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 BTEX باتیآلوده به ترک ینیرزمیآب ز ییپالاستیز کیکنت یسازمدل
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 رانیتهران، ا ،یطیمح یشناسنیگروه زم ،یجهاد دانشگاه یکاربرد هیپژوهشکده علوم پا ،یبهشت دیدانشگاه شه 2

 22/8/31تاریخ پذیرش:  8/2/31تاریخ دریافت: 

صری، ح.ر.، و ک. خدایی.  ست. مدل6911نا صلنامه علوم محیطی. BTEXپالایی آلودگی آب زیرزمینی به ترکیبات سازی کنتیک زی . ف

54 (4:) 564-543. 

رهای ویژه در کشوسازی و یا فرآیندهای پالایشگاهی بهونقل، ذخیرهترکیبات هیدروکربنی  در اثر تصادفات در موقع حمل سابقه و هدف:

حاکم بر  هایکنند. با توجه به پیچیدگیتولیدکننده نفت منابع آب زیرزمینی را )هم در منطقه غیراشباع  و هم در منطقه اشباع( آلوده می

ها در ایران انجام نشااده اساات. ترکیبات بنتن، تولو ن، سااازی  این آلودگیکنون پژوهش چندانی در ارتباط با پاکمحیط آب زیرزمینی، تا

هستند.  ترزایی که دارند، از دیگر ترکیبات نفتی خطرناک( به دلیل حلالیت نسبتا بالا در آب و خاصیت سرطانBTEXاتیل بنتن و زایلن )

 انجام شده است.  BTEXهای آب زیرزمینی آلوده به پالایی نمونهک زیستسازی کنتیاین تحقیق با هدف مدل

کننده های تجتیهساااازی، باکتریزیرزمینی از محدوده پالایشاااگاه تهران تهیه شاااده و به روش غنی های آلوده آبنمونه ها:مواد و روش

که  Pseudomonas  sp. BTEX-30ای جداشده، سویه هگری و جداسازی شدند. پس از شناسایی مولکولی باکتریغربال BTEXترکیبات 

ای های شیشههای کنتیک انتخاب شد. آزمایشات کنتیک در بطریهای باکتریایی داشت برای بررسیبهترین عملکرد را در بین سایر سویه

 555انکوباتور با دور موتوربه محیط در شاایکر  BTEXلیتری با درپوش پیچی تفلونی برای جلوگیری از نشاات بخارات ترکیبات میلی 155

سانتی 94دور در دقیقه، در دمای  ست 6/7برابر  pHگراد و با درجه  ست. کنتیک زی شده ا سترا )غلظت پالایی برای دو حالت تکانجام  سوب

ه نساابت گرم بر لیتر بمیلی 155)مجموع غلظت سااوبسااتراها  BTEXگرم بر لیتر( و مخلوط ترکیبات میلی 215هر کدام از سااوبسااتراها 

ست ست آوردن رطوبت بهینه زی ست. همچنین برای به د شده ا سی  ساوی( برر شباع  آب زیرزمینی، رطوبتم های پالای در منطقه غیرا

 مختلف مورد بررسی قرار گرفت. 

ساس نتایج به نتایج و بحث: ستبر ا سترا و هم برای مخلوآمده، معادله مونود بهترین برازش را هم برای کنتیک تکد سوبسوب ستراها ط 

در  91/5و  49/5، 41/5( برای ترکیبات بنتین، تولو ن و اتیل بنتن به ترتیب 𝜇𝑚𝑎𝑥پالایی )دهد. حداکثر نرخ مخصااوز زیسااتنشااان می

تراها ، پالایی برای مخلوط سوبسسوبسترا نبود. حداکثر نرخ مخصوز زیستساعت به دست آمد. باکتری قادر به تجتیه زایلن در حالت تک

ضور توجه تجتیه زایلن در حدر ساعت به ترتیب برای بنتن، تولو ن، اتیل بنتن و زایلن به دست آمد. نکته قابل 99/5و  98/5، 41/5، 44/5

ار های مورد نیاز برای تجتیه زایلن در دسااترس قربنتن و تولو ن اساات که با افتایش جمعیت باکتریایی در اثر تجتیه بنتن و تولو ن، آنتیم

 شود. و باعث تجتیه زایلن نیت میگرفته 

                                                            
* Corresponding Author. E-mail Address: khodaei@acecr.ac.ir 
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درصاااد خاک غیراشاااباع قادر به  25های بالای هم در محیط آبی و هم در رطوبت Pseudomonas sp. BTEX-30باکتری  گیری:نتیجه

 .دهددرصد نشان می 65است، با وجود این بهترین عملکرد را در رطوبت BTEXپالایی ترکیبات زیست

 پالایی، معادله مونود، منطقه غیراشباع.نی، کنتیک زیست: آب زیرزمیهای کلیدیواژه

 مقدمه

از  عنوان یکیههای گسترده نفتی در ایران بفعالیت

فت های ن هان یکی ازکشاااور مل مهم خیت ج ترین عوا

ست. بتهدید ابع که منه دلیل اینکننده منابع آب و خاک ا

ند، معمولا آلودگی  ید نیسااات آب زیرزمینی در معرض د

 شوند که آلودگیمنابع آب زیرزمینی زمانی شناسایی می

شمهها، از طریق چاه سطح زمین راه پیدا چ ها و قنات به 

های منابع آب سازی  آلودگیپاککند. در این شرایط می

زیرزمینی و خاک زیرسااطحی بساایار پرهتینه، پیچیده و 

یل ند دانش فنی اساااات. بنتن، تولو ن، ات یازم بنتن و ن

های زایلن ) یک BTEXایتومر مات بات نفتی آرو ( از ترکی

ستند. این ترکیبات ب سبی بالا در آب دلیله ه  حلالیت ن

هااای آب زیرزمینی محساااوب ترین آلایناادهاز عمااده

شاااوند. این ترکیبات هم در فاز محلول و هم در فاز می

شاااوند. طبق گازی باعث آلودگی منطقه غیراشاااباع می

سیم ست آمریکا این ترکیبات تق سازمان محیط زی بندی 

دی بنترکیب شاایمیایی بساایار خطرناک طبقه 555جتو 

ند می نابراین. ((ATSDR, 2007شاااو  هایبررسااای ب

سترده ( BTEXهای نفتی )آلودگی سازیدرباره پاکای گ

 da Silva et)شاااود منابع آب و خاک در دنیا انجام می

al., 2013; Di Martino et al., 2012; Firmino et al., 

2015a; Jin et al., 2013; Khodaei et al., 2017; Lin et 

al., 2012; Nagarajan and Loh, 2015; Stasik et al., 

2015; Xin et al., 2013; Zhang et al., 2013). 

طح آب منطقه غیراشاااباع از ساااطح زمین تا سااا

در این منطقه تمام  شااود و چونزیرزمینی را شااامل می

ضاهای خالی خاک از آب پر ست  ف شده ا منقطه به آن ن

ترکیبات نفتی در شاااود. وقتی که غیراشاااباع گفته می

شوند از این منطقه عبور سطح یا در زیر زمین تخلیه می

سطح آب زیرزمینی می شی کرده و به  شه بخ سند. همی ر

کند توساااط از سااایال مایع که از این منطقه عبور می

سم شته میگه های مختلفی نمکانی ل طور کامهشود و بدا

به  غیراشاااباع زمانی که منطقه . شاااودزهکشااای نمی

که به طور کامل تا زمانی ،شاااودبات نفتی آلوده میترکی

سطحی آب  شود، با هر بارندگی یا هر نوع تغذیه  حذف ن

زیرزمینی، ترکیبات نفتی شاااساااته شاااده و مجددا آب 

ه منطق ساااازیپاککنند. بنابراین زیرزمینی را آلوده می

سی برای حذف و جلوگیری ا سا شباع از اقدامات ا ز غیرا

ناوریآلودگی آب زیرزمینی  تداول در اسااات. ف های م

شباع سازیپاک سازی شامل پاک خاک در منطقه غیرا

ستی و ست زی ، آب یا حلال با آلوده هایخاک شویوش

های حرارتی هستند. ( و روشSVEاستخراج بخار خاک )

های مبتنی بر حذف بر مبنای تحقیقات انجام شده، روش

و  ادیهای دیگر از نظر اقتصاابیولوژیکی نساابت به روش

 ;El-Naas et al., 2014)محیطی برتر هسااتند زیساات

Farhadian et al., 2008; Firmino et al., 2015b; 

Khodaei et al., 2017) با توجه به تنوع شرایط محیطی .

هااا و اثر عواماال متعاادد اقلیمی، و میکروارگااانیسااام

شاااناسااای، هیدروژ ولوژی و هیدروژ وشااایمی بر زمین

هااا در محیط آب زیرزمینی، میکروارگااانیسااامعملکرد 

های عملکردی بهینه همچنان تحقیقات برای یافتن روش

 ادامه دارد.

ست سعه فرایندهای زی سب و تو پالایی، طراحی منا

نه  به اطلاع از شااارایط بهی ته  یادی وابسااا قدار ز به م

گانیسااام یک عملکردی میکروار های کنت پارامتر ها و 

 هایدر سااال. (Lin et al., 2007)پالایی اساات زیساات

بر مکانیساام و ن امحققهای گذشااته بساایاری از تلاش
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تی پالایی ترکیبات نفها در فرایند زیسااتنتیک واکنشک

 ;Fernández et al., 2016)متمرکت شااااده اساااات 

Kermanshahi pour et al., 2006; Littlejohns and 

Daugulis, 2008; Morlett-Chávez et al., 2010; 

Nagarajan and Loh, 2015; Qin et al., 2009). 

یک  بات پالاییزیسااااتدر این تحقیق کنت  ترکی

BTEX ط باکتری سااتوPseudomonas  sp. BTEX-30 

بات نفتی در جدا به ترکی شاااده از آب زیرزمینی آلوده 

سی  شگاه تهران در محیط آبی برر . شودمیمحدوده پالای

بت برای  همچنین نه رطو  پالاییزیساااتشااارایط بهی

شباع  BTEXترکیبات  آب زیرزمینی برای در منطقه غیرا

  .شودمیتعیین عملیاتی کردن آن در شرایط صحرایی 

ترکیب شیمیایی مورد استفاده در تهیه محلول پایه  -6جدول 

 معدنی
Table 1. Chemical components of the mineral salt solution  

 مقدار 

 (Amount) 

 ترکیب شیمیایی

 (Chemical compound) 

g 0.5 3NaNO 
g 1 Cl4NH 
g 2.14 O2.2H4HPO2Na 
g 1.09 4PO2KH 
g 0.2 O2.7H4MgSO 

ml 1 Trace Salts Solution 
ml 1000 Distilled Water 

Trace Salts Solution: 

mg 300 O2.7H4FeSO 
mg 180 O2.4H2MnCl 
mg 130 O2.6H2)3Co(NO 
mg 40 O2.7H4ZnSO 
mg 20 4MoO2H 
mg 1 O2.5H4CuSO 
mg 1000 2CaCl 
ml 1000 HCl (0.1 M) 

 هامواد و روش

 مواد شیمیایی مورد استفاده

ترکیبات مونوآروماتیک مانند بنتن، تولو ن، زایلن 

(m-Xylene پانی یل بنتن از کم جه  Merck( و ات با در

صد ) 1/33خلوز بالای  شدند. HPLC gradeدر ( تهیه 

،  Tripticase Soy Agarهمین طور محیط کشاااات 

مک عدنی ون جه  های م با در یایی دیگر  بات شااایم ترکی

آلمان  Merck( از شااارکت Analytic gradeخلوز بالا )

محلول پایه معدنی مورد اساااتفاده در این تهیه شااادند. 

تهیه شاااده اسااات. تمام مواد  5تحقیق مطابق جدول 

ستفاده شرکت شیمیایی ا شده در محلول پایه معدنی از 

Merck  .آلمان تهیه شده است 

نه جداساااازی و  بردارینمو از آب آلوده، 

 هاشناسایی مولکولی باکتری

نه بات نمو به ترکی برداری از آب زیرزمینی آلوده 

انجام نفتی از محدوده پالایشگاه تهران از چهار حلقه چاه 

. نمونه اول از نفت آزاد روی ساااطح آب شاااده اسااات

های بعدی هرکدام به زیرزمینی برداشاات شااده و نمونه

هت 95فواصااال  فاز  متر در ج یان آب زیرزمینی از  جر

ست. برای نمونه شده ا شت  برداری از محلول آلودگی بردا

شه شی ست.  ظروف  شده ا ستفاده  ای با حجم یک لیتر ا

نه مدت کمتر از  هانمو جاورت یخ در  عت  2در م ساااا

پارامترهای دما، منتقل شاادند. بلافاصااله به آزمایشااگاه 

از فاده با اساااتو هدایت الکتریکی  pHاکسااایژن محلول، 

 گیریاندازه Multi parameter 350پارامتر دستگاه مولتی

ستقیم  نور به  ست. به منظور جلوگیری از تابش م شده ا

نه نهنمو مل نمو مان ح گاه از ها طی ز مایشااا به آز ها 

 شد. رنگ استفاده ای تیرههای شیشهبطری

سازی انجام شده ها به روش غنیجداسازی باکتری

لیتر از آب زیرزمینی میلی 55اساااات. برای این منظور 

)بااه  BTEXگرم در لیتر ترکیبااات میلی 215آلوده و 

به  به عنوان تنها منبع کربنی   515نسااابت مسااااوی( 

لیتر محلول پایه معدنی اضاااافه شاااد. محلول پایه میلی

شده و  ستریل  ستفاده از  pHمعدنی قبلا ا  NaOHآن با ا

ساااازی در تنظیم شاااده بود. غنی 1/7یک مولار روی 

شهبطری شی لیتری با درپوش تفلونی میلی 155ای های 

 BTEXپیچی برای جلوگیری از نشاات بخارات ترکیبات 

سازی باکتری در به فضای آزاد انجام شد. آزمایشات غنی

دمای  دور در دقیقه و 555داخل شاایکر انکوباتور با دور 

سانتی 91 ست.درجه  شده ا  گراد به مدت دو هفته انجام 
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میکرولیتر  555سااازی شااده سااپس از این محیط غنی

کشااات داده شاااده و از روی  TSAهای مایع روی پلیت

سازی باکتریشکل ظاهری کلونی شده ها، جدا ها انجام 

است. در مجموع چهار سویه باکتریایی شناسایی مولکولی 

س  Pseudomonas  sp. BTEX-30ویه شده و در نهایت 

بات  یه ترکی یت بیشاااتری برای تجت قابل  BTEXکه از 

برخوردار بود برای بررساای کنتیک واکنش انتخاب شااد 

(Khodaei et al., 2017) . 

ستکنتیک واکنش ستفاده های زی پالایی با ا

 Pseudomonas  sp. BTEX-30از باکتری 

ساااوبساااترا و آزمایشاااات کنتیک به دو روش تک

ست. در روش  BTEXمخلوط چهار ترکیب  شده ا انجام 

ساااوبساااترا هر کدام از ترکیبات بنتن، تولو ن، اتیل تک

ها عنوان تنسااوبسااترا بهزایلین به صااورت تک-بنتن و ام

منبع غذایی باکتری مورد اساااتفاده قرار گرفته و قابلیت 

پالایی باکتری بررسی شده است. در حالت دوم هر زیست

یب بن هار ترک یل بنتن و امچ ب-تن، تولو ن، ات ه زایلین 

سان به عنوان منبع غذایی  سبت یک صورت مخلوط و با ن

. پالایی باکتری بررسی شده استاستفاده و قابلیت زیست

لیتری انجام میلی 155های تمامی آزمایشاااات در بطری

گیری در قساامت انتهایی شااده اساات. یک پورت نمونه

از طریق سااپتوم  ها طوری تعبیه شااده اساات کهبطری

ها از برداری باشااد. درپوش بطریساایلیکونی قابل نمونه

جنس تفلون انتخاب شاااد و روی در تفلونی یک محل با 

از  برداریسااپتوم ساایلیکونی طراحی شااد که برای نمونه

سپتوم شود. یکی دیگر از  ستفاده  ضای فوقانی ا برای  هاف

طرفه برای جریان هوا از محیط بیرون به تعبیه شاایر یک

داخاال بطری و جلوگیری از خروج بخااارات ترکیبااات 

BTEX فاده خارات می اسااات که ب به این جه  با تو شاااد. 

بات  قت  BTEXترکی ند و برای افتایش د فراّر هسااات

ها، درپوش از نوع پیچشااای انتخاب شاااد که از آزمایش

، pHجلوگیری شااود. پارامترهای  BTEXنشاات بخارات 

حاصااال از  تایج  غذی بر اسااااس ن ما و میتان مواد م د

نه به روش بهی ها  پارامتر تنظیم شاااد  RSMساااازی 

(Khodaei et al., 2017) 515. برای تمامی آزمایشاااات 

لیتر از آب زیرزمینی بالادسااات پالایشاااگاه تهران میلی

، و pHاسااتفاده شااده اساات. پس از تنظیم پارامترهای 

ا هافتودن مواد مغذی به محلول پایه آب زیرزمینی، بطری

شدند.  25درجه و به مدت  525در دمای  دقیقه اوتکلاو 

 cfuتری با جمعیت باکتریایی حدود سوسپانسیونی از باک

میکرولیتر  55در سرم نمکی استریل تهیه کرده و   55^3

سیون باکتری سپان سو شد. برای هر به بطری از  ضافه  ها ا

آزمایش کنتیک ساااه بطری آزمایش و یک بطری دقیقا 

های دیگر ولی بدون سوسپانسیون باکتری به مشابه نمونه

ها در شاایکر تمام نمونهعنوان نمونه کنترلی تهیه شااد. 

 94دور در دقیقه و در دمای  555انکوباتور با دور موتور 

سانتی سب درجه  شدند. در تواتر زمانی منا گراد قرار داده 

یری گها نمونهبرداری بطریلیتر از پورت نمونهیک میلی

سپکتروفتومتر در شده و کدورت نمونه ستفاده از ا ها با ا

شد باکتریایی نانومتر به  415طول موج  شاخص ر عنوان 

شد. همتمان یک میلیاندازه ضای فوقانی گیری  لیتر از ف

 Gastightبا اسااتفاده از ساارنگ  GCها برای آنالیت نمونه

نه مام همیلتون نمو جام ت مان ان مدت ز گیری شااااد. 

 ساعت بود.  72ها تا آزمایش

ست سی رطوبت بهینه برای زی  پالایی دربرر

 منطقه غیراشباع

پالایی در منطقه یافتن رطوبت بهینه زیساااتبرای 

لیتری با درپوش میلی 155ای های شیشهغیراشباع از بطری

از از گیری گتفلونی حاوی ساااپتوم سااایلیکونی برای نمونه

شدند. حدود  ستفاده  ضای فوقانی ا سه میلی 955ف لیتر ما

ستاندارد اوتاوا به بطری ضافه و به مدت ا ساعت در  24ها ا

گراد نگه داشته شدند. بدین ترتیب رجه سانتید 255دمای 

سه سپس تمام رطوبت ما شدند.  ستریل  ها از بین رفته و ا

یک لیتر آب زیرزمینی اساااتریل اساااتاندارد مطابق نتایج 
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، دما و میتان مواد مغذی pHآمده برای پارامترهای دسااتبه

ه لیتر سوسپانسیون باکتریایی با غلظت اولیو یک میلی تهیه

سپس با میلی 25حدود  شد.  ضافه  گرم بر لیتر به محلول ا

بطری با درصاادهای  1شااده تعداد اسااتفاده از محلول آماده

شک  555و  85، 65، 45، 25رطوبت  سه خ و یک بطری ما

باکتری آماده و به هرکدام از بطری  71ها بدون رطوبت و 

شد.  BTEXمیکروگرم ترکیبات  ضافه  ساوی ا سبت م به ن

گراد به درجه سانتی 94ر انکوباتور با دمای ها دتمامی بطری

لیتر از ساااعت قرار داده شاادند. سااپس یک میلی 72مدت 

 BTEXگیری شاااد و میتان ها نمونهفضاااای فوقانی بطری

 BTEXها  مقایسااه شااد. هر قدر میتان باقیمانده در بطری

دهنده تجتیه بیولوژیکی بهتر و مانده کمتر باشااد نشااانباقی

 پالایی در منطقه غیراشباع  است. رای زیسترطوبت بهینه ب

 نتایج و بحث

  BTEXپالایی ترکیبات کنتیک زیست

سااازی های زیادی درباره کنتیک و مدلبررساای

انجام شده است. تعیین  BTEXپالایی ترکیبات زیست

ست سازی پالایی دقیق برای طراحی و بهینهکنتیک زی

سااااازی آلودگی آب راکتورهااای بیولوژیکی، پاااک

های صااانعتی از زیرزمینی و خاک و تصااافیه پسااااب

اهمیت زیادی برخوردار اساات. بر اساااس موازنه مواد، 

شااود که رشااد ساالولی متناسااب با جمعیت فرض می

شود ( توصیف می5فاده از معادله )سلولی بوده و با است

(El-Naas et al., 2014). 

(5) 
𝑑𝑋

𝑑𝑡
= μ𝑋 

سلولی )میلی xکه  ( μگرم بر لیتر( و )غلظت توده 

 نرخ مخصوز رشد توده سلولی )در ساعت( است. 

سترا نیت از معادله ) سوب ست 2کاهش میتان  ( به د

 آید:می

(2) 
𝑑𝑆𝑖

𝑑𝑡
= −

𝜇𝑖𝑋

𝑌𝑋 𝑆⁄
 

𝑌𝑋گرم در لیتر(،  غلظت سااوبسااترا )میلی Sکه  𝑆⁄ 

 گرمگرم سااالول به ازای میلیبازده توده سااالولی )میلی

 سوبسترا( است.

( مصاارف 2ضااریب بازده توده ساالولی در معادله )

ترکیبات ساااوبساااترا هم از فاز گاز و هم از فاز مایع )به 

شامل میBTEXدلیل فراریت ترکیبات  شود و فرض ( را 

بر این اسااات که تبادل بین فازها خیلی ساااریع انجام 

 شود. می

چندین مدل برای توصاایف نرخ مخصااوز رشااد 

ست 2( و )5برای معادلات ) شده ا  El-Naas et)(  ایجاد 

al., 2014)ست. معروف ی پالایترین مدل کنتیک برای زی

سترا، مدل مونود ) سوب ست که در معا (Monodتک  دله ا

 ( نشان داده شده است.9)

(9) 𝜇
𝑖= 

𝜇𝑚𝑎𝑥𝑖
𝑆𝑖

𝐾𝑠𝑖
+𝑆𝑖 

 

یک یکی از روش های کنت پارامتر های تخمین 

𝜇𝑚𝑎𝑥  و𝐾𝑆 ( برای نرخ9شاااامل برازش معادله ) های

ها به عنوان آمده از آزمایشدسااتمخصااوز رشااد به

شات تک سترا در آزمای سوب سترتابعی از غلظت  ا سوب

 است.

بااه عنوان عاااماال  BTEXدر مواردی ترکیبااات 

های باکتریایی گتارش بازدارنده رشااد برای برخی سااویه

شده مونود که  صلاح  صورت مدل ا ست که در این  شده ا

ندرو ) مدل ا له ) (Andrewبه  عاد (( 4معروف اسااات )م

صلتواند به دادهمی سترا های تکآزمایش از های حا سوب

 بهتر برازش داده شود. 

(4) 

𝜇𝑖

=
𝜇𝑚𝑎𝑥𝑖

𝑆𝑖

𝐾𝑠𝑖
+ 𝑆𝑖 +

𝑆𝑖
2

𝐾𝐼
⁄

 

برای بیان نرخ رشااد توده ساالولی در حالتی که 

شند،  صورت مخلوط در محیط با سترا به  سوب چندین 

ها معادله برای بیان نرخ رشد مخصوز مجموع کنتیک

تواند به عنوان نرخ مخصاااوز رشاااد در نظر ( می1)

شود و در معادله ) ستفاده قرار 2( و )5گرفته  ( مورد ا
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 گیرد. 

 (1معادله )

μ = 𝜇1 + 𝜇2 + ⋯ + 𝜇𝑛

=
𝜇𝑚𝑎𝑥1

𝑆1

𝐾𝑆1
+ 𝑆1

+
𝜇𝑚𝑎𝑥2

𝑆2

𝐾𝑆2
+ 𝑆2

+ ⋯ +
𝜇𝑚𝑎𝑥𝑛

𝑆𝑛

𝐾𝑆𝑛
+ 𝑆𝑛

 

ساااازی کنتیک از در این تحقیق برای انجام مدل

 5استفاده شده است. در شکل های  MATLABافتار نرم

پالایی و کنتیک نتایج حاصااال از آزمایش زیسااات 9تا 

 هتجتیه زیسااتی بنتن، تولو ن و اتیل بنتن توسااط سااوی

ارا ه شاااده  Pseudomonas  sp. BTEX-30باکتریایی 

های آزمایشگاهی با های فوق، دادهاست. با توجه به شکل

های دهند. در آزمایشرابطه مونود برازش خوبی نشان می

پالایی با یک تاخیر زمانی تجتیه بنتن، شاااروع زیسااات

ساااعت صااورت گرفته اساات. این تاخیر زمانی  25حدود 

های اکتری با محیط و انجام مکانیساامبرای سااازگاری ب

هااای مورد نیاااز برای تجتیااه و لازم برای تولیااد آنتیم

اسااتفاده از سااوبسااترا اتفاق افتاده اساات. پس از بیان 

ید آنتیمژن یاز برای تول ها، رشاااد و تکثیر های مورد ن

د. کنباکتری شروع شده و به صورت نمایی ادامه پیدا می

شرایط ثابت با سترا به مقدار کافی معمولا اگر  سوب شد و 

فراهم شااود، پس از طی مدت زمانی رشااد نمایی متوقف 

کانیسااام عال شاااده و م باکتری ف یت  های کنترل جمع

ها منبع می به عنوان تن که بنتن  به این جه  با تو ند.  شاااو

کربنی مورد استفاده قرار گرفته است، کاهش میتان بنتن 

 ده اساات.دقیقا با افتایش جمعیت باکتریایی همتمان شاا

مایش فاده در این آز یه مورد اسااات ظت اول  215ها غل

باکتری هم میلی یه  ظت اول گرم بر لیتر بوده اسااات. غل

گرم بر لیتر بود. با شاااروع رشاااد نمایی میلی 55حدود 

 25درصاااد بنتن در مدت کمتر از  35باکتری، بیش از 

ساعت به مصرف باکتری رسیده است. توقف رشد نمایی 

به دلیل اتمام منبع کربنی بوده باکتری در این آ زمایش 

اساااات. پااارامترهااای کنتیااک برای بنتن در حااالاات 

سترا در جدول تک ست. حداکثر نرخ  2سوب شده ا ارا ه 

 گرممخصوز رشد )در ساعت(، بازده توده سلولی )میلی

سترا در میلی سلولی( برای بنتن به ترتیب سوب گرم توده 

 ست.توسط مدل محاسبه شده ا 933/5و  41/5

 

 
 غلظت اولیه است  Pseudomonas  sp. BTEX-30  .C0کنتیک واکنش تجزیه زیستی بنزن توسط سویه باکتریایی  -6شکل 

Fig. 1- Biodegradation kinetics of benzene by Pseudomonas sp. BTEX_30. C0 represents the initial concentration 
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شده بود  شروع  تجتیه تولو ن زودتر از بقیه ترکیبات 

که شااروع مرحله رشااد نمایی را از دساات دادیم و طوریبه

شد. به نظر  شخص ن شد نمایی م شروع مرحله ر زمان دقیق 

انند بنتن باشد ولی میتان زیتوده رسد سرعت تجتیه هممی

تولیدی در تولو ن مقداری کمتر از بنتن مشاهده شد. توقف 

رشاااد نمایی باکتری در این آزمایش به دلیل اتمام منبع 

ست. پارامترهای کنتیک برای تولو ن در حالت  کربنی بوده ا

ارا ه شااده اساات. حداکثر نرخ  2سااوبسااترا در جدول تک

ساعت( و شد )در  صوز ر سلولی )میلی مخ گرم بازده توده 

سترا در میلی سلولی( برای تولو ن به ترتیب سوب گرم توده 

 توسط مدل محاسبه شده است. 9/5و  49/5

ست شکل نمودار کنتیک زی  9پالایی اتیل بنتن در 

ارا ه شااده اساات. تجتیه اتیل بنتن تقریبا شاابیه تولو ن 

یه تاساات با این توصاایف که مقدار زیتوده تولیدی در تج

هده شااااد.  یل بنتن کمتر از بنتن و تولو ن مشااااا ات

سترا سوبپارامترهای کنتیک برای اتیل بنتن در حالت تک

ارا ه شده است. حداکثر نرخ مخصوز رشد  2در جدول 

سلولی )میلی ساعت( و بازده توده  سترا در )در  سوب گرم 

سلولی( برای اتیل بنتن به میلی و  91/5ترتیب گرم توده 

 مدل محاسبه شده است.توسط  27/5
 

 
 نشان دهنده غلظت اولیه است Pseudomonas  sp. BTEX-30 .C0کنتیک واکنش تجزیه زیستی تولوئن توسط سویه باکتریایی  -2شکل 

Fig. 2- Biodegradation kinetics of toluene by Pseudomonas sp. BTEX_30. C0 represents the initial concentration 

 
 دهنده غلظت اولیه استنشان Pseudomonas  sp. BTEX-30 .C0کنتیک واکنش تجزیه زیستی اتیل بنزن توسط سویه  -9شکل 

Fig. 3- Biodegradation kinetics of ethylbenzene by Pseudomonas sp. BTEX_30. C0 represents the initial concentration 
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مایش ها منبع در آز به عنوان تن که زایلن  هایی 

کربنی استفاده  شده بود، کدورتی مشاهده نشد و غلظت 

مانده در طول آزمایش تغییر چندانی نشاااان زایلن باقی

بسترا سوداد که حاکی از ناتوانی باکتری در تجتیه تکنمی

از صاااحت نتایج، آزمایش با زایلن اسااات. برای اطمینان 

شد میلی 21و  15، 71های غلظت گرم بر لیتر نیت تکرار 

 و نتایج مشابهی به دست آمد.

پارامترهای کنتیک واکنش برای هر کدام از ترکیبات 

صورت تک سترا به عنوان منبع کربن در حالتی که به  سوب

 ارا ه شده است. 2اند در جدول مورد استفاده قرار گرفته

پالایی برای هر کدام از پارامترهای کنتیک زیساات -2 جدول

 ترکیبات بنزن، تولوئن و اتیل بنزن

Table 2. Biodegradation kinetic parameters of benzene, 

toluene and ethylbenzene  
 ترکیب

Compound 
max Y sK 

 بنتن 

 (Benzene) 
0.45 0.4 0.32 

 تولو ن

(Toluene) 
0.43 0.3 0.3 

 اتیل بنتن

(Ethylbenzene) 
0.35 0.27 0.32 

تقریبا تمام پارامترهای کنتیک در هر سااه ترکیب 

BTE  نتدیک به هم هسااتند و تفاوت فاحشاای مشاااهده

شاااود. با وجود این، میتان تولید زیتوده سااالولی در نمی

یل بنتن 4/5بنتن بیشاااتر از ساااایرین بوده ) ( و در ات

 ( را دارد.27/5کمترین مقدار )

به صاااورت  BTEXبرخلاف زمانی که ترکیبات 

ستفاده قرار سترا بهسوبتک عنوان منبع کربنی مورد ا

به صاااورت مخلوط  بات  که ترکی حالتی  ند، در  گرفت

شان به شدند، نتایج ن عنوان منبع هیدروکربنی معرفی 

داد که ساااویه باکتریایی قادر به تجتیه کل ترکیبات 

نتایج  4بوده و زایلن نیت تجتیه شاااده اسااات. شاااکل 

بازه زمانی نشان  را در چهار GCهای حاصل از آزمایش

شااود که دهد. البته تجتیه زایلن زمانی شااروع میمی

ست.  سیده ا صرف ر تقریبا نیمی از بنتن و تولو ن به م

یه تولو ن و بنتن، آنتیم یاز برای با تجت های مورد ن

تجتیه زایلن به اندازه کافی توساااط ساااویه باکتریایی 

اهم رشود و بنابراین قابلیت تجتیه زایلن نیت فتولید می

تجتیه به شاااود. تجتیه همتمان ترکیبات غیرقابلمی

های دیگران نیت تجتیه در پژوهشهمراه ترکیبات قابل

ست  شده ا  Baboshin et al., 2003; Zhong)گتارش 

Y. et al., 2010; Zhou et al., 2011). 

سااازی کنتیک در نتایج حاصاال از مدل 1شااکل 

زایلن  اتیل بنتن وحالتی که تمام ترکیبات بنتن، تولو ن، 

با هم و به صاااورت مخلوط به عنوان منبع کربنی مورد 

دهد. پارامترهای کنتیک استفاده قرار گرفتند را نشان می

 ارا ه شده است. 9در این حالت در جدول 

ستی ترکیبات  -9جدول  در  BTEXکنتیک واکنش تجزیه زی

  Pseudomonasحالت مخلوط توسط سویه باکتریایی

sp. BTEX-30 
Table 3. Biodegradation kinetic parameters of mixed BTEX 

compounds  by Pseudomonas sp. BTEX-30  
 ترکیب

Compound 
max Y sK 

 بنتن

(Benzene) 
0.44 0.4 0.15 

 تولو ن

(Toluene) 
0.45 0.33 0.3 

 اتیل بنتن

(Ethylbenzene) 
0.38 0.22 0.22 

 زایلن

(m-Xylene) 
0.33 0.2 0.22 

رطوبت بهینه برای فعالیت باکتری در منطقه 

 غیراشباع 

ها در منطقه غیراشباع به دلیل اینکه میکروارگانیسم

شی از خلل و فرج محیط متخلخل با فاز گازی )هوا( پر  بخ

سی کمتری به  ستر شباع د سبت به منطقه ا ست، ن شده ا

. محتوای رطوبتی (Holden and Fierer, 2005)آب دارند 

که مجموع  یل رطوبتی )آبی(  تانسااا به صاااورت پ خاک 

شی  سیل گران سمتی و پتان سیل ا سیل ماتریکس، پتان پتان

که پتانساایل گرانشاای ثابت شااود. در حالیاساات، بیان می

ند و توانند تغییر کناست، پتانسیل ماتریکس و اسمتی می
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 Chowdhury)ها را تحت تاثیر قرار دهند میکروارگانیساام

and Saha, 2012) ،سیل ماتریکس صورت کاهش پتان . در 

سی به آب کمتر می ستر شود. در مقیاس حفره، مکانیتم د

سم سترا برای میکروارگانی سوب ات ها از طریق ذراولیه تهیه 

گیرد و در نتیجه های خاک صاااورت میآب آویتان به دانه

غذایی را برای  به مواد  کاهش میتان آب، دساااترسااای 

. در (Or et al., 2007)دهد ها کاهش مییسااممیکروارگان

یت آب خاصااا یل  به دل یاس،  باکتریاین مق ها گریتی، 

سطح آب/هوا می سطح آب/خاک ترجیحا جذب  شوند تا 

(Powelson and Mills, 1996). 

 
ساعت پس از  92(،  Aساعت پس از شروع ) 61های مختلف آزمایش، در زمان GCهای کروماتوگراف  -4شکل 

 ( Dساعت پس از شروع ) 42( و Cساعت پس از شروع ) 93(، Bشروع )

Fig. 4- GC chromatographs of batch experiments after 15 (A), 32 (B), 38 (C) and 42 (D) hours, respectively 

 
 را به صورت مخلوط توسط سویه باکتریایی BTEXکنتیک واکنش تجزیه زیستی ترکیبات  -1شکل 

 Pseudomonas  sp. BTEX-30 دهد. نشان میC0 استدهنده غلظت اولیه نشان 
Fig. 5- Biodegradation kinetics of mixed BTEX compounds by Pseudomonas sp. BTEX_30. C0 represents the initial concentration 
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در مقیاس ماکرو، مکانیتم انتقال را همرفت آب و 

. اثر اولیه تغییر (Or et al., 2007)کنند انتشار کنترل می

قال  گاز و انت ماکرو بر انتشاااار  یاس  در میتان آب در مق

سترا منعکس می سوب شود. با کاهش میتان آب، همرفتی 

درصد فاز هوا و سطح ویژه افتایش پیدا کرده و انتشار گاز و 

 .(Or et al., 2007)کند تبادل گاز با اتمساافر بهبود پیدا می

همتمان مساایرهای انتشااار آب کاهش پیدا خواهد کرد. 

های باکتریایی در منطقه غیراشاااباع با نرخ تولید فعالیت

2CO ست. نتایج پژوهش شده ا شارزیابی   انها تاکنون ن

درصد  65تا  15داده که مقادیر بهینه رطوبتی خاک بین 

. اگر پتانسیل ماتریس بیشتر (Skopp et al., 1990)است 

بد، تنش یا مل های فیتیولوژیکی مهمکاهش  عا ترین 

 Stark and)کننده فعالیت باکتریایی خواهد بود محدود

Firestone, 1995) سی ستر . اثرات فیتیولوژیکی کاهش د

شد، و به آب موج سلولی، کاهش نرخ ر ب کاهش تحرک 

شاااود های سااالولی  و در نهایت کاهش بقا میمکانیتم

(Potts, 1994). 

را در  BTEXمیتان باقیمانده ترکیبات  6شاااکل 

های مختلف رطوبت ها در درصااادفضاااای فوقانی نمونه

توجه این اسااات که دهد. نکته مهم و قابلنشاااان می

بت باکتری از رطو درصاااد  85تا  45 بهترین عملکرد 

طور که از شااکل پیداساات، رطوبت بهینه اساات. همان

به باکتری  حدوده برای   45کاررفته در این تحقیق در م

درصااد از کل فضاااهای خالی اساات. به عبارتی  85تا 

خل  که آب در محیط متخل درصااااد  85تا  45وقتی 

های خالی را پر کرده باشاااد، باکتری بهترین فضاااای

ل کرد را دارد.  د ل م تری ع ک کرد بااا ل م ع تلاف  خ یاال ا

Pseudomonas  sp. BTEX-30  مورد اسااتفاده در این

با برخی از پژوهش که عملکرد تحقیق  های پیشاااین، 

درصااد رطوبت گتارش شااده  65بهینه آنها در محدوده 

-Pseudomonas sp. BTEXاست، این است که باکتری 

درصااد  21قابلیت فعالیت با مقدار اکساایژن حدود  30

سیژن م های هوازی دیگر را دارد. این ورد نیاز باکتریاک

مسااهله با سااه سااویه باکتری دیگر که در این تحقیق 

شد. باکتری غربال سه  شده بودند مقای سایی  شنا گری و 

Pseudomonas  sp. BTEX-30  ملا یط کااا در شااارا

هوازی نیت مورد آزمایش قرار گرفت که پس از وقفه بی

بات  52 یه ترکی باکتری برای تجت یت  عال  BTEXروزه ف

شترین میتان کاهش ترکیبات  شد. بی در  BTEXشروع 

شرایط هوازی  95ساعت حدود  72مدت زمان  صد  در

ست که در تمامی آزمایش ضیح ا  ها بنتنبود. لازم به تو

ست که به طور کامل تجتیه میاولین ترک . در شودیبی ا

صد،  85تا  45های رطوبت بنتن به طور کامل تجتیه در

 شده بود.

 
ساعت تجزیه  22در درصدهای مختلف رطوبت منطقه غیراشباع پس از  BTEXمانده ترکیبات میزان باقی -1شکل 

 Pseudomonas  sp. BTEX-30توسط باکتری 

Fig. 6- Residual BTEX compound after 72 hours biodegradation by Pseudomonas  sp. BTEX-30 in unsaturated 

soil with different moisture contents 
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 گیرینتیجه

از حلالیت نسااابتا بالای در آب  BTEXترکیبات 

شباع  علاوه بر اینکه  ستند و در منطقه غیرا برخوردار ه

یابند، به صاااورت به صاااورت محلول در آب انتقال می

سترش آلودگی  شار گازی نیت حرکت کرده و باعث گ انت

شااوند. بنابراین با توجه به در منابع آب، خاک و هوا می

ک یق  ق ح ت ین  یبااات، در ا ک تر ین  میاات ا ه تیااک ا ن

نهزیساااات به پالایی در نمو های آب زیرزمینی آلوده 

در منطقه پالایشاااگاه تهران توساااط  BTEXترکیبات 

در دو  Pseudomonas  sp. BTEX-30سویه باکتریایی 

سوبسترا و مخلوط سوبستراها بررسی شد. در حالت تک

ساوبساترا ترکیبات بنتن، تولو ن و اتیل بنتن حالت تک

شد سط باکتری تجتیه  ند ولی باکتری قادر به تجتیه تو

هایی که مخلوط و مصااارف زایلن نبود. ولی در آزمایش

سااوبسااتراها به عنوان منبع کربنی مورد اسااتفاده قرار 

گرفتند، تمامی ترکیبات توسط باکتری تجتیه شدند. بر 

سااازی کنتیک، معادله مونود برازش اساااس نتایج مدل

با داده حخوبی  گاهی در هر دو  مایشااا لت های آز ا

دهد. سااوبسااترا و مخلوط سااوبسااتراها نشااان میتک

در حالت ( 𝜇𝑚𝑎𝑥پالایی )حداکثر نرخ مخصااوز زیساات

سان بوده و تک سترا برای بنتن و تولو ن تقریبا یک سوب

عدی قرار می به ب یل بنتن در رت یب ات گیرد. همین ترت

شاهده می سلولی نیت م شود. در حالت برای بازده توده 

، باز هم حداکثر نرخ مخصاااوز مخلوط ساااوبساااتراها

برای تولو ن و بنتن نتدیک به (  𝜇𝑚𝑎𝑥پالایی )زیسااات

های بعدی هستند. هم بوده و اتیل بنتن و زایلن در رتبه

تجتیه زایلن در شاارایطی که مخلوط سااوبسااتراها به 

ناشااای از  مالا  ند، احت کاررفت به  عنوان منبع کربنی 

مورد نیاز برای های افتایش رشااد باکتری و تولید آنتیم

تجتیه زایلن در اثر مصاارف بنتن و تولو ن اساات. برای 

ست شرایط  میدانی نیاز به عملیاتی کردن زی پالایی در 

نه برای زیسااات بت بهی قه اطلاع از رطو پالایی در منط

غیراشاااباع آب زیرزمینی اسااات که نتایج این تحقیق 

 .Pseudomonas  spدهد سااویه باکتریایی نشااان می

BTEX-30  حدوده رطوبتی درصااااد  85تا  45در م

عملکرد خیلی خوبی دارد ولی بهترین عملکرد در 

 افتد. درصد اتفاق می 65رطوبت 
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Introduction: Petroleum hydrocarbons releases into the groundwater resources (both in saturated and 

unsaturated porous media) as a consequence of accidental spills during the transport, refining and storing stages 

especially in oil producing countries. There is no study related to cleaning of oil polluted groundwater in Iran 

due to the complexity of conditions governing groundwater aquifers. Benzene, toluene, ethylbenzene and 

xylene isomers (known as BTEX) are the most dangerous among other hydrocarbons due to their high 

solubility and carcinogenic potential.  This research is aimed at the bioremediation kinetics modelling of BTEX 

contaminated groundwater.  

Materials and methods: Bacteria isolation was performed by enrichment of polluted groundwater samples 

taken from the site of Tehran Oil Refinery. The Pseudomonas sp. BTEX-30 strain was selected among isolated 

bacteria for biodegradation kinetic modelling due to its high performance in BTEX biodegradation. Kinetic 

experiments were carried out in 500 ml glass vials with Teflon screw caps to prevent any BTEX vapour 

leakage. Upstream unpolluted groundwater was selected as the base solution and pH values of samples were 

adjusted to 7.6. Samples were incubated in a vertical rotary shaker with 100 rpm, 35 centigrade degrees for 72 

hours. Kinetic experiments were performed for the single substrate with a concentration of 250 mgL-1 and the 

mixed substrate with a concentration of 500 mgL-1 BTEX (1:1:1:1). Different moisture contents were used to 

find the optimum moisture content for the biodegradation in the unsaturated zone. 

Results and discussion: Results show the Monod equation had the best fit for the experimental kinetic data. 

Maximum specific biodegradation rates in single substrate experiments were 0.45 h-1, 0.43 h-1 and 0.35 h-1 for 

benzene, toluene, and ethylbenzene, respectively. Pseudomonas sp. BTEX-30 strain was not able to degrade 

m-xylene in single substrate experiments and the maximum specific biodegradation rates in the mixed substrate 
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experiments were 0.44 h-1, 0.45 h-1, 0.38 h-1 and 0.33 h-1 for benzene, toluene, ethylbenzene, and m-xylene, 

respectively. m-Xylene was degraded in mixed substrate experiments in the presence of benzene and toluene 

due to Increased cell growth and introduction of the enzymes incorporating in m-xylene degradation.  

Conclusion: Pseudomonas sp. BTEX-30 strain was able to degrade BTEX compounds in liquid and 

unsaturated soil with 20% soil moisture; however, the optimum soil moisture content for biodegradation was 

obtained at 60 %. 

Keywords: Biodegradaion kinetics, Groundwater, Monod equation, Unsaturated zone.  
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