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 چکیده

محیطی همانند نفت و مشتقات آن بسیار مورد توجه های زیستاثرات مخرب آلاینده های اخیر استفاده از ریزجانداران خاکزی جهت کاهشطی سال
 ها شامل شرایطثیر عواملی مختلفی است که مهمترین آنیبات هیدروکربنی در طبیعت، تحت تأپذیری و در نتیجه ماندگاری ترکقرار گرفته است. تجزیه

یزا   سزطحی  فعزال  باشزد. عوامزل  مزی  ریزجانزدارن  بزرای  آلاینزده  زیسزتی  دسترسزی  میززان  و هآلایند نوع ریزجاندارن، کنندگی تجزیه فعالیت محیطی،
از سزوی دیرزر،    .است پالایی زیست فرآیند بر مثبت اثر دارای بنابراین و شده هیدروفوب ترکیبات زیستی تجزیه و تحرک افزایش ها موجبسورفاکتانت

 مولکزولی  وزن بزا  هزایی هیدروکربن و جزئی چند تیک فرآیندی بالقوه و طبیعی است، اما ترکیباتآروماهای پلیکه تجزیه زیستی هیدروکربنرغم آنعلی
هزای توانمنزد   های جداسازی و غربزالرری، جدایزه  در بررسی حاضر با استفاده از روش .دارند نیاز کارآمد میکروبی گونه یک از بیش به تجزیه جهت بالا،

حاصزل از   4 باکتریاییهای منفرد و دستهان منبع کربنی( و تولید کننده سورفاکتانت زیستی، انتخاب و توانایی جدایهتجزیه کننده آلاینده بنزوپیرن )به عنو
های حاصل از مرحله جداسازی، دو جدایه ها بر میزان تجزیه آلاینده در دو محیط محلول و خاک با هم مقایسه شد. نتایج نشان داد که از میان جدایهآن

3AP  1وBM درصد کاهش میزان کشش سطحی محزیط کشزت نسزبت بزه شزاهد )فاقزد تلقزی( جدایزه( دارای توانزایی تولیزد            40و  43ترتیب با  به
 7گراد، اسیدیته درجه سانتی 35های یاد شده در دمای سازی شرایط تولید سورفاکتانت زیستی حاکی از آن بود که جدایهسورفاکتانت زیستی بودند. بهینه

درجزه   25الوصول بیشترین میزان تولید سورفاکتانت زیستی را نشان داده و در مقایسه با شاهد )دمزای  گلوکز به عنوان منبع کربنی سهلو در حضور قند 
به ترتیب در  نیوتن بر مترمیلی 52/31و  81/30نیوتن بر متر( کشش سطحی کمتری )میلی 42/56و قند گلوکز با کشش سطحی  6گراد، اسیدیته سانتی
باکتریزایی حاصزل از آن نشزان داد کزه     ( را ایجاد نمودند. تجزیه آلاینده بنزوپیرن در محیط محلول توسزط دو جدایزه و دسزته   1BMو  3APهای هجدای

تجزیزه  رخ داد. این تیمار سبب  3APباکتریایی و در حضور سورفاکتانت زیستی استخراج شده از جدایه بیشترین میزان تجزیه در تیمار تلقی( شده با دسته
درصد تجزیه آلاینده، کمترین اثر را بزر تجزیزه بنزوپیزرن در محزیط محلزول       6/27با  1BMکه جدایه درصد از آلاینده طی دو هفته شد. در حالی 3/87

روز،  45در انتهای که باشد. بطوریبه تنهایی می 3APباکتریایی بیشتر از جدایه ثیر دستهأداشت. مقایسه تجزیه بنزوپیرن در خاک نیز مشخص کرد که ت
گرم بر میلی 48گرم بر کیلوگرم به میلی 150از  3APجات و سورفاکتانت زیستی صفر و در تیمار تلقی( شده با جدایه غلظت آلاینده در تیمار حاوی دسته

 ی آلاینده را بطور کامل تجزیه نمودند. باکتریایدرصد و دسته 68آلاینده را به میزان  3APروز، جدایه  45کیلوگرم رسید. نتایج نشان داد که بعد از 
 تانت زیستی، هیدروکربنسورفاکتجزیه زیستی، ، بنزوپیرن های کلیدی:واژه
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4- Consortium 

بنزوپیزرن، یزک    .تاسز  یش یافتزه افززا هزای اخیزر   طی سزال  یست،ز
لکولی بالاست که علاوه ای با وزن موآروماتیک پنج حلقههیدروکربن 

های شهری، صزنعتی و پتروشزیمی، در نتیجزه    بر حضور در انواع زباله
هزای  احتراق ناقص ترکیبات آلی، استعمال دخانیات، تصادفات کشزتی 

سزازی، انتشزار انزواع مزواد     حمل سوخت، نشت نفت از مخازن ذخیزره 
 کننده و ضایعات روغنی تولیزد شزده در صزنایع جزانبی )هماننزد     روان

شزود  مزی   ها و لوازم آرایشی( نیزز تولیزد  پلاستیک سازی، تولید حلال
(. حضور در تمزامی اجززای محزیط زیسزت بخصزو       22و  21، 18)

)خاک، آب و هوا(، مقاومت در برابر تجزیه، توانایی بالقوه جهت تجمع 
زایی این ترکیب، سبب شده است زیستی به همراه خصوصیت سرطان

 )علوم و صنایع كشاورزي( آب و خاكنشریه 
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ی جهزت حزذو و پاکسزازی آن از محزیط     که محققان به دنبزال راهز  
 باشند. 
 یزه خزاک خصوصزاا انزواع هتروتزروو در تجز     ریزجانداران ییتوانا
 ینزد در فرآ یزدی راهکزار جد  یجزاد ها، سزبب ا یندهو آلا یسم یباتترک
یسزت شده اسزت کزه بزه نزام ز     یطیمح یستز یهاودگیآل یپاکساز
-کال کزم و سبب تبدیل ترکیبات خطرناک به اشز شده شناخته  ییپالا

 هایهای مختلف، توانایی گونه(. بررسی42شود )خطر میخطر و یا بی
 Bacillusو  Pseudomonas aeruginosa هماننززد باکتریززایی

subtilis (10 ،21  22و ،)Sphingomonas sp. ،Bordetella ،
Acidovorax (13 ،) Rhodococcus sp. (3 ،)

Novosphingobium sp. ،Microbacterium sp. ، Alcaligenes 

sp.، Achromobacter sp. (43 ،)Mycobacterium  و
Novosphingobium (16 ،)Alcaligenes denitrificans ،P. 

putida ،Flavobacterium sp. ،Burkholderia cepacia  وP. 

flurescens (19 )های هیدروکربنی به عنزوان  را در استفاده از آلاینده
 اند. ثبات رساندهها به امنبع کربن و تجزیه آن

آروماتیک نشزان های پلیتجزیه زیستی هیدروکربنرغم آنکه یعل
دهنده فرآیندهای بالقوه و طبیعی است که سبب تبدیل ایزن ترکیبزات   

شزود، امزا ترکیبزات چنزد     تر و غیر سمی در محیط میبه اجزای ساده
 هایی با وزن مولکولی بالا، جهت تجزیه به بیش ازجزئی و هیدروکربن

 مخلوطی رسدمی نظر به یک گونه میکروبی کارآمد نیاز دارند. در واقع
 بزه  نسزبت  بهتزری  متزابولیکی  انعطزاو  و سازگاری دارای هاجدایه از

جزات  دسزته هزای اخیزر،   براسزا  یافتزه   .باشزند می منفرد هایجدایه
-باکتریایی در تجزیه ترکیبات پیچیده هیدروکربنی کارآمدتر از جدایزه 

(. به عبارت دیرزر،  37و  35، 30، 29، 14، 2، 1باشند )یهای منفرد م
باکتریایی، یک گونه با تولید متابولیت سبب حذو و با استفاده از دسته

ثرتر را برای سزایر  ؤیا تغییر شکل ترکیبات سمی شده و امکان عمل م
 جدایزه  چهار از استفاده ( با12) همکاران و کند. دوتها فراهم میگونه
-دسزته  همچنزین  و Bacillus، Pseudomonas هاینهگو به متعلق

 درصزد  20 شزامل ) نفتی لجن تجزیه میزان ها،آن از باکتریایی حاصل
 ترکیبزات  درصزد  13 آروماتیزک،  اجزای درصد 43 آلیفاتیک، ترکیبات
 بررسزی  را( آسزفالتن  مشزتقات  درصزد  23 و گزوگرد  و نیترو ن حاوی
 از باکتریزایی حاصزل  تهدسز  کزه  داد نشزان  مطالعزه  این نتایج. نمودند
. نمودنزد  تجزیه را نفتی لجن آروماتیک محتوای از درصد 89 هاجدایه
 70 حالزت  بهتزرین  در منفزرد  هزای  جدایزه  عملکرد میزان کهدرحالی
 توانزایی  منفزرد  هزای جدایه که کرد ثابت بررسی این نتایج. بود درصد
 بزاوجود . ندارند را نفتی لجن در موجود آروماتیک اجزای تمامی تجزیه
 هیزدروکربنی  ترکیبزات  روی بر متفاوتی بطور خا  هایجدایه اینکه
 باکتریزایی در دسته لکن، کنند،می عمل( ایحلقه 5 تا 3) آروماتیکپلی
( 37) همکزاران  و ساتیشکومار .نمایندمی عمل موفقتر بسیار زمینه این

 هززایجدایززه از باکتریززایی حاصززلدسززته کززاربرد کززه نمودنززد عنززوان

Bacillus، Pseudomonas و Corynebacterium بززا مقایسززه در 
 و باکوسزا . دارد تجزیزه  بزر  بیشزتری  اثزر  منفزرد  هایجدایه از استفاده
 تجزیزه  بزر  باکتریزایی را دسته بیشتر ثیرگذاریأت نیز (2 و 1) همکاران
  .نمودند گزارش را خام نفت و کروزن

هزای  یکی از عوامزل محدودکننزده تجزیزه زیسزتی هیزدروکربن     
باشد. در واقع ای دسترسی زیستی این ترکیبات میآروماتیک چندحلقه

هزای مولزد   هزا منجزر بزه اسزتفاده از بزاکتری     انحلال کم این آلاینده
سورفاکتانت زیستی به منظزور افززایش انحزلال و در نتیجزه تجزیزه      

هزای دوگانزه  مولکزول این  های خا ها شده است. ویژگیزیستی آن
ی مولکولساختار موجود در آبدوست و آبرریز  یو انتهاد ثر ازأمت دوست

 ابز سبب شزده کزه ایزن ترکیبزات     این ویژگی  (.9) استاین ترکیبات 
سززطحی و بززین سززطحی مایعززات و تشزززکیل      کززاهش کشززش  
موجب افزایش حلالیت و دسترسی زیستی آلاینزده و  میکروامولسیون 

 .Pseudomonas sp(. 11شزوند ) در نتیجه بهبود تجزیه زیسزتی آن  
(، 23و  33 ،15) Pseudomonas aeruginosa(، 31و  8، 38)

Bacillus subtilis (34 ،24 ،25  28و ،)stenotrophonomonas 

sp. (20 ،)Paenibacillus dendritiformis (5 ،)Bacillus 

circulans (11 و )Brevibacillus sp. (39 از جمله بزاکتری )  هزایی
ت زیستی سبب افزایش تجزیه آلاینزده باشند که با تولید سورفاکتانمی

باکتریایی که دارای یک جز اند. استفاده از دستههای هیدروکربنی شده
تولید کننده سورفاکتانت زیستی و جز یا اجزای تجزیه کننده ترکیبزات  

ای در باشززند، روش مناسززب و مقززرون بززه صززرفه هیززدروکربنی مززی
 تولیزد  هزای ، جدایزه (. درواقزع 45و  4پالایی اسزت ) فرآیندهای زیست

 و زیسزتی  دسترسزی  بهبزود  مکانیسزم  دو با سورفاکتانت زیستی کننده
 و( سزطحی  بزین  و سطحی کشش کاهش طریق از) هاآلاینده تحرک
سبب افزایش انحلال  باکتری، سلول سطحی هیدروفوبیسیتی افزایش

های تجزیه کننده قزرار  را در دستر  جدایهآلاینده نامحلول شده و آن
های . این فرآیند در نهایت موجب افزایش میزان تجزیه آلایندهدهدمی

 (.32و  12شود )هیدروکربنی می

هزای اصزلی تولیزد کننزده نفزت و      ایران به عنوان یکی از قطب 
های منابع آب مشتقات آن، همواره در معرض خطرات ناشی از آلودگی

ثیر أرغم وجزود گزارشزات مختلزف در زمینزه تز     علی و خاک قرار دارد.
های چنزد  باکتریایی بر تجزیه هیدروکربن جاتدستهبیوسورفاکتانت و 

ای همانند نفتالن، آنتراسن، کروزن و فنانترن، مطالعات مربوط به حلقه
تجزیه زیستی بنزوپیرن توسط اسزتفاده همزمزان از بیوسزورفکتانت و    

ثیر جدایزه أ. از سوی دیرر تزاکنون تز  باکتریایی بسیار اندک استدسته
ی بومی کشور و توانایی انزواع مولزد سزورفاکتانت بزر تجزیزه ایزن       ها

باکتریزایی  ترکیب بررسی نشده است. در مطالعه حاضر، توانایی دسزته 
بومی شامل جدایه تجزیه کننده بنزوپیرن و جدایه مولزد سزورفاکتانت   

ای بنزوپیزرن  زیستی بر تجزیه زیستی هیدروکربن آروماتیک چندحلقه
 و خاک بررسی شده است.در دو محیط محلول 



 607     ...باكتریاییبا استفاده از دسته بهبود تجزیه زیستی آلاینده هیدروكربنی بنزوپیرن

 

 هامواد و روش

های تجزیه کننده بنزوپیرن: به منظور جداسازی جداسازی باکتری
های توانمند تجزیه کننده بنزوپیرن، چهار نمونه خاک آلوده به باکتری

هزای  گازوییل، بنزین و نفت سفید از اطراو مخازن نرهداری فزرآورده 
آوری، هواخشک و از الک واقع در شهرهای ساری و بهشهر جمع نفتی
ها جهت انجام آزمایشات بعزدی بزه   متری عبور داده شد. نمونهمیلی 2

مرکز تحقیقات تیرتاش وابسته به شرکت دخانیات ایزران انتقزال و در   
گراد نرهداری شزد. پزا از تعیزین خصوصزیات     درجه سانتی 4دمای 

گاری (، جهت اطمینان از ساز1فیزیکوشیمیایی خاک )مندرج در جدول 
گرم از هر نمونزه خزاک بزا     5 خاک با آلاینده نفتی،ریزجانداران بومی 

( حزاوی  7) 1هزا   -از محیط کشت نمک معدنی بوشنل لیتریلیم 45
بنزوپیرن مخلوط و به مزدت سزه مزاه بزر روی      گرم در لیترمیلی 100

لیتزر از  میلزی  5شیکر و در تاریکی نرهداری شد، در انتهزای هزر مزاه    
ها  تازه منتقل شد تزا جمعیزت   -اک به محیط بوشنلسوسپانسیون خ

سزازی،  (. پا از اتمام دوره غنزی 32ریزجانداران ناخواسته را کم کند )
-های حاوی بوشزنل لیتر از سوسپانسیون خاک بر روی پلیتمیلی 1/0
کشت و بزه مزدت    گرم بر لیتر از بنزوپیرنمیلی 100آگار حاوی -ها 
گراد گرماگذاری شد. پا از طزی  درجه سانتی 30ساعت در دمای  72

هزا در  های ظاهر شزده بزر روی سزط( پلیزت    زمان گرماگذاری، کلنی

بررسزی شزکل   (. 21سزازی شزدند )  خزالص  2آگار-برتانی-محیط لوریا
در نهایززت منجززر بززه ( 2)منززدرج در جززدول هززا مرفولززو یکی جدایززه

به  بنزوپیرنکه قادر به استفاده از شد جدایه باکتریایی  ششجداسازی 
، 1AM ،3APهای حاصزل بزا اسزامی    جدایه .عنوان منبع کربنی بودند

1BM ،4BM ،1BP  2وBP گذاری شد. نام 
های مولد سورفاکتانت زیستی: جهت غربزالرری  غربالرری جدایه

هزای  های تولید کننزده سزورفاکتانت زیسزتی از میزان جدایزه     باکتری

( 36) 3بزرت حاصل، محلول رویی حاصل از سانتریفیو  محیط کشت را
ها و آلاینده به پژوهشکده علزوم و فنزاوری مزواد غزذایی     حاوی جدایه

جهاد دانشراهی خراسان رضوی ارسال و میزان میزان کشش سطحی 

( در دمزای  4ها به وسیله تنسیومتر دونوی )شرکت کزروز، آلمزان  نمونه
 (. 38و  35) شداتاق اندازه گرفته 

ستی: به منظزور افززایش   سازی شرایط تولید سورفاکتانت زیبهینه
 pHهای انتخابی، مقزدار  میزان تولید سورفاکتانت زیستی توسط جدایه

                                                           
1- Bushnell and Haas 

2- Luria Bertani Agar 

3- Robert 

4- Kruss Company, Germany 

گراد( و نوع منبزع کربنزی   درجه سانتی 35و  30، 25دما )، (8و  7، 6)

ها  )گلوکز، سزاکارز و نشاسزته(   -اضافه شده در محیط کشت بوشنل
ا از سازی شد. به این منظزور پز  به کمک روش آماری تاگوچی بهینه

افززار  طراحی آرایش تیمارها با روش آماری تاگوچی و بزه وسزیله نزرم   
ها تهیه و پا از گرماگذاری میززان کشزش سزطحی    مینی تب، نمونه

ها در پژوهشکده علزوم و فنزاوری مزواد غزذایی جهزاد دانشزراهی       آن
 (. 26خراسان رضوی اندازه گرفته شد )

ه بنزوپیرن توسط تجزیه بنزوپیرن در محیط محلول: توانایی تجزی
های انتخابی، در محیط محلول مورد مقایسه قرار گرفت. به این جدایه
آزمایشی در قالب طرح کزاملا تصزادفی بزا آرایزش فاکتوریزل      منظور، 
شزامل   یشآزمزا  تیمار و سه تکرار طراحی شد. فاکتورهزای  12شامل 
و دسزته  3AP ،1BMهای )جدایه سورفاکتانت زیستیمولد  یهاجدایه
و شززاهد( و فززاکتور دوم نززوع   Coتریززایی حاصززل از دو جدایززه  باک

های زیستی استخراج شده از جدایزه  )سورفاکتانت سورفاکتانت زیستی
3AP  1وBM    .در نمودارهزا   و عدم حضور سزورفاکتانت زیسزتی( بزود

و  1B ،2Bحاصله به ترتیزب  باکتریایی دستهو  3AP ،1BMهای جدایه
Co  3صل از جدایه حا های زیستیسورفاکتانتوAP  1وBM  1نیزS  و

2S  .0نامرذاری شدندS سورفاکتانت زیستیدهنده عدم تلقی( نیز نشان 

لیتر، سلول بر میلی 300×  610با جمعیت  جهت تهیه مایه تلقی(است. 
دقیقه بزا   20ها در محیط لوریابرتانی، به مدت ساعته جدایه 18کشت 
سززپا بززا اسززتفاده از  دور در دقیقززه سززانتریفیو  شززد. 4000ت عسززر

جمعیزت یکسزان از    درصزد  9/0فارلند و سرم نمکی استاندارهای مک
گرم بزر  میلی150ها  حاوی -ها تهیه و به محیط کشت بوشنلجدایه

ها بزه مزدت چهزارده روز در    لیتر از آلاینده بنزوپیرن اضافه شد. نمونه
 گراد بزر روی شزیکر گرماگزذاری و در انتهزای    درجه سانتی 35دمای 

گیزری،  ها عصزاره زمان گرماگذاری میزان بنزوپیرن باقیمانده در نمونه
 اندازه گرفته شد.  GC-FIDاستخراج و با 

سزورفاکتانت  بزه منظزور اسزتخراج    استخراج سورفاکتانت زیستی: 
سزاعته   96(، از کشزت  26و همکاران ) 5بر اسا  روش منیف زیستی
ینه استفاده شد. ها  تحت شرایط به-ها در محیط کشت بوشنلجدایه

درجه  4دور و دمای  4000دقیقه با  30ها به مدت محیط حاوی جدایه
آن بزززا اسزززتفاده از  pHگزززراد سزززانتریفیو  شزززد و سزززپا سزززانتی

ها به مزدت یزک   کاهش داده شد. نمونه 2نرمال به  6اسیدکلریدریک 
شب در یخچال نرهداری و پا از آن حجم برابری از نمونه و مخلوط 

دقیقزه بزر روی شزیکر     15وفرم/ متانول ترکیب و به مدت کلر 1به  2
شزده و در آون   قرار گرفت. فاز آلی با قیف جداکننده، از فاز آبزی جزدا  

ناخالص  سورفاکتانت زیستیگراد(، خشک شد. درجه سانتی 50)دمای 
 در آزمایشات تجزیه مورد استفاده قرار گرفت.

                                                           
5- Mnif 
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خراج بنزوپیرن گیری بنزوپیرن در محیط محلول: جهت استعصاره
 3باقیمانده در انتهای دوره گرماگذاری، ابتدا به وسیله اسیدسولفوریک 

میلزی  10کاهش داده شد. سپا حجم برابر ) 2ها به نمونه pHمولار 
سزاعت بزر روی    24ها افزوده و به مزدت  به نمونه لیتر( از اتیل استات

 آب،بزی  4SO2Na نمزک  کمک به هاعصاره شیکر مخلوط شد. سپا
 گیزری عصاره مخصو  ظروو به انتقال از پا و شده آبزدایی کاملاا
 10 کمزک  با سپا و خشک آزاد هوای معرض در ساعت 12 مدت به
غلظزت باقیمانزده    تعیین جهت و رسیده حجم به اتیل استات لیترمیلی

 (.13آنالیز شدند ) GC-FIDآلاینده به وسیله 
ه در خزاک توسزط   تجزیه بنزوپیرن در خاک: میزان تجزیه آلاینزد 

جدایه و سورفاکتانت زیستی برتر حاصل از آزمایشات تجزیه در محیط 
آزمایشزی در قالزب طزرح کزاملا تصزادفی بزا       ها ، به وسیله -بوشنل

تیمار و سه تکزرار( مزورد بررسزی قزرار گرفزت.       12آرایش فاکتوریل )
برتزر، تلقزی( همزمزان     باکتریزایی دسزته فاکتور اول شامل جدایه برتر، 

و سورفاکتانت زیستی برتر و شزاهد بزوده فزاکتور دوم     باکتریاییدسته
در واقزع،   روز( مورد مطالعه قرار گرفت. 45و  30، 15شامل سه زمان )

باتوجه به نتایج حاصل از مرحلزه تجزیزه آلاینزده در محزیط محلزول،      
باکتریایی ، سورفاکتانت زیستی استخراج شده از آن و دسته3PAجدایه 

ها در تجزیه بنزوپیرن در محیط خزاک طزی سزه    ایی آنانتخاب و توان
 10زمان بررسی شزد. بزه ایزن منظزور، ده نمونزه خزاک غیرآلزوده از        

آوری و متری سط( مزرعه برنج واقع در شهرستان بهشهر جمزع سانتی
سازی و انجام آزمایشات فیزیکوشزیمیایی بزه مزدت یزک     پا از آماده

نرهزداری شزد تزا تمزامی      گراددرجه سانتی 105شب در آون و دمای 
گرم از خاک توزین و با مقزدار   50(. سپا 26رطوبت آن تبخیر شود )

گرم بر کیلوگرم خاک از آلاینده بنزوپیرن آلوده شد. بزه ایزن   میلی150
ها اضافه شد. پا لیتر استون حل و به نمونهمیلی 2منظور آلاینده در 

لیتر از مایه یک میلیها با از تبخیر حلال )حدود دو ساعت بعد(، نمونه
لیتزر از جدایزه تلقزی(    سلول بر میلی 300×  610تلقی( حاوی جمعیت 

شد. در این مرحله جهزت ممانعزت از ورود عناصزر غزذایی موجزود در      
ها محیط کشت، پا از رشد جدایه در محیط کشت لوریابرتانی، نمونه

هززای رسززوب یافتززه دو بززار توسززط سززرم  سززانتریفیو  شززده، سززلول
درصد شستشو داده شد و سپا جمعیزت یکسزان از    9/0و یک فیزیول

هزا تلقزی(   فارلند تهیه و به نمونهجدایه با استفاده از استانداردهای مک
درصد ظرفیت نرهداری  60های خاک به میزان (. رطوبت نمونه5شد )
گیزری وزنزی   تنظیم و طی دوران گرماگذاری به کمک اندازه 1رطوبت

(. به منظور بررسی میزان تجزیه 5اشته شد )مقدار رطوبت ثابت نره د
هزای پزانزده، سزی و چهزل و پزنج روز پزا از       بنزوپیرن، طی زمزان 

های خاک برداشت و به مدت یک شب در گرم از نمونه 5گرماگذاری، 

                                                           
1- Water Holding Capacity 

میلزی  20گراد( کاملا خشک شزد. سزپا   درجه سانتی 30آون )دمای 
ساعت  16و به مدت  ها افزوده شدهلیتر از حلال دیکلرومتان به نمونه

بر روی شیکر قرار گرفت. پا از طی زمان یاد شده، فاز آلی جدا شده 
و در هوای آزاد خشک و مجددا با حلال به حجم رسانده شده و توسط 

GC-FID ( تمامی آزمایشات یزاد شزده   41مورد سنجش قرار گرفت .)
 در مرکز تحقیقات توتون تیرتاش انجام شد. 

بززه  GCهززا جهززت آنززالیز دسززتراهی  : نمونززهGC-FIDآنززالیز 
آزمایشراه بیوپالایش زیست محیطی دانشکده علوم دانشراه فردوسزی  

بزا   FIDمشهد ارسال شد. دستراه جی سی مورد استفاده دارای ستون 
متزر و  میلزی  17/0و ضزخامت فزیلم    32/0متر، قطر داخلی  25طول 

متر مربع و نیوتن بر سانتی 17/5هیدرو ن به عنوان گاز حامل با فشار 
 40لیتر بر دقیقه بود. برنامه دمزایی سیسزتم شزامل،    میلی 8/1جریان 

گراد بزر دقیقزه تزا    درجه سانتی 30دقیقه،  3گراد به مدت درجه سانتی
دقیقه ثابت نره داشزته شزد. دمزای     10درجه که به مدت  300دمای 

گراد و میززان تزریزق   درجه سانتی 300و آشکارساز  290تزریق کننده 
میکرولیتر طی مدت یک دقیقه در حالزت اسزپیلیتلا یزا بزدون      2یز ن

 (. 13شکاو بود )
 افززار بزا نزرم   هزای حاصزل از آزمایشزات   ها: دادهآنالیز آماری داده

 .شدند یبررس %1در سط( احتمال  توکیآزمون  و 2جامپ
 

 نتایج و بحث

آوری شزده در  ی جمزع های خاک آلزوده سازی و کشت نمونهغنی
ها  منجر به جداسازی شش جدایه نمک معدنی بوشنل محیط کشت

( متفزاوت شزد کزه بزا     2با خصوصیات ظاهری مورفولو یکی )جزدول  
گزذاری  نام 2BPو  1AM ،3AP ،1BM ،4BM ،1BPاسامی اختصاری 
های آلزوده بودنزد،   که بومی خاکهای یاد شده از آنجاییشدند. جدایه

هزای  سزمیت آلاینزده   هزای زیزاد و  علاوه بر مقاومت نسبت به غلظت
هیدروکربنی، قادر به استفاده از این ترکیبات به عنوان منبع کربنی نیز 

 باشند. می

هزای  گیری میززان کشزش سزطحی جدایزه    نتایج حاصل از اندازه
های تولیدکننزده سزورفاکتانت زیسزتی    مذکور به منظور انتخاب جدایه

میززان   کمتزرین   3APو   1BMهزای  ( نشان داد کزه جدایزه  3)جدول 
( معتقدند کزه جدایزه  6بودور و میلرمایر ) کشش سطحی را دارا بودند.

-میلزی  40هایی که میزان کشش سطحی آب خالص را بزه کمتزر از   

-را دارا مزی سورفاکتانت دهند، توانایی تولید نیوتون بر متر کاهش می

میزززان کشززش سززطحی در  2هززای جززدول باشززند. بززر اسززا  داده
بزر   نیوتزون میلزی  22/49و  79/46ه ترتیب ب 1BMو  3APهای جدایه
-که میزان کشش نمونه شاهد )محیط کشت بوشزنل بود. در حالی متر

                                                           
2- Jump 
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هزای  نیوتون بر متر به دست آمزد. بنزابراین نمونزه   میلی 35/77ها ( 
درصزدی کشزش    40و  43مورد بررسی بزه ترتیزب موجزب کزاهش     

وانزایی  سطحی نسبت به شاهد شدند. به این ترتیب دو جدایه مذکور ت
را داشته و جهت انجزام آزمایشزات بعزدی انتخزاب     سورفاکتانت تولید 
 شدند.

هزا جهزت تولیزد حزداکثر مقزدار      سازی شرایط رشزد جدایزه  بهینه
)روش  فاکتوریزل  از کسزری  سورفاکتانت زیستی، به وسزیله آزمزایش  

حاوی تمامی تیمارهای آزمایشی طراحی  4 تاگوچی( انجام شد. جدول
به روش فاکتوریل کسری )تزاگوچی( بزه    تبار مینیافزشده توسط نرم

 باشد.میآزمایش با دو تکرار بود،  9همراه نتایج آن، که 
براسززا  نتززایج حاصززل از آرایززش تیمارهززا بززه روش تززاگوچی،  

مشزخص  ( 5)جزدول  طور که در جدول تجزیه واریانا مربوطه همان
باشد. می است، بیشترین درصد اثرگذاری به فاکتور منبع کربنی مربوط

بزا   1BMو جدایزه   %6/42بزا   3APدر مورد جدایه در واقع این فاکتور 
 pH. پا از منبع کربنی، ستبیشترین سهم اثرگذاری را دارا 28/88%

های حاصزل از آزمزایش شزده و در نهایزت     موجب ایجاد تغییر در داده
 باشد.کمترین سهم نیز به فاکتور دما مربوط می

 
 های خاک مورد بررسینمونهی ای فیزیکی و شیمیایهیبرخی ویژگ -1 جدول

Table 1- Some physical and chemical properties of examined soil samples  
 نمونه خاک

Soil 

sample 

 شن

Sand 

تسیل  

Silt 

 رس

Clay 

pH 

 

 نیتروژن کل
Total 

nitrogen 

 کربن آلی

Organic 

carbon 

کیقابلیت هدایت الکتری  

Electerical 

conductivity 

 فسفر قابل دسترس
Available 

phosphorus 

 %  % dS.m-1 Mg.kg-1 

1 5.5 35.5 59 6.6 0.12 1.86 3.2 77.5 

2 5.8 41.3 52.9 6.5 0.1 1.43 3 79.9 

3 5.3 41.9 52.8 6.7 0.17 1.9 3.3 81.1 

4 4.5 39.8 55.7 6.6 0.15 1.87 3.1 79.7 

 
های تجزیه کننده بنزوپیرنیهجدا شناسیریختخصوصیات  -2جدول   

Table 2- Morphological properties of Benzo(a)pyrene degrading isolates 
 جدایه

Isolate 

 رنگ کلنی

Colony color 
 شکل کلنی

Colony Shape 

 اسپور
Spore 

 کپسول

Capsule 

 تحرک
Mobility 

 گرم

Gram 

AM1 زرد کمرنگ 
Light yellow 

ایمیله  

Bacillus 

+ + + + 

BM4 شیری 
Milky 

 باسیل کوکوسی
Coccobacillus 

+ - + + 

BP1 صورتی کمرنگ 

Light Pink 

ایباسیل رشته  

Streptobacilli 

- - - - 

BP2 شیری 
Milky 

ایخوشه  

Staphylococci 

+ + - + 

AP3 سفید شیری 
Milky White 

ایمیله  

Bacillus 

+ - + + 

BM1 سفید لعابی 
Overglazed White 

یامیله  

Bacillus 

- - + - 

 
 های باکتریایی انتخاب شدهمیزان کشش سطحی در بین جدایه -3 جدول

Table 3- The surface tension in selected bacterial isolates  
 جدایه

Isolate 
 (mN/m) کشش سطحی

Surface tension 
3AP 46.79 
1BM 49.22 
1AM 51.53 
4BM 52.01 
1BP 57.9 

 شت فاقد باکتری(شاهد )محیط ک

Blank (culture Medium without bacteria) 

77.35 
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 ( ی)روش تاگوچ یلاز فاکتور یکسر یشدر آزما یشیآزما یمارهایت -4 جدول

Table 4- Treatments in fractional factorial experiment (Taguchi) 
 1BMجدایه  (mN/m) یکشش سطح

Isolate 1ension of BMtSurface  
 3APجدایه  (mN/m) یسطحکشش 

Isolate 3ension of AptSurface  

 منبع کربن

Carbon source 
 دما

Temprature 
pH 

 

40.41 56.42 
 گلوکز 

Glucose 
25 

6 56.02 58.36 
 نشاسته

Starch 
30 

49.76 63.72 
 ساکارز

Sucrose 
35 

54.25 58.04 
 نشاسته

Starch 
25 

7 47.74 49.18 
 ساکارز

Sucrose 
30 

31.52 30.81 
 گلوکز

Glucose 
35 

47.23 46.29 
 ساکارز

Sucrose 
25 

8 40.43 40.62 
 گلوکز

Glucose 
30 

58.18 58.28 
 نشاسته

Starch 
35 

 
 ی به روش تاگوچ ها، منبع کربنی و دما بر بهینه سازی شرایط رشد جدایهpHاثر  یانسوار تجزیه -5جدول 

Table 5- Analysis of variance resulting from biosurfactant production optimization treatments by Taguchi  

  منابع تغییرات

Source of 

variation 

درجه 

 آزادی
DF 

مجموع 

 مربعات
SS AP3 

مجموع 

 مربعات
SS BM1 

 واریانس
VAP3 

 واریانس
VAP3 

FAP3 FBM1 PSAP3 PSBM1 %PAP3 %PBM1 

 اسیدیته
pH 

2 635.18 104.31 317.59 52.16 9.67 6.04 607.9 87.04 34.66 5.81 

 دما
Temperature 

2 266.13 11.19 133.065 5.59 5.94 0.65 238.85 6.08 14.5 0.62 

 کربن
Carbon 

2 780.92 1585.51 390.46 792.76 11.89 91.86 753.64 1568.28 42.6 88.28 

 خطا
Error 

11 150.06 94.9 13.64 8.63     8.2 5.28 

 کل
Total 

17 1832.32 1795.92         

 
جهت بررسی نتایج، میزان کشش سطحی حاصل از دو جدایزه در  

و در حضور منبع کربنی گلزوکز   6گراد، اسیدیته درجه سانتی 25دمای 
بر  به عنوان شاهد در نظر گرفته شد و سایر نتایج با آن مقایسه گردید.

در  1BM و 3APاسا  نتایج حاصل، میزان کشزش سزطحی جدایزه    
نیزوتن بزر متزر بزود.     میلی 41/40و  42/56شرایط یاد شده به ترتیب 

گزراد،  درجه سزانتی  35حداقل میزان کشش سطحی در شرایط دمایی 
و  81/30و در حضور قند گلوکز رویت شد که شامل مقادیر  7اسیدیته 
و  3APهزای  نیوتن بر متر و به ترتیب مربزوط بزه جدایزه   میلی 52/31

1BM .بزا عامزل    نتایج روش آماری تاگوچی، تغییر در بودS/N   بیزان

باشزد، بزه    S/Nشود و شرایط آزمایشی که دارای بیشزترین مقزدار   می
شود. علاوه بر آن به کمک نمودارهای عنوان شرایط بهینه انتخاب می

فهمید کدام فاکتور دارای اهمیزت بیشزتری    توانیم (1 شکلحاصله )
ی بیشترین میزان اختلاو بین سزطوح  واقع نموداری که دارا است. در

باشد، دارای اثر بیشتری است و نمودارهایی که میزان اختلاو سطوح 
در آن کم باشد، از اهمیت کمتری در نتیجه آزمایش برخوردار است. به 

، فاکتور منبع کربنی دارای بیشترین اثر 1این ترتیب و بر اسا  شکل 
نتیجه آزمایش )تغییزرات میززان   ترین اثر در مو فاکتور دما نیز دارای ک
از طریزق جزدول تجزیزه     گیزری یجزه این نت باشد.کشش سطحی( می
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واریانا مربوط بزه تیمارهزای آرایشزی بزا روش تزاگوچی نیزز قابزل        
 باط است. بنابراین طبق نتایج حاصل از جزدول تجزیزه واریزانا   ناست

ا برابر بز  pHمورد نظر در  ، شرایط بهینه2 و 1 هایو شکل (5)جدول 
  .شدگراد و منبع کربنی گلوکز حاصل درجه سانتی 35، دمای 7

هززای مختلززف حززاکی از آن اسززت کززه نتززایج حاصززل از بررسززی
مهمترین عامل تعیین کننده شرایط بهینه رشزد و تولیزد سزورفاکتانت    

باشد. به عنوان مثال، مطالعه حمزه زیستی جنا و گونه باکتریایی می
یط بهینزه تولیزد حزداکثر سزورفاکتانت     ( نشان داد شرا15و همکاران )
 9، شامل Pseudomonas aeruginosa UKMP14Tتوسط جدایه 

pH باشزد. در  گراد و منبع کربنی گلیسرول میدرجه سانتی 37، دمای
مورد مطالعه توسط   Pseudomonas aeruginosa s6که سویهحالی

ین و حضور منبع کربنی گلزوکز بیشزتر   pH 9( در 46یین و همکاران )
میزان سورفاکتانت زیستی را تولید نمود. بنابراین شزرایط بهینزه رشزد    

هزای مختلزف از یزک    میان سویه باکتری و تولید سورفاکتانت زیستی
جنا و گونه متفاوت بوده و حتی محل جداسزازی سزویه در شزرایط    

  باشد.بهینه مورد نیاز آن اثرگذار می
اسیدیته، دما، منبع علاوه بر جنا و گونه، عوامل محیطی همانند 

هزا نیزز بزر رشزد و تولیزد      کربن و نیترو ن و محل جداسزازی جدایزه  
 و نزوع ( 44) همکاران و ها اثرگذارند. ووبیوسورفاکتانت توسط باکتری

 تولیزد  میززان  بزر  ثیرگزارأت مهم عامل عنوان به را کربنی منبع غلظت
نزده  هزای تولیزد کن  در واقزع بزاکتری  . نمودنزد  مطزرح  بیوسورفاکتانت

کزه  سورفاکتانت اغلب نیاز به مقدار زیادی اکسزیژن دارنزد. از آنجزایی   
مشتقات نفتی، محتوای اکسیژن محلول کمی دارنزد، از منزابع کربنزی    

(. 17شزود ) مین اکسیژن محلزول اسزتفاده مزی   أمحلول در آب جهت ت
وجود منبع کربنی نامحلول در آب تولید سزورفاکتانت زیسزتی توسزط    

کند. اما از سوی دیرر منبزع کربنزی سزهل   حریک میریزجانداران را ت
الوصول محلول در آب موجب تحریزک رشزد ریزجانزداران و افززایش     

ها شده و در نهایت سبب افزایش میزان تولید سزورفاکتانت  جمعیت آن
بزززر خصوصزززیات سزززاختاری  pH(. تغییزززرات 34و  17شزززود )مزززی

ها، اثرگذار ل آلایندهها در افزایش انحلاها و توانایی آنبیوسورفاکتانت
مناسززب جهززت تولیززد حززداکثر میزززان   pHاسززت. از سززوی دیرززر، 
و  31، 15به جنا و گونه بزاکتری بسزتری دارد )   سورفاکتانت زیستی

46.) 

اسزتفاده از   غلظت باقیمانده آلاینده بنزوپیرن و درصد تجزیه آن با
و تلقزی( همزمزان دو جدایزه تحزت عنزوان       1BMو  3APهای جدایه
و همچنین کاربرد و عدم کاربرد دو سورفاکتانت زیستی  باکتریاییدسته

و تجزیه واریزانا داده  2ها به ترتیب در شکل استخراج شده از جدایه
کزه تجزیزه و   آنجزایی  آورده شزده اسزت. در واقزع، از    6ها در جزدول  

پزذیری کزم آن   ثیر انحلالأدسترسی زیستی آلاینده بنزوپیرن، تحت ت
ایزن ترکیزب در حضزور و عزدم حضزور سزورفاکتانت       باشد، تجزیه می
 حاصل از آن بررسی شد. باکتریاییدستهها و و تلقی( جدایه  زیستی

(، اثزر  6های حاصل از جدول تجزیه واریانا )جدول براسا  داده
سززه فززاکتور جدایززه، سززورفاکتانت زیسززتی و بززرهمکنش بززاکتری و  

ر محزیط محلزول، در   سورفاکتانت زیستی بر تجزیه آلاینده بنزوپیرن د
باشند. به عبارت دیرزر، کزاربرد تیمارهزای یزاد     دار میمعنی %1سط( 

شده در مقایسه با شاهد سبب کاهش غلظت آلاینده و تجزیه آن شده 
دهد که در میان تیمارهای اعمال شده، کاربرد نشان می 2شکل  است.
 )تلقزی( همزمزان دو جدایزه( بزه همزراه سزورفاکتانت       باکتریزایی دسته

 3/87ثرترین تیمار بوده و سبب تجزیه ؤم 3APاستخراج شده از جدایه 
گزرم بزر لیتزر    میلزی  18درصد از آلاینده شده و غلظت آلاینزده را بزه   

درصد، کمترین اثر  6/27با  1BMکه تلقی( جدایه کاهش داد. در حالی
 5/107بزه   150را بر تجزیه بنزوپیرن داشزته و غلظزت آلاینزده را از    

 بر لیتر رساند.گرم میلی

 

 

A 
B 



 1398آبان  -، مهر 4، شماره 33آب و خاك، جلد نشریه      612

 3AP( جدایه Bو ) 1BM( جدایه A: )یدر روش تاگوچ یکشش سطح یزانفاکتورها بر م یاثر اصل -1 شکل

isolate 3Isolate and (B) AP 1The main effect of factors on surface tension in the Taguchi method: (A) BM -Figure 1 
ی و سورفاکتانت زیستی بر تجزیه بنزوپیرن در محیط محلولاثر باکتر یانسوار تجزیه -6جدول   

Table 6- Analysis of variance from isolates and biosurfactants on benzo(a)pyrene biodegradation in liquid medium 
 منابع تغییرات

Source of variation 
 درجه آزادی

DF 
 مجموع مربعات

SS 
 میانگین مربعات

MS 
 Fنسبت 

F value 
Probe> F 

 باکتری

Isolate 
3 431303.6 143767.9 287535.7 0.001 

 سورفاکتانت زیستی

Biosurfactant 
2 165.7 82.8 165.7 0.001 

 باکتری*سورفاکتانت زیستی

Biosurfactant٭Isolate 
6 271.4 45.2 90.5 0.001 

 خطا

Error 
24 12 0.5   

 کل

Total 
35 431752.7    

 

تجزیه آلاینده تحت تیمارهزای باکتریزایی مختلزف     بررسی درصد
در مقایسه با تلقی( جدایزه   باکتریاییدستهدهد که استفاده از نشان می

که مقایسزه نتزایج حاصزل از    اثر بیشتری بر میزان تجزیه دارد. بطوری
مزورد   باکتریاییدستهتیمارهای فاقد سورفاکتانت زیستی نشان داد که 

درصزد شزده اسزت، در     18/85ده به میززان  بررسی سبب تجزیه آلاین
درصزد   6/27و  6/75بزه ترتیزب    1BMو  3APهزای  که جدایزه حالی

آلاینده را تجزیه نمودند. در واقع نتایج نشان داد که غلظت آلاینده در 
 3APدر تیمارهای حاوی جدایزه   و 22/21 باکتریاییدستهتیمار حاوی 

لیتزر بزود. در میزان دو     گرم برمیلی 5/107و  2/83به ترتیب  1BMو 
بوده و تیمارهزای حزاوی    1BMبهتر از  3APجدایه نیز، عملکرد جدایه 

آن نتایج بهتری را نشان دادند. در تیمار حاوی سزورفاکتانت اسزتخراج   
و در حضور  1BM ،7/37، غلظت آلاینده در حضور جدایه 3APشده از 

کزه در تیمارهزای   گرم بر لیتر بود. در حالیمیلی 3AP ،33جدایه مولد 

، 1BMتلقی( شده بزا سزورفاکتانت زیسزتی اسزتخراج شزده از جدایزه       
 12/37به ترتیزب   1BMو  3APهای غلظت بنزوپیرن در حضور جدایه

رسد، علاوه بر عملکزرد بهتزر   گرم بر لیتر بود. به نظر میمیلی 2/83و 
ثرتر بوده و سبب ؤ، سورفاکتانت زیستی حاصل از آن نیز م3APجدایه 
 بود فرایند تجزیه شده است.به

مقایسه میان تیمارها نشان داد کزه کزاربرد سزورفاکتانت زیسزتی     
کزه حزداقل میززان    سبب افزایش میزان تجزیه آلاینزده شزد. بطزوری   

و فاقزد   1BMتجزیزه بنزوپیزرن در تیمزاری کزه تنهزا حزاوی جدایزه        
ثیر سزورفاکتانت اسزتخراج   أسورفاکتانت زیستی بود، دیده شد. لکن، تز 

بیش از سورفاکتانت زیستی حاصل از جدایه دیرزر   3APه از جدایه شد
بوده و حداکثر میزان تجزیه بنزوپیرن در حضزور ایزن ترکیزب رخ داد    

 درصد(. 3/87)
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 در محیط محلول پس از طی دوره گرماگذاری درصد تجزیه بنزوپیرن -2 شکل
Figure 2- Percentage of Benzo(a)pyrene biodegradation in liquid medium after incubation  

 
کنش تیمار و زمان بر تجزیه بنزوپیرن در خاکاثر تیمار، زمان و برهم یانسوار تجزیه -7جدول   

Table 7- Analysis of variance from isolates and biosurfactants on benzo(a)pyrene biodegradation in soil 
 منابع تغییرات

Source of variation 
 درجه آزادی

DF 
 مجموع مربعات

SS 
 میانگین مربعات

MS 
 Fنسبت 

F value 
Probe> F 

 تیمار

Treatment 
3 61080.2 20360.8 24432.8 0.001 

 زمان

Time 
2 28681.1 14340.9 17209.8 0.001 

 تیمار٭زمان

Time٭Treatment 

Biosurfactant٭Isolate 
6 10988.9 1831.2 2197.2 

0.001 

 خطا

Error 
24 20 

0.86 
  

 کل

Total 
35 100771.7 

 
  

 
به دلیل پیچیدگی محیط خاک نسبت به محزیط محلزول، فرآینزد    

های باکتریایی در دو محیط یاد شده بسیار تجزیه آلاینده توسط جدایه
ها در سط( ذرات خزاک و  باشد. در واقع، جذب هیدروکربنمتفاوت می

های تولید کننزده  ز جدایهها، عامل اصلی استفاده اکاهش دسترسی آن
باشد. به همین دلیزل، توانزایی   ها میسورفاکتانت جهت تجزیه آلاینده

و سورفاکتانت زیسزتی برتزر حاصزل از مرحلزه      باکتریاییدستهجدایه، 
تجزیه آلاینده در محیط محلول در خاک مزورد بررسزی قزرار گرفزت.     

جدایزه  بررسی تجزیه آلاینده بنزوپیزرن در خزاک تحزت تلقزی(      نتایج
3AP ،بزه   باکتریزایی دسزته فاقد سورفاکتانت زیستی و  باکتریاییدسته

 45طزی دوره   3APهمراه سورفاکتانت زیستی استخراج شده از جدایه 
شامل جدایه، آورده شده است. اثر تیمارها ) 3 و شکل 7روزه در جدول 

هزا بزر   کزنش آن و سورفاکتانت زیستی(، زمان و بزرهم  باکتریاییدسته
در میان  کهبطوری. (p<01/0دار شد )بنزوپیرن در خاک معنی تجزیه

و بیوسزورفاکتانت   باکتریاییدستهسه تیمار مورد آزمایش، تیمار حاوی 
درصزد(   68درصد( و تیمار حاوی جدایه کمترین اثر )100بیشترین اثر )

که در نمونه شاهد غلظت آلاینزده  را بر تجزیه آلاینده داشتند. در حالی
 درصد تجزیه(.  6/0روز تقریبا ثابت باقی مانده است ) 45پا از 

، درطول چهل و پزنج روز گرماگزذاری   3APدر تیمار حاوی جدایه 
گزرم بزر   میلی 48گرم بر کیلوگرم خاک به میلی 150میزان آلاینده از 

( طی پانزده روز ابتزدایی پزا از   3APکیلوگرم رسید. جدایه یاد شده )
میلزی  2/130ه را تجزیه و مقدار آن را بزه  درصد از آلایند2/13تلقی(، 

گرم بر کیلو گرم کاهش داد. این روند طی پانزده روز دوم و سوم ادامه 
و  92درصد تجزیه به ترتیب غلظت آلاینده به   68و  6/38داشته و با 

در انتهزای   3APگرم بر کیلوگرم رسید. به این ترتیب جدایزه  میلی 48

 آلاینده بنزوپیرن را تجزیه کرد. درصد از  68دوره گرماگذاری، 
در  باکتریزایی دسزته سرعت تجزیه آلاینزده در تیمارهزای حزاوی    

هزایی کزه بزا    کزه در نمونزه  مقایسه با جدایه منفرد بیشتر بود. بطزوری 
باکتریایی مورد بررسی تلقی( شده بودند، مقدار آلاینزده   باکتریاییدسته

گرم بزر گزرم و میززان    میلی 21و  8/48، 115در سه زمان مورد نظر، 
درصد بود. در تیمارهزای تلقزی(    86و  46/67، 3/23تجزیه به ترتیب 

هزای  و بیوسورفاکتانت، درصد تجزیه طی زمان باکتریاییدستهشده با 
درصد بزود. در واقزع    100و  1/86، 3/35روز به ترتیب  45و  30، 15

 85/20و سزپا   97مقدار آلاینده طی زمان مزورد بررسزی ابتزدا بزه     
هزا  گرم بر کیلوگرم رسیده و درآخرین زمان مورد سزنجش نمونزه  میلی

فاقد غلظت قابل تشخیصی از آلاینده بوده و مقزدار آن صزفر در نظزر    
 گرفته شد. 
 چهزار  به آلوده هایخاک در هیدروکربنی هایآلاینده ثرؤم تجزیه
 ریزجانزدار،  کنندگی تجزیه فعالیت محیطی، شرایط: دارد بستری عامل
 جزذب . ریزجانزدار  بزرای  آلاینده زیستی دسترسی میزان و آلاینده نوع

 کزاهش  سزبب  خزاک  ذرات سط( در مولکول درشت هایهیدروکربن
 زیستی تجزیه کننده محدود عامل و شده آلاینده این زیستی دسترسی
 موجزب  سزطحی  فعال عوامل. شودمی خاک ریزجانداران توسط هاآن

 بنزابراین  و شزده  هیدروفوب اتترکیب زیستی تجزیه و تحرک افزایش
 استفاده واقع در .(45باشند )می پالاییزیست فرآیند بر مثبت اثر دارای
 موجزب  امولسیون تشکیل و انحلال میزان بر ثیرأت با هاسورفاکتانت از

 کاهش با ابتدا در هاسورفاکتانت. شوندمی ترکیبات این تحرک افزایش
 در آلاینزده  انزداختن  دام به با سپا و خاک و آب بین سطحی کشش
 ترکیبزات  انحزلال  و تحزرک  دهنزد، مزی  تشزکیل  کزه  میسلی ساختار
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هزای  سزورفاکتانت  در واقزع . دهنزد افزایش مزی  را خاک در هیدروفوب
 صزنعتی، ( امولسزیفایر ) هزای کننزده  نامیزه جایرزین عنوان به زیستی،
 ترکیبزات  زیسزتی  تجزیزه  نتیجزه  در و انحلال تحرک، افزایش جهت
  (.25) باشندمی استفاده قابل زآبرری

 
 
 

 
 غلطت باقیمانده بنزوپیرن در خاک طی دوره گرماگذاری -3شکل 

Figure 3- Residual concentration of Benzo(a)pyrene in soil during incubatio 
 

های اخیر ثابزت نمزود کزه اسزتفاده از     تحقیقات مختلف طی سال
ثیر بزر میززان   أفزاوت همچزون تز   هزای مت ها با مکانیسزم سورفاکتانت

ای سبب افزایش میزان نامیزگی، انحلال میسلی و تسهیل انتقال توده
 شزود های آبرریزز بزرای ریزجانزداران مزی    فراهمی و دسترسی آلاینده

(27.) 
ریزجانداران منفرد توانایی متابولیز محدوده خاصی از هیزدروکربن 

ان تجزیزه زیسزتی   ها را دارند. به همین دلیل افزایش سزرعت و میزز  
های متفزاوت بزا ظرفیزت    ترکیبات یادشده، نیازمند حضور اجتماع گونه

های باکتریایی متفزاوت  ها و جناباشد. حضور گونهآنزیمی وسیع، می
ییززد کننززده نقززش أهززای نفتززی، تدر خززاک و آب آلززوده بززه آلاینززده
 .(40شکل ایزن ترکیبزات اسزت )    منحصربفرد هر یک در فرآیند تغییر

مزی  سزازگار  اجززای  انتخاب مستلزم مناسب باکتریاییدسته یک تهیه
 فاقد باید ترکیب اجزای تجزیه، حداکثر حصول منظور به واقع در. باشد
 تجزیزه  نیزاز  مزورد  هزای متابولیت تا بوده آنتاگونیستی ارتباط گونه هر
 باکتریاییدسته اجزای تمامی نیست لازم مواقعی چنین در. شود فراهم
 ایجدایه است ممکن دیرر، عبارت به. باشند سورفاکتانت کننده تولید

 هزای آلاینزده  تجزیزه  در اما بوده، سورفاکتانت زیستی تولید توان فاقد
 هایسوی دیرر، جدایه از. شود ظاهر کارآمد و مفید بسیار هیدروکربنی

 و زیسزتی  دسترسزی  بهبزود  مکانیسزم  دو سورفاکتانت بزا  کننده تولید
 و( سزطحی  بزین  و سطحی کشش کاهش طریق زا) هاآلاینده تحرک
 میززان  افززایش  سبب باکتری، سلول سطحی هیدروفوبیسیتی افزایش
 در را باکتریزایی دسزته  ثیرأتز  پژوهشرران اغلب (.31) شوندمی تجزیه
 و دانسزته  منفرد هایجدایه کاربرد از بیشتر مختلف هایآلاینده تجزیه
آلاینزده  پزالایی زیسزت  و جزیهت در باکتریایی جاتدسته از استفاده بر
 (. 45و  14، 33، 11، 5، 30اند ) داشته کیدتأ هیدروکربنی، های

 

 گیرینتیجه

و  باکتریززاییدسززتهثیر اسززتفاده همزمززان از در مطالعززه حاضززر تززأ
سورفاکتانت زیستی بر میزان تجزیه بنزوپیرن بررسی شد. بنزوپیرن به 

العات کمتر مورد توجزه  سخت تجزیه شونده در مط وان یک آلایندهعن
 بیشزتر  ثیرأتز  از از بررسی حاضر حزاکی  حاصل قرار گرفته است. نتایج

 تجزیزه  فرآینزد  در سزورفاکتانت زیسزتی   و باکتریزایی دسته از استفاده
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 در بنزوپیزرن  تجزیزه  میززان  حزداکثر  کهبطوری. بود بنزوپیرن آلاینده
ورفاکتانت سز  و باکتریزایی دسزته  بزا  شده تلقی( تیمار در محلول محیط
 غلظزت  تیمزار  ایزن  در. شد دیده ،3AP جدایه از شده استخراج زیستی
 مسزئله  ایزن . رسید لیتر بر گرممیلی 18 به 150 از روز 14 طی آلاینده
 45) بررسزی  زمان انتهای در کهبطوری. شد تکرار نیز خاک محیط در
 هبز  واقع در. بود رسیده صفر به شده یاد تیمار در بنزوپیرن غلظت( روز
 متابولیکی انعطاو و سازگاری دارای هاجدایه از مخلوطی رسدمی نظر
 استفاده با دیرر، عبارت به. باشندمی منفرد هایجدایه به نسبت بهتری
 تغییزر  یزا  و حذو سبب متابولیت تولید با گونه یک ،باکتریاییدسته از

 هزا گونه سایر برای را ثرترؤم عمل امکان و شده سمی ترکیبات شکل
 و تحزرک  افززایش  موجزب  نیزز  سزطحی  فعال عوامل. کندمی راهمف

 بزر  مثبت اثر دارای بنابراین و شده هیدروفوب ترکیبات زیستی تجزیه
هزای  سزورفاکتانت  از اسزتفاده  واقزع  در. باشندمی پالاییزیست فرآیند
 افززایش  موجزب  امولسیون تشکیل و انحلال میزان بر ثیرأت با زیستی
 باکتریاییدسته از استفاده ترتیب این به. شوندمی ترکیبات این تحرک
 عوامزل  تقلیزل  سزبب  سزورفاکتانت زیسزتی،   کننده تولید هایجدایه و

 را تجزیزه  عملکزرد  و شزده  نفتزی  هایآلاینده تجزیه در کننده محدود
 .بخشدمی بهبود
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Introduction: Environmental contamination by crude oil and its various processing products is becoming a 
common phenomenon which severely damages soil and groundwater resources. Among the constituents of oil 
waste, polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are of environmental concern because of their toxic, mutagenic 
and/or carcinogenic effects. Bioremediation involves the use of living microorganisms, bacteria or fungi, for 
detoxification of soil and water organic pollutants by biodegradation, biotransformation, and/or mineralization. 
Collaboration between different microbes under co-culture conditions such as co-metabolism or antagonism 
makes the system to perform better than a single microorganism. Total petroleum degradation is a result of a 
microbial consortium action, which is composed of different species with specific biochemical roles. On the 
other hand, the majority of components of petroleum products has low solubility in water and tends to bind to 
soil particles reducing their availability to  microorganisms for degradation. This has been well described as a 
major limitation to the bioremediation of hydrocarbon contamination. The surfactants can be employed to 
enhance hydrocarbon biodegradation by mobilization, solubilization, or emulsification. Some microorganisms 
synthesize a wide range of surface-active compounds, generally called biosurfactants, which increases the 
bioavailability of these compounds. The application of these microbial surfactants in the remediation of 
hydrocarbons aims to increase their bioavailability or mobilize and remove the contaminants by pseudo-
solubilization and emulsification in a treatment process. This work aimed to investigate the impact of the 
biosurfactant producing consortium on the benzo(a)pyrene biodegradation. 

Materials and Methods: Four gasoline contaminated soils were enriched in Bushnell-Hass mineral medium 
with Benzo(a)pyrene (200 mg/l) for three months at 30°C. After this time, to obtain Benzo(a)pyrene-degrading 
isolates, 0.1 ml of soil suspensions were plated on BH agar plates containing pollutant. Three colonies with 
different morphological distinct properties were purified on LB agar plates. The screening of the most potent 
surfactant strain was assayed quantitatively using measurement of surface tension by the Du Nouy ring method. 
For increasing the production of biosurfactant, medium conditions including pH (6, 7, 8), temperature (25, 30, 
35) and carbon source (glucose, sucrose and ribose) were optimized with fractional factorial based on Taguchi. 
The capability of the isolates and consortium in hydrocarbon biodegradation was investigated in liquid medium 
of Bushnell-Hass with 150 ppm of Benzo(a)pyrene, during 14 days. Treatments included inoculation of isolates 
AP3 and BM1 and their consortium in presence and absence of extracted isolates biosurfactants and control (no 
isolate and biosurfactant). Based on the results of Benzo(a)pyrene degradation in the liquid medium, AP3 isolate, 
consortium and biosurfactant extracted from AP3 were selected for soil experiment. Four sets of biodegradation 
experiments were carried out with soil contaminated by 150 ppm of benzo(a)pyrene for 45 days, as follows: set 
1: soil + AP3 isolate; set 2: soil + consortium; set 3: soil + consortium + AP3 biosurfactant and set 4: blank (soil). 
The residual concentrations of contaminant were extracted on days 15, 30 and 45 by dichloromethane solvent 
and analyzed using GC-FID. 

Results and Discussion: The results revealed that strains AP3 and BM1 showed a significant potential to 
produce surface-active agents in the presence of Benzo(a)pyrene as substrate, reducing the surface tension to 43 
and 46 mN/m, respectively. Taguchi experimental design method was applied in order to optimize the 
biosurfactant production by isolates. Results of experiments indicated that the optimum biosurfactant production 
conditions were found to be temperature of 35º C and  pH of 7, and glucose as water soluble carbon source. The 
produced biosurfactant reduced surface tension to 31/52 mN/m and 30/81 mN/m for BM1 and AP3, respectively. 
Biodegradation experiments of Benzo(a)pyrene in liquid cultures showed that the overall biodegradation 
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efficiency of the individual isolates after 14 days was lower than consortium. Bacterial consortium enhanced 
degradation of contaminant to 87.3% (with addition of biosurfactant) compared to 27.6% of removal in presence 
of BM1 isolate. However, there was no statistically significant change in the degradation rates of contaminant in 
consortium with addition of AP3 and BM1 surfactant and surfactant free (87.3, 85.6 and 86.8%, respectively). 
The degradation of Benzo(a)pyrene was significantly enhanced in presence of AP3 biosurfactant at individual 
BM1 treatments (28.3 and 44.5 to 74.8%). Maximum degradation of Benzo(a)pyrene in contaminated soil was 
found (100%) in set 3: soil + consortium + AP3 biosurfactant. Based on GC-MS analyses, it degraded around 
100% of penzo(a)pyrene, used as the sole carbon and energy source, at an initial concentration of 150 mg L-1, 
after 45 days of incubation, while alone consortium and isolate were able to remove 86% and 68% of 
hydrocarbon, respectively. Overall, these results provide evidence that consortium and AP3 biosurfactant could 
be potential candidates for further bioremediation. 

Conclusion: The results revealed that the hydrocarbon removal efficiency of the consortium was higher than 
single species, and the final removal efficiency for the consortium could be reached in a considerably shorter 
time. The results suggest that biosurfactant-assisted bioremediation may be a promising practical bioremediation 
strategy for aged PAH-contaminated soils. It is evident from the results that the consortium alone and its 
producer species are both capable of promoting biodegradation to a large extent. 
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