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Abstract  
Soil and water petroleum pollution threatens living 
organisms in the environment. This pollution can be 
removed by an economically cheap and environmentally 
safe method using bacteria. In this study, a halo tolerant 
bacterium was isolated from a spring near Dezful in 
Khuzestan which could effectively degrade petroleum. 
During growth in a mineral-base medium containing 1 
gram per liter of crude oil as the sole carbon source, this 
strain produced biosurfactants that emulsified oil in the 
aquatic phase of the medium. The effects of different pH 
and salinity conditions on petroleum biodegradation 
were also studied and the minimum amounts of nitrogen 
and phosphorus sources needed for the optimal 
degradation of 1-gram crude oil was determined. For 
obtaining growth curves of bacterium in a mineral-base 
medium and evaluating oil consumption, both the 
spectrophotometry (650 nm) method and the Lowry 
method of total protein determination were performed 
daily. Results showed that the optimal conditions for 
petroleum biodegradation were pH 8.5 and a salinity of 
0-5 % NaCl. Also, the minimum N and P sources 
needed for degrading 1 gram crude oil were equal to 292 
mg NH4Cl and 36 mg Na2HPO4, respectively. 
 
Keywords: Biodegradation, Biosurfactant, Halo tolerant 
and Oil Pollution. 
  

 

  چکیده
تواند  ها که می هاي آب شیرین و خاك ها، چشمه هاي نفتی رودخانه آلودگی

 پساب کارخانجات مرتبط با صنایع نفتی و ،هاي نفت ناشی از ترکیدن لوله
کننده محیط زیست و همچنین   یکی از مشکلات عمده تهدیدد، باشغیره

ها  هاي زیادي در جهت رفع این آلودگی تلاش. بهداشت عمومی شده است
یکی از این . هاي مختلفی در کشورهاي جهان صورت گرفته است به روش
ها که هم از لحاظ اقتصادي کم هزینه و هم از لحاظ زیست محیطی  روش

هاي نفتی  ها در جهت رفع آلودگی د، استفاده از باکتريباش بسیار مناسب می
هالوتولرانت از یک مثبت در این مطالعه یک سویه باکتریایی گرم . است

چشمه آب شیرین واقع در اطراف دزفول جداسازي شد که قادر است 
این سویه در طول رشد در . طور مؤثري مینرالیزه نماید هترکیبات نفتی را ب

عنوان تنها منبع کربن و انرژي، ابتدا تولید  هحیط نفت بهاي حاوي م ارلن
بیوسورفاکتانت نموده که موجب امولسیونه کردن نفت در فاز آبی محیط 

ه کند که ب ولید بیوماس مصرف میتشده و سپس نفت خام موجود را با 
، PHتأثیر فاکتورهاي . کند ها از تیره به روشن تغییر می ریج رنگ محیطدت

هاي مختلف نیتروژن و فسفر در تجزیه زیستی نفت  غلظتغلظت نمک و 
دو شاخص کدورت سنجی . خام توسط این سویه مورد بررسی قرار گرفت

ن ا و سنجش پروتئین کل تولید شده، به عنوnm 650در طول موج 
 نتایج حاکی از آن بود .شددر نظر گرفته هاي رشد و مصرف نفت  شاخص

، PH5/8  تجزیه کنندگی خود را در که باکتري، اپتیمم رشد و فعالیت
 گرم 292/0غلظت نمک صفر تا پنج درصد، حداقل غلظت منبع نیتروژن 

NH4Cl گرم 036/0، و حداقل غلظت منبع فسفر Na2HPO4 جهت ،
   .باشد مصرف یک گرم نفت خام دارا می

 
ــد واژه ــا کلی ــی  آلــودگی: ه ــاي نفت ــتی ،ه  بیوســورفاکتانت، ، تجزیــه زیس
 .هالوتولرانت
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  مقدمه
هـاي   هر ساله مقادیر معتنابهی نفت و ترکیبات نفتـی از راه       

 هـاي  فعالیـت ،  نفتـی  يهـا   لولـه  نشـت ،  جنگ نظیر   مختلف
 و صـنایع مـرتبط بـا      هـا  پالایشگاه،   اکتشاف نفت  و حفاري

  که این مقدار تقریبا،شود  وارد محیط زیست می    نفت خام 
. )Etkin et al., 1998(  شود  میلیون  تن تخمین زده می320

طـور یکنواخـت بـر روي کـره      همناطق نفت خیـز جهـان ب ـ    
اي نظیر منطقـه    اند بلکه به نواحی  ویژه      زمین پراکنده نشده  

 لـذا ایـن منـاطق در معـرض     ،انـد  خلیج فارس محدود شده   
 9عنوان مثـال حـدود       به. بیشترین آلودگی نفتی قرار دارند    

میلیون بشکه نفت خام فقط در اثر جنگ خلیج فـارس در          
 میلادي وارد محیط دریا شد که با ایجـاد لکـه            1991سال  

 باعـث بـروز مشـکلات       ، مایـل مربـع    600نفتی به بزرگـی     
هـاي سـیاه    همچنین بـاران . )Canby, 1991(بسیاري گردید 

ــادي از     ــادیر زی ــاقص نفــت خــام، مق ناشــی از ســوختن ن
ــدروکربن  ــات هی ــتگاهترکیب ــی و   ی را وارد زیس ــاي طبیع ه
  . ارزشمند منطقه کرد

 یأثیر عوامل طبیعـی مختلف ـ     تحت ت  ي نفتی ها  آلودگی این
ــد  ــدن مانن ــر ش ــیون ،تبخی ــتی  و فتواکسیداس ــه زیس  تجزی

 .(Rheinheimer, et al., 1994;1981)شـوند   برطـرف مــی 
 ،هـاي نفتـی    تخریب زیست محیطی از جانب این آلودگی      

اي سـازگار بـا محـیط زیسـت را بـراي      ه ـ نیاز به اسـتراتژي   
 تجزیـه  ،در این بین. برطرف کردن آنها مطرح کرده است  

 نقشــی اساســی را بــه ،هــا زیســتی توســط میکروارگانیســم
خصوص در حذف اجزاي غیر فرار نفت از محیط زیست         

 ,.Harayama et al., 1999 Cunningham et al( کند ایفا می

هاي تجزیـه کننـده     تريتاکنون تعداد زیادي از باک    . )2001
اند، ولی بـا ایـن وجـود تعـداد      اجزاي نفتی جداسازي شده  

رسد که در تجزیه زیستی نفـت در   کمی از آنها به نظر می   
 یک ،در این مطالعه  . هاي طبیعی حائز اهمیت باشند     محیط

 واقــع در شــمال دزفــول یایی از چشــمه آبــســویه باکتریــ
طـور   بـه ا  ترکیبـات نفتـی ر     اسـت    جداسازي شد که قـادر    

بسیار موثري مینرالیزه نماید و ترکیبـات سـمی نفـت را بـه      

تبدیل کند کـه نـه      آب   بیوماس میکروبی، گاز کربنیک و    
توانـد   باشـد، بلکـه مـی     خطر می   تنها براي محیط زیست بی    

عنوان شروع کننده یک زنجیره غذایی براي آبزیـان بـه             به
  .حساب آید

 
  ها مواد و روش
  نمونه گیري

 در شـمال دزفـول واقـع در       سربیشـه  چشمه    از نمونه گیري 
هـا تـا زمـان ایزولـه          نمونه .صورت گرفت استان خوزستان   

هـداري شـدند و بـه    گن) ºC 4( ها در یخچال  کردن باکتري 
 درب آنها بـه صـورت نیمـه بـاز گذاشـته             ،منظور هوادهی 

، درصد نمک و دماي آب چشمه نیز        PH فاکتورهاي   .شد
کتـومتر و ترمـومتر در زمـان     متـر، رفر PHبه ترتیب بوسیله  

  .نمونه برداري تعیین شدند
 
 هاي کشت حیطم

 گـرم عصـاره مخمـر    5 آگار کـه از      -YPمحیط  : 1محیط  
)Merck(  ،3 گرم باکتوپپتون )Difco( ،12 گرم آگار آگار 
)Merck (  گرم   30و NaCl       در یک لیتر آب مقطر تشـکیل 

  . شده بود
صــاره  گــرم ع25/1 بــراث کــه از -YPمحــیط : 2محــیط 
در یـک   ) Difco( گرم بـاکتوپپتون     75/0و  ) Merck(مخمر

  .لیتر آب مقطر تشکیل شده بود
هاي تجزیه زیسـتی نفـت    محیط پایه که در تست : 3محیط  

: خام مورد استفاده قرار گرفـت داراي ترکیبـات زیـر بـود         
ــوم  195/0 ــد آمونی ــرم کلری ــدیم  024/0 ، گ ــرم دي س  گ

 II(، 005/0(ن   گرم سولفات آه   001/0 ،هیدروژن فسفات 
 001/0 ، گرم سولفات منیزیوم   001/0 ،گرم کلرید پتاسیم  
 میلـی لیتـر   1/0و   گرم کلرید سدیم   3 ،گرم کلرید کلسیم  

 بـود  مقطـر لیتـر آب    میلـی 100محلـول عناصـر میکـرو در    
)Schlegel, 1992 .( مقــادیر نــامبرده دي ســدیم هیــدروژن

اس ، بـر اس ـ   )Nمنبـع   (و کلریـد آمونیـوم      ) Pمنبـع   (فسفات  
 نفت خام  گرم1 براي تجزیه (Gibbs, 1975)روش گیبس 
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 میلـی  70محلول میکرو عناصر نیـز شـامل      .  شد کار برده  به
 میلی 200 ، میلی گرم کلرید منگنز100 ،گرم کلرید روي

 میلی 20 ، میلی گرم کلرید نیکل    100 ،گرم کلرید کبالت  
 26 ، میلـی گـرم مولیبـدات سـدیم     II، 50گرم کلرید مس    

 30 ، میلی گرم وانادات سدیم10 ،م سلنیت سدیممیلی گر
 میلی لیتر اسید کلریـدریک     1 ،میلی گرم ولفرامات سدیم   

  .لیتر آب مقطر بود  میلی1000 در 25درصد
PH نفـت  .  تنظیم شـد 9/7ها قبل از اتوکلاو بر روي     محیط

 در  1درصـد )  w/v(عنوان تنها منبع کربن بـه میـزان          خام به 
هـا در   کلیـه آزمـایش  .  بـرده شـد    کـار  هـاي مـایع بـه      محیط

  . انجام شدنداستریلشرایط 
  

  ها  باکتريجداسازي
 100 نمونـه آب تهیـه گردیـد و از هـر رقـت       هایی از  رقتّ

 بـر  2)دریگالسکی(اي سرکج  وسیله میله شیشه میکرولیتر به 
 Cº آگـار کشـت داده شـد و در دمـاي     -YPروي پلیتهاي   

ــا مو ســپس کلنــی.  انکوبــه شــدند5±25 ــوژي هــاي ب رفول
 -YPمتفاوت برداشته شدند و با کشتهاي متـوالی بـر روي           

باکتریهـاي ایزولــه شــده، از  . آگـار خــالص سـازي شــدند  
لحــاظ تــوان تولیــد بیوســورفاکتانت و تجزیــه نفــت مــورد 

  . آزمایش قرار گرفتند
  

  تست تجزیه زیستی نفت خام
هاي خالص  بررسی مینرالیزه کردن نفت خام توسط ایزوله      

هاي شـیار    باکتري به ارلن 108 با تلقیح حدود     سازي شده، 
یک ارلـن   .  محیط پایه صورت گرفت    ml 100دار حاوي   

پـس از افـزودن     هـا    ارلـن . شاهد بدون باکتري نیز تهیه شد     
 Cº (در دمــاي آزمایشــگاهیـک گــرم نفــت خـام اســتریل   

 از ند و قــرار داده شــد)140 (rpm بــر روي شــیکر)5±25
ر اســاس مشــاهده ایجــاد بــ(جهــت تولیــد بیوســورفاکتانت 

و مصــرف کـردن نفــت خـام بــه   ) امولسـیون نفـت در آب  
) روشن شدن رنگ محیط   (و انرژي   منبع کربن   تنها  عنوان  

 از بین    با استفاده از این تکنیک     .مورد بررسی قرار گرفتند   

یک سویه که از لحاظ مینرالیزه  سویه جداسازي شده،     15
نـوان سـویه   کردن نفت خام بسیار سریع و مـؤثر بـود بـه ع            

 PDO1برتر در تجزیه زیستی نفت خام انتخاب گردید که       
 روز 5ایـن سـویه قـادر بـود کـه در مـدت       . نامگذاري شد 
  .طور قابل توجهی مینرالیزه نماید نفت خام را به

 
  تست هالوفیلیته

براي بررسی توانایی رشد باکتري مـذکور در درصـدهاي         
انــت مختلــف نمــک و بررســی اینکــه آیــا ســویه هالوتولر

براي ایـن منظـور از محـیط      . است، این آزمایش انجام شد    
YP-   سـپس بـاکتري در محـیط کشـت         .  براث استفاده شد

 درصد نمک تلقـیح شـد و   7مذکور، با غلظتهاي صفر تا    
هـا از نظـر ایجــاد    رشـد بــاکتري .  انکوبـه گردیـد  C30°در 

  .کدورت در محیط کشت بررسی گردید
 

 ـنمـک  و غلظت PHبررسی اثر    ین حـداقل   و تعی
 بـراي مینرالیـزه کـردن    P و Nمورد نیـاز   مقدار

  PDO1نفت خام توسط سویه 
 ml 250 شـیار دار  هـاي  ارلـن براي این منظـور بـاکتري در    

و بـه ترتیـب   کشـت داده شـد     پایـه     محـیط  ml 100حاوي  
در ابتـدا بـه   .  تعیین شـدند P و   N، نمک،   PHمقادیر اپتیمم   
 Tris/HCl توسط بافرها   محیطPH اپتیمم، PHمنظور تعیین   

، 5/9، 9، 5/8، 8، 5/7، 7 ،5/6، 6 قبل از اتوکلاو بـر روي    
 PHبا درنظر گرفتن  . تنظیم شد12 و 5/11، 11، 5/10، 10

، مقادیر مختلف نمکاپتیمم، به منظور تعیین مقدار اپتیمم      
. ها افزوده شـد  صفر تا هفت درصد کلرور سدیم به محیط       

 و PHتــیمم دو فــاکتور سـپس بــا درنظــر گـرفتن مقــادیر اپ  
  بـراي تجزیـه  Nمقـدار اپتـیمم   نمک، براي تعیـین حـداقل     

غربـال سـازي شـده،     توسـط سـویه  خـام   نفـت  یـک گـرم  
 ارائـه   N یک چهارم تا هفت چهارم مقدار        مقادیر متفاوت 

 ،195/0 ،146/0 ،097/0 ،049/0شده توسط گیبس یعنی     
بکـار  هـا     در محـیط   NH4Clگرم   341/0و   292/0،  244/0
 Pمقـدار اپتـیمم    در نهایت، بـراي تعیـین حـداقل    .ه شد برد
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 یـک  مقـادیر متفـاوت  خام نیز  نفت    یک گرم  براي تجزیه 
 ارائـه شـده توسـط گیـبس      Pچهارم تا هفت چهارم مقدار      

 و 036/0 03/0 ،024/0 ،018/0 ،012/0 ،006/0یعنــــــی 
  .ها استفاده شد در محیط Na2HPO4گرم  042/0
و افـزودن یـک     بـاکتري    108ها پس از تلقیح حـدود        ارلن

 )Cº 5±25(گرم نفت خام استریل، در دمـاي آزمایشـگاه          
قرار گرفتند و روزانه به منظـور       ) rpm 140(بر روي شیکر    

 پـروتئین و   nm 650 OD  تعیـین بررسی رشد با استفاده از 
  . نمونه برداري صورت گرفت،کل

 
  اندازه گیري پروتئین

 ،وتئین کل سنتز شـده    در این مطالعه اندازه گیري میزان پر      
هاي دقیق تجزیه زیسـتی نفـت، محسـوب     یکی از شاخص  

لیتـر از محـیط کشـت در      میلـی 1براي این منظور  . شود  می
ــدورف در    ــه اپن ــل لول ــانتریفوژ شــد g × 10000داخ .  س

 دقیقـه  90  مولار بـه مـدت  3/0  سودرسوب سلولی توسط
رنـگ آمیـزي    . گراد لیـز شـد      درجه سانتی  60ماري    در بن 
صورت ) Sueszmuth et al., 1987( لاري ئین به روشپروت

 و با استفاده از منحنی خطی اسـتاندارد از  آلبـومین       گرفت
طـور روزانـه    سرم گاوي، مقدار پروتئین کـل تولیـدي، بـه         

  .تعیین شد
 

  و بحثنتایج
اتفاقات ناگوار تانکرهاي نفتکش در دریاها از اواسط دهه    

یست بین المللی را محیط ز، مقامات مسئول    میلادي 1980
هـا و   متوجه اثرات زیست محیطـی ناشـی از ایـن آلـودگی     

هایی بـراي رفـع آنهـا کـرده         حل تلاش در جهت یافتن راه    
یکی نشان داد کـه طبیعـت       ژهاي میکروبیولو   بررسی .است

، با روندي آهسـته    هاي نفتی  خود قادر به رفع این آلودگی     
پتــیمم فــراهم آوردن شــرایط ا، و بــا باشــد ولــی مــؤثر مــی

 را از نظر زمانی شـتاب داد        این فرآیندهاي طبیعی  توان   می
)Atlas, 1977 Gibbs, 1975; .( هــاي  حضـور هیــدروکربن

هــــــاي تکــــــاملی  نفتــــــی در محــــــیط، طــــــی دوره

هایی را در جهت استفاده از این ترکیبـات         میکروارگانیسم
 ایــن. عنــوان منبــع کــربن و انــرژي تکامــل داده اســت بــه

ي دسـتیابی بـه همـین هـدف، یعنـی           پژوهش نیز در راسـتا    
جداسازي یک باکتري هالوتولرانت که قادر باشد با تولید     

 صـورت گرفـت کـه    ،بیوسورفاکتانت نفت را تجزیه کنـد     
. امکـان اســتفاده از آن در اکثــر منـاطق ایــران وجــود دارد  

هــاي  هـایی کـه بطــور انتخـابی از میکروارگانیسـم     بـاکتري 
 بـراي درمـان    ند، عمدتاًشو خیز ایزوله می بومی مناطق نفت 

کار خواهند رفـت   زیستی مناطق آلوده به نفت در آینده به       
)Lazar et al., 1997 .(    عمومـاً در میکروبیولـوژي صـنعتی
ــه ــاص،      ب ــت خ ــا فعالی ــمی ب ــافتن میکروارگانیس ــور ی منظ

گیرنـد کـه بـا داشـتن شـرایط       هایی مد نظر قـرار مـی    مکان
 موجـب گردنـد  محیطی ویژه، القاء این فعالیت خـاص را  

)Korda et al., 1997  .(     لذا با همـین فـرض، جهـت یـافتن
اي واقـع در   خوار، از چشمه یک باکتري هالوتولرانت نفت  

طـور    کـه بـه  ،گیـري شـد   دزفول در استان خوزستان نمونـه   
همچنـین درصـد    . طبیعی در معرض این آلاینده قرار دارد      

نمک این چشـمه در معـرض تغییـرات بسـیار شـدید قـرار         
طوریکـه در تابسـتان کـه تبخیـر آب بیشـتر اسـت،               رد به دا

 درصد بوده و در زمستان که میزان بـارش بیشـتر    7بیش از   
با آگاهی به ایـن     . رسد   این مقدار تا حدود صفر می      ،است

مطالــب، احتمــال حضــور یــک بــاکتري هالوتولرانــت      
خوار در ایـن منطقـه بسـیار بالاسـت و هـدف از ایـن                  نفت

ــا و  انتخــاب، امکــان اســتف  ــر آبه ــن ســویه در اکث اده از ای
 برخـی  1جدول . باشد  هاي شور و شیرین کشور می      خاك

خصوصیات فیزیکوشیمیایی چشمه مورد نمونـه گیـري را         
  . دهد نشان می

 15 ،در ایـن مطالعــه بـا اســتفاده از تکنیـک غربــال ســازي   
 سویه قـادر بـه تولیـد        5سویه باکتریایی جداسازي شد که      

هـا،    از بین این سویه   . ط نفت بودند  بیوسورفاکتانت در محی  
PDO1  بـه عنــوان ســویه برتــر در تولیــد بیوســورفاکتانت و 

طوریکـه در کمتـر      به. تجزیه زیستی نفت خام انتخاب شد     
طور کامـل مصـرف     روز نفت خام موجود را تقریباً به  5از  
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کرد و رنگ محیط کشت کـاملاً روشـن گردیـد و دیگـر      
 بـه ترتیـب   1ر شـکل  د. هیچ نفتی در محیط مشـاهده نشـد    

مراحل قبل از شروع رشد باکتري، تولیـد بیوسـورفاکتانت      
 مشـاهده  PDO1و پس از مصرف شدن نفت توسط سـویه          

 تولیـد بیوسـورفاکتانت نفـت    بـا باکتري مـذکور  . گردد  می
نماید که با این عمل نسبت سـطح بـه           امولسیونه می خام را   

 و )Schlegel, 1992(حجم نفـت بسـیار افـزایش مـی یابـد      
طــور قابــل  کـارآیی بــاکتري در مینرالیــزه کــردن نفـت بــه  

ي سـویه  هـا   اتصـال بـاکتري  2شـکل   . رود توجهی بالا مـی   
PDO1 تولیـد   .دهـد  هاي ریز معلق نفت را نشان می ه به قطر

ــم   ــط میکروارگانیس ــورفاکتانت توس ــزه   بیوس ــاي مینرالی ه
ها به محـیط   کننده ترکیبات نفتی و یا افزودن سورفاکتانت     

ــزایش   آنهــا کــ ــا را در مصــرف نفــت، بســیار اف ارایی آنه
 ,.Desai et al., 1997; Bardi, 2000 Moran et al (دهد می

2000; ; Rahman et al., 2002( .   هـاي   بـه دام افتـادن سـلول
باکتري درون قطرات نفت باعـث غیـر فعـال شـدن سـلول          

 پوشیده شدن محیط توسـط لایـه نفتـی، مـانع از        شود و  می
درون  هـا بـه    د نیاز براي متابولیسم باکتري    نفوذ اکسیژن مور  

که بیوسورفاکتانت با امولسیونه کردن نفت       شود محیط می 
 ;Schlegel, 1992( آورد  ممانعت به عمل مـی اتاز این اثر

Rheinheimer, 1981 (.  
در بررسی اثر فاکتورهاي محیطی در تجزیه نفـت توسـط            

خص دو شـا باکتري ایزوله و انتخاب شـده در ایـن پـروژه      
 و سنجش پروتئین   nm 650کدورت سنجی در طول موج      

هـاي رشـد و مصـرف      ن شـاخص  اکل تولید شده، بـه عنـو      
 نتـایج حاصـل از   3شـکل  . مورد ارزیابی قرار گرفت  نفت  

ــاکتور    ــورد ف ــی را در م ــن بررس ــد  PHای ــی ده ــان م .  نش
 قـادر اسـت در   PDO1همانطور که مشخص اسـت، سـویه       

ــ11 تــا PH 7دامنــه وســیعی از  ت کنــد و نفــت خــام  فعالی
ــلولی و    موجــود را  ــی رشــد س ــد کــه منحن ــزه نمای مینرالی

باشـد   پروتئین کـل تولیـدي نشـان دهنـده ایـن مطلـب مـی            
 نسـبت بـه   9 و PH 8/5بـاکتري در   ).  الف و ب   -3شکل  (

تر وارد فاز رشـد لگـاریتمی شـده یـا بـه              ها سریع  PHسایر  

زان  می PH 8/5در  . تري دارد  عبارتی دیگر فاز تاخیر کوتاه    
  و در محـیط بـا   5/7 روز، 5پروتئین کل تولیدي پـس از  

PH9  ،5 در  . گـرم بـود      میلیPH   رشـد بسـیار   5/6 و 6هـاي 
ــه در    ــد درحالیک ــاهده ش ــی مش ــاي  PHکم  12 و 11/5ه

).  الـف و ب -3شـکل  (گونه رشدي صورت نگرفت      هیچ
هاي آنیونی و   گزارش شده است که تولید بیوسورفاکتانت     

هـا کـه    رکیبـات نفتـی توسـط بـاکتري     همچنین متابولیسم ت  
باعـث ایجــاد مــواد حــد واســط اســیدي مــی شــود، ســبب  

شـود   ویژه در سطح آزمایشگاهی می  به، محیط PHکاهش  
 محـیط کشـت بسـیار       PHو از این لحاظ بررسی و کنتـرل         

  .باشد حائز اهمیت می
نتایج حاصل از بررسی مینرالیزه کردن نفت توسـط سـویه        

PDO1نشان داده 4 نمک در شکل هاي مختلف غلظت  در 
 PDO1بر اساس این نتایج باکتري هالوتولرانت  . شده است 

هـاي صـفر تـا هفـت درصـد کلـرور             قادر است در غلظت   
رشد نموده و ) NaCl مول 1/2تقریباً معادل صفر تا   (سدیم  

 7 و 6هـاي   نفت خام را مینرالیزه نماید؛ هرچند در شـوري    
ردن کـاهش یافتـه     درصد کلرور سدیم میزان مینرالیـزه ک ـ      

 Gilmorبنـا بــه اظهـارات    ). الــف و ب-4شـکل  (اسـت  

(1990) ،Marquez et al., (1987) و Rheinheimer (1981) ،
هایی که با آب شیرین و شور قادر به رشد     میکروارگانیسم

 مقـدار نمـک   Gilmor. شوند  هستند هالوتولرانت نامیده می   
بین صـفر   (NaCl مول  1ها را بین صفر تا       براي این باکتري  

همچنین نتـایج تسـت     . بیان کرده است  )  درصد 6تا حدود   
باشـد   هالوفیلیته موید هالوتولرانت بودن سویه مـذکور مـی        

  ) .2جدول (
دلیل آنکه چشمه محل نمونه    رسد که به   طور به نظر می    این

باشد،  برداري در طول سال داراي تغییرات زیاد شوري می    
ن تغییـرات سـازگار   باکتري جداسازي شـده نسـبت بـه ای ـ        

. باشـد  شده و قادر به فعالیت در دامنه تغییرات مربوطـه مـی   
ــت بــودن ســویه     مزیــت آن محســوب  PDO1هالوتولران

هـاي   تـوان از آن در رفـع آلـودگی          گردد، چرا که مـی      می
 7تـا  (هاي شیرین و شور  نفتی اکثر آبها، رسوبات و خاك  
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  به اضافه مقادیر نامبرده) PH 7.9( عصاره مخمر براث -رشد بر روي محیط پپتون:  نتایج تست هالوفیلیته-2جدول 
   روز7 پس از ، کلرید سدیم

غلظت 
NaCl 

0%  1%  2%  3%  4%  5%  6%  7%  8%  9%  10%  

 - (+) + + + ++ ++ ++ ++ ++ ++ رشد

  فاقد رشد : -ضعیف  و  (+) :  ،خوب + : ،خیلی خوب++ : 

 

سـویه  به عنوان مثـال از  . کشور استفاده کرد ) درصد نمک 
ــوان در خلــیج فــارس   مــذکور مــی  درصــد 5/3حــدود (ت

 درصـد  1حـدود  (دریـاي خـزر    الخصـوص  و علی) نمک
، که امـروزه از لحـاظ وجـود مخـازن نفتـی در آن               )نمک

ــرض    ــه و بطــور ناخواســته در مع ــرار گرفت مــورد توجــه ق
  .باشد، استفاده نمود آلودگی اتفاقی ناشی از این مواد می

نمونـه بـرداري نسـبت بـه دریـا        دلیل آنکه چشـمه محـل        به
حجـم نسـبتاً محـدودي دارد، شـرایط محیطـی تـاثیر نسـبتاً        
ــتخوش     ــال دس ــول س ــد و در ط ــر روي آن دارن ــادي ب زی

شـیمیایی ماننـد نمـک و        تغییرات زیاد فاکتورهاي فیزیکـو    
گردد و این تغییرات در اکولـوژي میکروبـی آب     غیره می 
، بـاکتري جداســازي شــد . گــذارد اثـر مــی  ه از ایــن طبیعتــاً

چشمه به این تغییرات سازگار شده و قـادر بـه فعالیـت در              
این خصوصـیت مزیتـی را      . باشد  دامنه تغییرات مربوطه می   

نماید که بتوان از سویه جداسازي شـده در رفـع         فراهم می 
هــاي نفتــی در شــرایط محیطــی مختلــف از نظــر  آلــودگی

  .نمک بهره برد
ی نفـت خـام   در مطالعات وسیعی که بر روي تجزیه زیسـت      

  گرفته  صورت    طبیعی  هاي  محیط  ها در توسط باکتري
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

شـامل  معـدنی  است، گزارش شده که مقدار مـواد مغـذي        
  از فاکتورهـاي مهـم تعیـین     ، موجود در محیط   P و   Nمنابع  

هـاي   کننده سـرعت و میـزان مینرالیـزه شـدن هیـدروکربن          
 و Nبس مقدار گی). Atlas & Bartha, 1993(باشد  نفتی می

P          لازم براي تجزیه یک گرم نفت خام را به ترتیب معادل 
ــرم 195/0  گــزارش Na2HPO4 گــرم 024/0 و NH4Cl گ

از آنجاییکه در مطالعات تجزیه زیسـتی نفـت      . کرده است 
، جهـت حفـظ     P و   Nخام، تعیین حداقل مقدار مورد نیـاز        

هاي کاربردي لازم    محیط زیست و همچنین کاهش هزینه     
د، در این مطالعه مقادیر یک چهارم تا هفت چهارم  باش می
گردیــد و  د گــزارش شــده توســط گیــبس انتخــابرمــوا

مینرالیزه شدن نفت خام در شرایط نـامبرده مـورد بررسـی            
 نشـان داده  6 و 5هـاي   قرار داده شد که نتایج آن در شکل  

هـا مشـخص اسـت       طور که در این شکل     همان. شده است 
 گـرم نفـت خـام    1براي تجزیـه    P و   Nحداقل مقدار موثر    

 و NH4Cl گرم 292/0 به ترتیب معادل  PDO1توسط سویه   
 تعیــین شــد کــه نســبت بــه مــوارد  Na2HPO4 گــرم 036/0

 .باشد گزارش شده توسط گیبس بالاتر می
   مشخصات فیزیکوشیمیایی چشمه سربیشه -1جدول 

  نمونه برداريزمان در 
 pH شوري دماي آب

 9/7 30 ‰  درجه سانتی گراد29
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    مراحل تولید بیوسورفاکتانت و تجزیه نفت توسط -1شکل 
  .PDO1باکتري 

 
 
 

  
  

ها در اطراف ذرات امولسیونه شده نفت  میکروارگانیسم  -2شکل 
 را دور ذرات نفت خام ها  باکتري،ها فلش . خام در محیط مایع

 .دهد نشان می
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 در تجزیه زیستی نفت خام PH  بررسی اثر فاکتور -3شکل 

   .PDO1توسط باکتري هالوتولرانت 
  .C   ْ5 ± 25 و دمايrpm140در محیط پایه با دور شیکر 

  ولی به روش کدورت سنجیمنحنی رشد سل) الف
 منحنی پروتئین کل تولید شده) ب
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 بررسی اثر غلظت نمک در تجزیه زیستی نفت خام -4شکل 
   .PDO1توسط باکتري هالوتولرانت 

  .C  ْ 5 ± 25 و دمايrpm140 ، دور شیکر PH 5/8در محیط پایه با 
 منحنی رشد سلولی به روش کدورت سنجی) الف
 منحنی پروتئین کل تولید شده) ب
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در تجزیه ) NH4Cl(ژن    بررسی اثر غلظت منبع نیترو-5شکل 
در محیط . PDO1 توسط باکتري هالوتولرانت زیستی نفت خام

   و rpm140 ، غلظت نمک صفر در صد، دور شیکر PH 5/8با پایه 
 .C  ْ 5 ± 25دماي

 منحنی رشد سلولی به روش کدورت سنجی) الف
 منحنی پروتئین کل تولید شده) ب

،   NH4Cl گرم NH4Cl   ، = 097/0 گرم 049/0 =
 ،NH4Cl گرم NH4Cl،    = 195/0 گرم 146/0 = 

 و  NH4Cl گرم NH4Cl،    = 292/0 گرم 244/0 =  
  NH4Cl گرم 341/0 =
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تجزیه  در) Na2HPO4( بررسی اثر غلظت منبع فسفر -6شکل 
در محیط . PDO1توسط باکتري هالوتولرانت  مزیستی نفت خا

، دور NH4Cl گرم 292/0، غلظت نمک صفر در صد، PH 5/8پایه با 
 .C  ْ 5 ± 25 و دمايrpm140 شیکر   

 منحنی رشد سلولی به روش کدورت سنجی) الف
  منحنی پروتئین کل تولید شده) ب

  ،Na2HPO4گرم Na2HPO4،=012/0گرم006/0= 

،   Na2HPO4 گرم Na2HPO4  = 024/0    گرم 018/0 =  
 و Na2HPO4 گرم Na2HPO4 ،   = 036/0 گرم 030/0 = 
  Na2HPO4 گرم 042/0 = 
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