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جداسازی و شناسایی باکتری های تجزیه کننده تولوئن در خاک های آلوده به نفت 

 پالایشگاه تهران و بررسی سینتیک رشد آن
 

 2کاظمیندا ، 8مرتضی خانی
 واحد مرودشت،دانشگاه آزاد اسلامی،مرودشت،ایران باشگاه پژوهشگران جوان1

 ، ایرانتهران، میکروبیولوژی، گروه واحد علوم و تحقیقات تهران )فارس( دانشگاه آزاد اسلامی،3
 

 چکیده

 و بوده رنگ بی و شفاف مایع بنزن، متیل و متان فنیل مترادف اسامی با و C6H5-CH3  یا C7H8 شیمیایی فرمول با تولوئن

لایشگاه نمونه برداری از خاک های آلوده به نفت اطراف پا .دارد قرار بنزن سرگروهی با آروماتیک  های هیدروکربن گروه در

ی تولوئن به وسیله ی کشت نمونه ها در محیط پایه ی نمکی نوترین  تهران صورت گرفت. جداسازی باکتری های تجزیه کننده

گرم برلیتر تولوئن توانایی رشد  4/0، و3/0/، 2، 1/0با کشت باکتری های ایزوله در غلظت های  آگار انجام شد.MSMبراث و 

شده از خاک های آلوده به نفت پالایشگاه  رین باکتری های تجزیه کننده ی فرمالدئید جداباکتری ها ارزیابی گردید. مهمت

همه ی کا تی بودند. آکروباکتریوم ،sp باسیلوس ،sp سودوموناس استودزری، سودوموناس لیکنی فورمیس ، باسیلوستهران 

یکی از بهترین و کم هزینه ترین روشهای  ادند.باکتری های جدا شده قدرت تجزیه ی بالایی در حذف فرمالدئید از خود نشان د

تجزیه آلاینده های محیطی می باشد.چنین استنباط می شود که باکتری های تجزیه شده توانایی تحمل و رشد در حضور 

تولوئن را دارا هستند و میزان تجزیه باکتری های منفی نسبت به مثبت بیشتر است و در حداقل غلظت مهارکنندگی 

 6.4رتبه اول و باسیلوس رتبه دوم را به خود اختصاص دادند و حداقل غلظت مهارکنندگی باکتری ها به ترتیب  سودوموناس

مول بر لیتر است.در کل میتوان گفت که تنوع باکتری ها ی جداسازی شده از خاک اطراف پالایشگاه تهران  6.3مول بر لیتر و 

 .لا می باشدو همچنین کارایی تجزیه کنندگان از نظر زیستی با

 

 ی زیستی، سودوموناس، فلاووباکتریوم، پالایشگاه تهران،تولوئن، تجزیه :های کلیدیواژه
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 . مقدمه8

 که است زمین کره های بخش پذیرترین آسیب از زلزله، بویژه حوادث وقوع احتمال نظر از ایران کشورمان جغرافیایی گستره

  زمینه در موضوعات مهمترین از یکی. هستیم آن در ادثحو این وقوع از ناشی فراوان مالی و جانی های خسارت شاهد هرساله

 بوده رنگ بی و شفاف مایع بنزن، متیل و متان فنیل مترادف اسامی با و C6H5-CH3  یا C7H8 شیمیایی فرمول با تولوئن

 هاایهیدروژن از یکی به متیل گروه یک نمودن جایگزین دارد.با قرار نزنب سرگروهی با آروماتیک  های هیدروکربن گروه در و

 ای العااده فاو  اهمیت از صنعت در حلال، و حدواسط شیمیایی ماده یک عنوان به تولوئن .نمود تولید را تولوئن میتوان بنزن

 در و تولاوئن نیتارو تاری یاا یت ان تی ساخت برای نظامی صنایع در و.  (Anita and Wilfried ,  2006)است برخوردار

 مواد لاستیک، پلاستیک، چسب الکل، لاک ناخن، لاک رنگ، های کننده برا  رنگ، ساخت در حلال عنوان به شیمیایی صنایع

 استنشااقی داروی عنوان به تولوئن اینکه جالب نکته. (Hajimiragha 1989)شود می استفاده مصنوعی چرم و کننده چاپ

 باشد. می نیز سموم دفع برای

 پاکساازی منظاور باه( زیساتی پاکساازی)بیولاوژیکی و(فیزیکی) مکانیکی شیمیایی، های روش مانند متفاوتی راههای تاکنون

 بطاور را آلایناده باودن، بار هزینه بر علاوه اول روش دو است. شده گرفته کار به محیط از ها آلاینده سایر و PAH ترکیبات

 .(Haritash and Kaushik ,2009)گردند می دیگر محیط به محیطی از آلودگی الانتق موجب و کنند نمی تخریب کامل

 فارم از آلایناده شکل تغییر موجب و دارد لازم را زمان و شیمیایی ماده انرژی، مقدار کمترین که است فرآیندی پالایی زیست

 .(Niel , 1995)گردد می خطر بی یا خطر کم فرم به خطرناک

 زیساتی تجزیه آنها بطوریکه هستند نفت نشت حذف در شیمیایی و فیزیکی روشهای به نسبت ایاییمز دارای زیستی روشهای

 ,.Luis et al., 2000 and Vinas et al)ساازندمای میسار را هاامیکروارگانیسام وسایله باه نفات هاای بخاش درونای

 جاای به و هستند تر ایمن و تر انارز خطرناک، زائد مواد سازی پاک های روش سایر به نسبت زیستی پاکسازی روش(.2002

 ,.Arun et al)باشاد مای امکانپاذیر آلایناده کامال تخریاب دیگار، محایط باه محیطای از هاا آلایناده انتقاال

2011.)Evansهای دنیتریفیکاسیون ای که بر روی تجزیه بیهوازی تولوئن توسط باکتریدر مطالعه 1991 وهمکارانش در سال

را با روشهای مولکولی شناسایی کردند که قادر بود از تولوئن باه عناوان تنهاا  T1فیکه کننده سوش انجام دادند، باکتری دنیتری

در زمیناه .(Evans, 1991et  al)تبادیل کناد  2CO درصاد کاربن تولاوئن را باه  00 منبع کربن استفاده کرده و بایش از

طی پژوهشهای خود تاثیر مثبات  ،(1994یبسون )لی و گ . (1990( لی و همکاران )1991شیلدز وهمکاران ) ,پاکسازی زیستی

باا مطالعاه ای کاه بار روی  Lindsayو  Munroحضور باکتری سودوموناس را در زدودن آلاینده های آلی گزارش کارده اناد.

که توانایی بالای این ساویه در پاکساازی زیساتی  ندنشان داد ندانجام داد 1994در سال  Bacterium  EX-DG 46باکتری

ایان پاروتنین باا فعالیات  اسات. P450های مختلف علاوه بر وجود آنزیمهای پراکسیدازی به علت فعالیت سایتوکروم  آلاینده

-اکسیژنازی خود از عوامل مهم در تجزیه حلالهایی مانند تولوئن و سورفکتانتهایی نظیار اساید اولنیاک و غیاره محساو  مای

 (.Munro  and Lindsay 1996)شود

 یش:روش انجام آزما

 برداری نمونه مکان معرفی

 تهران پالایشگاه

 گاازی نیروگااه نزدیکای در ری شاهر 4 کیلاومتر) تهران جنو  کیلومترى 10 در تهران تندگویان شهید نفت پالایش شرکت

 راه روز در بشاکه هزار ۵0 ظرفیّت با 1266 سال در که است ایران فعّال پالایشگاههای ترینقدیمی از یکی و گردیده واقع(ری

 (1شکل(.است (3 شماره)شمالى و (1 شماره) جنوبى پالایشگاه دو بر مشتمل پالایشگاه شد.این اندازی
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  )https://earth.google.com(تهران پالایشگاه جغرافیایی موقعیت -1 شکل

 :تولوئن به مقاوم های باکتری سازی غنی روش

 از گرم 10 هیدروکربنی منبع این با سازگار میکروبی جمعیت افزایش منظور به تولوئن به مقاوم های باکتری سازی غنی برای

  ماایع معادنی کشات محایط لیتار میلای 90 باا باود نفتای محایط با سازگار های باکتری انواع حاوی که ایستگاه هر خاک

MSMدرجاه  3۵ایه نمکی که محتوی خاک و ترکیب تولوئن بود به مدت یک هفته در دماای مخلوط شد سپس این محیط پ

 سانتی گراد با هوا دهی در گرم خانه شیکردار قرار داده شد.

 تولوئن به مقاوم های باکتری سازی خالص و جداسازی روش

مک معدنی حاوی تولاوئن منتقال و میلی لیتر از محیط های مایع نمک معدنی به محیط های جامد ن 1پس از گرمخانه گذاری 

درجاه سلسایوس   20سااعت در دماای  6۵پلیت های حاوی محیط کشات باه مادت  با گلس اسپیدر سوا  کشت داده شد.

  گرمخانه گذاری شد.

کشات  کلونی هایی که از نظر ریخت شناسی با هم متفاوت بودند به منظور خالص سازی روی بلاد آگار کشت داده شادند.      

 (.Abd – elsalam et al., 2009)لادآگار تا زمان خالص سازی کامل همه سویه ها تکرار گردیدروی ب

 برتر های سویه غربالگری

 ساویه جداساازی و بالاتر های غلظت در کننده تحمل  های سویه سازگاری منظور به تولوئن غلظت مرحله به مرحله افزایش 

 هاای غلظات محادوده در( تولاوئن) نظار ماورد سوبساترای باا همراه معدنی هپای کشت محیط به ها جدایه تلقیح با برتر های

Mol/L 09/0 ،۵4/1 ،2/3 ،۵0/3 ،34/2 ،42/2 ،3/6 ،44/6 میزان بیشترین که هایی سویه غربالگری، انجام پس گرفت. صورت 

 گردیدند انتخا  دادند نشان خود از را تولوئن به نسبت تحمل

  (MIC) مهارکنندگی غلظت حداقل تست

 -LB حاوی لوله ۵ باکتری هر تعداد به ابتدا آمده بدست باکتریهای توسط تولوئن مهارکنندگی غلظت حداقل تعیین منظور به

Broth تولوئن مختلف های غلظت و Mol/L 2/3 ،۵0/3 ،34/2 ،42/2 ،3/6 ،0/4 ،40/0 ،12/0 ،44/6 هر از سپس شد. تهیه 

 گردید. تهیه فارلند مک نیم استاندارد با مطابق باکتریایی سوسپانسیون هاآن از مخلوطی همچنین و ها باکتری از یک

 به سپس و شد تلقیح LB- Broth و تولوئن حاوی ی ها لوله از کدام هر از لیتر میلی 1 به میکروبی سوسپانسیون از میلیتر 1

 قبال مرحلاه در آماده بدسات های یباکتر تمامی برای کار این شد. گذاری گرمخانه سانتیگراد درجه 3۵ در ساعت 36 مدت

 شد. ریخته درآن نظر مورد باکتری و LB- Broth فقط که شد گرفته نظر در شاهد عنوان به لوله یک ضمن در گردید. انجام

 آن در کاه (لولاه اولین)غلظتی کمترین گردید. تعیین بازدارندگی غلظت حداقل و بررسی ها لوله از یک هر کدورت نهایت در

 شد. گزارش MIC عنوان به شدن دیده رشد

https://earth.google.com/
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 تولوئن کننده تجزیه های باکتری رشد سینتیک مطالعه

به منظور ارزیابی رشد باکتری های جدا شده، به تعداد باکتریها و همچنین مخلوطی از آنها محیط کشت پایه نمکی به میازان   

ساپس  به آن اضافه گردید. ( Mol/L ، 3.۵، 2.3، 2.4، 6.3)میلی لیتر در ارلن تهیه گردید و غلظت های مختلف از تولوئن 90

باه هار کادام از ارلان هاا اضاافه   10باه  1 سوسپانسیون باکتری برطبق استاندارد نیم مک فارلند تهیه شده و از آن به نسبت

باکتری یاک  همچنین برای هر ارلن در نظر گرفته شده و در هر ارلن تولوئن اضافه گردید. 6برای هر کدام از باکتری ها  گردید.

ارلن به عنوان شاهد در نظر گرفته شد در محیط شاهد فقط محیط کشت پایه بدون ترکیاب نفتای تولاوئن باا ساویه مشاخص 

درجه سانتی گراد گرمخانه گذاری شد و  20وجود داشت و یک ارلن هم شامل میکس باکتریها و تولوئن بود.محیط ها در دمای 

 و قرائات روزاناه صاورت باه (Milton Royمدل)نومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتر نا 400 در نهایت اندازه گیری جذ  در

 شد. انجام تلقیح از پس روز هفت تا کار این گردید یادداشت

 آماری آنالیز انجام روش

  شد. جامان  spssنرمافزار از استفاده با مختلف های غلظت در برتر های جدایه رشد میزان از آمده دست به نتایج آماری آنالیز

 نتایج آزمایش:

   جداسازی و خالص سازی

 جاماد محایط روی هاا کلنی ونوع شکل و رنگ شناسی، ریخت خصوصیات اساس بر متفاوت های جدایه جداسازی مرحله در

 مرحلاه ایان در شدند. سازی خالص و جداسازی ،( OLYMPUSمدل)میکروسکوپ از استفاده با و  آگار بلاد و معدنی نمک

 شدند. جداسازی تولوئن به مقاوم بومی  های باکتری عنوان به باکتری 23

 غربالگری و انتخاب جدایه های برتر

این ساویه هاا بیشاترین میازان  سویه مقاوم به تولوئن بودند انتخا  گردیدند. 5در پایان این مرحله، سویه های برتر که شامل 

درصد تولوئن تحمل را نشان دادناد و بارای انجاام  45تر تا غلظت تحمل را نسبت به تولوئن از خود نشان دادند. جدایه های بر

  مراحل بعدی انتخا  گردیدند.

MIC  تولوئن به مقاوم های سویه 

بارای انادازه گیاری  MICدر این مرحله میزان تحمل جدایه های برتر نسبت به غلظت های متفاوت تولوئن با انجاام آزماایش 

  شد. مقدار حداقل غلظت بازدارندگی بررسی

( مول بر لیتار  MIC 4/6و آکروباکتریوم بیشترین میزان  سیفورم یکنیل لوسیباسسویه های  (1جدول )بر طبق نتایج حاصل 

  را نشان دادند. MICنیز کمترین میزان   (3/2)1و سویه سودوموناس

 مقاوم های سویه  MICنتایج -8 جدول

 MIC(mol/l)غلظت  سویه ها

 4/6 لیکنی فورمیس باسیلوس

 3/6 استودزری سودوموناس

 sp 3/6 سودوموناس

 sp 3/6 باسیلوس

 4/6 01کا تی  آکروباکتریوم

 کینتیک رشد

  و درجااه 20 دمااای در باکتریااایی مخلااوط و برتاار هااایجدایااه رشااد میاازان از آمااده دساات بااه نتااایج

 شده بیان (4-6) تا (1-6) نمودارهای تولوئن رلیت بر مول  6.3لیتر، بر مول 4/2 لیتر، بر مول 2.3 لیتر، بر مول 3.۵ های غلظت

 است.
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 spمنحنی رشد باکتری باسیلوس  6-6-1

در محیط کشت پایه معدنی حاوی غلظت های مختلفی از تولوئن نشاان داد  sp( رشد باکتری باسیلوس 1-6با توجه به نمودار )

آن وارد فاز لگاریتمی شده و درنتیجه جاذ  ناوری ساعت اول پس از تلقیح رشد کمی داشته ولی پس از  6۵باکتری مذکور تا 

ماول  6.3مول بر لیتار و   3.۵بتدریج افزایش یافت و منحنی رشد روندی صعودی به خود گرفت. فاز لگاریتمی در غلظت های 

 ساعت 94 تا نتولوئ تریل بر مول 2.4  و تریل بر مول 2.3 ساعت از شروع اینکوباسیون  و برای غلظت های  43بر لیتر تولوئن تا 

ادامه و به نقطه پیک خود رسید ولی از آن ساعت به بعد سرعت رشد آن کاهش یافتاه و از اینارو جاذ    از شروع اینکوباسیون

 نوری نیز کاهش یافت و منجر به این شد که منحنی رشد سیر نزولی به خود بگیرد.

 غلظات در را رشاد نیکمتر و تریل بر مول 2.4 غلظت در ار رشد نیشتریب شاهد نمونه با سهیمقا در sp لوسیباس یباکتر شد ر

منحنی این باکتری نشان می دهد با افزایش غلظت تولوئن در محایط میازان رشاد بااکتری . داد نشان تولوئن تریل بر مول 6.3

 کاهش می یابد و این میتواند نشانگر اثر معکوس کنندگی غلظت تولوئن برای این باکتری باشد.

 

 
 در غلظت های مختلف تولوئن sp منحنی کینتیک رشد باسیلوس -8 دارنمو

 اکروموباکتر یباکتر رشد ینحنم

 داد نشاان تولاوئن از یمختلفا یهاا غلظات یحااو یمعادن هیپا کشت طیمح دراکروموباکتر  یباکتر رشد 3 نمودار به توجه با

 یناور جاذ  جهیدرنت و شده یتمیلگار فاز وارد آن از پس یول داشته یکم رشد حیتلق از پس اول ساعت 36 تا مذکور یباکتر

 ماول 6.3  و تاریل بر مول 3.۵ یها غلظت در یتمیلگار فاز. گرفت خود به یصعود یروند رشد یمنحن و افتی شیافزا جیبتدر

 ماول 6.3  و تولوئن تریل بر مول 2.4  و تریل بر مول 2.3  یها غلظت یبرا و  ونینکوباسیا شروع از ساعت 6۵ تا تولوئن تریل بر

 رشاد سرعت بعد به ساعت آن از یول دیرس خود کیپ نقطه به و هاشتد ادامه  ونینکوباسیا شروع از ساعت 94 تا تولوئن تریل بر

 یمنحنا .ردیابگ خاود به ینزول ریس رشد یمنحن که شد نیا به منجر و افتی کاهش زین ینور جذ  نرویا از و افتهی کاهش آن

 تولاوئن مصارف انگریاب نیاا و باباد یما شیافزا یباکتر  رشد زانیم تولوئن غلظت شیافزا با که دهدیم نشان یباکتر نیا رشد

 .باشد یم یباکتر توسط کربن منبع بعنوان
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 در غلظت های مختلف تولوئناکروموباکترمنحنی کینتیک رشد  -3 نمودار

 غلظات در را رشاد نیکمتار و تاریل بر مول 6.3 ظتغل در را رشد نیشتریب شاهد نمونه با سهیمقا در اکروموباکتر یباکتر رشد

 .داد نشان تولوئن تریل بر مول 3.۵

 سیفورم یکنیل لوسیباس یباکتر رشد یمنحن

 تولاوئن از یمختلف یها غلظت یحاو یمعدن هیپا کشت طیمح در سیفورم یکنیل لوسیباس یباکتر رشد( 2) نمودار به توجه با

 یتمیلگاار فااز وارد حیتلق از پسو این باکتری در مدت زمان کمی   بوده کوتاه اریبس کورمذ یباکتر یریتاخ فاز زمان داد نشان

 یهاا غلظات در یتمیلگاار فاز. گرفت خود به یصعود یروند رشد یمنحن و افتی شیافزا جیبتدر ینور جذ  جهیدرنت و شده

  6.3  و تاریل بار ماول 2.3  یها غلظت یبرا و  نوینکوباسیا شروع از ساعت 43 تا تولوئن تریل بر مول 2.4  و تریل بر مول 3.۵

 سارعت بعد به ساعت آن از یول دیرس خود کیپ نقطه به و داشته ادامه  ونینکوباسیا شروع از ساعت 94 تا تولوئن تریل بر مول

 .ردیبگ خود به ینزول ریس رشد یمنحن که شد نیا به منجر و افتی کاهش زین ینور جذ  نرویا از و افتهی کاهش آن رشد

 
 تولوئن مختلف یها غلظت در سیفورم یکنیل لوسیباس رشد کینتیک یمنحن -2نمودار
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 را رشد نیکمتر و تریل بر مول 6.3 غلظت در را رشد نیشتریب شاهد نمونه با سهیمقا در سیفورم یکنیل لوسیباس یباکتر رشد

ان میدهد که باا افازایش غلظات تولاوئن میازان رشاد  .منحنی رشد این باکتری نشداد نشان تولوئن تریل بر مول 3.۵ غلظت در

 باکتری باسیلوس لیکنی فورمیس افزایش می بابد و این بیانگر مصرف تولوئن بعنوان منبع کربن توسط باکتری می باشد.

 استودزری سودوموناس یباکتر رشد یمنحن

 تولاوئن از یمختلفا یهاا غلظت یحاو یمعدن هیپا کشت طیمح در استودزری سودوموناس یباکتر رشد( 6) نمودار به توجه با

 جاهیدرنت و شاده یتمیلگاار فااز وارد آن از پس یول داشته یکم رشد حیتلق از پس اول ساعت  6۵ تا مذکور یباکتر داد نشان

 تاا تولاوئن یها غلظت یتمام  در یتمیلگار فاز. گرفت خود به یصعود یروند رشد یمنحن و افتی شیافزا جیبتدر ینور جذ 

 افتاهی کاهش آن رشد سرعت بعد به ساعت آن از یول دیرس خود کیپ نقطه به و داشته ادامه  ونینکوباسیا شروع از ساعت 43

 ردیبگ خود به ینزول ریس رشد یمنحن که شد نیا به منجر و افتی کاهش زین ینور جذ  نرویا از و

 را رشاد نیکمتار و تریل بر مول  3.۵ غلظت در را رشد نیشتریب شاهد نمونه با سهیمقا در استودزری سودوموناس یباکتر رشد

با بررسی منحنی رشد این باکتری مشاهده میشود که با افزایش غلظات تولاوئن در .داد نشان تولوئن تریل بر مول 6.3 غلظت در

ئن بارای محیط رشد باکتری نیز کم میشود و این میتواند نشاندهنده سمی بودن تولوئن و اثار معکاوس کننادگی غلظات تولاو

 باکتری را نشان دهد. 

 

 
 در غلظت های مختلف تولوئنسودوموناس استودزری منحنی کینتیک رشد  -4 نمودار

 sp سودوموناس یباکتر رشد ینحنم

 داد نشان تولوئن از یمختلف یها غلظت یحاو یمعدن هیپا کشت طیمح در sp سودوموناس یباکتر رشد( 0) نمودار به توجه با

 و شاده یتمیلگاار فااز وارد حیتلقا از پس  یکم زمان مدت در یباکتر نیا و بوده کوتاه اریبس مذکور یباکتر یریاخت فاز زمان

 یهاا غلظات یتماام در یتمیلگار فاز. گرفت خود به یصعود یروند رشد یمنحن و افتی شیافزا جیبتدر ینور جذ  جهیدرنت

 آن رشاد سارعت بعاد به ساعت آن از یول دیرس خود کیپ نقطه به و تهداش ادامه  ونینکوباسیا شروع از ساعت، 43 تا  تولوئن

 ردیبگ خود به ینزول ریس رشد یمنحن که شد نیا به منجر و افتی کاهش زین ینور جذ  نرویا از و افتهی کاهش

 3.۵ غلظات رد را رشاد نیکمتار و تریل بر مول6.3 غلظت در را رشد نیشتریب شاهد نمونه با سهیمقا در  sp سودوموناس رشد

 افزایش غلظت تولوئن افزایش رشد را در این باکتری نشان میدهد..داد نشان تولوئن تریل بر مول
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 در غلظت های مختلف تولوئن spمنحنی کینتیک رشد سودوموناس  -0 نمودار                    

 

 مخلوط باکتری ها رشد یمنحن

 داد نشاان تولاوئن از یمختلفا یها غلظت یحاو یمعدن هیپا کشت طیمح رد مخلوط باکتری ها رشد( 4-6) نمودار به توجه با

 و ه شاده یتمیلگاار فاز وارد حیتلق از پس  یکم زمان مدت در یباکتر نیا و بوده کوتاه اریبس مذکور یباکتر یریتاخ فاز زمان

مول  2.4 یها غلظت  در یتمیرلگا فاز. گرفت خود به یصعود یروند رشد یمنحن و افتی شیافزا جیبتدر ینور جذ  جهیدرنت

 باه و داشاته اداماه  ونینکوباسیا شروع از ساعت  43مول بر لیتر لوئن تا  6.3  2.3،2.4،در غلظت ساعت 6۵ تا  تولوئنبر لیتر 

 باه منجار و افتی کاهش زین ینور جذ  نرویا از و افتهی کاهش آن رشد سرعت بعد به ساعت آن از یول دیرس خود کیپ نقطه

 ردیبگ خود به ینزول ریس رشد یمنحن که شد نیا

 
 تولوئن مختلف یها غلظت در مخلوط باکتری ها رشد کینتیک یمنحن -4 نمودار
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 2.3 غلظات در را رشاد نیکمتر و تریل بر مول6.3 غلظت در را رشد نیشتریب شاهد نمونه با سهیمقا در مخلوط باکتری ها رشد

 یم شیافزا  رشد زانیم تولوئن غلظت شیافزا با که دهدیم نشان وط باکتری هامخل رشد یمنحن .داد نشان تولوئن تریل بر مول

 .باشد یم مخلوط باکتری ها توسط کربن منبع بعنوان تولوئن مصرف انگریب نیا و بابد

 مقایسه منحنی رشد باکتری های جدا شده تجزیه کننده تولوئن

یه معدنی حااوی غلظات هاای تولاوئن و همچناین مخلاوط باکتری جدا شده از محیط کشت پا  0پس از بررسی منحنی رشد 

باکتری ها مشاهده گردید که همگی سویه ها دارای قدرت تجزیه کنندگی بالا می باشند و به عنوان سویه های غالب در تجزیاه 

ناس ( ساودومو6-6تولوئن انتخا  شدند.نتایج بررسی سینیتیک رشد باکتری های انتخا  شاده نشاان داد کاه طباق نماودار )

( 0-6) نماودار طباق دارد. تاریبرل مول 6.3مول برلیتر و کمترین رشد را در غلظت   3.۵بیشترین رشد را در غلظت  استودزری

-6) نمودار طبق .تر داردیبرل مول 3.۵ غلظت در را رشد نیکمتر و تریبرل مول 6.3 غلظت در را رشد نیشتریب sp سودوموناس

 ماول 3.۵ غلظات در را رشاد نیکمتار تار ویبرل مول  6.3  غلظت در را رشد نیشتریب سیفورم یکنیل لوسیباسباسیلوس ( 2

 ماول 6.3 غلظات در را رشد نیکمتر تر ویبرل مول 2.4غلظت در را رشد نیشتریب spباسیلوس ( 1-6) نمودار طبق .تر داردیبرل

 ماول 3.۵ غلظات در را رشد نیکمتر تر ویرلب مول 6.3 غلظت در را رشد نیشتریب آکروموباکتر( 3-6) نمودار طبق .دارد تریبرل

 2.3  غلظت در را رشد نیکمتر تر ویبرل مول 6.3 غلظت در را رشد نیشتریب مخلوط باکتری ها( 4-6) نمودار طبق .تر داردیبرل

 .دارد تریبرل مول

وبااکتر و مخلاوط ، آکروم سیفاورم یکنایل لوسیباسا هاای ساویه به مربوط رشد میزان بیشترین آمده بدست نتایج اساس بر

مخلاوط باکتریاایی باه دلیال دارا باودن  گزارش شاد.  استودزری باکتریایی و کمترین میزان رشد مربوط به سویه سودوموناس

  چندین سویه باکتریایی بیشترین میزان رشد را نشان داد.

ومخلاوط بااکتری هاا  سیفاورم یکنایل لوسیباسا ,اکروموباکتریوم  sp, سودوموناس  یها هیسو رشد تولوئن غلظت شیافزا با

  .ابدی یم کاهشو سودوموناس استودزری   spباسیلوس  رشد و شیافزا

 در ،و مخلوط باکتری ها سیفورم یکنیل لوسیباس لهیوس به ،مول بر لیترتولوئن  2.3غلظت در رشد زانیم نیکمتر یکل طور به

 .دیگرد دهمشاه سودوموناس استودزری لهیوس به تولوئنتریل برمول   6.3 غلظت

  غلظات در و سیفاورم یکنایل لوسیباس مخلوط باکتری ها و لهیوس به ترتولوئن،یل بر مول 6.3غلظت در رشد زانیم بیشترین و

 .دیگرد مشاهده spباسیلوس  لهیوس به تولوئن تریل بر مول 3.۵

 آنهاا یریتاخ فاز زمان اکتری هاهمچنین از مقایسه نمودارها مشاهده می شود که باکتری باسیلوس لیکنی فورمیس و مخلوط ب

 رشاد فااز در مادت نیاا در و دهیرسا خود کیپ به ساعت 94ظرف سیفورم یکنیل لوسیباس یباکتر، بعلاوه  بوده کوتاه اریبس

 یحااو طیمحا در یخاوب رشاد و یساازگار ماذکور یهاا یباکتر که است آن کننده انیب نکته نیا.است اشتهد قرار یتمیلگار

 یحااو یمعادن هیااپ کشت طیمح در ، حاضر گزارش در منتخب یها یباکتر رشد نرخ و ییتوانا و دارند ینفت یها دروکربنیه

 .باشد یم ادیز تولوئن

 .  شد دهیداکروموباکتر  باسیلوس لیکنی فورمیس وو مخلوط باکتری ها لهیوس به رشد زانیم نیشتریب

 نتیجه گیری و بحث:

 و زا جهاش ،یسام ،ینفتا یها یآلودگ. است ریناپذ اجتنا  نفت کننده دیتول ورکش کی در ینفت یها تیفعال از یناش یآلودگ

 زیان یانساان جوامع به ،ییغذا چرخه به ورود و زمان گذشت با منطقه، ستمیاکوس بر گسترده ریتأث بر علاوه و هستند زا سرطان

یما دیاتهد را یکشااورز داتیتول و ینیرزمیز یآبها ها، رودخانه جانوران، اهان،یگ انسان، سلامت بیترت نیا به و ابندی یم راه

 و نباوده آلاوده نقااط ایا نقطه مختص ینفت یها دروکربنیه به خاک یآلودگ(.Anigboro and Tonukari , 2008)کنند

 یساالها در مشاکلات نیاا که برسانند ینیرزمیز آ  منابع به را خود و کرده حرکت خاک در توانند یم ینفت یها دروکربنیه

 بااتیترک نیاا تجماع (.12۵0 یلند و زن رنگ()تهران شگاهیپالا اطراف مناطق رینظ)است مشاهده قابل کشور در ضوحبو ریاخ

 (. 3006 رسال،یم)است زنده های ستمیاکوس و موجودات انسان، سلامت برای جدی دییتهد ست،یز طیمح در ییایمیش
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 آثاار کااهش بارای متعددی روشهای.  پذیرد می انجام ژیکیبیولو و شیمیایی فیزیکی، روشهای به خاک نفتی آلودگی پاکسازی

 ضاروری زمیناه ایان در ارزانقیمات و سریع ساده، روشهای روی بر مطالعه است،ولی یافته توسعه نفتی آلودگی محیطی زیست

 استفاده آلوده خاکهای ی احیا روشهای بهترین از یکی. است

 هیاتجز یعایطب نادیفرا قیاطر از . است بیولوژیکی پاکسازی فرایند، طی سمی، ترکیبات تجزیه در ها میکروارگانیسم توانایی از

 انجاام یقباول قابال سطح تا را ها یآلودگ حذف یعیطب طیشرا همان در طیمح در موجود یعیطب یها سمیکروارگانیم, یستیز

 آن در یا مداخلاه چیها کاه لیادل نیاا باه است یستیز روش به یآلودگ حذف یبرا انتخا  نیاول نیا یکل طور به دهند یم

 (.Vidali et al., 2001)شود یم دنبال کار یعیطب روند فقط و ردیگ ینم صورت

 و ساازی غنای تکنیکهاای از اساتفاده و تهاران نفت پالایشگاه در نفتی مواد به آلوده خاکهای از گیری نمونه با پژوهش نیا در

 عیما یها کشت طیمح یرو بر ها هیجدا رشد یبررس با تولوئن، هکنند هیتجز یها یباکتر نیتوانمندتر و نیبهتر سازی، خالص

 هیساو عناوان باه ساویه 0در این راساتا .شد انجام یغربالگر مرحله یط تولوئن مختلف یها غلظت یحاو یمعدن نمک جامد و

 غلظات در را رشاد نیشتریب( 0-6) نمودار طبق. Pseudomonas sp .شدند ییشناسا و یجداساز تولوئن به مقاوم برتر یها

( 6-6) نماودار طباق ،Peseudomonas Stutzeri تولاوئن و تاریبرل ماول 3.۵ غلظت در را رشد نیکمتر و تریبرل مول 6.3

 ند.داد نشان خود از تریبرل مول 6.3 غلظت در را رشد نیکمتر و تریبرل مول  3.۵ غلظت در را رشد نیشتریب

)  اسیافورما یکنیل لوسیباس های نام باه وسورفکتانتیب کننده دیتول هیسو دو 3010 سال در وهمکاران( Akhavan)  اخوان

Bacillus licheniformisBCRC سیلیسوبت لوسیباس( و  (Bacillus subtilis HAZ2 )در نفت به آلوده مناطق از را 

 د.کردن جداسازی تهران نافات شاگااهیپالا و مانیسل مسجد

 نماودار طباق فورمیس به عنوان باکتری توانا در تجزیه تولوئن شناسایی شد کاهدر پژوهش حاضر نیز باکتری باسیلوس لیکنی 

تولاوئن از خاود نشاان  تاریبرل ماول 3.۵ غلظات در را رشاد نیکمتار و تاریبرل ماول  6.3  غلظت در را رشد نیشتریب( 6-2)

 ود . داد.منحنی رشد این باکتری نشان از توانایی رشد باکتری  با افزایش میزان غلظت تولوئن ب

 یبااکتر گاروه دو هر باکتری های جداسازی شده از خاک اطراف پالایشگاه تنوع زیادی را نشان دادند بطوریکهحاضر قیتحق در

 و  ساودوموناس هیساو دو هارو بودناد دارا را یسام ماده نیا از استفاده ییتوانا که شدند مشاهده یمنف گرم و مثبت گرم یها

   .شدند ییشناسا تولوئن هیتجز در توانا یها یباکتر عنوان به سیفورم یکنیل لوسیباس

 ،یریتاخ رشد مرحله 6 شامل ها یباکتر رشد یالگو که گرفت قرار یبررس مورد تریقو یها یباکتر رشد یمنحن قیتحق نیا در

 هام با یستیز هیتجز قدرت نظر از تولوئن کننده هیتجز یها یباکتر پزوهش نیا در.. باشد یم مرگ تینها ودر ستایا ،یتمیلگار

  دادند اختصاص خود به را هیتجز قدرت نیبالاترو اکروموباکتر  مخلوط باکتری ها و باکتری لیکنی فورمیس که شدند سهیمقا

 دشاواری باه باکتری کی توسط هیتجز ییایمیوشیب ریمس مودنیپ دهد یم نشان که است گرفته صورت یقیتحق نهیزم نیا در

 دیاتول هیاتجز ریمسا در کاه ای واساطه بااتیترک بااکتری، چناد مخلاوط حضاور باا اما است ممکن ریغ گاه و شود یم انجام

 (.Leblond JD)شوند یم هیتجز گرید های باکتری شوند،توسطیم

 شاگاهیپالا ی منطقاه یکروبایم جوامع نیب در که است آن یایگو زین قیتحق نیا در یستیز هیتجز شاتیآزما جینتا ، یکل بطور

 نطاوریا پاس.باشاند یما یانرژ و کربن منبع تنها عنوان به تولوئن مصرف و هیتجز به قادر که دارند وجود ییها یباکتر تهران،

 یما تهران شگاهیپالا در تولوئن رینظ یدروکربنیه یها ندهیآلا حذف یرهایمس از یکی یوبرکیم هیتجز که گرفت جهینت توانیم

 نیاا ییپاالا خود در یمهم نقش تهران شگاهیپالا در یحلقو کیآرومات باتیترک کننده هیتجز یبوم یها یباکتر جهینت در.باشد

. رنادیگ یما قارار خاک در موجود یها یباکتر اریاخت در مختلف باتیترک با وندیپ جادیا با ینفت یها دروکربنیه. دارند منطقه

 باه شیپالا ندیآرف از یمقدار که است محرز کاملا شگاهیپالا نیا خاک از تولوئن کننده هیتجز یها یباکتر یجداساز به توجه با

 قیتحق نیا در.باشند یم باتیترک نیا فعال کنندگان هیتجز از هاسمیکروارگانیم نیا و باشد یم منطقه یبوم یها یباکتر عهده

 دهاساتفا جهات در مثبت یدگاهید توانیم که  داد نشان تولوئن هیتجز در تهران شگاهیپالا خاک از شده جدا یها یباکتر ریتآث

 در متفااوت ییتواناا با روش کی عنوان به ینفت آلوده مناطق در ینفت یها دروکربنیه نیا موثر حذف در ها سمیکروارگانیم از



 فناوری و مهندسی علوم، در پژوهش فصلنامه

 42-92، صفحات 8931 تابستان، 2، شماره 5دوره 

63 

 

 یساتیز درماان یبرا عمدتا شوند یم زولهیا زیخ نفت مناظق از یانتخاب طور به که ییها یباکتر.آورد دیپد یتجار یها کیتکن

 در بعلات کاه یباوم یها یباکتر از استفاده نیهمچن( .Lazer,1999)شد خواهند گرفته کار به ندهیآ در نفت به آلوده مناطق

 باا همگاام یروشا عناوان باه اناد آورده دسات به را آنها از استفاده و هیتجز ییتوانا ینفت یها دروکربنیه با یریقرارگ معرض

 کماک داریاپا توساعه هادف باه یی ،ایمیشا وکود انهگیب یها سمیکروارگانیم از استفاده مانند ییروشها ریسا از شتریب عتیطب

 .کندیم

 نتیجه گیری:

با توجه به اینکه کشور ما یک کشور نفت خیز و دارای پالایشگاه های در حال توسعه اسات باا توجاه باه نتاایج حاصال از ایان 

بودن و عدم نیاز باه سارمایه مطالعه و سایر مطالعات تجربی میتوان نتیجه گیری کردکه فن آوری درمان زیستی به دلیل ساده 

گذاری بالا و همچنین وجود میکروارگانیسم های بومی سازگار با محیط های نفتی  یکی از بهترین و کم هزینه تارین روشاهای 

تجزیه آلاینده های محیطی می باشد.چنین استنباط می شود که باکتری های تجزیه شاده تواناایی تحمال و رشاد در حضاور 

تند و میزان تجزیه باکتری هاای منفای نسابت باه مثبات بیشاتر اسات و در حاداقل غلظات مهارکننادگی تولوئن را دارا هس

 6.4سودوموناس رتبه اول و باسیلوس رتبه دوم را به خود اختصاص دادند و حداقل غلظت مهارکنندگی باکتری هاا باه ترتیاب 

ی ها ی جداسازی شده از خاک اطراف پالایشگاه تهاران مول بر لیتر است.در کل میتوان گفت که تنوع باکتر 6.3مول بر لیتر و 

 و همچنین کارایی تجزیه کنندگان از نظر زیستی بالا می باشد.
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