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جداسازي يك كنسرسيوم باكتريايي از پساب پتروشيمي اراك براي اصلاح 
زيستي خاك هاي آلوده به هيدروكربن هاي آروماتيك چند حلقه اي 

)PAHs(  
  2پور, غلامحسين ابراهيمي 1زهرا فتحي

  

  

  چكيده

ي و توليد محصول را آلودگي هاي مواد نفتي، پتانسيل بالفعل خاك ها براي استفاده هاي بهينه در زمينه ي كشاورز
شديدا كاهش ميدهند. هيدروكربن چند حلقه اي آروماتيك ، آلاينده هاي نفتي رايج با خاصيت سمي، ژنوتوكسيك، 
جهش زايي و سرطان زايي مي باشند. بنابراين رها شدن آنها در خاك باعث از بين رفتن پوشش و تنوع گياهي و جانوري 

فت خصوصيات فيزيكي خاك ( گسيختگي خاكدانه ها، كاهش خلل و فرج و و ميكروبي خاك مي شود و نيز باعث ا
افزايش وزن مخصوص ظاهري خاك ) مي شود. گسترش آن به آبهاي زيرزميني كه براي مصارف انساني استفاده مي 

زيست شوند باعث اثرات سوء براي انسان مي شود. بنابراين بايد روش هايي براي حذف اين آلاينده ها استفاده شود. 
يكي از روشهاي برطرف سازي اين آلاينده ها است كه بسيار كم هزينه و بدون آسيب هاي محيطي و متكي بر   پالايي

ميكروارگانيسمهاي بومي و غيربومي مي باشد. با توجه به نقش مثبت باكتريهاي جنس سودوموناس در زيست پالايي، در 
براي تجزيه ي آنتراسن و    و اسفينگوموناس يانوكويا  ودوموناس آئروژينوزااين مطالعه توانايي دو گونه باكتري بومي بنام س

فلورن و فنانترن(به عنوان هيدروكربن هاي آروماتيك سه حلقه اي)و پيرن(هيدروكربن آروماتيك چهار حلقه اي) كه جزء 
آنتراسن و  mg/L  300نفتي هستند استفاده شد. سنتيك رشد مخلوط باكتر يايي در  هيدروكربن هاي پلي آروماتيك

(به عنوان تنها منبع كربن) در محيط پايه معدني با روش پروتئين  پيرنmg/L150فنانترن و  mg/L 200،فلورن 
ساعته ارزيابي شد.  48روز متوالي در فواصل  10سنجي و تعيين ميزان زيست پالايي با دستگاه گاز كروماتوگرافي طي 

 %97فلورن،  %99بيش از روز  10ي رشد خوبي در آنتراسن و فلورن  داشته و طي نتايج نشان داد اين مخلوط باكترياي
و استعداد خوبي براي استفاده براي اصلاح زيستي مناطق آلوده پيرن را تجزيه كرده  %60فنانترن و  %95آنتراسن، 

  استفاده نمود.

  

  ليسم، پروتئين سنجي، گاز كروماتوگرافيهيدروكربنهاي چندحلقه اي آروماتيك، اصلاح زيستي، كومتابوكلمات كليدي: 
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  مقدمه- 1

هيدروكربنهاي چند حلق هاي آروماتيك تركيباتي كارسينوژن و موتاژن به شمار ميروند كه به طور گسترد ه اي در نتيجه        
ز اتومبيلها، فعاليتهاي انساني شامل كمپوست كردن سوختهاي فسيلي و مواد آلي، سوختن زغال سنگ و مراحل تبخيري، اگزو

يكي از راههاي معمول ورود هيدروكربنهاي چند حلقه اي  ]1و2[سوزاندن جنگلها، رسوخ نفت در محيط وارد شده اند.
آروماتيك به بدن به واسطه تنفس هواي آلوده و از طرف ديگر استفاده از آب يا غذاي آلوده به هيدروكربنهاي چند حلق هاي 

كي نشان ميدهد كه غلظت بالاي يك تركيب هيدروكربنهاي چند حلقه اي آروماتيك مي آروماتيك مي باشد. مطالعات كلني
 ]3و4[تواند باعث سرطانهاي مختلفي در پوست، شش، معده و كبد شود.

آلوده كننده برتر  129فنانترن يك هيدروكربن نامتقارن حاوي سه حلقه آروماتيك به هم اتصال يافته است و يكي از       
ه وسيله آژانس حفاظت محيط زيست آمريكا است و يك تركيب جهش زا با خاصيت سرطان زايي است. اگر چه معرفي شده ب

فنانترن در شرايط طبيعي به وسيله جمعيت ميكروبي بومي تجزيه مي شوند ولي اين پروسه ها معمولاً زمان بر و كند مي باشد 
و با صرفه براي خاك هايي كه با هيدروكربنهاي چند حلق هاي ). در نتيجه نياز به توسعه تكنيك هاي پاك سازي ساده 4( 

  آروماتيك آلوده شده اند امري بديهي است.

سال گذشته تجزيه زيستي ترويج پيدا كرد و به عنوان يك استراتژي اقتصادي براي پا كسازي خاكهاي  20متجاوز از        
از باكتر يهاي تجزيه كننده، مورد استفاده قرار گرفت. پا كسازي  آلوده به هيدروكربنهاي چند حلق هاي آروماتيك با استفاده

زيستي نه فقط در تجزيه آلودگيها ميتواند مؤثر واقع شود بلكه ميتوان از آن براي پا كسازي مواد ناخواسته از هوا، خاك، آب، 
   ] 1و 5[ماده خام از مواد زايد صنعتي استفاده كرد.

ك، آب يا رسوبات براي تجزيه زيستي هيدروكربنهاي چند حلقه اي آروماتيك به پيچيدگي توانايي باكتر يها در خا       
ساختمان شيميايي و مقدار سازگاري آنزيمي به وسيله باكتر يهاي بومي در واكنش به فشار شديد به هيدروكربن هاي حلقوي 

نهاي چند حلقه اي آروماتيك با وزن مولكولي است. باكتر يهاي متعددي جداسازي شده اند كه توانايي استفاده از هيدروكرب
پايين به عنوان تنها منبع كربن و انرژي را دارند اما هيدروكربنهاي چند حلقه اي آروماتيك هاي محتوي تعداد حلقه آروماتيك 

 ]6[، بسيار سرسخت هستند. بالاتر

مي شود. در محيط هاي آلوده، ميكروارگانيسم هاي  تجزيه به وسيله باكتري ها معمولاً از طريق اكسيداسيون اوليه آغاز       
موجود در جمعيت هايي با پيچيدگي و تنوع متابوليسم تركيبات زياد وجود دارند. عوامل پيچيده اي در درك رفتار باكتري در 

آلوده به  محيط مؤثر هستند. به همين  دليل معمولاً كمتر از يك درصد از ميكروارگانيسم ها توانايي رشد در محيط هاي
هدف از اين پژوهش، بررسي امكان رشد باكتر ي هاي بومي جداسازي  ]7[هيدروكربن هاي آروماتيك چند حلقه اي را دارند.

شده از خاك آلوده به نفت در حضور فنانترن در آزمايشگاه و نيز شناسايي آن ها با استفاده از روش واكنش زنجيره اي پليمراز و 
  حذف غلظت هاي مختلف فنانترن است.بررسي توانايي آنها در 
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 مواد و روشها - 2

ساعت بر روي  24نمونه برداري: نمونه برداري از پساب پتروشيمي اراك انجام گرديد و نمونه هاي  جمع آوري شده طي        
  ]8[درجه سانتيگراد نگهداري شدند. 4يخ به آزمايشگاه انتقال داده شد و تا زمان استفاده در دماي 

  : ط و شرايط كشتمحي

 g (NH4)2SO4 1 ، g KH2PO4 5 ، g MgSO4.7H2O 0,1 ، mgاز محيط كشت پايه ي معدني (       

Fe(NH4)2(SO4)2  5  وml1 داراي آنتراسن، فلورن، فنانترن و پيرن جهت غني سازي و جداسازي  محلول عناصر كمينه (
اتيك چند حلقه اي به عنوان تنها منبع كربن و انرژي هستند  باكتري هايي كه قادر به رشد در اين هيدروكربن هاي آروم

ريخته  ml 250از محيط كشت پايه ي باكتريايي درون فلاسك هاي  ml 90استفاده شد. در ابتدا با هدف انجام غني سازي 
ان تنها منبع آنتراسن و فلورن به عنو mg/L300پساب، به هر فلاسك اضافه و فلاسك ها با  ml10 تكرار) و سپس حدود 3(

روز شيك شدند. براي غني سازي بيشتر  10به مدت  c°35كربن و انرژي تكميل شد. ارلن ها در شرايط تاريكي و در دماي 
از محيط كشت قبلي  به محيط كشت تازه و اضافه كردن مجدد ماده تلقيحي آنتراسن، فلورن، فنانترن  ml 1طي فرآيند انتقال 

  روزه انجام گرديد. 10با فواصل بار و  4و پيرن براي حداقل 

   جداسازي و شناسايي باكتريهاي تجزيه كننده هيدروكربن هاي آروماتيك چند حلقه اي:

آگار+ يك ليتر محيط پايه معدني ) تهيه شد و پس از بسته شدن محيط در پليت  gr 15از محيط پايه معدني + آگار (        
فلورن، آنتراسن، فنانترن و پيرن در استون در سطح آن اسپري شد و براي  %1ها، به منظور ايجاد محيطي همگن، محلول 

باكتر ي ها روي   جداسازي باكتري ها به عنوان محيط جامد اختصاصي استفاده شد. سپس با استفاده از تكنيك اسپري كردن
ايي با ايجاد هاله ي شفاف در انكوبه شدند و كلني هاي باكتري c°35روز در  2 -5محيط كشت تلقيح شد. پليت ها به مدت 

سويه كه  2اطرافشان كه نشان دهنده ي تجزيه شدن آنتراسن، فلورن، فنانترن و پيرن است، مشاهده گرديد و از بين آنها 
بهترين رشد را در محيط جامد داشتند انتخاب شد و براي خالص سازي بهتر و انجام تست هاي شناسايي به محيط  نوترينت  

دند. سويه هاي باكتريايي جدا شده به وسيله تنوعي از واكنشهاي بيوشيميايي شناسايي شدند و در نهايت آگار منتقل ش
  ]9[تكميل شد. شناسايي با انجام واكنش زنجيره اي پليمراز

  ارزيابي  رشد مخلوط باكتريايي با هيدروكربن هاي آروماتيك چند حلقه اي:

كتريايي در آنتراسن، فلورن، فنانترن و پيرن (تنها منبع كربن و انرژي), از رسم به منظور تعيين ميزان رشد مخلوط با       
نانومتر استفاده گرديد. براي اين كار از محلول تهيه  600منحني پروتئين سنجي (روش پروتئين سنجي براد فورد) در طول موج
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محيط پايه معدني داراي  ml100به  ml1ن نانومتر به ميزا 600در طول موج 1باكتري با كدورت اوليه ي  2شده براي هر 
mg/L  300 ، فلورن و آنتراسنmg/L 200  فنانترن وmg/L150 روز در دماي  10پيرن تلقيح  و به مدتc°35  در شرايط

ساعته با استفاده از پروتئين سنجي اندازه گيري و تعيين   48تاريكي انكوبه شد. ميزان رشد باكتريها طي اين مدت با فواصل 
  ]6[و سپس منحني رشد  اين مخلوط ترسيم گرديد. شد

  ارزيابي توانايي تجزيه هيدروكربن هاي آروماتيك چند حلقه اي توسط مخلوط  باكتريايي: 

توسط مخلوط  باكتريايي با استفاده از دستگاه گاز كروماتوگرافي در فلورن، آنتراسن، فنانترن و پيرن ميزان تجزيه ي        
روز با  10اندازه گيري شد.در اين روش فلورن، آنتراسن، فنانترن و پيرن باقي مانده در محيط هاي كشت انكوبه شده بعد از 

تات به كل محيط افزوده شد و اتيل اس ml100استفاده از اتيل استات( به عنوان حلال غير قطبي) استخراج شد.براي استخراج 
دقيقه شيك گرديد. سپس با استفاده از دكانتور فاز آلي جدا شده و نمونه براي اندازه گيري آنتراسن، فلورن،  15به مدت 

  ]10[تزريق شد.  GC-FID فنانترن و پيرن باقيمانده به دستگاه

  

  نتايج و بحث:- 3

   كربن هاي آروماتيك چند حلقه اي:جداسازي و شناسايي باكتر يهاي تجزيه كننده هيدرو

سويه كه توانايي بالايي در حذف فلورن، آنتراسن، فنانترن و  2گونه هاي مختلف باكتريايي از نمونه ي پساب جدا شد اما        
ست پيرن ، زماني كه به صورت مخلوط باهم كشت داده شدند، از بين آنها انتخاب شدند مورد شناسايي قرار گرفتند. نتايج ت

شباهت را به  سودوموناس   %99سويه ي جدا شده   2هاي بيوشيميايي و واكنش زنجيره اي پليمراز نشان داد كه اين 
  و اسفينگوموناس يانوكويا  دارند.  آئروژينوزا

  ارزيابي رشد مخلوط باكتريايي:

نترن و پيرن +آگار با تشكيل هاله ي شفاف روز بر روي محيط پايه معدني + فلورن، آنتراسن، فنا 3- 5كلني هاي آنها طي        
در اطراف كلني ظاهر گرديد كه اين هاله ي شفاف بيانگر تجزيه شدن آنتراسن، فلورن، فنانترن و پيرن از اطراف كلني باكتري 

انترن و ها طي رشد است.نتايج پروتئين سنجي نشان داد اين مخلوط رشد خوبي را در محيط  پايه معدني + آنتراسن، فلورن، فن
  پيرن دارد.

باكتري جدا شده بهترين رشد در فلورن، آنتراسن، فنانترن  2روز نشان داد كه هر  10نمودار رشد مخلوط باكتر يايي طي       
و پيرن را زماني داشتند كه باهم به صورت ميكس كشت داده شدند در حالي كه به تنهايي رشد خوبي را نشان ندادند. احتمالا 

سط هايي كه حالت سمي براي باكتري دارد دليل اين فرايند است. باكتري ها زماني كه به صورت ميكس كشت توليد حد وا
داده ميشوند با فعاليت كومتابوليسمي اين مواد را تقليل ميدهند. باكتري هاي جدا شده در اين مطالعه توانايي تحمل غلظت 
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شتند. نتايج حاصل از پروتئين سنجي نشان ميدهد كه كشت مخلوط در را نيز دافلورن، آنتراسن، فنانترن و پيرن هاي بالاي 
سرعت  رشد افزايش مي يابد.اما در روزهاي  8تا 2ساعت اول پس از تلقيح،  سرعت رشد تقريباً پاييني داشته و در روزهاي  24

  ) 1د زايد باشد. (شكل آخر دوباره سرعت كاهش مي يابد كه دليل آن ميتواند كاهش منبع كربن و انرژي و افزايش موا

  

  

  

  الف) فلورن
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  ب) آنتراسن 

  

  

  ج) فنانترن
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  د) پيرن

 

  هاي آروماتيك چند حلقه اي به عنوان منبع كربن و انرژيهيدروكربن  :نمودار رشد مخلوط باكتريايي در محيط پايه معدني داراي 1شكل 

  

  آناليز هاي تجزيه ي هيدروكربن هاي آروماتيك چند حلقه اي:

سويه ي باكتري زماني كه به صورت مخلوط  در محيط پايه معدني  2نتايج حاصل از گاز كروماتوگرافي نشان داد كه اين         
روز  10پيرن كشت داده ميشوند در مدت زمان mg/L150فنانترن و  mg/L 200آنتراسن،و  فلورن mg/L300حاوي

) با افزايش غلظت هيدروكربن ها 2پيرن را تجزيه كنند. (شكل  %60فنانترن و  %95آنتراسن،  %97فلورن،  %99ميتوانند بيش از 
نين با افزايش تعداد حلقه هاي اين ميزان كاهش مي يابد و با افزايش زمان انكوباسيون ميزان تجزيه افزايش مي يابد. همچ

باكتري زماني كه به  2آروماتيك، تركيب نسبت به تجزيه مقاوم تر شده و زمان بيشتري را براي تجزيه شدن نياز دارد. اين 
از پيرن را تجزيه  %10از فنانترن و %15از آنتراسن و فلورن وكمتر از %20صورت تكي كشت داده شدند قادر بودند فقط كمتر از 

ند. اما زماني كه به صورت مخلوط كشت داده شدند ميزان تجزيه به طور قابل توجهي افزايش يافت كه دليل اين پديده كن
باكتري ميتواند باشد.ميزان تجزيه با محاسبه ي مساحت زير نمودار پيك حاصل از گاز  2روابط كومتابوليسمي موجود بين اين 

پيرن mg/L150فنانترن و  mg/L 200آنتراسن، فلورن، mg/L300در غلظت كروماتوگرافي نشان داد كه  مخلوط باكتري 
پيرن را تجزيه  %60فنانترن و  %95آنتراسن،  %97فلورن،  %99روز ميتوانند بيش از  10كشت داده ميشوند در مدت زمان 

  كنند. ميزان تجزيه با افزايش زمان انكوباسيون افزايش مي يابد.
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  نمونه ي داراي مخلوط باكتري با فلورن                                قد باكتري با فلورن (شاهد)الف)          نمونه ي فا

                                

 

  ب)          نمونه ي فاقد باكتري آنتراسين (شاهد)                                    نمونه ي داراي مخلوط باكتري آنتراسن
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                        نمونه ي فاقد باكتري با فنانترن(شاهد)                          نمونه ي داراي مخلوط باكتري با فنانترن                                     ج)     

  

  

  اي مخلوط باكتري با پيرننمونه ي دار                       د)                        نمونه ي فاقد باكتري با پيرن(شاهد)
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  هيدروكربن هاي آروماتيك چند حلقه اي روز انكوباسيون در محيط پايه معدني حاوي 10: كروماتوگرام هاي حاصل بعد از 2شكل 

  

  نتيجه گيري:

كه ه در نتيجه ي پساب پتروشيمي به ويژ -با توجه به خطرات ناشي از ورود هيدروكربن هاي آروماتيك چند حلقه اي       
انسان، حذف يا تقليل اين  خصوصدر محيط زيست براي حيات موجودات زنده به  -مهمترين منبع اين تركيبات آلي است

از محيط به اندازه ي قابل قبول از نظر استانداردهاي جهاني بسيار حائز اهميت مي باشد. در اين مطالعه با جداسازي و  تركيبات
ايي بالايي در رشد و تكثير در محيط هاي آلوده به هيدروكربن هاي چند حلقه اي شناسايي گونه هاي باكتريايي كه توان

آروماتيك را داشتند مشخص گرديد كه حذف اين تركيبات از محل هاي آلوده د با استفاده از باكتري هاي بومي جداسازي شده 
كه مراحل حذف هيدروكربن هاي  از همان خاك بهتر صورت مي پذيرد. همچنين در بررسي هاي آينده پيشنهاد مي گردد

آروماتيك چند حلقه اي ديگر با حلقه هاي بنزني بيشتر علاوه بر آنتراسن، فلورن، فنانترن و پيرن توسط مخلوط باكتريي مذكور 
مورد بررسي قرار گيرد و نيز از اين مخلوط باكتريايي در ابعاد وسيعتر براي بررسي توانايي آن در حذف هيدروكربن هاي 

  .استفاده گردد اتيك چند حلقه اي براي اصلاح محيط هاي آلوده به پساب پتروشيميآروم
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