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  چكيده
توانـايي تجزيـه   هاي همراه بـا اسـفنج بـومي خلـيج فـارس بـا       سازي باكتريهدف از اين مقاله، جداسازي و خالص

متري خلـيج فـارس در سـواحل     10از عمق حدود   .Dictyonella spزيستي نفت خام است. در اين پژوهش اسفنج
جزيره خاركو جمع آوري شد. سپس نمونـه اسـفنج آمـاده سـازي گرديـد و پـس از جداسـازي، خـالص سـازي و          

نمكي حداقل با افزودن نفت خام بـه عنـوان تنهـا    هاي همراه، فعاليت تجزيه كنندگي آنها در محيط شناسايي باكتري
منبع كربن محيط كشت مورد بررسي قرار گرفت. بـه منظـور بـه دسـت آوردن ميـزان تجزيـه نفـت خـام، از روش         

گيري وزن خشك استفاده شد. نتايج نشان داد كه هـر سـه سـويه بـه دسـت آمـده توانـايي        اسپكتروفتومتري و اندازه
ارا بوده و بالاترين ميزان رشد، در محيط نمكـي حـداقل حـاوي نفـت پـالايش شـده و       تجزيه زيستي نفت خام را د

بـود. شـاخص امولسـيون سـازي بـراي سـه سـويه        KE2 و كمترين مربوط به سويه  KE1نفت خام مربوط به سويه 
، 5/37±4/0ميـانگين)   ±SEداري نداشـته و بـه ترتيـب (   فـاوت معنـي  تKE4 و  KE1 ،KE2باكتري جداسازي شـده  

به طور قابل توجهي توانايي تجزيه نفـت خـام را دارا بـوده و     KE4به دست آمد. سويه  55/36±4/0و  6/0±45/31
هـاي بـه دسـت    % از نفت خام را تجزيه نمود. شناسـايي مولكـولي بـاكتري    9/75گيري وزن خشك، بر اساس اندازه

% بيشـترين قرابـت را بـه ترتيـب بـا      90با درصد تشابه بـالاي   KE4و  KE1 ،KE2هاي آمده مشخص نمود كه سويه
ــويه ــاي ســ  Gordoniaو  Georgenia satyanarayanaiJC82 ،Pseudomonas rhodesiaeCIP104664هــ

terraeATCC25594 .دارا هستند  

  .خليج فارسخاركو،،شاخص امولسيون سازي، وزن خشك، اسپكتروفتومتري :كلمات كليدي
  

  59-1395/10/68 پاييز/ 27م/ شماره هفتشناسي/ سال  اقيانوس



  .Dictyonella spهاي جدا شده از اسفنج بومي خليج فارس باكتري زارعي و همكاران / تصفيه زيستي نفت خام به كمك

60 

  
  مقدمه. 1

% از ذخاير نفتي جهان و همچنين 55-68خليج فارس داراي 
% منابع گازي است. از اين رو بر اساس منابع 40بيش از 

شود. بنابراين ترين منطقه در جهان محسوب ميهيدروكربني، غني
ايران كه در محدوده خليج فارس قرار سواحل و جزاير جنوبي 

هاي نفتي هستند. از اين جهت دارند، همواره در معرض آلودگي
كننده از اهميت خاصي هاي آلودهمطالعه وضعيت هيدروكربن

). انتقال و ذخيره 1395جو و همكاران، برخوردار است (سالاري
هاي نفتي در مناطق ساحلي توجه زيادي به خود هيدروكربن

كرده است، زيرا سواحل نقش مهمي در چرخه جهاني نفت جلب 
كنند. از جمله مهمترين منابع آلوده كننده سواحل و درياها، ايفا مي

هاي خانگي و هاي تصفيه نشده ناشي از فاضلابهيدروكربن
هاي استخراجي و حمل و نقل دريايي هستند كه صنعتي، فعاليت

رند (عظيمي يانچشمه و آواي را به وجود ميوضعيت نگران كننده
هاي نفتي به علت از دست دادن ). هيدروكربن1393همكاران، 

ناپذير بوده و به هاي عملكردي و حلاليت كم در آب واكنشگروه
 ).Liu et al., 2014(گيرند گروه قرار مي 4طور عمده در 

كربن، -ه تنها با يك پيوند كربنهاي اشباع شدهيدروكربن
هاي راست ها آلكانسازند و در بين آنبزرگترين گروه را مي

شوند. زنجير يا نرمال غالب بوده و به راحتي تجزيه مي
هاي ها، آلكانها، آلكنآلكان-هاي آليفاتيك شامل: انهيدروكربن

 Andelin(هاي آليفاتيك حلقوي هستند دار و هيدروكربنشاخه

and Niblock, 1991(هاي آروماتيك . هيدروكربنPAHS  شامل
آن دسته از تركيباتي هستند كه دو يا بيشتر از دو حلقه بنزن دارند 

 ,Eisler(اند اي قرار گرفتهدار و يا خوشهو در آرايش خطي، زاويه

دهند و اين گروه بخش كوچكي از نفت را تشكيل مي .)1987
توانند ها ميبراي گياهان و حيوانات سمي هستند اما باكتري

PAHS  را به طور كامل به توده زندهCO2 و H2O تبديل نمايند
)Atlas and Hazen, 2011(.  

آسفالتن شامل تركيباتي هستند كه يا به صورت زيستي قابل 
شوند. رزين شامل تجزيه نيستند و يا خيلي آهسته تجزيه مي

عث تركيبات نفتي حاوي نيتروژن، سولفور و اكسيژن است و با
شود. نفت سبك ممكن است محدوديت تجزيه ميكروبي مي

% آسفالتن و رزين باشد و نفت سنگين يا 1-50 حاوي حدود
درصد رزين داشته  20آسفالتن و % 25هوازده ممكن است تا  %

هاي طبيعي روش .)Andelin and Niblock, 1991(باشد 

، 1هاي نفتي شامل: تبخير، اكسيداسيون نوريپاكسازي آلودگي
 2پراكندگي، انحلال، امولسيون شدن، جذب و تجزيه زيستي

. )Mills et al., 2003(هاي بومي است توسط ميكروارگانيسم
- آلودگي هيدروكربن تجزيه زيستي روشي مفيد براي از بين بردن

- هاي گذشته، باكتريهاي آبي بوده و در دهههاي نفتي در محيط
ها از نقاط مختلف دنيا هاي دريايي با قابليت تجزيه هيدروكربن

اند. مهمترين اصل در پاكسازي زيستي، استفاده از جدا شده
هاي دريايي بومي منطقه آلوده است كه قادر هستند ميكروارگانيسم

طبيعي منطقه، زنده مانده و به فعاليت خود ادامه دهند  در شرايط
)Vignesh et al., 2011(.  

اي است و موفقيت آن پاكسازي زيستي يك فناوري بين رشته
هاي مختلف به ويژه وابسته به وجود يك گروه متخصص از رشته

شناسي و شناسي، زمينهاي ميكروبيولوژي، مهندسي، بومرشته
شناسي، ها درباره بومهبود دانستهشيمي است. همچنين ب

ها، ميزان موفقيت فيزيولوژي، تكامل، بيوشيمي و ژنتيك ميكروب
محيطي را هاي ميكروبي براي اهداف زيستدر استخراج متابوليت

قبل از تصفيه  ).Garbisu and Alkorta, 2003(دهد افزايش مي
يستي عواملي مانند نوع و غلظت نفت، شرايط آب و هوايي ز

منطقه، نوع ساحل آلوده، ميزان مواد مغذي (نيتروژن، فسفر و 
. )Swannell et al., 1996(بايست بررسي گردد مي pHاكسيژن) و 

افتد، نتيجه آن افزايش در ميزان كه ريزش نفتي اتفاق ميزماني
كننده نفت حاضر اي تجزيههكربن و تحريك رشد ميكروارگانيسم

در آن محل است. با اين وجود پس از مدتي رشد 
شود. ها به علت كمبود نيتروژن و فسفر محدود ميميكروارگانيسم

، اضافه كردن مواد مغذي مورد نياز براي 3تحريك ميكروبي
باشد و اگر اين مواد كننده ميهاي بومي تجزيهميكروارگانيسم

زوده شوند، به طوري كه باعث مغذي در غلظت مناسب اف
هاي تجزيه كننده قادر شكوفايي جلبكي نگردند، ميكروارگانيسم

 ,.Tsai et al(به حداكثر رشد و بيشترين ميزان تجزيه خواهند بود 

2009; Sutiknowati, 2007(شامل اضافه 4. افزايش ميكروبي ،
بومي يا مهندسي شده به هاي ميكروبي غيركردن گروهي از سويه

- لحاظ ژنتيكي است. اين روش در مواقعي مورد استفاده قرار مي
اند هاي بومي منطقه آلوده شناسايي نشدهگيرد كه ميكروارگانيسم

 Thapa(و يا ظرفيت متابوليكي لازم براي فرايند تصفيه را ندارند 

——— 
1 Photooxidation 
2 Biodegradation 
3 Biostimulation 
4 Bioaugmentation 
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et al., 2012; Ramadha et al., 2013(. مهمترين مزيت تصفيه 

جويي در هزينه و زمان ها، صرفهزيستي نسبت به ساير روش
هاي زيستي به طور مداوم محلهاي غيراست و بر خلاف روش

اين دوستدار محيط زيست بوده و بركند. علاوهآلوده را پاك مي
 ,Garapati(برد ها را بدون انتقال به محل ديگر از بين ميآلودگي

هاي تجزيه كننده نفت تا زماني كه منبع نفتي در . باكتري)2012
محيط وجود دارد فرايند تصفيه را انجام داده و پس از اتمام نفت، 

  .)Singh, 2011(روند يكباره خودشان از بين مي
هزار گونه يكي از  15جنس و بيش از  107ها با اسفنج
ترين و در عين حال شگفت انگيزترين موجودات پر ابتدايي

. اين جانوران در مسير اصلي تكامل شوندسلولي محسوب مي
سازند كه به جانوري قرار ندارند، بلكه يك مسير فرعي را مي

ها اسفنج .(Taylor et al., 2007)انواع ديگري اشتقاق نيافته اند 
تواند حاوي كنند كه ميمقدار زيادي از آب دريا را فيلتر مي

رد، ليتر باشد. در برخي مواباكتري در هر ميلي 5-1×106
دهند. از حجم بافت اسفنج را تشكيل مي 50ها تا %ميكروب

هاي ميزبان يك رابطه ها با اسفنجهمراهي انواع ميكروارگانيسم
سودمند براي هر دو طرف است. سطوح و فضاهاي دروني 

ها از ها غني از مواد مغذي است بنابراين، ميكروارگانيسماسفنج
و جايگاه امني براي زيستن ها به عنوان منبع مواد مغذي اسفنج

كنند و در مقابل از طريق هضم درون سلولي، تثبيت استفاده مي
هاي ثانويه، به ثبات نيتروژن، انجام فتوسنتز، توليد انواع متابوليت

- ها كمك ميو پايداري اسكلت و تقويت سيستم دفاعي اسفنج
اس هاي همراه با اسفنج بر اس. باكتري(Wilkinson, 1980)نمايند 
شوند. گروه اول گروه تقسيم مي 3شناسي به هاي ريختويژگي
هاي آب دريا در محيط هايي هستند كه مشابه باكتريباكتري

- باشند. گروه دوم باكتريها نمياطراف اسفنج بوده و ويژه اسفنج
هاي موجود در بين مزوهيل سلولي و گروه سوم باكتريهاي درون

خوار بودن در معرض انواع صافيها به علت باشند. اسفنجمي
توانند اين گيرند و ميهاي آلي موجود در آب قرار ميآلودگي
هاي موجود در ها را تجمع دهند. بنابراين برخي ميكروبآلودگي

دهند و ها پاسخ مياسفنج يا خود اسفنج در مقابل اين آلودگي
ي را به هاي آلكنند كه آلودگيكننده توليد ميهاي هيدروليزآنزيم

با توجه به اينكه در  ).Wang, 2006(كنند مواد مغذي تبديل مي
هاي همراه اسفنج با اي روي ميكروارگانيسمايران تاكنون مطالعه

توانايي تجزيه زيستي نفت خام صورت نگرفته است، لذا اين 
  هذف انجام شده است.تحقيق به منظور رسيدن به اين 

  ها. مواد و روش2

هاي سالم هاي همراه: نمونهسازي باكتريجداسازي و خالص
متري خليج  10از عمق حدود  .Dictyonella spو زنده اسفنج 

درجه  29فارس در اطراف جزيره خاركو با مختصات جغرافيايي 
دقيقه طول شرقي   31درجه و 50دقيقه عرض شمالي و  24و 

آوري شدند و روي يخ به آزمايشگاه يات غواصي جمعتوسط عمل
ها تا حدودي به منتقل گرديدند. لازم به ذكر است كه حمل نمونه

كند. براي ها را غير فعال ميصورت موقت، ميكروارگانيسم
ها قبل از استفاده از مزوهيل، نمونه فعاليت مجدد ميكروارگانيسم

درجه سانتيگراد  40ساعت در آون در دماي  2اسفنج به مدت 
هاي همراه با ميكروارگانيسم . به منظورجداسازيقرار داده شد

سانتيمتر مكعب از بافت اسفنج از قسمت داخلي  1اسفنج، 
بار با آب  3مزوهيل با استفاده از چاقوي استريل جدا شد و 

سازي درياي استريل شستشو داده شد. پس از انجام مراحل آماده
نوع  4هاي مختلف، در اسفنج با غلظت نمونه، بافت هموژنيزه

محيط كشت متفاوت نوترينت آگار، امرسون آگار، مارين آگار+ 
%حجمي 2%حجمي حجمي) و مارين آگار+ گليسرول (2نفت (

 7درجه سانتيگراد به مدت  30حجمي) كشت شد و در دماي 
خانه قرار گرفتند. مارين آگار محيط كشت اختصاصي روز در گرم
هاي دريايي است كه با توجه به شتر ميكروارگانيسمبراي رشد بي

عدم وجود اين محيط كشت به صورت آماده در داخل كشور، 
تركيبات آن به صورت تغيير يافته تهيه شد و مورد استفاده قرار 
گرفت. تركيبات محيط مارين آگار بر حسب گرم در ليتر به 

سديم گرم، كلريد 9گرم، پودر عصاره مخمر  5صورت: پپتون 
گرم،  24/3سديم گرم، سولفات 8/8منيزيم گرم، كلريد 45/19

سديم گرم، كربنات 55/0پتاسيم گرم، كلريد 8/1كلسيم كلريد
گرم،  034/0استرانسيم گرم، كلريد 08/0پتاسيم گرم، برميد 16/0

- گرم، نيترات 0024/0سديم گرم، فلوريد 022/0بوريك اسيد
گرم، آگار  008/0فسفات هيدروژنسديمگرم، دي 0076/0آمونيوم 

تهيه گرديد. پس  6/7±2/0محيط كشت به صورت  pHگرم و  15
شناسي مورد بازبيني هاي مختلف ابتدا از نظر ريختاز رشد، كلني

هاي ها جدا شدند و منحصرا كلنيها از باكتريقرار گرفتند و قارچ
باكتريايي به صورت مجزا در محيط كشت جديد با روش خطي 

بار كشت خطي از  3كشت داده شدند و سپس با تكرار حداقل 
همچنين . هاي خالص سازي شده به دست آمدهر كلني، نمونه

هاي تجزيه كننده به محيط نمكي پس از اضافه كردن باكتري
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هاي موجود در حداقل حاوي نفت خام، به طور مرتب باكتري
د تا رشد هر محيط نفتي، با استفاده از سواپ دوباره كشت داده ش

گونه باكتري ديگر يا قارچ در محيط شناسايي شود. اين كار باعث 
هاي همراه اضافه شده اطمينان از تجزيه نفت توسط باكتري

ها را منتفي نمود ها يا قارچگرديد و تجزيه توسط ساير باكتري
)Cheng et al., 2008(.  

ه كننده نفت: با توجه به اينكهاي تجزيهجداسازي باكتري
هاي توليد كننده بيوسورفاكتانت توانايي تجزيه نفت اغلب باكتري

گيري شاخص خام را نيز دارند به همين منظور از اندازه
كننده هاي توليدسازي براي شناسايي سويهامولسيون

هاي بيوسورفاكتانت استفاده شد. براي انجام اين آزمايش سويه
هفته كشت يافتند و باكتري در محيط نوترينت براث به مدت يك 

ها سانتريفيوژ شدند و محلول رويي برداشت سپس محيط كشت
ليتر نفت خام سبك ايران (به ميلي 6شد. در مرحله بعد ميزان 

- هاي نفت اطراف منطقه گچساران) در فالكندست آمده از چاه
ساعت در دماي  2ليتري ريخته شد و به مدت ميلي 50هاي 

دما شود، همچنين ا دماي محيط همآزمايشگاه قرار گرفت تا ب
 6گيري شد. سپس ميزان متر اندازهارتفاع نفت نيز برحسب سانتي

ليتر محلول رويي حاصل از سانتريفيوژ روي نفت ريخته شد ميلي
دقيقه و با سرعت  2گيري و به مدت و دوباره ارتفاع آن اندازه

ساعت در مكان  24زياد توسط ورتكس مخلوط شد و به مدت 
- ابت قرار گرفتند. در پايان ميزان فعاليت امولسيون كنندگي سويهث

گيري ارتفاع لايه امولسيون شده تقسيم بر ارتفاع كل و ها، با اندازه
  .)Dhail and Jasuja, 2012(بر حسب درصد محاسبه گرديد 

ها در تجزيه تركيبات نفتي، به منظور بررسي توانايي باكتري
% نفت پالايش شده و سپس 2ها در محيط نمكي حداقل با باكتري

% نفت خام به عنوان تنها منبع كربن و 1در محيط نمكي حداقل با 
گيري كدورت در ها از طريق اندازهتند و رشد آنانرژي كشت ياف

نانومتر به صورت يك روز در ميان، با استفاده از  620طول موج 
اسپكتروفتومتر مورد بررسي قرار گرفت. تركيبات محيط نمكي 

گرم،  5حداقل بر حسب گرم در ليتر به صورت كلريد سديم 
گرم،  1 سولفاتآمونيومگرم، دي 5فسفات هيدروژنديپتاسيم

گرم،  25/0گرم، سولفات منيزيم  1فسفات پتاسيم هيدروژندي
گرم، كلريد كلسيم  020/0گرم، كلريد آهن  2سديم نيتريت 

نهايي محيط كشت به  pHگرم، درصد نفت خام سبك و  020/0
بود. به منظور ترسيم نمودار رشد  SE± (2±2/7صورت (

توسط غير مستقيم ها به صورت ها، ميزان رشد آنميكروارگانيسم

وتومتر و اندازه گيري ميزان كدورت با استفاده از دستگاه اسپكتروف
 ,Pathak and Bhatnagar(روز متوالي انجام گرفت  8به مدت 

ها يك لازم به ذكر است كه در انكوباتور به همراه نمونه .)2011
ها بر اساس كدورت نمونه شاهد نيز قرار داده شد و رشد نمونه

بودن نمونه شاهد با استفاده از نمونه باكتري و شفاف 
اسپكتروفتومتري بررسي گرديد. همچنين دستگاه اسپكتروفتومتري 
با استفاده از نمونه شاهد صفر شد و رشد نمونه نسبت به آن 

  سنجيده شد.
روز از كشت  7خام: پس از گيري ميزان حذف نفتاندازه

اقي ليتر محيط نمكي حداقل، ميزان نفت بميلي 100ها در سويه
كلرومتان حل شد ليتر ديميلي 50مانده در محيط، با استفاده از 

كننده فاز آلي و و پس از مخلوط كردن، با استفاده از قيف جدا
ها و محيط آبي از هم جدا شدند. فار آبي حاوي ميكروارگانيسم

كشت بود و دور ريخته شد. فاز آلي كه حاوي نفت حل شده در 
ج گرديد و غلظت نفت استخراج شده كلرومتان بود، استخرادي

نانومتر قرائت شد. همچنين  420نسبت به شاهد و در طول موج 
هاي نفت خام، در دماي اتاق و به پس از خشك شدن نمونه

لازم به ذكر گيري گرديد. ها اندازهطور طبيعي، وزن خشك آن
از نمونه  است كه در تمامي آزمايشات، در شرايط كاملا يكسان

قد باكتري نيز استفاده گرديد و وزن خشك به دست شاهد فا
آمده بر اساس وزن خشك شاهد ارزيابي شد. بنابراين بخش 
قابل تبخير نفت در هر دو نمونه كنترل و شاهد وجود داشت و 

 Chandm( گيري گرديد ميزان تجزيه نسبت به شاهد اندازه

Raza and Nusrt, 2010(.  
- هاي تجزيهكننده نفت خام: سويههاي تجزيهشناسايي سويه

شناسي و مولكولي شناسايي شدند. خام به لحاظ ريختكننده نفت
و  R1492و  F27براي شناسايي مولكولي از آغازگرهاي عمومي 

 50استفاده شد. واكنش در حجم نهايي  SrRNA16تكثير ژن 
 5شامل  PCRت مواد مصرف شده در ميكروليتر تكثير يافت. غلظ

ميكروليتر از هر پرايمر رفت و برگشت،  x10 ،(2ميكروليتر بافر (
ميكروليتر  6/0منيزيم، ميكروليتر كلريد dNTP ،3ميكروليتر  2

الگو و  DNAميكروليتر  DMSO ،2ميكروليتر  4مراز، آنزيم تكپلي
صورت به  PCRآب دوبار تقطير استريل و برنامه دمايي  4/29

ثانيه واسرشتي  30درجه،  94ثانيه واسرشتي اوليه در دماي  300
 90درجه،  55ثانيه مرحله اتصال در دماي  60درجه، 94در دماي 

ثانيه طويل  300درجه و  72ثانيه مرحله طويل شدن در دماي 
  درجه بود.  72شدن نهايي در دماي 
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سازي توسط شركت تكاپو پس از خالص PCRمحصول 
شركت بيونيردر كره جنوبي ارسال گرديد و نتايج تعيين زيست به 

بار خوانش به دست آمد. به منظور  2با  SrRNA16 ژنتوالي 
هاي يابي و بازسازي تواليبررسي نتايج به دست آمده از توالي

DNA براي 3و ريد سكوئنس 2، مفت1افزارهاي كروماساز نرم ،
و براي رسم  هاي به دست آمده از بلاستتعيين شباهت گونه

 6افزار مگا درخت فيلوژني و محاسبه فاصله ژنتيكي از نرم
استفاده گرديد. لازم به ذكر است كه تمام آزمايشات انجام شده در 

بار تكرار شده و داده هاي ذكر شده،  3اين مطالعه حداقل 
بار تكرار هستند كه انحراف معيار آنها محاسبه و  3ميانگيني از 

  ذكر شده است.

 نتايج و بحث. 3

شناسايي اسفنج: نمونه اسفنج مورد استفاده به منظور شناسايي 
در كشور هلند ارسال  Naturalis Biodiversity Centerبه موسسه 

از خانواده  Dictyonellaگرديد و به عنوان جنس 
Dictyonellidae راسته ،Halichondrida رده ،Demospongiae  و

ار گرفت. اين گروه شامل مورد شناسايي قر Poriferaشاخه 
 22اي حدود هايي هستند كه متراكم، نرم، ظريف و با اندازهاسفنج
اي ها قهوهشوند. رنگ آنمتر بوده كه به راحتي تكه تكه ميسانتي

شكلاتي با سطح خارجي تيره و سطح داخلي كمي روشن است و 
هاي ها شامل اكتوزوم و بدون درم ويژه، كوانوزوماسكلت آن

- متر و اسپيكولميلي 3هاي خطي صاف و اندازه مانند با كانالغار
-Kefalas and Castritsi( است mµ 14-5 ×1400-700هاي 

Catharios, 2007.(  
هاي مناسب براي بررسي ها: يكي از روشنمودار رشد باكتري

) 2014و همكاران (  Jalilzadehگيري كدورت است. رشد، اندازه
كنندگي و رشد باكتري رسي فعاليت تجزيهدر مطالعه خود براي بر
Bacillus subtilis sp.  600ميزان كدورت آن را در طول موج 

گيري كردند. همچنين در اين پژوهش نمودار رشد نانومتر اندازه
روز ترسيم شد. سويه  8گيري كدورت و در مدت بر اساس اندازه

KE1  ر روز، رشد كندي داشت و در روز پنجم به حداكث 4تا
روز  3فاز تاخيري نداشت و پس از  KE2رشد خود رسيد. سويه 

——— 
1 Chromas 
2 MAFFT 
3 ReadSeqense 

به حداكثر رشد خود رسيد. پس از آن رشد به تدريج كاهش 
نيز  KE4يافت و پس از روز پنجم وارد فاز سكون گرديد. سويه 

روز به حداكثر رشد خود دست  3بدون فاز تاخيري، پس از 
يافت. پس از روز چهارم وارد مرحله سكون شد و پس از روز 
هشتم وارد فاز مرگ گرديد كه بر خلاف ميزان رشد كم، بالاترين 

ها در ها دارا بود. نمودار رشد سويهميزان تجزيه را در بين سويه
  آمده است. 1شكل 

  
  KE4و KE1، KE2هاينمودار رشد سويه: 1شكل 
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كننده نفت خام: به منظور هاي تجزيهجداسازي باكتري
- هايي با بالاترين ميزان تجزيه نفت، ابتدا سويهجداسازي باكتري

% نفت 2هاي جداسازي شده در محيط نمكي حداقل حاوي 
پالايش شده كه داراي تركيبات سبك است، كشت يافتند و سپس، 

در اين غلظت نفت رشد بالاتري داشتند، در محيط  هايي كهسويه
بار كشت داده  3% نفت خام سبك ايراني، 1نمكي حداقل حاوي 

ها در نفت خام و نتايج حاصل شدند. بر اساس ميزان رشد باكتري
كننده نفت انتخاب سويه تجزيه 3سازي، از شاخص امولسيون

حيط حاوي ها در مشدند. نتايج ميانگين حاصل از رشد باكتري
سازي در نفت پالايش شده و نفت خام و شاخص امولسيون

  آورده شده است. 1جدول 

%  2% و  1نانومتر در محيط حاوي  620ها در طول موج : ميانگين رشد باكتري1جدول 
ها ( در تمام آزمايشات از نمونه شاهد سازي آننفت خام سبك و شاخص امولسيون

  استفاده شده است).

% نفت 2ررشد د  سويه
  پالايش شده

  % نفت خام1رشد در 
)SE± (درصد امولسيون  ميانگين  

KE1 5/1  03/0±82/0  4/0±5/37  
KE2 98/0  03/0±88/0  6/0±45/31  
KE4 1  01/0±13/0  4/0±55/36  
  0  0  0  شاهد
        

- ها با اندازهكارايي بيوسورفاكتانت توليد شده توسط باكتري
شود كه با افزايش دسترسي گيري فعاليت امولسيون بررسي مي

زيستي را ها، ميزان تجزيهها براي باكتريزيستي هيدروكربن
. اين شاخص با )Dhail and Jasuja, 2012(دهد ميافزايش

دهنده توليد ها افزايش يافته و نشانافزايش رشد باكتري
كننده است و به طور هاي تجزيهبيوسورفاكتانت توسط باكتري
هاي اوليه ها توليد شده و از متابوليتعمده در مرحله رشد باكتري

و  Ahmedباشد. اين شاخص در مطالعات مي توده سلولي
كه  Enterobacter cloacaeE1) در مورد باكتري 2014(همكاران 

گزارش شد.  62كننده تركيبات نفتي بود، %يك باكتري تجزيه
) در مورد دو 2008و همكاران ( Akhavan Sepahiهمچنين 

% گزارش 71% و 85به ترتيب  BacillusS6 و BacillusS35سويه 
ويه س 3سازي در اين مطالعه براي نمودند. شاخص امولسيون

باكتري مورد مطالعه نزديك هم بود و بالاترين شاخص مربوط به 
به دست آمد.  KE2و كمترين مربوط به سويه  KE1سويه 

بالاترين ميزان رشد در محيط نمكي حداقل حاوي نفت پالايش 
- علي KE4بود. اما سويه  KE1شده و نفت خام مربوط به سويه

در محيط  رغم رشد خوب در محيط حاوي نفت پالايش شده،

حاوي نفت خام رشد خوبي نداشت و كمترين ميزان رشد را دارا 
  بود.

گيري ميزان حذف نفت خام: ميزان حذف نفت خام بر اندازه
نانومتر و  420مانده در طول موج اساس خواندن غلظت نفت باقي

هايي كه گيري وزن خشك بررسي شد. محيط كشتاندازه
تند، داراي وزن خشك و جذب بالاترين ميزان تجزيه نفت را داش

ها از جذب شاهد كم شده و تقسيم تري بودند. جذب نمونهپايين
بر جذب شاهد گرديد و ميزان حذف نفت بر حسب درصد به 

ها، ميزان نفت خشك شده دست آمد. در مورد وزن خشك نمونه
گيري شد و از وزن نفت خشك شاهد كم شد و ميزان اندازه

. نتايج حاصل به صورت ميانگين در خالص تجزيه به دست آمد
  آمده است. 3و 2هاي شكل

  
 نانومتر ب) درصد حذف نفت خام 420: الف) ميزان جذب در 2شكل 
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 ها ب) درصد حذف بر اساس وزن خشك : الف) وزن خشك نمونه3شكل 

)، Kalaivani )2012و  Lathaدر مطالعه انجام شده توسط 
هگزان استخراج شد، -استفاده از انمانده در محيط، با نفت باقي

سولفات بدون آب، آبگيري انجام شد و سپس با استفاده از سديم
كننده در فشار پايين، آن در مرحله بعد با استفاده از دستگاه تبخير

را خشك نمودند. وزن نفت به دست آمده از نفت اضافه شده به 
هايي كه محيط كشت كسر گرديد و نتايج نشان داد كه در نمونه

در  .تري داشتند، ميزان حذف نفت بيشتر بودوزن خشك پايين
گرم و وزن نمونه حاوي  54/2مطالعه حاضر نيز وزن نمونه شاهد 

گرم محاسبه گرديد كه بر اساس آناليز وزني،  KE4 ،61/0سويه 
و  Santis% از نفت موجود در محيط حذف شده بود. 9/75

) در 2012همكاران ( و Hassanshahian) و 2015همكاران (
مطالعات خود ميزان حذف نفت خام را با استفاده از روش 

گيري كردند و نانومتر اندازه 420اسپكتروفتومتري و طول موج 
نتايج نشان داد نمونه هايي كه تجزيه بالايي داشتند، داراي جذب 

در مطالعه حاضر نيز ميزان حذف نفت خام با  .تري بودندپايين
گيري گرديد و نتايج نشان داد كه در تومتري اندازهروش اسپكتروف

تري داشتند، ميزان حذف نفت بيشتر هايي كه جذب پاييننمونه
تري كه جذب پايين KE2و  KE4هاي حاوي سويه بود. در نمونه

داشتند، ميزان حذف نفت خام بيشتري به  KE1نسبت به سويه 
  دست آمد. 

  فت خامكننده نهاي تجزيهشناسايي سويه 3-1

هاي شناسي و با استفاده از تستها به لحاظ ريختسويه
آميزي گرم، هموليز، لاكتوز، گلوكز، اوره، اكسيداز، ايجاد رنگ

رنگدانه، تشكيل هاگ، كاتالاز، كراتين، آرابينوز و هيدروليز 
هاي به نشاسته مورد بررسي قرار گرفتند. تجزيه و تحليل توالي

افزارهاي بيوانفورماتيك مشخص نمود دست آمده با استفاده نرم
با نام  NCBI، سويه ثبت شده در KE1ترين سويه به كه مشابه

است. نزديكترين  Georgenia satyanarayanai JC82علمي 
و  Pseudomonas rhodesiae CIP 104664باكتري KE2سويه به 

 Gordonia terrae ATCCباكتري  KE4ترين سويه به مشابه

يج حاصل از شناسايي بيوشيميايي و مولكولي به بود. نتا 25594
  آورده شده است. 3و  2هاي ترتيب در جدول

  هاي تجزيه كننده نفت خام: مشخصات بيوشيميايي سويه2جدول 
  مشخصات بيوشيميايي  سويه
KE1 گرم مثبت، هموليز مثبت، گلوكز و لاكتوز منفي، اكسيداز منفي، ايجاد رنگدانه سبز  
KE2  ،دهنده هاگكراتين و آرابينوز منفي، هيدروليز نشاسته منفي، تشكيلگرم منفي  
KE4 اي گرم مثبت، كاتالاز مثبت، عدم تشكيل هاگميله  

- هاي تواليباكتري SrRNA16هاي پايگاه داده با توالي ژن ترين سويه: نزديك3جدول
  يابي شده

  نام سويه  ترين سويهنزديك  فاصله ژنتيكي  درصد تشابه
94  055/0  Georgenia satyanarayanai 

JC82 KE1 

99  014/0  Pseudomonas rhodesiae CIP 
104664 KE2 

90  22/0  Gordonia terrae ATCC 
25594 KE4 

      

% شباهت 94با  KE1ترين سويه به باكتري جدا شده نزديك
 Georgeniaسويه  055/0و فاصله ژنتيكي 

satyanarayanaiJC82  از  2012است. اين سويه در سال
رسوبات در هند جداسازي و در محيط نوترينت آگار و شرايط 
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رنگ، هاي اين سويه زرد كمسازي گرديد. كلنيهوازي خالص
گرد، غير متحرك، گرم مثبت، كاتالاز منفي و بهينه رشد آن در 

اين  G+Cگراد بود. محتوي درجه سانتي 37% نمك و دماي 2
باشد و توانايي هيدروليز نشاسته را دارا مي 4/73سويه، 

)Srinivas et al., 2012(ترين سويه به باكتري جدا شده . مشابه 

KE2 014/0% شباهت و فاصله ژنتيكي99با ،Pseudomonas 

rhodesiaeCIP104664  از آب 1996است. اين سويه در سال-
اي، متحرك، هاي معدني طبيعي جداسازي شد كه يك سويه ميله

اكسيداز، كننده كاتالاز و سيتوكرومداراي يك تاژك قطبي، توليد
فاقد فعاليت هموليز، كاهنده نيترات، بدون رنگدانه فلورسانس و 

. Coroler et al., 1996)(فاقد فعاليت هيدروليز نشاسته بود 
% شباهت و فاصله 90با  KE4ترين سويه به باكتري نزديك

است. در سال  GordoniaterraeATCC25594 ،22/0ژنتيكي 
ريبوزومي كامل اين سويه تعيين شد و با  DNAتوالي  1995
هاي فيلوژني و هاي منتشر شده مقايسه گرديد. روشتوالي
براي تاييد اين سويه مورد استفاده قرار  BootStrapهاي آناليز

يك تاكسون  Gordoniaگرفت و نتايج نشان داد كه جنس 
بالا است  GC، گرم مثبت و محتوي هامونوفيليتيك در بين شاخه

(Ruimy et al., 1995).  

  گيرينتيجه. 4

سويه باكتري جداسازي شده  3مطالعه حاضر نشان داد كه هر 
زيستي تركيبات نفت خام را دارا هستند و سويه قابليت تجزيه

KE4 به طور قابل توجهي نفت موجود در محيط را تجزيه مي -
با سويه  KE4% سويه 90كند. همچنين با توجه به شباهت 

Gordonia terrae ATCC 25594 ثبت شده در ،NCBI  و فاصله
رسد بين اين دو سويه، به نظر مي 22/0ژنتيكي نسبتا قابل توجه 

انجام مطالعات مولكولي بيشتر، ممكن است منجر به معرفي سويه 
ردد. نظر به اينكه مذكور به عنوان يك سويه جديد در آينده گ

شناختي خاص هاي بومي خليج فارس به دليل شرايط بوماسفنج
هاي مقاوم به اين دريا و موقعيت راهبردي آن، در زمره اسفنج

- محيطي محسوب ميهاي زيستگرما، شوري و انواع آلودگي
رسد محيط بسيار غني براي غربالگري و شوند، به نظر مي

ها با كاربردهاي متفاوت باشند، كه مجداسازي انواع ميكروارگانيس
علاوه بر صرفه جويي قابل توجه در زمان و هزينه در مقايسه با 

هاي دريايي از رسوبات و يا آب، منجر جداسازي ميكروارگانيسم

هاي خليج اي ارزشمند از انواع ميكروارگانيسمبه ايجاد مجموعه
  فارس خواهند شد. 
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