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چكيده

روش‌هــای فیزیکــی و شــیمیایی مــورد اســتفاده بــرای پاک‌ســازی آلاينده‎هــاي نفتــي، روش‌هایــی بســیار دشــوار، خطرنــاک و پرهزینــه 
ــوده فراهــم مــی‌آورد.  ــرای آلودگــی زدایــی از محل‌هــای آل ــوژی، بســیاری از اوقــات راهکارهــای موثرتــری را ب ــی بیوتکنول هســتند. ول
ــوده  هــدف از ايــن پژوهــش، ارزيابــي تکنیــک زيســت فزونــی در حــذف آلاينده‌هــاي نفتــي مي‌باشــد. در ایــن پژوهــش خاک‌هــای آل
بــه گازوییــل بــه مــدت 100 روز در ســتون‌های مکعــب مســتطیل بــه ابعــاد m 1×1×1 در دمــای محیــط و رطوبــت نســبی 50% تحــت 
عمــل زیســت فزونــی بــا میکروب‌هــا قــرار گرفــت و بــا نمونــه خــاک آغشــته بــه گازوییــل بــدون تلقیــح میکروبــی مقایســه گردیــد  و 
در نهایــت جدایــه به‌دســت آمــده توســط تســت‌های بیوشــیمیایی و مولکولــی شناســایی شــد. نتايــج شــمارش كلــي مكيروارگانيســم‌ها 
ــورد  ــی ســتون‌هاي خــاك م ــح میکروب ــس از تلقی ــدت 100 روز پ ــه در م ــت اســت ك ــن واقعی ــر اي ــي بيان‌گ ــز گاز كروموتوگراف و آنالي
نظــر، جمعيــت مكيروبــي خــاك از 6 10 × 2 بــه cfu 10 10× 2/6 افزايــش داشــته اســت كــه بــا توجــه بــه نتایــج تســت‌های بیوشــیمیایی 
ــب  ــوزا(، جمعيــت غال ــن بيــن باســيل‌هاي گــرم منفــي اكســيداز مثبــت )پســودوموناس آئروژین ــی، مشــخص شــد کــه در اي و مولکول
را  تشــيكل می‌دهنــد. آناليــز كيفــي و كمــي بــه كمــك دســتگاه گاز كروموتوگرافــي نشــان مي‌دهــد كــه برخــي از اجــزاء موجــود در 
نمونــه تحــت درمــان، توســط زيســت فزونــی از بيــن رفتــه يــا كاهــش يافته‌انــد. بررســي‌هاي انجــام شــده روي نمونه‌هــاي آغشــته بــه 
گازويیــل توســط دســتگاه گاز كروموتوگرافــي نشــان‌دهنده پاک‌ســازی زيســتي آلاينــده گازويیــل توســط میکروب‌هــای به‌دســت آمــده 
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مقدمه

که  است  مهمی  مسائل  از  زیست  محیط  آلودگی  امروزه 
عوامل  از  آلاینده‌ها  و  هستند  روبرو  آن  با  مختلف  جوامع 
آلودگی  به شمار می‌روند.  ایجاد اختلال در محیط زیست 
یک  سمی  و  ارگانیک  مواد  به  زیرزمینی  آب‌هاي  و  خاك 
مشکل شایع محیط زیست است. در این میان محصولات 

نفتی یکی از مهم‌ترین آلاینده‌های محیط زیست محسوب 
محصولات  پرمصرف‌ترین  از  یکی  گازوییل   .]1[ می‌شود 
نفتی در ایران و بسیاری از کشورهای جهان است. بنابراین 
جاده‌ای،  حوادث  وقوع  یا  و  مخازن  از  نشت  صورت  در 
می‌تواند به‌عنوان یکی از مهم‌ترین آلاینده‌های منابع خاکی 
به‌عنوان  گازوییل  پژوهش،  این  در  رو  این  از  باشد.  مطرح 

آلاینده هیدروکربنی انتخاب گردید ]2[.
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1. Bioaugmentation

ــواد  ــالاي م ــرف ب ــودن و مص ــز ب ــت خي ــل نف ــه دلي ب
ــي  ــي يك ــواد نفت ــه م ــي خــاك ب ــران، آلودگ ــي در ای نفت
آلودگــي  از معضــات اساســي مي‌باشــد. پاک‌ســازي 
در  اساســي  گام‌هــاي  از  يكــي  آلــوده،  خا‌كهــاي  از 
ــرا  ــد، چ ــدار مي‌باش ــالم و پاي ــط زيســت س ــتن محي داش
ــع در  ــردن مناب ــا محــدود ك ــف ب ــاي مختل ــه آلاينده‌ه ك
ــر مواجــه  ــي جبران‌ناپذي ــا مخاطرات ــد را ب دســترس، تولي

.]3[ مي‌ســازند 

300 میلیــون هکتــار از ســطح خــاک در معــرض آلودگــی 
ــس  ــته پ ــای گذش ــت. در زمان‌ه ــیمیایی اس ــواد ش ــا م ب
ــم‌هاي  ــت مكيروارگانيس ــي، فعالي ــي نفت ــت آلودگ از نش
ــي همچــون فوتواكسيداســيون، منجــر  ــا عوامل ــي و ي بوم
بــه حــذف آلودگــي مي‌شــد. امــا افزايــش جمعيــت 
جهــان و اســتفاده بي‌رويــه از ايــن مــاده، بــه مــرور زمــان 
ــن  ــه حــذف اي ــادر ب ــي ق ــل طبيع ــه عوام ــث شــد ك باع
ــی و  ــای فیزیک ــند ]6-4[. فرآینده ــي نباش ــدار آلودگ مق
ــای  ــی از مکان‌ه ــرای آلودگی‌زدای ــیاری ب ــیمیایی بس ش
ــرای  ــوده بهک‌ارمــی‌رود. متأســفانه روش‌هــای موجــود ب آل
ــتفاده از  ــه اس ــت ک ــکلاتی اس ــی دارای مش آلودگی‌زدای
ــد.  ــی می‌نمای ــرایط خاص ــه ش ــدود ب ــا را مح آن روش‌ه
ــای  ــات راهکاره ــیاری از اوق ــی، بس ــای بیولوژیک روش‌ه
ــی از  ــرای آلودگی‌زدای ــر را ب ــی، ارزان و موث ــان، دائم آس
ــی1 از  ــت فزون ــد. زیس ــم می‌آورن ــوده فراه ــای آل محل‌ه
ــاک  ــازي خ ــراي پاک‌س ــروزه ب ــه ام ــت ک ــي اس روش‌های
و آب زيرزمينــي آلــوده بــه هيدروکربن‌هــاي نفتــي مــورد 
ــتفاده از  ــا اس ــن روش ب ــرد. در ای ــرار مي‌گي ــتفاده ق اس
ــاک  ــي در خ ــورت طبيع ــه به‌ص ــم‌هایي ک ميکروارگانيس
ــه  ــا تجزي ــده و ي ــی ش ــا معدن ــوند، آلاینده‌ه ــت می‎ش ياف
مي‌گردنــد. در پايــان رونــد معدنــي شــدن، آب و دي 
اکســيد کربــن توليــد مي‌شــود. ايــن فرآينــد شــامل وارد 
کــردن ميکروارگانيســم‌هاي غيربومــي بــه محيــط طبيعــي 
ــترش  ــا گس ــرعت و ي ــش س ــدف افزاي ــا ه ــه ب ــت ک اس
تجزيــه زيســتي انجــام مي‌شــود. ايــن روش معمــولاً زماني 
محيــط  ميکروارگانيســم‌هاي  کــه  مي‌شــود  اســتفاده 
ــا اينکــه مــاده آلودهک‌ننــده  ــه تجزيــه نباشــند و ي قــادر ب
محيــط ســاختاري پيچيــده داشــته و از طيــف وســيعي از 

تريکبــات تشــکيل شــده باشــد. در ایــن صــورت بــه دليــل 
کــم بــودن جمعيــت ميکروارگانيســم‌ها و سرســخت 
ــاده شــيميايي هــدف،  ــه شــدن م ــر تجزی ــا دی ــودن و ی ب
ــن  ــه همي ــود. ب ــتفاده می‌‎ش ــی اس ــت فزون از روش زیس
منظــور باکتري‌هايــي کــه توانايــي انجــام فعاليــت مــورد 
ــاي  ــتفاده از تکنيک‌ه ــا اس ــا ب ــي و ي ــور طبيع ــر به‌ط نظ
مهندســي ژنتيــک را داشــته باشــند، مســتقيماً وارد منطقه 
ــی  ــه معن ــی، ب ــت فزون ــه زیس ــد. در نتیج ــوده ميک‌نن آل
ــوده  ــای آل ــه داخــل محیط‌ه ــح میکروارگانیســم‌ها ب تلقی
ــد ]7-9[. ــده می‌باش ــواد آلاین ــه م ــش تجزی ــت افزای جه

متجــاوز از ۲۰ ســال اســت کــه تجزیــه زیســتی گســترش 
ــازی  ــرای پاک‌س ــتراتژی اقتصــادی ب ــک اس ــوان ی و به‌عن
ــتفاده از  ــا اس ــی ب ــات نفت ــه ترکیب ــوده ب ــای آل خاک‌ه
قــرار  اســتفاده  مــورد  کننــده،  تجزیــه  باکتری‌هــای 
ــه  ــط در تجزی ــه فق ــازی زیســتی ن ــه اســت. پاک‌س گرفت
ــوان  ــه می‌ت ــود، بلک ــع ش ــر واق ــد مؤث ــا می‌توان آلودگی‌ه
ــاک،  ــوا، خ ــته از ه ــواد ناخواس ــازی م ــرای پاک‌س از آن ب
آب و همچنیــن مــاده خــام از مــواد زایــد صنعتی اســتفاده 

ــرد ]1[. ک

حــذف  روش  نیــز  متعــددی  محدودکننــده  عوامــل 
را  میکروارگانیســم‌ها  توســط  آلاینده‌هــا  بیولوژیکــی 
تحــت تأثیــر قــرار می‌دهنــد و کارآیــی ایــن روش را 
ــده  ــدود کنن ــل مح ــی از عوام ــازند. برخ ــدود می‌س مح
عبارتنــد از: غلظــت آلاینــده، دسترســی بــه مــواد آلاینــده، 
ــم از  ــد میکروارگانیس ــاء و رش ــرای بق ــب ب ــرایط مناس ش
ــیژن  ــب، اکس ــت مناس ــا و رطوب ــب، دم ــه pH مناس جمل
کافــی، مــواد غذایــی مناســب و عــدم وجــود مــواد ســمی 
ــک  ــود تکنی ــن وج ــا ای ــم‌ها. ب ــنده میکروارگانیس و کش
زیســت فزونــی درحــذف آلاینده‌هــا به‌علــت توانایــی 
ــات  ــه ترکیب ــا ب ــل آنه ــا و تبدی ــل آلاینده‌ه ــذف کام ح
معدنــی بی‌ضــرر و ســازگار بــا محیــط زیســت ماننــد دی 
اکســیدکربن و آب و همچنیــن هزینه‌هــای کمتــر، بســیار 
مــورد توجــه می‌باشــد. ]4 و 6[ باکتري‌هــا، قارچ‌هــا و 
ــر و  ــرای تکثی ــاز ب ــورد ني ــرژي م ــد ان ــا مي‌توانن مخمره

ــد.  ــت آورن ــت به‌دس ــود را از نف ــای خ بق
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                                              60 °C فعاليــت ايــن باکتري‌هــا در دامنــه دمايــي 2- تــا
میــان  در   ]9[ می‌گیــرد.  صــورت   10 تــا   5/5  pH و 
باکتری‌هــا، ســودوموناس‌ها توانایــی بالایــی در حــذف 

هیدروکربن‌هــای نفتــی دارنــد ]10[.

در زمینه پاک‌سازي بیولوژیکی، کیم و هائو، لی و گیبسون، 
لی و همکاران و شیلدز و همکاران طی پژوهش‌هاي خود، 
زدودن  در  را  سودوموناس  باکتري  حضور  مثبت  تاثیر 
آلاینده‌هاي آلی گزارش کرده‌اند ]14-11[. بوسرت و بارتا 
باکتریوم،  کورینه  آرتروباکتر،  سودوموناس،  باکتري‌هاي 
نوکاردیاو  و  میکروکوکوس  آکروموباکتر،  فلاوباکتریوم، 
مایکوباکتریوم را به‌عنوان فعال‌ترین گونه‌هاي باکتریایی در 

تجزیه هیدروکربن‌ها در خاك گزارش کردند ]15[.

منابــع آب و خــاك بخــش حياتــي زندگــي بشــر هســتند، 
امــا مدت‌هاســت كــه مــواد نفتــي و مشــتقات آن در اثــر 
ــتفاده  ــا اس ــازي ي ــره س ــل، ذخي ــل و نق ــتخراج، حم اس
ــت ]16[. از  ــده اس ــاك ش ــي خ ــب آلودگ ــت موج نادرس
ــن  ــت از بي ــح جه ــتراتژي صحي ــك اس ــاذ ي ــن رو اتخ اي
ــدار  ــه توســعه پاي ــردن مشــكل آلودگــی و دســت‌يابي ب ب
ــور، در  ــن منظ ــه همی ــت. ب ــروري اس ــه ض ــن زمين در اي
ــوده  ــاي آل ــی خا‌كه ــت فزون ــش روش زیس ــن پژوه اي
ــب‌ترين  ــوان مناس ــا به‌عن ــه ت ــرار گرفت ــی ق ــورد ارزیاب م
و كــم خطرتريــن روش پاک‌ســازی زيســتی بــه كار بــرده 
ــرای حــذف  ــج تحقیــق ب شــود و در صــورت امــکان، نتای
آلاینده‌هــا در مقیــاس وســیع مــورد اســتفاده قــرار گیــرد.

مواد و روش

ــل  ــه گازویی ــوده ب ــه خــاک آل ــن پژوهــش 14 نمون در ای
ــی  ــورت مقطع ــان به‌ص ــتان کرم ــف اس ــق مختل از مناط
جمــع‌آوری شــد. از مجمــوع نمونه‌هــای مــورد نظــر، 
بهتریــن  و  گردیــد  جدا‌ســازی  باکتــری  تعــدادی 
ــر  ــل از نظ ــتی گازویی ــه زیس ــر در تجزی ــویه‌های مؤث س
ــد در  ــطحی و رش ــش س ــش کش ــیون، کاه امولسیفیکاس
حضــور سوبســترای گازوییــل در محیــط حداقــل نمکــی 
ــی  ــرای ارزیاب ــرار گرفــت. ب مــورد بررســی و جداســازی ق
ــه  ــتطيل ب ــب مس ــتون مكع ــی، 3 س ــای میکروب درمان‌ه

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

ــرل  ــوان كنت ــی به‌عن ــح میکروب تلقی
سـتون شماره دو : خاك خشك بدون گازويیل

ــا  ــل ب ــه گازويی ــته ب ــاك آغش ــه : خ ــماره س ــتون ش س
تلقیــح میکروبــی به‌عنــوان درمــان

ــر شــد.  ــاع m 1 از خــاک شــن پ ــا ارتف کــف ســتون‌ها ت
ــه شــهر  ــن پژوهــش از حوم ــورد اســتفاده در اي خــاك م
كرمــان انتخــاب و بــه منظــور جداســازي ذرات درشــت از 
يــك الــك عبــور داده شــد. ســپس روی خــاک ســتون‌های 
ــد  ــه ش ــج اضاف ــه تدری ــل ب ــزان l 3 گازویی ــه می 1 و 3 ب
ــد.  ــع گردی ــاک توزی ــت در خ ــل و یکنواخ ــور کام و به‌ط
غربال‌گــری  مرحلــه  در  آمــده  به‌دســت  جدايه‌هــاي 
ــول  ــه از محل ــد ك ــزوده ش ــاك اف ــه خ ــزان l 1 ب ــه می ب
باكتري‌هــاي فــوق بــه ميــزان 8 10×1/5 باكتــري در هــر 
                                     15-30 °C 1 محلــول تلقيــح و در شــرایط دمایــی cc

نگهــداری شــد. دمــا و رطوبــت به‌صــورت روزانــه و 
pH به‌صــورت هفتگــی اندازه‌گيــري و ثبــت گرديــد. 

ــت  ــور پلي ــه‌روش پ ــم‌ها ب ــي مكيروارگانيس ــمارش كل ش
ــار انجــام شــد. ــك ب ــر ده روز ي )كشــت صفحــه‌اي( ه

ــه خــاك پیــش از تلقیــح میکروبــی و100 روز پــس  نمون
ــا  ــه ب ــه بلافاصل ــی ک ــه خاک ــن نمون ــح و همچنی از تلقی
گازوییــل آغشــته شــده بــود )به‌عنــوان کنتــرل(، 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. دتكت ــز ش ــي mm 0/25 آنالی داخل
در ايــن روش FID بــوده و از يــك برنامــه حرارتــي بــراي 

تغييــر دمــاي ســتون اســتفاده گردیــد. 
بــه 100   1 نســبت  بــه  كلرومتــان  دي  در  نمونه‌هــا 
ــده  ــق ش ــاي رقي ــم μl 1 از نمونه‌ه ــده و حج ــق ش رقي
ــزای  ــتخراج اج ــراي اس ــد. ب ــق گردي ــتگاه تزري ــه دس ب
ــتفاده  ــان اس ــاك، از دي كلرومت ــاي خ ــل از نمونه‌ه گازويی
شــد.  بدین‌ترتیــب پــس از اينكــه نمونــه بــه مــدت 5 دقيقــه 
در حمــام اولتراســوند در دمــاي آزمايشــگاه مخلــوط 

ــد، گردي
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ــاي  ــد و از نمونه‌ه ــر PTFE صــاف ش ــتفاده از فيلت ــا اس ب
صــاف شــده بــه دســتگاه تزريــق گرديد و بــر اســاس نتايج 
ــه  ــي مكيروارگانيســم‌ها در تجزي گاز كروموتوگــراف، كاراي
زيســتي گازويیــل بررســي گردیــد. مكيروارگانيســمي كــه 
بيشــترين ميــزان تجزيــه گازويیــل را از خــود نشــان دارد، 
ــی مــورد شناســایی  ــا تســت‌های بیوشــیمیایی و مولکول ب

قــرار گرفــت.

جداســازی  ســویه  مولکولــی  شناســایی  منظــور  بــه 
شــده، ژنــوم باکتریایــی اســتخراج و ســپس توســط 
واکنــش زنجیــره‌ای پلیمــراز )PCR( تکثیــر شــد. در 
مرحلــه اســتخراج DNA،اml 1/5 از کشــت شــبانه در                                
C° 37 ســانتریفيوژ شــده و از رســوب حاصــل بــا اســتفاده 

ــماره  ــا ش ــیناژن ب ــرکت س ــتخراج DNA ش ــت اس از کی
ــوم  ــه، ژن ــکل مربوط ــاس پروت ــر اس ــریال DNP Tm و ب س
اســتخراج گردیــد. ســپس بــرای تاییــد صحــت اســتخراج 
ــورز در ژل  ــک الکتروف ــب، تکنی ــای منتخ DNA نمونه‌ه

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

ــد. ــاده ش ــرای PCR آم ب

 DNA پلیمــراز و Taq ا 16 از آنزیــمSrRNA بــرای تکثیــر ژن
 338R 27 وF ژنومــی به‌عنــوان الگــوی دو پرایمــر عمومــی
)از شــرکت ســیناژن( کــه از پرایمرهای یونیورســال )جدول 
شــماره 1( می‌باشــند، اســتفاده شــد. برنامــه PCR نیــز در 

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

 5 پرایمرتوالی  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 طویل شدن

65 10 طویل شدن نهایی

در ادامــه بــه منظــور اطمینــان از دســتی‌ابی بــه باندهــای 
16S rRNA ســویه‌های منتخــب، بــا انجــام الکتروفــورز )بــا 

شــاهد مثبــت و منفــی PCR( نتایــج بررســی شــد و بــرای 
 Macrogene تعییــن تــرادف ژنتیکــی، نمونــه بــه شــرکت
کــره جنوبــی ارســال گردیــد. ســپس توالی‌هــای حاصــل 
 Chromas Pro برنامــه  از  اســتفاده  بــا   Sequencing از 

ویرایــش شــده و در فرمــت FASTA ذخیــره گردیــد. 

پــس از شناســایی تــرادف ســویه منتخــب، نتایــج حاصــل 
بــا BLAST خوانــده شــد و توالــی حاصــل بــا توالی‌هــای 
موجــود در بانــک اطلاعــات زیســتی NCBI مقایســه 
ــا  ــده ب ــا درصــد تشــابه ســویه‌های به‌دســت آم ــد ت گردی

ــواع شــناخته شــده آنهــا تعییــن گــردد. ان

نتايج و بحث

ــي  ــت و دمــا طــی آزمایشــات، تغييــرات چندان pH، رطوب

ــت  ــدوده pH=7-8، رطوب ــب در مح ــه ترتي ــته و ب نداش
ــد  ــر نمودن ــن C° 30-15 تغيي ــا بی ــن 50-30% و دم بي
ایجــاد  تداخــل  میکروب‌هــا  رشــد  رونــد  در  کــه 
ــر از  ــن پارامت ــت، اي ــد. در صــورت كاهــش رطوب نمی‌نمای
ــج  ــد. نتاي ــم گردي ــق آب‌پاشــی در حــد ثابتــي تنظي ظري
ــده در  ــام ش ــل انج ــاي مزوفي ــي مكيروب‌ه ــمارش كل ش
ســتون‌هاي مــورد نظــر در جــدول 3 و خصوصیــات و 
در  آئروژینــوزا  ســودوموناس  بیوشــیمایی  ویژگی‌هــای 
ــج حاصــل از شــمارش  ــه شــده اســت. نتای جــدول 4 ارائ
ــت  ــش جمعی ــان‌دهنده افزای ــم‌ها نش ــی میکروارگانیس کل
ــوع  ــن تن ــت. همچنی ــماره 3 اس ــتون ش ــی در س میکروب
میکروبــی در ســتون شــماره 3 نســبت بــه نمونــه کنتــرل، 
خــاک خشــک و خــاک آلــوده بــه گازوییــل بــدون تلقیــح 
ــیل  ــب آن باس ــت غال ــت و جمعی ــتر اس ــی بیش میکروب

ــد. ــت می‌باش ــید از مثب ــی اکس ــرم منف گ

پــس از انجــام مطالعــات فیزولوژیــک و بیوشــیمیایی، 
 PCR ــوم اســتخراجی ســویه مربوطــه توســط تکنیــک ژن
تکثیــر و باندهــای حاصــل بــه وســیله الکتروفــورز بررســی 
 16S rRNA ــر ژن ــده تکثی ــد کنن ــکل 1 تایی ــد. ش گردي
ســویه منتخــب می‌باشــد کــه حــدود bp 311 طــول دارد.
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جدول 4- خصوصیات و ویژگی‌های بیوشیمایی سودوموناس آئروژینوزا

نوع آزمون 

+اکسیداز 
+حرکت 
-ایندول

-هیدرولیز سیترات 
TSI واکنش در محیطALK/ALK

رشد در سطح )هوازی(رشد بر روی تایوگلیکولات 
+رشد بر روی مک کانکی آگار

اکسید کنندهواکنش در محیط OF با قند گلوکز
+هیدولیز آرژنین 
-هیدرولیز اوره 

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

42 °C رشد در+
4 °C رشد در-

+کاتالاز 

جدول 3- ميانگين تعداد باكتري‌هاي مزوفيل )cfu/g*( در نمونه مورد بررسي
نمونه                                                                

روز
خاك با گازویيل با تلقیح میکروبیخاك با گازویيل 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. باندهایی که مشاهده می‌شود از چپ 
به راست کنترل منفی،کنترل مثبت ژن SrRNA16، مارکر یک کیلو بازی و ژن SrRNA16 سویه زیست فزونی مي‌باشند.

 ســویه به‌دســت آمــده در پژوهــش حاضــر توســط 
تکنیــک تــرادف یابــی ژنــی 16SrRNA کــه متداول‌تریــن 
شــاخص مــورد اســتفاده در زمینــه سیســتماتیک میکروبی 

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

پایــه                                                                         بــر  ژنتیکــی  آزمــون  از  حاصــل  نتایــج 
و  داده‌هــا  فیلوژنتیکــی  آنالیــز   ،16SrRNA Sequencing

ســپس خوانــدن نتایــج بــا BLAST و مقایســه بــا توالی‌هــای 
موجــود در بانــک اطلاعــات زیســتی NCBI مشــخص نمــود 
 pseudomonase aeruginosa کــه ســویه منتخــب متعلــق بــه
 16SrRNA بــود. میــزان تشــابه تــرادف IAM 12369 ســویه

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

آنالیــز گاز کروماتوگرافــی خــاک خشــک در شــکل 2 نشــان 
داده شــده اســت. بــه منظــور بررســی تأثیر تلقیــح میکروبی 
در زیســت فزونــی گازوییــل، کروماتوگــرام خــاک گازوییلــی 
بــدون تلقیــح میکروبــی )شــکل 3( به‌عنــوان کنتــرل 
ــت  ــل از فعالی ــرام حاص ــد و کروماتوگ ــه ش ــر گرفت در نظ
ــح  ــا تلقی ــل ب ــه گازویی ــته ب ــای آغش ــی خاک‌ه میکروب
میکروبــی )شــكل‌هاي 4 و 5( بــا آن مقایســه گردیــد. 
ــر منحنــي و درصــد آن در زمان‌هــاي احتبــاس  ســطح زي
مختلــف در نمونــه خــاك گازويیلــي كنتــرل بانمونــه تحــت 
ــای  ــان‌دهنده آلکان‌ه ــا نش ــد. پ‌كيه ــه ش ــان مقايس درم
ــا وزن  ــرل ب ــه كنت ــا نمون ــي ي ــاك گازويیل ــود در خ موج
مولكولــي متفــاوت اســت كــه هرچــه وزن مولكولــي 

ــر از  ــاس طولاني‌ت ــان احتب ــد، در زم ــتر باش ــکان بيش آل
ــه  ــد ك ــج نشــان مي‌ده ــده اســت . نتاي ــارج ش ــتون خ س
 13/89  ،11/37  ،4/09  ،2/74  ،2/48 دقيقــه  پ‌كيهــاي 
20/47، 21/29، 22/09، 22/84، 56/23 آلودگــی درنمونــه 
در ميــان به‌طــور كامــل حــذف شــده اســت و در پ‌كيهــاي 
 ،14/49  ،13/25  ،11/89  ،10/38  ،8/65  ،6/57 دقيقــه 
15/64، 15/77، 16/71، 17/73، 18/19، 19/60 آلودگــی 
كاهــش قابــل توجهــي داشــته اســت كــه بيان‌گــر توانايــي 
ــل توســط مكيروارگانيســم‌هاي موجــود در  ــه گازويی تجزي
خــاك مي‌باشــد. بنابرایــن باكتري‌هــاي موجــود در تجزيــه 

ــد. گازويیــل، عملکــرد مناســبی دارن

ــا  ــق ب ــن تحقی ــی در ای ــده نهای ــدا ش ــویه ج ــان س در پای
بررســی‌های ماکروســکوپی، میکروســکوپی و تســت‌های 
تعییــن                                   و   DNA تخلیــص  نهایــت  در  و  بیوشــیمیایی 
16SrRNA آن، شناســایی گردیــد کــه بــا احتمــال %99 

ــش در  ــوزا می‌باشــد. فاســندو و همكاران ســودوموناس آئروژین
ــري و  ــح باكت ــس از تلقي ــه 13 روز پ ــد ك ــه‌اي دريافتن مطالع
كاربــرد كــود نيتــرات آمونيــوم، آلودگــي خــاك بــه گازويیــل به 
ميــزان 90% كاهــش می‌باشــد. ايــن نتيجــه به‌وســيله مقايســه 
ــي به‌دســت  ــر منحنــي پكي‎هــاي گاز كروماتوگراف ســطح زي
آمــد كــه نشــان‌دهنده مصــرف گازويیــل به‎وســيله جمعيــت 
باكتــري و افزايــش فعاليــت مكيروبــي در خــاك آلــوده در اثــر 
ــد ]19[. ــود می‌باش ــرد ك ــري و كارب ــه باكت ــاك ب ــح خ تلقي
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شکل 2- آناليز گاز كروماتوگرافي خاك خشك
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در تحقیــق حاضــر نیــز ملاحظــه گرديد کــه در مــدت 50 روز 
پــس از تلقیــح باکتــری بــه خــاك آلــوده بــه گازويیــل، بیــش 

از 90% آلودگــی گازويیلــی از خــاک حــذف شــده اســت.

ــت  ــک زیس ــی تکنی ــش در ارزیاب ــژاد و همکاران بهرامی‌ن
ــه  ــدت 70 روز ب ــگاهی در م ــاس آزمایش ــی درمقی فزون
ــا 30 روز  ــا ت ــه رشــد میکروب‌ه ــن نتیجــه رســیدند ک ای
ــه  ــا مقايس ــن ب ــد. همچنی ــم‌گیری میی‌اب ــش چش افزای
ســطح زيــر منحنــي پ‌كيهــاي كروماتوگرافــي گازی 
متوجــه شــدند کــه حداکثــر تجزیــه میکروبــی در 30 روز 
اولیــه رخ می‌دهــد. در زمــان 70 روز نیــز تجزیــه میکروبی 
تــا حــدودی افزایــش میی‌ابــد. در نهایــت بــا انجــام 
ــه حداکثــر  تســت‌های بیوشــیمیایی مشــخص شــد ک
تجزیــه زیســتی توســط ســویه ســودوموناس صــورت 
گرفتــه اســت ]20[. در ایــن تحقیــق نیــز بیشــترین رشــد 
میکروبــی 50 روز پــس از تلقیــح میکروبــی ملاحظــه شــد 
و همچنیــن بــا انجــام تکنیــک کروماتوگرافــی در روزهــای 
50 و 100 مشــخص شــد کــه بیشــترین حــذف در زمــان 

ــه اســت. 50 روز صــورت گرفت

نتیجه‌گیری

ــي و شــمارش  در ایــن پژوهــش از طريــق كشــت مكيروب
كلــي مكيروارگانيســم‌ها )خــاك آغشــته بــه گازوييــل بــا 
تلقیــح میکروبــی و بــدون تلقیــح میکروبــی( هــر 10 روز 
ــه  ــذاري ب ــه گ ــذي و گرم‌خان ــط آگار مغ ــار در محي یک‌ب
ــداد  ــش در تع ــاي C° 30، افزای ــاعت در دم ــدت 70 س م
ــه وضــوح مشــاهده  ــق جــدول 3 ب میکروارگانیســم‌ها طب

شــد کــه نشــانه تاثیــر تلقیــح میکروبــی در رشــد 
می‌باشــد. میکروارگانیســم‌ها 

نتايــج شــمارش كلــي مكيروارگانيســم‌ها و آناليــز گاز 
كروماتوگرافــي بيان‌گــر ايــن واقعیــت اســت كــه در 
مــدت 100 روز پــس از تلقیــح میکروبــی ســتون‌هاي 
خــاك مــورد نظــر جمعيــت مكيروبــي خــاك از 106×2 بــه 
1010× 2/6 افزايــش داشــته اســت كــه بــا توجــه بــه نتایــج 

ــه  ــد ک ــی مشــخص ش ــیمیایی و مولکول تســت‌های بیوش
ــت  ــي اكســيداز مثب ــرم منف ــن باســيل‌هاي گ ــن بي در اي
ــيكل  ــب را  تش ــت غال ــوزا( جمعي ــودوموناس آئروژین )پس
ــه كمــك دســتگاه گاز  ــي و كمــي ب ــز كيف ــد. آنالي داده‌ان
ــزاي  ــي از اج ــه برخ ــد ك ــان مي‌ده ــي نش كروموتوگراف
ــی  ــه تحــت درمــان توســط زيســت فزون موجــود در نمون
ــام  ــي‌‌هاي انج ــد. بررس ــش يافته‌ان ــا كاه ــه ي ــن رفت از بي
شــده روي نمونه‌هــاي آغشــته بــه گازوييــل توســط 
پاک‌ســازی  نشــان‌دهنده  كروماتوگرافــي  گاز  دســتگاه 
میکروب‌هــای  توســط  گازوييــل  آلاينــده  زيســتي 

به‌دســت آمــده از مرحلــه غربال‌گــری مي‌باشــد.

تشكر و قدرداني

ایــن پژوهــش بــا همــکاری دلســوزانه اســتاتید محتــرم و 
همچنیــن مســئوول آزمایشــگاه ایرانیــان غــذا آزمــا اســتان 
ــه اســت کــه بدین‌وســیله از تمامــی  ــان انجــام گرفت کرم
راهنمایی‌هــای  و  بــه خاطــر زحمــات  ایــن عزیــزان 

ــی را دارم. ــال قدردان ــان کم مفیدش
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