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 چكيده
اكنون يكي از  هم. باشد هاي نفتي مي هاي محيط زيست، هيدروكربن ترين آلاينده يكي از متداول:مقدمه

خاك و آبهاي زيرزميني به گازوييل نشت محيطي ايران، آلودگي  هاي زيست ترين چالش ترين و گسترده مهم
هدف از اين مقاله جداسازي و شناسايي مولكولي يك .هاي نفتي است هاي پخش فرآورده يافته از جايگاه
  .كننده هگزادكان از كمپوست بوده است باكتري تجزيه

ي مدل  هبه عنوان آلايند) C16H34(آزمايشگاهي نرمال هگزادكان –در اين پژوهش تجربي : روش بررسي
ي نرمال هگزادكان از  كننده سپس يك باكتري جديد تجزيه. هاي گازوييل انتخاب گرديد هيدروكربن

باكتري مورد نظر  16SrDNAبا روش  PCRسپس با  انجام . سازي شد كمپوست جداسازي و خالص
ر پايان پاسخ د.شناسايي شد و توانايي باكتري جهت حذف هگزادكان از محيط معدني مورد بررسي قرار گرفت

  .بررسي شد) درصد 5و  5/2، 1، 0(هاي مختلف شوري  باكتري به غلظت
اين باكتري به نام  16SrDNAبا روش  PCRهاي بيوشيميايي و انجام  بر اساس مورفولوژي، آزمايش: ها يافته

درصد از هگزادكان توسط  5/63ي سلسيوس،  درجه 30روز در دماي  33پس از . شناسايي شد سراتيا مارسسنس
همچنين نتايج نشان . گرم رسيد 84/32گرم به  ميلي 90باكتري مورد مصرف قرار گرفت و ميزان هگزادكان از 

  .نمك نيز رشد كند درصد 5تواند در غلظت  داد كه باكتري مورد نظر در برابر شوري مقاومت بالايي دارد و مي
توان از  دهد كه در شرايط آب و هوايي گرم و خاك نسبتا شور ايران مي اين پژوهش نشان مي:گيري نتيجه

به دليل رشد اين باكتري در . ويژه گازوييل استفاده كرد مارسسنس جهت حذف تركيبات نفتي به سراتياباكتري 
  .باشد ه شوري يا هالوتولرانت ميشوري بالا، نتيجه گرفته شد كه اين باكتري مقاوم ب

 PCR ،16SrDNAجداسازي، گازوييل، هگزادكان، سراتيا مارسسنس،  :هاي كليدي واژه
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  مقدمه

وري و آهميشه دفع پسماندها، چه در هنگام اكتشاف، ذخيره، فر

هاي مهم  صنعت نفت  استفاده، يكي از چالشانتقال و چه در موقع 

هاي نفتي به عنوان منبع مواد خام  از آنجا كه فراورده. )1(بوده است

        هاي  شود، ريزش و تامين انرژي در صنايع مختلف مصرف مي

            هاي دريايي و ساحلي ايجاد  اي در محيط نفتي نگراني عمده

هاي  همچنين آلودگي آب و خاك به آلاينده. )2(اند كرده

محيطي تبديل  ترين مشكلات زيست هيدروكربني به يكي از عمده

ها در خاك كم است، اما  گاهي غلظت اين آلاينده .)3(شده است 

ها به  هاي كل در برخي خاك مشاهده شده كه غلظت هيدروكربن

رصد د 70تا  45كه  )5،4(رسد  ميخاك هم گرم بر كيلوگرم  450

) ها ها و آلكين ها، آلكن آلكان(هاي آليفاتيك  آن را هيدروكربن

  . )4(دهد  تشكيل مي

  . باشند وهيدروژنمي كربن هاي ازاتم متشكل هاتركيباتي هيدروكربن

  ي  كننده مشخص يدروكربن،ــه يك وجوددر كربن هاي مــات تعداد

ها  مخلوطي پيچيده از آلكان گازوييل. )6(است  آن فيزيكي خواص

هاي با  آلكان-ها، ان در بين آلكان. )7(باشد و تركيبات آروماتيك مي

هاي خاك قرار  ي مهمترين آلاينده ي متوسط در زمره زنجيره

توسط ) C16H34(در اين دسته، نرمال هگزادكان . )9،8،4(گيرند  مي

گازوييل به ي مدل به جاي  بسياري از پژوهشگران به عنوان آلاينده

دليل اين پژوهشگران براي انتخاب . )10،4، 12،11(كار رفته است

ي مدل مواردي همچون حلاليت پايين  هگزادكان به عنوان آلاينده

پذيري سريع آن توسط بسياري  آن در آب و همچنين به خاطر تجزيه

  . )4(ها بوده است  از ميكروارگانيسم

ولوژيكي مختلفي براي هاي فيزيكي، حرارتي، شيميايي و بي روش

از ميان . حذف اين تركيبات از آب و خاك پيشنهاد شده است

ها فرايندهاي بيولوژيكي مورد توجه خاص قرار  تمام اين روش

گرفته است، چون اين فرايندها دوستدار محيط زيست بوده و 

ي زيستي يك فرايند طبيعي  همچنين تجزيه. ي كمتري دارند هزينه

موما از آن به عنوان يك فرايند قابل قبول رو ع است و از اين

. شود ي زائدات براي مواد آلوده مثل خاك ياد مي تصفيه

ضرر است و  هاي بي ي تصفيه با اين روش معمولا فراورده باقيمانده

. شود ي زيستي سلولي مي اكسيد كربن و توده شامل آب، دي

ستي را ي زي پالايي در واقع سرعت طبيعي تجزيه هاي زيست فناوري

 ميكروارگانيسم  پالايي بستگي به راندمان زيست. كنند تشديد مي

هاي نفتي يا عوامل تقويت  ي هيدروكربن هاي بومي تجزيه كننده 

ها  امروزه طيف وسيعي از ميكروارگانيسم. )13(زيستي دارد 

. )14(توانند تركيبات نفتي را تجزيه كنند  اند كه مي شناسايي شده

و در  )3(هاي جداسازي شده  ها از باكتري در برخي از پژوهش

برخي ديگر از  كنسرسيوم ميكروبي جهت حذف تركيبات نفتي 

  . )3، 15، 16، 17، 18، 19( استفاده شده است

ي نفت  كننده ي باكتريايي تجزيه گونه 25شاهيان و همكاران  حسن

درياي خزر هاي آلوده به نفت در خليج فارس و  خام را از محل

در هندوستان به  )1(همكارانژوزف و . )20(جداسازي كردند 

ي نفت از لجن  كننده هاي تجزيه ي ميكروب شده جداسازي تقويت

ي باسيلوس  در اين مطالعه دو سويه. يك پالايشگاه نفت پرداختند

 )21(دشتي و همكاران  .از خاك آلوده به نفت خام جداسازي شد

ي هگزادكان از  هاي تجزيه كننده اكتريجداسازي و شناسايي ببه 
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هايي  ها به گونه ها در تمام نمونه ترين باكتري غالب .خاك پرداختند

ي  در مطالعه. تعلق داشته است ميكروكوكوس و سودوموناساز 

انجام دادند با استفاده از روش  )22(ديگري كه هووا و همكاران 

16SrRNA را از خاك  ي نرمال هگزادكان باكتري تجزيه كننده

برخي از . بوده است آ انتروباكتر كلاسهاين گونه . جدا كردند

هاي باكتريايي  جهت شناسايي گونه 16SrDNAمحققين از روش 

  .)26،25،24،23(اند  استفاده كرده

ي  كننده هاي تجزيه هدف اصلي اين مطالعه جداسازي باكتري

از آنجا كه گازوييل از طيف . گازوييل از كمپوست بوده است

وسيعي از تركيبات تشكيل شده و بسته به شرايط توليد و پالايشگاه 

ي آن داراي تركيبات مختلفي است و همچنين به دلايل  سازنده

هگزادكان به عنوان  ذكر شده در قسمت قبل، در اين پژوهش

  . جايگزين و مدل گازوييل انتخاب شد

  بررسي  روش

كمپوست .اين مطالعه به صورت تجربي آزمايشگاهي انجام شد

كمپوست از طيف . ي كمپوست اصفهان تهيه شد رسيده از كارخانه

در آخرين . ها تشكيل شده است بسيار وسيعي از ميكروارگانيسم

ها  و كپك ها قارچز، مرحله از توليد كود كمپوست ني

در . برد ها را از بين مي كنند كه باكتري هايي ترشح مي بيوتيك آنتي

هايي كه مقاومت بالايي نسبت به اين مواد دارند  اين شرايط باكتري

هاي مقاوم قادر خواهند بود طيف وسيعي  اين باكتري. مانند زنده مي

ن دليل در اين به همي. هاي مقاوم و سمي را تجزيه كنند از آلاينده

ي  هاي مناسب تجزيه كننده پژوهش جهت جداسازي باكتري

  . گازوييل از كمپوست رسيده استفاده شد

تمام مواد شيميايي مورد استفاده در اين پژوهش از شركت مرك 

محيط كشت معدني مورد استفاده در . آلمان خريداري شده است

محيط كشت معدني روي  pH. )12(نشان داده شده است  1جدول 

گرم بر ليتر آگار  15ي محيط معدني جامد  جهت تهيه. تنظيم شد 7

 15پس از اتوكلاو كردن به مدت . به محيط كشت مايع اضافه شد

ي سلسيوس و سفت شدن محيط كشت  درجه 121دقيقه در دماي 

ميكروليتر هگزادكان روي محيط كشت  20ها، مقدار  داخل پليت

  . يپت پاستور به طور كامل پخش شدريخته شد و با پ
  ي محيط كشت معدني مواد مورد استفاده براي تهيه. 1جدول

 9گرم كمپوست به  1ي آزمايش  براي جداسازي، در يك لوله

ليتر هگزادكان اضافه  ميلي5/0ليتر محيط كشت معدني حاوي  ميلي

سپس مخلوط به دست آمده طي چند مرحله به شدت، با . شد

دقيقه اجازه داده شد تا  2دستگاه شيكر، تكان داده شد و در پايان 

پس از آن با كمك لوپ استريل، از . نشيني انجام شود عمل ته

سوسپانسيون بالايي جهت كشت خطي روي محيط كشت معدني 

چند پليت به همين روش تهيه شد . ان استفاده شدآغشته به هگزادك

. ي سلسيوس قرار داده شد درجه 32و به مدت يك هفته در دماي 

هاي  هاي رشد يافته جهت كشت روي پليت كلوني سپس از تك

  )گرم بر ليتر(مقدار   تركيب شيميايي
NH4Cl  4  

KH2PO4 5/2  
NaCl 5/0  

MgSO4 3/0  
FeCl3.6H2O 3/0  

CaCl2 01/0  
MnCl2.4H2O 01/0  
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ماه انجام شد تا از  2اين عمل به مدت . جديد استفاده شد

  .سازي اطمينان حاصل شود خالص

براي اين . انجام شد 16SrDNAش شناسايي با استفاده از رو

منظور از پرايمرهاي عمومي زير، كه توسط ساير پژوهشگران براي 

  .)30،28،29،27(اهداف مشابه به كار رفته، استفاده شد 
 
16F27   
 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 
16R1488  
 CGGTTACCTTGTTAGGACTTCACC  
 

 25حجم و غلظت نهايي مواد مورد استفاده در حجم نهايي 

مورد استفاده براي PCRي  برنامه.آمده است 2ميكروليتر در جدول 

، PCRپس از انجام  .نشان داده شده است 3در جدول  DNAتكثير

DNA پس از . تكثير يافته باكتري روي ژل آگاروز قرار داده شد

ها جهت تعيين توالي به شركت مربوطه  گرفتن باند مناسب، نمونه

ترين  نزديك BLASTسپس با استفاده از نرم افزار . فرستاده شد

ي باكتري مشخص گرديد و  جنس و  هاي مشابه به گونه سكانس

  .ي باكتري شناسايي شد گونه

در حذف  سراتيا مارسسنسميزان توانايي باكتري همچنين 

ليتر  ميلي 28براي اين منظور . هگزادكان مورد بررسي قرار گرفت

در يك ارلن %) 5/2(ليتر ريزمغذي  ميلي 1محيط كشت معدني و 

. ميكروليتر از آن برداشته شد 9/116آنگاه. ليتري ريخته شد ميلي 50

. سپس درب ارلن با پنبه و فويل پوشانده و اتوكلاو شد

غلظت نهايي (هگزادكان ) گرم ميلي 90(ميكروليتر  9/116سپس

از محيط ليتر  ميلي 1آنگاه . به آن اضافه شد) گرم بر ليتر ميلي 3000

ساعت باكتري در آن كشت  24كشت نوترينت براث، كه به مدت 

. به آن اضافه شد) نانومتر 600در ( 1داده شده بود، با چگالي نوري 

درصد سديم آزايد به آن  1هاي شاهد حاوي باكتري نبوده و  نمونه

   .اضافه شد

ها به صورت دوتايي انجام شد و نتايج به صورت  تمام نمونه

روز در شيكرانكوباتور  33ها به مدت  نمونه. گزارش شدميانگين 

مقدار . قرار داده شد) دور بر دقيقه 120درجه و  30دماي (

مورد سنجش قرار گرفت  33و  22هگزادكان موجود در روزهاي 

          سراتيا مارسسنسو درصد حذف هگزادكان توسط باكتري 

  .تعيين شد

كروماتوگرافي گازي  جهت سنجش ميزان هگزادكان از دستگاه

)GC-FID (دماهاي دتكتور و انژكتور به ترتيب روي . استفاده شد

 1دماي ستون به مدت . ي سلسيوس تنظيم گرديد درجه 250و  270

درجه بر  15درجه نگه داشته شد، سپس به ميزان  125دقيقه روي 

ميزان . ي سلسيوس برسد درجه 180دقيقه افزايش داده شد تا به 

  .دقيقه تنظيم شد 3درجه نيز  180در توقف دما 

 5/2، 1، 0هاي  جهت بررسي تحمل شوري، رشد باكتري در غلظت

به اين منظور از . درصد كلريد سديم مورد بررسي قرار گرفت 5و 

سپس يك كلوني از  .محيط كشت نوترينت براث استفاده شد

 32ساعت در دماي  24باكتري را در آن كشت داده و به مدت 

نانومتر پس از اين مدت  600چگالي نوري در . درجه قرار داده شد

گيري شد و به عنوان معياري از رشد باكتري درنظر گرفته  اندازه

ها به صورت دوتايي انجام شد و در نهايت از  تمام آزمايش .شد

  .ن گرفته شدآنها ميانگي
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  ميكروليتر 25حجم و غلظت نهايي مواد تشكيل دهنده واكنش در حجم نهايي : 2جدول 

  غلظت  )ميكروليتر(حجم   تركيب واكنش
10XPCRbuffer  5/2 X10  

MgCl2  6/0  mM50  
dNTPs  3/0  mM25  

PrimerForward 25/0  pM100٠ 

PrimerReverse  25/0 pM100  
D.W.  18 - 

TemplateDNA  2/0 - 
TaqDNApolymerase  1  U/ µl5 

   25  حجم نهايي
  برنامه مورد استفاده براي تكثير :3جدول 

  

  

  

  

  

  

  ها افتهي

 1501ي تكثير يافته، باند  و الكتروفورز قطعه PCRپس از انجام 

. درصد مورد تاييد قرار گرفت 5/1جفت بازي روي ژل آگاروز 

افزار  توالي ژني مربوط به باكتري جداسازي شده وارد نرم

Chromas سپس پاسخ پرايمرهاي فوروارد و ريورس بررسي . شد

ي  شد و در نهايت توالي ژني كامل گونه به صورت دو رشته

DNA پس از بلاست اين گونه در پايگاه . )1شكل ( بازسازي شد

هاي ثبت شده در اين پايگاه،  ، و مقايسه با گونهpubmedاينترنتي 

   2در شكل . شناسايي شد نسسراتيا مارسسي مورد نظر با نام  گونه

  

رول ژل  سراتيا مارسسنسباكتري  PCRالكتروفورز محصول 

  . درصد نشان داده شده است 5/1آگاروز 

باكتري سراتيا ميزان حذف هگزادكان توسط  1در نمودار 

شود  مشاهده مي. روز نشان داده شده است 33طي مدت  مارسسنس

 85/63 گرم به ميلي 90روز از  22كه ميزان هگزادكان پس از 

به . گرم رسيده است ميلي 84/32 روز به 33گرم و پس از  ميلي

و  22درصد هگزادكان به ترتيب طي  51/63و  05/29عبارت ديگر 

  .ه استمصرف شد باكتري سراتيا مارسسنسروز توسط  33

تعداد سيكل   زمان  )C°(ما د  نوع عمليات  برنامه
  برنامه

1  PrimaryDenaturation95 21 دقيقه  
2  Denaturation94 3030 ثانيه  
3  Annealing 58 3030  ثانيه  
4  Extention72  1  -  
5  FinalExtention72 7 1  دقيقه  
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در غلظتهاي مختلف  سراتيا مارسسنسرشد باكتري  2در نمودار 

 5/2، 1، 0هاي  رشد باكتري در غلظت. نمك نشان داده شده است

 24رشد باكتري پس از . درصد نمك كلريد سديم بررسي شد 5و 

ي چگالي  ساعت با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر و با محاسبه

نتايج نشان داد كه با افزايش . ي شدنانومتر بررس 600نوري در 

در  6/1 شود و چگالي نوري از غلظت نمك، رشد باكتري كند مي

درصد  5در غلظت نمك  354/0 به ،درصد صفر غلظت نمك

 .باكتري قادر به رشد نبود) 10و  5/7(هاي بالاتر  در غلظت. رسد مي
AGGGGGTAACTCCGGAACCGGTCCTTATCCCTGCAACGTCCCAAGCAAAAGGGGGGACCTTCGG

GCCTCCTCCATCAGAATGCCCAGTGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGAC
GATCCCTACTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGATCCTACGG
GAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGGTG

AAGAAGGTCCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCAGTGAGGAGGAAGGTCAGTAAGCTTAATACCGTT
CATCAATTGACGTTACTAGCAGATGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
GAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTCAAGTCAG

ATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGGCAAGCTAGAGTCTGGTAGAG
GGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCTGAAGGAACACCGGTGGCGAAG
GCGACCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATA

CCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGATTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGTGTGGCTTCCGG
AGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGA
CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTA

GCCTTGACATCCAGAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCT
GCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTG
TCCTTAGTTGCCAGCGCCTCGGCCGGGCACTCAAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAG

GTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGAT
ACAAAGAGAAGCCACCTCGCGAGGGCGAGCGGACCTCATAAACTAGGTCGTAGTCCGGATCGCA
GTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGTCACGGTGAAT
ACGTTCCCGGCCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCCCCAGGGGAGGGGGTGGCCCAGGAGGTA

GGTAGCTTACCCTCTACAGGGAGAGCGCTACCCACTATGATCAGCTGTTC  
  توالي ژني باكتري جداسازي شده. 1شكل 

  

  

  

  

  

  

  

  

  درصد 5/1ي باكتري رول ژل آگاروز  نمونه PCRالكتروفورز محصول . 2شكل 
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  ميزان حذف هگزادكان توسط باكتري سراتيا مارسسنس :1نمودار 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  رشد باكتري سراتيا مارسسنس در غلظتهاي مختلف نمك :2نمودار 
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  گيري بحث و نتيجه

هاي نفتي يكي از  خيز بودن ايران، هيدروكربن به دليل نفت

ها  اين آلاينده. شوند هاي خاك محسوب مي ترين آلاينده مهم

ها به آنها كم  داراي حلاليت نسبتا كمي بوده و دسترسي باكتري

تواند  در اين مطالعه يك باكتري مقاوم در برابر شوري كه مي. است

ده با هگزادكان به عنوان تنها منبع به راحتي در محيط معدني غني ش

اين باكتري . كربن رشد كند، از محيط كمپوست جداسازي شد

با نام سراتيا مارسسنس 16SrDNAسازي با روش   پس از خالص

سپس ميزان حذف هگزادكان توسط اين باكتري . شناسايي شد

ي  درجه 30روز در دماي  33پس از . مورد بررسي قرار گرفت

درصد از هگزادكان توسط باكتري مورد مصرف  5/63سلسيوس، 

گرم  84/32گرم به  ميلي 90قرار گرفت و ميزان هگزادكان از 

درصد توسط  4/86و  37پژوهشگران ديگر به ميزان حذف . رسيد

. اند يافته  دست.)31(پي پي و سودوموناس اس)9(آسپرژيلوس نيجر 

از  بنابراين ميزان حذف هگزادكان توسط گونه جداسازي شده

  .كمپوست خوب بوده است

هاي تجزيه كننده  هاي زيادي در مورد جداسازي باكتري گزارش

ها از خاك آلوده، رسوبات، لجن و آب ارائه شده  هيدروكربن

هاي  است، اما تاكنون گزارشي در مورد جداسازي باكتري

 . كننده هگزادكان از محيط كمپوست منتشر نشده است تجزيه

انجام ) 34(، اسپچ و همكاران 1994سال  اي كه در  در مطالعه

ي هگزادكان را  هاي مختلف اسينتوباكتر تجزيه كننده گونه  اند داده

  . ي شهري به شدت آلوده جداسازي كردند از يك رودخانه

كننده را از اين رودخانه جداسازي كردند و  ي تجزيه گونه 33آنها 

ب كرده و تاثير هاي اسينتوباكتر را انتخا در نهايت يكي از گونه

، دما، ميزان مايع تلقيح و غلظت pHپارامترهاي مختلف مانند تاثير 

ي سلسيوس  درجه 25در دماي . هگزادكان را بر آن بررسي كردند

 ،pH  درصد از هگزادكان  82درصد،  5/0ي  و غلظت اوليه 7برابر

 .ساعت تجزيه شد 124درصد باقيمانده طي  10ساعت و  50طي 

ر يك باكتري قادر به تجزيه هگزادكان از در پژوهش حاض

اين گونه . شناسايي شده است  كمپوست جداسازي شده و گونه

هاي شناسايي شده قبلي در  قابليت بالاتري نسبت به ساير باكتري

مطابق اطلاعات ما . حذف هگزادكان از خود نشان داده است

 تاكنون گزارشي در مورد جداسازي باكتري سراتيا كه قادر به

دهد  اين پژوهش نشان مي. تجزيه هگزادكان باشد منتشر نشده است

توان از باكتري  كه در شرايط آب و هوايي گرم و خشك ايران مي

ويژه گازوييل  جهت حذف تركيبات نفتي به سراتيا مارسسنس

  . استفاده كرد

ها را تحت  ها توسط باكتري ي زيستي آلاينده تواند تجزيه نمك مي

و با تخريب ساختار سلولي، موجب نابودي  )32(هتاثير قرار داد

هاي ايران شور يا  بسياري از خاك. )33(گردد  هاي سلولي  آنزيم

بنابراين يكي از اهداف اين پژوهش بررسي تاثير . باشند شور مي نيمه

ساعت  24براي اين منظور باكتري به مدت . نمك بر باكتري بود

ده شد و ميزان رشد آن هاي مختلف كلريد سديم رشد دا در غلظت

تواند در غلظت  نتايج نشان داد سراتيا مارسسنس مي. بررسي شد

  بنابراين اين باكتري مقاوم به شوري يا . درصد نيز رشد كند 5نمك 
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دهد كه در شرايط آب  اين پژوهش نشان مي. باشد هالوتولرانت مي

توان از باكتري سراتيا مارسسنس جهت حذف  و هوايي ايران مي

  . ويژه گازوييل استفاده كرد يبات نفتي بهترك

  

  تقدير و تشكر

بدين وسيله از دانشگاه تربيت مدرس به دليل حمايت مالي از 

نامه دكتري انجام شده است تقدير  ي حاضر كه در قالب پايان پروژه

  .آيد و تشكر به عمل مي
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Abstract 
Introduction: Petroleum hydrocarbons are the most frequent environmental pollutants. Contamination 
of soil and groundwater by diesel released from underground storage tanks is an important and 
extensive environmental problem in Iran. The aim of this study was to isolate and molecular 
identification of n-hexadecane-degrading bacteria from compost.  
Methods:Hexadecane, C16H34, used as a model contaminant of diesel oil. New n-hexadecane 
degrading bacteria was  isolated from compost by using enrichments on n-hexadecane. Then isolated 
bacterium was identified by PCR with 16S rDNA method. Then n-hexadecane degradation was tested 
by isolated bacteria. Finally response of strain to different salinity concentrations (0, 1, 2.5 and 5) was 
determined. 
Results:Based on morphology, biochemical tests, 16S rDNA sequence analysis and phylogenetic 
characteristics, the isolated bacteria were identified as Serratia marcescens. After 33 days, n- 
Hexadecane concentration decreased from 90 mg to 32.84 mg (63.51%) by isolated bacteria. In 
addition, the results showed that isolated bacteria can grow on 5% salinity. 
Conclusion:The results of this study show that Serratia marcescens can be used in remediation of 
petroleum products especially diesel oil in tropical area and semisalinity of soils in Iran. Our findings 
indicate that Serratia marcescens is a halotolerant microorganism.  
Keywords: Isolation, Diesel oil, Hexadecane, Serratia marcescens, PCR, 16S rDNA 


