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Extended Abstract 
 

Background and Objectives 
Petroleum and its derivatives serve as the primary energy source for industrial and domestic use today. However, soil 

contamination by crude oil and its refined products represents one of the most hazardous forms of environmental 

pollution. Bioremediation has emerged as an effective strategy for eliminating petroleum hydrocarbons from 

contaminated soils. Among bioremediation approaches, the application of beneficial free-living bacteria and plant 

growth-promoting rhizobacteria (PGPR) associated with the rhizosphere has gained significant attention for their 

bioremediation potential. Substantial experimental evidence supports the efficacy of these microbial agents in 
reducing both contaminant concentrations and ecotoxicity in polluted soils through bioremediation processes. Three 

principal bioremediation strategies have demonstrated effectiveness in petroleum hydrocarbon removal: 1- Intrinsic 

bioremediation - relying on natural biodegradation by indigenous microorganisms without human intervention; 2- 

Biostimulation - enhancing microbial activity through fertilizer addition, organic amendments, surfactants, and 

optimization of aeration and moisture conditions; 3- Bioaugmentation - introducing specialized hydrocarbon-

degrading microorganisms into the soil microbiome while providing optimal growth conditions and nutrient 

supplementation. 

Methodology 
In the present study, a petroleum-contaminated soil was collected from evaporation ponds at Tabriz refinery, East 

Azerbaijan province, Iran to evaluate different bioremediation methods for hydrocarbon degradation. Following 

collection, hydrocarbon-degrading bacteria were isolated from the contaminated soils. Three bioremediation 

approaches were tested: (1) intrinsic bioremediation (control, with no amendments), (2) biostimulation (including 

aeration, NPK fertilization, organic amendments [cow manure, chicken manure, compost], and Tween 80 surfactant 

addition), and (3) bioaugmentation (using either individual inoculations of five crude oil-degrading bacterial strains 

or their consortium). The experiment was conducted in 2 kg pots over a four-month period. Upon completion, we 

measured: (1) total petroleum hydrocarbons (TPH), (2) soil enzyme activities (dehydrogenase, urease, phosphatase, 

catalase), and (3) biological indicators (BR: basal respiration and SIR: substrate-induced respiration). 

Results 
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Among all treatments, the use of Tween 80, cow manure, Nutrient Broth (NB) without bacteria, and NPK fertilizers 

resulted in hydrocarbon degradation rates of 89.0%, 86.3%, 57.6%, and 67.4%, respectively, representing the highest 

degradation efficiencies in the soil. Among the bioaugmentation treatments, Arthrobacter sp. COD 2-3 and the 

bacterial consortium showed the highest TPH degradation rates, at 69.7% and 63.3%, respectively. The activity of 
dehydrogenase and urease enzymes increased in all treatments at the beginning of the experiment but declined after 2 

and 4 months, respectively. Initially, dehydrogenase activity was highest in the bioremediation treatments 

involving Pseudochrobactrum sp. COD 1-4, Stenotrophomonas sp. COD 1-1, the bacterial consortium, and chicken 

manure, while Tween 80 exhibited the lowest activity. Urease activity was highest in NB, watering, chicken manure, 

and the consortium treatments, but lowest in the compost treatment and the Arthrobacter sp. COD 2-3 inoculation. 

Catalase enzyme activity increased significantly 2–3 days after treatment in the NB, Tween 80, and consortium 

treatments compared to other treatments. However, over time, activity in these three treatments declined, whereas in 

other bioremediation treatments and the contaminated control soil, it increased gradually, indicating sustained 

microbial viability and petroleum-degrading activity. The activity of acidic and alkaline phosphatase enzymes 

remained relatively unchanged throughout the experiment. Basal respiration (BR) and substrate-induced respiration 

(SIR) increased initially in all treatments but decreased significantly after four months. At baseline, the bacterial 

consortium, compost, and cow manure treatments exhibited the highest basal respiration rates, followed by microbial 

inoculations and chicken manure. Tween 80, aerated soil, and the contaminated control had the lowest basal 

respiration. Finally, the percentage of TPH degradation showed positive correlations with soil basal respiration, 

substrate-induced respiration, and dehydrogenase activity.  

Conclusion 
Finally, the treatments for remediation of oil-contaminated soil were introduced, including the addition of cow dung, 
NPK fertilizer, and a bacterial consortium as the most effective bioremediation method. Adding animal manure 

improved the soil's physical and chemical properties such as enhancing soil structure and facilitated oxygen transport, 

providing energy for microorganisms and thereby boosting microbial activity. Dehydrogenase, an intracellular 

enzyme, is directly linked to the activity of the soil's microbial population. An increase in this enzyme's activity at the 

beginning of the experiment in oil-contaminated soil indicated heightened microbial degradation activity. However, 

the subsequent decline in enzyme activity by the end of the experiment was likely due to the prolonged test duration 

and the microbes entering the death phase. In general, it is recommended to use shorter sampling intervals and testing 

periods for all enzyme activities to better monitor changes over time. This approach would help clarify the trends in 

enzyme activity throughout the experiment. 
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 چکیده
 کاهشارزیابی  برای .دشویم محسوب ستیزطیمح یهاآلودگی انواع ترینخطرناک جمله از آن مشتقات و خام نفت هب خاک آلودگی

 پالاییزیست یهاروش انواع روی بر ایمطالعه تبریز، پالایشگاه ی تبخیرهاحوضچهآلوده برداشت شده از  خاکیک  در نفتی یهاهیدروکربن

 از پالاییزیست تیمارهای انواع آلوده، خاک از ی نفتیهاهیدروکربن کنندهتجزیه یهاباکتری جداسازی از بعد برای این کار، .انجام شد نفت
تحریک زیستی شامل های تیمار .بررسی شدکیلوگرمی  2ی هاگلدانماه در  4به مدت پالایی ذاتی و زیستزیستی  تلقیح زیستی، تحریک جمله

استفاده منفرد شامل  تلقیح زیستی هایتیمار و 00کمپوست و سورفکتانت توئین  کود مرغی، ،گاوی، افزودن کود NPK تأمین آبدهی، هوادهی،
 Stenotrophomonas sp. COD1-1 ،Psedochrobactrum sp. COD 1-4 ،Arthrobacter sp. COD 2-3 ،Shewanella شامل کارآمد باکتریپنج 

sp. COD 2-1، Stenotrophomonas sp. COD 5-6 که شامل  شاهد در نظر گرفته شدچند تیمار . در این آزمایش ندبود هاباکتری و مخلوط
تیمار خاک  و یک اک شاهد آلوده نفتی(یا همان خپالایی ذاتی زیست) پالاییزیست ، تیمار شاهدتلقیح میکروبی )تیمار نوترینت برات( تیمار شاهد

، فسفاتاز، کاتالاز و تنفس آزاورههیدروژناز، دِی هاآنزیم فعالیت(، TPHی نفتی )هاهیدروکربنمقدار کل . پس از پایان آزمایش، بودندغیرآلوده 
را در خاک  های نفتیمیزان تجزیه هیدروکربن بیشتریننتایج نشان داد که  سنجش شدند. برانگیختهتنفس پایه و  تنفسشامل  میکروبی خاک

 درصد 4/85و 8/55، 3/08، 2/08 مقادیر با ترتیببه NPK هایکود گاوی، نوترینت براث فاقد باکتری و ، کود00سورفاکتانت توئین  تیمارهایدر 
نهایتاً با توجه به وجود داشت.  معنادارمثبت و  هایو فعالیت آنزیم دهیدروژناز همبستگیپایه تنفس و   TPHبین درصد تجزیه .مشاهده شد

ی هاروش بهترین از COD 2-3 و تیمار باکتریایی  ، نوترینت براث، کود گاوی00ای تویین تیماره ،ی انجام یافتههاپایشتجزیه و تحلیل 
  .شدند معرفی خاک در نفتی یهاآلودگی حذف پالایی برایزیست

 کل ی نفتیهاهیدروکربنپالایی، زیستزیستی،  تلقیح زیستی، تحریک :کلیدی هایواژه

 ییپالاستیمختلف ز یهاروش ییکارا سهیمقا(. 1404. )ع، یالهلطف، م. و یزارع ،.م ،ایافشارن ،ر.، م.ساریخانی استناد به این مقاله:
 ،نشریه دانش خاک و گیاه. (زیپالایشگاه تبر ریتبخ یها: حوضچهیخاک آلوده )مطالعه مورد کیهای نفتی در کاهش هیدروکربن
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 قدمه م
 بسیار جهانی سطح در ترکیبات این از ناشی آلودگی جهان، سراسر در نفتی ترکیبات از زیاد استفاده دلیلبه امروزه
 یاهاثر ترکیبات این .هستند زیستمحیط آلی پایدار هایترین آلایندهیکی از متداول نفتی یهاهیدروکربناست.  گسترده

 زنجیره بهها آن ورود ،بنابراین .دارند خاک و کیفیت زیرزمینی هایبآ سطحی، هایآب کشاورزی، محصولات بر سوئی

 هایفعالیت از حاصل پسماندهای باید و کندمی را تهدید انسان سلامت شدتبه آلوده خاک و هوا آب، طریق غذایی از

 (. Hu & Zeng, 2013) گیرند قرار تصفیه مورد، محیط به دفع از قبل نفت، صنعت مربوط به
 عوامل به یک روشاز استفاده  و انتخاب د کهندار وجود آلوده یهاخاک سازیکپا برای متنوعی یهاروش

 یهاروش ،کلی طوردارد. به غیره بستگی و یندهآلا غلظت آلودگی، نوع هزینه، موجود، قوانین سختگیرانه جمله از متعددی
 شوندمی تقسیم )پالاییپالایی و گیاهزیست مانند) زیستی و ، شیمیاییفیزیکی روش سه آلوده به یهاخاک پاکسازی

 زیستمحیط از آلودگی حذف یا کاهش کنترل،پالایی )زیست شود. گرفته بکار هاروش این از ترکیبی است ممکن گاه که

 روش این در. است مشکل این اصلاح در مؤثر و مفید روشی ،(محیط بیولوژیکی هایفعالیت افزایش از استفاده با

را به مواد حدواسط دیگر و در ها آن و کرده استفاده انرژی و کربن منبع عنوان به هیدروکربنی مواد از جاندارانزری
 خاک در موجود کل نفتی یهاهیدروکربن کاهش ،فرایند این حاصل و دننمایمی تبدیل اکسیددی کربن و آب به نهایت

  (.Agamuthu et al., 2013; Yu et al., 2011)د باشمی
 بر هیتک باکه  است یستیز هیتجز یعیطب فرایند ،1پالایی ذاتی( زیست1 مختلفی دارد: هایروشپالایی زیست

( 2(. Mortazavi et al., 2013) ردیگینم صورت یامداخله چیه و شودیم انجام یآلودگ حذف 2خاک یبوم ریزجانداران
 ی، افزودنآلمواد  و ییایمیش یکودها خاک با افزودن حاصلخیزیشرایط بهبود  قیاز طر فرایند نیدر ا ،3تحریک زیستی

 هیسرعت تجز به دنبال آن وشده خاک  یبوم ریزجانداران تیجمع اعث افزایشبو آبدهی  یهواده زین وها سورفاکتانت
 ییکه توانا یریزجانداران ازدر این روش  ،4( تلقیح زیستی3 (.et al., 2006Tehrani -Minai) یابدیم شیافزاها ندهیآلا

اک به خ (ومیکنسرسهای میکروبی تهیه شده و به صورت منفرد یا مخلوط )زادمایهو  دارندمواد نفتی  هیتجززیاد در 
میزان  کاهش برای گیاه ازدر آن  که است روشی پالاییگیاه ،پالایی( گیاه4 (Wu et al., 2013) شودآلوده افزوده می

ی هاروش( 5(. Etim, 2012) شودمی استفاده آلوده هایمحیط دیگر یا و زیرزمینی آب، خاک در آلاینده سمیت وتحرک 
ی ذکر اهروشاز  یکباشند که بسته به شرایط خاک آلوده هر پالایی میزیستی و گیاه حیقتلفیقی شامل تحریک و تل

 صورت تلفیقی مورد استفاده قرار گیرند.به توانند شده می

شود که می C/N علت وارد کردن مقادیر عظیم کربن آلی به خاک باعث بالا رفتن نسبته ورود نفت به خاک ب
جمله نیتروژن و سایر عناصر با غذایی معدنی از  مواد تأمین بـاباشد. نامناسب می ریزجاندارانبرای رشد و فعالیت 

ی هایباکتری هاعالیتو با افزایش جمعیت و میزان ف تعدیل کرد تـوان ایـن نـسبت رامـیشیمیایی کوددهی استفاده از 
(. اثر کوددهی Lee et al., 2007ی نفتی در مدت زمان کوتاهی شد )هاهیدروکربنموجب افزایش تجزیه نفت کننده تجزیه

خوار خاک به اثبات نفت ریزجاندارانحیوانی و استفاده از کمپوست و هوادهی فعال نیز در افزایش تحریک زیستی 
پالایی خاک معمولاً کمپوست حاصل از (. محققان در استفاده از کمپوست برای زیستChen et al., 2015رسیده است )

کشاورزی و صنعتی را به صورت ترکیب با مایه تلقیح باکتریایی و یا با  لجن فاضلاب و یا زباله شهری و یا ضایعات
 (. Pedra et al., 2007) برندافزودن سورفاکتانت به آن بکار می

                                                           
1 Intrinsic Bioremediation 
2 Endogenous  
3 Biostimulation 
4 Bioaugmentation  
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کننده نفت از خاک ی تجزیههاباکتریپس از جداسازی  ای( در مطالعـهAuffret et al., 2014و همکاران )آفرت 
 یحبا تلقمشاهده کردند که  ،های نفتی در خاکدر تجزیه آلاینده مؤثرگونه باکتریایی  13و فاضلاب و استفاده از مخلوط 

نوع از  13نوع ترکیب نفتی موجود در خاک  18توانستند از ها آن ،روز 113پس از  ،این کنسرسیوم باکتریایی به خاک
تجزیه قابل هاباکتری وسیلهبه 5بوتیل الکل -ترتو فقط  کنند حذفنسبی از خاک  طوربهنوع را  2کامل و  طوربهرا  آن

روز پـس از تلقیح باکتری و کاربرد کود  13کـه ( نشان دادند Tyagi et al., 2011و همکارانش ) تیاقیمینو نبود. 
مقایسه سطح زیرمنحنی  بادرصد کاهش یافـت. ایـن نتیجـه  80 آلـودگی خـاک بـه گازوئیل به میزان ،نیتـراتآمونیـوم 

 یشجمعیـت بـاکتری و افزا وسیلهبهدهنده مصرف گازوئیـل به دست آمد که نشان (GC) گازی های کروماتوگرافیپیک
 .خاک و کاربرد کود بودبه ر اثر تلقیح باکتری بفعالیت میکروبی در خاک آلوده 

توان میها آن پایش وضعیت آلودگی و بررسی سلامت خاک وجود دارد که از جمله برایی متفاوتی هاروش
نزیمی ی آهاعالیتآن( و ف تودهزیستجمعیت میکروبی و  ،تنفس پایه و برانگیختهنظیر زیستی ) پارامترهایتوجه به 

ی هاروشتوان از همین موارد برای بررسی موفقیت نیز می پالایی،بعد از بکارگیری انواع تیمارهای زیست. اشاره کرد
 و سلامت تیفیک بهآسان و حساس  ،اعتمادقابل هایابزاریکی از ه عنوان در خاک ب هاآنزیم پالایی بهره جست.زیست
پالایش خاک  فرایندو بعد از  آن  طول درآزمایش، قبل از  هاهندیمقدار و غلظت آلا یریگاندازهو  صیتشخ یبراخاک، 

 Thavamani etو همکاران ) (. تاوامانیRao et al., 2014; Soldatkin et al., 2012) گیرندتوانند مورد استفاده قرار می

al., 2012) ترکیبات به آلوده که در خاک افتندیدر PAH8  فعالیت ی وکروبیم، تنوع تیکاهش در جمع ن،یسنگ فلزاتو 
  .شدند مهارشدت بهنیز  یمیآنز یهاعالیتفو  افتاداتفاق  متابولیکی
 بازیافت واحد آلوده هایخاک در نفتی یهاهیدروکربن کاهش برای که شد آن بر یسع پژوهش نیا رد

 یدکاربر طوربهروش  و کاراترین نیبهتر ،هاپالایی و مقایسه آنی زیستهاروشبا انجام انواع مختلف  تبریز پالایشگاه
 یهاهیدروکربن کنندهتجزیه یهاباکتری جداسازی از بعد برای این کار، گردد. یمعرف هاخاکبرای رفع آلودگی این 

 هااکتریباز این  ،های باکتریایی پس از ارزیابی کمی و کیفی آزمایشگاهیو انتخاب کارآمدترین جدایه منطقه خاک از نفتی
و روش ددر قالب  هپالایی اجرا شدتیمارهای زیست زایی ترکیبات نفتی بهره برده شد.به همراه سایر تیمارها در آلودگی

ل بود که هر روش خود از چندین زیرتیمار تشکی پالایی ذاتیبا زیستها آن و مقایسه تلقیح زیستی کلی تحریک زیستی و
و کود مرغی  گاویبه صورت کود ) شد. به عنوان نمونه در روش تحریک زیستی، تیمار هوادهی، افزودن کود دامیمی

به عنوان سورفکتانت و در  00ربرد توئین بر اساس آزمون خاک، کا NPK تأمین، افزودن کمپوست، (در دو تیمار مجزا
نسرسیوم ک صورتبهمنفرد و تلفیق شده با هم  صورتبهکننده ترکیبات نفتی ی تجزیههاباکتری ،روش تلقیح زیستی

ریق از ط پالاییی مختلف زیستهاروشسازی پیاده جینتا گرفت. قرار آزمایش مورددر قالب چندین تیمار باکتریایی 
 )سنجش غلظتهای غیرزیستی شاخصو ی آنزیمی و تنفس خاک( هاعالیت)نظیر ف و زیستی های آنزیمیپایش شاخص
 یهاآلودگی حذف برای روش ترینمناسب و بهترین سازد تااین امکان را فراهم میها آن سهیمقا( و TPHاولیه و نهایی 

  .گردد معرفی آلوده خاک در نفتی

 

 هاروش و وادم
 ینفت مواد به آلوده یهاخاک از یبردارمونهن -1
 زیبرت شگاهیپالا نفت هیتصف افتیباز از ر حاصلیتبخ یهاحوضچهآلوده به نفت از  رسوباتخاک و برداری حل نمونهم

 و شده تبخیر فرار و سبک یهاهیدروکربن زمان گذشت اب که هاحوضچه این در رسوبات کردن انباشته جز به. بود

                                                           
5 Tert-butyl alcohol 
6 Polycyclic aromatic hydrocarbons 
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از  .نگرفته بود صورت آلودگی رفع برایها آن روی تیماری ، هیچتجمع یافته بودندها آن در سنگین یهاهیدروکربن
، پالاییزیستهای مختلف این حوضچه به مقدار لازم نمونه برای انجام آزمایش و اعمال تیمارهای مختلف بخش
های نمونهسپس مانند داشتند. های موجود با توجه به ریخت و حجم آلودگی، ساختاری لجننمونهبرداری شد. نمونه

 نخشک شدو پس از پهن شده، سازی، ابتدا یکنواخت برای ،و رطوبت داشتندآلودگی  حجم بالایی ازبرداشت شده که 
ت بالای آلودگی و اطمینان بخشی از موفقیت غلظ دلیلبه. متری عبور داده شدندمیلی 5/4از الک  نسبی، کوبیده شدند و 

 40به  80تنسببا  ترتیببهبا خاک غیرآلوده پالایشگاه خاک آلوده نفتی  پالایی در حذف ترکیبات نفتی،تیمارهای زیست
ی غیرآلوده هاخاکسازی خاک آلوده نفتی از همین رقیق برایمقدار بالای آلودگی نفتی،  دلیلبه .با هم آمیخته شدند

می های بیولوژیکی و آنزیهمچنین برای اینکه بتوان نتایج تغییرات شاخصاستفاده شد.  هاخاکپالایشگاه برای اختلاط 
ای انجام بررسی نمود و مقایسه آلودگیبه دست آمده از اعمال تیمارهای زیستی را در حضور یک خاک فاقد مشکل 

 (غیرآلوده شاهدخاک )متری سانتی 20-0یز چندین نمونه خاک از عمق ی غیرآلوده اطراف حوضچه نهاخاکداد، از 
  برداشته شد.

 
 های میکروبی مورد استفاده در آزمایشسازی گونهتهیه و آماده -2

مایش پنج  یهدر این آز ـــو یائی ) س ، Stenotrophomonas sp. COD 1-1 ،Psedochrobactrum sp. COD 1-4باکتر
Arthrobacter sp. COD 2-3، Shewanella sp. COD 2-1 وStenotrophomonas sp. COD 5-6 شده از سازی  ( جدا

ـــورتبه هر یکدر پنج تیمار  (Afsharnia et al., 2022ی آلوده نفتی )هاخاک ـــورت به جداگانه و در یک تیمار ص ص
سیوم )مخلوط سر ستیتلقیح  برای( ی از پنج جدایهکن شد. این پنج جدایه در محیط  در تیمارهای تلقیح زی ستفاده   NBا

مین بدون تلقیح حاوی ه یک نمونه تیماردر هر گلدان استفاده شد. ( V/Wدرصد ) 5 کشت و تکثیر داده شد و به مقدار
ــتریل  NBمقدار  ــاهد بکار رفتاس ــتفاده به حامل پرلیت: باگاس باکتریاییهای مایه تلقیح. به عنوان ش  1:1) قبل از اس
 ارایه شده است. 3-3جزئیات روش تلقیح میکروبی در بخش  افزوده شد و مورد استفاده قرار گرفت. (/وزنیوزنی

 
 پالاییاعمال تیمارهای زیست -3

 2ی هاگلداناز  (پالایی ذاتی )به عنوان تیمار شاهدو زیستتلقیح زیستی  ،تحریک زیستی هایجرای تیماربرای ا
آزمایش چهار ماه بود. این آزمایش در قالب طرح کاملاً تصادفی و با سه تکرار  کیلوگرمی استفاده شد. مدت اجرای

، به عنوان تیمار شاهد برای بررسی کارایی دو روش نخست یعنی تحریک زیستی و پالایی ذاتیتیمار زیست انجام شد.
 ی زیر اعمال شدند:هاروشپالایی با تیمارهای زیست تلقیح زیستی لحاظ شد.

پالایی خاص گونه تیمار زیســت)تیمار شــاهد خاک آلوده(: یک خاک آلوده بدون هیچ پالایی ذاتیروش زیستت -3-1
ابل قپالایی سایر تیمارها مورد استفاده قرار گرفت. بود که در واقع به عنوان تیمار شاهد برای کنترل و مقایسه زیست

 یا کار دیگری صورت نپذیرفت.رطوبت  تأمینذکر است که در این تیمار هیچگونه هوادهی، 
 لحاظ شد: برای آن که تیمارهای زیر روش تحریک زیستی -3-2

رطوبت،  تأمین. فقط صــرفاً هوادهی بدون به هم زده شــد هاگلداندو بار در هفته خاک این  لوده:آالف( هوادهی خاک 
 (.Doustaki et al., 2013) تا فقط اثر همزدن در رفع آلودگی نفتی مشخص شود

تنظیم رطوبت هر  .تنظیم شد آب خاک نگهداری ظرفیت درصد 50رطوبت خاک آلوده بر روی  دهی خاک آلوده:ب( آب
رطوبت، بدون همزدن تا فقط اثر آبدهی در رفع آلودگی نفتی مشخص  تأمینفقط صرفاً  گرفت.سه روز یکبار انجام می

 شود.
 در بهینه نسبت یک عنوان که به C: N: P  ،1 :5 :20نسبت گرفتن نظر در با به خاک آلوده: NPKج( افزودن عناصر 

 خاک در اولیه فسفر و نیتروژن کربن، غلظتاینکه و با توجه به است  شده معرفی نفت زیستی تجزیه هایآزمایش اکثر
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 (.Doustaki et al., 2013) خاک افزوده شد به نیتروژن و فسفر ( بود،mg/kg 0/04و  درصد 1، درصد 8/11) ترتیببه

 گرفت. تیمار الف و ب انجام میدو رطوبت و هوادهی نیز مطابق  تأمینعلاوه بر آن 
وزنی  درصد 5برای این منظور کود مرغی و کود گاوی به صورت جداگانه به نسبت  :د( افزودن کود دامی به خاک آلوده

رطوبت و هوادهی  تأمینعلاوه بر آن  .استفاده شددو تیمار مجزا در این بخش  (.Agamuthu et al., 2013) استفاده شدند
 گرفت. نیز مطابق تیمار الف و ب انجام می

 (.Bastida et al., 2015) استفاده شد وزنی درصد 5: از این کود نیز به مقدار به خاک آلودهه( افزودن کود کمپوست 

 گرفت. تیمار الف و ب انجام میدو رطوبت و هوادهی نیز مطابق  تأمینهمچنین 
 ,.Sun et al) استفاده شد( V/W، درصد 1) میزانبه  00توئین  برای این منظور از به خاک آلوده: ی( افزودن سورفکتانت

 گرفت. تیمار الف و ب انجام میدو رطوبت و هوادهی نیز مطابق  تأمینهمچنین  (.2012

ی آلوده هاخاکاز  هاباکتری، این تلقیح زیستی استفاده شدند برایسویه باکتریایی پنج : میکروبیروش تلقیح  -3-3

. این پنج باکتری کارآمد به صورت تیمارهای منفرد از هر باکتری و ی نفتی جداسازی شده بودندهاهیدروکربنبه 
برای این  شد. افزوده خاکبه  (CFU/ml  810×1، جمعیتی معادل باOD=1به نسبت مساوی با ) هاباکتریمخلوطی از 
برای  .افزوده شد( V/W) درصد 5 کشت داده سپس در هر کیلوگرم خاک به میزانNB محیط کشت  در هاکار،باکتری
حامل پرلیت: گرم  80بر روی ابتدا سوسپانسیون باکتریایی لیتر میلی 100 مقداربا توجه به وزن گلدان، این منظور 

تا  مخلوط گردید ظرفیت نگهداری مرطوب اضافه شد و کاملاً درصد 50استریل افزوده و به خاک با  (1:1باگاس )
در تکثیر باکتری را نیز در  NBشوند. برای اینکه بتوان اثر محیط کشت  پخش یکنواخت صورت به خاک در هاباکتری

صرفاً با افزودن همان مقدار محیط باکتری(  )شاهد بدون از اثر باکتری متمایز نمود، یک تیمار پالاییزیستاین نوع 
. این تیمار به عنوان تیمار در نظر گرفته شد که به خاک آلوده افزوده شدباگاس استریل  و با حامل پرلیت NBکشت 

رطوبت و هوادهی نیز مطابق  تأمینشایان ذکر است که  (.Mao et al., 2012) ( نامگذاری شدNBنوترینت براث )تیمار 
 گرفت.تیمار الف و ب در تمام تیمارهای این بخش انجام می

 

  پالاییزیست از تیمارقبل و بعد  TPHگیری اندازه -4
سازمان  UNEP/IOC/IAEA بر اساس روش پالاییزیست قبل و بعد از تیمار های نفتی کلتعیین غلظت هیدروکربن

های نفتی خاک، هیدروکربن کل تعیین غلظت برای. در این روش (Anonymus, 1998) زیست آمریکا انجام شدمحیط
مورد  ساعت 24به مدت کلرومتان از دیلیتر میلی 150گیر سوکسله با در عصاره خاک خشک از نمونهگرم  10 ابتدا

درجه  80آون در ساعت در  24سپس عصاره نفتی استخراج شده به داخل فالکون منتقل شد و  .گرفتاستخراج قرار 
ی نفتی باقیمانده در ته فالکون وزن شدند. برای هاهیدروکربند. وکلرومتان تبخیر شدی تا سلسیوس گذاشته شد

                     استفاده شد: 1از رابطه  TPHمحاسبه درصد تجزیه زیستی 
                              (1                        )100× B (%) = (W1- WC)/WC) 

B درصد تجزیه زیستیTPH ،W1  وزن نفت باقیمانده در تیمار شاهد وWC باشد.وزن نفت باقیمانده در تیمارها می 
 
 گیری فعالیت زیستی خاکاندازه -5

ی تیمار شده در ابتدا و انتهای آزمایش هاخاکفعالیت زیستی خاک شامل فعالیت آنزیمی و تنفس میکروبی در نمونه 
 گیری شد. اندازه

 
 آنزیم دهیدروژنازفعالیت  -5-1
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در یک  هر یکگرمی تقسیم شد و  5متری عبور داده، خاک به دو قسمت میلی 2گرم خاک هوا خشک را از غربال  10
لیتر سوبسترای میلی 1گرم خاک مقدار  5لوله آزمایش ریخته شد )یک لوله شاهد و دیگری نمونه(، در لوله نمونه بر روی 

TTC5 (2/0  و میلی 100گرم در )لیتر آب مقطر اضافه شد، درپوش لوله قرار داده و ورتکس شد. در لوله میلی 5/2لیتر
ساعت در  24ها به مدت لیتر آب مقطر ریخته و همانند لوله نمونه عمل شد. لولهمیلی 5/3گرم خاک  5شاهد بر روی 

دقیقه ورتکس شد. سپس با کاغذ  1لیتر متانول افزوده و یمیل 10درجه سلسیوس انکوبه شدند. به هر لوله  35دمای 
. در نتیجه وجود فعالیت آنزیم و صاف شدلیتر متانول افزوده، ورتکس میلی 10صافی صاف شدند. مجدداً به هر لوله 

 بدهیدروژناز، سوبسترای مورد استفاده تغییر رنگ یافته و رنگ قرمز یا صورتی تشکیل خواهد داد، سپس مقدار جذ
 فرایند( تولید شده طی 0TPFفورمازان )فنیلنانومتر قرائت شد. در این روش غلظت تری 405ها در طول موج عصاره

گزارش شده است  رنگ قرمز(شدت ) طول موج بوده و برحسب میزان جذب و نسبی ایصورت مقایسهه آنزیمی ب
(Aliasgharzad, 2005). 

 
 آزاورهآنزیم فعالیت  -5-2

 ,Aliasgharzad, 2005; Rump & Kristبلو انجام گرفت )به روش ایندوفنل هاخاکی نمونه آزاورهگیری فعالیت اندازه

و سوبسترای مناسب  EDTAنیتروپروساید و  -های فنل(. به این ترتیب که بعد از تهیه بافر هیپوکلریت و معرف1988
پایش تولید آمونیم استفاده شد. یک نمونه شاهد نیز در هر سنجش به  ، از روشآزاورهگیری فعالیت )اوره( برای اندازه

+ای )زمینه یاهمنظور کسر اثر
4NH وسیلهبه ( در نظر گرفته شد. در این روش پس از استخراج آمونیوم خاک KCl ،

 بدین ترتیب ساعت انکوباسیون در حضور سوبسترای اوره و بافر مناسب تعیین شد. 2میزان آمونیم آزاد شده بعد از 
لیتری ریخته شد و به میلی 25لیتر از عصاره به داخل بالن میلی KCl ،1 وسیلهبه که  پس از استخراج آمونیوم خاک 

 –لیتر معرف فنلمیلی 2دقیقه ثابت ماند و سپس  1افزوده شد، پس از مخلوط کردن  EDTAلیتر محلول میلی 1آن 
 30ها به مدت لیتر بافر هیپوکلریت بدان افزوده و با آب مقطر به حجم رسانده شد. بالنمیلی 4همراه نیتروپروساید به
درجه سلسیوس در انکوباتور نگهداری شدند. در این واکنش شاهد تشکیل رنگ آبی بوده و سپس  40دقیقه در دمای 

 قرائت شد. nm 838میزان جذب آن با اسپکتروفتومتر در طول موج 
 
 کاتالاز آنزیمفعالیت  -5-3

 تریلیلیم 5و آب مقطر  تریلیلیم 40سپس لیتری ریخته، میلی 125خشک شده به داخل ارلن مایر  دو گرم نمونه خاک
 5 پسبهم زده شد. س قهیدق 20به مدت  در شیکر دورانی مخلوط اضافه شده و دروژنهی دیپراکس درصد 3/0 محلول

لیتر از آن میلی 25شده و سپس  عبور دادهمولار بدان افزوده شد. محتوای ارلن از کاغذ صافی  4SO2H 5/1 تریلیلیم
واکنش داده )مصرفی( به ازای هر گرم از خاک خشک محاسبه شد  4KMnOتیتر شد، که مقدار  M 02/0 4KMnOبا 

(Johnson & Temple, 1964.)  
 
 فسفاتاز اسیدی و قلیایی هایآنزیمفعالیت  -6-3

تعیین شد. ابتدا از هر ( Tabatabai, 1994) وسیلهبه اسیدی و قلیایی با استفاده از روش توصیف شده  فعالیت فسفاتاز
 1و ( سیدی یا بازی)ا معرف( MUB) شدهلیتر بافر اصالحمیلی 4های آزمایش توزین شده، گرم در لوله 1نمونه خاک 

به آن اضافه شد. بافر مورد استفاده برای ( در بافر اسیدی یا بازی) (pNPP) ارانیتروفنیل فسفاتمیلی لیتر سوبسترای پ
دمای بهینه فعالیت آنزیم،  تأمینط نمونه، برای لا. پس از اختبود 11و  pH ،5/8 دارای ترتیببه و قلیایی فسفاتاز اسیدی

                                                           
7 Tetrazolium chloride 
8 Tri phenyl formazan 
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ساعت در این شرایط نگهداری شدند. سپس با یک درجه سانتیگراد قرارداده و به مدت  35ها را در آون با دمای لوله
واکنش  لار(مو 5/0هیدروکسید  لیتر سدیممیلی 4و  لارمو 5/0لیتر کلریدکلسیم میلی 1) کنندههای متوقفافزودن محلول

آزاد  PNP گیری مقدارستفاده از کاغذ صافی فیلترشدند. برای اندازهها با اشد و قبل از قرائت میزان جذب، نمونه متوقف
شد. برای گزارش فعالیت آنزیم خاک به صورت  نانومتر با اسپکتروفتومتر قرائت 410شده، جذب آن در طول موج 

 100 و 50، 25، 10، 0با تهیه استانداردهای  PNP در هر گرم خاک در هر ساعت، منحنی استاندارد PNP میکروگرم
 میکروگرم ترسیم شد. 

 
 تنفس پایه و برانگیخته  -5-4

گرم خاک مرطوب در  10گیری شد، برای این منظور ( اندازهAnderson, 1998تنفس پایه خاک به روش اندرسون )
 1/0ساعت نگهداری شده و سپس با اسید کلریدریک  24مولار به مدت  1/0لیتر سود میلی 20دار با های دربشیشه

 (، پس از افزودنSIRتیتر شد. تنفس ناشی از سوبسترا ) نیفنل فتالئو  درصد 20مولار با افزودن چند قطره کلرید باریم 
 2COگیری شد، با این تفاوت که گرم خاک مرطوب همانند روش فوق اندازه 10به درصد(  4/0)گلوکز  گرممیلی 40

 گیری شد.ساعت به روش تیتراسیون اندازه 8متصاعد شده پس از گذشت 
 
 هاداده تحلیل آماری -6

افزار آماری ها از طریق نرمآزمایش در قالب طرح کاملاً تصادفی با اعمال سه تکرار انجام شد و تجزیه آماری داده
SPSS  صورت پذیرفت و نمودارها از طریق نرم افزارExcel  .ترسیم شد 

 

 نتایج و بحث 
 

 ابتدا و انتهای آزمایش در  TPHدرصد تجزیه 

گیری شدند. پس از اعمال تیمارها اندازه 8ی نفتیهاهیدروکربنماه مقدار کل  4بعد از گذشت  پالاییزیستدر تیمارهای 
شت  شد. در میان  معنادار تفاوت ماه  4پس از گذ شاهده  شروع آزمایش م شاهد آلوده در  بین همه تیمارها با تیمار 

 NPK، کود گاوی، نوترینت براث فاقد باکتری، کود 00تیمارهای سورفاکتانت توئین  ترتیببهتیمارهای تحریک زیستی 
ی نفتی در خاک هاوکربنهیدربه بیان دیگر بیشــترین میزان تجزیه باقیمانده در خاک را داشــتند  TPHکمترین مقدار 

. در میان تیمارهای (1)شکل  به این تیمارها اختصاص داشتدرصد  42/85و  55/55، 33/08، 2/08با مقادیر  ترتیببه
به  را  TPHبیشترین مقدار تجزیهتجزیه، درصد  58/88با  Arthrobacter sp. COD 2-3تلقیح با باکتری  ،تلقیح زیستی

ـــاص داد  تفاوت در یک گروه آماری قرار گرفتند و با هم  COD 5-6و  COD 1-4های ، هرچند با جدایهخود اختص
 و تنفس پایه و برانگیخته رابطه همبســتگی مثبت  TPHلازم به توضــیح اســت که بین درصــد تجزیهد. نداشــتن معنادار
 وجود داشت. 01/0و  05/0 احتمال در سطح ترتیببه معنادار

 ساختمان بهبود جمله از خاک شیمیایی و فیزیکی هایویژگی بهبود دلیلبه (گاوی دکو) حیوانی کودهای دنافزو

باشد. علاوه بر آن فلور میکروبی می مؤثر بسیار ریزجانداران برای انرژی کردن فراهم اکسیژن، ترابری تسهیل خاک،
واقع شده  مؤثردر تجزیه مواد هیدروکربنی میکروبی منجر شده و به نظر  فعالیت تشدید تواند بهموجود در آن نیز می

 شدنای گلولهچسبندگی ذرات خاک )ضمن ایجاد پوکی و بهبود تهویه خاک و کمک به عدم حیوانی کود استفاد از است. 
 یلهوسبه ترکیبات نفتی  منبع کربن و انرژی دیگر )کومتابولیسم( به تجزیه بیشر تأمینضمن  (مرطوب حالت در

                                                           
9 Total petroleum hydrocarbons 
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گریزی و جذب آب دلیلبهبنا  .(Doustaki et al., 2013; Thapa et al., 2012) کندبومی خاک کمک می ریزجانداران
ه و این پدید یابدمیکاهش برای تجزیه میکروبی ها آن ی نفتی در فاز جامد خاک، دسترسیهاهیدروکربنسطحی بالای 

کتری، افزوده شدن مواد بدون با NBدر تیمار (. Sun et al., 2012شود )در خاک می هاهیدروکربنموجب ماندگاری 
ی بومی هاباکتریمنبع کربن برای رشد  تأمینغذایی به همراه مواد حامل )باگاس و پرلیت( هم به بهبود تهویه و هم 

 شود که از نظر رتبه تجزیه مواد هیدروکربنی در رتبه سوم قرار دارد. خاک کمک نموده است و مشاهده می
جامه میکروبی  وسیلهبهها آن رو برای حذفهای پیشماهیت آبگریز بودن مواد نفتی، یکی از چالش دلیلبه

 یهتجز برایمواد نفتی میکروبی به  جامعه دسترسیی افزایش هاروشیکی از ست. ا هاافزایش فراهمی و دسترسی آن
 تیرفظمنجر به افزایش  باشند وممکن است از نوع شیمیایی یا زیستی  هاسورفاکتانتهاست. افزودن سورفاکتانت ها،آن

 در برخی موارد  (.Li & Hungchen, 2009)شوند ها میبرای میکروبها آن یستیز یدسترس و یدروکربنیه تیحلال
یه شده های توصممکن است اثرمنفی بر جمعیت میکروبی داشته باشند اما در مقادیر و غلظت ییایمیش یهاسورفاکتانت

 رفکتانت سووهای میکروبی قادر به تولید بیعلاوه بر آن برخی از گونه پالایی ایفا کنند.توانند اثر مثبت بر زیستمی
 & Ganesh &Lin, 2009; Li) هیدورکربنهای نفتی و تجزیه آن دارندی در افزایش فراهمی مؤثرباشند و نقش می

Hungchen, 2009.)  ویژگی  دلیلبهتوانسته است درصد  میزان یکبه  00نشان داد که افزودن تویین  حاضرآزمایش
 واقع شود. مؤثری نفتی هاهیدروکربنبر حذف زیستی  ثیرگذارأمهم و ت

 

 
 .در ابتدا و انتهای آزمایش مختلفدر تیمارهای  TPH درصد تجزیه -1شکل 

 

 
تی، زیسپالایی به روش ترکیبی از تحریک زیستی و تلقیح پژوهشگران در تحقیقی نشان دادند که زیست

 فعال صورت در که بود این بیانگر پژوهش های نفتی در خاک داشته است. نتایج اینثیر را در حذف آلایندهبیشترین تأ

 تجزیه تواندمی رطوبت مغذی و مواد کردن اضافه هوادهی، جمله از محیطی شرایط بهبود با و بومی یریزجانداران بودن

 خاک مثل موادی کردن مخلوط باشد، کم بومی یریزجانداران فعالیت اگر ولی بخشد سرعت را نفتی یهاهیدروکربن

 هایآلاینده کاهش روند خوارنفت فعال یهاباکتری جمله از غیربومی ریزموجودات تلقیح همراه به حیوانی کود اره،

 (.Doustaki et al., 2013داد ) خواهد افزایش را نفتی،
 

 فعالیت آنزیم دهیدروژناز
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پالایی در لحظه شروع آزمایش دارای فعالیت آنزیم دهیدروژناز بالایی نسبت به تیمارهای شاهد همه تیمارهای زیست
یمارهای پالایی نسبت به تدر تیمارهای زیستبالا جمعیت میکروبی آلوده نفتی و غیرآلوده نفتی بودند که نشانگر وجود 

درصد  1 احتمال در سطح معنادارستگی مثبت و بین فعالیت این آنزیم و تنفس پایه در شروع آزمایش همب بودشاهد 
 .Psedochrobactrum spتیمار  ،پالایی در لحظه شروع آزمایش. در میان انواع تیمارهای زیست(2)شکل  وجود داشت

COD 1-4 ،Stenotrophomonas sp. COD 1-1،  دارای بیشترین و تیمار توئین  ترتیببهکنسرسیوم و تیمار کود مرغی
مارهای باکتریایی در تی زادمایهافزودن  دلیلبه نتیجهکه این دارای کمترین فعالیت آنزیمی در میان همه تیمارها بودند  00

کود مرغی افزوده شده به بوده است. ی بومی خاک در تیمارهای تحریک زیستی هاباکتریتلقیحی و تحریک فعالیت 
فلور میکروبی موجود در آن مقادیر بالایی از فعالیت دِهیدروژنازی را نشان داده است اما با نگاهی به شکل  دلیلبهنظر 

 که این جمعیت میکروبی حساس وتوان اینگونه برداشت نمود ی، مدر این تیمار و درصد تجزیه پایین ترکیبات نفتی 1
و کاهش فعالیت باکترهای بومی خاک   00تیمار توئین اکتانت افزودن سورف امااند. ناکارآمد در تجزیه این مواد بوده

، هرچند در مقدار توصیه شده کارایی مطلوبی تواند قابل توجیه باشدلیز شدن دیواره باکتریایی می در نتیجه احتمالاً 
 . (1ی نفتی داشته است )شکل هاهیدروکربنبرای حذف 

نظر  نیز دررا مطالعه  دقضاوت نمود بایستی سایر صفات موربرای اینکه بتوان به درستی در مورد این تیمار 
اعمال این تیمار گیری شده حاکی از آن است که ی آنزیمی و همچنین تنفس اندازههاعالیت. پایین بودن سایر فداشت

ه پالایی نیز در لحظبقیه تیمارهای زیستاما کارایی آن بسیار بالا بوده است. شده  بومی جمعیت میکروبیباعث افت 
شروع آزمایش دارای فعالیت دهیدروژنازی نسبتاً بالایی بودند اما تمامی تیمارها با گذشت زمان در انتهای آزمایش با 

هر چه از ابتدای آزمایش سپری شده است پویایی جمیت میکروبی  ماه، کاهش فعالیت چشمگیری داشتند، 4گذشت 
م که تغییرات این آنزیبرای این شودتوصیه می هش فعالیت این آنزیم شده است.کاهش یافته است و همین امر باعث کا

شدند تا روند تر انتخاب میزدیکنبرداری در فواصل زمانی های نمونهشد، بایستی دورهدر طول زمان بهتر پایش می
 (.  2 شکل) تغییرات این آنزیم آشکارتر باشد

اکولوژیکی تجزیه زیستی واجد اهمیت است. آنزیم دهیدروژناز جزء فعالیت آنزیم دهیدروژناز در مطالعات 
 کند. این آنزیم یک شاخصهای میکروبی نقش ایفا میباشد که در زنجیره تنفسی سلولهای اکسیدوردوکتاز میآنزیم

ده زن هایمفید برای شدت کلی متابولیسم میکروبی است، زیرا آنزیم از نوع درون سلولی بوده و مربوط به سلول
 ,.Shen et al(. شن و همکاران )Shen et al., 2016رود )باشد که پس از مرگ سلولی سریعاً از بین میمیکروبی می

( فعالیت آنزیم دهیدروژناز را در خاک آلوده به نفت تلقیح شده با کنسرسیوم باکتریایی و خاک آلوده به نفت 2016
روز سنجش کردند و دریافتند که در خاک آلوده به نفت تلقیح  40و  32، 24، 18، 0، 0های زمانی بدون تلقیح را در بازه

شده با کنسرسیوم میزان دهیدروژناز با گذشت زمان افزایش چشمگیری نسبت به دو خاک دیگر داشت ولی بعد از 
رم به خاطر روز این فعالیت رو به کاهش بود. در آزمایش ما به نظر کاهش فعالیت دهیدروژناز در ماه چها 32گذشت 

برداری بوده است و برای مشاهده روند تغییرات این آنزیم بایستی فاصله زمانی کوتاهتری فاصله زمانی زیاد در نمونه
 شد.انتخاب می

( طی بررسی جمعیت میکروبی Hasan shahiyan & Zeydabadinezhad, 2017حسن شاهیان و زیدآبادی نژاد )
پالایی عنوان کردند فعالیت ای و بیابانی آلوده به نفت در فرایند زیستاک مزرعهو فعالیت آنزیم دهیدروژناز در دو خ

روز روند کاهشی  120روند افزایشی ولی بعد از آن تا  80پالایی در خاک مزرعه تا روز این آنزیم در تیمارهای زیست
نتهای آزمایش، کاهش در فعالیت آنزیم ام، الگوی افزایشی و پس از آن تا اهای بیابانی تا روز سیداشته است و در خاک

 دهیدروژناز مشاهده شد.
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 4و  2، 0ر سه زمان گیری داندازه در ابتدا و انتهای آزمایش. ی مختلففعالیت آنزیم دهیدروژناز خاک در تیمارهانسبی میزان  -2شکل 
 ماه انجام شده است. 

 
 آزاورهفعالیت آنزیم 

شاهد آلوده در ابتدا پالاییزیستدر همه تیمارهای  آزاورهفعالیت آنزیم  ر مقایسه با آزمایش د و انتهای و حتی تیمار 
شاهد غیرآلوده بالاتر بود شاهد غیرآلوده  آزاوره. افزایش آنزیم تیمار  سه با خاک  شاهد آلوده نفتی در مقای در خاک 

 باشد. با گذشت زمان فعالیتیش فعالیت این آنزیم میمواد نفتی دلیل بر افزا حضورآورد که این استدلال را بوجود می
شت  شت  2این آنزیم در نیم دوره )پس از گذ ش 4ماه( و پایان دوره )پس از گذ شی دا ت بجز تیمارهای ماه( روند کاه

 Tweenو  NPKتیمارهای را نشـان ندادند.  معنادارآلوده خاک که در ابتدا و انتهای آزمایش تغییر شـاهد آلوده و غیر

در  .حاصل نشدها آن معنی داری در میزان فعالیت تفاوت دارای بیشترین فعالیت آنزیمی بودند و با گذشت زمان  80
ستبین تیمارهای  شترین فعالیت آنزیم  پالاییزی  NPK ،Tween 80تیمارهای  ترتیببهرا  آزاورهدر ابتدای آزمایش بی

شهری،  تفاوت نوترینت براث با و  ست  صاص دادند. تیمارهای کمپو سایر تیمارها به خود اخت سبت به  معنی داری ن
ــتند. در انتهای  آزاورهنیز کمترین مقدار فعالیت  Arthrobacter sp. COD 2-3تلقیح باکتری  را در ابتدای آزمایش داش

. پس از گذشت Tween 80و  NPKتیمارهای بجز  فعالیت آنزیمی همه تیمارها کاهش چشمگیری یافته بود آزمایش نیز
کمترین فعالیت آنزیم  ترتیببه Arthrobacter sp. COD 2-3تلقیح باکتری  و آبدهی نوترینت براث، هایتیمارماه  4

 (. 1)جدول  را داشتندی آزاوره
پالایی مواد نفتی مورد توجه بوده و بدین خاطر در این تحقیق نیز بدان در مطالعات زیست آزاورهفعالیت آنزیم 

ی در بین جامعه میکروبی خاک در آزاوره. فعالیت ( ;Margesin et al., 2000Shen et al., 2016) پرداخته شده است
 یآزاورهجدایه مورد استفاده فعالیت شود اما در این آزمایش در خصوص پنج های میکروبی مشاهده میبرخی از گونه
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 آزاوره( گزارش کردند که فعالیت آنزیم Margesin et al., 2000مارجسین و همکاران )مورد آزمون قرار نگرفت. ها آن
 11-25های برون سلولی می باشد بلافاصله پس از افزودن نفت به خاک افزایش یافت و پس از گذشت که جزء آنزیم

با در طول دوره آزمایش  پالاییزیستاعلام کردند که تغییری در تیمارهای کودی ها آن خود رسید،وز به حداکثر ر
( در مقایسه سه خاک، خاک Shen et al., 2016مشاهده نشد. بنابه گزارش شن و همکاران )تیمار شاهد آلوده نفتی 

فعالیت آنزیم  ،روز 40غیرآلوده با گذشت آلوده نفتی با تلقیح زیستی، خاک آلوده نفتی بدون تلقیح زیستی و خاک 
در تیمار تلقیح زیستی افزایش یافته بود ولی در تیمارهای شاهد آلوده و غیرآلوده در هفته اول کمی افزایش  آزاوره

ر دلیل ب آزاورهداشته و بعد به تدریج ثابت شد و سپس روند کاهشی داشته است. کاهشی بودن روند فعالیت آنزیم 
 تواند باشد.ر اثر کمبود مواد غذایی در طول آزمایش میثابت ب روبها به فازرسیدن میک

 
 فعالیت آنزیم کاتالاز

سیار  Tween 80روز پس از اعمال تیمارها، تیمارهای نوترینت براث،  3-2در ابتدای آزمایش  سیوم افزایش ب سر و کن
چشمگیری نسبت به سایر تیمارها داشتند ولی با گذشت زمان در طول آزمایش میزان فعالیت این آنزیم روند کاهشی 

آلوده بتدریج با گذشت زمان افزایشی بوده است که نشان خاک و شاهد  پالاییزیستدر بقیه تیمارهای  است. داشته
 (. 1دارد )جدول ها آن کننده نفتی و فعالیتاز زنده بودن میکروبهای تجزیه

 
 (.4T) ( و چهار ماهه2T) ماه دوو با گذشت (، 0T)شروع آزمایش در  ی مختلفو کاتالاز در تیمارها آزاورههای فعالیت آنزیم -1جدول 

 فعالیت آنزیم کاتالاز

(Catalase enzyme activity) 
 فعالیت آنزیم اوره آز

(Urease enzyme activity) مارهایت  
(Treatments) (ml 0.2 N KMnO4 20 min-1) (µgNH4-N g-1 2h-1) 

T4 T2 T0 T4 T2 T0 

0.95 ± 0.15 0.85 ± 0.05 0.75 ± 0.05 125.47 ± 6.75 160.76 ± 10.01 238.31 ± 3.92 COD 1-1 Inoculation 

0.80 ± 0.00 0.75 ± 0.05 0.45 ± 0.05 161.75 ± 7.41 174.73 ± 5.99 233.14 ± 3.55 COD 1-4 Inoculation 

1.10 ± 0.20 0.50 ± 0.1 0.35 ± 0.15 146.00 ± 8.34 222.83 ± 3.85 228.00 ± 2.82 COD 2-1 Inoculation 

1.05 ± 0.05 0.80 ± 0.00 0.40 ± 0.1 83.60 ± 6.31 105.66 ± 0.00 149.60 ± 8.74 COD 2-3 Inoculation 

0.40 ± 0.20 0.40 ± 0.10 0.30 ± 0.1 146.78 ± 9.12 155.49 ± 0.00 189.11 ± 5.54  

COD 5-6 Inoculation 
0.70 ± 0.00 0.95 ± 0.05 2.50 ± 0.2 96.68 ± 8.03 165.25 ± 5.46 259.21 ± 9.79 Consortium 

1.50 ± 0.10 1.95 ± 0.15
a 3.20 ± 0.3 31.31 ± 14.86 378.28 ± 7.58 403.84 ± 1.76 Nutrient Broth 

0.25 ± 0.05 0.40 ± 0.00 0.55 ± 0.05 93.98 ± 4.74 89.28 ± 6.37 271.06 ± 2.05 Chicken manure 

1.20 ± 0.10 0.65 ± 0.05 0.45 ± 0.05 64.05 ± 10.85 95.115 ± 5.54 237.78 ± 8.91 Cow manure 

1.65 ± 

0.15
a 1.25 ± 0.05 0.45 ± 0.05 138.4 ± 0.88 114.95 ± 9.30 145.19 ± 8.38 Compost 

0.50 ± 0.00 0.45 ± 0.05
 

0.45 ± 0.05 405.34 ± 0.89a 
407.25 ± 0.36a 

411.09 ± 0.26
a 

NPK 

1.00 ± 0.10 1.45 ± 0.05 3.65 ± 0.35a 
390.69 ± 4.41 399.52 ± 0.96 404.37 ± 0.15 Tween 80 

1.35 ± 0.15 0.75 ± 0.05 0.35 ± 0.05 63.31 ± 7.35 91.06 ± 6.49 281.70 ± 13.07 Irrigated treatment 

1.05 ± 0.05 0.75 ± 0.05 0.45 ± 0.05 119.64 ± 10.02 216.51 ± 2.46 235.29 ± 6.93 Aerated treatment 

1.00 ± 0.00 0.65 ± 0.05 0.50 ± 0.00 269.65 ± 0.65 265.75 ± 1.75 259.97 ± 3.02 Contaminated soil control 

0.70 ± 0.05 - 0.35 ± 0.05 11.36 ± 0.05 - 14.20 ± 0.20 Non-contaminated soil 

control 

0.83 0.9 1.98 227.5 225.2 235.5 LSD (5%) 
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های درون سـلولی هسـتند که رابطه مسـتقیمی با فعالیت جمعیت زنده میکروبی خاک کاتالاز و دهیدروژناز جزء آنزیم
ـــاندهنده افزایش فعالیت میکروبهای تجزیهآنزیمدارند و افزایش فعالیت این  ت کننده نفها در خاک آلوده به نفت نش

ــد )می ــن و همکاران )Margesin et al., 2000باش ( گزارش کردند که فعالیت آنزیم کاتالاز در Shen et al., 2016(. ش
ابل توجه فعالیت این آنزیم در خاک خاک شاهد آلوده نفتی تفاوت چندانی با خاک غیرآلوده نداشته است ولی افزایش ق

سه باکتری تجزیه شده با  شد ولی بعد از یک ماه کاهش فعالیت آنزیم کاتالاز در آلوده نفتی تلقیح  شاهده  کننده نفت م
شان از تخلیه مواد غذایی برای باکتری شد که ن سیوم دیده  سر صولات تیمار کن ست؛ علاوه بر این تولید مح ها بوده ا

تواند عامل بازدارنده فعالیت آنزیمی باشد. شایان ذکر است که پنج جدایه مورد استفاده در می نیز میواسطه بسیار س
این تحقیق کاتالاز مثبت بودند و همین امر باعث شـده اسـت تا در تیمار کنسـرسـیوم باکتریایی مقادیر فعالیت آنزیمی 

شد. تیمار تویین  شته با شته به نظر با اثری که برآزا 00افزایش دا دسازی این آنزیم از جمعیت میکروبی بومی خاک دا
 گیری شده این آنزیم در این تیمار شده است. باعث افزایش میزان فعالیت اندازه

 
 

 فسفاتاز اسیدی و قلیایی  هایفعالیت آنزیم

در ابتدا و انتهای آزمایش پس از گذشت چهار ماه  پالاییزیستمیزان فعالیت آنزیم فسفاتاز اسیدی در اکثر تیمارهای 
شتر بود تغییر قابل ملاحظه سیدی در همه تیمارها بی سفاتاز ا سبت به ف سفاتاز قلیایی نیز ن شت. میزان فعالیت ف ای ندا

شد. مابین تیمارها در ابتدا و انتهای آزمایش تیمار شاهده ن شمگیری در ابتدا و انتهای آزمایش م ای هولی باز تغییر چ
شتند.  ترتیببهو نوترینت براث Tween 80 شاهد غیرآلوده نفتی، سیدی و قلیایی را دا سفاتاز ا کمترین میزان فعالیت ف

همچنین در ابتدای آزمایش تیمار کمپوست شهری دارای بیشترین فسفاتاز اسیدی و تیمار آبدهی و کمپوست شهری 
دارای  ترتیببهمرغی  کودو  COD 1-1 ،NPKمایش تیمار تلقیحی دارای بیشترین فسفاتاز قلیایی بوده و در انتهای آز

سیدی و تی سفاتاز ا شترین ف سفاتاز قلیایی  COD 2-1و  COD 1-1مرغی، تیمار تلقیحی کود ار مبی شترین ف دارای بی
 های باکتریایی مورد استفاده در این تحقیق فعالیت فسفاتازیلازم به ذکر است که در خصوص سویه (.3بودند )شکل 

مورد بررسی قرار نگرفته بود. هرجند در تمام تیمارهای تلقیح میکروبی )منفرد و کنسرسیوم( تفاوت محسوسی ها آن
ست( نیز گزارش کردند کRoy et al., 2014روی و همکاران )شود. دیده نمی پالایی مختلف در ه در انواع تیمارهای زی

تفاوت چندانی  پالاییزیســتی آلوده نفتی میزان آنزیم فســفاتاز در مقایســه با قبل و بعد از اعمال تیمارهای هاخاک
 باشد. میکروبها نمی وسیلهبهنداشته است و این آنزیم پایشگر خوبی برای انجام پالایندگی نفتی 
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 .در ابتدا و انتهای آزمایش ی مختلفتیمارها ی خاک درایآنزیم فسفاتاز اسیدی و قلیفعالیت  -3شکل 

 

 

 

 هاتنفس پایه و برانگیخته در ابتدا و انتهای آزمایش
تیمارهای کنسرسیوم باکتریایی، کمپوست شهری و کود گاوی بیشترین مقدار تنفس  ترتیببهطبق نتایج بدست آمده 

قرار  های بعدیرتبهتیمارهای تلقیح میکروبی و کود مرغی در ها آن داشتند و پس ازدر لحظه شروع آزمایش پایه را 
 و بین تنفس پایهکمترین مقدار تنفس پایه را داشتند.  ترتیببه، هوادهی و خاک شاهد آلوده Tween 80داشتند. تیمار 

 5 احتمال ر سطحدترتیب به معنادارع آزمایش همبستگی و فعالیت آنزیم دهیدروژناز در شرو  TPHدرصد تجزیهمیان 
 درصد وجود داشت.  1و 

تنفس پایه و برانگیخته تیمارها نسبت به شروع آزمایش کاهش بسیار چشمگیری داشت  ،ماه 4پس از گذشت  
ه نیز برانگیخت توان توجیه کرد. تنفسمیکروبی میکاهش پویایی که این امر را دلیل بر کاهش مواد غذایی میکروبها و 

گاوی، نوترینت براث ) برخلاف تنفس پایه( و تیمار آبدهی در لحظه شروع آزمایش بیشترین مقدار بود.  کود در تیمار
خاک،  ریزجانداراندر خاک باشد.  ندهیاثر آلا یبررس یشاخص خوب برا کیبه عنوان  تواندیم یکیولوژیب هایشاخص

و ساختار  ،یکروبیم تودهزیست ت،یفعال زانیم میحساس هستند و با تنظ اریبس یستمیاکوس هایتنش نیبه کوچکتر
 یکه به مدت طولان ییهاخاک (.Moreno et al., 2011) هستند زاتنش به عوامل ییجامعه خود به سرعت در حال پاسخگو
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و تنوع  یکروبیجامعه م یحفظ و نگهدار یبرا دیشد یهستند با چالش ینفت یهاهیدروکربنبا  یدر معرض آلودگ
 (.Pessacq et al., 2015مواجه هستند ) یکروبیجوامع م نیا یو عملکرد یساختار

 
 .در ابتدا و انتهای آزمایش ی مختلفتنفس پایه و برانگیخته میکروبی خاک در تیمارها -2جدول 

 تنفس برانگیخته
(Substrate Induced Respiration) 

 تنفس پایه

(Basal Respiration)  

 مارهایت

(Treatments) (mg CO2 g
-1 24 h-1) )1-24 h 1-g 2(mg CO 

 (0Tابتدای آزمایش ) (4Tانتهای آزمایش ) (0Tابتدای آزمایش ) (4Tانتهای آزمایش )

2.44 ± 0.02 9.75 ± 0.21 a0.91 ± 0.19
 

2.44 ± 0.01 COD 1-1 Inoculation 
2.30 ± 0.02 11.30 ± 0.04 0.76 ± 0.04 2.01 ± 0.66 COD 1-4 Inoculation 
2.46 ± 0.06 12.05 ± 0.32 0.71 ± 0.04 2.33 ± 0.09 COD 2-1 Inoculation 
3.35 ± 0.11 9.75 ± 0.08 0.31 ± 0.10 2.41 ± 0.10 COD 2-3 Inoculation 
2.34 ± 0.02 11.90 ± 0.02 0.66 ± 0.00 2.57 ± 0.03 COD 5-6 Inoculation 
3.05 ± 0.02 10.05 ± 0.04 0.49 ± 0.16 a3.13 ± 0.16

 
Consortium 

2.00 ± 0.02 8.48 ± 0.13 0.42 ± 0.15 0.43 ± 0.16 Nutrient Broth 
2.75 ± 0.02 12.44 ± 0.19 0.58 ± 0.07 2.39 ± 0.24 Chicken manure 
3.35 ± 0.02 a13.45 ± 0.00

 
0.58 ± 0.07 2.65 ± 0.19 Cow manure 

a4.24 ± 0.04
 

11.24 ± 0.21 0.64 ± 0.16 2.69 ± 0.45 Compost 
2.51 ± 0.00 11.26 ± 0.15 0.87 ± 0.06 1.09 ± 0.19 NPK 
0.95 ± 0.02 7.74 ± 0.02 0.42 ± 0.06 0.09 ± 0.03 Tween 80 
2.49 ± 0.02 12.35 ± 0.02 0.64 ± 0.01 1.17 ± 0.03 Irrigated treatment 
2.51 ± 0.00 6.05 ± 0.02 0.31 ± 0.01 0.15 ± 0.00 Aerated treatment 
1.8 ± 0.00 0.61 ± 0.04 0.30 ± 0.00 0.15 ± 0.00 Contaminated soil control 

2.25 ± 0.00 1.24 ± 0.00 0.45 ± 0.00 0.30 ± 0.00 Non-contaminated soil control 
1.64 2.88 0.43 1.71 LSD (5%) 

 

 کلیگیری نتیجه
پالایی ذاتی، تحریک زیستی و پالایی )زیستمقایسه تیمارهای مورد استفاده در سه روش زیست برایاین آزمایش 

 گرچه در گروههای به دست آمده از درصد تجزیه مواد نفتی حاکی از آن است توجه به داده تلقیح زیستی( انجام گرفت.
بالاترین درصد تجزیه نفتی را ترینت براث و افزودن نوکود گاوی  ،00تویین تیمارهای مربوط به تحریک زیستی نظیر 

در یک گروه  Arthrobacter sp. COD 2-3باکتری به ویژه تلقیح زیستی از تفاده تیمار نوترینت براث و اس ،شاهد بودیم
پالایی ذاتی )تیمار شاهد بدون اعمال این در حالی بود که درصد تجزیه مواد نفتی در تیمار زیستآماری قرار گرفتند. 

درصد  80به دست آمد، اما در برخی از تیمارهای تحریک و تلقیح زیستی این عدد تا نزدیک درصد  10هیچ تیماری( تنها 
آنزیمی و تنفس میکروبی در برخی موارد با  یهاعالیتهای زیستی نظیر فتوجه به دیگر شاخصه افزایش نشان داد.

نتایج فوق همسویی خوبی داشت ولی در مواردی تغییرات قابل توجیه نبود و شاید این موضوع به پیچیدگی بستر مورد 
گیری شده به نحوه انجام آزمایش و شرایط کار یا زمانهای انتخابی برای بررسی آزمایش، حساسیت پارامترهای اندازه

پالایی افزایش یافته و پس از با اعمال تیمارها در ابتدای زیست آزاورههای دهیدروژناز و آنزیموط باشد. صفات مرب
فعالیت کاتالاز در ابتدای آزمایش در بعضی تیمارها کم بوده و با گذشت زمان  .ماه کاهش داشت 4ماه و  2گذشت 

افزایش یافت و در بعضی دیگر روند کاهشی را داشت. فعالیت آنزیم فسفاتاز اسیدی و قلیایی در طول آزمایش تغییر 
گذشت زمان در طول چهار ماه  پالایی افزایش یافته و باتنفس پایه و برانگیخته در ابتدای اجرای زیستنکرد.  معنادار

کود گاوی، نوترینت  ،00تویین ی انجام یافته تیمارهای هاپایشکاهش چشمگیری داشت. نهایتاً با توجه به تجزیه و تحلیل 
 معرفی خاک در نفتی یهاآلودگی حذف پالایی برایی زیستهاروش بهترین ازCOD 2-3 تیمار باکتریایی و  براث

 های میدانی نیز ضروت دارد تا بتوان توصیه نهایی را داشت.اجرای آزمایششوند، هر چند می
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