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  چکیده
بـرای تصـفیه ایـن گونـه     . ی آلاینده محیط زیست می باشـد پساب ها، در زمره مهم ترین ی تبدیل ذغال سنگها کارخانهساب پ

، بستگی بـه میـزان فعالیـت    ها درصد حذف مواد آلاینده در این سیستم. ه می شودی بیولوژیکی هوازی استفادها ، اغلب از سیستمپساب ها
مثـل تولـوئن و    ،حالت بازدارنـده دارنـد   ارگانیسم هابرای فعالیت میکرو  پساب هاموجود در برخی از مواد . ی موجود داردها میکروارگانیسم

از اهمیت ویژه ای  پساب هاد، حذف این ترکیب از شو می محسوب فنل و ترکیبات آن در مقادیر بالا برای محیط زیست و انسان سمی .فنل
. بهترین روش تصفیه زیسـتی اسـت   روش هامختلفی برای تصفیه فنل و از بین بردن آن وجود دارد که از بین این  راه های. برخوردار است

وجود داشتند اقدام به شناسایی، حذف فنل ی بومی که در پساب فنل دار کارخانه ذوب آهن ها در طی این تحقیق از طریق جداسازی سویه
ی جدا شده گونه ای از جنس سـودوموناس مقـدار   ها نتایج نشان داد  از بین سویه. به مقادیر بالای فنل گردید ها و سازش پذیر کردن سویه

ساعت بـه صـفر    120طی مدت ساعت به  صفر رساند و گونه ای دیگر این مقدار را در  96میلی گرم بر لیتر در طی مدت  2233فنل را از 
توان میـزان فنـل    می به تنهایی و یا حتی به صورت ترکیبی از چند سویه سازگار شده با مقدار بالای فنل ها این سویه به کارگیریبا . رساند

  .تری به صفر رساند را در طی مدت زمان کوتاه پساب هاموجود در این 
  

  .پساب باکتری بومی، جداسازی، فنل، تصفیه زیستی، :کلمات کلیدی
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  مقدمه

ی آروماتیـک سـمی اسـت    ها فنل یکی از هیدروکربن
ی ها که آژانس حفاظت محیط زیست آمریکا آنرا در زمره آلاینده

این ماده و مشـتقات آن در  ).1(خطرناک محیطی قرار داده است
ی تولید رزیـن، رنـگ،   ها پساب صنایع متعددی از جمله کارخانه

هــای نفــت، صــنایع  هســموم دفــع آفــات، داروســازی، پالایشــگا
پتروشیمی، معادن ذغال سنگ و تعـدادی صـنایع دیگـر وجـود     

مـی   دارد و سبب آلودگی محیط زیست به خصـوص منـابع آب  
 ).2(شود

ی روش هـا ی حـاوی فنـل   هـا  برای تصـفیه فاضـلاب  
 تــوان بــه مــی هــا آن مهــم تــرین از متعــددی وجــود دارد کــه

و ، تصـفیه بیولـوژیکی   ، جـذب سـطحی  اکسیداسیون شـیمیایی 
  ).4و3(یاد شده اشاره کرد یروش هاترکیبی از 

ی بیولـوژیکی  ها ، سیستمیاد شدهی روش هادر میان 
بیشـتر   ،دارند روش هابه دلیل مزایای خاصی که نسبت به سایر 

 روش هـا یکی از مزایای عمده این . مورد استفاده قرار می گیرند
ت این است که سازگاری بیشتری با محیط زیست دارند، به عبار

مزیت . از دیدگاه محیط زیست ایمن تر محسوب می شوند گردی
ی شیمیایی این است کـه  روش هانسبت به  ها دیگر این سیستم

ماده شیمیایی زیان آوری برای محیط زیست   ها  در آن معمولاً
مصرف نمی شود، لذا دفع پساب و لجن حاصل از این فرآینـدها  

  ).5(داردنبال به دنء نسبت به فرآیندهای شیمیایی ، اثرات سو
طــی  بــاکتری هــا بــه وســیلهتصــفیه زیســتی فنــل 

ی متنوعی بـر حسـب   باکتری هاتحقیقات زیادی بررسی شده و 
مقــدار فنــل و خصوصــیات فیزیولــوژیکی بــاکتری، جداســازی و 

یی که تا کنون مـورد ارزیـابی قـرار    باکتری هااکثر. بررسی شدند
د به این پایین بودن غلظت هایگرفته اند، قادر به تجزیه فنل در 

بالا با ایجاد لیز سلولی مـانع رشـد    غلظت هایدلیل که فنل در 
  ).6-8(می شود ارگانیسم هااکثر میکرو

یی که بر روی فنل انجام ها در طی تحقیقات و بررسی
گرفته مشخص شده است، در صورتی که بـاکتری منبـع کـربن    
دیگری به غیر از فنل در دسترس نداشته باشد و در طـی مـدت   

توانـد خـود را بـا     مـی  طولانی در برابر آن قرار گیرد سبتاًزمان ن

شرایط  سازش داده و از فنل به عنوان یک منبع کربن یا انـرژی  
اســتفاده نمــوده و آن را بــه دی اکســید کــربن و متــان تبــدیل 

 ).10و9(کند

ی تصـفیه بیولـوژیکی،   ها با علم به این که در سیستم
ی موردنظر هستند، لـذا  ها تصفیه آلاینده عامل ها میکروارگانیسم

گام مهمی در روند  ها ی تجزیه کننده آلایندهها شناسایی باکتری
مـواد سـمی    بـه خصـوص  ی تصـفیه فاضـلاب   ها تکاملی سیستم

  . محسوب می شود
به طور کلی در این تحقیق بـه جداسـازی و بررسـی     

ی تجزیه کننده فنل از پساب صنعتی و مطالعه رونـد  باکتری ها
در محـیط کشـت    بـاکتری هـا  مقـاوم تـرین    تجزیه فنل توسط

  .مصنوعی و پساب فنولیک پرداخته شده است
  

  روش هامواد و 

دو نمونه پساب به ترتیب از ورودی :نمونه برداری .1
ی حاوی پساب هااستخری که اضافه (استخر فنلی 

و خروجی آب ) A) (می شودفنل به آن ریخته 
کندانسور واحد قطران بخش کک سازی کارخانه 

در  ها نمونه. تهیه گردید) B(ن اصفهان ذوب آه
ی شیشه ای اسید شویی شده و استریل ها بطری

جمع آوری گردیده و بر روی یخ به آزمایشگاه منتقل 
  .شد

  :پساب هاتعیین خصوصیات  .2
ی پساب پس از ها نمونه pH: پساب ها pHتعیین  −

متر مدل  pHانتقال به آزمایشگاه به وسیله دستگاه 
گیری  ا محلولهای بافر، اندازهشده ب برهیکال 262
  ).11(شد

 BODبرای اندازه گیری : پساب ها BOD1 تعیین −
  ).11(از روش تیتراسیون استفاده شده است

                                                 
1-Biological Oxygen Demand  
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برای اندازه گیری میزان : پساب ها COD1 تعیین −

COD  از روش تقطیر برگشتی بسته استفاده
  ).11(شد

در اندازه گیری فنل از معرف : تعیین میزان فنل −
میلی  150فاده شد که به هر نمونه گیبس است

دقیقه 10به مدت  rpm 6000لیتری که در دور 
یک  NaHCO3میلی لیتر  30سانتریفیوژ شده بود 

میلی لیتر از معرف گیبس اضافه شده و  20مولار و 
دستگاه  به وسیلهنانومتر  630در طول موج 

 ).12(اسپکتوفتومتر قرائت شد

 در پساب ی هتروتروف باکتری هاتعیین جمعیت  .3

A :یی از نمونه ها به این منظور اقدام به کشت رقت
در محیط کشت نوترینت آگار شد و پس از  Aپساب 

ی تک شمارش ها یک دوره انکوباسیون گذاری کلنی
  ).13(شد

به منظور : ی تجزیه کننده فنلباکتری هاجداسازی  .4
ی دارای قدرت تجزیه فنل از باکتری هابررسی 

 Na2HPO4یلی گرم م 5350محیط کشت حاوی 
میلی گرم  NH4Cl، 6/0میلی گرم  2670،

CaCl2.H2O ،6  میلی گرمMgSO4 ،4/2 میلی
 میلی گرم 09/0و  FeSO4.H2Oگرم 

MnSO4.H2O میلی لیتر آب مقطر  و  1000در
ی در ها میلی گرم فنل استفاده شد که در لوله 1000

میلی لیتر توزیع گردید و به  10پیچ دار به میزان 
بر روی  ها لوله. ه تکرار، آزمایش انجام یافتصورت س

دور در دقیقه و در شرایط تاریکی  120شیکر با دور 
هر . درجه سانتی گراد قرار داده شدند 25در  دمای 

نیمه باز کردن درب  به وسیلهروز به مدت یک دقیقه 
گرفت و در  می بر روی شیکر هوادهی انجام ها لوله

 کدورت در محیط پایان هر هفته در صورت مشاهده
کشت تلقیح به محیط جدید صورت 

  ).14و13(گرفت می

                                                 
1-Chemical Oxygen Demand  

یی که قدرت  تجزیه باکتری هابررسی پراکندگی  .5
یی که کدورت ها به این منظور از لوله: فنل را دارند

ی مختلف تهیه و ها شد رقت می ها مشاهده در آن
ی آگار دار حاوی فنل ها سپس بر روی محیط کشت

هایت پس از یک دوره در ن. شدند می کشت داده
 ی تک شمارش گردیدها انکوباسیون گذاری کلنی

)14.(  

 ی جداها ی پر قدرت از میان سویهها انتخاب سویه .6
ی باکتریایی، به ها پس از جدا سازی سویه: شده

ها را  ، آنها منظور غربال بهترین و قوی ترین سویه
 1000مایع فنل دار در غلظت  در محیط کشت

یی که باکتری هال کشت داده و گرم بر لیتر فن میلی
در حداقل زمان ممکن شروع به رشد نمودند و 
همچنین از حداکثر کدورت در مجاورت فنل 

ی میکروبی مناسب ها برخوردار بودند، به عنوان سویه
  .انتخاب گردیدند

و  3000،  2000در  ها منحنی رشد و حذف سویه .7
 ی مقاوم کهباکتری ها: میلی گرم بر لیتر فنل 4000

میلی گرم در لیتر فنل را  1000توانایی رشد بر روی 
ی کشت مایع ها داشتند انتخاب شده و به محیط

میلی گرم بر لیتر  4000و  3000،  2000حاوی 
فنل انتقال داده شدند و سپس منحنی رشد و حذف 

دستگاه اسپکتوفتومتر در  به وسیلهها  فنل آن
  ).15(ساعته رسم شد 24ی زمانی ها دوره

ی بسیار مقاوم در ها رشد و حذف فنل سویهمقایسه  .8
جهت بررسی :  Bمحیط کشت مصنوعی و پساب

در محیط کشت مصنوعی و پساب  ها رفتار سویه
تهیه شده از واحد کک  Bحاوی فنل از نمونه پساب 

سازی استفاده شد که در این بررسی از دو سویه ای 
میلی گرم برلیتر فنل  4000استفاده شد که در 

ودند به خوبی رشد کنند و منحنی رشد و توانسته ب
   .ها رسم شد تجزیه فنل آن
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  نتایج

ی فیزیکـی و  هـا  در طی ایـن بررسـی برخـی پـارامتر    
شیمیایی هر دو پساب تهیه شده اندازه گیری شد و بـه صـورت   

  .جدول زیر ارایه گردید

  گیری شده در پساب مورد مطالعه  خصوصیات اندازه -1جدول 
خواص پساب     

         
  پساب

BOD  اسیدیته
 (mg/lit) 

COD 
(mg/lit) 

  میزان فنل
)mg/lit(  

  A 56/7  3/328  3/ 1279  1207پساب 
  B 91/8  N.D. 9870  2233پساب 

                           N.D: Not detectable  
  ، Aی هتروتروف موجود در پسابباکتری هاتعداد کل 

  ها در جدول شماره ه فنل و پراکندگی آنی تجزیه کنندباکتری ها
  .آورده شده است 2

  ی تجزیه کننده فنل و باکتری ها، ی هتروتروفباکتری هاکل  تعداد -2 جدول
   Aی تجزیه کننده در پساب باکتری هاپراکندگی 

ی باکتری هاکل   
  هتروتروف

ی باکتری ها
  تجزیه کننده فنل

ی باکتری هادرصد 
  تجزیه کننده فنل

  %47/47  466/1*106  096/3*106  تعداد
، 2000منحنی رشد و حذف مقـاوم تـرین سـویه در    

 6تـا   1میلی گرم بر لیتـر فنـل در نمودارهـای     4000و  3000
  .نشان داده شده است
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  میلی گرم بر لیتر فنل 2000ی مقاوم در ها منحنی رشد سویه -1نمودار 
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  میلی گرم بر لیتر فنل 3000ی مقاوم در ها منحنی رشد سویه -2نمودار 
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  میلی گرم بر لیتر فنل 4000ی مقاوم در ها منحنی رشد سویه -3نمودار 
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  میلی گرم بر لیتر فنل 2000ی مقاوم در ها منحنی تجزیه سویه -4نمودار 
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  میلی گرم بر لیتر فنل 3000ی مقاوم در ها منحنی تجزیه سویه -5نمودار 
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  میلی گرم بر لیتر فنل 4000ی مقاوم در ها ویهمنحنی تجزیه س -6نمودار 
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  میلی گرم بر لیتر فنل 4000ی مقاوم در محیط کشت حاوی ها فنل توسط سویه حذفدرصد  - 7نمودار 
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 B در محیط کشت مصنوعی و پساب 15و  1مقایسه رشد سویه  -8نمودار 
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  B پسابدر محیط کشت مصنوعی و  15و  1 مقایسه تجزیه فنل سویه -9مودار ن

  

0

500

1000

1500

2000

2500

0 24 48 72 96 120

زمان بر حسب ساعت

زیه
 تج

زان
می

0
0.05
0.1
0.15
0.2
0.25
0.3
0.35
0.4
0.45

شد
ن ر

میزا

تجزیه سویه 1 رشد سویه 1

  
  Bدر پساب  1منحنی رشد و تجزیه فنل سویه  - 10 نمودار
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  تفسیر نتایج

مقدار فنل  هر دو پساب  چندین برابـر اسـتاندارهای   
از طرفـی  . ی صنعتی بودپساب هابین المللی تعریف شده برای  

میلی گرم  20ی صنعتی پساب هابرای  BOD5مقدار استاندارد 
بر لیتر و حداکثر آن بسته به نـوع صـنعت و شـرایط فیزیکـی و     

میلی گرم بر لیتر تعیین شـده اسـت کـه بـا      100شیمیایی آن 
گیـری شـده    این دو پساب، مقدار انـدازه  BOD5توجه به مقدار 

پـایین پسـاب دوم    BOD5اما . بسیار بالاتر است Aبرای پساب 
یی ارگانیسم هـا نشان دهنده پاک بودن پساب و یا فقدان میکرو
در  ارگانیسـم هـا  است که به مصرف اکسیژن نیاز دارند، یا میکرو

این پساب مرده و یا در حال مرگ هستند که بـا توجـه بـه بـالا     
توانـد صـادق    مـی  بودن مقدار فنـل هـر یـک از ایـن احتمـالات     

  ).16(باشد
ی پسـاب هـا  برای  CODاستاندارد  همچنین میزان

میلی گرم بر لیتر تعیین شده که مقدار حداکثر آن 120صنعتی 
هر دو پسـاب   COD. میلی گرم بر لیتر گزارش شده است 400

. مورد آزمایش بسیار بـالاتر از اسـتانداردهای ارایـه شـده اسـت     
به این دلیـل اسـت    BOD5نسبت به  CODبالاتر بودن میزان 

ت سمی از جمله فنـل در پسـاب وجـود داشـته     که وقتی ترکیبا
یی کـه مـواد آلـی را تخریـب     ارگانیسم هاباشد، از فعالیت میکرو

و حضور ایـن ترکیبـات در طـی انجـام      می شود میکنند کاسته
  ).16(گردد می  BOD5آزمایش باعث کاهش میزان

لازم به ذکر است این پساب به محیط تخلیه نشده و 
 خـه ای مـورد اسـتفاده قـرار    در بخش کک سازی به صورت چر

  . گیرد می
یی از هـا  در این مطالعـه اقـدام بـه جداسـازی سـویه     

میلی گرم بر لیتر فنل به راحتی رشـد   1000باکتری شد که در 
بـه   هـا  سپس با انتقال این سـویه . کنند می کرده و فنل را تجزیه

، 2000دیر بالاتری از فنل به صورت ی کشت حاوی مقاها محیط
 ها میلی گرم بر لیتر برای بررسی رفتار این سویه 4000و  3000

 هـا  نتایج نشان داد که سویه. منحنی رشد و تجزیه فنل رسم شد
میلی گرم بر لیتر فنل به راحتی رشد کرده و فنـل را   2000در 

میلی گرم بر لیتـر فنـل    3000کنند، در حالی که در  می تجزیه

تا  3لیتر فنل رشد میلی گرم بر 4000تاخیر و در  2تا  1رشد با 
روز به تاخیر افتاده ولی در نهایت سویه رشد کـرده و فنـل را    4

  . کند می تجزیه
Adav  در تحقیقی تحـت   2007و همکاران در سال

عنوان تصفیه ی زیستی هوازی پیریدین در حضور فنل بـه ایـن   
میلی گرم  2000به  500نتیجه رسیدند که اگر مقدار فنل را از 

که ایـن   می شودد تجزیه زیستی پیریدین محدود بر لیتر برسانن
  ).17(به دلیل ویژگی ممانعت کننده از رشد فنل است

Neumann  نیـــز در  2004و همکـــاران در ســـال
بررسی درجه تجزیه فنل و آترازین توسط سویه سـدوموناس بـه   

 1000این نتیجه رسیدند که ایـن سـویه قـادر اسـت در برابـر       
میلی گرم بر لیتـر آتـرازین را    150ر میلی گرم بر لیتر فنل مقدا

ــه ایــن کــار    ــادر ب ــالاتر فنــل ق ــه کنــد و در مقــدارهای ب تجزی
  ).18(نیست

% 60یی که قادر به تجزیه فنـل بودنـد   ها از کل سویه
ی مقاوم برای تجزیه و رشد در محیط فنـل دار  ها به عنوان سویه

ی مقاوم به فنـل  ها جداسازی شدند و همچنین از بین این سویه
% 10باسـیل گـرم منفـی و    % 20کوکوباسیل گرم منفی ، % 70،

  .کوکوباسیل گرم مثبت شناسایی شدند
Vatanabe  در پســاب  2002و همکــاران در ســال

 ). 19(کارخانه رزین هلند اسـفنگوباکتریوم را جداسـازی کردنـد   
و همکـــاران در خـــاک آمریکـــا  Teramoto 2002در ســال  

با افزایش مقدار فنل دوره  هر چند). 20(آلکالیجنز را جدا کردند
اما  می شود تاخیری سویه بدلیل اثر بازدارنده از رشد فنل بیشتر

  ).20(کند می در نهایت سویه رشد کرده و فنل را تجزیه
Gonzalez  تجزیـــه  2001و همکـــاران در ســـال

زیستی فنل را در یک محیط کشت طبیعی از سدوموناس پوتیدا 
میلی  1200تا  600بین  CODزمانی که مقدار . بررسی کردند

 گرم بر لیتر باشد باکتری فنـل را بـه سـرعت از محـیط تصـفیه     
میلی گـرم بـر لیتـر     COD 2400کند، اما زمانی که میزان  می

روز بـرای تصـفیه فنـل نیـاز      5باشد سیستم به زمانی بیشـتر از  
  ).21(دارد
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 CODبرابـر بـودن    4انتظار میرفت که با توجـه بـه   
و   Gonzalezورد بررسـی در مطالعـه   نسبت به مقـدارهای م ـ 

همکاران در پساب دوم مدت زمان طـولانی تـری لازم باشـد تـا     
 هـا  فنل را تجزیه کنند، اما به دلیل سازگار بـودن سـویه   ها سویه

  .فنل را در مدت زمان کوتاهتری تجزیه کردند
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