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چکیده 
نشــت‌نفت‌خام‌و‌ماندگاری‌ترکیبات‌هیدروکربنی‌در‌محیط‌زیســت،‌تهدیدی‌جدی‌برای‌ســلامت‌انسان‌و‌

اکوسیســتم‌ها‌محسوب‌می‌شود.‌این‌ترکیبات‌به‌دلیل‌ســمیت،‌پایداری‌بالا‌و‌تجمع‌در‌منابع‌آب‌و‌خاک،‌

موجب‌اختلال‌در‌زنجیره‌های‌غذایی‌و‌تشــدید‌بحران‌های‌زیست‌محیطی‌می‌شوند.‌زیست‌پالایی‌با‌بهره‌گیری‌

از‌میکروارگانیســم‌ها،‌راهکاری‌مؤثر،‌اقتصادی‌و‌ســازگار‌با‌محیط‌برای‌حذف‌این‌آلاینده‌ها‌اســت.‌در‌این‌

پژوهش،‌توان‌تجزیه‌نفت‌خام‌توسط‌باکتری‌.‌Methylorubrum‌spدر‌دو‌وضعیت‌سلول‌آزاد‌و‌تثبیت‌شده‌

در‌آلژینات‌ســدیم‌بررسی‌و‌فعالیت‌آنزیم‌های‌آلکان‌مونو‌اکسیژناز،‌سیتوکروم‌‌P450و‌لیپاز‌به‌عنوان‌آنزیم‌های‌

کلیدی‌در‌تجزیه‌ترکیبات‌نفتی‌ارزیابی‌شد.

نتایج‌نشان‌داد‌که‌در‌حضور‌چهار‌درصد‌نفت‌خام‌)‌3200میلی‌گرم‌در‌لیتر(،‌باکتری‌در‌حالت‌آزاد‌موفق‌به‌

تجزیه‌حدود‌50درصد‌از‌ترکیبات‌نفتی‌شــد،‌درحالی‌که‌تثبیت‌آن‌در‌دانه‌های‌آلژیناتی‌موجب‌افزایش‌تجزیه‌

به‌70درصد‌شــد.‌آنالیز‌‌GC-MSنشــان‌داد‌آلکان‌های‌ســبک‌)C4-C9(‌به‌طور‌کامل‌و‌ترکیبات‌سنگین‌

)C14-C28(‌تا‌‌74درصد‌در‌حالت‌تثبیت‌شــده‌تجزیه‌شــدند.‌تصاویر‌میکروســکوپی‌‌FE-SEMساختار‌

متخلخل‌دانه‌ها‌و‌توزیع‌مناسب‌سلول‌ها‌را‌نشان‌داد.‌بیشینه‌فعالیت‌آنزیمی‌آلکان‌مونو‌اکسیژناز،‌سیتوکروم‌

‌P450و‌لیپاز‌در‌سلول‌های‌تثبیت‌شده‌در‌روز‌سوم‌به‌ترتیب‌برابر‌با‌‌13.55,‌9.5,‌9واحد‌بر‌میلی‌گرم‌بود.

تثبیت‌باکتری‌موجب‌افزایش‌پایداری،‌حفاظت‌ســلولی‌و‌ارتقای‌عملکرد‌تجزیه‌ای‌شــد.‌نتایج‌این‌مطالعه‌

نقش‌اثربخش‌تثبیت‌.‌Methylorubrum‌spرا‌در‌زیست‌پالایی‌نفت‌خام‌تأیید‌کرده‌و‌می‌تواند‌گامی‌مؤثر‌در‌

توسعه‌سامانه‌های‌مقیاس‌پذیر،‌ایمن‌و‌دوستدار‌محیط‌زیست‌برای‌مدیریت‌آلودگی‌های‌نفتی‌به‌شمار‌‌رود.
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مقدمه
در‌دنیای‌امروز،‌هیدروکربن‌هــای‌موجود‌در‌نفت‌خام‌

همچنان‌یکی‌از‌منابع‌اصلی‌تأمین‌انرژی‌محسوب‌می‌شوند.‌

با‌این‌حال،‌این‌ترکیبات‌به‌دلیل‌ویژگی‌های‌سمی،‌سرطان‌زا‌

و‌پایــداری‌بالا‌در‌برابر‌تجزیه‌زیســتی،‌تهدیدی‌جدی‌برای‌

سلامت‌انســان‌و‌اکوسیستم‌ها‌به‌شــمار‌می‌آیند.‌از‌جمله‌

پیامدهای‌زیســت‌محیطی‌حضور‌آن‌هــا‌می‌توان‌به‌آلودگی‌

منابع‌آب‌و‌خاک،‌برهم‌خوردن‌تعادل‌در‌زنجیره‌های‌غذایی‌

و‌افزایش‌انتشــار‌گازهای‌گلخانه‌ای‌اشاره‌کرد‌که‌در‌نهایت‌

منجر‌به‌بــروز‌چالش‌های‌اقتصادی‌و‌اجتماعی‌گســترده‌

‌)Ahmed‌and‌Fakhruddin,‌2018;‌Elijah,می‌شــوند‌

‌2022;‌Mohanta‌ et‌ al.,‌ 2024;‌ Tahmasbizadeh‌ et

)al.,‌2025.‌علاوه‌بر‌این،‌حضور‌نفت‌خام‌در‌محیط،‌به‌ویژه‌

در‌موارد‌نشت‌نفت،‌خطرات‌بلندمدت‌زیست‌محیطی‌ایجاد‌

می‌کند‌که‌نیازمند‌اقدامات‌نظارتی‌سخت‌گیرانه‌و‌راهکارهای‌

‌)Godec‌and‌Biglarbigi,‌1991;‌Ngene‌etپایدار‌اســت‌

.al.,‌2016;‌Sojinu‌and‌Ejeromedoghene,‌2019(

فراینــد‌پاک‌ســازی‌آلودگی‌نفتی‌از‌طریــق‌روش‌های‌

فیزیکی،‌شــیمیایی،‌مکانیکی‌و‌زیســتی‌صورت‌می‌گیرد.‌

روش‌های‌شیمیایی‌و‌فیزیکی‌به‌طورمعمول‌نیازمند‌تجهیزات‌

صنعتی‌پرهزینه‌و‌مصرف‌انرژی‌بالا‌هستند.‌در‌مقابل،‌تجزیه‌

زیستی‌راهکاری‌مناسب‌و‌دوستدار‌محیط‌زیست‌برای‌حذف‌

‌)Omotosho,‌2024;‌Rezaeiترکیبات‌نفتی‌به‌شمار‌می‌آید‌

)Somee‌et‌al.,‌2016.‌اثربخشــی‌این‌روش‌تا‌حد‌زیادی‌

وابســته‌به‌انتخاب‌گونه‌های‌میکروبی‌مناسب‌و‌همچنین‌

شــرایط‌محیطی‌حاکم‌بر‌فرآیند‌پالایش‌اســت.‌گونه‌های‌

‌،Achromobacter ‌،Acinetobacter ماننــد‌ مختلفــی‌

زیســت‌پالایی‌ برای‌ ‌Pseudomonasو‌ ‌Flavobacterium

مورد‌بررســی‌قرار‌گرفته‌اند‌)Salam‌et‌al.,‌2015(.‌یکی‌

دیگر‌از‌میکروارگانیسم‌ها،‌باکتری‌های‌متیلوتروف‌اختیاری‌

مانند‌‌Methylorubrumهستند‌که‌می‌توانند‌ترکیبات‌تک‌

کربنه‌مانند‌متانول‌و‌فرمالدهید‌را‌متابولیزه‌کرده‌و‌در‌شرایط‌

محیطی‌متنوع‌به‌فعالیت‌بپردازند.‌علاوه‌بر‌این،‌مطالعات‌

‌Methylorubrum‌extorquensنشــان‌داده‌اند‌که‌باکتری‌

قادر‌اســت‌ترکیبات‌آروماتیک‌نفتی‌نظیــر‌نفتالن،‌زایلن،‌

بنزن‌و‌تولوئن‌را‌با‌راندمــان‌قابل‌توجهی‌تجزیه‌نماید.‌این‌

یافته‌ها‌حاکی‌از‌توان‌بالای‌این‌باکتری‌در‌تحمل‌شــرایط‌

آلوده،‌مصرف‌متابولیت‌های‌واسطه‌ای‌حاصل‌از‌تجزیه‌ناقص‌

و‌ایفای‌نقش‌مؤثر‌در‌کاهش‌بار‌آلاینده‌ها‌در‌محیط‌اســت‌

‌.)Maki‌et‌al.,‌2023(

یکــی‌از‌مهم‌ترین‌دلایلی‌که‌باکتری‌هــای‌تجزیه‌کننده‌

قــادر‌به‌تجزیه‌ترکیبات‌نفتی‌هســتند،‌حضــور‌آنزیم‌های‌

زیست‌تجزیه‌ای‌اختصاصی‌در‌ســاختار‌آن‌هاست‌که‌امکان‌

شکستن‌پیوندهای‌شیمیایی‌هیدروکربن‌ها‌را‌فراهم‌می‌سازد‌

‌.)Wasoh‌ et‌ al.,‌ 2019;‌ Yong‌ and‌ Zhong,‌ 2010(

کارایی‌تجزیــه‌هیدروکربن‌هــا‌به‌طور‌عمده‌بــه‌گونه‌های‌

باکتریایــی‌درگیر‌و‌ماهیــت‌مکانیزم‌های‌اکسیداســیون‌

‌.)Parthipan‌et‌al.,‌2017(آنزیمی‌آن‌هــا‌بســتگی‌دارد‌

آنزیم‌هــای‌دخیــل‌در‌تجزیه‌زیســتی‌آلکان‌ها‌بر‌اســاس‌

طــول‌زنجیره‌کربنــی‌ترکیبات‌هدف،‌به‌ســه‌گروه‌اصلی‌

.)Van‌Beilen‌and‌Funhoff,‌2007(تقســیم‌می‌شــوند‌‌

آلکان‌های‌با‌زنجیره‌کوتاه‌)C1-C4(‌بیشــتر‌توســط‌آنزیم‌

متان‌مونو‌اکســیژناز‌تجزیه‌می‌شوند‌که‌با‌وارد‌کردن‌یک‌اتم‌

اکسیژن‌به‌مولکول،‌آن‌را‌برای‌مراحل‌بعدی‌متابولیسم‌آماده‌

می‌کند.‌آلکان‌های‌با‌زنجیره‌متوســط‌)C5-C16(‌توســط‌

آنزیم‌های‌آلکان‌مونو‌اکســیژناز‌بدون‌هم‌مورد‌اکسیداسیون‌

قرار‌می‌گیرند‌که‌توســط‌ژن‌هایی‌مانند‌‌AlkBکد‌می‌شوند‌

‌و‌آلکان‌ها‌را‌مســتقیم‌به‌الکل‌های‌اولیــه‌تبدیل‌می‌کنند

)Van‌Beilen‌et‌al.,‌1994(.‌در‌مقابل،‌تجزیه‌آلکان‌های‌با‌

زنجیره‌بلندتر‌از‌‌20کربن‌به‌عهده‌آنزیم‌هایی‌نظیر‌سیتوکروم‌

P450،‌آلکان‌هیدروکسیلازهای‌دی‌آهن‌و‌مونو‌اکسیژنازهای‌

وابســته‌به‌فلاوین‌است‌که‌از‌طریق‌واکنش‌های‌اکسیداتیو‌

پیچیــده،‌ترکیبــات‌نفتــی‌ســنگین‌را‌به‌اجــزای‌قابل‌

‌جــذب‌و‌متابولیســم‌توســط‌باکتری‌ها‌تبدیــل‌می‌کنند

)Parthipan‌et‌al.,‌2017;‌Singh‌et‌al.,‌2012(.‌علاوه‌بر‌

این،‌آنزیم‌های‌لیپاز‌نیز‌نقش‌مؤثری‌در‌زیست‌تجزیه‌نفت‌خام‌

دارند‌)Kadri‌et‌al.,‌2018(.‌این‌آنزیم‌ها‌قادرند‌پیوندهای‌

اســتری‌موجود‌در‌ترکیبات‌چرب‌را‌شکســته‌و‌اسیدهای‌

چرب‌و‌گلیسرول‌آزاد‌کنند.‌اسیدهای‌چرب‌حاصل‌می‌توانند‌
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به‌عنوان‌منبع‌انرژی‌و‌کربن‌برای‌رشد‌میکروارگانیسم‌ها‌عمل‌

کرده‌و‌موجب‌تســریع‌فرآیند‌تجزیه‌ترکیبات‌نفتی‌شوند.‌از‌

آن‌جــا‌که‌تجزیه‌نفت‌خام‌یک‌فرآیند‌مداوم‌و‌چندمرحله‌ای‌

است،‌ترکیبات‌واسطه‌ای‌حاصل‌از‌تخریب‌آلکان‌های‌خطی‌

می‌توانند‌به‌عنوان‌ترکیبات‌حدواســط‌برای‌فعالیت‌لیپازها‌

و‌اســترازها‌عمل‌کنند.‌این‌تعامل‌آنزیمی‌میان‌مسیرهای‌

متابولیکی‌مختلف،‌باعث‌بهبود‌کارایی‌زیســت‌پالایی‌شده‌

و‌امکان‌رهگیری‌دقیق‌تر‌پیشــرفت‌تجزیه‌زیستی‌را‌فراهم‌

.)Adlan‌et‌al.,‌2020(می‌سازد‌

اگرچه‌زیســت‌پالایی‌به‌عنوان‌روشــی‌مؤثر،‌کم‌هزینه‌و‌

سازگار‌با‌محیط‌زیست‌برای‌حذف‌آلاینده‌های‌نفتی‌شناخته‌

می‌شــود،‌اما‌در‌عمل‌با‌چالش‌هایی‌نظیر‌کاهش‌فعالیت‌

میکروبی،‌از‌دست‌رفتن‌سویه‌های‌مؤثر‌و‌ناپایداری‌عملکرد‌

مواجه‌اســت.‌در‌این‌میان،‌اســتفاده‌از‌فنــاوری‌تثبیت‌

میکروبی‌با‌فراهم‌آوردن‌شرایطی‌پایدارتر‌برای‌رشد‌و‌فعالیت‌

سلول‌ها،‌حفظ‌تراکم‌بالا،‌کاهش‌تلفات‌میکروارگانیسم‌ها‌

و‌افزایــش‌مقاومــت‌آن‌هــا‌در‌برابر‌تنش‌هــای‌محیطی،‌

می‌تواند‌راهکاری‌مؤثر‌برای‌غلبه‌بر‌این‌محدودیت‌ها‌باشد‌

)Laothamteep‌et‌al.,‌2022(.‌این‌روش،‌کارایی‌افزایش‌

زیستی‌را‌به‌طور‌قابل‌توجهی‌بالا‌می‌برد‌و‌امکان‌کنترل‌بهتر‌

بر‌تعاملات‌میکروبی‌در‌ســایت‌های‌آلوده‌را‌فراهم‌می‌آورد.‌

مزایای‌مختلفی‌از‌سیستم‌های‌سلول‌تثبیت‌شده‌نسبت‌به‌

سلول‌های‌آزاد‌ارائه‌شده‌است‌که‌می‌توان‌به‌مقاومت‌بیشتر‌

در‌برابر‌شرایط‌محیطی‌ســخت،‌نیاز‌کمتر‌به‌محیط‌رشد‌

و‌فضا‌و‌ســهولت‌جداسازی‌ســلول‌از‌محیط‌کشت‌اشاره‌

‌)Eroglu‌et‌al.,‌2015;‌Moreno-García‌et‌al.,کــرد‌

‌2018;‌Partovinia‌and‌Rasekh,‌2018;‌Srividya‌and

.Vishnuvarthan,‌2014(

در‌این‌مطالعه،‌کارایی‌حذف‌نفت‌خام‌توســط‌باکتری‌

و‌ آزاد‌ ســلولی‌ وضعیــت‌ دو‌ در‌ ‌Methylorubrum‌ sp.

تثبیت‌شده‌مورد‌ارزیابی‌قرار‌گرفت‌تا‌مشخص‌شود‌آیا‌فرایند‌

تثبیت‌می‌تواند‌موجب‌بهبود‌زیســت‌تجزیه‌ترکیبات‌نفتی‌

گردد‌یا‌خیر.‌همچنین،‌میــزان‌فعالیت‌آنزیم‌های‌کلیدی‌

دخیل‌در‌تجزیه‌هیدروکربن‌ها،‌از‌جمله‌آلکان‌مونو‌اکسیژناز،‌

سیتوکروم‌‌P450و‌لیپاز،‌بررسی‌شد.‌شایان‌توجه‌است‌که‌

این‌پژوهش،‌نخستین‌مطالعه‌ای‌است‌که‌عملکرد‌باکتری

.‌Methylorubrum‌spرا‌در‌حالــت‌تثبیت‌شــده،‌به‌طور‌

مســتقیم‌و‌اختصاصی‌در‌زمینه‌تجزیه‌ترکیبات‌نفتی‌مورد‌

ارزیابی‌قرار‌می‌دهد.

روش مطالعه
بهینه کردن شرایط رشد و تعیین نرخ رشد باکتری

‌Methylorubrum‌sp.در‌این‌مطالعه‌از‌گونه‌باکتریایی‌

که‌توسط‌گروه‌بیوتکنولوژی‌دانشگاه‌بوعلی‌سینا‌شناسایی‌

شده‌بود،‌استفاده‌شد.‌برای‌آماده‌سازی‌تلقیح،‌باکتری‌مورد‌

نظر‌در‌‌100میلی‌لیتر‌محیط‌کشــت‌‌LBکشت‌داده‌شد‌و‌

در‌دمای‌‌30درجه‌ســانتی‌گراد‌و‌سرعت‌شیکر‌‌130دور‌در‌

دقیقه‌به‌مدت‌‌72ســاعت‌گرماگذاری‌شد.‌پس‌از‌گذشت‌

‌72ساعت،‌ســلول‌ها‌با‌استفاده‌از‌ســانتریفیوژ‌با‌سرعت‌

‌8000دور‌در‌دقیقــه‌به‌مدت‌‌10دقیقه‌در‌دمای‌چهار‌درجه‌

سانتی‌گراد‌جداسازی‌شدند.‌سپس‌سلول‌ها‌دو‌بار‌با‌محلول‌

0/85درصد‌کلرید‌ســدیم‌شست‌وشو‌داده‌شده‌و‌در‌همان‌

‌)OD(محلول‌نگهداری‌شــدند.‌در‌نهایــت،‌چگالی‌نوری‌

نمونه‌در‌طول‌موج‌‌600نانومتر‌با‌استفاده‌از‌اسپکتروفتومتر‌

‌بــر‌مقدار‌یک‌تنظیم‌شــد‌که‌این‌مقــدار‌معادل‌با‌غلظت

.)Sakdapetsiri‌et‌al.,‌2021(‌108بود‌‌CFU/mL

بــرای‌تعیین‌‌pHبهینه‌برای‌رشــد‌باکتــری،‌باکتری‌

‌.‌Methylorubrum‌spبر‌روی‌محیط‌‌MSMحاوی‌چهار‌

درصد‌)‌3200میلی‌گرم‌در‌لیتر(‌نفت‌خام‌ایرانی‌در‌بازه‌های‌

پنج‌تا‌هشت‌)‌7/5‌،7‌،6/5‌،6‌،5/5‌،5و‌8(‌به‌مدت‌‌5روز‌

در‌دمای‌‌30درجه‌سانتی‌گراد‌انکوبه‌شدند.‌نرخ‌رشد‌باکتری‌

در‌فواصل‌زمانی‌مختلف‌)صفر،‌36‌،30‌،24‌،18‌،12‌،6،‌

‌108‌،96‌،84‌،72‌،60‌،48و‌‌120ساعت(‌از‌طریق‌شمارش‌

واحدهای‌تشکیل‌دهنده‌کلونی‌)CFU(‌روی‌محیط‌کشت‌

‌)Jett‌et‌al.,با‌روش‌اســتاندارد‌جت‌و‌همکاران‌‌LBجامد‌

)‌1997اندازه‌گیری‌شد.‌پس‌از‌تعیین‌‌pHبهینه،‌میانگین‌

زمان‌تولید‌)Td(‌و‌نرخ‌رشــد‌ویژه‌)μ(‌باکتری‌با‌استفاده‌از‌

‌)Zwietering‌et‌al.,‌1990(روش‌زویترینگ‌و‌همــکاران‌

محاسبه‌شد.‌
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تثبیت باکتری  در دانه های آلژینات
‌برای‌تثبیــت‌باکتری‌،‌مایــع‌تلقیح‌بــا‌غلظت‌حدود

‌108‌CFU/mLتهیه‌شــد.‌سلول‌های‌باکتری‌با‌سانتریفیوژ‌

‌4000دور‌در‌دقیقــه‌به‌مــدت‌‌10دقیقه‌از‌محیط‌کشــت‌

جداســازی‌شدند‌و‌ســپس‌در‌محلول‌استریل‌)W/V(‌دو‌

درصد‌آلژینات‌ســدیم‌معلق‌شــدند‌و‌به‌آرامی‌به‌مدت‌یک‌

ساعت‌مخلوط‌شدند.‌مخلوط‌به‌داخل‌بورت‌‌25میلی‌لیتری‌

منتقل‌شد‌که‌در‌فاصله‌‌14سانتی‌متری‌بالای‌سطح‌محلول‌

‌0/2مولار‌کلرید‌کلسیم‌قرار‌داشت.‌قطرات‌به‌شکل‌دانه‌هایی‌

بــا‌قطر‌تقریبی‌یک‌میلی‌متر‌در‌آمده‌و‌به‌مدت‌دو‌ســاعت‌

جهت‌تکمیل‌فرایند‌ژل‌شــدن‌در‌محلول‌کلرید‌کلســیم‌

نگهداری‌شــدند.‌سپس‌دانه‌های‌حاوی‌سلول‌های‌باکتری‌

با‌آب‌مقطر‌اســتریل‌شسته‌شــده‌و‌در‌دمای‌اتاق‌تا‌زمان‌

استفاده‌نگهداری‌شدند.

با نشر میدانی روبشــی  الکترونی   میکروســکوپ 
)FE-SEM(

برای‌بررسی‌ســاختار‌ســطح‌مقطع‌دانه‌های‌آلژینات‌

کلســیم‌حاوی‌باکتری‌های‌تثبیت‌شــده،‌از‌میکروسکوپ‌

الکترونی‌روبشی‌با‌نشر‌میدانی‌)FE-SEM(‌استفاده‌شد.‌

دانه‌ها‌به‌صورت‌تدریجی‌در‌اتانول‌با‌غلظت‌های‌)از‌‌10تا‌‌100

درصد(‌دهیدراته‌شدند.‌سپس‌به‌مدت‌یک‌ساعت‌در‌جریان‌

هوا‌خشــک‌و‌با‌لایه‌نازکی‌از‌طلا‌پوشــش‌داده‌شدند‌و‌با‌

استفاده‌از‌نوار‌گرافیتی‌روی‌پایه‌میکروسکوپ‌پیاده‌سازی‌و‌

ساختار‌آنها‌مشاهده‌و‌ثبت‌شد.

آزمون های تجزیه زیستی نفت خام
طراحی آزمایش

دو‌آزمایش‌برای‌ارزیابی‌توانایی‌گونه‌باکتریایی‌در‌تجزیه‌

نفت‌خام‌انجام‌شــد.‌در‌آزمایش‌اول،‌از‌ســلول‌های‌آزاد‌

باکتری‌استفاده‌گردید.‌آزمایش‌دوم‌مشابه‌آزمایش‌اول‌بود،‌

با‌این‌تفاوت‌که‌به‌جای‌ســلول‌های‌آزاد،‌از‌تعداد‌مشابهی‌

از‌سلول‌ها‌به‌صورت‌تثبیت‌شده‌در‌دانه‌های‌آلژینات‌کلسیم‌

اســتفاده‌شد.‌هر‌دو‌آزمایش‌در‌‌50میلی‌لیتر‌محیط‌کشت‌

‌MSMحاوی‌چهار‌درصد‌نفت‌خام‌انجام‌گرفت.‌نمونه‌های‌

مورد‌آزمایش‌در‌دمای‌‌30درجه‌سانتی‌گراد‌و‌با‌سرعت‌‌150

دور‌در‌دقیقه‌به‌مدت‌‌15روز‌گرماگذاری‌شدند.‌برای‌بررسی‌

اثرات‌غیرزیستی،‌یک‌نمونه‌شاهد‌شامل‌دانه‌های‌استریل‌

)فاقد‌باکتری(‌در‌محیط‌کشــت‌‌MSMحاوی‌چهار‌درصد‌

نفت‌خام‌تهیه‌شــد‌تا‌میزان‌اتلاف‌نفت‌به‌دلایل‌فیزیکی‌یا‌

جذب‌سطحی‌مورد‌بررسی‌قرار‌گیرد.

تمامی‌آزمایش‌ها‌به‌صورت‌سه‌تکرار‌مستقل‌انجام‌شد.

)TPH( اندازه گیری هیدروکربن های نفتی کل
در‌روز‌پانزدهم،‌همــه‌نمونه‌ها‌با‌‌20میلی‌لیتر‌مخلوط‌

ان‌هگزان:دی‌کلرومتان‌)نســبت‌1:1(‌برای‌استخراج‌نفت‌

باقیمانده‌ترکیب‌شــدند.‌ســپس‌از‌روش‌وزنی‌مطابق‌با‌

‌)Khanpour-Alikelayeh‌etخانپور‌علی‌کلایه‌و‌همکاران‌

)‌al.,‌2020برای‌تعیین‌مقدار‌نفت‌باقیمانده‌استفاده‌شد.

GC-MS آنالیز
نفت‌خــام‌باقیمانده‌پس‌از‌هفت‌روز‌انکوباســیون،‌با‌

اســتفاده‌از‌دو‌مرحله‌اســتخراج‌با‌دی‌کلرومتان‌استخراج‌

‌شــد‌)Baltaci‌et‌al.,‌2024(.‌آنالیز‌نمونه‌ها‌با‌دســتگاه

‌Agilent‌GC‌6890/MS‌5973و‌ستون‌‌HP-5MSانجام‌

گرفــت.‌به‌منظور‌تزریق،‌حجم‌یــک‌میکرولیتر‌از‌نمونه‌با‌

نسبت‌تقسیم‌‌1:10وارد‌دستگاه‌شد.‌گاز‌حامل‌هلیوم‌با‌دبی‌

‌1میلی‌لیتر‌در‌دقیقه،‌دمای‌تزریق‌‌280درجه‌سانتی‌گراد،‌و‌

برنامــه‌دمایی‌از‌‌40تا‌‌280درجه‌با‌نرخ‌افزایش‌‌10درجه‌در‌

دقیقه‌تنظیم‌شــده‌بود.‌طیف‌جرمی‌در‌بازه‌جرم‌-بار‌‌30تا‌

‌m/z‌400با‌ســرعت‌‌6طیف‌در‌ثانیه‌ثبت‌گردید.‌شناسایی‌

ترکیبات‌بر‌اساس‌مقایسه‌با‌کتابخانه‌طیفی‌‌NIST05انجام‌

شد.

سنجش فعالیت سه آنزیم های تخریب کننده ترکیبات 
نفتی

پیش‌از‌ســنجش‌فعالیت‌آنزیم‌های‌آلکان‌مونواکسیژناز‌

)AlkB(،‌سیتوکروم‌‌P450)CYP450(‌و‌لیپاز،‌سلول‌های‌

تثبیت‌شده‌در‌دانه‌های‌آلژینات‌با‌استفاده‌از‌محلول‌سیترات‌

سدیم‌با‌غلظت‌‌20گرم‌بر‌لیتر‌و‌بر‌اساس‌روش‌لی‌و‌همکاران‌

)Lee‌et‌al.,‌1991(‌آزادسازی‌شدند.‌

ســپس،‌فعالیــت‌آنزیــم‌‌AlkBبا‌ســنجش‌میزان‌

نانومتــر‌ ‌340 طول‌مــوج‌ در‌ ‌NADH اکسیداســیون‌
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فعالیــت‌ ‌،)Schellenberg‌ and‌ Hellerman,‌ 1958(

‌CYP450بــا‌آزمون‌طیف‌تفاوتــی‌‌COدر‌طول‌موج‌‌450

نانومتر‌)Zuo‌et‌al.,‌2010(‌و‌فعالیت‌لیپاز‌با‌اســتفاده‌از‌

بســتر‌‌pNPPو‌اندازه‌گیری‌جذب‌در‌طول‌موج‌‌405نانومتر‌

)Jauhari‌et‌al.,‌2014(‌سنجش‌شدند.

آنالیز آماری
تمــام‌آزمایش‌ها‌در‌ســه‌تکرار‌انجام‌شــدند‌و‌داده‌ها‌

به‌صورت‌میانگین‌±‌انحراف‌معیار‌)SD(‌ارائه‌شدند.‌تفاوت‌

بین‌تیمارها‌با‌آنالیز‌واریانس‌یک‌طرفه‌)ANOVA(‌و‌آزمون‌

‌p<‌0.01چندگانه‌توکی‌بررســی‌شد.‌سطح‌معنی‌داری‌در‌

‌GraphPad‌Prism‌8در‌نظر‌گرفته‌شد.‌نمودارها‌با‌نرم‌افزار‌‌

رسم‌شدند.

بحث
تأثیر pH بر رشد باکتری 

رشد‌باکتری‌.‌Methylorubrum‌spدر‌بازه‌‌pHاز‌پنج‌تا‌

هشت‌در‌محیط‌‌MSMحاوی‌‌3200میلی‌گرم‌در‌لیتر‌نفت‌

خام‌به‌عنوان‌تنها‌منبع‌کربن‌بررســی‌شد.‌بیشترین‌رشد‌

در‌‌pHبرابر‌با‌‌7/5مشــاهده‌شد‌و‌حدود‌‌72ساعت‌پس‌از‌

شروع‌کشت‌)‌3روز(،‌به‌بالاترین‌میزان‌رشد‌خود‌رسید‌و‌از‌

آن‌پس،‌رشد‌باکتری‌روند‌کاهشی‌پیدا‌کرد.‌این‌باکتری‌در‌

pHهای‌‌6/5و‌هفت‌نیز‌رشد‌خوبی‌داشت،‌اما‌در‌pHهای‌

پنج‌و‌‌5/5رشد‌چندانی‌نداشت‌که‌نشان‌دهنده‌تمایل‌آن‌به‌

شرایط‌خنثی‌تا‌کمی‌قلیایی‌است‌)شکل‌1(.

تأثیر‌‌pHبر‌رشــد‌باکتری‌ها‌یکــی‌از‌عوامل‌کلیدی‌در‌

متابولیسم‌میکروبی‌محسوب‌می‌شود،‌به‌ویژه‌در‌محیط‌هایی‌

کــه‌نفت‌خــام‌تنها‌منبع‌کربن‌اســت.‌در‌ایــن‌مطالعه،‌

‌pHبیشــترین‌رشــد‌را‌در‌‌Methylorubrum‌sp.باکتری‌

برابر‌‌7/5داشــت‌که‌بیانگر‌مطلوب‌بودن‌شرایط‌خنثی‌تا‌

کمی‌قلیایی‌برای‌رشــد‌و‌تجزیه‌نفت‌خام‌توســط‌این‌نوع‌

از‌باکتری‌اســت.‌کاهش‌رشد‌در‌شــرایط‌اسیدی‌می‌تواند‌

ناشــی‌از‌کاهش‌فعالیت‌آنزیم‌ها،‌ناپایداری‌غشــای‌سلولی‌

‌یا‌اختلال‌در‌مســیرهای‌متابولیســم‌هیدروکربن‌ها‌باشد

)Varjani,‌2017(.‌این‌نتایج‌با‌مطالعات‌پیشین‌که‌عملکرد‌

بهینه‌باکتری‌های‌مصرف‌کننده‌هیدروکربن‌‌را‌در‌شــرایط‌

‌)Fatajevaخنثی‌تا‌قلیایی‌گزارش‌کرده‌اند،‌هم‌خوانی‌دارد‌

‌et‌ al.,‌ 2014;‌Qu‌ et‌ al.,‌ 2023;‌Rojas-Gätjens‌ et

‌)al.,‌2022;‌Zhang‌et‌al.,‌2021.‌کیــم‌و‌همــکاران

گونــه کــه‌ کردنــد‌ گــزارش‌ ‌)Kim‌ et‌ al.,‌ 2005(‌

‌M.‌vanbaalenii‌PYR-1در‌محیط‌حاوی‌پایرن‌و‌فنانترن،‌

‌بالاترین‌نرخ‌رشد‌را‌در‌بازه‌‌pHبین‌‌6/5تا‌‌7/5نشان‌داده‌است

.)Kim‌et‌al.,‌2005(

شکل‌1.‌نرخ‌رشد‌باکتری‌.‌Methylorubrum‌spدر‌سطوح‌مختلف‌
‌pHدر‌محیط‌‌MSMحاوی‌چهــار‌درصد‌)‌3200میلی‌گرم‌در‌لیتر(‌

نفت‌خام

نرخ رشد باکتری در بازه زمانی مختلف
در‌شرایط‌کنترل‌)محیط‌حاوی‌یک‌درصد‌گلوکز(،‌رشد‌

.‌Methylorubrum‌spبه‌طور‌پیوســته‌افزایش‌یافت‌و‌در‌

حدود‌‌30ســاعت‌)بیش‌از‌یک‌روز(‌به‌بیشینه‌مقدار‌خود‌

رســید؛‌اما‌پس‌از‌آن‌کاهش‌قابل‌توجهی‌در‌تراکم‌ســلولی‌

مشاهده‌شد.‌در‌محیط‌حاوی‌چهار‌درصد‌نفت‌خام،‌اگرچه‌

نرخ‌رشد‌نسبت‌به‌شرایط‌کنترل‌کمتر‌بود،‌اما‌بیشینه‌رشد‌

در‌حدود‌‌72ساعت‌)سه‌روز(‌به‌دست‌آمد.‌در‌این‌شرایط،‌

نرخ‌رشــد‌ویژه‌باکتری‌برابر‌بــا‌‌0.1028‌d-1و‌زمان‌دو‌برابر‌

شدن‌برابر‌با‌‌6.74روز‌برآورد‌شد‌)شکل‌2(.

مطالعات‌متعددی‌نرخ‌رشــد‌ویــژه‌گونه‌های‌باکتریایی‌

تجزیه‌کننــده‌را‌گــزارش‌کرده‌اند.‌به‌عنوان‌مثال،‌ســویه‌

‌Pseudomonas‌sp.‌LP5که‌از‌خاک‌آلوده‌به‌هیدروکربن‌

در‌لاگوس‌نیجریه‌جداســازی‌شــده‌بود،‌در‌فرآیند‌تجزیه‌

‌0/13‌d-1روغن‌موتور‌مصرف‌شــده،‌نرخ‌رشــدی‌برابر‌بــا‌

نشــان‌داد‌)Obayori‌et‌al.,‌2014(.‌همچنین،‌سلام‌و‌

همکاران‌)Salam‌et‌al.,‌2015(‌گزارش‌کردند‌که‌ســویه‌

‌Methylobacterium‌mesophilicumنرخ‌رشدی‌معادل‌

‌0/10‌d-1در‌حضور‌روغن‌موتور‌مصرف‌شــده‌داشــته‌است‌
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)Salam‌et‌al.,‌2015(.‌این‌تفاوت‌ها‌در‌نرخ‌رشــد‌ممکن‌

است‌ناشی‌از‌ویژگی‌های‌ژنتیکی‌و‌متابولیکی‌ذاتی‌گونه‌ها‌یا‌

میزان‌سازگاری‌آن‌ها‌با‌شرایط‌محیطی‌باشد؛‌زیرا‌گونه‌های‌

مختلف‌نسبت‌های‌متفاوتی‌از‌کربن‌مصرفی‌را‌به‌زیست‌توده‌

.)Salam‌et‌al.,‌2015(و‌دی‌اکسید‌کربن‌تبدیل‌می‌کنند‌

شــکل‌2.‌نــرخ‌رشــد‌باکتــری‌.‌Methylorubrum‌spدر‌محیط‌
‌MSMحاوی‌چهار‌درصد‌نفت‌خام.‌”CO”‌نشــان‌دهنده‌نفت‌خام‌
و‌»Control«‌به‌محیط‌‌MSMحاوی‌یک‌درصد‌گلوکز‌اشاره‌دارد

با میکروسکوپ  تثبیت شــده  سلول های 
)FESEM( الکترونی نشر میدانی

در‌ایــن‌مطالعــه،‌از‌دانه‌های‌آلژینات‌ســدیم‌با‌اندازه‌

یکنواخــت‌و‌قطــری‌در‌حدود‌یک‌میلی‌متــر‌برای‌تثبیت‌

باکتری‌ها‌استفاده‌شد.‌اندازه‌کوچک‌این‌دانه‌ها‌موجب‌شد‌

که‌ترکیبات‌نفت‌خام‌به‌راحتی‌درون‌ماتریس‌نفوذ‌کرده‌و‌با‌

سلول‌های‌باکتریایی‌تثبیت‌شده‌تماس‌مؤثری‌برقرار‌کنند.‌

این‌ویژگی‌موجب‌افزایش‌دسترســی‌باکتری‌ها‌به‌سوبسترا‌

و‌در‌نتیجــه‌بهبود‌کارایی‌تجزیه‌زیســتی‌نفت‌خام‌شــد؛‌

موضوعی‌که‌نتایج‌تجربی‌این‌پژوهش‌نیز‌آن‌را‌تأیید‌می‌کند.‌

همچنین،‌مطالعات‌پیشــین‌نشــان‌داده‌اند‌که‌دانه‌های‌

آلژیناتی‌با‌قطر‌بزرگ‌تر،‌به‌طورمعمول‌در‌حذف‌آلاینده‌هایی‌

‌نظیــر‌فنول‌و‌نفت‌خــام‌از‌کارایی‌پایین‌تــری‌برخوردارند

.)Aksu‌and‌Bülbül,‌1999;‌Partovinia‌et‌al.,‌2023(

شکل‌‌3نمایی‌از‌ساختارهای‌داخلی‌میکروکپسول‌های‌

کلسیم-آلژینات‌و‌سلول‌های‌باکتریایی‌تثبیت‌شده‌درون‌آن‌ها‌

را‌نشــان‌می‌دهد.‌این‌تصاویر‌به‌خوبی‌ویژگی‌های‌متخلخل‌

دانه‌های‌آلژیناتی‌را‌به‌تصویر‌می‌کشــند‌که‌با‌فراهم‌ســازی‌

نسبت‌بالای‌سطح‌به‌حجم،‌امکان‌چسبندگی‌مؤثر‌و‌رشد‌

مناسب‌سلول‌های‌باکتریایی‌را‌فراهم‌کرده‌اند.

این‌شکل‌همچنین‌نشان‌می‌دهد‌که‌حفاظت‌فیزیکی‌

ایجادشــده‌توســط‌ماتریس‌آلژیناتی‌و‌تراکم‌بالای‌سلولی‌

درون‌دانه‌هــا،‌شــاید‌موجــب‌افزایش‌پایــداری‌و‌تقویت‌

فعالیت‌متابولیکی‌باکتری‌ها‌شــده‌است.‌این‌مشاهدات‌با‌

‌نتایج‌گزارش‌شــده‌در‌مطالعات‌پیشــین‌نیز‌مطابقت‌دارد

.)Liang‌et‌al.,‌2009;‌Partovinia‌et‌al.,‌2023(

شکل‌3.‌تصاویر‌میکروسکوپ‌الکترونی‌روبشی‌با‌نشر‌میدانی‌)FE-SEM(‌از‌ساختار‌دانه‌های‌آلژینات‌کلسیم،‌A(‌دانه‌کنترل‌بدون‌سلول‌های‌
باکتریایی،‌B(‌سلول‌های‌باکتریایی‌تثبیت‌شده‌پس‌از‌هفت‌روز‌تجزیه‌زیست
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GC-MS تحلیل
پس‌از‌گذشــت‌پنج‌روز‌انکوباســیون‌در‌حضور‌چهار‌

درصــد‌نفت‌خام‌و‌اســتفاده‌از‌دو‌سیســتم‌آزاد‌و‌تثبیت‌

شــده،‌نمونه‌های‌تجزیه‌شــده‌و‌کنترل‌با‌استفاده‌از‌روش‌

طیف‌سنجی‌جرمی-کروماتوگرافی‌گازی‌)GC-MS(‌تجزیه‌

و‌تحلیل‌شــدند.‌شناسایی‌ساختار‌ترکیبات‌بر‌اساس‌زمان‌

نگهداری‌در‌دستگاه‌‌GC-MSو‌نتایج‌طیف‌جرمی‌آنها‌در‌

جدول‌‌1ارائه‌شــده‌است.‌جدول‌مقایسه‌ای‌نشان‌می‌دهد‌

که‌دو‌سیستم‌زیستی‌شامل‌سلول‌آزاد‌و‌سلول‌تثبیت‌شده‌

.‌Mythylorubrum‌spدر‌تخریب‌n-آلکان‌ها‌و‌مشتقات‌آن‌

عملکرد‌متفاوتی‌دارند.‌در‌ترکیبات‌ســبک‌تر‌مانند‌بوتان،‌

پنتان‌و‌ایزومرهای‌متیله‌شده‌آن‌ها‌)C₄-C₆(،‌هر‌دو‌سیستم‌

کارایی‌‌100درصدی‌از‌خود‌نشان‌داده‌اند،‌اما‌با‌افزایش‌طول‌

زنجیره‌کربنی‌و‌شــاخه‌دار‌شدن‌ساختار‌مولکولی،‌عملکرد‌

سیستم‌ســلول‌آزاد‌به‌طور‌چشم‌گیری‌کاهش‌یافته‌است.‌

به‌عنوان‌نمونه،‌اکتان‌در‌سیســتم‌ســلول‌آزاد‌تنها‌‌22/5

درصد‌تجزیه‌شــده،‌در‌حالی‌که‌در‌سیســتم‌تثبیت‌شده‌

این‌مقدار‌به‌‌44/5درصد‌افزایش‌یافته‌اســت.‌این‌اختلاف‌

عملکرد‌در‌آلکان‌های‌با‌وزن‌مولکولی‌بالاتر‌مانند‌دودکان،‌

تترادکان‌و‌هگزادکان‌نیز‌قابل‌مشــاهده‌است؛‌به‌طوری‌که‌

درصد‌تخریب‌در‌ســلول‌های‌تثبیت‌شده‌به‌مراتب‌بیشتر‌از‌

سلول‌های‌آزاد‌بوده‌است.‌بنابراین‌می‌توان‌نتیجه‌گرفت‌که‌

تثبیت‌ســلول‌ها‌موجب‌افزایش‌پایداری‌و‌کارایی‌آن‌ها‌در‌

برابر‌ترکیبات‌پیچیده‌تر‌و‌بلندزنجیره‌تر‌می‌شود،‌درحالی‌که‌

این‌تفاوت‌در‌مورد‌آلکان‌های‌سبک‌چندان‌مشهود‌نیست.‌

ایــن‌یافته‌ها‌از‌نظر‌دقت‌و‌تطابق‌بــا‌نتایج‌حاصل‌از‌آنالیز‌

وزن‌سنجی‌قابل‌توجه‌بوده‌و‌یکدیگر‌را‌تأیید‌می‌کنند.‌به‌طور‌

خلاصه،‌سلول‌های‌تثبیت‌شــده‌موفق‌به‌حذف‌حدود‌‌72

درصد‌از‌هیدروکربن‌های‌قابل‌شناسایی‌شدند.‌

جدول‌1.‌کارایی‌تجزیه‌‌مربوط‌به‌n-آلکان‌ها‌در‌دو‌سیستم‌سلول‌های‌آزاد‌و‌تثبیت‌شده

 Retention Time
)min(

Compound Name n-alkane
 Methylorubrum sp.-

free cell
 Methylorubrum sp.-

Immobilized

1.74 Butane C4 100 100

2.06 -Butane,‌2-methyl C5 100 100

2.22 Pentane C5 100 100

2.82 -Pentane,‌2-methyl C6 100 100

2.99 -Pentane,‌3-methyl C6 100 100

3.19 Hexane C6 85.4 90.1

4.29 -Hexane,‌3-methyl C7 80.67 91.5

4.68 Heptane C7 90.2 90.45

5.84 -Heptane,‌2-methyl C8 85.3 94.2

6.48 Octane C8 22.5 44.5

7.01 -Heptane,‌2,6-dimethyl C9 80.45 90.2

7.56 -Heptane,‌2,3-dimethyl C9 79.5 80.45

7.68 -Octane,‌4-methyl C9 27.6 55.21

7.83 -Octane,‌3-methyl C9 24.3 48.6

8.34 Nonane C9 28.9 48.9

8.97 -Octane,‌2,6-dimethyl C10 40.31 60.2

9.46 -Nonane,‌4-methyl C10 42.51 52.31

10.13 Decane C10 50.2 65.3

10.53 -Decane,‌4-methyl C11 51.3 60.2

11.18 -Octane,‌3-ethyl C10 27.5 54.3
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 Retention Time
)min(

Compound Name n-alkane
 Methylorubrum sp.-

free cell
 Methylorubrum sp.-

Immobilized

11.83 Undecane C11 26.4 56.7

12.97 -Undecane,‌3-methyl C10 27.2 49.5

13.42 Dodecane C12 42.5 60.2

13.63 -Undecane,‌2,6-dimethyl C13 22.1 44.8

14.51 -Decane,‌2-methyl C14 35.3 67.2

14.9 Tridecane C15 61.2 65.12

16 -Dodecane,‌2,6,10-trimethyl C15 24.5 48.2

16.31 Tetradecane C14 25.7 50.7

17.14 Undecane C11 24 48.6

17.62 Pentadecane C15 40.5 51.2

18.87 Hexadecane C16 36.4 45.3

20.05 Heptadecane C17 32.1 60.45

20.13
‌Pentadecane,

-2,6,10,14-tetramethyl
C15 30.1 54.7

21.17 Octadecane C18 70.2 80.1

21.3
‌Hexadecane,‌2,6,10,14-

-tetramethyl
C16 32.4 60.3

22.24 Nonadecane C19 50.1 67.2

23.25 Eicosane C20 56.2 61.2

24.23 Heneicosane C21 48.7 60.5

25.15 Docosane C22 51.2 59.9

26.15 Heptacosane C27 60.5 62.3

27.8 Otadecane,9-Ethyl-9-Hepthyl C27 56.1 60.14

28.8 C28 52.9 65.41

ادامه‌جدول‌1.

تجزیه زیستی نفت خام توسط باکتری  آزاد 
و تثبیت شده

نتایج‌مربوط‌به‌تجزیه‌نفت‌خام‌با‌استفاده‌از‌سلول‌های‌

میکروبی‌در‌دو‌حالت‌آزاد‌و‌تثبیت‌شــده‌در‌شــکل‌‌5ارائه‌

شــده‌اند.‌یافته‌ها‌نشــان‌دادنــد‌که‌این‌گونه‌قادر‌اســت‌

هیدروکربن‌های‌نفتــی‌را‌به‌عنوان‌تنها‌منبع‌کربن‌و‌انرژی‌

مصرف‌کند.‌پس‌از‌پنج‌روز‌و‌در‌محیط‌حاوی‌چهار‌درصد‌

نفت‌خام،‌گونــه‌.‌Methylorubrum‌spنرخ‌تجزیه‌ای‌برابر‌

با‌‌50درصد‌از‌خود‌نشــان‌داد.‌این‌نتایج‌نشان‌می‌دهد‌که‌

این‌باکتری‌به‌تنهایی‌نیز‌توانایی‌قابل‌توجهی‌در‌تجزیه‌نفت‌

خام‌دارد.‌

در‌مقایسه‌بین‌سلول‌های‌آزاد‌و‌تثبیت‌شده،‌نتایج‌نشان‌

داد‌که‌میزان‌حذف‌نفت‌خام‌توسط‌سلول‌های‌تثبیت‌شده‌

.‌Methylorubrum‌spبــه‌‌70درصد‌رســید،‌درحالی‌که‌

ایــن‌میزان‌در‌حالت‌ســلول‌آزاد‌تنهــا‌‌50درصد‌بود.‌این‌

اختلاف‌‌20درصدی‌در‌راندمان‌تجزیه،‌نشــان‌دهنده‌نقش‌

قابل‌توجه‌تثبیت‌در‌افزایش‌پایداری‌و‌عملکرد‌زیست‌تخریبی‌

میکروارگانیسم‌ها‌در‌شــرایط‌تیمار‌آلودگی‌های‌نفتی‌است‌

)شــکل‌5(.‌برای‌بررسی‌اثرات‌غیرزیســتی،‌یک‌آزمایش‌

کنترل‌بدون‌تلقیح‌میکروبی‌نیز‌انجام‌شد.‌در‌این‌آزمایش‌

مشاهده‌شد‌که‌تنها‌دو‌درصد‌از‌نفت‌خام‌کاهش‌یافته‌است‌

که‌این‌میزان‌کاهش‌به‌جذب‌فیزیکی‌توســط‌کپسول‌های‌

آلژیناتی‌نسبت‌داده‌می‌شــود.‌این‌مقدار‌در‌مقایسه‌با‌کل‌

فرآیند‌تجزیه‌زیستی‌بســیار‌ناچیز‌بوده‌و‌نشان‌می‌دهد‌که‌
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بخش‌اعظم‌حذف‌نفت‌خام‌در‌نتیجه‌فعالیت‌های‌زیســتی‌

میکروارگانیسم‌ها‌صورت‌گرفته‌است.

شــواهد‌علمی‌موجــود‌حاکی‌از‌آن‌اســت‌که‌تثبیت‌

میکروارگانیسم‌ها‌در‌بسترهایی‌مانند‌آلژینات‌می‌تواند‌آن‌ها‌

را‌از‌تنش‌هــای‌محیطی‌محافظت‌کــرده‌و‌موجب‌افزایش‌

نــرخ‌تجزیــه‌هیدروکربن‌ها‌گردد.‌مطالعه‌لــی‌و‌همکاران‌

‌Acinetobacter‌SHCنشــان‌داد‌که‌‌)Li‌et‌al.,‌2025(

تثبیت‌شــده‌توانست‌در‌شرایط‌سخت،‌از‌جمله‌پنج‌گرم‌در‌

لیتر‌نفت‌خام،‌‌pHبرابر‌با‌‌10و‌شوری‌سه‌درصد،‌به‌ترتیب‌

‌74‌،45و‌‌22درصــد‌نفت‌را‌تجزیه‌کند؛‌عملکردی‌که‌‌59

درصد‌بیشتر‌از‌سلول‌های‌آزاد‌بود‌و‌پتانسیل‌بالای‌این‌روش‌

را‌برای‌کاربردهای‌زیست‌پالایی‌در‌محیط‌های‌با‌تنش‌شدید‌

.)Li‌et‌al.,‌2025(نشان‌می‌دهد‌

‌Methylorubrumشکل‌5.‌راندمان‌حذف‌نفت‌خام‌توسط‌باکتری‌
.‌spآزاد‌و‌تثبیت‌شده

سویه‌‌Pseudomonas‌sp.‌DG17نیز‌که‌در‌بستری‌از‌

آلژینات‌سدیم،‌آتاپولژیت‌و‌کربنات‌کلسیم‌تثبیت‌شده‌بود،‌

در‌خــاک‌آلوده‌به‌نفت‌خام‌بین‌‌33/56تا‌‌56/82درصد‌از‌

کل‌هیدروکربن‌ها‌را‌طی‌‌20روز‌حذف‌کرد.‌افزودن‌کربنات‌

کلســیم‌موجب‌افزایش‌تخلخل‌بستر‌و‌بهبود‌نفوذ‌نفت‌به‌

ســلول‌ها‌شــد‌)Wang‌et‌al.,‌2014(.‌جون‌و‌همکاران‌

)Jeon‌et‌al.,‌2019(‌بیان‌کردند‌که‌اگرچه‌سلول‌های‌آزاد‌

در‌ابتدا‌نرخ‌تجزیه‌بالاتری‌)‌14/7تا‌‌31/6درصد(‌را‌نشــان‌

دادند،‌امــا‌کارایی‌آن‌ها‌پس‌از‌یک‌چرخه‌کاهش‌یافت.‌در‌

مقابل،‌ســلول‌های‌تثبیت‌شده‌قابلیت‌استفاده‌مجدد‌تا‌‌10

چرخه‌را‌حفظ‌کردند‌کــه‌آن‌ها‌را‌برای‌کاربردهای‌صنعتی‌

مناســب‌تر‌می‌ســازد‌)Jeon‌et‌al.,‌2019(.‌در‌مجموع،‌

این‌شــواهد‌علمی‌مزایای‌تثبیت‌میکروبی‌در‌زیست‌پالایی‌

نشت‌های‌نفتی‌را‌به‌خوبی‌نشان‌می‌دهند‌و‌تأکید‌می‌کنند‌

که‌بهینه‌سازی‌ترکیب‌میکروارگانیسم‌ها‌و‌طراحی‌بستر‌های‌

تثبیــت‌می‌تواند‌نقش‌مهمی‌در‌افزایــش‌کارایی‌تجزیه‌در‌

شرایط‌آلودگی‌های‌مختلف‌ایفا‌کند.‌

تجزیه کننده  آنزیم های  فعالیت  ســنجش 
ترکیبات نفتی

‌CYP450و‌‌AlkB‌،فعالیت‌اختصاصی‌آنزیم‌های‌لیپاز

در‌طــول‌چهار‌بــازه‌زمانی‌)صفر،‌‌60‌،48و‌‌72ســاعت(‌

اندازه‌گیری‌شد‌تا‌تأثیر‌زمان‌بر‌بیان‌آنزیم‌ها‌در‌میکروارگانیسم‌

مورد‌مطالعه‌مشخص‌شــود.‌نتایج‌حاصل‌از‌نمودار‌نشان‌

می‌دهد‌که‌فعالیت‌آنزیم‌ها‌در‌طی‌زمان‌به‌طور‌قابل‌توجهی‌

تغییر‌کرده‌است.‌در‌مورد‌آنزیم‌AlkB،‌جهش‌قابل‌توجهی‌

در‌فعالیت‌آنزیم‌در‌بازه‌زمانی‌‌60ســاعت‌مشاهده‌شد‌که‌

بیش‌ترین‌فعالیت‌)حدود‌‌13.53واحد‌در‌میلی‌گرم(‌را‌نشان‌

داد.‌این‌روند‌ســپس‌در‌روز‌ســه‌کاهش‌یافت‌که‌می‌تواند‌

بیانگر‌پاســخ‌تنظیمی‌میکروارگانیســم‌به‌شرایط‌محیطی‌

باشــد.‌آنزیم‌‌CYP450نیز‌الگوی‌مشابهی‌با‌‌AlkBنشان‌

داد؛‌یعنی‌از‌روز‌صفر‌تا‌روز‌‌60ساعت‌فعالیت‌آنزیمی‌افزایش‌

یافت‌و‌پس‌از‌‌60ساعت‌به‌حداکثر‌خود‌)حدود‌‌9.41واحد‌

در‌میلی‌گرم(‌رســید،‌اما‌پس‌از‌‌72ســاعت‌کاهش‌داشت‌

)شــکل‌A-6(.‌این‌کاهش‌در‌فعالیت‌آنزیمی‌شاید‌به‌دلیل‌

کاهش‌قابل‌توجه‌آلکان‌ها‌و‌ورود‌ســلول‌ها‌به‌فاز‌مرگ‌رخ‌

داده‌است.‌روند‌فعالیت‌آنزیم‌لیپاز‌با‌گذشت‌زمان‌به‌صورت‌

تدریجی‌افزایش‌یافت.‌در‌روز‌صفر،‌فعالیت‌آنزیم‌بسیار‌کم‌

بود،‌اما‌در‌ســاعات‌‌48و‌‌60افزایش‌یافت‌و‌در‌‌72ساعت‌

به‌حداکثر‌مقدار‌خود‌)حدود‌‌8.4واحد‌در‌میلی‌گرم(‌رسید.‌

در‌مجموع،‌نتایج‌بیانگر‌آن‌است‌که‌فعالیت‌آنزیمی‌در‌طی‌

زمان‌به‌ویژه‌تا‌روز‌دهم‌روند‌افزایشی‌دارد‌و‌پس‌از‌آن‌ممکن‌

است‌تحت‌تأثیر‌سازوکارهای‌مهاری،‌تنش‌های‌محیطی‌یا‌

تخلیه‌منابع‌سلولی‌کاهش‌یابد.‌بیشترین‌فعالیت‌اختصاصی‌
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در‌آنزیم‌‌AlkBدیده‌شد‌که‌نشان‌دهنده‌نقش‌کلیدی‌آن‌در‌

پاسخ‌به‌شرایط‌مورد‌بررسی‌است.

‌نتایــج‌حاصــل‌از‌فعالیــت‌اختصاصــی‌آنزیم‌هــای

‌AlkB،‌CYP450و‌لیپاز‌در‌ســلول‌های‌تثبیت‌شده‌طی‌

بازه‌های‌زمانی‌صفر،‌‌60‌،48و‌‌72ســاعت‌نشــان‌داد‌که‌

تثبیت‌سلول‌ها‌تأثیر‌قابل‌توجهی‌بر‌افزایش‌فعالیت‌آنزیمی‌

در‌مقایسه‌با‌سلول‌های‌آزاد‌دارد.‌در‌مورد‌AlkB،‌فعالیت‌

آنزیم‌در‌ســلول‌های‌تثبیت‌شده‌در‌‌60ساعت‌به‌بیش‌از‌‌13

واحد‌رســید‌که‌در‌مقایسه‌با‌حدود‌‌11واحد‌در‌سلول‌های‌

آزاد،‌افزایش‌قابل‌توجهی‌دارد.‌این‌افزایش‌همچنین‌در‌روز‌

سه‌همچنان‌بالا‌باقی‌ماند‌)حدود‌‌12واحد(‌که‌نشان‌دهنده‌

پایداری‌آنزیمی‌بالاتر‌در‌شرایط‌تثبیت‌شده‌است.‌سیتوکروم‌

‌p450نیز‌الگوی‌مشابهی‌را‌نشان‌داد.‌فعالیت‌آن‌از‌کمتر‌از‌

یک‌واحد‌در‌روز‌صفر‌به‌حدود‌‌9/5واحد‌در‌روز‌ســه‌رسید‌

و‌به‌مقدار‌متناظر‌در‌ســلول‌های‌آزاد‌)حدود‌‌8.4واحد‌در‌

روز‌ســه(‌باز‌هم‌بیشتر‌اســت.‌فعالیت‌لیپاز‌در‌سلول‌های‌

تثبیت‌شده‌روند‌افزایشی‌به‌نسبت‌پایداری‌داشت‌و‌از‌مقدار‌

کمتر‌از‌یک‌واحد‌در‌روز‌صفر‌به‌حدود‌‌9واحد‌در‌روز‌ســه‌

رسید.‌این‌مقدار‌نسبت‌به‌حالت‌آزاد‌حدود‌یک‌واحد‌بیشتر‌

اســت‌که‌نشان‌دهنده‌اثربخشــی‌تثبیت‌بر‌حفظ‌و‌ارتقای‌

.)6-Bفعالیت‌آنزیم‌در‌مدت‌زمان‌طولانی‌تر‌است‌)شکل‌

شــکل‌6.‌فعالیت‌اختصاصی‌آنزیم‌ها‌در‌گونه‌.‌Methylorubrum‌spتحت‌شــرایط‌چهار‌درصد‌نفت‌خام‌در‌مقایسه‌با‌کنترل،‌در‌دو‌سیستم‌
متفاوت‌)ســلول‌آزاد‌و‌ســلول‌تثبیت‌شده(‌و‌در‌زمان‌های‌مختلف‌گرماگذاری‌)صفر،‌‌60‌،48و‌‌72ساعت(،‌A(‌فعالیت‌اختصاصی‌آنزیم‌ها‌در‌
سیستم‌سلول‌آزاد،‌B(‌فعالیت‌اختصاصی‌آنزیم‌ها‌در‌سیستم‌سلول‌تثبیت‌شده.‌معناداری‌آماری‌با‌استفاده‌از‌آزمون‌چندمقایسه‌ای‌توکی‌1انجام‌

شد‌و‌مقدار‌‌pکمتر‌از‌‌0/01به‌عنوان‌معناداری‌در‌نظر‌گرفته‌شد

در‌دهه‌های‌اخیر،‌مسیرهای‌زیستی‌تجزیه‌هیدروکربن‌ها‌

و‌آنزیم‌های‌کلیدی‌در‌این‌فرایندها‌به‌طور‌گســترده‌مطالعه‌

‌)Hassanshahian‌ et‌ al.,‌ 2012;‌ Kothari‌ etشــده‌اند

)‌al.,‌2013.‌آنزیم‌هایی‌مانند‌آلکان‌مونو‌اکسیژناز‌غیرهمی‌

نقش‌اصلی‌در‌اکسیداســیون‌آلکان‌هــای‌زنجیره‌کوتاه‌و‌

متوســط‌ایفا‌می‌کننــد‌)Van‌Beilen‌et‌al.,‌1994(.‌در‌

مقابل،‌هیدروکربن‌های‌بلندتر‌)بیش‌از‌‌20کرین(‌توســط‌

‌)Nieتجزیه‌می‌شــوند‌‌P450آنزیم‌هایی‌نظیر‌ســیتوکروم‌

‌et‌ al.,‌ 2011;‌ Van‌ Beilen‌ and‌ Funhoff,‌ 2005(.

‌Mishra‌and‌Singh)2012(‌گزارش‌کردند‌که‌در‌سویه‌های‌

‌Rhodococcus و‌ ‌Pseudomonas‌ aeruginosa‌ PSA5

sp.‌NJ2،‌آنزیــم‌آلکان‌هیدروکســیلاز‌نقــش‌کلیدی‌در‌

‌تجزیــه‌n-هگزادکان‌ایفــا‌می‌کند.‌پارســیپان‌و‌همکاران

کــه دادنــد‌ نشــان‌ نیــز‌ ‌)Parthipan‌ et‌ al.,‌ 2018(‌

‌‌Bacillus‌subtilis‌A1بیش‌از‌97درصد‌از‌آلکان‌های‌‌C15تا‌

‌C19از‌طریق‌فعالیت‌آنزیم‌آلکان‌هیدروکسیلاز‌تجزیه‌شدند.‌

آدلان‌و‌همکاران‌)Adlan‌et‌al.,‌2020(‌قادر‌بودند‌بیش‌از‌

‌70درصد‌از‌پارافین‌را‌در‌مدت‌کمتر‌از‌سه‌روز‌تجزیه‌کنند.‌

در‌میان‌این‌باکتری‌ها،‌سویه‌‌AD24بالاترین‌سطح‌فعالیت‌

آنزیم‌آلکان‌مونو‌اکسیژناز‌را‌نشان‌داد.‌همچنین،‌گونه‌هایی‌

مانند‌‌N3A7و‌‌DFY1نیز‌با‌فعالیت‌بالای‌آنزیم‌های‌لیپاز‌

و‌استراز،‌توانمندی‌بالایی‌در‌تجزیه‌ترکیبات‌هیدروکربنی‌از‌

الومالای‌و‌همکاران ‌خود‌نشان‌دادند.‌در‌مطالعه‌ای‌دیگر،

1. Tukey
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)Elumalai‌et‌al.,‌2021(‌نشــان‌دادند‌که‌کنسرســیوم‌

‌Pseudomonasو‌‌Bacillus‌subtilisمیکروبی‌متشکل‌از‌

‌stutzeriقادر‌است‌آلاینده‌های‌آلی‌آب‌گریز‌را‌با‌کارایی‌بالایی‌

تجزیه‌کند.‌بر‌اســاس‌گزارش‌آن‌هــا،‌نرخ‌حذف‌برای‌نفت‌

خام،‌دیزل،‌‌C32و‌‌C40به‌ترتیب‌‌76‌،84‌،90و‌‌72درصد‌

بود.‌آنزیم‌هــای‌کلیدی‌مانند‌آلکان‌هیدروکســیلاز،‌الکل‌

دهیدروژناز‌و‌لیپاز‌در‌این‌فرایند‌نقش‌اساســی‌ایفا‌کردند‌

و‌نشــان‌دهنده‌توان‌بالای‌این‌کنسرسیوم‌در‌زیست‌تخریب‌

ترکیبات‌پیچیده‌هیدروکربنی‌هستند.

نتیجه گیری
یافته‌های‌این‌پژوهش‌نشــان‌دادند‌که‌تثبیت‌باکتری‌

.‌Methylorubrum‌spدر‌بستر‌آلژیناتی،‌روشی‌مؤثر‌برای‌

افزایش‌پایداری،‌بازده‌و‌توان‌تجزیه‌زیستی‌آلاینده‌های‌نفتی‌

است.‌سلول‌های‌تثبیت‌شده‌نه‌تنها‌توانستند‌میزان‌بیشتری‌

از‌نفت‌خام‌را‌تجزیه‌کنند،‌بلکه‌فعالیت‌اختصاصی‌آنزیم‌های‌

‌AlkB،‌CYP450کلیدی‌تجزیه‌کننده‌هیدروکربن‌ها‌شامل‌

و‌لیپاز‌نیز‌به‌طور‌معناداری‌نسبت‌به‌حالت‌سلول‌آزاد‌بالاتر‌

بود.‌تجزیه‌مؤثر‌آلکان‌های‌سنگین،‌به‌ویژه‌در‌بازه‌زمانی‌سه‌

روز،‌بیانگر‌قابلیت‌این‌سیســتم‌در‌حذف‌ترکیبات‌پیچیده‌

و‌ماندگار‌نفتی‌اســت.‌در‌مجموع،‌این‌مطالعه‌نقش‌مهم‌

تثبیت‌سلولی‌در‌ارتقاء‌عملکرد‌زیست‌پالایی‌را‌تأیید‌می‌کند‌

و‌پیشــنهاد‌می‌دهد‌کــه‌ترکیب‌ســویه‌های‌توانمند‌مانند‌

.‌Methylorubrum‌spبــا‌فناوری‌تثبیت،‌رویکردی‌پایدار‌

و‌کارآمد‌برای‌پاک‌ســازی‌آلودگی‌های‌نفتی‌در‌مقیاس‌های‌

صنعتی‌باشد.
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