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Due to the association of some heavy metals with petroleum hydrocarbons, the use of native 

degrading bacteria of surfactant-producing oil that is resistant to heavy metals is one of the 

priorities of bioremediation technology. For this purpose, in this study, 39 alkane-degrading 

and biosurfactant-producing strains were used (isolated from saline soils contaminated with 

oil in the oil-rich areas of southern Khuzestan province) belonging to the soil microbiology 

laboratory gene bank of Tehran University. Then, the sensitivity of the isolates to different 

concentrations (40 to 80 ppm) of heavy metals (chromium, lead, copper, nickel, and cadmium) 

was tested. The results showed that only three strains Ochrobactrum lupini strain SH23, 

Ochrobactrum lupini strain SH24, and Bacillus subtilis subsp. Inaquosorum strain SH34 could 

grow in the presence of all heavy metals. The effects of different concentrations of heavy 

metals on the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal 

Concentration (MBC) of selected bacteria showed that Ochrobactrum lupini strain SH23 had 

the highest tolerance to heavy metals. The evaluation of the ability to degrade petroleum 

hydrocarbons in the presence of heavy metals by selected bacteria showed that the microbial 

consortium (SH23, SH24, and SH34) and Ochrobactrum lupini strain SH23 were able to 

degrade 71 and 64% of crude oil with a concentration of 0.5% (v/v), respectively after 10 days 

of aeration at 30 0C. The findings of this research proved that by conducting additional 

environmental studies, the bacterium Ochrobactrum lupini strain SH23 can be used in the 

treatment of water and wastewater contaminated with petroleum hydrocarbons and heavy 

metals. 
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  های کلیدی:واژه

  ن،یمقاوم به فلزات سنگ هاییباکتر
  ،یستیسورفکتانت ز

  ل،یگازوئ
 .کل ینفت هایدروکربنیه

نفت  کنندههیتجز یبوم یهایباکتر یریبکارگ ،ینفت یهادروکربنیبا ه نیاز فلزات سنگ یهمراه بودن برخ لیبه دل
 نی. به همشودیمحسوب م یپالائ ستیز یفناور یهاتیباشند از اولو نیمولد سورفکتانت که مقاوم به فلزات سنگ

شده از خاک ی)جداساز یستیکننده سورفکتانت ز دیتول و هاکننده آلکان هیتجز هیسو 39مطالعه از  نیمنظور، در ا
 یولوژیکروبیم شگاهیجنوب استان خوزستان( متعلق به بانک ژن آزما زیشور آلوده به نفت در مناطق نفت خ های

( فلزات ppm 80تا  40مختلف ) هایدر برابر غلظت هاهیجدا تیخاک دانشگاه تهران استفاده شد. سپس حساس
 Ochrobactrum هینشان داد فقط سه سو جی( مورد آزمون قرار گرفت. نتاومیکادم کل،یمس، ن سرب،)کروم،  نیسنگ

lupini strain SH23 ،Ochrobactrum lupine strain SH24  وSH34 Bacillus subtilis subsp. 

Inaquosorum فلزات  ختلفم هایغلظت ریحاصل تاث جیرا داشتند. نتا نیحضور همه فلزات سنگرشد در  ییتوانا
 نیشتریب Ochrobactrum lupini strain SH23  یمنتخب نشان داد باکتر هاییباکتر MICو  MBCبر  نیسنگ

 نیر فلزات سنگدر حضو ینفت یهادروکربنیه یکنندگ هیتجز ییتوانا یابیرا داشت. ارز نیتحمل به فلزات سنگ زانیم
 Ochrobactrum ی(  و باکترSH34و  SH23 ،SH24) یکروبیم ومیمنتخب، نشان داد کنسرس هاییتوسط باکتر

lupini strain SH23 ( را بعد از ی/حجمیدرصد )حجم 5/0درصد نفت خام با غلظت  64و  71توانستند  بیبه ترت
ستیپژوهش ثابت کرد با انجام مطالعات ز نیا هایافتهیکنند.  هیتجز وسیدرجه سلس 30 یو در دما یروز هواده 10

آب و پساب آلوده به  هیدر تصف  Ochrobactrum lupini strain SH23 یاز باکتر توانیم یلیتکم یطمحی
 استفاده کرد. نیو فلزات سنگ ینفت هایدروکربنیه
 

مولد سورفکتانت  هاییدر باکتر نیبه فلزات سنگ تیحساس نیی(. تع1402) حانهیر ،یو کلام ؛ینعلیحس ،یخانیعل ؛یاحمدعل ،یپوربابائ ان؛یشا ،یعتیسحر؛ شر ،یمیکر: استناد
. 5651-5791(، 10) 45 مجله تحقیقات آب و خاک ایران،،  کل ینفت هایدروکربنیآنها در حذف ه ییو کارا

https://doi.org/10.22059/ijswr.2023.361018.669528  
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 1567 ... مولد هایهمکاران: تعیین حساسیت به فلزات سنگین در باکتریکریمی و  پژوهشی( -)علمی 

 دمه مق

 زیستمحیط آلودگی به منجر نفت از استفاده وجود، این با است وابسته نفت به خود انرژی و درآمد نیازهای تأمین برای انسانی هایفعالیت
 شده، اشباع هایآلکان حاوی ایبسیار پیچیده مخلوط نفت. (Xu et al., 2015; Al-Mur et al., 2021; Behra et al., 2021) شودمی

 لزف نیتروژن و ترکیبات دارای اکسیژن، گوگرد، مانند هترو هایاتم حاوی هایآروماتیک جمله از) هاآروماتیک ها،آلکن ای،شاخه هایآلکان
 سیدهایا مانند عملکردی مختلف هایگروه حاوی هیدروکربن و آسفالتین رزین، مانند هاییمولکول )بزرگ معطر ترکیبات و (سنگین

 بروز به منجر و شده آزاد محیط در عمدی یا تصادفی طوربه تواندمی نفت(. Chunyan et al., 2023) ...( هستند و اترها کربوکسیلیک،
طریق  از) انتقال بارگیری، سازی،ذخیره استخراج، حفاری، یمرحله در نفتی محصولات نشت حاصل است ممکن آلودگی آلودگی شود. این

 (.Cerqueda-García et al., 2020) باشد نفتی هایپایانه و هاپالایشگاه از برداریبهره مرحله در نهایت در و( های انتقاللوله خطوط نشت

ت ماندگاری بالای آنها در محیط زیساین ترکیبات، موجب  و پایداری گریزیآب و بودن دوستچربی  حلالیت پایین، جمله هایی ازویژگی
شود میدر محیط  سمی اثرات باعث نتیجه در و دهدمی را محیط مختلف هایحوزه در تجمع توانایی آلی هایآلاینده به خواص این. است

(Roszak et al., 2021 )و انانس سلامت برای جدی سرطانزایی تهدیدی سمیت و دلیل به خشکی، و دریا سطح در نفتی هایهیدروکربن 
  . (Tiwari et al., 2016; Wang et al., 2021) آیندمی شمار جانوران و میکروارگانیسم به و گیاهان از اعم زنده موجودات سایر

 یط هستند پس در همراه سنگین فلزات با اغلب نفتی هایآلودگی از ناشی هایتنش دارای هایمحققین اثبات کردند که مکان
 Li et al., 2020) شود گرفته نظر در باید نیز مربوطه مناطق در سنگین فلزات آلودگی ها،هیدروکربن با مدت طولانی آلودگی افزایش

Kalvandi et al., 2022a;). نیستند جزیهت قابل  که است این کندمی متمایز سمی هایآلاینده سایر از را سنگینفلزات  که ویژگی ترینمهم 
 ;Margesin et al., 2011)  هستند سمی کم بسیار هایغلظت در حتی فلزات از دارند. بسیاری بومزیست بر مدت طولانی اثرات بنابراین و

Aljerf and Choukaife, 2018; Singh et al., 2016.) ات های تجزیه کننده ترکیبآنزیم آسیب باعث است ممکن سنگینفلزات  سمی غلظت
 Bong) لولس کل تخریب یا میکروبی و سلول غشای یکپارچگی در های غشای سلول و اختلالتغییر پروتئین(، Bruins et al., 2000) آلی

et al., 2010 )اسیدریبو نوکلئیک  دئوکسی مانند اطلاعات کدگذاری واحدهای و تداخل (DNA) ریبونوکلئیک اسید یا (RNA) (Jaishankar 

et al., 2014; Jadoon and Malik, 2017 )آلوده محل در را میکروبی فعالیت سنگین ها نشان داده، فلزاتپژوهش شود. موجودات زنده در 
 شوندیم فلز به آلوده هایخاک در آلی مواد تجمع به منجر گذارند ومی تأثیر آلی هایآلاینده سایر تخریب بر نتیجه در و کنندمی محدود

(Chodak et al., 2013; Chen et al., 2015). 

زیست سالم و پایدار است. حذف زیستی  ای در داشتن محیطهای پایههای آلوده یکی از گامسازی و کاهش آلودگی از اکوسیستمبهینه
این روش از فعالیت زیستی طبیعی  .شودهای آلوده محسوب میمحیط بازسازی و اصلاح برای استاندارد روش یک پایدار، رویکرد با

 ;da Silva et al., 2020) کندضرر استفاده میهای کم سمی یا بیها برای تبدیل اجزای سمی نفت به متابولیتآنزیمها یا میکروارگانیسم

Cui et al., 2020.) های تریباک از استفاده های مناسب،راهکار از ها به ترکیبات نفتی، یکیمنظور افزایش دسترسی میکروارگانیسمبه
 مختلف انواع در که سطحی هستند فعالیت شیمیایی با ترکیبات از ناهمگنی گروه های زیستیورفکتانتاست. س تولیدکننده سورفکتانت

تواند می دوست )کهاند، بخش غیرقطبی و آبگریز که به بخش آبها از دو بخش تشکیل شدهشوند. سورفکتانتتولید می موجودات زنده
  (.da Silva et al., 2020) قطبی یا یونی باشد( متصل شده است

 سورفکتانت نفتی و مولد هایهیدروکربن کننده تجزیه هایدر این میان باکتری اما روند،به سختی از بین می نفتی هایآلودگی اگرچه
 بیشتر های به شدت آلوده،در مکان بومی  هایسمیکروارگانیم اند.یافته تکامل ،موجود در محیط  نفتی هایهیدروکربن با مجاورتبه دلیل 

 مقدار به است ممکن ()بومی هاییمیکروارگانیسم چنین. باشندترین گزینه میمناسب استفاده برای بنابراین و هستند سازگار حاکم شرایط با
 به تواندیم زیستی تجزیه برای هاآن از استفاده سپس و آلوده هایمکان از هاسویه کارآمدترین جداسازی باشند، بنابراین داشته وجود کم

با توجه به  بنابرین .(Pavel et al., 2017; Cui et al., 2020)شود  گرفته نظر در زیستی نفت تخریب افزایش برای راهکار بهترین عنوان
ر حضور فلزات های نفتی دهای تجزیه زیستی هیدروکربنو محدودیتهای مختلف بومزیست بر سنگین فلزات و نفتی هایتأثیر هیدروکربن

تعیین عملکردشان در تجزیه  -2های مولد سورفکتانت و مقاوم به فلزات سنگین و غربالگری باکتری -1این پژوهش با اهداف سنگین، 
 در حضور غلظت بالایی از فلزات سنگین، انجام شد. (TPH) 1های نفتی کلهیدورکربن

                                                                                                                                                                                
1. Total petroleum hydrocarbons (TPH) 
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 پیشینه پژوهش
 نشت ناطقم مانند نفت، از غنی هایمحیط در هیدروکربن کننده تجزیه باکتری زیادی تعداد که استداده نشان مطالعات از نتایج بسیاری

 سنگین فلزات آلودگی که گزارش کردند متعددی مطالعات. (;Yuyin et al., 2015 Al-Mur et al., 2021) دارد وجود نفت مخازن و نفت
 را های میکروبیدر برخی از گونه فلز تحمل و (;Hemmat-Jou et al., 2018 Li et al., 2017)شده  میکروبی جمعیت در تغییر ایجاد باعث

تحمل  های مقاوم با تواناییتواند منجر به انتخاب گونهکه می شده هایی ایجاد مکانیسم های خاکزیمیکروارگانیسمدر دهند و می افزایش
 هایو مکانیسم هاباکتری سطحی علاوه بر این، خواص .(;Poszytek et al., 2018 Sharma et al., 2021) بالا نسبت به سمیت فلزات شوند

 چسبندگی .(Zhang et al., 2015) است برخوردار بالایی اهمیت از آبگریز هیدروکربنی هایلایه یروتجزیه زیستی  برای هاآن چسبندگی
 هایمولکول زا برخی همچنین و لیپیدها و خارجی غشاء هایآبگریزی پروتئین به مربوط عمدتاً باکتریایی هایسلول به آبگریز هایآلاینده
Chen et al. (2020 )  .(Ron and Rosenberg, 2014) ستا 2 پرودیجیوسین و  1اسمانند مانند گرامیسیدین  سلول سطوح در موجود کوچک

 Chen) شوندمی نفت در خاک ی زیستی موجب تجزیههاسورفکتانت تولید به وسیله هاهیدروکربن حلالیت ها با افزایشتائید کردند باکتری

et al., 2020)  . Kalvandi et al.(2022b) افزایش سطحی و کاهش کشش ها، باعثگزارش کردند ماهیت دوگانه دوستی در سورفکتانت 
 دلیل به یستیز کنند و در نهایت تجزیههای نفتی به عنوان منبع کربن را تسهیل میاستفاده از هیدروکربن و در نتیجه شوندحلالیت می

 یابد.می افزایش هاسورفکتانت توسط هاآلاینده زیستی فراهمی افزایش
 BTEX 3 گرم بر لیترمیلی 250را از محیط کشت معدنی حاوی  Ochrobactrum lupini( سویه 2014) .Eraky et alمحققان 

روز انکوباسیون  10درصد( را در مدت  2)  TPH درصد 6/94در محیط مایع نشان داد، این سویه  TPH جداسازی کردند. نتایج بررسی حذف
 Ochrobactrum ( سورفکتانت زیستی گلیکولیپوپپتیدی پایدار در برابر گرما و شوری را از باکتری2015)  .Bezza et al تجزیه کرد.

intermedium CN3  زنجیره  کیفاتیآل هایهیدروکربنای و چندحلقه کیآرومات یهادروکربنیدرصد از ه 40تا جداسازی کردند. باکتری
 درصد 70، وسورفکتانتیب با اضافه شدن که یحال رکرد، د هی( لجن نفت خام تجزحجمی/حجمیدرصد ) 4با  محیط مایعرا در  زیگرآب بلند

مس  Ochrobactrum sp. PHEOCH( نشان دادند باکتری 2015) .Chen et alگریزترین اجزای لجن نفتی در سه هفته تجزیه شدند. آب از
(II( و کادمیوم )IIرا ) مولار تحمل کرد. بررسی مکانیسم مقاومت باکتری به فلزات سنگین میلی 52/1و  34/4های به ترتیب تا غلظت

 .Ochrobactrum spدر  یآل دیاس دیتول. رخ داد یسلول وارهیدر د (IIمس ) حداکثر تجمع Ochrobactrum sp. PHEOCHنشان داد در  

PHEOCH نقش داشته و به تحمل بالاتر زیمقاومت ن یهاسمیبود، که ممکن است در مکان بالا یطور قابل توجهبه ( در برابر کادمیومII) 
شناسایی شد. همچنین  FTIRعوامل پروتئینی و کربوهیدراتی دخیل در جذب کادمیوم و مس موجود در باکتری با استفاده از .کندکمک 

-81/0مولار( و کادمیوم )میلی 76/3-97/3درصد فنانترن را در حضور مس ) 69و  86به ترتیب  Ochrobactrum sp. PHEOCHباکتری 
 و Ochrobactrum intermedium BPS-20( نشان داد دو باکتری  2021) .Sharma et al  پژوهشمولار( تجزیه کرد. میلی 41/0

Ochrobactrum ciceri BPS-26 و  تریگرم در لیلیم 850سرب و  تریگرم در لیلیم 2000و  تریگرم در لیلیم 2400تا  بیترت توانند بهیم
 .O وسطت یتوجهقابل یستیتجمع ز ،یجذب اتم یسنجفیط نتایج لیو تحل هیمقاومت کنند. تجز کلین تریگرم در لیلیم 1200

intermedium BPS-20  (34/85   و 87/74و )درصد O. cicero BPS-26   (20/71   48/88و  )کلیسرب و ن یبرا بترتی را بهدرصد 
 کرد.  دییرا تا HoxN/HupN/NixAو  ATPase ،ABC یهاانتقال دهنده یهاحضور خانواده ،یعملکرد هایبررسی ژن ،همچنین .نشان داد

 هامواد و روش

 های مورد استفاده باکتری

زمایشگاه میکروبیولوژی آ کلکسیون میکروبی ها را داشتند از بانک ها و تولید بیوسورفکتانتسویه باکتریایی که توانایی تجزیه آلکان 39تعداد 
ها از مناطق مختلف خوزستان جداسازی شدند و خصوصیات مربوط به تولید سورفکتانت خاک دانشگاه تهران انتخاب گردیدند. این باکتری

ها به جز پنج مورد توانایی تولید بیوسورفکتانت یج بدست آمده اکثر جدایهبراساس نتانمایش داده شده است.  1ها در جدول زیستی آن

                                                                                                                                                                                
1. Gramicidin S 

2. Prodigiosin 

3. Benzene, toluene, ethylbenzene, xylenes (as BTEX) 

 

https://www.eea.europa.eu/help/glossary/eper-chemicals-glossary/benzene-toluene-ethylbenzene-xylenes-as-btex#:~:text=BTEX%20is%20a%20group%20of,but%20miscible%20with%20organic%20solvents.
https://www.eea.europa.eu/help/glossary/eper-chemicals-glossary/benzene-toluene-ethylbenzene-xylenes-as-btex#:~:text=BTEX%20is%20a%20group%20of,but%20miscible%20with%20organic%20solvents.
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های متر متغیر بودند. قطر هاله ایجاد شده در جدایهمیلی 55متر تا میلی 2از  در محیط غذایی آگار خون دار، داشتند. قطر هاله ایجاد شده
SH21 ،SH31،  SH34 ،SH42  وSH84  20 ت ها در تولید بیوسورفکتانمتر و بیشتر بوده که حاکی از پتانسیل بالای این جدایهمیلی

س از نتایج شاخص امولسیون کنندگی پ رشد متوسط با گازوئیل نشان داد. ولی که بیشترین قطر هاله را ایجاد نمود ،SH42باشد. جدایه می
تا  فرصیون کنندگی گازوئیل مشاهده شد و شاخص امولسیون کنندگی از ها توانایی امولساز جدایه %72ساعت اندازه گیری شد. در  24
از نظر تست  که SH11و  F93 ،SH24در حالیکه سه جدایه جدایه مشاهده نشد  11متغیر بود. توانایی امولسیون کنندگی در  33/33%

ختلف ین صفت در جدایه های ممتغییر بودن ا ( مثبت بودند، ولی خاصیت امولسیون کنندگی آنها منفی بود.Oil Spreadingگسترش نفت )
کند، نشانه تنوع در ویژیگی سورفکتانت تولیدی است. ظرفیت امولسیون کنندگی گازوئیل از آنجایی مهم است که تجزیه را تسهیل می

 (. Kalami et al., 2021) دهدهای نفتی را افزایش داده و در نتیجه تجزیه زیستی را افزایش میزیست فراهمی هیدروکربن

 سنگین فلزات برابر در هاباکتری حساسیت آزمون

ه این مقاوم هستند آزمایشی ب یاهای مورد بررسی نسبت به فلزات سنگین حساس و بردن به این که کدام سویه از بین سویهجهت پی
های آزمایشی لوله از کدام هر به سپس شدند تقسیم آزمایشی هایلوله درون و تهیه براثنوترینت  کشتمحیط  صورت طراحی شد که ابتدا

مس )سولفات  گرم بر لیترمیلی  70پتاسیم(، کروماتکروم )دی گرم بر لیترمیلی  60برای هر باکتری و هر فلز، نمک فلزات سنگین از جمله 
کادمیوم )کلرید کادمیوم(  گرم بر لیترمیلی  40سرب )نیترات سرب( و  گرم بر لیترمیلی  60نیکل )کلرید نیکل(،   گرم بر لیترمیلی  60مس(، 
 جمیح درصد یک میزان به هاسویه از هرکدام از ،کشتمحیط شدن استریل از پس و گردید های آزمایشی به صورت مجزا اضافهبه لوله

درجه  63-38ساعت در دمای  72ها در شیکر انکوباتور به مدت نمونه .شدند تلقیح هاکشت محیط در و ها برداشتهباکتری 710 جمعیت از
( 600ODنانومتر ) 600گیری دانسیته نوری در طول موج بر اساس اندازهها میزان رشد سویهزده شدند. دور در دقیقه هم 120سلسیوس با دور 

 .ندبا هم مقایسه شدسنجش و با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر 

 فلزات به نسبت های منتخبباکتری داقل غلظت ممانعت کننده رشد و حداقل غلظت کشندگیح تعیین

انجام  CLSI1های باکتری منتخب مطابق با پروتوکل تعیین حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد و حداقل غلظت کشندگی برای سویه
به عنوان استانداردی مطلوب برای تعیین حساسیت موجودات زنده به فلزات سنگین  2(MIC)پذیرفت. حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد 

لیتر از سوسپانسون باکتریایی معادل با استاندارد نیم مک فارلند تهیه و مقدار یک میلی ،باکتریسویه در نظر گرفته شده است. به ازای هر 
( از  فلزات تلقیح شد. یک محیط 2های مختلف در جدول ختلف )غلظتهای ممحیط کشت نوترینت براث و غلظت  های حاویآن به لوله

هایی از مایع تلقیح نشده به عنوان کنترل منفی و یک محیط مایع تلقیح شده و فاقد عناصر سنگین به عنوان کنترل مثبت در کنار سری
ای که شفاف و فاقد رشد میکربی نخستین لوله ،درجه سلسیوس 38در دمای گرماگزاری ساعت  72های فلزی اضافه شد. بعد از مدت رقت

از همان رقت و  ،3(MBC)حداقل غلظت کشندگی باکتری . جهت تعیین بوده به عنوان کمترین غلظت بازدارنده رشد محسوب گردید
درجه سلسیوس به  38آگار کشت شد و پس از قراردادن در دمای مناسب لیتر در محیط جامد نوترینت میلی 1/0های بعدی به اندازه رقت

 کاهش یافته بود به عنوان  %9/99ها نسبت به پلیت کنترل غلظتی از پلیت که در آن هیچ کلنی رشد نکرده یا تعداد کلنی ،ساعت 24مدت 
 .(Chen et al., 2015; Sharma et al., 2021)در نظر گرفته شد حداقل غلظت کشندگی باکتری 

 
 (Kalami et al., 2021های آلوده )های جداسازی شده از خاکبیوسورفکتانت توسط باکتری. ارزیابی صفات تولید 1جدول 

 5قطر هاله گسترش نفت4 نام جدایه
(mm) 

شاخص امولسیون 

 (%)   (E24)6کنندگی

توانایی رشد با 

 گازوئیل

SH11 + 10 - ++ 

SH12 + 12 33/13 + 
Achromobacter mucicolens SH13 

(MK494917) + 13 33/13 + 

                                                                                                                                                                                
1. Clinical & Laboratory Standard Institute  

2. Minimum Inhibitory Concentration 

3. Minimum Bactericidal Concentration 

4 . Oil Spreading 

5 . Clear zone 

6. Emulsification Index 
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SH14 + 15 10 +++ 
SH21 + 32 33/13 ++++ 
SH22 + 17 66/6 ++++ 

 SH23Ochrobactrum lupini  

(MK493408) + 12 66/16 ++++ 

 SH24Ochrobactrum lupini  
(MK453290) + 5 - ++++ 

SH31 + 20 33/3 ++++ 
SH32 + 5 33/3 +++ 
SH33 + 17 - + 

subsp. Inaquosorum  Bacillus subtilis

)MK493409SH34 ( + 20 - + 

SH35 + 10 33/3 + 
SH36 + 9 - + 

SH41 - - - - 

)MK453293SH42 ( Bacillus altitudinis + 55 33/3 +++ 
SH43 + 7 33/33 ++++ 
SH44 - - - - 

D51 - - - - 

D61 + 10 66/6 ++++ 
D62 + 6 33/33 ++++ 

(MK453294) D63Ochrobactrum cytisi   + 2 33/33 ++++ 
T71  Ochrobactrum anthropi

)MK453292( + 2 33/13 ++++ 

T72 + 7 20 ++++ 
T73 - - - +++ 

T74  oxydans Microbacterium
)MK453291( + 6 3/23 ++++ 

F81 + 2 66/26 ++++ 
F82 + 4 33/23 ++++ 

F83 + 4 33/13 ++++ 

F84  Bacillus paralicheniformis

)MK493411( + 35 66/6 ++++ 

F85 + 8 33/13 ++++ 

F91 + 15 33/3 ++ 
F92 + 7 33/3 +++ 
F93 + 14 - + 

F101 + 9 33/13 ++++ 

F102 + 2 20 ++++ 

F103 + 8 33/3 ++++ 

F104 + 8 66/26 ++++ 

F105 - - - - 

ها از قوی به ضعیف با گازوئیل به عنوان تنها منبع کربن و انرژی و براساس اندازه گیری دانسیته ( نشان دهنده توانایی رشد جدایه-در این جدول )++++(، )+++(، )++(، )+( و ) 
 ، رشد )+( بیانگر   (OD 2/0 <600< 6/0،   رشد )++(  بیانگر  )OD)600 <6/0،  رشد )+++( بیانگر  )OD)600 <1باشد: رشد )++++( بیانگر )نانومتر می 600در  1نوری

(2/0<600(OD    باشد. ( بیانگر عدم رشد می-درجه سانتی گراد و ) 32روز انکوباسیون در  7بعد از 

 
 گرم بر لیترمیلیکدام از فلزات بر حسب  هر از مختلفی های. غلظت2جدول 

 400 ،350 ،300 ،250 ،200 ،150 ،100 ،50  کروم
 500، 450، 400، 350، 300، 250، 200، 150، 100، 50 سرب
 500، 430، 380، 330، 280، 230، 180، 130، 80، 30 مس
 480، 430، 380، 330، 280، 230، 180، 130، 80، 30 نیکل

 260، 210، 160، 110، 60، 10 کادمیوم 

                                                                                                                                                                                
1. Optical density (OD) 
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 های منتخب در تجزیه ترکیبات نفتی درحضور فلزات سنگین در محیط مایعباکتریکارایی 

ت خام به هاوس حاوی نفتجزیه  مواد نفتی ، از محیط کشت معدنی بوشنلدر های باکتریایی گونه تعیین توانمندیدر این بررسی برای 
هاوس که شامل محیط کشت معدنی بوشنل  لیترمیلی 100درصد )حجمی/حجمی( به عنوان منبع هیدروکربنی استفاده شد.  5/0میزان 
گرم بر  2CaCl ،1گرم بر لیتر  O2.7H4MgSO ،01/0گرم بر لیتر  4HPO2K ،2/0گرم بر لیتر  4PO2KH ،1گرم بر لیتر  1های معدنی )نمک
گرم بر لیتر  2NiCl ،1/0گرم بر لیتر  2CdCl ،1/0گرم بر لیتر  7O2Cr2K ،06/0گرم بر لیتر  3FeCl ،2/0گرم بر لیتر  3NO4NH ،05/0لیتر 

2)3Pb(NO   4گرم بر لیتر  1/0وCuSO به همراه )همچنین نمک فلزات سنگین و  درصد )حجمی/حجمی( نفت به عنوان منبع کربن 5/0
د در اتوکلاو، به ازای هر باکتری، سوسپانسون باکتریایی معادل با استاندار محیط ها بعد از استریل شدن .تهیه شد لیترمیلی 250مایردر ارلن 

ها در (. سپس فلاسک%1محیط کشت به صورت جداگانه تلقیح شد )  ها حاویلیتر از آن به فلاسکنیم مک فارلند تهیه و مقدار یک میلی
شامل محیط کشت و  دور در دقیقه قرار داده شدند. یک فلاسک 120روز داخل شیکر انکوباتور با  10درجه سلسیوس به مدت  38دمای 

درصد )حجمی/حجمی( نفت بدون تلقیح باکتری به عنوان نمونه شاهد در نظر گرفته شد. چون محیط کشت مورد استفاده عاری از هر  5/0
هایی که قدرت توان گفت که باکتریشد، لذا میمنبع کربن بود و نفت خام به عنوان تنها منبع هیدروکربنی در این محیط محسوب می گونه

گیری از نفت در محیط را داشته باشند توانایی رشد را خواهند داشت، بنابراین میزان تیرگی پدید آمده در محیط کشت پس از بقاء و بهره
 10ها تا چه اندازه توانایی تجزیه نفت را داشتند، بعد از پایان نمایانگر میزان رشد باکتری است. برای بیان این که باکتری زمان یاد شده،

ها در گیری شد. میزان رشد باکتریبرداری شد و مقدار نفت موجود در هر محیط کشت اندازهها نمونهاز هرکدام از تیمار ،روز دوره هوادهی
Mur et al., -Al) (600OD) شد گیریاندازه نانومتر 600 موج طول با (USA, Unico 2100) اسپکتروفتومتر  دستگاه از استفاده این محیط با

2021; Bezza et al., 2015) .های لیتر از محیطمیلی 10جهت تعیین میزان نفت مورد استفاده توسط سویه ها در محیط کشت معدنی مایع؛
حلال  هگزان به عنوان-های باکتری رسوب کنند. سپس حجم برابر از اندقیقه سانتریفیوژ شدند تا سلول 20 به مدت 6000کشت در دور 

به محلول عاری از باکتری اضافه شده و توسط قیف جداکننده عمل عصاره گیری به انجام رسید. در داخل قیف جداکننده دو فاز آلی و آبی 
 420ری جمع آوری شد سپس دانسیته نوری آن  توسط دستگاه اسپکتروفتومتری در طول موج ، فاز آلی در ظرف دیگاز یکدیگر جدا شده

با  های نفتی کل نیزگیری شد. درصد تجزیه هیدروکربن( و غلظت نفت با استفاده از منحنی استاندارد اندازه420ODنانومتر قرائت شده )

 (.Rahman et al., 2002) گیری شداندازه 1استفاده از رابطه 
 

 

 های پژوهش و بحثیافته

 های آلوده به نفت نسبت به فلزات سنگینهای بومی جداشده از خاکحساسیت باکتری

ها در مقابل همه فلزات سنگین حساسیت داشته و رشدی نکردند درصد از جدایه 10حدود  شده استنشان داده 3گونه که در جدول همان
ها در برابر کادمیوم توان رشد را از خود درصد از جدایه 20ت مختلف برای فلز کادمیوم بود که فقط و بیشترین میزان حساسیت در برابر فلزا

های سویه باکتری جداشده از خاک 39باشد. اما از میان های مورد آزمایش مینشان دادند که بیان کننده سمیت بالای این فلز برای جدایه
های حاوی فلزات سنگین را از توانایی رشد در همه محیط SH34و  SH23 ،SH24سه جدایه آلوده به نفت مناطق مختلف خوزستان، تنها 

 خود نشان دادند.
 (.ppmگرم بر لیتر )میلی ها در مقابل پنج فلز کرم، مس، نیکل، سرب و کادمیومباکتری حساسیت آزمون. 3جدول 

 کادمیوم

(40 ppm) 

 سرب
(60 ppm) 

 نیکل
(60 ppm) 

 مس

(70 ppm) 

 کروم

(60 ppm) 
 هانام سویه

- - + + + SH11 

- + + - + SH12 

- - + - + Achromobacter mucicolens SH13 (MK494917) 

- - + + - SH14 

- - + + + SH21 

- + - - - SH22 

+ + + + + Ochrobactrum lupini SH23 (MK493408) 
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+ + + + + Ochrobactrum lupini SH24 (MK453290) 

- - + + - SH31 

- + + - + SH32 

- + - - + SH33 

+ + + + + Bacillus subtilis subsp. Inaquosorum SH34 
(MK493409) 

- + + - + SH35 

- - - - - SH36 

- + - + + SH41 

- - - + - Bacillus altitudinis SH42 (MK453293) 

- - - - - SH43 

+ - + - + SH44 

- - - + + D51 

- + + - - D61 

- - - + + D62 

- + - + + Ochrobactrum cytisi D63 (MK453294) 

- - - + - Ochrobactrum anthropi T71 (MK453292) 

- - - - + T72 

- + + - + T73 

- - - - + )MK453291T74 ( oxydans Microbacterium 

- - - - - F81 

+ - + + - F82 

- - - + - F83 

- - + + - Bacillus paralicheniformis F84 (MK493411) 

- - + + + F85 

- + - - + F91 

- - - - - F92 

- + + - + F93 

+ - + - + F101 

- - - - + F102 

- + - + - F103 

- + - - - F104 

+ - - + + F105 

 

 های منتخب در برابر فلزاتممانعت کننده رشد و حداقل غلظت بازدارندگی رشد باکتریتعیین حداقل غلظت 

 Bacillus subtilisو  Ochrobactrum lupini strain SH23 ،Ochrobactrum lupini strain SH24با توجه به نتایج آزمایش قبل سه سویه  

subsp. Inaquosorum strain SH34  در این بخش از پژوهش هدف  مورد بررسی حساس نبودند، انتخاب شدند.که نسبت به فلزات سنگین
 (MBC)و حداقل غلظت کشنده باکتری  (MIC)گیری حداقل غلظت بازدارنده رشد باکتری تعیین طیف مقاومت/تحمل از طریق اندازه

 ,Angle and Chaney)ه به نفت استفاده شوند های منتخب برای اصلاح زیستی مناطق آلودها، باکتریباشد تا با استفاده از این ویژگیمی

ارائه شده است. نتایج نشان  4منتخب در جدول های باکتری MICو  MBCهای مختلف فلزات سنگین بر . نتایج حاصل تاثیر غلظت(1989
سویه  داشت. البته دو های انتخاب شدهبیشترین میزان تحمل به فلزات سنگین را بین باکتریOchrobactrum lupini SH23 داد باکتری 

( نیز توانایی بالایی در مقاومت به Bacillus subtilis subsp. Inaquosorum strain SH34و  Ochrobactrum lupini strain SH24) دیگر
اشد بب آن نمیکادمیوم و سرب آستانه آلودگی ندارند و منظور از حداکثر مجاز برای این فلز، مقدار مطلو فلزات سنگین از خود نشان دادند.

 ای عنصرزیرا برخلاف فلزاتی مانند آهن، مس و حتی کروم و نیکل، کادمیوم )به جز در مورد یک نوع قارچ( و سرب در هیچ موجود زنده
نشان داد، در  Herrera-Ghneim  (2021)و  Henao-González تحقیقات(. نتایج Abolahrar et al., 2014رود )مورد نیاز به شمار نمی

اند که داشته را MIC مقدار کمترین بیشترین میزان سمیت را نسبت به سایر فلزات ایجاد کردند زیرا سرب و های مختلف کادمیومباکتری
و   Bacillusهای های جنسمطابقت دارد. نتایج این پژوهش مبنی بر برتری سویه 4با نتایج پژوهش حاضر بیان شده در جدول 

Ochrobactrum  به فلرات سنگین توسط سایر محققین نیز به اثبات رسیده است )در مقاومتSyed and Chinthala, 2015; Poszytek et 

al., 2018 .)توانایی قابل توجهی جهت تحمل فلزات سنگین در  باسیلوسهای جنس رسد گونهبر اساس مطالعات صورت گرفته به نظر می
های از رسوبات آلوده مناطق نفتی خوزستان جداسازی شد و رشد آن در غلظتBacillus anthracis محیط را دارند. در تحقیقی باکتری 

 200، بالاترین میزان رشد مشاهده شد اما این باکتری تا غلظت گرم بر لیترمیلی 50سی قرار گرفت که در غلظت رمختلف نیکل مورد بر
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( مطالعاتی مبنی بر توان تحمل و جذب 2015) Syed  &  Chinthala(. 1392و همکاران،  علیان شاهنیز قادر به رشد بود ) گرم بر لیترمیلی
 Bacillusو  Bacillus licheniformis NSPA5 ،Bacillus cereus NSPA8انجام دادند و بیان کردند که سه نوع باکتری  Bacillusهای سویه

subtilis NSPA13 های قابل توانند غلظتکادمیوم، سرب و مس را دارند و علاوه بر این میهای بالای توانایی تحمل در برابر غلظت
که یک باکتری  Ochrobactrum anthropi HM-1 در تحقیقی دیگر نشان داده شد که باکتری توجهی از این عناصر را نیز جذب کنند.

 . (Ibrahim, 2016)تواند تحمل کند می لیتر گرم برمیلی 300 هایغلظت محدوده را تا کادمیوم و سرب تجزیه کننده نفت است وجود
Poszytek et al.  (2018)  بیان کردند که سویه باکتریOchrobactrum spp  های صنعتی با دارا بودن ژن مقاوم به از فاضلابجدا شده

 رفی کردند.چندین ترکیب آلی مع فلزات سنگین توانایی تحمل در برابر فلزات را دارد و همچنین این سویه را به عنوان سویه تجزیه کننده

 ول باکتری،سل به فلزی یون انتقال انواع های مختلفی انجام گیرد از جمله:شکل به تواندمی ها نسبت به سمیت فلزاتتحمل باکتری
 ,.Bruins et al)سلولی  متابولیسم در فلزی یون نقش ترانسپوزون( و یا پلاسمید کروموزوم،) مقاوم نسبت به فلزات هایژن سازیبومی

 توانایی و پیشرفته 1کاتابولیک قابلیت دارای است ممکن ها،آلاینده مخلوط به آلوده هایخاک از شده جدا باکتریایی جدید هایسویه .(2000
 .(Rashid et al., 2016; Sharma et al., 2021باشند ) مغذی مواد و محدودیت سمی مقادیر زیاد فلزات نسبت به تحمل

 

 های مختلف از فلزات سنگین.های منتخب در غلظتتوانایی تحمل باکتری -4جدول 

 هانام سویه                        کروم مس نیکل سرب کادمیوم

150 

300 
250 

400 
250 

400 
300 

450 
300 

450 

MIC = 

MBC = 

Ochrobactrum lupini (SH23) 

100 

300 
200 

350 
250 

350 
300 

400 
300 

480 

MIC = 

MBC = 

Ochrobactrum lupini 

(SH24) 

100 

250 

200 

300 
200 

350 
250 

400 
200 

350 

MIC = 
MBC = 

Bacillus subtilis subsp. 
Inaquosorum 

(SH34) 

 های منتخبتخریب زیستی ترکیبات نفتی در محیط مایع در حضور فلزات سنگین توسط سویه

ج به های نفتی کل است. طبق نتایتیمارهای مختلف و درصد تجزیه هیدروکربن ها دردهند میزان رشد باکتریبه ترتیب نشان 2و  1شکل 
ای در ه، تمام تیمارها در مقایسه با نمونه شاهد عملکرد بسیار بهتری داشتند. بیشترین میزان رشد باکتری2و  1دست آمده در شکل 
 %71(. تیمار حاوی سه نوع باکتری با  تجزیه 1مشاهده شد )شکل  Ochrobactrum lupini SH23ها و سویه باکتری تیمارهای کنسرسیوم

 Ochrobactrum lupini= %64ها از خود نشان داد و باکتری از مقدار نفت موجود در محیط مایع بهترین کارایی را نسبت به بقیه تیمار

strain SH23 ،27% = Ochrobactrum lupini SH24  22و% = Bacillus subtilis subsp. Inaquosorum SH34  از نفت موجود در محیط
 (.2را تجزیه کردند )شکل 

های تولید بیوسورفکتانت، مقاومت به فلزات سنگین و حذف نفت در حضور فلزات سنگین نشان داد باکتری نتایج آزمون
Ochrobactrum lupini SH23 یکل و )سرب، کروم، کادمیوم، ن توانایی بالایی را در تولید سورفکتانت زیستی، مقاومت به فلزات سنگین

 شده شاهدهم نیز محققان سایر تحقیقات در نتیجه های نفتی کل در حضور فلزات سنگین، از خود نشان داد . اینمس( و حذف هیدروکربن
 با هاینمونه و ریباکت بدون شاهد نمونه در فاکتور رشد، که داد نشانBatacharya et al.  (2015 ) آماری آنالیز نتایج جمله، از که است
معدنی حاوی  کشت محیط در Ochrobactrum anthropi HM-1 باکتری. متفاوت بود هاکنندهضایعات روان %5/0 سطح در باکتری تلقیح

های مختلف بود. پژوهشگران در زمان 3/1 و 95/0 ،2/0 برابر های این باکتریدانسیته که داشت توجهی قابل رشد هاکنندهضایعات روان
های نفتی کل، پایرن، فلوئورانتن، ضایعات نفت و مشتقات آن )هیدروکربن بیدر تخر Ochrobactrumکه  کردندبه طور گسترده گزارش 

Bhattacharya et ; Arulazhagan and Vasudevan, 2011) مهارت داردای( های آروماتیک چند حلقهروغن موتور، نفت خام، هیدروکربن

al., 2014; Isaac et al., 2015; Ortega-González et al., 2015; Abou-Shanab et al., 2016; Pugazhendi et al., 2017  از دلایل .)
توان به توانایی بالای آن در تولید سورفکتانت برتری این باکتری در تجزیه نفت در حضور غلظت بالایی از فلزات سنگین، می

(., 2020Primeia et alBhattacharya et al., 2015; ( و مقاومت به فلزات سنگین )Chen et al., 2015; Peng et al., 2019; Villagrasa 

et al., 2021.اشاره کرد )  

                                                                                                                                                                                
زنده، شکستن ترکیباتهای شیمیایی مربوط به تجزیه مواد در موجودات . فرایند1  
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 Kumar et al. (2014 )چند منظوره وسورفکتانتیب Ochrosin که توسط  راOchrobactrum sp. BS-206 شود جداسازی تولید می
سورفکتانت زیستی و  Ochrobactrum intermedium CN3( بیان کردند اثر توام استفاده از باکتری 2015) .Bezza et alکردند. 

( در سه هفته تجزیه الودگی درصد 4گریزترین اجزای لجن نفتی )آبدرصد  70گلیکولیپوپپتیدی پایدار در برابر گرما و شوری، موجب حذف 
روز  10درصد( را در مدت  2) TPHدرصد  6/94توانست  Ochrobactrum lupini( گزارش کردند باکتری 2014) .Eraky et alشدند. 

 فراهمی افزایش لشام کنند: مکانیسم اول تقویت مکانیسم دو با را هاهیدروکربن تجمع است ممکن هاانکوباسیون تجزیه کند. سورفکتانت
 به و ودشمی سطح آبگریزی کاهش باعث که دهد،سلول را افزایش می سطح با تعامل ومباشد و مکانیسم دها میمیکروارگانیسم برای

 . (da Silva et al., 2020; Kalvandi et al., 2022aکنند ) برقرار ارتباط باکتریایی هایسلول با ترراحت تا دهدمی اجازه آبگریز بسترهای

Chen et al.(2015 نشان دادند باکتری )Ochrobactrum sp. PHEOCH ( مسII( و کادمیوم )IIرا ) 52/1و  34/4های به ترتیب تا غلظت 
حداکثر تجمع  Ochrobactrum sp. PHEOCHمولار تحمل کرد. بررسی مکانیسم مقاومت باکتری به فلزات سنگین نشان داد در  میلی

بود، که ممکن است در  بالا یطور قابل توجهبه Ochrobactrum sp. PHEOCHدر  یآل دیاس دیتول. رخ داد یسلول وارهیدر د( IIمس )
کند و عوامل پروتئینی و کربوهیدراتی دخیل در جذب کمک ( IIکادمیوم ) در برابر نقش داشته و به تحمل بالاتر زیمقاومت ن یهاسمیمکان

 69و  86به ترتیب  Ochrobactrum sp. PHEOCHشناسایی شد. همچنین باکتری  FTIRکادمیوم و مس موجود در باکتری با استفاده از 
( با 2018) .Poszytek et alمولار( تجزیه کرد. میلی 41/0-81/0مولار( و کادمیوم )میلی 76/3-97/3درصد فنانترن را در حضور مس )

 یاهتیفعال هیسو نیاخانه، بیان کردند که جداسازی شده از لجن فاضلاب یک تصفیه Ochrobactrum sp. POC9بررسی ژنوم باکتری 
و  هیتجز کند.یم یبانیپشت دهیچیپ یآل باتیترک یستیز هیکه از کاربرد آن در تجز دارد کیتیلولیو آم کیتیسلولول ک،یتیپروتئول ک،یتیپولیل

و  اته فلزب مقاوم هیسو کی نیارائه کرد که ا یباکتر نیا یکیوتکنولوژیب لیدر مورد پتانس یترقیعم نشیب POC9ژنوم  یمحتوا لیتحل
( نشان داد دو 2021) .Sharma et alپژوهش  .استفاده نمایدمختلف  یسم باتیاز ترک است قادر واست  لمیوفیکننده ب دیتول هیسو کی

و  تریگرم در لیلیم 2400تا  بیتوانند به ترتیم Ochrobactrum ciceri BPS-26 و Ochrobactrum intermedium BPS-20باکتری  
 ینجسفیط نتایج لیو تحل هیکنند. تجز را تحمل کلین تریگرم در لیلیم 1200و  تریگرم در لیلیم 850سرب و  تریگرم در لیلیم 2000

و   O. ciceri BPS-26  (20/71و درصد(  87/74و  34/85) O. intermedium BPS-20 توسط را یتوجه قابل یستیتجمع ز ی،جذب اتم
، ATPase یهاانتقال دهنده یهاحضور خانواده ی،عملکرد هایبررسی ژن ،همچنین .نشان داد کلیسرب و ن یبرا بترتی بهدرصد(  48/88

ABC  وHoxN/HupN/NixA های مختلف بر تجزیه نفت در محیط مایع، در مورد تاثیر کنسرسیومکرد.  دییرا تاAbou-Shanab et al. 
  Ochrobactrum anthropiو   Ochrobactrum cytisi( RAM03سورفکتانت زیستی )های تولید کننده گزارش کردند سویه (2016)

(RAM06 وRAM17 ) درصد از 93توانایی تجزیه بالای TPH (4  را در محیط مایع بعد از )روز انکوباسیون داشتند.  30درصدBehdarvandan 

et al. (2020 که ) را از خاک آلوده به نفت مناطق اهواز جداسازی کرده بودند طی آزمایشاتی بیان کردند که این باکتری  باسیلوسباکتری
ای، هفته 2نفت موجود در محیط کشت مایع در طول دوره هوادهی  %3درجه سانتیگراد توانسته است از  37با تولید بیوسورفکتانت در دمای 

وست د( گزارش کردند استفاده از کنسرسیوم میکروبی اکسترموفیل )قلیادوست، نمکAl-Mur et al. (2021را تجزیه کند. از آن %26حدود 
-توانست هیدروکربن Pseudomonasو  Ochrobacterum ،Bacillus ،Marinobacter ،Rhodococcusهای و گرما دوست( حاوی باکتری

، دما= 10گرم بر لیتر( را در شرایط سخت )پی اچ= میلی 200هر کدام های نفتی با وزن مولکولی کم )آنتراسن، فنانترن، فلوئورن و نفتالن=
و  %55، %60، %93روز به طور کامل تجزیه نماید. همچنین این کنسرسیوم توانست به ترتیب  8( طی %8درجه سلسیوس و شوری=  60
( aو بنزو ) (ppm 20فلوئورانتن )(، بنزو ppm 20)( پایرن e(، بنزو )ppm 100های نفتی با وزن مولکولی بالا شامل پایرن )هیدروکربن 51%

ت در دار برای تصفیه زیستی فاضلاب پالایشگاه نف( را تجزیه کند. نتایج کاربرد این کنسرسیوم در راکتور پیوسته همزنppm 20پایرن )
درصد  91و  100ترتیب  ( نشان داد، این کنسرسیوم توانست به%8درجه سلسیوس و شوری=  60، دما= 10پی اچ= شرایط دشوار )

 هایکنسرسیوم بنابراین در تجزیه نفت در خاک، حضورروز تجزیه نماید.  32و  16های نفتی با وزن مولکولی کم و زیاد را طی هیدروکربن
 پتانسیل از ایدب خام، نفت زیستی تصفیه توسعه شود و برایمی خام نفت زیستی تصفیه باعث هاآن میان در افزایی هم روابط و میکروبی
 شود. استفاده خام نفت کننده تخریب هایکنسرسیوم باکتری همکاری
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 هاوس با حضور فلزات سنگینروز در محیط کشت بوشنل 10رشد باکتری در طی از ناشی  دانسیته نوری. مقدار 1شکل 

 
 با حضور فلزات سنگین.  روز 10ها در محیط مایع در طی موجود در تیمار TPH دانسیته نوری. مقدار2شکل 

 

 گیری نتیجه

. اندشده استفاده زیستی پالایش در و گرفته قرار برداریبهره مورد نفتی هایهیدروکربن تجزیه توانایی با باکتریایی هایگونه از زیادی مقدار
 شده یافت عملی از این موجودات کاربردهای روند طی در شود،می زیستی تخریب سرعت کاهش باعث که مختلفی حال، مشکلاتاینبا

ها مانند فلزات سنگین برای مطالعات تجزیه زیستی لازم و ضروری سایر آلاینده سمی اثرات جمله از محدودکننده، عوامل این بررسی. است
های آلوده به نفت کسویه باکتری جداشده از خا 39های تولید سورفکتانت و حساسیت به فلزات سنگین نشان داد از بین است. نتایج آزمون
 Ochrobactrum lupini SH23   ، Ochrobactrum lupiniسویه توانایی تولید سورفکتانت داشته و فقط سه سویه  34مناطق خوزستان، 

SH24  و Bacillus subtilis subsp. Inaquosorum SH34.همچنین نتایج نشان داد   توانستند در حضور همه فلزات سنگین رشد کنند
ها در محیط سپس توانایی باکتری  های برتر داشت.را در بین باکتری MICو  MBC بیشترین مقدار  SH23Ochrobactrum lupiniباکتری 

م وکه طبق نتایج به دست آمده کنسرسی شد،نفت )به عنوان منبع کربن( و حضور فلزات سنگین سنجیده  %5/0مایع بوشنل هاوس دارای 
ز ها ادرصد )حجمی/حجمی( نفت موجود در محیط مایع بهترین کارایی را نسبت به بقیه تیمار 5/0از  %71حاوی هر سه باکتری با تجزیه 

 ها به صورتتجزیه نفت، بهترین باکتری عملکرد را بین باکتری % 64با  Ochrobactrum Lupini SH23خود نشان داد. همچنین باکتری 
ش های مولد سورفکتانت و مقاوم به فلزات سنگین نقهای این پژوهش بیانگر این امر است که استفاده از باکترییافته  ت.استفاده مجزا داش
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ع آلودگی ها در جهت رفهای آبی حاوی آلودگی نفتی و فلزات سنگین دارد که نوید بخش اثرات مثبت کاربرد این باکتریموثری در محیط
 های آتی  است.پژوهشهای آبی و پساب در محیط

 
 "نویسندگان وجود ندارد بینگونه تعارض منافع هیچ" 

 منابع
. جداسازی و شناسایی گونه باکتریایی مقاوم به نیکل از رسوبات آلوده خورموسی و مطالعه 1392. هاجرآبیار،  علیرضا و ؛ صفاهیه،اطمهعلیان، فشاه

 .93-100 (:2) 2، زیستمحیط .عملکرد آن در جذب زیستی نیکل
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Determining sensitivity to heavy metals in surfactant-producing bacteria and 

their efficiency in removing Total petroleum hydrocarbons 
 

EXTENDED ABSTRACT 
Introduction 

Petroleum hydrocarbons with a variety of derivatives and varying degrees of toxicity, along with heavy 

metals, are the most important group of pollutants from oil entering the soil and aquatic environments, which 

have caused many problems for the environment. Owing to the co-contamination of heavy metals and total 

petroleum hydrocarbons in the ecosystem, the aim of this study was the isolation and application of native 

degrading bacteria of surfactant-producing oil and resistance to heavy metals in the degradation of total 

petroleum hydrocarbon along with heavy metals. 

Materials and Methods 

Thirty-nine bacterial strains with the ability to break down alkanes and produce biosurfactants (isolated 

from 10 oil-contaminated saline soils in the oil-rich areas of southern Khuzestan province) were selected from 

the microorganism gene bank of the soil microbiology laboratory of the University of Tehran.  
To investigate the sensitivity of the strains to heavy metals, the growth rate of each strain (inoculation: 

107 bacteria/mL and 1% v/v) was separately measured by the Spectrophotometer (OD600) in the presence of 

heavy metals on condition 72 h incubation,  36-38 C0, and 120 rpm. After selecting the best strains, the 

Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) of heavy metals 

chromium, copper, nickel, lead, and cadmium were determined according to the Clinical & Laboratory 

Standard Institute protocol. Then, the rate of degradation of 0.5% (v/v) crude oil by superior strains and their 

consortium (1% v/v, OD600 = 0.5) was investigated in the presence of heavy metals with three replication during 

10 days of incubation, 38 C0, and 120 rpm. The growth rate of bacteria was measured using a spectrophotometer 

(USA, Unico 2100) at a wavelength of 600 nm (OD600). To measure the amount of crude oil degraded, 10 ml 

of the culture media was centrifuged at 6000 rpm for 20 minutes to precipitate the bacterial cells. Then, an 

equal volume of n-hexane was added to the solution as a solvent. Afterward, the extraction was performed by 

a separatory funnel. Then, the turbidity of the organic phase was measured by a spectrophotometer at a 

wavelength of 420 nm (OD420). 

Results and Discussion 

The results of the sensitivity of 39 bacterial strains to heavy metals showed that about 10% of the isolates 

were sensitive to all heavy metal and the highest level of sensitivity to metals was for cadmium (20%). Among 

the 39 bacterial strains, only three isolates Ochrobactrum lupini SH23, Ochrobactrum lupini SH24, and 

Bacillus subtilis subsp. Inaquosorum SH34 showed the ability to grow in media containing all heavy metals. 

The results of the effect of different concentrations of heavy metals on MBC and MIC of selected bacteria 

showed that Ochrobactrum lupini SH23 had the highest tolerance to heavy metals. The results of the crude oil 

degradation test in the presence of heavy metals showed that the consortium of selected bacteria, 

Ochrobactrum lupini SH23, Ochrobactrum lupini SH24, and Bacillus subtilis subsp. Inaquosorum SH34 were 

able to degrade 71%, 64%, 27%, and 22% of crude oil respectively, at 10 d on incubation (120 rpm, 38 C0). 

Conclusion 

Overall, the results showed that the new bacterial strains isolated from soils contaminated with a mixture 

of pollutants may have advanced catabolic capabilities and the ability to tolerate extreme conditions of toxic 

metals and nutrient limitations. Ochrobactrum lupini SH23 had a high ability in biosurfactant production, 

resistance to heavy metals (lead, chromium, cadmium, nickel, and copper), and removal of total petroleum 

hydrocarbons in the presence of heavy metal in the liquid media. Based on our findings, the bacterium 

Ochrobactrum lupini strain SH23 can be used in the treatment of water and wastewater contaminated with 

petroleum hydrocarbons and heavy metals. 
 

Keywords: Bio Surfactant, Diesel, Heavy Metals Tolerant Bacteria, Total Petroleum Hydrocarbons. 
 
 


