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بررسی تجزیه زیستی آب آلوده به نفت خام 
توسط باسیلوس جدا شده ازپساب در پالایشگاه 

نفت اصفهان

تاريخ دريافت: 93/2/10          تاريخ پذيرش: 93/12/17

شیما کثیری*1، منیر دودی1 و میترا سادات طباطبایی2
1- گروه ميكروبيولوژي دانشگاه آزاد اسلامی واحد فلاورجان، ايران

2- گروه زيست شناسی، دانشكده علوم پايه، دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران مرکز، ايران

چكيده

هــدف از ايــن پژوهــش  شناســايی باکتری هــای تجزيــه کننــده آلاينده هــای نفتــی بــرای زيســت پالايــی پســاب های آلــوده بــه نفــت 
ــردن  ــالا ب ــه منظــور ب ــه کننــده نفــت خــام انجــام شــد. ب ــا هــدف جداســازی و شناســايی باســيل های تجزي اســت. تحقيــق حاضــر ب
ــه  ــد و ب ــت داده ش ــی )MSM( کش ــت اختصاص ــط کش ــر روی محي ــده ب ــت ش ــای برداش ــيلوس ها از نمونه ه ــازی باس ــال جداس احتم
آن 1% نفــت خــام بــه عنــوان تنهــا منبــع کربــن اضافــه گرديــد. بــا کشــت باکتری هــا روی محيــط بــلاد آگار باکتری هــای مولــد بيــو 
ــد بيوســورفاکتانت  ــا کــه مول ــز بت ــر روی باکتری هــای دارای همولي ــص شــد. تســت کشــش ســطحی ب ســورفاکتانت جداســازی و خال
ــه باســيلوس ها  ــرای شناســايی گون ــد ب ــه عمــل آم ــرای باســيلوس های منتخــب ب ــد. تســت امولسيفيكاســيون ب هســتند، انجــام گردي
ــق  ــه نفــت خــام از طري ــد. بررســي تجزي ــه باکتری هــا تعييــن گردي ــد، ســپس گون از محيط هــای کشــت بيوشــيميايی اســتفاده گردي
 35 mN/m و اســپكتروفوتومتری صــورت پذيرفــت. ميــزان ســويه بــه دســت آمــده در ايــن پژوهــش برابــر GC-MS آناليــز نمونه هــا بــا
و توانايــی امولسيفيكاســيون ســويه برابــر 70% بــود. ســرانجام ايــن ســويه توســط روش هــای مولكولــی بــه عنــوان باســيلوس ســرئوس 

شناســايی شــد.

کلمات کليدي: کشش سطحی، باسيوس سرئوس، GC-MS، امولسيفيكاسيون

*مسؤول مكاتبات
 shimakasiri@yahoo.com     :آدرس الكترونيكي

مقدمه
شــيميايي  مــواد  پرمصرف تريــن  نفتــی  فرآورده هــای 
ــه  ــا توج ــوند. ب ــروز محســوب مي ش ــدرن ام ــاي م در دني
بــه حجــم عظيــم ســوخت مصرفــی در اتومبيل هــا و 
فراوانــي دفعاتــي کــه يــک بشــكه نفــت منتقــل و ذخيــره 

ــر اســت ]1[.  مي شــود، تصــادف و نشــت آن اجتناب ناپذي
اعتقــاد بــر ايــن اســت کــه کل ميــزان نفتــی کــه از طريــق 
ــود،  ــا مي ش ــي وارد دري ــا طبيع ــاني و ي ــاي انس فعاليت ه
مي توانــد ســطح همــه اقيانوس هــاي کــره زميــن را 
ــه اينكــه  ــا توجــه ب ــا ضخامــت20 مولكــول بپوشــاند. ب ب
نفــت، حــاوي مــواد شــيميايي خطرناکــي نظيــر بنــزن، 
تولوئــن، اتيــل بنــزن، زايلــن و نفتالــن اســت، مي توانــد
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براي سلامت گياهان، جانوران و انسان مضر باشد. به همين 
انجام  سريع تر  هرچه  بايد  آلودگی ها  اين  پاک سازی  دليل 
متعددی  روش های  نفتی،  مواد  پاک سازی  برای  گيرد. 
دارد.  وجود  شيميايی  و  بيولوژيكی  فيزيكی،  جمله  از 
اين  آسان ترين  و  بی ضررترين  از  بيولوژيكی  پاک سازی 
روش ها است که در اين روش ميكروارگانيسم های متنوعی 
از جمله باکتری های هوازی، بی هوازی و قارچ ها در حذف 
مؤثر  اکوسيستم  بهبود  و  خاک  شيميايی  آلاينده های 
می باشند. شناسايی باکتری های تجزيه کننده آلاينده های 
نفتی به ويژه باکتری های بومی، اولين گام برای پاک سازی 
به شمار می رود.  ترکيبات  اين  به  آلوده  زيستی خاک های 
ارگانيسم  ميكرو  يک  توسط  آلاينده  حذف  ميزان  هرچه 
بيوتكنولوژی  نظر  از  وارگانيسم  ميكر  آن  باشد،  بيشتر 
پژوهش،  اين  انجام  از  هدف   .]2[ است  ارزنده تر  محيطی 
جداسازی و شناسايی باسيلوس های تجزيه کننده نفت خام 

از پساب آلوده به نفت در پالايشگاه اصفهان می باشد.

مواد و روش ها

پالايشگاه  در  نفت  به  آلوده  مناطق  از  پساب  نمونه های 
نمونه ها در ظروف  اصفهان جمع آوری گرديد. سپس  نفت 
انجام  برای  و  شد  ريخته  درب دار  استريل  شيشه ای 

آزمايش های لازم بلافاصله به آزمايشگاه منتقل گرديد. 
غنی سازی باسيلوس های مولد بيوسورفاکتانت 

به منظور ازدياد باسيلوس های مولد بيوسورفاکتانت و بالابردن 
نمونه های جمع آوری شده  تمامی  آنها،  احتمال جداسازی 
در محيط کشت اختصاصی باکتری های تجزيه کننده نفت 
)MSM( حاوی 1٪ نفت خام به عنوان تنها منبع کربن و انرژی 

کشت داده شد. براساس مطالعات انجام شده، باسيلوس ها 
بهترين رشد را در غلظت 1 ٪ نفت دارند. به اين منظور به 
 MSM 100 محيط کشت تازه ml ،250 ml هر ارلن ماير
اضافه گرديد و به مدت 20 دقيقه در دمای C° 121 استريل 
با فيلتر غشايی                                                                                   شد سپس ml 1  نفت خام استريل شده 
)Pore size=0/45 µ ،Gelman Sciences( به آنها اضافه شد. 

ترکيبات محيط پايه نمكی )MSM( مورد استفاده در اين 
تحقيق به صورت زير می باشد ]3[:

K2HPO4=2.5g/L, MgSO4.7H2O=0.3g/L, )NH4( CL=4 g/L, 

NaCL=0.05g/lit, CaCl2=0.01g/Lit 

سپس ميزان ml 2 از عناصر کمياب به ترکيب ياد شده به 
:)gr/lit( شرح زير اضافه گرديد

Z n S O4 .H 2 O = 0. 75g /L ,MgSO4.H2O=0. 2g / L , 

CuSO4.5H2O=0.075g/L,Na2MoO4.2H2O=0.05

g/L , CoCl 2.6H 2O=0.08g/L , H 3BO 3=0.15g/L , 

FeCl3.6H2O=0.027g /L

در ادامه cc 1 از نمونه پساب به هر يک از ارلن ها اضافه شد 
                                                                              ،150 rpm 30 با دور همزن°C و به مدت 3 هفته در دمای
هر  کشت  محيط  از   1  ml هفته  هر  گرديد.  گرما گذاری 
منتقل  دار  درب  استريل  آزمايش  لوله  به  و  برداشته  ارلن 
 80°C شد. سپس لوله ها به مدت 20 دقيقه در بن ماری
قرار داده شد، تا شوک حرارتی حاصل، باعث از بين رفتن 
ارگانيسم های موجود در نمونه خاک  شكل رويشی ميكرو 
و باقی ماندن اسپور باسيوس ها در محيط گردد. پس از آن 
ml 0/5 از مايع ميكروبی به پليت های حاوی محيط کشت 

شد.  داده  قرار   30°C انكوباتور  در  و  اضافه   MSM جامد 
برای خالص سازی باکتری ها، کلنی هايی که از نظر ظاهری 
کشت  محيط  روی  بر  متوالی  به صورت  بودند،  متفاوت 
نوترينت آگار )NA( به روش کشت خطی، کشت داده شدند. 
کشت نمونه بر روی محيط جامد نوترينت آگار تا رسيدن به 

کلنی خالص به دفعات متوالی تكرار گرديد ]4[.
جداسازی سویه های دارای هموليز

تمام کشت های خالص مرحله قبل بر روی محيط بلاد آگار 
دمای  در  ساعت   48 مدت  به  و  شدند  داده  کشت   )BA(

C°30 گرماگذاری شدند. سويه های حاوی هموليز بتا )هاله 

شفاف(، برای تست های بعدی انتخاب شدند ]5[.

روش                       به  سطحی  کشش  سطحی:  کشش  اندازه گيری 
Du Nouy Ring Method و با استفاده از دستگاه تنسيومتر 

از سويه های  به هر يک  اين منظور  برای  اندازه گيری شد. 
محيط   50  ml  ،100  ml مايرهای  ارلن  در  شده  انتخاب 
تلقيح و نفت  استريل  MSM 1٪ عصاره مخمر  تازه  کشت 
و  کربن  منبع  به عنوان   ٪1 ميزان  به  غشايی  فيلتر  با  خام 
دمای  در  مدت 48 ساعت  به  و  اضافه شد  ارلن  به  انرژی 

C°30 و دور همزن rpm 200 گرماگذاری شد.
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پس از اندازه گيری با تنسيومتر، سويه های دارای کشش سطحی 
کمتر از mN/m 40 برای مراحل بعدی انتخاب شدند ]4[.

اندازه گيری فعاليت امولسيفونه کنندگی: برای اندازه گيری 
 Goldenberg و Cooper فعاليت امولسيفيه کنندگی از روش
ساعته   48 از کشت   4  ml منظور  اين  برای  شد.  استفاده 
از   6  ml همراه  به   )MSM( نمكی  پايه  محيط  در  باکتری 
درب  آزمايش  لوله  در  خام(  )نفت  نظر  مورد  هيدروکربن 
 2 مدت  به  آزمايش  لوله  محتويات  شد.  ريخته  مدرج  دار 
مدت  به  سپس  و  شد  زده  هم   200  rpm دور  در  دقيقه 
اين  از  قرار گرفت ]6[. پس  24 ساعت در شرايط سكون 
رابطه  از  استفاده  با   )EC( امولسيفيكاسيون  فعاليت  مدت، 

زير محاسبه گرديد:
                                 )1(

شناسایی باکتری های جدا سازی شده 
الف- بررسی ميكروسكوپی و بيوشيميايی: ظاهر باکتری ها، 
خصوصيات  رو  اين  از  است.  شناسايی،  مشخصه  اولين 
لبه،  رنگ،  اندازه، شكل،  لحاظ  از  باکتری ها  ظاهری کلنی 
برای شناسايی  قرار گرفت.  بررسی  سطح و شفافيت مورد 
دقيق تر از آزمايشات معمول ميكروبيولوژی و آزمايش های 
تشخيص بيوشيميايی براساس کتاب راهنمايی سيستماتيک 
باکتری شناسی برجی از جمله: تست های کاتالاز، اکسيداز، 
اوره، سيمون سيترات، MR,VP، هيدروليز ژلاتين، هيدروليز 

کازئين، فعاليت H2S و توليد اندول انجام شد ]7 و 8[.
ژن                                                                                    خصوصيات  که  آنجا  از  مولكولی:  شناسايی  ب- 
در  روابط  مطالعه  جهت  مناسبی  روش   16SrRNA

به  می باشد،  ارگانيسم ها  ميكرو  مختلف  گونه های  ميان 
روش                                                                                    از  مختلف  سويه های  مولكولی  هويت  تعيين  منظور 
 .]10 و   9[ گرديد  استفاده   16SrRNA gene sequencing

سپس اين ژن با استفاده از PCR تكثير شد و پس از آن 
محصول PCR تعيين توالی گرديد. توالی 16SrRNA باکتری 
اطلاعاتی  بانک  در  موجود  توالی های  ساير  با  نظر  مورد 
NCBI، به کمک نرم افزار BLAST مورر بررسی قرار گرفت.

آناليز متابوليت های حاصل از تجزیه زیستی نفت خام توسط 

GC-MS دستگاه

در ابتدا اين سويه باکتری به صورت جداگانه در محيط کشت 

نوترينت براث کشت داده شد و پس از 24 ساعت، از کشت 
 ،250 ml به عنوان مايع تلقيح استفاده گرديد. به ارلن ماير
ml 100 محيط کشت مايع MSM استريل به همراه 1٪ نفت 

خام استريل و ميزان 5٪ از پيش کشت باکتری اضافه شد 
                                                                                      150 rpm 30 با دور همزن°C و سپس ارلن ها در انكوباتور
محيط  حاوی  ارلن  يک  شد.  گرماگذاری  روز   7 مدت  به 
کشت MSM و 1٪ نفت خام بدون تلقيح ميكروبی به عنوان 
نمونه شاهد تهيه گرديد. در انتهای دوره گرماگذاری )7 روز(                                                                                      
ml 50 دی کلرومتان به ارلن حاوی کشت باکتری و نفت 

با محيط مخلوط گرديد.  به خوبی  اضافه و دی کلرومتان 
آبی  و  آلی  فاز  تا  ريخته شد  سپس درون قيف جداکننده 
از هم جدا شوند سپس فاز آلی که حاوی نفت حل شده 
                  3 gr در دی کلرو متان بود، درون ارلن جدا ريخته شد و
سولفات سديم، به منظور جذب آب باقی مانده به ارلن اضافه 
گرديد. سپس محتويات ارلن از کاغذ واتمن شماره 2 عبور 
داده شد و به مدت يک شب در دمای اتاق انكوبه گرديد. 
پس از تبخير DCM، ميزان ml 10 هگزان نرمال به آن اضافه 
شد و توسط دستگاه GC-MS مورد آناليز قرار گرفت ]11 
                                                                                 HP-5MS به ستون  مجهز   GC-MS از  آناليز  برای  و 12[. 
به طول ستون m 30 و قطر داخلی mm 0/25 با گاز حامل 
بود:  زير  شرح  به  آناليز  دمايی  شرايط  شد.  استفاده  هليم 
ابتدا 3 دقيقه در دمای C°50 )دمای شروع( ماند و سپس با 
                                                                                6 min 290 بالا رفته و مدت°C 15 تا دمای°Cا/min سرعت

روی اين دما ماند و سپس تزريق انجام شد.
سنجش حذف نفت خام به روش اسپكتروفتومتری

نفت  مقدار  کردن  حل  وسيله  به  خام  نفت  حذف  ميزان 
باقی مانده محيط کشت در دی کلرومتان )DCM( و سپس 
در  شاهد  مقابل  در  شده  استخراج  نفت  کدورت  خواندن 
طول موج nm 420 تعيين گرديد. کليه مراحل دو بار تكرار 
شد ]13 و 14[. درصد حذف نفت خام از روابط زير محاسبه 

می شود:  
                     )2(               
نتایج و بحث

پس از خالص سازی، 12 سويه باسيلوس جداسازی گرديد که 
از اين ميان 4 سويه دارای فعاليت هموليتيک )هموليز بتا( بود 

که به عنوان باسيلوس های مولد بيوسورفاکتانت انتخاب شد.

طول لايه امولسيفونه شده
طول کل ستون مايع
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انتخاب  سطحی  کشش  تست  برای  که  سويه   4 بين  از 
                                                   .40 mN/m گرديد، 1 سويه دارای کشش سطحی کمتر از
کنندگی(  )امولسيفيه  آميزندگی  از  قبولی  قابل  حد  با 
باسيل   4 در  سطحی  کشش  ميزان   .)1 )جدول  بود 
                                                                                                         49 mN/m با 35، 47، 42،  برابر  ترتيب  به  به دست آمده 
ميزان  است.  قبول  قابل   1 باسيل  ميان  اين  در  که  بود 
و50   70،60،65 با  برابر  باسيلوس ها  کنندگی  امولسيفيه 

به دست آمد )جدول 2(.
جدول 1- کشش سطحی باسيلوس پذيرفته شده

mN/m سويه های جداسازی شدهکشش سطحی
 60 mN/m شاهد
35 mN/m B1 نمونه

جدول2- ميزان فعاليت امولسيفيه کنندگی باسيلوس 
پذيرفته شده

ECسويه های جدا شده

٪70B1 نمونه

شناسایی باکتری ها
مشخصات مورفولوژیک و تست های بيوشيميایی

بــه روش گــرم  و  بــرده شــد  بــر روي لام  نمونه هــا 
رنگ آميــزی گرديــد و توســط ميكروســكوپ نــوری مجهــز 
بــه دوربيــن از آنهــا عكــس تهيــه شــد. ايــن باکتــری زيــر 
ميكروســكوپ بــه شــكل باســيل گــرم مثبــت قابــل رويــت 
ــر روی محيــط کشــت  ــن باکتــری ب اســت. کلنی هــای اي
ــدازه متوســط،  ــا ان ــی ب ــت آگار به صــورت کلنی هاي نوترني
ــفيد  ــگ س ــه رن ــم و ب ــيه منظ ــا حاش ــرد، ب ــاف، گ ص
ــج حاصــل  ــه نتاي ــا توجــه ب ــد )شــكل 1(. ب مشــاهده گردي
از تســت های بيوشــيميايی و مشــخصات مورفولوژيــک ايــن 
ســويه، ايــن باکتــری به عنــوان جنــس باســيلوس گــزارش 

شــد )جــدول 3(.

شناسایی مولكولی 

از کشــت باســيل مــورد نظــر در محيــط مايــع بــه وســيله 
ســانتريفيوژ، تــوده ســلولی جــدا شــده و DNA ژنومــی بــه 
کمــک کيــت اســتخراج شــد. μm 1 محلــول DNA ژنومــی 
 2 FD 1 و FD بــا پرايمرهــای PCR الگــو در DNA به عنــوان
اســتفاده شــد. محصــول PCR فــوق در کنار مارکــر مولكولی 
وزنــی بــا ســايز kb 1 مربــوط بــه شــرکت فرمنتــاز قــرار داده 

شــد )شــكل2(

بــا به دســت آوردن نتايــج توالــی ژن بــا اســتفاده از 
عمليــات   ،NCBI ژنــی  بانــک  در  موجــود  داده هــای 
ــی  ــه توال ــان داد ک ــج نش ــد. نتاي ــام گردي BLAST انج

ــی  ــا توال ــباهت را ب ــترين ش ــری B1 بيش ــل از باکت حاص
ــه احتمــال  ژن هــای 16SrRNA ،Bacillus cereus دارد و ب

می باشــد.   Bacillus cereus نــوع  از   ،%99/6

در شــكل های 3 و 4، زيــر طيف هــای جرمــی نفــت خــام 
در نمونــه شــاهد و باســيل به دســت آمــده از طريــق 
داده  نشــان  جرمــی  طيف ســنج  گازی  کروماتوگرافــی 
ــری اســت. از هــر  ــد باکت ــه شــاهد فاق شــده اســت. نمون
يــک از مــواد جــدا شــده از پســاب آلــوده توســط دســتگاه 
GC-MS در زمــان مشــخصی پيــک به دســت آمــده اســت. 

هــر چــه ارتفــاع و ســطح زيــر پيــک بيشــتر باشــد، ميــزان 
آلودگــی نيــز بيشــتر اســت. در ايــن نمودارهــا ســتون افقــی 
نشــان دهنده زمــان و ســتون عمــودی نشــان دهنده غلظــت 
ــای  ــدا از دم ــی ســتون ابت ــراورده می باشــد. شــرايط دماي ف
C°50 شــروع شــد و min 3 بــر روی ايــن دمــا متوقــف شــد 

و بعــد بــا ســرعت min ا/C° 15 تــا دمــای C° 290 بــالا رفتــه 
و بــه مــدت 6 دقيقــه در ايــن دمــا باقی مانــد. 

B1 شکل 1- تصوير ميكروسكوپی )راست( و ماکروسكوپی )چپ( سويه
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جدول3- نتايج تست های بيوشيميايی سويه انتخاب شده در اندازه گيری کشش سطحی

B1تست های بيوشيميايی

اسپور+

+VP

-MR

اکسيداز+

ژلاتيناز+

اندول-

+H2S

حرکت+

هيدروليز نشاسته+

مصرف سيترات+

تخمير گلوکز در شرايط هوازی+

تخمير گلوکز در شرايط بی هوازی+

تخمير گزيلوز_

تخمير آرابينوز_

اوره آز-

ليستيناز+

کاتالاز+

شکل2- الكتروفورز محصول PCR بر روي ژل آگارز %1

1000 bp

1500 bp
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شکل3- طيف جرمی نمونه شاهد
)min( زمان
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شکل4- طيف جرمی باسيل 1
)min( زمان
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GC-MS جدول4- درصد تجزيه ترکيبات حاضر در نفت خام نسبت به نمونه شاهد با توجه به پيک های

شماره پيک 
)B1باسيل()min( زمان

سطح زير 
منحنی 
B1 باسيل

نام ترکيب مشابه در نمونه شاهد و 
B1 باسيل

شماره پيک 
)شاهد(

زمان
)شاهد(
)min(

سطح زير 
منحنی 

شاهد
کاهش

12/92325136
Methyl-d3 1-Dideuterio-

2-propenyl
Ether

12/87436920٪ 31/2

25/41115786Oxime-, methoxy-phenyl-25/40134939٪54/9

58/8584868Heptadecanamine (CAS( 68/8537730٪37/1

58/8584868Margarylamine68/8537730٪37/1

58/8584868Hep tadecylamine68/8537730٪37/1

58/85848681-Aminoheptadecane68/8537730٪37.1

69/5684607Eicosane, 2-methyl- (CAS(78/8987501٪38/6
69/568460719-Methyleicosane78/8987501٪38/6

1012/7912027Hexadecane, 2-methyl3113/22023950٪91/6
1012/7912027Dodecane, 1,1’-oxybis-(CAS(119/4422406٪15/8
1012/7912027Dodecyl ether119/4422406٪15/8

1012/791202713-Oxape
ntacosane

11
10

9/442
9/383

 2406
4217

٪15/8
٪52

1213/2205012Tetratetracontane32310/75126266٪81

1213/2205012Pentadecane, 2,6,10,14-tetra-
methyl2912/79127289٪81/4

1313/97015910Hexadecane l3413/97027385٪41/9

گازی  کروماتوگرافی  از  آمده  به دست  نتايج  براساس 
به  مربوط  حذف  ميزان  بيشترين  که  می شود  مشخص 
Hexadecane,2methyle و برابر 91/6٪، و پس از آن، بيشترين 

حذف مربوط به Pentadecane,2,6,10,14-tetramethle می باشد 
)جدول4(.

جدول5- درصد حذف نفت خام توسط سويه جداسازی شده به روش اسپكتروفتومتری
درصد حذف نفتسويه

)B1( 61/9 ٪باسيلوس

بررسی حذف نفت خام به روش اسپكتروفتومتری

ــط  ــام توس ــت خ ــذف نف ــد ح ــزان درص ــدول 5 مي در ج
ايــن ســويه در طــول مــوج nm 420 ارائــه شــده اســت. در 
ــام  ــت خ ــاي حاضــر در نف ــه متابوليت ه شــكل 5%، تجزي

رســم شــده اســت.
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b1 شکل 5- درصد تجزيه متابوليت های حاضر در نفت خام توسط باسيلوس

همان گونــه کــه در طيــف جرمــی باســيل 1 مشــاهده 
ــه  ــه ک ــش يافت ــک کاه ــطح زيرپي ــاع و س ــود، ارتف می ش
نشــان دهنده حــذف آلودگــی توســط باســيلوس مــورد نظــر 
می باشــد در جــدول 4 ميــزان حــذف آلودگــی مــواد مختلف 
توســط باســيلوس مــورد نظــر بــر حســب درصــد نشــان داده 

شــده است

نتيجه گيری

ــای  ــت و لجن ه ــه نف ــوده ب ــق آل ــرداری از مناط نمونه ب
نفتــی انجــام شــد .نمونه هــا پــس از ســپری شــدن 
مراحــل غنی ســازی و خالص ســازی بــر روي محيــط 
کشــت )MSM( حــاوی 1٪ نفــت خــام و به دســت آمــدن 
کلنی هــای خالــص شــده بــر روي محيط کشــت اختصاصي 
بــرده شــدند کــه همگــي قــادر بــه رشــد بــرروی محيــط 
کشــت اختصاصــی بودنــد ســپس بــرای بررســی فعاليــت 
هموليتيــک بــر روی بــلاد آگار کشــت داده شــدند. در ايــن 
ــودن کشــت ها ميــزان آلودگــی  ــه علــت خالــص ب روش ب
به طــور  تــا حــد زيــادی کاهــش می يابــد.  قارچــی 
کلــی بــا ايــن روش، غربال گــری اوليــه باکتری هــای 
می شــود  انجــام  بيوســورفاکتانت  کننــده  توليــد 
اريتروســيت ها  شــدن  ليــز  ســبب  بيوســورفاکتانت ها 

می شــوند کــه نتيجــه آن تشــكيل هالــه بتاهموليــز 
بيوســورفاکتانت  کننــده  توليــد  ســويه های  اطــراف 
ــده  ــازی ش ــيل جدا س ــه از 12باس ــن مطالع ــت دراي اس
ــيل دارای  ــام، 4 باس ــت خ ــه نف ــوده ب ــاک و آب آل از خ
ــری  ــد. اندازه گي ــلاد آگار بودن ــا روی محيــط ب ــز بت همولي
                                                                                                               Du Nouy Ring Method روش  بــه  ســطحی  کشــش 
شــد.  انجــام  تنســيومتر  دســتگاه  از  اســتفاده  بــا  و 
                       40 mN/m ــر از ــطحی کمت ــش س ــويه های دارای کش س
بــرای مراحــل بعــدی انتخــاب شــدند، گام بعــدی جهــت 
کننــده  توليــد  هــوازی  باکتری هــای  غربال گــری 
ــی  ــيفيه کنندگ ــت امولس ــی فعالي ــورفاکتانت بررس بيوس
ســويه های باکتريايــی جــدا شــده اســت. کــه مــا در ايــن 
ــت  ــده به دس ــدا ش ــيل های ج ــرای باس ــش EC را ب پژوه
ــه کننــده نفــت خــام  ــم. ميكروارگانيســم های تجزي آوردي
هــر يــک قادرنــد برخــی از ترکيبــات نفــت خــام را تجزيــه 
نماينــد و آن ترکيــب را حــذف کننــد. بــه منظــور بررســی 
و آناليــز نفــت خــام و تعييــن نــوع ترکيــب حــذف شــده از 
درون آن از روش هــای مختلفــی می تــوان اســتفاده نمــود 
ــف  ــی گازی– طي ــش از روش کروماتوگراف ــن پژوه در اي

ــد. ــتفاده ش ــی )GC-MS( اس ــنج جرم س

1357
متابوليت ها
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در ايــن تحقيــق درصــد حــذف نفــت خــام توســط روش 
ــت  ــذف نف ــزان ح ــد. مي ــام ش ــز انج ــپكترفتومتری ني اس
ــده  ــت باقی مان ــدار نف ــردن مق ــل ک ــيله ح ــه وس ــام ب خ
ســپس  و   )DCM( دی کلرومتــان  در  کشــت  محيــط 
خوانــدن کــدورت نفــت اســتخراج شــده در مقابــل 
ــد. در  ــن گردي ــر تعيي ــوج 420 نانومت ــول م ــاهد در ط ش
نهايــت ســويه های جدا ســازی شــده بــا بررســی های 
ميكروســكوپی و ماکروســكوپی و تســت های بيوشــيميايی 
ــا  ــن 16S rRNA آنه ــص DNA و تعيي ــت تخلي و در نهاي

ــد.  ــايی گرديدن شناس

ــازی  ــيلوس جداس ــويه باس ــازی، 12 س ــس از خالص س پ
هموليتيــک  فعاليــت  دارای  ســويه   4 کــه  گرديــد. 
باســيلوس های  به عنــوان  کــه  بودنــد  بتــا(  )هموليــز 
ــن 4 ســويه  ــد بيوســورفاکتانت انتخــاب شــدند. از بي مول
کــه بــرای تســت کشــش ســطحی انتخــاب شــدند، 
 40 mN/m 1ســويه دارای کشــش ســطحی کمتــر از

ــی از  ــل قبول ــد قاب ــويه دارای ح ــن س ــن اي ــود همچني ب
ــزان کشــش  ــود. مي ــی( ب ــی )امولســيفيه کنندگ آميزندگ
ــر  ــب براب ــه ترتي ــده ب ســطحی در 4 باســيل به دســت آم
بــا 35، 47، 42 و mN/m 49 بــود کــه در ايــن ميــان 
باســيل 1 قابــل قبــول بــود. ميــزان امولســيفيه کنندگــی 
باســيلوس ها برابــر بــا 70،60،65 و50 بــود. بــا توجــه بــه 
ــخصات  ــيميايی و مش ــت  های بيوش ــل از تس ــج حاص نتاي
مورفولوژيــک ايــن ســويه و بــا اســتفاده از کتــاب رده بندی 
ــيلوس  ــس باس ــوان جن ــری به عن ــن باکت ــا، اي باکتری ه
ــا  ــی ژن ب ــج توال ــت آوردن نتاي ــا به دس ــد. ب ــزارش ش گ
 NCBI اســتفاده از داده هــای موجــود در بانــک ژنــی
عمليــات BLAST انجــام گرديــد و نتايــج نشــان داد کــه 
ــا  ــباهت را ب ــترين ش ــری B1 بيش ــل از باکت ــی حاص توال
توالــی ژن هــای 16SrRNA ،Bacillus cereus دارد و بــه 

می باشــد.   Bacillus cereus%99/6 احتمــال 
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