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  چکیده
یکی از  پالایی زیست .رود به شمار میمحیط زیست معضلات یکی از نفتی  هاي هو آب به آلایندآلودگی خاك 

نقش با توجه به . باشدهاي بومی و غیربومی میمتکی بر میکروارگانیسمکه  استها  سازي این آلاینده ي برطرفهاروش
بومی و غیربومی از جنس در این مطالعه توانایی دو گونه باکتري  ،پالایی زیست در سودوموناسجنس ي ها باکتري مثبت

یک گونه غیر  و Pseudomonas putida P13، Pseudomonas fluorescens CHAO يها نامبه به ترتیب  سودوموناس
در حضور مواد نفتی ها  کننده از هیدروکربن استفادههاي  باکتريبه عنوان  Pantoea agglomerans P5به نام  سودوموناس

آزمایش به صورت فاکتوریل  .شد آوردبر )درصد 05/0(فنانترن و ) درصد 1(تولوئن ، )درصد 2( گازوئیلاز قبیل  مختلف
در هر دو محیط ) CFU/ml 108با جمعیت (با بکارگیري مایه تلقیح میکروبی  در سه تکرار تصادفی در قالب طرح کاملاً

 مواد نفتی جایگزین نمودنو  )CFMM( براي این منظور از محیط حداقل عاري از کربن .انجام پذیرفتمایع و جامد 
 محیط جامد بر اساس سنجش قطر کلنی و دردر  ها باکتريبررسی توانایی  .استفاده شدبه عنوان منبع کربن  مختلف

بیشترین رشد و که  دادنتایج نشان . انجام پذیرفت ها باکتري جمعیت بر اساس کدورت سنجی و شمارش محیط مایع
هر دو گونه سودوموناس رفتار و رشد یکسانی  و افتد میاتفاق  سودوموناس ي جنسها باکتري توسطتجزیه مواد نفتی 

از میان . داشترا رشد کمترین  Pantoea agglomerans P5  در حالی که گونه را در حضور هر سه ماده نفتی نشان دادند
 .بود رین تجزیه مربوط به ماده نفتی گازوئیل و به دنبال آن به ترتیب فنانترن و تولوئنمواد نفتی استفاده شده بالات

 این آزمایش توانایینتایج  .در تجزیه مواد نفتی با گذشت مدت زمان انکوباسیون افزایش یافت ها باکتريتوانایی  همچنین
نشان ي آلیفاتیک ها هیدروکربنبه ویژه ها  کربنهاي آلوده شده به هیدرو محیطپالایی  زیسترا در  سودوموناسي ها گونه
  .داد

  
  محیط حداقل ، گازوئیل،سودوموناس، پالایی زیست: هاي کلیديواژه

  
  
  



  1392سال / 2شماره 23جلد/ نشریه دانش آب و خاك                                                                     ...و ابراهیمی، ساریخانی                            30
 

 

Assessment of Biodegradation of Gas Oil, Toluene and Phenantherene in 
Presence of Pseudomonas Fluorescens CHAO, Pseudomonas Putida P13 and P5 

Pantoea Agglomerans 
M Ebrahimi1, MR Sarikhani2 and AR Fallah3 

 

Received: 24 January 2012  Accepted: 10 April 2012 
1 Ph.D Student of Soil Biology and Biotechnology, Faculty of Agric., Bu-Ali Sina Univ., Hamadan.Iran. 
2 Assist. Prof.,of Soil Biology and Biotechnology, Dept. of Soil Sci., Faculty of Agric., Univ. of Tabriz.Iran 
 3Assist. Prof., of Soil Biology, Dept. of Soil Biology, Soil and Water Research Institute, Tehran. Iran. 
*Coressponding Author Email: sarikhani@tabrizu.ac.ir 

  
Abstract 

  Soil and water contamination by oil is one of the great environmental concerns. 

Bioremediation is one of principal strategies for remediation, wherein the pollutants can be removed 

by use of microorganism or any biological process that uses native or exogenous microorganisms. 

According to the positive role of Pseudomonas genus in bioremediation, in this study the potential 

of two Pseudomonad bacteria, including Peudomonas fluorescens CHAO, P. putida  P13 and a non-

Pseudomonad Pantoea agglomerans as hydrocarbon utilizing bacteria were estimated in presence 

of three compounds including gas oil (2%), toluene (1%) and phenanthrene (0.05%). Bacterial 

inoculum containing 108 cfu/ml was used in plate and liquid assays, which were performed in 

factorial experiment based on completely randomized design with three replications. Results 

showed that in CFMM plate assay, diameter of colony is not affected by any of bacterial isolates 

and compounds. In broth assay,  P. putida P13 and P. fluorescence CHAO had similar behavior in 

the presence of Gas oil, toluene and phenanthrene and trend of bacterial growth was the same at 

different times, while with P. agglomerans P5 the lowest number of bacteria was achieved. Among 

three compounds the highest degradability was recorded to the gas oil, followed by phenanthrene 

and toluene. The ability of bacteria in degradation of oil-compounds increased by increasing time of 

incubation. To conclude, this study suggests the potential use of two Pseudomonas isolates for 

bioremediation of hydrocarbon-contaminated environments especially with aliphatic hydrocarbon. 
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  مقدمه

 هـا  خـاك پتانسیل بالفعـل   ،مواد نفتیي ها آلودگی
ستفاده هاي بهینـه در زمینـه کشـاورزي و تولیـد     براي ا

رهـا شـدن    زیـرا . دن ـکـاهش مـی ده   را شـدیداً  محصول

ترکیبات نفتی در خاك سبب از بین رفتن پوشش و تنـوع  
از طرف دیگر گسـترش  . شودگیاهی و جانوري خاك می

ــا آب بــاران   آلــودگی و انتقــال آن از طریــق شستشــو ب
گـردد  نـی مـی  آبهـاي زیرزمی به موجب گسترش آلودگی 
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بـر اثـر سـمیت ایـن      علاوه. )1994المندرف و همکاران (
باعـث افـت    مواد نفتی ،بر رشد و نمو گیاه ها هیدروکربن

ها، کـاهش   گسیختگی خاکدانه(خصوصیات فیزیکی خاك 
نیـز  ) خلل و فرج و افزایش وزن مخصوص ظاهري خاك

   .شوند می
هاي حلراه هاي نفتی آلایندهبراي برطرف نمودن 

ترکیبـات موجـود    .باشـند ستی و غیرزیستی مطرح میزی
، )هـا  آلکـان (ي اشـباع  هـا  هیـدروکربن در نفت خام شامل 

 هــا آســفالتینهــا و  ي آروماتیــک، رزیــنهــا هیــدروکربن
قادرند از ترکیبـات   ها میکروارگانیسمبسیاري از . هستند

اسـتفاده کننـد و آنهـا     نفتی به عنوان منبع کربن و انرژي
مینـایی  (تبـدیل نماینـد    H2Oو  CO2قبیـل   ي ازرا به مواد

ــاران ــاران ، 1384 تهرانــی و همک  ).2001ســوپاکا و همک
هـا یکسـان نبـوده و گروهـی سـریعاً       روند تجزیه آلاینده

امـا   شـوند  مـی تجزیه و حـذف   ها میکروارگانیسمتوسط 
گـردد و در نتیجـه در    بخش عمده آن به کندي تجزیه می

تجمـع ایـن   . یابنـد  یمانـده و تجمـع م ـ   محیط زیست باقی
ترکیبــات شــیمیایی در محــیط زیســت تهدیــد جــدي بــر  

  ).2004میرسال (سلامت انسان و دیگر موجودات است 
ــارت زیســـت ــالایی عبـ ــتفاده از ا پـ ــت از اسـ سـ

، مخمرهـا یـا   هـا  قـارچ ، هـا  باکتريموجودات زنده شامل 
آلـوده،   یا آبهـاي  ها خاكگیاهان جهت مدیریت یا پالایش 

پالایی به عنوان راهکاري بـراي   گر زیستیا به عبارتی دی
ــاهش  ــودگیک ــا آل ــدهاي    ه ــتفاده از فراین ــق اس از طری

). 2007اولوآروتیـووا و همکـاران   (باشـد  بیولوژیکی مـی 
هـاي زیـادي بـه منظـور تجزیـه زیسـتی       میکروارگانیسم
مـورد مطالعـه و ارزیـابی قـرار     در خـاك   ها هیدروکربن
لیــانگلی و  ،2005و همکــاران  نیــا مصــداقی( گرفتــه انــد

  ). 2011ساریخانی و همکاران  ،2009هونگچن 
ــاران ــه ) 2007( اولوآروتیـــووا و همکـ موفـــق بـ

ــه  ــاکتري ب ــامجداســازي دو ب ، Bacillus subtilisي هــا ن
Pseudomonas aeruginosa  ــارچ  Penicilliumو قـــ

funiculosum    نتـایج  . از آب آلوده به روغـن دیـزل شـدند
قارچ جداسازي شـده بیشـتر   مطالعات آنها نشان داد که 

روغن دیزل موثر بـوده بـه    پالایی زیستاز بقیه در عمل 
روز مقـدار مـاده نفتـی     15صورتی کـه بعـد از گذشـت    

لیتر در شروع آزمایش بـه حـدود    میلی 5/1مانده از  باقی
  .لیتر کاهش یافت میلی 2/0

بـه بررسـی مـدل    ) 2009(رشیداشمق و همکاران 
ــانترن در  ــه زیســتی فن ــوده توســطهــا اكخــتجزی  ي آل

Acinetobacter  در ایــن تحقیــق ابتــدا از خــاك . پرداختنـد
 1PAHي مستعد تجزیـه  ها باکتريآلوده به ترکیبات نفتی 

ها جداسازي شدند، سپس قابلیت آنها در تجزیه زیسـتی  
 با استفاده از آنها. بررسی گردید مایعفنانترن در محیط 

فنـانترن را در  مدل تجزیه زیستی  Acinetobacter باکتري
ــاك بررســی   ــاس آزمایشــگاهی در خ ــدمقی ــا  .کردن آنه

میزان حذف فنانترن بـه غلظـت اولیـه     که  گزارش کردند
بستگی دارد و با افزایش غلظت اولیه نـرخ حـذف    لایندهآ

  .یابد میفنانترن افزایش 
مطالعـــاتی در زمینـــه ) 2007( ابـــوبکرو  انیفـــاد

ي هـا  خـاك ز ي جدا شـده ا ها میکروارگانیسمي ها ویژگی
وکربن آلوده به نفت خام با قابلیت تجزیـه کننـدگی هیـدر   

گونه باکتري جداسـازي و   را انجام دادند و توانستند پنج
براي جداسـازي از محـیط حـداقل    آنها . شناسایی نمایند
به عنوان منبع کربن و انـرژي   نفت خامو استفاده کردند 
ي جــدا شــده شــامل هــا میکروارگانیســم. اســتفاده شــد

ــا  ، Lactobacter ،Arthrobacter ،Bacillusي هـــا کتريبـ

Pseudomonas  وMicrococcus گونــــه قــــارچ بــــهو دو 
 Zoopage mitospora و  Articulospora inflateيهــا نــام
  .بودند

ــاران  مصــداقی ــا و همک ــهدر ) 2005( نی  اي مطالع
در  PAHي تجزیـه کننـده   هـا  بـاکتري موفق به جداسازي 

هـاي   دند و بـا توجـه بـه تسـت    ي آلوده ایران ش ـها خاك
ي جـدا شـده عبـارت بودنــد از    هــا بـاکتري  ،انجـام شـده  

Pseudomonas fluorescence،Serratia liquefaciens 

،Bacillus   وMicrococcus      و به ایـن نتیجـه رسـیدند کـه

                                                
1 Polyaromatic Hydrocarbons 
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ي آلوده در ایـران یـک روش کـاملاً    ها خاكپالایی  زیست
  .باشد میاجرایی و کاربردي 

موفق به جداسـازي  ) 1999(اران کیریمورا و همک
شدند که قـادر بـه اسـتفاده از     .Sphingomonas spسویه 

هگزادکـان   – nکربازول و سایر ترکیبـات نفتـی از قبیـل    
کـه بـا تغییـر میـزان      نتایج آزمایش آنها نشـان داد . بود

OD1     محیط و افزایش رشد باکتري میـزان تجزیـه مـواد
 Burkholderiaگونـه  توان همچنین . یابدنفتی افزایش می

cepacia RQ1        در تجزیـه زیسـتی نفـت خـام سـنگین بـه
که شد مشاهده  وبررسی ) 2001( اکو و همکارانوسیله 

از نفــت خــام بـه عنــوان تنهــا منبــع کــربن  بــاکتري ایـن  
روز جمعیــت بــاکتري از  15اسـتفاده نمــوده و در مـدت   

CFU/ml 105  ارانامتیـازي و همک ـ . افزایش یافت 108به 
تجزیه ترکیبات مختلـف نفتـی را بـه وسـیله     نیز ) 2005(

ــویه  ــان   Pseudomonasس ــدت زم ــق  9در م روز از طری
  .بررسی نمودند) OD600nm(منحنی رشد باکتري 

خیز جهان اسـت کـه    ایران یکی از کشورهاي نفت
سالانه مقدار زیادي نفت از نقاط جنوبی آن اسـتخراج و  

همـین موضـوع باعـث    . شـود در مناطق دیگر پالایش می
در معــرض  منــابع خــاك و اراضــی آنشــده اســت کــه 

 آلــودگی ناشــی از مــواد نفتــی قــرار داشــته باشــد      
اسـتفاده  . )2006و همکـاران  شفیعی  ،2005نیا  مصداقی(

در  هـا  بـاکتري هاي خـاك و بـه ویـژه    از میکروارگانیسم
-تجزیه ترکیبات نفتی به عنوان راه حلـی بـراي برطـرف   

ی مبنـی  گزارشات. باشدهاي نفتی مطرح میسازي آلاینده
در تجزیـه مـواد نفتـی     Pseudomonasجـنس   اییتوان ـبر 

نظر داشتن این نکته در آزمایشـی بـه    با در ،وجود دارد
بـومی و غیربـومی   مقایسه سه باکتري از جمله دو گونه 

وابسـته بـه جـنس    و یک گونـه غیـر   متعلق به این جنس 
Pseudomonas   ر آنهـا در حضــور  تــا رفتـا  پرداختـه شـد

ونگسـا و   ،2009 تینـگ و همکـاران  (مواد نفتـی مختلـف   
  .مورد ارزیابی قرار گیرد) 2004 همکاران

  
                                                
1Optical density 

  ها مواد و روش
ــاکتري   ــه ب و  Pseudomonas putida P13دو گون
Pantoea agglomerans P5  زیست فنـاور سـبز  از شرکت 

از Pseudomonas fluorescence CHAO بــــاکتري و
در  .نددانشگاه تبریز تهیه شـد  خاك ژيآزمایشگاه بیولو

کشـت داده   نوترینـت بـراس  در محـیط   هـا  بـاکتري ابتدا 
براي تلقـیح در محـیط    ها باکتريشدند و از کشت شبانه 

از کشـت شـبانه    .استفاده شـد  )1جدول ( CFMM2جدید 
 5/1 بـه مقـدار  یکسان  OD=1با در نظر گرفتن  ها باکتري
اي سـانتریفوژ در  بـر لیتر سوسپانسیون میکروبـی   میلی
دور د از دقیقــه اســتفاده شــد بعــ 3 بــه مــدت 3000دور 

به منظـور حـذف هـر گونـه مـواد      ( محلول روییریختن 
 CFMMاز محـیط   بـار  یـک اولیه، مربوط به محیط کشت 

ــه روشــناور بعــد از   ــراي شناورســازي مجــدد و تخلی ب
مجـدداً  رسوب بـاکتري   ،)سانتریفوژ نمودن استفاده شد

ه و پـس  حل شـد  CFMMتر محیط مایع رولییکم 750در 
از آن براي تلقـیح  تحت شرایط فوق  از انجام سانتریفوژ

   .در محیط جدید استفاده شد
نفتی در حضـور ایـن    دبررسی کارایی تجزیه موا

سه باکتري به صورت آزمایش فاکتوریل در قالـب طـرح   
 .انجـام شـد  در دو محـیط جامـد و مـایع    کاملاً تصادفی 

نفتی در محیط مـایع بـا تلقـیح مایـه      تجزیه مواد بررسی
داراي ي لیتـر  میلـی  250به ارلن استریل  ها باکتريتلقیح 

حـاوي مـواد نفتـی مختلـف      CFMMمحـیط   لیتر میلی 50
 05/0فنـانترن  درصـد یـا    1تولـوئن  درصد،  2گازوئیل (

روز  10به مـدت   ها ارلن ،بعد از تلقیح .انجام شد )درصد
بـا   لسیوسسدرجه  28ي روي شیکر انکوباتور با دما رب

بـراي بررسـی کـارایی    . ندانتقال داده شـد  rpm 150دور 
در محیط حاوي گازوئیل از کدورت سنجی بـا   ها باکتري

در  OD600nmقرائت ( استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتري
براي . استفاده شد ) ساعت 216 و144، 72، 0ي  ها زمان

ي فنـانترن  حاومایع در محیط  ها باکتريبررسی کارایی 
بعـد از تهیـه    هـا  بـاکتري و تولوئن از شـمارش جمعیـت   

                                                
2Carbon free minimal medium 
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 NAانتقــال آنهــا بــر روي محــیط جامــد  ســري رقــت و
مربـوط بـه محـیط     OD600nmبعـد از قرائـت    .شداستفاده 

مایع حاوي گازوئیـل بـا اسـتفاده از جـدول مـک فارلنـد       
تعــداد جمعیـت بــاکتري بـرآورد شــد، تــا در   ) 2جـدول  (

ــا   ــوان ب ــاکتريتعــداد مرحلــه بعــد بت ي حاصــل از هــا ب
در حضور مواد نفتی فنـانترن و  (شمارش کلنی در پلیت 

  .مقایسات را انجام داد) تولوئن
  

سوپاکا و  ( CFMMمواد تشکیل دهنده محیط  -1جدول
  )2001همکاران 

  
  
  
  
  

  
در محیط جامد بعـد   ها باکتريه منظور بررسی توانایی ب

مایه تلقیح میکروبی بـه  (از تهیه سوسپانسیون میکروبی 
رولیتـر از ایـن   یکم 10) روشی که در بالا شرح داده شـد 

حــاوي  CFMM بــر روي محــیط جامــدسوسپانســیون  
کـه   باشـد  میلازم به توضیح  .ه شدانتقال دادمواد نفتی 

گازوئیل، فنانترن و تولوئن بـه  (ز افزودن مواد نفتی بعد ا
 1به مـدت   ها پلیتابتدا  به محیط جامد، )صورت جداگانه

روز در داخل انکوباتور قـرار گرفـت تـا مـاده نفتـی بـه       
بعــد از انتقـــال قطـــره   .خــوبی جـــذب محــیط شـــود  

بـراي بررسـی رشـد و     ها پلیتسوسپانسیون مورد نظر 
هفته به داخل انکوبـاتور در   3افزایش قطر کلنی در طول 

  .انتقال داده شدند سلسیوسدرجه  28دماي 
در این مطالعه براي استفاده از ماده نفتی فنانترن 

  .استفاده شد 1از حلال دي متیل سولفوکسید
  
  
  

                                                
1 DMSO 

  )1987 شرمنکاپوچینو و (جدول مک فارلند   -2جدول

  
ي حاصـل از آزمـایش بـا    هـا  دادهیل تجزیه و تحل

ــاري   ــزار آم ــرم اف ــتفاده از ن ــام شــد  MSTATCاس انج
مقایسه میانگین از طریق آزمون چنـد دامنـه اي دانکـن    (

و نمودارهاي حاصله از طریق نرم افـزار  ) انجام پذیرفت
Excel  شدرسم.  

  
  نتایج و بحث

از نتایج آنالیز آماري چنین برآمد که بین سه  
ده شده در محیط جامد از نظر قابلیت باکتري کشت دا

ي مختلف اختلاف ها هیدروکربنرشد و استفاده از مواد 
اما در محیط مایع رفتار این . ي وجود نداشتدار معنی

استفاده از روش . سه باکتري به شکلی دیگر بود
در ) یا تولید هاله شفاف(سنجش قطر کلنی باکتري 

که  باشد میمد روشی مرسوم آي کارها باکتريانتخاب 
نمونه بارز . ممکن است در موارد مختلف استفاده شود

آن را در بررسی قطر کلنی و هاله شفاف اطراف کلنی 
توان  کننده فسفات میهاي حل جداسازي باکتريدر 

تینگ و ).  2009ملبوبی و همکاران (مشاهده نمود 
در بررسی فعالیت تجزیه زیستی ) 2009(همکارانش 

 گرم در لیتر مواد شیمیایی
NH4NO3  ٣  

CaCl2.7H2O  ٠٠۵/٠  
KH2PO4  ٨/٠  
Na2HPO4  ٢/٢  

MgSO4.7H2O  ٠١/٠  
  

کلرید باریم   لوله
1%  

اسید 
سولفوریک 

1%  

OD600  تعداد
در باکتري 
هر 
  لیتر میلی

1  1/0  9/9  066/0  108×3  
2  2/0  8/9  145/0  108×6  
3  3/0  7/9  25/0  108×9  
4  4/0  6/9  43/0  109×2/1  
5  5/0  5/9  6/0  109×5/1  
6  6/0  4/9  75/0  109×8/1  
7  7/0  3/9  89/0  109×1/2  
8  8/0  2/9  1/1  109×4/2  
9  9/0  1/9  3/1  109×7/2  
10  1  9  5/1  109×3  
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به  BH1از محیط  P. lundensis UTAR FPE2گونه 
آنها مشاهده . صورت مایع و جامد استفاده نمودند

کردند که در محیط جامد، هاله شفاف در اطرف کلنی 
باکتري فوق در حضور پارافین داراي قطر بیشتري 
بوده و در رتبه بعدي روغن معدنی و نفت خام قرار 

  .داشت
هاي بررسی تاثیرگذاري یکی از روش    
گیري ها در تجزیه ترکیبات نفتی، اندازهرگانیسممیکروا

با استفاده از  ODروند تغییرات دانسیته نوري یا 
امتیازي و همکاران (باشد  دستگاه اسپکتروفتومتر می

پذیري ماده براي باکتري  هر چه میزان تجزیه). 2005
بیشتر باشد با افزایش جمعیت سلولی در داخل محیط 

یابد و بدین افزایش میکشت، درصد جذب نور نیز 
ترتیب، مقدار نور جذب شده معرف تجزیه بیشتر ماده 

کارآیی ). 1999کیریمورا و همکاران (نفتی خواهد بود 
هاي حاوي محیط کشت مایع ها در ارلناین سویه

حداقل، با حذف هر گونه منبع کربن و استفاده از 
 05/0(و فنانترن ) درصد 1(، تولوئن )درصد 2(گازوئیل 
، 0هاي به عنوان منبع کربن و انرژي، در زمان) درصد

در این . ساعت مورد مطالعه قرار گرفت 216 و 168، 48
نانومتر به  600در طول موج   سنجی مطالعه، کدورت

عنوان شاخص رشد باکتري و تجزیه گازوئیل توسط 
گیري گردید، بعلاوه شمارش جمعیت باکتري اندازه

و مورد استفاده قرار  باکتري به عنوان شاخص رشد
گرفتن فنانترن و تولوئن توسط باکتري در نظر گرفته 

آنالیز آماري و جدول تجزیه از نتایج حاصل .شد
در  ها باکتريهاي حاصل از کارآیی واریانس روي داده

حضور سه ماده نفتی حاکی از آن است که فاکتورهاي 
زمان  اصلی نوع باکتري، نوع ماده نفتی همچنین فاکتور

درصد  1و اثرات متقابل آنها با همدیگر در سطح احتمال 
براي انجام آنالیز آماري ). 3جدول ( باشد می دار معنی

  .انجام پذیرفت لگاریتمیتبدیل داده 
  

                                                
1Bushell and Haas 

  ).هاي تبدیل شده داده(نتایج تجزیه واریانس  -3جدول 

  % 1سطح در دار  معنی **
  

مقایسه میانگین اثر اصلی فاکتور باکتري به 
روش دانکن نشان داد که بیشترین میانگین مربوط به 

بوده و بین این باکتري  P. fluorescence CHAOباکتري 
داري وجود ندارد  اختلاف معنی P. putida P13با باکتري 

 .Pو کمترین رشد و میانگین مربوط به باکتري 

agglomerans P5 بیشترین تعداد باکتري در هر . باشد می
محیط هاي مایع در حضور مواد نفتی مربوط  لیتر میلی
و کمترین  P. fluorescence CHAOو  P. putida P13به 

به ترتیب با تعداد  P. agglomerans P5آن براي باکتري 
CFU/ml 108×9/3 1شکل(حاصل شد  94/7×107و.(  

مختلــف   نفتـی  در بررسـی مقایسـه تجزیــه مـواد   
مشاهده شد که بیشترین تجزیه مربـوط بـه مـاده نفتـی     

ي با  تجزیـه سـایر   دار معنیو اختلاف  باشد میگازوئیل 
ترکیبات نفتی دارد و کمترین تجزیه مربـوط بـه تولـوئن    

از تولوئن در سـنجش   ها باکترياستفاده ). 2شکل (است 
محیط مایع به عنوان منبع کربن در میان ایـن سـه مـاده    

ــود و تعــداد کلنــی بــاکتري در هــر   حــداقل ــیب  لیتــر میل
ایــن در حــالی بــود کــه بیشــترین تعــداد . بــود 3/6×107

باکتري بازیافتی از محیط کشت مـایع در حضـور مـواد    
بـه ترتیـب در حضـور     4×108و   3/6×108 نفتی با تعداد

اســتفاده ). 2شـکل  (گازوئیـل و فنـانترن بــه دسـت آمــد    

درجه   منابع تغییر
  آزادي

مجموع 
  مربعات

میانگین 
  مربعات

  588/4**  177/9  2  باکتري
  190/9**  380/18  2  ماده نفتی
  895/4**  580/19  4  ماده نفتی ×باکتري
  958/2**  874/8  3  زمان
  180/0**  077/1  6  زمان ×باکتري

  507/0**  040/3  6  زمان ×ماده نفتی 
  339/0**  064/4  12  زمان ×ماده نفتی ×باکتري
  063/0  572/4  72  خطا
   765/68  107  کل
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نفتی دیگر و اینکـه چـرا    بیشتر از گازوئیل نسبت به مواد
کمترین جمعیت بازیافتی باکتري در حضور تولـوئن بـه   

اولاً . توجیـه کـرد  دلایـل زیـر   بـا   تـوان  مـی دست آمد را 
ــ ــت م ــوده و برخــی از   وادماهی ــاوت ب ــی از هــم متف نفت

ترکیبات نفتی شکل خطی داشـته و اصـطلاحاً آلیفاتیـک    
 هـا  باکتريو استفاده آنها براي ) نظیر گازوئیل( باشند می

امـا در مقابـل برخـی بـه دلیـل وجـود        باشد میتر  راحت
فـوق و  (شـوند   مـی تر تجزیـه   ي آروماتیک سختها حلقه

ــاران  ــاران  ،1990همکـ ــی و همکـ ــاهده ) 2000لـ و مشـ
مقاومـت مـاده نفتـی     ها حلقهکه با افزایش تعداد  شود می

). 2004چایلان و همکاران ( یابد میبه تجزیه نیز افزایش 

داراي یک حلقه (باکتري در حضور تولوئن متر جمعیت ک
را ) با سه حلقه آرومـاتیکی (در برابر فنانترن ) آروماتیک

درصـد   1توان به غلظت بیشتر این ماده یعنی غلظـت   می
با این حال در تحقیقات . درصد نسبت داد 05/0در برابر 

ــارگیري    ــازي و بکـ ــاهد جداسـ ــف شـ ــان مختلـ محققـ
ر تجزیه مواد نفتی هسـتیم  هاي با توان مختلف د باکتري

گـزارش نمودنـد کـه    ) 1964(به شکلی که کلوس و واکـر  
و  Pseudomonasموفق به جداسـازي دو جـنس بـاکتري    

Achromobacter هاي آلوده بـه تولـوئن شـدند و     از خاك
ها قادر به استفاده از تولوئن به عنـوان منبـع    این باکتري

  .کربن و انرژي بودند
  

  
فاکتور (ها در حضور مواد نفتی مختلف  یانگین رشد باکتريمقایسه م -1شکل 

  .)p>01/0آزمون دانکن ) (باکتري
  

طی مطالعات کلی که ) 2009(سوسئو و همکاران 
ي آروماتیک داشتند ها هیدروکربندر زمینه تجزیه 

نشان دادند که تجزیه زیستی فنانترن توسط 
نجام ها ا به کمک یک سري از آنزیم ها میکروارگانیسم

  .گردد شده ودر نهایت به مواد غیر سمی تبدیل می
 به بررسی تجزیه پنج) 2006(و همکاران شفیعی   

فنانترن، آنتراسن، پیرن، فلورن و (نوع ماده نفتی 

 ها میکروارگانیسمدر حضور مخلوطی از ) فلورانتن
پرداختند نتایج نشان داد که مخلوط میکروبی باعث 

شد ولی فلورانتن کمترین  تجزیه زیستی کامل فنانترن
آنها به این نتیجه . تجزیه را به خود اختصاص داد

ها تجزیه PAHرسیدند که با افزایش حلقه بنزنی در 
  .یابد میکاهش  ها میکروارگانیسمزیستی توسط 
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  ها مقایسه میانگین تجزیه مواد نفتی از طریق حمایت از رشد باکتري -2شکل 

 .)p>01/0آزمون دانکن ( )فاکتور مواد نفتی(
  

در بررسی میانگین اثر متقابل باکتري در ماده 
 باکتري CHAO سویهنفتی بیشترین میانگین مربوط به 

P. fluorescence  وP. putida P13  ماده نفتی  حضوردر
در حضور سایر ي دار معنیو اختلاف  باشد میگازوئیل 

 .Pدر مورد باکتري  .نشان داده استمواد نفتی 

agglomerans P5  بیشترین میانگین در حضور فنانترن
داراي بیشترین  CHAOسویه  ).3شکل ( به دست آمد

تعداد باکتري بازیافتی در حضور گازوئیل 
)CFU/ml109(  بود و با افزایش زمان روند رو به رشدي

ي جنس سودموناس به کار ها باکتري .را نشان داد
وثري قادر به به صورت مگرفته شده در این آزمایش 

تجزیه و استفاده از مواد کربنه ساده نظیر گازوئیل 
بهترین نتایج زمانی حاصل شد که از ترکیبات . بودند

استفاده شد در  ها باکتريآلیفاتیک در حضور این 
مقایسه با زمانی که ترکیبات آروماتیک نیز استفاده 

نتایج مشابهی را در استفاده از ترکیبات  ).3شکل (شدند 
یفاتیک نظیر روغن معدنی و پارافین در مقایسه با آل

 P. lundensis UTAR FPE2در حضور ) آروماتیک(نفتالن 
  ).2009تینگ و همکاران ( مشاهده گردید

دو مکانیسم عمده در ارتباط با تجزیه زیستی 
ي سودوموناس مطرح ها باکتريتوسط  ها هیدروکربن

و دیگري  1یدرامنولیپ فکتانتریکی تولید بیوسو. باشد می
که در تجزیه  هاي خارج سلولی از قبیل لیپاز تولید آنزیم

تانگ و (ند ترکیبات استري و لیپیدي نقش بارزي دار
 ).2004الزمان و همکاران  حسن ،2006همکاران 

 ها سودوموناسبیوسورفکتانت تولیدي توسط برخی از 
ها به ویژه از  نقش مهمی در تجزیه زیستی هیدروکربن

تولید این نوع سورفکتانت باعث افزایش  .ن داردنوع آلکا
سطح تماس باکتري به ماده نفتی شده چرا که اغلب 
ترکیبات نفتی مشکل حلالیت در آب داشته و به این 
طریق سطح تماس باکتري و دسترسی آنزیمی را براي 

نقش این سورفکتانت زیستی در . برد میباکتري بالا 
وي نیز گزارش شده ي حلقها هیدروکربنتجزیه زیستی 

  ).2004ونگسا و همکاران (است 
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  )p>01/0آزمون دانکن (مقایسه میانگین اثر متقابل باکتري در ماده نفتی  -3شکل

  
  

 ،در بررسی کارآیی اثر متقابل باکتري در زمان
ساعت و  216بالاترین میانگین مربوط به زمان 

 و اختلاف باشد می P13و  CHAO هاي باکتري
ساعت نشان نداده  72و  144ي ها زماني با دار معنی
 یابد میافزایش  ها باکتريبا افزایش زمان جمعیت  .است

نزدیک به  P13و این افزایش در مورد باکتري سویه 
برابر و در مورد دو باکتري دیگر این افزایش  100

انیفاد و ابوبکر  ).4شکل ( باشد میبرابر  10نزدیک به 
 Lactobacter sp. ،Arthrobacterي ها کتريباتوان ) 2007(

sp. ،Bacillus sp. ،Pseudomonas sp.  وMicrococcus sp. 
را در تجزیه زیستی نفت خام در نمونه هاي خاك آلوده 
به ماده نفتی مورد بررسی قرار دادند و مشاهده شد که 

ي تجزیه کننده نفت خام در مدت زمان ها باکتريجمعیت 
 افزایش یافت 60/7×104تا  CFU/ml 103×5هفته از  18

   ).برابر 10افزایش جمعیتی بیش از (

در مقایسه میانگین مربوط به اثر متقابل فاکتور 
ماده نفتی در زمان، بالاترین تجزیه مربوط به ماده نفتی 

ساعت به دست آمد و اختلاف  216گازوئیل در زمان 
ی ساعت نشان نداد این در حال 144داري با زمان  معنی

است که کمترین تجزیه مربوط به ماده نفتی تولوئن بود 
در پاسخ به روند تجزیه مواد نفتی بایستی به ). 5شکل (

هاي  در میان هیدروکربن. ماهیت مواد نفتی توجه نمود
تر از بقیه ترکیبات تجزیه شده و ها سریعآلکان-nنفتی 

اي و ترکیبات حلقوي با هاي شاخهبه دنبال آن آلکان
ترین مقاوم. دشونمولکولی پایین تجزیه می وزن

هاي حلقوي آلکان ،ترکیبات در مقابل تجزیه زیستی
به عبارت دیگر ترکیبات اشباع شده خطی . باشند می

تر تجزیه شده و هر چه ترکیب مورد نظر از نظر سریع
شود، نسبت به تجزیه تر میساختار و ساختمان پیچیده

  ).1990ولول لیهی و ک(باشد تر میمقاوم
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  )p>01/0آزمون دانکن ) (ساعت(بررسی کارآیی اثر متقابل فاکتور باکتري در زمان : 4شکل 

  
  )p>01/0آزمون دانکن (مقایسه میانگین فاکتور ماده نفتی در زمان : 5شکل 

  
  
  

به بررسی توان ) 2001(سوپاکا و همکاران 
 8ی در تجزیه زیست .Sphingomonas spتجزیه باکتري 

، Naphthalene ،Acenapthylene(نوع ماده نفتی 
Dibenzofuran ،Fluorene ،Anthracene ،Fluoranthene ،

Pyrene ( پرداختند و به این نتیجه رسیدند که این باکتري

 Fluorantheneتوانایی رشد در تمام مواد نفتی به غیر از 
  .دارد Pyreneو 

ربابی و همچنین ا) 2005(و همکاران  نیا مصداقی
و تهیه سري  MPNاز طریق روش ) 2009(و همکاران 

رقت از سوسپانسیون میکروبی و شمارش جمعیت 
برروي پلیت حاوي محیط کشت جامد ) CFU(میکروبی
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ي آلوده به مواد نفتی شامل ها خاكنشان دادند که 
شمار بیشتري از جمعیت هاي میکروبی هستند، در واقع 

ر خاك آلوده قادر به ي موجود دها میکروارگانیسماین 
تجزیه مواد نفتی موجود در خاك آلوده بوده و از طریق 
استفاده از این مواد به عنوان منبع کربن و انرژي میزان 

ي دار معنیجمعیت آنها سیر صعودي داشته و رابطه 
وجود  ها باکتريبین میزان ماده نفتی و میزان جمعیت 

  .داشت
  

  کلی نتیجه گیري
و  باشد مینفتی بسیار مشکل ي ها آلودگیکنترل 

. شود میو خاك  آبباعث آلودگی منابع  ینده هاآلااین 
 Pseudomonasبه سنجش توانایی باکتري در این مطالعه 

putida P13  وP5 Pantoea agglomerans  جداشده از
گونه ( P. fluorescence CHAO ي قلیایی ایران وها خاك

نظیر ی ي نفتها هیدروکربندر تجزیه ) غیربومی
نتایج تحقیقات  .شد پرداخته گازوئیل، تولوئن و فنانترن

در حضور مواد نفتی  ها باکتريرفتار نشان داد که 
ي مورد استفاده ها گونهو از میان مختلف یکسان نبوده 

در ارتباط  ها هیدروکربندر این تحقیق بیشترین تجزیه 
بیشترین تعداد را در ( بودهي سودوموناس ها گونهبا 
و کمترین مربوط به سویه  CHAOو  P13تري سویه باک
P5 میزان بیشترین از میان مواد نفتی و ) مشاهده شد

با حمایت از رشد تجزیه مربوط به ماده نفتی گازوئیل 
بر اساس . )4جدول ( بوده استبیشتر سلول باکتري 

ي بازیافتی از محیط ها سلولنتایج با افزایش زمان تعداد 
نفتی افزایش نشان داد و این کشت آلوده به مواد 

افزایش به نوع ماده کربنه و همچنین نوع باکتري 
ي سودوموناس ها باکتريرسد  میبه نظر  .وابسته بود

تولید بیوسوفکتانت یا ترشح ي ها مکانیسم بکارگیريبا 
باعث  ،ي خارج سلولی موثر در تجزیه مواد نفتیها آنزیم

  .اند شدهکسب نتایج بهتري 

  
ثرات متقابل سه گانه فاکتورهاي باکتري، ماده نفتی و زمان بر لگاریتم تعداد باکتري رشد یافته در حضور سه ماده ا -4جدول 

  )p>01/0آزمون دانکن (نفتی در مدت زمان انکوباسیون 

  
  مورد استفاده منابع
مطالعه تجزیه زیستی نفت خام سنگین در خاك با مقیاس . 1384ف، تهرانی د، حرفت منش  ع، و آذري دهکردي مینایی

  . 82تا  71هاي  صفحه. 10شماره . مجله علوم محیطی. پایلوت

    فنانترن            تولوئن          گازوئیل      
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