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کننده تولوئن به صورت تجزیه Staphylococcus gallinarum ATHH41ررسی عملکرد باکتری ب

 آزاد و تثبیت شده بر روی نانولوله کربنی

 4، آرزو طهمورث پور3، مهدی شهرياری نور2، مهران هودجی*1فاطمه حیدرنژاد
استاد گروه  2حد اصفهان)خوراسگان(، خاکشناسی دانشکده کشاورزی دانشگاه آزاد اسلامی واگروه دانشجوی دکتری * 1

استاديار گروه میکروبیولوژی دانشکده علوم  3خاکشناسی دانشکده کشاورزی دانشگاه آزاد اسلامی واحد اصفهان)خوراسگان(، 

دانشیار میکروبیولوژی گروه علوم پايه دندانپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی واحد  4پايه دانشگاه آزاد اسلامی واحد رشت و 

 فهان)خوراسگان(اص

 چکیده

کربنی به عنوان راه حلی برای مشکل جداسازی و وسیله نانولولهکننده تولوئن بهتثبیت باکتری تجزيهاين تحقیق به منظور 

( و سپس اقدام به تثبیت MWCNTsجداره )کربنی چنددار کردن نانولولهامکان استفاده مجدد اجرا گرديد. ابتدا اقدام به عامل

( صورت گرفت. RSMسازی درصد تجزيه تولوئن با استفاده از روش سطح پاسخ )کربنی گرديد. بهینهوسیله نانولولهبهباکتری 

( استفاده شد. طرح SEMکربنی از میکروسکوپ الکترونی روبشی )برای حصول اطمینان از استقرار باکتری در سطح نانولوله

بینی نمود درصد پیش 73/70و غلظت اولیه تولوئن راندمان تجزيه حدود  ، دمای انکوباسیونpHدر شرايط بهینه  RSMآماری 

 یباکتردرصد توسط  68/95درصدی تولوئن در شرايط بهینه حاصل شد. همچنین راندمان تجزيه  01/68و راندمان تجزيه 

توسط شده یتتثب یاکتربتوان دريافت که حاصل شد. با توجه به نتايج می ی در شرايط بهینهکربننانولولهبا شده یتتثب

 های هیدروکربنی آروماتیک است.سازی آلايندهکربنی روشی مناسب و دوستدار محیط زيست برای پاکنانولوله

 

 .یروش سطح پاسخ، نانولوله کربن ،ATHH41 استافیلوکوکوس گالینارومباکتری  تیتثب ،تجزيه بیولوژيکیواژه های کلیدی: 

 مقدمه

 1شوند )عبدالسلامیآب و خاک م یموجب آلودگ سازیرهیذخ ايدر اثر حمل و نقل  مشتقات آنو  یمدتهاست که مواد نفت

موجود در  ،(لنيزا یزومرهايبنزن و ا لیبنزن، تولوئن، ات) کیمونوآرومات هایدروکربنیه انیماين (. در 2009و همکاران، 

و همکاران،  2نگی)س شوندیمحسوب م ستيز طیمح سلامت و یبرا یديتهد تولوئناز جمله  ،ینفت هایاز فرآورده یاریبس

 ريانسان و سا ان،يآبز یکه زندگ ینیرزميآزاد و ز هایتولوئن و ورود آن به آب زايیو سرطان ی(. با توجه به اثرات سم2009

-یشخص مهستند، م بیترک نيا یستيز هيکه قادر به تجز هايیسمیکروارگانیم یضرورت جداساز کند،یم ديموجودات را تهد

 دفرآين در ها. به علت آن که اصلاحات ژنتیکی و بهبود فعالیت باکتری، قادر به حل مشکل امکان استفاده مجدد از سلولشود

 مجدد استفاده امکان و میکرواورگانیسم جداسازی مشکل حل برای راهی عنوان به هاسلول کردنتوسعه صنعتی نیست، تثبیت

 برابر در هاآن شتریو مقاومت ب یداريباعث پا هاسلول کردنتتثبی. است گرفته قرار وجهت مورد اخیر سال چند در آن، از

به  ریاخ های(. در سال2005، 3)دورسان و تپه شودیآزاد م های( نسبت به سلولpHدما،  ،ی)مثل مواد سم یطمحی نوسانات

و  4انگيشده است ) یاديها و هوا توجه زز پسابو مضر ا یمواد سم کنندههياستفاده از مواد نانو به عنوان جاذب و تجز

 ترکیبات حذف در هابجاذ ساير به نسبت کربنینانولولههای که میدهد نشان مختلف یهابجاذ مقايسه (.2006همکاران 

 یکربننانولولههای بالای جذب ظرفیت(. 2010و همکاران،  5یوتیوالي)آ دارند بیشتری پتانسیل زيست محیط از حفاظت و آلی

 هانآ در سطحی املع یهاهگرو از زيادی مقادير وجود و نانولولهها اينمتخلخل  ساختار علت به آلی آلايندههای حذف در

                                                 
1 Abd-Elsalam et al 
2 Singh et al., 
3 Dursun and Tepe 
4 Yang et al., 
5 Aivalioti et al., 
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 الکترون دهندگی و الکترون گیرندگی بینابینی واکنش از ناشی عمدتاً کربنی نانولولههای توسط تولوئن جذب مکانیسم. است

و همکاران،  1ملوی)د است کربنینانولولههای برروی موجود سطحی کربوکسیلیک یهاهگرو و تولوئن آروماتیک حلقه بین

2010.) 

 لتریف کيآن را به  ،یشده توسط نانولوله کربن تیمقاوم به تولوئن تثب هاییباکتر قيتا از طر میمطالعه بر آن هست نيدر ا

 .مینمائ ليحذف تولوئن تبد یمناسب برا

 هامواد و روش

 طراحی آزمايش

 یموثر یهااربزا از يکی( RSM) 2پاسخسطح  روش ،باشند شتهدا تأثیر پاسخ متغیر روی دیياز بطروا و ملاعو که امیهنگ

و  3مايرز) میکند تعیین را متغیر چندين نهمزما مناسب مايشیآز حطر با و ،کمی یهاداده و منابع کمترين با که ستا

هر  ی. براديگرد لیتشک تولوئن هیو غلظت اول ونیانکوباس یما، دpHمستقل  ریمتغ 3از  مرکب یحطر .(2016همکاران، 

سطح  5فاکتور و  3 ني. با استفاده از اگرددیکد شده اتلاق م رمقادي هاکه به آن ديگرد نییتع یريبه صفر مقاد تفاکتور نسب

 دنکربهینه ف. هدديگرد یراحط شيآزما Design-Expert 7.1 20 ارفزا منراز  دهستفاا با(، -α+  ،1+  ،0  ،1-  ،αکد شده )

 متغیرو ( تولوئن هیو غلظت اول ونیانکوباس ی، دماpH) مستقل یمتغیرها بین ستیدر بطهرا که ستا اینهگوبه پاسخ متغیر

 .دشو اربرقر)درصد تجزيه تولوئن( پاسخ 

 بررسی تجزيه تولوئن در شرايط آزمايشگاهی

 5در محیط کشت اختصاصی ATHH41سويه  4یلوکوکوس گالینارومی استافمک فارلند از باکتر 5/0معادل با  یغلظت

(MSM :شامل )4g 3NaNO ،1.5g 4KH2PO ،0.5g 4HPO2Na ،0.2g O2.7H4MgSO ،0.0011g O2.H4FeSO، 0.01g 2CaCl ،

 ديردگ حیتلق عيما MSMکشت  طیمح تریلیلیم 10از آن به  تریکرولیم 10 .ديگرد تهیهتولوئن  تریدر ل گرمیلیم 100 یحاو

 قهیدور در دق 150ساعت و با سرعت  24شد و به مدت  میتولوئن تنظ هیو غلظت اول ونیانکوباس ی، دماpH مختلف ريمقاد

هگزان اضافه  ترلییلیم 1 يیرو عيبه ما ديگرد وژیفيسانتر قهیدق 20و به مدت  rpm 6000سرعت  با هاسپس نمونه انکوبه شد.

هگزان و تولوئن  یکه حاو يیاز فاز رو اني. در پاديکشت در آن حل گرد طیموجود در محو به شدت تکان داده شد تا تولوئن 

 (.2008نانومتر استفاده شد )وانگ و همکاران،  262تولوئن در طول موج  زانیم یرگیاندازه یبود برا

 تعیین صحت مدل سطح پاسخ

پاسخ، پس از تعیین بهترين مقادير )طی بینی شده توسط روش سطح برای حصول اطمینان از صحت شرايط بهینه پیش

بینی نرم افزار( تجزيه تولوئن توسط باکتری در شرايط بهینه مجدداً به طور تجربی مورد آزمايش قرار گرفت و نتايج پیش

 بینی شده مورد مقايسه قرار گرفت.حاصله با نتايج پیش

 دار کردن نانولوله کربنیعامل

 یدر مشهد وارد کننده نانومواد از کمپان انیرانينانومواد ا شگامانیاز شرکت پ( TMWCN) 6چندجداره ینانولوله کربن

نانومتر،  20-30نانومتر، قطر خارجی  5-10قطر داخلی نانولوله کربنی  شد. هیته US Research Nanomaterialsيیکايآمر

 1 مقدار کربنی، هاینانولوله کردن دارجهت عاملباشد. درصد می 98مترمربع بر گرم و درجه خلوص بالای  >110سطح ويژه 

 ،(1 به 3 حجمی نسبت با( )مولار 8/14) سولفوريک اسید و( مولار 6/15) نیتريک اسید مخلوط لیترمیلی 60 به آن از گرم

                                                 
1 DE Mello et al., 
2 Response Surface Methodology 
3 Myers et al., 
4Staphylococcus gallinarum 
5 Minimal Salt Medium 
6 Multiwalled Carbon Nanotube 
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 با را مخلوط سپس(. 2011 همکاران، و 1ژانگ) گرديد سازیپراکنده کیساعت بـا استفاده از اولتراسون 3و به مدت  اضافه

کرده پس از آن، مواد اسیدی با عملیات شستشو با آب مقطر و استفاده از سانتريفوژ  لتریف یسلولز تراتین کرونیم 45/0 افیص

 60 در و آوریجمع شده دارعامل هایخنثی حاصل شود. در نهايت نانو لوله pH خارج شد تا قهیدور دردق 9000با سرعت 

 (.2007و همکاران،  2)پان ديشک گردآون خ درساعت  12 یبرا گرادسانتی درجه

 تجزيه تولوئن توسط باکتری تثبیت شده توسط نانولوله کربنی

پخش بهتر  یشد. برا هیته ليآب مقطر استر تریگرم در ل 05/0با مقدار  لهیکربوکس یکربن هایاز نانولوله یونیسوسپانس

 10به  لهیکربوکس ینانولوله کربن ونیاز سوسپانس تریکرولیم 100. سپس ديگرد کیاولتراسون قهیدق 30به مدت  ینانولوله کربن

. بعد از انکوبه شدن ديگرد میتولوئن تنظ هیو غلظت اول ونیانکوباس ی، دما pHنهیبه طيانتقال داده شد. شرا MSM ترلییلیم

 یاز صاف عبورپس از  ديگرد وژیفيسانتر قهیدق 10به مدت  قهیدور در دق 10000ساعت، در  24به مدت  قهیدور در دق 150در 

 نانومتر با اسپکتروفتومتر استفاده شد. 262تولوئن در طول موج  زانیم یرگیاندازه یبرا یسلولز تراتین کرونیم 45/0

 (SEMآنالیز میکروسکوپ الکترونی روبشی )

 ( استفاده شد.SEM) یروبش یالکترون کروسکوپیاز م کربنیدر سطح نانولوله یاز استقرار باکتر نانیحصول اطم یبرا

 نتایج و بحث

 (RSMسازی متغیرهای موثر بر تجزيه تولوئن با استفاده از روش سطح پاسخ )بهینه

( استفاده گرديد و RSMها با روش سطح پاسخ )سازی پارامترهای موثر بر تجزيه تولوئن از طراحی آزمايشبه منظور بهینه

 1و تجزيه تولوئن به عنوان سطوح پاسخ در جدول  RSMه طراحی شده بهین هایآزمايشسطوح بهینه هر پارامتر تعیین شد. 

در  ATHH41سويه  استافیلوکوکوس گالینارومآورده شده است. نتايج نشان داد که حداکثر میزان تجزيه تولوئن توسط باکتری 

pH  ده گرديد و تجزيه تولوئن گرم در لیتر تولوئن مشاهمیلی 700گراد و غلظت درجه سانتی 30، دمای انکوباسیون 7برابر

 درصد بوده است. 73/69معادل 

 RSMدر  ATHH41سویه  استافیلوکوکوس گالینارومی شده باکتر یطراح ینهبه هاییشآزما یجنتا -1 دولج

 pH شماره آزمايش
 تجزيه تولوئن)%( تولوئناولیه غلظت  ی انکوباسیوندما

C)°( (1-mg.l) بینی شدهمقادير پیش مقادير تجربی 

1 7 30 46/195 70/60 40/60 

2 6 25 400 02/48 90/47 

3 8 25 400 15/57 14/57 

4 6 35 400 17/59 36/60 

5 8 35 400 96/67 52/67 

6 7 59/21 700 94/54 38/55 

7 32/5 30 700 23/51 22/50 

8 7 30 700 64/69 22/69 

9 7 30 700 72/69 22/69 

10 7 30 700 73/69 22/69 

11 7 30 700 50/69 22/69 

12 7 30 700 30/68 22/69 

13 7 30 700 39/68 22/69 

14 68/8 30 700 39/65 21/66 

15 7 41/38 700 54/64 91/63 

16 6 25 1000 31/55 89/55 

                                                 
1 Zhang et al., 
2 Pan et al., 
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17 8 25 1000 80/68 74/67 

18 6 35 1000 50/55 66/55 

19 8 35 1000 18/65 43/65 

20 7 30 54/1204 25/65 36/65 

 

 

 ، دمای انکوباسیون و غلظت اولیه تولوئنpHتجزيه زيستی تولوئن در شرايط بهینه 

های مورد آزمايش برای حداکثر درصد تجزيه تولوئن براساس مدل رگرسیون به وسیله روش سطح بهینه سطوح متغیر

آورده شده است. لذا آزمايشی بر اين  2 بینی شده توسط باکتری در جدولبینی شد. بهترين شرايط پیش( پیشRSMپاسخ )

 گردد.مشاهده می 2اساس انجام شد و درصد تجزيه تولوئن در شرايط واقعی تعیین گرديد نتايج در جدول 

 
 (RSMبینی شده توسط روش سطح پاسخ )شرایط بهینه تجزیه تولوئن پیش -2جدول 

 pH 
 دمای انکوباسیون

(C°) 

 غلظت اولیه تولوئن

(1-mg.l) 

 زيه تولوئن)%(تج

 بینی شدهمقدار پیش یمقدار تجرب

Staphylococcus gallinarum ATHH41 68/7 73/31 04/636 01/68 73/70 

 

 دار کردن نانولوله کربنیبررسی عامل

 تصوير میکروسکوپ الکترونی روبشی باکتری تثبیت شده توسط نانولوله کربنی

 یروبش یالکترون کروسکوپیمتوسط تولوئن  تریدر ل گرمیلیم 100 طيرا در شرا یشده توسط نانولوله کربن تیتثب یباکتر

SEM توان آن را بایمکه  دام افتاده استبه نانولوله  انیدر م یباکتر یهادهد که سلولینشان م 1شکل  .مشاهده گرديد 

-سلول یدر مرفولوژ یمهم رییتغ چیه نی. همچندانستنانولوله  یبا سطوح خارج یباکتر یهاتوجه به فعل و انفعالات سلول

نانولوله  هایکه خوشه دهدینشان م SEM ريوجود نداشت. تصاو یتوسط نانولوله کربن ونیپس از انکوباس يیايباکتر های

پس  یشده توسط نانولوله کربن تیتثب یساختار باکتر رییتغ عدم .چسبندیم یباکتر یسلول وارهيبه د یبیآس چیبدون ه یکربن

و همکاران،  1خواهی)کلنگ قاتیتحق ريبه کار برده شده است که در سا یروش اصلاح یاياز مزا قیتحق نيب تولوئن در ااز جذ

 به آن اشاره شده است. زی( ن2012

 

 
 ATHH41استافیلوکوکوس گالیناروم سویه  ی/ باکترینانولوله کربن یروبش یالکترون کروسکوپیم ریتصو -1شکل 

 

                                                 
1 Kolangikhah et al., 
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 وئن در شرايط بهینه توسط باکتری تثبیت شده توسط نانولوله کربنیراندمان تجزيه تول

 ATHH41 هيسو نارومیگال لوکوکوسیاستافهای آزاد و تثبیت شده وسیله سلولگرم بر لیتر تولوئن بهمیلی 04/636حذف 
 24گراد طی مدت درجه سانتی 73/31و دمای انکوباسیون  pH 68/7کربنی تحت شرايط بهینه با مقادير مختلف نانولوله

 تیتثب یو باکتر یتولوئن توسط باکتر هيراندمان تجز سهيمقا جينتادور در دقیقه انکوباسیون صورت گرفت.  150ساعت و 

ارائه  یکربنتولوئن و مقدار نانولوله هیغلظت اول ون،یانکوباس ی، دماpH نهیبه طيدر شرا 2 در شکل یکربنشده توسط نانولوله

، بر لیترگرم یلیم 04/636 هیو غلظت اولگراد درجه سانتی 73/31، درجه حرارت 68/7برابر pHدر شده است. تولوئن، 

تجزيه  ATHH41 هيسو نارومیگال لوکوکوسیاستافتثبیت شده  هایسلول توسط %68/95آزاد و  هایسلول توسط ٪68/01

که راندمان  دهدینشان م یکربنوسط نانولولهشده ت تیتثب یو باکتر باکتریتولوئن توسط  هيراندمان تجز سهيمقا گرديد.

 .است شتریب یکربن انولولهشده توسط ن تیتثب یتوسط باکتر هيتجز

 

 
توسط  ATHH41 هیسو نارومیگال لوکوکوسیاستافی تثبیت شده هاآزاد و سلول یهادرصد حذف تولوئن توسط سلول سهیمقا -2شکل 
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Abstract 

 

Present study was designed to immobilize toluene degrading bacteria by carbon nanotubes as a solution to the 

separation and reuse problems. In this study, multi-walled carbon nanotubes (MWCNTs) functionalized and 

then the bacteria was immobilized by MWCNTs. To ensure the stabilization of bacteria in the carbon nanotube 

scanning electron microscopy were used. RSM design at optimum condition of pH, incubation temperature and 

initial toluene concentration, predict toluene degradation efficiency of about 70.73 percent and toluene 

degradation efficiency of 68.01 percent by bacteria was obtained under optimum conditions. The degradation 

efficiency of 95.68 percent by immobilized bacteria with carbon nanotubes was obtained under optimum 

conditions. According to the results, the use of immobilized bacteria by carbon nanotubes was suitable and 

environmentally friendly method, for biodegradation of aromatic. 

 

Keywords: Biodegradation, Immobilization of Staphylococcus gallinarum ATHH41 bacteria, Response surface 
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