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Abstract 

Background and Objectives 

Oil contamination can be treated by physical, chemical and biological approaches. The first two methods 

have limitations such as high costs, inefficacy and altering natural ecosystem. Today, biological treatment is 

a more interesting process to remove petroleum contamination. Bioremediation is a technique in which 

biological systems such as microorganisms are applied to degrade or transform harmful chemicals. In recent 

years, employing hydrocarbon degrading bacteria to cleaning a petroleum contaminated soil has become a 

prevalent, efficient and cost-effective technique that converts toxic wastes to non-toxic end products. Soil 

contamination with oil compounds such as heavy naphtha can threaten soil, environmental and human 

health. In bioremediation process, soil microorganisms use these hydrocarbons as a carbon source and, while 

making a microbial biomass, play a role in its decomposition and conversion to carbon dioxide. 
Furthermore, this type of contamination can affect soil microbial population and its enzyme activity. Soil 

microbiome, in turn, has effect on this contamination using relevant enzymes. Application and comparison of 

various bioremediation methods such as biostimulation, bioaugmentation and integrated treatment were the 

main aims of this study to bio-remove heavy naphtha from contaminated soil. Moreover, mmonitoring of soil 

enzyme activity changes (including dehydrogenase and lipase) in this condition under different 

bioremediation treatments was another goal of this research. For this purpose, in a heavy naphtha-

contaminated sandy loam, a variety of bioremediation treatments, including biostimulation (including supply 

of nitrogen and phosphorus elements, addition of manure and Tween 80), bioaugmentation treatment (using 

a consortium of efficient bacteria) and integrated treatment (including all biostimulation and 

bioaugmentation treatments together) were tested. 

Methodology 

In this study, a sandy loam soil was used. Heavy naphtha was applied at a rate of 7% V/W to soil samples 

and various bioremediation treatments were performed as mentioned above. This experiment was carried out 

in a pot scale (containing 3 kg soil) based on split plot factorial design (pollution factor, bioremediation 

factor and time) with 3 replications, at room temperature for 120 days. During the experiment, the pots were 

aerated once a week and the soil moisture content was adjusted to 70-80% (W/W) of the soil water holding 
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capacity twice a week. For bioaugmentation of bacterial isolates, a bacterial suspension (108 cfu mL-1) 

having a consortium of Arthrobacter sp. COD2-3, Stenotrophomonas nitritireducens COD5-6  ،
Stenotrophomonas asidamainiphila COD1-1 with a ratio of 5% V/W were used. In biostimulation treatment, 

cow manure with 5% W/W was used. In NP treatment, N and P elements from ammonium nitrate and 

potassium phosphate (K2HPO4), were used with a ratio of 20:5:1 (C: N: P), considering soil organic carbon. 
Tween 80 as surfactant in the relevant treatments, was used at a rate of 0.3% V/W. In the integrated 

treatment, all the mentioned treatments were used together. On days 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 and 120, 

subsamples were taken from each pot to measure the activity of dehydrogenase and lipase enzymes. 

Findings 

The results showed that during the experiment, bioremediation treatments reduced heavy naphtha 

contamination and the highest value for removal rate of this compound was 81% in the integrated treatment. 

Contamination also affected the enzymatic activity of soil so that the activity of dehydrogenase and lipase in 

all bioremediation treatments showed a decreasing trend. Dehydrogenase enzyme activity in cow manure 

treatment decreased from 1.67 to 0.59 (μg TPF g-1 h-1) and activity of soil lipase enzyme decreased from 

33.82 to 26.24 (mU g-1) in the integrated treatment during the experiment. Among the bioremediation 

treatments, cow manure and integrated treatment had a greater effect on the elimination of heavy naphtha 

contamination than other treatments (p <0.01). It seems that the use of the above treatments were able to 

remove more heavy naphtha by providing optimal nutritional, moisture and aeration conditions while 

intensifying the activity of soil microorganisms. 

Conclusion 

In this study, to reduce heavy naphtha contamination in the soil, bioremediation treatments including 

biostimulation, bioaugmentation and integrated approaches were used. According to the results of changes 

in dehydrogenase and lipase activity in naphtha-contaminated soil, each treatment was able to reduce 

contamination individually, while the integrated treatment was both biostimulatory and bioenhancing 

treatments. However, in the integrated treatment, the efficiency of bioremediation process was higher, due to 

the simultaneous use of biostimulation and bioaugmentation treatments. The use of integrated treatment in 

soils contaminated with petroleum compounds, including heavy naphtha, can help to biologically eliminate 

these contaminants.  
 

Keywords: Bioaugmentation, Bioremediation, Biostimulation, Dehydrogenase, Heavy naphtha, Lipase, 

Surfactant.  
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 چکیده

براي آگاهي از وضعيت آلودگي خاك به تركيبات نفتي و پايش تغييرات آن، استفاده و سنجش فعاليت آنزيمي 

زيست شيوه  به  آلودگي  مديريت  براي  است.  توجه  مورد  روشهاي  از  مييكي  تحريک  پالايي  تيمارهاي  از  توان 

( در يک  %7زيستي، تلقيح زيستي يا تلفيق اين دو استفاده نمود. بدين منظور براي كاهش آلودگي نفتاي سنگين )

، افزودن كود  NP)شامل تامين عناصر    هاي فوقپالايي در قالب شيوهشني آلوده، انواع تيمارهاي زيستخاك لوم

تيمار تلفيقي( مورد آزمايش قرار گرفت. بعد از اجراي آزمايش در    ، تلقيح زيستي وTween 80دامي و سورفاكتانت  

گيري  و ليپاز اندازه  1(DHA)روز(، فعاليت دهيدروژناز    120و    90،  60،  45،  30،  20،  15،  10،  5،  0هاي مختلف )زمان 

  3پالايي و زمان( با در نظر گرفتن  شد. آزمايش به صورت فاكتوريل اسپليت پلات )شامل فاكتور آلودگي، زيست

گلدان در  زيست  3هاي  تكرار  تيمارهاي  داد،  نشان  نتايج  انجام شد.  نفتاي  كيلوگرمي  آلودگي  كاهش  باعث  پالايي 

ميزان   به  ماده  اين  حذف  مقدار  بيشترين  و  شدند  آلودگي،    %81سنگين  همچنين  آمد.  دست  به  تلفيقي  تيمار  در 

پالايي  فعاليت آنزيمي خاك را تحت تأثير قرار داد به طوري كه فعاليت دهيدروژناز و ليپاز در همه تيمارهاي زيست

و   h 1-g TPF g(μ-1 (59/0به  67/1روند كاهشي داشت. فعاليت دهيدروژناز در تيمار كود گاوي در طول آزمايش از 

پالايي، بيشترين  كاهش يافت. از ميان تيمارهاي زيست  mU g)-1(  24/26به    82/33فعاليت ليپاز در تيمار تلفيقي از  

درصد مربوط به تيمار كود گاوي و تيمار تلفيقي    72و    81تاثير در حذف آلودگي نفتاي سنگين به ترتيب با مقادير  

فراهم با  فوق  تيمارهاي  بكارگيري  بهينه  بود.  شرايط  تهويهسازي  و  رطوبتي  فعاليت غذائي،  تشديد  ضمن  اي 

 هاي بومي خاك قادر به حذف بيشتر نفتاي سنگين بودند. ميكروارگانيسم

 پالايي، سورفاكتانت، ليپاز، نفتاي سنگين.زيست   ،دهيدروژناز زيستي،زيستي، تلقيحتحريک   های کلیدی:واژه 

 
1 Dehydrogenase activity 
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 مقدمه 

خاك   آلايندهآلودگي  )هيدروكربنبه  آلي  هاي  هاي 

)فلزات سنگين( ها، كلروفنولكشنفتي، آفت ها( و معدني 

فعاليت  از  نگرانيناشي  كشاورزي  و  صنعتي  هاي هاي 

 )يو و همكارانت  اس  هاي اخير ايجاد كرده در سال  جدي

ميان،(.  2011 اين  از  آلودگي    در  نفتي  ناشي  تركيبات 

تركيبات نفتا )نفتاي سبک و سنگين(   .مورد توجه هستند

آن   آلودگيهاي  شيوع  كه  است  نفتي  تركيبات  جمله  از 

  تواند مخاطراتي را براي محيط به دنبال داشته باشد. مي

سوخت از  گروهي  به  هيدروكربنينفتا  مايع  با   هاي 

اشتعال و  ميفراريت  گفته  بالا  در  پذيري  كه  برج  شود 

 نفت سفيدبين گازهاي سبک و   نفت خامپالايش   تقطير

نيز   زغال سنگ قطرانگيرد. اين سوخت مايع از  قرار مي

شامل   دقيق  طور  به  نفتا  است.  استحصال  قابل 

داراي  هيدروكربن كه  مي كربناتم    12تا    5هاي  شود 

از   آنها  جوش  متغير  درجه    200تا    30نقطه  سلسيوس 

همكاران و  )بال  ماده  1949  است  اين  كاربردهاي  (. 

و  در  متنوعي   شيميايي  در   پتروشيميصنايع  و  دارد 

انواع  كنندهو رقيق هاحلال  تهيه اوليه  مواد  ،  پلاستيکها، 

مصنوعي الكلالياف  توليد  ،  براي  و  صنعتي  مواد  هاي 

و    )آلتجلتشود  مياستفاده  و تينرهاي رنگرزي    شوينده

  (.1993 بودوزينسكي

انواع   ينفتتركيبات  هاي آلوده به  براي پاكسازي محل

از روش ارائه  متنوعي  زيستي  و  فيزيكي، شيميايي  هاي 

(. دو روش اصلي  2009  است )ابراهيمي و همكارانشده

زيست آلودگيبراي  نفتپالايي  دارد  يهاي  كه    وجود 

تلقيح زيستي مي و  تحريک زيستي  تحريک  باشد.  شامل 

افزودن  زيستي   تهويه،  بهبود  رطوبت،  افزودن  )شامل 

عناصر غذايي، استفاده از كودهاي دامي و آلي، افزودن  

به عنوان بهترين گزينه براي سرعت  سورفكتانتها و ...(  

است، در حالي  بخشيدن اصلاح خاك در نظر گرفته شده

ميكروبي كارآمد يا    )با بكارگيري سويه  زيستي كه تلقيح  

سويه از  صورت  مخلوطي  به  موثر  ميكروبي  هاي 

مناسب   ( ميكروبي  كنسرسيوم عنوان    راهبرد ترين  به 

خاك بازيابي  ميكروبي  براي  جوامع  نظر  از  فقير  هاي 

تجزيه نفتي   براي  شدهشنا  هيدروكربنهاي  است  خته 

همكاران و  موفق  زيست(.  2017  )كوپوسامي  پالايي 

خاك،   نوع  نظير  شرايطي  به  و  بستگي  تنوع  جمعيت، 

)به   غذايي  عناصر  مناسب  نسبت  ميكروبي،  فعاليت 

و در دسترس بودن    pH(، رطوبت، دما،  Pو    Nخصوص  

دار همكاراناكسيژن  و  )ورجاني  همين    (.2017  د  به 

شود  پالايي سعي ميهاي مختلف زيستخاطر در روش

با اتخاذ تدابيري توازني بين اين پارامترها برقرار نمود  

 و حذف آلودگيهاي نفتي را به ميران بيشتري پيش برد. 

و تخريب   ها نقش مهمي در چرخه عناصر غذاييآنزيم

كننااد و بااازي مي  هاااي آلاايانواع مواد آلي شامل آلاينده

 در  آلااودگي  بااه  هاي حساسشاخص  به عنوان  توانندمي

)ويااو و از جملااه خاااك اسااتفاده شااوند  محاايط زيساات

فعاليت آنزيمي يک شاخص حساس بااه .  (2016  همكاران

تغييرات شرايط خاك هست كااه بااراي ارزيااابي و پااايش 

اسااتفاده قاارار  همااواره مااورد پالاييفرآينااد زيساات

ها براي تشخيص و تعيين كيفيت محاايط آنزيم  .گيرندمي

زيست قباال، حااين و بعااد از فرآينااد بازسااازي اسااتفاده 

پذيرنااد هاي خاك هم از آلودگي تاااثير ميآنزيمشود.  مي

. به عنوان نمونه غلظت بااالاي و هم بر آلودگي اثرگذارند

تواند باعث مرگ سلولهاي حساااس ميكروبااي آلاينده مي

شود و طبيعتاً فعاليت دِهيدروژنازي اناادكي از خاااك در 

اين آلااودگي منجاار . يا پيشامد  شود  سنجيدهاين شرايط  

هاي القايي در گااروه نهاي خاص و توليد آنزيمبه بيان ژ

نظياار  يميكروبهاي مقاوم به اين شاارايط شااود و آنزيماا 

ليپاااز بااه منظااور حااذف بيشااتر تركيبااات نفتااي توليااد و 

دهياادروژناز يااک   .(2016  )ويو و همكاران  سنجش شود

كااه بااه عنااوان  اسااتساالولي آناازيم اختصاصااي درون

ميكروبااي مااورد   عمااومي  شاخص بااراي پااايش فعالياات

براي   (.2015  و همكارانراماداس  گيرد )استفاده قرار مي

 هاي مورد بررسي، دهيدروژناز  از بين آنزيم مثال،

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%D8%B1%D8%AC_%D8%AA%D9%82%D8%B7%DB%8C%D8%B1
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%D8%B1%D8%AC_%D8%AA%D9%82%D8%B7%DB%8C%D8%B1
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%86%D9%81%D8%AA_%D8%AE%D8%A7%D9%85
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%86%D9%81%D8%AA_%D8%B3%D9%81%DB%8C%D8%AF
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%82%D8%B7%D8%B1%D8%A7%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B2%D8%BA%D8%A7%D9%84_%D8%B3%D9%86%DA%AF
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%A9%D8%B1%D8%A8%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D8%AA%D8%B1%D9%88%D8%B4%DB%8C%D9%85%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AD%D9%84%D8%A7%D9%84_(%D8%B4%DB%8C%D9%85%DB%8C)
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%BE%D9%84%D8%A7%D8%B3%D8%AA%DB%8C%DA%A9
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D9%84%DB%8C%D8%A7%D9%81_%D9%85%D8%B5%D9%86%D9%88%D8%B9%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B4%D9%88%DB%8C%D9%86%D8%AF%D9%87_%D9%85%D8%B5%D9%86%D9%88%D8%B9%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%B4%D9%88%DB%8C%D9%86%D8%AF%D9%87_%D9%85%D8%B5%D9%86%D9%88%D8%B9%DB%8C
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 هاي نفتاايكاال هياادروكربن  بهترين حساسيت را بااراي

(TPH1) نزديكااي بااا عملكاارد  رابطااه نشااان داده اساات و

 كاسترو و همكاااران-ها دارد )سيلواتركيبات هيدروكربن

عمدتاً مسئول تغيير فعالياات آنزيمااي   TPHغلظت  (.  2015

هاي نفتااي شااامل اساات. مكانيساام تجزيااه هياادروكربن

هااا باشد كه توسط انواع آنزيمهاي متابوليكي ميواكنش

اكساايژناز،   هاااي آنزيمااي مثاالفعاليتشااود و  كاتاليز مي

ريداكتاز، هيدروكسيلاز و دهياادروژناز نقااش مهمااي در 

 (. 2017 زيه آن دارند )ورجاني و يوپاسانيتج

آسيل  كه توانايي هيدروليز تري  استليپاز آنزيمي  

دارد.   گليسرول  و  آزاد  چرب  اسيدهاي  به  را  گليسرول 

قارچ از  باكتريليپازها  و  ها، مخمرها،  منابع گياهي  و  ها 

ف و  سشود )جوسازي ميجانوري جداسازي و خالص

هاي مورد مطالعه كه منشأ (. بيشتر ليپاز2008  همكاران

القايي هستند كه  هاي برونميكروبي دارند آنزيم سلولي 

سلول محيدر  به  سپس  و  شده  سنتز  ميكروبي  ط هاي 

مي منتقل  ياناطراف  و  )تان  نقش  2003  شود  ليپاز   .)

هيدروكربن تجزيه  در  ميمهمي  بازي  نفتي  با  هاي  كند. 

به   ليپاز  فعاليت  آن،  تحليل  سرعت  و  سادگي  به  توجه 

آلودگي   پايش  براي  عالي  شاخص  يک  عنوان 

دادههيدروكربن نشان  خاك  آلوده  است شدههاي 

   (. 2006)ريفالدي و همكاران 

آلودگي   جمله  از  نفتي،  آلودگيهاي  رخداد  به  توجه  با 

زمينه،   اين  در  مطالعاتي  نبود  و  سنگين  اين  نفتاي  در 

نفتاي   آلودگي  كاهش  براي  كه  برآن شد  پژوهش سعي 

از زيستروش  سنگين  مختلف  جمله  هاي  از  پالايي 

تحريک زيستي )شامل افزودن كود دامي، كود شيميايي  

NP از استفاده  زيستي  Tween 80  سورفكتانت  ،  تلقيح   ،)

باكتري)به ، Arthrobacter  جنس  هاي كارگيري 

Stenotrophomonas( تلفيقي  تيمار  و  تحريک  (  شامل 

اين تحقيق  هدف    .استفاده شود  (زيستي و تلقيح زيستي

يكديگر   با  تيمارها  فعاليت  مقايسه  تغييرات  نظر روند  از 

و   آلوده  خاك  در  دِهيدروژناز(  و  )ليپاز  خاك  آنزيمي 

 
1 Total Petroleum Hydrocarbons 

اعمال   عدم  و  اعمال  شرايط  در  همچنين  و  غيرآلوده 

زيست ميباشد.  ميپالايي  تيمارهاي  از    رودانتظار  پس 

آزمايش زيستاجراي  افزايش  باعث  تيمارها  پالايي  ، 

به نفتاي سنگين شده و مقدار اندكي از  هاي آلوده  خاك 

باقي خاك  در  باآن  كه    شد.مانده  است  آن  بر  انتظار 

هاي  به فراهمي زيستي هيدروكربن Tween 80استفاده از 

كارگيري  به . نمايدپالايي كمک نفتي و نهايتاً تشديد زيست

افزودن عناصر غذايي نيتروژن و فسفر در    كود دامي و

كمک نموده و باعث  تحريک زيستي  ( به  NPقالب تيمار )

همچنين   شود.  سنگين  نفتاي  بيشتر  از  حذف  استفاده 

تلقيح زيستي  قالب تيمار  كننده نفت در  هاي تجزيهباكتري

زيست افزايش  خاكباعث  شپالايي  آلوده  در    د وهاي  و 

ميان تلفيقي    اين  تمام  تيمار  بكارگيري  شامل  كه 

تجزيه  است    الذكرفوقتيمارهاي   در  را  اثر  بيشترين 

   داشته باشد.هاي نفتي هيدروكربن

 مواد و روش 

 پالاییسازی خاک و اعمال تیمارهای زیستآماده
از  آزمايش  اين  بافت كشاورزي    خاك  يک   در  با 

خلعت  شنيلوم تحقيقاتي  ايستگاه  دانشگاه از  پوشان 

متري  ميلي  2كه از الک    نمونه برداري شده است،تبريز  

شد   داده  رده.  (1)جدول  عبور  نظر  از  خاك  بندي  اين 

نظر    Hypocalcic Calsisolsجزو    FAOخاك   از  و 

آمريكا   خاك  باشد.  مي  Typic Haplocalcidsتاكسونومي 

  وزني -حجمي  % 7سپس آلودگي نفتاي سنگين به ميزان  

  پالاييو تيمارهاي مختلف زيست  اضافهها  نمونه خاك  به

اين آزمايش در مقياس گلداني )گلدانهاي  اجرا گرديد  .3  

به  و    ( C  25°)  اتاق  معمولي  كيلوگرمي( در شرايط دماي

تيمارهاي  بعد از ايجاد آلودگي و اعمال    ،روز  120مدت  

زيستي و تلفيقي انجام شد. در طول  زيستي، تلقيحتحريک

هفته گلدانآزمايش،  هوادهي  بار  يک  و اي  انجام  ها 

روي  هفته بر  خاك  نمونه  رطوبت  بار  دو    80-70اي 

گرديددر تنظيم  خاك  آب  نگهداري  ظرفيت  در  صد   .

روز از    120و    90،  60،  45،  30،  15،  10،  5،  0روزهاي  
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نمونه گلدان  اندازههر  منظور  به   .صورت گرفتدهيدروژناز و ليپاز اليت  فع  گيريبرداري 

 (.2019 و همکاران خاک مورد آزمایش )ساریخانی : نتایج تجزیه فیزیکی و شیمیایی1جدول 

pH   گل

 اشباع

eEC 

)1-(dS m 
  * فسفر قابل جذب

) 1-(mg kg 
پتاسيم قابل 

   mg kg)-1( ** جذب

درصد 

كربن 

 آلي 

رس  

 )درصد(

سيلت  

 )درصد(

شن  

 )درصد(

آهک   بافت

)درصد 

كربنات  

كلسيم  

 معادل( 

رطوبت  

ظرفيت 

مزرعه  

)درصد 

 وزني( 

 57/12 85/2 شني لوم 69 13 18 17/0 198 3 9/1 56/7

 گیری شده به روش اولسن و استات آمونیوم یک نرمال*، **: به ترتیب اندازه

 و تحریک زیستی و تیمار تلفیقی تلقیح زیستی

تلقيح انجام  جدايهبراي  از  باكتريايي  زيستي  هاي 

نفت  تجزيه ،  (Arthrobacter sp. COD2-3كننده 
Stenotrophomonas nitritireducens COD5-6 ،

Stenotrophomonas asidamainiphila COD1-1  استفاده  )

همكاران   و  )افشارنيا  مورد  جدايه(.  2022شد  هاي 

استفاده در اين آزمايش از بانک ميكروبي گروه علوم و  

هر سه جدايه    .تهيه شدندمهندسي خاك دانشگاه تبريز  

به كشت  ابتدا  محيط  در  جداگانه  مدت    NBطور    24به 

درجه سلسيوس كشت    26ساعت در انكوباتور در دماي  

شدند   مناسب    وداده  جمعيت  به  رسيدن  از    cfu)پس 

1-mL  810  )% هاي مورد  به خاك  وزني-حجمي  5به ميزان

شدند  تلقيح  آزمايش  چينش  اساس  بر  در    .آزمايش 

  4تحريک زيستي، بعد از تهيه كود گاوي، كودها به مدت  

الک   از  متري عبور  ميلي  2روز هوا خشک شد و سپس 

وزني مورد استفاده قرار گرفت    % 5داده شد و با نسبت  

همكاران و  به  2022    )افشارنيا  استفاده  مورد  كود   .)

درصد كربن، نيتروژن    5/0و    52/1،  96/24ترتيب داراي  

تيمار   مورد  در  بود.  فسفر  تامين   NPو  به  مربوط  كه 

نسبت به  توجه  با  بود  فسفر  و  نيتروژن    20:5:1عناصر 

(C:N:P)  ،  جهت تامين عناصر نيتروژن و فسفر به ترتيب

استفاده شد   پتاسيم  فسفات  آمونيوم و  نيترات  منابع  از 

شيميايي   كود  تيمار  با  آلوده  درخاك  نمونه  عنوان  )به 

NP    ازاي گلدان،    3به  خاك  از    79/0كيلوگرم  كود  گرم 

و   پتاسيم  فسفات  نيترات    4/3منبع  منبع  از  كود  گرم 

شد(. استفاده  از    پتاسيم  استفاده  جهت  همچنين 

از نسبت    Tween 80سورفاكتانت   تيمارهاي مربوطه  در 

و    وزني-حجميدرصد    3/0 )دشتي  شد  استفاده 

از    (.2015همكاران،   مخلوطي  تلفيقي  تيمار  در 

باكتريايي   حجمي  5كنسرسيوم  كود  وزني-درصد   ،

با   Tween 80، سورفاكتانت  وزني-درصد وزني  5  گاوي

حجمي  3/0 شيميايي    وزني-درصد  كود  استفاده    NPو 

 .شد

 دهیدروژنازگیری فعالیت اندازه

اندازه منظور  دِهيدروبه  فعاليت  از    زناژگيري 

بدين      TTC1سوبستراي   شد.  م  گر  10  منظور استفاده 

قسمت   دو  به  تقسيم  5خاك  يک    گرمي  در  كدام  هر  و 

و شاهد  لوله  )يک  شد  ريخته  آزمايش  ديگري    لوله 

نمونه   لوله  در  يک    5روي  نمونه(،  مقدار  خاك  گرم 

ليتر آب  ميلي  20گرم در    TTC  (1 /0  ليتر سوبستراي ميلي

و   لوله  ميلي  5/2مقطر(  درپوش  اضافه،  مقطر  آب  ليتر 

  5شد. در لوله شاهد بر روي    زدههمقرار داده شده و  

لوله  ميلي  5/3گرم خاك   همانند  و  مقطر ريخته  آب  ليتر 

  37ساعت در دماي    24ها به مدت  نمونه عمل شد. لوله

لوله   هر  به  شد.  انكوبه  سلسيوس  ليتر  ميلي  10درجه 

افزوده و يک دقيقه ورتكس   كاغذ    ازشد. سپس  متانول 

داده صافي   فعاليت    شدند   عبور  نتيجه  دهيدروژناز، در 

مورد استفاده تغيير رنگ يافته و قرمز رنگ    ي اسوبستر

تشكيل گرديد مقدار جذب عصاره  ، يا صورتي  ها  سپس 

موج   طول  قرائت    485در  جذب    شد.نانومتر  ميزان 

 
1 Triphenyl  Tetrazolium Chloride 
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تري توليد  به  )فنيلمربوط  از  TPF1فورمازان  كه  است   )

سوبستراي   مي  TTCتبديل    اصغرزاد )عليشود  حاصل 

2010 .) 

 گیری فعالیت لیپازاندازه

خاك در  ليپاز  فعاليت  تعيين  به   Tween 20از    ،براي 

شد استفاده  سوبسترا  منظور،عنوان  بدين  گرم    1به    . 

آزمايش   لوله  يک  در  تولوئن،  ميلي  2/0خاك    6/0ليتر 

و  ميلي  Tween 20  ،15/1ليتر  ميلي مقطر  آب    2ليتر 

استاتميلي )ليتر  با    2/0سديم  اضافهpH=6مولار  و    ( 

ساعت   18درجه سلسيوس به مدت    30لوله آزمايش در  

از   بعد  قرار گرفت.  انكوباتور  ليتر  ميلي  8ساعت    18در 

شده،   اضافه  به    10اتانول  و سپس  شده  ورتكس  ثانيه 

در    10مدت   شد.    (rpm)  دور   3000دقيقه  سانتريفيوژ 

و شده  منتقل  ماير  ارلن  به  افزودن   روشناور  از    پس 

μl20  استفاده از    با  1رد %معرف فنل  NaOH  02/0    مولار

تيتر شد. تغيير رنگ تيتراسيون از رنگ زرد به صورتي  

نمونه   جزء  به  موارد  همه  شاهد  نمونه  در  بود.  خواهد 

در لوله آزمايش اضافه شد و به مدت    Tween 20خاك و  

ساعت،   18ساعت در انكوباتور قرار گرفت و پس از    18

و   خاك  بقيه    Tween 20نمونه  و  شد  ريخته  همزمان 

آزاد   لاريک  اسيد  گرفت.  انجام  كار  روش  طبق  مراحل 

كاليبراسيون   منحني  از  استفاده  با  روشناور  از  شده 

،  1/0،  05/0،  01/0،  0هاي  هاي استاندارد با غلظتمحلول

آنزيم  ميلي  2/0 فعاليت  آمد.  بدست  لاريک  اسيد  مول 

هاي آزمايش با نمونه خاك و  خالص از اختلاف بين داده

صورت   به  و  آمد  دست  به  شاهد  اسيد    g mU-1نمونه 

نشان  دقيقه  هر  در  خاك  گرم  هر  در  شده  آزاد  لاريک 

اسيد    μmol  1بيانگر مقدار    ( U)داده شد. هر واحد آنزيم  

در دقيقه  هر  در  شده  آزاد  درجه    30  دماي  لاريک 

 (. 2002 ي و همكاراناباشد )ساكسلسيوس مي

نفتیمیزان هیدروکربن  گیریاندازه بعد    های  و  قبل 

 پالایی از تیمارهای زیست

 
1 Triphenyl formazan 

نفتي هيدروكربن  كل   تعيين غلظت اساس   ( TPH)  هاي  بر 

آمريكا  UNEP/IOC/IAEA روش زيست  محيط  سازمان 

كل   غلظت  تعيين  جهت  روش  اين  در  شد.  انجام 

گرم از نمونه خاك    10هاي نفتي خاك، ابتدا  هيدروكربن

عصارهخشک   سوكسلهدر  از  ميلي  502با    2گير  ليتر 

مدت  دي به  قرار    4كلرومتان  استخراج  مورد  ساعت 

درجه سلسيوس    60ساعت در آون در    72  سپس  گرفت.

شد  تبخير  آن  كلرومتان  دي  و  شده  وزن    گذاشته  و 

شد يادداشت  تجزيه  ثانويه  درصد  محاسبه  براي   .

رابطه    TPHزيستي   شد  1از  و    استفاده  )چريستوفر 

   : (1988همكاران 

[1]                                1) /W2W – 1%B = 100 (W  

Bدرصد تجزيه زيستي  TPH    ،1W    2و    اوليهوزنW    وزن

 باشد. مي ثانويه

   تجزیه و تحلیل آماری

بر پايه    پلاته صورت طرح فاكتوريل اسپليتآزمايش ب

فاكتور زمان فاكتور    طرح كاملاً تصادفي به اجرا درآمد،

زيست تيمارهاي  و  آلاينده  فاكتورهاي  و  پالايي،  اصلي 

  10در    زمان  فاكتور   كه در آن  فاكتورهاي فرعي بودند. 

،  روز(  120و    90،  60،  45،  30،  20،  15،  10،  5،  0سطح )

  نفتاي سنگين(  و عدم وجود  )وجود در دو سطح    آلاينده

 خاك شاهد،  )شاملسطح    6در    پالايي و تيمارهاي زيست

، Tween 80، كود دامي و سورفاكتانت  NP  كود شيميايي

زيستي   تلفيقي(  وتلقيح  گانه تيمار  سه  فاكتورهاي   ،

ميانگين.  آزمايش بودند از آزمون  مقايسه  استفاده  با  ها 

LSD  % احتمال  سطح  نرم  (P<0.01)   1در  افزار  توسط 

 انجام شد.   SPSSو   MSTATCآماري 

 نتایج و بحث
 دهیدروژناز  فعالیت

واريانس تجزيه  نتايج  اساس  يت لفعا  براي  بر 

خاك  و  شاهد  )خاك  آلودگي  فاكتور  بين  دهيدروژناز، 

آلوده به نفتاي سنگين(، فاكتور تيمارهاي زيست پالايي  

 
2 Soxhlet 
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، تلقيح كنسرسيوم  يپالاي)خاك شاهد بدون تيمار زيست

سورفكتانت   شيميايي  Tween 80باكتريايي،  كودهاي   ،

NPتيما و  گاوي  كود   ،( زمان  فاكتور  و  تلفيقي(  ،  5،  0ر 

سطح    120و    90،  60،  45،  30،  20،  15،  10 در  روز( 

% معني   (P<0.01)  1احتمال  داشتاختلاف  وجود    . دار 

 ،(M)  فعاليت دهيدروژناز به ترتيب در تيمار كود گاوي 

كنسرسيوم  Tween 80  (T)سورفكتانت   تلقيح  تيمار   ،

تلفيقي  (I)  باكتريايي تيمار  و    ( MIX)  و  است  بيشتر 

شيميايي   كود  تيمار  در  آن  خاك   NP  (NP)كمترين  و 

آمد  (C)شاهد   دست  ميكروفلور    .(1)شكل    به  وجود 

غذايي   مواد  همچنين  دامي،  كود  نمونه  در  مستقر  بومي 

هوادهي   شرايط  بهبود  و  آن،  در  موجود  معدني  و  آلي 

بوده عواملي  بيشترين  خاك  است  شده  باعث  كه  اند 

تيمار   آيد.  دست  به  تيمار  اين  در  دهيدروژنازي  فعاليت 

اثردوگانه خود يعني    80سورفكتانت تويين   نيز به دليل 

مورد استفاده قرار گرفتن توسط جامعه ميكروبي خاك  

و همچنين افزايش فراهمي هيدروكربن نفتي باعث تشديد  

ميكروبي   زادمايه  افزودن  است.  شده  آنزيم  اين  فعاليت 

دارابودن   دليل  به  نيز  ميكروبي  كنسرسيوم  شامل 

فعاليت  تا  است  شده  باعث  باكتري  زنده  جمعيت 

دِهيدروژنازي در اين تيمار بعد از دو تيمار ديگر از نظر  

گروه   يک  در  تلفيقي  تيمار  با  هرچند  باشد  بالا  عددي 

شايد بتوان گفت كه افزودن كودهاي   آماري قرار گرفتند. 

شيميايي نيتروژن و فسفر و نوع اعمال آنها به دليل اثر  

، تنشي باعث افت فعاليت دِهيدروژنازي خاك شده است

 رفت. هرچند چنين انتظاري از اين تيمار نمي

  

،  (C)خاک شاهد پالایی )گیری شده در خاک تحت تیمارهای مختلف زیستفعالیت دهیدروژناز اندازه  -1شکل 

 (.(MIX)و تیمار تلفیقی  (M)، کود گاوی NP (NP)کود شیمیایی  ،Tween 80(T)، سورفکتانت (I) کنسرسیوم باکتریایی

( آنزيم  اين  فعاليت  تغييرات  شكل  در بررسي روند 

كنسرسيوم  (الف-2 با  شده  تلقيح  آلوده  خاك  در   ،

ميكروبي خود  (HI) باكتريايي   زنده  افزودن جمعيت   ،

زيرا   است،  شده  دهيدروژناز  فعاليت  افزايش  باعث 

آنزيم  سلولي   اين  زنده    درون  سلولهاي  با  مرتبط 

است.   نيز  ميكروبي  غيرآلوده  خاك  در  افزايش  اين 

مي ديده  نخست  زمانهاي  در  نظر  فقط  به  و  شود 

اين   كاهش  و  جمعيت  افت  باعث  غذايي  محدوديت 

آلوده   خاك  در  اما  است.  شده  جدايه    چون آنزيم 

  مورد استفاده قرار داده، ا  اين منبع كربن رباكتريايي  

فعاليت   به دنبال آنيابد  فعاليت ميكروبي افزايش مي

يافتهدهيدروژنازي   فزوني  گذ  نيز  با  شت زمان ولي 

غلظت   كاهش  دليل  سنگينبه  نتيجه  و    نفتاي  در 

ميكروبيكاهش   دهيدروژناز  ،جمعيت  نيز    فعاليت 

است يافته  جزء    .كاهش  دهيدروژناز  كه  آنجايي  از 

بوده و در  آنزيم اكسيدورودكتاز درون سلولي  هاي 

مي  ايفا  نقش  ميكروبي  سلول  تنفس  كند،  زنجيره 

مفيد كل  بيان  براي    يشاخص  شدت 
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و رود )شاان  از بااين مااي  پااس از ماارگ سااريعاً  زيراكهباشد  هاي زنده ميمتابوليسم ميكروبي مربوط به ميكروب

   (.2016همكاران  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ( فعاليت دهيدروژناز را در خاك آلوده به نفت تلقيح شده با كنسرسيوم باكتريايي  2016شن و همكاران )همچنين 

 

روز سنجش و دريافتند كه فعاليت دهيدروژناز با   40در  

گذشاات زمااان افاازايش چشاامگيري داشاات ولااي بعااد از 

اي روز اين فعاليت كاااهش يافاات. در مطالعااه  32گذشت  

پااالايي در ( اثاارات زيساات2018پولياااك و همكاااران )

تيماري با تلقيح كنسرساايوم باكتريااايي تجاااري بعاالاوه 

و در تيماري ديگر صرفاً تحريااک (  NPK)عناصر غذايي  

در خاك آلوده بااه نفاات را سااه   NPKزيستي با افزودن  

ها در هفته نخست شاااهد افاازايش ماه بررسي كردند. آن

ناگهاني فعاليت دهياادروژناز در تيمااار تلقاايح زيسااتي و 

تحريک زيستي نساابت بااه خاااك آلااوده شاااهد بودنااد و 

تغ  :(الف)  -2شکل   آلودگ  دروژنازیده  تیفعال  یزمان  راتییروند  بدون  خاک شاهد  ت  یدر  بدون  بدون  (C)  ییپالاستیز  ماریو  ، خاک 

ت  یآلودگ ت NP (CNP)  ماریبا  بدون  و  آلوده  خاک  ت(H)  ییپالاستیز  ماری،  با  آلوده  خاک  ش  ماری،  روند   :(ب)  .NP (HNP)  ییایمیکود 

آلودگ  دروژنازیده  تیفعال  یزمان  راتییتغ بدون  ت  یدر خاک شاهد  بدون  آلودگ(C)  یی پالاست یز  ماریو  بدون  ت  ی، خاک   NP  ماریبا 

(CNP)ییپالاستیز  ماری، خاک آلوده و بدون ت  (Hخاک آلوده با ت ،)ییایمیکود ش  ماری  NP (HNP).  (ج):  تی فعال  یزمان  راتییروند تغ  

، خاک آلوده بدون  Tween 80 (CT)  ماریبا ت  ی، خاک بدون آلودگ(C)  ییپالاست یز  ماریو بدون ت  یدر خاک شاهد بدون آلودگ  دروژنازیده

 یدر خاک شاهد بدون آلودگ دروژنازیده  تیفعال یزمان راتییروند تغ  :(د) .Tween 80 (HT) ماری، خاک آلوده با ت(H) ییپالاستیز ماریت

، خاک آلوده با (H)  ییپالاست یز  ماری،  خاک آلوده بدون ت(CM)  یکود گاو  ماریبا ت  ی، خاک بدون آلودگ(C)  ییپالاست یز  ماریو بدون ت

، خاک  (C) ییپالاستیز ماریو بدون ت یدر خاک شاهد بدون آلودگ دروژنازیده تی فعال یزمان راتییروند تغ :(و) .(HM)  یکود گاو ماریت

 .(HMIX) یقیتلف ماری، خاک آلوده با ت(H) ییپالاستیز  ماری، خاک آلوده بدون ت(CMIX) یقیتلف  ماریبا ت  یبدون آلودگ
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دار در زمان نخست بيشتر از تيمار تلقيحي به طور معني

تحريک زيستي بود ولي با گذشت سه ماااه فعالياات همااه 

 تيمارها بجز خاك غيرآلوده شاهد، كاهش شديدي يافت.  

فعالياات دهياادروژناز در تيمااار كااود رونااد تغيياارات 

ب(، در روزهاااي -2در خاك آلوده )شااكل    NPشيميايي  

ابتاادايي بيشااتر بااود، ولااي بااا گذشاات زمااان فعالياات 

رسد نسبت انتخابي، به نظر ميدهيدروژناز كاهش يافت.  

يا فرم عناصر افزوده شااده و همچنااين غلظاات و شاايوه 

در باااروز پاساااخي دور از انتظاااار  NP اعماااال تيماااار

كمتر بودن فعاليت دهياادروژناز در تاثيرگذار بوده است.  

را شااايد بتااوان در  (CNP) و شاااهد( HNP) خاااك آلااوده

( 2000مرگسااين و همكااارن )  .دلايل فوق جستجو نمااود

از  بااا اسااتفاده( kg mg 5000-1در خاك آلوده بااه دياازل )

روز فعالياااات  88در  NPKتيمااااار كااااود شاااايميايي 

دهياادروژناز را اناادازه گيااري كردنااد. نتااايج نشااان داد 

فعاليت دهيدروژناز در خاااك بلافاصااله بعااد از آلااودگي 

ها فعاليت افزايش يافت اما با كاهش محتواي هيدروكربن

 نيز كاهش يافت.

شكل   به  توجه  در    ج،-2با  دهيدروژناز  فعاليت  افزايش 

در روزهاي ابتدائي    Tween 80  (HT)خاك آلوده با تيمار  

به دليل    Tween 80دهنده اين است كه سورفكتانت  نشان 

مي  ايجاد  خاك  در  كه  زيستي    ، كندفراهمي 

جذب  ميكروارگانيسم را  آلودگي  منبع  راحتي  به  ها 

افزايش  مي ميكروبي  فعاليت  و  ميكروبي  جمعيت  و  كنند 

منبع مي كاهش  دليل  به  زمان  گذشت  با  ولي  يابد. 

مي كاهش  ميكروبي  جمعيت  فعاليت  آلودگي،  و  يابد 

مي كاهش  افزايش  سورفكتانت  يابد.دهيدروژناز  با  ها 

توانند منبع كربن را در  هاي نفتي ميفراهمي هيدروكربن

( دهند  قرار  ميكروبي  جامعه  همكاران  اختيار  و  چنگ 

رسد خود تويين كه نوعي منبع كربن  (. به نظر مي2008

مي باشد توسط جامعه ميكروبي هم مورد استفاده واقع  

تش اثرات  و  دهيدروژناز شده  فعاليت  در  آن    ديدكننده 

هاي آلي در خاك اغلب  . تجزيه آلايندهانعكاس يافته است

فراهمي   دليل  كردن  به  اضافه  و  است  دشوار  زيستي 

فراهمي  سورفكتانت در خاك مي از  تواند  زيستي برخي 

در    80استفاده از توئين    .هاي آلي را افزايش دهد آلاينده

غلظت دو  آگروپايرون  % 1و    2/0  هر  همراه  كود    1به  و 

خاك  ميكروبي  جمعيت  در  تغييري  هيچ  تنها  نه  خوكي 

افزايش  وارد نكرده و براي آن بلكه باعث  ها سمي نبود 

مدت    PAH  دسترسي گرديد  60در  و    روزه  )چنگ 

  80سورفكتانت غيريوني به ويژه توئين  (. 2008همكاران 

زيست ميزان  به  بخشيدن  سرعت  براي  براي  پالايي 

است  ها استفاده شدهزيستي هيدروكربن  افزايش فراهمي

 (.  2016)ليو و همكاران 

فعاليت دهيدروژناز در تيمار كااود د،  -2با توجه به شكل  

در روزهاااي ابتاادايي افاازايش يافاات و بااا  (،HM) گاااوي

وجااود گذشت زمان فعاليت دهياادروژناز كاااهش يافاات.  

هاي موجود در كود گاوي، همچنااين دارا ميكروارگانيسم

بودن منبااع كااربن و عناصاار غااذايي و كمااک بااه بهبااود 

توانااد شرايط فيزيكي نيز از جمله عااواملي اساات كااه مي

باشد. مضاف بر اينكه   دهيدروژنازباعث افزايش فعاليت  

حضور اين عوامل در كنار تسهيل استفاده از منبع كربن 

نفتاااي ساانگين در خاااك آلااوده بااه نفتااا باعااث تشااديد 

ي و ياا ل  اثربخشي آن بر فعاليت دهيدروژناز شااده اساات.

( در خاك آلوده بااه مااواد نفتااي ساانگين 2008همكاران )

(1-kg mg 7490( تيمارهاااي عناصاار غااذايي )P:N:C  بااا

وزنااي(، -وزنااي  1(، يونجه خرد شده )%100:10:1نسبت  

 5ك )%وزني( و كمپوست كااود خااو-وزني  5خاك اره )%

 مورد مطالعه قرار دادند.  روز  105به مدت    وزني(-وزني

نشان داد كااه فعالياات دهياادروژناز در   اين محققان  نتايج

روز اول در همه تيمارها افزايش يافاات و پااس از آن   15

ايش . افاازه اسااتبه جزء تيمااار كااود خااوك كاااهش يافتاا 

فعاليت دهياادروژناز در روزهاااي اول بااا مياازان تجزيااه 

هيدروكربن به خوبي مطابقت دارد. نتااايج نشااان داد كااه 

 
1Agropyron  
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ها همبسااتگي فعاليت دهيدروژناز با تجزيااه هياادروكربن

 (.2000دارد )مرگسين و همكاران  

، در روزهاي  و(-2)  فعاليت دهيدروژناز در تيمار تلفيقي

فعاليت   زمان  گذشت  با  ولي  يافت  افزايش  ابتدايي 

در خاك آلوده با تيمار تلفيقي  دهيدروژناز كاهش يافت.  

(HMIX)    ،باكتريايي كنسرسيوم  افزودن  دليل  به 

و كود گاوي،    NP، كود شيميايي  Tween 80سورفكتانت  

فعاليت  و  داده  رخ  ميكروبي  جمعيت  افزايش 

است. يافته  افزايش  دهيدروژناز   دهيدروژنازي  فعاليت 

مي ميكروبي  فعاليت  نظر باشدتابع  به  فعاليت   ،  افزايش 

افزايش   به  مربوط  ابتدائي  روزهاي  در  دهيدروژناز 

مي خاك  در  ميكروبي  فعاليت جمعيت  كاهش  و  باشد 

مي ميكروبي  جمعيت  كاهش  دليل  به    باشد. دهيدروژناز 

( نژاد  زيدآبادي  و  شاهيان  بررسي  2017حسن  طي   )

خاك  دو  در  دهيدروژناز  فعاليت  و  ميكروبي  جمعيت 

پالايي  اي و بياباني آلوده به نفت در فرايند زيستمزرعه

زيست تيمارهاي  در  آنزيم  اين  فعاليت  كردند  -عنوان 

روز   تا  مزرعه  خاك  در  ولي    60پالايي  افزايشي  روند 

تا   آن  از  روز روند كاهشي داشته است و در    120بعد 

روز  خاك  تا  بياباني  از  30هاي  پس  و  افزايشي  الگوي   ،

دهيدروژناز   فعاليت  در  كاهش  آزمايش،  انتهاي  تا  آن 

شد. مطالعه  مشاهده  همكاران  در  و  افشارنيا  كه  ايي 

مشاهده  2019) دادند،  انجام  نفت  به  آلوده  خاك  در   )

پالايي در هفته نخست داراي  همه تيمارهاي زيست كردند

گذشت   از  پس  اما  بالايي  دهيدروژناز  ماه،    4فعاليت 

 كاهش فعاليت چشمگيري داشتند.

 لیپاز  فعالیت

ليپاااز، بااين   فعاليتبر اساس نتايج تجزيه واريانس براي  

فاكتور آلودگي )خاااك شاااهد و خاااك آلااوده بااه نفتاااي 

پالايي )خاك شاهد سنگين(، بين فاكتور تيمارهاي زيست

پالاي، تلقاايح كنسرساايوم باكتريااايي، بدون تيمار زيساات

، كااود NP، كودهاااي شاايميايي Tween 80سااورفكتانت 

، 15،  10،  5،  0گاوي و تميار تلفيقي( و بين فاكتور زمان )

 1روز( در سااطح احتمااال % 120و  90، 60، 45، 30، 20

(P<0.01) بااالاترين . داري مشاااهده شااداخااتلاف معنااي

فعاليت ليپازي به ترتيب در تيمار تلفيقااي، كااود گاااوي و 

آناازيم ليپاااز  .(3)شااكل  باشاادمي Tween 80سورفكتانت 

در  كااه باشااديک آنزيم القايي و از نوع برون ساالولي مي

سلولهاي ميكروبي ترغيب به   ،نفتيحضور هيدروكربنها  

توليد آن خواهند شد. در اين آزمايش مشاااهده شااد كااه 

اسااتفاده شااده اساات )تيمااار   80در تيمارهايي كه تويين  

به دليل استفاده از اين تركيااب   (80تلفيقي و تيمار تويين  

)سوبسااتراي   20اي با قرابت مولكولي به تااويين  كه ماده

باشد، مورد استفاده در سنجش فعاليت ليپازي خاك( مي

بااه نظاار اسااتفاده از فعاليت ليپازي بيشتري قرائت شااد.  

به دليل تحريک توليد اين آنزيم ساابب افاازايش   80تويين  

همچنين ميكروفلور بومي موجااود فعاليت آن شده است.  

در كود دامي در مقايسه با باكتريهاي مورد اسااتفاده در 

كنسرسيوم ميكروبي )تيمار تلقيح ميكروبااي( بااه نظاار از 

اند، شااايد نظر فعاليت پايه ليپازي شرايط بهتااري داشااته

سازي شرايط ديگر نظير تامين مواد كربنه موجااود بهينه

در كود دامي و همچنين بهبود تهويه در افزايش فعالياات 

 ليپازي اين تيمارها دخيل بوده است.
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، کنسرسیوم  ( C)خاک شاهد پالایی )گیری شده در خاک تحت تیمارهای مختلف زیست فعالیت لیپازی اندازه  -3شکل 

 .((MIX) و تیمار تلفیقی  (M)، کود گاوی NP   (NP)، کود شیمیایی Tween 80(T)، سورفکتانت (I)باکتریایی 

  

الف(، تيمار كود شيميايي )شكل  -4گيري شده در تيمار كنسرسيوم باكتريايي )شكل  مقادير فعاليت ليپازي اندازه

،  10،  5،  0هاي آزمايشي )( در زمان و-4د( و تلفيقي )شكل  -4ج(، تيمار كود گاوي )شكل  -4( )شكل  T)  Tween 80ب(،  -4

ش اي تبعيت نموده است. فعاليت ليپازي با گذشت زمان افزايروز( از يک الگوي زنگوله  120و    90،  60،  45،  30،  20،  15

 ولي در روزهاي پاياني كاهش يافت.

 

شكل   به  توجه  با -4با  آلوده  خاك  در  ليپاز  فعاليت  د، 

از زمان صفر افزايش يافت و در    (HM) تيمار كود گاوي  

ماه آخر كاهش يافت.در تيمار گود كاوي به دليل وجود  

باعث  آنها  حضور  نظر  به  كود،  در  موجود  ميكروفلور 

گاوي   كود  همچنين  است،  شده  ليپازي  فعاليت  افزايش 

تهويه   افزايش  و  خاك  فيزيكي  خواص  بهبود  باعث 

كود گاوي علاوه بر فراهم كردن مواد مغذي بر   شود.مي

شيميايي    و  ها بدليل بهبود خواص فيزيکميكروارگانيسم

ميكروبخاك سريع  سازگاري  باعث  آلوده  به  هاي  ها 

فعاليت   افزايش  به  منجر  نهايتاً  و  شده  آلوده  خاك 

شده   خاك  در  نفتي  تركيبات  بالاي  تجزيه  و  ميكروبي 

همكاران  موتووآگ)  است همكاران     (.2013  و  و  ليي 

(2008( سنگين  نفتي  مواد  به  آلوده  خاك  در   )1-mg kg 

7490( غذايي  عناصر  تيمارهاي  از   )C:N:P   نسبت با 

100:10:1%( شده  خرد  يونجه  خاك -وزني  1(،  وزني(، 

-وزني  5وزني( و كمپوست كود خوك )%-وزني  5اره )%

ليپازي را    105وزني( استفاده كردند و در   روز فعاليت 

در  اندازه ليپاز  فعاليت  كه  داد  نشان  نتايج  كردند.  گيري 

روز    45روز افزايش يافت و بعد از    30طول آزمايش در  

در تمامي تيمارها كاهش يافت و بيشترين فعاليت را در  

يونجه خرد شده گزارش كردند. در خاك شاهد فعاليت  

و   مرگسين  بود.  آزمايش  طول  در  تغيير  بدون  ليپاز 

( گزارش كردند كه فعاليت ليپازي ممكن  2000همكاران )

هيدروكربن تجزيه  در  ارزشمند  شاخص  يک  ها است 

ليپاز همبستگي منفي با هيدروكربن هاي باشد و فعاليت 

باقيمانده در خاك دارد يعني فعاليت ليپازي بالا منجر به 

 كاهش غلظت هيدروكربن خواهد شد. 

 

 



 117                                                            . . .                                                                                    پایش تغییرات فعالیت آنزیمی خاک آلوده 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

روز اول كمتاار  10در  (HI)الف، فعاليت ليپاز در خاك آلوده تلقيح شااده بااا كنسرساايوم باكتريااايي -4با توجه به شكل  

روز اول زياد است ولي بااا گذشاات زمااان بااه نظاار بااا فعالياات ليپااازي   10هاي نفتي در خاك در  بود چون هيدروكربن

هرچااه   چااون  يابااد.كاااهش مي  20-120بد و از روز  يايابد و فعاليت ليپازي افزايش ميهاي نفتي كاهش ميهيدروكربن

فعالياات ليپااازي همبسااتگي منفااي بااا   ،هاااي باقيمانااده خاااك كمتاار اسااتفعاليت ليپازي خاك بيشتر باشد هياادروكربن

( در 2016شن و همكاران )  .ها نقش مستقيمي داردليپاز در تجزيه هيدروكربن  .هاي باقيمانده در خاك داردهيدروكربن

 هاي آلوده به نفت از طريق تلقيح زيستي كنسرسيوم باكتريايي مشاهده كردند فعاليت پالايي كوتاه مدت خاكزيست

تغ(الف)  -4شکل   آلودگ  پازی ل  تیفعال  یزمان  راتیی: روند  بدون  ت  یدر خاک شاهد  بدون  بدون (C)  ییپالاستیز  ماریو  ، خاک 

تلق  یآلودگ ت(CI)  ییایباکتر  ومیکنسرس  حی با  بدون  و  آلوده  خاک  تلق(H)  ییپالاست یز  ماری،  با  آلوده  خاک    وم یکنسرس  حی ، 

تغ(ب)  .(HI)  ییایباکتر روند  آلودگ  پازی ل  تیفعال   یزمان  راتیی:  بدون  ت  یدر خاک شاهد  بدون  ، خاک (C)  ییپالاست یز  ماریو 

 . NP (HNP)  ییایمیکود ش  ماری، خاک آلوده با ت(H)  ییپالاست یز  ماری، خاک آلوده و بدون تNP (CNP)  ماریبا ت  یبدون آلودگ

 مار یبا ت ی، خاک بدون آلودگ(C)  ییپالاستیز ماریو بدون ت یدر خاک شاهد بدون آلودگ پازیل تی فعال  یزمان راتیی: روند تغ(ج)

Tween 80 (CT)ییپالاست یز  ماری، خاک آلوده بدون ت(H)ماری، خاک آلوده با ت  Tween 80 (HT).   (د)ت ی فعال  یزمان  راتیی: روند تغ 

آلودگ  هیپا  پازیل بدون  ت  یدر خاک شاهد  بدون  آلودگ(C)  ییپالاست یز  ماریو  بدون  ت  ی، خاک  گاو  ماریبا  ،  خاک  (CM)  یکود 

در خاک شاهد   پازی ل تیفعال یزمان راتیی: روند تغ(و) .(HM) یکود گاو  ماری، خاک آلوده با ت(H) ییپالاست یز ماریآلوده بدون ت

آلودگ ت  یبدون  بدون  آلودگ(C)  ییپالاستیز  ماریو  بدون  خاک  ت  ی،  ت (CMIX)  یقیتلف   ماریبا  بدون  آلوده  خاک   ماری، 

 . (HMIX) یقیتلف ماری، خاک آلوده با ت(H) ییپالاستیز
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شكل   به  توجه  با  و-4با  آلوده  خاك  در  ليپاز  فعاليت   ،

در    ، چونروز اول كم است  10در    (HMIX)تيمار تلفيقي  

هيدروكربن ابتدائي  روزهاي  در  آلوده  نفتي  خاك  هاي 

گذشت با  ولي  است  كاهش   زياد  دليل  به  زمان 

فعاليت ليپازي افزايش    هاي موجود در خاك،هيدروكربن

است )  .يافته  همكاران  و  كردند  2006ريفالدي  گزارش   )

كه بهترين پارامتر بيولوژيكي و بيوشيميايي براي تست  

هيدروكربن ميكروبي  تجزيه  تنفس  و  ليپازي  فعاليت  ها 

هيدروكربن با  كه  است  دارندخاك  منفي  همبستگي  . ها 

( ليپازي خاك را در  2000مرگسين و همكاران  فعاليت   )

به   آلوده  ديزل، خاك  آلوده به روغن  و    PAHسه خاك 

هفته بررسي كردند و    10خاك شاهد غيرآلوده در طول  

به روغن   آلوده  ليپازي در خاك  فعاليت  نشان دادند كه 

برابر    9ديزل در هفته دوم به سرعت افزايش يافت و به  

رسيد آزمايش  شروع  روند    ، زمان  دهم  هفته  تا  سپس 

دهم   هفته  در  آن  مقدار  باز  ولي  داشت  كاهشي    6آرام 

بود.   آزمايش  شروع  لحظه  در  آن  مقدار  در  برابر  اين 

كه   بود  به  حالي  آلوده  خاك  در  ليپازي  و    PAHفعاليت 

 شاهد غيرآلوده بسيار ناچيز و در طول زمان ثابت بود. 

 پالاییقبل و بعد از تیمارهای زیست TPHگیری هانداز

و خاااك  Tween 80تيمار تلفيقي، تيمار كود گاوي، تيمار  

، 81پالايي به ترتيب با مقااادير %آلوده بدون تيمار زيست

 از تجزيه نفتاي سنگين خاك را داشتند  45و %  %63،  %72

 (.5)شكل 

 

خاک آلوده بدون تیمار   120پالایی در روز صفر و انده در تیمارهای زیستمدرصد نفتای سنگین باقی -5 شکل

 .(HMIX)و تیمار تلفیقی  ( HM)، تیمار کود گاوی  Tween 80  (HT)، تیمار (HC)پالایی زیست

شكل   به  توجه  سنگين  ،  5با  نفتاي  به  آلوده  خاك  در 

در روز صفر با توجه به    ( HC)  پالاييبدون تيمار زيست

با   مشاهده   %7اينكه  است،  آلوده شده  نفتاي سنگين  از 

گذشت  مي از  بعد  كه  نفتاي    120شود  مقدار  از  روز 

و   است  شده  كاسته  سنگين    %54سنگين  نفتاي  از 

دليل  باقي اين  به  دارد  احتمال  كاهش  اين  است.  مانده 

ميكروب آلوده  خاك  در  كه  در  باشد  خاك  بومي  هاي 

تجزيه نفتاي سنگين دخالت داشتند. كاهش ميزان نفتاي 

تيمار   در  روز    Tween 80  (HT)سنگين    120در 

كه   نشان  است  اين  طول    Tween 80دهنده  در  توانسته 

ها روز باعث حلاليت نفتاي سنگين شده و ميكروب  120

نفتاي   ميزان  و  كرده  تغذيه  سنگين  نفتاي  از  راحتي  به 

يابد كاهش  آزمايش  طول  در  همكاران    سنگين  و  )چنگ 

كاهش    ( HM). در خاك آلوده با تيمار كود گاوي  (2008

در   سنگين  مي  120نفتاي  نظر  به  ميزان  روز  اين  رسد 

دليل   به  كود  كاهش  خود  در  موجود  ميكروفلور  وجود 

هاي بومي موجود در  گاوي يا به عبارتي ميكروارگانيسم

براي   آن  تأمين  و  كود  در  غذايي  عناصر  وجود  و  كود 

باشدميكروارگانيسم خاك  همكاران،    هاي  و  )آگاموتو 

  ( HMIX)قي  همچنين در خاك آلوده با تيمار تلفي  .(2013
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در   سنگين  نفتاي  از  بيشتري  كاهش    120ميزان  روز 

يافته است. در خاك آلوده با تيمار تلفيقي به دليل وجود  

توئين   گاوي،  باكتريايي    NP،  80كود  كنسرسيوم  و 

تجزيه   باعث  خود  نوبه  به  تركيبات  اين  و  دارد  وجود 

و  آسان  شده  خاك  در  موجود  نفتي  تركيبات  تر 

هاي بومي خاك  كنسرسيوم باكتريايي به همراه ميكروب

توانسته راحتي  و  به  كرده  تغذيه  نفتي  تركيبات  از  اند 

افشارنيا    اند.باعث كاهش ميزان نفتاي سنگين خاك شده

( همكاران  هيدروكربن2019و  كل  مقدار  را  (،  نفتي  هاي 

گياه  اندازه در  كه  داد  نشان  نتايج  كردند.  گيري 

% باكتريايي  كنسرسيوم  با  تلقيح    5/66آگروپايرون، 

هاي نفتي را تجزيه كرده است. اين در حالي هيدروكربن

% بود  توانسته  تلقيح  بدون  تيمار  در  كه  از    53است 

تيمار  هيدروكربن در  همچنين  كند.  تجزيه  را  نفتي  هاي 

قارچ   دامي و    P. indicaتلفيقي كه حاوي  و كاربرد كود 

تجزيه نفتي توانسته    72بدون كشت گياه با %  80توئين  

تيمارهاي   به  نسبت  را  نفتي  تجزيه  بيشترين  بود 

باشد.گياه داشته  )  پالايي  همكاران  و  (  2011اگري 

بررسي  زيست مورد  را  نفت  به  آلوده شده  خاك  پالايي 

شيميايي   كود  از  مطالعه  اين  در  دادند.  و    NPKقرار 

غلظت سورفكتانت غيريوني به عنوان متغيرهاي مستقل  

كاهش   ارزيابي  اصلي  هدف  با  زيستي  كه    TPHتحريک 

روز،    42به عنوان متغير وابسته بود استفاده شد. بعداز  

 .ه استحاصل شدTPH درصد كاهش در غلظت    20/67

( همكاران  و  به  (،  2012اورجي  گاوي  كود  از  استفاده 

پالايي نفت خام در  عنوان منبع مواد آلي در بهبود زيست

نيجريه  مرداب دركشور  نيجريا  دلتاي  در  حرا  هاي 

شده كه  گزارش  مطالعه  اين  در  طول    70است.  به  روز 

باكتريايي   جمعيت  گاوي،  كود  از  استفاده  با  انجاميد، 

افزايش يافت.    g cfu  710   ˟  8/2-1طور قابل توجهي به   به

تجزيه شد و در با    TPHدرصد از    08/62ام،  70در روز  

فقط   تجزيه  ميزان  بود.   20تيمار شاهد  و    درصد  گومز 

( براي خاك مزرعه آلوده به نفت با غلظت  2014سرتاج )

تلقيح    940 از  گرم  بر  تحريک  ميكروگرم  و  زيستي 

زيست تيمار  عنوان  به  از  زيستي  كردند.  استفاده  پالايي 

تلقيح كنسرسيوم ميكروبي و كمپوست آلي براي حذف  

آلودگي استفاده كردند. استفاده از كنسرسيوم ميكروبي  

ترتيب   به  حذف  كارايي  كه  داد  نشان  آلي  كمپوست  و 

غلظت   %52و    55% با  نفت  به  آلوده  خاك  در  ولي  بود. 

ميكروگرم بر گرم از مخلوط كنسرسيوم ميكروبي    166

مدت   در  و  شد  استفاده  كمپوست  كاهش   40و  روز، 

  و همكاران   آگوموتو   مشاهد شد.  82آلودگي به ميزان %

در 2013) آلي  ضايعات  پتانسيل  شناسايي  هدف  با   )

از  نفت  به  آلوده  خاك   در  نفتي  تركيبات  زيستي  حذف 

ترتيب   استفاده كردند. بدين  لجن فاضلاب و كود گاوي 

هر   به  آلوده    5/1كه  خاك  لجن    (w/w)  %10كيلوگرم  از 

مدت   از  بعد  و  كردند  اضافه  گاوي  كود  يا    98فاضلاب 

روز مشاهده كردند كه تجزيه زيستي در تيمارهاي كود  

ترتيب   به  فاضلاب  لجن  و  در    %82و    %94گاوي  بوده 

بوده    %56حاليكه در اين مدت اين تجزيه در تيمار شاهد  

 است.

 کلی  گیرینتیجه 

در    در سنگين  نفتاي  آلودگي  كاهش  براي  پژوهش  اين 

تيمارهاي   از  شامل  زيستمختلف  خاك،  پالايي 

تلقيحتحريک شد.زيستي،  استفاده  تلفيقي  و  با    زيستي 

فعاليت   و  دهيدروژناز  فعاليت  تغييرات  نتايج  به  توجه 

ليپاز در خاك آلوده به نفتاي سنگين، هر كدام از تيمارها  

و در مدت زمان   آلودگي بودند  كاهشبه تنهايي قادر به  

سنگين   نفتاي  آلودگي  كاهش  باعث  توانستند  آزمايش 

ولي در تيمار تلفيقي به دليل استفاده همزمان از    شوند.

تحريک تلقيحتيمارهاي  و  آلودگي  زيستي  تجزيه  زيستي 

در   تلفيقي  تيمار  از  استفاده  بود.  شده  انجام  بهتر 
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