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بهینه‌سازی زیست پالایی نفت خام توسط باکتری 
Alcanivorax dieselolei در محیط آبی با 

استفاده از روش تاگوچی

چكيده
وارد شــدن نفــت و پســاب‌های نفتــی بــه دریاهــا آســیب‌های جــدی بــه حیــات آبزیــان وارد می‌کنــد. عــاوه بــر آن ایــن ترکیبــات در 
بافت‌هــای بــدن آبزیــان تجمــع یافتــه و ســامت انســان‌ها را تهدیــد مــی کننــد، در نتیجــه توســعه روش‌هــای کارآمــد جهــت تصفیــه 
ایــن مــواد حائــز اهمیــت اســت. در ایــن پژوهــش بــرای ارزیابــی کارایــی فرآینــد پاکســازی زیســتی، از رســوبات و آب مناطــق مختلــف 
ــه کننــده  ــرداری و پــس از غنی‌ســازی، کارآمدتریــن باکتــری تجزی ــارس در مجــاورت شــهر بنــدر عبــاس نمونه‌ب در ســواحل خلیــج ف
نفــت خــام جداســازی، خالــص و توســط روش‌هــای مولکولــی )S rDNA 16( و بیوشــیمیایی شناســایی شــد. بــه منظــور تعییــن شــرایط 
بهینــه تجزیه‌زیســتی نفــت خــام توســط ســویه جداســازی شــده فاکتورهــای pH، دمــا، تعــداد باکتــری تلقیــح شــده، غلظــت NH4Cl و 
L16 (4 )پنــج فاکتــور هــر کــدام در چهــار ســطح( بهینه‌ســازی 

K2HPO4 بــا اســتفاده از طراحــی آزمایــش بــه روش تاگوچــی بــا آرایــه )5

شــدند. ســویه خالــص شــده در ایــن مطالعــه TA1 نام‌گــذاری و بــر اســاس آنالیــز مولکولــی 99% بــه Alcanivorax dieselolei شــباهت 
،pH=9 .و دمــا تاثیــر گذارتریــن فاکتورهــا در تجزیــه زیســتی نفــت خــام بودنــد pH نشــان داد. از میــان فاکتورهــای بهینــه شــده

C° 35 = دمــا، )ا1 g/L( NH4Cl، )ا0/25 g/L( K2HPO4 و 0/1= مایــه تلقیــح )OD600nm( بــه عنــوان شــرایط بهینــه در نظــر گرفتــه شــد. 

تحــت ایــن شــرایط بیــش از 80% نفــت خــام تجزیــه گردیــد. بــا توجــه بــه تــوان بــالای ســویه خالــص شــده در تجزیــه نفــت خــام و 
تعییــن شــرایط بهینــه تجزیــه زیســتی، نتایــج ایــن مطالعــه مــی توانــد در زیســت‌پالایی مناطــق آلــوده بــه ترکیبــات نفتــی در منطقــه 

اســتفاده شــود.
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مقدمه

                                                                              2250 km کشــور ایــران دارای مناطــق وســیع نفت‌خیــز و
ــان  ــای عم ــارس و دری ــج ف ــاحلی در طــول خلی خــط س

کــه  محیطــی  زیســت  مشــکلات  عمــده  می‌باشــد. 
بــا  ایــران وجــود دارد مرتبــط  در ســواحل جنوبــی 
ــت  ــک ســنگین نف ــن ترافی ــت و گاز و همچنی ــع نف صنای
ــه  ــی ب ــات نفت ــدن ترکیب ــد ]1[. وارد ش ــا می‌باش کش‌ه
محیط‌زیســت بــه صــورت مــداوم توســط اکتشــاف، 
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تولیــد، تصفیــه، حمــل و نقــل و ذخیره‌ســازی روی 
ــد ]2[.  ــد می‌کن ــم‌ها را تهدی ــات ارگانیس ــد و حی می‌ده
ــر آنکــه اکوسیســتم دریایــی از ترکیبــات ســمی  عــاوه ب
کــه در نفــت وجــود دارد تاثیــر می‌پذیــرد، ایــن ترکیبــات 
ــان انباشــته شــده و ســامت انســان‌ها  در بافت‌هــای آبزی
ــد می‌کننــد ]3[. اســتفاده از روش‌هــای فیزیکــی  را تهدی
ــرل  ــرای کنت ــا ب ــکیمرها و جاذب‌ه ــا، اس ــل بوم‌ه از قبی
لکه‌هــای نفتــی در دریــا عمــاً بــالای 10 تــا %15 
ــورفکتانت‌های  ــتفاده از س ــن اس ــد. همچنی ــی ندارن کارای
شــیمیایی بــه دلیــل اثــرات ســمی بــر روی ارگانیســم‌ها، 
در  می‌باشــند.  زیســت‌محیطی  مخــرب  اثــرات  دارای 
مقایســه بــا ایــن روش‌هــا زیســت‌پالایی از کارایــی بالاتــر 
و هزینــه هــای کمتــر برخــوردار می‌باشــد، در عیــن حــال 
ــت‌پالایی  ــد ]4 و 5[. زیس ــاد نمی‌کن ــه ایج ــی ثانوی آلودگ
فرآینــدی بســیار پیچیــده اســت و موفقیــت آن وابســته به 
وجــود میکروارگانیســم‌های کارآمــد در شــرایط محیطــی 
ــه  ــل تجزی ــا شــاخص‌ترین عوام مناســب اســت. باکتری‌ه
هیدروکربن‌هــا در محیــط هســتند. جنس‌هــای مختلفــی 
از باکتری‌هــا قــادر بــه تجزیــه ترکیبــات نفتــی می‌باشــند 
                                                                    ،]6[  Acinetobacter sp. بــه  می‌تــوان  آنهــا  از  کــه 

 ]8[ Geobacillus sp.  ،]7[ .Rhodococcus sp.
 ]10[  Pseudomonas sp. و   ]9[  .Mycobacterium sp.
اشــاره کــرد. همچنیــن تاکنــون ســویه‌های مختلفــی 
بــا قابلیــت تجزیــه ترکیبــات نفتــی از خلیج‌فــارس 
جداســازی و شناســایی شــده اســت کــه از آنهــا می‌تــوان 
 Pseudomonas،]11[  Alcaligenes denitrificans بــه 

،]13[  Alcanivorax dieselolei  ،]12[  aeruginosa

 Marinobacter hydrocarbonoclasticus، Pseudidiomarina 
ــود.  ــاره نم sediminum و .Marinobacter sp ]14 و 15[ اش

ــن در  ــده هیدروکرب ــه کنن ــای تجزی ــش باکتری‌ه پراکن
ــه  ــه وجــود هیدروکربن‌هــا می‌باشــد، ب محیــط وابســته ب
عبــارت دیگــر محیط‌هایــی کــه تحــت تاثیــر آلودگی‌هــای 
مزمــن نفتــی هســتند، دارای تعــداد بیشــتر باکتری‌هــای 
تجزیــه کننــده نســبت بــه دیگــر مناطــق می‌باشــند ]16[ 
ــوان  ــا ت ــویه‌هایی ب ــوان س ــالاً بت ــق احتم ــن مناط و در ای
ــا  ــود. ب ــازی نم ــی را جداس ــات نفت ــه ترکیب ــالای تجزی ب

توجــه بــه آنکــه ســویه‌های باکتریایــی کــه در خلیــج فــارس 
وجــود دارنــد بــه صــورت مــداوم در معــرض ترکیبــات نفتــی 
ــه صــورت طبیعــی از  ــه صــورت طبیعــی )نشــت نفــت ب ب
چشــمه هــای موجــود در بســتر خلیــج فــارس( و مصنوعــی 
ــتند،  ــگاهی( هس ــای پالایش ــی و آلاینده‌ه ــای نفت )ریزش‌ه
احتمــال خالص‌ســازی ســویه‌هایی بــا کارایــی بــالا در ایــن 
مناطــق بــالا اســت. در مناطــق آلــوده بــه هیدروکربن‌هــای 
ــوع  نفتــی عوامــل محیطــی و بیولوژیکــی ماننــد شــوری، ن
 pH ،ــذی ــواد مغ ــزان م ــی، می ــه میکروب ــام، گون ــت خ نف
محیــط، میــزان اکســیژن و غیــره نقــش مهمــی در تجزیــه 
زیســتی دارنــد ]2 و 17[. روش‌هــای ســنتی تعییــن 
ــان،  ــور در هــر زم ــک فاکت ــد روش ی ــه مانن شــرایط بهین
ــالا هســتند. همچنیــن  ــه ب نیازمنــد صــرف وقــت و هزین
ایــن روش‌هــا در مــورد تاثیــر هم‌زمــان عوامــل بــر 
ــداد  ــولا تع ــد. معم ــا نمی‌دهن ــه م ــی ب ــر اطلاعات یکدیگ
آزمایش‌هــا بــرای طراحــی کامــل بــه حــدی زیــاد اســت 
کــه از نظــر اقتصــادی امــکان بررســی همــه آنهــا وجــود 
نــدارد. لــذا نیــاز بــه نوعــی طراحــی آزمایــش اســت کــه 
ــاری  ــای آم ــا کمــک روش‌ه ــه صــورت هوشــمندانه و ب ب
ــردد،  ــل حــذف گ ــای طراحــی کام ــدادی از آزمایش‌ه تع
یــا بــه عبــارت دیگــر بــرای دســتیابی بــه نتیجــه دلخــواه 
راه  گیــرد.  انجــام  آزمایش‌هــا  کل  از  کســری  تنهــا 
ــی  ــتفاده از طراح ــن کار اس ــام ای ــرای انج ــی ب حــل علم
آزمایــش کســری اســت. بــا اســتفاده از روش‌هــای آمــاری 
ــف را  ــای مختل ــوان فاکتوره ــی می‌ت ــد روش تاگوچ مانن
ــل  ــی قاب ــای کم ــه و داده‌ه ــان مطالع ــورت همزم ــه ص ب
ــه دســت  ــر ب ــا انجــام آزمایش‌هــای کمت ملاحظــه‌ای را ب
آوریــم ]14[. بــا توجــه بــه آنکــه لازمه رســیدن بــه کارایی 
ــالا در تجزیه‌زیســتی جداســازی باکتری‌هــای کارآمــد و  ب
همچنیــن تعییــن شــرایط بهینــه عملکــرد آنهــا می‌باشــد 
باکتری‌هــای  غنی‌ســازی  از  پــس  پژوهــش  ایــن  در 
ــواحل  ــارس )س ــج ف ــام در خلی ــت خ ــده نف ــه کنن تجزی
ــده  ــه کنن ــری تجزی ــن باکت ــاس( کارآمدتری شــهر بندرعب
نفــت خــام جداســازی، خالــص و توســط روش‌هــای 
ــه  ــن ب ــد. همچنی ــایی ش ــیمیایی شناس ــی و بیوش مولکول
منظــور تعییــن شــرایط بهنیــه تجزیــه نفــت خــام توســط
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سویه خالص شده از روش تاگوچی استفاده شد.

روش کار
جداسازی باکتری‌های تجزیه کننده نفت خام

شــن و ماســه ســاحلی بــه همــراه آب دریــا از قســمت‌های 
مختلــف ســواحل شــهر بندرعباس بــه صــورت تصادفی در 
بطری‌هــای اســتریل نمونه‌بــرداری و تــا زمــان انتقــال بــه 
آزمایشــگاه در دمــای C° 4 نگــه‌داری شــد. در آزمایشــگاه 
ــن  ــه ارل ــرداری شــده ب در حــدود g 5 از رســوبات نمونه‌ب
ــه  ــت پای ــط کش ــاوی cc 50 محی ــیار دار cc 250 ح ش
ــراه %1  ــه هم ــی )mineral salts medium) (MSM( ب نمک
نفــت خــام بــه عنــوان تنهــا منبــع کربــن و انــرژی اضافــه 
                                                                                         ،35 °C گردیــد. ارلن‌ها ســپس در شــیکر انکوباتور )دمــای
کشــت  محیــط  شــدند.  گرماگــذاری   )140  rpm

هیــدروژن  پتاســیم  دی   0/5  g حــاوی  نمکــی  پایــه 
ســولفات   0/01  g آمونیــم،  کلریــد   1  g فســفات، 
 cc ــرو در ــر میک ــول عناص ــن cc 1 محل ــن و همچنی آه
1000 آب دریــا )3%( بــود. محلــول عناصــر میکــرو 
شــامل mg 70 کلریــد روي، mg 100 کلریــد منگنــز،                                                                                          
                              20 mg ،100 کلریــد نیــکل mg ،200 کلریــد کبالــت mg

                                               26 mg ،50 مولیبــدات ســدیم mg ، II کلریــد مــس
 30  mg ســدیم،  وانــادات   10  mg ســدیم،  ســلنیت 
                                                                                 1000 cc 1 اســید کلریدریــک 25% و cc ،ولفرامات ســدیم
آب مقطــر بــود ]18[. محیط‌هــای کشــت در دمــای 
C°121 بــه مــدت min 15 اتــوکلاو شــدند. پــس از رشــد 

باکتری‌هــا در محیــط پایــه معدنــی مجــدد مقــداری 
ــط  ــاوی محی ــن ح ــه ارل ــته و ب ــت برداش ــط کش از محی
کشــت پایــه معدنــی جدیــدی مشــابه ترکیــب ذکــر شــده 
در بــالا اضافــه و ایــن فرآینــد چندیــن مرتبــه تکــرار شــد 
ــان  ــید(. در پای ــول کش ــاه ط ــازی 3 م ــه غنی‌س )مرحل
ــت  ــده نف ــه کنن ــای تجزی ــازی باکتری‌ه ــه غنی‌س مرحل
خــام، μl 100 از محیــط کشــت برداشــته و بــر روی 
ــا آب  ــده ب ــاخته ش ــت آگار )س ــاوی نوترین ــای ح پلیت‌ه
ــای 3%( پــس از تهیــه رقت‌هــای ســریال جداســازی  دری
و خالــص شــدند. ســویه‌های جداســازی شــده مجــدد بــه 
ارلن‌هــای حــاوی محیــط کشــت پایــه معدنــی بــه همــراه 

نفــت خــام )1%( بــه عنــوان تنهــا منبــع کربــن تلقیــح و از 
میــان آنهــا ســویه‌ای که کارایــی بالاتــری را نشــان داد جهت 
تعییــن شــرایط بهینــه تجزیــه نفــت خــام انتخــاب گردیــد. 

شناسایی سویه جداسازی شده

تســت‌های  از  اســتفاده  بــا  شــده  ســویه جداســازی 
ــد.  ــایی ش ــی شناس ــیمیایی و مولکول ــک، بیوش مورفولوژی
تســت‌های بیوشــیمیایی از قبیــل اکســیداز، کاتــالاز، 
نیتریفیکاســیون، دنیتریفیکاســیون، تولید بیوســورفکتانت، 
هیدرولیــز قندهــا، رشــد در شــرایط غلظت‌هــای مختلــف 
نمــک انجــام گرفــت. شناســایی مولکولــی ســویه خالــص 
ــام  ــی S rDNA 16 انج ــن توال ــتفاده از تعیی ــا اس ــده ب ش
محیــط  در  شــده  خالــص  ســویه  ابتــدا  در  گرفــت. 
نوترینــت آگار کشــت داده شــد. اســتخراج DNA ژنومــی 
ــول  ــت high pure PCR product محص ــتفاده از کی ــا اس ب
شــرکت Roche آلمــان صــورت گرفــت. بــه منظــور 
ــوص  ــزان خل ــي مي ــز بررس ــت DNA و ني ــن غلظ تعيي
 280 μm در دو طــول مــوج 260 و DNA آن، جــذب
 16 S rDNA اندازه‌گيــري شــد. بــه منظــور تکثیــر توالــی
 27F: 5- AGA GTT TGA TCC TGG CTC از پرایمرهــای
 1510R : 5-GGT TAC CTT GTT ACG ACT و   AG-3

                                                                                    Primus 25 advanced®thermocycler دســتگاه  و   T-3

اســتفاده شــد ]19[. محصــول PCR توســط شــرکت 
تکاپوزیســت توالــی یابــی شــد. پــس از تعییــن توالی‌هــا، 
http://www. در پایــگاه اطلاعاتــی BLAST بــا اســتفاده از

ncbi.nlm.nih.gov/BLAST جســتجوهای همولــوژی انجام 

شــد. 
ــا  ــام ب ــت خ ــتی نف ــه زیس ــه تجزی ــرایط بهین ــن ش تعیی

ــده ــازی ش ــی غنی‌س ــوط باکتریای ــتفاده از مخل اس

بــه منظــور تعییــن شــرایط بهینــه تجزیــه زیســتی نفــت 
خــام توســط ســویه جداســازی شــده، از طراحــی آزمایــش 
بــه روش تاگوچــی بــا آرایــه )45( L16 )5 فاکتــور در چهــار 
ســطح( اســتفاده گردیــد. مقادیــر مختلــف و فاکتورهــای 
ــا،  ــه )pH، دم ــرایط بهین ــن ش ــرای تعیی ــر ب ــورد نظ م
تعــداد باکتــری تلقیح شــده، غلظــت NH4Cl و K2HPO4( و 
همچنیــن آرایــش ارتوگنــال طراحــی آزمایــش در جــداول 

1 و 2 آورده شــده‌اند.
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.TA1 جدول 1 فاکتورهای انتخاب شده جهت تعیین شرایط بهینه تجزیه زیستی نفت خام توسط سویه
سطحفاکتور
pH78910

)°C( 20253035دما

)OD600nm( 0/050/10/20/4مقدار باکتری تلقیح شده
NH4Cl (g/L)0/5124

K2HPO4 (g/L)0/250/512

.L16(4
جدول 2 تیمارهای مختلف آزمایش شده جهت تعیین شرایط بهینه تجزیه زیستی نفت خام براساس روش تاگوچی )5

)OD600nm( تراکم مایه تلقیح pH )°C( دما K2HPO4 NH4Cl شماره تیمار

0/05 7 20 0/25 0/5 1

0/05 8 25 0/5 1 2

0/05 9 30 1 2 3

0/05 10 35 2 4 4

0/10 7 25 1 4 5

0/10 8 20 2 2 6

0/10 9 35 0/25 1 7

0/10 10 30 0/5 0/5 8

0/20 7 30 2 1 9

0/20 8 35 1 0/5 10

0/20 9 20 0/5 4 11

0/20 10 25 0/25 2 12

0/40 7 35 0/5 2 13

0/40 8 30 0/25 4 14

0/40 9 25 2 0/5 15

0/40 10 20 1 1 16

در   250  cc اســتریل  ارلن‌هــای  در  آزمایش‌هــا  کلیــه 
دور شــیکر rpm 140 انجــام شــدند. جهــت رســیدن 
ــری  ــار، باکت ــر تیم ــورد نظــر در ه ــری م ــداد باکت ــه تع ب
خالــص شــده ابتــدا در محیــط کشــت آگار مغــذی تکثیــر 
و پــس از ســانتریفیوژ محیــط کشــت توســط ســانترفیوژ 
ــح  ــت تلقی ــل جه ــوب حاص ــال‌دار )g 9500(، رس یخچ
ــراه %1  ــه هم ــط MSM ب ــاوی cc 50 محی ــای ح ارلن‌ه
نفــت خــام اســتفاده گردیــد. pH محیط‌هــای کشــت هــر 
ــا  ــت 0/5( ســنجیده و ب ــا دق hr 12 توســط کاغــذ pH )ب

ــس از  ــد. پ ــم ش ــال تظی ــتفاده از NaOH و HCl نرم اس
گذشــت 5 روز میــزان مصــرف نفــت خــام در تیمارهــای 
ــدند،  ــزار ش ــرم اف ــا وارد ن ــری و داده‌ه ــف اندازه‌گی مختل
ــط  ــده توس ــنهاد ش ــرایط پیش ــا ش ــی ب ــپس آزمایش س

ــزان کارآمــدی شــرایط پیشــنهاد  ــزار گذاشــته و می نرم‌اف
ــس از انتخــاب  ــزار بررســی شــد. پ ــرم اف شــده توســط ن
ــت  ــتی نف ــه زیس ــزان تجزی ــه می ــه )مقایس ــار بهین تیم
ــزار و  ــط نرم‌اف ــده توس ــنهاد ش ــار پیش ــن تیم ــام بی خ
ــف گذاشــته شــده )جــدول 2( منحنــی  تیمارهــای مختل
ــراه %1  ــه هم ــی ب ــه معدن ــط پای ــلولی در محی ــد س رش
ــا  ــری )ب ــد باکت ــه رش ــری روزان ــا اندازه‌گی ــام ب ــت خ نف
ــن  ــد. همچنی ــم ش ــریال( رس ــت س ــتفاده از روش رق اس
ــری  ــه اندازه‌گی ــه صــورت روزان ــه زیســتی ب ــزان تجزی می
ــا 3  ــا ب ــش ه ــی آزمای ــد. تمام ــی آن رســم گردی و منحن
ــری  ــح باکت ــدون تلقی ــاهد ب ــار ش ــراه تیم ــه هم ــرار ب تک

ــدند. ــام ش انج
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استخراج و سنجش نفت خام باقی مانده در محیط‌های کشت

ــده در  ــی مان ــام باق ــت خ ــدار نف ــری مق ــت اندازه‌گی جه
ــکاران  ــدم و هم ــهریاری مق ــت از روش  ش ــط کش محی
]15[ اســتفاده شــد. ابتــدا pH محیــط کشــت بــا اســتفاده 
از HCl بــه پایین‌تــر از 2 رســانده شــد. ســپس اســتخراج 
نفــت باقــی مانــده از محیــط کشــت توســط cc 25 حــال 
هگــزان نرمــال در داخــل قیــف جداکننــده انجــام و ایــن 
ــا  ــان دو اســتخراج ب ــد. در پای ــار تکــرار گردی فرآینــد دوب
ــط وزن  ــان توس ــده و در پای ــال پران ــوط و ح ــم مخل ه

ــری شــد.  ــده اندازه‌گی ــی مان ــت باق ــزان نف ســنجی، می
آنالیزهای آماری

آزمایــش  طراحــی  بــرای   Statistica  8.0 نرم‌افــزار  از 
ــای  ــایی فاکتوره ــت شناس ــد. جه ــتفاده ش ــی اس تاگوچ
تاثیرگــذار بــر میــزان تجزیــه زیســتی نفــت خــام از 
ــد.  ــتفاده ش factorial ANOVA of the design module اس

نتایج و بحث

در مطالعــه حاضــر ســه ســویه باکتــری پــس از غنی‌ســازی 
باکتری‌هــا در محیــط پایــه معدنــی بــه همــراه نفــت خــام 
از خلیــج فــارس )ســواحل شــهر بنــدر عبــاس( جداســازی 
و خالــص شــدند. پــس از مطالعــه توانایــی مصــرف نفــت 
ــه  ــویه‌ای ک ــده، س ــص ش ــویه‌های خال ــط س ــام توس خ
ــت  ــتی نف ــه زیس ــه تجزی ــادر ب ــد ق ــذاری ش TA1 نام‌گ

خــام بــه صــورت خالــص بــود. ســویه TA1 توســط 
بیوشــیمیایی  و  مورفولوژیــک  مولکولــی،  تســت‌های 
شناســایی شــد. ســویه TA1 و بــر اســاس آنالیــز مولکولــی 
شــباهت نشــان داد   Alcanivorax dieselolei بــه   %99
تســت‌های  نتایــج   .)KF452284.1 دســتیابی  )شــماره 
بیوشــیمایی انجــام شــده در جــدول 3 آورده شــده اســت. 
هــان و همــکاران ]20[ بیــان کردنــد همولــوژی بیــن %93 
تــا کمتــر از 97% نشــان‌دهنده گونــه و یــا جنــس جدیــد، 
بیــن 97% تــا کمتــر از 99% مطابــق شناســایی در ســطح 
جنــس و بالاتــر از 99% بیــان کننــده شناســایی در ســطح 
گونــه می‌باشــد. بــا توجــه بــه مطالــب ذکــر شــده ســویه 
TA1، ســویه‌ای از گونــه Alcanivorax dieselolei می‌باشــد. 

ــط  ــال 1998 توس ــار در س ــن ب ــس Alcanivorax اولی جن
ــف  ــازی و توصی ــا جداس ــکاران ]21[ از دری ــو و هم یاکیم
ــس  ــن جن ــی از ای ــای مختلف ــه ه ــون گون ــا کن ــد. ت گردی
شناســایی و توصیــف شــده اســت کــه از آنهــا می‌توانیــم بــه 
 A. pacificus ،]23[ A. hongdengensis ،]22[ A. balearicus

ــه  ــه در مطالع ــه A. dieselolei ک ــم. گون ــاره کنی ]24[ اش
ــط  ــار توس ــن ب ــت، اولی ــده اس ــازی ش ــز جداس ــر نی حاض
لیــو و همــکاران ]25[ گــزارش شــده اســت. ایــن محققــان 
باکتــری A.dieselolei را از آب‌هــای آلــوده بــه نفــت دریــای 
بوهایی در ســواحل شــرقی اقیانــوس آرام جداســازی نمودند. 
مطالعــات متعــددی نشــان داده کــه گونه‌هــای متعلــق بــه 
جنــس Alcanivorax بــه صــورت موثــری قــادر بــه تجزیــه 
ــازی  ــویه جداس ــند ]26[. س ــی می‌باش ــن ‌ای نفت هیدروکرب
شــده در مطالعــه حاضــر نیــز بــه صــورت قابــل ملاحظــه‌ای 
قــادر بــه تجزیــه ترکیبــات نفتــی بــود، کــه تاییــد کننــده 
نتایــج ایــن محققیــن اســت. میــزان تجزیــه زیســتی نفــت 
خــام توســط ســویه TA1 در تیمارهــای مختلــف در شــکل 
ــف  ــای مختل 1 آورده شــده اســت. در طــول انجــام تیماره
آزمایــش تاگوچــی، بیشــترین میــزان تجزیــه زیســتی نفــت 
خــام در تیمــار شــماره 7 و کمتریــن میــزان مصــرف نفــت 
ــون  ــج آزم ــد. نتای ــت آم ــماره 2 به‌دس ــار ش ــام در تیم خ
ــام  ــت خ ــتی نف ــه زیس ــزان تجزی ــاس می ــر اس ANOVA ب

ــه  ــت. ب ــده اس ــدول 4 آورده ش ــویه TA1 در ج ــط س توس
ــر  ــه غی ــده ب ــش ش ــای آزمای ــی فاکتوره ــی تمام ــور کل ط
ــزان  ــر می ــی‌داری )p<0.05( ب ــر معن ــت NH4Cl تاثی از غلظ
تجزیــه زیســتی نشــان دادنــد. از میــان فاکتورهــای انتخــاب 
ــر به‌دســت آمــده، pH و  ــدازه اث ــر اســاس میــزان ان شــده ب
دمــا تاثیرگذارتریــن فاکتورهــا در تجزیــه زیســتی نفــت خام 
ــه  ــه تجزی ــرایط بهین ــن ش ــت تعیی ــد )شــکل 2(. جه بودن
ــود.  ــتفاده نم ــی اس ــای مختلف ــوان از روش‌ه ــتی می‌ت زیس
اســتفاده از طراحــی آزمایــش توســط طــرح فاکتوریــل کامل 
امــکان هــر گونــه ترکیب ممکــن بیــن فاکتورهــای موجود و 
همچنیــن بررســی تداخــات آنهــا را امکان‌پذیــر می‌نمایــد، 
بــا ایــن وجــود اگــر تعــداد فاکتورهــای مــورد مطالعــه زیــاد 
ــده  ــر و پیچی ــان ب ــیار زم ــا بس ــام آزمایش‌ه ــند، انج باش

خواهــد شــد.
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.TA1 جدول 3 خصوصیات مورفولوژی و فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی سویه
TA1 نام آزمایشسویه

کوکو باسیلمورفولوژی سلول

-گرم

-اسپور

-کپسول

+حرکت

%NaCl 0-15%رشد در غلظت های مختلف
pH11-6

)°C( رشد در دما

35 °C+

45 °C+

55 °C-

+کاتالاز

+اکسیداز

+حرکت

+دنیتریفیکاسیون

-نیتریفیکاسیون

+رشد در شرایط بی هوازی

+مصرف گلوکز

-مصرف ساکاروز

-مصرف لاکتوز

+مصرف سیترات

-هیدرولیز نشاسته

+هیدرولیز ژلاتین

+تولید بیوسورفاکتانت

161513 1412111098765431 2
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شماره تیمار
شکل 1 درصد تجزیه نفت خام توسط سویه TA1 در تیمارهای مختلف.
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.TA1 براساس میزان تجزیه زیستی نفت خام توسط سویه ANOVA جدول 4 نتایج آزمون
Sum of Squaresp-valueFفاکتور

pH2655/460/0213/7254

)°C( 4593/920/0016/4449دما

)OD600nm( 2262/220/0373/1737تعداد باکتری تلقیح شده

NH4Cl (g/L)1745/990/0812/4494
K2HPO4 (g/L)2261/150/0373/1722

pH )°C( دما تعداد باکتری 
)OD600nm( تلقیح شده

NH4Cl (g/L) K2HPO4 (g/L)

65
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.TA1 شکل 2 نمودار تاثیر سطوح مختلف فاکتورهای موثر بر تجزیه نفت توسط سویه

بــه عنــوان مثــال اگــر در مطالعــه حاضــر جهــت تعییــن 
ــه زیســتی نفــت خــام از ایــن روش  شــرایط بهینــه تجزی
اســتفاده می‌شــد، بــا توجــه بــه انتخــاب پنــج فاکتــور هــر 
ــت  ــش می‌بایس ــطح 1024 )45( آزمای ــار س ــدام در چه ک
ــال  ــه ارتوگن ــا اســتفاده از آرای ــا ب ــد، ام انجــام مــی گردی
نیــاز  تنهــا  تاگوچــی(  روش  بــه  آزمایــش  )طراحــی 
ــه  ــرایط بهین ــن ش ــرای تعیی ــش ب ــام 16 آزمای ــه انج ب
ــتفاده از  ــود. اس ــویه TA1 ب ــط س ــتی توس ــه زیس تجزی
ــه  ــون ب ــا کن ــی ت ــای مختلف ــی در زمینه‌ه روش تاگوچ
ــد  ــه تولی ــرایط بهین ــن ش ــد تعیی ــت، مانن ــه اس کار رفت
ــر ]27[،  ــد تخمی ــه در فرآین ــه و ثانوی ــای اولی متابولیت‌ه
ــی ]28[ و  ــای فنل ــی ه ــا آلودگ ــی ب ــه فاضلاب‌های تجزی
همچنیــن تعییــن شــرایط بهینــه تجزیــه زیســتی برخــی 
ــز  ــر نی ــه حاض ــات PAHs ]29 و 30[. در مطالع از ترکیب
ــه  ــه تجزی ــرایط بهین ــن ش ــت تعیی از روش تاگوچــی جه
زیســتی توســط ســویه TA1 اســتفاده شــد. پــس از انجــام 
ــه زیســتی نفــت  آنالیزهــای آمــاری شــرایط بهینــه تجزی
 = 35 ˚C ،pH= 9.ــد ــن گردی ــر تعیی ــورت زی ــه ص ــام ب خ

 =  0/2 و   K2HPO4  )0/25  g/Lا(  ،NH4Cl  )4  g/Lا( دمــا، 
ــرایط %63/68  ــن ش ــت ای ــح )OD600nm(. تح ــه تلقی مای
نفــت خــام تجزیــه شــد. بــا توجــه بــه آنکــه میــزان تجزیه 
زیســتی در تیمــار شــماره 7 آزمایــش تاگوچــی نســبت بــه 
شــرایط بهینــه پیشــنهاد شــده بیشــتر بــود، ایــن شــرایط 
بــه عنــوان شــرایط بهینــه در نظــر گرفتــه شــد. شــرایط 
ــا،  ــود: C ،pH = 9˚ 35 = دم ــن صــورت ب ــه ای ــار 7 ب تیم
)ا1 g/L( NH4Cl، )اK2HPO4 )0/25 g/L و 0/1 = مایــه 

تلقیــح )OD600nm(. تحــت ایــن شــرایط بیــش از %80 
نفــت خــام تجزیــه گردیــد. نتایــج منحنــی رشــد و میــزان 
ــرایط  ــه )ش ــام در شــرایط بهین ــت خ ــه زیســتی نف تجزی
تیمــار 7( در شــکل‌های 3 و 4 آورده شــده اســت. دمــا بــا 
تاثیــر بــر خــواص فیزیکــی، ترکیــب شــیمیایی نفــت، تاثیر 
ــا  ــی باکتری‌ه ــب جمعیت ــم و ترکی ــزان متابولیس ــر می ب
ــم‌ها  ــط میکروارگانیس ــتی توس ــه زیس ــزان تجزی ــر می ب
 TA1 ــویه ــر س ــه حاض ــت ]31[. در مطالع ــذار اس تاثیرگ
 35 ˚C بهتریــن عملکــرد در تجزیــه زیســتی را در دمــای

نشــان داد.
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)hr( زمان
شکل 3 منحنی رشد سویه TA1 در محیط پایه معدنی به همراه نفت خام در شرایط بهینه.
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شکل 4 میزان تجزیه نفت خام توسط سویه TA1 در محیط پایه معدنی به همراه  نفت خام در شرایط بهینه.

ــه،  ــش یافت ــت افزای ــکوزیته نف ــن ویس ــای پایی در دماه
حلالیــت آلــکان هــا در آب کاهــش و در نتیجــه از میــزان 
                                                                                     30 °C( تجزیــه زیســتی کاســته می‌شــود. در دماهای بــالا
ــه میــزان قابــل  ــر میــزان تجزیــه زیســتی ب ــا C° 40( ب ت
توجــه ای افزایــش می‌یابــد. اگرچــه در بــالای ایــن 
از  افزایــش ســمیت هیدروکربن‌هــا  دمــا بــه دلایــل 
ــر  ــود ]32[. از دیگ ــته می‌ش ــتی کاس ــزان تجزیه‌زیس می
ــه زیســتی، pH محیــط اســت، در  ــر در تجزی عوامــل موث
محیط‌هــای دریایــی pH اغلــب ثابــت و تــا حــدی قلیایــی 
اســت. pH محیــط منجــر بــه تغییــر فراوانــی باکتری‌هــا، 
فعالیت‌هــای آنزیمــی و همچنیــن میــزان حلالیــت مــواد 
غذایــی می‌شــود ]33[. بــر اســاس نتایــج به‌دســت آمــده 
در تحقیــق حاضــر ســویه باکتریایــی TA1 در محیــط 
ــط را  ــد pH محی ــدود 3-2 واح ــه ح ــی روزان ــه نمک پای
ــل  ــه دلی ــالا ب ــش pH احتم ــن کاه ــی‌داد. ای ــش م کاه
ــورفاکتانت  ــا بیوس ــط ی ــد واس ــای ح ــد متابولیت‌ه تولی
ــرات  ــه تغيي ــت ک ــر اس ــه لازم به‌ذک ــت. البت ــی اس آنیون
ــد و  ــگاهی می‌باش ــط آزمايش ــده در محي ــاهده ش pH مش

ــدار  ــت، نســبت مق ــه نف ــوده ب ــی آل ــای درياي در محيط‌ه

نفــت خــام آلاينــده بــه حجــم آب محيــط بســيار پاييــن 
اســت و توليــد ترکيبــات اســيدی ميکروارگانيســم‌ها 
تاثيــری بــر pH محيــط نــدارد. خاک‌هــا و رســوبات 
ــه  ــی، ب ــض يون ــت تعوي ــتن خاصي ــت داش ــه عل ــز ب ني
ــرات  ــع از تغيي ــد و مان ــری می‌دهن ــت باف ــط خاصي محي
ــه شــده در ايــن  ــد. ســويه TA1 ايزول شــديد pH می‌گردن
 pH ــادر اســت در دامنــه وســيعی از تغييــرات پژوهــش ق
ــه  ــن مطالع ــد، در ای ــه کن ــام را تجزی ــت خ ــا 10 نف ۷ ت
ــه  ــد، ک ــه ش ــر گرفت ــه درنظ ــوان pH بهین ــه عن pH=9 ب
بیانگــر فعالیــت بیشــتر باکتــری در pHهــای قلیایــی 
ــتی  ــه تجزیه‌زیس ــز در مطالع ــابهی نی ــج مش ــت، نتای اس
ــازی  ــری .Halomonas sp جداس ــط باکت ــام توس ــت خ نف
شــده از ســواحل قشــم گــزارش شــده اســت ]19[. نتایــج 
گــزارش شــده توســط زکــی و همــکاران نیــز نشــان داده 
ــه  ــای تجزی ــی باکتری‌ه ــی قلیای ــای کم اســت در pHه
کننــده هیدروکربن‌هــا کارایــی بالاتــری دارنــد ]34[. 
ــدی در زیســت‌پالایی مناطــق  ــش کلی ــذی نق ــواد مغ م
ــد. در  ــا می‌کنن ــی ایف ــات هیدروکربن ــه ترکیب ــوده ب آل
مناطــق دریایــی کمبــود مــواد مغــذی معمــولا بــه دلیــل 
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ــفاته روی  ــه و فس ــات نیتروژن ــت ترکیب ــود در غلظ کمب
ــت‌پالایی  ــام زیس ــه در انج ــل توج ــه قاب ــد. نکت ــی ده م
ایــن اســت کــه بــه چــه میــزان از مــواد مغــذی اســتفاده 
ــه  ــای ثانوی ــدون آنکــه مســبب ایجــاد آلودگی‌ه ــم، ب کنی
ــف در  ــای مختل ــط زیســت شــویم ]5[. باکتری‌ه در محی
ــفات دارای  ــروژن و فس ــع نیت ــف منب ــای مختل غلظت‌ه
عملکــرد بهینــه خــود می‌باشــند و تعییــن کمتریــن 
غلظتــی از مــواد مغــذی کــه در آن باکتــری دارای بهتریــن 
کارایــی می‌باشــد حائــز اهمیــت اســت. در مطالعــه 
                                                 K2HPO4  0/024  g و   NH4Cl  0/1  g مقادیــر  حاضــر 
ــد %1  ــه زیســتی کارآم ــدار لازم جهــت تجزی ــل مق حداق
نفــت خــام تعییــن گردیــد. تحــت ایــن شــرایط بــا صــرف 
ــه  ــادر ب ــر، ق ــه و آســیب‌های زیســت محیطــی کمت هزین
زیســت‌پالایی ترکیبــات نفتــی خواهیــم بــود. عــاوه 
ــر شــرایط محیطــی، تعــداد باکتــری تلقیــح شــده نیــز  ب
ــج  ــد. نتای ــا می‌کنن ــه زیســتی ایف نقــش مهمــی در تجزی
ــه زیســتی توســط  ــه تجزی ــن شــرایط بهین ــه تعیی مطالع
ســویه TA1 نشــان داد، تعــداد باکتــری تلقیــح شــده بــه 
ــه  ــد تجزی ــر رون ــی‌داری ب ــر معن ــای کشــت تاثی محیط‌ه
زیســتی داشــته اســت. تلقیــح زیســتی از روش‌هــای 
ــش  ــه افزای ــر ب ــه منج ــت ک ــت‌پالایی اس ــول زیس معم
ــود ]35 و 36[.  ــط می‌ش ــتی در محی ــه زیس ــرخ تجزی ن
ــه  ــت مای ــد غلظ ــان می‌ده ــر نش ــه حاض ــج مطالع نتای
تلقیــح نیــز دارای مقــدار بهینــه‌ای می‌باشــد بــه گونــه‌ای 
ــی در  ــرات مثبت ــری اث ــاد باکت ــا زی ــم و ی ــح ک ــه تلقی ک
افزایــش میــزان تجزیــه زیســتی نفــت خــام نشــان نمــی 
دهــد. تلقیــح میکروارگانیســم‌ها بــه محیــط جهــت 
پیچیدگی‌هــای خــاص  آلــوده  مناطــق  زیســت‌پالایی 

ــه  ــه تجزی ــت ک ــان داده اس ــات نش ــود را دارد. مطالع خ
زیســتی بــا ارگانیســم‌های بومــی نســبت بــه تلقیــح 
ــر  ــته و از نظ ــری داش ــی بالات ــد کارای ــای جدی باکتری‌ه
ــه طــور کلــی  ــر اســت ]37[. ب ــه صرفه‌ت اقتصــادی نیــز ب
ــه  ــه محیــط وابســته ب ــه کــردن باکتری‌هــا ب نقــش اضاف
شــرایط محیطــی و توانایــی ســویه‌های معرفــی شــده در 

ــد. ــتی می‌باش ــه زیس تجزی

نتیجه‌گیری

در مطالعــه حاضــر یــک ســویه باکترایــی )TA1( کــه 
ــباهت را  ــن ش ــی بیش‌تری ــای مولکول ــاس آنالیزه ــر اس ب
ــد.  ــازی ش ــان داد جداس ــه Alcanivorax dieselolei نش ب
ــه  ــده ب ــش ش ــای آزمای ــی فاکتوره ــی تمام ــور کل ــه ط ب
 )p<0.05( معنــی‌داری  تاثیــر   NH4Cl غلظــت  از  غیــر 
ــویه  ــط س ــام توس ــت خ ــتی نف ــه زیس ــزان تجزی ــر می ب
انتخــاب  فاکتورهــای  میــان  از  دادنــد.  نشــان   TA1

ــر  ــا تاثی ــر، pH و دم ــدازه تاثی ــزان ان ــاس می ــده براس ش
خــام  نفــت  تجزیه‌زیســتی  در  فاکتورهــا  گذارتریــن 
ــط  ــام توس ــت خ ــتی نف ــازی تجزیه‌زیس ــد. بهینه‌س بودن
 35 °C ،pH = 9 ــن و ــت تعیی ــا موفقی ــه ب ــویه ب ــن س ای
= دمــا، )ا1 g/L( NH4Cl، )اK2HPO4 )0/25 g/L و 0/1 = 
مایــه تلقیــح )OD600nm( بــه عنــوان مقادیــر بهینــه در نظــر 
ــت  ــش از 80% نف ــن شــرایط بی ــه شــدند. تحــت ای گرفت
ــالای ســویه  ــوان ب ــه ت ــا توجــه ب ــد. ب ــه گردی خــام تجزی
ــرایط  ــن ش ــام و تعیی ــت خ ــه نف ــده در تجزی ــص ش خال
ــد  ــه می‌توان ــن مطالع ــج ای ــتی، نتای ــه زیس ــه تجزی بهین
ــی در  ــات نفت ــه ترکیب ــوده ب ــق آل ــت‌پالایی مناط در زیس

ــود. ــتفاده ش ــه اس منطق
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