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  چکیده

و  بهسـازي   یسـت ز . شـده اسـت   بـه مـواد نفتـی   هـا   زیستگاهبسیاري از آلودگی  سببکاربرد فراوان مواد نفتی در ایران 
از  .باشـد ي نفتی روشی کم هزینـه و سـازگار بـا محـیط زیسـت مـی      ها آلودگی در راستاي کاهش ها باکتري گیري از بهره
 بـدون کشت   در محیطبه نفت منطقه بوشهر هاي آلوده  از نمونه هاي نفتی ترکیبکننده ي تجزیهها باکتريي ، غربالگراینرو

از نمونه خاك آلوده به مـواد نفتـی    PDB1-19ي ها نامسویه باکتري گرم منفی به  19 ،پژوهش در این .انجام شدآلی کربن 
شـامل   هـا  آن نشـان داد کـه  اي تشخیصـی و روش مولکـولی   ه ـ کیـت  گیـري از  بهرهها با و شناسایی جدایهجداسازي شد 

ــه جــنس ــایی هــا و گون ، .Stenotrophomonas maltophilia ،Ralstonia sp. ،Vibrio sp. ،Sphingobacterium spهــاي باکتری
Zymomonas sp. ،Pseudomonas aeruginosa ،Paracoccus sp. ،Pantoea sp. ،Achromobacter xylosoxidans ،Acinetobacter 

johnsonii  ،Serattia odorifera ،Pseudomonas alcaligenes ،Entrobacter cloacae ،Pseudomonas stutzeri و 
Chryseobacterium sp. محیط کشت مایع حداقل، با حذف هر گونـه منبـع   داراي  هايدر ارلن ها سویهکارآیی این  .دنباشمی

 نبع کربن و انرژي، به صورت آزمایش فاکتوریل در قالب طرح کاملاً تصادفی بـا گازوئیل به عنوان م گیري از بهرهکربن و 
، 168، 48، 0ي هـا  نازم ـدر  nm 600در طـول مـوج   محیط کشت مایع  بررسی تیرگی در این. تکرار بررسی شد دوکاربرد 

آنـالیز   .گیري شـد  زهجزیه گازوئیل توسط باکتري اندابه عنوان شاخص رشد باکتري و تسنجیده شد و  ساعت 312و  216
 دار معنـی درصـد  در سـطح یـک    هـا  آنباکتري، زمان و اثـر متقابـل    سویه مانندآماري نشان داد که فاکتورهاي آزمایشی 

 میـان از نماینـد و   ي رشدگیر چشم صورتبه همانند گازوئیل  هاي نفتی ترکیب در حضورتوانستند  ها باکترياین . باشد می
گازوئیـل  در حضـور  رشـد  از لحـاظ  هـا  با دیگر سویهداري اختلاف معنی .Chryseobacterium spي باکتري، سویه ها سویه

یافتـه  این دهنده  نشاند، نتایج اثر متقابل باکتري و زمان نیز شبیشتر آن رشد ) پنجم گیري اندازه(و با گذشت زمان داشت 
  .بود

  
  .، محیط حداقل، گازوئیلاسایی مولکولیشنتجزیه زیستی، کننده نفت،  ي تجزیهها باکتري :هاي کلیديواژه
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Abstract 

Oil contamination in Iran due to high application of oil compounds, is one of the most 

dangerous pollution factors. Bioremediation is a prime strategy for remediation, by which the 

pollutants can be removed by making use of microorganism or any biological process that employes 

microorganisms or their enzymes to rehabilitate the environment altered by the contaminants. With 

regards to the importance of this method, screening and isolation of oil-degrading bacteria from 

contaminated site of Bushehr province were done in Carbon Free Minimal Medium enriched by gas 

oil. In this study 19 isolates of bacteria (PDB 1-19) were isolated, and the molecular and kit 

identifications showed different genus and species such as Stenotrophomonas maltophilia, 

Ralstonia sp., Vibrio sp., Sphingobacterium sp., Zymomonas sp., Pseudomonas aeruginosa, 

Paracoccus sp., Pantoea sp., Achromobacter xylosoxidans, Acinetobacter johnsonii, Serattia 

odorifera, Pseudomonas alcaligenes, Entrobacter cloacae, Pseudomonas stutzeri and 

Chryseobacterium sp.. In order to determine the efficiency of these bacteria in hydrocarbon-

degradation an inoculum of pure culture of bacteria containing 108 cfu/ml was used in liquid assay, 

which was performed in factorial experiment based on completely randomized design with 2 

replications. Utilization of hydrocarbon sources was again detected in CFMM broth supplemented 

with 2% gas oil where the growth turbidity (OD600nm) as an indicator for utilization of hydrocarbon 

and bacterial growth was measured at different times of 0, 48, 168, 216 and 312hr. Results showed 

that in CFMM broth assay all main factors including bacteria and time as well as their interaction 

were significant (p<0.01). These bacteria were effectively able to mineralize gas oil and among 

bacteria, best results was achieved by Chryseobacterium sp.. The ability of bacterial isolates for 

degradation of oil-compounds increased by increasing time of incubation. 

 

Keywords: Bioremediation, Gas oil, Minimal Medium, Molecular identification, Oil-degradation 

bacteria. 
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  مقدمه
ارزشمند طبیعت بوده و  هاي سرمایهخاك یکی از 

ست ا ها مدتاما . آید بشمار میبه عنوان پالاینده طبیعی 
 و پس از برداشت، ترابريکه مواد نفتی و مشتقات آن 

نادرست موجب گیري  بهرهیا  نگهداري در انبارها
 ،2009عبدالسلام و همکاران ( آلودگی خاك شده است

اي است و هنفت خام ترکیب پیچید). 2003اسپارکس 
اي  اي ساده، زنجیره هاي زنجیره شامل هیدروکربن

) ماتیکآروساده و (اي حلقوي  دار و یا زنجیره شاخه
آدام ، 1992، سرنیگلیا 2005پاریش و همکاران ( باشد می
و کاهش سازي به ).1986لارك ک ،2002همکاران و 

در اي  پایهي ها گاموده یکی از ي آلها خاكآلودگی از 
چرا که  ،باشد میداشتن محیط زیست سالم و پایدار 

ن منابع در دسترس، تولید کاستبا گوناگون ي ها آلاینده
. سازند میروبرو جبران ناپذیر هایی  آسیبرا با 

گسترش علم و دانش بشر و توجه به بهبود شرایط 
محیطی، بهینه از امکانات کاربرد محیطی و نیز  زیست

ي مناسبی را ها روشرا بر آن داشته تا  ژوهندگانپ
 .ارزیابی کنندزیانبار ي ها آلودگیبراي از بین بردن این 

ي بازیابی این مناطق و وارد نمودن ها روشیکی از 
با  ها آلایندهکاهش و زدودن ، کشاورزيدر چرخه  ها آن

زیستی است که از این میان  ي زیستی یا غیرها روش
توان  گیري از بهرهیه زیستی با توجه به روش تجز
مورد توجه ه طبیعت بیشتر ي نهفتها تواناییطبیعی و 

  ).2007انیفید و همکاران (است بوده 
شایسته براي به عنوان راهکاري  بهسازي زیست 
یک  بهسازي  زیست. باشدي آلوده میها خاك بهسازي

آلودگی محیط براي زدودن و کاهش  واژه همه گیر
 به کمک ریزجاندارانفرایندهاي بیولوژیکی و  بازیست 

هاي  و آب ها خاكمخمر در و باکتري، قارچ بویژه و 
 ).1384مینایی تهرانی و همکاران (باشد آلوده می

یابی به دست، بهسازي  زیستمهمترین عامل در انجام 
 باشدمیکروبی فعال در تجزیه مواد آلاینده میهاي جدایه

ي گرم مثبت به ویژه ها باکتري ).2007 زانگ یانگ(

Bacillus sp.  کارایی  بهسازي زیستي فرایندهادر
از اي  گستردهگروه  ).2009گانش و لین ( دارند اي ویژه

 Pseudomonas،Acinetobacter يها گونههمانند  ها باکتري

،Alcaligenes ، Nocardia  وRhodococcus  تجزیه  توان
انیفید و ابوبکر ( ندداررا  هاي نفتی ترکیبزیستی هوازي 

باکتري  ،ها باکترياز میان  ).2007او کا ،2007
Pseudomonas هاي بررسیکه  استهایی از جمله جنس 
از شمار فراوانی تجزیه  برايروي آن  فراوانی بر

 انجام گرفته است هاآروماتیکاز جمله  هاي نفتی ترکیب
 .)2011ساریخانی و همکاران  ،2009 و همکاران کااو( 

 کننده تجزیهي ها باکترياز هاي گوناگون  بررسیدر 
، Arthrobacter ،Alcaligenesمانند  ها هیدروکربن

Acinetobacter ،Achromobacter ،Pseudomonas ،
Nocardia ،Flavobacterium ،Escherichia coli ،

Coryneforms  وBacillus هاي آبی و خاکی  درمحیط
کااو و  ،2007 ید و ابوبکرانیف(  نام برده شده استآلوده 

عباسی و  ،2001کوساریک و امریتوس  ،2009همکاران 
  ).2001براتی و واسودوان  ،2007شکویرات 

خود  در بررسی) 1991(ویسن و همکارانش 
نمودند که شناسایی را  Alcaligenes denitrificansگونه 
در  گرم میلی 3/0اندازه به  1تجزیه زیستی فلورانتن توان
 این سویه باکتري. را داشتدر هر روز  یترل میلی

پیرن و  مانندهها PAH2دیگر  تجزیه توانهمچنین 
ترکیبات مشابه تجزیه . داشتنیز  را بنزوآنتراسن

مانند  يي دیگرها باکتريبه کمک فلورانتن  مانند يدیگر
کانالی و ( نیز گزارش شده است Mycobaterium جنس

   ).2000هارایاما 
موفق به جداسازي ) 1995(ان کالدینی و همکار

شدند که قادر fluorescence  Pseudomonasگونه باکتري 
به عنوان منبع  4و بنزوانتراسن 3کریزن گیري از بهرهبه 

) 2001(سوپاکا و همکارانش . بودندکربن و انرژي 

                                                
1 Fluoranthene 
2 Polyaromatic hydrocarbons 
3 Chrysene 
4 Benz[a]anthracene 
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کننده فنانترن به جداسازي و شناسایی باکتري تجزیه
نوان داشتند که را گزارش نموده و ع Sphingomonasنام 

ترکیبات حلقوي دیگر نیز  این باکتري قادر به تجزیه
   .باشد می

هاي متفاوت وجود  یی با قابلیتها باکتريهمچنین 
 .مواد نفتی را تجزیه نمایندتوانند دیگر  می دارند که
جدا شده از آب  Rhodococcusگونه  دوست سرماباکتري 

درجه  30تا  4زیرزمینی که قادر به رشد تحت دماي 
همانند  ها هیدروکربنبوده و قادر به تجزیه  سلسیوس
هیووك و ( باشد میروغن دیزل و گازوئیل  ،نفت خام
   ).2006همکاران 

 از) 1384(پور و همکاران  ابراهیمی پژوهشیدر 

 سویه یکدزفول  پیرامون در شیرین آب یک چشمه

جداسازي  1بردبار در برابر شوري مثبت گرم باکتریایی
 را ي نفتیها ترکیبسویه آن د و گزارش کردند که نمودن

  سویه  ها آن. نمایدمی معدنیمدي آکار شکل بهرا 
 تنها عنوان به نفت محیطداراي  هاي ارلن دررا یادشده 

ساخت زیتوده و  ندرشد داد انرژي و کربن منبع
تجزیه شدن نفت بود را در  هنشان دهندمیکروبی که 

  .گیري نمودندهنانومتر انداز 650طول موج 
 مثبت گرم يها باکتري رولدیگري فپژوهش  در

 )1385(امیر مظفري و همکاران را  فنانترن کننده تجزیه
 ها آن .کردند بررسی نوشهر و آباد امیر در بندرهاي

 ،ي معدنیها ترکیب داراي پایه محیط براي این منظور از
هاي آب  نمونه کشت براي فنانترن و کمیاب عناصر

 از پس و شده از این بنادر استفاده کردهبرداشت 

 انجام و ویژه هاي محیط در پی در پی هاي کشت

 مثبت گرم هاي باکتري بیوشیمیایی، و اولیه يها آزمون

 .کردند شناسایی گونه و جنس حد دررا  شده جدا
 مثبت گرم هاي باکتري نمونه 16 از که داد نشان آزمایش

 آن از نمونه 9 شده، جداسازي فنانترن کننده تجزیه

 باکتریوم کورینهاز جنس  نمونه 7 و باسیلوس جنس

  .است بوده
                                                
1 Halotolerant 

خاك از توان ریزجاندارن بیشتر مندي  بهره براي
جداسازي و  ،هاي نفتی آلایندهزدودن و کاهش در 

اد نفتی و به دنبال کننده موي تجزیهها باکتريغربالگري 
در  ها آنشناسایی و بررسی توان  سازي،آن خالص

در این  .باشد مورد توجه میگوناگون  جزیه مواد نفتیت
سازي و  جداسازي، خالص با هدف این پژوهش، راستا

کننده مواد نفتی از  ي تجزیهها باکتريشناسایی 
ي آلوده به مواد نفتی استان بوشهر و همچنین ها خاك

تجزیه مواد  رشد و احتمالاٌها در  بررسی توان سویه
آزمایشگاه و تلاش براي شرایط گازوئیل در مانند نفتی 

 .سویه برتر انجام شدگزینش 

  
  ها روشمواد و 
  خاكسوسپانسیون ساخت برداري و نمونه

متـر   سـانتی  0-30نمونه خـاك از عمـق    20 تعداد
ــین ــاي  زم ــی  ه ــواد نفت ــه م ــوده ب بوشــهر  در اســتانآل

سوسپانسـیون میکروبـی و   ساخت  براي .شدگردآوري 
بدون حداقل  نفتی از محیط ي نمونهها باکتريسازي غنی
اي  گونـه بـه   )2001سوپاکا و همکاران ( 2(CFMM) کربن

گـرم   یـک . شـد گیري  بهره ،شودکه در زیر شرح داده می
در شـرایط  بـالا  از محیط  لیتر میلی 25خاك آلوده درون 

گردیـد و در شـرایط   افـزوده   درون ارلـن مـایر  سـترون  
 rpm 150با دور  تکان دادنو  سلسیوسدرجه  28دماي 
ــراي ــاعت  24 بـ ــد سـ ــد از . انکوبـــه شـ ســـاخت بعـ

سـازي کشـت    غنـی  بـراي سوسپانسیون میکروبی اولیه 
از لیتـر  میلی 5 زنی مایه، ها باکتريکروبی و جداسازي می

لیتر از محـیط کشـت    میلی 45سوسپانسیون میکروبی به 
CFMM  انجـام شـد  ) گازوئیـل (درصد از ماده نفتی  2با .
بـوده و   مانند بالاو دماي انکوباسیون دن تکان داشرایط 
 دیـدن  بـا  . تیـک هفتـه انکوباسـیون انجـام پـذیرف      براي

سـازي  ، براي جداسازي و خـالص و رشد باکتريتیرگی 
ساخت کننده مواد نفتی اقدام به ي بومی تجزیهها باکتري
  مناسب يها رقت از  و   گردید ها نمونه  از  رقت  سري

                                                
2 Carbon Free Minimal Medium 
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-بـر روي پلیـت  میکرولیتـر   100ان به میز )10-8تا  5-10(
بـه همـراه مـاده نفتـی      CFMMمحیط جامـد  داراي  هاي

درجـه   28هـا در دمـاي   پلیـت  .انتقـال داده شـد  گازوئیل 
   .انکوبه شدند سلسیوس

  ها باکتريسازي و شناسایی خالص
هـا بـا   رشد کلنی بـاکتري در درون پلیـت  دیدن با 
یی هـا  ویژگـی هـا و   کلنی بـاکتري  شناسی ریختتوجه به 

هـا اقـدام بـه    و رنـگ کلنـی  کنـاره، خشـکی   ، مانند ریخت
ي رشـد یافتـه بـر    هـا  بـاکتري سازي  خالصجداسازي و 

و  هـا  باکتريسازي در جریان خالص. شد CFMM محیط
و در  شـد  گیـري  بهرهاز محیط نوترینت آگار  ها آنکشت 

گـرم،   آمیـزي  رنـگ ماننـد  ي بیوشیمیایی ها پی آن آزمون
رنـگ فلورسـانس،   سـاخت  آزمـایش  اسپور،  آمیزي رنگ

جرهـاردت   ،1988شـاد  ( کاتالازآزمون اکسیداز، آزمون 
هـاي  بـا کیـت  پیشرفته ي ها آزمونو انجام برخی  )2006

 از گیري بهرهبراي . انجام شد Himediaشرکت شناسایی 
اسـتفاده   هـا  باکتريباکتري از کشت تازه شناسایی کیت 
شـده  شـت  از تـک کلنـی بـاکتري ک   کـار  ، بـراي ایـن   شد

 زنـی  مایـه شـد و سـپس    اسـتفاده  NBدر محیط  )شبانه(
جدیـد   NBدر محـیط   هـا  بـاکتري از رشد شـبانه  دوباره 

از پدیـد آمـده    ODسـاعت   3-4انجام پذیرفت تا در مدت 
 40-50ســپس . برســد 8/0حــدود بــه  هــا بــاکتريرشــد 

براي بررسـی  . گذاشته شدها میکرولیتر از آن روي کیت
عت در داخل انکوبـاتور بـا دمـاي    سا 24-48 براينتایج 

 با جدول ي آنها دادهو  گذاشته شد سلسیوسدرجه  28
  . کیت مقایسه گردید

در پژوهشـگاه ملـی    ها باکتريشناسایی مولکولی 
زیـر انجـام    صورتمهندسی ژنتیک و زیست فناوري به 

 16Sبـه روش   هـا  بـاکتري شناسایی مولکولی براي . شد

rRNA 27آغازگرهــاي عمــومی  ازF  1492وR  ــداري خری
). 1جــدول ( اســتفاده شــد شــده از شــرکت ژن فنــاوران

ــه  ــه  PCRبرنام ــه  30داراي  بکاررفت ــه  چرخ ــود ک در ب
 شامل،  یـک  ها چرخهاین  Flexigeneدستگاه ترموسایکلر 

 4 بـراي  سلسـیوس درجـه   95بـا دمـاي   چرخه نخستین 

 1 بــراي سلســیوسدرجــه  94دمــاي پــی آن دقیقــه، در 
) آغـازگر پیونـد  دماي ( سلسیوسرجه د 53دقیقه، دماي 

 سلسـیوس درجه  72فراوان شدن دقیقه و دماي  1 براي
اضـافی دمـاي   چرخه  که در پایان یکبود دقیقه  1 براي

 . شــد انجــامدقیقــه نیــز  10 بــراي سلســیوسدرجــه  72
 هـا  بـاکتري از تک کلنی  PCRبراي انجام  د کهویادآور ش

ژنـومی   DNAاز اسـتخراج  گونـه  شد و بـدین   گیري بهره
نزدیـک  ( نوارهـاي پدیدارشـده  . شدچشم پوشی باکتري 

بـر   PCRاز ران شـدن محصـول   پـس  ) جفت بـاز  1500
 DNAسـازي  روي ژل آگاروز ریکاوري شدند و خـالص 

ــت   ــک کی ــه کم ــذیرفت  Rocheب ــام پ ــام  . انج ــراي انج ب
 pTZR57R/Tاز ناقـل   DNAیـابی  سازي و تـوالی  همسانه
ایـن ناقـل   کنـار  در  1پیوسـتن شـد و واکـنش    گیري بهره

ي ها یاختهبراي تراریختی فراورده بالا سپس . انجام شد
پـس از انجـام   . شـد  گیـري  بهـره  E. coli DH5α 2مسـتعد 
، استخراج پلاسـمید  PCRکلنی مانند هاي تائیدي  آزمایش

 هـا انجــام پــذیرفت یــابی نمونــهتـوالی  ،و هضـم آنزیمــی 
هـا،  از توالی یـابی نمونـه  پس  ).2001سمبروك و راسل (

ــوالی ــاتی    ت ــاه اطلاع ــر در پایگ ــورد نظ ــاي م ،  NCBI3ه
Blastn4  پرداخته شد ها آني ها یافتهشدند و به بررسی.  

  بررسی کارایی در محیط مایع
در  ،داشـتن کشـت تـازه    وبراي انجـام آزمـایش   

ي مـورد نظـر روي محـیط کشـت جامـد      ها باکتري آغاز
ي سپس از تک کلنی بـرا  ،نوترینت آگار کشت داده شدند

ــه ــایع   زنــی مای ــت م ــرهمحــیط نوترین ــري به از . شــد گی
 OD=1( ،1(یکسـان   تیرگیبا  ها باکتريهاي شبانه  کشت
ــی ــر میل ــال   لیت ــه را درون وی ــد یافت ــاکتري رش  5/1از ب
ریختـه بعـد در درون دسـتگاه سـانتریفیوژ بـا       لیتر میلی
ــراي rpm 4000دور ــا     3 ب ــانتریفیوژ کــرده ت ــه س دقیق

پـس از  ). 2007انـدري و لـین   م( ته نشـین شـود  باکتري 
 نشســت تــه، محلــول رویــی را دور ریختــه و نشــینی تــه

                                                
1  Ligation reaction 
2 Transformation of competent cell 
3 National center for biotechnological information 
4 Basic local alignment search tool (for Nucteotide) 
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ــدود   ــا ح ــاکتري را ب ــیط   750ب ــر مح  CFMMمیکرولیت
 250ارلــن مــایر بــه درونســپس و حــل نمــوده  دوبــاره
 CFMMمحـیط کشـت    لیتـر  میلـی  50داراي  لیتـري  میلی

بــراي بررســی  .افــزوده شــد درصــد گازوئیــل 2داراي 
ي باکتري در تجزیه زیستی گازوئیـل از  ها کارآیی جدایه

تمـامی  . شد استفادهگازوئیل داراي  CFMMمحیط مایع 
تقریباً دو هفته بـر روي شـیکر انتقـال داده     برايها  ارلن

، 48، 0(گونـاگون   يهـا  نازم ـشدند و در  ایـن مـدت در   
در  OD گیـري انـدازه اقدام بـه  ) ساعت 312و  216، 168
هاي  آنالیز آماري داده). 2005امتیازي (نانومتر شد  600

آزمایش فاکتوریـل در قالـب   ( یادشدهمربوط به آزمایش 
ــادفی  ــاملاً تص ــرح ک ــا ) ط ــرهب ــري به ــرم از گی ــزار  ن اف

MSTATC انجام پذیرفت.  

          
  .ها باکتري 16S rDNAتکثیر بخش  برايآغازگرهاي عمومی  -1جدول 

 نام آغازگر  توالی آغازگر  پیوند دماي
Tm:53  5' AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3'  27F 

 5' GGTTACCTTGTTACGACTT 3' 1492R  
  

  .ها در محیط مایع حداقل داراي گازوئیل توان رشد باکتري) تبدیل شده(هاي  تجزیه واریانس داده -2جدول 
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  درصد 1دار در سطح  معنی: **،  %78/20: ضریب واریانس              
  

  نتایج و بحث
  ها باکتريغربالگري، جداسازي و شناسایی 

 نمونـه  20از  هـا  باکتريسازي داسازي و خالصج
 19منجـر بـه شناسـایی    آلـوده  يها خاكخاك مربوط به 

ــه شــد ــایش. جدای ــه  آزم ــه هم ــه نشــان داد ک هــاي اولی
گرم منفی، بدون اسپور و کاتالاز مثبت هسـتند   ها باکتري

اکسیداز منفی و مثبـت بعـلاوه تعـدادي     ها آنو برخی از 
. باشـند می king-Bانه در محیط رنگد توان ساختداراي 

انجـام پـذیرفت    16S rRNAشناسایی مولکولی به روش 
مربـوط بـه    PCRاي از محصـول  نمونـه  1که در شـکل  

 افـزون  .تکثیر ژن رمزکننده این قطعه آورده شـده اسـت  
بــراي  Himediaکیــت  از گیــري بهــرهیادشــده  بــر روش

 2نیز بهره گرفته شـد کـه در شـکل     ها باکتريشناسایی 
ي هــا بــاکترياطلاعــات مربــوط بــه  .آورده شــده اســت

آورده شـده   3شناسایی شده در این تحقیـق در جـدول   
بـه  گونـاگون   و گونه باکتریایی جنس 15شامل  که است
 Stenotrophomonas maltophilia ،Ralstonia يهـا  نام

sp. ،Vibrio sp. ،Sphingobacterium sp. ،Zymomonas 

sp. ،Pseudomonas aeruginosa ،Paracoccus sp. ،
Pantoea sp. ،Achromobacter xylosoxidans 

،Acinetobacter johnsonii  ،Serattia odorifera ،
Pseudomonas alcaligenes ،Entrobacter cloacae ،

Pseudomonas stutzeri ،Chryseobacterium sp. 
  .باشد می

 Fمقدار   میانگین مربعات  مجموع مربعات  درجه آزادي  منابع تغییر

  544/44**  580/1  432/28  18  فاکتور باکتري
  868/242**  612/8  449/34  4  فاکتور زمان

 ×اثر متقابل باکتري
  زمان

72  346/16  227/0  **402/6  

    035/0  369/3  95  خطا
      596/82  189  جمع
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ــن ــی  در ای ــراي بررس ــه ب ــازي گون ــاي جداس ه
ي هـا  خـاك مـواد نفتـی از    کننـده  تجزیهنمند باکتریایی توا

 CFMMآلوده، از محیط کشت حداقل بدون منبـع کـربن   
استفاده شد که در آن مواد نفتی مناسب جایگزین منـابع  

لذا براي این منظور از . کربن حذف شده از محیط گردید
دو  ماده نفتی گازوئیـل بـه میـزان یـک درصـد و نهایتـاً      

 CFMMربنی و محـیط  درصد بـه عنـوان منبـع هیـدروک    
. اسـتفاده شـد   هـا  بـاکتري جامد براي تهیه محیط کشـت  

استفاده عاري از هر گونه منبع  چون محیط حداقل مورد
کربن بود و گازوئیل به عنوان تنها منبع هیـدروکربنی در  

تــوان گفــت کــه  ، لــذا مـی شــد مـی ایـن محــیط محســوب  
گازوئیـل در   از گیـري  بهـره یی که قدرت بقاء و ها باکتري

ایــن محــیط را داشــته باشــند توانــایی رشــد را خواهنــد 
دیگـر   چنـین روشـی در کارهـاي    از گیـري  بهـره . داشت

و سـوپاکا   کـه  صـورتی بـه   شـود  مـی محققان نیـز دیـده   
 CFMMمحـیط کشـت    از گیري بهرهبا ) 2001(همکاران 

فنانترن به عنـوان منبـع کـربن توانسـتند      از گیري بهرهو 
ي آلوده به مواد ها خاكز را ا Sphingomonasspباکتري 

بـا  ) 2006(و همکـاران   ووكهی ـ .نماینـد  نفتی جداسـازي 
وگـازولین یـا     1BH محـیط کشـت حـداقل    از گیري بهره

روغن دیزل به عنوان منبع کربن در این محـیط، بـاکتري   
Rhodococcus sp. هــاي زیرزمینــی آلــوده بــه را از آب

  .مواد نفتی جداسازي نمودند
گــزارش کردنــد کــه ) 2009(لیــانگلی و هــونگچن 

ــاکتري ــا ب  Pseudomonasو  Pseudomonas stutzeriي ه

aeruginosa   باشـند و  قادر به تجزیه زیستی فنـانترن مـی
 Stenotrophomonas maltophiliaي هــــــا بــــــاکتري

قــادر بــه تجزیــه فلــورانتن  Pseudomonas alcaligenesو
ــاران . هســتند ــه  ) 2009(ســوزئو و همک ــد ک نشــان دادن

ــاکتري ــنس  بــــــ و  .Achromobacter spاز جــــــ
Chryseobacterium sp.    قادر به تجزیه زیسـتی کربـازول

ــی ــاکتري م ــه  Pseudomonas stutzeriباشــند و ب ــادر ب ق
قادر به تجزیه نفتالین  .Ralstonia spتجزیه پیرن، باکتري 

  .باشدو دي بنزوآنتراسن می

                                                
1 Bushnell Hass 

با جداسـازي و  )  2009(یوسفی کبریا و همکاران 
ي تجزیـه کننـده روغـن    هـا  بـاکتري ي هـا  ژگیویبررسی 
ي آلوده به این مواد گـزارش کردنـد کـه    ها خاكدیزل از 

-نسبت به دیگـر میکروارگانیسـم   Bacillusباکتري بومی 
هاي خاك نقش مهمی در زیست بهسـازي روغـن دیـزل    

توانـایی   B. cereusدارد و گونه جداسـازي شـده بـا نـام     
ــزان   ــه می ــزل را ب ــه روغــن دی درصــد دارا  20/85تجزی

  .باشد می
ــاران   ــوه و همک ــه  ) 2001(اک ــازي گون ــا جداس ب

Burkholderia cepacia  ي آلـوده بـه نفـت خـام     ها خاكاز
ــه  ــنگین در نیجری ــه   س ــایی آن در تجزی ــی توان و بررس
نشان دادند کـه ایـن بـاکتري تـوان       زیستی اینگونه مواد

از نفت خام سنگین به عنوان منبع کـربن آلـی    گیري بهره
 15را دارد،  همچنین فراوانی این باکتري در مدت زمـان  

  . افزایش یافت CFU/ml 108به  CFU/ml105 روز از 
  کارایی تجزیه گازوئیل

هاي به دست آمده در  براي بررسی کارایی جدایه
ي نفتی از مقایسه میـزان  ها هیدروکربناستفاده و تجزیه 

در محـیط   هـا  آنگی یا کـدورت پدیـد آمـده از رشـد     تیر
میـزان  . شد گیري بهرهکشت مایع حداقل داراي گازوئیل، 

تیرگی پدید آمده در محیط کشت پس از زمان یاد شـده،  
از آنجـایی کـه تنهـا    . نمایانگر میزان رشد بـاکتري اسـت  
) حجمی% 2با نسبت (منبع کربن آلی این محیط، گازوئیل 

زایش تیرگی نشان دهنده رشد و تغذیـه  است، بنابراین اف
نتایج آنالیز آماري نشان داد . از گازوئیل است ها باکتري

ــل     ــر متقاب ــان و اث ــاکتري، زم ــاي ب ــه فاکتوره ــا آنک  ه
جـدول  (باشند دار میمعنی% 1در سطح ) زمان ×باکتري(
دار به روش دانکـن   مقایسه میانگین فاکتورهاي معنی). 2

از گازوئیـل بـه    گیـري  بهرهن نشان داد که با گذشت زما
یابـد و   عنوان تنهـا مـاده کربنـی در محـیط افـزایش مـی      

  .تجزیه این ماده رشد بیشتر باکتري را به دنبال دارد
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  .ها آني ها ویژگیي شناسایی شده و برخی از ها باکتري -3جدول 
 رنگامیزي شکل باکتري  باکتري

 گرم

تست 
 اسپور

تست 
 اکسیداز

تست 
 کاتالاز

ایجاد 
 دانهرنگ

  پس از تکمیل شناسایی
 )مولکولی و بیوشیمیایی(

PDB1 کوکوباسیل - - - + - Stenotrophomonas 
maltophilia  

PDB2 کوکوباسیل - - + + - Ralstonia sp. 
PDB3 باسیل - - + + + Vibrio sp. 

PDB4 باسیل - - + + - Sphingobacterium sp. 

PDB5 کوکسی - - - + - Zymomonas sp.  
PDB6 باسیل - - + + + Pseudomonas 

aeruginosa 
PDB7 باسیل - - + + -  Paracoccus sp.  
PDB8 کوکسی - - + + - Sphingobacterium sp. 

PDB9 باسیل - - + + + Pantoea sp. 

PDB10 باسیل - - + + - Achromobacter 
xylosoxidans  

PDB11 باسیل - - + + + Pseudomonas 
aeruginosa  

PDB12 کوکسی - - - + - Acinetobacter johnsonii 

PDB13  کوکسی - - -  + -  Acinetobacter johnsonii 

PDB14 کوکوباسیل - - - + - Serattia odorifera  
PDB15 کوکوباسیل - - + + + Pseudomonas 

alcaligenes  
PDB16 باسیل - - - + - Entrobacter cloacae 

PDB17 باسیل - - + + + Pseudomonas 
aeruginosa 

PDB18  باسیل - - + + + Pseudomonas stutzeri  
PDB19  کوکوباسیل - - + + + Chryseobacterium sp. 

  
 

  
  
  
  

  
  
  

  
  
  

جفت باز  10000تا  100نردبان مولکولی با اندازه بین . 16S rDNAبدست آمده تکثیر ژن رمزکننده  PCRمحصول  -1شکل 
)LM(مام اجزاء واکنش به جز ، محلول داراي تDNA  باکتریایی)MM (گذاري هاي باکتري با نامو نمونهPDB1-9.  

  
  

PDB   1    2     3     4     5     6    7     8    9   MM  LM 

1500pb 
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و تصویر  زنی مایهتصویر بالایی پیش از . بکاررفته در این آزمایش Himediaاي از کیت شناسایی باکتري نمونه -2شکل 
  .باشدکشت باکتري می زنی مایهپائین پس از 

  
 ×ترکیـب تیمـاري بـاکتري   (اثرات متقابـل   از میان

مربوط به زمـان پـنجم انـدازه     ها میانگینبالاترین ) زمان
مشـاهده   4با توجـه بـه جـدول    . بود) ساعت 312(گیري 
که با گذشت زمان  کدورت پدیـد آمـده از رشـد     شود می

کمتـرین   کـه  صورتیبه  یابد میباکتري در محیط افزایش 
زمـان صـفر و   (یی آزمـایش  ي ابتداها نازممیزان آن در 

و با گذشت زمان بر مقـدار آن افـزوده شـده    ) ساعت 48
و  216، 168ي هـا  نازم ـي بـین  دار معنـی است و تفـاوت  

ایـن نتــایج در  . سـاعت از نظــر آمـاري وجــود دارد   312
شـکل  (مقایسه اثر ساده فاکتور زمان نیز به دسـت آمـد   

رشد بیشترین  ها باکترياز میان ). نشان داده نشده است
ــه     ــوط بـ ــل مربـ ــتفاده از گازوئیـ ــارتی اسـ ــه عبـ و بـ

ــاکتري ــود  PDB13ســویه   Acinetobacter johnsoniiب ب
)366/2OD: ( ساعت انکوباسیون حاصـل   312که بعد از

ي دیگـر در  هـا  بـاکتري ترتیب قرارگیـري  ). 4جدول (شد 
 هـا  آنهمین مدت زمان به صورت زیر بود هرچند میـان  

ــدي  ــر چشــمناهمانن ــا گی  Acinetobacter johnsoniiي ب

PDB13   ي هـا  بـاکتري دیده نشد، به ترتیـبEntrobacter 

cloacae ،Chryseobacterium sp. ،Pseudomonas 

aeruinosa PDB11 ،Pantoea sp.  وAchromobacter 

xylosoxidans     ــا ــدورتهاي برابــر ب ــا ک ، 002/2، 231/2ب

. در این رتبه بندي قـرار گرفتنـد   607/1و  687/1، 922/1
ر این میان کمترین رشد و تجزیه در حضـور گازوئیـل   د

، Stenotrophomonas maltophiliaي هــا بــاکتريبــراي 
Ralstonia sp ،Sphingobacterium sp.  وParacoccus sp. 
  ).4جدول (به دست آمد 

قابل ذکر است که در ایـن آزمـایش از دو سـویه    
Acinetobacter johnsonii   ي هـا  نـام بـهPDB12  وPDB13 

داراي بالاترین رشـد بعـد    PDB13ستفاده شد که سویه ا
رونـد  . بـود  هـا  بـاکتري سـاعت در میـان    312از گذشت 

تغییرات رشد این دو باکتري تا زمـان سـوم مشـابه هـم     
 216ي هـا  نازم ـاما در  شود میبوده و تفاوتی مشاهده ن

ي از خـود  گیـر  چشـم رشـد   PDB13ساعت سویه  312و 
ــان داد ــن موضــوع در ارت . نش ــا  ای ــاط ب ــویهب ــا س ي ه

Pseudomonas aeruginosa    ــه ــد بـ ــاهده شـ ــز مشـ نیـ
در هـیچ یـک از    PDB17و  PDB11بین سویه  که صورتی

ي پنجگانـه اختلافـی آمـاري مشـاهده نشـد امـا       ها نازم
تنها در زمان پنجم با دو سـویه دیگـر ایـن     PDB6سویه 

  ). 4جدول (باکتري رشد کمتري را نشان داد 
ه توان استفاده از گازوئیل یی کها باکترياز میان 

را به عنوان منبع کربن داشتند و رشد مطلوبی را نشـان  
 Acinetobacter johnsonii PDB13 ، Entrobacter(دادنـد  
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cloacae ،Chryseobacterium sp. ،Pseudomonas 

aeruinosa PDB11 ،Pantoea sp. وAchromobacter 

xylosoxidans ( ــه ــا آندر هم ــز   ه ــه ج  Acinetobacterب

johnsonii PDB13   رشد باکتري در زمان چهارم و پـنجم
ــا در مــورد ایــن  دار معنــیاخــتلاف  ي را نشــان نــداد ام

ي گیـر  چشمباکتري رشد باکتري در زمان چهارم کاهش 
این در حالی است کـه  . نسبت به زمان پنجم داشته است

در ) :583/1OD(، بیشترین رشـد  ها باکترياز میان همین 
ــاکتري ) ســـاعت 216(زمـــان چهـــارم  مربـــوط بـــه بـ

Chryseobacterium sp. ي ایـن  ها یافتهآنچه از . بوده است
، هـا  بـاکتري آید آن است که از میان دیگـر   پژوهش برمی

توان بیشتري براي رشد  .Chryseobacterium sp باکتري 
بر روي ماده نفتی مورد آزمـایش دارد و ایـن مطلـب بـا     

ي ســوم اهــ نازمــمشــاهده رشــد ایــن بــاکتري در    
)465/1OD:(  چهـارم ،)583/1OD: (  و پـنجم)002/2OD: (

  .باشد میقابل استنباط  4با توجه به جدول 
           

  
  ).اثر متقابل باکتري در زمان(در محیط مایع در حضور گازوئیل ) چگالی نوري( ها باکتريمیانگین رشد  -4جدول 

يباکتر  زمان صفر  ساعت 48  ساعت 168  ساعت 216  ساعت 312  

m-q )۰۱۵/۰ (۰۴۷/۰  m-q)۰۰۹/۰ (۰۴۴/۰  o-q )۰۲۰/۰ (۰۲۶/۰  q )۰۰۴/۰ (۰۱/۰  q )۰۰۱/۰ (۰۱۱/۰  Stenotrophomonas 
maltophilia 

m-q )۰۰۲/۰ (۰۶۱/۰  m-q )۰۰۸/۰ (۰۵۸/۰  q )۰۰۵/۰ (۰۱۶/۰  q )۰۰۸/۰ (۰۱۲/۰  q )۰۰۳/۰ (۰۱۵/۰  Ralstonia sp. 
i-q )۱۸۳/۰ (۵۶۵/۰  l-q )۰۳۳/۰ (۲۹۴/۰  l-q )۱۳۰/۰ (۲۰۱/۰  m-q )۰۰۶/۰ (۰۶۱/۰  n-q )۰۰۲/۰ (۰۳۴/۰  Vibrio sp. 
m-q )۰۵۴/۰ (۰۹۴/۰  n-q )۰۴۴/۰ (۰۳۶/۰  o-q )۰۲۱/۰ (۰۲۷/۰  n-q )۰۱۵/۰ (۰۳۶/۰  q )۰۰۴/۰ (۰۱۸/۰  Sphingobacterium sp. 

i-r )۰۶۰/۰ (۴۱۱/۰  n-r )۰۳۴/۰ (۰۷۳/۰  o-r )۰۰۹/۰ (۰۵۳/۰  p-r )۰۰۷/۰ (۰۴۶/۰  qr )۰۰۹/۰ (۰۳۶/۰  Zymomonas sp. 

e-m )۱۵۹/۰ (۰۰۹/۱  j-r )۰۱۴/۰ (۵۶۹/۰  k-r )۰۷۶/۰ (۵۳۶/۰  m-r )۰۷۸/۰ (۲۷۸/۰  r )۰۰۲/۰ (۰۱۹/۰  Pseudomonas aeruginosa 
PDB6 

o-r )۰۲۴/۰ (۰۵/۰  o-r )۰۵۰/۰ (۰۶۶/۰  r )۰۲۵/۰ (۰۲۴/۰  r )۰۰۷/۰ (۰۱۸/۰  r )۰۰۴ (/۰۱۸/۰  Paracoccus sp. 

c-i )۲۷۸/۰ (۳۹۷/۱  e-m )۰۴۵/۰ (۹۳۱/۰  f-q )۰۹۸/۰ (۸۶۹/۰  p-r )۰۰۷/۰ (۰۴۴/۰  o-r )۰ (۰۵۳/۰  Sphingobacterium sp. 

a-f )۳۰۴/۰ (۶۰۷/۱  e-m )۲۶۴/۰ (۹۷۸/۰  f-r )۱۴۷/۰ (۸۱/۰  o-r )۰۰۳/۰ (۰۵۹/۰  qr )۰۰۹/۰ (۰۳۲/۰  Pantoea sp. 

a-e )۲۰۴/۰ (۶۸۷/۱  f-n )۱۳۷/۰ (۸۸۴/۰  g-r )۰۴۲/۰ (۷۸۳/۰  o-r )۰۴۳/۰ (۰۵۷/۰  r )۰ (۰۲۷/۰  Achromobacter xylosoxidans 
a-d )۲۱۷/۰ (۹۲۲/۱  c-k )۱۰۰/۰ (۲۶۶/۱  c-l )۰۴۶/۰ (۲۱۳/۱  o-r )۰۱۴/۰ (۰۶۹/۰  r )۰۰۲/۰ (۰۲/۰  Pseudomonas aeruginosa 

PDB11 

e-m )۰۵۶/۰ (۹۴۶/۰  i-r )۰۱۱/۰ (۶۲۴/۰  k-r )۰۵۷/۰ (۵۵۱/۰  p-r )۰۱۲/۰ (۰۴۲/۰  qr )۰۰۲/۰ (۰۳۲/۰  Acinetobacter johnsonii 
PDB12 

a )۲۵۸/۰ (۳۳۶/۲  b-h )۱۴۳/۰ (۵۱۶/۱  f-o )۱۲۹/۰ (۸۷۷/۰  o-r )۰۱۶/۰ (۰۵/۰  qr )۰۰۸/۰ (۰۳۸/۰  Acinetobacter johnsonii 
PDB13 

c-k )۰۹۸/۰ (۲۵۸/۱  f-p )۲۲۷/۰ (۸۷۳/۰  f-r )۱۱۸/۰ (۵۶۶/۰  n-r )۰۰۷/۰ (۰۹۹/۰  o-r )۰۰۳/۰ (۰۶۷/۰  Serattia odorifera 
b-n )۱۸۳/۰ (۵۰۷/۱  h-r )۱۲۷/۰ (۷۶۲/۰  m-r )۰۸۳/۰ (۳۵۷/۰  o-r )۰۱۹/۰ (۰۶۵/۰  o-r )۰۰۶/۰ (۰۵۱/۰  Pseudomonas alcaligenes 

ab )۳۴۷/۰ (۲۳۱/۲  b-n )۲/۰ (۴۷۴/۱  i-r )۱۰۴/۰ (۶۱۱/۰  o-r )۰۲۲/۰ (۰۵۹/۰  n-r )۰۱۳/۰ (۰۷۵/۰  Entrobacter cloacae 

d-l )۲۱۴/۰ (۲۰۳/۱  c-k )۴۶۳/۰ (۳۱۱/۱  c-k )۲۰۶/۰ (۳۳۴/۱  qr )۰۲۳/۰ (۰۳۳/۰  r )۰۱۸/۰ (۰۲۸/۰  Pseudomonas aeruginosa 
PDB17 

c-j )۱۸۵/۰ (۳۷۶/۱  f-n )۰۶۹/۰ (۸۸/۰  i-r )۱۰۸/۰ (۶۵/۰  r )۰۰۲/۰ (۰۲۶/۰  p-r )۰۳۴/۰ (۰۴۱/۰  Pseudomonas stutzeri 
a-c )۱۵۵/۰ (۰۰۲/۲  b-g )۱۸۵/۰ (۵۸۳/۱  b-h )۱۲۰/۰ (۴۶۵/۱  qr )۰۱۴/۰ (۰۳۷/۰  p-r )۰۰۵/۰ (۰۴۴/۰  Chryseobacterium sp. 

  )باشد میاعداد داخل پرانتز انحراف معیار (
  

موفق به جداسـازي سـویه   ) 1999(کیریمورا و همکاران 
Sphingomonas sp.      از گیـري  بهـره شـدند کـه قـادر بـه 

هگزادکـان   – n ماننـد  ي نفتـی هـا  ترکیبدیگر  کربازول و
داد کـه بـا تغییـر میـزان      نشان ها آننتایج آزمایش . بود
OD      محیط و افزایش رشد بـاکتري میـزان تجزیـه مـواد

نیـز  ) 2005(امتیـازي و همکـاران   . یابـد  مینفتی افزایش 
ــات ــه ترکیب ــاگون  تجزی ــه وســیله ســویه  گون ــی را ب نفت

Pseudomonas   روز از طریـق منحنـی    9در مدت زمـان
یادشـده   بررسی نمودند، سـویه ) OD600nm(رشد باکتري 

مواد نفتـی موجـود بـه عنـوان منبـع کـربن و انـرژي        از 
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در  8/0حـدود  ) OD(رشـد   بیشتریننموده و  گیري بهره
روز در حضور مـاده نفتـی اکتادکـان و     5فاصله زمانی 

دودکان نشان داد این در حالی بـود کـه بیشـترین رشـد     

 28/0بــاکتري در حضــور مــاده نفتــی اکتــان تنهــا        
OD600nm= بود.  

  کلی گیري نتیجه
گـرفتن از تـوان میکروبــی   گـام در بهــره  نخسـتین 

هاي آلی غربـالگري و  زیستی آلاینده بهسازيخاك براي 
غربـالگري   بـا  پـژوهش در این . باشدمی ها آنشناسایی 
کــربن و جــایگزین  بــدوندر محــیط حــداقل  هــا بــاکتري

جداسـازي و  بـاکتري  سـویه   19نمودن آن با مواد نفتی 
به روش مولکولی  ها يباکترشناسایی . شدسازي خالص

ــا تســـتو  ــه  هـ ــان داد کـ ي بیوشـــیمیایی تکمیلـــی نشـ
از  بیشـتر  کـه انـد  جداسازي شـده  گوناگونیي ها باکتري
توان بررسی  پس از. ي گرم منفی هستندها باکتريگروه 
 ، نتـایج گازوئیـل  محیط دارايسویه باکتري در  19 رشد

تجزیــه شــاید نشــان داد کــه بــالاترین رشــد بــاکتري و 
ل در زمان انجام آزمایش مربوط بـه سـویه گـرم    گازوئی
با رنگدانـه زرد مایـل بـه     .Chryseobacterium spمنفی 
این سویه از . باشد ي کروي شکل میها کلنیاي و با  قهوه

ي سـوم،  هـا  نازمتجزیه گازوئیل در شاید لحاظ رشد و 
بـا برخـی   چهارم و پنجم داراي رشد بالایی بود هر چند 

 Acinetobacter johnsoniiیــل  از قب هـــا بــاکتري از 

PDB13 ،Entrobacter cloacae ،Pseudomonas 

aeruinosa PDB11 ،Pantoea sp. وAchromobacter 

xylosoxidans  تفـاوت   ي ذکـر شـده  ها نازمبرخی از در
  .گیري نشان نداد چشم
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