موضوع: اثرکود نيتروژن و فاضلاب خام وتصفيه شده روی بيوماس و مقدارکربوهيدرات سورگوم شيرين

رشته
زيست شناسي-علوم گياهي- گرايش فيزيولوژي گياهي
بیان مسأله
در حال حاضر با جمعیت رو به رشد، روند کاهشی زمین های زراعی و افزایش تقاضا برای غذا و  سوخت های زیستی، جهان نمی​تواند با گسترش شمار سطوح برداشت نیازهای جمعیت رو به رشد را تأمین کند(Wurth, 2003). استفاده از ژنتیک برای بهبود بهره وری محصول، ترویج حفاظت و مدیریت خاک و استفاده ازمحصولات کشاورزی پر بازده ضروری است. بر اساس پیش بینی​ها تا سال ۲۰۳0 میلادی، با رشد جمعیت جهان، نه تنها تقاضا برای مواد غذایی 50 درصد بیشتر می‌شود، بلکه بحران انرژی نیز مزید بر علت خواهد شد. از این رو برای برون‌رفت از این دو مشکل مشترک راه حل‌های واحد و متفکرانه‌ای را باید در نظر گرفت. بهترین راه برای توسعه سوخت‌های زیستی به کارگیری اراضی بایر است هر چند که برای تأمین نیازهای اساسی سوخت‌های زیستی منابع متعدد گیاهی وجود دارد، اما با این وجود برای هر کشوری که زمینه و پتانسیل خاص خود را داشته باشد می‌توان به گونه‌ای این موضوع حیاتی را در نظر گرفت(Wurth, 2003). لذا گياهان به عنوان مهم‏ترين منابع تجدید پذیرو اولین منبع تأمين کننده مواد غذايي براي بشر و ديگر جانوران بوده و به عنوان حلقه اول زنجيره غذايي مورد توجه مي​باشند. با توجه به کمبود منابع، انتخاب گونه‏هايي با نيازهاي حداقلي براي رشد و بازده بالا در توليد يکي از ضروريات ادامه زندگي مي‏باشد (خدابنده ، 1366). ایران از نظر وضعیت اقلیمی جزء کشورهای خشک جهان است که البته روی کمربند خشکی جهان قرار دارد، در 80 سال گذشته جمعیت ایران هفت برابر شده است توسعه جمعیت، توسعه صنعت و کشاورزی و شهرنشینی را در پی دارد بنابراین ما به مرز بحران آبی نزدیک می‌شویم. یا تدبیر و ارتقاء دانش کشاورزی و آشنایی با گونه های گیاهی کم نیاز و مقاوم به خشکی می توان از این اراضی به نحو احسنت بهره مند شد وگوشه​ای از نیازهای غذایی و سوختی جامعه را تأمین کرد؛ از آنجايي که وسعت زيادي از مساحت کشور ايران را بيابان و اراضي کم آب در برگرفته است لذا استفاده از منابعي چون نيشکر و چغندر‏قند که منابع اصلي توليد شکر در اغلب نقاط جهان هستند، براي چنين اقليمي مناسب نيست. پس براي استفاده از ظرفيت‏هاي اراضي قابل کشت کشورمان بايستي به دنبال يافتن گياهي باشيم که قابليت رشد در شرايط گرم و خشک را داشته باشد و بدين طريق از هدر​ رفت منابع ملي نظير آب و غیره جلوگيري کنيم. سورگوم شيرين
 گياهي مقاوم به شرايط آب و هوايي گرم و خشک است، لذا مي‏تواند جايگزين مناسبي براي چغندر‏قند و نيشکر در کشور باشد (احمد پور، 1384). تحقيقات نشان مي‏دهد که گياه مذکور با مصرف آب کم‏تر نسبت به ذرت و نيشکر و پتانسيل بالاتر توليد نسبت به ساير گياهان 4 کربنه، گزينه مناسبي براي حل چالش‏هاي موجود مي‏باشد (Gnansounou et al., 2005).
اهمیت و ضرورت مسأله
بحران کمبود آب يکي از چالشهايي است که امروزه جهان با آن مواجه است لذا با توجه به کمبود آب در مناطق مختلف کشور، جهت توسعه و بهره برداري از منابع آبي جديد در بخش کشاورزي، استفاده از پساب شهري ميتواند بعنوان يک منبع مطمئن و حاوی عناصر غذایی کم مصرف و پرمصرف لازم برای رشد گیاه مورد استفاده قرار گيرد. ممکن است استفاده از فاضلاب شهری آلودگی میکروبی و تجمع فلزات سنگین در خاک و گیاه را به دنبال داشته باشد. همچنین یکی از جنبه هاي کشاورزي پایدار مصرف تلفیقی کودهاي آلی و نیتروژن است به طوريکه بخشی از نیاز گیاه به نیتروژن به جاي کودهاي شیمیایی ازکودهاي آلی( لجن فاضلاب) تأمین میشود.
اهداف پژوهش
هدف از این تحقیق بررسی اثرکود نيتروژن و فاضلاب خام وتصفيه شده روی بيومس و مقدارکربوهيدرات سورگوم شيرين (Sorghum bicolor (L.) Moench) می باشد.
اهدافی که در این تحقیق دنبال می شدند در سه بخش مجزا طراحی و اجرا شد:
1. بخش اول: در سطح مزرعه: به منظور بررسی اثر کود اوره و فاضلاب بر بیوماس وقند، با هدف بالا بردن بازده تولید اتانول و یافتن مقدار بهینه کود نیتروژن برای تحصیل بیشتر موارد ذکر شده
2. بخش دوم: در آزمایشگاه و با استفاده از روش MPN: به منظوربررسی میزان باکتری های باقیمانده در خاک و قسمت های مختلف گیاه

3. بخش سوم: استفاده از دستگاه طیف سنج اتمی: به منظور بررسی میزان عناصر سنگین موجود در خاک و قسمت های مختلف گیاه 
تعریف واژگان و ادبیات تحقیق
سورگوم

سورگوم زراعی با نام علمی  Sorghum biocolor (L.) Moenchگیاهی از خانواده غلات است که در ایران ذرت خوشه‌ای نامیده می‌شد. با توجه به شباهت ظاهری این گیاه با ذرت و ارزن که باعث شده‌است، آمار سطح زیر کشت این گیاهان با هم مخلوط شود، برای تمایز آن از اسم سورگوم که یک اسم جهانی برای این گیاه است استفاده می‌شود.
سورگوم در بین غلات بعد از گندم، برنج، ذرت و جو در بین تولیدات جهان و مناطق کشت رتبه پنجم را داراست (Martin, 1986)و مهمترين كشور هاي تولید كننده هند، چين و روسيه هستند. خاستگاه سورگوم قاره آفريقا است و از دانه هاي آن جهت تغذيه استفاده مي شود و 3 هزار سال قبل از ميلاد كشت مي شده است. سطح زیر کشت سورگوم در جهان قریب به 50 میلیون هکتار است و  بیشترین سطح زیر کشت آن را ارقام دانه​ای با 47 میلیون هکتار، که حدوداً 90% کشت را به خود اختصاص داده​اند، می باشد (FAO, 1998).

آمار سطح زیر کشت سورگوم در ایران در سال ۱۳۶۵ فقط شش هکتار گزارش شده که در حال حاضر به بیش از 40 هزار هکتار رسیده است. کشت سورگوم در ایران دارای قدمت طولانی بوده و وجود توده های بومی مؤید این گفته است. توده‌های زراعی بومی سورگوم در ایران در مناطق جنوب خراسان، سیستان، کرمان، اصفهان، یزد، گیلان، مازندران و بنادر جنوبی بطور پراکنده وجود دارد. قدرت تحمل سورگوم به گرما بيشتر از ساير غلات است و به همين دليل به آن شتر  گیاهان زراعی می​گویند و معمولا در مناطق گرم و خشک قابل کشت است. از طرفی با توجه به قرار گرفتن ایران در کمربند مناطق خشک و نیمه​خشک لزوم بهره برداری از گیاهان با درجه سازگاری بالا به اقلیم و شرایط خاکی کشور برای تأمین علوفه مورد نیاز دام بیش از پیش احساس می شود (FAO, 1998)
سورگوم شیرین
سورگوم زراعي با نام علمي (Sorghum bicolor L. Moench) گياهي است از خانواده غلات، که از تنوع ژنتيکي گسترده‏اي برخوردار بوده است. مرکز اوليه اين گياه سودان بوده و با توجه به شواهد باستان شناسي همزمان با اهلي كردن ساير غلات (سه هزار سال قبل از ميلاد مسيح)، اهلي شده است. در خاورميانه نيز بعد از كشور يمن، بيشترين توده بومي از ايران به تعداد 421 توده جمع​آوري شده​ است. علاوه بر ساير مصارف معمول، اولين بار ايرانيان باستان شيره اين گياه (S.saccharatum) را به منظور تهيه شكر مورد استفاده قرار دادند (Dahlberg, 2000). 
سورگوم شيرين کربوهيدرات‏هاي غير‏ساختماني نظير گلوکز، فروکتوز، ساکارز و نشاسته را در سلولهاي پارانشيمي ساقه خود ذخيره مي‏کند (Lingle, 1987). نشاسته عمدتاٌ از آميلوز ساخته شده است. رنگ نشاسته در ارتباط با پيگمانت‏هاي سورگوم متفاوت است. اندوسپرم‏هاي شناخته شده در سورگوم شامل واکسي، فلوري، کرنئوس، شوگاري​هاي‏ليزين، بسماتي و واني مي‏باشند (Anglani, 1998).
قند‏هاي اصلي موجود در دانه سورگوم، فروکتوز، گلوکز، رافينوز، سوکروز و مالتوز است. که همه قندها به جز فروکتوز و گلوکز، غلظتي کم‏تر از يک درصد دارند. نشاسته کربوهيدرات اصلي در پانيکول و ساکارز کربوهيدرات اصلي در ساقه است. مقدار تجمع ساکارز بسته به نوع کولتيوار فرق مي‏کند و مرتبط با آنزيم‏هاي تخريب کننده ساکارز مي‏باشد (Tarpley et al., 1994). محتويات کربوهيدرات‏هاي غيرساختاري سورگوم تحت تأثير دما، زمان، کشت، فاصله گياهان از هم و حاصلخيزي خاک تغيير مي‏کند. ميزان تجمع فروکتوز و گلوکز با نوسانات روزمره خيلي کم تغيير مي‏کند. درحالي که ميزان تجمع ساکارز به طور وسيعي به تغييرات دما وابسته است. قسمت فوقاني گياه بيشترين مقدار ساکارز و نشاسته را دارد در حالي‏که بخش پائين ساقه واجد بيشترين مقدار گلوکز است. همچنين تجمع قند در مراحل مختلف رشد متفاوت مي‏باشد(Mcbee and Miller, 1982).

تعریف BOD: عبارت است از میزان اکسیژن مورد نیاز میکرو​ارگانیسم​های موجود در فاضلاب برای اکسیداسیون بیوشیمیایی مواد آلی موجود در آن.
 تعریف COD:  عبارت است از میزان اکسیژن مورد نیاز در فاضلاب برای اکسیداسیون تمامی مواد شیمیایی موجود در آن.
تعریف TSS: تعیین مقدار مواد معلق در فاضلاب می باشد.

مرور منابع و پیشینه تحقیق:

نیتروژن نقش عمده​ای در فیزیولوژی گیاه ایفا می​کند. دسترسی به نیتروژن برای گیاهان زراعی از عوامل مهم محدود کننده تولیدات کشاورزی است (Plimmer, 2003). 
نیتروژن رشد گیاه و عملکرد ماده خشک را تحت تأثیر قرار می دهد و در رشد رویشی و تولید میوه و دانه دخالت دارد (Ozer,2004).

اهمیت تغذیه نیتروژنی مناسب و کم شدن ذخایر نیتروژن قابل دسترس خاک، کشاورز را به استعمال کودهای نیتروژن دار بر​می​انگیزد. اوره به عنوان کود نیتروژن​دار، دارای 46 درصد نیتروژن بوده و بیشترین غلظت نیتروژن را در میان کود​های نیتروژن​دار دارد. اوره ماده فعالی است که به وسیله فعال نمودن آنزیم پروتولیز در برگ ها باعث افزایش فتوسنتز می​گردد و جریان مواد نیتروژنی از برگ ها به بذر ها را افزایش می​دهد (Heler et al., 1991).

در این بررسی، اختلاف معنی داری بین مقدار بیوماس در سطوح پایین کود اوره ( 100 کیلو گرم در هکتار) وجود نداشت ولی مقدار بیوماس با افزایش کود اوره به طور معنی داری بیشتر بود. احتمالا این افزایش بیوماس در گیاه سورگوم به این علت است که نیتروژن بر واکنش های بیوشیمیایی، شدت فتوسنتز و تجمع ماده خشک بیشتر در اندام​های هوایی می​باشد.
 مجیدیان و همکاران(1387) مشاهده کردند که مصرف نیتروژن باعث افزایش عملکرد و کارایی مصرف آب گیاه ذرت گردید. دلیل دیگر برای رشد بهتر گیاه با مصرف کود اوره کاهش pH خاک است. 
آسینگ و همکاران(2008) مشاهده کردند تا چهار روز بعد از افزودن کود اوره، pH خاک افزایش و پس از آن کاهش یافت. این کاهشpH  سبب افزایش فراهمی عناصر غذایی مختلف از جمله فسفر، روی، آهن، منگنز، مس و غیره می​گردد(marschner, 2003). در نتیجه بهبود تغذیه گیاه سبب افزایش رشد، عملکرد و کارایی مصرف آب در گیاه می گردد.
کود ازت باعث رشدرویشی گیاه می​شود. منگل و کيرکبي(2000) گزارش کردند که بدون افزودن کود ازت عملکرد ذرت 41 درصد و عملکرد سورگوم 19 درصد کاهش داشت. کود ازت باعث افزايش عملکرد ساقه ميگردد (Johnston, 2000).

بر اساس این تحقیق در سایر پارامتر​های رشد سورگوم شیرین شامل ارتفاع ساقه، قطر ساقه، درصد قند، حجم شربت و اتانول، در سطوح پایین کود اوره اختلاف معنی داری مشاهده نشد، اما همه این پارامتر ها بجز قطر ساقه در سطوح بالای ازت اختلاف معنی داری نشان داده اند. مقادیر اتانول اختلاف معنی داری بین 0 تا 150 کیلوگرم در هکتار کود اوره و بین 150و200 کیلوگرم کود اوره نداشت. مقدار اتانول با افزايش کود اوره افزايش معني داري داشت، بطوريکه حداکثر اتانول (7300.00 ليتر در هکتار) در تيمار 200 کيلو گرم کود اوره در هکتار بدست آمد. مقدار اتانول رابطه مستقیمي با بیومس و درصد قند دارد. بنابراين عواملي که باعث افزايش بيومس، درصد قند و يا هر دو آنها باشد، روي توليد بيو​اتانول مؤثر مي​باشد. مقدار اتانول اختلاف معني داري بين 150 و 200 کيلو گرم کود اوره نداشت لذا می توان تیمار 150 کیلوگرم در هکتار کود اوره را اعمال نمود. 
مارشنر (2003) گزارش کرد نیتروژن یکی از عناصر پرمصرف مهم در ساخت کلروفیل برگ ها میباشد. در اثر مصرف کود اوره با افزایش غلظت کلروفیل سبب افزایش شدت فتوسنتز و تولید کربوهیدرات ها می شود.

در تحقیقی مشابه که بر روی گیاه برنج انجام شد مشخص شد که نیتروژن به واسطه ی نقشی که در تولید و صدور هورمون سیتوکینین از ریشه به اندام‌های هوایی دارد، موجب افزایش سرعت تقسیم سلولی و رشد و ارتفاع گیاه برنج شد (Marschner, 1995 ؛ Timothy et al., 2003).

مصرف كود ازت بيشتر از حد مورد نياز، باعث كاهش درصد قند، افزايش هزينه توليد، هدر رفتن كود ازته از طريق آبشويي و نهايتاً آلودگي آبهاي زيرزميني مي‌گردد. با افزایش مقدار نیتروژن در خاک بیومس زیاد میشود که این به دلیل تبدیل حد واسط های سیکل کربن به ترکیبات پروتینی و در نتیجه افزایش بافت های گیاه است. در تحقیقی مشابه بررسی اثر نیتروژن بر وزن خشک کل نشان داد که افزایش نیتروژن سبب افزایش وزن خشک کل گیاه شده است. همبستگی بین محتوای نیتروژن و تبادل خالص دی اکسید کربن در ژنوتیپ های مختلف برنج مؤید این است که افزایش نیتروژن برای تولید ماده خشک ضروری است (Murata, 1961). 
استعمال نیتروژن برای بهبود برنج در زمین‌های کم‌ارتفاع روی ماده‌ی خشک افزایش معنی‌داری داشت (Somjit et al., 1998).
بحران کمبود آب یکی از چالش هایی است که امروزه جهان با آن مواجه است. پیش بینی مؤسسه بین امللی مدیریت آب(IWMI) برای سال 2025 نشان می دهد که کشور های شمال آفریقا و خاورمیانه (از جمله ایران)، پاکستان، هند و قسمت شمالی چین با کم آبی شدید مواجه می شوند (IWMI, 2000). در حال حاضر در بسیاری از مناطق خشک و کم آب دنیا از فاضلاب های تصفیه شده شهری و صنعتی در کشاورزی و صنعت استفاده مجدد می شود (Adeli, 2005). 
آب فاضلاب به عنوان منبع آبیاری برای رسیدن به محصول گیاهی با ارزش و منبعی ارزشمند در افزایش سطح پوشش گیاهی محسوب می شود و نیز به عنوان یک منبع کمکی برای مواد غذایی مورد نیاز گیاه و بهبود ساختار خاک می باشد (Nadia, 2005).

در این بررسی، اختلاف معنی داری بین مقدار بیومس در پساب خام و تصفیه شده وجود نداشت ولی مقدار بیومس در فاضلاب خام به طور معنی داری بیشتر بود. این افزایش رشد در گیاه سورگوم در اثر آبیاری با پساب فاضلاب، می تواند به دلیل افزایش در مواد آلی، عناصر ماکرو و میکرو در انواع مختلف آب فاضلاب باشد تا جاییکه عناصر مفید، فعالیت متابولیکی و رشد رویشی گیاه را افزایش داده است (Nadia, 2005).

به طور مشابه، در آزمایش دیگری که در مورد اثرات فاضلاب خانگی بر پارامتر های رشد گیاه سورگوم بود افزایش زیادی در طول ساقه و تعداد برگ های گیاه و نسبت کل سطح برگ به گیاه و وزن خشک ریشه و ساقه گیاه Sorghum dura که با پساب آبیاری شده بود نسبت به کنترل مشاهده گردید (Nadia, 2005). 
این اثرات در پساب فاضلاب خام بیشتر بود و در تیمار با پساب دوبار تصفیه شده کمتر بود. به طور مشابه، نسبت کل سطح برگ به گیاه و وزن خشک ریشه و ساقه Sorghum dochna بوسیله تیمار با پساب افزایش یافته بود و در آبیاری با پساب خام بیشتر هم بود. تغییر مهمی در پارامتر های رشد هر دو گیاهS.dura  و S.dochna در تیمار با پساب دوبار تصفیه شده مشاهده نشد(Nadia, 2002). 
حسین و همکاران(1997) اثر آبیاری با فاضلاب تصفیه شده و نیتروژن را روی عملکرد و راندمان مصرف نیتروژن در محصول گندم بررسی کردند و نتیجه گرفتند راندمان مصرف نیتروژن در کرت هایی که با فاضلاب تصفیه شده آبیاری می شدند، نسبت به کرت هایی که آب چاه دریافت می​کردند و نیتروژن به مقدار مشابهی داشتند، خیلی بیشتر بود.

بررسی ها نشان داد بین اثر متقابل مقادیر مختلف کود اوره و فاضلاب خام و تصفیه شده تفاوت معنی داری بر روی پارامتر های رشد: بیوماس، قطر ساقه، ارتفاع ساقه، درصد قند، حجم شربت و اتانول وجود ندارد اما در تیمار 150 کیلوگرم در هکتار کود اوره و فاضلاب خام بیشترین میزان بازدهی دیده شد. شاید علت این افزایش بازدهی احتمالاً به دلیل نیتروژن و فسفر و سایر عناصر غذایی مورد نیاز گیاه و همچنین بهبود شرایط فیزیکی و شیمیایی خاک جهت رشد بهتر گیاهان می​باشد. افزایش ارتفاع گیاه با مصرف تلفیقی فاضلاب و کود شیمیایی می​تواند به دلیل افزایش عناصر غذایی پرمصرف و کم مصرف قابل جذب گیاه باشد.
النگار و القامری(2001) بیان داشتند که افزایش عملکرد و اجزای عملکرد گیاهان پس از مصرف فاضلاب ناشی از زیادی غلظت نیتروژن و عناصر کم مصرف در فاضلاب نسبت به خاک می باشد. 

منشأ اصلی فلزات سنگین، پساب های صنعتی می باشد. آلودگی این عناصر در خاک می تواند نتیجه فعالیت های صنعتی مانند استخراج معادن، ذوب و آبکاری فلزات، احتراق گازها، تولید سوخت و انرژی، استفاده از آفت کش ها، کودهای شیمیای و و تولید ضایعات شهری باشد (Chandra et al., 2008؛Marchoil et al., 2004؛ Arora et al., 2008).
 مقادیر بیش از حد این فلزات در خاک به دلیل جذب توسط گیاهان و ورود به زنجیره های غذایی به عنوان منابع آلاینده محیط محسوب می شوند. (Ejaz et al., 2006). 
همچنين در گياهان چگونگي توزيع و محل انباشتگي اين عناصر بين اندام​هاي گياهي مد نظر مي​باشد. زيرا توزيع آنها در اندامهاي گياهي يكنواخت نيست. معمولاً تجمع آنها در دانه​ها و ميوه​ها كمتر از برگ و ريشه گياه است. توانمندي جابجايي فلزات سنگين در گياه بستگي به نوع عنصر، اندام گياهي و سن آن دارد ( واثقی، 1380).

توانایی گیاهان برای جذب فلزات از خاک، استفاده داخلی از آنها و مکانیزمهای رفع مسمومیت سلولی، حوزه های تحقیقاتی هستند که اخیراً با اقبال روزافزونی مواجه شده اند از طرفی خاصیت تجمع پذیری فلزات سنگین در گیاهان و ورود آنها به زنجیره غذایی خطرات ناشی از آنها را دو چندان می​کند. در بین فلزات جیوه، سرب و کادمیوم دارای بیشترین اثرات در موجود زنده می باشند که عمدتاً به دلیل تأثیر بر سیستم آنزیمی سلول و القای ایجاد گونه های فعال اکسیژن می باشد(Sanita et al., 1999).

بول و همكاران بر سال 1986در خاكهاي آبياري شده با پساب در آلمان مشاهده نمودند كه با گذشت 16 تا 25 سال، ميزان تجمع هيچ يك از فلزات سنگين در خاك به مرز زيان آور نرسيد(Boll, 1986). 
همچنین صابر با آزمايش خاكهاي آبياري شده با فاضلاب شهر قاهره به اين نتيجه رسيد كه در يك دوره 60 ساله هر يك از فلزات سنگين مي تواند به اندازه چشمگيري در خاك انباشته شود (Saber, 1986).
محدوده غلظت رایج این عنصر در خاک 7- 01/0 میلی گرم در کیلو گرم و سمیت آن در 3 میلی گرم در کیلو گرم گزارش شده است(Benton,1997). میزان کادمیوم در خاک در محدوده 02/0 میکروگرم تا 31/0 میکرو گرم بر گرم می باشد که کمترین میزان آن مربوط به خاک قبل از کشت و بیشترین مقدار آن مربوط به زمین آبیاری شده با پساب خام می باشد. بنابراین مقدار عنصر کادمیوم در آبیاری با فاضلاب افزایش یافته اما بیش از حد مجاز و استاندارد نشده است.

دامنه معمول این عنصر در گیاهان 2/0 تا 8/0 میلی گرم در کیلو گرم ماده خشک و میزان سمیت آن کمتر از 2 میلی گرم در کیلو گرم گزارش شده است(Benton, 1997). 
مقدار تجمع این فلز در قسمت دانه گیاهان سورگوم آبیاری شده با پساب خام دارای حداکثر مقدار( 21/0 میکرو گرم در گرم) ارزیابی گردید. در گیاه مقادیر کادمیوم بیشتر از 2/0 میکرو گرم در گرم  سبب ایجاد سمیت در داخل گیاه می شود (Qishlaghi et al., 2008).

این حقیقت در رابطه با کادمیوم مطرح است که این عنصر به سهولت توسط گیاهان جذب شده و در غلظت هایی که برای گیاهان سمی نیست در محصولات کشاورزی تجمع می​یابد (Jing, 1992). 
عواملی که برای تعیین مقدار فلزات سنگین بخصوص کادمیوم جذب شده توسط گیاه، اهمیت زیادی دارند شامل شکل شیمیایی عنصر، غلظت فلز سنگین، pH خاک و گونه گیاهی است (Logan, 1983). 
محققین بیان نموده اند که غلظت های قابل جذب فلزات سنگین، بخصوص کادمیوم با مقدار و نوع مواد الی در خاک ارتباط دارد به طوری که تجزیه گونه های آلی فلزات سنگین باعث آزاد شدن این عناصر به شکل گونه های قابل دسترس زیستی می​شود که این گونه ها ممکن است برای محصولات کشاورزی سمی باشند.

در خاک های غیر آلوده غلظت سرب کمتر از 2 میلی گرم بر کیلو گرم می​باشد (Alloway, 1995). میزان سرب در خاک در محدوده 10/4 تا 54/10 میکرو گرم بر گرم می​باشد که کمترین میزان آن مربوط به خاک قبل از کشت و بیشترین میزان آن مربوط به زمین آبیاری شده با پساب خام می​باشد. بنابراین در آبیاری با پساب فاضلاب، خاک فاقد آلودگی به عنصر سرب می باشد.  

مقدار تجمع سرب در قسمت ساقه گیاهان سورگوم آبیاری شده با پساب خام دارای حداکثر مقدار(06/74 میکرو گرم در گرم) بود. غلظت بالاتر از 3/0گرم سرب در گیاه، بیشتر از حد استاندارد برای گیاه بوده و سبب مسمومیت آن می​شود(Qishlaghi et al., 2008). 

مقادیر تجمع فلز سرب در گیاهان سورگوم در این تحقیق، نشان دهنده جذب بالای این عنصر حتی بالاتر از حد استاندارد است. با توجه افزایش بیوماس پس از آبیاری با فاضلاب خام و پساب تصفیه شده و همچنین بیوماس 81 تن در هکتار، در مقدار 200 کیلوگرم در هکتار کود اوره و افزایش چشمگیر سایر پارامتر های رشد در گیاهان سورگوم شیرین با استفاده همزمان از کود اوره و پساب فاضلاب، نشان می​دهد که گیاه سورگوم شیرین دارای مقاومت بالایی نسبت به عنصر سرب می باشد. ميزان سرب در اندام هاي گياهي متفاوت است و غالبا غلظت آن در برگ بيش از ساير قسمتهاي گياه است (فرزانگان، 1386).

گندم (گیاه هم خانواده سورگوم) غلظت​های بالایی از فلز سرب را با افزایش فعالیت کاتالاز، سوپر اکسید دسموتاز و اسکوربات پراکسیداز تحمل می کند(Krucheberg, 1991).
 از آنجا که از عملکرد های نرمال ریشه گیاهان جذب یون​های مختلف به صورت انتخابی از خاک می​باشد. در صورت وجود فلز در غلظت بالا و به صورت قابل دسترس توسط این گیاه مقدار این فلزات در گیاه افزایش خواهد یافت (Krucheber, 1991).

در مطالعه خاک در منطقه صنعتی Plovdrive در بلغارستان مقدار سرب، مس، روی و کادمیوم در خاک به ترتیب برابر200، 7/95، 536 و 12 میکرو​گرم بر گرم اندازه گیری شده و  این خاک جهت کشت گیاهان زراعی قرار گرفته و بیشترین مقدار برای این عناصر در گیاه کتان و برابر 45، 9/8، 6/78 و 2/1 میکروگرم بر گرم گزارش شده است(Tibbets and Smith, 1993).

باوجود اهمیت غلظت عناصر در آب و خاک، خصوصیات خاک نیز در جذب فلزات بوسیله گیاهان ضروری می​باشد. pH خاک در منطقه شرق اصفهان قلیایی و با مقادیری بین 8-42/7 می​باشد. هر چه pH خاک پایین تر باشد مقدار عناصر در دسترس گیاه نیز افزایش می​یابد. البته میزان جذب فلز سرب به وسیله گیاه وابستگی کمی به pH خاک داشته و افزایش pH 2/5 به 2/7 در گیاه یونجه و ذرت تنها کاهش 21- 9 درصد را نشان می دهد که مشخص کننده تغییر ناچیز در جذب سرب با تغییر در pH است(Alloway, 1995).

نکته قابل تأمل در جذب فلز سرب توسط گیاهان مختلف، تفاوت قابل ملاحظه غلظت این فلز در ریشه و بخش های هوایی می ​باشد که دلیل آن تحرک کم این فلز و پایین بودن انتقال آن از ریشه به قسمت های هوایی است (Kloke et al., 1994).

میزان کل نیکل در خاک 1 تا 200 میلی گرم در کیلو گرم و به طور متوسط 20 میلی گرم در کیلو گرم است همچنین سطح سمیت این عنصر در خاک به طور معمول 40 میلی گرم در کیلو​گرم خاک می باشد (Benton, 1997). میزان نیکل در خاک در محدوده 33/1 تا 55/3 میکرو​گرم بر گرم می​باشد که کمترین میزان آن مربوط به خاک قبل از کشت و بیشترین میزان آن مربوط به زمین آبیاری شده با پساب خام می باشد این نتایج نشان می دهد خاک فاقد آلودگی به این عنصر می باشد.

میزان معمول این عنصر در گیاهان 1 میلی​گرم در کیلو​گرم ماده خشک گزارش شده است (Benton, 1997). 
در گیاهان سورگوم نیز، میزان تجمع این فلز در قسمت ساقه گیاهان سورگوم آبیاری شده با پساب خام دارای حداکثر مقدار( 01/2 میکرو گرم در گرم) می​باشد. بنابراین گیاهان سورگوم تحت آبیاری با پساب فاضلاب دارای مقادیری کمتر از حد استاندارد برای عنصر نیکل می باشند 
در مطالعه ای در منطقه صنعتی ذوب فلز در شهر Nanjing در چین بیشترین مقدار عناصر کادمیوم، مس، روی و سرب در سبزیجات به ترتیب برابر است با 27/4 میلی​گرم بر کیلو​گرم در ریشه کرفس، 30 میلی​گرم بر کیلو​گرم در ریشه کاهو، 484 میلی​گرم بر کیلو​گرم در برگ همیشه بهار و 168 میلی​گرم بر کیلو​گرم در برگ کاهو ثبت گردیده است(Ha, 2010).

گزارش های بسیاری از کشور​های مختلف وجود دارد که حاکی از آلودگی خاک و گیاه در اثر آبیاری با آب آلوده، با فلزاتی نظیر کادمیوم، کروم، مس، سرب و روی می​باشد. به عنوان مثال در منطقه صنعتی شهر Hamman در غرب الجزایر، مقدار سرب در خاک بین 4/99 تا 4/129 میکرو​گرم در گرم و مقدار روی بین 1300 تا 1389 میکرو​گرم در گرم اندازه​گیری گردید. همچنین مقدار کادمیوم در این منطقه در محدوده 31/3 تا 81/3 میکرو​گرم در گرم ثبت گردید.

بیشترین مقادیر فلزات سرب، روی، کادمیوم و مس در گیاهان این ناحیه به ترتیب برابر 4/52، 4/726، 5/3 و 57 میکرو گرم در گرم اندازه گیری شده است (Ahmed and Bouhadjera, 2010).

رودخانه خشک در شرق شیراز در اثر فاضلاب​های صنعتی اطراف آن آلوده شده و این آب جهت آبیاری زمین​های کشاورزی اطراف مورد استفاده قرار می​گیرد. میانگین غلظت فزات سرب، روی، کروم و کادمیوم در گیاهان زراعی کشت شده در این ناحیه به ترتیب برابر 4/25، 7/44، 4/2 و 4/3  میلی​گرم بر کیلو​گرم وزن خشک اندازه گیری شده است ( Qishlaghi et al., 2007).

در استان Nigde در ناحیه مرکزی آناتولی در ترکیه حداکثر مقدار کادمیوم، سرب، روی و مس در خاک به ترتیب برابر با 2/4، 2/24، 3/38 و 5/47 میکرو​گرم بر گرم برآورد شده است که این خاک یک سوم زمین زیر کشت جهت محصول سیب زمینی را به خود اختصاص می دهد (Kara et al., 2003).

اندازه​گیری میزان فلزات سنگین در خاک و آب مورد استفاده جهت کشاورزی به دلیل جذب فلز توسط گیاهان و اثر مستقیم بر سلامت انسان و استفاده از آبهای آلوده حائز اهمیت است، زیرا در طول سالهای اخیر آلودگی خاک​ها با این عناصر به دلیل افزایش فعالیت های صنعتی بیشتر شده است. بنابر​این فلزات سنگین که به هر نحو به خاک های کشاورزی وارد می شوند باید در سطوحی نگه داری شوند که حداقل زیان را به گیاهان وارد  نموده و کمترین خطر مصرف را از طریق ورود به زنجیره غذایی داشته باشد (Smith, 1994).

آبیاری با تیمارهای پساب فاضلاب سبب افزایش در غلظت مس، روی، منگنز و نیکل در هر دو گونه سورگوم(Sorghum dura) و (S.dochna) نسبت به گروه کنترل گردیده بود (Nadia, 2005). 
افزایش فراوان در غلظت عناصر در بافت​های S.dura که با پساب آبیاری شده بود ملاحظه شد گرچه در داخل بافت​های S.dochna که با پساب تصفیه شده آبیاری شده بود غلظت عناصر افزایش یافته بود اما غلظت عناصر گیاه S.dura که با پساب آبیاری شده بود بیشتر از گیاه S.dochna بود (Nadia, 2005).

تأثیر آبیاری با پساب فاضلاب خانگی که دارای مقادیر اندکی فلزات سنگین می باشد بر رو پارامتر های رشد و کربوهیدرات سورگوم شیرین بررسی گردید. آبیاری با پساب تصفیه شده و سپس آبیاری با پساب خام سبب تجمع های بیشتری از فلزات سنگین در مقایسه با آبیاری با آب معمولی( بهشتیان، 1390) در گیاه شده بودند.

نتایج نشان داد که، گیاه سورگوم شیرین مقاومت بالایی نسبت به انباشت فلزات سنگین اعم از سرب دارد. این درحالی است که اکثر گیاهان بیش تجمع دهنده فلزات، از نظر اندازه کوچک هستند و به آهستگی رشد می​کنند و طبیعی است که در این حالت از توان پاکسازی آنها کاسته می​شود به طوری که در مورد گیاه Thlaspi caeruleacens حدود 13 تا 14 سال زمان برای پاکسازی مناطق آلوده نیاز است (Salt et al., 1998). 
موفقیت تکنولوژی نوظهور گیاه پالایی به عنوان تکنولوژی برطرف کننده آلودگی محیطی به چندین فاکتور بستگی دارد، شامل: گستره آلودگی خاک، قابلیت دسترسی فلز برای جذب توسط ریشه، توانایی گیاهان برای جذب و تجمع فلزات در قسمت های هوایی(Ernst, 1996) و در نهایت پتانسیل این تکنیک به روابط متقابل بین خاک، فلز و گیاه بستگی دارد.
همچنین در بررسی کلی فرم مدفوعی در مرحله تأییدی آزمایش MPN مشاهده شد میزان اندکی از کلی فرم کل در سطح برگ ضدعفونی نشده و ساقه خشک شده از باکتری​های کلی فرم مدفوعی می باشند که علت آن می تواند ضخامت کم برگ گیاه سورگوم و عدم هرگونه ضدعفونی نمونه​ها باشد.

حداکثر مقدار کلی فرم مدفوعی و کلی فرم کل در گیاهان کاهو و اسفناج مشاهده شد که این مقدار بالا ( کاهو 37000 کلی فرم کل و 3600 کلی فرم مدفوعی و اسفناج 8700 کلی فرم کل و 2400 کلی فرم مدفوعی) می​تواند به دلیل اندازه این محصولات باشد(Ercolani, 1976).
 میانگین اندازه کاهو حدود 20سانتی متر و اسفناج حدود 50 سانتی متر می باشد. به همین دلیل باکتری ها به راحتی می توانند از خاک توسط مکانیسم rain splash در گیاه توزیع و منتشر شوند. همچنین کاهو و اسفناج دارای سطح تاخورده و پیچ در پیچی می​باشند که ایجاد حفاظ و محیطی مناسب برای رشد باکتری ها می​باشد (Kowal et al., 1980)؛ 
همچنین برگ​های این گیاهان ترد و شکننده است و به همین دلیل به باکتری ها اجازه نفوذ به بافت های داخلی و تولید مثل را خواهند داد (Priepke, 1976).

گیاه سورگوم فاقد سطح پیچ در پیچ و یا هر گونه تاخوردگی در سطح برگ است و به نظر می رسد به همین دلیل میزان باکتری های کلی فرم کل در گیاهان سورگوم نسبت به گیاهان کاهو و اسفناج ( کاهو 37000 کلی فرم کل و اسفناج 8700 کلی فرم کل) پایین است و تعداد باکتری های کلی فرم مدفوعی نیز در گیاهان سورگوم نسبت به گیاهان کاهو و اسفناج ( کاهو 3600 کلی فرم مدفوعی و اسفناج 2400 کلی فرم مدفوعی)  بسیار پایین است. همچنین در بررسی ها این نتایج بدست آمد که میزان کلی فرم کل و مدفوعی مغز ساقه سورگوم ضدعفونی شده سطحی با الکل و شعله مشاهده شد کمترین میزان کلی فرم کل و مدفوعی ( نزدیک به صفر) در مغز ساقه نفوذ کرده است. دلیل دیگر می تواند این باشد که برگ و ساقه گیاه سورگوم بسیار محکم می باشد و به باکتری اجازه نفوذ و تکثیر در بافت های داخلی را نمی دهد (Priepke, 1976).    

در این بررسی مشاهده شد آبیاری با فاضلاب خام سبب افزایش بیوماس، افزایش قطر ساقه، افزایش ارتفاع ساقه، افزایش درصد قند، افزایش حجم شربت و نیز افزایش میزان اتانول گردیده است که می تواند به دلیل اثر گذاری باکتری E.coli روی گیاه باشد. E.coli یک ساکن طبیعی خاک نیست. تلقیح دانه های ذرت با E.coli سبب افزایش رشد و جذب مواد غذایی توسط گیاه در مقایسه با کنترل شد (Johannessen, 2004).

 همچنین افزایش پارامتر های رشد در فاضلاب خام ممکن است بدلیل وجود عناصر ازت و فسفر بیشتر در فاضلاب خام باشد که باعث رشد بیوماس خواهد شد (Nadia, 2005).

نتایج نشان داد که میزان آلودگی خاک در کرت های آبیاری شده با فاضلاب خام از سایر کرت ها بیشتر می​باشد که می تواند به دلیل وجود میزان بالایی از باکتری های کلی فرم کل و کلی فرم مدفوعی در فاضلاب خام نسبت به پساب تصفیه شده باشد و بیومس بیشتر گیاه و گستردگی برگ های گیاه که در اثر آبیاری با فاضلاب خام ایجاد گردیده است، سبب سایه افکنی بر روی خاک این کرت ها گردیده و نور خورشید که خاصیت ضد میکروبی دارد به خاک کمتر رسیده و موجب رشد و تکثیر بهتر و بیشتر باکتری ها در این کرت ها گردیده است (Kowal, 1980). 

نمونه​های خاک جمع​آوری شده از کرت های مربوط به کشت کرفس و جعفری که دارای ساختار برگی کوچکتر می باشند دارای میزان کمتری از باکتری​های کلی فرم بود (Kowal, 1980).

آسانو و پتي گرو در سال 1987 در كاليفرنيا، با بررسي اثرات پخش پساب تصفيه شده فاضلاب بر روي اراضي كشاورزي و نتيجه گيري نمودند كه چه از نظر كشاورزي و چه از نظر بهداشتي، پخش پساب هيچگونه اثرات سوئي بر آبهاي زيرزميني منطقه و يا محصولات زراعي نداشت (Asano, 1987). 

روش تحقیق:

عملیات مزرعه ایی:

این آزمایش دراردیبهشت ماه سال 1391، در تصفیه خانه شرق اصفهان (منطقه سگزی) انجام شد. آزمايش به صورت کرت​های یک بار خرد شده در قالب طرح بلوکهاي کامل تصادفي در سه تکرار انجام شد. کرت​های اصلی شامل دو نوع کیفیت آب آبیاری ( فاضلاب خام و تصفیه شده) و کرت​های فرعی شامل چهار مقدار کود نیتروژن (0،100،150و200کیلوگرم کود اوره در هکتار) بود. هر کرت شامل 10 ردیف به طول 10 متر و فاصله بین کرتها 3 متر بوده است. بذر سورگوم شیرین سوفرا در ردیف هایی به فاصله 50 سانتیمتر و فاصله روی ردیف 15 سانتی متر کشت گردید. کود اوره به سه قسمت تقسیم شده و در مرحله 4 برگی، غلاف و گلدهی بصورت سرک به زمین داده شد و سپس آبیاری گردید. جهت جلوگیری از مخلوط شدن کودها دو متر از هر طرف بین کرت ها کشت نشد. دوره آبیاری بر اساس نیاز آبی گیاه و قبل از وقوع تنش انجام شد.

مراحل تصفیه فاضلاب

مرحله اول(تصفیه مقدماتی): که شامل تصفیه​ی فیزیکی از قبیل آشغال گیری، دانه​گیری ، ته​نشینی مواد معلق و بالاخره خشک کردن ودفع لجن می باشد.
مرحله دوم (تصفیه ثانویه): که شامل تصفیه زیستی با استفاده از باکتریها​ی گوناگون هوازی موجود در فاضلاب و تصفیه​ی زیستی با استفاده باکتریهای بی هوازی برای تصفیه فاضلاب و لجن می باشد.
مرحله سوم (تصفیه پیشرفته و یا تصفیه نهایی ): که شامل زلال سازی و کاربرد یک و چند روش از تصفیه​ی تکمیلی زیر : 

2- ادامه ی فرایند نیترات زدایی 
3- گذرانیدن فاضلاب از صافی های ماسه​ای (و یا micro filtration )
4-  کربن فعال (activated  carbon)
5-  نمک زدایی باروش تعویض یون
6-  روش اسموزی وارونه و غیره
نکته: گندزدایی فاضلاب هنگام بیرون آمدن از تصفیه خانه (پساب )، فرایندی است اجباری و باید در هر حالتی که تصفیه خانه طرح شده باشد اجرا گردد. در صورتی  که تمام تأسیسات یک تصفیه خانه به درستی کار کنند، می توان در مرحله​ی دوم تصفیه آلودگی فاضلاب را 90 تا 96 درصد کاهش داد و این کاهش آلودگی برای برقراری ضوابط لازم جهت دفع فاضلاب به منبع​های طبیعی آب، حفظ بهداشت و پاک نگه داشتن محیط زیست کافی است ولی در صورتی که بخواهیم از فاضلاب تصفیه شده برای آبیاری فضا​های سبز درون شهرها استفاده کنیم یک تصفیه​ی پیشرفته که مرحله​ی سوم را تشکیل دهد لازم می باشد. ضریب تبدیل آب مصرفی به فاضلاب در شهرهای ایران را می توان 50 تا 80 درصد انتخاب نمود . در مقابل ممکن  است حدود 10 تا 30 درصد دبی فاضلاب خانگی را به صورت فاضلاب های غیر مجازی مانند آب های سطحی ناشی از بارندگی به فاضلاب خانگی افزود.
مراحل برداشت و اندازه​گیری پارامترهای رشد (ارتفاع ساقه، قطر ساقه، بیوماس، درصد​قند و حجم شربت)

برداشت در زمان رسیدن فیزیولوژیکی​گیاه (6 ماه بعد از کاشت- اواسط آبان) انجام شد. براي اندازه​گيري پارامترهای مورد نظر از وسط هر کرت يک متر برداشت شده و بيوماس آن اندازه​گيري شد. سپس از بین گیاهان برداشت شده 10 بوته به طور تصادفی انتخاب شده و ارتفاع ساقه و قطر ساقه آن اندازه گیری گردید. سپس گل آذين و برگها از ساقه اصلي جدا شده و وزن ساقه تعيين گرديد. ساقه ها از غلطک عبور داده شده و حجم شربت استخراجي مشخص شده و درصد کل قند شربت با استفاده از بريکس​سنج ( رفرکتومتر چشمی MIC تایوان مدل VBR-32T) تعيين گرديد. همچنین مقدار اتانول تولید شده در هکتار بر اساس بیوماس و مقدار بریکس به صورت تئوری محاسبه گردید.
2-1- انجام آزمایشات جهت بررسی فلزات سنگین 

انجام آزمایشات جهت بررسی فلزات سنگین نمونه گیاهی

این آزمایش بر طبق روش Reeves و همکارانش در سال 1999 انجام گرفت. بر اساس این روش، برگ ها، ساقه و دانه گیاهان جمع آوری شده به طور جداگانه سه بار با آب مقطر شستشو داده شده و داخل پاکت های مخصوص قرار گرفت. سپس در دمای 70 درجه سانتی گراد به مدت 48 ساعت در آون خشک گردید و براي آناليز مورد استفاده قرار گرفت. روشهاي هضم خشك در حضور كلسيم اكسايد، نيتريك اسيد، مخلوط اسيدي كلريدريك اسيد و نيتريك اسيد استفاده شد. بهترين روش، روشهاي هضم خشك با كمك كلريدريك اسيد و نيتريك اسيد بود كه براي آناليز بقيه نمونه ها از اين روش استفاده شد. لذا حدود یک گرم از نمونه های خشک با دقت 1/0 توزین شده و به مدت 14 ساعت در کوره الکتریکی با دمای 480 درجه سانتی گراد قرار گرفت. پس از سرد شدن، خاکستر حاصل در ml10 اسید نیتریک10% حل شد. پس از صاف کردن، محلول ها درون لوله پلاستیکی مخصوص ریخته شد و مقدار فلزات سنگین خطرناک از جمله سرب، کادمیوم و نیکل آن ها توسط دستگاه دستگاه جذب اتمي مدل Varian- (spectrAA-220)تعیین شد. 

انجام آزمایشات جهت بررسی فلزات سنگین نمونه خاک
برای اندازه گیری مقادیر عناصر موجود در نمونه های خاک از روش Reeves و همکارانش در سال 1999 استفاده شد. نمونه های خاک از ناحیه اطراف ریشه های گیاهی و تا عمق حدود 15 سانتی متری جمع آوری شد. نمونه های خاک ابتدا با غربالی که قطر منافذ آن mm2 بود غربال شد. حدود 5 گرم از هر نمونه در هاون چینی به خوبی سائیده شد و در دمای 70 درجه سانتی گراد تا حصول وزن ثابت در آون خشک گردید. سپس 500 میلی گرم از خاک حاصل را در داخل لوله آزمایش ریخته و به هر لوله 8 میلی لیتر اسید کلریدریک 37% و اسید نیتریک 65% (به نسبت 3 به 1) اضافه شد.  لوله ها به مدت 12 ساعت زیر هود قرار گرفتند. پس از آن به مدت 2 ساعت در بن ماری در دمای 100درجه سانتی گراد قرار داده شد تا خاک به خوبی تجزیه شود. در نهایت 15 میلی لیتر از هر نمونه برداشت شده و مقادیر عناصر موردنظر در این محلول ها توسط دستگاه دستگاه جذب اتميVarian- (spectrAA-220)  تعیین گردید(Reeves et al., 1999).

در بررسی دیگر جهت دستیابی به اطمینان بیشتر از نتایج بدست آمده حاصل از دستگاه جذب اتمی یک سری نمونه هم آماده سازی شده و توسط دستگاه(X-ray Fluorescence Analyzer, Bruker, S4)XRF اندازه گیری عناصر از فلور تا اورانیوم انجام شد که به دلیل مقادیر بسیار کم از عناصر مورد نظر در نمونه ها، دستگاه قادر به نمایش آنها نبوده است و برای دستیابی به دقت بیشتر از دستگاه جذب اتمی برای اندازه گیری ها استفاده شد با این حال جهت اندازه گیری فلزات سنگین آرسنیک و جیوه در ساقه، دانه و برگ گیاه نیاز به دستگاه های با دقت بالاتر می باشد.

انجام آزمایشات جهت بررسی  کلی فرم کل و مدفوعی
انجام آزمایشات جهت بررسی کلی فرم های موجود در نمونه های خاک وگیاه

یکی از روش های مرسوم و مورد اعتماد برای شمارش باکتری های کلی فرم استفاده از روش تخمیر چندلوله ای یا اصطلاحاً روش حداکثر تعداد احتمالی) MPN
 ( است(Greenberg et al., 1985).

 نمونه​های جمع آوری شده از مزرعه شامل نمونه های خاک و گیاهی(ساقه ، دانه و برگ) جهت انجام این آزمایش داخل کیسه های فریز قرار گرفته و سر آن بسته شده و جهت حمل به آزمایشگاه  بر روی یخ نگهداری شدند و تا زمان انجام آزمایشات میکروبی در یخچال آزمایشگاه قرار گرفتند.

نمونه برداری از خاک تا عمق حدود 15 سانتی متری و به صوت تصادفی انجام گرفت. نمونه های گیاهی به دو صورت ضدعفونی شده سطحی( به منظور تخمین تعداد کلی فرم​های جذب شده از آوندها و ریشه گیاه) و ضدعفونی نشده( به منظور تخمین تعداد کل کلی فرم​های موجود در گیاه) مورد آزمایش قرار گرفتند. همچنین برای بررسی دقیق​تر و اطمینان از حضور کلی فرم ها در قسمت ساقه گیاه به عنوان کارآمدترین بخش سورگوم شیرین از دو روش دیگر جهت ضدعفونی و آماده سازی نمونه ساقه برای انجام آزمایشات میکروبی استفاده شد.

در یک روش جهت ضدعفونی کردن سطح نمونه های گیاهی، ابتدا نمونه های گیاهی اعم از ساقه، دانه و برگ را شسته تا خاک از آن ها جدا شود و با آب استریل آبکشی می شوند. سپس آنها را به قطعات 2 الی 3 سانتی متری بریده می شوندو سطح بافتها را به مدت یک دقیقه در الکل 70%  قرار گرفتند، سپس به مدت 2 دقیقه در هیپوکلریت سدیم و بعد از آن به مدت 30 ثانیه در الکل 70% قرار گرفتند و در نهایت 4 مرتبه با آب مقطر استریل شستشو داده شدند و با کاغذ خشک کن آب آن گرفته شد پس از آن نمونه ها توسط پنس و چاقو استریل به قطعات کوچکتر بریده شدند و داخل محلول بافر فسفات و بر روی شیکر( جهت استخراج باکتری های کلی فرم) به مدت 30 دقیقه قرار گرفتند (Chanikarn et al., 2005). همچنین بخشی از ساقه ضدعفونی​شده را بعد از اینکه با کاغذ خشک کن آبش گرفته شد در پاکت های مخصوص گذاشته و برای دو روز در آون در دمای 70 درجه سانتی گراد قرار داده می​شود سپس آزمایش MPN را انجام می دهیم. 

در روش دیگر نمونه​های گیاهی ساقه را با آب شهری شستشو داده تا خاک آن جدا شود. سطح ساقه​ها را با الکل 70% مالش داده و روی شعله گرفته تا الکل آن از بین رود. سپس ساقه​ها را به قطعات 2 سانتیمتری بریده و مغز ساقه را در آورده و داخل بافر فسفات و بر روی شیکر به مدت 30 دقیقه قرار دادیم (Denise et al., 2001). 
در مورد نمونه های گیاهی ضدعفونی نشده، آنها را بلافاصله بعد از درآوردن از کیسه فریزر به قطعات ریز توسط پنس و اسکالپر تقسیم کرده و داخل بافر فسفات قرار داده شد.

در مورد نمونه های خاک، نمونه خاک مربوط به هر تیمار را به طور جداگانه به مدت 30 دقیقه با بافر فسفات بر روی شیکر قرار داده و سپس از عصاره حاصل برای کشت میکروبی و انجام آزمایش MPN استفاده شد.

ساخت محلول بافر فسفات
مایع رقیق کننده بافر فسفات جهت رقیق کردن نمونه​ها طبق استاندارد متد تهیه شد که ابتدا با حل کردن 34 گرم KH2PO4 در 500 میلی لیتر آب مقطر و رساندن  pHآن با سود نرمال به 2/7، حجم آن را به یک لیتر رسانده و از این محلول استوک 2/1 میلی لیتر را با 5 میلی لیتر محلول 8/81 گرم در لیتر MgCl.6H2O مخلوط نموده و حجم با آب مقطر به یک لیتر رسانده شد که محلول نهایی بافر فسفات است (Greenberg et al., 1985).

انجام آزمایش MPN یا روش تخمیر لوله ای

هدف از انجام این آزمون تعیین تعداد (شاخص MPN) توتال کلی فرم و فکال کلی فرم و تعیین میزان آلودگی مدفوعی در نمونه​​ها می​باشد. این آزمون به شیوه​ی تخمیر چندلوله​ای انجام می​شود و شامل سه مرحله احتمالی، تأییدی و تکمیلی می​باشد. 

آزمایش احتمالی

در این آزمایش ابتدا 5 گرم از نمونه(خاک، برگ، دانه و ساقه) را به 45 میلی لیتر مایع رقیق کننده فسفات بافر اضافه کرده و به مدت 30 دقیقه روی شیکر قرار داده، سپس برای انجام آزمون احتمالی، تلقیح نمونه​های فوق به محیط کشت لاکتوز برات همراه لوله درهام با روش 9 لوله​ای به صورت دهدهی (10 میلی لیتر به لاکتوز برات دوغلظتی، 1 میلی لیتر و 1/0 میلی لیتر به لاکتوز برات یک غلظتی) انجام گرفت کلیه این عملیات باید در شرایط آسپتیک و با دقت انجام شود که از آلودگی های ثانویه مبرا باشد؛ پس از تلقیح نمونه به لوله​ها در دمای 2± 35 درجه سانتی گراد به مدت 24 ساعت در انکوباتور قرار داده می شوند. بعد از گذشت مدت مذکور لوله ها را از نظر تولید گاز مورد آزمایش قرار می​دهیم . لوله هایی را که در آنها گاز تولید می​شود به عنوان مثبت یادداشت میکنیم. برای جلوگیری از اشتباه و اینکه آیا گازها در لوله های درهام تولید شده و یا اینکه حبابهای ریز هوا در آن بوجود آمده می توان با تلنگر زدن به دیواره لوله از نتیجه آزمایش اطمینان حاصل کرد. در صورتیکه همه لوله ها و یا بعضی از آنها منفی یعنی بدون گاز هستند باید دوباره آنها را به مدت 24 ساعت دیگر در انکوباتور قرار داده و پس از سپری شدن مدت مذکور لوله های با گاز را به عنوان مثبت یادداشت نمود .

بنابر این در این آزمایش، پیدایش گاز در زیر لوله های درهام دلیل بر این است که احتمالاً در نمونه کلی فرم وجود دارد و در صورتیکه در هیچ کدام از لوله ها گاز تولید نشود ، دلیل بر منفی بودن آزمایش احتمالی یعنی نبودن کلی فرم ها در نمونه مورد آزمایش می باشد. نتایج این مرحله را بر حسب رقت و تعداد لوله های مثبت بصورت کد سه رقمی یادداشت می کنیم.

برای تخمین کلی فرم ها در 100 میلی لیتر نمونه و یا به عبارت دیگر برای تعیین بیشترین تعداد احتمالی (M.P.N) کلی فرمها در 100 میلی لیتر نمونه از جداول مشخص شده استفاده می​شود . در صورتیکه جدول در اختیار نباشد و یا شمارش بدست آمده با جدول قابل تطبیق نباشد، می توان برای بدست آوردن MPN در 100 میلی لیتر از فرمول زیر استفاده کرد :
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آزمایش تأییدی

از آنجا که باکتری​های دیگری غیر از کلی فرم ها نیز قادر به تخمیر لاکتوز و تولید گاز هستند، نمیتوان گفت که گاز تولید شده در لوله های درهام در آزمایش احتمالی فقط مربوط به آلودگی کلی فرم هاست ، بنابر این برای بدست آوردن اطمینان بیشتر از نتیجه آزمایش، باید آزمایش تأییدی انجام شود، از آنجایی که در این مرحله علاوه بر کلی فرم ها باکتری های دیگری هم هستند که می توانند نتیجه​ای مشابه کلی فرم ها بدهند در مرحله بعد لازم است حضور کلی فرم ها در هر یک از این لوله های مثبت تأیید شود. برای این منظور از هر یک از لوله هایی که از نظر حضور کلی فرم مثبت هستند (احتمالاً در آن​ها کلی فرم رشد کرده) تلقیح از لاکتوز برات به محیط کشت برلیان گرین لاکتوز بایل برات(BGLB) انجام شد.

این محیط طبق دستور کارخانه سازنده آماده و در لوله های آزمایش حاوی لوله دورهام توزیع و استریل مي​گردد. تمام لوله هاي آزمايش مرحله احتمالي كه پس از 24 يا 48 ساعت گرماگذاري، رشد زياد، تشكيل هر ميزان گاز و يا رشد اسيدي در آنها مشاهده شده است، براي مرحله تأييدي آزمايش مي​شوند. چنانچه فعاليت تخميري يا رشد اسيدي زياد، در لوله هاي اوليه زودتر از 24 ساعت ظاهر گرديد، مي توان آنها را پيش از اتمام زمان 24 ساعت به مرحله تأييدي منتقل نمود. لوله های مرحله اول را كه توليد گاز و اسيد در آنها مشاهده مي​شود به آرامي چرخانده يا تكان مي دهيم تا ميكروارگانيزم ها در آن به صورت شناور درآيند. 1 میلی لیتر از محلول داخل لوله را به لوله تخمير دوم حاوي محيط BGL broth منتقل مي​کنیم. لوله هاي حاوي محيط كشت و نمونه را كه در اين مرحله آماده شده​اند به مدت 48 ساعت در 2±42 درجه سانتيگراد در بن ماری قرار داده شدند. در این مرحله فقط تولید گاز ملاک مثبت بودن آزمایش است .سپس کد سه رقمی را بر اساس تعداد لوله های مثبت هر رقت یادداشت می نمائیم.

آزمایش تکمیلی

سومین دسته از آزمایشهای استاندارد MPN کلی فرم ها که برای تشخیص قطعی این باکتری ها لازم است، آزمایش تکمیلی می​باشد که پس از آزمایش تأییدی انجام می​گیرد.

برای انجام این آزمایش از تمام لوله های مثبت در آزمایش تأییدی، نمونه​هایی بر روی یک یا چند بشقاب حاوی محیط کشت ENDO یا EMB (ائوزین متیلن بلوآگار) کشت میدهند. سپس محیط کشت داده شده را به مدت 24 ساعت در انکوباتور 2±35 درجه سانتی​گراد قرار می​دهند. پس از این مدت کلنی های بدست آمده را مورد مطالعه قرار می​دهند.  
کلنی هایی که روی محیط کشت ENDO یا EMB رشد کرده​اند، به سه دسته مشخص، نامشخص و منفی تقسیم میشوند. کلنی های مشخص دارای مرکز سیاه با جلای فلزی می​باشند. کلنی های نامشخص به کلنی هایی گفته میشود که بدون مرکز سیاه ، موکوژی شکل، غیر شفاف و صورتی رنگ هستند و کلنی های منفی به سایر کلنی های با مشخصات دیگر گفته می شود. برای تأیید نهایی، از کلنی های رشد کرده بر روی محیط کشت EMB، اسلاید تهیه نموده و به روش گرم رنگ آمیزی می​نمایند. دیدن باسیل های گرم منفی قرمز رنگ بدون اسپور دلیل بر وجود کلی فرمها و مثبت بودن نتیجه آزمایش است.
رنگ‌آمیزی گرم

رنگ‌آمیزی گرم (Gram staining) یکی از مهم‌ترین و متداولترین روش‌های رنگ آمیزی در میکروبیولوژی است که اولین بار توسط کریستین گرم ابداع شد. دراین رنگ آمیزی باکتری‌ها بر مبنای رنگ باکتری پس ازرنگ آمیزی به دودسته گرم مثبت و گرم منفی تقسیم می‌شوند. رنگ باکتری پس ازرنگ آمیزی به توانایی حفظ رنگ اول و به عبارتی به ساختمان دیواره سلولی باکتری بستگی دارد. در رنگ آمیزی گرم باکتری‌های گرم مثبت پس ازرنگ آمیزی به رنگ بنفش و باکتری‌های گرم منفی به رنگ قرمز مشاهده می‌شود. گرچه هر دو گروه یعنی باکتری‌های گرم مثبت و منفی دارای دیواره می‌باشند ولی فرق بین این دو گروه مربوط به خواصی است که در ساختمان دیواره سلولی آنها وجود دارد. اساس ساختمان در دیواره سلولی باکتری‌های گرم مثبت یک لایه ضخیمی‌است از پپتیدوگلیکان ولی در باکتری‌های گرم منفی ضخامت آن به حداقل می‌رسد.

 از رنگ امیزی گرم به جهت شناسایی جنس باکتری استفاده می شود. با این حال همه باکتری ها را نمی توان با رنگ امیزی گرم مشاهده نمود.
روش رنگ‌آمیزی گرم

پیش از آغاز رنگ آمیزی نخست باید یک فروتی از محیط کشت خالص باکتری بر روی لام تهیه کنیم، در ادامه مراحل رنگ آمیزی گرم به قرار زیر هستند:

نخست رنگ کریستال ویوله رابه مدت ۳۰ تا ۴۵ ثانیه برروی فروتی باکتری روی لام می ریزیم، درنتیجه همه باکتری‌ها به رنگ بنفش درخواهد درآمد.

پس از شستشوی فروتی با آب، رنگ کریستال ویوله را با افزودن لوگول به مدّت ۳۰ تا ۴۵ ثانیه تثبیت می​کنیم. لوگل باکریستال ویوله ترکیب شده و ایجاد کمپلکس‌هایی می‌نماید که باعث تثبیت رنگ کریستال ویوله در داخل دیواره سلولی باکتری می‌شود. پس از این مرحله، همه باکتریها کماکان به رنگ بنفش مشاهده می‌شوند.

مرحله رنگ زدایی:

مهم‌ترین مرحله رنگ آمیزی است. دراین مرحله پس از شستشو لام با آب، لام به مدت ۱۵ تا۲۰ ثانیه در معرض موادرنگ زدا مانند الکل استون قرار می‌گیرد سپس با آب مورد شستشو قرار می‌گیرد. درباکتریهای گرم منفی که دارای لایه‌های پپتیدو گلیکان محدود و غشای خارجی غنی از چربی هستند این حلال باعث حذف این لایه‌ها و غشا می‌گردد و باکتری رنگ مراحل قبل را از دست می‌دهد ولی درباکتریهای گرم مثبت به علت ضخامت زیاد لایه پپتیدوگلیکانی و عدم وجود لیپید فراوان در غشا رنگ مرحله قبل از غشا خارج نمی‌شود. درنتیجه پس از این مرحله باکتریهای گرم منفی بی​رنگ ولی باکتریهای گرم مثبت کماکان بنفش باقی خواهند ماند. در انتها سطح فروتی را با سافرانین یا فوشین (قرمز رنگ) به مدت ۳۰ تا ۴۵ ثانیه می‌پوشانیم سپس با آب شستشو داده و پس از خشک شدن با میکروسکوپ مورد بررسی قرار می گیرد.

نتیجه:

 دراین مرحله باکتری‌های بی رنگ (باکتری​های گرم منفی) به رنگ قرمز درمی‌آیند و باکتری‌های بنفش (باکتری​های گرم مثبت) بدون تغییر رنگ باقی می‌مانند (Greenberg et al., 1985).
البته لازم به توضیح است که در اغلب آزمایشگاه ها تنها دو مرحله احتمالی و تأییدی انجام می شوند.
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