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  چکیده
که تکنیک زیست پالایی . آسنفتن، یکی از اجزاي طبیعی نفت خام و ترکیبی مقاوم در برابر تجزیه و سرطانزا است

نظیر  هاي مقاوم محیطیحذف آلودگی ها است، براينداران زنده جهت تجزیه و معدنی کردن آلایندهاستفاده از ریزجا
هاي مختلف ریزجانداران بوده که به ها نتیجه فعالیت ترکیبی از گونهتجزیه کامل هیدروکربن. شوداستفاده میآسنفتن 

به . پالایی استهاي نفتی عامل محدود کننده زیستاز سوي دیگر، حلالیت کم آلاینده. شودعنوان کنسرسیوم شناخته می
هاي باکتریایی تولید کننده بیوسورفاکتانت، جهت افزایش دسترسی زیستی استفاده از کنسرسیوم                ًهمین دلیل اخیرا 

ازي سدر مطالعه حاضر، با استفاده از غنی. پالایی بسیار مورد توجه قرار گرفته استهاي نفتی، در فرآیند زیستآلاینده
هاي تجزیه کننده آسنفتن جداسازي و سپس با بررسی میزان کشش سطحی محیط خاك آلوده به مشتقات نفتی، باکتري

ها، تجزیه آسنفتن پس از شناسایی جدایه. هاي باکتریایی مولد بیوسورفاکتانت غربال شدندها، انواع جدایهحاوي جدایه
ها در دو محیط کشت و هاي استخراج شده از جدایهنتو بیوسورفاکتا هاهاي منفرد انتخابی، کنسرسیوم آنتوسط جدایه

علاوه بر توانایی تجزیه آسنفتن، مولد بیوسورفاکتانت بوده  BM1و  AP3نتایج نشان داد که دو جدایه . خاك بررسی شد
. کنندیه میاز آلاینده را در محیط محلول تجز% 100ها نیز و کنسرسیوم حاصل از آن% 54و  2/72و به ترتیب 

عمل  BM1ثرتر از بیوسورفاکتانت حاصل از جدایه ؤدر تجزیه آسنفتن م AP3بیوسورفاکتانت استخراج شده از جدایه 
بوده و استفاده از % 7/75و  7/64و کنسرسیوم به ترتیب  AP3میزان تجزیه آسنفتن در خاك توسط جدایه . کرد

 به AP3نشان داد که  هاهیجدا ییشناسا. جزیه کامل آسنفتن شدبه همراه کنسرسیوم نیز موجب ت AP3بیوسورفاکتانت 
 Pseudomonasهیدرصد با سو BM1  5/99هیجداو  Bacillus velezensis CR-502(T) هیسو با درصد 100 زانیم

putida ATCC 12633 ه بنابراین، استفاده از کنسرسیوم و کاربرد بیوسورفاکتانت به همراه آن، در مقایس .مطابقت دارد
  .با تلقیح جدایه منفرد موجب بهبود تجزیه زیستی آسنفتن شد

  
  پالایی، سودوموناسهاي نفتی، باسیلوس، زیستآلودگی: کلیدي هايهواژ

   

                                                        
  دانشگاه فردوسی مشهد، دانشکده کشاورزي، گروه خاك: نویسنده مسئول، آدرس .1
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  مقدمه
به کریستالی با شکل ظاهري ) C12H10(آسنفتن 

 زءطبیعی نفت خام و زغال سنگ و جبخش ، زردرنگ 
 استی و صنعت پایدار موجود در پساب صنایع نفتی

 1979این ترکیب در سال . )1984شوکن و گیبسون، (
، به EPA(1( توسط آژانس حفاظت محیط زیست آمریکا

اي آلوده کننده هیدروکربن چندحلقه 16عنوان یکی از 
کیث و تلیارد، (معرفی و ثبت گردید زیست محیط 

خاك، (حضور در تمامی اجزاي محیط زیست  ).1979
ر تجزیه به همراه خصوصیت ، مقاومت در براب)آب و هوا

 پژوهشگرانزایی این ترکیب، سبب شده است که سرطان
. به دنبال راهی جهت حذف و پاکسازي آن از محیط باشند

زیست پالایی روشی مناسب، کم هزینه و دوستدار محیط 
مقاوم و پایدار  هاي آلایندهکه جهت حذف  استزیست 

). 1997، هولتمن و کوبایاشی( شودمحیطی، استفاده می
براي کاهش  این روش شامل استفاده از ریزجانداران زنده

تجزیه زیستی،  به وسیلههاي آب و خاك سمیت آلاینده
مونتاگنولی و (باشد ها میتبدیل و معدنی کردن آن

هاي بررسی). 2015؛ منیف و همکاران، 2015همکاران، 
هاي منفرد هاي اخیر نشان داد که سویهمختلف طی سال

الیس و همکاران، ( .Pseudomonas spریایی همچون باکت
1991( ،Bacillus sp. ) ،2004پینیاکونگ و همکاران( ،

Beijerinckia sp،Sphingomonas sp.  ) قوسال و
شی و ( Burkholderia cepacia، )2013همکاران، 

 . باشندقادر به تجزیه آسنفتن می) 2001 همکاران،
تجزیه کامل  معتقدند، پژوهشگرانحال با این

هاي مختلف ها نتیجه فعالیت ترکیبی از گونههیدروکربن
  هاي بیوشیمیایی خاص با نقش) کنسرسیوم باکتریایی(

هاي باکتریایی داراي در واقع هریک از سویه. باشدمی
مکانیزم آنزیمی منحصربفردي بوده و طیف خاصی از 

ن، مونتاگنولی و همکارا(کنند ترکیبات نفتی را تجزیه می
به همین دلیل افزایش سرعت و میزان تجزیه ). 2015

هاي زیستی ترکیبات یاد شده، نیازمند حضور اجتماع گونه
ها حضور گونه. باشدمتفاوت با ظرفیت آنزیمی وسیع، می

هاي باکتریایی متفاوت در خاك و آب آلوده به و جنس
فرد هر یک ه ب ییدکننده نقش منحصرآهاي نفتی، تآلاینده
-تزیین زون(رآیند تغییرشکل این ترکیبات است در ف

ثیر أنتایج حاصل از بررسی ت .)2012کاماچون و همکاران، 
هاي هاي باکتریایی بر تجزیه آلایندهکنسرسیوم

مائو و (اند یید کردهأهیدروکربنی، نیز این مسئله را ت
  ). 2017؛ منیف و همکارن، 2016همکاران، 

                                                        
1. United States Environmental Protection Agency 

ها به ر آب و تمایل آنانحلال کم ترکیبات نفتی د اما
اتصال با ذرات خاك، سبب کاهش فراهمی این ترکیبات 
براي تجزیه کنندگان زیستی شده و به عنوان عامل محدود 

لواندوسکا و (. شودپالایی شناخته میکننده زیست
هاي مختلف طی سال هايپژوهش). 2010والورژیک، 

با  هاکه استفاده از سورفاکتانت اند نشان دادهاخیر 
، 2ثیر بر میزان نامیزگیأت مانند یهاي متفاوتمکانیسم

اي سبب افزایش میزان انحلال میسلی و تسهیل انتقال توده
هاي آبگریز براي ریزجانداران فراهمی و دسترسی آلاینده

مطالعات نشان ). 2013موهانتی و موکرجی، . (دنشومی
 Pseudomonasداده است که برخی ریزجانداران همانند 

sp ) ،2013سین و همکاران( ،Bacillus sp. ) داس و
باي و همکاران، ( .Rhodococcus sp، )2008همکاران، 

اوحدي و همکاران، ( .Acinetobacter spو ) 2017
  را تولید  هابیوسورفاکتانتاي از طیف گسترده) 2017

  هاي آبگریز کنند که سبب افزایش فراهمی آلایندهمی
این ترکیبات در فرآیند پالایش  استفاده از. شوندمی

ها با هدف افزایش دسترسی زیستی یا انحلال هیدروکربن
، )به وسیله افزایش شبه انحلال و نامیزگی(ها آلاینده

  ). 2017چبی و همکاران، (گیرد صورت می
ثیر أعلیرغم وجود گزارشات مختلف در زمینه ت

بیوسورفاکتانت و کنسرسیوم باکتریایی بر تجزیه 
اي همانند نفتالن، آنتراسن، هاي چند حلقهروکربنهید

کروزن و فنانترن، مطالعات مربوط به تجزیه زیستی 
با توجه به اینکه ایران به عنوان . آسنفتن بسیار اندك است

 ،هاي اصلی تولید کننده نفت و مشتقات آنیکی از قطب
همواره در معرض خطرات ناشی از آلودگی منابع خاکی و 

مطالعه و نفتی همانند آسنفتن قرار دارد،  هايیندهآبی با آلا
ی بوم(بررسی تجزیه آسنفتن توسط کنسرسیوم باکتریایی 

ثیر استفاده از و تأ) هاي آلوده به گازوییلخاك
. باشدحائز اهمیت میبیوسورفاکتانت بر روند تجزیه آن 

در پژوهش حاضر تجزیه زیستی هیدروکربن آروماتیک 
و خاك توسط  کشتدر دو محیط اي آسنفتن چندحلقه

هاي بومی تجزیه کننده هیدروکربن که داراي جدایه
  . توانایی تولید بیوسورفاکتانت بودند، بررسی شد

  مواد و روش 
  هاي مولد بیوسورفاکتانتجداسازي و غربالگري جدایه
هاي توانمند تجزیه کننده جداسازي باکتري

آلوده به  سازي چهار نمونه خاكآسنفتن به وسیله غنی
ي هانمونه. صورت گرفت گازوییل، بنزین و نفت سفید
اطراف مخازن نگهداري از  1یک و دو مندرج در جدول 

                                                        
2. Emulsification 
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به مختصات ( واقع در شهرهاي ساري هاي نفتیفرآورده
 )درجه شرقی 177/53درجه شمالی و  57/36جغرافیایی 

هاي سه و چهار از نواحی آلوده اطراف منابع نمونهو 
به مختصات (بهشهر زوییل شهرستان دخیره گا
) درجه شرقی 62/53درجه شمالی و  72/36جغرافیایی

جمع آوري شده و جهت انجام آزمایشات بعدي به مرکز 
تحقیقات تیرتاش وابسته به شرکت دخانیات ایران انتقال و 

 جهت بررسی. گراد نگهداري شددرجه سانتی 4در دماي 
- نمونه) 1جدول مندرج در (خصوصیات فیزیکوشیمیایی 

آن به  گل اشباع و مقدار هدایت الکتریکی عصاره pHها، 
میزان شن، . سنج اندازه گرفته شد ECمتر و  pHترتیب با 

با روش هیدرومتري هاي خاك هسیلت و رس نمون
، کربن آلی با روش والکی بلک )1962، 1بویوکاس(
، نیتروژن کل با استفاده از روش )1982، 2نلسون و سامرز(
و مقدار فسفر قابل ) 1965برمنر و مولوانی، ( 3جلدالک

اندازه ) 1982( 4دسترس خاك به وسیله روش اولسن
اطمینان هاي خاك و سازي نمونهغنی به منظور. گرفته شد

 5 خاك با آلاینده نفتی،از سازگاري ریزجانداران بومی 
از محیط کشت  لیتر یلیم 45گرم از هر نمونه خاك با 

) 1941بوشنل و هاث، ( 5هاث -شنلنمک معدنی بو
آسنفتن مخلوط و به مدت گرم در لیتر  میلی 200حاوي 

محیط . سه ماه بر روي شیکر و در تاریکی نگهداري شد
هاي گرم در لیتر از نمک 1کشت یاد شده شامل 

مونوپتاسیم فسفات، دي آمونیوم هیدروزن فسفات و 
م، کلرید گرم بر لیتر سولفات منیزی 2/0نیترات پتاسیم، 

گرم  05/0و  02/0کلسیم و کلرید آهن به ترتیب به میزان 
لیتر از سوسپانسیون میلی 5در انتهاي هر ماه . بر لیتر بود

 200هاث تازه حاوي -محیط بوشنل لیتر یلیم 45خاك به 
آلاینده منتقل و تجدید کشت شدند گرم در لیتر  میلی

 1/0اري با کشت و گرماگذ). 2006باتیستا و همکاران، (
-هاي بوشنللیتر از سوسپانسیون خاك بر روي پلیتمیلی
گرم بر لیتر از آلاینده و میلی 100آگار حاوي -هاث

هاي ظاهر شده، در نهایت کلنی بررسی شکل مرفولوژیکی
هاي خاك از نمونه AM1 ،BM1 ،BM4سه جدایه 

- از نمونه BP2و  AP3 ،BP1 هايجدایهشهرستان ساري و 
-برتانی- انتخاب و در محیط لوریابهشهر هاي شهرستان 

گرم  10محیط یاد شده حاوي . سازي شدندخالص 6آگار

                                                        
1. Bouyoucos 
2. Nelson and Summers 
3. Kjelldal 
4. Olsen 
5. Bushnell and Haas 
6. Luria Bertani Agar 

گرم بر لیتر عصاره مخمر  5بر لیتر تریپتون و کلرید سدیم، 
  ).2006لی و همکاران، (باشد و آگار می

هاي تولید کننده سـورفاکتانت زیسـتی   غربالگري باکتري
  هاي حاصلجدایهاز میان 

ــال جهــت ــاکتري گريغرب ــد هــايب ــده تولی  کنن
هـا  باکتري حاصل، هايجدایه میان از زیستی سورفاکتانت

 96بـه مـدت   تلقـیح و  ) 1989( 7محیط کشت رابـرت  در
 200گـراد و بـا سـرعت    درجه سانتی 30ساعت در دماي 

پـس از طـی زمـان یـاد     . نددور در دقیقه، گرماگذاري شد
یقـه در  دق 30ها به مـدت  شده، محیط کشت حاوي جدایه

دور در دقیقـه   4000گـراد و سـرعت   درجه سانتی 4دماي 
ــد  ــه حاصــله ) ســوپرناتانت(ســانتریفیوژ شــده و رومان ب

پژوهشکده علوم و فناوري مواد غذایی جهـاد دانشـگاهی   
ها بـه  خراسان رضوي ارسال و میزان کشش سطحی نمونه

در دمـاي  ) 8شرکت کروز، آلمـان (وسیله تنسیومتر دونوي 
اي کـه داراي  در نهایـت جدایـه  . گرفتـه شـد   اتاق انـدازه 

شرایط  سازي ینهجهت بهبود کمترین میزان کشش سطحی 
   ).2014روفینو و همکاران، (د محیط کشت انتخاب ش

  سازي شرایط تولید بیوسورفاکتانتبهینه
به منظور افزایش میزان تولید بیوسورفاکتانت 

، 25(ما ، د)8و  pH )6 ،7هاي انتخابی، میزان توسط جدایه
و نوع منبع کربنی اضافه ) گراددرجه سانتی 35و  30

هاث -در محیط کشت بوشنل) گلوکز، ساکارز و نشاسته(
پس از . شدسازي به کمک روش آماري تاگوچی بهینه

 افزار با استفاده از نرم) 3جدول (تعیین آرایش تیمارها 
Minitab ، تیمارها طبق آرایش مربوطه تهیه، آسنفتن با
- و جدایه به میزان یک میلی گرم در لیتر میلی 200غلظت 

دور  200ساعت با سرعت  96لیتر تلقیح و سپس به مدت 
پس از طی زمان یاد شده،  .در دقیقه گرماگذاري شدند

درجه  4دقیقه در دماي  30ها و شاهد به مدت نمونه
دور در دقیقه سانتریفیوژ  4000گراد و با سرعت سانتی

در پژوهشکده طحی روماند حاصله شده و میزان کشش س
گاهی خراسان علوم و فناوري مواد غذایی جهاد دانش

افزار  نتایج حاصل به کمک نرمرضوي اندازه گیري شده و 
Minitab 2014منیف و همکاران، ( .بررسی شدند.(  

 کشتتجزیه آلاینده در محیط 
هاي انتخابی توسط جدایه آسنفتنتوانایی تجزیه 

آزمایشی در قالب هاث، به وسیله -لبوشن کشت در محیط
تیمار و سه  9تصادفی با آرایش فاکتوریل با          ًطرح کاملا 

 يها جدایهشامل  یشآزما فاکتورهاي. بررسی شدتکرار 
و کنسرسیوم  AP3 ،BM1هاي جدایه(بیوسورفاکتانت مولد 

                                                        
7. Robert 
8. Kruss Company, Germany 
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 و نوع بیوسورفاکتانت) Coحاصل از دو جدایه 
 BM1و  AP3جدایه  هاي استخراج شده ازبیوسورفاکتانت(

صورت که در به این .بود) و عدم حضور بیوسورفاکتانت
یک سري از آزمایش تیمارها شامل تلقیح جدایه مولد 

AP3  تلقیح جدایه )عدم تلقیح بیوسورفاکتانت(به تنهایی ،
 به همراه بیوسورفاکتانت استخراج شده از خود جدایه و

استخراج  تلقیح جدایه مذکور به همراه بیوسورفاکتانت
ي مولد دیگر این آرایش براي جدایه .بود BM1شده از 

  . تکرار شد
 300به میزان (تیمارها پس از تلقیح با آسنفتن 

- مک(ها و جمعیت یکسان از جدایه) گرم بر لیترمیلی
درجه  35به مدت چهارده روز در دماي ) 1907فارلند، 

ن گراد بر روي شیکر گرماگذاري و پس از طی زماسانتی
گیري، استخراج میزان آلاینده باقیمانده در نمونه ها عصاره

  . اندازه گرفته شد GC-FIDو با 
  کشتباقیمانده در محیط  آسنفتنگیري عصاره

جهت استخراج آسنفتن باقیمانده، پس از کاهش 
pH مولار 3به وسیله اسیدسولفوریک ( 2ها به نمونه( ،

 24و به مدت به آن افزوده  حجم برابر از اتیل استات
 کمک به ها عصاره. ساعت بر روي شیکر مخلوط شد

 انتقال از پس و شده آبزدایی     ًکاملا  آب، بی Na2SO4 نمک
 در ساعت 12 مدت به گیري عصاره مخصوص ظروف به

 لیترمیلی 10 کمک با سپس و خشک آزاد هواي معرض
غلظت  تعیین جهت و رسیده حجم به اتیل استات

آنالیز گردیدند  GC-FIDوسیله  باقیمانده آلاینده به
  ). 2003اریکسون و همکاران، (

  استخراج بیوسورفاکتانت
 96استخراج بیوسورفاکتانت، کشت  جهت

آن با استفاده از  pHو سپس  ها سانتریفیوژساعته جدایه
ها به نمونه. کاهش داده شد 2نرمال به  6اسیدکلریدریک 

از آلی مدت یک شب در یخچال نگهداري و پس از آن ف
متانول / کلروفرم 1به  2با افزودن حجم برابري از مخلوط 

منیف و (گیري شد و به وسیله قیف جداکننده، عصاره
  .)2017همکاران، 

میزان تجزیه آلاینده در : تجزیه آلاینده در خاك
خاك توسط جدایه و سورفاکتانت زیستی برتر حاصل از 

وسیله  هاث، به -بوشنلکشت آزمایشات تجزیه در محیط 
تصادفی با آرایش فاکتوریل                          ًآزمایشی در قالب طرح کاملا 

فاکتور . مورد بررسی قرار گرفت) تیمار و سه تکرار 12(
اول شامل جدایه برتر، کنسرسیوم برتر، تلقیح همزمان 
کنسرسیوم و سورفاکتانت زیستی برتر و شاهد بوده فاکتور 

ه قرار مورد مطالع) روز 45و  30، 15(دوم شامل سه زمان 
در واقع، باتوجه به نتایج حاصل از مرحله تجزیه  .گرفت

، سورفاکتانت زیستی AP3آلاینده در محیط محلول، جدایه 
استخراج شده از آن و کنسرسیوم باکتریایی انتخاب و 

در محیط خاك  طی سه  آسنفتنتوانایی آن ها در تجزیه 
از  به این منظور، ده نمونه خاك غیرآلوده. زمان بررسی شد

 )2014منیف و همکاران، ( متري سطح مزرعهسانتی 10
- آوري و پس از آمادهبرنج واقع در شهرستان بهشهر جمع

گرم بر میلی 300گرم از آن توزین و با مقدار  50سازي
به این منظور آلاینده . کیلوگرم خاك از آلاینده آلوده شد

از پس . ها اضافه شدلیتر استون حل و به نمونهمیلی 2در 
- ها با یک میلی، نمونه)حدود دو ساعت بعد(تبخیر حلال 

سلول بر  300×  106لیتر از مایه تلقیح حاوي جمعیت 
در این مرحله جهت ممانعت . لیتر از جدایه تلقیح شدمیلی

از ورود عناصر غذایی موجود در محیط کشت، پس از 
ها رشد جدایه در محیط کشت لوریابرتانی، نمونه

هاي رسوب یافته دو بار توسط ده، سلولسانتریفیوژ ش
درصد شستشو داده شد و سپس  9/0سرم فیزیولوژیک 

- جمعیت یکسان از جدایه با استفاده از استانداردهاي مک
). 2017بزا و چیروا، (ها تلقیح شد فارلند تهیه و به نمونه

درصد ظرفیت  60هاي خاك به میزان رطوبت نمونه
وران گرماگذاري حفظ نگهداري رطوبت تنظیم و طی د

  ). 2013ویسیما و همکاران، (گردید 
  خاك ازباقیمانده  آسنفتنگیري عصاره

جهت بررسی میزان تجزیه آسنفتن، در روزهاي 
هاي خاك برداشت و پس از گرم از نمونه 5، 45و  30، 15

لیتر از حلال دیکلرومتان میلی 20هوا خشک شدن، با 
روي شیکر قرار ساعت بر  16مخلوط شده و به مدت 

پس از طی زمان یاد شده، فاز آلی جدا شده و در . گرفت
هواي آزاد خشک و مجددا با حلال به حجم رسانده شده 

پوتین و (مورد سنجش قرار گرفت  GC-FIDو توسط 
  ). 2004همکاران، 

  GC-FIDآنالیز 
به آزمایشگاه  GCها جهت آنالیز دستگاهی نمونه

ده علوم دانشگاه فردوسی بیوپالایش زیست محیطی دانشک
دستگاه جی سی مورد استفاده داراي . مشهد ارسال شد

و ضخامت  32/0متر، قطر داخلی  25با طول  FIDستون 
متر و هیدروژن به عنوان گاز حامل با فشار میلی 17/0فیلم 

لیتر بر میلی 8/1متر مربع و جریان نیوتن بر سانتی 17/5
گراد درجه سانتی 40شامل، برنامه دمایی سیستم . دقیقه بود
گراد بر دقیقه تا دماي درجه سانتی 30دقیقه،  3به مدت 

. دقیقه ثابت نگه داشته شد 10درجه که به مدت  300
- درجه سانتی 300و آشکارساز  290دماي تزریق کننده 

میکرولیتر طی مدت یک دقیقه  2گراد و میزان تزریق نیز 
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اریکسون و ( در حالت اسپیلیتلس یا بدون شکاف بود
  ). 2003همکاران، 

  هاشناسایی جدایه
هاي مورد بررسی در مرکز شناسایی جدایه

در به این منظور . دخایر ژنتیکی و زیستی ایران انجام شد
ها باکتري DNA، )1961( 1ابتدا با استفاده از روش مرمور

ها بر استخراج و پس از اطمینان از صحت استخراج، نمونه
به منظور تکثیر . رصد بارگذاري شدندد1روي ژل آگارز 

 1492Rو  27Fاز پرایمرهاي یونیورسال  16S rRNAژن 
با  DNAتعیین توالی . استفاده شد 2شرکت کیاژن متعلق به

روش و  3730/3730xlیابی استفاده از دستگاه توالی
 شده وانجام  4در شرکت ماکروژن کره) 1975( 3سنگر

و  5بانک بلاستژنتفاده از مقایسه توالی نوکلئوتیدها با اس
  .صورت گرفت 6هاي ایزیبیوکلوددر پایگاه داده

از مراحل  هاي حاصلداده: هاآنالیز آماري داده
 و Jumpبا نرم افزار تجزیه آلاینده در محیط مایع و خاك 

    .دقرار گرفتن یمورد بررسدرصد  1در سطح  توکیآزمون 
  و بحث نتایج

  اي مولد بیوسورفاکتانتهجداسازي و غربالگري جدایه
با (هاي خاك آلوده سازي و کشت نمونهغنی

در ) 1خصوصیات فیزیکوشیمیایی مندرج در جدول 
هاث منجر به جداسازي محیط کشت نمک معدنی بوشنل

. شش جدایه با خصوصیات مورفولوژیکی متفاوت شد
ها بر اساس خصوصیات ظاهري و شکل کلنی با جدایه

  BP2و  AM1 ،AP3 ،BM1 ،BM4 ،BP1اسامی اختصاري 
گیري میزان آزمایش اندازه. )2جدول (نامگذاري شدند 

هاي تولید کننده کشش سطحی جهت غربالگري جدایه
هاي منجر به انتخاب جدایه) 3جدول (بیوسورفاکتانت 

AP3  وBM1 معتقدند ) 1998(بودور و میلر مایر . گردید
 72(هایی که میزان کشش سطحی آب خالص که جدایه

به  را )درجه سانتی گراد 25در دماي نیوتون بر متر میلی
دهند، توانایی نیوتون بر متر کاهش میمیلی 40کمتر از 

 يها بر اساس داده. باشندتولید بیوسورفاکتانت را دارا می
 BM1و  AP3هاي  میزان کشش سطحی در جدایه 3جدول 
در . بود بر متر نیوتونمیلی 79/46 و 22/49 یببه ترت

محیط کشت (حالیکه میزان کشش سطحی نمونه شاهد 
. نیوتون بر متر به دست آمدمیلی 35/77) هاث-بوشنل

هاي مورد بررسی به ترتیب موجب کاهش نمونهبنابراین 
                                                        

1. Marmur 
2. Qiagen 
3. Sanger 
4. Macrogen 
5. GenBank Blast 
6. ezbiocloud 

به . درصدي کشش سطحی نسبت به شاهد شدند 40و  43
براساس توانایی آنها  BM1و  AP3هاي جدایه این ترتیب

ثیر در أتن به عنوان منبع کربن و میزان تدر استفاده از آسنف
هاي برتر کاهش کشش سطحی محیط به عنوان جدایه

تجزیه کننده آسنفتن و تولید کننده بیوسورفاکتانت انتخاب 
  .و شناسایی شدند

 هاشناسایی جدایه
 16S rRNAنتایج حاصل از توالی خوانی ژن 

درصد با  100به میزان  AP3نشان دادند که که جدایه 
  BM1و جدایه Bacillus velezensis CR-502(T)ویه س
 Pseudomonas putida ATCCدرصد با سویه 5/99

هاي توانایی گونهبسیاري مطالعات  .مطابقت دارد 12633
را  Basillusو  Pseudomonasمختلف متعلق به دو جنس 

پاتوواري (اند نموده اثباتهاي نفتی بر تجزیه هیدروکربن
؛ اسکندري و 2010چن و همکاران،  ؛2016و همکاران، 

؛ داس و 2009؛ هوانگ و همکاران، 2017همکاران، 
؛ بیشت و 1996؛ گریمبرگ، 2005و  2007موکرجی، 
هاي گونه .)2011؛ لین و همکاران، 2014همکاران، 

اي هاي اخیر بطور فزایندهطی سال .Bacillus sppمختلف 
. اندر گرفتهدر میکروبیولوژي کاربردي مورد استفاده قرا

ها به دلیل تولید اندوسپورهاي مقاوم، قادر به این باکتري
هاي هیدروکربنی بوده و به هاي بالاي آلایندهتحمل غلظت

پالایی بسیار موثر و مورد همین دلیل در فرآیندهاي زیست
از سوي ). 2017اسکندري و همکاران، (باشند می توجه

در تجزیه و  .Pseudomonas sppهاي خاص دیگر، قابلیت
، هچنین بقا در )هازنوبایوتیک(تخریب مواد ناشناخته 

دما و اسیدیته نامتعارف و شرایط (شرایط خاص محیطی 
اي کم و توانایی تولید ، تند رشد بودن، نیاز تغذیه)سمی

ترکیبات بیوشیمیایی همانند بیوپلیمر و بیوسورفاکتانت 
تلف شده سبب توجه روزافزون به آن، در مطالعات مخ

 ).2012کاسلو، -پابلو(است 
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  هاي خاك مورد بررسینمونهی هاي فیزیکی و شیمیاییبرخی ویژگ - 1 جدول

فسفر قابل  بافت خاك
 دسترس

 یتهدا یتقابل
 یکیالکتر

یکربن آل کل یتروژنن   pH یلتس رس  شن 
نمونه 
 خاك

 mg.kg-1 dS.m-1 %  
5/77 رسی  2/3  86/1  12/0  6/6  59 5/35  5/5  1 

9/79 رسی  3 43/1  1/0  5/6  9/52  3/41  8/5  2 

1/81 رسی  3/3  9/1  17/0  7/6  8/52  9/41  3/5  3 

7/79 رسی  1/3  87/1  15/0  6/6  7/55  8/39  5/4  4 

  
 آسنفتنهاي تجزیه کننده خصوصیات مورفولوژیکی جدایه - 2جدول 

 گرم تحرك کپسول اسپور شکل کلنی  رنگ کلنی جدایه
AM1 ايمیله زرد کمرنگ  + + + + 
BM4 باسیل کوکوسی شیري + - + + 
BP1 باسیل رشته اي صورتی کمرنگ - - - - 
BP2 ايخوشه شیري  + + - + 
AP3 ايباسیل میله سفید شیري  + - + + 
BM1 ايمیله سفید لعابی  - - + - 

 
  شدهانتخاب  یاییباکتر يهایهجدا یندر ب یکشش سطح یزانم -3 جدول

  )mN/m1(یکشش سطح یزانم  یهجدا
AP3 79/46  
BM1  22/49  
AM1  53/51  
BM4 01/52  
BP1 9/57 
BP2 

 )محیط کشت فاقد باکتري( شاهد
22/58 
35/77 

 
 

 یلاز فاکتور يکسر یشآزما و نتایج حاصل از آن به وسیله بهینه سازي شرایط تولید بیوسورفاکتانت یمارهايت -4 جدول
  )یتاگوچ(

) mN/m(میزان کشش سطحی 
  P. putidaجدایه 

) mN/m(میزان کشش سطحی 
 B. velezensisجدایه 

 pH  دما  منبع کربن

  25  گلوکز  83/49  61/52
  30  نشاسته  7/61  18/65  6

  35  ساکارز  12/56  46/58
  25  نشاسته  72/49  17/55

  30  ساکارز  66/38  98/42  7
  35  گلوکز  11/27  15/37
  25  ساکارز  09/48  32/50

  30  گلوکز  58/39  43/44  8
  35  نشاسته  63/55  87/63

                                                        
  نیوتن بر مترمیلی .1
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  بهینه سازي شرایط تولید بیوسورفاکتانت
سه (تیمار آزمایشی  9 حاوي تمامی 4جدول 

تب افزار مینیطراحی شده توسط نرم) فاکتور در سه سطح
 میزان. باشدمی) میانگین دو تکرار(به همراه نتایج آن 

 درجه 25 دماي در جدایه دو از حاصل سطحی کشش
 به گلوکز کربنی منبع حضور در و 6 سیدیتها گراد،سانتی
 مقایسه آن با نتایج سایر و شد گرفته نظر در شاهد عنوان
میزان کشش سطحی بر اساس نتایج حاصل  .گردید
در شرایط یاد شده  P. putidaو B. velezensisهاي جدایه

کمترین . میلی نیوتن بر متر بود 61/52و  83/49به ترتیب 
و حضور  35، دماي 7اسیدیته میزان کشش سطحی در 

در این شرایط میزان . منبع کربنی گلوکز مشاهده شد
 B. velezensisهاي کشش سطحی حاصل از کشت جدایه

میلی نیوتن بر  15/37و   11/27به ترتیب  P. Putidaو 
% 38/29و  5/45متر بوده و نسبت به شاهد به ترتیب 

امل جنس و گونه باکتریایی مهمترین ع. کاهش داشت
به عنوان مثال . ثر بر میزان تولید بیوسورفاکتانت استؤم

 37، دماي pH=9نشان دادند  ) 2013(حمزه و همکاران 
گراد و منبع کربنی گلیسرول، شرایط بهینه درجه سانتی

جهت تولید حداکثر میزان بیوسورفاکتانت توسط جدایه 

Pseudomonas aeruginosa UKMP14T در . باشدمی
مورد مطالعه   Pseudomonas aeruginosa s6هحالیکه سوی

و حضور منبع  pH=9در ) 2009(توسط یین و همکاران 
. کربنی گلوکز بیشترین میزان بیوسورفاکتانت را تولید نمود

، دماي  pH=7) 2011(از سوي دیگر، پرورش و همکاران 
درصد حجمی از نفت خام و لطف آباد  3و مقدار  35

درجه  37دماي ) 2007(و چن و همکاران ) 2009(
گراد را به عنوان بهترین شرایط جهت تولید حداکثر سانتی

. میزان بیوسورفاکتانت توسط جدایه مذکور معرفی نمودند
 .Rhodococcus spهاي مختلف این موضوع در مورد گونه
 ).2009پال وهمکاران، (نیز به اثبات رسیده است 

 ها بردر روش آماري تاگوچی نتایج و داده
اساس میزان تاثیرگذاري فاکتورهاي مورد بررسی، سنجش 

جدول  به این ترتیب بر اساس نتایج مندرج در. شوندمی
، بیشترین درصد )4جدول (تجزیه واریانس مربوطه 

به فاکتور مربوط  B. velezensisبراي جدایهاثرگذاري 
 .باشدمنبع کربنی می P. putidaاسیدیته و در مورد جدایه 

به  اثرگذاري نیز در مورد هر دو جدایهم کمترین سه
 .باشدفاکتور دما مربوط می

 
  

  یبه روش تاگوچ )P.p( P. putidaو ) B. velezensis )B.v، منبع کربنی و دما بر بهینه سازي شرایط رشد pHاثر  یانسوار تجزیه - 5جدول 
%PP.p %PB.v PSP.p PSB.v FP.p FB.v VP.p VB.v SSP.p SSB.v DFP.p DFB.v منبع  

31/38  2/49  94/413  43/1351  74/105  07/125  92/421  66/681  84/843  33/1362  2  2  pH  
  دما  2  2  20/51  57/26  6/25  28/13  69/4  32/3  3/40  3/5  85/1  21/1
  کربن  2  2  21/1295  45/1288  46/647  22/644  8/118  77/29  31/1284  33/1276  78/46  49/58
99/1  17/2        99/3  45/5  خطا  11  11  01/60  86/43 

  کل  17  17  76/2768  74/2202           
 
  

، ها علاوه بر آنالیز داده روش آماري تاگوچیدر 
. شودمینتیجه مطلوب استفاده بیان نیز جهت  S/Nعامل 

، در تیماري بیشتر باشد S/Nبه این معنا که هرچقدر میزان 
عامل سیگنال به نویز  .نشان دهنده نتیجه بهتر است

)S/N( ،  میزان پراکندگی را حول یک مقدار مشخص بیان
میکند یا به بیان دیگر اینکه جواب هاي ما در بین چند 

با علاوه بر آن  .آزمایش انجام شده چگونه تغییر کرده اند
  و میزان اختلاف سطوح، نیز  S/Nبررسی نمودارهاي 

. توان به میزان اهمیت فاکتورهاي مورد بررسی پی بردمی
موداري که داراي بیشترین میزان اختلاف بین واقع ن در

 بیشترياز اهمیت بوده و  سطوح باشد، داراي اثر بیشتري
 1 به این ترتیب شکل .در نتیجه آزمایش برخوردار است

داراي بیشترین اثر در  فاکتور منبع کربنیدهد که نشان می
 P. putidaمحیط حاوي جدایه تغییر میزان کشش سطحی

ن فاکتور تعیین کننده نتیجه در محیط و اسدیته مهمتری
فاکتور دما نیز . بود B. velesensisتلقیح شده با جدایه 

را بر تغییر مقدار کشش سطحی در محیط ترین اثر مک
از طریق  گیري یجهاین نت .حاوي هر دو جدایه داشت

جدول تجزیه واریانس مربوط به تیمارهاي آرایشی با 
بنابراین طبق نتایج . ستباط انروش تاگوچی نیز قابل است

 ، شرایط بهینه1حاصل از جدول تجزیه واریانس و شکل 
گراد و درجه سانتی 35، دماي 7برابر با  pHمورد نظر در 

   .شودمنبع کربنی گلوکز حاصل می
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 .Bجدایه ) A: ( یچروش تاگو جهت تعیین شرایط بهینه محیط کشت با استفاده از یکشش سطح یزانفاکتورها بر م یاثر اصل - 1 شکل

velezensis  و)B ( جدایهP. putida 

  
علاوه بر جنس و گونه، عوامل محیطی مختلف 

ها نیز بر رشد و تولید بیوسورفاکتانت توسط باکتري
اسیدیته، دما، منبع کربن و نیتروژن و محل . اثرگذارند

ثر ؤها از جمله مهمترین عوامل محیطی مجداسازي جدایه
) 2008( همکاران و وو. باشندفاکتانت میبر تولید بیوسور

 ثیرگزارأت مهم عامل عنوان به را کربنی منبع غلظت و نوع
 اغلب. نمودند مطرح بیوسورفاکتانت تولید میزان بر

 منابع حضور در بیوسورفاکتانت کننده تولید هايباکتري
 موارد بیشتر در و داده نشان بهتري عملکرد آبگریز کربنی

سوزاورا و همکاران، ( نیست اضافی ربنیک منبع به نیاز
حال، برخی مطالعات نشان دادند که رشد و با این. )2014

هاي مختلف میزان تولید بیوسورفاکتانت توسط گونه
Bacillus sp. ها به عنوان منبع کربن در حضور هیدروکربن

، محدود و یا )هگزان و پارافین-nهمانند (و انرژي 
گلوکز، ساکارز و در برخی موارد  متوقف شده و استفاده از

فروکتوز منجر به حصول شرایط بهینه شده است 
؛ 1997ماکار و کامترا، ؛ 2010عبدلمقصود و همکاران، (

 ).2013؛ پریرا و همکاران، 2008دستغیب و همکاران، 
ها نیز سبب بهبود کاربرد همزمان گلوکز و هیدروکربن

ید و تول .Bacillus spهاي مختلف رشد گونه
پریرا و همکاران، (ها شد بیوسورفاکتانت توسط آن

هاي تولید کننده  در واقع از آنجاییکه باکتري). 2013
کنند، بیوسورفاکتانت مقدار زیادي اکسیژن مصرف می

منابع کربنی محلول در آب سبب تامین اکسیژن محلول 
). 2015هو و همکاران، (شود ها میمورد نیاز باکتري
د منبع کربنی نامحلول در آب سبب بدیهی است وجو

شود، تحریک تولید بیوسورفکتانت توسط ریزجانداران می
اما از سوي دیگر منبع کربنی محلول در آب با تحریک 

ها میزان تولید رشد ریزجانداران و افزایش جمعیت آن
تولید بیوسورفاکتانت در . افزایدبیوسورفاکتانت را می

همانند گلوکز، ساکارز،  حضور منبع کربنی محلول در آب
مالتوز، گلیسرول و اتانول در مطالعات هو و همکاران 

،  فونتس و همکاران )2013(، پرییرا و همکاران )2015(
  .به اثبات رسیده است) 1997(و دسایی و بنات ) 2010(

بر خصوصیات ساختاري  pHتغییرات 
ها در افزایش انحلال ها و توانایی آنبیوسورفاکتانت

مناسب  pH همانند منبع کربنی،. گذاردثیر میأها، تدهآلاین
جهت تولید حداکثر میزان بیوسورفاکتانت نیز به نوع 

پرورش و همکاران، ( جنس و گونه باکتري بستگی دارد
؛ خلیفه و همکاران، 2013؛ همزه و همکاران، 2011
مشخص شده است که  ).2009؛ یین و همکاران، 2013
ناس توانایی تولید هاي مختلف سودوموگونه

به عنوان . هاي مختلف را دارندبیوسورفاکتانت در اسیدیته
 و  9برابر با  pHدر  pseudomonas aeruginosa s6مثال 

pseudomonas aeruginosa UKMP14T 7و در=pH 
همزه (بیشترین میزان کاهش کشش سطحی را نشان دادند 

  ). 2013و همکاران، 
 کشتتجزیه آلاینده در محیط 

- درصد تجزیه آلاینده آسنفتن در حضور جدایه
و  Pseudomonas putidaو   Bacillus velezensisهاي

تلقیح همزمان دو جدایه به عنوان کنسرسیوم باکتریایی به 
کاربرد و عدم کاربرد دو بیوسورفاکتانت استخراج همراه 

ها در و تجزیه واریانس داده 2ها در شکل شده از جدایه
  .  شده استآورده  6جدول 
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  اثر باکتري و سورفاکتانت زیستی بر تجزیه آسنفتن در محیط محلول یانسوار تجزیه - 6جدول 

  F probe> Fنسبت   میانگین مربعات  مجموع مربعات  درجه آزادي  منابع تغییرات
  001/0  7/40051  8/30038  4/90116  3  باکتري

  001/0  7/1493  8/1119  7/2239  2  سورفاکتانت
  001/0  5/1185  2/889  9/5334  6  ورفاکتانتس*باکتري

      75/0  18  24  خطا
        1/97709  35  کل
  

طبق نتایج مندرج در جدول تجزیه واریانس 
، اعمال فاکتورهاي مورد نظر شامل باکتري، )6جدول (

دو بر میزان تجزیه آلاینده بیوسورفاکتانت و برهمکنش این
وجب دار بوده و مآسنفتن در سطح یک درصد معنی

. کاهش غلظت آلاینده در تیمارهاي مورد بررسی شد
گیري غلظت و نتایج حاصل از اندازه 2براساس شکل 

، جدایه GC-FIDباقیمانده از آسنفتن به وسیله سنجش 
Bacillus velezensis  به  300با کاهش غلظت آسنفتن از

 2/72گرم بر لیتر موجب تجزیه آلاینده به میزان میلی 2/83
از غلظت %  Pseudomonas putida 54حالیکه در. شد% 

- میلی 1/137را به اولیه آسنفتن را تجزیه کرده و مقدار آن
در  B. velezensisبنابراین جدایه . گرم بر لیترکاهش داد

توانایی بیشتري در استفاده از آسنفتن  P. putidaمقایسه با 
  به عنوان منبع کربنی داشته و موجب تجزیه بیشتر آن 

از سوي دیگر، نتایج بطور واضحی نشان دهنده . ودشمی
برتري اثر کنسرسیوم بر تجزیه آسنفتن، در مقایسه با 

بطوریکه غلظت آلاینده در تمامی . هاي منفرد بودجدایه
بنابراین . تیمارهاي تلقیح شده با کنسرسیوم به صفر رسید

استفاده از کنسرسیوم صرف نظر از کاربرد بیوسورفاکتانت 
از جدایه منفرد بوده و سبب افزایش میزان تجزیه  ثرترؤم

- علاوه بر نتایج یاد شده، کاربرد سورفاکتانت. آلاینده شد
ها به همراه تلقیح هاي زیستی استخراج شده از جدایه

باکتریایی، درصد تجزیه آسنفتن را افزوده و غلظت آلاینده 
 .در مقایسه با تیمارهاي فاقد بیوسورفاکتانت را کاهش داد

هاي میزان تجزیه آسنفتن در تیمارهاي تلقیح شده با جدایه
B. velezensis  وP. putida ) بدون استفاده از
درحالیکه . بود%  3/54و  2/72به ترتیب ) بیوسورفاکتانت

 .Bبا استفاده از بیوسورفاکتانت استخراج شده از جدایه 
velezensis  به همراه تلقیحP. putida ،36/56  %ه از آلایند

تجزیه شده و مقدار تجزیه آسنفتن در تیمار تلقیح شده با 
B. velezensis  بود%  66/77و بیوسورفاکتانت مذکور .

، P. putidaکاربرد بیوسورفاکتانت استخراج شده از جدایه 
 به P. putidaو  B. velezensisهاي به همراه تلقیح جدایه
. شداز آلاینده %  56/59و  66/71 ترتیب منجر به حذف

تجزیه آسنفتن بنابراین، استفاده از بیوسورفاکتانت میزان 
نتایج حاصل علاوه بر . شده در تیمارها را بهبود بخشید

یید اثر مثبت کاربرد سورفاکتانت زیستی بر تجزیه أت
دهد که بیوسورفاکتانت استخراج شده از آسنفتن، نشان می

ز ثرتر از سورفاکتانت حاصل اؤم B. velezensisجدایه 
غلظت نهایی آلاینده در تیمارهاي . بود P. putida جدایه

در حضور  B. velezensisتلقیح شده با جدایه 
و با استفاده از  79بیوسورفاکتانت استخراج شده از آن، 

گرم بر لیتر میلی P. putida 85بیوسورفاکتانت حاصل از 
 .Bثیر بیشتر سورفاکتانت زیستی حاصل از جدایه أبوده و ت

velezensis این مسئله در تیمارهاي تلقیح . یید کردأرا ت
غلظت آسنفتن . نیز مشاهده شد P. putidaشده با جدایه 

استخراج شده از تیمارهاي حاوي بیوسورفاکتانت 
و جدایه مذکور  B. velezensisاستخراج شده از جدایه

گرم بر میلی P. putida 56/59و در حضور جدایه  36/56
  .لیتر بود
  آسنفتن در خاكتجزیه 

هاي هیدروکربنی در سطح ذرات جذب آلاینده
ها در آب، موجب پیچیدگی تجزیه خاك و حلالیت کم آن

به همین . باشداین ترکیبات در مقایسه با محیط محلول می
دلیل، جدایه، کنسرسیوم و سورفاکتانت زیستی برتر مرحله 

انتخاب و جهت ) تجزیه آسنفتن در محیط محلول(پیشین 
  .رسی تجزیه آلاینده در خاك مورد استفاده قرار گرفتندبر
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 درصد تجزیه آسنفتن در محیط محلول پس از طی دوره گرماگذاري - 2شکل 

(B.v: B. velezensis, P.p: P. putida, Co: B.velezensis+ P. putida) 
)SB : باسیلوس، بیوسورفاکتانت حاصل ازSP :وناس، بیوسورفاکتانت حاصل از سودومS0 :عدم استفاده از بیووسرفاکتانت( 

  
  اثر باکتري و سورفاکتانت زیستی بر تجزیه آسنفتن در خاك یانسوار تجزیه - 7جدول 

  F probe> Fنسبت   میانگین مربعات  مجموع مربعات  درجه آزادي  منابع تغییرات
  001/0  8/87978  8/75759  2/227277  3  تیمار
  001/0  8/47244  9/40638  1/81336  2  زمان

  001/0  2/5033  2/4334  9/26008  6  زمان*تیمار
      86/0  7/20  24  خطا
        7/334672  35  کل

 
دهنده تجزیه واریانس نتایج نشان 7جدول 

حاصل از آزمایشات تجزیه آسنفتن در خاك تلقیح شده 
، کنسرسیوم و کنسرسیوم به همراه B. velezensisبا جدایه 

، B. velezensisز جدایه بیوسورفاکتانت استخراج شده ا
درصد تجزیه آلاینده . باشدروز گرماگذاري می 45طی 

با توجه به . آورده است 3طی مدت یاد شده نیز در شکل 
نتایج حاصل از جدول تجزیه واریانس، اثر تیمارها 

جدایه، کنسرسیوم و کنسرسیوم به همراه سورفاکتانت (
فتن در ها بر تجزیه آسن، زمان و برهمکنش آن)زیستی
در میان تیمارهاي . دار شددر خاك معنی%  1سطح 

مورد بررسی، تیمار تلقیح شده با کنسرسیوم و 
بیوسورفاکتانت با تجزیه کامل آسنفتن بیشترین اثر و 

 73/64(کمترین اثر B. velezensisتیمار حاوي جدایه 
غلظت آسنفتن در . را بر تجزیه آلاینده داشتند%) 

ثابت باقی                    ًز گرماگذاري تقریبا رو 45تیمار شاهد طی 
  . از آن تجزیه شد%  1مانده و تنها 

 .Bدر تیمارهاي تلقیح شده با جدایه 
velezensis روز ابتدایی  15، غلظت آلاینده آسنفتن طی

گرم بر کیلوگرم میلی 300تجزیه از %  12گرماگذاري با 

گرم بر کیلوگرم میلی 183روز دوم به  15و طی  1/264به 
 7/64روز  45این جدایه در انتهاي . رسید) تجزیه%  39( 
- میلی 8/105از آلاینده را تجزیه کرده و غلظت آن را به % 

  . گرم بر کیلوگرم کاهش داد
، توانایی تجزیه کشتمحیط تجزیه در همانند 

توسط کنسرسیوم باکتریایی بیشتر از در خاك آسنفتن 
ر به تجزیه جدایه منفرد بوده و تلقیح تیمارها با آن منج

طی پانزده . از آلاینده طی دوره گرماگذاري شد%  7/75
روز ابتدایی گرماگذاري، غلظت آسنفتن در تیمارهاي 

گرم بر میلی 217تجزیه به %  6/27حاوي کنسرسیوم با 
غلظت آلاینده در انتهاي پانزده روز دوم . کیلوگرم رسید

ذاري و در روز پایانی دوره گرماگ) تجزیه%  5/51( 5/145
در تیمارهاي تلقیح شده با . گرم بر کیلوگرم بودمیلی 9/72

کنسرسیوم و بیوسورفاکتانت، درصد تجزیه آلاینده طی 
 100و  2/73، 2/46روز به ترتیب  45و  30، 15هاي زمان

ابتدا  یغلظت آلاینده طی زمان مورد بررس در واقع. بود% 
و در  گرم بر کیلوگرم رسیدهمیلی 2/73و سپس  2/46به 

ها فاقد غلظت قابل تشخیصی از آلاینده روز پایانی نمونه
  . بوده و میزان آن صفر در نظرگرفته شد
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  يگرماگذار دوره یط خاك در آسنفتن ماندهیباق غلطت - 3 شکل

(B1: B. velezensis, Co: B. velezensis + P. putida, S1: سورفاکتانت حاصل از باسیلوس) 

  
 داراي خاك بومی هاييبطور معمول، باکتر

 فرآیند این اما باشند،می هاهیدروکربن تجزیه توانایی
 اغلب، دلیل همین به .باشدمی کند بسیار و بوده محدود

 و مغذي مواد کربنی، منابع از استفاده همانند اقداماتی
 تخریب و تجزیه سرعت افزایش جهت هابیوسورفاکتانت

). 2014همکاران،  سیلوا و( شودمی اتخاذ ترکیبات این
 تجزیه زمان بیوسورفاکتانت حضور که است شده ثابت

پاتوواري و ( کندکم می را هیدروکربنی ترکیبات زیستی
 همچون ناهمگن هايمحیط درواقع، در ).2016همکاران، 

 آلی ذرات درون هیدروکربنی هايآروماتیک پلی خاك،
 دسترس از و شده جذب کوچک منافذ در موجود

 مواد ماهیت در تغییر بطوریکه. شودمی خارج انریزجاندر
شد  خواهد ترکیبات این رفتار بر ثیرأت سبب خاك آلی

نقش ). 2012اسپانلی و همکاران، -چاگاس(
پالایی آغاز انتشار بیوسورفاکتانت در فرآیند زیست

هاي هیدروکربنی ابگریز در فاز آبی و به دنبال آن آلاینده
به عنوان عامل (ترکیبات افزایش فراهمی زیستی این 

پاتواري و (است ) کنترل کننده سرعت تجزیه زیستی
در واقع این ترکیبات با دو روش موثر ). 2018همکاران، 

هاي آبگریز افزایش فراهمی و دسترسی هیدروکربن) الف
به وسیله کاهش کشش سطحی و در (براي ریزموجودات 

 )و ب) نتیجه افزایش سطح تماس ترکیبات نامحلول
هاي میکروبی و افزایش واکنش با سطح سلول

هاي نفتی را هیدروفوبیستی سطحی، سرعت تجزیه آلاینده
ها، بیوسورفاکتانت). 2017اوحدي و همکاران، ( افزایندمی

ترکیباتی مختلف از انواع گلیکولیپیدها، لیپوپپتیدها، 

فسفولیپیدها، اسیدهاي چرب، لیپیدهاي خنثی و ترکیب 
این ترکیبات داراي خواص . ساکارید هستندپروتئین و پلی

، افزایش )دترجنتی(نامیزه کنندگی، انتشار، پاك کنندگی 
در کنار . باشدرشد میکروبی و جداسازي فلزات می

هاي منحصربفرد و خصوصیات یاد شده، سایر ویژگی
ها همچون ساختار مولکولی خاص با خاص سورفاکتانت

یه پذیري و سازگاري دو انتهاي آبدوست و آبگریز، تجز
- ها در صنایع زیستبا محیط زیست، سبب استفاده از آن

پالایی و بازیافت نفت به عنوان جایگزین انواع شیمیایی و 
، توانایی اما). 2018گومز و همکاران، (سنتزي، شده است 

هاي نفتی توسط انواع ریزجانداران تجزیه آلاینده
به عبارت دیگر، . تولیدکننده بیوسرفاکتانت یکسان نیست

ریزجانداران منفرد توانایی تجزیه محدوده خاصی از 
به همین دلیل افزایش سرعت و . ها را دارندهیدروکربن

میزان تجزیه زیستی ترکیبات یادشده، نیازمند حضور 
 هاي متفاوت با ظرفیت آنزیمی وسیع، اجتماع گونه

 اساس بر). 2012کاماچو و همکاران، تزینزون(باشد می
 از استفاده مختلف، تحقیقات از شده منتشر تایجن

 هايآلاینده تجزیه در باکتریایی هايکنسرسیوم
هاي منفرد ثرتر از جدایهؤم بسیار خاك و آب هیدروکربنی

ساتیشکومار و  ؛ 2007آدبوزاي و همکاران، . (باشدمی
 هاییباکتري بطوریکه). 2011لیو و لیو،  ؛2008همکاران، 

 هايآلاینده تجزیه کاتابولیکی ییتوانا داراي که
 بیوسورفاکتانت کننده تولید انواع با باشند،می هیدروکربنی

 آلاینده بیشتري سرعت با و نموده برقرار سینرژیستی رابطه
 به توانمی کنسرسیوم کاربرد مزایاي از .کنندمی تجزیه را
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 با رقابت و بومی غیر هايخاك در ماندن زنده قابلیت
به شرط فراهم بودن عناصر ( بومی خاك وبیمیکر جمعیت

غذایی مورد نیاز جهت حفظ جمعیت کنسرسیوم 
 یک در). 2012مائو و همکاران، (برد  نام را) باکتریاي

 تولید توانایی هاجدایه تمامی که نیست لازم کنسرسیوم
 که شودمی فرض واقع در. باشند دارا را بیوسورفاکتانت

 افزایش با وسورفاکتانتبی کننده تولید باکتري حضور
 که باکتري کنار در آبگریز هايآلاینده فراهمی و دسترسی

 تولید بیوسورفاکتانت اما دارد را آلاینده تجزیه توانایی
 شودمی زیستی تجزیه بازدهی افزایش سبب کند،نمی

   ).2016پاتوواري و همکاران، (
هاي متعلق به جنس اثر سینرژیستی جدایه

Bacillus sp.  وPseudomonas sp. هاي در تجزیه آلاینده
داس ( هیدروکربنی پیش از این بررسی و اثبات شده است

؛ رحمان و 2004غزالی و همکاران، ؛ 2007و موکرجی، 
در مطالعه ). 2012موکرجی و بوردولی،  ؛ 2002همکاران، 

حاضر نیز مشخص شده است که کاربرد بیوسورفاکتانت 
، به همراه Bacillus velezinsisاستخراج شده جدایه 

 Pseudomonasکنسرسیوم حاصل از تلقیح این جدایه و 
putida  سرعت تجزیه آسنفتن را افزوده و موجب تجزیه

به عبارت دیگر، اجزاي کنسرسیوم . شودکامل آن می

و  bacillus velezensisحاصل از دو جدایه 
Pseudomonas putidaهاي لازم جهت تجزیه ، متابولیت

سنفتن را فراهم کرده و موجب بهبود سرعت تجزیه کامل آ
  .شوندآن می
 گیرينتیجه

رسد بر اساس نتایج مطالعه حاضر، به نظر می
پالایی استفاده از کنسرسیوم باکتریایی در فرایند زیست

در واقع . هاي منفرد استموثرتر از کاربرد جدایه
ها، داراي سازگاري و انعطاف متابولیکی کنسرسیوم

با تلقیح کنسرسیوم، یک گونه با سبب ري بوده و بیشت
تغییر شکل و تجزیه ابتدایی آلاینده، امکان عمل 

. کندها فراهم میثرتر را براي سایر گونهؤم
ها نیز موجب افزایش تحرك و تجزیه بیوسورفاکتانت

ی ترکیبات آبگریز شده و سبب بهبود فرآیند زیست
تفاده از به این ترتیب اس. شودپالایی میزیست

هاي تولید کننده سورفاکتانت کنسرسیوم و جدایه
زیستی، سبب رفع عوامل محدودکننده در تجزیه 

افزایش هاي نفتی شده و میزان تجزیه را آلاینده
  .دهد می
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Abstract 

Acenaphthene, a natural component of crude oil, is a carcinogenic compound 
and persistent to degradation. Bioremediation, which involves the use of living 
microorganisms for degradation and mineralization of contaminants, used to 
remove persistent contaminants such as Acenaphthene. Complete degradation 
of hydrocarbons is the result of different species activity that is known as a 
bacterial consortium. On the other hand, the low solubility of oil pollutants is a 
limiting factor in bioremediation. So, recently biosurfactant-producing bacterial 
consortia have been considered in the bioremediation to increase the 
bioavailability of oil contaminants. In the present study, Asenaphthene 
degrading bacteria were isolated by enriching the oil-contaminated soil and 
then, the biosurfactant-producing bacteria were screened based on the surface 
tension of the medium containing the isolates. After bacterial identification, 
degradation of Acenaphthene by isolates, consortium, and extracted 
biosurfactants from isolates, were investigated in the aqueous medium and soil. 
The results showed that both AP3 and BM1 could decompose Acenaphthene and 
produce biosurfactants. The AP3, BM1, and their consortium degraded 72.2%, 
54%, and 100% of pollutants in the aqueous medium, respectively. The effect 
of biosurfactant extracted from AP3 on the degradation of Acenaphthene was 
more than the BM1 biosurfactant. Percentage of Acenaphthene degradation in 
soil by AP3 and consortium was 64.7% and 75.7% respectively, and the use of 
AP3 biosurfactant with the consortium led to complete degradation. 16S rRNA 
gene sequences of isolates showed that AP3 100% was compatible with Bacillus 
velezensis CR-502 (T) and BM1 99.5% was compatible with Pseudomonas 
putida ATCC 12633. Therefore, the use of a consortium and biosurfactants 
improve the biodegradation of Acenaphthene compared to inoculation of 
individual isolates. 
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