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پاکسازی زیستی
 خاک های آلوده به نفت

حمیده حیدری، زهرا حسینی
دبیر راهنما: شهره سلیمی
مرکز تحقیقات انجمن زیست شناسی پژوهش سرای دانش آموزی محمد بن زکریای رازی1 ری

چکیده
در این پروژه مش��خص ش��د که در بعضی از منابع طبیعی، مانند خاک و آب میکروارگانیس��م هایی وجود دارد که می توانند مواد 
نفتی را تجزیه کنند. آزمایش های انجام شده روی 9 نمونه خاک نشان داد که خاک مناطق میدان آرژانتین، اسفندآباد و رسوبات فین 
کاشان دارای میکروارگانیسم  های مؤثرتری برای تجزیه مواد نفتی نسبت به سایر مناطق است. پس از پاکسازی خاک های آلوده به نفت 
به وسیلة میکرواگانیسم های موجود در نمونه های مذکور، میزان کشت گیاه گندم در خاک های تیمار شده با نمونه های خاکی و انجام 
کروماتوگرافی برای تعیین ترکیبات نفتی مورد آزمایش قرار گرفت. آزمایش ها نشان دادند که میزان رشد گندم در خاک های تیمار شده 

با نمونه های خاکی مورد بررسی، بیشتر از خاک هایی است که صرفاً آلوده به نفت اند.

پژوهش

کلیدواژه ها: پاکسازی زیستی، میکروارگانیسم، قارچ، باکتری، آنزیم.

مقدمه
پاکسازی زیستی فرایندی تدریجی است و در آن از موجودات زنده در از بین بردن سموم محیط استفاده می کنند. این فرایند یکی 
از مؤثرترین روش های س��اماندهی محیط های آلوده و پاکسازی خاک های آلوده است )4(. این روش پاکسازی در بسیاری از کشورها، 
خصوصاً کش��ورهای اروپایی، مورد اس��تفاده قرار گرفته و نتایج موفقیت آمیز داشته است )4(. پاکسازی زیستی هم در هر دو شرایط، 
1in situ و هم در 2ex situ پیشرفت  های علمی بسیاری داشته است که علت اصلی آن افزایش استفاده از مخرب های زیستی توسط 
انسان هاست )4(. در تجزیة زیستی، میکروارگانیسم ها  از مواد آلوده کنندة محیط به عنوان مادة غذایی و عامل انرژي زا استفاده می کنند 
)2(. امروزه یکی از مشکلاتی که مردم جهان با آن رو به رو هستند، مشکلات زیست محیطی است. افزایش روزافزون آلاینده هایی که بسیار 

دیر تجزیه می شوند یا اصلًا تجزیه نمی شوند از سال های دور اساس فعالیت و تحقیق بسیاری از دانشمندان شده است.
ابتدا دانشمندان از روش های علم شیمی و مواد شیمیایی استفاده می کردند تا این آلاینده ها را تجزیه کنند اما مواد استفاده شده و 
مواد باقیماندة حاصل از واکنش آنها خود باعث آلودگی محیط زیست می شد. از طرف دیگر این صنعت از نظر اقتصادی مقرون به صرفه 
نبود. امروزه دانشمندان سعی می کنند با روش های زیستی این مواد را تجزیه کنند و موجودات و مواد زیستی را با روش های مهندسی 
ژنتیک و نانو زیست  فناوری چنان تغییر دهند و ترکیب کنند که بتوانند در سطح صنعتی و مقرون به صرفة اقتصادی و حداقل مصرف 
برای این تجزیة زیستی، استفاده کنند. بسیاری از کشورهای توسعه یافته تا حدی به این صنعت دست یافته اند)3(. در ایران نیز بعضی 

از زمین های کشاورزی به علت نشت لوله های نفتی و استخراج نفت، آلوده شده اند و قابل کشت نیستند.
باتوجه به اینکه اکنون ما واردکننده صنعت تجزیة زیستی با قیمت های گزاف هستیم، در صورتی که روش های پاکسازی زیستی 
برای خاک و آب های زیرزمینی حاوی مواد آلوده کننده، در کشورهایی که به این صنعت دست پیدا کرده اند، به دلیل مقرون و به صرفه 

بودن به طور وسیع مورد استفاده قرار می گیرد )5- 6(.
ما در انجمن زیست شناسی دانش آموزی پژوهش سرای رازی با طراحی پروژه های پژوهشی، با استفاده از رنگ  آمیزی و معرف های 
مختلف و باتوجه به امکانات پژوهش س��را درصدد برداش��تن گامی هرچند اندک در جهت انجام این صنعت تجزیة زیستی بر آمدیم تا 

بتوانیم با اعلام نتایج این بررسی در جهت خودکفایی کشور از این صنعت به کشورهای پیشرفته سهمی داشته باشیم.
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مواد آزمایش
1. نمونه های خاک )اس��تریل- پالایش��گاه- مناطق اطراف 

شهرری و سایر مناطق(
2. نمونه های آب

3. نفت خام
4. کاغذ لیتموس

5. میتل آمین
6. میتل اورانژ

7. برم تیمول بلو
8. سبز میتل

9. فنیل فتالنین
10. متلین بلو
11. پیرو گالل

12. فوشین بازی
13. کاغذ کروماتوگرافی

14. استون
15. کاغذ صافی

16. اتانول
17. کاغذ باطله

روش انجام آزمایش
مقدار خاک آلودة گرفته ش��ده از روابط عمومی پالایش��گاه نفت 
ش��هرری را به 6 دس��ته gr 30 وزن کردیم و به مقدار مس��اوی در 5 
لی��وان یک بار مصرف ریختیم. ای��ن در حالی بود که 3 نمونه خاک را 
اس��تریل کرده بودیم )به  عنوان شاهد( و گندم را خیس کردیم و پس 
از آنکه ریش��ه های آن ها به طول 1 سانتی متر رسید در هر لیوان 10 
گندم را کاشتیم. تعداد گندم رشد کرده و میزان رشد را پس 30 روز 

طبق جدول یک یادداشت کردیم.

نمونة شماره6نمونة شماره5نمونة شماره4نمونة شماره3نمونة شماره2نمونة شماره1نمونة خاک

112000تعداد گندم رشد کرده

2/522000طول رشد بلندترین گندم

جدول شماره1 شمارش تعداد گندم های رشد کرده در خاک های تیمار نشده طراف پالایشگاه

وسایل
 (Zaim medical- Iran Tab- Zaeem کلاو  ات��و   .1

87419)
پلیت
بشر

استوانه مدرج
ترازو )با دقت 0/01(

میکروتیوپ استریل شده 
پیپت

لوله آزمایش

تیمار خاک های آلوده با نمونه های زیستی
نمونه های موجود خاک )gr 10( را که از مناطق مختلف ازجمله 
مناطق اطراف شهرری جمع آوری شده بود به خاک های پالایشگاه که 
به مقدار مس��اوی )هر کدام gr 30( در پلیت توزین ش��ده بود اضافه 

کردیم. پس از گذشت 30 روز مراحل زیر را انجام دادیم.
مق��داری از هر نمون��ه را در میکروتیوپ های از قبل تهیه ش��ده 
ریختی��م، به طوری که تنها یک چهارم حجم میکروتیوپ اس��تریل را 
داشته باشد. از آنجا که بعضی مواد به عنوان واسطه به واکنش تجزیه 
کمک می کنند، ما از هر نوع نمونه 2 لوله تهیه کردیم و به یکی از لوله ها 
علاوه بر مواد لولة دیگر کاغذ باطله خیس کرده و له شده )به عنوان لایة 
س��لولزی( را نیز اضافه کردی��م که این لایه نیز تنها یک چهارم حجم 
لوله را به خود اختصاص می داد. در مرحلة آخر مقداری از نفت خام را 
در لوله ها می ریختیم به طوری که تنها یک چهارم حجم لوله را داشته 
باش��د. بدین ترتیب یک دوم لوله ها بدون لایة س��لولزی و سه چهارم 
لوله های دارای لایة سلولزی پر شد. هدف از کامل پر نکردن لوله این 
ب��ود که در آخر حجمی از لوله ب��رای اضافه کردن معرف رنگی باقی 

فنل سبز متیل برم تیمول بلومیتل اورنژتورنسلمتیل آمینمعرف رنگی
فتالئین

پیروگاللمتیلن بلو

قهوه ایآبی پررنگسفیدآبیسبز لجنینارنجیبنفش کم رنگسفیدمعرف+ حلال آب

ایجاد رسوب معرف+ نفت
دانه دانه

بدون تغییر رنگ 
و شکل

ایجاد رسوب بدون تغییربدون تغییر سیاهبدون تغییر
دانه دانه

بدون تغییر

جدول  2 اثر معرف های رنگی بر نفت خام
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بماند. پس از یک هفته تغییرات ظاهری رخ داده در میکروتیوپ ها را 
یادداشت کردیم. این عمل تا چند ماه ادامه داشت.

مرحل��ة بعدی انتخاب معرف مناس��ب برای نف��ت خام به فرض 
تجزیه ش��ده بود. با مش��ورت آ قای دکتر وطنی، استاد دانشکدة فنی 
دانش��گاه تهران و مطالعه کتب مختلف نتوانس��تیم یک معرف رنگی 
اختصاصی برای نفت خام و تجزیه شده پیدا کنیم. لذا سعی کردیم با 
آزمایش روی معرف های رنگی موجود در آزمایشگاه معرفی پیدا کنیم 

که اولاً با نفت خام تغییر رنگ بدهد ثانیاً رنگ آن با نفت تجزیه شده 
نیز تغییر کند.

از آنجا که فقط برم تیمول بلو با نفت تغییر رنگ واضح داد آن 
را به عنوان معرف رنگی انتخاب کردیم. به میکروتیوپ ها معرف رنگی 
برم تیمول بلو را به طوری که تنها یک س��وم حجم لوله را داشته باشد 
اضافه کردیم و تغییرات رنگ آن را طی چند هفته یادداش��ت کردیم. 

خوشبختانه رنگ برم تیمول با نفت خام قبل از تیمار با مواد زیستی و 
پس از تیمار فرق می کرد و از سیاه به سبز و قرمز تغییر رنگ می داد.

به طور کلی پاکس�ازی زیس�تی راهی مؤث�ر و مقرون به 
صرفه ب�رای پاکس�ازی آب های زیرزمین�ی و خاک های 
آلوده پیشنهاد می کند. مزیت های این روش در مقایسه 
با مضرات آن بیشتر است، گواه اینکه بسیاری از کشورها 

این روش را برای پاکسازی انتخاب می کنند

در این پروژه ما درصدد برداشتن گامی هرچند اندک در 
جهت انجام این صنعت تجزیة زیستی برآمدیم تا بتوانیم 
با اعلام نتایج این بررس�ی در جهت خودکفایی کشور از 

این صنعت به کشورهای پیشرفته، سهمی داشته باشیم

تغییر رنگتغییرات ظاهریتغییرات نمونه زیستی

با کاغذبدون کاغذبا کاغذبدون کاغذ

سبزقهوه ای روشنکاهش حجم-نمونة شمارة 1

سبزقهوه ای روشنکاهش حجم-نمونة شمارة 2

سبزقهوه ای روشنکاهش حجم-نمونة شمارة 3

سبزسبز یشمیکاهش حجم-نمونة شمارة 4

سبزسبز یشمیکاهش حجم-نمونة شمارة 5

سبزسبزکاهش حجم-نمونة شمارة 6

جدول3 اثر نمونه های زیستی را بر خاک پالایشگاه و تغییرات مشاهده شده را ثبت کردیم.

شکل1 تصاویر بالا نمونه های دانش آموزان را پس از تیمار با نمونه های زیستی و 
تغییر رنگ نمونه ها در مقابل معرف های رنگی مختلف نشان مي دهند.
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تغییر رنگتغییرات ظاهریتغییرات نمونه زیستی

با کاغذبدون کاغذبا کاغذبدون کاغذ

سبز رنگسبزرنگکاهش حجم-خاک امامزاده
سبزقهوه ای روشنکاهش حجمکاهش حجمخاک قارچ دار

سبزرنگسبز یشمی--خاک نوبنیاد
سبزرنگ-کاهش حجمکاهش حجمخاک قنات

سبزرنگ و نارنجیقهوه ای مایل به قرمزکاهش حجم-خاک سرلک رشت

به صورت لایه لایه سبز شده استتغییر رنگ ندادکاهش حجملایه لایه شدنخاک اسفندآباد

سبز رنگ-کاهش حجم بسیارکاهش حجمخاک خیابان لنگری

لایه لایه شده و حباب هوا بین کاهش حجمآب فردیس کرج
لایه ها وجود داشت

سبز و قرمز-

لایه لایه شده و حباب هوا بین کاهش حجمآب بید گنه کرج
لایه ها وجود داشت

سبز-

لایه لایه شده و حباب هوا بین کاهش حجمآب موتور کرج
لایه ها وجود داشت

سبز-

لایه لایه شده و حباب هوا بین کاهش حجمآب قنات زمان آباد
لایه ها وجود داشت

سبز-

سبز و نارنجیقهوه ای تیرهبدون تغییربدون تغییرآب آبشار سرلک

سبز رنگ-کاهش حجمآب خیابان لنگری

--کاهش حجمکاهش حجمآب آهک

جدول 4 اثر نمونه های زیستی بر نفت خام

از آنجا که تغییر رنگ نمونه های تیمار ش��ده دلیل قانع کننده ای 
برای تجزیه نفت خام نیست در گام بعدی برای اثبات اینکه نفت درون 

آزمایش های مش��ابه را روی نمونه های جمع آوری شده تکرار کردیم. 
نتایج به شرح ذیل است:

میکروتیوپ تجزیه ش��ده اند یا خیر از روش کروماتوگرافی اس��تفاده 
کردیم. البته برای نشان دادن تجزیه یک ماده می توانیم از روش های 
مختلف مثل تقطیر جزء به جزء، کروماتوگرافی، الکتروفورز اس��تفاده 
کرد اما چون حجم مادة اس��تفاده ش��دة ما کم ب��ود از روش تقطیر 

استفاده نکردیم.
مراحل انجام کروماتوگرافی

1. ابتدا کاغذهای کروماتوگرافی را به عرض 2 سانتی متر و طول 
25 س��انتی متر بریدیم. 2 سانتی متر بالای لبة کاغذ را بامداد علامت  شکل 2 انجام کروماتوگرافی روی کاغذ را نشان می دهد

شکل 3 انجام کروماتوگرافی روی کاغذ را نشان می دهد
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گذاشتیم.
2. روی ی��ک کاغ��ذ نمونة نفت خ��ام و روی 
کاغذهای دیگر نمونة نفت خام حاوی مواد زیستی 

را گذاشتیم.
3. درون اس��توانة مدرج ه��ا را حلال بوتانل 
پرک��رده و کاغذهای کروماتوگراف��ی را درون آنها 

گذاشتیم.
4. وقتی حلال به یک س��انتی متر لبة بالایی 
کاغذ رس��ید کاغذ را از درون استوانه مدرج خارج 
کرده و پس از خشک شدن از آن عکس گرفتیم.

چنانچه در شکل ) 4 و 5( مشاهده می شود سرعت حرکت مواد 
در نمون��ة نفت خام و نمونه های تیمار ش��ده فرق می کند که دلیل بر 

تغییرات حاصل بر نفت می باشد.

کاشت گندم مجدد
برای اینکه مطمئن شویم نفت موجود در خاک آلوده تجزیه شده 
و برای کشت قابل استفاده است، نمونه های تیمار شده را مانند مرحلة 
اول که در خاک های مناطق اطراف پالایشگاه گندم کشت داده بودیم 
عمل کردیم و در نمونه های تیمار ش��دة خود به کش��ت گندم روی 

آوردیم.
استفاده گیاه گندم دو علت داشت:

الف( گندم گیاهی مقاوم است
ب( گندم یکی از گیاهان بومی منطقة شهر ری است.

در آخر نتایج کشت گندم را در جدولی نوشتیم 

نوع زمین
نمونه زیستی

تعداد گندم رشد 
کرده در خاک آلوده 

به نفت

طول رشد 
بلندترین گندم 
در خاک آلوده 

به نفت

تعداد گندم رشد 
کرده در خاک 

استریل شده )نمونه 
شاهد(

طول رشد بلندترین 
گندم در خاک 

استریل شده )نمونه 
شاهد(

تعداد گندم رشد 
کرده در خاک آلودة 

تیمار شده

طول رشد 
بلندترین گندم در 
خاک تیمار شده

140095خاک میدان معلم

20045/5-خاک امامزاده

211/564/5-خاک باغچة پژوهش سرا

31214 -خاک قنات

60024-خاک بید گنه

2500107خاک خیابان لنگری

1900106/5خاک اسفندآباد

600108-رسوب فین کاشان

5922/5107/5خاک با قارچ درختی

1100075خاک سرلک

0107/5 380خاک کرج

جدول 5 مشخصات گندم های رشد کرده در زمین های سالم، آلودة تیمار شده، خاک آلوده به نفت

شکل 4 نتایج کروماتوگرافی

شکل 5 نتایج کروماتوگرافی
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نتایج آزمایش
نمونه های زیستی ما شامل خاک، آب و قارچ بود. هر آزمایش 2 
بار تکرار می ش��د. هدف ما قابل کشت شدن زمین های آلوده به نفت 
بود. آنچه مش��خص نیست نتایج براس��اس نوع خاک و نمونة زیستی 
استفاده شده اختلاف داشت اما ظاهراً چنانچه خاک آلوده تحت تأثیر 
تجزیة زیس��تی قرار گیرد نه تنها قابل کشت می شود بلکه نسبت به 

خاک معمولی حاصلخیزتر نیز شده است.
با توجه به نمودار 1 نتیجه می شود که گندم در خاک استریل شدة 
پالایشگاه هیچ رشدی ندارد و امکان رشد گندم در خاک غیراستریل 

اطراف پالایشگاه بسیار کم است.
باتوجه به نمودار 2 نتیجه می شود که خاکی که همراه قارچ است 

با وجود آلوده بودن به نفت خام اثر مؤثرتری بر رشد گندم ها دارد.
با توجه به نمودار 3 نتیجه می ش��ود که خاک های مناطق میدان 
معلم، خیابان لنگری، اس��فندآباد، رسوب فین کاشان، خاک همراه با 
قارچ درختی، خاک کرج دارای میکروارگانیسم هایی مؤثرتری نسبت 
به سایر نمونه ها هستند که می توانند شرایطی را برای رشد گندم در 

خاک های آلودة پالایشگاه فراهم کنند.
بحث:

به طور کلی پاکس��ازی زیستی راهی مؤثر و مقرون به صرفه برای 
پاکس��ازی آب ه��ای زیرزمینی و خاک های آلوده پیش��نهاد می کند. 

شکل 6 گندم های رشد کرده در زمین های آلودة تیمار شده

نمودار 1- 2 تعداد و طول گندم های رشد کرده در خاک آلودة پالایشگاه در شرایط استریل و غیراستریل

نمونه6نمونه5نمونه4نمونه3نمونه2نمونه1

تعدادگندمرشدکرده
طولرشدبلندترینگندم

2/5

2

1/5
1

0/5
0

نمودار 3- 2 تعداد و طول گندم های رشد کرده در نمونه های خاکی تیمار شده

تعدادگندمرشد
کردهدرخاک
تیمارشده
طولرشد
بلندترینگندمدر
خاکتیمارشده

خارکخاککرج
سرلک

خاکبا
قارچدرختی

رسوبفین
کاشان

خاک
اسفندآباد

خاکخیابان
لنگری

خاک
بیدگنه

خاک
قنات

خاکباغچه
پژوهشسرا

خاک
امامزده

خاکمیدان
معلم
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کـاربـرد
 ریـزجلبک ها در

تولیدسوخت های زیستی 
مزیت های این روش در مقایسه با مضرات آن بیشتر است، گواه اینکه 

بسیاری از کشورها این روش را برای پاکسازی انتخاب می کنند )4(.
بعضی منابع خاک جمع آوری ش��ده به خوبی نفت خام را تجزیه 
کرده بود علائم این تجزیه برای ما، تغییر رنگ نفت خام سیاه به رنگ 
سبز و قرمز با استفاده از معرف رنگی، تغییر سرعت حرکت نفت، تعداد 
لایه های ایجاد ش��ده روی کاغذ کروماتوگرافی و رشد گندم در خاک، 
واجد آلاینده نفتی بود که بدون افزایش عامل مورد بررس��ی، رش��د 
نمی کرد. برای ما مسلم شد که در بعضی خاک ها میکروارگانیسم هایی 
از قبیل باکتری ها و قارچ هایی وجود دارند که می توانند مواد نفتی را 
تجزیه کنند. لازم به تذکر اس��ت که در س��ال 2004 آزمایشی انجام 

گرفته1 و به نتایج مشابهی منجر شده است.
در این پروژه ما درصدد برداش��تن گامی هرچند اندک در جهت 
انج��ام این صنعت تجزیة زیس��تی برآمدیم تا بتوانی��م با اعلام نتایج 
این بررس��ی در جهت خودکفایی کش��ور از این صنعت به کشورهای 
پیش��رفته، سهمی داشته باشیم. امید است افرادی دیگر در ادامة این 

پروژه نتایج مؤثرتری به ثمر رسانند.
پیشنهادها

1. تخلیص و جداس��ازی باکتری ها و قارچ های مؤثر در پاکسازی 
آلاینده های نفتی از منابع طبیعی 

2. بررس��ی و مقایس��ه  کارایی این باکتری ها و قارچ ها نسبت به 
یکدیگر پاکسازی آلاینده های نفتی از منابع طبیعی

3. ایجاد باکتری ها و قارچ های موتانت با استفاده از موتاژن ها که 
قدرت تجزیه کردن آلاینده های نفتی را بیشتر دارند.

پی نوشت 
1. درون موجود زنده

2. خارج از شرایط موجود زنده 
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نمودار 2- 2 تعداد و طول گندم های رشد کرده در نمونه های خاکی جمع آوری شده از مناطق مختلف
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