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 چکیده

ها و سلامت تواند اثرات مخربی بر اکوسیستممحیطی است که میآلودگی خاک به ترکیبات نفتی یکی از مشکلات جدی زیست

پالایی زیست سازی خاک اغلب پرهزینه و مخرب هستند، در حالی کههای فیزیکی و شیمیایی پاکروشانسان داشته باشد. 

جدایه باکتریایی  9در این آزمایش  بر این اساس .صرفه مورد توجه قرار گرفته استبهبه عنوان یک روش پایدار و مقرون میکروبی

( برای حذف زیستی Bio4و  H921 ،H814 ،H712 ،H711، S21-1 ،C16-2O ،14A-4 ،P5موجود در بانک میکروبی )شامل 

روز بود و آزمایش در دمای اتاق  60درصد( مورد استفاده قرار گرفت. طول مدت آزمایش  5/6آلودگی نفتی )با آلودگی اولیه 

دادن محلول غذایی انجام شد. در طول آزمایش تامین رطوبت )هر دو روز یکبار(، همزدن )روزانه( و تلقیح میکروبی به همراه 

(NPK انجام گرفت. توجه به علایمی چون کاهش بوی متصاعد شده از نمونه، تغییر رنگ آن و میزان نفت )هر سه روز یک بار( )

ای بین تیمارهای آزمایشی بود. به منظور تعیین میزان نفت اولیه باقیمانده پس از شروع آزمایش از جمله معیارهای مقایسه

اتیل اتر استفاده شد. گیری از حلال دییزان باقیمانده در نمونه و درصد تجزیه نفت از روش سوکسله با بهرهموجود و همچنین م

های درصد( و در رتبه 26بالاترین درصد تجزیه نفت را به خود اختصاص داد ) S21-1از میان تیمارهای مورد استفاده سویه 

یجی به همراه کاهش میزان نفت باقیمانده حاکی از برتری نسبی سویه قرار داشتند. تغییر رنگ تدر C16-2Oو  14A-4بعدی 

S21-1  داشت. سودوموناسمتعلق به جنس 

  های نفتیپالایی، هیدروکربنزیستی، زیست تلقیحواژگان کلیدی: 
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 مقدمه

پالایی به عنوان روشی کارآمد، شوند. زیستهای پاکسازی خاک آلوده به سه دسته فیزیکی، شیمیایی و زیستی تقسیم میروش

 نمایدضرر تبدیل میکنند، آلودگی را به مواد بیها را به عنوان منبع کربن مصرف میکه هیدروکربنریزجاندارانی با استفاده از 

(Ebrahimi et al., 2013) .زیستی بستگی داردتخاب روش مناسب به عواملی مانند نوع آلودگی، هزینه و مقررات محیطان. 

 Ebrahimiهای نفتی همواره مورد توجه تحقیقات مختلف بوده است )های کارآمد برای رفع آلودگیتلاش برای دسترسی به سویه

et al., 2013; Ghavidel et al., 2016; Afsharnia et al., 2022 .)ها )آلودگی بالا یا کم، آلودگی تفاوت در میزان و نوع آلودگی

خاک، دمای محیط و ...( باعث شده است  pHو همچنین شرایط محیطی )نوع خاک، شوری و غیره( آلیفاتیکی یا آروماتیکی و 

ها، کننده هیدروکربنجزیهت ریزجانداراندر میان  های کارآمد به دست آید.دار باشد تا سویهکه تحقیقات در این زمینه ادامه

 قابل کارایی ،هستند  Rhodococcus و  Pseudomonas، Bacillus هایجنس به متعلق که هاییآن ویژه به های باکتریاییجدایه

 امکان دهیدروژنازها، و اکسیژنازها جمله از ها،آن آنزیمی توان. اندداده نشان خود از نفتی پیچیده ترکیبات تجزیه در توجهی

کنند. با این حال، اثربخشی را فراهم می ایچندحلقه آروماتیک هایهیدروکربن و آروماتیک ترکیبات ها،آلکان کاتابولیسم

و ترکیب  (و در دسترس بودن مواد مغذی  pHمانند دما، ) پالایی به عواملی مانند انتخاب سویه میکروبی، شرایط محیطیزیست

 (.Ebrahimi et al., 2013; Afsharnia et al., 2022) آلاینده بستگی دارد

توان توجه به پارامترهای ها میهای متفاوتی جهت پایش وضعیت آلودگی و بررسی سلامت خاک وجود دارد که از جمله آنروش

 ;Moradi et al., 2024aهای آنزیمی اشاره کرد )آن( و فعالیت زیتودهزیستی )نظیر تنفس پایه و برانگیخته، جمعیت میکروبی و 

2024b; Norozpour et al., 2014) . های فیزیکی و شیمیایی نیز مورد توجه است. بعد از بکارگیری شاخصههمچنین درنظر داشتن

پالایی بهره جست، بدین منظور های زیستیت روشتوان از همین موارد برای بررسی موفقپالایی، نیز میانواع تیمارهای زیست

های بومی و مقاوم به شرایط محیطی لزوم غربالگری سویهتاکید شده است. علاوه بر آن  TPHگیری هدر مطالعه حاضر بر انداز

روز  13کـه ( نشان دادند Tyagi et al., 2011و همکارانش ) تایاگینبایستی از نظر دور داشته شود. خاص )مانند دمای بالا( 

درصد کاهش یافـت. ایـن  90 آلـودگی خـاک بـه گازوئیل به میزان ،پـس از تلقیح باکتری و کاربرد کود نیتـرات آمونیـوم

دهنده مصرف گازوئیـل به دست آمد که نشان (GC) گازی های کروماتوگرافینتیجـه بـه وسـیله مقایسه سطح زیرمنحنی پیک

 .ک و کاربرد کود بودخابه بـه وسـیله جمعیـت بـاکتری و افزایش فعالیت میکروبی در خاک آلوده در اثر تلقیح باکتری 

 ،H921 ،H814 ،H712 ،H711 ،S21-1 ،C16-2O) ، پتانسیل تجزیه زیستی نه جدایه باکتریاییحاضر در مطالعهبر این اساس 

14A-4،P5  و Bio4) روزه مورد ارزیابی  60های نفتی در یک دوره هیدروکربن درصد 5/6فتی با میزان آلودگی در خاک آلوده ن

پالایی ترکیبات نفتی، موثرترین باکتری انتخاب سازی و بکارگیری روش موجود در زیستهدف این بود که با پیادهقرار گرفت. 

شده، هوادهی )همزدن روزانه( و تغذیه با محلول آزمایش در شرایط طبیعی )دمای اتاق( با رطوبت کنترلگردد. به همین خاطر 

 قابل رنگ تغییرات هیدروکربن، بوی کاهش مانند های کلیدیشد. شاخصبرای افزایش فعالیت میکروبی انجام  NPK مغذی

 . شدند پایش تجزیه کارایی ارزیابی برای نفت باقیمانده میزان و مشاهده

باشد و هدف از اجرای های کارآمد یکی از نکات کلیدی مییابی به سویهپالایی ترکیبات نفتی، دستهای زیستبرای انجام پروژه

 یابی به چنین موردی بوده است.تحقیقی دستاین کار 

 هاروشمواد و 

 ینفت مواد به لودهتهیه خاک آ -الف

های مورد نظر آلوده به نفت حوزه خلیج فارس استفاده شد. بدون انجام تیمار خاصی بر روی نمونه هایدر این آزمایش از خاک

گرم از خاک آلوده توزین و مورد  20ای استفاده شدند. برای هر تیمار های شیشهدیشپس از توزین به مقدار برابر در پتری

نشان داد که مقدار اولیه نفت  TPHگیری هیدروکربن کل نفتی یا زهاستفاده قرار گرفت. نتایج آنالیز به روش سوکسله برای اندا

 باشد.درصد می 5/6

 ها باکتری سازیآمادهتهیه و  -ب
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( موجود در بانک Bio4و  H921 ،H814 ،H712 ،H711 ،S21-1 ،C16-2O ،14A-4 ،P5آزمایش نه سویه باکتریائی )در این 

 (  H711و  H921 ،H814 ،H712)نظیر  هاتبریز استفاده شد. برخی از این جدایهمیکروبی گروه علوم و مهندسی خاک دانشگاه 

و برخی نیز مربوط به شرایط غیرآلوده ( Moradi et al., 2022)شهر کرمانشاه جداسازی شده بودند های آلوده نفتی نفتاز خاک

انجام گرفت. پس از  NBها در محیط بانه باکتریابتدا کشت ش .نفتی بودند که قبلًا جداسازی و در بانک میکروبی موجود بودند

( درون یخچال نگهداری شده و قبل از استفاده به میزان CFU/ml 910×1 ، جمعیتی معادل با=1ODرسیدن به جمعیت مطلوب )

انجام گرفت. با توجه به میزان  NPKسازی در آب مقطر یا در محلول برابر رقیق شده و برای تلقیح به خاک افزوده شد. رقیق 10

گرم افزوده شد و خاک بهم زده شد. تلقیح باکتریایی در هر هفته، دوبار با فاصله  20لیتر از آن به میلی 5خاک مورد استفاده 

ه ارای های زیرروز به طول انجامید. جزئیات روش تلقیح میکروبی در بخش 60حدود سه یا چهار روز انجام گرفت. مدت آزمایش 

 شده است.

 درجه سلسیوس 50بررسی امکان رشد باکتری در دمای  -ج

ها در با توجه به پراکندگی مناطق آلوده نفتی در حوزه خلیج فارس و بالا بودن دما در این مناطق، آزمون قابلیت رشد باکتری

درجه سلسیوس ارزیابی  50ی در دما NAها در محیط کشت جامد دمای بالا مورد توجه بود. بدین خاطر امکان رشد باکتری

درجه سلسیوس درون  50و  28کشت خطی از باکتریها در پلیت انجام شد و رشد باکتریها در دو دمای  شد. برای این منظور

 انکوباتور مورد بررسی قرار گرفت.  

 پالاییاعمال تیمار زیست -د

 : (Sarikhani et al., 2025) پالایی به شرح زیر بودمراحل اجرای تیمار زیست

 5به میزان  (V/W 1%) استفاده شد. افزودن سورفکتانت  80الف( افزودن سورفکتانت به خاک آلوده: برای این منظور از توئین 

 گرم خاک فقط یکبار انجام گرفت و پس از آمیختن خاک، بعد از گذشت یک روز، تلقیح باکتریایی انجام پذیرفت.  20لیتر به میلی

لیتر از محلول  1استفاده شد. برای تهیه  N:P:K 20:20:20به خاک آلوده: در این آزمایش از محلول  NPKب( افزودن عناصر 

 گرم اوره )برای افزایش مقدار و سهم نیتروژن( مخلوط شد.  12با  N:P:Kگرم  5/5فوق، 

ده و برای تلقیح به خاک افزوده شد. برابر رقیق ش 10ج( تلقیح باکتریایی: زادمایه باکتریایی اولیه قبل از استفاده به میزان 

گرم خاک افزوده شد و خاک بهم زده  20لیتر از آن به میلی 5انجام گرفت. سپس  NPKسازی در آب مقطر یا در محلول رقیق

سازی شرایط سازی مشابهشد. تلقیح باکتریایی در هر هفته، دوبار با فاصله حدود سه یا چهار روز انجام گرفت. دلیل رقیق

مایشگاهی با شرایط واقعی بود، زیرا که در کارهای میدانی معمولاً زادمایه مورد استفاده با جمعیت کمتری مورد استفاده قرار آز

 گیرد.می

د( هوادهی و تامین رطوبت خاک آلوده: هوادهی به صورت روزانه جهت تامین هوا از طریق همزدن خاک انجام گرفت. و آبدهی 

 گرم خاک انجام شد.  20لیتر آب به میلی 5ودن هر دو روز یکبار با افز

 و درصد تجزیه آن TPHگیری اندازه -و

سازمان محیط  UNEP/IOC/IAEA بر اساس روشهای تیمار شده در خاک آلوده و خاک های نفتی کلتعیین غلظت هیدروکربن

گرم  10 های نفتی خاک، ابتداهیدروکربن کل . در این روش جهت تعیین غلظت(Anonymus, 1998) زیست آمریکا انجام شد

لیتر میلی 300گیر سوکسله با در عصارهدرون کاغذ خشک کن قرار داده شد و اطراف آن مسدود شد، سپس  خاک خشک از نمونه

ا سپس نمونه شسته شده با حلال فوق، به مدت دو روز درون آون ب .گرفتمورد استخراج قرار  ساعت 4به مدت  اتیل اتراز دی

های نفتی یا درصد نفت در مقدار هیدروکربن 1درجه سلسیوس گذاشته شد تا کاملاً خشک شود. و از طریق فرمول  70دمای 

 (TPH = (Wi- Wd)/Wd% ×100(                        1نمونه محاسبه شد.                               )

( از وزن نمونه شسته شده با حلال و خشک شده Wiاولیه نمونه ) برای محاسبه درصد نفت موجود در نمونه کافی است وزن

 ( کسر شود و در فرمول فوق قرار گیرد.Wdدرون آون )

 (TPH degradation = (Wi- Wf)/Wi% ×100              (2)    استفاده شد: 2از رابطه  TPHبرای محاسبه درصد تجزیه زیستی 

Wi  ( و موجود در تیمار شاهد مقدار نفت اولیه)برابر با موجود در تیمار نفت اولیه مقدارWf  مقدار نفت باقیمانده بعد از فرایند

 پالایی )نفت موجود در تیمارها(.زیست
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 هاطرح آماری و آنالیز داده -ز

افزار آماری نرمها از طریق انجام شد و تجزیه آماری داده تکرار( 2) مناسبتکرار  قالب طرح کاملًا تصادفی با اعمالآزمایش در 

SPSS  صورت پذیرفت. مقایسات میانگین به روش دانکن انجام شد و نمودارها از طریق نرم افزارExcel  ترسیم شد. تیمارهای

سویه باکتریایی و یک نمونه شاهد بدون تلقیح بود. در این آزمایش تیمار شاهد، خاک آلوده بدون اعمال تلقیح  9آزمایش شامل 

قابل ذکر است که  های مورد استفاده در آزمایش، درنظر گرفته شد.پالایی باکتریبرای مقایسه کارایی زیستمیکروبی بود، که 

 .فقط تلقیح میکروبی صورت نپذیرفتسایر عملیات )هوادهی، آبدهی و ...( انجام پذیرفت و در تیمار شاهد 

 نتایج  و بحث

 درجه سلسیوس 50رشد باکتری در دمای 

میانگین بالای دما در بخش جنوبی کشور و کشورهای حوزه خلیج فارس و وجود دماهای بالا، طبیعی است که توجه با توجه به 

های میکروبی که به خوبی در این شرایط امکان رشد و فعالیت داشته باشند، از نکات کلیدی است. همانگونه که از شکل به سویه

شود. در نقطه مقابل برخی از درجه سلسیوس دیده می 50در دمای  H521ها نظیر آید، عدم رشد برخی از باکتریبرمی 1

درجه برای  50(. با توجه به اینکه تحمل دمای H814و  H921بالاتر رشد بهتری داشتند )همانند جدایه  ها در دمایجدایه

 های حساستریها انجام شد و سویهپالایی مهم بود. ابتدا این تست دمایی جهت غربالگری باکها برای آزمایش زیستانتخاب سویه

 برای بخش دوم آزمایش انتخاب نشدند. H521همانند 
 

  

 

 

 50های مورد آزمایش در دو دمای متفاوت )درجه سلسیوس. کشت خطی از باکتری 50ها در دمای بررسی توانایی رشد باکتری -1شکل 

 درجه سلسیوس )سمت چپ(. 28درجه سلسیوس )سمت راست( و 

 های ظاهری خاک )رنگ و بوی خاک( توجه به شاخصه

پالایی به مرور تغییراتی در ظاهر خاک آلوده نفتی مشاهده شد. (، در خلال فرایند زیست2آید )شکل همانگونه که از تصویر برمی

کند، سوق پیدا میای شدن یا رنگ اصلی خاک به مرور از تیرگی آن کاسته شده و رنگ روشنتری پیدا نموده و به سمت قهوه

پالایی بالاتر گردد. سرعت این تغییر در تیمارهای کارآمد و موفق زیستبه بیان دیگر تغییر در ظاهر و رنگ خاک آشکار می

خواهد بود. علاوه بر تغییر رنگ خاک، بافت خاک و ساختمان خاک بهتر شده، بافت آن اسفنجی و پوک شده و شرایط تهویه 

د. تغییر در میزان بوی متصاعد شده نیز مشهود بوده و روند کاهشی خواهد داشت. همچنین در مقایسه کنخاک بهبود پیدا می

 شود.ها با گذشت زمان بهتر میبا روزهای نخست که در هنگام تامین رطوبت، حالت آبگریزی بارز بود جذب آب در نمونه
 

 

 

 

 

 

باکتریایی در مقایسه با نمونه شاهد. نمونه تیره )سمت راست پایین(، نمونه خاک پالایی بعد از تلقیح مقایسه تیمارهای زیست -2شکل 

 باشد.آلوده نفتی است که تلقیح میکروبی در آن انجام نشده است و به عنوان نمونه شاهد می

 میزان نفت خاک و درصد تجزیه نفت
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یا ترکیبات نفتی  درصد تجزیه نفت  -3شکل 

(TPH در تیمارهای ) روز 60تلقیح باکتریایی بعد از گذشت 

سازی دارد. زیست پالایی با های کارآمد برای پاکمحیطی است که نیاز به روشهای مهم زیستآلودگی نفتی یکی از چالش

ی موفقیت کند. برای ارزیابخطرتر تجزیه میهای نفتی را به ترکیبات کمها، هیدروکربنها، یا آنزیم، قارچریزجانداراناستفاده از 

دهنده آن است که مقدار نفت در نمونه شاهد که هیچ نشان 3شکل  .ضروری است درصد تخریب نفت این فرآیند، محاسبه

باشد. در میان تیمارهای باکتریایی کمترین مقدار نفت مربوط به تیمار درصد می 5/6تیماری بر روی آن انجام نشده است برابر با 

S21-1 ت مربوط به باشد. بر این اساس، نگاهی به درصد تجزیه نفت در بین تیمارها نشان داد که بالاترین مقدار تجزیه نفمی

درصد به دست  26حدود  S21-1این میزان در تیمار  شود،مشاهده می 3شکل  درگونه که همان(. 3همین تیمار است )شکل 

زمان بیشتری داشته است. در مطالعات میدانی در مناطق آلوده با آلودگی بالا آمد. به نظر حذف کامل ترکیبات نفتی نیاز به 

پالایی به عوامل دیگری به جز غلظت باشد. هر چند پیشرفت زیستدرصد می 1به میزان کمتر از  TPHتمرکز بر کاهش آلودگی 

(، نوع میکروب، شرایط محیطی )دما، رطوبت، هاها و آروماتیکاولیه آلاینده وابسته است اعم از نوع آلایندگی )سهم آلیفاتیک

 (.غیرهتهویه، سطح عناصر غذایی و 

( استفاده  …،پانتوآ، سودموناس، باسیلوسهایی نظیر های مختلف )جنسدر مطالعه حاضر باکتریهای مختلفی وابسته به جنس

اما در مقام مقایسه با سایر گزارشات اعداد به دست آمده از تجزیه ترکیبات نفتی بسیار بالا نبودند. دلایلی مختلفی برای آن شد. 

بر روی نمونه انجام نگرفت تا سهم ترکیبات آلیفاتیک و آروماتیک را مشخص نمود  GC-FIDآنالیز توان متصور بود. از جمله، می

شاید بتوان اینگونه در آلودگی نفتی عاملی برای کاهش تجزیه زیستی ترکیبات نفتی بوده است.  ولی به نظر توزیع این مواد

، چنان که افشارنیا و اندباکتریهای مورد آزمون نیاز به زمان بیشتری برای حذف زیستی ترکیبات نفتی داشتهعنوان نمود که 

ماه در آزمایش  4بعد از سپری شدن  COD2-3 یح باکتریاییتلقتیمار برای  را درصد 70حدود ( میزان تجزیه 2022همکاران )

 . گزارش نمودندگلدانی 

 گیری نتیجه

خیز بویژه در حوزه خلیج فارس و حاکم بودن دمای بالا در این های نفتی در مناطق نفتا توجه به توزیع و پراکندگی آلودگیب

درجه سلسیوس و امکان استفاده از آنها  50متحمل به دمای های میکروبی مناطق، این آزمایش با هدف بررسی برخی از گونه

به منظور افزایش فراهمی ترکیبات نفتی در تجزیه  80های آلوده نفتی انجام گرفت. استفاده اولیه تویین پالایی خاکدر زیست

تامین رطوبت مناسب و و تلقیح باکتریایی در فواصل زمانی مشخص به همراه  NPKزیستی انجام گرفت و بعد از آن بکارگیری 

در نمونه شاهد و تیمار باکتریایی،  TPHهای به دست آمده از میزان اولیه و باقیمانده هوادهی فعال صورت پذیرفت. توجه به داده

-S21درصد کاهش یافته است. در این میان سویه  7/4به  TPHدرصد  5/6روز مقدار اولیه  60حاکی از آن بود که بعد از گذشت 

 بالاترین کارایی را از خود نشان داد.  سودوموناسبه جنس  متعلق 1

 فهرست منابع
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Abstract 
Soil contamination by petroleum compounds is a serious environmental problem that can have devastating 

effects on ecosystems and human health. Physical and chemical soil remediation methods are often costly and 

destructive, while microbial bioremediation has gained attention as a sustainable and cost-effective alternative. 

In this experiment, nine bacterial isolates from a microbial culture collection (including H921, H814, H712, 

H711, S21-1, C16-2O, 14A-4, P5, and Bio4) were used for the bioremediation of petroleum-contaminated soil 

(initial contamination: 6.5%). The experiment lasted 60 days and was conducted at room temperature. During 

the experiment, moisture was maintained (every two days), stirring was performed (daily), and microbial 

inoculation along with NPK nutrient solution supplementation (every three days) were carried out. Key 

evaluation criteria included: reduction in emitted odor, changes in sample color, remaining petroleum 

levels after the experiment began. To determine the initial petroleum content, residual oil, and degradation 

percentage, the Soxhlet extraction method using diethyl ether as the solvent was employed. Among the tested 

strains, S21-1 showed the highest oil degradation rate (26%), followed by 14A-4 and C16-2O. Gradual color 

changes and reduced residual oil levels indicated the superior performance of strain S21-1, which belongs to 

the Pseudomonas genus. 
 

Keywords: Bioaugmentation, Bioremediation, Total petroleum hydrocarbons 
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