
 مجله سلامت و محيط، فصلنامه ي علمي پژوهشي
انجمن علمي بهداشت محيط ايران

 دوره ششم, شماره چهارم, زمستان 1392, صفحات 443 تا 454

پذيرش: 91/07/24دريافت: 91/04/28

بهينه سازي تجزيه زيستي مازوت توسط ميکروارگانيسم هاي بومي
 به روش تاگوچي

عليرضا چکشيان خراساني1*، منصور مشرقي2، سهيلا يغمايي3
  

چكيده
زمينه و هدف: بهينه سازي تجزيه زيستي مازوت بوسيله متغيرهاي مختلف يکي از کاربردهاي مهندسي زيستي در صنايع نفت است. هدف از اين 

مطالعه تعيين کميت هاي بهينه براي بالا بردن بازده تجزيه زيستي مازوت توسط ميکروارگانيسمهاي بومي بوده است.
روش بررس��ي: به منظور بهينه س��ازي تجزيه مازوت، هفت متغير ميزان تلقيح ميکروبي، pH اوليه، فعال سطحي، گلوکز، منبع فسفر، منبع نيتروژن 
و نمک دريايي هر يک با چهار س��طح و متغير نوع ميکروارگانيس��م با دو س��طح براي طراحي آزمايش به روش تاگوچي در نظر گرفته شدند که با 

استفاده از آنها 32 آزمايش طراحي گرديد.
يافته ها: نتايج بدس��ت آمده نش��ان دادند مخلوط ميکروبي، تلقيح ميکروبي به ميزانpH ، OD600 0/016 8/3، توئين80 با غلظت g/L 2، گلوکز 
با غلظت g/L 4، فس��فات با غلظت g/L 5، آمونيوم با غلظت g/L 9 و نمک دريايي با غلظت g/L 0/5 ش��رايط بهينه فرايند تجزيه زيس��تي مازوت 

محسوب ميشوند.
 pH نتيجه گيري: س��طح بهينه هر متغير الزاما بيش��ترين و يا کمترين سطح متغير نبوده است. براساس تحليل واريانس نتايج، منبع فسفر با 15/8% و
با 14/8% بيش��ترين اثر را در ميان متغيرها داش��ته اند؛ هرچند در کل، عامل خطا با 31/6% بيشترين تاثيرگذاري را داشته است. ميزان تلقيح ميکروبي 

در بهينه کردن تجزيه مازوت با 0/63% کمترين اثر را داشته است.

واژگان کليدي: بهينه سازي، تجزيه ميکروبي، مازوت، شرايط بهينه، روش تاگوچي
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بهينه سازي تجزيه زيستي مازوت توسط ...

مقدمه
درك عوامل و ش��رايط تاثيرگذار براي تعيين راهبردهاي اساسي 
ب��ه منظور طراحي س��امانه هاي زيس��تي داراي اهميت خاصي 
اس��ت )1(. فرايند بهينه سازي سيستم‌هاي زيستي مي‌تواند منجر 
به افزايش راندمان زيس��تي گردد. روش‌ه��اي گوناگوني جهت 
بهينه س��ازي اين سيستم‌ها موجود اس��ت. آزمايش طراحي شده 
آزموني است که در آن تغييرات هدف‌داري در متغيرهاي ورودي 
فرايند اعم��ال مي‌گردد و معمولا براي شناس��ايي عوامل مهم و 
موثر بر روي يک فرايند و بهينه سازي مدل تجربي فرايند استفاده 
مي‌شود )2(. از سال 1980 روش تاگوچي، در صنايع الکترونيک 
و اخيرا نيز در مطالعات زيس��تي کاربردهاي فراواني يافته است 
و به عنوان يک روش کنترل کيفيت به منظور بهينه سازي فرايند 
آزمايش‌هاي مهندس��ي، بکار گرفته شده است. ابزار کليدي اين 
روش ب��راي طراح��ي آزمايش‌ها، طراحي ب��ا روش‌هاي آماري 
اس��ت. در روش تاگوچي آزمايش‌ها براي دست‌يابي به اهداف، 
تعيين شرايط عملياتي بهينه، بررسي ميزان تاثير هر يک از عوامل 
بر روي پاسخ و تخمين پاسخ تحت شرايط بهينه تجزيه و تحليل 
مي‌شوند. ابزار مورد استفاده تاگوچي جهت تحليل نتايج حاصل 
از آزمايش‌ها، روش تحليل نسبت سيگنال به نويز )S/N( است 
که عبارت‌اند از نس��بت عوامل ثابت عملياتي به عوامل اغتشاش 
که غير قابل کنترل هس��تند. در روش تاگوچي از ابزار قدرتمند 
ديگ��ري به نام تحليل واريان��س (ANOVA) نيز براي تحليل 
نتايج استفاده مي‌شود )3(. براي تجزيه مواد مختلف، روش‌هاي 
زيس��تي به عنوان روش‌هاي موثر و مقرون به صرفه توصيه شده 
اس��ت. مزيت اين روش نس��بت به س��اير روش‌هاي فيزيکي و 
شيميايي، سادگي فرايند و هزينه کمتر آن است )7-4(. آنچه که 
تجزيه زيستي را به يک فرايند بسيار مهم بدل مي‌‌نمايد، استفاده از 
ميکروارگانيسم‌هاي بومي هر منطقه است )8(. عوامل متعددي بر 
روي ميزان تجزيه زيستي ترکيبات نفتي تاثير مي‌گذارند. از جمله 
اين عوامل مي‌توان به عواملي مانند اكسيژن، ميکروارگانيسم ها، 
نيتروژن، فس��فر، دما و pH اشاره كرد که مي‌توان با بهينه سازي 
آنها به روش تاگوچي به بيش��ترين بازده فرايندي دس��ت يافت 
)4و9(. با توجه به اندک بودن مطالعات مربوط به تجزيه زيستي 
م��ازوت، تاکن��ون در زمينه بهينه س��ازي فرايند تجزيه زيس��تي 
مازوت گزارش��ي ارائه نشده است که اين عامل خود نشان‌دهنده 

اهميت بهينه س��ازي اين فرايند است؛ از طرفي نبود نتايج در اين 
زمينه س��بب شده تا اين گزارش به عنوان اولين مطالعه در زمينه 
بهينه س��ازي تجزيه زيستي مازوت نتواند به طور مشخص نتايج 
بدس��ت آمده در اين مطالعه را با نتايج ديگر مقايسه نمايد. اميد 
است اين مطالعه باعث افزايش مطالعات در زمينه تجزيه زيستي 
مازوت ش��ود تا بتوان با بررس��ي‌هاي دقيق تر و استناد به نتايج 
بيش��تر، با بکارگيري کميت هاي بهينه تجزيه م��ازوت را بهبود 

بخشيد.
هدف اين مطالعه بهينه س��ازي متغيرهاي تاثيرگ��ذار بر فرايند 
تجزي��ه زيس��تي م��ازوت ب��ا اس��تفاده از روش تاگوچي بوده 
اس��ت. براي رس��يدن به اين ه��دف، از منابع طبيع��ي آلوده به 
ترکيبات نفتي نمونه ب��رداري گرديد. طي آزمايش‌هاي مختلف 
ميکروارگانيسم‌هاي توانمند بومي جداسازي و شناسايي شدند 
و تاثير تجزيه‌کنندگي آنها بر روي مازوت در شرايط مختلف و 
با بکارگيري روش تاگوچي بررس��ي و متغيرهاي بهينه انتخاب 

شدند.

مواد و روش ها
مواد

ماده اصلي اس��تفاده ش��ده در اين پژوهش مازوت است که از 
ش��رکت توزيع و پخش فرآورده‌هاي نفت��ي ايران با نام تجاري 
نفت کوره 380 تهيه ش��ده اس��ت. کلروفرم با خلوص %99/6 
براي استخراج و رقيق‌سازي مازوت از شرکت شيمي پژوهش 
آسيا تهيه شده است. کلسيم کلريد )CaCl2(، آمونيوم سولفات 
 ،)FeSO4.7H2O( سولفات.7آبه   (II)آهن  ،))NH4)2SO4(
منيزيم سولفات.7آبه )MgSO4.7H2O(، پتاسيم دي هيدروژن 
 )K2HPO4( و پتاسيم هيدروژن فسفات )KH2PO4( فسفات
براي تهيه محيط معدني از ش��رکت مرک آلمان خريداري شده 
اس��ت. همچنين فعال سطحي مصرف شده، توئين 80 است که 
به همراه گلوکز، نمک دريا از ش��رکت مرک آلمان تهيه گرديده 

است.
ميکروارگانيسم

ميکروارگانيس��م هاي اس��تفاده ش��ده در اين مطالعه باکتريهاي 
و   )Enterobacter cloacae  BBRC10061(  NO4
 NO3 جدا شده از خاک آلوده به فاضلابهاي نفتي و گازوئيل 
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 عليرضا چکشيان خراساني و همکاران

شرکت اتوبوسراني واقع در شهر مشهد و باکتري هاي NG2 و 
PG1 جداش��ده از خاک نزديک مخزن گازوئيل در شهر مشهد 

بوده‌اند.

تعداد آزمايش‌هاي طراحي شده L32( 32( بوده که براساس کمترين تداخل بين متغيرها و سطوح آنها طراحي شده و در جدول 2 قابل مشاهده است.

طراحي آزمايش ها با روش تاگوچي
بهينه س��ازي ش��رايط و عوامل موثر در اين مطالعه با اس��تفاده 
از روش طراح��ي آزماي��ش تاگوچي انجام گرفته اس��ت. براي 
بکارگيري روش تاگوچي از 8 متغير اس��تفاده ش��ده که شامل 

1سطح   عامل 2سطح   4سطح 3سطح    

                �مخلو� باكتر
 )NO4, NO3, NG2, PG1(  

0 (OD
���

) 0/04 (OD
���

) - - 

NO4  0/008 �باكتر (OD
���

)0/016 (OD
���

) 0/032 (OD
���

)0/04 (OD
���

)

pH  8/56/83/7  3/8  

 g/L 1 g/L 2 g/L 4 g/L 0  80 نيتوئ

 g/L 1 g/L 2 g/L 4 g/L 0  گلوكز

 K2HPO4 �KH2PO4(  1 g/L 3 g/L 5 g/L 9 g/L( فسفا�

 g/L 3 g/L 5 g/L 9 g/L 1  و� سولفا�ي�مون

g/L 5/0 0  يياينمك ��  g/L 1 g/L 2 g/L 

جدول 1: عوامل مورد بررسي در بهينه‌سازي به همراه سطوح

جدول 2: آزمايش‌هاي طراحي شده )L32( با روش تاگوچي براي بهينه‌سازي تجزيه زيستي مازوت و نتايج حاصل از آن

شما�� 

شي��ما  

  ما��� يستيه �يتجز �سا�نهي�� به يعو�مل مو�� بر�س

ه ي��صد تجز

  ما���

S/N  �مخلو

  �باكتر

(NO4, NO3, 

NG2, PG1)

 �باكتر

NO4 
pH 

ن يتوئ

80 

 گلوكز

 فسفا�

)K2HPO4 

�KH2PO4(

و� ي�مون

 سولفا�

نمك 

يياي��  

1جه ينت 2جه ينت   

1 1 1 1 1 1 1 1 1 7/275/266/28

2 1 1 2 2 2 2 22 2/194/184/25

3 1 1 3 3 3 3 3 3 413/3932

4 1 1 4 4 4 4 4 4 3/435/415/32

5 1 2 1 2 3 4 1 2 8/488/465/33

6 1 2 2 3 4 1 2 3 9/383/376/31

7 1 2 3 4 1 2 3 4 8/229/219/26

8 1 2 4 1 2 3 4 1 2/463/441/33

9 1 3 1 3 2 4 3 1 4/254/249/27

10 1 3 2 4 3 1 4 2 3/406/389/31

11 1 3 3 1 4 2 1 3 2/406/389/31

12 1 3 4 2 1 3 2 4 9/441/438/32

13 1 4 1 4 2 3 1 3 8/229/219/26

14 1 4 2 1 3 4 2 4 2/252/248/27

15 1 4 3 2 4 1 3 1 423/402/32

16 1 4 4 3 1 2 4 2 7/622/607/35

17 2 1 1 2 4 2 4 3 375/351/31

18 2 1 2 3 1 3 1 4 3/455/439/32

19 2 1 3 4 2 4 2 1 8/412/402/32

20 2 1 4 1 3 1 3 2 577/549/34

21 2 2 1 3 4 3 2 2 5/447/427/32

22 2 2 2 4 1 4 3 3 3/426/403/32

23 2 2 3 1 2 1 4 4 3/532/513/34

24 2 2 4 2 3 2 1 1 1/338/312/30

252 3 1 4 3 2 2 1 3/369/3431

26 2 3 2 1 4 3 3 2 558/526/34

27 2 3 3 2 1 4 4 3 6/361/3531

28 2 3 4 3 2 1 1 4 8/354/349/30

29 2 4 1 1 1 2 2 3 1/213/203/26

30 2 4 2 2 2 3 3 4 3/791/768/37

31 2 4 3 3 3 4 4 1 4/485/465/33

32 2 4 44 4 1 1 2 6/381/375/31
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بهينه سازي تجزيه زيستي مازوت توسط ...

شما�� 

شي��ما  

  ما��� يستيه �يتجز �سا�نهي�� به يعو�مل مو�� بر�س

ه ي��صد تجز

  ما���

S/N  �مخلو

  �باكتر

(NO4, NO3, 

NG2, PG1)

 �باكتر

NO4 
pH 

ن يتوئ

80 

 گلوكز

 فسفا�

)K2HPO4 

�KH2PO4(

و� ي�مون

 سولفا�

نمك 

يياي��  

1جه ينت 2جه ينت   

1 1 1 1 1 1 1 1 1 7/275/266/28

2 1 1 2 2 2 2 22 2/194/184/25

3 1 1 3 3 3 3 3 3 413/3932

4 1 1 4 4 4 4 4 4 3/435/415/32

5 1 2 1 2 3 4 1 2 8/488/465/33

6 1 2 2 3 4 1 2 3 9/383/376/31

7 1 2 3 4 1 2 3 4 8/229/219/26

8 1 2 4 1 2 3 4 1 2/463/441/33

9 1 3 1 3 2 4 3 1 4/254/249/27

10 1 3 2 4 3 1 4 2 3/406/389/31

11 1 3 3 1 4 2 1 3 2/406/389/31

12 1 3 4 2 1 3 2 4 9/441/438/32

13 1 4 1 4 2 3 1 3 8/229/219/26

14 1 4 2 1 3 4 2 4 2/252/248/27

15 1 4 3 2 4 1 3 1 423/402/32

16 1 4 4 3 1 2 4 2 7/622/607/35

17 2 1 1 2 4 2 4 3 375/351/31

18 2 1 2 3 1 3 1 4 3/455/439/32

19 2 1 3 4 2 4 2 1 8/412/402/32

20 2 1 4 1 3 1 3 2 577/549/34

21 2 2 1 3 4 3 2 2 5/447/427/32

22 2 2 2 4 1 4 3 3 3/426/403/32

23 2 2 3 1 2 1 4 4 3/532/513/34

24 2 2 4 2 3 2 1 1 1/338/312/30

252 3 1 4 3 2 2 1 3/369/3431

26 2 3 2 1 4 3 3 2 558/526/34

27 2 3 3 2 1 4 4 3 6/361/3531

28 2 3 4 3 2 1 1 4 8/354/349/30

29 2 4 1 1 1 2 2 3 1/213/203/26

30 2 4 2 2 2 3 3 4 3/791/768/37

31 2 4 3 3 3 4 4 1 4/485/465/33

32 2 4 44 4 1 1 2 6/381/375/31

شما�� 

شي��ما  

  ما��� يستيه �يتجز �سا�نهي�� به يعو�مل مو�� بر�س

ه ي��صد تجز

  ما���

S/N  �مخلو

  �باكتر

(NO4, NO3, 

NG2, PG1)

 �باكتر

NO4 
pH 

ن يتوئ

80 

 گلوكز

 فسفا�

)K2HPO4 

�KH2PO4(

و� ي�مون

 سولفا�

نمك 

يياي��  

1جه ينت 2جه ينت   

1 1 1 1 1 1 1 1 1 7/275/266/28

2 1 1 2 2 2 2 22 2/194/184/25

3 1 1 3 3 3 3 3 3 413/3932

4 1 1 4 4 4 4 4 4 3/435/415/32

5 1 2 1 2 3 4 1 2 8/488/465/33

6 1 2 2 3 4 1 2 3 9/383/376/31

7 1 2 3 4 1 2 3 4 8/229/219/26

8 1 2 4 1 2 3 4 1 2/463/441/33

9 1 3 1 3 2 4 3 1 4/254/249/27

10 1 3 2 4 3 1 4 2 3/406/389/31

11 1 3 3 1 4 2 1 3 2/406/389/31

12 1 3 4 2 1 3 2 4 9/441/438/32

13 1 4 1 4 2 3 1 3 8/229/219/26

14 1 4 2 1 3 4 2 4 2/252/248/27

15 1 4 3 2 4 1 3 1 423/402/32

16 1 4 4 3 1 2 4 2 7/622/607/35

17 2 1 1 2 4 2 4 3 375/351/31

18 2 1 2 3 1 3 1 4 3/455/439/32

19 2 1 3 4 2 4 2 1 8/412/402/32

20 2 1 4 1 3 1 3 2 577/549/34

21 2 2 1 3 4 3 2 2 5/447/427/32

22 2 2 2 4 1 4 3 3 3/426/403/32

23 2 2 3 1 2 1 4 4 3/532/513/34

24 2 2 4 2 3 2 1 1 1/338/312/30

252 3 1 4 3 2 2 1 3/369/3431

26 2 3 2 1 4 3 3 2 558/526/34

27 2 3 3 2 1 4 4 3 6/361/3531

28 2 3 4 3 2 1 1 4 8/354/349/30

29 2 4 1 1 1 2 2 3 1/213/203/26

30 2 4 2 2 2 3 3 4 3/791/768/37

31 2 4 3 3 3 4 4 1 4/485/465/33

32 2 4 44 4 1 1 2 6/381/375/31

ادامه جدول 2: آزمايش‌هاي طراحي شده )L32( با روش تاگوچي براي بهينه‌سازي تجزيه زيستي مازوت و نتايج حاصل از آن
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7 متغي��ر 4 س��طحي و 1 متغير 2 س��طحي بوده‌ان��د. جدول 1 
متغيرهاي تعيين شده به همراه سطوح آنها را نشان مي‌دهد.

 با توجه به آزمايش‌هاي طراحي شده، محيط هاي معدني اوليه 
 0/01 g ،MgSO4.7H2O 0/1 g تش��کيل ش��ده از ترکي��ب
CaCl2 و FeSO4.7H2O 0/01 g در L 1 آب مقط��ر که در 

زيست واکنش��گاه‌هاي لوله‌اي )لوله‌هاي پايه‌دار سانتريفيوژ( با 
حجم mL  50توزيع ش��ده‌اند. سپس محيط هاي معدني اوليه 
 2000  ppm براس��اس جدول 2 تکميل ش��دند و با اف��زودن
)g 0/1 در mL 50( مازوت به زيس��ت واکنش��گاه، محيط ها 
توسط اتوکلاو استريل ش��دند. شاهدها براي آزمايش ها شامل 
تمام اجزا به جز مازوت اس��ت. ميکروارگانيسم هاي مورد نظر 
در ش��رايط کاملا استريل به زيس��ت واکنشگاه ها تلقيح شدند. 
در تم��ام آزمايش ها، ش��يکرانکوباتور به مدت 6 روز در دماي 
OC  33و دورrpm 160 راه‌ان��دازي ش��د. آزمايش‌ها با دوبار 

تکرار انجام شده‌اند.
سنجش دستگاهي

براي سنجش ميزان مازوت مانند نفت خام، گازوئيل و ترکيبات 
نفتي ديگر از روش کدورت‌س��نجي با دس��تگاه اسپکتروفتومتر 
مدل S2000 UV/VIS س��اخت ش��رکت WPA اس��تفاده 
ش��د. به هر زيست واکنش��گاه mL 3  کلروفرم اضافه و آنقدر 
زيس��ت واکنشگاه هم زده مي‌ش��ود تا کل مازوت در کلروفرم 
حل ش��ود. پس از حل ش��دن کام��ل مازوت، فاز آلي ش��امل 
م��ازوت و کلروف��رم در زير ق��رار گرفته و محي��ط معدني در 
بخش بالايي زيس��ت واکنش��گاه قرار مي‌گي��رد. بخش معدني 
ک��ه عاري از مازوت و ترکيبات آل��ي حاصل از تجزيه مازوت 
اس��ت را خالي کرده و فاز آلي جداس��ازي مي‌ش��ود. اکنون با 
نمونه‌گي��ري از ف��از آلي و رقيق‌س��ازي نمونه تا ح��د امکان با 
 λ=450 ح�الل کلروف��رم و خواندن جذب آن در ط��ول موج
nm )در اين طول موج مازوت بيشترين جذب را داشته است( 
در مقابل شاهد با دس��تگاه اسپکتروفتومتر، جذب نمونه اصلي 
بدست مي‌آيد. غلظت مازوت نمونه اصلي نيز بر اساس نمودار 
اس��تاندارد غلظت-جذب مازوت حاصل مي‌ش��ود )10(. براي 
سنجش ميزان ميکروارگانيسم‌هاي موجود از زيست واکنشگاه 
مورد نظ��ر، نمونه گي��ري ک��رده و جذب نمون��ه در طول موج  
λ= 600 nm در مقابل ش��اهد خوانده ش��د و عدد نشان داده 

 ،)OD600( شده توسط اس��پکتروفتومتر به عنوان دانسيته نوري
که همان ميزان جذب نور توس��ط باکتري‌ها است، ثبت گرديد 
)11(. شاهد و نمونه تلقيح شده براي هر آزمايش از يک محيط 
کشت ميکروبي يکسان تهيه گرديده است. از طرفي براي رسم 
نمودار اس��تاندارد ميکروبي جهت بررسي رش��د ميکروبي، از 
همان محيط کش��ت ميکروبي نمونه‌هاي ش��اهد و تلقيح شده 
سوسپانسيون‌هاي ميکروبي آماده گرديد تا بتوان مقايسه دقيقي 

در ميزان تغييرات ميکروبي انجام داد. 
سنجش آماري براي روش تاگوچي

براي تحليل و سنجش دقيق تر نتايج آزمايش‌هاي طراحي شده 
با روش تاگوچي از يک تابع پاس��خ تبديل يافته که به صورت 
نس��بت علامت هر اثر )S( به اثرات ناشي از خطا )N( تعريف 
مي‌گردد، اس��تفاده مي‌شود. مزيت اس��تفاده از اين پاسخ جديد 
در تحليل‌هاي آماري، نس��بت به پاس��خ اوليه، مقايس��ه بزرگي 
اثرات ناشي از هر عامل اصلي با اثرات ناشي از عوامل خطا در 
اندازه‌گيري است؛ که در نتيجه باعث برداشت دقيق‌تري از تاثير 

)۱(  
S

N

= −10log

(

1

�
�

�
+

1

�
�

�
+⋯+

1

�
�

�
)

�

 )1(

 S/N واقعي عوامل بر سامانه مي شود )2(. نحوه محاسبه نسبت
از معادله 1 پيروي مي‌کند.

در اين معادله yn  پاسخ بدست آمده از آزمايش و n تعداد تکرار 
آزمايش اس��ت. براي اس��تفاده از اين روش بايد n بزرگتر از 1 
باش��د. با توجه به دوبار تکرار بودن آزمايش‌ها در اين پژوهش 
از اين روش اس��تفاده شده اس��ت. پس از محاسبه S/N براي 
 )ANOVA( نتاي��ج حاصل از 32 آزمايش از تحليل واريانس
 Qualitek4 اس��تفاده شد. تمام محاسبات براس��اس نرم افزار

انجام شده است.

يافته ها
آزمايش‌هاي طراحي ش��ده با روش تاگوچي شامل 32 آزمايش 
بوده که براي هر کدام دو نتيجه بدس��ت آمده که حاصل دوبار 
تکرار آزمايش‌ها اس��ت. جدول 2 نتايج حاصل از فرايند تجزيه 
زيس��تي مازوت در مدت 6 روز را نش��ان مي‌دهد که با استفاده 
از آنها نس��بت‌هاي S/N براي هر آزمايش محاسبه شده است. 
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ب��ا اس��تفاده از مقادي��ر S/N ميزان S/N اصلي براي س��طوح 
کميت هاي مورد مطالعه محاس��به شد. اين مقادير در جدول 3 

آورده شده است. هرچه ميزان S/N بدست آمده براي يک سطح 
بزرگ تر باش��د، آن سطح بهينه تر است. همچنين جدول 3 نشان 

جدول 3: ميزان S/N اصلي براي هر سطح از کميت ها و مقادير بهينه براي تجزيه زيستي مازوت

  عامل
  ي�صل S/Nز�� يم

  نهيبه مقد��
2سطح 1سطح  3سطح   4سطح    

                  �مخلو� باكتر

 )NO4, NO3, NG2, PG1(  

7/30  4/32- - 04/0 OD600

NO4  3/319/31 �باكتر  5/315/31016/0 OD600 

pH  
8/298/318/317/323/8

 g/L 5/318/312/327/302  80نيتوئ

 g/L 9/301/319/313/324  گلوكز

 K2HPO4 �KH2PO4(  329/299/324/315 g/L( فسفا�

 g/L 9/30303/329/329  و� سولفا�ي�مون

1/316/324/30325/0  يياينمك ��  g/L 

مي دهد که از ميان سطوح کدام يک به عنوان سطح بهينه انتخاب 
شده و مقادير بهينه براي تجزيه مازوت نيز ارائه شده است. 

در بهينه س��ازي تجزيه م��ازوت اس��تفاده از مخلوط ميکروبي 
بهتر از استفاده از باکتري خالص بوده است. ميزان تلقيح باکتري 
NO4 ب��ه مق��دار OD600 0/016 بهترين نتيجه را در برداش��ته 
اس��ت؛ هر چند تفاوت چنداني در نتايج حاصل از ميزان تلقيح 
وجود نداش��ته است و مي‌توان گفت تغيير در مقدار تلقيح اوليه 
باکتري NO4 سبب تغيير بازده تجزيه مازوت نمي شود. تجزيه 
زيس��تي مازوت در  pH 8/3 بهترين نتيجه را داش��ته که نش��ان 
مي دهد ميکروارگانيسم هاي استفاده شده در شرايط قليايي بهتر 
مي توانند فعاليت کنند. استفاده از توئين 80 به عنوان فعال سطحي 
و امولسيون کننده مازوت در محيط آبي با غلظت g/L 2 بهترين 

بازده را داش��ته اس��ت. هرچه ميزان منبع کمکي کربن در محيط 
بيش��تر ش��ده نتايج حاصل از تجزيه مازوت نيز بهتر شده است 
 )4 g/L( و اين بدين معنا اس��ت که گلوکز در بيش��ترين غلظت
 5 g/L فرايند را بهينه کرده است. استفاده از منبع فسفر با غلظت
و منب��ع نيت��روژن با غلظت g/L 9 رش��د ميکروبي و در نهايت 
تجزيه مازوت را بهينه کرده اس��ت. نم��ک دريا به عنوان منبعي 
مناس��ب حاوي عناصر لازم براي رشد ميکروبي استفاده شد که 
نتايج نشان دادند ميزان g/L 0/5 از اين نمک در مقايسه با مقادير 
ديگر مي‌تواند س��بب رشد ميکروبي بيشتري شود که حاصل آن 

بالا رفتن ميزان تجزيه مازوت در محيط بوده است.
تحلي��ل واريانس نتايج حاصل از آزمايش‌هاي طراحي ش��ده با 
 (S/N) روش تاگوچي ب��راي تمام داده‌هاي س��يگنال به نويز
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جدول 4: نتايج تحليل واريانس براي داده‌هاي حاصل از آزمايش‌هاي طراحي شده با روش تاگوچي

  %  �رگذ��ي��صد تاث  )Fانس (ينسبت ���  )Vانس (ي���  )Sبعا� (مجمو� مر  )f( ���جه ����  عامل

  �مخلو� باكتر

)NO4, NO3, NG2, PG1(  

1  68071/2268071/22602359/2143013/9

NO4  3  551623/1517208/0059344/0625488/0 �باكتر

pH  
3  64171/362139/12401409/177095/14

603366/9201122/3367293/0871294/3  3  80ن يتوئ

87266/10624219/3415839/0382968/4  3  گلوكز

K2HPO4 �KH2PO4(  3  29/3909667/13502697/183852/15( فسفا�

3297/271099/9045259/101711/11  3  و� سولفا�ي�مون

65729/21219098/7828311/0730454/8  3  يياينمك ��

43899/78715444/8162021/31  9  شي��ما �خطا

066/24837827/8022251/9100  31  مجمو�

انجام ش��ده اس��ت. نتايج تحليل واريان��س در جدول 4 آورده 
شده است.

ج��دول 4 نش��ان مي‌دهد تاثيرگذارترين عوام��ل پس از 6 روز 
منبع فسفر و pH محيط است. حضور باکتري NO4 به تنهايي 
کمترين تاثير را داش��ته اس��ت ولي در کنار س��ه باکتري ديگر 
تجزيه مازوت را بهتر انجام داده است. منبع نيتروژن نيز اهميت 
بيش��تري نس��بت به نمک دريايي، فعال سطحي و گلوکز داشته 
است. عامل خطا نيز بيشترين تاثير را بر نتايج اعمال کرده است.
پس از گذش��ت 6 روز تاثير منبع کمکي کربن بس��يار کمتر از 
ديگر عوامل بوده که نش��ان مي‌ده��د اتکاي باکتري براي تامين 
عنص��ر کربن بيش��تر به هيدروکربن‌هاي مازوت بوده اس��ت تا 
گلوک��ز که اين موض��وع از نظر بالا رفتن بازده س��امانه تجزيه 

مازوت بسيار ارزشمند است.

بحث
معمولا در سامانه‌هاي زيست درماني و تجزيه زيستي يک ماده، 
مخلوط ميکروبي موثرتر از کش��ت خالص عمل کرده اس��ت. 
بهبود تجزيه زيس��تي هيدروکربن‌هاي موج��ود در خاک آلوده 
به گازوئيل با اضافه کردن مخلوط ميکروبي )12(، اس��تفاده از 
ترکي��ب دو باکتري مختلف ب��راي تجزيه PAH )13( و تعيين 

مخلوط باکتريايي به عنوان س��طح بهينه براي تجزيه نفت خام 
)10( نش��ان‌دهنده تاثيرگذاري مخلوط ميکروبي به جاي کشت 
خالص اس��ت. ب��ا توجه به روش تاگوچ��ي تجزيه مازوت نيز 
با مخلوط باکتريايي بهتر از کش��ت خالص انجام گرفته اس��ت. 
از آنجايي‌ک��ه باکتري‌هاي جدا ش��ده براي تجزي��ه مازوت از 
منابع مشابه گزينش ش��ده‌اند؛ مخلوط باکتريايي توانسته است 
تجزيه مازوت را بهبود ببخش��د. ميزان اوليه ميکروارگانيسم در 
سامانه‌هاي زيس��تي مي‌تواند بسيار تاثيرگذار باشد؛ هر چند در 
اين مطالعه به دليل رش��د س��ريع و افزايش زيس��ت توده تاثير 
اوليه کاه��ش يافته ولي براي فرايندي با زم��ان کوتاه مي‌تواند 
موثرتر باش��د. در گوگردزدايي از نفت خام سنگين ميزان تلقيح 
ميکروارگانيس��م تاثيرگذار بوده اس��ت )14(. سازگاري و رشد 
باکتري‌ها معمولا در pH خنثي داراي بيش��ترين بازده اس��ت. 
 NO4, NO3, NG2,( از طرفي باکتري‌هاي اس��تفاده ش��ده
PG1( براي تجزي��ه مازوت محيط قلياي��ي )pH=8/3( را به 
محيط اسيدي و خنثي ترجيح داده اند. بهينه سازي شرايط تصفيه 
زيس��تي فاضلاب با روش تاگوچي نشان داده که اين سامانه در 
ش��رايط بهينه با  pH 8  بهترين عملکرد را داش��ته اس��ت )2(. 
تجزيه نفت س��نگين توس��ط Enterobacter cloacae در
 pH برابر با 7 بيشترين بازده را در برداشته است )11(. بنابراين 
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نوع ميکروارگانيسم و فرايند تعيين‌کننده ميزان pH بهينه است. 
حضور فعال سطحي به عنوان امولسيون کننده هيدروکربن‌هاي 
نفتي سبب در دسترس قرار گرفتن مازوت براي تجزيه زيستي 
ش��ده و شروع فرايند را ساده‌تر کرده است؛ هر چند با گذشت 
زمان و سازگاري ميکروبي با محيط، توليد زيست فعال سطحي 
توسط ميکروارگانيس��م آغاز شده و تاثير حضور فعال سطحي 
کم رنگ مي‌شود. افزايش ميزان فعال سطحي نيز مي‌تواند سبب 
کاهش بازده شود؛ زيرا حضور فعال سطحي نقش راه‌انداز سامانه 
را داش��ته و ميزان بيش از حد آن احتمال بازدارندگي ميکروبي 
را تش��ديد خواهد کرد. توئين 80 در تجزيه نفت خام به عنوان 
بهترين فعال س��طحي عمل کرده است )10(. تجزيه نفت خام 
توس��ط Klebsiella oxytoca در حضور توئين 80 افزايش 
يافته اس��ت )15(؛ هر چند اضافه شدن توئين 80 اثر محسوسي 
در تجزيه TBT توس��ط Enterobacter cloacae نداشته 
 Enterobacter اس��ت )16(. تجزيه نفت خام سنگين توسط
cloacae  ب��ا اضافه کردن توئين g/L( 80 1( کاهش يافته و 
فعال سطحي به عنوان ممانعت کننده عمل کرده ولي در حضور 
زيست فعال سطحي افزايش يافته است )11(. تجزيه تري کلرو 
اتيلن در غياب فعال س��طحي به دليل تحريک ميکروارگانيسم 
به توليد زيس��ت فعال سطحي مناسب، بيشتر از زماني است که 
فعال س��طحي در محيط وجود داشته است )17(. بنابراين بسته 
به نوع هيدروکربن‌ها و باکتري، فعال سطحي مي‌تواند موثر و يا 
مانع باشد. در سامانه‌هاي تجزيه هيدروکربن‌ها بدليل نامحلول 
ب��ودن اين مولکول‌ها در آب، دسترس��ي ميکروارگانيس��م‌ها به 
اي��ن مواد براي تامين نياز غذايي )منبع کربن( س��خت اس��ت؛ 
به همين علت وجود منبع کربني کمکي مانند گلوکز که بس��يار 
راحت و س��ريع قابل مصرف اس��ت رشد ميکروبي و در نتيجه 
فعاليت زيستي در راستاي تجزيه مازوت را افزايش داده است. 
رش��د باکت��ري Pseudomonas putida در حضور گلوکز 
و فنل بس��يار بيش��تر است تا در محيط کش��ت شامل گلوکز و 
فن��ل به تنهايي ول��ي به دليل مصرف همزمان هر دو، س��رعت 
تجزي��ه فنل و گلوکز کمي کاه��ش مي‌يابد. ليکن وجود گلوکز 
باعث افزايش تجزيه کلروفنل مي‌شود )18(. تجزيه 4-کلروفنل 
در حض��ور مقادير مختلف گلوکز انجام ش��ده و هرچه غلظت 
گلوکز بيش��تر بوده ميزان مصرف آن و درصد تجزيه نيز بيشتر 

ش��ده اس��ت )19(. در تجزيه نفت خام، پيروات به دليل هضم 
راحت‌تر بهتر از گلوکز عمل کرده اس��ت )10(. در نتيجه منابع 
کربني راحت هضم و کوچک مولکول در بالا بردن بازده تجزيه 
هيدروکربن‌ها موثرند. فس��فر در زيست درماني ميکروبي نقش 
مثبت داش��ته و در اي��ن مطالعه نيز تجزيه مازوت را س��رعت 
بخش��يده اس��ت؛ هر چند اين عنصر از عناصر اصلي س��ازنده 
س��اختمان ميکروارگانيسم‌ها به شمار مي‌آيد ولي مقدار بيش از 
حد آن مي‌تواند تاثير منفي و بازدارنده داش��ته باشد. در تجزيه 
نفت توس��ط سويه‌هاي مايکوباکتريوم هرچه غلظت منبع فسفر 
بيشتر شده، بازده نيز افزايش يافته است )20(. بنابراين افزايش 
فس��فات، س��رعت تجزيه را افزايش مي‌دهد ولي ميزان آن بايد 
کنترل شده باش��د. نيتروژن نيز مانند فسفر از موثرترين عناصر 
مصرفي در فرايند تجزيه زيستي است که سرعت فرايند و رشد 
ميکروبي را افزايش داده اس��ت. تجزيه زيس��تي مازوت تحت 
تاثير يون آمونيوم افزايش يافته و منابع ديگري نيز مانند نيترات 
مي‌توانند فرايند تجزيه را افزايش دهند. در بهينه س��ازي تجزيه 
نفت خام آمونيوم سولفات به عنوان بهترين منبع نيتروژن تعيين 
شده و نيترات باعث کاهش pH و مهار فعاليت ميکروبي شده 
اس��ت )10(. هرچه غلظت منبع نيتروژن در تجزيه نفت توسط 
سويه‌هاي مايکوباکتريوم بيشتر شده، بازده نيز افزايش يافته است 
)20(. افزودن نيترات و آمونيوم در تجزيه هيدروکربن‌هاي نفتي 
موجود در خاک تس��ريع کننده اند و ميزان آمونيوم اضافه شده 
بسيار بيش��تر از نيترات مصرف شده اس��ت )21(. بهينه سازي 
ش��رايط تصفيه زيس��تي فاضلاب با روش تاگوچي نشان داده 
آموني��وم کلريد به عنوان بهترين منبع نيتروژن بوده اس��ت )2(. 
بنابراين افزودن منابع نيتروژني بسيار موثر است و منابع آمونياکي 
از س��اير منابع نيتروژني عملکرد بهتري دارند. حضور بعضي از 
عناصر و يون‌ها مانع فعاليت ميکروبي ش��ده ولي بعضي ديگر 
رش��د ميکروبي را افزايش مي‌دهد. نمک دريايي در غلظت‌هاي 
پايين تجزيه مازوت را بيشتر از غلظت‌هاي بالا افزايش مي‌دهد. 
هرچه غلظت نمک NaCl در محيط کمتر ش��ده ميزان رش��د 
باکتري و تصفيه پس��اب بيشتر شده است )22(. افزايش شوري 
مانع تجزيه و رش��د Enterobacter cloacae ش��ده است 
)11(؛ در حالي‌ک��ه Enterobacter cloacae جدا ش��ده از 
آب‌هاي آلوده به نفت و زغال س��نگ در هند به عنوان باکتري 
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نمک دوست توانسته در محيط با شوري بالا PAHها را تجزيه 
نمايد )23و24(. بنابراين نوع ميکروارگانيس��م و مواد مورد نياز 
براي رشد ميکروبي تعيين‌کننده نوع و ميزان نمک مورد استفاده 

است. 

نتيجه گيري
تجزيه مازوت توس��ط ميکروارگانيس��م هاي بومي شهر مشهد 
با روش تاگوچي بهينه س��ازي ش��د. از بين عوامل بررسي شده 
فس��فات با غلظت g/L 5 بيش��ترين تاثير و مي��زان تلقيح اوليه 
ميکروبي نيز کمترين تاثير را بر تجزيه مازوت داش��ته اس��ت؛ 
هرچند در کل اثرگذاري خطا از همه بيش��تر بوده است. کشت 
 NO4 مخلوط باکتري هاي بومي جدا ش��ده نسبت به باکتري
در pH براب��ر ب��ا 8/3 عملکرد بهتري از خود نش��ان داده اند و 

موثرتر بوده اند.

تشکر و قدرداني
اين مقاله حاصل پايان نامه با عنوان »تجزيه زيس��تي مازوت با 
استفاده از ميکروارگانيسم هاي بومي« در مقطع کارشناسي ارشد 
مصوب دانشگاه صنعتي شريف به تاريخ 1390/5/12 است که 
با حمايت پژوهش��کده فناوري زيستي دانشگاه فردوسي مشهد 
انجام ش��ده است. نويسندگان اين مقاله بدين وسيله از رياست 
محترم پژوهش��کده فناوري زيستي دانشگاه فردوسي مشهد به 

خاطر حمايت از اين پايان نامه تشکر و قدرداني مي نمايند.
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ABSTRACT
Background and Objectives: Optimization of mazut biocracking with different variables is one 
of the bioengineering applications in petroleum industry. The purpose of this study was to optimize  
biocracking of mazut by native microorganisms.
Materials and Methods: To optimize mazut cracking, using Taguchi method we run 32 
experiments using seven factors including amount of microbial inoculation, initial pH, surfactant, 
glucose, phosphor source, nitrogen source and sea salt; each of them with four levels and factor 
of microorganism type with two levels for design of experiment using that 32 experiments were 
designed by them.    
Results: Results showed that microbial mixture, 0.016 OD600 microbial inoculations, pH 8.3, 
Tween80 concentration of 2 g/L, glucose concentration of 4 g/L, phosphate concentration of 5 g/L, 
ammonium concentration of 9 g/L and sea salt concentration of 0.5 g/L were optimized conditions 
for biocracking of mazut process. 
Conclusion: Optimized level for each factor was not essentially inevitably the highest or the lowest 
level. Based on the analysis of variance, phosphor source with 15.8% and pH with 14.8% had 
the highest effect among other factors; however overally, error factor with 31.6% had the highest 
influence. Amount of microbial inoculation with 0.63% had the lowest effect on optimizing 
biocracking of mazut.

Key words: Optimization; Microbial cracking; Mazut; Optimized conditions; Taguchi method.
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