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  چكيده

هـاي   نفتالين و بنزن از مهمتـرين آلاينـده  , مانند آنتراسن) PAH(هاي آروماتيك پلي سيكليك  هيدروكربن
و پتروشـيمي آثـار سـوء     باشند كه در بسياري از موارد، در اثر دفع پسماندهاي صنايع نفـت  زا مي سمي و سرطان

روشـهاي بيولـوژيكي و اسـتفاده از    ، جهت پاكسازي ايـن مـواد از خـاك   . سازندوارد ميواني به محيط زيست فرا
ارگانيسمها با تغذيه از كربن اين روش ها، اين طي كه  دراولويت قراردارندهاي بومي خاك،  پتانسيل ميكروارگانيسم

 ،كامـل  biodegredation همواره نتيجهكه  شايان ذكر است. كنند مواد، آب، دي اكسيدكربن و بيومس توليد مي
در اين مطالعه توانايي ارگانيسمهاي جدا شده از خاك مناطق مختلـف اسـتان    .نيستدي اكسيدكربن  و توليد آب

. مـورد بررسـي قـرار گرفـت    ) بعنوان الگوئي از هيـدروكربنهاي آروماتيـك  (آذربايجان شرقي در تجزيه نفتالين 
گرم در  ميلي1000نفتالين با غلظت . آگار جداسازي و خالص شد YGMمحيط كشت  ميكروارگانيسم هاي مذكور در

و C◦28و به مدت يك هفتـه در  گرديد اضافه   مقدار ثابتي از باكتري به وه يك ليتر از محيط مولر هينتون براث تهي
سوش بـاكتري  40اد تعد. تيمار و ميزان تخريب اين ماده با اسپكتروفتومتر دو شعاعي ارزيابي شدrpm 120شيكر 

 6درصد تعيين وتعداد  2/92تا  2/9باكتري موثر شناسايي شد و ميزان تخريب نفتالين از 37جدا و در غلظت فوق 
با اين روش پاكسازي بيولـوژيكي، قـادر خـواهيم بـود     . نفتالين گرديدند %50سوش باكتري باعث تجزيه بيش از 

جزيه، تخريب و در نهايت خاك هـاي آلـوده را بازيافـت و سـالم     نفتالين موجود در خاكهاي آلوده و پساب ها را ت
  .نمائيم

  

  .ميكروارگانيسم هاي خاك، تخريب بيولوژيكي، نفتالين، پاكسازي زيستي :كليدي واژگان
  

 قدمهم
از دو  (PAH)هيدروكربنهاي آروماتيك پلي سيكليك 

هـا   اند كه اين حلقه يا چند حلقه شش عضوي تشكيل شده
ها به هم  يك جفت اتمهاي كربن بين حلقهتوسط اشتراك 

ــد شــده متصــل ــرين عضــو ايــن گــروه نفتــالين    ســاده. ان ت
)C10H8(   است كه در ساختمان مولكولي آن بـه كربنهـاي

، )1(مشترك بين دو حلقه، اتـم هيـدروژن متصـل نيسـت    
باشـد   نفتالين تركيب كريستالي سفيد ،جامد و فـراري مـي  

لـوئن و نـامحلول در آب   كه محلول در بنزن، الكل، اتـر، تو 

دالتـون   C◦4/20 ،145/1بوده وزن مخصوص آن در دماي 
جـــوش  و نقطـــهC◦4/80داراي نقطـــه ذوب . باشـــد مـــي

C◦96/217 كننده آن  و يك ماده سمي بوده و ميزان آلوده
هـاي   هيـدروكربن ). 3و2(باشد  مي ppm10در هوا معادل 

ابع باشـند كـه از من ـ   مـي   هاي نفتي آروماتيك جزء آلاينده
مختلف شامل صـنايع پتروشـيمي، فاضـلابهاي صـنعتي و     
خانگي، استخراج مواد نفتي،داروسـازي، رنـگ، پلاسـتيك،    

ــره ــتم  حش ــره وارد اكوسيس ــش و غي ــاك ك ــاي آب و خ   ه
شوند و بطور مستقيم بـه انسـان منتقـل و عوارضـي از     مي
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ــي  ــر م ــرطان را منج ــه س ــد جمل ــاكنون ). 6و 5، 4(گردن ت

ازمان حفاظــت محــيط در فهرســت ســ PAHتركيــب 16
از . هاي مهم آورده شده است زيست آمريكا، بعنوان آلاينده

تـوان بـه نفتـالين، آنتراسـن، فنـانترن،      مهمترين آنها مـي 
 فلورن، كريزن، فلورانتن، پيرن و مشتقات آنها اشـاره كـرد  

  ).9و 7،8(
راههاي اصلي جذب اين مواد به بدن از طريق تنفسـي  

تركيـب فيزيكوشـيميايي،    سميت آنهـا بـه  . و پوستي است
. سميت ذاتي، متابوليتها و داروهاي كلينيكي بسـتگي دارد 

براي حلالهايي مثـل بنـزن و اسـتيرن، متابوليتهـا سـموم      
  ). 10(اصلي هستند

ترين ارگانهاي هدف بـراي تركيبـات آروماتيـك،     عمده
هـا، غشـاء    هـا، پوسـت، شـش   سيستم عصبي، كبـد، كليـه  
مواجهه حاد ). 11(هستند  ها مخاطي راههاي هوايي، چشم

هـاي سـمي از حلالهـاي تنفسـي ممكـن       و مزمن با غلظت
آشفتگي رفتاري، آتروفـي مغـزي، عملكـرد بـد       است باعث

ــوانگي و   ــزي، دي ــود... مغ ــي  . ش ــك پل ــات آروماتي تركيب
بنابراين علاقه به بافتهاي با . دوست هستند سيكليك، چربي

جـذب  ). 13و12( محتوي چربي بالا مثل مغز و كبد دارنـد 
پوستي به متغيرهايي مثـل غلظـت حـلال، مـدت تمـاس،      
ضخامت، شرايط و ميزان عروق پوستي، سطح در دسترس، 

هـاي پوسـتي و    هـا و دانـه   سوختگي، آسـيب . مرتبط است
افزايش دماي پوست بدليل افزايش جريان خون به پوسـت  

ازآنجاكـه تركيبـات   ). 14(دهـد  جذب حلال را افزايش مـي 
باشـند لـذا    شتقات نفت و محصولات آن مـي آروماتيك از م

هـاي   توجه به صنعت نفت، پتروشيمي و فرآوري و آلـودگي 
نفت خام بـا بـيش از   ). 15(رسد مربوطه ضروري به نظر مي

تـرين منـابع انـرژي و نيـروي      يكي از اصـلي   فرآورده 340
درصـد از كـل    9محركه اقتصـادي جهـاني اسـت و ايـران     

هـاي نفتـي    آلـودگي . ار داردمخازن نفتي جهان را در اختي
تقريباً يك پيامد اجتناب ناپذير از افزايش سريع جمعيت و 

مواد نفتي و مشتقات آنها در اثر حمـل  . مصرف انرژي است
سازي ممكن است موجـب آلـودگي خـاك     و نقل يا ذخيره

شود هر قدر مواد نفتي بـه عمـق بيشـتري از خـاك نفـوذ      
برخي ). 17و16(ودتر خواهد ب كنند رفع آن آلودگي مشكل
تواننـد موجـب    ها در خاك مي از باكتريها و ميكروارگانيسم
ــواد نفتــي شــوند  ــه م پاكســازي زيســتي ). 19و18( تجزي

)(Bioremediation     يكي از روشـهاي اصـلي پاكسـازي

باشد كه در اين روش از موجودات زنـده بـويژه    محيطي مي
هـاي   هها و گياهان به منظور تجزيه آلاينـد  باكتري ها، قارچ

محيطــي و تبــديل آنهــا بــه تركيبــات غيرســمي اســتفاده 
ــي ــوند م ــم ). 21و20(ش ــن ميكروارگانيس ــات   اي ــا تركيب ه

ــا      ــومس و ي ــربن، بي ــيد ك ــه دي اكس ــدروكربني را ب هي
كارايي و سـرعت فرآينـد   . كنند محصولات ديگر تبديل مي

ها به نوع تركيبات آلاينده، طبيعت ماده  تجزيه هيدروكربن
ركيبات نفتي، شرايط محيطـي و ويژگيهـاي   آلوده شده با ت

اصــــولاً ). 22و  5(جمعيــــت ميكروبــــي بســــتگي دارد
فرآورده اصلي قادر به تجزيـه   3ميكروارگانيسمها به كمك 

  :باشند هاي نفتي مي هيدروكربن
  

هـاي مونواكسـيژناز و دي اكسـيژناز     آنـزيم : آنزيمها-1
و هاي مـوثر در تجزيـه هيـدروكربنها بـوده      مهمترين آنزيم

  ).23و20(ها هستند ها، الكل فرآورده حاصل از اين آنزيم
مـواد بيولوژيـك داراي گروههـاي    : بيوسورفكتانتها -2

آب دوست و آب گريز در سطح سلول هستند كـه بوسـيله   
شوند بـر اسـاس    تعداد زيادي از ميكروارگانيسمها توليد مي

ساختار شيميايي به گروههاي گليكوليپيدي، فسفوليپيدي، 
. شـوند  بندي مي ساكاريدها طبقه اي چرب و ليپوپلياسيده

بيوسورفكتانت ها از طريق امولسيونه كـردن و آزاد كـردن   
هيدروكربنهاي جـذب شـده بـه مـواد آلـي خـاك، سـبب        
افزايش غلظت آبي تركيبـات هيـدروفوبيك شـده و باعـث     

شـود و بـه ايـن وسـيله بـه       افزايش سرعت انتقال جرم مي
  ).26و24،25(كنند  يتسريع تجزيه زيستي كمك م

بسـياري از ميكروارگانيسـمها    :اسيدها و حلال هـا  -3
قادرند با استفاده از هيدروكربنها به عنـوان منبـع كـربن و    
انرژي، اسيدها و حلالهاي مختلف نظير استن، اتر، بنـزن و  
اســيد اگزالواســتيك توليــد كننــد كــه باعــث حــل شــدن 

هـاي   يسـم ميكروارگان). 27(شـود  هيدروكربنهاي نفتي مـي 
متعددي در اين عمل نقش دارند كه مهمترين آنها عبارتند 

  : از
Pseudomonas – Bacillus-Rhodococcus- 

Mycobacterium- Acinetobacter- 
Staphylococcus - clostridium – Proteus – 
Micrococcus )30 6،23،28،29و(  
اصولاً هيچ ميكروارگانيسمي به تنهايي قادر بـه تجزيـه   

هيدروكربنهاي نفتي به دي اكسـيد كـربن و آب بـه    كامل 
امـروزه بـا كمـك مهندسـي     . عنوان محصول نهايي نيسـت 
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هـا بـه خصـوص     ژنتيك چندين پلاسميد را درون بـاكتري 

اند تا بتوانند چندين مشتق نفتـي را   سودوموناس قرار داده
ــه كننــد  ــادايي چهــار . بطــور همزمــان تجزي محققــان كان

 PKT230 ،PPK2033 ،PHG-2 ،PAC25پلاسـميد  
ــويه  ــرار داده و سـ ــدا قـ اي از  را درون ســـودوموناس پوتيـ

اند كه قادر است بطـور   مهندسي ژنتيك شده را توليد كرده
 همزمان نفتالين، پارافين، بنزن و آسـفالتن را تجزيـه كنـد   

  ).30و14(
اين مطالعه در نظر دارد توانايي ارگانيسمهاي جدا شده 

بايجان شرقي در تجزيـه  از خاك مناطق مختلف استان آذر
  .نفتالين رامورد بررسي قرار دهد

  

  مواد و روش ها
ــوع خــاك زراعــي وبايراســتان   در ايــن مرحلــه از دو ن
آذربايجان شرقي جهت ايزوله كردن باكتريهاي موثرنمونـه  

سانتيمتر در  30پس از كندن گودالي به عمق . برداري شد
ي بـردار  گـرم خـاك نمونـه    400ناحيه مشخص، در حدود 

) جهت تبادل اكسيژن(هاي پلاستيكي در باز  شده در پاكت
اطلاعـات هـر نمونـه    . ريخته و به آزمايشگاه منتقل گرديد

برداري، ارتفاع، طول و عرض جغرافيـايي   شامل محل نمونه
 10-4 تـا  10-1پس از تهيه رقت ).  شد روي هر پاكت الصاق 

هـا   هـا در سـرم فيزيولـوژي، از هـر كـدام از رقـت        از نمونه
 Starch Casein agarحـاوي    ميكرو ليتر در پليت100

ــه در   C◦ 28كشــت داده و در دمــاي ــه مــدت يــك هفت ب
. قـرار داده شـد  ) ساخت كشـور ژاپـن   Inculab(انكوباتور 

سازي در  هاي رشد يافته جهت تقويت و خالص سپس كلني
ــا شــرايط  Yeast Glucose Malt Agarمحــيط  ب

هـاي   در لوله). 31و 5،20(انكوباسيون فوق كشت داده شد 
ميلي ليتر محيط كشـت مـولر   25دار برروي  فالكون در پيچ

ميلي گـرم از نفتـالين   25هينتون براث در شرايط استريل 
ــد خــالص، ــع و اضــافه گردي ســپس از ). 18و 15،16(توزي

ــت     ــيط كش ــده در مح ــالص ش ــاي خ ــدام از باكتريه هرك
Tryptic Soy Broth    سوسپانسيوني معـادل اسـتاندارد

ميلي ليتـراز آن   5/0يم مك فارلند تهيه شده و به ميزان ن
هاي فالكون در داخـل   لوله. به داخل لوله فالكون اضافه شد

) ايــران_ســاخت شــركت پــارس آزمــا(انكوبــاتور شــيكردار
دور در دقيقـه بـه مـدت يـك هفتـه      120و C◦28دردماي 

  قرارداده شد تا باكتري ها بتوانند نفتالين موجود راتجزيه 

  ).32و 14،18( كنند
هـاي فـالكون درداخـل      پس از اين مدت محتويات لوله

ــه يــك قيــف دكانتاســيون   هــود و در شــرايط اســتريل، ب
ميلي ليتري منتقل شده و جهت جداسـازي نفتـالين   100

بـا افـزودن   . باقيمانده،  از حلال آلي  تولوئن،  استفاده شد
سي سي تولوئن به قيـف و چنـد بـار بهـم زدن دو فـاز      10

فاز پائين شامل محيط كشت و باكتريها بـوده  . شد ل تشكي
ــوده    ــده ب ــالين باقيمان ــوئن و نفت ــالايي شــامل تول ــاز ب و ف

ــت ــه درب دار    ). 20و16(اس ــك شيش ــي را در ي ــاز روي ف
جـذب  ( ODآوري كـرده و تـا موقـع قرائـت ميـزان       جمع
 ODجهـت سـنجش   . نگهداري شد C◦4در يخچال) نوري
) maxλ(كثر جـذب نـوري   ها، ابتدا بايد ميـزان حـدا   نمونه

هـاي   نفتالين مشخص شود براي اين منظور استاندارد رقت
مختلف از نفتالين در تولوئن تهيه شده و جذب نوري آنهـا  

 Shimadzu(توسط دستگاه اسـپكتروفتومتر دو شـعاعي   
) تولـوئن خـالص  (در مقابـل محلـول بلانـك    ) ساخت ژاپن

سـپس در ايـن   . نفتالين تعيين شـد  maxλقرائت و ميزان 
هــاي مــورد آزمــايش را  طــول مــوج، جــذب نــوري نمونــه

يادداشت كرده و با توجـه بـه منحنـي رسـم شـده ميـزان       
هـاي مختلـف  مشـاهده     متفاوت كاهش نفتالين در نمونـه 

درصد تخريب نفتالين توسط باكتريها ). 31و13،  8(گرديد
  :وداز رابطة مقابل محاسبه مي ش

100
1

21 ×
−
A

AA  =     درصد تخريب  

1A :قبل از تخريب     جذب هيدروكربن  
2:A   جـــذب هيـــدروكربن بعـــداز تخريـــب توســـط

   ميكروارگانيسم
  

  نتايج وبحث
ســوش 40هــاي مختلــف خــاك،  در اثــر كشــت نمونــه
پس از مراحل تيمار باكتريهـاي  . باكتري خالص بدست آمد

سـوش باكتريـايي   37الين، جدا شده با مقدار مشخص نفت ـ
را  In-vitroتوانايي تجزيه و تخريـب نفتـالين در شـرايط    

گيري جذب نوري اسـتاندارد نفتـالين    با اندازه. نشان دادند
ــوج     ــول م ــدوده ط ــك در مح ــل بلان  -nm 500در مقاب

250،maxλ  نفتالينnm 288طيف ). 1 نمودار(تعيين شد
مار ميـزان معينـي از نفتـالين بـا     ها پس از تي جذبي نمونه

  باكتريهاي مختلف و استخراج نفتالين باقي مانده، در طول 
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  ).1و جدول  2 نمودار( قرائت و يادداشت شد288موج 

100با استفاده از فرمول 
1

21 ×
−
A

AA  = درصد تخريب

هـاي مختلـف را مشـخص     نفتالين توسـط ميكروارگانيسـم  
  . نموديم

تـا   2/9ت از درصدهاي مختلف تخريب ازها حكاي يافته
  ).2جدول (درصد نفتالين اوليه دارند  9/92
  

  
  نفتالين maxλتعيين . 1 نمودار

)N3=1.333, N4=0.913 N2=1.747,  ،N1=2.429 (OD 
 )1mg/ ml  ،N4=0.25 N3=0.5,  ،N2=0.75  ،N1=1(با غلظتهاي

  
است كه توسط ايـن  اصلاح زيستي يك فرآيند طبيعي 

ها را به سادگي دفـن كـرده و    روش، به جاي آن كه آلاينده
مسئوليت حذف آنها را به نسـل بعـدي بسـپاريم ،بازيافـت     

بـه عـلاوه از ديـدگاه عمـومي، اصـلاح زيسـتي       . شـوند  مي
هاي جهاني استفاده از  مطلوب تر است و بسياري از سازمان

وسيله آلاينده آن را براي اصلاح مكان هاي آسيب ديده به 

يكي از بهترين راه كارهـاي  . هاي محيطي ترويج مي كنند
اصـــلاح زيســـتي، روش هـــاي بيولوژيـــك و اســـتفاده از 

بـاكتري هـا بـه علـت داشـتن      . باشد ميكروارگانيسم ها مي
ــزيم ــه   آن ــف تجزي ــاي مختل ــاير    ه ــه س ــبت ب ــده نس كنن

  ).19و18(ميكروارگانيسم ها از اهميت بيشتري برخوردارند

  
  پس از تيمار توسط برخي از سوش هاي ميكربي ) بااسپكتروفتومتر دو شعاعي(نمونه اي از طيف جذبي نفتالين  .2 ارنمود
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با توجه به نتايج اين تحقيـق و مطالعـات انجـام شـده،     
باكتريهــاي خــاك كــم وبــيش پتانســيل تجزيــه وتخريــب 
 .هيـــدروكربنهاي آروماتيـــك پلـــي ســـيكليك را دارنـــد

L.Feijoo-Siota ــاران و ه ــه  ) 2008(مك ــزان تجزي مي
بيولـــوژيكي نفتـــالين را بـــا اســـتفاده از يـــك بـــاكتري 

Pseudomonas stutzeri  93روز حـدود   6در عرض% 
و همكـاران   Vanessa Leonardi). 13(تعيين نمودنـد  

در تجزيه هيدروكربنهاي آروماتيك پلي سيكليك ) 2007(
ــه     ــد ك ــان دادن ــديمي نش ــوده ق ــنعتي آل ــاي ص در خاكه

 درصـــد از58 -73هـــا باعـــث تخريـــب  ارگانيســـمميكرو
PAH  روز 7اي در دو نمونه خاك در عرض  حلقه4و 3هاي

) 2007( و همكاران Andrei E Filonor). 12(باشند مي
ــالين توســط  ــوژيكي نفت  Pseudomonasتخريــب بيول

putidaG7      در خاك را بررسـي كردنـد و ميـزان تخريـب
 6درصد و بعـد از   95روز  5خاك بعد از   نفتالين در نمونه

ــالين شــد  ــاري از نفت  Mahmoud Abou).14(روز ع
Seoud  بــا طراحــي بيوراكتــور و بــا ) 2002(و همكــاران

 5-7آن، در طـول مـدت    اي از سودوموناس درتلقيح گونه
از نفتـالين   درصـد  60 روز قادر به تخريب و تجزيه حـدود 

جهــت پاكســازي  ) 2001(J. Envir ).22(گرديدنــد
لين با استفاده از يك راكتـور و يـك سـوش    بيولوژيكي نفتا

گرم در ليتر  ميلي2/0فلاووباكتريوم ميزان تخريب را معادل 
و  Barathi). 3(در يك مـدت يـك سـاعت ارزيـابي كـرد     

 Pseudomonasبـــا اســـتفاده از) 2001(همكـــاران 
fluorescens    ــوژيكي ــه بيول ــود در تجزي ــق خ در تحقي

  ش قـادر اسـت  خاكهاي آلوده نفتي دريافتند كـه ايـن سـو   
n-     آلكانهاي زنجيره كوتاه و بلنـد و همچنـين تعـدادي از

هيدروكربنهاي آليفاتيك و آروماتيك تجزيه و تخريب كند 
)16 .(Jussara P. Del Arco   و همكـاران)در ) 1999

تحقيق خود نشان دادند مخلـوطي از باكتريهـاي بـومي در    
خيز عربـي باعـث پاكسـازي     رسوبهاي شني از مناطق نفت

شـوند ايـن باكتريهـا از     درصد از آلودگي مـي  9/11- 9/42
كننـد   فسفات و نيترات به عنوان منبع تغذيه اسـتفاده مـي  

با توجه به تحقيقات مذكور، طرح انجام يافتـه، نتـايج   ). 8(
مشابه و تأييـد كننـده داشـته اسـت و از ايـن نظـر كـه از        

هاي بـومي و وحشـي موجـود در خاكهـاي      ميكروارگانيسم
سـتان آذربايجـان شـرقي اسـتفاده گرديـده اسـت       مناطق ا

  .باشد نوآوري مي  داراي جنبه
  

  نانومتر 288تغييرات جذب نوري نفتالين در طول موج . 1جدول
  جذب نوري

 )OD ( 
  رديف  سوش ميكروبي ) (ODجذب نوري   رديف  سوش ميكروبي

1.600 M31 21 1.464 g1  1 
1.649 M58 22 1.616 g2  2 
1.547 M60 23 1.747 g3  3 
2.497 M61 24 1.896 g4 4 
1.505 M65 25 1.333 g5  5 
0.63 M66 26 1.071 g6  6 
1.990 C2 27 1.461 g7  7 
1.722 C7 28 2.5 g8  8 
2.23 C15 29 1.262 g9  9 
1.764 C17 30 2.011 g10  10 
1.88 C18 31 2.084 g11  11 
1.519 B2 32 1.578 g12  12 
1.559 B7 33 1.24 g13  13 
1.808 B19 34 2.296 g14  14 
0.176 B20 35 1.7 F6  15 
2.192 B25 36 1.642 F9  16 
0.753 B27 37 0.913 F10  17 
1.717 B33 38 1.142 F11  18 
2.5 A1 39 1.417 F12  19 

1.345 A2 40 1.417 F13  20 
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  درصد تخريب نفتالين. 2جدول

  رديف  يكروبيسوش م درصد تخريب   رديف  سوش ميكروبي درصد تخريب
36 M31 21 41.4 g1  1 
34 M58 22 35.3 g2  2 

38.1  M60 23 30.1 g3  3 
0  M61 24 24.1 g4 4 

39.8 M65 25 46.6 g5  5 
74.8 M66 26 57.1 g6  6 
20.4 C2 27 41.3  g7  7 
31.1 C7 28 0 g8  8 
10.18 C15 29 49.5 g9  9 
29.4 C17 30 19.6 g10  10 
24.8 C18 31 16.6 g11  11 
39.2  B2 32 36.8 g12  12 
37.6 B7 33 50.4 g13  13 
27.6 B19 34 9.2  g14  14 
92.9 B20 35 32  F6  15 
12.3 B25 36 43.6 F9  16 
69.8 B27 37 63 F10  17 
31.3 B33 38 54.3 F11  18 

0 A1 39 34.3  F12  19 
46.2 A2 40 43.3 F13  20 

  

  تشكر و قدرداني
رامي در آزمايشگاههاي از كليه اساتيد وهمكاران گ

دانشكده پزشكي و شيمي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز 

و موسسه بيوتكنولوژي كشاورزي شمال غرب كشور كه ما 
را در انجام اين پروژه ياري دادند، صميمانه تشكر و 
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