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چكيده

روش هــای فیزيکــی و شــیمیايی مــورد اســتفاده بــرای پاک ســازی آلاينده هــاي نفتــي، روش هايــی بســیار دشــوار، خطرنــاک و پرهزينــه 
ــوده فراهــم مــی آورد.  ــرای آلودگــی زدايــی از محل هــای آل ــوژی، بســیاری از اوقــات راهکارهــای موثرتــری را ب ــی بیوتکنول هســتند. ول
ــوده  هــدف از ايــن پژوهــش، ارزيابــي تکنیــک زيســت فزونــی در حــذف آلاينده هــاي نفتــي مي باشــد. در ايــن پژوهــش خاک هــای آل
بــه گازويیــل بــه مــدت 100 روز در ســتون های مکعــب مســتطیل بــه ابعــاد m 1×1×1 در دمــای محیــط و رطوبــت نســبی 50% تحــت 
عمــل زيســت فزونــی بــا میکروب هــا قــرار گرفــت و بــا نمونــه خــاک آغشــته بــه گازويیــل بــدون تلقیــح میکروبــی مقايســه گرديــد  و 
در نهايــت جدايــه به دســت آمــده توســط تســت های بیوشــیمیايی و مولکولــی شناســايی شــد. نتايــج شــمارش كلــي میکروارگانیســم ها 
ــورد  ــی ســتون هاي خــاک م ــح میکروب ــس از تلقی ــدت 100 روز پ ــه در م ــت اســت ك ــن واقعی ــر اي ــي بیان گ ــز گاز كروموتوگراف و آنالی
نظــر، جمعیــت میکروبــي خــاک از 6 10 × 2 بــه cfu 10 10× 2/6 افزايــش داشــته اســت كــه بــا توجــه بــه نتايــج تســت های بیوشــیمیايی 
ــب  ــوزا(، جمعیــت غال ــن بیــن باســیل هاي گــرم منفــي اكســیداز مثبــت )پســودوموناس آئروژين ــی، مشــخص شــد كــه در اي و مولکول
را  تشــکیل می دهنــد. آنالیــز كیفــي و كمــي بــه كمــک دســتگاه گاز كروموتوگرافــي نشــان مي دهــد كــه برخــي از اجــزاء موجــود در 
نمونــه تحــت درمــان، توســط زيســت فزونــی از بیــن رفتــه يــا كاهــش يافته انــد. بررســي هاي انجــام شــده روي نمونه هــاي آغشــته بــه 
گازويیــل توســط دســتگاه گاز كروموتوگرافــي نشــان دهنده پاک ســازی زيســتي آلاينــده گازويیــل توســط میکروب هــای به دســت آمــده 
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مقدمه

كه  است  مهمی  مسائل  از  زيست  محیط  آلودگی  امروزه 
عوامل  از  آلاينده ها  و  هستند  روبرو  آن  با  مختلف  جوامع 
آلودگی  به شمار می روند.  ايجاد اختلال در محیط زيست 
يک  سمی  و  ارگانیک  مواد  به  زيرزمینی  آب هاي  و  خاک 
مشکل شايع محیط زيست است. در اين میان محصولات 

نفتی يکی از مهم ترين آلاينده های محیط زيست محسوب 
محصولات  پرمصرف ترين  از  يکی  گازويیل   .]1[ می شود 
نفتی در ايران و بسیاری از كشورهای جهان است. بنابراين 
جاده ای،  حوادث  وقوع  يا  و  مخازن  از  نشت  صورت  در 
می تواند به عنوان يکی از مهم ترين آلاينده های منابع خاكی 
به عنوان  گازويیل  پژوهش،  اين  در  رو  اين  از  باشد.  مطرح 

آلاينده هیدروكربنی انتخاب گرديد ]2[.
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1. Bioaugmentation

ــواد  ــالاي م ــرف ب ــودن و مص ــز ب ــت خی ــل نف ــه دلی ب
ــي  ــي يک ــواد نفت ــه م ــي خــاک ب ــران، آلودگ ــي در اي نفت
آلودگــي  از معضــلات اساســي مي باشــد. پاک ســازي 
در  اساســي  گام هــاي  از  يکــي  آلــوده،  خاک هــاي  از 
ــرا  ــد، چ ــدار مي باش ــالم و پاي ــط زيســت س ــتن محی داش
ــع در  ــردن مناب ــا محــدود ك ــف ب ــاي مختل ــه آلاينده ه ك
ــر مواجــه  ــي جبران ناپذي ــا مخاطرات ــد را ب دســترس، تولی

.]3[ مي ســازند 

300 میلیــون هکتــار از ســطح خــاک در معــرض آلودگــی 
ــس  ــته پ ــای گذش ــت. در زمان ه ــیمیايی اس ــواد ش ــا م ب
ــم هاي  ــت میکروارگانیس ــي، فعالی ــي نفت ــت آلودگ از نش
ــي همچــون فوتواكسیداســیون، منجــر  ــا عوامل ــي و ي بوم
بــه حــذف آلودگــي مي شــد. امــا افزايــش جمعیــت 
جهــان و اســتفاده بي رويــه از ايــن مــاده، بــه مــرور زمــان 
ــن  ــه حــذف اي ــادر ب ــي ق ــل طبیع ــه عوام ــث شــد ك باع
ــی و  ــای فیزيک ــند ]6-4[. فرآينده ــي نباش ــدار آلودگ مق
ــای  ــی از مکان ه ــرای آلودگی زداي ــیاری ب ــیمیايی بس ش
ــرای  ــوده به كارمــی رود. متأســفانه روش هــای موجــود ب آل
ــتفاده از  ــه اس ــت ك ــکلاتی اس ــی دارای مش آلودگی زداي
ــد.  ــی می نماي ــرايط خاص ــه ش ــدود ب ــا را مح آن روش ه
ــای  ــات راهکاره ــیاری از اوق ــی، بس ــای بیولوژيک روش ه
ــی از  ــرای آلودگی زداي ــر را ب ــی، ارزان و موث ــان، دائم آس
ــی1 از  ــت فزون ــد. زيس ــم می آورن ــوده فراه ــای آل محل ه
ــاک  ــازي خ ــراي پاک س ــروزه ب ــه ام ــت ك ــي اس روش هاي
و آب زيرزمینــي آلــوده بــه هیدروكربن هــاي نفتــي مــورد 
ــتفاده از  ــا اس ــن روش ب ــرد. در اي ــرار مي گی ــتفاده ق اس
ــاک  ــي در خ ــورت طبیع ــه به ص ــم هايي ك میکروارگانیس
ــه  ــا تجزي ــده و ي ــی ش ــا معدن ــوند، آلاينده ه ــت می ش ياف
مي گردنــد. در پايــان رونــد معدنــي شــدن، آب و دي 
اكســید كربــن تولیــد مي شــود. ايــن فرآينــد شــامل وارد 
كــردن میکروارگانیســم هاي غیربومــي بــه محیــط طبیعــي 
ــترش  ــا گس ــرعت و ي ــش س ــدف افزاي ــا ه ــه ب ــت ك اس
تجزيــه زيســتي انجــام مي شــود. ايــن روش معمــولاً زماني 
محیــط  میکروارگانیســم هاي  كــه  مي شــود  اســتفاده 
ــا اينکــه مــاده آلوده كننــده  ــه تجزيــه نباشــند و ي قــادر ب
محیــط ســاختاري پیچیــده داشــته و از طیــف وســیعي از 

تركیبــات تشــکیل شــده باشــد. در ايــن صــورت بــه دلیــل 
كــم بــودن جمعیــت میکروارگانیســم ها و سرســخت 
ــاده شــیمیايي هــدف،  ــه شــدن م ــر تجزي ــا دي ــودن و ي ب
ــن  ــه همی ــود. ب ــتفاده می  ش ــی اس ــت فزون از روش زيس
منظــور باكتري هايــي كــه توانايــي انجــام فعالیــت مــورد 
ــاي  ــتفاده از تکنیک ه ــا اس ــا ب ــي و ي ــور طبیع ــر به ط نظ
مهندســي ژنتیــک را داشــته باشــند، مســتقیماً وارد منطقه 
ــی  ــه معن ــی، ب ــت فزون ــه زيس ــد. در نتیج ــوده مي كنن آل
ــوده  ــای آل ــه داخــل محیط ه ــح میکروارگانیســم ها ب تلقی
ــد ]7-9[. ــده می باش ــواد آلاين ــه م ــش تجزي ــت افزاي جه

متجــاوز از 20 ســال اســت كــه تجزيــه زيســتی گســترش 
ــازی  ــرای پاک س ــتراتژی اقتصــادی ب ــک اس ــوان ي و به عن
ــتفاده از  ــا اس ــی ب ــات نفت ــه تركیب ــوده ب ــای آل خاک ه
قــرار  اســتفاده  مــورد  كننــده،  تجزيــه  باكتری هــای 
ــه  ــط در تجزي ــه فق ــازی زيســتی ن ــه اســت. پاک س گرفت
ــوان  ــه می ت ــود، بلک ــع ش ــر واق ــد مؤث ــا می توان آلودگی ه
ــاک،  ــوا، خ ــته از ه ــواد ناخواس ــازی م ــرای پاک س از آن ب
آب و همچنیــن مــاده خــام از مــواد زايــد صنعتی اســتفاده 

ــرد ]1[. ك

حــذف  روش  نیــز  متعــددی  محدودكننــده  عوامــل 
را  میکروارگانیســم ها  توســط  آلاينده هــا  بیولوژيکــی 
تحــت تأثیــر قــرار می دهنــد و كارآيــی ايــن روش را 
ــده  ــدود كنن ــل مح ــی از عوام ــازند. برخ ــدود می س مح
عبارتنــد از: غلظــت آلاينــده، دسترســی بــه مــواد آلاينــده، 
ــم از  ــد میکروارگانیس ــاء و رش ــرای بق ــب ب ــرايط مناس ش
ــیژن  ــب، اكس ــت مناس ــا و رطوب ــب، دم ــه pH مناس جمل
كافــی، مــواد غذايــی مناســب و عــدم وجــود مــواد ســمی 
ــک  ــود تکنی ــن وج ــا اي ــم ها. ب ــنده میکروارگانیس و كش
زيســت فزونــی درحــذف آلاينده هــا به علــت توانايــی 
ــات  ــه تركیب ــا ب ــل آنه ــا و تبدي ــل آلاينده ه ــذف كام ح
معدنــی بی ضــرر و ســازگار بــا محیــط زيســت ماننــد دی 
اكســیدكربن و آب و همچنیــن هزينه هــای كمتــر، بســیار 
مــورد توجــه می باشــد. ]4 و 6[ باكتري هــا، قارچ هــا و 
ــر و  ــرای تکثی ــاز ب ــورد نی ــرژي م ــد ان ــا مي توانن مخمره

ــد.  ــت آورن ــت به دس ــود را از نف ــای خ بق
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                                              60 °C فعالیــت ايــن باكتري هــا در دامنــه دمايــي 2- تــا
میــان  در   ]9[ می گیــرد.  صــورت   10 تــا   5/5  pH و 
باكتری هــا، ســودوموناس ها توانايــی بالايــی در حــذف 

هیدروكربن هــای نفتــی دارنــد ]10[.

در زمینه پاک سازي بیولوژيکی، كیم و هائو، لی و گیبسون، 
لی و همکاران و شیلدز و همکاران طی پژوهش هاي خود، 
زدودن  در  را  سودوموناس  باكتري  حضور  مثبت  تاثیر 
آلاينده هاي آلی گزارش كرده اند ]14-11[. بوسرت و بارتا 
باكتريوم،  كورينه  آرتروباكتر،  سودوموناس،  باكتري هاي 
نوكاردياو  و  میکروكوكوس  آكروموباكتر،  فلاوباكتريوم، 
مايکوباكتريوم را به عنوان فعال ترين گونه هاي باكتريايی در 

تجزيه هیدروكربن ها در خاک گزارش كردند ]15[.

منابــع آب و خــاک بخــش حیاتــي زندگــي بشــر هســتند، 
امــا مدت هاســت كــه مــواد نفتــي و مشــتقات آن در اثــر 
ــتفاده  ــا اس ــازي ي ــره س ــل، ذخی ــل و نق ــتخراج، حم اس
ــت ]16[. از  ــده اس ــاک ش ــي خ ــب آلودگ ــت موج نادرس
ــن  ــت از بی ــح جه ــتراتژي صحی ــک اس ــاذ ي ــن رو اتخ اي
ــدار  ــه توســعه پاي ــردن مشــکل آلودگــی و دســت يابي ب ب
ــور، در  ــن منظ ــه همی ــت. ب ــروري اس ــه ض ــن زمین در اي
ــوده  ــاي آل ــی خاک ه ــت فزون ــش روش زيس ــن پژوه اي
ــب ترين  ــوان مناس ــا به عن ــه ت ــرار گرفت ــی ق ــورد ارزياب م
و كــم خطرتريــن روش پاک ســازی زيســتی بــه كار بــرده 
ــرای حــذف  ــج تحقیــق ب شــود و در صــورت امــکان، نتاي
آلاينده هــا در مقیــاس وســیع مــورد اســتفاده قــرار گیــرد.

مواد و روش

ــل  ــه گازويی ــوده ب ــه خــاک آل ــن پژوهــش 14 نمون در اي
ــی  ــورت مقطع ــان به ص ــتان كرم ــف اس ــق مختل از مناط
جمــع آوری شــد. از مجمــوع نمونه هــای مــورد نظــر، 
بهتريــن  و  گرديــد  جدا ســازی  باكتــری  تعــدادی 
ــر  ــل از نظ ــتی گازويی ــه زيس ــر در تجزي ــويه های مؤث س
ــد در  ــطحی و رش ــش س ــش كش ــیون، كاه امولسیفیکاس
حضــور سوبســترای گازويیــل در محیــط حداقــل نمکــی 
ــی  ــرای ارزياب ــرار گرفــت. ب مــورد بررســی و جداســازی ق
ــه  ــتطیل ب ــب مس ــتون مکع ــی، 3 س ــای میکروب درمان ه

ــد. ــی ش ــاد m 1×1×1 طراح ابع
ســتون شــماره يــک : خــاک آغشــته بــه گازويیــل بــدون 

ــرل  ــوان كنت ــی به عن ــح میکروب تلقی
سـتون شماره دو : خاک خشک بدون گازويیل

ــا  ــل ب ــه گازويی ــته ب ــاک آغش ــه : خ ــماره س ــتون ش س
تلقیــح میکروبــی به عنــوان درمــان

ــر شــد.  ــاع m 1 از خــاک شــن پ ــا ارتف كــف ســتون ها ت
ــه شــهر  ــن پژوهــش از حوم ــورد اســتفاده در اي خــاک م
كرمــان انتخــاب و بــه منظــور جداســازي ذرات درشــت از 
يــک الــک عبــور داده شــد. ســپس روی خــاک ســتون های 
ــد  ــه ش ــج اضاف ــه تدري ــل ب ــزان l 3 گازويی ــه می 1 و 3 ب
ــد.  ــع گردي ــاک توزي ــت در خ ــل و يکنواخ ــور كام و به ط
غربال گــری  مرحلــه  در  آمــده  به دســت  جدايه هــاي 
ــول  ــه از محل ــد ك ــزوده ش ــاک اف ــه خ ــزان l 1 ب ــه می ب
باكتري هــاي فــوق بــه میــزان 8 10×1/5 باكتــري در هــر 
                                     15-30 °C 1 محلــول تلقیــح و در شــرايط دمايــی cc

نگهــداری شــد. دمــا و رطوبــت به صــورت روزانــه و 
pH به صــورت هفتگــی اندازه گیــري و ثبــت گرديــد. 

ــت  ــور پلی ــه روش پ ــم ها ب ــي میکروارگانیس ــمارش كل ش
ــار انجــام شــد. ــک ب ــر ده روز ي )كشــت صفحــه اي( ه

ــه خــاک پیــش از تلقیــح میکروبــی و100 روز پــس  نمون
ــا  ــه ب ــه بلافاصل ــی ك ــه خاك ــن نمون ــح و همچنی از تلقی
گازويیــل آغشــته شــده بــود )به عنــوان كنتــرل(، توســط 
ــا  ــدل 14A ب ــي گازي Shimadzu م دســتگاه كروموتوگراف
اســتفاده از ســتون مويیــن DB-5 بــه طــول m 30 و قطــر 
ــتفاده  ــورد اس ــور م ــد. دتکت ــز ش ــي mm 0/25 آنالی داخل
در ايــن روش FID بــوده و از يــک برنامــه حرارتــي بــراي 

تغییــر دمــاي ســتون اســتفاده گرديــد. 
بــه 100   1 نســبت  بــه  كلرومتــان  دي  در  نمونه هــا 
ــده  ــق ش ــاي رقی ــم μl 1 از نمونه ه ــده و حج ــق ش رقی
ــزای  ــتخراج اج ــراي اس ــد. ب ــق گردي ــتگاه تزري ــه دس ب
ــتفاده  ــان اس ــاک، از دي كلرومت ــاي خ ــل از نمونه ه گازويی
شــد.  بدين ترتیــب پــس از اينکــه نمونــه بــه مــدت 5 دقیقــه 
در حمــام اولتراســوند در دمــاي آزمايشــگاه مخلــوط 

ــد، گردي



شماره 2-85، زمستان 94 126

ــاي  ــد و از نمونه ه ــر PTFE صــاف ش ــتفاده از فیلت ــا اس ب
صــاف شــده بــه دســتگاه تزريــق گرديد و بــر اســاس نتايج 
ــه  ــي میکروارگانیســم ها در تجزي گاز كروموتوگــراف، كاراي
زيســتي گازويیــل بررســي گرديــد. میکروارگانیســمي كــه 
بیشــترين میــزان تجزيــه گازويیــل را از خــود نشــان دارد، 
ــی مــورد شناســايی  ــا تســت های بیوشــیمیايی و مولکول ب

قــرار گرفــت.

جداســازی  ســويه  مولکولــی  شناســايی  منظــور  بــه 
شــده، ژنــوم باكتريايــی اســتخراج و ســپس توســط 
واكنــش زنجیــره ای پلیمــراز )PCR( تکثیــر شــد. در 
مرحلــه اســتخراج DNA،اml 1/5 از كشــت شــبانه در                                
C° 37 ســانتريفیوژ شــده و از رســوب حاصــل بــا اســتفاده 

ــماره  ــا ش ــیناژن ب ــركت س ــتخراج DNA ش ــت اس از كی
ــوم  ــه، ژن ــکل مربوط ــاس پروت ــر اس ــريال DNP Tm و ب س
اســتخراج گرديــد. ســپس بــرای تايیــد صحــت اســتخراج 
ــورز در ژل  ــک الکتروف ــب، تکنی ــای منتخ DNA نمونه ه

آگاروز صــورت گرفــت و محصــولات در 1% ژل آگاروز 
ــرار داده شــد و باندهــای  ــد ق ــوم بروماي ــه اتیدي آغشــته ب
ــده  ــتخراج ش ــپس DNA اس ــد. س ــی گردي ــل بررس حاص

ــد. ــاده ش ــرای PCR آم ب

 DNA پلیمــراز و Taq ا 16 از آنزيــمSrRNA بــرای تکثیــر ژن
 338R 27 وF ژنومــی به عنــوان الگــوی دو پرايمــر عمومــی
)از شــركت ســیناژن( كــه از پرايمرهای يونیورســال )جدول 
شــماره 1( می باشــند، اســتفاده شــد. برنامــه PCR نیــز در 

30 دور و مطابــق جــدول شــماره 2 صــورت گرفــت.
PCR جدول 1- توالی پرايمرهای مورد استفاده در واكنش

 5 پرايمرتوالی  3 ---- 
 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG27 F

GCTGCCTCCCGTAGGAGT  338اR

PCR جدول 2- برنامه
)C°( دما )min( زمان مرحله

96 3 دناتوراسیون اولیه

96 0/5 دناتوراسیون

59 0/5 اتصال
65 1 طويل شدن

65 10 طويل شدن نهايی

در ادامــه بــه منظــور اطمینــان از دســت يابی بــه باندهــای 
16S rRNA ســويه های منتخــب، بــا انجــام الکتروفــورز )بــا 

شــاهد مثبــت و منفــی PCR( نتايــج بررســی شــد و بــرای 
 Macrogene تعییــن تــرادف ژنتیکــی، نمونــه بــه شــركت
كــره جنوبــی ارســال گرديــد. ســپس توالی هــای حاصــل 
 Chromas Pro برنامــه  از  اســتفاده  بــا   Sequencing از 

ويرايــش شــده و در فرمــت FASTA ذخیــره گرديــد. 

پــس از شناســايی تــرادف ســويه منتخــب، نتايــج حاصــل 
بــا BLAST خوانــده شــد و توالــی حاصــل بــا توالی هــای 
موجــود در بانــک اطلاعــات زيســتی NCBI مقايســه 
ــا  ــده ب ــا درصــد تشــابه ســويه های به دســت آم ــد ت گردي

ــواع شــناخته شــده آنهــا تعییــن گــردد. ان

نتايج و بحث

ــي  ــت و دمــا طــی آزمايشــات، تغییــرات چندان pH، رطوب

ــت  ــدوده pH=7-8، رطوب ــب در مح ــه ترتی ــته و ب نداش
ــد  ــر نمودن ــن C° 30-15 تغیی ــا بی ــن 50-30% و دم بی
ايجــاد  تداخــل  میکروب هــا  رشــد  رونــد  در  كــه 
ــر از  ــن پارامت ــت، اي ــد. در صــورت كاهــش رطوب نمی نماي
ــج  ــد. نتاي ــم گردي ــق آب پاشــی در حــد ثابتــي تنظی ظري
ــده در  ــام ش ــل انج ــاي مزوفی ــي میکروب ه ــمارش كل ش
ســتون هاي مــورد نظــر در جــدول 3 و خصوصیــات و 
در  آئروژينــوزا  ســودوموناس  بیوشــیمايی  ويژگی هــای 
ــج حاصــل از شــمارش  ــه شــده اســت. نتاي جــدول 4 ارائ
ــت  ــش جمعی ــان دهنده افزاي ــم ها نش ــی میکروارگانیس كل
ــوع  ــن تن ــت. همچنی ــماره 3 اس ــتون ش ــی در س میکروب
میکروبــی در ســتون شــماره 3 نســبت بــه نمونــه كنتــرل، 
خــاک خشــک و خــاک آلــوده بــه گازويیــل بــدون تلقیــح 
ــیل  ــب آن باس ــت غال ــت و جمعی ــتر اس ــی بیش میکروب

ــد. ــت می باش ــید از مثب ــی اكس ــرم منف گ

پــس از انجــام مطالعــات فیزولوژيــک و بیوشــیمیايی، 
 PCR ــوم اســتخراجی ســويه مربوطــه توســط تکنیــک ژن
تکثیــر و باندهــای حاصــل بــه وســیله الکتروفــورز بررســی 
 16S rRNA ــر ژن ــده تکثی ــد كنن ــکل 1 تايی ــد. ش گردي
ســويه منتخــب می باشــد كــه حــدود bp 311 طــول دارد.
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جدول 4- خصوصیات و ويژگی های بیوشیمايی سودوموناس آئروژينوزا

نوع آزمون 

+اكسیداز 
+حركت 
-ايندول

-هیدرولیز سیترات 
TSI واكنش در محیطALK/ALK

رشد در سطح )هوازی(رشد بر روی تايوگلیکولات 
+رشد بر روی مک كانکی آگار

اكسید كنندهواكنش در محیط OF با قند گلوكز
+هیدولیز آرژنین 
-هیدرولیز اوره 

-هیدولیز ژلاتین 
B حساسیت به پلی میکسین+
-حساسیت به پنی سیلین 

42 °C رشد در+
4 °C رشد در-

+كاتالاز 

جدول 3- میانگین تعداد باكتري هاي مزوفیل )cfu/g*( در نمونه مورد بررسي
نمونه                                                                

روز
خاک با گازوییل با تلقیح میکروبیخاک با گازوییل بدون تلقیح میکروبیخاک خشک

12×1046×1062×106

106/7×1054/4×1053/2×107

206×1054/5×1052/2×107

301/8×1053/7×1062/1×107

401/8×1063×1067/8×108

502/4×1072/3×1075/4×108

604/1×1062/5×1064/7×109

701/9×1061/5×1071×1010

801/5×1066/5×1061/8×109

902/9×1061/1×1076/2×1010

1003/6×1062 ×1076/2×1010

colony forming unit *
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شکل 1- تکثیر DNA حاوی ژن SrRNA16 توسط PCR. اندازه قطعه مورد نظر 311 جفت باز است. باندهايی كه مشاهده می شود از چپ 
به راست كنترل منفی،كنترل مثبت ژن SrRNA16، ماركر يک كیلو بازی و ژن SrRNA16 سويه زيست فزونی مي باشند.

 ســويه به دســت آمــده در پژوهــش حاضــر توســط 
تکنیــک تــرادف يابــی ژنــی 16SrRNA كــه متداول تريــن 
شــاخص مــورد اســتفاده در زمینــه سیســتماتیک میکروبی 

ــت ]17 و 18[.  ــرار گرف ــه ق ــورد مطالع اســت، م

پايــه                                                                         بــر  ژنتیکــی  آزمــون  از  حاصــل  نتايــج 
و  داده هــا  فیلوژنتیکــی  آنالیــز   ،16SrRNA Sequencing

ســپس خوانــدن نتايــج بــا BLAST و مقايســه بــا توالی هــای 
موجــود در بانــک اطلاعــات زيســتی NCBI مشــخص نمــود 
 pseudomonase aeruginosa كــه ســويه منتخــب متعلــق بــه
 16SrRNA بــود. میــزان تشــابه تــرادف IAM 12369 ســويه

ــد. ــت آم ــه دس ــب 99% ب ــويه منتخ ــرای س ب

آنالیــز گاز كروماتوگرافــی خــاک خشــک در شــکل 2 نشــان 
داده شــده اســت. بــه منظــور بررســی تأثیر تلقیــح میکروبی 
در زيســت فزونــی گازويیــل، كروماتوگــرام خــاک گازويیلــی 
بــدون تلقیــح میکروبــی )شــکل 3( به عنــوان كنتــرل 
ــت  ــل از فعالی ــرام حاص ــد و كروماتوگ ــه ش ــر گرفت در نظ
ــح  ــا تلقی ــل ب ــه گازويی ــته ب ــای آغش ــی خاک ه میکروب
میکروبــی )شــکل هاي 4 و 5( بــا آن مقايســه گرديــد. 
ــر منحنــي و درصــد آن در زمان هــاي احتبــاس  ســطح زي
مختلــف در نمونــه خــاک گازويیلــي كنتــرل بانمونــه تحــت 
ــای  ــان دهنده آلکان ه ــا نش ــد. پیک ه ــه ش ــان مقايس درم
ــا وزن  ــرل ب ــه كنت ــا نمون ــي ي ــاک گازويیل ــود در خ موج
مولکولــي متفــاوت اســت كــه هرچــه وزن مولکولــي 

ــر از  ــاس طولاني ت ــان احتب ــد، در زم ــتر باش ــکان بیش آل
ــه  ــد ك ــج نشــان مي ده ــده اســت . نتاي ــارج ش ــتون خ س
 13/89  ،11/37  ،4/09  ،2/74  ،2/48 دقیقــه  پیک هــاي 
20/47، 21/29، 22/09، 22/84، 56/23 آلودگــی درنمونــه 
در میــان به طــور كامــل حــذف شــده اســت و در پیک هــاي 
 ،14/49  ،13/25  ،11/89  ،10/38  ،8/65  ،6/57 دقیقــه 
15/64، 15/77، 16/71، 17/73، 18/19، 19/60 آلودگــی 
كاهــش قابــل توجهــي داشــته اســت كــه بیان گــر توانايــي 
ــل توســط میکروارگانیســم هاي موجــود در  ــه گازويی تجزي
خــاک مي باشــد. بنابرايــن باكتري هــاي موجــود در تجزيــه 

ــد. گازويیــل، عملکــرد مناســبی دارن

ــا  ــق ب ــن تحقی ــی در اي ــده نهاي ــدا ش ــويه ج ــان س در پاي
بررســی های ماكروســکوپی، میکروســکوپی و تســت های 
تعییــن                                   و   DNA تخلیــص  نهايــت  در  و  بیوشــیمیايی 
16SrRNA آن، شناســايی گرديــد كــه بــا احتمــال %99 

ــش در  ــوزا می باشــد. فاســندو و همکاران ســودوموناس آئروژين
ــري و  ــح باكت ــس از تلقی ــه 13 روز پ ــد ك ــه اي دريافتن مطالع
كاربــرد كــود نیتــرات آمونیــوم، آلودگــي خــاک بــه گازويیــل به 
میــزان 90% كاهــش می باشــد. ايــن نتیجــه به وســیله مقايســه 
ــي به دســت  ــر منحنــي پیک هــاي گاز كروماتوگراف ســطح زي
آمــد كــه نشــان دهنده مصــرف گازويیــل به وســیله جمعیــت 
باكتــري و افزايــش فعالیــت میکروبــي در خــاک آلــوده در اثــر 
ــد ]19[. ــود می باش ــرد ك ــري و كارب ــه باكت ــاک ب ــح خ تلقی
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شکل 2- آنالیز گاز كروماتوگرافي خاک خشک
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شکل 4- آنالیز گاز كروماتوگرافي نمونه خاک آغشته به گازويیل، با زيست فزونی در روز پنجاهم

0/10

0/05

0/000/00 6/50 13/00 19/50 26/00

شکل5- آنالیز گاز كروماتوگرافي نمونه خاک آغشته به گازويیل، با زيست فزونی در روز صدم

0/14

0/10

0/020/00 6/50 13/00 19/50 26/00

0/06

)min( زمان نگهداري

ال
گن

سی
ال

گن
سی

ال
گن

سی

)min( زمان نگهداري

)min( زمان نگهداري



شماره 2-85، زمستان 94 130

در تحقیــق حاضــر نیــز ملاحظــه گرديد كــه در مــدت 50 روز 
پــس از تلقیــح باكتــری بــه خــاک آلــوده بــه گازويیــل، بیــش 

از 90% آلودگــی گازويیلــی از خــاک حــذف شــده اســت.

ــت  ــک زيس ــی تکنی ــش در ارزياب ــژاد و همکاران بهرامی ن
ــه  ــدت 70 روز ب ــگاهی در م ــاس آزمايش ــی درمقی فزون
ــا 30 روز  ــا ت ــه رشــد میکروب ه ــن نتیجــه رســیدند ك اي
ــه  ــا مقايس ــن ب ــد. همچنی ــم گیری می ياب ــش چش افزاي
ســطح زيــر منحنــي پیک هــاي كروماتوگرافــي گازی 
متوجــه شــدند كــه حداكثــر تجزيــه میکروبــی در 30 روز 
اولیــه رخ می دهــد. در زمــان 70 روز نیــز تجزيــه میکروبی 
تــا حــدودی افزايــش می يابــد. در نهايــت بــا انجــام 
ــه حداكثــر  تســت های بیوشــیمیايی مشــخص شــد ك
تجزيــه زيســتی توســط ســويه ســودوموناس صــورت 
گرفتــه اســت ]20[. در ايــن تحقیــق نیــز بیشــترين رشــد 
میکروبــی 50 روز پــس از تلقیــح میکروبــی ملاحظــه شــد 
و همچنیــن بــا انجــام تکنیــک كروماتوگرافــی در روزهــای 
50 و 100 مشــخص شــد كــه بیشــترين حــذف در زمــان 

ــه اســت. 50 روز صــورت گرفت

نتيجه گيری

ــي و شــمارش  در ايــن پژوهــش از طريــق كشــت میکروب
كلــي میکروارگانیســم ها )خــاک آغشــته بــه گازويیــل بــا 
تلقیــح میکروبــی و بــدون تلقیــح میکروبــی( هــر 10 روز 
ــه  ــذاري ب ــه گ ــذي و گرم خان ــط آگار مغ ــار در محی يک ب
ــداد  ــش در تع ــاي C° 30، افزاي ــاعت در دم ــدت 70 س م
ــه وضــوح مشــاهده  ــق جــدول 3 ب میکروارگانیســم ها طب

شــد كــه نشــانه تاثیــر تلقیــح میکروبــی در رشــد 
می باشــد. میکروارگانیســم ها 

نتايــج شــمارش كلــي میکروارگانیســم ها و آنالیــز گاز 
كروماتوگرافــي بیان گــر ايــن واقعیــت اســت كــه در 
مــدت 100 روز پــس از تلقیــح میکروبــی ســتون هاي 
خــاک مــورد نظــر جمعیــت میکروبــي خــاک از 106×2 بــه 
1010× 2/6 افزايــش داشــته اســت كــه بــا توجــه بــه نتايــج 

ــه  ــد ك ــی مشــخص ش ــیمیايی و مولکول تســت های بیوش
ــت  ــي اكســیداز مثب ــرم منف ــن باســیل هاي گ ــن بی در اي
ــکیل  ــب را  تش ــت غال ــوزا( جمعی ــودوموناس آئروژين )پس
ــه كمــک دســتگاه گاز  ــي و كمــي ب ــز كیف ــد. آنالی داده ان
ــزاي  ــي از اج ــه برخ ــد ك ــان مي ده ــي نش كروموتوگراف
ــی  ــه تحــت درمــان توســط زيســت فزون موجــود در نمون
ــام  ــي  هاي انج ــد. بررس ــش يافته ان ــا كاه ــه ي ــن رفت از بی
شــده روي نمونه هــاي آغشــته بــه گازويیــل توســط 
پاک ســازی  نشــان دهنده  كروماتوگرافــي  گاز  دســتگاه 
میکروب هــای  توســط  گازويیــل  آلاينــده  زيســتي 

به دســت آمــده از مرحلــه غربال گــری مي باشــد.

تشکر و قدرداني

ايــن پژوهــش بــا همــکاری دلســوزانه اســتاتید محتــرم و 
همچنیــن مســئوول آزمايشــگاه ايرانیــان غــذا آزمــا اســتان 
ــه اســت كــه بدين وســیله از تمامــی  ــان انجــام گرفت كرم
راهنمايی هــای  و  بــه خاطــر زحمــات  ايــن عزيــزان 

ــی را دارم. ــال قدردان ــان كم مفیدش
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