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 هاي آبی) براي پایش آلودگی نفتی در محیطVibrio fischeriبررسی پتانسیل باکتري ویبریو فیشري (

  

  2وحید سالاري و *1، محسن سلیمانی1مرضیه میرجانی

  

  )1/4/1398 رش:یخ پذی؛ تار 20/1/1398 افت:یخ دری(تار

  

 

  چکیده

هاي پایش زیسـتی قابـل   هاي جدي را براي توسعه روشن بر انسان، تلاشهاي فزاینده نسبت به آلودگی آب و اثرات مضر بالقوه آنگرانی

هاي سریع براي پایش زیستی محیط زیسـت اسـت، زیـرا سیسـتم     ترین روشاعتماد برانگیخته است. آنالیز بیولومینسنت یکی از نویدبخش

ت ترکیبات نفتی با استفاده از باکتري ویبریو ها شدیداً حساس است. هدف پژوهش حاضر، سنجش سمیلومینسنت حتی به مقدار کم آلاینده

 600گیري تـراکم سـلولی در طـول مـوج     . الگوي رشد باکتري در محیط کشت فتوباکتریوم براث با اندازهاست )Vibrio fischeri(فیشري 

 ،پارامترهاي محیطی مانند دما تأثیرساعت پس از تلقیح بود. همچنین  16-18نانومتر تعیین و مشخص شد که زمان بهینه رشد باکتري حدوداً 

pH هاي مختلف نفت بر رشد و مقدار لومینسانس باکتري ویبریو فیشري مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که شرایط بهینـه  و غلظت

یـو فیشـري   بود. همچنین رشد و شدت لومینسانس بـاکتري ویبر  =pH 7گراد و درجه سانتی 25ساعت شامل دماي  16رشد باکتري بعد از 

میـزان قابـل تـوجهی    حجمی بـه وزنی درصد  چهارهاي نفت بیش از ي نفتی در محیط بود که در غلظتهاهیدروکربنتابعی از غلظت کل 

  هاي آبی را داراست.هاي نفتی در محیطبنابراین باکتري ویبریو فیشري پتانسیل استفاده براي پایش آلاینده ؛کاهش یافت

  

  

  

 هاي نفتی، آلودگی آبهاي بیولومینسنت، آلایندهیو فیشري، پایش زیستی، باکتريویبر :يدیکل يهاواژه
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  مقدمه

ین مشــکلات تــرمهــملــودگی آب بــه یکــی از   موضــوع آ

عصر حاضر تبدیل شده است. آلـودگی کلـی آب    محیطیزیست

نشـینی،  هاي آلی و معدنی در اصل ناشی از شـهر ناشی از آلاینده

صنعتی شدن، کشاورزي و افزایش جمعیت انسان اسـت کـه در   

هاي ین آلایندهترمهم. یکی از )10(قرن اخیر مشاهده شده است 

ــده از آن   ــات مشـــتق شـ . )22( اســـتآلـــی، نفـــت و ترکیبـ

اي گسـترده  محیطـی زیسـت هـاي  ي نفتی آلـودگی هاهیدروکربن

هاي آن سـالانه تولیـد و   دارند. مقادیر فراوانی از نفت و فراورده

شـود. درنتیجـه،   شود و در خشکی و دریـا حمـل مـی   تصفیه می

ها در مورد آلودگی هیدروکربن نفتی خـاك و  خطرات و نگرانی

قابل توجـه اسـت    هادر اکوسیستم آنهاآب همراه با اثرات سمی 

تصـادفی یـا    طوربهبه محیط زیست،  هاربنهیدروک. انتشار )19(

هاي انسانی، عامـل اصـلی آلـودگی آب و خـاك     فعالیت علتبه

مرتب در دهـه  طوربههاي نفتی دریایی گسترده . نشت)3( است

آسیب زیـادي بـه   وارد شدن هاي اخیر رخ داده است و موجب 

-قتصادي بر ماهیهاي دریایی، ساحلی و زمینی، اثرات ازیستگاه

گیري، پرورش آبزیان و گردشگري و از دست دادن منابع انرژي 

هـا و  شده است. تراوش نفت از طریق خطوط لولـه، پالایشـگاه  

هـاي نفتـی و   سازي و رواناب حاصل از میـدان تأسیسات ذخیره

هـاي  مناطق پالایشگاهی و در برخی از موارد فاضلاب پالایشگاه

-یمی موجب آلـودگی منـابع آب مـی   هاي پتروشنفت و کارخانه

  .)16(شود 

 سـلامتی  که است جهانی مشکل یک طبیعی هايمحیط آلودگی   

 هـاي آنـالیز  روش .کنـد مـی  تهدیـد  را موجـودات  سـایر  و هاانسان

 هـاي غلظت گیرياندازه تا دهدمی ازهاج یا فیزیکی پیشرفته شیمیایی

حساسیت بـالا انجـام شـود کـه      دقت و با هاآلاینده از زیادي تعداد

شده القـایی  سنجی پلاسماي جفتهایی مانند طیفتوان به روشمی

)ICP(، گازي  کروماتوگرافی)(GC  طیـف  مـایع  و کرومـاتوگرافی -

 غلـب ا هـاي پرهزینـه  ایـن روش . اشاره کرد )LC-MS(سنج جرمی 

تحلیلی و همچنین عملیـات   و پیچیده آزمایشگاهی تجهیزات به نیاز

 تـر مهم دارند. سازي نمونه یا استخراج گسترده از زمینه محیطیآماده

ها قادر بـه تشـخیص قابلیـت دسترسـی زیسـتی      این روش همه، از

 آنهـا  واقعـی  اثر با ها معمولاًآلاینده کل غلظت زیرا ها نیستند،آلاینده

آنالیزهـاي شـیمیایی اطلاعـاتی     .ندارد همبستگی دات زندهبر موجو

 از غیـر . بـه )12و  7(دهند راجع به سمیت نمونه در اختیار قرار نمی

 طـور بـه  زیسـتی یـا پـایش زیسـتی     هايروش شیمیایی، هايروش

مـی  قـرار  اسـتفاده  مورد سطحی آب کیفیت ارزیابی براي ايفزاینده

نمونه، آنالیزهاي  سازيآماده اولیه مرحله حذف امکان دلیلبه .گیرند

هـایی هزینـه و وقـت کمتـري     انجام شده با استفاده از چنـین روش 

 محـیط  وضـعیت  کنند. هدف از پایش زیسـتی ارزیـابی  یمصرف م

 حیوانـات  و گیاهـان  از روش ایـن . اسـت آلودگی  سطوح و طبیعی

ــتفاده ــی اس ــدم ــه کن ــه ک ــوانب ــاخص عن ــتیش ــاي زیس ــل ه    عم

  هـاي  هاي پایش زیستی بـه پـنج گـروه اصـلی روش    کنند. روشمی

  هـاي  هاي فیزیولـوژیکی و بیوشـیمیایی، آزمـایش   اکولوژیکی، روش

  هـاي  هـاي زیسـتی و روش  تی کنترل شـده، آلـودگی در بافـت   زیس

  .)24(شوند شناسی تقسیم میشناسی و ریختبافت

هـاي  حسـگر  از تـوان مـی  محیطی یآلودگ سطوح ارزیابی براي   

زیسـت  یا هاباديآنتی و هاآنزیم ها،باکتري ها،ویروس زیستی مانند

هـایی اسـت   سنجی شامل آزمون. زیست)28(کرد  ها استفادهسنجی

نـد. ایـن روش   کنمیشاخص استفاده  عنوانبهکه از موجودات زنده 

شناسایی میـزان سـمیت مـواد شـیمیایی یـا       منظوربهگسترده  طوربه

شـود.  اسـتفاده مـی   محیطـی زیسـت محصولات تجاري، و آلـودگی  

ها امکـان ارزیـابی تغییـرات در فیزیولـوژي یـا رفتـار       سنجیزیست

شـده   هـاي القـا  کنند که ناشی از تـنش موجودات زنده را فراهم می

توانند باعـث  ت شیمیایی سمی یا زیستی است که میترکیبا وسیلهبه

هاي زیسـتی بـا   کلی آزمون طوربه. )18(اختلال در متابولیسم شوند 

  هـا) و یوکـاریوتی   تريهاي پروکاریوتی (بـاک استفاده از هر دو سلول

  هـا،  موجودات چندسلولی ماننـد جلبـک  از علاوه شوند، بهانجام می

  هـا اسـتفاده   ها نیـز در ایـن آزمـون   پوستان و ماهیها، سختصدف

  هـاي زیسـتی بـا اسـتفاده از موجـودات      حال، آزمـون شود. با اینمی

  . هاي تولید مثلی طولانی نیـاز دارد هاي بالا و دورهچندسلولی هزینه

 پرنـدگان  مـاهی،  مورد در اخلاقی مسائل است ممکن علاوه بر این،

هـا وجـود   طـی آزمـایش   حیـوان  قربانی شـدن  علتبهپستانداران  و
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هـاي  هاي زیسـتی بـا اسـتفاده از سـلول    داشته باشد. بنابراین، آزمون

هاي بیولومینسـنت یـا نورافشـانی باکتریـایی     ویژه آزمونباکتریایی به

لا و سهولت کاربرد همـراه بـا کـاهش هزینـه و     حساسیت با دلیلبه

  توانـد بـراي   شـود کـه مـی   جـویی در زمـان تـرجیح داده مـی    صرفه

  پـارامتر   .)24و  1(هاي آبی آلوده استفاده شـود  غربالگري نمونهپیش

  . اسـت سنجی بیولومینسنت، لومینسانس گیري در زیستاصلی اندازه

  هــاي بیولومینســنت وقتــی در یــک محــیط مطلــوب قــرار  بــاکتري

  کنند. لومینسانس تحت شرایط طبیعـی یـک   گیرند، نور منتشر میمی

  ؛ اسـت ها زي براي میکروارگانیسمشاخص حساس از سمیت بیگانه

  از طریق زنجیره انتقال الکتـرون همـراه    مستقیم با تنفس طوربهزیرا 

  کند؛ بـدین  است و درنتیجه وضعیت متابولیک سلول را منعکس می

  معنی که با مهار زنجیره انتقال الکترون مـانع از وضـعیت متابولیـک    

  شود. درصورت حضور مـواد سـمی لومینسـانس کـاهش     سلول می

  شـده  یابد. هرچه میزان سمیت بـالاتر باشـد مقـدار نـور منتشـر      می

  .  )8(شود ها کمتر میتوسط باکتري

هاي لومینسنت توسط مواد سـمی بـیش   مهار نور طبیعی باکتري   

هـاي آبـی   روشی براي پایش سمیت نمونه عنوانبهسال پیش  30از 

هاي زیسـتی بـا اسـتفاده از    . در حال حاضر سنجش)9(پیشنهاد شد 

 Vibrio fischeri ،Vibrioهاي بیولومینسنت طبیعی از جملـه  باکتري

harveyi ،Pseudomonas fluorescens  وPseudomonas 

leiognathi رونـد  کـار مـی  هاي سمیت بـه گسترده در آزمون طوربه

ارزیـابی سـمیت    منظوربهتواند سنجش مهار بیولومینسانس می.)14(

کـار بـرده   ترکیبات منفرد و مخلوطی از ترکیبات آلـی و غیرآلـی بـه   

هـا از جملـه   شود. این آزمون زیستی تقریباً براي تمـام انـواع نمونـه   

ــه ــاب و   نمون ــلاب، پس ــی، فاض ــطحی و آب زیرزمین ــاي آب س ه

 عنـوان بـه بیولومینسـانس   رسوبات قابل کاربرد است. سنجش مهـار 

تعیـین و شناسـایی    منظـور بـه یک ابزار غربالگري سریع و حسـاس  

هاي صنعتی مختلف از جمله پساب رنگـی  سمیت پساب در پساب

  .)21(صنعت نساجی و کارخانه کاغذسازي استفاده شده است 

ترین مخلـوط بـراي   ترین و متغیرنفت خام ممکن است پیچیده   

هـایی  شناسی باشد، زیرا شامل هزاران ترکیب در غلظـت ارزیابی سم

هـاي سـم  . بیشـتر پـژوهش  اسـت است که اغلب تعیین آن مشـکل  

  کیـد  أشناسی در زمینه نفت خـام روي قسـمت قابـل حـل در آب ت    

  آبـی شـده و مـی   دارند زیرا بخشی است که به سهولت وارد محیط 

هاي فوري و حـاد در موجـودات آبـزي شـود     تواند منجر به آسیب

سنجش سمیت ترکیبـات نفتـی، تحقیقـات مختلفـی      منظوربه. )17(

کـه   اسـت انجام شده ولی پژوهش حاضـر جـزء اولـین تحقیقـاتی     

) را بـا اسـتفاده از بـاکتري    TPHsي نفتی (هاهیدروکربنسمیت کل 

توانـد  و ایـن مـورد مـی    مورد بررسی قرار داده است بیولومینسانس

انجام گرفته باشد. بـا  وجه تمایز این تحقیق نسبت به سایر تحقیقات 

هاي معمول در سنجش بیولومینسـنت  توجه به اینکه یکی از باکتري

، ایـن  اسـت ) يشریف ویبریویبا نام آل تازگیبهباکتري ویبریو فیشري (

پژوهش با هدف بررسی پتانسیل این باکتري براي سـنجش سـمیت   

ترکیبات نفتی در محیط آبی و بررسی برخی پارامترهاي محیطی بـر  

  و نورافشانی باکتري مورد بررسی قرار گرفته است. رشد

  

  هامواد و روش

  تهیه و کشت باکتري

دار و اي شکل، تـاژك ویبریو فیشري یک باکتري گرم منفی، میله

خوبی شناخته شده و در سراسر جهـان  که به استزا بیماري غیر

گرمسیري هاي معتدل و نیمهپراکنده شده است و ترجیحاً در آب

تواند در یک وضـعیت پلانکتـونی   شود. این باکتري میییافت م

هـاي معـین مـاهی و    صورت همزیست بـا گونـه  (آزادزي) یا به

خاصـیت لومینسـانس در بـاکتري    . )26(اسکوئید زنـدگی کنـد   

مکانیسـم تنظیمـی حسـاس بـه تـراکم       وسـیله بهویبریو فیشري 

. )1(شـود  جمعیت موسوم به حد نصـاب احسـاس کنتـرل مـی    

پدیده حـد نصـاب احسـاس مکانیسـم ارتبـاط بـین سـلولی را        

توانند رفتـار گروهـی   ها میکند که توسط آن باکتريتوصیف می

را مطابق با تراکم جمعیت تغییر دهنـد. ایـن فراینـد بـه سـنتز و      

ــول  ــار مولک ــیگنال انتش ــاي س ــه ه ــی، ب ــا  ده ــام خودالقاگره ن

)Autoinducers(   محــض  ، بـه محــیط اطـراف بســتگی دارد. بـه

هـاي سـلولی را بـا    رسیدن به غلظت آستانه خودالقاگرها واکنش

کننـد. حـد نصـاب    تغییر بیان ژن در کل جمعیـت تحریـک مـی   

ها شامل تولیـد  اي از فرایندها در باکتريطیف گسترده ،احساس
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  ها بیوتیکزایی، تشکیل بیوفیلم و سنتز آنتیبیولومینسانس، اسپور

  .)31و  20(کند نترل میزایی را کو فاکتورهاي بیماري

ــو فیشــري (    ــاکتري ویبری ــز ATCC Number 7744ب ) از مرک

 صـورت بـه هاي صـنعتی ایـران در تهـران    کلکسیون میکروارگانیسم

کشت مایع موجود در محیط کشـت باکتومـارین بـراث تهیـه شـد.      

 5هاي استوك در یک لیتر فتوباکتریوم بـراث اسـتریل حـاوي    سلول

گـرم   3/0گرم عصاره مخمر،  5/2کازئین هیدرولیزات آنزیمی ، گرم 

 1گرم کلرید آهـن،   01/0گرم سولفات منیزیم،  3/0کلرید آمونیوم ، 

 5/23هیدروژن فسـفات،  گرم مونوپتاسیم دي 3گرم کلسیم کربنات، 

کلرایـد در یـک لیتـر آب    گرم سدیم 30گرم سدیم گلیسروفسفات، 

فتوبـاکتریوم آگـار    رويهـا  رشد داده شدند. همچنین بـاکتري مقطر 

و در انکوبـاتور بـه   ند(سیگما، سـوئیس) تلقـیح و کشـت داده شـد    

ساعت گرماگـذاري شـدند. پـس از رشـد      48و  24مدت ترتیب به

  درجــه  چهــارهــا در یخچــال در دمــاي هــا، محــیط کشــتبــاکتري

  گراد نگهـداري شـدند. همچنـین یـک سـویه بـاکتري بـراي        سانتی

  گـراد در  نتیدرجـه سـا   - 20تر، در فریزر نگهداري در زمان طولانی

  براي جلوگیري از تحلیل دیـواره سـلولی نگهـداري     %20گلسیرول 

هـا قبـل   ها، محیط کشت. لازم به ذکر است در همه آزمایش)2(شد 

 15گـراد و فشـار   درجـه سـانتی   121از تلقیح در اتوکلاو در دمـاي  

  دقیقه استریل شدند. 15مدت پوند بر اینچ مربع به

  

  بررسی الگوي رشد باکتري ویبریو فیشري

  ها دائماً در حال تغییر، تولید مثل و تعامل با محیط خـود  باکتري

  هـایی کـه   کتريها، کار با بـا هستند. در بیولوژي مولکولی باکتري

  . اســتدر مرحلــه حــداکثر رشــد هســتند اغلــب بســیار مفیــد  

  مرحله رشد مشخص شـامل   چهارهاي باکتریایی داراي جمعیت

  . هـر مرحلـه   هستندفاز تاخیر، فاز نمایی، فاز سکون و فاز مرگ 

  هاي فردي درون محیط کشت را وضعیت متوسط سلامت سلول

  ي در محیط کشـت  بررسی رشد، باکتر منظوربه. کندمیمنعکس 

ــاي    ــد و در دم ــیح ش ــراث تلق ــاکتریوم ب ــایع فتوب ــه  25م   درج

   هـاي ت. در فواصل زمانی معین (ساعشدگراد گرماگذاري سانتی

  م) پــس از تلقــیح، مقــدار جــذب ا 48و  32، 28، 24، 12، 8، 4

  دستگاه اسپکتروفتومتر  وسیلهبهنانومتر  600نوري در طول موج 

)Jasco v-530د. گیري ش) اندازه  

  

  اثر عوامل محیطی بر رشد باکتري ویبریو فیشري

  pHاثر 

از  pHمحیط کشت فتوباکتریوم براث در چهـار مقـدار مختلـف    

لیتر از محیط میلی پنجآماده شد. سپس مقدار  9و  7، 5، 3جمله 

هـا تلقـیح   هاي آزمایش منتقل شد و بـاکتري کشت به درون لوله

درجـه   25ت در دمـاي  ساع 16مدت هاي آزمایش بهشدند. لوله

دور بـر دقیقـه) قـرار     300راد درون انکوباتور شیکردار (گسانتی

نـانومتر   600هـا در طـول مـوج    گرفتند. تراکم سـلولی بـاکتري  

  دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت شد. وسیلهبه

  

 اثر دما 

که قسـمت قبـل    7نهایی حدود  pHمحیط کشت فتوباکتریوم براث با 

لیتـر از محـیط کشـت بـه     میلـی  پنجسپس مقدار  بود، آماده شد.بهینه 

هـاي  هـا تلقـیح شـدند. لولـه    هاي آزمایش منتقل و بـاکتري درون لوله

  ، 5ساعت درون انکوبـاتور شـیکردار در دماهـاي     16 مدتبهآزمایش 

  هـا  گراد قرار گرفتند. تراکم سـلولی بـاکتري  درجه سانتی 35و  25، 15

  گاه اسپکتروفتومتر قرائت شد.دست وسیلهبهنانومتر  600در طول موج 

  

  ي نفتیهاهیدروکربناثر 

بررسـی سـنجش سـمیت ترکیبـات      منظوربهدر پژوهش حاضر 

. نفت خام مورد استفاده از شـرکت  شدنفتی از دو روش استفاده 

  پالایش نفت اصفهان تهیه شد.

روش اول: در این روش براي بررسـی سـنجش سـمیت نفـت        

روش ذیل آماده شـد:  خام در آب بهخام، ابتدا بخش قابل حل نفت 

ترتیـب  براي تهیه امولسیون نفت در آب، آب مقطر و نفت خـام بـه  

فاز پیوسته و فاز پراکنده مورد استفاده قرار گرفتند. در ابتـدا   عنوانبه

 60لیتر آب مقطر اضافه شـد. همچنـین    یکگرم نفت خام به  100

ــی ــیون میل ــاده امولس ــر از م ــی  لیت ــدیم دودس ــده س ــولفات کنن ل س

)S4NaO25H12C(  گرم بر لیتر به مواد قبلـی   1/0با غلظت)  درحـالی  
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  هاي مختلف. منحنی رشد باکتري ویبریو فیشري در زمان1شکل 

  

، اضـافه  )دور بر دقیقه قرار داشـت  800لرزاننده مغناطیسی  رويکه 

ساعت در دمـاي   10. سپس امولسیون حاصل براي حدود )30(شد 

گراد داخل تانک سونیکاتور قرار گرفت. پـس از آن  درجه سانتی 25

ساعت امولسیون در حالت سـکون قـرار گرفـت تـا از      یک مدتبه

جداسازي نفت پراکنده نشده در آب اطمینان حاصل شـود. پـس از   

، امولسـیون  42ن واتم عبور دادن محلول ساخته شده از کاغذ صافی

  .)23(میکرومتر نیز عبور داده شد  45/0حاصل از فیلتر میکروبی 

درصد حجمـی)   10و  8، 6، 4، 2، 1هاي مختلف نفتی (غلظت   

هاي مختلف محلـول نفـت و محـیط کشـت فتوبـاکتریوم      در نسبت

هاي تهیـه  براث تهیه شد. سپس باکتري ویبریو فیشري درون محلول

ساعت در انکوباتور شیکردار گرماگـذاري   16 مدتبهشده تلقیح و 

گیـري  تیمار بـا انـدازه   ساعت مقادیر رشد سلولی هر 16. بعد از شد

دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت شـد. پـس از آن    وسیلهبهتراکم نوري 

دیش اسـتریل ریختـه و   لیتر از هر تیمار درون پتريمیلی ششمقدار 

 PMTبـــراي آزمـــایش ســـنجش لومینســـانس داخـــل دســـتگاه 

)Hamamatsu R6094(  قرار داده شد)لومینسانس بـاکتري  . شدت )5

 گیري شد.ثانیه اندازه 300با واحد تعداد فوتون بر ثانیه در مدت 

میـزان   رويیـک لایـه نفتـی     صـورت بـه روش دوم: نفت خام    

لیتر) داخـل تیـوب  میلی 10مشخصی از محیط کشت استریل شده (

درصـد حجمـی)    10و  5، 2هاي متفـاوت ( اي با غلظتهاي شیشه

ان نفت ریخته شده، سدیم دودسیل سولفات میزریخته شد. سپس به

حـل   منظـور بهسورفکتانت نیز  عنوانبهدرصد حجمی)  10و  5، 2(

. بعـد از گرماگـذاري   شـد کردن بخش قابل حل نفت خـام اضـافه   

و ادامه مراحـل طبـق    شدساعت، لایه نفتی به دقت جدا  16 مدتبه

رفت. در این روش براي بررسـی لومینسـانس   گروش اول صورت 

مقایسه همزمان دو تیمـار شـاهد (تیمـار     منظوربه، PMTر دستگاه د

باکتري بدون حضور نفت در محـیط) و تیمـار حـاوي نفـت، ابتـدا      

 240 مـدت بهثانیه لومینسانس شاهد قرائت شد و سپس  60 مدتبه

 گیري شد.اندازه ،ثانیه تیمار غلظت نفت مورد بررسی

هاي مورد بررسـی از  بررسی اختلاف میانگین میان غلظت براي    

درصـد   95در سطح اطمینان  Fisher’s LSDآزمون مقایسه میانگین 

  .شداستفاده  SPSS V.22افزار گیري از نرمبا بهره

  

  نتایج و بحث

  الگوي رشد باکتري

تابعی از زمان تعیین شد. یک نـوع رشـد    عنوانبهرشد ویبریو فیشري 

شود (شـکل  اهده مینمایی با گذشت زمان در منحنی رشد باکتري مش

اولیه پس از تلقیح، رشد سرعت چنـدانی نداشـت.    هاي). در ساعت1

باکتري در مرحله رشد نمایی قـرار داشـت و    24تا  12 هايدر ساعت

م که حدوداً نیمه فـاز  ا 16سپس به مرحله سکون نزدیک شد. ساعت 

زمان بهینه رشد باکتري درنظر گرفتـه شـد    عنوانبهرشد لگاریتمی بود 

  ه پویایی باکتري حفظ شود و به فاز سکون نرسیده باشد.ک

  

 اثر عوامل محیطی بر رشد باکتري

  و دما pHاثر 

  شرایط بهینه براي رشد ویبریو فیشري قبـل از سـنجش سـمیت    
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ها نمایانگر بر رشد باکتري ویبریو فیشري (داده pH. اثر 2شکل 

  انحراف معیار هستند). ±میانگین نتایج 

ها نمایانگر اثر دما بر رشد باکتري ویبریو فیشري (داده. 3شکل   

  انحراف معیار هستند). ±میانگین نتایج 

  

ها باکتري ویبریو فیشري قـادر بـه رشـد    pHتعیین شد. در تمام 

. )2رخ داد (شکل  7حدود  pHبود، ولی رشد بهینه و بیشینه در 

  نتایج رشد در دماهاي مختلف نیز همین روند را نشان داد با این 

  گـراد  درجـه سـانتی   25تفاوت که رشد بهینه و بیشینه در دمـاي  

  درجـه   25و دمـاي   pH 7). به این ترتیب 3دست آمد (شکل به

  گرفتـه   درنظـر گراد براي انجام مراحل بعدي آزمـایش  سانتی

نگدا و همکاران توسط ه 2008شد. در پژوهشی که در سال 

هـاي رسـوب   باکتري ویبریو فیشري جدا شده از نمونه روي

اي واقع در چین صورت گرفت، شرایط اساسی دریایی جزیره

تعیین شـد   2216Eرشد و لومینسانس باکتري در کشت مایع 

گراد و مقدار نمـک  درجه سانتی 35و دماي  pH 7که در آن 

 20و دماي  pH 6 -5درصد بهترین شرایط رشد باکتري و  دو

درصد شرایط بهینـه لومینسـنت    سهگراد و نمک درجه سانتی

  پژوهشـی مشـابه، لومینسـانس پایـدار بـاکتري     . در )13(بود 

Photobacterium phosphoreum در محدوده pH 7   و  9تـا

درصد مشاهده  5/2گراد و مقدار نمک درجه سانتی 15دماي 

 pHهاي لومینسـنت نیـاز بـه مقـادیر     . بیشتر باکتري)15(شد 

هاي رشـد و لومینسـانس خـود    یک به خنثی براي فعالیتنزد

زان رشد و لومینسانس بـراي  . براي مثال حداکثر می)6( دارند

با استفاده از محـیط   P. phosphoreum KCTC 2852 باکتري

درجــه  20و دمــاي  pH 7اصــلاح شــده، در  BOSSکشــت 

و  pH 5/7و براي باکتري ویبریو فیشري در  )11(گراد سانتی

 LBSگـراد در محـیط کشـت    درجـه سـانتی   30دماي حدود 

  .)27(گزارش شده است 

  

  ي نفتیهاهیدروکربناثر 

هاي مختلف از نفـت  براي سنجش سمیت ترکیبات نفتی غلظت

در محیط کشت فتوباکتریوم بـراث تهیـه شـد و پـس از تلقـیح      

گیري شـد. در بررسـی   باکتري، رشد و لومینسانس باکتري اندازه

 16سنجش بلندمدت رشد و لومینسانس ویبریو فیشـري بعـد از   

 گیري شد.ساعت اندازه

نشـان داد کـه    تایج روش اول اختلاط نفت با محیط کشتن   

ي نفتـی،  هـا هیـدروکربن درصـد کـل    4و  2، 1هـاي  در غلظت

تفاوت قابل توجهی در رشـد و تـراکم سـلولی ویبریـو فیشـري      

). ولـی بـا افـزایش غلظـت نفـت، رشـد       4مشاهده نشد (شکل 

درصد تراکم  10ي که در غلظت طوربهباکتري کاهش پیدا کرد، 

هـاي بـیش از   رسید. درنتیجه غلظـت  5/0باکتري به زیر  سلولی

درصد حجمی نفت در محیط آبی موجـب ایجـاد سـمیت     چهار

  و کاهش رشد آن شده است. براي باکتري

ــري در        ــو فیش ــابی ویبری ــی نورت ــل از بررس ــایج حاص   نت

 چهـار و  یـک هـاي  دهد کـه در غلظـت  الف نشان می- 5شکل 

 دوی ندارد. ولی در غلظـت  درصد مقادیر نورتابی تفاوت چندان

درصد شدت نورتابی باکتري افزایش پیدا کرد. شاید علـت ایـن   

  ها براي مصرف نفت در این غلظت بـوده  موضوع تمایل باکتري
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ن نتایج ها نمایانگر میانگیمحلول در محیط کشت (اختلاط داده شده) بر رشد باکتري ویبریو فیشري. داده هاي مختلف نفت خاماثر غلظت .4ل شک

  هاي مورد بررسی است).درصد میان گروه 95دار در سطح اطمینان دهنده عدم اختلاف معنی(حروف یکسان نشان هستندانحراف معیار  ±

  

  

  

هاي غلظت )درصد حجمی و ب 4و  2، 1هاي غلظت )الفستونی:  صورتبهمحیط کشت  رويهاي مختلف نفت اضافه شده اثر غلظت .5شکل 

(حروف یکسان نشان هستندانحراف معیار  ±ها نمایانگر میانگین نتایج بر شدت لومینسانس باکتري ویبریو فیشري. داده درصد حجمی 10و  8، 6

  هاي مورد بررسی است).درصد میان گروه 95دار در سطح اطمینان دهنده عدم اختلاف معنی
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  ر رشد باکتري ویبریو فیشريصورت ستونی بهاي مختلف نفت در محیط کشت به. اثر غلظت6شکل 

 .)هستندانحراف معیار  ±ها نمایانگر میانگین نتایج (داده 

  

است و با افزایش غلظت میزان هیـدروکربن موجـود در محـیط    

بیش از نیاز مصرفی باکتري بـوده اسـت. بـراي اطمینـان از ایـن      

هـاي نفتـی   موضوع بررسی پتانسیل تجزیه زیسـتی هیـدروکربن  

د مطالعه ضـروري اسـت. از طـرف دیگـر بـا      توسط باکتري مور

درصـد شـدت    10و  8، 6هـاي  افزایش غلظت نفت در غلظـت 

ب) کـه بیـانگر    -5لومینسانس کاهش شـدیدي داشـت (شـکل    

سمیت ترکیبات نفتی براي باکتري مورد مطالعه است و با نتـایج  

  دهد.رشد باکتري نیز همخوانی نشان می

محـیط کشـت حـاکی از    نتایج روش دوم اضافه کردن نفت بـه     

این بود که رشد باکتري وابسته به مقدار نفـت محـیط رشـد اسـت     

). با افزایش غلظت نفت، رشد بـاکتري کـاهش یافـت کـه     6(شکل 

هـاي بـالا   توان به سمیت نفت براي باکتري در غلظتدلیل آن را می

کـاهش  نشـان داد   نسـانس یلوم یحاصـل از بررس ـ  جینتانسبت داد. 

ریو فیشري بـا افـزایش غلظـت نفـت ارتبـاط      شدت لومینسانس ویب

). شـدت نورافشـانی در ویبریـو فیشـري     7مستقیم داشـت (شـکل   

فوتون در ثانیه بـود امـا شـدت بیولومینسـانس بـا       160000حدوداً 

طـوري کـه در   افزایش غلظت نفت کـاهش چشـمگیري داشـته بـه    

درصد نفت به حدود صفر رسید. این کـاهش چشـمگیر    10غلظت 

توان به سمیت نفت و میزان اکسیژن دریافتی بـه  را می بیولومینسانس

باکتري نسبت داد. با افـزایش ضـخامت لایـه نفتـی میـزان اکسـیژن       

تبع آن لومینسانس نیـز  کمتري به باکتري رسیده و درنتیجه رشد و به

، 2002علوي و همکاران در سـال   - در پژوهشی الیابد. کاهش می

بلندمدت ناشی از نـور یـک    مدت وگیري سمیت کوتاهروش اندازه

ــده  ــم از آلاین ــروه مه ــدروکربن گ ــی هی ــا، یعن ــک  ه ــاي آروماتی   ه

  ویبریـو فیشـري   هاي لومینسنت اي، را با استفاده از باکتريحلقهچند

  نـوع   12مدت و بلندمدت بـا  هاي سمیت کوتاهتوسعه دادند. آزمون

   مـدت کوتـاه ترکیب آروماتیک حلقوي مختلف انجام شد. سـنجش  

  یـک از مـواد   دقیقه، سمیت ناشـی از نـور را بـراي هـیچ     15بعد از 

شیمیایی مورد استفاده نشان نداده است که یکی از دلایـل احتمـالی   

هاي حساس به نور و یا تغییر آن عدم زمان کافی براي انجام واکنش

، سـمیت ناشـی از نـور در    ایـن  تواند باشد. با وجـود در اثر نور می

ت ظهـور پیـدا کـرده اسـت. ایـن      ساع 18بعد از  بلندمدتسنجش 

ممکن اسـت بـراي ایـن     مدتکوتاههاي د که سنجشکر ثابتنتایج 

 .)4(مکانیسم کلیدي سمیت ترکیبات آروماتیک حلقوي مبهم باشد 

ي نفتـی  هاهیدروکربنهاي خاك آلوده به کل در پژوهشی نمونه   

)TPH( آوري شد و آنالیز سمیت بر اساس از میدان نفتی چین جمع

ي هاهیدروکربنهاي لومینسنت انجام شد. غلظت کل آزمون باکتري

درصد بود. مقدار غلظت نفـت در خـاك کـه     57/10ك نفتی در خا

درصد بود. نرخ  47/0درصد لومینسانس شد برابر  50باعث کاهش 

 100درصـد بـود،    یـک مهار لومینسانس هنگامی که محتواي نفتـی  

فعالیـت   رويدرصد گزارش شد که حاکی از سـمیت بـالاي نفـت    

  تحقیق حاضـر در محـیط آبـی     اینکه. با توجه به )29(ها بود باکتري
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درصد) بر شدت لومینسانس باکتري  10درصد ، ج:  2صورت ستونی (الف: هاي مختلف نفت در محیط کشت بهتاثیر غلظت. 7شکل 

  فیشري ویبریو

  

انجام شد، امکان مقایسه نتایج با محیط خاکی کـه قـبلا اشـاره شـد     

سفانه در بررسـی منـابع مـوردي کـه در آن اثـر      أوجود نداشت و مت

سمیت نفت خام بر باکتري ویبریـو فیشـري در محـیط آبـی یافـت      

نتـایج پـژوهش بیـانگر پتانسـیل بـالاي بـاکتري       ایـن  نشد. با وجود 

هاي بـالاتر (بـیش از   اوي نفت با غلظتویبریو فیشري در محیط ح

  درصد حجمی نفت خام) بود. چهار

هاي رایج مـورد اسـتفاده بـراي سـنجش سـمیت      یکی از روش   

اي کـه  مثال مطالعه عنوانبه. استترکیبات نفتی استفاده از دافنیا مگنا 

سمیت نفت خام و مـواد نفتـی پـالایش شـده      روي 2009در سال 

، بـین طـول   بلندمـدت در آزمون سـمیت   انجام گرفت نشان داد که

هاي بـالا  دوره زندگی دافنیا مگنا و غلظت نفت خام فقط در غلظت

هـاي پـایین نفـت ارتبـاط     دار وجود داشت و در غلظتارتباط معنی

رسـد حساسـیت   نظـر مـی  . بنـابراین بـه  )25(دار مشاهده نشد معنی

 گفتـه حقیـق  روش استفاده از باکتري در این تحقیـق مشـابه نتـایج ت   

  پایین است. ،هاي کم نفتشده در غلظت

  

  گیري نتیجه

هاي هاي بیولومینسنت در سالپایش زیستی با استفاده از باکتري

مزایـاي   دلیـل بـه اخیر بیش از پیش مورد توجـه قـرار گرفتـه و    

فراوان از جمله بـه حـداقل رسـاندن زمـان شناسـایی، افـزایش       



  1399 بهار/  اولشماره /  چهارم/ سال بیست و  نشریه علوم آب و خاك

  

104 

گسـترده در پـایش    طـور بههاي قابل مشاهده حساسیت و پاسخ

کار برده شده است. در مطالعه حاضر از به محیطیزیستسمیت 

باکتري ویبریو فیشري بـراي پـایش سـمیت ترکیبـات نفتـی در      

سازي شرایط کشـت انجـام   محیط آبی استفاده شد. در ابتدا بهینه

شد که این امر به این دلیل ضروري اسـت کـه کـاربرد سـنجش     

اي مختلف نیازمند یک سویه لومینسنت هبیولومینسنت در نمونه

. اسـت با حساسیت و پایداري بهتر در شرایط متفـاوت سـنجش   

 عنـوان بهگراد را درجه سانتی 25و دماي  pH 7نتایج آزمایشات 

  شرایط بهینه نشان داد.

هـاي مشـتق شـده از آن احتمــالاً    از آنجـا کـه نفـت و فـراورده       

ارزیـابی سـمیت هسـتند و     ترین و متغیرترین ترکیبات بـراي پیچیده

هاي شـیمیایی نیـز هـیچ اطلاعـاتی در مـورد اثـرات زیسـتی        روش

سـنجی بیولومینسـانس بسـیار حـائز     دهند زیستها ارائه نمیآلاینده

. نتایج پـژوهش حاضـر نشـان داد کـه روش سـنجش      استاهمیت 

سمیت بر اسـاس مهـار بیولومینسـانس بـاکتري ویبریـو فیشـري در       

ي نفتـی  هـا هیدروکربندرصد حجمی کل  ارچههاي بیش از غلظت

هـاي نفتـی در   روشی با پتانسیل مناسب براي پایش سمیت آلاینـده 

هاي کم نفت در محـیط حساسـیت   محیط آبی است ولی در غلظت

تـر از  هاي با حساسیت بیشتر و دقیـق روش پایین است. قطعا روش

مـواردي   ،این روش هم وجـود دارد ولـی در بحـث کـارایی روش    

  گستره کاربرد روش و ملاحظات اقتصادي نیز دخیـل هسـتند.    مانند

  هـاي  ها ممکن است لزوماً بـر تعـداد سـلول   در برخی موارد آلاینده

  قـرار   تـأثیر ها بیشتر تحت باکتریایی اثرگذار نباشند و فعالیت باکتري

  هـاي  هـا از روش گیرد. در چنین مـواردي بررسـی فعالیـت بـاکتري    

  هـایی ماننـد   آنزیمـی و یـا فعالیـت    مختلف مانند بررسـی تغییـرات  

  ، انجـام مطالعـات   ایـن  تر باشـد. بـا وجـود   تواند کاملنورافشانی می

ي آروماتیـک  هـا هیدروکربنترکیبات نفتی مانند  تأثیربیشتر در زمینه 

اي بر شدت بیولومینسانس باکتري مورد مطالعه و اسـتفاده  چندحلقه

 ـتر سنجش بیولومینسانس بههاي دقیقاز روش هـاي  ژه در محـیط وی

  شود.  طبیعی توصیه می
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Abstract 

Growing concerns about water pollution and its potentially harmful effects on human being have stimulated serious 
efforts to develop reliable biological monitoring techniques. The bioluminescent analysis is one of the most promising 
approaches for the biomonitoring of the environment, due to the sensitivity of the luminescent system to even micro 
quantities of the pollutants. The aim of the current study was to assess the petroleum compounds toxicity using Vibrio 
fischeri bacterium. The growth pattern of the bacterium was determined in photobacterium broth using the optical 
density measurement at 600 nm, which showed the optimum growth time of 16-18 hours after inoculation. In this 
research, the effects of environmental parameters such as temperature, pH and various concentrations of oil on the 
growth and luminescence of Vibrio fischeri were examined. The results revealed that the optimum growth conditions of 
the bacterium after 16 hours included the temperature of 25 °C and pH 7. Besides, the growth and luminescence 
intensity of Vibrio fischeri were a function of total petroleum hydrocarbon concentrations in the medium, which were 
significantly reduced in oil concentrations by more than 4% w/v. Therefore, the Vibrio fischeri could, have the potential 
for monitoring of petroleum pollutants in the aqueous media. 
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