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 آلودگی. تشکیل شده است ها و آسفالتین ها ، رزینها گروه ترکیبات اشباع، آروماتیکچهار  نفت خام از -دهچکی

 یستز یطبر مح ینفت هاي یندهآلاتوجه به آثار سوء  با. گذارد می نفتی اثرات جبران ناپذیري بر اکوسیستم دریا
تر، مؤثرآلوده  يها طیتجزیه زیستی مشتقات نفتی در مح. تاس یتحائز اهم یارها در بنادر بسکنترل آن، یاییدر
و  آب دریااز در این پژوهش . ي فیزیکوشیمیایی استها روشاز  تر صرفهنظر اقتصادي مقرون به و از  تر يقو

شمارش . شدبرداري  نمونه، امخ ي تجزیه کننده نفتها جداسازي باکتري برايي خلیج فارس ها اي دوکفه
ي جداسازي شده با ها باکتري .آوري شده انجام گردید ي جمعها نمونه ي تجزیه کننده و هتروتروف درها باکتري
و کروماتوگرافی حذف نفت خام با روش اسپکتروفتومتري . ي بیوشیمیایی و مولکولی شناسایی شدندها روش

ي ها يباکترتراکم و تنوع نتایج این تحقیق نشان داد که که . مشخص گردیدبرتر ي ها سویهبراي گازي 
بیشتر ) آب دریا(نسبت به محیط اطراف  Crassostrea gigas  يا در دوکفه تجزیه کننده نفت خامو هتروتروف 

بیوشیمیایی سویه شناسایی  7تعداد . باکتري تجزیه کننده جداسازي شد 11در مجموع در این پژوهش  .است
 Shewanella يها به جنس ها شدند و دو سویه برتر تجزیه کننده بطور مولکولی شناسایی گردیدند که این سویه

این از . نمودند خام را تجزیه روز بیش از نیمی از نفت 15در طی  ها این سویه. تعلق داشتند Alcanivorax  و
  .استفاده نمودي میدانی بیشتر ها البته با بررسیمناطق دریایی آلوده به نفت  سازي پاك برايتوان  می ها باکتري

  

  .دگی نفتی، تجزیه زیستی، دوکفه اي، خلیج فارس، نفت خامآلو: واژگان کلید
  

   مقدمه -1
سوخت  که است طبیعی منابع مهمترین از یکی خام نفت

صنایع  نیاز مورد اولیه ماده و صنعتی منابع عمده فسیلی
نفت خام از ترکیبات بسیاري  .کند می تأمین را پتروشیمی

mailto:hasanshahi@gmail.com
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تشکیل شده است و به چهار گروه ترکیبات اشباع، 
 شود می نديب تقسیم ها و آسفالتین ها رزین، ها آروماتیک

ثار منفی و ، آي نفتیها انتشار و پخش آلودگی. ]1[
توان به اثرات  امدهاي مختلفی به دنبال دارد که میپی

محیطی، مرگ جانداران دریایی، نامناسب  لوب زیستنامط
نی و کاهش ی براي مصرف انساشدن غذاهاي دریای

  ].2[ اشاره کردی قدرت پرواز پرندگان دریای
ي متعددي براي بهبود نشت نفت شامل روش ها روش

ي جامد، لترهایف، ها کنندهمکانیکی، استفاده از پخش 
 يها روش. گسترش یافته است 1سوزاندن و تجزیه زیستی

فیزیکی و شیمیایی در حذف نفت  فنونزیستی نسبت به 
که امکان تجزیه زیستی درونی  يبه طور مزایایی دارد،

تجزیه  .سازد یرا فراهم م ها سمیکروارگانیم لهینفت به وس
 تر يتر، قومؤثرآلوده  يها طیزیستی مشتقات نفتی در مح

ي ها روشاز  تر صرفهنظر اقتصادي مقرون به و از 
 ،ها باکتري از وسیعی دامنه .]3[ فیزیکوشیمیایی است

 را خام نفت توانند می مخمرها و اي ي رشتهها قارچ

 از کننده تجزیه ىها باکترى بین این در کنند، اما متابولیزه

 از وسیعترى دامنه توانند مى و بیشترى برخوردارند اهمیت

  .]4[ نمایند تجزیه نفتى را ترکیبات
، نفت را از مواد مضر آلی به مواد غیر زیستیروش تجزیه 

مطالعه و  .کند می تبدیل H2Oو  CO2مضر معدنی مانند 
تجزیه زیستی نفت اهمیت فراوان  برايهایی  روشتوسعه 

همچنین از دریا و کنترل  در حفاظت از محیط زیست و
بطور کلی . ي ناشی از تخلیه نفت در دریا داردها آلودگی

تجزیه زیستی بعنوان یک روش مناسب جهت تصفیه 
ارزیابی  .]4[ آلودگی نفتی مورد مطالعه قرار گرفته است

ها براي  عبارت است از کاربرد میکروارگانیسم 2زیستی
هاي محیطی، که به دلیل زیستی و طبیعی حذف آلودگی

در این روش از . یند، به آن تجزیه زیستی گویندابودن فر
و گیاهان براي  ها ، قارچها موجودات زنده به ویژه باکتري

                                                             
1 Biodegradation 
2 Bioremediation 

ي ها ی، آبمواد دفعی مایع و جامد غیر سم سازي پاك
هاي  آلودگی سازي پاكآور و  ی زیانمواد دفعی سم آلوده،

ترکیبات  ها این میکروارگانیسم. رود نفتی بکار می
هیدروکربنی را به دي اکسید کربن، بیومس و یا 

یند ایی و سرعت فراکار. کنند می محصولات دیکر تبدیل
تجزیه هیدروکربن به نوع ترکیبات آلاینده، طبیعت ماده 

ي ها ت نفتی، شرایط محیطی و ویژگیآلوده شده با ترکیبا
   .]5 [جمعیت میکروبی بستگی دارد

ها را از رسوبات بستر،  یآلودگتوانند  یمموجودات دریایی 
بسیاري از  .ذرات معلق، منابع غذایی و غیره جذب کنند

ي و ا دوکفهزیستی بین صدف  مطالعات، ارتباط هم
مستقیم به که به طور  اند را نشان داده ها یکروارگانیسمم

اساس اطلاعات موجود  بر. شرایط محیطی بستگی دارد
ها، هم فراوانی  یدروکربنهتوان نتیجه گرفت که وجود  یم

قرار  تأثیري را تحت ا دوکفههاي داخل آبشش  يباکتر
. ]5[ کند یمي باکتري را تعیین ها نمونهدهد و هم  یم

اي و باکتري، در  تحت شرایط خاص همزیستی بین دوکفه
یافت  3ي خاص به نام باکتریوزوم در آبششساختارها

تنوع و فراوانی  ها يا دوکفهفعالیت معلق خواري  .شود یم
هدف از  .]6[ دهد یمقرار  تأثیرجمعیت میکروبی را تحت 

هاي تجزیه کننده  يباکترجداسازي و شناسایی این تحقیق، 
هاي منطقه اسکله بهمن درجزیره  يا نفت خام از دوکفه

هاي  يباکتربررسی پراکندگی  در استان هرمزگان،قشم 
 ها آنها و نسبت  يا دوکفهتجزیه کننده نفت خام در بین 

ي ا گونههاي هتروتروف و بررسی تنوع جنس و  يباکتربا 
ي ا کفههاي تجزیه کننده نفت خام همراه با دو  يباکتردر 

  .است
  
  ها مواد و روش -2
  برداري  نمونه -2-1

ه کننده نفت خام، یتجز يها يجداسازي باکتربه منظور 

                                                             
3 Gill 
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در  Crassostrea gigas يا ا و دوکفهیآب در  يها نمونه
 ).1 شکل( ندجمع آوري قرار گرفتاسکله بهمن قشم 

مناطق ز از ین يا و دوکفه cm 15 ا از عمقینمونه آب در
 10ساحلی که احتمال حضور نفت وجود داشت از عمق 

 لیدر ظروف استر غواصی لهیبه وسمتري  15الی 
در  ها نمونه. شد شگاه منتقلیخ به آزمایروي  وآوري  جمع

 براي. ي بعدي قرار داده شدندزهایآنالتا انجام  C ْ4دماي 
تراکم و تنوع باکتري، ازسطوح درونی میزان تعیین 
  . ]7[ برداري صورت گرفت نمونهزمایشگاه آدر  ها يا دوکفه

  

  
  Crassostrea gigasي ا دوکفهنماي مورفولوژیک   1شکل 

  
 ها کنندهو تجزیه  ها شمارش تعداد کل هتروتروف -2-1-1

  اي، رسوبات، آب با روش سریال رقت ي دوکفهها نمونهدر
  يا در دوکفه همراهي ها يباکتربراي شمارش 
Crassostrea gigas ،ي جانور تحت شرایط استریل  دوکفه

با استفاده از بافر  ها آنسپس سطح داخلی . با چاقو باز شد
لیتر از این محلول  میلی 1بارشستشو داده شد و  3فسفات 

 9ي آزمایش حاوي ها لولهاي به دست آمده درون  دوکفه
براي . ]6[منتقل گردید  ي استریلآب دریا لیتر میلی
 آب دریا لیتر میلیي آب نیز به همین ترتیب یک ها نمونه

براي شمارش . شدمنتقل استریل  بافر لیتر میلی 9به 
، در 10-2اي رقت  ي آب و دوکفهها نمونهدر  ها هتروتروف

میکرولیتر از این  100ي آزمایش تهیه گردید و ها لوله
براي . ي مارین آگار کشت چمنی داده شدها رقت در پلیت

آگار به  ONRاز محیط کشت  ها کنندهشمارش تجزیه 

بدین . همراه نفت به عنوان تنها منبع کربن استفاده شد
اي  آب دریا و دوکفه 10-1میکرولیتر رقت  100صورت که 

ي ا سفرهنفت کشت  %1حاوي  ONRي ها و بر روي پلیت
درجه  30ساعت انکوباسیون در دماي 24پس از . داده شد

انجام شد و سپس تعداد کلنی  ها یکلنگراد شمارش  سانتی
  ]8[محاسبه شد  لیتر میلیدر هر 

  
 ها کنندهو تجزیه  ها هتروتروفشمارش تعداد کل  -2-1-2

  1MPNاي با روش  ي دوکفهها نمونهدر 
از محلول دوکفه اي و نمونه آب  لیتر میلیابتدا یک 

آب  لیتر میلی 9ي آزمایش حاوي ها لولهبرداشته و به درون 
در . تهیه شد 10- 1تا  10- 3يها رقتمنتقل و  ي استریلدریا

میکرولیتر محیط  1500خانه میزان  24ي ها میکروپلیت
 1500و) ها براي شمارش هتروتروف() مرك(مارین براث 

براي شمارش ( ٪1حاوي نفت  ONRمیکرولیتر محیط 
تحت شرایط استریل ریخته و سپس ) ها کنندهتجزیه 

خانه تلقیح  24ي ها در میکروپلیت 10-1تا  10-3يها رقت
به صورت  MPNتکرار بود و  3هر رقت داراي . شد

شمارش  منظور به ها میکروپلیت. تایی انجام شد 3
 برايي ها روز و میکروپلیت 7به مدت  ها هتروتروف

 C ْ30روز در دماي  21به مدت  ها کنندهشمارش تجزیه 
انکوبه شدند و پس از گذشت دوره انکوباسیون ایجاد 

آزمایش  برايکدورت در مقایسه با شاهد به عنوان مثبت 
MPN 9،10[ به حساب آمد[.  

  
  ي تجزیه کننده نفت ها يباکترجداسازي  -2-1-3

تجزیه کننده نفت  يها يبراي جداسازي و غربالگري باکتر
استفاده نفت خام  %1با ONR از محیط کشت اختصاصی 

و محلول  لیتر میلی 5ي آب به میزان ها نمونهاز  .دش
سازي  نیبه داخل این محیط جهت غ لیتر میلی 5ي ا دوکفه

به مدت یک هفته در انکوباتور  اولیه تلقیح گردید و سپس
 .قرار داده شد C ْ30و دماي  rpm  160شیکردار با دور
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روي محیط کشت مارین  ها دو پاساژ متوالی کلنی پس از
ي باکتریایی که بیشترین ها هیسو. سازي شدند آگار خالص

 ساییبراي شنانانومتر داشتند  600در ) OD(چگالی نوري 
در یک لیتر به  ONRط ترکیبات محی. شدند گري غربال

  : شرح زیر است
م سولفات ، سدی)گرم 40(محلول اول شامل سدیم کلرید 

کلرید  پتاسیم ،)گرم 031/0(، سدیم بی کربنات )گرم 8/3(
سدیم فلورید  ،)گرم083/0( ، سدیم برمید)گرم 72/0 (
اسید  ،)گرم 089/0(سدیم مونوفسفات ، )گرم 0026/0(

و محلول ) گرم 27/0( ، آمونیوم کلرید)گرم 27/0(بوریک 
، منیزیم کلرید )گرم 46/1(دوم شامل کلسیم کلرید 

، آهن )گرم 024/0(استرانسیوم کلرید  ،)گرم 18/11(
اسیدیته . است )گرم 3/1( تریس، )گرم002/0(کلرید 

  ].5[م شد تنظی 6/7محلول در 
  
  ي جدا شدهها يباکترشناسایی  -2-2
  شناسایی بیوشیمیایی -2-2-1

ي جدا شده از منابع فوق، از ها يباکتربراي شناسایی 
آمیزي گرم، شکل  رنگ ي اولیه زیرها شیآزما

 حرکت، اکسیداز، کاتالاز، شکل کلنی، میکروسکوپی،
، تولید H2S، احیاي نیترات، تولید )O/F(تخمیر / اکسایش

  .]11[ استفاده گردید TSI اندول و تست
  
   شناسایی مولکولی -2-2-2

  16S rDNAر قسمتی از ژنمولکولی با تکثیی شناسای
́-Forward Primer :5  مرهايپرای توسط

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3́  و:Reverse 

Primer 5́-TACGYTACCTTGTTACGACTT -3 ́ 
: ن صورت بودبراي تکثیر ژن بدی PCRبرنامه  .انجام شد

ي اتصال دما، قهیدق کبه مدت ی C ْ94 ونیدناتوراسي دما
به  C ْ72 ریتکثي دماو  قهیدقبه مدت یک  C ْ55 مرهایپرا

محصول  .باشد یم 35 ها کلیسو تعداد  قهیدق 1مدت 
درصد بار گذاري شد و  1در ژل آگاروز  PCRحاصل از 

از ژل آگاروز طبق دستورالعمل کیت  bp 1400 سپس باند
تعیین توالی فرستاده  براياستخراج و ) K0513(فرمنتاژ 

 هاي ژنی بلاست نتایج حاصل از تعیین توالی در بانک. شد

ها بررسی گردید و قرابت بالاتر از  شده و همولوژي آن
درصد به عنوان جنس و گونه باکتري مجهول لحاظ  98

  .]12[ گردید
  
ي جدا ها يباکترسنجش حذف نفت خام توسط  -2-3

   شده
  روش اسپکتروفتومتري  -2-3-1

میزان حذف نفت خام به وسیله حل کردن مقدار نفت 
باقیمانده محیط کشت در دي کلرو متان و سپس خواندن 
کدورت نفت استخراج شده در مقابل شاهد در طول موج 

  .]13[نانومتر تعیین شد  420
 میزان – نمونه جذب میزان/  شاهد جذب میزان ×100 

  نفت خام حذف درصد=  شاهد جذب
  
  )GC( 1روش گاز کروماتوگرافی -2-3-2

درصد نفت به  1حاوي  ONRدر محیط کشت  ها هیسو
پس از دوره . انکوبه شد C ْ30روز در دماي  10مدت 

افزوده و  DCM لیتر میلی 50انکوباسیون به محیط کشت 
به قیف جداکننده جهت جداسازي فاز آلی از فاز آبی 

سپس فاز آلی که حاوي نفت حل شده در . منتقل شد
DCM  گرم سدیم سولفات  3بود، درون ارلن ریخته شد و

مانده به ارلن اضافه گردید و به  جهت جذب آب باقی
سپس محتویات . مدت یک شب در دماي اتاق انکوبه شد

عبور داده شد و در دماي  1اتمن شماره ارلن از کاغذ و
پس از تبخیر . قرار گرفت DCMتبخیر  برايمحیط 
DCMًمیکرولیتر  3 ، مجدداDCM  به یک میکرولیتر نفت

مورد آنالیز قرار  GCمانده اضافه شد و توسط دستگاه  باقی
 0.32( :ستون: بدین صورت بود GCبرنامه . ]14[گرفت 

                                                             
1 Gas Chromatography 
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mm × 0.1 μm (30 m × varian capillary column cp-
sil5cBدتکتور ،:FID هلیم، دماي اولیه: ، گاز حامل :C 

 C: ، دماي تزریقC ْ300: دقیقه، دماي انتقال 1براي  100ْ
  دقیقه سپس 2مدت  C ْ70: ، دماي نگهداري ستون280ْ

C ْ290  دقیقه، دماي نهایی 7به مدت :C ْ290  و جریان
با  GCي حاصل از ها کیپ. بر دقیقه بود لیتر میلی 3عبوري 

شاهد مقایسه شد و درصد تجزیه براي هر سویه محاسبه 
  .گردید

  
  جنتای -3
و تجزیه کننده  ها هتروتروفي ها کمیت باکتري -3-1

  و آب دریا اي کفهدر دو
ي هتروتروف و تجزیه کننده نفت خام در ها تراکم باکتري

با دو ) محیط پیرامون(و آب دریا  اي کفهي دوها نمونه
روش سریال رقت و شمارش حداکثر احتمالی تعیین 

که  طور همان. آمده است 1نتایج حاصله در جدول . گردید
باکتري تعداد  اي کفهنمونه دو ،شود در این جدول دیده می

سه نمونه آب هتروتروف و تجزیه کننده بیشتري در مقای
 ها معنی است که تراکم باکترياین امر بدین . اطراف دارد

   .از محیط پیرامون بالاتر است اي کفهدر دو
 
  نفت خام   هاي تجزیه کننده جداسازي باکتري -3-2

از باکتري تجزیه کننده نفت  11 در مجموع در این تحقیق
ناحیه آوري شده از  جمعهاي دوکفه اي و آب  نمونه

سویه مربوط به  8 تعداد .جداسازي شداسکله بهمن قشم 
. سویه مربوط به نمونه آب دریا بود 3و  اي کفهدونمونه 

به همراه نفت   ONRهاي جداسازي شده در محیط سویه
سویه  7 تعداد .به عنوان تنها منبع کربن کشت داده شدند

بودند، به عنوان  محیطکه قادر به رشد بالاتر در این 
 ی بیوشمیاییشناسایهاي برتر تجزیه کننده نفت براي  سویه

 11این کلی خصوصیات  2در جدول . انتخاب شدند
که در این  طور همان .مده استجداسازي شده ا  باکتري

گرم منفی هستند  ها شود همه این باکتري می جدول دیده
اي در محیط حاوي نفت  و اکثر آنها رشد قابل ملاحظه

  .دهند می نشان
  

کننده  هاي تجزیه شناسایی بیوشیمیایی باکتري -3-3
  نفت خام

هاي جداسازي  هاي باکتري براي بررسی برخی از ویژگی
هاي که داراي الگوي  شده و مشخص نمودن باکتري

هاي شناسایی  بیوشیمیایی مشابه هستند، برخی از تست
. امده است 3نتایج حاصله در جدول . اولیه انجام شد

ها  شود اکثر باکتري طور که در این جدول دیده می همان
  .اکسیداز و کاتالاز مثبت هستند
  

  شناسایی مولکولی دو سویه برتر تجزیه کننده -3-4
باکتري در تجزیه نفت خام  2باکتري غربالگري شده  7از 

ها قابلیت بالاتري نشان دادند و  نسبت به بقیه سویه
این دو سویه . همچنین الگوي بیوشیمیایی متفاوتی داشتند

)BA 1-3  وBA 1-4-1 ( با تکثیر قسمتی از ناحیه ژنی  
S rRNA16 بطور مولکولی شناسایی شدند.  

  
 MPNها با روش سریال رقت و  ها و تجزیه کننده هاي هتروتروف کمیت باکتري  1جدول 

) CFU·g−1(  نمونه
  هتروتروف

)CFU·g−1(  
  تجزیه کننده 

MPN   
  باکتري هتروتروف

MPN   
  تجزیه کننده باکتري

  BA 1(  105×16/3  103×3/1  105×6/4  104×1/5(اي  دوکفه
  103×8/2  101×1  105×3/3  103×3/2  (BA 2)آب 
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  هاي جدا شده خصوصیات کلی باکتري  2جدول 

  تست کیفی خصوصیات کلنی  شکل باکتري و واکنش گرم  منطقه جداسازي شده  سویه
  جذب نوري

OD600)(  
BA 1-1-1  90/0  ++++ سفید، درشت، موکوئیدي اي، گرم منفی میله  اي دوکفه  
BA 1-1-2  50/0  ++ سفید، ریز اي، گرم منفی میله  اي دوکفه  
BA 1-1-3  53/0  + سفید، درشت، موکوئیدي اي، گرم منفی میله  اي دوکفه  
BA 1-1  90/0  ++++ نارنجی، درشت، موکوئیدي اي، گرم منفی میله  اي دوکفه  
BA 1-2  72/1  +++ نارنجی، درشت، موکوئیدي کوکوباسیل، گرم منفی  اي دوکفه  
BA 1-3  95/1  ++++ نارنجی، درشت، موکوئیدي کوکوباسیل، گرم منفی  اي دوکفه  

BA 1-4-1  50/1  ++ سفید، درشت اي بلند، گرم منفی میله  اي دوکفه  
BA 1-4-2  79/0  + سفید، ریز اي بلند، گرم منفی میله  اي دوکفه  
BA 2-2 75/0  +  سفید، ریز کوکوباسیل، گرم منفی  آب  

BA 2-1-1  30/0  - سفید، درشت  کوکوباسیل، گرم منفی آب  
BA 2-3  77/0  - سفید، متوسط کوکوباسیل، گرم منفی آب  

  
  نفت خام   هاي باکتریایی تجزیه کننده خصوصیات بیوشیمیایی جدایه  3جدول 

  TSIتست   احیاء نیترات  تولید ایندول H2Sتولید   حرکت  کاتالاز  اکسیداز O/F  نام سویه
BA 1-1  -/-  +  +  +  +  -  +  قلیا/ قلیا  

BA 1-1-1  -/-  -  +  -  -  -  +  قلیا/ قلیا  
BA 1-2  -/-  +  -  +  +  -  -  اسید/ قلیا  

BA 1-3  -/-  +  +  +  +  -  +  قلیا/ قلیا  

BA 1-1-2  -/-  +  +  -  -  -  -  قلیا/ قلیا  
BA 1-4-1  -+/  +  +  -  -  -  -  قلیا/ اسید  
BA 2-2  -/-  -  +  -  -  -  +  قلیا/ قلیا  

  
 برايسازي و  از ژل استخراج، خالص PCRمحصول 

هاي  هاي حاصل در بانک توالی. تعیین توالی فرستاده شد
به ) %98بالاتر از (ژنی بلاست شد و بالاترین همولوژي 

نتایج حاصل از  .جنس و گونه باکتري تعیین گردید عنوان
متعلق به جنس  BA 1-3تعیین توالی نشان داد که سویه 

Shewanella algae  و سویهBA 1-4-1  به جنس
Alcanivorax sp. ي ها این دو سویه با شماره. تعلق دارد

در پایگاه جهانی ژنی  LK391616و  LK391615: دستیابی
NCBI نیز درخت فیلوژنی این دو  2شکل . اند ثبت شده

ي دیگري که ها باکتري و میزان قرابت آنها را با باکتري
  .دهد اند را نشان می جداسازي شده لاًبق
  

  هاي برتر میزان حذف نفت خام توسط سویه -3-5
دوسویه برتر تجزیه کننده بر روي غلظت یک درصد نفت 

روز میزان حذف نفت  10پس از . خام رشد داده شدند
سپکتروفتومتري و گاز ها به روش ا خام به وسیله سویه

آمده  4نتایج حاصل در جدول  .کروماتوگرافی سنجش شد
 BAشود سویه  طور که در این جدول دیده می همان. است
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درصد نفت خام بهترین  80با تجزیه نزدیک به  1-4-1
. شود سویه تجزیه کننده در این تحقیق گزارش می

هاي گاز کروماتوگرافی حاصل از تجزیه نفت توسط  طیف
  . نشان داده شده است 3این دو سویه نیز در شکل 

  

  

  
  درخت فیلوژنی دو سویه برتر تجزیه کننده نفت خام  2شکل 

  
  میزان تجزیه نفت خام توسط دو سویه برتر  4جدول 

  سویه
  با روش درصد تجزیه محاسبه شده

  اسپکتروفتومتري 
  درصد تجزیه محاسبه شده با روش

 GC  
Shewanella algae Strain BA 1-3 4/48  63/56  
Alcanivorax sp. Strain BA 1-4-1  31/68  78/79  
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) C(و  BA 1-3سویه ): B(شاهد نفت بدون باکتري ): A(ي گاز کروماتوگرافی تجزیه نفت خام توسط دو سویه برتر ها طیف  3شکل 

  BA 1-4-1سویه 
  

هاي گاز  شود، طیف دیده می 3طور که در شکل  همان
ها نسبت به شاهد کمتر شده که تأیید  کروماتوگرافی سویه

  .کننده تجزیه و حذف ترکیبات نفتی است
  
  بحث  -4

هاي تجزیه  روي جداسازي باکتريبر مطالعات بسیاري 
هاي گوناگون اعم از خشکی و  محیطکننده نفت از 

و  Hassanshahian بطور نمونه .دریایی انجام شده است
سویه باکتریایی و دو سویه مخمري تجزیه  28همکاران 

هاي دریایی ایران شامل خلیج فارس  کننده نفت از محیط
هاي باکتریایی جدا شده  سویه. و دریاي خزر شرح دادند

 ,Acinetobacter, Rhodococcusهاي  به جنس

Pseudomonas, Microbacterium, Halomonas, 
Alcanivorax, Marinobacter  هاي  یهسوتعلق داشتند و

نتایج . مربوط شدند Yarrowiaمخمري جدا شده به جنس 

هاي تجزیه  يباکترحاصل از این تحقیقات نشان داد که 
کننده نفت در محیط زیست دریایی ایران از تنوع بسیار 

در  .]15[ تاستوانایی تجزیه متفاوت برخوردار  ابالا ب
جنس  و همکاران Gutierrezتحقیق دیگري 
Psudoalteromonas )هاي عمیق  از آبHorizon(،   

Al-Awadhi ي ها جنسن همکارا وMicrococcus  و
Vibrio ) جداسازي نمودند) ي خلیج فارسها آباز 

]16،17[ . 

ي اخیر علاقه زیادي به مطالعه بر روي ها سالدر 
موجودات دریایی که در اکوسیستم دریایی آلوده به مواد 

در این میان دوکفه . کنند، ایجاد شده است یمنفتی زندگی 
نشین  ها به دلیل تغذیه و زندگی در رسوبات تازه ته يا

و ب یافته و در نتیجه تماس مستقیم با مواد آلوده آ
هاي جمع شده در  يباکترق خواري با همچنین فعالیت معل

رسوبات و آب از اعضاي مهم اکوسیستم دریایی هستند 
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 .]15[کنند  یمسازي ایفا  یند پاكاکه نقش مهمی در فر
هاي  یستگاهزها  يا برخی مطالعات نشان داده که دوکفه

. ي باکتریایی استها گونهطبیعی براي برخی از 
اي  ي غالب دوکفهها کروبیمی و کیفی در ي کمها تفاوت

ي فیزیکی و شیمیایی مناطقی که این ها یژگیوبه تفاوت 
  .]6[ شوند یمجمع آوري شدند، مربوط  ها صدف
Prieur  که فراوانی  دندادو همکاران گزارش

Photobacterium  وVibrio در C. gigas  بیشتر از محیط
و همکاران  براي اولین بار روي   Cappello.اطراف است

خوار در  ي معلقها يا ي آبشش دوکفهها يباکترفراوانی 
ي آلوده و غیر آلوده مطالعاتی انجام دادند و به ها طیمح

ي تجزیه کننده نفت ها يباکتراین نتیجه رسیدند که تعداد 
در مناطق آلوده نسبت به مناطق غیر آلوده بسیار بالا و 

 تقریباًدو محیط  هتروتروف در هر يها يباکترفراوانی 
  .]18،19[ ثابت است

ي ها يباکترتراکم نشان داد که تحقیق حاضر  نتایج
 Crassostrea اي کفهدوتجزیه کننده، در و هتروتروف 

gigas  نسبت به محیط اطراف بیشتر است که با نتایج
سویه تجزیه  11 همچنین. قبلی مطابقت دارد تحقیقات

اسکله بهمن ه ناحیاي و آب  هاي دوکفه کننده نفت از نمونه
گري از  ي غربالها با سنجش جداسازي شد که نهایتاًقشم 

انتخاب شد سویه باکتریایی  2سویه تجزیه کننده نفت،  11
ی مولکولی مشخص شد که مربوط به و بعد از شناسای

   .ستا Alcanivoraxو  Shewanellaجنس 
بررسی میزان تجزیه نفت  برايي گوناگونی ها روشاز 

. ي تجزیه کننده استفاده شده استها يباکترخام توسط 
Rahman  و همکاران  از روش جذب اسپکتروفتومتري در

این . نانومتر براي تخمین میزان تجزیه استفاده کردند 420
ي آلوده ها خاكسویه تجزیه کننده نفت را از  130 محققان

 ها آنانگلستان جداسازي نمودند که در بین به نفت در 
درصد از نفت  66قادر به حذف  Pseudomonasجنس 

ي جدا شده نیز نیمی از نفت خام را ها جنسسایر . بود

درصد نفت رشد داده شده  1که روي غلظت  یهنگام
  .]13[ کردند یمبودند، حذف 

Wang  و همکاران با روش کروماتوگرافی گازي)GC (
سنجش  Bacillusمیزان تجزیه نفت در سه سویه باکتري 

از روش کروماتوگرافی گازي و  محققاناغلب . نمودند
هاي حاصل به عنوان بهترین و  یفطگیري  اندازه

کید دارند و أین روش بررسی حذف نفت خام تتر مطمئن
  ]14[مقالات از این روش استفاده شده است  بیشتردر 

سنجش  برايدر تحقیق حاضر از دو روش ذکر شده 
تجزیه نفت خام استفاده شد، که نتایج حاصل از این 

 Alcanivorax spهمخوانی دارند، به طوري که  ها روش
بود و به طور  ها نسبت به بقیه باکترياراي حذف بالاتري د

نیز در طیف حاصل کاهش  GCهاي  یکپمشابه اکثر 
  .داشتند

  
  گیري نتیجه -5

 ي همراهها يباکتربراي اولین بار به جداسازي این مطالعه 
در . ي خلیج فارس پرداخته استها يا تجزیه کننده دوکفه

 Shewanella algaeي باکتریایی ها هیسواین میان 
اي به عنوان  اولین بار از نمونه دوکفه  Alcanivorax spو

ي ها در این مطالعه باکتري .اند شدهگزارش راه همباکتري 
و محیط پیرامون آن  ها اي کفهبا دو راهتجزیه کننده نفت هم

، تراکم ها ضمن شناسایی این باکتري. جداسازي شدند
و محیط اطراف و  اي کفهي دوها در نمونه ها وتنوع باکتري

. مورد بررسی قرار گرفت ها قابلیت تجزیه نفت توسط آن
خلیج ي موجود در ها نتایج این مطالعه نشان داد که باکتري

فارس از تنوع زیاد با توان تجزیه نفت بالا برخوردار 
مناطق دریایی  سازي پاك براي ها توان از آن می هستند و

   .کردآلوده به نفت استفاده 
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