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هیدروکربن هــای  زیســتی  تجزیــه  افزایــش 
ــودودفلکتوس  ــپرژیلوس س ــط آس ــنگین توس س

F13 در حضــور رامنولیپیــد

چكيده

هــدف ایــن پژوهــش بررســی توانمنــدی جدایه هــای کپکــی در حــذف آلاینده هــای نفتــی و همچنیــن، بررســی تأثیــر ترکیبــات فعــال 
ــود. در ایــن تحقیــق، از مناطــق دارای آلودگی هــای قدیمــی نفتــی 40  ــه منظــور افزایــش کارآیــی حــذف ایــن ترکیبــات ب ســطحی ب
 ITS جدایــه  کپکــی دارای توانایــی حــذف ترکیبــات نفتــی خالص ســازی شــد. شناســایی جدایــه منتخــب به وســیله تعییــن توالــی ژن
ــام  ــت خ ــتی نف ــه زیس ــل از تجزی ــج حاص ــت. نتای ــودودفلکتوس اس ــپرژیلوس س ــا آس ــباهت 100% ب ــه F13 دارای ش ــان داد جدای نش
نشــان داد کــه ایــن جدایــه قــادر بــه حــذف 52/97% نفــت خــام در مــدت 21 روز اســت. میــزان تجزیــه زیســتی در هنــگام اســتفاده از 
ــا غلظــت ppm 500 مقــدار 49/06% و در مــورد تتراکــوزان )به عنــوان یــک  پیــرن )به عنــوان یــک آروماتیــک چنــد حلقــه  ســنگین( ب
آلیفاتیــک ســنگین( بــا غلظــت 1% مقــدار 55/73% به دســت آمــد کــه نشــان از ســخت  تجزیه پذیــر بــودن پیــرن نســبت بــه تتراکــوزان 
ــورفکتانت  ــد )0/01%( و س ــورفکتانت رامنولیپی ــات از بیوس ــن ترکیب ــه ای ــورفکتانت ها در تجزی ــر س ــرای بررســی تأثی ــه، ب دارد. در ادام
شــیمیایی توییــن 80 )0/2%( اســتفاده شــد کــه رامنولیپیــد بــا عملکــردی بهتــر توانســت میــزان کارآیــی تجزیــه نفــت خــام، تتراکــوزان 
و پیــرن را به ترتیــب 25، 16 و 30% افزایــش دهــد. ایــن نتایــج نشــان داد کــه رامنولیپیــد نســبت بــه ســورفکتانت شــیمیایی توییــن 80، 
در غلظــت کمتــر، اثــر بهتــری در بهبــود فرآینــد تجزیــه زیســتی دارد. همچنیــن، اثــر ســورفکتانت بــرروی حــذف زیســتی آروماتیک هــا 
ــه  ــی ب ــای قارچ ــتفاده از جدایه ه ــه اس ــد ب ــش می توان ــن پژوه ــل از ای ــج حاص ــت. نتای ــر اس ــا کمت ــات آلیفاتیک ه ــه ترکیب ــبت ب نس

ــه کمــک کنــد. منظــور پاک ســازی زیســتی آلودگی هــای نفتــی قدیمــی و ســخت تجزی
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مقدمه

ــت در  ــاي جمعی ــع نیازه ــت رف ــت در جه ــعه صنع توس
حــال افزایــش، اســتفاده روزافــزون ســوخت هاي فســیلی 

ــته  ــال داش ــتقات آن را به دنب ــام و مش ــت خ ــژه نف به وی
ــر  ــت در ه ــن نف ــون ت ــش از 2 بیلی ــان، بی اســت. در جه
ســال تولیــد می شــود کــه بخشــی از ایــن نفــت تولیــدی 
ــا و  ــد در آب اقیانوس ه ــص فرآین ــا نواق ــوانح ی ــر س در اث
محیــط خشــکی تخلیــه می گــردد. به دلیــل آثــار مخــرب 
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آلودگی هــای  محیــط،  در  هیدروکربن هــا  رهایــش 
زیســت محیطی وابســته بــه صنایــع نفتــی در طــول 
ــه  ــرار گرفت ــه ق ــورد توج ــدت م ــر به ش ــای اخی دهه ه
ــام  ــت خ ــود در نف ــف موج ــات مختل ــت ]1[. ترکیب اس
و خاک هــای  آب  بــه  مربــوط  آلودگی هــای  علاوه بــر 
ــا نفــوذ بــه بخش هــای عمقــی  ســطحی، ممکــن اســت ب
ــد ]2[.  ــی گردن ــای زیرزمین ــی آب ه ــث آلودگ خــاک باع
نفــت خــام ترکیبــی پیچیــده متشــکل از انــواع ترکیبــات 
ــت  ــی اس ــزای غیرهیدروکربن ــی اج ــی و برخ هیدروکربن
ــرات مخــرب و ســمی روی محیــط زیســت  کــه دارای اث
آروماتیــک  ترکیبــات  هســتند.  زنــده  موجــودات  و 
ــی  ــات هیدروکرن ــه  ترکیب ــه ایPAHs( 1( از جمل چندحلق
خطرنــاک نفــت خــام اســت کــه بــا افزایــش وزن 
مولکولــی، انحلال پذیــری و دسترســی زیســتی آن هــا 
ــل،  ــن دلی ــه و به همی ــش یافت ــی کاه ــای آب در محیط ه
ــات  ــوند ]3 و 4[. ترکیب ــه می ش ــر و ســخت تر تجزی دیرت
ــی  ــای آروماتیک ــار هیدروکربن ه ــم در کن ــک ه آلیفاتی
ــن  بخــش عظیمــی از نفــت خــام را شــامل می شــوند. ای
ترکیبــات در مقایســه بــا PAHهــا دارای ســمیت کمتــری 
بــوده ولــی بــا ایــن وجــود ترکیبــات آلیفاتیکــی کــه طول 
ــن(  ــش از 15 کرب ــد )بی ــری دارن ــی بلندت ــره کربن زنجی
دسترســی  و  انحلال پذیــری  بــودن  پاییــن  به دلیــل 
آلودگــی  محــل  در  زیــادی  زمــان  مــدت  زیســتی، 
باقی مانــده و باعــث بــروز مشــکلاتي بــرای محیــط 
ــده می شــوند. به همیــن  زیســت و ســلامت موجــودات زن
ــرای پاک ســازی  ــک راه حــل مناســب ب ــن ی ــل، یافت دلای
ایــن ترکیبــات حائــز اهمیــت اســت ]5[. روش های بســیار 
ــود  ــی وج ــای نفت ــازی آلودگی ه ــرای پاک س ــی ب متنوع
ــوان به روش هــای زیســتی،  دارد کــه از میــان  آن هــا می ت
ــوزاندن و  ــورفکتانت، س ــیله س ــاک به وس ــوی خ شستش
ــه  ــه ب ــا توج ــه ب ــر اســت ک ــه ذک ــرد. لازم ب ــاره ک ... اش
مســائل زیســت محیطــی و فراوانــی آلودگی هــای نفتــی، 
روش هــای مــورد اســتفاده بایــد کــم هزینــه و در زمینــه 
اجــرا تــا حــد امــکان ســاده باشــند ]6[. اکثــر محققانــی 
کــه بــه بررســی پاک ســازی زیســتی آلودگی هــای نفتــی 
ــف  ــای مختل ــرروی باکتری ه ــان ب ــد، تمرکزش پرداخته ان

ــه  ــوص ب ــمی مخص ــا مکانیس ــم ب ــا ه ــا قارچ ه ــوده ام ب
ــن  ــه و مصــرف ای ــی در تجزی ــی فراوان خــود دارای توانای
هیدروکربن هایــی  به خصــوص  هســتند،  ترکیبــات 
ــن و  ــتی پایی ــی زیس ــالا، دسترس ــی ب ــه وزن مولکول ک
ســمیت بیشــتری دارنــد. توانایــی رشــد در شــرایط 
ــن،  ــرما و همچنی ــکی و س ــد خش ــاص مانن ــی خ محیط
مهم تریــن  جــزو  ســلولی  بــرون  آنزیم هــای  تولیــد 
ــیاری  ــت بس ــده اس ــث ش ــه باع ــتند ک ــی هس ویژگی های
ــته از  ــن دس ــرروی ای ــر ب ــال های اخی ــن در س از محققی
میکروارگانیســم ها تمرکــز کننــد ]7[. علاوه بــر ایــن، 
ــکان  ــه ام ــا ک ــط کپک ه ــده توس ــه های2 رون ــد ریس تولی
ــم  ــی فراه ــق عمق ــه مناط ــم ها را ب ــود میکروارگانیس نف
مــی آورد و باعــث افزایــش میــزان دسترســی می گــردد را 
ــه پاک ســازی زیســتی  ــوان از عوامــل مهــم توجــه ب می ت

ــت ]1 و 7[.  ــی3 دانس قارچ

ــه  ــام ب ــت خ ــنگین تر نف ــات س ــول ترکیب ــور معم به ط
بیشــتری  مانــدگاری  دارای  ترکیبــات  ســایر  نســبت 
ایــن  پاییــن  حلالیــت  هســتند.  زیســت  محیــط  در 
ــا  ــث کاهــش دسترســی زیســتی آن ه ــه باع ــات ک ترکیب
می گــردد، نقــش بســیار مهمــی در ایــن زمینــه دارد 
زیســتی  و  شــیمیایی  مختلــف  ســورفکتانت های   .]8[
از طریــق امولســیون نمــودن هیدروکربن هــای نفــت 
خــام، باعــث افزایــش انحلال پذیــری ایــن ترکیبــات 
در محیط هــای آبــی و در نتیجــه، افزایــش دسترســی 
و  ترکیبــات  ایــن  بــه  زنــده  ارگانیســم های  زیســتی 
ــوند ]9[.  ــا می ش ــرف آن ه ــه و مص ــرایط تجزی ــود ش بهب
ســورفکتانت های زیســتی دارای مزایــای بــی شــماری 
ــتند. از  ــیمیایی هس ــورفکتانت های ش ــا س ــه ب در مقایس
مهم تریــن ایــن برتری هــا می تــوان بــه تجزیه پذیــری 
ــم،  ــمیت ک ــت، س ــط زیس ــا محی ــازگاری ب ــتی، س زیس
ــخت  ــرایط س ــب در ش ــت مناس ــالا و فعالی ــت ب انتخابی
ماننــد دمــای بــالا، pH اســیدی و قلیایــی و شــوری اشــاره 

ــود. نم

1. Polycyclic Aromatic Hydrocarbons )PAH(
2. Hyphae
3. Mycoremediation
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ــای چربی دوســت  ــورفکتانت های زیســتی دارای گروه ه س
ــز  ــزای آب گری ــد و اج ــا( پپتی ــن و )ی ــه پروتئی ــوط ب مرب
ــتند و  ــن هس ــی 18 کرب ــا 10 ال ــی ب ــای کربن زنجیره ه
از طــرف دیگــر دارای گروه هــای آب دوســتی هســتند 
کــه توســط اســترها، هیدروکســیل ، فســفات، کربوکســیل 
ــات  ــن ترکیب ــوند. ای ــی ش ــخص م ــدرات مش و کربوهی
ــی  ــه چگال ــی ک ــد میکروب ــکون رش ــاز س ــولاً در ف معم

ــوند ]9[. ــد می ش ــت، تولی ــالا اس ــلولی ب س

تحقیقــات مختلفــی در ســطح ملــی و جهانــی در زمینــه 
تجزیــه ترکیبــات نفــت خــام توســط میکروارگانیســم های 
ــرای  مختلــف انجــام شــده اســت. Zobell و همکارانــش ب
اولیــن بــار متوجــه شــد کــه بســیاری از میکروارگانیســم ها 
توانایــی اســتفاده از هیدروکربن هــا را به عنــوان منبــع 
کربــن و انــرژی دارا هســتند. توانایــی میکروارگانیســم های 
موجــود در خــاک بــرای پاک ســازی هیدروکربن هــای 
ــام  ــات انج ــق تحقیق ــوده و طب ــوع ب ــیار متن ــی بس نفت
شــده قارچ هــای موجــود در خــاک 6 تــا 82% از ترکیبــات 
و   Challian و 11[.   10[ می کننــد  تجزیــه  را  آلاینــده 
ــش گونه هــای قارچــی و مخمــری مختلفــی را از  همکاران
خاک هــای آلــوده جداســازی کردنــد و اعــلام نمودنــد کــه 
فعالیــت قارچ هــای کپکــی در خــاک بیــش از مخمرهــا و 
ــی  ــای خاک ــته ای از قارچ ه ــت. Singh دس ــا اس باکتری ه
ــه نام هــای آســپرژیلوس، سفالوســپوریوم و پنی ســیلیوم  ب
را جداســازی کــرد کــه دارای توانــای تجزیــه بــالای 
ترکیبــات نفتــی بودنــد. در میــان قارچ هــا دو جنــس 
ــود  ــای موج ــن جنس ه ــرلا فراوان تری ــا و مورت تریکودرم
در میــان خاک هــای آلــوده بــه نفــت هســتند و در کنــار 
ــه  ــم ب ــیلیوم ه ــپرژیلوس و پنی س ــس آس ــا دو جن  آن ه
ــی  ــای آب ــم محیط ه ــی و ه ــای خاک ــی از محیط ه فراوان
ــط Balaji و  ــه توس ــی ک ــده اند ]12[. در پژوهش ــدا ش ج
ــه دارای  ــی ک ــای مختلف ــد قارچ ه ــام ش ــش انج همکاران
ــه  ــرون ســلولی جهــت تجزی ــد آنزیم هــای ب ــی تولی توانای
PAHهــای نفتــی را داشــتند، جداســازی شــدند. در ایــن 

ــه          ــه تجزی ــد در زمین ــی توانمن ــه قارچ ــق 21 گون تخقی
ــج  ــف از خلی ــی مختل ــواده  قارچ ــوط 9 خان ــا مرب PAHه

فریبــا  مکزیــک جداســازی شــدند ]13[. همچنیــن، 

محســن زاده و همکارانــش ]14[ و عبدالکریــم چراغــی راد 
و همکارانــش ]15[ در تحقیقــات خــود گونه هــای قارچــی 
متفاوتــی را از مناطــق ریزوســفری گیاهــان رشــد یافته در 

ــد. ــه نفــت جداســازی کردن ــوده ب مناطــق آل

در ایــن تحقیــق ســعی بــر آن بــوده اســت کــه بــا اســتفاده 
از خــاک مناطــق دارای آلودگی هــای قدیمــی کــه تجمــع 
ــر از ســایر مناطــق  ــای ســنگین در آن بالات هیدروکربن ه
آلــوده اســت بتــوان جدایه هــای کپکــی مناســبی را بــرای 
تجزیــه ترکیبــات ســنگین و ســخت تجزیه پذیــر موجــود 
ــلاش  ــز ت ــه نی ــرد. در ادام ــایی ک ــام شناس ــت خ در نف
شــده اســت کــه بــا اســتفاده از ترکیبــات فعــال ســطحی 
ــات  ــتی ترکیب ــه زیس ــزان تجزی ــتی می ــیمیایی و زیس ش
افزایــش داده و علاوه بــر مقایســه عملکــرد  را  نفتــی 
ــال در ســطح را  ــواد فع ــر م ــم، تأثی ــا ه ــات ب ــن ترکیب ای
در تجزیــه انــواع مختلــف ترکیبــات و مشــتقات نفتــی بــا 

هــم مقایســه نمــود.

مواد و روش ها
محل نمونه برداری

بــرای دســت یابی بــه ســویه های کپکــی توانمنــد در 
ــرای  ــی، ب ــنگین نفت ــای س ــه هیدروکربن ه ــه تجزی زمین
ــه  ــی ک ــای نفت ــه لجن ه ــوده ب ــاک آل ــرداری از خ نمونه ب
ــه  ــرار گرفت ــات ق ــن ترکیب ــرض ای ــاد در مع ــدت زی به م
ــدت  ــه به م ــی ک ــاک مناطق ــد. در خ ــتفاده ش ــد، اس بودن
ــد،  ــرار گرفته ان ــی ق ــای نفت ــی در معــرض آلاینده ه طولان
به طــور  کــه  پاییــن  وزن  دارای  هیدروکربن هــای 
ــان  ــرور زم ــه م ــوند، ب ــه می ش ــر تجزی ــول راحت ت معم
ــل  ــود در مح ــف موج ــم های مختل ــط میکروارگانیس توس
آلودگــی تجزیــه شــده و هیدروکربن هــای ســنگین تر 
ــث  ــنگین باع ــای س ــع هیدروکربن ه ــد. تجم باقی مانده ان
می شــود کــه بخــش زیــادی از میکروارگانیســم هایی کــه 
ــر  ــتند دیگ ــور داش ــه حض ــی در منطق ــورت طبیع به ص
ــر  ــه فعالیــت نبــوده و میکروارگانیســم های مقاوم ت ــادر ب ق
و تجزیه کننــده فراوانــی بیشــتری پیــدا کــرده و اکولــوژی 

ــد ]16[. ــر یاب ــط تغیی ــی محی میکروب
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ــم های  ــازی میکروارگانیس ــرای جداس ــل ب ــن دلی به همی
ــای ســنگین، از  ــه هیدروکربن ه ــه تجزی ــد در زمین توانمن
ــان  ــه پازن ــی منطق ــای نفت ــه لجن ه ــوده ب ــای آل خاک ه
ــه  ــه تهی ــن منطق ــف از ای ــه مختل ــد. 5 نمون ــتفاده ش اس
ــاک  ــا cm 10 خ ــق 5 ت ــور از عم ــن منظ ــرای ای ــد. ب ش
میــزان g 100 خــاک بــا بیلچــه ضدعفونــی شــده داخــل 
ظــروف اســتریل ریختــه و نمونه هــا ســریعاً بــه آزمایشــگاه 
انتقــال داده شــد. تــا زمــان جداســازی، نمونه هــا در 
ــای  ــی خاک ه ــدند ]17[. ویژگ ــداری ش ــای C° 4 نگه دم

ــورد اســتفاده در جــدول 1 آورده شــده اســت. م

جدول 1 شرایط محیط های نمونه برداری

شوری )ppt(هدایت الکتریکی )pH)µs/cmشماره خاک
16/86730/36
26/73820/20
37/11860/16
46/76260/34

 محيط كشت و شرایط رشد

ــاک  ــی، g 1 از خ ــویه های کپک ــازی س ــور جداس ــه منظ ب
منطقــه نمونه بــرداری شــده بــه mL 10 ســرم فیزیولوژیــک 
اضافــه و به مــدت h 1 در شــیکر بــا دور rpm 120 مخلــوط 
ــد،  ــای توانمن ــازی جدایه ه ــرای غنی س ــپس، ب ــد. س ش
 mL 1 از مخلــوط به دســت آمــده از مرحلــه قبــل بــه mL

 :)g/L( ــامل ــاس1 ش ــنل ه ــی باش ــه نمک ــط پای 100 محی
K2H�  )1(  ،  KH2PO4)1(  ،CaCl2  )0/02(  ،MgSO4  )0/2(

ــت  ــا g 1 نف ــراه ب 1( ،PO4( NH4NO3 و )FeCl2 )0/05 هم

خــام ســنگین به عنــوان تنهــا منبــع کربــن افــزوده شــد و 
در دمــای C° 28 و دور شــیکر rpm 120 گرمادهــی شــد. 
پــس از رســیدن میــزان جــذب نــوری نمونه  هــا بــه 0/4 در 
ــرروی محیــط  ــه ب طــول مــوج µL ،600 nm 100 از نمون
کشــت ســیب زمینی دکســتروز آگار )PDA( حــاوی آنتــی 
ــد  ــری از رش ــور جلوگی ــه منظ ــایکیلین ب ــک تتراس بیوتی
ــی در  ــس از 5 روز گرماده ــدند و پ ــزوده ش ــا اف باکتری  ه
ــرروی  ــه ب ــد یافت ــی رش ــای کپک ــای C° 28، جدایه ه دم
محیــط PDA خالص ســازی شــدند ]5[. لازم بــه ذکــر 
اســت نمونــه نفــت خــام اســتفاده شــده در ایــن پژوهــش 

ــوده و دارای %44/6  ــاران ب ــت گچس ــاه نف ــه چ ــوط ب مرب
 %1/4 و  رزیــن    %22/9 آروماتیــک،   %32/1 آلیفاتیــک، 

آســفالتن اســت.
نفــت  تجزیه كننــده  كپكــی  جدایه هــای  غربال گــری 

ــام  خ

ــه  ــی ک ــای کپک ــه جدایه ه ــری اولی ــور غربال گ ــه منظ ب
ــا  ــوان تنه ــنگین به عن ــام س ــت خ ــتفاده از نف ــی اس توانای
منبــع کربــن در محیــط مایــع پایه نمکــی را دارند، بررســی 
ــه نمکــی حــاوی نفــت خــام  ــزان رشــد در محیــط پای می
بــه روش ســنجش کیفــی انجــام شــد. جدایه هــای کپکــی 
                                                                                 10 mL 50  حــاوی mL خالــص شــده بــه ارلن هــای
محیــط باشــنل هــاس همــراه بــا 1% گلوکــز و 0/1% درصــد 
                                                                                           28 °C نفــت خــام به عنــوان پیش کشــت اضافــه و در دمــای
و دور شــیکر rpm 120 گرمادهــی شــدند. پــس از رســیدن 
 ،600 nm ــوج ــه 0/6 در طــول م ــا ب ــوری نمونه ه جــذب ن
 rpm 5 در دور min 1 از محیــط پیــش کشــت به مــدت mL

5000 ســانتریفیوژ و ســه بــار به وســیله  ســرم فیزیولوژیــک 
افــزودن ســرم  بــا  نهایــت،  شستشــو داده شــد و در 
ــانیده  ــه رس ــم mL 1 اولی ــه حج ــتریل ب ــک اس فیزیولوژی
شــد. سوسپانســیون ســلولی نهایــی به عنــوان مایــه تلقیــح 
بــه ارلن هــای mL 50  حــاوی mL 9 محیــط پایــه نمکــی 
ــیکر  ــای C° 28 و دور ش ــه و در دم ــام اضاف ــت خ و 1% نف
 OD600 ،120 گرمادهــی شــد. پــس از گذشــت 10 روز rpm

نمونه هــا خوانــده شــد و بهتریــن جدایه هــا براســاس 
میــزان رشــد انتخــاب شــدند ]18[.

بررسی حذف نفت خام توسط جدایه های كپكی

بــه منظــور انتخــاب بهتریــن جدایــه  کپکــی خالص ســازی 
ــه تمــام هیدروکربن هــای نفــت خــام  شــده، میــزان تجزی
ــه منظــور  )TPH(2 توســط ایــن جدایه هــا بررســی شــد. ب

                                                                                                 50 mL تهیــه مایــه تلقیــح جدایه های کپکــی به ارلن هــای
حــاوی mL 10 از محیــط پایــه نمکــی باشــنل هــاس دارای 
ــه و  ــت اضاف ــوان پیش کش ــت به عن ــز و 0/1% نف 1% گلوک
در دمــای C° 28 و دور شــیکر rpm 120 گرمادهــی شــدند.

1. Bushnell Haas
2. Total Petroleum Hydrocarbons
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پــس از رســیدن جــذب نــوری نمونه هــا بــه 0/6 در 
ــت  ــش کش ــط پی ــوج mL ،600 nm 1 از محی ــول م ط
به مــدت min 5 در دور rpm 5000 ســانتریفیوژ و ســه 
ــد و  ــو داده ش ــک شستش ــرم فیزیولوژی ــیله  س ــار به وس ب
 mL ــه حجــم ــک ب ــرم فیزیولوژی ــیله  س ــت، به وس در نهای
 1 mL ــم ــه حج ــح ب ــه تلقی ــد. مای ــانیده ش ــه رس 1 اولی
ــه نمکــی  ــط پای ــای mL 50 دارای mL 9 محی ــه ارلن ه ب
 °C ــای ــه و در دم ــام اضاف ــت خ ــاس و 1% نف ــنل ه باش
28 و دور شــیکر rpm 120 گرمادهــی شــدند. پــس از 
گذشــت 21 روز از گرمادهــی، mL 10 تولوئــن )به عنــوان 
ــدت  ــه و به م ــا اضاف ــام ارلن ه ــه تم ــام( ب ــت خ حــلال نف
min 30 بــرروی شــیکر بــا دور rpm 120 قــرار داده شــد. 

تمــام محتــوای نفــت خــام موجــود در هــر ارلــن توســط 
ــن اســتخراج شــد و میــزان نفــت خــام جــدا شــده  تولوئ
از هــر ارلــن بــه روش وزن ســنجی محاســبه گردیــد ]19[. 
ــاوی  ــن ح ــنجی، تولوئ ــز وزن س ــام آنالی ــور انج ــه منظ ب
نفــت خــام درون ظــروف شیشــه ای خالــی کــه وزن آن هــا 
تعییــن شــده بــود، ریختــه شــد. پــس از گذشــت حــدود 
ــر  ــه ای تبخی ــروف شیش ــود در ظ ــلال موج ــام ح h 6 تم
ــا در  ــود در حلال ه ــی موج ــای نفت ــده و هیدروکربن ه ش
ــل و  ــروف قب ــاوت وزن ظ ــود. تف ــده ب ــرف باقی مان ــه ظ ت
ــن  ــری شــد و ای ــا اندازه گی ــه شــدن حلال ه ــد از اضاف بع
اختــلاف بیانگــر وزن نفــت موجــود در هــر نمونــه بــود. در 
ــت  ــه نف ــزان تجزی ــت یابی به می ــور دس ــه منظ ــت ب نهای
ــده  ــام باقی مان ــت خ ــزان نف ــا، می ــط جدایه ه ــام توس خ
در هــر ارلــن بــا ارلــن شــاهد )فاقــد تلقیــح(، مقایســه شــد 
]20[. علــت اســتفاده از نمونــه شــاهد بــه جــای در نظــر 
گرفتــن مقــدار اضافــه شــده اولیــه بــرای ســنجش میــزان 
حــذف نفــت خــام، کنــار گذاشــتن مقادیــری از ترکیبــات 
فــرار نفــت اســت کــه در طــول مــدت گرمادهــی از محیط 
ــده از  ــت آم ــج به دس ــه نتای ــه ب ــا توج ــده اند. ب ــارج ش خ
ایــن مرحلــه، جدایــه ای کــه می توانســت بیشــترین میــزان 
ــوان  ــد به عن ــه کن ــدت 21 روز تجزی ــام را در م ــت خ نف

ــه  بررســی ها انتخــاب شــد. ــرای ادام ــر ب ــه برت جدای
شناسایی جدایه منتخب

بــه منظــور شناســایی جدایــه  کپکــی منتخــب، در 

و  از روش کشــت روی لام1  اســتفاده  بــا  اول  مرحلــه 
ــک  ــای مورفولوژی ــو، ویژگی ه ــن بل ــول کات ــگ لاکتوفن رن
و میکروســکوپی ایــن جدایــه بررســی شــد و پــس از 
 DNA ژن ITS  آن بــرای شناســایی مولکولــی، قطعــه
ــر  ــیله  دو پرایم ــش PCR و به وس ــط واکن ــی توس ریبوزوم
 ITS4 و   )5́-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3́( ITS1ا 

ــی  ــر و توال ا)TCCTCCGCTTATTGATATGC-3́-5́( تکثی

ــد ]21[.  ــخص ش ــی مش ــه روش توالی یاب ــه ب ــن قطع ای
ــال  ــای اتص ــا دم ــه ب ــورت 30 چرخ ــش PCR به ص واکن
پرایمــر C° 54 انجــام پذیرفــت. نتیجــه  توالی یابــی قطعــه  
ژنــی ITS بــا بانــک اطلاعاتــی CBS مطابقــت داده شــد و 
جنــس و گونــه  جدایــه  مــورد نظــر شناســایی شــد. توالــی 

ــد. ــت گردی ــی NCBI ثب ــک ژن ــگاه بان ــل در پای حاص
بررســی حــذف پيــرن و تتراكــوزان توســط جدایــه  قارچــی 

منتخب

ــک  ــک و آروماتی ــات آلیفاتی ــام از ترکیب ــت خ ــتر نف بیش
چنــد  آروماتیــک  ترکیبــات  اســت.  شــده  تشــکیل 
ــر  ــد زنجی ــک بلن ــات آلیفاتی ــنگین و ترکیب ــه ای س حلق
بــه نســبت ســایر ترکیبــات آروماتیــک و آلیفاتیــک 
ــق،  ــن تحقی ــوند. در ای ــه می ش ــخت تر تجزی ــر و س کمت
از تتراکــوزان به عنــوان مدلــی از آلیفاتیک هــای بلنــد 
ــد  ــی از آروماتیک هــای چن ــوان مدل ــر و پیــرن به عن زنجی
ــزودن  ــور اف ــه منظ ــد. ب ــتفاده ش ــنگین اس ــه ای س حلق
تتراکــوزان و پیــرن بــه ارلن هــای حــاوی محیــط کشــت، 
از پیــرن و تتراکــوزان به ترتیــب در  محلولــی غلیــظ 
اســتون و هگــزان تهیــه و فیلتــر گردیــد و میــزان مناســب 
ــه  ــر ب ــورد نظ ــت م ــاد غلظ ــرای ایج ــا ب ــن محلول ه از ای
ــح  ــورت تلقی ــدت h 24 به ص ــد و به م ــه ش ــا اضاف ارلن ه
نشــده در دمــای C° 28 و دور شــیکر rpm 120 گرمادهــی 
شــدند تــا تمــام حــلال تبخیــر گردیــد ]22[. بــرای تهیــه  
 50 mL پیش کشــت، جدایــه  منتخــب بــه ارلن هــای
حــاوی mL 10 محیــط کشــت باشــنل هــاس حــاوی %1 
گلوکــز و ppm 100 پیــرن یــا ppm 1000 تتراکــوزان 
 rpm 28 و دور °C اضافــه و مشــابه بخــش قبــل در دمــای

ــد. ــی گردی ــیکر گرماده 120 ش

1. Slide Culture
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پــس از رســیدن جــذب نــوری نمونه هــا بــه 0/6 در 
ــت  ــش  کش ــط پی ــوج mL ،600 nm 1 از محی ــول م ط
ســانتریفیوژ   5  min به مــدت  و   5000  rpm دور  در 
فیزیولوژیــک  ســرم  به وســیله   بــار  ســه  و  گردیــد 
شستشــو و بــا ســرم فیزیولــوژی بــه حجــم mL 1 اولیــه 
ــح  ــه تلقی ــوان مای ــی به عن ــول نهای ــده شــد. محل برگردان
بــه ارلن هــای mL 50 حــاوی mL 9 محیــط باشــنل 
هــاس دارای ppm 500 پیــرن یــا 1% تتراکــوزان ) تنهــا 
ــیکر  ــای C° 28 و دور ش ــه و در دم ــن( اضاف ــع کرب مناب
rpm 120 گرمادهــی شــدند. پــس از گذشــت 21 روز از 

ــوزان موجــود  ــرن و تتراک ــوای پی ــی محت ــان گرماده زم
در ارلن هــا توســط mL 10 تولوئــن جداســازی شــد. 
میــزان پیــرن و تتراکــوزان توســط کروماتوگرافــی گازی 
ــد  ــت آوردن درص ــرای به دس ــد و ب ــنجیده ش )GC( س

ــه   ــا نمون ــن ب ــزان پیــرن و تتراکــوزان هــر ارل حــذف می
ــام  ــه تم ــودش ک ــه خ ــوط ب ــح( مرب ــد تلقی ــاهد )فاق ش
شــرایط مشــابه را طــی کــرده بــود، مقایســه گردیــد ]22 

.]23 و 
بــرای   )GC( گازی  كروماتوگرافــی  انجــام  شــرایط 

پيــرن و  تتراكــوزان  ميــزان  ســنجش 

پــس از اســتخراج پیــرن و تتراکــوزان باقی مانــده مربــوط 
ــه  ــه هــر ارلــن توســط تولوئــن، محلــول آلــی نهایــی ب ب
ــه منظــور  ــت و ب ــال یاف ــز انتق ــای شیشــه ای تمی ویال ه
جلوگیــری از تبخیــر در محــل ســرد و خنــک نگهــداری 
ــی گازی  ــتگاه کروماتوگراف ــا به دس ــق نمونه ه ــد. تزری ش
ــه  ــس ب ــن اینوواک ــتون موئی ــه س ــز ب Shimidzu مجه

طــول m 30 و قطــر خارجــی mm 0/25 و قطــر داخلــی 
µm 0/25 انجــام شــد. دمــای اولیــه آون C° 100 بــود و 

ــه دمــای  ــا ســرعت C° 20 در دقیقــه ب پــس از min 1 ب
دمــا  ایــن  در   10/5  min به مــدت  و  رســید   320 °C

                                                              1 mL/min ثابــت مانــد. از گاز هلیــوم بــا خروجــی ثابــت
به عنــوان گاز حامــل اســتفاده شــد. حجــم تزریــق 
ــاز  ــوع آشکارس ــود. ن ــق C° 250 ب ــای تزری µm 1 و دم

دســتگاه، یونیزاســیون شــعله ایFID( 1( بــود. تزریــق 
ــی  ــم منحن ــرای رس ــوزان ب ــتاندارد تتراک ــای اس نمونه ه
ــت.  ــام پذیرف ــابه انج ــرایط مش ــز در ش ــیون نی کالیبراس

ــر 0/25، 0/5، 0/75 و %1  ــا مقادی ــتاندارد ب ــودار اس نم
ــه شــد ]24[. ــوزان تهی ــرای تتراک ب

ــویه  ــط س ــورفکتانت توس ــد س ــزان تولی ــی می ح- بررس
ــن ــترش روغ ــتفاده از روش گس ــا اس ــب ب منتخ

ــویه  ــورفکتانت توســط س ــد س ــی تولی ــور ارزیاب ــه منظ ب
منتخــب، یــک کشــت مناســب از ســویه به صــورت 
ــدت  ــد و به م ــام ش ــین انج ــمت های پیش ــا قس ــابه ب مش
ــیکر  ــای C° 28 و دور ش ــیکر )در دم ــک ش 21 روز در ی
rpm 120( گرمادهــی شــد. پــس از 21 روز، توانایــی ایــن 

ســویه بــرای تولیــد بیوســورفکتانت بــا اســتفاده از روش 
گســترش روغــن مــورد بررســی قــرار گرفــت ]25[. نفــت 
 )20 cm 20( بــه یــک ظــرف بــزرگ )بــا قطــر mL( خــام
حــاوی mL 50 آب مقطــر افــزوده شــد. محتویــات ارلــن 
ــانتریفیوژ  ــب در دور rpm 5000 س ــویه منتخ ــاوی س ح
ــام  ــت خ ــطح نف ــه س ــی ب ــع روی ــد و µm 10 از مای ش
ــه ای  ــورفکتانت هال ــود س ــورت وج ــد. در ص ــه ش اضاف
ــردد ]25[.  ــاد می گ ــام ایج ــت خ ــط نف ــن در وس روش
ــه روشــن در ســطح نفــت خــام در کشــت های  قطــر هال
ــر  ــا mL 10 آب مقط ــد و ب ــری ش ــه اندازه گی ــه گان س

ــد. ــه گردی ــی مقایس ــرل منف ــوان کنت به عن
ــيميایی و  ــورفكتانت های ش ــتفاده از س ــر اس ــی اث بررس

ــازده حــذف زیســتی زیســتی در افزایــش ب

تجزیــه  زمینــه  در  اصلــی  مشــکلات  از  یکــی 
دسترســی  و  حلالیــت  نفتــی،  هیدروکربن هــای 
ــل  ــن دلی ــت. به همی ــات اس ــن ترکیب ــن ای ــتی پایی زیس
اســتفاده از ترکیبــات فعــال ســطحی کــه باعــث افزایــش 
انحلال پذیــری ترکیبــات آبگریــز می شــوند به عنــوان 
ــه  ــن نقیصــه در نظــر گرفت ــع ای ــرای رف ــک راه حــل ب ی
ــود  ــرای بهب ــورفکتانت ب ــل از س ــن دلی ــود. به همی می ش
ــتفاده  ــام اس ــت خ ــه نف ــویه در تجزی ــن س ــی ای کارآی
شــد. به همیــن دلیــل در ایــن تحقیــق بــه مقایســه 
ــورفکتانت  ــن 80 و س ــیمیایی تویی ــورفکتانت ش ــر س اث

زیســتی رامنولیپیــد پرداختــه شــد. 

1. Flame�Ionization Detector
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ــه  ــه تجزی ــوط ب ــت های مرب ــام کش ــه تم ــن مرحل در ای
ــی/ ــوزان 0/2% )وزن ــرن و تتراک ــام، پی ــت خ ــتی نف زیس

حجمــی( توییــن 80 و 0/01% )وزنی/حجمــی( رامنولیپیــد 
)رامنولیپیــد 90% از شــرکت ســیگما آلدریــچ1( به صــورت 
مجــزا اضافــه شــد. غلظــت اســتفاده شــده از رامنولیپیــد 
ــه مقــدار بهینــه ای کــه توســط  ــا توجــه ب و توییــن 80 ب
ــود،  ــده ب ــلام ش ــکاران اع ــکاران و Lai و هم Chen و هم

انتخــاب گردیــد ]26 و 27[. شــرایط ایــن کشــت ها ماننــد 
ــی  ــرایط گرماده ــش کشــت مناســب، ش ــه پی نحــوه تهی
)دمــا و دور شــیکر( و مــدت زمــان تجزیــه کامــلًا مشــابه 

ــود. ــین ب ــت های پیش ــا کش ب

بحث و نتایج
ارزیابــی رشــد جدایه هــای كپكــی در محيــط نمكــی 

ــام ــت خ ــاوی نف ح
پــس از انجــام خالص ســازی، در مجمــوع 43 جدایــه 
ــد. در  ــازی ش ــان جداس ــه پازن ــف از منطق ــی مختل کپک
مرحلــه اول توانایــی ایــن جدایه هــا در مصــرف نفــت 
خــام به عنــوان تنهــا منبــع کربــن و انــرژی ارزیابــی 
ــور  ــه به ط ــف، 24 جدای ــه مختل ــان 40 جدای ــد. از می ش
کلــی نتوانســتند در محیــط پایــه نمکــی کــه نفــت خــام 
به عنــوان تنهــا منبــع کربــن در آن وجــود داشــت، رشــد 
ــه مقــدار بســیار کمــی  ــز ب ــه دیگــر نی کننــد و 11 جدای
قــادر بــه رشــد بودنــد و مقــدار کمــی از نفــت را مصــرف 
کردنــد )کمتــر از 10%(. ایــن دو دســته از جدایه هــا 
ــه  ــی ک ــه  کپک ــا، 8 جدای ــدند. در انته ــته ش ــار گذاش کن
می توانســتند در محیــط پایــه نمکــی حــاوی نفــت خــام 
به عنــوان تنهــا منبــع کربــن به خوبــی رشــد کننــد، بــرای 
ــتند. لازم  ــال هس ــدند. س ــاب ش ــی ها انتخ ــه بررس ادام
ــی  ــی قدیم ــه در مناطــق دارای آلودگ ــر اســت ک ــه ذک ب
هیدروکربن هــای ســنگین موجــود در نفــت خــام بــا 
ــن  ــد و به همی ــع یافته ان ــادی تجم ــال ها متم ــت س گذش
دلیــل ســویه های میکربــی موجــود در ایــن مناطــق بــرای 
ــازگار  ــا س ــته  از هیدروکربن ه ــن دس ــتی ای ــه زیس تجزی
شــده اند. به همیــن دلیــل تحقیقــات بســیاری مبنــی 
ــتی  ــه زیس ــد در تجزی ــویه های توانمن ــازی س ــر جداس Sigma�Aldrich .1ب

ــای  ــق دارای آلودگی ه ــنگین از مناط ــای س هیدروکربن ه
بســیار قدیمــی صــورت گرفتــه اســت ]28[. به طــور 
مثــال در ســال Potin و همکارانــش بــا اســتفاده از خــاک 
دارای آلودگــی قدیمــی اطــراف یــک ایســتگاه اســتخراج 
گاز کــه دارای تجمــع بســیار بالایــی از PAHهــای ســنگین 
بــود، توانســت 21 نــوع قــارچ مختلــف را جداســازی کنــد 
کــه از میــان دو قــارچ فوزاریــوم و کونیوتریــوم دارای 
توانایــی مناســبی در جهــت تجزیــه زیســتی مخلوطــی از                  

ــد ]29[. ــف بودن ــای مختل PAHه

 حذف نفت خام توسط جدایه های قارچی

ــرای  ــر ب ــی برت ــه  کپک ــه جدای ــت یابی ب ــور دس ــه منظ ب
ــه نفــت خــام  ــزان تجزی ــی، می انجــام بررســی های تکمیل
توســط ایــن 8 جدایــه مــورد بررســی قــرار گرفــت. نتایــج 
مربــوط به میــزان تجزیــه نفــت خــام توســط ایــن 8 

ــت.  ــده اس ــدول 2 آورده ش ــه در ج جدای

جــدول 2 میــزان حــذف نفــت خــام توســط جدایه هــای کپکــی 
مختلــف پــس از 21 روز

نام جدایهمیزان حذف نفت خام )%(

45/31F11

46/94F12

52/97F13

47/30F14

49/07F15

39/72F16

43/54F17

45/68F18

 F13  همان طــور کــه در جــدول 2 مشــخص اســت، جدایــه
ــوان بیشــتری  ــه نســبت ســایر جدایه هــا ت ــا 52/97%، ب ب
ــرای  ــل ب ــن دلی ــت و به همی ــام داش ــت خ ــه نف در تجزی
ادامــه آزمایش هــا مــورد اســتفاده قــرار گرفــت. همچنیــن 
ــا 49/07% و %47/30  ــب ب ــای F15 و F14 به ترتی جدایه ه
بعــد از F13 بیشــترین میــزان حــذف را داشــتند و F16 بــا 

39/72%، کمتریــن میــزان حــذف را از خــود نشــان داد.
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همکارانــش  و   Atangana توســط  کــه  پژوهشــی  در 
ــا انجــام شــد، از  ــا توســط قارچ ه ــه PAHه ــرروی تجزی ب
ــه  ــده 8 جدای ــازی ش ــه خالص س ــه اولی ــان 23 جدای می
تهیــه شــده  غیرتجزیه کننــده در کشــت غنی ســازی 
ــن  ــن  حاصــل شــده اســت ]30[. علــت ای روی هیدروکرب
ــا آلودگــی قدیمــی  امــر کــه حتــی در چنیــن مناطقــی ب
ــد،  ــد دارن ــی رش ــده توانای ــای غیرتجزیه کنن ــم جدایه ه ه
ــواع  ــی ان ــی نفت ــط دارای آلودگ ــه در محی ــت ک ــن اس ای
و  مســتقیم  به صــورت  میکروارگانیســم ها  از  مختلفــی 
ــش  ــی نق ــده نفت ــات آلاین ــه ترکیب غیرمســتقیم در تجزی
ــم  ــاص میکروارگانیس ــوع خ ــر ن ــه ه ــا ک ــد و از آن ج دارن
تنهــا توانایــی حــذف تعــداد محــدودی از ترکیبــات نفتــی 
را دارد، وجــود یــک مجموعــه از میکروارگانیســم های 
تجزیه کننــده اثــر بیشــتری دارد ]31[. به طــور مثــال 
حملــه  بــا  نفــت  تجزیه کننــده  میکروارگانیســم های 
ــه ترکیبــات نفتــی و مصــرف آن هــا به عنــوان  مســتقیم ب
ــن  ــار ای ــد. در کن ــت می پردازن ــه فعالی ــذی ب ــع مغ منب

دارنــد  وجــود  میکروارگانیســم ها  از  گــروه، دســته ای 
ــت  ــص نف ــه ناق ــل از تجزی ــطه حاص ــواد واس ــه از م ک
توســط میکروارگانیســم های پیشــین اســتفاده کــرده 
و آن هــارا بــه مــواد ســاده تری تجزیــه می کننــد. در 
ــری  ــروه دیگ ــده، گ ــای تجزیه کنن ــن مجموعه ه ــان ای می
تولیــد  بــا  کــه  دارنــد  وجــود  میکروارگانیســم ها  از 
ــواع مــواد فعــال ســطحی دسترســی  بیوســورفاکتانت و ان
افزایــش  را  تجزیه کننده هــا  و  نفتــی  ترکیبــات  بیــن 

.]32[ می دهنــد 
شناسایی جدایه منتخب

بــه منظــور شناســایی ســویه F13، در مرحلــه اول تصاویــر 
میکروســکوپی مربــوط بــه کشــت روی اســلاید شیشــه ای 
مــورد بررســی قــرار گرفــت )شــکل 1(. بــا توجــه بــا تصویر 
میکروســکوپی حاصــل از کشــت روی اســلاید شیشــه ای، 
ســاختار کلومــلا1 و کندیوســپورهای2 جنــس آســپرژیلوس 

به وضــوح مشــاهده شــد )شــکل 1 ب(.

شــکل 1 الــف- درخــت فیلوژنــی حاصــل بــرای ســویه آســپرژیلوس ســودودفلکتوس F13 بــا اســتفاده از پرایمر هــای ITS، بــا الگوریتــم 
ــتفاده از  ــی X 1000 و اس ــا بزرگ نمای ــب ب ــه  منتخ ــه جدای ــوط ب ــکوپی مرب ــر میکروس ــزار Mega 7، ب( تصوی Neighbor joining نرم اف

رنــگ لاکتوفنــول بلــو

1. Columella
2. Condiospore
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ــی  ــویه، توال ــن س ــی ای ــایی نهای ــرای شناس ــه ب در ادام
ــت داده  ــی CBS مطابق ــک اطلاعات ــا بان ــه  ITS آن ب قطع
ــا  ــه  F13 ب ــباهت 100% جدای ــان دهنده  ش ــه نش ــد ک ش
گونــه  آســپرژیلوس ســودودفلکتوس1 بــود. در نهایــت، 
ــا اســتفاده  ــه جدایــه ی F13 ب درخــت فیلوژنــی مربــوط ب
 Mega 7 نرم افــزار  و   Neighbor joining الگوریتــم  از 
 5.8S rRNA ــی ــی جزئ ــف(. توال ــکل 1 ال ــد )ش ــم ش رس
ــا شــماره دسترســی KY565473 در پایــگاه  ایــن ســویه ب
ــه  ــت ک ــر اس ــه ذک ــد. لازم ب ــت ش ــی NCBI ثب اطلاعات
تــا بــه حــال گزارشــی مبنــی بــر تجزیــه  ترکیبــات نفتــی 

ــت. ــده اس ــزارش نش ــه گ ــط این گون توس
بررســی توانایــی حــذف پيــرن و تتراكــوزان توســط 

ســودودفلكتوس آســپرژیلوس 

بــرای بررســی تــوان ســویه آســپرژیلوس ســودودفلکتوس 
F13 در تجزیــه ترکیبــات ســنگین نفتــی، از پیــرن و 

تتراکــوزان به عنــوان دو هیدروکربــن مــدل به ترتیــب 
ــر )ســنگین(  ــد زنجی ــای بلن ــا و آلیفاتیک ه ــرای PAHه ب
اســتفاده شــد. پیــرن یــک هیدروکربــن آروماتیــک ســمی 
بــا خــواص جهش زایــی و ســرطان زایی بــوده کــه در 
ــتی  ــی زیس ــت و دسترس ــول اس ــی نامحل ــای آب محیط ه
ــان  ــدت  زم ــت، م ــن عل ــی دارد و به همی ــدت پایین به ش
ــلامت  ــرای س ــده و ب ــوده باقی مان ــه آل ــادی در منطق زی
ــت  ــر اس ــیار مض ــاکن در آن بس ــداران س ــط و جان محی
ــوده کــه ســمیت  ]3[. تتراکــوزان هیدروکربنــی خطــی ب
ــه  ــد حلق ــات آروماتیــک چن ــه نســبت ترکی ــری ب پایین ت
ماننــد پیــرن دارد، امــا به دلیــل داشــتن زنجیــره کربنــی 
ــری و دسترســی  ــن( انحلال پذی ــم کرب بلنــد )24 عــدد ات
ــه  ــی دارد ک ــای آب ــی در محیط ه ــیار پایین ــتی بس زیس
ــط  ــب در محی ــن ترکی ــدت ای ــی م ــور طولان ــث حض باع
شــده کــه ممکــن اســت باعــث تغییــر دراکولــوژی 
ــذف  ــزان ح ــردد ]1[. می ــی گ ــط آلودگ ــی محی میکروب
پیــرن و تتراکــوزان توســط آســپرژیلوس ســودودفلکتوس 
ــت  ــه نف ــزان تجزی ــا می F13 در جــدول 3 آورده اســت. ب

ــج خروجــی  ــن نتای خــام مقایســه شــده اســت و همچنی
ــان  ــکل 2 نش ــوزان در ش ــرن و تتراک ــل از GC پی حاص
Aspergillus Pseudodeflectus .1داده شــده اســت. بــا توجــه بــه جــدول 3، میــزان تجزیــه 

پیــرن بــا 47/06% در مقایســه بــا تتراکــوزان و نفــت 
ــر 58/73% و  خــام در شــرایط مشــابه، کــه به ترتیــب براب

ــت. ــری اس ــدار کمت ــت، مق 52/97% اس

جــدول 3 میــزان تجزیــه آلاینده هــای مختلــف در طــول 21 روز 
F13 توسط آســپرژیلوس ســودودفلکتوس

نوع منبع کربن )آلاینده( موجود در محیط میزان حذف )%(
نفت خام52/97
پیرن47/06
تتراکوزان58/73

ــن  ــده در ای ــتفاده ش ــام اس ــت خ ــوزان و نف ــدار تتراک مق
ــن  ــا ای ــت. ب ــوده اس ــتر ب ــرن بیش ــر از پی ــت 20 براب تس
ــدت 21 روز  ــوزان در م ــتری از تتراک ــدار بیش ــود، مق وج
ــده ی  ــان کنن ــن اســت بی ــه ممک ــده اســت ک ــه ش تجزی
ــا دسترســی  ــودن ی ــر ب ــر، ســخت تجزیه پذی ســمیت بالات
ــد.  ــوزان باش ــا تتراک ــه ب ــرن در مقایس ــر پی زیســتی کمت
همیــن  در  دیگــری  آزمایش هــای  ایــن،  علاوه بــر 
آزمایشــگاه انجــام شــده اســت کــه نشــان می دهــد درصــد 
 500 ppm تجزیــه زیســتی پیــرن در غلظت هــای بیشــتر از
ــی،  ــای قبل ــاس پژوهش ه ــد. براس ــت می کن ــدت اف به ش
می تــوان گفــت کــه در شــرایط یکســان اختــلاف زیــادی 
ــه ای و  ــد حلق ــای چن ــتی آروماتیک ه ــه  زیس ــن تجزی بی
آلیفاتیک هــا وجــود دارد ]33[، ولــی به ســبب آنکــه 
ســویه آســپرژیلوس ســودودفلکتوس F13 از منطقــه ای بــا 
ــد و  ــرای رش ــده  ب ــدا ش ــنگین ج ــی س ــای نفت آلودگی ه
فعالیــت در حضــور این گونــه ترکیبــات ســازگاری خوبــی 
ــی از  ــای آلودگ ــازی محل ه ــت. پاک س ــرده اس ــده ک پی
ــرن در  ــد پی ــه ای مانن ــد حلق ــک چن ــات آروماتی ترکیب
ــه مراتــب  ــا آلیفاتیک هایــی نظیــر تتراکــوزان ب مقایســه ب
ــلام El�Alawi و  ــق اع ــت. طب ــخت تر اس ــاس تر و س حس
ــزو  ــرن و بن ــد، پی ــر ش ــه منتش ــه ای ک ــکاران در مقال هم
پیــرن به عنــوان PAH هــای دارای حلالیــت بســیار پاییــن 
ــدند  ــی ش ــر معرف ــخت تجزیه پذی ــیار س ــه بس و در نتیج

.]34[
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شــکل 2 نمــودار خروجــی GC مربــوط بــه حــذف پیــرن وتتراکــوزان توســز ســویه آســپرژیلوس ســودودفلکتوس F13 الــف( میــزان پیــرن 
موجــود در نمونــه شــاهد و نمونــه تلقیــح شــده، ب( میــزان تتراکــوزان موجــود در نمونــه شــاهد و نمونــه تلقیــح شــده
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ــرن را  ــرن و فنانت ــه پی ــزان تجزی ــکاران می Diana و هم

در غلظــت ppm 50 و مــدت 7 روز توســط 5 ســویه 
ــلام  ــرده و اع ــه ک ــی مقایس ــی و باکتریای ــف قارچ مختل
ــومFPyF3 1 بیشــترین  ــد کــه ســویه  کپکــی فوزاری نمودن
ــه  ــد حلق ــک چن ــات آروماتی ــه ترکیب ــی را در تجزی توانای
ــر  ــرن بســیار کمت ــه نســبت فنانت ــرن ب ــه پی دارد و تجزی
اســت ]5[. علاوه بــر ایــن، Dede و همــکاران در تحقیقــی 
ــک  ــط ی ــک  توس ــات آلیفاتی ــه ترکیب ــی تجزی ــه بررس ب
ــات  ــه ترکیب ــد ک ــان کردن ــد و بی ــی پرداختن ــویه  کپک س
ــام  ــت خ ــات نف ــایر ترکیب ــا س ــه ب ــک  در مقایس آلیفاتی
ــه  ــی ک ــوند و آن های ــه می ش ــریع تر تجزی ــر و س راحت ت
ــورت 100% در  ــتند به ص ــن هس ــر از 10 کرب دارای کمت
ــرای  ــزان ب ــن می ــوند. ای ــه می ش ــد تجزی 5 روز اول فرآین
 30 گذشــت  از  بعــد  خــام  نفــت  آلیفاتیک هــای  کل 
ــورد  ــی در م ــت ول ــدود 90% اس ــه ح ــاز تجزی روز از آغ

آلیفاتیک هــای بــا طــول زنجیــر 20 کربــن بــه بــالا تنهــا 
ــوان  ــب نشــان دهنده  ت ــن مطال ــه 50% می رســد ]4[. ای ب
بــالای آســپرژیلوس ســودودفلکتوس در تجزیــه مشــتقات 
ســنگین نفــت خــام ماننــد پیــرن )PAH ســنگین( و 

ــت.    ــر( اس ــد زنجی ــک بلن ــوزان )آلیفاتی تتراک
ميزان توليد سورفكتانت توسط آسپرژیلوس سودودفلكتوس 

F13

بررســی هالــه روشــن ایجــاد شــده روی ســطح نفــت خــام 
 )2/3 cm( F13ا  آســپرژیلوس ســودودفلکتوس  توســط 
ــه روشــن ایجــاد شــده روی  ــا میــزان هال و مقایســه آن ب
ــان  ــر )cm 1/1( نش ــط آب مقط ــام توس ــت خ ــطح نف س
ــد ســورفکتانت  ــی مناســبی در تولی ــه ســویه توانای داد ک

ــدارد. ن

1. Fusarium
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به همیــن دلیــل می تــوان نتیجــه گرفــت کــه ســویه 
ــی کــه دارای حلالیــت  ــه ترکیبات مــورد بررســی در تجزی
ــوان  ــس می ت ــت. پ ــکل اس ــتند دارای مش ــری هس کمت
بــا اســتفاده از یــک ترکیــب ســورفکتانت و افزایــش 
را در  ایــن ترکیبــات، کارآیــی ســویه  انحلال پذیــری 

ــید. ــود بخش ــام بهب ــت خ ــذف نف ح
مقایســه اثــر تویيــن 80 و رامنوليپيــد در افزایــش تجزیــه 

زیســتی 

ترکیبــات فعــال ســطحی بــا کاهــش انــرژی آزاد انحــلال 
انحلال پذیــری  افزایــش  ترکیبــات آب گریــز، موجــب 
ــش  ــوند. افزای ــی می ش ــای آب ــات در محیط ه ــن ترکیب ای
دارای  ترکیبــات  زیســتی  دسترســی  انحلال پذیــری، 
ــش داده  ــرای میکروارگانیســم ها افزای ــن را ب انحــلال پایی
و باعــث بهتــر شــدن فرآینــد تجزیــه می گــردد ]26[. در 
ــن 80 و  ــیمیایی تویی ــورفکتانت ش ــر س ــش اث ــن پژوه ای
ســورفکتانت زیســتی رامنولیپیــد بــا توجــه بــه تحقیقــات 
ســایر محققــان ]26 و 27[ در تجزیــه زیســتی نفــت خــام، 
ــت.  ــه اس ــرار گرفت ــه ق ــورد مقایس ــوزان م ــرن و تتراک پی
ــط  ــوزان توس ــرن و تتراک ــام ، پی ــت خ ــه نف ــدار تجزی مق
ــزان %0/2  ــن 80 )به می ــور تویی ــب در حض ــه منتخ جدای
ــی/ ــزان 0/01% وزن ــد )به می ــی( و رامنولیپی ــی/ حجم وزن

حجمــی( در جــدول 4 آورده شــده اســت. همچنیــن، 
نمــودار خروجــی GC مربــوط بــه تســت های ایــن بخــش 

جــدول 4 میــزان حــذف زیســتی نفــت خــام، پیــرن و تتراکــوزان توســط آســپرژیلوس ســودودفلکتوس F13 در حضــور و عــدم حضــور 
ســورفکتانت

نوع سورفکتانتنوع منبع کربن )آلاینده( موجود در محیطمیزان حذف )%(
نفت خام52/97

بدون سورفکتانت پیرن47/06
تتراکوزان58/73
نفت خام64/89

تویین 80 پیرن57/39
تتراکوزان70/78
نفت خام68/86

رامنولیپید پیرن60/31
تتراکوزان75/24

در شــکل 3 نشــان داده شــده اســت. بــا توجه بــه جدول 4 
تأثیــر مثبــت ترکیبــات فعــال ســطحی در تجزیــه زیســتی 
هیدروکربن هــای نفتــی مشــخص اســت. رامنولیپیــد 
ــن  ــه تویی ــورفکتانت زیســتی نســبت ب ــک س ــوان ی به عن
ــری  ــر مثبت ت ــر )1:20( تأثی ــیار کمت ــر بس 80 در مقادی
ــوده و  ــتی ب ــه زیس ــد دارای پای ــت. رامنولیپی ــته اس داش
ــون  ــا کن ــر اســت و ت به همیــن دلیــل زیســت تخریب پذی
هیچ گونــه آلودگــی ثانویــه و ســمیت خاصــی در مــورد آن 
گــزارش نشــده اســت و در مقابــل آن توییــن 80 به عنــوان 
ــدی  ــاختاری لیپی ــیمیایی دارای س ــورفکتانت ش ــک س ی
ــه  ــده تجزی ــتفاده ش ــویه اس ــط س ــط توس ــوده و توس ب
نمی شــود. اســتفاده از توییــن 80 باعــث شــد کــه میــزان 
ــر اولیــه  ــه نفــت خــام، پیــرن و تتراکــوزان از مقادی تجزی
ــر 64/89،  ــه مقادی ــب ب 52/97، 47/06 و 58/73% به ترتی
ــتفاده  ــا اس ــع ب ــد. در واق ــش یاب 57/39 و 70/78% افزای
از توییــن 80 کارآیــی فرآینــد تجزیــه زیســتی ایــن ســه 
مــاده توســط آســپرژیلوس ســودودفلکتوس در حــدود 20 
تــا 30% افزایــش می یابــد. در مقابــل، رامنولیپیــد میــزان 
تجزیــه زیســتی نفــت خــام، پیــرن و تتزاکــوزان را حــدود 
ــده  ــری ش ــدار اندازه گی ــش داده و مق ــا 35% افزای 25 ت
به ترتیــب بــرای نفــت خــام، پیــرن و تتراکــوزان  68/86، 
60/31 و 75/24% اســت. ایــن نتایــج نشــان دهنده  تأثیــر 
بــالای رامنولیپیــد در افزایــش تجزیــه زیســتی، آن هــم در 

ــر کمتــر از توییــن 80 اســت. ــر 20 براب مقادی
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ــوزان توســط ســویه آســپرژیلوس ســودودفلکتوس F13 در  ــرن و تتراک ــه حــذف پی ــوط ب ــکل 3 شــکل 2 نمــودار خروجــی GC مرب ش
ــن 80 و  ــا تویی ــراه ب ــده هم ــح ش ــای تلقی ــاهد و نمونه ه ــه ش ــود در نمون ــرن موج ــزان پی ــف( می ــد ال ــن 80 و رامنولیپی ــور تویی حض

ــد ــن 80 و رامنولیپی ــا تویی ــراه ب ــده هم ــح ش ــای تلقی ــاهد و نمونه ه ــه ش ــود در نمون ــوزان موج ــزان تتراک ــد، ب( می رامنولیپی
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نمونه تتراکوزان همراه با 
تویین 80

Lai و همــکاران در تحقیــق خــود کــه انجــام دادنــد 

ــد،  ــتی رامنولیپی ــورفکتانت زیس ــر دو س ــی اث ــه بررس ب
ســورفاکتین و دو ســورفکتانت شــیمیایی توییــن 80 
و تریتــون ایکــس 100 )مقادیــر تمامــی آن هــا برابــر 
ــام  ــت خ ــتی نف ــه زیس ــی( در تجزی ــی/ حجم 0/2% وزن
ــن  ــدام از ای ــر ک ــد ه ــان کردن ــد و بی ــاک پرداختن از خ
مــواد ترکیبــات میــزان تجزیــه را به ترتیــب 23، 14، 
ــدار  ــترین مق ــد بیش ــه رامنولیپی ــش داده ک 6 و 4% افزای
ــری،  ــه دیگ ــان داد ]27[. در مطالع ــت را نش ــر مثب تغیی
Chen و همــکاران تأثیــر اســتفاده از رامنولیپیــد را در 

محیــط شبیه ســازی شــده دریایــی )مقــدار %0/02( 
را بررســی نمودنــد و اعــلام داشــتند کــه رامنولیپیــد 
ــد.  ــش می ده ــام را 5/63% افزای ــت خ ــه نف ــزان تجزی می
نکتــه دیگــری کــه می تــوان از ایــن نتایــج متوجــه شــد، 

اثــر بیشــتر ترکیبــات فعــال ســطحی در تجزیــه ترکیبــات 
ــواد  ــر م ــت. تأثی ــا اس ــبت آروماتیک ه ــه نس ــک ب آلیفاتی
فعــال ســطحی را در تجزیــه ترکیبــات مختلــف بــا 
ــورت                                                                                   ــوان به ص ــده می ت ــت آم ــج به دس ــه نتای ــه ب توج
و   Chen داد.  نشــان   PAHs Crude Oils < n�alkanesا˂ 

همکارانــش همچنیــن در مقالــه خــود، اعــلام کــرده 
بــرروی  رامنولیپیــد  از  اســتفاده  تأثیــر  کــه  بودنــد 
به صــورت  خــام  نفــت  در  موجــود  هیدروکربن هــای 
PAHs ˃ا biomarkers ˃ا n�alkans اســت ]34[ کــه بــا 

ــی دارد.  ــن پژوهــش هم خوان ــده در ای ــج به دســت آم نتای

نتيجه گيری

در ایــن تحقیق، جدایه  قارچی آســپرژیلوس ســودوفلکتوس 
F13 از منطقــه   نفتی پازنان جداســازی شــد.
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ایــن جدایــه  توانســت 1% تتراکــوزان )آلیفاتیــک ســنگین 
C24( و ppm 500 پیــرن )آروماتیــک چهــار حلقه هــا ی 

 %51/42 و   58/84 به میــزان  به ترتیــب  را  ســنگین( 
حــذف کنــد. عملکــرد ایــن جدایــه نشــان از تــوان بــالای 
ــرای اســتفاده در پاک ســازی زیســتی مناطقــی کــه  آن ب
ــای  ــا هیدروکربن ه ــی ب ــیار قدیم ــای بس دارای آلودگی ه
ــن تحقیــق  ســنگین هســتند، دارد. از طــرف دیگــر در ای
اثــر مناســب ســورفکتانت ها و به خصــوص بیوســورفکتانت 

رامنولیپیــد در تجزیــه زیســتی هیدروکربن هــای ســنگین 
ــت  ــد در غلظ ــد رامنولیپی ــان داده ش ــد و نش ــی ش بررس
بســیار پاییــن، می توانــد میــزان تجزیــه پیــرن، نفــت خــام 
و تتراکــوزان را به ترتیــب حــدود 25، 30 و 35% افزایــش 
ــد  ــه می توان ــن مطالع ــده در ای ــت آم ــج به دس ــد. نتای ده
ــای  ــه هیدروکربن ه ــوده ب ــق آل ــی مناط ــت پالای در زیس

نفتــی کمــک کننــد.
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