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ــط  ــزادکان توس ــن و هگ ــتی نفتالی ــذف زیس ح
Bacillus thuringiensis بومــی  جدایــه 

چكيده

ــه  ــات ب ــن ترکیب ــار ای ــت. انتش ــر اس ــری گریزناپذی ــرآوری ام ــش و ف ــرداری، پالای ــای بهره‌ب ــب در واحده ــی اغل ــه موادنفت ــی ب آلودگ
ــتفاده  ــا اس ــد ب ــن بای ــود و بنابرای ــده می‌ش ــودات زن ــایر موج ــان و س ــامت انس ــر س ــوب ب ــرات نامطل ــب اث ــب موج ــت اغل محیط‌زیس
ــازگار  ــر و س ــه، مؤث ــی کم‌هزین ــم‌ها روش ــط مکیروارگانیس ــتی توس ــود. تجزیه‌زیس ــدام نم ــا اق ــذف آنه ــرای ح ــد ب ــای کارآم از روش‌ه
بــا محیط‌زیســت در حــذف آلودگی‌هــای نفتــی از محیط‌هــای آلــوده اســت کــه موفقیــت آن بســتگی بســیاری بــه وجــود 
مکیروارگانیســم‌های توانمنــد بــه حــذف ترکیبــات هیدروکربنــی حلقــوی و خطــی دارد. از ایــن‌رو، جداســازی و شناســایی باکتری‌هــای 
ــار بــالای آلاینده‌هــا، حائــز اهمیــت اســت. در ایــن پژوهــش،  ــا شــرایط محیــط و توانمنــد بــه تحمــل ب بومــی تجزیه‌کننــده ســازگار ب
 Paenarthrobacter و   Arthrobacter citreus ،Staphylococcus gallinarum ،Bacillus thuringiensis( باکتریایــی  ســویه  چهــار 
nitroguajacolicus( کــه پیش‌تــر از خاک‌هــای آلــوده بــه ترکیبــات نفتــی در منطقــه نفت‌شــهر جداســازی شــده بودنــد، بــرای حــذف 

زیســتی نفتالیــن و هگــزادکان بــکار گرفتــه شــدند. نتایــج نشــان داد کــه اگــر چــه تمامــی ایــن چهــار ســویه امــکان حــذف نفتالیــن و 
هگــزادکان را بــه عنــوان تنهــا منبــع تأمیــن کننــده کربــن دارنــد؛ امــا ســویه B. thuringiensis بهتریــن عملکــرد را در حــذف هــر دو 
ترکیــب نشــان داد به‌طوری‌کــه طــی مــدت 7 روز توانســت 90/31٪ از نفتالیــن )غلظــت اولیــه mg L-1 200( و 78/89٪ از هگــزادکان 
)غلظــت اولیــه mg L-1 1000( را به‌ترتیــب بــا ســرعت ویــژه mg gcell-1 day-1 99/25 و mg gcell-1 day-1 231/43 حــذف نمایــد. براســاس 
ایــن نتایــج، مــی تــوان گفــت کــه ایــن باکتــری تولیدکننــده بیوســورفکتانت، پتانســیل بالایــی در تیمــار زیســتی محیط‌هــای آلــوده بــه 

ــوی دارد.     ــی و حلق ــی خط ــای نفت هیدروکربن‌ه

كلمــات كليــدي: تجزیــه زیســتی، اکســایش هــوازی، هیدروکربن‌هــای خطــی و حلقــوی، باکتری‌هــای بومــی، 
آنزیــم کاتکــول مونواکســیژناز.

مقدمه

رشــد روزافــزون فعالیت‌هــای صنعتــی از یک‌ســو و عــدم 
ــبب  ــر س ــوی دیگ ــت‌محیطی از س ــات زیس ــت الزام رعای
بــروز مشــلاکت جــدی در زمینــه آلودگــی محیط‌زیســت 

ــا نفــت خــام و مشــتقات  شــده اســت. آلودگــی خــاک ب
آلودگی‌هــای  انــواع  خطرناک‌تریــن  ازجملــه  آن 
زیســت‌محیطی محســوب می‌گــردد. هيدروكربن‌هــای 
موجــود در نفــت خــام در دو گــروه اصلــی ترکیبــات 
خطــی )هیدروکربن‌هــای آليفاتیــک( و تركيبــات حلقــوی 

)هیدروکربن‌هــای آروماتيــك( قــرار می‌گیرنــد. 
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هیدروکربن‌هــای خطــی اشــباع بخــش اصلــی نفت‌خــام را 
تشــیکل مــی دهنــد کــه شــامل ترکیبــات فــرار، ترکیبــات 
بــا وزن مولکولــی پاییــن )C8-C16(، متوســط )C17–C28( و 
بــالا )<C28( اســت ]1 و 2[. دســته دیگــر، هیدروکربن‌هــای 
حلقــوی بــا حلقه‌هــاي به‌هم‌پیوســته بنزنـــي هســتند کــه 
به‌صــورت خطــي، زاويــه‌دار یــا خوشــه‌اي بــه هــم متصــل 
شــده‌اند و آرایــش ســاختاری متفاوتــی دارنــد و ترکیباتــی 
چربی‌دوســت، بــا فشــار بخــار و حلالیــت پاییــن در آب و 
ــه علــت خاصیــت  ــالا هســتند و ب نقــاط ‌جــوش و ذوب ب
ــاک  ــی در خ ــداری بالای ــت و پای ــالا، مقاوم ــزی ب آب‌گری
ــخت‌تر  ــی س ــای خط ــه هیدروکربن‌ه ــبت ب ــد و نس دارن
هیدروکربن‌هــای  مجمــوع  در   .]3[ می‌شــوند  تجزیــه 
نفتــی یکــی از پایدارتریــن آلودگی‌هــای زیســت محیطــی 
هســتند کــه اثــرات مخــرب طولانــی مــدت روی گیاهــان، 

ــد ]4 و 5[. ــای می‌گذارن ــر ج ــان‌ها ب ــات و انس حیوان

امــروزه ملاحضــات اقتصــادی و زیســت محیطــی، موجــب 
ــان  ــط گیاه ــا توس ــتی آلاینده‌ه ــه زیس ــه تجزی ــه ب توج
و مکیروارگانیســم‌های خــاک شــده اســت. در فرآینــد 
از هیدروکربن‌هــای  مکیروارگانیســم  زیســتی،  تجزیــه 
ــرده  ــتفاده ک ــرژی اس ــن و ان ــع کرب ــوان منب ــی به‌عن نفت
ــه  ــر ب ــت پرخط ــا از حال ــاختار آن‌ه ــر س ــب تغیی و موج
کم‌خطــر یــا بی‌خطــر می‌گردنــد. در مناطــق آلــوده 
مکیروارگانیســم‌های  نفتــی،  هیدروکربن‌هــای  بــه 
موجــود در محیــط اغلــب بــا شــرایط ســازگار شــده و در 
ــه  ــی تغذی ــه و حت ــی تجزی ــی، توانای ــرات ژنتکی ــر تغیی اث
از هیدروکربن‌هــای نفتــی به‌ویــژه ترکیبــات خطــی و 
ــم‌های  ــد ]6 و 7[. مکیروارگانیس ــدا کرده‌ان ــوی را پی حلق
جلبک‌هــا  و  قارچ‌هــا  باکتری‌هــا،  گــروه  از  متنوعــی 
کــه  می‌شــوند  نفتــی  آلودگی‌هــای  پالایــش  باعــث 
براســاس گزارش‌هــای متعــدد، باکتری‌هــا عمده‌تریــن 
ــر در پالایــش زیســتی آلودگی‌هــای  ــی مؤث گــروه مکیروب
ــه  ــادی ک ــای زی ــروزه باکتری‌ه ــتند ]8[. ام ــی هس نفت
توانایــی اســتفاده از انــواع هیدروکربن‌هــای خطــی و 
را دارنــد، جداســازی و شناســایی شــده‌اند.  حلقــوی 
اکتینوباکتــر،  آکروموباکتــر،  مثــل  باکتری‌هایــی 
فلاوباکتریــوم، ســودوموناس، باســیلوس و متیلوباکتریــوم و 

ــوم  ــی ســیلیوم، فوزاری ــل آســپرژیلوس، پن ــی مث قارچ‌های
و پسیلومایســز و مخمرهایــی مثــل کاندیــدا، رودوتــرولا و 
پیکیــا به‌عنــوان عوامــل پالایــش زیســتی مشــتقات نفتــی 

گــزارش شــده‌اند ]4 و 8[.

بــا وجــود آنکــه، پژوهش‌هــای مختلفــی در زمینــه 
ــه  ــورت گرفت ــی ص ــای نفت ــتی هیدروکربن‌ه تجزیه‌زیس
اســت؛ امــا از آنجایی‌کــه در تجزیــه هیدروکربن‌هــای 
ــی  ــی متفاوت ــیر‌های متابولکی ــه مس ــی ب ــوی و خط حلق
ــی  ــه توانای ــمی ک ــن مکیروارگانیس ــت، یافت ــد اس نیازمن
از  باشــند،  دارا  را  هیدروکربــن  نــوع  دو  هــر  تجزیــه 
پژوهــش  در   .]9[ اســت  برخــوردار  بالایــی  اهمیــت 
ــای  ــوان مولکول‌ه ــزادکان به‌عن ــن و هگ ــر، از نفتالی حاض
مــدل در یافتــن پتانســیل تجزیــه زیســتی ترکیبــات 
ــویه  ــار س ــط چه ــی، توس ــوی و خط ــی حلق هیدروکربن
باکتــری بومــی جداســازی شــده از خاک‌هــای آلــوده بــه 
هیدروکربن‌هــای نفتــی در منطقــه نفت‌شــهر اســتان 

ــد.  ــتفاده ش ــاه اس کرمانش
 

مواد و روش‌ها
مواد شیمیایی

مــواد شــیمیایی مــورد اســتفاده در ایــن پژوهــش شــامل 
ــی  ــول مولکول ــا فرم ــزادکان ب ــال هگ ــب خطــی نرم ترکی
ــا فرمــول مولکولــی C16H34 و ترکیــب حلقــوی نفتالیــن ب

C10H8، همچنیــن حــال نرمــال هگــزان و کلیــه اجــزای 

محیــط کشــت، از درجــه خلــوص بــالا و از شــرکت مــرک 
تهیــه شــد. 

محیط کشت و مکیروارگانیسم‌ها

 Arthrobacter در ایــن پژوهــش از چهــار گونــه باکتریایــی
 citreus (MT786388)،(MT786386) Staphylococcus

و   gallinarum ،(MT786387) Bacillus thuringiensis

)MT786389) Paenarthrobacter nitroguajacolicus کــه 

پیــش از ایــن توســط تیــم تحقیقاتــی حاضــر از خاک‌هــای 
نفتــی منطقــه  بــه هیدروکربن‌هــای  آلــوده  مناطــق 
نفت‌شــهر اســتان کرمانشــاه )موقعیــت جغرافیایــی
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°33/9990 شــمالی، °45/4934 شــرقی( جداســازی و 

شناســایی شــدند، اســتفاده شــد. بــه منظــور غنی‌ســازی 
نفتــی  هیدروکربن‌هــای  تجزیه‌کننــده  باکتری‌هــای 
ــراث  ــاس ب ــنل ه ــت بوش ــی از محیط‌کش ــوی و خط حلق
ــن محیــط در جــدول 1  )BHB( اســتفاده شــد. اجــزاء ای

ــت.  ــده اس آورده ش
BHB جدول 1 اجزاء سازنده محیط

مقدار )g L-1(ماده

MgSO4.7H2O0/2
CaCl20/02

KH2PO41
K2 HPO41
NH4 NO31

FeCl3.6H2O0/05
بررسی تجزیه‌زیستی هیدروکربن‌هاتوسط باکتری‌ها

بــه منظــور ســنجش توانایــی باکتری‌هــا در تجزیــه 
به‌ترتیــب  و خطــی  نفتــی حلقــوی  هیدروکربن‌هــای 
 mg 200 و mg L-1 ــت ــا غلظ ــزادکان ب ــن و هگ از نفتالی
ــتفاده  ــات اس ــن ترکیب ــده ای ــوان نماین ــه عن L-1 1000 ب

ــورت  ــه ص ــن ب ــر هیدروکرب ــرای ه ــات ب ــد. آزمایش گردی
ــر  ــان، در ارلن‌مای ــی یکس ــرایط آزمایش ــا در ش ــزا ام مج
ــای  ــی از هیدروکربن‌ه ــدار کاف ــد. مق ــام ش mL ‌250 انج

ــل  ــتون ح ــدا در mL 2 اس ــه ابت ــور جداگان ــی به‌ط نفت
ــا  ــتریل ب ــرنگی اس ــر سرس ــط فیلت ــپس توس ــدند و س ش
ــایر  ــدند. س ــتریل ش ــط μm 0/2 اس ــه متوس ــدازه روزن ان
اجــزای محیــط کشــت در یــک دســتگاه اتــوکلاو بــا دمای 
ᵒC 121 به‌مــدت min 20 اســتریل گردیــد. به‌منظــور 
تهیــه مایــه تلقیــح باکتریایــی، هرکــدام از جدایه‌هــا درون 
محیــط کشــت نوترینــت بــراث )NB( کشــت داده شــدند و 
به‌مــدت h 48 درون انکوباتــور در دمــای ᵒC 30 نگــه‌داری 
ــت  ــا جمعی ــر از سوسپانســیون ب ــی لیت ــک میل ــدند. ی ش
 BHB( 100 از محیــط mL 109×1 به‌همــراه CFU mL-1

شــد.  اضافــه   250‌ mL ارلن‌مایــر  هــر  بــه‌   )7=  pH

ــد و  ــرار ش ــار تک ــه ب ــری، س ــر باکت ــرای ه ــا ب آزمایش‌ه
مقــدار متوســط ± مقــدار خطــا گــزارش گردیــد. از نمونــه 
فاقــد باکتری‌هــا، به‌عنــوان آزمایــش شــاهد اســتفاده 

شــد. فلاســک‌ها در دمــای ᵒC 30 بــر‌روی شــکیرانکوباتور 
ــه نگــه‌داری  ــا دور همــزن rpm 180 به‌مــدت یــک هفت ب
شــدند ]10[. در طــی ایــن مــدت، هــر h 24 یکبــار 
ــوده ز یســتی،  نمونه‌گیــری جهــت اندازه‌گیــری غلظــت ت
pH و مقــدار باقی‌مانــده ترکیبــات هیدروکربنــی اســتفاده 

شــده، انجــام گرفــت. 

روش‌های سنجش

جهــت ســنجش غلظــت توده‌زیســتی از یــک منحنــی 
 600 nm ــدورت در ــزان ک ــل می ــرای تبدی ــیون ب کالیبراس
)OD600( بــه غلظــت توده‌زیســتی برحســب gL-1 اســتفاده 

بــا  محلول‌هایــی  ابتــدا  ایــن‌کار،  بــرای   .]11[ شــد 
ــد و  ــه ش ــری تهی ــت باکت ــر کش ــخص از ه ــدورت مش ک
                                                                              10 min ــدت ــا در rpm 6000 به‌م ــن محلول‌ه ــپس ای س
ــس  ــردد. پ ــدا گ ــتی ج ــا توده‌زیس ــدند ت ــانتریفیوژ ش س
شــده  ته‌نشــین  زیســتی  توده‌هــای  ســانتریفیوژ،  از 
به‌مــدت h 24 در یــک آون بــا دمــای ᵒC 85 خشــک 
شــدند. غلظــت توده‌زیســتی بــا تقســیم وزن خشــک 

ــد.  ــن ش ــت، تعیی ــه کش ــم اولی ــر حج ــتی ب توده‌زیس

ــه  ــتفاده از رابط ــا اس ــری )μ( ب ــد باکت ــژه رش ــرعت وی س
ــاز رشــد  ــده در ف ــه دســت آم ــای ب 1 و براســاس داده ه

ــد ]11[: ــن ش ــری تعیی ــر باکت ــی ه لگاریتم
1

0

) ( ) (f
Xday ln tXµ − =                                              )1(

در رابطــه بــالا، X0 و Xf به‌ترتیــب غلظــت توده‌زیســتی در 
ــاز لگاریتمــی رشــد و t مــدت زمــان  ابتــدای و انتهــای ف

فــاز رشــد لگاریتمــی اســت. 

اندازه‌گیــری نرمــال هگــزادکان و نفتالیــن باقی‌مانــده 
ــام  ــی گازی )GC( انج ــتفاده از روش کروماتوگراف ــا اس ب
ــزادکان  ــن و هگ ــدا نفتالی ــور، ابت ــن منظ ــرای ای ــد. ب ش
ــد  ــتخراج ش ــر اس ــه‌روش زی ــت ب ــر کش ــده در ه باقی‌مان
ــه  ]mL :]12 9 از محلــول عــاری از ســلول در ســه مرحل
ــپس  ــد. س ــوط ش ــاً مخل ــزان کام ــال هگ ــا mL 9 ح ب
ــن  ــری از ای ــات آب‌گی ــد و عملی ــازی ش ــی جداس ــاز آل ف
ــولفات  ــدیم س ــک س ــتفاده از g 0/1 نم ــا اس ــی ب ــاز آل ف
بــه انجــام رســید. بــه منظــور جداســازی ســدیم ســولفات،  
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 6000 rpm 10 در min مخلــوط بــار دیگــر به‌مــدت
ســانتریفیوژ شــد و توســط دســتگاه کروماتوگرافــی گازی 
)GC( مــورد آنالیــز قــرار گرفــت. μL 10 از فــاز آلــی آب 
 TRACSIL( مجهز به ســتون GC گیری شــده، به دســتگاه
TRB-5( و آشکار‌ســاز یونیــزه کننــده هلیــم )HID( تزریــق 

ــرای مــدت min 2 در دمــای  شــد. دمــای آون دســتگاه ب
                                                                                                10 °C min-1 150 تنظیــم شــد. ســپس دمــا بــا شــیب °C

 20 min ً245 افزایــش یافــت و نهایتــا °C بــه دمــای
در ایــن دمــا نگهداشــته شــد. دمــای تزریق‌کننــده و 
آشکارســاز به‌ترتیــب C° 240 و C° 280 بــود. دبــی 
                                                                           1 mL min-1 ــی ــرک در دب ــاز متح ــوان ف ــه عن ــم ب هلی
اســتفاده شــد. استانداردســازی دســتگاه GC با اســتفاده از 
محلــول اســتاندارد نرمــال هگــزادکان و نفتالیــن به‌ترتیــب 
                                                                                 20-200 mg L-1 1000-200 و mg L-1 ــی ــازه غلظت در ب
انجام شــد. پــس از تعییــن میــزان هیدروکربــن باقی‌مانده، 
 )R( ــژه حــذف آنهــا ــازده حــذف )Y( و نیــز ســرعت وی ب
ــط 2 و 3  ــق رواب ــب طب ــه و به‌ترتی ــورت جداگان ــه ص ب

ــد ]13[.  محاســبه گردی
0

0

)%( 100 f
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                                     )3(

ــه و  ــت اولی ــب غلظ ــط )2( و )S0 ،)3 و Sf به‌ترتی در رواب
ــت.  ــتی اس ــار تجزیه‌زیس ــس از تیم ــت پ غلظ

فعالیــت آنزیــم FAD مونواکســیژناز در اکســایش ترکیــب 
ــا  ــه‌روش اســپکتروفتومتری ب ــال هگــزادکان ب خطــی نرم
اندازه‌گیــری NADH بــه عنــوان سوبســترا همــراه در 
ــک  ــور، ی ــن منظ ــرای ای ــد. ب ــن ش ــای ᵒC 30 تعیی دم
 10 mM 7( شــامل=pH 50 و mM( محلــول بافــر فســفات
 NADH 4 از mM ،نرمــال هگــزادکان بــه عنــوان سوبســترا
و µM 44 از FAD تهیــه شــد. mL 1 از ایــن محلــول بافــر 
بــه µL 50 از عصــاره آنزیــم اســتخراج شــده افــزوده شــد 
و در دمــای ᵒC 30 پــس از مــدت min 30، جــذب آن 
ــدار  ــری ‌شــد ]14[. مق ــوج nm 340 اندازه‌گی در طــول م
ــدار  ــورت مق ــه ص ــیژناز ب ــم FAD مونواکس ــت آنزی فعالی
 )IU( ــه ــر دقیق ــده در ه ــرف ش ــول NADH مص مکیروم
ــم گــزارش شــد.  ــه‌ازای هــر میلی‌گــرم از پروتئیــن آنزی ب

ــه منظــور تعییــن محــل شکســت حلقــه در  همچنیــن، ب
ترکیــب نفتالیــن، فعالیــت آنزیم‌هــای کاتکــول 1 و2 
دی‌اکســیژناز و کاتکــول 2و 3 دی اکســیژناز بــه روش 
                                                                                                        260 nm اســپکتروفتومتری و به‌ترتیــب در طــول موج‌های
ــیس-موکونیک  ــیس، س ــد. س ــری ش و nm 375 اندازه‌گی
اســید و 2-هیدروکســی موکونیــک ســمی1 آلدهیــد 2 بــه 
ــای  ــول در دم ــه کاتک ــدن حلق ــولات بازش ــوان محص عن
ــدند ]15[. در  ــز ش ــدت min 5، آنالی ــس از م ᵒC 30 و پ
ــفات  ــر فس ــول در باف ــول کاتک ــا، از محل ــن آزمایش‌ه ای
)mM 50 و pH=7(  بــا غلظــت mM 10 بــه عنــوان 
ــم،  سوبســترا اســتفاده شــد. مقــدار فعالیــت ایــن دو آنزی
ــده  ــد ش ــول تولی ــول محص ــدار مکیروم ــورت مق ــه ص ب
ــن  ــرم از پروتئی ــر میلی‌گ ــه ازای ه ــه )IU( ب ــر دقیق در ه
ــه روش  ــم ب ــن آنزی ــت پروتئی ــد. غلظ ــزارش ش ــم گ آنزی
ــرم‌آلبومین گاوی  ــول س ــتفاده از محل ــا اس ــورد و ب بردف
                                                                                      595 nm 1-0 در طــول مــوج mg L-1 در بــازه غلظــت‌

ــد ]16[. ــری ش ــپکتروفتومتری اندازه‌گی ــه روش اس ب

بــرای جداســازی بیوســورفکتانت تولیدشــده، pH محیــط 
 6 N عــاری از ســلول، بــه کمــک محلــول اســیدکلریدریک
بــه 2 رســانده شــد و ســپس بــا افــزودن 2 برابــر حجمــی 
 ᵒC از متانــول، عملیــات ترســیب بیوســورفکتانت در دمــای
ــانتریفیوژ  ــا س ــوبات ب ــد. رس ــام ش ــدت h 24 انج 4 به‌م
ــازی  ــرعت rpm 10000 جداس ــا س ــدت min 10 و ب به‌م
شــد ]17[. پــس از دو بــار شست‌وشــو بــا متانــول؛ 
 37 ˚C 24 در دمــای h عملیــات خشــک کــردن به‌مــدت

در یــک آون خــاء صــورت گرفــت. 

نتایج و بحث

ــار  ــرای چه ــن ب ــتی نفتالی ــل از تجزیه‌زیس ــج حاص نتای
 Staphylococcus gallinarum، ــده ــازی ش ــری جداس باکت
 Paenarthrobacter nitroguajacolicus ،Arthrobacter

citreus و Bacillus thuringiensis در شــکل 1 آورده شــده 

اســت. 

1. Cis,Cis-muconic acid 
2. 2-Hydroxymuconic semialdehyde
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همان‌طــور کــه از این نتایج مشــخص اســت، ایــن جدایه‌ها 
توانایــی خوبــی در حــذف نفتالیــن بــه عنــوان منبــع کربن 
داشــتند و توانســته‌اند بــر روی ایــن هیدروکربــن حلقــوی 
ــه  ــد توده‌زیســتی ب ــزان تولی ــد. بیشــترین می رشــد نماین
 P.nitroguajacolicus بــرای   380±13  mg L-1 میــزان 
                                                                                                   260±16  mg L-1 مقــدار  بــه  میــزان  کمتریــن  و 
B. thuringiensis مشــاهده شــد. رشــد گونــه   بــرای 
از  تأخیــر  فــاز  مشــاهده  بــدون   P.nitroguajacolicus

ــت، در  ــت اس ــل رؤی ــتی قاب ــه زیس ــاز تجزی ــان آغ هم
ــل  ــر قب ــاز تأخی ــک ف ــا ی ــایر گونه‌ه ــرای س ــه ب حالی‌ک
ــا  ــی جدایه‌ه ــد. در تمام ــاهده ش ــی مش ــد لگاریتم از رش
ــدود 6/8  ــه ح ــه 7/0 ب ــدار اولی ــش pH از مق ــد کاه رون
در طــی فرآینــد تجزیــه زیســتی نفتالیــن مشــاهده شــد 
ــیدی  ــای اس ــد متابولیت‌ه ــل تولی ــه دلی ــالاً ب ــه احتم ک
ــتی  ــول تجزیه‌زیس ــالات در ط ــیدبنزوئیک و فت ــد اس مانن
ــواد  ــد م ــش تولی ــن، افزای ــت ]18[. همچنی ــن اس نفتالی
ــط  ــن از محی ــذف نفتالی ــا ح ــان ب ــورفکتانت همزم بیوس
و رشــد ســلول‌ها در شــکل 1 قابــل مشــاهده اســت. 
بیشــیرین میــزان تولیــد بیوســورفکتانت، مربــوط بــه 
ــود و  ــزان mg L-1 69/3 ب ــه می ــه B. thuringiensis ب گون
ــر  ــدی کمت ــورفکتانت تولی ــزان بیوس ــا می ــایر گونه‌ه س
از mg L-1 30 داشــتند. بــه دلیــل ماهیــت آب‌گریــز 

شکل 1 تغییرات زمانی غلظت توده‌زیستی، نفتالین، بیوسورفکتانت تولید شده و مقدار pH در طول تجزیه زیستی نفتالین

دسترســی  نتیجــه،  در  و  انحــال  نفتــی،  ترکیبــات 
ــی  ــای آب ــواد در محیط‌ه ــن م ــه ای ــلول‌ها ب ــتی س زیس
بــا محدودیــت روبــرو اســت و از ایــن رو ســلول‌های 
ــعی  ــاز س ــواد امولسیون‌س ــد م ــا تولی ــده ب ــه کنن تجزی
ــن  ــرار دادن نفتالی ــترس ق ــال و در دس ــش انح در افزای
بــه عنــوان منبــع کربــن داشــتند. بیشــترین میــزان 
حــذف نفتالیــن پــس از هفــت روز از تجزیه‌زیســتی 
 S. gallinarum گونــه   بــرای   %91/42 میــزان  بــه 
مشــاهده شــد. میــزان حــذف بــرای ســایر گونه‌هــا، 
                                                                                                  ،B. thuringiensis ــرای ــزان 90/31% ب ــه می ــب ب به‌ترتی
بــرای   %86/54 و   A. citreus بــرای   %89/91
P.nitroguajacolicus مشــاهده شــد. ایــن کاهــش غلظــت 

ــل  ــازگاری و تحم ــه س ــوان ب ــط را می‌ت ــن از محی نفتالی
ــواد  ــه م ــوده ب ــاک آل ــه از خ ــا ک ــن باکتری‌ه ــالای ای ب
ــات  ــرا مطالع ــبت داد. زی ــده‌اند، نس ــازی ش ــی جداس نفت
انجــام شــده توســط محققــان دیگــر نیــز نشــان می‌دهــد 
ــوده،  ــای آل ــود در محیط‌ه ــی موج ــای بوم ــه باکتری‌ه ک
توانایــی بالایــی در تجزیــه هیدروکربن‌هــای نفتــی نســبت 

بــه باکتری‌هــای غیربومــی دارنــد ]19 و 20[. 
تفــاوت رفتــاری در نمودارهــای رشــد و حــذف نفتالیــن در 
نمودارهــای شــکل 1 بــرای ســویه‌های مختلــف حاکــی 
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از آن اســت کــه ســرعت رشــد و تجزیــه زیســتی نفتالیــن 
ــر،  ــل بهت ــرای تحلی ــت. ب ــان نیس ــا یکس ــن گونه‌ه در ای
ــد  ــژه رش ــرعت وی ــون س ــینتکیی همچ ــای س پارامتره
ســویه‌ها )μ( و ســرعت ویــژه حــذف زیســتی )R( در فــاز 
لگاریتمــی محاســبه شــد کــه نتایــج آن در شــکل 2 آورده 

شــده اســت. 

شکل 2 مقایسه سرعت ویژه رشد )μ( و تجزیه زیستی نفتالین 
)R( در جدایه‌ها.

ــژه  ــرعت وی ــزان س ــترین می ــج، بیش ــن نتای ــاس ای براس
بــه  مربــوط   0/044±0/002  day-1 مقــدار  بــا  رشــد 
میــزان  بــه  مقــدار  کمتریــن  و   P.nitroguajacolicus

بــود.   B. thuringiensis بــرای   0/011±0/001  day-1

ســلول‌های  کــه  گفــت  می‌تــوان  این‌ترتیــب،  بــه 
ــه  ــا دوگون ــه ب S.gallinarum و B. thuringiensi در مقایس

دیگــر ســلول‌های کنــد رشــدی هســتند و ســهم بیشــتری 
ــن را در مســیرهای  از ATP آزاد شــده از اکســایش نفتالی
ــرای  ــا ب ــرژی 1 صــرف می‌کننــد ت بیوشــیمیایی تامیــن ان
ســاخت اجــزای ســاختمان ســلولی و رشــد بــه‌کار بگیرنــد. 
ــذف  ــژه ح ــرعت وی ــای س ــب، داده‌ه ــن مطل ــد ای در تأیی
ــت و  ــا داش ــن گونه‌ه ــی را در بی ــد متفاوت ــن رون نفتالی
 99/25±5/1 mg gcell-1 day-1 بیشــترین مقــدار بــه میــزان
بــرای باکتــری کند رشــد B. thuringiensis مشــاهده شــد. 
در ایــن بیــن، باکتــری P.nitroguajacolicus بــا بیشــترین 
ســرعت رشــد، کمتریــن ســرعت تجزیــه زیســتی نفتالیــن 
ــاوت ســاختاری و  ــر احتمــالاً تف ــن ام ــت ای را داشــت. عل
ــلول‌های  ــه در س ــت ک ــا اس ــی آنه ــتم آنزیم ــز سیس نی
P.nitroguajacolicus انــرژی حاصــل اکســایش بیشــتر 

ــود،  ــوق داده می‌ش ــتی س ــش توده‌زیس ــمت افزای ــه س ب

توده‌زیســتی   B. thuringiensis گونــه  در  حالی‌کــه  در 
ــه  ــرعت تجزی ــه س ــردد و در نتیج ــد می‌گ ــری تولی کمت
زیســتی بــه ازای واحــد جــرم ســلول، افزایــش محسوســی 

را نشــان می‌دهــد. 

ــک  ــای آروماتی ــوع از هیدروکربن‌ه ــاده‌ترین ن ــن س نفتالی
چندحلقــه‌ای اســت کــه بــه عنــوان یــک مولکــول مــدل 
ــوی  ــات حلق ــتی ترکیب ــذف زیس ــی ح ــی توانای در بررس
ــت اســتفاده از نفتالیــن  ــه می‌شــوند ]21[. عل ــکار گرفت ب
حلقــه‌ای  چنــد  هیدروکربن‌هــای  ســایر  بــه  نســبت 
آروماتیــک، حلالیــت بهتــر آن در محیط‌هــای آبــی اســت 
کــه موجــب می‌شــود بــا محدودیــت کمتــر انتقــال جــرم 
نســبت بــه ســایر ترکیبــات چنــد حلقــه‌ای، بتــوان امــکان 
وجــود آنزیم‌هــای تجزیــه کننــده هیدروکربــن آروماتیــک 
در گونه‌هــای مکیروبــی را بررســی نمــود ]21[. هــر چــه 
تعــداد حلقه‌هــای آروماتیــک افزایــش یابــد تجزیه‌زیســتی 
آن ترکیــب ســخت‌تر بــوده و زمــان تجزیــه زیســتی 
ــد  ــرعت رش ــال، س ــوان مث ــه عن ــردد. ب ــر می‌گ طولانی‌ت
باکتری‌هــا بــر روی فنــول بــه عنــوان یــک ترکیــب 
ــد  ــرعت رش ــت. س ــر اس ــب بالات ــه مرات ــه‌ای ب ــک حلق ت
                            ،200 mg L-1 در غلظــت Rhodococcus ــه‌ای از ــژه گون وی
ــه میــزان h-1 0/16 گــزارش شــده‌ اســت ]22[. ایــن در  ب
حالــی اســت کــه بــرای گونــه رالســتونیا ایورتروفــا ســرعت 
                                                                                            40 mg L-1 ویــژه رشــد بــر روی نفتالیــن در غلظــت
ــوان ســورفکتانت  ــه عن ــن 80 ب ــی در حضــور توئی در حت

ــده اســت ]23[. ــزارش ش ــدود h-1 0/05 گ در ح

در تحقیــق حاضــر، بــه منظــور تعیین مســیر بیوشــیمیایی 
آنزیم‌هــای  فعالیــت  آروماتیــک،  ترکیبــات  شکســت 
بیوشــیمیایی  )مســیر  دی‌اکســیژناز  و2   1 کاتکــول 
ــیر  ــیژناز )مس ــول 2و 3 دی اکس ــو( و کاتک ــت اورت شکس
ــترا  ــتفاده از سوبس ــا اس ــا( ب ــت مت ــیمیایی شکس بیوش
ــه  ــه حلق ــط تجزی ــاده حدواس ــوان م ــه عن ــول )ب کاتک
ــری  ــت ]24[. اندازه‌گی ــرار گرف ــی ق ــورد بررس ــی( م فنول
ــه ــروع تجزی ــس از ش ــا در h 96 پ ــن آنزیم‌ه ــت ای فعالی

1. Dissimilation 
2. Assimilation 
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زیســتی نفتالیــن )کــه در تمــام ســویه‌ها در وســط 
ــتفاده از  ــا اس ــت( ب ــرار داش ــی ق ــد لگاریتم ــان رش زم
ــط  ــلول‌ها توس ــازی س ــت و جداس ــری از کش ــه گی نمون
ســانتریفیوژ انجــام گرفــت و نتایــج آن در جــدول 2 آورده 
 S. gallinarum شــده اســت. ملاحظــه می‌شــود کــه گونــه
از مســیر بیوشــیمیایی ortho، کاتکــول را بــه ســیس، 
ــه  ســیس-موکونیک اســید اکســایش می‌دهــد در حالی‌ک
ســه گونــه دیگــر از مســیر بیوشــیمیایی Meta، اکســایش 
کاتکــول بــه 2-هیدروکســی موکونیــک ســمی آلدهیــد را 

ــانند. ــام می‌رس ــه انج ب

رونــد زمانــی تغییــرات میــزان توده‌زیســتی، غلظــت نرمال 
هگــزادکان، تولیــد بیوســورفکتانت و pH بــرای چهارگونــه 
در شــکل 3 آورده شــده اســت. ایــن نتایــج نشــان می‌دهــد 
کــه هــر چهــار ســویه توانایــی حــذف ترکیــب هیدروکربن 
خطــی نرمــال هگــزادکان  را از محیــط داشــته‌اند و 
توانســته‌اند از آن بــه عنــوان منبــع کربــن اســتفاده 
ــتی  ــزان توده‌زیس ــترین می ــد. بیش ــد نماین ــد و رش کنن
ــرای A. citreus و کمتریــن  ــه مقــدار mg L-1 23±670 ب ب
مقــدار mg L-1 25±450 بــرای B.thuringiensis مشــاهده 
ــن  ــزادکان بی ــال هگ ــزان حــذف نرم ــاوت در می ــد. تف ش
ــوس‌تر  ــن محس ــه نفتالی ــا تجزی ــه ب ــا در مقایس جدایه‌ه
بــود، به‌طوری‌کــه باکتــری B. thuringiensis، بهتریــن 
میــزان حــذف در حــدود 78/89% داشــت و ضعیف‌تریــن 
ــدار  ــا مق ــری S. gallinarum ب ــه باکت ــوط ب ــرد مرب عملک
حــذف 57/25% بــود. در طــی تجزیــه زیســتی هگــزادکان 
ــه زیســتی  ــد کاهــش pH مشــابه آنچــه در تجزی نیــز رون

نفتالیــن دیــده شــد وجــود داشــت کــه احتمــالاً بــه دلیــل 
واکنــش هایــی بیوشــیمیایی، ترکیــب خطــی نرمــال 
هگــزادکان اســت کــه ابتــدا بــه اســیدهای چــرب تبدیــل 
 β-oxidation شــده و در ادامــه طــی فرآینــدی موســوم بــه
ــه  ــیژناز ب ــای مونواکس ــم ه ــت آنزی pathway و در فعالی

Actyl CoA تبدیــل می‌شــود ]8[. در ایــن میــان، امــکان 

ــد  ــه می‌توانن ــف ک ــی مختل ــات آمفی‌پاتکی ــد ترکیب تولی
نقــش امولســیون ســاز را بــرای افزایــش دسترســی 
زیســتی نرمــال هگــزادکان داشــته باشــند، فراهــم اســت. 
ــطحی در  ــاز س ــواد فعال‌س ــد م ــزان تولی ــری می اندازه‌گی
ــد  ــزان تولی ــه بیشــترین می ــق حاضــر نشــان داد ک تحقی
 B. thuringiensis مــواد بیوســورفکتانت مربــوط بــه گونــه
ــات  ــاس مطالع ــود. براس ــزان mg L-1 15±234 ب ــه می ب
پیشــین، گونه‌هــای باســیلوس دارای توانایــی بالایــی 
ــتند  ــورفکتین هس ــوع س ــورفکتانت از ن ــد بیوس در تولی
و می‌تواننــد ترکیبــات هیدروکربنــی خطــی بــا وزن 
ــه ترکیبــات آمفی‌پاتکیــی تبدیــل  مولکولــی متوســط را ب

ــد ]8[. نماین

ــال  ــتی نرم ــه زیس ــژه و تجزی ــد وی ــرعت رش ــه س مقایس
هگــزادکان در بیــن ســویه‌ها در شــکل 4 آورده شــده اســت. 
بــا مقایســه ایــن نتایــج متوجــه می‌شــویم کــه ســلول‌های 
نرمــال  زیســتی  تجزیــه  هنــگام  بــه   S. gallinarum

 )0/060±0/002 day-1( هگــزادکان از ســرعت ویــژه بالایــی
ــا کمــاکان B. thuringiensi ســرعت  ــد، ام برخــوردار بوده‌ان
رشــد آهســته‌ای )day-1 0/003±0/019( را داشــته اســت. 

جدول 2 فعالیت آنزیمی اندازه‌گیری شده در شکست ترکیب فنولی کاتکول به عنوان سوبسترا

نام باکتری

 )IU mgprotein
IU mgprotein(فعالیت آنزیم‌های کاتکول 1 و2 دی‌اکسیژناز )1-

فعالیت آنزیم‌های کاتکول 2و 3 دی اکسیژناز )1-

S .gallinarum0/672±0/04رؤیت نشد
P.nitroguajacolicus0/03±0/581رؤیت نشد

A. citreus0/05±0/715رؤیت نشد
B.thuringiensis0/08±0/835رؤیت نشد
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ــی  ــای خط ــر در هیدروکربن‌ه ــول زنجی ــش ط ــا افزای ب
و افزایــش خاصیــت آبگریــزی، دسترســی ســلول‌های 
باکتریایــی بــه ایــن مــواد بــه عنــوان منبــع کربــن کاهــش 
 )n-C10( ــال دکان ــه نرم ــن، در تجزی ــش از ای ــد. پی می‌یاب
توســط Pseudomonas chloritidismutans AW-1 ســرعت 
ــود  ــده ب ــزارش ش ــزان day-1 0/02±0/4گ ــه می ــد ب رش

.]25[

ــال  ــه زیســتی نرم ــن ســرعت‌ویژه تجزی شــکل 4 همچنی
هگــزادکان را بــرای جدایه‌هــا به‌عنــوان یــک پارامتــر مؤثــر 
در موفقیت‌آمیــز بــودن فرآینــد تجزیه‌زیســتی نشــان 

شکل 3 تغییرات زمانی غلظت توده‌زیستی، نرمال هگزادکان، بیوسورفکتانت تولید شده و مقدار pH در طول تجزیه زیستی نرمال هگزادکان

شکل 4 مقایسه سرعت ویژه رشد )μ( و تجزیه زیستی نرمال هگزادکان )R( در جدایه‌‌ها

می‌دهــد. بــا توجــه بــه ایــن نتایــج، ســرعت‌تجزیه نرمــال 
 S. ــلول ــزادکان از mg gcell-1 day-1 9/9±134/2 در س هگ
gallinarum تــا mg gcell-1 day-1  14/3±231/4 در ســلول 

می‌تــوان  بنابرایــن،  می‌کنــد.  تغییــر   B.thuringiensis

 B. thuringiensis ــه ــه گون ــود ک ــدی نم ــن جمع-بن چنی
ــترین  ــد، بیش ــد رش ــری کن ــه باکت ــک گون ــوان ی ــه عن ب
تأثیــر را در حــذف نرمــال هگــزادکان داشــته اســت. 
                                                                                                                 P. nitroguajacolicus گونــه   ،B.thuringiensis از  پــس 
 184/8±14/6 mg gcell-1 day-1 بــا ســرعت‌ویژه حــذف

ــزادکان داشــت.  ــرد را در حــذف هگ ــن عملک بهتری
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اندازه‌گیــری فعالیــت آنزیــم مونواکســیژناز در h 96 از 
شــروع تجزیــه زیســتی هگــزادکان، رونــد ســرعت ویــژه در 
ــه  ــرد به‌طوری‌ک ــد ک ــی را تأیی ــورد بررس ــای م ــویه ه س
میــزان فعالیــت ابــراز شــده بــرای ایــن آنزیــم، به‌ترتیــب 
B. thuringiensis ،IU mg� 0/3±2/4 بــرای IU mgprotein

-11

IU mgprotein
-1 ،P. nitrogua� 0/2±1/8 بــرای گونــه protein

-11

 IU ًــا ــه A. citreus و نهایت ــرای گون jacolicus 0/4±1/4 ب

mgprotein 0/2±1/3 بــرای S. gallinarum بــود. ایــن نتایــج 
-1

نشــان داد کــه هرچهــار ســویه دارای آنزیــم مونواکســیژناز 
بــرای اکســایش ترکیبــات هیدروکربنــی آلیفاتیــک بودنــد.

ــه  ــد ک ــان می‌ده ــکل‌های 2 و 4 نش ــج ش ــه نتای مقایس
ســرعت رشــد بــر روی ترکیــب نفتالین بــه مراتــب کمتر از 
مقادیــر بــه دســت آمــده بــرای حــذف زیســتی هگــزادکان 
اســت. علــت ایــن امــر شکســت ســخت ســاختار نفتالیــن 
بــه عنــوان یک مــاده آروماتیــک چندحلقــه‌ای در مقایســه 
ــیر  ــه مس ــر چ ــت. ه ــزادکان اس ــی هگ ــب خط ــا  ترکی ب
ــد،  ــر باش ــب پیچیده‌ت ــک ترکی ــت ی ــیمیایی شکس بیوش
ــایش  ــش اکس ــده واکن ــرژی آزاد ش ــری از ان ــهم کمت س
سوبســترا، می‌توانــد بــرای رشــد و تکثیــر مکیروارگانیســم 
ــهم  ــر، س ــارت دیگ ــرد و به‌عب ــرار بگی ــتفاده ق ــورد اس م
انــرژی مصرفــی بــرای تولیــد آنزیم‌هــا و مــواد حدواســط 
متابولیســمی افزایــش می‌یابــد. نتایــج مطالعــات پیشــین 
ــات  ــتی ترکیب ــه زیس ــرعت تجزی ــه س ــد ک ــان می‌ده نش

ــل  ــه دلی ــی ب ــات خط ــا ترکیب ــه ب ــک در مقایس آروماتی
پیچیدگــی مســیر بیوشــیمیایی شکســت ایــن ترکیبــات، 
ــق  ــرد ]9[. در تحقی ــورت می‌گی ــری ص ــرعت کمت ــا س ب
حاضــر، براســاس مطالعــات گذشــته غلظــت نفتالیــن در 
                                                                                1000  mg L-1 200 و هگــزادکان در غلظت mg L-1 مقــدار
مــورد بررســی قــرار گرفتند تــا بازدارندگــی ایــن ترکیبات بر 
تجزیه زیســتی اثرگذار نباشــد. یقینــاً اســتفاده از غلظت‌های 
بالاتــر ایــن ترکیبــات، موجــب اثــر بازدارندگــی بــر فعالیــت 
ــتی  ــد تجزیه‌زیس ــر در فرآین ــی درگی ــتم‌های آنزیم سیس
ــه  ــد ک ــج نشــان می‌ده ــن نتای ــد شــد ]26[. ای ــا خواه آنه
ــی  ــده توانای ــازی ش ــری جداس ــار باکت ــن چه ــه ای ــر چ اگ
حــذف ترکیبــات حلقــوی و خطــی را داشــته‌اند امــا میــزان 
ــف،  ــته‌های مختل ــات از دس ــا در حــذف ترکیب ــی آنه توانای
متفــاوت اســت. بــه عبــارت دیگــر، اگــر چــه ایــن باکتــری 
ــات  ــذف ترکیب ــرای ح ــی لازم ب ــتم آنزیم ــا دارای سیس ه
خطــی و آروماتیــک بودنــد، امــا میــزان ابــراز آنها در شــرایط 
مشــابه یکســان نیســت. نتایج بررســی تولید بیوســورفکتانت 
 B. thuringiensis ــه ــه گون ــان داد ک ــا نش ــط باکتری‌ه توس
دارای توانایــی تولیــد بیوســورفکتانت می‌باشــد و در نتیجــه 
تولیــد بیوســورفکتانت توســط ایــن گونــه، امــکان دسترســی 
زیســتی بــه ترکیــب خطــی هگــزادکان افزایــش یافته اســت. 
در جــدول 3، مقایســه از عملکــرد جدایــه B.thuringiensis با 

کارهــای پیشــین آورده شــده اســت. 

جدول 3 مقایسه عملکرد جدایه B.thuringiensis با تحقیقات پیشین در تجزیه زیستی ترکیبات نفتالین و هگزادکان

منبعμ (day-1(Y )%(شرایط آزمایشترکیب هیدروکربنیمکیروارگانیسم

Ralstonia eutropha50 mg L-1 برای مدت نفتالین pH=7 ،50 mg L-1 80 افزودن توئین
52 h1001/272]23[

Bacillus cereus10 mg L-1 150 نفتالین rpm سرعت همزدن ،pH=7 32 و ᵒC دمای
7 day 27[96/10/095برای مدت[

Micrococcus sp20 mg L-1 30، نفتالین ᵒC 500،  دمای mg L-1 افزودن گلوکز
48 h 200 برای rpm و سرعت همزدن pH=71006/84]28[

 Rhodococcus
opacus

 mg L-1 هگزادکان
100072 h 30 در ᵒC 29[690/288دمای[

Enterobacter sp
 mg L-1 هگزادکان

3000
 160 rpm و سرعت همزدن pH =7 ،37 ᵒC دمای

16 day 30[73/270/145برای[

Bacillus thuring-
iensis200 mg L-1 180 نفتالین rpm 30، و سرعت همزدن ᵒC دمای ،pH=7

7 day کار حاضر90/310/011برای

Bacillus thuring-
iensis

 mg L-1 هگزادکان
1000

 180 rpm 30 و سرعت همزدن ᵒC دمای ،pH=7
7 day کار حاضر78/890/019برای
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 Bacillus cereus( در تحقیقــات پیشــین یــک گونــه هنــدی
MH681588.1) موفــق شــده بــود نفتالیــن بــا غلظــت اولیه 

mg L-1 10 را پــس از 7 روز بــه میــزان 96/1% در شــرایط 

ــه  محیطــی مشــابه کار حاضــر حــذف نمایــد ]27[. لازم ب
 0/095 day-1 ــه ــژه رشــد ایــن گون ذکــر اســت ســرعت وی
گــزارش شــده بــود کــه بــه مراتــب بســیار بیشــتر از گونــه 
کنــد رشــد B.thuringiensis در تحقیــق حاضــر بــود ]27[. 
 mg ،حــذف غلظت‌هــای بالاتــر نفتالیــن بــه عنــوان مثــال
ــای  ــتفاده از گونه‌ه ــا اس ــب ب L-1 20 و mg L-1 50 به‌ترتی

ــزارش  Rhodococcus ]28[ و Ralstonia eutropha ]23[ گ

ــم‌ها  ــن مکیروارگانیس ــت ای ــه موفقی ــت. البت ــده اس گردی
ــن  ــع کرب ــور منب ــن در حض ــالای نفتالی ــای ب در غلظت‌ه
اضافــی )گلوکــز( و اســتفاده از امولســیفایر توییــن 80 
ــق حاضــر،  ــه در تحقی ــه ثبــت رســیده اســت در حالی‌ک ب
هیدروکربن‌هــای نفتالیــن و هگــزادکان )به‌طــور جداگانــه( 
بــه عنــوان تنهــا منبــع کربــن و بــدون افــزودن امولســیفایر 
ــه محیــط انجــام شــد. اســتفاده از منبــع کربــن اضافــی  ب
می‌توانــد انــرژی بیشــتری را بــرای رشــد ســلول‌ها فراهــم 
آورد زیــرا همان‌طــور کــه پیــش از ایــن اشــاره شــد، 
ــادی  ــرژی ATP زی ــن، ان ــت نفتالی ــودن شکس ــده ب پیچی
ــده  ــالای ســلول تجزیه-کنن ــر ب ــا تکثی ــد ت ــد نمی‌کن تولی
را فراهــم آورد. از ایــن‌رو، ملاحظــه می‌شــود کــه بــا وجــود 
ــه مصــرف  ــن ب ــده نفتالی ــه کنن ــی ســلول‌های تجزی توانای
ــی  ــده اصل ــع تأمین‌کنن ــوان منب ــه عن ــن ب ــز و تویی گلوک

ــات  ــن تحقیق ــی در ای ــد بالای ــژه رش ــرعت وی ــن، س کرب
ــه  ــود ک ــده اســت ]23 و 28[. مشــاهده می‌ش ــزارش ش گ
ــذف  ــالا در ح ــی ب ــن توانای ــه B.thuringiensis ضم جدای
ــزادکان  ــذف هگ ــت در ح ــته اس ــن، توانس ــب نفتالی ترکی
ــای  ــد گونه‌ه ــب خطــی همانن ــک ترکی ــوان ی ــه عن ــز ب نی
Rhodococcus opacus ]29[ و Enterobacter ]30[ مؤثــر 

واقــع شــود.

نتیجه‌گیری

اگــر چــه هر چهــار ســویه جداســازی شــده از توانایــی بالایی 
ــد،  ــوردار بودن ــزادکان برخ ــن و هگ ــتی نفتالی در تجزیه‌زیس
 B. thuringiensis امــا بهتریــن عملکــرد مربــوط بــه باکتــری
ــده  ــم تولیدکنن ــک مکیروارگانیس ــوان ی ــه عن ــه ب ــود ک ب
ســورفکتانت توانســت ترکیبــات هیدروکربنــی حلقــوی 
ــن ســویه، بخصــوص  ــد. ویژگــی ای و خطــی را حــذف نمای
ســرعت حــذف بــالا بــا وجــود ســرعت رشــد پاییــن، مزایــای 
ــا در  ــتی هیدروکربن‌ه ــه زیس ــد تجزی ــرای فرآین ــی را ب فن
ــا  ــه ب ــی‌آورد چــرا ک ــم م ــوده فراه ــی آل ــای طبیع محیط‌ه
وجــود کارآمــدی، بــه دلیــل زیســت تــوده کــم تولیــد شــده 
در محیــط، تأثیــر کمتــری بــر اکوسیســتم طبیعــی اعمــال 
خواهــد نمــود. ســویه‌های باســیلوس هم‌چنیــن تولیدکننــده 
اندوســپور هســتند و قادرنــد محیط‌هــای نامســاعد همچــون 
ــالای  ــالا و غلظــت ب ــا تنــش رطوبــت ب محیط‌هــای گــرم ب

نمــک را تحمــل کننــد. 
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Biodegradation of Naphthalene and 
Hexadecane by Indigenous Isolated Bacillus 

Thuringiensis

Introduction
The hydrocarbons in petroleum include two main 
groups: linear compounds (aliphatic hydrocarbons) 
and cyclic compounds (aromatic hydrocarbons). 
Linear saturated hydrocarbons are the major 
components of petroleum that including volatile 
compounds, low molecular weight compounds (C8-
C16), medium (C17-C28), and high (>C28) [1,2]. Another 
group is cyclic hydrocarbons with fused benzene rings 
in linear, angular, or cluster arrangements. They are 
hydrophobic compounds with low vapor pressure, low 
water solubility, and high boiling and melting points. 
Due to high hydrophobicity, they can persist in the 
soil, and they are recalcitrant to degradation than other 
hydrocarbons [3]. Generally, petroleum hydrocarbons 
are the most persistent environmental pollutant that 
has long-term destructive effects on plants, animals, 
and humans [4,5]. 
Nowadays, economic and environmental 
considerations have led to the bioremediation by 
plants and soil microorganisms. In the biodegradation 
process, microorganisms use petroleum hydrocarbons 
as a source of carbon and energy and change their 
structure to the less dangerous or safe component. 
In the oil-contaminated area, microorganisms have 
been adapted to conditions, and they are capable of 
degradation and use of petroleum hydrocarbons [6,7]. 
Nowadays, many bacteria, which can utilize kinds of 
linear and cyclic hydrocarbons, have been isolated 
and identified [4,8]. Because degradation of aromatic 

and aliphatic hydrocarbons needs different metabolic 
pathways, it is important to find microorganisms 
that have the potential to degrade both types of 
hydrocarbons [9]. In the present study, bioremediation 
of naphthalene and hexadecane as modal molecules 
in order to find biodegradation potential of cyclic and 
linear compounds in petroleum was evaluated by four 
indigenous isolated bacteria from oil-contaminated 
soil in the Naft-Shahr area of Kermanshah province. 

Materials and Methods 
In this study, four bacterial strains including 
Arthrobacter citreus (MT786388), Staphylococcus 
gallinarum (MT786386), Bacillus thuringiensis 
(MT786387), Paenarthrobacter nitroguajacolicus  
(MT786389) , which previously isolated and identified, 
were used [10]. In order to the enrichment of bacteria, 
Bushnell-Haas Broth (BHB) was used (Table 1). In order 
to assay the capacity of bacteria in biodegradation of 
cyclic and linear petroleum hydrocarbons, naphthalene 
and hexadecane with a concentration of 200 mg L-1 and 
1000 mg L-1 were respectively used. For preparation 
inoculation, each of the isolates was cultured on 
nutrient broth and incubated at 30 °C for 48 hours. 
One ml of suspension with a population of 1×109 CFU 
was added to 250 mL autoclaved Erlenmeyer flasks 
containing 100 mL of BHB medium. The experiments 
were performed in triplicate for each bacteria and a 
control test (without inoculums of bacteria) was also 
prepared. The flasks were incubated at 30 ºC with a 
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shaking speed of 180 rpm for a week [11]. After each 
experiment, the suspended cell was centrifuged at 
6000×g for 10 min. The supernatants were collected 
for quantitative analysis, and cell sediment was dried. 
Afterwards, biomass concentration was determined 
by dividing biomass dry weight by initial centrifuged 
culture volume. Specific growth rate (µ) was valued. 
Residual hexadecane and naphthalene were calculated 
by gas chromatography analysis [12] and afterward, 
the percent of removal (Y) and specific degradation 
rate (R) were determined [13]. 

Table 1 Compotision of Bushnell-Haas Broth (BHB).
Content (g L-1)Component
0.2MgSO4.7H2 O
0.02CaCl2

1.0KH2 PO4

1.0K2 HPO4

1.0NH4NO3

0.05FeCl3.6H2 O

Results and Discussion
Figure 1 shows the results obtained during 
biodegradation of naphthalene by four isolated bacteria 
(Arthrobacter citreus، Staphylococcus gallinarum, 
Bacillus thuringiensis, and Paenarthrobacter 
nitroguajacolicus). This data shows that all strains are 
capable of using naphthalene as a carbon source and 
they grow on the aromatic hydrocarbon. It is mainly 
due to the high compatibility and tolerance of these 
bacteria isolated from an oil-contaminated soil [14,15].
The highest biomass concentration about 380±18 mg 
L-1 was observed by P. nitroguajacolicus. The growth 
of this strain did not shown a noticeable lag phase in 
Figure 1, while the other bacteria showed a lag at the 

begging on their growth. As seen in Figure 1, A. citreus 
and P. nitroguajacolicus strains had respectively 
maximum growth rate about 0.044 day-1 and 0.029 
day-1 during logarithmic growth on naphthalene. The 
S. gallinarum and B. thuringiensis were slow-growing 
cells on the substrate.Figure 1 also shows S. gallinarum 
strain can degrade naphthalene at a greater than other 
strains and removed 91.42% of naphthalene during 7 
days. The specific biodegradation rate of naphthalene 
varies from 65 mg gcell-1 day-1 for P. nitroguajacolicus 
to 99.25 mg gcell-1 day-1 for B. thuringiensis during 
logarithmic growth. Enzymatic activities, and 
consequently material transport processes, affect the 
pH of culture [16, 17]. The pH changes as a result 
of biodegradation of naphthalene had been shown in 
Figure 1. Results show that pH value had declined from 
an initial pH=7 to 6.8 in all cultures. Increased acidity 
is most likely associated with the production of acidic 
metabolites, such as benzoic acid and phthalate during 
the biodegradation of naphthalene [18, 19]. Similar to 
the present study, an Indian strain of Bacillus cereus 
(MH681588.1) had been succeeded to degrade 96.1% 
of naphthalene with an initial concentration of 10 mg 
L-1 after 7 days [20]. It is noticeable that the specific 
growth rate of this strain had been reported 0.095 day-1 

which was much more than a slow-growing strain of B. 
thuringiensis in this study [20]. The removal of higher 
concentrations of naphthalene, for instance, 20 mg L-1 
and 50 mg L-1 has been reported by Rhodococcus sp.                                                                              
[21] and Ralstonia eutropha [22]. However, using 
of supplementary carbon source (glucose) and 
surfactant tween 80 has caused the success of these 
microorganisms at high concentrations of naphthalene 
[21, 22]. To conclude, B. thuringiensis strain as a slow-
growing bacteria had the most effect on naphthalene 
degradation.

Fig. 1 Temporal changes of biomass, naphthalene, and biosurfactant and pH during biodegradation of naphthalene. 
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Temporal variations of biomass, hexadecane, and 
biosurfactant and pH during biodegradation of 
hexadecane are presented at Figure 2. The highest 
and lowest biomass concentrations were 670±23 
mg L-1 and 450±25 mg L-1 for A. citreus and B. 
thuringiensis, respectively. The results at Figure 2, 
notices S. gallinarum strain had a high growth rate 
(0.060 day-1) but B.thuringiensis had a slow growth 
rate. The removal yield was varied from 57.25% by 
S. gallinarum to 78.89% by B. thuringiensis. The 
measurement of surface active agent showed the 
highest biosurfactant was produced by B. thuringiensis 
at 234±15 mg L-1. The production of amphipathic 
substances could facilitate the accessibility to 
hexadecane as a hydrophobic substrate [8]. The highest 
rate of hexadecane degradation was observed by B. 
thuringiensis about 231.43 mg gcell-1 day-1. After B. 
thuringiensis, P. nitroguajacolicus strain with a specific 

biodegradation rate about 184.82 mg gcell-1 day-1 had 
the best efficiency in biodegradation of hexadecane. As 
seen, B. thuringiensis isolate was capable of removing 
naphthalene and also could be useful for degradation 
of hexadecane as a linear compound like Rhodococcus 
opacus [23] and Enterobacter strains [24]. A comparison 
of results at Figures 1 and 2 indicating the growth 
rate on naphthalene is less than hexadecane. This is 
due to a severe breaking pathway of naphthalene as a 
polycyclic aromatic substance versus to hexadecane. 
The results of previous studies showed that the 
biodegradation rate of aromatic compounds is slower 
that linear hydrocarbons because of their complexity 
of biochemical pathways [9]. In the present study, 
based on previous studies, the concentrations of 200 
mg L-1 and 1000 mg L-1 of naphthalene and hexadecane 
were respectively investigated, so that their inhibitory 
does not affect the biodegradation.

Fig. 2 Temporal changes of biomass, hexadecane, and biosurfactant and pH during biodegradation of hexadecane.

Conclusions 
All isolated strains were able to biodegradation 
naphthalene and hexadecane, but the best performance 
was related to B. thuringiensis, a surfactine-producing 
microorganism, that could degrade cyclic and 
linear hydrocarbons. The characters of the isolate, 
especially high biodegradation rate at low growth 
gains technical advantages for biodegradation process 
of hydrocarbons from contaminated environments. 
Because, it is efficient and produces less biomass in the 
environment thus implies lower ecological impacts. 
Bacillus strains are also endospore-former and could 
tolerate adverse environments such as tropical regions 
with high humidity stress and high salt concentration.
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