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آلودگي نفتي در محيط هاي دريايي يك مساله جهاني است.

سالانه مقادير زيادي نفت وارد محيط هاي دريايي مي شود. 

خليج فارس به دليل موقعيت استراتژيك خود محل عبور بيش 

از ۶۰ ٪ نفت خام مورد نياز جهان است كه لقب آلوده ترين                                                                                 

درياي جهان را به خود اختصاص داده است. براي جداسازى 

باكترى هاى تجزيه كننده نفت خام از شن هاى ساحلى و 

آب آلوده به نفت در خليج فارس نمونه برداري انجام شد. 

سپس باكترى هاى تجزيه كننده نفت خام با كشت در محيط 

اختصاصى مورد غربالگرى قرار گرفتند. سويه هايي كه رشد و 

حذف نفت بالاترى داشتند انتخاب و با روش هاى بيوشيميايي                                                                                     

و مولكولى شناسايي شدند. اين سويه ها كه به جنس هاى 

Acinetobacter وPesudomonas تعلق داشتند، براى ادامه 

تحقيق مورد استفاده قرار گرفتند. براى طراحى تاگوچى، ۶ 

عامل (دما، منبع نيتروژن، سورفكتانت، غلظت نفت، منبع كربن 

اضافى و باكترى تجزيه كننده) در نظر گرفته شد كه ۵ عامل 

آن داراى ۳ سطح و عامل دما داراى ۲ سطح بود كه براي آن 

آزمايش L18 طراحى شد. نتايج به دست آمده از آزمايش هاي 

تاگوچى نشان داد كه دما تاثيرى در تجزيه ندارد و تجزيه 

زيستى مى تواند در دامنه دمايي C° ۳۷-۳۰ صورت پذيرد.                                                                                          

منبع نيتروژنى 2SO4(NH4) بهترين منبع نيتروژنى مى باشد. 

تجزيه در حضور سورفكتانت نسبت به عدم حضور آن با 

سرعت بيشترى صورت مى گيرد و از دو سورفكتانت به كار 

رفته، tween 80 موجب اثر بيشترى در تجزيه مى شود. با 

افزايش غلظت نفت از ۱ به ۴ ٪ تجزيه به طور قابل توجهى                                                                                               

كاهش مى يابد. با حضور منبع كربن ديگرى همراه با نفت تجزيه 

سرعت بيشترى مى يابد. كشت مخلوط هر دو سويه AS و BS و 

سويه ٬A. calcoaceticus BS اثر يكسانى در تجزيه نفت دارند 

و هر دو سطح به مراتب بالاتر از P. aeruginosa AS مى باشند.                                                                                 

مجموع توزيع از كليه عوامل برابر با ۹۵/۳٪ مى باشد كه 

۴/۷٪ باقيمانده را مى توان به خطاى آزمايش ها نسبت 

داد. در نهايت كارايي طراحى تاگوچى انجام شده برابر 

۷۷ ٪ مى باشد. با به كارگيرى سويه هاى به دست آمده در 

اين تحقيق و همچنين نتايج حاصل از شرايط بهينه در 

آزمايش هاي تاگوچى و امكان سنجى كارايي اين سويه ها 

در آب شور، مى توان در سطح ميدانى، آلودگى هاى نفتى                                                                                     

ايجاد شده در خليج فارس را به نحو مطلوبى برطرف كرد.

يادداشت پژوهشي
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۷۳بهينه سازي تجزيه زيستي نفت...

مقدمه
نفت خام يكي از مهمترين منابع طبيعي است كه سوخت 

فسيلي عمده منابع صنعتي و ماده اوليه مورد نياز صنايع 

پتروشيمي را تأمين مي كند. آلودگي مزمن محيط با نفت 

موجب به هم ريختگي اكولوژيكي شده و مانع از استفاده 

پايدار آن توسط بشر مي شود. هيدروكربن هاي نفتي 

آلاينده هاي اصلي محيط هاي دريايي هستند. خليج فارس 

از متنوع ترين اكوسيستم هاي جهان است. در آب هاي منطقه 

خليج فارس ۵۷/۱ ٪ آلودگي نفتي مربوط به حمل و نقل 

كشتي ها و ۲۲/۴٪ مربوط به بهره برداري از دريا است. 

گسترش روزافزون حمل و نقل دريايي نفت، خطر آلودگي 

دريا و نيز حوادث نفتكش ها را بيشتر كرده است. خليج فارس 

به خاطر موقعيت استراتژيك خود محل عبور بيش از ۶۰ ٪      

نفت خام موردنياز جهان مي باشد [۱]. روش هاي مرسوم 

جلوگيري از نشت نفت، عمدتاً سوزاندن فيزيكي است. 

در حذف نشت نفت، روش هاي زيستي داراي مزايايي 

نسبت به درمان هاي فيزيكي و شيميايي هستند، به طوري كه 

آن ها به تجزيه زيستي عمقى تر بخش هاي نفت به وسيله 

ميكروارگانيسم ها امكان مي دهند [۴-۲]. تجزيه زيستي 

مشتقات نفتي در محيط هاي آلوده موثرتر، قوي تر و از نظر 

اقتصادي مقرون به صرفه تر از روش هاي فيزيكو شيميايي 

است. ميزان تجزيه زيستي وابسته به غلظت آلاينده، طول 

زنجيره آلكان ها، بيوسورفكتانت و نوع ميكروارگانيسم 

مي باشد. تركيبات اشباع نفت خام و به ويژه آلكان هاي با 

طول زنجيره متوسط سريع تر تجزيه مي شوند. ميزان تجزيه و 

معدني شدن۱ تركيبات آلي وابسته به غلظت تركيبات است، 

به طوري كه غلظت هاى بالايي از هيدروكربن ها به وسيله 

محدود كردن مواد غذايي و اكسيژن يا از طريق اثرات سمي 

ايجاد شده توسط هيدروكربن هاي فرار، از تجزيه زيستي 

ممانعت مي كنند. عوامل متعددى بر روى ميزان تجزيه 

زيستى نفت خام در محيط هاى دريايي تاثير مى گذارند.                                                                                     

از جمله اين عوامل مى توان به عوامل طبيعى، اكسيژن، 

موجودات زنده، نيتروژن، فسفر، دما و pH اشاره كرد [۵].      

     درك عوامل تاثيرگذار بر ميزان تجزيه زيستى براي تعيين 

راهبردهاى اساسى به منظور طراحى سيستم هاى زيست 

سالم سازى۲ و بهبود جمعيت ميكروبى۳ داراي اهميت 

خاصى است [۶]. دامنه وسيعي از باكتري ها، قارچ هاي 

رشته اي و مخمرها مي توانند نفت خام را متابوليزه كنند، 

اما در اين بين باكترى هاى تجزيه كننده از اهميت بيشترى 

برخوردارند و مى توانند دامنه وسيع ترى از تركيبات نفتى 

را تجزيه نمايند [۷]. هدف از اين تحقيق بررسى برخى 

عوامل محيطى بر روى ميزان تجزيه زيستى نفت خام 

توسط سويه هاى بومى دريايي جداسازى شده از خليج 

فارس مى باشد. علاوه بر اين، هدف بر اين است كه شرايط 

بهينه براى تجزيه زيستى نفت در خليج فارس به كمك 

سويه هاى بومى به دست آيد.

مواد و روش ها
نمونه برداري

به منظور جداسازي باكتري هاي تجزيه كننده نفت خام، 

شن هاى ساحلى و نمونه هاي آب دريا از مناطق مختلف خليج 

فارس شامل جزيره هرمز، اسكله شهيد باهنر، اسكله شهيد 

رجايي، پالايشگاه نفت بندرعباس، جزيره سيرى و جزيره 

                                                                                   ۱-۱۲ cm خارك جمع آوري شدند. نمونه هاي شن از عمق

سطح ساحل با استفاده از چاقوي استريل به دست آمد. 

نمونه هاي آب دريا از عمق cm ۱۵ در بطري هاي ۱۰۰ 

ميلي ليتري جمع آوري شد و روي يخ به آزمايشگاه منتقل 

شدند. خصوصيات فيزيكوشيميايي نمونه هاى شن و آب 

جمع آورى شده با فرستادن نمونه ها به آزمايش مكانيك 

خاك تعيين شدند. اين اطلاعات در جدول ۱ آمده است.

 

جداسازي و غربال گري باكتري هاي تجزيه كننده نفت خام
از محيط سنتزي پايه نمكي بو شنل هاس۴ (BHMS) براي 

جداسازي باكتري هاي تجزيه كننده نفت خام استفاده شد. 

محيط BHMS حاوي تركيبات زير است (گرم بر ليتر): ۱ گرم 

KH2PO4، ۱ گرم KH2PO4، ۰/۲ گرم MgSO4.7H2O، ۰/۰۲ گرم                                                                                                

 pH ۶۰٪ و FeCl3 و دو قطره از NH4NO3 ۱ گرم ،CaCl2

محيط نيز برابر ۷ مي باشد. ۱٪ نفت خام سبك ايران به عنوان 

تنها منبع كربن و انرژي نيز در اين محيط استفاده شد [۸].

1. Mineralization
2. Bioremediation
3. Bioaugmentation
4. Bushnell Hass Mineral Salt
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جدول۱- مشخصات فيزيكوشيميايي نمونه هاى شن هاى ساحلى و آب جمع آورى شده از خليج فارس

مشخصات نمونه آبمشخصات نمونه شن هاى ساحلى

 ºC ۳۲ دماشنىنوع بافت

۱۵ شورى ( گرم بر ليتر)۹۱/۸درصد شن 

۱۰هدايت الكتريكى (ds/m)۴/۷درصد سيلت

۱۰۲۰چگالى (Kg m -3)۳/۵درصد رس

۱۰۰ اكسيژن محلول (ppm O2 Lit -1)۱۱/۸درصد رطوبت

۲۷غلظت نيترات (ppm)۳۷/۷درصد تخلخل

۱۸غلظت فسفر (ppm)۱/۶۵چگالي توده (كيلوگرم بر مترمكعب)

(ppm) ۱۰۰غلظت پتاسيمpH۶/۲

(ppm) ۱۷غلظت فسفر

۰/۰۱۱درصد نيتروژن

۰/۱۱درصد كربن آلى

۲۴/۵درصد اشباع پذيرى
pH۷/۴

(ds/m) ۶/۵هدايت الكتريكى

۱۸ نمونه شن و ۱۲ نمونه آب براى جداسازى باكترى هاى 

تجزيه كننده مورد استفاده قرار گرفتند. براي جداسازي، 

ابتدا يك گرم نمونه شن و يك ميلي ليتر از نمونه هاي آب به 

ارلن هاي داراي ۱۰۰ ميلي ليتر از محيط BHMS اضافه شد و 

 RPM ۳۰، روي شيكر با دور ºC به مدت ۱۰ روز در دماي

۱۸۰، انكوبه شد. سپس ۵ ميلي ليتر از مايع محيط، به محيط 

جديد BHMS منتقل شد و پس از ۴ بار واكشت كلني 

باكتري ها روي محيط BHMS حاوى آگار، خالص سازي شد.                                                                                                                                              

شناسايي باكتري هاي تجزيه كننده 
با استفاده از آزمايش هاي بيوشيميايي همچون رنگ آميزى گرم، 

آزمايش  هوازى و بى هوازى بودن، توليد اسپور و كپسول، شكل                                                                                        

ميكروسكپى، حركت، آزمايش اكسيداز و كاتالاز، شناسايي 

اوليه باكترى هاى تجزيه كننده صورت گرفت و در ادامه 

شناسايي مولكولى با تكثير قسمتى از ژن 16S rDNA توسط 

پرايمرهاى 'UniP1: 5'-CCTACGGGAGGCAGCAG-3 و                                                                                                                                                

UniP2:5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3 انجام شد.

برنامه PCR براي تكثير ژن بدين صورت بود:

    دماى دناتوراسيون ºC ۹۴ به مدت يك دقيقه، دماى 

                                                                                          ۷۲ ºC ۵۵ به مدت ۱ دقيقه و دماى تكثير ºC اتصال پرايمرها

به مدت ۱ دقيقه و تعداد سيكل ها ۳۵ بود. محصول حاصل 

 bp در ژل آگاروز ۱٪ بارگذارى شد و سپس باند PCR از

 (K0513) ۴۰۰ از ژل آگاروز طبق دستورالعمل كيت فرمنتاز

استخراج و براي تعيين توالى فرستاده شد. هومولوژى 

توالى هاى به دست آمده با توالى هاى موجود در بانك ژنى 

با استفاده از نرم افزار BLAST (آنلاين) مورد بررسى قرار 

گرفت و قرابت بالاتر از ۹۸٪ به عنوان جنس و گونه باكترى 

مجهول لحاظ شد [۹]. 

طرح تاگوچى براى بهينه سازى تجزيه زيستى نفت خام
                                                                                          A.calcoaceticus BS تجزيه نفت خام توسط سويه هاى

وP. aeruginosa AS با روش آمارى تاگوچى مورد 

بهينه سازى قرار گرفت. براى طراحى تاگوچى، ۶ عامل 

(دما، منبع نيتروژن، سورفكتانت، غلظت نفت، منبع كربن 

اضافى و باكترى تجزيه كننده) در نظر گرفته شد كه ۵ 

عامل آن داراى ۳ سطح و عامل دما داراى ۲ سطح بود.

جدول ۲، عوامل و سطوح آنها را نشان مى دهد.

    عوامل ذكر شده در جدول ۲، در نرم افزار Qualitek4 وارد شد                                                                                                                                               
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و آزمايش L18 توسط نرم افزار طراحى شد. جدول۳، شرايط 

به كار رفته در هر آزمايش تاگوچى را نشان مى دهد [۱۰].                                                                                                                                            

    آزمايش هاي تاگوچى درون لوله آزمايش (با حجم ۱۰ 

سى سى) بدون همزدن انجام شد. لوله ها به مدت ۳ هفته 

در شرايط ذكر شده در جدول ۳، به صورت افقى گرمخانه 

گذارى و پس از گذشت دوره انكوباسيون، دو پارامتر مورد 

سنجش قرار گرفت:

۱- رشد باكترى كه با خواندن جذب نورى در ۶۰۰ نانومتر 

انجام شد.

۲- حذف نفت با استخراج نفت باقيمانده در لوله آزمايش 

با ۱DCM و خواندن جذب نورى آن در ۴۲۰ نانومتر 

محاسبه شد.

هر آزمايش تاگوچى داراى ۳ تكرار همراه با ۲ شاهد بود:

الف) شاهد كدورت: اين شاهد براي محاسبه كدورت 

باكترى تلقيح شده در ابتداى آزمايش به كار رفت و داراى 

همه تركيبات به جز نفت بود.

ب) شاهد حذف نفت: اين شاهد براي محاسبه از دست 

رفتن غير زيستى نفت در طول دوره انكوباسيون به كار 

رفت و واجد همه تركيبات بود ولى باكترى به آن تلقيح 

نشد [۱۱].      

نتايج
جداسازى، شناسايي و خصوصيات باكترى هاى تجزيه كننده 

نفت خام

بيست وپنج سويه باكتريايي تجزيه كننده نفت خام از 

شن هاى ساحلى و آب خليج فارس در مناطق ذكر شده 

جدول۲- عوامل انتخاب شده براى طرح تاگوچى و سطوح آن ها

سطح ۳سطح ۲سطح ۱عامل

- C۳۷ °C° ۳۰دما

KNO3پپتون2SO4(NH4)منبع نيتروژن

تريتون X-100توين ۸۰بدون سورفكتانتسورفكتانت

۴٪۲/۵٪۱٪غلظت نفت

(BS+AS) كشت مخلوطA. calcoaceticus BSP. aeruginosa ASنوع باكترى تجزيه كننده

پيرواتگلوكزبدون منبع كربن كمكىمنبع كربن كمكى

جداسازي شدند. در بين آنها دو سويه كه رشد و حذف 

نفت بالاترى را نشان مى دادند، براي مطالعات بعدى و 

طراحى تاگوچى انتخاب و مورد شناسايي قرار گرفتند. 

سويه AS كه از نمونه آب جزيره هرمز جداسازى شد، يك 

باكترى ميله اى گرم منفى متحرك با رشد هوازى و عدم 

قابليت رشد تحت شرايط بى هوازى، اكسيداز و كاتالاز 

مثبت، هيدروليز ژلاتين مثبت و قادر به توليد اسيد از 

قندهايي همچون گلوكز، فروكتوز و زايلوز و عدم توليد 

اسيد از قندهاى مالتوز، لاكتوز و سوربيتول بود كه در 

جنس Pseudomonas قرار گرفت. سويه BS كه از نمونه 

شن هاى ساحلى جزيره خارك به دست آمد، يك باكترى 

كوكوباسيل گرم منفى غير متحرك، شديداً هوازى، كاتالاز 

مثبت، اكسيداز منفى كه قادر به توليد اسيد از گلوكز بود 

و در جنس Acinetobacter قرار گرفت. پس از شناسايي 

مولكولى و تعيين توالى قسمتى از ژن 16S rDNA، مشخص 

                                                                   P. aeruginosaمربوط به جنس و گونه AS شد كه سويه

 A.calcoaceticus BS به جنس و گونه  و سويه 

AS در پايگاه                                                                  تعلق دارد. شماره دستيابى سويه 

٬EMBL FM957532 و سويه ٬BS FM881902 مى باشد.     

بهينه سازى تجزيه نفت با روش تاگوچى
عوامل متعددى مى توانند بر روى تجزيه زيستى نفت تاثير 

داشته باشند. به منظور به دست آوردن بهترين شرايطى كه 

مى تواند موجب تجزيه بالاترى از نفت باشد، يك آزمايش 

آمارى تاگوچى با ۵ عامل ۳ سطحى و يك عامل ۲ سطحى 

طراحى و آزمايش L18 با ۱۸ آزمايش مختلف انجام شد.  

1.Dichloromethane
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جدول۳- شرايط به كار رفته در هر آزمايش تاگوچى

دماشماره آزمايش

(°C)

غلظت نفتسورفكتانتمنبع نيتروژنمنبع كربن

(٪)

نوع باكترى تجزيه كننده

۱BS بدون2SO4(NH4)بدون۱۳۰

Tween 80 ۲/۵ASپپتونبدون۲۳۰

KNO3Triton X-100 ۴AS+BSبدون۳۳۰

۲/۵AS بدون2SO4(NH4)گلوكز۴۳۰

Tween 80 ۴BS+ASپپتونگلوكز۵۳۰

KNO3Triton X-100 ۱BSگلوكز۶۳۰

2SO4Tween 80 ۱BS+AS(NH4)پيروات۷۳۰

Triton X-100 ۲/۵BSپپتونپيروات۸۳۰

۴AS بدونKNO3پيروات۹۳۰

2SO4Triton X-100 ۴AS(NH4)بدون۱۰۳۷

۱BS+ASبدونپپتونبدون۱۱۳۷

KNO3Tween 80 ۲/۵BSبدون۱۲۳۷

2SO4Tween 80 ۴BS(NH4)گلوكز۱۳۳۷

Triton X-100 ۱ASپپتونگلوكز۱۴۳۷

۲/۵BS + AS بدونKNO3گلوكز۱۵۳۷

2SO4Triton X-100 ۲/۵BS + AS(NH4)پيروات۱۶۳۷

۴BS بدونپپتونپيروات۱۷۳۷

KNO3Tween 80 ۱ASپيروات۱۸۳۷

پس از اتمام دوره انكوباسيون، درصد حذف نفت براى 

هر آزمايش محاسبه شد و نتايج به دست آمده در نرم افزار 

Qualitek4 وارد شد و محاسبات آمارى و نمودارها به دست 

آمد. در قسمت هاى زير اثر هر يك از عوامل به همراه 

نمودار مربوطه به طور جداگانه شرح داده شده است.

اثر دما
باكترى هاى به كار رفته در طراحى تاگوچى، باكترى هاى 

محيطى بوده كه از محيط دريايي خليج فارس و از مناطق 

جزيره خارك و جزيره هرمز جداسازى شده بودند. دماى 

آب در اين منطقه بين C° ۳۷-۳۰ در طى فصول مختلف سال 

متغير است. نتيجه اثر دما بر روى تجزيه زيستى در شكل 

۱ آمده است. همان طور كه در اين شكل مشخص است، 

اختلاف زيادى بين دو سطح دما در تجزيه نفت ديده نمى شود. 

                                                                                     (۳۷ °Cدماى) و سطح ۲ (۳۰ °C دماى) به طوري كه سطح ۱

به ترتيب داراى اثر ۵۵٪ و ۵۹٪ در حذف نفت شده اند كه 

اين اختلاف ۴ درصدي مى تواند به خطاى آزمايش نسبت 

داده شود كه در جدول ۳ توسط نرم افزار محاسبه شده 

ناديده گرفته مى شود. لذا تجزيه زيستى مى تواند در دامنه 

دمايي C° ۳۷-۳۰ صورت پذيرد.



۷۷بهينه سازي تجزيه زيستي نفت...

شكل۱- ميانگين اثر عوامل به كار رفته در آزمايش هاي تاگوچى بر روى درصد تجزيه نفت خام همراه با سطوح آزمايش توسط 
باكترى هاى تجزيه كننده

۴۹

۲۹

۳۹
۳۴

ميانگين اثر منبع نيتروژن
(الف)

(د)(ج)

(ذ)

۱ ۲ ۳

سطوح آزمايش

۴۱

۴۴
۴۴

۵۵
۶۰

۵۰

۶۵

۷۶
۷۱

۸۶
۹۱

۸۱۸۳

۰/۵۹

سطوح آزمايش

۰/۵۵

۲۹

۳۹
۴۴

۵۵
۶۰

۵۰

۶۵

۷۶

۳۴

۷۱

۸۶
۹۱

۸۱

ميانگين اثر دما
(ب)

۲۱

۴۹ ۴۹

۷۵

ميانگين اثرغلظت نفت
۱ ۲ ۳

سطوح آزمايش
۲۹

۳۹
۴۴

۵۵
۶۰

۵۰

۶۵

۷۶

۳۴

۷۱

۸۶
۹۱

۸۱

سطوح آزمايش

۷۷

۵۸

۳۸

ميانگين اثرسورفكتانت شميايي
۲ ۳۱۲۹

۳۹
۴۴

۵۵
۶۰

۵۰

۶۵

۷۶

۳۴

۷۱

۸۶
۹۱

۸۱

۶۹
۶۴

۴۰

ميانگين اثرمنبع كربن كمكي
۱ ۲ ۳

سطوح آزمايش
۲۹

۳۹
۴۴

۵۵
۶۰

۵۰

۶۵

۷۶

۳۴

۷۱

۸۶
۹۱

۸۱

سطوح آزمايش

ميانگين اثرمنبع كربن كمكي

(ر)

۲ ۳

۶۶۶۵

۴۱

۱
۲۹

۳۹
۴۴

۵۵
۶۰

۵۰

۶۵

۷۶

۳۴

۷۱

۸۶
۹۱

۸۱
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اثر منبع نيتروژن
ثابت شده است كه مواد غذايي از جمله نيتروژن و فسفر 

در تجزيه زيستى تاثير زيادى دارند، در اينجا اثر ۳ منبع 

نيتروژنى كه به طور معمول در تصفيه زيستى استفاده 

مى شوند، به كار برده شد. نتايج اثر منبع نيتروژن در شكل ۱ 

نشان داده شده است. همان طور كه اين شكل نشان مي دهد، 

سطح ۱ منبع نيتروژن، بالاترين تاثير را در حذف نفت داشته 

و با حضور منبع نيتروژن 2SO4(NH4) بيش از ۸۳٪ نفت 

تجزيه شده است. سطح ۲ (پپتون) و سطح ۳ (KNO3) به 

مراتب از سطح ۱ اثر كمترى داشته در حالي كه درصد تاثير 

پپتون به عنوان منبع نيتروژن بالاتر از KNO3 بوده است. در 

هر سطح نيتروژنى تجزيه زيستى اتفاق افتاده است، اما منبع 

نيتروژنى2SO4(NH4) بهترين منبع نيتروژنى مى باشد.

اثر سورفكتانت شيميايي
سورفكتانت ها با پخش كردن فاز نفتى به درون فاز آبى 

مى توانند در تجزيه نفت نقش بسزايي داشته باشند، زيرا  

عموماً تركيبات نفتى از خاصيت آب گريزى بالايي برخوردار 

هستند. انتخاب نوع سورفكتانت شيميايي براي بهينه سازى 

تجزيه نفت امر مهمى است، زيرا برخى از سورفكتانت ها 

علاوه بر خاصيت پراكنش فاز نفتى اثر سمى نيز داشته و 

ممكن است موجب مهار رشد ميكروارگانيسم ها شوند. در 

 triton X-100 و tween 80 اينجا اثر ۲ سورفكتانت شيميايي

در مقايسه با حالتى كه هيچ سورفكتانتى اضافه نشده بود، 

بررسى شد (شكل۱). با توجه به اين شكل به طور واضح 

مشاهده مى شود كه در غياب سورفكتانت (سطح ۱) تجزيه 

در پايين ترين حد خود (۳۸٪) قرار دارد و هر دو سطح 

۲ و ۳ كه حضور سورفكتانت است بالاتر از عدم حضور 

سورفكتانت مى باشد. اين موضوع مى تواند به دستيابى 

بيشتر باكترى به تركيبات نفتى به دليل خاصيت پخش مواد 

نفتى به وسيله سورفكتانت باشد. از دو سورفكتانت به كار 

رفته، tween 80 موجب اثر بيشترى (۷۷٪) در تجزيه نفت 

در مقايسه با triton X-100 (۵۸٪) مى شود. 

اثر غلظت نفت
با افزايش غلظت نفت از ۱ به ۴٪٬ تجزيه به طور قابل توجهى 

كاهش يافت. همان طور كه در شكل۱ آمده است، بالاترين                                                                                  

حالت تجزيه نفت در غلظت ۱٪ صورت مى گيرد. هر چند 

در غلظت هاى بالاتر نيز تجزيه صورت گرفته است. نكته 

جالب توجه ديگر اين است كه در سطح ۲ (غلظت ٪۲/۵) 

و سطح ۳ ( غلظت ۴٪) تجزيه يكسانى رخ داده است.

اثر نوع سويه و باكترى تجزيه كننده
 P. aeruginosa AS و A. calcoaceticus BS از دو سويه

براى طراحى تاگوچى استفاده شد. در يك سطح نيز از 

اين دو سويه تواماً جهت بررسى اثر كشت مخلوط 

استفاده گرديد. نتيجه اثر نوع سويه و باكترى تجزيه كننده 

در شكل ۱ آمده است. با توجه به اين شكل، سطح ۳ 

(كشت مخلوط) بالاترين اثر را در تجزيه نفت دارد (٪۶۶). 

سويه A. calcoaceticus BS داراي اثر ۶۵٪ در تجزيه نفت 

در مقايسه با سويه P. aeruginosa AS كه اثر ۴۱٪ دارد 

مي باشد. نكته ديگرى كه در اين شكل به چشم مى خورد 

اين است كه اختلاف بين سطح ۲ و۳ بسيار ناچيز است 

(۱٪)، به طورى كه خطاى آزمايش در نظر گرفته مي شود. 

يعنى كشت مخلوط و سويهA. calcoaceticus BS اثر 

يكسانى در تجزيه نفت دارند و هر دو سطح به مراتب 

بالاتر از P. aeruginosa AS مى باشند. 

اثر افزودن منبع كربن كمكى
اثر منبع كربن كمكى علاوه بر نفت بر روى تجزيه نيز ديده 

مى شود (شكل ۱). با توجه به شكل، سطح ۳ كه اضافه كردن 

پيروات به عنوان منبع كربن كمكى است، بالاترين تاثير (٪۶۹)                                                                                             

را روى تجزيه نفت دارد و در سطح ۱ كه هيچ منبع كربن 

كمكى در محيط كشت وجود ندارد، كمترين اثر را دارد 

(۳۹٪). اين نتايج دلالت بر اين دارد كه افزودن يك منبع 

كربن علاوه بر نفت كه براى باكترى قابل استفاده باشد 

مى تواند تجزيه زيستى نفت را افزايش دهد. در اينجا دو 

نوع منبع كربن كمكى در سطوح ۲ و ۳، شامل گلوكز 

و پيروات به كار برده شدند. با توجه به نمودار سطح ۳ 

(پيروات) اثر آن از سطح ۲ (گلوكز) بيشتر است. وجود 

منبع كربن كمكى باعث مى شود كه باكترى ابتدا از اين منبع                                                                                                                                             

كربنى استفاده كرده و در نتيجه بيوماس سلولى افزايش يابد                                                                                                                                             
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و پس از اتمام اين منبع كربن كمكى، باكترى با توده سلولى 

بالايي به تجزيه نفت مى پردازد و اين امر موجب مى شود 

كه توانايي تحمل سميت نفت افزايش يافته و درصد تجزيه 

در مقايسه با حالت عدم وجود منبع كربنى كمكى افزايش 

يابد. احتمال ديگر در افزايش ميزان تجزيه نفت در حضور 

منبع كربن كمكى، فرايند كومتابوليسم است كه باكترى به 

كمك منبع كربن موجود، نفت را آسان تر تجزيه مى كند.

آناليز واريانس۱ اثر كليه عوامل
داده هاى حاصل از آناليز واريانس از نتايج اثر كليه عوامل 

به كار رفته در طراحى تاگوچى در جدول ۴ آمده است. 

همان طور كه در اين جدول نشان داده شده، عاملى كه 

1.ANOVA

بيشترين تاثير را در كارايي حذف نفت داشته است، منبع 

نيتروژن مى باشد و كمترين اثر مربوط به دماى گرمخانه 

گذارى مى باشد. منبع كربن اضافى و غلظت نفت اثرات 

مشابهى در كارايي تجزيه داشته اند اما اثر هر دوى آنها كمتر 

از درصد تاثير منبع نيتروژن بوده است.

اثرات سطوح عوامل در كارايي تجزيه نفت
در تاثير نهايي يك عامل، ميزان تاثيرگذارى هر يك از 

سطوح در مقابل خطاى آزمايش بسيار مهم است. در 

جدول۵، اثرات سطوح هر عامل به طور جداگانه آمده و 

داده هاى اين جدول در نمودارها ارائه شده است.

جدول۴- آناليز واريانس و درصد تاثير عوامل به كار رفته در طراحى تاگوچى براي بهينه سازى تجزيه نفت 

درجه آزادى عامل
(DOF)

مجموع مربعات 
(SS)

(V) واريانسF مجموع خالص نسبت
(SS´) مربعات

 تاثير عامل 
(٪)

۱۱۰/۱۸۲۰/۱۰۴۰/۴۹۶۰/۱۰۶۵. دما

۲۲۰/۵۷۸۰/۲۸۹۹/۸۲۴۰/۵۱۹۱۵/۲۲. منبع كربن اضافى

۳۲۱/۱۶۸۰/۵۸۴۱۹/۸۵۱/۱۳۰/۰۶. منبع نيتروژن

۴۲۰/۹۱۹۰/۴۵۹۱۵/۶۲۰/۸۶۱۹/۴۴. سورفكتانت

۵۲۰/۵۶۲۰/۲۸۹/۵۴۶۰/۵۰۲۱۴/۷۵. غلظت نفت

۶۲۰/۴۷۸۰/۲۳۹۸/۳۸۰/۴۲۱۲/۴۸۶. نوع باكترى تجزيه كننده

۲۰/۱۱۴۰/۰۳۵۰/۲۹۶۰/۰۵۳/۰۴۴خطاى آزمايش

۱۳۴۲۶۳/۷۷۳/۵۵۷۱۰۰مجموع

جدول۵- درصد تاثير هر يك از سطوح عوامل در تجزيه نفت

سطح ۳سطح ۲سطح ۱عامل

-۱۵۵/۳۵۹/۴. دما

۲۳۹/۶۶۳/۳۶۸/۵. منبع كربن اضافى 

۳۸۲/۵۴۸/۵۴۱/۱. منبع نيتروژن

۴۳۷/۵۷۶/۷۵۷/۹. سورفكتانت

۵۷۵۴۸/۵۴۸/۶. غلظت نفت

۶۴۱۶۵۶۶. نوع باكترى تجزيه كننده
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جدول۶- شرايط بهينه پيشنهاد شده توسط نرم افزار Qualitek4 براى تجزيه نفت 

درصد توزيعنوع سطحتوضيح سطحعامل

۱۳۷۲۴. دما

۳۱۲/۱پيروات۲. منبع كربن اضافى 

2SO4۱۲۷/۷(NH4)۳. منبع نيتروژن

۲۲۱/۳توين ۴۸۰. سورفكتانت

۱۱۱۹/۶٪۵. غلظت نفت

۳۱۰/۶كشت مخلوط ۶BS+AS. نوع باكترى تجزيه كننده

شرايط بهينه براى تجزيه نفت
در مجموع با آناليز نتايج كليه عوامل و همچنين ميان كنش 

بين آنها، روش تاگوچى شرايط بهينه مندرج در جدول ۶ 

را براي انجام تجزيه زيستى نفت پيشنهاد مى كند. نكته اى 

كه بايد ذكر شود اين است كه مجموع درصد توزيع از 

كليه عوامل برابر با ۹۵/۳ مى باشد كه ۴/۷٪ باقي مانده را 

مى توان به عوامل ديگري كه مورد مطالعه قرار نگرفته اند و 

يا به خطاى آزمايش ها نسبت داد. در نهايت كارايي طراحى 

تاگوچى انجام شده برابر ۷۷٪ مى باشد، بدين معنا كه سطح 

اطمينان به شرايط بهينه پيشنهاد شده ۷۷٪ است.

نتيجه گيرى
شرايط متعددى مى توانند بر روى تجزيه نفت در محيط هاى 

دريايي تاثيرگذار باشند. در اين تحقيق برخى از مهمترين 

شرايط انتخاب و آزمايش تاگوچى به منظور بررسى اثرات 

هر يك از اين عوامل بر روى تجزيه نفت طراحى شد. 

شرايط انتخاب شده شامل: دما، منبع نيتروژن، سورفكتانت، 

غلظت نفت، باكترى تجزيه كننده و منبع كربن اضافى بود.  

محققين متعددى اثر هر يك از اين شرايط را به صورت 

جداگانه و يا تركيبى بر روى تجزيه نفت در محيط هاى 

دريايى بررسى كرده اند [۱۲-۱۴]. 

     زكرى۱ و چالال۲ اثر دما، شورى و غلظت نفت را روى 

تجزيه نفت توسط باكترى ترموفيل تجزيه كننده جداشده 

از سواحل امارات متحده عربى بررسى كردند [۱۲]. آنها 

دامنه دماييC° ۷۵-۳۵، شورى ۱۰-۰ ٪ و غلظت نفت 

۱۰-۱٪ را به كار بردند. اين محققين دريافتند كه با افزايش 

دما ميزان تجزيه توسط سويه هاى ترموفيل افزايش مى يابد، 

اما در غلظت هاى بالاى نفت ميزان تجزيه كاهش مى يابد. 

 ۳۷ °C ۳۰ تا°C در تحقيق حاضر مشخص شد كه دماى

اثر چندانى روى تجزيه نفت ندارند. تفاوت تحقيق حاضر 

با تحقيق زكرى و چالال در اين است كه در تحقيق حاضر 

سويه هاى مزوفيل تجزيه كننده نفت بررسى شد، اما به طور 

مشابه اين نتيجه به دست آمد كه با افزايش غلظت نفت، 

تجزيه زيستى كاهش مى يابد [۱۲].         

   ميزان تجزيه زيستى نفت خام در محيط هاى طبيعى 

مى تواند مكرر به وسيله در دسترس بودن مواد غذايي 

محدود شود. زيست سالم سازى محيط هاى آلوده معمولاً 

شامل افزودن نيتروژن و فسفر است. ماكرارن۳ اثر دو منبع 

NH4Cl) را روى تجزيه نفت خام  (KNO3 و  نيتروژنى 

سبك عربى بررسى كرد [۱۳]. او به اين نتيجه رسيد كه 

منبع نيتروژنى آمونياكى براي تجزيه بهتر از منبع نيتراتى 

مى باشد زيرا منبع نيتراتى باعث كاهش pH مى شود كه 

تجزيه را مهار مى كند. در تحقيق حاضر اثر سه منبع 

نيتروژنى (2 SO4(NH4)٬ KNO3 و پپتون) روى تجزيه 

نفت سبك ايران مورد بررسى قرار گرفت كه در اين بين 

مشابه تحقيق ماكرارن، منبع آمونياكى اثر بالاترى نسبت 

به منبع نيتراتى بر روى تجزيه داشت و حتى اثر منبع 

                                                                                                                                               pH نيتراتى كمتر از پپتون بود كه احتمالا به دليل تغيير دادن

محيط كشت و مهار تجزيه مى باشد.

    اثر سورفكتانت هاى شيميايي متعددى بر روى امولسيونه 

كردن نفت و افزايش تجزيه آن در مقالات گزارش شده                                                                                                                                              
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۸۱بهينه سازي تجزيه زيستي نفت...

Coretix 9500 است. ونوسا۱ و هولدر۲ كارايي دو نوع 

سورفكتانت شيميايي و JD2000 را روى تجزيه نفت خام 

در آب درياى مديترانه مورد مطالعه قرار دادند [۱۴]. آنها 

دريافتند كه حضور سورفكتانت شيميايي، تجزيه زيستى 

نفت در آب دريا را افزايش مى دهد هر چند اثر سورفكتانت 

Coretix 9500 بيش از JD2000 بود. در تحقيق حاضر اثر 

                                                                                         (tween 80 و triton X-100) دو سورفكتانت شيميايي

                                                                                                            tween 80روى تجزيه نفت بررسى شد. نتايج نشان داد كه

موثرتر از triton X-100 براى كاربرد تجزيه زيستى است. 

هر چند عدم وجود سورفكتانت موجب كاهش تجزيه 

نسبت به وجود هر يك از سورفكتانت ها مى شد. اثر 

پايين تر triton X-100 نسبت به tween 80 را مى توان به 

ايجاد ميسل هاى كمتر نسبت به tween 80 عنوان كرد.

    افزودن نوع ميكروارگانيسم به صورت كشت خالص يا 

كشت مخلوط به نفت نيز موضوع تحقيق در برخى مقالات 
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بوده است. اوكرن توگبا۳ و ازروني۴ تاثير كشت منفرد و مخلوط 

جدا شده از رودخانه و پساب پالايشگاه در نيجريه را روى 

تجزيه زيستى نفت خام بررسى كردند [۱۵]. آنها مشاهده 

كردند كه كشت منفرد اثر بهترى بر روى تجزيه نفت نسبت 

به كشت مخلوط دارد. در اين تحقيق نيز اثر كشت منفرد و 

                                                                                                                    P. aeruginosa AS و A. calcoaceticus BS مخلوط باكترى

بر روى تجزيه نفت بررسى شد و مشاهده شد كه كشت 

منفرد A. calcoaceticus BS اثر بهترى از كشت مخلوط 

دارد كه با نتايج اوكرن توگبا و ازروني همخوانى دارد.                                                                                                                                            

              

تشكر و قدردانى
اين تحقيق با حمايت مالى دانشگاه شهيد باهنر كرمان انجام 

شده است. بدين وسيله از معاونت پژوهشي اين دانشگاه 

قدردانى مى شود.
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