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In recent years, environmental friendly methods have been considered for managing hazardous 

chemicals in landfill leachates to prevent their entrance to surface and groundwater resources. 

This research was done in 2022 at University of Guilan. An ureolytic bacterium with the ability 

to precipitate calcium carbonate was isolated from the Saravan landfill leachate (SLL) firstly. 

Then, its potential was investigated along with the indicator bacteria Sporosarcina pasteurii 

in removing phosphate, calcium and fluoride ions from LLA through the calcium carbonate 

bioprecipitation process (MICP). The experiment was carried out as a 3 × 2 × 2 factorial in a 

completely randomized design with three replicates (36 samples). Factors include 

biocementing bacteria at three levels (no inoculation, inoculation with strain isolated from 

LLA and inoculation with S.  pasteurii), urea at two levels (0 and 2% (v/v)), and calcium 

chloride at two levels (0 and 50 mM). The highest phosphate removal rate (93%) was observed 

in the presence of calcium chloride without bacteria inoculation, and urea addition. However, 

ureolytic bacteria were needed for fluoride removal where the treatments of indicator bacteria 

and isolated strain in the presence of urea and calcium chloride removed 77% and 48% of 

fluoride, which was 14.4 and 9 times greater than the control treatment, respectively. The 

calcium removal rate in treatments with indicator and isolated bacteria was 93% and 90%, 

respectively. Although the removal rate of phosphate, calcium and fluoride was higher in the 

presence of the indicator bacteria compared to the isolated strain, there was no significant 

difference between them. Therefore, considering the application of native microorganisms, in 

addition to reducing costs, also creates less environmental concern than the indicator bacteria, 

it can be used to remove hazardous chemicals from landfill leachates through the MICP 

process. 
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  های کلیدی:واژه

  ،یپاستور نایاسپوروسارس

 اوره، 

  ،یبوم زجاندارانیر

 .یستیشدن ز یمعدن

 یهامکان رابهیخطرناک موجود در ش ییایمیمواد ش تیریدر مد ستیزطیمح داردوست یهاروش ریاخ یهادر سال
 نیموردتوجه قرار گرفته است. ا ینیرزمیو ز یسطح یهاآب منابع به هااز ورود آن یریدفن زباله به منظور جلوگ

کربنات  میلسک بیترس ییبا توانا کیتیاورئول یکتربا کیانجام شد. ابتدا  لانیدر دانشگاه گ 1401پژوهش در سال 
در حذف  یپاستور نایاسپوروسارسشاخص  یآن در کنار باکتر لیشد. سپس پتانس یجداساز سراوان گاهدفن رابهیاز ش

به شیشد. آزما ی( بررسMICPکربنات ) میکلس یستیرسوب ز ندیدر فرا رابهیاز ش دیو فلورا میفسفات، کلس یهاونی
 مانیس یها شامل باکترنمونه( اجرا شد. فاکتور 36با سه تکرار ) یدر قالب طرح کاملا تصادف 3×2×2 لیکتورفا صورت

(، اوره یتورپاس نایاسپوروسارسبا  یزنهیو ما رابهیجدا شده از ش هیبا سو یزنهیما ،یزنهیکننده در سه سطح )بدون ما
 نیشتری( به عنوان فاکتور سوم بودند. بmM 50دو سطح )صفر و  رد دیکلرا میدر دو سطح )صفر و دو درصد( و کلس

ف حذ یمشاهده شد. اما برا دیکلرا میو اوره و در حضور کلس یبدون باکتر ماریدرصد( در ت 93درصد حذف فسفات )
شاخص و جدا شده در  یباکتر یدارا یهاماریتدر  کهیبود به طور ازین کیتیاورئول یهایبه حضور باکتر دیفلورا

در  دیبرابر حذف فلورا 9و  4/14 بید که به ترتشحذف  دیدرصد فلورا 48و  77 بیبه ترت دیکلرا میحضور اوره و کلس
حذف شد.  رابهیش میدرصد کلس 90و  93 بیشاخص و جدا شده به ترت یباکتر یدارا یمارهایشاهد بود. در ت ماریت

بود اما تفاوت  ترشیجدا شده ب یشاخص نسبت به باکتر یباکتردر حضور  دیاو فلور میاگرچه درصد حذف فسفات، کلس
علاوه بر  ،یبوم زجاندارانیاستفاده از ر کهنیبا توجه به ا ن،ینشد. بنابرا دهید هاونی حذف در هاآن نیب یریگچشم

از  توانیم کنند،یم جادیشاخص ا یهانسبت به گونه زیرا ن یکمتر اریبس یطیمح ستیز ینگران ها،نهیکاهش هز
 استفاده کرد MICP ندیدر فرا رابهیحذف مواد خطرناک موجود در ش یها براآن

 ندیگاه زباله سراوان با استفاده از فرادفن رابهیاز ش میو کلس دی( حذف فسفات، فلورا1402) میراد؛ مر یلیمحمدباقر، خل ؛یفرهنگ ن،یفاطمه، قربان زاده؛ نسر پور؛یمهد: استناد

  https://doi.org/10.22059/ijswr.2023.364169.669556 .1431-1445 (،10) 45 مجله تحقیقات آب و خاک ایران،، کربنات میکلس یستیرسوب ز

 نویسندگان. ©                             ناشر: مؤسسه انتشارات دانشگاه تهران.                             
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 دمه مق

رین تدر سطح جهان، دفن زباله رایجها شده است. پیچیدگی چگونگی مدیریت آن ها سببو تنوع آن افزایش روزافزون حجم پسماندها
باله ترین روش دفع زترین و نسبتاً ارزانشوند. اگرچه دفن زباله سادههای تولید شده دفن میدرصد از زباله 95روش مدیریت پسماند است و 

شیرابه پسماندهای دفن شده دارای مواد شیمیایی . (Luo et al., 2019)مشکل اصلی، شیرابه تولید شده در مکان دفن پسماند است است اما 
شوند و کیفیت های زیرزمینی میهای سطحی و یا از طریق آبشویی وارد آبها وارد آببسیار خطرناک و مضر است که از طریق رواناب

خشک جهان مورد استفاده قرار مههای زیرزمینی عمدتاً به عنوان آب آشامیدنی در مناطق خشک و نیدهند. آبها را تحت تاثیر قرار میآن
(. شیرابه تولید شده ترکیبی از مواد شیمیایی گوناگون Li et al., 2020محیطی است )های مهم زیستگیرند و آلودگی آن یکی از نگرانیمی

 ,.Khalil et al)زمان است ها به طور همآلودگی نوع است که حاصل پسماندهای دارای مواد آلی و معدنی فراوان بوده و غالبا دارای چندین

2018). 

های آبی شناخته بوم( به عنوان دو عنصر بحرانی در پیکره زیستF-های موجود در آب، فسفر و فلوراید )به طور کلی در میان آلاینده
در نهایت فرایند  سمی وهای های فتوسنتزی و سیانوباکتراندازه جلبکهای آبی سبب رشد بیاند. افزایش مداوم سطح فسفات در سیستمشده

کند به یک مسئله های جدی که به سلامت انسان وارد میبه دلیل آسیب (. آلودگی آب به فلورایدLi et al., 2020شود )می 1اوتروفیکاسیون
دندانی و اسکلتی  2تواند سبب فلوئوروزیسو بیش از حد آن می ( و مصرف طولانی مدتLacson et al., 2021مهم جهانی تبدیل شده است )

های کلسیم در منابع آبی یون ،(. افزون بر اینLiu et al., 2021و همچنین اثرات غیرقابل برگشت بر اعصاب، ریه، کلیه و کبد شود )
کنند که شامل پوسته پوسته شدن شدید در خطوط لوله به دلیل رسوب مشکلات زیادی همراه با پیامدهای اقتصادی گسترده ایجاد می

 ,.Van Langerak et alهوازی تصفیه شیرابه است )های سولفات، فسفات و یا کربنات و نقص در راکتورهای بیم به صورت نمککلسی

1997 .) 
به طور گسترده به عنوان یک روش نوین برای تصفیه منابع آبی آلوده گزارش  )MICP( 3آوری رسوب زیستی کلسیم کربناتفن

شود. آنزیم ( انجام می4کننده اوره )اورئولیتیکهای هیدرولیز (. این فرایند توسط باکتریan et al., 2020Peng et al., 2020; Yشده است )
2-های کربنات )و سبب آزادسازی یون کندآز در این فرایند اوره را به یک مول کربنات و دو مول آمونیاک هیدرولیز میاوره

3CO و آمونیوم )
(+

4NHتواند با کلسیم موجود به فرم کلسیم کربنات )کلسیت( رسوب و کلسیم را از محیط آزاد شده به درون آب میشود. یون کربنات ( می
زایی را برای رسوب مواد های هستهها مکانهای آنهای میکروبی و متابولیت(. در طی این فرایند، یاختهKang et al., 2014حذف کند )

های گزارش شده است که پس از غیرفعال شدن فرآورده .(Yin et al., 2021کنند )اهم میهای کلسیم فرشده توسط نمکمعدنی تشکیل
 .(Wang et al., 2021شود )، یون فلوراید از طریق کریستاله شدن القایی )تبلور القایی( و جذب سطحی حذف میMICPتولید شده در فرایند 

 F- های باکتری در حذفبودنِ یاختهکند، بنابراین عمل می MICPایند سطح یاخته باکتری به عنوان هسته مرکزی تشکیل رسوب در فر

 (.Wang et al., 2021زایی و رشد کریستال را آسان کند )تواند هستهای دارد که میبه دلیل جایگاه اتصال بیشتر، مزایای ویژه
با بالابردنِ قلیاییت محیط کارایی حذف فلوراید و فسفات  MICPهمچنین نشان داده شده است که افزایش غلظت مواد آلی در فرایند 

  (:Banerjee, 2015; Deng et al., 2016سازد )پذیر می( امکان3تا  1های زیر )روابط واکنش را از طریق
 

−OH3)4(PO5= Ca−+ OH3 (1رابطة 
4+ 3PO2+5Ca 

−F3)4(PO5= Ca−+ F3 (2رابطة 
4+ 3PO2+5Ca 

− (3رابطة 
3+ HCO2= CaF++ H−+ 2F3CaCO 

د که سبب کننهای بیشتری را فراهم میها جایگاهسبب افزایش متابولیسم ریزجانداران شده و یاخته محیطبالای مواد آلی در  غلظت
شود های عاملی منفی روی سطح یاخته سبب جذب کلسیم میها رسوب کنند. بودن گروههای حاوی فلوراید در یاختهشود کریستالمی

(De Muynck et al., 2010و سپس یون )های فلوراید توسط جاذبه الکترواستاتیکی کلسیم جذب سطحی می( شوندGogoi et al., 2015.) 

                                                                                                                                                                                
1 Eutrophication  

2 Fluorosis 

3 Microbiologically Induced Calcium Carbonate Precipitation (MICP) 

4 Ureolytic 
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 پیشینه پژوهش
ها از جمله جذب سطحی، رسوب، فیلتراسیون غشایی، تبادل یونی، انعقاد الکتریکی و الکترولیز به منظور آوریای از فنتاکنون طیف گسترده

ه سبب هزینه شیمیایی ب وی های فیزیکو بازیابی فسفر و فلوراید از منابع آبی مورد بررسی قرار گرفته است. اما استفاده از این روش حذف
(. همچنین Wang et al., 2022بالا، محصولات جانبی مضر و مشکل در بازیابی محصولات ایجاد شده با محدودیت مواجه شده است )

ه آوری مقرون بها برای اتخاذ یک فنزمان این آلایندههای متعدد در منابع آبی سبب توجه گسترده بر تصفیه همزمان آلایندهوجود هم
 (. Rahman, 2020زیست شده است )دار محیطصرفه و دوست

به رسوب  قادرهای گوناگونی ها انجام و گزارش شده است که باکتریهای زیادی در مورد رسوب کلسیم کربنات توسط باکتریپژوهش
های کاهنده تریهای فتوسنتزکننده، باکهای اصلی درگیر در این فرآیند شامل باکتریباکتری هستند. مختلفکلسیم کربنات با فرایندهای 
های اورئولیتیک در این فرایند سبب ایجاد (. استفاده از باکتریAnsari et al., 2020های اورئولیتیک هستند )سولفات و نیترات و باکتری

-و  F ،2+Ca-زمان را در حذف هم آوریشود و این فنمی MICPقلیاییت در طی فرآیند 
3NO سازد )موثرتر و پایدارتر میWang et al., 

2021.) 
ه و از محیط ها رسوب کردزیستی، فسفات و سایر یوندر پژوهشی گزارش شد که در فرایند هیدرولیز اوره با تشکیل کلسیم کربنات 

هوازی فلوراید و کلسیم از آب زیرزمینی با (. همچنین پژوهشی در رابطه با پتانسیل حذف بیGowthaman et al., 2021شوند )خارج می
درصدی حذف فلوراید و کلسیم توسط  65و  87به روش رسوب زیستی کلسیم انجام شد و به ترتیب کارایی  1کوپریاویدوسباکتری جدید 

فلوراید   هوازی برای حذفدر شرایط بی MICPنخستین گزارش در مورد فرایند دست آمد. این پژوهش هوازی بهاین باکتری در شرایط بی
 Liu) تواند بیشتر از شرایط هوازی باشدهوازی حتی میها در شرایط بیحذف این یوندهد های زیرزمینی است و نشان میو کلسیم در آب

et al., 2021 .) همچنین نشان داده شده است که سویهH12  زدایی مقدار زیادی کربنات و هیدروکسید را در فرایند نیترات 2اسینِتوباکتر
ند کای زیادی را برای رسوب زیستی فراهم میهای برون یاختهو جایگاه شودزمان کلسیم و فلوراید میکند که سبب رسوب همتولید می

(Su et al., 2020 .) 

رسد. نیمی از زباله تولیدی استان گیلان هکتار می 13است و مساحت آن به  گاه شمال کشوردفنترین زباله سراوان بزرگگاه دفن
گونه ون هیچکه بدهای آلی و معدنی هستند شوند بیشتر زبالهاه زباله انباشته میگهایی که در دفنزبالهشود. هر روز به این محل برده می

لیتر شیرابه  4-5گاه سراوان طور میانگین، در دفنبهکنند. و در فرایند تجزیه  شیرابه تولید می شوندگاه سراوان دفن میتیمار اولیه در دفن
 ,.Mojiri et al., 2017; Shariatmadari et al)شود ثانیه در روزهای بارانی تولید می لیتر شیرابه در 18در ثانیه در روزهای خشک و حدود 

سفر، های خانگی و صنعتی مانند کلسیم، فشود، در شیرابه عناصری با منشا زبالهها پیش از دفن انجام نمی(. از آنجا که جداسازی زباله2018
ا در هشیرابه به یک ماده آلاینده خطرناک تبدیل شده و با توجه به بالا بودن سطح بارششوند. بنابراین فلوراید و فلزهای سنگین دیده می

یرابه سراوان های موجود در شتواند منابع آبی و خاکی بیشتری را در پایین دست آلوده کند. بنابراین، حذف آلودگیشمال کشور، شیرابه می
باله های دفن زهای بومی در مکانبسیار اندکی در رابطه با بررسی عملکرد باکتریهای از طرفی پژوهشای برخوردار است. از اهمیت ویژه
های جدا شده از شیرابه بنابراین، در این پژوهش ابتدا پتانسیل باکتری .(Rajasekar et al., 2021انجام شده است ) MICPبرای فرایند 

و یک سویه جداسازی شد. سپس کارایی سویه جدا شده در کنار یک باکتری  مورد ارزیابی قرار گرفت MICPگاه زباله سراوان در فرایند دفن
 از شیرابه بررسی شد. فسفات، فلوراید و کلسیم برای حذف  MICPشاخص در فرایند 

 شناسی پژوهشروش

 برداری از شیرابه و آنالیز آننمونه

برداری و ( نمونهN; 49°37′53″ E ″18′4°37زباله سراوان )گاه . شیرابه از دفنانجام شد لانیدر دانشگاه گ 1401پژوهش در سال  نیا
های ها و غلظت فلزهای سنگین به روشها و آنیونلظت کاتیونغ ،BOD3، COD4، غلظت املاح محلول، pHهای آن شامل ویژگی

                                                                                                                                                                                
1 Cupriavidus sp. 

2 Acinetobacter sp. 

3 Biochemical Oxygen Demand 

4 Chemical Oxygen Demand 
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 (. APHA, 1998) گیری شداستاندارد اندازه

 آز از شیرابهکننده اورهباکتری شاخص و جداسازی باکتری تولید  بازکشت و تهیه

و  شد تهیه ایران( صنعتی و علمی هایپژوهش ایران )سازمان میکروبی بانک از )PTCC1645 (1اسپوروسارسینا پاستوریشاخص  باکتری
 مولار اورهمیلی 333براث با   )نوترینت NBU3کشت  محیط به باکتری سپس شد. بازکشت (NA) 2آگارکشت جامد نوترینت  در محیط

ساعت یعنی  48(. پس از Achal et al., 2009( تکثیر شد )rpm 110شیکر ) روی بر دائمی هوادهی با سلسیوس درجه 30 دمای در و منتقل
دقیقه( از محیط کشت جدا شده و تا زمان آزمایش  5؛ به مدت rpm 10000نمایی، باکتری با سانتریفیوژ کردن ) رشد فاز انتهایی مرحله در

 اری شد. ددر یخچال نگه

ای تولید هسازی باکتریمنظور غنیها بهآز، از شیرابه سری رقت تهیه شد و رقتبرای جداسازی یک سویه باکتری تولید کننده اوره
ساعت انکوباسیون شدند  48مدت درجه سلسیوس به 25حاوی یک مولار اوره کشت و در دمای  NAآز در محیط کشت کننده آنزیم اوره

(Alef and Nannipieri, 1995سپس چند کلونی با فنوتیپ مشخص از این محیط جدا و در محیط اوره .)- آگار )یک مولار اوره( به صورت
برای  (.Al-Thawadi, 2008سازی شدند )های رشد کرده روی این محیط پس از چند بار بازکشت خالصخطی کشت داده شدند. کلونی

ها استفاده شد. برای تمامی جدایه 4)کریستنسن( آگار بیسها از محیط کشت اورهآزی آنو توان اورهها آز باکتریتعیین کیفیت آنزیم آوره
( که Bای )سویه (. سپس سویه جداشدهQian et al., 2010به صورتی )ارغوانی( مورد ارزیابی قرار گرفت ) UBAتغییر رنگ محیط کشت 

 (. 1یش انتخاب شد )شکل دارای بیشترین فعالیت آنزیمی بود برای ادامه آزما
 

 
 آزی )از رنگ نارنجی به رنگ بنفش(به دلیل فعالیت اوره UABکشت  طیرنگ شناساگر فنل رد در مح رییتغ. 1شکل 

 

  پالایی در شیرابهآزمایش زیست

ها شامل اجرا شد. فاکتورنمونه(  36در قالب طرح کاملا تصادفی با سه تکرار )مجموع  3×2×2صورت فاکتوریل پالایی بهآزمایش زیست
( به عنوان یپاستور نایاسپوروسارسبا  زنیهیو ما رابهیجدا شده از ش  Bهیبا سو زنیهیما ،زنیهیبدون ماباکتری سیمان کننده در سه سطح )

عنوان فاکتور سوم  ( بهmM 50فاکتور اول، اوره در دو سطح )صفر و دو درصد( به عنوان فاکتور دوم و کلسیم کلراید در دو سطح )صفر و 
ا به هها به حجم مشخصی از شیرابه )غیراستریل( در ارلن ترکیبی از فاکتورها )به عنوان تیمار( اضافه شد. ارلنبودند. برای بررسی اثر تیمار

فی جدا، اها با کاغذصدرجه سلسیوس انکوباسیون شدند. سپس رسوب تشکیل شده در ارلن 30مدت یک هفته در شرایط هوازی و در دمای 
های فسفات، فلوراید و کلسیم با دستگاه یون درجه سلسیوس خشک و توزین شدند. در بخش صاف شده غلظت یون 110و در دمای 

های گیری شد. ویژگیاندازه( ORION 420A) مترpH نیز با روش پتانسیومتری با دستگاه pH و( IC850–Metrohm) کروماتوگرافی

 بررسی شد.SEM (FEI Quanta 200 )( و Xpert Pro MPD- Panalytical) XRD لیزرسوب تشکیل شده نیز با آنا

 آنالیز آماری

 5از آزمون توکی در سطح احتمال خطای های آزمایشی آنالیز آماری شدند. برای مقایسه میانگین داده SAS 9.1 افزارنتایج با استفاده از نرم
  استفاده شد. Excel افزاردرصد و برای رسم نمودارها از نرم

 

                                                                                                                                                                                
1 Sporosarcina pasteurii 

2 Nutrient Agar 

3 Nutrient Broth Urea 

4 Urea Agar Base (Christensen) 

 

https://engineering.cmu.edu/mcf/equipment/fei-quanta-200.html
https://engineering.cmu.edu/mcf/equipment/fei-quanta-200.html
https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma-Aldrich/Datasheet/1/u1757dat.pdf
https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma-Aldrich/Datasheet/1/u1757dat.pdf
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 های پژوهش و بحثیافته

 های شیرابهویژگی

( که بیانگر مقدار 44/0در شیرابه پایین بود ) BOD/CODنشان داده شده است. نسبت  1های شیرابه مورد بررسی در جدول برخی از ویژگی
ای منیزیم و ههایی مانند فسفات، نیترات، کلراید، فلوراید و کاتیونبا توجه به غلظت بسیار زیاد آنیون باشد.های قابل تجزیه میکم ترکیب

از  دار فلزهای سنگین در شیرابه کم بود وآوری و تصفیه آن پیش از وارد شدن به محیط طبیعی ضروری است. مقآمونیوم در شیرابه، جمع
راین غلظت شوند، بنابجا که مقدار بالای فلزهای سنگین نظیر آهن، نیکل، کروم، کبالت، منگنز و سرب موجب مهار پالایش زیستی میآن

فراهم  MICPبرای فرایند  قلیایی شیرابه محیط مناسبی را pHبازدارنده نیست. همچنین  MICPپالایی به روش کم این فلزها برای زیست
های در آب pHجا که (. از آنNaveed et al., 2020; Yan et al., 2020های گذشته نیز به آن اشاره شده است )کند که در پژوهشمی

اسب ها منحدود هفت برای حذف آلاینده pHمناسب است.  MICPها توسط فرایند است برای حذف آلاینده 6-9زیرزمینی عموما در حدود 
 (. Wang et al., 2022گزارش شده است )

 

 های شیرابه مورد بررسی. برخی از ویژگی1جدول 

 مقدار پارامتر مقدار پارامتر

pH 57/8 روی ND 
 83/0 لیتیم 5 رنگ

 323/0 مس 7300 کدورت

COD 2330 225/0 سرب 

BOD 1023 138/0 کروم 

TDS 10013 0007/0 کادمیوم 
 073/0 کبالت 1040 آمونیوم
 27/0 نیکل 60 کلسیم
 ND سلنیوم 109 منیزیم

 9/45 نیتریت 1290 سدیم
 6/87 نیترات 2/609 پتاسیم
 69/37 فسفات 488/3 آهن
 2/185 فلوراید 092/0 منگنز

 7/704 کلراید 3/27 سولفات
 700  *هتروترفهای باکتری 250  *هافرمکل کلی

CODخواهی شیمیایی، : اکسیژنBOD :خواهی زیستی، اکسیژنTDS غلظت کل جامدات محلول، رنگ بر حسب :CU کدورت بر حسب ،NTU  و سایر پارامترها به جزpH  دارای
 باشد. لیتر میمیلی 100تعداد یاخته باکتریایی در  *: به معنی غیر قابل تشخیص و NDباشند. می L mg-1واحد 

 شده جدا باکتری بیوشیمیایی هایآزمون نتایج

 های آزمون جمله از آن بیوشیمیایی هایویژگی آز، برخیآنزیم اوره تولید بالاتر مقدار جدایه بر اساس اولیه گریغربال از پس
-مورد آزمایش گرم جدایه که داد نشان گرم آمیزیرنگ از حاصل گرفت. نتایج قرار ارزیابی مورد تحرک و کاتالاز اسپور، ،1گرم آمیزیرنگ

آمیزی اسپور جدایه نیز، اسپوردار بودن آن را کروی )کوکسی( بود. نتایج رنگ شکل به که نشان داد میکروسکوپ زیر آن در بررسی و مثبت
نتیجه آزمون کاتالاز باکتری مثبت بود که بیانگر هوازی یا بود.  آز، منفیاوره تولیدکننده جدایه تحرک آزمونهمچنین نتیجه  نمود. تایید

های بیشتر از نوع باسیل MICPهای کارا در فرایند های بسیاری حاکی از آن است که باکتریباشد. پژوهشبودن آن میهوازی اختیاری بی
 Ganendraاشاره کرد ) 3تورینجنسیس باسیلوسو  2باسیلوس سابتلیستوان به ها میمثبت و هوازی هستند که از جمله این باکتری-گرم

et al., 2014.) 

 ثیر تیمارهاآنالیز واریانس تا

یمارها ها نشان داد تاثیر همه تنتایج آنالیز واریانس دادهگیری شده آمده است. آنالیز واریانس تاثیر تیمارها بر پارامترهای اندازه 2در جدول 

                                                                                                                                                                                
1 Gram staining 

2 Bacillus subtilis 

3 Bacillus thuringiensis 
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ری کنش باکتهمچنین برهم (. تاثیر باکتری، اوره و کلسیم کلراید و> p 05/0دار بود )معنی MICPکنش آنها بر کلسیم محلول پس از فرایند برهم و
کنش آن با باکتری بر فسفات (. از بین تیمارها تنها اثر کلسیم کلراید و برهم> p 05/0دار شد )و اوره در کلسیم کلراید بر فلوراید محلول معنی

تایی فاکتورها کنش سههمچنین برهم( و > p 01/0کنش دوتایی آنها )(. همچنین تاثیر اوره کلسیم کلراید و برهم> p 01/0دار بود )محلول معنی
 (.2( )جدول > p 01/0دار بود )که تنها تاثیر کلسیم کلرید بر رسوب ایجاد شده معنی( در حالی> p 05/0دار شد )معنی pHبر 

 

 گیری شده. تجزیه واریانس تاثیر تیمارها بر پارامترهای اندازه2جدول 

 درجه آزادی منبع تغییرات
 میانگین مربعات

 کلسیم فلوراید فسفات pH رسوب

 2 ns042/0 ns014/0 ns65/4 **6203 *8/131 (B)باکتری 

 1 ns002/0 **637/0 ns389/0 **3867 **4389 (U)اوره 
 1 **4/25 **513/0 **949 **10557 **2773 (C)کلسیم کلراید 

 U ×B 2 ns090/0 ns019/0 **4/24 ns3/131 *6/157 
 C ×B 2 ns042/0 ns018/0 ns009/0 **1612 *2/136 
 C ×U 1 ns003/0 **095/0 ns043/0 *3/777 **5060 

 C× U  ×B 2 ns089/0 *036/0 ns95/3 ns09/93 *8/155 
 94/22 9/125 03/2 006/0 031/0 24 خطا

 97/21 581/8 6/13 884/0 9/11 - ضریب تغییرات
 دار نبودن است.بیانگر معنی nsدرصد خطاست و  5و  1داری در سطح احتمال معنیبه ترتیب بیانگر  *و  **

  pHمقدار رسوب تشکیل شده و 

نشان داده شده است. بیشترین مقدار رسوب  2در تیمارهای مختلف پس از یک هفته انکوباسیون در شکل  pHمقدار رسوب ایجاد شده و 
دار با دیگر تیمارهای گرم بر لیتر( ایجاد شد که تفاوت آماری معنی 84/2در تیمار دارای باکتری شاخص در حضور اوره و کلسیم کلراید )

ور اوره در شد. اما حضبینی میدر تیمارهای دارای کلسیم کلراید بیشتر بود که پیش دارای کلسیم نداشت. به طور کلی، مقدار رسوب
تیمارهای دارای باکتری )شاخص و جدا شده( سبب افزایش محتوای رسوب نسبت به تیمارهای بدون اوره شد. با این حال، مقدار رسوب در 

در این  pHبود که اگرچه دلیل آن روشن نیست اما احتمالاً در پیِ کاهش  تیمار بدون باکتری و اوره در حضور کلسیم کلراید نیز قابل توجه
ها و همچنین مواد کنند، سایر یونرا جبران می pHهای تخصصی اورئولیتیک که با تولید آمونیوم کاهش ب( و نبود باکتری-2تیمار )شکل 

کل ترین مقدار فسفر محلول در این تیمار )شاگانه انجام نشد اما کمطور جداند. اگرچه آنالیز رسوب هر تیمار بهآلی شیرابه در رسوب یافته
کند که بخش زیادی از آن به فرم رسوب مونوآمونیوم فسفات، کلسیم فسفات و استروویت حذف شده است. بالا الف( به نوعی تائید می-3

شود که جرم مولی کلسیم فسفات کند. یادآوری می( تشکیل استروویت پتاسیم را ممکن می1بودن قابل توجه پتاسیم در شیرابه )جدول 
 Huangهای دیگر به حذف فسفات به فرم استروویت از شیرابه لندفیل اشاره شده است )حدود سه برابر کلسیم کربنات است. در پژوهش

et al., 2014؛ Farhangi et al., 2021 .) 

 

 

 

زنی با به ترتیب بیانگر تیمار بدون مایه SPو  B ،IS)ب( در تیمارهای مختلف پس از یک هفته انکوباسیون.  pH. مقدار رسوب )الف( و 2شکل 

-ا نشانههستند. حروف متفاوت روی ستون اسپوروسارسینا پاستوریزنی شده با زنی شده با سویه جدا شده از شیرابه و مایهباکتری، مایه

 هاست.وت میانگین( تفا> p 05/0دار بودن )دهنده معنی
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نسبت به تیمارهای دارای کلسیم کلراید بیشتر بود و در تیمارهای دارای باکتری و اوره و  pHدر تیمارهای بدون کلسیم کلراید مقدار 
 در(. کلسیم کلراید یک ترکیب یونی محلول در آب است که 2واحد افزایش نشان داد )شکل  4/0بدون کلسیم کلراید نسبت به تیمار شاهد 

فعالیت  یابد که این امر سبب کاهش ضریبکند. به دنبال افزودن کلسیم کلراید قدرت یونی محلول افزایش میزمان انحلال گرما تولید می
تر بودن اندازه یون هیدروژن سبب های هیدروکسیل و هیدروژن و کوچکشود. تفاوت اندازه یونهای هیدروکسیل و هیدروژن مییون

آز نیز اگرچه با مصرف یون های تولید کننده اوره(. باکتریSposito, 2008شود )می pHفعالیت آن و در نتیجه کاهش  بیشتر بودن ضریب
شود. اما این واکنش منجر به تولید آمونیوم قابل توجه  pHتواند سبب بالا رفتن نمایند که این امر می( اوره را هیدرولیز میH+هیدروژن )

−H 2 ++کربنات تولید شده در فرایند هیدرولیز اوره )است. در سوی دیگر، یون بی pHشود که از دلایل اصلی بالارفتن می
3= CO−

3HCO )
−CaCO2 =3کند که در فرایند تشکیل کلسیم کربنات )تولید یون هیدروژن و کربنات می

3+ CO 2+Ca یون کربنات مصرف شده و هیدروژن ،)

حضور اوره در همه تیمارهای نظیر سبب (. در این پژوهش نیز Burt et al., 2018) شودیدرولیز اوره جبران میمصرفی هم در مسیر ه

 (.Kang et al., 2014شد ) pHافزایش 

 حذف فسفات، فلوراید و کلسیم از شیرابه

الف نشان داده شده است.  -3میانگین غلظت فسفات و راندمان حذف آن در تیمارهای مختلف پس از یک هفته انکوباسیون در شکل 
( mg L 59/2-1( کاهش یافت. کمترین مقدار آن )1؛ جدول mg L 69/37-1غلظت یون فسفات در همه تیمارها با توجه به مقدار اولیه آن )

زنی شده با ( در تیمار مایهmg L 86/19-1اکتری، افزودن اوره و در حضور کلسیم کلراید و بیشترین مقدار آن )زنی بدر تیمار بدون مایه
ار غلظت فسفات ددست آمد. حضور کلسیم کلراید تنها عاملی بود که سبب کاهش معنیباکتری بومی، افزودن اوره و بدون کلسیم کلراید به

( در تیمار بدون 1بین تیمارها شد. بیشترین درصد حذف فسفات )با توجه به غلظت اولیه فسفات؛ جدول و یا به عبارتی افزایش حذف آن در 
داری با تیمار دارای باکتری شاخص همراه با درصد( که اختلاف معنی 93زنی باکتری و اوره و در حضور کلسیم کلراید مشاهده شد )مایه

زنی باکتری، درصد( نسبت به تیمار شاهد )تیمار بدون مایه 92صد حذف فسفات در این تیمار )درصد(. در 92اوره و کلسیم کلراید نشان نداد )
 برابر بود.  6/1درصد(  37/55اوره و کلراید کلسیم؛ 

درصد متغییر بود. همچنین در همه تیمارهایی که دارای کلسیم کلراید بودند درصد  93تا  47با توجه به نمودار درصد حذف فسفات از 
درصد از فسفات از فاز  83دهد که با افزودن اوره و کلسیم کلراید بیش از درصد(. این موضوع نشان می 93تا  83فسفات بالابود )از حذف 

محلول شیرابه حذف شد. بنابراین نقش کلسیم کلراید در حذف فسفات بیشتر از باکتری و حتی اوره است. رسوب فسفات به فرم مونوآمونیوم 
 ( گزارش شده است. Farhangi et al., 2021 ؛Huang et al., 2014های دیگر )سفات و استروویت در پژوهشفسفات، کلسیم ف

 

  
مانده )ب( در تیمارهای مختلف پس از یک مانده )الف( و درصد حذف و مقدار فلوراید باقی. درصد حذف و مقدار فسفات باقی3شکل 

نی شده ززنی شده با سویه جدا شده از شیرابه و مایهزنی با باکتری، مایهبه ترتیب بیانگر تیمار بدون مایه SPو  B ،ISهفته انکوباسیون. 

ار بودن ددهنده معنیها نشانحروف متفاوت روی ستون دهند.هستند. خطوط ممتد درصد حذف را نشان می اسپوروسارسینا پاستوریبا 

(05/0 p <تفاوت میانگین ).هاست 

 
ب نشان داده شده است.  -3میانگین غلظت فلوراید و راندمان حذف آن در تیمارهای مختلف پس از یک هفته انکوباسیون در شکل 

( mg L 34/42-1( کاهش یافت. کمترین مقدار آن )1؛ جدول mg L 2/185-1غلظت یون فلوراید در همه تیمارها با توجه به مقدار اولیه آن )
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Burt+CD&cauthor_id=29415101
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ی، بدون اوره زنی با همین باکترجز مایهدست آمد که با سایر تیمارها بهباکتری شاخص، افزودن اوره و کلسیم کلراید بهزنی در تیمار با مایه
زنی ( در تیمار شاهد )بدون مایهmg L 26/175-1(. بیشترین مقدار فلوراید )p > 05/0دار داشت )و دارای کلسیم کلراید تفاوت آماری معنی

اری دزنی با باکتری، بدون اوره و کلسیم کلراید تفاوت آماری معنیدست آمد که با تیمارهای بدون مایهم کلراید( بهباکتری، اوره و کلسی
درصد بود که در  48و  77نداشت. درصد حذف فلوراید در تیمار دارای باکتری شاخص و جدا شده همراه با اوره و کلسیم کلراید به ترتیب 

ای هتری را برای کاتیونهای فعالتواند مکانها میبرابر افزایش یافته بود. زیرا حضور باکتری 9و  4/14تیب مقایسه با تیمار شاهد به تر
ها در فرایند های کلسیم به سطوح باکتریو با افزایش اتصال نمک Leng and Soares, 2021; Naveed et al., 2020)) فلزی فراهم کند

MICP یابد )فلوراید نیز افزایش می حذف(Ali et al., 2021 . در تمامی تیمارهای دارای کلسیم کلراید درصد حذف فلوراید بیشتر از سایر
که درصد حذف فلوراید در تیمارهای بدون افزودن کلسیم کلراید و اوره کمتر بود. با این حال همبستگی بین درصد تیمارها بود، درحالی

 pH( همبستگی بین پارامترها نشان داد که مقدار رسوب با حذف فلوراید با مقدار p = 57/0؛ 12/0حذف فلوراید و کلسیم معنی دار نبود )
های هیدروکسیل با فلوراید در توان آن را به افزایش رقابت یونفلورزدایی کم شد که می ،pHای که با افزایش گونهشیرابه مرتبط است، به

pH ( های بالا مرتبط دانستLi et al., 2020; Zhu et al., 2020 Chen et al., 2019; He et al., 2019; در پژوهشی گزارش شد که .)
(. Wang et al., 2021رسد )خنثی به بیشینه مقدار خود می pHدر شرایط  MICPدر فرایند  1سودوموناس WZ39سویه  فلوراید توسط حذف

تواند در نتیجه فعالیت متابولیکی قوی رسد که میمقدار میخنثی به بیشترین  pHه کارایی حذف فلوراید در شرایط همچنین گفته شد
داری در حذف فلوراید در فرایند اثر بسیار معنی pH(. غلظت کلسیم و Lai et al., 2020باشد ) MICPدر فرایند  WZ39 سودوموناسباکتری 

، شرایط محیطی MICP متابولیکی ریزجانداران فعالیت(. Su et al., 2020دارد ) H12 اسینتوباکتررسوب زیستی کلسیم کربنات در حضور 
2- و غلظت pH مانند

3CO دهد که به طور غیرمستقیم سبب حذف فلوراید میرا تغییر می( شودMaity et al., 2018 چهار فاکتور مرتبط با .)
سم توانند توسط متابولیفاکتور اول میزایی هستند که سه های هسته، غلظت کربنات و وجود مکانpHمکانیزم حذف فلوراید غلظت کلسیم، 

( بر روی سطوح باکتری به عنوان مکان EPS) 2ایهای برون یاختهمرِهای عاملی با بار منفی پلیباکتریایی تغییر کنند و در نهایت، گروه
 (. Mukherjee et al., 2017کنند )زایی عمل میهسته

 

 العهبین پارامترهای مورد مط بستگیهم . ضرایب2جدول 

  رسوب pH حذف فسفات حذف فلوراید حذف کلسیم

 رسوب 1    

   1 **57/0-  pH 

 حذف فسفات  94/0**  -62/0** 1  

 1 *48/0 ns14/0- **62/0 حذف فلوراید 

1 ns12/0 *46/0- *49/0- *44/0- حذف کلسیم 

 استدرصد  5نبودن در سطح  ریگچشم انگریب ns و درصد کی ودر سطح احتمال پنج  بودن دارمعنی یدهندهنشان بیبه ترت ** و*

 
نشان داده شده است. بیشترین  4میانگین غلظت و راندمان حذف کلسیم در تیمارهای مختلف پس از یک هفته انکوباسیون در شکل 

ای بدون داری با تیمارهمعنیدرصد حذف کلسیم در تیمار بدون باکتری همراه با کلسیم کلراید و اوره مشاهده شد که البته تفاوت آماری 
 اوره دارای کلسیم کلراید نداشت. در تیمار شاهد بدون باکتری و اوره و دارای کلسیم کلراید نه تنها حذفی مشاهده نشد بلکه مقدار کلسیم

در حضور  افزودن اوره که میانگین حذف کلسیم در تیمار بدون باکتری پس ازمانده در شیرابه از مقدار اولیه آن بیشتر شد. درحالیباقی
بر اثر بودن اوره )در مقایسه  pHرسد به دلیل بالا رفتن ای افزایش یافت. به نظر میکلسیم کلراید نسبت به این تیمار به طور قابل ملاحظه

یافته است. افزایش  فراهم شده و کلسیم همراه با فلوراید رسوب 2CaFبا تیمار دارای کلسیم کلراید بدون اوره(، شرایط برای تشکیل رسوب 
ب( این امر را تائید -3درصد( )شکل  15درصد( در مقایسه با تیمار دارای کلسیم کلراید بدون اوره ) 26درصد حذف فلوراید در این تیمار )

رایند های بومی شیرابه نیز در حذف کلسیم طی فکند. در سوی دیگر، از آنجا که شیرابه استریل نبوده است، در تیمار دارای اوره باکتریمی
MICP ی زنی با باکتری، دارای باکتری جدا شده و دارای باکترمانده کلسیم در تیمارهای بدون مایهاند. میانگین مقدار باقینقش ایفا کرده

ان در حذف کلسیم از شیرابه را نش گرم در لیتر بود که توانمندی بیشتر باکتری شاخصمیلی 34/17و  77/22، 28/25شاخص به ترتیب 

                                                                                                                                                                                
1 Pseudomonas sp. WZ39 

2 Extracellular polymeric substance 
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داری با باکتری جدا شده از شیرابه نداشت. با این حال استفاده از ریزجانداران بومی شیرابه، نگرانی زیست محیطی دهد اگرچه تفاوت معنیمی
کند، ضمن می ییر دهد ایجادتواند پویایی میکروبی محیط را تغزنی با باکتری شاخص که به طور بالقوه میبسیار کمتری نسبت به مایه

دهد. علاوه براین مواد خطرناک موجود در شیرابه ممکن است سبب ایجاد سمیت برای ریزجانداران که هزینه فرایند را نیز کاهش میاین
 پالایی را کاهش دهند. غیربومی شوند و کارایی فرایندهای زیست

 

 
ی زنهیما بدون ماریت انگریببه ترتیب  SPو  B ،ISارهای مختلف پس از یک هفته انکوباسیون. مانده در تیم. درصد حذف و مقدار کلسیم باقی4شکل 

دهنده ا نشانههستند. حروف متفاوت روی ستون اسپوروسارسینا پاستوریزنی شده با زنی شده با سویه جدا شده از شیرابه و مایهبا باکتری، مایه

 هاست.( تفاوت میانگین> p 05/0دار بودن )معنی

 

سبت مانده درصد حذف فلوراید افزایش یافت. افزایش ندر تیمارهای دارای کلسیم کلراید، با افزایش نسبت کلسیم به فسفات باقی
( را افزایش دهد. تشکیل هیدروکسی آپاتیت به حذف فلوراید PO5Ca)4(OH3تواند شرایط تشکیل هیدروکسی آپاتیت )کلسیم به فسفات می

. به طور کلی سه مسیر برای حذف فلوراید پیشنهاد شده است؛ تبادل یونی، )Wimalasiri et al., 2021کند )نی کمک میاز طریق تبادل یو
 OH-شود. فلوراید نسبت به  OH3)4(PO5Caتواند جایگزین هیدروکسیل در . در فرایند تبادل یونی، فلوراید می1رسوبی و جذب شیمیاییهم

رسوبی فلوراید با کلسیم (. همKang et al., 2019شود )شکل به سهولت انجام میدارای شعاع یونی کوچکتری است و فرایند جایگزینی هم
( که بیانگر نقش کلیدی فسفات در فرایند فلورزدایی Wang et al., 2022شود )می F3)4(PO5Caو  2CaFو فسفات آزاد نیز سبب تشکیل 

ه کتواند در حذف فلوراید کارایی داشته باشد. در حالیگزارش شده است که سنگ آهک به تنهایی نمی(. Sternitzke et al., 2012باشد )می
داری رسوبی با فسفات به طور معنیو همچنین هم OH3)4(PO5Caبا افزودن فسفات، حذف فلوراید به دنبال فرایند تبادل یونی با رسوب 

(. در این پژوهش نیز حضور فسفات در شیرابه همراه با تشکیل رسوب زیستی کلسیم کربنات طی Nath and Dutta, 2010یابد )افزایش می
ها سبب ناپویا شدن فلوراید توسط جذب بر روی سطح باکتری 3CaCOدر حذف فلوراید از شیرابه اثر مثبت داشت زیرا رسوب  MICPفرایند 

 ,.Wang et alتری دارند )در فرآیند فلورزدایی در مقایسه با جذب شیمیایی نقش مهم رسوبیشود. اگرچه تبادل یونی و همشیمیایی می

2022 .) 
فات یکی از رسوبی فلوراید، کلسیم و فسمانده با افزایش نسبت کلسیم به فلوراید کاهش پیدا کرد. هممقدار فلوراید و فسفات باقی

شود و یم میهای کلستیمارهای دارای کلسیم کلراید سبب افزایش رسوب نمکمسیرهای فلورزدایی است. افزایش قدرت یونی کلسیم در 
با افزایش غلظت کلسیم کارایی فلورزدایی (. Wang et al., 2022بخشد )شدت می F3)4(PO5Caو  2CaFبنابراین حذف فلوراید را به شکل 

باکتریایی در معدنی شدن زیستی  EPSیل و آمینو بر روی های عاملی کربوکسیل، هیدروکسگروهبه نقش حیاتی  یابد.به تدریج بهبود می
 Naveedزایی در سطح باکتری سبب هسته Ca+2افزایش (. Tang et al., 2021های فلزی نیز اشاره شده است )از طریق کلات کردن کاتیون

et al., 2020; Wang et al., 2021))  سویه شود. گزارش شده است که محیط میرسوبی فلوراید و حذف آن از افزایش جذب سطحی و همو
WZ39 زایی فراهم میهای کلسیم در مراحل اولیه هستههای اتصال فراوانی را برای نمکجایگاه سودوموناس( کندWang et al., 2022 .)

ود و کارایی شها محدود میآن هایها به سبب اتصال و رشد کلسیم اضافی بر روی یاختهبنابراین، باوجودِ تعدد ریزجانداران، فعالیت باکتری
های زیاد کلسیم کارایی رسوب و حذف که غلظتشده است (. گزارش Terzis and Laloui, 2019یابد )حذف کلسیم و فلوراید کاهش می

ی یافزایش نسبت کلسیم به فلوراید سبب کاهش در کارا(. در این پژوهش نیز Lambert and Randall, 2019دهد )کلسیم را کاهش می
                                                                                                                                                                                
1 Chemisorption 
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 (.4و  3حذف کلسیم در بیشتر تیمارها شد )شکل 
دهد. در این پژوهش نیز در شیرابه کارایی این فرایند و قلیاییت محیط را افزایش می MICPبودن غلظت بالایی از مواد آلی در فرایند 

( و حذف 3تا  1کنند )روابط ات فراهم میرسوبی کلسیم، فلوراید و فسفهای مناسبی را برای هممقادیر زیادی مواد آلی وجود دارد که مکان
بالای مواد آلی در شیرابه سبب افزایش  . از سویی، غلظت(Banerjee, 2015; Deng et al., 2016سازد )پذیر میامکان ها رااین یون

در شیرابه رخ  MICPکه فرایند یکنند. بنابراین، هنگامهای بیشتری را برای رسوب فراهم میها جایگاهمتابولیسم ریزجانداران شده و یاخته
شوند. کلسیم کربنات زیستی بر روی سطح خود هسته تشکیل به جایگاه موثری برای رسوب کلسیم تبدیل می EPS ها ودهد، باکتریمی
سیم کل های منفی روی سطح یاخته سبب جذبدهد. وجود گروههای حاوی فلوراید را تشکیل میکند و کانیدهد و به تدریج رشد میمی
 ,.Gogoi et alشوند )های فلوراید توسط جاذبه الکترواستاتیکی کلسیم جذب سطحی می( و سپس یونDe Muynck et al., 2010شود )می

2015 .) 

 ( XRD)و پراش پرتو ایکس  SEMبررسی رسوب تشکیل شده با 

مشخص است  5طور که در شکل ( انجام شد. همان6)شکل  XRD( و 5)شکل  SEMبه منظور بررسی رسوب تشکیل شده آنالیزهای 
یع زایی برای تسرهای هستهتوانند به عنوان مکانبندی سوزنی شکل، ترشحات باکتریایی در حاشیه رسوب که میتشکیل دانه

. نتایج ما با نتایج ای رسوب ایجاد شده قابل مشاهده است( و همچنین ساختار خوشهQin et al., 2020کریستالیزاسیون عمل کنند )
 ( مطابقت دارد. ;Wang et al., 2021 Ansari et al., 2020گران دیگر )پژوهش

 

 
سبز  زایی، فلشرسوب حاصل. به ترتیب از راست به چپ بزرگنمایی افزایش یافته است. فلش قرمز مربوط به هسته SEM. نتایج آنالیز 5شکل 

 باشد.ای میهای برون یاختهای و کادر قرمز تراوشرسوبات خوشه مربوط به باکتری در حال تقسیم، کادر زرد

 
مربوط به رسوب  5/56و  2θ ،23 ،4/29 ،36 ،4/39 ،5/48های مشاهده شده در ( نشان داد که پیک6)شکل  XRDنتایج آنالیز 

تواند مربوط به تشکیل نیز می 6/43و  2θ ،3/31های موجود در باشد. پیککلسیم کربنات است که رسوب غالب تشکیل شده در شیرابه می
 F-باشد که پس از جذب سطحی  2CaFمربوط به رسوب  2θ ،47و پیک مشاهده شده در موقعیت  4(PO5Ca(F 3و PO5Ca)OH3)4رسوب 

 ایجاد شده است.  

 
  رسوب حاصل XRD. نتایج آنالیز 6شکل 
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 گیری و پیشنهادهانتیجه
سراوان در فرایند رسوب زیستی کلسیم کربنات توسط یک گاه دفنهای فسفات، کلسیم و فلوراید از شیرابه در این پژوهش حذف یون

رفا به بررسی شد. نتایج نشان داد که برای حذف فسفات از شیرابه ص اسپوروسارسینا پاستوریباکتری اورئولیتیک در کنار باکتری شاخص 
یاز است. در های اورئولیتیک هم نرای حذف فلوراید علاوه بر کلسیم کلراید به اوره و باکتریکلسیم کلراید و زمان نیاز است. درحالی که ب

 نایاسپوروسارستری کلسیم کلرید و باک ،کلراید بود اما اثر سینرژیستی اورهکلسیم خصوص حذف فلوراید؛ مشخصا نقش باکتری بارزتر از اوره و 
درصد حذف فسفات، فلوراید و کلسیم در تیمارهای دارای باکتری مربوط به باکتری شاخص  کاملا متفاوت و بالاتر است. بیشترین یپاستور

وان از پتانسیل تها موفق عمل کرد و بنابراین میطی فرایند رسوب زیستی کلسیم کربنات بود با این حال باکتری بومی نیز در حذف این یون
 استفاده نمود.   هاهای بومی موجود در شیرابه برای حذف آلایندهباکتری

 
 "گونه تعارض منافع بین نویسندگان وجود نداردهیچ "
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Phosphate, fluoride and calcium removal from Saravan landfill leachate using 

calcium carbonate bioprecipitation process  

EXTENDED ABSTRACT 
Introduction: 

Landfill leachates contain hazardous chemicals that enter surface and groundwater resources through 

runoff and leaching processes and affect their quality. Among the contaminants in landfill leachates, 

phosphorus (P) and fluoride (F) are known as two critical elements in contamination of aquatic ecosystems. 

So far, a wide range of technologies, mainly physicochemical methods have been adopted to remove P and F 

from water resources. However, the use of these methods has been limited due to the high cost, and harmful 

side products. The presence of multiple contaminants in landfill leachates has also caused acural attention to 

their simultaneous treatment leading to the adaptation of cost-effective and environmentally friendly 

technologies. Microbiologically induced calcium carbonate precipitation (MICP) technology has been widely 

reported as a new method for treating contaminated water resources. However, this technology has just started 

for landfill leachate treatment and the use of native ureolytic bacteria will increase its efficiency and cost 

effectiveness.  

Materials and methods: 
An ureolytic bacterium with the ability to precipitate calcium carbonate was isolated firstly from the 

Saravan landfill leachate (SLL). Then its potential, along with the indicator bacteria Sporosarcina pasteurii, 

in removing phosphate, fluoride and calcium ions from the SLL via calcium carbonate bioprecipitation process 

(MICCP) was investigated. An incubation experiment in the completely randomized design format with a 

factorial arrangement was performed with three replications in 2022 at University of Guilan. Factors included 

ureolytic bacteria in three levels (without bacteria, S. pasteurii, and isolated strain), urea in two levels (0 and 

2% w/v) and calcium chloride in two levels (0 and 50 mM). Thus, a combination of 36 batch tests (12 

treatments with three replications) was tested. Leachate was incubated for 7 days in a shaker-incubator (120 

rpm, 30 ºC). After that, the formed precipitate in the flasks was separated with filter paper, dried (110 ºC), 

weighed, and then analyzed by XRD and SEM. In the supernatant, the concentration of phosphate, fluoride 

and calcium ions was measured, and their removal rate was calculated. pH was also measured in the 

supernatant.  

Results and discussion: 

The highest amount of precipitate (2.84 g L-1) was formed in the treatment with indicator bacteria in the 

presence of urea and calcium chloride. Although more precipitate formation was expected in the treatments 

with calcium chloride, the presence of urea in the treatments with bacteria (indicator and isolated strain) 

increased the precipitate content compared to the treatments without urea. The highest phosphate removal rate 

was observed in the treatment without bacteria and urea and in the presence of calcium chloride (93%), which 

did not show a significant difference with the treatment with indicator bacteria, urea and calcium chloride 

(92%). Although the highest phosphate removal rate (93%) was observed in the presence of calcium chloride 

without bacteria and urea, isolated bacteria in the presence of urea and calcium chloride removed 77% and 

48% of fluoride, which was 14.4 and 9 times greater than the control treatment, respectively. Calcium removal 

rate in the treatments with indicator and isolated bacteria was 93% and 90%, respectively. Although the 

removal rate of phosphate, calcium and fluoride was higher in the presence of the indicator bacteria compared 

to the isolated strain, their difference was not significant. The results of XRD analysis confirmed the peaks 

related to calcium carbonate precipitation (dominant precipitate formed in the leachate) with Ca5(PO4)3OH, 

Ca5(PO4)3F, and CaF2. 

Conclusions: 

Simultaneous removal of phosphate, fluoride and calcium from landfill leachates using bioremediation 

methods plays an important role in the aquatic ecosystems health. Application of native microorganisms, in 

addition to reducing costs, creates less environmental concern than indicator bacteria. Thus, it can be used to 

remove hazardous chemicals from landfill leachates through the MICP process. 
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