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  چکیده
لاینده ها، سبب ورود حجم عظیمی از ترکیبات آدنبال آن توسعه صنایع و پالایشگاهرشد روزافزون جمعیت و به

ي نفتی در خاك یا آب، کارآمدتر هادروکربنیهزیست پالایی یا حذف بیولوژیک   هیدروکربنی به محیط زیست شده است.
دلیل هاي آلوده نفتی بههاي بومی خاكباکتريدر این میان، باشد. ي فیزیکی و شیمیایی پالایش میهايفناوراز سایر 

و سازي این تحقیق، جدا از هدفباشند. هاي هیدروکربنی حائز اهمیت میسازگاري و تماس طولانی مدت با آلاینده
. بدین منظور، شش باشدیمجنوب پالایشگاه تهران آلوده  يهااز خاكتجزیه کننده نفت  ي برترهايآیی باکترکار مقایسه

تجزیه کننده نفت جداسازي ي هايباکترهاي برتر برداري و طی سه مرحله آزمایشگاهی، سویهنمونه خاك آلوده نمونه
- خوار در محیط کشت اختصاصی عصاره خاكي بومی نفتهايباکترسازي گردیدند. در مرحله اول جداسازي و خالص

عنوان منبع حجمی نفت گاز به %7کشت پایه معدنی مایع همراه با ها در محیطکارایی جدایهدر مرحله دوم مطالعه  ،آگار
وزنی نفت گاز انجام شد. در  %3هاي باکتریایی در محیط حاوي مقایسه میزان تنفس سویههیدروکربنی و در مرحله سوم 

با  BM.1 و  BJ.1ییدو جدایه باکتریاکننده مواد نفتی، هاي تجزیهپایان این سه مرحله آزمایشگاهی، از بین تمام جدایه
-عنوان برترین و توانمندترین باکتريبهماه، پرلیت در - در هر گرم شن 2CO میلی گرم  8/1و  1/2ترتیب؛ میزان تنفس به

  نفت گاز انتخاب شدند. کننده هیتجزهاي 
  

 ي نفتیهادروکربنیهگاز،  پالایی، نفتزیستي تجزیه کننده نفت، تجزیه زیستی، هايباکتر :کلیدي يهاواژه
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Abstract 
Increasing growth of population and consequent development of industries and refinery plants 

cause high amounts of hydrocarbon pollutants enter to environment. Bioremediation or biological 
removal of petroleum hydrocarbons from soil or water is more efficient than the other physical and 
chemical remediation technologies. Indigenous bacteria are important because of their long term 
exposure and compatibility to hydrocarbon contaminants. Therefore, the aim of this study was 
isolation and comparison of oil consuming bacteria efficiency in the oil contaminated soils in 
southern of Tehran oil refinery plant. Six samples from the contaminated soil were collected and 
then the superior oil degrading bacteria were isolated through three laboratory steps: i) Isolation and 
purification of indigenous oil degrading bacteria in a soil extract agar as a selective media, ii) The 
study of efficiency of the isolates in a liquid mineral based media with 7% (V/V) of gas oil. iii) The 
comparison of the respiration rates of the isolates in a media containing 3% (W/W) gas oil. At the 
end of three steps, among all the oil degrading isolates, two isolates of BJ.1 and BM.1 with 
respiration rates of 2.1 and 1.8 mg CO2 per gram sand-perlite per month, were ultimately selected 
as the most powerful and efficient isolates for oil degradation, respectively.  
 

Keywords: Biodegradation, Bioremediation, Gasoil, Oil degrading bacteria, Petroleum 

Hydrocarbons 
 

  مقدمه
 نیترعیشاو  نیترمعمولآلودگی نفتی یکی از 

 خشکی و آبی است هايمدر اکوسیست هایآلودگنوع از 
کی از مناطق کشور ایران ی ).2005(اسچافر و همکاران 

در مناطقی که استخراج  و باشدخیز جهان میمهم نفت
نفت انجام می شود، همواره خطر آلودگی خاك به نفت 

به  هاندهیآلابا ورود این  وجود دارد.خام و مشتقات آن 
قسمتی که  خصوصاً، هاندهیآلابخشی از زیست، محیط

از لحاظ ساختاري شبیه به ترکیبات طبیعی هستند، 

 ریتحت تأثتوسط ریزموجودات آب و خاك و یا  عاًیسر
. اما بخش عمده شوندیمعوامل فیزیکی، تجزیه و حذف 

نتیجه در محیط  و در گرددیمکندي تجزیه آنها، به
زیست ماندگار می شوند و تهدیدي جدي براي سلامت 

ي زنده است (میرسال هاستمیاکوسانسان، موجودات و 
 از یمتنوع و بزرگ گروه ی،دروکربنیه باتیترک). 2008

 از ياگسترده فیط يدارا ی هستند کهآل يهامولکول
 تیحلال ساختار، ،یمولکول وزن نظر از متفاوت خواص

 باشندیم رهیغ و جذب، بیضر بودن، فرار رجهد ،یآب
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-تحقیقات بر روي روش). 2005(جیوردانو و همکاران 

، از جمله هاي هیدروکربنیمختلف رفع آلودگی يها
 ستیزطیکارشناسان مح يرو شیاساسی پ يهاچالش

محیط از  يسازپاك ).2008(میرسال  باشدیم ایدن در
و  باشدیگیر موقتو  هاي نفتی بسیار پرهزینهآلاینده
 ها،کار گرفته شده براي اصلاح این خاكبه يهاروش
فیزیکی و  ي اصلاحهاروش؛ ناکارآمد است معمولا

ي نفتی، تنها هایآلودگشیمیایی براي کاهش و یا حذف 
قادرند آلاینده را به یک ترکیب کم ضررتر تبدیل نمایند 

 پالایش گردد. مجدداًو لذا لازم است ماده حاصله 
علت ، بههاندهیآلایندهاي بیولوژیکی براي حذف آفر

هاي آلی و سمی و ذف کامل آلایندهتوانایی آن در ح
آب و  تاًینهاها به ترکیبات معدنی غیرسمی و تبدیل آن

ضرر و سازگار با یا مواد فرار بی دي اکسیدکربن
، بسیار مورد باشندیممحیط زیست که عموما کم هزینه 

، ماتري کول 1997 گ و همکاران(کین دتوجه هستن
 که رسدینظر مدر اغلب موارد بهعبارت دیگر، ). به1994

ها، یک یا حذف زیستی این نوع آلایندهزیست پالایی 
و ي فیزیکی هاروشراهکار مناسب نسبت به سایر 

، 2005(سارتروز و همکاران  باشدشیمیایی پالایش 
 است یوشر یستیز شیپالا). 2005اسچافر و همکاران 

 يخودخودبه و یذات زیستی تخریب يمبنا بر که
 ستیز يهاتیمحدود کاهش با همراه زموجودات،یر

 شده نهاده بنا کننده، هیتجز ریزموجودات يبرا یطیمح
 ،یستیز شیپالا اصطلاح). 2009(یانگ وهمکاران  است

 ستیز طیمح در هاندهیآلا هیتجز مراحل کننده انیب
 يمبنا بر که است، یکیلوژویب يهاروش لهیوسبه

 شیپالا. است استوار ریزموجودات یکیمتابول توانایی
 یآل باتیترک از یمتفاوت محدوده يبرا تواندیم یستیز
 کی ییپالا ستیز). 2005(اسکراگ  شود گرفته کاربه

 يبرا ياقتصاد و عتیطب دوستدار کارا، من،یا ابزار
 به ازین بدون آلوده يهاخاك در هاندهیآلا حذف
، 2001(ویدالی  شودیم گرفته نظر در خاك، ییجابجا

). 2005، لینچ و موفات 2004دابسون و همکاران 

 که بالایی متابولیکی ظرفیت علتبه ها میکروارگانیسم
 انرژي و کربن منبع عنوانبه هاآلاینده از استفاده براي
 یابند، تکثیر و رشد آلوده هايمحیط در توانندمی دارند،

. در یابدمی کاهش نظر مورد منطقه آلودگی میزان لذا
خوار بومی نفت هاي اخیر، توجه به ریزموجوداتسال

- یدروکربنی و نحوه جداسازي و خالصمناطق آلوده ه

اي برخوردار بوده است از اهمیت ویژهها سازي آن
، ابراهیمی و همکاران 1391(اسماعیلی و همکاران 

هاي مختلف یر گونهو تکث ). با شناسایی1392
توان هاي نفتی، میبومی مقاوم به آلاینده ریزموجودات

سازي زیستی گام موثري در راستاي نیل به اهداف پاك
دف از این تحقیق، لذا ه مناطق آلوده به نفت برداشت.

 تجزیه ي بومیهايسازي باکترجداسازي و خالص
در  به نفتآلوده  يهانفتی از خاك هیدروکربنهايننده ک

در کارآیی آنها  ، بررسیتاًیو نهاجنوب پالایشگاه تهران 
می خاك  1ي نفتیهادروکربنیهکل  تجزیه و مصرف

یه زیستی باشد. در این تحقیق جهت بررسی تجز
هاي باکتریهاي بومی خاك هیدروکربنی، توسط جدایه
عنوان آلاینده به "2نفت گاز"آلوده مورد آزمایش، از 

  گردید.هیدروکربنی استفاده 
  

  هامواد و روش
نمونه نمونه خاك، از مناطق آلوده جنوب  6ابتدا  

مدت طولانی در معرض نشت لایشگاه تهران که بهپا
یشگاه تهران قرار داشتند، هاي نفتی از مخازن پالاآلاینده
 0 – 25برداري برداري شدند. عمق نمونهنمونه
بلافاصله به  هانمونهمتر سطحی خاك بود. سانتی

هاي آزمایشگاه منتقل شدند. بخشی از هر یک از نمونه
هاي خاك تا شروع مراحل مختلف جداسازي باکتري

نفت خوار، جهت حفظ جامعه میکروبی آن به یخچال 
اسازي، خالص سازي ) انتقال داده شدند؛ جدC° 4(دماي 

هاي برتر باکتري در تجزیه و مصرف و انتخاب جدایه

                                                           
1 TPHs: Total Petroleum Hydrocarbons 
2 Gas oil 
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ه مرحله آزمایش مجزا هاي نفتی، طی سهیدروکربن
  انجام گردید. این سه مرحله شامل؛

سازي و خالصجداسازي  :مرحله اول
پالایی خاك ي بومی نفت خوار جهت زیستهايباکتر

 Soil آلوده هیدروکربنی، در محیط کشت اختصاصی

Extract Agar.  ي نفت خوار هر هايباکتربراي جداسازي
علاوه آگار هبنمونه خاك، از عصاره همان نمونه خاك 

درصد) استفاده گردید. براي عصاره گیري از  5/1(
(خاك و آب) از هر نمونه،  1:1خاك، ابتدا سوسپانسیون 

درجه  75تهیه شد. سوسپانسیون حاصله در دماي 
دقیقه خوب مخلوط گردید تا  30مدت و به گرادیسانت

، براي وارد شدن هادروکربنیه جتولزضمن افزایش 
و فرار  ترسبکي سمی، هادروکربنیهآبی، آنها به فاز 

سپس  نیز ضمن هم زدن، از محیط خارج شوند.
توسط قیف بوخنر و تحت مکش، سوسپانسیون مذکور، 

دست آمده، به گیري شد. به عصاره خاك بهعصاره
گرم بر لیتر آگار اضافه و سپس محیط کشت  15میزان 

یل حاصله در اتوکلاو استریل گردید. محیط کشت استر
شده در ظروف پتري استریل، پلیت شدند. در محیط 

اره ي هیدروکربنی عصهایآلودگي تهیه شده، هاکشت
عنوان منبع کربن مورد گیري شده از خاك، در واقع به

غلظت . رندیگیمي تجزیه کننده قرار هايباکتراستفاده 
هیدروکربن ها در این مرحله احتمالا یکسان نبوده است. 

مرحله جداسازي از خاك هاي مختلف مد زیرا در این 
نظر بوده است و هر جدایه از خاك مربوطه جداسازي 
شده است؛ بنابراین احتمالا هر خاك غلظتهاي متفاوتی 
از هیدروکربن ها را داشته است. با توجه به این که 
هدف از این مرحله صرفا جداسازي و غربالگري سویه 

ن مرحله غلظت هاي برتر از هر خاك بود، لذا در ای
هیدروکربنهاي نمونه هاي خاك ممکن است متفاوت 

 بوده باشد. 

ي نگهداري شده در هاخاكسپس از نمونه 
تهیه شد و جهت جداسازي  3ي رقتهايسریخچال، 

                                                           
3  Serial Dilution 

ي تهیه شده هر نمونه هارقتي نفت خوار، هايباکتر
خاك بر محیط کشت تهیه شده از همان خاك، تلقیح 

 Soil Extractي محیط کشت (شدند. ظروف پتري حاو

Agar و در سه تکرار تلقیح شدند.  10-7تا  10- 4)، از رقت
روز در انکوباتور  20پلیت هاي کشت شده به مدت 

نگهداري شدند.  گرادیسانتدرجه  27 ± 2 يدما
ي هایکلني برتر با توجه به سرعت رشد هايباکتر

و  اندازه کلنی انتخاب شدند (ایلینا بیشینهباکتري و 
). لذا 2010، کارامالیدیس و همکاران 2003همکاران 

صورت روزانه اندازه گیري و به هایکلنتعداد و قطر 
ثبت شد. پس از طی مدت زمان مذکور، از بین 

جدایه انتخاب شدند.  41نمونه خاك، جمعاً  6ي هايباکتر
، در چند نوبت تجدید هايباکتربراي خالص سازي 

، مشاهدات هایلنکشکل  ضمناًکشت شدند. 
آمیزي گرم و ...) (رنگ هایبررسمیکروسکوپی و دیگر 

  انجام پذیرفت.  هايباکتربراي تائید خالص بودن 
هاي بررسی میزان کارایی سویه مرحله دوم؛

با منبع  4کشت پایه معدنی مایعمختلف باکتري در محیط
) منبع هیدروکربنی نفت V/Vحجمی ( %7هیدروکربنی (

، 2008، موکرد و همکاران 2003نا و همکاران گاز) (ایلی
   )2010آیدیس و همکاران 

جهت انجام این مرحله از آزمایش، ابتدا محیط 
 1000ي ازاکشت پایه معدنی مایع با ترکیبات زیر (به 

لیتر آب مقطر) تهیه گردید (مارکوئز روچا و میلی
گرم دي پتاسیم هیدروژن فسفات  71/1)؛ 2000همکاران 

)4HPO2K  ،(32/1  گرم پتاسیم دي هیدروژن فسفات
)4PO2KH،( 26/1 گرم ) آمونیوم کلرایدCl4NH ،(011/0 

گرم  O2.6H2MgCl ،(02/0گرم منیزیم کلراید آبدار (
کم  محلول عناصر لیترمیلی 2CaCl( ،5کلسیم کلراید (

ز به لیتر آلاینده هیدروکربنی نفت گامیلی 70و مصرف 
کشت مایع حاصله در یطمح عنوان تنها منبع کربن،

ر یک از جدایه اتوکلاو استریل شد و سپس یک لوپ از ه
سازي شده از مرحله خوار خالصهاي باکتریایی نفت

                                                           
4  Liquid Mineral Media 
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) به ارلن اول، با رعایت شرایط استریل (درون لامینار
کشت پایه معدنی مایع (حاوي هاي جداگانه حاوي محیط

وي محیط آلاینده نفت گاز) تلقیح گردیدند. یک ارلن حا
عنوان تیمار شاهد (بدون تلقیح باکتري) و براي کشت به

ها یا شاهد، سه ها اعم از کشت جدایههر کدام از کشت 
نمونه هاي کشت شده به مدت  تکرار در نظر گرفته شد.

بر روي  گرادیسانتدرجه  27 ± 2روز در دماي  15
) قرار گرفتند و rpmدور در دقیقه ( 200شیکر سرعت 

آنها توسط دستگاه  5کدرياي هر پنج روز، در انته
) در طول موج UV 3100 Shimadzu-اسپکتروفوتومتر (

nm 540  2003قرائت می گردید (ایلینا و همکاران.( 

ها در انتهاي روز پانزدهم، نمونه سپس بر اساس کدري
 هايباکترجمعیت  6با استفاده از استاندارد مک فارلند

). در پایان این 1987شرمان (کاپوچینو و  دبرآورد گردی
ناشی از باکتریها و  کدريمرحله نیز، بر اساس مقایسه 

هاي باکتریایی (چهار جدایه) جدایهها، برترین جمعیت آن
  هاي نفتی انتخاب شدند.در مصرف و تجزیه هیدروکربن

هاي ان تنفس جدایهمقایسه میز ؛مرحله سوم
به  ) نفت گازW/Wوزنی ( %3برتر در محیط حاوي 

ها در مصرف یی آنعنوان معیاري جهت مقایسه کارآ
  ي نفتی. هادروکربنیه

ي اصلی جهت تخمین میزان هاروشیکی از 
ي نفتی، روش معدنی شدن هادروکربنیهتجزیه زیستی 

گیري است که در این روش، با اندازه 2COو تولید گاز 
 هادروکربنیهتنفس باکتریایی در خاك، مقدار کاهش 

ساده، دقیق و موثر در  ین است. این روشقابل تخم
- تعیین غیرمستقیم مقدار تجزیه زیستی هیدروکربنها می

باشد. جهت جلوگیري از اثرات آنتی باکتریال بعضی 
مواد ناشناخته درون سیستم خاك و از طرفی وجود 

 شوندیمریزموجودات خاکزي، که هر دو مورد سبب 
هاي هینتوان میزان تنفس واقعی مربوط به جدا

دست آورد، از انجام آزمایش باکتریهاي مورد نظر را به

                                                           
5 Turbidity 
6  McFarland Barium Sulfate Standard 

نظر کرده و به جاي آن از مخلوط بر روي خاك صرف
تهیه شن:پرلیت  ،1:9(که با نسبت وزنی   7پرلیت - شن

پرلیت  - گرم از مخلوط شن 10شده است) استفاده شد. 
ساعت در آون  24مدت به استریلآماده شده، جهت 

عناصر  نیتأمقرار گرفت. جهت  گرادیتساندرجه  150
لیتر ، یک میلیهاي منتخبلازم جهت رشد بهینه باکتري

وزنی نفت گاز  %3از محیط کشت پایه معدنی مایع با 
پرلیت  - (تنها منبع کربن براي باکتریهاي مذکور)، به شن

پرلیت با یک  - اضافه گردید. سپس ظروف حاوي شن
ي باکتریایی با جمعیت لیتر سوسپانسیون جدایه هامیلی

در داخل هر لیتر تلقیح شدند. عدد در هر میلی 3×910
لیتر  میلی 50کدام از ظروف یک بشر حاوي 

به  هاظرفمولار قرار داده شد.  05/0هیدروکسید سدیم 
درجه  27 ± 2مدت شش هفته در انکوباتور با دماي 

در پایان هر هفته درب نگهداري شدند.  گرادیسانت
از شده و تیتراسیون محلول هیدروکسید سدیم ظروف ب
 05/0با استفاده از اسید کلریدریک ها و شاهد در نمونه

هاي حاصل از شش دادهشد. در نهایت انجام میمولار 
هفته پس از کسر مقدار مربوطه در شاهد به صورت یک 

پس از ). 1995(الف و پائولو  عدد واحد گزارش شدند
بر  هايباکتریزان تنفس گذشت مدت زمان مذکور، م

پرلیت  -تولید شده بر وزن شن 2COمیلی گرم  حسب
تیمار  6 این مرحله تحقیق با  .محاسبه شد در ماهخشک 

واحدآزمایشی) در قالب یک طرح  18تکرار (مجموعا  3و 
تیمار آن شامل  4) انجام پذیرفت. CRDتصادفی ( کاملاً

ر آن، تیما 2جدایه باکتریایی برتر و منتخب  و  4
 - تیمارهاي شاهد (شاهد بدون باکتري، شاهد بدون شن

براي محاسبه قرائت شاهد، از پرلیت و باکتري) بودند. 
 حاصله هاي دادهگردید. مجموع دو شاهد فوق استفاده 

 شدند و آماري تحلیل 1/9نسخه  SAS افزار نرم توسط
با روش آزمون چند دامنه اي  مارهایتمقایسه میانگین 

 ).P<0.01انجام پذیرفت ( 01/0سطح احتمال  دانکن در
 

                                                           
7 Sand-Perlite 
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 نتایج و بحث

شد جهت  که اشاره طورهمان مرحله اول؛
کننده نفت، از هاي برتر تجزیهجداسازي اولیه جدایه

کشت کلنی بر محیط کشت اختصاصی با منبع روش
ت مدت زمان هیدروکربنی استفاده شد. پس از گذش

ملا واضح بر صورت کاها بهروز)، کلنی 20مذکور (
روي محیط کشت حاوي هیدروکربن نفتی ظاهر شده 

ها در مصرف و تجزیه گر توانایی آنبودند که نشان
باشد (کارامالیدیس و همکاران هاي نفتی میهیدروکربن

ي ذکر شده حاوي عصاره هاکشت). چون محیط 2010
 توانیمي آلوده نفتی بودند، لذا هاخاكهمان 

ي هاطیمحوانایی بقاء و زیست در یی که تهايباکترگفت
هیدروکربنی را دارند و قادر به استفاده از کربن آنها به 

در این محیط  توانندیم، باشندیمعنوان منبع انرژي 
به خوبی رشد کنند. در تحقیقات پیشین، دو  هاکشت

سرعت رشد روزانه و افزایش  i)عامل اصلی شامل؛ 
عامل در  نیترمناسب، اهیکلنقطر  بیشینه ii)قطر کلنی و 

کننده نفت هاي تجزیههاي باکتريغربالگري جدایه
، ابراهیمی 1391معرفی شده است (اسماعیلی و همکاران 

). در انتهاي 2003، ایلینا و همکاران 1392و همکاران 
ي رشد یافته بر روي هايباکترروز بیستم از بین تمام 

رشد  سرعت"هاي مربوط به هر خاك، بر اساس پلیت
سویه  41 ، در مجموع"روزانه و حداکثر قطر کلنی
سازي شد که تعداد جدایه باکتري، جداسازي و خالص

هاي نفت خوار برتر در هر نمونه خاك و نیز تعداد کل 
درون هر نمونه خاك، در نفت خوار ي زنده هايباکتر

  ارائه شده است.  1جدول 
ي بررسی میزان و هاروشیکی از  مرحله دوم؛

 ها، اندازه گیري روند تغییراتروند رشد میکروارگانیسم
آنها با استفاده از دستگاه  )ODدانسیته نوري (
ها در است. با افزایش تعداد سلول اسپکتروفوتومتر

 ابدییمداخل محیط کشت، درصد جذب نور نیز افزایش 
ل سلول در داخو لذا، مقدار نور جذب شده، بیانگر تعداد 

هاي برتر جداسازي شده از مرحله محیط است. به جدایه
قبل، اجازه داده شد تا در محیط کشت مایع (با منبع 
هیدروکربنی) در مدت زمانی مشخص رشد کنند. میزان 

کشت پس از پایان آزمایش، کدري حاصله در محیط
هاست و از آنجایی که تنها نمایانگر میزان رشد باکتري

) منبع V/Vحجمی ( %7(یط، نفت گاز منبع کربنی این مح
گر توانایی ، لذا بیانباشدیمهیدروکربنی نفت گاز) 

در تجزیه و مصرف آلاینده هیدروکربنی است  هايباکتر
 همکاران و ابراهیمی ،1391 همکاران و (اسماعیلی

، آیدیس و همکاران 2003ایلینا و همکاران  ،1392
در شدن محیط ). رشد باکتري در محیط مایع، با ک2010

ي هاتیمتابول، از طرفی نیز ایجاد شودیممشخص 
هاي سویه لهیوسبهاسیدي حاصل از تجزیه نفت گاز 
 هاکشتمحیط  pHباکتریایی، باعث افت محسوس 

  ).2006(نامچی و همکاران  گرددیم
  

 ي تجزیه کننده نفت طی مرحله اول.هايباکترجدایه هاي  -1جدول 
  
  
  
  
 
 
  
 
  

 
 یاییاکتربهاي ایزولهتعداد 

 از هر خاك جداسازي شده
  جمعیت باکتریهاي تجزیه کننده نفت

Soil 1-CFU gOil Degrading  

شماره نمونه 
 خاك

 

 5 3/4 × 107 1  

 7 3/05 × 107 2  

 5 8/96 × 107 3  

 10 2/5 × 106 4  

 9 8/8 × 104 5  

 5 6/8 × 107 6  
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ه قرائت شده دستگا کدريمیزان  2جدول 
نزدهم) اسپکتروفوتومتر (روز پنجم، روز دهم و روز پا

خوار جداسازي شده از جدایه باکتري نفت 41براي 
را بر اساس  يباکترجدایه  41مرحله قبل و نیز جمعیت 

ده از ها در انتهاي روز پانزدهم و با استفاآن کدري
-صورت تقریبی نشان میروش استاندارد مک فارلند به

باکتري چ است که در تیمار شاهد که هیدهد. قابل ذکر 
هم زدن و تخریب جزئی  لتعهبکشت نشده بود، احتمالا 

دنبال آن افزایش حلالیت در خودي نفت گاز و به هخود ب
نسبت به روز اول ایجاد شده  کدريمحیط آبی، اندکی 

هاي از کدورت سایر نمونه کدريبود که این میزان 
، هايباکتراثر تجزیه  باکتریایی کسر شد. احتمالا بر

آلاینده نفت گاز تغییر شکل داده و حلالیت آن در فاز 
آبی افزایش یافته بود. در واقع در روز اول که نفت گاز 

از هم قرار  مجزا کاملاًو محیط کشت مایع در دو فاز 
علت چگالی کمتر از آب، در سطح داشتند و نفت گاز به

نتهاي روز محیط کشت مایع قرار گرفته بود، در ا
ها، تنها اندکی نفت گاز پانزدهم در تعداد زیادي از جدایه

آن هم در فاز آبی سوسپانسیون قابل مشاهده بود. در 

کننده ي تجزیههايباکترانتهاي روز پانزدهم، جمعیت 
یی که رشد بیشتر هايباکترنفت گاز افزایش یافته بود. 

جذب  و نیز توان بالاتري در تجزیه نفت گاز داشتند،
محیط کشت کمتري داشتند، از  pH) بالاتر و ODنوري (

این رو براي ادامه آزمایش انتخاب گردیدند. مشابه این 
- ر تحقیقات دیگر دانشمندان نیز بهروش و این نتایج د

بر  تاًینها). 2006(نامچی و همکاران  خوردیمچشم 
هاي کدري ایجاد شده توسط جدایهاساس میزان 

 اسپکتروفوتومتریج قرائت شده دستگاه یایی و نتاباکتر
) ، چهار سویه برتر انتخاب شدند. این نکته 2(جدول 

حائز اهمیت است که در انتهاي روز پانزدهم، یعنی 
هاي آخرین قرائت توسط دستگاه، در سطح محیط کشت
شد حاوي چهار سویه برتر، آلاینده نفت گاز دیده نمی

عنوان منبع گاز بهاز نفت  هايباکترگر مصرف که نشان
، مقایسه میزان کدورت را براي 1باشد. شکل کربنی می

چهار جدایه مذکور در انتهاي روز پانزدهم نشان 
، تغییرات رشد این چهار جدایه 2و در شکل  دهدیم

برتر تجزیه کننده نفت بر اساس جمعیت آنها در 
  روزهاي قرائت آمده است. 

  

  
  .در انتهاي روز پانزدهم اسپکتروفوتومتر) Absمقایسه میزان کدري ( -1شکل 
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  ).باشدیم اسپکتروفوتومتردستگاه  9عداد بر ا ساس میزان جذب(اجدایه باکتري تجزیه کننده نفت  41سنجی  کدرنتایج  -2جدول 

  

                                                           
Absorbance ٩ 

در اثر تنفس چهار جدایه باکتري مرحله سوم؛ 
) نفت گاز به W/Wوزنی ( %3منتخب در محیطی با 

ها، گاز دي اکسید عنوان تنها منبع کربن براي باکتري
گر بقا شود که تنفس باکتري در واقع بیانکربن تولید می

عنوان و رشد در این محیط و مصرف نفت گاز به
هایی که میزان تنفس و تولید سوبسترا است؛ لذا جدایه

بیشتري داشته باشد، با محیط بیشتر سازگار  2COگاز 
شده و توانایی بیشتري از لحاظ رشد در این محیط را   

گرم مقدار تنفس مربوط به هر جدایه (میلی داشته است.
 2CO پرلیت طی یک ماه)، - آزاد شده به ازاي هر گرم شن

ر کارایی آن در میزان مصرف و کاهش آلاینده گنمایان
) حاصل 3نفت گاز است. نتایج تجزیه واریانس (جدول 

 تیمارها از دهد که بیناز مرحله سوم آزمایش، نشان می
 سطح در داري معنی تفاوت شده، آزاد 2CO مقدار لحاظ

   .)P<0.01(دارد  وجود 01/0 احتمال

جمعیت 
باکتري در هر 

در  میلی لیتر
 روز پانزدهم

روز پانزدهم  
)Abs( 

روز  
دهم 

)Abs( 

روز  
پنجم 

)Abs( 

نام 
 دایهج

  ردیف

جمعیت 
باکتري در 
 هر میلی لیتر

در روز 
 پانزدهم

روز  
پانزدهم 

)Abs( 

روز  
دهم 

)Abs( 

روز  
پنجم 

)Abs( 

نام 
 جدایه

 ردیف

55/1×   910 452/0  441/0  430/0 BX.2 22  63/8×   910 812/2  431/2  550/1  BM.1 1  
5/1×   910 436/0  418/0  400/0  BJ.4 23  17/8×   910 659/2  292/2  425/1  BB.5 2 

 45/1×  910 418/0  401/0  384/0  BI.3 24  39/7×   910 398/2  270/2  642/1  BO.5 3  
43/1×   910 413/0  399/0  385/0 BO.1 25  16/7×   910 320/2  216/2  612/1  BJ.1 4 

4/1×   910 403/0  391/0  379/0  BU.3 26  23/6×   910 010/2  720/1  980/0  BQ.1 5 

39/1×   910 399/0  382/0  365/0 BI.4 27  05/6×   910 950/1  500/1  865/0  BV.6 6 

38/1× 910 395/0  380/0  365/0  BJ.6 28  7/5×   910 851/1  423/1  854/0  BQ.6 7 

32/1×   910 376/0  356/0  336/0  BC.4 29  3/8×   910 220/1  060/1  754/0  BI.5 8 

31/1×   910 372/0  355/0  338/0  BA.4 30  79/2× 910 865/0  800/0  652/0  BM.2 9 

29/1×   910 364/0  348/0  332/0  BE.4 31  69/2×   910 832/0  767/0  634/0  BN.5 10 

24/1×   910 349/0  328/0  307/0  BY.5 32  33/2×   910 710/0  655/0  620/0  BK.4 11 

22/1×   910 341/0  321/0  301/0  BE.2 33  31/2×   910 706/0  653/0  615/0  BH.6 12 

19/1×   910 333/0  316/0  299/0  BD.6 34  22/2× 910 681/0  638/0  599/0  BK.2 13 

15/1×   910 318/0  306/0  294/0  BL.2 35  15/2×   910 650/0  620/0  590/0  BF.2 14 

12/1×   910 309/0  289/0  287/0  BQ.4 36  11/2×   910 637/0  604/0  571/0  BG.1 15 

1/1×   910 301/0  289/0  277/0  BR.4 37  02/2×   910 608/0  589/0  570/0  BS.4 16 

09/1×   910 297/0  284/0  271/0  BS.3 38  97/1×   910 593/0  571/0  549/0  BG.4 17 

08/1×   910 294/0  282/0  270/0  BA.3 39  96/1×   910 587/0  541/0  495/0  BK.5 18 

07/1×910 290/0  270/0  250/0  BZ.5 40   67/1×   910 493/0  471/0  449/0  BL.5 19 

02/1×   910 275/0  265/0  255/0  BI.2 41  63/1×   910 477/0  456/0  435/0  BB.3 20 

..... 260/0  255/0  245/0  Blank 42  59/1×   910 466/0  447/0  428/0  BH.5 21 
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  .هاباکتري فستن میزان واریانس تجزیه جدول -3جدول 

F 
میانگین مربعات 

)MS( 

مجموع مربعات 
)SS( 

 منابع تغییرات درجه آزادي 

 تیمار  3 662/6 221/2 ** 01/123

 خطا  8 144/0 018/0 

 کل 11 806/6    

  01/0معنی دار در سطح احتمال  **      
  

 
  هاي برتر طی پانزده روز.منحنی تغییرات رشد جمعیت جدایه -2شکل 

 
اي با آزمون چند دامنه مارهایتمقایسه میانگین 

دهد، دو تیمار دانکن انجام پذیرفت که نشان می
داري (در سطح تفاوت معنی BM.1 و  BJ.1باکتریایی

) با دو تیمار دیگر دارند ولی بین این دو 01/0احتمال 
  ).4داري وجود ندارد (جدول باکتري اختلاف معنی

  

۳×۱۰ ۹ 

۶×۱۰ ۹ 

۹×۱۰ ۹ 
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  سویه برتر. 4تنفس  شدتمقایسه میانگین  -4جدول 

  میانگین 
  شدت 
 نفس 

  تولید شده  2COگرم تنفس (میلی شدت
 )ماهپرلیت خشک در  -شن گرم  بر

  نام 
  جدایه
 باکتري

  1تکرار  2تکرار   3تکرار

1/2a 02/2 21/2 05/2 BJ.1 

8/1b  68/1 76/1 94/1 BM.1 

63/0c  75/0 75/0 4/0 BB.5 

34/0d  3/0 39/0 32/0 BO.5 

  معنی دار می باشد.     01/0اختلاف اعدادي که داراي حروف متفاوتی هستند در سطح احتمال             
 

کننده نفت در شدت تنفس چهار سویه برتر تجزیه
تنفس بین چهار جدایه  شدتارائه شده است.  4جدول 

 34/0از  وبرتر تجزیه کننده نفت گاز، مختلف می باشد 
می  پرلیت در ماه- در هر گرم شن 2CO میلی گرم  1/2تا 

بالاترین میزان تنفس را  BM.1 و  BJ.1باشد. جدایه هاي
-در هر گرم شن 2CO میلی گرم  8/1و  1/2به ترتیب؛ 

  پرلیت در ماه دارا بودند. 
آوري شده، هاي نفتی جمعدر نهایت از بین خاك

عنوان برترین و ، بهBM.1 و  BJ.1دو جدایه باکتریایی

نفت گاز در  کننده هیتجزهاي توانمندترین باکتري
ي آلوده اطراف پالایشگاه تهران انتخاب شدند. هاخاك

شده در این تحقیق،  دست آمده و خالصههاي بباکتري
در بانک ژن آزمایشگاه بیولوژي و بیوتکنولوژي 

تا  شوندیمپردیس کشاورزي دانشگاه تهران نگهداري 
هاي بعدي بتوان در نقاط آلوده به نفت در پروژه در

 ها استفاده کرد.  کشور، از آن
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