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چکيده
زمينه و هدف: هيدروكربن هاي نفتي يك دسته از آلاينده هاي خطرناك محيط هستند. در حال حاضر تجزيه زيستي آلاينده هاي نفتي يکي از 
کارآمدترين و مقرون به صرفه ترين روش ها در رفع آلودگي هاي نفتي از محيط است. هدف اصلي از اين مطالعه بررسي توانايي سيانوباکتري 
‏Schizothrix vaginata ISC108‎‏ جهت تجزيه زيستي نفت خام و اثر نفت خام بر ميزان رشد و مقدار کلروفيل و وزن خشک اين سيانوباکتر 

است. 
روش بررسي: در اين مطالعه تجربي،  سيانوباکتري Schizothrix vaginata ISC108 از کلکسيون ريز جلبک ها در پژوهشکده علوم پايه 
کاربردي جهاد دانشگاهي، دانشگاه شهيد بهشتي )شهر تهران( تهيه شد‏. ابتدا خالص سازي اين سيانوباکتري ‎‏ به روش پليت آگار بر روي محيط 
کشت جامد ‏‎ BG11‎انجام شد‏. نرخ رشد، مقدار کلروفيل و وزن خشک اين سيانوباکتري با استفاده از روش اسپکتوفتومتري اندازه‌‌گيري شد. ميزان 

تجزيه نفت خام به روش آناليز کروماتوگرافي گازي )‏GC‏(‏ محاسبه شد. 
يافته‌ها: نتايج حاصل از اندازه گيري نرخ رشد سيانوباکتري Schizothrix vaginata ISC108 در تيمار يک درصد نفت خام و نمونه شاهد 
نشان داد که رشد اين سيانوباکتري در حضور نفت خام به عنوان تنها منبع کربن تقريبا مشابه با نمونه شاهد افزايش مي يابد. نتايج همچنين نشان 
داد که با افزايش غلظت نفت خام ميزان وزن خشک سيانوباکتريSchizothrix vaginata  ISC108 نسبت به نمونه شاهد افزايش و ميزان 
کلروفيل در تيمار هاي مختلف نفت خام کاهش مي يابد. ميانگين تجزيه زيستي هيدرکربن هاي نفتي در تيمارهاي روز  14 نسبت به نمونه شاهد 

به ميزان 54/87 درصد و در روز 28 به مقدار 93/98 بود.
نتيجه گيري: در  اين  مطالعه مشخص شد که سيانوباکتري Schizothrix vaginata ISC108 داراي پتانسيل بالايي در تجزيه زيستي نفت خام 
است. لذا از آنجايي که نفت يک فرآورده سمي براي سيستم هاي بيولوژيک و ي‏کي از آلوده‌کننده‌هاي اصلي اکوسيستم هاي زيستي است، نتايج 

حاصل بيانگر پتانسيل اين سيانوباکتري براي استفاده از آن به‌عنوان شاخصي جهت رفع آلودگي‌هاي نفتي در مناطق آلوده است.‏
واژگان کليدي: سيانوباکتري، تجزيه زيستي، نفت خام، سرطان زايي، کروماتوگرافي گازي 
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بررسی توانایی سیانوباکتری ... 

مقدمه
رشد روز افزون فعاليت هاي صنعتي از يک سو و عدم رعايت 
الزامات زيست محيطي از سوي ديگر سبب شده است تا طي 
چند دهه اخير مقادير زيادي از آلاينده هاي نفتي وارد محيط 
هيدروكربن هاي نفتي يك دسته از اين   .)1( شوند  زيست 
آلاينده هاي خطرناك محيط هستند كه بر اساس فعاليت‌هاي 
مختلف در محيط زيست تجمع مي يابند. نفت يک فرآورده 
کننده  آلوده  از  يکي  و  است  زيستي  سيستم هاي  براي  سمي 
هاي اصلي محيط زيست محسوب مي شود )2(. هيدروکربن 
هاي موجود در نفت خام با وزن مولکولي کم از قبيل نفتالن 
و بنزن و مشتقات آن ها انحلال پذيري بالايي دارند. بنابراين 
اثر  در  نفت،  مستقيم با  تماس  بدون  است  ممكن  موجودات 
تماس با آب آلوده شده از اين مواد محلول، دچار مسموميت 
گردند. در سال‌هاي اخير آلودگي برخي از منابع آبي به هيدروکربن 
هاي نفتي به عنوان يکي از عمده ترين معضلات زيست محيطي 
و  تجمع  به  منجر  نفتي  هاي  آلودگي  است.‏  مطرح  ايران  ‏در 
حيوانات  و  انسان  در  خام  نفت  دهنده  تشکيل  اجزاي  حفظ 
به  انسان  اين هيدروکربن ها در بدن  دريايي مي شوند. تجمع 
علت سميت، جهش زايي و سرطان زايي منجر به نگراني هاي 
بسياري شده است )3و4(. هيدروکربن هاي جذب شده بيشتر 
در بافت‌هايي مثل جگر و پانکرانس، کيسه صفرا، ليپوپروتئين 
در پلاسما و تمام بافت هاي پوستي و عصبي که ذخيره چربي 
دارند، تجمع مي يابند. اين هيدروکربن ها از طريق تاثير گذاردن 
بر مکانيسم هاي سلولي، تغييرات پوستي و فساد نسوج زنده 
قرارگيري  معرض  در  اصلي  اثرات   .)5( مي شوند  باعث  را 
پلي  و  مرکزي  اعصاب  برسيستم  سو  اثرات  نفتي  ترکيبات  با 
شيميايي  ترکيبات  از  بسياري  شامل  نفت   .)6( است  نروپاتي 
فرار و سمي ديگر است که استنشاق برخي از آنان توسط زنان 
باردار مي تواند موجبات تولد نارس نوزاد، وزن کم نوزاد و 
يا سقط جنين را فراهم آورد )7(. مسئله آلودگي هاي نفتي منتشر 
شده در محيط‌زيست از چنان اهميت ويژه اي برخوردار است كه 
در چند دهه اخير توجه بسياري از پژوهشگران را در رشته هاي 
مهندسي پتروشيمي، مهندسي  مختلفي چون مهندسي دريا، 
شيمي، زيست شناسي و مهندسي محيط زيست به خود جلب 
كرده است. بنابراين امروزه مطالعه بر روي آلودگي هاي نفتي، 

اثرات سو‌ اين آلودگي ها و راه هاي حذف و کاهش آنها از 
محيط زيست بسيار حائز اهميت است.

هاي نفتي و  هاي مختلفي براي پاك‌سازي آلودگي  روش 
ها در سه دسته كلي  كه اين روش  مشتقات آن وجود دارد 
فيزيكي، شيميايي و زيستي دسته‌بندي مي شود )8(. روش هاي 
مواد  به  ها  آلودگي  تبديل  شامل  معمول  طور  به  كه  زيستي 
و  مؤثرتر  است،  ميكروبي  فرآيندهاي  از  استفاده  با  غيرسمي، 
بي‌ضررتر از روش هاي فيزيکي و شيميايي به نظر مي رسند 
)9( هر چند روش هاي فيزيکوشيميايي در کاهش تاثيرات سو‌ 
ترکيبات نفتي بر اکوسيستم ها سود بخشند ولي قادر به حذف 
کامل ترکيبات نفتي از محيط نيستند. روش هاي زيستي ضمن 
سازگاري با محيط زيست، از نظر اقتصادي نيز نسبت به ديگر 
روش هاي پاکسازي برتري دارند )10(. در حال حاضر تجزيه 
زيستي آلاينده‌هاي نفتي به عنوان يکي از کارآمدترين و مقرون 
به صرفه ترين روش ها در رفع آلودگي هاي نفتي از محيط 
به حساب مي‌آيد )11و12(. مكانيسم كلي تجزيه زيستي بدين 
صورت است كه ميكروب ها و باكتري ها به قطرات نفتي حمله 
ور شده و پس از در بر گرفتن آنها و يا به اصطلاح خوردن 
قطرات، تجزيه و هضم اجزاء آغاز شده و در نهايت آب و 
شود  كربن حاصل مي  خطري چون دي اكسيد  گازهاي بي 
)13(. عوامل متعددي بر روي ميزان تجزيه زيستي نفت خام 
در محيط هاي دريايي تاثير مي گذارند. از جمله اين عوامل مي 
توان به عوامل طبيعي، اكسيژن، موجودات زنده، نيتروژن، فسفر، 
دما و pH اشاره كرد )14(.  درك عوامل تاثيرگذار بر ميزان تجزيه 
زيستي براي تعيين راهبردهاي اساسي به منظور طراحي سيستم 
  (Bioremediation( محیطی  های  آلودگی  رفع  برای  هایي 
و بهبود جمعيت ميكروبي داراي اهميت خاصي است )15(. 
امروزه روش هاي زيستي در کشورهاي صنعتي نظير آمريکا، 
معمول  طور  به  روسيه  و  جنوبي  کره  انگلستان،  آلمان،  ژاپن، 
استفاده مي‌شود و در ساير كشورهاي به خصوص حوزه خليج 

فارس از جمله ايران در مرحله تحقيقاتي است. 
شناسايي شده  ها  از ‏باكتري  در حال حاضر حدود 79 جنس 
و  كربن  منبع  عنوان  به  هيدروكربن  از  استفاده  توانايي  كه  اند 
جنس   103 جنس ‏سيانوباکتري،   9 همچنين  دارند،  را  انرژي 
قارچ و 14 جنس جلبک شناسايي شده اند که توانايي تجزيه 
يا تبديل هيدروکربن ها را دارند )10‎(. ‏سيانوباکتري ها در سال 
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هاي اخير به دليل پتانسيل استفاده آن‌ها در بيوتکنولوژي بسيار 
سيانوباکتري  از  استفاده  ايده   .)16( اند  قرارگرفته  توجه  مورد 
مطرح شد  قبل  دهه  در حدود شش  بار  اولين  در صنعت  ها 
استفاده  مورد  در  متعددي  بعد گزارش هاي  به  زمان  آن  از  و 
و  ها  آب  و  ها  فاضلاب  زيستي  پاکسازي  فرآيند  در  آنها  از 
خاک هاي آلوده به آلاينده ها سمي گزارش شده است )17(. 
صنعت  در  ها  سيانوباکتري  کاربردهاي  جمله مهم‌ترين  از 
تجزيه  در  هم  و  تشکيل  در  هم  موجودات  اين  است.  نفت 
نشان  محققان  اوليه  مطالعات   .)18( دارند  نقش  ترکيبات  اين 
مفيدي در  اثرات  داراي  داده است که عموما سيانوباکتري ها 
کاهش آلودگي هاي ناشي از نشت نفت هستند و مداخله اين 
ميکروارگانيسم ها از طريق فرآيندهاي فيزيکي و يا شيميايي 
خيلي پيچيده نيست )Kuritz  .)19 و همکاران در سال 1995 
 Nostoc و Anabaena sp. نشان دادند که سيانوباکتري هاي
ترکيبات  تجزيه  در  طبيعي  توانايي  داراي   ellipsosporum
آليفاتيک سمي هستند )Raghukumar .)20 و همکاران در 
سال 2001 تجزيه زيستي نفت خام توسط سيانوباکتري هاي 
 55 تا   45 در حدود  دريافتند ‏که  و  کردند  بررسي  را  دريايي 
درصد ترکيبات اصلي نفت خام در حضور سيانوباکتري ها طي 
10 روز حذف شده است )21(. گونه‌‌هاي سيانوباکتريايي ميزان 
مي‌دهند.  بروز  ها  آلودگي  به  نسبت  متفاوتي  هاي  حساسيت 
افزايش  سبب  نفتي  هاي  آلودگي  حضور  موارد  بيشتر  در 
رشد سيانوباکتري ها مي شود، اين امر نشان مي دهد که اين 
ميکروارگانيسم ها به احتمال زياد قادر به تجزيه و استفاده از 
در  ديگري  متعددي  مطالعات  در   .)10( هستند  ترکيبات  اين 
به  قادر  ميکروارگانيسم‌ها  اين  که  داده شد  نشان  دنيا  سرتاسر 
تجزيه زيستي نفت خام و ساير ترکيبات هيدروکربني هستند 
)10 و 22(. از اين‌رو، با توجه به ‏گسترش آلودگي هاي نفتي 
در نواحي متعددي از دنيا، شناسايي سيانوباکتري هاي توانمند 
نفتي  آلودگي هاي  آنها در حذف  پتانسيل  بررسي  و همچنين 
درکشور  کنون  تا  حال،  اين  با  است.  خاصي  اهميت  داراي 
ايران ‏در زمينه بررسي توانايي اين ميکروارگانيسم ها در رفع 
انجام ‏نشده  فراواني  کاربردي  مطالعات  نفتي  هاي  آلودگي 
است. هدف اصلي از اين مطالعه بررسي توانايي سيانوباکتري 
زيستي  تجزيه  ‏Schizothrix vaginata ISC108‎‏ جهت 
نفت خام و اثر نفت خام بر ميزان رشد و مقدار کلروفيل و وزن 

خشک اين سيانوباکتر است. 

مواد و روش ها
کشت و خالص سازي سيانوباکتري

 Schizothrix vaginata در اين مطالعه تجربي، سيانوباکتري
علوم  پژوهشکده  در  ها  جلبک  ريز  کلکسيون  از   ISC108
)شهر  بهشتي  شهيد  دانشگاه  دانشگاهي،  جهاد  کاربردي  پايه 
نمونه،  بودن  خالص  از  اطمينان  ابتدا جهت  شد‏.  تهيه  تهران( 
 Schizothrix vaginata سيانوباکتري  خالص‌سازي 
جامد   کشت  محيط  روي  بر  آگار  پليت  روش  به   ISC108
BG11انجام شد )23(. محيط کشت BG11 رايج ترين محيط 
 1 L کشت مورد استفاده براي سيانوباکتري ها است که در هر

حاوي ترکیبات زیر است )24(:
-Mg SO4.7 H2O (75 mg) 
-NaNO2 (150 mg) 
-C6H8O7 (6mg) 
-CaCl2.2H2O (36 mg) 
-EDTA (Triplex III) (1 mg)
-Ferric ammonium citrate(C6H5+4y FexNyO7, 6 mg) 
-Trace metal mix solution (mg(1mg) 
-Na2CO3 (20 mg)

براي تهيه محيط کشت جامد، g 15  آگار به محيط کشت مايع  
BG11اضافه شد و min 20 در دماي120ºC اتوکلاو شد، سپس 
به ظروف پتري منتقل شد. پس از سرد شدن محيط کشت جامد، 
کلني هاي سيانوباکتري ها توسط لوپ به صورت زيگزاگي 
روي آن کشت داده شد. اين کار براي به دست آوردن کلني 
بار  هر  و  تکرار شد  بار  ها چندين  سيانوباکتري  هاي خالص 
کلني هايي که بايد دوباره کشت داده شدند، توسط تهيه اسلايد 
افزايش  منظور  به  شدند.  انتخاب  ميکروسکوپي  بررسي  و 
آن  از  کافي  مقدار  آوردن  دست  به  و  نظر  مورد  سيانوباکتري 
بودن  خالص  از  اطمينان  از  بعد  آزمايش،  مراحل  انجام  براي 
کشت  محيط  به  ها  کلني  جامد،  کشت  در  موجود  کلني هاي 
مايع BG11 منتقل و در اتاقک رشد تحت هوادهي و تابش نور 

مداوم و همچنين دماي   2±28 نگهداري شدند )25(.  

 Schizothrix تاثير نفت خام بر ميزان رشد سيانوباکتري
vaginata ISC108

در اين تحقيق، نفت خام تهيه شده از مخازن نفتي نفت شهر 
در  دماي‏‎º‎C‏120  در   20  min مدت  به  25( ‏  کرمانشاه‎ ‎‏)چاه 
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اتوکلاو استريل شد و پس از ‏سرد شدن براي تيماردهي استفاده 
از  منبع کربن  بررسي  تيماردهي سيانوباکتري مورد  براي  شد.‏ 
ترکيبات محيط کشت BG11 که NaCO3 بود حذف شد و 
براي جبران کمبود سديم،NaCl2 g/L به آن افزوده شد. اين 
تنظيم شد و  با 7 توسط pH متر  برابر   pH محيط کشت در
ميزان  بررسي  منظور  به   .)10( شد  استريل  اتوکلاو  در  سپس 
 Schizothrix vaginata ISC108 سيانوباکتري  رشد 
تيمارهايي با غلظت يک درصد نفت خام و همچنين تيمار شاهد 
ها  ارلن هاي حاوي سيانوباکتري  تهيه شد.  نفت خام(  )بدون 
تيمار داده شده در اتاق کشت با دماي C‏‎º‎‏28 و نوردهي ‏دائمي 
قرار داده شدند و هوادهي انجام شد، سپس جذب نوري اين 
در  شاهد  تيمار  و  خام  نفت  درصد   1 تيمار  در  سيانوباکتري 
طول موجnm 750 با استفاده از دستگاه اسپکتوفتومتر، طي 12 
روز، هر روز يک‌بار اندازه‌‌گيري و سپس ميزان نرخ رشد اين 

سيانوباکتري در تيمار شاهد و تيمار يک درصد مقايسه شد. 

تاثير نفت خام بر مقدار کلروفيل و وزن خشک سيانوباکتري 
Schizothrix vaginata ISC108

به منظور بررسي اثر نفت خام بر ميزان وزن خشک و مقدار 
خام  نفت  غلظت‌هاي  با  تيمارهايي  سيانوباکتري  کلروفيل 
0،1/5 ،2 و 4 درصد تهيه شد. تيماردهي در ارلن هاي ‏mL‏ 250 
استريل صورت گرفت. به هر کدام از اين ارلن ها محيط کشت 
بدون کربن ‏به مقدار150mL افزوده شد. نفت خام در غلظت هاي 
0،1/5 ،2 و 4 درصد به محيط هاي کشت اضافه ‏شد.‏ سپس 
از سيانوباکتري مورد بررسي در شرايط کاملا استريل به محيط 
کشت افزوده شد. براي افزودن سيانوباکتري به ارلن هاي حاوي 
محيط کشت و نفت خام ابتدا ارلن هاي کشت مايع از پمپ 
هوادهي جدا شدند تا سيانوباکتري ته نشين و متراکم شود و 
جداسازي محيط کشت از آنها ميسر شود. پس از جدا کردن 
محيط کشت به هر يک از محيط هاي کشت محتوي غلظت 
هاي مختلف نفت خام و همچنين محيط کشت شاهد که فاقد 
نفت خام بود mL 15 از سيانوباکتري مورد بررسي بصورت 

جداگانه افزوده شد.
همکاران  و   Marker روش  از  مقدارکلروفيل  سنجش  براي 
)1972( استفاده شد. بدين ترتيب که ابتدا  mL 1  از سوسپانسيون 
سيانوباکتريايي به مدت min 20 با دور rpm 4000 سانتريفيوژ 
شد، سپس محلول رويي جدا شده و با mL 1  متانول خالص 

جايگزين شد. نمونه به مدت يک روز در دمايºC 4 قرار داده 
شد. به منظور جداسازي عصاره متانولي از سانتريفيوژ استفاده 
 665 nm شد. سپس جذب نوري اين عصاره در طول موج
با استفاده از رابطه زير مقدار کلروفيل بر  اندازه گيري شد و 

حسب µg/mL محاسبه شد )26(:
Cchl=13.14×OD 665

و   Leganes روش  مطابق  خشک  وزن  اندازگيري  براي 
شده  وزن  هاي  صافي  کاغذ  از  استفاده  با   ،)1987( همکاران 
سيانوباکتر از محيط کشت جدا شدند سپس  به مدت h 24 در 
آون با دماي C‏‎º‎‏70 قرار داده شدند سپس وزن آنها اندازه گيري 

شد )27(.

 Schizothrix vaginata بررسي توانايي سيانوباکتري
ISC108 جهت تجزيه زيستي نفت خام

 Schizothrix vaginata  براي بررسي توانايي سيانوباکتري
  BG11 کشت  محيط  خام  نفت  زيستي  تجزيه  در   ISC108
فاقدکربن تهيه شد. پس از تنظيم pH محيط کشت درpH برابر 
با 7 توسط pH متر، محيط کشت آماده شده در اتوکلاو به مدت  
20min در دمايºC 120 استريل شد. ميزان فعاليت تجزيه اي 
اين سيانوباکتري با استفاده از روش آناليز کروماتوگرافي گازي 

)GC( تعيين شد )18(.
 500    mLابتدا براي انجام تيماردهي به ارلن‌هاي استريل با حجم
،mL 300 از محيط کشت BG11 فاقد کربن اضافه شد. سپس 
نفت خام با غلظت 1% به ارلن ها افزوده شد. به ارلن حاوي 
سيانوباکتري  از   30mL خام،  نفت  درصد   1 و  کشت  محيط 
رشد کرده اضافه شد. سه تيمار نفتي به همراه يک شاهد براي 
آماده   28 روز  براي  شاهد  يک  و  نفتي  تيمار  سه  و   14 روز 
کروماتوگرافي  روش  انجام  براي  شده  تهيه  تيمارهاي  شدند. 
گازي )GC( در اتاقک رشد نگهداري شدند و تحت هوادهي 
و تابش دائمي نور بودند. به منظور آماده‌سازي تيمارها جهت 
تزريق به دستگاه کروماتوگرافي گازي، تيمار ها پس از سپري 
شدن 14 و 28 روز از پمپ هوا جدا شدند. تمام نمونه ابتدا
 10 mL4000  سانتريفيوژ شدند و با rpm15 در دور min 
شد.  عصاره‌گيري  و  شد  داده  شستشو  بار  چندين  n-هگزان 
نهايت انجام شد و در  دكانتور  قيف  از  استفاده  با  استخراج 
به  آن  از   0/ 03  µL و  ريخته  ويال  داخل  نمونه  از    1  mL

دستگاه تزريق شد. 
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آناليزهاي آماري
براي آناليزآماري داده ها از نرم افزار SPSS نسخه 20 استفاده شد. 
ابتدا از آزمون مقايسه ميانگين چند جامعه )تحليل واريانس(  با 
فاصله اطمينان 99 درصد استفاده گرديد. از آنجا که با توجه به 
آزمون تحليل واريانس بين جوامع مورد مطالعه اختلاف معني 
داري مشاهده شد، لذا در اين مرحله يکي از آزمون هاي پس 
از تجربه )دانکن( براي دسته بندي اين متغيرها استفاده گرديد. 
همچنين براي توصيف متغيرهاي تحقيق از آمار توصيفي چون 
ميانگين و انحراف معيار استفاده شد. نمودار ها نيز با ‏کمک نرم 

افزار ‏Microsoft Excel 2010  رسم شدند.‏

يافته ها
نمودار رشد سيانوباکتري Schizothrix vaginata ISC108‎‏ 
‏در تيمار يک درصد نفت خام و نمونه شاهد در طي 12 روز نشان 
داد که رشد اين سيانوباکتري در حضور نفت خام به عنوان تنها 
منبع کربن تقريبا مشابه با نمونه شاهد افزايش مي يابد )شکل 1(. 
 Schizothrix نرخ رشد محاسبه شده سيانوباکتري حداکثر 
  1/dخام نفت  درصد  يک  تيمار  vaginata ISC108‎‏ ‏تحت 
شاهد   نمونه  در  شده  محاسبه  رشد  نرخ  همچنين  بود.   0/43
آماري در سطح يک درصد نشان  آناليزهاي  بود.   0/ 34 1/d
داد که بين حداکثر نرخ رشد تيمار يک درصد نفت خام اين 
سيانوباکتري و نمونه شاهد اختلاف معني داري وجود ندارد 

)جدول1(. 

 Schizothrix vaginata جدول1: ميزان نرخ رشد سيانوباکتري
.)1/d( ‏ ‏در تيمار يک درصد نفت خام و نمونه شاهدISC108‎

ميانگين مقادير وزن خشک در تيمارهاي مختلف سيانوباکتري 
Schizothrix vaginata ISC108‎‏ در جدول 2 آمده است. 
 Schizothrix vaginata ميانگين وزن خشک سيانوباکتري
اين مقدار  بود،   3/07  mg/mL نمونه  شاهد ISC108‎‏ در 
در تيمار 0/5 درصد افزايش يافت و به mg/mL 4/14 رسيد، 
اين روند افزايشي با افزودن مقادير بالاتر نفت خام همچنان ادامه 
 5/34 mg/mL  يافت تا جايي که به بالاترين ميزان خود يعني
در تيمار 2 درصد رسيد. ميانگين وزن خشک در تيمار 4 درصد 

با مقداري کاهش مواجه شد و به mg/mL 06 /4 رسيد. 
نتايج حاصل از اندازه گيري محتواي کلروفيل در نمونه شاهد 
نفت خام  مختلف  غلظت هاي  با  تيمار  تحت  هاي  نمونه  و 
سيانوباکتري Schizothrix vaginata ISC108‎‏ نشان داد 
که،  بيشترين ميزان کلروفيل با ميزان µg/mL  0/528 در نمونه  
شاهد مشاهده شده است. در تيمار 0/5 درصد نفت خام اين 
ميزان کاهش يافت و به µg/mL  0/379 رسيد. ميزان کلروفيل 

شکل1: مقايسه رشد سيانوباکتري Schizothrix vaginata ISC108‎‏ در تيمار يک درصد و نمونه شاهد 
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Schizothrix vaginata ISC108 1/d
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Schizothrix vaginata ISC108


Schizothrix vaginata ISC108 1/d
 1/d





Schizothrix vaginata ISC1081/d








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بررسی توانایی سیانوباکتری ... 

 Schizothrix vaginata جدول2: مقادير وزن خشک سيانوباکتري
ISC108‎‏ ‎ در تيمارهاي مختلف نفت خام

Schizothrix vaginata ISC108

Schizothrix vaginata ISC108
Schizothrix vaginata ISC108 mg/mL 

mg/mL
 mg/mL 

 mg/mL 



Schizothrix vaginata ISC108

(mg/mL)
c
b
a
a
b



            
Schizothrix vaginata ISC108 µg/mL

 µg/mL


µg/mL
      µg/mL



 




Schizothrix vaginata ISC108

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ميزان  درصد   2 تيمار  در  که  طوري  به  يافت  ادامه  خام  نفت 
کلروفيل به طور تقريبي به نصف اين ميزان در نمونه شاهد، 
يعني به مقدار µg/mL 0/238 رسيد. با اين وجود، با افزايش 
غلظت نفت خام به 4 درصد ميزان کلروفيل کاهش محسوسي 

نشان نداد و به µg/mL 0/120 کاهش يافت )جدول3(.
نتايج حاصل از تجزيه و تحليل آماري داده ها در سطح يک درصد 
نشان داد که بين ميزان کلروفيل در نمونه شاهد و تيمار هاي 1، 
2 و 4 درصد نفت خام اختلاف معني داري وجود دارد. نتايج 
آناليزهاي آماري همچنين نشان داد که با وجود کاهش در ميزان 
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ميزان کلروفيل در تيمارهاي 1 ، 2 و 4 درصد بين آنها اختلاف 
معني‌داري مشاهده نشد )جدول 3(. تفاوت محتواي کلروفيل در 

 Schizothrix vaginata جدول3: مقادير کلروفيل سيانوباکتري
ISC108‎‏ در تيمارهاي مختلف نفت خام

 Schizothrix  غلظت هاي گوناگون نفت خام سيانوباکتري
vaginata ISC108‎‏ نشان داد که، بالاترين مقدار کلروفيل 
در نمونه شاهد و کمترين مقدار در تيمار 4 درصد نفت خام 
خام  نفت  درصد   0/5 تيمار  در  کلروفيل  مقدار  شد.  مشاهده 
نسبت به نمونه شاهد کاهش شديدي داشته است، کاهش مقدار 

کلروفيل از تيمار 0/5 به 4 درصد نفت خام ملايم تر بود.
نتايج حاصل از آناليزهاي کروماتوگرافي گازي تيمارهاي 14 و 
28 روزه سيانوباکتري Schizothrix vaginata ISC108‎‏ 
نشان داد که، ميانگين تجزيه زيستي هيدرکربن هاي نفتي در 
 54/87 ميزان  به  شاهد  نمونه  به  نسبت   14 روز   تيمارهاي 
درصد بود. از سوي ديگر ميانگين تجزيه زيستي نفت خام در 
به مقدار 93/98 درصد  افزايش شديدي نشان داد و  روز 28 
رسيد. نتايج نشان که با افزايش زمان، ميزان تجزيه نفت خام 
توسط سيانوباکتري Schizothrix vaginata ISC108‎‏ ‏به 

طور معني داري افزايش مي يابد )شکل2(.

شکل2: ميزان تجزيه نفت خام توسط سيانوباکتري Schizothrix vaginata ISC108‎‏ ‏ بعد از 28 روز )درصد(.
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معین صفری و همكاران

دوره هفتم، شماره سوم، پاییز 1393  

بحث
پاسخ‌هاي  در  ايجاد شده  تغييرات  بررسي  به  پژوهش  اين  در 
کلروفيل(  مقدار  و  خشک  وزن  رشد،  )ميزان  فيزيولوژيک 
تاثير  سيانوباکتريSchizothrix vaginata ISC108‎ ‏ تحت 
تيمار هاي مختلف نفت خام و بررسي توانايي اين سيانوباکتري ها 
جهت تجزيه زيستي نفت خام پرداخته شده است، که يکي از 
محدود مطالعات صورت گرفته در زمينه استفاده صنعتي از اين 
پژوهشکده  همکاري  با  که  است  ايران  در  ميکروارگانيسم ها 
بهشتي  شهيد  دانشگاه  دانشگاهي  جهاد  کاربردي  پايه  علوم 

)شهر تهران( انجام شده است.
رشد  ميزان  اندازه گيري  از  آمده  بدست  نتايج  اساس  بر 
سيانوباکتري  Schizothrix vaginata ISC108‎‏ در تيمار 
در  سيانوباکتري  اين  رشد  ميزان  که،  شد  مشخص  نفت خام 
حضور نفت خام افزايش مي يابد، به طوري که اين افزايش نرخ 
رشد تقريبا مشابه با نمونه شاهد است، که اين امر نشان‌دهنده 
مقاومت هر سه گونه سيانوباکتري نسبت به حضور نفت خام 
است. در مطالعه مشابه اي، Abed و همکاران )2010( نشان 
 Synechocystis PCC6803 دادند که ميزان رشد سيانوباکتري
در حضور هيدروکربن هاي نفتي افزايش مي يابد، درحالي‌که 
اين افزايش رشد اختلاف معني داري با رشد در نمونه شاهد 
ندارد. آنها همچنين بيان کردند که رشد خوب سيانوباکتري ها 
در حضور هيدرکربن ها نشان‌دهنده مقاومت آنها به هيدرکربن 
بود و بيان کردند که احتمالا اين سيانوباکتري ها قادر به حذف 
  Ali-Gamila .)28( هيدروکربن هاي نفتي از محيط هستند
و همکاران )2003( نيز در تحقيق خود نشان دادند که ميزان 
 Oscillatoria و‎ Anabaena رشد سويه هاي سيانوباکتري
‎ در حضور نفت خام 0/1 درصد نسبت به نمونه شاهد افزايش 
ميي‌ابد، ولي اين سويه هاي رشد بيشينه متفاوتي نشان دادند 

 .)29(
نتايج نشان داد که با افزايش غلظت نفت خام ميزان وزن خشک 
سيانوباکتري  Schizothrix vaginata ISC108‎‏  نسبت 
به نمونه شاهد افزايش مي يابد به طوري که ميزان وزن خشک 
در تيمارهايي با غلظت 0/5، 1 و 2 درصد افزايش يافت ولي 
بنابراين  کاهش مي شود.  دچار  ميزان  اين  4 درصد  تيمار  در 
مي توان نتيجه گرفت که کاهش وزن خشک وابسته به غلظت 

مهار رشد  نفت موجب  بالاي  بوده است و غلظت  نفت خام 
با  مطابق  نتايج  اين  بررسي مي شود.  مورد  سيانوباکتري هاي 
نفت  تاثير  بررسي  در   )1981( يافته هاي Gaur و همکاران 
  Anabaena doliolum سيانوباکتري وزن خشک  بر  خام 
است که اظهار داشته وزن خشک اين سيانوباکتري وابسته به 
غلظت نفت خام بوده است و با افزايش غلظت نفت خام ميزان 
وزن خشک کاهش يافته است )30(. از دلايلي که براي کاهش 
يافتن وزن خشک در موارد تنش )فيزيکي، شيميايي و زيستي(  
برشمرده مي شود شکل‌گيري گونه هاي فعال اکسيژن است. 
تمام تنش هاي محيطي منجر به توليد گونه هاي فعال اکسيژن 
در ريز جلبک ها مي شود. توليدگونه هاي فعال اکسيژن موجب 
تنش اکسيداتيو مي شود. سپس تعادل بين گونه هاي اکسيژن 
فعال و فعاليت تجزيه کنندگي آنتي اکسيدان ها مختل مي شود، 
اين پديده اي است که نتيجه آن نابودي اکسيداتيو است )31(.

در  کلروفيل  ميزان  سنجش  از  آمده  دست  به  نتايج  اساس  بر 
افزايش  با  رنگيزه  اين  ميزان  خام،  نفت  مختلف  تيمار هاي 
ميان  در  رنگيزه  ميزان  بيشترين  است،  يافته  کاهش  خام  نفت 
تيمار 4 درصد  نمونه 0/5 درصد وجود داشت و  تيمارها در 
مي توان  داشت. پس  را  کلروفيل  محتواي  کمترين  نفت خام 
سيانوباکتري  کشت  محيط  به  نفت خام  افزودن  گرفت  نتيجه 
کاهش  به  منجر  Schizothrix vaginata ISC108‎‏ 
محتواي کلروفيلي در اين سيانوباکتري  شده است. کاهش در 
محتواي کلروفيل به دليل تنش هاي مختلف مي تواند به دليل 
مهار بيوسنتز کلروفيل بوده که با مهار آلفا آمينولوولونيک اسيد 
دهيدروژناز و پروتوکلروفيليد ردوکتاز ايجاد شده است )32(. 
 )2011( همکاران  نتايج Sundaram   و  اساس  بر  همچنين 
آلاينده‌هاي محيطي از قبيل بنزن و تولوئن در غلظت هاي بالا 
فرآيندهاي  غير فعال شدن  و  کلروفيل  مقدار  کاهش  به  منجر 
حياتي از قبيل فتوسنتز و جذب نيترات شوند )33(. اين نتايج 
  Pimda و   )2013( همکاران  و   El-Sheekh تحقيقات  با 
افزايش  با  دادند  نشان  دارند که  مطابقت  و همکاران )2012( 
در  موجود  کلروفيل  ميزان  موتور  روغن  و  خام  نفت  غلظت 

تيمارها پس از 15 روز کاهش مي يابد )34 و 35(.  
 Schizothrix سيانوباکتري  آمده  بدست  نتايج  اساس  بر 
بالايي در تجزيه زيستي نفت  توانايي  vaginata ISC108‎‏ 
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خام دارد، به طوري‌که قادر است بيش از 93 درصد از نفت خام 
را تجزيه کند. در مطالعات مشابهي در مورد تجزيه زيستي نفت 
 El-Sheekh خام و هيدروکربن هاي نفتي توسط سيانوباکتري‌ها
و همکاران )2013( با بررسي تجزيه زيستي نفت خام توسط 
 Nostoc سيانوباکتري ها نشان دادند که دو گونه سيانوباکتري
punctiforme و Spirulina platensis قادرند نفت خام 
به طوري که حداکثر رشد و تجزيه نفت را  نمايند  را تجزيه 
که  کردند  بيان  آنها   .)34( دادند  نشان  درصد   0/5 غلظت  در 
ترکيبات  به  را  آليفاتيک  ترکيبات  قادرند  سيانوباکتري ها  اين 
و   El-Sheekh ديگري مطالعه  در  نمايند.  تجزيه  آروماتيک 
 Scenedesmus همکاران )2013( نشان دادند سيانوباکتري
داراي   Chlorella vulgaris ريزجلبک  و   obliquus
پتانسيل بالايي در تجزيه زيستي نفت خام در غلظت هاي 0/5 
و 1 درصد هستند. آنها بيان کردند که اين ريز جلبک ها قادرند 
n-آلکان ها و ساير هيدرکربن هاي نفتي و ترکيبات آروماتيک 

مثل فنول را به ترکيبات ساده تري تجزيه نمايند )10(.
با اين حال، امروزه نقش سيانوباکتري ها در تجزيه هيدروکربن هاي 
نشان  مطالعات  از  برخي  است.  گرفته  قرار  بحث  مورد  نفتي 
مي دهد که اين ميکروارگانيسم ها داراي پتانسيل فراواني در 
تجزيه هيدروکربن هاي نفتي هستند )21 و 36(، در حالي‌که 
برخي از تحقيقات نيز به اين نتيجه رسيده‌اند که ممکن است 
سيانوباکتري ها  فعال  مشارکت  با  هتروتروف  باکتري هاي 
تجزيه هيدروکربن هاي نفتي را انجام دهند )37 و 38(. براي 
مثال Chaillan و همکاران )2006( در مطالعه خود در مورد 
استفاده  با  خام  نفت  زيستي  تجزيه  در  سيانوباکتري ها  نقش 
از توده هاي ميکروبي نشان دادند که توده هاي تشکيل شده 
مستقيما    Phormidium animale سيانوباکتري  توسط 
اين حال،  با  ندارند،  را  نفتي  هيدروکربن هاي  تجزيه  توانايي 
ساير ميکروارگانيسم‌هاي موجود در اين توده ها قادر به تجزيه 
زيستي نفت خام هستند )18(. Hoehler و همکاران )2001( 
مشارکت  با  توده ها  اين  در  سيانوباکتري ها  که  کردند  بيان 
براي  لازم  انرژي  هيدروژن  و  آلي  اسيدهاي  چرخه هاي  در 
فراهم  را  هيدروکربن ها  کننده  تجزيه  ميکروارگانيسم هاي 
سيانوباکتري  وجود  با  که  کردند  بيان  همچنين  آنها  مي‌کنند. 
ها در اين توده‌ها، برخي از ميکروارگانيسم هاي تجزيه کننده 

هيدرکربن ها که در حضور نور فعاليت آنها کاهش مي يابد‌، قادر 
به رشد بوده و فعاليت تجزيه‌کنندگي آنها افزايش ميي‌‌ابد )39(. 
با  بيان کردند که سيانوباکتري ها  Abed و همکاران )2002( 
باکتري هاي تجزيه کننده نفت همکاري مي کنند و توسط پلي 
ساکاريدهاي خارج سلولي خود از شسته شدن آنها جلوگيري 
مي کنند، ‏همچنين آنها گزارش کردند سيانوباکتري ها براي اين 
باکتري‌ها اکسيژن و نيتروژن تثبيت شده را فراهم مي‌کنند )40(. 
اين نقش غير ‏مستقيم سيانوباکتري‌ها در موفقيت مراحل پاک 
اين مطالعه  نتايج  اين حال  با  سازي زيستي بسيار مهم است. 
طور  به  قادرند  سيانوباکتري ها  که  مي دهد  نشان  خوبي  به 
مستقيم نفت را تجزيه نمايند، زيرا کشت خالص سيانوباکتري 
Schizothrix vaginata ISC108‎‏ در طي 28 روز 93/98 

درصد تجزيه زيستي نفت خام را نشان داد. 

نتيجه‌گيري
به  جديد  پژوهش‌هاي  رويکرد  اخير،  سال‌هاي  در  ايران  در 
از ميکروارگانيسم ها  سمت مسائل زيست محيطي و استفاده 
در صنعت داروسازي و اهداف پزشکي بوده است. با اين حال، 
بيشتر اين تحقيقات ‏متمرکز بر ميکروارگانيسم‌هاي خاصي بوده 
و سيانوباکتري ها با وجود تنوع فراوان در فعاليت هاي زيستي 
ميکروارگانيسم ها  اين  به  نسبت  که  کمي  شناخت  جهت  به 
وجود دارد، کمتر مورد توجه قرارگرفته اند. مطالعات در زمينه 
استفاده از سيانوباکتري ها به عنوان منابع طبيعي براي تجزيه 
‏زيستي آلاينده‌هاي نفتي در کشور بسيار کم بوده است و مطالعه 

حاضر، جزو اولين تحقيقات انجام گرفته در ايران است.
 Schizothrix در اين مطالعه مشخص شد که سيانوباکتري
تجزيه  جهت  بالايي  توانايي  داراي  vaginata ISC108‎‏ 
حاصل  نتايج  براساس  طوري‌که  به  است،  خام  نفت  زيستي 
مشاهدات  کند.  تجزيه  را  خام  نفت  درصد   93/98 تواند  مي 
نظر  اين  کروماتوگرافي،  گاز  بررسي هاي  و  فيزيولوژيکي 
از  است  قادر  مطالعه  مورد  سيانوباکتري  که  مي کند  تاييد  را 
و  کند  استفاده  کربن  منبع  عنوان  به  نفتي  هيدروکربن هاي 
که  آنجايي  از  لذا  نمايد.  تجزيه  ساده تر  ترکيبات  به  را  آنها 
بيولوژيک و ي‏کي  نفت يک فرآورده سمي براي سيستم هاي 
اصلي اکوسيستم هاي زيستي محسوب مي  آلوده‌کننده‌هاي  از 
شود و آلودگي هاي نفتي اثرات مضري بر روي انسان و ساير 
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بيانگر  پژوهش  اين  از  حاصل  نتايج  دارد،  زنده  موجودات 
سيانوباکتري Schizothrix vaginata ISC108‎‏   پتانسيل 
از آن به‌عنوان شاخصي جهت رفع آلودگي‌هاي  براي استفاده 

نفتي در مناطق آلوده است.‏

تشکر و قدرداني
اثرات  »بررسي  عنوان  با  پايان‌نامه  از  بخشي  حاصل  مقاله  اين 
ضدميکروبي و تجزيه زيستي نفت خام توسط سيانوباکتري ها« 
در مقطع کارشناسي ارشد مصوب سال 1390 و کد 1065839 
است که با حمايت دانشگاه ايلام و همکاري گروه ميکروبيولوژي 
نفت پژوهشکده علوم پايه کاربردي جهاد دانشگاهي دانشگاه 

شهيد بهشتي )شهر تهران( اجرا شده است. 
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Abstract
Background and Objective: Petroleum hydrocarbons are a bunch of pollutants hazardous to the environ-
ment. Nowadays, biodegradation of petroleum contaminants is considered as one of the most efficient and 
most cost effective methods of removing oil contamination from the environment. The main objective of this 
study is to investigate the potential of cyanobacterium Schizothrix vaginata ISC108 in the biodegradation of 
crude oil and to evaluate oil effects on growth rates, dry weight, and chlorophyll content.
Material and Methods: In this experimental study, the cyanobacterium Schizothrix vaginata ISC108 was 
obtained from the algal ‎culture collection of Research Institute of Applied Science, ACECR, Tehran, Iran. 
First, purification of the cyanobacterium was performed using  agar plate method on solid medium of BG11. 
Growth rate, chlorophyll content and dry weight of cyanobacteriaum was measured using spectrophotometry 
method. The biodegradation rate of crude oil was calculated using gas chromatography (GC) analysis.	
Results: Measuring the growth ‎rate of cyanobacterium Schizothrix vaginata at ‎ 1% treatment of crude oil 
and control samples ‎showed that the growth of ‎cyanobacterium in the presence of crude oil as ‎the sole 
carbon source increases at the same rate as ‎the control sample.‎ Moreover, it was found that increasing the 
‎concentration of crude oil will result in increasing dry weight of Schizothrix ‎vaginata; however, and the 
‎chlorophyll content reduced in various crude oil treatments.‎ The average biodegradation of petroleum hydro-
carbon after  14 and 28 days of treatment was 54.78 and 93.98% respectively.
Conclusions: It was found that cyanobacterium Schizothrix vaginata ISC108 has great potential in biodegra-
dation of crude oil. Therefore, since oil is a product toxic to biological systems and is one of the main pollut-
ants of bioecosystem, it has a great potential to be used as an indicator to eliminate pollution in contaminated 
areas.
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