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در خاک و  نفتي ينده هايه کننده آلايتجز يهايباکتر ييشناسا
 ت آنهايبر فعال يطيط محي شرايرتاث

حاج  يو محمدعل ي، آرش انصارانيدامادير ميند حسي، س**ا اکبرير، سم*يمانيمحسن سل
 يعباس

 ي، گروه خاکشناسياصفهان، دانشکده کشاورز دانشگاه صتعتي *
  سبزير، موسسه سفييخ بهايش يپارک علم و فناوراصفهان،  يقاتيتحق-يشهرک علم **
 دهيچک

ست يط زيمح يهمه بخشها ياستفاده گسترده از محصولات مشتق شده از نفت منجر به آلودگ
ا استفاده کننده از يد کننده و يتول يد در کشورهاين مساله بايا. شده است

 ين پاکسازينو ياز روشها يکي ييست پالايز. ديرمدنظر قرار گ ين نوع انرژيا
 ي بوميرو غ يبوم يسمهايکروارگانيم ييط است که از توانايدر مح نفتي ينده هايآلا
 ييشناسا ين مطالعه برايا .ديرگ ينده ها بهره مين آلايه ايو تجز ييت زدايسم يبرا
در  نفتي ينده هايه آلايتجزت يشده است که قابل يزيطرح ر ييسمهايکروارگانيم

مانند نسبت  يطيط محين شرايبهتر. ه تهران را دارا هستندشگايمنطقه پالا يخاکها
C:N:P شده  ين موجودات بررسيت ايفعال يز براي، دما و اضافه کردن سورفکتانت ن
کروکوکوس، يم يشده متعلق به جنسها ييشناسا يهايج نشان داد که باکترينتا. است

جنس يناس و آلکالنتوباکتر، سودومويوم، اسينه باکتريا، کوريرودوکوکوس، نوکارد
 30و  100:10:5ب يها به ترتين باکتريت ايفعال يو دما برا C:N:Pن نسبت يبهتر. هستند

منجر به  Tween80سورفکتانت  يوزن درصد 5/0اضافه کردن . گراد بوديدرجه سانت
 .ديگرد) TPH(نفتي يدروکربنهايکل ه ستييه زيش تجزيافزا

 مقدمه
زيست ، اخير دهة دو در خطرناك آلودگيهاي شدت يافتن با

 و گرفته قرار توجه مورد بسيار زيست، شاخة محيط در )Biotechnology(فناوري
 سالم زيست فناوري آلودگي، رفع و آنترل جهت در آن آوردهاي دست مهمترين از

 حياطر از ستعبارت سازي سالم زيست .باشد مي )Bioremediation( سازي
تجزية  جهت )Microorganisms( ها ازوارهريزس از استفاده با زيستي يندهايآفر

 از سازي يكي سالم زيست. )Chen et al., 1999( هآلايند شيميايي مواد زيستي
 برخي برخلاف و رود بكار نفتي يهاآلودگي در حذف تواند مي آه است روشهايي

 دائمي حل راه يك تواند روش مي اين هستند، مؤثر موقت بصورت آه روشها از
نشان داد آه اآوسيستمهاي  1940ت انجام شده در دهه مطالعا. باشد

ي هستند آه يزسازواره هايرداراي  به طور طبيعي آبي و خشكي
از آن . را تجزيه آنند قادرند انواع متعددي از هيدروآربنهاي نفتي

باآتريها، ( زسازواره هاير گونه هاي مختلفي از تا کنون زمان
داراي قدرت تجزيه  هشده اند ک ييشناسا )قارچها و مخمرها

از نظر توان  زسازواره هاين ريا .مي باشند نفتي يهيدروآربنها
و در تعداد زيادي از محيطهاي آبي و خشكي  بودهبيوشيميايي متنوع 

سطوح رويي و  ،رسوبات دريايي ،شامل آبهاي شور دريا، آبهاي شيرين
. وندزيرين خاك، آبهاي زيرزميني و لجنهاي صنعتي و شهري يافت مي ش

لذا استفاده از ميكروبهاي تجزيه آننده ترآيبات نفتي در واقع يكي 
از مكانيسمهاي اوليه و مهم براي حذف آلودگيهاي نفتي از محيطهاي 

از آنجايي آه ). Chailan et al., 2004; Capell et al.,2001(مختلف به شمار مي رود 
ه هيچ جمعيتهاي ميكروبي بومي يك منطقه به ويژه در مناطقي آ

قادر به  پيشينه اي از آلودگي با مواد نفتي نداشته اند، غالباً
تجزيه سريع و گسترده آلودگي نفتي وارد شده به آن محيط بخصوص 

لذا محققان با جداسازي  ،سرريزهاي بزرگ نفتي نيستند
ميكروارگانيسمهاي داراي قدرت تجزيه آنندگي بالا و وارد آردن آن 
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زيه سريع و گسترده به تج ،به محيطهاي آلوده
هيدروآربنهاي نفتي سرريزشده به آن منطقه آمك مي آنند 

 ,.Lederberg, 2000; Leahy et al( شود يگفته م Seeding آه به اين عمل اصطلاحاً
 ينده هايه کننده آلايتجز يهايباکتر ييق با هدف شناساين تحقيا .)1990
و  مانند دما يطي عوامل محيرشگاه تهران و تاثيدر منطقه پالا نفتي

شگاه يآنها در آزما يه ايت تجزيبر فعال) C:N:P( يينسبت عناصر غذا
 .اصفهان انجام گرفت يقاتيتحق-يشهرک علم يوتکنولوژيب

 مواد و روشها 

در محوطه  به هيدروآربنهاي نفتينقطة آلوده  8برداري خاك از   نمونه
در خاک  ينمونه ها .شد انجام  يمتر سانتي 0-20از عمق  شگاه تهرانيپالا

ت مكان و عمق هر پاآت با ذآر مشخصا وپاآتهاي پلاستيكي ريخته 
درجه  4در دماي   شگاهيدن به آزمايو تا رسخاك، آدگذاري 

 .سانتيگراد نگهداري شد
عمليات  منظور افزايش جمعيت ميكروبي سازگار با مواد نفتيه ب
فسفات هيدروژن  شامل( محيط آشت پايه معدني با استفاده از سازي غني

هر کدام به  وميسولفات آمون ،هيدروژن پتاسيم فسفات دي ،پتاسيم
تر،  يگرم در ل 04/0زان يبه م سولفات منيزيم تر،يگرم در ل1زان يم

محلول تر يدر ل يس يک سيو  تريگرم در ل 004/0زان يبه م آلريد آهن
، MnCl2.2H2O، MnCl4.H2O  ،H3BO3، CuCl2.2H2O ،NiCl2.6H2O شامل يزمغذيعناصر ر

COCl2.6H2O ،ZnCl2 ،Na2MoO4.2H2O  صورت گرفت )Capelli et al., 2001(.  250فلاسكهاي 
 400ميلي ليتر محيط آشت پايه معدني و    25ميلي ليتري حاوي 

 ينمونه بردارخاك آلوده  هر گرم از ده. دتهيه ش تر نفت خاميکروليم
بعنوان هاي هيدروآربني، هاي سازگار با محيط باآتري حاوي انواعشده 

زن با  فلاسكها بر روي هم  .منبع ميكروبي به محيط آشت اضافه شد
درجه سانتيگراد بمدت دو روز در  30دور در دقيقه و دماي  130سرعت 

تر از حجم يل يليم 25 ،پس از گذشت دو روز. تاريكي گرماگذاري شد
. اضافه شدمحيط آشت هر فلاسك به فلاسك جديد حاوي محيط آشت تازه 

 ند غنييآط کشت فرين محياز آخر. افتياين آار بمدت يكماه ادامه 
ط يمح يت رويک به صورت پور پلياز هر  وه يمختلف ته ي، رقتهايساز

 ياد شده رويجتک ا يها کلني. شد هکشت داد) آگاردار(کشت جامد 
 ينت آگار خالص سازيط کامل نوتريمح يجامد را ابتدا رو يطهايمح

ها با کشت در ين باکتريک از ايرشد هر  ييت تواناير نهاکرده و د
براي جلوگيري . ديثابت گرد )نفت خام يحاو( ه مربوطهيپا يطهايمح

 از بروز آلودگي، آزمايش هاي مرحله خالص سازي در شرايط آاملاً
هاي باآتريايي و بررسي  منظور شناسائي گونهه ب. سترون انجام گرفت

 گرم، هاي  رنگ آميزي لوژيك آنها آزمايشصفات مورفولوژيك و فيزيو
 آزمايش ،آتحربررسي توانائي  ،آزمايش اآسيداز ،آزمايش آاتالاز

OF ، صورت  بررسي توليد پيگمان فلوروسانت ،توليد گاز
 .)Palleroni, 1984(گرفت

لقيح ميكروبي، عناصر غذايي، دما و تاثير ت يبه منظور بررس
گرمي از  100سورفكتانت بر تجزيه آلاينده هاي نفتي در خاك نمونه هاي 

يك خاك آلوده آه مخلوطي از خاآهاي منطقه را شامل مي شد به ظروف 
 2تلقيح با (مورد  3تيمارهاي تلقيح شامل . پلاستيكي منتقل گرديد
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، C:N:P 100:10:1نسبتهاي(سطح  4، عناصر غذايي در )گونه و شاهد 10و 
درجه  30و  15(، دما در دو سطح )و شاهد100:5:1، 100:10:5

و  w/w5/0   %Tween80مقدار ( ، سورفكتانت در دو سطح)سانتيگراد
منبع مورد استفاده . سطح تكرار گرديد 3هر تيمار در . بود) شاهد

ي براي تامين ازت و فسفر به ترتيب نيترات آمونيوم و فسفات د
رطوبت اشباع خاك % 50رطوبت نمونه ها در حد . ژن پتاسيم بود هيدرو

روز يكبار زيرورو  3به منظور هوادهي، همه نمونه ها هر . حفظ شد
غلظت آل ) هفته  4پس از (در آغاز و پايان آزمايش . گرديد

براي عصاره گيري آل . تعيين شد) TPH(هيدروآربنهاي نفتي 
دي  و هگزان- nدستگاه سوآسله و محلولهاي  از) TPH(هيدروآربنهاي نفتي

 استفاده  GCبراي تعيين روند تغييرات از دستگاه  وآلرومتان اتر 
 .شد

   نتايج و بحث

باآتري شناسايي  40پس از طي مراحل غني سازي و خالص سازي بيش از 
 Pseudomonas ،Acinetobacter ,Micrococcusمتعلق به جنسهاي  هاين باکتريا. شد
،Corinebacterium ، Alcaligenes، Nocardiaو Rhodococcus بودند. 

ايج تجزيه آل هيدروآربنهاي نفتي نشان داد آه اضافه آردن نت
ميكروارگانيسمها به خاك باعث تسريع قابل ملاحظه تجزيه اين مواد 

گونه  2گونه نسبت به اضافه آردن  10اضافه آردن . در خاك مي گردد
ميزان . در محيط خاك گرديد TPHفزايش تجزيه به طور معني دار باعث ا

درجه  15درجه بيشتر از دماي  30تجزيه هيدروآربنهاي نفتي در دماي 
درجه  30به  15از  دما شيافزانتايج نشان داد آه . )2و1شکل(بود
هيدروآربنهاي نفتي در ه يتجزبرابر  2باعث افزايش حدود  گراديسانت

ت به خاك باعث افزايش تجزيه اضافه آردن سورفكتان. خاك مي گردد
 . هيدروآربنهاي نفتي در همه تيمارها شد

مقايسه تيمارهاي اعمال شده عناصر غذايي نشان داد آه با افزايش 
غلظت عناصر نيتروژن و فسفراضافه شده به خاك تجزيه هيدروآربنهاي 

  .نفتي در محيط خاك افزايش مي يابد
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روند   -2شکل              فنفتي در تيمارهاي مختلروآربنهاي روند تجزيه هيد  -1شکل 

 تجزيه هيدروآربنهاي نفتي در تيمارهاي مختلف
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درجه  30در دماي                           
 15در دماي                                                 سانتيگراد

 درجه سانتيگراد
I0 : بدون تلقيح(تيمار شاهد( ،I1 :گونه 10قيح تيمار تل ،I2 : 2تيمار تلقيح 

 درجه سانتيگراد 30دماي : T2، درجه سانتيگراد 15دماي : T1، گونه
+S :داراي سورفكتانت ،-S :بدون سورفكتانت ،F0 : بدون اضافه آردن (تيمار شاهد

به نسبت  C:N:Pتيمار اضافه آردن عناصر غذايي براي ايجاد : F1، )عناصر غذايي
100:5:1،F2 :ضافه آردن عناصر غذايي براي ايجاد تيمار اC:N:P  100:10:1به نسبت ،

F3 : تيمار اضافه آردن عناصر غذايي براي ايجادC:N:P  100:10:5به نسبت 
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Abstract 
The extensive use of petroleum products leads to the contamination of almost all compartments of the 
environment. This problem must be mentioned by countries which produce or use this type of energy. 
Bioremediation is a new method which has been proposed for remediation of petroleum pollutants using of 
indigenous or allochthonous microorganisms to detoxify and degrade environmental contaminants. Thus 
this study conducted to identify and isolate of microorganisms which have the potential for degradation of 
petroleum pollutants in soil media. The best environmental conditions such as C:N:P ratio, temperature and 
adding surfactant were also investigated. Results showed that bacterial strains belong to the genus 
Micrococcus,Rhodococcus,Nocardia,Corinebacterium, Acinetobacter, Pseudomonas and Alcaligenes. The 
best temperature and C:N:P ratio for activity of petroleum degrading bacteria were 30oC and 100:10:5 
respectively. Adding the 0.5 % w/w surfactant (Tween 80) to the soils increased the total petroleum 
hydrocarbons (TPH) biodegradation. 
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