
	155

... 
یله

وس
 به‌

زن،
رو

ه ک
ده ب

آلو
ی 

ک‌ها
خا

ی 
زای

ت‌اف
یس

/ ز
ی 

الد
و خ

ده 
ل‌زا

کفی
 

ABSTRACT
Background & Objective: Bioaugmentation is a great technique in bioreme-
diation of contaminated soils with petroleum hydrocarbons. The aim of this 
study was to evaluate the effect of isolated bacteria from activated sludge as 
non-indigenous bacteria in bioremediation of kerosene contaminated soils and 
study the growth of isolated bacteria in the presence of different concentra-
tions of this product.
Materials & Methods: Sampling of activated sludge was taken from two treat-
ment plants in Assaluyeh region. Isolation of degrading bacteria was performed 
by culturing the samples on basal mineral medium. Emulsification test and 
evaluating growth of bacteria were carried out in different concentrations of 
kerosene. Isolated bacteria were inoculated to polluted soils with kerosene oil 
compound for bioaugmentation. The evaluation of their bioremediation poten-
tial and the rate of biodegradation were measured by infrared spectroscopy 
(IR).
Results: In this study, two bacteria Pseudomonas putida and Serratia marces-
cens were isolated and identified as kerosene degrading bacteria from activated 
sludge. P. putida was recognized as the most powerful degrading bacterium of 
this oil product according to emulsification tests, measuring the growth of bac-
teria in various concentrations of kerosene, the results of Bioaugmentation of 
contaminated column of soil with kerosene and reduce the level of TPHs.    
Conclusion: In regard to adaptation of activated sludge bacteria with variety of 
pollutants in sewage, they can be used as non-indigenous bacteria for bioaug-
mentation and cleaning up contaminated soil with petroleum hydrocarbons.
Keywords: Bioaugmentation, Kerosene, Activated sludge, Pseudomonas pu-
tida, Serratia marcescens
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زیست‌افزایی خاک‌های آلوده به کروزن، به‌وسیله سودوموناس پوتیدا و سراشیا مارسسنس 

جداشده از لجن فعال و بررسی میزان رشد آنها

چکید‌ه
زمینه و هدف: زیست‌افزایی، یکی از روش‌های برتر در اصلاح زیستی خاک‌های آلوده به هیدروکربن‌های 
به‌عنوان  فعال  لجن  از  جداشده  باکتری‌های  تأثیر  میزان  ارزیابی  پژوهش،  این  از  هدف  است.  نفتی 
باکتری‌های غیربومی، در اصلاح زیستی خاک‌های آلوده به کروزن و بررسی رشد باکتری‌های جداشده 

در حضور غلظت‌های متفاوت این فرآورده است.
مواد و روش‌ها: نمونه‌برداری از لجن فعال دو کمپ تصفیه‌خانه منطقه عسلویه صورت گرفت. جداسازی 
امولسیفیکاسیون و  انجام شد. تست  پایه معدنی  نمونه‌ها روی محیط  با کشت  باکتری‌های تجزیه‌کننده 
ارزیابی رشد باکتری‌ها در غلظت‌های متفاوت کروزن صورت گرفت. برای زیست فزونی و سنجش میزان 
پاک‌سازی زیستی، باکتری‌های جداشده به ترکیب نفتی کروزن به خاک‌های آلوده تلقیح شدند و میزان 

تجزیه زیستی به‌وسیله دستگاه طیف‌سنجی مادون‌قرمز )IR( اندازه‌گیری شد.
به‌عنوان  فعال،  لجن  از  مارسسنس  سراشیا  و  پوتیدا  سودوموناس  باکتری   2 مطالعه،  این  در  یافته‌ها: 
امولسیفیکاسیون،  تست‌های  به  توجه  با  شدند.  شناسایی  و  جداسازی  کروزن  تجزیه‌کننده  باکتری‌های 
سنجش رشد باکتری‌ها در غلظت‌های گوناگون کروزن و نتایج به‌دست‌آمده از زیست‌افزایی ستون‌های 
باکتری  قوی‌ترین  به‌عنوان  پوتیدا  سودوموناس  باکتری   ،TPHs سطح  کاهش  و  کروزن  به  خاک‌آلوده 

تجزیه‌کننده این فرآورده نفتی شناخته شد.
انواع آلاینده‌های موجود در فاضلاب،  با  باکتری‌های لجن فعال  با توجه به سازگار شدن  نتیجه‌گیری:   
به  آلوده  خاک‌های  پاک‌سازی  و  زیست‌افزایی  برای  غیربومی  باکتری‌های  به‌عنوان  آ‌نها  از  می‌توان 

هیدروکربن‌های نفتی استفاده کرد.
واژه‌های کلیدی: زیست افزایی، کروزن، لجن فعال، سودوموناس پوتیدا، سراشیا مارسسنس

 استناد‌: کفیل‌زاده، ف. خالدی، ز. زیست‌افزایی خاک‌های آلوده به کروزن، به‌وسیله سودوموناس پوتیدا 
بهداشت  پژوهش در  فصلنامه  آنها.  میزان رشد  بررسی  و  فعال  لجن  از  مارسسنس جداشده  و سراشیا 

محیط. پاییز 1394؛1 )3(: 164-155.
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مقدمه 

محصول   2500 از  بیش  به  را  خام  نفت  نفت،  پالایش  صنعت 
)نفت  کروزن  بنزین،  مایع،  نفتی  گاز  می‌کند.  تبدیل  تصفیه‌شده 
نفتی،  سوخت‌های  گازوئیل،  سوخت  هواپیما،  سوخت  سفید(، 
مستقیم  نتایج  پتروشیمی،  صنعت  برای  سوخت  مواد  و  گریس 
این فعالیت‌ها هستند )1(. کروزن مایع، هیدروکربنی بی‌رنگ و 
اشتعال‌پذیر است و از تقطیر جزءبه‌جزء نفت خام در دمای 150 و 
270 درجه سانتی‌گراد به دست می‌آید )2(. کروزن نخستین بخش 
سوخت پس از تقطیر بعضی از ساختارهای بسیار فرار از قبیل 
نفتا و بنزن است )3(. این مایع هیدروکربنی از پارافین )آلکان‌ها(، 
سیکلوپارافین )سیکلو‌آلکان‌ها(، آروماتیک‌ها و اولفین‌ها تشکیل 
اصلی  بخش  درصد   60 از  بیش  که  کروزن   .)4( است  شده 
سوخت‌های هواپیمایی )جت( تشکیل می‌دهد، در سیستم گرمایی 

به‌عنوان یک تمیزکننده یا حلال استفاده می‌شود )5(.
بالای  آلودگی  سبب  نفتی،  ترکیبات  زیاد  مقادیر  از  استفاده 
در  نفتی  هیدروکربن‌های  مقدار  رفتن  بالا  می‌شود.  محیط‌زیست 
خاک، موجب کاهش معنی‌داری در کیفیت خاک می‌‌شود و این 
خاک‌ها غیر‌قابل استفاده می‌گردند )6(. مدت‌زمان تماس طولانی 
موجب  است  ممکن  بدن،  در  نفتی  فرآورده‌های  بالای  غلظت  و 
گسترش بیماری‌های کبدی و کلیوی شود و امکان آسیب به مغز 
با کروزن  تماس   .)2( دهد  افزایش  را  و خطر سرطان  استخوان 
سبب سوزش چشم‌ها و پوست، اختلالات تنفسی، استفراغ، ورم 
معده، سرفه، انقباض عضلات و اختلال در سیستم عصبی مرکزی 
می‌شود )7(. یکی از بهترین پیشنهاد‌ها در اصلاح خاک‌های آلوده، 
استفاده از میکروارگانیسم‌هایی است که توانایی تجزیه ترکیبات 
دارند. اصلاح زیستی، روشی  را  فرآیند اصلاح زیستی  در  سمی 
جذاب برای پاک‌سازی هیدروکربن‌های نفت خام است؛ زیرا در 
نواحی وسیع قابل کاربرد و کم‌هزینه است و سبب از بین رفتن 

کامل آلودگی می‌شود )8(. 
در  می‌توانند  که  دارند  وجود  زیستی  اصلاح  فنی  دو روش   
بازده  رسیدن  حداکثر  به  برای  دسترس،  در  فناوری‌های  همه 

استفاده شوند. یکی روش تحریک زیستی است که سبب  تیمار 
افزایش فعالیت میکروارگانیسم‌های بومی از طریق اضافه کردن 
روش  دیگری  می‌شود.  الکترون  نهایی  پذیرنده  و  غذایی  مواد 
زیست‌افزایی1 است که افزایش تجزیه مواد آلاینده از طریق اضافه 
کردن گونه‌های میکروبی تجزیه‌کننده خارجی را در پی دارد )9(. 
تصور می‌شود وقتی تحریک زیستی کافی نباشد، زیست فزونی 
رویکردی است که باید به کار رود )10(. در طول چند سال اخیر، 
ترکیبات آلاینده از قبیل حشره‌کش‌ها، مواد نفتی و شمار زیادی 
از مواد شیمیایی با استفاده از زیست‌افزایی، با موفقیت پاک‌سازی 

شده‌اند )11(. 
زیستی  اصلاح   ،2006 سال  در  همکاران  و  »آیسلابی« 
بررسی  قطبی  مناطق  آلوده  خاک‌های  در  را  هیدروکربن‌ها 
نوسانات  قبیل  از  قطبی  خاک‌های  در  محیطی  شرایط  کردند. 
دمایی خاک، کاهش سطح مواد مغذی، رطوبت و pH نامناسب، 
عامل‌های محدودکننده فعالیت میکروبی و کاهنده تجزیه زیستی 
هیدروکربن‌ها هستند. مطالعه آنها ثابت کرد که استفاده انواعی از 
باکتری‌های تجزیه‌کننده از قبیل رودوکوکوس2 و سودوموناس3 
خاک‌های  زیستی  اصلاح  برای  غیربومی،  باکتری‌های  به‌عنوان 
قبیل  از  فاضلاب  تصفیه  سیستم   .)12( مناسب‌اند  قطبی  آلوده 
است.  وابسته  زنده  ارگانیسم‌های  جمعیت  فعالیت  به  فعال  لجن 
بیشتر باکتری‌های موجود در لجن فعال به جنس‌های گرم منفی 
آلکالی‌ژنز5،  آکروموباکتر4،  شامل  اصلی  جنس‌های  دارند.  تعلق 
سودوموناس  و  میکروکوکوس8  فلاووباکتریوم7،  باسیلوس6، 
هستند )13(. »حسینی« و همکارانش در سال 2007، دو باکتری 
فعال  لجن  از  را  جونسونی10  اسینتوباکتر  و  بتلی9  سودوموناس 

1. Bioaugmentation
2. Rhodococcus
3. Pseudomonas
4. Achromobacter
5. Alcaligenes
6. Bacillus
7. Flavobacterium
8. Micrococcus
9. P. beteli
10. Acinetobacter johnsonii
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 96/4 و   97/2 تجزیه  توانایی  ترتیب  به  که  کردند  جداسازی 

درصد از سورفاکتانت‌های آنیونی را داشتند )14(.
 در تحقیق »جوتیو« و همکارانش در سال 2003، نشان داده 
شد که اضافه ‌کردن لجن فعال به خاک‌های آلوده به هیدروکربن‌ها، 
تجزیه هیدروکربن‌ها را تحریک می‌کند و سبب تجزیه بالای آلکان‌ها 
این  در  می‌شود.   )PAHs(حلقوی آروماتیک  هیدروکربن‌های  و 
بررسی، مشخص شد که میکروارگانیسم‌های موجود در لجن ازجمله 
باکتری‌ها می‌تواند دلیل اصلی تجزیه بالای آلکان‌ها باشد که برای 
تجزیه هیدروکربن‌ها، قدرت سازگار شدن با محیط را دارند )15(. 
»روجاس« و همکارانش در سال 2007، پنج باکتری را از لجن 
فعال موجود در سیستم فاضلاب شهری جداسازی و شناسایی کردند 
و به کمک آنها، محیط‌های آلوده به آلاینده‌های نفتی را پاک‌سازی 
باکتری‌های  که  شد  مشخص  پژوهش  این  در  نمودند.  زیستی 
جداسازی شده از مخلوط لجن فعال، می‌توانند ترکیبات مشتق از 
سیستم‌های فاضلاب در فرایند‌های نفتی و صنایع پتروشیمی از قبیل 

1، 1، 2 تری کلرواتان و اتیل بنزن را تجزیه کنند )16(. 
استفاده از روش زیست‌افزایی برای کاهش آلاینده‌های نفتی، 
مستلزم جداسازی و شناسایی باکتری‌های غیربومی مؤثر و سپس 
به‌کارگیری آنها برای فرآیند اصلاح زیستی است. با توجه به نتایج 
به‌دست‌آمده از پژوهش‌های پژوهشگران، لجن فعال منبع غنی از 
جمعیت باکتری‌هاست که توانایی تجزیه آلاینده‌های گوناگون را 
سودوموناس  باکتری‌های  از  استفاده  تحقیق،  این  از  هدف  دارد. 
به‌دست‌آمده  فعال  لجن  از  جداشده  مارسسنس  سراشیا  و  پوتیدا 
خاک‌های  برای  عسلویه،  ویژه  منطقه  شهری  فاضلاب  تصفیه  از 
آلوده به کروزن‌ و کاهش کل هیدروکربن‌های نفتی )TPHs( و 
همچنین، بررسی میزان رشد آنها در حضور غلظت‌های متفاوت 

این فرآورده نفتی است.

مواد و روش‌ها
نمونه‌برداری از لجن فعال دو تصفیه‌خانه فاضلاب شهری کمپ 1 
و 2 و کمپ 5 منطقه ویژه عسلویه، واقع در استان بوشهر در ایران 

انجام شد. نمونه‌ها در ظروف شیشه‌ای استریل درب‌دار ریخته شدند 
و در مدت‌زمان کمتر از 24 ساعت، در فلاسک‌های حاوی یخ به 
آزمایشگاه انتقال یافتند. از محیط MBSا1 برای غنی‌سازی و انجام 
آزمایش‌های بیشتر استفاده شد. در ابتدا با هدف انجام غنی‌سازی، 
 250 ml 95 از محیط کشت پایه باکتریایی درون فلاسک‌های ml

ml 5 نمونه لجن فعال هر کمپ به هر فلاسک  ریخته و حدود 
به‌عنوان   )v/v( با 1 درصد کروزن  اضافه شد. سپس فلاسک‌ها 
در  غنی‌شده  محیط  گردیدند.  تکمیل  انرژی  و  کربن  منبع  تنها 
شد.  انکوبه  شیکردار  گرماخانه  در  هوادهی  انجام  با   30 دمای 
برای غنی‌سازی بیشتر باکتریایی و مشاهده کدورت، این فرایند به 
مدت سه هفته با فواصل هفت‌روزه انجام شد )17 و 18(. سپس 
غنی‌سازی  آخرین  از  به‌دست‌آمده  مایع  محیط  از  میلی‌لیتر  یک 
داده شد.  آگار کشت   MBS بر سطح محیط  پورپلیت،  به روش 
30 به مدت 3 تا 5 روز انکوبه شدند و کلنی‌های  پلیت‌ها در 
روی  متوالی  طور  به  بودند،  متفاوت  ظاهر  نظر  از  که  باکتریایی 
محیط جامد پایه معدنی حاوی کروزن و سپس بر محیط بلاد آگار 

خالص‌سازی گردیدند )19(.
برای  کروزن،  تجزیه‌کننده  سویه‌های  جداسازی  از  پس 
تجزیه‌کننده  باکتری‌های  توانمندترین  و  قوی‌ترین  تشخیص 
تهیه  از  پس  مرحله  این  در  شد.  استفاده  آمیزندگی  تست‌  از 
اساس  بر  قبل،  مرحله  در  انتخاب‌شده  باکتری‌های  سوسپانسیون 
درصد   0/5 حاوی  MSSا2  محیط  به  را  آنها  فارلند  مک   0/5
کروزن )v/v( تلقیح کردیم و پس از مخلوط کردن با دستگاه 
گرماخانه‌گذاری  روز   3 مدت  به  درجه،  دمای 30  در  ورتکس3 
گردیدند. این کار برای همه کلنی‌های انتخاب‌شده تکرار شد. پس 
از گرماخانه‌گذاری، لوله‌ها دوباره با ورتکس مخلوط و به مدت 
دو ساعت دیگر در دمای 30 درجه سانتی‌گراد گرماخانه‌گذاری 
شدند و میزان آمیزندگی از 0 تا 4 گزارش گردید. برای افزایش 
دقت، تست امولسیفیکاسیون طی چندین بار تکرار شد. با بررسی 

1. Mineral Basal Salt
2. Mineral Salt Medium
3. Vortex
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باکتری،   هر  به  مربوط  لوله‌های  در  آمیزندگی  میزان  متوسط 

سویه‌های  جزو  داشتند،  بالاتری  آمیزندگی  میزان  که  سویه‌هایی 
پرقدرت به شمار آمدند )20(.

کروزن،  تجزیه‌کننده  باکتری‌های  قوی‌ترین  انتخاب  از  پس 
تست‌های  از  جداشده  باکتری‌های  کلنی‌های  شناسایی  برای 
فاست،  اسید  رنگ‌آمیزی  گرم،  رنگ‌آمیزی  قبیل  از  استاندارد 
از  مجموعه‌ای  همچنین،  شد؛  استفاده  کلنی  رنگ  و  مورفولوژی 
بر  رشد  آزمون‌های  و  باکتریولوژیک  بیوشیمیایی،  واکنش‌های 
اساس کتاب راهنمای برگی از قبیل تست‌های اکسیداز، کاتالاز، 
TSI، اوره، سیمون سیترات، ایندول، متیل رد، VP، احیاء نیترات، 

همچنین  و  باکتری  حرکت  کانکی،  مک  محیط  روی  بر  رشد 
به  گلوکز،  و  سوکروز  لاکتوز،  تخمیر  قبیل  از  قندی  تست‌های 
کار برده شدند )17 و 21(. به‌منظور ارزیابی و تعیین منحنی رشد 
باکتری‌های مورد بررسی در حضور غلظت‌های متفاوت کروزن، 
نانومتر   600 طول‌موج  در   )OD( نوری  دانسیته  سنجش  روش 
محیط حاوی  از  باکتری 3 فلاسک  هر  تعداد  به  استفاده گردید. 
پایه معدنی با غلظت‌های 1، 3 و 5 درصد کروزن )v/v( به همراه 
سوسپانسیون باکتری در نظر گرفته شد. سوسپانسیون باکتری بر 
طبق استاندارد 0/5 مک فارلند تهیه و از آن به میزان 5 میلی‌لیتر 
به هر کدام از محیط‌های کشت اضافه شد. در این بررسی، یک 
فلاسک به‌عنوان کنترل حاوی محیط پایه معدنی و سویه بررسی 
گردید و بدون کروزن در نظر گرفته شد. محیط‌ها، در دمای  
30 و با دور rpm 120 در انکوباتور شیکردار به مدت 7 روز 
گرماخانه گذاری شدند. در نهایت، میزان دانسیته نوری هر کدام از 
باکتری‌ها در غلظت‌های متفاوت به‌وسیله دستگاه اسپکتروفتومتر 
در طول موج nm 600 با فواصل 12 ساعته اندازه‌گیری و سپس 

منحنی رشد باکتری‌های مورد بررسی ترسیم شد )17 و 22(.
سایت  از  اولیه  خاک  زیست‌‌افزایی،  آزمایش  انجام  برای 
آنالیز  برای  خاک  نمونه  شد.  انتخاب  جهرم  واحد  آزاد  دانشگاه 
بررسی گردید. نتایج بررسی‌ها نشان داد خاک این منطقه، فاقد 
هرگونه آلاینده‌های هیدروکربنی است. نمونه خاک پس از خشک 

کردن در هوا، از الک دو میلی‌متری عبور داده شد. سپس برای از 
بین بردن میکروارگانیسم‌های موجود در خاک و استریل کردن 
ادامه،  در  اتوکلاو گردید.   121 دمای  در  مرحله  آن، طی سه 
 450 به  هود  زیر  در  استریل  کاملًا  شرایط  در  خاک  نمونه‌های 
گرم تقسیم و به ازای هر 100 گرم خاک، ml 4 کروزن برای 
بر روی   0/2 mµ فیلتر  به‌وسیله  استفاده شد که  آلودگی خاک 
آلوده  یکنواخت  و  همگن  کاملًا  به‌طور  تا  گردید  اسپری  خاک 
به کروزن  نمونه‌های خاک‌آلوده  از  شوند )8 و 23(. 450 گرم 
در ستون‌های استوانه‌ای شکل از جنس شیشه در حجم 1 لیتری 
به ابعاد cm 25 طول و cm 16 قطر داخلی ریخته شد. سر این 
 )27 ( اتاق  دمای  در  و  پوشیده  آلومینیومی  ورقه  با  ستون‌ها 
نگهداری شدند. خاک‌های موجود در ستون به‌منظور فراهم شدن 
هوا و اکسیژن کافی، هر هفته مخلوط گردیدند. همچنین خاک‌ها 
برای فراهم شدن رطوبت مورد نیاز، با افزودن ml 20 آب مقطر 
این  نمدار شدند. همه  آزمایش  پایان  تا  هفته  در هر  استریل‌شده 

عملیات در شرایط کاملًا استریل انجام شدند )8(.
در  فعال  لجن  از  جداشده  سویه‌های  نقش  بررسی  به‌منظور 
تجزیه کروزن، سوسپانسیونی از سویه‌های منتخب تهیه شد. به این 
صورت، یک لوپ پر از کلنی در داخل ml 40 نوترینت براث 
استریل تلقیح گردید. ارلن‌ها در انکوباتور شیکردار با 200 دور 
30 گرماخانه‌گذاری  در دقیقه برای 12 ساعت با درجه حرارت 
شدند. ستون‌های خاک در دمای اتاق ) 27( به مدت 45 روز 
برای بررسی فرآیند زیست‌افزایی نگهداری گردیدند )8 و 18(. 
در  موجود  نفتی  هیدروکربن‌های  کل  تغییرات  آنالیز  به‌منظور 
استفاده   1664 EPA از روش  کروزن،  به  نمونه‌های خاک‌آلوده 
شد. ابتدا کروزن موجود در نمونه به‌وسیله حلال هگزان استخراج 
مورد   IR دستگاه  شد.  تزریق   IR دستگاه  سل  به  آن  از  پس  و 
 Wilks HATR-T2 ساخت شرکت  این تحقیق، مدل  استفاده در 
 TPH و کاهش  نفتی  ترکیبات  تجزیه  بود. درصد   Enterprise

به‌وسیله فرمول زیر محاسبه شد:
[(TPH control – TPH trearment) /TPH control] ×100 
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 t-Student و آزمون SPSS یافته‌ها به کمک نرم‌افزار آماری
بررسی شدند و p<0/05 به‌عنوان سطح معنی‌داری تجزیه‌وتحلیل 

شد. 

یافته ها
جنس‌های گوناگون باکتریایی از لجن فعال به‌دست‌آمده از تصفیه 
فاضلاب جدا شدند و همگی رشد خوبی روی محیط پایه نمکی 
بیانگر استفاده از این ماده،  حاوی کروزن از خود نشان دادند که 
به‌عنوان تنها منبع کربن و انرژی به‌وسیله باکتری‌ها بود. با بررسی 
واجد  آگار  و  براث  معدنی  پایه  کشت  محیط  بر  جدایه‌ها  رشد 
کروزن و تست آمیزندگی، به‌منظور انتخاب قوی‌ترین باکتری‌های 
تجزیه‌کننده، دو باکتری سودوموناس پوتیدا و سراشیا مارسسنس 
متوسط  شدند.  انتخاب  رشد  و  زیست‌افزایی  فرآیند  بررسی  برای 

بود   2/6 و   3/8 ترتیب  به  باکتری  دو  این  آمیزندگی  میزان 
.)p <0/05(

 7 طی  بررسی،  مورد  باکتری  دو  رشد  نمودار  بررسی  نتایج 
روز نشان داد که سودوموناس پوتیدا بهترین رشد را در بالاترین 
باکتری  این  به‌طوری‌که  داشت؛  درصد(   57/7( کروزن  غلظت 
ارزش  با   600  nm موج  طول  در  را  نوری  دانسیته  بالاترین 
0/301 بعد از 108 ساعت در غلظت 5 درصد داشت. رشد این 
باکتری با کاهش غلظت فرآورده نفتی کاهش یافت )نمودار 1(. 
و  رشد  بالاترین  درصد   1  )v/v(غلظت در  مارسسنس،  سراشیا 
دانسیته نوری را داشت. دانسیته نوری این باکتری در طول موج 
nm 600 در این غلظت، 0/212 در ساعت 96 بود؛ درحالی‌که 
رشد این باکتری در حضور غلظت‌های بالاتر کروزن کاهش پیدا 

کرد )نمودار 2(.

نمودار 1. منحنی رشد سودوموناس پوتیدا در غلظت‌های گوناگون کروزن

نمودار 2. منحنی رشد سراشیا مارسسنس در غلظت‌های گوناگون کروزن
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به‌وسیله   ستون خاک  در  اندازه‌گیری ‌شده   TPH اولیه  میزان 

از30  پس  میزان  این  که  بود   1450 ppm با  برابر   IR دستگاه 
 ppm به  پوتیدا  سودوموناس  با  تلقیح‌شده  خاک  ستون  در  روز 
 ppm 420 و در ستون خاک تلقیح‌شده با سراشیا مارسسنس به
در   TPH میزان  ارزیابی  با   .)p<0/05( یافت  کاهش   605
ستون‌های خاک در زمان اولیه و 30 روز پس از تیمار، مشخص 
مارسسنس  سراشیا  و  درصد   71/03 پوتیدا  سودوموناس  شد 
58/27 درصد از پاک‌سازی زیستی خاک‌های آلوده به کروزن 
را انجام داده‌اند. با استفاده از نتایج به‌دست‌آمده از بررسی تست 
ستون‌های   TPH کاهش  میزان  و  رشد  میزان  امولسیفیکاسیون، 
با سراشیا  پوتیدا در مقایسه  به کروزن، سودوموناس  خاک‌آلوده 

مارسسنس، باکتری قوی‌تری در تجزیه‌ کروزن شناخته شد.

بحث
لجن فعال به‌عنوان کود آلی ازلحاظ تجمع باکتریایی بسیار غنی 
است. »شریفی یزدی« و همکاران )2001( موفق شدند باکتری‌های 
موجود در لجن فعال را شناسایی کنند. در این تحقیق، باکتری‌های 
و  سودوموناس  فلاووباکتریوم،  جنس‌های  به  شناسایی‌شده 
میکروکوکوس تعلق داشتند )13(. در پژوهش »جوتیو« و همکاران 
خاک‌های  به  فعال  لجن  کردن  اضافه  که  شد  مشخص   )2003(
آلوده به هیدروکربن‌ها، فرآیند تجزیه را تحریک می‌کند و سبب 
این بررسی مشخص شد عامل  بالای آلکان‌ها می‌شود. در  تجزیه 
بلکه  نیست؛  لجن  در  موجود  مغذی  مواد  آلکان‌ها،  تجزیه  اصلی 
دلیل آن می‌تواند وجود میکروارگانیسم‌های موجود در لجن ازجمله 
باکتری‌ها باشد که قدرت سازگار شدن برای تجزیه هیدروکربن‌ها را 
دارند )15(. این تحقیق، قدرت بالای باکتری‌های جداشده از لجن 
فعال در تجزیه فرآورده نفتی کروزن را نشان داد. استفاده از روش 
برای  کروزن  حاوی  براث   MBS محیط  از  استفاده  و  غنی‌سازی 
جداسازی این باکتری‌ها، در ابتدای آزمایش به شناسایی باکتری‌های 
تجزیه‌کننده قوی و سازگار نسبت به دیگر باکتری‌های موجود در 
به  اضافه‌شده  کروزن  واقع،  در  کرد.  بسیاری  کمک  فعال  لجن 

محیط کشت سبب غنی شدن محیط برای گونه‌های تجزیه‌کننده 
شد؛ درحالی‌که گونه‌هایی که سازگاری کمتری در میان جمعیت 

تجزیه‌کننده ترکیبات نفتی داشتند، به‌تدریج حذف شدند. 
سراشیا  و  پوتیدا  سودوموناس  گونه‌های  مطالعه،  این  در 
از  کروزن  تجزیه‌کننده  قوی  سویه‌های  به‌عنوان  مارسسنس 
شناسایی  فعال  لجن  در  موجود  تجزیه‌کننده  باکتری‌های  میان 
میزان  نفتی و  برای کاهش کل هیدروکربن‌های  آنها  از  شدند و 
بررسی  با  گردید.  استفاده  گوناگون  غلظت‌های  حضور  در  رشد 
دستگاه  به‌وسیله   600 nm موج  در طول  باکتری‌ها  رشد  میزان 
با  باکتری سراشیا مارسسنس  اسپکتروفتومتر، مشخص شد رشد 
باکتری  این  رشد  کاهش  یافت.  کاهش  کروزن  غلظت  افزایش 

می‌تواند به دلیل سمی بودن این فرآورده نفتی باشد. 
 هیدروکربن‌های لیپوفیلیک موجود در ترکیبات نفتی، با تجمع 
در غشای دو لایه باکتری، بر خواص ساختمانی و عمل این غشا اثر 
می‌گذارد و سبب از بین رفتن غشا، افزایش نفوذپذیری پروتون 
و  »کفیل‌زاده«   .)24( می‌شود  درون‌سلولی   pH ثبات  تخریب  و 
را  پیرن  تجزیه‌کننده  باکتری‌های  توانستند   )2011( همکاران 
جداسازی و شناسایی کنند. در این تحقیق با بررسی میزان رشد 
باکتری‌های جداسازی شده در طول موج nm 600، رشد پایین 
مشاهده  آروماتیکی  ترکیبات  بالای  غلظت‌های  در  باکتریایی 
این  در  مارسسنس  سراشیا  رشد  میزان  بررسی  نتایج  با  که  شد 
تحقیق مطابقت دارد )17(. اما در سودوموناس پوتیدا با افزایش 
غلظت کروزن، میزان رشد باکتری افزایش یافت؛ به‌طوری‌که این 
باکتری در غلظت 5 درصد بیشترین رشد را داشت. این نتیجه با 
در  دارد.  مطابقت   )2006( همکاران  و  »نامچی«  پژوهش  نتایج 
بررسی آنها، ارتباط مستقیم بین میزان رشد باکتری‌ها و غلظت 

هیدروکربن مورد بررسی، اثبات شد )25(.
بالایی  مقاومت  گوناگون  محیط‌های  در  سودوموناس 
تولید  دلیل  به  پوتیدا  سودوموناس  تجزیه‌کنندگی  قدرت  دارد. 
شدن  امولسینه  افزایش  سبب  که  است  بیوسورفاکتانت‌هایی 
هیدروکربن‌های نفتی و تغییر کشش سطحی و اتصال هیدروکربن 
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دارای  سودومومناس   .)26( می‌شوند  باکتری‌ها  سلول  سطح  به 
ترکیبات  می‌تواند  که  است  تجزیه‌کننده  گوناگون  آنزیم‌های 
هیدروکربنی مختلف را تجزیه کند. ممکن است در شرایطی که این 
باکتری در معرض غلظت بالای فرآورده‌های نفتی قرار می‌گیرد، 
آنزیم‌هایی تولید کند که شرایط تجزیه بهتر آن فرآورده‌ها و تکثیر 
بیشتر نسبت به غلظت‌های پایین‌تر آن فراهم شود. در این مطالعه، از 
دو باکتری شناسایی‌شده برای تلقیح و زیست‌افزایی خاک‌های آلوده 
به کروزن استفاده شد. نتایج به‌دست‌آمده از بررسی ستون‌های خاک 
از  حاکی  مارسسنس،  سراشیا  و  پوتیدا  با سودوموناس  تلقیح‌شده 
توانایی بالای باکتری‌های جداشده از لجن فعال به‌عنوان باکتری‌های 
نشان  نتایج  این  بود.  TPH و تجزیه کروزن  غیربومی در کاهش 
روز  از 30  پس  مارسسنس  سراشیا  و  پوتیدا  سودوموناس  دادند 
به ترتیب 71/03  به ستون خاک،  تلقیح  فرآیند زیست‌افزایی و 
و 58/27 درصد از کل هیدروکربن‌های نفتی موجود در خاک را 
کاهش دادند که این نتایج، با پژوهش‌های بسیاری از پژوهشگران 
که در زمینه پاک‌سازی زیستی و زیست‌افزایی خاک‌های آلوده به 

آلاینده‌های نفتی تحقیق کرده‌اند، مطابقت دارد. 
انجام  و همکاران )2006(  توسط »داس«  پژوهشی که  در   
باسیلوس  سویه‌های  از  نفتی  ترکیبات  زیستی  تجزیه  برای  شد، 
در  گردید.  استفاده  آئروژینوزا2  سودوموناس  و  سابتیلیس1 
آزمایش  نمونه  و  کنترلی  خاک  در  را   TPH سطح  بررسی،  این 
در   TPH سطح  شد  مشخص  به‌طوری‌که  کردند؛  اندازه‌گیری 
»وانگسا«   .)27( است  داشته  معنی‌داری  کاهش  آزمایش  پایان 
و همکاران )2004( دو سویه جدید از سودوموناس آئروژینوزا 
و سراشیا مارسسنس به ترتیب به نام‌های WatG و HokM از 
چندین منطقه هوکایدو ژاپن جداسازی کردند که توانایی بالایی 
بنزین،  در  موجود  هیدروکربن‌های  از  وسیعی  طیف  تجزیه  در 
کروزن، گازوئیل و گریس داشتند. در بررسی آنها مشخص شد 
ترکیبات  تجزیه  در   HokM سویه  به  نسبت   WatG سویه  که 
 90- حدود95   WatG سویه  است.  پرقدرت‌تری  سویه  نفتی، 
1. B. subtilis DM-04
2. P.aeruginosa MNM

حدود   HokM سویه  و  کروزن  و  گازوئیل  ترکیبات  از  درصد 
»تهان«   .)6( کردند  تجزیه  را  ترکیبات  این  از  درصد   50-60
از خاک  باکتری جداشده  دو  از  استفاده  با  و همکاران )2011( 
و تلقیح آنها به لجن‌های نفتی، میزان تجزیه کل هیدروکربن‌های 
تلقیح طی دو مرحله در  آنها،  بررسی  دادند. در  افزایش  را  نفتی 
دوره‌های زمانی 62 و 198 روزه انجام شد که در نهایت بیش از 

30 درصد از TPH کاهش یافت )28(.
تست  از  به‌دست‌آمده  نتایج  بررسی  با  تحقیق  این  در 
امولسیفیکاسیون، میزان رشد باکتری‌ها در غلظت‌های گوناگون 
باکتری‌های  با  تلقیح‌شده  ستون‌های  زیست‌افزایی  و  کروزن 
این  گردید.  مشخص  مارسسنس  سراشیا  و  پوتیدا  سودوموناس 
کاهش  و  کروزن  تجزیه  برای  توانمندی  گونه‌های  باکتری،  دو 
آلودگی‌های نفتی به شمار می‌آیند. قدرت بالای امولسیفیه‌ کردن 
کروزن به‌وسیله این دو باکتری در تحقیقات دیگران نیز گزارش 
شده است. برای نمونه، »شاه‌علیان« و همکاران در سال 2015 با 
توجه به تست امولسیفیکاسیون برای کروزن، به این نتیجه رسیدند 
نیمی از  که سودوموناس جداشده از رسوبات خور موسی تقریباً 
کروزن را در مدت 2 ساعت امولسیفیه کرد که باکتری توانمندی 
برای اصلاح زیستی هیدروکربن‌هاست )29(. همچنین »وی« و 
همکاران در سال 2004 نشان دادند که سراشیا مارسسنس )سویه 

SS-1( می‌تواند 72 درصد از کروزن را امولسیفیه‌ کند )30(.

این تحقیق نشان داد لجن فعال تصفیه‌خانه  نتایج  نتیجه‌گیری: 
سراشیا  و  پوتیدا  سودوموناس  باکتری  دو  عسلویه،  منطقه  شهری 
با  دارند.  کروزن  با  بالایی  سازگاری  قدرت  که  دارد  مارسسنس 
غیربومی،  باکتری‌های  به‌عنوان  یادشده  باکتری  دو  از  استفاده 
به‌ویژه  آلوده  پاک‌سازی محیط‌های  و  برای زیست‌افزایی  می‌توان 

خاک‌های آلوده به هیدروکربن‌های نفتی استفاده کرد. 

تشکر و قدردانی
نویسندگان این مقاله مراتب سپاس و قدردانی خود را از ریاست 
محترم پژوهش و فناوری منطقه ویژه اقتصادی انرژی پارس جنوبی 

)عسلویه( به دلیل حمایت اجرایی اعلام می دارند. 
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