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 مقاله پژوهشی

زمین��ه و هدف: زیس��ت فزون��ی )Bioaugmentation) یک��ی از روش های برتر در اصلاح زیس��تی 
)Bioremediation( خاک ه��ای آلوده به هیدروکربن های نفتی اس��ت. ه��دف از تحقیق حاضر ارزیابی 
میزان تاثیر باکتری های جدا شده از لجن فعال حاصل از تصفیه فاضلاب شهری منطقه ویژه عسلویه جهت 
زیس��ت فزونی خاک های آلوده به کروزن و بررس��ی رش��د باکتری های جدا ش��ده در حضور غلظت های 

متفاوت این فرآورده است.
روش  بررسی: نمونه برداری از لجن فعال دو کمپ تصفیه خانه منطقه عسلویه صورت گرفت. جداسازی 
باکتری ه��ای تجزیه کننده با کش��ت نمونه ه��ا بر روی محیط پای��ه معدنی انجام گردید. تس��ت آمیزندگی 
)Emulsification( و ارزیاب��ی می��زان رش��د باکتری ه��ا در غلظت های متفاوت ک��روزن انجام گردید. 
باکتری های جدا شده جهت زیست فزونی و سنجش میزان پاکسازی زیستی، به خاک های آلوده به ترکیب 
نفتی کروزن تلقیح شدند و میزان تجزیه زیستی توسط دستگاه طیف سنجی مادون قرمز )IR( اندازه گیری 

گردید.
یافته ه��ا: در این مطالعه، 3 باکتری س��ودوموناس پوتیدا، سراش��یا مارسس��نس و پروتئ��وس میرابیلیس از 
لجن فعال بعنوان باکتری های تجزیه کننده کروزن جداس��ازی و شناس��ایی ش��دند. با توجه به تس��ت های 
آمیزندگی، سنجش رشد باکتری ها در غلظت های مختلف کروزن، نتایج حاصل از زیست فزونی ستون های 
خاک آلوده به کروزن و کاهش س��طح کل هیدروکربن های نفتی )TPHs)، باکتری س��ودوموناس پوتیدا 
بعنوان قوی ترین باکتری تجزیه کننده این فرآورده نفتی ش��ناخته ش��د. این باکتری با میزان آمیزندگی 3/8 

توانست 71/03 درصد از کل هیدروکربن های نفتی را در طی 30 روز کاهش دهد.
 نتیجه گیری: با توجه به س��ازگار ش��دن باکتری های س��ودوموناس پوتیدا، سراشیا مارسسنس و پروتئوس 
میرابیلیس موجود در لجن فعال با انواع آلاینده های موجود در فاضلاب، می توان از آنها به عنوان باکتری های 

غیربومی جهت زیست فزونی و پاکسازی خاک های آلوده به هیدروکربن های نفتی استفاده کرد.
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مقدمه
صنع��ت پالایش نفت، نفت خام را ب��ه بیش از 2500 محصول 
تصفیه شده تبدیل می کند. گاز نفتی مایع، بنزین، کروزن )نفت 
س��فید(، سوخت هواپیما، سوخت گازوئیل، سوخت های نفتی، 
گریس و مواد س��وخت برای صنعت پتروشیمی نتایج مستقیم 
این فعالیت ها هس��تند )1(. کروزن مای��ع هیدروکربنی بی رنگ 
و قاب��ل اش��تعال اس��ت و از تقطیر جزء به ج��زء نفت خام در 
دمای 150 و 0C 270 بدس��ت می آید )2(. کروزن اولین بخش 
س��وخت بع��د از تقطیر بعضی از س��اختارهای خیل��ی فرار از 
قبیل نفتا و بنزن اس��ت )3(. این مای��ع هیدروکربنی از پارافین 
)آلکان ه��ا(، س��یکلوپارافین )س��یکلو آلکان ها(، آروماتیک ها و 
اولفین ها تش��کیل شده است )4(. کروزن به عنوان بخش اصلی 
بیش از 60 درصد س��وخت های هواپیمایی )جت(، در سیستم 
گرمایی و بعنوان یک تمیزکننده یا حلال اس��تفاده می شود )5(. 
اس��تفاده از مقادیر زی��اد ترکیبات نفتی موج��ب آلودگی بالای 
محیط زیس��ت می ش��ود. بالا رفتن مقدار هیدروکربن های نفتی 
در خاک موجب کاهش معنی داری در کیفیت خاک می  گردد و 
این خاک ها غیر قابل اس��تفاده می شوند )6(. مدت زمان تماس 
طولانی و غلظت بالای فرآورده های نفتی در بدن ممکن اس��ت 
موج��ب گس��ترش بیماری های کبدی و کلیوی ش��ود و امکان 
آس��یب به مغز استخوان و خطر س��رطان را افزایش دهد )2(. 
یکی از بهترین پیشنهادات در اصلاح خاک های آلوده استفاده از 
میکروارگانیسم هایی است که قادر به تجزیه ترکیبات سمی در 
فرایند اصلاح زیس��تی )Bioremediation( هستند. اصلاح 
زیستی یک روش جذاب جهت پاکسازی هیدروکربن های نفت 
خام اس��ت زیرا در نواحی وسیع قابل کاربرد و کم هزینه است 
و منجر به از بین رفتن کامل آلودگی می ش��ود )7(. دو تکنیک 
اصلاح زیستی وجود دارد که می توانند در تمام تکنولوژی های 
در دسترس جهت به حداکثر رسیدن بازده تیمار استفاده شوند: 
تحریک زیس��تی، که باعث افزایش فعالیت میکروارگانیسم های 
بومی از طریق اضافه کردن مواد غذایی و پذیرنده نهایی الکترون 
می گردد و زیس��ت فزونی )Bioaugmentation(، که باعث 

افزای��ش تجزیه م��واد آلاینده از طریق اضاف��ه کردن گونه های 
میکروب��ی تجزیه کنن��ده خارجی می گردد )8(. تصور می ش��ود 
وقتی تحریک زیس��تی کافی نباشد زیس��ت فزونی، رویکردی 
اس��ت که باید بکار رود )9(. در طول چند سال اخیر، ترکیبات 
آلاینده از قبیل حش��ره کش ها، مواد نفتی و تعداد زیادی از مواد 
ش��یمیایی با اس��تفاده از زیس��ت فزونی، با موفقیت پاکسازی 
ش��ده اند )Aislabie .)10 و همکاران در سال 2006، اصلاح 
زیس��تی هیدروکربن ها را در خاک های آلوده مناطق قطبی مورد 
بررسی قرار دادند و به این نتیجه رسیدند که شرایط محیطی در 
خاک های قطبی از قبیل نوسانات دمایی خاک، کاهش سطح مواد 
مغذی، رطوبت و pH نامناسب بعنوان فاکتورهای محدودکننده 
فعالیت میکروبی و کاهنده تجزیه زیس��تی هیدروکربن هاست. 
مطالع��ه آنه��ا ثابت کرد که اس��تفاده از انواع��ی از باکتری های 
تجزیه کنن��ده از قبی��ل رودوکوک��وس )Rhodococcus) و 
سودوموناس )Pseudomonas( بعنوان باکتری های غیربومی، 
برای اصلاح زیستی خاک های آلوده قطبی مناسب است )11(. 
سیس��تم تصفیه فاضلاب از قبیل لجن فعال به فعالیت جمعیت 
ارگانیس��م های زنده وابسته اس��ت. اکثر باکتری های موجود در 
لج��ن فعال متعلق به جنس های گرم منفی هس��تند. جنس های 
اصلی ش��امل آکروموباکتر )Achromobacter(، آلکالی ژنز 
)Alcaligenes)، باس��یلوس (Bacillus)، فلاووباکتری��وم 
)Flavobacterium(، میکروکوکوس )Micrococcus( و 
س��ودوموناس هس��تند )Hosseini .)12  و همکاران در سال 
2007، دو باکتری سودوموناس بتلی )beteli	P.( و اسینتوباکتر 
جونس��ونی )johnsonii	Acinetobacter( را از لجن فعال 
جداس��ازی کردند که به ترتیب قادر ب��ه تجزیه 97/2 درصد و 
96/4 درصد از سورفاکتانت های آنیونی بودند )13(. در تحقیق
 Juteau و همکاران در س��ال 2003، نشان داده شد که اضافه 

ک��ردن لجن فعال به خاک های آلوده ب��ه هیدروکربن ها، تجزیه 
هیدروکربن ها را تحریک می کند و باعث تجزیه بالای آلکان ها 
و هیدروکربن های آروماتیک چند حلقه ای )PAHs( می شود. 
در این بررسی مشخص شد، دلیل اصلی، تجزیه بالای آلکان ها 
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می تواند وجود میکروارگانیس��م های موجود در لجن از جمله 
باکتری ها باشد که جهت تجزیه هیدروکربن ها، قدرت سازگار 
ش��دن با محیط را دارن��د )Rojas .)14 و همکاران در س��ال 
2007 شش باکتری را از لجن فعال موجود در سیستم فاضلاب 
شهری جداس��ازی و شناسایی کردند و به کمک این باکتری ها 
اقدام به پاکس��ازی زیستی محیط های آلوده به آلاینده های نفتی 
نمودند. در پژوهش آنها مشخص شد که باکتری های جداسازی 
ش��ده از مخلوط لج��ن فعال قادر به تجزیه ترکیبات مش��تق از 
سیس��تم های فاضلاب در پروسه های نفتی و صنایع پتروشیمی 
از قبیل 1، 1،2 تری کلرواتان و اتیل بنزن هستند )15(. با توجه 
به اینکه کشور ایران یکی از بزرگ ترین تولیدکننده های نفت و 
گاز در جهان اس��ت، بنابرای��ن در مناطق نفت خیز و صنعتی آن 
از قبی��ل منطقه ویژه پارس جنوبی )عس��لویه( آلودگی خاک و 
آب به مواد نفتی یکی از معضلات اساس��ی محسوب می گردد. 
ه��دف از تحقیق حاضر، ارزیابی می��زان تاثیر باکتری های جدا 
ش��ده از لجن فع��ال حاصل از تصفیه فاضلاب ش��هری منطقه 
ویژه عسلویه جهت زیس��ت فزونی خاک های آلوده به کروزن  
 ،)Emulsification( است. برای این منظور میزان آمیزندگی
کاهش کل هیدروکربن های نفت��ی )TPHs( و همچنین میزان 
رش��د باکتری های جدا شده در حضور غلظت های متفاوت این 

فرآورده نفتی بررسی می گردد.

مواد و روش ها
 - نمونه برداری:

در ای��ن پژوهش، جهت جداس��ازی و شناس��ایی باکتری های 
تجزیه کننده هیدروکربن های نفتی موجود در لجن فعال حاصل 
از تصفیه فاضلاب ش��هری، از کان��ال خروجی دو تصفیه خانه 
کم��پ  1 و 2 و کم��پ 5 منطق��ه ویژه پارس جنوب��ی واقع در 
عس��لویه )استان بوش��هر(، که یکی از مهمترین مناطق گازی و 
نفتی ایران و جهان اس��ت نمونه ب��رداری انجام گرفت. در طي 
نمونه برداري دما و pH تصفیه  خانه فاضلاب اندازه گیري ش��د. 
نمونه ب��رداری با 3 ب��ار تکرار و به تفکی��ک دو کمپ صورت 

گرفت و س��پس نمونه ها را در ظروف اس��تریل دردار ریخته و 
ط��ی مدت زم��ان کمتر از h 24 در فلاس��ک های حاوی یخ به 

آزمایشگاه منتقل شدند.

 - شمارش باکتری ها
برای تعیین پراکندگی باکتری های تجزیه کننده نفت، در نمونه های 
جمع آوری ش��ده لجن فعال، اقدام به ش��مارش جمعیت باکتری 
 Viable Plate در هر نمونه ش��د. شمارش باکتری ها به روش
 Count انجام شد. برای این منظور به ازای هر کدام از نمونه ها 

9 لول��ه حاوی mL 9 محلول س��رم فیزیولوژی تهیه ش��د و از 
نمونه ه��ای لجن فعال رقت های 1-10 ت��ا 9-10 تهیه گردید. پس 
از تهیه رقت، با اس��تفاده از س��مپلر استریل از هر یک از رقت ها 
حجم mL 0/1 برداش��ته و در دو محی��ط نوترینت حاوی ماده 
نفت��ی کروزن با غلظت 1 درصد )v/v( و نوترینت بدون کروزن 
)بعنوان کنترل( به روش سطحی	(plate	Spread( کشت داده 
شد. سپس پلیت ها به مدت h 48 در دمای Cº 30 گرمخانه گذاری 
گردیدند. پس از ظاهر شدن کلنی ها، پلیت های دارای کلنی های 
مشخص و قابل شمارش انتخاب و تعداد آنها شمارش گردید و 
در حجم برداش��ت شده )0/1mL( و عدد رقت )با توان مثبت( 
ضرب گردید تا تعداد باکتری ها در محیط کنترل و محیط حاوی 

کروزن بر حسب cfu/mL و cfu/g بدست آید. 

 - غنی سازی و جداسازی باکتری های تجزیه کننده کروزن:
از محیط Salt)	Basal	MBS (Mineral جهت غنی س��ازی 
و انجام آزمایش��ات بیش��تر استفاده ش��د. در ابتدا با هدف انجام 
غنی س��ازی mL 95 از محی��ط کش��ت پای��ه باکتریای��ی درون 
فلاسک های mL 250 ریخته و سپس حدود mL 5 نمونه لجن 
فعال هر کمپ به هر فلاسک اضافه شد و فلاسک ها با 1 درصد 
ک��روزن )v/v( بعنوان تنها منبع کربن و انرژی تکمیل گردیدند. 
محیط غنی ش��ده در دمای 0C 30 با انجام هوادهی در گرمخانه 
شیکردار انکوبه شد. جهت غنی سازی بیشتر باکتریایی و مشاهده 
کدورت، این فرایند به مدت سه هفته با فواصل هفت روزه انجام 
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گردید )16، 17(. سپس mL 1 از محیط مایع حاصل از آخرین 
غنی س��ازی به روش پورپلیت (Plate	Pour) بر سطح  محیط 
MBS آگار کش��ت داده شد. پلیت ها در 30 به مدت 5-3 روز 

انکوبه و کلنی ه��ای باکتریایی که از نظر ظاه��ر متفاوت بودند، 
به ط��ور متوالی بر روی محیط جامد پایه معدنی حاوی کروزن و 

سپس بر روی محیط بلاد آگار خالص سازی شدند )18(.

:(Emulsification( تست آمیزندگی - 
پس از جداسازی سویه های تجزیه کننده کروزن، برای تشخیص 
قوی تری��ن و توانمندتری��ن باکتری های تجزیه کننده از تس��ت  
آمیزندگی استفاده شد. در این مرحله پس از تهیه سوسپانسیون 
باکتری های انتخاب شده در مرحله قبل، بر اساس 0/5 مک فارلند 
آنها را به محیط )MSS (Mineral Salt Medium حاوی 
0/5 درصد ک��روزن )v/v( تلقیح کرده و پس از مخلوط کردن 
با دس��تگاه ورتکس )Vortex( در دمای 30ºC به مدت 3 روز 
گرمخانه گذاری گردید. برای تمام کلنی های انتخاب ش��ده این 
کار تکرار شد. پس از گرماخانه گذاری، لوله ها مجددا با ورتکس 
مخلوط و به مدت h 2 دیگر در دمای 30ºC گرمخانه گذاری و 
میزان آمیزندگی از 0 تا 4 گزارش گردید. جهت افزایش دقت، 
تس��ت امولسیفیکاس��یون طی چندین بار تکرار شد. با بررسی 
متوس��ط میزان آمیزندگ��ی در لوله های مربوط ب��ه هر باکتری، 
س��ویه هایی که میزان آمیزندگی بالاتری داش��ته، جز سویه های 

پرقدرت محسوب گردیدند )19(. 

 - شناسایی باکتری های تجزیه کننده کروزن:

پس از انتخاب قوی ترین باکتری های تجزیه کننده کروزن، جهت 
شناسایی کلنی های باکتری های جدا شده از تست های استاندارد 
از قبیل رنگ آمیزی گرم، رنگ آمیزی اس��ید فاست، مرفولوژی و 
رنگ کلنی و همچنین مجموعه ای از واکنش های بیوش��یمیایی، 
باکتریولوژیک و آزمون های رشد براساس کتاب راهنمای برگی 
از قبیل تست های اکسیداز، کاتالاز، TSI، اوره، سیمون سیترات، 
ایندول، متیل رد، VP، احیاء نیترات، رش��د بر روی محیط مک 

کانک��ی، حرکت باکتری و همچنین تس��ت های قن��دی از قبیل 
تخمیر لاکتوز، سوکروز و گلوکز استفاده گردید )16(.

 - میزان رشد:
به منظور ارزیابی و تعیین منحنی رشد باکتری های مورد بررسی 
در حضور غلظت های متفاوت کروزن، روش س��نجش دانسیته 
ن��وری )OD) در ط��ول م��وج nm 600 اس��تفاده گردید. به 
تع��داد هر باکتری 3 فلاس��ک از محیط حاوی پای��ه معدنی با 
غلظت ه��ای  1 درصد، 3 درص��د و 5 درصد کروزن )v/v( به 
همراه سوسپانس��یون باکتری در نظر گرفته ش��د. سوسپانسیون 
باکتری بر طبق اس��تاندارد 0/5 مک فارلند تهیه گردید و از آن 
به میزان mL 5 به هر کدام از محیط های کش��ت اضافه ش��د. 
در این بررس��ی، یک فلاس��ک بعنوان کنترل حاوی محیط پایه 
معدنی و سویه مورد بررسی و بدون کروزن در نظر گرفته شد. 
محیط ه��ا، در دمای ºC 30 و ب��ا دور rpm 120 در انکوباتور 
شیکردار به مدت 7 روز گرمخانه گذاری شدند. در نهایت میزان 
دانس��یته نوری هر کدام از باکتری ها در غلظت های متفاوت به 
وسیله دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج nm 600 با فواصل 
12 ساعته اندازه گیری گردید و سپس منحنی رشد باکتری های 

مورد بررسی ترسیم شد )16, 20(.

 -  آلوده کردن مصنوعی خاک:
خاک اولیه از سایت دانشگاه آزاد واحد جهرم انتخاب شد. نمونه 
خاک جهت آنالیز مورد بررسی قرار گرفت. نتایج بررسی ها، نشان 
داد خاک این منطقه فاقد هر گونه آلاینده های هیدروکربنی است. 
نمونه خاک پس از خش��ک کردن در هوا، از الک دو میلی متری 
عبور داده شد. سپس جهت از بین بردن میکروارگانیسم های موجود 
 121 Cº در خاک و اس��تریل نمودن آن، طی سه مرحله در دمای
ات��وکلاو گردی��د. در ادامه، نمونه های خاک را در ش��رایط کاملا 
 100 g 450 تقس��یم کرده و به ازای هر g اس��تریل در زیر هود به
خاک، mL 4 کروزن برای آلودگی خاک استفاده شد که به وسیله 
فیلتر µm 0/2 بر روی خاک اسپری گردید تا به طور کاملا همگن 

و یکنواخت آلوده شوند )7, 21(.
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 - طراحی ستون خاک و تیماردهی به منظور انجام زیست 
فزونی جهت حذف کروزن:

 450gاز نمون��ه خاک ه��ای آل��وده به کروزن در س��تون های 

اس��توانه ای ش��کل از جنس شیش��ه در حجم 1 لیتری به ابعاد  
25cm ط��ول و cm 16 قط��ر داخلی ریخته ش��د. س��ر این 
س��تون ها با ورق��ه آلومینیومی پوش��یده و در دمای اتاق )27( 
نگهداری گردید. خاک های موجود در س��تون به منظور فراهم 
شدن هوا و اکسیژن کافی هر هفته مخلوط گردیدند. همچنین 
خاک ه��ا جهت فراهم ش��دن رطوب��ت مورد نیاز ب��ا افزودن  
20mL آب مقطر اس��تریل ش��ده در هر هفته تا پایان آزمایش 

نمدار ش��دند. تم��ام این عملیات در ش��رایط کاملا اس��تریل 
انجام گرفت )7(. به منظور بررس��ی نقش سویه های جدا شده 
از لجن فعال در تجزیه کروزن، سوسپانس��یونی از س��ویه های 
منتخ��ب تهیه ش��د. به این صورت، یک لوپ پ��ر از کلنی در 
داخل 40mL  نوترینت براث اس��تریل تلقیح گردید. ارلن ها 
در انکوبات��ور ش��یکردار ب��ا rpm 200 ب��رای h 12 با درجه 
حرارت 30 گرمخانه گذاری ش��دند. ستون های خاک در دمای 
اتاق )27( به مدت 30 روز برای بررسی فرایند زیست فزونی 

نگه��داری گردیدن��د )7، 17(.

 - اندازه گیری کل هیدروکربن های نفتی (TPHs) خاک های 
:(IR) آلوده به وسیله طیف سنجی مادون قرمز

به منظور آنالیز تغیی��رات کل هیدروکربن های نفتی موجود در 
نمونه های خاک آلوده به کروزن از روش EPA 1664 استفاده 
شد. ابتدا کروزن موجود در نمونه توسط حلال هگزان استخراج 
 IR تزریق شد )دستگاه IR گردید و پس از آن به سل دستگاه
مورد استفاده در این تحقیق مدل HATR-T2  ساخت شرکت 
Wilks Enterprise ب��ود(. درصد تجزی��ه ترکیبات نفتی و 

کاهش TPH به وسیله فرمول زیر محاسبه شد )7(:

[(TPH	control	–	TPH	trearment)	/TPH	control]	×100

- روش آنالیز آماری:
یافته ه��ا ب��ه کم��ک نرم اف��زار SPSS و آزمون آم��اری دانکن 
بررس��ی ش��دند و P≤ 0/05 به عنوان س��طح معنی داری تجزیه 

و تحلیل گردید.

یافته ها
- شمارش باکتری ها:

میانگین لگاریتمی تعداد باکتری ها در محیط حاوی کروزن و فاقد 
ک��روزن )کنترل( برحس��ب cfu/g در تصفیه خانه کمپ 1 و 2 
به ترتیب، 5/251±106/00 و 5/892±164/25 و در تصفیه خانه 
کمپ 5 به ترتیب، 4/675±81/50 و 4/88±147/75 بدست آمد 
و بین تمام میانگین ها اختلاف معنی دار بود )P< 0/05( )نمودار 
1(. همچنی��ن میانگین لگاریتمی تعداد باکتری ها در تصفیه خانه 
کمپ های 1، 2 و 5 برحس��ب cfu/g، در محیط حاوی کروزن 
4/963±75/ 93و در محی��ط فاقد کروزن 5/386±156 بدس��ت 

.)P< 0/05( آمد و تفاوت آنها معنی دار بود

- جداسازی و شناسایی قوی ترین باکتری های تجزیه کننده 
کروزن در لجن فعال با استفاده از تست آمیزندگی:

ابتدا حدود 40 کلن��ی متفاوت از باکتری های موجود در لجن 
فع��ال بعن��وان تجزیه کننده ترکی��ب نفتی کروزن جداس��ازی 
گردید.  با بررس��ی رشد جدایه های مورد نظر در محیط کشت 
پای��ه معدنی براث و آگار واجد کروزن، 25 جدایه که توانایی 
رش��د بیش��تر از لحاظ تولید کلنی و کدورت داشتند انتخاب 
ش��دند. در ادامه با استفاده از تس��ت آمیزندگی و آزمون های 
بیوش��میایی و مرفولوژی��ک )جدول 1( در مجموع 3 س��ویه 
پرقدرت سودوموناس پوتیدا، سراشیا مارسسنس و پروتئوس 
میرابیلیس )هرسه راد شکل و گرم منفی( با میانگین آمیزندگی 
به ترتی��ب 3/8، 2/6 و 2/1 جداس��ازی و شناس��ایی گردیدند. 
اختلاف میانگین آمیزندگی این 3 س��ویه ب��ا هم معنی دار بود 

 .)P< 0/05(
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- میزان رشد:
نتایج بررسی نمودار رشد )دانسیته نوری( 3 باکتری مورد بررسی 
طی 7 روز )h 168( نشان داد که سودوموناس پوتیدا بهترین رشد 
را در بالاترین غلظت کروزن 5	v/v)	 درصد( داشت، به طوری که 
این باکتری بالاترین دانس��یته نوری را در طول موج nm 600 با 
ارزش 0/301 بعد از h 108 در غلظت 5 درصد نش��ان داد. رشد 
ای��ن باکتری با کاهش غلظت فرآورده نفتی کاهش یافت )نمودار 
2(. سراشیا مارسس��نس، در غلظت v/v 1 درصد بالاترین رشد 
و دانس��یته نوری را داش��ت. دانس��یته نوری این باکتری در طول 
م��وج nm 600 در این غلظ��ت 0/212 در س��اعت 96 بود. در 
حالی که رش��د این باکتری در حض��ور غلظت های بالاتر کروزن 

کاهش پیدا ک��رد )نمودار 3(. از میان باکتری های مورد بررس��ی 
کمترین رشد مربوط به پروتوس میرابیلیس بود. این باکتری نیز در 
 nm 1 درصد بالاترین دانس��یته نوری در طول موج v/v غلظت
600 )0/195 در ساعت 96( را داشت و با افزایش غلظت کروزن 

دانسیته نوری و در نتیجه رشد آن کاهش یافت )نمودار 4(. 

- اندازه گیری کاهش TPH خاک های آلوده به کروزن:
میزان اولیه TPH اندازه گیری شده در ستون خاک توسط دستگاه 
IR براب��ر ب��ا ppm 1450 بود که این می��زان بعد از 30 روز در 
ستون خاک تلقیح شده با سودوموناس پوتیدا به ppm 420، در 
س��تون خاک تلقیح شده با سراشیا مارسس��نس به ppm 605 و 
 800 ppm در س��تون خاک تلقیح شده با پروتئوس میرابیلیس به
کاهش یافت )P< 0/05). با ارزیابی میزان TPH در ستون های 
خ��اک در زم��ان اولی��ه و 30 روز بعد از تیمار مش��خص ش��د 
س��ودوموناس پوتیدا 03 /71 درصد، سراشیا مارسسنس 58/27 
درصد و پروتئوس میرابیلیس 44/82 درصد از پاکسازی زیستی 

خاک های آلوده به کروزن را انجام داده است.
با استفاده از نتایج بدست آمده از بررسی تست امولسیفیکاسیون، 
میزان رش��د و میزان کاهش TPH س��تون های خاک آلوده به 
کروزن س��ودوموناس پوتیدا در مقایس��ه ب��ا دو باکتری دیگر 

قوی ترین سویه در تجزیه  کروزن شناخته شد.

جدول 1-  نتایج برخی از تست های مرفولوژیک و بیوشیمیایی
 

H2S Citrate Nitrate LD Urease Indole Catalase Oxidase VP Motility Shape Gram Bacteria 

- + + + - - + + - + Rod - P. putida 

+ + + + - - + - + + Rod - S. marcescens 

+ - + - + - + - - + Rod - P. mirabilis
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بحث
زیس��ت فزونی یکی از انواع روش های اصلاح زیس��تی است 
ک��ه به ص��ورت تلقیح خ��اک، رس��وب و لجن های آل��وده با 
س��ویه های میکروبی یا به صورت تلقیح میکروارگانیس��م های 
جدا ش��ده به مکان های آل��وده انجام می ش��ود )8(. در تحقیق 
حاض��ر میانگین لگاریتم��ی تعداد باکتری ه��ا در محیط حاوی 
ک��روزن )4/963cfu/g±93/75( کمت��ر از محیط فاقد کروزن                       
(cfu/g 5/386±156( بدس��ت آمد. بنابراین وجود کروزن در 
محیط کش��ت حتی در غلظت های کم برای بسیاری باکتری ها 
سمی بوده و سبب توقف رشد و مرگ آنها می شود. باکتری های 
مختلفی از لجن فعال فاضلاب شهری منطقه عسلویه جداسازی 
ش��دند که نش��ان می دهد این لجن به عنوان کود آلی منبع غنی 
از باکتری ها اس��ت. گونه های س��ودوموناس پوتیدا، سراش��یا 
مارسس��نس و پروتئ��وس میرابیلیس به عنوان س��ویه های قوی 
تجزیه کننده ک��روزن از میان باکتری ه��ای تجزیه کننده موجود 
در لجن فعال شناسایی ش��دند. Sharifi-Yazdi و همکاران 
)2001( نی��ز موف��ق ب��ه جداس��ازی و شناس��ایی باکتری های 
فلاووباکتریوم، س��ودوموناس و میکروکوکوس از لجن فعال با 
توانایی تصفیه پس��اب صنعتی ش��دند )12(. در بررسی جاری، 
استفاده از روش غنی س��ازی و استفاده از محیط MBS براث 
حاوی کروزن برای جداسازی این باکتری ها در ابتدای آزمایش 
کم��ک زیادی ب��ه شناس��ایی باکتری های تجزیه کنن��ده قوی و 
س��ازگار نسبت به دیگر باکتری های موجود در لجن فعال کرد. 
در واقع، کروزن اضافه ش��ده به محیط کشت، باعث غنی شدن 
محیط برای گونه های تجزیه کننده شد. درحالی که گونه هایی که 
س��ازگاری کمتری در میان جمعیت تجزیه کننده ترکیبات نفتی 
داش��تند بتدریج حذف ش��دند. از این باکتری ها جهت کاهش 
کل هیدروکربن های نفتی اس��تفاده گردید. نتایج بدس��ت آمده 
از بررسی س��تون های خاک تلقیح شده با سودوموناس پوتیدا، 
سراش��یا مارسس��نس و پروتئوس میرابیلیس حاکی از توانایی 
بالای باکتری های جدا ش��ده از لجن فع��ال بعنوان باکتری های 

غیربومی در کاهش TPH و تجزیه کروزن بود. س��ودوموناس 
پوتیدا، سراشیا مارسسنس و پروتئوس میرابیلیس بعد از 30 روز 
فرایند زیس��ت فزونی و تلقیح به ستون خاک به ترتیب 71/03 
درص��د، 58/27 درصد و 44/82 درصد از کل هیدروکربن های 
نفت��ی موج��ود در خ��اک را کاه��ش دادند ک��ه ای��ن نتایج، با 
پژوهش های بس��یاری از محققین که در زمینه پاکسازی زیستی 
و زیس��ت فزونی خاک های آلوده ب��ه آلاینده های نفتی تحقیق 
کرده ان��د مطابقت دارد. Das و همکار )2006( از س��ویه های 
باسیلوس سابتیلیس )DM-04	subtilis	B.( و سودوموناس 
آئروژینوزا (MNM	P.aeruginosa) جهت تجزیه زیس��تی 
ترکیبات نفتی اس��تفاده نمودند. در بررسی آنها سطح TPH در 
خ��اک کنترلی و نمونه آزمایش اندازه گیری گردید و مش��خص 
شد سطح TPH در پایان آزمایش کاهش معنی داری پیدا کرده 
اس��ت )22(. Wongsa و همکاران )2004( دو س��ویه جدید 
از س��ودوموناس آئروژینوزا و سراش��یا مارسسنس به ترتیب به 
نام ه��ای WatG و HokM از چندین منطق��ه هوکایدو ژاپن 
جداس��ازی کردند ک��ه دارای توانایی بالای��ی در تجزیه طیف 
وس��یعی از هیدروکربن های موجود در بنزین، کروزن، گازوئیل 
 ،WatG و گریس بودند. در بررسی آنها مشخص شد که سویه
سویه پرقدرت تری نسبت به سویه HokM در تجزیه ترکیبات 
نفتی اس��ت. س��ویه WatG حدود 95-90 درصد از ترکیبات 
گازوئی��ل و کروزن و س��ویه HokM ح��دود 60-50 درصد 
از ای��ن ترکیب��ات را تجزی��ه ک��رد )Tahhan .)6 و همکاران 
)2011(، با اس��تفاده از دو باکتری جدا ش��ده از خاک و تلقیح 
آنها به لجن های نفتی میزان تجزیه کل هیدروکربن های نفتی را 
افزایش دادند. در بررسی آنها تلقیح طی دو مرحله در دوره های 
زمانی 62 روزه و 198 روزه انجام گرفت که در نهایت بیش از 
 Juteau کاهش یافت )23(. در پژوهش TPH 30 درص��د از
و همکاران )2003( مش��خص ش��د اضافه کردن لجن فعال به 
خاک های آلوده به هیدروکربن ه��ا، فرایند تجزیه را تحریک و 
باعث تجزیه بالای آلکان ها می ش��ود. در این بررسی مشخص 
ش��د عامل اصلی تجزیه آلکان ها، م��واد مغذی موجود در لجن 
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نیست بلکه دلیل آن می تواند وجود میکروارگانیسم های موجود 
در لجن از جمله باکتری ها باشد که قدرت سازگار شدن جهت 

تجزیه هیدروکربن ها را دارند )14(. 
در تحقی��ق جاری می��زان رش��د باکتری ه��ای تجزیه کننده در 
حضور غلظت های مختل��ف کروزن به  مدت 7 روز و در طول 
م��وج nm 600 مورد بررس��ی ق��رار گرفت. نتایج نش��ان داد 
رش��د باکتری های سراشیا مارسس��نس و پروتئوس میرابیلیس 
ب��ا افزایش غلظت ک��روزن کاهش می یاب��د. Kafilzadeh و 
همکاران )2011( نیز توانستند باکتری های تجزیه کننده پیرن را 
جداسازی و شناسایی کنند. در تحقیق آنها با بررسی میزان رشد 
باکتری های جداسازی شده در طول موج nm 600، رشد پایین 
باکتریای��ی در غلظت های بالای ترکیبات آروماتیکی مش��اهده 
گردید. کاهش رش��د باکتری ها با افزایش غلظت ماده مورد نظر 
می تواند بدلیل سمی بودن آن باشد. هیدروکربن های لیپوفیلیک 
موجود در ترکیبات نفتی، با تجمع در غش��اء دو لایه ای باکتری 
بر خواص س��اختمانی و عمل این غش��ا اثر گذاش��ته و منجر 
ب��ه از بین رفتن غش��ا، افزایش نفوذپذی��ری پروتون و تخریب 
ثبات pH درون سلولی خواهند شد )24(. اما در سودوموناس 
پوتی��دا با افزای��ش غلظت کروزن میزان رش��د باکتری افزایش 
یاف��ت به طوری که ای��ن باکتری در غلظت 5  درصد بیش��ترین 
رش��د را داش��ت. این نتیجه با نتایج پژوه��ش Nnamchi و 
هم��کاران )2006( مطابق��ت دارد. در بررس��ی آن ه��ا، ارتباط 
مستقیم بین میزان رش��د باکتری ها و غلظت هیدروکربن مورد 
بررسی، اثبات شد )25(. س��ودوموناس در محیط های مختلف 
مقاومت بالایی دارد. قدرت تجزیه کنندگی سودوموناس پوتیدا 
به دلیل تولید بیوس��ورفاکتانت هایی اس��ت ک��ه باعث افزایش 
امولس��ینه ش��دن هیدروکربن های نفتی و تغییر کشش سطحی 
و اتصال هیدروکربن به س��طح سلول باکتری ها می شود )26(. 
س��ودوموناس دارای آنزیم های مختلف تجزیه کننده اس��ت که 
قادر به تجزیه ترکیبات هیدروکربنی مختلف هستند. این امکان 
وجود دارد در شرایطی که این باکتری در معرض غلظت بالای 
فرآورده ه��ای نفتی قرار می گیرد آنزیم ها و س��ورفاکتانت هایی 

تولید کند که شرایط آمیزندگی بیشتر و تجزیه بهتر آن فرآورده ها 
و تکثیر بیشتر نسبت به غلظت های پایین تر آن فراهم شود )16(. 
نتایج مطالعه حاضر نیز نش��ان داد ک��ه قدرت تجزیه کنندگی و 
رش��د باکتری های جدا ش��ده با میزان آمیزندگی رابطه مستقیم 
دارد. به طوری که قدرت تجزیه و رش��د س��ودوموناس پوتیدا، 
سراش��یا مارسس��نس و پروتئوس میرابیلیس در حضور کروزن 
به ترتیب ب��ا کاهش میزان آمیزندگی کاه��ش یافت. باید توجه 
داش��ت در ای��ن تحقیق از مخلوط هر س��ه باکتری در آزمایش  
تجزیه کروزن اس��تفاده نگردید. به طور کلی تجزیه آلاینده های 
مختلف در حالت مخلوط باکتری ها می تواند نس��بت به تجزیه 
آنها در حضور هریک از باکتری ها به  تنهایی، بیش��تر و یا کمتر 
ش��ود، که این موضوع نیاز به بررس��ی دارد. همچنین به منظور 
بدس��ت آمدن حداکثر اصلاح زیستی، بهینه سازی شرایط رشد 
باکتری ه��ای مذکور از نظر فاکتورهای��ی مانند دما، pH و منبع 

دوم کربن یا نیتروژن باید مورد مطالعه قرار گیرد.   

نتیجه گیری
نتایج این تحقیق نشان داد لجن فعال تصفیه خانه منطقه عسلویه 
دارای س��ه باکتری س��ودوموناس پوتیدا، سراشیا مارسسنس و 
پروتئوس میرابیلیس اس��ت ک��ه قدرت س��ازگاری متفاوتی با 
غلظت های مختلف کروزن داش��ته و آن را تجزیه کرده و رشد 
می کنند. همچنین قدرت تجزیه کنندگی و رشد باکتری های یاد 
شده در حضور کروزن با کاهش میزان آمیزندگی کاهش یافت. 
با اس��تفاده از سه باکتری مذکور به عنوان باکتری های غیربومی، 
می توان جهت زیست فزونی و اصلاح زیستی محیط های آلوده 

به ویژه خاک های آلوده به هیدروکربن های نفتی استفاده کرد.

تشکر و قدردانی
ای��ن مقاله بخش��ی از پایان نامه با عنوان "پاکس��ازی زیس��تی 
خاک های آلوده به هیدروکربن های نفتی با استفاده از باکتری های 
جدا ش��ده از لجن فعال حاصل از تیمار فاضلاب های ش��هری 
منطقه عسلویه" در مقطع کارشناسی ارشد در سال 93 است که 
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با حمایت دانشگاه آزاد اس��لامی واحد جهرم اجرا شده است. 
نویسندگان لازم می دانند از کلیه کسانی که در انجام این تحقیق 

همکاری کرده اند بخصوص کارشناسان آزمایشگاه دانشگاه آزاد 
اسلامی واحد جهرم تشکر نمایند.
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Background and Objectives:	 Bioaugmentation	 is	 a	 superior	 technique	 in	
bioremediation	of	contaminated	soils	with	petroleum	hydrocarbons.	The	aim	of	
this	study	was	to	evaluate	the	effect	of	isolated	bacteria	from	activated	sludge	of 
Asalouyeh	special	zone	municipal	wastewater	treatment	for	bioaugmentation	of	
kerosene-contaminated	soils	and	to	study	the	growth	of	isolated	bacteria	in	the	
presence	of	different	concentrations	of	this	product.
Materials and Methods:	 Sampling	 of	 activated	 sludge	was	 carried	 out	 from	
two	 treatment	 plants	 in	Asalouyeh	 zone.	 Isolation	 of	 degrading	 bacteria	 was	
performed	 by	 culturing	 the	 samples	 on	 basal	mineral	medium.	Emulsification	
test	and	evaluating	 the	kinetic	growth	of	bacteria	were	carried	out	 in	different	
concentrations	 of	 kerosene.	 Isolated	 bacteria	 were	 inoculated	 to	 polluted	
soils	 with	 kerosene	 oil	 compound	 for	 bioaugmentation	 and	 measuring	 their	
bioremediation potentials and	 the	 rate	 of	 biodegradation	 were	 measured	 by	
InfraRed	(IR)	spectroscopy.	
Results:	In	this	study,	three	bacterias:	Pseudomonas putida,	Serratia marcescens,	
and Proteus mirabilis	 were	 isolated	 and	 identified	 as	 kerosene	 degrading	
bacterias	from	activated	sludge.	P. putida	was	recognized	as	the	most	powerful	
degrading	bacterium	of	 this	 oil	 product	according	 to	 the	 emulsification	tests,	
measuring	the	growth	of	bacteria	in	various	concentrations	of	kerosene,	the	results	
of	bioaugmentation	of	contaminated	column	of	soil	with	kerosene,	and	reducing	
the	 level	 of Total	Petroleum	Hydrocarbons	(TPHs).	 This	 bacterium	 with	
emulsification	rate	of	3.8	could	reduce	71.03%	of	TPHs	within	30	days.			
Conclusion:	 According	 to	 the	 adaption	 of	 Pseudomonas putida,	 Serratia 
marcescens, and Proteus mirabilis	in	activated	sludge	with	variety	of	pollutants	
in	sewage,	they	can	be	used	as	non-indigenous	bacteria	for	bioaugmentation	and	
cleaning	up	the	soil	contaminated	petroleum	hydrocarbons.	
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