
Journal of Health

Vol. 7, No. 3, Summer 2016, Pages 263-275

Biodegradation of Crude Oil Contamination by a Bacterium
Strain Isolated from Sediment of Arvandkenar Area

Nadalian B1, Ebrahimipour G2, Shahriari Mogadam M3, Nadalian B1

1. Microbiology student, Faculty of Biological Science, Shahid Beheshti University. Tehran, Iran.
2. Associate Professor, Faculty of Biological Science, Shahid Beheshti University. Tehran, Iran.
3. Assistant Professor, Department of Environment, Faculty of Natural Resources, University of Zabol, Zabol,
Sistan va Blaoochestan, Iran.
* Corresponding author. Tel: +985432232600 Fax: +985432232600 E-mail: mohsen.shahriari@uoz.ac.ir

Received: Apr 26, 2015 Accepted: Oct 2, 2015

ABSTRACT

Background & Objectives: Environmental pollution by oil and its derivatives is a serious
threat to human health and the environment. Therefore, treatment of these compounds is
important. In order to achieve high biodegradation efficiency, isolation of efficient bacteria as
well as identifying optimal biodegradation conditions are important. The aims of the study
were to isolate and identify crude oil degrading strain from surface sediments of Arvandkenar
region, identifying optimal biodegradation conditions as well as evaluating degradation of
different fraction of synthetic and crude oil by isolated strain.
Methods: Surface sediment samples of Arvandkenar were collected. Isolated strains were
identified after enrichment of crude oil degrading bacteria in a mineral salt medium. The
NH4Cl and K2HPO4 concentrations were optimized to achieve the best conditions for crude
oil biodegradation by isolated strain. The ability of bacterial isolate to degrade different
fractions of oil was studied gravimetrically. The ability of the isolated strain to degrade
hexadecane, dibenzothiophene, naphthalene, phenanthrene and pyrene was studied using Gas
chromatography.
Results: Among the isolated strains, BN2 had the highest efficiency and showed 99%
similarity to Pseudomonas aeruginosa. BN2 strain had the optimum function at 0.25 and
0.024g/l of NH4Cl and K2HPO4, respectively and removed >80% of oil within 5 days. The
results of gravimetric analysis showed isolated strain to degrade aliphatic, aromatic, resin and
asphaltenes with the highest removal rate belonging to naphthalene.
Conclusions: Indigenous bacteria from surface sediments of Arvandkenar degrade crude oil.
Due to high biodegradation ability of BN2, they can be used for bioremediation of petroleum
contaminated soil in the Arvandkenar region.
Keywords: Optimization; Oil Contamination; Bioremediation; Arvandkenar.
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مقدمه
هـاي نفتــی منجــر بــه  اسـتفاده گســترده از فــراورده 

آلودگی محیط زیست شده و مشـکلاتی جـدي بـراي    
هـاي  ). فعالیـت 1(سـلامت محـیط ایجـاد کـرده انـد     

هـا و  صنعتی، سوخت ناقص مواد آلی، نشت نفت کش
هاي نفتی از عوامل عمده تولید و پخش ایـن  حفر چاه

اي نفت خام مخلوط پیچیده.باشندمواد به محیط می
باشد کـه بخـش عمـده آن را    از ترکیبات مختلف می

ــدروکربن ــکیل   هی ــک تش ــک و آروماتی ــاي آلیفاتی ه
1آروماتیــک چنــد حلقــه ايترکیبــات.)2(دهنــد مــی

(PAHs)ي مهم محیط زیسـت  هانیز از جمله آلاینده

1 Polycyclic Aromatic Hydrocarbons

چکیده
آلودگی محیط با نفت و مشتقات آن تهدیدي جدي براي سلامت انسان و محیط زیست مـی باشـد، لـذا    :زمینه و هدف

تصفیه این مواد اهمیت بالایی دارد. جهت دستیابی به کارایی بالاي تصفیه زیستی، جداسازي باکتري هاي کارامد و همچنین 
باشـد. هـدف از مطالعـه حاضـر جداسـازي و      میشناخت شرایط بهینه مصرف این ترکیبات توسط میکروارگانیسم ها مهم 

هاي تجزیه کننده نفت خام از رسوبات آلوده به نفت منطقه اروندکنار، تعیین شرایط بهینه و نیز ارزیـابی  شناسایی باکتري
.بودتوان سویه انتخاب شده در تجزیه ترکیبات مختلف تشکیل دهنده نفت خام 

مونه برداري و پس از غنی سازي باکتري هاي تجزیه کننده نفت خـام در  رسوبات سطحی منطقه اروندکنار نکار:روش
محیط پایه معدنی، سویه هاي جداسازي شده شناسایی گردیدند. به منظور دستیابی به بهترین شرایط تجزیه زیستی نفت 

یـه ترکیبـات   خام توسط سویه خالص شده، غلظت منبع نیتروژن و فسفر بهینه شدند. توانایی سویه خـالص شـده در تجز  
مختلف نفت خام توسط روش وزن سنجی انجام شد. همچنین با استفاده از هگزادکان، دي بنزوتیوفن، نفتالین، فنـانترن و  

پیرن توان سویه خالص شده در تجزیه این مواد با استفاده از دستگاه کروماتوگرافی گازي سنجیده شد. 
بهترین عملکرد را در تجزیه زیستی نفت خام دارا بود و بـه میـزان   BN2از میان سویه هاي خالص شده، سویه ها:یافته

گرم در لیتر کلرید آمـونیم  25/0در غلظت BN2شباهت نشان داد. سویه Pseudomonas aeruginosaبه گونه 99/0
روز تجزیـه  5نفت خام را در طـی  درصد 80گرم در لیتر فسفات پتاسیم بهترین عملکرد را نشان داد و بالغ بر 024/0و 

کرد. وزن سنجی اجراي مختلف نفت خام نشان داد سویه جدا سازي شده قابلیت تجزیه زیستی هیدروکربن هاي اشـباع،  
آروماتیک، رزینی و آسفالتن را دارا است. همچنین از میان ترکیبات مختلف استفاده شده بیشترین درصد حذف مربوط به 

نفتالین بود.
با توجـه بـه   کنار داراي توان بالایی در تجزیه نفت خام می باشند. رسوبات سطحی منطقه اروندهاي باکترينتیجه گیري:

طالعـه مـی توانـد در بیورمدیشـن     در تجزیه اجزاي مختلف تشکیل دهنده نفت خام، نتایج ایـن م BN2قابلیت بالاي سویه
هاي آلوده به ترکیبات نفتی در منطقه اروندکنار استفاده شود. خاك

کنار آلودگی نفتی، تصفیه زیستی، اروندبهینه سازي، کلیدي:ايواژه ه
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باشــند. ایــن ترکیبــات گروهــی از ترکیبــات آلــی مـی 
هستند کـه مولکـول آنهـا از دو و یـا تعـداد بیشـتري       

ي آروماتیـک (حلقـه بنزنـی) بـه هـم جـوش       هـا حلقه
). ترکیبات آروماتیک بـه  3خورده تشکیل شده است (

هـا  روفوبیکی بالا و حلالیـت کـم آن  دلیل خاصیت هید
در آب تمایل شدیدي به پیوند با مواد آلی دارند در 

. ایـن  )4(یابنـد  مـی نتیجه در خاك و رسـوبات تجمـع   
ــین داراي     ــالا و همچنـ ــمیت بـ ــات داراي سـ ترکیبـ

ــی هســتند و  هــاویژگــی ي ســرطانزایی و جهــش زای
حساسیت زیست محیطی ویژه اي بر روي آنها وجود 

توسط آژانس حفاظت از محیط زیسـت  PAHsدارد. 
1)EPAاي شاخص محیط زیست طبقه ه) جزء آلاینده

هاي آلیفاتیک در بین هیدروکربن.)5(اند بندي شده
بخـش  هـا ي فسـیلی، آلکـان  هـا دهنده سوختتشکیل

باشند. آزاد شدن ایـن ترکیبـات در   میاز آنها میمه
کنـد و  میمحیط مشکلات جدي زیست محیطی ایجاد 

ي کارامد براي تجزیه این ترکیبات به هانیاز به روش
تري هستند وجود یژه آنهایی که داراي زنجیره بلندو

مشــــکلات اکولوژیــــک کــــه در نتیجــــه ).6دارد (
شـوند نیـاز بـه توسـعه     مـی ي نفتی ایجـاد  هاآلودگی

ــوژي ــن  هــاتکنول ي کارآمــد جهــت جهــت تصــفیه ای
ــده ــاآلاین ــان ه ــیرا نش ــد (م ــذف  7ده ــت ح ). جه

هاي نفتی و پیامدهاي ناشی از آن راهکارهاي لودگیآ
ي اخیــر هــامختلفــی پیشــنهاد شــده اســت، در دهــه 

ي کـم و کـارایی بـالا    هـا پالایی به دلیـل هزینـه  زیست
). 8ارجحیت پیدا کرده است (هانسبت به دیگر روش

در زیست پالایی کاتالیزورهاي زیستی بـر روي مـواد   
موجـود در آب،  يهـا آلاینده عمل کـرده و آلاینـده  

ــاك   ــن، خ ــاب، لج ــین  وپس ــا از ب ــر داده و ی ... را تغیی
برنـد و روشـی عملـی و اقتصـادي جهـت حـذف       می

ي زیســت محیطــی محســوب هــابســیاري از آلاینــده
با قابلیت هاشود. شناسایی تعداد زیادي از باکتريمی

تجزیه زیستی ترکیبات نفتی، منجر به توسعه زیسـت  
پالایی شده و این فناوري را تبدیل به روشـی رایـج و   

1 Environmental Protection Agency

ــوده کـ ـ   ــاطق آل ــفیه من ــد در تص ــت. ردهکارآم اس
Pseudomonasهاي مختلفی از قبیل میکروارگانیسم

sp. ،Halobacterium sp. ،Rhodococcus sp. .
Acinetobacter sp..Bacillus sp.   قادر بـه تجزیـه

اگـر چـه   ،)9،13د (باشـن هـاي نفتـی مـی   هیدروکربن
ي تجزیـه کننـده   هـا کنون شمار متعددي از باکتريتا

اسـتفاده از  انـد، مواد نفتی جداسازي و شناسایی شده
با توجه به سازگاري آنها به محـیط  میي بوهاباکتري

زیست پالایی فرایندي پیچیـده  در اولویت قرار دارد.
بوده و جهت رسـیدن بـه بهتـرین نتیجـه در زیسـت      

ي کـار آمـد،   هـا پالایی علاوه بـر اسـتفاده از بـاکتري   
باشند. میدانستن شرایط محیطی بهینه نیز پر اهمیت 

توانند نقش محرك یـا بازدارنـده   میعوامل محیطی 
داشـته باشـند. مـواد    هابر روي رشد میکروارگانیسم

ــ ــاکتري مغ ــت ب ــام فعالی ــراي انج ــاذي ب ــروري ه ض
باشند و فاکتوري کلیدي در فرایند زیست پـالایی  می

هستند. با توجه به آنکه میزان کربن نفت خام بسـیار  
باشد، میزان مواد مغـذي از قبیـل نیتـروژن و    میبالا 

ضرروري است و کمبـود  هافسفر براي رشد باکتري
). 14(کند میآنها زیست پالایی را محدود 

ي هـا اگر چه در زمینه جداسازي و شناسـایی بـاکتري  
تجزیه کننـده ترکیبـات نفتـی مطالعـات مختلفـی در      

) امـا در زمینـه تعیـین    15،17ایران انجام شده است (
شرایط بهینه تجزیه زیستی که لازمه افـزایش کـارایی   

سازي شده و کاربردي شدن مطالعات ي جداهاسویه
انجام شده اسـت  میمطالعات ک،باشدمیانجام شده 

ي آب هـا و مطالعات انجام شده نیـز غالبـاً در محـیط   
) و مطالعات انجـام شـده در   18،20شور انجام شده (

). در ایـن  21ي آب شـیرین محـدود اسـت (   هامحیط
ي نفتـی  هـا ي تجزیه کننده آلایندههاپژوهش باکتري
کنار براي اولین بار جداسازي و تـأثیر  از منطقه اروند

فاکتورهاي غلظت منبع نیتروژن و فسفات معدنی در 
تجزیه زیستی نفـت بوسـیله سـویه جداسـازي شـده      
بررسی شد. همچنین عـلاوه بـر وزن سـنجی میـزان     
ــایی، از   ــه باکتری ــس از تجزی ــف نفــت پ اجــزاي مختل
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ترکیبــات خطــی و حلقــوي مــدل بــه صــورت خــالص 
استفاده و میزان تجزیه آنهـا توسـط کرومـاتوگرافی    

تواند دید بهتري نسبت مینجش گردید، که گازي س
به تجزیه زیستی توسط سویه خالص شده بدهد.

کارروش
کننـده  هـاي تجزیـه  گیري و جداسازي باکترينمونه
نفت

نمونه آب و رسوب سطحی آلوده به ترکیبات نفتـی  
آوري و در بطـري اسـتریل   از منطقه اروندکنار جمع

در دمـاي هـا باکتريتا زمان جدا سازي وشد ریخته 
˚C4     قرار داده شـد. همچنـین فاکتورهـاي محیطـی

گیـري شـدند.   و شـوري) در محـل انـدازه   pH(دما، 
ي تجزیه کننده نفت خـام،  هاجهت خالص سازي سویه

ml5 آوري شـده بـه   از نمونه جمـعml100  محـیط
نفت خام بـه  ml/l10به همراه1(MSM)پایه معدنی

عنوان تنها منبع کربن و انرژي اضافه گردید. سپس با 
محـیط کشـت بـر    N1 ،pHاستفاده از اسـید کلریـک   

ي هـا ي کشـت در ارلـن  هـا تنظیم شد. محـیط 7روي 
rpm140و دور شیکرC˚30، دمايml250دار شیار

ــیط   ــد. محـ ــذاري شـ ــاوي MSMگرماگـ g5/0حـ
K2HPO4 ،g1NH4Cl ،g01/0FeSO4.7H2O ،g3

NaCl ،g2/0MgSO4.7H2O ،g01/0CaCl2 و
ml1000محلـول عناصـر میکـرو در    ml1همچنین 

mg70. محلول عناصر میکـرو شـامل   آب شرب بود
ZnCl2 ،mg100MnCl2.4H2O ،mg200

CoCl2.6H2O ،mg100NiCl2.6H2O ،mg20
CuCl2.2H2O ،mg50NaMoO4.2H2O ،mg26

Na2SeO3.5H2O ،mg10NaVO3.H2O ،mg30
Na2WO4.2H2O ،ml1HCl)25 در (%ml1000

پس از مشاهده رشد در محیط ).22(آب مقطر بود
از محیط کشت به محیط کشت دیگـري  ml5کشت،

(مشابه شرایط محیط کشت اولیه) اضافه و این فرایند 
از محـیط کشـت   ml1بار تکرار گردیـد. در پایـان   4

1 Mineral Salt Medium

) بـر روي  10-8پس از تهیه رقت سـریال (تـا غلظـت    
ي حاوي محیط کشت نوترینـت آگـار کشـت    هاپلیت

بـه مـدت یـک هفتـه     C30˚داده شدند و در دمـاي  
ي مختلـف بـا   هـا گرماگذاري شدند. در پایـان سـویه  

ي متوالی خالص سـازي گردیدنـد   هااستفاده از کشت
ي خـالص شـده در   هـا ). جهت تعیـین تـوان سـویه   8(

ابتـدا بـه محـیط کشـت     هـا نفت خام، بـاکتري تجزیه
سـاعت انکوبـه   48نوترینت براث تلقـیح و بـه مـدت    

شدند و از آنها (پـس از رسـوب داده شـدن توسـط     
) جهت تلقیح Hermle Z323Kسانترفیوژ یخچال دار 

ي حاوي محیط کشت پایه معـدنی بـه همـراه    هاارلن
استفاده گردید. 1/0نهایی OD) باm/l10نفت خام (

ي خالص شـده از نظـر   هاروز سویه5پس از گذشت 
قابلیت مصرف نفت خام، بر اساس ایجاد کـدورت در  
محیط و سرعت تجزیه نفت مقایسه شدند. در پایـان  

اي که بیشترین توان مصرف نفت را دارا بود به سویه
عنوان سویه برتر انتخاب گردید. 

شناسایی سویه منتخب
ازمورفولوژیـک بـاکتري  این منظور خصوصـیات به 

مورد اندازه و همچنین رنگ آمیزي گرمشکل،لحاظ
هـاي بیوشـیمیایی بـاکتري    بررسی قرار گرفت. تست

ــدرولیز    ــرات، هی ــاء نیت ــالاز، احی ــیداز، کات ــد اکس مانن
نیـز انجـام   نشاسته، هیدرولیز ژلاتین و مصـرف اوره 

Sرسی توالی شد. براي مطالعه فیلوژنتیک باکتري بر

rDNA16 سویه خـالص  صورت گرفت. بدین منظور
شــده ابتــدا در محــیط نوترینــت آگــار کشــت داده  

بـا اسـتفاده از کیـت    میژنـو DNAشدند. اسـتخراج  
High pure PCR Product محصول شرکتRoche

DNAآلمان صورت گرفت. به منظور تعیین غلظـت  

و نیز بررسی میزان خلـوص آن، جـذب در دو طـول    
جهـت  نانومتر انـدازه گیـري شـد.    280و 260ج مو

بـا  Universalاز پرایمرهـاي  S rDNA16تکثیـر ژن  
:Forwardتوالی  5'- AGAGTTTGATCCTGGCTC

-'Reverse: 5و '3- GCCTAAGGAGGT GATCCA

درابتـدایی شـدن مرحله واسرشتاستفاده شد.'3-

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 h

ea
lth

jo
ur

na
l.a

ru
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

6-
08

 ]
 

                             4 / 13

https://healthjournal.arums.ac.ir/article-1-989-en.html


267و همکاران بهاره نادعلیانهاي...                                                          بررسی حذف زیستی آلاینده

شـد و در  انجـام دقیقـه 5مـدت برايC94˚دماي 
چرخـه شـامل واسرشـت شـدن در دمـاي      35ادامه 

˚C94 ثانیـه، اتصـال در دمـاي    40به مدت˚C56  بـه
به مدت C72˚ثانیه، طویل شدن در دماي 40مدت 

دقیقه و در نهایـت طویـل شـدن نهـایی در دمـاي      1
˚C72 توسط دستگاه دقیقه 10به مدتPrimus 25

advanced® thermocycler) بعد از ،)23انجام شد
وي از رPCRانجام الکتروفورز روي ژل، محصـولات  

شده و خـالص شـده   ژل بازیابی شده و قطعات تکثیر
ــک   ــتفاده از ی ــا اس ــاس DNA Sequencerب ــر اس ب

Chain Termination Method ــنگر و روش سـ
تعیین توالی شد. پس از تعیـین  ژن توسط شرکت سینا

ر پایگاه دBLASTي مورد نظر، با استفاده از هاتوالی
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTاطلاعــــاتی 

ي همولوژي به عمل آمد. هاجستجو
تعیین شرایط بهینه رشد باکتري و تجزیه نفت

براي تعیین شرایط بهینه تجزیه زیستی نفت خـام، بـه   
نیتروژن و فسفر ترتیب تأثیر فاکتورهاي غلظت منبع 

بر رشد سویه منتخب در محیط پایـه معـدنی حـاوي    
نفـت خـام بـه عنـوان تنهـا منبـع کـربن و انــرژي در        

شیاردار مورد بررسی قرار cc250ي استریل هاارلن
ي کشـت مطـابق   هـا گرفت. تلقیح باکتري بـه محـیط  

C35˚در دمـاي 1/0نهـایی  ODروش ذکر شده بـا 
بررسی کدورت سـلولی  شرایط بهینه با .گرفتانجام 

هاي رشد باکتري و سـنجش میـزان   به عنوان شاخص
از هـر  ml1پروتئین تعیین شد. بدین منظور روزانه، 

دقیقه سـانتریفوژ  5محیط کشت برداشته و به مدت 
)g×10000 (   ــایی ــوب باکتریـ ــپس رسـ ــد. سـ گردیـ

شده توسط محلول نمکی شستشو داده شده و تشکیل
مجدداً سانتریفوژ انجام شد. در پایان کدورت سلولی 

و سـپس سـنجش   (OD)گیري جذب نـوري  با اندازه
میزان پروتئین کل به روش لاري انجام گرفت. جهت 
ــی از   ــادیر مختلف ــروژن مق ــدار نیت ــه مق ــین بهین تعی

NH4Cl  و 30/0، 25/0، 20/0، 15/0برابـــــر بـــــا
پـس از  .ي کشت استفاده شـد هاگرم در محیط35/0

تعیـین مقـدار   تعیین مقدار بهینه منبع نیتروژن جهـت  
برابـر  K2HPO4بهینه منبع فسفر مقادیر مختلفـی از  

ــرم در 042/0و 036/0، 03/0، 024/0، 018/0 گــــ
.)24(استفاده شد هاي کشتمحیط

پروتئین سنجی
ــل از روش لاري   ــروتئین ک ــزان پ ــنجش می ــت س جه

از محیط کشـت  cc1استفاده شد. بدین منظور ابتدا 
انجام گردید. سپس با استفاده برداشته و سانتریفیوژ

در هاباکتريدقیقه90مولار به مدتNaOH3/0از 
لیـز شـدند. بـا اسـتفاده از     C60˚دمـاي بن ماري بـا  

پروتئین رسـم  آلبومین سرم گاوي منحنی استاندارد
و سپس، مقدار پروتئین کـل تولیـدي، بطـور روزانـه     

).25تعیین شد (
هاي مختلـف  و تعیین میزان تجزیه بخشوزن سنجی

نفت خام
جهت تعیین نوع و میزان ترکیبات نفتی تجزیـه شـده   
توسط سویه جداسازي شده، ابتـدا محـیط کشـت بـا     

کلروفرم شستشو داده شـد و ایـن   ml20استفاده از 
مرتبه تکرار گردید. سپس بخش حل شـده  3حله مر

در کلروفرم تغلیظ (پراندن کلروفرم) و سپس توسط 
n     هگزان به دو بخش تفکیـک شـد. بخشـی کـه درn

ي اشـباع شـده،   هاهگزان حل شده بود (هیدروکربن
ي آروماتیــک، و ترکیبــات رزینــی) و هــاهیــدروکربن

بخش غیر محلول در آن (آسفالتن). پس از گذراندن 
n هگزان از فیلتر و سپس پراندن آن، میزان آسفالتن

موجود وزن و محاسبه گردید. سپس بخـش محلـول   
ــیظ و در nدر  ــدن حــلال تغل ــا پران ــزان ب ml200هگ

گرم سیلیکاژل محلـول گردیـد.   7کلروفرم به همراه 
کلروفرم پرانده و با استفاده از سیلیکاژل بـاقی  سپس 

مانده ستون کروماتوگرافی پر گردید. ستون حاصـل  
به ترتیب با سیکلو هگزان، بنزن و متانول شسـته شـد   

ــا حجــم   ــار ب ). بخشــهاي ml20(ســه مرتبــه و هــر ب
هاي سیکلوهگزان، بنزن و استخراج شده بوسیله حلال

نهاي اشـباع  ي هیـدروکرب هـا متانول به ترتیب بخـش 
ي آروماتیک و رزینـی را شـامل   هاشده، هیدروکربن
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شدند. کنترل بدون بـاکتري نیـز جهـت سـنجش     می
. کلیـه  گرفـت وزن اجزاي مختلـف نفـت خـام انجـام     

.)26(با سه تکرار انجام شد هاآزمایش
میزان تجزیه زیسـتی ترکیبـات شـاخص    میآنالیز ک

نفت خام
نظر در تجزیه به منظور بررسی توانایی سویه مورد 

اجزاي مختلف نفت خام، مخلـوطی از ترکیبـات مهـم    
هاي آروماتیـک، آلیفاتیـک و   نفت شامل هیدروکربن

گوگرد دار به صورت استوك غلـیظ تهیـه شـد. ایـن     
mgپیـرن،  mg100نفتـالن، mg500استوك حـاوي: 

دي بنزوتیوفن حل شـده در mg25فنانترن و 100
ml5 .هاي شـیاردار  ارلنمیلی لیتر هگزادکان بودml

میلـی لیتـر محـیط    ml100میلی لیتـري حـاوي   250
MSMتهیه شد وml1     میلـی لیتـر از اسـتوك تهیـه

شده به عنـوان تنهـا منبـع کـربن و انـرژي بـه همـه        
تکرار انجام شد. 5ها اضافه شد. این آزمایش در ارلن

ارلن شاهد بدون تلقیح بـاکتري بـا همـان    5همچنین 
رفته شد تا اثر سایر عوامل از حذف غلظت در نظر گ

زیستی متمایز شود.
میزان تجزیه ترکیـات ترکیبـات   استخراج و سنجش

هاي کشت مایعشاخص نفت خام در محیط
ي کشـت هـا جهت استخراج ترکیبـات نفتـی از محـیط   

ml25 هـا اتیل استات به هر ارلن اضافه و سپس ارلـن
دقیقــه تکــان داده شــدند. ســپس فــاز 15بــه مــدت 

محلول در اتیل استات جدا شده و فاز آبی مجـدد بـا   
ml25     اتیل استات جدیـد مخلـوط و اسـتخراج انجـام

ي انجام شده با هم یکی شـده،  هاشد. سپس استخراج
مقادیر کم آب باقی مانده با استفاده از اضافه کـردن  

راج بـر روي  سولفات سدیم حذف و حجم نهایی استخ
ml50) یک میلی لیتر از اسـتخراج ).27تنظیم گردید

تیـره منتقـل و تـا    ml5/1يهـا انجام شده به بطري
داري شـدند. جهـت   زمان انجام آنالیز در فریزر نگـه 

ــف      ــات مختل ــده ترکیب ــاقی مان ــادیر ب ــنجش مق س
(هگزادکان، دي بنزوتیوفن، نفتالین، فنانترن و پیـرن)  

ستگاه کروماتوگرافی گـازي  ي کشت از دهادر محیط

و FIDمجهـز بـه آشکارسـاز    Agilent 7890Aمدل 
متــر، قطــر 30بــه طــول 1مــویینHP-5MSســتون
ضخامت لایـه داخلـی   25/0میکرومتر و 25/0داخلی 

استفاده شد. از گـاز نیتـروژن بـه عنـوان گـاز حامـل       
استفاده و دماي محفظه تزریق و دماي آشکارساز به 

ــر روي  ــب ب ــد.  C300˚وC280˚ترتی ــیم گردی تنظ
2بـه مـدت   C80˚دماي آون به صـورت زیـر بـود:    

در دقیقـه، دمـا بـه   C10˚دقیقه و سپس بـا سـرعت  
˚C120رسید. سپس دما با سرعت˚C4در دقیقه به

˚C300   دقیقـه  15رسید و در همین دما بـه مـدت
.)28(نگه داشته شد 

تجزیه و تحلیل آماري
K2HPO4و NH4Clجهت مقایسه تاثیر غلظت منبـع  

ــزان  ــر می ــت  ODب ــین غلظ ــت و همچن ــیط کش مح
استفاده 2پروتئین از آنالیز تجزیه واریانس یک طرفه

انجـام  SPSS-16توسط نرم افزار هاشد. کلیه آنالیز
شدند.

هایافته
ي جداسازي شدههاجداسازي و شناسایی سویه

در محـیط پایـه   هـا سازي بـاکتري پس از انجام غربال
معدنی حاوي نفت خام به عنوان منبع کربن و انرژي، 

به عنوان سویه برتر در تجزیـه ترکیبـات   BN2سویه 
نفتی انتخاب و براي ادامه آزمایشات در نظر گرفتـه  
ــتهاي      ــکوپی و تس ــیات میکروس ــایج خصوص ــد. نت ش

یک باکتري گـرم منفـی،  BN2بیوشیمیایی نشان داد، 
ریـز و محـدب، فاقـد اسـپور،     اي شکل، بـا کلنـی  میله

اکسیداز مثبـت، کاتـالاز مثبـت، داراي قابلیـت احیـاي      
نیترات به نیتریت، ژلاتیناز مثبت، هیـدرولیز نشاسـته   
ــوالی ژن   ــین تـ ــود. تعیـ ــی بـ ــی و اوره آز منفـ منفـ

SrDNA16  و آنالیز همولوژي این ژن با اسـتفاده از
بـــه گونـــه 99/0، بـــه میـــزان Blastنـــرم افـــزار 

Pseudomonas aeruginosa.شباهت نشان داد

1 Agilent
2 One-Way ANOVA
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) بر رشد باکتريNH4Clاثر غلظت منبع نیتروژن (
ي مختلف منبع نیتـروژن در  هانتایج نشان داد غلظت

ــی ــاثیر معن ــر )>05/0p(داريروز دوم آزمــایش ت ب
شده داشتند، در حالی که گیريمیزان پروتئین اندازه

ي مختلف نیتـروژن بـر میـزان    هادار غلظتاثر معنی
) در روز سوم آزمایش مشـاهده گردیـد   ODرشد (
).  1(جدول

بر میزان رشد و تولید پروتئین در روزهاي مختلف.K2HPO4و NH4Cl. تاثیر غلظت هاي مختلف1جدول 

زمان (روز)
NH4Clتعین غلظت بهینه  K2HPOتعین غلظت بهینه 

Protein Concentration Optical Density Protein Concentration Optical Density
p- value F p- value F p- value F p- value F

0 403/0 233/1 945/0 169/0 560/0 829/0 472/0 035/1
1 656/0 641/0 213/0 140/2 299/0 633/1 494/0 980/0
2 020/0 320/8 150/0 735/2 046/0 447/5 006/0 874/13
3 001/0 504/29 000/0 238/56 005/0 990/14 000/0 034/54
4 000/0 898/51 000/0 311/89 000/0 769/97 000/0 306/115
5 000/0 665/64 000/0 082/88 000/0 355/80 000/0 834/69

باکتري در تمام مقادیر نیتروژن مورد آزمایش قادر 
به رشد و تجزیه نمودن نفـت خـام بـود، امـا میـزان      
رشد و تولید پـروتئین در مقـادیر مختلـف متفـاوت     

بـاکتري  NH4Clگـرم  25/0بوده اسـت. در مقـدار   
ــه ســایر مقــادیر رشــد بیشــتري داشــت و   نســبت ب

ل همچنین میزان پروتئین تولیدي بیشـتر بـود. حـداق   
مقدار بهینه نیتروژن براي مصرف یک گرم نفت خام 

در نظـر  NH4Clگـرم  25/0توسط بـاکتري معـادل  
.)2و1گرفته شد (نمودار 

روز5ایجاد شده طی خام با بررسی کدورت نفتزیستیتجزیهدرBN2سویه رشدبر) NH4Cl(نیتروژنمنبعمختلفغلظتهاي. بررسی اثر1نمودار 
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شدهتولیدپروتئین کلمقداربررسیخام بانفتزیستیتجزیهدرBN2سویه رشدبر) NH4Cl(نیتروژنمنبعمختلفهايغلظت. تاثیر2نمودار 
روز5طی 

بر رشد باکتري(K2HPO4)اثر غلظت منبع فسفر 
ي مختلف منبع فسفر در روز هانتایج نشان داد غلظت

بـر میـزان   )>05/0p(ي دارمعنـی دوم آزمایش تاثیر 
شــده داشــتند گیــري) و پــروتئین انــدازهODرشــد (

). بــاکتري در تمــام مقــادیر فســفر مــورد 1(جــدول
آزمایش قادر به رشد و تجزیه نمودن نفت خام بود، 
اما میزان رشد و تولید پـروتئین در مقـادیر مختلـف    

K2HPO4گرم 024/0متفاوت بوده است. در مقدار 

باکتري نسبت به سایر مقادیر رشد بیشتري داشت و 
همچنین میزان پروتئین تولیدي بیشـتر بـود. حـداقل    
مقدار بهینه فسفر براي مصرف یک گـرم نفـت خـام    

در نظر K2HPO4گرم 024/0توسط باکتري معادل 
.)4و3گرفته شد (نمودار 

روز5خام با بررسی کدورت ایجاد شده طی نفتزیستیتجزیهدرBN2سویه رشد) برK2HPO4فسفر (منبعمختلفغلظتهاي. بررسی اثر3نمودار 
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پروتئین کلبا بررسی مقدارخام نفتزیستیتجزیهدرBN2سویه رشد) برK2HPO4فسفر (منبعمختلفهايغلظت. بررسی اثر4نمودار 
روز5طی تولیدشده

هاي مختلف نفت توسط باکتريمیزان تجزیه بخش
نتایج نشان داد میزان اجزاي مختلف نفت خام مـورد  

، بخــش 44/61اســتفاده شــامل بخــش اشــباع شــده  
بخـــش و23/5، بخــش رزینــی   16/22آروماتیــک  

روز رشـد  5باشد. پس از میدرصد 17/11آسفالتن 
باکتري مقادیر باقیمانـده ایـن اجـزاء بـه ترتیـب بـه       

درصـــد رســـید. ســـویه 64/2و 04/4، 10/7، 07/6
درصد از 15/80روزه رشد، 5مذکور طی این دوره 

هاي نفت خام را به مصرف رساند و تقریبا همه بخش
.)2نفت به طور قابل توجهی تجزیه شدند (جدول

باقیماندهمقادیروخامنفتتشکیل دهندهاجزايدرصد. 2جدول 
باکتريروزه5رشدازپسجزءهر

(%)باقیماندهمقادیر(%)خامنفتاجزاي

10085/19کلمقدار
44/6107/6شدهاشباع

16/2210/7آروماتیک
23/504/4رزین

17/1164/2آسفالتن

شاخص نفت خامتجزیه زیستی ترکیبات میمیزان ک
نتایج آنالیز کروماتوگرافی گازي در بررسـی کـاهش   
بیولوژیــک ترکیبــات شــاخص نفــت خــام بــه صــورت 

ارائه شـده اسـت. همـانطور کـه     2درصد در جدول 
شـود بیشـترین درصـد حـذف زیسـتی      مشاهده مـی 

باشد و پـس از  درصد می01/98مربوط به نفتالین با

ــان  ــه ترتیـــب هگزادکـ ــد و د17/95آن بـ ي درصـ
درصـد توسـط بـاکتري از محـیط     29/48بنزوتیوفن 

حــذف شــدند. همچنــین مشــاهده شــد کــه توانــایی 
(جـدول  باکتري در حذف فنانترن و پیرن جزئی بـود 

3(.
لیفاتیکآ. درصد کاهش بیولوژیکی ترکیبات آروماتیک و 3جدول 

درصد کاهش بیولوژیکینوع ترکیب هیدروکربنی
17/95هگزادکان

01/98نفتالن
29/48دي بنزوتیوفن

جزئیفنانترن
جزئیپیرن

بحث
مـواد  بـه آلـوده نـواحی درکههاییمیکروارگانیسم

تجزیـه داراي توانـایی اغلـب شـوند مـی یافتنفتی
در این مطالعـه نیـز   باشند.میهیدروکربنیترکیبات 

بـا توانـایی تجزیـه زیسـتی نفـت خـام از       BN2سویه 
ي آلوده به نفت منطقه اروند کنار جداسـازي  هاخاك

BN2سویهدادنشانمولکولیمطالعاتگردید. نتایج

دارد. Pseudomonas aeruginosaشباهت بالایی به 
تا کنون مطالعات مختلفـی در زمینـه تجزیـه زیسـتی     

) و یـا مخلـوط   29ي خـالص ( هانفت خام توسط سویه
یی ها). یکی از جنس30صورت گرفته است (هاباکتري

که قابلیت بالایی در تجزیـه زیسـتی نفـت خـام دارد    

0
2
4
6
8

10
12
14
16
18
20
22
24

0 2 4 6

To
ta

l p
ro

te
in

 (m
g/

g 
oi

l)

Time (day)

0.018 g

0.024 g

0.03 g

0.036 g

0.042 g

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 h

ea
lth

jo
ur

na
l.a

ru
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

6-
08

 ]
 

                             9 / 13

https://healthjournal.arums.ac.ir/article-1-989-en.html


1395تابستان ، سوم، شماره هفتمسال جله سلامت و بهداشت                                                                              م272

Pseudomonas sp.  است. به عنوان مثال در مطالعـه
از میـان  گرفـت انجام نو همکارا1ژانگاي که توسط

ســـویه جداســـازي شـــده، ســـویه اي از گونـــه 10
P. aeruginosa  به عنوان سویه برتر انتخاب گردیـد

). نتایج بدست آمده در مطالعه حاضر نیز نشـان  31(
داد کارآمد ترین سویه در تجزیه زیستی نفـت خـام   

که سـویه  باشدمیP. aeruginosaاي از گونهسویه
BN2     نامیـده شـد. بیشــترین بخـش تجزیـه شــده از

بخـش  BN2اجزاي مختلف نفـت خـام توسـط سـویه     
%) و کمترین بخش مربوط به ترکیبـات  91آلیفاتیک (

%) بود. نتایج مطالعات دیگر محققین نیز 7/22رزینی (
نشان داده است بخش اعظم ترکیبات آلیفاتیک نفـت  

شـود در مـی تجزیـه  هاخام به آسانی توسط باکتري
حالی کـه ترکیبـات چنـد حلقـه اي بـه دلیـل پیچیـده        

)، 32شـوند ( مـی ي ساختاري به سـختی تجزیـه   هاگی
کنـد. مـی نتایج ما نیـز نتـایج ایـن محققـین را تائیـد      

همچنین نتایج میزان تجزیه زیستی مخلوط ترکیبـات  
خالص (هگزادکان، دي بنزوتیوفن، نفتالین، فنـانترن و  

نیـز نشـان داد بخـش    BN2با استفاده از سویه پیرن)
) توسط این سویه طی مدت 17/95عمده هگزادکان (

شود، که نشان دهند کارایی بـالاي  میدو هفته تجزیه 
باشد. نکته قابل تامل میهااین سویه در تجزیه آلکان

علاوه بر ترکیبـات آلیفاتیـک   BN2آن است که سویه 
ي تشکیل دهنـده نفـت خـام    هاقادر است دیگر بخش

رزینــی، آســفالتن) را نیــز تجزیــه کنــد. در (حلقــوي، 
یی که داراي این توانایی هسـتند  هازیست پالایی سویه

). زیرا در صورت اسـتفاده  31اهمیت ویژه اي دارند (
در زیست پـالایی منـاطق آلـود، بـاکتري     هااین سویه

ي تجزیه پذیر تـر نفـت خـام،    هاپس از مصرف بخش
ت پالایی بهتر را نیز تجزیه کرده و زیسهادیگر بخش

در زمینـه تجزیـه زیسـتی    شـود. تـا کنـون   مـی انجام 
PAHs مطالعـات گسـترده اي در   هـا توسط بـاکتري

ــت (    ــده اســ ــام شــ ــا انجــ ــین 33دنیــ ). همچنــ
PAHsي زیـادي بـا توانـایی تجزیـه     هاسودوموناس

1 Zhang

ــال      ــوان مث ــه عن ــد. ب ــده ان ــه ش ــایی و مطالع شناس
Pseudomonas sp. NCBI 9816-4  توانایی تجزیـه

 ـ .Pو)34ورن، دي بنزوتیـوفن و دي بنزوفـوران (  فل

aeruginosa) باشـند.  مـی ) 35قادر به تجزیه نفتالین
BN2دهـد  مـی نتایج مطالعه تحقیق حاضر نیز نشـان  

باشد. علی میقادر به تجزیه نفتالین و دي بنزوتیوفن 
تجزیه زیستی BN2رغم آنکه در مطالعه حاضر سویه 

فنانترن و پیرن را نشان نداد، این احتمال وجـود دارد  
که در صورت ادامه زمان آزمایش و در نتیجه اتمـام  
دیگر منابع کربن و همچنین آداپتاسیون باکتري و این 
ترکیبات (بخصوص فنانترن با توجه به تجزیه پـذیري  

شدند. به طور کلـی  میراحت تر) نیز تا حدي تجزیه 
با وزن مولکولی بـالا (بیشـتر از   PAHsزیستی تجزیه 

باشـد و  مـی دشـوار  هاسه حلقه بنزنی) براي باکتري
از قبیـل  هـا ي متعلـق بـه اکتینومیسـت   هاعمدتا جنس

Mycobacterium sp.)36 و (Rhodococcus sp.

کنند. اگرچـه  میاین ترکیبات را به خوبی تجزیه )37(
یی در مـورد تجزیـه قابـل ملاحظـه ایــن     هـا گـزارش 

ــات توســط برخــی از  ماننــد هــاســودوموناسترکیب
Pseudomonas strain Jpyr-1) 38نیز وجود دارد .(

در تصفیه زیستی مناطق هااستفاده از میکروارگانیسم
ي خــاص خــود را دارد و جهــت هــاآلــوده پیچیــدگی

افزایش کارایی تجزیـه زیسـتی بهینـه سـازي شـرایط      
این فرایند اهمیت شـایانی دارد. در مطالعـه   محیطی

حاضر غلظت مـواد مغـذي از روز دوم آزمـایش بـه     
نشان BN2ي بر میزان رشد سویه دارمعنیبعد تاثیر 

از هـا تیمـار میدادند. این بدان دلیل است که در تما
تعداد باکتري یکسان براي شـروع آزمـایش اسـتفاده    
گردید، در نتیجـه بـا ادامـه آزمـایش و آداپتاسـیون      

ي هـا با شرایط محیط کشـت، تـاثیر غلظـت   هاباکتري
دارمعنیمختلف مواد مغذي خود را نشان و تاثیر آن 

گردید. مواد مغذي از قبیل منبع نیتـروژن و فسـفات   
باشند. میتجزیه زیستی از مهمترین عوامل موثر در 

ي آلوده بـا منـابع نیتـروژن غیـر آلـی      هاتیمار محیط
ي، افـزایش جمعیـت   هامنجر به افزایش رشد باکتري
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باکتریایی و همچنین افـزایش میـزان تجزیـه زیسـتی     
شود و در نتیجه رانـدمان تجزیـه   میهاهیدروکربن

نتـایج مشـابهی نیـز در    .)8یابـد ( مـی زیستی افزایش 
و همکـاران  1بوچزمطالعه حاضر بدست آمده است.

1/ 10بیان کردند نسـبت مـولی نیتـروژن/ فسـفر ،     
و 2لیز).39باشد (میبراي تجزیه ترکیبات نفتی بهینه 

منجـر  1/ 10همکاران نیز نشان دادند نسبت مـولی  
به تجزیه زیستی کارآمد فلورن توسط چندین گونـه  

). در 40شـود ( می.Sphingomonas spي هااز سویه
این مطالعه نیز حداقل مقدار بهینه نیتروژن و فسفات 

25/0براي تجزیه یک گرم نفت خام به ترتیب معادل 
بود. نکته قابل K2HPO4گرم 024/0و NH4Clگرم 

ي مختلـف  هاتوجه این است که با توجه به آنکه سویه
اند، انجـام  تحت شرایط مختلف محیطی مطالعه شده 

ي هامقایسه میان مقادیر بهینه منابع مغذي بین سویه
مختلف دشوار است.  

1 Bouchez
2 Leys

گیرينتیجه
رسوبات منطقه اروند کنار داري توانایی تجزیه نفـت  

باشند. کارامدترین سـویه جـدا سـازي شـده     میخام 
(BN2)    در این مطالعه سـویه اي جدیـد از گونـهP.

aeruginosaبا توجه به آنکه سویه .BN2  قادر اسـت
ي نفت خـام  هابخشمیدر مدت زمان کوتاهی از تما

به عنـوان منبـع کـربن و انـرژي اسـتفاده کنـد، ایـن        
ویژگی این سـویه را انتخـابی مناسـب بـراي زیسـت      

کنـد.  مـی پالایی منطقـه آلـوده شـده بـه نفـت خـام       
همچنین با توجـه بـه قابلیـت ایـن سـویه در تجزیـه       

هـت زیسـت پـالایی    تواند جمیسبک PAHsترکیبات 
این مواد نیز بکار رود. 

تشکر و قدردانی
باشـد کـه در   نامه میاین مقاله حاصل بخشی از پایان

در دانشگاه شهید بهشتی تصویب و بـا حمایـت   92/ 4
مالی دانشکده علوم زیستی انجام شد که نویسـندگان  

دارند.بدین وسیله مراتب سپاس خود را اعلام می
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