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  چکیده
 هـاي   هاي مستعد بومی یکی از زمینه     به وسیله میکروارگانیسم    ) مازوت(تجزیه زیستی نفت کوره سنگین    : مقدمه

سازگاري با محیط و کم هزینه بودن این روش روز بـه روز آن را گـسترش   . جدید از فناوري زیستی در صنایع نفت است     
  .می تواند براي تجزیه کردن نفت کوره سنگین نیز موثر باشدجداسازي و شناسایی باکتري هاي نفت خوار . داده است

نمونه ها بـر روي محـیط   . برداري از منابع خاکی و آبی آلوده به ترکیبات نفتی انجام شد          نمونه  : مواد و روش ها   
پـس از جداسـازي، توانـایی تجزیـه     . هاي کشت اختصاصی رشد داده شد تا میکروارگانیسم هاي مستعد جداسازي شوند   

سـپس تجزیـه مـازوت، در     . بهترین میکروارگانیسم انتخـاب و شناسـایی شـد        . نندگی آن ها برروي مازوت بررسی شد      ک
  . بسترهایی با مازوت تثبیت شده و شناور، توسط آن سویه بررسی گردید

 براي تجزیه زیستی مازوت از Enterobacter cloacae)(BBRC10061سویه جدید : یافته هاي پژوهش
 درصـد  1( درصد از مازوت 13در شرایط هوازي . وده به ترکیبات نفتی شهر مشهد جداسازي و شناسایی شد هاي آل خاك

بررسی تثبیت و شناور سـازي  .  تجزیه گردیدBBRC10061 روز، توسط   10موجود در محیط معدنی، در مدت       ) حجمی
 ي از چسبیدن آن بـه محـیط زیـست   مازوت و به کارگیري مخلوط میکروبی نشان داد که شناور سازي مازوت و جلوگیر           

شود، و مخلوط میکروبی نیز قادر به افزایش تجزیه مازوت به صورت محـسوس  واکنشگاه سبب افزایش بازده فرایند می      
  .نیست

توانـد بـه    مـی BBRC10061نتایج حاصل در این مطالعه نشان داده است کـه سـویه         :بحث و نتیجه گیري   
  . هاي سنگین و ترکیبات نفتی مورد استفاده قرار گیردبنعنوان تجزیه کننده مناسب هیدروکر
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  مقدمه
 سنگین مانند ايه  هیدروکربندارايمازوت 

آسفالتن، رزین ها، آلکان هاي بلند زنجیر، سیکلوآلکان 
  مازوت.)1،2(،استها و آروماتیک هاي چند حلقه اي 

 .)3(،دارد انواع مختلفیوزیته سینماتیک بر اساس ویسک
 مقرون و موثر  هايروش عنوان به زیستی هاي روش

 به نسبت روش این مزیت. شده است توصیه صرفه به
 و فرایند سادگی شیمیایی، و فیزیکی هاي روش سایر

 از میکروارگانیسم استفاده .)4-7(،است آن کمتر هزینه
 ).8(،است  در تجزیه مواد مهممنطقههر  بومی هاي

ترکیبات  تجزیه زیستى میزان روى بر متعددى عوامل
  و شرایطعوامل درك .)9(،گذارند  میتاثیر نفتی

متناسب با  ).10(،استی اهمیت خاص داراي تاثیرگذار
نوع ماده مورد نظر و فرایندي که باید انجام شود می 

. )11(،کرد  جدام خاصی را از محیطیستوان میکروارگانی
هاي بومی توانمند مانند  در ایران میکروارگانیسم

Pseudomonas aeruginosa ،Pseudomonas 
stutzeri ،Provedenica stuartii ،Acinetobacter 

sp ،Bacillus Cereus ،Micrococcus sp ،
Enterobacter cloacae ،Serratia sp  از نقاط

مختلف آلوده به ترکیبات نفتی مانند منابع خاکی و آبی 
 و براي تجزیه هیدروکربن هاي مختلف جداسازي شده

حالی که تجزیه زیستی  کار گرفته شده اند؛ دره ب
  )12-17(.مازوت در ایران انجام نشده است

 ترکیبات نفتین پژوهش، تجزیه هدف از ای
کارگیري میکروارگانیسم ه مازوت از طریق شناسایی و ب

هاي بومی توانمند موجود در طبیعت و بررسی تاثیر 
براي تحقق .  بوده استآنشرایط فرایندي مختلف بر 

این اهداف از منابع طبیعی آلوده به ترکیبات مختلف 
 در مشهد تی به ترکیبات نفنفتی مانند آب و خاك آلوده

طی آزمایش هاي مختلف . نمونه برداري گردید
از طریق میکروارگانیسم هاي توانمند بومی جداسازي و 

 16S rDNA اولیه و سپس با کمک روش شناسایی
ها بر   تاثیر تجزیه کنندگی آندر ادامه .شدندبررسی 

  .روي مازوت در شرایط مختلف بررسی گردید

 ها مواد و روش
اده شده در این پژوهش مازوت ماده اصلی استف

است که از شرکت توزیع و پخش فرآورده هاي نفتی 
.  تهیه شده است380 با نام تجاري نفت کورهایران 

براي استخراج و رقیق  درصد 6/99کلروفرم با خلوص 
سازي مازوت از شرکت شیمی پژوهش آسیا تهیه شده 

، آمونیوم )CaCl2(کلسیم کلرید. است
 7. سولفات(II)، آهن))NH4)2SO4(سولفات

 7.، منیزیم سولفات)FeSO4.7H2O(آبه
، پتاسیم دي هیدروژن )MgSO4.7H2O(آبه

و پتاسیم هیدروژن ) KH2PO4(فسفات
براي تهیه محیط معدنی از شرکت ) K2HPO4(فسفات

 NBدو محیط کشت . مرك آلمان خریداري شده است
 Scharlau و نیز ماده آگارآگار از شرکت PDBو 

 از شرکت DNAکیت استخراج . ده اندخریداري ش
Bioneer و کیت PCR از شرکت Genet Bio تهیه 
 27F)5'-AGA GTT TGAپرایمرهاي . شده است

TCC TGG CTC AG-3' ( 1492وR)5'-GGT 

TAC CTT GTT ACG ACT T-3' ( از شرکت
  .تکاپو زیست تهران خریداري شده است

منبع از دو منبع خاکی و یک : نمونه برداري از محیط
یکی از منابع خاکی، . آبی نمونه برداري به عمل آمد

مخزن گازوئیل در شهر مشهد بوده است  خاك نزدیک
. که احتمال آلوده بودن به گازوئیل در آن وجود داشت

دیگري خاك آلوده به فاضلاب هاي نفتی و گازوئیل 
شرکت اتوبوسرانی واقع در شهر مشهد بوده است که 

 است تحت جریان فاضلاب این خاك سالیان زیادي
منبع آبی استفاده شده نیز مخزن قدیمی . نفتی قرار دارد

افتاده گازوئیل بوده است که در آن گازوئیل به  از کار
همراه آب مخلوط شده و همراه با لجن ته مخزن نمونه 

نمونه خاك آلوده به  .آبی آلوده محسوب می شود
 انتی س10فاضلاب اتوبوسرانی از سطح خاك تا عمق 

نمونه خاك نزدیک . متري خاك گرفته شده است
. مخزن گازوئیل نیز از خاك هاي سطحی بوده است

نمونه مخزن گازوئیل نیز شامل مخلوط گازوئیل و آب 
تمامی وسایل و . به همراه لجن ته مخزن بوده است

ظروف مانند قاشق یا بیلچه که در این عملیات استفاده 
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  .     استریل بوده اندشده کاملاً
براي جداسازي : ها جداسازي میکروارگانیسم

میکروارگانیسم ها از منابع نمونه گیري شده، ابتدا 
ي رشد میکروارگانیسم ها با محیط معدنی مناسب برا

گرم  MgSO4.7H2O ،01/0گرم  1/0ترکیب 
CaCl2 ،01/0 گرم FeSO4.7H2O ،1 گرم 

NH4)2SO4( ،5/0  گرمKH2PO4 گرم  5/0 و
K2HPO4ک لیتر آب مقطر ساخته شده است در ی .

از این محیط در . یم شدظ تن8/6 محیط روي pHمیزان 
ریخته، سر  ml100و در هر کدام حجم ml 250 ارلن 3

هر ارلن با پنبه و فویل بسته شده و سپس اتوکلاو 
 یک  گرم خاك در5از هر نمونه خاك ابتدا . گردیده اند

مقطر آب  ml100 بشر ریخته و پس از اضافه شدن
عاري از آلودگی به هر نمونه، این سوسپانسیون ها 

به  rpm200توسط شیکر در دماي آزمایشگاه و در 
از  ml5.  دقیقه به طور کامل مخلوط شده اند15مدت 

آب مقطر عاري از آلودگی در  ml100نمونه آبی نیز با 
. همان شرایط ذکر شده به طور کامل مخلوط شده است

 سوسپانسیون براي ته 3ر پس از اختلاط کامل، ه
 دقیقه ساکن شدند و 10نشینی ذرات مزاحم به مدت 

پس از آن از محیط مایع هر یک از سوسپانسیون ها به 
 استریل به برداشته و در شرایط کاملاً ml1میزان 

هر ارلن براي یک . محیط هاي معدنی اضافه می شود
 گرم 1نمونه آماده می شود و پس از اضافه شدن 

 روز در دماي 5 ارلن به مدت 3به هر ارلن، هر مازوت 
. قرار می گیرند rpm160و دور  درجه سانتی گراد 33

 نمونه برداشته و روي ml1  روز، از هر ارلن 5پس از 
.  منتقل می شودPDA  وNAسطح محیط کشت جامد 

 PDA و یک محیط NAبراي هر ارلن یک محیط 
ن امکان فراهم در واقع با این کار، ای. اختصاص داده شد

شد تا میکروارگانیسم هاي سازگار با محیط کشت 
محیط کشت . اختصاصی خود قابلیت رشد داشته باشند

 براي رشد PDA براي رشد باکتري ها و NAجامد 
پس از انتقال محیط هر ارلن بر . قارچ ها فراهم شد

درجه  33ها در دماي  روي محیط هاي کشت جامد، آن
زمان طوري .  روز قرار گرفتند5و به مدت سانتی گراد 

انتخاب شده است تا امکان رشد براي قارچ ها که 
سرعت رشد کمتري نسبت به باکتري ها دارند نیز 

  .فراهم شود
ها بررسی شدند  پلیت: ها سازي میکروارگانیسم خالص

 و ها تجمع داشته که میکروبها یا مناطقی  و کلونی
، تحت شرایط داشتها وجود  حتمال متمایز بودن آنا

یر هود میکروبی به یک پلیت تازه منتقل استریل در ز
نوع محیط کشت جامد جدید باید با محیط قبلی . ندشد

 رشد نموده بر NAتجمعاتی که روي  یکسان باشد؛
 رشد کرده PDA تازه و تجمعاتی که روي NAروي 

تحت شرایط . اند  جدید انتقال داده شدهPDAبر روي 
 بار تکرار گردید و هر بار به 3 خطی ذکر شده، کشت

گرماگذاري  درجه سانتی گراد 33 روز در دماي 2مدت 
دست آمدن تک کلونی هاي خالص ه پس از ب. شد

ي کشت جامد، مرحله خالص میکروبی از محیط ها
در پایان این مرحله براي . به اتمام رسیدسازي 

 محیط پلیتنگهداري میکروارگانیسم هاي خالص شده، 
ایزوله  براي جلوگیري از خشک شدن و نفوذ هوا ها

 .نگهداري شدنددرجه سانتی گراد  4در دماي شده و 
براي شناسایی اولیه : شناسایی مقدماتی میکروبی

 ابتدا با مشاهده چشمی کلونی ها، ها میکروارگانیسم
در . ها بررسی گردید رنگ، اندازه و شکل تقریبی آن
نمایی  بزرگ(پ نوريمرحله بعد و با کمک میکروسکو

. شکل دقیق میکروارگانیسم ها مشاهده گردید) 1000
کار گرفته شد تا گرم ه سپس روش رنگ آمیزي گرم ب

 .مثبت یا گرم منفی بودن باکتري ها بررسی شود
این مرحله : 16S rDNAشناسایی میکروبی با روش 

 16S rDNA، تکثیر قطعه DNAپنج بخش استخراج 
، تعیین توالی PCR محصول ، الکتروفورزPCRتوسط 

 شناسایی کامل میکروارگانیسم قطعه تکثیر شده و نهایتاً
 24 از کشت DNAبراي استخراج . را شامل می شود

  DNA ساعته باکتري استفاده شد و مراحل استخراج
.  انجام شدDNAبر اساس دستورالعمل کیت استخراج 

 16S، در مرحله تکثیر قطعه DNAپس از استخراج 
rDNA توسط PCR27  از پرایمرهاي عمومیF) 5'-

AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3' ( و
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1492R) 5'-GGT TAC CTT GTT ACG ACT 
T-3' (طول قطعه قابل تکثیر در حدود . استفاده شد

bp1500 محیط آماده شده براي . تخمین زده شد
PCR به حجم μl125 پیروي  1 شماره بوده و از جدول

  .می کند
 سازي محلول تکثیر و کنترل پس از آماده

 الگو بود و قرار DNAمنفی که شامل تمام اجزا به جز 
، واکنش هاي تکثیر قطعه PCRها در دستگاه  دادن آن

16S rDNA توسط PCRبا برنامه زیر انجام گرفت :  
 94 در دماي DNAواکنش واسرشت اولیه -

 . دقیقه طی یک چرخه5و به مدت درجه سانتی گراد 
 در DNAواسرشت : بارتند از چرخه ع35-

 ثانیه، 50و به مدت  درجه سانتی گراد 94دماي 
 50 در دماي DNAچسبیدن پرایمرها به رشته هاي 

 ثانیه، تکثیر و افزایش 30و به مدت درجه سانتی گراد 
 درجه سانتی گراد 72 در دماي DNAطول رشته هاي 

 . ثانیه40 دقیقه و 1و به مدت 
 تکثیر شده در دماي افزایش طول نهایی رشته-

 . دقیقه15و به مدت  درجه سانتی گراد 72
 درجه سانتی 15خنک کردن محلول تا دماي -

  .گراد
، براي PCRپس از آماده شدن محصول 

جداسازي محصول و تعیین باندهاي ممکن در آن از 
 TAE درصد 1 و بافر  درصد1الکتروفورز با ژل آگاروز 

ز  اPCR محصول پس از مشاهده باند،. استفاده شد
با . تعیین توالی شدروي ژل بریده شد و پس از تخلیص 

بررسی نتیجه تعیین توالی در بانک اطلاعات 
BLAST)Blast Local Alignment Search 

Tool(،)18( ، و با توجه به شناسایی مقدماتی
 . باکتري شناسایی شدسویهمیکروارگانیسم، نوع و 

شد محیط ر: زیست واکنشگاهآماده سازي 
  شناور و تثبیتتجزیه مازوتها براي  میکروارگانیسم

 گرم 1/0 تشکیل شده از ترکیب ،شده
MgSO4.7H2O ،01/0  گرمCaCl2 ،01/0 گرم 
FeSO4.7H2O ،1 گرم NH4)2SO4( ،5/0 گرم 

KH2PO4 گرم 5/0 و K2HPO4 در یک لیتر آب 
لوله هاي (مقطر که در زیست واکنشگاه هاي لوله اي

 pH. توزیع شده اند ml50 با حجم) وژریفیپایه دار سانت
یم شده و با افزودن ظ تن8/6محیط معدنی روي 

ppm2000)1/0گرم در ml 50 ( مازوت به زیست
. واکنشگاه، محیط فرایند توسط اتوکلاو استریل شد

سامانه بستر ثابت به دو شکل مازوت شناور و مازوت 
تثبیت براي تهیه سامانه مازوت . تثبیت شده تهیه گردید

شده، پیش از افزودن محیط معدنی به زیست واکنشگاه، 
مازوت را روي دیواره زیست واکنشگاه توزیع کرده تا در 
تمام ارتفاع ستون زیست واکنشگاه پخش شود و به 
دیواره بچسبد ولی براي مازوت شناور پس از اضافه 
شدن محیط معدنی، مازوت به زیست واکنشگاه افزوده 

 عاري از میکروب  و در شرایط کاملاًسپس زیر هود. شد
به محیط هاي استریل شده میکروارگانیسم مورد نظر 

 محیط معدنی به OD600تلقیح شد به طوري که 
پس از آماده سازي زیست .  افزایش یافت04/0میزان 

واکنشگاه ها به تعداد مطلوب، سامانه تولید دماي لازم 
اکنشگاه براي انجام عملیات تجزیه مازوت در زیست و
 درجه 33ها توسط انکوباتور و با تنظیم آن روي دماي 

دلیل انتخاب سامانه با بستر ه ب. فراهم شدسانتی گراد 
ثابت نیازي به شیکر نبوده و با قرار دادن زیست 
واکنشگاه ها در انکوباتور فرایند زیست تخریب مازوت 

شاهد شامل تمام .  ساکن آغاز گردیددر شرایط کاملاً
 . ه جز مازوت بوده استاجزا ب

هاي  گیري توانمندي میکروارگانیسمبراي اندازه
 از شیکر انکوباتور در دماي شده در تجزیه مازوت جدا
استفاده شده  rpm160و دور  درجه سانتی گراد 33

 محیط معدنی زیست واکنشگاه ها نیز مانند آن. است
هاي بستر ثابت بوده، آماده چه در زیست واکنشگاه 

) ml 50گرم در  ppm10000)5/0 و با افزودن دگردی
چنین با تلقیح هر یک از  مازوت به محیط معدنی و هم

میکروارگانیسم هاي خالص سازي 
ها  ها، آن  به زیست واکنشگاه) OD600=0.04(شده

 روز قرار داده 10انکوباتور تنظیم شده به مدت  در شیکر
 . شدند

 از براي سنجش میزان مازوت: سنجش دستگاهی
 S2000کدورت سنجی با دستگاه اسپکتروفتومتر مدل 

UV/VIS ساخت شرکت WPAبه هر .  استفاده شد
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قدر زیست  کلروفرم اضافه و آن ml 3زیست واکنشگاه 
واکنشگاه به هم زدن می شود تا کل مازوت در 

پس از حل شدن کامل مازوت، فاز . کلروفرم حل شود
ر گرفته و محیط آلی شامل مازوت و کلروفرم در زیر قرا

. معدنی در بخش بالایی زیست واکنشگاه قرار می گیرد
بخش معدنی که عاري از مازوت و ترکیبات آلی حاصل 
از تجزیه مازوت است را خالی کرده و فاز آلی جداسازي 

اکنون با نمونه گیري از فاز آلی و رقیق سازي . می شود
 آن نمونه تا حد امکان با حلال کلروفرم و خواندن جذب

 در مقابل شاهد با دستگاه λ=450nmدر طول موج 
. دست می آیده اسپکتروفوتومتر، جذب نمونه اصلی ب

غلظت مازوت نمونه اصلی نیز بر اساس نمودار استاندارد 
 براي سنجش .ذب مازوت حاصل می شودج-غلظت

میزان میکروارگانیسم هاي موجود از زیست واکنشگاه 
و جذب نمونه در طول گیري کرده  مورد نظر، نمونه

در مقابل شاهد خوانده شد و عدد λ=600nm موج 
نشان داده شده توسط اسپکتروفوتومتر به عنوان 

  .ثبت گردید) OD600(دانسیته نوري
  یافته هاي پژوهش

شده، پس از انجام  میکروارگانیسم هاي جدا
کشت هاي خطی بر روي محیط هاي کشت جامد به 

در این .  سازي شدند میکروارگانیسم خالص12صورت 
  NO4 وNO1،NO2  ،NO3میکروارگانیسم  4میان 

 2 و NAرشد کرده بر روي محیط کشت 
 PDAکرده بر روي   رشد PO2 وPO1 میکروارگانیسم

از خاك آلوده به فاضلاب هاي نفتی و گازوئیل شرکت 
 3. دست آمده انده  اتوبوسرانی واقع در شهر مشهد ب

 کشت داده شده  NG3 و NG1،NG2میکروارگانیسم
 کشت داده شده  PG1 میکروارگانیسم1 و NAبر روي 

 از خاك نزدیک مخزن گازوئیل در شهر  PDAروي
از لجن و گازوئیل مخلوط به آب . مشهد حاصل شده اند

 رشد یافته  NL1در مخزن گازوئیل نیز میکروارگانیسم
 کشت شده بر  PL2 و میکروارگانیسمNAروي 

 بر اساس مشاهده هاي .انددست آمده ه  ب PDAروي
انجام شده روي ظاهر رشد یافته میکروارگانیسم ها، 
تمامی میکروارگانیسم هاي خالص سازي شده باکتري 

نوع دیواره سلولی باکتري هاي خالص شده . بوده اند
توسط رنگ آمیزي گرم و سپس مشاهده با 

شکل ظاهري کلنی . میکروسکوپ نوري بررسی شدند
یز مورد بررسی قرار گرفته است و ها و باکتري ها ن

 آورده 2  شمارهنتایج حاصل از این بررسی ها در جدول
  .شده است

 شناسایی 16S rDNAبا روش  NO4باکتري 
 E.cloacae جدیدي از باکتري سویهاین باکتري . شد

با  درصد 97این باکتري شباهتی در حدود . است
 دارد ولی به دلیل ATCC 13047(E.cloacae(باکتري

اي جدید از این باکتري سویه انطباق ندارد که کاملاً این
 Gamma در گروهاین باکتري . محسوب می شود

Proteobacteria متعلق به خانواده ،Enteroba-

cteriaceae و از جنس Enterobacter18،19(. است(  
 باکتري در تجزیه زیستی مازوت 12کارایی هر 

 1  شمارهمورد بررسی قرار گرفت و نتایج آن در شکل
 1  شمارهگونه که شکل همان .نشان داده شده است
ري قابلیت تجزیه زیستی  باکت4نشان می دهد تنها 

 که از NO4در این میان باکتري . مازوت را داشته اند
خاك آلوده به فاضلاب نفتی جداشده قابلیت بیشتري از 

 درصدي 13خود نشان داده و با تجزیه 
 روز 10طی ) ppm10000از  ppm1300(مازوت

باکتري . بهترین عملکرد را در این مطالعه داشته است
PG14اك محل مخزن گازوئیل با  جدا شده از خ 

 باکتري موفق، ضعیف 4درصد تجزیه کنندگی در میان 
دیگر باکتري ها نتوانسته . ترین عملکرد را داشته است

اند رشد کنند و تنها حالت انفعالی داشته و خود را زنده 
نگه داشته اند و به همین علت مازوت نیز تجزیه نشده 

ین میزان تجزیه نتایج حاصل نشان داد که بیشتر. است
. درصد بوده استصفر  درصد و کمترین آن 13مازوت 

از میان باکتري هاي تجزیه کننده، باکتري هایی که از 
منبع خاك آلوده به فاضلاب هاي نفتی و گازوئیلی جدا 
شده اند توانایی بیشتري براي تجزیه مازوت داشته اند؛ 

  مشابه با محیط حاويها کاملاً زیرا محیط زیست آن
مازوت بوده و مجبور به استفاده از هیدروکربن هاي 

  .نفتی مختلف براي تامین منبع کربن بوده اند
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ه  بسویه به عنوان مستعدترین  NO4باکتري
دست آمده در این مطالعه، در محیط معدنی رشد کرده 

 2  شمارهشکل. و باعث تجزیه مازوت شناور شده است
اکتري را بر تغییرات غلظت مازوت و رشد سلول هاي ب

 10 طی NO4باکتري . حسب گذر زمان نشان می دهد
به  ppm2000روز به تدریج غلظت مازوت را از 

ppm1232 رشد باکتري در این . کاهش داده است
به  OD600 04/0مدت از میزان تلقیح اولیه به اندازه 

 رسیده است که هشتمبیشترین مقدار خود در روز 
 با رفتن در فاز بوده و سپس OD60014/0 معادل 

 OD60012/0  روز به میزان 2سکون و مرگ طی 
  . رسیده است

 NO4تجزیه مازوت تثبیت شده توسط باکتري 
 بیان می کند که غلظت 3  شمارهشکل. انجام گرفت

 روز از 10مازوت تثبیت شده پس از گذشت 
ppm2000  بهppm1360  کاهش یافته و دانسیته

 OD600118/0    به  OD60004/0 نوري باکتري از 

 روز افزایش یافته و پس از آن با کاهش روبه 8در طول 
. رسیده است OD600071/0 رو شده و در نهایت به 

 وجود دارد در حالی هشتمبیشترین توده سلولی در روز 
 یکسان  روز تقریبا10ًکه میزان تجزیه مازوت در تمام 

  .بوده است
  ایی مخلوط باکتری 4  شمارهبا توجه به شکل

 که توانایی PG1 و  NO4،NO3 ،NG2شامل 
تجزیه مازوت را از خود نشان داده اند، در بستر ثابت 

به  ppm2000توانستند غلظت مازوت شناور را از 
ppm1420  روز اول رشدي معادل 4کاهش داده و طی 

 OD60009/0 پس از آن با کاهش . داشته باشند
 یافته است و زیست توده مواجه شده ولی دوباره افزایش

رسیده  OD60008/0 به میزان دهم در نهایت در روز 
با وجود تغییرات زیاد در رشد مخلوط میکروبی، . است

 درصد 29سرعت تجزیه مازوت یکسان بوده است تنها 
  . روز تجزیه شده است10از مازوت طی 

  PCRکار رفته در ترکیب آماده شده براي ه اجزا ب. 1 جدول شماره
آب   مواد

طر مق
  استریل

بافر 
PCR)10X( 

  منیزیم کلرید
)25 mM(  

dNTP        
)10 mM(  

    Fپرایمر 
)20pmole/μl(  

   Rپرایمر 
)20pmole/μl(  

  آنزیم
Taq DNA 

Polymerase  

DNA 
  الگو

 83/5  حجم
μl 

12/5 μl 7/5 μl 5 μl 2/5 μl 2/5 μl 1/5 μl 10 μl 

  شدهمشخصات و ویژگی هاي باکتري هاي جدا. 2 جدول شماره
محیط   مکان نمونه برداري

  کشت
نوع دیواره   شکل باکتري  رنگ کلونی  شکل کلنی  میکروارگانیسم

  سلولی
NO1 گرم مثبت  )کوکسی(کروي   سفید  دایره اي، بسیار ریز  
NO2 رم منفیگ  )کوکسی(کروي  سفید  دایره اي، متوسط  
NO3 گرم منفی  )باسیل(میله اي  سفید  دایره اي، متوسط 

خاك آلوده به فاضلاب هاي نفتی و گازوئیل شرکت 
  اتوبوسرانی در شهر مشهد

NA 

NO4 گرم منفی  )باسیل(میله اي  سفید  دایره اي، متوسط 
PO1 خاك آلوده به فاضلاب هاي نفتی و گازوئیل شرکت   گرم مثبت  )کوکسی(کروي  سفید  دایره اي، بسیار ریز، به هم چسبیده

  اتوبوسرانی در شهر مشهد
PDA 

PO2 گرم مثبت  )کوکسی(کروي  سفید  دایره اي، متوسط 
NG1 گرم مثبت  )باسیل(میله اي  سفید  دایره اي، ریز 

NG2 گرم مثبت )کوکسی(کروي  سفید  دایره اي، ریز، به هم چسبیده 

 NA  خاك نزدیک مخزن گازوئیل در شهر مشهد

NG3 گرم مثبت )کوکسی(کروي  سفید  دایره اي، بسیار ریز 
  PDA PG1  یک مخزن گازوئیل در شهر مشهدخاك نزد

  
  گرم منفی  )باسیل(میله اي   زرد  بی شکل و سیال

NA NL1 لجن و گازوئیل مخلوط به آب در مخزن گازوئیل در  گرم منفی  )باسیل(میله اي   سفید  دایره اي، بسیار ریز
 گرم منفی  )باسیل(میله اي   سفید  دایره اي، بسیار ریز PDA PL2  شهر مشهد
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  باکتري جدا شده از محیط12میزان تجزیه زیستی مازوت توسط . 1 شکل شماره
  

  
  
  
  

  

  
  

   بر حسب زمان طی تجزیه زیستی مازوت شناورNO4تغییرات غلظت مازوت و رشد باکتري . 2 شکل شماره
  

  
  
  
  
  
  

  

  ستی مازوت تثبیت شده بر حسب زمان طی تجزیه زیNO4تغییرات غلظت مازوت و رشد باکتري . 3 شکل شماره
  
  

  
  
  
  
  
  

 حسب زمان طی تجزیه زیستی مازوت شناور تغییرات غلظت مازوت و رشد مخلوط میکروبی بر. 4 شکل شماره
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  و نتیجه گیريبحث
Enterobacter بــه عنـــوان تجزیـــه کننـــده  

 آنـزیم آلکــان  تولیــدبـا   و ،)20(،هیــدروکربنیترکیبـات  
ن شـناخته شـده    آلکا تجزیه کننده توانمند  هیدروکسیلاز  

از خاك هـاي آلـوده بـه نفـت           E.cloacae .)21(،است
 و توانایی زیادي در   سنگین حوزه سروش جداسازي شده    
 E.cloacae. )16(،تجزیــه نفــت ســنگین داشــته اســت

 توانـایی  ،)22(،جداشده از خاك هاي آلـوده نفتـی چـین       
 ایــن بــر  بنــا.)23(،داشــته اســترا   خــامتجزیــه نفــت

Enterobacter  ه هایی هستند که سابقه تجزیـه        ها گون
نفتی را در نقاط مختلف جهان از خود نـشان داده انـد و             

دست آمده از شهر مـشهد نیـز    ه   ب BBRC10061سویه
در جهت تجزیه هیـدروکربن هـاي پیچیـده موجـود در            

 با توجـه بـه مطالعـات بـسیار      .مازوت توانمند بوده است   
ــات   ــازوت و مطالع ــستی م ــه زی ــه تجزی ــدك در زمین ان

روي هیدروکربن هاي مختلـف تـا حـدودي          ترده بر گس
می توان میزان موفقیت مطالعه حاضر را در مقایـسه بـا            

زیـست  . مطالعات انجـام شـده مـورد بررسـی قـرار داد           
درمانی خاك آلوده به مازوت توسط گونه هـاي قـارچی           

ــزان   ــسته می ــه   mg300توان ــت اولی  mg5000از غلظ
اهش دهـد و   روز ک ـ  10 کیلوگرم خاك را طی      برمازوت  
بر کیلوگرم خـاك     mg1500 روز به غلظت     140پس از   

 Trichoderma  هــا قــارچبــیندر  .)24(،برســاند
harzianum       توانایی بیشتري براي تجزیه مازوت نشان 

تجزیه زیـستی مـازوت     نتایج حاصل از    . )25(،داده است 
موجود در خاك به روش برون جا نشان داده اسـت کـه             

ــی  ــرم3 روز 50ط ــر5 از  گ ــود در م گ ــازوت موج  1 م
 150 پـس از     کیلوگرم خاك تجزیه شده اسـت و نهایتـاً        

ــر کیلــوگرم خــاك رســیده  5/0روز بــه غلظــت  گــرم ب
 به عنوان تنها منبع کربن      BTEXدر حضور    .)26(،است

 و Ralstonia picketti روز 4و انــــرژي پــــس از 
Alcaligenes piechaudii      به بیـشترین مقـدار رشـد

 ورسـیده   OD6008/0  و OD6005/0 خود به ترتیب 
 تجزیـه را   BTEXاز   ppm100حدود  تنها   روز   10طی  

 Bacillusمخلوطی از باکتري ها شـامل     .)27(،کرده اند 
 روز نفت خام را  10 توانستند در مدت     Enterobacterو  
ــرم بـــه   1از   .)28(،گـــرم کـــاهش دهنـــد   2/0گـ

میکروارگانیسم هاي بـومی و سـازگار بـا محـیط نفتـی             
وانمندتر عمل کرده و سرعت بیشتري در تجزیـه      بسیار ت 

کـل    در).27-31،30،29(،زیستی هیدروکربن هـا دارنـد   
می توان اذعان کرد مطالعـه حاضـر توانمنـدتر از سـایر             
تحقیقات بوده و توانـسته بـا بررسـی شـرایط عملیـاتی             
بهینه و مناسب هیدروکربن هـاي مـازوت را بـا درصـد             

  .بالاتري تجزیه نماید
ه تحقیقات بـسیار کـم دربـاره تجزیـه          با توجه ب  

ــسم  ــا اســتفاده از میکروارگانی ــازوت ب ــستی م ــاي  زی ه
 سـویه شناسایی شده، این مطالعه توانسته بـا جداسـازي       

(BBRC10061)E.cloacae     بومی شهر مشهد تجزیه
هـاي ارائـه     با توجه به گـزارش    . مازوت را بررسی نماید   

ــی    ــازوت م ــه م ــه تجزی ــده در زمین ــت   ش ــوان گف ت
ــو ــه (BBRC10061)یهس ــایی تجزی ــدگی   از توان کنن

جلوگیري از چسبیدن مـازوت بـه       . بالایی برخوردار است  
واکنشگاه می توانـد بـازده تجزیـه را      هاي زیست  دیواره

 بـه جـاي      ولی استفاده از مخلـوط میکروبـی       بیشتر کند 
تاثیري بر افزایش بازده تجزیـه       (BBRC10061)سویه

  .نداشته است
  سپاسگزاري
ــدین  ــستی  ب ــاوري زی وســیله از پژوهــشکده فن

دانشگاه فردوسی مشهد براي حمایت مالی از این پروژه         
قدردانی می گردد
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Evaluation of Petroleum-Degrading Bacteria and Their Ability in 

Eliminating Bioenvironmental Pollutants 
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Abstract 
Introduction: Biodegradation of hea-vy fuel 
oil(Mazut) by indigenous competent micro-
organisms is one of the new fields of biote-
chnology in petroleum industries. Biocom-
patibi-lity and inexpensiveness characterist-
ics of the method have developed its appl-
ication day to day. Isolation and identify-
cation of oil bacteria can be an effective 
approach for degrading heavy fuel oil. 
 
Materials & Methods: Sampling of the soil 
and water sources contamin-ated with oil 
components was carried out. The samples 
were incubated on special culture conditions 
to screen potential microorganisms. Then, 
their degrading ability was investigated on 
mazut. Best microorganisms were se-lected 
and identified. Then, the degr-adation capa-
bility for mazut was in-vestigated in ma-
trices containing fix-ed and floating mazut 
by the strain bacteria.  
  
Findings: The new strain Entero-bacter 
cloacae (BBRC10061) was isolated and 
identified from oil conta-minated soil in 
Mashhad to biod-egrade mazut. In aerobic 

condition, 13% of mazut (1%v/v) containing 
in mineral environment was degraded by 
BBRC10061 during a 10-day period. Eval-
uating the fixation and floatation of mazut 
and also impli-cating the microbial mixture, 
demon-strated that the floating the mazut 
and preventing its adoration into the biore-
actor wall increased the effici-ency process. 
However, the mixture was not able to 
considerably increase the mazut degr-
adation.   
 
Discussion & Conclusion: The results of 
this study represented the strain BBRC1-
0061 could be used as a proper degrader for 
biodegradation of the heavy hydrocarbons 
and oil compounds. 
 
Keywords: isolation, mazut, biodegradat-io-
n, oil hydrocarbons, enterobacter cloacae 
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