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  چکیده

 .شوندمي  محسوب  دنيا سراسر در خاكي هاياكوسيستمآلي در    هايآلاينده ترينعمده از نفتي هايهيدروكربن

زيست و  ارزان هايراه از يکي ،نفتي  آلودگي كاهش  يا حذف براي ريزجانداران از استفاده محيط  كه  دوستدار  است، 

باشد. بر اين اساس در كننده نفت، نخستين گام در استفاده از اين روش ميتريها تجزيهباكجداسازي و ارزيابي كارايي  

هاي حداقل گيري از محيطخوار پرداخته شده است. با بهرهاين مقاله به نحوه جداسازي و ارزيابي كارايي باكتريهاي نفت

( كربن  از  خام،  MSMعاري  نفت  با  شده  غني  و  مکا  60(  از  باكتري  تبريز  هنجدايه  پتروشيمي  و  پالايشگاه  آلوده  اي 

و توليد بيوماس   ODهاي مختلف كمي و كيفي )همانند  جدايه با استفاده از روش  20كارايي    ،جداسازي شد. از اين ميان

، بيومس و درصد ODها كه هم داراي  كاراترين جدايه  درصد تجزيه نفتي و توليد بيوسورفکتانت( بررسي شد.ميکروبي،  

،  COD2-1  ،COD1-5جدايه    10کتانت پاسخ مثبت دادند شامل  هاي توليد بيوسورفد و هم به تستبالايي بودن  فتي تجزيه ن

COD4-3  ،COD4-2  ،COD9-3  ،COD6-3  ،COD7-1  ،COD3-1  ،COD1-1    وCOD8-1    .جدايه ديگر شامل    10بودندCOD1-4 ،

COD5-6  ،COD4-5  ،COD7-3  ،COD4-6  ،COD6-1  ،COD6-4  ،COD2-3  ،COD8-2    وCOD3-3  رغم داشتن  عليOD بيومس ،

ها كارآمد نشان داد كه  و درصد تجزيه نفتي بالا توانايي توليد بيوسورفکتانت نداشتند. نتايج شناسايي مولکولي باكتري

جدايه جنساين  به  متعلق  گونهها  و  ، .Stenotrophomonas sp.،sp.   Achromobacter  ،Psedochrobactrum spهاي  ها 

Arthrobacter sp.  ،Shewanella sp.  ،Alcaligenes sp.  ،sp.  Pseudomonas    وAcinetobacter baumannii   اين بين  از  هستند و 

نظر گرفتن   .Shewanella spو    .Stenotrophomonas sp.،Psedochrobactrum sp.  ،Arthrobacter spهاي  ها جنسجدايه با در 

 شوند.به نفت معرفي مي ات زيست پالايي در خاكهاي آلودهايشهاي كيفي و كمي مورد مطالعه، براي آزمشاخص 
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Abstract 

Background and Objectives 

Petroleum hydrocarbons are the most common organic contaminants in  water and soil ecosystems 

around the world. Application of soil microorganisms is one of the cost-effective and 

environmentally friendly approaches  to remove or reduce the oil pollution. Isolation and assessment 

of oil-degrading bacteria is the first step in bioremediation. Accordingly, the aim of this study was 

isolation of crude oil degrading (COD) bacteria from contaminated soil samples around the refinery 

and petrochemical plants of Tabriz and assessment of their ability in oil degradation. 

Methodology 

In order to isolate the oil degrading bacteria from oil contaminated sludge collected from 

evaporation ponds of Tabriz Refinery, the carbon free minimal medium (CFMM) by enrichment 

methods were used. Based on bacterial growth indicators (e.g. optical density (OD) and microbial 

biomass, percent of crude oil degradation and production of biosurfactant), 20 efficient isolates 

were selected among the 60 isolates using CFMM supplemented with crude oil. All of these 20 

isolates were evaluated by biosurfactant production tests. Then, 20 isolates were selected based on 

their growth rate, crude oil degradation potential, and their ability to degrade recalcitrant 

compounds (light naphta, heavy naphta, styrene and anthracene).  

Findings 

The most efficient strains that had the highest OD, microbial biomass and percentage of oil 

biodegradation with biosurfactant production ability were the isolates COD2-1, COD1-5, COD4-3, 
COD4-2, COD9-3, COD6-3, COD7-1, COD3-1, COD1-1 and COD8-1. While other efficient 

isolates (COD1-4, COD5-6, COD4-5, COD7-3, COD4-6, COD6-1, COD6-4, COD2-3, COD8-2 
and COD3-3) did not produced biosurfactant. Among these bacteria, 11 efficient isolates were 

identified by molecular techniques. The results of molecular identification of bacteria showed that 

these isolates belong to the genus and species Stenotrophomonas sp., Achromobacter sp., 

Psedochrobactrum sp., Arthrobacter sp., Shewanella sp., Alcaligenes sp., Pseudomonas sp. and 

Acinetobacter baumannii.  
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Conclusion 

Among the isolates, the genus Stenotrophomonas sp., Psedochrobactrum sp., Arthrobacter sp. and 

Shewanella sp. with high quantitative and qualitative indices in terms of bacterial growth, microbial 

biomass, crude oil degradation and production of biosurfactant were the best candidates for 

bioremediation experiments in contaminated soil.  

Keywords: Biosurfactant, Oil bioremediation, Oil contaminated soil, Oil degrading bacteria.  

 

 مقدمه 

 از   آن  مشتقات  و  خام  نفت  اب  خاک  يآلودگ

  يطيمح  ستيز  يهايآلودگ  انواع  ترينخطرناک   جمله

 ع يصنا  و  نفت  صنعت  روزافزون  رشد.  گرددي م  محسوب

  نياول  جزء  را   ينفت  يهان بدروكريه  ، رانيا  در   يجانب

كشور   يجنوب مناطق در خصوص به   يطيمح يهاندهيآلا

  يهاروگاهين  و  يمي پتروش  عيصنا  ها،شگاهيپالاو اطراف  

بيان)  است  داده  ر قرا  رانيا  يشهرهاكلان و    صديق 

از    (. 2017  همکاران آمده  بدست  گزارشات  طبق 

-از آلايندههاي پالايشگاهي و پتروشيمي كشور،  شركت

واژگوني تانکرهاي   كه بيشتر در اثر  هاي مهم نفتي خاک

توان به نفت  شود ميدهنده تركيبات نفتي حادث ميانتقال

  خام، نفتاي سبک، نفتاي سنگين و استايرن اشاره نمود. 

 موجب نفتي هايهيدروكربن بالاي نسبتاً  آبگريزي

 جرمن و  خاک شده در آنها تجمع قابليت گيرچشم افزايش

كاهش حذف   جهت هاهآلايند اين زيستي دسترسي به 

 جهت مناسبي راهکارهاي بايستمي لذا گردد؛مي زيستي

نفتيآلاينده كنترل يا حذف خاک هاي  شود  اتخاذ در 

همکاران ) و  در2009  تندي   هايروش اخير  دهۀ سه (. 

 تصفيه  نظير مختلفي بيولوژيکي و شيميايي فيزيکي،

يازيست و ازيجامدس و تثبيت حرارتي،  پالايي 

 معرفي و خاک از آلودگي رفع جهت  ،1سازي المسزيست

   (. 2011 )دلافونته و همکاران اندگرفته قرار استفاده مورد

  اصل   به  توجه  و   شده  ذكر  مشکلات  انيب  با

  به   توجه   اصل   ز ين  و   جامعه  سلامت  و   بهداشت  حفظ

  ،ي كشاورز  محصولات  نهيبه  دي تول  در  هاخاک   سلامت

 
1 Bioremediation 

  مثل   ييهاندهيآلا  از  ستي ز  طيمح  يسازکپا  لزوم

د  ينفت  يهادروكربنيه قابل  وضوح  با    است  رکبه  و 

ا كه در برابر    ييهاچالش  ني از مهمتر  يک ي  نکه يتوجه به 

قرار دارد    اينقاط دن  يدر اقص  ستيز  طيمح  يهاسازمان

آلودگ با  از    ي مبارزه  خاک  اح  کيمنابع  و  و    ايطرف 

د آلوده شده    يهامکان  يپاكساز از    ،است  گرياز طرف 

-يبه سمت تکنولوژ  شرفته يپ  يكشورها  شتر يباين رو  

  يرو   ييپالاستيز  ي و به طور كليي  پالااهيچون گ  ييها

 است هاييروش از يکي پالاييزيستد. همچنين  انآورده

 بکار نفتي هايآلودگي كاهش  يا حذف در تواندمي كه

گذراروش از برخي برخلاف و رود  ينا موقت، و هاي 

  گردد مي محسوب دائمي حلراه شرايط  بعضي  در روش

  ندهيپالا  خاک  كهي آنجائ  از  (. 2013  )آگوموتو و همکاران

  مرهون   را  ي ژگيو   نيا  و   شوديم  محسوب  يعيطب

ب   يي ايميش   ،ي کيزي ف  خواص است،   ي کيولوژيو  خود 

موجود در خاک قادرند    يها سميکروارگانياز م  ياريبس

م  ينفت  باتياز ترك انرژ به عنوان  و  استفاده    ينبع كربن 

آنها ركن و  موادند  به  قب   يا    اكسيد كربنآب و دي  لياز 

همکاران   ندينما  لي تبد و  اين  2011  )يو  جداسازي   .)

محيطميکروارگانيسم از  ارزيابي  ها  و  نفتي  آلوده  هاي 

آنها  بکارگيري  و  تکثير  نفت،  تجزيه  در  آنها  كارايي 

مراحل  به از  باكتريايي  كنسرسيوم  ابتدايي  صورت 

ميزيست زيستي  2011  )مينوتياقي  باشدپالايي  تلقيح   .)

كه   است  پالايي  زيست  كردن    واردبا  نوعي 

مح  يجداساز  يهاسميکروارگانيم از    يهاطيشده 

برا  ني ا ،  رديگيمصورت    2ي ربوميغ نفت  يروش    يمواد 

 
2  Exogenous 
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م توسط  كه  خاک    يبوم  يهاسميکروارگانيسرسخت 

شود؛ براي استفاده از  استفاده مي  ستندين  ه يقادر به تجز

رو جداسازي  اين  توانا  ييهاسميکروارگانيم  ش    ييكه 

هيدروكربنبالا  هيتجز را ي  نفتي  ضروري    دارند   هاي 

است. پس از جداسازي و شناسايي اين باكتريها از آنها 

مي  ييايباكتر  وميكنسرس  صورتهب با  استفاده  كه  شود 

 آنها   شدر  يبرا  نهيبه  طيشرا  جاديا   و  ييغذا  مواد  افزودن

هاي نفتي خاک را با دروكربنانند هيتا بتو  شودمي  اقدام

بي همکاران  سرعت  و  )وو  نمايند  تجزيه  ،  2013شتري 

 (.  2013 اهيمي و همکارانابر ،2010گرير و همکاران 

 از كه  است  شده  آن  بر  يسع  پژوهش  نيا  رد

، باكتريهاي  و پتروشيمي تبريز پالايشگاه آلوده  هايمکان

اسازي شده و  كننده تركيبات نفتي جدتجزيهخوار يا  نفت 

ا از  استفاده  مقايسه  نواع سنجشبا  و  كيفي  و  هاي كمي 

براي رفع آلودگي اين    باكتريها  و كاراترين  ن يبهترآنها،  

معرفي خاک و  شناسايي  پالايي  زيست  روش  براي   ها 

 گردد. 

 ها  مواد و روش 

 كننده نفتجداسازي باكتریهاي تجزیه 

از  نمونه در    9برداري  نفت  به  آلوده  مکان 

براي جداسازي  م شد.  يشگاه و پتروشيمي تبريز انجاپالا

تجزيهباكتري ابتدا  هاي  نفتي،  تركيبات    به   اقدامكننده 

  طيمحاز    سازي،غني  يبرا .  شدي  کروبيم  سازيغني 

 رات يي تغ  ي با كمعاري از منابع كربن    MSM  حداقل  كشت

شد كشت  استفاده  محيط  ليتر  هر   .MSM  2  ؛شامل g  

Cl4NH  ،5 g  4PO2KH  ،4 g  4HPO2Na  ،0.2 g  4MnSO  ،0.2 

g  4MgSO  ،0.05g  3FeCl  ،0.001g  2CaCl،   0.001g  2CoCl  ،

0.0001g  2O7Mo6)4(NH     بود كهpH    تنظيم شد و    2/7آن

پس از صاف كردن با كاغذ صافي واتمن شماره يک و  

استفاد مورد  باتاچاريا  اتوكلاو  و  )مايتي  گرفت  قرار  ه 

  100خاک آلوده به  گرم از نمونه    10بدين ترتيب  (.  2012

محيط  ميلي حاوي    MSMليتر  خام   %3استريل  نفت 

مدت   به  و  دماي    1افزوده شد  در  و شيک    Cº 26هفته 

rpm  120   .گرفت خاک   10همچنين    قرار  نمونه  از  گرم 

محيط   در  خام  نفت  افزودن  عنوان    MSMبدون  به  نيز 

هفته  از گذشت يک  بعد  لحاظ شد.  ، يک زيركشت  شاهد 

ص  بدين  شد؛  كه  تهيه  مميلي  2ورت  اين  از  حيط ليتر 

استريل تازه حاوي    MSMليتر محيط  ميلي  100كشت به  

نفت خام اضافه شد و مجدداً به مدت يک هفته ديگر    3%

و  زمان  گذشت  از  پس  گرفت.  قرار  فوق  شرايط  در 

ها در مقايسه  كافي در ارلن  ODمشاهده رشد باكتري و  

ده و سپس از  هد، اقدام به تهيه سري رقت ششا  با ارلن

ميکروليتر    100مقدار    10-6و    10-5،  10-4هاي  رقت

درصد    2جامد حاوي    MSMبرداشته و به محيط كشت  

اي پخش شد. بعد  نفت خام اضافه و با كمک ميله شيشه

كلني ظهور  )شکل  از  پليت  سطح  در  كلني1ها  هاي  (، 

انتقال   آگار  نوترينت  محيط  به  با  منتخب  و  شدند  داده 

از خلوص    هاي متوالي و پس از اطمينانانجام زيركشت 

  % 15ها در گليسرول  ها اقدام به تهيه استوک جدايهكلني

 شد.  

 ارزیابی كارائی تجزیه نفت خام

براي بررسي كارائي تجزيه تركيبات نفتي، ابتدا  

در  از جدايه براث  ميلي  10ها  نوترينت  ليتر محيط كشت 

داد  شبانه  نموكشت  سانتريفيوژ  از  پس  و  شد  دن،  ه 

شد و رسوب باكتري با سرم  روشناور آنها دور ريخته  

رسوب    %9/0فيزيولوژيک   سپس  و  شد  داده  شستشو 

ليتر از  ميلي  1ليتر از سرم معلق شد و  ميلي  3باكتري در  

ارلن در  تلقيح  براي  حاوي  ميلي  100هاي  آن    30ليتري 

نفت خام   % 2ي  استريل دارا   MSMليتر محيط كشت  ميلي

ارل شد.  مدت  نافزوده  به  دماي    9ها  در  و    Cº 26روز 

rpm  120  ابراهيمي و همکاران( اين  2012  شيک شدند   .)

در   جدايه  هر  براي  ارلن    3آزمايش  با حضور  و  تکرار 

  9شاهد بدون تلقيح باكتري انجام گرفت. بعد از گذشت  

توزين   نوري،  )قرائت چگالي  روز آزمايشات زير شامل 

تجزيبيوم درصد  تعيين  ميکروبي،  و  اس  خام  نفت  ه 

 يوسورفکتانت( انجام گرفت.هاي توليد بتست

  محیط كشت باكتریها ODیا  1چگالی نوري

 
1 OD: Optical Density 
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گذشت   از  محيط  9بعد  شدن  كدر  و  هاي  روز 

از محيط كشت ميلي  3كشت،   به  ليتر  از هم زدن  ها پس 

نوري   چگالي  و  شد  ريخته  اسپکتروفتومتر  كوت  داخل 

به ذكر است    قرائت شد. لازم  nm  600ل موج  آنها در طو 

اوليه  كه بعد   و به دست آمدن اعداد بيش    ODاز قرائت 

ابتدا نمونه ها رقيق شده تا اعداد قرائت شده در  از يک، 

از   كمتر  از تصحيح    1محدوده  پس  نتايج  و  گيرند  قرار 

اثر رقت گزارش شده است. مبناي اين روش آن است كه  

ترك  از  كه  ميباكتريهايي  استفاده  بهتر  نفتي  نند  كيبات 

ب  تکثير  و  توليد  به  افزايش  قادر  ضمن  و  بوده  يشتري 

محيط خواهند شد    OD  افزايش  بيوماس ميکروبي باعث

 (.  2013 ، ابراهيمي و همکاران2012ي و باتاچاريا )مايت

 گیري بیومس میکروبیاندازه

كشت محيط  از  مناسبي  درون  حجم  به  ها 

  13000ريخته شد، سپس در دور  ليتري ميلي 2هاي ويال

آن دور ريخته شد و وزن  سانتريفيوژ شدند و روشناور  

  50پلت باكتري بعد از خشک شدن درون آون در دماي  

مدت    سلسيوس درجه   شد    ساعت  24به  يادداشت 

 (. 2013 )چندانکري و همکاران

 درصد تجزیه نفت خام

  1براي محاسبه ميزان نفت تجزيه شده از رابطه 

به    استفاده ابتدا  كار  اين  براي  محيط شد.  باقيمانده 

اتر اضافه شد، پس از همزدن  اتيلليتر ديميلي  15،  كشت

استوانه جداكننده  قيف  داخل  به  و  محيط،  ريخته شد  اي 

در دي خام حل شده  نفت  ترتيب  محيط اتيلبدين  از  اتر 

اتر   اتيل  دي  و  خام  نفت  شد؛ سپس  جدا  باكتري  كشت 

اري  مي آزمايش ريخته شد و در بنهاجدا شده در لوله

قرار    36در   سلسيوس  تبخير  درجه  از  پس  شد.  داده 

دي از  اتيلكامل  پس  خام    18اتر  نفت  مقادير  ساعت، 

در   بالا  ويسکوزيته  با  نشست  ته  بصورت  كه  باقيمانده 

جدايه و  شاهد  نمونه  براي  بود،  مانده  جا  لوله  هاي  ته 

 (. 2013  نايي توزين شد )ابراهيم و همکاراباكتري

   [1[ 
     1) / WCW – 1%B = 100 (W 

   

B    ،1درصد تجزيه زيستيW    وزن نفت باقيمانده

و   شاهد  نمونه  جدايه  CWدر  در  باقيمانده  نفت  ها  وزن 

 باشد.مي

 هاي تولید بیوسورفکتانت تست

1فعالیت گستردگی روغن 
  

ليتر آب مقطر  ميلي  50اين تست با اضافه كردن   

دي پتري  داخل  ام نفت خ  µL  100ش و اضافه كردن  در 

سطح   سپس  به  گرفت.  انجام  روشناور    µL  10آب  از 

محيط از  ايجاد  حاصل  نفتي  لايه  روي  بر  كشت  هاي 

اندازه  نفت  از  عاري  قطره  قطر  شد.  ريخته  گيري  شده، 

همکاران و  )ابراهيم  دو  2013  شد  آزمايش  اين  در   .)

نوان  به عنوان كنترل مثبت و آب مقطر به ع 2SDSتيمار  

 كنترل منفي استفاده شد. 

 3تست همولیز خون بر روي بلاد آگار

ميزان   محيط  µL  10به  جدايه  از  هاي كشت 

حاوي   آگار  بلاد  روي  بر  و  شد  برداشته    % 5باكتري 

(v/vپليت نقطه( خون گوسفندي در  اي در  ها به صورت 

داخل انکوباتور به    Cº 26سه تکرار كشت داده شد و در  

(.  2013  اري شدند )ابراهيم و همکاراننگهدروز    5مدت  

لازم به توضيح است كه خون تازه گوسفندي براي اين  

ارلن حاوي   افزودن در  از  قبل  تا  و  استفاده شد  منظور 

محيط كشت بلاد آگار به منظور ممانعت از انعقاد خون 

نگهداري شد.    %4در سيترات سديم   استريل  فالکون  در 

ا با  آگار  بلاد  هموليزي  به  فعاليت  شفاف  هاله  يک  يجاد 

كل مينيدور  ظاهر  توليد  ها  نشاندهنده  كه  شود 

هايي كه  باكتري  باشد.ميها  بيوسورفکتانت توسط جدايه

شفاف تشکيل    در اطرافشان پس از گذشت پنج روز هاله

( و هاله كوچک و نازک با علامت  -نشده بود با علامت )

له خيلي )+(، هاله متوسط )++( و هاله بزرگ )+++( و ها

شدن ثبت   )++++( هالهبزرگ  اين  كه  بصورت  د  ها 

 (. 1)شکل  اي نشان داده شدندمقايسه

 
1 Oil displacement activity 
2 Sodium dodecyl sulfate 
3 Hemolysis test on blood agar 

https://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
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1تست 
CTAB  متیلن بلو آگار 

از كشتتت هتتر جدايتته   µL  10براي انجام اين تست  

متتتيلن بلتتو آگتتار   CTABباكتري برداشته شد و بر روي  

متتتيلن  mL µg 005/0-1و  mL mg 2/0 CTAB-1)حتتاوي 

اي در قطتتهها به صتتورت نآگار( در پليت  بلو در نوترينت

داخل انکوباتور بتته  Cº 26شد و در  سه تکرار كشت داده

 ي شتتدند )چنتتدانکري و همکتتارانروز نگهتتدار 5متتدت 

( يتتتک CTABآمونيم برومايتتتد )متيلتري(. ستتتتيل2013

باشد، بنابراين ايجاد يتتک هالتته آبتتي دترجنت كاتيوني مي

حيط كه رنگ پايه آن آبي ها در اين مپررنگ به دور كلني

بيوستتورفکتانت دهنده توليتتد باشتتد، نشتتانمي روشتتن

هتتايي كتته در بتتاكتريباشتتد. ها ميآنيوني از طرف جدايه

آبي تشکيل نشده   اطرافشان پس از گذشت پنج روز هاله

( و هاله كوچک و نازک آبتتي بتتا علامتتت -بود با علامت )

هاله خيلتتي )+(، هاله متوسط )++( و هاله بزرگ )+++( و  

هتتا بصتتورت دند كتته ايتتن هالتتهبتتزرگ )++++( ثبتتت شتت 

  (.1شکل  ) اي نشان داده شدندايسهمق

 

تجزيه ساير تركيبات نفتي براي بررسي كارائي  

و   استايرن  سنگين،  و  سبک  نفتاي  جمله  )از  مهم 

جدايهآنتراسن توسط  غلظت(  با  نيز  مواد  اين  هاي  ها، 

شرايط   در  پايه  كشت  محيط  در  و  مناسب 

شدند.    2اي شيشهدرون از  ارزيابي  برتر    يه جدا  13ابتدا 

داراي   كه  خام  نفت  كشت  محيط  در  ارزيابي  از  حاصل 

OD  بيومس بالا ،  خام  نفت  تجزيه  درصد  و  ميکروبي 

در   بودند  رشد  تند  و  كشت ميلي  10بوده  محيط  ليتر 

از   پس  و  شد  داده  شبانه  كشت  براث  نوترينت 

رسوب   و  شد  ريخته  دور  آنها  روشناور  سانتريفيوژ، 

شستشو شد و سپس    %9/0فيزيولوزيک    باكتري با سرم 

در   باكتري  و  ميلي  3رسوب  شد  معلق  سرم  از   1ليتر 

در  يليم تلقيح  براي  آن  از  شامل   4ليتر  آزمايش  سري 

حاوي  ميلي  100هاي  ارلن محيط  ميلي  30ليتري  ليتر 

 
1 Cetyl trimethylammonium bromide 
2 In vitro 

با    MSMكشت   الف(  نفتاي    mg L20000-1 استريل 

با   ب(  با    mg L  2500-1سنگين  ج(  سبک  g Lm-نفتاي 

(  د( با  2017  استايرن )عرب جعفري و همکاران  10010
1-mg L  100  همکاران  )مااوچنگ  آنتراسن (  2014   و 

ارلن شد.  مدت  افزوده  به  دماي    9ها  در  و    Cº  26روز 

rpm  120    3شيک شدند. اين آزمايش براي هر جدايه در  

تکرار و با حضور ارلن شاهد بدون تلقيح باكتري انجام 

از   بعد  قرائت    9گذشت  گرفت.  آزمايشات  و   ODروز 

فوق روش  به  ميکروبي  بيوماس  انجام توزين  الذكر 

 .  گرفت

 

ارزیابی كارائی تجزیه تركیبات نفتی )نفتا، استایرن و 

 آنتراسن(

 باكتریهاي كارآمد  شناسایی مولکولی

رمزكننده  توالي ژن  آناليز  و    16S rRNAيابي 

انجام   باكتريايي    DNA شد.  براي شناسايي جدايه هاي 

استخراج شد؛    KOH  10%ها به روش جوشاندن با  جدايه

هاي خالص كشت بدين ترتيب كه يک لوپ پر از باكتري

از   بعد  داخل    24شده  و  شد  برداشته  ساعت 

  µL( و  0.5X)  TBEبافر    µL   500هاي حاوي  ميکروتيوب

20  KOH  (10%  از بعد  منتقل شد.  دقيقه جوشاندن    10( 

دور  ميکروتيوب با  دقيقه    4براي    rpm  12000ها 

 كه حاوي    µL  200-100سانتريفيوژ شدند. از روشناور  

DNA انجام براي  و  شد  برداشته  بود  شده  استخراج 

براي    PCRواكنش   شد.  ژن  توالياستفاده   16Sيابي 

rDNA    پيشرو پرايمر  دو  از  )  8Fباكتريها  توالي  5 ´با 

´AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3  نوكلئوتيد و    20( با

)  490R1پسرو   توالي  5 ´با 

´GGTTACCTTGTTACGACTT 3  با نوكلئوتيد    19( 

ويال    PCRاستفاده شد. براي واكنش      µLكل حجم هر 

و   µL   25  Taq 2x Mastermixبود كه هر نمونه شامل    50

µL   15    آب ديونيزه وµL  2    از هر پرايمرF    وR    بعلاوه

DNA    استخراج شده از هر باكتري به مقدارµL  6    .بود

چرخه اجرا شد. چرخه اول با دماي    36در    PCRنش  واك

https://en.wikipedia.org/wiki/Cetyl_trimethylammonium_bromide
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Cº  94    دقيقه، در ادامه دماي    3به مدتCº  94    20به مدت  

مدت  اتصال)دماي    Cº  53دماي  ثانيه،   به    20  آغازگر( 

فراوان شدنثانيه،   در  ثانيه و    30به مدت    Cº  72  دماي 

دقيقه    5به مدت    Cº  72با دماي  پايان يک چرخه اضافي  

 DNA Safeبعد از اختلاط با    PCRولات  انجام شد. محص

Stain  ( بر روي ژل آگارزW/V  )1%    1در بافرx TBX    در

کتروفورز شدند )قالکيويزل و  ها ريخته و الداخل چاهک 

باندها، 2008  كلاگ تکثير  موفقيت  مشاهده  از  پس   .)

توالي ازنمونه  پس  و  شد  در    BLAST-Nانجام    يابي 

درخت فيلوژني آنها  و شناسايي باكتريها،    ، NCBIسايت  

 گرديد.   ترسيم MEGA6   افزار با نرم

 

 
 . )سمت چپ( CTABتصویر مراحل جداسازي اولیه )سمت راست(، تست همولیز خون )وسط(، تست  -1شکل 

 رسم درخت فیلوژنی 

ژن شركت    16S rRNAرمزكننده    توالي  توسط 

تواليژن ت.  شد  يابيفناوران  نوكلئوتيدها  نتايج  والي 

ب كمک مجدداً  بررسي شد.    Chromas (1.45)افزار    نرم  ه 

نوكلئوتيدهاي ژن    ميزان تشابه جدايه    16S rRNAتوالي 

كمک توالي  BLAST  به  پايگاه  با  در  شده  ثبت  هاي 

ژنومي  گرفت.    GenBank   اطلاعاتي  قرار  مقايسه  مورد 

توالي    درخت  ها و ترسيميهفيلوژني جدا  تحليل فيلوژني 

و با  MEGA6 افزار    ک نرمم ك   به  هاجدايه  16S rRNAژن  

 . (4)شکل  ، رسم گرديدMaximum Liklihoodالگوريتم 

 تجزیه و تحلیل آماري 

اعمال   با  تصادفي  كاملاً  طرح  قالب  در  آزمايش 

ها از طريق نرم  سه تکرار انجام شد و تجزيه آماري داده

  صورت پذيرفت و نمودارهاي آن به  SPSSافزار آماري  

 د.  م شدنترسي Excelافزار كمک نرم

 نتایج و بحث 

ها در مرحله  ها و كلنيبعد از رشد كامل باكتري

به    60  اول جداسازي، با توجه  جدايه جداسازي شد كه 

-واكنش گرم، شکل سلولي، رنگدانه و الگوي رشد، كلني

و   شده  حذف  مشابه  لحاظ    44هاي  از  متفاوت  جدايه 

براي   و  نگهداري  انتخاب مورفولوژي  كار  بعدي  مراحل 

 د.  شدن

 ارزیابی باكتریها در حضور نفت خام

 نفت خام حضور در هایباكتر  OD یابیارزالف( 

بين   كشت    44از  محيط  از  شده  جدا  باكتري 

-بالايي بودند، جدايه  ODجدايه داراي    8حاوي نفت خام  

(  45/10و    18/12)به ترتيب    COD4-2و    COD4-13هاي  

داشته   ODبيشترين   معني  را  اختلاف  آو  بين  نها داري 

  COD1-4و    COD9-3  ،COD4-6هاي  نشد. جدايه  مشاهده

داري  اختلاف معني  63/6و    65/6،  1/7هر سه به ترتيب  

داري بين آنها ها داشتند ولي اختلاف معنيبا ساير جدايه

بين  1ديده نشد )جدول    .)OD  تجزيه ، بيومس و درصد 

معني  و  مثبت  همبستگي  ضريب  داشت،  دانفتي  وجود  ر 

  ODو بين    71/0و بيومس ميکروبي    OD  اين ضريب بين

نفتي   تجزيه  آنها  بود. جدايه  82/0و درصد  در  كه  هايي 

باقيمانده    ODميزان   خام  نفت  بود؛  بيشتر  كشت  محيط 

در محيط نيز كمتر بود و بيشتر توانسته بودند نفت خام 

 
  4-3جدایه ه، و بود  egradingDil OCrudeمخفف  DOCپیشوند  1

COD  است.  3 جدایه و شماره  4خاک  شماره  معرف 
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جدايه كنند.  تجزيه  اينکه  را  دليل  به  باكتريايي  از  هاي 

محيط و  آلودهخاكها  شده  هاي  جداسازي  با  نفتي  اند 

نفتي سازگار  محيط كشت  به نفت و تركيبات  هاي آلوده 

جمعيت   افزايش  و  آنها  تکثير  و  ماندن  زنده  و  هستند 

ميزان  افزايش  نشاندهنده  كشت  محيط  در  ميکروبي 

هيدروكربن ميتخريب  نفتي  اين  هاي  از  بنابراين  باشد 

مي بهباكتريها  طبيع  توان  كنندگان  تصفيه  ي  عنوان 

د نفتي  همکاران  تركيبات  و  )سانينو  برد  نام  خاک    ر 

2016  .) 

 ب( بیومس میکروبی در حضور نفت خام 

ليتر از محيط  ميلي  2بيومس ميکروبي در حجم  

اندازه باكتري  كشت  شد.  مقدار    COD3-3گيري   mgبا 

1-mL  5    همه ميان  در  ميکروبي  بيومس  بالاترين  داراي 

نتجدايه به  توجه  با  ولي  بود  جدايهODايج  ها  هاي  ، 

بالاتر و هم بيومس ميکروبي    ODمشتركي كه هم داراي  

جدايه شدند.  انتخاب  مرحله  اين  در  بودند،  هاي  بالايي 

COD4-5    وCOD6-3    بر علاوه  ترتيب    ODكه  )به  بالا 

 mg( بيشترين بيومس ميکروبي )به ترتيب  45/2و    35/2

1-mL  83/4    ري  ادنيز داشته و اختلاف معني( را  33/4و

جدايه ساير  و  آنها  جدايهبين  شد.  مشاهده  هاي  ها 

COD1-5  ،COD7-3  ،COD3-1  ،COD5-6  ،COD6-1 ،

COD6-4    وCOD2-1    بالا ميکروبي  بيومس  داراي  نيز 

بودند. ضريب همبستگي بين بيومس ميکروبي و درصد  

نفتي   توان    90/0تجزيه  كه  است  آن  نشاندهنده  و  بود 

داشتبالا را  نفت  زيستي  تجزيه  توانستههي  و  از  اند  اند 

كنند،   استفاده  انرژي  و  كربن  منبع  عنوان  به  خام  نفت 

بيومس ميکروبي   بهتر رشد كرده و جمعيت و  درنتيجه 

)جدول   است  شده  بيشتر  موخرجي  1آنها  و  داس   .)

 Bacillus subtilis( گزارش كردند كه دو باكتري  2006)

از  Pseudomonas aeruginosaو   شده    جداسازي 

كشت  آلوده    خاكهاي محيط  در  نفت  دوره    MSMبه  و 

از كل   ٪ 26و  ٪24اند به ترتيب روزه توانسته 5نگهداري 

روز تجزيه كنند؛ آنها   5هاي نفتي را در طول  هيدروكربن

زمان  افزايش  با  سلولي  بيومس  ميزان  كه  دريافتند 

 يابد. انکوباسيون افزايش مي

 ها  خام توسط جدایهج( درصد تجزیه نفت 

بين  جدايه  جدايه  در  بالاترين    COD1-4ها،  با 

داري  (، داراي اختلاف معني%25/88درصد تجزيه نفتي )

باكتريبا ساير جدايه بود.    COD1-5و    COD5-6هاي  ها 

هايي بودند كه  از جدايه  %95/74و    % 46/77به ترتيب با  

ميکروبي  بيومس  و  نفتي  تجزيه  درصد  بالاترين    داراي 

ترتيب   جدايهmL mg-1  5/3و    16/3)به  بودند.  هاي  ( 

COD7-3  ،COD3-1  ،COD6-1    وCOD2-1    نيز داراي توان

بالاي درصد تجزيه نفتي بوده و داراي بيومس ميکروبي  

جدايه بودند.  ، COD1-4  ،COD9-3  ،COD6-3هاي  بالايي 

COD4-3  ،COD4-2  ،COD4-5  ،COD4-6    وCOD7-1 

در  جدايه مشترک  بالا    و  ODهايي  نفتي  تجزيه  درصد 

و    COD9-4،  COD1-1   ،COD1-2هاي  جدايه  ند. بود

COD8-1  هايي بودند كه فقط درصد تجزيه  نيز از جدايه

 (. 1)جدول  نفت بالايي داشتند 

 داراي زيستي هايگونه  تنها هاقارچ و هاباكتري

 سنتز در نفت كربن از استفاده براي متابوليکي توانايي

نفتي   هايدرصد هيدروكربن 13-50هستند.   سلولي خود

 تجزيه هاقارچ درصد توسط 50  -82و  هاباكتري توسط

اما مي  به هايباكتر از ها خاک  سازي پاک براي شوند؛ 

 از تر و توان استفاده رشد زياد سرعت ، فراواني دليل

 شودمي استفاده بيشتر ها،هيدروكربن از وسيعي طيف

همکاران و  زفرا  2009  )وليکا   .)( همکاران  در  2014و   )

جدايه  تحقيق كه  كردند  گزارش  از  خود  حاصل  هاي 

خاكهاي آلوده به نفت كه داراي آستانه تحمل بالايي در  

جنس PAHمقابل   شامل  هستند  قارچي ها  هاي 

Aspergillus،Penicillium  ،Fusarium  ،Trichoderma  ،

Scedosporium  و  Acremonium    باكتريايي و 

Pseudomonas  ،Klebsiella  ،Bacillus  ،Enterobacter  ،

Streptomyces  ،Stenotrophomonas  ،Kocuria  و  Delftia  

از  مي كنسرسيومي  خود  آزمايش  در  آنها    12باشند. 

تجزيه   جداسازي شده جهت  باكتريايي  و  قارچي  جدايه 

را بکار بردند كه    L mg  6000-1تا غلظت    PAHتركيبات  
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دوره   طول  اي  ٪56  -87روزه    14در  مواد  تجزيه  ن 

ابو است.  شده  )گزارش  همکاران  و  با  2016شناب   )

نفت خام به محيط كشت عاري از كربن آلي    ٪ 4افزودن  

موفق به جداسازي و شناسايي باكتريهاي تجزيه كننده  

شامل  cytisi   Ochrobactrum  ،Ochrobactrum نفت  

anthropi    وSinorhizobium meliloti    شدند كه قادر به

هيدروكربناز    ٪54-93تجزيه   )كل  نفتي  (  TPHهاي 

 . بودند

 ی نفت مواد حضور در هایباكتر  OD یابیارز

نفتاي   تجزيه  در  باكتريها  ارزيابي  آزمايش  در 

سبک و سنگين، استايرن و آنتراسن نتايج حاكي از آن 

هاي  بود كه در محيط كشت حاوي نفتاي سنگين جدايه

COD1-4  ،COD1-1  ،COD2-1  ،COD2-3   وCOD5-6  در ؛ 

جدايمحي سبک  نفتاي  حاوي  كشت  ، COD1-4هاي  هط 

COD1-1  ،COD4-6  ،COD4-2  وCOD2-1  محيط در  ؛ 

جدايه استايرن  حاوي  ،  COD2-3  ،COD5-6هاي  كشت 

COD4-6  ،COD6-1   وCOD2-1  حاوي كشت  محيط  در  ؛ 

  COD2-3  ،COD3-3  ،COD1-1هاي  جدايه  آنتراسن

،COD6-3   وCOD8-2  بيشترين داراي  ترتيب  به    OD؛ 

)شک همکاران (.  2ل  بودند  و  جعفري    (2017)  عرب 

  Rhodococcus erythropolisگزراش كردند كه باكتري  

استايرن    L mg  220-1توانسته است در محيط كشت حاوي  

و   يافته  به    ODتکثير  استايرن  از  بتواند  و  يابد  افزايش  آن 

 عنوان منبع كربن و انرژي استفاده كرده و آنرا تجزيه نمايد. 

تایرن و  نفتا، اسدر حضور    هایباكتر   بیومس  یابیارز

 آنتراسن

در   باكتريها  بيوماس  مقايسه  آزمايش  در 

حضور نفتاي سبک و سنگين، استايرن و آنتراسن نتايج 

سنگين  نفتاي  حاوي  كشت  محيط  در  كه  داد  نشان 

محيط  COD1-4و    COD1-1  ،COD2-1هاي  جدايه در  ؛ 

  COD2-3  ،COD1-1هاي  كشت حاوي نفتاي سبک جدايه

اسCOD2-1و حاوي  كشت  محيط  در  جدايه؛  هاي تايرن 

COD1-1  ،COD2-3،COD5-6     وCOD4-6    محيط در 

حاوي   و    COD2-3  ،COD3-3هاي  جدايه   آنتراسنكشت 

COD1-1    به ترتيب داراي بيشترين بيومس بودند )شکل

هاي آلوده نفتي  جداسازي شده از محيط  هاي (. باكتري3

نفتي پس از    هايهاي حاوي هيدروكربندر محيط كشت

و   بيومس  انکوباسيون  افزايش  به  قادر  كردن  شيک 

هيدروكربن اين  از  كه  چرا  هستند  خود  ها ميکروبي 

كنند. آرولاژاگان  بعنوان منبع كربن و انرژي استفاده مي

( همکاران  از  2010و  كنسرسيومي  كه  كردند  گزارش   )

توانسته  باكتري نفتي  رسوبات  از  شده  جداسازي  هاي 

محيط   در  حاوي  است  آنتر  PAHكشتهاي  اسن، شامل 

  L mg-1هاي  فلورن، نفتالين و فنانترن در محدوده غلظت

حاوي    3-  100 شور  كشت  محيط  بيومس    NaClدر 

تجزيه   موجب  و  داده  افزايش  را    ٪95-45ميکروبي 

)  PAHتركيبات   همکاران  و  مااو  گزارش  2015شود.   )

كه   اشعه   .Pseudochrobactrum spكردند  تابش  با 

بنفش و  ماور با  اين  آمده  جهشي كه در  اكتري  بوجود 

  L mg  1800-1است اين باكتري را قادر ساخته است كه   

عرض   در  را  فاضلاب  نمايد.    48فنول  تجزيه  ساعت 

 .Pseudochrobactrum sp نتايج آزمايش نشان داد كه 

XF1-UV  برا  دواريام  يداي كاند  کيتواند    مي   يكننده 

 فنل باشد.  يحاو يفاضلاب ها يطيمح ستيبهبود ز

 سورفکتانت  تولید بیو

تست بودن   + كه  است  توضيح  به  هاي لازم 

جدول   در  موجود  پاسخ   1بيوسورفاكتانت  نشاندهنده 

است  بيوسورفاكتانت  توليد  به  جدايه  آن  بودن  مثبت 

جدول   هاي   + توليد    1تعداد  بودن  بيشتر  دهنده  نشان 

بزرگ و  شده  سورفاكتانت  هموليز  هاله  قطر  تربودن 

-نسبت به جدايه  CTABون و هاله آبي رنک در تست  خ

و   است  ديگر  تست  –هاي  عدم  بودن  دهنده  نشان  ها 

عدم   عبارتي  به  يا  جدايه  آن  توسط  توليد سورفاكتانت 

به    COD8-2و    COD9-3هاي  جدايه  باشد. تشکيل هاله مي

و   آگار  بلاد  و  روغن  گستردگي  تست  سه    CTABهر 

و    COD2-1  ،COD1-7اي  هآگار پاسخ مثبت دادند. جدايه 

COD8-1    هر سه به گستردگي روغن و بلاد آگار پاسخ

جدايه   دادند.  نشان  تست   COD3-4مثبت  دو  به 
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و   داد.    CTABگستردگي روغن  مثبت نشان  آگار پاسخ 

و    COD4-3جدايه   داده  مثبت  پاسخ  آگار  بلاد  تست  به 

بود.    ODداراي بالايي  نفتي  تجزيه  درصد  تستهاي  و 

بيوسورف توليد  توليد  دهنده  نشان  اكتانت 

كه  ب بوده  باكتريها  اين  توسط  قطبي  دو  يوسورفاكتانت 

و   هيدروفوبي هستند  هيدروفيلي و  دو سطح  داراي هر 

قطبي   غير  دروني  بخش  در  نفتي  ماده  گيرافتادن  باعث 

شده و افزايش حل پذيري آن در قسمت بيروني يا قطبي  

پاسخ  كه  هايي  درجدايه  شوند.  مي    بيوسورفاكتانت 

ميزان تجزيه  نسبتا  انت دادند  مثبت به توليد بيوسورفاكت

و   بود.  ODنفتي  بالا  نيز  تجزيه  (.  1)جدول  محيط 

PAHخاک    ها در  پالايي  زيست  تيمارهاي  اعمال  بدون 

مي اين  و  است  شده  گزارش  تواندكمتر 

   

 
 . و آنتراسن هاي باكتریایی در حضور نفتاي سبک، نفتاي سنگین، استایرنجدایه ODمقایسه  -2شکل 

 
 

 .هاي باكتریایی در محیط كشتهاي نفتاي سبک، نفتاي سنگین، استایرن و آنتراسنجدایه یسه بیومس میکروبیمقا  -3شکل 
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 Stenotrophomonas acidaminiphila strain COD1-1.

 Stenotrophomonas acidaminiphila strain COD 4-2.

 Stenotrophomonas nitritireducens strain COD 5-6.

 Pseudomonas nitroreducens strain COD 8-2.

 Acinetobacter baumannii strain COD 6-1.MH071198

 Shewanella sp. strain COD 2-1.

 Alcaligenes aquatilis strain COD 3-3.

 Achromobacter pulmonis strain COD 7-1.

 Pseudochrobactrum sp. strain COD 1-4. MH157893

 Pseudochrobactrum sp. strain COD 4-6.

 Arthrobacter sp.strain COD 2-3.

 
 .جدایه باكتري شناسایی شده كاراي تجزیه نفتی  11درخت فیلوژنی  -4شکل 

 

   .جداسازي شده جدایه 44لید بیوسوفکتانت ی، درصد تجزیه نفت خام و نتایج تست توکروبیم بیومس  ، ODمقادیر  –1جدول 

جدايه هاي  

 باكتري
OD 600nm 

 بيومس ميکروبي

( ميلي ليتر محيط كشتي گرم در ميل)  
 درصد تجزيه نفت خام

تست  

 هموليزخون 
تست  

CTAB 

COD1-1 84/0 ±  98/2  66/0 ±  17/2  48/4 ±  72/54  - +++ 

COD1-2 92/1 ±  04/3  44/0 ±  84/1  29/6 ±  04/54  - - 

COD1-3 04/0 ±  72/0  28/0 ±  00/1  41/5 ±  76/23  - ++ 

COD1-4 6/63  ± 1/29 b 28/0 ±  00/4  88/26  ± 0/71 a 
- - 

COD1-5 31/0 ±  43/3  28/0 ±  50/3  13/6 ±  95/74  - +++ 

COD1-6 29/0 ±  01/3  34/0 ±  67/2  02/6 ±  72/32  - - 

COD1-7 58/0 ±  94/2  28/0 ±  05/1  44/5 ±  54/45  ++++a - 

COD2-1 12/0 ±  96/0  44/0 ±  33/2  06/3 ±  60/55   +++ - 

COD2-2 07/0 ±  44/0  17/0 ±  17/1  36/2 ±  50/27   ++++ ++ 

COD2-3 02/0 ±  16/0  17/0 ±  84/0  32/4 ±  86/42  +++ - 

COD3-1 26/0 ±  51/1  93/0 ±  17/3  49/7 ±  63/57  - ++++ 

COD3-2 15/0 ±  79/0  29/0 ±  05/2  05/3 ±  43/30  - ++++ 

COD3-3 01/0 ±  88/1  a5/00 ±  0/76 95/5 ±  78/49  - - 

COD3-4 19/0 ±  73/1  06/0 ±  17/2  92/1 ±  68/44  - ++ 

COD3-5 09/0 ±  37/0  58/0 ±  05/1  83/2 ±  28/13  - - 

COD4-1 02/0 ±  23/0  00/0 ±  05/0  47/5 ±  94/33  - ++++ 

COD4-2 10/46  ± 0/40 a 44/0 ±  84/3  64/7 ±  63/64  - +++ 

COD4-3 12/18  ± 1/96 a 71/0 ±  17/2  32/5 ±  69/64  +++ + 

COD4-4 02/0 ±  21/0  17/0 ±  82/0  22/3 ±  44/6  - - 

COD4-5 87/0 ±  71/4  4/83 ± 0/73 ab 78/2 ±  54/59  - - 

COD4-6 60/0 ±  66/6  17/0 ±  34/2  95/5 ±  43/53  - - 

COD5-1 03/0 ±  52/0  17/0 ±  34/1  81/2 ±  75/13  ++ - 

COD5-2 03/0 ±  70/0  00/0 ±  05/1  40/5 ±  71/29  ++ + 

COD5-3 01/0 ±  09/0  00/0 ±  05/0  45/3 ±  06/32  - - 

COD5-4 03/0 ±  86/0  17/0 ±  84/1  31/5 ±  27/45  - - 

COD5-5 03/0 ±  55/0  00/0 ±  05/1  86/2 ±  71/28  - + 

COD5-6 17/0 ±  30/2  44/0 ±  17/3  77/46 ± 0/46 ab - - 

COD5-7 07/0 ±  66/0  17/0 ±  17/1  51/2 ±  67/11  + +++ 
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COD6-1 3/96  ± 0/95 b 66/0 ±  34/3  56/4 ±  48/52  + ++ ++ 

COD6-2 03/0 ±  36/0  17/0 ±  66/0  11/1 ±  69/6  - ++ 

COD6-3 25/0 ±  91/4  38/0 ±  33/4  85/7 ±  36/66  - - 

COD6-4 3/04  ± 0/44 06/0 ±  14/3  02/4 ±  47/32  + +++ 

COD6-5 40/0 ±  10/3  29/0 ±  05/2  90/3 ±  71/40  ++ + ++ 

COD6-6 35/0 ±  85/0  34/0 ±  34/1  88/3 ±  45/12  - ++ 

COD6-7 59/0   ±18/2  11/0 ±  34/2  14/5 ±  28/18  ++++ ++++ 

COD7-1 06/1 ±  46/5  29/0 ±  05/2  15/6 ±  92/51  - ++ 

COD7-2 03/0 ±  49/0  29/0 ±  00/1  15/3 ±  38/35  - + 

COD7-3 14/0 ±  77/1  44/0 ±  34/3  15/2 ±  90/62  - - 

COD8-1 17/0 ±  87/0  29/0 ±  00/2  64/5 ±  03/50  ++ - 

COD8-2 11/0 ±  99/0  00/0 ±  00/2  30/4 ±  17/28  ++ + +++ 

COD9-1 24/0 ±  84/1  57/0 ±  00/3  49/3 ±  98/38  - ++ 

COD9-2 09/0 ±  97/0  34/0 ±  16/2  80/0 ±  00/45  - ++ 

COD9-3 7/10  ± 0/73 b 44/0 ±  66/2  50/6 ±  89/69  ++ + ++++ 

COD9-4 10/0 ±  81/1  34/0 ±  84/2  88/6 ±  82/68  - + 

LSD 07 /0  14 /0  67 /0    

ها به دلیل غلظت  ODلازم به توضیح است كه  )عدم حضور هاله(.  -بزرگ(، +++ )هاله بزرگ(، ++ )هاله متوسط(، + )هاله كوچک(،    ی لیعلامت ++++ )هاله خ

 مقایسه میانگین می باشند.    bو    aمقادیر  گردیده است.   10قرائت شده ضربدر    ODاند و سپس    ونه ها ده برابر رقیق شدهبالاي نم

 

و نتایج تست تولید  نفت خام، استایرن، آنتراسن و نفتاي سنگینباکتری در تیمارهای  ODمقادیر درصد تجزیه نفت خام،  – 2جدول 

 بیوسوفکتانت

 ريايي هاي منتخب باكتجدايه
درصد تجزيه  

 منفت خا

OD  تيمار 

 نفت خام 

OD  تيمار 

 استايرن

OD   تيمار

 آنتراسن

OD   تيمار نفتاي

 سنگين

تست توليد  

 بيوسورفاكتانت 

Stenotrophomonas 

acidaminiphila 
COD 1-1 ، 

48/4 ±  72/54 84/0 ±  98/2 01/0 ±   07/0 .01/0 ±   078/0 02/0 ±   47/0 +++ 

Psedochrobactrum 

sp. COD1-4 

a 71 /0 ±  

26/88 
b 29/1 ± 63/6 01/0 ±   08/0 00/0 ±   024/0 04/0 ±a  63/0 - 

Shewanella sp. 

COD2-1 
06/3 ±  60/55 12/0 ±  96/0 01/0 ±   07/0 00/0   ±42/0 01/0 ±   53/0 +++ 

Arthrobacter sp. 

COD 2-3   
32/4 ±  86/42 02/0 ±  16/0 01/0 ±  a 12/0 02/0 ±a    148 /0 03/0 ±   51/0 +++ 

Stenotrophomonas 

nitritireducens 

COD 5-6 

46/0 ± 46/77 17/0 ±  30/2 02/0 ±   11/0 00/0 ±   035/0 02/0 ±   35/0 - 

 

 
هتتا در فتتاز بدليل كمتر بودن غلظتتت ايتتن آلاينتتده

محلول بدليل حلاليت پايين آنها و عدم فراهمي آنها براي 
(. 2011 نتتتگ و همکتتتارانجزيتتته زيستتتتي باشتتتد )يات

-ممکن است از نوع شيميايي يتتا زيستتتي    هافکتانتسور
منجتتتر بتتته افتتتزايش امولستتتيون شتتتوندگي  باشتتتند و

هتتا براي ميکتتروب  آنها  يستيز  يدسترس  و  يدروكربنيه

 يهتتايژگتت يو  از  يکي  (.2009)لينگلي و هونگچن  شوند  مي
 ييتوانتتا  هتتادروكربنيتت ه  كننتتدهتجزيه  يهتتايبتتاكتر  بارز

 عامتتل  ديتت تول  قيطر  از  لمحلو  در  آنها  يكنندگ  ونيامولس
-يمتت   11يستتتيز  يهتتاهمانند سورفکتانت  10يسطح  فعال

 
10 Surface–active agents 
11  Biosurfactant 
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در  ميبتته طتتور مستتتق يستتتيز يهتتاباشتتد. ستتورفاكتانت
 يدسترستت   شيافتتزا  قيتت از طر  دروكربنيتت حتتذف ه  نديفرا

) گتتانش و خالتتت دارنتتد  دآنهتتا    يستتتيز  هيو تجز  يستيز
 (.2009لينگلي و همکاران ؛  2009لاين  

كنندده ي كارآمدد تجزیهتخاب و شناسایی جدایه هاان
 تركیبات نفتی  

(، ODها كه داراي چگالي نتتوري )كاراترين جدايه
بيومس ميکروبي و درصد تجزيه نفتتت ختتام و تركيبتتات 

PAH  هاي توليد بيوستتورفاكتانت بالايي بودند و به تست
، COD2-1 ،COD1-5 جدايتته  10پاسخ مثبت دادند شتتامل 

COD4-3  ،COD4-2  ،COD9-3  ،COD6-3  ،COD7-1 ،
COD3-1  ،COD1-1    وCOD8-1  هتتاي بودند. ديگتتر جدايتته

، بيتتومس ميکروبتتي و ODكاراي تجزيتته نفتتتي كتته داراي
درصد تجزيتته نفتتتي بتتالايي بودنتتد ولتتي توانتتايي توليتتد 

، COD1-4جدايتته  10بيوستتورفاكتانت نداشتتتند شتتامل 
COD5-6  ،COD4-5  ،COD7-3  ،COD4-6  ،COD6-1 ،
COD6-4 ،COD2-3 ،COD8-2  وCOD3-3  بودنتتد )شتتکل

4.) 
 گیري كلینتیجه

از ميان باكتريهاي شناسايي شده و با توجه بتته نتتتايج  
هاي  ارزيابي حذف زيستتتي تركيبتتات نفتتتي و ديگتتر شاخصتته

باكتري برتر براي انجتتام تيمارهتتاي    5نهايت  كمي و كيفي، در  
باكتريهتتا  شوند كه ايتتن زيست پالايي و گياه پالايي معرفي مي

،  Stenotrophomonas acidaminiphila COD 1-1شامل  
Psedochrobactrum sp. COD1-4  ،Shewanella sp. 

COD2-1  ،COD 2-3  Arthrobacter sp.    و
Stenotrophomonas nitritireducens COD 5-6  

 (.2باشند )جدول  مي
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