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Abstract  
Petroleum, which is a complex component of 
hydrocarbons, has been formed in the deep subsurface 
under conditions of high pressure, salinity and 
temperature. By now, several different studies have 
proved the presence of indigenous microorganisms 
consistent with the extreme conditions of oil reservoirs 
such as high temperature, high salinity and pressure. 
Archaea are an ancient group of bacteria with unique 
structural and genetic properties that are placed in the 
third domain of life and are able to endure the extreme 
and exclusive conditions of these reservoirs. The main 
archaeal residents in oil reservoirs are methanogens that 
produce methane as a part of their internal metabolism. 
In this investigation the presence and growth of 
methanogens at temperatures between 20°c to 60°c and 
salinities up to the level of saturation have been studied. 
Gas chromatography and electron microscopic 
observations were examined to study methanogenic life. 
Cultivation was done under anaerobic conditions in 
serum bottles with atmospheric adjustment of N2, 
CO2+H2. 
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  چکیده
هـا اسـت کـه در اعمـاق      اي از انواع هیدروکربن نفت ترکیب پیچیده  

کنـون   تـا . زمین تحت فشـار دمـاي بـالا اعمـاق شـکل گرفتـه اسـت                
هـاي بـومی     مطالعات متعددي در سراسر دنیا وجود میکروارگانیسـم       

مخازن نفتی با شرایط دشوارمخزنی اعم از دماي بالا، شـوري بـالا و        
 ــ ــار ب ــت  فش ــانده اس ــات رس ــه اثب ــع   .الا را ب ــا در واق ــی باکتره آرک
لحاظ سـاختار و   هاي منحصر به فرد از هاي باستانی با ویژگی    باکتري

ژنتیک بوده و در سومین عرصه حیات قرار دارند، قادر به تحمل این    
 تـرین  مهـم . باشـند  شرایط ویژه و دشوار مخـازن دشـوار مخزنـی مـی     

هایی هستند که  باشند که آرکی ها می هاي مخازن نفتی متانوژن آرکی
قادر به تولید گاز متان بـه عنـوان بخشـی از متابولیسـم داخلـی خـود         

ها در دماي  در این مطالعه به بررسی حضور و رشد متانوژن   .باشند می
ــین  ــا 20ب ــانتی 60 ت ــه س ــباع      درج ــد اش ــا ح ــوري ت ــز ش ــراد و نی گ

راي بررسی گاز کروماتوگرافی و میکروسکوپ فلورسنت ب.پرداختیم
کشت بـه  . کار گرفته شده است ها در شرایط مختلف به    رشد متانوژن 

ــی ــاملاً ب ــوازي در  روش ک ــفر  Serum bottleه ــیم اتمس ــا تنظ  ب
CO2+H2انجام گرفت  .  

 

  .متانوژن ، نفت، دما، شوري: ها کلیدواژه
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 مقدمه
ها در اعماق زمـین در اوایـل    گرچه مبحث حضور باکتري  

 مطرح شد، اما به تازگی وجود حیـات در اعمـاق           21قرن  
. زمین در مجامع علمی مـورد پـذیرش قـرار گرفتـه اسـت             

ــوم     ــات ب ــین از اثب ــفر زم ــورد بیوس ــد در م ــودن تردی ی ب
هــاي ردیــابی شــده در ایــن سیســتم نشـــأت       ارگانیســم 

گیـري پیشـرفته    هـاي نمونـه    گرفت، اما با ایجاد تکنیک      می
هاي جـدا شـده از اعمـاق          ارگانیسم که اصیل بودن میکرو   
 Head(کرد، این تردیدها از بین رفت زیرزمین را ثابت می

et al., 2003(.زیر ،قاعمادهند که بیوسفر  شواهد نشان می 
 کیلومتر زیر سـطح امتـداد دارد،   3طح دریا و خشکی تا     س

با مطرح شدن تجزیه زیستی نفت احتمال گسـترش آن تـا           
 ,Britt-Robert(یابـد   کیلومتر زیر سطح ادامه مـی 4حداقل 

 gبیومس پروکاریوتی زیر سطح زمین در بر دارنده ).2002
کـل کـربن     درصد 60-100 کربن است که 5-3× 1017

بــه طــور . شــود موجــود در بیــومس گیــاهی را شــامل مــی 
هـاي پروکـاریوتی واجـد نسـبت نیتـروژن و        معمول سـلول  

ــاهی     ــومس گیـ ــالاتر از بیـ ــفر بـ ــدود (فسـ ــر 10حـ  برابـ
هـاي عمقـی در    ارگانیسـم  باشد، لذا سهم میکـرو    می  )بیشتر

  ذخایر نیتروژن و فسفر به شدت حائز اهمیت و توجه است 
Whiteman et al., 1995) .(    بیوسـفر عمقـی داراي اهمیـت

بـا همـه ایـن      . زیادي از لحاظ میزان عناصر کلیـدي اسـت        
هـا   اوصاف، این حقیقت که حضـور بسـیاري از ارگانیسـم      

که مصرف کننده یا تولید کننده ترکیبـات معـدنی و آلـی       
در ایجاد انرژي و بیومس هستند اهمیت آنهـا را در حیطـه           

یکــی از همــین . دهــد مــیفرآینــدهاي بیوشــیمیایی نشــان 
ــونی     ــین دگرگــ ــق زمــ ــدي در عمــ ــدهاي کلیــ فرآینــ

هاي نفتی براي ایجاد نفـت سـنگین بـه وسـیله            هیدروکربن
یکـی از اولـین    ).Head et al., 2003(تجزیه زیستی اسـت  

تحقیقاتی که در مورد میکروبیولوژي اعماق زمـین انجـام          
 سـولفات از  ههاي احیا کنند  شد منتج به جداسازي باکتري    

هــا قشــر عظیمــی از  در کنــار ایــن ایزولــه. چــاه نفــت شــد
ــاکتري ــی  ب ــاي ب ــوازي و آرکــی  ه ــا ویژگــی  ه ــا ب ــاي  ه ه

فیزیولوژیک مناسب رشد در اعماق زیـرزمین نیـز ایزولـه          
هـوازي   فرآیندهاي آرام بـی  ).Orphan et al., 2000(شدند

 تجزیــه صــورتباشــد کــه بــه  در زیــر زمــین فــراوان مــی 
ــا احیــاي آهــن و  هــا  زیرزمینــی هیــدروکربن در ارتبــاط ب

 وفـور سـولفات بـه    بـا  و یـا در مخـازن نفتـی          بوده متانوژنز
 .)Zengler et al., 1999 (باشـد  میاحیاي سولفات صورت 

هـوازي اسـت عمومـاً       متانوژنز که یک فرآیند منحصراً بی     
شـود کـه فاقـد سـولفات          در تجزیه نفتی مخازنی دیده می     

 متـان  ،یزوتیپیک موجود و با توجه به اطلاعات ا      آزاد باشد 
 Head et(شـود  سبک متناوباً با متان ترموژنیک همـراه مـی  

al., 2003(.   
متانوژنهــا بــه احتمــال قــوي اعضــاي بــومی میکروفلــوراي  

هــایی کــه تــاکنون معرفــی  متــانوژن. مخــازن نفتــی هســتند
  را بـه متـان احیـا    CO2اند اکثراً از انـواعی هسـتند کـه      شده
سـت کـه گزارشـات انـدکی از     ا کنند و ایـن در حـالی    می

ــانوژن ــود دارد  متـ ــتیک وجـ ــاي استوکلاسـ ــانوژنز . هـ متـ
ــۀ   CO2سرنوشــت حجــم زیــادي از  هــاي حاصــل از تجزی

  ).1شکل (زیستی نفت در غیاب سولفات آزاد است 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

شیمی تجزیه هیدروکربنها در بیشتر مخازن نفتی در  - 1شکل 
  غیاب سولفات

  

قیقــــــات روي   ســــــال گذشــــــته، تح  50در طــــــی  
هاي غیـر قابـل زیسـت ماننـد      ها در محیط  میکرواورگانیسم

PH    بالا، دماي بالا، غلظت مواد غذایی و فشار،  اطلاعات  
ــدگی       ــزرگ زن ــأ ب ــوع و منش ــا تن ــه ب ــیعی را در رابط وس

هــا کــه  آرکــی.  ر اختیــار مــا قــرار داده اســتدمیکروبــی 
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باشــند شــامل تعــداد  ســومین عرصــه از میــدان حیــات مــی
ها مثـل   ها هستند که در این محیط    از  اکستریموفیل   کثیري
هـاي   هاي نمک و آتشفشـان     هاي آب گرم، دریاچه     چشمه

و یکـی  ) Eckburg et al., 2003(کنند  زیر آب زندگی می
عنـوان شـکلی از بیوسـفر      هها مخـازن نفتـی ب ـ      از این محیط  
  . اعماق است

هـا   بـاکتري یوهـا از     بـاکتر  اي که باعث تمیـز آرکـی        پدیده
هاست که اولـین بـار در        شود ساختار ریبوزومی آرکی     می

ها مشخص شد که بیشتر اسیدي هستند تا بازي، به          هالوفیل
  پلیمراز وابسـته  RNAعلاوه ماشین همانندسازي و ساختار    

هـا منحصـر بـه فـرد بـوده و بـا توجـه بـه                  در ایـن    DNAبه  
تــري را بــا   ســاختار زیرواحــدهاي آن ارتبــاط نزدیــک   

هـا از خـود نشـان        ا در قیـاس بـا پروکـاریوت       ه یوکاریوت
 ویژگـی دیگـر متمـایز    .)Engelhard et al., 1999(دهند می

هـاي سـطحی    هـا ترکیـب لایـه    هـا از بـاکتري   کنندة آرکی 
هاي ویـژه و لیپیـدهاي     ها داراي فلاژین    آرکی. ست ا ها  آن

ــواره       ــورین در دی ــد م ــتند و فاق ــري هس ــدهاي ات ــا پیون ب
ــی ــند م ــه). Brown et al., 1992(باش ــطحی   لای ــاي س ه

تواند ساختارهاي شـبه کریسـتالی        ها می  گلیکوپروتئین این 
. اند، ایجـاد کنـد   را که به محکمی به غشاء سلولی چسبیده     

 لــذا هــیچ فضــاي پــري پلاســمی بــاقی نخواهــد مانــد       
 

 (Brock et al., l991; Brown et al., 1992;  
Eckburg et al., 2003; Engelhard et al., 1999). 
 

ــام     ــا ن از آنجــا کــه عرصــه جدیــدي از زیســت شناســی ب
subsurface biologyــ  ــر روز بـ ــان هـ ــورث ه در جهـ  صـ

شــود، مطالعــه در ایـن زمینــه بــه   تــري مطــرح مـی  گسـترده 
صورت بـومی در کشـور نفـت خیـز مـا ضـروري بـه نظـر          

  . رسد می
   

  ها  مواد و روش
  گیري  نمونه
انـل در  گیري بـه دو روش هـوازي در شیشـه هـاي ف        نمونه

 Crimp بـا درب  Hungate tubeهـوازي در   پـیچ دار و بـی  

seal  شده از شیر separatorچهار .  سر چاه نفتی انجام شد

ــه نفتـــی   E0P4, BB1و) هـــوازي بـــی (PG2,N3C3نمونـ
هـاي   نمونـه ) از مخـازن ایـلام، بـی بـی و سـیري           )(هوازي(

  . اند مورد بررسی در این مطالعه بوده
  

   جداسازي
هـوازي   هـا موجـودات بـه شـدت بـی          متـانوژن   از آنجا که  

  Miller که توسط serum bottleهستند، از کشت به روش 
ــال Wollinو ــود اســتفاده شــد     1973 در س  ارائــه شــده ب
)Federok et al., 2000; Holowenko et al., 2000; Warren 

et al., 1999; Zeikus, 1977 .(هاي سرمی تـا نیمـه از    شیشه
 و سپس تنطیم اتمسفریک بـا گـاز       شد محیط کشت پر می   

N2 و CO2 + H2  هـاي جامـد در    کشـت . گرفـت   انجـام مـی
ــورت      ــه ص ــایش ب ــه آزم ــا لول ــت و ی ــار Slantپلی  در ج

 در CO2 + H2 و N2هـوازي بـا  تنطـیم اتمسـفریک بـا       بـی 
 cگرمـا گـذاري در    .شـد   انجام میCو Aحضور گاز پک    

º40 گرفت  روز صورت می21 به مدت.   
  

  ت مورد استفادههاي کش محیط
 Mineral Salt-Methanol در این مطالعه سه محیط کشـت  

)Atlas et al., 1988 (  ،بـراي کشـت اولیــهLPBM  بــراي 
و ) Zeikus, 1977(هـا   سازي انتخـابی و رشـد متـانوژن    غنی

Medium 141 –Methanognium media-DSMZ list of 
media       هـاي رشـد     که محیطی بسیار غنی با انـواع محـرك

سـه سوبسـتراي   . نوژنیک بود، مورد استفاده قرار گرفت متا
بـه صـورت   (  و فرمات  CO2+H2  اصلی متانوژنیک یعنی

هـا    درصد به تمام محیط 1ومتانول به نسبت    ) فرمات سدیم 
  .افزوده شد

 انجام گرفـت تـا بـه علـت فقـدان      LPBMها ابتدا در   کشت
حضــور ترکیبــات ســولفاته و ترکیبــات آلــی رقبــاي احیــا 

 سولفات و هتروتروفیـک از کشـت حـذف شـده و             کننده
ســپس کشــت مجــدد بــراي تقویــت رشــد متانوژنیــک در 

DSMZبه علاوه براي حذف یوباکترها از .  صورت گرفت
، )هـا  براي حذف گرم مثبت   ( سه آنتی بیوتیک پنی سیلین      
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بـه  (و اریترومایسـین    ) هـا  حذف گرم منفی  ( استرپتومیسین  
در ) 15 (mg/l 50یـزان  بـه م  ) عنوان باکتري وسـیع الطیـف     

 ,.Boone et al(هــاي کشـت اسـتفاده میشــد   تمـام محـیط  

هـاي   هاي متانوژنیک به محـیط     براي بررسی کلونی  ).2001
 ,Brown et al., 1992; Zeikus( درصد آگار آگار 2کشت 

  .افزوده شد) 1977
  

  بررسی رشد
ــایع ،   مشـــاهدات ماکروســـکوپی در محـــیط جامـــد و مـ

ــا  ــکوپی بـ ــاهدات میکروسـ ــوري، مشـ ــکوپ نـ  میکروسـ
 و گــاز کرومــاتوگرافی بــا (SEM)فلورســنت و الکترونــی 

 PPM در حـــد SRI8010دســـتگاه کرومـــاتوگراف مـــدل 
(close found 6% cyanopropyle- 94% dimethyle 

polysicloxane)     براي حصول اطمینـان از متـانوژنز، بکـار 
  .برده شد

  
  نتایج و بحث

  مطالعات ماکروسکوپی 
ها از کف لولـه آزمـایش کـه حاصـل از       Slantکنده شدن   

هـاي   تولید گاز بود، همچنـین حـل شـدن نفـت در محـیط         
هـاي بسـیار ریـز فلورسـنت در          مایع و نیز مشـاهده کلـونی      

بـراي تمییـز   . سطح پلیت حـاکی از رشـد متانوژنیـک بـود      
   Mc Bride و Edwardsه شده توسط ئها از روش ارا کلونی

)Zeikus, 1977 (هایی کـه    این روش پلیتدر. استفاده شد
به صـورت خطـی کشـت داده شـده بودنـد، در برابـر نـور         

هاي  گیرند و کلونی ماوراء بنفش با طول موج بلند قرار می    
 شـوند  ریزي به صورت فلورسنت در سطح پلیت دیده می         

 میکـرون خاصـیت فورسـنت       5/0کلونیهاي کـوچکتر از     (
  .)2شکل ) (Zeikus, 1977() ندارند

 
  وسکوپی مطالعات میکر

هـا بـه هـیچ        ایـن میکروارگانیسـم    :میکروسکوپ نوري 
 دهنـد زیـرا اصـولاٌ    عنوان به رنگ آمیزي گرم پاسـخ نمـی    

 )هالوفیل و ترموفیل (هاي اکستریموفیل    جزو دسته متانوژن  

بوده و به علت دیواره پروتئینی به رنگ آمیزي گرم پاسخ      
 تنهـــا بـــراي بررســـی رشـــد میکروبـــی بـــا . دهنـــد نمـــی

 از رنگ آمیزي منفی با مرکب چـین        نوري میکروسکوپ
  ).3شکل (استفاده شد

  

  
 

  
  

 از کف محیط پس از تولید گازو Slant کنده شدن -2شکل
  کلونیهاي فلورسنت

 
   

  
  

 
   تصویر لام رنگ آمیزي منفی-3شکل 

  
 ;Buchenau et al., 2004) :میکروسـکوپ فلورسـنت  

Doddema et al., 1987; Mink et al., 1977  (  در سـال
1977 Minkو  Dugan  ــکوپ ــتفاده از میکروسـ  روش اسـ

هـا ارائـه     فلورسنت را براي شناسایی نسبی و اولیه متـانوژن        
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 در شــرایط F420هــا بیــان کردنــد کــه فــاکتور   آن. دادنــد
 Mink et(آبـی اسـت  -اکسیده قادر به تولید فلورسنت سبز

al., 1977()  4شکل(.  
  

  
 

    
  
  
 

  ي فلورسنتتصاویر متانوژنها-4شکل 
 

 Scanning electron: میکروسکوپ الکترونـی نگـاره  

microscopy  ابـــزاز دقیقـــی بـــراي بررســـی مورفولـــوژي 
  .)5 شکل( متانوژنها است

  
  بررسی تولید گاز 

ردیابی گاز متان توسط گاز کروماتوگراف  معرفـی شـده      
هـــا حـــاکی از فعالیـــت متانوژنیـــک در  در مـــواد و روش

  .سی بودهاي نفتی مورد برر نمونه
 

  بررسی تاثیر دما
.  تــاثیر دمــا در دو فراینــد نگهــداري و کشــت لحــاظ شــد

هایی که  ها به حیات خود در نمونه  مشاهده شد که متانوژن   
 نگهـــداري ºc 25و چـــه در ) E0P4 و ºc 4) BB1چـــه در 

  .اند ادامه دادند شده
هــا در دماهــاي مختلــف انکوبــه شــدند کــه   ســپس نمونــه

بـه ترتیـب گرماکــذاري   . از شـد  آغ ـºc 20گرماگـذاري از 
گـــراد انجـــام    درجـــه ســـانتی40و37و35و30و25و20در

 دمــاي ثابــت بــراي مــابقی مطالعــات قــرار  ºc 40کــه(شــد
با افزایش دما میزان متان قابـل ردیـابی در مـدت            ). گرفت

. و با میزان بیشتري قابل ردیابی شد  )  روز 15(زمان کمتري 
 نیـز  c ° 60 و c ° 50 کـه دماهـاي   N3C3 چنانکه در نمونه

 c ° 60 مورد بررسـی قـرار گرفـت، مشـاهده شـد کـه در       

 روز تقلیـل یافـت و میـزان          6مدت زمان گرماگـذاري بـه       
  بــه حــد درصــد رســید PPMمتــان قابــل ردیــابی از حــد 

  .)6شکل) (438 مدلCrome packسنجش بوسیله دستگاه (
  

 

     
  

       
 

      
 

  

  لکترونی نگاره تصاویر میکروسکوپ ا-5شکل 
  

  
  ثیر دماهاي مختلف بر رشد باکتریهاي متانوژنأ بررسی ت– 6شکل 

Archive of SID

www.SID.ir



¡    ¡ 
  1384   زمستـان   ،   10  ـطیــــیـمح  ــوم ــلـع

ENVIRONMENTAL  SCIENCES  10 , Winter 2005 
 56

   بر رشد (NaCl)بررسی تاثیر غلظت نمک
هیچگونه رشد متانوژنیک در محیط فاقـد نمـک ردیـابی            

ــه  8/1بررســی رشــد از غلظــت  . نشــد ــا توجــه ب  درصــد ب
هـاي   سـپس غلظـت  .  آغاز شد DSMZ فرمولاسیون محیط

و 22و  20و  17و  14و  12و  9و  6و  5/4و  5/3و  4/2و8/1
 36و34و )c° 25درصــــد اشــــباع در  (32 و 30و 26و 24

شـد کـه بـا      بررسی شد و مشـاهده مـی     NaClدرصد نمک   
ــا   ــاکتري 12افــزایش غلظــت ت ــر تعــداد ب هــا در   درصــد ب

امـا در   ) 7شـکل (شـد    مشاهدات میکروسکوپی افزوده می   
زوده هاي بـالاتر گرچـه بـر تنـوع مورفولوژیـک اف ـ         غلظت

 ).8شکل ( شد ها کاسته می  از تعداد باکتري،شد  می
 

  

   )   ب)الف

  
   درصد12غلظت ) درصد     ب4/2غلظت) الف-7شکل 

  
  

  

         
  

   درصد نمک30 غلظت-8شکل
 

  نتیجه گیري
ــه  ــات ب ــم از    تمــام اطلاع ــه اع ــن مطالع ــده درای دســت آم

 میکروســــکوپی و گــــاز ،هــــاي ماکروســــکوپی یافتــــه
ها در نفـت خـام       فی حاکی از حضور متانوژن    گروماتوگرا

هـاي بـومی مخـازن       اي از میکـرو ارگانیسـم      به عنوان دسته  
  .نفتی بود

هـا   تحقیقات متعددي در سراسر دنیا مؤید حضور متـانوژن       
با توجه به اینکـه مخـازن نفتـی بـه       .در نفت خام بوده است    

ــه  ــوان نمون ــین داراي    عن ــطح زم ــر س ــتم زی اي از اکوسیس
 شـوري و فشـار بـالا هسـتند توقـع      ،یم بادمـا شرایط اکسـتر  

هاي ایزولـه شـده در ایـن مطالعـه نیـز            رفت که متانوژن    می
نتـایج حاصـل   . قادر به تحمل شرایط دشوار مخزنی باشـند  

از بررسی تغیرات دما و شوري بیانگر تحمل پذیري حیطه     
هـوازي در   وسیعی از تغییرات محیطی در شرایط کاملاً بی      

و ایـن خـود نشـانگر شـرایط و         . ها بود  این میکروارگانیسم 
  .زي است هاي نفت هاي منحصر به فرد این آرکی ویژگی

زي بـه عنـوان      هاي نقـت   با انجام این مطالعه وجود متانوژن     
ــات       ــران اثب ــت ای ــازن نف ــتم مخ ــومی اکوسیس ــاکنان ب س

گردد که گستره جدیـدي از مطالعـاث زمـین شناسـی،        می
  .کند رابرمان باز میمیکروبیولوژي و بیوژئوشیمی را درب
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