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Abstract  
The effect of nitrogen (N) and phosphate (P) concentrations on 
crude oil biodegradation by two bacterial strains PG01 and 
PG02, previously isolated from Persian Gulf, was assessed. In 
order to determine the optimum concentration of N and P 
sources for oil consumption bye the isolates, bacteria were 
cultured in mineral salt medium containing crude oil as sole 
carbon source and with different concentrations of ammonium 
chloride (N source) and di-sodium hydrogen phosphate (P 
source). Culture flasks were incubated at 30 degree centigrade 
agitating 150 rpm for 5 days. Measuring total protein, as an 
indicator of petroleum biodegradation, revealed that the 
optimum N and P concentrations for oil consumption by strain 
PG01 are equal to 0.146 gram ammonium chloride and 0.024 
gram di-sodium hydrogen phosphate per gram crude oil. The 
other strain, PG02, needed more N source for optimum growth 
and the results were 0.146 gram ammonium chloride and 0.024 
gram di-sodium hydrogen phosphate per gram crude oil. 
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  چکیده
 جدا PG02 و PG01ه باکتریایی   میزان مصرف نفت خام توسط دو سوی      

هـاي مختلـف ازت و فـسفات     شده از رسوبات خلیج فـارس در غلظـت       
ازت و هاي بهینه  به منظور تعیین غلظت. معدنی مورد بررسی قرار گرفت

هـا در محـیط پایـه       هـاي نفتـی، بـاکتري      در مصرف هیدروکربن  فسفات  
هاي مختلـف   عنوان تنها منبع کربن و با غلظت معدنی حاوي نفت خام به  

کـشت  ) منبـع فـسفات  (و دي سدیم فـسفات  ) منبع ازت(کلرید آمونیوم  
گراد و بر روي شیکر   درجه سانتی30گرماگذاري  در دماي . داده شدند

میـزان پـروتئین کـل    .  روز صورت گرفت  5 دور در دقیقه به مدت       150
هاي بهینه  تولید شده، به عنوان شاخص مصرف نفت، نشان داد که غلظت

 به PG01هاي نفتی توسط سویه   فسفات براي تجزیه هیدروکربن  ازت و 
 گـرم دي سـدیم    024/0 گـرم کلریـد آمونیـوم و         146/0ترتیب معـادل    

 024/0 گرم کلرید آمونیوم و 244/0 معادل PG02فسفات  و براي سویه 
 .گرم دي سدیم فسفات به ازاي یک گرم نفت خام بود

  
  .فسفات، ازت،  فارسجیخل، ر نفت خوايباکتر، نفت خام: ها کلیدواژه
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  مقدمه
ــت ــشاف،     در فعالی ــد اکت ــام مانن ــت خ ــا نف ــرتبط ب ــاي م ه

 مقـادیر زیـادي از   استخراج، حمل و نقل و پالایش نفـت،       
هـاي روغنـی    پـساب . گـردد  هاي روغنـی تولیـد مـی      پساب

ویـژه   هـاي دریـایی و بـه    تهدیدي بسیار جدي براي محـیط    
ــی    ــساب مـ ــه حـ ــاحلی بـ ــاطق سـ ــد منـ ــاي  روش. آینـ هـ
  ها نظیـر جمـع آوري   فیزیکوشیمیایی مقابله با این آلودگی    

هاي لاستیکی شـناور و یـا جـذب         مواد روغنی بوسیله لوله   
به مواد طبیعی و سنتزي، هرچنـد در کـاهش تـأثیرات     آنها  

ها سودبخـشند ولـی قـادر     سوء ترکیبات نفتی بر اکوسیستم 
در حـال  . به حذف کامل ترکیبات نفتـی از محـیط نیـستند       

آمـدترین و   هـاي نفتـی کـار    حاضر تجزیه زیـستی آلاینـده   
ترین روش براي حذف ترکیبـات نفتـی از      مقرون به صرفه  

 ;Atlas, 1995;  Atlas et al., 1995 (باشـند  محـیط مـی  

Eriksson et al., 1999; Guerin, 1999; Venosa et al., 1996(  
ویـژه   سازي آنها، به    مطالعه تأثیر عوامل محیطی و بهینه     

ــر کــارکرد     ــسفاته ب ــه و ف ــدنی ازت نقــش غلظــت مــواد مع
ــاکتري ــده نفــت، از موضــوعات حــائز    ب ــه کنن هــاي تجزی

العـات متعـددي در ایـن       باشـد، کـه اگرچـه مط        اهمیت می 
زمینه انجـام شـده اسـت، لـیکن پـژوهش کامـل در مـورد             

خوار بومی هر منطقه از اهمیت  هاي نفت   هاي باکتري  سویه
از ). ;Atlas, 1981 Guerin, 2000(بسزایی برخوردار اسـت  

خیـز   این جهت خلیج فارس که یکی از منـاطق مهـم نفـت    
ران هـاي نگ ـ  رود در معـرض آلـودگی     جهان به شـمار مـی     

باشد و مطالعات همه جانبه بـراي مقابلـه بـا             کننده نفتی می  
  .طلبد ها را می این آلودگی

ــت ازت و      ــاي غلظ ــأثیر فاکتوره ــژوهش ت ــن پ در ای
فسفات معدنی در تجزیه نفت بوسیله دو سـویه باکتریـایی          

خوار جداسازي شده از آب و رسوبات خلیج فارس،       نفت
ــرار   ــورد بررســی ق ــشگاهی م ــاس آزمای  گرفــت و در مقی

غلظت بهینه این ترکیبات به منظور بالا بردن توانـایی آنهـا         
  .هاي نفتی تعیین گردید در تجزیه هیدروکربن

 ها مواد و روش
  هاي کشت محیطهاي باکتریایی و  سویه
، کـه در ایـن مطالعـه        PG02 و   PG01هاي باکتریـایی      سویه

مورد استفاده قرار گرفتند قبلاً از رسـوبات و آب دریـا در     
پور و    ابراهیمی(واحل جزیره قشم جداسازي شده بودند       س

ها پـس از      هاي فریز شده باکتري     ویال. )1383ابوالحسنی،  
هاي تریپتیکاز سوي آگار که به  ذوب شدن، بر روي پلیت   

 ,MgSO4 گــرم در لیتــر 14 و NaCl گــرم در لیتــر 32آن 

7H2O              35 اضافه شده بود، کـشت داده شـدند و در دمـاي 
 ساعته  72از کشت   . گراد گرماگذاري  شدند    درجه سانتی 

، ) درصـد 4(نمـک   هـاي حـاوي آب        هـا در لولـه      این کلنـی  
 تهیـه گردیـد و از   )cell/ml 109حـدود  ( مک فارلند 1استاندارد 

آن به عنوان مایع تلقیح در آزمایشات تجزیه نفت اسـتفاده   
  .شد

نفت خام مورد استفاده در این مطالعه از شرکت ملـی           
 کـه در    محیط پایه معـدنی   ترکیب  . هیه گردید نفت ایران ت  

 گـرم کلریـد     95/1طول این پژوهش بکار برده شد شامل        
 01/0 گرم دي سـدیم هیـدروژن فـسفات،          24/0آمونیوم،  

 05/0 گرم کلرید پتاسـیم،      II(  ،05/0(گرم  سولفات آهن     
 گـرم   01/0 گرم کلرید سدیم،     10گرم سولفات منیزیوم،    

محلــول میکــرو عناصــر در لیتــر   میلــی1کلریــد کلــسیم و 
محلـول میکـرو عناصـر نیـز     . لیتر آب مقطر بـود   میلی1000
گـرم کلریـد     میلـی 100گـرم کلریـد روي،     میلی 70شامل  

گرم کلرید   میلی100گرم کلرید کبالت،   میلی200منگنز، 
گرم مولیبدات   میلیII ،50گرم کلرید مس   میلی 20نیکل،  

گرم وانـادات    لی می 10گرم سلنیت سدیم،      میلی 26سدیم،  
لیتـر اسـید     میلـی 1گرم و لفرامات سـدیم،       میلی 30سدیم،  

. لیتر آب مقطر بـود      میلی 1000 درصد در    25  کلریدریک
pH ها با استفاده از بافر        محیطtris تنطیم گردیـد  4/8 روي 

 دقیقـه  15گـراد بـه مـدت        درجه سانتی  121ها در    و محیط 
 آهن جداگانـه  سولفات منیزیوم و سولفات . اتوکلاو شدند 

ها افزوده شدند   اتوکلاو شده و پس از سرد شدن به محیط        
در مــواردي کــه ذکــر خواهــد شــد  . )1381ابوالحــسنی، (

Archive of SID

www.SID.ir



¡     ¡ 
  1387  تابستان  ،ـطی  سال پنجم،   شماره چهارمیـمح عـلـوم 

ENVIRONMENTAL  SCIENCES  Vol.5,  No.4 , Summer  2008 
 147

سـدیم هیـدروژن      و دي ) منبع ازت (غلظت کلرید آمونیوم    
  .تغییر داده شد) منبع فسفات(فسفات 

  
 ازتدر مقــادیر مختلــف  بررســی تجزیــه نفــت

(NH4Cl) و فسفات )Na2HPO4( 
 تجزیه نفـت     جهت  بهینه ازت و فسفات    ادیرمقاي تعیین   بر

هـاي شــیاردار    ارلـن از، PG02 و PG01هــاي  توسـط سـویه  
هـاي   غلظت . شداستفاده محیط پایه معدنی ml 100حاوي  
 و  195/0،  146/0،  097/0،  049/0کار رفته شـامل      ازت به 

ــرم 244/0 ــسفات   NH4Cl گـ ــراي فـ ، 012/0، 006/0و بـ
 به ازاي هر گرم    Na2HPO4 گرم   030/0 و   024/0،  018/0

هـاي   لیتـر بـاکتري    میلـی 1هـا سـپس بـا     ارلن. نفت خام بود 
 و  )میلی لیتـر  باکتري در 107حدود (تلقیح استاندارد شده   

در دمـاي  هـا     ارلن ، و ) گرم 1 (نفت خام استریل اضافه شد    
˚C30  روز 5به مـدت  )  دور در دقیقه150( شیکر   بر روي 

 کـل بـه عنـوان      پروتئین فاکتور   نه روزا . شدند گرماگذاري
  .شدگیري  شاخصی از رشد و مصرف نفت اندازه

  
  ه گیري پروتئینزاندا

میزان پروتئین کل سنتز شده، به عنوان شـاخص دقیقـی از           
بـراي ایـن   . گیري شد ها اندازه مصرف نفت بوسیله باکتري 

لیتر از محیط کشت در داخل لوله اپندورف          میلی 1منظور  
ــد  g × 10000در  ــط  . ســانتریفوژ ش ــلولی توس ــوب س رس

 درصد شستشو داده شد و مجـددا  NaCl  4محلول استریل 
 1به رسوب سلولی حاصل     .  سانتریفوژ شد  g × 10000در  

 5/0لیتر آب مقطر اضافه شـد و پـس از بـه هـم زدن،        میلی
 اضـافه شـد و مخلـوط    NaOH  مولار 3/0لیتر محلول  میلی

یقه در حمام آب گرم  دق 90ها سپس به مدت      لوله. گردید
ها کاملاٌ لیـز   گراد قرار داده شدند تا سلول       درجه سانتی  60

گیري پروتئین به روش لاري صورت گرفت         اندازه. شوند
)Suezmuth et al., 1987(     و از آلبـومین سـرم جنـین گـاو 
)BSA (به عنوان استاندارد استفاده شد.  

  نتایج و بحث
 و خـاکی کــه  هـاي آبـی   هـا بـه محـیط    تخلیـه هیـدروکربن  

حاوي مقادیر نـاچیزي از ازت و فـسفات معـدنی هـستند،              
اغلب نسبت کربن به ازت و کربن بـه فـسفر را بـسیار بـالا           

. باشـد   ها مناسب نمی    برد که براي رشد میکروارگانیسم      می
ویـژه   رسد که در دسترس بودن مـواد مغـذي بـه           به نظر می  

ه ترین عامل محـدود کننـده در تجزی ـ    ازت و فسفات، مهم   
ــدروکربن ــیط   هی ــی در مح ــاي نفت ــت   ه ــی اس ــاي طبیع   ه

) Leahy et al., 1990 Hamme et al., 2003; (   بـر اسـاس
مطالعات گـسترده دانـشمندان، بـه وضـوح مـشخص شـده          

هـاي دریـایی    است که میزان تجزیه زیستی نفت در محیط     
شدیداً به غلظت ازت و فسفات معدنی موجـود در محـیط        

 افــزودن کودهــاي ازتــی و بــستگی دارد و در ایــن رابطــه
تواند تجزیه زیـستی هیـدروکربنهاي نفتـی         فسفاتی مناسب می  

 هـا را بـه میـزان زیـادي افـزایش دهـد             توسط میکروارگانیـسم  
)Atlas & Bartha, 1993; Guerin, 2000; Prince, 1993( .  

بر تجزیه نفت ازت و فسفات بررسی تأثیر فاکتورهاي   
 بـه منظـور   PG02 و  PG01هاي باکتریایی     خام توسط سویه  

هاي ازتـه و فـسفاته کـه بـا آن            یافتن حداقل غلظت مکمل   
هـاي مـورد      کنندگی بـاکتري    بالاترین میزان فعالیت تجزیه   

 نتـایج تـأثیر     1شـکل   . نظر حاصل شـود، صـورت گرفـت       
مقادیر مختلف ازت را بر رشد و تجزیـه نفـت خـام نـشان          

 رشد در تمام آزمایشات هر دو سویه در روز دوم  . دهد  می
وارد فاز لگاریتمی شدند که تا روز سوم ادامه مـی یافـت،     
ولی میزان مـصرف نفـت خـام موجـود و در نتیجـه تولیـد               

. ها در شرایط مختلف، متفاوت بود     پروتئین توسط باکتري  
 گـرم نفـت   1حداقل مقدار بهینه ازت براي رشد و تجزیـه   

ــویه   ــط س ــام توس ــادل PG01خ ــرم 146/0، مع  NH4Cl گ
ــامبرده در حــضور ). a -1شــکل (انتخــاب شــد  بــاکتري ن

 نیز بطـور مـشابهی قـادر بـه          NH4Cl گرم   244/0 و   195/0
 NH4Cl گـرم    097/0 و   049/0رشد بود، ولـی در مقـادیر        
 مقـدار  PG02در مـورد سـویه   . رشد کم تري مشاهده شـد     

 بـه ازاي یـک گـرم نفـت     NH4Cl گرم  244/0بهینه ازت،   
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 جهت تجزیه نفت توسط  ،به ازاي هر گرم نفت خامN  (NH4Cl)بهینه سازي فاکتور میزان   - 1شکل 
 گرم، 049/0  =. در محیط نفت بعنوان تنها منبع دهنده الکترون) b (PG02و ) PG01) aهاي باکتریایی سویه

 NH4Cl گرم 244/0 =   ، گرم195/0 =   گرم،146/0 =   گرم، 097/0 = 

و ) PG01) aهاي باکتریایی نفت خوار  براي  سویه،ر گرم نفت خامبه ازاي هP  (Na2HPO4)بهینه سازي فاکتور میزان  - 2شکل 
PG02) b (گرم 006/0 = . در محیط نفت بعنوان تنها منبع دهنده الکترون Na2HPO4 ، = 012/0 گرم Na2HPO4 ،

 Na2HPO4 گرم 030/0 =     وNa2HPO4 گرم Na2HPO4،   =024/0 گرم 018/0=  

 244/0(ت بـالاتر  خام بود و در بقیه موارد یعنـی هـم غلظ ـ      
ــسبتاً  هــاي پــائین و هــم غلظــت) NH4Clگــرم  تــر، رشــد ن

حــداقل مقــدار بهینــه ). b-1شــکل (کمتــري حاصــل شــد 
 گـرم نفـت خـام در مـورد هـردو           1 براي مـصرف     فسفات

). a,b2–شـکل   ( بـود     Na2HPO4 گـرم    024/0سویه معادل   
  کار بـرده شـده نیـز رشـد صـورت            هاي دیگر به   در غلظت 

  

تر رشـد کمتـري حاصـل        هاي پائین  ر غلظت گرفت ولی د  
 گـرم نیـز رشـد مـشابه      030/0شد و در غلظت بالاتر یعنی       

 فـسفات  بود و چون حداقل مقدار        Na2HPO4 گرم   024/0
باشـد،   لازم براي تجزیه نفت خام موجود، مـورد نظـر مـی           

 P بــه عنــوان غلظــت بهینــه  Na2HPO4 گــرم 024/0مقــدار 
   .انتخاب شد
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ــر طبـــق گـــز   ــبس، حـــداقل مقـــدار ازت و   بـ ارش گیـ
فــسفات مــورد نیــاز بــراي تجزیــه زیــستی هــر گــرم نفــت  

 024/0 و NH4Cl گــــرم 195/0خـــام در دریـــا معـــادل    
 بـــا ایـــن وجـــود .)Gibbs, 1975 ( بـــود Na2HPO4گــرم  

ــی ــاکتري   بررس ــورد ب ــق در م ــاي دقی ــر    ه ــومی ه ــاي ب ه
ــه ضــروري بــه نظــر مــی     رســد و باعــث افــزایش    منطق

هـــاي اجرایـــی جهـــت  هش هزینــه رانــدمان کـــار و کـــا 
ــاکتري ــاس صــنعتی مــی  اســتفاده از ب ــا در مقی در . شــود ه

ــویه      ــر دو س ــراي ه ــسفات ب ــه ف ــادیر بهین ــق مق ــن تحقی ای
ــی        ــود ول ــبس ب ــط گی ــده توس ــشنهاد ش ــزان پی ــشابه می م

ــویه   ــراي س ــه ازت ب ــادیر بهین ــاي مق ــه PG02 و PG01 ه  ب
  .دست آمد  به244/0 و 146/0ترتیب 
  

 تقدیر و تشکر
وهش با حمایت معاونـت پژوهـشی دانـشگاه شـهید          این پژ 

از .  دانشگاه شهید بهشتی انجام گردیـد     2بهشتی و پردیس    
شرکت ملی نفت ایران به خاطر فـراهم نمـودن نفـت خـام      

 .شود تشکر می
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