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 چکیده

هاي نفتی از کننده ترکیبات نفتی در واقع یکی از راهکارهاي اولیه و مهم براي حذف آلودگیهاي تجزیهاستفاده از میکروب
براي هاي بومی اولین گام هاي نفتی به ویژه باکتريهاي تجزیه کننده آلایندهشناسایی  باکتري. رودشمار میهاي مختلف بهمحیط

- هاي بومی تجزیه کننده هیدروکربنلذا این پژوهش به منظور شناسایی باکتري. زیست پالایی خاکهاي آلوده به این ترکیبات است
هاي نفتی توسط آنها در محیط هاي تهران، اراك و اصفهان و مقایسه توان تجزیه هیدروکربنهاي نفتی از خاکهاي پالایشگاه

- هاي خالص سازي شده در محیط کشت حاوي نفت و ارزیابی تجزیه ترکیبات نفتی به رشد باکتري.اه صورت گرفته استآزمایشگ
 يکنندههاي تجزیهنتایج نشان داد که تنوع باکتري. وسیله آنها با استفاده از آزمون تجزیه زیستی مونواکسیژناز بررسی شد

 طیف نسبتا ،هاي مورد مطالعه خاكدرهاي شناسایی شده باکتري.  قابل توجه بودهاي مورد مطالعههاي نفتی در خاكنبهیدروکر
هاي باکتریایی مانند باسیلوس، سودوموناس، لیستریا، روتیا، کورینه باکتریوم، نوکاردیفورم و رودوکوکوس را شامل وسیعی از جنس

   .تواند سودمند باشدهاي مورد مطالعه میاكسازي خسالماستفاده از این مجموعه متنوع باکتریایی براي زیست. شدند
  
  ودگی خاكآل،ریزسازوارههاي نفتی،هیدروکربن ،سازيسالمزیست: هاي کلیديواژه 

  
 

  مقدمه

ي هاهاي آبی و خشکی داراي ریزسازوارهمحیط که ه استنشان دادهاي اخیر مطالعات انجام شده در دهه
)Microorganisms( تا . هاي موجود در نفت خام را تجزیه کنندانواع متعددي از هیدروکربن بومی هستند که قادرند

شناسایی ها داراي قدرت تجزیه هیدروکربن) ها و مخمرهاها، قارچباکتري (يهاهاي مختلفی از ریزسازوارهگونه کنون
هاي شور دریا، بهاي آبی و خشکی شامل آ محیطدر این موجودات.  که از نظر توان بیوشیمیایی متنوعندشده اند

هاي صنعتی و هاي زیرزمینی و لجنهاي شیرین و رسوبات آن، سطوح رویی و زیرین خاك، آبرسوبات دریایی، آب
  . ندادهششهري یافت 

هاي کننده ترکیبات نفتی در واقع یکی از راهکارهاي اولیه و مهم براي حذف آلودگیهاي تجزیهاستفاده از میکروب
- هیدروکربنيکننده تجزیههايها و قارچگونه هاي مختلف باکتري ).1،5(رود شمار میمختلف بههاي نفتی از محیط

عنوان ها، مخمرها نیز بهها و قارچعلاوه بر باکتري.  اند جداسازي شدههاي آلوده و خاكهاي دریایی محیط ازهاي نفتی
  ).5(اند عرفی شدههاي نفتی مي هیدروکربنهاي داراي توانایی تجزیهریزسازواره
ها در بین جمعیت میکروبی محیط در ي هیدروکربنعنوان عوامل اصلی تجزیهها بههاي دریایی عموماً باکتريدر محیط

خود اختصاص ي دریایی بههاي آلودهکننده را در محیطها درصد کمتري از میکروفلور تجزیهشوند و قارچنظر گرفته می
ها، نسبتاً فراوان بوده و اعضاي هر دو گروه ها و قارچي باکتريهاي خاکی هر دو دستهحیطدهند، در حالی که در ممی

ویژه در هاي میکروبی بومی یک منطقه، بهاز آنجایی که جمعیت. )5 (ها شرکت دارندي زیستی هیدروکربندر تجزیه
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 هايي آلودگیي سریع و گستردهدر به تجزیهاند، غالباً قااي از آلودگی با مواد نفتی نداشتهمناطقی که هیچ پیشینه
هاي آلوده، کنندگی بالا و انتقال آنها به محیطهاي داراي قدرت تجزیهنفتی نیستند؛ لذا محققان با جداسازي ریزسازواره

  .)4،5(دهند هاي نفتی را افزایش میي هیدروکربنتجزیه
باشد و از میان ها در مکان آلوده میسازي، وجود ریزسازوارهسالممهمترین عامل در فناوري زیستبا توجه به این که 

 لذا این پژوهش به منظور شناسایی .هستند سازيسالم مهمترین گروه براي انجام زیستهاباکتري، هاریزسازواره
مقایسه آنها هاي تهران، اراك و اصفهان و هاي پالایشگاههاي نفتی از خاك هیدروکربنيکنندههاي بومی تجزیهباکتري

   .صورت گرفته است
  
  ها روش و مواد 

 نمونه مرکب 3 و 4، 5به ترتیب از هر منطقه . ، اصفهان و اراك صورت گرفت تهرانهاي پالایشگاه خاك از برداري  نمونه
براي .  سانتیمتري برداشت شد20-0برداري بود، از عمق که خود ترکیبی از چند نمونه مخلوط شده در محل نمونه

 سانتیمتر خاك سطحی کنار زده شد؛ زیرا به علت هوازدگی سریع ترکیبات نفتی در سطح خاك 3برداري حدود ونهنم
برداري به این نکته توجه شد که بالا بودن قدمت حضور مادة در نمونه .امکان کاهش فعالیت میکروبی وجود داشت

کننده خواهد شد و امکان یافتن هاي تجزیه یت گونهآلاینده در خاك باعث سازگاري بیشتر ریزسازواره و افزایش جمع
در مناطق اصفهان و اراك از . آلاینده، بیشتر خواهد بودي  آلوده و داراي قدرت بالاي تجزیهي سازگار با محیطهاباکتري
هاي  هنمون.  نفت نیز در آنها بررسی گردديکننده تجزیهيهاهاي نفتی نیز نمونه برداري شد تا حضور باکتريلجن
 درجه سانتیگراد و در محیط تاریک به آزمایشگاه منتقل و تحت شرایط 4ي آوري شده در دماي کنترل شدهجمع

 میلی متر عبور داده شدند 2قبل از شروع آزمایشها، نمونه ها از الک .  نگهداري گردیدپلاستیکیهاي مذکور و در کیسه
ها نظیر برخی خصوصیات فیزیکی و شمیایی نمونه. دي فرآهم گرددهاي بع یکنواخت براي انجام آزمایشهايتا نمونه

، درصد ذرات رس، سیلت و شن، درصد کربن آلی و عناصر ازت و فسفر به تفکیک براي هر هاش، هدایت الکتریکیپ
  . نمونه اندازه گیري شد

 هاجداسازي باکتري

لیتر آب مقطر استریل به صورت  میلی100در ابتدا یک گرم از هر نمونه خاك به دقت توزین و به طور جداگانه 
 دقیقه در 30لیتري حاوي خاك و آب مقطر در شیکرانکوباتور به مدت  میلی200هاي سپس ارلن. سوسپانسیون در آمد

rpm 100رقیق شدند)  برابر10 هر بار(  به صورت سریالی 10-6 تا  10-1ها از بعد از این مرحله، نمونه.  قرار داده شد .
 24گردید و به مدت  پخش نوترینت آگارهاي مختلف روي سطح محیط  میکرولیتر از هر نمونه از غلظت100 سپس

  .سازي گردیدهاي رشد یافته خالص در مرحله بعد باکتري. درجه سانتیگراد نگهداري شد30ساعت در انکوباتور با دماي 

 هاسازي باکتريخالص

ها از ابتدا باکتري. سازي در شرایط کاملاً استریل انجام گرفتهاي مرحله خالصبراي جلوگیري از بروز آلودگی، آزمایش
هاي رقیق شده لوپ نمونه از نمونه، یک در شرایط استریل. محیط کشت مایع به محیط کشت جامد منتقل شدند

 28اتور در دماي ها در انکوبنمونه.  کشت داده شد حاوي نوترینت آگارگرفته و به روش کشت خطی بر روي پتري دیش
ها ظاهر هاي باکتریایی به وضوح روي سطح پتري دیش  ساعت کلنی48 پس از گذشت  ودرجه سانتیگراد قرار داده شد

 .ها تکرار شدهاي تک  و خالص سازي باکتريکشت باکتري بر روي نوترینت آگار تا رسیدن به کلنی .شدند
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 هاشناسایی باکتري

 اکسیداز، ،آمیزي گرم رنگهاي آزمون، شامل رنگ، اندازه و خصوصیات کلونیهاباکتريخصوصیات مورفولوژیکی 
 در گروه میکروبیولوژي دانشگاه ها هاي تشخیصی براي شناسایی باکتريکاتالاز، اکسیداسیون و احیا و سایر آزمون

  ).2( شناسایی شدند Bergey بر اساس روش هاي خالص شده اکتری ب.اصفهان بررسی شد

  هاي خالص سازي شده در نفتتريرشد باک
-هاي فسفات هیدروژن پتاسیم و فسفات دينمکحاوي (تغییر یافته  MSM  مایع محیط کشت باکتریها دررشد

در درجه سانتیگراد  28در دماي  بود، نفت خام استریل شده  که داراي )هاي سدیمیجاي نمکهیدروژن پتاسیم به
ها  نمونه OD ،هارشد باکتريبراي کمی کردن   .)4(بررسی گردید  روز 21ه مدت  دور بر دقیقه ب200شیکرانکوباتور با 

ها بر روي رشد باکتري همچنین . گیري گردید نانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر اندازه540در طول موج 
ه است، نیز سنجیده گزارش شد) 6( 2002نفت با روش پخشیدگی چاهک که براي اولین بار توسط سعدون در سال 

 شد و سطح ریختهدیش  در پتري، که با آگار غنی شده بودMSM میلی لیتر از محیط 20به این صورت که . شد
 6هایی به قطر حدود چاهک. ها به صورت یکنواخت براي هر جدایه به صورت مجزا مورد کشت قرار گرفتدیشپتري

به (از آب مقطر استریل نیز . تر نفت فیلتر شده در آنها تزریق شد میکرولی50میلی متردر محیط ایجاد شدند و حدود 
هاي دیشپتري. هاي کشت داده شده، استفاده گردیددیشهاي موجود در پتريبه عنوان شاهد در چاهک) جاي نفت

 در هانتایج کیفی رشد باکتري. در انکوباتور نگهداري شددرجه سانتیگراد  28 روز در دماي 6کشت شده به مدت 
  .دگردیصورت روزانه بررسی ها بهدیش پتريسطحها  و در اطراف چاهک

  هاي شناسایی شدهي نفت توسط باکتريارزیابی تجزیه
-آزمون مذکور در لوله .)3( ي زیستی مونواکسیژناز استفاده شدي زیستی نفت خام از آزمون تجزیهبراي ارزیابی تجزیه

 میکرولیتر 35 مولار، 05/0 با غلظت dichlorophenolindophenol-2,6 میکرولیتر 20هاي پلاستیکی حاوي 
 درصد 1/0( میکرولیتر نفت خام 25 مولار، 05/0 با غلظت methyl-phenazinium methylsulphate-5محلول 
هاي باکتریایی شسته  میکرولیتر از محلول سلول25 مولار  و 15/0 با غلظت NAD میکرولیتر از محلول 5، )حجمی
شاهد فاقد نفت خام (شاهد  تیمار 4هاي مورد آزمایش  در مقایسه با تغییر رنگ در لوله. ، صورت گرفتشده

به ) هاي کشته شده باکتري تیمار چهارم حاوي سلول و شاهد فاقد باکتري، +NADشاهد فاقد ، )هاسوبستراي باکتري(
 به زرد را نشان دادند به عنوان تیمارهاي حاوي تیمارهایی که تغییر رنگ آبی.  ساعت بررسی گردید12 و6، 2، 1مدت

  .ي نفت خام درنظر گرفته شدندکنندههاي تجزیهباکتري
  

  نتایج و بحث
البته . بود پالایشگاه هاي نمونه منطقه، متعلق به3هاي  بین نمونه در نفت بیشترین میزان آلودگینتایج نشان داد که

هاي با  آلودگی، نمونهيعلت سابقه؛ زیرا در این منطقه بهشتگبرداري برمیدلیل اصلی این امر به نحوه و هدف نمونه 
پس از طی مراحل . اشدهاي سازگار با نفت در آنها بیشتر ب وجود ریزسازوارهحتمال اتاانتخاب گردید  آلودگی بالایی

- منطقه3ع آوري شده از  نفتی جمهايهاي خاك و لجن کلونی باکتریایی از نمونه27جداسازي و خالص سازي، حدود 
 شناسایی شده در زیر میکروسکوپ داراي اشکال يهاباکتري. شناسایی شد)  تهران، اصفهان و اراك( پالایشگاهی ي

هاي باکتري.  بودندBacillusهاي شناسایی شده متعلق به جنس اکثر باکتري. باسیل، کوکسی و پلی مورف بودند



      دوازدهمین کنگره علوم خاك ایران
  1390 شهریور 14 الی 12تبریز، 

 ) خاكولوژي و بیوتکنولوژيیب(
    

 

٤ 
 

 ,Bacillus, Pseudomonas, Listeria, Rothia, Corynebacteriumهاي شامل جنسهاي تهران خاك
Rhodococcusهاي  جنس،هاي اراك و در خاكBacillus, Listeria, Nocardiform, Rothiaهاي  و در خاك

 نمونه از خاك تهران، یک نمونه از خاك اصفهان 2هاي شناسایی شده، از بین باکتري.  بودندBacillus جنس ،اصفهان
توانایی و عدم . هاي حاوي نفت خام نشان دادند رشد و فعالیت بیشتري در محیط کشت، از خاك اراك نمونه2و 

 رشد.  به صورت کیفی نشان داده شده است1  حاوي نفت خام در شکلMSMها در محیط کشت توانایی رشد باکتري
  .هاي نفتی اشاره داردر حضور آلایندهدآنها هاي باکتریایی در اطراف چاهک نفت در محیط کشت به توانایی رشد کلونی

ها در  روز و همچنین بررسی کیفی رشد کلونی20 مایع پس از گذشت MSMها در محیط  باکتريODنتایج آزمون 
 MSMهایی که در محیط  اکثر کلونینشان داد که) هاي نفتیآزمون پخشیدگی چاهک( و آگار MSMمحیط کشت 

 توانایی رشد بالاتري ،هاي نفتی نیز از نظر کیفی، در آزمون پخشیدگی چاهک)بالا OD(مایع رشد بالایی نشان دادند 
  .دشدنهاي فعالتر در محیط کشت حاوي نفت خام شناسایی ، باکتريمذکورهاي با توجه به نتایج آزمون.  داشتند

   

A                                              B                           
                            

  MSMهاي نفت تعبیه شده در محیط کشت ر اطراف چاهکدی یهاي باکتریاکلونی) B(و عدم رشد ) A(رشد  -1شکل
  گیرينتیجه

هاي شناسایی باکتري. هاي مورد مطالعه قابل توجه بودهاي نفتی در خاكنب هیدروکريهاي تجزیه کنندهتنوع باکتري
هاي باکتریایی مانند باسیلوس، سودوموناس، لیستریا، روتیا، کورینه باکتریوم، سیعی از جنس وشده طیف نسبتاً

هاي سازي خاكسالماستفاده از این مجموعه متنوع باکتریایی براي زیست. نوکاردیفورم و رودوکوکوس را شامل شدند
   .تواند سودمند باشدمورد مطالعه می

  قدردانی
هاي این طرح هاي نفتی که بخشی از هزینهشرکت پالایش و پخش فرآوردهیق و توسعه بخش تحقاز مسوولین محترم 
   .، قدردانی می شودرا تامین نموده اند
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