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  بسمه تعالي

  دانشگاه آزاد اسلامي واحد كرمان
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دا شده جباكتري هاي احيا كننده سولفات ي امواج راديويي و بيوسايدها در استقرار ارزيابي فعاليت بازدارندگ
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با حضور اساتيد راهنما ، مشاور و هيات داوران در دانشگاه آزاد    1395/   2/ 19از اين پايان نامه در تاريخ   
عمل آمد و مورد تاييد قرار با موفقيت ، دفاع به   18 اسلامي واحد علوم و تحقيقات كرمان و اخذ نمره 
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  دكتر حجت بابايي                                       دكتر بابك خيرخواه                         
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 چكيده

ساز نيستند و تنها در مواقعي كه آب مشكلهاي احيا كننده سولفات در مقاديرآلودگي كم باكتري :اهميت و هدف پژوهش
 باشد كه با ترشح پليمر خارجي آن هجوم ميكروبي ميشان كنترل نشود رشد سريعي كرده و نتيجهتعداد آنها در محيط زيست
لوگيري ج شود. بنابراين باتوجه به اهميتاي به نام پليمر بر سطح شده و باعث خوردگي ميكروبي ميسلولي سبب تشكيل لايه

اتي تبديل ي حيها به مسئلهسازند، اين باكترياز خوردگي كه ساليانه خسارات زيادي به تاسيسات ، در صنايع مختلف وارد مي
 باشد. لذا پژوهششده است. ازطرفي استفاده از مواد ضدعفوني كننده در حذف بيوفيلم، داراي خطرات زيست محيطي مي

هاي مرسوم داراي ه سولفات با امواج راديويي به عنوان روش جايگزين براي روشهاي احياكنندحاضر به حذف باكتري
  هاي بالا پرداخته است.هزينه

اي احيا هاين مطالعه به صورت تجربي به منظور ارزيابي فعاليت بازدارندگي امواج راديويي و بيوسايدها برباكتري: روش كار
ب، خالص سازي كلوني هاي سياه داراي توانمندي احيا سولفات با توجه كننده سولفات صورت گرفت. بعد از نمونه گيري آ

ها صورت گرفت. سپس بر روي جدايه PCRهاي ظاهري شناسايي و جداسازي شدند و آناليز مولكولي با روش به تفاوت
خالص سازي شده ارزيابي گرديد و در نهايت كارايي  هاينمونه روي بر آنها تاثير با فعاليت بازدارندگي امواج راديويي

  بررسي شد. MICو  3946ASTMهاي ي ميكروبي غالب بر تستانتخابي بر روي تودهچهاربيوسايد 

ه ك داري را نشان دادهاي مختلف، اختلاف معنيهاي احيا كننده سولفات درمدت زماناثر امواج راديويي بر باكتريها: يافته
مترين اثر ها گلوتارآلدهيد و كهمچنين بهترين تاثيربيوسايدها بر اين باكتري گيري ديده شد.چشماثر كاهنده طي گذشت زمان 
  نيترو مي باشد.مربوط به تريس

ته و هاي احيا كننده سولفات را داشنتايج اين پژوهش نشان دادكه امواج راديويي توانايي كاهش و حذف باكتري :گيرينتيجه
  گردد.تر و مقايسه آن با بيوسايدهاي شيميايي پيشنهاد ميهاي تكميلي به منظور انجام مطالعات گستردهام آزموناز اين رو انج

  آناليز مولكوليبيوسايد، هاي احيا كننده سولفات، امواج راديويي،باكتريكلمات كليدي : 
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  نمونه گيري -3-2
  گيريمكان نمونه -3-2-1

هاي احيا كننده سولفات موثر در خوردگي بيولوژيك از آب براي جداسازس باكتريدر خصوص نمونه گيري 
جاده  32از آب مورد استفاده از مدار آب صنعتي خط توليد كارخانه سيمان ممتازان كرمان واقع در كيلومتر 

  رفسنجان استفاده شد.-كرمان
  
  گيرينحوه نمونه -3-2-2

ته يكبار)ازآب صنعتي مورد نظر نمونه برداري انجام و نمونه در مجموع در فواصل زماني مختلف (هردوهف
اي ريخته شد بطوريكه شيشه با دست و محيط اطراف برخورد نكند و ها در ظرف در پيچدار استريل شيشه

مقدار آب ريخته شده طوري در نظر گرفته شد كه نصف حجم شيشه خالي باشد. در مجموع دراين مرحله 
هاي كشت مورد به آزمايشگاه ارسال و بلافاصله در محيط 1و در شرايط سرمايينمونه آب جمع آوري  20

  .شدند 2نظر تلقيح
 

  كشت نمونه هاي آب ارسالي به آزمايشگاه 3-3
هاي احيا كننده سولفات از محيط هاي مايع اختصاصي رشد اين براي بررسي وجود يا عدم وجود باكتري

هاي آب ارسالي به آزمايشگاه مقدار استفاده شد.از كليه نمونه Post gate Bو  APIها شامل گروه از باكتري
هاي داراي درب هاي مذكور در شيشهسي محيط كشتسي 5هاي حاويسي به طورجداگانه به ويالسي 1

روز يكبار  3درجه سيلسيوس گرمخانه گذاري شدند و هر  30هفته در دماي  2-4الاستيكي تلقيح و به مدت 
  هاي كشت مورد بررسي قرار گرفتند و نتايج يادداشت گرديد.و سياه شدن محيط از لحاظ رشد

  
 
  
  
 
 
 
 
  
  

                                                            
1 Cool Box 
2 Inoculation 
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  API:(Sigma)مورد استفاده در محيط كشت  مواد شيميايي 4-3جدول

سي سي1000مقدار مواد در 
 آب مقطر

ي شيمياييماده سي سي1000مقدار مواد در  
 آب مقطر

ي شيمياييماده  

0.01 gr/lit  Ferrous Ammonium 
Sulfate 
(NH4)Fe(So4)2.6H2O 

(Merck-Germany) 
 

1.0 gr/lit Yeast Extract
(Merck-Germany) 

10.0 gr/lit            Sodium 
Chloride 

NaCl 
(Merck-Germany) 

0.2 gr/lit     Magnesium Sulfate 
MgSo4 

(Merck-Germany) 

 
0.1 gr/lit 

Ascorbic Acid 
C6H8O6 

(Merck-Germany) 

0.01 gr/lit  Dipotassium 
Phosphate 

K2HPo4 
(Merck-Germany) 

pH= 7.4 ± 0.2 
 

  

  Post gate B:(AMW)مواد شيميايي مورد استفاده در محيط كشت  5-3جدول 

سي سي1000مقدار مواد در 
 آب مقطر

ي شيمياييماده سي سي1000مقدار مواد در  
 آب مقطر

ي شيمياييماده  

0.5 gr/lit Sulfate Heptahydrate 
FeSo4.7H2O 

(Merck-Germany) 
 

0.1 gr/lit Ascorbic Acid 
C6H8O6 

(Merck-Germany) 

3.5  gr/lit            Sodium 
Lactate 

C3H5NaO3 
(Merck-Germany) 

2.0 gr/lit  Magnesium Sulfate
Heptahydrate 

MgSo4.7H2O 
(Merck-Germany) 

1.0 gr/lit Ammonium Chloride 
NH4Cl 

(Merck-Germany) 

0.5 gr/lit Dipotassium 
Phosphate 
K2HPo4 

(Merck-Germany) 
0.1 gr/lit Thioglycolic Acid 

(Merck-Germany) 
1.0 gr/lit Calsium Sulfate 

CaSO4 

(Merck-Germany) 

pH= 7.0 - 7.2 
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  ساخته شده Post gate Bو  APIنمايي از محيط كشت هاي  2-3شكل 

  

  طراحي و ساخت سيستم گردش آب در مقياس آزمايشگاهي -3-4

طراحي و ساخت سيستم گردش آب در مقياس آزمايشگاهي به عنوان مدلي مشابه واحد صنعتي مورد نظر 
  در كارخانه سيمان ممتازان كرمان به شرح ذيل انجام شد:
ليتراستفاده شد كه  10سانتيمتر و حجم  25×15×30در اين خصوص از يك ظرف پلاستيكي شفاف به ابعاد 

برداري آب روي در كف مخزن مورد نظر يك لوله خروجي آب در نظر گرفته شد كه در ادامه يك شير نمونه
آن نصب شد و سپس لوله در انتها به عنوان ورودي وارد مخزن مورد نظر شده و دستگاه مولد امواج راديويي 

وات  50ب شد و عمل سيركوله شدن آن توسط يك پمپ آب با قدرت ي لوله در قسمت بالا نصروي بدنه
   انجام شد و براي تيمارهاي مورد نظر دستگاه طراحي شده به كار گرفته شد.
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  نمايي از ساخت سيستم گردش آب به همراه دستگاه مولد امواج راديويي 3-3شكل 

    
ر د هاي احيا كننده سولفاتباكتريبررسي تاثير امواج راديويي روي كاهش يا حذف  -3-5

  مقياس آزمايشگاهي
ليتر از آب  6هاي احيا كننده سولفات ،مخزن دستگاه طراحي شده با روي باكتريدر خصوص تاثير امواج 

هاي احيا كننده سولفات در آنها اثبات شده بود پر شد و قبل از تيمار نمونه مورد نظر كه قبلا حضور باكتري
د و ه ارسال شهاي مورد نظر به آزمايشگاآب با امواج راديويي ،يك نمونه از آب تهيه  و براي كشت باكتري

ها به دقيقه امواج راديويي روي آب تاثير داده شد و نمونه 180، و 120، 90، 60، 30در ادامه در فواصل زماني
 3طور جداگانه تهيه و به آزمايشگاه ارسال شدند و كليه نمونه ها طبق روش بيشترين تعداد احتمالي (روش 

هفته گرمخانه گذاري و  2-4جه سيلسيوس به مدت در 30تلقيح و در دماي  APIاي) به محيط هاي لوله
 محاسبه و يادداشت گرديد. 3MPNروزانه از لحاظ رشد و عدم رشد بررسي و نتايج بر اساس جداول 

  

                                                            
3 Most Probable Number 
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  فصل چهارم 
  نتايج
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سولفات در نمونه آب كارخانه سيمان ممتازان هاي احيا كننده تاييد حضور باكتري -4-1
  كرمان

هاي احيا كننده سولفات در آب كارخانه سيمان مورد روش كار، وجود و عدم وجود باكتري 3بر اساس بند 
تلقيح داده شدند و با ايجاد رنگ سياه و توليد بوي نامطبوع  Post gate B و APIهاي بررسي و در محيط

  ها در نمونه آب مورد تاييد قرار گرفت.ها حضور اين باكتريدر محيط كشت

  
  هاي احيا كننده سولفات در نمونه آب: تاييد وجود باكتري1-4شكل 

  ازي آنهاسهاي داراي توانمندي احيا سولفات و جداسازي و خالصارزيابي كلوني -4-2
روش كار با هدف بدست آوردن كلوني خالص ،  7به منظور جداسازي جدايه هاي مورد نظر طبق بند

ه رنگ هاي سياهاي ظاهري كه با ايجاد كلونيهاي احيا كننده سولفات با توجه به تفاوتهاي باكتريكلوني
 گسترش مرطوب و با درشت نمايي كمي تهيه بوده، شناسايي و جداسازي گرديدند و بر اين اساس در نتيجه

اي بدست ههاي متحرك و ماپيچي ديده شد و پس از رنگ آميزي گرم با كلونيميكروسكوپ تصوير باكتري
هاي احيا كننده ي گرم منفي بودن باكتريمشاهده شد كه نشان دهنده 100هاي قرمز رنگ با لنز آمده باكتري

  سولفات است.
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 APIبر محيط كشت  هاي احيا كننده سولفاتهاي سياه رنگ توسط باكترينيتشكيل كلو: 2-4شكل 

  

  

  
  
  
  

  
  

  در رنگ آميزي گرم   100نمايي  پ با درشتحيا كننده سولفات در زير ميكروسكوهاي اباكتري: 3-4شكل 
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  هاي احيا كننده سولفاتهاي مشكوك به باكترينتايج تشخيص هويت جدايه -4-3
روش كار وارسال آنها به آزمايشگاه جهت آناليز  9و7هاي خالص از بند با توجه به بدست آوردن كلوني

  نتايج به شرح زير بدست آمد: PCRمولكولي، با روش 

  

  

  

  

  

  

  

  هاي سرميو ويال Post gate B Agarهاي رشد كرده در محيط كشت : كلوني4-4شكل 

  

ها در محيط كشت اختصاصي و مشاهدات ميكروسك.پي وشناسايي مولكولي براي با توجه به رشد باكتري
 260از اسپكتوفتومتري استفاده شد. نسبت جذب  DNAتاييد نتايج حاصل از تحقيق، براي تعيين غلظت 

پس از  %1گزارش شد. وجود باند قوي روي زل آگارز  DNA 8/1نانومتر محاسبه و غلظت  280نانومتر به 
نشان داده  DNAاستخراج  5-4شكل بوده است. در  DNAي استخراج مناسب نشان دهنده الكتروفورز

شده است.با استفاده از پرايمر يونيورسال ناحيه ژنومي استخراج و تكثير شد. پس از الكتروفورز باند در 
صول قابل مشاهده است. در نهايت مح 6-4شكل مربوط به نمونه قابل مشاهده بود كه در  bp 800ناحيه

PCR ه شباهت ها تاييد كنندمورد توالي يابي قرار گرفت. نتايج حاصل از بررسي مولكولي و بلاست توالي
هاي شناسايي شده درآب كارخانه سيمان ممتازان كرمان با باكتري دسولفوويبريو ژنتيكي باكتري

  دسولفوريكانس و دسولفوويبريو ولگاريس شناسايي شد. 
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 DNAمحصول ژل الكتروفورز استخراج: 5-4شكل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  بر روي ژل الكتروفورز PCR: محصول 6-4شكل
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 Neighbor joiningبه روش  Desulfovibrio desulforicans:درخت فيلوژنيك باكتري 7-4شكل 
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  Neighbor joiningبه روش  vulgaris  Desulfovibrio:درخت فيلوژنيك 8-4شكل 
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هاي احيا كننده سولفات در امواج راديويي بركاهش يا حذف باكترينتايج تاثير  -4-4
  شرايط آزمايشگاهي

ليتر در ساعت بود كه بر اساس حجم آب در گردش، نرخ  500دبي آب در سيستم نمونه آزمايشگاهي قريب 
مرتبه در ساعت اندازه گيري شد.نتايج بدست آمده از  75زداي هيدروپث قريب عبور آب از دستگاه رسوب

ل زير طبق روش هاي آب مورد آزمون در فواصل زماني مختلف ،در جدواي هريك از نمونهلوله 3كشت 
MPN :بررسي شده اند 

  

 در مقياس آزمايشگاهي SRBsهاينتايج اثر امواج راديويي بر باكتري 1-4جدول 

MPN 1/0تعداد نتايج مثبت شده در 
  سيسي

 1تعداد نتايج مثبت شده در 
  سيسي

 10تعداد نتايج مثبت شده در 
  سيسي

  زمان

  نمونه اوليه + + + + + + + + +  110>
  دقيقه 30 + + + + + + + + +  110>
  دقيقه 60 + + + + + + + + -  110>

  دقيقه 90 + + + + + + + +  -  110
  دقيقه 120 + + + + + + +  -  -  46
  دقيقه 160  + + + +  -  -  -  -  -  3/4
  دقيقه 180 + +  - +  -  -  -  -  -  5/1

 

ساعت گردش آب و عبور از  3توان نتيجه گرفت پس از مي 1-4با توجه به نتايج ذكر شده در جدول 
مرتبه  225هاي احيا كننده سولفات به صفر ميل كرده و حدود ميزان باكتري دستگاه در نمونه آزمايشگاهي

  شود.ها ديده ميعبور آب از دستگاه اثرات حذف اين باكتري

  

  كارايي حذف =  ها در روز اول   تعداد باكتري -ها در روز آخرتعداد باكتري     ×           100  

  ها در روز اول                             يتعداد باكتر                                       

  

  كارايي حذف در مقياس آزمايشگاهي   =110-1/5       × 100                                   98/6             

                                                                               110 


