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Analyzing the Use of Molasses as an Alternate and Optimal Culture Medium in MICP 
Process of Sandy Soils
M. T. Bolouri Bazaz, J. Bolouri Bazaz* , S. M. Karrabi 

Engineering Department, Ferdowsi University of Mashhad, Mashhad, Iran.

ABSTRACT: The use of different soil improvement methods has always been accompanied by an 
assessment of the effect on strength parameters, costs, and environmental impacts. Since the new and 
eco-friendly methods are associated with a high initial cost, optimizing these methods to commercialize 
them is the priority of research projects. The use of biological methods for soil improvement, despite its 
high environmental compatibility, has not been welcomed from the economic point of view in most parts 
of the world and is still being considered as an academic and not an executive method. Soil improvement, 
using calcium carbonate sedimentation is one of the most environmentally friendly biological methods. 
One of the most influential bacterial suspension parameters for calcium carbonate treatment is its culture 
medium, usually Nutrient Broth or Yeast extract. One of the ways to reduce the cost of biodiversity in the 
soil is an alternative culture medium. In this research, the use of sugar beet molasses, which is a waste of 
sugar and sugar factories, has been investigated as a suitable culture medium for biological improvement 
along with other culture media. It can reduce the cost of producing a suitable culture medium by up to 
500 times. The success of soil regeneration after bacterial cultivation has been also evaluated in the 
present research.
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1. INTRODUCTION
Microbial geo-technology is a new branch of geotechnical 

engineering, Ivanov and Chu [1]  which uses microbiological 
methods to address geological materials used in engineering. 
The process of confining inorganic microbial substances 
between soil particles in the porous medium is very common 
in the research of Stocks-Fischer, Galinat, and Bang [2]. 
Hydrolysis of urea is one of the first processes associated with 
carbonate precipitation due to the microbial processes which 
has been investigated in the late nineteenth century Ehrlich 
[3]. One of the most important factors affecting the activity 
and biology of microorganisms is their culture medium. The 
medium is solid, liquid, or semi-solid, designed to support the 
growth of microorganisms or cells [4]. As a bacterial culture 
medium and one of the most common sources of carbon, 
yeast extract has been used in many types of research, e.g., 
Rong, Qian, and Li [5], L.  Cheng and Cord-Ruwisch [6] and 
Burbank, Weaver, Green, Williams, and Crawford [7]. Van 
Paassen et al. [8] improved about 100 cubic meters of soil 
using yeast extracts. Ammonium and Yeast extracts have also 
been used as a medium Zhao et al. [9] and Feng and Montoya 
[10]. Carbon-based material, as an alternative to yeast 
extracts, has been employed as bacterial culture media in the 
research of Whiffin [11]. Sugar beet molasses as one of the 
carbon sources, taken from the sugar factories’ output, is very 
popular because of its low price [12]. Molasses is also used 

as a microorganism nutrition source in the bioremediation 
process  Boopathy, Manning, and Kulpa [13] and Fujita et 
al. [14].

The innovations of this research are summarized as 
follows:

1.	Biological improvement performance of soil with 
a microscopic view based on analysis of the results of the 
FTIR, XRD, SEM, and EDS tests;

2.	Evaluating of strength and geotechnical parameters of 
improved soil;

3.	Possibility of replacing sugar beet molasses (as a carbon 
source) with chemicals as a medium.

2. METHODOLOGY
The materials used in this study were Firoozkooh sand, 

Spoorsarcina Pasteurii bacterial strain, and four culture media 
including Nutrient Broth, Yeast extract, Potato extract, and 
Molasse.

In the present study, the improvement process is based 
on adding a suspension of bacteria to the soil, followed by 
injection of a cementation solution (containing one mole of 
calcium chloride and urea in one liter of sterilized and distilled 
water). This is equivalent to the amount of suspension of the 
bacteria entering the soil in the previous step. The process of 
entering bacteria into the soil is done in two methods for soil 
improvement as follows:
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· Two-step injection (marked by S)
· Bacteria flocculation mixing (marked by F)
The tests performed include three groups:
1. First group: classical soil mechanics tests including 

uniaxial compressive strength (UCS), direct shear (DS), and 
permeability test (PER).

2. Second group: physical and chemical tests including 
X-ray diffraction (XRD), energy-dispersive x-ray 
spectroscopy (EDS), Fourier-transform infrared spectroscopy 
(FTIR), and wet chemical analysis (WCA).

3. Third group: imaging with scanning electron        
microscopy (SEM)

3. RESULTS AND DISCUSSION 
The use of microbial improvement methods created 

adhesion in sandy soils that do not have inherently adhesion 
between soils particle. This was mentioned by Choi, Chu, 
Brown, Wang, and Wen [15], Salifu, MacLachlan, Iyer, 
Knapp, and Tarantino [16], and Mirmohammad Sadeghi, 
Modarresnia, and  Shafiei [17].

The improvement degree of geotechnical parameters 
after biological improvement depends on various parameters 
including grain size distribution, temperature, bacterial entry, 
and environmental conditions such as the presence or absence 
of soil contaminants. Accordingly, the uniaxial strength of 
the improved specimens by the bacteria, grown in the potato 
extract medium, does not reach even 5% of ones improved 
by the bacteria grown in the Yeast extract medium. On the 
other hand, samples made from bacteria grown in a low-cost 
carbon production source of molasses culture medium have 
a resistance equivalent to 65% of the resistance of samples 
made from Yeast extract medium.

Ø Permeability test: method F with nutrient broth had the 
lowest permeability with the permeation of 1.35×10-3 mm/
sec in comparison to the molasse samples which had the 
permeation of 2×10-3 mm/sec. 

Ø XRD analyses: The peaks derived from the interpretation 
of XRD data taken from Nutrient Broth and Yeast extract 
media showed 93% and 97.5% precipitation of calcium 
carbonate and the residual sodium chloride crystallites, 
respectively. In addition, calcium carbonate precipitation was 
also observed in the interpretation of precipitation data from 
sugar beet molasse. 

Ø FT-IR analyses: Estimation and interpretation of 
precipitant created by the molasses medium showed an 
absorption bond of 3143 cm-1 and 3047 cm-1 indicating, the 
tensile vibration of the C-H bond in the aromatic ring. This 
bond also includes an absorption bond of 2810 cm-1. The low-
intensity vibration in the 2512 cm-1 denotes the carbonate 
group. There are two narrow absorption bands at 712  and 874 
cm-1 in the spectrum, which is a clear indication of the calcium 
carbonate group presence (the two peaks are related to C-O 
and C = O bonds). According to mentioned interpretations, 
calcium carbonate compounds are clearly observable at the 
FTIR test peaks. Particularly, in the case of precipitant caused 
by the molasse medium, the presence of calcium carbonate 
crystallites is confirmed.

4. CONCLUSION
In summary, using the results of this study, we can hope 

for better, faster, and more effective improvement by mixing 
bacterial flocculation with soil. Also, despite obtaining better 
results in geotechnical tests from Nutrient Broth and Yeast 
extract media, but due to the much lower economic value of 
molasses, especially in Iran, this carbon source can reduce the 
cost of bacterial production to some extent and commercialize 
the method. Justify microbial improvement and operate on an 
industrial scale.
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مقایسه‌ی تأثیر نوع محیط کشت باکتری Sporosarcina Pasteurii بر میزان و نوع رسوبات 
کربنات‌کلسیم در جهت بهسازی خاک‌های دانه‌ای

محمدتقی بلوری‌بزاز، جعفر بلوری‌بزاز* ، سیدمحسن کرابی

دانشکده مهندسی، دانشگاه فردوسی مشهد، مشهد، ایران.

خلاصه: استفاده از روش‌های مختلف بهسازی خاک‌ها، همواره با بررسی میزان تأثیر بر پارامترهای مقاومتی، هزینه و 
اثرات محیط‌زیستی ناشی از آن همراه بوده است. از آنجایی که روش‌های نو و سازگار با محیط‌زیست همراه با هزینه‌های 
اولیه زیاد می‌باشد، بهینه‌سازی این روش‌ها به منظور تجاری‌سازی آن‌ها در اولویت طرح‌های پژوهشی است. استفاده از 
روش‌های زیستی برای بهسازی خاک‌ها، با وجود سازگاری زیاد با محیط‌زیست در اغلب نقاط جهان از نقطه نظر اقتصادی 
مورد استقبال قرار نگرفته است و هنوز به عنوان یک روش آکادمیک و نه اجرایی مورد بررسی قرار می‌گیرد. بهسازی 
خاک با استفاده از رسوب کربنات‌کلسیم، از جمله روش‌های زیستی سازگار با محیط‌زیست است. از جمله تأثیرگذارترین 
پارامترهای تولید سوسپانسیون باکتری برای ترسیب کربنات‌کلسیم، محیط کشت آن بوده که معمولاً Nutrient Broth یا 
Yeast Extract می‌باشد. محیط کشت جایگزین، یکی از روش‌های کاهش هزینه‌های تمام شده در بهسازی زیستی خاک 

است. در این پژوهش استفاده از ملاس چغندرقند که از ضایعات کارخانه‌های تولید قند و شکر است، به عنوان محیط کشت 
باکتری مناسب در روش بهسازی زیستی در کنار محیط کشت‌های دیگر مورد بررسی قرار گرفت. این ماده می‌تواند هزینه 
تولید محیط کشت مناسب را تا 500 برابر کاهش دهد. موفقیت در بهسازی خاک پس از کشت باکتری در این پژوهش 

مورد ارزیابی قرار گرفته است.
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1- مقدمه
ژئوتکنیک  مهندسی  در  جدید  شاخه‌ای  میکروبی  ژئوتکنولوژی 
مواد  بررسی  به  میکروبیولوژیکی،  روش‌های  از  استفاده  با  که  است 
متخلخل،  محیط‌های  در   .]1[ می‌پردازد  مهندسی   شناسی  زمین 
ذرات میکروبی معدنی، به راحتی بین ذرات دیگر گرفتار می‌شوند ]2[. 
هیدرولیز اوره یکی از اولین فرآیندهای همراه با رسوب کربنات ناشی 
از فرآیندهای میکروبی است که در اواخر قرن نوزدهم مورد بررسی 

قرار گرفت ]3[. فرآیند روسوب میکروبی شامل 2 مرحله است ]4[: 
یون‌های  به  تجزیه  و  اوره‌آز  باکتری  توسط  اوره  هیدرولیز   -1

آمونیوم و کربنات:

CO(NH2)2 +2H2O→2NH4
+ + CO3

2- �

2- رسوب کریستال‌های کربنات‌کلسیم در اثر واکنش یون کلسیم 
و کربنات:

Ca2++ CO3
2-→ CaCO3(s) �

در صورتی که فرآیند فوق در خاک رخ دهد، اتصال دانه‌های خاک 
به کمک کریستال‌های کربنات‌کلسیم انجام می‌شود ]5[.

باید  آزمایشگاه،  در  یا  و  در طبیعت  باکتری  منظور رشد یک  به 
منبع انرژی، منبع کربن، دیگر مواد مغذی مورد نیاز باکتری و محدوده 
و  pHدر  دما  اکسیژن،  مانند غلظت  فیزیکی  از شرایط  قبولی  قابل 
بر  تأثیرگذار  عوامل  مهم‌ترین  جمله  از   .]6[ باشند  مطلوب  شرایط 
نحوه فعالیت و زیست میکروارگانیسم‌ها، محیط کشت آن‌ها می‌باشد. 
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از  حمایت  برای  که  است  جامد  نیمه  یا  مایع  جامد،  کشت،  محیط 
عصاره   .]7[ شده ‌است  طراحی  سلول‌ها  یا  میکروارگانیسم‌ها  رشد 
از  از رایج‌ترین منابع تأمین کربن در بسیاری  مخمر، به عنوان یکی 
پژوهش‌ها به عنوان محیط کشت باکتری استفاده شده ‌است ]10-8[. 
بربانک و همکاران در سال 2011، در پژوهشی از محیط کشت حاوی 
ملاس چغندرقند در کنار محیط کشت فاقد آن و تزریق هم‌زمان هر 
و  کرده  استفاده  بومی  میکروارگانیزم‎های  حاوی  به خاک  محیط  دو 
تغییرات مقاومت نفوذ نوک در تغییر تعداد دفعات تزریق را بررسی 
نمودند ]10[. ون پیسن و همکاران در سال 2010، اقدام به بهسازی 
حدود 100 متر مکعب خاک با استفاده از عصاره مخمر و کلرید آمونیوم 
کردند ]11[. محیط عصاره آمونیوم و مخمر نیز در برخی پژوهش‌ها 
]12و13[.  است  گرفته  قرار  استفاده  مورد  کشت  محیط  عنوان  به 
استفاده از محیط‌های جایگزین دارای کربن، به عنوان محیط کشت 
باکتری، می‌تواند جانشین عصاره مخمر باشد ]14[. ملاس چغندر قند 
به عنوان یکی از منابع تأمین کربن از خروجی کارخانه‌های تولید قند 
و شکر است که به دلیل قیمت پائین آن بسیار مورد استقبال است 
]15[؛ ملاس، به عنوان منبع تغذیه میکروارگانیسم‌ها در فرآیند زیست 
پالایی نیز مورد استفاده قرار می‌گیرد ]16و17[. پیش‌تر، استفاده از 
این منبع کربن در تولید موانع زیستی )بیو فیلم‌ها( صورت پذیرفته 
است ]18[. همچنین طبق تحقیقات بربانک و همکاران ]10[ استفاده 
از ملاس چغندرقند به عنوان منبع تولید کربن، به دلیل وجود گلوکوز، 
برای بهسازی زیستی میکروبی مفید بوده و  فروکتوز و سقز در آن، 
میزان  بر  تأثیری  چغندرقند(  )ملاس  کربن  منبع  غلظت  و  مولاریته 
چغندرقند  ملاس  جانشین  محیط  تأثیر  ندارد.  کربنات‌کلسیم  تولید 
برای عصاره مخمر توسط چنگ و همکاران ]19[ نیز بررسی شده و 
بر همین مبنا میزان فعالیت اوره‌آزی1 در محیط عصاره مخمر بسیار 
بیشتر و تا حدود ده برابر بوده و میزان کربنات‌کلسیم تولید شده در 
این  حال  این  با  است؛  یافته  افزایش  نیز  مخمر  عصاره  کربنی  منبع 
پژوهش‌ها، پس از بررسی میزان اوره‌آزی کم ملاس، نسبت به عصاره 
مخمر بر روی عصاره مخمر متمرکز شده است. گت و همکاران ]20[ 
میزان ماندگاری بهسازی در اثر رسوب کربنات‌کلسیم در محیط‌های 
آبی، از محیط کشت ملاس چغندرقند را مورد بررسی قرار داده‌اند. در 
پژوهشی دیگر، استفاده از محیط کشت با پایه منبع کربنی جایگزین، 

1   Urease

شدن  سیمانته  و  هیدراتاسیون  فرآیند  از  ناشی  تأخیر  تأمین  جهت 
در باکتری Sporosarcina Pasteurii  مورد بحث و بررسی قرار 
گرفته که نتیجه این پژوهش معرفی عصاره گوشت و استات سدیم به 

عنوان جایگزین مناسبی برای عصاره مخمر بوده است ]21[. 
ملاس چغندرقند، به عنوان یکی از پسماندهای کارخانه تولید قند 
و شکر، با توجه به هزینه پائین آن، از نقطه‌نظر اقتصادی از بهترین 
خانواده  باکتری‌های  کشت  محیط‌های  در  کربن  تأمین  گزینه‌های 

باسیلوس2 کاربرد دارد.
در پژوهش‌های قبلی، بررسی اثر تزریق سوسپانسیون‌های باکتری 
 Yeast یا   Nutrient Broth مانند  محیط‌های  در  شده  کشت 
باکتری‌های  رسوب‌دهی  همچنین  است.  پذیرفته  انجام   Extract

کشت شده از منبع تولید کربن ملاس چغندر قند نیز مورد مطالعه 
قرار گرفته است. در پژوهش حاضر، تزریق سوسپانسیون حاصل از دو 
محیط کشت غیر شیمیایی ملاس چغندر قند و عصاره سیب‌زمینی 
 Yeast و Nutrient Broth در مقایسه با دو محیط کشت موسوم به
منبع کربنی چغندرقند  از  استفاده  است.  پذیرفته  Extract صورت 

هزینه  با  جدید  منبع  دو  بررسی  جهت  صرفاً  سیب‌زمینی  عصاره  و 
تولید پایین بوده تا در صورت پاسخگو بودن، در سایر پژوهش‌ها مورد 
 FTIR بررسی قرار گیرد. همچنین جهت تحلیل دقیق نتایج از آزمون

برای بررسی پیوندهای میان ترکیبات رسوب شده استفاده گردید.
نشت،  ژئوتکنیکی  رخدادهای  مهم‌ترین  از  یکی  دیگر،  طرف  از 
انتشار و نفوذ مواد هیدروکربنی در داخل خاک‌ها بخصوص خاک‌های 
دارد.  وجود  آن  رخداد  احتمال  مختلف  مناطق  در  که  است  دانه‌ای 
مقاومتی  و  ژئوتکنیکی  خواص  بر  هیدروکربنی  مواد  منفی  تأثیرات 
خاک‌ها در تحقیقات زیادی مورد بررسی قرار گرفته است ]24-22[. 
منبع  جایگزین‌های  موفقیت  میزان  ارزیابی  از  پس  پژوهش  این  در 
کربن )مانند ملاس چغندر قند یا عصاره سیب‌زمینی( فرآیند زیستی 
و استفاده از کریستال‌های کربنات‌کلسیم در خاک‌های آلوده به یکی از 
مشتقات هیدروکربنی مانند گازوئیل نیز مورد بررسی قرار گرفته است.

زیر خلاصه  به صورت  را  پژوهش  این  نوآوری  بنابراین می‌توان   
نمود:

1. عملکرد بهسازی زیستی خاک با دیدگاه میکروسکوپی بر اساس 
 ،EDS و SEM ،XRD ،FTIR تحلیل نتایج آزمون

2   Bacillus
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ژئوتکنیکی  و  مقاومتی  پارامترهای  مقایسه  و  آوردن  بدست   .2
خاک بهسازی شده،

3. امکان جایگزینی ملاس چغندر قند )به عنوان منبع کربن( با 
سایر مواد گران‌قیمت به عنوان محیط کشت

4. استفاده از تحلیل PD و GC به عنوان معیارهایی جهت مقایسه 
از  بهره‌گیری  با  ماسه سنگ‌های طبیعی،  با  بهسازی شده  ماسه‌های 

SEM تصاویر
کربن  منبع  با  زیستی  روش‌های  از  استفاده  امکان‌سنجی   .5
به  آلوده  بهسازی خاک‌های  در  قند(  )مانند ملاس چغندر  جایگزین 

هیدروکربن )در پژوهش حاضر گازوئیل(
اهمیت این پژوهش هنگامی آشکار می‌شود که یکی از مهم‌ترین 
دلایل صنعتی نشدن روش‌های زیستی برای بهسازی خاک، هزینه‌بر 
بودن محیط‌های کشت مرسوم می‌باشد. حال آنکه استفاده از ملاس 
است،  فراوان  محصول  این  کشت  که  مناطقی  در  بویژه  قند  چغندر 
سبب کاهش هزینه‌ها و به صرفه شدن فرآیند بهسازی زیستی گشته 
مهیا  زیستی  بهسازی  روش‌های  از  استفاده  سازی  صنعتی  امکان  و 

خواهد شد.

2- مواد و روش‌ها
مواد مورد استفاده در این پژوهش، خاک دانه‌ای ماسه‌ای از منطقه 
فیروزکوه ایران، سویه باکتری Spoorsarcina Pasteurii و چهار 
 ،Yeast Extract  ،Nutrient Broth شامل  کشت  محیط  نوع 
عصاره سیب‌زمینی و ملاس چغندر قند بوده است. مواد و روش کلی 
ادامه شرح  از رسوب کربنات‌کلسیم در  با استفاده  بهسازی میکروبی 

داده شده است.

2-1- خاک
فیروزکوه   161 ماسه  حاضر  پژوهش  در  استفاده  مورد  خاک 
ماسه‌های  با  مقایسه  در  آن  دانه‌بندی  توزیع  نمودار  که  است  ایران 
 )ASTM D422-63( استاندارد در شکل 1 نشان داده شده است
]25[. رده‌بندی این خاک، ماسه بد‌ دانه ‌بندی شده یا SP است ]26[. 
 ،)XRF( همچنین نتایج حاصل از طیف‌سنجی فلورسانس اشعه ایکس
وجود حدود 95% کوارتز و مجموعاً 2/5 % اکسید آلومینیوم، منیزیم 
و آهن را در خاک نشان می‌دهد. سایر مشخصات این ماسه در جدول 

1 آمده است.
مطابق با جدول Cc ،emax ،emin ،GS ،1 و Cu به ترتیب چگالی 
و  خمیدگی  ضریب  کمینه،  و  بیشینه  مخصوص  وزن  دانه‌ها،  جامد 
ضریب یکنواختی است. همچنین D10 و D60 اندازه‌ای از ذرات هستند 

که به ترتیب 10% و 60% وزنی دانه‌ها از آن کوچک‌تر هستند.

2-2- کشت و رشد سویه باکتری
با توجه به فعالیت اوره‌آزی بالای خانواده باسیلوس، از باکتری‌های 
این خانواده برای فرآیند رسوب‌زایی زیستی استفاده شده است ]27[. 
سویه اصلی باکتری با اوره‌آزی بالا و با کد طبقه‌بندی آمریکایی 1189 
با نام اسپوروسارسینا پاستوری1، از مرکز کلکسیون میکروارگانیسم‌های 
متداول‌ترین  از  یکی  باکتری،  از  این‌گونه  گردید.  تهیه  ایران  صنعتی 
است  زیستی  ترسیب  پژوهش‌های  جهت  استفاده  مورد  سویه‌های 
نوترینت  جامد  کشت  محیط  باکتری،  تازه  کشت  برای  ابتدا   .]21[
افزایش  جهت   MnSO4 لیتر  بر  میلی‌گرم   10 همراه  به  آگار2 
فیلتر سورنگی،  به کمک  افزوده می‌شود. سپس  باکتری  اسپوردهی3 
20 میلی‌گرم بر لیتر اوره به محیط اضافه شده که نتیجه‌ی آن، ایجاد 

1   ATCC11859 Sporosarcina Pasteurii
2   Nutrient Agar
3   Spor

 
 

 هاهای استاندارد معمول در پژوهشدر مقایسه با ماسه  161بندی ماسه فیروزکوه نمودار دانه: 1شکل 
Fig. 1. Firuzkooh 161 sand grading diagram in comparison with standard sands in research  

  

: مشخصات فیزیکی ماسه فیروزکوه1جدول 
 

Cu Cc D60 (mm) D10 (mm) 
γmin 

(kN/m3) 
γmax 

(kN/m3) Gs 

2.39 1.01 0.40 0.167 13.44 17.86 2.658 

ماسه‌های  با  مقایسه  در   161 فیروزکوه  ماسه  دانه‌بندی  نمودار   .1 شکل 
استاندارد معمول در پژوهش‌ها

Fig. 1. Firuzkooh 161 sand grading diagram in compari-
son with standard sands in research

جدول 1. مشخصات فیزیکی ماسه فیروزکوه
Table 1. Physical characteristics of Firuzkooh sand
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محیط با اسیدیته )pH( 7/5 است. پس از کشت باکتری، ظرف حاوی 
سانتیگراد  درجه  دمای 30  در  و  به مدت 24 ساعت  محیط کشت، 
انکوباتور1 قرار گرفت. در فاز مایع، برای کشت باکتری، در چهار  در 
از محیط‎های کشت چهارگانه مورد  ارلن مجزا، مقدار 100 سی‌سی 
مطالعه ) Yeast Extract،Nutrient Broth(، عصاره سیب‌زمینی 
و ملاس چغندر قند( تهیه شده و به مدت 15 دقیقه اتوکلاو2 می‌شود. 
در جدول 2، فاز مایع کشت باکتری برای چهار محیط کشت مختلف 
و میزان اسیدیته محیط با افزودن سود )NaOH( نیز ارائه شده است. 
در بررسی تأثیر اسیدیته بر بهینه بودن بهسازی میکروبی، اسیدیته 

حدود 9 توصیه شده است ]28[.
کدورت  اندازه‌گیری  از  باکتری  جمعیت  اندازه‌گیری  منظور  به 
نوری 3با دستگاه اسپکتوفوتومتر4 در طول موج 600 نانومتر5 استفاده 
شده است. برای کشت در محیط‌های مایع، از کشت تازه باکتری، 20 
میلی گرم بر لیتر باکتری با OD600=1 در هر فلاسک ریخته شده و 
با  و  به مدت 48 ساعت  ارلن‌ها داخل دستگاه شیکرانکوباتور  سپس 
سرعت دورانی 120 دور بر دقیقه و دمای 30 درجه سانتیگراد قرار 
می‌گیرند. هنگامی که OD600 محیط به 2/25 رسید، سوسپانسیون 

باکتری آماده تزریق شده و فرآیند بهسازی آغاز می‌شود.
نمودار شکل 2، فازهای مختلف رشد باکتری را ارائه می‌دهد و در 

آن به ترتیب، فازهای لگاریتمی، سکون و زوال دیده می‌شود.

2-3- بهسازی به کمک رسوب کربنات‌کلسیم
در پژوهش حاضر، فرآیند بهسازی، با افزودن سوسپانسیون باکتری 
به خاک )معادل 50% از درصد وزنی از رطوبت مورد نیاز برای اشباع 

1   Incubator
2   Autoclave
3   Optical Density
4   Sspectrophotometer
5   OD600

نمونه‌، با توجه به وزن مخصوص خشک آن( و سپس تزریق محلول 
سیمانتاسیون که حاوی یک مولار کلسیم‌کلرید و اوره در یک لیتر آب 
مقطر استریل است، انجام شده که معادل حجم سوسپانسیون باکتری 

وارد شده به خاک در مرحله قبل است. 
حجم سوسپانسیون باکتری در این پژوهش بر مبنای دو فاکتور 

معادل 10% وزنی خاک تعیین شد:
شده،  ساخته  نمونه‌های  مخصوص خشک  وزن  به  توجه  با  ابتدا 
مقدار درصد رطوبت مایع متخلخل داخل نمونه در حالت اشباع تقریباً 
معادل %19/8 وزنی خاک است. در نتیجه، در بهترین حالتی که کل 
خلل و فرج نمونه قبل از بهسازی پر از مایعات مورد نیاز برای بهسازی 

شوند، معادل حدود 20% وزنی کل خاک است.
پس از آن، مایع مور نیاز برای بهسازی، باید به نحوی به خلل و فرج 
خاک وارد شوند تا سوسپانسیون باکتریایی و محلول سیمانتاسیون در 
ورود  از  پس  نتیجه  در  بگیرند.  قرار  هم  کنار  در  خاک  فرج  و  خلل 
خاک  وارد  سیمانتاسیون  حجم  همین  باکتری،  سوسپانسیون   %10

شده است.
فرآیند ورود باکتری به خاک به دو صورت انجام شده و دو روش 

محیط کشت مختلف 4: فاز مایع کشت باکتری برای 2جدول 
 

 نوع محیط کشت ماده آلی )منبع کربن( منبع نیتروژن  () 
- 3/8  (محیط کشت اول ) Nutrient Brothاوره، آمونیوم کلرید و سدیم هیدروژن کربنات 
152/9  (محیط کشت دوم ) Yeast Extractاوره، آمونیوم کلرید 
1 52/9  (محیط کشت سوم ) Potato Dextrose Broth اوره، آمونیوم کلرید 
1 52/9  (محیط کشت چارم ) Sugar Beet Molasses اوره، آمونیوم کلرید 

 
 ی رشد باکتر یمنحن: 2شکل 

Fig. 2. Bacterial growth curve 
 

  

جدول 2. فاز مایع کشت باکتری برای 4 محیط کشت مختلف
Table 2. Bacterial culture liquid phase for 4 different culture media

شکل 2. منحنی رشد باکتری
Fig. 2. Bacterial growth curve
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برای بهسازی خاک به شرح زیر انتخاب شده است. لازم به ذکر است 
که دمای محیط حین انجام آزمایش ثابت و در دوره نگهداری حدود 

20 درجه سانتیگراد ثابت نگه داشته شده است ]12[.
-روش تزریق دو مرحله‌ای

- تزریق سوسپانسیون باکتری تهیه شده به خاک )سرعت تزریق 
باکتری از بالا به پائین، به صورت ثقلی و 40 میلی‌لیتر بر دقیقه(

دانه‌ها  بین  باکتری  شدن  تثبیت  جهت  زمان  گذر  ساعت  دو   -
محلول  حرکت  عدم  معنای  به  متن  این  در  )تثبیت  خاک  ذرات  و 
باکتریایی در خاک و نشستن آن بر روی دانه‌های خاک است؛ در واقع، 
پس از گذ زمان تثبیت، حرکت محلول در خاک و اعماق آن مشاهده 

نمی‌شد.(
- تزریق محلول سیمانتاسیون

- تکرار مرحله قبل پس از 48 ساعت تا پنج نوبت ]29[.
- بازکردن قالب نمونه‌ها 48 ساعت پس از آخرین تزریق محلول 

سیمانتاسیون جهت اکسیژن‌دهی.
-روش اختلاط فلوکه باکتری

- تهیه فلوکه باکتری با افزودن مقدار 100 میلی مولار کلسیم‌کلرید 
کلسیم  که  می‌شود  انجام  باکتری  حاوی  کشت  محیط  لیتر  یک  در 
کلرید سبب تجمع و انعقاد سلول‌های باکتری شده و در نهایت باعث 

رسوب باکتری‌ها در انتهای ظرف می‌‌شود ]29[.
از  پس  )سوپرناتانت1(  رویی  شناور  محلول  از   %85 حذف   -

ته‌نشست فلوکه باکتری ]29[.
- مخلوط کردن خاک و فلوکه باکتری به روش خیساندن

- دو ساعت گذر زمان جهت تثبیت شدن باکتری بین دانه‌ها و 
ذرات خاک

- تزریق محلول سیمانتاسیون
- تکرار مرحله قبل پس از 48 ساعت تا پنج نوبت ]29[.

- بازکردن قالب نمونه‌ها 48 ساعت پس از آخرین تزریق محلول 
سیمانتاسیون جهت اکسیژن‌دهی.

سوسپانسیون  معادل  سیمانتاسیون  تزریق  سری    5 انتخاب 
این مبنا  بر  یا اختلاط(  )با روش دوفازی و  باکتری ورودی به خاک 
بوده که ساخت نمونه های تک‌محوره در قسمت بررسی های اولیه، 

طبق جدول 3 و به شرح زیر انجام و نتایج گزارش شده است.

1   Supernatant

در این جدول Ni تعداد دفعات تزریق )با فاصله 48 ساعت هر بار 
)کیلوپاسکال(  تک‌محوره  مقاومت   qu و  معادل حجم سوسپانسیون( 
نمونه های استوانه است. همان‌گونه که مشاهده می شود تزریق بیش 
از 5 دفعه تأثیر چشمگیری روی پارامتر مقاومتی نمونه نداشته است 
)کمتر از یک و نیم درصد(. بنابراین تعداد دفعات تزریق 5 سری با 

فاصله 48 ساعت معادل حجم سوسپانسیون انتخاب گردید. 

3- برنامه آزمون‌ها
آزمون‌های انجام شده در تحقیق حاضر شامل سه گروه است:

مقاومت  شامل  خاک  مکانیک  کلاسیک  آزمون های  اول:  گروه 
آزمون  و   )3DS( برش مستقیم  آزمون   ،)2UCS( فشاری تک‌محوره 

.)PER4( نفوذپذیری
اشعه  پراش  شامل  شیمیایی  و  فیزیکی  آزمون‌های  دوم:  گروه 
 ،)6EDS( ایکس  پرتو  انرژی  پراش  طیف‌نگاری   ،)5XRD( ایکس 
طیف‌نگاری تبدیل فوریه مادون قرمز )7FTIR( و تحلیل شیمی تر 
)WCA8(. لازم به یادآوری است کلیه این آزمون ها بر روی نمونه‌های 

رسوب خالص )بدون خاک( و خاک بهسازی انجام شده است.
گروه سوم: عکس برداری به کمک میکروسکوب الکترونی روبشی 

.)SEM9(
برای نام‌گذاری نمونه‌ها ابتدا کد محیط کشت مایع به عنوان اولین 
 Nutrient برای محیط کشت  ترتیب که  این  به  است.  آمده  حرف 

2   Uniaxial Compressive Strength
3   Direct Shear
4   Permeability
5   X-Day Diffraction
6   Energy-Dispersive X-Ray Spectroscopy
7   Fourier-Transform Infrared Spectroscopy
8   Wet Chemical Analyses
9   Scanning Electron Microscope

: نحوه تعیین تعداد دفعات تزریق محلول سیمانتاسیون3جدول 
 

  
3 355 
4 432 
2 096 
7 766 
8 715 

جدول 3. نحوه تعیین تعداد دفعات تزریق محلول سیمانتاسیون
Table 3. How to determine the number of injections of 

cementation solution
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Broth حرف N، محیط کشت Yeast Extract حرف Y، محیط 

 Sugar و محیط کشت P حرف Potato Dextrose Broth کشت
مبنای  بر  سپس  است.  شده  استفاده   M حرف   Beet Molasses

محلول  تزریق  با  باکتری  ورود  که  نمونه‌هایی  برای  بهسازی،  روش 
با  باکتری  ورود  که  نمونه‌هایی  برای  و   S است، حرف  سوسپانسیون 
اختلاط خاک همراه با فلوکه باکتری است، حرف F کدگذاری شده 
است. همچنین برای آزمون‌های کلاسیک مکانیک خاک شامل برش 
مستقیم، تک‌محوره و نفوذپذیری به ترتیب از حروف U ،D و H قبل 
از همه کدهای ذکر شده استفاده شده است. تعداد آزمون‌های انجام 

شده در جدول 4 گزارش شده است.

4- نتایج آزمون‌ها
همان‌گونه که بیان شد، آزمون‌های انجام شده در این پژوهش در 
سه گروه دسته‌بندی شده‌اند که نتایج آزمون‌های هر گروه به تفکیک 

در زیر ذکر شده است.

4-1- آزمون تک‌محوری 
برای ارزیابی میزان مقاومت فشاری محدود نشده مطابق با آزمون 
استاندارد )ASTM-D2166(، نمونه‌های استوانه‌ای با قطر و ارتفاعِ 
6/3 و 12 سانتی‌متر و وزن مخصوص kN/m3 17/1 )قبل از بهسازی( 
تهیه شده‌اند ]30[. ساخت نمونه‌های مورد آزمایش به شرح زیر است:

 20 ارتفاع  و  سانتی‌متر   6/3 قطر  به   PVC لوله  طولی  برش   -
سانتی‌متر و تقسیم آن به دو نیم استوانه )در جهت يال(.

- متصل کردن دو نیمه به یک‌دیگر با استفاده از بست.
- مسدود کردن بستن انتهای لوله بست خورده و آب بند نمودن آن.

زهکشی  قابلیت  ایجاد  منظور  به  نمونه  انتهای  کردن  سوراخ   -
مایعات تزریقی.

تا  خاک  کوبش  و  خورده  بست  لوله  داخل  به  خاک  ریختن   -
رسیدن به وزن مخصوص خشک مشخص شده.

- تزریق محلول سیمانتاسیون )معادل حجم باکتری مورد استفاده، 
که در این پژوهش معادل 10% وزنی خاک اولیه بوده است(.

- قرار دادن نمونه در هوای آزمایشگاه، 48 ساعت پس از آخرین 
مرحله از تزریق محلول سیمانتاسیون به منظور اکسیژن‌دهی به ماسه 

حاوی سیمانتاسیون و تکمیل فرآیند رسوب‎زایی کربنات‌کلسیم.

- خارج نمودن نمونه ماسه بهسازی شده از قالب بدون هیچ‌گونه 
دست‌خوردگی.

- قراردادن نمونه‌ها در دمای کنترل شده و شرایط آزمایشگاهی 
به مدت ده روز.

- برش عرضی نمونه‌ها در ارتفاع و اصلاح ارتفاع آن از بالا و پائین 
به 12 سانتی‌متر.

جدول 5 نمایشی از وزن مخصوص خشک نمونه‌های ساخته شده، 
پس از فرآیند بهسازی، حاصل از 4 محیط کشت مختلف، با استفاده 

از دو روش تزریق دوفازی و اختلاط فلوکه باکتری است.
شکل‎های 3 و 4 به ترتیب نمونه ماسه ای بهسازی شده قبل و 
پس از آزمون را نمایش می‎دهد. همچنین تغییرات تنش-کرنش کلیه 
نمونه‌‌ها در چهار محیط کشت متفاوت و با دو روش ورود باکتری در 

شکل‌ 5 نشان داده شده است. 

4-2 - آزمون برش مستقیم 
به منظور تعیین پارامترهای مکانیکی آزمون برش مستقیم مطابق 
با آزمون استاندارد )ASTM-D2166( که مراحل آن در زیر شرح 
داده شده است ]30[، بر روی ماسه معمولی و بهسازی شده با وزن 

مخصوص kN/m3 17/1 )قبل از بهسازی( انجام شده است. 
 2/5×10×10 ابعاد  )با  مستقیم  برش  نمونه  ساخت  قالب   -
سانتی‌متر(، به صورت مدفون در میانه لایه‌های خاک با تراکم مشخص 

در ظرف با ابعاد بزرگتر قرار داده شده است.
- فرآیند ورود باکتری که در روش فلوکه از قبل با خاک آمیخته 
شده است، و تزریق محلول سیمانتاسیون معادل حجم باکتری مورد 

استفاده انجام می‌شود.
آخرین  از  پس  داخل خاک، 48 ساعت  از  مدفون  برش  قالب   -

تزریق محلول سیمانتاسیون مطابق شکل 6 بیرون آورده می‌شود. 
- نمونه‌ها در دمای کنترل شده و شرایط آزمایشگاهی به مدت ده 

روز قرار داده می‌شود.

ها: تعداد آزمایش4جدول 
 

 UCS DS PER XRD WCA SEM FTIR نام آزمون

 4 16 46 0 9 9×3 8×3 تعداد

جدول 4. تعداد آزمایش‌ها
Table 4. Number of experiments
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دستگاه  و  مستقیم  برش  دستگاه  پایینی  فک  به  نمونه  انتقال   -
برای انجام آزمایش آماده می‌شود.

- تنش قائم 0/5، 1 و 1/5 کیلوگرم بر سانتی‌متر مربع و اعمال 
نیروی برشی با سرعت 1 میلی‌متر بر دقیقه اعمال می‌شود.

به  شده  بهسازی  نمونه‌های  در  کرنش  برشی–  تنش  تغییرات 
در  4چهارگانه،  کشت  محیط‌های  و  باکتری  ورود  مختلف  روش  دو 

تنش‌های قائم 0/5، 1 و 1/5 کیلوگرم بر سانتی‌متر مربع در شکل 7 
آمده است. 

آوردن پوش گسیختگی  به دست  و  ترسیم دوایر مور– کلمب  با 
نمونه‌ها، نتایج آزمون برش مستقیم در شکل‌های 8 و 9 که میزان زاویه 

اصطکاک داخلی و چسبندگی را نمایش می‌دهد، ارائه شده است. 

4-3- آزمون نفوذپذیری 
به منظور بررسی تأثیر رسوب کربنات‌کلسیم بر میزان نفوذپذیری 

های مختلفحجمی خاک پس از بهسازی به روش –: تغییرات پارامترهای وزنی 5جدول 
 

نوع ورود باکتری  نوع محیط کشت
 به خاک

وزن مخصوص 
خشک اولیه 

)3(kN/m 

وزن مخصوص 
خشک پس از 

 kN/m)3(بهسازی 

میزان 
تخلخل 

 اولیه

 میزان تخلخل
پس از 
 بهسازی

 تزریق دوفازی (محیط کشت اول )

1/17 

81/18 

252/6 

380/6 

اختلاط فلوکه  (محیط کشت اول )
 303/6 35/19 باکتری

 460/6 20/18 تزریق دوفازی (محیط کشت دوم )

اختلاط فلوکه  (محیط کشت دوم )
 307/6 67/19 باکتری

 252/6 15/17 تزریق دوفازی (محیط کشت سوم )

اختلاط فلوکه  (محیط کشت سوم )
 252/6 13/17 باکتری

محیط کشت چارم 
 453/6 33/18 تزریق دوفازی ()

محیط کشت چارم 
() 

اختلاط فلوکه 
 462/6 22/18 باکتری

 
 

 کلسیم کربنات ییالقا یکروبیرسوب م ندیفرآ لیپس از تکم شگاهیآزما طیشده در مح یبهساز یاماسه یهانمونه: 3شکل 
Fig. 3. Sand samples improved in the laboratory after the completion of the induced microbial deposition 

process of calcium carbonate 
  

 
 

 
 

 شکسته شده یمحور نمونه تک: 4شکل 
Fig. 4. Broken uniaxial specimen  

  

جدول 5. تغییرات پارامترهای وزنی – حجمی خاک پس از بهسازی به روش‌های مختلف
Table 5. Changes in soil weight-volume parameters after improvement in different ways

از  پس  آزمایشگاه  محیط  در  شده  بهسازی  ماسه‌ای  نمونه‌های   .3 شکل 
تکمیل فرآیند رسوب میکروبی القایی کربنات‌کلسیم

Fig. 3. Sand samples improved in the laboratory after the 
completion of the induced microbial deposition process of 

calcium carbonate

شکل 4. نمونه شکسته شده پس از آزمون تک محوری
Fig. 4. Broken uniaxial specimen
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هیدرولیکی  هدایت  استاندارد  آزمون  از  شده،  بهسازی  نمونه 
تأثیر   10 شکل   .]31[ است  شده  استفاده   )ASTM-D5084(
بهسازی به روش میکروبی در چهار محیط کشت مختلف را بر میزان 
نفوذپذیری نمونه‌های بهسازی شده مختلف نمایش می‌دهد. همان‌طور 
که مشاهده می‌شود، نفوذپذیری تمام نمونه‌ها به دلیل تشکیل رسوب 

کربنات‌کلسیم، به طور نسبی کاهش یافته است. 

)XRD( 4-4- آزمون پراش اشعه ایکس
اشعه  شدت  کریستال،  به  ایکس  اشعه  پرا‌ش  در  کلی  طور  به 
ایکس باز‌تابیده از کریستال، که در هر اتم به صورت الاستیک و بدون 
و  است  بیشینه  زوایای خاصی  در  پراکنده شده‌اند،  موج  تغییر طول 
در باقی‌مانده زوایا، شدت اشعه پرا‌شیده شده مقدار قابل ملاحظه‌ای 
زاویه  شامل  کریستال  یک  پراش  از  آمده  دست  به  اطلاعات  ندارد. 
قله‌ها، شدت نسبی قله‌ها و همچنین پهنای هر قله می‌باشد. به این 
پتری و هم  مایع داخل  با شکل 11، محیط کشت  و مطابق  منظور 

حجم آن، مایع سیمانتاسیون به آن اسپری می‌شود. رسوبات تشکیل 
شده پس از 10 روز، توسط آزمون XRD پراش شده و نتایج آن در 
شکل‌های 12، 13 و 14 ارائه شده است. لازم به ذکر است، به دلیل 
برای  نمونه‌ای  سیب‌زمینی،  کشت  محیط  رسوب  پائین  بسیار  حجم 
با   X اشعه  از  نیز  نمونه‌ها  آنالیز  تهیه نشده است. در   XRD آزمون 
طول موج 1/54182 انگستروم و محدوده 2θ بین 20 تا 80 درجه 

استفاده شده است.
 

)FTIR(  4-5- آزمون طیف‌نگاری تبدیل فوریه مادون قرمز
بررسی  و  تابش  جذب  اساس  بر  قرمز  مادون  طیف‌سنجی 
جهش‌های ارتعاشی مولکول‌ها و یون‌های چند اتمی صورت می‌گیرد. 
این روش به عنوان روشی پرقدرت و توسعه یافته برای تعیین ساختار 
و اندازه‌گیری گونه‌های شیمیائی به کار می‌رود. همچنین این روش 
زیرا طیف‌های  استفاده می‌شود،  آلی  ترکیبات  برای شناسایی  عمدتاً 
این ترکیبات معمولاً پیچیده بوده و دارای تعداد زیادی نقاط بیشینه و 
کمینه هستند که می‌توانند برای اهداف مقایسه‌ای به کار گرفته شوند. 
به منظور شناخت بهتر ترکیبات موجود در رسوبات فرآیند میکروبی 
سوسپانسیون و محلول سیمانتاسیون، نمونه‌هایی از رسوب حاصل از 
محیط‌های کشت مورد مطالعه تهیه و آزمون FTIR انجام شده است. 
 Yeast ،Nutrient Broth نتایج این آزمون برای محیط‌های کشت
Extract و ملاس چغندر قند به ترتیب در شکل‌های 15 تا 17 آورده 

شده است.

4-6- آزمون شیمی تر
به  که  است  شیمی  بنیادین  دانش  از  شاخه‌ای  تجزیه  شیمی 

 
 

 
 

 کشت مختلف   طیدر چهار مح  MICPشده به روش  ینمونه بهساز یمحوره بر روتک  یآزمون فشار جینمودار نتا: 5شکل 
Fig. 5. Diagram of the results of uniaxial compression test on a sample improved by MICP method in four 

different culture media 
 

 

  

 
 

 میدستگاه برش مستق ینمونه دست نخورده آماده شده در قالب و آماده انتقال به قالب اصل: 6شکل 
Fig. 6. Intact sample prepared in the mold and ready to transfer to the main mold of the direct cutting machine  
  

شکل 5. نمودار نتایج آزمون فشاری تک‌محوره بر روی نمونه بهسازی شده به روش MICP در چهار محیط کشت مختلف
Fig. 5. Diagram of the results of uniaxial compression test on a sample improved by MICP method in four different cul-

ture media

به قالب  انتقال  نمونه دست نخورده آماده شده در قالب و آماده  شکل 6. 
اصلی دستگاه برش مستقیم

Fig. 6. Intact sample prepared in the mold and ready to 
transfer to the main mold of the direct cutting machine
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مطالعه روش‌های جداسازی، شناسایی و بررسی کمی اجزای طبیعی 
که  تحلیل  و  تجزیه  و  آنالیز  انواع  می‌پردازد.  ماده  یک  مصنوعی  یا 
در این دانش به کار گرفته می‌شوند در یک نگاه کلی به دو دسته 
اجزای موجود  نوع  کمّی و کیفی تقسیم می‌شوند. در تجزیه کیفی 
یا غلظت هر یک  تعیین می‌شود و در تجزیه کمّی مقدار  نمونه  در 
آنالیز  بر  کیفی  آنالیز  کلی  حالت  در  می‌شود.  تعیین  اجزا  این  از 
ابتدا نوع اجزا و سپس مقادیر کمّی آن‌ها  کمّی تقدم دارد در واقع 

کلاسیک  روش‌های  دسته  دو  به  تجزیه  روش‌های  می‌شود.  تعیین 
به  که  کلاسیک  روش‌های  می‌شوند.  تقسیم  دستگاهی  روش‌های  و 
روش‌های شیمی ترَ هم شهرت دارند از ابزار یا سامانه‌های سنجش 
روش‌های  انواع  اصلی‌ترین  نمی‌برند.  بهره  پیشرفته‌ای  چندان 
در  تیتراسیون هستند.  روش‌های  و  وزن‌سنجی  روش‌های  کلاسیک 
روش  از  کربنات‌کلسیم،  رسوب  میزان  تعیین  برای  حاضر  پژوهش 

تیتراسیون استفاده شده است.

 
 

 کشت چهارگانه  یها طیو مح یشده به دو روش مختلف ورود باکتر یبهساز هاینمونه در کرنش – یتنش برش راتییتغ: 7شکل 
Fig. 7. Shear-strain stress changes in samples improved by two different methods of bacterial entry and 

quadruple culture media. 
  

شکل 7. تغییرات تنش برشی – کرنش در نمونه‌های بهسازی شده به دو روش مختلف ورود باکتری و محیط‌های کشت چهارگانه
Fig. 7. Shear-strain stress changes in samples improved by two different methods of bacterial entry and quadruple cul-

ture media

 
 

 
 

 کشت  طی در چهار مح MICPشده به روش  یبهساز یهانمونه ریبا سا سهیدر مقا یماسه معمول یاصطکاک داخل هیزاو راتیی: تغ8 شکل
Fig. 8. Changes in the internal friction angle of ordinary sand compared to other samples improved by MICP 

method in four media 
  

شکل 8. تغییرات زاویه اصطکاک داخلی ماسه معمولی در مقایسه با سایر 
نمونه‌های بهسازی شده به روش MICP در چهار محیط کشت

Fig. 8. Changes in the internal friction angle of ordinary 
sand compared to other samples improved by MICP 

method in four media

 
 

 
 

 کشت  طیدر چهار مح MICPشده به روش  یبهساز یهانمونه  ریبا سا سهیدر مقا یماسه معمول یچسبندگ  راتییتغ: 9شکل 
Fig. 9. Changes in the adhesion of ordinary sand compared to other samples improved by MICP method in 

four culture media 
  

نمونه‌های  با سایر  شکل 9. تغییرات چسبندگی ماسه معمولی در مقایسه 
بهسازی شده به روش MICP در چهار محیط کشت

Fig. 9. Changes in the adhesion of ordinary sand com-
pared to other samples improved by MICP method in 

four culture media
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طیف‌نگاری  و  روبشی  الکترونی  میکروسکوپ  با  تصویربرداری   -7-4
پراش انرژی پرتو ایکس و تحلیل پراش اشعه ایکس

میکروسکوپ  با  تصویربرداری  نمونه‌ها،  بهتر  تحلیل  منظور  به 
شده  انجام  ایکس  پرتو  انرژی  پراش  طیف‌نگاری  و  روبشی  الکترونی 
است. شکل 18 نمایشی از تصاویر SEM و نمودار EDS مربوط به 

رسوبات ناشی از چهار نوع محیط کشت مختلف است.

5- تحلیل و بررسی نتایج
آزمون‌هایی  کنار  در  زیستی  روش‌های  از  استفاده  کارایی  اثبات 
مانند مقاومت برشی تک‌محوری، نفوذپذیری و برش مستقیم، نیازمند 
که  است  شیمیایی  و  فیزیکی  آزمون‌های  سایر  از  همسو  نتایجی 
دانه‌های خاک  بین  سازوکار  جزئیاتِ  به  آن‌ها  از  استفاده  با  می‌توان 

پس از ترسیب کربنات‌کلسیم پی برد.

FTIR 5-1- آزمون
برای شناسایی کیفی یک نمونه مجهول، نوع گروه‌های عاملی و 
نمونه  ابتدا طیف مادون قرمز  پیوندهای موجود در مولکول‌های آن، 
یا  موج  طول  مربوط،  جداول  از  استفاده  با  سپس  و  نموده  رسم  را 

 
 

 کشت مختلف  طیدر چهار مح MICPشده به روش  یبهساز یهانمونه  ریبا سا سهیدر مقا یماسه معمول یرینفوذپذ زانیم: 10شکل 
Fig. 10. Permeability of ordinary sand in comparison with other samples improved by MICP method in four 

different culture media 
  

 
 

 XRDنشین شده جهت ارائه نمونه آزمون رسوبات ته : 11شکل 
Fig. 11. Deposited sediments to present the XRD test sample 

  

 
 

  
 

 Nutrient Brothکشت  طی رسوب حاصل از مح XRDنمودار : 12شکل 
Fig. 12. XRD diagram of sediment from Nutrient Broth culture medium  

  

 

 
 

 Yeast Extractکشت  طی رسوب حاصل از مح XRD اگرامید: 13شکل 
Fig. 13. XRD diagram of sediment from Yeast Extract medium 

  

 
 

 Molasseکشت   طی رسوب حاصل از مح XRD اگرامید: 14شکل 
Fig. 14. XRD diagram of sediment from Molasse medium 

  

نمونه‌های  سایر  با  مقایسه  در  معمولی  ماسه  نفوذپذیری  میزان   .10 شکل 
بهسازی شده به روش MICP در چهار محیط کشت مختلف

Fig. 10. Permeability of ordinary sand in comparison with 
other samples improved by MICP method in four differ-

ent culture media

XRD شکل 11. رسوبات ته‌نشین شده جهت ارائه نمونه آزمون
Fig. 11. Deposited sediments to present the XRD test sample

Nutrient Broth رسوب حاصل از محیط کشت XRD شکل 12. نمودار
Fig. 12. XRD diagram of sediment from Nutrient Broth 

culture medium

Yeast Extract رسوب حاصل از محیط کشت XRD شکل 13. دیاگرام
Fig. 13. XRD diagram of sediment from Yeast Extract me-

dium

Molasses رسوب حاصل از محیط کشت XRD شکل 14. دیاگرام
Fig. 14. XRD diagram of sediment from Molasse medium
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رسوب  مورد  در  می‌شوند.  شناسایی  پیوندها،  و  گروه‌ها  موج  عدد 
ناشی از محیط کشت Nutrient Broth، پیک‌های جذبی در طول 
 C-H 3047 مربوط به پیوند کششی cm-1  3141 و cm-1 موج‌های
در حلقه کینولین هستند. دو پیک کوچک رخ داده در طول موج‌های 
 CH2 2810، مربوط به ارتعاشات کششی متقارن cm-1 2872و cm-1

می‌باشند. باند مشاهده شده در cm-1 2513، مربوط به ارتعاش ترکیب 
کربنات‌کلسیم بوده که این ترکیب در پیک cm-1 874 نیز تکرار شده 
 )COOR( 1796 به ارتعاش گروه کربونیل استر cm-1 است. پیک
مرتبط است. پهن‌ترین پیک موجود نیز مربوط به ارتعاشات قیچی‌وار 
گروه CH2 است. طول موج cm-1 712 نیز ارتعاش پیوند C-H در 
ترکیبات آروماتیک را نمایش می‌دهد. مشابه رسوبات ناشی از محیط 
کشت Nutrient Broth، رسوبات محیط کشت مایع عصاره مخمر 
Yeast Extract(( نیز دارای پیک‌های تقریباً متناظر هستند. دو پیک 

 CH ارتعاش متقارن پیوند cm-1 3145 و cm-1 3047 مربوط به 

از حلقه کینولین آروماتیک است. ارتعاشات کششی C-H آلیفاتیک 
قله  قله ظاهر شده است.  به صورت   2810 cm-1 نیز در طول موج 
cm-1 2508 نیز مربوط به ارتعاش متقارن C-H در گروه‌های متیل 

می‌باشد. ارتعاش واضحی نیز درcm-1 712 ظاهر شده که مربوط به 
ارتعاش پیوند N-H در گروه NH2 است. برآورد و تفسیر رسوبات 
 cm-1 3143 و cm-1 ناشی از محیط کشت ملاس، نشان از باند جذبی
3047 مربوط به ارتعاش کششی پیوند C-H در حلقه آروماتیک دارد؛ 
به این معنا که گروه آروماتیک در ترکیبات هستند. این پیوند، باند 
جذبی در cm-1 2810 را نیز شامل می‌شود. ارتعاش با شدت کم نیز 
درcm-1 2512، مربوط به گروه کربنات است. دو باند جذبی باریک در 
cm-1 712 و cm-1 874 نیز در طیف وجود دارند که نشانه بارزی 

از وجود گروه کربنات‌کلسیم می‌باشد )دو پیک مورد نظر مربوط به 
پیوندهای C-O و  C=O هستند(. با توجه به تفسیرهای انجام شده، 
 FTIR ترکیبات کربنات‌کلسیم، به صورت واضح در پیک‌های آزمون
مشاهده می‌شوند. به خصوص این‌که در مورد رسوبات محیط کشت 
ملاس چغندر قند، وجود کرسیتال‌های کربنات‌کلسیم مورد تأیید قرار 

گرفتند.

5-2- آزمون XRD و شیمی تر
نمونه  دو  در   XRD داده‌های  تفسیر  از  شده  برگرفته  پیک‌های 
Yeast Extract به  Nutrient Broth و  از محیط کشت  حاصل 
ترتیب نشان از ترسیب 93% و %97/5 از کریستال کربنات‌کلسیم و 
تفسیر  در  کربنات‌کلسیم  رسوب  دارد. همچنین  کلرید سدیم  مابقی 

 
 

 Yeast Extractکشت   طی از مح یحاصل از رسوب ناش FTIR یهاطول موج: 15شکل 
Fig. 15. FTIR wavelengths from sediment from Yeast Extract medium  

  

کشت  محیط  از  ناشی  رسوب  از  حاصل   FTIR موج‌های  طول   .15 شکل 
Yeast Extract

Fig. 15. FTIR wavelengths from sediment from Yeast 
Extract medium

 

 

 
 

 Nutrient Brothکشت  طی از مح یحاصل از رسوب ناش  FTIR یطول موج ها: 16شکل 
Fig. 16. FTIR wavelengths from sediment from Nutrient Broth medium 

  

از محیط کشت  ناشی  از رسوب  FTIR حاصل  های  موج  16. طول  شکل 
Nutrient Broth

Fig. 16. FTIR wavelengths from sediment from Nutrient 
Broth medium

 
  

 
 

 Molasseکشت   طی از مح یحاصل از رسوب ناش  FTIR یهاطول موج: 17شکل 
Fig. 17. FTIR wavelengths from sediment from Molasse medium  

  

کشت  محیط  از  ناشی  رسوب  از  حاصل   FTIR موج‌های  طول   .17 شکل 
Molasses

 Fig. 17. FTIR wavelengths from sediment from Molasse
medium
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 NBکشت  ط یرشد کرده در مح  یهایاز باکتر  یمربوط به رسوبات ناش EDSو نمودار  SEM ری)الف( تصاو 

  

  
 YEکشت  ط یرشد کرده در مح  یهایاز باکتر ی مربوط به رسوبات ناش EDSو نمودار  SEM ر ی)ب( تصاو

  

  
 PDBکشت  ط یرشد کرده در مح  یهایاز باکتر ی مربوط به رسوبات ناش EDSو نمودار  SEM ر ی)پ( تصاو
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داده‌های رسوب حاصل از محیط کشت ملاس چغندرقند نیز ملاحظه 
می‌شود.

آزادسازی  سبب  باکتری،  مثبت  اوره‌آز  گونه‌های  از  استفاده 
کلسیت و بسته شدن شبکه‌های خلل و فرج خاک و ترک سنگ‌ها 
حاصل  شده،  تولید  کربنات‌کلسیم  میزان  اندازه‌گیری  برای  می‌شود. 
انجام  نمونه‌های مختلف  از فرآیند زیستی، آزمون شیمی تر بر روی 
 Nutrient گرفت. میزان بلورهای ترسیب شده در دو محیط کشت
از  بالاتر  کمی  درصد جرمی،  لحاظ  به   ،  Yeast extractو  Broth

محیط  در  یافته  رشد  باکتری‌های  توسط  شده  تریسب  بلورهای 
در  اوره‌آزی  میزان  بودن  بالاتر  که  است،  بوده  ملاس  حاوی  کشت 
اندازه‌گیری  با  محیط‌های دیگر دلیل ترسیب بیشتر آن است ]19[. 
میزان کربنات‌کلسیم در نقاط مختلف یک نمونه استوانه‌ای، برای چهار 
نوع محیط کشت، بیشترین درصد وزنی ترسیب، حدود %9/9 و برای 
محیط کشت Yeast Extract بود. در مقطع مشخص برای نمونه‌ای 
بود،  بهسازی شده  از محیط کشت ملاس چغندرقند  استفاده  با  که 
%6/8 رسوب کربنات‌کلسیم رخ داد. همچنین میزان رسوب در نقطه 
کاهش  آن  از  فاصله  افزایش  با  و  بیشتر  نقاط  سایر  به  نسبت  تزریق 
 ،Sporosarcina Pasteurii باکتری  واقع گونه  می‌یابد ]32[. در 

تزریق  نرخ جریانات  افزایش  فقط  و  افتاده  بین ذرات گیر  راحتی  به 
و  نمونه کمک کند  در طول  آن  تحرک  افزایش مسافت  به  می‌تواند 
بالعکس، کاهش نرخ جریان و یا دانسیته سوسپانسیون تزریقی سبب 
ابتدای مسیر حرکت خود می‌شود ]33[.   باکتری در  محبوس شدن 
مواد  القایی کربنات‌کلسیم، در جایی که  فرآیند رسوب میکروبی  در 
سیمانتاسیون به محلول باکتریایی )باکتری( برسند، فرآیند شروع به 
انجام می‌کند، در نتیجه برای بهسازی عمیق‌تر و مؤثرتر، باید به دو 
برسد؛  بیشتری  اعماق  به  باید  باکتری  اینکه  اول  توجه داشت،  مورد 
حرکت باکتری در بین دانه‌ها، با افزایش نرخ جریان سریع‌تر و راحت‌تر 
و  کاهش  نفوذپذیری  القایی،  فرآیند  با شروع  اینکه  دوم  بود.  خواهد 
حرکت جریان باکتریایی و یا محلول سیمانتاسیون ضعیف خواهد شد. 
از این رو، نحوه پخش شدن به خصوص در محیط‌های غیراشباع، به 
است.  باکتری خاک  ورود  نحوه  و  تزریق  تابع سرعت  نامنظم،  شدت 
در روش اختلاط فلوکه باکتری، با توجه به اینکه نمونه تا حد امکان 
همگن و نشست باکتری در تمام نقاط همسان است، همگنی در طول 
مسیر جریان بیشتر است. گرچه در مورد روش اختلاط نیز، با تزریق 
محلول سیمانتاسیون، فیلم‌های زیستی و رسوبات کربنات‌کلسیم به 
سرعت در اطراف نقطه تزریق تشکیل شده و رسوب در اطراف نقطه 

 
 

  
 Mکشت  ط یرشد کرده در مح  یهایاز باکتر ی مربوط به رسوبات ناش EDSو نمودار  SEM ر ی)ت( تصاو

کشت مورد    طیاز چهار نوع مح یاز رسوبات ناش کسینگاری پراش پرتو او طیف یروبش یالکترون کروسکوپیبا م یربرداریتصو: 18شکل 
 بحث

Fig. 18. Scanning electron microscopy and X-ray diffraction spectroscopy of sediments from the four types of 
culture medium discussed 

  

شکل 18. تصویربرداری با میکروسکوپ الکترونی روبشی و طیف نگاری پراش پرتو ایکس از رسوبات ناشی از چهار نوع محیط کشت
Fig. 18. Scanning electron microscopy and X-ray diffraction spectroscopy of sediments from the four types of culture 

medium discussed
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تزریق محلول سیمانتاسیون بیشتر شده است. با این وجود، نمونه‌های 
اختلاط  روش  از  نمونه،  کل  در  ترسیب  میزان  لحاظ  به  همگن‌تری 
نسبت به روش تزریق سوسپانسیون )تزریق دوفازی( به دست آمده 
حین  رسوب  مناسب  توزیع  به  رسیدن  چالش  ترتیب،  هر  به  است. 
فرآیند بهسازی زیستی، همواره در مسیر این روش برقرار بوده است 
]34[. برخی پژوهشگران، ایجاد جریان چرخشی برای رسوب همگن 

را پیشنهاد می‌کنند ]35[.

3-5- آزمون نفوذپذیری
کاهش نفوذپذیری پس از بهسازی، از مهم‌ترین نتایج مشترک بین 
پژوهش‌هایی است که آزمون نفوذپذیری پس از بهسازی میکروبی در 
آنها، انجام پذیرفته است [36-39]. پیشتر نیز اشاره شد که کاهش 
و  است  ذرات  بین  کربنات‌کلسیم  ترسیب  واسطه  به  نفوذپذیری 
کاهش  اثر  باشد،  بیشتر  ترسیب  میزان  و  تراکم  هرچه  است  بدیهی 
نفوذپذیری بهتر دیده می‌شود. از طرفی دیگر، کم بودن میزان ترسیب 
در نمونه‌های ساخته شده از محیط کشت عصاره سیب‌زمینی، تغییر 
چندانی در میزان نفوذپذیری ایجاد نکرده است. همچنین، نمونه‌های 
HN و HY دارای نفوذپذیری تقریباً یکسانی هستند که این موضوع 

نیز  مقاومتی  آزمون‌های  از  آمده  دست  به  نزدیک  نتایج  به  توجه  با 
توجیه‌پذیر است. همان‌طور که ملاحظه می‌شود، میزان نفوذپذیری در 
نمونه‌های HM که حاصل از محیط کشت مایع عصاره چغندر قند 
 Nutrient ملاس( است، به نمونه‌های دارای محیط کشت شیمیایی(

Broth و Yeast Extract نزدیک است.

4-5- آزمون مقاومت فشاری محدود نشده
استفاده از روش‌های بهسازی میکروبی، در مورد ساختار خاک‌های 
دانه‌ای مانند ماسه که فاقد چسبندگی هستند، مقاومت فشاری محدود 

نشده آن‌ها را به صورت چشم‌گیری افزایش می‌دهد [42-40]. 
بیولوژیکی  بهسازی  از  پس  ژئوتکنیکی  پارامترهای  بهبود  میزان 
ورود  نحوه  دما،  وضعیت  دانه‌بندی،  مانند  مختلفی  عوامل  به  وابسته 
عدم  یا  وجود  مانند  دیگر  محیطی  موارد  سایر  همچنین  و  باکتری 
وجود عامل تأثیرگذار بر عملکرد ترسیب میکروبی داخل نمونه خاک، 
مانند انواع آلاینده‌های خاک است، اما تحلیل نمودارهای حاصل از دو 
روش بهسازی، روش ورود باکتری به خاک که فقط تفاوت در محیط 

کشت باکتری رسوب‌زا است، نشان‌دهنده تأثیر بسزای محیط کشت 
به خصوص منبع تولید کربن می‌باشد؛ تا جایی‌که مقاومت تک‎محوری 
عصاره  کشت  محیط  در  یافته  رشد  باکتری  از  حاصل  نمونه‌های 
باکتری  از  حاصل  نمونه‌های  مقاومت  از   %5 میزان  به  سیب‌زمینی، 
طرفی  از  نمی‌رسند.  نیز  مخمر  عصاره  کشت  محیط  در  یافته  رشد 
دیگر، پاسخ منبع تولید کربن ارزان قیمت ملاس چغندرقند، پس از 
در  یافته  رشد  باکتری‌های  ترسیب  تا حدود %65  مقاومتی  ترسیب، 
محیط کشت عصاره مخمر بوده که نشان از کارآمد بودن این محیط 
کشت دارد. نکته قابل اشاره این است که محیط ملاس چغندرقند در 
نمودارهای نشان داده شده در شکل 4 و همچنین آزمون‌های تکرار 
شده، در هر دو روش ورود باکتری، مقاومت‌های تک‌محوره یکسان را 
نشان می‌دهد. می‌توان دلیل این موضوع را کم بودن سرعت فرآیند 
شروع ترسیب در باکتری‌های رشد یافته در محیط ملاس چغندر قند 
مناسب  نفوذ  عدم  دلیل  به  فازی،  دو  تزریق  از  پس  چراکه  دانست. 
باکتری در عمق‌های دورتر از نقطه ترسیب، بهسازی میکروبی انجام 
نشده و ضمن به وجود آمدن نمونه ناهمسان، معمولاً مقاومت نمونه‌های 
ساخته شده، نسبت به نمونه‌های روش اختلاط فلوکه کمتر است. با 
توجه به اینکه، تزریق در نمونه‌ها سبب گرفتگی سطوح آن می‌شود، 
معمولاً یکنواختی توزیع باکتری و تولید کربنات‌کلسیم ناهمسان است 
]43[. به همین جهت در صورتی که سوسپانسیون باکتری فلوکه شده 
و محلول سوسپانسیون باهم در یک ظرف ریخته شوند، فرآیند انعقاد 
باکتری  فلوکه  اختلاط  فرآیند،  این  اگر  یا پلاگ1 شدن رخ می‌دهد؛ 
و سوسپانسیون بدون وجود و حضور خاک، برای هر دو نمونه عصاره 
مخمر و ملاس چغندرقند صورت پذیرد، مشاهده می‌شود که پلاگ در 
ظرف حاوی باکتری رشد یافته از ملاس بسیار دیرتر از ظرف حاوی 
سوسپانسیونِ فلوکهِ باکتریِ رشد یافته از عصاره مخمر رخ خواهد داد. 
فرآیند  تزریق سوسپانسیون،  از  بنابراین در مورد عصاره مخمر، پس 
ترسیب سریع‌تر رخ داده، قسمت‌های بالایی و نزدیک‌تر به نقطه تزریق 
سهم  و  بوده  قوی‌تر  و  بیشتر  کربنات‌کلسیم  اتصالی  باندهای  دارای 
قسمت‌های دورتر کمتر و در نتیجه نمونه ناهمگن و مقاومت کمتر را 
نسب به نمونه‌های مخلوط شده با فلوکه باکتری از خود نشان می‌دهد.

مقاومت‌های  مقادیر  مقایسه  با  و  نتیجه‌گیری  یک  عنوان  به 
آمده  بدست  نمونه‌های  می‌توان  مشخصاً  آمده،  دست  به  تک‌محوره 

1   Plugging
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و   Yeast Extract  ،  Nutrient Brothکشت محیط  سه  از 
گرفت  نظر  در  ضعیف  ماسه‌سنگ‌های  رده  در  را  چغندرقند  ملاس 
مقاومت  میزان  بر  ساختار  و  کانی‌شناسی  تأثیر  اندازه‌گیری   .]44[
استفاده  با   .]45[ است  مشکل  بسیار  ها  ماسه سنگ  و شکل‌پذیری 
ساختاری  ویژگی‌های  برخی  می‌توان  میکروسکوپی،  تکنیک‌های  از 
میکرسکوپی ماسه‌سنگ‌ها را با یک‌دیگر مقایسه نمود. چگالی یا تراکم 
بسته‌بندی )1PD( و درصد تماس دانه‌ها )2GC( از همین ویژگی‌های 
ساختاری میکروسکوپی می‌باشند ]44[. کن ]46[ تراکم بسته‌بندی 
را نسبت مجموع طول‌های تماس بین دانه‌ها، که یک خط مستقیم، 
از روی محل‌های اتصال آن می‌گذرد، به طول خط مستقیم گذرنده 
تعریف می‌کند؛ انواع تماس بین دانه‌ها نیز توسط پتی جان و همکاران 
تعریف شده‌اند ]47[. درصد تماس بین دانه‌ها یا GC نیز، برای هر 
دانه تعریف شده و طبق تعریف نسبت مجموع طول‌های اتصال یک 
دانه به دانه‌های مجاور، به محیط آن دانه است. شکل 19 مفهوم تراکم 
بسته‌بندی را نمایش می‌دهد.GC  و PD بر حسب درصد و برای یک 
تصویر با حداقل 100 دانه، برای کلیه دانه‌ها محاسبه و میانگین‌گیری 
 PD اندازه‌گیری  برای  باید دقت نمود، هنگام تهیه تصویر،  می‌شود؛ 
استفاده   )3QBSD( سرهم  پشت  القایی  الکترونی  آشکارساز  از  باید 
از  نمونه حاصل  برای  بسته‌بندی  تراکم  منظور  به همین  کرد ]44[. 

محیط کشت ملاس چغندرقند محاسبه شده است.
طول   ،PD محاسبه  برای   ،19 شکل  در  شده  مشخص  دانه  در 
طولانی  اتصال  انواع  از  یکی  که  رنگ،  آبی  نقاط  امتداد  اتصال‌های 
و  الف،  و 6 در شکل 19-  دانه 5  اتصال  )long contact(، مشابه 
 ،)concave – convex contact( مقعر  محدب–  اتصال  دیگری 
مشابه اتصال 8 و 9 در شکل 19- الف، برای تمام دانه‌ها منقطع شده 
توسط خط گذرنده به طول 1/5 میلی‌متر با یک‌دیگر جمع و بر طول 
کل خط تقسیم می‌شوند. محاسبه میانگین PD برای امتداد مسیرهای 
دانه‌های متصل شده به یکدیگر در یک تصویر مشتمل بر حداقل 100 
 GC دانه خاک، عدد 52% را نشان می‌دهد. همچنین برای محاسبه
دانه مشخص شده در شکل 19- ب،  برای  مثال  به عنوان  دانه،  هر 
باید مجموع طول اتصال نقاط آبی و قرمز به یکدیگر بخش بر محیط 
دانه، مجموع طول اتصال نقاط آبی، قرمز و زرد به یکدیگر محاسبه 

1   Packing Density
2   Grain Contact
3   Quadrant Back-Scattered electron Detector

بهسازی شده در محیط کشت حاوی  برای ماسه   GC شوند. مقدار 
 Waterstones ماسه  مقایسه،  است. جهت  ملاس چغندرقند %58 
و   %58 و   79% ترتیب  به   GC و   PD مقادیر  دارای  انگلستان  در 
 .]44[ می‌باشند   4/5% و   %62 پرتغال،  در   Coina Sand ماسه 
محاسبات مذکور نشان از مقایسه درست و بجای ماسه بهسازی شده 

با ماسه‌سنگ‌ها و تحلیل رفتاری مشابه آن‌ها می‌دهد.

5-5- آزمون برش مستقیم
همان‌طور که پیشتر اشاره شد، خاک‌های ماسه‌ای فاقد چسبندگی 
بوده و زاویه اصطکاک داخلی آن در شرایط بهسازی نشده، 37 درجه 
است. محققین به صورت مشترک، افزایش پارامترهای مقاومت برشی 

خاک را پس از بهسازی زیستی تأیید می‌کنند ]51-48[.
فرآیند آزمون برش مستقیم به نحوی است که با اعمال سطح برش 
اجباری بر نمونه، در قسمت‌های مختلف برش خورده آن، سه حالت 
مختلف پدید می‌آید؛ حالت اول، برش از محل تماس دانه ماسه بر روی 
دانه ماسه، حالت دوم، برش از محل شکست بلورهای کربنات‌کلسیم و 
حالت سوم جداشدگی دانه ماسه از بلور کربنات‌کلسیم. در واقع بهترین 
حالت مقاومتی، شکست دانه ماسه حین برش است که به دلیل تفاوت 
مقاومتی دانه و محیط کربنات‌کلسیم، محقق نمی‌شود. در مواد مرکب 
که از بیش از یک کانی تشکیل شده‌اند، تغییرات و شکل‌پذیری مواد، 
به سهم هر کدام از کانی‌ها، نحوه قرارگیری و شکل آن‌ها بستگی دارد 

 
با  SEM ریو ب: تصو PDبه دست آوردن  یها و خط گذرنده برادانه نیانواع تماس ب فیالف: تعر: مفهوم تراکم بسته بندی،  19شکل 

 کشت ملاس چغندرقند  طیشده با استفاده از مح یدر خاک بهساز PDمحاسبه  یبرا QBSDآشکارساز 
Fig. 19. Concept of packing density, a: Defining the types of contacts between grains and the passing line to 

obtain PD and b: SEM image with QBSD detector to calculate PD in soil improved using sugar beet molasses 
medium 

  

شکل 19. مفهوم تراکم بسته بندی، الف. تعریف انواع تماس بین دانه‌ها و 
آشکارساز  با   SEM تصویر  و ب.   PD آوردن  به دست  برای  گذرنده  خط 
محیط  از  استفاده  با  شده  بهسازی  خاک  در   PD محاسبه  برای   QBSD

کشت ملاس چغندرقند
Fig. 19. Concept of packing density, a. Defining the types 
of contacts between grains and the passing line to obtain 
PD and b. SEM image with QBSD detector to calculate 

PD in soil improved using sugar beet molasses medium
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مواد سیمانته شده،  اتکینسون ]52[ دریافتند که در  و  ]45[. کوپ 
مهم‌ترین عامل، کاهش حجم مخصوص در نتیجه افزایش تعداد ذرات 
ریزدانه است. این موضوع به شدت بر میزان مقاومت بیشینه )مقاومت 
بنابراین  است.  تأثیرگذار  تنش-کرنش  نمودارهای  همچنین  و  پیک( 
آن‌چه بر افزایش بیشتر میزان مقاومت برشی کمک می‌کند، افزایش 
هرچه  است.  کربنات‌کلسیم  رسوبین  بلورهای  و  دانه  اتصال  مقاومت 
مقاومت  پارامترهای  میزان  باشد،  حجیم‌تر  و  متراکم‌تر  بلور  ترسیب 

برشی خاک بیشتر افزایش می‌یابد.

EDS و SEM 6-5- تحلیل تصاویر
 20 شکل   ،]53[ همکاران  و  کاستا  پژوهش‌های  مبنای  بر 

کریستال‌های کربنات‌کلسیم را نشان می‌دهد.
CaCO3 دارای سه فرم کریستالی واتریت، آراگونیت و کلسیت 

است که به لحاظ ترمودینامیکی پایداری کلسیت بیشتر از آراگونیت 
فرم‌گیری  واقع  در   .]54[ می‌باشد  واتریت  از  بیشتر  آن‌ها  همه  و 
تابع  شدت  به  آن  زیستی  حیات  شروع  و  کربنات‌کلسیم  کریستال 
ترکیبات آلی نیتروژنی آن‌ها است ]55[. عملًا افزودنی‌ها حین تشکیل 
شکل   .]56[ دارد  پلیمورفولوژی  در  بسزایی  تأثیر  کریستالوگرافی، 
 Yeast Extract عمومی کریستال‌های ناشی از رسوبات محیط کشت
به صورت کروی با فاز کریستالی واتریت و سیستم هگزاگونال است. 
فرم کریستالی واتریت نسبت به فرم‌های دیگر، معمولاً نایاب‌تر است، 
در حالی که کلسیت و آراگونیت، معمولاً در سنگ‌ها یا مواد بیومعدنی 
دیده می‌شوند. رشد کریستال‌های واتریت نه به صورت استاتیک، که 
به صورت کاملًا پویا است و به گونه‌ای شبکه‌وار، از یک نقطه شروع به 
تبلور به چند جهت می‌نماید. این نحوه رشد کمکی در تحلیل چرایی 
بهتر بودن پاسخ محیط کشت عصاره مخمر نسبت به سایر محیط‌ها 
محیط  رسوبات  مشاهدات  طبق  البته  است.  مقاومتی  آزمون‌های  در 
کشت عصاره مخمر، در کنار فاز واتریت، کریستال‌های کلسیت مکعب 
نیز وجود دارد. ال توادی و رویش ]57[ شکل‌گیری اسپیرولیت‌های 
فرآیند  اوره‌آز در یک  باکتری‌های  از  استفاده  با  را  )مارپیچ( کلسیت 
بهسازی میکروبی بررسی کردند. آن‌ها پیش‌بینی کردند که در ابتدا، 
کریستال‌های واتریت شکل کروی شکل گرفتند، اما به تدریج تجزیه 
و پس از نه ساعت به کلسیت شش وجهی تبدیل شدند، که به شکل 

کروی کره‌های واتریت اولیه تبدیل می‌شدند ]57[.

در مورد سه محیط کشت دیگر، تبلور کریستال‌های کربنات‌کلسیم 
پایداری  به  توجه  با  است.  آراگونیت  تیزگوشه  یا  و  مکعبی  صورت  به 
ترمودینامیکی بیشتر آراگونیت نسبت به واتریت، زمان تشکیل بلور نسبت 
واتریت کمتر است. در واقع تشکیل بلورهای آراگونیت به زمان بیشتری 
برای تشکیل نیاز دارد و از طرفی دیگر طبق پژوهش‌ها، وجود برخی 
مواد مازاد حین تشکیل بلور کربنات‌کلسیم می‌تواند در شکل‌گیری پلیمر 
آراگونیت مؤثر باشد؛ به عنوان مثال سان و همکاران ]58[ به این نتیجه 
رسیدند که وجود کاتیون Mg2+ به عنوان افزودنی در نسبت‌های بالای آن 
)نسبت به کاتیون Ca2+( می‌تواند سبب تشکیل کریستال با پلیمورفولوژی 
 MnSO4 آراگونیت نسبت به کلسیت در دمای اتاق شود. از آن‌جایی که از
 +Mn2 به عنوان افزودنی برای اسپوردهی بهتر استفاده شده، وجود کاتیون
از دیگر  SO4- می‌تواند سبب تشکیل آراگونیت شوند ]59[. 

در کنار 2
عوامل تأثیرگذار بر نوع و میزان هرکدام از پلیمرهای کربنات‌کلسیم، میزان 
محدودشدگی1 آن‌هاست ]60[. زنگ و همکاران ]59[ تشکیل آراگونیت 
را در شرایط یکسان برای فضای محدود نشده و سه مدل فضای محدود 
شده 25 نانومتر، 100 نانومتر و 200 نانومتر بررسی کردند تا جایی که 
درصد تشکیل آراگونیت در فضای محدود نشده، 7% از کل فضا و برای 
فضاهای محدود شده تا 100% بلورهای تشکیل شده از نوع آراگونیت بود. 
 pH مقدار  به  بسته  آراگونیت  پلیمورفولوژی  معمولاً  مقابل،  در 
به کلسیت  به تغییر شکل  و درجه حرارت در عرض یک روز شروع 
می‌نماید [61و62]. به همین دلیل نیز مورفولوژی آراگونیت و کلسیت 
در سایر رسوب‌ها با هم دیده می‌شوند. به طور کلی شکل‌گیری متراکم 
و پرحجم رسوبات کربنات‌کلسیم در باکتری‌های مورد کشت در محیط 
Yeast Extract و Nutrient Broth می‌تواند یکی از دلایل بیشتر 

بودن مقاومت نمونه‌های ساخته شده در آزمون‌های مقاومتی نیز باشد. 

1   Confinement

 
 

 )یستالیکر ستمی: سCو  یستالی: فاز کرB: قطر ذرات،  Aکلسیم )کربنات یبلورها یشکل عموم: 20شکل 
Fig. 20. General shape of calcium carbonate crystals (A: particle diameter, B: crystalline phase and C: 

crystal system 
  

فاز   .B ذرات،  قطر   .A( کربنات‌کلسیم  بلورهای  عمومی  شکل   .20 شکل 
کریستالی و C. سیستم کریستالی(

Fig. 20. General shape of calcium carbonate crystals (A. 
particle diameter, B. crystalline phase and C. crystal sys-

tem
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حال آن‌که در نمونه ساخته شده از عصاره سیب‌زمینی، پراکندگی بیش 
از اندازه، سبب بی‌اثر بودن فرآیند بهسازی زیستی شده است. شکل 17- 
پ دارای نمایی از رویه یک دانه ماسه است، که ذرات کربنات‌کلسیم بر 
روی آن به صورت بسیار پراکنده  قرار گرفته‌اند. در مورد محیط کشت 
ملاس چغندرقند شکل‌گیری کربنات‌کلسیم به تراکم دو محیط کشت 
دیگر نمی‌رسد، با این حال میزان آن بسیار بیشتر نسبت به رسوبات 
محیط کشت عصاره سیب‌زمینی است. همچنین پوسته کلریدی سبب 
چسبندگی دانه‌های ماسه‌ای به یکدیگر شده است. شکل 21 نمایی از 
آنالیز EDS بر روی پوسته کلریدی را نشان می‌دهد که بر روی آن، 
کریستال‌های کلسیتی قرار گرفته و دانه‌های سیلیسی به هم متصل 
شده است. مطابق با شکل 22، پوسته کلریدی در بخشی از نقاط نمونه، 

تنها عامل اتصال بین ذرات خاک است.
با استفاده از نمودار XRD در شکل 23، نمونه ماسه بهسازی شده 
در رسوب باکتری کشت شده در ملاس چغندر قند، علاوه بر کوارتز، 
کربنات‌کلسیم و آمونیوم کلرید مشاهده شده که می‌توان گفت همان 

پوسته کلریدی است.

با  از روش‌های زیستی  استفاده  با  بهسازی  فرآیند  انجام    -6
به  آلوده  منبع کربن ملاس چغندر قند در بهسازی خاک‌های 

گازوئیل
با استناد به نتایج بیان شده می‌توان از ملاس به عنوان جایگزینی 
مناسب برای تأمین منبع کربن استفاده کرد. بر اساس روش‌های مورد 

بحث در قسمت 3-2، خاک آلوده شده به 6 درصد جرمی گازوئیل، 
بهسازی با روش دوفازی و اختلاط فلوکه انجام شد؛ با تکرار آزمون 

 
 

 ماسه یسیلیکلسیم و دانه سکربنات یهاستالیکر  ، یدیپوسته کلر یریمربوط به قرارگ EDS زیآنال: 21شکل 
Fig. 21. EDS analysis of chloride crust, calcium carbonate crystals, and silica sand grains. 

  

شکل 21. آنالیز EDS مربوط به قرارگیری پوسته کلریدی، کریستال‌های کربنات‌کلسیم و دانه سیلیسی ماسه
Fig. 21. EDS analysis of chloride crust, calcium carbonate crystals, and silica sand grains

 
 

 
 

 ماسه یهادانه یبر رو  یدیشکل پوسته کلر: 22شکل 
Fig. 22. Chloride crust shape on sand grains   

  

 
 

 کشت شده در ملاس چغندر قند  یشده در رسوب باکتر ینمونه ماسه بهساز  XRDنمودار : 23شکل 
Fig. 23. XRD diagram of improved sand samples in bacterial sediment cultured in sugar beet molasses   

 

شکل 22. شکل پوسته کلریدی بر روی دانه‌های ماسه
Fig. 22. Chloride crust shape on sand grains

شکل 23. نمودار XRD  نمونه ماسه بهسازی شده در رسوب باکتری کشت 
شده در ملاس چغندر قند

Fig. 23. XRD diagram of improved sand samples in bacte-
rial sediment cultured in sugar beet molasses
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مقاومت فشاری تک‌محوری با روش‌نامه مندرج در قسمت 1-4 )آزمون 
تک‌محوری(، مقاومت بیشینه برای خاک‌های آلوده بهسازی شده به 
اختلاط  روش  در  و  کیلوپاسکال   312 معادل  دوفازی،  تزریق  روش 
در  گازوئیلی  آلاینده  واقع،  در  آمد.  بدست  کیلوپاسکال  فلوکه، 490 
عملکرد رسوب میکروبی القایی کربنات‌کلسیم تأثیر منفی گذاشته و 
سبب کاهش تأثیرگذاری شده است؛ به نحوی در هر دو روش اختلاط 
میکروبی  رسوب  عملکرد  سالم،  خاک  در  دوفازی،  تزریق  و  فلوکه 
القایی کربنات‌کلسیم باعث افزایش مقاومت تک‌محوری تا حدود 790 
برش مستقیم طبق  آزمون  تکرار  با  بود. همچنین  کیلوپاسکال شده 
 6 مستقیم(، جدول  برش  )آزمون   4-2 قسمت  در  مندرج  روش‌نامه 
پارامترهای برش مستقیم، برای ماسه تمیز، ماسه آلوده شده، ماسه‌های 
تمیز بهسازی شده به دو روش زیستی، و در نهایت پارامترهای برش 
مستقیم برای ماسه‌های آلوده شده به گازوئیل و بهسازی شده به دو 

روش اختلاط فلوکه و تزریق دوفازی، را نمایش می‌دهد.

7- نتیجه‌گیری
به  ملاس  استفاده  از  اطمینان  حصول  حاضر،  پژوهش  از  هدف 
عنوان یک منبع کربنی مطمئن برای ایجاد شرایط رشد و نمو باکتری 
آزادسازی  فرآیند  ترسیب، حین  Sporosarcina Pasturii جهت 

یون کاتیون پوسته باکتری در واکنش با محلول سیمانتاسیون است. 
ترسیب  وجود   EDS و   SEM  ،FTIR  ،XRD آزمون‌های  نتایج 
کربنات‌کلسیم در کریستال‌های تشکیل شده را تأیید کرده و از طرفی، 
مهم‌ترین  از  یکی  عنوان  به  نیز  کلاسیک  خاک  مکانیک  آزمون‌های 
ابزارها، برای ارزیابی موفقیت فرآیند ترسیب میکروبی نیز صحتی بر 

کارآمد بودن محیط کشت ملاس چغندر قند است. می‌توان نتایج این 
پژوهش را بصورت خلاصه ارائه نمود:

- استفاده از فلوکه باکتری، به عنوان تسریع دهنده و بهبود دهنده 
فرآیند بهسازی زیستی می‌تواند نقش بسزایی داشته باشد.

- با وجود رشد باکتری در محیط‌های کشت چهارگانه مورد بحث، 
شامل Yeast Extract ،Nutrient Broth، عصاره سیب‌زمینی و 
در  سیمانتاسیون  محلول  تزریق  از  پس  ترسیب  قند  چغندر  ملاس 

نمونه کشت شده در عصاره سیب‌زمینی مشاهده نشد.
- نتایج XRD و آنالیزهای FTIR نشان از وجود کربنات‌کلسیم 
 MICP انجام فرآیند از  در رسوب‌های خالص جمع‌آوری شده پس 
 874 1-cm 1 712 و-cm باندهای ،FTIR دارد؛ تا جایی که در آنالیز
و cm-1 2512 که نشان از ترکیبات کربنات‌کلسیم است ملاحظه شد.

کربنات‌کلسیم،  ترکیبات  اثبات وجود  تر،  نتایج شیمی  تحلیل   -
از  یا  پایین و  به  بالا  از  ابتدایی تزریق است و هرچه  نقاط  بیشتر در 

محیط به مرکز نمونه‌ها نزدیک می‌شود، مقدار رسوب کمتر است.
در  کربنات‌کلسیم  القایی  میکروبی  رسوب  فرآیند  سرعت   -
محیط‌های کشت ملاس چغندر قند از محیط‌های کشت مرسوم دیگر 

کمتر است.
با  شده  بهسازی  نمونه‌های   PD و   GC معیارهای  مقایسه  با   -
استفاده رسوب باکتری‌های کشت شده در محیط کشت ملاس چغندر 
قند، با ماسه سنگ‌ها می‌توان این نمونه‌ها را در رده "ماسه سنگ‌های 
ضعیف" دسته‌بندی کرد. شکل عمومی کریستال‌های ناشی از رسوبات 
کریستالی  فاز  با  کروی  صورت  به   Yeast Extract کشت  محیط 
واتریت و سیستم هگزاگونال است. در مورد سه محیط کشت دیگر، 

بهسازی رسوب میکروبی القایی های سالم و آلوده به گازوئیل، قبل و پس از : مقایسه نتایج برش مستقیم در نمونه6جدول 
کلسیمکربنات

 C (kPa) ɸ نوع نمونه
 30 6 ماسه تمیز

 35 52 جرمی گازوئیل %0آلوده شده به ماسه 
 320 46 ماسه تمیز بهسازی شده به روش تزریق دو فازی

 309 47 ماسه تمیز بهسازی شده به روش اختلاط با فلوکه باکتری
 166 30 ماسه آلوده به گازوئیل بهسازی شده به روش تزریق دو فازی

 592 46 تریفلوکه باک ماسه آلوده به گازوئیل بهسازی شده به روش اختلاط با

جدول 6. مقایسه نتایج آزمون برش مستقیم در نمونه های سالم و آلوده به گازوئیل، قبل و پس از بهسازی رسوب میکروبی القایی کربنات کلسیم
Table 6. Comparison of direct cutting results in healthy and diesel-contaminated samples, before and after improvement 

of induced microbial deposition of calcium carbonate
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تیزگوشه  یا  و  مکعبی  صورت  به  کربنات‌کلسیم  کریستال‌های  تبلور 
آراگونیت است.

از رایج ترین مسائل ژئوتکنیکی  امروزه یکی  اینکه  به  با توجه   -
آلودگی خاک‌ها به هیدروکربن‌ها است، با استفاده از ملاس چغندر قند 
به عنوان منبع کربن در روش رسوب القایی کربنات‌کلسیم، با روشی 
سازگار با محیط‌زیست نه تنها خاک را بهسازی نموده، بلکه خواص 

مکانیکی آن بهبود بخشید.
صنعتی  کشت،  محیط  سازی  بهینه  روش‌های  با  تا  است  امید 
شدن این روش برای بهسازی و استفاده از سایر مزایای روش ترسیب 
میکروبی کربنات‌کلسیم در برنامه پژوهش‌های بعدی قرار گیرد. بطور 
اختلاط  روش  با  می‌توان  پژوهش  این  نتایج  از  استفاده  با  خلاصه، 
فلوکه باکتری با خاک، نسبت به بهسازی بهتر، سریع‌تر و مؤثرتر آن 
امیدوار بود. همچنین با وجود بدست آمدن نتایج بهتر در آزمون‌های 
و   Nutrient Broth کشت  محیط‌های  از  ژئوتکنیکی  مقاومتی 
Yeast Extract، اما با توجه به ارزش اقتصادی بسیار پایین‌تر ملاس 

بخصوص در کشور ایران، این منبع کربنی می‌تواند هزینه‌های تولید 
مواد باکتریایی را تا حدودی کاهش داده و تجاری‌سازی روش بهسازی 

میکروبی را توجیه‌پذیر و در مقیاس صنعتی عملیاتی نماید.
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