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ABSTRACT 

Lack of oxygen and high salinity are factors that limit the biodegradation of the hydrocarbon. The electron 

accepters such as nitrate and salt tolerant bacteria can be used to increase the biodegradation rate in saline 

environment with low level of oxygen. In this paper, BTEX biodegradation by Bacillus thuringiensis and 
Bacillus sp. is investigated in microaerophilic and saline environment under nitrate reducing 

condition. Firstly, the ability of the above- mentioned bacteria in BTEX biodegradation was 

confirmed. Then, the effect of Nitrate, BTEX concentration, salinity and cell mass on BTEX 

degradation was studied using Taguchi method and design expert software. The results of this 

study showed the ability of the Bacillus thuringiensis and Bacillus sp. on BTEX degradation. For 

200 mg/L BTEX concentration, the high efficiency of degradation by Bacillus thuringiensis and 
Bacillus sp. could be achieved in optimum conditions; Nitrate Concentration (200 mg/L), salinity 

(1 and 5 %) and cell mass (1and 5×10
7
 cell/ml) respectively. 
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 در شرايط کاهشی نيترات .Bacillus sp و Bacillus thuringiensis توسط  BTEXبررسی تجزيه زيستی 

4، احمدعلی پوربابايی3، فرهاد ميرزايی*2ی ملايوسفسهراب موريت، 1مينا شکيبا
 

دانشکده مهندسی و فناوری کشاورزی، پردیس کشاورزی و منابع دانشجوی دکتری، گروه مهندسی آبیاری و آبادانی، . 1

 ، کرج، ایراندانشگاه تهرانطبیعی، 

گروه مهندسی آبیاری و آبادانی، دانشکده مهندسی و فناوری کشاورزی، پردیس کشاورزی و منابع طبیعی، استاد،  .2

 دانشگاه تهران، کرج، ایران

، دانشکده مهندسی و فناوری کشاورزی، پردیس کشاورزی و منابع طبیعی، گروه مهندسی آبیاری و آبادانیدانشیار،  .3

 دانشگاه تهران، کرج، ایران

، دانشکده مهندسی و فناوری کشاورزی، پردیس کشاورزی و منابع طبیعی، دانشگاه علوم خاکگروه مهندسی دانشیار، . 4

 تهران، کرج، ایران

 (12/8/1397تاریخ تصویب:  -1/8/1397تاریخ بازنگری:  -19/3/1397)تاریخ دریافت: 

 چکيده:

گیرد که با استفاده از های نفتی به سختی صورت میشور تجزیه هیدروکربن نسبتاًهایی با کمبود اکسیژن و  در محیط

های شور، سعی در افزایش گر و قادر به رشد در محیطهای تجزیههای الکترون مانند نیترات و کاربرد باکتریپذیرنده

 و sp.  Bacillusبا استفاده از BTEXشود.  این مطالعه با هدف بررسی تجزیه زیستی  ها می زیستی هیدروکربنتجزیه 

Bacillus thuringiensisهایشرایط کاهشی نیترات در محیط آئروفیلیک و شور انجام شد. در ابتدا توانایی باکتری تحت 

 Design Expert افزار نرم. سپس با استفاده از مدل تاگوچی و قرار گرفت دیتائمورد  BTEXدر تجزیه زیستی  فوق

گرم بر لیتر(،  میلی 100-500غلظت اولیه نیترات )محیطی مختلف با تغییر در عواملی مانند  طیدر شرا BTEXتجزیه 

BTEX (200-800 107درصد( و جمعیت سلولی )5/0 -5/9گرم بر لیتر(، شوری ) میلی
لیتر(  سلول در میلی1 – 5×

نشان  BTEXدر تجزیه زیستی  را sp. Bacillusو Bacillus thuringiensisبررسی شد. نتایج حاصل از تحقیق توانایی 

برابر  BTEXبه ترتیب در غلظت اولیه   برای این دو باکتری BTEXمنظور حداکثر تجزیه زیستی  داد و شرایط بهینه را به

107و 1درصد و جمعیت سلولی  5/9و  5گرم بر لیتر، شوری  میلی 500گرم بر لیتر، غلظت اولیه نیترات میلی 200
×5 

  گزارش نمود.

 ، نیترات، شوریBTEXتجزیه زیستی،  کليدی: های واژه
 

 *مقدمه
ی ها بوم ستیزنوع آلودگی در  نیتر جیراترکیبات نفتی از جمله 

که تهدید  باشند یم زیخ نفتخشکی و آبی بخصوص در مناطق 

توان به آیند. در این میان میجدی برای اکوسیستم به شمار می

BTEX  ی آلوده به ها آبترکیب هیدروکربنی در  نیتر فراوانکه

بنزن، تولوئن، شامل این آلاینده  .مواد نفتی است اشاره نمود،

دارای پتانسیل سمیت بالا و اتیل بنزن و ایزومرهای زایلن با 

ترکیب این . (Fathepure, 2014)است زاییزایی و سرطانجهش

در آب تولیدی   ترین هیدروکربن فراوان ای به عنوان تک حلقه

علاوه بر مصارف صنعتی در  BTEX  .(Neff, 1979باشد ) می

تولید بسیاری از محصولات خانگی و کشاورزی نیز کاربرد داشته 

                                                                                             
 myousef@ut.ac.irنویسنده مسئول:  *

و از طریق مدیریت ضعیف در دفع و حذف آن، این آلاینده وارد 

محیط زیست شده و باعث ایجاد مشکلات جدی از نظر آلودگی 

فزایش قابل توجه بار آلودگی و تخریب منابع حیاتی گردد. امی

هایی برای های بشر، نیاز به مدیریت و اعمال روش در اثر فعالیت

تجزیه . کاهش آلودگی را بیش از پیش ضروری ساخته است

صورت یک روش مقرون  جانداران بهزیستی با استفاده از ریز

 BTEXبا کارایی بالا جهت حذف ترکیبات نفتی شامل  صرفه به

 .(Atlas and Bartha, 1972)به اثبات رسیده است 

شرایط محیطی مانند شوری و مقدار در دسترس بودن 

اکسیژن از عوامل کنترل کننده شدت تجزیه زیستی هیدروکربن

که فرآیندهای معمول میکروبی باشند. از آنجاییهای نفتی می

شود، تجزیه زیستی با شوری بالا به خوبی انجام نمی در مناطقی

های مقاوم به ها تنها با استفاده از میکروارگانیسمدر این محیط
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های گسترده در زمینه  رغم پژوهشعلی. پذیر استشوری امکان

، اطلاعات در BTEXهای قادر به تجزیه شناسایی میکروارگانیسم

را در  BTEXهایی که تجزیه زیستی زمینه میکروارگانیسم

علاوه تحقیقات دهند، بسیار اندک است. به محیط شور انجام 

توسط کشت  BTEXانجام شده تاکنون، بیشتر بررسی تجزیه 

که  است یحالدهد و این در  سازی شده را نشان می غنی

های قادر به  تحقیقات در زمینه جداسازی و شناسایی باکتری

به گزارش چند باکتری مانند  محدود ،BTEXتجزیه 

، Seminoleسویه 2، آرهدوموناس ZD22سویه 1پلانوکوکوس 

، 4، هالوفراکس3، هالوکوکوسRozelآرهدوموناس سویه 

5هالوباکتریوم
 ,.Abed et al., 2006; Newell et al) باشد یم 

1996; Borden and Bedient, 1986; Azetsu et al., 2009; Li 

et al., 2006; Al- Mailem et al., 2013). شوری بر تجزیه  تأثیر

ها به محدوده تغییرات شوری و به شوری محیط  هیدروکربن

ها بستگی دارد. برخی از تحقیقات انجام شده در  میکروارگانیسم

منفی افزایش شوری را بر تجزیه  تأثیری بسیار شور ها طیمح

 یحالو این در   (Fathepure, 2014)اند دادهها نشان  هیدروکربن

های حاکی از مطالعات دیگر نتایج متناقض را که گزارش است

 (.Minai-Tehrani et al, 2009)دهند نشان می

Nicholson & Fathepure (2004, 2005) زیستی  تجزیه

BTEX  در  آلوده ریغرا توسط نمونه خاک آلوده به مواد نفتی و

شده از خاک  کشت غنی شوری بالا در اکلاهما ارزیابی کردند.

درصد  3-5/14را در محیط شوربه میزان  BTEXآلوده، ترکیب 

شده از خاک آلوده و شور  کشت غنی که یدرحالتجزیه نمود، 

درصد  0-23قادر به تجزیه بنزن و تولوئن در شوری بیشتر برابر 

شده از  محیط کشتی غنی Sei and Fathepure (2009)بود. 

 BTEXوتا تهیه و توانایی آن را در تجزیه ی ایالت یها خاکنمونه 

مورد ارزیابی قرار دادند. کشت حاصل به طور کامل بنزن و 

درصد  29و  23، 14هفته در حضور  5و  2، 1تولوئن را در طی 

  ،Li et al. (2006)در ادامه تحقیقات تجزیه نمود.  NaClاز 

چین را از نمونه خاک آلوده در  .Planococcus sp. ZD22 سویه

-25در خاک شور % BTEX جزیهجداسازی و قابلیت آن را بر ت

علاوه بر قابلیت تجزیه  سویه.گزارش نمودند. این نوع 0

کلروبنزن، بروموبنزن، یدوبنزن و فلوروبنزن توانایی رشد در 

 pHشرایط سخت از نظر درجه حرارت پایین و شوری بالا و 

ای تجزیه مواد بازی را دارد که آن را به یک گزینه مناسب بر

                                                                                             
1. Planococcus 
2. Arhodomonas 
3. Halococcus 
4. Haloferax 
5. Halobacterium 

توانایی   Berlendis et al. (2010)سمی تبدیل کرده است.

Marinobacters  را بر تجزیهBTEX  %گزارش  3-15در شوری

قادر به تجزیه تمامی بنزن و تولوئن اضافه  M. vinifirmusنمود. 

% از کل اتیل بنزن 65تجزیه  که یدرحالروز بود  3شده در طول 

 6روز در حضور % 7از تمامی ایزومرهای زایلن در مدت  20و %

او همچنین  (Berlendis et al., 2010). انجام شد NaClاز 

 20بنزن، % M.hydrocarbonoclasticus  ،10%گزارش نمود که 

 7از ایزومرهای زایلن را در  70از اتیل بنزن و % 60از تولوئن، %

به  Al-Mailem et al. (2013)کند. تجزیه می  6شوری% روز در

 Marinobacter و Marinobacter sedimentalisجداسازی 

falvimaris ها نرمال پارافینمصرف  در ها آن توانایی پایه بر((n-

alkanes ی ا چند حلقههای آروماتیک  و ترکیبات هیدروکربن

از  6قادر به تجزیه بنزن در حضور % ها یباکتر. این ندپرداخت

NaCl .بودند Hassan et al. (2012)  نشان دادند که

Alcanivorax sp. HA03    قادر به تجزیه بنزن و تولوئن و کلرو

 باشد.  می 5تا % 3های  بنزن در شوری

علاوه بر مساله شوری، کمبود اکسیژن نیز از عوامل 

باید مورد  BTEXی ای است که در تجزیه زیست محدود کننده

که خاک و آب زیرزمینی توسط آلاینده  توجه قرار گیرد. هنگامی

BTEX هوازی در  شود غالبا آلودگی در منطقه بی آلوده می

گرچه تجزیه زیستی یابد. بنابراین ا محیط زیست گسترش می

 باشد تر می هوازی سریع نسبت به شرایط بی  BTEXهوازی

(Maxwell & Baqai, 1995،) هوازی نقش اما تجزیه زیستی بی

تجزیه بیکند.  های زیستی ایفا میتری را در حذف آلودگیمهم

گزارش شد  1985برای اولین بار در سال  BTEXهوازی 

(Kuhn et al., 1985) ی برای پیدا ا گسترده، سپس تحقیقات

شرایط مناسب  ،BTEXهوازی  کردن باکتری قادر به تجزیه بی

ی مهندسی به منظور افزایش ها وهیشبرای تجزیه و استفاده از 

 ;Heider et al., 1999) انجام شد BTEXتجزیه زیستی 

Spormann and Widdel, 2000; Widdel and Rabus, 2001; 

Chakraborty and Coates, 2004; Foght, 2008; Fuchs, 

2008; Carmona et al., 2009)  

های مهندسی با استفاده از  مول در روشمع طور به

ی الکترون، شدت تجزیه زیستی در شرایط ها رندهیپذ

دهند. تحقیقات انجام هوازی را افزایش میمیکروآئروفیلیک و بی

به دلیل  BTEXشده کاربرد نیترات را در افزایش تجزیه زیستی 

پتانسیل بالای واکنش اکسایشی و کاهشی آن نشان داده است. 

 دیاکس یددر حضور نیترات تجزیه و  BTEXاکنش زیر طبق و

 شود. تولید می تروژنیگاز نو  کربن
C6H6 + 6NO

-
3 + 6H

+
 →   6CO2 + 6H2O+ 3N2   

C7H8 + 7.2NO
-
3 + 7.2H

+ → 7CO2 + 7.6H2O + 3.6N2 
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C8H10 + 8.4NO
_

3 + 8.4H
+→8CO2 + 9.2H2O + 4.2N2 

Da Silva et al. (2002)  افزودن  تأثیردر تحقیقات خود

هوازی بر  سولفات، آهن چنگالیده و نیترات را در شرایط بی

ها اضافه کردن  آن ارزیابی نمودند. BTEXسرعت تجزیه 

با افزایش  BTEXهای الکترون را سبب افزایش تجزیه  گیرنده

و همچنین سرعت بخشیدن به  BTEXهوازی  سرعت تجزیه بی

تانول در گزارش کردند. تجزیه سریع ا معدنی شدن اتانول

نزدیکی ورودی سبب تخلیه اکسیژن محلول و تحریک شرایط 

درصد در  99از بیش از  BTEXمتاژنیک و کاهش کارایی تجزیه 

 77برای تولوئن، % 49برای بنزن، % 32غیاب اتانول تا متوسط %

 برای زایلن شده است. 30برای اتیل بنزن و %

( Dou et al. (2008های مختلف  با افزودن غلظتBTEX 

هوازی توسط تقویت زیستی با  به بررسی پتانسیل تجزیه بی

شرایط کاهشی نیترات  تحت BTEX کنسرسیوم سازگار شده با 

افزایش و به  BTEXپرداختند. سرعت تجزیه با افزایش غلظت 

رسید. سپس  mg/kg of soil100بیشترین مقدار در غلظت 

برای  به دلیل افزایش مقدار سمیت آن BTEXافزایش غلظت 

 Dou et al. (2008). شدشده سبب کاهش تجزیه آن  کشت غنی

همچنین کاهش غلظت نیترات را در طی فرآیند تجزیه زیستی 

BTEX نشان دادند که با افزایش مقدار تجزیه زیستی BTEX 

  غلظت نیترات کاهش یافت. 

Corseuil et al. (2015) افزایش ظرفیت  تأثیر

سرعت  منظور بههای الکترون را با اضافه کردن نیترات  پذیرنده

بخشیدن به حذف اتانول و از بین بردن اثر بازدارنده آن بر حذف 

BTEX هایی که بررسی کردند. زمان حدف اتانول در مکان

تر از شرایط سال( و سریع 4/1نیترات افزوده شده بود )در حدود 

تر سال( بود که منجر به تجزیه سریع 3) بیعیبا تجزیه زیستی ط

BTEX  .شد 

Mazzeo et al. (2010)  به بررسی تجزیه زیستیBTEX 

نفت  خانه هیتصفهای حاصل از پسآب  با استفاده از باکتری

نشان  BTEXرا در تجزیه زیستی  P. putidaپرداختند و توانایی 

اکسیژن  مقدار مصرف BTEXدادند. برای ارزیابی تجزیه زیستی 

ی و بر اساس مصرف اکسیژن، ریگ اندازهها در طی انجام آزمایش

  شود.گیری می نتیجه BTEXتجزیه زیستی 

محیطی در  یست زهای آلی  تجزیه آلودگی موفقیت

غلظت نیترات، غلظت مانند های زیرزمینی به عوامل مختلفی  آب

BTEX2010)بستگی دارد  ، شوری و جمعیت سلولی Gandolfi 

et al., Jeon et al., 2003; Saeki   et al., 2009; تأثیر(. بررسی 

نیازمند  Full Factorialهای مورد نظر به روش  عامل زمان هم

انجام تعداد زیادی آزمایش است که از نظر منابع مالی، انسانی و 

روشی  صورت بهباشد، طرح تاگوچی  نمی صرفه بهزمانی مقرون 

ترین نتایج  یکنزدبهینه و با مناسب و کارآمد برای تعیین شرایط 

یی است که در ها روشاز جمله  Full Factorialبه روش 

گسترده در مطالعات میکروبیولوژی مورد  طور بههای اخیر  سال

 .(Wang et al., 2017)استفاده قرار گرفته است 
با وجود  BTEXهدف از این مطالعه بررسی تجزیه زیستی 

نیترات در شرایط نامساعد محیطی از نظر شوری و کمبود مقدار 
باشد. در مرحله اول توانایی  همزمان می طور بهاکسیژن 

در تجزیه  .Bacillus spو Bacillus thuringiensis  های یباکتر
در شرایط میکروآئروفیلیک مورد بررسی قرار  BTEXزیستی 

ید تائگیری مقدار نیترات مصرفی به منظور  گرفت و به اندازه
پرداخته  BTEXیستی ز یهتجزکاهش مقدار نیترات در نتیجه 

 Design Expert افزار نرماز مدل تاگوچی و با استفاده شد. سپس 

، شوری BTEXغلظت نیترات، غلظت  های مختلف شامل عامل تأثیر
با شاخص مقدار نیترات  BTEXو جمعیت سلولی بر شدت تجزیه 

 مصرف شده بررسی شد.

 ها روشمواد و 

در تجزيه  .Bacillus sp و Bacillus thuringiensisتوانايی بررسی 

  BTEXزيستی 

 و Bacillus thuringiensis یها یباکترتوانایی در این مرحله  
Bacillus sp.  در تجزیهBTEX  در شرایط میکروآئروفیلیک توسط

به این  .مصرفی مورد ارزیابی قرار گرفت BTEXسنجش مقدار 
 40ی با درپوش آلومینیومی، تریل یلیم 50بطری 3منظور در 

( 1ی معدنی مطابق جدول )ها نمکاز محیط کشت شامل  تریل یلیم
بنزن و زایلن از   بنزن، تولوئن، اتیل (.  et alShim.(2005 ,تهیه شد 

میکرولیتر با استفاده از  3/2شرکت مرک تهیه و از هر جز به مقدار 
گرم بر لیتر  میلی 200ها تزریق شد تا غلظت  میکروسرنگ به بطری

گرم بر لیتر برای هر جز( حاصل شود. یک نمونه  میلی 50)غلظت 
بدون تلقیح  BTEXشاهد نیز حاوی محیط کشت معدنی و آلاینده 

تهیه سوسپانسیون باکتری، یک لوپ از  منظور بهها تهیه شد. باکتری
حاوی محیط کشت جامد، بر  پلیتباکتری مورد بررسی موجود در 

ساعت  16محیط کشت نوترینت براث در ارلن مایر تلقیح و به مدت 
درجه سلسیوس در محیط تاریک بر روی شیکر  30-28در دمای 

قرار داده شد. بعد از رقیق سازی بر طبق جدول مک فارلند، یک 
های رشد یافته جدا و به  لیتر از سوسپانسیون هر یک از باکتری میلی

107یط کشت مایع  تلقیح تا غلظت مح
)سلول در هر  1×

درجه سلسیوس در  30-28آید و در دمای  به دست( تریل یلیم
روز  20ثابت نگهداری و بعد از گذشت  صورت بهمحیط تاریک 

 گیری شد. باقیمانده اندازه BTEXغلظت 
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 محيط کشت معدنیی تشکيل دهنده ها نمک -1جدول 

 شرکت درصد خلوص غلظت )گرم بر لیتر( نمک

)PA 1.05941O  (2H4MnSO 
 

008/0 99%< Merck 

CaCl2.2H2O (10035-04-8) 
 

001/0 99%< Sigma 

)8-99-10034.7H2O(4MgSO 
 

0098/0 5/%99< Sigma 

(NH4)2NO3 
 

3/0 - - 

 4)-11-(77584 HPO2K 

                                  
5/0 99%< Sigma 

) 5-14-7647(   NaCL 
 

20 99/%99< Merck 

)   0-77-77784(PO2KH 
 

5/0 995/%99< Sigma 

9)-85-7783O (2)2.6H4)2(SO4Fe (NH 002/0 997/%99 < Sigma-Aldrich 

Nitriloacetic acid (139-13-9) 20 99%< 0 Sigma-Aldrich 

 

 BTEXبررسی مقدار کاهش نيترات در طی تجزيه 

لیتر با درپوش آلومینیومی،  میلی 50های بدین منظور در بطری

ی موجود در ها نمکلیتر از محیط کشت معدنی شامل  میلی 40

بنزن، تولوئن، (.  et alShim. ,(2005( تهیه شد 1جدول )

ها با استفاده از میکروسرنگ تزریق تا  بنزن و زایلن به بطری اتیل

بطری آزمایش  3بر لیتر حاصل گردد. در  گرم یلیم 200غلظت 

 200منبع نیترات، غلظت  عنوان به2NO3(NH4) با استفاده از 

گرم بر  میلی 300بطری دیگر غلظت  3گرم بر لیتر و در  میلی

ایجاد شد. دو نمونه شاهد نیز حاوی محیط کشت معدنی از لیتر 

بدون تلقیح  BTEXهای نیترات و آلاینده  هر یک از غلظت

 لیتر از سوسپانسیون هر یک از ها تهیه شد. یک میلی باکتری

 .Bacillus sp  و  Bacillus thuringiensis های رشد یافتهباکتری

107به محیط کشت مایع تلقیح شد تا جمعیت 
)سلول در  1×

ساعت تکان داده  24لیتر( حاصل شود. سپس به مدت  هر میلی

درجه سلسیوس در محیط تاریک  30-28شد و سپس در دمای 

باقیمانده و  BTEXروز غلظت  20نگهداری و بعد از گذشت 

 گیری شد.  نیترات اندازه

غلظت نيترات، غلظت ها برای بررسی تأثير  طرح آزمايش

BTEX شوری و جمعيت سلولی بر تجزيه ،BTEX 

ها نوعی روش آماری برای تعیین اثر عوامل بر  طرح آزمایش

هاست  خواص محصول با استفاده از حداقل تعداد آزمایش

(Khayati & Barati,  2017, Tupe et al., 2007). شرو 

ها به شکل  ها است که در آن آزمایش تاگوچی یکی از این روش

شود. پس از انجام  های متعامد طراحی می جدولی از آرایه

ها مطابق شرایط طراحی شده در این جدول تجزیه و  آزمایش

منظور بررسی مقدار و نحوه اثر هر یک از  تحلیل آماری نتایج به

عوامل روی پاسخ مورد نظر و تعیین شرایط برای رسیدن به 

 شود. در این پژوهش، با توجه به مرور بهترین پاسخ انجام می

و مطالعه  BTEXمقالات انجام شده در زمینه تجزیه زیستی  

واکنش، عواملی که احتمال اثر آن بر واکنش وجود داشته 

، BTEXصورت غلظت  انتخاب شده است. متغیرهای مستقل به

غلظت نیترات، مقدار شوری و جمعیت میکروبی و عملکرد پاسخ 

طح تعیین شدند. برای هر عامل سه س BTEX) )مقدار حذف 

( در نظر گرفته شد و 2حداقل، متوسط و حداکثر طبق جدول )

آزمایش  9برابر  ها با روش تاگوچی در مجموع کل آزمایش

 تعیین شد.

 

 هاعوامل و سطوح در نظر گرفته شده برای انجام آزمايش -2جدول 

 3سطح  2سطح  1سطح  نماد عوامل رديف

 BTEX (ppm) A 200 500 800غلظت  1

 B 100 300 500 (ppm) غلظت نیترات 2

 C 5/0 5 5/9 )درصد( شوری 3

D 107 (لیتر سلول در میلیجمعیت سلولی ) 4
×1 107

×3 107
×5 

  

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=10034-99-8&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
http://www.merckmillipore.com/INTL/en/search/-?search=&SingleResultDisplay=SFProductSearch&TrackingSearchType=pdp_related_product&SearchTerm=*&SearchParameter=%26%40QueryTerm%3D*%26feature_cas_no_value%3D7647-14-5
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=7778-77-0&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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و جمعیت میکروبی که  BTEXمقادیر نیترات و شوری و   

ها تعیین شده بود در این مرحله به  بر اساس طرح آزمایش

گردید. از  اضافه( 1محیط معدنی تهیه شده براساس جدول )

(NH4)2NO3 عنوان منبع نیترات و از بهNaCl  برای شوری 

نیز بدون  نمونه شاهد سه.  et al(Shim ,.(2005استفاده شد

و  رفتن مقادیر نیترات و شوریافزودن باکتری و با در نظر گ

 15( تهیه شد. بعد از گذشت 3مطابق جدول ) BTEXغلظت 

گیری و وارد  ها اندازه باقیمانده در نمونه روز مقدار نیترات

افزار  گردید. سپس با استفاده از نرم  Design Expertافزار نرم

، مقدار BTEXتأثیر افزایش و کاهش غلظت نیترات، غلظت 

با سنجش BTEX شوری و جمعیت میکروبی بر تجزیه زیستی 

 مقدار نیترات مورد بررسی قرار گرفت. 

 

 های کنترل ها به روش تاگوچی و آزمايش طراحی آزمايش -3جدول 

 A B C D اجرا

1 1 3 3 3 

2 3 2 1 3 

3 2 2 3 1 

4 1 2 2 2 

5 2 3 1 2 

6 2 1 2 2 

7 3 1 3 2 

8 3 3 2 1 

9 1 1 1 1 

 0 1 1 1 1شاهد 

 0 1 2 1 2شاهد 

 0 1 3 1 3شاهد 

 

 آناليز شيميايی

 Agilentتوسط دستگاه گازکروموتوگرافی مدل  BTEXغلظت 

6890N  مجهز به ستونHP-5 ،30 متری و آشکارساز 

(FID)دمای در محل تزریق، آشکارساز و ستون گیری شد.  اندازه

. از گاز نیتروژن به ترتیب تنظیم شد 60و  300، 250در 

 عنوان بهگاز حامل و از گازهای اکسیژن و هیدروژن  عنوان به

 ,Khajeh and Mosavi Zadeh)استفاده شد  FIDسوخت برای 

. غلظت نیترات با دستگاه کروماتوگرافی یونی تعیین شد. (2012

برای بنزن، تولوئن،  Recoveryو درصد  LOQو  LODمقادیر 

 باشد . ( می4جدول ) صورت بهاتیل بنزن و زایلن 
 

برای اجزای  Recoveryو درصد  LOQو  LODمقادير  -4جدول 

BTEX 

 زایلن اتیل بنزن تولوئن بنزن  

LOQ 065/0 054/0 081/0 083/0 

LOD 02/0 02/0 03/0 03/0 

Recovery ()% 1/108 3/108 5/104 1/101 

 نتايج و بحث

در  .Bacillus spو   Bacillus thuringiensisتوانايی بررسی 

  BTEXتجزيه زيستی 

 و Bacillus thuringiensisدر مرحله اول توانایی باکتری 
Bacillus sp.  در تجزیهBTEX  از طریق سنجش مقدارBTEX 

روز مورد ارزیابی قرار گرفت. در  20ها بعد از گذشت مصرفی آن

( درصد حذف بنزن و تولوئن، اتیل بنزن و زایلن توسط 1شکل )

نشان داده  .Bacillus spو   Bacillus thuringiensisباکتری 

شود عملکرد دو باکتری در  که مشاهده می طور همانشده است. 

زن، تولوئن مشابه بوده و درصد حذف بن باًیتقر BTEXحذف 

 درصد گزارش شد.  90بیش از 

 

 
 .Bacillus sp وBacillus thuringiensis های  توسط باکتری BTEXدرصد حذف  -1شکل 

 

منظور بررسی مقدار کاهش نیترات در طی تجزیه  به

BTEX ، گیری شد. در  روز اندازه 20غلظت نیترات بعد از گذشت

 Bacillus thuringiensis( مقدار کاهش نیترات توسط 2شکل )

که مشاهده می طور هماننشان داده شده است.  .Bacillus sp و
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به  .Bacillus sp و Bacillus thuringiensisهای      شود باکتری

 BTEXدرصد از نیترات موجود را در تجزیه  36و  38ترتیب 

اند که این کاهش با  استفاده کرده و سبب کاهش نیترات شده

توان  افزایش غلظت اولیه نیترات بیشتر شد. از مواردی که می

در اثر  BTEXدلیل این افزایش ذکر کرد افزایش تجزیه  عنوان به

 . باشد افزایش غلظت اولیه نیترات می

 

  BTEXی تجزيه ساز نهيبهروش تاگوچی برای 

سازی تجزیه زیستی برای بهینه روش فاکتوریل و طرح تاگوچی

BTEX های ماتریس برای طرح مورد استفاده قرار گرفت. درایه

های انجام شده برای بررسی  و نتایج حاصل از آزمایش تاگوچی

منظور تعیین شرایط بهینه  بر عامل هدف و به رهایمتغاثر اصلی 

 شود. ( مشاهده می5در جدول ) BTEXبرای تجزیه زیستی 

 
 .Bacillus sp وBacillus thuringiensis های  نيترات توسط باکتری و کاهش BTEXدرصد حذف  -2شکل 

 

 گيری شدهمتغير و پاسخ اندازهبرای چهار  تاگوچی ماتريس طرح -5جدول 

 A اجرا
(ppm) 

B 
(ppm) 

C 
(%) 

D 
×107 

(cell/ml) 

 کاهش غلظت نيترات

(ppm) 
Bacillus thuringiensis 

 کاهش غلظت نيترات

(ppm) 
Bacillus sp. 

1 200 500 5/9 5 86 82 

2 800 300 5/0 5 26 38 

3 500 300 5/9 1 46 40 

4 200 300 5 3 50 38 

5 500 500 5/0 3 70 62 

6 500 100 5 5 10 9 

7 800 100 5/9 3 4 9 

8 800 500 5 1 74 56 

9 200 100 5/0 1 8 10 

 

( ارائه شد 3ها تحت شرایط آزمایش در جدول ) پاسخ آزمایش

افزار  توسط نرم 1ی درجه ا چندجملهکه از نتایج یک معادله 

Design Expert 7.0,0  پیشنهاد شد. مدل رگرسیونی در مورد

)   .Bacillus sp( و 1)مدل  Bacillus thuringiensisباکتری 

 :باشد زیر می صورت به (2مدل

کاهش نیترات توسط تجزیه  Bacillus thuringiensis (درصد)

-A[1]+0.44× A[2] × 6.44+39.33 =زیستی با باکتری

34.22×B[1]-0.89× B[2]-6.89× C[1]+3.11× C[2] 

کاهش نیترات توسط تجزیه زیستی با   .Bacillus sp(درصد)

 +A[1]- 1.22× A[2]-28.89×B[1] ×5.11+40.22 = باکتری

0.44× B[2]-1.56× C[1]-3.89× C[2] 

دارای سه  Cو  A ،Bهای فوق به دلیل اینکه  درمعادله

، A[1] ،A[2]صورت  باشند بنابراین تأثیر اصلی به سطح می

B[1]،B[2]  ،C[1] و C[2] شود.  نشان داده می 

 BTEXدر تجزيه زيستی  مؤثربررسی عوامل 

تحلیل واریانس ارائه شده برای اثر عوامل بر کاهش نیترات برای 
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( نشان داده شده است. با توجه به 6جدول ) در 2و 1ی ها مدل

در کاهش مقدار  BTEXغلظت نیترات، غلظت  Fو  P مقدار

باشند. از میان این عوامل غلظت نیترات،  نیترات مهم می

به ترتیب برابر  2و 1های  برای مدل Fبیشترین اثر را دارد. مقدار 

معنادار بودن مدل  دهنده  نشانباشد که  می 64/16و  29/42

و  1باشد. بر اساس نتایج حاصل از تحلیل واریانس، در مدل می

مدل  Fدار درصد احتمال دارد که مق 87/5و  24/0به ترتیب  2

Rبراساس اغتشاش روی دهد. 
2

درصد می 98برابر  2و  1مدل  

که سیگنال به نسبت اغتشاشات را  Adeq Precisionباشد و 

باشد می 4بوده که بیش از  15/53برابر  1کند در مدل بیان می

و نشان دهنده سیگنال کافی و در نتیجه کاربردی بودن مدل 

نیز مشاهده می 11/ 47مقدار با  2باشد، این حالت در مدل می

 شود.

 

 تحليل واريانس برای مقدار اثر عوامل بر مقدار کاهش نيترات -6جدول 

 عامل
 درجه آزادی

 2مدل   1مدل

 مجموع مربعات

 2مدل               1مدل

F 
 2مدل   1مدل

P 
 2مدل   1مدل

 اثر

 2مدل   1مدل

 مدل

 BTEXغلظت 

 غلظت نیترات

 شوری

6           6 

2           2 

2           2 

2           2 

67/1282    89/866 

78/133          11/64 

11/3607      78/2465 

11/107          78/70 

29/412   64/16 

00/43       23/1 

43/159   13/47 

43/34       36/1 

01/0    048/0 

02/0      45/0 

01/0      02/0 

03/0      42/0 

 معنادار      معنادار

 

 معنادار      معنادار
 

 

شود با افزایش  ( مشاهده می3که در شکل ) طور همان

یابد که این غلظت اولیه نیترات، مقدار مصرف نیترات افزایش می

است. توسط هر دو باکتری مشابه  BTEX روند در تجزیه زیستی

توان به علت افزایش مقدار تجزیه زیستی  این پدیده را می

BTEX  در اثر افزایش غلظت اولیه نیترات توجیه نمود. در این

محدود کننده تجزیه  عنوان بهحالت غلظت اولیه بالای نیترات 

باشد و با دسترس بودن نیترات به مقدار  نمی BTEXزیستی 

ری انجام خواهد شد. کافی واکنش تجزیه زیستی با شدت بیشت

Dou et al. (2008) هوازی  نیز در بررسی تجزیه بیBTEX  در

شرایط کاهشی نیترات، افزایش مقدار مصرف نیترات را توسط 

کنسرسیوم باکتریایی با افزایش غلظت اولیه نیترات گزارش 

( تأثیر غلظت اولیه نیترات بر کاهش مقدار 3نمودند. در شکل )

نشان داده  A3به  A1از سطح  BTEXار نیترات با افزایش مقد

شود با  ( مشاهده می3طور که در شکل ) شده است. همان

یابد، علت درصد مصرف نیترات کاهش می BTEXافزایش مقدار 

گرم بر لیتر  میلی 800توان اثر سمی که غلظت  این امر را می

BTEX ها دارد بیان نمود که در نتیجه سبب  بر میکروارگانیسم

شود. در  تجزیه زیستی و کاهش مقدار مصرف نیترات میکاهش 

نیز اثر سمیت  Jin et al. (2013)تحقیق صورت گرفته توسط 

ها، علت کاهش تجزیه بر میکروارگانیسم BTEXغلظت بالای 

BTEX کمترهای اولیه  نسبت به غلظت BTEX  .گزارش شد

گرم بر لیتر باعث کاهش  میلی 200 تا BTEXکلی غلظت  طور به

ها نخواهد شد و بهتر است در این حالت  عملکرد میکروارگانیسم

برای تسریع شدت تجزیه زیستی از بالاترین سطح نیترات 

 استفاده شود.

 

(a)                                                                           (b) 
 Bacillus های توسط باکتری  BTEXدر واکنش تجزيه زيستی BTEXاثر غلظت اوليه نيترات بر مقدار مصرف نيترات با توجه به غلظت اوليه  -3شکل 

thuringiensis،( (aو Bacillus sp. ،(b) 
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در تحلیل واریانس مربوط به اثر  Fو  Pبا استناد به مقدار

 به دستمقدار شوری بر درصد کاهش نیترات این تأثیر در مدل 

( ) نمودار 4باشد، اما نگاه اجمالی به شکل )نمی دار یمعنآمده 

نشان دهنده تأثیر میزان شوری بر درصد کاهش نیترات( مثبت 

بودن افزایش شوری را بر مقدار مصرف نیترات توسط باکتری 

Bacillus thuringiensis توان این نتیجه را به  دهد. می نشان می

در شوری  Bacillus thuringiensisعلت افزایش عملکرد باکتری 

شده  BTEXبالا بیان نمود که سبب افزایش تجزیه زیستی 

 است. 

 
                     (a)                                                                        (b) 

 )،Bacillus thuringiensis های توسط باکتری BTEXدر واکنش تجزيه زيستی اثر مقدار شوری بر مصرف نيترات با توجه به غلظت اوليه نيترات -4شکل 

(aو Bacillus sp. ،(b) 

 Bacillusدر بررسی تأثیر جمعیت سلولی باکتری 

thuringiensis  بر مقدار مصرف نیترات در تجزیه زیستیBTEX 

درصد باشد بیشترین  1در صورتی که سطوح باکتری در سطح 

شود.  مقدار تجزیه زیستی و در نتیجه مصرف نیترات حاصل می

 1علت این پدیده را کافی بودن مقدار باکتری در سطح  توان یم

درصد بیان  5و  3درصد و مقدار بیش از حد باکتری در سطح 

متفاوت بوده و با  sp.  Bacillus نمود. روند در مورد باکتری

افزایش مقدار جمعیت سلولی مقدار تجزیه زیستی افزایش 

 یابد. می
 

 

  
(a)                                                    (b) 

 Bacillus sp. ،(b) وBacillus thuringiensis،( (a های توسط باکتری BTEXدر واکنش تجزيه زيستی اثر جمعيت سلولی -5شکل 

، برای ارزیابی اثر S/Nهمچنین در این مطالعه از نسبت 

و انتخاب  BTEXفاکتورهای مورد بررسی بر تجزیه زیستی 

بهترین سطح برای هر عامل استفاده شد. مقادیر بالای دلتا نشان 

دهنده اثر قابل توجه یک عامل نسبت به سایر عوامل در عامل 

( مشاهده 8( و )7های )طور که در جدول باشد. همان هدف می

، BTEXی غلظت نیترات، ها عاملقدار دلتا، شود با توجه به م می

شوری و جمعیت میکروبی به ترتیب دارای بیشترین اثر در 

 Bacillusهای  توسط باکتری  BTEXتجزیه زیستی 

thuringiensis  وBacillus sp. باشند یم. 

در   ها عاملبرای هر یک از  S/N( نسبت 6در شکل )

یطی که در آن داده شده است. شراسطوح مورد بررسی نشان 

عنوان شرایط  حاصل گردد، به S/Nمقدار بیشینه برای نسبت 

 .Kim et al)شود  در نظر گرفته می BTEXبهینه در تجزیه 

، شرایط بهینه S/N( مقدار بیشینه 6. با توجه به شکل )(2004

 Bacillus thuringiensisباکتری  برای تجزیه زیستی توسط

گرم بر لیتر، غلظت  میلی 200برابر  BTEXهنگامی که غلظت 
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درصد و جمعیت  5گرم بر لیتر، شوری  میلی 500نیترات 

107میکروبی 
 Bacillus. برای باکتری گردد یماشد، حاصل ب 1×

sp.  نیز هنگامی که غلظتBTEX نیترات، شوری و جمعیت ،

گرم  میلی 500گرم بر لیتر،  میلی 200میکروبی به ترتیب برابر  

107درصد و  5/9بر لیتر، 
باشد حداکثر تجزیه زیستی صورت  5×

مقادیر کاهش  Design Expertافزار  گیرد. با استفاده از نرم می

 Bacillusهای  نیترات در شرایط بهینه برای باکتری

thuringiensis  وBacillus sp.  22/77و  22/88به ترتیب 

 آمد. به دستگرم بر لیتر  میلی

 

 1ی مختلف در مدل ها سطحبرای هر عامل در  S/Nمقادير متوسط  -7جدول 

 جمعيت ميکروبی شوری غلظت اوليه نيترات BTEXغلظت اوليه  سطح

1 24/30 70/16 75/27 57/29 

2 05/30 84/31 45/30 64/27 

3 91/25 66/37 00/28 00/29 

 93/1 70/2 96/20 34/4 دلتا

 4 3 1 2 ترتيب اثر

 

 2ی مختلف در مدلها سطحبرای هر عامل در  S/Nمقادير متوسط  -8جدول 

 جمعیت میکروبی شوری غلظت اولیه نیترات BTEXغلظت اولیه  سطح

1 96/29 39/19 15/29 00/29 

2 99/28 74/31 55/28 84/28 

3 55/28 36/36 80/29 65/29 

 81/0 25/1 97/16 41/1 دلتا

 4 3 1 2 ترتیب اثر

 

 
(a)                                                                    (b) 

، .Bacillus sp و Bacillus thuringiensis ،(a)، نيترات، شوری و جمعيت سلولی در سطوح مورد آزمايش برای BTEXبرای غلظت  S/Nنسبت  -6شکل
(b) 

 ی کلیريگ جهينت
 عنوان به .Bacillus sp وBacillus thuringiensis در این تحقیق 

با های  در محیط BTEXهای توانا بر تجزیه زیستی  باکتری

ها  کمبود اکسیژن و شور با عملکرد بالا معرفی شدند. این باکتری

باشند که باعث کاهش ای نیترات نیز می قادر به احیای تجزیه

شدند. با  BTEXمقدار نیترات موجود در محیط با مصرف 

، شوری و جمعیت BTEXبررسی اثر عوامل غلظت نیترات، 

زیه زیستی سلولی بر مقدار مصرف نیترات و در نتیجه تج

BTEX  مدلی برای مقدار مصرف نیترات برای هر باکتری

پیشنهاد گردید. به علاوه نتایج حاکی از اثر بسیار زیاد غلظت 

اولیه نیترات در بین عوامل مورد بررسی بر مقدار مصرف نیترات 

 Bacillusتوسط  BTEXباشد. شرایط برای تجزیه زیستی  می

thuringiensis  در صورتی که غلظت BTEX گرم  میلی 200برابر

درصد و جمعیت  5گرم بر لیتر، شوری  میلی 500بر لیتر، نیترات
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107میکروبی 
لیتر باشد بهینه و میزان کاهش  سلول بر میلی 1×

باشد. شرایط بهینه برای  گرم بر لیتر می میلی 22/86نیترات برابر 

بر نیز هنگامی که این مقادیر به ترتیب برا .Bacillus spباکتری 

درصد و  5/9گرم بر لیتر و  میلی 500گرم بر لیتر،  میلی 200

107
لیتر باشد حاصل خواهد شد که میزان  سلول بر میلی 5×

 .باشد یمگرم بر لیتر  میلی 22/77کاهش نیترات در این حالت 

 سپاسگزاری

در قالب طرح پژوهشی با حمایت مالی  1396این مقاله در سال 

کشور با عنوان  آوران فنژوهشگران و  صندوق حمایت از پ

  در محیط متخلخل BTEX مطالعات آزمایشگاهی زیست پالایی 

 مؤلفاناجرا گردیده است و  95825273به شماره  شور و اشباع

 .ندینما یمهای آنان تقدیر  از مساعدت
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