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زمينـه و هـدف: ترکيبـات نفتـي يکـي از عوامـل اصلـي آلودگـي محيط هـاي آبـي محسـوب 
مي شـود. در سـال هاي اخيـر روش هـاي بيولوژيکـي به عنـوان روشـي دوسـتدار محيط زيسـت و 
مقـرون  به صرفـه در کنار روش هاي فيزيکي و شـيميايي براي پاک سـازي محيط هـاي آلوده مورد 
اسـتفاده قرار گرفته  اسـت. اخيرا روش  تثبيت سـلولي درون حامل های هيدروژلی به دليل مزايايي 
نظيـر سـهولت کنتـرل ميکروارگانيزم هـا، تماس غيرمسـتقيم آلاينده و سـلول ، افزايـش مقاومت 
سـلول ها در برابـر تنش ها و اسـتفاده مجدد و متوالـي مورد توجه قرار گرفته   اسـت. اهداف اصلی 
ايـن تحقيـق، معرفي روش الکترواسـپري به منظور کاهش سـايز دانه هاي آلژينات کلسـيم جهت 
 اسـتفاده در سـامانه تثبيت سـلولي و مقايسه ميزان تجزيه  زيسـتي نفت خام سنگين توسط سويه 

Bacillus licheniformis در دو حالت سلول  آزاد و تثبيت  شده هستند.
روش بررسـي: سـويه  تجزيه کننـده نفت خـام، از منطقـه  آلوده  نفتـي جزيره  خارک جداسـازي 
 pH( شـده و توانايـي ايـن سـويه در حالت هاي آزاد و تثبيت  شـده، در شـرايط محيطـي متفاوت 
برابـر بـا 5، 7( و غلظـت نفت خام )ppm ،1500 3500( بررسـي شـد. روش الکترواسـپري براي 
توليـد دانه هـاي آلژينـات و روش وزن سـنجي و کروماتوگرافـي گازي جهـت اندازه گيـري ميـزان 

حـذف نفت خام اسـتفاده شـد.
یافته هـا: بيشـترين ميـزان حذف نفت خـام )61 درصـد( مربوط به سـلول هاي تثبيت  شـده در 
محيـط خنثـي و غلظـت نفت  ppm 3500 بـود. تجزيه زيسـتي نفت خام پس از 14 روز، توسـط 
سـلول هاي تثبيـت  شـده بـا اختـلاف معنـی داري )p<0/05( نسـبت به سـلول هاي آزاد بيشـتر 
بـوده و تثبيـت سـلولي مقاومـت ميکروارگانيزم ها در برابر شـرايط محيطي را افزايش داده اسـت.

نتيجه گيـري: بـا اسـتفاده از روش الکترواسـپري با کاهـش سـايز دانه ها، مي توان بر مشـکلات 
انتقـال جرمـي سـامانه تثبيـت سـلولي فائـق آمـد و ايـن سـامانه مي توانـد به عنـوان جايگزيـن 

مناسـبي براي سـامانه سـلول هاي آزاد در تصفيه پسـاب اسـتفاده شـود.

تجزیه  زیستي نفت خام با استفاده از سلول هاي ميکروبي تثبيت  شده در دانه هاي 
آلژینات توليد شده با روش الکترواسپري

Please cite this article as: Khanpour-Alikelayeh E, Partovinia A, Talebi A, Kermanian H. Biodegradation of crude oil by immobilized microbial cells in 
alginate beads produced by electrospraying technique. Iranian Journal of Health and Environment. 2020;12(4):555-70.
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مقدمه
نفت خـام به عنـوان يکـي از مهمتريـن منابـع تاميـن انـرژي و 
مـاده اوليـه بسـياري از محصـولات شـيميايي، در کشـورهاي 
اهميـت  از  صنعتـي و همچنيـن کشـورهاي درحـال  توسـعه 
بالايـي برخـوردار اسـت )1(. از آنجـا کـه سـالانه ميليون ها تن 
نفت خـام کشـف و از طريـق مسـيرهاي آبـي جابجـا مي شـود، 
اکوسيسـتم هاي آبـي همـواره در معـرض آلودگـي نفتـي قـرار 
لايه هـاي  به صـورت  نفتـي  فراورده هـاي  و  نفـت   .)2( دارنـد 
نفتـي روي سـطح آب مي تواننـد مانـع تبـادل اکسـيژن بيـن 
اندازنـد،  به خطـر  را  آبزيـان  زندگـي  و  شـوند  اتمسـفر  و  آب 
و  امولسـيون  يـا  محلـول  به صـورت  نفتـي  هيدروکربن هـاي 
آب  آلودگـي  مي شـوند  ته نشـين  کـه  سـنگين تر  بخش هـاي 
از مهمتريـن دلايـل آلودگـي نفتـي  به حسـاب مي آينـد )3(. 
تصادفـي،  نشـت  توليـد،  اسـتخراج،  اکتشـاف،  بـه  مي تـوان 
حمـل  و نقـل و تصادفـات دريايـي اشـاره کـرد )6-4(. آلودگي 
نفتـي به علـت سـميت و مقاومـت در برابـر تجزيـه و همچنين 
يـک  بـه  آن  اجـزاي  از  بسـياري  و جهش زايـي  سـرطان زايي 
نگراني جدي در سراسـر جهان تبديل  شـده اسـت )7، 8(. براي 
حـذف آلودگـي نفت از محيط زيسـت راه هـاي مختلفي از قبيل 
روش هـاي فيزيکي، شـيميايي و بيولوژيکي وجـود دارد. به دليل 
گـران  بـودن، موفقيـت کـم و اثـرات جانبي روش هـاي فيزيکي 
و شـيميايي، در سـال هاي اخيـر روش هـاي بيولوژيکي توسـط 
محققـان مـورد توجـه قـرار گرفتـه اسـت )1، 9-13(. زيسـت 
پالايـي بـا   اسـتفاده از ميکروارگانيسـم هايي کـه از مـواد آلـي 
به عنـوان تنهـا منبـع کربن و انرژي اسـتفاده کـرده و آلاينده را 
بـه اجـزاي بي ضـرري چون زيسـت توده، آب و دي اکسـيدکربن 
دوسـتدار  مقـرون  به صرفـه،  روشـي  بـه  مي کننـد،  تبديـل 
محيط زيسـت و اميدوارکننده تبديل  شـده اسـت )3، 14، 15(. 
تاکنـون عمـده تحقيقات انجام  شـده در خصوص زيسـت  پالايي 
با اسـتفاده از سـامانه سلول هاي آزاد بوده اسـت. يکي از معايب 
ايـن روش عـدم توزيـع يکنواخـت ميکروارگانيزم هـا در محيط 
آلـوده خصوصـا در فـاز خـاک اسـت و همچنيـن عمـر مفيـد و 
فعاليـت آنهـا نيـز قابـل تضمين نيسـت )16(. لذا در سـال هاي 

اخيـر بـراي مرتفع کـردن اين مشـکل و افزايـش کارايي روش 
زيسـت  سالم سـازي، تکنيـک  تثبيـت  سـلول به عنـوان روشـي 
کانـون  در  آلـوده،  مـکان  بـه  ميکروارگانيزم هـا  انتقـال  بـراي 
توجـه محققيـن مختلف قـرار گرفته اسـت. به طورکلـي فرايند 
تثبيـت عبـارت اسـت از قـرار گرفتـن بيوکاتاليسـت هايي نظير 
سـلول زنـده درون يـا روي مواد حامـل و نگهدارنـده که امکان 
اسـتفاده  مجدد از سـلول ميکروبـي را فراهم مي آورد. اسـتفاده 
از سـلول تثبيت شـده در مقايسـه بـا سـلول آزاد داراي مزايـاي 
مختلفـي نظيـر سـهولت کنتـرل گونه هـاي ميکروبـي، قابليـت 
عـدم  بيوراکتورهـا،  و  واکنشـي  سـامانه  در  مجـدد  اسـتفاده  
تمـاس مسـتقيم مـواد آلاينـده بـا سـلول ، افزايـش مقاومـت 
سـلول ها طـي انواع تنـش و کاهـش هزينه ها اسـت )17-21(. 
سـلول هاي ميکروبـي را مي تـوان روي حامل هايـي نظيـر شـن 
و گرانول هـاي کربن فعـال تثبيـت نمـود. امـا به علـت شـرايط 
ميکروارگانيزم هـا  از  بسـياري  حامل هـا  ايـن  اسـتريل  غيـر 
نظيـر Pseudomonas توانايـي تخريـب آلاينده را از دسـت 
مي دهنـد و همچنيـن بسـياري از سـلول هاي ميکروبـي حيـن 
فراينـد شسـت  و  شـو از بيـن مي رونـد. در حالي کـه تثبيـت 
سـلول درون هيدروژل هـاي پليمـري طبيعـي و يـا سـنتزي 
مي توانـد بـر ايـن مشـکل غلبـه نمايـد )22(. در ايـن ميـان 
پليمرهـاي طبيعـي به علـت در دسـترس بـودن، ارزان بودن و 
قابليـت زيسـت تخريب پذيري بـالا و دوسـتدار محيط زيسـت از 
اهميـت بيشـتري برخـوردار هسـتند  )23، 24(. آلژينات يکي 
از پرکاربردتريـن پليمرهـاي طبيعي در روش تله اندازي سـلول 
اسـت کـه از جلبـک قهـوه اي اسـتخراج مي شـود، سـاختار آن 
 (G) و (M) β-D-mannuronate 4از اتصـال زنجيـره 1و
منبـع  براسـاس  کـه  مي شـود  تشـکيل   α-L-guluronate
توليدشـان، داراي ترکيـب و سـايزهاي مختلفـي هسـتند )25، 
26(. دانه هـاي آلژينـات به صـورت ماتريس هـاي ژلـي تشـکيل 
مي شـوند کـه به طورکلـي شـامل دو مرحلـه  اختـلاط سـلول با 
يک مايع ويسـکوز پليمـري به عنوان ماتريس و فرايند تشـکيل 
ژل اسـت. بـراي فراينـد تشـکيل ژل دو روش کلي وجـود دارد 
کـه شـامل تشـکيل به صـورت قطـره و يـا تشـکيل به صـورت 
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صفحـه اسـت. در حالـت تشـکيل ژل به صـورت قطـره، مخلوط 
ماتريـس و سـلول ها توسـط سـرنگ و يـا پمپ پري اسـتالتيک 
به صـورت قطـره در آمده و به درون محلول تشـکيل ژل ريخته 
مي شـود. در اين حالت پس از تشـکيل ژل و سـخت شـدن آن، 
ماتريس هـاي تثبيـت  شـده  سـلولي به صـورت کـروي تشـکيل 
مي شـوند )27(. ماتريـس آلژينـات به صـورت دانه هـاي کـروي 
از محدوديـت انتقـال جرمـي کمتـري برخوردار اسـت و فرايند 
تشـکيل آن آسـان تر اسـت امـا نکتـه  حائـز اهميـت اين اسـت 
کـه در پژوهش هـاي قبلـي عمدتـا دانه هـاي ژل بـا سـايز 3 تـا

 mm 5 تشـکيل  شـده اند و در ايـن تحقيقات اشـاره  شـده که 
حـذف محدوديـت انتقـال جرمـي مسـتلزم کاهش سـايز ذرات 
اسـت. محققيـن از روش هـاي مختلفـي نظير امولسـيون کردن 
بـا اسـتفاده از هموژنايـزر و تکنيک اولتراسـونيک بـراي کاهش 
ايـن روش هـا  کـه   )28 ،3( کرده انـد  اسـتفاده  دانه هـا  سـايز 
معمـولا مسـتلزم هزينـه  بالا بـوده و امـکان صنعتي شـدن آنها 
کمتـر اسـت. اخيرا بـراي توليد دانه هـاي با سـايز کوچک تر در 
مصارف پزشـکي و دارويي، سـاخت نانـوذرات معدني، فيلم هاي 
نـازک و ... از روش الکترواسـپري اسـتفاده  شـده اسـت )29-

31(. در ايـن روش به وسـيله منبـع تغذيـه، محلـول پليمـري 
و  مي گيـرد  قـرار  قـوي  الکترواسـتاتيکي  ميـدان  معـرض  در 
به واسـطه کشـش سـطحي ايجاد شـده، قطره  کوچکي از سيال 
تشـکيل مي شـود. در سـال هاي اخير غشـاهاي الکتروريسي در 
کاربردهـاي پزشـکي، زيسـت پالايي، تصفيـه آب، سيسـتم هاي 
مـورد  گسـترده اي  به طـور  آرايشـي   مـواد  و  انـرژي  تبديـل 
اسـتفاده قـرار گرفتـه اسـت. بـا اسـتفاده از ايـن روش مي توان 
شـبکه هاي فيبـري بـا ويژگي هـاي منحصـر بـه فـردي چـون 
تخلخـل بـالا توليد کـرد )22، 32، 33(. نانوذرات الکتروريسـي 
 شـده گزينه هـاي مناسـبي به عنـوان حامـل ميکروارگانيسـم ها 
 100 nm هسـتند کـه بـا توليـد نانواليافـي بـا قطـر کمتـر از
ناحيـه وسـيعي را بـراي تثبيـت سـلول فراهم مي کننـد )34(. 
بـا توجه بـه مطالعـات انجام شـده، تکنيک الکترواسـپري براي 
تثبيـت سـلول در بحـث تجزيه  زيسـتي تاکنون مورد اسـتفاده 
قـرار نگرفتـه اسـت. بنابرايـن هـدف تحقيـق حاضـر، در گام 

اول مقايسـه  راندمـان حـذف نفت خـام در دو سـامانه  سـلول 
تثبيـت و آزاد اسـت و همچنيـن بـا توجـه بـه معضـلات توليد 
دانه هـاي آلژينـات در سـايزهاي کوچـک، براي اوليـن بار روش 
الکترواسـپري بـراي کاهش سـايز دانه هـاي آلژينـات و افزايش 
انتقـال جـرم جهـت افزايـش راندمـان تجزيه  زيسـتي نفت خام 

از پسـاب آلـوده  سـنتزي، مورد اسـتفاده قـرار  گرفت. 

مواد و روش ها
- ميکروارگانيسم و آماده سازي مایه  تلقيح

به منظـور جداسـازي سـويه ميکروبي توانمند در تجزيه زيسـتي 
ترکيبـات نفتـي، g 1 از نمونـه خـاک آلـوده نفتـي بـه ارلـن 
محيـط  کشـت   100  mL حـاوي  ميلي ليتـري   250  مايـر 
مايـع نمک هـاي معدنـي اسـتريل و 1 درصـد نفت خـام انتقال 
داده شـد. ارلن هـا در دمـاي 0C 30 در شـيکر انکوباتـور بـا 
دور 150rpm  بـه مـدت 20 روز گرمخانه گـذاري شـدند. در 
بازه هـاي زمانـي مختلـف، µL 100 از محيط هـاي غني سـازي 
شـده برداشـته و سـويه هاي ميکروبـي زنده قابل کشـت در آن 
جداسـازي و خالص سـازي شـدند. سـويه هاي ميکروبي موجود 
بـه روش کشـت سـريال رقـت بـر روي پليت هـاي محيـط پايه 
 معدنـي حـاوي نفت خـام به عنـوان تنها منبـع کربـن و انرژي، 
روي  بـر  ميکروارگانيسـم ها  رشـد  از  بعـد  شـدند.  جداسـازي 
پليت هـا، از پليت هايي که حـاوي حدود 30 تا 300 کلني مجزا 
بودنـد، کلني هـاي مختلـف جداسازي و با کشـت متوالي بر روي 
محيـط کشـت (Tripticase Soy Agar (TSA)) خالـص 
 16SrRNA شـدند. شناسـايي باکتـري براسـاس توالـي ژن
توالـي حاصـل در پايـگاه   BLAST آناليـز  بـا  انجـام شـد و 
جداسـازي  شـده  باکتـري  سـويه   ،genbank بين المللـي 
 Bacillus licheniformis بيشـترين شـباهت را بـه گونـه

 بـا درصـد تشـابه حـدود 99/86 درصد نشـان داد.
پليـت  روي  باکتـري  از  ابتـدا  مايه  تلقيـح،  آماده سـازي  بـراي 
نوترينـت آگار کشـت خطـي گرفتـه و h 24 در انکوباتـور بـا 
دمـاي 30ºC  نگهداشـته شـد. پـس از رشـد باکتـري، محلول 
بـا  ميکروبـي  سـلول  حـاوي   )8/5  g/L( فيزيولـوژي  سـرم 
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دانسـيته  نـوري 1 در طـول  مـوج nm 600 تهيـه شـد. بـراي 
سـامانه سـلول آزاد، مايه  تلقيـح بـه ميـزان 10 درصـد حجمـي 
محيط  کشـت، معـادل CFU/mL  1011× 1/3 بـراي هر ارلن 
در نظـر گرفتـه شـد. بـراي سـامانه تثبيـت سـلولي نيـز ميزان 
مايـه  تلقيـح معـادل CFU/mL 1011× 1/3 سـلول ميکروبـي 

به صـورت تثبيـت  شـده اسـتفاده شـد.
- محيـط کشـت مورد اسـتفاده در آزمایش هـاي تجزیه  

نفت خام زیسـتي 
 Mineral Salt Medium( محيط کشـت نمک هاي معدني 
 ،KH2PO4  4  g ،Na2HPO4  2/91g شـامل   )(MSM)
 g  ،MgSO4  0/2 g  ،C6H5Na3O7  1  g  ،NH4Cl  2  g 
 0/04 g ،MoO3 0/025 g ،CaCl2 0/01 g ،FeCl3 0/04
آمـاده  مقطـر  آب   1  L در   CoN2O6  0/013  g  ،ZnSO4 

و در اتـوکلاو بـا دمـاي 120ºC بـه مـدت 15min اسـتريل 
pH محيـط کشـت توسـط دسـتگاه  اتـوکلاو،  از  شـد. پـس 
 pHمتـر اندازه گيـري شـد کـه تقريبـا برابـر بـا 7 بـود و در 
آزمايش هـا، pH محيـط اسـيدي و بازي با اسـتفاده از HCl و 
N  NaOH 1 روي 5 و 9 تنظيم شـد. در تحقيق حاضر براي 
ارزيابـي توانايـي سـويه  B. licheniformis در زيسـت پالايي 
نفت خـام سـنگين در محيـط آلـوده  واقعـي، شـوري محيـط 
کشـت، g/L 35 )مشـابه شـوري آب دريا( در نظر گرفته شـد. 
بـراي ايـن تحقيـق، کليـه مـواد شـيميايي موجـود در محيـط 
کشـت نمک هـاي معدنـي، همچنيـن حلال هـاي دي کلرومتان 
و n-هگـزان بـا درصـد خلـوص بـالا اسـتفاده شـدند. نفت خام 
 )0/8814 g/L و وزن مخصـوص API=29( سـنگين ايـران
کـه در آزمايش هـاي تجزيـه  زيسـتي اسـتفاده شـده از ميادين 

نفتـي جنـوب ايـران انتخاب  شـده اسـت.   
- آماده سـازي پليمـر و تثبيـت سـلول ميکروبي درون 

آلژینات ماتریـس 
بـراي آماده سـازي ماتريس آلژينـات، محلـول (w/v) 2 درصد 
تهيـه شـد. نمک آلژينات سـديم بـه  آرامي بـه آب مقطر اضافه 
شـد تـا از کلوخـه شـدن و انباشـتگي جلوگيـري شـود. بـراي 
  minاينکـه پـودر به طـور کامـل حـل شـود محلـول بـه مـدت

30 در دمـاي ºC 60 روي همـزن قـرار داده شـد. بـه منظـور 
تثبيـت سـلولي، ابتـدا مايـه تلقيـح بـا سـرعت rpm 4000 به 
مـدت 10min سـانتريفيوژ شـد و پس از جداسـازي فـاز آبي، 
سـلول ها بـه پليمـر آلژينـات اسـتريل شـده اضافـه شـد و بـه 
مـدت 10min با سـرعت بسـيار آهسـته بـر روي همـزن قرار 
به طـور  الکترواسـپري، سـلول ها  فراينـد  تـا جهـت  داده شـد 
يکنواخـت در محلـول پراکنـده شـوند. سـپس هـر mL 1 از 
محلـول بـه سـرنگ mL 1 بـا سـوزن اسـتيل )19G( منتقـل 
شـد  برقـرار   5  kV ولتـاژ بـا  الکتريکـي  ميـدان  يـک  شـد. 
و محلـول بـا سـرعت ثابـت mL/h 5 توسـط پمـپ سـرنگي 
  Mبه صـورت قطـره بـه ظـرف حـاوي محلـول کلسـيم کلرايـد
0/2 )محلـول اتصال دهنـده  عرضـي( منتقـل شـد )شـکل 1(. 
بـا اسـتفاده از ايـن روش، بيـن زنجيره هـاي آلژينات بـا کاتيون 
+Ca2 اتصـال عرضـي ايجـاد شـده و تشـکيل آلژينات کلسـيم 

مي دهنـد. دانه هـاي تشـکيل  شـده بـراي اسـتحکام بيشـتر به 
مـدت h 2 در محلـول اتصال دهنده  عرضي  باقيماندند و سـپس 
جهـت جلوگيـري از باقيمانـدن سـلول هاي تثبيـت نشـده بـر 
سـطح دانه هاي آلژينات، توسـط آب  مقطر شسـته شـدند. لازم 
بـه ذکـر اسـت کـه در اين بررسـي جهـت فرايند الکتروريسـي 

ولتـاژ kV 5 انتخـاب شـد. 

٥ 
 

هاي ) كه در آزمايش٨٨١٤/٠ g/Lو وزن مخصوص  =٢٩APIخام سنگين ايران (. نفتندبا درصد خلوص بالا استفاده شد

  شده است. زيستي استفاده شده از ميادين نفتي جنوب ايران انتخاب تجزيه

  سازي پليمر و تثبيت سلول ميكروبي درون ماتريس آلژيناتآماده - 

ه شد تا از آرامي به آب مقطر اضاف تهيه شد. نمك آلژينات سديم به درصد ٢ (w/v)سازي ماتريس آلژينات، محلول براي آماده

 ٦٠ ºCدر دماي  ٣٠  minطور كامل حل شود محلول به مدتكلوخه شدن و انباشتگي جلوگيري شود. براي اينكه پودر به

سانتريفيوژ شد و  ١٠ min به مدت ٤٠٠٠ rpmروي همزن قرار داده شد. به منظور تثبيت سلولي، ابتدا مايه تلقيح با سرعت 

با سرعت بسيار آهسته بر روي  ١٠ min اضافه شد و به مدتاستريل شده پليمر آلژينات  ها بهپس از جداسازي فاز آبي، سلول

از  ١ mLطور يكنواخت در محلول پراكنده شوند. سپس هر ها بهقرار داده شد تا جهت فرايند الكترواسپري، سلول همزن

برقرار شد و محلول با سرعت  ٥  kVتاژ) منتقل شد. يك ميدان الكتريكي با ولG١٩با سوزن استيل ( ١ mLمحلول به سرنگ 

عرضي)  دهنده(محلول اتصال ٢/٠  Mصورت قطره به ظرف حاوي محلول كلسيم كلرايدتوسط پمپ سرنگي به ٥ mL/hثابت 

شده و تشكيل  اتصال عرضي ايجاد 2Ca+هاي آلژينات با كاتيون ). با استفاده از اين روش، بين زنجيره١منتقل شد (شكل 

اندند و مباقي عرضي دهندهدر محلول اتصال ٢  hشده براي استحكام بيشتر به مدت هاي تشكيلدهند. دانهسيم ميآلژينات كل

لازم به مقطر شسته شدند.  هاي آلژينات، توسط آبهاي تثبيت نشده بر سطح دانهماندن سلولسپس جهت جلوگيري از باقي

   .انتخاب شد ٥ kVولتاژ  يسيند الكتروريجهت فرا ين بررسيذكر است كه در ا

  

  فرايند تثبيت سلول درون ماتريس آلژينات با روش الكترواسپري - ١شكل 

  

  هاي اوليهآزمايش - 

به مدت يك ماه در شيكر انكوباتور  ١ NaCl ،N در محلول ٣٧ ºCها در دماي هاي آلژينات، دانهبه منظور بررسي پايداري دانه

يط مح pH . همچنين براي بررسي اثر)٣٥(اند پايدار بوده ها كاملامشاهده شد كه دانه اميقرار داده شد و در پايان روز س

شکل 1- فرایند تثبيت سلول درون
 ماتریس آلژینات با روش الکترواسپري

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

ls
.tu

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
1-

27
 ]

 

                             4 / 16

https://journals.tums.ac.ir/ijhe/article-1-6294-fa.html


559

الهام خانپور-عليکلايه و همکاران

ijhe.tums.ac.ir

دوره دوازدهم/ شماره چهارم/ زمستان 1398

- آزمایش هاي اوليه
در  دانه هـا  آلژينـات،  دانه هـاي  پايـداري  بررسـي  منظـور  بـه 
دمـاي ºC 37 در محلـول  N ،NaCl 1 بـه مـدت يـک مـاه 
سـي ام  روز  پايـان  در  و  شـد  داده  قـرار  انکوباتـور  شـيکر  در 
مشـاهده شـد که دانه هـا کاملا پايـدار بوده انـد )35(. همچنين 
بـراي بررسـي اثـر pH محيـط کشـت بـر پايـداري دانه هـاي 
آلژينـات تشـکيل شـده، محيـط کشـت هاي مختلـف اسـيدي، 
خنثـي و بـازي )pH برابر با 5، 7، 9( بررسـي شـدند. در پايان 
آزمايش هـا مشـخص  شـد که دانه هـاي آلژينـات در محيط هاي 
خنثـي و اسـيدي همچنـان پايدارند امـا در محيط  بـازي، پس 
از مـدت زمـان کوتاهـي کاملا تخريب شـدند. به هميـن دليل، 
در ايـن پژوهـش به علـت ناپايـداري دانه هـاي آلژينات کلسـيم 
در pH برابـر بـا 9 شـرايط محيـط بـازي از مراحـل آزمايـش 
حـذف و شـرايط خنثـي و اسـيدي بـراي آزمايش هـاي تجزيـه 

 زيسـتي بررسـي شدند.
از  اسـتفاده  بـا  نفت خـام  تجزیـه  زیسـتي  - بررسـي 

سـلول آزاد و تثبيـت  شـده
در اين بررسي، آزمايش هاي تجزيه  زيستي در ارلن  مايرهاي 
با  لرزان  کشت  روش  کاري 25mL با  حجم  با   100  mL
بار  با دو  14 روز  به مدت   37  ºC rpm 150 و دماي  دور 
تکرار در شيکر انکوباتور و در شرايط هوازي انجام شدند. در 
آلژينات  دانه هاي  پايداري  بررسي  جهت  اوليه  آزمايش هاي 
pHهاي  از  وسيعي  طيف  متفاوت،  محيطي  شرايط  در 
قرار  آزمايش  مورد   )5  ،6  ،7،  8  ،9( بازي  و  اسيدي، خنثي 
از  پس   8 و   9 معادل  pHهای  در  که  شد  مشاهده   گرفت. 
شدند.  تخريب  کاملا  آلژينات  دانه هاي  کوتاهي  زمان  مدت 
مطالعه  مورد   5 و   7 pHهای  بررسی،  اين  برای  در نتيجه 
آلاينده  غلظت  اثر  بررسي  منظور  به  همچنين  گرفت.  قرار  
اوليه  غربالگري غلظت هاي  آزمايش هاي  در  باکتري،  بر گونه  
برای   500  ppm  ،1500  ،3500 معادل 4500،  نفت خام 
در  که  داد  نشان   آزمايش  نتايج  شد.  مطالعه  آزاد  سلول 
زيستي  دسترسي پذيری  به علت  نفت خام  پايين  غلظت هاي 
در  و  جرم  انتقال  محدوديت  و  کم   )Bioavailability(

بر ميکروارگانيسم ها،  نفت  اثر سميت  به دليل  بالا  غلظت هاي 
راندمان حذف کاهش مي يابد. در نتيجه آزمايش هاي انتخاب 
به  توجه  با  شد.  انجام  غلظت ها  مياني  محدوده   در  شده 
pH به عنوان  بررسی های اوليه، دو فاکتور غلظت نفت خام و 
گرفته  نظر  در  نفت خام  زيست پالايي  بر  تاثيرگذار  متغيرهاي 
زمان  يک  در  فاکتور  يک  روش  بررسی  اين  برای  و   شدند 
قرار  ارزيابی  )One factor at a time (OFAT)( مورد 
گرفت )جدول 1(. همچنين ميزان گلوکز و NaCl به ترتيب 
اين  که  است  ذکر  به  لازم  شدند.  انتخاب   35g/L و   2/5
ميزان بسيار اندک گلوکز )0/25 درصد( به عنوان سوبستراي 
نفت خام  تجزيه  زيستي  سرعت  افزايش  جهت  صرفا  کمکي، 
همان طور  شده   است.  استفاده  آزمايشگاهي  مقياس  در 
مايه  تلقيح"  آماده سازي  و  "ميکروارگانيسم  بخش  در  که 
توضيح داده  شد جهت بررسي مقايسه اي، سامانه سلول هاي 
کلسيم،  آلژينات  دانه هاي  در  تثبيت  شده  و  آزاد  ميکروبي 
يکسان  سامانه،  دو  هر  در  استفاده  مورد  باکتري هاي  شمار 
در  و  شد  گرفته  نظر  در   1/3  ×1011  CFU/mL معادل 
آلژينات  محلول   1  mL ارلن  هر  براي  تثبيت،  آزمايش هاي 
مورد  الکترواسپري  فرايند  از  پس  ميکروبي  سلول  حاوي 
آزمايش  مراحل  تمامي  تحقيق،  اين  در  گرفت.  قرار  استفاده 

در شرايط استريل انجام  شد. 
لازم بـه ذکـر اسـت کـه آزمايـش  شـاهد حـاوي دانه هـاي 
مختلـف  غلظت هـاي  بـا  ميکروبـي  سـلول  بـدون  آلژينـات 
 )adsorption( نفت خـام به منظـور بررسـي ميـز ان جـذب
نفـت توسـط دانه هـاي حامـل انجـام  شـد و نتايج نشـان داد 
دانه هـاي  توسـط  نفت خـام  درصـد   3 متوسـط  به طـور  کـه 
آلژينـات جـذب مي شـود. در نمونـه آزمايـش شـاهد ديگـر، 
ارلن هـاي حـاوي محيط کشـت نمک هـاي معدنـي بـه همراه 
)فيزيکـي- غير  بيولوژيکـي  ارزيابـي حـذف  نفت  خـام جهـت 

مـورد   )evaporation( تبخيـر  نظيـر  نفـت   شـيميايي( 
ناچيـز  حـذف  متوسـط،  به طـور  کـه  گرفـت  قـرار  مطالعـه 
شـيميايي  و  فيزيکـي  اثـرات  از  ناشـي  نفت خـام  درصـد   5

مشـاهده شـد. 
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درون  ميکروبي  سلول  توزيع  يکنواختي  مشاهده   به منظور 
شد.  انجام  دانه ها  از  ميکروسکوپي  مشاهده   آلژينات،  دانه هاي 

نتايج آناليز ميکروسکوپي در شکل  2 نشان داده  شده  است.

جدول 1- مقادیر فاکتورهاي مورد بررسی در آزمایش های تجزیه  زیستی نفت خام سنگين

٧ 
 

 به همراه يمعدن يهاكشت نمكطيمح يحاو يهاارلن ،گريشاهد د آزمايشدر نمونه  شود.يهاي آلژينات جذب متوسط دانه

مورد مطالعه قرار گرفت كه  )evaporationر (ير تبخينظ نفت )ييايميش-يكيزي(ف بيولوژيكيخام جهت ارزيابي حذف غيرنفت

  خام ناشي از اثرات فيزيكي و شيميايي مشاهده شد. نفت درصد ٥حذف ناچيز طور متوسط، به

 خام سنگيننفتزيستي  هاي تجزيهمورد بررسي در آزمايشمقادير فاكتورهاي  - ١ جدول

 )ppmخام (نفت اوليه غلظت كشت  محيط اوليه pH آزمايششماره  شرايط آزمايش

شدهسلول تثبيت  

١٥٠٠ ٥ ١ 

١٥٠٠ ٧ ٢ 

٣٥٠٠ ٥ ٣ 

٣٥٠٠ ٧ ٤ 

 سلول آزاد

١٥٠٠ ٥ ٥ 

١٥٠٠ ٧ ٦ 

٣٥٠٠ ٥ ٧ 

٣٥٠٠ ٧ ٨ 

٥٠٠١، ٣٥٠٠ ٧ شاهد ماتريس بدون سلول ميكروبي  

بدون سلول خامكشت و نفت طيمح ١٥٠٠، ٣٥٠٠ ٧  شاهد   

  
م شد. نتايج ها انجاميكروسكوپي از دانه هاي آلژينات، مشاهدهدانه وندر يكروبيم يكنواختي توزيع سلول منظور مشاهدهبه

  است. شدهنشان داده  ٢ آناليز ميكروسكوپي در شكل

  

       

  هاي آلژينات (الف) به همراه سلول ميكروبي و (ب) بدون سلول ميكروبيتصاوير ميكروسكوپي دانه - ٢شكل 

  

 هاسايز دانه - 

شکل 2- تصاویر ميکروسکوپي دانه هاي آلژینات )الف( به همراه سلول ميکروبي و )ب( بدون سلول ميکروبي

٧ 
 

 به همراه يمعدن يهاكشت نمكطيمح يحاو يهاارلن ،گريشاهد د آزمايشدر نمونه  شود.يهاي آلژينات جذب متوسط دانه

مورد مطالعه قرار گرفت كه  )evaporationر (ير تبخينظ نفت )ييايميش-يكيزي(ف بيولوژيكيخام جهت ارزيابي حذف غيرنفت

  خام ناشي از اثرات فيزيكي و شيميايي مشاهده شد. نفت درصد ٥ناچيز حذف طور متوسط، به

 خام سنگيننفتزيستي  هاي تجزيهمورد بررسي در آزمايشمقادير فاكتورهاي  - ١ جدول

 )ppmخام (نفت اوليه غلظت كشت  محيط اوليه pH آزمايششماره  شرايط آزمايش

شدهسلول تثبيت  

١٥٠٠ ٥ ١ 

١٥٠٠ ٧ ٢ 

٣٥٠٠ ٥ ٣ 

٣٥٠٠ ٧ ٤ 

 سلول آزاد

١٥٠٠ ٥ ٥ 

١٥٠٠ ٧ ٦ 

٣٥٠٠ ٥ ٧ 

٣٥٠٠ ٧ ٨ 

٥٠٠١، ٣٥٠٠ ٧ شاهد ماتريس بدون سلول ميكروبي  

بدون سلول خامكشت و نفت طيمح ١٥٠٠، ٣٥٠٠ ٧  شاهد   

  
ها انجام شد. نتايج ميكروسكوپي از دانه هاي آلژينات، مشاهدهدانه وندر يكروبيم يكنواختي توزيع سلول منظور مشاهدهبه

  است. شدهنشان داده  ٢ آناليز ميكروسكوپي در شكل

  

       

  هاي آلژينات (الف) به همراه سلول ميكروبي و (ب) بدون سلول ميكروبيتصاوير ميكروسكوپي دانه - ٢شكل 

  

 هاسايز دانه - 
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- سایز دانه ها
براسـاس مقياس اندازه گيري  شـده توسـط ميکروسـکوپ، سايز 
دانه هـاي توليـد شـده μm 2500 اسـت. نتايج توليـد دانه هاي 
آلژينـات بدون ولتاژ در اين شـرايط نشـان داد که سـايز دانه ها 
 μm 3000 بوده و با روش الکترواسـپري در ولتاژ نسـبتا پايين

kV 5، 17 درصـد کاهش داشـته اسـت. سـايز دانه هـاي مورد 
اسـتفاده در تحقيقات قبلي بيشـتر در محـدود mm 5-3 بوده 
کـه ايـن اطلاعـات در جـدول 2 آورده شـده اسـت. بـر طبـق 
آزمايش هـاي انجـام شـده در ايـن تحقيـق بـا افزايـش ولتـاژ، 
مشـاهده شـد کـه تشـکيل دانه هـاي با سـايز بسـيار کوچک تر 
از  اسـت.  امکان پذيـر  نيـز   100-200 μm تـا حـدود  حتـي 
طرفـي در تحقيقـات قبلـي بـراي حـذف رنـگ و آلاينده هايـي 
نظيـر کـروم 6 ظرفيتي از روش الکتروريسـي اسـتفاده و نشـان 
داده شـده  اسـت کـه ميکروارگانيسـم ها مي توانند حيـن فرايند 
الکتروريسـي فعاليت خـود را حفظ نماينـد )22، 32(. بنابراين 
به منظـور کاهـش بيشـتر سـايز دانه هاي آلژينـات، اسـتفاده از 

جدول 2- محدوده  اندازه  دانه هاي پليمري آلژینات در تحقيقات قبلي

ولتاژهـاي بالاتـر در تحقيقـات آينـده پيشـنهاد مي شـود. البته 
بررسـی اثـر ولتـاژ بـر سـلول هاي ميکروبـي به عنـوان بررسـي 

پيشـگام در ابتـدا بايـد انجـام پذيرد.

- آناليز مقدار نفت خام 
پـس از پايـان زمـان آزمايـش، مقـدار نفت خـام باقيمانـده بـا 
(GC-FID) و روش  از روش کروماتوگرافـي گازي  اسـتفاده 
  (TPH)وزن سـنجي به عنـوان مجمـوع هيدروکربن هـاي نفتي
اندازه گيري شـد. در روش وزن سـنجي تمامـي نمونه ها با روش 
اسـتخراج مايع-مايـع توسـط mL 15 حـلال دي کلرومتـان و 
n-هگـزان )بـا نسـبت حجمـي 1:1( دو بـار اسـتخراج شـدند. 
پـس از تبخير حـلال در دماي اتـاق )ºC 28( هيدروکربن هاي 
اسـتخراج  شـده توسـط تـرازوي الکترونيکـي توزيـن و ميـزان 
درصـد حـذف نفت خـام با اسـتفاده از معادله 1 محاسـبه شـد:

               )1(

٩ 
 

خام با استفاده توزين و ميزان درصد حذف نفت توسط ترازوي الكترونيكي شده هاي استخراج) هيدروكربن٢٨ ºCدماي اتاق (

  محاسبه شد: ١ معادلهاز 

)١       (                                                                       ٠×١٠٠C/)tC -٠Cخام (%))  = حذف نفت 

  دهند.را نشان مي tصفر و زمان  گيري شده در لحظهخام اندازهترتيب مقادير نفتبه tCو  ٠C در آن: كه

مجهز به  (Agilent,6890N, USA)با استفاده از دستگاه كروماتوگرافي گازي مدل  (GC)آناليز كروماتوگرافي گازي 

تنظيم و  ٤٠ ºCانجام شد. درجه حرارت اوليه  ٢٥/٠  mmو قطر ٣٠ m به طول HP-5MSو ستون مويين FID آشكارساز 

در اين  ١٠  minنهايت به مدت رسيد و در ٣١٠  ºCدما به ١٥ min /ºCحفظ شد، سپس با نسبت  ٣  minبه مدتاين دما 

عنوان گاز حامل استفاده شد. درجه حرارت آشكارساز و محل به ٦/٢ mL/min جرياناز نيتروژن با سرعت  دما ثابت ماند.

  در نظر گرفته شد. ٣٢٠  ºCو  ٢٥٠  ºCترتيب تزريق نمونه نيز به

  آناليز آماري - 

-Two)و آزمون آماري آناليز واريانس دوطرفه Graphpad prism, 8افزار شده، توسط نرم آوريهاي جمعدر اين پژوهش داده

way ANOVA)  شد.ثير تثبيت سلولي بررسي اداري اثرات متغيرها و تيتحليل شدند و معن و تجزيه  

  

  هايافته

شود طور كه مشاهده ميشده است. همان آورده ٣روز در جدول  ١٤خام سنگين پس از زيستي نفت نتايج مربوط به تجزيه

زان يم خام مؤثرتر بودند. بيشتريننفت زيستيتجزيههاي آزاد در شده نسبت به سلول هاي تثبيتتحت شرايط يكسان سلول

و غلظت  ٧برابر با  pHكه اين مقدار براي  مشاهده شددرصد  ١٠/٦١ شده هاي تثبيتسلول نمونهزيستي در تجزيهو حذف 

است.  اهده شدهمشدرصد  ٧٨/٥٧بالاترين راندمان  ،هاي آزادكه در سلولدر حالي شد. مشاهده ppm٣٥٠٠ خام نفت

نتايج نشان  زيستي و درصد حذف بالاتر بوده است. تجزيه زانيمهاي خنثي در مقايسه با محيط اسيدي طوركلي در محيطبه

 زيستي افزايش پيدا كردهها و در هر دو حالت سلول تثبيت و آزاد، تجزيهدر تمامي غلظت ٧به  ٥از  pHدهد كه با افزايش مي

هاي در محيط تاثير بيشتري داشته است. pHويژه در حالت تثبيت افزايش خام و بههاي بالاتر نفتدر غلظتكه است، در حالي

هاي آلژينات بر دانه OHثير منفي ابه دليل ت ي تجزيه شدند كه اين امر احتمالاهاي آلژينات در مدت زمان كوتاهبازي دانه

  است. 

  

  

  

 مرجع محيط آلوده قطر آلاينده ماتريس حامل

)٣٦( آب mm ٣ پنتا كلروفنول                 PUF-آلژينات  
٣-٢ فنانترن آلژينات  mm ٣٨ ،٣٧( خاك(  
٥ و ٣ ،٢ كينولين آلژينات  mm ٣٩( بآ(  
٧/٢-٥/٥ فنول آلژينات  mm ٢٥ ،٢٤( آب(  
)٢٥( آب mm ٢ نفتالين آلژينات  
٤-٣ رنگ آزو آلژينات  mm ٢٦( آب(  
)٢٠( آب mm ٣ تري بوتيل تين آلژينات  
)٢١( آب mm ٢ خامنفت آلژينات  
١٢٠٠-٣٠٠ خامنفت آلژينات  µm ٣( آب(  
)٤٠( آب mm ٣ نيتروتولوئن - ٢ آلژينات  

)١٠( آب mm ٥ نفتالين PVA-claysآلژينات،   
٤-٣ رنگ نساجي آلژينات  mm ٤١( آب(  
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کـه در آن: C0 و Ct به ترتيـب مقاديـر نفت خـام اندازه گيـري 
شـده در لحظـه  صفـر و زمـان t را نشـان مي دهنـد.

دسـتگاه  از  اسـتفاده  بـا   (GC) گازي  کروماتوگرافـي  آناليـز 
 (Agilent,6890N, USA) مـدل  گازي  کروماتوگرافـي 
مجهـز بـه آشکارسـاز FID و سـتون موييـن HP-5MS بـه 
طـول 30m و قطـر mm 0/25 انجام شـد. درجه حرارت اوليه 
ºC 40 تنظيـم و ايـن دما به مدت min 3 حفظ شـد، سـپس 
با نسـبت  ºC/min  15دما به ºC  310رسـيد و در نهايت به 
مـدت min 10 در ايـن دمـا ثابت مانـد. از نيتروژن با سـرعت 
شـد.  اسـتفاده  حامـل  گاز  به عنـوان   2/6 mL/min جريـان 
درجـه حـرارت آشکارسـاز و محـل تزريـق نمونه نيـز به ترتيب 

 ºC 250 و  ºC 320 در نظـر گرفتـه شـد.

- آناليز آماري
توســط  داده هــاي جمــع آوري  شــده،  پژوهــش  ايــن  در 
ــز  ــاري آنالي ــون آم ــزار Graphpad prism, 8 و آزم نرم اف
تجزيــه  و   (Two-way ANOVA) دوطرفــه واريانــس 
تحليــل شــدند و معنــی داري اثــرات متغيرهــا و تاثيــر تثبيــت 

ــد. ــي  ش ــلولي بررس س

یافته ها
نتايـج مربـوط به تجزيه   زيسـتي نفت خام سـنگين پـس از 14 
روز در جـدول 3 آورده  شـده اسـت. همان طـور کـه مشـاهده 
مي شـود تحت شـرايط يکسـان سـلول هاي تثبيت  شـده نسبت 
بـه سـلول هاي آزاد در تجزيه زيسـتي نفت خـام مؤثرتـر بودنـد. 
بيشـترين ميـزان حـذف و تجزيه  زيسـتي در نمونه سـلول هاي 
تثبيـت  شـده 61/10 درصد مشـاهده شـد که اين مقـدار براي 
pH برابـر بـا 7 و غلظـت نفت خام 3500ppm مشـاهده  شـد. 
 57/78 راندمـان  بالاتريـن  آزاد،  سـلول هاي  در  حالي کـه  در 
محيط هـاي  در  به طورکلـي  اسـت.  شـده   مشـاهده  درصـد 
خنثـي در مقايسـه بـا محيـط اسـيدي ميـزان تجزيـه  زيسـتي 
و درصـد حـذف بالاتـر بـوده اسـت. نتايـج نشـان مي دهـد که 
بـا افزايـش pH از 5 بـه 7 در تمامـي غلظت هـا و در هـر دو 
حالـت سـلول تثبيـت و آزاد، تجزيه  زيسـتي افزايـش پيدا کرده 
 اسـت، در حالي کـه در غلظت هـاي بالاتـر نفت خـام و به ويـژه 
در حالـت تثبيت افزايش pH تاثير بيشـتري داشـته اسـت. در 
محيط هـاي بـازي دانه هـاي آلژينـات در مـدت زمـان کوتاهـي 
 OH تجزيـه شـدند کـه اين امـر احتمالا بـه دليل تاثيـر منفي

بـر دانه هـاي آلژينات اسـت. 

جدول 3- ميزان حذف  زیستي نفت خام با استفاده از سامانه سلول ميکروبي آزاد و تثبيت  شده 

١٠ 
 

  

  شده  سلول ميكروبي آزاد و تثبيتاستفاده از سامانه خام با زيستي نفت ميزان حذف - ٣ جدول

  شرايط آزمايش شماره آزمايش )١(تكرار  درصد حذف )٢(تكرار  درصد حذف ميانگين درصد حذف

١ ٨٢/٥٣ ١٦/٤٩ ٤٩/٥١ 

  شدهسلول تثبيت
٢ ٩٩/٥٧ ٧١/٥٥ ٨٥/٥٦ 
٣ ١٩/٥٣ ٨٥/٥٤ ٠٢/٥٤ 

٤ ٢٩/٥٨ ٩٠/٦٣ ١٠/٦١ 

٥ ٥٢/٤٦ ٤٠/٤٨ ٤٦/٤٧ 

  ول آزادسل
٦ ٥١/٤٨ ٠٨/٥٢ ٣٠/٥٠ 
٧ ٤٤/٥٣ ٩١/٥٠ ١٨/٥٢ 
٨ ٢٠/٦٠ ٣٦/٥٥ ٧٨/٥٧ 

  

و  pHشده در هاي تثبيتطور كلي سامانه سلول، بهANOVAنشان داده شده است مطابق آناليز  ٤كه در جدول طورهمان

داري بين دو حالت يم، اختلاف معنخازيستي نفت است و در ميزان حذف هاي مختلف آلاينده عملكرد بهتري داشتهغلظت

  ). >٠٥/٠pشده و آزاد وجود دارد ( سلول ميكروبي تثبيت

  خام نفت مربوط به نتايج تجزيه آناليز واريانس دوطرفه - ٤جدول 

  درجه آزادي  مجموع مربعات  متغير
ميانگين 
  مربعات

F مقدار P اثرگذاري مقدار 

  تداخل
٨٧٥/٣ ٣ ٦٣/١١  

F (٨ ,٣) = 
٥٧٨١/٠  

P= ٦٤٥٥/٠  
-  

١٤/١٠ = (٨ ,٣) F ٩٩/٦٧ ٣ ٢٠٤  فاكتور رديف  P= ٠٠٤٢/٠   بله 
٢٤٦/٩ = (٨ ,١) F ٩٨/٦١ ١ ٩٨/٦١  فاكتور ستون  P= ٠١٦٠/٠  بله 

  -  -  - ٧٠٣/٦ ٨ ٦٢/٥٣  باقيمانده
              

ارائه  ٣ر شكل روز د ١٤خام پس از زيستي نفت هاي تثبيت شده قبل و بعد از تجزيهتوسط سلول GCتجزيه و تحليل نتايج 

  هاي نفتي كوتاه زنجيره و بلند زنجيره را دارد.توانايي تجزيه آلكان B. licheniformisداد سويه  نشان GCاست. نتايج شده 
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همان طور که در جدول 4 نشـان داده شـده اسـت مطابق آناليز 
ANOVA، به طـور کلـي سـامانه سـلول هاي تثبيت شـده در 
pH و غلظت هـاي مختلـف آلاينـده عملکـرد بهتـري داشـته  
اسـت و در ميزان حذف  زيسـتي نفت خام، اختـلاف معنی داري 
بيـن دو حالت سـلول ميکروبـي تثبيت  شـده و آزاد وجود دارد 

 .)p<0/05(

جدول 4- آناليز واریانس دوطرفه مربوط به نتایج تجزیه  نفت خام 

شکل 3- آناليز کروماتوگرافي گازي (GC) و مقایسه ميزان حذف ترکيبات الف( قبل و ب( بعد از تجزیه زیستي 
نفت خام توسط سلول هاي ميکروبي تثبيت  شده

١١ 
 

  

 

و مقايسه ميزان حذف تركيبات الف) قبل و ب) بعد از تجزيه زيستي  (GC)آناليز كروماتوگرافي گازي  - ٣شكل 

  شده كروبي تثبيتهاي ميخام توسط سلولنفت

  

   بحث

صورت آزاد ها بهها از ميكروارگانيسماست اما در اكثر آنصورت گرفته  خامزيستي نفت تجزيه هاي بسياري در زمينهپژوهش

كنند يكي عنوان يك عامل بازدارنده عمل ميها بههاي نفتي در برابر ميكروارگانيسماست. از آنجا كه هيدروكربنشده استفاده 

  .)٤٢(ها درون و يا بر روي مواد حامل است ها، تثبيت آنو حفظ فعاليت سلول هاي افزايش مقاومتروش از

هاي ميكروبي آزاد شده بالاتر از سلولهاي تثبيتخام، عملكرد سلولزيستي نفت حاضر مشاهده شد كه در تجزيه در مطالعه

يابد و هاي آزاد افزايش ميخام توسط ميكروارگانيسمزيستي نفت تجزيه pHآمده نشان دادند كه با افزايش  دستهبود. نتايج ب

نيتروبنزن زيستي تجزيهدر  ٢٠١٤و همكاران در سال  Liيط اسيدي ميزان حذف بالاتر بود. هاي خنثي نسبت به محدر محيط

١١ 
 

  

 

و مقايسه ميزان حذف تركيبات الف) قبل و ب) بعد از تجزيه زيستي  (GC)آناليز كروماتوگرافي گازي  - ٣شكل 

  شده كروبي تثبيتهاي ميخام توسط سلولنفت

  

   بحث

صورت آزاد ها بهها از ميكروارگانيسماست اما در اكثر آنصورت گرفته  خامزيستي نفت تجزيه هاي بسياري در زمينهپژوهش

كنند يكي عنوان يك عامل بازدارنده عمل ميها بههاي نفتي در برابر ميكروارگانيسماست. از آنجا كه هيدروكربنشده استفاده 

  .)٤٢(ها درون و يا بر روي مواد حامل است ها، تثبيت آنو حفظ فعاليت سلول هاي افزايش مقاومتروش از

هاي ميكروبي آزاد شده بالاتر از سلولهاي تثبيتخام، عملكرد سلولزيستي نفت حاضر مشاهده شد كه در تجزيه در مطالعه

يابد و هاي آزاد افزايش ميخام توسط ميكروارگانيسمزيستي نفت تجزيه pHآمده نشان دادند كه با افزايش  دستهبود. نتايج ب

نيتروبنزن زيستي تجزيهدر  ٢٠١٤و همكاران در سال  Liيط اسيدي ميزان حذف بالاتر بود. هاي خنثي نسبت به محدر محيط

تجزيـه و تحليـل نتايـج GC توسـط سـلول هاي تثبيـت شـده 
قبـل و بعـد از تجزيـه  زيسـتي نفت خـام پـس از 14 روز در 
 B. نشـان  داد سـويه GC شـکل 3 ارائـه شـده  اسـت. نتايـج
کوتـاه  نفتـي  آلکان هـاي  تجزيـه  توانايـي   licheniformis

زنجيـره و بلنـد زنجيـره را دارد.

 اثرگذاري مقدار p مقدار F  ميانگين مربعات  درجه آزادي  مجموع مربعات  متغير

٥٧٨١/٠ = (٨ ,٣) F  ٨٧٥/٣ ٣ ٦٣/١١  تداخل  p= ٦٤٥٥/٠  -  
١٤/١٠ = (٨ ,٣) F ٩٩/٦٧ ٣ ٢٠٤  فاكتور رديف  p= ٠٠٤٢/٠   بله 
٢٤٦/٩ = (٨ ,١) F ٩٨/٦١ ١ ٩٨/٦١  فاكتور ستون  p= ٠١٦٠/٠  بله 

  -  -  - ٧٠٣/٦ ٨ ٦٢/٥٣  باقيمانده
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بحث 
نفت خـام  زيسـتي  تجزيـه  زمينـه   در  بسـياري  پژوهش هـاي 
صـورت گرفتـه  اسـت امـا در اکثـر آنهـا از ميکروارگانيسـم ها 
به صورت آزاد اسـتفاده  شـده  اسـت. از آنجا که هيدروکربن هاي 
نفتـي در برابـر ميکروارگانيسـم ها به عنوان يک عامـل بازدارنده 
عمـل مي کننـد يکـي از روش هـاي افزايـش مقاومـت و حفـظ 
فعاليـت سـلول ها، تثبيـت آنهـا درون و يـا بر روي مـواد حامل 

.)42( است 
در مطالعه  حاضر مشـاهده شـد که در تجزيه  زيسـتي نفت خام، 
عملکـرد سـلول هاي تثبيت شـده بالاتـر از سـلول هاي ميکروبي 
آزاد بـود. نتايـج به دسـت  آمـده نشـان دادنـد کـه بـا افزايـش 
ميکروارگانيسـم هاي  توسـط  نفت خـام  تجزيـه  زيسـتي   pH
بـه  نسـبت  خنثـي  محيط هـاي  در  و  مي يابـد  افزايـش  آزاد 
محيـط اسـيدي ميـزان حـذف بالاتـر بـود. Li و همـکاران در 
 B.  سـال 2014 در تجزيه زيسـتي نيتروبنـزن توسـط سـويه
licheniformis بـه نتايج مشـابهي دسـت يافتنـد. با کاهش 
pH از فعاليـت ميکروارگانيسـم ها کاسـته  شـد و ميـزان حذف 
نفـت کاهـش  يافت )43(. اما سـلول هاي ميکروبي تثبيت شـده 
در شـرايط محيطـي اسـيدي نيـز توانسـتند فعاليـت خـود را 
حفـظ  کـرده و نسـبت بـه سـلول هاي آزاد عملکـرد بهتـري از 
خـود نشـان  دهنـد. به طـور مشـابه، در پژوهشـي کـه Liu و 
همـکاران در سـال 2009 بـر روي تجزيـه  زيسـتي فنـل انجام  
دادنـد مشـاهده  کردنـد کـه سـلول هاي تثبيت شـده نسـبت به 
 pH  سـلول آزاد ميـزان تخريـب بالاتـري داشـته و در دامنـه
گسـترده تري فعاليـت مي کردنـد. براسـاس تحقيقـات آنهـا بـا 
کاهـش pH بـه کمتـر از 7 فعاليـت سـلول  ها کاهـش يافـت 
و زماني کـه pH بـه 6 رسـيد فعاليـت سـلول هاي آزاد کامـلا 
متوقـف شـد امـا سـلول هاي تثبيت  شـده همچنان بـه فعاليت 
خـود ادامـه  دادنـد کـه اين امـر نشـان  داد کـه توانايـي تحمل 
سـلول هاي تثبيـت  شـده در شـرايط اسـيدي بسـيار بهتـر از 
سـلول هاي آزاد اسـت )Lin .)44 و همـکاران در سـال 2014 
به عنـوان  پنبـه  اليـاف  از  نفت خـام  تجزيـه  زيسـتي  بـراي 
جـاذب و بـراي تثبيـت سـلول هاي ميکروبـي اسـتفاده  کردند. 

 70 g/L تحقيقـات آنهـا نشـان داد زماني کـه غلظـت نمک بـه
رسـيد باکتري هـاي تثبيت شـده عملکرد بهتري داشـتند و در 
مقايسـه بـا سـلول هاي آزاد کارايـي آنهـا بـه ميـزان 30 درصد 

افزايـش يافـت )10(.
در تحقيقـات قبلـي نشـان داده شـده اسـت کـه بـه طـور کلي 
مقـدار  افزايـش  بـا  آزاد  سـلول هاي  سـامانه  از  اسـتفاده  بـا 
آلاينـده، ميـزان حذف کاهـش مي يابد، اما سـامانه سـلول هاي 
کنـد.  عمـل  موفـق  ايـن خصـوص  در  مي توانـد  تثبيت شـده 
تجزيه زيسـتي  در   2000 سـال  در  همـکاران  و   Zinjard
درون  شـده  تثبيـت   ميکروبـي  سـلول هاي  توسـط  نفت خـام 
دانه هـاي آلژينـات نشـان  دادنـد کـه در غلظت هـاي پايين  تـر 
از w/v 0/5 سـلول هاي آزاد و تثبيـت  شـده رفتـاري مشـابه 
داشـتند امـا بـا افزايـش غلظـت آلاينـده سـلول هاي تثبيـت  
شـده کارآمدتـر بودنـد )45(. به طـور مشـابه Liu  و همـکاران 
توسـط  زيسـتي  تجزيـه   در  فنـل  آلاينـده  غلظـت  تاثيـر 
بررسـي کردنـد.  را  تثبيـت  شـده  و  آزاد  ميکروارگانيسـم هاي 
   800mg/L مشـاهدات آنهـا نشـان داد کـه در غلظـت اوليـه
فنـل  درصـد   95 از  بيـش  تثببيت شـده  و  آزاد  سـلول هاي 
را طـي h 35 تجزيـه کردنـد و در غلظت هـاي فنـل بالاتـر از 
در  را  بهتـري  کارايـي  تثبيت شـده  mg/L 500، سـلول هاي 

.)44( دادنـد  نشـان  حذف آلاينـده 
تجزيه زيسـتي  بـراي  در سـال 2010  همـکاران  و   Barreto
هيدروکربن هـاي نفتـي، اسـپور باکتريايـي  را درون دانه هـاي 
بـر  داد عـلاوه   نشـان  آنهـا  نتايـج  تثبيـت کردنـد.  کايتـوزان 
اينکـه تثبيـت بـر مشـکلات ناشـي از پايـداري اسـپور باکتري

 Bacillus subtilis غلبـه مي کنـد، امـکان اسـتفاده  مجـدد 
از سـلول هاي تثبيـت شـده نيـز وجـود دارد )46(. در تحقيـق 
مشـابهي Luan و همکاران در سـال 2006 در تجزيه  زيسـتي 
تـري  بوتيـل  تيـن (TBT) از تثبيـت جلبـک کلـرلا ولگاريس 
کلسـيم  آلژينـات  دانه هـاي  در   (Chlorella vulgaris)
اسـتفاده  کردنـد. تحقيقـات آنهـا نشـان  داد کـه جلبک هـاي 
تثبيـت  شـده قادرند در سـطوح مختلـف آلودگي بـراي حداقل 
شـش دوره  متوالـي، TBT را بـه ميـزان 90 درصـد از بيـن 
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ببرنـد. آنهـا نتيجـه  گرفتنـد کـه آلژينـات به دليـل پايـداري 
بـالا و تاثيـر فيزيولوژيکـي کـم بـر روي ميکروجلبک هـا، پليمر 

مناسـبي بـراي تثبيـت سـلول هاي ميکروبـي اسـت )20(.
Sarioglu و همـکاران در سـال 2017 بـراي زيسـت پالايي 
رنـگ آبـي متيلـن از روش الکتروريسـي بـراي تثبيـت سـويه 
در  کردنـد.  اسـتفاده   Pseudomonas aeruginosa
نانواليـاف  شـبکه  روي  بـر  باکتـري  سـلول هاي  روش  ايـن 
 Polyethylene oxide و Polyvinyl alcohol  (PVA)
(PEO) الکتروريسـي  شـده تثبيـت شـدند. نتايـج آنها نشـان 
باکتـري  حضـور  براسـاس  متيلـن  آبـي  زيسـتي  تجزيـه   داد 
مشـاهده  آزاد  سـلول هاي  توسـط  مشـابهي  حـذف  و  بـوده 
نانواليـاف  کـه شـبکه هاي  دريافتنـد  آنهـا همچنيـن  کردنـد. 
زنـده  بـراي حفـظ سـلول هاي  مناسـبي  بسـتر  الکتروريسـي 
اسـت بـه گونـه اي کـه باکتري هـاي تثبيـت  شـده مي تواننـد 
بـراي مـدت طولانـي در دمـاي ºC 4 نگهـداري شـوند )47(. 
Sarioglu و همـکاران در تحقيق ديگری )2016( با اسـتفاده 
از سـويه Morganella morganii تثبيـت شـده بر سـطح 
شـبکه پلي سـولفون و پلي اسـتايرن الکتروريسـي  شـده حـذف 
زيسـتي کـروم 6 ظرفيتـي را بررسـي  کردنـد. براسـاس نتايـج 
آنها سـلول هاي تثبيت شـده توانسـتند 93/60 و 93/79 درصد 
بـراي mg/L 10، 99/47 و 90/78 درصـد براي mg/L 15 و 
70/41 و 68/27 درصـد بـراي mg/L 25 غلظـت اوليـه کروم 
را بـه مـدت h 72 تجزيـه کننـد و حداقـل بـراي پنـج دوره  
متوالـي اسـتفاده شـوند بـدون اينکـه توانايـي حـذف  زيسـتي 
کاهـش يابـد )32(. به طـور مشـابه Eroglu و همـکاران در 
تجزيـه نيتـرات توسـط ميکروجلبک تثبيت  شـده بـر نانوالياف 
کايتوزان الکتروريسـي  شـده موفق به حـذف 87 درصد نيترات 
از پسـاب آلـوده  شـدند. آنهـا دريافتند که رشـد ميکروجلبک ها 
روي مـواد نانوکامپوزيـت سـبب حفـظ يکپارچگـي سـلول ها 
حتـي پـس از شـش  ماه تمـاس با محلـول آبي مي شـود )48(.

بنابرايـن در اکثـر تحقيقـات قبلـي نيـز مشـابه تحقيـق حاضر، 
نشـان داده شـده اسـت کـه ميکروارگانيسـم هاي تثبيت شـده 
بالاتـري  تجزيه زيسـتي  توانايـي  آزاد  سـلول هاي  بـه  نسـبت 

دارنـد. دليـل ايـن امـر را مي تـوان بـه عوامـل مختلفـي نظيـر 
نقـش پوشـش محافـظ مـواد حامـل در برابـر ترکيبات سـمي، 
کنـار  ميکروارگانيسـم ها  )سينرژيسـم(  هم افزايـی  تاثيـر 
يکديگـر، کاهـش اثـر بازدارندگـي عوامـل بازدارنـده و انتقـال 
جـرم کنتـرل  شـده مرتبـط دانسـت. براسـاس نتايـج به دسـت 
اسـيدي  محيط هـاي  در   B. licheniformis سـويه    آمـده 
نسـبت بـه محيط هـاي خنثـي از توانايـي کمتري بـراي تجزيه  
زيسـتي نفت خام برخوردار اسـت. اما در حالـت تثبيت راندمان 
حـذف  زيسـتي به مقـدار قابل  توجهـي افزايش  يافته  اسـت که 
مي تـوان نتيجـه گرفـت تثبيت سـلول سـبب افزايـش مقاومت 
ميکروارگانيسـم ها در برابـر شـرايط محيطـي سـخت مي شـود 

 .)50  ،49(
توسـط  بلندزنجيـره  هيدروکربن هـاي  تخريـب  طبيعـت  در 
ميکروارگانيسـم ها به سـختي صـورت مي گيـرد )51(. در ايـن 
تحقيق براسـاس نتايـج کروماتوگرافـي گازي، مي توان گفت که 
سـويه  B. licheniformis تثبيت شـده، در تجزيه آلکان هاي 
 Sadeghazad .بلندزنجيـره نيـز عملکرد خوبي داشـته  اسـت
را  زنجيـره  بلنـد  آلکان هـاي  تخريـب   )2003( همـکاران  و 
و   B. subtillis  ،B. licheniformis سـويه سـه  توسـط 
آنهـا  نتايـج  بـا  مطابـق  کردنـد.  بررسـي   Pseudomonas
سـيکلوآلکان هاي  و  ايـزو  تخريـب  در   B. licheniformis
بلندزنجيـره موفـق بـوده اسـت که ايـن نتيجه، مشـاهدات اين 

مطالعـه را تاييـد مي کنـد )52(. 

نتيجه گيري 
نتايـج کلـي نشـان مي دهـد کـه تثبيـت سـلول های ميکروبـی 
بـراي  نوآورانـه  رويکـردي  کلسـيم،  آلژينـات  دانه هـاي  درون 
عـلاوه  کـه  اسـت  آلـوده  محيـط  از  نفت خـام  تجزيه  زيسـتي 
طولاني تـر،  مـدت  بـراي  ميکروارگانيسـم ها  از  محافظـت  بـر 
سـبب افزايـش مقاومـت آنهـا در برابر شـرايط محيطي سـخت 
و افزايـش بهبـود کارايـي آنهـا در تخريـب آلاينـده مي شـود. 
همچنيـن بـا اسـتفاده از روش الکترواسـپري مي تـوان سـايز 
دانه هـاي آلژينـات را کاهـش داد و بر مشـکلات انتقـال جرمي 
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ايـن سـامانه مي توانـد  فائـق آمـد و  سـامانه تثبيـت سـلولي 
به عنـوان جايگزيـن مناسـبي بـراي سـامانه سـلول هاي آزاد در 

تصفيـه پسـاب مـورد اسـتفاده قـرار گيـرد. 

ملاحظات اخلاقي
نويسـندگان کليـه نـکات اخلاقـي شـامل عـدم سـرقت ادبـي، 
انتشـار دوگانـه، تحريـف داده هـا و داده سـازي را در ايـن مقاله 

رعايـت کرده انـد.

تشکر و قدرداني
عنــوان  بــا  پايان نامــه  از  بخشــي  حاصــل  مقالــه  ايــن 

"زيست ســالم ســازی آب هــای آلــوده بــه نفت خــام بــا 
اســتفاده از ســامانه ســلول ميکروبــي تثبيــت شــده" در مقطــع 
 HSE ــش کارشناســي ارشــد رشــته مهندســي شــيمي گراي
مصــوب ســال 1398 در دانشــکده محيط زيســت کــرج اســت 
ــن  ــاي نوي ــي فناوري ه ــکده مهندس ــت دانش ــا حماي ــه ب ک
دانشــگاه شــهيد بهشــتي تهــران اجــرا شــده اســت. نگارنــدگان 
ــني  ــي ابوالحس ــر عل ــاي دکت ــد از آق ــود لازم مي دانن ــر خ ب
ســورکي بــه خاطــر جداســازي، شناســايي و در اختيــار قــرار 
دادن ســويه باکتريايــي جهــت انجــام ايــن پژوهــش تشــکر و 

ــد. ــی نماين قدردان
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Background and Objective:  Petroleum compounds are major contributors 
to aquatic environmental pollution.  In recent years, biological treatments as 
environmental-friendly and cost-effective techniques have been used alongside 
the various physico-chemical methods. Microbial cell immobilization in hydrogel 
carriers has been the focus of researchers due to various advantages such as 
ease of microbial species control, non-direct exposure of pollutants to the cells, 
increasing cell resistance during different types of stresses and reusability. The 
main goals of this study were introduction to electrospraying technique in order to 
size reduction of alginate beads and comparison of heavy crude oil biodegradation 
using an isolated strain of Bacillus licheniformis in free and immobilized cells.
Materials and Methods: The oil-degrading strain was isolated from oil-polluted 
site on Kharg Island. Microbial cells were examined in both free and immobilized 
systems under different conditions (pH=5,7) and initial crude oil concentration 
(1500,3500 ppm). Electrospraying technique was used for alginate beads 
production. Residual crude oil content was analyzed by gas chromatograph and 
gravimetrically method.
Results: The maximum oil removal (61%) was obtained for the immobilized 
cells at a concentration of 3500 ppm in neutral medium. Overall, according to the 
results, after the 14th day, the biodegradation through the immobilized cells was 
significantly (p<0.05) higher than the free cells. Moreover, the cell immobilization 
caused the microorganisms to be more resistant to the harsh environments.
Conclusion: This study showed that the immobilized microbial cell system has 
a great potential for oil wastewater treatment. The electrospraying technique can 
be used to overcome to the mass transfer limitations.

Please cite this article as: Khanpour-Alikelayeh E, Partovinia A, Talebi A, Kermanian H. Biodegradation of crude oil by immobilized microbial cells in 
alginate beads produced by electrospraying technique. Iranian Journal of Health and Environment. 2020;12(4):555-70.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

ls
.tu

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
1-

27
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            16 / 16

https://journals.tums.ac.ir/ijhe/article-1-6294-fa.html
http://www.tcpdf.org

