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  چكيده

، جدا شده از رسوبات خليج فارس، در PG02 و PG01 ورفاکتانتوسي بةکنند ديخوار تول  دو سويه باکتريايي نفتوسيلة بهميزان مصرف نفت خام 
 يهاي بهينه ازت و فسفات و دما به منظور تعيين غلظت.  متفاوت مورد بررسي قرار گرفتيها هاي مختلف ازت و فسفات معدني و دما غلظت

 اضافه تري گرم در ل١٠ زاني نفت خام به م،يبن و انرژعنوان تنها منبع کر هها در محيط پايه معدني که به آن ب  نفت خام، باکتريية تجزنهيبه
ميزان پروتئين کل توليد . کشت داده شدند) منبع فسفات( سديم فسفات ‐و دي) منبع ازت(هاي مختلف کلريد آمونيوم  شده بود، و با غلظت

 PG01 گرم نفت خام توسط سويه کي هاي بهينه ازت و فسفات براي تجزيه شده، به عنوان شاخص مصرف نفت، نشان داد که حداقل غلظت
 ٠٢٤/٠ گرم کلريد آمونيوم و ١٩٥/٠ معادل PG02 سديم فسفات و براي سويه ‐ گرم دي٠٢٤/٠ گرم کلريد آمونيوم و ١٤٦/٠به ترتيب معادل 

 اشباع شده،  نشان داد که اجزاييتست وزن سنج.  بودگرادي درجه سانت٣٥ هي سودو هر ي برانهي بهيدما.  سديم فسفات بود‐گرم دي
دهند، و مقادير باقيمانده اين   درصد را تشکيل مي٨٠/٢ و ٩٩/٣، ٣١/٢٢، ٩٠/٧٠آروماتيک، رزين و آسفالتن نفت خام مورد استفاده به ترتيب 

، ٣٢/٦، ٧٠/٤، به ترتيب PG02 درصد و در مورد باکتري ٨٩/٢ و ٠٣/٣، ٧١/١٠، ٥٦/١٢، به ترتيب PG01 روزه باکتري ٥ پس از رشد ياجزا
. دست آمد ه ب٩٧/٢ و ٢/١٣، ٩٧/٤، ٣٢/٢ترتيب   هکه مخلوط دو باکتري همزمان تلقيح شدند اين مقادير ب زماني.  درصد بود٩٥/٢ و ٠٩/٢

 درصد نفت خام ٦١/٨٧ و ٩٤/٨٣،  ٨١/٧٠ روزه در مجموع به ترتيب ٥ ة  و مخلوط اين دو باکتري، طي اين دورPG01 ،PG02هاي  سويه
 هي نشان داد که هر دو سوDNA نيتوزيس+ ني گواني درصد مولنيي و تعيولوژيزي ف،ي مرفولوژيها  تستجينتا. دندكريزه موجود را مينرال

  .ندهست دارا Mycobacterium obuense شباهت را به گونه نيشتريب

  

   د واژهيکل
  يکيولوژيه بي تجز،  فارسجيخل ، خوار  نفتيباکتر ، نفت خام

  

 سرآغاز

مرتبط با نفت خام مانند اکتشاف، استخراج،  يها تيدر فعال
د ي تولي روغنيها  از پسابيادير زيش نفت، مقادينقل و پالا و حمل

 يها طي محي برايار جدي بسيدي تهدي روغنيها پساب. دشو يم
  . نديآ ي به حساب ميساحلمناطق  هژي و بوييايدر

ر ي نظ،ها ين آلودگي مقابله با اييايميکوشيزي فيها روش
ا جذب آنها ي ، شناوريکي لاستيها له لولهي بوسي مواد روغن يآور جمع

 ي نفتباتيترکرات سوء ي، هرچند در کاهش تأثي و سنتزيعيبه مواد طب

 از يبات نفتي حذف کامل ترک بهرقاد ي ول،بخشند ها سود ستميبر اکوس
بعنوان  ي نفتيها ندهيآلا يستي زةيدر حال حاضر تجز. ستندينط يمح

 ،يها ي رفع آلودگيها روشن يتر ن و مقرون به صرفهيمدترا رکااز  يکي
 Antić, et al., 2006 Atlas and)( ديآ يبه حساب م طي از محينفت

Bartha 1998  ؛ Harayama, et al., 2004و  Martínková, et 

al. ,2009.(   
 ةر شناخته شدياز ذخا % ٦٠تا ٥٧%که حدود  ،ج فارسيخل ةمنطق

 يها ي در معرض آلودگ، به خود اختصاص داده استنفت خام جهان را
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ن ي مقابله با ايو مطالعات همه جانبه برا بوده يکننده نفت نگران
 Tolosa, et  وNadim, et al., 2008( است يضرور اري بسها يآلودگ

al., 2005(. بويژه نقش , تأثير عوامل محيطييبررس pHدما و ، 
 ةنندهاي تجزيه ک کرد باکتريغلظت مواد ازت و فسفات معدني بر کار

 که مطالعات متعددي در اين  استيز اهميتينفت، از موضوعات حا
 .Harayama, et al., 1999,Östberg, et al (زمينه انجام شده است

خوار  هاي نفت هاي باکتري ليکن پژوهش کامل در مورد سويه، )2007
  .بومي هر منطقه از اهميت بسزايي برخوردار است

د ي تولخوار  نفتييايه باکتريدو سو يجداساز ي قبلدر پژوهش
ج فارس و ي سواحل قشم در خليياياز رسوبات در وسورفاکتانتي بةکنند

گزارش شده ها  يله باکتريوس ه نفت خام بةيدر تجز pH فاکتور ريتأث
ر ي تأث،ن پژوهشيدر ا .)۱۳۸۳ ابوالحسني سورکي، وپور  ابراهيمي(است 
له دو يوس ه نفت بةي در تجزي معدنفسفات  غلظت ازت و دما،عوامل

 ,يسنجش وزني و با انجام آزماشد ي بررس، مذکورييايه باکتريسو
   . شديريگ ها اندازه زولهي اةليوس ه مختلف نفت بيه اجزايزان تجزيم

 و يکي مرفولوژيها تستها  زولهي ايي شناسابراي نيهمچن
انجام  ،DNA نيتوزيس + نيگوان ي مولن درصديي و تعييايميوشيب

  .گرفت
 ي بررسمواد و روش

  هاي كشت محيط و يياي باکتريها هيسو

ن مطالعه استفاده ي، که در اPG02 و PG01 يياي باکتريها هيسو
 شده يره قشم جداسازيا در سواحل جزي از رسوبات و آب در قبلاً،ندشد

ز شده ي فريها اليو. )۱۳۸۳ ابوالحسني سورکي، وپور  ابراهيمي(بودند 
  آگار،يکاز سويپتيتر يها تي پلي پس از ذوب شدن، بر رو،ها يکتربا

 MgSO4, 7H2Oتر ي گرم در ل١٤ و NaClتر ي گرم در ل٣٢ که به آن
گراد ي درجه سانت٣٥ ي و در دماه شد دادهکشتاضافه شده بود، 

 هاي شيح در آزمايتلقجهت  ساعته ٧٢از کشت . شدند يگرماگذار
  . نفت استفاده شدةيتجز

 محيط پايه معدني نفت، از يکيولوژي تجزيه بيها زمايشدر آ
 نفت خام مورد .)۱۳۸۳پور و ابوالحسني سورکي،  ابراهيمي( استفاده شد

  .دشاستفاده در اين مطالعه از شرکت ملي نفت ايران تهيه 
 يکي ولوژيب ةيتجز جهت فسفات و ازت منابع نهيبه مقادير نييتع

 نفت خام

 تجزيه نفت جهت ازت و فسفات ة بهينريادمقن يي تعيبرا
 ٢٥٠ هاي شياردار  ارلناز، PG02 و PG01هاي   سويهوسيلة به
ن ي با ا، شداستفاده محيط پايه معدني ١٠٠ ml حاوي يتريل يليم

 ،٠٩٧/٠ ،٠٤٩/٠  شاملاستفاده شده ازت يها غلظت  کهتفاوت
 ،٠٠٦/٠ فسفات يبراو  NH4Cl گرم ٢٤٤/٠ و ١٩٥/٠ ،١٤٦/٠
 گرم هر يبه ازا Na2HPO4 گرم ٠٣٠/٠ و ٠٢٤/٠ ،٠١٨/٠ ،٠١٢/٠

 استاندارد شده يها يتر باکتريل يلي م١ها سپس با  ارلن.  بودنفت خام
نفت خام استريل   گرم١ و  )ليترميلي باكتري در ١٠٧حدود (تلقيح 

   .اضافه شد
 دور در ١٥٠ ( انکوباتور شيكر  بر رويC٣٥˚در دماي  ها ارلن

به   کلپروتئين غلظت  روزانه و شدنديگرماگذار  روز٥به مدت ) دقيقه
ها در  شي آزما.شدگيري  اندازه از رشد و مصرف نفت ي شاخصمنزلة

  . انجام شدچهار تکرار
   نفت خاميکيولوژيه بي تجزةنيبه يدما نييتع

ها در   سويه نفت خام،ي بر رو بهينه رشديدمابه منظور تعيين 
. ، كشت داده شدند معدنيةپاي محيط ١٠٠ mlهاي شياردار حاوي  ارلن
  گرم١و ) ميلي ليتر باكتري در ١٠٧حدود (ها پس از تلقيح باكتري  ارلن

 درجه ٤١ و ٣٧، ٣٥، ٣٠، ٢٥، در دماهاي افزودن نفت خام استريل
 شدند و يگرماگذار) ١٥٠ rpm ( انکوباتورسانتيگراد بر روي شيكر

 .ورت گرفتگيري ص ، نمونه کلروزانه به منظور تعيين پروتئين
  . انجام شدچهار تکرارها در  شيآزما

  ه گيري پروتئينزاندا

 شاخص دقيقي از مصرف منزلة به ،ميزان پروتئين كل سنتز شده
ليتر از   ميلي١براي اين منظور .  شديريگ اندازهها   باكتريةوسيل هنفت ب

.  سانتريفوژ شد١٠٠٠٠ × gمحيط كشت در داخل لوله اپندورف در 
شو داده شد و و شست NaCl %٤توسط محلول استريل رسوب سلولي 

 ١به رسوب سلولي حاصل .  سانتريفوژ شد١٠٠٠٠ × g در اًمجدد
ليتر   ميلي٥/٠ ،زدن هم ليتر آب مقطر اضافه شد و پس از به ميلي

  .دشمخلوط  اضافه شد و NaOH  مولار ٣/٠محلول 
 درجه ٦٠ دقيقه در حمام آب گرم ٩٠ها سپس به مدت   لوله

 يريگ  اندازه.ها كاملاٌ ليز شوند  قرار داده شدند تا سلولنتيگرادسا
 گاو خونن سرم ي از آلبومو صورت گرفت يپروتئين به روش لار

)BSA (به عنوان استاندارد استفاده شد) Sueszmuth, et al., 

1987(.   
   نفت خامةتست وزن سنجي اجزاي تشکيل دهند

ها  ت خام كه توسط باكتريبه منظور تعيين نوع و ميزان اجزاي نف
و  Thouand  از تست وزن سنجي به روش،اند شده) مينراليزه(مصرف 

ط يه در محي هر دو سوبراي اين منظور.  استفاده شد)1999(همکاران 
منبع کربن، با در نظر منزلة يگانه   گرم نفت خام به١ و يه معدنيپا
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، در يمعدن ازت و فسفر يها ، دما و غلظتpHنه ير بهيگرفتن مقاد
 ة درج٣٥ در ي روز گرماگذار٥ و به مدت  کشت داده شدندچهار تکرار

   .قه صورت گرفتي دور در دق١٥٠کر ي شيگراد بر رويسانت
 زيستي توسط كلروفرم ةهاي تجزي هاي تست تمام حجم ارلن

بخش آلي محلول در كلروفرم ).  ميلي ليتر٢٠ × ٣( عصاره گيري شد
 تبخير در ةوسيل هو سپس فيلتر شد و بتوسط سولفات سديم آبگيري 

 درجه سانتيگراد تجاوز نكرد تا بخش سبك ٤٠دما از  (شدتغليظ  خلأ
هگزان به دو بخش ‐n حاصل توسط ة عصار.)نفت خام از دست نرود

 ،هاي اشباع شده شامل هيدروكربن(هگزان ‐nمحلول در 
ان هگز‐n و غير محلول در ) ها  و رزين،هاي آروماتيك هيدروكربن

تشكيل شده از بخش آسفالتن و همچنين تركيبات قطبي توليد شده (
هگزان ‐nبخش غير محلول در . تفكيك شد) ها توسط ميكروارگانيسم

. هگزان، وزن شد‐nعنوان جزء آسفالتن جدا شده و پس از تبخير  به
 ٢٠٠ در ،كردن هگزان تغليظ شد پس از وزن‐nبخش محلول در 

به آن اضافه ) مرک( G-60  گرم سيليكاژل٧ليتر كلروفرم حل و  ميلي
 دقيقه به هم زده شد و سپس كلروفرم ١٥مخلوط حاصل به مدت . شد

اين سيليكاژل .  شود خشك آغشته به نفت،تبخير شد تا سيليكاژل
استفاده )  سانتيمتر٥/٠با قطر ( ساختن يك ستون كروماتوگرافي براي
 ،يتر از سيكلوهگزانل  ميلي٢٠ با سه حجم بيترت ه بستون حاصل. شد

دست آمده پس از تبخير حلال،  هسه جزء ب.  و متانول شسته شد،بنزن
 استخراج شده با Sجزء : صورت زير نامگذاري شدند هوزن شدند كه ب

 استخراج شده A جزء ،هاي اشباع شده سيكلوهگزان شامل هيدروكربن
با  استخراج شده R و جزء ،هاي آروماتيك با بنزن شامل هيدروكربن

  .)Thouand, et al.,1999 (ها متانول شامل رزين
  ها زولهي ايي شناسايها تست

 يها شده، تست ي جداسازيياي باکتريها هي سويي شناسابراي
، ي سلولي، مرفولوژي کلني شامل مرفولوژييايميوشي و بيکيمرفولوژ

آز، تست  داز، اورهي گرم، کاتالاز، اکسيزيآم ، تحرک، رنگيابعاد سلول
، گلوکز، تاژک، کپسول، اندوسپور) OF(و يفرمنتات ‐وياتدياکس

ون، رشد در يکاسيفيتريت، دنيتريترات به ني نياي، احونيکاسيفيترين
 قابل رشد انجام گرفت يي دماةته و دامنيلي هالوف،يهواز يط بيشرا

)Sueszmuth, et al. 1987.(  
   HPLC با استفاده از سيتوزين – گوانينيتعيين درصد مول

، علاوه بر PG02 و PG01هاي  منظور شناسايي دقيق باکتري به
‐  گوانينيهاي بيوشيميايي، درصد مول هاي مرفولوژيک و تست روش

 .دشتعيين  نيز (mol% G + C)ي کروموزومي  DNAسيتوزين  

 صورت زوپروپانول سرد ي با ايده  رسوب به روشDNAاستخراج 
 به خلوص بالاتر يابي دستبراي. )Kowalchuk, et al., 2004 (گرفت
DNA  , آنزيم پروتئينازK با غلظت mg/ml ۰/۲ ٢ اضافه و به مدت 

 يده  و مراحل رسوب انکوبه شدrpm ۱۰۰ و C ۳۷°ساعت در دماي 
 پي بردن به ميزان خلوص مولکول  استخراج شده، براي .دشتکرار 

دستگاه اسپکتروفتومتر در طول وسيلة  به ها ميزان جذب نوري نمونه
 در نمونه DNAغلظت .  شديريگ اندازه نانومتر ۲۸۰ و ۲۶۰هاي  جمو

 نانومتر بر عدد ٢٦٠نيز با تقسيم مقدار جذب نمونه در طول موج 
درصد مولي گوانين  .دشليتر، محاسبه  ، با واحد ميکروگرم بر ميلي٠٢/٠
 ,Tamaoka, & Komagata)ها، به روش  هيسيتوزين ژنوم سو+ 

 DNAن منظور نمونه ي ايبرا. ت تعيين شد با اندکي تغييرا(1984
ها شکسته شده و سپس با   به نوکلئوتيد منوفسفاتP1توسط نوكلئاز 

 HPLC )High-performance liquidاستفاده از دستگاه 

chromatography ( گيري  سيتوزين اندازه+ درصد مولي گوانوزين
م  گزارش كردند كه فعاليت آنزي)1986( و همکاران Kaneko. شد

 بار نسبت به دو ٣۵٠٠ تا ٣٠٠اي  رشته  تك DNA براي P1نوكلئاز 
، که در آب مقطر حل DNAهاي  بنابراين نمونه. اي بيشتر است رشته

 دقيقه در حمام آب ۵، به مدت )تريل يليگرم بر م يلي م٢/٠(شده بود 
 در حمام آب يخ قرار گرفتند سرعت بهجوش قرار داده شدند و سپس 

 ميکروليتر از ۱۰۰  سپس . ين عمل سه بار تکرار شدا).  دقيقه١٠(
 ميکروليتر از محلول آنزيم نوکلئاز ۱۰۰ با  دناتوره شدهDNAمحلول 

P1 )مولار بافر استات   ميلي١٠ليتر محلول   ميلي١ واحد آنزيم در ٢
)٣/٥ pH ( مولار   ميلي٢/٠حاويZnCl2( مخلوط و در دماي °C۵۰ 

هاي فوق به همراه نمونه استاندارد  ونهنم . ساعت انکوبه شد۱به مدت 
بود  dTMP، و dCMP ،dAMP ،dGMPمولار  که شامل مخلوط هم

 HPLCشرايط  . مورد استفاده قرار گرفتHPLC تزريق به منظور به
  :به شرح زير بود

Column: C18, MCH 10  
Mobile phase: 10 mM phosphate buffer (pH 7)  
Flow rate: 0.5 ml/min 
Detector:  UV 260 nm 

 ةاز رابط) %G+C mol (نيتوزيس + مقدار درصد مولي گوانين
 به ترتيب سطح زير TS و AS ،GS ،CS که در آن زير محاسبه شد

 استاندارد و ة در نمونdTMP، و dAMP ،dGMP ،dCMPپيک 
AX ،GX ،CX و TX به ترتيب سطح زير پيک بازهاي مربوط در 
  :)Tamaoka & Komagata, 1984( است مجهول ةنمون
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G+C mol% = (GX/GS + CX/CS)/(AX/AS + GX/GS 

+ CX/CS + TX/TS) 
  ي آماريزهايآنال

و  SPSS 11 يافزارها  از نرم،ي آماريزهايبه منظور انجام آنال
MS Excel 2007استفاده شد .  

  نتايج 

 يکي ولوژيب ةيتجز جهت فسفات و ازت منابع ةنيبه مقادير نييتع

 نفت خام

 نفت خام توسط ةبر تجزيازت و فسفات  عواملي تأثير بررس
، به منظور يافتن حداقل غلظت PG02 و PG01هاي باکتريايي  سويه

هاي ازته و فسفاته که با آن بالاترين ميزان فعاليت  مکمل
. هاي مورد نظر حاصل شود، صورت گرفت کنندگي باکتري  تجزيه
مختلف ازت را بر رشد و ن نتايج تأثير مقادير يانگي م)١ (ةشمارشکل 

  .دهد تجزيه نفت خام نشان مي

  

 
 يکيولوژيه بي مقدار منبع ازت در تجزيساز نهيبه): ١( ةشکل شمار

  )b (PG02و ) PG01) aهاي  نفت خام توسط سويه

 هر دو سويه در روز دوم رشد وارد فاز ,ها در تمام آزمايش
، ولي ميزان مصرف و اين روند تا روز سوم ادامه يافتلگاريتمي شدند 

ها در شرايط  نفت خام موجود و در نتيجه توليد پروتئين توسط باکتري
 و ١٩٥/٠، ١٤٦/٠باکتري نامبرده در حضور . مختلف، متفاوت بود

 ي رشد بود و اختلاف معنطور مشابهي قادر به ه بNH4Cl گرم ٢٤٤/٠
 گرم ٠٩٧/٠ و ٠٤٩/٠، ولي در مقادير )>p/ ٠٥( مشاهده نشد يدار

NH4Cl ازت ةرو حداقل مقدار بهين نياز ا. دش رشد کمتري مشاهده 
 ١٤٦/٠، معادل PG01 گرم نفت خام توسط سويه ١ ة تجزييلازم برا

 مقدار PG02 ةدر مورد سوي). ١‐ aشکل ( انتخاب شد NH4Clگرم 
شکل ( به ازاي يک گرم نفت خام بود NH4Cl گرم ١٩٥/٠ ازت، ةينبه
b‐موارد يعني غلظت بالاتر ةدر بقيکه   نشان داديز آماري آنالو) ١ 
ه تر، رشد کمتري حاصل شد ينيهاي پا و غلظت) NH4Cl گرم ٢٤٤/٠(

  ). >p ٠٥/٠ (است
  

  

 
ه ي مقدار منبع فسفات در تجزيساز نهيبه): ٢( ة شمارشکل

 )b (PG02و ) PG01) aهاي   نفت خام توسط سويهيکيولوژيب
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 گرم نفت خام در مورد ١ فسفات براي مصرف ةحداقل مقدار بهين
در . )a,b٢–شکل ( بود Na2HPO4 گرم ٠٢٤/٠ معادل ,هردو سويه

 شده نيز رشد صورت گرفت، ولي در ستفادهاهاي ديگر  غلظت
تر رشد کمتري حاصل شد و در غلظت بالاتر يعني  ينيهاي پا غلظت
 ٠٢٤/٠ مشاهده نشد و رشد مشابه يدار ي گرم نيز اختلاف معن٠٣٠/٠
و چون حداقل مقدار فسفات لازم براي ) >p/ ٠٥( بود Na2HPO4گرم 

  Na2HPO4 گرم ٠٢٤/٠تجزيه نفت خام موجود مورد نظر بود، غلظت 
 گرم نفت خام ١ ةي تجزي منبع فسفات براة غلظت بهينمنزلةبه 

  .انتخاب شد
  

  

 
 نفت يکيولوژي بةي دما در تجزمشخصه يساز نهيبه): ٣( ةشکل شمار

  )b (PG02و ) PG01) aهاي  خام توسط سويه
   نفت خاميکيولوژي بةيتجز ةني بهيدما نييتع

نفت  ةيتجز ةنيبه يدما نييتع منظور به گرفته صورت يبررس در
 يدما در هيسو دو داد که هر آمده نشان دست هب جيها نتا زولهي اةليوس هب

 شمارة يها شکل. بودند دارا را تيفعال نيشتريب گراديسانت درجه ٣٧ تا ٣٥
. دهد مي نشان PG02 و PG01 يها سويه مورد در را اصلح نتايج )٣(

 درجه سانتيگراد، قادر ٣٧ و ٣٥، ٣٠، ٢٥ نامبرده در دماهاي يها سويه
 درجه سانتيگراد رشد ٣٧ و ٣٥به رشد و تجزيه نفت بودند که در دماي 

 درجه ٣٧ و ٣٥ن ي بيدار ياختلاف معن. بهتري صورت گرفت
 ٣٥ نفت ةي تجزينه براي بهين دماي بنابرا,گراد مشاهده نشديسانت

ها قادر به رشد   باکتري٤١ْ Cدر دماي . دشگراد انتخاب يدرجه سانت
  . گيري شده مشاهده نشد هاي اندازه نبوده و تغييري در شاخص

   نفت خامةتست وزن سنجي اجزاي تشکيل دهند

 به نوع بنا نفت خام ةکه نسبت اجزاي تشکيل دهند دليل اين هب
سنجي به منظور تفکيک اجزاي نفت   از تست وزن،است متفاوت نفت

خام مورد استفاده و بررسي ميزان کاهش در اين اجزا، پس از انجام 
 نتايج اين تست )۴(شمارة  زيستي، استفاده شد که شکل ةتست تجزي

، اجزاي اشباع شده، شود ميکه مشاهده ر طو همان. دهد را نشان مي
 ۸۰/۲ و ۹۹/۳، ۳۱/۲۲، ۹۰/۷۰تيب آروماتيک، رزين و آسفالتن به تر

دهند، که مقادير باقيمانده  درصد نفت خام مورد استفاده را تشکيل مي
، ۵۶/۱۲، به ترتيب PG01 روزه باکتري ۵اين اجزا پس از رشد 

، به ترتيب PG02 درصد و در مورد باکتري ۸۹/۲ و ۰۳/۳، ۷۱/۱۰
 باکتري که مخلوط دو زماني. است درصد ۹۵/۲ و ۰۹/۲، ۳۲/۶، ۷۰/۴

 ۹۷/۲ و ۲/۱۳، ۹۷/۴، ۳۲/۲ترتيب  ههمزمان تلقيح شدند اين مقادير ب
  و مخلوط اين دو باکتري، طي PG01 ،PG02 هاي سويه. دست آمد هب

 درصد ۶۱/۸۷ و ۹۴/۸۳،  ۸۱/۷۰ روزه در مجموع به ترتيب ۵اين دوره 
  .دندكرنفت خام موجود را مينراليزه 

 
 نفت خام مورد ةن اجزاي تشکيل دهنديانگيم): ٤( ةشکل شمار

 ۵ رشد ة نفت خام پس از دورةاستفاده و مقادير اجزاي باقيماند

   و مخلوط دو سويهPG02  و PG01روزه  
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  ها زولهي ايي شناسايها تست

  هاي مرفولوژيکي، فيزيولوژيکي و بيوشيميايي نتايج تست

هاي  سويه بيوشيميايي و يكيفيزيولوژ، مرفولوژيكي هاي تست نتايج
PG01 و PG02 باکتري .  نشان داده شده است)۱(شمارة  در جدول
PG01اي محدب، با حاشيه صاف، اتصال  هايي دايره  ايجاد کلني

. کند  ميليمتر مي۲ تا ۱سست به سطح آگار، به رنگ نارنجي و با قطر 
 بوده ولي رنگ آن به PG01 مشابه سويه PG02 سويه هاي کلني

اي کوتاه با  ، ميلهPG02 و PG01هر دو سويه . استرمز متمايل ق
 ميکرومتر، گرم مثبت، ۵/۰×۵/۱ و ۵/۰‐۷/۰×۲/۱ابعاد به ترتيب 

کاتالاز مثبت و اکسيداز منفي . ندهستهوازي اجباري، متحرک و مارين 
ها مزوفيل  باکتري. بوده و توليد اسيد و گاز از قند گلوکز مشاهده نشد

 درجه سانتيگراد ۳۷ و ۳۵، ۳۰ه رشد در دماي آزمايشگاه، بوده و قادر ب
هاي  سويه.  درجه سانتيگراد رشد مشاهده نشد۴۱ و ۴ند، ولي در هست

نامبرده مارين بوده و در محيط فاقد سولفات منيزيوم رشد مشاهده 
  .نشد

  DNAسيتوزين  +  گوانينيتعيين درصد مول

دست  ه بDNA نمونه OD، يساز پس از انجام مراحل خالص
 ٢٨٠ و ٢٦٠ هاي در طول موج) ١:١٠با رقت  (PG01 ةآمده از سوي

 ٢٨٠/٢٦٠ نسبت. دست آمد ه ب٧٨٣/٠ و ٣٥٤/١ترتيب برابر  ه ب,نانومتر

nm  شد که حاکي از خلوص ٧٣/١در اين نمونه DNA مورد آزمايش 
 ٦٧٧ ، در اين نمونه با احتساب ضريب رقتDNAاست و غلظت 

   .دست آمد هر بليت ميکروگرم بر ميلي
) ١:١٠با رقت  (PG02 در مورد سويه DNAميزان جذب نمونه 

نسبت . دست آمد ه ب٦٧٧/٠ و ١٣٧/١ بترتيب ,هاي نامبرده در طول موج
غلظت . است خلوص لازم مبينآيد که  دست مي ه ب٦٨/١  معادلمذکور
DNAميکروگرم بر ٥/٥٦٨ ، در اين نمونه نيز با احتساب ضريب رقت 
   .دست آمد ه بليتر ميلي
 نانومتر، ۲۸۰ به جذب در ۲۶۰نسبت جذب نمونه در طول موج  
اي از   دو زنجيرهDNA پي بردن به ميزان خلوص مولکول براي

 و اين نسبت در حالت خالص بودن مولکول شود استفاده ميپروتئين 
DNA باشد۱/۸۵ تا ۱/۶۵ بين دباي مي ) Sueszmuth, et al., 

دست آمده را به همراه سطح  ههاي ب طيف )۵( شمارة شکل .)1987
ها نشان   شاهد و باکترييها  در نمونه استاندارد و نمونه١زير پيک

دئوکسي نوکلئوتيد  ٤مولار  نمونه استاندارد، مخلوط هم. دهد مي
منوفسفات بود ولي زمان خروج هريک از آنها با تزريق جداگانه 

، ٠١٥/٢هاي دقيقه  يکترتيب پ ههرکدام، قبلاً مشخص شده بود، که ب
 و dCMP ،dTMP ،dGMP متعلق به   ٩٣٣/٦ و ٥١/٣، ٨٠٨/٢

dAMP شمارة شکل ( ندهستa‐۵.(  
  

بررسي خصوصيات مرفولوژيكي، ): ١( ةجدول شمار

  PG02  و PG01هاي  فيزيولوژيكي و بيوشيميايي سويه

 PG01  PG02 خصوصيات

  اي کوتاهميله شکل سلول باکتري
ميله اي 

کوتاه، کمي 
 خميده

 ۲/۱×۷/۰‐۵/۰ ۵/۱×۴/۰ (µm)ابعاد سلولي 
 + +  رنگ آميزي گرم

 + +  کاتالاز
 ‐ ‐  اکسيداز
 ‐ ‐  اوره آز

 ‐ ‐  )OF(توليد اسيد از گلوکز 

 ‐ ‐  )OF(توليد اسيد از آرابينوز 
 ‐ ‐  )OF(توليد اسيد از زايلوز 

 ‐ ‐  رشد در شرايط بي هوازي
 ‐ ‐  کتحر

 ‐ ‐  تاژک
 ‐ ‐  کپسول

 ‐ ‐  اندوسپور
  +  +  اسيد فست

  ‐  ‐  نيتريفيکاسيون
 ‐ ‐  احياي نيترات به نيتريت

  ‐  ‐  دنيتريفيکاسيون
  ‐  ‐  هيدروليز ژلاتين
  ‐  ‐  هيدروليز نشاسته

نياز اجباري به غلظت (مارين 
  )NaCl و +Mg2بالاي 

+ + 

  +  + NaCl ۵%رشد در حضور 
 ‐ ‐  درجه سانتيگراد ۴۱رشد در دماي 

تجزيه سوبستراهاي آروماتيک 
  +  +  اي چند حلقه

دايره اي محدب  *شکل کلني
  صافةبا حاشي

اي  دايره
محدب با 

  صافةحاشي
 نارنجي قرمز نارنجي  *رنگ کلني
  ميليمتر۱‐۲  ميليمتر۵/۰‐۱  *قطر کلني

   آگار‐ مخمرة عصار‐روزه بر روي محيط پپتون  پس از رشد سه*
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 (a)  
 

 (b)  
  

(c)  
  

(d) 
): b( استاندارد، ةنمون): a. (HPLCآناليز ): ٥( ةشکل شمار

): d(، و PG01 ة سويDNA ةنمون): c( ماهي آزاد، DNA ةنمون

ترتيب  ه ب۴ و ۳، ۲، ۱ ةهاي شمار پيک. PG02 ة سويDNA ةنمون

  .ندهست dAMP و dCMP ،TMP ،dGMPمربوط به  

 مربوط به اسپرم ماهي آزاد، DNAهاي  ها در مورد نمونه ين پيکا
شوند   نيز با اندکي تغيير مشاهده ميPG02 ة و سويPG01سويه 

با استفاده از فرمول ارائه ). d‐۵و  b‐۵ ،c‐۵هاي  ترتيب شکل هب(
، در ٦٨٥/٦٩ PG01 ةسيتوزين در سوي+ شده، درصد مولي گوانين 

)  اسپرم ماهي آزادDNA(نه شاهد  و در نمو٨١٧/٦٧ PG02 ةسوي
   .دست آمد  به٨/٤٤معادل 

  يريگ جهي و نتبحث

ر ي مقادي که حاوي و خاکي آبيها طيها به مح دروکربنيه هيتخل
 هستند، اغلب نسبت کربن به ازت و ي از ازت و فسفات معدنيزيناچ

ها  سميکروارگاني رشد ميبرد که برا يار بالا ميکربن به فسفر را بس
  . يستنمناسب 

و  ژه ازتي بويرسد که در دسترس بودن مواد مغذ يبه نظر م
 ي نفتيها کربن درويه هيدر تجز کننده محدود عامل نيتر مهم فسفات،
 .Van Hamme, et alو  Prince, 1993( است يعي طبيها طيدر مح

2003(.   
بر اساس مطالعات گسترده دانشمندان، به وضوح مشخص شده 

 به شدت بههاي دريايي  زيستي نفت در محيطاست که ميزان تجزيه 
غلظت ازت و فسفات معدني موجود در محيط بستگي دارد و در اين 

تواند تجزيه زيستي  رابطه افزودن کودهاي ازتي و فسفاتي مناسب مي
ها را به ميزان زيادي  هاي نفتي توسط ميکروارگانيسم هيدروکربن

). Atlas, & Bartha, 1998; Yakimov, et al.,2007(افزايش دهد 
بر طبق گزارش گيبس، حداقل مقدار ازت و فسفات مورد نياز براي 

 و NH4Cl گرم ١٩٥/٠تجزيه زيستي هر گرم نفت خام در دريا معادل 
  ).Gibbs, 1975( بود  Na2HPO4 گرم ٠٢٤/٠

هاي بومي هر  هاي دقيق در مورد باکتري  با اين وجود بررسي
باعث افزايش راندمان کار و کاهش رسد و  منطقه ضروري به نظر مي

ها در مقياس صنعتي   استفاده از باکتريبرايهاي اجرايي  هزينه
  . شود مي

 مشابه ةي هر دو سوينه فسفات براير بهيق مقادين تحقيدر ا
 ينه ازت براير بهي مقاديبس بود وليشنهاد شده توسط گيزان پيم

 .دست آمد ه ب١٩٥/٠ و ١٤٦/٠ب ي به ترتPG02 و PG01 يها هيسو
 ي توسط هر دو باکتريبات نفتيه ترکير دما بر تجزي تأثيدر بررس

که انتظار  گونه ن شد که همانيي درجه سانتيگراد تع٣٥نه ي بهيدما
  . استبا شرايط دمايي آب خليج فارس، کاملاً سازگار رفت  يم

  منطقه در سواحل قشم٢١ تغييرات سالانه دماي آب در ةدامن
  . گيري شد رجه سانتيگراد اندازه د٤٠ تا ٧/١٥ن يب
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 سازگار اين شرايط اهاي جداسازي شده ب که سويه يياز آنجا
 درجه ٤٠ قادر به رشد در دماهاي به خصوص بالاتر از بنابرايناند،  شده

  .ديستنگراد ن سانتي
ها   از نظر دما نيز از اين باکتري،بنابراين با توجه به مطالب بالا 

هاي نفتي در خليج فارس بخوبي استفاده  يتوان جهت رفع آلودگ مي
  .دكر

 در مقايسه با نتايج يسنج دست آمده در تست وزن هنتايج ب 
، که با استفاده از )1999(و همکارانش  Thouandدست آمده توسط  هب
 درصد نفت خام را طي ۲/۲۳ محصول صنعتي ميکروبي حداکثر ۸

 و PG01 يها هيسو نشان داد که ، روز مينراليزه کرده بودند۸مدت 
PG02جدول  (دندكر مصرف يار بالاتريزان بسي نفت خام را به م

 نسبت به حداکثر PG02 و PG01هاي  که سويه طوري هب. )۲ ةشمار
 و ۶۱/۴۷ به ترتيب ،دست آمده توسط اين محصولات صنعتي همقدار ب

  . اند  درصد بيشتر نفت خام را مينراليزه کرده۷۴/۶۰
ج فارس و ي خليمي اقلةژيط ويل شرايدل هبج احتمالاً ين نتايا

  .استط ين شراي شده به اي جداسازيها هي سوهماهنگ شدن
 با يکديگر، مشخص PG02 و PG01 با مقايسه دو سويه 

  .ده استكر نفت خام را با کارآيي بالاتري تجزيه PG02شود سويه  مي
   با نتايج ارائه شده در تحقيقات ديگرPG02 و PG01هاي  سوبستراي هيدروکربني سويهمقايسه تجزيه ): ٢( ةجدول شمار

  منبع  درصد تجزيه سوبسترا  زمان رشد  سوبسترا  باکتري

Mycobacterium sp. strain IFP 2173 ۸۶%   روز۲۸  گازوئيل  
Solano-Serena, et al., 

2000  

Natural Inocula  ۲/۲۳%   روز۲۸  نفت خام  Thouand, et al., 1999 

Commercial Inocula  ۱۸   روز۲۸  نفت خام%  Thouand, et al., 1999 

PG01 اين تحقيق  ۸۱/۷۰%   روز۵  نفت خام  

PG02 اين تحقيق  ۹۴/۸۳%   روز۵  نفت خام  

  اين تحقيق  ٦١/٨٧%   روز٥  نفت خام مخلوط دو باکتري

  
با در نظر گرفتن خصوصيات مرفولوژيكي، فيزيولوژيكي، 

 PG02 و PG01، هردو سويه G+C يو تعيين درصد مولبيوشيميايي 
 Brenner, et(  دارندMycobacteriumبيشترين شباهت را با جنس 

al., 2005(.  
  :  اين تشابهات عبارتند از

ف ياي کمي خميده؛ گرم مثبت ضع شکل سلول باکتري ميله
  ؛ )شوند براحتي با رنگ گرم رنگ آميزي نمي(

زمان لازم براي ايجاد ( رشد ةاسيد فست در کشت تازه؛ دور
   روز؛ ۳‐۲) هاي قابل مشاهده کلني

  وسيله ليزوزيم؛  همقاومت به ليز شدن ب
  غير متحرک؛ هوازي و كاتالاز مثبت؛
 درصد در G+C) ۶۲ – ۷۰ بدون اسپور و کپسول؛ درصد مول 

   ،)جنس مايکوباکتريوم
هاي گرد و صاف با پيگمان نارنجي و نارنجي متمايل به  كلني

؛ و مقاومت نسبت به )PG02 و PG01هاي  بترتيب در سويه(قرمز 
  . سيلين پني

 نمك ۵%ز هر دو سويه از لحاظ رشد در حضور يدر سطح گونه ن
 کلريد ۵% رشد در حضور ‐هاي سريع در جنس مايکوباکتريوم گونه(

، ايجاد اي حلقه ، تجزيه سوبستراهاي آروماتيک چند)کنند سديم رشد مي
 تا ۲۷دماي اپتيمم  (گراد درجه سانتي۴۲، عدم رشد در يهاي رنگ کلني
، منفي بودن احياي نيترات، عدم توليد اسيد از ) درجه سانتيگراد۳۷

  .شباهت داشتند M. obuenseآرابينوز و زايلوز به گونه 
 ژن ين توالييها مستلزم تع هي سوي قطعيين وجود شناسايبا ا

16S rRNA وم در يکوباکتري از جنس ماييها رسد گونه يم نظر به .است
 را دارا ي نقش مهميعي طبيها طي در محيدروکربنيبات هيحذف ترک

  .باشند
  وقدردانيتشکر

دن نفت خام تشکر كر فراهم دليلاز شرکت ملي نفت ايران به 
   .شود مي

   يادداشت

1-Peak area 
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