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سابقه و هدف: آلودگی های نفتی می توانند سبب آسیب های جدی و بلندمدت بر محیط زیست و سلامت جامعه های انسانی شوند. ترکیب های 
هیدروکربنی می توانند در طبیعت به مدت طولانی باقی مانده و تبدیل به آلاینده های محیط زیستی شوند. پاک سازی آلودگی های هیدروکربنی 
همچنان موضوعی چالشی برای پژوهشگران رشته های مختلف می باشد. زیست پالایی، نوعی بیوتکنولوژی است که می تواند برای رفع این 
آلودگی ها مورد استفاده قرار گیرد. با این  وجود بیشتر یافته  های موجود در مورد ارزیابی عامل های مؤثر بر زیست پالایی1 هیدروکربن های نفتی 
از مطالعات آزمایشگاهی به دست آمده است و پژوهش ها در این زمینه در مقیاس پایلوت یا مطالعات میدانی بسیار محدود است. مطالعات 
نشان می دهد که عامل های اصلاح بیولوژیکی که در شرایط آزمایشگاهی مؤثرند ممکن است بطورقابل ملاحظه ای در مقیاس وسیع دارای 
اثربخشی کمتری باشند بنابراین پژوهش ها و کاربردهای میدانی، آزمون های قانع کننده نهایی برای میزان کارآیی این محصول ها می باشند.

هدف از انجام این پژوهش ارزیابی عملکرد یک کنسرسیوم باکتریایی تجزیه کننده آلاینده های هیدروکربنی در شرایط طبیعی و در مقیاس 
پایلوت میدانی بود.      

 
 Alcanivorax dieselolei, مواد و روش ها: برای اجرای این پژوهش،کنسرسیوم باکتریایی تجزیه کننده آلودگی نفتی شامل 5 سویه باکتری
Thalassospira xianheensis, Rhodococcus ruber, Gracilibacillus dipsosauri و .Microbacterium sp در فرمانتور نیمه صنعتی در 
حجم 500 لیتر تکثیر گردید. سپس سلول های میکروبی بعد از ته نشینی در فرمانتور به روش spray-drying خشک و با نشاندن بر روی 
پودر دیاتومه بعنوان بستر تثبیت، تبدیل به پودر شدند. با مخلوط سازی پودر خالص میکروبی با افزایه های مغذی مناسب، فرمولاسیون نهایی 
پودر میکروبی تجزیه کننده آلودگی نفتی تولید شد. آزمون میدانی ارزیابی عملکرد این پودر میکروبی بر روی خاک های آلوده به نفت خام 
در جزیره خارک صورت گرفت. برای این منظور خاک های آلوده به نفت سنگین در دو بلوک مجزا شامل یک بلوک شاهد و یک بلوک تیمار 
به روش زیست افزایی2 مورد آزمون تجزیه زیستی مواد نفتی قرار گرفت و غلظت هیدروکربن های نفتی کل و تغییرات دمای خاک در دوره 

آزمون سنجش شد.  

نتایج و بحث: میانگین میزان TPH3 در روز اول در نمونه های شاهد و مورد آزمایش 341 میلی گرم در هر گرم خاک بود. در نمونه شاهد کاهش 
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مقدمه

جدی  آسیب های  سبب  می توانند  نفتی  آلودگی های     
انسانی  جامعه های  سلامت  و  محیط زیست  بر  بلندمدت  و 
که  هیدروکربن ها   .)Winkler and Agapova, 2010( شوند
فاقد  غالباً  هستند،  خام  نفت  تشکیل دهنده  اصلی  ساختار 
حلالیت  و  بوده  خود  مولکول های  روی  عاملی  گروه های 
 بسیار پایینی در آب دارند. بیشتر این ترکیب ها در طبیعت 
به مدت طولانی باقی مانده و بعنوان آلاینده های محیط زیستی 
بحساب می آیند )Labinger and Bercaw, 2002(. پاک سازی 
برای  چالشی  موضوعی  همچنان  هیدروکربنی  آلودگی های 

پژوهشگران رشته های مختلف می باشد. 
زیست پالایی نوعی بیوتکنولوژی است که می تواند برای رفع 
از  تکنیک،  این  در  گیرد.  قرار  استفاده  مورد  آلودگی ها  این 
باکتری های نفت خوار و دیگر میکروارگانیسم ها بمنظور تجزیه 
مواد آلاینده نفتی به ترکیب های بی خطر، بهره برده می شود 
)Adams et al., 2015(. فناوری تصفیه بیولوژیکی، برتری های 

بسیاری ازجمله سازگاری کامل با محیط زیست، ارزان بودن و 
امکان کاربرد درجا 4، نسبت به دیگر روش های رفع آلودگی های 
نفتی دارا می باشد. در فرآیند تجزیه بیولوژیکی، باکتری های 
نفت خوار، ترکیب های نفتی را هضم نموده و برای کسب انرژی 
موردنیاز خود، آن ها را به CO2 و H2O تبدیل می کند. استفاده 

از میکروارگانیسم  ها برای سم زدایی یا حذف آلاینده  ها، بخاطر 
قابلیت  ها و تنوع در سوخت وساز میکروارگانیسم  ها یک روش 
در حال تحول و توسعه است که می تواند برای حذف و تجزیه 
محصول های  ازجمله  زیستی  آلاینده  های  محیط  از  بسیاری 
نفتی بکار برود. افزون بر این در این روش سعی بر این است که 
فن آوری کم هزینه باشد. تجزیه بیولوژیکی توسط جمعیت  های 
مختلف میکروارگانیسم  ها یک مکانیسم پایه است که از این 
طریق نفت و هیدروکربن  های آلاینده دیگر می توانند از محیط 

حذف شوند. 
مغذی  مواد  و  آنزیم  ها  میکروبیولوژیکی،  کشت  محیط های 
بیولوژیکی،  تجزیه  قابل توجه  افزایش  ضمن  که  افزودنی 
عامل های  بعنوان  می دهند  کاهش  را  تحمیلی  هزینه  های 
نظر گرفته می شوند در   U.S.EPAاز سوی بیولوژیکی   اصلاح 

)Nichols, 2001(. سازمان حفاظت محیط زیست آمریکا با یک 

لیست از 15 عامل اصلاح بیولوژیکی که توسط قانون آب پاک، 
قانون آلودگی نفتی و NCP مورد نیاز در نظر گرفته شده است، 

.)U.S.EPA, 2010( تأیید کرد
با این  وجود بیشتر یافته  های موجود در مورد ارزیابی عامل های 
به دست  آزمایشگاهی  از مطالعات  نفت  بر زیست پالایی  مؤثر 
در  تکنولوژی  این  از  متقاعدکننده  یافته  های  و  است  آمده 
مقیاس پایلوت یا مطالعات میدانی فقط توسط تعداد محدودی 

هیدروکربن های نفتی بعد از دوره 14 روزه آزمایش به میزان 14/2% بود که می تواند بدلیل فعالیت جمعیت باکتری های بومی خاک و یا به سبب 
فرآیند های فیزیک و شیمیایی مانند تبخیر و  فتواکسیداسیون باشد. در مقابل در خاک تیمار شده با فرمولاسیون پودری کنسرسیوم میکروبی 
تجزیه کننده آلودگی نفتی غلظت هیدروکربن های نفتی در پایان دوره آزمون با %6/70 کاهش به mg/g( 99( رسید. این نتایج نشان دهنده عملکرد 
بسیار سریع این کنسرسیوم میکروبی در تجزیه هیدروکربن های نفتی می باشد. همچنین بدلیل افزایش فعالیت باکتری ها و تجزیه هیدروکربن های 
نفتی دمای خاک در بلوک تیمار شده با پودر میکروبی با افزایشی معادل 11 درجه سانتی گراد همراه شد. افزایش دمای خاک بویژه در منطقه های 
سردسیر یا در فصل های سرد سال در نتیجه فعالیت باکتری ها خود می تواند سبب بالا رفتن متابولیسم جمعیت های میکروبی خاک و افزایش 

راندمان زیست پالایی شود. این موضوع بویژه در مورد آلودگی های نفتی در منطقه های قطبی اهمیت دوچندانی دارد.

نتیجه گیری: نتایج این تحقیق نشان داد که استفاده از کنسرسیوم میکروبی برای زیست پالایی خاک های آلوده به غلظت های بسیار زیاد 
هیدروکربن های نفتی مانند آنچه در زمان نشت نفت خام از خطوط انتقال نفت ایجاد می شود، می تواند نتیجه بخش باشد. همچنین کاربرد 
محصول های پودری بدلیل سهولت انجام عملیات و عدم نیاز به تجهیز های پیچیده و گران قیمت یک راهکار مؤثر بحساب می آید. افزون بر 
این افزودن کنسرسیوم میکروبی بدلیل جمعیت اولیه مناسب باکتری های تجزیه کننده نفت می تواند سبب افزایش دمای خاک شده و فعالیت 

جمعیت های بومی خاک را نیز افزایش دهد.

واژه های کلیدی: زیست پالایی، آزمون پایلوت میدانی، کنسرسیوم میکروبی، فرمولاسیون پودری.



       ابوالحسنی سورکی و همکاران

فصلنامه علوم محیطی، دوره17، شماره2، تابستان 1398

59

 .)Swannell et al., 1996( است  شده  فراهم  مطالعات  از 
مطالعات نشان می دهد که عامل های اصلاح بیولوژیکی که در 
شرایط آزمایشگاهی مؤثرند ممکن است بطور قابل  ملاحظه ای 
در مقیاس وسیع دارای اثربخشی کمتری باشند. این موضوع 
به خاطر این است که مطالعات آزمایشگاهی همیشه نمی تواند 
شرایط پیچیده جهان واقعی را مانند ناهمگونی فضایی، فعل 
و انفعالات بیولوژیکی، اثر های آب و هوایی، و محدودیت  های 
دسترسی به مواد مغذی معدنی را شبیه سازی نماید، بنابراین 
مطالعات و کاربردهای میدانی، آزمون های قانع کننده نهایی برای 

ارزیابی میزان کارآیی این محصول ها می باشند.
در این پژوهش عملکرد یک کنسرسیوم باکتریایی تجزیه کننده 
آلاینده های هیدروکربنی در شرایط طبیعی و در مقیاس پایلوت 
میدانی مورد ارزیابی قرار گرفت. برای این منظور ابتدا سویه های 
با  سپس  شدند.  تکثیر  صنعتی  نیمه  فرمانتور  در  میکروبی 
خشک کردن و مخلوط سازی با افزایه های مورد نیاز باکتری ها، 
انجام  با  پایان  ایجاد شد. در  از محصول  پودری  فرمولاسیون 
آزمون پایلوت میدانی زیست پالایی پسماندهای آلوده به نفت 
خام در جزیره خارک، میزان کارآیی محصول در شرایط واقعی و 

طبیعی مورد ارزیابی قرار گرفت.

 مواد و روش   ها 
مواد و محیط های کشت

کلیه مواد آزمایشگاهی مورد استفاده در این پروژه از درجه 
کشت  محیط های  کلیه  بودند.  برخوردار  آنالیتیکی  خلوص 

آزمایشگاهی از شرکت مرک )آلمان( خریداری شد.

کنسرسیوم میکروبی تجزیه کننده هیدروکربن های 
نفتی 

کنسرسیوم باکتریایی تجزیه کننده آلودگی نفتی مورد استفاده 
شامل 5 سویه باکتری بود که از خاک های آلوده به مواد نفتی 
در جزیره خارک و منطقه نفت خیز مارون خوزستان جداسازی 
و به روش تاگوچی بهینه سازی شده بود )در حال انتشار مقاله(. 
باکتری  منتخب  سویه های  شامل  میکروبی  کنسرسیوم  این 
تجزیه کننده نفت در این کنسرسیوم میکروبی متعلق به جنس 
 Alcanivorax dieselolei, Thalassospira گونه های  و 

 xianheensis, Rhodococcus ruber ,Gracilibacillus

کنسرسیوم  این  بودند.   Microbacterium sp. و   dipsosauri

درجه   55 تا   10 دمایی  دامنه  در  فعالیت  قابلیت  میکروبی 
سانتی گراد، شوری )ppt(0 تا 120 و pH  6تا 9 را دارا بود. 

 تولید فرمولاسیون پودری کنسرسیوم میکروبی 
تجزیه کننده آلودگی نفتی 

فرآیند تولید پودر میکروبی تجزیه کننده آلودگی نفتی در این 
مطالعه با استفاده از پایلوت فرمانتور پژوهشکده زیست فناوری 
سازمان پژوهش های علمی و صنعتی ایران انجام شد. تکثیر 
باکتری ها  بصورت کشت غیرمداوم در فرمانتور 750 لیتری با 
حجم عملیاتی 500 لیتر صورت گرفت.  بمنظورتهیه کشت 
استارتر برای فرمانتور دو مرحله کشت مقدماتی شامل کشت 
آزمایشگاهی در حجم 0/5 لیتر در ارلن و بر روی شیکر، و 
کشت در حجم 5 لیتر در فرمانتور 7/5 لیتری صورت گرفت. 
محیط کشت مورد استفاده در تهیه کشت استارتر و همچنین 
در فرمانتورها شامل ملاس چغندرقند )شرکت قند هگمتانه( 
با غلظت 4 %  و مایع آب استیپ ذرت )شرکت گلوکوزان( 
با غلظت 5 %  بود. روغن مایع خوراکی بعنوان عامل ضدکف 
اولیه محیط کشت صنعتی   pH استفاده شد.   فرمانتور  در 
روی 7/5 تنظیم شد. دمای محیط کشت و هوادهی در طول 
دوره تکثیر باکتری ها در فرمانتورهای صنعتی بر اساس نتایج 
فرمانتور  در  باکتری ها  تکثیر  و  رشد  بهینه سازی  از  حاصل 
 1  vvm آزمایشگاهی، بترتیب روی 35 درجه سانتی گراد و
تنظیم شد. از محیط کشت در طول دوره کشت نمونه برداری 
با  اسپکتروفتومتر  بوسیله  سلولی  کدورت  و  گرفت  صورت 

سنجش جذب در 600 نانومتر اندازه گیری شد.

تبدیل  و  باکتری ها  یافته  تکثیر  فرآیند خشک کردن کشت 
گرفت.  صورت   spray-drier دستگاه  از  استفاده  با  پودر  به 
محصول فرمانتور بعد از رسیدن به فاز سکون رشد، از طریق 
انتقال  - درایر  شیلنگ مخصوص به پمپ دور متغیر اسپری
داده شد. این پمپ سوسپانسیون باکتریایی را از طریق یک 
اسپری  خشک کن  محفظه  درون  به  پاششی  به صورت  نازل 
نمود. قطره های میکروسکوپی در این محفظه در دمای 150 
دمای  شدند.  خشک  ثانیه  از  کسری  در  سانتی گراد  درجه 
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سلول های  به  آسیب  از  جلوگیری  سبب  آب  تبخیر  نهفته5  
باکتریایی در مرکز قطره های میکروسکوپی شده و باکتری ها 
 بصورت زنده خشک شدند. سپس پودر خالص باکتریایی از 
طریق یک سیکلون به یک مخزن استیل منتقل شد. دمای 
به  که  بود  حدود   75-80c˚ مخزن  این  در  باکتریایی  پودر 
سرعت به دمای 30 درجه سانتی گراد رسانده شد. در پایان 
گرفت. قرار  زنده  سلول های  شمارش  مورد  تولیدشده  پودر 

در آخرین مرحله از فرآیند تولید پودر میکروبی تجزیه کننده 
آلودگی نفتی، پودر خالص باکتری ها روی بستر پودر دیاتومه 
تثبیت و با نوترینت های ازته و فسفاته مناسب مخلوط شد.      

آلوده  خاک  زیست پالایی  میدانی  پایلوت  آزمون 
به نفت خام در شرایط طبیعی     

با  خاک  نفتی  آلودگی  زیست پالایی  کارآیی  بررسی  برای 
آزمون  نفتی،  آلودگی  تجزیه کننده  میکروبی  پودر  از  استفاده 
پایلوت میدانی زیست پالایی خاک آلوده به نفت خام در شرایط 
طبیعی در جزیره خارک انجام شد. برای انتخاب محل اجرای 
محل،  به  دسترسی  امکان  شامل  پارامتر هایی  پایلوت،  آزمون 
دسترسی به آب صنعتی و نوع و میزان آلودگی نفتی محل معیار 
انتخاب بود. بر این اساس در زمان گفتگو های صورت گرفته با 
مسئولین اداره عملیات صادرات شرکت پایانه های نفتی ایران، 
آلودگی نفتی ناشی از نشت خط لوله انتقال نفت در مجاورت 
تأسیسات میترینگ آذرپاد آن شرکت برای اجرای آزمون پایلوت 
پاک سازی خاک آلوده به نفت خام انتخاب گردید. با نمونه برداری 
آلودگی های  نوع  و  میزان  موردنظر  محل  در  آلوده  خاک  از 
گردید. تعیین  گراویمتری  روش  به  خاک  نمونه  در  نفتی 

پس از انتخاب محل، حجمی معادل حدود 5/2 مترمکعب از 
ماسه های ساحلی آلوده به نفت جمع آوری و مخلوط گردید و 
در دو قطعه با ابعاد 2×3×0/2 متر توزیع گردید که یکی برای 
انجام آزمون نمونه پودری و دیگری بعنوان شاهد در نظر گرفته 
شد. سپس یک کیلوگرم نمونه پودری روی خاک آلوده در قطعه 
آزمون پخش شد. شکل1 عکس مرحله های اجرایی را نشان 
می دهد. رطوبت خاک به مدت 14 روز با آب پاشی روزانه روی 
بلوک زیست پالایی و کنترل روی حدود %50 اشباع نگهداری 
شد. روزانه به صورت تصادفی از سه عمق مختلف سطحی، 10 
سانتی متر و 20 سانتی متر از خاک مورد آزمایش در دو بلوک 

مجزا نمونه برداری شد. نمونه های مربوط به هر بلوک سپس با هم 
مخلوط و الک شد و سه نمونه در حدود 100 گرمی از هرکدام 
ظرف های  داخل  نفتی  هیدروکربن های  اندازه گیری  برای 
شیشه ای استریل به آزمایشگاه منتقل شد. همچنین روزانه 
تغییرات دمایی خاک مورد زیست پالایی و شاهد ثبت شد.     

GC-MS سنجش هیدروکربن های نفتی با استفاده از
برای اندازه گیری هیدروکربن های نفتی کلز روش کروماتوگرافی 
گازی استفاده شد. برای استخراج مواد نفتی از نمونه های خاک 
برای تزریق به دستگاه GC، ابتدا نمونه خاک در دمای 60 درجه 
سانتی گراد به مدت یک شب خشک شد تا رطوبت خاک خارج 
شود. سپس به 1 گرم خاک خشک شده داخل میکروویال 1 
میلی لیتر حلال n -هگزان اضافه و پس از ورتکس کردن، در 
14000 دور در دقیقه به مدت 2/5 دقیقه سانتریفیوژ شد و مایع 
رویی شامل مواد هیدروکربنی به یک لوله آزمایش منتقل شد. 
این عمل 3 بار تکرار شد تا هیدروکربن های موجود در خاک بطور 
کامل استخراج گردد. سپس به عصاره حاصل 0/1 گرم سولفات 
سدیم بدون آب اضافه شد تا رطوبت آن بطور کامل جذب شود 
و دوباره در 14000 دور در دقیقه به مدت 2/5 دقیقه سانتریفیوژ 
شد. عصاره حاصل سپس به ویال دیگر منتقل شد و در دمای 60 
درجه سانتی گراد قرار داده شدند تا حلال موجود در آن تبخیر 
به هر ویال 1 میلی لیتر  GC گردد. قبل از تزریق به دستگاه 

n -هگزان اضافه شد.
 Shimadzu )GC-15A( دستگاه گازکروماتوگراف مورد استفاده مدل 
اندازه گیری  برای  استفاده  مورد  ستون  بود.   FID دتکتور  با  و 
دمای بود.   RTX-5MS 30 m نوع  از  نفتی   هیدروکربن های 

Injector و Detector  بر روی 320 درجه سانتی گراد تنظیم 

برنامه زمانی دستگاه  بود.   تزریق 1 میکرولیتر  شد و میزان 
 1 شامل  نفتی  هیدروکربن های  آنالیز  برای  گازکروماتوگراف 
دقیقه در 20 درجه سانتی گراد، به دنبال آن افزایش دما تا 50 
درجه سانتی گراد با نرخ 2 درجه در دقیقه و نگهداری در دمای 
50 درجه به مدت 3 دقیقه، سپس افزایش دما تا 120 درجه 
سانتی گراد با نرخ 5 درجه در دقیقه و نگهداری در دمای 120 
درجه به مدت 1 دقیقه و درنهایت افزایش دما تا 290 درجه 
سانتی گراد با نرخ 3 درجه در دقیقه و نگهداری در دمای 290 

درجه به مدت 20 دقیقه بود.     
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 3  4 

 5 

شکل1- اجرای عملیات آزمون پایلوت میدانی زیست پالایی خاک های آلوده به نفت خام با استفاده از نمونه پودری کنسرسیوم 
میکروبی تجزیه کننده آلاینده های هیدروکربنی

 Fig. 1- Field test operation conducted to evaluate the performance of petroleum-degrading microbial powder
on crude oil contaminated soils

جدول1- ویژگی های نفت خام منشأ آلودگی نفتی خاک مورد آزمایش
Table 1. Characteristics of the crude oil which was the source of contamination of the tested soil

Iranian heavy crude oil
Specific gravity (kg/l)0.8814
API gravity )degrees(29.0

Sulfur )wt%(1.96
Nitrogen )wt%(0.21
Vanadium )ppm(88.0

Nickel )ppm(24.0
Pour point )°C(-14
Viscosity )cSt(

At 20 °C21.52
At 40 °C10.43
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نتایج و بحث     
ویژگی های خاک آلوده 

خاک آلوده به نفت که از نوع رسوب های ساحلی بود که بدلیل 
نشت نفت از یک خط لوله کمابیش بطور کامل اشباع از نفت 
از خاک  نفت خام  که در هنگام جابجایی خاک  بطوری  بود 
تراوش می نمود. نوع نفت خام منشأ آلودگی از نوع نفت سنگین 
ایران بود که ویژگی های آن در جدول نشان داده شده است:

زمان نمونه برداری که از خاک آلوده به نفت قبل از اجرای 
آزمون پایلوت زیست پالایی صورت گرفت ویژگی های خاک 
آلوده از لحاظ دما، pH، شوری و غلظت هیدروکربن های نفتی 
در نمونه خاک اندازه گیری گردید که نتایج آن در جدول زیر 

نشان داده شده است. 

نتایج آزمون پایلوت زیست پالایی
تیمار  نفتی در خاک  میزان هیدروکربن های  روند در کاهش 
شده با فرمولاسیون پودری کنسرسیوم میکروبی تجزیه کننده 

بود )شکل2(. غلظت  قابل مشاهده  روشنی  به   نفتی  آلودگی 
هیدروکربن ها در نمونه کنترل نیز کاهش یافت، هرچند این 
کاهش نسبت به نمونه تیمار شده بسیار کمتر بود. همان گونه که 
مشاهده می شود میانگین مقدار TPH در روز اول در نمونه های 
شاهد و مورد آزمایش 341 میلی گرم در هر گرم خاک بود. در 
نمونه شاهد کاهش هیدروکربن های نفتی بعد از دوره 14 روزه 
آزمایش تنها 14/2 %  بود. این کاهش می تواند بدلیل فعالیت 
فرآیند های  سبب  به  یا  و  خاک  بومی  باکتری های  جمعیت 
باشد. در  فتواکسیداسیون  و  تبخیر  مانند  فیزیک وشیمیایی 
پودریکنسرسیوم  فرمولاسیون  با  تیمار شده  مقابل در خاک 
غلظت هیدروکربن های  نفتی  آلودگی  تجزیه کننده  میکروبی 
نفتی در پایان دوره 14 روزه آزمون با 70/6 % کاهش به 99 
)mg/g( رسید. این نتایج نشان دهنده عملکرد بسیار سریع این 

 کنسرسیوم میکروبی در تجزیه هیدروکربن های نفتی می باشد.
)Sanushi et al. )2016 با  استفاده از تکنیک بهینه سازی فرآیند 

شکل2- نمودار تغییرات هیدروکربن های نفتی خاک در خاک مورد زیست پالایی به وسیله پودر میکروبی تجزیه کننده آلودگی نفتی 
و خاک شاهد

Fig. 2- Chart of oil hydrocarbon changes in the soil bioremediated by microbial powder and in the control soil

جدول2- ویژگی های خاک آلوده به نفت خام در محل موردنظربرای انجام آزمون پایلوت زیست پالایی
Table 2. Specifications of the soil contaminated with crude oil at the site of a bioremediation pilot test

محل نمونه برداری
Sampling location

شوری خاک
Salinity

)ppt(
pH

دمای خاک
Soil temperature

)° C(

غلظت هیدروکربن  های 
نفتی کل

Total petroleum 
hydrocarbons

)ppm(

آلودگی نفتی مجاور تأسیسات میترینگ 
آذرپاد در جزیره خارک

Oil pollution near Azarpad 
Metering Facilities

597.3519341.000
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شکل3- عکس از نمونه شاهد )چپ( و نمونه مورد آزمایش )راست( در روز اول )بالا( و روز چهاردهم )پایین.(تغییر رنگ خاک آلوده 
در نمونه مورد آزمایش نشان از تجزیه هیدروکربن های نفتی موجود در آن می باشد

 Fig. 3- Photos of the control block (left) and the bioremediatied block (right) on the first day (on the top) and
 on the fourteenth day )bottom(. The change in the color of the contaminated soil in the test sample shows the

 degradation of the petroleum hydrocarbons

تجزیه هیدروکربن های نفتی موفق شدند خاک آلوده به 3 
% دیزل را در یک دوره زمانی 72 روزه به میزان 85/5 % در 
 )Sanusi et یک آزمون پایلوت مورد تجزیه زیستی قرار دهند
)al., 2016. همچنین در آزمون پایلوت دیگری که توسط

)Murygina et al. )2016 انجام شد میزان کاهش TPH در 

لایه سطحی )0 تا 10 سانتی متر( 23 % و در لایه غیراشباع 
زیرسطحی )10 تا 25 سانتی متر( 72/6  % مشاهده شد.

شکل3  تغییر  رنگ خاک آلوده  را  قبل و بعد از  روز  چهاردهم  
 نشان شد   میزان کاهش TPH در لایه سطحی )0 تا 10 سانتی متر(
 23 % و در لایه غیراشباع زیرسطحی )10 تا 25 سانتی متر(

.)Murygina et al., 2016( 72/6 %  مشاهده شد
شکل3 تغییر رنگ خاک آلوده را قبل و بعد از روز چهاردهم 
نشان می دهد. همان گونه که مشاهده می شود کاهش غلظت 
هیدروکربن های نفتی در خاک آلوده سبب روشن شدن رنگ 
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 شکل4- نمودار تغییرات دمای خاک در بلوک زیست پالایی به وسیله پودر میکروبی تجزیه کننده آلودگی نفتی و بلوک شاهد
 Fig. 4- Chart of soil temperature changes in soil bioremediation by petroleum-degrading microbial powder and

in control block soil

خاک نسبت به نمونه کنترل شده است. شکل4 نمودار تغییرات 
دمای خاک را در دوره 14 روزه آزمون پودر میکروبی نشان 
آزمایش  شروع  در  می شود  ملاحظه  که  همان گونه  می دهد. 
برابر و 19  دمای خاک در بلوک های شاهد و مورد آزمایش 
درجه سانتی گراد بود. با ادامه فرآیند دمای شاهد بطور اندکی 
افزایش یافت که تابعی از دمای هوا می باشد. ولی در نمونه مورد 
آزمایش همان گونه که پیشتر بیان شد بدلیل افزایش فعالیت 
باکتری ها و تجزیه هیدروکربن های نفتی دمای خاک با افزایشی 

معادل 11 درجه سانتی گراد رسید.
در  یا   سردسیر  منطقه های  در  خاک  بویژه  دمای  افزایش 
فصل های سرد سال در نتیجه فعالیت باکتری ها خود می تواند 
موجب بالا رفتن متابولیسم جمعیت های میکروبی خاک و 
افزایش راندمان زیست پالایی شود. این موضوع بویژه در مورد 
دوچندانی  اهمیت  قطبی  منطقه های  در  نفتی  آلودگی های 

 .)Mohn et al.,  2001( دارد

نتیجه گیری
در این پژوهش فرمولاسیون پودری یک کنسرسیوم میکروبی 
نفتی  هیدروکربن های  تجزیه کننده  طبیعی  باکتری های  از 
جداشده از پسماندهای آلوده به مواد نفتی منطقه های نفت خیز 
ایران تولید شد. میزان کارآیی این پودر میکروبی با انجام یک 

آزمون پایلوت میدانی در جزیره خارک مورد ارزیابی قرار گرفت. 
نتایج این تحقیق نشان داد که استفاده از کنسرسیوم میکروبی 
برای زیست پالایی خاک های آلوده به غلظت های بسیار زیاد 
هیدروکربن های نفتی مانند آنچه در زمان نشت نفت خام از 
لوله های انتقال نفت ایجاد می شود، می تواند نتیجه بخش باشد. 
انجام  سهولت  بدلیل  پودری  محصول های  کاربرد  همچنین 
عملیات و عدم نیاز به تجهیزات پیچیده و گران قیمت یک 
راهکار مؤثر بحساب می آید. افزون بر این افزودن کنسرسیوم 
میکروبی بدلیل جمعیت اولیه مناسب باکتری های تجزیه کننده 
فعالیت  و  شده  خاک  دمای  افزایش  موجب  می تواند  نفت 

جمعیت های بومی خاک را نیز افزایش دهد.     

سپاسگزاری
این پژوهش با حمایت مالی  و عملیاتی شرکت پایانه های  نفتی 
ایران و پژوهشکده علوم پایه کاربردی جهاد دانشگاهی صورت 

گرفته است. 

پی  نوشت  ها
1Bioremediation
2 Bioaugmentation
3 Total Petroleum Hydrocarbons )TPH(
4 in situ
5 Latent heat
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Introduction: Oil pollution can cause serious and long-term damage to the environment and the health of human com-
munities. Hydrocarbon compounds can remain in nature for a long period and become environmental pollutants. The 
elimination of hydrocarbon contamination is still a challenge for researchers of different disciplines. Bioremediation is a 
branch of biotechnology that can be used to eliminate these contaminants. However, most findings on the evaluation of 
factors affecting oil bioremediation are obtained from laboratory studies, and research in this area is very limited in pilot 
or field scale studies. Studies show that bioremediation agents that are effective in vitro may be significantly less effective 
on a large scale because laboratory studies cannot always simulate the real world's conditions due to spatial heterogeneity, 
biological interactions, weather effects, and restrictions on access to mineral nutrients. In this study, the performance and 
effectiveness of a consortium of hydrocarbon-degrading bacteria were evaluated under natural conditions in a pilot scale.

Material and methods: To conduct this research, a bacterial consortium of five strains of bacteria including  Alcanivo-
rax dieselolei, Thalassospira xianheensis, Rhodococcus ruber, Gracilibacillus dipsosauri and Microbacterium sp. were 
proliferated in a 500-liters semi-industrial fermenter. Then, the microbial cells were dried by the spray-drying method after 
sedimentation in the fermenter and formulated on the diatomaceous powder as a stabilizing bed. By blending this microbial 
powder with appropriate nutrient supplements, the final formulation of the oil-degrading microbial powder was produced. A 
field test was conducted to evaluate the performance of this microbial powder on crude oil contaminated soils in Kharg Island. 
For this purpose, soils contaminated by heavy crude oil resulting from oil pipeline leakage were examined for 14 days in two 
separate blocks, including a control block and a bioaugmentation block treated by the petroleum-degrading microbial powder. 
Reduction of total petroleum hydrocarbons concentration and soil temperature changes were measured during the test period.
Results and discussion: The mean of TPH in the first day was 341 mg per gram soil. In the control block, the reduction of 
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petroleum hydrocarbons after 14 days of the experiment was 14.2%, which could be due to the activity of the population of 
native soil bacteria or due to physico-chemical processes such as evaporation and photo-oxidation. In contrast, in the soil 
treated with the petroleum-degrading microbial powder, the concentration of hydrocarbons at the end of the test period was 
reduced by 70.6% to 99 mg per gram soil. These results indicate the very rapid performance of this microbial consortium 
in the decomposition of hydrocarbons. Also, due to the increased activity of bacteria and degradation of hydrocarbons, soil 
temperature was increased about 11 degrees Celsius in the block treated with microbial powder. Increasing the temperature 
of the soil as a result of the activity of bacteria, especially in cold regions or in the cold seasons, can lead to the further in-
crease of soil microbial population’s metabolism and increase the biodegradation efficiency. This is especially important in 
the case of oil pollution in Polarregions.     

Conclusion: The results of this study showed that the use of a microbial consortium for the biological treatment of con-
taminated soils with very high concentrations of petroleum hydrocarbons, such as crude oil spill from oil pipelines, could 
be beneficial. Also, the use of powdered products is an effective solution due to the ease of operation and independency 
from complex and expensive equipment. In addition, due to the high level of early population of bacteria that can degrade 
the oil, the addition of a microbial consortium can increase the temperature of the soil and increase the activity of native 
soil populations.        

Keywords: Bioremediation, Pilot test, Microbial consortium, Powder formulation.
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