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چکيده
زمينه و هدف: استفاده از سورفکتانت‌ها منجر به افزايش دسترسي زيستي به آلاينده‌هاي سخت تجزيه‌پذير از جمله PAHs م‌يشود. در اين راستا 
استفاده از بيوسورفکتانت‌ها به دليل سازگاري با محيط زيست مورد توجه ويژه قرار دارند، اما توانايي آنها در قبال سورفکتانت‌هاي شيميايي بايد 
مورد بررسي قرار گيرد. در اين تحقيق تأثير سورفکتانت زيستي برکارايي اصلاح زيستي خاک آلوده به فنانترن مورد مقايسه با سورفکتانت شيميايي 

قرار گرفت.
با  معدني  آلوده شد، سپس محلول نمک‌هاي  فنانترن  به  به طور مصنوعي  ميکروبي،  آلودگي شيميايي و  نوع  از هر  بررسي: خاک عاري  روش 
غلظت ثابت از سورفکتانت شيميايي تريتون X-100 و بيوسورفکتانت رامنوليپيدMR01 تهيه، بعد مخلوط ميکروبي با قابليت تجزيه فنانترن در 
دو سطح غلظتي )2 وOD600 nm = 1(،  به محلول مذکور اضافه شد به طور‌يکه نسبت 10 درصد وزني حجمي )خاک به محلول( حاصل گردد، 
کليه نمونه‌ها و شاهد‌هاي مربوطه بر روي شيکر قرار گرفتند و هوادهي شدند. پس از 8 هفته غلظت فنانترن باقيمانده در خاک پس از استخراج 
توسط اولتراسونيک به HPLC تزريق و مورد سنجش قرار گرفت. جمعيت ميکروبي نيز با روش MPN سنجش شد. اين تحقيق براساس آزمايش 

فاکتوريل کامل انجام شد.
يافته‌ها: راندمان حذف فنانترن با غلظت اوليه  mg/kg 50 در حضور تريتونX-100 ،98/5% و در حضور رامنوليپيدMR01 ، 88/7% بدست آمد، 
در حال‌يکه در غلظت mg/kg ‌300 فنانترن، اين ميزان برابر 87% و 76% به ترتيب براي تريتونX-100 و رامنوليپيدMR01 بدست آمد. در غياب 
 OD600nm=2 300، 51% راندمان حذف فنانترن حاصل شد. راندمان حذف در  mg/kg 50، 60/76% و در غلظت  mg/kg سورفکتانت در غلظت
بيشتر از OD600nm=1 بدست آمد. بررسي تغييرات جمعيت ميکروبي با گذشت زمان نشان داد، حداکثر رشد ميکروبي در هفته‌‌‌ دوم در حضور 

بيوسورفکتانت رامنوليپيد بيشتر از تريتونX-100 بوده است. 
نتيجه‌گيري: در مناطق با آلودگ‌يهاي کمتر )مناطق گسترده آلوده اطراف پالايشگاه ها( استفاده از رامنوليپيد م‌يتواند به عنوان يک گزينه مناسب 
در کاهش آلودگي مورد نظر باشد. اما در مکان‌هايي با آلودگي بالا )مناطقي که به طور متمرکز و يا تحت تأثير حرارت آلوده شده‌اند( استفاده از 

سورفکتانت‌هاي‌ شيميايي به صورت خارج از مکان (Ex situ) نتايج مطلوب‌تري را حاصل م‌ينمايد.

X-100واژگان کليدي: هيدروکربن‌هاي آروماتيک چند حلقه‌اي، فنانترن، دسترسي زيستي، رامنوليپيد، تريتون
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 .....ƠǱƘƢŨǝƷǸƽǸǾƛ ŮǽƗƷƘŧ ŮƛƘǽƹƷƗ

مقدمه
از  گروهي   (PAHs)حلقه چند  آروماتيک  هيدروکربن‌هاي 
يا  از دو  که  بوده  ترکيبات شيميايي حاوي کربن و هيدروژن 
بيشتر حلقه‌هاي آروماتيک تشکيل شده‌اند. مواجهه موجودات 
پوستي است.  بلع و مواجهه  تنفس،  از طريق   PAHs با زنده 
متابوليسم PAHs در بدن انسان ترکيبات اپوکسيد با خاصيت 
مواردي  مورد  اين  در  که  کرده  توليد  کارسينوژني  و  موتاژني 
پوست گزارش  و  روده  پانکراس،  کبد،  ريه،  مثل سرطان‌هاي 
ناقص  احتراق  از  فنانترن،   مثل   ،PAHs  .)1( است  شده 
زباله  چوب،  گاز،  نفت،  سنگ،  زغال  مثل  آلي  سوبستره‌هاي 
ايجاد م‌يشوند.  نفت  پالايشگاه‌هاي  و  پتروشيمي  از صنايع  و 
آزاد سازي اين ترکيبات در محيط باعث آلودگي منابع طبيعي 
مولکولي  ساختار  در  حلقه‌ها  تعداد  افزايش  با    .)2( م‌يشود 
اکتانول   – آب  ضريب  و  کاهش  آنها  آبي  حلاليت   ،PAHs
ترکيبات  اين  بالاي  تفکيک  ضريب  م‌ييابد.  افزايش   ( Kow)
م‌يتواند باعث جذب شديد اين ترکيبات به سطح ذرات خاک 
شده و در محيط خاک ته نشين شوند )3(. ساختار و ويژگ‌يهاي 

فيزيکي –  شيميايي فنانترن در جدول 1 آمده است.

جدول 1: ساختار و ويژگي هاي فيزيکي – شيميايي فنانترن )4(

Mp a : نقطه‌ ذوب

Bp b : نقطه‌ جوش

Kow ضريب تفکيک آب – اکتانول
c

 United  (US EPA) توسط  پيشنهادي  راهکار‌هاي  از  يکي 
States Environmental Protection Agency استفاده 
نوع  اين  به  آلوده  خاک‌هاي  تصفيه  براي  زيستي  اصلاح  از 
 PAHs ترکيبات است )5(. اصلاح زيستي يک استراتژي حذف
متابوليز  توانايي  که  است  ميکروارگانيسم‌هايي  از  استفاده  با 
کردن PAHs به متابوليت‌هايي کم خطرتر و حتي CO2 و آب 
را دارند )2(. راندمان حذف در فازهايي که نرخ انتقال جرمي 
به  بوده،  کم   PAHs به آلوده  مثل خاک‌هاي  است  پايين  آنها 
همين دليل سورفکتانت‌ها م‌يتوانند از طريق انحلال‌پذير کردن 
يا امولوسيون‌سازي به آزادسازي هيدروکربن‌هاي جذب شده 
بافت خاک کمک کرده و غلظت‌هاي هيدروکربن‌ها را در  از 
انتقال جرمي  افزايش نرخ  افزايش دهند که منجر به  فاز مايع 
م‌يشود )8-5(. سورفکتانت‌ها ملکول‌هاي دوگانه دوست )هم 
آب دوست و هم آب گريز( هستند که شامل دو بخش قطبي 
مشترک  فاز  در  م‌يدهد  امکان  آن‌ها  به  که  بوده  قطبي  غير  و 
يا نفت / هوا(  بين فازهاي مخلوط نشدني )نظير نفت / آب 
تجمع يابند و کشش سطحي بين فازي را کاهش دهند. فعاليت 



PAHs

PAHs



PAHs

( Kow)






C14H10

Molecular weight
Mp (˚Ca)
Bp (˚Cb)
Aqueous solubility (15˚C, mg L-1)
Log Kow

c
Vapor pressure (20˚C, mmHg)

Mp a

Bp b

Kow
c 



(US EPA)United States Environmental Protection Agency

     PAHs  

PAHsCO2 

PAH
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سطحي باعث م‌يشود سورفکتانت‌ها عوامل امولسيفاير، کف‌زا 
و پخش‌کننده باشند )9(. غلظتي که در آن ميسل‌ها شروع به 
 Critical Micelle ميسل  بحراني  غلظت  کنند،  مي  تجمع 
به  غلظت  اين  م‌يشود.  ناميده   Concentration (CMC)
کشش  کمترين  سورفکتانت  آن  در  که  است  مربوط  نقطه‌اي 
سطحي را نشان م‌يدهند. در غلظت‌هاي پايين‌تر از بحراني ميسل 
ميکروارگانيسم و سورفکتانت،  باند شدن  به علت   ،)CMC(

ميسل‌ها ظاهر نم‌يشوند )10(.
اثر گذاري سورفکتانت‌ها در تجزيه زيستي هيدروکربن‌ها در 
 Zhang تحقيق  در   .)6( است  شده  گزارش  قبلي  تحقيقات 
وسيله ‌کلبسيلا  به  پايرن  زيستي  تجزيه   )2012( همکاران  و 
ارتقاء  تويين80  شيميايي  سورفاکتانت  حضور  در  اکسيتوکا 
يافت )11(. تجزيه زيستي فنانترن در حضور سورفکتانت‌هاي 
شيميايي تويين80 و سديم دودسيل بنزن سولفونات با استفاده 
از سيتروباکتر sp. SA01 افزايش يافت )12( و همچنين افزايش 
تجزيه ‌زيستي نفت خام در حضور بيوسورفکتانت توليد شده 
از روغن بادام با استفاده از لاکتوباسيلوس دلبروکيي )13( و در 
حضور بيوسورفکتانت‌هاي سورفاکتين و رامنوليپيد با استفاده 

از سودوموناس آئروژينوزا، گزارش شده است )14(. 
بيوسورفکتانت‌ها متابوليت‌هاي ميکروبي داراي فعاليت سطحي 
قابل  غير  فاز  دو  بينابيني  سطح  در  تجمع  طريق  از  و  بوده 
افزايش  باعث  و  م‌يدهند  کاهش  را  سطحي  کشش  اختلاط، 
کاربرد  و15(.   9( م‌يشوند  هيدروفوب  آلي  ترکيبات  حلاليت 
اين مواد در پنج دهه اخير به علت زيست تخريب‌‌پذيري در 
به مقدار زيادي گسترش  با سورفکتانت‌هاي شيميايي  مقايسه 
زيستي  تجزيه  افزايش  براي  مکانيسم  دو   .)16( است  يافته 
ترکيبات آلي کم محلول توسط بيوسورفکتانت‌ها وجود دارد: 
1( بيوسورفکتانت‌ها، ترکيبات آب گريز را در داخل ميسل‌هاي 
آبي  به طور مؤثري حلاليت  اين طريق  از  خود حل نموده و 
ظاهري ترکيبات آلي و قابليت دسترسي آن‌ها را براي جذب 
توسط يک سلول افزايش م‌يدهند، 2( بيوسورفکتانت مانند يک 
دترجنت عمل م‌يکند و باعث آب‌گريز شدن سطح سلول شده 
)در نتيجه‌ کاهش و حذف ليپو پلي ساکاريد از غشاء خارجي( 
بين سلول و ترکيبات کم  فيزيکي  افزايش تماس  نتيجه  و در 
بر  بيوسورفکتانت‌ها  مزيت  )17و18(.  م‌يشود  فراهم  محلول 

بالاتر‌,  پايين، تجزيه زيستي  سورفکتانت‌هاي شيميايي سميت 
سازگاري بالاتر با محيط زيست و توانايي سنتز آن‌ها از منابع 

تجديد پذير است )5, 15و 9(. 
غلظت  در  که  پالايشگاه‌ها  اطراف  خاک  آلودگي  به  توجه  با 
متوسط و برخي موارد زياد است، در اين پژوهش اثر مقايسه‌اي 
شيميايي  سورفکتانت  و   MR01 رامنوليپيد  بيوسورفکتانت 
متداول تريتونX-100 در حذف فنانترن از خاک بررسي شد. 
اثر دانسيته ‌‌تلقيح اوليه باکتريايي در حذف فنانترن در حضور 

سورفکتانت‌ها تعيين شد.

مواد و روش‌ها
مواد شيميايي

 HPLC فنانترن با درجه خلوص بيش از 98%، استون و متانول
نوترينت  و  آگار  نوترينت   ،ROMIL شرکت  از   grade
بلو،  متيلن  اسيد سولفوريک،   ،BIOMARK از شرکت براث 
شرکت  از  معدني  کشت  محيط  نمک‌هاي  و   NaCl ،کلرفرم
تريتون يوني  غير  شيميايي  سورفکتانت  شد.  تهيه   Merck
X-100 از سيگما آلدريچ تهيه شد. بيوسورفکتانت رامنوليپيد 
 ،MR01 گليکوليپيد توليد شده توسط سودوموناس آئروژينوزا
يک ترکيب فعال سطحي آنيوني است که از پژوهشگاه مهندسي 

ژنتيک و بيوتکنولوژي تهران تهيه شد )20(. 
آماده‌سازي خاک

خاک جمع‌آوري شده از عمقcm 20-5  بالاي زمين اطراف 
پالايشگاه تهران )مکان‌هاي غير آلوده(، در دماي اتاق خشک 
از  از الک mm 2 عبور داده شد. سپس براي عاري بودن  و 
مواد آلي آن را با استون شسته و اين کار طي سه مرحله تکرار 
انجام گرفت. نهايتاً براي حذف استون، خاک با آب مقطر مورد 
شستشو قرار گرفت و پس از خشک شدن در اتوکلاو )دماي 
0C 121 و فشار psi 15 در مدت زمان min 15( استريل شد. 
حدود که  پالايشگاه ها  اطراف  خاک‌هاي  آلودگي  به  توجه  با 
تحقيق  اين  در   ،)21( شده  گزارش  فنانترن   40-60  mg/kg
 50 mg/kg به طور مصنوعي خاک به فنانترن در دو غلظت
فنانترن به عنوان نمونه‌اي از خاک‌هايي که به طور متداول به 
ترکيبات نفتي آلوده شده‌اند و mg/kg 300  فنانترن به عنوان 
آلودگي  داراي  نقطه‌اي  صورت  به  که  خاک‌هايي  از  نمونه‌اي 
زياد هستند )مانند نشت ترکيبات نفتي از مخازن ذخيره و يا 
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آلودگ‌يهاي ناشي از حوادث(، آلوده شد. g 2 خاک آلوده شده 
زيستي  راکتور  يک  عنوان  به  که   50  mL ارلن‌هاي داخل  در 
ناپيوسته آزمايش (Bach reactor) عمل م‌يکنند ريخته شد 

 .)22(

آماده‌سازي محلول مواد مغذي و تلقيح تجزيه‌کننده فنانترن
 Mineral Salt  (MSM) نمکي،  معدني  کشت  محيط 
 )1/8(  ،K2HPO4   )6/3(  ،)g/L( حاوي   Medium 
 )0/1(  ،MgSO4.7H2O  )0/1(  ،NH4NO3  )1(  ،KH2PO4

MnSO4.  )0/1(  ،FeSO4.7H2O  )0/1(  ،CaCl2.H2O
 ،H3BO3   )0/03(  ،)g/L( جزئي  عناصر  از   1  mL و  H2O
  )0/006(  ،CoCl2.6H2O  )0/02(  ،ZnSO4.7H2O  )0/01(
براي   .)23( ،  بود   CuSO4.2H2O   )0/001( و   Na2MoO4

تنظيم pH محلول‌هاي تهيه شده، با استفاده از pH سنج مدل 
pH ،HACH 40d کليه نمونه‌ها در محدوده خنثي که مناسب 
رشد ميکروب‌هاي هتروتروف است تنظيم گرديد. در مرحله 
اسينتوباکترپوماني،  باکتر‌يهاي  شامل  ميکروبي  مخلوط  بعد 
کپنوسيتوفاگااوکاريا، باسيلوس ترينجنسس و اسيدوارکس .SP که 
توانايي تجزيه فنانترن را داشته بر روي محيط کشت آگار تکثير 
يافته با دو دانسيته اپتيکي معادلOD600nm= 1 وOD600nm=  2 به 
هر يک از محلول‌هاي تهيه شده اضافه شده و در طول موج 
 CECIL UV/Vis 600 با استفاده از اسپکتروفتومتر مدل nm
خوانده شد. MSM ،20 mL تلقيح شده که حاوي هر کدام از 
سورفکتانت‌ها با غلظت mg/L 120 بر طبق جدول 2 به داخل 
ارلن‌هاي حاوي خاک آلوده اضافه شد. غلظت سورفکتانت‌ها 
از  کدام  هر  براي   .)24( شد  انتخاب  متون  بررسي  براساس 
نمونه‌ها، شاهد‌هاي متناظري که براي سنجش پاسخ‌ها )‌غلظت 
نظر گرفته شد.  بودند، در  نياز  باکتريايي(  فنانترن و جمعيت 
با شاهد‌هاي مشابه و مقادير  فنانترن در قياس  مقادير غلظت 
جمعيت ميکروبي نيز در قياس با شاهد‌هاي مشابه ارائه شد. 
حذف  بر  سورفکتانت  حضور  تأثير  مقايسه‌  براي  همچنين 
فنانترن، از نمونه‌هاي بدون حضور سورفکتانت استفاده شد. 
بر  هوازي  شرايط  ايجاد  و  هوادهي  منظور  به  راکتورها  کليه 
 ProMAX 2020 مدل   Heidolph شيکر  دستگاه  روي 
اين  در  گرفتند.  قرار  محيط  دماي  در   150  rpm سرعت با 
آن محدود  تغييرات  دامنه  که  آزمايشگاه  محيط  دماي  مطالعه 

بوده است )C˚ 3  ± 22(، به عنوان دماي آزمايش براي خاک 
در نظر گرفته شد. 

سنجش فنانترن حذف شده و رشد سلولي
در ادامه به منظور تعيين غلظت باقيمانده در خاک با استفاده از 
 Bandelin حلال استون و به وسيله دستگاه اولتراسونيک مدل
حفاظت  آژانس   3550  B  EPA روش  براساس   Sonoplus
خاک  از  آلاينده  استخراج  عمل   )25( آمریکا  زيست  محيط 
  HPLC دستگاه  با  باقيمانده  آلاينده  غلظت  گرفت.  صورت 
 4.1 × 250 mm آناليز ستون  مشخصات  (Cecil 7400)با 
 ،20 µ L 1، حجم تزريق mL/min سرعت جريان ، C18, ID
 nm دتکتور موج  طول  و   ) 90-10  %( آب   / متانول  حلال 

220، تعيين شد. 
آزمون ميکروبي MPN )روش 9 لوله اي( با فواصل زماني روز 
صفر، دوازده و پنجاه و شش روز براي سنجش رشد سلولي بر 
روي کليه نمونه‌ها انجام شد. به اين منظور از سرم فيزيولوژي 
و نوترينت براث سترون در رقت‌هاي مناسب باکتريايي استفاده 
شد. نسبت باکتري اضافه شده به محيط کشت نوترينت براث 
10 درصد حجمي بود به گونه‌اي که به ازاي mL 9 نوترينت 
براث mL 1 باکتري رقيق شده در سرم فيزيولوژي به محلول 
نتايج   30 ˚C 48 گرماگذاري در دماي h از بعد  اضافه شد. 

براساس جدول استاتيکي تخمين زده شد )26 و 27(. 

طراحي آزمايش
براي تعيين کارايي اصلاح زيستي خاک آلوده شده به فنانترن 
در راکتور زيستي از طريق فرايند هوازي، طرح آماري فاکتوريل 
کامل با سه فاکتور دو سطحي مورد استفاده قرار گرفت. يک 
آزمون فاکتوريل کامل شاملK 2 آزمايش است که K برابر است 
الف(  از:  عبارتند  فاکتورها  اساس  اين  بر  فاکتورها.  تعداد  با 
نوع سورفکتانت در دو سطح شامل بيوسورفکتانت رامنوليپيد، 
در  فنانترن  غلظت  تريتونX-100، ب(  شيميايي  سورفاکتانت 
تلقيح  دانسيته  و پ(   300 غلظتي  mg/kg  50 و  دو سطح 
نتايج  کليه   .OD600nm = و1   2 سطح  دو  در  باکتريايي  اوليه 
اعداد  و  گرديد  محاسبه  تکرار  بار   3 نتايج  ميانگين  از  آزمون 
از  تحقيق  اين  در  اطمينان P>0/05( %95( گزارش شدند.  با 
نرم افزار Design-Expert V.7 و Excel براي طراحي و 
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آناليز نمونه‌ها استفاده شد و داده‌ها با استفاده از آزمون آماري 
آناليز واريانس (ANOVA) مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتند. 
کليه مراحل آزمايش در آزمايشگاه پايلوت دانشکده بهداشت 

دانشگاه علوم پزشکي تهران صورت پذيرفته است. 

يافته‌ها
مطابق با جدول 2 نمونه‌ها درOD= 2 راندمان حذف بيشتري 
نسبت به OD= 1 داشتند، به طوري که درOD=2 نرخ حذف، 
بدون حضور  نمونه هاي  و  رامنوليپيد  تريتون،  براي  ترتيب  به 

سورفکتانت برابرmg/kg d-1  0/88، 0/79 و 0/54 در غلظت  
mg/kg 50 بدست آمد. براي غلظت mg/kg 300 اين ترتيب 
 1 در  آمد.  بدست   2/73 و   4/07  ،4/66   mg/kg d-1 برابر
=OD نرخ حذف به ترتيب براي تريتونX-100، رامنوليپيد 
 0/74  ،0/83 mg/kg d-1برابر بدون حضور سورفکتانت  و 
غلظت   در  حاليکه  در  بود.   50   mg/kgغلظت در   0/46 و 
mg/kg 300 براي تريتونX-100، رامنوليپيد و نمونه شاهد 
 2/3 و   3/63  ،4/64mg/kg d-1برابر ترتيب  به  حذف  نرخ 

حاصل شد.

جدول 2: مشخصات نمونه‌هاي اصلي و شاهد و نتايج حاصله بعد از هفته هشتم












mg/kg




( OD)


w/v



rhamnolipid
Triton-X100
rhamnolipid
Triton-X100
rhamnolipid
Triton-X100
rhamnolipid
Triton-X100




rhamnolipid
Triton-X100
rhamnolipid
Triton-X100


rhamnolipid
Triton-X100
rhamnolipid
Triton-X100


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جدول 3: جدول ANOVA براي مدل فاکتوريل کامل )2K( متغير اسمي نوع سورفکتانت و دو متغير عددي غلظت فنانترن و دانسيته تلقيح اوليه باکتري

شکل 1: نمودار pareto براي فاکتوريل کامل: A) دانسيته تلقيح اوليه باکتريايي،)B) غلظت فنانترن در خاک و C نوع سورفکتانت.



ANOVAK


Source SS DF MS F-Value P-Value

Model     
A: OD.Conc     
B: PHE.Conc.     
C: Type.surfactant     
AB     
AC     
BC     
Residual      
Cor Total      



واريانس –  آناليز  آماري  آزمون  از  حاصل  نتايج  براساس 
ANOVA )جدول 3(، مدل خطي (Linear) انتخابي براي 
(معنی  قبول  قابل   P<0/05و تکرار  بار  سه  با  آزمايش  اين 
قضاوت  يافته‌ها  بر  درستي  به  م‌يتوان  بنابراين  بوده  دار) 
نمود. نتايج اين آزمون، فاکتور غلظت فنانترن )فاکتور B( را 
با F-Value معادل با 44/5% مهم‌ترين متغير نشان داد. نوع 
سورفکتانت )فاکتور C( با درجه اثر 39% فاکتور مؤثر بعدي 
بوده و کمترين فاکتور تأثير‌گذار در راندمان حذف، دانسيته 

با  معادل   F-Value با   )A )فاکتور  باکتري  اوليه  تلقيح 
11/8% بوده است. هر سه فاکتور در سطح معن‌يداري بالايي 
که  مرتبط  آماري  اثرات   1 )P<0/0001(. شکل  دارند  قرار 
در  م‌يدهد.  نشان  را  شده‌اند  مرتب  کمترين  به  بيشترين  از 
نمودار Pareto تمام اثرات که بالاي خط t-value  قرار 
محدوديت  از خط  بيشتر  که  اثراتي  و  هستند  معن‌يدار  دارد 
م‌يدهند.  نشان  را  بالايي  معن‌يداري  دارند،  قرار  فروني  بن 
تلقيح  دانسيته‌  و  سورفکتانت  نوع  فنانترن،  غلظت  بنابراين 



ANOVAK


Source SS DF MS F-Value P-Value

Model     
A: OD.Conc     
B: PHE.Conc.     
C: Type.surfactant     
AB     
AC     
BC     
Residual      
Cor Total      



t V
al

ue
 o

f E
ff
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t

محدوده بن فرونی 3/06

AB

ACBC

Rank

A

C
B15.12

11.34

7.58

3.78

0.00

1 2 3 4 5 6 7

2/1 t-value  محدوده
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شکل 2: نمودار اثر اصلي براي دو پاسخ، راندمان حذف فنانترن )%( در حضور )الف( تريتونX-100، )ب( رامنوليپيد، و‌ جمعيت باکتريايي در حداکثر 
رشد سلولي )هفته دوم( در حضور )پ( تريتونX-100 و )ت( بيوسورفکتانت رامنوليپيد؛

( A) دانسيته تلقيح اوليه،)B) غلظت فنانترن در خاک.



pareto(A(B(C



C: Type surfactant = TritonX-100

Perturbation

Dev iation f rom Ref erence Point (Coded Units)
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C: Type surfactant = rhamnolipid

Perturbation

Dev iation f rom Ref erence Point (Coded Units)
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

C: Type surfactant = Triton-X100

Perturbation

Dev iation f rom Ref erence Point (Coded Units)

Lo
g 

M
P

N

-1.000 -0.500 0.000 0.500 1.000
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11.85

12.575

13.3

A

AB

B

C: Type surfactant = rhamnolipid

Perturbation

Dev iation f rom Ref erence Point (Coded Units)

Lo
g 

M
P

N

-1.000 -0.500 0.000 0.500 1.000

10.4

11.125

11.85

12.575

13.3

A

A
B

B









فنانترن  زيستي  تجزيه  در  مهم  فاکتورهاي  عنوان  به  اوليه 
داراي   BC برهمکنش  برهمکنش‌ها،  بين  در  شدند.  انتخاب 
اثر مهم )P<0/05( برابر 0/002< و برهمکنش AC اثر مهم 
ديگر )P<0/05( برابر 0/01 بوده است به طوري که در شکل 
1 نشان داده شده است. نمودار اثر اصلي )شکل 2( متغير‌هاي 

فاکتورهاي، غلظت فنانترن و دانسيته‌ تلقيح اوليه، در حضور 
بيوسورفکتانت  و   X-100تريتون شيميايي  سورفکتانت 
رامنوليپيد بر راندمان حذف )الف و ب( و حداکثر جمعيت 
شده  داده  نشان  را  ت(،  و  )پ  دوم  هفته‌  در  کنسرسيوم 

است. 

Coded Units
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بحث
گزينه‌ها،  ساير  با  مقايسه  در  زيستي  اصلاح  اشکال  رايج‌ترين 
مورد  در  است.  آنها  کند  کینتيک  دليل  به  طولاني  نسبتاً  زمان 
PAHs، نرخ متابوليسم ميکروبي در مکان با دو فاکتور محدود 
فاز  به  بالا  بندي  پارتيشن  و  ميکروبي  قابليت  فقدان  م‌يشود: 
جامد و حلاليت پايين اين ترکيبات که منجر به دسترسي زيستي 
با  پايين براي ميکروارگانيسم‌هاي تجزيه‌کننده م‌يشود. مطابق 
نتايج حاصله )جدول 2(، در شرايط بدون حضور سورفکتانت 
)نمونه‌هاي 9، 10، 11 و 12(، راندمان حذف فنانترن در مقايسه 
حضور  عدم  است.  بوده  کمتر  سورفکتانت‌ها،  از  استفاده  با 
سورفکتانت باعث م‌يشود فنانترن به سختي از خاک واجذب 
شود، به همين دليل سرعت تجزيه ‌زيستي در مقايسه با حضور 
 )2011( همکاران  و   Thavasi است.  کمتر  سورفکتانت‌ها 
در حضور  تجزيه ‌زيستي  ميزان  بهبود  به  تحقيق خود  در  نيز 
دسترسي  افزايش  اثر  در  که  شتابي  طريق  از  بيوسورفکتانت 
يافتند )28(. براي  زيستي هيدروکربن فراهم شده بود، دست 
مهم   PAH کنش سورفکتانت و برهم  تنها  نه   PAHs تجزيه
است، بلکه برهمکنش بين سورفکتانت و ميکروارگانيسم، که 
ممکن است چسبندگي هيدروکربن به غشاي سلول ميکروبي را 
فراهم آورد، نيز عامل مهم ديگري است )Kaczorek .)17 و 
همکاران )2011( نيز افزايش تجزيه زيستي ديزل از فاز مايع را 
به دليل اصلاح سطح سلول ميکروبي در حضور سورفکتانت‌ها 
و بيوسورفکتانت‌ها که با افزايش چسبندگي سطح سلول براي 
همکاران  و   Liu  .)24( کرده‌اند  گزارش  بود،  همراه  آلاينده 
)2012( نشان دادند پيش تصفيه‌ با سورفکتانت‌ها باعث تغيير 
گروه‌هاي تابعي سطح سلول پني سيليوم سيمپليسيسموم شده 
که منجر به چسبندگي يا جذب ميکروارگانيسم به فنل م‌يشود 

.)29(
دهد  مي  نشان   %95 اطمينان  درصد  با  واريانس  آناليز  نتايج 
تمام متغير‌هاي مستقل داراي اثرات معن‌يدار )P<0/05( برابر 
0/0001< است. فاکتور غلظت فنانترن اثر منفي بر ميزان حذف 
فنانترن داشته است اما فاکتور دانسيته‌ تلقيح اوليه باکتريايي اثر 
مثبت دارد ولي اين اثر در مقايسه با اثر غلظت فنانترن کوچک 
در  که  طور  همان  دارد.  بستگي  سورفکتانت  نوع  به  که  بوده 
 A فاکتور  شيب خط  است  شده  داده  نشان  اصلي  اثر  نمودار 

)دانسيته ي تلقيح اوليه( در حضور تريتون )شکل 2 الف( کم 
شيب  ب(   2 )شکل  رامنوليپيد  حضور  در  حال‌يکه  در  است 
تندي مشاهده م‌يشود که نشان دهنده ‌‌تأثير بيشتر فاکتور A بر 
راندمان حذف در حضور رامنوليپيد است. مشابه با اثر فاکتور 
A، فاکتور B )غلظت فنانترن( داراي شيب زيادي در حضور 
رامنوليپيد است بر خلاف تريتون که داراي شيب کمي است. 
ضمن آنکه سورفکتانت شيميايي تريتون X-100 در مقايسه با 
بيوسورفکتانت رامنوليپيد، راندمان حذف بيشتري داشته است 
)جدول 2(. يکي از عواملي که بر روي عملکرد سورفکتانت‌ها 
اين  و  است  سطحي  فعال  ترکيبات  تشکيل  است،  تأثير گذار 
آيد  بدست  بالاتر  يا  و   CMC غلظت که  م‌يدهد  رخ  زماني 
از  بالاتر  که   120  mg/L غلظت  از  حاضر  تحقيق  در   .)30(
CMC هر کدام از سورفکتانت‌ها بوده، استفاده شده است. بر 
زيستي  دسترسي   )2008( همکاران  و   Kaczorek نظر طبق 
مستلزم تشکيل ميسل‌هاي‌ سورفکتانت و بيوسورفکتانت بوده 

که در غلظت‌هاي بالاتر از CMC ظاهر م‌يشوند )10(.
افزايش حذف  در  بيوسورفکتانت‌ها  و  سورفکتانت‌ها  توانايي 
آلاينده‌هاي هيدروفوب به دو عامل حلاليت و امولسيون‌سازي 
مربوط است )6(. توانايي تريتون احتمالًا به دسترسي زيستي آن به 
وسيله‌ امولسيون‌سازي مربوط است که اين باعث افزايش تجزيه 
زيستي هيدروکربن م‌يشود. اين پديده توسط Mohanty و 
همکاران )2007( توضيح داده شد )30(. آن‌ها پيشنهاد کردند 
سرعت  و  ميزان  چشمگيري  طور  به  م‌يتواند   X-100تريتون
تجزيه ديزل در خاک را در غلظت 2 برابر CMC با استفاده 
آرانتيسيوم  اکسزيگوباکتر  و  سپاکيا  بورخولدريا  سويه  دو  از 
افزايش دهد )30(. Mohanty و همکاران )2012( در بررسي 
مکانيسم اثر سورفکتانت‌ها و بيو سورفکتانت‌ها نشان دادند در 
حضور تريتون افزايش سطح به دليل امولسيون شدن به همراه 
چسبندگي سلول منجر به افزايش مصرف n-آلکان از مايع شد 
در حالي که تأثير رامنوليپيد به مکانيسم حلال سازي آن مربوط 
نيز   )2011( همکاران  و   Thavasi تحقيق  در   .)6( م‌يشود 
امولسيون‌سازي در حضور تريتون بيشتر از امولسيون‌سازي در 

حضور بيوسورفکتانت‌ها مشاهده شد )28(.
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 Hydrophilic  (HLB) آبدوست-ليپوفيليک  بالانس 
 CMC از  بيشتر  غلظت‌هاي  Lipophilic Balance-در 
اين شرايط، سرهاي  بيوسورفکتانت‌ها، کاهش م‌ييابد )4(. در 
ميسل  ساختار  درون  در  سورفکتانت  ملکول‌هاي  گريز  آب 
به هم چسبيده و سر آب دوست به سمت خارج در فاز آب 
براي  رقابتي  محيط  يک  ميسل  درون  نتيجه  در  م‌يگيرد.  قرار 
مولکول‌هاي آب گريز‌ شکل م‌يگيرد و حلاليت PAH افزايش 
م‌ييابد )23(. نتايج حاصل از آزمايشات نشان داد که استفاده از 
رامنوليپيد بر حذف مؤثر بوده اما اين تأثير در قبال اثر تريتون 
کمتر است )جدول 2(. بنابراين احتمالًا تأثير حلاليت بر حذف 
زيستي فنانترن، کمتر از تأثير امولسيون‌کنندگي است. در تحقيق 
فاکتور  حلاليت  در  افزايش  نيز   )2009( همکاران  و   Shin
مؤثري بر حذف زيستي نبوده است )8(. افزايش در آب گريزي 
)کاهش  سلول  سطح  الکترونگاتيويته‌  تغيير  و  سلول  سطح 
سلول  سطح  به  هيدروکربن  جذب  به  منجر  الکترونگاتيويته( 
م‌يشود. Mohanty و همکاران )2012( علت اثر‌گذاري کمتر 
عامل حلاليت را به ايجاد مهار ناشي از کاهش قابليت آب‌گريزي 
باکتري اطلاق نمود. قابليت آب گريز بودن سطح باکتري، جذب 
آلاينده‌ آب گريز را تسهيل مي کند اما حلاليت منجر به کاهش 
 Thavasi .)6( جذب اين نوع آلاينده‌ها در حالت جامد م‌يشود
و همکاران )2011( در تحقيق خود افزايش تجزيه ‌زيستي نفت 
خام را با بيشترين آب گريزي، توسط تجزيه کننده‌هاي سريع 
 )2011( همکاران  و   Zhao  .)28( کرد  مشاهده  هيدروکربن 
نيز به اين نتيجه رسيدند که رامنوليپيد بر روي سطح آب گريز 
باکتري گرم مثبت باسيلوس سوبتيليس جذب م‌يشود و منجر 
به پر کردن سايت‌هاي آب گريز آن م‌يگردد )17(. سرهاي آب 
دوست رامنوليپيد در اين حالت با فاز آبي تماس پيدا کرده که 
باسيلوس سوبتيليس  منجر به کاهش آب گريزي سطح سلول 

م‌يشوند )23(. 
افزايش رشد سلول هاي تجزيه‌کننده آلاينده با افزايش درصد 
حذف آلاينده همراه است، Whang و همکاران )2008( يک 
ارتباط قوي بين توليد بيومس و درصد حذف ديزل را گزارش 
کردند )14(، اما نتايج حداکثر رشد باکتريايي که در هفته‌ دوم 
نداد.  نشان  را  ارتباطي  چنين  فنانترن  با حذف  گرديد  حاصل 
 ،MR01 عليرغم حذف کمتر توسط بيوسورفکتانت رامنوليپيد

رشد باکتريايي در حضور بيوسورفکتانت بيشتر از سورفکتانت 
بين  رقابت  دليل  به  م‌يتواند  که  است  بوده  تريتون  شيميايي 
سورفکتانت با فنانترن به عنوان سوبستراي مصرفي کنسرسيوم 
باشد )6(. Vipulanandan و همکاران )2000(  باکتريايي 
را  نفتالين  زيستي  تجزيه  در  مهار  علت  خود  تحقيق  در  نيز 
 2 در شکل  که  طور  همان    .)31( دادند  نسبت  عامل  اين  به 
بر   )OD غلظت(  A فاکتور  که  شيبي  شود،  مي  مشاهده  ت 
در  بوده  تندي  افزايشي  شيب  دارد،  باکتري  جمعيت  حداکثر 
حالي که اين فاکتور در مقايسه با حضور تريتونX-100 )شکل 
م‌يدهد  نشان  که  است  ملايمي  افزايشي  شيب  داراي  پ(   2
بيشتري  رشد  و  داشته  بيشتري  تطابق  رامنوليپيد  با  باکتر‌يها 
بر  فنانترن(  )غلظت   B فاکتور  که  تأثيري  م‌يدهند.  نشان  را 
ت(   2 )شکل  داشته  رامنوليپيد  حضور  در  باکتري  جمعيت 
افزايش غلظت  داراي شيب کاهشي تندي است به طور‌يکه 
فنانترن با کاهش در جمعيت باکتري همراه است. در حضور 
تريتونX-100 اين روند کاهشي داراي شيب ملايمي است. 
با  مقايسه  در  تريتون  حضور  در  باکتري  جمعيت  کاهش 
بر  تريتون  که  باشد  سميتي  دليل  به  است  ممکن  رامنوليپيد 
از دلايل سميت  است )8(. يکي  داشته  ميکروارگانيسم  روي 
ممکن است، تجمع واسطه‌هاي سمي به علت متابوليسم ناقص 
ناشي از برهمکنش‌هاي سوبستره – سورفکتانت باشد، سميت 
سلولي ناشي از برهمکنش مولکول‌هاي سورفکتانت با غشاي 
سلولي يا پروتئين‌هاي غشاي سلولي و بازدارندگي آنزيم‌هاي 
مسير کاتابوليک يا از طريق ارتباط با آنزيم يا با سوبستره نيز 

م‌يتواند از ساير علل سميت باشد )32(.  
مناطق  در خاک‌هاي  معمولًا  که  آلاينده  از  حذف غلظت‌هايي 
قابل  نتايج  بيوسورفکتانت  توسط  م‌يگردد،  مشاهده  نفتي 
آلودگي  که  خاک‌هايي  مورد  در  اما  نمود.  حاصل  را  توجهي 
بيشتري داشتند، غلظت باقيمانده در خاک در حد نسبتاً بالايي 
که  گرفت  نتيجه  م‌يتوان  بنابراين   )90  mg/kg( است  بوده 
به دليل سازگاري بيشتر بيوسورفکتانت‌ها با محيط استفاده از 
آن‌ها به صورت در مکان براي آلودگي متداول اين مناطق با 
باشد و  به دنبال داشته  نتايج مطلوبي را  آلودگي کم،  سطوح 
شايد استفاده از بيوسورفکتانت در مکان قابل توصيه باشد که 
نياز به تحقيق گسترده‌تري دارد. اما در مناطق با سطوح بالاي 
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آلودگي استفاده از سورفکتانت شيميايي م‌يتواند مؤثرتر باشد 
به همين دليل استفاده از آن به صورت خارج از مکان و به 
طريق شستشوي خاک و سپس تجزيه‌ زيستي محلول قابليت 

پذيرش بيشتري دارد.
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نتيجه‌گيري
اوليه  تلقيح  غلظت  سورفکتانت،  نوع  فاکتور  سه  بررسي 
فاکتور  داد  نشان  فنانترن موجود در خاک  ميکروبي و غلظت 
غلظت فنانترن با اثر منفي، بيشترين تأثير را در حذف فنانترن 
داشته است. راندمان حذف در حضور تريتونX-100 در غلظت 
تلقيح  غلظت  است.  بوده  رامنوليپيد  از  بيشتر   CMCاز بالاتر 
طوري  به  داشت  حذف  راندمان  بر  مثبتي  اثر  ميکروبي  اوليه 
تلفيق  آمد.  بدست   OD=1 از  بيشتر  راندمان   OD= در2  که 
 )1 که  م‌يکند  پيشنهاد  آلاينده  و حذف  باکتريايي  رشد  نتايج 
مکانيسم امولسيون کنندگي عامل مؤثرتر از حلاليت بوده است، 
براي  سوبسترا  عنوان  به  مصرف  قابليت  بيوسورفکتانت   )2
باکتريايي  رشد  تطابق  عدم   )3 دارد،  را  باکتريايي  کنسرسيوم 
بيوسورفکتانت  کنندگي  مهار  اثر  به  مربوط  م‌يتواند  با حذف 
بر روي يک يا چند گونه باکتريايي به کار رفته در کنسرسيوم 

باکتريايي باشد.

تشكر و قدرداني
مراتب تشکر و قدرداني خود را از خانم دکتر طيبه باقري لطف 
آباد، عضو هيئت علمي پژوهشگاه مهندسي ژنتيک و زيست 
فناوري تهران به خاطر همکاري در مراحل مختلف تحقيق ابراز 
م‌ينماييم. اين مقاله بخشي از پايان‌نامه با عنوان بررسي توليد 
بيوسورفکتانت در فاز آبي و خاکي و تاثير آن بر حذف فنانترن 
در مقطع کارشناسي ارشد در سال 92 و کد 17258-27-01-91  
است که با حمايت دانشگاه علوم پزشکي و خدمات بهداشتي، 

درماني تهران اجرا شده است.
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Performance assessment of rhamnolipid MR01biosurfactant and 
Triton X-100 chemical surfactant in removal of phenanthrene 

from soil 

Abstract
Background and Objectives: The use of surfactants enhance the bioavailability of nonbiodegradable contaminants 
such as PAHs. Biosurfactants are more environmental friendly. In this study the ability of removing phenenthrene from 
soil by biosurfactant was assessed and compared with that of chemical surfactant. 
Materials and Methods: A soil sample free of any organic or microbial contamination was artificially spiked with 
phenanthrene at two concentrations. Then, mineral salt medium at constant concentration of chemical surfactant Tri-
tonX-100 and rhamnolipid MR01biosurfactant was added to it in order to have the proportion of 10% w:v (soil:water). A 
microbial consortium with a potential of  phenanthrene biodegradation was inoculated to the soil slurry in two densities 
(OD=1 and 2) and then it was aerated on a shaker. After eight weeks, the residual concentration of phenanthrene in the 
soil was extracted by ultrasonic and was analyzed using HPLC. MPN test was used for measuring microbial population. 
This study was conducted based on the two level full factorial design of experiment.
Results: It was found that chemical surfactant exhibited higher PHE removal efficiency than the biosurfactant. Using 
120 mg/L of TritonX-100 and rhamnolipid, the PHE removal for the soil contaminated with 50 mg PHE/kg dry soil 
was 98.5 and  88.7% respectively, while the removal efficieny was decreased to 87 and 76% respectively for the soil 
contaminated with 300 mg PHE/kg. In the absence of surfactant, the removal efficiency at concentrations of 50 and 300 
mg PHE/kg dry soil was achieved 60.76 and 51% respectively. The phenanthrene removal efficiency in OD=2 was more 
higher than OD=1. In the presence of rhamnolipid, the maximum microbial populations was observed in the second 
week, while it decreased in the presence of TritonX-100.
Conclusion: Use of biosurfactants can be considered as a suitable option in low level pollutant sites. Chemical surfac-
tants as ex-situ has achieved more satisfactory results in high level contaminant sites.

Keywords: Phenanthrene, bioavailability, rhamnolipid, TritonX-100, experimental design, bacterial population.
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