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 بررسی اثر آلودگی نفت سفید بر روي جمعیت میکروبی خاك بیابان و خاك مزرعه
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   واحد علوم و تحقیقات سیرجان اسلامی،ارشد میکروبیولوژي، دانشگاه آزاد آموخته کارشناسی دانش2
  12/7/96:  ؛ تاریخ پذیرش15/11/95: تاریخ دریافت

  ١چکیده
ت سفید شامل قسمت اعظم نف. تر از بنزین است نفت سفید یا کروزن مایعی بیرنگ و کمی سنگین: سابقه و هدف

مزرعه ممکن است با اکوسیستم .  اتم کربن است15 تا 11ها داراي  هایی است که مولکول آن هیدروکربن
این . لوده شودآ انتقال نفت و نشت نفت خام از ذخایر نفتی مانندهاي گوناگونی   از طریق روشهاي نفتی یدروکربنه
 شناخت اثر آلودگی نفت هدف از این پژوهش. وبی هستند میکرها داراي اثراتی روي بافت خاك و جمعیت لایندهآ

 . باشد سفید بر دو نوع خاك متفاوت می

برداري شد و شش نوع میکروکازم  نمونههاي بیابان و مزرعه   از دو نوع خاك متفاوت شامل خاك:ها مواد و روش
 همراه با نفت سفید و آلوده به ید نفت سفهر خاك داراي سه میکروکازم شامل بدون آلودگی، آلوده به. طراحی گردید

هاي  هاي هتروتروف، جمعیت باکتري چون جمعیت باکتري هایی هم شاخص. مواد غذایی نیتروژن و فسفر بود
 روزه 120 در مورد هر میکروکازم در یک دوره زمانی نفت سفیدکننده، آنزیم دهیدروژناز و میزان تجزیه  زیهتج

در این روش سري رقت براي . ي هتروتروف محیط نوترینت اگار استفاده شدها براي شمارش باکتري. سنجش گردید
. هاي متفاوت شمارش شدند اي کشت داده شد و کلنی هر خاك انجام شد و روي محیط نوترینت آگار بصورت سفره

 براي شمارش تعداد حداکثر احتمالی. هاس استفاده شد کننده از محیط بوشنل هاي تجزیه براي شمارش باکتري
  . ها از روش میکروپلیت استفاده شد باکتري

. باشد می 1 × 1010هاي هتروتروف مربوط به خاك مزرعه با ارزش  نتایج نشان داد که بالاترین میزان باکتري: ها یافته
هاي  اد کل باکتريتر از تعد توجهی کم طور قابل هها ب  خاكهمهکننده در  هاي تجزیه کلی تعداد باکتريطور هاما ب
 روز در این دو نوع خاك الگوهاي 120با گذشت زمان تیمار از زمان صفر تا زمان . باشد ها می كوتروف در خاهتر

ها الگوي افزایشی   آزمایش باکتري30زمایش تا روز آکه در خاك بیابان از روز اول  طوري ه ب.شود متفاوتی دیده می
کننده نفت سفید  هاي تجزیه کمیت باکتري. شود ها دیده می رياي در تعداد باکت ملاحظه  کاهش قابل60دارند اما در روز 

کننده در تمامی حالات خاك  در خاك بیابان افزایش در تعداد تجزیه.  سیر کاهشی و پس از آن افزایشی بود60تا روز 
آغاز  90در خاك مزرعه افزایش از روز . صورت کاهشی بود هپس از این زمان الگو ب. زمایش دیده شدآ 30در روز 

کننده نفت سفید مربوط به خاك  هاي تجزیه بالاترین میزان باکتري. زمایش نیز الگو افزایشی استآشود و تا انتهاي  می
                                                

  hasanshahi@gmail.com:  مسئول مکاتبه*



 1396) 4(، شماره )24(هاي حفاظت آب و خاك جلد  نشریه پژوهش
 

 228

نزیم آبهترین فعالیت . باشد  می3 × 104ترین آن مربوط به خاك بیابان با ارزش   و کم2 × 106مزرعه با ارزش 
بالاترین تجزیه زیستی . لوده همراه با ماده غذایی بودآه میکروکازم هاي گوناگون مربوط ب دهیدروژناز در میکروکازم

ها نشان داد   تحلیل آماري داده. درصد بود95اك مزرعه با میزان هاي مورد مطالعه مربوط به خ نفت سفید در همه خاك
هاي  ر شاخص سنجیده شده با سایMPN هاي هتروتروف که با روش دار بین تعداد کل باکتري که یک ارتباط معنی

  .مورد بررسی وجود دارد
پالایی وابسته به نوع خاك است و در این   ثابت کرد که انتخاب بهترین روش زیست نتایج این پژوهش:گیري نتیجه

  . این ثابت شد که نوع خاك داراي اثر مهمی در تجزیه زیستی نفت سفید استپژوهش
  

  ازم، نفت سفیدزیستی، خاك، میکروک آلودگی، تجزیه : کلیديهاي واژه
  

 مقدمه
د معدنی، آلی و خاك ترکیبی پیچیده از موا

داراي خصوصیات فیزیکی و . موجودات زنده است
خصوصیات . یافت استیایی زودیافت و دیرشیم

ظرفیت  ، هدایت الکتریکی وpH: مانندشیمیایی خاك 
تبادل کاتیونی تابع ترکیبات معدنی، مواد آلی و محیط 

ثر ؤ خاك از عوامل مهم و مخصوصیات فیزیکی. است
نفت سفید یا کروزن، برشی . باشند بر رشد گیاهان می

 الی 180از نفت خام است که حدود نقطه جوش آن 
. باشد  می78/0گراد و چگالی آن   درجه سانتی275

هایی است  قسمت اعظم نفت سفید شامل هیدروکربن
 نفت . اتم کربن است15 تا 11ها داراي  که مولکول آن

تر از بنزین است که  د مایعی بیرنگ و کمی سنگینسفی
. رود شدن از بین می بوي مخصوص آن پس از تبخیر

 سال، 50نفت سفید از آغاز پیدایش صنعت نفت تا 
افزایش چگالی . ورده نفتی بوده استآترین فر مهم

تري از  نفت سفید معرف وجود درصد بیش
هاي نفتنی و معطره است و کیفیت آن  هیدروکربن

دهنده و حدود نقطه  بستگی به نوع اجزاء تشکیل
    ).4  و3(جوش آن دارد 

ها در اثر حمل و نقل یا  مواد نفتی و مشتقات آن
. سازي ممکن است موجب آلودگی خاك شود ذخیره

تري از خاك نفوذ کنند  قدر مواد نفتی به عمق بیش هر

هاي  آلودگی. تر خواهد بود رفع آن آلودگی مشکل
ناپذیر از افزایش سریع جمعیت  مد اجتنابنفتی یک پیا

دنبال آن آلودگی  و فرایند صنعتی شدن است که به
خاك توسط مواد هیدروکربنه نفتی به شکل وسیع در 
اطراف تاسیسات اکتشاف و پالایش و به شکل 
موضعی در مسیرهاي انتقال این مواد قابل مشاهده 

  ). 5(است 
ي وجود آلودگی نفتی باعث کاهش حاصلخیز

خاك، غیرقابل استفاده بودن آن براي کشاورزي، نفوذ 
هاي زیر زمینی و ورود آلاینده به آب  آلودگی به آب

 و اثرات ها باعث آلودگی هوا در برخی مکان. شود می
جواري با  علت هم  همچنین به.منفی روي تنفس دارد

شود و جمعیتی از  ، آب نیز آلوده میتاسیسات نفتی
هاي پوستی و  ه انواع بیماريساکنان این مناطق ب

هاي نفتی به سه روش  آلودگی. شوند گوارشی مبتلا می
براي . سازي می شوند فیزیکی، شیمیایی و زیستی پاك

ها به روش فیزیکی ممکن است از  حذف آلودگی آب
در . استفاده شود 1 اسکیمرکننده مثل ابزارهاي جمع

ی  که نوع2هاي آلوده نیز روش لندفیلینگ مورد خاك
 مواد آلوده است و یا سوزاندن سیستم دفن بهداشتی

 ها مثل بعضی از این روش. شود کار گرفته می به

                                                
1- Skimmer  
2- Land filling 
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این  و سوزاندن بسیار گران هستند علاوه برلندفیلینگ 
 استفاده از. شود سوزاندن باعث آلودگی هوا می

چنان  اسکیمر نیز براي نشت نفت در سطح وسیع آن
شیمیایی شامل تزریق هاي  روش. که باید مؤثر نیست

هاي شیمیایی به محیط است که  کننده مستقیم اکسید
اما . شود منجر به تغییر ماهیت طبیعی محیط می

طور معمول شامل تبدیل  هاي زیستی که به روش
آلودگی به مواد غیرسمی با استفاده از فرآیندهاي 

. رسد نظر می ضررتر به میکروبی است مؤثرتر و بی
آوري حذف آلودگی است که  فن یک 1پالایی زیست

در آن سیستم زیستی براي تخریب یا تغییر شکل مواد 
پالایی از  در زیست. شود شیمیایی زیانبار استفاده می

ها و گیاهان،  ها، قارچ ویژه باکتري هموجودات زنده ب
ها به  هاي محیطی و تبدیل آن منظور تجزیه آلاینده به

  ).9  و8 ،6(شود  ترکیبات غیرسمی استفاده می
بر که درك اثرات آلودگی نفت سفید  یجائ نآاز 

روي جمعیت میکروبی اکوسیستم خاك از لحاظ 
هاي تجزیه زیستی در مناطق آلوده  طراحی استراتژي

هاي  که در خاك  اهمیت است و با توجه به اینداراي
طور دقیق کار  هایران از منابع گوناگون تاکنون ب

ودگی بر روي مشخصی در خصوص فهم اثرات ال
 پژوهشبنابراین هدف از این . ها انجام نشده است نآ

ثیر نفت سفید بر روي جامعه میکروبی خاك أبررسی ت
ثیر الودگی نفت أبیابان و مزرعه و همچنین بررسی ت

هاي این دو نوع خاك و  سفید روي فعالیت میکروب
همین منظور  به. باشد ها در حذف آلودگی می نقش آن

مدل که در ادامه این مقاله به آن شش اکوسیستم 
گوییم طراحی گردید و شرایط متفاوتی   می2میکروکازم

ها با توجه به نوع خاك اعمال گردید  در هر یک از آن
هاي میکروبی، شیمیایی و  و سپس با سنجش شاخص

آنزیمی در هر میکروکازم و تحلیل آماري نتایج 

                                                
1- Bioremediation 
2- Microcosm 

 حاصله پاسخ هر جمعیت میکروبی هر خاك نسبت به
  .نفت سفید تعیین گردید

  
  ها مواد و روش

برداري تحت شرایط استریل انجام  نمونه: برداري نمونه
ي ربردا از کویر شهداد در استان کرمان براي نمونه. شد

گیري خاك مزرعه  براي نمونه. خاك بیابان استفاده شد
  از خاك یک مزرعه ذرت در حوالی شهر سیرجان 

گیري  نحوه نمونه. در استان کرمان استفاده شد
متر از سطح خاك   سانتی10صورت بود که ابتدا  بدین

 کیلوگرم از خاك داخل ظروف 3برداشته شد و حدود 
هاي خاك تا انتقال به  نمونه. استریل ریخته شد

آزمایشگاه روي یخ نگهداري شدند و سپس در دماي 
Cº 41( بعدي قرار داده شدند هاي  تا انجام آزمایش(.  

سه میکروکازم براي هر نوع : ها وکازمطراحی میکر
 طول، cm 50اي با مشخصات  خاك در ظروف شیشه

cm 10  عمق و cm25 عرض جهت مطالعه تغییرات 
هر میکروکازم . در جوامع میکروبی طراحی گردید

سه حالت  ها در میکروکازم.  گرم خاك بود500حاوي 
میکروکازم خاك که شامل  طوري هطراحی شدند ب

آلوده   ، میکروکازم خاك)Nبا نام اختصاري  (3غیرآلوده
و میکروکازم خاك ) Pبا نام اختصاري ( 4به نفت سفید

با  (5آلوده به نفت سفید همراه با افزودن مواد غذایی
میکروکازم خاك بیابان با . بودند) NPنام اختصاري 

و میکروکازم خاك مزرعه با علامت ) D(6علامت 
7)G (از این  این پژوهشمشخص گردید که در ادامه 

 .شود ها استفاده می علامات براي نشان دادن میکروکازم
عنوان  هجهت تنظیم نسبت کربن، نیتروژن و فسفات ب

 وزن نفت سفید، 1/0میزان  به) 100:10:1(ماده غذایی 
                                                
3- Non pollutant 
4- Polluted soil 
5- Nutrient polluted soil 
6- Desert 
7- Garden 
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 از وزن نفت سفید، 01/0میزان  نیترات آمونیم و به
یل لیتر آب مقطر استر میلی140پتاسیم فسفات در  دي

سپس . ها اضافه شدحل شده و به میکروکازم
به .  مخلوط شدندها کاملاًمحتویات میکروکازم

لیتر آب مقطر  میلی140میزان  میکروکازم کنترل فقط به
ها در ابتدا یادداشت شد و وزن ظرف. استریل اضافه شد

اي ظروف، رطوبت از دست رفته با با وزن کردن هفته
 ها میکروکازم. ریل جبران شداضافه نمودن آب مقطر است

 روز خوابانیده 120مدت   بهC  25در تاریکی و دماي
در ها   زمانی هر دو روز یک بار خاكدر فواصل. شدند

هوازي ایجاد  ها بر هم زده شدند تا شرایط بی میکروکازم
 روز و 90 روز، 60 روز، 30هاي صفر،  در زمان. نگردد
  ).7( ها انجام شد گیري از میکروکازم نمونه روز 120

 در ها کننده ها و تجزیه کل هتروتروف شمارش تعداد
گرم  10 ابتدا ):CFU(1 روش سریال رقت خاك با

 لیتر از بافر میلی 100 هاي هر میکروکازم در خاك از
هاي  سپس درون لوله. حل شد )PBS(2 فسفات نمکی
براي . شد ریخته PBS لیتر بافر میلی 9 آزمایش میزان
ي ها لوله در 10-8 و 10-7 ها رقت وتروفشمارش هتر

 این رقت در میکرولیتر از 100 آزمایش تهیه گردید و
براي . اي داده شد کشت سفره هاي نوترینت آگار پلیت

 تهیه شد و 10-5 و 10-4 ها رقت کننده شمارش تجزیه
هاس  هاي بوشنل میکرولیتر از این رقت در پلیت 100

ن تنها منبع کربن عنوا  بهنفت سفید% 1 آگار حاوي
 دماي انکوباسیون در پس از. اي داده شد کشت سفره

Cº 30و طبق فرمول زیر ها انجام شد ، شمارش کلنی 
براي ). 13 (گرم خاك محاسبه شد هر کلنی در تعداد

قارچ بنومیل در محیط دگی قارچی از ضدلوآحذف 
   .کشت استفاده شد

 
Cfu/gram = شده  هاي شمارش نیمیانگین تعداد کل× عکس رقت  × 10  

                                                
1- Colony forming unit 
2- Phosphate Buffer Saline 

 در ها کننده  تجزیهها و شمارش تعداد کل هتروتروف
 گرم از خاك در 10ابتدا : 3MPN روش خاك با

. حل شد) PBS( لیتر از بافر فسفات نمکی  میلی100
لیتر بافر   میلی9هاي آزمایش میزان  سپس درون لوله

PBSها  براي شمارش هتروتروف.  ریخته شد
هاي آزمایش تهیه   در لوله10-5 تا 10- 1هاي  رقت

 1500 خانه میزان 24هاي  گردید و در میکروپلیت
میکرولیتر محیط نوترینت براث تحت شرایط استریل 

 شده، میزان   تهیه10-5 تا 10- 3هاي  رقتاز . ریخته شد
براي .  درون محیط کشت تلقیح گردید میکرولیتر100

در  در 10-3 تا 10- 1هاي  ها رقت کننده شمارش تجزیه
 24هاي  هاي آزمایش تهیه گردید و در میکروپلیت لوله

هاس براث   میکرولیتر محیط بوشنل1500خانه میزان 
عنوان تنها منبع کربن، تحت   بهنفت سفید% 1حاوي 

، هاي تهیه شده از رقت. شرایط استریل ریخته شد
.  میکرولیتر درون محیط کشت تلقیح گردید100میزان 

 3صورت   بهMPNبود و  تکرار 3هر رقت داراي 
هاي جهت شمارش  یتمیکروپل. تایی انجام شد

  هاي   روز و میکروپلیت7مدت  ها به هتروتروف
 روز در 21مدت  ها به کننده جهت شمارش تجزیه

 انکوبه شدند و پس از گذشت دوره Cº 30 دماي
عنوان  بهانکوباسیون، ایجاد کدورت در مقایسه با شاهد 

به حساب آمد و با  MPN شاخص مثبت آزمایش
 MPN calculator version 2.3افزار  استفاده از نرم
  ).16(ها در هر گرم خاك محاسبه گردید  تعداد باکتري

 گرم 5: مانده در خاك میزان نفت سفید باقیسنجش 
سی   سی20از هر خاك داخل ارلن ریخته و 

سی از محلول   سی2. کلرومتان به آن اضافه شد دي
 دستگاه اسپکتروفوتومتر قدرت جذب رداشته بارویی ب

نانومتر خوانده شد و از رابطه  420 3آن در طول موج

                                                
3- Most Probable Number 
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 استفاده نفت سفیدزیر جهت محاسبه درصد حذف 
  . )14(شد 

  

 میزان -میزان جذب نمونه /  میزان جذب شاهد × 100
  نفت سفیددرصد حذف= جذب شاهد 

  

نجش روش س: سنجش آنزیم دهیدروژناز در خاك
 گرم خاك از هر 5صورت بود که ابتدا  آنزیم بدین

 سی محلول  سی5میکروکازم توزین شد و سپس با 
TTC1مدت  درصد حل گردید و به 1  با غلظت  

گراد   درجه سانتی30 ساعت در تاریکی و دماي 24
لیتر استون سرد   میلی40میزان  نگهداري شد سپس به

یقه در دماي اتاق  دق10مدت  ها اضافه گردید بهبه لوله
قرار داده شد پس از عبور مخلوط از کاغذ صافی 

 نانومتر تعیین گردید 485میزان جذب درطول موج 
)2.(  

ه همنتایج حاصله از : ها دادهآماري تحلیل روش 
هاي مورد  هاي مورد بررسی در میکروکازم شاخص

هاي مختلف انکوباسیون همراه با  مطالعه در طی زمان
 شد و مورد تجزیه و SPSSافزار   نرمسه تکرار وارد

هاي مختلف  تحلیل آماري از نظر ارتباط بین شاخص
کار  هآزمون آماري ب. در هر میکروکازم قرار گرفت

 درصد 05/0داري  رفته آزمون دانکن با سطح معنی
  .باشد می
  

  نتایج
شده به روش  هاي هتروتروف شمارش باکتريکمیت 

نتایج حاصل : هاي مورد بررسی سري رقت در خاك
هاي مورد مطالعه که با  نالیز فیزیکوشیمیایی خاكآاز 

هاي خاك به آزمایشگاه مکانیک خاك  فرستادن نمونه
.  نشان داده شده است1دست آمده است در جدول  هب

هاي مورد تیمار از لحاظ تغییر در جمعیت  ه خاكهم
هاي هتروتروف با روش سري رقت مورد  باکتري

 نشان 1نتایج حاصله در شکل . دبررسی قرار گرفتن
طور که در این شکل دیده  همان. داده شده است

شود با گذشت زمان تیمار از زمان صفر تا زمان  می
اك الگوهاي متفاوتی دیده  روز در این دو نوع خ120
که در خاك بیابان از روز اول  طوري هب. شود  می

 ها الگوي افزایشی  آزمایش باکتري30زمایش تا روز آ
اي در تعداد  ملاحظه  کاهش قابل60دارند اما در روز 

 یک 60پس از دوره زمانی . شود ها دیده می باکتري
لوده و آهاي  ها در خاك افزایش کم در تعداد باکتري

شود اما در خاك با الودگی و  غیرآلوده دیده می
هاي  در خاك. توجه است نیتروژن و فسفر افزایش قابل

 در . اتفاق می افتد90روز مزرعه این افزایش در 
هاي هتروتروف مربوط  بالاترین میزان باکتريمجموع 

ترین آن   و کم1 × 1010به خاك مزرعه با ارزش 
  .باشد   می5/3 × 109مربوط به خاك بیابان با ارزش 

 1 .ها ها مورد استفاده جهت طراحی میکروکازم خاكفیزیکوشیمیایی هاي   ویژگی-1جدول 

Table 1. The physicochemical properties of soils that used for design the microcosms. 
 رس

)Clay( 

(%) 

سیلت 
)Silt( 

(%) 

شن 
)sand( 

(%) 

 پتاسیم
)K( 

)mg/kg( 

 فسفر
)P( 

)mg/kg( 

  نیتروژن
)N(  

)mg/kg( 

  لی آکربن 
(Total Carbon) 

)mg/kg( 

 اسیدیته

)pH( 

  هدایت الکتریکی 
)Electrical conductivity(  

)ds/m( 

 نوع خاك

8 14 78 18.11 1.75 0.28 3 7.9 0.8 
بیابان 

)Desert( 

42 12 46 21 7.6 0.58 9.5 67.7 1.8 
مزرعه 

)Farmland( 

                                                
1- Triphenyl Tetrazolium Cholride 



 1396) 4(، شماره )24(هاي حفاظت آب و خاك جلد  نشریه پژوهش
 

 232

  
  

  .هاي مختلف هاي هتروتروف در خاك بیابان و مزرعه در زمان  تعداد باکتري-1شکل 
Figure 1. The quantity of heterotrophic bacteria in desert and farmland soils at different time. 

  
کننده  هاي تجزیه نتایج حاصله از شمارش باکتري

هاي مورد  خاك نفت سفید به روش سریال رقت در
 کننده نفت سفید در تیمارهاي هاي تجزیه باکتري: بررسی

میکروکازم با روش کشت در محیط اختصاصی حاوي 
و انرژي شمارش عنوان تنها منبع کربن  هنفت سفید ب

 2نتایج حاصله از این تعیین کمیت در شکل . گردیدند
چه که در این شکل دیده  با توجه به آن. آمده است

کننده  شود، در خاك بیابان افزایش در تعداد تجزیه می
.  آزمایش دیده شد30در تمامی حالات خاك در روز 

  در . صورت کاهشی بود هپس از این زمان الگو ب
 آغاز می شود و تا 90افزایش از روز خاك مزرعه 

بالاترین میزان . زمایش نیز الگو افزایشی استآانتهاي 
کننده نفت سفید مربوط به خاك  هاي تجزیه باکتري

ترین آن مربوط به خاك   و کم2 × 106مزرعه با ارزش 
کلی تعداد  طور هاما ب. باشد  می3 × 104بیابان با ارزش 

طور  هها ب ه خاكهم کننده در هاي تجزیه باکتري
هاي هتروتروف  اد کل باکتريتر از تعد توجهی کم ابلق

البته این نتیجه نیز قابل انتظار . باشد ها می كدر خا
کننده تنها از نفت سفید  هاي تجزیه است زیرا باکتري

هاي هتروتروف از منابع  کنند اما باکتري استفاده می
 .توانند استفاده کنند کربن دیگري نیز می

  

 
  

  .هاي مختلف کننده در خاك بیابان و مزرعه در زمان هاي تجزیه تعداد باکتري -2شکل 
Figure 2. The quantity of degrading bacteria in desert and farmland soils at different time. 
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هاي  باکتري) MPN(کمیت حداکثر احتمالی 
ي برا: هاي مورد مطالعه هتروتروف در میکروکازم

درك بهتر اثر آلودگی بر روي جمعیت میکروبی 
نتایج . هاي مختلف این سنجش اجرا گردید خاك

هاي هتروتروف با این  حاصل از تعیین کمیت باکتري
طور  از این شکل این.  آمده است3روش در شکل 

ها سیر صعودي  توان نتیجه گرفت که در همه خاك می
 شروع هاي هتروتروف از روز افزایش کمیت باکتري

نتیجه . آزمایش تا انتهاي انکوباسیون وجود دارد

آید بالا  دست می هدیگري که از این چهار نمودار ب
ها در میکروکازم خاك آلوده  بودن کمیت هتروتروف

حداکثر کمیت . همراه با افزودن نیتروژن و فسفر است
ها انتهاي دوره  هاي هتروتروف براي همه خاك باکتري

بالاترین کمیت .  است120وز انکوباسیون یعنی ر
هاي هتروتروف مربوط به  حداکثر احتمالی باکتري

ترین آن مربوط   و کم5 × 1011خاك مزرعه با ارزش 
  .باشد  می8 × 1010به خاك بیابان با ارزش 

  

 
  

 . هاي مختلف هاي هتروترف در خاك بیابان و مزرعه در زمان  باکتريMPNکمیت  -3شکل 
Figure 3. The MPN of heterotrophic bacteria in desert and farmland soils at different time. 

 
هاي  باکتري) MPN (احتمالی کمیت حداکثر

 :هاي مورد مطالعه میکروکازم  نفت سفید درکننده تجزیه
عنوان منبع کربن و کدورت  هبا استفاده از نفت سفید ب

ننده ک هاي تجزیه عنوان شاخص مثبت کمیت باکتري هب
هاي مورد بررسی معین  م نفت سفید در میکروکاز

طور  همان.  آمده است4نتایج حاصله در شکل . گردید
 سیر کمیت 60شود تا روز  که در این شکل دیده می

صورت کاهشی و پس از آن  هکننده ب هاي تجزیه باکتري
توان به اثر سمی نفت  این الگو را می. افزایشی است

ها پس از گذشت زمان نسبت  سفید و تطابق باکتري

که ابتدا نفت سفید اثر سمی بر روي  طوري هب. داد
ها پس از  کند و باکتري جامعه میکروبی خاك وارد می

 روز با گازوئیل موجود در خاك تطابق 60گذشت 
کنند و   پیدا میار پیدا کرده و توانایی استفاده از آن

 کننده هاي تجزیه پس از این روز بر کمیت باکتري
توجه دیگري که از شکل  اما نکته قابل. شود افزوده می

هاي  الا بودن تعداد باکتريآید ب دست می ه ب4
کننده گازوئیل در میکروکازم حالت آلوده و  تجزیه

ها در  همراه با مواد غذایی نسبت به سایر میکروکازم
این امر . باشد جز خاك بیابان می هها ب تمامی انواع خاك
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 زیرا حضور مواد غذایی استرس نفتی پذیر است امکان
و فقر غذایی را بر روي جامعه میکروبی کاهش داده و 

. شود کننده دچار تغییر نمی هاي تجزیه کمیت باکتري

 کننده هاي تجزیه بالاترین کمیت حداکثر احتمالی باکتري
ترین   و کم8/1 × 105مربوط به خاك مزرعه با ارزش 

  .باشد  می7 × 104زش آن مربوط به خاك بیابان با ار
  

  
  

 . هاي مختلف کننده در خاك بیابان و مزرعه در زمان هاي تجزیه باکتري MPNکمیت  -4شکل 
Figure 4. The MPN of degrading bacteria in desert and farmland soils at different time.  

  
هاي مورد  میکروکازم فعالیت آنزیم دهیدروژناز در

ها در  فعالیت برخی از آنزیمسنجش : مطالعه
تواند اطلاعات مفیدي در خصوص  ها می میکروکازم

ارایه ها  ها و جامعه میکروبی در آن فعالیت باکتري
 آنزیم دهیدروژناز که در به همین منظور فعالیت. کند

مطالعات اکولوژیکی تجزیه زیستی واجد اهمیت 
آنزیم دهیدروژناز . است، مورد بررسی قرار گرفت

باشد که در  هاي اکسیدو روداکتاز می  آنزیمجزء
هاي میکروبی واقع  بخشی از زنجیره تنفسی سلول

وسیله انتقال  هاین آنزیم ترکیبات آلی را ب. شده است
. کند  اکسیده میNADPجفت الکترون از سوبسترا به

این آنزیم یک اندیکاتور مفید براي شدت کلی 
سلولی  متابولیسم میکروبی است زیرا آنزیمی درون

. رود  از بین میبوده که پس از مرگ سلولی سریعاً
 دیده می شود در خاك 5طور که در شکل  همان

 الگوي افزایشی و 60مزرعه فعالیت انزیمی تا روز 
 30 تا روز در خاك بیابان. پس از آن کاهشی است

الگوي افزایشی و پس از آن کاهش در فعالیت 
در بین سه نوع میکروکازم . شود آنزیمی دیده می

خاك بیابان بالاترین فعالیت آنزیمی دهیدروژناز در 
د و در شو میکروکازم الوده به نفت سفید دیده می

لوده همراه با مواد آ هاي مزرعه میکروکازم خاك
آنزیم . زیمی را داردنآغذایی بالاترین فعالیت 

ترین فعالیت خود را در خاك  دهیدروژناز بیش
ترین   داراست و کم30 در روز 4/1مزرعه با ارزش 

میزان فعالیت این آنزیم مربوط به خاك بیابان با 
 علت تفاوت در این .باشد  می30در روز  8/0ارزش 

تواند مربوط به ماهیت دو خاك مورد  دو روند می
  .مطالعه باشد
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  .هاي مختلف فعالیت آنزیم دهیدروژناز در خاك بیابان و مزرعه در زمان -5 شکل
Figure 5. The dehydrogenase enzyme activity in desert and farmland soils at different time. 

  
هاي مورد  میزان تجزیه نفت سفید در میکروکازم

هاي مهم در مطالعات  یکی از شاخص: مطالعه
وکازم خاك سنجش میزان حذف گازوئیل در میکر

به همین منظور میزان . باشد طول زمان انکوباسیون می
در طول زمان انکوباسیون با  نفت سفیدتجزیه 

نتایج . مانده محاسبه گردید  باقینفت سفیداستخراج 
طور که در این  همان.  آمده است6حاصله در شکل 

ن شکل نشان داده شده است، با پیش رفتن زما
 ها در همه میکروکازم  نفت سفیدانکوباسیون میزان تجزیه
ترین میزان تجزیه  که کم طوري هالگوي افزایشی دارد ب

ترین میزان در روز انتهاي  در روز اول آزمایش و بیش
اما این الگو و میزان . شود دیده می) 120روز (آزمایش 

طور  هب. ها یکسان نیست تجزیه در همه میکروکازم
مربوط به خاك در %) 40(ترین تجزیه  مثال کم

ترین تجزیه مربوط به خاك  میکروکازم بیابان و بیش
اما حالات . می باشد%) 95(در میکروکازم مزرعه 

ها نیز با یکدیگر تفاوت دارند  مختلف میکروکازم
آلوده را اگر در  ها در حالت غیر که میکروکازم طوري هب

رد این خاك وا نفت سفیدنظر نگیریم چون در واقع 

نشده که بخواهد تجزیه شود و به همین علت در 
د تجزیه را به خود اختصاص نمودارها بالاترین درص

اما بالاترین درصد واقعی تجزیه مربوط به . ستداده ا
باشد و نوعی  میکروکازم آلوده همراه با مواد غذایی می

باشد و با  کننده نتایج شرح داده شده در قبل می ییدأت
  .ها همخوانی دارد  آنزیمی و تعداد باکتريفعالیت

  
 ها تحلیل آماري داده تجزیه و

 شده در هر میکروکازم هاي سنجش ارتباط بین شاخص
نتایج حاصل از تحلیل آماري ارتباط بین : مورد مطالعه

: هایی که در هر میکروکازم سنجیده شد مانند شاخص
آنزیم ها،  کننده ها، تعداد کل تجزیه تعدادکل هتروتروف

طور که در  همان.  آمده است2و میزان تجزیه در جدول 
این جدول نشان داده شده است یک ارتباط معنی دار 

هاي هتروتروف که با روش  بین تعداد کل باکتري
MPNهاي مورد بررسی   سنجیده شده با سایر شاخص

هاي مورد بررسی با یکدیگر  سایر شاخص. وجود دارد
  .داري ندارند اختلاف معنی
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 .هاي مختلف  میزان تجزیه نفت سفید در میکروکازم-6شکل 
Figure 6. The percentage of kerosene degradation in different microcosms. 

  
 . هاي مختلف در هر میکروکازم رابطه بین شاخص -2 جدول

Table 2. The relationship between different factors in each microcosm. 
  زیر سطح
Subset فاکتورهاي سنجش شده و آزمون دانکن  

Factor Assay Duncana,b 

  میانگین
N 

1 2 

  آنزیم
Enzyme 

2.30E+10 2.90E-01  

  تجزیه
Degradation 

2.30E+10 4.69E+01  

  کننده تعداد باکتري تجزیه
CFU Degrader 

2.30E+10 1.01E+05  

  کننده کمیت احتمالی تجزیه
MPN Degrader 

2.30E+10 6.41E+04  

  تعداد باکتري هتروتروف
CFU Heterotroph 

2.30E+10 8.12E+08  

  کمیت احتمالی هتروتروف
MPN Heterotroph 

2.30E+10  1.37E+11 

  داري سطح معنی
Sig. 

P>0.05   
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هاي  شاخص برداري بر هاي مختلف نمونه زمان اثر
ن بر هاي مختلف انکوباسیو ثیر زمانأت: مورد بررسی
خصوص میزان تجزیه  ههاي سنجش و ب روي شاخص

 با تحلیل آماري آزمون دانکن در سطح نفت سفید
این .  آمده است3 درصد در جدول 05/0داري  معنی

 روز 120 و 90هاي  دهد که زمان جدول نشان می
داراي اختلاف ) 60، 30، 0(ها  زمایش با سایر زمانآ

اي سنجش شده ه که شاخص یعنی این. دار هستند معنی

برداري تفاوت  هاي نمونه در این دو زمان با سایر زمان
هاي صفر،  ها در زمان البته شاخص. داري دارند معنی

این امر نشان . داري ندارند تفاوت معنی 60 و 30
تغییرات عمده در جمعیت میکروبی پس از گذشت 

 روز از ایجاد آلودگی با نفت سفید صورت 60
با اصل تطابق جمعیت میکروبی که این نتیجه . گیرد می

  .خوانی دارد هاي قبلی شرح داده شد، هم در قسمت

  
  .میکروکازم شده در هاي سنجش روي شاخص زمان انکوباسیون بر  اثر-3 جدول

Table 3. The effect of incubation time on assayed factors in each microcosm. 

  آزمون دانکن
Duncana,b 

  روز                        میانگین        
        Day                             N 

1 2 3 

 روز صفر
0 Day 

2.30E+10 3.40E+09  

 سیروز 
30 Day 

2.30E+10 3.59E+09  

  شصتروز
60 Day 

2.30E+10 6.64E+09 3.07E+10 

  نودروز
90 Day 

2.30E+10   

  نودروز
120 Day 

2.30E+10  6.10E+10 

  داري سطح معنی
Sig. 

P> 0.05   

 
 گیري بحث و نتیجه
ثیر نیروهاي مویینگی أت نشت ترکیبات نفتی تحت

هاي  جر به حرکت عمودي در خاكو ثقلی من
کند و در  شده، خلل و فرج خاك را پر می اشباعغیر

صورت زیاد بودن مقدار نشتی فاز مایع به سطح آب 
هاي   همراه آبیابد و به جا تجمع می رسیده و در آن

تر  دلیل وزن مخصوص کم کرده و به زمینی حرکت  زیر

. ماند نسبت به آب در سطح آب شناور باقی می
هاي خاك قابلیت معدنی کردن و تجزیه هر  میکروب

این خصوصیت کاهش . نوع ترکیب آلی را دارند
 هاي آلاینده طبیعی اکوسیستم، در تصفیه بیولوژیک آلاینده

  ).10( دارد محیطی اهمیت زیست
ها جهت   شرایطی در میکروکازمدر این پژوهش

که شرایط  طوري هب. لودگی ایجاد شدآبررسی اثر 
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لودگی آلودگی و نیز حالت آطبیعی اکوسیستم، شرایط 
هاي خاك با مواد معدنی  همراه با تقویت میکروب
علت افزودن این دو نوع . نیتروژن و فسفر ایجاد شد
لودگی با آاین بود که وقتی ماده معدنی به خاك نیز 

در خاك اتفاق می افتد، کاهش هاي نفتی  آلاینده
توجهی در میزان نیتروژن و فسفر قابل دسترس  قابل

 با تامین بنابراین. دهد ریزجانداران در خاك رخ می
این فقر عنصري در خاك تحت فرایندي که تحریک 

هاي  توان کارایی میکروب شود می  خوانده می1زیستی
دهی در مقابل استرس نفتی را   براي پاسخخاك

  ). 15  و11(افزایش داد 
 نتایج حاصله از شمارش در این پژوهش

هاي هتروتروف با دو روش سري رقت و  باکتري
 مورد بررسیهاي  شمارش حداکثر احتمالی در خاك

هاي  ها در خاك نشان داد که افزایش تعداد باکتري
 بالاترین تعداد که طوري مورد بررسی متفاوت است به

هاي هتروتروف مربوط به خاك مزرعه و  باکتري
همچنین در . ها مربوط به خاك بیابان است ترین آن کم

هاي  نتایج حاصله از شمارش باکتري پژوهشاین 
به روش سري رقت و نفت سفید کننده  تجزیه

 و کشت در هاي مورد بررسی ترین در خاك محتمل
عنوان تنها منبع  همحیط اختصاصی حاوي نفت سفید ب

هاي  اد که افزایش باکتريکربن و انرژي نشان د
هاي مختلف متفاوت  کننده نفت سفید در خاك تجزیه

هاي  کلی بالاترین میزان باکتري طور است و به
کننده نفت سفید مربوط به خاك مزرعه و  تجزیه

  .باشد ترین آن مربوط به خاك بیابان می کم
ت سفید در خاك بیابان کننده نف هاي تجزیه باکتري

این نتیجه قابل انتظار است . تر از خاك مزرعه بود کم
هاي  دلیل کم بودن کربن در خاك بیابان باکتري هزیرا ب

موجود تحمل شوك بار آلی را نخواهند داشت و با 
که نفت سفید داراي ترکیب بسیار  توجه به این

                                                
1- Biostimulation 

اي است وارد شدن ناگهانی آن به خاك بیابان  پیچیده
. گردد ها می العاده در جمعیت باکتري باعث کاهش فوق

آنزیم دهیدروژناز نیز در خاك بیابان داراي ارزش 
علت . تري از فعالیت نسبت به خاك مزرعه بود پایین

این امر کاهش کمیت جمعیت فعال متابولیکی در 
ها  در مجموع همه این شاخص. باشد خاك بیابان می
 پایین تجزیه نفت سفید  میزانشود که منجر به این می

هاي  نیز در خاك بیابان مشاهده گردد زیرا میکروب
فعال در امر تجزیه در این خاك کمیت پایینی دارند و 
از طرفی از لحاظ متابولیکی نیز در وضعیت مطلوبی 

  .نیستند
 دیگري نیز در سراسر جهات اثرات پژوهشگران

د ان لودگی را بر روي این دو نوع خاك بررسی کردهآ
 اصله با نتایج گزارش شده در این پژوهشکه نتایج ح

جا چند مثال براي مقایسه  در این. خوانی دارد هم
  ).18(شود  ورده میآ

Nseabasi لودگی با نفت سفید را آ و همکاران اثر
شدند  در چهار مزرعه که با گیاهان مختلفی کشت می

 نتایج حاصل از پژوهش. بررسی کردنددر نیجریه 
لودگی نفتی داراي اثرات کاهشی آان داد که ها نش نآ

هاي هتروتروف و اثر افزایشی در  در کمیت باکتري
تفسیر این . باشد کننده می هاي تجزیه کمیت باکتري

صورت بود   در خصوص این نتایج بدینپژوهشگران
که استرس نفت سفید وارد شده بر جمعیت میکروبی 

شود که  میهاي باکتریایی  خاك منجر به انتخاب گروه
نبع کربن عنوان م هقابلیت استفاده از نفت سفید را ب

 جمعیت باکتریایی هتروتروف داشته باشند و بنابراین
کننده بر کل  هاي تجزیه حساس از بین رفته و باکتري

 با نتایج این نتایج. یابند جمعیت میکروبی غلبه می
  ).12( همخوانی دارد گزارش شده در این پژوهش

Xuسري از مطالعات آزمایشگاهی  ن یک و همکارا
هاي خاك بیابان آلوده شده با  شده با نمونه سازي شبیه

ها در یک دوره  نآ. نفت سفید را در چین انجام دادند



 نژاد آبادي زهرا زید و شاهیان  مهدي حسن
 

 239

 روزه به این نتیجه رسیدند که با افزایش 180زمانی 
هاي میکروبی،  ها شاخص مدت زمان انکوباسیون خاك

داري نشان  معنیاي در خاك افزایش  آنزیمی و تجزیه
ها این افزایش را به تطابق جامعه میکروبی  نآ. دهد می

در این . با آلاینده نفتی با گذشت زمان نسبت دادند
که  دست آمد با تفاوت این ه نیز نتایج مشابهی بپژوهش

 روز سنجش 120ما پاسخ جامعه میکروبی را در 
ها با گذشت زمان در این  کردیم اما افزایش شاخص

  ).17(نیز ثابت شد  پژوهش
  

  گیري کلی نتیجه
 نشان داد که خاك پژوهشدر مجموع نتایج این 

ترین نوع خاك در برابر آلودگی  بیابان یکی از حساس
تري را از  ثیر کمأبا نفت سفید است و خاك مزرعه ت

ل آماري نتایج این یتحل. بیند آلودگی با نفت سفید می
گشت خاك  نشان داد که زمان لازم براي بازپژوهش

ها  باشد که با سایر زمان  روز می90به شرایط طبیعی 
کارگیري نتایج حاصله از  هبا ب. داري دارد اختلاف معنی

توان بر حسب نوع خاك راهکارهاي   میپژوهشاین 
   .ها پیشنهاد نمود مناسبی جهت احیاي زیستی آن
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Abstract1 
Background and Objectives: Kerosene is colorless liquid and slightly heavier than gasoline that 
specific odor removes after evaporation. The majority fraction of kerosene contains hydrocarbons 
between 11 to 15 carbon molecules. Farmland ecosystems may be polluted with petroleum 
hydrocarbons via different ways such as transportation and spill of crude oil from resource of 
petroleum storage. These pollutants have some effect on the texture of the soil and microbial 
community. The aim of this research is understands the effect of kerosene pollution on two different 
soils.  
Materials and Methods: Two different soils samples were collected from desert and farmland soils. 
Six microcosms were designed. Indeed each soil has three microcosms such as: unpolluted 
microcosm, polluted microcosm and polluted microcosm with nutrient (Nitrogen and Phosphor). 
Some factors were assayed in each microcosm during 120 day of experiment. These factors include: 
total heterotrophic bacteria, total Kerosene degrading bacteria, dehydrogenase enzyme and Kerosene 
biodegradation. For enumeration of heterotrophic bacteria nutrient agar medium was used. In this 
method serial dilutions were done from each soil and spread on nutrient agar medium then different 
colonies were counted. For enumeration of degrading bacteria Bushnel-Hass (BH) medium were 
used.  
Results: The results of this study show that the highest quantity of heterotrophic bacteria related to 
farmland soil (1 × 1010). The quantities of degradative bacteria significantly were lower than 
heterotrophic bacteria in all soil microcosms. By passing the time if treatment from zero to 120 days 
two different patterns were seen in soils. In desert soil from the beginning of experiment until day 30 
the increment pattern were recorded but in day 60 the remarkable decrease were observed in the 
quantity of bacteria. The quantity of degradative bacteria have decrement pattern until 60th day of 
experiment but after this day these bacteria have increment pattern. In desert soil increase in the 
quantity of degrading bacteria in all microcosms were recorded in day 30 of experiment. After this 
time the decrement pattern were observed. In farmlands soil increase in the quantity of bacteria were 
started from day 90 and continue until the end of experiment. The highest quantity of degrading 
bacteria related to farmland soil (2 × 106) and the lowest quantity related to desert soil (3 × 104). The 
best deydrogenase activity between different microcosms related to pollute microcosm with nutrient. 
The highest biodegradation of Kerosene in all studied soil belong to farmland microcosm (95%). 
Statistical analysis of the results shows that there is a significant correlation between MPN quantity 
of heterotrophic bacteria and other assayed factors.  
Conclusion: The results of this study confirmed that the selection of best bioremediation strategies 
belong to type of soil and in this research it was confirmed that the type of soil have significant in 
the percentage of degradation. 
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