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 مجله مديريت خاك و توليد پايدار
  1391، دوم، شماره دومجلد 

http://ejsms.gau.ac.ir    
  

  گزارش كوتاه علمي
  

  كننده مواد نفتي هاي تجزيه ثير غلظت فسفر بر باكتريأت
 هاي استان بوشهر در حضور فنانترن از خاك جداسازي شده

  
 3 و محمدرضا ساريخاني2آباد نصرت ، عليرضا فلاح2حسين بشارتي، 1زهرا ياراحمدي*

  ،خوراسگاناسلامي  دانشگاه آزاد شناسي، ي گروه خاكدانشجوي دكتر1
 دانشگاه تبريزشناسي،  استاديار گروه خاك3 ،، كرج، ايراناستاديار مؤسسه تحقيقات خاك و آب2

 19/5/91:  ؛ تاريخ پذيرش15/8/90: تاريخ دريافت

  1چكيده
 ـشي از مشكلات آلودگي ه شده نايارااي هكار در ميان راه  اسـتفاده از   گـر آن،  ثيرات ويـران أنفتي و ت
 .گيـرد   كـشورهاي پيـشرفته مـورد اسـتفاده قـرار مـي            تـر   زيستي در بيش    تجزيه برايها   ميكروارگانيسم

محيطـي   زيـست  ايه ـاز پارامتر  تعـدادي  وسـيله  كارگيري اين روش در رفع آلودگي مناطق آلـوده بـه           هب
از  يي سويه باكتريـا   4 در اين پژوهش   .دنباش ها عناصر غذايي مي   اين پارامتر از جمله   كه   شود محدود مي 

از ها قبل از انجـام بررسـي عوامـل محيطـي             عمل جداسازي باكتري   ،جداسازي شد خاك استان بوشهر    
ه بـه انجـام رسـيده بـود و از بـين             نجمله بررسي اثر غلظت فسفر در يك محيط حداقل بدون منبع كرب           

 سـويه   4تـه بـود،     ها از خاك صورت گرف      آن  قبل فرايند جداسازي و سپس شناسايي      هايي كه از   باكتري
 اسـتاتزري،   عنـوان سـودوموناس  با نام برده هاي سويه باكتري برتر انتخاب و مورد استفاده قرار گرفت،      

 هـا از نظـر      بـاكتري  ين ا .گذاري شدند  آئروجينوس نام  سودوموناس جانسوني، باكتر اسينتو كريزوباكتريوم،
مختلف مـورد بررسـي قـرار        هاي طي زمان  مختلف فسفر در   هاي  و در غلظت   نكارايي در تجزيه فنانتر   

 و 1 ،5/0 سطح غلظـت  3 و فسفر در ساعت 144  و72، 48 ،0 سطح4در اين بررسي زمان در  .گرفتند
 مـورد    تـصادفي  در قالب طـرح كـاملاً      فاكتوريل، صورت بهنتايج   گرم بر ليتر در نظر گرفته شد،        ميلي 2

جزيه فنانترن نشان داد كـه بهتـرين سـطح          تدر   مقادير مختلف فسفر   اثر نتايج بررسي  .آناليز قرار گرفت  

                                                 
  zhr_yarahmadi63@yahoo.com: مسئول مكاتبه *
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چنـين بـاكتري سـودوموناس    هم .باشـد  ليتـر مـي   گـرم در  ميلـي  2غلظت فسفر در تجزيه فنانترن سطح   
 نيـز در    تـرين زمـان   به.  داشـت  ها  نسبت به بقيه باكتري    ائروجينوس بهترين كارايي را در تجزيه فنانترن      

  .باشد مي ها  ساعت پس از تلقيح باكتري144تجزيه فنانترن زمان 
  

  ها آلودگي خاك، تجزيه زيستي، فسفر، ميكروارگانيسم :هاي كليدي واژه
  

  مقدمه
هاسـت كـه     مـدت اما   شود، محسوب مي  طبيعي پالاينده و مند طبيعت بوده  خاك يكي از منابع ارزش    
موجب آلودگي   سازي يا استفاده نادرست    ذخيره و نقل،  حمل اثر استخراج، مواد نفتي و مشتقات آن در       

ها و   هه برنام  منجر به اراي   خاك نفتي آلودگي از ثيرات منفي ناشي  أت ).2003 اسپاركس،( خاك شده است  
در هـاي زيـستي      از محيط زيست گرديد كه در اين ميان كـاربرد روش          براي حفاظت    هايي دستورالعمل
  .)2000؛ الكساندر، 2001 ،فيليپكانينگهام و ( رددااصلاح خاك برتري  هاي ميان گزينه

تـوان ميـزان و      ي م ـ اي محيطـي  ه ـسازي بعضي فاكتور   پالايي با كنترل و بهينه     در ضمن عمل زيست   
 نياز ها ميكروارگانيسم ).2005 ، و همكاران  پاريش( سرعت تجزيه زيستي را به گونه دلخواه افزايش داد        

 اكسيژن، دما، مناسب، pH براي رشد و زنده ماندن خود دارند كه اين فاكتورها شامل          شرايط مناسبي    به
يكـي از فاكتورهـاي مهـم و         ).1990؛ لهي و كولول،     1995 كوكسون،( باشد شوري و عناصر غذايي مي    

 غلظت آن اسـت كـه بـر بيومـاس و توليـدات              ،هاي نفتي منبع فسفر    تأثيرگذار روي تجزيه هيدروكربن   
و  خيـز ايـران     از منـاطق نفـت     فـارس  منطقـه خلـيج    ).2008 ،مورترخليل و   سعيد (مؤثر است ها   باكتري
ترين منطقه نفتي جهان است كه بيش از نيمي از ذخاير نفت و گاز جهان را در خـود جـاي داده                       بزرگ
از  هاي استان بوشـهر،     از خاك  كننده مواد نفتي   هاي جداسازي شده تجزيه    در اين پژوهش باكتري    ،است
مختلف مـورد    هاي در تجزيه فناتترن در زمان      و  مختلف غلظت فسفر   هاي  ح سط  كارايي در   بررسي رنظ

  .بررسي قرار گرفتند
  

  ها روش و مواد
 CFMM) Carbon Frace  انجام اين مرحله از آزمايش ابتدا محيط كشت پايه معدني مـايع براي

Minral Medium (تهيه و pH تركيب اين محيط كشت شامل. شد تنظيم 5/7 آن قبل از اتوكلاو روي 
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 گـرم بـر     3NO4NH  ،005/0 گرم بر ليتـر      4HPO2Na  ،3 گرم بر ليتر     4PO2KH  ،75/2 گرم بر ليتر     8/0
ليتـر    ميليO2H6. 3FeCl ،1 گرم بر ليتر O2H7. 4MgSO ،005/0 گرم بر ليتر    O2H2. 2CaCl  ،01/0ليتر  

Trace mineral اضافه گرديد،اي مذكور محيط كشته به  مصرف نيزكم عناصر بود، پس يك ميلي ليتر 

  :بودعناصر كم مصرف شامل مقادير زير تركيب 
 O2H4. 24O  7MO6 گـرم بـر ليتـر      O2H5. 4COSO  ،11/0 گرم بر ليتـر    EDTA  ،161/0 گرم بر ليتر   5
)4NH(  ،499/0     گرم بر ليتر O2H7. 4FeSO، 16/0       گرم بـر ليتـر O2H4. 2MnCl، 72/0       گـرم بـر ليتـر 

O2H2. 2CaClگرم بر ليتر 2/2  و O2H7. 4ZnSo.  
 4 ه بـود،  ها از خاك انجام شـد      آن هايي كه از قبل فرايند جداسازي و سپس شناسايي         از بين باكتري  

 عنـوان سـودوموناس      بـا  دههـاي نـام بـر       سـويه  سويه باكتري برتر انتخاب و مورد استفاده قرار گرفت،        
 هـاي  ترتيـب بـاكتري    و بـه   وموناس آئروجينـوس  سود جانسوني، اسينتوباكتر كريزوباكتريوم، استاتزري،

 هـاي  در غلظـت   و تجزيه فنـانترن    كارايي در  ها از نظر    اين باكتري  .گذاري شدند   نام 4 و 3 ،2 ،1شماره  
 محـيط  شاملهاي  پليت در ها باكتري .مختلف مورد بررسي قرار گرفتند هاي طي زمان مختلف فسفر در
 ـگـراد   درجـه سـانتي   28در دمـاي  صورت خطي كـشت داده و   نوترينت آگار به   مـدت چنـد روز در    هب

ها به محيط مايع نوترينت بـراث تلقـيح و در            كلني بعد از رشد باكتري از تك      .انكوباتور قرار داده شدند   
بـراي   .مكعـب برسـد   متر  در هر سانتي   107 ها به   آن جمعيتند روز قرار داده شد تا       چمدت   هانكوباتور ب 

ليتـر آب مقطـر حـل گرديـد و            ميلـي  20 در   )4PO2KH(گرم   2  مقدار هاي مختلف فسفر   غلظت ايجاد
از هر كـدام  گرم بر ليتر   ميلي2و  1 ،5/0 هاي غلظت . استفاده گرديد منبع فسفره)مادر(عنوان استوك  هب

ليتر از سوسپانسيون بـاكتري تهيـه        ميلي 5/1 مقدار  تهيه گرديد،  CFMM فسفر در محيط كشت      بعاز من 
 دقيقـه سـانتريفوژ شـد و        3مـدت     دور در دقيقـه بـه      4000رينت براث برداشت و با      شده در محيط نوت   

اضـافه   )تيمارها( تهيه شده  هاي ليتر از محيط    ميلي 50 سي شامل   سي 250هاي   مانده به ارلن   رسوب باقي 
و در شـرايط اسـتريل بـه محتويـات          ) مـاكروليتر  500( گرم در ليتر فنانترن      01/0ميزان   سپس به  گرديد،

 10در    گرم فنـانترن وزن شـد و       5/0 براي تهيه فنانترن به اين صورت عمل شد كه         ها اضافه گردد،   نارل
ها روي شـيكر و      سپس ارلن  ،حل گرديد  باشد مي) فنانترن(  كه نوعي حلال ماده نفتي     DMSO ليتر ميلي

  از گذشت  ها بعد   جمعيت باكتري   و سپس  رار داده شد  قگراد    درجه سانتي  28 و دماي    rpm 150 با دور 
 SPSSافـزار    نتايج براي با استفاده از نـرم       .شمارش گرديد  ساعت 144  و 72 ،48  صفر، زماني هاي رنج

ن بـه   فـسفر و زمـا      سـويه بـاكتري،     تيمارهاي مقايسه ميانگين سطوح مختلف   و   مورد آناليز قرار گرفت   
  .شد درصد انجام 5 داري روش دانكن در سطح معني
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  نتايج و بحث
 ـ سطوح فسفر و زمان      ثير باكتري، أدهد كه ت   يانس نشان مي  جدول تجزيه وار   هـا در   رات متقابـل آن و اث

 نسبت بـه بقيـه   P. aeroginosa باكتري ).1 جدول( دار است  درصد معني1ر سطح ها د جمعيت باكتري
گرم بر ليتر است     ميلي =2P غلظت فسفر  بهترين سطح  ).2 جدول( ي بهتري در تجزيه فنانترن داشت     يكارا

جمعيـت   ).3 جدول( كنند ثير در تجزيه يكسان عمل ميأت قرار دارد كه از نظر =1P  و=5/0P و بعد از آن
  ).4 جدول( دار بوده ولي با هم تفاوتي ندارند ها در هر سه زمان نسبت به زمان صفر معني باكتري

  
  . در محيط آلوده به فنانترنها اثر متقابل آن و فسفر، زمان باكتري،  سويههايتجزيه واريانس تيمار -1 جدول

 داري سطح معني F  مربعات نيانگيم  مربعات مجموع  يآزاد درجه  اترييتغ منابع

  0001/0  36/160  45/368038**  36/1104115  3  يباكترسويه 
  0001/0  7/10 50/24720**  00/49441  2  فسفر
  0001/0  13/30  53/69154**  61/207463 3 زمان
  0001/0  44/13 31/30482**  91/185053 6 كتريبا×  فسفر
  010/0  18/3 69/7291**  16/43750  6  زمان×  فسفر
  0001/0  11/18 82/41561**  42/374056  9  سويه باكتري×  زمان

  ns71/2558 11/1  3678/0  91/46056  36  18 فسفر×  سويه باكتري ×زمان 
  .دار غيرمعني ns و درصد 1 دار در سطح احتمال معني** 
  
 در محيط آلوده به فنانترن  درصد5 نوع باكتري به روش دانكن در سطح 4 تعداد كلونيمقايسه ميانگين  -2 دولج
)107×Cfu/ml(.  

P. Stutzeri  Chryseobacterium  Acinetobacter  P. aeroginosa  
b315/124  c605/103  d835/50  a19/200  

  
  در محيط آلوده به فنانترن درصد5  به روش دانكن در سطحفسفر سطح 3 تعداد كلونيمقايسه ميانگين  -3جدول 

)107×Cfu/ml(.  
P= 5/0  P=1 P=2 

b67/110  b795/112  a735/135  
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 در محيط آلوده به فنانترن درصد 5به روش دانكن درسطح  زمان مختلف 4 در تعداد كلونيمقايسه ميانگين  -4جدول 
)107×Cfu/ml(.  

0  48  72  144  
b585/80  a125/125  a605/128  a625/141  

  

  
  

  .گرم در ليتر ميلي =5/0P  باكتري در سطح4  مقايسه رشد-1نمودار 
  

  
  

  .گرم در ليتر  ميلي=1Pباكتري در سطح  4  مقايسه رشد-2 نمودار
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  .گرم در ليتر ميلي =2P باكتري در سطح 4  مقايسه رشد-3 نمودار
  

 و  =2P غلظـت  سـاعت،  144ترتيـب زمـان      هري ب فسفر و باكت   بهترين حالت براي اثر متقابل زمان،     
هـاي زمـاني     رنج ه،در آزمايش انجام شد     مشاهده گرديد،  aeroginosa Pseudomonasسويه باكتري   

 هـا قبـل از رشـد و    لحظـه تلقـيح بـاكتري   (لحظـه صـفر    شامل،  رنج زماني مختلف  4در نظر گرفته در     
 تلقـيح    زمـان  بعـد از  ) سـاعت  144 و   72 ،48( هاي زمـاني بعـدي     و رنج ) ها روي شيكر   گذاشتن ارلن 

ها روي پليت در نظر      شمارش كلني گاه،    آن ها بعد از گذاشتن روي دستگاه شيكر و        ها و رشد آن    باكتري
 شـود گفـت كـه حتمـاً        تر گـردد ولـي نمـي       ممكن است با افزايش جمعيت تجزيه هم بيش        ،گرفته شد 

مـواد   يابـد،  كم باشد جمعيت هم كـاهش مـي     يابد، اگر مواد غذايي محيط كشت ما         جمعيت افزايش مي  
هـا    ساعت بـراي مـصرف بـاكتري       144 طوري انتخاب شده بود كه تا زمان         يي در آزمايش ياد شده    غذا

 نيـز بـا هـدف     اين پـژوهش .كافي بود و ما سطوح بالاتر از اين رنج زماني را مورد بررسي قرار نداديم     
 خصوص در جنوب كـشور اسـت،   هنفتي ب  هاي  آلودگي  رفع هاي كارا براي   يابي به استفاده از گونه     دست

هـا در    تر آلودگي  چه بيش محيطي و جلوگيري از افزايش هر      ل زيست ياميد است ضمن رعايت تمام مسا     
 بيولـوژيكي   خصوص  به محيط زيست با افزايش علم و دانش خود در زمينه كاهش فيزيكي و شيميايي،             

در پايـان پيـشنهاد      .محيطـي داشـته باشـيم      شكلات زيست ثري در بهبود رفع م    ؤها بتوانيم قدم م    آلودگي
تـري مطالعـه     ها براي بررسي انتخاب و همچنين در زمـان بـيش           تري از باكتري   بيش هاي گردد سويه  مي

  .انجام شود
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Abstract2 

Using microorganisms among the suggested remedies for oil pollution 
problembs and its destructive effects is a way which is used as the title of 
bioremediation in most developed countries. Using bioremediation to remove 
pollution from polluted areas is limited by means of some bioenvironmental 
parameters. Nutrients are one of these elements. In this study four types of bacteria 
were isolated from the Boushehr Soils. The mentioned kinds were nominated as 
Pseudomonas stutzeri, Chryseo bacterium Sp, Acinetobacter Johnsonii, 
Pseudomonas aeruginosa. These bacteria were studied from the aspect of their 
ability to degrade phenanthrene in different P concentrations and in different 
periods of time. The results showed that the best phosphorus concentration in 
biodegradation of phenanthrene equals to 2 mgr/lit, and the best performances is 
related to bacterial pseudomonas aeruginosa, and the best of time in biodegradation 
phenanthrene is 144 hours. 
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