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های  و پاسخ Chlorella vulgaris پتانسیل کاهش آلودگی نفت خام توسط جلبک سبز

 فیزیولوژیک ناشی از آن
  2مظاهری اسدی مهناز، 1 ، ندا سلطانی1رویا غفاری

 ، گروه میکروبیولوژی نفت، تهرانلوم پایه کاربردی جهاد دانشگاهیپژوهشکده ع1 

 پژوهشکده زیست فناوری، تهران صنعتی ایران،های علمی و  سازمان پژوهش 2  

 مقاله: نوع

 پژوهشی
 چکیده

های  های محیطی ناشی از فعالیت آلودگی  ترین مشکلات جهانی، مسئلههای اخیر یکی از مهمسال در

نفت از جمله در ایران، این ماده به عنوان   سفانه در کشورهای تولید کنندهأمت باشد. اعی میصنعتی و اجتم

در این مطالعه تاثیر نفت خام بر برخی از  رود. های محیط زیست به شمار میترین آلایندهیکی از اصلی

کلروفیل و  مانند میزان رنگیزه فتوسنتزیکلرلا ولگاریس پاسخ های فیزیولوژیکی جلبک تک سلولی 

فتوسنتز، نرخ رشد و نیز توانایی جلبک مورد نظر در تجزیه این ماده مورد بررسی قرار گرفت. جهت 

  N8افزایش بیومس جلبکی، پس از خالص سازی به روش پلیت آگار، کلنی ها به محیط کشت مایع 

ربن در نظر گرفته منتقل شدند. پس از قرار گرفتن نمونه جلبکی در فاز لگاریتمی، محیط کشت بدون ک

نرخ فتوسنتز به  % تیماردهی گردید. مقادیر کلروفیل با روش اسپکتروفتومتری و1شد و با نفت خام 

مورد  تجزیه نفت توسط جلبک با روش آنالیز گاز کروماتوگرافی  اکسی ویوو و میزان وسیله دستگاه

ن جلبک در تیمار نفت خام افزایش بررسی های فیزیولوژیک نشان داد، نرخ رشد ای ارزیابی قرار گرفتند.

چشمگیری داشت در حالی که بیشترین میزان کلروفیل و فتوسنتز در نمونه شاهد بوده است. همچنین 

قادر به تجزیه درصد قابل توجهی از نفت خام بوده   vulgaris Chlorella نتایج حاکی از آن بود که جلبک

های زیستی از جمله  در تجزیه آلودگی vulgaris Chlorella است. این نتایج بیانگر توانمندی جلبک

  باشد. آلودگی های نفتی می

 مقاله: تاریخچه

 11/10/39دریافت: 

 13/10/39اصلاح: 

 02/10/39پذیرش: 

 : کلمات کلیدی

  اسپکتروفتومتری

  آلودگی نفتی

 رنگیزه فتوسنتزی

 کروماتوگرافی گازی 

 کلروفیل
 

 مقدمه 

شمار   محیطی به ترین آلاینده زیست عنوان اصلی  های تولیدکننده نفت از جمله ایران، این ماده به ورکش های اخیر در در سال

های طبیعی، مطالعات پیرامون تجزیه زیستی ترکیبات  های نفتی و ارزش حفظ اکوسیستم رود. بنابراین با افزایش آلودگی می

های متعددی از  میکروارگانیسم(. Megharaj et al., 2013کرده است )های دخیل در این امر اهمیت پیدا  نفتی و میکروارگانیسم

(. Chaillan et al., 2006) اند گرفته رها مورد بررسی قرا ها و مخمرها از نظر توانمندی تجزیه هیدروکربن ها، قارچ جمله باکتری

 ,Agbozu and Opueneاست ) شده های دریا و آب شیرین مطالعه اثرات هیدروکربن های نفتی به ویژه نفت خام در جلبک

2009; Kumar et al., 2009; Dubey et al., 2011 .)از لحاظ متابولیسمی توانایی استفاده از منابع ها  میکروارگانیسم

ین ابه عنوان منابع انرژی برای  ها معمولاً آلودگیآلوده زندگی کنند.   های  توانند در این خاک هیدروکربنی را داشته بنابراین می
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یندی است که از آفرنام دارد، زیست پالایی ها توسط موجودات زنده که  . عمل پاکسازی آلودگیها هستند میکروارگانیسم

لایی از طریق استفاده ها استفاده می کند. زیست پا حذف آلودگی های زنده برای تقویت سرعت های کاتابولیکی ارگانیسم توانایی

ی این  در میکروارگانیسم ها و عملکردهای کاتابولیکی یا از طریق معرفی ژن های کد کنندههای متابولیکی موجود  از پتانسیل

مثل  معدنیمی شوند و به ترکیبات  تجزیه این ترکیبات به طور کامل(. Ilynia et al., 2003) می آیدها به تجزیه دست عملکرد

قارچ های  ها، سیانوباکتری ویژه به ها از میکروب ی وسیعی گستره دی اکسید کربن تبدیل می شوند و سپس هضم می گردند.

از  مخلوط یمخمرها برای حذف هیدروکربن در دریا مهم شناخته شده اند. تجزیه نفت در محیط دریا با جمعیت ریسه ای و

 های اکسیداسیون هیدروکربن ها جلبک ریز .است شده گزارش میکروبی های های آن محل یا با استفاده از توده میکروب

ها به  این فرایند با اکسیداسیون آن(. Raghukumar et al., 2001) آروماتیک تحت شرایط رشد فتواتوتروفی را نشان دادند

 (. Gamila et al., 2003) اجزایی با وزن مولکولی کمتر یا با تغییر آن هیدروکربن به اجزایی با قطبیت بیشتر انجام می پذیرد

شود. جلبک  دهند که زنجیره غذایی زمین را شامل می ها را تشکیل می های مختلف ارگانیسم زنجیره در گروه اولینها  جلبک

Chlorella vulgaris سلولی و غیر متحرک است  های سبز تک که در این مطالعه مورد استفاده قرار گرفته است، از دسته جلبک

وسیله یک  ، به1391جلبک اولین بار در سال  شود. این های شیرین و آب شور یافت می که در سطح خاک مرطوب، درون آب

کروی شکل  سلولی، صورت خالص در آزمایشگاه کشت داده شد. این جلبک تک به Beijernickنام  میکروبیولوژیست هلندی به

رنگ که در  نازک، کلروپلاست بزرگ و فنجانی شکل فاقد پیرونوئید و یا با پیرونوئید و سیتوپلاسم بی بوده و دارای دیواره نسبتاً

هایی است که در  باشد. این جلبک از نمونه جلبک درشتی در بالای کلروپلاست قرار گرفته است، می درون آن هسته نسبتاً

و  El-Sheekh(. Sharma, 1986گیرد ) بسیاری از آزمایشات فتوسنتز، بیوشیمیایی و حتی ژنتیک مورد استفاده قرار می

و اثر  C. vulgarisسلولی  های مختلف نفت خام توسط جلبک تک نمندی تجزیه غلظتبه بررسی توا 0119همکارانش در سال 

های نفتی نظیر نفتالن و تولوئن  چنین اثر هیدروکربنبک از جمله نرخ رشد پرداختند. همهای فیزیولوژیک این جل ها بر پاسخ آن

مورد ارزیابی قرار  0111در سال  Qingxia Kongو  1331در سال  Singh و Gaurتوسط  C. vulgarisبر میزان رشد جلبک 

 گرفتند. 

سازی شده از سواحل جزیره خارک و اثر  جدا C. vulgarisهدف از این پژوهش، بررسی میزان تجزیه نفت خام توسط جلبک 

 این ماده آلی بر میزان رشد و رنگیزه فتوسنتزی کلروفیل و نیز نرخ فعالیت فتوسنتزی بوده است.

 ها مواد و روش

های متوالی بر روی  آوری شد و پس از انتقال به آزمایشگاه طی پاساژ از سواحل جزیره خارک جمع C. vulgarisه جلبک نمون

 ,Andersenهای جداگانه کشت گردید ) سازی بر روی پلیت های خالص نمونه جداسازی و پس از خالص های آگار کلنی پلیت

2005 .) 

 

 تصویر میکروسکوپی نمونه جلبکی. 1شکل 
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جهت افزایش بیومس، منتقل شدند. ترکیب شیمیایی محیط کشت  N8 های خالص به محیط کشت تخصصی مایع سپس نمونه

N8 021گرم در لیتر(:  عبارتند از )مقادیر بر اساس میلیNa2HPO4.12H2O,  041؛ KH2PO4, 11؛ CaCl2, 11؛ FeEDTA, ؛

01 MgSO4.7H2O, 1111؛ KNO3, 09/9؛ Al2(SO4)3.18H2O, 39/10؛ MnCl2.4H2O, 99/1؛ CuSO4.5H2O, 0/9؛ 

ZnSO4.7H2O,.  به محیط کشت مایع 1پس از آن نفت خام به میزان %N8 تحت شرایط مطلوب عنوان تیمار افزوده شد و  به

°کشت از نظر دما 
C0±91 0میکرومول فوتون برمتر مربع بر ثانیه،  21، نورpH   .و هوادهی قرار گرفتند 

جذب نوری در طول  میزاناز طریق گرم در لیتر(. رشد نمونه جلبکی  99زیره خارک اندازه گیری گردید )شوری آب دریا در ج

بر   د. سپس منحنی رشد جلبک مذکور رسم شد و نرخ رشد نمونهگیری ش  ازهدانبار  روز، هر دو روز یک 11طی  nm 001 موج

ین منظور پس از ه ا( استفاده شد، ب1300) Markerاز روش  برای سنجش مقدار کلروفیلاین اساس محاسبه گردید. 

گیری نرخ  خوانده شد و مقدار کلروفیل محاسبه گردید. جهت اندازه nm 220 گیری با متانول، جذب نوری در طول موج عصاره

ه شد سوسپانسیون جلبک استفاد mL0  فعالیت فتوسنتزی، دستگاه اکسی ویو مورد استفاده قرار گرفت. در این روش از تزریق

 (. Dodds, 1989دقیقه محاسبه شد ) 1و میزان تصاعد اکسیژن در 

از آنالیز گاز کروماتوگرافی توسط دستگاه گاز کروماتوگرافی،  C. vulgarisبه منظور بررسی میزان تجزیه نفت خام توسط جلبک 

ستگاه گاز کروماتوگرافی مورد استفاده در دهای  تخصصی مربوط به نفت خام، بهره گرفته شد.  ها و استاندارد با استفاده از ستون

 00/1متر و قطر  91به طول  RTX-5Msو ستون  (FIDای ) دارای دتکتور یونیزاسیون شعله ،Schimadzu 15A این پژوهش

 انجام شد. GC% به محیط کشت جلبک، آنالیز 1روز از افزودن نفت خام  14متر بوده است. پس از گذشت  میلی

مورد تجزیه و تحلیل قرار  SPSS و Excelهایی مانند  افزار دست آمده توسط نرم  زیولوژیکی، اطلاعات بهبه منظور آنالیز فی

 انجام شد. Tukeyو طرح  ANOVAگرفتند. آنالیزهای آماری بر اساس سه تکرار در هر آزمون و آنالیز واریانس یکطرفه 

 جـنتای

dه نمونه شاهد و به میزان ماکزیمم نرخ رشد نمونه جلبکی در این مطالعه مربوط ب
( که این میزان 0بوده است )شکل  00/1 1-

d% نفت خام به میزان 1داری با نرخ رشد تحت تیمار  بر اساس آنالیز آماری، اختلاف معنی
از خود نشان داده  (9)شکل  19/1 1-

 است.

 

 در نمونه شاهد .vulgaris Cحنی رشد جلبک من .0شکل 
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 % نفت خام1تحت تیمار  .vulgaris C ی رشد جلبکمنحن. 9شکل 

 

رشد حاکی از آن است که رشد جلبک در مقایسه با شاهد روندی افزایشی از خود نشان داده است در واقع  نتایج فیزیولوژیکی

 ت.عنوان منبع کربن استفاده نموده و در حضور این ترکیب آلی قادر به رشد مطلوب بوده اس  از نفت خام به ،این نمونه جلبکی

نشان  C. vulgaris نمونهگیری میزان کلروفیل را در نمونه شاهد و نیز تحت تیمار نفت خام در  نتایج حاصل از اندازه، 4شکل 

µg mLبیشترین محتوای کلروفیل با میزان دهد.  می
در نمونه شاهد مشاهده شده است. طبق نتایج آنالیز آماری،  94/4 1-

  دار نبوده است. خام نسبت به نمونه شاهد، معنیکاهش میزان کلروفیل در تیمار نفت 

تیمار نفت خام و تحت جلبکی مربوط به نمونه شاهد بود  چنین در این پژوهش بالاترین میزان فعالیت فتوسنتزی در نمونههم

خام در این داری بین نمونه شاهد و تیمار نفت  که نتایج آنالیز آماری حاکی از آن بود که اختلاف معنیکاهش ملایمی داشت 

 (.P< 0.05) خصوص وجود ندارد 

 

 % نفت خام1در نمونه شاهد و تیمار  C. vulgarisو فتوسنتز نمونه  میزان کلروفیل .4شکل 

پرداخته شد که از آنالیز گاز نیز در تجزیه نفت خام  C. vulgarisدر این پژوهش به بررسی میزان توانمندی جلبک 

گردد این جلبک قادر به تجزیه  مشاهده می 0گونه که در شکل  همانایش استفاده گردید. کروماتوگرافی جهت انجام این آزم

 %( بوده است.92/20نفت خام به میزان )
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 C. vulgarisتجزیه نفت خام توسط جلبک  میزان .0شکل 

 بحث 

گیری شده است. بر  ازهمتر اند نانو 001موج   بر اساس جذب نوری در طول تحقیقمیزان رشد جلبک مورد آزمایش در این 

% در مقایسه با شاهد سبب افزایش رشد جلبک مذکور شده است که 1دست آمده افزودن نفت خام به میزان  اساس نتایج به

در  باشد. تحت تیمار نفت خام می Oscillatoria و Anabaenaهای  ( در سویه0119و همکاران ) Gamilaهای  مطابق با یافته

، این در حالی است که شدهنفت خام دیده  درصد  یکتوده نسبت به نمونه شاهد در پی افزودن  افزایش زی سویه های مذکور

رشد بیشینه متفاوت بوده است. اگرچه میزان جذب نوری و در نتیجه رشد جلبک در تیمار نفت خام افزایش داشت اما این 

( می باشد 0119و همکاران )  Kumar مطالعهطابق با نتیجه سوم پس از تیماردهی ایجاد شده است. این امر م از روزافزایش 

های تیمار داده شده شروع به رشد در این محیط کشت کردند این  روز از تیماردهی، تمام سلول 10-0که اظهار داشتند پس از 

متفاوت کرده است. پس  ها را قادر به تنظیم تغییرات در شرایط فیزیولوژیکی تواند به دلیل تحریک تغییرات باشد که سلول می

به مدت سه روز در حال سازگار شدن با شرایط ایجاد شده در پی افزودن نفت  C. vulgarisتوان نتیجه گرفت که جلبک  می

های مختلف نفت خام را بر میزان  اثر غلظت 0119و همکاران نیز در سال  El-Sheekhخام به محیط کشت خود بوده است. 

مورد ارزیابی قرار دادند. نتایج نشان داد بیشترین میزان نرخ رشد  C. vulgaris و Scenedesmus obliquusرشد دو جلبک سبز 

نفت خام بود. نتایج این  درصد 0/1در حضور  Scenedesmus obliquus% نفت خام و برای 0 در تیمار C. vulgarisبرای جلبک 

بیشترین میزان رشد  C. vulgarisسلولی  در جلبک تکداد  باشد که نشان می حاصل از پژوهش حاضر نیز پژوهش مبین نتایج 

 % نفت خام بوده است.1مربوط به غلظت 

% 1نفت خام، میزان این رنگیزه فتوسنتزی در پی افزودن   دست آمده از سنجش محتوای کلروفیل تحت تیمار بر اساس نتایج به

تواند به دلیل مهار بیوسنتز کلروفیل  محتوای کلروفیل می کاهش در کاهش یافته است. Chlorella vulgarisنفت خام در جلبک 

 Sundaramهای  این نتایج با یافته .باشد که با مهار آلفا آمینولوولونیک اسید دهیدروژناز و پروتوکلروفیلید ردوکتاز ایجاد شده باشد

های بالا منجر به کاهش  وئن در غلظتهای محیطی از قبیل بنزن و تول مطابقت دارد که نشان داده آلایندهSoumya (0111 ) و 

 شدن فرآیندهای حیاتی از قبیل فتوسنتز و جذب نیترات شوند.  فعال مقدار کلروفیل و غیر

نشان داد که نرخ فعالیت فتوسنتزی در  C. vulgaris% نفت خام بر میزان فعالیت فتوسنتزی جلبک 1دست آمده از تاثیر  نتایج به

کنندگی یا مهار فتوسنتز  اثر تحریکداری در مقایسه با شاهد بوده است.  دارای اختلاف کاهشی معنادهی  این نمونه پس از تیمار

پذیری غشاء  های پایین موجب افزایش نفوذ پذیری غشاء باشد. غلظت دلیل تغییرات در نفوذ های نفتی ممکن است به توسط آلاینده

 کنند. این نتیجه مطابق با نتایج پذیری غشاء اختلال ایجاد می تی در نفوذهای نف کربن های بالای هیدرو که غلظت شوند در حالی می

ها  محیط کشت سیانوباکتری مبنی بر بررسی اثر افزودن تولوئن، بنزن و زایلن به 0111در سال  Soumya و  Sundaram مطالعه

های دریایی  در سه گونه از جلبک ( اثر کاهشی در میزان تصاعد اکسیژن1339) Kabli چنین نتایج حاصل از پژوهشاست. هم
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% نفتالن به محیط  111دریافتند که افزایش  1304و همکاران نیز در سال  Sotoتحت تیمار نفتالن و نفت خام را  نشان داد. 

شود. مهار فتوسنتز در میزان بالای نفت  باعث توقف کامل و بلافاصله فعالیت فتوسنتزی می Chlamydomonas angulosaکشت 

 (. Singh and Gaur, 1988توضیح داده شده است ) ІІویژه در فتوسیستم  های نوری به همچنین با مهار واکنشخام 

% نفت خام نیز نتایج حاصل از دیگر 1نتایج حاصل از انجام گاز کروماتوگرافی در تشخیص میزان توانمندی این جلبک در تجزیه 

به بررسی توانایی تجزیه نفت خام توسط دو جلبک سبز  0119در سال  El-Sheekhطور مثال  کند. به ها را تایید می پژوهش

Scenedesmus obliquus  وC. vulgaris  1و  0/1پرداخت. نتایج نشان داد بیشترین میزان تجزیه توسط این دو جلبک در حضور 

در تجزیه  Anabaena sp. ISC55باکتری  ( نیز به بررسی توانایی سیانو1931نفت خام بوده است. همچنین بابایی ) درصد

های فیزیولوژیک سیانوباکتری مربوطه پرداخت و نتایج نشان داد بیشترین میزان  ها در پاسخ های مختلف نفت خام و اثر آن غلظت

های بالاتر بود. نتایج این دو پژوهش مبین نتایج  که رشد بهینه متعلق به غلظت % نفت خام رخ داد در حالی1تجزیه در غلظت 

بیشترین میزان تجزیه نفت خام مربوط به  C. vulgaris سلولی باشد. نشان داده شد در جلبک تک می از پژوهش حاضر نیز حاصل 

های نفتی و نفت خام رخ  کربن های پایین هیدرو این بیشترین میزان تجزیه زیستی در غلظت% نفت خام بوده است بنابر1غلظت 

 دهد.  می

 های زیستیاکوسیستمهای اصلی  کنندهسمی برای سیستم های بیولوژیک و یکی از آلوده جایی که نفت یک فرآوردهاز آن

عنوان شاخصی جهت   تواند بیانگر پتانسیل این جلبک برای استفاده از آن بهنتایج حاصل از این آزمایش می ،شودمحسوب می

 های نفتی در مناطق آلوده باشد. تجزیه زیستی آلودگی

 تشکر و قدردانی

خاطر حمایت جهت ه دانشگاهی ب های نفتی ایران و نیز پژوهشکده علوم پایه کاربردی جهاد از شرکت پایانه مقاله سندگاننوی

 انجام این تحقیق تشکر می نمایند.
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