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 و Pesudomonas aeruginosa بررسی نرخ رشد و توليد بيوسورفاكتانت دو گونه

Pesudomonas putida در خورموسی 

 2، مصطفي زارع دوست1موجودي، فاطمه 1، نگين سلامات1عليرضا صفاهيه، 1 شاه عليان فاطمه

 661، صندوق پستي گروه زیست شناسي دریا، دانشکده علوم دریایي، دانشگاه علوم و فنون دریایي خرمشهر 1
 گروه محيط زیست، دانشکده محيط زیست و انرژي، دانشگاه آزاد اسلامي واحد علوم تحقيقات تهران 2

 مقاله: نوع

 چکيده پژوهشی
م هاي آبی از مواد نفتی نظير تركيبات آروماتيك چند حلقه اي استفاده از براي پاكسازي اكوسيست

ها مورد توجه است.  ري با محيط زيست بيش از ساير روشهاي زيستی به دليل هزينه كم و سازگا روش

ها افزايش می يابد. در اين تحقيق مقايسه  قابليت پاكسازي با توليد بيوسورفاكتانت توسط ميكروارگانيسم

كه از  Pesudomonas putidaو  Pesudomonas aeruginosa  هاي و توليد بيوسورفاكتانت باكتريرشد 

 نمونه رسوبات آلوده به نفت خورموسی جداسازي شده، بررسی گرديد. جهت بررسی توليد

استفاده شد. نتايج نشان داد كه  lysis Aagar، Drop collaps، Oil spreadبيوسورفاكتانت از سه تكنيك 

ميلی گرم بر ليتر آنتراسن از رشد خوبی برخوردار بودند ولی  01و  01، 01دو گونه در محيط حاوي  هر

با توليد بيوسورفاكتانت بيشتر نسبت  P. aeruginosaبيشترين ميزان رشد در هر سه غلظت در باكتري 

 به دست آمد. P. putidaبه باكتري 

 مقاله: تاریخچه

 01/14/10دريافت: 

 10/15/10اصلاح: 

 15/15/10پذيرش: 

 : كلمات كليدی

  اي آروماتيك چندحلقه

  خورموسی

 رشد

  بيوسورفاكتانت

 مقدمه

ورود تركيبات نفتی در هنگام اكتشاف، توليد، پالايش، حمل و نقل و نگهداري تركيبات نفتی يكی از عوامل آلاينده درياها و 

محلول در چربی نسبت نفتی هاي  هيدروكربن(. Hua, 2006افزايش است )كه ميزان آن روز به روز در حال  باشد میاقيانوس ها 

 ;Maruya et al., 1997) يابند تجمع  موجودات زندهدر بدن قادرند و  هاي محلول در آب سميت بيشتري دارند به هيدروكربن

Sanghvi, 2005; Seo et al., 2009.) ها ميكروبی هيدروكربن صفيههاي زيست محيطی ت ی از راهكارهاي مقابله با آلودگیيك 

هاست. هاي آلی در اثر فعاليت ميكروارگانيسمشكستن آلودگی كه بر اساس می باشد (Bioremediationيا  زيستی تجزيه)

كند  تبديل میسمی  به محصولات غيررا تركيبات سمی نفت و تر بوده  ثروها بسيار م تجزيه زيستی در مقايسه با ساير روش

(Leahy and Colwell, 1990; Vidali, 2001; Anisuddin et al., 2005)تجزيه زيستی را  هاي مناسب براي . ميكروارگانسيم

 ندهاي تجزيه كننده اجزاي نفتی جداسازي شده ا د. تاكنون تعداد زيادي از باكتريهاي آلوده جدا نمو توان از محيط می

(Bognolo, 1999; Kanaly and harayama, 2000; Subarna et al., 2002; Khalid et al., 2004; Tabatabaee et al., 2005 .)

 هاي مرتبط با تجزيه زيستی معرفی شده  هايی است كه در اغلب پژوهش از جمله باكتري Pesudomonasجنس 

(Guieysse et al., 2004; Ilori et al., 2006; Tekoriene, 2008) يی در و مشخص شده است كه اين باكتري ها توانايی بالا

(. اين جنس به دليل وجود تنوع، توانايی سازشی بالا با شرايط Nnamchi et al., 2006استفاده از تركيبات آروماتيك دارند )

                                                           
 نويسنده مسئول، پست الكترونيك:   shahaliyanfatemeh@yahoo.com  
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. همچنين چرخه استمختلف محيطی و خصوصيات ذاتی در القاء تصادفی آنزيم هاي مورد نياز تجزيه زيستی بسيار مورد توجه 

هاي مختلف و انواع مختلفی از  كسيژن به عنوان پذيرنده الكترونی شامل سيتوكرومها در حضور ا تنفسی اين باكتري

باشد كه می تواند از مسيرهاي بيوشيميايی پيچيده آلاينده هاي نفتی را به  هاي انتقالی متصل به اكسيژن می اكسيداز

 معمولاً (.Okoh, 2003; Minoui et al., 2008هاي ساده تر تبديل و تجزيه زيستی را به نحو مطلوبتري انجام دهد ) متابوليت

در آب  هاي آروماتيك هيدروكربنتوليد بيوسورفاكتانت قادر به امولسيونه كردن  هيدروكربن باهاي تجزيه كننده  باكتري

 ,Deziel et al., 1996; Cooper and Godenbergy, 1999; Kosaric) دنده باشند كه تجزيه نفت در محيط را افزايش می می

2001; Wick et al., 2002; Sanjeet et al., 2004; Muthusamy et al., 2008 با مطالعات انجام شده بر روي .)Pesudomonas 

نشان داده شد كه اين باكتري قادر به توليد نوعی از سورفاكتانت به نام رامنوليپيد است كه اين ماده سطح امولسيفيكاسيون 

 Ronلذا تركيبات آبگريز را جهت جذب و متابوليسم در دسترس باكتري قرار می دهد ) هاي نفتی را ارتقا بخشده هيدروكربن

and Rosenberg, 2002; Suwanwong, 2004; Anyanwu and Chukwudi, 2010.) پژوهش نيز در راستاي جداسازي  اين

 خور موسی صورت گرفت. هاي بومی تجزيه كننده هيدروكربن آنتراسن از رسوبات آلوده به نفت منطقه رگانيسمميكروا

 ها مواد و روش

  نمونه برداری

تكرار، توسط گرب از رسوبات  0با  برداري به منظور شناسايی و جداسازي باكتري هاي بومی با قابليت مصرف آنتراسن نمونه

چدار حمل و به پر و درپياي نيمه انجام گرفت. نمونه ها درون ظروف شيشه 0011سطحی آلوده به نفت خور موسی در آبان ماه 

 منظور هوادهی مناسب، درب آن به صورت نيمه باز گذاشته شد.  

 ها جداسازی، خالص سازی و شناسایی باكتری

، K2HPO4,3H2Oگرم  NH4CL ،5/0گرم  5هاي معدنی اوليه جهت رشد ميكروارگانسيم ها تشكيل شده از تركيب  محيط

ميكروليتر  011ميلی گرم بر ليتر آنتراسن،  FeSO4.7H2O ،01گرم  CaCl2.2H2O ،15/1گرم  MgSO4,7H2O ،15/1گرم 0

ميلی ليتر توزيع شدند  011ميلی ليتري با حجم  051ليتر آب مقطر در ارلن هاي  0گرم نمك دريايی در  0عناصر ميكرو و 

(5/1 ±7 pH:   يك گرم از هر نمونه رسوب در .)ميلی ليتر محلول  01محيط كشتNaCl %0.85 w/v   01-0 رقت هايتهيه و 

روز  7درجه سانتی گراد به مدت  01و دماي  rpm 051به محيط كشت ها اضافه گرديد. محيط ها در انكوباتور شيكردار با دور 

 0هفته ديگر عمل تجديد كشت صورت گرفت.  سپس به ميزان  0قرار گرفتند. براي سازگاري باكتري با هيدروكربن آنتراسن تا 

هاي حاوي پايه معدنی آگار دار منتقل و در سطح پليت پخش گرديد. از روش  ميكروبی به پليت ميلی ليتر از آخرين كشت

. باكتري هاي مقاوم (Nnamchi et al., 2006; Mukred et al., 2008)كشت خطی براي به دست آوردن كلنی تك استفاده شد 

هاي معمول ميكروبيولوژي شناسايی شدند  ي عناصر معدنی و آنتراسن( به روشبه آنتراسن در محيط كشت معدنی )حاو

(Garrity, 2005 .) 

 بررسی توان توليد بيوسورفاكتانت

 lysis  Agar، Drop collaps ،Oil spreadروشباكتري هاي ايزوله شده، از لحاظ توان توليد بيوسورفاكتانت با استفاده از سه 

با ايجاد هاله روشنی در   Blood agarكتري به محيط كشت(. افزودن باYoussef et al., 2004مورد آزمايش قرار گرفتند )

اطراف كلنی باكتري همراه است كه نشان دهنده هموليز خون توسط باكتري و توليد بيوسورفاكتانت است و عدم هموليز خون 

 Youssef et al., 2004; Salehizadeh andنشان می دهد كه باكتري مورد نظر توليد كننده بيوسورفاكتانت نمی باشد )

Mohammadizad, 2009 در روش .) Drop collaps از  تريل كرويم 5شد.  ختهير 0معدنینفت  ميكرو ليتر 0 بر روي اسلايد تميز

 ,.Youssef et alشد ) یبررس قهيدق 0. شكل قطره نفت پس از اضافه گرديدساعت به سطح نفت  كيپس از  كشت طيمح

                                                           
1. 

Mineral Oil 
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نفت خام  تريكروليم 01 و سپس ختهير ريبار تقط آب دو تريل یليم 51بزرگ  شيد يپتر كدر ي Oil spread(. در روش 2004

 (.Youssef et al., 2004گرديد )سطح نفت اضافه  كشت بر طياز مح تريكروليم 01شد. به دنبال آن  افزودهبه سطح آب 

 مطالعه رشد باكتری

 01كشت معدنی مايع تلقيح شده و در دماي  ميلی ليتر محيط 011دست آمده از مرحله خالص سازي به ه باكتري هاي ب

هاي  ميلی ليتر از سوسپانسيون باكتري به ارلن 0ساعت در انكوباتور شيكر دار گرماگذاري شدند.  44درجه سانتی گراد به مدت 

در  روز 00ميلی گرم بر ليتر آنتراسن اضافه گرديد. نمونه ها به مدت  01و  01، 01با سه غلظت  MSM 0حاوي محيط كشت 

 ;Malatova, 2005درجه سانتی گراد گرماگذاري شدند. شاهدها براي آزمايش شامل تمام اجزا به جز آنتراسن بودند ) 01دماي 

AL- Thani et al., 2009 ندنانومتر مورد سنجش قرار گرفت 011( و توسط دستگاه اسپكتروفتومتر در طول موج (Nnamchi et 

al., 2006.) 

 تحليل آماری

براي تحليل داده ها استفاده شد. براي بررسی   SPSS Wersion 11.5از نرم افزار براي رسم نمودارها و Excelفزار از نرم ا

 اختلاف معنی داري بين محيط كشت هاي حاوي آنتراسن و نمونه فاقد آنتراسن آناليز واريانس يكطرفه انجام شد.

 جـنتای

از  ، دو گونه باكتريبود آنتراسنعدنی كه تنها منبع انرژي و كربن آن با استفاده از تكنيك غربال سازي در محيط پايه م

 ارايه شده است.   0خورموسی جداسازي شدند. نتايج بررسی ها و تست هاي بيوشيميايی در جدول 

 باكتري گونه دو مشخصات بيوشيميايی .0جدول 

 باكتري بيوشيميايی  تست

Pseudomonas aeruginosa Psedomonas putida 

 - - رنگ آميزي گرم

 ميله اي ميله اي شكل سلول

 + + اكسيداز

 - - توليد اندول

 +- +- اوره

 + + كاتالاز

 - - كربوكسيلاز-د
 - + فنيل آلانين

 + + سيمون سيترات

 - + تخمير لاكتوز

 + + رشد بر محيط مك كانكی

KOH + + 
MR + - 
VP - - 
SIM + + 
TSI - - 

 

                                                           
2.
 Mineral salt medium 
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 توان توليد بيوسورفاكتانت توسط دو گونه داده شده است.نشان  0جدول در  ها  اكتانت توسط باكتريتوليد بيوسورف

 P. aeruginosa   وP. putida  .با سه روش تاييد گرديد 

 باكتري توسط توليد بيوسورفاكتانت .0جدول 

P. putida P.aeruginosa 
 باكتري

 تست             
++ ++++ lysis

a Agar 
++ ++++ Drop collaps

b 
0/0 0/0 Oil spread

c
 (cm) 

 

(a )ناكامل زيهمول. (-) زيعدم همول ،)+( رهيبا قطر دا املك زيهمول <cm0 ،)++( نيب رهيكامل با قطر دا زيهمول cm 0  0تا )+++( .كامل با قطر  زيهمول

 .)++++( cm5 < رهيدا

(b )كه  داده شد چرا يكمتر ازيگرد امت يحلقه ها يحاو يها طيمح شد بهداده  ازيامت )++++( كشت از )+( تا طيتا كامل نفت بر سطح مح یپخش جزئ

 بود.اندک  وسورفاكتانتيب دينشان دهنده تول

(c ) د.دار يباكتر سطتو وسورفاكتانتيب نشان دهنده توليد برسطح نفتايجاد شده هاله شفاف  قطراندازه 

هاي متفاوت و نمونه فاقد آنتراسن در شكل  هاي حاوي آنتراسن با غلظت شتدر محيط ك P. aeruginosa مقايسه رشد باكتري

( افزايش می يابد به طوري كه بيشترين رشد >15/1Pنشان داد كه با زياد شدن غلظت رشد باكتري به طور معنی داري ) 0

 ( مشاهده گرديد. 045/1) ( و كمترين رشد در نمونه فاقد آنتراسن450/1ميلی گرم بر ليتر ) 01باكتري مزبور در غلظت 

 

 

 (Mean±SD)در غلظت هاي متفاوت آنتراسن  P. aeruginosa قايسه رشد باكتريم .0شكل 

ميلی گرم بر  01و  01، 01هاي حاوي آنتراسن در غلظت هاي ) نمونه ( در0)شكل P. putida باكتري مقايسه ميانگين رشد 

ميلی گرم بر ليتر نسبت به  01ي مذكور در غياب آنتراسن بود. در غلظت ليتر( و فاقد آنتراسن نشان دهنده رشد كمتر باكتر

ثبت شد به گونه اي كه بين حداكثر رشد  501/1نانومتر با ارزش  011ساير غلظت ها بالاترين دانسيته نوري در طول موج 

  (.>15/1Pود داشت )باكتري در محيط فاقد آنتراسن با حداكثر رشد باكتري در ساير غلظت ها اختلاف معنی دار وج
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 (Mean±SDدر غلظت هاي متفاوت آنتراسن ) P. putida مقايسه رشد باكتري  .0شكل 

 بحث 

در اين تحقيق نمونه برداري در محدوده اسكله بارگيري مواد نفتی در منطقه بندر امام خمينی از رسوباتی كه به مدت 

( با آزمايش بر روي 0045در اين ارتباط نتايج كارگر و همكاران )ثير هيدروكربن ها بودند انجام گرفت. تر تحت تأ طولانی

زمان بر روي ثير تأ( در بررسی 0100و همكاران )  Zahedهاي توليد كننده بيوسورفاكتانت در كاهش تركيبات نفتی و  باكتري

يل تماس مداوم با تركيبات هاي تجزيه كننده در مناطق آلوده به دل هاي نفتی نشان دادند كه وجود باكتري حذف هيدروكربن

هاي نفتی جداسازي  بارها توسط محققين از خاک، آب و رسوبات آلوده به هيدروكربن Pseudomonasنفتی بيشتر است. جنس 

 ,Barathi and Vasudevan, 2001; Bhattacharya et al, 2002; Christopher and Christopherو خالص سازي شده است )

2004; Zhang et al, 2004; Moorthi et al., 2008 نتايج حاصل از مجاورت آنتراسن و ميكروارگانيسم هاي .)P.aeruginosa  و

P. putida  جدا شده از رسوبات پيرامون خور موسی در روش بررسی ذي توده با استفاده از سنجش كدورت با اسپكتروفتومتر

ند. رشد هر دو گونه باكتريايی جدا شده در مطالعه حاضر موجب نشان داد كه اين باكتري ها از جذب نوري بالايی برخودار هست

تغيير رنگ محيط كشت معدنی شد. تغيير رنگ محيط كشت می تواند نشان دهنده تجزيه آنتراسن يا توليد رنگدانه در اين 

اد كه بالاترين ميلی گرم بر ليتر آنتراسن نشان د 01و  01، 01حاوي  باكتري ها باشد. مطالعه رشد در محيط كشت معدنی

ميلی گرم بر ليتر اين هيدروكربن ظاهر شد. رشد بيشتر باكتري ها در اين غلظت  01رشد در دو گونه مورد مطالعه در غلظت 

می تواند به دليل وجود كربن كافی در محيط و مقاومت باكتري در برابر سميت آنتراسن باشد. فقدان آنزيم مناسب در باكتري 

 (. Machado et al, 2007ي مقاومت آلاينده هاي آلی در محيط است )نيز يك علت عمده برا

مولد شده در اين تحقيق  جدا P. putida و P.aeruginosa( ثابت شد كه 0در اين مطالعه با انجام سه تكنيك )جدول 

 P. aeruginosa نظير Pseudomonas هاي مختلف جنس وليد بيوسورفاكتانت توسط گونهبيوسورفاكتانت می باشند. ت
(Youssef et al., 2004; Rashedi et al., 2005; Kumar et al., 2006; Adebusoye et al. 2008; Garcia-Junco et al., 

 گزارش شده است. P. putida (Tuleva et al., 2002; Youssef et al., 2004; Adebusoye et al. 2008 ) و گونه( 2001

هاي غيرقطبی مانند  ها با توليد بيوسورفاكتانت قادرند حلاليت آلاينده ی از باكتريهاي تجزيه كننده، برخ در بين باكتري

هاي نفتی را افزايش دهند. اين عمل با افزايش دسترسی زيستی باكتري ها به آلاينده، آنها را قادر به استفاده  هيدروكربن

 كاهش سميت اين تركيبات نيز می شود تر از هيدروكربن ها به عنوان منبع كربنی كرده و از طرفی منجر به آسان

(Das and Mukherjee, 2006; Kokare et al., 2007) باكتري .Pseudomonas ي متنوع و با استفاده توليد بيوسورفاكتانت ها با

(. Das and Mukherjee, 2007هاي نفتی از محيط خواهد شد ) هاي مختلف چسبندگی و واجذبی باعث حذف آلاينده از مكانيزم
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كننده هاي توليد ها هنوز نامشخص است. با اين حال باكتري يوسورفاكتانت توسط ميكروارگانيسمليل قطعی توليد بد

 ,.Margesin and Schinner, 2001; Adebusoye et al)شوند  بيوسورفاكتانت در نواحی آلوده هيدروكربنی بيشتر يافت می

2008.)  

با حضور آنتراسن به عنوان منبع كربن سازگاري بهتري دارد. همچنين  P. aeruginosaپژوهش حاضر نشان داد كه باكتري 

نتايج نشان داد كه گونه مذكور توانايی بيشتري در توليد بيوسورفاكتانت داشت. به نظر می رسد اين ماده موجب افزايش 

و  Nnamchi(. Okoh, 2003)دسترسی زيستی باكتري به آنتراسن و در نتيجه تسريع تجزيه و افزايش رشد باكتري می گردد 

در استفاده از آنتراسن استعداد قابل توجهی دارد. ليكن اين محققين  P. aeruginosa( نشان دادند كه باكتري 0110همكاران )

 اعلام داشتند كه بين ميزان رشد باكتري و غلظت آنتراسن همبستگی مستقيم معنی داري وجود دارد. قابليت رشد گونه

P. aeruginosa ر محيط كشت حاوي نفت خام توسط دEkpo  وUdofia (0114به خوبی نشان داده شده است. باكتري ) 

P. aeruginosa روز انكوبه به حداكثر رشد خود رسيد.  05خيري رشد خود را آغاز كرد و بعد از بدون فاز تأP. putida  از ديگر

( با 0117و همكاران ) Royنيز  است كه در اين مطالعه قادر به استفاده از آنتراسن بود. قبلاً Pesudomonasگونه هاي جنس 

ييد أهاي شهر دهلی قابليت آنها را در تجزيه آنتراسن و نفتالن ت از پساب P. putidaو  P. aeruginosaجداسازي دو گونه 

در توليد  P. aeruginosa صل از رشد نشان داد كه باكتريهاي اين مطالعه همخوانی دارد. نتايج حا اند كه با يافته كرده

بيوسورفاكتانت و استفاده از آنتراسن موجود در محيط پايه معدنی تواناتر بود كه اين می تواند به علت توانايی اين باكتري در 

و و دي اكسيژناز در شكست (. دو گروه آنزيمی مونGenesh and Lin, 2009) براي تجزيه نفت خام است هاي مناسب توليد آنزيم

يج، رابطه واضح و (. نتاCerniglia, 1984)حلقه بنزنی و ادامه روند تجزيه زيستی هيدروكربن ها نقش بسيار مهمی دارند 

ها  فاكتانت و ميزان رشد ايزولهمستقيم بين فعاليت اموالسيونه كردن و چسبندگی سلول به هيدروكربن درنتيجه توليد بيوسور

  (.Ganesh and Lin, 2009ي آنتراسن را نشان داد )در محيط حاو

جداسازي شده است كه اين واقعيت  Pesudomonasهاي انجام شده توسط محققين جنس  به طور كلی در اكثر پژوهش

ري هر كارگيه ب هاي نفتی باشد. از اين رو،  می توان تواند حاكی از مقاومت بالاي اين باكتري در برخورد با اكثر هيدروكربن می

هاي نفتی ايجاد  دو گونه با توانايی تجزيه آنتراسن و توليد بيوسورفاكتانت جدا شده در اين تحقيق را در سطح ميدانی آلودگی

 شده در خور موسی پيشنهاد نمود.

 تشکر و قدردانی

ر بندر امام خمينی )ره( به بدين وسيله از آقايان گراوند و مريم آبادي و اداره كل بنادر و دريانوردي استان خوزستان واقع د

 دليل همكاري صميمانه آنها كمال تشكر و قدردانی را داريم.
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