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غربالگري و خالص‌سازي اختصاصي باکتری‌های 
تالاسواسپیرا و کروموهالوباکتر از لجن‌هاي نفتي 

از طريق کموتاکسي به نفت

چكيده
مقــدار زیــادی ضایعــات در حیــن جابجایــی و پالایــش نفــت خــام برجــا می‌مانــد کــه ایــن ضایعــات یــک لجــن نفتــی غلیــظ ایجــاد 
می‌کننــد کــه حــاوی مقــدار زیــادی هیدروکربن‌هــای مشــتق شــده از نفــت هســتند. پاک‌ســازی زیســتی مــواد نفتــی فرآینــد‌ی اســت 
ــه مــوادی  ــرژی اســتفاده کننــد و آن را ب ــه عنــوان تنهــا منبــع کربــن و ان ــد مــواد نفتــی را ب کــه در طــی آن میکروارگانیســم‌ها قادرن
بــا ســمیت کمتــر و یــا غیرســمی و بی‌خطــر تبدیــل کننــد. در ایــن مطالعــه لجــن نفتــی از مناطــق آلــوده منطقــه بهــرگان واقــع در 
خلیــج فــارس ایــران به‌دســت آمــد. بــا توجــه بــه آن کــه لجن‌هــاي نفتــي از کنسرســيوم ميکروبــي تشــکيل يافتــه اســت، غالبــا در اثــر 
خالص‌ســازي، از آنهــا باکتری‌هــای مختلفــی نظيــر ســودوموناس و باســيلوس جداســازي مي‌گــردد. در ايــن روش ســاده و ارزان جهــت 
ــا اســتفاده از شیمیوتاکســي بــه نفــت، باکتــري  جداســازي باکتــري غالــب کنسرســيوم از روش جدیــد شیمیوتاکســی اســتفاده شــد. ب
غالــب و نفــت دوســت در يــک بــار جداســازي در روي محيــط اختصاصــي نفــت آگار حــاوي 10% آب دريــا جداســازي گرديــد. بــر اســاس 
نتایــج آنالیــز لجــن نفتــی از ترکیبــات آلیفاتیــک، اکتــادکان)C18( و هگــزادکان)C16( و از ترکیبــات آروماتیــک، نفتالــن و آنتراســن بــه 
عنــوان منبــع هیدروکربــن بــرای باکتری‌هــا انتخــاب شــد و بــه همــراه گلوکــز و نفــت خــام در شیمیوتاکســی اســتفاده شــد. از طريــق 
ــر تشــخيص داده شــد. هــر دو  ــص شــده تالاسواســپیرا و کروموموهالوباکت ــی باکتری‌هــاي خال روش‌هــای تشــخیصی و بررســی مولکول

باکتــري از خانــواده پروتئوباکتــر و گــرم منفــي هســتند کــه قادربــه هيدروليــز ترکيبــات آروماتيــک وخطــي نفــت هســتند.
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مقدمه

ــان  ــرژی در جه ــم ان ــع مه ــک منب ــوان ی ــه عن ــت ب نف
اســت و هنــوز هیــچ منبــع انــرژی مناســب، در دســترس 
و قابــل اطمینانــی جایگزیــن آن نشــده اســت ]1[. مقــدار 
زیــادی از لجن‌هــای نفتــی در مراحــل مختلــف اســتخراج 
ــت خــام  ــد می‌شــوند ]2[. نف ــت خــام تولی ــش نف و پالای
حــاوی هــزاران هیدروکربــن اســت و مهمتریــن ترکیبــات 
آن شــامل هیدروکربن‌هــای اشــباع، آروماتیــک، پلــی 
ــفالتن  ــن و آس ــا، رزی ــک هیدروکربن‌ه ــیکلیک آروماتی س

اســت]5-3[. 

ــد  ــی تولی ــت، لجــن نفت ــاد نف ــع بســیار زی ــا وجــود مناف ب
شــده در هنــگام اســتخراج و یــا پالایــش آن باعــث آلودگــی 
ــد  ــت خواه ــط، زیس ــی محی ــور کل ــه ط ــاک و آب و ب خ
شــد. پــس از رهــا شــدن لجــن نفتــی در محیــط مقــداری 
ــر  ــق تبخی ــی پاییــن آن از طری ــا وزن مولکول ــات ب از ترکیب
وارد فضــا می‌شــوند و باقی‌مانــده آن کــه قســمت اعظــم آن 
اســت باعــث آلودگــی محیــط می‌شــود. وجــود نفــت خــام 
ــای  ــی آب‌ه ــوزی، آلودگ ــبب آتش‌س ــن س ــطح زمی در س
زیرزمینــی و آلودگــی هــوا می‌شــود و باعــث ایجــاد تغییــرات 
فیزیکــی و شــیمیایی در ویژگی‌هــای زیســتگاه‌های طبیعــی 
می‌گــردد و ترکیبــات آن بــرای محیــط زیســت بــه شــدت 

مضــر و ســرطان‌زا اســت ]3، 6، 7[. 

ــا از  ــن آلودگی‌ه ــازی ای ــده پاک‌س ــر ش ــل ذک ــه دلای ب
محیــط منطقــه بهــرگان امــری ضــروری اســت. بهــرگان 
در منطقــه خلیج‌فــارس واقــع شــده اســت. تولیــد 3 
ــای  ــن ترمینال‌ه ــی از بزرگتری ــنگین و یک ــت س ــوع نف ن
بهــرگان  منطقــه  شــاخصه‌های  از  دریایــی  صــادرات 
ــاص و  ــی خ ــت آن ویژگ ــوع نف ــه و ن ــن منطق ــت. ای اس
ــارک بیشــترین  ــس از خ ــه پ ــن منطق ــازی دارد و ای ممت
ــل  ــن دلی ــه همی ــاره دارد. ب ــات ق ــد را در ف ــزان تولی می
ــای  ــی و خاک‌ه ــای لجــن نفت در بررســی حاضــر نمونه‌ه
ــه شــد. ــرگان تهی ــه به ــی از منطق ــه لجــن نفت ــوده ب آل

بــرای پاک‌ســازی لجــن نفتــی از محیــط، روش‌هــای 
اســتاندارد و معمــول فیزیکــی و شــیمیایی زیــادی وجــود 
دارد کــه از جملــه ایــن روش‌هــا می‌تــوان روش ســوزاندن 

و دفــن لجن‌هــای نفتــی را نــام بــرد کــه بــه علــت هزینــه 
بــالا و پاییــن بــودن کارایــی و گاهــی تولیــد ترکیباتــی بــا 
ســمیت بیشــتر اســتفاده از ایــن روش‌هــا را محــدود کــرده 
اســت. در مقایســه بــا ایــن روش‌هــا، روش‌هــای بیولوژیــک 
وجــود دارنــد کــه ارزان‌تــر و مقــرون بــه صرفه‌تــر هســتند. 
پاک‌ســازی بیولوژیــک مــواد نفتــی فرآینــد‌ی اســت کــه 
در طــی آن در نتیجــه فعالیــت میکروارگانیســم‌هایی کــه 
ــن و  ــع کرب ــا منب ــوان تنه ــه عن ــی را ب ــواد نفت ــد م قادرن
ــمیت  ــا س ــوادی ب ــه م ــد و آن را ب ــتفاده کنن ــرژی اس ان
ــد ]1، 3،  ــل کنن ــر تبدی ــمی و بی‌خط ــا غیرس ــر و ی کمت

 .]8

در لجــن نفتــی و نفــت خــام میکروارگانیســم‌هایی وجــود 
ــان  ــرور زم ــه م ــوده و ب ــل ب ــی آن مح ــه بوم ــد ک دارن
خــود را بــا آن وفــق داده‌انــد همچنیــن حضــور رســوبات 
ــی از  ــای مختلف ــد جنس‌ه ــث رش ــاک باع ــی در خ نفت
میکروارگانیســم‌های تجزیه‌کننــده نفــت در آن خــاک 
آلــوده می‌شــود، کــه ایــن میکروارگانیســم‌ها خــود را 
ــت  ــان جمعی ــد. از می ــازش داده‌ان ــط س ــرایط محی ــا ش ب
ــاد میکــرو ارگانیســم‌های تجزیــه کننــده نفــت  بســیار زی
ــزایی  ــش بس ــا نق ــده باکتری‌ه ــوده ش ــای آل در محل‌ه
ــن  ــه همی ــد ]1، 6[.  ب ــت دارن ــک نف ــه بیولوژی در تجزی
ــی  ــازی و بررس ــه جداس ــا ب ــه تنه ــن مطالع ــل در ای دلی
باکتری‌هــای لجــن نفتــی و خــاک آلــوده بــه لجــن نفتــی 

ــد. ــه ش ــرگان پرداخت ــه به منطق

مواد و روش‌ها

شیمیوتاکســی: در ايــن قســمت ابتــدا محیــط کشــت پایــه 
ــج  ــای خلی ــا 10% آب دری ــن ب ــع کرب ــدون منب ــی ب معدن
ــا  ــه شــکل نیمــه جامــد ب فــارس در منطقــه بهــرگان و ب
0/75% آگار ســاخته شــد و بعــد از اســتریل شــدن محیــط 
در اتــوکلاو داخــل پلیت‌هــای اســتریل توزیــع گردیــد. در 
ــتریل در ژل  ــتور اس ــت پاس ــه کمــک پیپ ــد ب ــه بع مرحل
بســته شــده چاهک‌هایــی ایجــاد گردیــد و تــه چاهک‌هــا 
ــپس در  ــد. س ــته ش ــط بس ــان محی ــا هم ــدد ب ــز مج نی
چاهــک مرکــزی نمونه‌هــای جمــع‌آوری شــده کــه لجــن
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1. Mineral Medium

ــرار  ــت ق ــی اس ــن نفت ــه لج ــوده ب ــاک آل ــا خ ــی و ی نفت
از  نفتــی  لجــن  آنالیــز  نتایــج  براســاس  شــد.  داده 
 )C16( و هگــزادکان )C18( ترکیبــات آلیفاتیــک، اکتــادکان
ــه عنــوان  و از ترکیبــات آروماتیــک، نفتالــن و آنتراســن ب
ــه  ــرای باکتری‌هــا انتخــاب شــد و ب ــن ب منبــع هیدروکرب
ــتفاده  ــام در شیمیوتاکســی اس ــت خ ــز و نف ــراه گلوک هم
شــد. ســپس محیــط کشــت‌های تهیــه شــده بــه منظــور 
حرکــت باکتری‌هــای موجــود در لجــن نفتــی بــه ســمت 
منابــع کربنــی مختلــف و انجــام شیمیوتاکســی در دمــای 
محیــط قــرار داده شــد. بــه مــدت 2 هفتــه مرتــب محیــط 
ــاد  ــای ایج ــت و هاله‌ه ــرار گرف ــی ق ــورد بررس ــت م کش
شــده در اثــر شیمیوتاکســی باکتــری هــا بــه ســمت منابــع 

ــد. کربنــی بررســی گردی

ــی  ــای میکروب ــازی جمعیت‌ه ــازی و خالص‌س جداس
ناشــی از شیمیوتاکســی 

از  ناشــی  میکروبــی  منظــور جمعیت‌هــای  ایــن  بــه 
ــف  ــی مختل ــع کربن ــمت مناب ــه س ــه ب ــی ک شیمیوتاکس
ــه  ــه صــورت تــوده‌ای مــا بیــن نمون ــد و ب حرکــت کرده‌ان
ــاوی  ــای ح ــط و چاهک‌ه ــک وس ــده در چاه ــق ش تزری
ــده شــدند برداشــته شــد و در محیــط  ــع کربنــی دی مناب
ــا و %1  ــد حــاوی 10% آب دری ــی جام ــه معدن کشــت پای
نفــت خــام کشــت داده شــد و ســپس خالــص گشــت]9[. 

رنگ آمیزی

بررســی خصوصیــات میکروســکوپی هــر باکتــری بــا 
ــرار  ــی ق ــورد بررس ــا م ــش آنه ــکل و آرای ــه ش ــه ب توج
گرفــت. ضمــن اینکــه بــه لحــاظ ســاختار دیــواره ســلولی 
و وجــود لایه‌هــای مختلــف در باکتری‌هــا کــه باعــث 
ــروز واکنش‌هــای مختلــف در هنــگام رنگ‌آمیــزی گــرم  ب
می‌گــردد، از ایــن ویژگــی می‌تــوان بــرای شناســایی 

باکتری‌هــا اســتفاده نمــود. 

بررسی رشد در محیط کشت فاقد آگار 

از  شــده  جــدا   alk ژن‌هــای  دارای  باکتری‌هــای 

ــط  ــرگان در محی ــه به ــی منطق ــن نفت ــای لج آلودگی‌ه
اختصاصــی پایــه معدنــی1 در حضــور 10% آب دریــا و %1 
 150 rpm 30 و دور شــیکر°C نفــت خــام و در دمــای
کشــت داده شــد و توانایــی رشــد ایــن باکتری‌هــا در 
ــق  ــر hr 48 از طری ــه، ه ــدت 2 هفت ــه م ــع ب ــط مای محی
اندازه‌گیــری کــدورت محیــط و OD600 بــا دســتگاه 

اســپکتروفتومتر بررســی شــد ]10[. 

بررسی رشد در حضور درصدهای مختلف آب دریا

بررســی رشــد باکتری‌هــای انتخــاب شــده از مرحلــه قبــل 
در محیــط کشــت اختصاصــی پایــه معدنــی در حضــور %1 
نفــت خــام و درصد‌هــای مختلــف 10، 20، 30، 40، %50 
در دمــای C°30 و دور شــیکر rpm 150 انجــام شــد و بــه 
منظــور بررســی توانایــی رشــد ایــن باکتری‌هــا در محیــط 
ــط  ــر OD600 ،48 hr محی ــه، ه ــدت 2 هفت ــه م ــع ب مای

کشــت اســپکتروفتومتر اندازه‌گیــری شــد ]10[. 

بررسی رشد بر روی لجن نفتی 

بررســی رشــد در محیــط کشــت اختصاصــی پایــه معدنــی 
 bac1 ــرای ــا ب ــی و 10% آب دری در حضــور 1% لجــن نفت
و 20% آب دریــا بــرای bac2 انجــام شــد. ســپس باکتــری 
مــورد نظــر از یــک پیــش کشــت دارای OD600 برابــر 0/8 
ــه محیــط کشــت اضافــه شــد. نمونه‌هــا  ــه میــزان 5% ب ب
در دمــای C°30 و دور شــیکر rpm 150 قــرار گرفــت. 
نمونــه کنتــرل از همــان محیــط امــا بــدون باکتــری آمــاده 
گردیــد. OD600 محیــط کشــت بــه مــدت 2 هفتــه، هــر 
ــج  ــر اســاس نتای ــت ب ــری شــد. در نهای ــدازه گی hr 48 ان

به‌دســت آمــده نمــودار رشــد آنهــا رســم شــد ]11، 12[. 
ــن  ــر تعيي ــق تکثي ــا از طری ــی باکتری‌ه شناســایی مولکول

16S rRNA ــی ژن توال

ــی  ــا از روش کلون ــتخراج DNA باکتریه ــور اس ــه منظ ب
PCR اســتفاده شــد]10[. 

PCR 2 بــار و از طریــق 2 جفــت پرایمــر انجــام شــد. توالي 

  27F 16 از طریــق پرایمرهــایS rRNA پرايمرهــا بــرای ژن
و 1492R بــه شــرح زيــر اســت: 
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Forward primer(27F):(5´-AGAGTTTGATCCTGGCT-

CAG-3´) 

Reverse primer (1492R):(5´-TACGYTACCTTGTTAC-

GACTT-3´)
توالــي پرايمرها بــرای ژن 16S rRNA از طریــق پرایمرهای 

RW01F و DG74 R بــه شــرح زير اســت:

Forward primer (RW01F): (5´-AAC TGG AGG AAG 

GTG GGG AT-3´)

Reverse primer (DG74 R): (5´ -AGG AGGTGA TCC 

AAC CGC A-3´) 

بانــد مربــوط بــه 27F و 1492R دارای انــدازه bp 1500 و 
 370 bp دارای اندازه DG74 R و RW01F بانــد مربــوط بــه
اســت. محصــول PCR نمونه‌هــای دارای باندهــای مربوطــه 
ــتاده شــد. ســپس نتیجــه  ــی فرس ــی یاب ــه منظــور توال ب
                                                                                       Nucleotide Blast NCBI در قســمت  یابــی در  توالــی 
مــورد بررســی قــرار گرفــت تــا مشــخص شــود ژن مربــوط 
ــا چــه درصــدی  ــری و ب ــدام باکت ــه ک ــق ب ــه طــور دقی ب

شــباهت دارد. 

بحث و نتایج
جداسازی باکتری‌ها از طریق شیمیوتاکسی 

در بررســی حاضــر براســاس 6 نمونــه جمــع‌آوری شــده از 
لجــن نفتــی و خاک‌هــای آلــوده بــه لجــن نفتــی منطقــه 
بهــرگان و همچنیــن منابــع کربنــی انتخــاب شــده، 
ــه  ــی نیم ــه معدن ــت پای ــط کش ــی در محی شیمیوتاکس
جامــد طراحــی شــد. بعــد از گذشــت مــدت زمــان 2 هفته 
گــرم خانه‌گــذاری و انجــام شیمیوتاکســی مشــاهدات بــه 
صــورت زیــر صــورت گرفــت. همان‌طــور کــه در شــکل 1 
نشــان داده شــده اســت نمونه‌هــای شــماره 1 و 2 لجــن 
نفتــی هســتند کــه شیمیوتاکســی بــه ترتیــب بــه ســمت 
اکتــادکان و هگــزا دکان دارد و نمونه‌هــای شــماره 3، 
4، 5 و 6 خــاک آلــوده بــه لجــن نفتــی هســتند کــه بــه 
ترتیــب شیمیوتاکســی بــه ســمت نفــت خــام و هگــزادکان 
ــج به‌دســت  ــر اســاس نتای ــز دارد. ب ــام و گلوک ــت خ و نف
آمــده از شیمیوتاکســی 6 باکتری‌هــا جداســازی شــد 
کــه همان‌طــور کــه در شــکل 1 مشــاهده می‌شــود، 
ایــن نتیجــه حاصــل شــد کــه باکتری‌هــای لجــن نفتــی 
تمایــل بیشــتری بــه ســمت آلکان‌هــا و نفــت خــام دارنــد. 

شکل 1 نتایج شیمیوتاکسی باکتری‌ها از نمونه‌های جمع‌آوری شده به سمت منابع کربنی
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نتیجه رنگ‌آمیزی سویه‌های جدا و خالص شده 

در ایــن مرحلــه بــه منظــور بررســی مورفولوژیــک 3 
ــرم  ــزی گ ــده رنگ‌آمی ــازی ش ــدا و خالص‌س ــری ج باکت
 bac1 :انجــام شــد و نتایــج بــه صــورت زیــر مشــاهده شــد
ــاه  ــه‌ای کوت ــکل میل ــه ش ــی و ب ــرم منف ــش گ دارای واکن
ــه  ــی و ب ــرم منف ــده، bac2 دارای واکنــش گ و کمــی خمی
شــکل میلــه‌ای کوتــاه، bac4 دارای واکنــش گــرم مثبــت و 
بــه شــکل میلــه‌ای بلنــد که در شــکل 2 آورده شــده اســت.

ــده در  ــدا ش ــویه‌های ج ــد س ــی رش ــی توانای بررس
ــد آگار ــط کشــت فاق محی

3 ســویه جــدا شــده بــه طــور جداگانــه در محیــط کشــت 
پایــه معدنــی مایع حــاوی 10% آب دریــا و 1% نفت خام به 
      150 rpm30 و دور شــیکر˚C عنــوان منبــع کربن در دمای
                                                                                             OD600 48 hr کشــت داده شــد و بــه مــدت 2 هفتــه هــر
ــا دســتگاه اســپکتروفتومتر اندازه‌گیــری  محیــط کشــت ب
شــد و نمــودار رشــد آنهــا رســم گشــت. نتایــج حاصــل در 
ــا  ــه در نموداره شــکل 3 آورده شــده اســت. همانطــور ک
نیــز مشــاهده می‌گــردد، bac4 توانایــی بســیار کمــی 
بــرای رشــد در محیــط کشــت فاقــد آگار و حــاوی نفــت 
خــام داشــت بنابــر ایــن توانایــی کاربــرد در حــد صنعتــی 
ــن  ــه همی ــدارد و ب ــی را ن ــای نفت ــرای حــذف آلودگی‌ه ب
دلیــل بــه منظــور مطالعــات بیشــتر از بیــن 3 باکتــری نــام 
بــرده حــذف گردیــد امــا باکتری‌هــای bac1 و bac2 دارای 
رشــد خــوب و مناســبی در محیــط کشــت مایــع حــاوی 
ــات  ــه مطالع ــرای ادام ــت خــام هســتند و در نتیجــه ب نف

انتخــاب گردیدنــد.

بررسی اثر غلظت‌های مختلف آب دریا بر رشد باکتری‌ها 
در ایــن مرحلــه باکتری‌هــای bac1 و bac2 در محیــط 
ــه  ــام ب ــت خ ــاوی 1% نف ــع ح ــی مای ــه معدن ــت پای کش
ــا  ــف آب دری ــای مختل ــن و غلظت‌ه ــع کرب ــوان منب عن
شــدند.  داده  کشــت   %50  ،40  ،30  ،20  ،10 شــامل: 
ــای C˚30 و  ــه در دم ــدت 2 هفت ــه م ــا ب ــی ارلن‌ه تمام
 OD600 ــپس ــد. س ــت داده ش ــیکر rpm 150 کش دور ش
محیــط کشــت هــر ارلــن هــر hr 48 ســاعت اندازه‌گیــری 

ــج آن در  ــت. نتای ــم گش ــا رس ــد آنه ــودار رش ــد و نم ش
ــت. ــده اس ــکل 4 آورده ش ش

بــه دلیــل ایــن کــه در اکثــر مناطــق نفتــی منطقــه خلیــج 
فــارس اســتخراج نفــت در حضــور آب دریــا انجــام می‌شــود، 
لجن‌هــای نفتــی ایــن مناطــق نیــز دارای درصــدی آب دریــا 
هســتند. بــه همیــن دلیــل هــر چــه باکتــری مــورد اســتفاده 
ــی  ــد توانای ــت‌تر باش ــک دوس ــا نم ــن لجن‌ه ــذف ای در ح
ــت.  ــد داش ــا خواه ــه آلاینده‌ه ــد و تجزی ــتری در رش بیش
ــه از  ــن مطالع ــده در ای ــاب ش ــای انتخ ــن رو باکتری‌ه از ای
لحــاظ تحمــل درصدهــای مختلــف آب دریــا مــورد بررســی 
ــاب  ــای انتخ ــل باکتری‌ه ــن دلی ــه همی ــد. ب ــرار گرفتن ق
شــده در حضــور درصدهــای مختلــف آب دریــا کشــت داده 
شــدند تــا بــه غلظــت بهینــه آب دریــا کــه در آن باکتــری 
ــم. مشــخص شــد  ــی ببری ــزان رشــد را دارد، پ ــن می بهتری
کــه bac1 در 10% آب دریــا بهتریــن میــزان رشــد را دارد و 
bac2 نیــز یــک باکتــری نمــک دوســت اســت کــه توانایــی 

رشــد در درصدهــای مختلــف آب دریــارا دارا بــود. در نتیجــه 
ــود،  ــاهده می‌ش ــالا مش ــای ب ــه در نموداره ــور ک همان‌ط
bac1 بیشــترین رشــد را در حضــور 10% آب دریــا دارد. 

ــای  ــوده و در غلظت‌ه ــندتر ب ــور پس ــری bac2  ش ــا باکت ام
مختلــف آب دریــا رشــد خوبــی داشــت.

ــزان رشــد باکتری‌هــا در حضــور لجــن نفتــی  بررســی می
و تجزیــه بیولوژیــک آن 

در ایــن مرحلــه بــه منظــور بررســی تجزیــه لجــن نفتــی 
 bac1 ــای ــده، باکتری‌ه ــاب ش ــای انتخ ــط باکتری‌ه توس
و bac2 در محیــط کشــت پایــه معدنــی مایــع حــاوی %1 
لجــن نفتــی بــه عنــوان منبــع کربــن و غلظــت 10% آب 
ــت  ــرای bac2 کش ــا ب ــرای bac1 و 20% آب دری ــا ب دری
ــا  ــه همیــن شــکل ام داده شــد. ارلن‌هــای کنتــرل نیــز ب
ــه مــدت 2  ــدون باکتــری تهیــه شــد. ســپس ارلن‌هــا ب ب
هفتــه در دمــای C˚30 و دور شــیکر rpm 150 کشــت داده 
شــدند. در ایــن مــدت زمــان OD600 محیــط کشــت هــر 
ــری  ــپکتروفتومتر اندازه‌گی ــتگاه اس ــر hr 48 دس ــن ه ارل
ــج آن در  ــد و نتای ــا رســم گردی ــودار رشــد آنه شــد و نم

شــکل 5 آورده شــده اســت. 
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شکل 3 رشد الف bac1، ب bac2 و ج bac4 در محیط کشت پایه معدنی مایع حاوی 1% نفت خام. شکل‌ها با 3 تکرار رسم شده است
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شکل 2 شکل میکروسکوپی الف bac2 ب ،bac1 و ج bac4 در نتیجه رنگ‌آمیزی گرم

الف ب ج



شماره 100، مرداد و شهریور 1397 142

400350300250200150100500

0/3

0/5
0/4

0/9

0/7
0/6

10% آب دریا

1

0/8

0/2
0/1
0/0

الف

)hr( زمان

)6
00

nm
ر )

 نو
لی

چگا 20% آب دریا
30% آب دریا
40% آب دریا
50% آب دریا

10% آب دریا
20% آب دریا
30% آب دریا
40% آب دریا
50% آب دریا

ب

4003002001000
)hr( زمان

0/3

0/5
0/4

0/9

0/7
0/6

1

0/8

0/2
0/1
0/0

)6
00

nm
ر )

 نو
لی

چگا

شکل 4 رشد الف bac1 و ب bac2 در حضور درصدهای مختلف آب دریا در محیط کشت پایه معدنی مایع حاوی 1% نفت خام
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ــر دو  ــود ه ــاهده می‌ش ــا مش ــه در نموداره ــور ک همان‌ط
باکتــری تقریبــا بیشــترین میــزان رشــد را در روز 12 یــا 

ــد از hr 300 دارا هســتند. بع
شناسایی مولکولی باکتری‌های انتخاب شده

ابتــدا در   bac2 و   bac1 باکتری‌هــای  ایــن مرحلــه  در 
ــام   ــت خ ــا 1% نف ــراه ب ــی هم ــه معدن ــط کشــت پای محی
ــه  ــری ب ــر باکت ــای ه کشــت داده شــدند. ســپس کلنی‌ه
طــور جداگانــه بــه درون 1 میکروتیــوب حــاوی µL 50 آب 
                                                                               10 min مقطــر اســتریل اســت، بــرده شــد. ســپس بعــد از
بــه  از آن   95˚C قرارگیــری در ترموشــیکر در دمــای 
ــاده  ــد از آم ــد. بع ــتفاده گردی ــو در PCR اس ــوان الگ عن
  16S rRNA ژن PCR ــرای انجــام ســازی ترکیبــات لازم ب
ــار  ــامل یکب ــن ژن، ش ــی ای ــر عموم ــتفاده از پرایم ــا اس ب
ــا پرایمرهــای ــا پرایمرهــای 27F-1492R و یکبــار هــم ب ب

RW01F و DG74 R بــر طبــق برنامــه توضیــح داده شــده 

ــن  ــولات PCR ای ــورز محص ــج الکتروف ــد. نتای ــام ش انج
ــت. ــده اس ــکل‌های 7 و 6 آورده ش ــا در ش ژن‌ه

درنتیجــه Nucleotid blast توالــی ژن 16S rRNA مربــوط بــه 
bac1 در ســایت NCBI ایــن باکتــری بیشــترین شــباهت را 

 Thalassospira 16 باکتــریS rRNA بــه میــزان 99% بــه ژن
 Nucleotide blast داشــت. در نتیجــه sp. MCCC 1A01288

توالــی 16S rRNA مربــوط بــه bac2 در ســایت NCBI ایــن 

 16S rRNA باکتــری بیشــترین شــباهت را به میــزان 99% بــا
باکتــری Chromohalobacter israelensis داشــت.

لجــن نفتــی حــاوی هیدروکربن‌هــای مختلــف مــی 
باشــد کــه میکروارگانیســم‌ها بــه منظــور تجزیــه زیســتی 
بایــد بتواننــد از ایــن منابــع کربنــی بــه عنــوان سوبســترا 
اســتفاده نماینــد. کــه در ایــن مکانیســم کاتابولیســم لجــن 
ــیون  ــق اکسیداس ــا از طری ــیله باکتری‌ه ــه وس ــی ب نفت
ــود  ــام می‌ش ــیژناز انج ــم اکس ــیله آنزی ــه وس ــترا ب سوبس
ــوازی  ــرایط ه ــیژن و ش ــود اکس ــل وج ــن دلی ــه همی و ب
ایــن مطالعــه بــه  ضــروری می‌باشــد. در نتیجــه در 
ــم  ــوازی فراه ــرایط ه ــا ش ــازی باکتری‌ه ــور جداس منظ

ــد. ــازی گردیدن ــوازی جداس ــای ه ــد و باکتری‌ه ش

مطالعات در زمینه نواحی آلوده به نفت و هیدروکربن‌های 
نفتی نشان داده حضور آلفا و گاما پروتیو باکتری‌ها شامل: 
 Halomonas ،Chromohalobacter،Alcanivorax

ایــن  کــه   Marinobacter،Idiomarina ،Thalassospira

میکروارگانیســم‌ها قــادر بــه تجزیــه نفــت خــام و چندیــن 
ــن،  ــرن، فلورانت ــامل: پی ــن ش ــک هیدروکرب ــی آروماتی پل
آنتراســن، فنانتــرن، نفتالــن، بنزوپیــرن، بنزآنتراســن 
ــه عنــوان منبــع  هســتند و می‌تواننــد ایــن ترکیبــات را ب

ــد. ــتفاده نماین ــک اس ــا 15% نم ــور1 ت ــن در حض کرب

ــا اســتفاده از پرایمــر  شــکل 6 محصــول PCR ژن 16S rRNA ب
27F -1492R

شکل 7 محصول PCR ژن 16S rRNA با استفاده از پرایمر 
DG74 R و RW01F
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اغلــب محیط‌هــای دارای آلودگی‌هــای نفتــی نمکــی بــوده 
و دارای میزانــی از آب دریــا هســتند و از طرفــی فرآیندهای 
میکروبیولوژیکــی در غلظــت بــالای نمــک بــه خوبــی عمــل 
نمی‌کننــد، از ایــن رو بــه منظــور تجزیــه بیولوژیــک 
آلودگی‌هــای ایــن نواحــی اســتفاده از میکروارگانیســم‌های 
تحمــل کننــده نمــک و یــا دوســتدار نمــک مناســب اســت. 
میکروارگانیســم‌های نامبــرده قادرنــد در حضــور 1 تــا %15 

نمــک بــه خوبــی رشــد نماینــد ]13[.

دارای  و  منفــی  گــرم  جنــس  یــک   Thalassospira

حرکــت و شــکل ویبریــو یــا اســپیرال اســت. هالوتولرانــت 
کلاس  در  باکتــری  ایــن  اســت.  شــیمیوهتروتروف  و 
در  و   Rhodospirillales راســته   ،Alphaproteobacteria

ــرار دارد. ایــن باکتــری در  ــواده Rhodospirillaceae ق خان
ــری  ــن باکت ــت. ای ــده اس ــت ش ــف یاف ــای مختل محیط‌ه
ــک  ــی آروماتی ــی و پل ــات نفت ــه ترکیب ــل تجزی ــه دلی ب

هیدروکربن‌هــا مــورد توجــه هســتند ]2 و 14[. 

Chromohalobacter در گروه میکروارگانیسـم‌های هالوفیل 

 ،Gammaproteobacteria قرار دارد. ایـن باکتری در کلاس
 Halomonadaceae خانـواده   ،Oceanosoirillales راسـته 
قـرار دارد. باکتری‌هـای متعلـق بـه این جنس گـرم منفی، 

هتروتـروف، میلـه‌ای، هوازی، مزوفیل هسـتند ]15[. 

دو گونــه H. Canadensis و H. israelensis کــه متعلــق 
ــای  ــل ویژگی‌ه ــه دلی ــد ب ــس Halomonas بودن ــه جن ب
فیلوژنتیــک در جنــس Chromohalobacter قــرار گرفته‌اند 
 Chromohalobacter و Chromohalobacter Canadensis و
 Chromohalobacter israelensis .نام گرفتنــد israelensis

دارای پیگمــان کرمــی هســتند ]16[. 

ــه  ــری تجزی ــک باکت ــتند ی ــش توانس ــاری و همکاران بیه
                                                                                   Acinetobacter haemolyticus AR-46 کننــده آلکان با نــام
ــا  ــای ب ــه آلکان‌ه ــه تجزی ــادر ب ــه ق ــد ک جداســازی نماین
ــه  ــزادکان ب ــت از هگ ــادر اس ــت و ق ــد هس ــره بلن زنجی
ــیری و  ــد. ش ــتفاده نمای ــن اس ــع کرب ــا منب ــوان تنه عن
ــک  ــی پالایشــگاه ی ــات نفت ــش توانســت از ضایع همکاران
گونــه Acinetobacter baumannii را جداســازی نمایــد 
کــه قــادر اســت در محیــط کشــت حــاوی هگــزادکان بــه 
عنــوان منبــع کربــن بــه خوبــی رشــد نمایــد و قــادر بــه 

ــود ]17[. ــزادکان در 6 روز ب ــذف 62% هگ ح

نتیجه‌گیری

ــی  ــتفاده از توانای ــا اس ــوان ب ــی می‌ت در روش شیمیوتاکس
ــه  ــش در تجزی ــا در انجــام شیمیوتاکســی و افزای باکتری‌ه
ــه  ــری ک ــن باکت ــر بهتری ــان کوتاه‌ت ــدت زم زیســتی، در م
ــا  ــایر باکتری‌ه ــا س ــت ب ــت و رقاب ــدرت حرک ــترین ق بیش
بــرای حرکــت بــه ســمت منابــع کربنــی دارد را جداســازی 
نمــود. در بررســی حاضــر نتایــج آنالیــز لجــن نفتــی بهرگان 
نشــان داد کــه بیشــترین حجــم آن آلکان‌هــا هســتند. در 
نتیجــه باکتری‌هــای تجزیــه کننــده آلــکان از طریــق 
ــا  ــن باکتری‌ه ــدند. ای ــازی ش ــی جداس روش شیمیوتاکس
ــی  ــی، توانای ــات نفت ــه ترکیب ــی در تجزی ــر توانای ــاوه ب ع
آن در اســتفاده از یــک یــا چنــد هیدروکربــن بیشــتر 
ــن  ــع هیدروکرب ــن منب ــه بهتری ــردن ب ــی ب ــا پ ــت. ب اس
ــر  ــاوه ب ــری ع ــن باکت ــوان از ای ــری می‌ت ــک باکت ــرای ی ب
ــازی  ــی، در پاک‌س ــای نفت ــازی لجن‌ه ــتفاده در پاک‌س اس
آلودگی‌هــای پتروشــیمی‌ها و مناطــق آلــوده بــه یــک 

ــز اســتفاده نمــود. ــص نی ــن خال هیدروکرب
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