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 علمي پژوهشيفصلنامه

 دانش ميكروب شناسي

 1388 پاييز،4، شماره اولسال

 هاي آلوده به تولوئن ها در خاك بررسي تجزيه زيستي تولوئن توسط كنسرسيوم باسيلوس

3 داريوش مينايي تهرانيو2 فرناز افشارابراهيمي،1*عباس اخوان سپهي

)نويسنده مسئول( شمال-عضو هيات علمي دانشكده ميكروبيولوژي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران.1
ك-2  دانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران ميكروبيولوژي ازشناسي ارشد دانش آموخته

 عضو هيات عملي دانشكده علوم زيستي دانشگاه شهيد بهشتي.2

 چكيده
هاي جدا شده از خاك الوده به تولوئن باسيلوس دراين تحقيق تجزيه زيستي تولوئن توسط مخلوطي از

با. بررسي شد با سيلوسپس از نمونه برداري از خاك مورد نظر،  هاي تحمل كننده تولوئن جدا سازي شدند،
 جدا گرديد، سپس تست كشش سطحي برايβها برروي بلاد اگار، باكتريهاي داراي هموليز كشت باكتري

پس از غربالگري باكتريهاي مولد بيوسورفكتانت، تست.تشخيص باسيلوسهاي مولد بيوسورفكتانت انجام شد
و مولكولي. هاي منتخب بعمل آمد سيفيكاسيون از باسيلوسامول باسيلوسها با روش تشخيص بيوشيميايي

S ،و تكنيك تعيين توالي ژن DNA ،PCRاستخراج( rRNA 16(سويه23ازبين. شناسايي شدند 
 بودند كه بعنوان باكتريهايmN/m40 داراي كشش سطحي كمترازB3,B6,B12سويه3باسيلوس جدا شده،

سه.د بيوسورفكتانت شناسايي شدندمول پس از انجام تست امولسيفيكاسيون، توانايي امولسيفيكاسيون
شد%78و70و75سويه مذكور به ترتيب و.اندازه گيري  هرسه باسيلوس متعلق به گونه سوبتيليس بودند

س16S rRNAمقايسه توالي ه توالي در حدود سه سويه نيز حاكي از تشابه بسيار بالاي آنها بود به طوريكه
. نوكلئوتيد تفاوت داشتند6

) كنسرسيوم(درادامه پس از بهينه سازي شرايط براي توليد بيوسورفاكتانت توسط مخلوط سه سويه
مشخص شدكه بهترين منبع كربن همان تولوئن ومنبع بهينه نيتروژن عصاره مخمراست وبهترين غلظت نمك

يط مذكور بهترين رشدودرنتيجه بهترين توليد بيوسورفاكتانت ميباشد كه درشرا6 برابرpHو بهترين2%
كشش سطحي در محيط كشت حاوي مخلوط باسيلوسها.توسط كنسرسيوم باسيلوسها مشاهده گرديد

 B3 ,B6 درمقايسه با كشت تك آنها بطورواضحي كاهش داشت، بطوريكه دركشت تك باسيلوسهاي
,B12كشش سطحي به ترتيب برابر mN/m37،5/33،35تخمين زده شد درحاليكه كشش سطحي 

%85توانايي امولسيفيكاسيون مخلوط سه سويه باسيلوس. رسيدmN/m 29درمحيط حاوي كنسرسيوم به
 درصد حذف تولوئن ازمحيط، توسط كنسرسيوم باسيلوسي GC-MSبا استفاده از دستگاه. اندازه گيري شد

تخمين زده%91/99) تولوئن بدون تلقيح كنسرسيوم%1 محيط پايه نمكي همراه(درمقايسه با محيط شاهد
.شد

.، بهينه سازيGC-MSتجزيه زيستي، تولوئن، كنسرسيوم باسيلوسها، بيو سورفكتانت،: كليديواژگان

 قدمهم
Streptococcus و محصولات آن، چه در نفت خام

و  و نقل زميني و چه در مواقع حمل هنگام استخراج

و تصادف ها سبب آلودگي دريايي، در نتيج ه رخدادها
و يا به طور كلي محيط زيست مي شوند وجود. خاك، آب

و در خشكي تهديدي  هيدروكربن هاي نفتي در سطح دريا
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انو همكار فرناز افشارابراهيمي/....بررسي تجزيه زيستي تولوئن توسط كنسرسيوم 8
به همين دليل جدي براي اكوسيستم به شمار مي آيد،

پاك سازي اين آلودگي ها بايد هر چه سريع تر انجام 
رو. گيرد و براي پاك سازي مواد نفتي، ش هاي استاندارد

و پايين معمول زيادي وجود دارد كه به علت هزينه بالا
پاك سازي بيولوژيك مواد. بودن كارايي محدود مي شوند

نفتي، پروسه هايي هستند كه تركيبات سمي را به مواد 
و بي خطر تبديل مي كنند اين عمل در نتيجه. غير سمي

كه قادرند از فعاليت هاي متابوليك ميكروارگانيسم هايي 
و كربن خود استفاده  مواد نفتي به عنوان منبع انرژي

اين فناوري قادر است بدون ايجاد.كنند، صورت مي گيرد
خلل در محيط زيست طبيعي، تركيبات سمي مواد نفتي 

در مقايسه با ديگر فناوري. را به مواد غير سمي تبديل كند
و دفن لجن هاي نف تي، هاي پاك سازي مانند سوزاندن

و مقرون به صرفه تر است .روش بيولوژيك، بسيار ارزان تر
در يكي ازگروههاي اصلي تركيبات هيدروكربني موجود

بنزن ،تولوئن، اتيل. نفت هاي خام، آروماتيك ها هستند
و  خوانده ميشوند، BTEXزايلن كه مجموعا-oبنزن

تركيبات سمي هستند كه به دليل حضور همه جانبه شان 
خت وچه درمحصولات نفتي معمولا به محيط چه در سو

106آنها همچنين در مقياس).1(زيست انتشار مي يابند 

تن در هر سال به صورت ذخاير شيميايي براي مصرف
صنعتي بعنوان حلال ومواد اوليه براي ساختن افت كشها 

 امتياز).2(وپلاستيك وفيبرهاي مصنوعي، توليد ميشوند
بجاي) كنسرسيوم( ميكروبي بكارگيري مخلوط كشتهاي

كشت خالص در زيست درماني كاملا مشخص شده است 
كه اين موضوع را ميتوان به واكنشهاي سينرژيك ميان 

مكانيسم، كمي ممكن است).3(اجتماع باكتريها نسبت داد
را. پيچيده باشد ممكن است كه يك سويه، مواد متابوليكي

پ اكسازي كند يا كه سويه هاي ديگر توليد كرده اند را
سويه دوم قادر به تجزيه تركيباتي باشد كه ابتدا فقط تا 

ازاينرو به نظر).3(حد نسبي قادربه تجزيه شان بوده است 
ميرسد كه اجتماع چندين سويه باكتريال ميتواند كارايي 

از ديگر. بهتري در تجزيه مواد هيدروكربني داشته باشد
كتريها نقش بسزايي عواملي كه درتجزيه زيستي بوسيله با

 گروه گسترده.دارد توليد بيوسورفاكتانت توسط آنها است
اي از ميكروارگانيسمها تركيبات فعال كننده سطحي به نام

ترشح اين تركيبات. بيوسورفاكتانت ترشح مي نمايند
توسط سلول هاي ميكروبي باعث تسهيل در جذب 

حل مي شود  ارزشمندترين جنبه. سوبستراهاي غيرقابل
 كاربردي بيوسورفاكتانت ها مربوط به صنعت نفت
مي باشد كه جهت بهبود كيفيت، تسهيل در استخراج،

و پاكسازي لجن نفتي در  تقليل گرانروي، مهار نشت نفت
به عبارتي.)4(تانكرها از آنها استفاده مي شود

و  بيوسورفاكتانتها ميتوانند هيدروكربنها را امولسيفيه كنند
ليت آنهارا در آب بالابرده، كشش سطحي از اين طريق حلا

پايين را بالا ببرند وافزايش جابجايي مواد نفتي از ذرات 
).5(خاك را باعث شوند 

هدف از انجام اين تحقيـق بررسـي اثرتجزيـه زيـستي
كشت مخلوط باسيلوسها برتجزيه تولوئن وتعيـين بهتـرين 

ا  و سـت شرايط براي توليد بيوسورفاكتانت بوسيله آنها بوده
 طيـف سـنجي- با استفاده از كرومـاتوگرافي گـازي نهايتا

جرمي ميزان كارايي تجزيه زيستي توسط كشت مخلوط را
. بررسي شده است

و روش ها  مواد
:نمونه برداري

پتروشيمي اصفهان براي انجام اين پروژه از مجتمع
به. نمونه برداري بعمل امد نمونه ها شامل خاكهاي آلوده

.محل نشتي تولوئن از لوله ها بودتولوئن در

 : محيطهاي كشت
براي جداسازي باسيلوسـهاي خـاك از محـيط كـشت

Nutrient Agarشد براي تعيـين سـويه هـاي. استفاده
و بـراي Blood Agarباسيلوس داراي هموليز از محـيط 

هـاي تشخيص بيوشـيميايي سـويه باسيلوسـها از محـيط
ــيترات، ــيمون ســ ــ ســ و محــ ــرات، ــاي نيتــ  يط احيــ

mr/vp،ژلاتــين ،egg yolk agar, Starch agar و
skim milk agarمحيط SIMشد همچنـين. استفاده

 mineral saline medium (MSM)از محيط كشت 
و) آميزنـدگي(جهت انجام تستهاي امولسيفيكاسيون)6(

 شـامل MSMمحـيط. تست كشش سطحي استفاده شد
:باشـدر مـي تركيبات زير بر اساس گـرم درليتـر آب مقطـ

)Na2HPO41/2g, KH2PO43/1g5g/0:NH4Cl 
).KNO2g8/0 يا 

pH تنظيم وسپس محـيط اتـو كـلاو5/6 محيط برابر 
از5/2پس از سردشدن. شد  ليتـر ول بـرمـ1 ميلـي ليتـر
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9 1388 پاييز،4 سال اول، شماره ميكروب شناسي علمي پژوهشيفصلنامه دانش

MgSO4از) ميلي مول برليتـر36(وFeSO4.7H2Oو
يط ميلي ليتر بـه محـ2همچنين عناصر كمياب به ميزان

از).7(اضافه شد :عناصر كمياب عبارتند
FeCL3. 6H2O ( 08/0 gL-1), ZnSO4. H2O

( 75/0 gL-1), CoCL2. 6H2O ( 08/0 gL-1), 
CuSO4. 5H2O ( 075/0 gL-1), MnSO4. H2O
( 75/0 gL-1), H3BO3 ( 15/0 gL-1), 
Na2MoO4.2H2O ( 05/0 gL-1).

:جداسازي باكتريها
هـدف جـدا سـازي براي جدا سازي باكتري ها، چـون

 گونه هاي باسيلوس بـود ابتـدا تيمـار حرارتـي انجـام شـد 
 تــا باكتريهــاي فاقــد اســپورحذف گردنــد وســپس از روش

Pour Plate نمونــه هــاي خــاك از تمــام. اســتفاده شــد
بـدين. منتقل شده به ازمايشگاه رقـت متـوالي تهيـه شـد 

 گرم1 ميلي ليترآب مقطر استريل9بدين منظوربه منظور 
آ و به مـدت خاك  سـاعت در انكوبـاتور1لوده تلقيح كرده

)oC30(1سـپس از ايـن محـيط. شيكردار قرار داده شـد
و در لوله ميلي تا ليتر برداشته هاي متوالي حاوي آب مقطر
در ايـن روش از هررقـت. رقت متوالي تهيه شد 10-9رقت 

و1  ميلي ليتر درهرپليت استريل با پيپت اسـتريل ريختـه
به ميلي 15 و  ليتر محيط كشت نوترينت اگار به آن اضافه

. انكوباسيون گرديدoC30 ساعت در دماي48مدت

:جدا سازي سويه هاي داراي هموليز
تمام كشتهاي خالص برروي بـلاد اگـار در كـشت داده

 انكوبـه شـدند،oC30 ساعت در دماي48شدندو به مدت 
د بـراي داشـتن) هالـه شـفاف(سويه هايي كه همـوليز بتـا
).8(تستهاي بعدي انتخاب شدند

:اندازه گيري فعاليت امولسيفيه كنندگي
گيري فعاليت امولسيفيه كنندگي از روشـي براي اندازه

 شــرح داده شــده Goldenbergو Cooperكــه توســط 
 ساعته بـاكتري48ليتر از كشت ميلي4.است، استفاده شد

مورد كربنليتر از هيدرو ميلي6 به همراه MSMدر محيط
و مــدرج دريــك لولــه آزمــايش درب) تولــوئن(بررســي  دار

در. ريخته شد  محتويات لوله آزمايش بـه مـدت دو دقيقـه
و سـپس بـه rpm 200 دور با شيكر لوله به هم زده شده

از. ساعت در شرايط سكون قرار داده شدند24مدت  پـس

و طـول لايـه امولـسيفاي  كل ستون مـايع اين مدت طول
شدزهشده اندا   با اسـتفاده از فرمـول زيـرECو)9(گيري

: محاسبه گرديد

100length of the emolsified layerEC
total length of the liquid column

= ×

 

:اندازه گيري كشش سطحي
 بــراي انــدازه گيــري كــشش ســطحي از دســتگاه

CSC DuNouy Tensiometerبدين. استفاده گرديد 
هاي انتخاب شده به ارلـن مايرهـاي منظور هريك از سويه

 ليتــر محــيط كــشت ميلــي50حــاوي ليتــري ميلــي100
+ MSM 1gr/lit Yeast Extract اســتريل تلقــيح ،

بـه عنـوان منبـع كـربن%2و تولوئن نيز بـه ميـزان شدند
و به مـدت   سـاعت دردمـاي48وانرژي به ارلن اضافه شد

شدrpm200 وشيكر30 بعداز اندازه گيري بـا. قرارداده
ــر  ــطحي كمت ــشش س ــاي داراي ك ــويه ه ــسيومتر، س  تن

) بهينـه سـازي شـرايط( بـراي مرحلـه بعـد 40mN/ mاز
براي اطمينان ازنتايج بدست آمده آزمـايش. انتخاب شدند
شد3براي هرنمونه  ).10و9(بارتكرار

 ):Optimization(بهينه سازي شرايط
ازبين سويه هاي جدا شده كـه داراي كـشش سـطحي

را3 بودند،40كمتراز  سويه كه كمتـرين كـشش سـطحي
ت بررسي كنسرسيوم باسيلوسها بـراي تجزيـه داشتند جه

بـراي تعيـين شـرايط. تولوئن موجود درخاك انتخاب شـد
 تولـوئن خـاك از روش  biodegradationبهينـه جهـت 

ــد ــتفاده ش ــاگوچي اس ــفر،. ت ــك ص ــدهاي نم ــر درص  اث
تولوئن ،بنزن،اتيـل(و منابع مختلف كربن 2،4،6،8،10،12

 ، و منـابع) زايلـن هگزان، اتانـل، سـيكلو هگـزان،-nبنزن
اوره، پپتون،عصاره مخمر،نيترات سديم ،نيتريـت(نيتروژن

ــوم  ــولفات اموني و س ــديم ــستره) س ،pH)2،4،6،8وگ
رشدبر) 30،40،50،60،70،80(و دماهاي متفاوت) 10،12

و توليد بيوسورفاكتانت توسط آنها بررسـي شـد  باسيلوسها
).12و11و9(

م نظـور شناسـايي انجام آزمايشات بيوشيميايي بـه
 : جنس باكتريها

بــراي ســه ســويه باكتريــايي كــه بعنــوان كنــسرسيوم
بكــاربرده شــدند آزمايــشات بيوشــيميايي از جملــه تــست 
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انو همكار فرناز افشارابراهيمي/....بررسي تجزيه زيستي تولوئن توسط كنسرسيوم 10
 eggو توليد ليستيناز با استفاده ازمحيط) SIM(حركت

yolk Agar ــا اســتفاده ازمحــيط ــازئين ب ــدروليز ك  وهي
Skim milk Agarا ز وهيــدروليز ژلاتــين بــا اســتفاده

و وH2Sفعاليت محيط نوترينت ژلاتين اگار  وتوليد اندول
و انجــام شــد mR/vP احيــاي نيتــرات، تــست ســيترات

).14و13(

:تشخيص مولكولي سه سويه باسيلوس مورد نظر
براي شناسـائي باكتريهـاي مـورد نظـر از روش كلنـي

PCR 16 براي تكثير ژنS rRNA بـدين. استفاده شـد
50درB6وB3وB12ري هـاي منظور يك كلني از باكت 

و بـه ماكروليتر آب دو بـار تقطيـر اسـتريل سوسپانـسيون
شد10مدت   ماكرو ليتـر5. دقيقه در آب جوش قرار داده

ــوان ــوق بعن ــسيون ف ــا PCR الگــو در DNAاز سوسپان  ب
 PCRمحصول).15( استفاده شد rD1و fD1پرايمرهاي

و كلـوني هـاي pBleuescript SKدر پلاسـميد  كلـون
و پس از تاييد حضور قطعه خـارجي توسـط سفيد انتخاب

PCR  بــا اســتفاده از پرايمرهــاي fD1 وrD1 تعيــين 
تــوالي حاصــل بـا تواليهــاي موجــود در بانــك. تـوالي شــد

شدNCBIاطلاعات زيستي  . مقايسه

آناليز متابوليتهاي حاصل از تجزيه زيستي تولوئن توسط
:GC-MSدستگاه 

باسيلوس منتخب درمحـيط3 يك كشت، ازكنسرسيوم
MSM و بمدت%1 حاوي سـاعت72تولوئن تهيه كرديم

يـك محـيط حـاوي تولـوئن. درانكوباتورشيكردارقرارداديم
. بدون تلقـيح ميكروبـي هـم بعنـوان شـاهد تهيـه كـرديم 

از10ml سـاعت72ازكشت ميكروبـي بعـد از و  برداشـته
ا سـتريل فيلتر ميلي پور رد كرديم ،مايع حاصل را در ارلن

و به روي آن  ساعت2بعداز. برابركلروفرم ريختيم2ريخته
 GC-MSشيك شدن، نمونـه بـراي انجـام انـاليز توسـط 

از).16(آماده شد مجهـز بـه سـتون GC-MS براي آناليز
VF-5ms ميلي25/0 متر وقطر داخلي30 به طول ستون

و آناليز ازنظر دمـايي.متر استفاده شد  گاز حامل، هليوم بود
. درجـه شـروع كـرديم50از دماي:ل شرايط زير بود شام

و بعـد باسـرعت1  درجـه20دقيقه روي ايـن دمـا مانـديم
و بعد نهايتا 100بردقيقه تا دماي  دقيقه6درجه بالا رفتيم

 درجـه 120تزريق دردمـاي. درجه باقي مانديم 100روي
. دقيقه طول كشيد5/9كار با دستگاه مجموعا. انجام شد

بحنتايج ثو
از. سويه باسيلوس جدا گرديـد23پس ازخالص سازي،

ــويه،23 ــك12 س ــت هموليتي ــويه داراي فعالي ــاد( س ايج
ــا  ــوليز بت ــد)هم ــهاي مول ــوان باسيلوس ــه بعن ــد ك بودن

 سويه كه بطورتـك12از بين.بيوسورفكتانت انتخاب شدند 
 سـويه داراي3براي تست كشش سطحي انتخـاب شـدند،

.)1جدول(دندبوmN/m 40كشش سطحي كمتر از
.هر سه سويه داراي حد قابل قبولي از آميزندگي بودند

و كمتــرين%)78( بــه ترتيــب بيــشترينB6وB3ســويه
.)2جدول(ميزان امولسيفيكاسيون را نشان دادند)70%(

در بررسي توانايي اميزندگي بوسيله كشت كنسرسيوم،
گيـري انـدازه%85ميزان آميزندگي مجموع سه سويه برابر 

.شد
 ميتوان نتيجه گرفـت كـه بهتـرين1با توجه به نمودار

دما براي رشد مخلوط سه سـويه باسيلوسـوبهترين توليـد
 درجــه ســانتيگراد30بيوســورفكتانت توســط آنهــا دمــاي 

از. باشد مي  با تفاوت 0C40 به 0C30كه با افزايش دما
و بـا بـالاتر رفـتني كشش سطحي بالا مي نسبتا زياد رود

 كشش سـطحي هـم بيـشتر،)800Cو70و60و50(دما 
شود كه نشان دهنده توليد كمتر بيوسورفكتانت توسـط مي

.)3جدول(كشت مخلوط باسيلوسهاست 
مي2همانطور كه نمودار دهـد كـشش سـطحي نشان

و  پـايين%2در غلظت نمك در محيط بدون نمك بالاست
به اندازه انـدكي كـشش%4يد وليكن درغلظت نمكآ مي

سطحي بالا ميرود واز آن به بعد همچنان شاهد بـالا رفـتن 
كشش سطحي با اخـتلاف زيـادي هـستيم ازاينـرو نتيجـه 

شـود كـه باسيلوسـهاي تـشكيل دهنـده ايــن گرفتـه مـي 
و بـالاترين توليـد بيوسـورفكتان  ت كنسرسيوم بهترين رشد

ــي%2رادر نمــك ــشان م ــستند ن ــت ه ــد وهالوتولران  دهن
.)4جدول(

مي3همانطور كه درنمودار شود كـه بهتـرين مشاهده
. باشدميpH=6 در نظر هاي مورد باسيلوس كنسرسيوم رشد

 نيز ميـزان توليـد بيوسـورفكتانت قابـلpH=8ازطرفي در
ملاحظه است باتوجه به اين نكتـه ميتـوان گفـت بهتـرين

 اسـيدي نزديـك بــهpHليـد بيوسـورفكتانت در رشـد وتو 
در. خنثي ميباشد نكتـه ديگـر ايـن اسـت كـه بطـوركلي

محدوده قليايي نسبت بـه محـدوده اسـيدي شـاهد توليـد 
بـيوسـب و درنتيجه كشش سطحي كمتريـورفكتانت  يشتر
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11 1388 پاييز،4 سال اول، شماره ميكروب شناسي علمي پژوهشيفصلنامه دانش

.)5جدول(هستيم
بهترين منبع كربن براي كنسرسيوم باسيلوسهاي مورد

، تولوئن مي البته زايلن نيز با اختلاف بسيار. باشد نظر
كنسرسيوم. قرارميگيردCكمي در رتبه دوم بهترين منبع 

و درنتيجه  و هگزان نرمال رشد چنداني باسيلوسها در اتانل
. توليد بيوسورفكتانت قابل ملاحظه اي نشان ندادند

تشخيص عصاره مخمر بهترين منبع نيتروژن،)6جدول(
 با اختلاف كمي ميتواند در مرتبه دوم پپتون نيز. داده شد

و نيترات. قرار گيرد و سولفات آمونيوم ولي درحضور اوره
و نيتريت سديم توليد بيوسورفكتانت توسط كشت  سديم

.)7جدول(مخلوط به طور چشمگيري كاهش يافت 

 انتخاب سويه هاي مناسب جهت تشكيل يك كنسرسيوم باسيلوسي مولد بيوسورفكتانت.1جدول

 mN/mكشش سطحي سويه باسيلوس
Bacillus subtilis B3 35 
Bacillus subtilis B6 5/33

Bacillus subtilis  B12 37 
 عصاره مخمر= تولوئن، منبع نيتروژن= ،منبع كربن =8/6pHدرشرايط نمك صفر،*

 هر يك از باسيلوسها) آميزندگي(اندازه گيري فعاليت امولسيفيكاسيون.2جدول
 ميزان آميزندگي سويهنام

Bacillus subtilis B12 75%
Bacillus subtilis B6 70%
Bacillus subtilis B3 78%

 اثر دماهاي مختلف در كاهش كشش سطحي بوسيله كنسرسيوم باسيلوسها.3جدول
)0C(دما)mN/m(كشش سطحي
27 30

32 40

35 50

38 60

40 70

43 80

 اثر غلظت نمك بركاهش كشش سطحي بوسيله كنسرسيوم باسيلوسها.4جدول

 كشش سطحي غلظت نمك
%صفر 5/34

2% 5/27
4% 6/29
6% 35 

8% 4/42

10% 8/44

12% 2/45
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انو همكار فرناز افشارابراهيمي/....بررسي تجزيه زيستي تولوئن توسط كنسرسيوم 12
 هاي مختلف بر كاهش كشش سطحي بوسيله كنسرسيوم باسيلوسهاpHاثر.5جدول

pH كشش سطحي 
2 52 

4 48 

6 30 

8 4/32

10 5/40

12 49 

 اثر منابع كربن مختلف در كاهش بيوسورفاكتانت بوسيله كنسرسيوم باسيلوسها.6جدول

 منابع مختلف كربن (mN/m)كشش سطحي
33/37  تولوئن
96/37  زايلن

 بنزن 38
4/38  اتيل بنزن
33/38  سيكلوهگزان
66/50  اتانل
85/47  هگزان نرمال

ن مختلف دركاهش بيوسورفاكتانت بوسيله كنسرسيوم باسيلوسهااثر منابع نيتروژ.7جدول

 (mN/mكشش سطحي) منابع مختلف نيتروژن
62/27 عصاره مخمر

28 پپتون
75/36 اوره

5/38 سولفات آمونيوم
7/40 نيترات سديم
23/45 نيتريت سديم

 تستهاي بيوشيميايي سه باسيلوس تشكيل دهنده كنسرسيوم.8جدول
Citrate MR VP S I M INM ژلاتيناز كازئيناز آميلاز ليستيناز 

B12 - + - - - + + - - ++ + 
B6 + + - - - + + - + +++ + 
B3 + + - - - + + - - + +

B12 B12 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

13 1388 پاييز،4 سال اول، شماره ميكروب شناسي علمي پژوهشيفصلنامه دانش

B6 B6 

.B3 B3 
و ماكروسكوپي سه سويه جدا شده.1شكل B12 ،B6،B3اشكال ميكروسكوپي

: ترتيب از چپ به راستبهB12،B3،B6 باكتري هايDNAاز PCR.2شكل
1-DNAsize marker ،2-محصول PCR باكتري B6،3-محصول PCR باكتري B3،4-محصول PCR باكتري B12 

و ميكروسكوپي علاوه بر تشخيص ماكروسكوپي
يي نيز بررسي، سه سويه از نظر تستهاي بيوشيميا)1شكل(

. قابل مشاهده است8نتايج در جدول.شدند
نتايج حاصل از شناسايي مولكولي نشان مي دهـد كـه

مقايـسه تـوالي.هر سه سويه باسيلوس سوبتيليس هستند
16S rRNA سه سويه نيز حاكي از تـشابه بـسيار بـالاي 

 نوكلئوتيـد6آنها است بـه طوريكـه سـه تـوالي در حـدود
).2شكل(تفاوت دارند

:GC-MSآناليز ميزان تجزيه تولوئن بوسيله دستگاه
 هـاي Libraryباتوجه به انطباق طيف جرمي نمونه با

NIST نرم افزار( توسط نرم افزار مربوطه 

ــتگاه ــاو) Varianws GC-MSدس ــه ب ــه ب توج
Retention Time و72تولوئن درنمونه كـشت  سـاعته
و دو مقايسه آن با شاهد هاي، قطعا پيك زمان انطباق اين

با توجه به اينكـه. باشد مشاهده شده مربوط به تولوئن مي 
Areaــك ــورد پي ــاي درم ــرGCه ــاهد براب ــه ش  درنمون

هـا ساعته مخلوط باسـيلوس72ودرنمونه كشت 509204
72باشد، لذا كاهش تولوئن درمحيط كـشت مي 411برابر

%91/99طبق فرمـول زيـر، ساعته كنسرسيوم باسيلوسها،
ميبرآور ).6الي3شكل(شودد

509204 411 100 99 / 91
509204

Degredation of toluene −= × =

 

4321

1500 bp 
1000bp
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انو همكار فرناز افشارابراهيمي/....بررسي تجزيه زيستي تولوئن توسط كنسرسيوم 14

Retention 
time(min) 

Chemical 
name 

Base peak Area Purity Amount 

3/0344 toluene 285 411 16% 0/000214% 

 ساعته كنسرسيوم سه سويه باسيلوس72كروماتوگرام تولوتن دركشت.3شكل

Amount Purity Area Base peak Chemical 
name 

Retention 
time(min) 

0/306% 98% 509204 194979 toluene 3/0281 

 كروماتوگرام تولوئن درمحيط كشت شاهد:4شكل
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15 1388 پاييز،4 سال اول، شماره ميكروب شناسي علمي پژوهشيفصلنامه دانش

 ساعته كنسرسيوم سه سويه باسيلوس72طيف جرمي تولوئن در كشت.5شكل

مخ%1 حاويMSM( طيف جرمي تولوئن درمحيط شاهد.6شكل )لوط سه سويه باسيلوستولوئن بدون تلقيح
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انو همكار فرناز افشارابراهيمي/....بررسي تجزيه زيستي تولوئن توسط كنسرسيوم 16
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 ميزان كشش سطحي كنسرسيوم سه باسيلوس در دماهاي مختلف.1نمودار
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 ميزان كشش سطحي كنسرسيوم سه باسيلوس درغلظتهاي مختلف نمك.2نمودار
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در.3نمودار  هاي مختلفpHميزان كشش سطحي كنسرسيوم سه باسيلوس

ت مختلف در زمينه تجزيه در يك نگاه كلي به تحقيقا
زيستي تركيبات نفتي درمي يابيم كه سويه هايي كه تا

و ديگر  حد قابل قبولي قادر به تجزيه زيستي اروماتيكها
ازمحيطي با آلودگي يا سابقه تركيبات نفتي هستند،

و كه آلودگي جدا شدند اين موضوع بيان كننده آنست
م يزان فعاليت وجود سابقه آلودگي درمحيط باعث افزايش

.شود تجزيه كنندگي در اين ميكروارگانيسمها مي

طبيعي است كه ميكروارگانيسمهاي جدا شده ازمنطقه
آلوده داراي توانايي بيشتري باشند زيرا به علت سميت 

و و آروماتيكي ها، آلودگي ديگر تركيبات هيدروكربني
و در نتيجه باقي ميكروارگانيسم هاي حساس ازبين رفته

 ها همان ميكروارگانيسمهايي هستند كه نسبت به مانده
و بنابراين سميت آلودگي مورد نظر، مقاومت نشان داده

و تجزيه آلودگي به  گزينه خوبي براي درمان زيستي

Tempreture 
0C

Surface tension 
(mN/m)

Salt 
concentrationSurface tension 

(mN/m)

pH
surface tension 

(mN/m)
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17 1388 پاييز،4 سال اول، شماره ميكروب شناسي علمي پژوهشيفصلنامه دانش

از. حساب مي آيند دراين تحقيق نيز نمونه برداري
خاكهاي آلوده به تولوئن در اطراف مجتمع پتروشيمي 

ين بهترين منبع كربن نيز درتعي. اصفهان صورت گرفت
باسيلوسهاي جدا شده ازخاك آلوده به تولوئن تا حد 

ب عنوان منبع كربن سازگاري پيدا كردنده زيادي با تولوئن
منابع مختلف كربن، بهترين رشد درحضور زيرا با وجود

مي. تولوئن مشاهده شد يك اين امرنشان دهد كه آلودگي
ع منابع غذايي توسط منطقه درنوع متابوليسم وانتخاب نو

باكتريها درآن منطقه كاملا تاثير گذار است، يابهتر آنست
كه بگوييم اغلب باكتريهاي موجود درخاك آلوده به تولوئن 
داراي توانايي نسبي در بكارگيري تولوئن به عنوان منبع 

، 2004درسال)17(و همكاران Calvo. كربن هستند
 در 2008ل درسا)6(و همكاران Herreraهمچنين

تحقيقات مشابهي، عمل نمونه برداري را ازمناطق آلوده به
و لجنهاي نفتي انجام دادند كهدر.نفت تحقيق ديگري

 صورت گرفت 1992 وهمكاران درسال Nishinoتوسط 
و نمونه ها باكتريهاي ايزوله شده، همگي از آب زير زميني

همچنين).18( خاك آلوده به كلرو بنزن بدست آمدند
درزمينه تجزيه 2003 درسال Arafaدرتحقيقي كه توسط 

BTEX و آبهاي ها انجام شد، عمل نمونه برداري از خاك
آلوده صورت گرفت كه در اين تحقيق يك كشت مخلوط 

خاك سايتهاي عربستان مورد از باكتريهاي موجود در
و مشخص شد باكتريهاي جدا شده بررسي قرار گرفت

اثر).2( را دارندBTEX حاويMSMتوانايي رشد در 
و شيك شدن ودماو  فاكتورهاي محيطي شامل هوادهي

pHشد اي. محيط روي تجزيه زيستي بررسي بطور ويژه
 ها در محيط مايع داراي BTEXتجزيه زيستي همه انواع 

و زايلن.)2(همزدگي بيشتراز محيط ثابت بود تولوئن
گر"واتيل بنزن كاملا چه دركشت مخلوط تجزيه شدند

 رابطه با تجزيه بنزن داراي محدوديتي بودند باكتريها در
دروKishore Dasدر تحقيقي كه توسط.)2(  همكاران

 DM-04 انجام شد اثر باسيلوس سوبتيليس 2007سال
هاي راكه ازخاكMNوM هاي وسودوموناس ائروژنزا سويه

ازآ و مشخص هند جدا شده، بررسي شمال شرق لوده كردند
باكتري در پاكسازي زيستي به روش درجا شد كه دو

).19(موثرند 
و همكاران انجام شد نيز Zhaoدر تحقيقي كه توسط

ها هاي آلوده به پلي آروماتيك هيدروكربن نمونه از خاك

 در زمينهاي پالايشگاه نفت درشانگهاي چين برداشته شد
)20.(

بررسي از بيوسورفكتانت مولد هاي تشخيص باكتري براي
ليت هموليتيك به عنوان معياري براي جداسازي اوليه فعا

اين. سويه هاي مولد بيوسورفكتانت استفاده شده است
و بدون نياز به امكانات پيچيده  روش بسيار ساده

و)Avigad)21و Bernheimer.آزمايشگاهي است
درمطالعات خود)5(Banatو نيز)Lin)22همچنين

سهد. ازهمين روش استفاده كردند راين تحقيق هر
و بصورتB12وB6و B3 باسيلوس   هركدام به تنهايي

كشت خالص،كشش سطحي محيط كشت را از
mN/m70تا  به ترتيب
و در حالت كنسرسيوم 37mN/mو5/33و 35

mN/m 29نيز تا مقدار) كشت مخلوط سه باسيلوس(
Abuسويه جدا شده توسط. كاهش دادند Ruwaida 

س)23(وهمكاران  جدا سازي شد نيز قادر بود 1996ال در
 كاهش دهد كه نتايجي27به69كشش سطحي را از

 E24نتايج. قابل مقايسه با نتايج اين تحقيق ميباشد
بدست آمده براي سه سويه باسيلوس جدا سازي شده در

و سويهB6و سويهB3اين تحقيق براي باسيلوس سويه 
B12 كهب%75و%70و%78 به ترتيب برابر دست آمد

ر نتايجي)Bodour)24 در مقايسه با نتايج حاصل از كا
،. قابل قبول است توانايي آميزندگي درمورد كشت مخلوط

افزايش يافته است كه نشان دهنده كارايي بيشتر وبهتر 
همچنين مشاهده. كشت مخلوط در تجزيه تولوئن است

ميشود كه كشش سطحي در مورد كشت مخلوط 
در باسيلوس مقايسه با كشت خالص آنها كاهش ها

بررسي نمودار كروماتوگرام تولوئن. چشمگيري داشته است
دركشت مخلوط ومقايسه آن با نمونه شاهد نيز درصد 

.حذف بسيار بالايي از آلاينده مورد نظر را نشان ميدهد
كه شود با توجه به نتايج بدست آمده مشاهده مي

در لوسكشش سطحي حاصل ازكشت كنسرسيوم باسي  ها
و منبعpH=6و%2، نمك0C30دماي( شرايط بهينه

و منبع نيتروژن= كربن ، درمقايسه)عصاره مخمر=تولوئن
با كشش سطحي حاصل از رشد هريك ازسويه ها به

 باتوجه به نتايج بدست آمده. تنهايي كاهش يافته است
 هاي لوستوان گفت كه استفاده ازكنسرسيوم باسي مي

)mix culture (جدا شده ازخاك آلوده براي تجزيه
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انو همكار فرناز افشارابراهيمي/....بررسي تجزيه زيستي تولوئن توسط كنسرسيوم 18
تادر) تولوئن( نظر آلودگي مورد قابلحد شرايط بهينه،

) pure culture( توجهي درمقايسه باتك سويه باسيلوس
ر. داراي كارايي بالاتري است اچنين نتيجه اي

N. Prasanna و همكارانش درموردكشت مخلوط سه
و است و سودوموناس،سويه باسيلوس تجزيهدر فيلوكوك

تحقيقدر).25( تولوئن درغلظت پايين بدست آوردند
 Abdualdaim Mohammedديگري كه توسط

Mukredسهو همكاران صورت گرفت نقش كنسرسيوم

باكتري در تجزيه نفت خام بررسي شدو كروماتوگرافي 
 گازي نشان داد كه كنسرسيوم سويه هاي باكتري

به) استفيلوكوكوس ونايسريا اسينتوباكتر،( قادرند بيشتراز
دهند تجزيه كل هيدوركربنها را انجام%98و96ترتيب 

)26(.Caldeira  و همكاران نيز دررابطه با تجزيه
به) كنسرسيوم(كلروفنل توسط كشت مخلوط باكتريايي

.)27(نتيجه اي مشابه رسيدند
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