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از  یتنف یهادروکربنیه کنندههیتجز یهایباکتر یمولکول ییو شناسا یجداساز

 زیتبر شگاهیخاک پالا

 2انیردامادیم نیو حس 4یمانی، محسن سل4انی، منصوره ملک4* یپور اسدآباد یزهرا عل 

 رانیاصفهان، اصفهان، ا یدانشگاه صنعت یعیدانشکده منابع طب ست،یزطمحیگروه  9
 رانیدانشگاه آزاد فلاورجان، اصفهان، ا ،یولوژیکروبیگروه م 2

 2/4/16تاریخ پذیرش:  91/4/15تاریخ دریافت: 

کننده  هیتجز یها یباکتر یمولکول ییو شناسا یجداساز. 4911. انیردامادیم. و ح. م ،یمانیم.، سل ان،یز.، ملک ،یپور اسدآباد یعل

 .921-942(: 2)95. یطیفصلنامه علوم مح. زیتبر شگاهیاز خاک پالا ینفت یها دروکربنیه

د. آورنهای عمومی را پدید میکه نگرانی شوندزیست میسهواً وارد محیط  یااً ای از مواد آلی شیمیایی عمدطیف گسترده :سابقه و هدف

یک خطر  عنوانهای دریایی و خشکی بهشان به اکوسیستممحیطی هستند که نشتهای زیستترین آلایندههای نفتی از شایعهیدروکربن

های هایی که در دههاست. یکی از روش نیازاقتصادی  های باصرفهوریافنبه  های آلوده،مکانبرای بازسازی  هم اکنون. بزرگ مطرح است

ها و گیاهان برای رفع، حذف یا تثبیت مواد آلاینده استفاده پالایی است. در این روش از میکروارگانیسماخیر مورد توجه قرار گرفته زیست

ی و تعیین ن بررسی برای شناسایتر است. ایهای فیزیکی و شیمیایی از نظر اقتصادی مقرون به صرفه. روش بیولوژیک نسبت به روششودمی

 کننده مواد هیدروکربن نفتی در خاک پالایشگاه تبریز انجام شد. بهترین باکتری تجزیه

های باکتری جداسازیآوری و برای شناسایی و های آلوده به مواد نفتی از پالایشگاه تبریز جمعدر این بررسی خاک :هامواد و روش

سازی، از محیط کشت جداسازی ( استفاده شد. پس از مرحله غنیBHMSنفت خام از محیط سنتزی پایه نمکی بوشنل هاس ) کنندهتجزیه

هایی که در محیط کشت حاوی نفت خام رشد بیشتری داشتند، دو سویه برای شناسایی انتخاب شد. سازی شدند. از بین سویهو خالص

 های میکروسکوپی انجامهوازی بودن، شکل کلونی و ویژگیآمیزی گرم، هوازی یا بیس رنگهای جداشده بر اساشناسایی مقدماتی سویه

ها در میزان رشد باکتریشناسایی شدند.  16S rRNAیابی ژن و توالی DNAشده به روش مولکولی با استخراج های انتخابسویه .گرفت

نانومتر قرائت شد. برای بررسی تولید بیورسورفکتانت از  561طول موج  دیزل سبک، دیزل سنگین با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر در

 گریزی سطح سلولی استفاده شد. های گسترش نفت خام، انهدام قطره، فعالیت آمیزندگی و سنجش آبآزمون

و  Ribosomal ,NCBI Database Project  های اطلاعاتیهای نوکلئوتیدی موجود در بانکآمده با توالیدستمقایسه توالی به نتایج وبحث:

Eztaxon هایدرصد قرابت به باکتری 19های موجود با نشان داد که سویه spanius Achromobacter  وPseudomonace aeruginosa  تعلق

 داشتند.

                                                            
* Corresponding Author. E-mail Address: Z.aliporasadabad@na.iut.ac.ir 
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در هر سه مواد نفتی   A. spaniusهر دو باکتری به ترتیب بیشترین رشد را در دیزل سنگین، دیزل سبک و نفت خام نشان دادند. اما باکتری

درصد دیزل سبک را در مدت نه روز تجزیه کند.  66توانست   A. spaniusرشد بیشتری داشت. باکتری  P. aeruginosaنسبت به باکتری 

 ه بههستند. با توج بیوسورفکتانت مولد شدهشناسایی هایینشان داد که باکتر قطره انهدام و خام نفت گسترش هایآزمونبودن  مثبت

دارای بالاترین ضریب هیدروفوبیسته سطح سلولی داشت،  هیدروکربنی را مواد در رشد ینکه بهتر  A. spanius باکتری آمده،دستهاعداد ب

 نیز بود.  P. aeruginosaو فعالیت آمیزندگی نسبت به باکتری 

شود. )دیزل سنگین، دیزل سبک و نفت خام( معرفی می عنوان باکتری کارآمدتر برای تجزیه هر سه مواد نفتیبه A. spanius: گیرینتیجه

های های آلوده به هیدروکربنهای آبی و خاکهای شناسایی شده در محیطبا توجه به نتایج حاصل از این تحقیق، بررسی پتانسیل باکتری

 .شودها توصیه میسازی این آلایندهنفتی برای پاک

 .16SrRNAیابی ژن های نفتی، توالیپالایی، آلودگی خاک، هیدروکربنزیست های کلیدی:واژه

 

 مقدمه

های های نفتی از مهمترین آلایندههیدروکربن

 هایمحیطی هستند که نشت آنها به اکوسیستمزیست

 .عنوان یک خطر بزرگ مطرح استدریایی و خشکی به

صورت تصادفی یا طی عملیات آلودگی نفتی ممکن است به

 ونقل، پالایش و ذخیره نفت به وجود آیدحمل

(Hasanshahia et al., 2008; Adli et al., 2013) .

د که ای هستنههای نفتی دارای ترکیبات پیچیدهیدروکربن

های اشباع، آروماتیک، رزین و هیدروکربن به چهار بخش

 ;Crapez et al., 2006 شوندتقسیم میآسفالتین 

Hasanshahia et al., 2012) که دوام و پایداری آنها در )

محیط بسته به خصوصیات فیزیکی و شیمیایی آنها متفاوت 

های آلوده سازی خاکهای مختلفی برای پاکاست. روش

های فیزیکی و شیمیایی قادر به مواد نفتی وجود دارد. روش

ها هستند. اما از معایب ای از آلایندهبه حذف طیف گسترده

انرژی و استفاده از مواد شیمیایی اصلی آنها مصرف زیاد 

سازی فیزیکی و شیمیایی های پاکاست. در برخی روش

شوند، بلکه از نوعی به نوع دیگر مواد آلاینده حذف نمی

شوند آلاینده تبدیل یا به محیط دیگری منتقل می

(Wilson and Jones, 1993)  بنابراین برای تجزیه مواد

های ه استفاده از روشهای آلودآلاینده و بهسازی مکان

از  یعنی استفاده نوین با کمترین اثر جانبی ضروری است.

ریزجانداران و گیاهان برای کاهش، حذف یا تثبیت مواد 

آلاینده، روشی در حال توسعه برای برداشت، تثبیت، حذف 

ت های نفتی اسویژه آلایندهها بهو تجزیه بسیاری از آلاینده

(et al., 2001 Vidaliد .)پالایی فعالیت متابولیک ر زیست

ها به ترکیبات غیرسمی ریزجانداران باعث تجزیه آلاینده

های فیزیکی و های زیستی نسبت به روششود. روشمی

تر و در مناطق شیمیایی از نظر اقتصادی مقرون به صرفه

ها حداقل تاثیر را بر وسیع نیز قابل اجرا هستند. این روش

گذارد. با این وجود فرایند محیط زیست بر جای می

بر است و درجه موفقیتش به پالایی فرایندی زمانزیست

pH ، دما، در دسترس بودن اکسیژن و مقدار مواد مغذی

 Margareth)مانند نیتروژن و فسفر در محیط بستگی دارد 

et al., 2006; Wilson et al., 1993) . که  9161از سال

 ریزجانداراناز  فعال ییباکتریا گونه 51ماگت طی گزارشی 

ه کنندکننده نفت خام را از آب دریا و رسوبات آلودهتجزیه

های کرد، محققان متعددی باکتریبه مواد نفتی جدا 

کننده مواد نفتی را در مناطق مختلف شناسایی و تجزیه

 نفت موجود درتوانستند  ریزجانداراناین اند. معرفی کرده

ه بیشتر ب کنند وساعت تجزیه  61کشت را در مدت محیط 

تعلق   Vibrio،Pseudomonas ،Agrobacteriumجنس 

 ، Micrococcus ،Bacillusنها انواعآداشته و در بین 
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marinobacter شدند  دیده(Capellis et al., 2001) .

کننده ترکیبات نفتی در میدان جمعیت باکتریایی تجزیه

زیک با استفاده از روش مولکولی نفتی برزیل و سواحل مک

 ,.Isaac et al)بررسی شد  16SrRNAو استخراج ژن 

2013; Silva et al., 2013; Rosanohernandez et al., 

 های آروماتیککننده هیدروکربنتجزیه هایباکتری. (2012

 . دررا از رسوبات جداسازی و شناسایی کردند ایچندحلقه

سازی و جداسازی با استفاده از روش این بررسی بعد از غنی

،شناسایی   Pseudomonas،marinobacterمولکولی جنس 

ها در محیط حاوی نفتالین، شدند. میزان رشد این باکتری

پیرین و فنانترین بررسی شد و نتایج نشان داد که همه 

ند ها قادر به رشد در هر سه ماده آروماتیک بودباکتری

(Isaac et al., 2013). 

کننده های بومی تجزیهشناسایی باکتری

های پالایی خاکهای نفتی اولین گام برای زیستآلاینده

کشور  5شور ایران یکی از کآلوده به این ترکیبات است. 

های دینافرطی  است. مهم دنیا در تولید و استحصال نفت

 های آنفرآوردهاستخراج، پالایش، انتقال و ذخیره نفت و 

های اخیر در سال احتمال ورود نفت به محیط وجود دارد.

ها، آن نشتو  ی انتقال نفتهالوله فرسودگیبا توجه به 

های نفتی به محیط زیست و نیز ها و لجنرهاسازی پساب

های کننده حین پالایش و تصفیه فرآوردهفرایندهای آلوده

ه وجود خاک ب ب وآمحیطی در مشکلات زیست نفتی

در خرمشهر خام کننده نفت های تجزیهباکتری.آمده است

 .Hassanshahian et al ) شناسایی کردندو را جداسازی 

شده بر اساس سرعت شناسایی باکتریبهترین . (2014)

 Corynebacterium variabileگونه به رشد در نفت خام 

در مدت یک هفته توانست . این باکتری میتعلق داشت

 Hassanshahian etند د از نفت خام را تجزیه کدرص 92

al., 2014)). منطقه ازکننده نفت خام تجزیه هایباکتری 

های نفتی شهر تهران و و پساب دریای خزر ،خلیج فارس

 16Sیابی ژن و با استفاده از روش توالیجداسازی کرمان 

rRNA  شناسایی شدند(Hassanshahian et al., 2012, 

2013, 2014).. Soleimani et al. (2013) هایباکتری 

 هایخاک از نفتی هایهیدروکربن کنندهتجزیه بومی

 توان اصفهان شناسایی و و اراک تهران، هایپالایشگاه

 نتایج. آنها را مقایسه کردند نفتی هایهیدروکربن تجزیه

کننده تجزیه هایباکتری تنوع که داد نشان

 قابل بررسی مورد هایخاک در نفتی هایهیدروکربن

 . بود توجه

 مورد هایخاک در شده شناسایی هایباکتری

 مانند باکتریایی هایجنس از وسیعی نسبتا طیف ،بررسی

Bacillus،Pseudomonas ،Rhodococcus شامل  را

 .(Soleimani et al., 2013)شدند می

های یکی از پالایشگاه پالایشگاه نفت تبریز

ر د تبریزکشور است که در جنوب غرب شهر  نفتمهم 

ای به متری از سطح دریا و در محدوده 9362ارتفاع 

 محصولات است. کیلومتر مربع قرار گرفته 5/9وسعت 

این پالایشگاه بنزین، گازوئیل، نفت سفید و گاز مایع 

 لودگی خاکاست. در فرآیند پالایش مواد نفتی امکان آ

ا توجه به اقلیم سرد منطقه به مواد نفتی وجود دارد. ب

هایی که بتوانند در چنین محیطی به شناسایی باکتری

های آلوده سازی خاکتجزیه ترکیبات نفتی و پاک

کنون پژوهشی در بپردازند اهمیت زیادی دارد. اما تا

هدف از این بررسی باره صورت نگرفته است. این

های جداسازی و شناسایی کارآمدترین باکتری

کننده ترکیبات نفتی )نفت خام، دیزل سبک و تجزیه

های آلوده پالایشگاه تبریز بود. دیزل سنگین( در خاک

های توان با توجه به سازگاریها میاز این باکتری

محیطی منطقه برای رفع آلودگی ترکیبات نفتی زیست

 خاک استفاده کرد. 

 هامواد و روش

 برداری روش نمونه

محوطه  از ل تابستاندر فص خاک بردارینمونه

 نمونه تصادفی شش گرفت. صورت پالایشگاه تبریز داخل
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 در شده مخلوط نمونه چهار از ترکیبی خود که مرکب،

 متریسانتی 21تا  1عمق  از بود، بردارینمونه محل

متر خاک برداری، سه سانتیشد. برای نمونه برداشت

سطحی کنار زده شد، زیرا به علت هوازدگی سطحی امکان 

 هایکاهش فعالیت و جمعیت میکربی وجود داشت. نمونه

گراد و درجه سانتی 4شده شده در دمای کنترلآوریجمع

 ,.Silva et alدر محیط تاریک به آزمایشگاه منتقل شدند 

2013).) 

 هاسازی و جداسازی باکتری، خالصسازیغنی

 9(BHMSمحیط سنتزی پایه نمکی بوشنل هاس )

کننده نفت خام استفاده های تجزیهبرای جداسازی باکتری

گرم از خاک آلوده به نفت خام به ارلن که  91شد. ابتدا 

 2اضافه و به مدت  BHMSلیتر محیط میلی 911حاوی 

دور  931شیکر گراد روی درجه سانتی 31روز در دمای 

لیتر از محیط میلی 25در دقیقه قرار داده شد. پس از آن 

کشت هر ارلن به ارلن حاوی محیط کشت جدید اضافه 

شد و مرحله بالا آنقدر تکرار شد تا کدورت ایجادشده 

توسط اضافه کردن محیط قبلی به محیط جدید که ناشی 

د از ذرات خاک بود از بین برود و محیط جدید در اثر رش

ها کدر شود. از آخرین محیط کشت فرایند باکتری

های مختلفی تهیه و روی محیط کشت سازی رقتغنی

نوترینت آگار حاوی نفت خام به روش خطی کشت داده 

 23شده برای کشت باکتری شامل محیط کشت آمادهشد. 

( بود که بعد از اضافه کردن NAگرم در لیتر نوترینت آگار )

دقیقه در اتوکلاو قرار داده شد  21به آب مقطر به مدت 

تا کاملاً استریل شود. سپس بر اساس رنگ و شکل کلونی 

انتخاب و در نهایت  NAدر محیط کشت  هاباکتری

 . (Hassanshahian et al., 2014)سازی شدند خالص

 فت ن کنندهتجزیه هایشناسایی بهترین باکتری
محیط کشت پایه معدنی نفت مطابق با روش 

 251لیتر در هر ارلن مایر میلی 911شده )ارائه

لیتری( تهیه و با استفاده از دستگاه اتوکلاو استریل میلی

درصد محیط کشت و یک لوپ  9شد. نفت خام به میزان 

ده ششده به محیط کشت استریلسازیها خالصباکتری

 دار در دمایانکوباتور یخچال ها در شیکراضافه شد. نمونه

دور در دقیقه به مدت دو هفته قرار داده  931درجه و  31

ر ها با اسپکتروفتومتساعت میزان رشد باکتری 49شد. هر 

(UV-VIS مدل )JASCO/N-530  561در طول موج 

هایی که دارای بالاترین رشد در نانومتر قرائت شد. باکتری

نتخاب شدند نفت خام بودند برای شناسایی ا

Hassanshahian et al., 2013)).  

 های جداشدهشناسایی باکتری

های جداشده بر اساس شناسایی مقدماتی سویه

هوازی بودن، شکل کلونی و آمیزی گرم، هوازی یا بیرنگ

 DNAاستخراج  . های میکروسکوپی انجام گرفتویژگی

 DNeasyشده با استفاده از کیتدادهژنومی از باکتری کشت

Blood and Tissue Handbook  شرکت Qiagen .انجام شد

 . از پرایمرهای اختصاصی ژن 16S rRNA برای تکثیر ژن

27f: 5'- GAGTTTGATCCTGGCTCAG -3'،1541r: 

5- AAGGAGGTGATCCAGCCGCA -3'  استفاده

با شرایط دمایی سه دقیقه واسرشت  PCRواکنش  .شد

 35گراد و در ادامه تیدرجه سان 15شدن ابتدایی در دمای 

گراد به مدت درجه سانتی 59چرخه شامل اتصال در دمای 

گراد به درجه سانتی 62دقیقه و طویل شدن در دمای  9

 9روی ژل آگاروز  PCRثانیه انجام شد. محصول  11مدت 

از   PCRسازی محصولدرصد ارزیابی شد. برای خالص

عد از استفاده شد. ب Qiaquic PCR purifacationکیت

 9511سازی الکتروفورز انجام شد که وجود قطعه خالص

نوکلئوتیدی را تایید کرد. محصولات خالص واکنش 

 ABI 3730XL DNAمراز با دستگاه ای پلیزنجیره

Analyzer آمده با توالی دستیابی شدند. توالی بهتوالی

 Ribosomal های اطلاعاتی نوکلئوتیدی موجود در بانک

Database Project ,NCBI وEztaxon  مقایسه شد که با
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درصد، جنس و گونه  19درنظر گرفتن قرابت بالاتر از 

 .(Adli et al., 2013)باکتری شناسایی شد 

سنگین  شد و حذف نفت خام، دیزل  سنجش ر

 و دیزل سبک

ها به طور غیرمستقیم با منحنی رشد ایزوله

-UVگیری کدورت به کمک دستگاه اسپکتروفتومتر اندازه

VIS)مدل ) JASCO/N-530  نانومتر  561در طول موج

تهیه شد. یک درصد محیط کشت دیزل سبک اضافه شد. 

میزان حذف دیزل سبک با حل کردن مقدار دیزل سبک 

هگزان و سپس خواندن   nمانده محیط کشت درباقی

کدورت دیزل سبک استخراج شده در مقابل شاهد در 

 Hassanshahian etنانومتر تعیین شد  421طول موج 

al., 2013)).   

سورفکتانت ستعیین توان تولید بیو  یلهها به و

 هاباکتری

ها از روش تست برای تعیین بیوسورفکتانت

های تکمیلی فروپاشی قطره، گسترش نفت خام و آزمون

گریزی سطح سلولی و فعالیت آمیزندگی مانند سنجش آب

 .((Hassanshahian et al., 2013استفاده شد 

 2گریزی سطح سلولیسنجش آب

ابتدا سوسپانسیون میکربی در بافر تهیه شد. 

گرم فسفات 22ترکیبات بافر در هر لیتر به شرح زیر بود: 

هیدروژن گرم فسفات دی 22پتاسیم، هیدروژن دی

گرم سولفات منیزیم. سپس  2گرم اوره،  26/6پتاسیم، 

به  ومیکرولیتر هیدروکربن دیزل سبک به آن اضافه  211

گراد گرماگذاری درجه سانتی 25دقیقه در دمای  91مدت 

 95شد. مخلوط حاصل پس از دو دقیقه همزنی به مدت 

دقیقه در دمای اتاق نگهداری شد تا فاز هیدروکربنی جدا 

شود. نتایج به صورت درصد فاز آبی پس از تیمار نسبت 

به جذب اولیه سوسپانسیون باکتریایی، توسط دستگاه 

در  JASCO/N-530( مدل UV-VISفتومتر )اسپکترو

 Hassanshahian گیری شدنانومتر اندازه 611طول موج 

et al., 2013, 2014)). 

 9فعالیت آمیزندگی 

کننده ابتدا در محیط مارین براث های تجزیهباکتری

 4کشت داده شدند. پس از رسیدن به رشد لگاریتمی، 

 6لیتر از محیط کشت به لوله آزمایش حاوی میلی

لیتر نفت سفید استریل اضافه و با سرعت بالا مخلوط میلی

ساعت به صورت ساکن  24شد. ترکیب حاصل به مدت 

شد. سپس فعالیت آمیزندگی  در دمای محیط قرار داده

 .((Hassanshahian et al., 2013, 2014محاسبه شد 

 نتایج و بحث

ه کنندهای تجزیهجداسازی و شناسایی باکتری

 نفت خام

کننده سویه باکتریایی تجزیه 91در این بررسی 

های آلوده پالایشگاه جداسازی شد. نفت خام از خاک

نفت خام بودند هایی که دارای بیشترین رشد در سویه

 برای شناسایی مولکولی انتخاب شدند.

 شده های شناساییباکتری

دی های نوکلئوتیآمده با توالیدستمقایسه توالی به

 Ribosomal ,NCBI های اطلاعاتی موجود در بانک

Database Project  وEztaxon با. قرابت بالاتر  نشان داد

 spaniusهای های موجود به گونهسویه درصد 19از 

Achromobacter  وPseudomonace aeruginosa  تعلق

 NCBIدر  KY635400 KY635407دارد که با کدهای 

 اند )فایل کدهای ژنتیکی ضمیمه شده است(. ثبت شده

های شناسایی شده های باکتریمشخصات گونه

   Achromobacter spaniusباکتری 

گ نمنفی، باسیل و کروی شکل به راین باکتری گرم
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ساعت  49درجه در مدت  31خاکستری است که در دمای 

ست. متر اکند و اندازه کلونی آن کمتر از یک میلیرشد می

آمده است.  9های این باکتری در جدول برخی از ویژگی

در سه ماده هیدروکربنی  A. spaniusنمودار رشد باکتری 

نشان  9نفت خام، دیزل سنگین و دیزل سبک در شکل 

داده شده است. روند رشد باکتری در دیزل سبک با شیب 

و نوسان کمتری نسبت به رشد در نفت خام و دیزل 

در  هاسنگین بود. همچنین با افزایش زمان رشد باکتری

هر سه محیط افزایش نشان داد که بیانگر سازگاری 

 ت است. باکتری با هر سه محیط کش

 Achromobacter spaniusهای شیمیایی و زیستی باکتری ویژگی -4جدول 
Table1. Chemical and biological properties of bacteria Achromobacter spanius 

زمونآ  
Test 

یجهنت  
Result 

 آزمون
Test 

 نتیجه
Result 

آگار یرشد رو  
Grow in agar 

+ Voges Proskauer - 

یدازاکس  
Oxidase 

+ Methy red - 

 کاتالاز

Catalase 
یندولا +  

Indole 
- 

OF 
Non 

Fermentative Simmons citrate + 

Nitrate reduction to nitrite + حرکت 
Motility 

+ 

Nitrate reduction to N2 - Hydrogen sulfide (H2S) - 

KIA Alk/Alk Beta- Galactosidase (ONPG) - 

Esculin Hydrolysis - Gelatin hydrolysis - 

Arginine dihydrolase - آزاوره  - 

Lysine decarobxylase - DNase at 25°C - 

Ornithine decarboxylase - Acid from glucose - 

 

 

 180در ترکیبات مختلف نفتی بر اساس جذب نوری در طول موج  Achromobacter spanius باکتری رشد - 4شکل
Fig. 1- Achromobacter spanius bacterial growth in various combinations of oil based on light absorption at a wavelength of 480 
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  Pseudomonas aeruginosaباکتری

اش منفی کوکوباسیل که اندازه کلونیباکتری گرم

گراد درجه سانتی 31متر است. در دمای میلی 2-9بین 

های این کند. برخی ویژگیساعت رشد می 49به مدت 

باکتری سودموناس از بین  .آمده است 2باکتری در جدول 

ین سنگ سه ماده هیدروکربنی، بیشترین رشد را در دیزل

(. 2و کمترین رشد را در دیزل سبک نشان داد )شکل 

احتمالاً این باکتری سازگاری بیشتری برای رشد در 

محیط حاوی دیزل سنگین نسبت به سایر ترکیبات مورد 

 بررسی داشته است. 

 هایباکتری بیوسییورفکتانت مقایسییه و بررسییی

 شده  ییشناسا

 انهدام و خام نفت گسترش هایآزمونبودن  مثبت

 مولد شدهشناسایی هایینشان داد که باکتر قطره

 ترکامل بررسی برای که( 3هستند )جدول  بیوسورفکتانت

 و ضریب سلولی، سطح هیدروفوبیسته سطح هایآزمون

 شد.  انجام آمیزندگی
 

 
 180در ترکیبات نفتی مختلف بر اساس جذب نوری در طول موج   OD Pseudomonas aeruginosa)رشد باکتری )جذب یا  - 2شکل 

Fig. 2- Bacteria (or absorption (OD Pseudomonas aeruginosa in petroleum compounds based on optical absorption at a 

wavelength of 480 

 Pseudomonas aeruginosa های باکتریبرخی ویژگی – 2جدول 
Table 2. Some properties of the bacteria Pseudomonas aeruginosa 

 آزمون
Test 

 نتیجه
Result 

 آزمون
Test 

 نتیجه
Result 

آگار یرو رشد  
Growth on MacConkey agar 

+ Pyocyanin + 

 اکسیداز
Oxidase 

+ Voges Proskauer - 

 کاتالاز
Catalase 

رد متیل +  
Methy red 

- 

OF Oxidative 
یندولا  

Indole 
- 

Nitrate reduction to nitrite + Simmons citrate + 

Nitrate reduction to N2 - حرکت + 

KIA Alk/Alk Hydrogen sulfide (H2S) - 

Esculin Hydrolysis - Beta- Galactosidase (ONPG) - 

Arginine dihydrolase + Gelatin hydrolysis + 

Lysine decarobxylase - آزاوره  - 

Ornithine decarboxylase - DNase at 25°C - 

Pyoverdin + Acid from glucose + 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

1 3 5 7 9

O
D

day

دیزل سبک

دیزل سنگین

نفت خام 



 ...کنندههیتجز یهایباکتر یمولکول ییو شناسا یجداساز

 

 9316 تابستان، 2دهم، شمارهپانز، دوره علوم محیطی فصلنامه

936 

 بیوسورفکتانت تولیدکننده هایباکتری شناسایی برای مختلف هایآزمون مقایسه -9 جدول
Table 3. Comparison of different tests to detect biosurfactant-producing bacteria 

 تست
Test 

 باکتری

bactri* 

قطره پاشی فروه تست  

* Drop collapse method 

 نفت گسترش تست

**خام  
Oil spreading 

method 

 هیدروفوبیسته بررسی

سلولی سطح  

Cell surface 

hydrophobicity 

امیزندگی ضریب  
Emulsification 

activity 

 دیزل حذف میزان

)%(سبک  
Rate removal 

Light diesel 

Achromobacter spanius ++ 19/33 34/12 7 67 
Pseudomonas aeruginosa +++ 12 30 5 50/50 

 نفت  یکشت رو یطمح ییجز پخش*:

 مترمیلی حسب بر یوسورفکتانتب یدتوان تول دهندهنشان کهنفت  یه رویجادشدقطر هاله شفاف ا اندازه**

 

 تیو فعال یسلول یز بودنگرسنجش آب بررسی

  یزندگیآم

 به اهباکتری اتصال به سلولی سطح بودن گریزآب

 رو نای از. کندمی کمک( یدروفوب)ه هیدروکربنی ترکیبات

 اشندب داشته را هاویژگی این از بالاتری درصد که هاییسویه

 وباکترآکروم بررسی این در. هستند موثرتر زیستی تجزیه در

 بود. یدروفوبیسیتهه ینبالاتر یدارا یوساسپان

  یزندگیآم فعالیت

 تریبیش امولسیون تولید به قادر که هایییباکتر 

 ابلیتق بیشتر، انرژی منبع به دسترسی دلیل به باشند

 جدول در که طورهمان. داشت خواهند نیز بیشتری تجزیه

 A. spanius سویه این بررسی در است، شده داده نشان 3

. با توجه به اعداد را داشت یزندگیآم یتفعال ینبالاتر

 رشد ینبهتر دارای که A. spanius باکتری آمدهدستهب

 عالیتف و سلولی هیدروفوبیسته بود، هیدروکربنی مواد در

 داشت هم بالاتری امولسیون

  گیرینتیجه

 از ینفت هیدروکربنی موادکننده یهتجز هایباکتری

 هاییشدند. باکتر ییشناسا و یجداساز تبریز پالایشگاه

 و Achromobacter spaniusگونه  دو به شدهجداسازی

Pseudomonas aeruginosa به توجه با. داشتند تعلق 

 شده قادر بهییشناسا یهر دو باکتر آمدهدستبه نتایج

توجه به  با اما بودند ینفت یدروکربنیمواد ه یهتجز

 .A باکتری هابیوسورفکتانت تولیدرشد و  یهاداده

spanius به نسبت P. aeruginosa یمواد نفت یهتجز یبرا 

روز  1توانست درمدت  یباکتر ینا .داشت یشتریب ییکارا

 را قتحقی این نتایجکند.  یهسبک را تجز یزلدرصد د 66

 آلودگی کاهش برای صحیح مدیریت یک با توانمی

 برد، کار به آلوده هایدر خاک ینفت هایهیدروکربن

 ایمجموعه از استفاده پالاییزیست فرایندهای در هرچند

 اتترکیب تجزیه توانایی با کنندهتجزیه هایباکتری از

 درش شودیم یشنهادپ ینهمچن .شودمی توصیه مختلف

 امکان و بررسی مختلف فاکتورهای به توجه با باکتری این

 پالاییزیست جمله از خاک پالایش هایبرنامه از استفاده

  .گیرد قرار بررسی مورد مناطق این در

 ها نوشتپی
1 Bushnell Hass Mineral Salt  
2 Cell surface hydrophobicity 
3 Emulsification activity 
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Introduction: A wide range of organic chemicals enter into the environment, intentionally or unintentionally, 

creating public concern. Petroleum hydrocarbons represent one of these organic pollutants threatening various 

hazards to terrestrial and marine ecosystems. We need cost effective technologies for restoration of 

contaminated sites, and bioremediation is one the methods which has been used in recent decades.  In this 

method, microrganisms and plants are used to remove, degrade or stabilize pollutants. Biological methods are 

economically more acceptable than physical and chemical methods. The current study aims to identify the best 

bacteria for decomposing petroleum hydrocarbons in the soil at Tabriz refinery. 

Materials and methods: In this study, oil contaminated soils were collected from a refinery in Tabriz and, in 

order to identify them, a synthetic Bushnell Haas Mineral Salts medium (BHMS) was used. After the 

enrichment process, separation and purification were performed. Two strains were selected for molecular 

identification based on the higher growth in a medium containing crude oil. Molecular identification of the 

selected strains was conducted after DNA extraction and sequencing of the 16S rRNA gene. The growth of 

bacteria in both light and heavy diesel was recorded using a spectrophotometer at wavelengths of 560 nm. To 

assess the production of a biosurfactant, several tests including a drop collapsing test, oil displacement test as 

well as emulsification activity and cell surface hydrophobicity were performed. 

Results and discussion: The sequences obtained were compared with those of the National Center for 

Biotechnology Information (NCBI). The isolated bacteria with 98% similarity belonged to Pseudomonas 

aeruginosa and Achromobacter spanius. Both bacteria showed growth in all the three oil components, however, 
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Achromobacter spanius had higher growth rate compared to Pseudomonas aeruginosa. The latter could 

decompose 67 percent of light diesel in 9 days. Although both bacteria could produce a biosurfactant,  

Achromobacter spanius  had higher hydrophobic cell surface and emulsification activity. 

Conclusion: In the current study we introduced Achromobacter spanius as an efficient bacterium for the 

decomposition of heavy and light diesel and crude oil. Based on the results, it is recomended that the ability of 

the identified bacteria in petroleum contaminated terrestrial and aquatic environments be investigated further. 
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