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Abstract 

Objective 

In this research the ability of some bacteria isolated from oil contaminated areas in 

Khuzestan province in lowering oil contamination was studied.  
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Materials and methods 

After primary isolation of some bacterial colonies with oil-degradation ability, eleven 

bacteria species called Lysobacter ruishenii strain CTN-1, Kocuria rosea strain CMS, 

Bacillus pseudomycoides strain NBRC, Delftia tsuruhatensis strain 332, Planomicrobium 

chinense strain NBRC, Acinetobacter junii strain ATCC, Cedecea lapagei strain DSM, 

Ochrobactrum intermedium strain CNS,  Pseudomonas aeruginosa strain SNP, 

Chryseobacterium flavum strain CW-E 2 and Streptomyces novaecaes strain NBRC via 

alignment of their 16S rRNA gene sequence with sequences existing in NCBI were 

identified. Then crude oil degradation ability of the bacteria and also their growth rate in 

liquid and solid minimum salt medium (MSM) containing 1 percent crude was measured.  

 

Results  

Although all of the isolated bacteria have the capability of crude oil degradation in different 

levels, Planmicrobium chinense, Ochrobactrum intermedium and Pseudomonas 

aeruginosa bacteria have higher growth rate and the degradation ability in the period of 15 

days. 

 

Conclusions 

 It seems that provided that doing some complementary researches, these bacteria can be 

used for decontamination of crude oil contaminated regions located in Khuzestan province.   
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 چکیده

جداسازی شده از برخی نواحی آلوده به نفت خام واقع در استان خوزستان در از بین بردن های در این مطالعه توانایی باکتریهدف: 

 . های نفتی مورد بررسی قرار گرفتآلودگی
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باکتری  16S rRNA ،11بر اساس توالی ژن کد کننده سازی، جداسازی و غربالگری اولیه، پس از مراحل غنی ها:مواد و روش

 ruishenii strain CTNLysobacter  ،Kocuria rosea strain CMS ،Bacillus-1های متعلق به جنس

pseudomycoides strain NBRC ،332Delftia tsuruhatensis strain  ،strain  Planomicrobium chinense

 NBRC ، Acinetobacter junii strain ATCC ،Cedecea lapagei strain DSM ،Ochrobactrum 

intermedium strain CNS ،Pseudomonas aeruginosa strain SNP ،Chryseobacterium flavum strain 

2E -CW  وStreptomyces novaecaes strain NBRC میزان تخریب نفت خام در محیط  شناسایی گردیدند. در مرحله بعد

 گیری شد. درصد نفت خام اندازه1( جامد و مایع حاوی MSMکشت نمکی حداقل )

های جداسازی شده در این پژوهش قابلیت براساس نتایج حاصل از سه نوع آنالیز مختلف مشخص گردید که کلیه باکتری نتایج:

 Planmicrobium chinenseهای باکتریباشند ولی از بین آنها تخریب نفت خام را به میزان مختلف دارا می

,intermedium Ochrobactrium  وaeruginosa Pseudomonas  های جداسازی شده در این به سایر باکتری نسبت

 روز بودند.  15پژوهش دارای نرخ رشد بالاتر و نیز میزان تخریب بیشتر در مدت زمان 

، زیست پالایی به های تکمیلیرسد در صورت انجام پژوهشنظر می بهبا توجه به نتایج به دست آمده از این پژوهش  گیری:نتیجه

 باشد.تواند گزینه مناسبی جهت پاکسازی نواحی آلوده استان خوزستان جداسازی شده در این پژوهش میهای وسیله باکتری

 های تجزیه کننده نفت خام، زیست پالایی، محیط زیست.آلودگی، باکتری :لمات کلیدیک

 

 مقدمه

باشند که به صورت یهای نفتی به عنوان یکی از مواد شیمیایی سمی و خطرناک در صنایع پتروشیمی مهیدروکربن

ها در طبیعت منجر (. ماهیت این مواد و تداوم حضور آن et al.Varjani 2015) اندناخواسته یا آگاهانه وارد محیط زیست ما شده

از سوی دیگر سمیت ترکیبات موجود در نفت خام،  .گرددهای فیزیکی، بیوشیمیایی و بیولوژیکی خاک میبه تغییرات کیفی در ویژگی

(. اگر چه  et al.Roy ; 2003 et al.Margesin 2014دهد )گیاهان در خاک منطقه آلوده را نیز تحت شعاع قرار میرشد 

های نفتی موجود در خاک ممکن است به صورت طبیعی و البته به میزان جزئی در اثر اکسیداسیون شیمیایی، نور خورشید، هیدروکربن

های کارگیری روشها از خاک نیازمند بهگردند، ولی حذف مؤثر این آلایندهبات حذف تبخیر و همچنین جذب توسط ذرات خاک و رسو

های بیولوژیک برای حذف طور کلی استفاده از روشهای فیزیکی، شیمیایی، حرارتی و بیولوژیکی است. بهمصنوعی مانند روش

 .Zhang et alتر است )تر و سالمها کارآمدتر، اقتصادیهای آلوده به نفت خام در مقایسه با سایر روشهای نفتی از مکانآلاینده

های نفتی در های موفق و مقرون به صرفه برای از بین بردن آلودگی(. زیست پالایی به طور گسترده به عنوان یکی از روش2012

 حذف برای هاباکتری از استفاده های زیستی،روش میان (. در et al.Abed 2014گیرد )سراسر جهان مورد استفاده قرار می
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 هاها، قارچ(. لازم به ذکر است که علاوه بر باکتریBragg et al. 1994دارد ) خوبی بسیار بازدهی های ناشی از نفت خامآلودگی

نفتی  هایهیدروکربن متوسط میزان تجزیه باشند. در واقع خود می سلولی سنتز در نفت کربن از استفاده متابولیکی توانایی دارای نیز

بالاتر   بیشتر باشد. اما به دلایلی مانند فراوانی زیاد، سرعت رشد درصد( 13-50ها )تواند از باکتریدرصد( می 6-82ها )وسیله قارچبه

باشند های نفتی میتری برای پاکسازی آلودگیها نماینده مناسبها، باکتریو همچنین توانایی استفاده از طیف وسیعی از هیدروکربن

(Wolicka et al. 2009علاوه بر این، استفاده از باکتری .)ها که دارای های نفتی بر خلاف سایر روشها برای پاکسازی آلودگی

 ,Schwab & Banksترین جنبه مثبت این سازوکار است )باشند که این امر مهمتاثیر کوتاه مدت هستند، دارای تاثیر دایمی می

های نفتی مقاوم هستند بلکه برخی از های مختلف باکتریایی نه تنها نسبت به آلودگیسویه های متعدد(. براساس پژوهش 1994

خاک  بینیذره زندة موجودات سایر و هاباکتری در ضمنآنها قادرند از این ترکیبات به عنوان منبع کربن و ماده غذایی استفاده کنند، 

کنند. با  انسان جلوگیری بدن سیستم به آنها ورود و گیاه در آن تجمع بالایاز  دیگر سمی ترکیبات و سنگین عناصر ذخیره با قادرند

برای  تواند تهدیدیو این می یافته افزایش گیاه در سمی و سنگین عناصر تجمع میزان بینیذره زندة موجودات شمار این کاهش

خوزستان از خسارات ناشی از این آلاینده بی خیز مانند استان . اگرچه مناطق نفت(Riley & Chavan 2007باشد ) بشر زندگی

ها است. این پژوهش به های تخریبگر در این مناطق بیشتر از سایر مکاناند ولی از سوی دیگر امکان وجود باکترینصیب نمانده

نفت خام توسط  گیری سطح تخریبهای تخریب کننده نفت از خاک مناطق آلوده به نفت و اندازهمنظور جداسازی و شناسایی باکتری

 های جداسازی شده در محیط آزمایشگاهی صورت گرفت.باکتری

 

 هامواد و روش

از اطراف  28/2/94تا  5/2/94برداری در فاصله زمانی بین نمونه: هاسازی و جداسازی باکترینمونه برداری، غنی

ها به صورت جداگانه زفول صورت گرفت. سپس نمونهزیلایی، منطقه آزاد اروند، لالی و د 8مسجد سلیمان، چاه شماره  1چاه شماره 

( آزمایشگاه مرکزی  et al.Subathra 2013گراد )درجه سانتی 4های نایلونی تمیز قرار گرفته و روی یخ به یخچال در کیسه

اسپری حاوی آب  های مذکور تا زمان شروع آزمایش بادانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی خوزستان منتقل گردیدند. نمونه خاک

ساعت تا  24های موجود در خاک تامین گردد. بهترین زمان برای شروع آزمایش مقطر مرطوب گردیدند تا رطوبت مورد نیاز باکتری

 های موجود در خاک حداکثر است.برداری است زیرا در این زمان تعداد ارگانیسمساعت بعد از نمونه 48

 100های حاوی به صورت جداگانه در ارلن خاک گرم از هر نمونه 1فت خام، میزان های متحمل به نبه منظور رشد باکتری

 5/0( شامل MSM) 1نفت خام سترون کشت شد. اجزاء تشکیل دهنده محیط کشت حداقل معدنی %1لیتر محیط کشت حاوی میلی

گرم  1و  4PO2KHگرم  3NaNO ،4/0گرم  O2H.74MgSO ،2/0گرم SO4(NH ،025/0(4گرم NaCl ،1/0گرم 

                                                 
1Mineral Salts Medium 
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O2H.34HPO2K (pH  بود. در مرحله بعد به منظور غنی7-8محیط کشت بین )هفته و  3های انجام شده، به مدت سازی کشت

 .Xu et alشد)قرار داده می rpm 120درجه و دور  30درصد از کشت قبلی در محیط کشت جدید واکشت و در دمای  10هر هفته 

 2013 et al.Tanase ; 2013  .) 

درصد نفت  1جامد حاوی  2MSMAسازی شده بر روی پلیت حاوی محیط کشت های غنیمیکرولیتر از کشت 15ان میز

ها بر روی محیط کشت، مرحله گراد قرار داده شد. پس از مشاهده کلنیدرجه سانتی 30روز در دمای  3خام منتقل و به مدت 

 مد انجام شد.جا 3LBدست آمده بر روی محیط کشت های بهسازی کلنیخالص

پس از (: گیری قطر منطقه تخریبهنداز)ا های جداسازی شدهتشخیص پتانسیل تخریب توسط کلنی

تهیه گردید. سپس  5/0مشخص  ODبا  LB3ها کشت مایع های جداسازی شده در مرحله قبل، از هر یک از آنسازی باکتریخالص

درصد 1همراه با  MSMAهای حاوی محیط کشت ها خالص شده بر روی پلیتمیکرولیتر از هر کشت مایع حاوی باکتری 10میزان 

 48درجه سانتیگراد و  30روز در دمای  15قرارگرفتند و به ترتیب به مدت  LBهای حاوی محیط کشت نفت خام و نیز بر روی پلیت

هایی که قادر به رشد در هر دو محیط بودند به عنوان باکتری درجه سانتیگراد در انکوباتور قرار گرفتند. باکتری25ر دمای ساعت د

 قطر منطقه تخریب ،روز 15پس از گذشت (.  et al.; Subathra 2009 et al.Malboobi 2013 تخریبگر انتخاب گردیدند )

های منتخب( ب طرح کاملا تصادفی با سه تکرار و یازده تیمار )شامل باکتریبرای هر باکتری در قال MSMAبر روی محیط 

 هایی که بیشترین تخریب را داشتند برای ادامه آزمایش انتخاب شدند.گیری و باکتریاندازه

های ، در ارلن5/0مشخص  ODباکتری خالص شده با میکرولیتر از کشت مایع حاوی  10: گیری سرعت رشداندازه

درصد نفت خام کشت به عنوان منبع کربن کشت و به همراه  1و نیز  MSMلیتر محیط کشت میلی 100لیتری حاوی میلی 250

میزان رشد قرار داده شدند.  rpm 150گراد و دور درجه سانتی 30در دمای نمونه شاهد )که فقط حاوی محیط کشت و نفت خام بود( 

ها ارزیابی گردید. مقدار کدورت حاصل از رشد شده از طریق بررسی میزان کدورت ایجاد شده در نمونههای میکروبی کشت توده

ها گیریگیری گردید. اندازهوفتومتر اندازهرنانومتر توسط دستگاه اسپکت 620ها در طول موج ها از طریق میزان جذب نوری نمونهباکتری

 (.  et al.Subathra 2013) پس از کشت انجام شد روز 15و  13، 11، 9، 7، 5، 3، 1در روزهای 

در قالب طرح کاملا تصادفی ها همانند مرحله قبل کشت شدند. آزمایش هر یک از باکتری: گیری قدرت تخریباندازه

ی نفت ها در محیط کشت حاوروز از کشت باکتری 15بعد از گذشت . های منتخب انجام شدبا سه تکرار و یازده تیمار شامل باکتری

( و میزان حذف نفت 2014Wasify & Hamed -Alها با استفاده از کلروفرم استخراج )خام، باقیمانده نفت خام موجود در ارلن

ها به دلیل تبخیر آن که بخشی از کاهش نفت خام موجود در نمونهخام به وسیله روش وزن سنجی اندازه گیری گردید. از آنجایی

                                                 
2Mineral Salts Medium-Agar 
3Luria Bertani 
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ها با نمونه ها، غلظت نفت خام باقیمانده در هر یک از نمونهت تخریب نفت خام توسط هر یک از باکتریگیری قدراست، برای اندازه

ها با فویل آلومینیومی پوشانده شدند. شاهد فاقد باکتری مقایسه شد. در ضمن به منظور جلوگیری از تخریب نوری نفت خام، نمونه

 نجی به صورت زیر محاسبه شد:میزان تجزیه بیولوژیکی با استفاده از روش وزن س

 وزن ظرف خالی –وزن نفت باقیمانده: وزن ظرف همراه با نفت خام 

 وزن نفت باقیمانده –مقدار تخریب نفت: وزن اولیه نفت اضافه شده به محیط 

 (. et al.Subathra 2013) 100× درصد تخریب: مقدار تخریب نفت خام 

به منظور تعیین  16S rRNAاز تجزیه و تحلیل توالی ژن کد کننده : شناسایی مولکولی و آنالیز فیلوژنتیک

های جداسازی شده با استفاده از روش کلنی DNAهای جداسازی شده، استفاده شد. بدین منظور ابتدا بندی کلنیخصوصیات رده

CTAB ( استخراج شدWinnepenninckx et al. 1993 سپس با استفاده از  )DNA  آغازگرهای عمومی استخراجی و بوسیله

-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3´و برگشت ) F27(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-´5-3´رفت )

´5) R14592  توالی ژن کد کنندهSrRNA16 (1996 et al.Weidner  تکثیر شد. اجزاء واکنش )PCR  نانوگرم  100شامل

DNA  ،10میکرولیتر بافر  5/2الگوX ،1/0  میلی مولارdNTP ،1  ،واحد  1میکرومولار آغازگر برگشت،  1میکرومولار آغازگر رفت

Taq polymerase  میکرولیتر آب مقطر استریل بود. چرخه دمایی مورد استفاده شامل یک مرحله واسرشت سازی اولیه به  8/17و

گراد به مدت درجه سانتی 95دمای سازی در چرخه شامل مراحل واسرشت 30گراد و در ادامه درجه سانتی 95دقیقه در دمای  5مدت 

دقیقه بود. تکثیر  1گراد به مدت درجه سانتی 72ثانیه و سنتز در دمای  30گراد به مدت درجه سانتی 53ثانیه، اتصال در دمای  30

سازی قطعات تکثیری با استفاده از کیت جفت باز شد. پس از خالص 1500تحت شرایط فوق موجب تکثیر یک قطعه به طول 

-، قطعات به منظور تعیین توالی به شرکت ژن فناوران ارسال گردیدند. در نهایت توالیGene Allاز ژل شرکت  DNAتخراج اس

 ها مقایسه گردید. با سایر توالی NCBIپایگاه داده  Blastnهای بدست آمده بوسیله برنامه های

همتراز و آنهایی که  NCBIای موجود در پایگاه داده هدست آمده با توالیهای بهبه منظور رسم درخت فیلوژنتیک، توالی

درخت فیلوژنتیک براساس روش  MEGA6.06را نشان دادند شناسایی و سپس با استفاده از نرم افزار  %97شباهت بالای 

Neighbor-joining  تکرار رسم گردید. 1000با ارزش بوت استرپ 

 

 نتایج  

سازی شده حاوی نفت خام جداسازی گردید که از های غنیکلنی مختلف از محیط کشت 83در بررسی حاضر : جداسازی

 ، برای مطالعات بیشتر انتخاب شدند.MSMAکلنی باکتریایی با بیشترین نرخ رشد و قطر منطقه تخریب در محیط  11بین آنها 
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براساس (: یری قطر منطقه تخریبگهانداز) های جداسازی شدهتشخیص پتانسیل تخریب توسط سویه

های مورد مطالعه در سطح سازی شده، بین کلنیهای خالصنتایج حاصل از تجزیه واریانس مربوط به قطر منطقه تخریب توسط کلنی

( نشان داد که، کلنی 1داری مشاهده شد. نتایج حاصل از مقایسه میانگین قطر منطقه تخریب هر کلنی )شکلدرصد اختلاف معنی 1

B5  متر بیشترین و میلی 33/14با قطر منطقه تخریبB10  متر کمترین قطر منطقه تخریب را دارا میلی 8با قطر منطقه تخریب

  بودند. 
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 ها. مقایسه میانگین قطر منطقه تخریب کلنی1شکل 

Figure 1. Comparison of the average diameter of clearance zone 

 

 هابه قطر منطقه تخریب توسط کلنی. نتایج حاصل از تجزیه واریانس مربوط 1جدول 

Table 1. Variance analysis results of clearance zone diameter 

 Df MS 

 **Treatment 10 14.066 تیمار 

 Error  22 2.33 خطا

 C.V   13.88 ضریب تغییرات

 **  indicate significant at level%1                                                          درصد. 1داری در سطح معنی **

 

و  13، 11، 9، 7، 5، 3، 1روزه و در روزهای  15نتایج سنجش کدورت در یک دوره زمانی : اندازه گیری سرعت رشد

( بیشترین افزایش در میزان جذب 2ر دوره زمانی مذکور )شکل ها دپس از کشت ثبت گردید. با توجه به بررسی روند رشد باکتری 15

بود. از  B4و کمترین مقدار مربوط به کلنی  B8نوری از روز اول نمونه برداری تا روز پانزدهم بعد از نمونه برداری مربوط به کلنی 
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باشند که عنوان منبع کربن میاده از آن بههای مزبور قادر به تجزیه نفت خام و استفتوان نتیجه گرفت که همه باکتریاین مطلب می

 نتیجه آن افزایش در جمعیت باکتری و جذب درصد نور بیشتر است.

 

 روز15ها طی مدت زمان رشد باکتری. روند 2شکل

Figure 2. The process of bacterial growth over a period of 15 days 

 

بیشترین سرعت رشد و کمترین سرعت رشد را داشتند در  یک بازه هایی که (  باکتری3بررسی سرعت رشد نسبی )شکل

روزه بود( در حال  15که دارای کمترین میزان سرعت رشد در بازه زمانی )  B4روزه نشان داد که سرعت رشد نسبی کلنی 30زمانی 

را نشان داده بودند(  15زمانی که بیشترین نرخ  سرعت رشد در بازه )  B5و  B8های افزایش است ولی سرعت رشد نسبی کلنی

 روند کاهشی دارد.

 

 روز 30ورد مطالعه در بازه زمانی های م. بررسی سرعت رشد نسبی باکتری3شکل 

Figure 3. Study of bacteria relative growth rate over a period of 30 days 
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های انتخابی از نظر قدرت دهد که کلنینشان مینتایج تجزیه واریانس تخریب نفت خام  : اندازه گیری قدرت تخریب

های داری با هم دارند. با توجه به نمودار مقایسه میانگین تخریب نفت خام کلنیدرصد اختلاف معنی 1تخریب نفت خام در سطح 

و کمترین  B9 و B5 ،B8های درصد مربوط به کلنی 85و  66/91، 33/93(، بیشترین میزان تخریب به ترتیب با 5انتخابی )شکل

 بود. B1درصد مربوط به کلنی  55میزان تخریب با 
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 هایزان تخریب نفت خام توسط کلنیمقایسه میانگین مربوط به م. 4شکل 

Figure 4. Comparison of Average Crude Oil Degradation by colonies 

 

 هامربوط به تخریب نفت خام کلنی .تجزیه واریانس2جدول 

Table 2. Variance analysis results of Crude Oil Degradation of colonies 

 

 **  indicate significant at level%1                                                          درصد. 1داری در سطح معنی **

 

بررسی قدرت تخریب : هابررسی همبستگی بین سرعت رشد، قدرت تخریب و قطر منطقه تخریب باکتری

( بدین معنی که 3شان داد )جدولدرصدی را ن 91در محیط مایع و قطر منطقه تخریب در محیط جامد نسبت به هم همبستگی 

 باشند. هایی که در محیط مایع قدرت تخریب بالاتری دارند قادر به ایجاد قطر منطقه تخریب بزرگتری در محیط جامد نیز میباکتری

 Df MS 

 **Treatment 10 550.45 تیمار

 Error 22 33.33خطا  

 C.V  8.12  ضریب تغییرات
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ها درصدی با قدرت تخریب آن 79روز پس از کشت در محیط مایع همبستگی  15های مورد مطالعه سرعت رشد باکتری

ها به (. به همین دلیل شاخص تخریب به ازای رشد برای هر یک باکتری3ایع و در همین بازه زمانی را نشان داد )جدولدر محیط م

 (.4منظور تعیین رابطه بین سرعت رشد در محیط مایع و قدرت تخریب در محیط مایع اندازه گیری گردید )جدول

 

 قدرت تخریب و قطر منطقه تخریب د،ها از نظر همبستگی بین سرعت رش. بررسی باکتری3جدول 

Table 3. Study of correlation between Bacteria Growth Rate, Degradation Power and 

Clearance Zone diameter 

 قطر منطقه تخریب

Clearance Zone 

diameter 

 قدرت تخریب

Degradation 

Strength 

 سرعت رشد

Growth Rate 

 

0.649 

 

 Growth Rate  سرعت رشد 1 0.789

 Degradation قدرت تخریب 0.789 1 0.911

Strength 

 Clearance قطر منطقه تخریب 0.649 0.911 1

Zone diameter 

 

بررسی شاخص قدرت تخریب در محیط مایع به ازای رشد در محیط مایع برای هر باکتری نشان داد که درمورد سه باکتری 

5B ،8B  9وB  ها با سرعت قدرت تخریب بالاتری نیز دیده شد این درحالی بود که درمورد باکتریبا سرعت رشد بالاتر شاخص

 15ها در محیط مایع طی سرعت رشد باکتری تر رابطه چندانی بین سرعت رشد و قدرت تخریب وجود نداشت.رشد متوسط و پایین

(. بررسی 3درصدی نشان داد )جدول 65گی ها در محیط جامد در زمان نامبرده همبستروز با قطر منطقه تخریب هر یک از آن

همبستگی بین شاخص قطر منطقه تخریب در محیط جامد و سرعت رشد در محیط مایع برای هر باکتری نشان داد که بین رشد در 

 محیط مایع و قطر منطقه تخریب در محیط جامد رابطه چندانی وجود ندارد.

و به  MEGA6.06فیلوژنتیک با استفاده از نرم افزار  رسم درختیی مولکولی و رسم درخت فیلوژنتیک: شناسا

و  B11 ،B1 ،B6های های به دست آمده از کلنیانجام شد. توالی 1000و با ارزش بوت استرپ  Neighbor-joiningروش 

B10  های دست امده از کلنیهای بهدرصد شباهت، توالی 97باB3 ،B4 ،B5 ،B7  وB9  دست های بهدرصد شباهت و توالی 98با

مشخص گردیده  5درصد شباهت، در کنار هم در یک گروه قرار گرفتند. همچنان که در شکل  99با B8 و  B2های آمده از کلنی

 است.
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 به ازای قدرت تخریب در محیط مایع. بررسی شاخص سرعت رشد در محیط مایع 4جدول 

Table 4. Investigation of Growth Rate Index in liquid medium versus Degradation Strength 

in liquid medium 

 

،  strain CTNLysobacter ruishenii-1به ترتیب بیشترین شباهت را با  11Bو  1B ،6B ،10Bهای کلنی

 Acinetobacter junii strain ATCC ،2E -Chryseobacterium flavum strain CW  وStreptomyces 

novaecaes strain NBRC  شکل(A-5)، 3های کلنیB ،4B ،5B ،7B  9وB   به ترتیب باBacillus pseudomycoides 

strain NBRC ،7Delftia tsuruhatensis strain T ،12-3strain DX chinensePlanomicrobium  ،Cedecea 

lapagei strain DSM  وPseudomonas aeruginosa strain SNP  شکل(B-5 )2های و کلنیB  8وB  به ترتیب با

Kocuria rosea strain DSM  وOchrobactrum intermedium strain CNS  شکل(C-5)  .نشان دادند 

 

  

شاخص سرعت رشد به قطر منطقه 

 تخریب

Index of Growth Rate to  

Clearance Zone 

شاخص سرعت رشد به قدرت 

 تخریب

Index of 

Growth Rate to  

Degradation Strength 

 سویه منتخب

  Selected strain 

13.616 89.186 B1 

20.489 113.83 B2 

15.243 97.737 B3 

19.046 92.542 B4 

19.456 126.697 B5 

15.588 106.282 B6 

15.242 92.542 B7 

18.625 121.951 B8 

17.303 113.132 B9 

13.043 105.978 B10 

13.588 90.869 B11 
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 همترازی توالی قطعات تکثیر شدهز . نتایج حاصل ا5جدول 

Table 5. The results related to alignment of amplified fragment sequences 

 درصد شباهت

 %Similarity 

Accession 

No. 

 سویه با بیشترین میزان شباهت

Strain with the most similarity 

 سویه منتخب

Selected 

strain 

97 NR_117432.1 Lysobacter ruishenii strain CTN-1 B1 

99 NR_028924.1 Kocuria polaris strain CMS B2 

98 NR_113991.1 Bacillus pseudomycoides strain NBRC B3 

99 NR_116495.1 Delftia lacustris strain 332 B4 

98 NR_113593.1 Planomicrobium chinense strain NBRC B5 

97 NR_117623.1 Acinetobacter junii strain ATCC B6 

98 NR_126317.1 Cedecea lapagei strain DSM B7 

99 NR_113812.1 Ochrobactrum intermedium strain NBRC B8 

98 NR_074828.1 Pseudomonas aeruginosa strain PAO1 B9 

97 NR_115957.1 Chryseobacterium flavum strain CW-E 2 B10 

97 NR_112259.1 Streptomyces canus strain NBRC B11 

 

 بحث

برای حذف هند  و بومی Bacillusجنس  متعلق بههای به ارزیابی قابلیت باکتری Udgire et al (2015 ).در پژوهشی 

درجه سانتیگراد  37ساعت در دمای  48نفت خام در شرایط آزمایشگاهی پرداختند. آنها قطر منطقه تخریب ایجاد شده طی مدت 

روز کشت در محیط  21میلیمتر تخمین زدند. همچنین میزان تخریب نفت خام را پس از  11تا  67/7ها را بین توسط این باکتری

درصد محاسبه نمودند. محیط  58و  66درصد نفت خام به ترتیب  10و  1رجه سانتیگراد و دو غلظت د 22مایع و با شرایط دمای 

کشت مورد استفاده در این پژوهش نوترینت آگار حاوی نفت خام بود که یک محیط کامل برای کشت باکتری است. این در حالی 

 ه جز نفت خام منبع کربن دیگری در آن وجود نداشت. است که محیط کشت مورد استفاده در پژوهش حاضرمحیط حداقل بود که ب
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 Streptomyces galilaeus strain NBRC 13400

 Streptomyces galilaeus strain JCM 4757

 Streptomyces bobili strain NBRC 13199

 Streptomyces bobili strain NBRC 16166

 Streptomyces phaeoluteigriseus strain ISP 5182

 Streptomyces resistomycificus strain NBRC 12814

 Streptomyces chartreusis strain NBRC 12753

 Streptomyces chartreusis strain ISP 5085

 B11

 Streptomyces novaecaesareae strain NBRC 13368

 Streptomyces glomeroaurantiacus strain NRRL B-3375

 Streptomyces aureocirculatus strain NBRC 13018

 Streptomyces pseudovenezuelae strain NBRC 12904

 Streptomyces pseudovenezuelae strain ISP 5212

 Streptomyces ciscaucasicus strain NBRC 12872

 Streptomyces canus strain NBRC 12752

 Lysobacter caeni strain BUT-8

 Lysobacter ruishenii strain CTN-1

 B1

 B6

 Acinetobacter junii strain ATCC 17908

 Acinetobacter junii strain DSM 6964

 Acinetobacter junii strain Mannheim 2723/59

 B10

 Chryseobacterium flavum strain CW-E 2

 Chryseobacterium gleum strain NBRC 15054

 Chryseobacterium gleum strain CCUG 14555

 Chryseobacterium aquifrigidense strain CW9

 Chryseobacterium indologenes strain NBRC 14944

 Chryseobacterium indologenes strain LMG 8337

 Chryseobacterium rhizoplanae strain JM-534

 Chryseobacterium lactis strain KC1864

 Chryseobacterium nakagawai strain G41

 Ochrobactrum intermedium strain LMG 3301

 Ochrobactrum intermedium strain CNS 2-75

 B8

 Ochrobactrum intermedium strain NBRC 15820

 Ochrobactrum ciceri strain Ca-34

 B2

 Kocuria rosea strain DSM 20447

 Kocuria polaris strain CMS 76or

A 

A 

B 
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 B10و  B11 ،B1 ،B6های ( درخت فیلوژنتیک باکتریAباکتریهای جداسازی شده  ) فیلوژنتیک . درخت5شکل 

( Cدرصد شباهت.) 99در سطح  B8و  B2های ( رسم درخت فیلوژنتیک باکتریBدرصد شباهت. ) 97در سطح 

 درصد شباهت 98در سطح  B9و  B3 ،B4 ،B5 ،B7های رسم درخت فیلوژنتیک باکتری

Figure 5. Phylogenetic tree of isolated bacteria. (A) The phylogenetic pattern of B11, B1, B6 

and B10 bacteria. (B) Phylogenetic pattern of B2 and B8 bacteria. (C) The phylogenetic 

pattern of the bacteria B3, B4, B5, B7 and B9 

 

 Bacillus thuringiensis strain NBRC 101235

 Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792

 Bacillus thuringiensis Bt407

 Bacillus cereus strain ATCC 14579

 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077

 Bacillus cereus strain JCM 2152

 Bacillus toyonensis strain BCT-7112

 Bacillus cereus strain NBRC 15305

 Bacillus cereus strain IAM 12605

 Bacillus cereus strain CCM 2010

 Bacillus cereus ATCC 14579

 Bacillus anthracis str

 Bacillus pseudomycoides strain NBRC 101232

 B3

 Bacillus mycoides strain ATCC 6462

 Bacillus weihenstephanensis strain DSM 11821

 Bacillus mycoides strain 273

 Bacillus weihenstephanensis KBAB4 strain KBAB4

 Bacillus mycoides strain NBRC 101228

 Planococcus citreus strain NBRC 15849

 Planococcus rifietoensis strain M8

 Planococcus citreus strain NCIMB 1493

 Planococcus maritimus strain TF-9

 Planomicrobium okeanokoites strain NBRC 12536

 Planomicrobium flavidum strain ISL-41

 Planomicrobium psychrophilum strain CMS 53or

 Planococcus salinarum strain ISL-16

 Planomicrobium koreense strain JG07

 Planomicrobium mcmeekinii strain S23F2

 Planomicrobium chinense strain DX3-12

 B5

 Delftia tsuruhatensis strain T7

 B4

 Delftia tsuruhatensis strain NBRC 16741

 Delftia lacustris strain 332

 Cedecea lapagei strain DSM 4587

 B7

 Cedecea davisae strain DSM 4568

 Pseudomonas aeruginosa PAO1 strain PAO1

 Pseudomonas aeruginosa strain DSM 50071

 Pseudomonas aeruginosa strain NBRC 12689

 Pseudomonas aeruginosa strain ATCC 10145

 Pseudomonas aeruginosa strain SNP0614

 B9

C 
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رود قطر منطقه تخریب و قدرت تخریب باکتری ها، انتظار میتر برای رشد باکترینتیجه با توجه به انتخاب شرایط سخت در

Bacillus  جداسازی شده در پژوهش حاضر کمتر از پژوهش.Udgire et al (2015)  باشد. این موضوع در مورد قطر منطقه

روز در محیط حاوی  15جداسازی شده در پژوهش حاضر در مدت زمان  Bacillusکند ولی قدرت تخریب باکتری تخریب صدق می

روز بیشتر  21در مدت زمان Udgire et al (2015 ).درصد نفت خام نسبت به قدت تخریب باکتری جداسازی شده در پژوهش  1

مختلف جداسازی شده در این دو پژوهش  Bacillusهای احتمال وجود دارد که تفاوت مشاهده شده در اثر تفاوت در گونهبود. این 

را از سواحل  sp Pseudomonas باکتری   et al Hanafy. 2015در سال  و همچنین شرایط متفاوت کشت از جمله دما باشد.

روز در محیط کشت  14دریای سرخ عربستان سعودی جداسازی و سپس قدرت تخریب نفت این باکتری را بعد از گذشت مدت زمان 

  Pseudomonasدرصد تخمین زدند. از سوی دیگر میزان تخریب نفت خام باکتری  95درصد نفت خام،  1حاوی  4هاس-بوشن

اندک در نتایج این دو  رسد علت تفاوتدرصد تخمین زده شد. به نظر می 85پس از کشت، روز  15پژوهش حاضر دست آمده در به

 آزمایش، مشخص نبودن گونه باکتری در پژوهش فوق و همچنین تفاوت در روش تخمین میزان  قدرت تخریب است.

باکتری را از مناطق آلوده به نفت سواحل شمال شرقی چنای واقع در  et alSubathra  )2013( 113.در پژوهشی دیگر 

گیری قطر منطقه تخریب، چهار باکتری با بیشترین قطر ناحیه تخریب، برای انجام مراحل بعدی جداسازی نمودند. پس از اندازه 5هند

بودند.  Bacillusو دو باکتری دیگر متعلق به جنس  Pseudomonasانتخاب گردیدند. از این چهار باکتری دو تا متعلق به جنس 

 8و  9، 10، 11ها به ترتیب درصد نفت خام، قطر منطقه تخریب برای هر کدام از باکتری 1روز پس از کشت روی محیط حاوی  14

، 25ه ترتیب نانومتر به عنوان شاخص سرعت رشد و قدرت تخریب ب 620در  74/0و  71/0، 78/0، 84/0به ترتیب  ODمیلیمتر، 

 Pseudomonasهای جنس دهد که باکتریدست آمد. مقایسه نتایج این پژوهش با پژوهش حاضر نشان میدرصد به 15و  15، 10

های جداسازی شده تری نسبت به باکتریجداسازی شده در پژوهش سوباترا سرعت رشد بالاتر و قدرت تخریب پایین Bacillusو 

جداسازی شده در  Bacillusو   Pseudomonasهای جنس رسد چون باکتریراین به نظر میدر پژوهش حاضر داشتند. بناب

رغم حضور در مرحله رشد لگاریتمی، درصد تخریب بالاتری در واحد زمان نشان دادند، برای انجام عمل زیست پژوهش حاضر علی

 باشند.تر میپالایی مناسب

. از بین شدهای نفتی جداسازی یازده گونه باکتری متعلق به مناطق سردسیر را از لجن )et alWang  )2015. در پژوهش

با توانایی بالا در تجزیه نفت خام    Pseudomonasو  Chryseobacterium ،Bacillusهای آنها سه گونه متعلق به جنس

درجه  10روز و تحت شرایط دمای  8ز گذشت ها پس ابرای آنالیزهای بعدی انتخاب شدند. میزان تخریب نفت خام این باکتری

درصد  9/60و  6/61، 3/62گرم بر لیتر به ترتیب میلی 1000گرم بر لیتر و غلظت نفت خام  10، غلظت نمک pH=7سانتیگراد، 

اریتمی رسیده به رشد لگ 7-9تقریبا در روز  برآورد شد. علاوه بر این بررسی نمودار رشد این سه باکتری نشان داد که هر سه باکتری

                                                 
1Bushnell_Haas 
2Chennai, Tamil Nadu, India 
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شود سرعت رشد و میزان تخریب این سه باکتری با گونه که مشاهده میگونه رشدی مشاهده نشد. همانو از آن به بعد هیچ

های باکتریای علت تفاوت در گونهتواند بهجداسازی شده در پژوهش حاضر متفاوت است. این تفاوت می های هم جنسباکتری

 جداسازی شده است. 

ها در محیط مایع و درصد تخریب در محیط مایع این نتیجه حاصل ی میزان همبستگی بین سرعت رشد باکتریاز بررس

گردید که همبستگی بیشتری بین این دو نسبت به سرعت رشد در محیط مایع و قطر منطقه تخریب در محیط جامد وجود دارد 

ها در محیط مایع نسبت به جامد باشد، )باید به این نکته توجه ( که این امر ممکن است به علت سرعت رشد متفاوت باکتری3)جدول

ها به صورت سطحی رشد باشند ولی در محیط جامد باکتریها در محیط مایع قادر به رشد در همه جهات مینمود که باکتری

خریب در محیط جامد نسبت نمایند(. این احتمال وجود دارد که همبستگی کمتر میان سرعت رشد در محیط مایع و قطر منطقه تمی

 به سرعت رشد در محیط مایع و قدرت تخریب در محیط مایع در اثر اختلاف در نحوه رشد در محیط جامد و مایع نسبت به هم باشد.

 chinense Planmicrobium ،Ochrobactrum,بر اساس نتایج حاصل از پژوهش حاضر، سه باکتری 

intermedium   وPseudomonas aeruginosa   و  14، 33/14به ترتیب با توجه به توانایی ایجاد یک منطقه تخریب با قطر

نانومتر به  620در  73667/0و  75133/0، 75167/0 به ترتیب ODدرصدی و نیز  85و  66/91، 33/93میلیمتر، قدرت تخریب  13

ان دادند. در مورد این سه باکتری بین روز بالاترین نرخ تجزیه نفت خام را نش 15عنوان شاخص سرعت رشد در یک بازه زمانی 

های مورد مطالعه ی مستقیم وجود داشت. این رابطه مستقیم در همه باکتریسرعت رشد، قدرت تخریب و قطر منطقه تخریب رابطه

درت باکتری، ق 11رغم دارا بودن کمترین سرعت رشد در بین علی Kocuriaو  Delftiaهای باکتریعنوان مثال مشاهده نشد. به

های دارای سرعت رشد بالاتر نشان دادند و همچنین در مورد تری نسبت به باکتریتخریب و نیز قطر منطقه تخریب بزرگ

و  Lysobacter ،Kocuria ،Bacillus ،Delftia ،Acintebacter ،Cedecea ،Chryseobacterum هایباکتری

Streptomyces های بدست آمده ارتباط چندانی بین سرعت رشد، درصد تخریب و قطر منطقه تخریب وجود نداشت. از یافته

توان نتیجه گرفت که سرعت رشد بالای یک باکتری تخریبگر نفت خام دلیلی بر قدرت تخریب بیشتر آن در شرایط آزمایشگاهی می

 نیست. 

Ochrobactrum intermedium و  chinense iumPlanmicrob,های باکتری طور که مشاهده شد،همان

Pseudomonas aeruginosa  ها بودند، میزان تخریب بالاتری هم داشتند. که دارای نرخ رشد بالاتری نسبت به سایر باکتری

ده ولی بعد از ها سریعتر به مرحله لگاریتمی رسینسبت به سایر باکتری براساس نتایج حاصل از نمودار رشد نسبی،  این سه باکتری

ها و در نتیجه ایجاد علت افزایش مواد زاید تولید شده توسط باکتریتواند بهیابد. این کاهش میها کاهش میاین مرحله نرخ رشد آن

های دارای نرخ رشد پایین در مدت و به طبع آن کاهش تخریب نفت خام باشد. از سوی دیگر باکتری شرایط نامساعد برای ادامه رشد

های دارای نرخ رشد بالا، مدت زمان بیشتری برای تخریب رسند و بنابراین نسبت به باکتریتری به رشد لگاریتمی میطولانی زمان

 مواد نفتی در اختیار دارند. 
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