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  چکیده 
تولوئن یکی از محصولات اصلی پتروشیمی است که به علت سمیت بالا، جهش زایی، سرطان زایی و اثرات مخرب بـر زاد و ولـد   

 ـوختی، حلال یا شیمیایی باعث ــواد ســه در اثر نشت ملوده کننده رایج  محیط زیست می باشد کآیکی از مواد  محـیط زیسـت    ودگیـآل
  . ، روش زیستی استروش هاسان ترین آمختلفی برای حذف این ماده از خاک وجود داردکه یکی از بهترین و  روش های. می شود

سویه ای مفید تر است کـه توانـایی    .هوازی وبی هوازی جمعیت میکروبی غالب در تجزیه تولوئن هستند باکتری هایو قارچ ها 
ایـن سـویه   . سویه باکتری ازخاک اطراف مجتمع پتروشیمی اصفهان جـدا شـدند   6در این مطالعه . تجزیه تولوئن را در غلظت بالا دارا باشد

یکی از سویه هـا  . رفتندتولوئن قرار گ %1-100عرض غلظت و به این منظور در  م ندنمودهااز تولوئن به عنوان منبع کربن و انرژی استفاده 
بیـو   تسـت هـای  میـزی گـرم،   آایـن سـویه توسـط رنـگ     . غلظت تولوئن رشد کند و در نتیجه بیشترین رشد را داشته باشد %50توانست تا

بـه عـلاوه   . شناسـایی شـد   Bacillus pumilusمورد شناسایی قرار گرفت که به عنوان  sequensing S rRNA16شیمیایی و تکنیک 
 مـی توانـد  نتایج نشان می دهد سویه مورد نظر . ت های مختلف تولوئن در زمان رشد این باکتری مورد بررسی قرار گرفتمیزان حذف غلظ

  .سازی ان داشته باشد تولوئن در محیط زیست و پاک هتوانایی مناسبی در تجزی
  .Bacillus pumilus، آلودگیتجزیه زیستی، تولوئن، :واژه های کلیدی
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  مقدمه

از فراورده های اصـلی پتروشـیمی اسـت    تولوئن یکی 
که به دلیل گسترش استفاده از آن و همچنـین میـزان سـمیت    

زایی امروزه یک ماده آلوده کننده فراگیـر   بالا و خاصیت سرطان
  ).1(شودمحسوب می 

زیرزمینی  آب هایخاک و رسوبات دریایی همچنین 
آب  آلـودگی کـه علـت    شوندغالباً با فراورده های نفتی آلود می 

زیرزمینی با تولوئن را مـی تـوان نشـت ذخـایر زیرزمینـی       های
ایـن مـاده دارای   . خصـوص بنـزین ذکـر کـرد    ه ترکیبات نفتی ب

زایی اسـت و همچنـین باعـث جهـش      خاصیت سمی و سرطان
زایی در انسان هاو حیوانات می شود که در افزایش مرگ و میـر  

  ).2(سزایی دارده ها تأثیر ب در زاد و ولد آن
مجاز تولوئن در آب نوشـیدنی بـرای سـلامتی     مقدار

کــه اگــر مقــدار آن افــزایش یابــد اثــرات  اســت µg/l2انســان 
بسـیاری بـرای    روش هـای . مـی گـذارد  خطرناک سمی بر جای 

فیزیکـی،   یروش هاحذف این ماده آلاینده وجود دارد از جمله 
  .بیولوژیی، حرارتی و شیمیایی

، روش روش هـا یکی از بی ضـررترین و اسـان تـرین    
  .زیستی است

زیـادی مـوثر    میکروارگانیسـم هـای  در روش زیستی 
هـر چـه میـزان حـذف      .قارچ هـا  وباکتری ها از جمله  ،هستند

ــد  ــتر باشـ ــم بیشـ ــده توســـط یـــک میکروارگانیسـ آن  ،آلاینـ
و 2( میکروارگانیسم از نظر بیو تکنولوزی محیطی ارزنده تر است

3.(  
بـه عنـوان    راتولوئن  ی کهدر این مطالعه باکتری های

ف مجتمـع  از خاک اطـرا انرژی مصرف می نمودند، منبع کربن و
هـا   پتروشیمی اصفهان جدا شد، شـرایط بهینـه رشـد بـرای آن    

ن ــ ـط ایـــ ـولوئن توســـ ـت ذفـح ـد ـدرص ـزان ــ ـو می تعیین
توان بـا فـراهم    در نتیجه می .بررسی گردید ارگانیسم هامیکرو 

نیسـم در مقیـاس وسـیع    نمودن شرایط بهینه از این میکرو ارگا
محـیط زیسـت از آلـوده کننـده هـای نفتـی        پاک سـازی برای 

  .استفاده نمود
  

  روش هامواد و 
 ,Nutrient Agarکشــت هــای محــیط  ،تولــوئن

Nutrient Broth, LB Broth  و مواد تشکیل دهنده محیط
خریــداری ) Merk)Germanyاز شــرکت MSM کشــت 
 زی محصـول  ، و کیت خالص سا PCRهمچنین کیت  .گردید

PCR شرکت  از(Germany) Fermentase خریداری شد.  
آلـوده بـه تولـوئن ازپـنج نقطـه مختلـف         خاک های

و رقـت  از تهیـه سـری   پس  .شدپتروشیمی اصفهان جمع آوری 
. باکتری های مختلفـی جـدا شـدند   کشت در محیط اختصاصی 

 g of NaNO3 ،1.5 4:شاملMSM محیط کشت اختصاصی 

g of KH2PO4 ،0.5 g of Na2HPO4  ،0.2 g 

MgSO4.7H2O ، 0.0011 g FeSO4.7H2O ،0.01 g 

CaCl2 15، آگارg در یک لیتر تهیه ،pH  7محیط کشت را به 
کشت خطی از سری پس از  .)4(شدها توزیع  و در پلیت رسانده
غلظـت  در دسیکاتورهایی که محتوی تولـوئن در   پلیت هارقت، 
بـاکتری هـا در ایـن    . دنقرار داده شدبود  %100-1مختلف  های

رژی اسـتفاده  ــ ـمنبع کـربن و ان تنها شرایط از تولوئن به عنوان 
  .کنند می

که در غلظت بالا از تولـوئن بـه عنـوان     باکتری هایی
 روش هـای توسـط تکنیـک    نمودندمنبع کربن و انرژی استفاده 

 S rRNA 16 بیو شیمیایی و تکنیک تست هایمیزی ، آرنگ 

 sequensing6و5(نددشناسایی ش(.  
وده و تـوالی  ــ ـب B2 وB1پرایمرهای مورد اسـتفاده  

  :ها به صورت زیر است آن
B1: 5′ AGAGTTTGATCCTGGCTTA<G>3′ 

B2: 5′ AAGGAGGTGATCCAG<C>3′    
    

پیکـو مـولار از هـر    10شـامل   PCRمخلوط واکنش 
  .است dNTPsمیکرو مولار از 200پرایمرو

 C94° شامل مرحلـه دناتوراسـیون در   PCR برنامه 
 C 48° , دقیقـه  1به مدت  C 94°در , دور 30, دقیقه 5برای 

  بـه مـدت    C72°ثانیه و پلیمریزاسـیون نهـایی در    40به مدت 
ام ــ ـانج Techneمـدل   Flexigeneگاه ـــ ـثانیه در دست 90
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برای تشخیص نوع باکتری و تعیین به  PCRمحصول . می گیرد
ترادف بـا برنامـه   لمان ارسال و پس از تعیین آ Seq labشرکت 
Blast 8و7(نوع باکتری مشخص می گردد.(  

  
  مشخص نمودن درصد حذف

 که از تولوئن بـه عنـوان منبـع کـربن و     باکتری هایی
 MSMکشت مایع محیط  ml 50در  انرژی استفاده می نمایند

تلقـیح   ) ppm1500-200(های مختلـف تولـوئن   شامل غلظت
ن مصـرف شـده   تولـوئ  باکتری میزان در زمان رشد سپس ،شده

مـدل   )گاز کروماتوگرافی( GCدستگاه به وسیلهتوسط باکتری، 
Shimadzu 14A 8(تعیین گردید.(  

  
  نتایج 

کـه دارای   شـد یک سویه از خـاک پتروشـیمی جـدا    
 سـایر توانایی حذف تولوئن به مقدار نسبتاً بیشتری در مقایسه با 

در غلظـت   %50این سویه تولوئن را در فاز بخار تا . سویه هاست
این باکتری گـرم مثبـت و میلـه ای    . دسیکاتور تحمل می نماید

). الـف _1شـکل (شکل است و دارای اسـپور مرکـزی مـی باشـد    
  ):ب_1شکل(نمودار رشد این باکتری به صورت زیر است

  

  

  
  )الف( 
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  )ب( 

  )ب(،  نمودار رشد باکتری )الف(میزی گرمآرنگ  - 1شکل
  

سـاعت اول   8با توجه به نمودار رشد، این باکتری تـا  
 میزان رشـد افـزایش یافتـه و در   رشد نسبتا کمی داشته سپس 

 پـس از آن تـا   ،مـی رسـد   حد اکثر بهبیست و چهارمین ساعت 
سـپس   میزان رشد نسبتا ثابت اسـت و چهل و هشتمین ساعت 

  .ابدی کاهش می
، دما، دور شـیکر و منبـع کـربن بـر     pH همچنین اثر
  . رشد باکتری بررسی شد

بــر رشــد بــاکتری  )5،6،7،9(تلــف هــای مخ pHاثــر 
مشـاهده   pH=7در  باکتری رشدمیزان بررسی شد که بیشترین 

  ).2-شکل(گردید
  

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

5 6 7 9

PH

O
D

(n
m

)

  
  بر رشد باکتری pHاثر - 2شکل

  

مـورد   بر رشد باکتری )rpm(دور شیکر اثر  )3(شکل
 ،rpmبـاکتری بهتـرین   ایـن  بـرای رشـد    .می دهدنشان را  نظر

  .می باشد 150
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  رشد باکتری اثر دور شیکر بر- 3شکل

  

مختلـف   غلظـت هـای  باکتری مورد نظـر در معـرض   
 ماهـده  تولوئنppm 200بیشترین رشد در  وتولوئن قرار گرفت 

  .)4شکل( شد
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  اثرغلظت تولوئن بر رشد باکتری-4شکل

  
بـر روی  نتایج حاصـل از دماهـای مختلـف    ) 5(شکل
جـدا شـده بیشـترین    بـاکتری   و می دهـد نشان رشد باکتری را 
  .دارد C 35°در دمای  میزان رشد را
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  اثر دما بر رشد باکتری -5شکل

  

غلظـت هـای مختلـف    درصد حـذف   میزانهمچنین 
رشد  در زماناین سویه توسط  ppm 200 ،500 ،1000 تولوئن

مشـخص   )6( در شـکل استاندارد آن  نمودار. گردید رآوردــبآن 
  .می باشد

y = 24x - 14
R2 = 0.9796
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  رد گاز کرو ماتو گرا فینمودار استاندا- 6 شکل

  

باکتری بیشترین میزان حذف را ) 7(با توجه به شکل
ساعت بعد از تلقیح داشته که با نمودار رشد این بـاکتری   24در 

مطابقــت دارد بــه ایــن معنــی کــه در حــد اکثــر رشــد بــاکتری 
  .بیشترین میزان حذف تولوئن نیز مشاهده می شود
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  رشد باکتریزمان نمودار حذف تولوئن در -7 شکل

 
 S 16شناسـایی سـویه مـورد نظـر توسـط تکنیـک       

rRNA sequensing  بـه   بـاکتری مـورد نظـر   گرفـت و انجام
محصول  )8(شکل. شناسایی گردید Bacillus pumilusعنوان
pcr ژل آگارز نشان می دهدرا در.  

  

  
اندازه قطعه مورد  گارز،آدر ژل  PCR محصول  -8شکل 

  .است kb 1500نظر 
  بحث

یسه با مطالعاتی که تا کنون در زمینـه تجزیـه   در مقا
 )5(  1999و همکاران در Hurbert از جمله  تولوئن انجام شده

می توان نتیجه گرفت که  )6( 1993و همکاران در Shifang و
باکتری جدا شده از خاک پتروشـیمی اصـفهان توانـایی تجزیـه     

 در ایــن مطالعــه بــاکتری. تتولــوئن را در غلظــت بــالا دارا اســ
Bacillus pumilus   ــراف مجتمــع پتروشــیمی از خــاک اط

اصفهان جداسازی و شناسایی گردید و شرایط بهینه برای رشـد  

بـوده   C 35° بهترین دما برای رشد این بـاکتری . ان تعیین شد
همچنـین  . می باشـد بهتر  45و  30وC 25°که از رشد دردمای 

از  تری مساعدترکنیز برای رشد با pH=7وrpm 150دور شیکر 
تولـوئن   ppm 200ایـن بـاکتری در غلظـت    . سایر شرایط است

همچنـین میـزان حـذف    . شـتری را دارا اسـت  یتوانایی حـذف ب 
مشابه بـا   تولوئن در زمان رشد این باکتری بررسی شد که تقریباً

  . باشد میزان حذف  تولوئن در این مطالعه می
ــال  ــاران.Afra،2003درسـ ــاکتری ) 11(و همکـ بـ

Bacillus pumilus  لـوده در عربسـتان صـعودی    آرا از خاک
جدا نمودند که شرایط رشد و درصد حـذف ان مشـابه بـاکتری    

 .بررسی شده در این مطالعه بود 

همکــاران و   Rahman 2007همچنــین در ســال 
 Bacillusرا توسـط سـویه هـایی از     )BTEX(تجزیـه  ) 12(

pumilus      که فعالیـت پروتئـازی شـدیدی در محـیطSkim 

Milk Agar  توانـایی   ها که این سویه نمودندبررسی  ،داشتند
با توجه به نتایج فـوق و  . را بودنددرصدی تولوئن را دا 25حذف 

که اگر شرایط  رسیدجه یتوان به این نت نتایج مطالعات دیگر می
وان از ــ ـت مـی  ،شودها فراهم  مسمساعد برای رشد میکروارگانی

و  ئن اسـتفاده نمـود  لوده به تولوآسازی محیط  آن ها برای پاک
های نفتی به دلیل ه لوده به فراوردآمناطق  باکتری های احتمالاً

توانایی بیشتری بـرای تجزیـه ایـن     خود سازش با محیط زیست
  .هستندرا دارا مواد 

  
  سپاس گزاری

 واز دانشگاه آزاد اسـلامی واحـد  علـوم و تحقیقـات     
 ریسپاس گـزا پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری 

  .می شود
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