ت ا                                                    

 (.  1سط  قابل قبولی حذف نماید                            

(: با هدف بهبود شرای ط                        iostim  atio تحریک زیستی                 -9

محیطی مانند افزودن مواد غذایی و یا هواده ی ب ه م ن ظ ور                                                    

تحریک رشد میکروارگانیس  ها و افزایش س رع ت ت ج زی ه                                                

 (.  1زیستی انجام می شود                      

 (: اف   زودن            ioa  me tatio زیس   ت ف   زون   ی              -1

میکروارگانیس  های غیر بومی به محیط آلوده جهت اف زای ش                                                     

سرعت و گسترش تجزیه زیستی است. مورد اخیر در زم ان                                                 

عدم توانایی تجزیه مناسب میکروارگانیس  های بومی ک ارب رد                                                       

بسیاری از محققین بر این عقیده اند که استف اده                                               (.    1و     9دارد        

از میکروارگانیس  های بومی سازگار با م ن اط   آل وده ب ه                                                    

ترکیبات نفتی، به ویژه باکتری های نفت خوار، می ت وان د در                                                        

 (.    9پاکسازی خاک کارآمدتر از سایر ارگانیس  ها باشد                                                 

باکتری های بومی نفت خوار به واسطه پ ای داری و داش ت ن                                                   

ترکیبات ترشحی مانند بیوسورفکتانت ها، کشش سطحی نف ت                                                   

را کاهش و آن را امولسیونه می کنند و س س آن ها را به م واد                                                          

(. میزان زیست پالایی در چنی ن                             0ساده تری تبدیل می نمایند                            

مناطقی به عواملی مانند جمعیت میکروب ی، م ی زان و ن وع                                                   

آلودگی و شرایط شیمیایی موجود در منطقه آلوده بستگی دارد                                                        

(. از نظر تجزیه پذیری، نفت خ ام م ت ن وع ب وده و ب ه                                                6    

هیدروکربن های اشباع، هیدروکربن های آروم ات ی ک، م واد                                                   

قطبی غیر هیدروکربنی مانند رزین ها، پیریدین ها، کینولون ه ا                                                           

،کربازول ها، سولفوکسیدها و آمیدها، آسفال ت ن  ف ن ل ه ا،                                                     

اسیدهای چرب، کتون ها، استون ها و پورفیرین ها( تقسی  شده                                                         

 (.   است       

با توجه به نوع ترکیبات و تنوع نفت خام در مقاومت نسبت ب ه                                                         

فرآیند تجزیه شدن، جداسازی و غربال گری سویه می ک روب ی                                                    

خا  با هدف استفاده از نفت خام و یا یک ترکیب ویژه از آن،                                                         

یک اصل به حساب می آید. اگر سویه منتخب قادر به مص رف                                                    

و تجزیه ترکیبات مورد نظر باشد، آنگاه ترکیب مورد ن ظ ر ب ه                                                        

عنوان منبع کربن و انرژی به همراه مواد غذایی معدنی مورد نیاز                                                             

سلول مورد استفاده قرار می گیرد تا توده زیستی خود را تشکیل                                                           

دهد. به این ترتیب، در عین حال که میکروب رشد می نم ای د،                                                       

 (.  8به تدری  آلودگی نیز از محیط حذف می گردد                                           

موفقیت زیست پالایی نفت بس ت گ ی ب ه ت وان ای ی ح ذف                                            

هیدروکربن ها و حف  شرایطی دارد که میزان افزایش ت ج زی ه                                                      

زیستی را در محیط های آلوده تسهیل می کند. عوامل گوناگ ون                                                        

مؤثر در میزان زیست پالایی نفت خام، توسط محققین متع ددی                                                      

(. یکی از نیازهای مه  در ای ن                              2مورد بررسی قرار گرفته است                             

رابطه، وجود میکروارگانیس  هایی با  رفیت های متاب ول ی ک ی                                                       

مناسب است. در صورت وجود چنین میکروارگانیس  هایی، ب ا                                                     

فراه  نمودن مقادیر بهینه رشد و تجزیه زیستی هیدروکربن در                                                         

، زیس ت        H ح ور غلظت های کافی از مواد غذایی، اکسیژن و                                            

 پالایی به خوبی انجام خواهد گرفت.                                 

ویژگی های فیزیکی و شیمیایی نفت و نیز خاک م ن ط ق ه، در                                                    

 تعیین میزان زیست پالایی مه  بوده و نقش م ؤث ری را ب ازی                                                     

می کنند. میکروارگانیس  ها با تولید متابولیت های م خ ت ل ف ی                                                        

مانند آنزی  ها، حلال ها یا عوامل فعال کننده سطحی در تجزی ه                                                          

(. ط ی       2انواع مختل  هیدروکربن ها نقش ایفا می ک ن ن د                                             

 گزارشات به دست آمده از مناط   ج   راف ی ای ی م ت ف اوت                                               

جدایه های متعددی از جمله سویه هایی متعل   ب ه خ ان واده                                                     

(،                             باسیلوس س وب ت ی ل ی س                باسیلاسه مانند               

ب اس ی ل وس         (،                            باسیلوس لیکنی فورم ی س                    
   باس ی ل وس ت رم وک ات ن ولات وس                     ( و                       پومیلوس       

( با توانایی بالا در تجزیه ت رک ی ب ات                                                           

 ه  گ  زادک  ان          – م  ت  ع  ددی م  ان  ن  د ه  ی  دروک  رب  ن ه  ای                            
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و نفتالن جداسازی شده است. طب  بررسی های به عمل آمده،                                                      

هیدروکربن های نفتی توسط باکتری ها و مخمرها و قار  ه ا                                                      

مورد تجزیه قرار می گیرند. از این میان، باکتری ها ب ا ت وان                                                          

درصدی، فعال ترین عوامل تجزیه ک ن ن ده                                      05تا    31تجزیه ای          

نفت و نیز آغازگر فرایند تجزیه نفت معرفی شده اند. مطالعات                                                          

 ها از ف راوان ت ری ن و                       باسیلوس       بسیاری نشان می دهد که                       

مقاوم ترین جنس های باکتری به ویژه در محیط خ اک ه ای                                                   

 (.      8-35آلوده به شمار می آیند                         

بنابراین، استفاده از میکروارگانیس  های بومی دارای قاب ل ی ت                                                          

بالا در زیست پالایی نفت خام سازگار با تنش های مح ی ط ی                                                   

موجود می تواند یک روش مناسب در حذف ترکیبات نفتی از                                                    

مکان مورد نظر باشد. هدف از این پژوهش جداسازی و غربال                                                      

گری میکروارگانیس  های مؤثر در زیست پ الای ی، از خ اک                                                  

منطقه آلوده به نفت و ارزیابی توان تجزیه آن ها در میکروکازم                                                            

 درص  د نف  ت خ  ام ب  ود.                           9 محیط مصنوعی( افقی حاوی                         

 مواد و روش ها             

: از خاک آلوده به نفت منطقه کارون اهواز،                                          ال ( نمونه برداری                 

سانتی متری، به صورت تصادفی و در س ه                                      35در عم  تقریبی               

تکرار نمونه برداری شد. نمونه ها در کیسه های استریل جم ع                                                        

درجه سلیسیوس، به آزمایشگاه انتقال داده                                          9آوری و در دمای                

میلی متری به منظور هم گ ن                           9شدند. از الک استریل با منافذ                              

 (.    33سازی و حذف  رات درشت خاک استفاده گردید                                          

به منظور تعیین بافت و قابلیت هدایت الکتریک ی خ اک ب ه                                                    

متا فسفات سدی  به همراه ک رب ن ات                                -ترتیب از محلول هگزا                   

استفاده شد. مقدار فسفر قابل ج ذب                                    S R 31  سدی  و روش            

نیز با استفاده از روش اولسن مورد ارزی اب ی ق رار گ رف ت.                                                     

به منظور تعیین مقادیر کربن، هیدروژن و                                         CHN meterدستگاه        

،   H نیتروژن خاک به کار برده شد. عوامل دی گ ری م ان ن د                                               

رطوبت و  رفیت نگهداری خاک نیز به طور جداگان ه م ورد                                                   

(. هم نین تم ام ی م واد م ورد                           39-39سنجش قرار گرفت                  

 استفاده در این پژوهش از شرکت مرک، آلمان تهیه گردید.                                                   

به من ظ ور          ب( جداسازی باکتری های تجزیه کننده نفت خام:                                            

جداسازی سویه های باکتریایی از خاک آلوده به نفت از محی ط                                                        

درصد ن ف ت            9( حاوی        S      i era  Sa t  edi m کشت     

 (.    30و     3خام به عنوان تنها منبع کربن و انرژی استفاده شد                                                  

میلی ل ی ت ر             05میلی لیتری حاوی                   905فلاسک های شیشه ای                  

گرم گوی ش ی ش ه ای ب رای                        0درصد و          2 5سرم فیزیولوژی               

گرم خاک، تحت شرایط استری ل م ورد                                  0جداسازی باکتری از                   

استفاده قرار گرفت. همگن سازی و تهیه سوس انسیون در دمای                                                        

ص ورت         390  ساعت بر روی شیکر در دور                           1اتا  به مدت             

درج ه        15(. جداسازی سویه ه ا در دم ای                            39و     0گرفت        

ساعت انجام شد. کلنی های رشد ک رده                                    99-98سلیسیوس در            

 خ  ال    س  ازی و وی  ژگ  ی ه  ای م  اک  روس  ک  وپ  ی و                                    

 (.   3و   36میکروسکوپی آن ها مورد بررسی قرار گرفت                                         

ب رای ای ن          غربالگری باکتری های تجزیه کننده نفت خام:                                               (  

منظور از روش چاهک گذاری و پلیت های حاوی محیط کشت                                                  

عدد چاهک استفاده ش د.                        6-39نوترینت آگار  مرک، آلمان( با                              

ساعته هر جدایه در م ح ی ط                          99در ابتدا، سوس انسیون کشت                          

( و نفت خ ام               m    1 کشت نوترینت برا   مرک، آلمان(                                 

در دو تکرار به چاهک ها ا افه و                                  1 9و     1 3استریل به نسبت                

سلیسیوس گرماده ی ش دن د.                         15ساعت در دمای                9 به مدت        

برای غربال گری ثانویه از جدایه های رشد یافت ه در اط راف                                                       

چاهک ها در مرحله قبل استفاده شد. در این مرحله، از فلاسک                                                        

میلی لیت ر م ح ی ط                  05میلی لیتری حاوی                   905های شیشه ای             

میلی لیتر نفت خام، در شرای ط                               3( و      S نمک های معدنی                 

س اع ت ه         99استریل استفاده گردید. س س، سوس انسیون کشت                                           

( و ن ف ت           m    1 باکتری در محیط کشت نوترینت برا                                    

 درص د ب ه           9و     0خام استریل به ترت ی ب، در م ق ادی ر                                

درج ه        15ه ف ت ه در دم ای                9فلاسک ها تلقی  و به مدت                        

 (.      30و   9گرماگذاری گردید                     390      سلیسیوس و دور             

: به منظور تجزیه                  د( بررسی تجریه زیستی هیدروکربن های نفتی                                       

زیستی بهتر و با استفاده از داده های حاصل از آنالیز خاک، ب ه                                                            

( اوره و نف ت                 درصد          9و       m     5  1. -1ترتیب مقادیر              

و        HP در مقادیر مس اوی                   m     5 18  1. -1خام و نیز           

 P   H                                                  به نمونه خاک افزوده شد. میزان تجزیه نفت خام ب ه
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سلیسیوس م ورد ب ررس ی ق رار                           15هفته در دمای                39مدت     

گرفت. به منظور عصاره گیری نمونه ه ای خ اک از روش                                                

 ( و ح  لال آل  ی ک  ل  روف  رم                     So h etس  وکس  ل  ه          

  مرک، آلمان( استفاده ش د. م ی زان ت ج زی ه ک رب ن ک ل                                              

     ota  Petro e m Hydrocar o    PH            م  وج  ود در ) 

 عصاره های به دست آمده، توسط دستگاه گاز کرومات وگ راف ی                                                     

     aria -CP3                   ستون ک   ی لاری ،)CP-Si -         ب ا ق ط ر 

mm    5 19         و طولm    15          دمای اولیه و نهایی ب ه                            ، دتکتور ،

 (.  38، ارزیابی گردید                   C mi o    35در      Co  955و     Co  05ترتیب         

 : تعی ی ن ت ق ری ب ی              ه( آزمون های بیوشمیایی جدایه های برتر                                     

هویت جدایه ها به کمک رن  آمیزی گ رم و آزم ون ه ای                                                

کاتالاز، اکسیداز، احیای نیترات، آمیلاز، ژلات ی ن از، ک از  ی ن،                                                        

 ، تخمیر زایلوز، گلوکز، آرابی ن وز، م ان ی ت ول و                                            P سیترات،         

 (.  36درص د ان ج ام ش د                   9-35رشد در کلرید س دی                     

جدایه ه ای               برای این منظور              و( شناسایی فیلوژنتیکی سویه ها:                                

 دارای بیش ترین میزان ت ج زی ه ب ه ع ن وان س وی ه ه ای                                              

ساع ت ه         36بر روی کشت               N برتر انتخاب شدند. استخرا                            

 (.    32جدایه ها و با روش انجماد و جوش ان ج ام گ رف ت                                             

 از                ب   ه م   ن   ظ   ور ت   ک       ی   ر ژن                   

 و   CC  C  CC C       C -3- پرای م ره ای           

 -  C    CC      C  C  C-3                  .استفاده گ ردی د

میکرولی ت ر               0میکرولیتر شامل                  05در حج  نهایی                PCRواکنش       

PCR     er 1     ،305            میکرومولdN Ps mi    ،9            میلی م ول

   C    ،3                          ،واح د آن زی                3میکرومول از ه ر پ رای م ر 

 a   N   o ymerase     میکرولیتر از                3و N               الگو ان ج ام

در دستگاه مستر سایکلر گرادی ان ت                                  PCR(. واکنش          95گرفت        

دق ی ق ه         9ساخت شرکت اپندرف آلمان و با شرایط دم ای ی                                         

درجه سلیس ی وس و در                     29واسرشت شدن ابتدایی در دمای                              

درج ه        29چرخه شامل واسرشت ش دن در دم ای                                15ادامه       

درج ه        00دقیق ه، اتص ال در دم ای                        3سلیسیوس به مدت                

درج ه        9 دقیقه، گست رش در دم ای                        3سلیسیوس به مدت                

دقیقه و در نهایت گسترش ن ه ای ی در                                   3سلیسیوس به مدت                

 دق ی ق ه ان ج ام ش د                  9درجه سلیسیوس به  مدت                        9 دمای      

برای تعیین توالی ب ه ش رک ت                            PCR(.  محصولات            32و     95    

تکاپو زیست ارسال شدند. س س توالی های به دس   ت آم  ده                                                       

 م   ورد ارزی اب ی ق رار گرف   تند.                                      NCدر    

 یافته ها        

پس از انجام نمونه برداری در شرایط استریل،                                           ال ( آنالیز خاک:                  

نمونه های خاک در آزمایشگاه از نظر ویژگی های فیزی ک ی و                                                      

 ، م ی زان         H شیمیایی مانند نوع بافت، هدایت ال ک ت ری ک ی،                                         

 فس ف  ر ق  اب ل ج ذب، ک  رب ن، ه ی  دروژن و ن ی  ت  روژن                                        

 مورد بررسی قرار گ رف ت ن د. ن ت ای   ح اص ل از آن ال ی ز                                              

 نشان داده شده است.                    3خاک در جدول             

در مراحل ج داس ازی                  ب( جداسازی، غربال گری و شناسایی:                                  

جدایه باکتریایی از خاک آلوده به نفت م ن ط ق ه، ب ه                                                 99اولیه،        

جدایه و در غ رب ال گ ری                        95دست آمد. در غربال گری اولیه                             

درص د        9جدایه با بیش ترین میزان رشد در ح  ور                                       3ثانویه        

نام گذاری گردی د.                    31Sنفت خام به عنوان سویه برتر انتخاب و                                     

م ی ل ه ای           31Sبررسی های مورفولوژیکی نشان داد که جدایه                                         

شکل، گرم م بت و اس وردار است. آزمون های بیوشیمیایی نی ز                                                        

 حاکی از متحرک بودن و هم نی ن م   ب ت ب ودن واک ن ش                                             

آنزی  های کاتالاز، اکسیداز، آمیلاز، ژلاتیناز، پروت از، اوره آز و                                                               

نیز قندهای گلوکز و آرابینوز داشتند. در ح ال ی ک ه مص رف                                                     

سیترات، تولید متیل رد، اندول و آنزی  نیترات ردوکتاز و ن ی ز                                                           

تخمیر مانیتول و لاکتوز منفی گزارش شد. شایان یادآوری است                                                        

 دارای فعالیت همولیتیکی نیز بود.                                 31Sکه سویه منتخب               

          توالی یابی ژن                   نتای       ( آنالیز ژنتیکی جدایه برتر:                              

 355نشان داد که جدایه برتر تجزیه کنن ده ن ف ت خ ام ب ا                                               

 نتیجه ویژگی

 %(8%(، رس   %(، ماسه  80شن   بافت

 ms cm3 590  هدایت الکتریکی

pH   93 

 m6 9    فسفر قابل جذب

 درصد  6 0 کربن

 درصد  3 5 هیدروژن

 - ازت

 آنالیز فیزیکوشیمیایی نمونه خاک.: 3جدول 
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: م ارک ر  .  S31جدایه          الکتروفورز حاصل از تک یر ژن :  3شکل 

( قطعات تک یر شده با طول تقری ب ی 9و  3یک کیلوجفت بازی، ستون های 

 جفت بازی.  3555

درصد قرابت فیلوژنتیکی یک باکتری گرم م بت به ن       ام                                                       

 (.  3می باشد  ش   کل                 باسی  لوس لیکن ی فورمی س                          

 ن  ت  ای    ح  اص  ل            د( ت  ج  زی  ه زیس  ت  ی ن  ف  ت خ  ام:                         

 ( و س وی ه اس ت ان دارد                    31Sاز رشد س وی ه م ن ت خ ب                     

                        P CC 1 3                     به عنوان ش اه د در )

درصد نفت خام نشان داد ک ه ه ر دو                                  9محیط کشت حاوی               

سویه باکتریایی در شرایط یکسان و پس از س ری کردن ی ک                                                    

روز فاز ت خیر، رشد لگاریتمی خود را آغاز می نمایند. با ای ن                                                           

وجود برتری سویه منتخب در رشد سلولی نسبت ب ه س وی ه                                                 

روز اول دوره گرماگذاری به و  و  ق اب ل                                       15استاندارد در              

 (.    3مشاهده بود  نمودار                    

نتای  حاصل از میزان تجزیه زیستی نفت خام توس ط س وی ه                                                   

و سویه استاندارد نیز نشان داد ک ه م ی زان                                          31Sبومی منتخب            

، توس ط ه ر           15تجزیه زیستی نفت خام در خاک آلوده تا روز                                       

دو باکتری به حداک ر میزان خود می رسد. با این وجود سوی ه                                                        

منتخب نسبت به سویه استاندارد از قابلیت تجزیه ب ی ش ت ری                                                     

برخوردار بود. اما پس از آن رشد دچار نقصان شد و از هف ت ه                                                        

( و     3شش  تلقی ، به تدری  کاهش تعداد سلول ها  نم  ودار                                                  

 ( مش اهده گ ردید.                 9تج زیه زیس تی  نم ودار                        

 

 بح    

هیدروکربن های نفتی یکی از عمده ترین عوامل آلوده کن ن ده                                                       

(. تحقیق ات م ت ع ددی ب ر روی                          93محیط زیست هستند                   

M  1 2 

و  S31سنجش میزان تجزیه زیستی نفت خام توسط جدایه بومی :  9نمودار 

روز ب ا اس ت ف اده از گ از  25سویه استاندارد از نمونه خاک در م دت 

 کروماتوگرافی  مساحت زیر منحنی(.

سودمندی و کارایی تجزیه زیستی در رفع آلودگی های م ح ی ط                                                     

(. پالایشگاه ه ای ن ف ت در                        3- زیست صورت گرفته است                       

سراسر دنیا از فن آوری های مختلفی مانند روش های ت ی م ار                                                      

زیستی، شیمیایی و فیزیکی برای مدیریت آلاینده هایی که ط ی                                                       

فرآیند پالایش و  خیره نفت تولید می شوند، استفاده می کن ن د.                                                          

در میان انواع روش های موجود، خن ی س ازی اث رات م  ر                                                  

ترکیبات مورد بح  و اصلا  زیستی آن ه ا ب ا اس ت ف اده از                                                   

میکروارگانیس  های بومی یکی از سودمندترین روش ه ا ب ه                                                    

 (.    99حساب آمده است                 

 تکنولوژی مورد بح  دوست دار محیط ب وده و نس ب ت ب ه                                                

روش های فیزیکی و شیمیایی زدایش نفت از ن ظ ر ه زی ن ه،                                                  

(. به این منظور در تح ق ی                            91اقتصادی تر گزارش شده است                            

حا ر، جداسازی سویه های بومی نفت خوار از خاک آلوده ب ه                                                      

اهواز جداسازی و از ن ظ ر ت ج زی ه                                1-نفت خام منطقه کارون                   

و سویه استاندارد از ن م ون ه   S31شمارش سلول های جدایه بومی :  3 نمودار

 روز. 25خاک در مدت زمان 
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درصد نفت خام منطقه در خاک، مورد بررسی                                         9زیستی غلظت            

در تجزیه زیستی عوامل زنده و غیرزنده مت ع ددی                                             قرار گرفت.          

دخالت دارند. به همین دلیل انجام موفقیت آم ی ز پ اکس ازی                                                     

 مناط  آلوده، به ویژه خاک آلوده به ن ف ت خ ام، ن ی از ب ه                                                    

 (.  9پژوهش های متعددی دارد                         

نفت خام برای بسیاری از میکروارگانیس  ها سمی اس ت. ب ا                                                       

این وجود، باکتری هایی وجود دارند که س ال ی ان زی ادی در                                                     

شرایط و تنش های موجود در محیط آلوده به ن ف ت زن دگ ی                                                  

 (. ب روج م ان س             95و     91کرده و با آن سازش پیدا کرده اند                                   

     rooi ma s                    س وی ه ای از              9552( و همکاران در س ال

را جداسازی نمودند که توانایی ت ج زی ه                                    باسیلوس سوبتیلیس                  

هگزادکان  و نفتالن را به ترتیب به م ی زان                                         – هیدروکربن های               

 (.      99درصد داشتند                 0 و     28

تجزیه می ک روب ی                 9539( و همکاران در سال                    Chi ereچیکر        

هیدروکربن های نفت ناحیه گرمسیری آلوده به ن ف ت را در                                                    

لاگوس نیجریه مورد بررسی قرار دادند. در این مطالعه ج دای ه                                                        

ب ا      باسیلوس سوبتیلیس                های متعددی از جمله سویه باکتریایی                                   

( ج داس ازی           PH توانایی تجزیه هیدروکربن های نفت خام                                       

(. هم نین توانایی تجزیه سوخت دیزل به وس ی ل ه                                            90گردید         

   باسیلوس پ وم ی ل وس               (،    96    باسیلوس سوبتیلیس                سویه ای از            

   اسینتوباکتر ک ال ک واس ت ی ک وس                        ( و                             

( ب ه اث ب ات             92-9(       1                                  

 رسیده است.            

( و همکاران در س ال                    o  sa در مطالعه ای که توسط ونگسا                              

 جدایه تجزی ه ک ن ن ده ن ف ت از                             0انجام شد تعداد                  9559

خاک های آلوده به نفت جداسازی شد. در این م ی ان چ ن د                                                  

برای مطالعه بیشتر، بر اساس کارای ی                                     باسیلوس       باکتری از جنس               

(. با توجه به پ ت انس ی ل                       15مصرف نفت خام انتخاب گردید                             

آنزیمی بالای باکتری های بومی در شرایط زیست م ح ی ط ی                                                 

سخت، خاک های آلوده به نفت برای جداسازی باکتری ه ای                                                   

جدایه ب وم ی              99مورد نظر انتخاب شدند. در پژوهش حا ر                                     

 ن  ف  ت خ  وار از خ  اک م  ن  ط  ق  ه آل  وده ب  ه ن  ف  ت                                    

جداسازی گردید. این جدایه ها توانایی خ وب ی در                                               1-کارون     

تجزیه هیدروکربن های نفت خام از خود نشان دادند. پ س از                                                      

( ب ه      31Sبررسی های بیوشیمیایی و مولکولی جدایه مورد نظر                                                 

 گزارش گردید.              باسیلوس لیکنی فورمیس                      عنوان       

مواد غذایی به ویژه نیتروژن، فسفر و در برخی موارد آهن نق ش                                                          

بسیار مهمی در تجزیه زیستی آلوده کننده های ه ی دروک رب ن ی                                                      

دارند. برخی از این مواد غذایی فاکتور محدود کننده خ واه ن د                                                         

بود. از این رو فرایند تجزیه زیستی را تحت تاثیر قرار می دهند.                                                              

زمانی که میزان آلودگی محیط  خاک یا آب( با نفت زیاد باش د،                                                          

ت مین منبع کربن مورد نیاز رشد میکروارگانیس  ها به طور قاب ل                                                            

 توجهی افزایش می یابد.                       

با این وجود در چنین شرایطی، عدم دسترسی ب ه ت رک ی ب ات                                                   

 ن  ی  ت  روژن دار و فس  ف  ردار ب  ه ع  ن  وان ی  ک ع  ام  ل                                        

محدود کننده برای تجزیه نفت به حساب می آید. از ای ن رو،                                                       

افزودن مواد غذایی جهت تجزیه زیستی آلوده کننده های ن ف ت                                                       

امری اجتناب ناپذیر و لازم است تا به واسطه آن فرایند زیس ت                                                         

با این وجود، غلظت های بیش                             .پالایی به نحو احسن انجام گیرد                            

از حد مواد غذایی نیز، می تواند از فعالیت ت ج زی ه زیس ت ی                                                      

 (.    98و     95جلوگیری به عمل آورند                        

بررسی ها نشان می دهد که در روزهای آغازین، دام ن ه رش د                                                     

میکروارگانیس  های تجزیه کننده هیدروکربن های نفت مح دود                                                       

می باشد. این مو وع به اثرات اکوسیست  و شرایط م ح ی ط ی                                                    

(. ونگسا و همکاران نشان دادن د ک ه                                  92و     3مربو  می شود                

جمعیت باکتریایی هتروتروف تجزیه کننده نفت در تی م اره ای                                                      

غذایی افزایش قابل ملاحظه ای پیدا می کند. به طوری که تعداد                                                          

 میکروارگانیس  های مورد آزمایش پس از تی م ار غ ذای ی، از                                                   
3-  it    

 در ن م ون ه خ اک ک ن ت رل، ب ه ح دود                             6      135
3-  

  it   
رسید و جمعیت میکروبی دو تیم ار در پ ن                                          9      35

 (.      15هفته بیشتر از ده هفته افزایش یافت                                     

این یافته با نتای  به دست آمده در پژوهش حا ر ه  خ وان ی                                                       

دارد. نتای  تحقی  حا ر حاکی از آن است که میزان جم ع ی ت                                                      

میکروارگانیس  های تحت آزمایش در بازه زمانی مشخصی ک ه                                                     

بود با شدت و توان بالا تک یر یافته و                                       15در این جا حدود روز                    

، میزان افزای ش ج م ع ی ت                      15با گذشت زمان آزمایش از روز                            
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 روندی نسبتا  کند و یا کاهشی را در پیش گرفته بود. ای ن ام ر                                                          

باشد. ب ا            15می تواند به دلیل ک  شدن منابع غذایی پس از روز                                               

این وجود، در مقایسه بین جدایه بومی و سویه استاندارد، برتری                                                            

جدایه بومی در روند رشد تحت شرایط یکسان، کاملا  مش ه ود                                                     

( با میزان تجزیه ن ف ت                      31Sبود. ت ییرات رشد جدایه بومی برتر                                    

 خام موجود در محیط مورد آزمایش، همخوانی داشت.                                              

نتای  حاصل از کروماتوگرافی گازی نشان دهنده افزایش م ی زان                                                         

درصد ط ی           89تجزیه بیولوژیک هیدروکربن های نفتی به میزان                                            

  60یک ماه بود. در صورتی که در زمان و شرایطی یکسان، تنها                                                      

درصد از کل هیدروکربن های موجود در نمونه خ اک ت وس ط                                                  

سویه استاندارد مورد تجزیه زیستی قرار گرفت. این نتای  نش ان                                                           

 دهن ده ب رت ری ت ج زی ه زیس ت ی ن ف ت خ ام ت وس ط                                      

میکروارگانیس  های بومی خاک با شر  حف  و کنترل م ن اب ع                                                     

کربن، نیتروژن و اکسیژن خاک می باشد. این امر خ ود ب اع                                                        

 زیست پ الای ی ب ه ت ر خ اک آل وده ب ه ن ف ت ت وس ط                                       

 میکروارگانیس  های بومی می شود.                                

از آن جایی که اکسیداسیون یا هیدرولیز هیدروکربن ها ت وس ط                                                        

میکروب ها صورت می گیرد، هر عامل مؤثر بر رشد و فعال ی ت                                                      

میکروبی می تواند در میزان تجزیه زیستی و کارایی آن ت ثیرگذار                                                             

باشد. هم نین، پارامترهای فیزیکی، شیمیایی و زیستی در فرایند                                                            

تجزیه نقش مهمی ایفا می کنند. در میان عوامل فیزیکی، حرارت                                                          

 (.    1و     9نقش مؤثری در تجزیه زیستی هیدروکربن ها دارد                                              

( و هم ک اران در س ال                    Si  hدر مطالعه ای که توسط سین                              

انجام شد، برای خاک های تیمار شده با سط  ب الای ی از                                                    9535

میزان تجزی ه                C:N:Pاز    355:35:3مواد غذایی، به ویژه با نسبت                             

در حد قابل قبولی به دست آمد. در خاک کود داده ش ده، در                                                      

مقایسه با خاکی که روی آن هی  تیماری انجام نشده ب ود، ب ه                                                        

روز       15سرعت جمعیت باکتریایی تجزیه کننده هیدروکربن در                                               

 (.      98اول افزایش یافته بود                        

 در      C:N:Pدر مطالعه حا ر نیز غنی سازی خاک ب ا م ن اب ع                                          

     31Sانجام شد. در چنین شرایطی ج دای ه                                355:35:3نسبت های          

روز فعالیت نفت خواری ب ه ت ری را                                 15در بازه زمانی معادل                     

( و     Choromنسبت به سویه استاندارد از خود نشان داد. کروم                                                

نشان دادند که میزان تجزیه نفت خام ب ا                                        9535همکاران در سال                

(. به طوری که این فراین د ب ا                             13افزایش زمان، کاهش می یابد                             

نتای  رشد باکتری ها نیز مطابقت داشت. بیش ترین رشد باکتری                                                          

هفته مشاهده شد. از آن ج ای ی ک ه                                 6ها بعد از گذشت حدود                     

 پس از این مدت زمان، میزان مواد غذایی آلی به سرعت کاه ش                                                       

 می یابد، فعالیت باکتری ها و بنابراین کاهش م ی زان ت ج زی ه                                                     

( و     o hadam نفت قابل انتظار است. در تحقیقی دیگر، مقدم                                             

مشاهدات مشابهی مبن ی ب ر اف زای ش                                 9539همکاران در سال                

جمعیت باکتریایی تجزیه کننده هیدرو کربن ها، به س رع ت در                                                       

روز دوره آزمون، گزارش نمودند. آن                                    305روز اول از              15طول     

ها دریافتند که این مو وع می تواند به عنوان یک معرف ب رای                                                         

مشاهده زیست پالایی خاک های آلوده به نفت در نظر گ رف ت ه                                                     

شود. اما با افزایش زمان، به دلیل وجود ترکیبات مقاوم زنج ی ره                                                            

 بلند در نفت و کمبود مواد غذایی، رشد باکتری ها و تجزیه نفت                                                           

 (.      19کاهش می یابد                

مشاهدات ما نیز در تحقی  حا ر تایید کننده نت ای   ک روم و                                                       

همکاران بود. به نحوی که بیش ترین میزان و سرعت رشد، ب ه                                                       

همراه بیش ترین سرعت تجزیه هیدروکربن ه ای ن ف ت ی در                                                 

دیده شد. در این رابطه با گذشت زمان، کاهش                                            15محدوده روز            

 عملکرد میکروارگانیس  های مورد آزمایش کاملا  مشهود بود.                                                       

در مطالعه حا ر، با استفاده از روش ه ای م ورف ول وژی ک ی،                                                    

 بیوشیمیایی و مولکولی مشخ  گردید که ج دای ه ب رت ر ب ا                                                  

باس ی ل وس ل ی ک ن ی               درصد قرابت فیلوژنتیکی به جنس                                355

تعل  دارد. مطاب  آن ه که در بررسی کین ت ی ک رش د                                              فورمیس        

نس ب ت      باسیلوس لیکنی فورمیس                      جدایه ها به دست آمد، جدایه                            

به سویه استاندارد در شرایط آزمایش، کاراتر می باش د. م ی زان                                                          

ب اس ی ل وس         تجزیه زیستی نفت خام نیز به ترتیب برای جدایه                                             

  س وی ه         ب اس ی ل وس م گ ات ری وم                و ن ی ز       لیکنی فورمیس              

استاندارد مورد استفاده( در شرایط استریل، به ترتیب ب   راب   ر                                                               

 درص   د ب  ه دس  ت آم   د.                              20 98و     91 60ب  ا      

 نتیجه گیری          

 با توجه به نتای  به دست آمده در تحقی  حا ر جدای ه ب وم ی                                                       
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Abstract 

Background & Objectives: Bioremediation is the promising technology for the treatment of the 

contaminated sites since it is cost-effective and will lead to complete mineralization. This study 

was aimed to isolation and phylogenetic identification of indigenous oil-degrading bacteria from 

soil of Karoon area in Ahvaz. 

Materials & Methods: The crude oil contaminated soil of Karoon area in Ahvaz was sampled  

accidentally and under sterile condition. The amount of absorbable phosphorus was determined 

using Olson method and also, carbon, hydrogen and nitrogen by CHN meter device. Mineral salt 

medium containing 2% crude oil was used for isolation of oil eating bacteria. Following sieving 

the soil samples, the total carbon content of the soils were analysed by gas chromatography.   

Biochemical tests and PCR method were used to identify the dominant bacteria. 

Results: In this study, 44 bacterial strains were isolated, among them 20 isolates in the first and 

one in the second screening methods were selected, which was nominated as S31. This strain  

belonged to Bacillus licheniformis. The growth of the selected isolate in the media with 2% crude 

oil was better than the standard strain and remediated 84% of the crude oil in 30 days incubation 

time at about 30o C. 

Conclusion: The selected Bacillus could  use 2% of crude oil as source of carbon and energy and 

we suggest further studies on this bacterium in bacterial consortia. 
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