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  دانشگاه آزاد اسلامی واحد سنندج.

 

 چکیده

اصلاح زیستی یکی از روش های پاکسازی آلودگی های نفتی است که به دلیل مزایایی مانند هزینه اندک، کارایی باا   سابقه و هدف:

و سازگاری با محیط زیست، در سال های اخیر بسیار مورد توجه بوده است. رودخانه قره سو نیز یکی از مناطقی است که باه دلایال 

مجاورت با پا یشگاه نفت کرمانشاه، در سال های اخیر دچار آلودگی نفتی شده است. این مطالعه با هدف جداسازی و شانااساایای 

 باکتری های تجزیه کننده تولوئن از مناطق آلوده به نفت رودخانه قره سو در کرمانشاه انجام شد.

 این مطالعه به صورت تجربی بر روی نمونه های آب، خاک و لجن فعال مناطق آلوده اناجاام شاد. دو جادایاه    مواد و روش ها:

تجزیه کننده تولوئن با استفاده از غنی سازی بر روی محیط کشت انتخابی حاوی تولوئن به دست آمدند. این جدایه ها با روش هاای 

مایازان حا ف شناسایی شدند. همچنین  16S rRNAریخت شناسی کلنی، رنگ آمیزی گرم، آزمون های بیوشیمیایی و توالی یابی ژن 

 تولوئن توسط جدایه ها با روش کروماتوگرافی گازی ارزیابی گردید.

 بودند. با استفاده از روش کروماتوگرافی گازی ثابت شد که  سودوموناس پوتیداهر دو جدایه متعلق به گونه باکتریایی   یافته ها:

% 92% و 98ساعت به ترتیب به میزان  22درصد( را در مدت  v/v  5/0جدایه ها توانستند تولوئن موجود در محیط کشت )با غلظت 

و اسمو ریته را تحمل نمایند. همچنین اثبات گردید که  pHتجزیه نمایند. همچنین این جدایه ها قادر بودند شرایط نامساعد دمایی، 

 این جدایه ها قادرند در حضور دیگر آ ینده های نفتی )بنزن، اتیل بنزن، زایلن( نیز به طور کارآمد به فعالیت و رشد خود ادامه دهند. 

نتایج نشان داد که این جدایه ها به دلیل توانایی رشد در غلظت با ی تولوئن و تجزیه طیف وسیعی از آ ینده ها         نتیجه گیری:

 می توانند کارآیی با یی برای ح ف آ ینده های نفتی از محیط زیست داشته باشند. 

  سودوموناس پوتیدا.تجزیه زیستی، تولوئن، پساب پا یشگاه نفت، رودخانه قره سو، واژگان کلیدی: 

 80فروردین ماه پ یرش برای چاپ:     89دی ماه دریافت مقاله: 

*( آدرس برای مکاتبه: کردستان، سنندج، دانشگاه آزاد اسلامی واحد سنندج، گروه زیست شناسی.   

 roya.sanandaj@gmail.comپست الکترونیک:   59218299799تلفن: 

 م دمه       

یکی از م مترین انوا  آلودگی های ت دید کناناده ماحایاط                                                          

زیست، آلودگی های نفتی هستند. آلودگی نفتی عبارت است از                                                       

وارد شدن هیدروکربن های نفتی به محیط زیسات )باه ویا ه                                                   

 نواحی دریایی مانند اقیانوس ها و آب های ساحالای( در اثار                                                      

فعالیت های انسانی. ورود این آلودگی ها می تواند در اثر نشت                                                           

نفت خام یا فراورده های آن از طریق تانکرها، سکوهای نفتای،                                                         

پا یشگاه ها، کشتی های نفت ک  یا مراحل حفاری باشد کاه                                                     

معمو   نتیجه سو  مدیریت و یا حواد  پیا  بایانای نشاده                                                  

هستند. آلودگی های نفتی اثرات اقت ادی و زیست ماحایاطای                                                   

 (.  1زیان باری دارند و ح ف آن ها بسیار دشوار است )                                             

میلیون تن نفت خام و فراورده هاای                                   0سالیانه در ج ان حدود                      

(.    2آن به صورت آلودگی نفتی وارد محیط زیست می شاود )                                              
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این آلودگی ها آسیب های غیرقابل جبرانی به زیست بوم هاای                                                       

 طبیعی، سلامت جوام  انسانی و چرخه اقت اد وارد می کنند.                                                      

از این رو، در هنگام وقو  آلودگی نفتی در یک ناحیه باید هرچه                                                            

سریعتر برای پاکسازی و ح ف آلودگی اقادام شاود. اصالاح                                                  

زیستی یکی از روش های پاکسازی آلودگی نفاتای اسات کاه                                                 

مزایای متعددی نسبت به سایر روش هاای پااکساازی دارد.                                                  

استفاده از اصلاح زیستی نسبتا  ارزان است. به طور ما اال، در                                                         

طول پاکسازی آلودگی اگزون والدز که در سواحل آ سکا اتفا                                                         

کیلومتر از ساحل کمتر از هزیناه                                 125افتاد، هزینه اصلاح زیستی                         

(. اصلاح زیستی هماچانایان                      8یک روز شستشوی فیزیکی بود )                          

یک تکنولوژی سازگار با محیط زیست است. زیرا از تاجازیاه                                                    

زیستی نفت مح و ت بی خطری مانند دی اکسیدکربن، آب و                                                   

توده زیستی سلولی تولید می شود. در حالی کاه روش هاای                                                   

فیزیکی و شیمیایی آلودگی را از بخشی از محیط به بخ  دیگار                                                        

 منتقل می کنند.                

از آنجایی که اصلاح زیستی بر مبنای فرایندهای طبیعای اسات،                                                       

آسیب کمتری به ناحیه آلوده می رساند و در صورت اساتافااده                                                      

(. در سال هاای               0و     9صحی  فاقد اثرات جانبی نامطلوب است )                                   

اخیر، رودخانه قره سو به دلیل مجاورت با پاا یشاگااه نافات                                                     

کرمانشاه دچار آلودگی نفتی شدیدی شده است. به طاوری کاه                                                     

حیات انسانی، جانوری و محیط زیست را در این ماناطاقاه باا                                                    

ت دید جدی مواجه ساخته است و نیازمند یک روش کاارآماد                                                   

برای پاکسازی می باشد. تاکنون باکتری های زیادی با قابالایات                                                         

تجزیه اجزای نفتی جداسازی شده اند. اما بیشتر آن ها به تن ایی                                                             

 نمی توانند تمام اجزای نفت را تجزیه نمایند. بنابراین جداسازی                                                             

باکتری هایی که بتوانند به طور اخت اصی و کارآمد تجزیه یکی                                                          

از آ ینده های نفت را هدف قرار دهند و همچنین بتواند کماک                                                        

 به تجزیه دیگر آ ینده های نفتی نیز نماید، بسیار مطلوب به نظر                                                             

می رسد. سمی ترین آ ینده های موجود در نفت خام که ت دید                                                       

کننده جدی برای محیط زیست محسوب مای شاوناد شاامال                                             

 هیدروکربن های آرومااتایاک باه ویا ه بانازن، تاولاوئان،                                              

اتیل بنزن و زایلن می باشند. این چ ار ترکیب را باه اخاتا اار                                                         

)حروف ابتدای نام این ترکیبات(می نامند. باناابارایان،                                                        

جداسازی باکتری هایی که بتوانند به صورت اخاتا ااصای و                                                  

کارآمد این ترکیبات را هدف قرار دهند می تواند در این زمیناه                                                           

 (.      2و     7بسیار مفید واق  گردد )                      

از آنجایی که فرآیند پاکسازی زیستی در محایاط زیسات آزاد                                                     

انجام می شود و دشوار بودن و حتی غیرممکن بودن کاناتارل                                                    

شرایط محیطی، ب تر آن است که از باکتری های مقاومی استفاده                                                          

شود که بتوانند شرایط نامساعد محیطی مانند دماهای گونااگاون                                                         

و اسمو ریته های شدید را تاحامال                                pHوگستره های مختلف                  

(. میکروارگانیسم های مختلف مسیرهای تجازیاه ای                                             9نمایند )        

متفاوت و اخت اصی را با توجه به شرایط هوازی یا بی هاوازی                                                        

 محیط کسب نموده اند و به خوبی با محیط مورد نظر ساازگاار                                                      

شده اند. بنابراین، ب تر آن است که برای هر آلودگی نافاتای از                                                          

باکتری های همان محل برای پاکسازی و تجزیه زیستی استفااده                                                        

(. تا کنون مطالعات متعددی برای یافتن باکاتاری هاای                                                 8شود )     

از          کارآمد ج ت پاکسازی آلودگی های نفتی و ترکیبات                                              

(   ao  ( و شائو )          ang محیط زیست انجام شده است. وانگ )                               

سویه باکتریایی متعلق به جنس هاای                                   9توانستند            2557در سال        

را از لجان فاعاال پسااب مازار                              سودوموناس         و     آسینتوباکتر           

جداسازی نمایند. این جدایه ها قادر به تجزیه بنزن و تاولاوئان                                                          

  2515( و همکاران در سال                      rj     (. موکرجی )           15بودند )       

را از خاک یک میدان نافاتای                           سودوموناس آیروجینوزا                    باکتری        

واق  در ایالت آسام هندوستان جداسازی نمودند. این بااکاتاری                                                        

قادر بود انواعی از ترکیبات هیدروکربنی نفت را تحت شارایاط                                                        

 (. هماچانایان، الاوصایافای                    11محیطی مختلف تجزیه نماید )                         

   ( l- asi y                    و همکاران در سال )من این کاه نشاان                   2519 

،   سودوماونااس         دادند طیفی از باکتری های متعلق به جنس های                                           

قادر به تجزیه کارآمد ترکیبات ماوجاود                                      اسینتوباکتر           و     باسیلوس       

در نفت خام هستند، اثبات نمودند که استفاد از باکاتاری هاای                                                        

بومی محل آلودگی نفتی برای پاکسازی زیستی می تواند بسیاار                                                        

 (.      8مفید و پربازده باشد )                     

از این رو هدف از این پ وه  جداسازی و شناسایی باکاتاری                                                     

های تجزیه کننده تولوئن از مناطق آلوده به نفت رودخانه قاره                                                          

 سو واق  در ش ر کرمانشاه بود.                            
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 مواد و رو  ها               

نمونه برداری                1888در آ رماه سال               الف( جم  آوری نمونه ها:                         

از خاک، آب و لجن فعال در محل ورود پساب پا یشگاه نفت                                                     

کرمانشاه به رودخانه قره سو با استفاده از  روف جما  آوری                                                        

استریل صورت گرفت. بر روی  رف هر یک از ناماوناه هاا                                                

تاری  نمونه برداری، محل و منب  نمونه ثبت گردیاد. سا اس                                                     

نمونه ها به منظور انجام آزمای  های بعدی باه آزماایشاگااه                                                      

 (.      12نگ داری شدند )                 C °9منتقل و در دمای                 

ترکیبات محیط کشات                    ب( آماده سازی محیط کشت انتخابی:                               

انتخابی برای جداسازی باکتری های تجزیه کننده تولوئان در                                                       

آورده شده است. اسیدیته محیط کشت قبل از انجاام                                                1جدول      

تنظیم شد. کلیه مواد ماحا اول شارکات                                  2اتوکلاو بر روی               

سیگمای آمریکا بودند. همانگونه که ملاحظه می شود، تانا اا                                                     

(. در این مطاالاعاه                  12منب  کربن در محیط کشت تولوئن بود )                                  

گارم       مایالای      25اجزا  تشکیل دهنده عناصر کمیاب شاامال                                    

گارم       مایالای      255نیاکال،         گرم کلرید           میلی      155،     مس      کلرید     

گارم       مایالای      05سادیام،         گرم سلنایات           میلی      27کبالت،          کلرید     

گارم       مایالای      15سدیم،         گرم ولفرامات              میلی      85سدیم،         مولیبدات        

  1555% در      20لیتر اسید کلریدریاک                      میلی      1سدیم و          وانادات       

 میلی لیتر آب مقطر بود.                      

ج( غنی سازی باکتری های تجزیه کننده تولوئن در ماحایاط                                                   

گرم از هر یک از نمونه های خااک و                                   2مقدار           کشت انتخابی:            

میلی لیتر از هر یک از نمونه های آب در لوله هاای                                                  2لجن و       

میلی لیتر محیاط کشات                      05آرمای  جداگانه در حجم ن ایی                             

میلی لیتری ا افه شاد و باه                            155استریل در ارلن مایرهای                        

  rpmدر انکوباتور شایاکاردار )                        C °  85روز در دمای               0مدت     

میلی لیتر از محتوای هر ارلن                               2(. س س        12( انکوبه گردید )                125

برداشته شده و به ارلن های حاوی محیط کشت تازه انتاخاابای                                                      

 منتقل گردید. این مرحله دو بار تکرار گردیاد تاا جاماعایات                                                    

باکتری های تجزیه کننده تولوئن به مقدار کافی افزای  یابد. در                                                             

 C °  121این مطالعه از کشت هایی حاوی نمونه هایی کاه در                                              

اتوکلاو شده بودند، محیط کشت هایی بدون افزودن نماوناه و                                                     

کشت های فاقد تولوئن خام  به عنوان کنترل منفای اساتافااده                                                      

 گردید.        

 ابتدا فرم جااماد هاماان ماحایاط                            د( خال  سازی  کلنی ها:                      

گرم در حجم ن ایی یک لیتر(                             15غنی سازی با استفاده از آگار )                             

ت یه گردید. پی  از جامد شدن محیط کشت، در شرایط استریل                                                       

در داخل پلیت ها آلیکوت شد. س س از هر یک از کشت هاای                                                    

 ، 15-1غنی شده، با استفاده از سرم فیزیولوژیاک رقات هاای                                               
  155ت یه گردید. از هر کدام از رقات هاا                                    15-9و     8-15،   2-15

 میکرولیتر برداشته شد و به روش کشات چامانای بار روی                                               

پلیت های جداگانه کشت داده شدند. پلیت ها هر روز صب  و                                                      

ع ر به منظور بررسی رشد یا عدم رشد کلنی ها بازدید  شدند.                                                         

روز تک کلنی ها برداشته و جداگااناه                                    8به طور معمول پس از                    

در پلیت های جدید به صورت خطی )چ ار قسماتای( کشات                                               

 داده شدند. این مرحله سه بار تکرار گردید تاا اطامایاناان از                                                       

 (.    18خال  سازی کلنی ها  حاصااال شااااود )                                    

به منظور حف  سویه های خال  سازی شده به منظور تاکارار                                                    

آزمون ها و مطالعات تکمیلی در آینده،  خایری از جدایه هاای                                                         

میکرولیاتار             055تجزیه کننده تولوئن ت یه شد. برای این منظور                                              

ساعته )محیط کشت نوترینت برا  فاقد تولاوئان(                                             29از کشت        

  75میکرولیتر گالایاسارول                     055به ویال های انجمادی حاوی                          

 درصد ا افه گردید.  پس از چند ثانیه ورتاکاس شادن آرام                                                   

)به منظور پخ  شدن سلول ها( نمونه ها برای استفااده هاای                                                      

(. دلیل استفااده از                    19نگ داری شدند )                -C °95بعدی در دمای              

محیط کشت نوترینت برا  به جای محیط کشت انتخاابای در                                                  

مرحله ت یه  خایر انجمادی این است که فرایند اناجامااد باه                                                      

خودی خود برای سلول ها بسیار تن  زا بوده و از این رو بایاد                                                          

 م دار مواد

 میلی گرم 28/9 کلرید آمونیوم

 میلی گرم 8/7 دی سدیم مونوهیدروژن فسفات

 میلی گرم 5/1 سولفات آهن

 میلی گرم 2 سولفات منیزیم

 میلی گرم 5/0 کلرید پتاسیم

 میلی گرم 055 عصاره مخمر

 میلی لیتر 5/0 تولوئن

 میلی لیتر 1 عناصر میکرو

 هاای   ترکیبات محیط کشت انتخابی برای جاداساازی بااکاتاری: 5جدول 

 لیتر(. میلی 155تجزیه کننده تولوئن )در 
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 از یک محیط غنی و دارای مناب  کربن م  ی اساتافااده شاود.                                                   

جادایاه هاا باه             ه( شناسایی جدایه های تجزیه کننده تولوئن :                                           

وسیله روش های مشاهده مورفولوژی کلنی ها، رناگ آمایازی                                                   

گرم، آزمون های بیوشیمیایی )کاتا ز، احیای نیترات، شرایط بای                                                           

، سیترات،              ،     -  ،      فرمنتاز،          -هوازی، آزمون اکسیداز                    

هیدرولیز نشاسته، هیدرولیز ژ تین و اوره آز( ماطااباق باا                                                     

(. کاتااب         10استانداردهای شناسایی میکروبی ارزیابی شدناد )                                           

باکتری شناسی برگی به عنوان مرجا  شانااساایای                                           سیستماتیک         

 جدایه ها مورد استفاده قرار گرفت.                                

 :   16S r NAو( آنالیز فایالاوژناتایاکای بار اسااس تاوالای                                    

 ژناومای باا اساتافااده از کایات                            در ابتدا استخراج                  

Hig    r   C    mpla    r para ion               مح اول شارکات(

 oc            )مطابق دستورالعمل شرکت سازنده انجام گرفت.                                          ، آلمان

 در نمونه ها از کایات                      16S r NAتک یر قطعه            س س به منظور              

 a   C   as  r  i   i                                   .شرکت کیاژن، هلند( استفاده شاد(

 از دو پاارایااماار عاامااوماای بااا تااوالاای هااای                               

           -          C    C C  -           و    

         -  C     CC      C  C -          در

  0با شرایط دمایی                     C (. واکن           12استفاده شد )                C واکن        

درجه سلیسایاوس و                  80دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دمای                                  

درجاه        80چرخه شامل واسرشت شدن در دماای                                80در ادامه          

درجاه        07دقیقاه، ات اال در دماای                        1سلیسیوس به مدت                

درجاه        22دقیقه، گستارش در دماای                        1سلیسیوس به مدت                

دقیقه و در ن ایت گسترش ن ایی در دمای                                        2سلیسیوس به مدت                

مح او ت        دقیقه انجام گرفت.                     0درجه سلیسیوس به مدت                       22

 C                     درصد الکتروفورز شدند. س س باا                                1بر روی ژل آگاروز

اتیدیوم بروماید رنگ آمیزی شده و محا او ت باه صاورت                                                

باندهایی در زیر نور ماورای بنف  دستگاه ژل داک )بایاوراد،                                                        

برای تعیین توالی                     C آمریکا( مرئی شدند. در ادامه مح و ت                                    

 به شرکت سیناژن ارسال شدند. در ن ایت، پاس از ویارایا                                                    

و      io di توالی های نوکل وتیدی به وسیله نارم افازارهاای                                            

    an                                 این توالی ها به کمک نرم افزار ، las                   در پایگاه داده

 C                                                         مورد بررسی قرار گرفتند. میزان هومولوژی این توالی ها

مقایسه شاد و                n an  با دیگر توالی های مشابه موجود در                                  

درخت فیلوژنتیکی جدایه های باکتریایی با استفاده از نرم افازار                                                             

  ga                .رسم گردید 

ز( بررسی میزان تجزیه تولوئن با روش کروماتوگرافای گاازی:                                                       

میزان ح ف تولوئن توسط جدایه ها با روش کرومااتاوگارافای                                                    

 گازی ارزیاابای شاد. بارای ایان ماناظاور از دساتاگااه                                         

 gil n    c nologi s                     مح ول شرکت( vondal    ،

 آمریکا( مج ز به آشاکاارسااز یاونایازاسایاون شاعالاه ای                                             

   (      lam  ioni a ion d   c ion                        و تزریق کننده و ساتاون )

H                                                         89استفاده شد. گاز حامل مورد استفاده گاز هلیوم با فشار  

ر مدخل تزریق بود. دمای آشکار سااز                                  د (   psiپوند بر این  مرب  )                   

 تاا    75شد. درجه حرارت ساتاون از                          حف      C  °295بر روی        

C  °185                                         تنظیم شد، به طوری که به ازای هر دقیاقاهC  °2       دماا

از جناس          H  : %155مشخ ات ستون             (.    17افزای  می یافت )                

  5/20متر و قطر داخالای                   75دی متیل پلی سیلوکسان، با طول                              

 میلیمتر بود.              

اثار       ح( ارزیابی میزان مقاومت و شرایط ب ینه رشد بااکاتاری:                                                 

اسیدیته بر میزان رشد جدایه ها، با استفاده از محیط های کشت                                                           

اندازه گیری شاد.                   11تا      pH ،    0انتخابی با  استفاده از دامنه های                                  

دمای ب ینه رشد نیز با کشت باکتری ها در محیط کشت انتخابی                                                         

تعیین شد. اثر غلظت نمک بار                             C °  05تا      C °  9در دامنه دمایی                

% سنج  شد. برای                 25% تا      1روی رشد نیز در دامنه شوری بین                               

اندازه گیری میزان رشد باکتری ها از روش کدورت سنجی در                                                      

 (.  17نانومتر استفاده گردید )                         755طول موج         

برای بررسی توان تجازیاه                          ( تجزیه سایر ترکیبات نفت خام:                                

  155ای جدایه ها در مواج ه با دیگر آ یناده هاای نافاتای،                                                

ماک      5/0میکرولیتر ، سوس انسیون باکتریایی دارای غالاظات                                             

میلی لیتر از محیط کشت انتخابی افزوده شد. باه                                               155فارلند به           

طوری که در هر آزمای  به جای تولوئن از یک آ ینده نافاتای                                                      

دیگر استفاده شد. این آ ینده ها شامل: نفت خام، گاازوئایال،                                                        

بنزن، اتیل بنزن، زایلن بودند. به منظور اندازه گیری میزان رشاد                                                              

نانوماتار           755باکتری ها از روش کدورت سنجی در طول موج                                        

 (.      17استفاده گردید )               
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تمامی آزمون ها با سه بار تکرار انجام                                        ی( آنالیز آماری داده ها:                        

 شد. به منظور مقایسه میانگین مقاادیار باه دسات آماده از                                                   

داده های حاصل، از آزمون واریانس یاک طارفاه و آزماون                                                 

      در نسخه بیست و یکم نرم افزار                                 y s   s    تعقیبی        

به عنوان سط  معنی داری در                               5/50استفاده گردید. مقدار                      

خاطاااااای        ±  نظر گرفته شد. داده ها به صورت میااناگایان                                       

 استانااادارد گااازارش شادند.                              

 یافته ها        

به طور کلی                الف( جداسازی باکتری های تجزیه کننده تولوئن:                                           

 باا روش غانای ساازی در ماحایااط حااوی تاولاوئاان                                     

جدایه از نمونه های گرفته شده از                                   2)به عنوان تن ا منب  کربن(                           

محل ورود پساب پا یشگاه به رودخانه قره سو به دست آماد.                                                      

هر دو نمونه از نمونه های لجن فعال به دست آمادناد و از                                                     

نمونه های آب و خاک هی  باکتری تجزیه کننده تولاوئان باه                                                     

 دست نیامد.            

دو جدایه تاجازیاه                :     جدایه های تجزیه کننده                       ب( مورفولوژی              

 ساعت بر روی محیط نوترینت آگار                                 99کننده تولوئن به مدت                     

)فاقد تولوئن( کشت داده شدند. کلنی هایی گرد، کرم رنگ و                                                       

با حاشیه صاف حاصل شدند که در مجماو  نشاان دهاناده                                               

 (.      1هوازی بودن این باکتری ها بود )شکل                                   

   ج( نتایج رنگ آمیزی گرم و آزمون هاای بایاوشایامایاایای:                                              

جدایه باکتری هاایای                     2نتایج رنگ آمیزی گرم نشان داد که هر                                    

میله ای شکل و گرم منفی می باشناد. ناتاایاج آزماون هاای                                                  

آمده        2جدایه تجزیه کننده تولوئن در جدول                                    2بیوشیمیایی برای                 

 است. دو جدایه به دست آمده در این مطاالاعاه، در تاماامای                                                   

 آزمون های بیوشیمیایی کاامالا  بار هام ماناطاباق باودناد.                                             

کایافایات       :     16S r NAو تک یر قطعه                NA د( نتیجه استخراج                  

( با      16S r NA)قطعه          C استخراج شده و نیز مح ول                              

درصد و سا اس رناگ                  1انجام الکتروفورز بر روی ژل آگاروز                                   

آمیزی با اتیدیوم بروماید بررسی شدند. همانگونه که مالاحاظاه                                                        

وا   و پررنگ نشان دهاناده                              می شود، گسترش )اسمیر(                       

الف(. همچنین بانادهاای                      -2کیفیت با ی استخراج است )شکل                             

جفت باز ) طول  مورد اناتاظاار(                               1055پر رنگ با اندازه تقریبی                         

 مای بااشاد            C نشان دهنده کمیت و کیفیت با ی مرحلاه                                    

 ب(.     -2)شکل      
درخت فیلوژنیتیکی جدایه ها با                                :   16S r NAه( آنالیز فیلوژنتیکی                    

  16S r NAتوجه به نتایج به دست آمده از بلاست توالی هاای                                             
       ، با استفاده از نرم افزار                             C مورد نظر در پایگاه داده                         

 (. درصدهایی که در محل گره هاا مشااهاده                                     8رسم شد )شکل             

می شود نشان دهنده احتمال صحت درخت فیلوژنتیکی اسات.                                                   

سویه های            2و     1بر این اساس، به احتمال بسیار با  جدایه های                                            

 می باشند.           (                   ) سودوموناس پوتیدا                  باکتری        

با توجه به              و( میزان تجزیه تولوئن با روش کروماتوگرافی گازی:                                               

قادر به کاه  ماعانای دار                         2و     1کروماتوگرام زیر، جدایه های                            

میزان تولوئن  در محیط کشت بودند. این مساله توان با ی ایان                                                          

 .2ب( جدایه  1کشت جدایه های تجزیه کننده تولوئن بر روی محیط نوترینت آگار. الف( جدایه : 5شکل 
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(. مقادیار           9جدایه ها در تجزیه تولوئن را نشان می دهد )شکل                                              

نشاان داده شاده                 1کمی شده از پیک های تولوئن در نمودار                                     

خاطاای        ± است. در این نمودار مقادیر به صورت میاناگایان                                           

 باه عاناوان            p    5/50استاندارد برای سه تکرار ارائه شده اند.                                        

نشان دهناده              p***    5/551سط  معنی داری در نظر گرفته شد.                                

هستند. اختلاف                1با کنترل            2و     1اختلاف معنی دار جدایه های                          

از لحا  سط  تاولاوئان وجاود                           2و     1معنی داری بین کنترل                     

 نداشت.      

ناتاایاج         ز( تعیین میزان مقاومت و شرایط ب ینه رشد باکاتاری:                                               

  1بررسی اثر غلظت های مختلف نمک طعام بر روی جادایاه                                                

% بود. هار           1نشان داد که ب ترین غلظت نمک برای رشد غلظت                                           

% نیز تا حدودی به رشاد                       10چند، این جدایه قادر بود در غلظت                                 

(. شایان یادآوری اسات کاه در ایان                                0خود ادامه دهد )شکل                    

به دلیل کارایی نسبتا  با تر و                               آزمون و تمامی آزمون های بعدی                              

بساناده شاد.             1نیز نتایج بسیار مشابه، تن ا به ارائه نتایج جدایه                                                  

محیط کشت بار                 pHهمچنین نتایج بررسی اثر دامنه های مختلف                                      

ب ینه برای رشاد و                      pHنشان داد که میزان                     1روی رشد جدایه               

( است. به علاوه، این جدایاه قاادر                                pH  2خن ی )        pHفعالیت آن           

فعالیت و رشد خود را )هار                           11تا      pH    0بود در دو سوی دامنه                     

ب ینه( حف  نماید. هرچند،                              pHچند به میزان محدودتر نسبت به                              

نتایج حاکی از آن بود که جدایه مورد نظر نسبت به دامنه هاای                                                          

pH                                                اسیدی بسیار حساس است. به طوری که با ت ییرpH        2از  

، رشد و فعالیت باکتری دچار افت بسیاار شادیادی شاد                                               0به    

(. نتایج بررسی اثر دماهای مختلف کشت بر روی رشد                                                7)شکل      

 7جدایه  5جدایه  آزمون های بیوشیمیایی

 + + کاتا ز

 − − احیای نیترات

 − − رشد در شرایط بی هوازی

 اکسیداتیو اکسیداتیو فرمنتاز -اکسیداز

    
 سولفید

 اندول

 حرکت

  

− 
− 
+ 

  

− 
− 
+ 

   − − 
   − − 
    
 گلوکز

 ساکارز

  کتوز

  
+ 
− 
− 

  
+ 
− 
− 

 + + سیترات

 + + هیدرولیز نشاسته

 − − هیدرولیز ژ تین

 − − اوره آز

 آزمون های بیوشیمیایی جدایه های تجزیه کننده تولوئن. : 7جدول 

جدایه ها، ج( مشاخا اات   C های استخراج شده از جدایه ها، ب( مح و ت     درصد. الف( اسمیر  1نتایج الکتروفورز بر روی ژل آگاروز :  7شکل 

 . C مارکر وزن مولکولی مورد استفاده شده در ژل مح و ت 
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 C °  29نیز نشان داد که دمای ب ینه رشد بارای آن                                          1جدایه       

 °Cقادر بود در دو سوی دامنه دمایی                                  1ست. همچنین، جدایه                   ا 

فعالیت و رشد خود را به میزان محادودتاری در                                             C° 05تا  9

 (.  2مقایسه با دمای ب ینه حف  نماید )شکل                                     

  : 1ح( ارزیابی تجزیه سایر ترکیبات نفت خام توسط جادایاه                                                  

قادر به استفاده از آ ینده های نفتی                                      1نتایج نشان داد که جدایه                         

مختلف)نفت خام، گازوئیل، بنزن، اتیل بنزن، زایلن(  به عناوان                                                           

تن ا منب  کربن مورد استفاده و  تجزیه قاباال توجااه آن هاا                                                          

 (.  8و     9می باشد )شکل های                  

 بح    

هیدروکربن های نفتی )به وی ه هیدروکربن های آرومااتایاک                                                    

نفت( از رایج ترین آ ینده های زیست محیطی هستند که طی                                                     

فعالیت های مختلفی مانند اکتشاف، حمل و نقل،  خیره سازی                                                       

و فرآوری نفت خام، وارد محیط زیست شده و ت دید بازر                                                    

و     12برای اکوسیستم های آبی و خشکی به وجود می آورند )                                               

(. بدین ترتیب رها شدن نفت به مقدار زیاد به محیط هاای                                                     19

آبی و تخریب محیط زیست، نیاز روز افزون به فناوری هاای                                                     

پاکسازی سازگار با محیط زیست را برای رف  آ یاناده هاای                                                    

 هیدروکربنی برجسته تر می سازد. در ماقاایساه باا ساایار                                                 

فناوری ها، استفاده از میکروارگانیسم ها در تجزیه ترکایاباات                                                         

 سمی، روشی کارآمد، کم هزینه و م ثر در نظر گرفته می شاود                                                       

(. از این رو، هدف ما در پ وه  حا ر جاداساازی و                                              0و     9)   

شناسایی باکتری هایی بود که علاوه بر تجزیه کارآمد تولاوئان،                                                         

  pHبتوانند شرایط سختی همچون دماهای با ، دامنه نسبتا  وسی                                                         

 و غلظت های یونی با  را تحمل نمایند.                                     

 .   ga  با استفاده از نرم افزار    C با توالی های مشابه موجود در سایت  16S r NAدرخت فیلوژنتیکی جدایه ها بر اساس نتایج بلاست توالی : 9شکل 

حاصل از تولوئن در   تا   نتایج روش کروماتوگرافی. پیک های :  9شکل 

)محیط کشت مای   1که به ترتیب نشان دهنده سط  تولوئن کنترل  95ثانیه 

)کشت مای  انتخابی حاوی باکتری  2انتخابی عاری از باکتری(، کنترل 

E.c l  پس از  2و کشت مای  انتخابی جدایه  1(، کشت مای  حاوی جدایه

 ساعت هستند.  22
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 . 1اثر غلظت نمک محیط کشت بر روی رشد جدایه : 1شکل  مقادیر کمی شده از پیک های تولوئن.: 5نمودار 

 بار اسااس  11تاا  pH ،0در دامنه های  1میزان رشد جدایه :  6شکل 

 نانومتر. 755کدورت سنجی در طول موج 

بار اسااس   C °  05تاا  C °  9در دامنه دمایی   1میزان رشد جدایه :  2شکل 

 نانومتر. 755کدورت سنجی در طول موج 

 پس از چ ار روز. 1م رف نفت خام توسط جدایه : 1شکل 

بر روی آ ینده های نفاتای. ماحایاط کشات  1میزان رشد جدایه :  3شکل 

نوترینت برا  و تولوئن به منظور مقایسه در دو سوی نمودار قرار داده شاده 

 است.



 و همکاران  نرگس شمسیجداسازی و شناسایی باکتری های تجزیه کننده تولوئن از مناطق آلوده به نفت رودخانه قره سو ...  .1880ها، سال ن م، شماره دوم تابستان  دنیای میکروب

 

164 

میکروارگانیسم های مختلف مسیرهای تجزیه ای ماتافااوت و                                                   

مخت  به خود را با توجه به شرایط هوازی یا بی هوازی محیاط                                                        

کسب نموده اند و به خوبی با محیط مورد نظر سازگار شده اناد.                                                          

بنابراین، ب تر است که برای هر آلودگی نفتی از بااکاتاری هاای                                                         

 (.      8همان محل برای پاکسازی و تجزیه زیستی استفاده شود )                                                 

در پ وه  حا ر ج ت پاکسازی آلودگی نفتی رودخااناه قاره                                                   

سو، از همان محل باکتری های تجزیه کننده تولوئن جاداساازی                                                       

گردید. با استفاده از روش غنی سازی بر روی ماحایاط کشات                                                   

انتخابی حاوی تولوئن، دو جدایه باکتریایی تجزیه کننده تولوئان                                                            

به دست آمد. شناسایی جدایه های یاد شاده باا روش هاای                                                  

مورفولوژی کلنی، رنگ آمیزی گرم، آزمون های بیوشیمیاایای و                                                       

صورت گرفت. در مجمو  ناتاایاج                               16S r NAآنالیز        در ن ایت          

با قطعیت مرباو  باه گاوناه                          2و     1نشان دادند که جدایه های                         

 بودند.          سودوموناس پوتیدا                باکتریایی           

  16S r NA% تاوالای         155هرچند، با توجه به میزان هومولوژی                                  
ساودوماونااس           این جدایه ها با توالی مشابه در دیگر سویه های                                              

، احتمال جدید بودن سویاه هاا                              C موجود در سایت                 پوتیدا      

 بعید به نظر می رسد. شایان یادآوری است که ناتاایاج آناالایاز                                                     

16S r NA                                                   کاملا  با نتایج آزمون های بیوشیمیایی و رنگ آمیازی

گرم سازگار و همسو بود. شایان  کر است که در همین زمیاناه،                                                        

  سودوموناس پاوتایادا                مطالعات پیشین نشان داده اند که باکتری                                       

و     18یکی از کارآمدترین باکتری ها در تجزیه تولوئن هستند )                                                   

(. نتایج کروماتوگرافی گازی پیک های مربو  به تولوئان را                                                       25

  2و     1نشان داد و حاکی از آن بود که جدایه های                                          95در ثانیه          

% از تولوئن موجود در                      92% و     98قادر هستند به ترتیب در حدود                             

ساعت تجزیه نمایند. این نتایج، عالاوه                                      22محیط کشت را مدت                 

(، حاکی از کاارایای                   21بر همخوانی با مطالعات مشابه پیشین )                                   

در تجزیه تولوئن در مقایساه باا                                  سودوموناس پوتیدا                با ی گونه           

 (.      22دیگر گونه های باکتریایی بودند )                               

، پلااسامایاد             این برتری را می توان به وجود ژن های اپرون                                           

 ol                                                          .و نیز کارایی با ی ژن های کاتا ز و اکسیداز آن نسبت داد

هرچند، این امر نیاز به بررسی های بیشتر و اثاباات از طاریاق                                                        

پس از اثاباات             (.      28و     21،   18روش های م ندسی ژنتیک دارد )                           

کارایی جدایه ها در تجزیه تولوئن، میزان مقاومت آن هاا در                                                        

و اسمو ریته ارزیابی شد. در تمام این                                       pHشرایط نامساعد دما،                    

بررسی ها به دلیل کارایی نسبتا  با تر و نیز نتایج بسیار مشااباه،                                                               

 بسنده شد.             1تن ا به ارائه نتایج جدایه                           

نتایج بررسی اثر غلظت های مختلف نمک طعام نشان داد کاه                                                     

% نمک را در ماحایاط کشات                      25قادر است تا غلظت                    1جدایه       

تحمل نماید. نتایج بررسی اثر دماهای مختلف کشت بار روی                                                     

نیز نشان داد این جدایه قادر است دامنه دماایای                                               1رشد جدایه           

C  °9  تاC  °05                    .در همین زمایاناه هاماالاتاا                      را تحمل نماید 

   (H mala  a                    و همکاران در ساال )نشاان دادناد کاه               2511   

فعاالایات          C  °90تا      95قادرند در دمای                  سودوموناس         گونه های          

(. این یافته با نتایج مطاالاعاه حاا ار                                   29مطلوبی داشته باشد )                   

مخاتالاف       های         pHنتایج بررسی اثر                 در ن ایت،           همخوانی دارد.               

نشان داد که ایان جادایاه                             1محیط کشت بر روی رشد جدایه                           

تحمل نماید. هرچند مایازان                           11تا      0معادل         pHمی تواند دامنه                

اسیدی بیشتر بود. این یافته با نتایج                                       pHحساسیت این جدایه به                     

مطالعات پیشین همخوانی داشت.  این امر می تواند باه دلایال                                                       

درون سلولی باشد. باه                       pHحساسیت  اتی این باکتری به ت ییر                                 

 (.    20طوری که بیان ژن های آن را تحت ت ثیر قرار می دهد )                                                 

توان قابال قاباولای در                      1اما می توان گفت در مجمو  جدایه                                

مواج ه با شرایط نامساعد محیطی دارد که آن را برای استافااده                                                          

در پاکسازی زیستی مناسب می کند. میزان کارایی این باکاتاری                                                        

برای تجزیه دیگر آ ینده های نفتی مورد ارزیابی قرار گارفات.                                                         

به جای تولوئن، بر روی ماحایاط هاای                                  1بدین منظور، جدایه                   

 کشت انتخابی واجد سایرآ ینده نفتی رشاد داده شاد. ایان                                                   

آ ینده ها عبارت بودند از: نفت خام، گازوئیل، بنزن، اتیل بنزن،                                                              

بر روی محیط کشت نوترینت برا  و                                  1زایلن. همچنین، جدایه                      

محیط کشت انتخابی حاوی تولوئن رشد داده شد و به عاناوان                                                     

کنترل و ج ت مقایسه  قرار داده شد. برای اندازه گیری مایازان                                                          

  755رشد باکتری ها از روش کدورت سنجی در طاول ماوج                                            

 نانومتر استفاده گردید.                        

به طور کارآمدی قادر به رشد بر روی                                     1مشاهده شد که جدایه                    

تمام آ ینده های یاد شده بود و در مقایسه با محیط هاا کشات                                                        
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قاادر        1کنترل افت قابل توج ی نشان نداد. بنابراین، جادایاه                                                 

است در حضور دیگر آ ینده ها نیز عملکرد و فعالیت خود را                                                       

حف  نماید و حساسیت خاصی نسبت به این آ ینده ها نادارد.                                                      

این بخ  از مطالعه حا ر نیز با پ وه  های پیشین کاه باه                                                     

در تجزیه تارکایاباات                    سودوموناس پوتیدا                بررسی توان باکتری                   

 نفتی پرداخته بودند همسو بود.                              

نشاان        2512( و همکاران در ساال                     o به عنوان نمونه، یو )                    

که از خااک             سودوموناس پوتیدا                باکتری              دادند که سویه               

آلوده به نفت جداسازی شده بود، قادر است تجزیاه زیساتای                                                    

(. کمترین           27را به نحو کارآمدی انجام دهد  )                                    ترکیبات         

میزان رشد در حضور آ ینده های نفتی مورد آزمای  مارباو                                                      

به گازوئیل بود. هرچند، که گازوئیل حاوی مقادیر باا یای از                                                        

ترکیبات آروماتیک است و این امر در ابتدا کمی عجیب به نظر                                                         

می رسد  اما احتما   این امر ناشی از وجود مقادیر با ی سرب                                                          

در گازوئیل مورد استفاده بوده است. هرچند، این امر نیاازماناد                                                          

بررسی های بیشتر است که در مطالعه حا ر امکان بررسی آن                                                      

وجود نداشت. در ادامه، پیشن ادهایی برای انجام مطالعات آینده                                                            

در این زمینه ارائه می گردد که می توانند مفید واق  شوناد. در                                                            

اولین گام، بررسی میزان ح ف دیگر آ ینده های نفتی تاوساط                                                      

 روری به نظر می رسد. همچنین، بررسای                                      2و     1جدایه های           

در میدان عمال )آلاودگای نافاتای                             2و     1کارایی جدایه های                  

 رودخانه قره سو و دیگر آلودگی  های نفتی( باید آزموده شاود.                                                          

با دیگر باکتری های تجزیه                            2و     1به علاوه، مقایسه جدایه های                           

 کننده تولوئن به صورت دقیق تر و تحت شارایاط یاکاساان                                                

  2و     1می تواند به شناخت ب تر مزایا و معایب جدایه هاای                                                

 کمک  نماید. در ایان صاورت، افازایا  مایازان کاارایای                                              

توسط روش های ما انادسای                       2و     1و نیز مقاومت جدایه های                        

 ژنتیک نیز می تواند راهکار م ثری به منظور تاقاویات ناقاا                                                      

قوت و برطرف نمودن نقا   عف این دو سویه باشد. همچنین                                                     

شناسایی دقیق مسیرهای آنزیمی و ژن های دخیل در  متابولیسم                                                         

 نیز می تواند در ایان زمایاناه                               2و   1ترکیبات نفتی جدایه های                        

 می تواند راهگشا باشد.                       

 نتیجه گیری            

 در مجمو  می توان از این مطالعه چنین نتیاجاه گارفات کاه                                                     

با توجه به توانایی رشد در غالاظات باا ی                                       2و     1جدایه های           

تولوئن و تجزیه طیف وسیعی از آ ینده های نفتی گزینه هاای                                                       

مناسبی برای پاکسازی آلودگی های نفتی محیط زیست هستناد.                                                      

علاوه بر کارایی با  در تجزیاه                               2و     1به وی ه اینکه جدایه های                         

آ ینده های نفتی، دارای توان سازگاری نسبتا  با یی با شارایاط                                                           

مختلف اسمزی، دمایی و اسیدیته نیز می باشند. این امر آن هاا                                                          

را به گزینه های مطلوبی برای استفاده در شرایط اقالایامای و                                                       

 محیط های گوناگون تبدیل می نماید.                                  

 تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از معاون پ وهشی دانشگاه آزاد اسالامای                                                        

 واحد سنندج به دلیل حمایت های مادی و ماعاناوی کاماال                                                

 امتنان را دارند.                

References 

1. Atlas RM. Petroleum biodegradation and oil spill bioremediation. Marine Pollution Bull. 1995; 

31(4): 178-182. 

2. Hinchee RE, Kittel JA, Reisinger HJ. Applied bioremediation of petroleum hydrocarbons.  

Battelle Press, Columbus, OH (United States), 1995. 

3. Harayama S, Kishira H, Kasai Y, Shutsubo K. Petroleum biodegradation in marine  

environments. J Mol Microbiol Biotechnol. 1999; 1(1): 63-70. 

4. Mohajeri L, Aziz HA, Isa MH, Zahed MA. A statistical experiment design approach for  

optimizing biodegradation of weathered crude oil in coastal sediments. Bioresource Technol. 

file:///G:/0Milad's%20Stuff/Personal%20stuff/Summer/Moravej.docx#_ENREF_26#_ENREF_26


 و همکاران  نرگس شمسیجداسازی و شناسایی باکتری های تجزیه کننده تولوئن از مناطق آلوده به نفت رودخانه قره سو ...  .1880ها، سال ن م، شماره دوم تابستان  دنیای میکروب

 

166 

2010;101(3):893-900. 

5. Zhou J, Yu X, Ding C, Wang Z, Zhou Q, Pao H. Optimization of phenol degradation by  

Candida tropicalis Z-04 using Plackett-Burman design and response surface methodology.  

J Environ Sci. 2011; 23(1): 22-30. 

6. Jin HM, Choi EJ, Jeon CO. Isolation of a BTEX-degrading bacterium, Janibacter sp. SB2, from 

a sea-tidal flat and optimization of biodegradation conditions. Bioresource Technol. 2013;145: 

57-64. 

7. Weelink SB, van Eekert MA, Stams AM. Degradation of BTEX by anaerobic bacteria:  

physiology and application. Rev Environ Sci Biotechnol. 2010; 9(4): 359-385. 

8. Margesin R, Schinner F. Biodegradation and bioremediation of hydrocarbons in extreme  

environments. Appl Microbiol Biotechnol. 2001; 56(5-6): 650-663. 

9. Al-Wasify RS, Hamed SR. Bacterial biodegradation of crude oil using local isolates.  

Int J Bacteriol. 2014. Doi: 10.1155/2014/863272 

10. Wang L, Shao ZZ. Isolation and characterization of 4 benzene/toluene-degrading bacterial 

strains and detection of related degradation genes. Acta Microbiologica Sinica. 2006; 46(5):  

753-757.  

11. Mukherjee S, Bardolui NK, Karim S, Patnaik VV, Nandy RK, Bag PK. Isolation and  

characterization of a monoaromatic hydrocarbon-degrading bacterium, Pseudomonas aeruginosa 

from crude oil. Journal of environmental science and health Part A, Toxic/hazardous substances 

& environmental engineering. 2010; 45(9): 1048-1053.  

12. Wang L, Qiao N, Sun F, Shao Z. Isolation, gene detection and solvent tolerance of benzene, 

toluene and xylene degrading bacteria from nearshore surface water and Pacific Ocean sediment. 

Extremophiles : life under extreme conditions. 2008; 12(3): 335-342.  

13. Kim JM, Jeon CO. Isolation and characterization of a new benzene, toluene, and ethylbenzene 

degrading bacterium, Acinetobacter sp. B113. Current microbiology. 2009; 58(1): 70-75.  

14. Afrouzossadat HA, Giti E, SeyedMahdi G. The role of exopolysaccharide, biosurfactant and 

peroxidase enzymes on toluene degradation by bacteria isolated from marine and wastewater  

environments. Jundishapur J Microbiol. 2012; 3: 479-485. 

15. Slepecky RA, Hemphill HE. The genus Bacillus- nonmedical. The prokaryotes: Springer; 

2006; pp: 530-562. 

16. Abari AH, Emtiazi G, Ghasemi SM, Roghanian R. Isolation and characterization of a novel 

toluene-degrading bacterium exhibiting potential application in bioremediation. Jundishapur J 

Microbiol. 2013; 6(3): 256-261. 

17. Eghtesadi-Araghi P, Haffner P, Drouillard K, Maghsoudlou W. Polycyclic aromatic  

hydrocarbons contaminants in Black-lip (Pearl) Oyster Pinctada margaritifera from Kish Island 

(Persian Gulf). Iran J Fisheries Sci. 2011; 10(1): 25-34. 

18. Hassanshahian M, Emtiazi G, Cappello S. Isolation and characterization of crude-oil-degrading 

bacteria from the Persian Gulf and the Caspian Sea. Marine Pollution Bull. 2012; 64(1): 7-12. 



 و همکاران  نرگس شمسیجداسازی و شناسایی باکتری های تجزیه کننده تولوئن از مناطق آلوده به نفت رودخانه قره سو ...  .1880ها، سال ن م، شماره دوم تابستان  دنیای میکروب

 

167 

19. Inoue A, Yamamoto M, Horikoshi K. Pseudomonas putida which can grow in the presence of 

toluene. Appl Environ Microbiol. 1991; 57(5): 1560-1562. 

20. Robledo-Ortíz JR, Ramírez-Arreola DE, Pérez-Fonseca AA, Gómez C, González-Reynoso O, 

Ramos-Quirarte J. Benzene, toluene, and o-xylene degradation by free and immobilized P. 

putida F1 of postconsumer agave-fiber/polymer foamed composites. Int Biodeterioration   

Biodegradation. 2011; 65(3): 539-546. 

21. Worsey MJ, Williams PA. Metabolism of toluene and xylenes by Pseudomonas putida 

(arvilla) mt-2: evidence for a new function of the TOL plasmid. J Bacteriol. 1975; 124(1): 7-13. 

22. Rahman RN, Mahamad S, Salleh AB, Basri M. A new organic solvent tolerant protease from 

Bacillus pumilus 115b. J Indust Microbiol Biotechnol. 2007; 34(7): 509-517.  

23. Zylstra GJ, McCombie WR, Gibson DT, Finette BA. Toluene degradation by Pseudomonas 

putida F1: genetic organization of the tod operon. Appl Environ Microbiol. 1988; 54(6):  

1498-1503. 

24. Hemalatha S, Veera Manikandan P. Characterization of aromatic hydrocarbon rading bacteria 

from petroleum contaminated sites. J Environ Protection. 2011; 2(03): 243. 

25. Reva ON, Weinel C, Weinel M, Böhm K, Stjepandic D, Hoheisel JD. Functional  

genomics of stress response in Pseudomonas putida KT2440. J Bacteriol. 2006; 188(11):  

4079-4092. 

26. You Y, Shim J, Cho CH, Ryu MH, Shea PJ, Kamala-Kannan S. Biodegradation of BTEX 

mixture by Pseudomonas putida YNS1 isolated from oil-contaminated soil. J Basic Microbiol. 

2013; 53(5): 469-475.  



 

Isolation and identification of toluene-degrading bacteria from oil 

spills of Gharehsoo River located in Kermanshah city  

Narges Shamsi1, Roya Moravej2 

1MS.c., Department of Biology, Faculty of Basic Sciences, Sanandaj branch, Islamic Azad University, Sanandaj, Iran. 
2Assistant Professor, Department of Biology, Faculty of Basic Sciences, Sanandaj branch, Islamic Azad University, Sanandaj, Iran. 

 

Abstract 

Background & Objectives: Biodegradation is one of the most useful methods for elimination of oil 

spills and is recently considered as a promising approaches due to numbers of advantages,  

including low costs, high efficiency and being environment friendly. Gharehsoo river is one of 

those regions which have been contaminated by oil spills during recent years due to its vicinity to 

Kermanshah Oil Refining Company. This study was aimed to isolate and identify the toluene-

degrading bacteria from oil spills in Gharehsoo river located at Kermanshah city. 

Materials & Methods: In this experimental study, the samples were collected from water, soil and 

active sludge of the contaminated areas. Two isolates were achieved by enrichment of the samples 

into a selective medium containing toluene. Then, the isolates were identified using morphology,  

Gram staining, biochemical methods and 16S rRNA sequencing. Also, the ability of isolates to 

eliminate toluene was testes based on Gas chromatography. 

Results: Both isolates were identified as Pseudomonas putida strains. Gas chromatography tests 

showed that the isolates 1 and 2 were able to degrade toluene into the selective medium (0.5% v/v) 

89% and 87%, at 72 C, respectively. The isolates were also able to resist and grow under harsh 

conditions of temperature, pH and osmolality. It was proved that the isolates were able to continue 

their activity and growth in the presence of other crude oil pollutants (benzene, xylene,  

ethyl-benzene).  

Conclusion: Our results showed that these isolates were very efficient for elimination of oil  

pollutants due to their high growth rate in the presence of relatively high toluene concentration 

and to the ability to degrade a wide range of oil toxic compounds.  
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