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پالایی خاك آلوده گیاه. کنندایجاد میمحیطی هستند که مشکلات جدي زیستهاي محیط زیست کنندهترین آلودههاي نفتی یکی از شایعهیدروکربن. چکیده

. هاي متنوع آلی خاك نقش مهمی دارندآلاینده ۀافزایش تجزی هاي این ناحیه درریزوسفر گیاه همراه با میکروارگانیسم. شوداي گیاه انجام میهماهنگ با سیستم ریشه

روزه در سه نوع خاك شاهد، آلوده به نفت و آلوده به نفت همراه با کود نیتروژنی  60رشد  ةاز طی یک دورپس رتاه ذگی ۀبررسی میکروبی ریشبه در این تحقیق 

هاي شده از خاكهاي جدابه نفت خام، توانایی تولید بیوسورفکتانت در باکتري ترین باکتريپس از تعیین مقاوم. ریشه شناسایی شد ۀهاي ناحیو باکتري پرداخته شد

ها هاي میکروبی خاك شاهد از دو تیمار دیگر بیشتر بود و در میزان تنوع میکروارگانیسمها نشان داد که تعداد کل کلنینتایج شمارش تعداد باکتري. لوده بررسی شدآ

  .فکتانت را دارندهاي آلوده توانایی تولید مقادیر مختلف بیوسورشده از خاكهاي جدامشخص شد که تمام باکتري. شدنیز تفاوت مشاهده 

  

  ، تیرة گندمیانپالایی ، میکروارگانیسم، بیوسورفکتانت، آلودگی نفتیگیاه .هاي کلیدي واژه
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Abstract. Total petroleum hydrocarbons (TPHs) is one of the most important environmental challenges. 
Phytoremediation of oil-polluted soil depends on microorganisms of the rhizosphere. This study attempts to evaluate 

the microbial impact of Zea mays rhizosphere during a 60 day period using three different treatments: control soil, oil-
polluted soil and oil-polluted soil including fertilizer (NH4No3, K2HPO4). Then, the rhizosphere bacteria were 
identified. The results showed that CFU per gram of control soil was higher than other treated soils, an indication of oil 
stress on microbial population. In addition, more bacterial diversity was observed in soils and different bacteria were 
isolated from the soils. Finally, the most resistant bacteria to the oil pollution were assayed. The assay of isolates 
indicated that all of those separated from the oil-polluted soil have the ability to produce biosurfactant in different 
quantities. Further investigation must be carried out to optimize the degradation of oil by these isolates.   
  
Keywords. phytoremediation, microorganism, biosurfactant, oil pollution, Poaceae 
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  مقدمه

هاي نفتی زیاد خاك و رسوبات با هیدروکربن اًآلودگی نسبت

مشکل جدي جهانی است که اغلب در کشورهایی که نفت 

ویژه در ایران به. شودکنند مشاهده میتولید، منتقل یا تصفیه می

دگی خاك هایی مانند پالایشگاه تهران آلودر اطراف پالایشگاه

در مناطق آلوده . است کردهایجاد  مشکل اساسی زیست محیطی

یا متوسط هاي تواند در سطح آلودگیپالایی میبه نفت، گیاه

اي از تصفیه بیشتر، بعد از دیگر اقدامات پالایش به مثابۀ مرحله

پالایی با استفاده گیاه. کار رود و کیفیت خاك را بهبود بخشدهب

نفتی و دیگر هاي تجمع آلودگیمانع مقاوم  از گیاهان مناسب و

حقیقت در این در. (Banat et al., 1995)شود می ترکیبات

 هايشود و با تحریک جمعیتتکنولوژي از گیاهان استفاده می

 ترکیبات تجزیۀ خاك،-میکروبی نزدیک سطح مشترك ریشه

طریق فعالیت پالایی ازگیاه. یابدافزایش می مقاوم

، امروزه براي پاك کردن ايهاي سیستم ریشهسممیکروارگانی

 ;Walton & Anderson, 1990)رود کار میهنواحی آلوده ب

Andeson & Coats, 1994; Boyle & Shann 1995; 

Reilly et al., 1996; Danne et al., 2001) .سیستم ریشه-

هاي اطرافش نقش مهمی در افزایش اي گیاه با میکروارگانیسم

 & Aprill)دهد هاي مختلف آلی نشان میآلاینده ۀتجزی رتقد

Sims, 1990; Anderson et al., 1993; Cunningham 
et al., 1996; Flathman & Lanza, 1998; Banks et 
al., 2000; Hutchinson et al., 2001; Chaudry et al., 

هم گیاه و هم  ،پالایی موفقبراي یک گیاه .(2002

خوبی رشد توانند در خاك آلوده به نفت بهمیکروارگانیسم باید ب

هاي مختلف از ترکیبات آلی که باکتريآنجاییاز. کنند

تواند با تولید و ترشح گیاه می توانند استفاده کنند،میمعدودي 

ریزوسفر را ناحیۀ میکروبی  هايجمعیت ،ترکیبات متنوع

هاي اخیر در سال. ها را افزایش دهدتحریک و رشد آن

و به شناسایی  صورت گرفته استت زیادي در این زمینه تحقیقا

هاي آلوده به هاي موجود در خاكسازي میکروارگانیسمو جدا

شده به همراه هاي جداو از باکتري نفت پرداخته شده است

 Culhane et)شود گیاهان براي کاهش آلودگی استفاده می

al., 2011; Tanase et al., 2011; Harichova et al., 

هاي پالایی خاكبه بررسی زیست 1390رجایی در سال  .(2011

هاي نفتی ازطریق برخی گیاهان و آلوده به هیدروکربن

-پالایی خاكبا هدف زیست او. هاي بومی پرداختيریزوباکتر

هاي نفتی ازطریق برخی گیاهان و هاي آلوده به هیدروکربن

ه به نفت هاي بومی، خاك ریزوسفري مناطق آلوديریزوباکتر

خام میدان نفتی مارون در استان خوزستان را با استفاده از محیط 

داد که مشاهدات این مطالعه  مطالعه قرار تحتکشت انتخابی 

 و alkترکیبات نفتی مانند  ۀي مهم مسیر تجزیهابیانگر وجود ژن

xyl ي خاك هاي باکتریایی در نمونههادر سطح ژنوم جدایه

م این منطقه است که به سهولت در ریزوسفري آلوده به نفت خا

است، رشد تنها منبع کربن و انرژي رشد  کهحضور نفت خام 

دهد که در نواحی آلوده به نتایج این مطالعه نشان می .می کنند

ي باکتریایی وجود دارند که به هانفت خام جنوب کشور، گونه

-مدت نفت در این مناطق قابلیت تجزیهسبب حضور طولانی

توأم ها را کسب نموده اند و استفاده از این جدایه کنندگی نفت

 ۀموجب افزایش تجزی گندمیان ةبا کشت گیاهانی همچون تیر

-اساس شواهد حاصل از این مطالعه، گیاهبر. شود مىنفت خام 

ي هامیکروبی با استفاده از گیاهان و باکتريۀ پالایی توأم با تجزی

سازي راي پاكب ياند تکنیک کاربردي و کارآمدتوبومی مى

  .آلوده به نفت خام و مشتقات نفتی باشد يهاخاك

گیاهی،  تحریک روش به 1387پور و همکاران در سال بصالت

 نفتی هايهیدروکربن به آلوده هايخاك پالایش به بررسی

 آنان نتیجه گرفتند که حضور. پرداختند تهران پالایشگاه اطراف

 زیستی سیدستر قابلیت طریق افزایشاز گیاهی پوشش

 و رشد تحریک و ترشحات ریشه ها به افزایشهیدروکربن

 خاك در نفتی هايکننده هیدروکربنتجزیه هايباکتري فعالیت

-خاك و در خواص فیزیکی بهبود که این امر موجبانجامد می

  .شود خاك می آلی در هايآلاینده ۀتجزی افزایش سبب نتیجه

پاکسـازي   بـارة یـق در بـه تحق  1385سهرابی و همکـاران در سـال   

. هاي آلوده به اتیل بنزن، تولوئن و نفتـالن پرداختنـد  خاك زیستی

حاصل از این تحقیق این اسـت کـه بـا جداسـازي      ۀترین نتیجمهم

هاي آلوده به ترکیبات نفتی و تهیـه  هاي باکتریایی خاكجمعیت

هاي آروماتیک را به توان هیدروکربنمیمناسب یک مایع تلقیح 

  .دکرحذف  زیستیروش 

2/2 

 [
 D

O
I:

 1
0.

21
85

9/
ac

ad
pu

b.
nb

r.
2.

1.
1 

] 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.2
42

36
33

0.
13

94
.2

.1
.2

.9
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 c
4i

20
16

.k
hu

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-0

4-
25

 ]
 

                             2 / 15

http://dx.doi.org/10.21859/acadpub.nbr.2.1.1
https://dorl.net/dor/20.1001.1.24236330.1394.2.1.2.9
https://c4i2016.khu.ac.ir/nbr/article-1-2513-fa.html


                                                                       1Nova Biologica Reperta  Vol. 2 (1): 1-14 (2015)-14: 1، شمارة 2ی جلد ستیز علوم در نینو هايافتهی

 

 

ریشه در  ۀهاي ناحیتعداد کل باکتري ۀهدف از این تحقیق مقایس

بـا  . اسـت هـا  تـرین آن تیمارهاي مختلف خاك و شناسایی فراوان

تـوان  ریشه در تیمارهاي مختلـف مـی   ۀهاي ناحیشناسایی باکتري

-هـاي خـاك  جدایـه  بارةدر. را بررسی کردتغییر تنوع باکتریایی 

و جـذب  گرفـت  بیوسـورفکتانت انجـام    تولید آزمونهاي آلوده 

تـرین بـاکتري بـه    نانومتر اندازه گیري شد تا مقـاوم  600ها در آن

هاي معمول کلاسیک تا حد جـنس  جدا و با روش ینفتترکیبات 

  . دشوامکان گونه شناسایی  رتصویا در

  هامواد و روش

  سازي خاكآماده

تهیـه   اصـلاح و  ۀاز موسس 704رقم  )(.Zea mays L رتذ بذر 

نفت خام از پالایشگاه آبادان تهیه و بـا  . نهال و بذر کرج تهیه شد

خـاك   pH. خیـز مخلـوط شـد   با خـاك حاصـل  درصد  2غلظت 

خـاك  . بـود  7گیري شد که مقدار آن برابر با مطالعه اندازه تحت

در ایـن  . مطالعـه مخلـوطی از رس و ماسـه بـود     تحـت خیز حاصل

ابۀ شـاهد، خـاك آلـوده    خیز به مثتیمار خاك حاصل 3آزمایش 

نفـت خـام و   درصـد   2خیز همـراه بـا غلظـت    شامل خاك حاصل

 500نفـت خـام و    درصـد  2 خیز همـراه بـا غلظـت    خاك حاصل

مطالعه  تحت K2HPO4گرم میلی 50گرم آمونیوم نیترات و میلی

روز در حـد  ها کاشته و آبیـاري  هـر  ها در گلدانبذر .قرار گرفت

یافتــه روز گیاهــان رشــد 60عــد از ب. ظرفیــت زراعــی انجــام شــد 

هـاي  هـر گیـاه بـراي بررسـی     ۀو خاك اطراف ریش ـ شد برداشت

  .شدداري نگه -C°20 میکروبی در دماي

  از خاك ریزوسفر 10-1 – 10-6هاي تهیه رقت

 K2HPO4لیتـر بـافر  میلـی  100گرم خاك ریزوسـفر بـه    ده 

و  K2HPO4گـرم   5/0بافر مـورد نظـر    ۀبراي تهی. شد اضافه

لیتـر آب مقطـر حـل شـد و     میلی1000در  NaClگرم  1/10

سوسپانسیون مد نظر یـک  . دشبا استفاده از اتوکلاو استریل 

از هـم   تا ذرات خاك کاملاً گرفتساعت روي شیکر قرار 

 ۀلیتر از سوسپانسیون خـاك در لول ـ میلی 1سپس . جدا شوند

یـب  رتتلیتر سرم فیزیولوژي ریخته شد و بـدین میلی 9حاوي 

طور متوالی از ایـن  هها بدیگر رقت بدست آمد و 10-1ت رق

  .(Jones et al., 2004)رقت تهیه شد 

  هامحیط کشت براي شمارش کلنی ۀتهی

اسـتفاده   Plate Count Agarهـا از محـیط   براي شمارش کلنی 

 دهش ـهاي تهیـه از هریک از رقت μL 100براي این منظور، . شد

اي شیشـه  ۀاسـتفاده از میل ـ روي محیط کشت مذکور منتقـل و بـا   

تـا  هـا  پلیت. ها با سه بار تکرار انجام شدکشت. استریل پخش شد

دسـت  ههاي بسپس کلنی. گرماگذاري شد هاظهور کلنی باکتري

 Sana SL-902آمده با استفاده از دستگاه شمارش کلنـی مـدل   

 ایـن منظـور  کلنی براي  30-300هاي داراي پلیت. شمارش شدند

 ۀها، بـراي محاسـب  از شمارش کلنیپس .قرار گرفت مورد استفاده

  :زیر استفاده شد ۀها از رابطتعداد کل میکروب

N = ∑ C/ (n1+ 0.1 n2)d 

N =لیترها در هر میلیتعداد کل باکتري  

C =هـاي قابـل   هاي شمارش شـده در کـل پلیـت   تعداد کل کلنی

  شمارش

d =ضریب رقت اولین سري قابل شمارش  

n1 = ها در اولین رقت قابل شمارشتعداد پلیت  

n2 =ها در دومین رقت قابل شمارشتعداد پلیت  

  هاشناسایی باکتري

هـاي آن  هاي مناسبی که تعـداد کلنـی  براي هر تیمار خاك رقت 

اساس مورفولـوژي کلنـی،   سپس بر. بود انتخاب شد 30-300بین 

هـا  هاي بیوشیمیایی شناسایی باکتريآزمایشآمیزي گرم و رنگ

ــه انجــام شــد    رتد جــنس و در صــودر حــ امکــان در حــد گون

(Baron & Finegold, 1990).  

  هاي مقاوم به نفت خامسازي باکتريغربال

خـاك  هاي آلوده و باکتري شناسایی شده از خاكجدایۀ  یازده 

براي این . بیشتر انتخاب شد هايآلوده همراه با کود براي بررسی

 KH2PO4 ،1گـرم   1 نمکی معـدنی حـاوي   همنظور از محیط پای

، MgSo4.7H2Oگـرم  /. NH4NO3 ،2گرم  K2HPO4 ،1گرم 

لیتـر  میلـی  1000در  CaCl2.H2oگـرم   FeCl3 ،02/0گرم  05/0

-میلی 500هاي شیاردار به حجم آب مقطر استفاده شد و در ارلن
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 50در داخل هر ارلـن   ).Wang, 2008( لیتر توزیع و استریل شد

لیتـر سوسپانسـیون بـاکتري بـا     میلـی  5لیتر محیط پایه نمکی، میلی

 8/0و  )cell/ml 108  5/1(فارلنــد مــک 5/0معــادل  رتکــدو

لیتر محیط میلی 50شاهد نیز از  براي. لیتر نفت خام تلقیح شدمیلی

لیتر نفـت خـام بـدون سوسپانسـیون     میلی 8/0پایه نمکی معدنی و 

روي شــیکر  مــدت یــک هفتــههــا بــهارلــن. دشــبــاکتري اســتفاده 

قرار گرفتند و جـذب   rpm 130 و دور C˚25انکوباتور در دماي 

. نــانومتر خوانــده شــد 600ســاعت در طــول مــوج  24هــا هــر آن

هـاي بیشـتر   باکتري که بیشترین جذب را نشان داد بـراي بررسـی  

اي، باکتري مـورد نظـر در   ید عملکرد تجزیهأئبراي ت. انتخاب شد

کشت داده شد و هر درصد  1محیط نمکی فوق حاوي گلیسرول 

میـزان پـروتئین   . نانومتر خوانده شد 600ساعت جذب آن در  24

بـراي تعیـین مصـرف ترکیبـات نفتـی ازطریـق        معیـاري توانـد  می

گیري اندازه. ها در محیط کشت باشد باکتري و نیز رشد باکتري

-هـا و رنـگ  نظر شامل دو مرحله لیز سـلول پروتئین باکتري مورد

لیتـر از  میلـی  1هـا،  براي لیـز کـردن سـلول   . هاستنآمیزي پروتئی

ــدت      ــه م ــد و ب ــرار داده ش ــدورف ق ــه در اپن ــه در  10نمون دقیق

g 10000  لیتر آب مقطـر بـه رسـوب    میلی 1سپس . دشسانتریفوژ

مولار  3/0لیتر محلول میلی 5/0زدن هماز بهو پس شداضافه فوق 

NaOH ها به مدت  فاپندور .زده شدهم خوبیبه آن اضافه و به

گیـري پـروتئین بـه    اندازه. قرار داده شد C˚60 دقیقه در حمام 90

شـده  از نمونـه لیـز   μL 100سـپس  . روش برادفورد انجام گرفـت 

از س پ ـو شـد  آزمایش استریل ریختـه   ۀهاي باکتري در لولسلول

کـس  رتاضـافه و و  این مخلـوط لیتر معرف برادفورد به میلی 1آن 

نـانومتر جـذب    595ون در طـول مـوج   دقیقـه سـک   10از پس. شد

-براي رسم منحنی استاندارد، از غلظـت . نوري نمونه خوانده شد

. شـد  گرم نمونه سرم آلبومین گـاوي اسـتفاده  میلی 2تا  صفرهاي 

انجـام  بار براي نمونه ساعت یک 24سنجش پروتئین هر نهایت در

  .)Bradfford, 1976( گرفت

  

  

  

  سنجش بیوسورفکتانت

میلی  50متر سانتی 25دیش به قطر منظور در یک پتري براي این 

نفـت خـام نیـز بـه آن      μL 20لیتر آب مقطر ریخته شـد و سـپس   

نازکی در سطح آب  ۀلای رتکه این مقدار نفت به صوشداضافه 

سوسپانسیون باکتریـایی حـاوي    μL 10با افزودن . گرفتقرار می

بـا  . شـد تی ایجاد نف ۀشفافی در لای ۀناحی ،بیوسورفکتانت احتمالی

در . یافـت شفاف نیز افـزایش   ۀافزایش غلظت این ماده، قطر منطق

 شـاهد اسـتفاده شـد   منزلـۀ  سولفات بهدسیلدواین مرحله از سدیم

(Morikawa et al., 2000; Youssef et al., 2004).  

روش تعیـین تـوالی    ازباکتریـایی  مولکولی جدایـۀ  براي شناسایی 

 DNA. همکـاران اسـتفاده شـد   و   Lieبه طریق 16s rRNAژن 

ارسال شرکت ماکروژن کره به استخراج شده جهت تعیین توالی 

  .شد

  

  نتایج و بحث

خاك شاهد در هر گرم خاك بیشـتر از دو   CFU ،اساس نتایجبر

هـا  حالی است کـه تعـداد میکروارگانیسـم   این در. تیمار دیگر بود

خـاك   ۀون ـاز نمبـیش  دشـده بـا نفـت و کـو    خاك تیمار ۀدر نمون

ایـن نتیجـه بـر ایـن     ). 1جـدول  (بـود   ،تنهاییشده با نفت، بهتیمار

مطلب دلالت دارد که افزایش جمعیت میکروبی ناشی از افزودن 

و همکاران بیان کردنـد کـه بـا      Muratova. کود به محیط است

یابد و این امر باعث کاهش آلودگی نفتی مواد مغذي کاهش می

اصـلاح   ،این کاهش بـا افـزودن کـود    .شودها میمیکروارگانیسم

هـاي معمـول کلاسـیک    هـا بـا روش  شناسـایی بـاکتري   .گرددمی

   . (Muratova et al., 2008)انجام گرفت

لـزوم   رتصوها انجام شد و درآمیزي گرم براي تمام جدایهرنگ

شـکل  ايهـاي میلـه  آمیزي اختصاصی اسـپور بـراي بـاکتري   رنگ

-ي تشخیصی مطابق جـدول هاآزمون. صورت گرفتگرم مثبت 

 Clinical and pathogenic microbiologyهاي کتاب هاي

توجه بـه امکانـات موجـود    و با Diagnostic microbiology و

هـا بـراي   آزمـون ایـن  . در آزمایشگاه میکروبیولوژي انتخاب شـد 

شده اسـت   ارائه 2هاي گرم منفی و گرم مثبت در جدول باکتري

  .است آمده 3شده در جدول اییهاي شناسباکتريفهرست و 
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 .با سه بار تکرار **و خاك آلوده همراه با کود *در هر گرم خاك شاهد، خاك آلوده CFUمیانگین  ۀمحاسب -1جدول 

Table 1. The computation of CFU average per gram of control soil, polluted soil and soil polluted with fertilizer 
performed thrice. 

  

 CFU/ml  10-6 10-5 10-4 10-3 10-2 10-1میانگین

130000 

<30 <30 <300 152 >300 >300 

 300< 300< 102 60 30> 30> شاهد

<30 <30 <300 89 >300 >300 

25757.58 

<30 <30 <30 78 209 >300 

 300< 179 99 30> 30> 30> آلوده

<30 <30 <30 65 220 >300 

38750 

<30 <30 <30 102 >300 >300 

 300< 300< 30> 30> 30> 30> کود+آلوده

<30 <30 <30 70 293 >300 

  .K2HPO4گرم میلی 50گرم آمونیوم نیترات ومیلی 500خاك آلوده همراه با   ** ،نفت خام% 2خیز همراه با غلظت خاك حاصل حاوي خاك آلوده*

*Polluted soil including fertile soil with 2% concentration of crude oil, **polluted soil with 500 mg of ammonium 
nitrate and 50 mg K2HPO4.  

. و خاك آلوده همراه با کود هاي گرم مثبت و گرم منفی در سه نوع خاك شاهد، آلودههاي بیوشیمیایی باکتريآزمونفهرست  -2جدول 

Table 2. Biochemical tests for gram-positive and gram-negative bacteria in control soil, polluted soil and soil 
polluted with fertilizer. 

 –MRVP - سیترات –MACرشد روي  - کاتالاز - اکسیداز  هاي گرم منفیباکتري

 –گلوکز و گزیلوز C˚42– SIM– OFرشد در  - استامید

TSI 

اوره  -همولیز در محیط آگار با خون گوسفندي -کاتالاز -اکسیداز  هاي گرم مثبتباکتري

بایل  -احیاي نیترات – MSAرشد روي  -استارچ آگار -براث

حساسیت به  آزمون -مصرف قندهاي مانوز و زایلوز -اسکولین

  حضوراسپور -سیلین و نووبیوسینهاي پنیدیسک

  

 P01هاي شد که جدایه مشخص 3با استفاده از نتایج جدول 

متعلــق بــه  Pseudomonas  ،P03متعلــق بــه جــنس  P02و 

ــنس  ــنس     P17و Actinobacillus ،P11ج ــه ج ــق ب متعل

Corynebacterium ،P13 ،PF4  وPF10   ــه ــق بـــ متعلـــ

Coryneform groups ،P14  وPF3  متعلـــق بـــه جـــنس

Bacillus ،P12  متعلـــق بـــه جـــنسRhodococcus ،P15 

ــنس    ــه ج ــق ب ــنس    Alcaligenes ،PF5متعل ــه ج ــق ب متعل

Moraxella و PF8  متعلــق بــه جــنسFlavobacterium 

شـکلی و کشـتی بـه     هـاي ویژگـی لحاظ به PF7 ۀجدای. بود

ــا   Staphyloccusجــنس  هــاي آزمــونشــباهت داشــت ام

بیوشیمیایی و آنزیمی مورد استفاده براي تشخیص بـاکتري،  

سـایی  هـاي مولکـولی جهـت شنا   بررسی بنابراین ،کافی نبود

  .تر انجام شددقیق
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 .آمده از سه نوع خاك شاهد، آلوده و آلوده همراه با کوددستهاي بهجدایه -3جدول 

Table 3. Isolates obtained from control soil, polluted soil, and soil polluted with fertilizer. 
 

 جدایه

  آزمون

P
0

1  P
0
2 P

0
3 P

1
1 P

1
2 P

1
3 P

1
4 P

1
5 P

1
7 PF5 PF4  PF3  PF7 PF8 PF10 

  باسیل  باسیل  کوکسی  باسیل  باسیل  باسیل  باسیل  باسیل  باسیل  باسیل  باسیل  باسیل  باسیل  باسیل  باسیل  شکل

واکنش 

  گرم

 -   -  +  +  +  +  +   -  +   -  +  +  +   -  +  

آزمون 

KOH 

+  +   -   -   -   -   -  +   -  +   -   -   -  +   -  

  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  +  کاتالاز

  -   +  -   -   -   +  -   -   -   -   -   -   -   +  +  اکسیداز

حضور 

  اسپور

 -   -   -   -   -   -  +   -   -   -   -  +   -   -   -  

P01 و   P02 :Pseudomonas .P03 :Actinobacillus .P11 و   P17: Corynebacterium .:P12 Rhodococcus .P13 ،PF4 و   PF10 :

Coryneform groups .P14 و   PF3 :Bacillus.P15 :Alcaligenes.PF5 :Moraxella .PF7 :Staphyloccus .PF8 :Flavobacterium. 

P01 & P02 :Pseudomonas .P03 :Actinobacillus .P11 & P17: Corynebacterium .:P12 Rhodococcus . P13 ،PF4 & PF10 :

Coryneform groups .P14 & PF3 :Bacillus.P15 :Alcaligenes.PF5 :Moraxella .PF7 :Staphyloccus .PF8 :Flavobacterium. 

  

هاي مقـاوم بـه   گري باکتريایی اولیه، به منظور غربالاز شناسپس

هـاي آلـوده    هاي نفتی مربوط به خـاك هاي نفتی، جدایهآلاینده

گیري و جذب محیط اندازهشد در محیط پایه معدنی کشت داده 

نـانومتر   600ها نشان داد که بیشترین میزان جـذب در  بررسی. شد

بــود کــه ایــن  Staphylococcus saprophyticusمربــوط بــه 

نتایج تحقیقـات گذشـته   . ید شدتأئنیز درصد  1نتیجه با گلیسرول 

که میزان تولیـد بیوسـورفکتانت بـراي هـر دو منبـع       دهدنشان می

کـه گلیسـرول   آنجـا امـا از  ،نفت خـام و گلیسـرول یکسـان اسـت    

در این مرحله سـنجش   ،تري نسبت به نفت خام داردساختار ساده

مورد نظر انجام شد  ۀگلیسرول براي سویاز استفاده با  پروتئین نیز

بیشــترین میــزان جــذب ). 1385 ،ریســمانی؛ 1381 ،نصــیري آذر(

. بـود  1/0نـانومتر   595در طـول مـوج    مزبور ۀپروتئین براي جدای

 معیـاري توانـد  که میـزان افـزایش پـروتئین مـی    آنجاییهمچنین از

 مصرف نفت ازطریق باکتري در محـیط کشـت  تعیین میزان براي 

سـلولی بـاکتري    ةتولید بیشـتر تـود   ،پروتئین مقدارافزایش  ،باشد

  . (Vasileva & Galabova, 2002)دهدرا نشان مینظر مد

شـده  باکتري جدا 11مربوط به تولید بیوسورفکتانت براي  آزمون

نفت خام و خـاك آلـوده همـراه    درصد  2از خاك آلوده داراي 

انجـام   K2HPO4گرم میلی 50نیترات و گرم آمونیوممیلی 500با 

ها توانایی تولید بیوسورفکتانت را نتایج نشان داد تمام جدایه .شد

  ).4جدول (در مقادیر مختلف دارند 
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 .هاي آلوده و خاك آلوده همراه با کودهاي خاكتولید بیوسورفکتانت در جدایه -4جدول 

Table 4. The production of bio surfactant isolates recovered from polluted soils and soil polluted with fertilizer. 
 

قطر لایه تشکیل شده   جدایه

  )cm(روي لایه نفتی 

P
1
3 (Coryneform groups)  5/6  

PF7 (Staphylococcus) 4  

PF8 (Flavobacterium) 4  

P
1
1 (Corynebacterium)  3  

P
1
4 (Bacillus) 3  

PF5 (Moraxella) 3  

P
1
2 (Rhodococcus) 2  

PF10 (Coryneform groups) 2  

PF3 (Bacillus) 5/1  

P
1
5 (Alcaligenes) 1  

P
1
7 (Corynebacterium) 5/0  

  بافر SETشده به روش استخراج DNAنتایج 

  

   

ــدار  ــتخراج DNAمق ــاکتري  اس ــده از ب ــکل    PF7ش ــه ش ــه ب ک

KGAM07   روش اســتفاده از بــه کدگـذاري شــدSET  بــافر بــا

  ).5جدول ( اندازه گیري شد Nano Dropستگاه دکمک 

  

  .شدهاستخراج DNAنتایج تعیین مقدار   - 5جدول 

Table 5. Results of quantification of extracted DNA. 
  

Factor Sample 
Type 

230/260  280/260  A280 A260 Unit Nucleic Acid 
Concentration 

00-50  DNA 17/1  73/1  419/2  327/4  ng/µl 3/216  

ژن ) PCR(اي پلیمـراز  هاي زنجیرهنتایج واکنش

S rRNA 16   

هاي دمایی حضور باند مربـوط را  شیب ۀدر هم PCRنتایج 

  .)1شکل (نشان داد 
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 .دما از راست به چپ افزایش یافته است.  PCRبازي 1413محصول  6تا  1درصد بارگذاري شده، خط  2ژل آگاروز  -1شکل 

Fig. 1. 2% agarose gel, lane 1 to 6 PCR products of 1413. The temperature increases from right to left.  
  

  

، C˚60دما : µl 10، 4مقدار  PCR، محصول C˚ 2/58 دما: µl 10، 3مقدار  PCR، محصول C˚ 7/56دما : µl 10، 2مقدار  PCR، محصول C˚55دما : 1

 baseشانگر ن µl 3، چاهک آخر µl 10مقدار  PCR، محصول C˚5/62دما : µl 10 ،6مقدار PCR، محصول C˚ 4/61دما : µl 10، 5مقدار  PCRمحصول 

plus 100  

  

از ژل با استفاده از کیت  DNAنتایج استخراج 

هاي دمایی با هم مخلوط شیب ۀدر هم PCRمحصولات 

بار گذاري شد و  درصد 5/1شد و بر روي ژل آگاروز 

.داز ژل استخراج ش DNA، به منظور تعیین توالیسپس 

  

  

  .16S rDNAنوکلئوتید ژن 1413اساس ترادف شده در بانک ژنی برهاي ثبت با برخی باکتريKGAM07 ۀمیزان شباهت جدای -6جدول 

Table 6. KGAM07 similarity to some bacterial strains recorded in the gene bank based on sequence of 1413 nucleotides 
of 16S rDNA genes. 

   

میزان  درصد

  تشابه

شناسایی  هاينزدیکترین سویه  سویه  شماره دسترسی

شده با بیشترین تشابه 

  نوکلئوتیدي

99%  NR043966.1  Phenol- A  Brachybacterium 
phenoliresistant  

97%  GQ339911.1 M-6-3 Brachybacterium 
squillarum 

97%  NR044103.1 JB Brachybacterium 
zhongshanense 

97%  NR042109.1 LMG19848 Brachybacterium 
rhamnosum  
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 Brachybacterium paraconglomeratum strain 13636D (EU741119.1)

 Brachybacterium conglomeratum (X91030.1)

 Brachybacterium faecium (X83810.1)

 Brachybacterium symbiont (FJ774969.1)

 Brachybacterium fresconis strain LMG 20336 (NR_025503.1)

 Brachybacterium sacelli strain LMG 20339 (AJ415381.1)

 Brachybacterium tyrofermentans (X91657.1)

 Brachybacterium alimentarium (NR 026269.1)

 Brachybacterium nesterenkovii DSM 9573 (X91033.1)

 Brachybacterium phenoliresistens strain phenol-A (NR_043966.1)

 Strain KGAM07

 Brachybacterium squillarum strain M-6-3 1(GQ339911.1)

 Brachybacterium rhamnosum strain LMG 19848 (NR 04...

 Brachybacterium zhongshanense strain JB (NR 044103.1)

 Brachybacterium muris (AJ537574.1)

 Dermabacter hominis (X91034.1)

100

100

96

70

88

51

41

34

34

34

21

33

9

0.005  
با روش و  MEGA 505افزار استفاده از نرمبا   .Brachybacterium sp  هاي با دیگر سویه KGAM07 ۀبین جدای ۀدرخت ژنتیکی رابط -2شکل 

Neighbour-Joining   میزان. باز 1413براي Bootstrap (1000 replication) درصد در گره هر شاخه آورده شده است رتبه صو.  

Fig. 2. Genetic tree between KGAM07 isolate with other strains of Brachybacterium sp. Neighbour-joining method 
shows using MEGA 505 for 1413. Rate Bootstrap (1000 replication) as a percentage of each category is given in knots. 

  

 آمــده جهــت تعیــین تــوالی بــه شــرکتدســتهبــ PCRمحصــول 

Macro بـا از ویـرایش  ها پس این توالی. جنوبی فرستاده شد ةکر 

هـاي   هاي مذکور با تـوالی توالی ۀ، براي مقایسBioeditنرم افزار 

DNA   ــاکتري ــر ب ــوزومی دیگ ــاه  ریب ــا در پایگ ــی   ه ــاي ژنتیک ه

Ribosomal Database Project EZ Taxon)  وNCBI( 

  .شد بلاست

 Clustal Wافـزار  رمهـا از ن ـ  سـازي ایـن تـوالی    ردیـف جهت هم

 MEGAافـزار  نـرم  ،استفاده شد و براي ترسیم درخـت ژنتیکـی  

  . کار گرفته شدبه 5.05

 Brachybacteriumترین باکتري به نفـت خـام از جـنس    مقاوم

 ۀهاي خاك در فراینـدهاي مربـوط بـه تجزی ـ   میکروارگانیسم. بود

هـا  آن. کننـد تر شرکت میها به دیگر مواد سادهمواد و تبدیل آن

تحقیقـات نشـان   . نفت خـام دارنـد   ۀهمچنین نقش فعالی در تجزی

هـاي  نفت خام کـه از خـاك   ةهاي تجزیه کنندداده است باکتري

  ،Micrococcusهاي  اند متعلق به جنسآلوده به نفت جدا شده

Corynebacterium،Bacillus ، Pseudomonas ،

Alcaligenes ،Flavobacterium ،Moraxella ،

Aeromonas ،Acinetobacter  وVibrio ــه -هســتند کــه گون

هـاي  ویژه در آلودگیهاي غالب بهباکتري Bacillusهاي جنس

هــا در چنــین نفــت خــام هســتند کــه حضــور آن درصــد 40و  30

اسـترس   مقابـل درهـا  آن مقاومت آندوسپور ۀواسطهایی بهمحیط

مشـخص  تحقیـق حاضـر   . )Ijah & Antai, 2003( نفتـی اسـت  

 ي مـذکور هـا کننده به جـنس ههاي تجزیکه میکروارگانیسم کرد

هـاي جـدا   حاضر یکی از باکتري ۀشوند و بنابر مطالعمحدود نمی

 (PF7)،شــــده از تیمــــار خــــاك آلــــوده داراي کــــود     

Staphylococcus saprophyticus حضور ایـن بـاکتري   . بود

توان به ایـن دلیـل دانسـت کـه     داراي کود را می ةدر خاك آلود

رشد را براي این باکتري فراهم کرده  زمینۀدن کود نیتروژنی افزو

آمـده در ایـن مطالعـه بـا     دسـت هاي بهعلت تفاوت باکتري. است

به تفاوت در ترکیـب شـیمیایی نفـت خـام مـورد       ،دیگر مطالعات

زیـرا هـر نفـت خـامی ترکیـب شـیمیایی        ؛شوداستفاده مربوط می

منبــع کــربن انــواع  ةخــاص خــود را دارد و بنــابراین تــامین کننــد

همچنـین اعتقـاد بـر ایـن     . ها خواهد بودخاصی از میکروارگانیسم

هـاي آلـوده بـه    شـده از محـیط  هاي جدااست که میکروارگانیسم

کارآمـدتري  طـور هشـیمیایی را ب ـ  ةنفت خام، این ترکیـب پیچیـد  

آلوده بـه  هاي غیرشده از محیطهاي جدانسبت به میکروارگانیسم

ها با چنـین عوامـل   تماس میکروب وضعیت. دکنننفت تجزیه می
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 ؛است کردهاین ترکیبات سازگار  ارا ب این موجوداتاي، آلاینده

. یابـد خیري رشد کوتاه و سرعت رشد افـزایش مـی  أفاز ت بنابراین

هـا در مقایسـه بـا مخمرهـا،     مشاهدات نشان داده است که باکتري

 ,Ijah) شوند کنندگان بهتري براي نفت خام محسوب میتجزیه

1998) .Norino و  رتو همکاران اثرات مثبت ریزوسفر گیاه ذ

هاي دو نوع خـاك آلـوده و   روي میکروارگانیسمبر جو دوسر را 

تحقیقات نشان داد که . غیر آلوده به ترکیبات نفتی مطالعه کردند

کننـدگی بیشـتري بـر    در مقایسه با جو دوسـر اثـر تحریـک    رتذ

نـایی گیاهـان بـراي تحریـک     توا. اردجمعیت میکروبـی خـاك د  

هـاي  اطراف ریشه به تـراوه ۀ هاي خاك ناحیرشد میکروارگانیسم

 ;Rovira, 1965; Bowen, 1980)شـود مربـوط مـی  ریشـه  

Curl & Truelove, 1986; Norino et al., 2004).  

ــد موفقیــت   Muratova ،2008در ســال  ــان کردن و همکــاران بی

اك ناشـی از افـزایش   هیـدروکربنی خ ـ  هـاي ینـده پـالایی آلا گیاه

هرچــه تمــاس   . ریزوســفر اســت  ۀفعالیــت میکروبــی در ناحیـ ـ 

-هاي خاك بـا گیـاه بیشـتر باشـد فعالیـت تجزیـه      میکروارگانیسم

ــدگی میکروارگانیســم ــا و درکنن ــالایی  ه ــاه پ نتیجــه کــارایی گی

هاي سـاختاري ماننـد   سازي آنالوگهمچنین رها. یابدافزایش می

هـاي  ان ممکن اسـت رشـد میکـروب   گیاه ۀوسیلترکیبات فنلی به

 ,.Donnelly et al)ها را افزایش دهد هیدروکربن ةکنندتجزیه

1994; Fletcheir & Hedge, 1995). گیاه باعث ورود  ۀریش

در فراینـد تحریـک گیـاهی اکسـیژن،     . شوداکسیژن به خاك می

مقابــل در. کنــدهــا را تشــدید مــی  هــا و بــاکتري رشــد قــارچ 

 ۀکه بـه ریش ـ قادیر زیاد توکسین را قبل از اینها ممیکروارگانیسم

 .کنندمی تجزیهگیاه وارد شوند 

هاي با طول هیدروکربن( F3هاي کمی مبنی بر جذب گزارش

هاي با طول زنجیره هیدروکربن( F4و  )C10-C16زنجیره 

C34-C50( گیاه وجود دارد  وسیلۀبه(Meudece et al., 

هاي نفتی ی پالایش هیدروکربنتنهایی توانایو گیاهان به (2006

بنابراین  (Karmar, 2005).د مولکولی بالا را ندارن نبا وز

هاي نفتی به پالایی این دسته از هیدروکربنسازوکار اصلی گیاه

نسبت  ریشه تماس خاك ۀتحریک جمعیت میکروبی در ناحی

پالایی توقف رشد اصلی در استفاده از گیاه مسئلۀ. شودداده می

 Lin)هاستن هاي بالاي این نوع هیدروکربدر غلظت ،گیاهان

et al., 2002; Huang et al., 2004; Kirk et al., 
2005a; Zhung et al., 2007; Greenberg et al., 

2007a).   

ها هاي میکروبی و تنوع آنجمعیت باباطلاعات محدودي در

 ;Krik et al., 2005) پالایی در دسترس استدر مسیر گیاه

Phillip et al., 2006; Maila et al., 2006) . سرنوشت

هاي نفتی در محیط، به طبیعت و غلظت هیدروکربن

ها، سازوکار بین فاکتورهاي شیمیایی، ژئوشیمیایی و هیدروکربن

از یکی). Bordenava et al., 2007(زیستی وابسته است 

 هاي نفتی،پالایی هیدروکربنبراي افزایش کارایی گیاه هاروش

 ,.Kirk et al)هاي ریشه است تراوه ۀوسیلهپالایی بگیاه

2005a; Philips et al., 2006).  

ها قطبی هستند که میکروارگانیسمها مواد آلی دوبیوسورفاکتانت

د و باعث کاهش کشش سطحی دو فاز مایع و یا فاز کننتولید می

 وشتواند رمیبنابراین تولید این مواد . دشونمایع و گاز می

طی مطالعات . باشدهاي نفتی موثري براي مقابله با آلودگی

 توانندمی هاي برخی گیاهانکه تراوه شده اثبات شده استانجام

زیستی  همانند بیوسورفکتانت عمل کنند و دسترسی

 & List)هاي آروماتیک را بهبود بخشند هیدروکربن

Alexander, 1999). ت جمله تولیدکنندگان بیوسورفکتاناز

 amarae Nocardia ، aeruginosa توان بهمی

Pseudomonas  وRhodococcus   کرداشاره(Robert et 

al., 1989; Sutton, 1992).  تولید بیوسورفکتانت میکروبی

نفتی بطورنی هیدروکرب هايآلاینده آوردنتعلیق دربراي به

 ,Broderick & Cooney) اي گزارش شده استگسترده

1982; Harvey et al., 1990; Oberbremer et al., 
1990; Wasko & Bratt 1990; Francy et al., 1991; 

Zhang & Miller 1992). اصیت ها خبیوسورفاکتانت

 ,Atlas & Bartha)ها را دارند سازي هیدروکربنامولسیون

1992; Bertrand et al., 1994) َهاي حاوي از کشت و عملا

، Rhodococcus  ،Bacillusازآمده دستهبیوسورفکتانت ب

Pseudomonas وAcinetobacter  هاي در حذف آلودگی

-کنندههاي پاك، مصرفدر اکوسیستم. نفتی استفاده شده است

جامعه میکروبی را  درصد. /1هاي هیدروکربنی عموماً کمتر از 

هاي آلوده است که در اکوسیستم حالیاین در. دهندتشکیل می
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 100 توانند بهها میعداد این میکروارگانیسمبه نفت، مقدار و ت

 ۀجدای در این تحقیق. هاي زنده برسدمیکروارگانیسم درصد

Mycobacterium  نسبت بهStaphylococcuss 

saprophyticus می نظربه. بیوسورفکتانت بیشتري تولید کرد-

توانایی بیشتري در استفاده از نفت  S. saprophyticus رسد

بیوسورفکتانت کمتري  اگرچهمنبع کربن داشته است  منزلۀخام به

  . تولید کرده است

آمده از این مطالعه چنین نتیجه گیري می دستهتوجه به نتایج ببا

تواند در گردد که وجود آلاینده هاي نفتی به مثابۀ عامل تنش می

را  زمینۀ مناسبهاي میکروبی موثر واقع گردد و تغییر جمعیت

هاي تجزیه کننده ترکیبات نفتی وارگانیسمبراي حضور میکر

تعدادي از رشد  وضعیتافزودن کود باعث بهبود . فراهم آورد

ها نه تنها از ترکیبات میکروارگانیسم. شودها میمیکروارگانیسم

بلکه با تولید  ،کنندنفتی به مثابۀ منبع کربن استفاده می

ع توانند در حذف این نومی ي مختلفهابیوسورفاکتانت

هاي بیشتر بیوشیمیایی باید بررسی. ها موثر واقع شوندآلاینده

هاي نفتی ازطریق هاي حذف آلایندهانجام گیرد تا سازوکار

همچنین شرایط بهینه مصرف و . شناخته شود ها،میکروارگانیسم

. دشوها باید تعیین یا تولید بیوسورفاکتانت براي هریک از سویه

-وانند به تغییر و دینامیک جمعیتتنوین میهاي مولکولی روش

   .هاي میکروبی کمک کنند
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