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The Optimization of Culture Medium Bacillus 
thermoamylovorance Strain EAMYO by RSM and Improvement 
Biodesulfurization Activity by Starch/Iron Nano Particles

[1] Biodesulfurization potential of a newly isolated bacterium, Gordonia alkanivorans
RIPI90A [2] Toward sulfur-free fuels [3] Selective desulphurization of dibenzothiophene by 
a soil bacterium: Microbial DBT desulphurization [4] Degredation of organic sulfur
compounds and reduction of dibenzothiophene to biphenyl and hydrogen sulfide 
byDesulfovibrio desulfuricans M6 [5] Biodesulfurization of water-soluble coal-derived
material by Rhodococcus rodochrous IGTS8 [6] Isolation and characterization of a moderate 
thermophile, Mycobacterium phlei GTIS10, capable of dibenzothiophene desulfurization
[7] DBT degradation enhancement by decorating Rhodococcus erythropolis IGST8 with
magnetic Fe3O4 nanoparticles [8] Preparation and application of magnetic Fe3O4
nanoparticles for wastewater purification [9] Biodesulfurization of Dibenzothiophene by
microbial cells coated with magnetite nanoparticles [10] Surface modification of γ- Al2O3 
nano- particles with gum arabic and its applications in adsorption and biodesulfurization
[11] Enhancement of bio-desulfurization capability of a newly isolated thermophilic
bacterium using starch/iron nanoparticles in a controlled system [12] Desulfurization 
activity and reusability of magnetite nanoparticle-coated Rhodococcus erythropolis FMF
and R [13] Analysis of petroleum biodesulfurization in an airlift bioreactor using response
surface methodology [14] DBT desulfurization by decorating Rhodococcus erythropolis
IGTS8 using magnetic Fe3O4 nanoparticles in a bioreactor [15] Biodesulfurization of
simulated light fuel oil by a native isolated bacteria Bacillus Cereus HN [16] Modeling of
DBT biodegradation behaviors by resting cells of Gordonia sp. WQ- 01 and its mutant in oil-
water dispersions [17] Effects of nicotinamide and riboflavin on the biodesulfurization 
activity of dibenzothiophene by Rhodococcus erythropolis USTB-03 [18] Optimization of
nicotinamide and riboflavin in the biodesulfurization of dibenzothiophene using response 
surface methodology [19] Biodesulfurization of diesel fuels-Past, present and future
perspectives [20] Development of citrate-stabilized Fe3O4 nanoparticles: Conjugation and
release of doxorubicin for therapeutic applications

The combustion of fossil fuels containing sulfur results in the release of sulfur dioxide into 
the atmosphere and environmental pollution. Hence, the researchers focused on biological 
desulfurization method. Dibenzothiophene is used as a model molecule to study the ability 
of the desulfurization of microorganisms. The most suitable sources of carbon, nitrogen and 
sulfur concentration optimized by the response surface method to obtain the highest cell 
growth and biological desulfurization activity. The performance of iron nanoparticles on the 
growth and biodesulfurization activity of thermophilic bacterium Bacillus thermoamylovorans 
strain EAMYO was investigated. Characterization of starch-modified iron nanoparticles was 
performed by TEM and SEM. The images of TEM and SEM of these nanoparticles showed that 
the Fe3O4 and Fe0 nanoparticles were 20 and 30nm, respectively. The investigating the growth 
of microorganism in the presence of iron nanoparticles showed that these nanoparticles not 
only did not have a toxic effect on microorganism growth, but also increased the growth of 
microorganism in 96h (OD660= 1.864, 1.896 respectively in the presence of nanoparticles Fe0 
and Fe3O4), while the highest rate of growth in the absence of nanoparticles in 96h (OD660= 
1.51). Also, the activity of desulfurization in the presence of starch/Fe0 nanoparticles and 
starch/Fe3O4/starch increased by 26.52% and 10.75%, respectively, compared to the cells 
without the coating of iron nanoparticles.
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  چکيده

فر اکسیدگوگرد به اتمسهای فسیلی حاوی گوگرد باعث انتشار دیاحتراق سوخت
شود. از این رو توجه محققان به روش گوگردزدایی و آلودگی محیط زیست می

عنوان یک مولکول مدل به (DBT)بنزوتیوفن بیولوژیکی معطوف شده است. دی
گیرد. ها در گوگردزدایی مورد استفاده قرار میبرای سنجش توانایی میکروارگانیزم

ترین آوردن بالادستهای منبع کربن، نیتروژن و گوگرد برای بهترین غلظتمناسب
ازی شدند. سرشد سلولی و فعالیت گوگردزدایی زیستی به روش سطح پاسخ بهینه

ات آهن بر رشد و فعالیت گوگردزدایی زیستی باکتری گرمادوست عملکرد نانوذر 
Bacillus	thermoamylovorans	EAMYO یابی نانوذرات بررسی شد. مشخصه

انجام شد. تصاویر  SEMو  TEMشده با نشاسته توسط آنالیزهای آهن اصلاح
TEM  وSEM  4این نانوذرات نشان داد که اندازه نانوذراتO3Fe  0وFe به ترتیب 
نانومتر است. بررسی رشد باکتری در حضور نانوذرات آهن نشان داد که ۳۰و  ۲۰

تنها اثر سمی بر رشد میکروارگانیزم ندارند، بلکه سبب افزایش رشد این نانوذرات نه
 به ترتیب در حضور نانوذرات ۸۹۶/۱و  ۸۶۴/۱برابر با  660ODساعت شدند ( ۹۶در  آن
0Fe  4وO3Fe ۹۶)، در حالی که بیشترین میزان رشد در عدم حضور نانوذرات در 

همچنین میزان فعالیت گوگردزدایی در  مشاهده شد. 660OD= ۵۱/۱ساعت برابر 
شده با نشاسته به اصلاح  4O3Feشده با نشاسته و اصلاح 0Fe حضور نانوذرات

هن افزایش آ در مقایسه با سلول فاقد پوشش نانوذرات %۷۵/۱۰و  ۵۲/۲۶ترتیب 
  یافت.
شده باکتری گرمادوست، گوگردزدایی زیستی، سطح پاسخ، نانوذرات آهن اصلاح ها:کلیدواژه
  با نشاسته
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  مقدمه
موثر  یارتقا یمناسب برا یعنوان روشبه یوتکنولوژ یامروزه ب

از  یار یبسکردن برطرف نیو همچن یستیز یفرآیندهااز  یار یبس
را به خود جلب کرده است.  یار یتوجه بس یطیمحستیمشکلات ز

اربرد ک لیاز دلا یکی ها،مناسب میکروارگانیزم یکیمتابول ییتوانا
در . [1]است یعلم یهانهیاز زم یار یدر بس یوتکنولوژ یب یهاروش
 از نفت خام منتشر یستیز ییگوگردزدا یهاگزارش نیاول ۱۹۵۳سال 
حذف  یها براروش نیموثرتراز  یکی یستیز ییگوگردزدا. [2]شد
 یهانهیهز لیدلبه این روشاست.  دهیچیگوگرددار پ یآل باتیترک
دم ع م،یدما و فشار ملا طیکمتر، انجام فرآیند در شرا یگذار هیسرما
 یهاهفرآورد دیعدم تول ،یاسکلت کربن بیعدم تخر دروژن،یبه ه ازین

 ییایمیسوخت نسبت به روش ش یو حفظ ارزش حرارت یسم یجانب
	.[3]استقرار گرفته مورد توجه  شتریب ییگوگردزدا
ی وگردگ باتیمتابولیزم ترک یبرا هااز میکروارگانیزم یمتعدد انواع

 کی ۱۹۸۹در سال  لبانیک. [4]اندگزارش شده و فرآیند گوگردزدایی
ها زمتوسط میکروارگانی ییگوگردزدا یکننده برادیاکس یفرض ریمس
ق گوگردزدا مطاب کیلیمیکروارگانیزم مزوف نینخست. [2]کرد شنهادیپ

 ،شده یجداساز  ۱۹۹۰سال  در لبانیککه توسط  S۴ ریبا مس
IGTS8Rodococcus	erythropolis	 [5]نام دارد.  

یر فرآیند تصفیه نفت، تقط ییایمیبه روش ش ییدر مرحله گوگردزدا
 شیاشود. با افز برشی، واكنش تحت شرایط دما و فشار بالا انجام می

 کند و فرآیندمی دایکاهش پ نینفت سنگ تهیسکوزیدما و
 واحد ی. خروجشودیبهتر انجام م (BDS)بیودسولفوراسیون 

آن  کردندارای دمای بالا است و سرد (HDS)هیدرودسولفوراسیون 
بنابراین یکی  ،در بر دارد نیسنگ یانهیهز BDSبرای انجام فرآیند 

 است که قادر به ییهامز به میکروارگانی یدیگر از اقدامات، دسترس
 یکیوتکنولوژیب ی. انجام فرآیندهاهستندبالا  یدر دما BDSانجام 
ی با سایر از جمله کاهش خطر آلودگ ییایبالا مزا یدر دما

انتشار  شیو افزا ترکیبات نفتی تهیسکوزیکاهش و ،هامیکروارگانیزم
به  منجر ایمزا نی. ادارد ی ترکیبات آلیکیولوژیب یموثر دسترس

	.[6]استشده  لیترموف یهامیکروارگانیزم یکاربرد صنعت شیافزا
و عدم  ادیعلت نسبت سطح به حجم زبه یسیمغناط نانوذرات

 یشکپز ستیو ز یوتکنولوژ یب یهانهیدر زم یادیز یکاربردها تیسم
 یدر جداساز  نکهیعلاوه بر ا یسینانوذرات مغناط .[7]دارند
نسبت سطح به حجم بالا در گروه  لیدلکاربرد دارند، به یسیمغناط

 اتبیاز جمله ترک باتیاز ترک یار یبس یمناسب برا یهانانوجاذب
 شیافزا قات،یتحق .[8]شوندیمطرح م نیو فلزات سنگ یگوگرد
وشش پ یدارا یهامیکروارگانیزم یستیز ییگوگردزدا تیفعال زانیم

 یغشا یر ینفوذپذ شیافزا .[9]دندهیرا نشان م یسینانوذرات مغناط
 یاصل لیممکن است دل (DBT) بنزوتیوفندی به هامیکروارگانیزم

	.[7]باشد یستیز ییگوگردزدا تیفعال شیافزا
ش ها برای افزایصورت پوششی بر سطح سلولتوان از نانوذرات بهمی

میزان گوگردزدایی استفاده کرد، ولی محدودیتی وجود دارد. این 
یابند. طی نانوذرات هنگام سنتز و بعد از آن دناتوره و تجمع می
سازگاری آنها تحقیقی مشخص شد که برای پراکندگی و زیست

 به کار برد. درواقع این ترکیب با اصلاح توان ترکیبات مختلفی رامی
شود. با انجام این شدن میسطح این نانوذرات مانع تجمع و دناتوره

 ودنشده به حالت اصلاحعمل ظرفیت و میزان گوگردزدایی نسبت 
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شدن و منظور جلوگیری از کلوخه. به[10]یابدبرابر افزایش می
است. برای  اکسیداسیون نانوذرات پایدارسازی آنها ضروری

های متعددی وجود دارد که از جمله آنها پایدارسازی نانوذرات روش
سید)، اهای کربوکسیل (مانند سیتریکتوان به پوشش با گروهمی

یی مانند دکستران، مرهایپلمواد غیرآلی مانند سیلیکا و 
  .[7]گلیکول و نشاسته اشاره کرداتیلنپلی

توسط باکتری  فنیلبایوکسیهیدر -۲در مطالعه حاضر میزان تولید 
در  EAMYO	thermoamylovorans	Bacillusبومی گرمادوست 
mgl‐به ترتیب  4O3Feو  0Feشده با نشاسته اصلاح حضور نانوذرات

ساعت گرماگذاری در دمای  ۷۲پس از  mgl۵۰/۵۱‐1و  1۸۳/۵۸
°C۵۵ به دست آمد، در حالی که در سلول فاقد پوشش نانوذرات 
1‐mgl۵۰/۴۶  گزارش شد. میزان فعالیت گوگردزدایی در حضور

و  %۵۲/۲۶به ترتیب  4O3Feو  0Feشده با نشاسته اصلاح نانوذرات
  در مقایسه با سلول فاقد پوشش نانوذرات افزایش یافت. ۷۵/۱۰%

  

  هامواد و روش
  مواد شیمیایی

های مورد استفاده شامل مواد شیمیایی و محیط کشت
فسفات، هیدروژنسدیم، سدیمفسفات، بنزواتپتاسیم

اسید، کلریدمنیزیم، کلریدمنگنز، اسید، نیتریکسولفوریک
و  ٢)، معرف گیبس (%٩٩(بنزوتیوفن دیکلریدکلسیم، کلریدآهن، 

فنیل، بایهیدروکسی -٢کلروایمید)،  -٤کلروکینوندی ٦
	.[1]) تهیه شدند (مرک؛ آلمان) %٩٩فرمامید (متیلدی

	هاکشت محیط
منظور مطالعه رشد و ها انجام شد. بهابتدا جداسازی میکروارگانیزم

بررسی میزان فعالیت گوگردزدایی میکروارگانیزم از محیط کشت 
استفاده شد. این محیط در دو قسمت مجزا  (BSM)معدنی پایه 

گرم بر ٦( 4PO2KHتهیه و جداگانه استریل شد. جزء اول آن حاوی 
گرم بر لیتر) و بنزوات ٢/١( Cl4NHگرم بر لیتر)، ٤( 4HPO2Naلیتر)، 

 O2.6H2MgClگرم بر لیتر) و جزء دوم محیط کشت حاوی ٢سدیم (
گرم بر لیتر)، ٠٠٤/٠( O2.4H2MnClگرم بر لیتر)، ٧٥/٠(
O2.6H3FeCl )و ٠٠١/٠ (گرم بر لیترO2.2H2Cacl )گرم بر لیتر) ٠٠١/٠
فرمامید حل و متیلدر دی DBTاست.  ٣/٧نهایی حدود  pHبا 
های همه کشت .[11]اضافه شد BSMعنوان تنها منبع گوگرد به به

 دور بر دقیقه١٥٠و با سرعت  C٥٥°میکروبی در فلاسک و در دمای 
گرم بر لیتر ٢شده حاوی غنی نوترینت آگاراگذاری شدند. محیط گرم

برای  گرم بر لیتر آگار٢٠ گرم بر لیتر تریپتون و٤عصاره مخمر، 
عنوان منبع نیتروژن و سازی استفاده شد. کلریدآمونیوم بهخالص
  عنوان منبع کربن به کار برده شدند.سدیم بهبنزوات

  میکروارگانیزم
	Bacillusباکتری مورد استفاده، باکتری گرمادوست 

thermoamylovorans	EAMYO  بود که از مناطق آلوده به نفت
  .[11]در جنوب ایران جداسازی و شناسایی شد

  

  تعیین فعالیت گوگردزدایی میکروارگانیزم
  روش تست گیبس

لیتر محیط میلی۵برای تعیین فعالیت گوگردزدایی با این روش، 
 شود. سپسکشت حاوی میکروارگانیزم در لوله آزمایش ریخته می

pH تنظیم و  ۸سدیم روی ها با استفاده از محلول کربناتنمونه
لیتر محلول اتانول گرم بر میلیمیلی۱۰(میکرولیتر معرف گیبس ۱۰۰

دقیقه در  ۳۰. محلول حاصل به مدت شودمطلق) به آن اضافه می
گرماگذاری و بعد از این مدت نمونه به وسیله  C۳۰°دمای 

. ها حذف شدندگیری شد و به این صورت سلولسانتریفیوژ رسوب
بعد از گذشت یک ساعت از افزودن معرف گیبس جذب نوری آن به 

ی هادادهگیری و نانومتر اندازه۶۱۰همراه نمونه شاهد، در طول موج 
قایسه م اسپکتروفتومتر و تغییرات جذب با منحنی استاندارد گیبس

به دست  فنیلبایهیدروکسی -۲شود. در نهایت میزان غلظت می
آید. آزمایشات با سه تکرار انجام و میانگین سه تکرار گزارش می
  .[11]شد

  (HPLC)آنالیز کروماتوگرافی 
 -۲این روش یک روش کمی دقیق برای تعیین میزان 

 pHدر نمونه مورد نظر است. در این حالت  فنیلبایهیدروکسی
تنظیم و سپس  ۲برابر  pHنمونه به وسیله اسیدکلریدریک نرمال به 

استات استخراج حجم مشخصی از آن به وسیله همان حجم از اتیل
موجود  فنیلبایهیدروکسی -۲شد. برای اطمینان از استخراج تمام 

ر تکرار کرد. به این منظور بعد از تنظیم توان استخراج را سه بامی
pH استات به آن، نمونه نمونه و افزودن حجم مساوی حلال اتیل

دقیقه روی  ۱۵-۲۰ای کاملاً در بسته به مدت در یک ظرف شیشه
شیکر به هم زده شد و بعد از گذشت زمان مناسب و جداشدن فاز 

از له سرنگ از فآلی حلالی از فاز آبی سلول، فاز آلی بالایی به وسی
آبی جدا و در یک شیشه کاملاً تمیز ریخته شد و پس از تبخیر کامل 

استات حجم مشخصی از حلال استونیتریل به آن اضافه و اتیل
به اندازه  nucleusil‐100	C‐18بخشی از محلول حاصل به ستون 

  .[12]تزریق شد ٦٠×٦/٤
و فعالیت سازی پارامترهای عملیاتی موثر در افزایش رشد بهینه

  گوگردزدایی سویه
سازی رشد و فعالیت گوگردزدایی سویه منتخب به روش بهینه

روش سطح  و افزار طراحی آزمایشطراحی آزمایش، با استفاده از نرم
، منبع کربن و منبع نیتروژن مناسب، DBTپاسخ انجام شد. غلظت 

 ۳مورد مطالعه و بررسی قرار گرفتند. طبق طراحی آزمایش برای 
آزمایش تکراری) تعیین شدند.  ۵آزمایش و  ۱۵آزمایش ( ۲۰یر، متغ

نشان داده شده است. متغیر  ۱ محدوده سطوح متغیرها در جدول
آمونیوم) و منبع نیتروژن شامل منبع نیتروژن معدنی (نیترات

اسیدنیکوتینیک به میزان مساوی است. همچنین منبع کربن مورد 
  .[13] )۱سدیم است (جدول بررسی، بنزوات

لیتر محیط میلی۵۰لیتری حاوی میلی۱۰۰های ها در ارلنآزمایش
کشت طبق جدول طراحی آزمایش انجام شدند. مقداری از محیط 



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــو همکاران  ینرگس اعتماد ۱۳۰
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عنوان شاهد برای ارزیابی جذب با استفاده از دستگاه کشت به
دقیقه  ۲۰های کشت به مدت اسپکتروفتومتر نگهداری شد. محیط

ل و پس از تلقیح سویه منتخب تحت توسط اتوکلاو استری C۱۲۱°در 
دور در دقیقه، ۱۵۰و با سرعت  C۵۵°ها در دمای شرایط استریل، ارلن

 رشد باکتریساعت در شیکر انکوباتور قرار داده شدند.  ۴۸به مدت 
با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر و فعالیت گوگردزدایی آن با 

  تست گیبس بررسی شد.
  

سازی آماری رشد و در بهینه گرم بر لیتر)سطوح متغیرها (بر حسب ) ۱جدول 
  فعالیت گوگردزدایی سویه

)-سطح پایین (  متغیر  علامت
سطح مرکزی 

  (صفر)
  سطح بالا (+)

A	 غلظتDBT	١/٠	٥/٠  ٣/٠  

B  ٣  ٢  ١  غلظت منبع کربن	

C  
غلظت منبع 
	نیتروژن

٢/١  ٦/٠	٨/١	

  
  با نشاستهشده یابی نانوذرات آهن اصلاحمشخصه

شده با اصلاح 0Feو  4O3Fe آهناز نانوذرات مطالعه حاضر در 
اده، نانوذرات مورد استف یابیمنظور مشخصه. بهشداستفاده نشاسته 

 رینانوذرات از تصاو یو مورفولوژ  یمطالعه ساختار سطح یبرا
 (TEM)و عبوری  (SEM) یروبش یالکترون هایکروسکوپیم

مربوط به نانوذرات آهن با میکروسکوپ  SEMتصاویر  .شداستفاده 
  تهیه شدند. ZEISSالکترونی روبشی مدل 

  شده با نشاستهپوشش سطح باکتری با نانوذرات آهن اصلاح
و همکاران با استفاده از نانوذرات مغناطیسی اکسیدآهن  انصاری

منظور بررسی نقش آنها در افزایش سرعت گوگردزدایی زیستی به
پوششی بر  ،IGTS8	erythropolis	Rodococcusمیکروارگانیزم 

در مطالعه حاضر از روشی مشابه  .[7]سطح میکروارگانیزم ایجاد کردند
فوق برای پوشش سطح میکروارگانیزم با نانوذرات آهن استفاده شد. 

 BSMها تا انتهای فاز لگاریتمی در محیط میکروارگانیزمزمانی که 
دقیقه  ۱۰دور بر دقیقه به مدت ۴۰۰۰رشد کردند، توسط سانتریفیوژ در 

ها دو بار با محلول بافر فسفات نمکی شسته جداسازی شدند. سلول
تلقیح شدند. پوشش سطح سویه  660A=۱و به محیط معدنی پایه تا 

شده با نشاسته به دادهپوشش  0Feو  4O3Feمنتخب با نانوذرات 
لیتر سوسپانسیون حاوی میلی۱۰که ابتدا  این ترتیب انجام شد

لیتر میلی۱۰۰لیتر از نانوذرات آهن تهیه و با میکروگرم بر میلی۱۰۰
با غلظت نهایی  DBTحاوی  BSMسوسپانسیون سلولی در محیط 

ppm۳۰۰ [14]عنوان تنها منبع گوگرد اضافه شدبه.  
 بررسی رشد و فعالیت گوگردزدایی باکتری دارای پوشش نانوذرات

  شده با نشاستهآهن اصلاح
شده با یافته با نانوذرات آهن اصلاحهای پوششمیکروارگانیزم

و با  C۵۵°ساعت در دمای  ۱۲۰به مدت  BSMنشاسته در محیط 
دور در دقیقه در شیکر انکوباتور گرماگذاری شدند. ۱۵۰سرعت 

، ممیکروارگانیز منظور بررسی رشد و میزان فعالیت گوگردزدایی به

ساعت انجام و رشد باکتری با  ۲۴گیری با فاصله زمانی نمونه
استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر و فعالیت گوگردزدایی باکتری با 

  .[14]بررسی شد HPLCتست گیبس و آنالیز 
  

  هایافته
  منحنی استاندارد تست گیبس

میزان فعالیت گوگردزدایی زیستی از طریق تست گیبس و 
نانومتر مشخص شد. ۶۱۰گیری میزان جذب نوری در طول موج اندازه

 HBP‐2در تست گیبس تبدیل میزان جذب نوری به میزان غلظت 
تعیین شد.  HBP‐2گرم بر لیتر) از طریق منحنی استاندارد (میلی

با  HBP‐2ایی از ه، رقتHBP‐2برای رسم منحنی استاندارد 
گرم بر لیتر تهیه شدند. بر حسب میلی۵۰محدوده غلظت صفر تا 

ها در تست گیبس، منحنی استاندارد میزان جذب هر یک از غلظت
  دهد.را نشان می HBP‐2منحنی استاندارد  ۱رسم شد. نمودار 

  

  
  حاصل از آزمون گیبس HBP‐2منحنی استاندارد  )۱نمودار 

  
موثر در افزایش رشد و فعالیت گوگردزدایی  پارامترهای عملیاتی

  سویه
ها از جمله عوامل موثری سرعت پایین واکنش و فعالیت کم آنزیم

. [9	,7]شوندهستند که سبب کاهش میزان گوگردزدایی زیستی می
های مناسب منابع کربن و نیتروژن و غلظت منبع گوگردی از غلظت

سازی محیط و بهینهترین عوامل عملیاتی برای بررسی جمله مهم
کشت میکروارگانیزم مورد نظر در افزایش رشد سویه و فعالیت 

های گوگردزدایی زیستی هستند. بنابراین سه پارامتر غلظت
ت سدیم و اسیدنیکوتینیک غلظسدیم (منبع کربن)، نیتراتبنزوات

سازی بنزوتیوفن (منبع گوگردی) برای بهینه(منبع نیتروژن) و دی
گوگردزدایی زیستی میکروارگانیزم در محیط کشت  رشد و فعالیت

BSM  در°C۵۵  دور بر دقیقه در نظر گرفته شدند. به روش ۱۵۰و
ها طراحی شدند. دو پاسخ برای هر آزمایش سطح پاسخ آزمایش

برای بررسی رشد سلولی براساس جذب نوری  1Rتعیین شد. پاسخ 
زم را نشان طور مستقیم رشد میکروارگانینانومتر (که به۶۶۰در 
فنیل بایهیدروکسی -۲تعیین غلظت  2Rدهد) و پاسخ می

بنزوتیوفن توسط میکروارگانیزم به روش تولیدشده در اثر مصرف دی
  نانومتر در نظر گرفته شد.۶۱۰تست گیبس در جذب نوری 



 ۱۳۱... به روش Bacillus thermoamylovorans EAMYOکشت  طیمح یساز نهیبهـــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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	Design‐Expertافزار با استفاده از نرم (DX7Trial)  به روش
 A ،Bشد. علاوه بر این، متغیرهای  ها انجامسطح پاسخ، آنالیز داده

بنزوتیوفن)، کربن منابع گوگرد (دی به ترتیب معرف غلظت Cو 
هستند.  )سدیم و اسیدنیکوتینیکنیترات( سدیم) و نیتروژن(بنزوات

پاسخ تست  2Rنانومتر و ۶۶۰پاسخ دانسیته نوری در  1Rهمچنین 
  نانومتر است.۶۱۰گیبس و دانسیته نوری در 

	Bacillusمیکروارگانیزم برای  1Rمتغیرهای زیر در پاسخ 

thermoamylovorans	EAMYO  مهم و اثرگذار هستند. درنتیجه
  صورت زیر است:به 1Rمعادله نهایی برای پاسخ 

  
	)۱رابطه (

R1=+1.00+0.36×A+0.13×B+0.045×C 
  

 Aشود که هر سه پارامتر ، چنین استنباط می۱با توجه به رابطه 
(غلظت منبع  C(غلظت منبع کربن) و  B(غلظت منبع گوگرد)، 

که معادل غلظت سلولی و رشد  1Rنیتروژن) بر میزان پاسخ 
میکروارگانیزم است، تاثیرگذار هستند. با توجه به این رابطه، شرایط 

	Bacillusبرای میکروارگانیزم  1Rبهینه برای پاسخ 

thermoamylovorans	EAMYO  ت.اس ۲مطابق جدول  

  
	Bacillusبرای میکروارگانیزم  1Rشرایط بهینه برای پاسخ ) ۲جدول 

thermoamylovorans	EAMYO	
	C B A	سطح پاسخ

R1	
٩٣/٠  ٩٨/٠  ٧/٠  ٤١٥٠٨/١  

2R  
١  ٨٨/٠  ١  ٣١٣/٢  

  
	Bacillusبرای  1Rنمودار سه بعدی سطح پاسخ 

thermoamylovorans	EAMYO شرایط بهینه  ۱صورت شکل به
طور که در این شکل نشان داده شده است، دهد. همانرا نشان می

+ ۱(غلظت منبع گوگرد) به سمت  Aبا افزایش میزان پارامتر 
)ppm۵۰۰ و پارامتر (B  ۱(غلظت منبع کربن) به سمت) +گرم بر ۳

یابد که معادل افزایش جذب نوری در افزایش می 1Rلیتر) مقدار 
نانومتر است. بنابراین رشد سویه منتخب وابسته به منبع کربن ۶۶۰

و منبع گوگرد است. ترکیبات گوگردی به میزان کافی در اختیار 
میکروارگانیزم قرار گرفت و منجر به رشد سویه شد. هر غلظتی از 
ترکیبات گوگردی برای افزایش نرخ رشد میکروارگانیزم مناسب 

زم بات گوگردی نیز برای میکروارگانینیست، زیرا غلظت بحرانی ترکی
طوری که بالاتر از این غلظت برای میکروارگانیزم سمی وجود دارد، به

است. از طرفی غلظت بالای ترکیبات گوگردی و استفاده از آنها سبب 
شود که اثر کاهشی فنیل در داخل سلول میبایهیدروکسی -۲تجمع 

  و سمیت بر میزان رشد سلولی دارد.
مهم و اثرگذار هستند. درنتیجه  2Rای زیر در سطح پاسخ متغیره

  صورت زیر است:به 2Rمعادله نهایی برای سطح پاسخ 
  

  )۲رابطه (
R2=+1.68+0.37×A+0.14×B+0.22×C 
	

تحت تاثیر  2Rبا توجه به رابطه فوق شرایط بهینه برای سطح پاسخ 
برای  2Rاست. این شرایط در رابطه با پاسخ  Cو  A پارامترهای

	Bacillusمیکروارگانیزم  thermoamylovorans	 EAMYO  در
  معرفی شده است. ۲جدول 

شرایط بهینه  ۲صورت شکل به 2Rنمودارهای سه بعدی سطح پاسخ 
طور که در این شکل نشان دهد. همانصورت بهتری نشان میرا به

(غلظت منبع گوگرد) به  Aداده شده است، با افزایش میزان پارامتر 
(غلظت منبع کربن) به  B) و افزایش پارامتر ppm۵۰۰+ (۱ سمت
یابد که معادل افزایش افزایش می 2Rگرم بر لیتر) مقدار ۳+ (۱سمت 
فنیل (افزایش فعالیت گوگردزدایی زیستی) بایهیدروکسی -۲غلظت 
  است.
دهد در غلظت بالایی از منبع کربن و ترکیبات نشان می ۲شکل 

گوگردی همزمان با افزایش نرخ رشد، میزان فعالیت گوگردزدایی 
	Bacillusمیکروارگانیزم  thermoamylovorans	EAMYO  نیز
یابد. همچنین با افزایش منبع نیتروژن نیز میزان افزایش می

 افزایش کند. دلیل این امرفعالیت گوگردزدایی افزایش پیدا می
های دخیل در فرآیند گوگردزدایی در اثر وجود فعالیت آنزیم

  اسیدنیکوتینیک در محیط کشت سلول است.
  شده با نشاستهاصلاح نانوذرات آهن یابیمشخصه

آهن توسط میکروسکوپ الکترونی عبوری و  مورفولوژی نانوذرات
، برای تجسم و مشاهده TEMروبشی تعیین شد. تصاویر 

مشاهده  ۳طور که در شکل نانوساختارها ابزار مناسبی است. همان
 TEMنانومتر است. تصاویر ۳۰و  ۲۰شود، اندازه نانوذرات آهن می
دهند که شکل نانوذرات کروی است و طور مشخص نشان میبه

  شود.توزیع یکنواختی از آنها مشاهده می
  

  
(غلظت منبع کربن) در  B(غلظت منبع گوگرد) و  Aپارامتر  کنشبرهم )۱شکل 

	Bacillusبرای میکروارگانیزم  1Rنمودار سه بعدی سطح پاسخ 

thermoamylovorans	EAMYO  
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(غلظت منبع کربن) در  B(غلظت منبع گوگرد) و  Aپارامتر  کنشبرهم )۲شکل 

	Bacillusبرای میکروارگانیزم  2Rنمودار سه بعدی سطح پاسخ 

thermoamylovorans	EAMYO  
  

  

  
  نانوذرات اکسیدآهن (الف) و آهن صفر (ب) TEMتصاویر ) ۳شکل 

  
استفاده شد.  SEMبرای بررسی خواص سطحی نانوذرات از تصاویر 

ه کنش پرتوی الکترونی با مادمبنای عملکرد این میکروسکوپ، برهم
ها توانند برای ارزیابیمیشده از این واکنش ی ساطعپرتوهااست. 

شود مشاهده می ۴طور که در شکل مورد استفاده قرار گیرند. همان
در مطالعه حاضر نانوذرات مورد استفاده از ساختاری کاملاً کروی و 
توزیع مناسب اندازه ذرات برخوردارند و نانوذراتی که به شکل کلوخه 

و یکنواخت ای با شکل کروی شوند، در حقیقت مجموعهدیده می
دهد. شده از نانوذرات را نشان میهای پوشیدهسلول ۵هستند. شکل 

  اند.خوبی تثبیت شدهنانوذرات در سطح سلول به

  
تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی نانوذرات اکسیدآهن (الف) و آهن ) ۴شکل 

  صفر (ب)
  

	
 EAMYOتصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی مربوط به سویه  )۵شکل 
  شده با نانوذرات اکسیدآهن (الف) و آهن صفر (ب)پوشیده
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شده با نشاسته بر میزان رشد و فعالیت تاثیر نانوذرات آهن اصلاح
  گوگردزدایی میکروارگانیزم

ی زیستی بازده پایین تولید محصول است. فرآیندهایکی از مشکلات 
ی ها روتوان از روش تثبیت سلولیابی به این هدف میدستبرای 

. یکی دیگر از مشکلات فرآیندهای [14]بسترهای مناسب استفاده کرد
های دوفازی هستند، محدودیت انتقال صورت سامانهزیستی که به

جرم است که در این مورد نیز استفاده از نانوجاذب راه حل پیشنهادی 
بیعی طور طت گوگردزدایی زیستی که بهمناسبی است. میزان فعالی

 ی صنعتی وفرآیندهاشود، برای ها انجام میتوسط میکروارگانیزم
تجاری پایین است. بنابراین در این مطالعه از نانوذرات آهن 

عنوان بستری برای تثبیت میکروارگانیزم شده با نشاسته بهاصلاح
  استفاده شد.

 شدهر نانوذرات آهن اصلاحمیزان رشد باکتری در حضور و عدم حضو
  با نشاسته

	Bacillus رشد باکتری thermoamylovorans	 EAMYO  به
نانومتر در حضور ۶۶۰در طول موج  (OD)روش دانسیته نوری 
شده با نشاسته نشان داد که این نانوذرات نانوذرات آهن اصلاح

 تنها اثر سمی بر رشد میکروارگانیزم ندارند، بلکه سبب افزایش رشدنه
به ترتیب در حضور  ۸۹۶/۱و  ۸۶۴/۱ساعت شد ( ۹۶در  این باکتری

)، در حالی که بیشترین میزان رشد در عدم 4O3Feو  Feنانوذرات 
بود. درواقع میزان رشد باکتری  ۵۱/۱ساعت،  ۹۶حضور نانوذرات در 

شده با نشاسته افزایش داشت. نتایج در حضور نانوذرات آهن اصلاح
شده با نشاسته بر میزان رشد باکتری مورد اصلاحتاثیر نانوذرات آهن 

  ارایه شده است. ۲در نمودار  مطالعه

  

  
 EAMYO	thermoamylovorans	Bacillusمیزان رشد میکروارگانیزم ) ۲نمودار 

شده با نشاسته به روش دانسیته در حضور و عدم حضور نانوذرات آهن اصلاح
  نوری

  
در حضور و عدم حضور  EAMYOمیزان فعالیت گوگردزدایی سویه 

  شده با نشاستهاصلاح نانوذرات آهن
میکروارگانیزم  فنیلبایهیدروکسی -۲میزان تولید  ۲نمودار 

Bacillus	thermoamylovorans	EAMYO  را در عدم پوشش و
ر دهد. دشده با نشاسته نشان میدارای پوشش نانوذرات آهن اصلاح

شده با نشاسته میزان فعالیت حضور نانوذرات آهن اصلاح
گوگردزدایی افزایش قابل توجهی داشته است. بررسی میزان فعالیت 

فنیل به روش تست بایهیدروکسی -۲گوگردزدایی و میزان تولید 
نشان داد که میکروارگانیزم دارای پوشش  HPLCگیبس و آنالیز 

یشترین فعالیت گوگردزدایی را شده با نشاسته باصلاح 0Feنانوذره 
ید شود و تولدهد و بعد از آن تقریباً ثابت میساعت نشان می ۴۸در 
دهد. در حالی که ساعت ادامه می ۱۲۰را تا  فنیلبایهیدروکسی -۲

شده با نشاسته و اصلاح 4O3Feمیکروارگانیزم دارای پوشش نانوذره 
 فنیلبایدروکسیهی -۲بدون پوشش نانوذره بیشترین میزان تولید 

  دهد.ساعت نشان می ۷۲را در 
 دارای میکروارگانیزمتوسط  فنیلبایهیدروکسی -۲افزایش تولید 
 شیافزادلیل شده با نشاسته احتمالاً بهاصلاح 0Feپوشش نانوذره 

غشا پس از اتصال  یر ینفوذپذ شیافزا و میکروارگانیزم تیفعال
 یگوگرد باتیترک ینانوذرات است. نانوذرات با جذب سطح

تقال و ان کنندیتر ممیکروارگانیزم آسان یآنها را برا یر یپذدسترس
DBT  به بیرون  فنیلبایهیدروکسی -۲به درون میکروارگانیزم و

  کنند.میکروارگانیزم از سیتوپلاسم را تسهیل می
فنیل بایهیدروکسی -۲نتایج تست گیبس نشان داد که میزان تولید 

	Bacillusانیزم توسط میکروارگ thermoamylovorans	

EAMYO 0شده با نشاسته اصلاح در حضور نانوذراتFe  4وO3Fe 
ساعت  ۷۲پس از  mgl۵۰/۵۱‐1و  mgl۸۳/۵۸‐1به ترتیب 

به دست آمد، در حالی که در سلول فاقد  C۵۵°گرماگذاری در دمای 
گزارش شد. میزان فعالیت  mgl۵۰/۴۶‐1 پوشش نانوذرات

 4O3Feو  0Feشده با نشاسته اصلاح حضور نانوذراتگوگردزدایی در 
در مقایسه با سلول فاقد پوشش  ۷۵/۱۰%و  ۵۲/۲۶به ترتیب 

  ).۳نانوذرات افزایش یافت (نمودار 
-۲نیز نشان داد که میزان تولید  HPLCنتایج حاصل از آنالیز 

آهن  نانوذراتیافته با فنیل توسط باکتری پوششبایهیدروکسی
در مقایسه با انواع فاقد پوشش آنها افزایش شده با نشاسته اصلاح
  ).۴یابد (نمودار می

  

  
	Bacillus میز کروارگانیممیزان فعالیت گوگردزدایی ) ۳نمودار 

thermoamylovorans	 EAMYO  در حضور و عدم حضور نانوذرات آهن
  شده با نشاسته به روش تست گیبساصلاح
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(A)  

(B)  

(C)  
 مز یکروارگانیمفنیل  توسط بایهیدروکسی-۲تولید  HPLCکروماتوگرام  )۴نمودار 

Bacillus	 thermoamylovorans  در عدم حضور نانوذرات(A) ؛ در حضور
شده اصلاح 0Fe؛ در حضور نانوذرات (B)شده با نشاسته اصلاح 4O3Feنانوذرات 

  (C)با نشاسته 

  
  بحث
با  زیستی ییگوگردزدا یهاتوسعه فرآیند یبرا یار یبس یهاتلاش

گوگرد  -نکرب وندیکه قادر به شکست پ ییهااستفاده از میکروارگانیزم
وب عملکرد خ یو کاربرد یادیبن یهایاست و بررسانجام شده باشند 

 ییگوگردزدا یمیش یاست. از نقطه نظر مهندس ندهیفرآیند در آ نیا
 یر است که در آن باکت یونیداسیخراج اکستفرآیند اس کی زیستی

کند و واکنش در حضور سلول عمل می روزیکاتال کیعنوان به
های گوگردزدایی طور کلی روشبه شود.زنده انجام می میکروبی

های فیزیولوژیک و آنزیمی زیستی با استفاده از فعالیت
های های موثر و تکنولوژیها باعث پیشرفت واکنشمیکروارگانیزم

  .[6]سازگار با محیط زیست شده است
کردن فرآیند گوگردزدایی زیستی که توانایی رقابت با برای فراهم

ن عنواشدن را داشته باشد و یا بهنعتیروش هیدروژنی در مرحله ص

مکمل آن استفاده شود باید دو مرحله اساسی در پالایش را مورد 
) جداسازی نفت ٢) انتخاب بیوکاتالیست مناسب؛ ١بررسی قرار داد: 

  از بیوکاتالیست و محصولات فرعی
 DBTهای مختلف و همکاران در مطالعه خود روی اثر غلظت عربیان

	Bacillusروی میزان فعالیت گوگردزدایی  )ppm۱۲۵۰تا  ۲۵۰(

cereus	HN  گزارش دادند که با افزایش غلظتDBT  میزان فعالیت
گوگردزدایی این میکروارگانیزم افزایش یافته است و در غلظت 

ppm۱۲۵۰ و  جیا. [15]گزارش کردند %۸۰، فعالیت گوگردزدایی را
و  WQ‐01 سویه Gordoniaهمکاران نشان دادند که در باکتری 

میزان فعالیت گوگردزدایی با غلظت  WQ‐01Aیافته سویه جهش
DBT در مطالعه حاضر نیز با افزایش  .[16]ارتباط مستقیم دارد
 هیسو، میزان فعالیت گوگردزدایی ppm۵۰۰بنزوتیوفن تا دی

EAMYO شار دلیل انتیابد که این افزایش را می توان بهافزایش می
  بیشتر دی بنزوتیوفن دانست.

آمید و ریبوفلاوین را روی فعالیت و همکاران اثر نیکوتین هی
بررسی  USTB03سویه  erythropolis	Rodococcusگوگردزدایی 

آمید یا میکرومول نیکوتین۵کردند و نشان دادند که با افزودن 
افزایش در  ۱۳۰%ومول ریبوفلاوین به محیط کشت بیش از میکر۲۵

و همکاران  دریکوند .[17]آیدفعالیت گوگردزدایی سویه به دست می
آمید و مول نیکوتینمیلی۶۷/۱۰نشان دادند که افزودن 

 میکرومول ریبوفلاوین در افزایش سرعت گوگردزدایی۲/۳۴
Rodococcus	erythropolis  1سویهR  از طریق القای اپرونdsz 

رغم افزایش فعالیت گوگردزدایی، منجر به موثر است. همچنین علی
 -۲دلیل اثر بازدارندگی توده بهکاهش سرعت رشد و تولید زیست

در تحقیقات دیگر بیان کردند که  .[18]شودفنیل میبایهیدروکسی
	Rodococcusدر  erythropolis	 IGTS8  در مسیر گوگردزدایی
 DBTمول به ازای گوگردزدایی یک NADHمول ۴ستی تقریباً به زی

  .[19]نیاز است
آمید به گرم در لیتر نیکوتینمیلی۶/۰در مطالعه حاضر، افزودن 

	Bacillusمحیط کشت میکروارگانیزم  thermoamylovorans	

EAMYO  بالاترین رشد سلولی و فعالیت گوگردزدایی را در مقایسه
	نیتروژن نشان داد.با منابع دیگر 

در مطالعات پیشین از نانوذرات مغناطیسی اکسیدآهن استفاده شد 
که علاوه بر افزایش میزان فعالیت گوگردزدایی زیستی 

ها، جداسازی مغناطیسی بیوکاتالیست را سبب میکروارگانیزم
دهی استفاده از نانوذرات آهن برای پوشش .[12]شودمی

ر توان در هتر آنها مناسب است و میها و تثبیت بهمیکروارگانیزم
 نانوذرات ها را جداسازی کرد.ای از این فرآیند میکروارگانیزممرحله
 صورت محکم بر سطحدلیل سطح ویژه زیاد و انرژی سطحی بالا بهبه

  شوند.ها جذب میسلول
 رسوبیو همکاران نانوذرات مغناطیسی به روش هم نیگامهمچنین 

-١٠آنها نانوذراتی با اندازه تقریباً  TEMاویر را سنتز کردند که تص
در مطالعه حاضر اندازه نانوذرات آهن  .[20]نانومتر را نشان داد٨

شده با نشاسته طبق تصاویر میکروسکوپ الکترونی دادهپوشش



 ۱۳۵... به روش Bacillus thermoamylovorans EAMYOکشت  طیمح یساز نهیبهـــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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نانومتر تخمین زده شد و تصاویر بیانگر شکل کروی و ۲۰-۳۰حدود 
  یکنواخت نانوذرات هستند.

های پوشیده با در مطالعات قبلی مشاهده شده است که سلول
های از سلول بیشتر 4O3(Fe ،۵۶%(نانوذرات مغناطیسی 

دلیل  .[7]دندهنشان می DBTغیرپوشیده فعالیت گوگردزدایی از 
این افزایش فعالیت، تاثیر نانوذرات بر نفوذپذیری غشای 

 محصولات و اواکنشگره خروج و ورود ها و تسهیلمیکروارگانیزم

 تیراحبه مغناطیسی نانوذرات با شدهپوشیده هایرودوکوکوس است.

	گیرند. قرار استفاده مورد توانندمی آسانیبه و شوندمی بازیافت
	Rodococcusو همکاران در بررسی رشد میکروارگانیزم  کریمی

erythropolis	IGTS8  در حضور نانوذرات مغناطیسی اکسیدآهن
تنها اثر سمی بر رشد میکروارگانیزم نشان دادند که این نانوذرات نه
شود، ) می600OD=۴۱/۳ساعت ( ۱۴۸ندارند، بلکه سبب رشد آن تا 

ساعت  ۹۶در حالی که بیشترین میزان رشد در عدم حضور نانوذرات تا 
)۵۴/۲=600OD شد میکروارگانیزم ) مشاهده شد. درواقع میزان ر

Rodococcus	 erythropolis	 IGTS8  در حضور نانوذرات
افزایش نشان داد. همچنین در بررسی میزان  %۴مغناطیسی حدود 

فعالیت گوگردزدایی به روش تست گیبس نشان دادند که 
	Rodococcus میکروارگانیزم erythropolis	 IGTS8  در حضور

فنیل با شدت بیشتری بایهیدروکسی -۲نانوذرات مغناطیسی تولید 
 -۲دهد. درواقع در مورد میزان تولید ساعت ادامه می ۱۴۸تا 

ساعت  ۱۴۸فنیل توسط این میکروارگانیزم در بایهیدروکسی
بیشترین مقدار است، در حالی که در عدم حضور  مولمیلی۲۱۰/۰

فنیل بایهیدروکسی -۲ین میزان تولید بیشتر نانوذرات مغناطیسی
طور مول بود. بهمیلی ۱۸۲/۰ساعت  ۹۶توسط این میکروارگانیزم در 

 %۱۶کلی در این مطالعه، در حضور نانوذرات مغناطیسی حدود 
 بردانیا .[14]افزایش در فعالیت گوگردزدایی رودوکوکوس مشاهده شد

-۸ ا اندازه تقریبیو همکاران تاثیر نانوذرات مغناطیسی اکسیدآهن ب
نانومتر را بر فعالیت گوگردزدایی دو میکروارگانیزم ۵

Rhodococcus	 erythropolis	 FMF  وRhodococcu	

erythropolis	IGTS8  بررسی کردند. نتایج نشان داد که نانوذرات
ها مغناطیسی تاثیری بر میزان فعالیت گوگردزدایی میکروارگانیزم

از آنها در جداسازی بیوکاتالیست ندارند و تنها مزیت استفاده 
	.[12]است

فنیل توسط میکروارگانیزم بایهیدروکسی -۲در مطالعه حاضر تولید 
EAMYOBacillus	thermoamylovorans	 در حضور نانوذرات 

0Fe 4/نشاسته وO3Fe 1و  ۸۳/۵۸/ نشاسته به ترتیب‐mgl۵۰/۵۱ 
در حالی به دست آمد،  C۵۵°ساعت گرماگذاری در دمای  ۷۲پس از 

بود. میزان فعالیت  mgl۵۰/۴۶‐1 که در سلول فاقد پوشش نانوذرات
/نشاسته و 0Fe گوگردزدایی سویه در حضور نانوذرات

4O3Fe در مقایسه با سلول  %۷۵/۱۰و  ۵۲/۲۶/نشاسته به ترتیب
  فاقد پوشش نانوذرات افزایش یافت.
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