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 چکیده

نفت ترکيبات با اسفنج با پتانسيل تجزیه زیستی  همراههای جداسازی و شناسایی مولکولی باکتری ،هدف از این تحقيق

های های مختلف آن در محيط کشتهموژنيزه شده و رقت  .Pachychalina spمزوهيل اسفنج بافت . اشدبمیخام 

فت % ن2سازی و ميزان رشد در محيط حاوی دست آمده بر اساس شاخص امولسيون های بهمناسب کشت داده شد. کلنی

ن باکتری بالاترین ميزان رشد در محيط نفتی را دارا بودند که ميزا 9جداسازی شده، های غربالگری شدند. از بين باکتری

ها همچنين بر اساس توالی ژن حداقل مورد سنجش قرار گرفت. سویهسویه مذکور در محيط نمکی  9حذف نفت توسط 

SrRNA 19  و با انجامPCR  .نتایج حاصل از بررسی درصد حذف نفت بر اساس دو مورد شناسایی مولکولی قرار گرفتند

پيروی نمودند. بر این یگر بوده و هر دو از یک الگو نانومتر و ميزان وزن خشک تایيد کننده یکد 424روش جذب در 

بيشترین ميزان حذف نفت را نشان دادند که نتایج شناسایی مولکولی این دو سویه  KE8و  KE5های  اساس، سویه

 Luteimonasو  Staphylococcus aureus subsp.N315مشخص نمود بيشترین شباهت را به ترتيب با سویه های 

terricola BZ92r های ژنومی، تعيين فاصله ژنتيکی و رسم همترازی با توجه به نتایج به دست آمده از .باشنددارا می

های % شباهت با سویه34% و 69ا داشتن به ترتيب ب KE7و  KE6های سویهرسد به نظر می درخت فيلوژنتيکی،

Exiguobacterium sp. AT1b  وPseudomonas rhodesiae CIP 104664  پتانسيل قابل توجهی برای انجام مطالعات

 های جدید وجود دارد.معرفی آنها به عنوان سویهاحتمال بيشتر مولکولی و بيوشيميایی دارا بوده و همچنين 
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 مقدمه. 1

ها موجوداتی غنی از ترکيبات مفيد با اسفنج

 بخش قابل توجهی از پتانسيل کاربردی بالا هستند که

های همزیست با آنها این ترکيبات توسط ميکروارگانيسم

توليد شده است. برخی از گونه های ميکروبی همراه با 

ایر زیستگاههای اسفنج منحصر به فرد  بوده و در س

. این جانوران ابتدایی یکی از انددریایی یافت نشده

ی های جانوری هستند و در سالهاترین شاخهقدیمی

اخير به دليل استخراج بيشترین ترکيبات طبيعی 

 ,Wangاند )ها، بسيار مورد توجه قرار گرفتهدریایی از آن

های دریایی پناهگاه اجتماعات ميکروبی (. اسفنج2006

-ها میها، آرکئا و یوکاریوتمتنوعی از قبيل: باکتری

-ها میخوار بودن، بعضی باکتریفیعليرغم صاباشند و 

به ویژه مزوهيل که یک محيط  توانند در بافت اسفنج

منحصر به فرد برای پناه دادن به اجتماعات ميکروبی 

(. دليل این Santos et al., 2015است، زندگی کنند )

مانند و توسط ر مزوهيل باقی میکه اجتماعات باکتری د

شوند به طور کامل مشخص نيست فاگوسيتوز حذف نمی

های پروتئينی مشابه اما ممکن است به علت وجود دمين

ها باشد که در طول فرایند همزیستی حاصل یوکاریوت

ها منشاء آمده است. برخی محصولات طبيعی اسفنج

ا اسفنج های همراه بباکتریایی دارند و توسط باکتری

ها و توانند منبع آنزیمها میشوند. این باکتریتوليد می

ها های مشابه یوکاریوتهای جدید با دمينپروتئين

 (.Fuerst, 2014باشند )

نفت خام قسمت اعظم نياز انرژی دنيا و ماده خام 

کند و ا فراهم میاوليه در اکثر صنایع شيميایی ر

مهمترین نقش را در توسعه اقتصاد مدرن و همچنين 

(. این Liu et al., 2014آلودگی محيط زیست دارد )

-های شيميایی خاص خود، آسيببه دليل ویژگیماده 

کند. های جدی به سلامت انسان و اکوسيستم وارد می

طولانی مدت و غلظت بالای آن در محيط باعث حضور 

شود ها میهای کليه، کبد و انواع سرطانبروز بيماری

(Latha and Kalaivani, 2012) . ترکيبات آروماتيک

حلقوی اغلب ترکيباتی مقاوم و پایدار در محيط دریا می 

این ترکيبات می توان به خاصيت باشند، از آثار سمی 

 Nemati) سرطانزایی و ایجاد تغييرات ژنتيکی اشاره کرد

et al., 2016). های تاثير آلودگی نفتی در اکوسيستم

های اوليه تا کنندهآبی و موجودات آن، از سطح توليد

های نفتی با باشد. هيدروکربنثانویه و سطوح بالاتر می

در نيمه تراوایی غشا تاثير جایی ترکيبات ليپيد، جابه

گذارند و باعث مهار فتوسنتز و اختلال در رشد و می

شوند. این عمل در نتيجه ها میتوليد مثل فيتوپلانکتون

های نفتی در فاز ليپيدی حل شدن هيدروکربن

های کنش مولکولکلروپلاست و تداخل در برهم

گيرد. اختلال مشابه دیگر در غشای کلروفيل صورت می

-افتد و باعث مهار چرخه تریيتوکندری اتفاق میم

شود. می 2و فسفریلاسيون اکسيداتيو 1اسيدکربوکسيليک

های غشای سلولی و سپس باعث انحراف ليپيد9کروزن

 4نفوذ عوامل سمی در جلبک های قرمز شده و نفتالين

شود. نفت نيز باعث کاهش سطح پروتئين سلولی می

ای در رای تغذیههمچنين باعث غيرفعال شدن مج

ها و های سرطانی در دهان ماهیخارپوستان، ایجاد توده

شود دریایی می2هایسوزش چشم و کوری در سيل

(Islam and Tanaka, 2004). 

کند، در طول زمان پيدا میوقتی نفت در دریا ریزش 

خورشيد و فعاليت ميکروبی به دليل اثر امواج، نور 

دستخوش تغييراتی شده و برخی ترکيبات نفت در 

شوند. در حالی که برخی دیگر از ستون آب پراکنده می

توانند گيرند و میگذاری در اعماق قرار میطریق رسوب

 ,.Sheyni et alزی هم تاثير بگذارند )بر گياهان کف

فتی های نهای طبيعی پاکسازی آلودگیروش (.2014

، پراکندگی، انحلال، 9شامل: تبخير، اکسيداسيون نوری
                                                 
1Tricarboxylic Acid Cycle(TAC) 
2Oxidative Phosphorylation 
3Kerosene 
4Naphthalene 
5Seals 
6Photooxidation 
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توسط  1شدن، جذب و تجزیه زیستی امولسيون

 ,.Mills et alباشد )های بومی میميکروارگانيسم

روش نسبتا جدیدی  2(. پاکسازی یا تصفيه زیستی2003

-است که مهمترین ویژگی آن این است که در محيط

ها صورت ميکروارگانيسم های باز غيراستریل و با انواع

 ,.Hassanshahian et al.,2010 ; Milic et alگيرد )می

2009 ; Watanabe, 2001  مطالعاتی که در خصوص  .)

کننده های تجزیهآلودگی نفتی خليج فارس و باکتری

های آزادزی صورت گرفته است مرتبط با ميکروارگانيسم

روی ای در این زمينه بر بوده و تاکنون مطالعه

باکتریهای همراه موجودات خليج فارس صورت نگرفته 

 است.

Roozbehani   تاثير  2013و همکاران در سال

بيوسورفاکتانت توليد شده توسط باکتری 

Pseudomonas sp. های آلوده به نفت خام، در را در آب

خليج فارس بررسی کردند و تاثير عواملی مثل شوری، 

غلظت بيوسورفاکتانت، عوامل مغذی مثل نيترات و 

ها ميزان نفت را مورد ارزیابی قرار دادند. آن  pHفسفر و 

را قبل و بعد از افزودن سورفاکتانت شيميایی بررسی 

اکتانت موجب کردند و نتایج نشان داد که افزودن سورف

 ,.Roozbehani et al)شودزیستی میافزایش تجزیه

2013) 

Hassanshahian   تعداد  2014و همکاران در سال

کننده نفت خام را از مناطق آلوده های تجزیهباکتری 12

فارس جداسازی کردند و بر اساس دو عامل در خليج

هيدروکربن غربالگری  خام و تجزیهرشد روی نفت

که متعلق به جنس   PG-Zها سویه کردند.  از بين آن

Corynebacterium variabile  % 62بود، قادر به تجزیه  

  ONR7aاز نفت خام بعد از یک هفته کشت در محيط 

کنندگی و توليد بود. این سویه فعاليت امولسيون

ها داشت و بيوسورفاکتانت بالا در بين همه جداشده

کروماتوگرافی گازی برای این سویه نشان داد که  بيشتر 

                                                 
1Biodegradation 
2Bioremediation 

ها به طور جدی توسط این سویه ها در قسمت آلکانقله

 (Hassanshahian et al., 2014)کاهش یافته بود 

Shahaliyan   توانایی  1934و همکاران در سال

حذف آنتراسن از محلول های حاوی هيدروکربن توسط 

جدا شده از رسوبات نفتی   Bacillus pumilusباکتری 

مورد بررسی قرار دادند. این باکتری  را بندر امام خمينی

از گونه های غير مولد بيوسورفکتانت بود و تجزیه 

نشان داد که این باکتری پس از   HPLCآنتراسن توسط 

درصد از ترکيبات هيدروکربن را از  44روز حدود  2

 . (Shahaliyan et al., 2015) کندمیمحيط حذف 

با توجه به شرایط اکولوژیک منحصر به فرد خليج  

فارس، وجود موجودات دریایی مقاوم به انواع استرس 

های محيطی و لزوم توجه و شناسایی این ذخایر، در این 

بومی خليج کتریایی همراه با اسفنج های باقيق، سویهتح

زیستی نفت خام، جداسازی و فارس با توانایی تصفيه

شده و مورد شناسایی مولکولی قرار گرفته خالص سازی 

 اند.

 

 هامواد و روش. 2

 12از عمق حدود   .Pachychalina spاسفنج  نمونه

متری خليج فارس در سواحل بندر دیر با مختصات 

آوری شرقی توسط غواصی جمع 34/21شمالی  64/21

اسفنج پس از انتقال به آزمایشگاه بر روی  نمونهگردید. 

آب دریای استریل شده  "ساعت در 2یخ، به مدت 

"قدیمی
-نگهداری شدند این امر باعث حذف باکتری 9

ها به شود. سپس نمونههمزیست با اسفنج میهای غير

درجه  44خانه استریل در دمای ساعت در گرم 1مدت 

پس از آن در سانتيگراد قرار گرفتند تا خشک شوند. 

درجه نگهداری شدند. برای  -24های استریل و در کيسه

-سانتی1های همراه با اسفنج، جداسازی ميکروارگانيسم

متر مکعب از بافت اسفنج از قسمت داخلی مزوهيل با 

بار با  آب  9استفاده از چاقوی استریل جدا گردید و 

                                                 
3Sterilized Aged Seawater(SAS) 
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دریای استریل شده شستشو داده شد تا هرگونه باکتری 

ها حذف شود. در مرحله بعد بافت جود در بين کانالمو

در هاون چينی  1اسفنج با استفاده از فسفات بافر سالين

استریل، هموژنيزه گردید و بافت هموژنيزه شده با 

ميلی ليتر آب استریل دریا، رقيق  1تا  1/4استفاده از 

درجه سانتيگراد  44ساعت در دمای  1گردید و به مدت 

های در حال کمون رار داده شد تا سلولدر گرم خانه ق

های مختلف بافت هموژنيزه فعال شوند. در نهایت رقت

اده شده،  تلقيح گردید و در در محيط کشت آماسفنج

خانه قرار روز در گرم 14درجه  به مدت  94دمای

 (. Cheng et al., 2008گرفتند )

ترکيبات محيط کشت مارین آگار تغيير یافته برای 

ی اوليه باکتری های همزیست با اسفنج  بر جداساز

گرم، پودر  2پپتون حسب گرم در ليتر  به صورت: 

گرم، کلرید  42/13گرم، کلرید سدیم  3عصاره مخمر 

گرم، کلرید  24/9گرم، سولفات سدیم  6/6منيزیم 

گرم، کربنات  22/4گرم، کلرید پتاسيم  6/1کلسيم 

کلرید گرم،  46/4گرم، برميد پتاسيم  19/4سدیم 

گرم،  422/4گرم، اسيد بوریک  494/4استرانسيم 

 4419/4گرم، نيترات آمونيوم  4424/4فلورید سدیم 

 12گرم، آگار  446/4دی سدیم هيدروژن فسفات گرم، 

(. Kiran et al.,2010) تهيه گردید pH 2/4±9/1گرم با 

از های مختلف و خالص سازی آنها پس از رشد، کلنی

کشت و از محيط محيط پيشمحيط براث به عنوان 

%نفت خام )تنها منبع کربن محيط 1نمکی حداقل با 

 همراهبه عنوان محيط غربالگری باکتری های  کشت(

برای دارای پتانسيل تجزیه زیستی نفت، استفاده گردید 

ليتر محيط کشت براث حاوی باکتری ميلی 4 این منظور

ترکيبات به محيط کشت نمکی حداقل تلقيح شد. 

نمکی حداقل بر حسب گرم در ليتر به صورت:  محيط

گرم،  2فسفات  هيدروژندیگرم، پتاسيم 2کلرید سدیم 

 1فسفات پتاسيم هيدروژنگرم، دی 1سولفاتآمونيومدی

                                                 
1Phosphate Buffered Saline 

گرم،  2گرم، سدیم نيتریت  22/4گرم، سولفات منيزیم  

  و گرم 424/4گرم، کلرید کلسيم  424/4کلرید آهن  

نهایی محيط  pHو  آماده گردید نفت خام سبک %1

 (.Pathak, 2011)بود  2/1±2کشت به صورت 

های ، سویهشاخص امولسيون سازی گيریبرای اندازه

محيط کشت ميلی ليتر  144باکتری جداسازی شده، در 

اده دار کشت دخانه شيکربراث به مدت یک هفته در گرم

 9سانتریفيوژ گردید و  هاشدند و سپس محيط کشت

ليتر نفت خام سبکی ميلی 9ليتر از محلول رویی به ميلی

ساعت در دمای آزمایشگاه قرار گرفته بود  2که به مدت 

گيری متر اندازهاضافه شد. ارتفاع نفت برحسب سانتی

شد و پس از اضافه کردن محلول رویی حاصل از 

 2گيری و به مدت دوباره ارتفاع آن اندازهسانتریفيوژ، 

دقيقه  و با سرعت زیاد توسط ورتکس مخلوط شده و به 

در پایان ساعت در مکان ثابت قرار گرفت.  24مدت 

گيری ارتفاع با اندازه ميزان فعاليت امولسيون کنندگی

لایه امولسيون شده تقسيم بر ارتفاع کل و بر حسب 

 (.Dhail and Jasuja, 2012درصد محاسبه گردید )

تجزیه دوست با توانایی های حرارتبرای شناسایی سویه

هایی که در محيط کشت زیستی نفت خام، تمامی سویه

% نفت خام رشد کرده بودند 1نمکی حداقل حاوی مایع 

درجه  94در محيط کشت نوترینت آگار با دمای

يگراد کشت داده شدند. برای جلوگيری از ترک سانت

ها را با لایه نازک از برداشتن محيط کشت، اطراف پليت

خانه پارافيلم پوشانده و یک ظرف پر از آب مقطر در گرم

قرار داده شده تا رطوبت مورد نياز محيط تامين گردد 

(Ukpaka, 2011.) های نمک برای شناسایی سویه

های باکتری در محيط نوترینت آگار با دوست، نمونه

نمک کشت داده  12و % 14، % 2، % 2غلظت نمک %

 (.Lanyi, 1974شدند )

 ها و تجزیه نفت،گيری ميزان رشد باکتریاندازه برای

نمکی حداقل  مایع ليتر محيطميلی 144ها در سویه

درصد نفت خام به عنوان منبع کربن و انرژی  1حاوی %
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ها بر روز کشت داده شدند و ميزان رشد آن 1به مدت 

 924گيری ميزان کدورت در طول موج اساس اندازه

نانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر بررسی 

نده در محيط، روز ميزان نفت باقی ما 1گردید. پس از 

حل شد و پس  کلرومتانليتر دیميلی 24با استفاده از 

کننده فاز آلی و از مخلوط کردن، با استفاده از قيف جدا

ها و آبی از هم جدا شدند. فار آبی حاوی ميکروارگانيسم

محيط کشت بود و دور ریخته شد و فاز آلی که حاوی 

ید و کلرومتان بود، استخراج گردنفت حل شده در دی

ها ریخته شد. غلظت نفت استخراج شده نسبت در فالکن

نانومتر قرائت شد. برای  424به شاهد و در طول موج 

-ميکروليتر نفت حل شده در دی 24این منظور ميزان 

-ليتر دیميلی 4کلرومتان را در سل ریخته و با  

کلرومتان حل کرده و پس از قرائت ميزان جذب، در 

شد تا درصد تجزیه آن به دست  فرمول زیر قرار داده

 آید.
 =ميزان تجزیه نفت nm424جذب شاهد در –جذب نمونه

 nm 424/در  nm424جذب شاهد در ×144

های نفت خام، در همچنين پس از خشک شدن نمونه

-ها اندازهدمای اتاق و به طور طبيعی، وزن خشک آن

 (.  Chand Raza & Nusrt, 2010گيری گردید) 

به صورت  ی تجزیه کننده نفت خامهاشناسایی سویه

سيستماتيک و مولکولی صورت گرفت شناسایی 

آميزی گرم، آزمایش ها بر اساس: رنگسيستماتيک سویه

مانيتول، نيترات، کاتالاز، اکسيداز، کواگولاز، ژلاتين، 

هموليز، گلوکز، لاکتوز، اوره، هيدروليز نشاسته، ایجاد 

رنگدانه، کراتين، آرابينوز و توليد هاگ صورت گرفت 

(Buddingh, 1975.)  ابتدا  شناسایی مولکولیبه منظور

جام شد و ان CTABبا استفاده از روش  DNAاستخراج 

تکثير گردید و  PCRبا استفاده از SrRNA19سپس ژن 

کره جنوبی  BIONEERبرای تعيين توالی به شرکت 

بار  2.لازم به ذکر است تعيين توالی بصورت  ارسال شد

 (. Porebski et al., 1997) خوانش انجام شد

 AGA GTT TGA TCMآغازگر مستقيم با توالی 

TGG CTC AG و  آغازگر معکوس  با توالیTAC 

GGY TAC CTT GTT ACG ACT T  مورد استفاده

مواد مورد نياز در  (.Kämpfer et al., 2010قرار گرفت )

ارایه شده است.  1واکنش زنجيره ای پليمراز در جدول 

دمایی استفاده به منظور بهينه سازی واکنش از شيب 

انجام  C23-21در دمای   PCRشد به این ترتيب که 

به دست آمد. برنامه مورد  C22شد و دمای بهينه در 

استفاده به منظور انجام  واکنش زنجيره ای پلی مراز  در 

 آورده شده است. 2جدول

 
 ای پليمراز:مواد مورد نياز در واکنش زنجيره 1جدول 

 حجم گرهاواکنش

 )ميکروليتر(

 غلظت

DNA ميکروگرم 24 2 الگو 

 PCR 2 X 14بافر 

 پيکومولار 24 2 روپرایمر پيش

 پيکومولار 24 2 روپرایمر پس

 مولارميلی 14 2 دی اکسی نوکلئوتيد تری فسفات

 مولارميلی 24 9 کلرید منيزیم

 u/µl  2 9/4 مرازپلی  Taqآنزیم 
DMSO 4 24 مولارميلی 

  4/23 تقطير استریل آب دوبار

  24 حجم کل

 
 مرازای پلی: برنامه واکنش زنجيره2جدول 

مدت  نام مرحله مرحله

 زمان)ثانيه(

)درجه  دما

 سانتيگراد(

تعداد 

 تکرار

 1 34 944 اوليه واسرشتی اول

 94 34 94 واسرشتی دوم

 22 94 اتصال

 12 34 طویل شدن

 1 12 944 نهایی طویل شدن سوم

 

لازم به ذکر است که بررسی نتایج به دست آمده از 

-با استفاده از  نرم DNAهای یابی و بازسازی توالیتوالی
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انجام شد. همچنين به  MAFFTو  Chromasافزارهای 

های به دست آمده در این منظور تعيين شباهت گونه

با استفاده از سایت  ،مطالعه با سایر گونه ها

www.ncbi.nlm.nih.gov و  در برنامه بلاست انجام شد

های ژنتيکی برای محاسبه فاصله MEGA6افزار نرم

 مورد استفاده قرار گرفت.

 

 نتایج. 3

بافت اسفنج پس از سازی به منظور جداسازی و خالص

هموژنيزه شدن و کشت در محيط مارین آگار به مدت 

سانتيگراد درجه  94در انکوباتور و دمای  روز 14

های باکتری جدا و روز کلنی 14شد. پس از  گرماگذاری

در محيط کشت تازه مارین آگارکشت یافتند. کلنی 

روز به حداکثر رشد خود  9ها پس از حدود باکتری

کننده  تجزیههای سویهبرای شناسایی  یافتند.دست می

های بر اساس انواع تست هاباکترینفت خام، 

بيوشيميایی  بررسی و نيز به لحاظ مولکولی شناسایی 

شدند. نتایج حاصل از شناسایی سيستماتيک در جدول 

نتایج شناسایی مولکولی و مقایسه توالی ژن  و 9

SrRNA19 ها از های جداسازی شده با سایر سویهسویه

طریق همترازی ژنومی )بلاست( و فاصله ژنتيکی با 

و تصویر ژل الکتروفورز  4ها در جدول ترین سویهدیکنز

 آورده شده است. 1در شکل 
 

 
های جداسازی سویه rRNA19: تصویر الکتروفورز ژن 1شکل

 شده

ها در محيط براث، ميزان روز از کشت باکتری 1پس از 

فعاليت گيری شد. ها اندازهفعاليت امولسيون آن

امولسيون شده برحسب امولسيون به عنوان درصد لایه 

متر تقسيم بر ارتفاع کل ستون مایع تعریف و سانتی

شود. در خوار انجام میهای نفتبرای جداسازی باکتری

گيری و شاخص این مطالعه، ارتفاع لایه امولسيون اندازه

 1KEسویه امولسيون بر حسب درصد به دست آمد. 

ارا کمترین فعاليت امولسيون را د 6KE بيشترین و سویه

نتایج حاصل از شاخص امولسيون سازی در شکل بودند. 

 آورده شده است. 9و  2های 

 

 
سویه  9سازی : نمودار شاخص امولسيون2شکل 

 جداسازی شده 

 

 
 هاشاخص امولسيون سازی سویه: 9شکل 

 

۰ 

۱۰ 
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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 های تجزیه کننده نفت خام: مشخصات سيستماتيک سویه9جدول 

 مشخصات سيستماتيک سویه

2KE مانيتول مثبت -ژلاتين مثبت-نيترات مثبت -هموليز مثبت-کواگولاز مثبت-کاتالاز مثبت-ای گرم مثبتکوکسی خوشه 

9KE تشکيل هاگ-هيدروليز نشاسته منفی -نيترات منفی-کاتالاز مثبت-ای گرم مثبتميله 

1KE تشکيل هاگ -آرابينوز منفی-منفیکراتين -هيدروليز نشاسته مثبت -ای گرم مثبتميله 

6KE ایجاد رنگدانه سبز-لاکتوز منفی -گلوکز منفی-اکسيداز مثبت-اوره مثبت-هموليز مثبت-باسيل گرم منفی 

3KE تشکيل هاگ-آرابينوز منفی-کراتين منفی-هيدروليز نشاسته مثبت-ای گرم مثبتميله 

14KE کراتين مثبت-مثبت هيدروليز نشاسته-سيترات مثبت-ای گرم مثبتميله 

 

 یابی شدههای توالیباکتری SrRNA 19های پایگاه داده با توالی ژن ترین سویهنزدیک: 4جدول 

 نام سویه ترین سویهنزدیک درصد شباهت فاصله ژنتيکی

442/4 32 Staphylococcus aureus subsp. N315 2KE 

411/4 69 Exiguobacterium sp. AT1b  9KE 

412/4 34 Pseudomonas rhodesiae CIP 104664 1KE 

426/4 31 Luteimonasterricola BZ92r 6KE 

419/4 33  [Brevibacterium] frigoritolerans DSM 

8801 
3KE 

419/4 33 Pseudomonas geniculata ATCC 19374 14KE 

 

درجه  94نتایج حاصل از کشت سویه ها در دمای 

دوست گرما 2KEنشان داد که فقط سویه سانتيگراد 

 داد.روز کلنی تشکيل  9باشد و در این دما پس از می

ها دوست، سویههای نمکبه منظور شناسایی سویه

نمک، در محيط  12و % 14، % 2، % 2های %در غلظت

بار  9نوترینت آگار کشت داده شد و نتایج حاصل از 

ها همه سویه  2تکرار آزمایش نشان داد که در غلظت %

تر ضعيف 2KEرشد خوبی داشتند اما رشد سویه شماره 

درصد  2از بقيه و در حد چند کلنی بود. در غلظت %

شد خوبی داشتند ر 2KEها از جمله سویه همه سویه

 14کاهش یافته بود. در غلظت % 14KEولی رشد سویه

-رشد خوبی داشتند و سویه  1KEو  9KEهای سویه

2KE در حد چند کلنی رشد نموده بود ولی بقيه سویه-

به جز سویه  12ها اصلا رشدی نشان ندادند. در غلظت %

1KE ها که رشد خوبی داشت، هيچ کدام از سویه

 KE7رشد باکتری  4ند. شکل شماره رشدی نشان نداد

 ,Oren) دهدهای مختلف نمک نشان میرا در غلظت

2002). 

 
 12و  14، 2، 2در غلظت   KE7: رشد سویه 4شکل

 درصد نمک

گيری ها به طور غير مستقيم از طریق اندازهرشد باکتری

-ميزان حذف نفت خام بر اساس اندازهميزان کدورت و 

نانومتر  424مانده در طول موج گيری غلظت نفت باقی

 9گيری وزن خشک بررسی شد. نتایج حاصل از و اندازه

 آورده شده است. 2بار تکرار آزمایش در جدول 
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هایی که بالاترین ميزان تجزیه نفت را محيط کشت

تری بودند. داشتند، دارای وزن خشک و جذب پایين

ها از جذب شاهد کم شد و تقسيم بر جذب جذب نمونه

شاهد شد و ميزان حذف نفت بر حسب درصد به دست 

ها، ميزان نفت خشک در مورد وزن خشک نمونه .آمد

گيری و از وزن نفت خشک شاهد کم شد و شده اندازه

بار  9ميزان خالص تجزیه به دست آمد. نتایج حاصل از 

تکرار آزمایش در مورد حذف نفت بر اساس جذب آن به 

ایج حاصل از وزن و نت 2 صورت ميانگين در شکل

 آورده شده است. 9مانده در شکلخشک نفت باقی
 و تجزیه نفت هاباکتری : ميزان رشد2جدول 

 وزن خشک)گرم( نانومتر 424ميزان جذب نفت در طول موج نانومتر 924ميزان رشد درطول موج نمونه

2KE 41/4±41/4 41/4±64/4 1 

9KE 12/4±26/4 42/4±14/1 11/2 

1KE 41/4±29/4 1/4±21/1 2/2 

6KE 41/4±92/4 42/4±32/4 1/1 

3KE 49/4±94/4 42/4±13/1 16/2 

14KE 49/4±99/4 49/4±44/1 39/1 

 24/2 63/1±42/4 4 شاهد

 

 
 424: درصد حذف نفت بر اساس جذب 2شکل

 نانومتر

 
وزن : درصد حذف نفت خام بر اساس ميزان 9شکل

 خشک

 

 گیریبحث و نتیجه. 4

با اسفنج   همراههای در این مطالعه باکتری

Pachychalinasp.  جداسازی و در محيط مارین آگار

 9جداسازی شده های کشت یافتند و از بين  سویه 

سویه که قابليت تجزیه نفت را دارا بودند برای مطالعات 

فعاليت امولسيون کنندگی در  .بعدی انتخاب شدند

های به دست آمده از این تحقيق بالا بود و توانایی سویه

وسورفاکتانت را دارا بودند که بالاترین شاخص بيتوليد 

و   22/46با % 1سازی مربوط به سویه شماره امولسيون

و مربوط به  21/19سازی نيز% حداقل شاخص امولسيون

 بود. 6سویه شماره 

ها با کتریکارایی بيوسورفاکتانت توليد شده توسط با

شود که گيری فعاليت امولسيون بررسی میاندازه

ها، ها برای باکتریباافزایش دسترسی زیستی هيدروکربن

دهد. این شاخص با میزیستی را افزایشميزان تجزیه

دهنده توليد ها افزایش و نشانافزایش رشد باکتری

باشد کننده میهای تجزیهبيوسورفاکتانت توسط باکتری

ها توليد شده و از طور عمده در مرحله رشد باکتریو به 

 Dhail and) باشدمی های اوليه بيومس سلولیمتابوليت
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Jasuja, 2012 .)Ahmad   و همکاران این شاخص را در

که یک   Enterobacter cloacae E1مورد باکتری 

کننده ترکيبات نفتی بود، بررسی کردند و باکتری تجزیه

سازی این باکتری نتایج نشان داد که شاخص امولسيون

باشد و بيوسورفاکتانت توليد شده توسط این می %92

کاهش  99به  mN/m94سویه، کشش سطحی را از 

و همکاران این  Sepahi  (Ahmad et al., 2014) دادمی

کننده تجزیه  Bacillusگونه  12شاخص را در مورد 

و   Bacillus S35نفت بررسی کردند که دو سویه 

Bacillus S6  شاخص به ترتيب دارای بالاترین

بودند همچنين مطالعه  11و % 62سازی %امولسيون

با   E24ها نشان داد که ميزان صورت گرفته توسط آن

ساعت به مقدار  92-46افزایش رشد افزایش و پس از 

 . (Sepahi et al., 2008)رسيدثابت می

ها در شرایط محيطی مانند بعضی از ميکروارگانيسم

کنند و بالا زندگی می  pHشوری بالا، دمای بالا، فشار و 

برای زنده ماندن نياز به این شرایط دارند. چنين 

هایی به علت سازگاری با این شرایط، در ميکروارگانيسم

افزایش  توانند مفيد واقع شوند.زیستی میفرایند تصفيه

ها داشته و باعث دما، تاثير مثبت در تجزیه هيدروکربن

پذیری و انتشار سریع کاهش گرانروی، افزایش انحلال

شود. به علت مفيد بودن گریز میهای آبآلودگی

های های با دمای بالا در تجزیه نفت، باکتریمحيط

ها در باشند. این باکتریحرارت دوست مورد توجه می

ل فيزیکی و شيميایی پایدار بوده و سرعت برابر عوام

های مزوفيل دارند رشد بالاتری نسبت به باکتری

(Nicholson,2005; Lade, 2014,). 

دوست در این مطالعه یک سویه حرارت 2KEسویه  

فت درجه رشد داشت. ميزان تجزیه ن 94بود و در دمای 

توان از آن برای خام توسط این سویه بالا بود و می

فارس که دمای هایی مثل خليجزیستی در محيطتصفيه

 یابد، استفاده نمود. آن در فصول گرم افزایش می

های اسمزی برای بيشتر موجودات یک عامل استرس

زیستی کشنده است. با افزایش ميزان شوری، تجزیه

فعاليت ميکروبی، کاهش  ها به علت کاهشهيدروکربن

ها و کمبود ميزان اکسيژن دسترسی زیستی آلاینده

یابد. همچنين در شوری بالا، محلول، کاهش می

ها افزایش یافته، آبدوستی سطح سلول ميکروارگانيسم

های آبگریز های ميکروبی به هيدروکربناتصال سلول

های اسمزی ها نيز در تنشکاهش یافته و سطح سلول

زیستی شود. شوری بالا به شدت بر تجزیهخشک می

گذارد و تنها در شرایط شوری ها تاثير میهيدروکربن

ها توانایی کم یا گستره محدودی از شوری، باکتری

ها را دارند و ميزان حذف ترکيبات تجزیه هيدروکربن

یابد های شور، کاهش میآروماتيک در محيط

(Mehrshad et al., 2012 .) 

Bertrand  های در بررسی 1334در سال  و همکاران

 Archaebacteriumخود به این نتيجه دست یافتند که 
EH4   شورپسند، توانایی تجزیه تعداد زیادی از

های آليفاتيک سيرشده و آروماتيک را دارا هيدروکربن

های بالای نمک، ترکيبات نفتی را تجزیه بود و در غلظت

(.  نتایج حاصل از این  Bertrand et al., 1990کرد ) می

یک سویه نمک  1KEپژوهش نشان داد که سویه 

های مختلف نمک رشد خوبی دوست بوده، در غلظت

باشد. در داشته و توانایی تجزیه نفت خام را نيز دارا می

هایی مثل خليج فارس که ميزان شوری بالاست، محيط

سازی سایر عوامل مثل مواد مغذی، این سویه با بهينه

های نفتی را به خوبی زیستی هيدروکربنتواند تجزیهمی

 انجام دهد.

مانده در محيط کشت با در این مطالعه نفت باقی

کلرومتان استخراج و جذب آن در طول استفاده از دی

-قرائت شد. نتایج نشان داد که همه سویه nm424موج 

-ها، نفت خام را تجزیه کرده بودند و از این بين، سویه

کمترین ميزان جذب و بالاترین  6KEو  2KEهای 

ها ميزان حذف را داشتند که به ترتيب جذب آن
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. نتایج نشان داد که بود 32/4±42/4و 41/4±64/4

کمترین وزن خشک و بيشترین درصد حذف، مربوط به 

گرم بود.  1/1و 1به ترتيب  6KEو  2KEهای سویه

بيشترین وزن خشک و کمترین درصد حذف نفت خام 

گرم به دست آمد. وزن  16/2و  3به سویه شماره مربوط 

گيری ميزان برای اندازه گرم بود. 24/2نمونه شاهد نيز 

های مختلفی وجود دارد. حذف ترکيبات نفت خام روش

گيری در این مطالعه از روش اسپکتروفتومتری و اندازه

وزن خشک برای به دست آوردن ميزان تجزیه نفت خام 

و همکاران   Lathaای که توسط عهاستفاده شد. در مطال

مانده در محيط با استفاده از صورت گرفته بود نفت باقی

سولفات بدون هگزان استخراج و با استفاده از سدیم-ان

کننده در آب، آبگيری شده و با استفاده از دستگاه تبخير

فشار پایين، آن را خشک کردند و نتایج نشان داد که در 

تری داشتند، ميزان خشک پایينهایی که وزن نمونه

(.  Latha & Kalaivani, 2012حذف نفت بيشتر بود )

Santisi
و   Hassanshahianهمچنين   و همکاران  

در مطالعات آزمایشگاهی که بر روی  همکاران 

ميکروارگانيسم های جدا شده در خليج فارس انجام 

ميزان حذف نفت خام را با استفاده از روش  ،دادند

گيری کردند. در مطالعات صورت اسپکتروفتومتری اندازه

مانده در محيط کشت با استفاده از گرفته، نفت باقی

ان جذب آن در کلرومتان استخراج و ميزتولوئن و دی

گيری شد. نمونه هایی که نانومتر اندازه 424طول موج 

تری بودند) تجزیه بالایی داشتند، دارای جذب پایين

Hassanshahian et al., 2012 ; Santisi et al., 2015 .) 

شباهت  32با % 2ترین سویه به نمونه شماره نزدیک

 Staphylococcus aureusسویه 442/4و فاصله ژنتيکی 

subsp N315  و  نباشد. این سویه مقاوم به متيسيليمی

جداسازی شد و با استفاده ازهمترازی  1362در سال 

بينی جایگاه های موتيف، پيشژنی )بلاست(، بررسی

پروتئين و چهارچوب خواندن شناسایی شد و در سال 

و همکاران  با   Kurodaتوالی ژنوم آن توسط  2441

تعيين گردید  shot-gunاستفاده از توالی یابی تصادفی 

(Kuroda et al., 2001 .) 

شباهت  69با % 9ترین سویه به نمونه شماره نزدیک

 .Exiguobacterium spسویه  11/4و فاصله ژنتيکی 

AT1b هوازی دوست، بیباشد که یک باکتری حرارتمی

کم و از GC بت، محتوی اختياری، گرم مثبت، کاتالاز مث

های گرم با ميزان کربنات کلسيم بالا با خاصيت آب

و همکاران در   Vishnivetskayaقليایی جدا شده بود. 

توالی کامل ژنوم این سویه را تعيين کردند  2411سال 

سلولز بود کننده سلولز و همیهای تجزیهو حاوی ژن

(Vishnivetskaya et al., 2011 .)ترین سویه به نزدیک

، 412/4شباهت و فاصله ژنتيکی  34با % 1نمونه شماره 

-می Pseudomonas rhodesiae CIP 104664سویه  

شباهت و فاصله  34همچنين % 1باشد. سویه شماره 

 Pseudomonas grimontiiبا سویه  414/4ژنتيکی 

CFML 97-514   توسط  2442دارد. این سویه در سال

Baida  های معدنی طبيعی جداسازی و همکاران از آب

-این سویه با دیگر سویه SrRNA 19شد. بررسی توالی 

نشان داد که سویه   Pseudomonasهای جنس 

CFML  یک نوع جدید در بينPseudomonas 

fluorescens   است. این سویه جدید دارای یک تاژک

های فلورسانس و ای متحرک، دارای رنگيزهقطبی، ميله

( بود و در غلظت نمک پایين 26بالا )%  GCحاوی 

 ,.Baida et alکرد )رشد می c 4( و دمای 6/4)%

2002.) 

شباهت  31با % 6ترین سویه به نمونه شماره نزدیک

 Luteimonas terricolaسویه  426/4و فاصله ژنتيکی 

BZ92r  توسط  2414باشد. این سویه در سال می

Zhang  های آلوده به نفت سنگين و همکاران از خاک

-جداسازی شد که یک باکتری گرم منفی، هوازی، ميله

و در محدوده  GC 12ای، سازگار با سرما، حاوی %

 (. Zhang et al., 2010کرد )رشد می C22-1دمایی 
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با  413/4شباهت و فاصله ژنتيکی  36، %3سویه شماره 

دارد که یک  Bacillus simplex LMG 11160سویه 

باشد و در می 9/41تا  2/93بين   GCسویه با محتوی 

و همکاران از بقایای   Heyrmanتوسط  2442سال 

های روی دیوار در آلمان و اسپانيا جداسازی شد شینقا

 (Heyrman et al., 2005   .) 

 33با % 14ترین سویه به نمونه شماره نزدیک

 Pseudomonas 4/،419شباهت و فاصله ژنتيکی 

geniculataATCC 19374   باشد که یک باکتری، می

باشد و توسط ای، هوازی و دارای تاژک قطبی میميله

Anzai   بر اساس توالی ژن  2444و همکاران در سال

SrRNA19 شناسایی ش( دAnzai et al., 2000  سویه .)

شباهت و فاصله ژنتيکی  36همچنين % 14شماره 

  Stenotrophomonasmaltophiliaبا سویه  421/4

R551-3  دارد که یک باکتری غنی ازGC زای ، بيماری

يک است که در بيوتانسانی، فرصت طلب و مقاوم به آنتی

 ,Banerjee and Royهای عفونی نقش دارد )بيماری

2009) . 

با توجه به نتایج به دست آمده از تحليل های 

  1و  9سویه های شماره بيوانفورماتيکی به نظر می رسد 

پتانسيل قابل توجهی برای انجام مطالعات بيشتر 

امکان معرفی آنها به  مولکولی و بيوشيميایی دارا بوده و

ها تجزیه های جدید وجود دارد. این سویهعنوان سویه

افزایش دما،  دهند.نفت را به صورت کاراتری انجام می

ها داشته و باعث تاثير مثبت در تجزیه هيدروکربن

پذیری و انتشار سریع کاهش گرانروی، افزایش انحلال

شود. به علت مفيد بودن گریز میآب هایآلودگی

های های با دمای بالا در تجزیه نفت، باکتریمحيط

باشند و سرعت رشد حرارت دوست مورد توجه می

های مزوفيل دارند. سویه بالاتری نسبت به باکتری

دوست بود و در این مطالعه یک سویه حرارت 2شماره 

م رشد داشت. ميزان تجزیه نفت خا C94در دمای 

-توان از آن برای تصفيهتوسط این سویه بالا بود و می

فارس که دمای آن در  هایی مثل خليجزیستی در محيط

یابد، استفاده کرد و به علت این فصول گرم افزایش می

تواند شرایط باشد، میفارس میکه این سویه بومی خليج

خليج فارس را تحمل کنند. همچنين شوری بالا به 

گذارد و ها تاثير میزیستی هيدروکربنهشدت بر تجزی

تنها در شرایط شوری کم یا گستره محدودی از شوری، 

ها را دارند و ميزان ها توانایی تجزیه هيدروکربنباکتری

های شور، کاهش حذف ترکيبات آروماتيک در محيط

ها نسبت به شوری بالا یابد. اما برخی از باکتریمی

کنند. رایط را تحمل میاند و این شسازگاری یافته

تواند یک هایی، میجداسازی و شناسایی چنين باکتری

-ها در محيطراه کار مناسب در پتانسيل استفاده از آن

تواند های صنعتی میفرایندهای آلوده و شور باشد. 

باعث افزایش شوری محيط، و کاهش تجزیه 

-ها شود. در چنين مواردی ابتدا باید آلودگیهيدروکربن

ای نمکی برطرف شده و سپس تصفيه زیستی صورت ه

بر و در برخی هایی هزینهبگيرد. حذف چنين آلودگی

موارد برای محيط آسيب رسان است. استفاده از 

تواند باعث ها، میهای شورپسند در این محيطباکتری

نتایج به دست آمده از این طرح گردد. کاهش هزینه 

چون محيط زیست و هایی توانایی کاربرد در سازمان

-تواند برای حذف آلودگیشرکت نفت را دارا بوده و می

های دریایی و خشکی به کار برده های نفتی در محيط

 شود.
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Abstract 

The aim of this study was to isolate and molecular identification of associated bacteria in 

sponges, with potential ability of biodegrading crude oil. Serial dilutions of homogenized 

Pachychalina sp. mesohyl were cultured in suitable medium for growth of marine 

microorganism. Obtained colonies were screened based on emulsification index and growth in 

medium containing 2% oil. Six strains which showed the highest growth rate and emulsification 

index were tested for the amount of oil removal in the minimal salt medium. Also the molecular 

identification was done Based on the 16SrRNA sequence and PCR. Removal of oil based on two 

methods; dry weight and absorption at 420 nm confirmed each other and both followed the same 

pattern. Accordingly KE5 and KE8 strains showed the highest degree of oil removing and 

molecular identification results revealed that they were most similar to strains of Staphylococcus 

aureus subsp. N31 and Luteimonas terricola BZ92r respectively. Also according to the results of 

bioinformatics analysis, it seems KE6 and KE7 respectively with 84% and 90% similarity with 

Exiguobacterium sp. AT1b and Pseudomonas rhodesiae CIP 104664 strains, have considerable 

potential for further molecular and biochemical studies and there is the possibility of introducing 

them as new strains.  
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