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Abstract  
The effluents of polymerization plants are acidic due to the use of sulfuric acid as flocculation agent and 
their wastewater contains high amounts of sulfate ions. In wastewater industry, several physical, chemical 
and biological treatment methods are used. The main purpose of this study is to examine the feasibility of 
anaerobic biological treatment of sulfate in industrial effluents by using sulfate-reducing bacteria. The 
research method is quantitative, and experiments and data collection from 2017-2020. The main variables 
of this research are temperature, effluent pH and the population of microorganisms. Experiments at two 
temperature levels of 25 and 60 oC and two different pHs, 7.5 and 8.5, were performed and four series of 
experiments were done. The results showed that by increasing the temperature of the solution from 25° to 
60 °C at a concentration of 50 mg/L sulfate ion and a pH of 7.5, microorganisms showed 17.6% better 
performance. Also, the performance of microorganisms in anaerobic biological treatment at concentration 
of 50 mg/L of sulfate ion was 45.3% minimum and 49.9% at maximum. Comparison of experimental 
results at two different pHs of 7.5 and 8.5, indicates that at the same temperatures of 25 and 65°C, with 
increasing pH, the performance of microorganisms has improved by 16.4%. The efficiency of wastewater 
treatment increases 19.6% by changing pH from 7.5 to 8.5. Results showed that the correlation between 
temperature and sulfate ion concentration follows the 1st degree equation. Also, the weak pH environment 
provides suitable conditions for the removal of ions in the effluents, and the correlation between 
increasing the pH of the solution and decreasing the concentration of sulfate ions is a 2nd degree equation. 
Study showed that temperature and pH are the two effective factors in the process of biological treatment 
of effluents. 
 
Keywords: Biological Treatment, Anaerobic Treatment, Sulfate Reducing Bacteria, Acidic 

Effluent, Industrial Wastewater. 
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%�� ��  &'( �� .�'�� *����� ���� ���+, ��	� -���� � -���
�� "-.�/�0 �� ������� ����� ��!-��� -�1(� 2� .
 3��"4�5� $�.!� $�� ����	�6 -7�8����� ���+, -9'� ��1�� �� *����1� �� �	�:�1� �� �����1�� �1� -�&'1( ��1 ��1

��� *����1� ��1'':�1���.%�� 3��%�� �� ������� �� ���� ���;, � ��� -<
: 4�5� -=�>'�1�� ��1!? �� �1� @�19A� �	1
�B .
 -A�!�4�5� 3�� C�� C�= �� ��DEFG �,DEFF -�(� ��	�H�! .���4�5� "�!� �!��pH  1�&
I � ���� ���A�J � �����

�A�K���	.�!�L���4��!�? . -��!� MN� �� �� �OP�QR�I��S����� �� �pH T���!P/G�P/V@�9A����	1� ��1WX .
� �!� Y��	� 4��!�? pH @�9A� � -��	=��4��!�? Z���A . � ��� $�[A ��/0� �4��� C��;! ��!�OP��QR�I�� S��1��� 

�����  \�6 ��PR-��! � *����� $�� 	��� �� @	KpH C��&!P/G�A�K���	7�! "�L$�1� ��'']���� ����	�6 �� *����1� ��1
 C��&!Q/DG�A�K���	.�! -����: 3�'^
 .�A��� $�[A ��_ �� �(���L�����  \�6 �� �PR-1��! @	1K��	1��� "*����1� $�1�
 �B���E/`P	a:��� � �(��F/`F��� �(��.�� �� *�[��!�? Z���A ����#!pH T���!P/G�P/V$? �� -]����� ��1!� �� �]

 $��7�OP�QP�I��S����� 4��/0� �� "pH�A�K���	7�! �	7�
b "�L$�/�! �� �`/DQ��1: $�/1�! . 10�� ��1>W� �(��-�� 
���� �� 4��/0� �� ���� ���+,pH $�/�! ��Q/DF3�� Z���A . 0�� 4��/0� �(��4�5� L ��� $�[A  1\�6 � �!� -c���

-!  �&>, (-N_) C�� �I�� ����&! �� *����� $�� 3�'^
 .�':pH $�� 2f� ��	� ->��'! -N�;! g��	� "T�&h -����B ��1
���� -A�&! -! L�	0 � �': L ���-c� 4��/0�pH . 1�� ���� @�� �I�� ����&! i�A �� *����� $��  \�6 4�: � C��;!

 3��4�5� � �!� �: ��� $�[ApH $�1� ����1	�6 -.�8�1���� ���1+, �'��	0 �� ��fK	�Jj, � -�(� �!�b �� �� *����1� ��1
���� �� -�&'( �� �'�W� �� �	Jk! 4#A "	�!���� �� 3�� C	�': � ��!? ��
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�:	�,;� 
I �?Y$� �� �.� �N��" - � 4��d� '�> �1.< ���� ��$����<N '���>

� ��.N j�1��6 � 4���!�$ ���� �41�� � '��> D�� ��( $ �� �1.<I
@ 0� '����$� @*!& �*�*� B��  Q& j!W1*� ��	� �� ��*� �� .

4� � ��.N B��  Q& J	� �� '��� @ �0� �� ��n�AK ���� �� $ ���	�
1�N�	 j�1�6�*� �.j�� �� ���1�� �� ����- � A�=& ���� �����<� �

@	����� � ��!��(5 �����
� ��!�� �� ��$��S$ ��� ��*�- �5�����$
@ 0� �� ���- MN� �� ���$ .�$�� �!7� �� ��	� '��> ���
1$� �&

 41� �� A=& /���� ���- ���� �� �<1%�y+@ �0� �1��	� ���%	� �
�!�� �1O�<�� .� A=&���- �1.<I ���6`	� + �� ��<	^ ��� ����

�' ���� (�����1���"  ����..(Arhami Dolat Abad and 

Ganjidoust, 2020).
�� B�A�!* \(*� R �	� ( � ��<	^ 8	 '�!<5 ��1N�6 ��_$ �� �

�� �� ��!� ����$�1*� �K �� �&��N ' �_2R �6� �# �!� B��C� �$�!&
 ����6 �� ��!2b��$ �1���
� a���K ���� ��<$�� '����!�$ � '��#�!#

 ��d	��<#���- . �I �� �*� ��<R M	�< �&��2N � B�A�!�* ����<$�� �
�+� $ �v� �t! ���# � ���* �J� ��� ��*� .J �<T(� �.	�<�I

�<$�� ��S"	^�- �� ��( ���1- ��A$ ��� �� B�A�!�* �� ���A1*� + ��
�N���<	 ��N�������Y���B�A�!�* ����	� ��$��� .��_2R '!�	 ����

 B�A�!* �� ��� M	�<�I ���- �� ��$�!&3}}}} ��2 � �� t��6 ��1 �
�!� �1" � .� 2W& ����- �� ��<R '!�	 B�A�!�* ��� @ �0� ��� +� ��

 �� K��'e���� � � A�!�* ��� B�A�!�*���� �6��!��O X�5�� ��$�!&
��!� �!� �!� �6�!� � ��2N ��� .@ 0� �� B�A�!* ��, ��� ����
�N��� +	�%& 8	�!A�!* � *� �� � ���� � �<	 \(�* �2���5 �# �!� �

��� B��!7!� ���� ��*�.(Metcalf et al., 2018, Sharififard 

et al., 2021) .
�N�����<	 �	����� ����<$�� �(���*� a!����.�3��������<N �	����"R|�

� ��	���1���~�j��  K�����	e!�! ��'!�	 ���� B�A�!�* @�*!& 
��1#�� ��� ��<<#� K� B�A�!*��j�� ��� �	� ( � �<$�� ���A1*� ��
8� �8($ ��� t!	��� �j�� �( ���1��� ����� A=& B�A�!�* 

�� ���- ��
<" - ��� �$� .(Metcalf et al., 2018, Ong, 2019) .

1 Reverse Osmosis (RO) 
2 Membrane Technology 
3 Electrodialysis 
4 Biological Reduction 
5 Sulfate Reducing Bacteria (SRB) 

�� t��# ��J	� j�� ��� ��	��� �;�	�.� x��O �!�O ��.��$��� 
j�� ��� �	�"R ��#��	��	����$��� ���� ��� +� �� ��S1N�6 U�N�<� 
���"R ����<	�� ����� h���� �N���=� ������ ���(- '����# ������- 

'��Y� ���N�I �� $.j�� ��� �	� ( � � $ ��?5 ���� �!& '��� � 
��	����Jd� �'���N� ��!� �1*�!O�$ �&?�"� ��<$�� ��<	�� ���	� 

�� .�$��� ����2(7 ��$��S$ ���� s��b� ��j�� � A�=& ��	e!��! � 
�5�=1� '�� ���6 � A�!�* 'e���� � ����d 1$ �� K����	e!��! � 
B�A�!* �*� 2019) al., etTorabian ,2016 .,aletAkbari(..

���- ���� �����K�� ���( 2- ��# ��� �*� 8	�!A�!�* ����� 
�1W� ���*����A1*� ����<<# �� *� ��!� ����K �Y������	� '!�	 

B�A�!* �<1��.��� J �(� +� �� '����� f!�2W� '���# '��� �	��* 
���- ��� �1.<I �!7� �1���$ �	���+�%> ��f?1�O� ����- ���� 
�%�$ ��� A=& 't���>� ���#.��� ��#�� 6� j�� ���� ���!��� R 
�	���# ��	���%�$ ��� j�� ���� ��	e!��! � ���!�� �1���� ���

 $�6����� ��4���� ���<<#� K� '!�	 ���� B�A�!�* ��� J�	� �!�_<� 
���A1*� ���!O .�� J	� ��1#�� �������� �� �����A1�*�?� ���
��
1$� f!bO D�Y1$� ����� ��.��<��	 ��@	���� ����5 �!�gK 

	�J $�6����� ��4���!2b��$ �Y2& ���!��'!� ���!� ���� ���2N 
�� B���d� J	�  $�6����� ��4������ �6��!O ����$!� ���� J�	� 

��1#�� ����'�!<5 +��!5 ��<<#� K� '!�	 B�A�!�* ��Y$ ��Cw�� ��
����# ����� �$!�	 �����- ���� ��� ���<$�!& ���A	� ��<<#.� A��=& ���!��� 
���- ��� �1.<I ���� {	�� ���!� ���A1*� D���1� ���� ��<	���- 
����*� J	������<� �����# ���<	�� ����� � A��=& ��	����N� �	������ 
41� * ��� � A=& ���- �����A1*� ��j�� ��� J	!$ ��<$�� � A�=& 

�¡	e!�! � ���!�� R�� (�� �$����N ���� ��� z!�L!� �2�I� J�	� 
���`�- ����_$ ��1N�6 ��� al., etMetcalf ,2014 Girardi,.(

2013) .
�	����� ������ '��� ���&'������(� ��� '���"$ ��������!1#��

 A=& �� �1*! -�$���- �� �*� 8 $!A�!�* +<N ���K �1.<I ����
4� $�6����� � h�%b$� +(5 B�� �� ��[E�&[����� t�d$���!� 

)2019 ,al. etTorabian(.
� '� ���& J <T(�'����(� �����`- ��# ��$��� '�"$ ��S	�

���_2R /U��K �� �1��*! -�$ �!��1#�� B����A1� ����� �� ��*� �����-

 
6 Coagulation 
7 Deadlines 
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) B�A�!* �!10�� *� 8 $!A�!* +<N(�_2R �&�F��2 � �� t��6
 �1 � �%*�<� ���A1*� � 2��> ����.(Torabian et al., 2019).

'�"N��U� '����(� �'!	 /UK '���� �*��� �� B�A�!�* ���
D!20� �� � ��� ���j�� �� ���A1*� ��A�w� �	� ( ���1��� ��� ���

 �B�A�!�* '!	 �_2R pH ����� Q1� �� �� ��
7�!� '���� � D!�20�
 t?�5� B�A�!�* /U�K �� �Cw� �2I� ��$��#.(Bazrafshan et al., 

2020) .
�A	�� �� '����(� � ��N �"��`-��� ���A1�*� ��# ��$��� '��"$

��1#���� ��� K� � B�A�!��* ����<<#� K� ������'!��	 ���� B�A�!��* �����
'!	 ����- � A=& ���� �Cw� j�� 8	 �' k	�, �� �� A�!* ���

 ��� ��(�� �� �1.<I ������� ��<1%� ��	e!��! � �����<	��NSRB  
�� 4# + �� ���� ��1K) ���2N � �� B�% #�& �Cw� /UK � '�!� �<	

�_2R ���4#���- ( ��� ���	�Y� �� ��1�" � � ��U7 ��1.<I ���
 �$��� �	� ( � �<	��N)Sharififard et al., 2021(.

'�"N��U� '����(� �j���6 J <T(��$��# ��# �������#SBR  
����� ��!��� ���_2R ���� �?�L�N �� �U�Q� ��!�� /U�K ����� 

mg/L 3�} B�A�!* '!	 ����*����	���# � ���# /U�K '!�	 ���� 
B�A�!* ������K�/���I�� ����� �$��� �*� ���d 1$ J�	� ��

�# �$� �*� SBR �_2R /U�K �	��$�!& ���	����B�A�!* '!	 ��
�� �1(# ������ �� °C |� ����.(Bazrafshan et al., 2020).
��% bO �#������'������(� D���* ��|}3���!��1#�� �	�����#

 �� ���!1� �1*! -�$ � A�=& �� ����- �*������$��# ��$��� '��"$ �
'!	 /UK �	���# B�A�!* ��� �� D���.� �	���� ���� �< 
� @	���

�� �!� �I�� �	��N� �� �# ��(�� $�6����� � ��!& ���>� '�� � ��&
|} ����	�������# ��}�����&�[�	������N� �����I�������� �������	 

.(Shakerkhatibi et al., 2016) .
D�* �� '����(� � '� ���&|}|3���� '���� �C� �*��� ���!��

 ��	e!�! � /UK �� Jd� �(5 �B�A�!* ��� �1�*! -�$ ����!1#�� ��
 ���!1� B� 2(5 ��*�����$��# .�	���# /UK B�A�!�* �!�1#�� ��

 ���� �<��#�� '������ ����� t�� �!���1#�� � ������� ���!���|�~��/�
���� ��, �� �5��* ����|�� ���� ��� ������ ; &�&3��|�����

�� �� �I�� �� �*��!� ��� J��d� ���(5 �	����N� �S	� /�, �� .
���3}�<�#�� '���� �� �!1#�� �� ��� ��� ���!����/���5��*

 ���# X5���	���# /UK'!	 B�A�!* ��� �������������I��
���� ���1$ ��*���	'�"$ ���!1#�� ����2(5 �� �2�I�K {��� �� ��#

 ��� �<�#�� '����� �	����N� ���� /�, 8	 ��� ����!�� ��%2R +� ��
4� $�6����� � /UK ��� ��<<#B�A�!* ��$!6 �	��* �� ��� ��� '�!�&

��#�	� /UKB�A�!* ����� �	��N� D���1<# ���� ���S	� /��, �� �
����� J�d� 4�dK k� >� �� (J�d� ��(5)�	����# ��%�� ��C� /U�K

���U6 )Torabian et al., 2021(.
�!�!#����	 D������* �� '���������(� �|}3�����`���- /U�����K

 ��	e!�! �B�A�!* ��� ���!��1� �1�*! -�$ �!1#�� @*!& �?L�N ��
 ���A1���*� �!���1#�� .���$��� t���d$� �� �1��*! - '���	�7 ����� �� +������
 .�!�� �<�#�� �2�I� ��Yb<� � �<#�� � - �(�> ���`�- ��* ��

'��� �� �2K��  � � �� ����� � ��$�� ���'��	�7 '��� m�21W� ����
���� t���d$� �'���"$ {	���1$��� ��# ���<	��N �	�����# �/U��K'!��	 �����

B�A�!* �� m21W� +K��� �� ; &�&�/~��3/�|��/����I��
 �*� ��!�(Iakovleva et al., 2019).
����� � A=& ����- ���� �1.<�I ��� j�� ���� �$!�<# ;�7!� 
�	��N� �$�(�- �<	��N � A=& (J�d�)�����# �#�	��� 41�� * ���� 
� A=&��	��N� �<	�� ��� ����
S$ ����%��� 41�� * ���� � A�=& 
���- ��� .�*� J	����<� t��� �7!& ��� �	��* j�� ���� � A�=& �
�*��� '���� � A=& ���- ��j�� ��� D����1�� R ��<$�� � A�=&)

(���!�� R ����L ���<17� �	U-�$ �*� �J�	� ���`�- ���I�� 
�*��� '���� 1*����A ��j�� ��	e!�! � ���!�� R ��'�!<5 ���� 

�Cw� ����	���# ��	� ���� kY0& J	� ��� �!�.
���!$ J	� ���`-����A1�*� ��J�	� 4�� $�6����� � ��� ����� 

���# �_2R '!	 ��� �$�.� ��<$�� '!�	 ���� B�A�!�* ������- 
�7��O ��M	�<I �!�.�$!($ � ��� ���� ��� �� ��& J	� �1#������� 

�� f�Y$ �#�� � �� �8<O ��<<# �< ���	�3���W1*� ���vl* 
�� ��S"	��� ��	e!�! � j���- �N�	./�� �2�I� J�	� ���`�- 

'���� �d<�* � A�=& �¡	e!��! � ���!��� R '!�	 ���� B�A�!�* ��
���- ��� �1.<I *�������� �!�.�	�*�<� �\(#����A # ����- 
�1.<I *������� ��	�*�<� ��j��� � A=& ���- ��� �� �*� 

�� 
& �� ��& 4� $�6����� � ��� ;*�<� ���� t�d$� �	��� ��� ��
�	�* /���� J	� ���`- �!�.

�:>�� � ��Z� (`!�b? >��) �! 
- j������`�\(#��� � ���� ���!���!. 20&�� ���� +�A1*� ���� ��� 

1Underground Cooling Water 
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j�� �,�%<1*� ��� ��� ��� t�d$� �$���� ���(2> . ̀ �-���������
M(7 ���� ��� ��� $��!� B�5?,� � �� ���`�- ��D��*3~�� ��&

3~�� �!�.
�$��� ��(2>����`- �( ����1- �#��� ����- � A�=& �K��

 ����(2> � (����( 2- � �( �����1- B^!��=0� ����<<#� �!&) ���	�%&
���- � A=& �5!L!� ��	e!��! � j�� �� ���A1�*� ��� �� *� ���
 J	� �� .�!� ���!�� R ���� ������6 ���� ���`- ����j�� �� ��

�$�W��1� ���� ������6 ������ .��� ���A1*� �$�� � � �� ���������"�
���$!($ ������$� � ���� ���$!($ '!���� � ���� 6 ���� ���� j�� a���*� �����

����$� ����$�1*� .�!� ���- '!�� � �� 6 
��� @	��� t�� '��	�7 ���d	� k�	�, �� ���!������5) ����-

 �����!<	� �� ���1(#|}}} +��N�� �1���� '��� ���� ( ��� �1���� �����K
4� $�6����� � ��SRB ��� t�d$� �*� .(Jeanthon et al., 2020) 

J	� �� ����`�- 4�� $�6����� � ��C� B�A�!�* ���<<#� K� ����
�� '�!<5 �� �1.<I ���- ���!�� R � A=& � "+Y1�� � Q1�"'�!�<5

 � ��� B��  Q& � �!� "�1���� � Q1�"pH �$!($ � Q1�" '�!<5 �� 4� ��
 �d 1$ �� "�d$� ����`- .�<1�� ��U6� CP& �1���� � Q1� �
���7� +K������`- ��s�� �	� :�!� 

cj�� �	�*�<� '!�	 �_2R D�1<# ���� �!7!� ��	e!�! � ��� ����
 ��$�W��1# B��.��b� k�	�, �� B�A�!* � �$�.� k��!�* � B�� ��� � ��

�"��`- 
c��$!($ � 
& 8�<O � � ���) �2�I� M�%<� �� 4�� $�6����� � ���<<#

 (�< ���	� 
c� .(7 D�1<# � � ��& 4�� $�6����� � j�� ��� ��� �!&Hungate 

(Krieg, 2021).
c�	��� �K��, ��� � ��y+	�!1#�N j�� �� �	��� s�, �
c�	��� t�d$� ��� ��1_2R � �	���� �< 
� @	��� J  .& �pH �����

 ���*��#��K#�	��� ���!�� R ��	e!�! � � A=& �<	��N 
D�� �2K�� ���� v- j�� �	�*�<� �!��7!� ��	e!��! � ����

'!	 ��_2R D��1<# ����� ���� ��"# ��� t���>� �B�A�!�* � �$�.�
�$!($  $�6����� � ����4�����#  $�6����� � �����A1�*� ;�*�<� 4
����<$�� ��1���� B�A�!�* ���<<�� K� ���� # @ �0� �� ���� ��"�

���W1*� �.��$!($ �"# �& ����� ��P $�6����� � J � �� ��� $��!� 4

1 Laminar 

�	��� t�d$� ���� ���N���L� ��� '���# t������ �& ��� ������ ��PJ �
  $�6����� � ������ ������ t�^ ���b 0� @	��������4���� .(7 ������

�	���N� ����� � '!	 �!10� r��!O ���� ���� �< �� � �1N�	 ���
���� B�A�!�* ���.vl* ����# ���  $�6����� � r��!��O�4�����

 '!���	 ������_2R �	�������N� ��@ �����0� �� B�A�!�����* ��������
+����(0& ��	U����-  $�6����� ����4���	!Y& ������� � ����� $ M��b> ����

 $�6����� � J���	� �����
$ r��!���O���4����� z������ ����� �� ���A1��*�
'!	 �� B�A�!* ��� �	�UR M%<� '�!<5.�$��# 

� ��	J����`-���� ����$� 6 �����1����-�2(5 &���<$�� ���
 �pH 
d& �� B�� '� � D��7 �� ���3�� ���A1*�.

���A1�*� ��!� � B�� 
d& �	�* ���� J�	� �� ���`�- s��� ���
 D��7|.�!� 

�K��,������	���� �!1#�N j�� ����	 Q1� �� +���# +��  �� �� �
��- � ^�� �b* 	���A1�*� J��� ����� �!�_<� J �� /?1�O� J � .&
 ���5� J S$� � �� � ��$ �� v- ��	��� �� ���� ����¡& ��* +>���K

�<��� �<� '!�� �� v$�	��� �b��* �� J��¡$�� ��}�/}����A1��*
���	�d& �+�K��� t��(& �� .������ ����� +� 20& �� ���A1�*� ��� ���

t��$ ����N�3~SPSS .�� t�d$� 
�����	 J����`��- ���"# �� ����j�� Hungate � ����	D������

crimped seal  ��� ��� ���}�7��a! �2* _<& �� � �A��(&� 4
����!�����A1*������ .���0� �O��* ��"# @Hungate �~/}

� t�6�*�1- �B�A�!�* 4~/}�*�1- !�$!� t��6 �B�A��N 43t��6
$!� ��2# t!	��3�* t�6	��2# 4�	��~��* t��6	�B�A�!�* 43/}

*�1- t�6 ��2# 4	��3/}�2# t�6 �2# 4	���|<� t��6 � �	��2# 4�	��
3/}6�=5 t��(W� ������� �� ����1*� J � ���2W� 4��� ���� f! ��

����33} �7��a! �2* B�� ����>� �?#!�&� �Y ����� ��.� .
'�� 8<O 0� �"# @�3/}�* t�6	A�!* 4 ��3/}��* t�6	4

� B�<��# 'e��� N �� 0� �� �12 @�N�L� 0� � ���� �� �"# @	@
����!��� '��� �	 ���* D���1�*�	+��Y& 4����Y& �� v�- .� 4

0� � �� ��� ���� �"# @	D�������*�3}� �2�� ��1���$!($ �
%�$ ����|�I����0� ��"# @���* ��"# �$���� ���� ���.��

0� �"# @�� v- ~�* B�!�I ��� ���� ���1A� �!�*� '��� ��
0� � �� �"# @	D������*��1#��� .��� ����"��B��� �� ���

 �!�O ��� '�������6 A�!�* � �� �!& 'e��� �  �� ���!& � ��$��# �  �
A�!* � � 'e��� �� v-|3��� B���	��N� (Krieg, 2021)�� .
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��,J�c���A1*� B�� 
d& �������$� ������ Q1� �� 6���`- 
Table 1. Research variable’s measurement method 

Measurement precisionVariation domainEquipment nameVariable
0.1 oC25-60 oCKIMOTemperature (oC)

0.17.5 – 8.5TESTOpH

1.0 mg/ml 50-200 mg/ml Volumetric titration Sulfate ions 
concentration

��,J/c���A1*� ��!� � B�� 
d& ��� �����`- 
Table 2. Research equipment/chemicals/materials list 

DescriptionEquipment/chemicals/materials
Velp Scientifica FC6 model ( 6 cell)Jar test

TESTOpH meter
KIMO K typeThermometer

100 ml capacity for microorganisms treatmentGlass containers
1000 ml as bio reactorsAcid resistance plastic containers

Wastewater/sludge separatorDecanter
Taken from dead end underground cooling water ringSRB vials

100 oC MaxHot plate
Magnetic type AzmaTebMixer

MerckpH meter
Microorganism feedingDi ammonium phosphate

Synthetic organic wastewaterStyrene monomer (99.5% Conc.)
Sulfate ions synthetic sourceSulphuric acid (98% Conc.)

Fig. 1. Sulfate reducing bacteria vials 
DE��:D�	� ��1#�� �"# ��� B�A�!* ��<<# � K� ��� 

+��[D�	� ����1#�� �"#�.�*� ��� ���� '�"$ 

�:P=Q � O5�B" 
 $�6����¡ � �<R M��<� �� �¡	�4'!	 ��<<� � K� ��� �B�A�!�* ���

�O�� ���A1*� 4� f�Y$ �� ��<O � ���� ���<<� ��*� �� J	�����<� .

 ���1�����`- E�) �$!($E�D�	�[F�2 � '���� f��Y$ �� (��1 �
4� � ���A1*� �<O � �O�� ���A1*� � ��<<��$!($ ��< ���	 �� ���
�� � �� � 
& B�� ��� �	���� ���!� '��� � @ �0� ���� �� ���

 ����
S$ ��S"	����� $�6����¡ � � .(7 ��( & �� .�� ���� �� �(
A�N� .(7 ��¡ � ��6����� $����!� '��� 4� �	��� ����B�!I 
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Fig. 2. Microorganism population growing profile 
DE� /: $�6����¡ � � .(7 �_2R �	��N� ���!($(��

�����	��� �� ���A1*� ��

� �1N�	 �	��N� �	�($ M��& k��b� +���E���b� .��N�	 �	���N��k
�1$�	��� {	� �� � ��_2R ���� '�� $�6����� �� 4�� ��.� ��� [�

�� �1(# �� ���[F��
$ ��_2R �I���	��N� ���# �����<� .	& J ���(
� $�6������ 4�� ��[�� � �� m>!1� ���	D��������	�����

2I��
& �.�$�� 
��+¡�]��S1�*� �� f?1�O� D�K �� ���S"	��� ��� �$!($

Jar test ) �1	� ��*� ����& �pH(��	����� D���1<# ����� ���� '���"$
.�*� 

 $�6����¡ � ��� .(7 '���� ������ �� v��-���4t���d$� ������ ����
�	��� ��1<� ���� Q1� J  .& ����� ���`�- ��_2R ����� +����

'!	 � B�A�!�* ���pH �	���� ��K��, �����- v	�&��� ��� ��� 

t�d$� ��!6�& j���.��	��� �K��, ���� ��� �!�� ' �� ���K
 �b��* �� � �	����� �b��*pH �	����� �	���	�- � ���	��� ������ ���� �

A��7 �� ��� ����� s!b* .���� �� t�^ �	��D�� ]:�*� ��� 

��,J4c*���� Q1� s!b���`- B�"	��� �K��, a�*� �� 
Table 3. Research variables experimental design 

UnitValuesLevelsVariable
oC25 & 602Temperature
-7.5 & 8.52pH

:���� `5��A�SA 001 

@ �0� ����� �� �	��� J	�EG'��� � �a! ��2* ��7��pH ��
���KE/F±G/H � �'��GF�2 � '!	 ����� �_2R �1 � �� t�6

�� .�� t�d$� B�A�!* �	��� �{	�1$ �0I �� '�< (,� �!_<� �� ���
 ���S�1*�Jar test ' �� �����K {�	��1$ .���� t��d$� ��!�$ �� �� �

�	��� ���¡& �� �!� �<.� �  Q& ;7!� ��� �($ {	�1$ �� ���� .�!�
 �� �	���GF�2 � t�6���� ��� ���R B�A�!�* '!�	 ��_2R �1  

'��� � �� ��!$ �� �� �$����G��2 � ��1 ���'!�	 ��_2R ��� �t��6
 �N�L� D!20� �� B�A�!* ����# B��� ��� ���� J�	�]F������ ���

���N�	 $�6����¡ � ��� .(7 �	����� D!��, �� .��� ������0� �� �(
���1_2R[±%mg/ml GFFF �1����� ���S$ �����C '!��	 ���_2R .����

� �� B�A�!*���� �� D!20 �$���� ���]�����$� ���� ��� ��� 6 ��# 
s�� �� ' {	�1$ +����*� .

�� ����	�SA 001 � ��2R '����_� �.(d&�_1$� ��!��� �� 

Fig. 3. Tests samples in laboratory Jar test Facilities, A) pH and B) temperature control  
 Dl�4:�$!($ ��S"	��� ��� ��S1*� �� f?1O� D�K �� �Jar test �(A ) �1	� *� ��&pH � ((B �	��� D�1<# 
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Fig. 4. Sulfate ions accumulated & measured 
concentration in SA 001 test 

DE�9c����$� � �.(d& �_2R B��  Q& '!	 ��� �� 6 ��� 
���(� �	��� D!20� �� B�A�!*SA 001 

�$���� D!20�G ��2��& � �1 � �� t�6]F�	���N� ��� ��N�	 ���� �
�� 4� $�6����¡ � ��¡2(5 + �� '!�	 ���<<� � K� ���!�� R ��� ����

����$� �_2R �B�A�!* ���� �� ��� �� 6 �$��� ���]�	 ��� �����
�<.� ���� �.(d& �_2R �� ���� ��# ����� '��� �� K� �� ����K

'!	 �6����¡ � @*!& D!20� B�A�!* ��� $��4a��*� ��� .�!�� ���
t���$ B�%��*�0� � %��� '���¡�� �+����� �����N� ���_2R B����  Q& �����*

'!	 '�< (,� �b* �� B�A�!* ����G�I�� ��<� �����.� k�	�, ��
�2(7 +¡� k��b� ) t�� �7�� ���'�¡�� ( �	U-�*�.

:���� `5��A�SA 002 

����� �� �	���� J	��F��7�� � �a! ��2* '��� pH ����K ��
E/F±G/H'���� � �GF���2 � t���6��'!��	 ����� ���_2R ���1 �

 t�d$� B�A�!*���0�I �� '�< (,� �!_<� �� � $ �	��� J	� �� .
�	��� �{	�1$ ��S1*� �� ��Jar test ��!$ �� �� ��� t�d$� {	�1$ .

�	��� ���¡& �� �!� ' �� ���K ��<.� ��  Q& ;�7!� ���� �� ����
�($ {	�1$ �!� �	��� . ��GF�2 � t�6��B�A�!* '!	 �_2R �1 �

 '��� � ��� ���!$ �� �� ��$���� � �� ��RG��2 � ��1 ������ �t��6
 �N�L� D!20� �� B�A�!* '!	 �_2R ���#��� ���� J�	� B���]F

.��N�	 ������ ��� �� �(��� $�6����¡ � �� .(7 �	���� D!�, ��
 �1_2R ����0�[±%mg/mlGFFF R .��� �1���� ��S$ ���C ��_2

���� �� D!20� �� B�A�!* '!	 �$��� ���]�����$� ���� ��� ��� 6 
�# +�� B�!I �� ' {	�1$G�*�.

Fig. 5. Sulfate Ions accumulated & measured 
concentration in SA 002 test 

DE�Kc����$� � �.(d& �_2R B��  Q& '!	 ��� �� 6 ��� 

���(� �	��� D!20� �� B�A�!* SA 002 

'�(� �� �_K?� �� �$!6 �	��� �� ��!�SA 002 '�� � �� $
 ��$���� D!�20� �� ��_1$� ��!� �.(d& �_2RG��2 � ��1 � �� t��6

 B����� ����,]F����N�	 �	�����N� ���������¡2(5 +��� �� ����� ������
 $�6����¡ ��4����$� �_2R ��� ���� �� ��� �� 6 �$���� ���]���

�	 <.� ���� ������� �����R ������ ��.(d& �_2 ��# �� ����K
 K���'!	 '��  $�6����¡ � @*!& D!20� B�A�!* ��� ��4.�!�� ���

 t��$ B�%�*�0� a�*� �� '!�	 ��_2R B���  Q& �+���� ����N� ����
 '�< (,� �b* �� B�A�!*���I�� ��2(7 ��<� �����.� k	�, �� ��
+¡� k��b� ) t��
� �7��GD�� ( .�*� ��� ���* 

:���� `5��A�SA 003 

) �2%> �	��� ��SA 001 �SA 002 ��� (pH D���.�G/Ht��d$�
��� B����  Q& � CP��& ���*��� ������ .�pH �	����� {	���1$ ���� �� �����

 �� ��.� �	���pH D��.�G/��	���� .��� t��d$�SA 003 ��
@ 0� ����EG�7���a! �2* '��� �pH ����K ��E/F±G/H

'�� � �GF�2 � t�6��� �_2R �1 � t�d$� B�A�!* '!	 ������.
�	���� �{	��1$ �0I �� '�< (,� �!_<� �� � $ �	��� J	� �� ���

 ��S1*� ��Jar test ��!$ �� �� ��� t�d$� �!�� ' �� ����K {	�1$ .
�	��� ���¡& �� �<.� �  Q& ;7!� ��� {	�1$ �� ����($�.�!� 

�� �	���GF�2 � t�6���R B�A�!* '!	 �_2R �1 � � �� �
'��� � �� ��!$ �� �� �$����G��2 � ��1 ���'!�	 ��_2R ��� �t��6

 �N�L� D!20� �� B�A�!* ��� ��# ��� ���� J�	� B���]F������ ���

y = -0.0398x2 + 3.4631x + 46.346
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y = 9E-05x4 - 0.0083x3 + 0.2161x2 + 0.4226x + 48.943
R² = 0.9974
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������0� �� �(��� $�6����¡ � ��� .(7 �	����� D!��, �� .���N�	
 ���1_2R[±%mg/mlGFFF '!��	 ���_2R .���� �1����� ���S$ �����C

���� �� D!20� �� B�A�!* �$���� ���]�����$� ���� ��� ��� 6 ��# 
+�� s�� �� ' {	�1$��*� .

Fig. 6. Sulfate ions accumulated & measured 
concentration in SA 003 test 

 DE�Lc����$� � �.(d& �_2R B��  Q& '!	 ��� �� 6 ��� 

B�A�!* ���(� �	��� D!20� ��SA 003 

'�(� �� �_K?� �� �$!6 �	��� �� ��!�SA 003 '�� � �� $
 ��$���� D!�20� �� ��_1$� ��!� �.(d& �_2RG��2 � ��1 � �� t��6

 B����� ����,]F����N�	 �	�����N� ��������� ������ �����¡2(5 +��� ��
 $�6����¡ ��4'!�	 ��� K� � �� �D!�20� �� �!�7!� B�A�!�* ����

����$� �_2R ���� �� �� �� 6 �$���� ����]��	 ��� ����� �����
�<.� d& ��_2R ��� ���� ��.( ����� '!�	 ��_2R B���  Q& . ����

t�$ �� ���A1*� �� ��	��� ��!� D!20� �� B�A�!* ��� �+���� ����N�
 '��< (,� �b*�G��I�� ��2(7 ��<� �����.� @�*!& t�� ��7�� ��

 +�� k��b�)�D�� ( .�*� ��� ���* 

:���� `5��A�SA 004 

����� �� �	���� J	��F��7�� �a! ��2* '��� �pH ����K ��
E/F±G/�'���� � �GF���2 � t���6��'!��	 ����� ���_2R ���1 �

 t�d$� B�A�!*���0�I �� '�< (,� �!_<� �� � $ �	��� J	� �� .
�	��� �{	�1$ ��S1*� �� ��Jar test ��!$ �� �� ���� t�d$� �� ��& 

�	��� '�!� �	U-���¡& +I�K '�< (,� ��!�.�

�� �	���GF�2 � t�6��* '!	 �_2R �1 �� �� ��R B�A�! 
'��� � �� ��!$ �� �� �$����G��2 � ��1 ���'!�	 ��_2R ��� �t��6

 ��� �N�L� D!20� �� B�A�!* ��# ��� ���� J�	� B���]F������ ���
 ������0� �� �(��� $�6����¡ � ��� .(7 �	����� D!��, �� .���N�	

���1_2R[±%mg/mlGFFF '!��	 ���_2R .���� �1����� ���S$ �����C 
���� �� D!20� �� B�A�!* ��� �$����]�����$� ���� ��� ��� 6 ��#

�� ' {	�1$ +�� B�!IH�*�.

Fig. 7. Sulfate ions accumulated & measured 
concentration in SA 004 test 

DE�Nc����$� � �.(d& �_2R B��  Q& '!	 ��� �� 6 ��� 

���(� �	��� D!20� �� B�A�!*SA 004 

'�(� �� �_K?� �� �$!6 �� ��!� �	���SA 004 '�� � �� $
 ��$���� D!�20� �� ��_1$� ��!� �.(d& �_2RG��2 � ��1 � �� t��6

 B����� ����,]F����N�	 �	�����N� ���������¡2(5 +��� �� ����� ������
4� $�6����¡ � ����$� �_2R ��� ���� �� ��� �� 6 �$���� ���]���

�	 �<.� ���� ���� ���� �.(d& �_2R �� ���� �#�� K� �� ���K
!	 '��' $�6����¡ � @�*!& D!�20� B�A�!* ��� ��4��� .�!�� ���

t�$ B�%*�0� a�*� '!	 �_2R B��  Q& �+��� ���N� B�A�!�* ���
 '�< (,� �b* �����I�� �2(7 �<� @*!& k���b� ) t!* �7�� ��

 +��HD�� ( .�*� ��� ���* 
D��7 ���� ��� ���Y�pH '�"$ ���� t?5� �	��� ��
� ��

*� ��� ����.�
�	���� {	��1$ �������`�- J��	� �� ��pH ��	������ '��� �

 �� B�A�!* '!	 �_2R ����pH D���7 s��� ��� m21W� ���G
�*�.

y = -0.031x2 + 3.0056x + 46.165
R² = 0.9986
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��,J9c�Y������� Q1����`- �	��� ����
Table 4. Research variables values in tests 

pHTemperature (oC)Test No.
7.525SA 001
8.560SA 002
7.525SA 003
8.560SA 004

��,JKc�� B�A�!* '!	 �_2R ���� �	����pHm21W� ��� 
Table 5. Treatment system efficiency in various pH 

Treatment system 
efficiency

pH 
7.5 8.5 

25 oC 53.2% Max 65.3 % Max
60 oC 61.7 % Max 76.1 % Max

Fig. 8. Sulfate ions concentration comparison in 
different temperatures (pH=7.5) 

DE�Rc����$� �_2R B��  Q& ��	�Y� '!	 ��� �� 6 �� B�A�!* ���

 �� m21W� ������ ;�K�� D!20�pH D��.�G/H

' �� ���K � O� �	��� ��
� {	�1$�!� ����� �	���N� ��� ��
 �� D!20�EG���F�7��a! �2* R �� �� ��� �_2GF��2 � t��6

�� 1 ��	 ���* '!�� B�A�!pH .��D��G/H¡ ��6������ $���4����
 R�	 ��<<�� K� ���!���'!��* ���A�!�K �� B������/[]��I��

 ����¡2(5 ����	�Y� {	���1$ .���$��� '���"$ �!��O �� ����1
� ����¡2(5
 $�6����¡ ��4+�� �� m21W� ���� �� �� ������ .�*� 

�1N�	 ��� J	� ���`- {	�1$ �� ���`�- � '�� ���& '�����(� ��
D�*EF[� 4� � $ �1*��.�*� ��# ��$�!� ���� '�"$ �
$pH �	�� 2>

'!��	 /U��K ������ �%��*�<� ���b 0� @	����� �m .��L �$���.� �����
���- �� 4���N �� �<# {	��1$ �'�� � A�=& 41�� * ��1
� �	����#

 m .L �	� 2> @ 0�pH D��.�G/��� � 	P& �� ��<#.(Torabian 

et al., 2019).
J	� {	�1$���`- ���`- �� D�* �� '����(� � '� ���&|}|3 

x!=O �� '���� �C� �*��� ���!�� R � A=& ��	e!�! � /UK ��
B�A�!* �1*! -�$ ����!1#�� �� � ��*� �1��� �Y��b� � $ �	����# 
/U��KB�A�!��* �������K~���I���1��" � �	����� �� ��2%>�J��	�

`- '��S"�� J �<T(� .��*� ��!� ����# � � A�=& ��<	��N �	����# 
/UK'!	 B�A�!* ��� �������� ���I�������I�� �� ���`�- 

�0��I ��� $ ��� O� ���U��6����� ���� uW��"� ���1#���� �!��� �����
 ������ �� B�A�!��* ����<<#� K� ���*�����6�1��" � ���&�}���7��

a! �2* ���� '��"$ �!�O �� �	�� 2> @ �0� �� ���1
� ����2(5 ��$� 
(Torabian et al., 2021) . 

J	� {	�1$���`- D��* �� '����(� � ��%#� ���`- ��|}3� 
�� /U��K �� ���!��1� �1��*! -�$ �!��1#�� �	�����# '����� � ����*���

 ��	e!�! �'!	 4�� �� $ B�A�!�* ���� � ��!�� �1�*���/3���I��
 '!�	 ���!��� R ��	e!��! � � A�=& ��<	��N �� ���1
� �	���# ����

C B�A�!* �%���# �*� (Akbari et al., 2016).

�:	�#B" 13#W 
J	����`-  $�6����¡ � �� ���A1*� /�� �� ��4��� ���!��� R ����

'!	 ��<<�� K� '�!<5 t��d$� �1.<�I ����- ��<	��N �� B�A�!* ���
�� B�� ��� �� ���A1�*� �� �1*�� J	� �� . ���`�- ��< �" - ��*��� �

�	��� �	��� �b* �� �� ��EG��F�7��a! �2* t��d$� ��� .
B��<1�� a�*� �� J <T(�*���������Y� ��2%>��	���� ����

 �� ��pH m21W�G/H�G/�t�d$�.�!� � ���� B��  Q& � CP&pH 
����- � A=& �<	��N �	���� �� ��� ���( 2- �����K�� �� �*� ����

 4��� $�6����¡ � �� ���A1��*� B�A�!��* ����<<�� K� ���!���� R ������
���	������h!�N ����� Q1� a�*� �� .�;��K�� �	���� ���*

 ������pH t���d$� m��21W� ���_2R ����� J��	� {	���1$ ���2# �����K �� .
���`- � A�=& ��<	��N �	����# �!%
� �� �d<� ��� �	��N� ��� '�"$

�� ) m .L �	� 2> @ 0� �� � CP& J	� � �pH D���.�G/��1�" � (
 .�*� 

�1N�	 ��	�Y� J	� ������`- '�����(� � ��*���# ���`�- ��
 D�* ��EFEE �� '�"$ �� � �� � A=& ���2(5 �� ��� 1*� ���HG

y = -0.0097x2 + 2.4706x + 44.93
R² = 0.9924

y = -0.0375x2 + 3.4075x + 46.548
R² = 0.9982
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�I�� ���� �� ���!�� R �<	��N @*!&�F�7�� a! ��2* �pH 
D��.� G/�'���� �	U- �*�(Kavosi et al., 2022).

{	�1$ k��b� J <T(� '�"N��U� ���`- D����* �� '������(� �
|}|} ��/U��K ��	e!�! �B�A�!* �����- �!1#�� �� ���A1*� �� 

���!�1� �1�*! -�$ �/UK �����I��'!	 B�A�!�* ��� ��J	��1(#
 ����K �� �!�1#�� ������� �/~������K �� ������� J	�1�" � �� �

�/���I�� k� Y0& J�	� {	��1$ ��# �*� ���K �� J	� � �*� ��!�
� R ��	e!�! � � A=& �� ���A1*� �� ��� '�"$ �!�10� ����- ���!��

'!	 ����� @	��� �� � A=& �<	��N �	���# +>��K �B�A�!* ���|�
�7��a! �2* �pH D��.�H���K ��E/G]�I�� @	���� �� �

����� ) ��� �< 
��F��7�� a! ��2* �pH D���.������K �� (
[/H��*� ��!� �I�� (Bazrafshan et al., 2020) . 

J	� J <T(����`- 1$ �<$�� {	����`- ��7�!O �	��L� ���
D�*EFEE �B�A�!* '!	 �_2R � �
7�!� '��� �� ��?5 ��� '�"$

 '�� �pH ��A�!� �� �� $ ����- v	�&��� �� ��U�6� CP& �2�I� ����
'!	 ���K ���- � A=& �<	��N B�A�!* ��� ��*�.(Khajeh and 

Rezaee, 2022) . 
{	����1$���`���- 7����K����� '�������(� �D����* ��EF[H ��
4� x!=O B��  Q& �S1��pH '!�	 /UK '�� � �B�A�!�* ����

�� k	�=& �� ��� J	� � $ ���- �<# �4�� �� $ ��%�� �S1���pH �
�*� ���� '�"$ �� ���- B�A�!* '!	 �_2R ���# .(Hajizadeh 

et al., 2017).
J	� {	�1$ ���`�- � ���� ��# ��� '��"$pH � �2�I� +���5 ��

& �<	��N �� ��U6� CP&'!	 ���!�� R ��	e!�! � � A= B�A�!�* ���
���- �� ��� ��(�� ��� �1.<�I ��� D��1<# � ��$�� ����Y� �� J�	�

�< 
� �� ��Cw� �Y$ �1.<I @	��� �� �1����- � A�=& �<	��N ���*
 � �	��� �< 
� @	��� �� J <T(� .���� ���!OpH �	���# ��#��K �

- ���!���� R ��	e!���! � � A��=& �� ��� 1��*� +����> �!��10� �����
	'!���K �� B�A�!* ���H���I�� �!�� � .�L� ��� ��7!& ��� �

��� ��� $ B�!�I �� ����!��� R ��	e!�! � � A=& �<	��N ����2(5
�*� �	���# �� ���	� � ��H��	��* �� ���A1�*� ��*� t�^ �I��
j�� �1W�) '! *^!6�!#��1��� �<$�� �� A=& ��� (���	�1��� ���*

�> �7!& ��!� � $6 �� .�� 
J	� �<��� �� �7!& �� �1%�����`- � ���� ��� ��?�5 ��*� t�^ �

pH ���_2R ������>� '����� ���<$�� ���(
� ������1����- m��21W� �����
�_2R ����- �� $ �(�� $�6����� � �� .(7 m21W� ��� �*����

�& �$!� �� ���!�� R ��	e!�! � � A=& 41� * ���2(5 �< 
� @	���
�< 
� a�*� 5 ���(& ���* 4 �_<& � �	��*�<� ��<	��N ��� �C!� +��!

�!� .
�=��O�$ +(5 �� ��( 2- ����K�� ���- ��<	� �� �7!& �� ����

 �5!<1� �$�.� � ���$��� �	����0� �� ���	 �J�	� ���� ���`�- 
���� �1<* ���- �� ���A1*� ������	���� t��d$� '����� � �!�� ���
����=��O�$ ����Y$ ����*��� ����<$�� ������- �� �!���7!� ����� ������ 

J��#��� � �2O��� +��!5 � ���7 � M	�� �� ��� � ��� �*� �<$�� �6
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