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هیدروکربن‌هــای  زیســتی  تجزیــه  افزایــش 
ــودودفلکتوس  ــپرژیلوس س ــط آس ــنگین توس س

F13 در حضــور رامنولیپیــد

چكيده

هــدف ایــن پژوهــش بررســی توانمنــدی جدایه‌هــای کپکــی در حــذف آلاینده‌هــای نفتــی و همچنیــن، بررســی تأثیــر ترکیبــات فعــال 
ــود. در ایــن تحقیــق، از مناطــق دارای آلودگی‌هــای قدیمــی نفتــی 40  ــه منظــور افزایــش کارآیــی حــذف ایــن ترکیبــات ب ســطحی ب
 ITS جدایــه‌ کپکــی دارای توانایــی حــذف ترکیبــات نفتــی خالص‌ســازی شــد. شناســایی جدایــه منتخــب به‌وســیله تعییــن توالــی ژن
ــام  ــت خ ــتی نف ــه زیس ــل از تجزی ــج حاص ــت. نتای ــودودفلکتوس اس ــپرژیلوس س ــا آس ــباهت 100% ب ــه F13 دارای ش ــان داد جدای نش
نشــان داد کــه ایــن جدایــه قــادر بــه حــذف 52/97% نفــت خــام در مــدت 21 روز اســت. میــزان تجزیــه زیســتی در هنــگام اســتفاده از 
ــا غلظــت ppm 500 مقــدار 49/06% و در مــورد تتراکــوزان )به‌عنــوان یــک  پیــرن )به‌عنــوان یــک آروماتیــک چنــد حلقــه‌ ســنگین( ب
آلیفاتیــک ســنگین( بــا غلظــت 1% مقــدار 55/73% به‌دســت آمــد کــه نشــان از ســخت‌ تجزیه‌پذیــر بــودن پیــرن نســبت بــه تتراکــوزان 
ــورفکتانت  ــد )0/01%( و س ــورفکتانت رامنولیپی ــات از بیوس ــن ترکیب ــه ای ــورفکتانت‌ها در تجزی ــر س ــرای بررســی تأثی ــه، ب دارد. در ادام
شــیمیایی توییــن 80 )0/2%( اســتفاده شــد کــه رامنولیپیــد بــا عملکــردی بهتــر توانســت میــزان کارآیــی تجزیــه نفــت خــام، تتراکــوزان 
و پیــرن را به‌ترتیــب 25، 16 و 30% افزایــش دهــد. ایــن نتایــج نشــان داد کــه رامنولیپیــد نســبت بــه ســورفکتانت شــیمیایی توییــن 80، 
در غلظــت کمتــر، اثــر بهتــری در بهبــود فرآینــد تجزیــه زیســتی دارد. همچنیــن، اثــر ســورفکتانت بــرروی حــذف زیســتی آروماتیک‌هــا 
ــه  ــی ب ــای قارچ ــتفاده از جدایه‌ه ــه اس ــد ب ــش می‌توان ــن پژوه ــل از ای ــج حاص ــت. نتای ــر اس ــا کمت ــات آلیفاتیک‌ه ــه ترکیب ــبت ب نس

ــه کمــک کنــد. منظــور پاک‌ســازی زیســتی آلودگی‌هــای نفتــی قدیمــی و ســخت تجزی
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مقدمه

ــت در  ــاي جمعی ــع نیازه ــت رف ــت در جه ــعه صنع توس
حــال افزایــش، اســتفاده روزافــزون ســوخت‌هاي فســیلی 

ــته  ــال داش ــتقات آن را به‌دنب ــام و مش ــت خ ــژه نف به‌وی
ــر  ــت در ه ــن نف ــون ت ــش از 2 بیلی ــان، بی اســت. در جه
ســال تولیــد می‌شــود کــه بخشــی از ایــن نفــت تولیــدی 
ــا و  ــد در آب اقیانوس‌ه ــص فرآین ــا نواق ــوانح ی ــر س در اث
محیــط خشــکی تخلیــه می‌گــردد. به‌دلیــل آثــار مخــرب 
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آلودگی‌هــای  محیــط،  در  هیدروکربن‌هــا  رهایــش 
زیســت‌محیطی وابســته بــه صنایــع نفتــی در طــول 
ــه  ــرار گرفت ــه ق ــورد توج ــدت م ــر به‌ش ــای اخی دهه‌ه
ــام  ــت خ ــود در نف ــف موج ــات مختل ــت ]1[. ترکیب اس
و خاک‌هــای  آب  بــه  مربــوط  آلودگی‌هــای  علاوه‌بــر 
ــا نفــوذ بــه بخش‌هــای عمقــی  ســطحی، ممکــن اســت ب
ــد ]2[.  ــی گردن ــای زیرزمین ــی آب‌ه ــث آلودگ خــاک باع
نفــت خــام ترکیبــی پیچیــده متشــکل از انــواع ترکیبــات 
ــت  ــی اس ــزای غیرهیدروکربن ــی اج ــی و برخ هیدروکربن
ــرات مخــرب و ســمی روی محیــط زیســت  کــه دارای اث
آروماتیــک  ترکیبــات  هســتند.  زنــده  موجــودات  و 
ــی  ــات هیدروکرن ــه‌ ترکیب ــه‌ایPAHs( 1( از جمل چندحلق
خطرنــاک نفــت خــام اســت کــه بــا افزایــش وزن 
مولکولــی، انحلال‌پذیــری و دسترســی زیســتی آن‌هــا 
ــل،  ــن دلی ــه و به‌همی ــش یافت ــی کاه ــای آب در محیط‌ه
ــات  ــوند ]3 و 4[. ترکیب ــه می‌ش ــر و ســخت‌تر تجزی دیرت
ــی  ــای آروماتیک ــار هیدروکربن‌ه ــم در کن ــک ه آلیفاتی
ــن  بخــش عظیمــی از نفــت خــام را شــامل می‌شــوند. ای
ترکیبــات در مقایســه بــا PAHهــا دارای ســمیت کمتــری 
بــوده ولــی بــا ایــن وجــود ترکیبــات آلیفاتیکــی کــه طول 
ــن(  ــش از 15 کرب ــد )بی ــری دارن ــی بلندت ــره کربن زنجی
دسترســی  و  انحلال‌پذیــری  بــودن  پاییــن  به‌دلیــل 
آلودگــی  محــل  در  زیــادی  زمــان  مــدت  زیســتی، 
باقی‌مانــده و باعــث بــروز مشــکلاتي بــرای محیــط 
ــده می‌شــوند. به‌همیــن  زیســت و ســامت موجــودات زن
ــرای پاک‌ســازی  ــک راه‌حــل مناســب ب ــن ی ــل، یافت دلای
ایــن ترکیبــات حائــز اهمیــت اســت ]5[. روش‌های بســیار 
ــود  ــی وج ــای نفت ــازی آلودگی‌ه ــرای پاک‌س ــی ب متنوع
ــوان به‌روش‌هــای زیســتی،  دارد کــه از میــان‌ آن‌هــا می‌ت
ــوزاندن و  ــورفکتانت، س ــیله س ــاک به‌وس ــوی خ شستش
ــه  ــه ب ــا توج ــه ب ــر اســت ک ــه ذک ــرد. لازم ب ــاره ک ... اش
مســائل زیســت محیطــی و فراوانــی آلودگی‌هــای نفتــی، 
روش‌هــای مــورد اســتفاده بایــد کــم هزینــه و در زمینــه 
اجــرا تــا حــد امــکان ســاده باشــند ]6[. اکثــر محققانــی 
کــه بــه بررســی پاک‌ســازی زیســتی آلودگی‌هــای نفتــی 
ــف  ــای مختل ــرروی باکتری‌ه ــان ب ــد، تمرکزش پرداخته‌ان

ــه  ــوص ب ــمی مخص ــا مکانیس ــم ب ــا ه ــا قارچ‌ه ــوده ام ب
ــن  ــه و مصــرف ای ــی در تجزی ــی فراوان خــود دارای توانای
هیدروکربن‌هایــی  به‌خصــوص  هســتند،  ترکیبــات 
ــن و  ــتی پایی ــی زیس ــالا، دسترس ــی ب ــه وزن مولکول ک
ســمیت بیشــتری دارنــد. توانایــی رشــد در شــرایط 
ــن،  ــرما و همچنی ــکی و س ــد خش ــاص مانن ــی خ محیط
مهم‌تریــن  جــزو  ســلولی  بــرون  آنزیم‌هــای  تولیــد 
ــیاری  ــت بس ــده اس ــث ش ــه باع ــتند ک ــی هس ویژگی‌های
ــته از  ــن دس ــرروی ای ــر ب ــال‌های اخی ــن در س از محققی
میکروارگانیســم‌ها تمرکــز کننــد ]7[. علاوه‌بــر ایــن، 
ــکان  ــه ام ــا ک ــط کپک‌ه ــده توس ــه‌های2 رون ــد ریس تولی
ــم  ــی فراه ــق عمق ــه مناط ــم‌ها را ب ــود میکروارگانیس نف
مــی‌آورد و باعــث افزایــش میــزان دسترســی می‌گــردد را 
ــه پاک‌ســازی زیســتی  ــوان از عوامــل مهــم توجــه ب می‌ت

ــت ]1 و 7[.  ــی3 دانس قارچ

ــه  ــام ب ــت خ ــنگین‌تر نف ــات س ــول ترکیب ــور معم به‌ط
بیشــتری  مانــدگاری  دارای  ترکیبــات  ســایر  نســبت 
ایــن  پاییــن  حلالیــت  هســتند.  زیســت  محیــط  در 
ــا  ــث کاهــش دسترســی زیســتی آن‌ه ــه باع ــات ک ترکیب
می‌گــردد، نقــش بســیار مهمــی در ایــن زمینــه دارد 
زیســتی  و  شــیمیایی  مختلــف  ســورفکتانت‌های   .]8[
از طریــق امولســیون نمــودن هیدروکربن‌هــای نفــت 
خــام، باعــث افزایــش انحلال‌پذیــری ایــن ترکیبــات 
در محیط‌هــای آبــی و در نتیجــه، افزایــش دسترســی 
و  ترکیبــات  ایــن  بــه  زنــده  ارگانیســم‌های  زیســتی 
ــوند ]9[.  ــا می‌ش ــرف آن‌ه ــه و مص ــرایط تجزی ــود ش بهب
ســورفکتانت‌های زیســتی دارای مزایــای بــی شــماری 
ــتند. از  ــیمیایی هس ــورفکتانت‌های ش ــا س ــه ب در مقایس
مهم‌تریــن ایــن برتری‌هــا می‌تــوان بــه تجزیه‌پذیــری 
ــم،  ــمیت ک ــت، س ــط زیس ــا محی ــازگاری ب ــتی، س زیس
ــخت  ــرایط س ــب در ش ــت مناس ــالا و فعالی ــت ب انتخابی
ماننــد دمــای بــالا، pH اســیدی و قلیایــی و شــوری اشــاره 

ــود. نم

1. Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH)
2. Hyphae
3. Mycoremediation
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ــای چربی‌دوســت  ــورفکتانت‌های زیســتی دارای گروه‌ه س
ــز  ــزای آب‌گری ــد و اج ــا( پپتی ــن و )ی ــه پروتئی ــوط ب مرب
ــتند و  ــن هس ــی 18 کرب ــا 10 ال ــی ب ــای کربن زنجیره‌ه
از طــرف دیگــر دارای گروه‌هــای آب‌دوســتی هســتند 
کــه توســط اســترها، هیدروکســیل‌، فســفات، کربوکســیل 
ــات  ــن ترکیب ــوند. ای ــی ش ــخص م ــدرات مش و کربوهی
ــی  ــه چگال ــی ک ــد میکروب ــکون رش ــاز س ــولاً در ف معم

ــوند ]9[. ــد می‌ش ــت، تولی ــالا اس ــلولی ب س

تحقیقــات مختلفــی در ســطح ملــی و جهانــی در زمینــه 
تجزیــه ترکیبــات نفــت خــام توســط میکروارگانیســم‌های 
ــرای  مختلــف انجــام شــده اســت. Zobell و همکارانــش ب
اولیــن بــار متوجــه شــد کــه بســیاری از میکروارگانیســم‌ها 
توانایــی اســتفاده از هیدروکربن‌هــا را به‌عنــوان منبــع 
کربــن و انــرژی دارا هســتند. توانایــی میکروارگانیســم‌های 
موجــود در خــاک بــرای پاک‌ســازی هیدروکربن‌هــای 
ــام  ــات انج ــق تحقیق ــوده و طب ــوع ب ــیار متن ــی بس نفت
شــده قارچ‌هــای موجــود در خــاک 6 تــا 82% از ترکیبــات 
و   Challian و 11[.   10[ می‌کننــد  تجزیــه  را  آلاینــده 
ــش گونه‌هــای قارچــی و مخمــری مختلفــی را از  همکاران
خاک‌هــای آلــوده جداســازی کردنــد و اعــام نمودنــد کــه 
فعالیــت قارچ‌هــای کپکــی در خــاک بیــش از مخمرهــا و 
ــی  ــای خاک ــته‌ای از قارچ‌ه ــت. Singh دس ــا اس باکتری‌ه
ــه نام‌هــای آســپرژیلوس، سفالوســپوریوم و پنی‌ســیلیوم  ب
را جداســازی کــرد کــه دارای توانــای تجزیــه بــالای 
ترکیبــات نفتــی بودنــد. در میــان قارچ‌هــا دو جنــس 
ــود  ــای موج ــن جنس‌ه ــرلا فراوان‌تری ــا و مورت تریکودرم
در میــان خاک‌هــای آلــوده بــه نفــت هســتند و در کنــار 
ــه  ــم ب ــیلیوم ه ــپرژیلوس و پنی‌س ــس آس ــا دو جن ‌آن‌ه
ــی  ــای آب ــم محیط‌ه ــی و ه ــای خاک ــی از محیط‌ه فراوان
ــط Balaji و  ــه توس ــی ک ــده‌اند ]12[. در پژوهش ــدا ش ج
ــه دارای  ــی ک ــای مختلف ــد قارچ‌ه ــام ش ــش انج همکاران
ــه  ــرون ســلولی جهــت تجزی ــد آنزیم‌هــای ب ــی تولی توانای
PAHهــای نفتــی را داشــتند، جداســازی شــدند. در ایــن 

ــه          ــه تجزی ــد در زمین ــی توانمن ــه قارچ ــق 21 گون تخقی
ــج  ــف از خلی ــی مختل ــواده‌ قارچ ــوط 9 خان ــا مرب PAHه

فریبــا  مکزیــک جداســازی شــدند ]13[. همچنیــن، 

محســن‌زاده و همکارانــش ]14[ و عبدالکریــم چراغــی راد 
و همکارانــش ]15[ در تحقیقــات خــود گونه‌هــای قارچــی 
متفاوتــی را از مناطــق ریزوســفری گیاهــان رشــد یافته در 

ــد. ــه نفــت جداســازی کردن ــوده ب مناطــق آل

در ایــن تحقیــق ســعی بــر آن بــوده اســت کــه بــا اســتفاده 
از خــاک مناطــق دارای آلودگی‌هــای قدیمــی کــه تجمــع 
ــر از ســایر مناطــق  ــای ســنگین در آن بالات هیدروکربن‌ه
آلــوده اســت بتــوان جدایه‌هــای کپکــی مناســبی را بــرای 
تجزیــه ترکیبــات ســنگین و ســخت‌تجزیه پذیــر موجــود 
ــاش  ــز ت ــه نی ــرد. در ادام ــایی ک ــام شناس ــت خ در نف
شــده اســت کــه بــا اســتفاده از ترکیبــات فعــال ســطحی 
ــات  ــتی ترکیب ــه زیس ــزان تجزی ــتی می ــیمیایی و زیس ش
افزایــش داده و علاوه‌بــر مقایســه عملکــرد  را  نفتــی 
ــال در ســطح را  ــواد فع ــر م ــم، تأثی ــا ه ــات ب ــن ترکیب ای
در تجزیــه انــواع مختلــف ترکیبــات و مشــتقات نفتــی بــا 

هــم مقایســه نمــود.

مواد و روش‌ها
محل نمونه‌برداری

بــرای دســت‌یابی بــه ســویه‌های کپکــی توانمنــد در 
ــرای  ــی، ب ــنگین نفت ــای س ــه هیدروکربن‌ه ــه تجزی زمین
ــه  ــی ک ــای نفت ــه لجن‌ه ــوده ب ــاک آل ــرداری از خ نمونه‌ب
ــه  ــرار گرفت ــات ق ــن ترکیب ــرض ای ــاد در مع ــدت زی به‌م
ــدت  ــه به‌م ــی ک ــاک مناطق ــد. در خ ــتفاده ش ــد، اس بودن
ــد،  ــرار گرفته‌ان ــی ق ــای نفت ــی در معــرض آلاینده‌ه طولان
به‌طــور  کــه  پاییــن  وزن  دارای  هیدروکربن‌هــای 
ــان  ــرور زم ــه م ــوند، ب ــه می‌ش ــر تجزی ــول راحت‌ت معم
ــل  ــود در مح ــف موج ــم‌های مختل ــط میکروارگانیس توس
آلودگــی تجزیــه شــده و هیدروکربن‌هــای ســنگین‌تر 
ــث  ــنگین باع ــای س ــع هیدروکربن‌ه ــد. تجم باقی‌مانده‌ان
می‌شــود کــه بخــش زیــادی از میکروارگانیســم‌هایی کــه 
ــر  ــتند دیگ ــور داش ــه حض ــی در منطق ــورت طبیع به‌ص
ــر  ــه فعالیــت نبــوده و میکروارگانیســم‌های مقاوم‌ت ــادر ب ق
و تجزیه‌کننــده فراوانــی بیشــتری پیــدا کــرده و اکولــوژی 

ــد ]16[. ــر یاب ــط تغیی ــی محی میکروب
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ــم‌های  ــازی میکروارگانیس ــرای جداس ــل ب ــن دلی به‌همی
ــای ســنگین، از  ــه هیدروکربن‌ه ــه تجزی ــد در زمین توانمن
ــان  ــه پازن ــی منطق ــای نفت ــه لجن‌ه ــوده ب ــای آل خاک‌ه
ــه  ــه تهی ــن منطق ــف از ای ــه مختل ــد. 5 نمون ــتفاده ش اس
ــاک  ــا cm 10 خ ــق 5 ت ــور از عم ــن منظ ــرای ای ــد. ب ش
میــزان g 100 خــاک بــا بیلچــه ضدعفونــی شــده داخــل 
ظــروف اســتریل ریختــه و نمونه‌هــا ســریعاً بــه آزمایشــگاه 
انتقــال داده شــد. تــا زمــان جداســازی، نمونه‌هــا در 
ــای  ــی خاک‌ه ــدند ]17[. ویژگ ــداری ش ــای C° 4 نگه دم

ــورد اســتفاده در جــدول 1 آورده شــده اســت. م

جدول 1 شرایط محیط‌های نمونه‌برداری

شوری )ppt(هدایت الکتریکی )pH)µs/cmشماره خاک
16/86730/36
26/73820/20
37/11860/16
46/76260/34

 محیط کشت و شرایط رشد

ــاک  ــی، g 1 از خ ــویه‌های کپک ــازی س ــور جداس ــه منظ ب
منطقــه نمونه‌بــرداری شــده بــه mL 10 ســرم فیزیولوژیــک 
اضافــه و به‌مــدت h 1 در شــیکر بــا دور rpm 120 مخلــوط 
ــد،  ــای توانمن ــازی جدایه‌ه ــرای غنی‌س ــپس، ب ــد. س ش
 mL 1 از مخلــوط به‌دســت آمــده از مرحلــه قبــل بــه mL

 :)g/L( ــامل ــاس1 ش ــنل ه ــی باش ــه نمک ــط پای 100 محی
K2H�  )1(  ،  KH2PO4)1(  ،CaCl2  )0/02(  ،MgSO4  )0/2(

ــت  ــا g 1 نف ــراه ب 1( ،PO4( NH4NO3 و )FeCl2 )0/05 هم

خــام ســنگین به‌عنــوان تنهــا منبــع کربــن افــزوده شــد و 
در دمــای C° 28 و دور شــیکر rpm 120 گرمادهــی شــد. 
پــس از رســیدن میــزان جــذب نــوری نمونه‌‌هــا بــه 0/4 در 
ــرروی محیــط  ــه ب طــول مــوج µL ،600 nm 100 از نمون
کشــت ســیب‌زمینی دکســتروز آگار )PDA( حــاوی آنتــی 
ــد  ــری از رش ــور جلوگی ــه منظ ــایکیلین ب ــک تتراس بیوتی
ــی در  ــس از 5 روز گرماده ــدند و پ ــزوده ش ــا اف باکتری‌‌ه
ــرروی  ــه ب ــد یافت ــی رش ــای کپک ــای C° 28، جدایه‌ه دم
محیــط PDA خالص‌ســازی شــدند ]5[. لازم بــه ذکــر 
اســت نمونــه نفــت خــام اســتفاده شــده در ایــن پژوهــش 

ــوده و دارای %44/6  ــاران ب ــت گچس ــاه نف ــه چ ــوط ب مرب
 %1/4 و  رزیــن‌   %22/9 آروماتیــک،   %32/1 آلیفاتیــک، 

آســفالتن اســت.
نفــت  تجزیهک‌ننــده  کپکــی  جدایه‌هــای  غربال‌گــری 

ــام  خ

ــه  ــی ک ــای کپک ــه جدایه‌ه ــری اولی ــور غربال‌گ ــه منظ ب
ــا  ــوان تنه ــنگین به‌عن ــام س ــت خ ــتفاده از نف ــی اس توانای
منبــع کربــن در محیــط مایــع پایه نمکــی را دارند، بررســی 
ــه نمکــی حــاوی نفــت خــام  ــزان رشــد در محیــط پای می
بــه‌روش ســنجش کیفــی انجــام شــد. جدایه‌هــای کپکــی 
                                                                                 10 mL 50  حــاوی mL خالــص شــده بــه ارلن‌هــای
محیــط باشــنل هــاس همــراه بــا 1% گلوکــز و 0/1% درصــد 
                                                                                           28 °C نفــت خــام به‌عنــوان پیش‌کشــت اضافــه و در دمــای
و دور شــیکر rpm 120 گرمادهــی شــدند. پــس از رســیدن 
 ،600 nm ــوج ــه 0/6 در طــول م ــا ب ــوری نمونه‌ه جــذب ن
 rpm 5 در دور min 1 از محیــط پیــش کشــت به‌مــدت mL

5000 ســانتریفیوژ و ســه بــار به‌وســیله‌ ســرم فیزیولوژیــک 
افــزودن ســرم  بــا  نهایــت،  شستشــو داده شــد و در 
ــانیده  ــه رس ــم mL 1 اولی ــه حج ــتریل ب ــک اس فیزیولوژی
شــد. سوسپانســیون ســلولی نهایــی به‌عنــوان مایــه تلقیــح 
بــه ارلن‌هــای mL 50  حــاوی mL 9 محیــط پایــه نمکــی 
ــیکر  ــای C° 28 و دور ش ــه و در دم ــام اضاف ــت خ و 1% نف
 OD600 ،120 گرمادهــی شــد. پــس از گذشــت 10 روز rpm

نمونه‌هــا خوانــده شــد و بهتریــن جدایه‌هــا براســاس 
میــزان رشــد انتخــاب شــدند ]18[.

بررسی حذف نفت خام توسط جدایه‌های کپکی

بــه منظــور انتخــاب بهتریــن جدایــه‌ کپکــی خالص‌ســازی 
ــه تمــام هیدروکربن‌هــای نفــت خــام  شــده، میــزان تجزی
ــه منظــور  )TPH(2 توســط ایــن جدایه‌هــا بررســی شــد. ب

                                                                                                 50 mL تهیــه مایــه تلقیــح جدایه‌های کپکــی به ارلن‌هــای
حــاوی mL 10 از محیــط پایــه نمکــی باشــنل هــاس دارای 
ــه و  ــت اضاف ــوان پیش‌کش ــت به‌عن ــز و 0/1% نف 1% گلوک
در دمــای C° 28 و دور شــیکر rpm 120 گرمادهــی شــدند.

1. Bushnell Haas
2. Total Petroleum Hydrocarbons
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پــس از رســیدن جــذب نــوری نمونه‌هــا بــه 0/6 در 
ــت  ــش کش ــط پی ــوج mL ،600 nm 1 از محی ــول م ط
به‌مــدت min 5 در دور rpm 5000 ســانتریفیوژ و ســه 
ــد و  ــو داده ش ــک شستش ــرم فیزیولوژی ــیله‌ س ــار به‌وس ب
 mL ــه حجــم ــک ب ــرم فیزیولوژی ــیله‌ س ــت، به‌وس در نهای
 1 mL ــم ــه حج ــح ب ــه تلقی ــد. مای ــانیده ش ــه رس 1 اولی
ــه نمکــی  ــط پای ــای mL 50 دارای mL 9 محی ــه ارلن‌ه ب
 °C ــای ــه و در دم ــام اضاف ــت خ ــاس و 1% نف ــنل ه باش
28 و دور شــیکر rpm 120 گرمادهــی شــدند. پــس از 
گذشــت 21 روز از گرمادهــی، mL 10 تولوئــن )به‌عنــوان 
ــدت  ــه و به‌م ــا اضاف ــام ارلن‌ه ــه تم ــام( ب ــت خ حــال نف
min 30 بــرروی شــیکر بــا دور rpm 120 قــرار داده شــد. 

تمــام محتــوای نفــت خــام موجــود در هــر ارلــن توســط 
ــن اســتخراج شــد و میــزان نفــت خــام جــدا شــده  تولوئ
از هــر ارلــن بــه‌روش وزن‌ســنجی محاســبه گردیــد ]19[. 
ــاوی  ــن ح ــنجی، تولوئ ــز وزن‌س ــام آنالی ــور انج ــه منظ ب
نفــت خــام درون ظــروف شیشــه‌ای خالــی کــه وزن آن‌هــا 
تعییــن شــده بــود، ریختــه شــد. پــس از گذشــت حــدود 
ــر  ــه‌ای تبخی ــروف شیش ــود در ظ ــال موج ــام ح h 6 تم
ــا در  ــود در حلال‌ه ــی موج ــای نفت ــده و هیدروکربن‌ه ش
ــل و  ــروف قب ــاوت وزن ظ ــود. تف ــده ب ــرف باقی‌مان ــه ظ ت
ــن  ــری شــد و ای ــا اندازه‌گی ــه شــدن حلال‌ه ــد از اضاف بع
اختــاف بیانگــر وزن نفــت موجــود در هــر نمونــه بــود. در 
ــت  ــه نف ــزان تجزی ــت‌یابی به‌می ــور دس ــه منظ ــت ب نهای
ــده  ــام باقی‌مان ــت خ ــزان نف ــا، می ــط جدایه‌ه ــام توس خ
در هــر ارلــن بــا ارلــن شــاهد )فاقــد تلقیــح(، مقایســه شــد 
]20[. علــت اســتفاده از نمونــه شــاهد بــه جــای در نظــر 
گرفتــن مقــدار اضافــه شــده اولیــه بــرای ســنجش میــزان 
حــذف نفــت خــام، کنــار گذاشــتن مقادیــری از ترکیبــات 
فــرار نفــت اســت کــه در طــول مــدت گرمادهــی از محیط 
ــده از  ــت آم ــج به‌دس ــه نتای ــه ب ــا توج ــده‌اند. ب ــارج ش خ
ایــن مرحلــه، جدایــه‌ای کــه می‌توانســت بیشــترین میــزان 
ــوان  ــد به‌عن ــه کن ــدت 21 روز تجزی ــام را در م ــت خ نف

ــه‌ بررســی‌ها انتخــاب شــد. ــرای ادام ــر ب ــه برت جدای
شناسایی جدایه منتخب

بــه منظــور شناســایی جدایــه‌ کپکــی منتخــب، در 

و  از روش کشــت روی لام1  اســتفاده  بــا  اول  مرحلــه 
ــک  ــای مورفولوژی ــو، ویژگی‌ه ــن بل ــول کات ــگ لاکتوفن رن
و میکروســکوپی ایــن جدایــه بررســی شــد و پــس از 
 DNA ژن ITS آن بــرای شناســایی مولکولــی، قطعــه‌
ــر  ــیله‌ دو پرایم ــش PCR و به‌وس ــط واکن ــی توس ریبوزوم
 ITS4 و   )5́-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3́( ITS1ا 

ــی  ــر و توال ا)TCCTCCGCTTATTGATATGC-3́-5́( تکثی

ــد ]21[.  ــخص ش ــی مش ــه‌روش توالی‌یاب ــه ب ــن قطع ای
ــال  ــای اتص ــا دم ــه ب ــورت 30 چرخ ــش PCR به‌ص واکن
پرایمــر C° 54 انجــام پذیرفــت. نتیجــه‌ توالی‌یابــی قطعــه‌ 
ژنــی ITS بــا بانــک اطلاعاتــی CBS مطابقــت داده شــد و 
جنــس و گونــه‌ جدایــه‌ مــورد نظــر شناســایی شــد. توالــی 

ــد. ــت گردی ــی NCBI ثب ــک ژن ــگاه بان ــل در پای حاص
بررســی حــذف پیــرن و تتراکــوزان توســط جدایــه‌ قارچــی 

منتخب

ــک  ــک و آروماتی ــات آلیفاتی ــام از ترکیب ــت خ ــتر نف بیش
چنــد  آروماتیــک  ترکیبــات  اســت.  شــده  تشــکیل 
ــر  ــد زنجی ــک بلن ــات آلیفاتی ــنگین و ترکیب ــه‌ای س حلق
بــه نســبت ســایر ترکیبــات آروماتیــک و آلیفاتیــک 
ــق،  ــن تحقی ــوند. در ای ــه می‌ش ــخت‌تر تجزی ــر و س کمت
از تتراکــوزان به‌عنــوان مدلــی از آلیفاتیک‌هــای بلنــد 
ــد  ــی از آروماتیک‌هــای چن ــوان مدل ــر و پیــرن به‌عن زنجی
ــزودن  ــور اف ــه منظ ــد. ب ــتفاده ش ــنگین اس ــه‌ای س حلق
تتراکــوزان و پیــرن بــه ارلن‌هــای حــاوی محیــط کشــت، 
از پیــرن و تتراکــوزان به‌ترتیــب در  محلولــی غلیــظ 
اســتون و هگــزان تهیــه و فیلتــر گردیــد و میــزان مناســب 
ــه  ــر ب ــورد نظ ــت م ــاد غلظ ــرای ایج ــا ب ــن محلول‌ه از ای
ــح  ــورت تلقی ــدت h 24 به‌ص ــد و به‌م ــه ش ــا اضاف ارلن‌ه
نشــده در دمــای C° 28 و دور شــیکر rpm 120 گرمادهــی 
شــدند تــا تمــام حــال تبخیــر گردیــد ]22[. بــرای تهیــه‌ 
 50 mL پیش‌کشــت، جدایــه‌ منتخــب بــه ارلن‌هــای
حــاوی mL 10 محیــط کشــت باشــنل هــاس حــاوی %1 
گلوکــز و ppm 100 پیــرن یــا ppm 1000 تتراکــوزان 
 rpm 28 و دور °C اضافــه و مشــابه بخــش قبــل در دمــای

ــد. ــی گردی ــیکر گرماده 120 ش

1. Slide Culture
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پــس از رســیدن جــذب نــوری نمونه‌هــا بــه 0/6 در 
ــت  ــش‌ کش ــط پی ــوج mL ،600 nm 1 از محی ــول م ط
ســانتریفیوژ   5  min به‌مــدت  و   5000  rpm دور  در 
فیزیولوژیــک  ســرم  به‌وســیله‌  بــار  ســه  و  گردیــد 
شستشــو و بــا ســرم فیزیولــوژی بــه حجــم mL 1 اولیــه 
ــح  ــه تلقی ــوان مای ــی به‌عن ــول نهای ــده شــد. محل برگردان
بــه ارلن‌هــای mL 50 حــاوی mL 9 محیــط باشــنل 
هــاس دارای ppm 500 پیــرن یــا 1% تتراکــوزان ) تنهــا 
ــیکر  ــای C° 28 و دور ش ــه و در دم ــن( اضاف ــع کرب مناب
rpm 120 گرمادهــی شــدند. پــس از گذشــت 21 روز از 

ــوزان موجــود  ــرن و تتراک ــوای پی ــی محت ــان گرماده زم
در ارلن‌هــا توســط mL 10 تولوئــن جداســازی شــد. 
میــزان پیــرن و تتراکــوزان توســط کروماتوگرافــی گازی 
ــد  ــت آوردن درص ــرای به‌دس ــد و ب ــنجیده ش )GC( س

ــه‌  ــا نمون ــن ب ــزان پیــرن و تتراکــوزان هــر ارل حــذف می
ــام  ــه تم ــودش ک ــه خ ــوط ب ــح( مرب ــد تلقی ــاهد )فاق ش
شــرایط مشــابه را طــی کــرده بــود، مقایســه گردیــد ]22 

.]23 و 
بــرای   )GC( گازی  کروماتوگرافــی  انجــام  شــرایط 

پیــرن و  تتراکــوزان  میــزان  ســنجش 

پــس از اســتخراج پیــرن و تتراکــوزان باقی‌مانــده مربــوط 
ــه  ــه هــر ارلــن توســط تولوئــن، محلــول آلــی نهایــی ب ب
ــه منظــور  ــت و ب ــال یاف ــز انتق ــای شیشــه‌ای تمی ویال‌ه
جلوگیــری از تبخیــر در محــل ســرد و خنــک نگهــداری 
ــی گازی  ــتگاه کروماتوگراف ــا به‌دس ــق نمونه‌ه ــد. تزری ش
ــه  ــس ب ــن اینوواک ــتون موئی ــه س ــز ب Shimidzu مجه

طــول m 30 و قطــر خارجــی mm 0/25 و قطــر داخلــی 
µm 0/25 انجــام شــد. دمــای اولیــه آون C° 100 بــود و 

ــه دمــای  ــا ســرعت C° 20 در دقیقــه ب پــس از min 1 ب
دمــا  ایــن  در   10/5  min به‌مــدت  و  رســید   320 °C

                                                              1 mL/min ثابــت مانــد. از گاز هلیــوم بــا خروجــی ثابــت
به‌عنــوان گاز حامــل اســتفاده شــد. حجــم تزریــق 
ــاز  ــوع آشکارس ــود. ن ــق C° 250 ب ــای تزری µm 1 و دم

دســتگاه، یونیزاســیون شــعله‌ایFID( 1( بــود. تزریــق 
ــی  ــم منحن ــرای رس ــوزان ب ــتاندارد تتراک ــای اس نمونه‌ه
ــت.  ــام پذیرف ــابه انج ــرایط مش ــز در ش ــیون نی کالیبراس

ــر 0/25، 0/5، 0/75 و %1  ــا مقادی ــتاندارد ب ــودار اس نم
ــه شــد ]24[. ــوزان تهی ــرای تتراک ب

ــویه  ــط س ــورفکتانت توس ــد س ــزان تولی ــی می ح- بررس
ــن ــترش روغ ــتفاده از روش گس ــا اس ــب ب منتخ

ــویه  ــورفکتانت توســط س ــد س ــی تولی ــور ارزیاب ــه منظ ب
منتخــب، یــک کشــت مناســب از ســویه به‌صــورت 
ــدت  ــد و به‌م ــام ش ــین انج ــمت‌های پیش ــا قس ــابه ب مش
ــیکر  ــای C° 28 و دور ش ــیکر )در دم ــک ش 21 روز در ی
rpm 120( گرمادهــی شــد. پــس از 21 روز، توانایــی ایــن 

ســویه بــرای تولیــد بیوســورفکتانت بــا اســتفاده از روش 
گســترش روغــن مــورد بررســی قــرار گرفــت ]25[. نفــت 
 )20 cm 20( بــه یــک ظــرف بــزرگ )بــا قطــر mL( خــام
حــاوی mL 50 آب مقطــر افــزوده شــد. محتویــات ارلــن 
ــانتریفیوژ  ــب در دور rpm 5000 س ــویه منتخ ــاوی س ح
ــام  ــت خ ــطح نف ــه س ــی ب ــع روی ــد و µm 10 از مای ش
ــه‌ای  ــورفکتانت هال ــود س ــورت وج ــد. در ص ــه ش اضاف
ــردد ]25[.  ــاد می‌گ ــام ایج ــت خ ــط نف ــن در وس روش
ــه روشــن در ســطح نفــت خــام در کشــت‌های  قطــر هال
ــر  ــا mL 10 آب مقط ــد و ب ــری ش ــه اندازه‌گی ــه گان س

ــد. ــه گردی ــی مقایس ــرل منف ــوان کنت به‌عن
ــیمیایی و  ــورفکتانت‌های ش ــتفاده از س ــر اس ــی اث بررس

ــازده حــذف زیســتی زیســتی در افزایــش ب

تجزیــه  زمینــه  در  اصلــی  مشــکلات  از  یکــی 
دسترســی  و  حلالیــت  نفتــی،  هیدروکربن‌هــای 
ــل  ــن دلی ــت. به‌همی ــات اس ــن ترکیب ــن ای ــتی پایی زیس
اســتفاده از ترکیبــات فعــال ســطحی کــه باعــث افزایــش 
انحلال‌پذیــری ترکیبــات آبگریــز می‌شــوند به‌عنــوان 
ــه  ــن نقیصــه در نظــر گرفت ــع ای ــرای رف ــک راه حــل ب ی
ــود  ــرای بهب ــورفکتانت ب ــل از س ــن دلی ــود. به‌همی می‌ش
ــتفاده  ــام اس ــت خ ــه نف ــویه در تجزی ــن س ــی ای کارآی
شــد. به‌همیــن دلیــل در ایــن تحقیــق بــه مقایســه 
ــورفکتانت  ــن 80 و س ــیمیایی تویی ــورفکتانت ش ــر س اث

زیســتی رامنولیپیــد پرداختــه شــد. 

1. Flame-Ionization Detector
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ــه  ــه تجزی ــوط ب ــت‌های مرب ــام کش ــه تم ــن مرحل در ای
ــی/ ــوزان 0/2% )وزن ــرن و تتراک ــام، پی ــت خ ــتی نف زیس

حجمــی( توییــن 80 و 0/01% )وزنی/حجمــی( رامنولیپیــد 
)رامنولیپیــد 90% از شــرکت ســیگما آلدریــچ1( به‌صــورت 
مجــزا اضافــه شــد. غلظــت اســتفاده شــده از رامنولیپیــد 
ــه مقــدار بهینــه‌ای کــه توســط  ــا توجــه ب و توییــن 80 ب
ــود،  ــده ب ــام ش ــکاران اع ــکاران و Lai و هم Chen و هم

انتخــاب گردیــد ]26 و 27[. شــرایط ایــن کشــت‌ها ماننــد 
ــی  ــرایط گرماده ــش کشــت مناســب، ش ــه پی نحــوه تهی
)دمــا و دور شــیکر( و مــدت زمــان تجزیــه کامــاً مشــابه 

ــود. ــین ب ــت‌های پیش ــا کش ب

بحث و نتایج
ارزیابــی رشــد جدایه‌هــای کپکــی در محیــط نمکــی 

ــام ــت خ ــاوی نف ح
پــس از انجــام خالص‌ســازی، در مجمــوع 43 جدایــه 
ــد. در  ــازی ش ــان جداس ــه پازن ــف از منطق ــی مختل کپک
مرحلــه اول توانایــی ایــن جدایه‌هــا در مصــرف نفــت 
خــام به‌عنــوان تنهــا منبــع کربــن و انــرژی ارزیابــی 
ــور  ــه به‌ط ــف، 24 جدای ــه مختل ــان 40 جدای ــد. از می ش
کلــی نتوانســتند در محیــط پایــه نمکــی کــه نفــت خــام 
به‌عنــوان تنهــا منبــع کربــن در آن وجــود داشــت، رشــد 
ــه مقــدار بســیار کمــی  ــز ب ــه دیگــر نی کننــد و 11 جدای
قــادر بــه رشــد بودنــد و مقــدار کمــی از نفــت را مصــرف 
کردنــد )کمتــر از 10%(. ایــن دو دســته از جدایه‌هــا 
ــه  ــی ک ــه‌ کپک ــا، 8 جدای ــدند. در انته ــته ش ــار گذاش کن
می‌توانســتند در محیــط پایــه نمکــی حــاوی نفــت خــام 
به‌عنــوان تنهــا منبــع کربــن به‌خوبــی رشــد کننــد، بــرای 
ــتند. لازم  ــال هس ــدند. س ــاب ش ــی‌ها انتخ ــه بررس ادام
ــی  ــی قدیم ــه در مناطــق دارای آلودگ ــر اســت ک ــه ذک ب
هیدروکربن‌هــای ســنگین موجــود در نفــت خــام بــا 
ــن  ــد و به‌همی ــع یافته‌ان ــادی تجم ــال‌ها متم ــت س گذش
دلیــل ســویه‌های میکربــی موجــود در ایــن مناطــق بــرای 
ــازگار  ــا س ــته‌ از هیدروکربن‌ه ــن دس ــتی ای ــه زیس تجزی
شــده‌اند. به‌همیــن دلیــل تحقیقــات بســیاری مبنــی 
ــتی  ــه زیس ــد در تجزی ــویه‌های توانمن ــازی س ــر جداس Sigma-Aldrich .1ب

ــای  ــق دارای آلودگی‌ه ــنگین از مناط ــای س هیدروکربن‌ه
بســیار قدیمــی صــورت گرفتــه اســت ]28[. به‌طــور 
مثــال در ســال Potin و همکارانــش بــا اســتفاده از خــاک 
دارای آلودگــی قدیمــی اطــراف یــک ایســتگاه اســتخراج 
گاز کــه دارای تجمــع بســیار بالایــی از PAHهــای ســنگین 
بــود، توانســت 21 نــوع قــارچ مختلــف را جداســازی کنــد 
کــه از میــان دو قــارچ فوزاریــوم و کونیوتریــوم دارای 
توانایــی مناســبی در جهــت تجزیــه زیســتی مخلوطــی از                  

ــد ]29[. ــف بودن ــای مختل PAHه

 حذف نفت خام توسط جدایه‌های قارچی

ــرای  ــر ب ــی برت ــه ‌کپک ــه جدای ــت‌یابی ب ــور دس ــه منظ ب
ــه نفــت خــام  ــزان تجزی ــی، می انجــام بررســی‌های تکمیل
توســط ایــن 8 جدایــه مــورد بررســی قــرار گرفــت. نتایــج 
مربــوط به‌میــزان تجزیــه نفــت خــام توســط ایــن 8 

ــت.  ــده اس ــدول 2 آورده ش ــه در ج جدای

جــدول 2 میــزان حــذف نفــت خــام توســط جدایه‌هــای کپکــی 
مختلــف پــس از 21 روز

نام جدایهمیزان حذف نفت خام )%(

45/31F11

46/94F12

52/97F13

47/30F14

49/07F15

39/72F16

43/54F17

45/68F18

 F13 همان‌طــور کــه در جــدول 2 مشــخص اســت، جدایــه‌
ــوان بیشــتری  ــه نســبت ســایر جدایه‌هــا ت ــا 52/97%، ب ب
ــرای  ــل ب ــن دلی ــت و به‌همی ــام داش ــت خ ــه نف در تجزی
ادامــه آزمایش‌هــا مــورد اســتفاده قــرار گرفــت. همچنیــن 
ــا 49/07% و %47/30  ــب ب ــای F15 و F14 به‌ترتی جدایه‌ه
بعــد از F13 بیشــترین میــزان حــذف را داشــتند و F16 بــا 

39/72%، کمتریــن میــزان حــذف را از خــود نشــان داد.
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همکارانــش  و   Atangana توســط  کــه  پژوهشــی  در 
ــا انجــام شــد، از  ــا توســط قارچ‌ه ــه PAHه ــرروی تجزی ب
ــه  ــده 8 جدای ــازی ش ــه خالص‌س ــه اولی ــان 23 جدای می
تهیــه شــده  غیرتجزیه‌کننــده در کشــت غنی‌ســازی 
ــن  ــن‌ حاصــل شــده اســت ]30[. علــت ای روی هیدروکرب
ــا آلودگــی قدیمــی  امــر کــه حتــی در چنیــن مناطقــی ب
ــد،  ــد دارن ــی رش ــده توانای ــای غیرتجزیه‌کنن ــم جدایه‌ه ه
ــواع  ــی ان ــی نفت ــط دارای آلودگ ــه در محی ــت ک ــن اس ای
و  مســتقیم  به‌صــورت  میکروارگانیســم‌ها  از  مختلفــی 
ــش  ــی نق ــده نفت ــات آلاین ــه ترکیب غیرمســتقیم در تجزی
ــم  ــاص میکروارگانیس ــوع خ ــر ن ــه ه ــا ک ــد و از آن‍ج دارن
تنهــا توانایــی حــذف تعــداد محــدودی از ترکیبــات نفتــی 
را دارد، وجــود یــک مجموعــه از میکروارگانیســم‌های 
تجزیه‌کننــده اثــر بیشــتری دارد ]31[. به‌طــور مثــال 
حملــه  بــا  نفــت  تجزیه‌کننــده  میکروارگانیســم‌های 
ــه ترکیبــات نفتــی و مصــرف آن‌هــا به‌عنــوان  مســتقیم ب
ــن  ــار ای ــد. در کن ــت می‌پردازن ــه فعالی ــذی ب ــع مغ منب

دارنــد  وجــود  میکروارگانیســم‌ها  از  گــروه، دســته‌ای 
ــت  ــص نف ــه ناق ــل از تجزی ــطه حاص ــواد واس ــه از م ک
توســط میکروارگانیســم‌های پیشــین اســتفاده کــرده 
و آن‌هــارا بــه مــواد ســاده‌تری تجزیــه می‌کننــد. در 
ــری  ــروه دیگ ــده، گ ــای تجزیه‌کنن ــن مجموعه‌ه ــان ای می
تولیــد  بــا  کــه  دارنــد  وجــود  میکروارگانیســم‌ها  از 
ــواع مــواد فعــال ســطحی دسترســی  بیوســورفاکتانت و ان
افزایــش  را  تجزیه‌کننده‌هــا  و  نفتــی  ترکیبــات  بیــن 

.]32[ می‌دهنــد 
شناسایی جدایه منتخب

بــه منظــور شناســایی ســویه F13، در مرحلــه اول تصاویــر 
میکروســکوپی مربــوط بــه کشــت روی اســاید شیشــه‌ای 
مــورد بررســی قــرار گرفــت )شــکل 1(. بــا توجــه بــا تصویر 
میکروســکوپی حاصــل از کشــت روی اســاید شیشــه‌ای، 
ســاختار کلومــا1 و کندیوســپورهای2 جنــس آســپرژیلوس 

به‌وضــوح مشــاهده شــد )شــکل 1 ب(.

شــکل 1 الــف- درخــت فیلوژنــی حاصــل بــرای ســویه آســپرژیلوس ســودودفلکتوس F13 بــا اســتفاده از پرایمر‌هــای ITS، بــا الگوریتــم 
ــتفاده از  ــی X 1000 و اس ــا بزرگ‌نمای ــب ب ــه‌ منتخ ــه جدای ــوط ب ــکوپی مرب ــر میکروس ــزار Mega 7، ب( تصوی Neighbor joining نرم‌اف

رنــگ لاکتوفنــول بلــو

1. Columella
2. Condiospore
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ــی  ــویه، توال ــن س ــی ای ــایی نهای ــرای شناس ــه ب در ادام
ــت داده  ــی CBS مطابق ــک اطلاعات ــا بان ــه‌ ITS آن ب قطع
ــا  ــه‌ F13 ب ــباهت 100% جدای ــان‌دهنده‌ ش ــه نش ــد ک ش
گونــه‌ آســپرژیلوس ســودودفلکتوس1 بــود. در نهایــت، 
ــا اســتفاده  ــه جدایــه‌ی F13 ب درخــت فیلوژنــی مربــوط ب
 Mega 7 نرم‌افــزار  و   Neighbor joining الگوریتــم  از 
 5.8S rRNA ــی ــی جزئ ــف(. توال ــکل 1 ال ــد )ش ــم ش رس
ــا شــماره دسترســی KY565473 در پایــگاه  ایــن ســویه ب
ــه  ــت ک ــر اس ــه ذک ــد. لازم ب ــت ش ــی NCBI ثب اطلاعات
تــا بــه حــال گزارشــی مبنــی بــر تجزیــه‌ ترکیبــات نفتــی 

ــت. ــده اس ــزارش نش ــه گ ــط این‌گون توس
بررســی توانایــی حــذف پیــرن و تتراکــوزان توســط 

ســودودفلکتوس آســپرژیلوس 

بــرای بررســی تــوان ســویه آســپرژیلوس ســودودفلکتوس 
F13 در تجزیــه ترکیبــات ســنگین نفتــی، از پیــرن و 

تتراکــوزان به‌عنــوان دو هیدروکربــن مــدل به‌ترتیــب 
ــر )ســنگین(  ــد زنجی ــای بلن ــا و آلیفاتیک‌ه ــرای PAHه ب
اســتفاده شــد. پیــرن یــک هیدروکربــن آروماتیــک ســمی 
بــا خــواص جهش‌زایــی و ســرطان‌زایی بــوده کــه در 
ــتی  ــی زیس ــت و دسترس ــول اس ــی نامحل ــای آب محیط‌ه
ــان  ــدت‌ زم ــت، م ــن عل ــی دارد و به‌همی ــدت پایین به‌ش
ــامت  ــرای س ــده و ب ــوده باقی‌مان ــه آل ــادی در منطق زی
ــت  ــر اس ــیار مض ــاکن در آن بس ــداران س ــط و جان محی
ــوده کــه ســمیت  ]3[. تتراکــوزان هیدروکربنــی خطــی ب
ــه  ــد حلق ــات آروماتیــک چن ــه نســبت ترکی ــری ب پایین‌ت
ماننــد پیــرن دارد، امــا به‌دلیــل داشــتن زنجیــره کربنــی 
ــری و دسترســی  ــن( انحلال‌پذی ــم کرب بلنــد )24 عــدد ات
ــه  ــی دارد ک ــای آب ــی در محیط‌ه ــیار پایین ــتی بس زیس
ــط  ــب در محی ــن ترکی ــدت ای ــی م ــور طولان ــث حض باع
شــده کــه ممکــن اســت باعــث تغییــر دراکولــوژی 
ــذف  ــزان ح ــردد ]1[. می ــی گ ــط آلودگ ــی محی میکروب
پیــرن و تتراکــوزان توســط آســپرژیلوس ســودودفلکتوس 
ــت  ــه نف ــزان تجزی ــا می F13 در جــدول 3 آورده اســت. ب

ــج خروجــی  ــن نتای خــام مقایســه شــده اســت و همچنی
ــان  ــکل 2 نش ــوزان در ش ــرن و تتراک ــل از GC پی حاص
Aspergillus Pseudodeflectus .1داده شــده اســت. بــا توجــه بــه جــدول 3، میــزان تجزیــه 

پیــرن بــا 47/06% در مقایســه بــا تتراکــوزان و نفــت 
ــر 58/73% و  خــام در شــرایط مشــابه، کــه به‌ترتیــب براب

ــت. ــری اس ــدار کمت ــت، مق 52/97% اس

جــدول 3 میــزان تجزیــه آلاینده‌هــای مختلــف در طــول 21 روز 
F13 توسط آســپرژیلوس ســودودفلکتوس

نوع منبع کربن )آلاینده( موجود در محیط میزان حذف )%(
نفت خام52/97
پیرن47/06
تتراکوزان58/73

ــن  ــده در ای ــتفاده ش ــام اس ــت خ ــوزان و نف ــدار تتراک مق
ــن  ــا ای ــت. ب ــوده اس ــتر ب ــرن بیش ــر از پی ــت 20 براب تس
ــدت 21 روز  ــوزان در م ــتری از تتراک ــدار بیش ــود، مق وج
ــده‌ی  ــان کنن ــن اســت بی ــه ممک ــده اســت ک ــه ش تجزی
ــا دسترســی  ــودن ی ــر ب ــر، ســخت تجزیه‌پذی ســمیت بالات
ــد.  ــوزان باش ــا تتراک ــه ب ــرن در مقایس ــر پی زیســتی کمت
همیــن  در  دیگــری  آزمایش‌هــای  ایــن،  علاوه‌بــر 
آزمایشــگاه انجــام شــده اســت کــه نشــان می‌دهــد درصــد 
 500 ppm تجزیــه زیســتی پیــرن در غلظت‌هــای بیشــتر از
ــی،  ــای قبل ــاس پژوهش‌ه ــد. براس ــت می‌کن ــدت اف به‌ش
می‌تــوان گفــت کــه در شــرایط یکســان اختــاف زیــادی 
ــه‌ای و  ــد حلق ــای چن ــتی آروماتیک‌ه ــه‌ زیس ــن تجزی بی
آلیفاتیک‌هــا وجــود دارد ]33[، ولــی به‌ســبب آنکــه 
ســویه آســپرژیلوس ســودودفلکتوس F13 از منطقــه‌ای بــا 
ــد و  ــرای رش ــده‌ ب ــدا ش ــنگین ج ــی س ــای نفت آلودگی‌ه
فعالیــت در حضــور این‌گونــه ترکیبــات ســازگاری خوبــی 
ــی از  ــای آلودگ ــازی محل‌ه ــت. پاک‌س ــرده اس ــده ک پی
ــرن در  ــد پی ــه‌ای مانن ــد حلق ــک چن ــات آروماتی ترکیب
ــه مراتــب  ــا آلیفاتیک‌هایــی نظیــر تتراکــوزان ب مقایســه ب
ــام El-Alawi و  ــق اع ــت. طب ــخت‌تر اس ــاس‌تر و س حس
ــزو  ــرن و بن ــد، پی ــر ش ــه منتش ــه‌ای ک ــکاران در مقال هم
پیــرن به‌عنــوان ‌PAHهــای دارای حلالیــت بســیار پاییــن 
ــدند  ــی ش ــر معرف ــخت تجزیه‌پذی ــیار س ــه بس و در نتیج

.]34[
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شــکل 2 نمــودار خروجــی GC مربــوط بــه حــذف پیــرن وتتراکــوزان توســز ســویه آســپرژیلوس ســودودفلکتوس F13 الــف( میــزان پیــرن 
موجــود در نمونــه شــاهد و نمونــه تلقیــح شــده، ب( میــزان تتراکــوزان موجــود در نمونــه شــاهد و نمونــه تلقیــح شــده
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ــرن را  ــرن و فنانت ــه پی ــزان تجزی ــکاران می Diana و هم

در غلظــت ppm 50 و مــدت 7 روز توســط 5 ســویه 
ــام  ــرده و اع ــه ک ــی مقایس ــی و باکتریای ــف قارچ مختل
ــومFPyF3 1 بیشــترین  ــد کــه ســویه‌ کپکــی فوزاری نمودن
ــه  ــد حلق ــک چن ــات آروماتی ــه ترکیب ــی را در تجزی توانای
ــر  ــرن بســیار کمت ــه نســبت فنانت ــرن ب ــه پی دارد و تجزی
اســت ]5[. علاوه‌بــر ایــن، Dede و همــکاران در تحقیقــی 
ــک  ــط ی ــک‌ توس ــات آلیفاتی ــه ترکیب ــی تجزی ــه بررس ب
ــات  ــه ترکیب ــد ک ــان کردن ــد و بی ــی پرداختن ــویه‌ کپک س
ــام  ــت خ ــات نف ــایر ترکیب ــا س ــه ب ــک‌ در مقایس آلیفاتی
ــه  ــی ک ــوند و آن‌های ــه می‌ش ــریع‌تر تجزی ــر و س راحت‌ت
ــورت 100% در  ــتند به‌ص ــن هس ــر از 10 کرب دارای کمت
ــرای  ــزان ب ــن می ــوند. ای ــه می‌ش ــد تجزی 5 روز اول فرآین
 30 گذشــت  از  بعــد  خــام  نفــت  آلیفاتیک‌هــای  کل 
ــورد  ــی در م ــت ول ــدود 90% اس ــه ح ــاز تجزی روز از آغ

آلیفاتیک‌هــای بــا طــول زنجیــر 20 کربــن بــه بــالا تنهــا 
ــوان  ــب نشــان‌دهنده‌ ت ــن مطال ــه 50% می‌رســد ]4[. ای ب
بــالای آســپرژیلوس ســودودفلکتوس در تجزیــه مشــتقات 
ســنگین نفــت خــام ماننــد پیــرن )PAH ســنگین( و 

ــت.    ــر( اس ــد زنجی ــک بلن ــوزان )آلیفاتی تتراک
میزان تولید سورفکتانت توسط آسپرژیلوس سودودفلکتوس 

F13

بررســی هالــه روشــن ایجــاد شــده روی ســطح نفــت خــام 
 )2/3 cm( F13ا  آســپرژیلوس ســودودفلکتوس  توســط 
ــه روشــن ایجــاد شــده روی  ــا میــزان هال و مقایســه آن ب
ــان  ــر )cm 1/1( نش ــط آب مقط ــام توس ــت خ ــطح نف س
ــد ســورفکتانت  ــی مناســبی در تولی ــه ســویه توانای داد ک

ــدارد. ن

1. Fusarium
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به‌همیــن دلیــل می‌تــوان نتیجــه گرفــت کــه ســویه 
ــی کــه دارای حلالیــت  ــه ترکیبات مــورد بررســی در تجزی
ــوان  ــس می‌ت ــت. پ ــکل اس ــتند دارای مش ــری هس کمت
بــا اســتفاده از یــک ترکیــب ســورفکتانت و افزایــش 
را در  ایــن ترکیبــات، کارآیــی ســویه  انحلال‌پذیــری 

ــید. ــود بخش ــام بهب ــت خ ــذف نف ح
مقایســه اثــر توییــن 80 و رامنولیپیــد در افزایــش تجزیــه 

زیســتی 

ترکیبــات فعــال ســطحی بــا کاهــش انــرژی آزاد انحــال 
انحلال‌پذیــری  افزایــش  ترکیبــات آب‌گریــز، موجــب 
ــش  ــوند. افزای ــی می‌ش ــای آب ــات در محیط‌ه ــن ترکیب ای
دارای  ترکیبــات  زیســتی  دسترســی  انحلال‌پذیــری، 
ــش داده  ــرای میکروارگانیســم‌ها افزای ــن را ب انحــال پایی
و باعــث بهتــر شــدن فرآینــد تجزیــه می‌گــردد ]26[. در 
ــن 80 و  ــیمیایی تویی ــورفکتانت ش ــر س ــش اث ــن پژوه ای
ســورفکتانت زیســتی رامنولیپیــد بــا توجــه بــه تحقیقــات 
ســایر محققــان ]26 و 27[ در تجزیــه زیســتی نفــت خــام، 
ــت.  ــه اس ــرار گرفت ــه ق ــورد مقایس ــوزان م ــرن و تتراک پی
ــط  ــوزان توس ــرن و تتراک ــام ، پی ــت خ ــه نف ــدار تجزی مق
ــزان %0/2  ــن 80 )به‌می ــور تویی ــب در حض ــه منتخ جدای
ــی/ ــزان 0/01% وزن ــد )به‌می ــی( و رامنولیپی ــی/ حجم وزن

حجمــی( در جــدول 4 آورده شــده اســت. همچنیــن، 
نمــودار خروجــی GC مربــوط بــه تســت‌های ایــن بخــش 

جــدول 4 میــزان حــذف زیســتی نفــت خــام، پیــرن و تتراکــوزان توســط آســپرژیلوس ســودودفلکتوس F13 در حضــور و عــدم حضــور 
ســورفکتانت

نوع سورفکتانتنوع منبع کربن )آلاینده( موجود در محیطمیزان حذف )%(
نفت خام52/97

بدون سورفکتانت پیرن47/06
تتراکوزان58/73
نفت خام64/89

تویین 80 پیرن57/39
تتراکوزان70/78
نفت خام68/86

رامنولیپید پیرن60/31
تتراکوزان75/24

در شــکل 3 نشــان داده شــده اســت. بــا توجه بــه جدول 4 
تأثیــر مثبــت ترکیبــات فعــال ســطحی در تجزیــه زیســتی 
هیدروکربن‌هــای نفتــی مشــخص اســت. رامنولیپیــد 
ــن  ــه تویی ــورفکتانت زیســتی نســبت ب ــک س ــوان ی به‌عن
ــری  ــر مثبت‌ت ــر )1:20( تأثی ــیار کمت ــر بس 80 در مقادی
ــوده و  ــتی ب ــه زیس ــد دارای پای ــت. رامنولیپی ــته اس داش
ــون  ــا کن ــر اســت و ت به‌همیــن دلیــل زیســت تخریب‌پذی
هیچ‌گونــه آلودگــی ثانویــه و ســمیت خاصــی در مــورد آن 
گــزارش نشــده اســت و در مقابــل آن توییــن 80 به‌عنــوان 
ــدی  ــاختاری لیپی ــیمیایی دارای س ــورفکتانت ش ــک س ی
ــه  ــده تجزی ــتفاده ش ــویه اس ــط س ــط توس ــوده و توس ب
نمی‌شــود. اســتفاده از تويیــن 80 باعــث شــد کــه میــزان 
ــر اولیــه  ــه نفــت خــام، پیــرن و تتراکــوزان از مقادی تجزی
ــر 64/89،  ــه مقادی ــب ب 52/97، 47/06 و 58/73% به‌ترتی
ــتفاده  ــا اس ــع ب ــد. در واق ــش یاب 57/39 و 70/78% افزای
از توییــن 80 کارآیــی فرآینــد تجزیــه زیســتی ایــن ســه 
مــاده توســط آســپرژیلوس ســودودفلکتوس در حــدود 20 
تــا 30% افزایــش می‌یابــد. در مقابــل، رامنولیپیــد میــزان 
تجزیــه زیســتی نفــت خــام، پیــرن و تتزاکــوزان را حــدود 
ــده  ــری ش ــدار اندازه‌گی ــش داده و مق ــا 35% افزای 25 ت
به‌ترتیــب بــرای نفــت خــام، پیــرن و تتراکــوزان  68/86، 
60/31 و 75/24% اســت. ایــن نتایــج نشــان‌دهنده‌ تأثیــر 
بــالای رامنولیپیــد در افزایــش تجزیــه زیســتی، آن هــم در 

ــر کمتــر از توییــن 80 اســت. ــر 20 براب مقادی
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ــوزان توســط ســویه آســپرژیلوس ســودودفلکتوس F13 در  ــرن و تتراک ــه حــذف پی ــوط ب ــکل 3 شــکل 2 نمــودار خروجــی GC مرب ش
ــن 80 و  ــا تویی ــراه ب ــده هم ــح ش ــای تلقی ــاهد و نمونه‌ه ــه ش ــود در نمون ــرن موج ــزان پی ــف( می ــد ال ــن 80 و رامنولیپی ــور تویی حض

ــد ــن 80 و رامنولیپی ــا تویی ــراه ب ــده هم ــح ش ــای تلقی ــاهد و نمونه‌ه ــه ش ــود در نمون ــوزان موج ــزان تتراک ــد، ب( می رامنولیپی
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نمونه تتراکوزان همراه با 
تویین 80

Lai و همــکاران در تحقیــق خــود کــه انجــام دادنــد 

ــد،  ــتی رامنولیپی ــورفکتانت زیس ــر دو س ــی اث ــه بررس ب
ســورفاکتین و دو ســورفکتانت شــیمیایی توییــن 80 
و تریتــون ایکــس 100 )مقادیــر تمامــی آن‌هــا برابــر 
ــام  ــت خ ــتی نف ــه زیس ــی( در تجزی ــی/ حجم 0/2% وزن
ــن  ــدام از ای ــر ک ــد ه ــان کردن ــد و بی ــاک پرداختن از خ
مــواد ترکیبــات میــزان تجزیــه را به‌ترتیــب 23، 14، 
ــدار  ــترین مق ــد بیش ــه رامنولیپی ــش داده ک 6 و 4% افزای
ــری،  ــه دیگ ــان داد ]27[. در مطالع ــت را نش ــر مثب تغیی
Chen و همــکاران تأثیــر اســتفاده از رامنولیپیــد را در 

محیــط شبیه‌ســازی شــده دریایــی )مقــدار %0/02( 
را بررســی نمودنــد و اعــام داشــتند کــه رامنولیپیــد 
ــد.  ــش می‌ده ــام را 5/63% افزای ــت خ ــه نف ــزان تجزی می
نکتــه دیگــری کــه می‌تــوان از ایــن نتایــج متوجــه شــد، 

اثــر بیشــتر ترکیبــات فعــال ســطحی در تجزیــه ترکیبــات 
ــواد  ــر م ــت. تأثی ــا اس ــبت آروماتیک‌ه ــه نس ــک ب آلیفاتی
فعــال ســطحی را در تجزیــه ترکیبــات مختلــف بــا 
ــورت                                                                                   ــوان به‌ص ــده می‌ت ــت آم ــج به‌دس ــه نتای ــه ب توج
و   Chen داد.  نشــان   PAHs Crude Oils < n-alkanesا˂ 

همکارانــش همچنیــن در مقالــه خــود، اعــام کــرده 
بــرروی  رامنولیپیــد  از  اســتفاده  تأثیــر  کــه  بودنــد 
به‌صــورت  خــام  نفــت  در  موجــود  هیدروکربن‌هــای 
PAHs ˃ا biomarkers ˃ا n-alkans اســت ]34[ کــه بــا 

ــی دارد.  ــن پژوهــش هم‌خوان ــده در ای ــج به‌دســت آم نتای

نتیجه‌گیری

در ایــن تحقیق، جدایه‌ قارچی آســپرژیلوس ســودوفلکتوس 
F13 از منطقــه‌‌ نفتی پازنان جداســازی شــد.
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ایــن جدایــه ‌توانســت 1% تتراکــوزان )آلیفاتیــک ســنگین 
C24( و ppm 500 پیــرن )آروماتیــک چهــار حلقه‌هــا‌ی 

 %51/42 و   58/84 به‌میــزان  به‌ترتیــب  را  ســنگین( 
حــذف کنــد. عملکــرد ایــن جدایــه نشــان از تــوان بــالای 
ــرای اســتفاده در پاک‌ســازی زیســتی مناطقــی کــه  آن ب
ــای  ــا هیدروکربن‌ه ــی ب ــیار قدیم ــای بس دارای آلودگی‌ه
ــن تحقیــق  ســنگین هســتند، دارد. از طــرف دیگــر در ای
اثــر مناســب ســورفکتانت‌ها و به‌خصــوص بیوســورفکتانت 

رامنولیپیــد در تجزیــه زیســتی هیدروکربن‌هــای ســنگین 
ــت  ــد در غلظ ــد رامنولیپی ــان داده ش ــد و نش ــی ش بررس
بســیار پاییــن، می‌توانــد میــزان تجزیــه پیــرن، نفــت خــام 
و تتراکــوزان را به‌ترتیــب حــدود 25، 30 و 35% افزایــش 
ــد  ــه می‌توان ــن مطالع ــده در ای ــت آم ــج به‌دس ــد. نتای ده
ــای  ــه هیدروکربن‌ه ــوده ب ــق آل ــی مناط ــت پالای در زیس

نفتــی کمــک کننــد.

مراجع

[1]. Husaini A., Roslan H. A., Hii K. S. and Ang C. H., “Biodegradation of aliphatic hydrocarbon by indigenous fungi 

isolated from used motor oil contaminated sites,” World J Microb Biot., Vol. 24, No. 12, pp. 2789-2797, 2008. 

[2]. Plohl K., Leskovsek H. and Bricelj M., “Biological degradation of motor oil in water,” Acta Chim Slov., Vol. 49, 

No. 2, pp. 279-290, 2002.

[3]. Varjani S. J., “Microbial degradation of petroleum hydrocarbons,” Bioresource technol., Vol. 223, No. 1, pp. 

277-286, 2017.

[4]. Yanto D. H. and Tachibana S., “Biodegradation of petroleum hydrocarbons by a newly isolated Pestalotiopsis 

sp. NG007,” Int. Biodeter Biodegr., Vol. 85, No. 1, pp. 438-450, 2013.

[5]. Ortega-González D. K, Cristiani-Urbina E., Flores-Ortíz C. M., Cruz-Maya J. A., Cancino-Díaz J. C. and 

Jan-Roblero J., “Evaluation of the removal of pyrene and fluoranthene by ochrobactrum anthropi, fusarium sp. 

and their coculture,” Appl. Biochem Biotech., Vol. 175, No. 2, 1123-1138, 2015.

[6]. Rajesh D., Sunil C., Lalita R. and Sushila S., “Impact assessment of soils treated with refinery effluent,” Eur. 

J. Soil. Biol., Vol. 45, No. 5, pp. 459-465, 2009.

[7]. Acevedo F., Pizzul L., del Pilar Castillo M., Cuevas R. and Diez M. C., “Degradation of polycyclic aromatic 

hydrocarbons by the Chilean white-rot fungus Anthracophyllum discolor,” J. Hazard Mater., Vol. 185, No. 1, pp. 

212-219, 2011.

[8]. Mnif I., Mnif S., Sahnoun R., Maktouf S., Ayedi Y., Ellouze-Chaabouni S. and Ghribi D., “Biodegradation of 

diesel oil by a novel microbial consortium: comparison between co-inoculation with biosurfactant-producing strain 

and exogenously added biosurfactants,” Environ. Sci. Pollut. Res., Vol. 22, No. 19, pp. 14852-14861, 2015

[9]. Souza E. C., Vessoni-Penna T. C. and de Souza Oliveira R. P., “Biosurfactant-enhanced hydrocarbon biore-

mediation: An overview,” Int. Biodeter Biodegr., Vol. 89, No. 1, pp. 88-94, 2014. 

[10]. Jones J. G., Knight M. and Byrom J. A., “Effect of gross pollution by kerosine hydrocarbons on the microflora 

of a moorland soil,” Nature. Vol. 227, No. 5263, pp 1166-1166. 1970

[11]. Pinholt Y., Struwe S. and Kjøller A., “Microbial changes during oil decomposition in soil,” Ecography. Vol. 2, 

No. 3, pp. 195-200. 1979

[12]. Boonchan S., Britz M. L. and Stanley G. A., “Degradation and mineralization of high-molecular-weight polycyclic 



شماره 111، خرداد و تیر 1399 74

aromatic hydrocarbons by defined fungal-bacterial cocultures,” Appl Environ Microbiol., Vol. 66, No. 3, pp 1007-

1019. 2000

[13]. Balaji V., Arulazhagan P. and Ebenezer P., “Enzymatic bioremediation of polyaromatic hydrocarbons by fungal 

consortia enriched from petroleum contaminated soil and oil seeds,” J. Environ Biol. Vol. 35, No. 3, pp. 521-529. 

2014.

[14]. Mohsenzadeh F., Nasseri S., Mesdaghinia A., Nabizadeh R., Zafari D., Khodakaramian G. and Chehregani 

A., “Phytoremediation of petroleum-polluted soils: application of polygonum aviculare and its root-associated (pen-

etrated) fungal strains for bioremediation of petroleum-polluted soils,” Ecotoxicol Environ. Saf. Vol. 73, No. 4, pp. 

613-619. 2010

[15]. Rad A. C., Mohsenzadeh F. and Akbari M., “Evaluation of oil removal efficiency and enzymatic activity in 

some fungal strains for bioremediation of petroleum-polluted soils,” Iranian J. Environ. Health Sci. Eng. Vol. 9, No. 

1, pp 26-36. 2012

[16]. Margesin R. and Schinner F., “Bioremediation (natural attenuation and biostimulation) of diesel-oil-contami-

nated soil in an alpine glacier skiing area,” Applied Environ. Microbiol., Vol. 67, No. 7, pp. 3127-3133, 2001.

[17]. Birdi K., Sen T. and Ray C., “Subsurface colloidal fines, behavior, characterization, and their role in ground-

water contamination,” 1st ed. Handbook of surface and colloid chemistry, pp. 413-436, London, CRC Press, 2015.

[18]. Rahman K. S., Thahira-Rahman J., Lakshmanaperumalsamy P. and Banat I. M., “Towards efficient crude oil 

degradation by a mixed bacterial consortium,” Bioresour Technol. Vol. 85, No. 3, pp. 257-261, 2002.

[19]. Mukred A. M., Hamid A. A., Hamzah A. and Yusoff W. W., “Development of three bacteria consortium for the 

bioremediation of crude petroleum-oil in contaminated water,” J. Biol. Sci., Vol. 8, No. 4, pp. 73-79, 2008.

[20]. Latha R. and Kalaivani R., “Bacterial degradation of crude oil by gravimetric analysis,” Adv Applied Sci. Res., 

Vol. 3, No. 5, pp. 2789-2795, 2012.

[21]. Sambrook J. and Russell D. W., “The condensed protocols from molecular cloning: a laboratory manual,” 1st 

ed., Cold Spring Harbor Laboratory., 2006.

[22]. Deng F., Liao C., Yang C., Guo C., Ma L. and Dang Z., “A new approach for pyrene bioremediation using bac-

teria immobilized in layer-by-layer assembled microcapsules: dynamics of soil bacterial community,” RSC Adv., 

Vol. 6, No. 25, pp. 20654-20663, 2016.

[23]. Goudarztalejerdi A., Tabatabaei M., Eskandari M. H., Mowla D. and Iraji A., “Evaluation of bioremediation po-

tential and biopolymer production of pseudomonads isolated from petroleum hydrocarbon-contaminated areas,” 

Int. J. Environ. Sci. Technol., Vol. 12, No. 9, pp. 2801-2808, 2015.

[24]. Pugazhendi A., Abbad Wazin H., Qari H., Basahi J. M., Godon J. J. and Dhavamani J., “Biodegradation of low 

and high molecular weight hydrocarbons in petroleum refinery wastewater by a thermophilic bacterial consortium,” 

Environ Technol., Vol. 38, No. 19, pp. 2381-2391, 2016.

[25]. Hasanizadeh P., Moghimi H. and Hamedi J., “Biosurfactant production by Mucor circinelloides on waste frying 

oil and possible uses in crude oil remediation,” Water Sci Technol, Vol. 76, No. 7, pp 1706-1714, 2017.

[26]. Mulligan C. N., Yong R. N. and Gibbs B. F., “Surfactant-enhanced remediation of contaminated soil: a review,” 



75افزایش تجزیه زیستی ...

Eng. geol., Vol. 60, No. 1, pp. 731-780, 2001.

[27]. Lai C. C., Huang Y. C., Wei Y. H. and Chang J. S., “Biosurfactant-enhanced removal of total petroleum hydro-

carbons from contaminated soil,” J. Hazard Mater., Vol. 167, No. 1, pp. 607-614, 2009.

[28]. Bento F. M., Camargo F. A., Okeke B. C. and Frankenberger W. T., “Comparative bioremediation of soils 

contaminated with diesel oil by natural attenuation, biostimulation and bioaugmentation,” Bioresour Technol, Vol. 

96, No. 9, pp. 1049-1055, 2005

[29]. Potin O., Rafin C. and Veignie E., “Bioremediation of an aged polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs)-con-

taminated soil by filamentous fungi isolated from the soil,” Int. Biodeter Biodegr. Vol. 54, No. 1, pp. 45-52. 2004.

[30]. Atagana H. I., Haynes R. J. and Wallis F. M., “Fungal bioremediation of creosote-contaminated soil: a labo-

ratory scale bioremediation study using indigenous soil fungi,” Water Air Soil Pollut,  Vol. 172, No. 1, pp. 201-219. 

2006

[31]. Fan C. Y. and Krishnamurthy S., “Enzymes for enhancing bioremediation of petroleum-contaminated soils: a 

brief review,” J. Air Waste Manag Assoc, Vol. 45, No. 6, pp. 453-460. 1995

[32]. Zhao D., Liu C., Liu L., Zhang Y., Liu Q. and Wu W. M., “Selection of functional consortium for crude oil-con-

taminated soil remediation,” Int. Biodeter Biodegr. Vol. 65, No. 8, pp. 1244-1248, 2011

[33]. Song R., Hua Z., Li H. and Chen J., “Biodegradation of petroleum hydrocarbons by two Pseudomonas aeru-

ginosa strains with different uptake modes,” J. Environ Sci. Heal A., Vol. 41, No. 4, pp 733-748, 2006.

[34]. El-Alawi Y. S., McConkey B. J., Dixon D. G. and Greenberg B. M., “Measurement of short-and long-term 

toxicity of polycyclic aromatic hydrocarbons using luminescent bacteria,” Ecotoxic Environ Safe., Vol. 51, No. 1, 

pp. 12-21, 2002. 

[35]. Chen Q., Bao M., Fan X., Liang S. and Sun P., “Rhamnolipids enhance marine oil spill bioremediation in 

laboratory system,” Mar. Pollut. Bullet., Vol. 71, No. 1, pp. 269-275, 2013. 


