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Abstract  
The Poly aromatic hydrocarbons (PAHS) are one of the most 
important kinds of pollutants that go through the marine 
ecosystems mains via anthropogenic activities (oil sources such 
as oil spills). One important practical method for oil pollution 
elimination is the use of microorganisms in biodegradation. 
Biosurfactant production by microorganism’s result in increase 
of biodegradation via increase of their solubility in liquid phase. 
However, this ability to all microorganism’s. To comparison 
growth and biosurfactant production ability of bacteria presented 
in contamination deposits of musa creek, the deposit sample was 
taken from polluted area. Two bacteria species AD2 and AD6 
were purified and isolated. The isolates were identified as 
Psedomonas stutzeri and Alcaligenes denitrificans with 
morphological and biochemical tests. To intent of bacterial 
growth assay optical density were measured in 600 nm by 
spectrophotometer. Biosurfactant evaluations were performed 
by Blood agar, Drop collapse and Oil spread methods. 
Psedomonas stutzeri showed biosurfactant production 
potentials. According to results, Psedomonas stutzeri has a good 
growth in the media containing Antheracene as sole source of 
carbon and energy. also data demonstrated that the growth of 
biosurfactant producing bacteria (Psedomonas stutzeri) was 
better than Alcaligenes denitrificans due to increase of 
Antheracene solubility and enhance at its bioavailability in the 
media. 
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 چکیده
هایی هسـتند کـه از منـابع     آروماتیک حلقوي آلایندههاي  کربنهیدرو

کنند هاي نفتی به اکوسیستم دریایی راه پیدا می ویژه ریزش مختلف به
هاي نفتی، یک راه عملی در حذف آلودگی. شوندراحتی تجزیه نمیو به

ــالاییهــا در زیســتاســتفاده از میکروارگانیســم بســیاري از . اســت 1پ
د بیوسورفاکتانت باعث افزایش تجزیه زیسـتی  ها با تولی میکروارگانیسم
هـا در فـاز آبـی    پـذیري آن ها از طریق ازدیاد میزان انحلال هیدروکربن

. هـا ایـن قابلیـت را ندارنـد    شوند در حالی که همه میکروارگانیسـم  می
هاي ساکن منظور مقایسه رشد و تولید بیوسورفکتانت توسط باکتري به

بـرداري  هاي رسوب از منطقه نمونهونهنم ،در رسوبات آلوده خور موسی
 .شـد سـازي  جداسـازي و خـالص  AD6 و  AD2و دو گونه باکتریـایی  

عنـوان  هاي بیوشیمیایی بـه آزمونهاي فوق براساس مورفولوژي و  گونه
. سودوموناس استاتزري و آلکـالیجنز دنیتریفیکـانس شناسـایی شـدند    

اسـتفاده از  ها کدورت محیط کشـت بـا    منظور سنجش رشد باکتري به
ها توسط دستگاه اسپکتروفتومتر  گیري میزان جذب نوري محیط اندازه

بررسـی تولیـد بیوسـورفاکتانت بـا     . گیـري شـد   نانومتر اندازه 600در 
 Blood agar ،Drop collaps ،Oil spreadاســتفاده از ســه روش 

عنوان به ،ها در محیط حاوي آنتراسن ها این گونه طبق یافته. انجام شد
برخوردار بودند ولی نتایج نشان  از رشد خوبی ا منبع کربن و انرژيتنه

عنـوان بـاکتري مولـد     داد که رشد باکتري سودوموناس اسـتاتزري بـه  
دلیل بالا بردن میزان حلالیت آنتراسـن و افـزایش    بیوسورفاکتانت و به

دسترسی زیستی این هیدروکربن در محیط نسبت به باکتري آلکاجینز 
 .بالاتر بوددنیتریفیکانس 

ترکیبات آروماتیک حلقوي، سـودوموناس اسـتاتزري،   : کلیديکلمات 
 .آلکالیجنز دنیتریفیکانس، رشد، بیوسورفاکتانت
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  مقدمه
افزایش جمعیت کره زمین منجر به بالا رفـتن تقاضـا بـراي    

هـاي   فعالیـت بـر  تقاضـا   افـزایش  تبع ایـن  و به ،شده انرژي 
انسانی درخصـوص عملیـات حفـاري، اکتشـاف و اسـتخراج      

هـاي   طور چشـمگیري افـزوده شـده اسـت. فعالیـت      هنفت ب
در زمینه استخراج نفت و صنایع وابسته به آن نظیـر   یانسان

ــادیر    ــب ورود مق ــایی موج ــل دری ــل و نق ــابهیحم از  متن
هـاي   هـا در اکوسیسـتم   نفتـی و انتشـار آن  هاي  هیدروکربن
هـا بـه منـابع آبـی      شود. ورود ایـن هیـدروکربن    دریایی می

 1[محیطی جدي در بر داشته باشد  تواند خطرات زیست می
اي گروهـی از ترکیبـات    حلقه . ترکیبات آروماتیک چند]2و 
دلیـل حلالیـت انـدك در آب، در رسـوبات      اند کـه بـه   نفتی

 ترکیبات در محـیط از پایـداري نسـبتاً   کنند. این  تجمع می
نـد قادرنـد   ا زیادي برخوردارند و از آنجا که محلول در چربی

پس از ورود به بدن جانداران در طی زنجیره غذایی از یـک  
هاي بعدي انتقال پیـدا کننـد    کننده کننده به مصرف مصرف

هـاي   . در بین این ترکیبات آنتراسن یکی از هیدروکربن]3[
ــه ــه س ــدروکربن  اي  حلق ــایر هی ــر س ــه نظی ــت ک ــاي  اس ه
زایـی   به علت سمیت و سرطان است وگریز  اي آب حلقه چند
 .]4[تواند اثرات نامطلوبی بر آبزیان داشته باشد  می

گونه مواد نفتـی   هاي آبی از این سازي اکوسیستم پاك
ــروز بســیاري از آســیب ــداران   از ب ــه جان هــاي ناخواســته ب

جداسـازي فیزیکـی، جـذب،    کنـد. سـوزاندن،    میجلوگیري 
هــاي حــذف  ســازي از جملــه روش وري و امولســیون غوطــه
شـوند.   زیست دریا محسـوب مـی   هاي نفتی از محیط آلاینده
هاي زیستی مقرون به صرفه بـوده و بـه    استفاده از روش اما

زیسـت، نیـاز بـه     سازگاري بیشتر با محـیط  همچون ،دلایلی
ر و در بعضـی  خط ـ تر و تولید پسـماندهاي کـم   تجهیزات کم

. ]1[ها مورد توجه هستند  موارد راندمان بالاتر از سایر روش
پالایی روشی اسـت کـه در آن از توانـایی موجـودات      زیست
ها اسـتفاده   منظور افزایش سرعت و میزان تخریب آلاینده به
هـاي   مناسب براي کاهش آلودگی يشود. این شیوه ابزار  می
 .]5[رود  محیطی به شمار می زیست
ــی از روشی ــت کـ ــاي زیسـ ــتفاده از  هـ ــالایی اسـ پـ

زیسـت   ها در محیط کننده آلاینده هاي تجزیه میکروارگانیسم
ها بـا تولیـد ترکیبـی     است. در برخی از این میکروارگانسیم

یابـد.   پالایی افزایش مـی  نام بیوسورفکتانت، قابلیت زیست به
دلیـل خاصـیت    ها ترکیباتی هسـتند کـه بـه    بیوسورفکتانت

یک باعث کاهش کشـش سـطحی و بـین سـطحی     پات آمفی
هاي واجـد   ها در محیط شوند. بسیاري از میکروارگانیسم می

ــدروکربن ــی   هی ــح م ــود ترش ــوادي از خ ــا م ــه   ه ــد ک کنن
شوند. این مواد که موجب کاهش  نامیده می 2بیوسورفکتانت

امولسـیون شـدن    بـا تشـدید   ،شـوند   کشش سطحی آب می
ث افزایش سطح تمـاس  باع ،]7و  6[ در محیط آبی ها چربی
هـا را   هـا شـده و تجزیـه آن    هاي سلول با هیـدروکربن  آنزیم

هـا در   توان از این ویژگـی میکـروب   کنند. لذا می تسریع می
هاي نفتی)  هاي مضر (هیدروکربن تسریع حذف هیدروکربن

 .]8[از محیط بهره برد 
گیري نفـت   خور موسی در بندر امام خمینی محل بار

و آلودگی ترکیبات نفتـی بـالایی دارد.   هاست  و تردد کشتی
داراي  ،هاي غیـر آلـوده   مکاندر مقایسه با ، هاي آلوده مکان

هـاي   کننده آلاینده هاي تجزیه جمعیت بیشتري از ارگانیسم
هاي مذکور نسبت بـه سـایرین    از این رو جمعیت .آلی است

دهنـد.    ها از خود نشـان مـی   توانایی بالایی در تجزیه آلاینده
دلیـل قرارگیـري طـولانی در معـرض      هـا بـه   این ارگانیسـم 

هـاي محیطـی    انـد و تـنش   ها با محیط سازگار شـده  آلاینده
سـازي   شـده اسـت. در راسـتاي پـاك     هـا   باعث انتخـاب آن 

پـالایی، شناسـایی    استفاده از روش زیسـت  ،دههاي آلو مکان
کننده ترکیبات آلاینده ضروري است. در  هاي تجزیه باکتري

تولیــد بیوســورفکتانت توســط    تحقیــق حاضــر رشــد و  
هاي جداسازي شده از رسوبات آلـوده بـه ترکیبـات     باکتري

  نفتی در حضور آنتراسن مورد مطالعه قرار گرفت.

  ها مواد و روش -2
هـاي بـومی منطقـه     اسایی و جداسازي بـاکتري منظور شن به
بـرداري براسـاس نزدیکـی بـه      هاي نمونه موسی ایستگاه خور

تأسیسات نفتی، پتروشـیمی و منـاطق آلـوده بـه ترکیبـات      
تکرار، توسط گـرب از   3برداري با  نفتی انتخاب شدند. نمونه
خـور موسـی در    3جزر و مدي تحترسوبات سطحی منطقه 
 25ˊ 85/34˝امل داك سرســره (شــ ،سـه ایســتگاه مختلـف  

ــمالی و 30˚ ــرقی 49˚ 04ˊ 77/49˝ شـ ــتگاه شـ ، 1) ایسـ
ــیمی ( ــمالی و 30˚ 25ˊ 73/26˝پتروش  49˚ 50ˊ 31/9˝ ش

ــمالی 30˚ 27ˊ 24/34˝گیـري مـواد نفتـی (    ، اسـکله بـار  2) ایستگاه شرقی ــرقی 49˚ 01ˊ 34/31˝، ش ــتگاه ش  3) ایس
اي  هـاي رسـوب درون ظـروف شیشـه     نمونـه  .شـد  برداشت 
روي یـخ   دار استریل ریخته شده و پـس از قـرار دادن   درب
  .شد به آزمایشگاه منتقل  سریعاً
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  سازي رسوبات آماده -2-1
 3 ،رسوبات به آزمایشگاه تحت شرایط استریل بعد از انتقال
هاي رسوب مربوط به هر ایستگاه ترکیب شد.  تکرار از نمونه
هـا   دن آنکر ها براي سازگار دریایی بودن باکتري با توجه به

درصـد   85/0لیتر کلرید سـدیم   میلی 10با شرایط آزمایش 
شـد.   طور جداگانه اضافه  گرم از رسوبات هر ایستگاه به 1به 
هــا در رســوبات  دلیــل احتمــال وجــود فــراوان بــاکتري  بــه
ها با استفاده از محلـول   سازي نمونه رقیق ،برداري شده نمونه

  .]10و  9[انجام شد  10 -1نمک فوق تا رقت 

  سازي غنی -2-2
هاي میکروبی سـازگار بـا آنتراسـن از     براي افزایش جمعیت

ابتـدا   :هاي موجود طبـق روش زیـر عمـل شـد     کل باکتري
ــدار  ــرو 500مق ــت    میک ــی از رق ــایع روی ــر م ــه  10 -1لیت ب
) حـاوي: (گـرم   MSM( 4هاي کشت پایه معدنی مایع محیط
 1، (K2HPO4,3H2Oگـرم)   5/2، (NH4Clگـرم)   5لیتر) ( بر

ــرم)  05/0، (MgSO4,7H2Oگــرم)   FeSO4,7H2O) ،05/0گ
مقـدار و   لیتـر عناصـر کـم    میکرو CaCl2, 2H2O  ،100 گرم)

عنـوان تنهـا منبـع     لیتر آب مقطر و آنتراسن بـه  میلی 1000
 ختـه شـد.  مایع مذکور در تعدادي ارلن ری شد. اضافه  کربن

pH تنظـیم شـد و سـپس بـراي      7روي  کشـت  هاي محیط
 20مـدت   هاي حاوي محیط کشـت بـه   ارلن ،استریل کردن

  .]11[شدند  گراد اتوکلاو  درجه سانتی 121دقیقه در دماي 
ردار در کها به مدت یک هفته در انکوباتور شـی  محیط

داري  نگـه  rpm150 و بـا دور   گـراد  درجه سانتی 30 دماي
لیتـر از هـر محـیط     میلـی  10 شدن رنگ مایع، کدر شد. با 

هفتـه   3شـد و تـا    نتقـل مجدیـد   MSMکشت به محیط 
  .]11[شد  عمل تجدید کشت با شرایط فوق تکرار 

  ها جداسازي باکتري -2-3
لیتر از محیط کشت مایع حاصل از آخـرین مرحلـه    میلی 1
(ظـرف مخصـوص    5دیـش  روي تعـدادي پتـري   سـازي  غنی

صــورت  بــه MSMشــت جامــد حــاوي محــیط ککشــت) 
 30روز در دماي  5مدت  ها به کشت داده و محیط 6پلیت پور

هـایی کـه قـادر بـه      شدند. بـاکتري  گراد انکوبه  درجه سانتی
عنــوان تنهــا منبــع کــربن بودنــد،  اســتفاده از آنتراســن بــه

  .]9[هاي متفاوت مشاهده شدند  نیوصورت کل به

  ها سازي باکتري خالص -2-4
کـه از نظـر   را هـایی   نیوهـا، کل ـ  سازي بـاکتري  خالصبراي 

صورت متوالی روي محـیط کشـت    ظاهري متفاوت بودند به
روش خطی کشت داده و بـه   حاوي آنتراسن به MSMجامد 

ــدت  ــاي  48م ــاعت در دم ــانتی 30س ــه س ــراد، در  درج گ
هـاي   نیوانکوباتور انکوبه شدند تا سرانجام در هر پلیـت کل ـ 

  .]10[ت آمد خالص هر باکتري به دس

  گیري میزان رشد باکتري اندازه -2-5
لیتـر   میلی 100مقدار گیري میزان رشد باکتري،  براي اندازه

لیتـري   میلـی  250هاي  به ارلن MSMاز محیط کشت مایع 
هاي به دست آمده از مرحله  شدند. باکتري افزوده و استریل 

 48سـازي بـه محـیط کشـت منتقـل شـده و مـدت         خالص
ــاي  ــاتور  درجــه ســانتی 30ســاعت در دم ــراد روي انکوب گ

هـاي   لیتـر از محـیط   میلی 5شیکردار انکوبه شدند. در پایان 
ــا ســرعت دقیقــه  20مــدت  کشــت حــاوي بــاکتري بــه  ب

rpm5000  هاي سـانتریفوژ شـده دو    شدند. نمونه سانتریفوژ
 MSMلیتـر از محـیط    میلـی  5و هر بـار بـا اسـتفاده از     ،بار
لیتـر   میلـی  4ها در  شو، باکتريو شدند. پس از شسته شست

دنـد. بـراي   مصـورت سوسپانسـیون درآ   بـه  MSMاز محیط 
تعـداد کـافی از    ،هـا  حاصل از رشد بـاکتري ري سنجش کد

هـاي بـاکتري و    لیتـري متناسـب بـا نمونـه     میلی 100ارلن 
هاي شـاهد فاقـد بـاکتري     شد. نمونه هاي شاهد آماده  نمونه

هـا   بـه ارلـن  MSM لیتـر از محـیط کشـت     میلی 50بودند. 
ها با استفاده از پنبه و فویل پوشـانده   افزوده شد. درب ارلن

درجـه   121دقیقـه در دمـاي    15ها به مـدت   شده و نمونه
اتمسـفر در دسـتگاه اتـوکلاو اسـتریل      1گراد و فشار  نتیسا

ها از اتوکلاو و رسیدن دماي  شدند. پس از خارج کردن ارلن
گـرم   میلـی  30هاي کشت به دماي آزمایشگاه، ابتـدا   محیط
لیتـر   میلی 3ساعت  2و پس از  ،لیتر هیدروکربن آنتراسن بر

ا در ه ـ شـد. نمونـه   هـا اضـافه    از سوسپانسیون باکتري به آن
گراد با استفاده از انکوباتور شـیکردار   درجه سانتی 30دماي 

  .]12[انکوبه شدند 
 24روز در فواصل زمـانی   12ها به مدت  رشد باکتري

نانومتر بررسـی شـد. مرحلـه اول     600ساعته در طول موج 
که باکتري به محـیط کشـت اضـافه     ،سنجش در زمان صفر

 4/2لیتر از محلـول بـاکتري بـا     میلی 6/0شد، انجام گرفت. 
شـد. در ابتـدا و    استریل، رقیـق   MSMلیتر از محلول  میلی

 3ها براي صفر کردن دستگاه  گیري رشد نمونه قبل از اندازه
فاقـد بـاکتري بـه     MSMلیتر از نمونه محـیط کشـت    میلی
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هـاي حـاوي    داده شـد. سـپس سـل    دستگاه اسپکتروفتومتر
محلول مورد نظر بـراي سـنجش در دسـتگاه قـرار گرفـت.      

هاي شاهد نیز تکـرار شـد    همین مراحل براي سنجش نمونه
هایی که فقط حـاوي   لیتر از ارلن میلی 6/0با این تفاوت که 

  .]11[باکتري یا آنتراسن بودند، برداشت شد 

  ها شناسایی باکتري -2-6
نی وخصوصیات ظاهري کل ،ها اولیه باکتري منظور شناسایی به
صورت ماکروسکوپی و میکروسکوپی مـورد بررسـی    ها به آن

آمیـزي گـرم نـوع     قرار گرفت. در ابتدا بـا اسـتفاده از رنـگ   
تـر   ها مشخص شد. علاوه بر آن براي شناسایی دقیق باکتري
، KOH ــ نظیر هاي معمول بیوشیمیایی آزمونها از  باکتري

ــ ــدول،  آز، ســیمون ، اورهTSIالاز، اکســیداز، کات ســیترات، ان
کانکی،  آلانین، رشد در محیط کشت مک ، فنیلVPرد،  متیل

 .]13[استفاده شـد   ــ کربوکسیلاز حرکت، احیاي نیترات، د
  ســپس بــراي بررســی تولیــد بیوســورفاکتانت از ســه روش  

Blood agar ،Drop collaps ،Oil spread  14[استفاده شد[.  
صورت جداگانه  هر ایزوله به: Blood agarالف) روش 

 کشت داده شد و در دماي Blood agarهاي حاوي  پلیت بر

هالـه    ساعت انکوبه شـد.  48مدت  گراد و به درجه سانتی 37
عنوان شاخص تولید بیوسورفاکتانت  ها به روشن اطراف کلنی

هاله روشن   صورت چشمی مورد بررسی قرار گرفت. وجود به
هاي  هاي قرمز محیط توسط باکتري شدن گلبول معنی لیز به

هاله ایجاد شـده    لذا شعاع ،کننده بیوسورفکتانت است تولید
گر میزان قابلیت باکتري در تولید بیوسورفکتانت است:  نمایان

)، همولیز ناکامل (+)، همولیز کامل بـا قطـر   -عدم همولیز (
 یره بین(++)، همولیز کامل با قطر دا cm1 تر از  کوچکدایره 

cm 1  بیشـتر از  (+++)، همولیز کامل بـا قطـر دایـره     3تا  
cm3  14[(++++) نشان داده شدند[.  

لیتـر نفـت    میکرو 2مقدار  :Drop collapsب) روش 
روي یک اسلاید تمیز ریخته و پس از یـک سـاعت    7معدنی

لیتر از محیط کشت به سطح نفت افزوده شد. پـس   میکرو 5
 دقیقه شکل قطره نفـت مـورد بررسـی قـرار گرفـت و      1از 

براساس پخش جزئی تا کامل نفت بر سطح محیط کشت از 
هــاي حــاوي  (++++) امتیــاز داده شــد. بــه محــیط (+) تــا
دهنـده   تري داده شد چرا که نشان هاي گرد امتیاز کم حلقه

  .]14[تولید بیوسورفاکتانت اندك بود 
لیتـر   میلـی  50در این روش  :Oil spreadج) روش 

دیـش بـزرگ ریختـه و بـه      در یک پتـري را تقطیر  آب دوبار
میکرولیتر نفت خام به سطح آب افزوده شـد.   20دنبال آن 

میکرولیتر از محیط کشت بر سـطح نفـت اضـافه     10سپس 
گـر تولیـد    سـطح نفـت نشـان    هالـه شـفاف بـر     د. ظهـور ش 

 .]14[تلقی شد بیوسورفاکتانت توسط باکتري 

  نتایج و بحث -3
هـاي روي   تـرین اکوسیسـتم   هاي دریایی از گسـترده  محیط

هاي متنـوعی   شوند که محل زیست گروه زمین محسوب می
هستند. مطالعـات نشـان   (ریزاندامگان) ها  از میکروارگانسیم

هـاي   آلاینده ها قادر به تجزیه ه برخی از این گونهدهد ک می
. در مطالعـه  ]16و  15[وارد شده بـه محـیط دریـا هسـتند     

هـاي   حاضر دو گونه باکتریایی بـومی خلـیج فـارس بـا نـام     
عنوان  که قادر به تجزیه آنتراسن به AD6و AD2 اختصاري 

تنها منبع کربن بودند، از رسوبات آلـوده بـه ایـن ترکیبـات     
ــاکتري .ســازي شــدند زي و خــالصجداســا هــا جــز  ایــن ب
، کاتالاز و اکسیداز مثبـت   منفی و سیترات  هاي گرم باکتري
هاي بیوشـیمیایی انجـام    پایه انطباق نتیجه آزمون  بودند. بر

هـاي   شده با کتاب راهنمـاي سیسـتماتیک برگـی، بـاکتري    
و  8سـودوموناس اسـتاتزري   هـاي  عنوان گونه کننده به تجزیه

هاي  آزمونشناخته شدند. نتایج  9آلکالیجنز دینیتریفیکانس
  نشان داده شده است. 1بیوشیمیایی انجام شده در جدول 

  
  گونه باکتري منتخب دو مشخصات مورفولوژیکی و بیوشیمیایی -1جدول 

  AD2  AD6  آزمون
  -  -  رنگ آمیزي گرم

 +  +  KOHآزمایش 
  اي میله  اي میله  سلول
  +  +  اکسیداز
  +  +  کاتالاز
TSI  +  - +  
 +  -  اوره

  +  +  سیمون سیترات
  -  -  تولید اندول
  +  +  متیل رد

VP  -  + 
  -  آلانین فنیل

+  
-  
  کانکی مک  -

  -  +  حرکت
  +  +  احیاي نیترات

  -  -  کربوکسیلاز-د
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میلی گرم بر لیتر آنتراسن 30غلظت 
نمونه فاقد آنتراسن
نمونه فاقد باکتري

ري 
ب نو

جذ
)

600 
متر

انو
ن

(

)روز(زمان 

میلی گرم بر لیتر آنتراسن 30غلظت 
نمونه فاقد آنتراسن
نمونه فاقد باکتري

ري 
ب نو

جذ
)

600 
متر

انو
ن

(

)روز(زمان 

 MSMنتایج آزمایشات رشد دو باکتري در محیط مـایع  
وضـوح   هـا بـه   آمده است. منحنی رشد بـاکتري  2و  1در شکل 
که رشد نمایی باکتري آلکالیجنز دنیتریفیکـانس  دهد  می نشان

تـدریج بعـد از     ساعت از انکوباسیون انجام گرفت و به 48پس از 
  ). منحنـی رشـد بـاکتري   1روز هشتم وارد فاز مرگ شد (شکل

  شد باکتري فاقد دهد که ر نشان مینیز سودوموناس استاتزري  

خود رسید،  بیشترین میزاندر روز پنجم به و فاز تأخیري بوده 
ولی پس از آن زمان منحنی روند نزولی گرفته و رشـد بـاکتري   

). مقایسـه منحنـی رشـد    2با شیب تندي کاهش یافت (شـکل 
نمونه داراي باکتري و آنتراسن با نمونه فاقد آنتراسن نشـان داد  
که باکتري در محیط واجد آنتراسن از رشد بیشتري برخـوردار  

  ).2و1است (شکل 
  

   

منحنی رشد باکتري آلکالیجنز دنیتریفیکانس در محیط کشت  -1 شکل
 حاوي آنتراسن MSMمایع 

سودوموناس استاتزري در محـیط کشـت    ی رشد باکتريمنحن -2 شکل
 حاوي آنتراسن
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سودوموناس استاتزري 
آلکالیجنز دنیتریفیکانس 

)روز(زمان 

ري 
ب نو

جذ
)

600 
متر

انو
ن

(

، بـاکتري سـودوموناس اسـتاتزري    3با توجه به شکل 
برخلاف باکتري آلکالیجنز دنیتریفیکانس داراي فاز تاخیري 

خود را از همـان سـاعات اولیـه تلقـیح انجـام      و رشد یست ن
ــین از ــاکتري     داده و همچن ــه ب ــبت ب ــتري نس ــد بیش   رش

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ایزوله با استفاده از  در این مطالعه فعالیت همولیز دو
وکاهش کشش سطحی و بین سطحی با  Blood agarروش 

ــک  ــتفاده از تکنی ــاي  اس  Oil spreadو  Drop collapsه
  گیري شد. نتایج تولید بیوسورفکتانت توسـط بـاکتري   اندازه

 صورت  سودوموناس استاتزري با سه تکنیک استفاده شده به

Blood agar ،(+++)Drop collaps   و در تکنیـک (++)Oil 

spread 2برابـر  هاله ایجاد شده بـر سـطح نفـت خـام       قطر 
شـد. در حـالی کـه بـاکتري      ییـد  أمتـر مشـخص و ت   سـانتی 

  Blood agarهاي  آلکالیجنز دنیتریفیکانس نسبت به تکنیک
  
  

آلکالیجنز دنیتریفیکانس برخوردار بود. ایـن بـاکتري در روز   
بـاکتري   رشـد  رشد خود رسید، در حـالی کـه   اوجپنجم به 

آلکالیجنز دنیتریفیکـانس نسـبت بـه بـاکتري سـودوموناس      
    تري داشت. پایین نقطه اوجاستاتزري 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
هاله تشکیل شده   ) نشان داد. قطر-پاسخ ( Drop collapsو 

متر  سانتی 7/0معادل بر سطح نفت خام توسط این گونه نیز 
باکتري سـودوموناس  شود که   به دست آمد. لذا استنباط می

استاتزري با تولید بیوسورفکتانت قـادر بـه کـاهش کشـش     
سطحی آب باشد که در این صورت هیدروکربن را با سرعت 
بیشتري نسبت به باکتري آلکالیجنز دنیتریفیکانس مصـرف  

، 4صورت شماتیک در اشکال  هاي فوق به . تکنیکخواهد کرد 
  نشان داده شده است. 6و  5
  

   

هاي سودوموناس استاتزري و مقایسه منحنی رشد باکتري -3 شکل
 آلکالیجنز دنیتریفیکانس در محیط کشت حاوي آنتراسن

 Bloodروي محـیط   )ج( Alcaligenes denitrificans) و ب( Psedomonas stutzeriدو بـاکتري   رشـد  -4شکل 

agar) دهنـده همـولیز خـون    نی باکتري نشـان وهاله روشن اطراف کل ).الف. محیط شاهد فاقد باکتري
 ).ج( هاله نشانه فقدان همولیز توسط باکتري ). عدم وجودبتوسط باکتري است (
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هـاي آلکــالیجنز   دو گونـه بـاکتري متعلــق بـه ســویه   
اند  هاي غالب دنیتریفیکانس و سودوموناس استاتزري از گونه

دلیل سازگاري بالا با شـرایط محیطـی در بسـیاري از     که به
. ]17[شوند  مناطق آلوده به مواد آلی با غلظت بالا یافت می

جنس سودوموناس و آلکالیجنز توسط محققین گوناگونی از 
هاي نفتـی   خاك، آب و رسوبات آلوده به نفت و هیدروکربن

از جملـه، برخـی از آنـان    اند.  سازي شده جداسازي و خالص
سـازي بـاکتري آلکـالیجنز از     موفق به جداسـازي و خـالص  

مطالعـات  یکـی از  . طـی  ]18[هاي آلوده نفتی شـدند   خاك
سـویه بـاکتري سـودوموناس     4) نیز 2003(  تجزیه زیستی
عنوان  که قادر به رشد بر نفت و استفاده از آن به، آئروژینوزا

ــد  ــع کربنــی بودن . ]19[د شــجداســازي و شناســایی  منب
نظیـر   ،هـاي مختلـف   گونـه هاي متعلق به  باکتري همچنین

هـاي آروماتیـک    آلکالیجنز با توانایی استفاده از هیـدروکربن 
از رسوبات دریایی و آب  اي با وزن مولکولی پایین حلقه چند

اي  مطالعـه . در ]15[د ش ـسـازي   آلوده جداسـازي و خـالص  
کـه همگـی    کننـده فنـانترن   گونه باکتري تجزیـه  50، دیگر

هـاي آلـوده بـه     از خـاك  سودوموناس بودندگونه متعلق به 
ترکیبات نفتـی پالایشـگاه مرسـین در ترکیـه جداسـازي و      

  مل بـالایی که تح گونه باکتري هشت .]9[د شسازي  خالص

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  

هاي مختلف نفـت از خـود نشـان دادنـد از آب و      به غلظت 
چین، جداسـازي   10اي در ابرك رسوبات آلوده نفتی رودخانه

ها جنس آلکالیجنز هم قادر بـه رشـد بـر     د. در بین ایزولهش
غلظـت زیـادي از نفـت دیـزل بـود و توانـایی تجزیـه آن را        

دیگـري  . تحقیقـات  ]16[عنوان تنها منبع کربنی داشـت   به
هاي سودوموناس قادر به تجزیه آنتراسـن   نشان داد که گونه

 گونـه مقـاوم بـه آنتراسـن     76. عـلاوه بـر آن،   ]20[هستند 
علـت   سـودوموناس بـه   گونه، گونه 5د و از بین شاسازي جد

  .]21[شد  رشد بالا براي مطالعات تجزیه زیستی انتخاب 
کننــده بیوســورفاکتانت قادرنــد  هــاي تولیــد بــاکتري
هاي نفتی  هاي غیر قطبی مانند هیدروکربن حلالیت آلاینده

را افزایش دهند. ایـن عمـل بـا افـزایش دسترسـی زیسـتی       
ســازد کــه از  هــا بــه آلاینــده، موجــود را قــادر مــی بـاکتري 

استفاده کـرده   راحتی بهعنوان منبع کربنی  ها به هیدروکربن
. در ]7[کننـد   ایفـا   ها نقـش مهمـی   هش سمیت آنو در کا

ــط      ــورفاکتانت توس ــد بیوس ــایی تولی ــر توان ــه حاض مطالع
هاي جدا شده مورد مطالعه قرار گرفت. نتایج نشـان   باکتري

ــاکتري       ــا ب ــر تنه ــورد نظ ــاکتري م ــین دو ب ــه از ب داد ک
سودوموناس استاتزري قادر به تولید بیوسـورفاکتانت اسـت.   

هــایی اســت کــه در  ملــه بــاکتريســودوموناس از جگونــه 

توسط  Drop collapsپخش جزئی تا کامل نفت معدنی در تکنیک  ).الفشاهد فاقد باکتري ( -5شکل 
Psedomonas stutzeri )و ب (Alcaligenes denitrificans )ج.( 

هاله توسط باکتري  ) و عدم ظهورد( Psedomonas stutzeri توسط باکتري  Oil spreadسطح نفت در تکنیک  هاله شفاف بر ظهور -6شکل 
Alcaligenes denitrificans )ب) و شاهد حاوي سورفاکتانت (الف) شاهد فاقد باکتري (ج( 
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کننـده بیوسـورفاکتانت    عنـوان تولیـد   مطالعات مختلـف بـه  
 .]22و  10[شده است  معرفی 

هـا   هاي تولیـد شـده توسـط بـاکتري     بیوسورفاکتانت
هاي آروماتیـک   طور مؤثري حلالیت هیدروکربن توانند به می

هـاي تولیـد    را براي دسترسی بهتـر توسـط میکروارگانیسـم   
. بالاتر بودن سرعت رشـد بـاکتري   ]23[د بخشند ها بهبو آن

سودوموناس اسـتاتزري در محـیط کشـت حـاوي آنتراسـن      
نسبت به آلکالیجنز دنیتریفیکانس مبین این نکته است کـه  
بیوســورفکتانت تولیــد شــده توســط بــاکتري ســودوموناس 
استاتزري باعث افزایش دسترسی زیستی باکتري بـه کـربن   

 ـ  ه همـین دلیـل ایـن بـاکتري     موجود در آنتراسن شـده و ب
در کنـد.   توانسته از کربن بیشتري نسبت آلکالیجنز استفاده 

هاي مولد بیوسورفاکتانت بـا تـوان    باکتري متعدد،مطالعات 
د. مطالعه توانـایی  شگزارش  رشد زیاد بر سوبستراي کربنی

کننده نفتالن و فنانترن با قابلیـت تولیـد    هاي تجزیه باکتري
ــا  بیوســورفاکتانت نشــا ن داد کــه تولیــد بیوســورفاکتانت ب

و  یابـد  مـی افزایش غلظت نفتالن و فنانترن محلول افـزایش  
هـا،   ها با سرعت بخشیدن به حل شدن این سوبسترا باکتري
. مطالعه گونه ]6[ند ده میرا نیز افزایش  ها پذیري آن تجزیه

نشان داد که با تولیـد   شده سازيسودوموناس آئرژینوزا جدا
نام رامنولیپید توسط این باکتري،  ورفکتانت بهیک نوع بیوس

دسترسی زیستی باکتري به فنانترن بیشتر شده و به همین 
توان از این باکتري در پاکسازي بهتر مناطق آلوده  دلیل می

گونــه بــاکتري    5گــران  پــژوهش  .]24[اســتفاده کــرد  
در نیجریــه   مصــبی کننــده بیوســورفاکتانت را از    تولیــد 

بـاکتریوم   هاي کورینه طالعه عملکرد گونهجداسازي کردند. م
هاي نفت خـام از   روي هیدروکربن و سودوموناس آئروژینوزا

جمله هگزادکان و دودکان مؤید این ادعاسـت کـه بـاکتري    
هـاي مـورد مطالعـه     کننده بیوسورفاکتانت در محـیط  تولید

. ]22[رشد بیشتري نسبت به باکتري فاقد آن داشته اسـت  
تولیـد   با قابلیتسودوموناس فلورسنس گونه  همچنین آنان

بیوسورفاکتانت را جداسازي کردند. حلالیت آنتراسن توسط 
برابر بیشتر از میزان حلالیـت   7تا  3غلظت بیوسورفاکتانت 

  .]25[آن در آب شد 
وکاربردي پاکسـازي زیسـتی    جدید هاي جنبه از یکی
اسـت   بیوسـورفاکتانت  هاي مولـد  میکروارگانیسم استفاده از

. در کلیه مطالعات ذکر شـده از تولیـد بیوسـورفاکتانت    ]2[
هـا یـاد شـده زیـرا      عنوان یک توانایی ویژه بـراي بـاکتري   به

دلیل حل کـردن   کننده بیوسورفاکتانت به هاي تولید باکتري
شوند که مواد کربنی بهتر در اختیار  مواد سوبسترا باعث می

نی کـه  ها نسـبت بـه زمـا    باکتري قرار گرفته و رشد باکتري
. ]22و  14[بیوسورفاکتانت حضور ندارد بهتر صورت گیـرد  

بـاکتري   ،از این رو با افزایش حلالیت سوبسـتراهاي مـذکور  
ها استفاده کرده و سرعت تجزیـه و در   تر از آن بهتر و سریع

  یابد. هاي آلوده افزایش می نتیجه پاکسازي محل

  گیري نتیجه -4
شد در محیط حـاوي  در تحقیق حاضر هر دو گونه قادر به ر

ند. با توجه به ایـن  هستعنوان تنها منبع کربنی  به ،آنتراسن
را دارد که باکتري سودوموناس توانایی تولید بیوسورفکتانت 

تـوان دیـدگاهی    مـی  برخـوردار اسـت  رشد بالاتري نیز از و 
سـازي شـده بـراي     مثبت در جهت استفاده از این گونه جدا

به هیدروکربن آنتراسن  هاي آلوده سازي زیستی محیط پاك
ــاکتر  ــه در بـ ــا کـ ــت. از آنجـ ــد    يداشـ ــالیجنز تولیـ آلکـ

رسـد آنتراسـن را    بیوسورفکتانت وجود نداشته به نظـر مـی  
گونـه در تجزیـه    لـذا اسـتفاده از ایـن    ،تر متابولیزه کنـد  کم

  امیدبخش نخواهد بود. زیستی

  تشکر و قدردانی
فنون دریایی مراتب تشکر خود را از دانشگاه علوم و نگارنده 

خرمشهر و اداره کل بنـادر و دریـانوردي اسـتان خوزسـتان     
دلیـل همکـاري صـمیمانه     واقع در بندر امام خمینی (ره) به

  دارد. آنها تقدیم می

  ها نوشت پی
1. Biodegradation 
2. Microbial surface active agent 
3. Sub tidal 
4. Mineral salt medium 
5. Petri dish 
6. poor plate 
7. Mineral oil 
8. Psedomonas stutzeri 
9. Alcaligenes denitrificans 
10. Abereke 
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