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 بیولوژی خاک و کودهای زیستی محور مقاله:

 های آلی و معدنیبررسی تولید بیوفیلم سودوموناس جدا شده از خاک آلوده به هیدروکربن بر روی حامل
 3، مهدی محمدی2، امیر فتوت2، امیر لکزیان1*مریم ترکاشوند

 دانشجوی دکتری گروه علوم خاک دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهد 1
 علوم خاک دانشکده کشاورزی، دانشگاه فردوسی مشهدستاد ا2

 گروه بیوتکنولوژی دریا، دانشگاه خلیج فارس دانشیار3

 چکیده

های کتریبا جمله ا ازهسودوموناس  ای دارند.های چند حلقهدر تجزیه هیدروکربنها کارآمدی قابل توجهی فرم بیوفیلمی باکتری

 یدر زمینه تولاست که د این در حالیاند. ای شناخته شدههای چند حلقهفیلم و تجزیه هیدروکربند بیور تولیغالب خاک هستند که همچنین د

هدف این ت. دسترس اس ها توانمند باشند، اطلاعات کمی درهای ایران که در تجزیه هیدروکربنهای سودوموناس بومی خاکبیوفیلم باکتری

های آلوده دوموناس از خاکجدایه سو 63های آلوده به نفت و گازوئیل بود. ی سودوموناس از خاکهاپژوهش، بررسی توان تولید بیوفیلم جدایه

ایه برتر انتخاب و جد 4، ابیبر اساس آزمایشات انتخها از نظر تولید بیوفیلم مورد بررسی قرار گرفتند. سازی شدند و سپس جدایهجدا و خالص

ل رایش فاکتوریآطرح کاملا تصادفی با  شت پایه نمکی )با و بدون نفت( با آزمایشی در قالبها در دو محیط ککارایی تجزیه نفت توسط آن

جدایه سودوموناس  آنالیز و این 16SrRNAبررسی گردید. توانمندترین جدایه، برای شناسایی دقیق، با روش تعیین ردیف بازهای آلی ژن 

نتایج . شکر بررسی شدهای پومیس و باگاس نیبیوفیلم جدایه برتر روی حامل تشخیص داده شد. در آخر توان تولید  JCM 5962 آئروژینوزا

نفت،  ر تست تجزیهدایه برتر در تست میکروتیتر پلیت بودند. جدتوانمند به تولید بیوفیلم  مورد بررسی های سودوموناستمامی جدایهنشان داد 

یوفیلمی بد که فرم رسنظر می بهس و باگاس نیشکر را نیز نشان داد. های پومیهمچنین توانمندی در تولید بیوفیلم فعال بر سطح حامل

 ورد استفاه قرار گیرد.پالایی خاک مهای زیستتواند برای افزایش کارایی روشسودوموناس آئروژینوزا می

 نفت خام ، پومیسسودوموناس آئروژینوزا، بیوفیلم،  کلمات کلیدی:

 

 مقدمه
شوند که به سطوح طبیعی متصل شده و در به عنوان جوامع میکروبی ساختارمندی تعریف می (وبیهای میکرلایهزیستها )بیوفیلم

ند و در هستقادر به تولید بیوفیلم  هارهای باکتریایی، جلبکی، قارچی یا پروتوزوئسلول .گیرندجای میسلولی  برونماتریکسی از مواد پلیمری 

 دونشمیمتصل کشی آب های لولهسیستم و پزشکی هایهای زنده، ابزارآبی، بافت های خاکی وبه سطوح مختلف در محیط این حالت

Lynch)   تری از و رایجپلانکتونی یا شناور فرم غالب اشکال در مقایسه با  هابیوفیلمکه دهد نشان میهای مختلف پژوهش (.2008و همکاران

فزایش توان به امی از آن جمله کهاست  ایرای مزایای چندگانهدا بیوفیلم .(2004همکاران  وAl-Azizi )آید به حساب میریزجانداران  حیات

کردی کارهای ها به زیرمجموعهدهی سلولسازمانها و تولید بیشتر آنزیمو امکان  یستیز یرغ زیستی و یهابرابر تنشباکتریایی در  تحمل

ریزجانداران ی در دسترس است اما اطلاعات اندکی در مورد تشکیل آن توسط های میکروبدر رابطه با بیوفیلمپرشماری  یاهگزارش اشاره کرد.

-از نظر زیست به ویژه ست. درک و شناخت جوامع باکتریاییدر اکوسیستم منتشر شده ا هاآنهای کنشو برهم کشاورزیدید از مهم خاک 

کشاورزی و  غییر اقلیم، کیفیت خاک، تغذیه گیاه، حفاظت گیاه،تواند مزایای بسیاری در زمینه تمی هاآنکشاورزی و اثرات متقابل  محیطی و

دهد میبه روشنی نشان  هاپژوهش(. نتایج 2017 و همکاران  Velmourouganeهای آلی و غیر آلی داشته باشد )سازی خاک از آلایندهپاک

توان به یها ماین گونه پژوهشاز  .دارندای حلقه ای و چندهای تک حلقهگیری در تجزیه هیدروکربنباکتریایی نقش چشم هایکه بیوفیلم

 اندگیری در تجزیه نفتالین داشتهنقش چشم سودوموناسهای یباکتربیوفیلم ( اشاره کرد که نشان دادند 2012پژوهش شیمادا و همکاران )

Shimada)   به  و ستا ع غذایی مورد بررسی قرار گرفتهر در حوزه پزشکی و صناییشتمیکربی ب بیوفیلمموضوع  (. از آنجا که2012و همکاران

 رویبیوفیلم به اینکه بررسی تولید چنین با توجه و هم است کمتر پرداخته شدهکشاورزی و حفاظت محیط زیست  زمینهدر  هاآنکاربرد 

 و تجزیه نفت خام در  د بیوفیلمدر این پژوهش توانایی تولیباشد، میاین مسیر  گام نخست دردار محیط زیست و ارزان قیمت های دوستحامل
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مورد شناسایی ژنتیکی قرار گرفت. در ادامه از  از این نظرن جدایه یهای آلوده به نفت بررسی شد. توانمندترهای سودوموناس بومی خاکباکتری

 های آلی و معدنی استفاده شد.های باکتریایی بر حاملاین جدایه در تهیه بیوفیلم

 

 هامواد و روش

 ازی و انتخاب باکتری جداس
. جداسازی به ندانتخاب شد سودموناسهای نمونه خاک کشاورزی آلوده به منابع مختلف هیدروکربنی برای جداسازی باکتریدو 

 گرماگذاریسلسیوس درجه  30دمای  کینگ بی و درمحیط کشت ساعت در  48ها به مدت و جدایهشد رقت انجام های روش تهیه سری

برای ادامه آزمایش انتخاب شدند. توان  یفلورسنتویژگی با های باکتریایی کلنیرابنفش بررسی و فنور شده در زیر های خالصشدند. تک کلنی

 1/0 ها با کریستال ویولهلمین روش بیوفی. در اندشدو غربال ( بررسی 2011) O’Tooleایی با استفاده از روش یباکتر جدایه 63تولید بیوفیلم 

 . نانومتر قرائت شد 550طول موج در راستفاده از دستگاه اسپکتروفتومتجذب با و  آمیزیرنگ درصد

 قراررزیابی توانمندی در تجزیه نفت خام مورد ا همچنیناز نظر توان رشد در محیط آلوده و آزمایشی  در های انتخاب شده از تست قبلجدایه

ایه انتخاب شده، فاکتورهای آزمایش شامل چهار جد. انجام شد تکرارسه و  کتوریلتصادفی با آرایش فا طرح کاملا بدر قالآزمایش  . اینگرفتند

-جدایهزادمایه و دو سطح نفت خام بودند.  (1940 ،و همکاران  Bushnell Hassو 2017 ،و همکاران Xia) پایه نمکی دو نوع محیط کشت

درجه  30ها در دمای مایررلنا. ندنفت خام اضافه شد درصد 2محیط کشت حاوی صفر و دو نوع به  یکسان OD600باکتریایی با  های

و ی چگالی نوری گیربا اندازهها جدایهروز مقدار رشد  10از پس  داری شدند.روز نگه 10به مدت دور در دقیقه  130 روی شیکر باسلسیوس 

با استفاده از حلال تولوئن  (2002حمان و همکاران )با استفاده از روش ر هیدروکربن باقیمانده مقدارواحد تشکیل کلنی ارزیابی شدند. شمارش 

مورد شناسایی برتر در نهایت جدایه باکتریایی  .شد توسط اسپکتروفتومتر بررسینانومتر  420 طول موج گیری و از طریق جذب درعصاره

 گرفت. ژنتیکی قرار 

دو  انتخاب، سانتیمتر 1 - مترمیلی 8اندازه دامنه آلی( ابتدا در منظور تهیه بیوفیلم باکتریایی دو حامل پومیس )معدنی( و باگاس نیشکر )ه ب

و در دمای شده ها اتوکلاو خشک و نهایتا حامل لسیوسدرجه س 70 دمای ساعت در 24مرتبه با آب مقطر جوشیده شسته و سپس به مدت 

ای لیتر شیشهمیلی 250های سترون شده در یک ارلن گرم از حامل 5به محیط کشت پایه نمکی لیتر از میلی 50داری شدند. مقدار اتاق نگه

 Nie) روی شیکر دورانی گرماگذاری شدند لسیوسس درجه 30 دمای درساعت  48ها به مدت مایرزنی شد. ارلناضافه و با زادمایه یکسان مایه

زنی با استفاده از میکروسکوپ الکترونی روبشی ها پیش و پس از مایههای باکتریایی حاملبررسی تولید بیوفیلم (. با هدف2016 ،و همکاران

در حجم مشخصی  ها، حاملحاملبر روی هر یک از مانی باکتری به منظور بررسی زندهدر نهایت های میکروسکوپی قرار گرفتند. مورد بررسی

ها ماگذاری و تا زمان ظهور کلنیدرجه گر 30در دمای  ثانیه ورتکس و نمونه تهیه شده روی محیط کشت اختصاصی 30بافر فسفات به مدت 

 . نگهداری شد

 

 نتایج و بحث
-ایی خاکیشیمو فیزیکی  هایویژگیند. برخی از جداسازی شد 2و  1از دو نمونه خاک با شماره  تفلورسن سودوموناسهای باکتری

بود دسی زیمنس بر متر  3حدود ا یکسان و ها تقریبخاکقابلیت هدایت الکتریکی بافت هر دو خاک رسی بود. آورده شده است.  1ها در جدول 

درصد جدایه ها  42و  58جداسازی شد. های فلورسنت سودوموناسجدایه  63 تعداد هم رفتهرویاز دو خاک . خنثی داشتند هاشپها خاکو 

 .جداسازی شدند 2و  1ه خاک شماربه ترتیب از 
 ایشهای مورد آزمهای فیزیکی و شیمیایی خاکبرخی ویژگی -1جدول

 شن نمونه خاک

 درصد

 سیلت

 درصد

 رس

 درصد

 نیتروژن کل هاشپ

 درصد

 کربن کل

 درصد

 الکتریکی قابلیت هدایت
1-S.md 

 فسفر قابل دسترس
1-.Kgmg 

1 3/5 9/41 8/52 7/6 17/. 9/1 3/3 1/81 

2 5/4 8/39 7/55 6/6 15/. 87/1 1/3 7/79 
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 هایشمارهبا جدایه باکتریایی  4ساعت مورد ارزیابی قرار گرفت.  24و  15، 9 زمان های باکتریایی در سهتوانایی تولید بیوفیلم جدایه

برای  بیشترین میزان بیوفیلممولد  هاینانومتر نشان دادند به عنوان جدایه 550را در طول موج  که بیشترین میزان جذب 59و 12،16،31

 نفت خامدرصد  2 صفر و از نظر رشد در محیط حاوی سودوموناس هایریباکت چهار جدایه انتخابیانتخاب شدند. ها مرحله بعدی آزمایش

نتایج تجزیه واریانس چهار جدایه انتخابی بر  .نددوره آزمایش مورد مقایسه قرار گرفتپس از ده روز در انتهای  مقدار تجزیه نفتبررسی شده و 

فت ان داده شده است. اثر همه فاکتورهای آزمایشی بر تجزیه ننش 1نفت خام در جدول  سطحتجزیه نفت در دو محیط کشت پایه نمکی و دو 

 . (2)جدول  دار بوددر سطح یک درصد معنی
 مختلف در طی دوره آزمایش هایباکتریتجزیه واریانس تجزیه نفت و رشد  2جدول 

 F-value میانگین مربعات درجه آزادی منبع تغییرات

 0093/0** 572/608 3 نوع باکتری

 >0001/0** 5844/6481 1 درصد نفت

 >0001/0** 2510/548 1 نوع محیط کشت

 0002/0** 3862/780 3 درصد نفت ×نوع باکتری 

 >0001/0** 4362/2733 1 درصد نفت ×نوع محیط کشت 

 >0001/0** 2308/255 3 نوع محیط کشت ×نوع باکتری 

 >0001/0** 0324/343 3 نوع محیط کشت × درصد نفت × نوع باکتری

03/22 32 اخط  - 

 - - 7 ضریب تغییرات
 .درصدیک دار در سطح معنی :**

 

درصد نفت موجود در  50با حذف بیش از  59دهد. جدایه شماره ر درصد تجزیه نفت خام را نشان میهای انتخابی بتاثیر متقابل جدایه 1شکل 

های بعدی درصد تجزیه در رتبه 78/13، 37/16، 7/34به ترتیب با  12و  16، 31های محیط توانمندترین جدایه در تجزیه نفت خام بود. جدایه

، 94/10، 11، 15/11برابر پس از یک دوره آزمایشی ده روزه  59و  12،16،31های ( در جدایه)رشد Log CFU(. 1قرار گرفتند )شکل 

با سویه  %100نوکلئوتید به میزان  1382ر با نشان داد سویه باکتریایی مورد نظ 16S rRNAخوانی ژن بود. نتایج حاصل از توالی 92/10

Pseudomonas aeruginosa JCM 5962(T)   به شماره دسترسیBAMA01000316 ابت فیلوژنی داشتقر. 

 

 

 

 

 

 

 سودموناسانتخابی  جدایه 4مقایسه میانگین درصد تجزیه نفت  -1شکل 

 

. گرفت قراردر این تحقیق مورد بررسی  بار اولینبرای و آلی معدنی  هایاملباکتری سودموناس آئروژینوزا بر روی ح تولید بیوفیلمدر ادامه 

های باکتری تنها در فیلم نازک از آنجایی که سلولدهد. از تشکیل بیوفیلم نشان می پسو پیش حامل آلی و معدنی را  SEMتصاویر  2شکل 

ست. ایجاد مکانیسمی نی شدنی انجامها سخت و گاها رای باکتریدستیابی به مناطق مختلف محیط ب لذاآب روی سطوح قادر به تحرک بوده 

های نامحلول، تثبیت )حل فسفات نظر اعم از اهداف کشاورزی ها را به مناطق مختلف محیط برساند در حصول نتایج موردکه بتواند باکتری
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در محیط خاک بسیار حائز اهمیت به ویژه لی و غیر آلی( زدایی ترکیبات آلاینده آ)سمیت محیطی نظیرنیتروژن و ...( و همچنین اهداف زیست

 .است

 و همکاران  Pazarliogluتوان به تحقیقاتمی هاآناز جمله  .اندکرده بررسیها را بر حامل پومیس موناسوسودمختلفی بیوفیلم  پژوهشگران

فنل را  ،فرم پلانکتونی ادر مقایسه بذرات پومیس  رویه بر تشکیل شد ادیپوت سودوموناسبیوفیلم  نتایج آنها نشان داد که .( اشاره کرد2005)

ق به تولید بیوفیلم کنسرسیوم ف( نیز در تحقیقی مشابه مو2005و همکاران )  Lorenzoهمچنینبه مقدار معناداری بیشتر تجزیه کرد. 

 پلانکتونیاستفاده از ریزجانداران  ضلاب بهره بردند.فا تیهای پومیس شده و از آن در تجزیه زیسگرانول رویر تجزیه تولوئن دهای توانا باکتری

ت به فاکتورهای محیطی نظیر نوسان غلظت و کیفیت اجزاء سیستم یپالایی غالبا به واسطه رشد سلول، تقسیم سلولی و حساسبرای زیست

های پلانکتونی مزایای سه با استفاده از سلولدر مقای هایندهآلامتحرک سازی سلول برای اصلاح های غیرگردند. اما استفاده از روشمحدود می

ذکر شده است. غیر  هایدی در رفع محدودیت(. این تکنولوژی راهکاری موثر و اقتصا2010،و همکاران Mollaei) بسیاری در پی دارد

ها در برابر ی محافظت سلولتر، پایداری و ماندگاری بیشتر را به واسطهمتحرک شدن علاوه بر ایجاد تراکم سلولی بالاتر، دوره فعال شدن کوتاه

های پژوهشهای اخیر در سال (.2009 ،و همکاران El-Naas) آوردهای آزاد فراهم میتماس مستقیم با ترکیبات سمی نسبت به سلول

های پلانکتونی ماتریس بیوفیلم نسبت به سلول .رکز شده استمتحرک شده متمهای غیرها با استفاده از سلولپالایی آلایندهبسیاری بر زیست

-بنفش، خشکی، آفتفراهای ناشی از اشعه های محیطی، تنش برشی، تنش اسید، عوامل ضد میکروبی، آسیبمقاومت بیشتری نسبت به تنش

های پلانکتونی ، سلولدر مقابل (.2011 ،و همکاران Chandran) دهدها، غلظت بالای مواد شیمیایی سمی و آلاینده نشان میها، حلالکش

هایی ثابت و ساکن نیستند و تحت شرایط کنند. اما چنین سلولسازی میرا بواسطه فعالیت متابولیک پاک محیطییستز هایآزاد، آلاینده

پالایی تواناترند به خصوص در زیستی بیوفیلم، های تشکیل دهندهپایدار و ماندگار نیستند. در مقابل، میکروب ،های مکانیکی و محیطیتنش

ها برای مقاصد زیست پالایی دهد که بیوفیلمتحقیقات نشان می .اندسلولی غیر متحرک و ثابت شدهبرون های ها در پلی ساکاریدچرا که سلول

تحرک کردن متوان غیر و زیست توده میکروبی بالایی تولید کردهخاک و رسوبات مناسب هستند زیرا آب،  همانندهای مختلف در محیط

 .(2012 ،و همکاران Das) باشندها را دارا میآلاینده

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

بیوفیلم  )ب(-سودوموناس آئروژینوزا  زنیپیش از مایهپومیس )الف(  . های آلی و معدنیحامل تصاویر تهیه شده با میکروسکوپ الکترونی روبشی از 2شکل 
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 بر سطح باگاس نیشکر نوزایآئروژ
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 گیرینتیجه

. نشان دادندتوانایی تولید بیوفیلم را  هیدروکربنیهای آلوده به منابع مختلف های جداشده از خاکسودوموناسپژوهش در این 

و همچنین بیشترین میزان تجزیه نفت  نفت درصد 2 بیوفیلم، رشد حداکثری در محیط حاویتولید بالای ان با تو نوزایآئروژ ساسودومونجدایه 

های آلی )باگاس نیشکر( بر روی سطوح حاملآمیز بیوفیلم باکتریایی وفقیتماستقرار  شد. به عنوان جدایه برتر شناختهدر طی دوره انکوباسیون 

شمار استفاده از مزایای بی همانی باکتری تایید شد. با توجه بو تست زنده SEMاری دبرکسبا بررسی نتایج ع)پومیس(  و معدنی

مولد بیوفیلم و بومی باکتریایی ز جدایه ا متعدد، استفاده محیطیزیستها در فرم رشدی بیوفیلمی برای اهداف کشاورزی و میکروارگانیسم

های آلوده به منابع مختلف هیدروکربنی های زیست پالایی در خاککارآمدی فعالیتدر بهبود  را مسیری امید بخش تجزیه نفتتوانمند در 

 .فراهم خواهد ساختکشور 
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Abstract 
Biofilm form of bacteria has considerable efficacy in degrading polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs). One of 

the well-studied bacteria which is dominant in soil and also well known to form biofilms and degrade PAHs are 

pseudomonas. However, there is little knowledge about biofilm establishment by native Pseudomonas bacteria of 

Iranian soils that are capable to degrade hydrocarbons. The goal of this study was to assess the biofilm formation 

potential of Pseudomonas isolates from oil-contaminated soil. Sixty-three Pseudomonas strains were isolated from 

the soil, purified, and were studied for their biofilm characteristics. Based on screening tests, four (superior) isolates 

were chosen to investigate their ability to degrade crude oil in mineral salt medium supplemented with crude oil. 

The experiments were performed by a randomized design with a factorial arrangement. The most effective strain 

was identified by 16S rRNA gene sequencing method and this strain recognized as Pseudomonas aeruginosa JCM 

5962. Then, the ability of the identified isolate to grow as a biofilm on sugarcane bagasse and pumice carries was 

investigated. Result support that all Pseudomonas isolates had the ability to form biofilm in microtiter plate test. The 

superior isolate of Pseudomonas (Pseudomonas aeruginosa) in degrading test, also showed the tendency to form 

active biofilm on the surfaces of sugarcane bagasse and pumice carries. It seems that Pseudomonas aeruginosa in 

biofilm form can be used to enhance soil bioremediation efficiency.  
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