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 تجزیه زیستی نفت خام و ترکیبات پلی آروماتیک چند حلقه ای توسط 
  UTMC  5043اگزوفیالامخمر 

 4، جواد حامدی5، شمس الضحی ابولمعالی2*، حمید مقیمی7فرحناز اکبرزاده

استادیار، بخش 2، های نوین، دانشگاه سمنان، سمنان، ایران دانشجوی کارشناسی ارشد زیست فناوری میکروبی، گروه زیست فناوری، پردیس علوم و فناوری1

استادیار، دانشکده علوم پایه، گروه زیست شناسی، دانشگاه سمنان، سمنان، 3زیست فناوری میکروبی، دانشکده زیست شناسی، پردیس علوم، دانشگاه تهران، تهران، 

 استاد، بخش زیست فناوری میکروبی، دانشکده زیست شناسی، پردیس علوم، دانشگاه تهران، تهران.4 ایران،

 چکیده

شوند. روزانه مقادیر زیادی از نفت  های نفتی از پر مصرف ترین مواد شیمیایی در دنیای امروز محسوب می فرآورده  : سابقه و هدف

هدف از این پژوهش جداسازی و ارزیابی مخمرهای بووموی   .شود خام و فرآورده های نفتی در حجم زیاد به محیط زیست وارد می

 ایران به منظور زیست پالایی مناطق آلوده نفتی بود. 

باشنو  هوا    آوری گردید. سپس در محیط خاک از مناطق مختلف آلوده به آلاینده های نفتی در ایران جمع نمونهها:  مواد و روش

 میزان تخریب نفت خام با استفاده از.  داده شدند  روز کشت  14ت به مد  )mg l111-1درصد نفت خام و تتراسایکلین )  5/0ا همراه ب

نانترن، آنتراسن و پیورن بوه ف ppm    111حذف   HPLCبا استفاده از روش   خواندن جذب ک  هیدروکربن های نفتی سنجیده شد.

، تعیین تووالوی و ITSعنوان ترکیبات پلی آروماتیک چندحلقه ای مدل مورد بررسی قرار گرفت. جدایه منتخب از طریق تکثیر ژن 

 همردیفی توالی در پایگاه داده شناسایی گردید.

درصد حذف   98ا ب  FA14نشان داد که جدایه   TPHگونه مخمر جداسازی گردید. سنجش میزان حذف  44ه در این مطالعها:  یافته

شناسایی مولکولی این جدایه با کمک توالی یوابوی   باشد. های نفتی می روز توانمندترین جدایه در حذف هیدروکربن  14ی نفت، ط

 اگزوفویوالا  درصد شباهت، متعلق به جنس  88با   FA14  شان داد که جدایهن  NCBIهمردیف یابی آن در پایگاه داده های و ITS  ژن

روز از   14ی و ط  FA14درصد به وسیولوه   80/39و  04، 84/74ب نتایج نشان داد که فنانترن، آنتراسن و پیرن به ترتی باشد. می

 محیط حذف گردیدند. 

 ای توانوایوی بوالایوی دارد. های آروماتیک چند حلقه در حذف هیدروکربن  اگزوفیالانتایج این پژوهش نشان داد که نتیجه گیری: 

 بنابراین می تواند به عنوان کاندید مناسب به منظور زیست پالایی محیط آلوده به نفت خام معرفی گردد. 

 ا.اگزوفیال زیست پالایی، فنانترن، آنتراسن، پیرن،واژگان کلیدی: 

 87مهر ماه پذیرش برای چاپ:      87شهریور ماه دریافت مقاله: 

 *( آدر  برای مکاتبه: تهران، دانشگاه تهران، پردیس عولووم، دانشوکوده زیسوت شونواسوی.

  hmoghimi@ut.ac.irپست الکترونیک:   52177410480تلفن:    

 مقدمه     

نفت و فرآورده های نفتی مخلوط پی یده و موتونووعوی از                                                         

 (.    1ترکیبات شیمیایی  یرهیدروکربنی و هیدروکربنی هستونود )                                                  

فرآورده های نفتی از پرمصرف ترین مواد شیمیایی در دنویوای                                                       

امروز محسوب می شوند. محصولات به دست آمده از نوفوت                                                  

خام منبع اصلی انرژی و مواد مورد استفاده در صنعت و زندگی                                                         

افزایش تقا ا برای نفوت                       (.      2)   روزمره بشر را تشکی  می دهند                             

خام به عنوان یک منبع انرژی و به عنوان ماده خام اولیه بورای                                                           

صنایع مختلف، به ویژه لوازم آرایشی، رن ، پ ستیک و  ویوره                                                       
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موجب افزایش تولید، حم  و نق  و پالایش آن شده، کوه بوه                                                    

     (.  3) نوبه خود منجر به آلودگی وسیع محیط زیست شده است                                                

آلودگی های نفتی یک پیامد اجتناب ناپذیر از افزایوش سوریوع                                                       

که به دنبال آن آلوودگوی                           جمعیت و فرآیند صنعتی شدن است                            

خاک توسط هیدروکربن های نفتی به شک  وسیع در اطوراف                                                  

و پالایش و به شک  مو عی در مسویورهوای                                     ت سیسات اکتشاف              

انتقال این مواد قاب  مشاهده است. روزانه مقادیر زیادی از نفت                                                             

 و فرآورده های نفتی، در حجم زیاد به موحویوط زیسوت وارد                                                   

 با تووجوه بوه ایونوکوه نوفوت حواوی موواد                                (.      2)   می شود        

 شیمیایی خطرناکی مانند بنزن، تولو ن، اتیو ، بونوزن، زایولون،                                                        

 نفتالن است، می تواند ا ورات مونوفوی طوولانوی مودتوی را                                               

 بر منابع طبیعی و زندگی موجودات زنده به دنبال داشته بواشود                                                         

 هوویوودروکووربوون هووای آروموواتوویووک چوونوودحوولووقووه ای                                   (.      4)   

   ( PAH   Pol c clic Aromatic H  rocar o                از مهمتریون )

آلودگی های نفتی هستند که در خاک و رسوبات وجود دارنود.                                                      

بنابراین حذف آن ها در بهبود زندگی و حفا وت از موحویوط                                                   

زیست نقش اساسی دارد. این ترکیبات به دلویو  سواخوتوار و                                                   

ماهیت، از جمله ترکیبات سخت تجزیه پذیر نفتی موحوسووب                                                  

شده که با پی یده شدن ساختار و افزایش تعداد حلقه ها سمیت                                                         

 (.      2) و پایداری آن نیز افزایش پیدا می کند                                     

پاکسازی خاک ها و آب خوان های آلوده به نفوت بوه عولوت                                                  

تهدید حاصلخیزی خاک، آسیب رسانی به آب های زیر زمینوی                                                    

ایران، به عنووان                   و س مت جهانی، بسیار حا ز اهمیت می باشد.                                       

یک کشور نفت خیز، دارای محیط های آلوده به موواد نوفوتوی                                                    

زیادی می باشد. این آلودگی ها در سال های اخویور در حوال                                                     

در این راستا انوا  مختلفی از روش هوای                                      (.      0افزایش هستند )              

تیمار شیمیایی، فیزیکی و زیستی جهت پاکسازی موحو  هوای                                                   

در این بین، روش پاکسوازی                         (.      2)   آلوده به نفت ارا ه شده است                            

به طور معمول شامو  توبودیو                            که  (      Bior m  iatioزیستی )       

آلودگی ها به مواد  یر سوموی بوا اسوتوفواده از فوعوالویوت                                                

میکروارگانیسم ها است، بسیار م  ر و کارآمد بوده به طوری که                                                           

 توجه بسیاری از محققان در سراسر دنیا را بوه خوود جولوب                                                   

 .   ( 3) کرده است          

پاکسازی زیستی، فرآیند بسیار امیدوار کننده ای برای کاهش و یا                                                             

 برطرف کردن آلودگی هوای نوفوتوی بوه شوموار موی رود.                                            

طیف گسترده ای از میکروارگانیسم ها، از جمله بواکوتوری هوا،                                                       

 قار  ها و جلبوک هوا، دارای تووانوایوی سووخوت و سواز                                             

 هیدروکربن های آلیفاتیک و آروماتیک هستند.                                          

توانایی های مختلفی در قار  ها و باکتری ها برای موتوابوولویوزه                                                          

کردن هیدروکربن ها وجود دارد. مکانیسم هوای مشوابوهوی در                                                    

سوخت و ساز هیدروکربن ها در باکتری و قار  ها شناخته شده                                                        

است. قار  ها حاوی آنزیم های خار  سلولی خاصی هستند که                                                      

 (.    7به تخریب اولیه هیدروکربن ها کمک می کنند )                                         

 پووژوهووش هووای زیووادی بوور روی تووجووزیووه زیسووتووی                                    

هیدروکربن های نفتی و ترکیبات آروماتیک چند حلقه ای انجوام                                                         

شده است. در این پژوهش ها از باکتری ها، مخمرها و قار  هوا                                                         

 برای از بین بردن ترکیبوات نوفوتوی اسوتوفواده شوده اسوت.                                                

عونووان         2515( در سوال           Cha  ra( و چاندران )              a دا  )     

(،                      )       کاندیدا لپتولتیوکوا                 کردند که جنس های                  

(،                            )       رودوترولا مووسویو ژیونووزا                    

 (                        )       تریکووسوپوورون مووکوو ویود                     

قابولویوت توجوزیوه                  (   p            ).  گونه های ژ وتریکوم                      و 

 (.    4را دارند )             PAHهیدروکربن های نفتی و                      

و هوموکواران در سوال                  (     argouri در مطالعه دیگر گارگوری )                        

طیف گسترده ای از مخمرها و قار  هوای                                      نشان دادند که               2510

رشته ای قابلیت تجزیه زیستی آلاینده های آلی را دارند. در ایون                                                            

بوه عونووان              (                      )       یاروویا لپتولیتیوکوا                  مطالعه        

 توانمندترین سویوه موخوموری کوه تووانوایوی اسوتوفواده از                                              

هیدروکربن های مختلف از جمله تری گلیسیریدها و آلکن ها را                                                         

. با توجه به مطالب یاد شوده، موو وو                                    (   9)   دارد معرفی گردید                  

  آلودگی محیط زیست به انوا  ترکیبات نوفوتوی و اخوتو لات                                               

نوفوت بوه            اکوسیستمی حاص  از آن، در کشورهای تولید کننده                                            

هوای         ویژه ایران مس له  بسیار مهمی است. بنابراین، توسعه روش                                                     

های طوبویوعوی               پاکسازی زیستی با قابلیت کاربرد در اکوسیستم                                          

   .باشد      بسیار حا ز اهمیت می                   

هدف از این مطالعه بررسی توانمندی تجزیه زیستی مخمورهوای                                                      
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بومی در تخریب نفت خام و ترکیبات آروماتیک چند حلقوه ای                                                      

 مدل بود.        

 

 مواد و رو  ها             

برای جداسازی سویه های مخمری توانمنود                                     الف( نمونه برداری:                    

در فرآیند زیست پالایی ترکیبات هیدروکربنی نفوت، از یوازده                                                       

ترکیبات نفتی شام  خاک های آلوده قم، خوارک،                                               منطقه آلوده به              

  پالایشگاه تهران، مارون، پالایشگاه نفتی شوازنود اراک،                                                  3پوند      

 کیلومتری سوراب، قوزویون و سویوری                               25کارون، خانگیران،                  

خاک های آلووده از مونواطوق                          .نمونه برداری صورت پذیرفت                        

سانتی متری با استفاده از بویولو وه                                  25مختلف  کر شده از عمق                      

کوتاه ترین زمان به آزمایشگاه منتق  شودنود. در                                                 برداشت و در           

  ادامه خاک ها با استفاده از هاون چینی استری  کوبیده و آسیواب                                                          

میلی موتوری             5/0شدند. در نهایت نمونه ها در آزمایشگاه با الک                                             

همگن شده و  رات درشت آن جداسازی گردید و به مونوظوور                                                  

 (.      8استفاده قرار گرفت )                     جداسازی مخمرها مورد                   

  هوای       هیدروکربون             تخریب         در      توانمند           های   مخمر        ب( جداسازی          
  155ابتدا رقت های سریالی از خاک تهیه شد و                                         خاک:        از      نفتی    

میکرولیتر از رقت های تیمار شده حاصله بر روی محیوط هوای                                                      

گورم،        0گرم، پپتون:               0)گلوکز:            P کشت اختصاصی مخمرها                      

(   8لیتر آب مقطر(، )                  1گرم در          25گرم، آگار:              15عصاره مخمر:             

 رزبنگال دارای آنتی بیوتیک تتراسایوکولویون                                         g l    155 به همراه          

   (mg l155            همراه با )درصد نفت خام انتقال داده شد. سپس بوا                                       1

شک  استری ، به صورت یکنوواخوت                               Lاستفاده از لوله شیشه ای                         

در سراسر محیط کشت پخش گردید. این عم  برای هر یک از                                                    

نمونه های خاک در سه تکرار انجام شد. پس از انجام تلقی ، بوه                                                           

  C    29 منظور رشد مخمرها پلیت های کشت داده شده در دمای                                                

به مدت یک هفته در انکوباتور گرماگذاری گردید. هم نین در                                                        

با هودف فوعوال                 richm  t T ch i u  (روش  نی سازی              

کردن و افزایش جمعیت تجزیه کننده هیدروکربن های خاک از                                                      

گورم،        Bu h  ll Haa  )       (4 gS      :5/2 نمکی        محیط کشت پایه             

 CaCl     :5/52        ،4گوورمP   H     :1        ،گوورم  N      :1        ،گوورم

4P 4NH H     :1      ،گرم      F Cl     :5/50          لیتر آب موقوطور(                 1گرم در 

 درصد نفت خام به عنوان تنها منوبوع کوربون،                                       1، همراه با            (   15)   

 درصد عصاره مخمر به عنوان عوامو  موحورک رشود و                                          5/2

mg l    155                                        گورم از          5/0تتراسایکلین استفاده شد. به این منظور

 میولوی لویوتوری حواوی                   205نمونه خاک همگن به ارلن های                            

درصد نفت استری  ا افه                         1میلی لیتر محیط کشت همراه با                               05

  29        5/2گردید و به مدت سه هفته در شیکر انکوباتور با دمای                                                  

گرما گذاری شد. پوس از ایون                            rpm    195درجه سلیسیو  و                

میکرولیتر از مایع روماند موجود در هر ارلن برداشته                                                     155مدت     

به هموراه             P شد و به عنوان مایه تلقی  به محیط های کشت                                          

(. بوا       11رزبنگال ا افه گردید )                       g l  155 درصد نفت خام و                  1

استفاده از لوله شیشه ای استری ، مایه تلقی  در سراسر موحویوط                                                          

توا      49کشت پخش شد. در نهایت پلیت های حاصله به مدت                                            

 گورمواگوذاری شودنود.                   C    29 ساعت در گرمخانه با دمای                           42

 که با استفواده از روش هوای                          مخمری       هر یک از جدایه های                    

کافی بور روی                  نی سازی و کشت سطحی بعد از گرماگذاری                                    

محیط های جامد رشد کردند، به طور جداگانه بر روی محویوط                                                     

P A                    گورم، آگوار             25گرم، دکستروز                4)عصاره سیب زمینی 

 لو  سوازی شودنود              خا      P لیتر آب مقطر( و                 1گرم در          10

 سویه های تکراری نیز بر اسا   اهر کلونوی و                                             در ادامه        (.      12)   

بررسی های میکروسکوپی حذف شدند. تمامی نوموک هوا و                                               

 محیط های کشت آزمایشگاهی اسوتوفواده شوده از شورکوت                                             

 آلمان تهیه شدند.                -مرک   

  تخریب         در      جدایه های مخمری                   از      یک      هر    توانمندی           ( بررسی        
به منظور تعیین توانمندی جدایه های به دست آموده                                                   خام:      نفت   

از        در حذف نفت خام، در ابتدا هر یک از جدایه ها با استوفواده                                                     

روش سنجش کو  موحوتووای هویودروکوربونوی از طوریوق                                       

اسپکتروفتومتری و نیز اندازه گیری میزان رشد مخمری از طریق                                                          

. با استوفواده از                 (   13) سنجش زیست توده خشک ارزیابی شدند                                 

نتایج حاصله از این دو آزمایش،  ربالگری اولیه برای انتوخواب                                                          

جدایه های برتر در تجزیه هیدروکربن هوای نوفوتوی انوجوام                                                  

پذیرفت. برای ارزیابی توانایی سویه های جداسوازی شوده در                                                      

  حذف نفت خام، پیش کشت جدایه ها در محیط کشوت پوایوه                                              

درصود        5/1درصد  نفت خام و                     5/0حاوی      باشن  ها              نمکی    
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درصد عصاره مخمر کشوت                       5/52گلوکز به عنوان منبع کربن و                            

بوه      C    29 و دمای          rpm    195داده شدند و در شیکر انکوباتور با                                  

 ساعت گرماگذاری گردید. سوپوس فو وسوک هوای                                      49مدت     

 میلی لیتر محیط باشن  هوا  حواوی                                 15میلی لیتری حاوی                   05

درصود        0نفت خام به عنوان تنها منبع کربن تهیه شد.                                          درصد          1

از پیش کشت ها به محیط جدید تلقی  و به مدت دو هفتوه بوا                                                      

برای ت یید میزان حذف نوفوت از                             شرایط قب  گرماگذاری شد.                         

دو هفته پوس            (.      14)   نمونه کنترل، بدون تلقی  مخمر استفاده شد                                         

از تلقی  جدایه ها به محیط کشت پایه نمکی، ف سک هوا بوه                                                     

 هوویوودروکووربوونووی                مووحووتوووای          موونووظووور اسووتووخوورا  کوو                 

   (TPH  Total P trol um H  rocar o       )                   و تعیین میزان نفوت

به منظور استخرا  هیدروکربون هوای                                .     مانده بررسی شدند                    باقی    

   کشوت       نفتی از محیط، به ف سک ها هم حوجوم بوا موحویوط                                       

. پس از ا افه کوردن                    ح ل تولو ن ا افه گردید                      میلی لیتر(              15)   

دقیقه روی شیکر قورار داده                            10ح ل، مخلوط حاص  به مدت                        

 برای جداسازی و تفکیک بهتر فاز آبی از آلوی، بوه مودت                                                  شد.     

سانتریفیوژ شد. در ادامه با کمک دکوانوتوور                                            4555      دقیقه با            10

فاز آلی حاوی تولو ن و نفت باقیمانده استخرا  شده، از فاز آبی                                                             

جداسازی شد. نمونه حاوی ترکیبات نفت باقی مانده به نسوبوت                                                       

یک به ده با ح ل تولو ین رقیق سازی شد. سپس میزان جوذب                                                     

  -A1 1مودل   -اسپکتروفتومتر )شیموادزو                          رقت حاصله با دستگاه                   

نهایت بورای            . در      نانومتر قرا ت گردید                       425در طول مو             ژاپن(       

تیمار با نمونه کنتورل                          های       تعیین میزان حذف نفت، جذب نمونه                              

 از نوموونوه موحویوط کشوت                   میزان حذف  بت شد.                       مقایسه و        

 حاوی نفت و بدون تلقی  مخمر به عنووان نوموونوه کونوتورل                                                 

 توا      5/20استفاده شد و از  لظت های مختلف نوفوت خوام )                                        

 (.  13درصد( برای رسم منحنی استاندارد استفاده گردید )                                                1

اندازه گیری وزن خشوک زیسوت                              رشد:        میزان         اندازه گیری               د(  

درصود          5/0توده مخمری در محیط کشت پایه نمکی همراه با                                             

نفت خام، نماینده ای از میزان مصرف هیدروکربن های نفتی و                                                        

برای این منوظوور زیسوت                     به دنبال آن رشد جدایه ها می باشد.                                   

درصد نوفوت            5/0حاصله در محیط پایه نمکی و                           مخمری         توده    

حذف نفت، از محیط کشت بوا                             خام، پس از اندازه گیری میزان                            

جدا شده و به مدت یوک                         1کا ذ فیلتر واتمن شماره                            استفاده از          

  سوپوس   .     خشک گردید         درجه سلیسیو                 05دمای          شبانه روز در            

 (.  10) وزن خشک به دست آمده بر اسا  گرم در لیتر ارا ه شد                                                  

برای انتخاب میکروارگانیوسوم هوای                                   ه( انتخاب جدایه مناسب:                      

های نفتی، جدایه هوای                         مناسب و توانمند در حذف هیدروکربن                                

 و هو ونویون           TPHبر اسا  نتایج سونوجوش                    به دست آمده             

 (.  10و     13میزان رشد سلولی انتخاب شدند )                             

منظور شنواسوایوی                 به    مولکولی جدایه های منتخب:                              و( شناسایی          

 بوه مودت           P مولکولی، ابتدا جدایه منتخب در موحویوط                                    

تووده      درجه سلیسیو  گرماگذاری شد.                              29ساعت در دمای                24

به مدت          g    4555میلی لیتر از کشت در                       15زیستی با سانتریفیوژ                     

پس از دو بار شوسوتوشوو بوا سورم                           دقیقه جدا شد. در ادامه                          0

ها با روش کووبویودن                    سلول        و     فیزیولوژی در هاون ریخته شد                          

توده منجمد شده با استفاده از ازت مایع، شکسته شدنود.                                                      زیست    

 NA                  کلروفرم استخرا  و با الک  رسووب                                -مخمر به روش فن

، الکتروفورز افقی با ژل                         NA برای ت یید ح ور                  (.    14)   داده شد         

از      ITSدرصد صورت گرفت. به منظور تکثیور ژن                                     1آگاروز        

    -  TCC TA  T AACCT C-  ( ITS1پرایمرهای )           

ITS4       (  -TCCTCC CTTATT A TAT C-     )و   

 استفاده گردید. واکنوش زنوجویوره ای                                )ماکروژن، کره جنوبی(                      

میوکورولویوتور             2میکرولیتر شام                   20( در حجم           PCپلی مراز )          

 NA         ،پیکومول(،             15میکرولیتر از هر کدام از پرایمرها )                                    1الگو

پولوی موراز            Ta   NAاز مستر میکس آنزیم                        میکرولیتر           12/0

میکرولیتر آب دوبار تقطیر انجام شود.                                      9/0)اپلیکم، دانمارک( و                     

 ( در      آموریوکوا        -لب نت     در دستگاه ترموسایکلر )                         PC     واکنش     

درجه سلیسیو                 84چرخه شام  واسرشتگی اولیه در دمای                                    35

درجه سلیسیو  به                   84دقیقه و واسرشتگی در دمای                            4به مدت        

 الوگوو در دموای                NA  انیه، اتصال پرایمرها بوه                            35مدت     

 انیه، طوی  شدن رشته الوگوو                             35درجه سلیسیو  به مدت                       04

 انیه و طوی  شودن                    75درجه سلیسیو  به مدت                       42در دمای         

درجه سلویوسویوو  بوود.                     42دقیقه در دمای                 3نهایی به مدت              

آل،     -پس از خال  سازی با کیت )شرکوت ژن                                  PCمحصول       

کره جونووبوی           -کره جنوبی( جهت تعیین توالی به شرکت بیونیر                                         
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 بورای شونواسوایوی و بوررسوی                      (. هم نین           14)   ارسال گردید             

به سویه منتخب، از                     ITSترین سویه از لحا  توالی ژن                                نزدیک     

انطبا  توالی به دست آمده با اط عات توالی های مووجوود در                                                       

 و بانک ژنی استفاده شد.                         CBS  پایگاه داده           

 ز( سنجش مقدار حذف هیدروکربن های آرومواتویوک چونود                                              
 با استفاده از کروماتوگرافی موایوع بوا کوارایوی بوالا                                                   حلقه ای       

 در این مطالوعوه بورای بوررسوی موقودار حوذف                                    (:          )   

 HPLCهیدروکربن های آروماتیک چند حلوقوه ای از روش                                         

استفاده شد )سیسی ، انگلستان(. برای این منظور، پیوش کشوت                                                       

  5/0جدایه های منتخب در محیط کشت باشن  ها  همراه بوا                                                

به      C        29و دمای          rpm    195درصد گلوکز در شیکر انکوباتور با                                 

میلی لیتوری              05ساعت گرماگذاری شد. ف سک های                               49مدت     

از هر یک از               ppm    155میلی لیتر محیط پایه نمکی و                                8حاوی      

مدل شام  فنانترن، آنتراسون و پویورن بوه                                        PAHسه ترکیب          

درصد از پیش کشت به ف سک هوا                              0صورت جداگانه تهیه و                     

  C        29و دمای          rpm    195تلقی  گردید و در شیکر انکوباتور با                                    

به مدت دو هفته گرماگذاری شدند. ف سک هایی بوا شورایوط                                                   

مشابه، بدون تلقی  جهت کنترل و مقایسه با نمونه هوا توهویوه                                                       

باقی مانده در موحویوط از                          PAH(. برای استخرا                  17گردید )       

میلی لیتر محیط کشوت                      0ح ل هگزان استفاده شد )به ازای هر                                  

میلی لیتر ح ل(، پس از ا افه کردن ح ل، مخلوط حواصو                                                     2

دقیقه روی شیکر قرار داده شد. برای تفکیک بهوتور                                                10به مدت        

سانتریفیوژ شد.                  4555     دقیقه با            10فاز آلی از فاز آبی به مدت                           

فاز آلی با دقت در ویال شیشه ای جمع آوری گردیود. سوپوس                                                    

ح ل هگزان تبخیر شد و رقت سازی مناسب با اسوتوفواده از                                                   

از نمونه ها به دستگاه تزریوق                               میکرولیتر           155استونیتری  تهیه و                   

 ، فاز متحورک آب موقوطور                      C1شد. نو  ستون مورد استفاده،                            

،   ml mi     1، شدت جریان             1:1دی یونیزه و استونیتری  با نسبت                                

بوه      میکرولیوتور           155و حجم تزریق               m    204 طول مو  جذب             

 (.  19در نظر گرفته شد )                   HPLCعنوان شرایط انجام                   

 

 یافته ها        

  های       هیدروکربن             تخریب         در      توانمند           های   مخمر        الف( جداسازی            

در این مطالعه با استفاده از دو روش جوداسوازی                                                خاک:        از      نفتی    

کلنی مخمری جداسازی شد کوه بوا                               44مستقیم و  نی سازی،                    

 اهر کلنی ها و هم نین مح  جداسازی، در                                           توجه به شک  و             

توعوداد         1خال  سازی شدند. در جدول                           P  محیط کشت          

 کلنی های جداسازی شده از هر منطقه گزارش شده است.                                               

  از      در هوریوک           خام       نفت       حذف       و     تخریب         توانایی           ب( ارزیابی          
در این مرحله هریوک از جودایوه هوای                                  های مخمری:              جدایه     

سواعوتوه         49مخمری در محیط پایه نمکی پس از پیش تیموار                                         

. به منظور ارزیابی مویوزان حوذف از روش                                     کشت داده شدند             

همراه با اندازه گیری میزان رشد جدایه استوفواده                                                TPHسنجش      

که از خاک نفتی قم جداسازی شده بوود، بوا                                         FA14شد. سویه          

درصد حذف نفت به عونووان                         85بیشترین میزان رشد و حدود                          

توانمندترین جدایه معرفی شد و جهت ادامه آزمایش ها انتخاب                                                         

جدایه در محیط حاوی نفت به عنوان تنهوا                                        14گردید. هم نین               

منبع کربن رشد نکردند و سایر جدایه ها نیز درصد حذف نفت                                                       

آزموون یوادشوده بوه                 درصد داشتند.                05اندازه گیری شده زیر                     

روزه انجام شد و نتایوج                         14و     4منظور ت یید نتایج در دو تکرار                               

مشابهی به دست آمد. بر اسا  نتایج به دسوت آموده مویوزان                                                    

حذف نفت با تولید زیست توده ارتباط مستقیم دارد. به طووری                                                        

روز از ابتدای آزمون حذف بسیار سوریوع                                      4که در مدت زمان                

اتفا  افتاد و با گذشت زمان مطابق با کاهش رشد میزان حوذف                                                        

 روز دوم به حالوت ایسوتوا رسویود.                               4نیز کاهش یافت. اما در                       

درصد حذف نفت و مقدار زیست توده تولید شده را                                               1نمودار        

 تعداد نام منطقه ی ردیف

 0 قم 7

 2 خارک 2

 4 سیری 5

 4 پالایشگاه تهران 3پوند  4

  3 شازند اراک 3

 3 بی بی حکیمه 6

 5 مارون 1

 4 خانگیران 1

 0 کارون 3

 4 قزوین 71

 4 کیلومتری سراب 25 77

 44 جمع 72

تعداد کلنی های جداسازی شده با استفاده از دو روش  نی سوازی :  1جدول 

 و کشت در پلیت از نمونه های مختلف آلوده به نفت.
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 نشان می دهد.            

در این مرحله با توجه بوه                           :       جدایه           مولکولی          ( شناسایی          

بورای        ITS1نتایج به دست آمده از آزمون های قب  از پرایمور                                              

استفواده           S  و     S 1تکثیر منطقه رونویسی شونده بین ژن های                                      

 دارای         FA14شد. بر اسا  نتایج به دسوت آموده جودایوه                                     

 اگوزوفویوالا کوروسوتویوکوولا                    درصد شباهت به موخومور                      88

 اگوزوفویوالا        ( بود و توحوت عونووان                                       )   
 T C  14               هوای       میکروارگانیسوم                 کلکسیون           در  نامگذرای و  

 و بووانووک ژنووی               T C  14 بووا کوود       تووهووران           دانشووگوواه       

NCBI         شد    نگهداری         و  بت       1.   4    با کد.   

 د( بررسی میزان حذف هیدروکربن هوای آرومواتویوک چونود                                               
بر اسا  نتایج به دست آمده مشخ                                   :       حلقه ای مدل با                

روز توانایی حوذف                   14در طی          T C  14   اگزوفیالا        شد که       

درصد پیرن را دارد                     80درصد آنتراسن و                  04درصد فنانترن،                 84

(. در ادامه سویه منتخب در محیط کشت پایه نموکوی                                              2)نمودار         

حاوی مخلوطی از سه هیدروکربن پلی آروماتیک بوا  ولوظوت                                                  

ppm    155                                  روز به دست              14تلقی  شد و نتایج مشابهی در مدت

حذف هر یک از این ترکیبات را به طور جداگانه                                              2آمد. نمودار             

و مخلوط نشان می دهد. هم نین نمونه ای از کورومواتووگورام                                                     

حذف مربوط به آنوتوراسون بوه عونووان نوموونوه تووسوط                                          

 ارا ه شده است.                1در شک            T C   14 اگزوفیالا        

 

 بح    

شده بر روی میکروارگانیسوم هوای                                از میان پژوهش های انجام                       

ترکیبات نفتی، اط عات موجود در مورد توجوزیوه                                              کننده       تجزیه     

    هیدروکربن ها توسط قار  ها شام  کپک ها و مخومورهوا بوه                                                 

 اگزوفیالاتوسط  ppm  155مدل با  لظت   PAHترکیبات   حذف:  2نمودار 

 T C  14   روز، حذف هر یک از  14در محیط پایه نمکی طیPAH  

 )طرح خط منقطع(.  PAH)طرح نقطه ای(، حذف مخلوط 

 اگوزوفویوالانمونه ای از کروماتوگرام حذف آنتراسن تووسوط :  1شک  

 T C  14  .الف( نمونه تیمار شده، ب( نمونه شاهد . 

تر
 لی

در
م 

گر
ب 

حس
 بر

زن
و

 

، در محیط FA14برای جدایه  TPHدرصد حذف نفت در سنجش :  1نمودار 

روز )قرمز( و میزان  14و  4درصد نفت خام  بعد از  5/0پایه نمکی حاوی  

 روز )آبی(. 14و  4تولید زیست توده خشک سلولی در طی 
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عنوان یک عام  بسیار م  ر و توانمند در حذف ترکیبات نفوتوی                                                        

زای محیطی بسیار انودک اسوت و                              شرایط تنش             کننده       و تحم       

های بیشتر در زمینه یافتن و بررسی سازوکارهای                                               نیازمند بررسی             

 (.      18ها می باشد )              حذف در این گروه از میکروارگانیسم                                

در جداسازی میکروارگانیسم توانمند از نمونه های موحویوطوی،                                                      

 انتخاب نقاط نمونه برداری یکی از مراح  موهوم موحوسووب                                                 

می شود. برای دست یابی به مخمرهایی که در فرآیند تجزیه و                                                        

پاکسازی ترکیبات هیدروکربنی قاب  استفاده باشنود، اولویون و                                                        

بهترین گزینه استفاده از میکروفلور مناطق آلوده به نفوت اسوت                                                          

که در آن ها  نی سازی میکروارگانیسم های توانمند در تجزیوه                                                         

رفته اسوت. بور ایون                    هیدروکربن ها به طور طبیعی صورت                                

 اسا  تواکونوون توحوقویوقوات زیوادی بورای جوداسوازی                                        

میکروارگانیسم های بومی از مناطق آلوده به نفت در دنیا انجوام                                                            

با توجه به این مو و ، در این پژوهوش                                    (.      25و     18)   شده است         

جداسازی مخمرهای بومی از نمونه های آلوده به نفت توهویوه                                                     

منطقه کشور که سابقه آلودگی هیدروکربنی داشتونود                                                11شده از        

)به عنوان نمونه منطقه نفتی قم با آلودگی به سوبوب چشوموه                                                     

طبیعی نفت و نشت مخزن زیر زمینی، منطقه ی بی بی حکیموه                                                     

به دلی  شکستگی و ترکیدگی خطوط انتقال نفت، مناطق تولیود                                                       

و پالایش فراورده های نفتی مانند پالایشگاه های تهران، شازنود                                                          

اراک و خانگیران و نیز میادین اصلی نفت خیز کشوور موانونود                                                      

در ایون        .     ، انجام پذیرفت              مارون، سیری، قزوین، سراب و خارک(                                

درصد از           15کلنی مخمری جداسازی شده،                           44پژوهش از بین              

جدایه ها قادر به تجزیه هیدروکربن های نفتی بوودنود. بواقوی                                                       

جدایه ها توانمندی تجزیه هیدروکربن های نفتی را نداشتنود و                                                         

نتایج حواصو  از ایون                     یا میزان حذف آن ها بسیار اندک بود.                                  

دهد که جدایه های مختلف توانایی متفاوتی در                                             تحقیق نشان می             

حذف و استفاده از نفت خام به عنوان منبع کربن از خود نشوان                                                         

های نفتی از رشود بورخوی                        می دهند. با این حال سمیت آلاینده                               

توانند از ترکیوبوات                     ها می       جدایه های مخمر ممانعت نکرده و آن                                

نفتی موجود در محیط به عنوان منبع کربن و مواد  ذایی بورای                                                         

رشد و تولید زیست توده استفاده کنند. نتایج حواصو  از ایون                                                       

هوا      تحقیق با یافته های سایر محققان در رابطه با دیگر موخومور                                                    

   (.  21و     3مطابقت دارد )             

در ادامه با انجام روش های مولکولی جدایه مورد نظر شناسایی                                                          

، جدا شده از خاک های نفتی قم از نوظور                                     FA14گردید. سویه             

  اگزوفیالا کروستیکولا                  درصدی به            88، دارای شباهت               ITSتوالی       

بود. نتایج به دست آمده از این تحقیق نشان می دهد که گوونوه                                                         

درصد نفوت            98توانایی حذف بیش از                        T C  14 اگزوفیالا        

  های       پژوهش         به      توجه        با      راستا         این       در  را از محیط دارا می باشد.                          

  تواکونوون          نوفوتوی        هیدروکربن هوای                 حذف       در      شده       انجام         قبلی    

  گونه هوای            و     جنس ها          توانایی           بر      ت کید         با      متعددی          گزارش های         

  از  .     اسوت       شوده       گوزارش         نفتی        ترکیبات           حذف       در      قارچی         متعدد     

کوه      مخمر بازیدیومیستی                     یک      می توان به              پژوهش ها            نمونه این         

  تورکویوبوات           قادر به تجزیوه                 اشاره نمود که                 آلکان         مصرف کننده          

 و       کوربون        مونوبوع        تنوهوا        عنوان         به      متعددی        و آروماتیک              آلیفاتیک        

 (.    22) می باشد           انرژی     

نشوان        2517( و همکاران در سال                    am a i هم نین کامیابی )                

   سواراکو دیووم          دادند که گونه های مخوموری جونوس هوای                                 

( توانمنودی                        )       کریپتوکوکو            ( و                )   

بالایی در حذف زیستی نفت خام و تولید ترکیبات فعال سطحی                                                      

داشته و در کشت همزمان آن ا رات افزایشی در حذف گوزارش                                                     

شایان یادآوری است که تحقیقات زیوادی بور روی                                            (.    14شد )    

باکتری های تجزیه کننده نفت خام نیز انجام شوده اسوت. بوه                                                      

( و      A  a iraعنوان نمونه در مطالعه ای مشابه اسودی راد )                                         

باسیلو  لیکنوی               نشان دادند که باکتری                        2517همکاران در سال                

درصود از           98روز تقریبا                35می تواند در مدت زمان                          فورمیس      

 (.    23درصد حذف نماید )                  3نفت خام را در  لظت                    

 بررسی توان حذف سه هیدروکربن آروماتیک چند حولوقوه ای                                                  

نشان داد کوه ایون                   FA14)فنانترن، آنتراسن و پیرن( در سویه                                   

جدایه سویه قابلیت حذف هر یوک از هویودروکوربون هوای                                              

آروماتیک چند حلقه ای را به میزان قاب  توجهی دارد. به طوری                                                           

درصود،         84روز می توانست فنانترن را حدود                                 14که در مدت           

در  از محیط حذف کند. ایون                            80درصد و پیرن               04آنتراسن         

نتایج با یافته های سایر محققان در این زمینه هم خوانوی دارد.                                                            

( و همکاران در تحقیق بر روی برخی                                  om ro چنان ه رومرو )              
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از هیدروکربن های آروماتیک چند حلقه ای بوا وارد کوردن                                                    

 لظتی معادل نصف  لظت هیدروکربن های آروماتیک چونود                                                 

حلقه ای استفاده شده در این پژوهش به نتایج مشابهوی دسوت                                                      

آزموون هوا و              (. بر اسا  نتایج به دست آمده در                               17یافتند )        

سنجش های مختلف توانایی سویه یاد شده در حذف نوفوت و                                                  

 هیدروکربن های آروماتیک چند حلقه ای به ا بوات رسویود و                                                    

می توان از این قابلیت در زیست پالایی مناطق آلوده اسوتوفواده                                                         

روی توجوزیوه           های مختلف انجام شده بور                          نمود. در پژوهش              

هیدروکربن های پلی آروماتیک توسط قار  ها و موخومورهوا،                                                   

مشخ  شده است که این دسته از مویوکوروارگوانویوسوم هوا،                                               

توانمندی بالایی در تجزیه زیستی ترکیبات پلی آروماتیک دارند.                                                           

مطالعه بر روی قار  های جداشده از زمیون هوای آلووده بوه                                                    

،   آلوتورنواریوا         ترکیبات نفتی نشان می دهد که کپک های جنوس                                         

و موخومورهوای             سویولویووم          پونوی   و     فوزاریوم        ،   آسپرژیلو          

توانمندی استفاده                    ساراک دیوم          و     بازیدوآسکو            ،   کریپتوکوکو            

(. بر این اسا  مطالعوه                       24-27،   14را دارند )             PAHاز ترکیات           

  اگزوفیوالا        حا ر اولین گزارش از معرفی گونه های بومی جنس                                             

 با توانمندی بالا را معرفی می نماید.                                     PAHدر استفاده از               
 

   نتیجه گیری          

بر اسا  نتایج به دست آمده در این پژوهش برای اولویون بوار                                                       

های بومی            خواری از خاک              با ویژگی نفت            اگزوفیالا          گونه مخمری            

 ایران معرفی گوردیود. نوتوایوج حواصو  از ایون پوژوهوش                                            

نشان داد که این سویه در مدت زمان حدود دوهفتوه توقوریوبوا                                                       

 حذف کاملی از فنانترن، آنوتوراسون و پویورن در  ولوظوت                                              

ppm     155            .با توجه به توانایی این سوویوه در حوذف                                    را دارد

 هویودروکوربون هوای آرومواتویوک                        زیستی نوفوت خوام و                 

 عونووان عوامو               و عودم گوزارش آن بوه                     چند حلقوه ای           

تواند کاندید مناسبوی بوه                          این جدایه می               PAHزیستی ترکیبات               

سازی خاک و پساب آلوده به هیودورکوربون هوای                                          منظور پاک           

 آروماتیک نفتی باشد.                   

 

 ت کر و  دردانی              

 نویسندگان این مقاله از معاونت محتورم پوژوهشوی دانشوگواه                                                  

 تهران به دلی  همکاری صومویوموانوه و توامویون بوخوشوی                                           

 از هزینوه هوای اجورای ایون پوژوهوش کوموال اموتونوان                                          

 را دارند.         
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Abstract 

Background & Objectives: Today, crude oil products are one of the most widely used chemicals in 

the world. Daily, large volumes of crude oil and their derivatives are poured into the environment. 

The aim of this study was to isolate and evaluate Iranian indigenous yeast strains for the purpose 

of bioremediation of crude oil pollutants.  

Materials & Methods: Soil samples were collected from different oil-contaminated areas of Iran. 

The samples were cultured for 14 days on Bushnell Hass medium containing 0.5 % crude oil and 

100 mg l-1 tetracycline. The crude oil degradation was measured by TPH assay at 420 nm.  

Removal of 100 ppm of phenanthrene, anthracene, and pyrene as model polycyclic aromatic  

hydrocarbons (PAHs) was studied using HPLC method. The superior yeast strain was identified 

by ITS gene sequencing and alignment in the NCBI database.  

Results: Totally, 47 yeast strains were isolated. TPH assay showed that FA14 isolate 

with 89% degradation rate within 14 days was the most powerful isolate in the removal of PAHs. 

ITS gene sequencing followed by alignment in NCBI indicated that FA14 belongs to the genus 

Exophiala sp., showing 99% similarity. Furthermore, the results indicated that within 14 days  

phenanthrene, anthracene, and pyrene were degraded by FA14 with the rate of 97.67 %, 57.0 %, 

and 95.38 %, respectively.  

Conclusion: Our results showed that Exophiala sp. has a high ability for biodegradation of crude 

oil and PAHs. Therefore, it could be introduced as a potent strain for bioremediation of  

oil-contaminated soil samples. 

Keywords: Anthracene, Pyrene, Bioremediation, Phenanthrene, Exophiala. 

 

Correspondence to: Hamid Moghimi 

Tel: +98 21 66415495  

E-mail: hmoghimi@ut.ac.ir  

Jour al of  icro ial Worl   11 , 11(  : 1  -19 . 

Journal of Microbial World 

Volume 11, No. 2, June 2018 

198 


