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 يها سميكروارگاني نفت خام توسط ميكيولوژي بهي تجزيساز نهيبه
  ها شي آزماي شده به روش طراحيساز خالص

  
  (Ph.D) 3ي مسعود بهشت ،(Ph.D)3يي رضا طلا محمد ،(Ph.D)2 جعفرزاده... ا نعمت ،*(M.Sc)1يي رضا طلا ريام
  ستي زطي عمران و محيگروه مهندس، ي جاميموسسه آموزش عال -1

  طي بهداشت محيگروه مهندس، دانشكده بهداشت، شاپور ي جندياه علوم پزشكدانشگ -2
  يمي شيگروه مهندس، دانشگاه اصفهان -3
  

  ده يچك
 از  يري جلوگ د،ي شد تي سم جادي از جمله ا   ي منجر به مشكلات فراوان    ستي ز طي در مح  ي نفت باتيحضور ترك : مقدمه
 ـ     نيدر هم . گردد يم...  و يز ب موجودات آ  ري مرگ و م   ،ي آب يها طي در مح  ژنيتبادل اكس   ي راستا مطالعه حاضر به بررس

  .  خاص پرداخته استي هاسميكروارگاني آب به كمك مي حذف نفت خام شناور بر رويچگونگ
در اولين گام از مطالعه براي جداسازي ميكروارگانيـسم هـاي تجزيـه كننـده تركيبـات نفتـي از                    : ها  و روش  مواد
 نـد يپس از جداسازي ميكروارگانيـسم هـا، فرا       .  نفت، از روش كشت خطي استفاده شد       هاي خاك و آب آلوده به      نمونه

 3 فـاكتور در     5. رفتي انجام پذ  ي و به روش تاگوچ    ها شي آزما ي تجزيه نفت خام توسط آنها با كمك طراح        ي ساز نهيبه
 و در   دنديبار تكرار گرد   دو   ي ساز نهي به يها شيآزما.  مورد استفاده قرار گرفت    نهي به طي شرا نيي تع يسطح مختلف برا  

  .  محاسبه گشتنهي بهطي شراي آمارلي پس از تحلتينها
 ـدر م .  شـد  ي خالص سـاز   تي و در نها   ي جداساز طي از مح  سميكروارگاني نوع م  14 مطالعه   نيدر ا : ها  يافته  ـ ا اني  ني

 بـات ي ترك هي تجز زاني م نيشتري شد ب  ي نامگذار A-14 كه   يسميكروارگاني بودند م  ي باكتر يها كه همگ   سميكروارگانيم
 جـدا   يهـا  سميكروارگانينشان داد كه همه م    ) E24 (ي ساز وني شاخص امولس  نييآزمون تع .  كرد جاديرا ا %) 89 (ينفت

  .  بودندوسورفكتانتي بدي مطالعه قادر به تولنيشده در ا
 ـ A-14پس از انجام فرايند بهينه سازي شرايط بهينه رشد باكتري        : گيري  نتيجه  30دمـا  : د به اين صورت تعيـين ش

 تـاً ي و نها  تـر ي گرم بر ل   1 تروژني ن لظت درصد، غ  3 برابر با    طي، درصد نفت موجود در مح     7 برابر با    pH گراد،يدرجه سانت 
 مطالعـه   نيدر ا . افتي شي درصد افزا  93 از   شي ب ي نفت باتي راندمان حذف ترك   زاني م نهي به طيدر شرا .  روز 5زمان ماند   

  . گشتهي مشابه تجزقاتي تحقري كمتر از ساينفت خام بصورت شناور و با مدت زمان
   

  ها شي آزماي طراح،ي روش تاگوچ،يكيولوژي بهي تجز،نفت خام شناور: هاي كليدي واژه
  

  مقدمه
نشت و پخش شدن تصادفي تركيبات نفتي دو عامـل مهـم           

و  در هنگام اكتشاف، توليد، پالايش، حمل        يورود تركيبات نفت  
هـاي   ورود فـرآورده  . باشـند  نقل و نگهداري تركيبات نفتي مي     

به حمل بـيش    هايي كه قادر     فت خام از طريق كشتي    ناشي از ن  
 وامـل باشـند يكـي از ع      هاي نفتـي مـي     ن فرآورده از هزاران ت  

زان گونه تركيبات است كه مي     ها به اين   آلاينده درياها و اقيانوس   
 مختلـف   يهـا  بخـش . ]1[يابـد    آن نيز روز به روز افزايش مي      

.  گردد ستي ز طيتواند به طرق متفاوت وارد مح      ي م زيخام ن  نفت

  Email: atalaie@jami.ac.ir                        086 -64225678 :نمابر         09173161034 :تلفننويسنده مسئول،  *
]     28/6/1388 :   تاريخ پذيرش12/2/1388 :تاريخ دريافت
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 يا  گـسترده  به طور ...  نفت كوره و   د،ي نفت سف  ن،يگازوئيل، بنز 
 ـ   فاده بشر مورد است   ي امروز يدر زندگ   و رهـا    رنـد يگ ي قـرار م

 آب و خـاك     يها منجر بـه آلـودگ       آن نشت اي و   يشدن تصادف 
. دينما يشده و مشكلات فراواني را براي محيط زيست ايجاد م         

 ـ  ي متداول كه از مشتقات نفت خام م       يها سوخت  يباشند تركيب
هاي آروماتيـك،    هيدروكربنها،   ها، الفين  پيچيده شامل پارافين  

اوي هاي ح   و مقادير اندكي از ملكول     فاتيكهاي آلي  هيدروكربن
ت بطور معمول تركيبا  . ]2[باشد   سولفور، نيتروژن و اكسيژن مي    

تر از تركيبات آليفاتيك با      آروماتيك موجود در نفت خام سمي     
هاي بالاتري نيز در     باشند و در غلظت     كربن مي  همان تعداد اتم  

 بـودن   لاترشوند كه اين امر به دليل پنج برابـر بـا           فت مي آب يا 
. ]3[باشـد    ها مـي   ها در مقايسه با آليفاتيك     حلاليت آروماتيك 

هـاي   هاي گوناگون براي حذف اين تركيبـات در محـيط          روش
سازي و  هاي فيزيكي مانند شناور روش. آبي پيشنهاد شده است

ها كه بطـور     نتهاي شيميايي مانند استفاده از سورفكتا      يا روش 
 تحقيق.  هستندراوانيهاي ف معمول پرهزينه و داراي محدوديت

اده اسـت كـه     بر روي تجزيه بيولوژيكي تركيبات نفتي نـشان د        
ــان ــاملاً امك ــن روش ك  ــ اي ــوده و م ــذير ب ــد يكــي از  يپ توان

هاي حذف تركيبـات نفتـي از        ترين روش  ثرترين و مو   اقتصادي
 ـادر . ]4-10[باشـد   هاي آبـي مـي     محيط  مطالعـات  نـه ي زمني
 و همكـارانش    يبطور مثال ل  .  است دهي به انجام رس   زي ن يمشابه

 ـ تجز ي بر رو  يا  در مطالعه  ]11[  ـولوژي ب هي  يهـا   فاضـلاب  كي
 را  سميكروارگاني م ي توانستند تعداد  زيخ  در مناطق نفت   يديتول

 كه قادر به مصرف نفت خام به صورت محلول          ندي نما ييشناسا
 ـات ر  به صـورت قطـر     ايدر آب و      ـبـا كمـك ا    . دنـد  بو زي  ني

 نفت خام موجـود در       درصد 85 توانست   يها ل  سميكروارگانيم
تلـز  . دي نما هي روز تجز  7ها را در مدت زمان       گونه پس آب   نيا

 لجن فعال در حـذف كـل        ستمي س كي يو همكارانش به بررس   
 شور خـارج شـده از   يها از آب (TPH) يدروكربني ه باتيترك
 نفـت خـام بـه صـورت         ياع حاو  نفت كه در حد اشب     يها چاه

ــرات ر  ــول و قط ــمحل ــد زي ــد پرداختن ــز از روش .   بودن تل
 يهــا سميــكروارگاني متيــ قابلشي افــزاي  بــرايسازگارســاز

.  استفاده نمـود   ي نفت باتي ترك هي تجز يموجود در لجن فعال برا    

 بـات ي كل ترك   درصد 98 روز   20فق شد در مدت زمان       مو يو
 ـ نما هيزها را تج   آب  پس ني موجود در ا   ينفت  و  بـل يد. ]12[ دي

 ـ ن]13[همكارش بارتا     ري تـاث ي در مطالعـه خـود بـه بررس ـ   زي
 ـ باتي فسفر و آهن در حذف ترك      تروژن،يحضور ن   در آب   ي نفت

 ازي مورد نري مقادي حاواي آب درافتنديها در آن.  پرداختندايدر
 ـ   نفت يها سميكروارگاني رشد م  يآهن برا   ـ   يخوار م  يباشـد ول

 ـو. د ندار اري را در اخت   ي و فسفر كاف   تروژنين  و همكـارانش    راي
 ـ تجزسهي به مقاييها ه در مطالعزي ن ]2[  ـولوژي بهي  ـ گازوئكي  لي

 ـكروارگانيتوسط دو دسته از م      جـدا شـده از خـاك        يهـا  سمي
.  بود پرداختنـد   لي از گازوئ  يادي ز ري مقاد ي كه حاو  يا اچهيدر
 ـگازوئ درصـد    90ها موفق به حذف      آن  موجـود در آب در      لي

 طي شـرا  يسـاز  نهي روز شدند و در ادامه كار به       40مدت زمان   
 ـكروارگاني م نيرشد ا   ـهـا را ن    سمي  و  يـي طلا.  انجـام دادنـد    زي

 ي خـود موفـق بـه جداسـاز        ي در مطالعات قبل   زيهمكارانش ن 
هـا   آن.  بـود  لي گازوئ هي شدند كه قادر به تجز     يسميكروارگانيم

 ـ ن لي گازوئ هي تجز يساز نهيدر مطالعه خود به به      و   پرداختنـد  زي
 ـ ا ي را بـرا   نـه ي به طيشرا  ـكروارگانيم ني  بـا كمـك روش      سمي

  .]14[مشخص نمودند تاگوچي 
چون دما،    هم ي گوناگون ها به عوامل   سميكروارگاني م يكارائ

pH نـوع   ،ي غلظت مواد مغـذ    ط،ي مح ي شور زانيماند، م  ، زمان 
 كــه يطــي محطيگرفتــه شــده، شــرا  بــه كــارسميــكروارگانيم
.  دارد يبـستگ ... آن قـرار داشـتند و      قبلاً در    ها سميكروارگانيم

 ـكروارگاني رشد م  نهي به طي شرا نيي تع نيابنابر  بـه   ي بـرا  اه ـ سمي
 ـ بـات ي ترك يكيولـوژ ي ب هيحداكثر رساندن تجز    ـ ي نفت توانـد   ي م

هاي گونـاگوني بـراي تعيـين        روش.  داشته باشد  يادي ز تياهم
گرفتـه شـده     شرايط بهينه رشد توسط محققين مختلف به كـار        

ر مقالاتي كه اثر پارامترهاي مختلـف بـر نـرخ           ت در بيش . است
  گرفتـه، از   رتحذف تركيبات نفتي و تعيين شرايط بهينـه صـو         

در .  استفاده شده است   "يك عامل در يك زمان    "روش آماري   
كه سـاير    شود، در حالي    روش يكي از عوامل تغيير داده مي       اين

گر يك متغير    سپس براي هر عامل كه نشان     . ت است عوامل ثاب 
. شود تعيين مي)  پاسخ در آن بهينه است    كه(، بهترين مقدار    است
در صـورتي كـه     . شود ار براي عوامل ديگر نيز تكرار مي      اين ك 
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يابي به   ابل وجود داشته باشد، احتمال دست     بين متغيرها اثر متق   
 طـرف   از. شرايط بهينه، با استفاده از اين روش بسيار كم است         

يد به ترتيب و بطور متـوالي       ها با  ديگر به دليل اين كه آزمايش     
ها زيـاد     مورد نياز و هزينه انجام آزمايش      انجام شود، زمان كل   

هـا بـه     شي آزما ي طراح كي استفاده از تكن   گريشود روش د   مي
 از  يباشد كه توسط تعداد كم ـ     يم "كسري از فاكتوريل  "روش  
ها بـراي هـر      طراحي آزمايش . كار گرفته شده است    به   نيمحقق

هاي بسياري وابسته باشد كـاربرد دارد و         كتوروضعيتي كه به فا   
 انتخاب بهترين حالت يك تكنيك منطقي است كه به فرد اجازه

 و در هـر  عيدهـد و در همـه صـنا      هاي ديگر مـي    را بين حالت  
. ربرد دارد جايي كه محصولات و فرايند وجود داشته باشد، كـا         

هـا كـه روش آمـاري نيـز خوانـده            در روش طراحي آزمايش   
هـاي   تعدادي از تركيب  ) زيرا مبناي كاملا آماري دارد    (شود   مي

هـا بـا    انتخاب شده و پس از انجام آزمايش    ممكن بين متغيرها    
دست آمـده، بهتـرين شـرايط كـه          ههاي ب  ارزيابي آماري پاسخ  

 موجود نباشد،   هاي آزمايش شده نيز    ممكن است در بين حالت    
ا و روابـط    اگر مطالعه اوليـه در تعيـين متغيره ـ       . شود تعيين مي 

 ـ       هها ب  متقابل بين آن   دسـت   هدقت صورت گرفته باشد، پاسـخ ب
  .]20[آمده بهترين پاسخ است 

 مهــم نــسبت بــه ي چنــد برجــستگي حاضــر دارامطالعــه
 ـ تجز يك ـي. باشد ي م ي قبل قاتيتحق  نفـت خـام     يكيولـوژ ي ب هي

 موضوع  ني به ا  ي كم ني سطح آب است كه محقق     يشناور بر رو  
هـا در     كه سال  ييها سميكروارگانيه از م  اند، دوم استفاد   پرداخته

 ـ باتي از ترك  يادي ز اري بس يها معرض غلظت  انـد و     بـوده  ي نفت
 يسـاز  نـه ي به يهـا بـرا    شي آزما ي استفاده از روش طراح    مسو
 طي شـرا ي از اين تحقيق بررس ي هدف اصل  ي نفت باتي ترك هيتجز
 ي نفـت خـام بـه كمـك روش طراح ـ     يكيولـوژ ي ب هي تجز نهيبه

 مختلـف   يها  روش اني از م  ي بررس نيدر ا . شدبا يها م  شيآزما
  .دي انتخاب گرديها روش تاگوچ شي آزمايطراح
 

  ها مواد و روش
 ني نخـست  در .هـا   ميكروارگانيسم يساز جداسازي و خالص  

 ـ بـات ي منطقه آلـوده بـه ترك      4 مطالعه از    نيگام از انجام ا     ي نفت

 مناطق عبارت بودند از خاك آلـوده بـه          نيا.  شد يبردار نمونه
 ـ پالا ينـد ي تهـران، فاضـلاب فرا     شگاهيفت اطراف پالا  ن  شگاهي

 ـ پالا يتهران، فاضلاب بهداشـت     تهـران و خـاك اطـراف        شگاهي
 ـ در   لي و گازوئ  ني بنز هيمخزن تخل   در شـهر    ني پمـپ بنـز    كي

هاي احتمالي موجـود در      اهواز براي جداسازي ميكروارگانيسم   
 ـصـورت ز   ه عمومي كه ب   ي كشت معدن  طيها از مح    نمونه نيا  ري
 نفت خـام    تريل يلي م كيشد و به عنوان تنها منبع كربن         ي م هيته

  :ديشد استفاده گرد يبه آن اضافه م
، KH2PO4 گـرم در ليتـر  MgSO4 ،5/0  گرم در ليتـر 1/0

، FeSO4 گرم در ليتر  CaCl2.2H2O  ،001/0 گرم در ليتر  01/0
 pH و K2HPO4 گـرم در ليتـر  NaNO3 ،5/0  گرم در ليتـر 1

 تنظـيم   2/7سديم بـر روي      ل هيدروكسيد نمونه به كمك محلو    
 كشت بـه عنـوان      طي مح ني نفت خام در ا    تريل يلي م كياز  . شد
  .]20[ دي منبع كربن استفاده گردتنها

 ـ خاك   يها ها از نمونه   سميكروارگاني م ي جداساز يبرا  كي
هـا از    سميكروارگاني م ي جداساز يگرم از هر نمونه خاك و برا      

ها را بطور جداگانـه در         از آن  تريل يلي م كي فاضلاب   يها نمونه
 ـي م 100 ي حاو يتريل يلي م 250 يرهايارلن ما   طي مح ـ تـر يل يل
 كري شكي در ساعت 24ها را به مدت   و آنختهي فوق ر يمعدن

 30 ي و در دما   قهي دور در دق   160 يانكوباتور با شدت هواده   
 كي ساعت   24پس از گذشت    .  قرار داده شد   گراد يدرجه سانت 

 ذكـر شـده را مجـدداً بـه          يرهاي ارلن ما  اتيتو از مح  تريل يليم
 24 ي ذكر شده انتقال داده و بـرا       طي با همان شرا   ييرهايما ارلن

 ـ        كري در ش  گريساعت د   ي انكوباتور بـا همـان مشخـصات قبل
 ـكروارگانيپس از دو مرحله كـشت م   .  شد ينگهدار هـا در   سمي
ــ ــدنطيمحـ  ــ ي معـ ــشت خطـ ــتفاده از روش كـ ــا اسـ  ي بـ

 كـشت جامـد     طي مح ـ يشـده بـر رو     جدا   يها سميكروارگانيم
 از هر تي شدند و در نهايساز خالص)  PDA آگار ونتينوتر(
ــكروارگانيم ــلنت تهسمي ــ اس ــاهي ــده و در دم ــه 4 ي ش  درج

 ي طـولان  ي نگهـدار  يبـرا . ]11،20[ شـد    ي نگهدار گراد يسانت
 ي موجـود بـر رو     يها سميكروارگاني بار م  كي ماه   4مدت هر   
 ـ جد يها ها به اسلنت   اسلنت  ـ كل يبـر رو  . قـل شـدند    منت دي  هي
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 گرم طبـق روش اسـتاندارد انجـام         شيها آزما  سميكروارگانيم
  ].20[ رفتيپذ

 ـ در اخت  يبـرا .ها سميكروارگاني تعداد م  شيافزا  داشـتن   اري
 طيهـا در مح ـ     مطالعه از كشت آن    ني در ا  ي كاف سميكروارگانيم

 ـ    سميكروارگانيم. دي براث استفاده گرد   نتينوتر  حيها پس از تلق
 طي مح ـ تريل يلي م 100 ي حاو يتريل يلي م 250 يرهايمابه ارلن   

 ي انكوباتور با شدت هواده    كري ش كي براث در    نتيكشت نوتر 
 20 به مـدت     گراد ي درجه سانت  30 ي و دما  قهي دور در دق   160

 ـكروارگاني مدت م  ني ا انيدر پا . ساعت قرار گرفت   هـا بـه     سمي
 نتي نوتر طي از مح  قهي دور در دق   3000 با دور    فوژيكمك سانتر 

. دنـد ي معلـق گرد   كيولوژيزي در سرم ف   تاًيبراث جدا شده و نها    
 600تعين ميـزان جـذب در        (يبا كمك روش اسپكتروفتومتر   

 ـكروارگاني م كـسان ي يها  غلظت زا) نانومتر  يهـا در تمـام     سمي
  ].20[ها استفاده شد  شيآزما

 ـكروارگاني م ي كارائ نييتع  ـ ا در. هـا  سمي  ي مرحلـه بـرا    ني
 طي نفت خـام از مح ـ     هي در تجز  سميارگانكروي م نيانتخاب بهتر 

 به ارلن   كسانيها با غلظت     سميكروارگانيم.  استفاده شد  يمعدن
 كـشت   طي مح تريل يلي م 100 ي حاو يتريل يلي م 250 ييرهايما

 نفت خام به عنوان تنها      تريل يلي م كيسپس  .  شدند حي تلق يمعدن
 10 به مـدت     رهايارلن ما .  اضافه شد  رهايامنبع كربن به ارلن م    

 دور در   160 ي بـا شـدت هـواده      كرانكوباتوري ش كيروز در   
 ـپـس از ا   .  قرار گرفتند  گراد ي درجه سانت  30 ي و دما  قهيدق  ني

 ـگ  انـدازه رهاي مانده در ارلن ما  ي نفت باق  زانيمدت م  .  شـد يري
 ـ بـات ي ترك هي تجز زاني م نيتر شي كه ب  يسميكروارگانيم  را  ي نفت

 تيبا توجه به اهم.  انتخاب شديساز نهي مرحله بهي برابوددارا 
 نيـي  آزمون تع  ي نفت باتي ترك هي در تجز  ها وسورفكتانتيوجود ب 

 ـكروارگاني م هي كل يبرا يساز ونيشاخص امولس  هـا انجـام     سمي
 ـي م2 و   دي نفـت سـف    تـر يل يلي م 2 آزمون از    نيدر ا . شد  تـر يل يل
 15 مـدت    بـه ها كه    سميكروارگاني م ي حاو ي كشت معدن  طيمح

 لوله  كير داشت استفاد شده و در        انكوباتور قرا  كريروز در ش  
 قـرار   دي تحت ورتكـس شـد     قهي دق 3لوله  .  شد ختهي ر شيآزما

 ـپـس از ا .  ساعت به حال خود رها شد24گرفت و    مـدت  ني

 لوله محاسبه شد    اتي شده به كل محتو    لي تشك ونينسبت امولس 
  ].20[د ي مشخص گرديساز ونيو به عنوان شاخص امولس

 ـ م از. ها شي آزما يطراح  ي مختلـف طراح ـ   يهـا  ش رو اني
 يبـرا .  انتخـاب شـد    ي مطالعه روش تاگوچ   نيها در ا   شيآزما

 رشـــد نـــهي بهطي شـــرانيـــي عوامـــل و تعري تـــاثيبررســـ
ها پنج عامل در سه سطح مختلف در نظر گرفته    سميكروارگانيم

 در  ي عوامل را با نمادگذار    ني از ا  كي هر   ري مقاد 1جدول  . شد
ورد نظر با توجه بـه      سطوح م . دهد ي نشان م  3  و 1،2سه سطح   

هـا كـه در منـابع مختلـف ذكـر             متـداول آن   ياتيمحدوده عمل 
 افـزار   از نرمها شي آزمايبه منظور طراح.  انتخاب شدده،يگرد

Qualitek-4 (Nutek Inc) يهــا شيآزمــا. ديــاســتفاده گرد 
در  (L18) شي آزمـا 18 جدول بـا  كي شده به صورت يطراح

  . نشان داده شده است4جدول 
  

ها  فاكتورها و سطوح در نظر گرفته شده در طراحي آزمايش. 1جدول 
  جهت بهينه سازي نرخ تجزيه

  3سطح   2سطح   1سطح  فاكتور شماره
  c◦20   c◦30   c◦40   دما  1
2  pH  6  7  8  
  %6  %3  %5/0 غلظت نفت اوليه  3
 Day5 Day 10 Day 15    زمان ماند  4
 2 1  2/0 غلظت نيتروژن  5

  

 250 ري ارلـن مـا   18 يسـاز  نهي به ياه شي انجام آزما  يبرا
 كـه بـه     ي كـشت معـدن    طي مح تريل يلي م 100 ي حاو يتريل يليم

  : شد استفاده گشتهي تهريصورت ز
ــر 1/0 ــرم در ليت ــر MgSO4 ،5/0 گ ــرم در ليت ، KH2PO4 گ

 FeSO4 گرم در ليترCaCl2.2H2O ،001/0 گرم در ليتر01/0

 كربن  كشت فاقد منبعطي محنيا K2HPO4.  گرم در ليتر5/0و 
 از  4 طبق جـدول شـماره       ي بررس نيدر ا . ]20[ بود   تروژنيو ن 
. شـد  اسـتفاده  تـروژن يبه عنوان منبع ن NaNO3  مناسبريمقاد
 ـن) 4جـدول   ( از نفت خـام      ي مشخص ري از مقاد  نيچن هم  بـه   زي

 ـمقدار  . ديعنوان تنها منبع كربن استفاده گرد       ـي م كي  از  تـر يل يل
 ـولوژيزي معلق شده در سرم ف     يها سميكروارگانيم  ـ بـه كل   كي  هي

 با همـان    زي ن ري ارلن ما  18 نيچن هم. دي اضافه گرد  رهايارلن ما 
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 به عنوان نمونه شاهد در نظر      سميكروارگاني بدون م  ي ول ط،يشرا
هـا   شي آزمـا  ي طبق جدول طراح ـ   رهاي ارلن ما  هيكل. گرفته شد 

 دور  160 ي با شدت هـواده    كرانكوباتوريدر سه ش  ) 4جدول  (
 قـرار   گـراد  ي درجـه سـانت    40 و   30،  20 ي و دماهـا   قهيدر دق 

 مشخص شـده، در جـدول       يها گرفتند و طبق برنامه، در زمان     

 يهـا  بـه همـراه نمونـه     )   روز 15 و   5،10(ها   شي آزما يطراح
نفت خـام   زاني خارج شده و م  كرانكوباتوريشاهد مربوطه از ش   

ــاق ــده در آنيب ــرار گرفــت   مان ــورد ســنجش ق ــا م ــكل. ه  هي
  .دي مطالعه دوبار تكرار گردنير ا شده دي طراحيها شيآزما

  
  ]A ]20-14هاي انجام شده جهت شناسايي ميكروارگانيسم   آزمايش.2جدول

  
  هاي مختلف جدا شده در تجزيه بيولوژيك نفت خام  كارائي ميكروارگانيسم.3جدول 

14-
A 

13-
A 

12-
A 

11-
A 

10-
A 

9-
A 

8-
A 

7-
A 

6-
A 

5-
A 

4-
A 

3-
A 

2-
A 

1-
A 

  نام

- + - - - + - - - - + - + -  
آزمايش 
  گرم

12%  28% 36% 4% 16% 24% 16% 20% 20% 12% 8% 16% 12% 16%  E24 

  كارائي  67% 75% 84% 52% 60% 33% 43% 82% 80% 72% 75% 44% 62% 89%

  

 نتيجه آزمايش آزمايش هاي انجام شده

) باسيل( پس از رنگ آميزي گرم و مشاهدات ميكروسكوپي، يك باكتري ميله اي A-14ميكروارگانيسم   شكل ميكروارگانيسم
 .تشخيص داده شد

ندارد انجام شد و ميكروارگانيسم كاتالاز مثبت آزمون كاتالاز با استفاده از آب اكسيژنه و به روش استا  آزمون كاتالاز
 .تشخيص داده شد

 .آزمون اكسيداز به كمك ديسكهاي استاندارد انجام شد و ميكروارگانيسم اكسيداز مثبت تشخيص داده شد  آزمون اكسيداز

  . منفي بود از نوع گرمA-14آزمون گرم بر طبق روش استاندارد انجام پذيرفت كه نشان داد باكتري    آزمون گرم
 .اين امر نشان دهنده هوازي مطلق بودن باكتري بود. اين باكتري در شرايط بي هوازي قادر به رشد نبود  آزمون رشد ميكروارگانيسم در شرايط بي هوازي

 .اين باكتري قادر به توليد سولفيد هيدروژن نبود  (H2S)آزمون توليد سولفيد هيدروژن 

 روز قادر به توليد 3در محيط جامد نوترينت آگار پس از )  درجه سيلسيوس40(كتري در دماي بالا اين با  توليد پيگمانهاي رنگي
 .پيگمانهاي سبز رنگ بود

پيگمان توليدي در اثر تماس با آب از محيط كشت جامد نوترينت آگار شسته مي شد، بنابر اين قابل حل در   آزمون حل شدن پيگمانها ي توليدي در آب
 .آب بود

ون حل شدن پيگمانها ي توليدي در اسيد آزم
  استيك

پيگمان توليدي در اثر تماس با اسيد استيك از محيط جامد نوترينت آگار شسته مي شد، بنابر اين قابل حل 
 .در اسيد استيك بود

ترينت آگار شسته نمي شد، بنابر اين پيگمان پيگمان توليدي در اثر تماس با كلروفرم از محيط كشت جامد نو  آزمون حل شدن پيگمانها ي توليدي در كلروفرم
 .توليدي غير قابل حل در كلروفرم بود

قابليت رشد ميكروارگانيسم ها در محيط سپاراژين 
  براث

14-Aقادر به رشد در اين محيط كشت بود .  

قابليت رشد ميكروارگانيسم ها در محيط استاميد 
  براث

14-Aقادر به رشد در اين محيط كشت بود .  

ليد بو و شكل رشد ميكروارگانيسم در محيط تو
  مايع نوترينت براث

باكتري پس از رشد در محيط نوترينت براث توليد بويي مطبوع مي نمود و كدورتي يكنواخت در تمامي سطح 
  .محيط كشت ايجاد مي نمود

وسط كلني ها كمي برآمده تر از .  تشكيل شد بر روي محيط نوترينت آگار كلني هاييA-14پس از رشد   مورفولوژي كلني بر روي محيط جامد
  .اطراف آن بود و حاشيه كلني كاملاً نامنظم بود
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 شـده بـه روش      ي طراح ـ يهـا  شي حاصـل از آزمـا     جينتا
 يدر روش تـاگوچ   .  قرار گرفت  ي آمار يابي مورد ارز  يتاگوچ

 لي تابع پاسـخ تبـد     كي از   ج،يتر نتا  قي و دق  ي آمار لي تحل يبرا
 از  يبه اثرات ناش   (S)  كه به صورت نسبت علامت هر اثر       افتهي

 ـمز. شـود  يگردد استفاده م   ي م فيتعر (N) خطا  از اسـتفاده    تي
 پاسخ،  هي نسبت به شكل اول    ،ي آمار لي در تحل  دي پاسخ جد  نيا

   ي با اثرات ناشي از هر عامل اصلي اثرات ناشي بزرگسهيمقا
 ـگ ش در انـدازه   از عوامل خطا و اغتشا      اسـت، كـه در      يري

 ـ ري از تـاث   يتر قي منجر به برداشت دق    جهينت  عوامـل بـر     ي واقع
بـسته   S/N نحوه محاسبه نـسبت . ]18،19[ خواهد شد ستميس

. د بود  باشد، متفاوت خواه   يساز نهي كه هدف چه نوع به     نيبه ا 
نظـر گرفتـه شـده درصـد        از آنجا كه در اين مطالعه پاسـخ در        

 ـ هـدف ب   نيحذف نفت خام است، و بنابرا       پاسـخ   يسـاز  نهيشي
گـردد   محاسبه مـي ) 1(به صورت معادله  S/N باشد، نسبت مي

]18،19.[  

n
yyy

N
S n )111(log10

22
2

2
1 +++

−=
Λ  

 ـگ  معادله مقدار پاسـخ انـدازه      ني ا در  هـر   ي شـده بـرا    يري
 جا نيدر ا(ها  تعداد تكرار آزمايش n  و،زمون در هر آشيآزما

 ـ ا يسـاز  نهيشي در مسئله، ب   ديهدف جد . باشد مي) 2برابر با     ني
  .باشد يپاسخ م

 ـگ  انـدازه  يها روش  ـ ا در. يري  سـنجش   ي مطالعـه بـرا    ني
 ـها از حلال تتراكلر     مانده در نمونه   ي باق ي نفت باتيترك  كـربن   دي

نـده در حـلال و       ما يپس از حل شدن نفت باق     . دياستفاده گرد 
 ـ آن ميسـاز   و صاف  ي جداساز نيچن هم  نفـت بـه كمـك    زاني

 شـد   نيـي  نـانومتر تع   400 در طـول مـوج       يروش جذب سنج  
 برهي پنج نمونه استاندارد كـال     ك طول موج قبلاً با كم     نيا. ]20[

  ونيبراس ـيمعادلـه حاصـل از بـرازش در مرحلـه كال          . شده بود 
 )R2= 0.998 (y= 0.1219x ـ سـنجش م يبرا. بود  از  pH زاني

. استفاده شـد   jasco  ساخت كارخانهتاليجيمتر د pH دستگاه
 نـانومتر از    400 سنجش جذب در طـول مـوج         ي برا نيچن هم
 ـ Jasco  دستگاه اسپكتروفتومتر ساخت كارخانـه كي -V دلم

 2500 الي 190ساخت كشور ژاپن با محدوده قابل تنظيم 570
  .نانومتر استفاده گشت

   و بحثنتايج
ــنكروارگايم ــا سمي ــده يه ــدا ش ــ ادر.  ج ــه ني  14 مطالع

 ـ گرد يسـاز   و خالص  يها جداساز   از نمونه  سميكروارگانيم . دي
در مرحلـه   . دنـد ي گرد يگـذار   نام A-14ي ال A-1ها    نمونه نيا

ها انجام شد كه     سميكروارگاني م ي كارائ نيي مطالعه تع  نياول از ا  
طور كـه در   همان.  داده شده استشي نما3 آن در جدول  جينتا
 يها از نوع بـاكتر     سميكروارگانيه م ي مشخص است كل   3دول  ج

 گـرم مثبـت     گـر ي نوع د  4 و   يها گرم منف    نوع از آن   10بوده و   
 ـ بـات ي ترك هي تجز  درصد 89 از   شي با ب  A-14. باشند يم  ي نفت

 ـ را در مقا   ي كـارائ  نيتر شي روز، ب  10شناور در     ري بـا سـا    سهي
 هي در كل  A-14  از نيابنابر. ها از خود نشان داد     سميكروارگانيم

  . مطالعه استفاده شدني ايدمراحل بع
 ـ  هم 3 جدول   در  نيـي  تع شي حاصـل از آزمـا     جي نتـا  نيچن

.  داده شــده اســتشينمــا) E24 (يســاز ونيشــاخص امولــس
 ـ A-12طور كه مشخص است نمونـه        همان  ـ م نيتـر  شي ب  زاني

-14كه   يدر حال .  را ارائه نموده است    يساز ونيشاخص امولس 
A  ـ م نيتر شي با ب   ـ تجز نزاي  ـ بـات ي ترك هي  12 ي تنهـا دارا  ي نفت

 ديـــتول. باشـــد ي مـــيازســـ وني شـــاخص امولـــسدرصـــد
 ـ ا شيها سبب افـزا    سميكروارگاني توسط م  ها وسورفكتانتيب  ني

 ـو همكارانش در مطالعه خود به ا       انگيل. گردد يشاخص م   ني
 ـ شـروع تجز   ي برا ها وسورفكتانتي كه وجود ب   دندي رس جهينت  هي
 ديــبــا توجــه بــه تول. ســت اي نفــت خــام ضــروركيــولوژيب
 جـدا شـده در      يها سميكروارگاني م هي توسط كل  وسورفكتانتيب
 وجـود   ي به اضافه نمودن سورفكتانت سـنتز      يازي مطالعه ن  نيا

ــر رويكروســكوپيمطالعــات م. نداشــت  A-14 ي مختلــف ب
 1در شـكل  .  بـود  ي و گرم منف   يا يلي م ي باكتر كيدهنده   نشان
 ـكروارگانيم.  است  داده شده  شي نما A-14 ي باكتر ريتصو  سمي
14-A  دانـشكده  يوتكنولـوژ ي بشگاهي در آزما  يي جهت شناسا 

 قرار گرفت و به عنـوان       ي دانشگاه اصفهان مورد بررس    يمهندس
ــا   ــوزا شناس ــودوموناس آئروژن ــ گردييس ــدول . دي   2در ج

 و A-14 سميكرواراني ميي شناساي انجام شده برا  يها شيآزما
  . داده شده استشينتايج آن را نما
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  A-14اي و گرم منفي   تصوير باكتري ميله.1شكل 
  
 ـ تجز يسـاز  نهيبه  ـدر ا. نفـت خـام  هي  بخـش از مطالعـه   ني

 ـكروارگاني نفـت خـام توسـط م       هي تجز يساز نهيبه  A-14 سمي
 هـا  شي آزما ي طراح يها  از روش  يكي منظور   نيبد. انجام شد 

 4جـدول   .  مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت        يبه نام روش تاگوچ   

 ـا. دهـد  ي م شي آن را نما   جي شده و نتا   ياح طر يها شيآزما  ني
طـور   همان.  تكرار شدندر دوبا تر شي ب ناني اطم يها برا  شيآزما

 نيتر شي جدول ب  ني ا 14 شماره   شي آزما ديينما يكه مشاهده م  
 93كه بطور متوسـط در دوبـار تكـرار          دهد   يپاسخ را نشان م   

 ـبـا مقا  .  داشته اسـت   ي را در پ   ي نفت باتي حذف ترك  درصد  سهي
 شيتوان بـه افـزا     ي م 3 ارائه شده در جدول      جهي با نت  جهي نت نيا

 ي بـرا  4 جدول   جياز نتا .  برد ي پ يساز نهي بازده در اثر به    ينسب
 . رشد استفاده شدنهي بهطي شرانيي و تعي آمارليتحل

 عوامل مختلـف  ري و نحوه تاثزانيم. ستمي عوامل بر س   ريتاث
 هـر   يبرا) S/Nبه صورت نسبت     (ستمي س افتهي ليبر پاسخ تبد  

 ـلازم به تاك  .  شده است  لي تحل نجاي از عوامل در ا    كي  اسـت  دي
دست آمده در محدوده سطوح در نظر گرفته شـده        ه ب جي نتا هيكل

  .صادق است
  

  نفت خامو نتايج حاصل از اندازه گيري حذف ) به روش تاگوچي(جدول آزمايشهاي طراحي شده : 4جدول 
  عوامل  نفت خامدرصد حذف 

انحراف 
  معيار

S/N  
  )دسيبل(

درصد حذف 
آزمون در 

  دوم

درصد حذف 
آزمون در 

  اول
 pH  دما

درصد نفت 
  اوليه

  زمان ماند
غلظت 
 نيتروژن

شماره 
  آزمايش

12/2  654/29  32  29  1  1  1  1  1  1  
83/2  161/38  83  79  2 1  2  2  2  2  
41/1  057/33  44  46  3 1  3  3  3 3  
71/0  489/35  60  59  1 2  2  1  2 4  
71/0  896/37  78  79  2  2  3  2  3  5  
71/0  785/37  78  77  3  2  1  3  1  6  
71/0  89/33  50  49  1 3  1  2  3 7  
71/0  19/36  65  64  2 3  2  3  1 8  
41/1  959/34  55  57  3 3  3  1  2  9  
0 123/36  64  64  1 1  3  3  2  10  

71/0  916/35  63  62  2  1  1  1  3  11  
71/0  726/34  55  54  3  1  2  2  1 12  
41/1  619/33  47  49  1 2  3  2  1 13  
41/1  386/39  94  92  2 2  1  3  2  14  
71/0  532/33  48  47  3  2  2  1  3  15  
71/0  243/31  37  36  1  3  2  3  3 16  
41/1  662/32  42  44  2  3  3  1  1 17  
12/1  054/36  64  63  3  3  1  2  2  18  
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 نيتـر   از مهـم   يك ـيدرجـه حـرارت      :طي مح ـ ي دمـا  ريتاث
 ـيرشد م . هاست كروبي م اتي موثر بر ح   يپارامترها  در  يكروب
 ـ درجـه    ري مختلف از ز   يها حرارت  ـ  خي  100 از شي زدن تـا ب

  . وجود داردگراد يدرجه سانت
 ي مطالعـــه بـــا توجـــه بـــه محـــل جداســـازنيـــدر ا

 سـه   نـه ي زم ني در ا  ي مطالعات قبل  نيچن ها و هم   سميكروارگانيم
 به عنوان سطوح مختلف     گراد ي درجه سانت  40 و   30،  20 يدما

ــا ــد ييدم ــاب ش ــا.  انتخ ــا  ني ــدوده دم ــا در مح  يي دماه
 ـ تحل جينتا. باشند ي م لي مزوف يها سميكروارگانيم  ي تـاگوچ  لي

 ي در محـدوده دمـا     گـراد  ي درجه سـانت   30 ينشان داد كه دما   
 نيـي  تع يبـرا  و همكارانش در مطالعه خود       يل.  قرار دارد  نهيبه
 خارج شده   يها  حذف نفت خام موجود در آب      ر د نهي به يدما

 ـ  مـا  يبه همراه نفـت از چـاه دماهـا          ـ 25 نيب  درجـه   55 ي ال
 45 ي را در دمـا    جـه ي نت ني را به كار گرفتند و بهتـر       گراد يسانت

 زين و همكارش بارتا    بليد. ]11[ كسب كردند    گراد يدرجه سانت 
 نفـت   هي تجز ي بر رو  يمغذ غلظت مواد    ري تاث ي بررو يا مطالعه

 درجـه   20 يها در مطالعـه خـود از دمـا         آن. خام انجام دادند  
 ـآم تي موفقجي استفاده نمودند و نتا  گراد يسانت  ـ نيزي  داشـتند  زي

 ـ 21 يي در محـدوده دمـا     زي ن ني از محقق  گري د يبرخ. ]13[  ي ال
 ـ موفق جي بـه نتـا    گـراد  ي درجه سـانت   23  ـآم تي  ـ در تجز  يزي  هي
 در  نـه ي به يدمـا . ]12[انـد    افتـه يسـت    د ي نفت يها دروكربنيه

 ـكروارگانيمطالعات گوناگون بـا توجـه بـه نـوع م            مـورد   سمي
 متفاوت بـوده    ي و نوع نفت خام مصرف     يطي مح طياستفاده، شرا 

 شي سطوح مختلف دمـا نمـا      ي برا S/N نرخ   2در شكل   . است
 20 دما از    شيطور كه مشخص است افزا     همان. داده شده است  

 با ي شده است ول   S/N نرخ   شي افزا  درجه موجب  30درجه به   
دهـد   ي كاهش نشان مS/N درجه مقدار نرخ 40 دما تا    شيافزا
 ـ حلال شي افزا ليتواند به دل   ي امر م  نيكه ا   بـات ي ترك ي برخ ـ تي
 دمـا باشـد     شي در آب با افـزا     كي آرومات باتي مانند ترك  يسم

]20[.  
 فاضلاب در   يكيولوژي ب هي تصف ي كل بطور. طي مح pH ريتاث

pHرديپــذ ينجــام مـ ـ اي خنثــ .pHرشــد ي بــرانــهي به 
 هـا  ي باكتر ي است، هر چند كه بعض     7ها حدود    سميكروارگانيم

 ـ ز pH دوست بوده و در      ديممكن است اجباراً اس     ـ ن 2 ري  بـه   زي
 ري را تحت تاثيكروبي ميها مينزآ تي فعالpH.  رشد كنند يخوب

 اثـر كـرده و لـذا در         ييايمي مواد ش  ونيزاسيونيدهد، بر    يقرار م 
 به درون سلول نقـش      ي سم ييايمي و مواد ش   ييتقال مواد غذا  ان

 مطالعـات   ي بررس نيچن با توجه به مطالب ذكر شده و هم       . دارد
 ي به عنوان سطوح مختلف مورد بررس      8 و   7،  6 يهاpH يقبل

pH    لازم  يپس از انجام محاسـبات آمـار      . ، در نظر گرفته شد 
pH ي خود برا  ياه ي در بررس  يل. دي گرد نيي تع 7 برابر با    نهي به 
 اسـتفاده نمـود     2/7 برابر با    pH نفت خام از     كيولوژي ب هيتجز

 نـه ي زمني خود را در اقاتي تحقزي نگري د ني محقق تر شيب. ]11[
انــد   انجــام داده5/7 ي الــ7برابــر بــا    pHدر محــدوده 

]12،13،21[.  

 20): 1: (سطوح دما.  براي سطوح مختلف دماS/Nنمودار نرخ :2شكل 
   درجه سانتيگراد40): 3( درجه سانتيگراد 30): 2(اد درجه سانتيگر

  
 6 از   pH شي مشخص است افـزا    3طور كه در شكل      همان

 ـ     S/N نرخ   شي منجر به افزا   7به    شي بـا افـزا    ي شـده اسـت ول
.  كـرده اسـت    داي نرخ مجدداً كاهش پ    ني ا 8 به   7 آن از    تر شيب

 ـ   سميكروارگاني م ني ا نيابنابر  طي شـرا  ني بهتـر  ي در حالت خنث
  .گردد يش فراهم مرشد

 ـ ارتباط .هي غلظت نفت اول   ريتاث  ـ م ني ب  ـ رشـد و   زاني  و  ژهي
 ـ يغلظت سوبـسترا بـرا      بـار توسـط مونـود شـناخته و          ني اول

در كاربرد نفت خام به عنوان منبع كربن        . ]15[ شد   يبند فرمول
 ـ        3ها به    سميكروارگانيم  -1. كننـد  ي شـكل نفـت را مـصرف م

 كه در اثر    ي كوچك اري قطرات بس  -2 بزرگ نفت خام     يها توده

34.606
34.166

36.281

32.5
33

33.5
34

34.5
35

35.5
36

36.5
37

1 2 3

سطوح مختلف

ده 
 ش

سبه
حا
S م

/N
خ 
نر
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 بـه    نفـت خـام كـه      گـردد و     ي م جادي ا ها وسورفكتانتي ب ديتول
  .]16[صورت محلول در آب وجود دارد 
  

  
  
  
  
  
  
  

  pH براي سطوح مختلف S/Nنمودار نرخ : 3كل ش
  pH) :1 :(6)     2 :(7)     3 :(8سطوح 

  
 از نفت در هنگام ورود آن به    ي توده بزرگ  جاديبا توجه به ا   

 منجـر بـه     ستيبا ي غلظت نفت قانوناً م    شي افزا ي آب يها طيمح
 هي نرخ تجز  جهيها به نفت گردد و در نت       ي باكتر يكاهش دسترس 

امـا  . ابدي بر واحد جرم نفت موجود در آب كاهش          يكيولوژيب
 از  4رائـه شـده در شـكل         پژوهش با توجه به نمودار ا      نيدر ا 

 شيافـزا )  نفت درصد3 (2به سطح )  نفت درصد 5/0 (1سطح  
 ـ بر واحد جرم نفـت مـشاهده گرد        هينرخ تجز   ـا.  اسـت  دهي  ني

 ـتوان بـر اسـاس م      يمسئله را م    ي توليـد  وسـورفكتانت ي ب زاني
 ـ ن وسـورفكتانت ي توليـد ب   ر بالات يها در غلظت .  نمود هيتوج  زي
 شـده و در     لي و منجر به كاهش قطر قطرات تشك       افتهي شيافزا
 ـ    ي باكتر ي دسترس شي افزا جهينت  نيانـابر ب. گـردد  يها به نفت م

گـردد بـا     ي وجود مشاهده م   نيبا ا . ابدي ي م شي افزا هينرخ تجز 
)  نفـت   درصـد  6 (3به سـطح    )  نفت  درصد 3 (2 از سطح    رييتغ

 مــشاهده هيــ تجززانيــ مر ديريــگ كــاهش نــه چنــدان چــشم
 و  كي آرومات باتي ورود ترك  ليتواند به دل   ي امر م  نيا. گردد ينم
 ـ بـه دل   كيمات آرو باتيترك.  موجود در نفت خام باشد     يسم  لي
 موجـود در    گـر ي د باتي ترك ري بالا در آب نسبت به سا      تيحلال

 كـرده و مـانع رشـد        جادي ا تيتوانند به شدت سم    ينفت خام م  
 ـجز ت يها سميكروارگانيم بـا  . ]3[كننـده نفـت خـام گردنـد          هي

 شي افـزا  زي مواد محلول در آب ن     ني ا زاني نفت، م  زاني م شيافزا

 ـ عمومـاً باعـث كـاهش فعال        مـواد  نيجا كه ا   از آن . ابدي يم  تي
 غلظت نفت باعـث كـاهش       تر شي ب شيگردند افزا  يها م  يباكتر

ــرخ تجز ــن ــهي ــود ي م ــ. ش ــر شيدر ب ــته از ت ــات گذش  مطالع
 كـه تـا سـرحد       ييهـا   فاضـلاب  هي تصف ياها بر  سميكروارگانيم

اما در . ]20[ بودند استفاده شده بود ي نفتباتي تركياشباع حاو
 نفت خام شناور    يكيولوژي ب هيه تجز  موفق ب  ني مطالعه محقق  نيا

 بالا شدند كـه     اريبا غلظت بس  )  محلول ريغ( سطح آب    يبر رو 
 ري مطالعـه نـسبت بـه سـا        ني ا يها ي از برتر  يكي موضوع   نيا

  . مشابه بودقاتيتحق
  
  
  
  
  
  
  
  
 براي سطوح مختلف غلظت نفت خام موجود در S/Nنمودار نرخ :4شكل 
 درصد     3): 2( درصد     5/0): 1: (سطوح مختلف غلظت نفت خام. محيط

   درصد6): 3(
  
 ـ   منظـور از زمـان     :مانـد   زمـان  ريتاث توانـد مـدت     يمانـد م
 در  كه نيبا توجه به ا   .  باشد يكروبي م اي و   يكيدروليماند ه  زمان

 ـ بسته در مق   ستمي مطالعه از س   نيا  ـ آزما اسي  اسـتفاده   يشگاهي
 ـ و ه  يكروبيماند م   زمان ديگرد  ـ بـا    يكيدرولي ابـر   بر گـر يد كي
 يها  زمان ي مطالعات قبل  جي مطالعه با توجه به نتا     نيدر ا . شدند
مانـد    روز به عنـوان سـطوح مختلـف زمـان          15 و   10،  5 ماند

 ي مطالعه پس از انجام محاسبات آمـار       نيدر ا . ديانتخاب گرد 
و همكارانش  تلز  . دي گرد نيي روز تع  5ماند برابر با      زمان نيبهتر

 ـ 5/0ند   ما يها  در مطالعه خود زمان    زين  ي روز را بـرا    40 ي ال
.  انتخاب كردنـد   فعال راكتور لجن    كي در   ي نفت باتي ترك هيتجز
 گزارش كردند   نهي روز را به عنوان زمان ماند به       20ها زمان    آن

 ي حـاو يها  موفق شدند فاضلابزي  و همكارانش ن    رايو. ]12[
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 90 (ي روز تـا حـد قابـل قبـول         40 را در مدت زمان      ليگازوئ
ــص) درصــد ــورد ت ــوژي بهيفم ــد يكيول ــرار دهن ــ. ]2[ ق  و يل

 كه  ي نفت خام   درصد 80 روز   7 در مدت زمان     زيهمكارانش ن 
 ـ نفت وجود داشت را تجز    يها تا حد اشباع در پس آب چاه        هي

  .نمودند
-14باشد كه    ي موضوع م  نيدهنده ا   مطالعه نشان  ني ا جينتا

Aتـــر از   كـــمي در مـــدت زمـــانيســـاز نـــهي پـــس از به
 موفق  ني محقق ريبكارگرفته شده توسط سا    يها سميكروارگانيم

 ـ بـات ي از ترك  يتر شيبه كاهش بخش ب     ي شـناور بـر رو     ي نفت
  .سطح آب شد

 شي مـشخص اسـت كـه بـا افـزا       5طور كه در شكل      همان
. ابدي ي كاهش م  S/N نرخ   زاني روز م  15 روز به    5ماند از    زمان

 ـباتي از تركيادي بخش زهيدهنده تجز  امر نشان  نيا  5 در ي نفت
.  دارنـد  يتر شي ب يكيولوژي ب يريپذ هيباشد كه تجز   ياول م روز  

 مداوماً كندتر و كندتر شـده و        هي تجز زانيماند م   زمان شيبا افزا 
 بـا گذشـت زمـان       S/N امر منجر به كاهش محسوس نرخ        نيا

كاهش سرعت حذف نفـت خـام بـه مـرور زمـان             . شده است 
 ـ بخش قابل تجز   هيتواند در اثر تجز    يم  ي و بـاق   يكيولـوژ ي ب هي

هـا   چـون اسـفالتن     نفت خام هـم    ني سنگ اري بس باتيماندن ترك 
تر از    مقاوم اري بس يكيولوژي ب هيبرابر تجز   در باتي ترك نيا. باشد
 آن در اثـر     ي مقـدار نـسب    شي بـوده و افـزا     ي نفت باتي ترك ريسا

 ـكروارگاني نفت خـام توسـط م    يها  بخش ريمصرف سا  هـا   سمي
 ـ       دي شد يتواند منجر به كند    يم  مانـده   ياق حـذف نفـت خـام ب

  .ها گردد سميكروارگانيتوسط م
 بوده و   ي ضرور اتي ح ي برا تروژنين. تروژني غلظت ن  ريتاث

 در  كي نوكلوئ يدهايها و اس   ني از عناصر موجود در پروتئ     يكي
جالب اسـت كـه     .  است ياهي و گ  يواني ح ،يكروبي م يها سلول
هـم    باز ي گاز موجود در جو است ول      نيتر  فراوان تروژنيگاز ن 

 رشد  تيتواند محدود  ي مختلف م  يها طي در مح  يه مغذ  ماد نيا
 تـروژن ي به عنوان منبـع ن     NaNO3 مطالعه از    نيادر  .  كند جاديا

 آن بـه    تـر ي گـرم در ل    2 و   1،  5/0 و سه غلظت     دياستفاده گرد 
 مـورد اسـتفاده قـرار       تـروژن يعنوان سطوح مختلـف غلظـت ن      

 تـروژن ي سطح غلظـت ن    نيپس از انجام محاسبات بهتر    . گرفت

 منابع  ي به بررس  ي مختلف نيمحقق. دست آمد  ه ب تريگرم در ل   كي
 بطور مثـال  . اند  آن پرداخته  نهي به يها  و غلظت  تروژنيمختلف ن 

در مطالعـه خـود از نـسبت كـربن بـه             و همكارش بارتا     بليد
 ـ. ]13[ اسـتفاده كردنـد      1/60 تروژنين  خـود   قـات ي در تحق  يل

  ازيناشــ) COD (ييايمي شــيخــواه ژني حــذف اكــسنيبهتــر
از )  W/V(  درصد كي را به كمك اضافه نمودن       ي نفت باتيترك

(NH4)2SO411[دست آورد  ه بتروژني به عنوان منبع ن[.  
  
  
  
  
  
  
  
  
سطوح مختلف .  براي سطوح مختلف زمان ماندS/Nنمودار نرخ :5شكل 

   روز15): 3( روز     10): 2( روز     5): 1: (زمان ماند
  

 ـگـر تغ    نشان 6شكل    ـ در برابـر تغ    S/N نـرخ    راتيي  راتيي
 شيطور كه مشخص است با افزا      همان. باشد ي م تروژنيغلظت ن 
 S/N نرخ   تري گرم در ل   1 به   تري گرم در ل   5/0 از   تروژنيغلظت ن 

 گرم  2 به   تروژني مجدد غلظت ن   شي با افزا  ي ول ابدي ي م شيافزا
 در اثر   S/Nكاهش نرخ   . ابدي ي كاهش م  داً نرخ مجد  ني ا تريدر ل 
 جاديتواند در اثر ا    ي م تري گرم در ل   2 به   روژنتي غلظت ن  شيافزا
) NaNO3( بـه كـار گرفتـه شـده          تروژني از منبع ن   ي ناش تيسم

  .]20[باشد 
ــتحل ــ وارلي ــاانسي ــدول  .جي نت ــ تحل5ج ــ وارلي  انسي

)ANOVA (جا كه هر پنج عامـل       از آن . دهد ي را نشان م   جينتا
  درجـه  زانياند، م   در نظر گرفته شده    ي سه سطح  ق،ي تحق نيدر ا 
 پاسخ در سـه سـطح از هـر عامـل         ري مقاد سهي مقا ي برا يآزاد

 ـ مختلف در ا   ي آمار ي پارامترها نيدر ب . باشد يبرابر با دو م     ني
 هـر   ري راست كه معرف درصد تاث     سمتجدول، ستون آخر در     

 پارامتر از نيا.  دارد يتر باشد، مفهوم ملموس   يعامل بر پاسخ م   
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 ـ در ا  ي آمار ي پارامترها ري سا يرو محاسـبه شـده     جـدول    ني
 ـ عوامل مختلف بـر تجز     ريدرصد تاث . ]19[است    ـولوژي ب هي  كي

دهـد   ينشان م ر محدوده سطوح در نظر گرفته شده        نفت خام د  
 ي نـسب تي اهمي داراشي زمان ماند كم و ب  جز هبكه همه عوامل    

طـور كـه مـشخص اسـت         همان. باشند ي بر پاسخ م   ري تاث يبرا
 تـروژن، يت منبـع ن    غلظ ط،ي مح pH بي عوامل، به ترت   نيموثرتر

  .باشد يغلظت نفت خام و دما م
  
  
  
  
  
  
  
سطوح .  براي سطوح مختلف غلظت نيتروژنS/Nنمودار نرخ :6شكل 

 ميلي گرم بر 1): 2( ميلي گرم بر ليتر 5/0): 1: (مختلف غلظت نيتروژن
   ميلي گرم بر ليتر2): 3(ليتر 

  

 ـ 5ماند در محـدوده       انتخاب گسترده زمان   ليبه دل   15 ي ال
 ـولوژي ب هي تجز نيچن ز و هم  رو  از نفـت در     ي بخـش اعظم ـ   كي

 5 زمان ماند پـس از  شيافزا)  روز اول  5 (هي اول يهمان روزها 
 نيبنـابرا .  از نفت خام خواهد شد     يزي ناچ هيروز منجر به تجز   

 كنيل.  اعلام شده است   ريتاث يپارامتر زمان ماند در محاسبات ب     
 ـ دقنيـي تع جهت ندهيتواند در مطالعات آ  ي محدوده م  نيا تـر   قي

در نظر گرفته   )  روز 5تر از    كم( محدودتر   اري زمان ماند بس   ريتاث
 از  يبخـش .  باشد ني محقق ري جهت مطالعه سا   يزيشود و دستاو  

ــا ــايخط ــده در اشي نم ــ داده ش ــا ني ــه خطاه ــدول ب  ي ج
 ـ       يشگاهيآزما  ـ   شيا مربوط بوده كه با تكـرار آزم  نيهـا، محقق
داقل ممكن برسانند و     بخش از خطا را به ح      نياند ا   نموده يسع
 از آن مربوط به انتخاب نادرست سـطوح عوامـل           گري د يبخش
 ـ هم. باشد يم... ماند و  ر نظر گرفته شده مانند دما، زمان      د  نيچن

 ني كه در ا   يگري از خطا مربوط به عوامل د      يممكن است بخش  
 در نظر گرفتـه     يول) كننده بوده  حدودعامل م (مطالعه موثر بوده    

 م،ي فـسفر، سـد    بـات ياشد، ماننـد غلظـت ترك     اند مربوط ب   نشده
  . رهي آهن و غم،يزي منم،ي كلسم،يپتاس

 عوامـل و  ري تـاث ي توجه به نمودارها با ي نسب نهي به طيشرا
 ي بـرا  ي نـسب  نـه ي به طيتـوان شـرا    ي م ANOVA جدول   جينتا
 نيتر شي ب جهيها و در نت    سميكروارگاني به حداكثر رشد م    دنيرس

 هـر عامـل     گـر يدو سطح د  درصد حذف نفت خام را نسبت به        
 شده در روش    نيي تع ي نسب نهي به طي شرا 6جدول  . دست آورد  هب

شود تمـام    يطور كه ملاحظه م    همان. دهد ي را نشان م   يتاگوچ
 ني تـا بهتـر    رنـد ي سطح خود قرار گ    ني در بالاتر  يستيعوامل با 

 ـبـه ب  . ديدست آ  هپاسخ ب   عوامـل در    نـه ي شـرايط به   گـر ي د اني
 30دمـا برابـر بـا       :  عبارتست از  محدوده سطوح انتخاب شده     

 درصد،  3، درصد نفت موجود     7 برابر با    pH گراد، يدرجه سانت 
 گـرم بـر     1 غلظت منبع نيتروژن     تي روز و در نها    5زمان ماند   

  .تريل
  

  تاثير عوامل مداخله كننده در تجريه نفت خام شناورANOVA جدول .5جدول 

درصد تاثير هر 
 (%)Pفاكتور 

Pure sum (S`)  F-Ratio (F)   واريانس(V)  مجموع مربعات
(S) 

DOF فاكتورها  

363/27  383/29  476/7  96/16  92/33  2  pH 

  دما  2  945/14  472/7  294/3  408/10  692/9
  زمان ماند  2  724/1  862/0  38/0  0  0
  غلظت نفت خام  2  617/15  808/7  442/3  08/11  318/10
  ژنغلظت نيترو  2  297/25  648/12  575/5  76/20  332/19
295/33  ----  ----  268/2  878/15  7  Other/error  

  كل  17  384/107  ----  ----  ----  100%
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 ـ هـر  نهي سهم مقدار بهزاني م نيچن  جدول هم  ني ا در  از كي
در ستون آخر نـشان  ) S/N (افتهي ليعوامل در بهبود پاسخ تبد    

 مقـدار پاسـخ     نـه ي به طيدر صورت اعمال شرا   . داده شده است  
 ـ افته،ي ليتبد  واحـد نـسبت بـه مقـدار متوسـط           7/5 از   شي ب

 جـه ي و در نت   افـت يبهبود خواهـد    ) 35حدود   (ي فعل يها پاسخ
 ـ ا سهيمقا. دست خواهد داد   ه را ب  767/40 معادل با    يپاسخ  ني

 ـ يهـا   پاسـخ  ري شده با مقاد   ينيب شيپاسخ پ  دسـت آمـده در      ه ب
 نهي به طيتوان به بهبود پاسخ تحت شرا      ي، م 3ستون آخر جدول    

  . برديپ
 ـ مطالعه با كمـك      ني ا در  ـكروارگاني م كي  A-14 كـه    سمي

 ـ شد و در نها    هي تجز ي آب طي شد نفت خام در مح     يگذار نام  تي
 يكيولـوژ ي ب هي تجز نيتر شيدست آوردن ب   ه ب ي برا نهي به طيشرا

  . دي محاسبه گرديها به روش تاگوچ شي آزماي طراحقياز طر
  

  ها يكروارگانيسم شرايط بهينه براي دستيابي به حداكثر رشد م.6جدول 

  پارامترهاي مطالعه شده
  ميزان بهينه
   محاسبه شده

  S/Nنرخ 
  در شرايط بهينه

 )برحسب دسيبل(
  263/1  درجه سانتيگراد30  دما
pH  7  68/1  

  706/0   درصد3  درصد نفت موجود
  462/0   روز5  زمان ماند 

  674/1   گرم بر ليتر1  غلظت نيتروژن
  749/5  -سهم كل عوامل در بهبود پاسخ

  متوسط پاسخ هاي فعلي
  در آزمايش هاي انجام شده

-  018/35  

  پاسخ پيش بيني شده در
 (S/N) شرايط بهينه 

-  767/40  

  
  يري گجهينت

  : حاصل شدري زجي مطالعه نتانيدر ا
 ـ به دل  عتيها در طب   سميكروارگاني م يبرخ -  در تمـاس    لي

 قادر ي دوره سازگارسازي بدون طي نفتباتيبودن مداوم با ترك
  .باشند ي مي نفتباتي تركهيبه تجز

 ـ جـدا شـده در ا      سميكروارگاني م 14 انياز م  -  مطالعـه   ني
 حذف  زاني م نيتر شي نام گرفت، ب   A-14 كه   يسميكروارگانيم

 يسـاز  نـه ي قبل از به   زاني م ني نمود كه ا   جادي را ا  ي نفت باتيترك
 يولـوژ يكروبي م يهـا  شيانجـام آزمـا   .  درصد بود  89برابر با   

ــت شن ــاجه ــشان داد اA-14 يياس ــ ن ــكروارگاني مني  سمي
  .باشد ي آئروژنوزا مدوموناسسو

 مطالعـه قـادر     ني جدا شده در ا    يها سميكروارگاني م هيكل -
بودند و ) وسورفكتانتيب (ي فعال سطحستي زباتي تركجاديبه ا
 بـه اضـافه نمـودن       يازي ن يكيولوژي ب هي تجز ندي شروع فرا  يبرا

  . نبودطي به محيسورفكتانت سنتز
 ي با طراح ـ  A-14 نفت خام به كمك      هي تجز يساز نهيبه -
 آن بـه شـرح      جهي انجام شد كه نت    ي به روش تاگوچ   ها شيآزما
  : بودريز

درصد نفـت موجـود در       pH :7 گراد،ي درجه سانت  30: دما
 زمـان   تـاً ي و نها  تري گرم بر ل   1 تروژني درصد، غلظت ن   3: طيمح

 ـ بـات يك حـذف تر   S/N نرخ   نهي به طيدر شرا .  روز 5ماند    ي نفت
 يهـا   كه با توجه بـه متوسـط پاسـخ         افتي شي واحد افزا  7/5
 برابـر  نهي به طي در شرا  S/N انجام شده نرخ     شاتي در آزما  يفعل
  . خواهد بود7/40با 

  
  قدرداني تشكر و

 دانشگاه اصـفهان و     يمي ش يبا كمال تشكر از گروه مهندس     
 و ي مـاد يها  كه با كمكي جام ي موسسه آموزش عال   نيچن هم
  . مطالعه را فراهم نمودندني خود موجبات انجام ايومعن
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Introduction: Releasing crude oil in environment tends to some problems such as toxic effects, 

preventing oxygen exchange with aquatic environment, killing lived creatures in water and etc. Due to 
these problems, the biodegradation of floating crude oil by isolated microorganisms from environment 
contaminated by crude oil was studied . 

Material and Methods: in the first step of this study, by liner culture, microorganisms isolated from 
soil and waste water contaminated by oil. After isolation of microorganisms, the optimization of 
biodegradation process was performed by using Tagochi method. The tests were performed twice. Five 
factors in three various levels used in this optimization. These experiments perform duplicate and finally 
process by tagochi method for determination of optimum condition . 

Results and discussion: In this study 14 strains of microorganisms were isolated and purified form 
environment. All microorganisms were identified as bacteria. Among of those, the microorganism called 
A-14 had the best removal percentage of floating crude oil (about 89%). The emulsification test (E24) 
indicated that all isolated microorganisms in this study could produce biosurfactant. The optimum 
condition was obtained for pH equal 7, the volume percentage of crude oil in water equal 3, nitrogen 
concentration equal 1 mg/l and hydraulic retention time (HRT) equal 5 days. In the optimum condition 
the removal percent of crude oil was 93%. In this study crude oil with higher concentration was degraded 
in the time less than other similar previous researches. 

 
Key words: floating crude oil, biodegradation, tagochi method, experimental design. 
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