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چکیده

 امروزه نشت مواد نفتی از خطوط انتقال، پالایشگاه و جایگاه هاي سوخت و ورود آنها به خاك و آب هاي زیرزمینی                      :سابقه و هدف  

این مطالعه با هدف جداسازي و شناسایی مولکولی یک           .  محیطی ایران تبدیل شده است       هاي زیست   ترین چالش   به یکی از مهم    

. کننده هگزادکان از کمپوست انجام شد باکتري تجزیه

به منظور جداسازي   .  هاي گازوییل انتخاب گردید       مدل هیدروکربن    در این پژوهش هگزادکان به عنوان آلاینده        :  ها  مواد و روش  

 شناسایی  PCRدر ادامه یک باکتري انتخاب و به کمک روش           .   هگزادکان، از کمپوست رسیده استفاده شد         کننده  هاي تجزیه   باکتري

در نهایت کارایی باکتري جداسازي شده جهت حذف هگزادکان به عنوان تنها منبع کربن و نیز میزان رشد باکتري در                           .  گردید

.هاي مختلف کلرید سدیم مورد بررسی قرار گرفت غلظت

. شناسایی شد کویائه    اسفینگوموناس یانوي بر اساس روش هاي مورفولوژي، بیوشیمیایی و تعیین توالی این باکتري به عنوان               :  ها  یافته

به طوري که میزان     .   درصد از هگزادکان بود     49/69 درجه سانتی گراد قادر به حذف          30 روز در دماي      33این باکتري پس از      

 باکتري مورد نظر در برابر شوري داراي مقاومت متوسط بود به طوري              همچنین.  گرم بر لیتر رسید      میلی 1510 به   3000هگزادکان از   

. درصد نمک نیز رشد نماید2/5که توانست در غلظت 

اسفینگوموناس توان از باکتري       و خاك نسبتاً شور ایران، می      گرمدهد که در شرایط آب و هوایی           این پژوهش نشان می   :  گیري  نتیجه

از این رو انجام مطالعات تکمیلی در سطح گسترده تر            .  ویژه گازوییل استفاده نمود     به منظور حذف ترکیبات نفتی به      کویائه    یانوي

.پیشنهاد می گردد

 .کویائه اسفینگوموناس یانويهگزادکان، تجزیه زیستی، شناسایی مولکولی، : واژگان کلیدي

92آبان ماه : پذیرش براي چاپ 92مرداد ماه : دریافت مقاله

شیراز، دانشکده بهداشت، دانشگاه علوم پزشکی شیراز، گروه مهـنـدسـی    :   آدرس براي مکاتبه* )   

mrsamaei@sums.ac.ir: پست الکترونیک      09177320737: تلفن.       بهداشت محیط

مقدمه     

از آنجایی که نفت یکی از منابع مهم انرژي بوده، رهاسازي                                                                                       

هاي نفتی در محیط زیست در حال افزایش می باشد                                                                   هیدروکربن         

کشور ایران یکی از بزرگ ترین تولیدکنندگان نفت و                                                                          ).      1( 

امروزه آلودگی خاك و آب                                ).      2( هاي نفتی جهان است                               فرآورده       

هاي         به آلاینده           )     هاي دریایی و ساحلی                                به ویژه در محیط                         ( 

محیطی           ترین مشکلات زیست                         هیدروکربنی به یکی از عمده                                     

ها در خاك                   گاهی غلظت این آلاینده                          ).      4 و        3( تبدیل شده است                     

هاي کل در                   کم است، اما مشاهده شده که غلظت هیدروکربن                                                          

 تا       45.     رسد       می  خاك نیز              گرم بر کیلوگرم                         450ها به               برخی خاك          

ها و            ها، آلکن              آلکان     ( هاي آلیفاتیک                       درصد آن را هیدروکربن                             70

هاي نفتی                اغلب هیدروکربن                ).      6 و        5( دهند            تشکیل می          )     ها      آلکین     

آلودگی ناشی از گازوییل به                                   ).      7( در آب بسیار نامحلول هستند                                     
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ها        گازوییل عمدتاا از آلکان                ً            ).      8( طور مکرر گزارش شده است                                  

تشکیل شده است، اما مقدار کمی نیز ترکیبات آروماتیک                                                                               

).    1( دارد      )    درصد     4حدود      ( 

هاي نفتی حاوي انواع مختلفی از ترکیبات،                                                        نفت خام و فرآورده                   

در    ).      8( باشند             هاي آلیفاتیک و آروماتیک می                                      عمدتاا هیدروکربن      ً           

 مهم             متوسط در زمره                          هاي با زنجیره                     آلکان     -ها، ان            بین آلکان           

در این دسته، نرمال                          ).      8 و        4( هاي خاك قرار دارند                        ترین آلاینده             

توسط بسیاري از پژوهشگران به عنوان                                                 )     C16H34( هگزادکان            

از    ).      9 و        6(  مدل به جاي گازوییل به کار رفته است                                                               آلاینده      

 مدل            دلایل محققان براي انتخاب هگزادکان به عنوان آلاینده                                                                  

پذیري سریع                  می توان به حلالیت پایین در آب و نیز تجزیه                                                                

).    6( ها اشاره نمود                 توسط بسیاري از میکروارگانیسم                            

هاي فیزیکی، حرارتی، شیمیایی و بیولوژیکی مختلفی                                                                      روش   

از    .     براي حذف این ترکیبات از آب و خاك پیشنهاد شده است                                                                    

ها فرآیندهاي بیولوژیکی مورد توجه                                                    میان تمام این روش                           

زیرا این فرآیندها دوست دار محیط                                             .     خاص قرار گرفته است                        

    از آنجایی که تجزیه                          .     ي کمتري دارند                       زیست بوده و هزینه                         

زیستی فرآیندي طبیعی است، عموماا از آن به عنوان یک فرآیند                                         ً                                    

 زائدات براي مواد آلوده اي مانند خاك یاد                                                                  قابل قبول تصفیه                   

هاي          تصفیه با این روش معمولالا فرآورده                                ً                     باقیمانده         .     شود       می  

اکسید           ضرري است که براي نمونه می توان به آب، دي                                                                      بی  

.  زیستی سلولی اشاره نمود                         کربن و توده           

 زیستی              پالایی در واقع سرعت طبیعی تجزیه                                            هاي زیست              فناوري      

پالایی به                    راندمان زیست                ).      10( را تشدید می نمایند                                      

هاي نفتی و                     هیدروکربن                هاي بومی تجزیه کننده                              میکروارگانیسم             

در حال حاضر                 ).      11( یا عوامل تقویت زیستی وابسته است                                                 

ها، آرکی ها و                         ها، شامل باکتري                       طیف وسیعی از میکروارگانیسم                                

توانند ترکیبات نفتی را تجزیه                                          اند که می                 ها، شناسایی شده                       قارچ    

در حقیقت بیشتر ترکیبات نفتی به طور بیولوژیکی                                                            ).      7( نمایند          

ها از             با این وجود در برخی از پژوهش                                            .     قابل تجزیه هستند                    

هاي خالص  و در برخی دیگر از کنسرسیوم میکروبی                                                                      باکتري      

 و      12،     4،     2( به منظور حذف ترکیبات نفتی استفاده شده است                                                           

و   )     Hassanshahian( شاهیان                  به عنوان نمونه حسن                              ).      13

 نفت خام را از                                  کننده          باکتریایی تجزیه                           گونه       25همکاران           

هاي آلوده به نفت در خلیج فارس و دریاي خزر                                                                                 محل   

و همکاران             )     Joseph( همچنین ژوزف                 ).      14( جداسازي نمودند                    

هاي            میکروب                 شده         در هندوستان به جداسازي تقویت                                              

).    15(  نفت از لجن یک پالایشگاه نفت پرداختند                                        کننده       تجزیه     

از خاك آلوده به                       )     Bacillus  (   باسیلوس               در این مطالعه دو سویه                             

و   )     Hua(  دیگري که هووا                            در مطالعه           .     نفت خام جداسازي شد                        

باکتري            ، 16S rRNAهمکاران با استفاده از روش ارزیابی ژن                                                        

را از خاك شناسایی و به عنوان                                             نرمال هگزادکان                           تجزیه کننده             

معرفی نمودند                  )     Enterobacter cloacae  (   انتروباکتر کلوآکه                     

)   Sphingomonas  (   اسفینگوموناس            هاي مختلف                   از گونه         .     ) 16( 

هاي مختلف از محیط زیست استفاده                                              نیز به منظور حذف آلاینده                               

هاي           و همکاران  تنوع گونه                                      )     Leys( لیس         .     شده است           

 را       PAH موجود در یک خاك آلوده به ترکیبات                                                     اسفینگوموناس            

.    مورد بررسی قرار دادند                              DGGE و        PCRبا استفاده از آنالیزهاي                                 

یانویی کویائه                 شامل        اسفینگوموناس                هاي مختلفی از                         ها گونه             آن  

 )yanoikuyae (            ادهاسیوا ،   )  adhaesiva (           اگرستیس ،   )  agrestis (   ،

  و )     mali( ، مالی                    ) aromaticivorans( آروماتیکاوورانس                       

را جداسازي و شناسایی                                )     ) paucimobilis( پائوسیمو بیلیس                      

هاي         اي در مورد استفاده از گونه                                        تاکنون مطالعه               اما       ).      17( نمودند          

از    .      براي حذف هگزادکان منتشر نشده است                                                     اسفینگوموناس            

آنجایی که گازوییل از طیف وسیعی از ترکیبات تشکیل شده و                                                                             

 آن داراي ترکیبات                               بسته به شرایط تولید و پالایشگاه سازنده                                                     

مختلفی است و همچنین به دلایل یاد شده، در این پژوهش                                                                               

.   هگزادکان به عنوان جایگزین و مدل گازوییل انتخاب شد                                                                           

هاي           هدف از این پژوهش جداسازي و شناسایی باکتري                                                                     

.  گازوییل از کمپوست بود                        کننده       تجزیه     

مواد و روش ها             

 در این پژوهش به                          : جداسازي باکتري از محیط کمپوست                                     )     لف  ا 

 گازوییل، از                      هاي مناسب تجزیه کننده                               منظور جداسازي باکتري                        

 کمپوست اصفهان                          کمپوست رسیده تولیدي توسط کارخانه                                              

تمام مواد شیمیایی مورد استفاده در این پژوهش                                                           .     استفاده گردید               
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ترکیب محیط کشت                      .     از شرکت مرك آلمان خریداري شد                                            

 نشان داده شده است                                  1معدنی مورد استفاده در جدول                                              

 )18  .(

pH                                      به منظور تهیه                 .      تنظیم شد             7 محیط کشت معدنی بر روي    

 گرم بر لیتر آگار به محیط کشت مایع                                                      15محیط معدنی جامد،                        

پس از اتوکلاو کردن و سفت شدن محیط کشت                                                      .     اضافه گردید             

 میکرولیتر هگزادکان بر روي محیط                                             20ها، مقدار                   درون پلیت           

. کشت ریخته شد با پیپت پاستور به طور کامل پخش شد                                              

 گرم        1 آزمایش                   براي جداسازي باکتري، ابتدا در یک لوله                                                       

  0/5لیتر محیط کشت معدنی حاوي                                                 میلی       9کمپوست به                 

سپس مخلوط به دست آمده                                 .     لیتر هگزادکان اضافه شد                                  میلی    

در    .     طی چند مرحله به شدت، با دستگاه شیکر، تکان داده شد                                                                       

پس    .     نشینی انجام شود                        دقیقه اجازه داده شد تا عمل ته                                            2پایان         

از آن با کمک لوپ استریل، از سوسپانسیون بالایی به منظور                                                                               

کشت خطی در محیط کشت معدنی آغشته به هگزادکان                                                                         

چند پلیت به همین روش تهیه و به مدت یک                                                           .     استفاده گردید               

سپس از          .      سانتی گراد قرار داده شد                                         درجه       32هفته در دماي                    

هاي         هاي رشد یافته به منظور کشت بر روي پلیت                                                                کلنی        تک  

 ماه انجام شد تا از                               3این عمل به مدت                        .     جدید استفاده گردید                      

اي یک بار به                        ها هفته             کشت   .     سازي اطمینان حاصل شود                               خالص    

).  10( شدند        محیط کشت تازه انتقال داده می                            

هاي         پس از رشد کلنی                      :     شناسایی باکتري جداسازي شده                                  )     ب 

 ساعت         24هاي رشد یافته در کمتر از                                          مختلف، یکی از باکتري                          

شناسایی با استفاده از روش                                   .     به منظور شناسایی انتخاب گردید                                     

در ابتدا به منظور                           .      انجام شد               16S rDNAتوالی یابی ناحیه                          

.    شرکت کیاژن استفاده شد                         از کیت       DNAاستخراج         

از پرایمرهاي عمومی پیشرو                                          16S rDNAبراي تکثیر ژن                           

16F27: 5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’                   و پیرو 

16R1488 : 5’-CGGTTACCTTGTTAGGACTTCACC-3’ 

).    20 و    19( استفاده گردید               

 میکرولیتر              18شامل         میکرولیتر                25 با حجم نهایی                          PCRواکنش     

 میکرولیتر از هر                          x10     ،0/25میکرولیتر بافر                              2/5آب مقطر،                

  dNTP Mix میکرولیتر                  0/3،     )  پیکومول          100غلظت        ( پرایمر          

  1 الگو و                   DNA میکرولیتر                  0/2،     )  میلی مولار                25غلظت        ( 

)    واحد         5غلظت            (   Taq DNA Polymeraseمیکرولیتر آنزیم                         

. انجام گردید           

 با       MJ Mini در دستگاه ترموسایکلر                                   PCRدر ادامه واکنش                          

  95 دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دماي                                                         2شرایط دمایی                   

 چرخه شامل واسرشت شدن                                 30درجه سانتی گراد و در ادامه                                          

 ثانیه، اتصال در                          30 درجه سانتی گراد به مدت                                         94در دماي             

 ثانیه، گسترش در دماي                               30 درجه سانتی گراد به مدت                                     58دماي        

 دقیقه و در نهایت گسترش                                     1 درجه سانتی گراد به مدت                                         72

 دقیقه انجام شد                       7 درجه سانتی گراد به مدت                                     72نهایی در دماي                     

 درصد واجد اتیدیوم                          1/5 به ژل آگاروز                       PCRمحصولات          ).      5( 

 به کمک             DNAقطعات         .     برماید منتقل و الکتروفورز گردیدند                                           

.  مشاهده و عکس برداري شدند                         Uvidocدستگاه        

 جهت تعیین توالی به شرکت                                            PCRدر نهایت محصولات                           

در ادامه با استفاده از نرم افزار                                                      .     فراوران فرستاده شدند                              ژن  

BLAST        هاي مشابه به باکتري مشخص و                                          ترین سکانس                 نزدیک

.    آن شناسایی گردید                   جنس و گونه          

  : بررسی توان باکتري جداسازي شده در حذف هگزادکان                                                               )     ج 

لیتر           میلی       1لیتر محیط کشت معدنی و                                      میلی       28براي این منظور                      

پس از         .     لیتري ریخته شد                       میلی       50در یک ارلن                  %)      2/5( ریزمغذي           

غلظت نهایی              ( گرم هگزادکان                       میلی       90استریل کردن آن مقدار                                

لیتر           میلی       1در ادامه              .     به آن اضافه گردید                       )     گرم بر لیتر                    میلی       3000

 ساعت         24از محیط کشت نوترینت براث، که باکتري به مدت                                                                

  1در آن کشت داده شده بود، با چگالی نوري                                                                                           

)گرم بر لیتر(مقدار ترکیب شیمیایی

NH4Cl4

KH2PO42/5

NaCl0/5

MgSO40/3

FeCl3.6H2O0/3

CaCl20/01

MnCl2.4H2O0/01

)18( محیط کشت معدنی  مواد مورد استفاده براي تهیه: 1جدول
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هاي شاهد فاقد                         نمونه     .     به آن اضافه شد                      )      نانومتر          600در      ( 

ها به             نمونه     .      درصد سدیم آزاید بودند                              1باکتري بوده و داراي                             

 دور        120 درجه و               30دماي        (  روز در شیکرانکوباتور                               33مدت       

مقدار هگزادکان موجود طی روزهاي                                        .     قرار داده شد                )     بر دقیقه          

درصد حذف هگزادکان                         .     مختلف مورد سنجش قرار گرفت                                     

همچنین طی این                     .     تعیین شد              توسط باکتري جداسازي شده                               

  600گیري چگالی نوري در                                مدت میزان رشد باکتري با اندازه                                          

. نانومتر تعیین گردید                   

جهت سنجش میزان هگزادکان از دستگاه کروماتوگرافی گازي                                                                   

 )GC-FID     (            دماهاي دتکتور و انژکتور به ترتیب                                              .     استفاده شد

دماي ستون             .     ي سلسیوس تنظیم شد                            درجه       250 و        270بر روي            

 درجه نگه داشته شد، سپس به                                          125 دقیقه بر روي                       1به مدت            

     درجه       180 درجه بر دقیقه افزایش داده شد تا به                                                               15میزان         

 دقیقه          3 درجه نیز                 180میزان توقف دما در                           .     سانتی گراد برسد                   

).  5( تنظیم گردید             

  : بررسی میزان تحمل شوري توسط باکتري جداسازي شده                                                             )     د 

به منظور بررسی تحمل شوري، رشد باکتري جداسازي شده                                                                      

 درصد کلرید سدیم مورد بررسی                                       5 و        2/5،     1،     0هاي           در غلظت         

به این منظور از محیط کشت نوترینت براث                                                             .     قرار گرفت           

استفاده شد و مقادیر مختلفی نمک بر حسب درصد وزن به                                                                             

سپس یک کلنی از باکتري                                       .     حجم به آن اضافه گردید                                     

 ساعت در              24را در آن کشت داده و به مدت                                              )      میکرولیتر            50( 

چگالی نوري در                   .      درجه سانتی گراد قرار داده شد                                             32دماي        

گیري و به عنوان معیاري                                     نانومتر پس از این مدت اندازه                                           600

).  10( از رشد باکتري درنظر گرفته شد                              

ها    یافته     

آمیزي گرم، باکتري مورد نظر به عنوان گرم                                                             پس از انجام رنگ                     

هاي این باکتري بر                               همچنین کلنی             .     منفی تشخیص داده شد                          

روي محیط کشت معدنی حاوي هگزادکان به رنگ نارنجی                                                                      

  1381، قطعه            PCRپس از تعیین توالی محصولات                                      .     دیده شد         

این توالی پس از بازسازي و اصلاح،                                             .     جفت بازي به دست آمد                           

سپس پاسخ پرایمرهاي پیشرو و                                    .      شد     Chromasافزار             وارد نرم          

  DNA        پیرو بررسی و توالی ژنی کامل گونه به صورت دو رشته                                                                    

پس از بلاست این گونه در پایگاه اینترنتی                                                            .     بازسازي گردید               

NCBI                            هاي ثبت شده در این پایگاه، گونه                                                   ، و مقایسه با گونه    

اسفینگوموناس               درصد به گونه                                   99مورد نظر با شباهت                                 

.   تعلق داشت         )   Sphingomonas yanoikuyae( کویائه          یانوي     

 میزان حذف هگزادکان توسط باکتري                                                             1در نمودار                     

 روز نشان داده شده                              33در مدت            کویائه              اسفینگوموناس یانوي                    

  22شود میزان هگزادکان پس از                            همان طور که مشاهده می                     .   است   

گرم بر لیتر و پس                               میلی       2200گرم بر لیتر به                             میلی       3000روز از            

به عبارت            .     گرم بر لیتر رسیده است                                    میلی       1510 روز به                 33از      

  33 و        22 درصد هگزادکان به ترتیب طی                                          49/7 و        26/7دیگر        

مصرف شده            کویائه              اسفینگوموناس یانوي                    روز توسط باکتري                         

گیري چگالی                   رشد این باکتري، که با اندازه                                           2در نمودار               .     است   

 نانومتر تعیین شده، طی این مدت نشان داده شده                                                                600نوري در             

در    کویائه              اسفینگوموناس یانوي                     رشد باکتري                   3در نمودار               .     است   

رشد باکتري              .     غلظت هاي مختلف نمک نشان داده شده است                                                      

 ساعت با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر و با                                                                       24پس از             

نتایج نشان              .      نانومتر بررسی شد                       600 چگالی نوري در                              محاسبه      

.   شود       داد که با افزایش غلظت نمک، رشد باکتري کند می                                                                          

 درصد به              0 در غلظت نمک                        0/56همچنین چگالی نوري از                                

 درصد         5        در غلظت         .     رسد        درصد می            2/5 در غلظت نمک                      0/21

. باکتري قادر به رشد نبوده است                            

کویائه  اسفینگوموناس یانويمیزان حذف هگزادکان توسط باکتري : 1نمودار 

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

0 5 10 15 20 25 30 35

زمان ( روز) 

ر) 
تـ

لیـ
رـ 

م بـ
رـ
گـ

ی 
یل
( م

ه  
دـ

انـ
 م

ی
اـق

ن بـ
ـاـ

ک
د
زا

گ
ه



و همکاران  محمد رضا سمائی. جداسازي و شناسایی مولکولی باکتري تجزیه کننده هگزادکان از کمپوست .1392ها، سال ششم، شماره چهارم زمستان  دنیاي میکروب

324

بحث   

در این مطالعه از محیط کمپوست به منظور جداسازي باکتـري                                                                           

باکتري مـورد                  .       کننده هگزادکان مورد استفاده قرار گرفت                                                   تجزیه     

 بـه عـنـوان                            16S rDNAسازي به روش                         نظر پس از خالص                    

خیز بودن            به دلیل نفت           .     شناخته شد         کویائه          اسفینگوموناس یانوي                    

هـاي              ترین آلایـنـده                         هاي نفتی یکی از مهم                               ایران، هیدروکربن                      

ها داراي انحلال نسـبـتـاا                            ً               این آلاینده            .       شوند        خاك محسوب می                

یـانـگ            .       بـاشـد                ها به آنها کم می                            کمی بوده و دسترسی باکتري                                

   )Yang       (                  اسفینگوموناس               یک گونه از             2006و همکاران در سال

کربوکسیـلـیـک بـود را                                       -1- که قادر به تجزیه فنازین                                  اس پی       

اي در مورد استفـاده از                                تاکنون مطالعه             ) .         21( جداسازي نمودند                  

 جهت حذف هگزادکان منتشر نشـده                                           اسفینگوموناس            هاي           گونه    

در مطالعه حاضر یک باکتري مقاوم در برابر شـوري کـه                                                                           .       است   

تواند به راحتی در محیط معدنی غنی شده با هگزادکـان بـه                                                                                     می  

عنوان تنها منبع کربن رشد کند، از محیط کمپوست جـداسـازي                                                                              

پس از شناسایی باکتري، میزان حذف هگزادکان توسـط                                                                .       گردید     

نتایج ما نشان داد که پـس                                      .       این باکتري مورد بررسی قرار گرفت                                         

 درصـد از                     49/7 سانتی گـراد،                              درجه       30 روز در دماي                      33از      

هگزادکان توسط باکتري مورد مصرف قرار گرفـتـه اسـت بـه                                                                          

گرم بر لیـتـر                            میلی       1510 به         3000طوري که میزان هگزادکان از                                     

از نکات قابل تـوجـه ایـن پـژوهـش آن بـود کـه                                                                                        .       رسید    

که رشد بسیار خوبی در محـیـط حـاوي                                                            با این               اسفینگوموناس            

 درصـد از                     49/7هگزادکان داشت، اما تنها قادر بـه حـذف                                                               

در پژوهش دیگري که توسط نویسندگـان ایـن                                                          .       هگزادکان بود              

سودومـونـاس آئـروژیـنـوزا                                       هاي           مقاله صورت گرفت، باکتري                             

   )P. aeruginosa       (       ــنــس                                                      و ــاکــتــر رادیــورزیســت ــتــوب ــن   اســی

   )A. radioresistence       (                                                  از خاك هاي آلوده به ترکیبـات نـفـتـی

).  10( جداسازي شدند              

هاي مذکور میزان حذف بالاتري نسبت به                                                                             باکتري       

 این است که                         این مساله نشان دهنده                            .      داشتند         اسفینگوموناس            

هاي تطبیق یافته توانایی بالاتري جهت حذف ترکیبات                                                                      باکتري      

  اسفینگوموناس            با این حال با سازگار کردن باکتري                                                  .     نفتی دارند            

، توانایی آن در حذف                                 )  ماه      4حدود        ( در مدت زمان بیشتر                               

بر همین اساس ستی                            .      درصد افزایش یافت                           25هگزادکان            

 )Setti     (                                    و ولک سپول ودا                                 1993و همکاران در سال 

در محیط مایع کویائه  اسفینگوموناس یانويرشد باکتري : 2نمودار 

 ساعت گرما گذاري24در غلظت هاي مختلف نمک پس از کویائه  اسفینگوموناس یانويرشد باکتري : 3نمودار 
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 )Volke-Sepulveda     (                            31 در مدت               2006و همکاران در سال  

 درصد به ترتیب توسط                                   86/4 و          37روز به میزان حذف                                

)   Pesudomonas  (   سودوموناس         و     )     A. niger  (   آسپرژیلوس نیجر                

نمک می تواند یکی از عوامل مهم                                               ).      23 و        22(  یافتند                 دست   

نمک     ).      24( تجزیه زیستی آلاینده ها به وسیله باکتري ها باشد                                                                   

هاي         ساختار سلولی را تخریب کرده و موجب نابودي آنزیم                                                                    

هاي ایران شور یا                                بسیاري از خاك                   ).      25( گردد            سلولی می          

بنابراین یکی از اهداف این پژوهش بررسی                                                   .     باشند         شور می            نیمه    

اسفینگوموناس              نتایج ما نشان داد که                                .     تاثیر نمک بر باکتري بود                               

 درصد رشد نماید،                        2/5تواند در غلظت نمک                                 می  کویائه              یانوي     

بنابراین این                .      درصد نمک را ندارد                          5اما توانایی رشد در غلظت                                   

. باشد      باکتري مقاوم به شوري یا هالوتولرانت می                                      

گیري      نتیجه     

دهد که در شرایط آب و هوایی ایران                                                          این پژوهش نشان می                         

به منظور حذف                  کویائه              اسفینگوموناس یانوي                    توان از باکتري                          می  

با این حال افزایش                         .     ویژه گازوییل استفاده نمود                                   ترکیبات نفتی به                   

زمان سازگاري موجب افزایش راندمان حذف هگزادکان توسط                                                                    

. گردد       می   اسفینگوموناس            

تشکر و قدردانی              

شناسی دانشگاه                     یسندگان این مقاله از آزمایشگاه میکروب                                                     نو  

تربیت مدرس به دلیل همکاري صمیمانه در اجراي این پژوهش                                                                        

 . کمال امتنان را دارند                    
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Abstract

Background and Objectives: Contamination of soil and groundwater by diesel released from 

underground storage tanks is an important and extensive environmental challenge in Iran. The aim 

of this study was to isolate and molecular identification of n-hexadecane-degrading bacteria from 

compost. 

Materials and Methods: In this study, hexadecane was used as a model for contamination to diesel 

oil. We used compost in order to isolate hexadecane degrading bacteria. Then, the selected 

bacteria was identified using PCR method. Finally, the efficiency of isolated bacteria for 

consumption of hexadecane as sole source of carbon and the growth rate of the bacteria in 

different concentrations of NaCl were evaluated.

Results: Based on morphology, biochemical tests and sequencing, the isolated bacteria identified 

as Sphingomonas yanoikuyae. This bacteria could remove 49.69% of n- Hexadecane after 33 days 

in 30 C. The concentration of n- Hexadecane decreased from 3000 mg to 1510 mg. In addition, 

the results showed that isolated bacteria can growth on 2.5% salinity.

Conclusion: The results of this study showed that S. yanoikuyae can be used in remediation of 

petroleum products, especially diesel oil, in tropical and semi-salinity area in Iran. Therefore, 

further investigations using molecular approaches is recommended.

Keywords: Hexadecane, Biodegredation, Molecular detection, Sphingomonas yanoikuyae. 
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