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:�
���;��<���)����G	�#�H)I
�J"KL
�#���+���;.��J�M)�������<�>�G.��N*����($���O�P$Q ��#�	��8

!� �����E!��R���;	�#����O�P$� N).S�����*����S;:�G��O� ���T$�-��� N*� ���($Q �U)VI��-��� #��W�O

H����<�>�G.��N�7���J��:�����* ���O�P$�#�������#����X���O�?�/)��*����($���%��T�8�<�>�G.��N*

���*��
����.@��G.�Q��

 �=-��>;=)������.;������.@��G.����%��T�8����<�>�G.��N*� ���($���O�P$�#����Y
�-������*Q �N����

��*���O�H)I
��!���*� ����G��MSM���$�N*� !� ���� �����G��10000 ppm��ZM
� �������=� N*�G.�

���N[�\�� �O���;��*��*��Q� �!�� �*���� ��O����+���!���*�G���H)I
�-��150 rpm����
�� !62��NX��

������F,�
�,����,��;����Q��;��*��#����X����*�)*��(�
���O��G)(�L[�����*�#��&G��;+[����N*�R);)(��O

������.;�����%(�*�]�!��#����X���)L
�-)(!�����=� Q�O�<�>�G.��N�7���J��:�����*����*6��^(�>�N���

-���<�)��	��!����6����O�G	��N���IR_7
�:��!��
�`!)GC-MS�[��,���
!���#�,5�;
!�;+a��`�N;��F,

��Q (�+/
�!����)�)��)*��S)b�����O�E!���*�����^(�>���O�?�/)��*�������������Q� �

����!.�#)�-)*�#��3������#����X�N����&D�G)�!�;����������7)(�N*����:�N�����7)(��O�N(�O��)(���!��.��,���O

� H)I
� �!��*��,$� �"*�����*Q�N����L(�c
� ���*�R);)(��O�G)(�L[� ������ ��OJ��������,�P�b;��� ��L*Q�

� �Ic��d��6���*�E��F8� e*�:� N���Q� -��� <�)��	�6���������*�G��;+[����)*� �)(��� �Y�� #�� 7)�� N���

�����V
!6D�&6�&64mN/m �����*6��!�����^(�>�N���3DmN/m��-���<�)��	�����*6��
$�G��*�N���Q�

�
�%O��N
���*����f�[��(�����N�BLAST������g��;��&G[�,����:��N*������O�DCBB���;��*��@�����O����X

��*����Bacillus subtilis�!Bacillus cereus�����*QN����!�Bacillus subtilis�������������������

1����/�;����J!�.��hO��*��)�����Q 

-�'��?�!�)�G���#�����ij
���)	*��;	�#�N�7������<�)��	����+/�=� &��������� ����<�������O�����*

�J��:��*��O�?�/)��*�<�)��	��Z:�!����&���*�������N*��O�?�/)��*����������N*��O�?�/)��*�N*�GM	����;�)*

G��������e�=����($���O�P$����<�>�G.���;	�#�N�7���Q� �

�
��$����	@�;)k)/;*���?�/)��*�&?�l���?�/)��*�&<�)��	��&�Ic��d���&G��;+[����)*� �

� �
�����;-8�,�
�=�� ��(�=�$��,���&�#�%�AB������<,�C#� ,�D�*��&�-0�������	�EF������7,�@�
���G��
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���

��,
<,��

�,��($ H)I
 G	�# N* e)(� G)(�L[ ��O ���	�� ��;L@!

J"+�
 ��X �������������)���G��� ���������Q��n��;>�

��O����
�G>�� �/>�� ���;	,#�)�! �$ �O�N* <�>�G.� !�

JT�SI
 �;.� oX�
 e*�:��� GL@�NX�� &G.����)�!�;8 

Z��@! �M��X -*��!��)O� ����p=�*� !� ���� �$ ��O �;.� 

q����� ���;	, -��� ���T$ ��O H)I
 ���),���:_�Q`� �

���)	* J�M)���#� �+)��
!�$ h;	)��������i��* ���
��O 

J��)ir�� ���c>�s ��>������=��� �
�N�&�� ������V
������h�

 �
�J��i������ �V)�=��)	* ��*�� ����F%*� Q�����;))
�*��/8

�G)(�*�;
�!��O�����e)[�����e;b
�G)@�>�������e[!������O

�/>��� NI��;
��]� _-���!���� `�;	OQ�&�7*�&-l�(����-)(�;.�

����7��t���J��i����V/ �u�J�M)���!�����J��i�� -��;��[!

�����Q�� dO��� p=�*� G.�� N+�$��X!�*�h	)��,��!�+)
���L�

�
�O� ��;+�"8!�O�������X� N*� ���
� J��i������q���� �(!�����������

�
 ���F,_3Q` 

&N��G��� J��@� -��*� �;	�#� �#�	��8� ��O�E!�� #�� �+��

�
���!7[��H)I
�N*����O�h	)��,��!�+)
����O����T$�N�����

����;.���
�W�S
�-*��!��'����ZM
�������=�N*��N)�*��!��

�
� e��M�� P$!� -*���)	��� ��� N*���$� G(� � -�������&

���!� P$� ����O� �;.�� J�M)���� N�7��#�� G)L:�!��� N��u�O

�;	O�e �e*�:!�����)	���o/]��N����%�����
�-*���)	���

7)���
� G��� N*���$.��)����� G���(��� �;	�#� �#�	��8��N*

�
�N;[�,����N*�����)
�J��@����Q��-�\��;	�#���O�E!�

&G	�#� H)I
�*� ���,#���7)�� ���S;:��Y�#������	I
� ����*

� �#�	��8� ��O� E!��%��� N*� GM	�_���)�)�!� �+�7)[`�����Q�

�e+�
� N�� �!��;
� ��O� E!�#�� ���)	*� W">�*� ��)
� -����

����,��($������� ��� ��� 	
���� ��� ����
��� �������� ����� ��

�
���� ��� ������ ���������� �� !�"� ��� ����#� $��%�

����&'��������������'�(����
�������'�	
����)*���!+,��������

���������-.�_3Q`� �

����'� ������
/'� ��� 01�� 0 �2� ����3/�� ��� ���� �/4�� ��

�
����5������)6��� ��7�84�#���'�(����&9��
�'������/:3�

0;��</8��#��01��!+,=��

�����-2���>/�������?��/��������������0;����@����A#�
"

��� ���� ;�������
��%� ����
�'������/:3�� ���A�.�01��#�


�����#�/����&9����������3/��(��#������	������_3Q`� �

A.Akhavansepahi��������+�O�!�&�2��N�7���?�/)��*�N��,

�����X�<�>�G.��������N)�*�H�����!�G.��N*����($�Ut�
�#�

����������� �*��#��� ���
������ ���:� Q�ka��!� �Ic��d��

���� <�>�G.�� ��� ��X�
��'!��)O� !��'!�;)�� &e��-*�����7)


��;��*��*����)��#��k8�!�eM:������#�������),������Q�g��;������

���O�-*��!��)O��!���*��O�?�/)��*��;	�#�o��b���i����O�

-*���ZM
��������=�N*�G.��#�����.;���������$���������!��;.���!

���*��
��'���_6`.� �

A.Partoinia!F.Naimpoor��7)�� GL@� !� h/=� ��%����#�

G	�# h(�� �#�� s�> ���($ -*��!��)O� N* �;.� ��
�� 

�����7%O �*�]!�#�[� �� ��O�;
���8! �ij
���� �$� �* ����*�

����������� !���������;��* �����X s�>#�����($ N* G.� 

������� ��)%��u N�7���� �;	�# �����7%O ���� PFX 

s�>�� ���
 N;����Y� G��_�Q`� �
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E.Rismani���)(��� J��:� �V)VI�� �t� �������+�O� !

���� ���G��;+[����)*Bacillus Licheniformis��#�� ���� ��X

�d���!�R);)(��O���O�G	�� <����� �*�?��[�g)/>���O�P$

����������*��Ic�_4Q`� �

C.Calvo��N�7��� �*� ��� G��;+[���� �i�� 7)�� d����+�O� !

naphthalene���*Bacillus pumilus��;.��w�c��#��������X

����������*_2`Q� 

�����v�!���%��X�N�����($���O�P$��#���h(���G	�#������

G��� ���� ����*� �;��� �����Q�����*� W�O� &U)VI�� -��� ��

���X���O���;��*� �*� <�>�G.��N*� ���($�P$��#���h(���G	�#

���($���O�P$�#���������.@��G.����%��T�8����G��Q� �

��

 �=-��>;=���

U)VI��-��� ��� NL(�c
� n���
)������ NL
�X� !���dO!4��NVc


�-��*� &G��� � ���*� ���.@�� G.�� ��%��T�8� ��� q/;b
� �*$

� Ut�
� #�� <�>�G.�� N*� ���($�P$� #�� N��J��@� ��L[� -�(��

���82���_����O� ��O� ���� �!��Dissolved Air 

FloataionDaf(�!API A/B� ��J�
�N*�N�����O�N�)��H���

3����������*�N���������*�����������X�NV):��Q�Z�X���O�N����

���mb�����!�eV;
���%���
#$�N*���
#�-��;O��������������!$

�J��@�N*��O���;��*��#���^(�>����*�ka���������������:

��������e�=���#Q� �

�*�G.��N*����($���O�P$�#����;��*�U)VI��-�������x�+�!�+)


�n���#��<�,��7)
$�y���!�G)Mz��#��k8�!������e)��*�e+��N*

���N;>����.
�<�,�Q���;��*��#����X����; ��!�G��V�����*

�H)I
� N*� ��� N����� ��;*�MSM���*� �+)���!�� �*� !� �����{)V/�

� �!�150rpm�� ��
�� ��62��&��� ����� ���:� ���,��;���� NX��

�� �*� ��� ��;��*� #��x�(�R��ka���!�� !� N;����*� {)V/�� �#�

�!�������c>�G�����,$�G������G)/834������*�+������G=��

���
���*6�����N;����N%�����,��;����NX��Q����O������'���8��*

���,$��"*�!���,$�G��������O�H)I
��!���*���L;
�3��N���

���N;[���?�/)��*�^(�>Q��!�7
�:��!��
���O�G	��<��������*

�
!��� #�,�[��,��5� -��� &�;
!�;+a���3��H)I
� �!�� �*� N���

MSM���*��|��!���*��+)���!���*�!�����������G���G.�150 

rpm����
��!62���������F,�
�,����,��;����NX��Q� �

#������M=�G���H)I
�-������
_60�`� �

Na2HPO4.12 H2O = 2 g/l, K2HPO4 = 2 g/l, 

MgSO4= 0.2 g/l, Nacl = 0.8 g/l, CaCl2.2H2O = 0.1 

g/l, NaNO3=2g/l, KCl=0.8 g/l, FeSO4. 

 7H2O=0.001g/l, Trace element =2 ml 

Trace element: ZnSO4. H2O=0.75 g/l, 

CuSO4.5H2O = 0.075 g/l, NaMoO4.2H2O = 0.05 

g/l, COCl2.6H2O = 0.08 g/l, H3BO3 = 0.15 g/l, 

Fecl3.6H2O=0.08 g/l, MgSO4.H2O=0.75g/l, The 

pH should be 6.8 after sterilization�

�����*����=�N*��,����!�T�*�G=���e)(��N*�R);)(��O�G)(�L[

��� ���.;��� G��;+[����)*� �(�
� ��O� ?�/)��*� P�b;��� ��)L
Q�

������.;�����,$��"*�H)I
�#��G	��-���<��������*Q��G���<���

�!���*�&����*�����N(!7���eM:�N/ �
����N��?�/)��*���O���"*

��,$�G����c>���� �������� #�� �L*� !�354D��G=��

���
��������F,�
�,6���������*�g��;��&���,��;����NX����Q�

������#����X�N�������L��-���-)*�#�D��������7)(�N*����:�N���
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���

G)�!�;�����H)I
��!��*�7)(��O�N(�O��)(���!��.��,���O��"*

��,$�����*Q� -��� <�)��	�D�� 7)�� N�����)(��� �Y�� #�

�������*�G��;+[����)*Q�N�����R);)(��O�G)(�L[���������O

L(�c
� ���*J��������,� P�b;��� ��L*Q��N���� �Ic�� d��

�;���������,$��"*��!���*�7)(��O���������N�����O��������*Q�

_�&1`� N*� N���Ic��d���dO���E!� Du Nouy Rind

Method#�� ���.;��� �*� !�� �;
�)	�� ��%;��_Tensiometer���`

����G��;+[����)*��)(����/@�� ��)L
����=� N*������),� �#����

���N;[�,��Y�Q����O���
�-(���N*��O�N����#��R���O���Y
�-��*

32����!� ���;)(��/)
2�������O�N*��+���N��8�H)I
��;)(��/)
��

� ��b
� ���S=� �;)(� ��� <�,_+    Yeast Extract 1gr/lit

MSM�� `� !��.�� �@����'���� !� -*��� ZM
� ���=� N*� <�>�G

�J�
� N*� !���� N[�\��354D����
�� ���G=��6����;���� NX��

��!�� �*��+)���!���*����,150 rpm������������:Q�����V
32�

�G��� #�� �;)(��/)
4D��W�}� ��� ��� �O� N����� #��R�� �O� N;=��

���N;b�����%;���N����Q�d�����),��#�����#��eM:�N�������
�

N*��Ic��32���O����*�d��
#$�!��������������,��;����NX��

��� ���+�� NM��
� N�� N����Q������O� N*� ��),� �#����� ��*� �O� ���*

�N*���;��*��:�[�G���H)I
�!��cV
�P$��Ic��d����O�N����

���N;[�,��Y������O������=Q��������Ic��d�����),��#����

�N�����6�N����;)(��O�G)(�L[���������O�N����#��� ���� &R)

����
��)(���G��;+[����)*��(�M:�e*�:_D&3`Q��^)b������*

��)(���G��;+[����)*��(�M:�e*�:�� ����N�����O�?�/)��*�N)(!�

��� <����� ���)�)��)*� ��O� G	�� �����!�����*� ���*�J��:�

�-)*����G.��N�7��6��<�)��	��!� �����^(�>�?�/)��*�N���

� -��6�7
�:� �!��
�G	�� N���_IR`���� <����Q��-��� <����� ���*

�H)I
� ���?�/)��*���O� N���� &G	�MSM�� � �*�� |�<�>�G.�

!� ����� �����G������*�������^b�
����� ��+/�=� -��;�*

�[��,���
!��� #�,� -��� #�� <�>�G.�� N�7��5�;
!�;+a��_GC-

MS�`������.;��Q�����?�/)��*���O�N����&G	��-���<��������*

� H)I
MSM�� �*�� |�� <�>�G.������ �����G�Q�G����� �� 

DNA��E!�� N*� ����^(�>� !� ���� ��X� �O� ��;��*DNA 

FAST�����,�~��b;��Q� �

PCR�� ��O� �����8� �*fD1!rD1���� <����Q� H����PCR����

G��� ����������#��!�XQ���#�w���N*�f�[���O������8��(���

�G��0� �

fD1 : 5` ccgaattcgtcgacaacagagtttgatcctggctcag 3` 

rD1 : 5` cccgggatccaagcttaaggaggtgatccagcc 3` 

�~��b;���#��k8DNA�<�����!�����N;.,�E!��N*���;��*PCR�

#� ��� ��������e+�!�8� �*�����
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PCR buffer =1X, MgCl2=1.5mM, DNTPs=2mM, 

fD1=10 µM, rD1=10 µM, DNA=3 µM, TaqDNA 

Polymerase =1U (3) 
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��
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��
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38 10000 ppm 3950ppm 

Consortium 
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Abstract 

Background:Water poluted with crude oil or oil materials are one of  the life enviorenment. 

 Bioremedation is a simple method and economical for cleaning poluted water.the aim of this 

survey is to check the degradation of crude oil power with separated Bacillus from crude oil in 

Isfahan oil refinery.  

Methods:For this  purpose polluted water with crude oil is used in Isfahan oil refinery.choosing 

cases were cultured in the MSM medium and 10000 ppm oil are used in this as an only carbonated 

bacteries sources.this cultured medium was incubated in a shaker with 150 rpm and 35
�

 tempreture. 

For separating generating biosurfactant bacterias,checking hemolytic activity as the first norm of 

separating and isolating.for checking the strength of crude oil degradation purified three strains and 

this three strain
,
s consortium put IR (infrared  rey) test and GC-MS(gas chromatography - 

spectrometry). Purified Bacillus are reganized with biochemical and molecular diagnostic methods.  

Results :Among twelve strains separating,eight strains were been able to lysis sheep erythrocytes 

and make hemolysis halo on medium blood agar.strains that had hemolytic activity were choosen 

for later studying. 

Surface tension of three strains were acceptable.the consortium of this three strains was surveyed on 

Biosurfactant out put and purified three strains got numbers of 38,30,34  mN/m and consortium got 

28 mN/m.when sequences above put in the BLAST program,the results showed similarity of 99.8 

percent of separated bacterias with Bacillus subtilis and Bacillus cereus. Identified two Bacillus 

were only defferent in to six nucleotid.  

Conclusion :The surveys showed that consortium function in the biodegradation is more effective 

of Bacillus culture was alone,in fact consortium worked effectively in comparison with only 

Bacillus in the crude oil biodegradation on the polluted waters. 

Keyword:Biosurfactantt, surface tension, consortium, Bacillus subtilis, Bacillus cereus 
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