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  چكيده 

هـاي مـصرف     هاي نفتي بـه مكـان     وردهآها و انتقال فر    ن به پالايشگاه   پمپاژ آ  پي نفت در استان خوزستان،    در استخراج پي  ،هاي نفت و گاز    حفاري چاه 
پالايي  زيست. سريعاً اصلاح گردند و لازم است  آيند  جدي بشمار مي   خطر زيست محيطي     هاآلودگياين  .  بويژه خاكها شده است    هاسبب آلودگي اكوسيستم  

روش مفيـد و اقتـصادي بـراي پـالايش ايـن            هـاي بيولـوژيكي محـيط       فعاليـت با اسـتفاده از افـزايش       )  محيط زيست  ازكنترل، كاهش و حذف آلودگي      (
 بـا   NPKسـپس كـود شـيميايي       وزني بر سطح خـاك اسـپري و         % 1ت  ظ ميدان نفتي مارون، با غل     69 شماره   در اين تحقيق نفت خام چاه     . هاست آلودگي
% 20 هفته  مانـدگاري تحـت شـرايط رطـوبتي    10 و 5 پس از مدت زمان .گرديدبه خاك اعمال تيمار  به عنوان    تكرار   3 تن در هكتار با      2 و   1 ، 0غلظت  

 تجزيـه مـواد    وC/Nتغييرات نسبت كننده هيدروكربن، هاي هتروتروفيك تجزيه   باكتري رشد. برداري به عمل آمد   وزني و هوادهي مناسب از ظروف نمونه      
 كلـوني در    6×103هاي هتروترفيك تجزيه كننده از مقـدار         كه جمعيت باكتري   نتايج نشان داد  .  شد گيريدر طي پروسه زيست پالايي در خاك اندازه       نفتي  

 در C/Nرسـيد و نـسبت    هفته 5 تن در هكتار كود شيميايي در زمان 2هاي تيمار شده با در نمونه 4/1× 10 8حدود در نمونه شاهد به  واحد بر گرم خاك
آلودگي نفتي در خاك شدند و نتايج كروماتوگرافي گازي نيـز كـاهش             % 45-60ث تجزيه   تيمارهاي اعمال شده باع   .  كاهش يافت  3 به كمتر از     6 از   خاك

 در هكتـار بـه       تـن  2ت  ظ ـ بـا غل   كـود شـيميايي    براين اعمـال تيمـار    بنا. فيتان و پريستان را نشان داد     ها و ايزوپرنوئيدها مانند     در كليه مقادير نرمال آلكان    
  . باشدهاي آلوده به نفت منطقه مي تيمار بهينه براي خاك هفته يك5 هاي آلوده به نفت به مدت زمان خاك

  
  هاي هتروترفيك، گاز كروماتوگرافي، نرمال آلكانهازيست پالايي، باكتري:  كليديهاي هواژ

 

       1   مقدمه
 از مهمترين مراكز نفتي استان خوزستان با ذخاير عظيم نفت و گاز

شـش   1991 ر سـال  در جنـگ خلـيج فـارس د        .آيدميايران به شمار    
و به سـبب     )22(  در خليج فارس ريخته شد      نفت ميليون بشكه  هشتتا

مرزي خوزستان بـا ايـن خلـيج مقـادير عظيمـي از ايـن               نزديكي و هم  
هـا  صرف نظـر از ايـن آلـودگي       . ها به اين استان منتقل گرديد     آلودگي

سازي نفت از آب و     جدا  رسوبات نفتي توليد شده در سيستم      مقادير زياد 
هاي ذخيره نفت يك عامل آلاينده      ل و نقل ضايعات نفتي در تانكر      حم

در حال حاضر نياز مبرمي به جلـوگيري از         . )5( شودديگر محسوب مي  
  نفتي احساسهاي آلوده به موادها و اصلاح خاك   گسترش اين آلودگي  

هاي آلوده يك خطر جدي براي محيط زيست     وجود اين خاك  . شودمي
 زيـست پـالايي   .  آنها امري اجتناب ناپـذير اسـت       بشمار رفته و اصلاح   

                                                            
حاصلخيزي خاك و توسعه پايدار جهاد دانشگاهي ، گروه ژوهشي  پمربيانبه ترتيب  -1،2،3

  خوزستان
  ) Email : ssharifihoseini@yahoo.com:          مسئول نويسنده -(* 

  مربي گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشكده كشاورزي، دانشگاه شهيد چمران اهواز-4

كنترل، كاهش يا حذف آلودگي از محيط زيست با استفاده از افـزايش           (
، روشـي مفيـد و مـؤثر در اصـلاح ايـن            )هاي بيولوژيكي محيط    فعاليت

 از مواد هيدروكربني به عنوان      ريز جانداران در اين روش    . عارضه است 
اكـسيدكربن   و آنهـا را بـه آب و دي         و انرژي استفاده كرده      كربنمنبع  

هـاي نفتـي     حاصل اين فرايند كاهش كل هيدروكربن       نمايد،ميتبديل  
 به علت وارد كـردن  ريزش نفت در خاك  .)6(باشد  ميموجود در خاك    

 شـود مي C/N نسبت   بالا رفتن  باعث   مقادير عظيم كربن آلي به خاك     
 بـا   .باشدمي ناسبم نا ي خاك هاميكروارگانيسمرشد و فعالت    كه براي   

را ايـن نـسبت     تـوان   مـي   از طريق كوددهي  مين موادغذايي معدني    أت
 ازت هوادهي فعال و افزايش مواد مغذيو  )21  و15 ،14( كردتعديل 
و داري بـر تحـرك      اثر معني پالايي  زيست قالب يك پروسه     در و فسفر 

ت هاي آلوده به نف ـ   خاكر   هيدروكربن د  كنندهتجزيههاي  تنوع باكتري 
-پالايي براساس هوادهي و افزايش مـواد      در واقع زيست  . كندايجاد مي 

هـاي نفتـي در      آلودگي  راتژي مفيد براي تسريع تجزيه    تيك اس  مغذي
والورث و همكاران به ايـن نتيجـه رسـيدند كـه             .)6  و 2( محيط است 

غـذايي  مـواد  وسيله كاربرد ه  توان ب هاي خاك را مي   تجزيه هيدروكربن 
. )23( يتـروژن و بـه مقـدار كمتـر فـسفر افـزايش داد       ضروري ماننـد ن   
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 روز پـس از     13اي دريافتنـد كـه      مطالعـه  در   )7 (فاسندو و همكارانش  
 آلـودگي خـاك بـه       و كاربرد كود نيتـرات آمونيـوم       باكتري   تلقيح

 ـ     .كاهش يافـت   درصد   90گازوئيل به ميزان   وسـيله  ه   ايـن نتيجـه ب
دست ه   ب )GC( افي گاز كروماتوگر  هايمقايسه سطح زير منحني پيك    

 ـ        وسـيله جمعيـت بـاكتري و       ه  آمد كه نشان دهنده مصرف گازوئيـل ب
و به باكتري  تلقيح خاك در اثرافزايش فعاليت ميكروبي در خاك آلوده     

-در مطالعـه اثـرات زيـست       )3(  آيوتامون و همكـاران    .كاربرد كود بود  
 دسـت ايـن نتيجـه   به  خام در نيجريه    زراعي آلوده به نفت    خاك پالايي

هاي  تجزيه بيولوژيكي را در خاك     ،شيميايي كوداعمال تيمار  يافتند كه 
هاي  كاهش در هيدروكربن    درصد 50-95  و هآلوده به نفت افزايش داد    

 بـر   اعمـال كـود شـيميايي     تحقيق اثـر    در اين    .شودميآلاينده حاصل   
هاي  در خاك   پالايش زيستي  افزايشتحريك فرايندهاي بيولوژيكي و     

  .مورد بررسي قرار گرفت خام  نفت بهآلوده
  

   مواد و روش ها
 ميليمتر عبور 2 از الك هوا خشك كردن،خاك مزرعه پس از    ابتدا  

 ميدان نفتي مارون كه نفتي      69خام چاه شماره    داده شده و سپس نفت    
اي  گرديد به گونه   وزني روي خاك اسپري   % 1پارافيني است به نسبت     

  .نواخت به نفت آلوده شدند همگن و يك كاملاًها به طور خاك كه
 كل خاك روي هم انباشته شد و جهت توزيـع           ،سازيپس از آلوده  

 هفتـه   2دت  يكنواخت و جذب سطحي نفت روي ذرات خـاك، بـه م ـ           
 كيلـوگرم تقـسيم و در ظـروف         5  وزن خاك حاصله بـه   . نگهداري شد 

   .مخصوص ريخته شد
ر هاي آلوده تيمـاردهي شـدند، بـدين منظـو         در مرحله بعدي خاك   

فسفات ازت، دي % 46 كود اوره با     3براي اعمال تيمار كود شيميايي از       
پتاسـيم  % 40فسفر، سـولفات پتاسـيم بـا        % 46ازت و   % 21آمونيوم با   
 سطح تيمار كودي    3 با توجه به     NPKهاي شيميايي   كود. استفاده شد 

بـا مخلـوط   N:P: K  بـراي  20:10:10به نسبت)  تن در هكتار2و0،1(
 ظرف حاوي خاك آلوده به نفت وجود        9ر اين تحقيق    در كل د  . گرديد

 3 ظرف بدون تيمار كودي و بـه عنـوان شـاهد آزمـايش،         3داشت كه   
 تـن در  1معادل ( كيلوگرم خاك 5در NPK  گرم كود 4ظرف با تيمار 

 كيلـوگرم خـاك     5 در   NPK گـرم كـود      8 ظرف با تيمـار      3و  ) هكتار
 ازته به صورت تقـسيط      كود.در نظر گرفته شد   )  تن در هكتار   2معادل  (
 مرحله و پتاس و فسفر به صورت يكباره در ابتـداي آزمـايش داده               2در

   .شدند
هاي تيمارشده در گلخانه تحت شرايط نـور و دمـاي كنتـرل            خاك

پالايي درجا مـورد   هفته فرايند زيست10 و در طول   ،شده قرار داده شد   
يط محيطـي    به منظور ايجاد شرا    دراين مدت . )20(بررسي قرار گرفت    

خـام رطوبـت    كننـده نفـت    تجزيـه  ريزجانـداران مناسب بـراي فعاليـت      

داري شــد و نگــه) F.C (1ظرفيــت مزرعــههــاي خــاك درحــد  نمونــه
ها هوازي خاك همچنين به منظور رفع كمبود اكسيژن و ايجاد شرايط          

  .)6 و 9(شدند هم زده  بار در هفته به2
 45/0سـرنگي   ي سـر  هـا خام از فيلتر  كردن نفت   استريل به منظور 

شد، بدين صورت كه ابتدا  استفاده CHROMAFIL  CA/Sميكرون 
سـرنگ  نفت را بوسيله سرنگ كشيده و سپس فيلتر مورد نظر را به سر            

وصل كرده و به آرامي با يك فشار كنترل شده پيستون سـرنگ را بـه                
 نفت از فيلتر رد شده و به آرامي وارد لولـه آزمـايش              پائين فشار داده تا   

  . شود
 و طبـق روش ونوسـا و         زيـر  تيب تر همحيط كشت بوشنل هاس ب    

  :)9( تهيه گرديدورن 
  گرم در ليتر 2/0سولفات منيزيم  -
  گرم در ليتر02/0كلريد كلسيم  -
  گرم در ليتر1منوپتاسيم فسفات  -
  گرم در ليتر1فسفات آمونيوم دو عاملي  -
  گرم در ليتر1نيترات پتاسيم  -
   گرم در ليتر05/0كلريد فريك  -

سـپس بـا اسـتفاده از       .   تكميـل شـد      سديم دوزني كلري % 2كه با   
 دقيقـه   20 درجـه سـانتيگراد بـه مـدت          121اتوكلاو در درجه حرارت     

  .استريل گرديد
 هـاي هتروتـروف تجزيـه     به منظور شمارش باكتري    در مرحله بعد  

پـس از    در ايـن روش      . استفاده شد  MPN2روش   از  هيدروكربن كننده
نظر كه در زمان مناسـب      سازي محيط كشت، از نمونه خاك مورد      آماده
 هـاس ليتر از محيط بوشـنل     ميلي 10 با   را گرم خاك    3آوري شده   جمع
آيــد و بعــد از  درسوسپانــسيونهــم زده تــا بــه صــورت  بــهي خــوببــه
ليتر محـيط كـشت      ميلي 9 را به    سوسپانسيونليتر از   ميلي1ساعت،   نيم

 تـا  10-1  ازيق شده رق محلولسرييب يكاضافه كرده و به همين ترت  
در نظـر    تكـرار    3 براي هر محلول رقيـق شـده      . گرددمي  تهيه    12-10

آزمـايش   لولـه    36 كه براي هر نمونه خـاك        طوري، به   شودگرفته مي 
 ميكروليتـر   90سازي معرف ريسازورين به ميزان      بعد از رقيق  . دتهيه ش 

ليتـر بـه هـر لولـه         ميلي 2/0خام استريل شده را به مقدار       و سپس نفت  
 هفتـه در انكوبـاتور      2هاي آماده شده بـه مـدت         و لوله  گرددمياضافه  

  .شودنگهداري مي
نگامي كه تغيير رنگ آبـي      ها، ه پس از دو هفته بررسي مرتب لوله      

، )دهنده رشد باكتري هتروترفيك اسـت     نشان ( به صورتي مشاهده شد   
هـا   بـاكتري MPNساس جـدول  ها را از انكوباتور خارج كرده و برا   لوله

  .)9( )كليه وسايل مورد استفاده استريل شد( گردد ميشمارش
ها توسط به منظور بررسي تغييرات نفت، ابتدا نفت موجود در نمونه      

                                                            
1 ‐ Field Capacity 
2 ‐ Most-Protable Number 
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ها استخراج شد و پس     دستگاه سوكسيله و حلال آلي كلروفرم از نمونه       
اتوگرافي از آسفالتن گيري در مقادير ميكروليتري به دستگاه گاز كروم ـ         

دستگاه گاز كروماتوگرافي مـورد اسـتفاده در ايـن تحقيـق            . تزريق شد 
 بوده كه شناسايي 2010 مدلVinci TEChnologiesساخت شركت 

سـتون  در اين دسـتگاه     . انجام گرفته است   FIDپيكها توسط آشكارگر    
 درجـه   50 دمـاي اوليـه   .  متر تعبيـه شـده اسـت       25اي به طول     موئينه
گـراد بـوده كـه بـا          درجـه سـانتي    320 نهايي آن    گراد و دماي   سانتي

گراد تنظيم شـده      درجه سانتي  5افزايش دما در آن به ازاي هر دقيقه،         
م بوده و از هواي فشرده و گاز هيـدروژن جهـت            وهلي گاز حامل . است

 . )1(  استشده استفاده (FID)شعله آشكارگر
ترتيب  و مقدار ازت كل به       كربن آلي كل   اندازه گيري  به منظور    -

   .)17( و روش كجلدال استفاده گرديد 6دستگاه راكي ايوال از 
  

  تجزيه و تحليل آماري
هاي خرد شـده در زمـان   اين آزمايش به صورت طرح آماري كرت    

فـاكتور اصـلي تيمـار    .  تكرار انجام گرفـت 3در قالب كاملاً تصادفي با   
نـوان   تن درهكتار بود و عامل زمان به ع        2 و   1،  0 سطح   3كوددهي با   

هـا از   براي تجزيـه داده   .  هفته بود  10 و   5 سطح   2فاكتور فرعي شامل    
هـا بـراي فاكتورهـاي      مقايـسه ميـانگين   .  استفاده شـد   SASنرم افزار   

  .)9( دار شده با استفاده از روش دانكن انجام شدمعني
  

  تايج و بحثن
هـاي شـيميايي    كـاربرد كـود    نتايج تجزيه واريانس نشان داد كـه      

هوادهي منظم در طول فرايند اصلاح مقارن با افزايش          و   NPKحاوي  
داري در سطح   اثر معني ،  هاي هتروترف تجزيه كننده نفت    رشد باكتري 

 درصد تجزيـه     37در خاك شاهد نيز     . تجزيه نفت داشت  پنج درصد بر    
نفت مشاهده شد كه به علت هوادهي مرتـب خـاك و ايجـاد شـرايط                

هـا  وبتي مناسب فعاليت باكتري   و رط ) گراد درجه سانتي  30-25(دمايي  
پـالايي  در مطالعـه زيـست    ) 9(گوگي و همكاران    ). 1 شكل(بوده است   

 مـشاهده كردنـد كـه     خام در محل ريزش نفت      هاي آلوده به نفت   خاك
 داراي نيتـروژن و فـسفر و تلقـيح ميكروبـي            هايكودكاربرد  ،  هوادهي

 كرد كـه    مارگزين مشاهده  .شودمي خامنفت درصد از    75باعث تجزيه   
غـذايي معـدني   اد ، بـا مـو  هاي آلوده به نفـت   بيولوژيكي خاك  تحريك

باعث افزايش تجزيه زيستي و تجزيه       NPK مانند كود شيميايي حاوي   
  .)16(شود  درصد مي53-27ها به ميزان هيدروكربن

 درصـد احتمـال   1در سـطح    تجزيـه نفـت نيـز       اثر عامل زمان بـر      
 رونـد شود با گذشت زمـان      ي مشاهده م  2شكل در   .شده است  دار معني

 و تجزيه نفت در هفته پنجم بيشتر از هفتـه دهـم             كند شد تجزيه نفت   
هاي هتروترف مطابقت دارد و     است، اين مشاهده كاملاً با رشد باكتري      

 5احتمـالاً در    . بيشترين رشد باكتري نيز در هفته پنجم رخ داده اسـت          

سـريع قابـل   هـاي  هفته اول تيماردهي به علت حـضور نرمـال آلكـان          
 نفـت   هـا و تجزيـه    تجزيه و وفور مواد غذايي معدني فعاليـت بـاكتري         

 تركيبات نفتي سخت قابل تجزيه، بلنـد        بيشتر بوده اما با گذشت زمان     
زنجيره و داراي كمبود نيتروژن باقي مانده و رشد باكتري و در نتيجـه              

  .) 21( يابدتجزيه نفت كاهش مي
ند مقارن با افـزايش جمعيـت       مشاهده كرد ) 18(ايانگ و همكاران    

ميكروبي در خاك تجزيه نفت نيز بيشتر شده است و ايـن افـزايش در               
ده و بـا گذشـت زمـان ايـن فراينـد            وطول ماه اول تيماردهي سريعتر ب     

مـشاهده بـا نتـايج حاصـل از ايـن تحقيـق        ايـن  )19( يابدميكاهش  
  .همخواني دارد

تفاوت  شده ماريتي  اهنمونه با ماريت فاقد هايدرنمونه تجزيه نفت 
بـين   همچنـين ،   درصد از لحاظ آمـاري داشـت       1داري در سطح    معني

استخراج نفـت از خـاك       در خاك در هر دو زمان        تجزيه نفت ميانگين  
تجزيـه نفـت در     ن  يدار وجود دارد و ميـانگ     معني تفاوت   ) هفته 10 و   5(

 و كاتسيولا نتايج   .)2 شكل ( در پنج هفته بيشتر از ده هفته است        خاك
هاي كشاورزي آلوده به    پالايي درجاي خاك  زيست در مطالعه همكاران  

 مـاه اول    4هـا در طـول       نشان داد كه تجزيه نرمال آلكان      روغن موتور 
هـاي فعـال،    تيماردهي به علت موجوديـت و حيـات جمعيـت بـاكتري           

  .)12(دهد سريعتر رخ مي
تلف ي مخ ها تيمار  اثر داري بين تفاوت معني  تجزيه واريانس نتايج  

نـسبت  . دهـد را نشان مـي    خاك C/N بر نسبت    NPKكود شيميايي   
C/N       شـكل (هاي تيمار شده است      در نمونه فاقد تيمار بيشتر از نمونه 

هـاي  زيرا در نمونه شاهد كمبود مواد مغذي معدني، رشـد بـاكتري           ) 3
كنـد و   تجزيه كننده هيدروكربن و در نتيجه تجزيه نفت را محدود مـي           

هاي شاهد به حدود  درنمونه 6 از   C/Nنسبت   .رودمي  بالا C/Nنسبت  
  .)3 شكل (رسدهاي تيمارشده مي در نمونه3

 در لـي  كـاهش يافـت و  C/Nنـسبت  با گذشت زمان از تيماردهي  
، زيـرا در     )4 شكل (باشدميهفته پنجم اين نسبت كمتر از هفته دهم         

 ـ   هفته پنجم مواد غذايي كافي در دسترس باكتري        ا ها مـي باشـد امـا ب
كم كمبود عناصر معدني ظاهر شده و رشد بـاكتري و           گذشت زمان كم  

  .كندتجزيه نفت را محدود مي
 شـاهد  بـا  شـده  مـار يتي  هانمونه در خاك C/Nنسبت   نيانگيم 
ي هـا نمونه در C/N نسبت  اين .داردي  آمار لحاظ ازي  داريمعن تفاوت
  .است شتريب شده ماريتي هانمونه از شاهد

 در خـاك  C/Nنـسبت   ميانگين اثـر زمـان بـر       در بررسي مقايسه  
 در خـاك در هـر دو زمـان          C/Nنسبت  ميانگين  بين   مشاهده شد كه  

  دارد و مقـدار    وجود  درصد احتمال  1ي در سطح    دار تفاوت معني  تجزيه
  .)4 شكل (باشد مي هفته5 بيشتر از  هفته10 در  در خاكC/Nنسبت 

يمار كود شـيميايي    داري اثر ت  حاكي از معني  تجزيه واريانس   نتايج  
 آلوده بـه    هاي در خاك  هاي هتروترف تجزيه كننده نفت     بر رشد باكتري  
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هاي تيمار شده   نمونهبين  . احتمال بود  درصد   پنجدر سطح   هيدروكربن  
. )5 شـكل  (دار از لحاظ رشد بـاكتري وجـود دارد        با شاهد تفاوت معني   

د غـذايي  هاي هتروترف تجزيه كننده نفت در اثر تيمار موا      رشد باكتري 
معدني حاوي نيتروژن، فسفر و پتاسيم؛ افـزايش چـشمگيري كـرده و             

 كـاهش   C/Nمقارن با اين افزايش تجزيه نفت خاك افزايش و نسبت           

  شـامل  پـالايي درجـا   زيست  يك جنبه عظيم از عمليات     واقع در   .يافت
 ،نيتـروژن و فـسفر    هاي شيميايي حـاوي     كوداربرد مواد غذايي مانند     ك

 هيـدروكربن در     كننـده  هـاي تجزيـه   د ميكروارگانيسم هوادهي و كاربر  
   .)8(باشد  ميلودهآمناطق 
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  كخا در  تجزيه نفتبر كود شيميايي ماريت ريثتأ نيانگيم سهيمقا - )1 شكل(
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  در خاكتجزيه نفت  مقايسه ميانگين اثر زمان بر -)2 شكل(
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   در خاك C/Nنسبت  مقايسه ميانگين اثر زمان بر -)4 شكل(
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  خاك دررشد باكتري  بر كود شيمياييماريت  تأثيرنيانگيم سهيمقا -)5 شكل(
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زمان پѧس از تيمѧاردهی  

  
   در خاكرشد باكتري مقايسه ميانگين اثر زمان بر -)6 شكل(

  
پـالايي بـر جمعيـت       در مطالعه اثر زيـست     )2( رامسي و همكاران  

 كه هوادهي مداوم و افزايش      نديكروبي در رسوبات نفتي مشاهده كرد     م
هـاي تجزيـه كننـده      كود باعث تحريك قابل ملاحظـه رشـد بـاكتري         

  .شودهيدروكربن در خاك مي
 ها و  هفته به علت حضور نرمال آلكان      5در زمان   در تحقيق حاضر    

شرايط محيطي و غذايي مناسب، رشد باكتري و تجزيه نفـت بالاسـت          
ها باقي   هفته تركيبات آروماتيك و آسفالت     10ا با گذشت زمان و در       ام

دهـد كـه باعـث كـاهش فراينـد       مانده و كمبود عناصر غذايي رخ مـي       
   .شودپالايي ميزيست

 اثر كوددهي بر    اين تحقيق  همانند   )16 (در مطالعه لي و همكاران    
  .يابدمي هاي بومي خاك، با زمان كاهشتحريك بيولوژي باكتري

 تفـاوت  شـاهد  بـا  شـده  ماريتي  هانمونه دررشد باكتري    نيانگيم

 ماريت فاقدي  هانمونه در رشد باكتري    و داردي  آمار لحاظ ازي  داريمعن
 مـار يتي  هـا نمونـه  در .)5 شـكل  ( است كمتر شده ماريتي  هانمونه از

 1 مـار يت بـه  نسبت شتريبي  باكتر رشد باعث كود شيميايي  تن 2 ،شده
  .است شده تن

يـد  مؤ در خـاك   رشد بـاكتري  رسي مقايسه ميانگين اثر زمان بر       بر
 يابـد  بـا زمـان كـاهش مـي        هـا  رشد باكتري   روند اين مطلب است كه   

  .)6شكل(
  

ها در نفـت     بر تغيير غلضت نرمال آلكان     كود شيميايي اثر تيمار   
 خام

 كه به عنوان آلاينده 3 ميدان نفتي مارون     69نفت خام چاه شماره     
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ها اسپري شده بـود پـس از اسـتخراج از           يق به خاك  نفتي در اين تحق   
گيـري بيتـومن بـاقي مانـده در         خاك با دستگاه سوكـسيله و آسـفالتن       

پس از  . مقادير ميكروليتري به دستگاه گاز كروماتوگرافي تزريق گرديد       
سـطوح زيـر منحنـي هـر كـدام از نرمـال             ) 7 شـكل ( GCارائه پيك   

  ).8 شكل(ها محاسبه شد  آلكان
هـاي داخلـي اسـتفاده شـدند         فيتان به عنوان استاندارد    پريستان و 

اي هستند نـسبت    هاي شاخه  آلكان  چون اين تركيبات كه معرف     )10(
بـه علـت سـاختمان    )  C18وC17 (اي مجاورشـان  ه ـبه نرمال آلكان

 . )21(باشند  بسيار مقاوم در برابر تجزيه زيستي مي،مولكولي
هـا، براسـاس    به منظور سـهولت بررسـي تغييـرات نرمـال آلكـان           

بنـدي   دسته به ترتيب زيـر تقـسيم       6 در   ،نزديكي تركيب شيميايي آنها   
  :)10(شدند 

  

<C13,  C13-C16,  C17-C21,  C22-C25,        
 C26-C29,  C29-C36       

  

شـود   را شامل ميC13هاي كوچكتر از دسته اول كه نرمال آلكان 
هـا  هاي حاصله از تزريق نمونه    ت فرار بودن در هيچ يك از پيك       به عل 

به دستگاه گاز كروماتوگرافي مشاهده نـشد، بـه همـين دليـل نيـز در                
  .ها بررسي نشده استشكل

 بدست آمـده اسـت،   7 شكل از محاسبه سطح زير منحني   8 شكل
از كـل  % 12 حـدود  C13-C16شـود دسـته   همانگونه كه مشاهده مي 

ها را تشكيل داده است و دسته       ترين حجم نرمال آلكان   نفت خام و بيش   

C26-C29   شـامل شـده  كل نفـت خـام را   % 4كمترين حجم و تنها 
نفت سفيد  )  C4-C10(طبق تركيب نفت خام كه شامل بنزين  .است

)C11-C12  (  گازوئيـل)(C13-C20    روغـن موتـور )C21-C40  ( و
ــده  ــس مان ــل  ، C40<پ ــام گازوئي ــت خ ــه نف ــن نمون و % 23  در اي
و %. 34/1حلقـوي پريـستان و فيتـان بـه ترتيـب            هاي غير  ايزوپرنوئيد

  .دهندازكل نفت را تشكيل مي% 55/1
 در پي استخراج نفـت از نمونـه شـاهد و تزريـق آن بـه                 10 شكل

 بدست آمد، در مقايسه با نمونه نفت اوليه بلند بودن پيك            GCدستگاه  
هـا نيـز مـشاهده      ونـه  قابل توجه است كه در سـاير نم        C25مربوط به   

اولين بـار توسـط   باشدكه هاي فرد ميجزء نرمال آلكانC25 . شود مي
Chibnall    او پـي بـرد كـه       .  مورد بررسي قـرار گرفـت      1934 در سال

او بـه   . هاي فرد را در زنجيره خود دارنـد       ها با اتم  گياهان بيشتر پارافين  
گياهان متغيرنـد،    در   C37 تا   C25ها از     اين نكته پي برد كه اين پارافين      

هـاي فـرد بـا منـشاء        آلكـان نرمال  توانند  ها نمي از سوي ديگر باكتري   
ها در  ثبات اين نرمال آلكان   . نمايندزميني را به طور قابل توجه تجزيه        

گياهان در حال رشـد دم اسـبي را بـا گونـه فـسيل شـده آن در دوره                    
تـازه   در هر دو گونه گياهي فسيل شده و          شده است ترياسيك مقايسه   

 بـر ايـن   )11(، بودند C29 وC23 ، C25،C27هاي غالب هيدروكربن
 با تزريق نفـت بـه خـاك بـرخلاف سـاير             C25اساس در اين مطالعه     

  .استتحول شده  ها كمتر دچار تغيير ونرمال آلكان
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   ميدان نفتي مارون 69 كروماتوگرافي گازي نفت خام چاه شماره -)7 شكل(
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  69ها در نفت خام چاه شماره  آلكان درصد نرمال–)8 شكل(
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  )P(اوليه  با نفت خام)T0(ها در نمونه شاهد مقايسه درصد نرمال آلكان-)9 شكل(

  
، تيمـار غـذايي      هفتـه زيـست پـالايي      10هد كه در طي     نمونه شا 

دريافت نكرده ولي تحت رطوبت و شرايط هوازي مناسب قـرار گرفتـه    
درصـد نرمـال     در اين شـكل   .  نشان داده شده است    T0 با   9شكل  در  

  )Pعلامـت اختـصاري     ( با نفت خام اوليـه        كه هاي نمونه شاهد  آلكان
ــت   ــه اس ــرار گرفت ــسه ق ــورد مقاي ــي  ،م ــشان داده م ــودن ــته . ش دس

-اند به طوري   تغييرات شديدي كرده   C22هاي كوچكتر از     هيدروكربن
 به حدود تدر نف% 12ها از    حجم نرمال آلكان   C13-C16كه در دسته    

در شاهد به نـصف حجـم    C17-C21 دسته.  در شاهد رسيده است2%
هـاي بزرگتـر از      دسـته هيـدروكربن    3 رسيده، اما در     اوليه در نفت خام   

C22ندك است تغييرات حجم بسيار ا.  
 به علت   C13-C21آيد كه بخش پارافيني     از نتايج اين گونه برمي    

هـاي  كوتاه بودن طول زنجيره شـان و جـذب سـطحي شـدن كلوئيـد              
اما . دهدفت بر خاك كاهش زيادي را نشان مي       خاك، پس از اسپري ن    

ها با طويل شدن زنجيره هيـدروكربني ميـزان جـذب           دستهنيزدر ساير   
هـاي   ايزوپرنوئيـد   . كاهش يافتـه اسـت      بر ذرات كلوئيدي نيز    سطحي

نيز در شاهد نسبت بـه نفـت اوليـه بـه            )  فيتان  و پريستان(حلقوي  غير
ير حجم يافته اند كه نشانگر تجزيه زيستي بالا         تغي% 49و  % 51ترتيب  

  .در خاك است
اين نتايج بدست آمـده بـا تحقيقـات گيلـر و همكـاران  و داس و                  

  .)4 و 8( ماكرج مطابقت دارد
را بـر   هفتـه    10 و   5اثر تيمار كود شيميايي در دو زمان         10 شكل

 ايـن . كنـد هاي نفت با نمونه شاهد مقايـسه مـي        تغييرات نرمال آلكان  
 درصـد از نرمـال   80تقريبـاً    هفتـه 5در زمـان  دهـد    نشان مـي   شكل
اند كـه وسـعت مـصرف ايـن     تجزيه شده  C13-C16هاي دستهآلكان

 مـصرف   .دهـد هـا نـشان مـي     ها را بوسيله باكتري   دسته از هيدروكربن  
وسيع اين دسته به علت زنجيـره كربنـي كوتـاه و وفـور مـواد غـذايي                  

هـاي  ر اين مرحله است  امـا دسـته        معدني و شرايط محيطي مناسب د     
C17-C21و C22-C25   كـه  انـد شده درصد تجزيه 38-35فقط بين 

هـاي  هاي متوسط زنجيره بوسيله بـاكتري     نشانگر مصرف كم پارافين     
هاي فرد در اين دو دسته      آلكانرمال  مورد مطالعه به سبب تجزيه كم ن      

بـه مقـدار    ) سبيگياهان دم ا  ( ها با منشاء زميني   است اين نرمال آلكان   
گيرنـد  هاي تجزيه كننده نفت مورد تجزيه قرار مي       كمي توسط باكتري  

 درصد نـسبت  C30-C3660  و پنجم C26-C29دسته چهارم . )11(
  .اندواقع شدهتجزيه مورد به نمونه شاهد 
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با نمونه ) T1W2( 10 و در هفته )T1W1( 5ته  در هفكود شيميايي تن 1هاي تيمار شده با ها در نمونه مقايسه درصد نرمال آلكان-)10 شكل(

  )T0( شاهد
 

 هفته از اعمال تيمار كود شيميايي تجزيه    10با گذشت مدت زمان     
 هفته رسيد كـه تغييـر بـسيار         2 برابر نسبت به     4 به   C30-C36دسته  

تجريه همچنان تجزيه بالايي    % 57با   C13-C16واضحي است دسته    
، 12 به ترتيب C26-C29 و  C17-C21،C22-C25هاي دارد و دسته

دهنـده   نتـايج نـشان    .انـد هنسبت به شاهد تجزيـه شـد        درصد 30 و 26
 هفته نسبت   10ها در زمان    هاي نرمال آلكان  كاهش تجزيه كليه دسته   

توان اينگونه بيان نمـود     دليل اين كاهش را مي    .  هفته است  5به زمان   
 ـ   از خاك، تثبي   NH3 با گذشت زمان در اثر تصاعد گاز         كه ه ت پتاسيم ب

متحرك شدن فسفر بوسيله كلسيم بالاي خاك به         غير ها و وسيله رس 
شكل فسفات كليسم؛ مواد غذايي مـورد نيـاز رشـد بـاكتري در خـاك          

 10كمتر شده و منتج به كاهش رشد باكتري و تجزيه نفـت در زمـان                
  .شودهفته مي

هـاي دكـان تـا هگزادكـان خيلـي         ها نرمـال آلكـان    در اكثر نمونه  
انـد، كـه بـا       تجزيـه شـده    C24-(C17(هاي پارافيني   عتر از نمونه  سري

  .همخواني دارد) 21(مطالعات سچفر و جوليان 
ود شيميايي  تن ك 2در اثر اعمال تيمار     دهد كه    نشان مي  11 شكل

 و  C13-C16 هفته ميـزان تجزيـه دسـته         5 بعد از گذشت مدت زمان    
C30-C36    باشد وجهي مي  درصد رسيد كه مقدار قابل ت      90 به نزديك

ها به علت مصرف مـواد غـذايي قابـل          و نشان از افزايش رشد باكتري     
. ا از نرمـال آلكانهـا دارد      ه ـدسترس در اين زمان و تجزيه ايـن دسـته         

انـد  هاي هتروترف كه در اين مطالعه مورد بررسي قـرار گرفتـه           باكتري
هـاي كوتـاه و بلنـد زنجيـره         تمايل زيادي براي تجزيه نرمـال آلكـان       

 C13-C16 اند با اين تفاوت كه از ابتداي اعمـال تيمـار دسـته    شتهدا
در ابتـداي تيمـاردهي   C30-C36 انـد امـا دسـته    تجزيه بالايي داشته

پنجم تجزيه كم داشته است و با گذشت زمان از اعمال تيمار در هفته              
 تجزيه داشـته    دوم برابر نسبت به هفته      2 تقريباً   دهم برابر و درهفته     4

  .است

اي از اعمـال تيمـار كـودي مقـدار           هفته 10ذشت مدت زمان    با گ 
نسبت به شاهد همچنان بالا امـا نـسبت بـه    C13-C16 تجزيه دسته 

 2 به   C30-C36 هفته دوم تغييرات كمي داشته است  اما تجزيه دسته         
 C26-C29 و  C17-C21  ،C22-C25هـاي   دسته.برابر رسيده است

نسبت )  درصد 41 و   33،  47 ترتيب   به( برابر افزايش تجزيه     5/1تقريباًً  
  .اند داشتهبه هفته دوم

 در مطالعـه اثـرات كـرم خـاكي و افـزايش          )21( سچفر و جوليان  
موادآلي در زيست پالايي خاك آلوده به نفت مشاهده كردند كه غلظت        
ايزوپرنوئيــدهاي فيتــان و پريــستان كــاهش زيــادي داشــته و نرمــال 

اند و با گذشت زمان     يير كرده ، به شدت تغ   C10-C19هاي دسته    آلكان
هـاي  به همراه افزايش در غلظت پـارافين  C29-C36 كاهش در دسته
  .ديده شده استC19-C29 ي متوسط زنجيره

  
  نتيجه گيري

ــسبت -1 ــدود C/N ن ــدود  6 از ح ــه ح ــاهد ب ــه ش  در 3 در نمون
هاي دريافت كننده تيمار غذايي كاهش يافت كـه نـشان دهنـده             نمونه

ثر اين تيمارها و كـاهش مقـدار كـربن آلـي و نـسبت               تجزيه نفت در ا   
C/Nهاست اين نمونه در.  
آلودگي نفتـي در  % 45-60 اعمال شده باعث تجزيه   هاي تيمار -2

  . خاك شدند
هاي هتروترفيك تجزيه كننده هيـدروكربن در     جمعيت باكتري  -3

هاي غذايي به كار رفته در اين تحقيـق افـزايش چـشمگيري             پي تيمار 
 كلوني در واحد بر گـرم خـاك در نمونـه            6×10 3 و از مقدار     پيدا كرده 
كود شيميايي افـزايش    هاي تيمار شده با     در نمونه 4/1× 10 8شاهد به   
  .دپيدا كر
 تجزيه نفت و افزايش جمعيـت ميكروبـي در هـر دو تيمـار در           -4
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نگونـه   بوده بنابراين به طور كلـي ميتـوان اي         10 بيشتر از هفته     5هفته  
هاي آلوده به نفت بـه       كود شيميايي به خاك    عمال تيمار بيان كرد كه ا   

  .باشد هفته يك تيمار بهينه مي5مدت زماني 
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 با نمونه )T2W2( 10 و در هفته )T2W1(5 در هفته كود شيميايي تن 2هاي تيمار شده با ها در نمونه مقايسه درصد نرمال آلكان-)11شكل (

  )T0( شاهد
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The effect of Agricultural Fertilizers on Bioremediation 

 of a Crude-Oil Polluted Soil 

 

S. Sharifi Hosseini1* - A. Shahbazi 2 – A. Yazdipoor 3- I. Kamranfar4  
 

Abstract 
Khuzestan province accommodates the largest oil-fields with huge petroleum production in Iran. Oil spills 

through transportations, oil pumping station and storage tanks are the cause of frequent contamination in land 
areas, including crop fields, imposing great damages to soil ecology. Thus, oil removal from contaminated soil 
by advance technologies such as bioremediation seems to be of vital necessity. The aim of this work was to 
study the effect of agricultural fertilizers and sewage-sludge application on bioremediation of oil-contaminated 
soil. Soil samples (5kg) were artificially contaminated with crude oil to a level of 1%. Fertilizers treatments were 
applied in 3 levels of 0, 1 and 2 ton/ha in 3 replicates. The soils were kept in normal moisture aerobic 
environment for 5 and 10 weeks. The soils were then analyzed for hydrocarbon-degrading heterotrophic bacteria 
count. Oil degradation was measured by oil Soxhlet extraction method. The results showed that the hydrocarbon-
degrading and heterotrophic bacteria count in all the treatment increased with time. The result showed that 
hetrotrophic bacteria population increased from 6×103 cfu/gr soil to 1.4×108 cfu/gr soil Also, C/N Ratio 
decreased from 6 to 3. GC results indicated that all normal paraffin   and isopernoids i.e. Phytane and Pristane 
decreased from 50 to 90 percent in all treatments moreover, the result indicated that  application of fertilizers in 
2 ton/ha rate in oil-contaminated soil lead to greater rates of biodegradation after 5 weeks, and could be 
introduced as the best suggested condition. Rates of biodegradation after 5 weeks.  

 
Key words: Bioremediation, hetrotrophic bacteria, Gas Chromatography, Normal paraffin 
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