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Background and Objectives:The leakage of petroleum compounds into ecosystems 

poses a severe risk to both environmental health and human safety. Various 

physical and chemical methods are utilized to remediate oil-contaminated soils; 

however, many of these methods are underutilized due to high costs and adverse 

environmental impacts. Physical methods are relatively cost-effective. However, 

they often fail to completely eliminate contaminants and may cause phase 

transitions in pollutants. Chemical methods, including precipitation, chemical 

oxidation, and the use of Fenton's reagent, are expensive and have adverse 

environmental consequences. Bioremediation, by contrast, is widely employed 

approach for the treating petroleum-contaminated soils due to its economic and 

environmental advantages. This method relies on microorganisms to enzymatically 

degrade petroleum compounds into water and carbon dioxide. One major challenge 

in bioremediation is the limited availability of essential nutrients , particularly 

phosphorus, in contaminated soils. Research indicates that oil contamination 

markedly reduces the bioavailable phosphorus in soil, creating a critical limitation 

factor for plant growth and the success of bioremediation efforts. To address this 

phosphorus deficiency, phosphate-solubilizing bacteria (PSBs) capable of 

converting inorganic phosphate into a bioavailable form, can effectively mitigate 

phosphorus deficiency in soil. This study aimed to isolate microorganisms with 

dual capabilities of degrading crude oil and solubilizing phosphate from drilling 

mud and to assess their impact on soil phosphorus levels post-inoculation. 

 

Materials and Methods: Bacterial strains were isolated using enrichment techniques 

from drilling mud with high total petroleum hydrocarbon (TPH) contamination to 

enhance bioremediation and soil phosphorus availability. Their ability to utilize 

crude oil as the sole carbon and energy source was evaluated through three assays: 

growth on mineral salt medium (MSM) agar, growth in MSM, and crude oil 

degradation in MSM using a gravimetric method. Then, phosphate solubilization 

capability was determined using the spot-on-plate method in Sperber-agar, 
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employing tricalcium phosphate [Ca3(PO4)2] as the insoluble phosphate source. 

Next, biosurfactant production was assessed using oil spreading, surface tension, 

and emulsification index (E24) assays, with crude oil as the carbon source. The 

isolates were phenotypically identified. Subsequently a soil microcosm experiment 

was designed using a completely randomized design with two treatments and six 

replicates in glass containers containing 300 grams of contaminated soil finally. 

The three most effective isolates were combined in equal proportions and 

inoculated into contaminated soil. The available phosphorus content in the soil was 

measured using the sodium bicarbonate extraction method at the start (day 0) and 

after 30 days of incubation at 27°C. Data analysis, including variance analysis and 

graphical representation, was conducted using Minitab and Excel software, 

respectively. 

 

Results: Seven distinct bacterial isolates were obtained from contaminated drilling mud 

following the enrichment stage. Crude oil degradation assays in MSM showed that 

isolates NW1, NW5, and NW7 achieved degradation rates of 20.6%, 19.66%, and 

15.53%, respectively. Additionally, isolates NW2, NW7, and NW4 demonstrated 

growth rates (OD₆₀₀) of 0.35, 0.35, and 0.31, respectively, over seven days. 

Phosphate solubilization tests indicated that isolates NW7 and NW5 achieved the 

highest solubilization indices of 3.76 and 2.83 on Sperber-agar, respectively 

(p<0.05). Based on these results, isolates NW1, NW2, and NW7 were selected for 

further experiments. In biosurfactant production tests, isolate NW2 exhibited the 

largest oil spread zone (1.26 cm) and the highest emulsification index (46.7%), 

significantly outperforming other isolates. The cumulative results indicated that 

NW2 was the most effective biosurfactant producer. Phenotypic identification 

classified NW1, NW2, and NW7 as belonging to the genera Pseudomonas, 

Bacillus, and Rhodococcus, respectively. In the soil microcosm experiment, the 

bacterial consortium significantly increased soil-available phosphorus from 3.4 

mg/kg to 8.46 mg/kg compared to the control (p<0.05). 

 

Conclusion: Oil compound spills have detrimental effects on ecosystems and human 

health, and conventional remediation methods are costly and environmentally 

unsustainable. In contrast, bioremediation provides a sustainable and economical 

solution by employing microorganisms to degrade petroleum hydrocarbons. 

However, nutrient deficiencies, especially phosphorus, in contaminated soils 

restrict its efficiency. This study aims to isolate and evaluate oil-degrading and 

phosphate-solubilizing microorganisms from contaminated drilling mud, with the 

aim of increasing bioremediation efficiency and soil phosphorus levels. Among 

the seven isolated bacteria, NW1, NW2, and NW7 showed promising hydrocarbon 

degradation and phosphate solubilization capabilities and were identified as 

Pseudomonas, Bacillus, and Rhodococcus, respectively. Inoculating these strains 

significantly increased soil-available phosphorus, underscoring their potential to 

improve both bioremediation efficiency and soil fertility. Future studies should 

explore the phosphorus solubilization capabilities of these isolates in soils with 

varying salinity, pH, and total phosphorus levels. Additionally, the impact of 

bacterial immobilization on different carriers for phosphorus solubilization in soil 

represents an interesting topic that has not yet been explored. 
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 24/6/1403دریافت:  9/10/1403پذیرش: 

 چکیده
از گل حفاری  سازیبه روش غنی باکتریایی هایسویه و افزایش فسفر دردسترس خاک، آلوده پالایی خاکدر این پژوهش، با هدف بهبود زیست

ها در استفاده از نفت خام جدا شدند و توانایی آن (TPH) (Total Petroleum Hydrocarbon)های نفتی کلهیدروکربن بالایچاه نفتی با آلودگی 

سپس توانایی انحلال فسفر و تولید سورفکتانت زیستی مورد بررسی قرار گرفت. در فت. به عنوان تنها منبع کربن و انرژی مورد ارزیابی قرار گر

خاک آلوده )  Bنهایت آزمایشی در محیط خاک به منظور بررسی انحلال فسفر طراحی گردید. این آزمایش در قالب طرح کاملا تصادفی با دو تیمار

ها و رسم تجزیه واریانس داده و شش تکرار انجام شد. خاک آلوده بدون تلقیح باکتری( شاهد،) C( و به همراه تلقیح اجتماع سه جدایه باکتریایی

 هایجدایه ، از میان هفت باکتری جداشده از گل حفاری،نشان داد نتایجانجام شد.  Excelو   Minitabترتیب با استفاده از نرم افزارهای نمودارها به

NW1،NW5  و NW7 تجزیه نفت در محیط درصد  53/15 و 66/19، 6/20ترتیب با بهMSM ،ها بهترین عملکرد را در تخریب هیدروکربن

ت ثبها بیشترین میزان انحلال فسفات را نسبت به سایر جدایه 83/2و  76/3ترتیب با شاخص انحلال به NW5 و NW7 هایهمچنین جدایهداشتند. 

 شناسایی فنوتیپی در مرحله بعد، .کارایی بالایی از خود نشان دادNW2 جدایه ، زیستیمختلف تولید سورفکتانت های در آزمون. (p<0.05)کردند 

 Rhodococcusو  Pseudomonas ،Bacillus هایجنس ترتیب متعلق بهها بهباکتریاین انجام شد که نشان داد  NW7 و  NW1،NW2 هایجدایه

گرم بر کیلوگرم به میلی 4/3از  طور چشمگیریزان فسفر قابل جذب خاک را بهها توانستند می، این باکتریخاک در آزمایش همچنین، .هستند

پالایی و افزایش حاصلخیزی خاک مبتنی بر های این پژوهش بر پتانسیل زیستدر نتیجه، یافته. (p<0.05) گرم بر کیلوگرم افزایش دهندمیلی 46/8

، تأکید اکخ های آلوده به ترکیبات نفتی و انحلال فسفات نامحلولبرای پاکسازی مکانعنوان یک راه حل مؤثر و پایدار های توانمند بهمیکروب

 .کندمی

نفت خام گل حفاری، پالایی،انحلال فسفات، سورفکتانت زیستی، زیست :واژه های کلیدی

mailto:komeilzeynali7899@ut.ac.ir
mailto:shayan_shariati@ut.ac.ir
file:///F:/زیست%20شناسی%20خاک/مجله/زیست%20-12-1403/12.2/فرمت/pourbabaei@ut.ac.ir
mailto:m_shorafa@ut.ac.ir
https://orcid.org/0009-0009-8227-6775
https://orcid.org/0000-0003-3441-209X


 …کنندگی فسفات در فراهمی فسفرکننده نفت و دارای توان حلهای تجزیهارزیابی کارایی باکتری /194

 مقدمه
نقل، پالایش، استفاده از وسازی و حملذخیره

 های نفتی، باعث نشتنفت و محصولات آن و تخلیه زباله

به خطر افتادن سلامت موجودات زنده نفت به اکوسیستم و 

-Ramirez  et al., 2017; Cerqueda)شود و انسان می

García et al., 2020; Žvirgždas et al., 2023) .

ر دریا، مربوط به نشت بزرگترین نشت نفت تاریخ د
1DWH در خلیج  2010آوریل  20در تاریخ  است که

میلیون بشکه  9/4مکزیک رخ داد. در این حادثه حدود 

میلیون گالن ایالات متحده( نفت خام شیرین لوئیزیانا  210)

 (.Quigg et al., 2021)جنوبی به محیط آبی نشت کرد 

های فیزیکی و شیمیایی متعددی برای روش

های نفتی در خاك وجود دارد که بسیاری مقابله با آلودگی

                                           ها به سبب هزینه بالا و اثرات جانبی مضر  زیستاز آن

. (Wang et al., 2021)شوند محیطی، کمتر استفاده می

باشند، اما در اکثر مواقع می هزینههای فیزیکی کمروش

دگی دهند و تغییر فاز آلوحذف کامل آلاینده را انجام نمی

های باشد. از روشهای بارز این فرایندها میاز شاخصه

ون توان استفاده از فرایند ترسیب و اکسیداسیشیمیایی نیز می

، تصفیه با 4، استفاده از معرف فنتون3، کمپوستینگ2شیمیایی

را نام برد که نیازمند  6و روش اکسیداسیون آندی 5گاز ازن

دار محیط زیست های دوستهزینه بالا بوده و جزء روش

(. ریزجانداران Sayed et al., 2021شوند )محسوب نمی

های بیوژئوشیمیایی، عنوان یکی از اجزای اصلی چرخهبه

جزء کلیدی بقای گیاهان، جانوران و دیگر موجودات زمینی 

و محرك اصلی تخریب منابع کربنی از جمله ترکیبات نفتی 

ها ترین گزینه. یکی از به (Chunyan et al., 2023)هستند

است که  7پالاییهای آلوده، زیستبرای پالایش خاك

گونه باشد. عمده مزیت اینسرعت در حال گسترش میبه

                                                           
                                                           

1 Deepwater Horizon 
2 Chemical oxidation 
3 Composting 
4 Fenton indicator 

5 Treatment using ozone gas 

سرمایه های مختلف و هزینهها، تنوع حذف آلایندهروش

 Mahjoubi et)باشد برداری بالا میگذاری پایین و بهره

al., 2018; Xu et al., 2018) نفت خام، . تجزیه زیستی

عبارت است از تبدیل ترکیبات پیچیده و مضر آن، مانند 

و  (PAHs)8ای های آروماتیک چندحلقههیدروکربن

های با زنجیره بلند توسط ریزجانداران به ترکیبات آلکان

 ;Kim et al., 2013; Nikitha et al, 2017)تر ساده

Zeynali et al., 2024a) ،به عبارت دیگر .

ساده و پیچیده، از طریق جذب و سپس  هایهیدروکربن

متابولیسم سلولی، به طور کامل تخریب شده و به ترکیبات 

شوند اکسیدکربن و آب تبدیل میضرری مانند دیبی

(Wang et al., 2021) ریزجانداران با سیستم آنزیمی .

های آلوده به ترکیبات نفتی شده خود باعث پاکسازی محل

 & Sozina)کنند ین میو سلامت محیط زیست را تضم

Danilov, 2023).عنصر غذایی پرمصرف ک، یفسفر 

است و ثابت  نیزم یرو اتیحاشکال تمام  یبرا یضرور

 یراب یاتیمحدودکننده ح یک عامل شده است که کمبود آن

 استهای آلوده به نفت پالایی خاكو زیست اهیرشد گ

(Schryer & Siciliano, 2024; Ou et al., 2024) .

 های خاکیکمبود فسفر، یک پدیده رایج در اکوسیستم

های گروههای آلوده نفتی، باشد. همچنین، در خاكمی

شده  معدنی ترکیب و فسفر تروژنیبا ن ندنتواینفت م عاملی

 شوند که منجر ونیکاسیفیترین مهار و 9زداییفسفرو باعث 

گردد به کاهش فسفر دردسترس و همچنین پتاسیم خاك می

((Gainer et al., 2019. Okafor  (2023در مطالعه ) ای

طور به این نتیجه رسید که آلودگی خاك به نفت خام، به

داری باعث کاهش مقدار هدایت الکتریکی، نیتروژن و معنی

( هم به نتایج 2021و همکاران ) Wangگردد. فسفر می

مشابهی دست یافتند و بیان کردند آلودگی نفتی باعث 

گرم بر کیلوگرم در تیمار میلی 30محلول از  کاهش فسفر

6 Anodic oxidation 
7 Bioremediation 

8 Polycyclic aromatic hydrocarbons 
9 Dephosphorization 
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گرم بر کیلوگرم در تیمار آلوده، شده میلی 12شاهد، به 

است. رفع کمبود این عنصر ضروری با کودهای شیمیایی، 

منجر به تأثیرات نامطلوب بر سلامت اکولوژیکی محیط 

شود. همچنین مواد اولیه سازنده این کودها زیست می

 مانندو به مدت طولانی در خاك باقی میتجدیدناپذیر بوده 

(Pahalvi et al., 2021)های. از این رو، استفاده از باکتری 

صرفه، مؤثر و بهمقرون ، یک راه(PSB)10کننده فسفات حل

دار محیط زیست برای حل مشکل کمبود فسفر در دوست

 ,.Shariati et al., 2013; Owen et al)باشد خاك می

ای در های متابولیکی گستردهها، ظرفیت. این باکتری(2015

افزایش دسترسی زیستی اشکال مختلف فسفر در خاك 

در تجزیه  Bacillusهای جنس دارند. توانایی باکتری

های نفتی و انحلال فسفر معدنی خاك به اثبات هیدروکربن

. علاوه بر آن، ثابت  (Zeynali et al., 2024a)رسیده است

ه رفع کمبود فسفر خاك، باعث افزایش فعالیت شده است ک

و درنتیجه تجزیه بیشتر  AlkB میکروبی، فراوانی ژن

. (Hoang et al., 2022)شود های نفتی میهیدروکربن

کننده حل هایهای آلوده نفتی با باکتریبنابراین، تلقیح خاك

ها خواهد پالایی این خاكفسفر نتیجه خوبی در زیست

باتوجه به تأثیرات مخرب  .(Girigiri et al., 2019)داشت 

های ها و محدودیتهای نفتی بر سلامت اکوسیستمآلودگی

ها، های فیزیکی و شیمیایی در رفع این آلودگیروش

دار محیط عنوان روشی پایدار و دوستپالایی بهزیست

ای پیدا کرده است. یکی از عوامل زیست، اهمیت ویژه

های آلوده به نفت، ی در خاكپالایمحدودکننده زیست

 عنوان یک عنصر حیاتی برای رشد و فعالیتکمبود فسفر، به

شود. مطالعات گذشته نشان ریزجانداران، محسوب می

های نفتی باعث کاهش دسترسی به فسفر اند که آلودگیداده

شوند و استفاده از کودهای خاك و مهار نیتریفیکاسیون می

ی محیطمبود، اثرات زیستشیمیایی برای جبران این ک

، با PSBنامطلوبی به همراه دارد. از این رو، استفاده از 

توانایی تجزیه ترکیبات نفتی و افزایش دسترسی زیستی 

                                                           
                                                           

10 Phosphate-solubilizing bacteria 

ی و پالایفسفر، رویکردی نویدبخش برای بهبود زیست

های آلوده است. باتوجه به اینکه تاکنون حاصلخیزی خاك

بر تغییرات فسفر  PSB مطالعه جامعی درباره اثر تلقیح 

های آلوده به نفت انجام نشده است، این پژوهش با خاك

های با توانایی تجزیه نفت هدف جداسازی میکروارگانیسم

ها خام و انحلال فسفات از گل حفاری و بررسی تأثیر آن

 .بر افزایش فسفر قابل جذب خاك طراحی و اجرا شد

 

 هامواد و روش
 یات گل حفاریبرداری و تعیین خصوصنمونه

در  483گل حفاری از محل چاه نفت شماره 

کیلومتری جنوب  52شمال میدان نفتی مارون، واقع در 

                                               شرقی اهواز تهیه شد و تحت شرایط سترون سریعا  به 

درجه  4آزمایشگاه منتقل و برای انجام آزمایشات در دمای 

سلسیوس نگهداری شد. گل حفاری بعد از هوا خشک 

داده شد و آزمایشات  متری عبورمیلی 2شدن، از الک 

انجام گرفت. بافت  مربوط به خصوصیات خاك روی آن

و  (Bouyoucos, 1962)خاك به روش هیدرومتری 

به  1:5اسیدیته خاك در سوسپانسیون خاك:آب با نسبت 

 & Rayment)گیری شد متر اندازهpHوسیله دستگاه 

Higginson, 1992) ،رطوبت، قابلیت هدایت الکتریکی .

های ه آلی و کربن آلی کل خاك به ترتیب به روشدرصد ماد

سنج الکتریکی ، دستگاه هدایت(Black, 1965)سنجی وزن

(EC )متر(Black, 1965) 11بلک-و والکلی (Nelson & 

Sommers, 1983) تیجمعگیری شدند. همچنین اندازه 

ی حتمالتعداد ا نیشتریب به روشخاك  قابل کشت کروبییم

(12MPN )یع اکشت م طیدر مح(Alexander, 1983) 

 تعیین شد.

 

 TPHگیری میزان استخراج و اندازه

گل حفاری به روش استخراج با  TPHمحتویات 

. بدین (Sattar et al., 2022)سوکسله، استخراج شد 

11 Walkley-Black 
13 Most probable number 
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گرم خاك هواخشک شده داخل صافی  10منظور، ابتدا 

انگشتی ریخته شد و بعد از قرار دادن صافی داخل سیفون، 

-nکلرومتان و های دیلیتر مخلوطی از حلالمیلی 120

لیتری اضافه گردید. میلی 250به بالن  1:1هگزان با نسبت 

از دستگاه  TPHساعت، بالن حاوی حلال و  24بعد از 

سوکسله جدا شده و برای پراندن حلال به دستگاه روتاری 

 RPM 70درجه سلسیوس و دور  18دمای حمام آب در 

داخل بالن با استفاده از چند قطره  TPHمنتقل شد. محتوای 

وشو داده شد و عصاره حاصله از مخلوط دو حلال شست

به روش  TPHبه یک بشر منتقل شد. درنهایت، میزان 

 .(Lee et al., 2012)سنجی تعیین گردید وزن

 

 کننده ترکیبات نفتیتجزیهسازی ریزجانداران مؤثر غنی

گرم از نمونه گل حفاری به  5سازی، جهت غنی

 4HPO2K)شامل  13MSMلیتر محیط استریل شده میلی 95

g/L 8/5 ،4PO2KH g/L 5/4 ،4SO2(NH) g/L 1 ،

4MgSO g/L 1/0 ،2CaCl g/L 01/0 ،4MnSO g/L 

0178/0 ،4ZnSO g/L 01/0 ،4FeSO g/L 001/0 )

(Shariati et al., 2021)  درصد نفت خام  5/0که حاوی

 pHعنوان تنها منبع کربن و انرژی بود، اضافه گردید. به

 30تنظیم شد و در شیکر دوار در دمای  7اولیه محیط روی 

 7گرماگذاری شد. پس از  RPM 160درجه سلسیوس و 

 MSMهای رشد یافته، به محیط لیتر از کشتمیلی 5روز 

د نفت خام بود، منتقل شد. درص 1تازه که این بار حاوی 

تکرار شد.  %2                                          پس از یک هفته این کار مجددا  با میزان نفت 

یابی به سازی و دست                               مجموعا  بعد از سه هفته دوره غنی

-های نفتی، سویهمؤثر در تجزیه هیدروکربنریزجاندارانی 

، بر روی محیط TPHهای قابل کشت با توانایی تجزیه 

MSM- درصد نفت خام جداسازی شدند  01/0آگار حاوی

(Behera et al., 2020)های رشد یافته در محیط . جدایه

MSM- آگار، براساس شکل کلنی، بر روی محیط نوترینت

سازی و بازکشت شدند تا برای انجام آزمایشات آگار خالص

به منظور انتخاب مورد استفاده قرار بگیرند. درنهایت، 

                                                           
                                                           

4 Mineral Salt Medium 

های مختلفی شامل توانایی رشد ر، آزمونهای برتجدایه

ها در محیط جامد )آگار( و مایع نفتی، توانایی تجزیه جدایه

نفت خام در محیط مایع نفتی و توانایی ترشح سورفکتانت 

 ها انجام شد.زیستی روی این باکتری

 

 آگار-MSMها در محیط توان رشد جدایه

 18های تازه )جهت انجام این آزمایش ابتدا کشت

های ساعته( در محیط نوترینت آگار تهیه گردید. سپس پلیت

آگار )طبق ترکیبات ذکرشده -MSMحاوی محیط کشت 

حجمی/حجمی آگار( تهیه و  %15در قسمت قبل با افزودن 

عنوان تنها منبع کربن و قطره نفت خام به 1اتوکلاو شد. 

افزوده شد. در مرحله بعد، یک کلنی از  انرژی، به هر پلیت

آگار، کشت -MSMر جدایه برداشته شد و بر روی محیط ه

درجه  30روز و در دمای  7ها به مدت خطی داده شد. پلیت

 ,.Asemoloye et al)سلسیوس گرماگذاری شدند 

. آزمایش در سه تکرار به همراه شاهد )کشت خطی (2019

روز،  7با لوپ استریل بدون تلقیح( انجام شد. بعد از 

ا بررسی شد و براساس تعداد هوضعیت رشد جدایه

 های رشد یافته در محیط، امتیاز بندی انجام گرفت.کلنی

 

 MSMها در محیط توان رشد جدایه 

در محیط نفتی معدنی به  هاهیرشد جدا میزان

ها در محیط سنجی بررسی شد. جدایهروش کدورت

 OD)600(0.5= 5/0نوترینت براث تا رسیدن به کدورت 

استریل در  MSMلیتر محیط میلی 40کشت داده شدند. 

درصد نفت خام  5/0لیتری به همراه میلی 100ارلن مایرهای 

ها به عنوان تنها منبع کربن و انرژی تهیه گردید. باکتریبه

تلقیح  MSMدرصد حجمی/حجمی به محیط  5میزان 

 RPM 160گراد و درجه سانتی 30ها در دمای شدند. نمونه

روز گرماگذاری شدند. چگالی نوری در طول  6دت به م

ها هر دو روز نانومتر به منظور تعیین رشد جدایه 600موج 

 UVیک بار با استفاده از دستگاه اسپکتروفوتومتر مدل 

unico 2100 گیری شد. آزمایش در سه تکرار به اندازه
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همراه شاهد )تلقیح باکتری و سپس اتوکلاو( انجام گردید 

(Partovinia et al., 2021). 

 

 MSMدر محیط  هاتوان تجزیه نفت خام جدایه

ها در تجزیه جهت بررسی توان باکتری

ها در محیط نوترینت های نفتی، ابتدا جدایههیدروکربن

کشت داده شدند. سپس  0.5600OD=براث تا رسیدن به 

لیتری میلی 100درصد به ارلن مایرهای  5ها به میزان جدایه

تلقیح شدند. مقدار  MSMمحیط کشت  لیتریلیم 40حاوی 

عنوان تنها منبع کربن و گرم( به 4/0درصد نفت خام ) 1

انرژی به محیط کشت اضافه گردید )وزنی/حجمی(. 

نوان عآزمایش در سه تکرار به همراه تیمار بدون تلقیح به

ها به یک شیکر انکوباتور منتقل شده شاهد انجام شد. ارلن

 7به مدت  RPM 160درجه سلسیوس و  30و در دمای 

روز، محتویات هیدروکربنی  7روز شیک شدند. پس از 

مایع استخراج شد. بدین -محیط به روش استخراج مایع

ها افزوده کلرومتان به ارلنسی حلال دیسی 40صورت که 

کننده، فاز آلی )هیدروکربنی( شد و با استفاده از قیف جدا

ر هوای ساعت د 48ها به مدت از فاز آبی جدا گردید. نمونه

آزاد رها شدند تا حلال تبخیر شود. درنهایت با روش 

سنجی میزان تجزیه نفت در محیط مشخص شد وزن

(Tripathi et al., 2023). 

 

 توان انحلال فسفات نامحلول معدنی

 ها در حل کردن فسفاتبرای بررسی توان جدایه

نامحلول معدنی، از محیط کشت جامد اسپربر استفاده شد 

عصاره  تریگرم در ل 5/0گلوکز،  تریگرم در ل 10شامل )

گرم در  O2.7H4MgSO ،14/0 تریگرم در ل 32/0مخمر، 

گرم در لیتر  PO 3Ca ،15)4(2 تریگرم در ل 2CaCl ،5/2 تریل

 ,pH 2/7 )(Sperberو آب مقطر  تریلیلیم 1000آگار، 

ساعت در محیط  24ها به مدت . ابتدا جدایه(1958

نوترینت براث کشت داده شدند. برای تشخیص نیمه کمی 

                                                           
                                                           

14 Colony Diameter 

15 Halo diameter 

میکرولیتر از سوسپانسیون تازه  7توان انحلال فسفات، 

های حاوی گذاری بر روی پلیتباکتری به روش قطره

درجه  30ها در دمای محیط اسپربر کشت داده شد. پلیت

اگذاری شدند. ظهور هاله روز گرم 7سلسیوس به مدت 

شفاف پیرامون کلنی باکتری به منزله انحلال فسفات درنظر 

قطر هاله شفاف  زیو ن (CD)14ی قطر کلونگرفته شد. 

با استفاده از  به دقت (HD)15ات حاصل از انحلال فسف

شاخص انحلال  یابیارز یشدند. برا یریگاندازه کشخط
16(SI) ی نسبت متوسط قطر هاله به قطر کلون(HD/CD) 

آزمون در سه تکرار انجام  نمحاسبه شد. ای روز 7از بعد 

 شد.

 هاارزیابی توانایی تولید سورفکتانت زیستی جدایه
 سازی محلول روییآماده

های تجزیه های برتر آزموندر این مرحله، جدایه

د ارزیابی مور سورفکتانت زیستی تولیدبرای بررسی نفت 

جهت انجام این  محلول روییسازی برای آماده قرار گرفتند.

با ترکیبات ذکر شده آماده و  MSMمحیط  ها، ابتداآزمایش

 درصد 5ها به میزان باکتری اتوکلاو شد. سپس

 600در طول موج  5/0چگالی نوری  با )حجمی/حجمی(

لیتری میلی 100به ارلن مایرهای  OD)600 (0.5=نانومتر

 درصد نفت خام 5/0و  MSM لیتر محیطمیلی 40حاوی 

به  اهارلنتلقیح شدند.  عنوان تنها منبع کربن و انرژیبه

 160گراد و سرعت درجه سانتی 30روز در دمای  7مدت 

 ،در پایانشدند.  شیک در شیکرانکوباتور دور در دقیقه

 10000در  ای منتقل وهای شیشهها به فالکنمحتویات ارلن

دقیقه  10گراد به مدت سانتی درجه 4دور در دقیقه و دمای 

رای فاز رویی ب سانتریفیوژ شدند.ها برای رسوب باکتری

های شد و باکتری های سورفکتانت جداانجام آزمایش

 ,.Chen et al)رسوب کرده بعد از اتوکلاو حذف شدند 

2020). 

 

 

16 Solubilization Index 
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 17گسترش نفت

و    Joeروش  رجوع به نفت با گسترشتوانایی 

لیتر میلی 20 تعیین گردید. برای این کار،( 2019همکاران )

افزوده شد و روی متری سانتی 8های پلیت بهآب مقطر 

 10میکرولیتر نفت خام ریخته شد. سپس  30 سطح آب،

متری سانتی 2میکرولیتر از سوپرناتانت هر جدایه از فاصله 

ثانیه، قطر هاله تشکیل  30ها اضافه شد. پس از به مرکز پلیت

کش ر پخش شدن نفت با دقت توسط خطشده در اث

گیری شد. این آزمایش در سه تکرار به همراه شاهد اندازه

 .منفی )آب مقطر( انجام شد

 

 18کشش سطحی

لیتر از مایع میلی 5برای تعیین کشش سطحی، 

ای در رویی هر جدایه )محیط کشت( به یک ظرف شیشه

سلسیوس افزوده شد. سپس درجه 28حمام آب با دمای 

صورت عمودی وارد مایع شده و ارتفاع های موئین بهلوله

گیری شد کش اندازهبالا آمده مایع توسط خط

(Viramontes-Ramos et al., 2010) درنهایت میزان .

 کشش سطحی طبق فرمول زیر محاسبه گردید:

σ =
𝑟ℎρg

2
(                                                      1رابطه

                                                                              
 

(، 246/0متر )شعاع لوله موئین بر حسب میلی rکه در آن 

ρ  1چگالی مایع برحسب-kg L ،g  شتاب جاذبه برحسب
2-m s (8/9 ،)h متر ارتفاع ستون مایع در لوله برحسب میلی

 mN)نیوتن بر متر کشش سطحی مایع برحسب میلی σو 

)1-m باشد.می 

 

 (E24)کنندگی شاخص امولسیون

                                                           
                                                           

17 Oil spreading 

18 Surface tension 

کنندگی گیری شاخص امولسیونجهت اندازه

لیتر از مایع رویی هر جدایه به همراه میلی 3ها، ابتدا باکتری

ای ریخته شد های شیشههگزان در لوله-nلیتر حلال میلی 3

 24دقیقه با سرعت بالا ورتکس شدند. بعد از  2و به مدت 

 شده وساعت نگهداری در دمای اتاق، ارتفاع لایه امولسیون

گیری شد کش اندازهارتفاع کل ستون به وسیله خط

(Huang et al., 2020) آزمایش در سه تکرار انجام .

از طریق رابطه زیر  E24%ساعت  24گردید. بعد از 

 محاسبه شد:

 (2رابطه 

%E24= )ارتفاع کل ستون / ارتفاع لایه امولسیون شده(  

×100  
 

 هاشناسایی فنوتیپی جدایه

شناسی کلنی مثل شکل، ها از نظر ریختجدایه

های رنگ، شفافیت، برجستگی و حاشیه کلنی و ویژگی

سلولی مثل تحرك، اسپورزایی، شکل سلولی، آرایش 

بندی شدند قرارگیری در کنار هم و وضعیت گرم طبقه

(Garrity, 2007) برای انجام رنگ آمیزی گرم، ابتدا کشت .

ها در محیط نوترینت آگار تهیه ساعته( از جدایه 18تازه )

های گترتیب با رنگردید. سپس یک کلنی از هر باکتری به

ها مآمیزی شدند. لاکریستال ویوله، لوگول و سافرانین رنگ

پس از خشک شدن، برای بررسی وضعیت گرم، 

مورفولوژی سلولی و آرایش قرارگیری در کنار هم، به زیر 

(.درنهایت با Quigg, 2021میکروسکوپ منتقل شدند )

شناسی سیستماتیک برگی رجوع به کتاب باکتری

(Garrity, 2007و تطبیق داده ) ها با خصوصیات

های برتر در سطح جنس شناسایی گیری شده، جدایهاندازه

 شدند.

 

 19طراحی آزمایش در محیط خاک

19 Soil microcosm 
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های منتخب در برای بررسی توانایی باکتری

نفتی، دو تیمار های فراهمی فسفر و تجزیه هیدروکربن

شاهد، خاك آلوده بدون تلقیح باکتری( و ) Cر شامل تیما

خاك آلوده به همراه تلقیح اجتماع سه جدایه ) B تیمار

طراحی شد. هر تیمار  (NW7 و  NW1،NW2 باکتریایی

ای حاوی تکرار بود و آزمایش در ظروف شیشه 6دارای 

گرم خاك انجام گرفت. خاك مورد استفاده آهکی  300

شدت درصد(، دارای فسفر قابل جذب پایین و به 15.3)

آلوده به نفت )با رنگ تیره و بوی شدید نفت( بود. برای 

نه صورت جداگاتهیه مایه تلقیح، هر جدایه باکتریایی به

برسد و سپس  OD)600 (1=1کشت داده شد تا به کدورت 

ها به نسبت برابر با یکدیگر مخلوط شدند. مخلوط جدایه

درصد )حجمی به وزنی( به خاك  10یی به میزان باکتریا

اضافه شد. همچنین، بر اساس نسبت  B تیمار

 Varjani)طبق دستورالعمل  100:10:1کربن:نیتروژن:فسفر 

& Upasani, (2019) نیتروژن به هر دو تیمار افزوده ،)

درجه  27ماه در دمای ثابت  2ها به مدت شد. نمونه

سلسیوس گرماگذاری شدند. در نهایت، فسفر قابل جذب 

کربنات سدیم گیری بیخاك با استفاده از روش عصاره

(Olsen, 1954)  گیری شداندازه 30و  0در روزهای. 

 

 هاتجزیه و تحلیل آماری داده

یک  ANOVAها از طریق واریانس داده تجزیه

ها با آزمون توکی در سطح طرفه و مقایسه میانگین داده

 17نسخه  Minitabدرصد با استفاده از نرم افزار  5احتمال 

 Excelانجام گرفت. نمودارها نیز با استفاده از نرم افزار 

 رسم شد. 2016نسخه 

 

 نتایج و بحث
 مورد مطالعه یگل حفار اتیخصوص

حفاری از نظر خصوصیات شیمیایی، فیزیکی  گل

گل  pH(. 1و بیولوژیکی مورد بررسی قرار گرفت )جدول 

( و قابلیت هدایت 1/10مورد نظر بسیار بالا و قلیایی بود )

(، این خاك را در گروه ds m 6/25-1الکتریکی بالای آن )

های بسیار شور قرار داد. همچنین جمعیت میکروبی خاك

تواند به دلیل بالا بودن مقادیر ( می1/1×410                 نسبتا  پایین آن )

pH شوری و آلودگی نفتی باشد که شرایط محیطی را برای ،

کنند. بخشی از کربن آلی رشد ریزجانداران نامساعد می

درصد( مربوط به مواد نفتی  51/4بالای گل حفاری )

گل  TPHباشد و از ماده آلی خاك مجزاست. میزان می

باشد. بود که حاکی از آلودگی بالای آن می %7حفاری 

Tang et al., (2012)  بیان کردند که مقادیر بالای

تواند محیط را برای رشد های نفتی در خاك، میهیدروکربن

صویر گل حفاری ( ت1ریزجانداران سمی کند. در شکل )

 باشد.قابل مشاهده می

 خصوصیات گل حفاری -1جدول 

 بافت ماده آلی )%( کربن آلی )%(  pH (1-ds m)EC پارامتر
جمعیت میکروبی 

)1-(MPN g 
 (%) TPH رطوبت )%(

 7 5/3 1/1×410 لوم رسی 77/7 51/4 6/25 1/10 مقدار
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 483گل حفاری چاه شماره  -1شکل 

کننده تجزیه سازی و جداسازی ریزجاندارانغنی

 های نفتیهیدروکربن

سازی، هفت جدایه متفاوت از پس از دوره غنی

ل شده از گ نظر شکل ظاهری، از کنسرسیوم میکروبی غنی

های حفاری آلوده به ترکیبات نفتی، جداسازی شدند. جدایه

NW1 ،NW2 ،NW4 ،NW6  وNW7  شکل کلنی مدور

های بیضی و ترتیب کلنیبه NW5و  NW3های و جدایه

، NW1 ،NW2 ،NW3های نامنظم داشتند. همچنین جدایه

NW4 ،NW5 ،NW6  وNW7 های ترتیب دارای کلنیبه

فید رنگ، شیری، سبزآبی و سبا رنگ سبز، کرمی، سفید، بی

های شیک شده طی دوره ( ارلن2بودند. در شکل )

 باشد.سازی قابل مشاهده میغنی

 
 

 سازی. الف: شاهد، ب: گل حفاریدور در دقیقه در پایان هفته دوم غنی 160درجه سلسیوس و  30های شیک شده در دمای ارلن -2شکل 

 ها در محیط جامد نفتیتوان رشد جدایه

، NW2های نتایج این آزمون نشان داد، جدایه

NW5  وNW6 دیگر  رشد بهتری نسبت به چهار جدایه 

 

 

( که این مسئله بیانگر توانایی خوب این 3داشتند )شکل 

ع کربن و عنوان منبها در استفاده از ترکیبات نفتی بهباکتری

هم در  NW3و  NW1های (. جدایه2انرژی است )جدول 

 های بعدی قرار گرفتند. رتبه

 MSM-agarروز انکوباسیون در محیط  7ها بعد از امتیازدهی به وضعیت رشد جدایه -2جدول 

 NW1 NW2 NW3 NW4 NW5 NW6 NW7 جدایه
 + +++ ++++ + ++ ++++ ++ وضعیت رشد
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 حاوی نفت MSM-agarدرجه سلسیوس و محیط  30روز انکوباسیون در دمای  7بعد از  NW5وضعیت رشد جدایه  -3شکل 

و همکاران   Mukredنتایج به دست آمده با پژوهش 

باشد. این دانشمندان توانایی رشد شانزده ( همسو می2008)

درصد  1آگار حاوی - MSMجدایه باکتریایی را در محیط 

عنوان تنها منبع کربن و انرژی به اثبات رساندند. نفت خام به

روز گرماگذاری در  3ها رشد خوبی بعد از برخی از جدایه

  Mohammedدرجه سلسیوس داشتند. همچنین  37دمای 

 Bacillusهای بیان کردند که باکتری( 2023و همکاران )

cereus ،Achromobacter sp. ،Pseudomonas sp. 

آگار حاوی - MSMتوانایی رشد و تشکیل کلنی در محیط 

 نفت را دارند.

 

 ها در محیط مایع نفتیتوان رشد جدایه

نتایج حاصل شده از این آزمون نشان داد اکثر 

ها توانایی رشد در محیط نفتی و استفاده از نفت خام جدایه

ها نمونه تمام ODعنوان تنها منبع کربن و انرژی را دارند. به

نانومتر بجز تیمار شاهد، در طی دوره  600در طول موج 

انکوباسیون در مقایسه با روز صفر افزایش پیدا کرد. 

در پایان دوره انکوباسیون، متعلق به  600ODبیشترین میزان 

، NW7های و بعد از آن جدایه 35/0با مقدار  NW2جدایه 

NW4  وNW6  بود. این  2/0و  31/0، 35/0به ترتیب با

ها توانایی مسئله نشان دهنده این است که این جدایه

ذایی عنوان منبع غمتابولیکی بالایی در استفاده از نفت به

. نمودارهای مربوط (Olajide & Adeloye, 2023)دارند 

 باشد.( قابل مشاهده می4ها در شکل )به رشد جدایه

ها در محیط خام توسط جدایهتوان تجزیه نفت 

 مایع )کمی(
درصد  10ها قادر به تجزیه بیش از اکثر جدایه

درصد تجزیه،  6/20با  NW1نفت خام بودند. جدایه 

ه ها داشت. بعد از جدایعملکرد بهتری نسبت به سایر جدایه

NW1های ، جدایهNW5 ،NW7  وNW4  به ترتیب با

لکرد را در تجزیه درصد بهترین عم 4/15و  53/15، 66/19

نفت  NW2و  NW5ها مثل نفت داشتند. برخی از جدایه

دهد را در محیط به خوبی حل کردند که این مسئله نشان می

ها قادر به ترشح ترکیباتی مثل سورفکتانت این جدایه

زیستی هستند که قادر است کشش سطحی نفت را کاهش 

. (Li et al., 2022)داده و حلالیت آن را در محیط بالا ببرد 

های شیک ها و تصویر ارلنمیزان تجزیه نفت خام جدایه

( و 3ترتیب در جدول )روز انکوباسیون به 7شده بعد از 

و   Zeynali( آمده است. نتایج حاصله با مطالعه 5) شکل

و همکاران  Hossainباشد. ( همسو می2024bهمکاران )

ته ( میزان تجزیه گازوئیل و روغن موتور سوخ2022)

را در هفت روز به  .Pseudomonas spتوسط سویه 

درصد گزارش کردند. همچنین  12و  19/14ترتیب 

Phulpoto  ( گزارش کردند که بیشترین 2022و همکاران )

 Pseudomonasهای نفتی توسط سویه تجزیه هیدروکربن

sp. S1WP  درصد  2/42روز  12انجام شد و مقدار آن طی

ر ای بین نتایج تجزیه ترکیبات نفتی دبود. همچنین مقایسه

( 4محیط مایع بین این مطالعه و مطالعات معتبر، در جدول )

 آمده است.
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 MSMدرجه سلسیوس در محیط  30روز گرماگذاری در دمای  6 در طولها وضعیت رشد جدایه -4شکل 

ها در محیط توان تجزیه نفت خام توسط جدایه

 مایع )کمی(

درصد  10ها قادر به تجزیه بیش از اکثر جدایه

درصد تجزیه،  6/20با  NW1نفت خام بودند. جدایه 

دایه بعد از ج ها داشت.عملکرد بهتری نسبت به سایر جدایه

NW1های ، جدایهNW5 ،NW7  وNW4  به ترتیب با

 درصد بهترین عملکرد را در تجزیه  4/15و  53/15، 66/19

 

 

نفت  NW2و  NW5ها مثل نفت داشتند. برخی از جدایه

دهد را در محیط به خوبی حل کردند که این مسئله نشان می

نت اها قادر به ترشح ترکیباتی مثل سورفکتاین جدایه

زیستی هستند که قادر است کشش سطحی نفت را کاهش 

. (Li et al., 2022)داده و حلالیت آن را در محیط بالا ببرد 

های شیک ها و تصویر ارلنمیزان تجزیه نفت خام جدایه

( و 3ترتیب در جدول )روز انکوباسیون به 7شده بعد از 
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و   Zeynali( آمده است. نتایج حاصله با مطالعه 5) شکل

و همکاران  Hossainباشد. ( همسو می2024bهمکاران )

( میزان تجزیه گازوئیل و روغن موتور سوخته 2022)

را در هفت روز به  .Pseudomonas spتوسط سویه 

درصد گزارش کردند. همچنین  12و  19/14ترتیب 

Phulpoto  ( گزارش کردند که بیشترین 2022و همکاران )

 Pseudomonasهای نفتی توسط سویه تجزیه هیدروکربن

sp. S1WP  درصد  2/42روز  12انجام شد و مقدار آن طی

ر ای بین نتایج تجزیه ترکیبات نفتی دبود. همچنین مقایسه

( 4محیط مایع بین این مطالعه و مطالعات معتبر، در جدول )

 آمده است.

 .MSMدرجه سلسیوس در محیط  30روز گرماگذاری در دمای  7ها بعد از تجزیه نفت خام توسط جدایه -3جدول 

 NW1 NW2 NW3 NW4 NW5 NW6 NW7 جدایه

 a60/20 a33/14 a66/14 a40/15 a66/19 b70/2 a33/15 میزان تجزیه نفت خام )%(

 درصد نشان ندادند. 5در سطح  داریحروف مشترک تفاوت معنی

 برخی از مطالعات انجام شده در زمینه تجزیه زیستی ترکیبات نفتی در محیط مایع -4جدول 

 سویه ترکیب نفتی انکوباسیون دوره مقدار تجزیه منبع

Hossain et al., (2022) 19/14% 7 گازوئیل روز Pseudomonas sp. 

Mukred et al., (2008) 2/42% 12 روز TPH Pseudomonas sp. 

Wang et al., (2019) 65% 5 نفت خام روز Bacillus subtilis BL-27 

Xia et al., (2017) 
68% 

 نفت خام روز 15
Serratia proteamaculans S1BD1 

9/54% Rhodococcus erythropolis 
OSDS1 

Gyasi et al., (2024) 
59/27% 

 نفت خام روز 15
Acinetobacter junii 

14/21% Alcanivorax xenomutans 

 مطالعه حاضر

6%/20 

 نفت خام روز 7

NW1 

66/19% NW5 

53/15% NW7 
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)پ(  )ب( )الف(

 
 )چ( )ج( )ت(

 )خ( )ح( 

، پ: NW1الف: شاهد، ب: درجه سلسیوس.  30روز انکوباسیون در دمای  7ها بعد از های حاوی نفت تلقیح شده با جدایهارلن -5شکل 

NW2 :ت ،NW3 :ج ،NW4 :چ ،NW5 :ح ،NW6  :و خNW7 

 

 کنندگی فسفات معدنی نامحلول توان حل

 هاینتایج آزمون انحلال فسفات نشان داد جدایه

NW7 ،NW5  وNW6  76/3به ترتیب با شاخص انحلال ،

داری توانایی بیشتری در انحلال طور معنیبه 96/1و  83/2

(. بنابراین 6ها دارند )شکل فسفر نسبت به سایر جدایه

ازها هایی مثل فسفاتها مولد آنزیمتوان گفت این باکتریمی

و اسیدهای آلی هستند که نقش مهمی در انحلال فسفر 

 NW2های . همچنین جدایه(Aliyat et al., 2020)دارند 

قادر به ایجاد هاله در اطراف کلنی و انحلال  NW3و 

 فسفات نبودند.
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حروف مشترک تفاوت . روز گرماگذاری 7درجه سلسیوس بعد از  30آگار در دمای -ها در محیط اسپربرانحلال فسفات جدایه -6شکل 

 درصد نشان ندادند. 5داری در سطح معنی

 

فسفر یکی از عناصر مهم برای رشد و توسعه گیاهان 

باشد. همچنین این عنصر نقش بسیار مهمی را در می

 Aliyat et)کند ها ایفا میعملکرد فیزیولوژیکی باکتری

al., 2020)  و کمبود آن باعث کاهش کارایی تجزیه زیستی

 Mirsaeidiشود. در همین راستا، یهای نفتی مآلاینده

( در پژوهشی به این نتیجه رسید که افزودن فسفر 2023)

داری در پاکسازی آب آلوده به نفت شد. باعث افزایش معنی

بنابراین، باتوجه به این که مقدار قابل دسترس این عنصر 

باشد، انحلال و های آهکی ایران پایین میدر اکثر خاك

رای ریزجانداران خاك جهت فراهمی زیستی آن ب

 پالایی بهتر و افزایش رشد گیاه، اهمیت زیادی دارد.زیست

 

 هاتوانایی ترشح سورفکتانت زیستی جدایه

های توانایی رشد در باتوجه به نتایج آزمون

و  NW1 ،NW2حضور نفت و تجزیه آن، سه جدایه 

NW7 های جداسازی شده، برای آزمون از میان هفت سویه

ورفکتانت زیستی انتخاب شدند. در آزمون ترشح س

گسترش نفت، بزرگترین هاله ایجاد شده در نفت خام متعلق 

متر بود که اختلاف سانتی 26/1با  NW2به جدایه 

 26/0و شاهد ) (p<0.05)ها داری با سایر جدایهمعنی

 NW2 در آزمون کشش سطحی، جدایهمتر( داشت. سانتی

محیط را در مقایسه با بیشترین کاهش در کشش سطحی 

نیوتن میلی 48.73ها ایجاد کرد و مقدار آن را به سایر جدایه

بر متر رساند. این مقدار حتی بهتر از کشش سطحی آب 

نیوتن بر میلی 71.36عنوان شاهد استفاده شد )مقطر که به

بیشترین میزان  E24همچنین در آزمون  .متر(، ارزیابی شد

درصد  7/46با  NW2را جدایه  هگزان-nامولسیون کنندگی 

درصد با  5داری در سطح به ثبت رساند که اختلاف معنی

(. تمام نتایج حاصله با 5ها داشت )جدول سایر جدایه

باشد. نتایج ( همسو می2018و همکاران )  Leeتحقیق 

های تجزیه نفت، انحلال تجزیه واریانس مربوط به تست

ل جذب ر قابفسفات، ترشح سورفکتانت زیستی و فسف

 ( آورده شده است.6خاك در جدول )

 های ترشح سورفکتانت زیستینتایج آزمون -5جدول 

 (E24)کنندگی )%( امولسیون (mN/m)کشش سطحی  (cm)گسترش نفت  جدایه

NW1 b0 ± 1 c17/2 ± 5/49 c5/0 ± 5/7 

NW2 a04/0± 26/1 c53/±2 73/48 b04/2 ± 7/46 

NW7 b0 ± 1/1 b60/1± 43/56 a71/2 ± 66/15 

 _ c06/0 ± 26/0 a55/0 ± 36/71 آب مقطر

 درصد نشان ندادند. 5داری در سطح حروف مشترک تفاوت معنیانحراف استاندارد ذکر شده اند و  ±مقادیر بصورت 
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های ی زیستی سبب افزایش فراهمی آلایندههاسورفکتانت

ها برای و در دسترس قرار گرفتن این آلاینده آبگریز

شوند. استفاده از این ترکیبات در فرآیند ریزجانداران می

ها، با هدف افزایش دسترسی تجزیه زیستی هیدروکربن

( 20ها )از طریق افزایش نامیزگیآلاینده زیستی یا انحلال

پالایی گیرد و باعث افزایش راندمان زیستصورت می

 .(Chebbi et al., 2017) شودمی

 
 هاآزمایش ANOVA تجزیه واریانس -6جدول 

 آزمایش
 تجزیه واریانس

 میانگین مربعات درجه آزادی منبع تغییرات

 تجزیه نفت خام

 399/102* 6 تیمار

 189/8 14 خطا

 - 20 کل

 انحلال فسفات

 85524/2* 6 تیمار

 00190/0 14 خطا

 - 20 کل

 گسترش نفت

 58527/0* 3 تیمار

 00166/0 8 خطا

 - 11 کل

 کشش سطحی

 343/330* 3 تیمار

 512/3 8 خطا

 - 11 کل

 (E24امولسیون کنندگی )

 20/1280* 2 تیمار

 93/3 6 خطا

 - 8 کل

 فسفر قابل جذب خاک

 3633/9* 1 تیمار

 6700/32* 1 زمان

 3633/9* 1 زمان×تیمار

 1067/0 8 خطا

 - 11 کل

 هاشناسایی فنوتیپی جدایه
، NW1 ،NW2 ،NW3 بندی هفت جدایهطبقه

NW4 ،NW5 ،NW6  وNW7  از نظر خصوصیات

( آمده 7مورفولوژی و وضعیت گرم بطور کامل در جدول )

رگی شناسی سیستماتیک باست. با رجوع به کتاب باکتری

                                                           
                                                           

20 Emulsification 

(Garrity, 2007) ها با خصوصیات و تطبیق داده

 NW1 ،NW2های گیری شده، مشخص شد جدایهاندازه

های                              احتمالا  به ترتیب متعلق به جنس NW7و 

Pseudomonas ،Bacillus  وRhodococcus .هستند 
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 هاخصوصیات فنوتیپی جدایه -7جدول 

 جدایه
شکل 

 کلنی

برجستگی 

 کلنی

شفافیت 

 کلنی

حاشیه 

 کلنی

رنگ 

 کلنی
 اسپورزایی تحرک

شکل 

 سلولی
 آرایش

وضعیت 

 گرم

NW1 باسیل باسیلی - - سبز صاف مات تخت مدور - 

NW2 لدیپلوباسی باسیلی + + کرمی دارموج مات برآمده مدور + 

NW3 باسیل باسیلی + + سفید صاف شفاف تخت بیضی + 

NW4 باسیل باسیلی + + رنگبی صاف شفاف تخت مدور + 

NW5 باسیل باسیلی - - شیری صاف شفاف برآمده نامنظم + 

NW6 باسیل باسیلی - + سبزآبی دارموج شفاف تخت مدور - 

NW7 کوکوباسیل باسیلی - - سفید مانندلوب مات محدب مدور + 

های گرم مثبت مانند مطالعات نشان داده است که باکتری

قادر به ترشح  باسیلوسهای متعلق به جنس سویه

 توانندهایی مانند لیپاز و پروتئاز هستند که میآنزیم

های ساده تر های پیچیده را به هیدروکربنهیدروکربن

. همچنین (Kumar et al., 2023)تخریب کنند 

ی کیل اندوسپورهایی هستند که توانایقادر به تش هاباسیلوس

زا مثل سمیت بالا در اثر های استرسزندگی در محیط

. (Madigan et al., 2010)دهد ها میآلودگی نفتی را به آن

ز در نی هاسودوموناسهای گرم منفی مانند توانایی باکتری

های مختلف به اثبات رسیده است تجزیه هیدروکربن

(Muthukumar et al., 2023) همچنین در مطالعه ای .

های گرم مثبت و گرم منفی، در اثبات شد که ترکیب سویه

ها نتایج بهتری را در مقایسه با پالایی هیدروکربنزیست

 & Bilen Ozyurekها در پی دارد )استفاده تکی از آن

Seyis Bilkay, 2020). 

 تغییرات فسفر قابل جذب خاک
نتایج آنالیز فسفر قابل جذب خاك نشان داد تلقیح 

تواند باعث حل شدن کننده فسفات میهای حلباکتری

فسفر نامحلول خاك شود. افزایش فسفر قابل جذب خاك 

دار بود. مقدار فسفر محلول در طول زمان معنی Bدر تیمار 

گرم بر میلی 46/8به  4/3روز در این تیمار، از  30طی 

ها در ایش یافت که نشان دهنده موفقیت جدایهکیلوگرم افز

(. همچنین، در تیمار 7باشد )شکل انحلال فسفات خاك می

داری در فسفر قابل دسترس ، افزایش معنی(C)تلقیح نشده 

به  4/3روزه مشاهده شد )افزایش از  30خاك در دوره 

اشد تواند این بگرم بر کیلوگرم(. دلیل این امر میمیلی 86/4

زجانداران بومی خاك مورد مطالعه هم توانایی انحلال که ری

فسفات را دارند و با افزودن نیتروژن، تکثیر و فعالیت این 

 ریزجانداران افزایش یافته است.
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 درجه سلسیوس 30روز گرماگذاری در دمای  30تغییرات فسفر قابل جذب خاک طی  -7شکل 

 

 گیرینتیجه

کننده نفت از در این مطالعه هفت جدایه تجزیه

های یک نمونه گل حفاری جداسازی شدند. با انجام آزمون

های در محیط TPHمربوط به توانایی رشد و توانایی تجزیه 

های نفتی مایع و جامد، سه جدایه برتر برای انجام آزمون

NW1 هایترشح سورفکتانت زیستی انتخاب شدند. جدایه

 ،NW5  وNW7  توانایی بهتری در تجزیه نفت خام نسبت

ها داشتند. در آزمون انحلال فسفات معدنی، به سایر جدایه

 فسفات بیشترین میزان انحلال NW5و  NW7های جدایه

 در کل، توانایی بهتری  NW2 را داشتند. همچنین جدایه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ها در ترشح سورفکتانت زیستی از نسبت به سایر جدایه

های شناسایی فنوتیپی و خود نشان داد. با انجام آزمون

 NW7و  NW2و  NW1های سلولی، مشخص شد جدایه

 Pseudomonas ،Bacillusهای به ترتیب متعلق به جنس

، NW1هستند. تلقیح مخلوط سه جدایه  Rhodococcusو 

NW2  وNW7  به خاك آلوده نفتی، نتیجه بسیار خوبی در

د در شوافزایش فسفر قابل جذب خاك داشت. پیشنهاد می

ها در مطالعات آینده، توانایی انحلال فسفر این جدایه

و فسفر کل متفاوت مورد  pHهایی با مقادیر شوری، خاك

ها بر روی زمایش قرار گیرد. همچنین، تأثیر تثبیت باکتریآ

های مختلف در انحلال فسفر خاك هم موضوع جالبی حامل

 باشد که به آن پرداخته نشده است.می
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