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 چکیده
 یکی از روشهاي متکی به توان میکروبی خاك و وابسته به فرایندهاي زیستی است که براي برطرف سازي آلودگی زیست پالائی

 جدایه جداسازي شده 19در این تحقیق به مقایسه کارآیی . تواند مورد استفاده قرار گیردهاي نفتی از منابع خاك و آب میآلاینده
، تولوئن ) درصد2(حیط مایع حداقل عاري از کربن و در حضور سه ماده نفتی گازوئیل از مناطق آلوده به نفت استان بوشهر، در م

 در قالب طرح کاملاً تصادفی به انجام رسید و نتایج  به صورت فاکتوریلآزمایش. پرداخته شد)  درصد05/0(و فنانترن )  درصد1(
، Pseudomonas aeruginosa ،Achromobacter xylosoxidans، Serattia odoriferaنشان داد که از بین باکتریهاي 

Acinetobacter johnsonii ،Stenotrophomonas maltophilia ،Pseudomons stutzeri ،Entrobacter cloacae، 
Ralstonia sp.، Pseudomonas alcaligenes ،Chryseobacterium sp.، Paracoccus sp. ،Vibrio sp ،Zymomonas 

sp.، Pantoea sp.، Sphingobacterium sp.  مورد استفاده بیشترین تجزیه مربوط به ماده نفتی گازوئیل و در حضور باکتریهاي
Serratia odorifera و Entrobacter cloacaeبوده است .  

  )CFMM(کلمات کلیدي زیست پالایی، گازوئیل، تولوئن، فنانترن، محیط حداقل 

  مقدمه
گی را مرهون خواص فیزیکی، شیمیایی و بیولوژیکی خود است، اما شود و این ویژخاك پالاینده طبیعی محسوب می

سازي پاك. اندها است که مواد نفتی و مشتقات آن در اثر حمل و نقل یا ذخیره سازي موجب آلودگی خاك شدهمدت
ته براي کاررف هاي بهگیر است و اکثر روشهیدروکربن در خاك بسیار پرهزینه و وقتهایی مثل پلیمحیط از آلاینده

هاي زدایی جزیی یا کامل از خاكفرایندهاي فیزیکی و شیمیایی زیادي براي آلودگی. اصلاح آنها ناکارآمد بوده است
هاي نفتی هاي حذف فیزیکی و شیمیایی، تجزیه زیستی براي حذف آلایندهدر مقایسه با روش. روندآلوده به کار می
سازي محیط زیست از اهمیت به سزائی برخوردار این روش در پاك. ستضررتر ادر عین حال بی تر ومقرون به صرفه

  .)Onifade and Abubakar , 2007 (است
پردازیم و هاي جداسازي شده از خاکهاي آلوده به مواد نفتی بوشهر میدر این مقاله به بررسی کارایی برخی از ایزوله

  .ازوئیل، فنانترن و تولوئن مقایسه خواهیم کردتوان تجزیه آنها را در حضور سه ماده نفتی مختلف یعنی گ

  مواد و روشها
برداري و غربالگري در محیط  باکتري مورد استفاده در این آزمایش بعد از نمونه19سازي و شناسایی جداسازي، خالص

ق در پس از کشت شبانه باکتریهاي فو). 1389ابراهیمی، (عاري از منبع کربن در حضور مواد نفتی صورت پذیرفت 
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 رسوب داده شد و rpm 3000 از باکتري کشت شده در دور لیترمیلی 5/1حدود  آنها، OD1سازي و یکسان NBمحیط 
مجدداً حل نموده سپس در ) 1389ابراهیمی،  (CFMM2بعد از دور ریختن محلول رویی، رسوب باکتري را با محیط 

 درصد 1 درصد گازوئیل، 2 به ترتیب حاوي CFMMلیتر محیط کشت  میلی50سی حاوي  سی250داخل ارلن مایر
 19شامل : فاکتور باکتري(آزمایش در شرایط استریل و به صورت فاکتوریل .  فنانترن اضافه شدmg/L 500تولوئن، و 

با دو تکرار در قالب طرح کاملاً تصادفی )  سطح شامل گازوئیل، فنانترن و تولوئن3در : باکتري و فاکتور ماده نفتی
براي بررسی کارایی باکتریها در تجزیه ماده نفتی از پایش رشد باکتریها به صورت شمارش تعداد . رفتصورت پذی

 نانومتر 600 در طول موج ODقرائت . هاي مشخص استفاده شدباکتري یا مشاهده کدورت محیط در حد فاصل زمان
م به تهیه سري رقت از سوسپانسیون با دستگاه اسپکتروفتومتر انجام پذیرفت و براي انجام شمارش باکتري اقدا

  . )et al., 2005 Emtiazi(میکروبی کرده و از رقت نهائی به محیط نوترینت آگار اضافه شد 

  نتایج و بحث

حضور هر سه ماده نفتی در محیط مایع مقایسه شد تا برترین باکتري از لحاظ استفاده از هر باکتریها در رشد آیی کار
در این آزمایش رشد و تکثیر باکتري در حضور ماده نفتی که نشان . مزمان مشخص گرددسه ماده نفتی به طور ه

نتایج جدول . باشد، در زمانهاي مختلف یادداشت برداري شددهنده توانایی استفاده باکتري از ماده نفتی و تجزیه آن می
داري اثر معنی% 5دار هستند، به جز زمان که در سطح معنی% 1تجزیه واریانس نشان داد که همه منابع تغییر در سطح 

  . داشت
 جدایه استفاده 19 میانگین مربوط به تعداد باکتریها در حضور سه ماده نفتی آورده شده است که به مقایسه 1در شکل 

ی مربوط به  باکتري در حضور سه ماده نفتهاي مختلف بیشترین میانگین رشده از بین جدای.پردازدشده در آزمایش می
Serratia odorifera و کمترین آن مربوط به Pseudomonas stutzeriباشد می.  
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  .)اثر فاکتور باکتري ( مقایسه تعداد باکتریهاي رشد یافته در حضور سه ماده نفتی-1شکل 

وئن ماده سهل که گازوئیل در مقایسه با فنانترن و تول) 2شکل (مقایسه میانگین مربوط به سه ماده نفتی نشان داد 
اي بوده و به راحتی در اختیار باکتریها قرار گرفته و رشد و تکثیر باکتریها را پشتیبانی نموده در صورتیکه در التجزیه

حضور تولوئن کمترین تعداد باکتري به دست آمده است و با گذشت زمان از جمعیت اولیه باکتري تلقیح شده در 
دهد که در حضور نشان می) 4همچنین شکل  (3 به دست آمده در شکل نتایج. محیط به مرور کاسته شده است

                                                
1 Optical Density 
2 Carbon Free Minimal Medium 
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در  .شودگازوئیل با گذشت زمان بر تعداد باکتري افزوده شده است، چنین روندي نیز در مورد فنانترن مشاهده می
 در زمان Serratia odoriferaمقایسه میانگین فاکتور متقابل باکتري در زمان بالاترین میانگین مربوط به باکتري 

  ).5شکل (  در زمان چهارم ندارد Entrobacter cloacaeسوم بوده و اختلاف معنی داري با باکتري 
  
  

  
  
  
  
  

 
 

  .)اثر فاکتور ماده نفتی (مقایسه تعداد باکتریهاي رشد یافته در حضور سه ماده نفتی -2شکل 
 
 
 
 
  
  
  
  
  

  ). زمان×اثر متقابل ماده نفتی(حضور سه ماده نفتی  تعداد باکتریهاي رشد یافته در زمانهاي مختلف در -3شکل 
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Entrobacter cloacae P. aeruginosa S3 Pseudomonas stutzeri Chryseobacterium sp.  
  ).اثر باکتري در ماده نفتی(سه ماده نفتی   مقایسه میانگین کارآیی باکتریها در حضور-4شکل 
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Stenotrophomonas maltophilia Ralstonia sp. Vibrio sp.
Sphingobacterium sp. Zymomonas sp. Pseudomonas aeruginosa S1
Paracoccus sp. Sphingobacterium sp. Pantoea sp.
Achromobacter xylosoxsidans Pseudomonas aeruginosa S2 Acinetobacter johnsonii S1
Acinetobacter johnsonii S2 Serratia odorifera Pseudomonas alcaligenes
Entrobacter cloacae Pseudomonas aeruginosa S3 Pseudomonas stutzeri
Chryseobacterium sp.  

  ). زمان×اثر متقابل باکتري ( مقایسه میانگین کارآیی باکتریها در حضور هر سه ماده نفتی -5شکل 
 Serratiaبـاکتري در زمـان در مـاده نفتـی بیـشترین میـانگین مربـوط بـه بـاکتري          در مقایسه میانگین سه فـاکتور  

odoriferaداري با باکتریهـاي  باشد و اختلاف معنی با ماده نفتی گازوئیل در زمان سوم می Entrobacter cloacae ،
Acinetobacter johnsonii ،Chryseobacterium sp.ارم می باشند، ندارد که همگی آنها با گازوئیل و در زمان چه .

 Serratia odoriferaو برترین باکتري متعلق به جنس  بنابراین بیشترین میانگین تجزیه مربوط به ماده نفتی گازوئیل
  . در حضور ماده نفتی گازوئیل می باشدEntrobacter cloacaeو 

Onifade و Abubakar) 2007 (  تــوان باکتریهــايLactobacter sp. ، Arthrobacter sp. ، Bacillus sp. ، 
Pseudomonas sp. و Micrococcus sp.هاي خاك آلوده به ماده نفتی مورد زیستی نفت خام در نمونه  را در تجزیه

 cfu/ml هفتـه جمعیتـشان از   18بررسی قرار دادند و مشاهده شد که باکتریهاي تجزیه کننده نفت خام در مدت زمان             
  . یافت  افزایش60/7×104  به5×103

  گیريتیجهن
توان اینگونه عنوان نمود که رفتار باکتریها در حـضور مـواد نفتـی مختلـف گازوئیـل، فنـانترن و             بندي نتایج می  از جمع 

دهد کـه  تولوئن یکسان نبوده و گازوئیل به راحتی مورد استفاده باکتریها قرار گرفته اما در مورد تولوئن نتایج نشان می                
اند و دلیل این تفاوت را بایستی در ساختمان و ماهیت ترکیبات نفتـی جـستجو   فق نبودهباکتریها در تجزیه این ماده مو  

همچنین تجزیه این مواد نیاز به . شودالتجزیه و سخت تجزیه یاد کرد و همین موضوع باعث شده تا از آنها به مواد سهل    
بعـلاوه از بـین   . یابـد افـزایش مـی  ) ترنگازوئیـل و فنـان  (زمان دارد و با گذشت زمان میزان تجزیه برخـی از ایـن مـواد      

 و Serratia odoriferaباکتریهاي جداسـازي شـده در حـضور سـه مـاده نفتـی بهتـرین پاسـخ مربـوط بـه بـاکتري            
Entrobacter cloacae بوده است.  
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