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  چكيده 
هـا بـه عنـوان يكـي از      ، تجزيـه و حـذف آن  پساب هـا : امروزه با توجه به پيشرفت قوانين زيست محيطي و اهميت پالايش زمينه و هدف

هـوازي مـوثر بـر     ضوعات مهم مورد توجه قرار گرفته است. هدف از اين پژوهش جداسازي و ارزيابي ميكروارگانيسم هـاي هـوازي و بـي   مو
  پساب حاوي تركيبات روغني مي باشد.

بـا  و  چشمه كه حاوي تركيبات روغني است جمع آوري گرديد: در اين پژوهش نمونه ها از پساب واحد ريخته گري مس سرروش بررسي
احيا كننده سولفات و قارچ ها پرداختـه شـد.    ترموفيل، استفاده از محيط كشت هاي اختصاصي به جداسازي و ايزوله باكتري هاي مزوفيل،

سپس همة كلني ها از لحاظ ميزان توليد بيوسورفاكتانت با استفاده از تست هاي آميزندگي و اندازه گيري كاهش كشش سطحي در محيط 
) و كاهش كشش 4تا  5/2و در نهايت كلني هايي كه قدرت آميزندگي بالا (بين سيومتر ارزيابي گرديد) با دستگاه تنM.S.Sنمكي حداقل (

مـورد بررسـي قـرار     HPLCميلي نيوتن بر متر را داشتند از لحاظ ايجاد تغييرات در سـاختار پسـاب توسـط دسـتگاه      9سطحي بيشتر از 
  گرفتند.
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ترين تغييرات در ساختار پسـاب را نشـان دادنـد و     باكتري مزوفيل بيش 15روارگانيسم جدا شده تنها ميك 104: از ميان و نتايج يافته ها
با توجه بـه نتـايج    هوازي احياكننده سولفات و همچنين قارچ ها اثرات ناچيزي را بر روي ساختار پساب داشتند. باكتري هاي ترموفيل، بي

  تر مورد توجه قرار گيرند. ، باكتري هاي هوازي و مزوفيل بايد بيشساب هاپبه دست آمده جهت حذف تركيبات سنگين و آلي از 
  

  .هوازي، صنايع ريخته گري بيوسورفاكتانت، پساب، ميكروارگانيسم هاي هوازي و بي واژه هاي كليدي:
  

  مقدمه
حضور تركيبات آلي در آب يكي از عمـده تـرين منـابع    

در آب  اصلي آلودگي محيط زيست مـي باشـد. اجـزاي محلـول    
شامل نفت خام، ميعانـات گـاز طبيعـي، محصـولات پالايشـي و      

شامل انواعي از تركيبات مي باشند كـه بـراي    پساب هاخصوصاً 
بسياري از جانوران و گياهان خطرناك است. تبديل ايـن پسـاب   
كه يك امولسيون روغن در آب مي باشد به آب قابل اسـتفاده و  

ي باعث بهـره بـرداري   استاندارد جهت مصارف صنعتي و كشاورز
اقتصادي از حجم زياد پساب توليدي مي شود و از طرفـي دفـع   
آن به محيط زيست بـا توجـه بـه مقـررات رو بـه رشـد زيسـت        
محيطي بدين صورت امكـان پـذير نمـي باشـد. پـس تصـفيه و       

و  1پالايش پساب خروجي از اهميت ويژه اي برخـوردار اسـت (  
2.(  

ــي     ــي، ش ــه روش فيزيك ــي س ــور اساس ــه ط ميايي و ب
وجود دارد. روش هاي فيزيكي  پساب هابيولوژيكي براي پالايش 

د. همچنـين اسـتفاده از   ر شروع فرايند پالايش كاربرد دارتنها د
اين روش ها در ادامـه روش هـاي شـيميايي مـي توانـد نتيجـه       
بهتري در بر داشته باشد. روش هاي شيميايي به دليل نيـاز بـه   

مي تواند باعث سـاير  ينه بوده و معرف هاي شيميايي ويژه، پرهز
 پساب هـا د. غالب تركيبات روغني موجود در آلودگي ها نيز گرد

نفوذ اكسـيژن بـه   د و مانع عبور نور و بر روي سطح قرار مي گير
د بنابراين بهتـرين روش تجزيـه و پـالايش    داخل پساب مي گرد

اسـتفاده از روش هـاي بيولـوژيكي توسـط      پسـاب هـا  اين نـوع  
ايـت و  يسم ها مـي باشـد كـه بسـيار اقتصـادي، باكف     ميكروارگان

  ).1د (موافق با محيط زيست مي باش
El-Bestawy   پـالايش   2005و همكارانش در سـال

به روش هاي شيميايي و بيولـوژيكي را مـورد بررسـي     پساب ها
قرار دادند و تركيبي از ايـن روش هـا را جهـت حـذف سـريع و      

پيشنهاد كردند. با  اب هاپسكارآمد مواد آلي و معدني موجود در 
بـاز هـم پـالايش هـاي بيولـوژيكي از لحـاظ كـاهش         اين وجود

آلودگي هاي زيسـت محيطـي و ايجـاد بسـتري مناسـب بـراي       
از اهميت بيشـتري  بازگشت پساب تصفيه شده به محيط زيست 

  ).3(د برخوردار مي باش
Izanloo   در بررســي  2007و همكــارانش در ســال

روغني نشان دادند كه بيوفيلم هـاي  ي حاوي تركيبات پساب ها
ثيرات بر روي اين ترين تا باكتريايي در حالت هوازي داراي بيش

  ).4د (تركيبات مي باش
Helmy  تجزيه ميكروبـي   2010و همكارانش در سال

خصوصـاً   پسـاب هـا  روش جهت پـالايش   مهم ترينرا به عنوان 
ــا ــاب ه  ــ پس ــا ب ــي ب ــي و روغن ــواد آل ــاوي م ــارگيري ه ي ح ك

). سـه  5معرفـي نمودنـد (   3و غيـر بـومي   2بومي 1لورهايميكروف
گروه اصلي ميكروارگانيسم هـاي جـدا شـده از پسـاب خروجـي      
حاصل از خنك كننده هاي كارگـاه هـاي ريختـه گـري شـامل      

گونه هـاي مختلـف سـودوموناس و     باكتري هاي هوازي به ويژه
هوازي احياكننـده سـولفات بـه ويـژه      ، باكتري هاي بيفرمكلي

Desulfovibrio desulfuricans قارچ هاي ناقص به ويژه ، 
مي باشـند.   زاريوم، سفالوسپوريوم و كانديدافو گونه هاي مختلف

ميكروارگانيسم ها به دو صورت مستقيم و غيرمسـتقيم بـر روي   
موثر مي باشند و مي توانند باعث ايجـاد تغييـرات    پساب هااين 

  ).6(ها گردند  فيزيكي و شيميايي در ساختار آن
 همكـارانش و  Kadarwatiنتايج حاصل از تحقيقـات  

نشان داد كه بيوسـورفاكتانت هـاي توليـد شـده      2008در سال 
ــي ت    ــا م ــم ه ــي از ميكروارگانيس ــط برخ ـــتوس ــه ـ وانند تجزي

                                                 
1- Microbial flora  
2- Indigenous 
3- Extraneous 



  
                                                                                                 .... جداسازي و بررسي باكتري هاي مزوفيل، ترموفيل،     

 
33

را در درصـدهاي مختلفـي    پساب هاموجود در  هيدروكربن هاي
  ).1افزايش دهند (

ن بـر و  اـتجزية بيولوژيكي تركيبات آلـي فراينـدي زم ـ  
هـاي جديـد بـراي     فـن آوري وقت گير مي باشد كه استفاده از 

مثال افزودن بيوسورفاكتانت، شرايط را بـراي تحريـك جمعيـت    
ميكروبي بومي محيا مـي كنـد و ايـن ميكـروب هـا بـا مصـرف        
تركيبات آلي به عنوان منبع غذايي سبب افزايش سرعت تجزيـه  

وان عوامـل فعـال   بيولوژيكي مي شوند. بيوسورفاكتانت ها به عن ـ
ع ــ ـكننده سطحي مي باشـند كـه بـه طـور معمـول جهـت رف      

آلودگي هـاي زيسـتي بـا ايجـاد شـرايط مناسـب بـراي حملـه         
ميكروبي استفاده مي شوند. اين تركيبات توسط ميكروارگانيسم 
ها توليد مي شوند و با كاهش كشـش سـطحي و بـين سـطحي     

صــاً ســبب افــزايش حلاليــت و پراكنــدگي تركيبــات آلــي خصو
پس در فرايند تجزيه و حـذف ايـن    ،تركيبات روغني مي گردند

 3( مؤثر مي باشند پساب ها CODو  BODتركيبات و كاهش 
). بنابراين هدف اصلي از اين پـژوهش جداسـازي و بررسـي    5و 

هوازي احياكننده سـولفات و   باكتري هاي مزوفيل، ترموفيل، بي
سيون هـايي كـه   قارچ هاي موثر بر پساب خروجي حاصل از امول

ا در واحد ريختـه گـري اسـتفاده    ــبراي خنك كردن دستگاه ه
مــي باشــد تــا  ،مــي شــوند و حــاوي تركيبــات روغنــي هســتند

مؤثرترين گروه ميكروارگانيسم ها جهت حذف تركيبات آلي بـه  
روش بيولوژيكي و از لحاظ اقتصادي مقرون به صرفه شناسايي و 

  مورد بررسي قرار گيرند.
  

  ها مواد و روش
براي انجام اين  نمونه گيري و جداسازي ميكروارگانيسم ها:

پژوهش نمونه ها از پساب خروجي خنك كننـده دسـتگاه هـاي    
و در محـيط   يخته گري مس سرچشمه جمـع آوري شـد  واحد ر

جداسـازي ميكروارگانيسـم هـا شـامل      ،كشت هـاي اختصاصـي  
و  هوازي احياكننده سولفات باكتري هاي مزوفيل، ترموفيل و بي

  .م يافتهمچنين قارچ ها انجا

براي جداسـازي بـاكتري هـاي مزوفيـل از     محيط هاي كشت: 
، بـراي بـاكتري هـاي    S.N.A2و  P.C.A1محيط كشت هـاي  

و نوترينـت آگـار، بـراي     T.S.B3ترموفيل از محيط كشت هاي 
 Post gate Bباكتري هاي احياكننده سولفات از محيط كشت 

هـا از محـيط كشـت هـاي      هـا و كپـك  و براي جداسازي مخمر
Y.G.C4  وP.D.A5 از شركت  استفاده گرديد(تمامي تركيبات

MERCK  بودند). از محيط كشتM.S.S6   براي تهيه محيط
S.N.A      و انجام تست هـاي امولسيفيكاسـيون و انـدازه گيـري

ي و كشش سطحي استفاده شد. براي اندازه گيري كشش سـطح 
 %03/0مخمــر و % عصــاره 03/0انجــام تســت هــاي آميزنــدگي 

 M.S.Sاضافه گرديـد. محـيط    M.S.Sگلوكز به محيط كشت 
گـرم، هيـدورژن دي    2شامل: دي هيـدروژون پتاسـيم فسـفات    

گرم، كلريـد كلسـيم    3گرم، سولفات آمونيوم  5پتاسيم فسفات 
گـرم،   01/0گـرم، سـولفات آهـن     1/0گرم، كلريد سديم  01/0

گرم بر حسـب   002/0گرم، سولفات منگنز  2/0سولفات منيزيم 
  ) مي باشد.=7pHگرم در ليتر آب مقطر (

همزمان با نمونه گيري و ارسال نمونه هـا بـه   كشت ميكروبي: 
) از آن ها رقـت  P.B.Sآزمايشگاه به كمك فسفات بافر سالين (

ــراي جداســازي ميكروارگانيســم هــاي هــوازي   هــاي متــوالي ب
ر رقيق (باكتري هاي مزوفيل، ترموفيل و قارچ ها) و به كمك باف

كننده (محلول كار) رقت هاي متوالي بـراي جداسـازي بـاكتري    
هاي احياكننده سولفات تهيه شد. بافر رقيق كننده از دو تركيب 

شود. در تمـامي  فسفات ذخيره و محلول كلريد منيزيم تهيه مي
 Pour plateموارد براي جداسازي ميكروارگانيسم هـا از روش  

  لني ها كشت خالص تهيه شد.سپس از تمامي ك ،استفاده گرديد
 يها تست تست هاي آميزندگي (امولسيفيكاسيون):

 1991در سال  Francy يشنهاديبر اساس روش پ يزندگيآم
از  يدگــزنيآم يها انجام تست يبرا ).7( انجام گرفت

متداول مشتق شده از نفت خام شامل نفت  يها دروكربنيه

                                                 
1- Plate Count Agar 
2- Strengthed Nutrient Agar 
3- Trypticase Soy Broth 
4- Yeast Glucose Agar 
5- Potato-Dextrose Agar 
6- Minimum Salt Solution 
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ابتدا  يمشتقات نفت نياستفاده شد كه ا ليو گازوئ نيبنز د،يسف

ها  و سپس با عبور آن يريگ آشغالي معمول يتوسط كاغذ صاف
 يها شدند. تست لياستر يكرومتريم 45/0 يهاي از صاف

شده انجام  يجداساز يهاي كلن يتمام يبر رو يزندگيآم
 طيمح تريل يليم 5 يلوله حاو 6به  هاي گرفت. هر كدام از كلن

M.S.S  24به مدت   افزوده وو گلوكز  واجد عصاره مخمر 
شد.  يگذار  گرمخانه گراد يدرجه سانت 30 يساعت در دما

شده به دو لوله اول،  لياستر دينفت سف تريل يليم 5/0سپس 
 تريل يليم 5/0به دو لوله دوم و  لياستر نيبنز تريل يليم 5/0

به دو لوله سوم افزوده شد و پس از مخلوط  لياستر ليگازوئ
به مدت سه  يدرجه سانت 30يدر دما vortexكردن با دستگاه 

 يهاي كلن يتمام يعمل برا ني. اديگرد يروز گرمخانه گذار

كدام  هر يبرا شيآزما يشده تكرار شد و در هر سر يجداساز
لوله به عنوان كنترل  كي يكروبيم حيبدون تلق ها دروكربنياز ه

  يدر نظر گرفته شد. از باكتر
Pseudomonas aeruginosa و  كارگر قاتيقكه در تح

 يدارا يزندگيآم يها در تست 1385همكارانش در سال 
ثبت استفاده مبود به عنوان كنترل  يزندگيآم زانيم نيبالاتر
ها خوب با دستگاه  لوله يگذار گرمخانه زپس از سه رو ).7(شد

vortex  درجه  30 يدر دما گريساعت د 1مخلوط و
با توجه به اندازه  تيشد. در نها يگذار گرمخانه گراد يسانت
از صفر تا چهار  يزندگيآم زانيم 1 ها مطابق شكل چهيگو

  .ديگزارش گرد

  

  
  نحوه گزارش ميزان آميزندگي از صفر تا چهار -1 شكل

   
تأييد ترشح بيوسورفاكتانت ها با انـدازه گيـري كشـش    

 ومترياز دستگاه تنس ـ يكشش سطح يرياندازه گ يبرا: سطحي
(Tensiometer-TD1C LAUDA)    استفاده شـد و چـون

 ياست، كشـش سـطح   طيتابع درجه حرارت مح يكشش سطح
ــام ــه يتم ــرا  نمون ــا در ش ــا طيه ــاني ييدم ــه  28( يكس درج
كلني هايي كه ميـزان آميزنـدگي    شد. يري) اندازه گگراد يسانت

داشتند براي اندازه گيري كشش سـطحي انتخـاب    5/2بالاتر از 
ميلـي ليتـر    100حاوي  شدند. كلني هاي مورد نظر به يك ارلن

داراي عصاره مخمر و گلوكز تلقـيح و بـه مـدت     M.S.Sمحيط 
گـذاري گرديـد.    گراد گرمخانه درجه سانتي 30سه روز در دماي 

سپس كشـش سـطحي بـراي هـر كلنـي بـه دو صـورت بـدون         
 15بـه مـدت    rpm 4500سانتريفوژ و پس از سانتريفوژ بـا دور 

به ذكر اسـت كـه در هـر     دقيقه اندازه گيري و ثبت گرديد. لازم
ها در نظـر   بار كشش سطحي اندازه گيري و ميانگين آن 3مورد 

گرفته شد. سپس اختلاف كاهش كشش سـطحي نمونـه هـا بـا     
  مقايسة نمونه شاهد محاسبه گرديد.

بررسي تأثير ميكروارگانيسم هاي انتخاب شـده بـر روي   
بـه منظـور ارزيـابي اثـرات      :HPLCساختار پساب با آناليز 

كروبي بر روي ساختار پساب، كلني هايي كه اختلاف كـاهش  مي
با دستگاه  ،ميلي نيوتن بر متر داشتند 9كشش سطحي بالاتر از 

HPLC) (SHIMADZO 10 AVD     سـاخت كشـور ژاپـن
  آناليز شدند.

  
  يافته ها
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در اين پژوهش ميكروارگانيسـم هـاي بـومي و جـدا     

رفتنـد.  بـه   شده از پساب واحد ريخته گري مورد مطالعه قرار گ
 66ازي غالـب جـدا شـده    ميكروار گانيسم هـو  104طور كلي از 

) %08/23سـويه (  24كتري هـاي مزوفيـل،   ) بـا %46/63سويه (
) قـارچ هـا بودنـد.    %46/13سـويه (  14 هاي تروموفيل وباكتري
هاي غالب جـدا شـده در مـدت پـژوهش     ترين تعداد كلني بيش

ربوط بـه  ــ ـهـا م  ترين آن مربوط به باكتري هاي مزوفيل و كم
) كـه ايـن نشـان دهنـده غالـب بـودن       1ا بود (نمـودار  ــقارچ ه

فعاليت هاي باكتري هاي مزوفيل نسبت به ساير ميكروارگانيسم 
 ،اوي تركيبـات روغنـي هسـتند   ــكه ح پساب هاها در اين نوع 

  مي باشد.

  

23.08

13.46

63.46

درصد کل کلنی های غالѧѧب
مزوفيل
درصد کل کلنی های غالѧѧب
ترموفيل
درصد کل کلنی های غالب قѧѧارچ
ها 

  
  قارچ هاهاي مزوفيل، ترموفيل و  لب باكتريدرصد فراواني كل كلني هاي غا -1نمودار 



تـرين شـمارش احتمـالي     با اسـتفاده از روش بـيش  
(MPN)   در لوله هاي حاوي محيط كشـتPost gate B   بـه

هـوازي   اي انواع و تعداد بـاكتري هـاي بـي    لوله 5صورت آزمون 
احياكننده سولفات جداسازي و شمارش گرديـد. بـا اسـتفاده از    

گي پيرسـون مشـخص گرديـد كـه بـين      آزمون ضريب همبسـت 
هـوازي احيـا كننـده سـولفات و      لگاريتم تعداد باكتري هاي بي

تعداد كلني هاي غالب مزوفيل و ترموفيل و قـارچ هـا در سـطح    
  ).2رابطه معني داري وجود ندارد (نمودار  05/0
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مزوفيل  

تعداد کلنی های غالب   
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تعداد کلنی های غالب   
قارچ ها 

  
  ترموفيل و هوازي احيا كننده سولفات و تعداد كلني هاي غالب مزوفيل و بي هاي  مقايسه لگاريتم تعداد باكتري -2نمودار 

  در مدت پژوهش قارچ ها 
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  بحث و نتيجه گيري

Tabatabaee   جهـت   2005و همكارانش در سـال
بررسي توانايي توليد بيوسـورفاكتانت هـا توسـط بـاكتري هـاي      
ايزولـــه شـــده از مخـــازن روغنـــي از تســـت هـــاي همـــوليز، 

اسـيون و انــدازه گيــري كشــش ســطحي بــا دســتگاه  امولسيفيك
 104). در اين پژوهش نيـز تمـامي   8تنسيومتر استفاده كردند (

كلني جدا شده از نظر تست هاي آميزندگي مـورد بررسـي قـرار    
هـوازي   گرفتند و مشخص گرديد كه باكتري هاي ترموفيل، بـي 

احيا كننده سولفات و قارچ ها قدرت آميزندگي بسـيار نـاچيزي   
  رند.دا

 Helmy  نشان دادنـد كـه    2010و همكارانش در ژانويه ،
زايش تجزيـه لجـن هـاي    استفاده از بيوسورفاكتانت ها سبب اف ـ

ها همراه با ميكروارگانيسـم هـاي    د و افزودن آنروغني مي گرد
ســازگار بــا شــرايط محيطــي جهــت تحريــك و تســريع تجزيــه 

بنـابراين   )5بيولوژيكي و كسب نتيجه بهتر را پيشـنهاد كردنـد (  
 آن دسته از ميكروارگانيسم ها كه داراي قـدرت آميزنـدگي كـم   

بيوسـورفاكتانت و تجزيـه بيولـوژيكي    تري هستند از نظر توليـد  
كه در اين پژوهش نمونـه اي بـا قـدرت     دارندتري  ارزش پايين

به عنوان كنترل مورد بررسـي گرفـت و    5/2تر از  آميزندگي كم
  .تاييد شداين نتيجه 

ــا  ــدرت     17تنه ــل ق ــاي مزوفي ــاكتري ه ــويه از ب س
) را نشان دادند كه از جهت 4تا  5/2آميزندگي قابل قبولي (بين 

ميزان كاهش كشش سطحي بـا اسـتفاده از دسـتگاه تنسـيومتر     
سـويه   15بررسي شـدند و مشـخص گرديـد كـه از ايـن تعـداد       

قابليت توليد بيوسورفاكتانت و كاهش كشش سـطحي بيشـتر از   
متر را دارا هستند. كارگر و همكارانش در سال ميلي نيوتن بر  9

 86به شناسايي بـاكتري هـاي مولـد بيوسـورفاكتانت در      1385
نمونه مختلـف از آب و خـاك هـاي آلـوده بـه تركيبـات نفتـي        

ده در شــميكروارگانيســم جداســازي  179هــا از  پرداختنــد. آن
سـويه   10سويه باكتريايي،  158شرايط هوازي و مزوفيل شامل 

سـويه   9سـويه مخمـر، تنهـا     2سـويه قـارچ و    9وميست، اكتين
باكتريايي مولد بيوسورفاكتانت و قادر به كاهش كشش سـطحي  

هـا نيـز    در حد قابل قبولي شناسايي كردند كـه در پـژوهش آن  
توانايي آميزندگي هيدروكربن هاي متداول  قارچ هاكدام از  هيچ

  ).7( نفتي را نداشتند
  

  

  
  آميزندگيهاي تست  لوله -2شكل 

  

توسـط   يافتـه در اين پژوهش مشابه تحقيقات انجـام  
Rossmoore   بـا اسـتفاده از   9( 1994و همكارانش در سـال (

ــد   HPLCدســتگاه  ــايي تولي ــايي كــه توان ســويه هــاي باكتري
تر  ) و كاهش كشش سطحي بيش4تا  5/2بيوسورفاكتانت (بين 

روي ساختار  ميلي نيوتن بر متر را داشتند، از لحاظ تاثير بر 9از 

پساب بررسي شدند و مشخص گرديد كه اين باكتري هـا داراي  
وجود در پسـاب  ـتاثيرات متغيري بر روي ساختار و تركيبـات م ـ 

مي باشند و قابليت حذف بسيار بالايي از تركيبات آلي و معدني 
را در شرايط مناسب محيطي دارند. بنابراين با توجه به نتايج بـه  

لعه بيشتر در مورد حذف تركيبات آلي دست آمده بررسي و مطا
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توسـط بـاكتري هـاي هـوازي و مزوفيـل       پساب هـا و معدني از 

  پيشنهاد مي گردد. 
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