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تولوئن با  کنندههیتجز Staphylococcus gallinarum ATHH41 یباکتر سازینهیو به یجداساز

 استفاده از روش سطح پاسخ

 4، آرزو طهمورث پور3، مهدی شهرياری نور2، مهران هودجی*1فاطمه حیدرنژاد
استاد گروه  2راسگان(، خاکشناسی دانشکده کشاورزی دانشگاه آزاد اسلامی واحد اصفهان)خوگروه 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 

 ن(اصفهان)خوراسگا

 

 چکیده

 هيبه حداکثر درصد تجز یابیدست یبرا نهیسطح به نییتولوئن و تع کنندههيتجز یباکتر یبه منظور جداساز قیتحق نيا

-هيتجز یباکتر يیشناسا تيو در نها سازیخالص ،یجداساز ،سازییابتدا اقدام به غن قیتحق نيتولوئن صورت گرفت. در ا

. ديگرد يیشناسا S rDNA 16یتوال نییتع یبه روش مولکول هيانجام شد. جدا بیرکت نيکننده تولوئن از خاک آلوده به ا

انجام شده نشان داد  ی( صورت گرفت. مطالعات مولکولRSMتولوئن با استفاده از روش سطح پاسخ ) هيدرصد تجز سازینهیبه

. طرح باشدیم Staphylococcus gallinarum ATHH41داراست تولوئن را  هيرشد و تجز يیشده که توانا یجداساز یکه باکتر

 گرمیلیم 04/636معادل  هیو غلظت اول گرادیدرجه سانت 73/31 ونیانکوباس ی، دما68/7معادل  pH طيدر شرا RSM یآمار

 ینبیشیپ ATHH41 هيسو نارومیگال لوکوکوسیاستاف یدرصد را توسط باکتر 73/70حدود  هيتولوئن، راندمان تجز تریدر ل

 حاصل شد. نهیبه طيدر شرا یباکتر نيتولوئن توسط ا یدرصد 01/68 هيمان تجزنمود و راند

 

 تولوئن، روش سطح پاسخ ،سازینهیبه ،نارومیگال لوکوکوسیاستافواژه های کلیدی: 

 مقدمه

-دهنيدسته مهم از آلا کي(، BTEX) لنيزا یزومرهايبنزن و ا لیاز جمله بنزن، تولوئن، ات ک،یمونوآرومات هایدروکربنیه

-سرطان تیو خاص تیبه آب و خاک و به علت سم عيمهاجرت سر لیفرار، به دل باتیترک ني. اباشندیم یطیمح ستيز یها

 یو به مقدار قابل توجه یصنعت یندهايمختلف در فرآ يیایمیمواد ش عنوانخطرناک هستند و به طور گسترده به  اریبس ،یزائ

 ،ذخیره هایتانک از ینفت باتیترک نشت اثر در(. 2013و همکاران،  1ونزالس)اورتگا گ شوندیم افتي یلیفس هایدر سوخت

وارد  طیبه مح یصنعت هایپساب و هاکشآفت ها،کشعلفبه شکل  یمصنوع يیایمیو مواد ش نامناسب دفن یهامحل و لولهها

 سازیاست اما پاک متیگران ق يیایمیو ش یکيزیف هایبا روش باتیترک نيا شپالاي(. 2014 همکاران، و 2ناس)ال شوندیم

روش سازگار با  کي است، ترصرفه به مقرون و ترارزان که آن بر علاوه و است هاروش نتريو آسان نضررتريیاز ب یکي یستيز

 اين حذفبه  یاديتوجه ز بنابراين. کندیرا فراهم م ینفت هایدروکربنیکامل ه شدنیبوده و امکان معدن ستيز طیمح

است که  ینديفرآ یستيز سازی(. پاک2009و همکاران،  3شده است )کائو یکيولوژیب هيتوسط تجز ستيز طیمح از تترکیبا

به مواد  ايحذف  طیرا از مح یمواد سم توانیم هاسمیکروارگانیم یکیمتابول هایتیفعال اي یسلول یبا استفاده از اجزا ندر آ

 یجذب بسترها یسطح سلول را برا نیهمچن هاسمیکروارگانی(. م2007،  4فرداانیو ج یکرد )اندرون ليتبد خطریو ب یسمریغ

                                                 
1 Ortega-González et al., 
2 El-Naas et al., 
3Cao et al.,  
4 Andreoni and Gianfreda 
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 یاریتولوئن به بس یستيز هي(. تجز2014و همکاران،  1شرای)م ندنمايیم لتسهی را هاجذب آن جهینت رداده و د شيافزا زيآبگر

 باشدیحساس م یو سرعت هواده روژنتیمنبع کربن و ن ون،ی، دوره انکوباسpH(، 2006،  2فتیاز عوامل از جمله دما )خل

 (.2009و همکاران،  3اني)شور

 مناسب مايشیآز حطر باو  ،کمی یهاو داده منابع کمترين با که ستا یموثر یهااربزاز ا يکی(، RSM) 4سطح پاسخ روش

عامل در  کي سازیهنیروش به ن،ي. علاوه بر اکندیصرف م یرو، زمان کمتر نيو از ا کندیم تعیینرا  متغیر چندين نهمزما

و  5رزي)ما گرددیمختلف وجود دارد، م یاجزا نیکه تعامل ب یزمان ج،ينتا ریزمان گران است و اغلب منجر به سوء تعب کي

 (.2016همکاران، 

 طیمح سازینهیتولوئن از خاک آلوده به نفت و به کنندههيتجز یباکتر یمولکول يیو شناسا یمطالعه جداساز نيهدف از ا

 .باشدیتولوئن م یستيز هيبه حداکثر تجز یابیدست یراکشت ب

 هامواد و روش

 کننده تولوئنسازی باکتری تجزيهسازی، جداسازی و خالصغنی

لیتر محیط کشت میلی 90گرم از نمونه خاک در  10کننده تولوئن، سازی باکتری تجزيهبه منظور جداسازی و خالص

گرم  4g 3NaNO ،1.5g 4PO2KH ،0.5g 4HPO2Na ،0.2g O2.7H4MgSO ،0.0011g: ( شاملMSM) 6اختصاصی

O2.H4FeSO ،0.01g 2CaCl گرم در لیتر تولوئن اضافه گرديد و میلی 100، حاویpH  درجه  30تنظیم شد. در دمای  7روی

(. پس از 2013 و همکاران، 7دور در دقیقه به مدت يک هفته در انکوباتور شیکردار انکوبه شد )ژانگ 150گراد و سرعت سانتی

با انتقال به محیط تولوئن آگار)حاوی محیط پايه نمکی، تولوئن و آگار( و انکوباسیون در  کننده تولوئنسازی، سويه تجزيهغنی

 (.2008و همکاران،  8گراد جداسازی شد )وانگدرجه سانتی 28دمای 

 S rDNA16شناسايی جدايه انتخابی به روش تعیین توالی 

-1502Fبا پرايمر رفت  S rDNA16، بخشی از توالی DNAمولکولی جدايه پس از استخراج  به منظور شناسايی

GGTTACCTTGTTACGACTT  27و پرايمر برگشتR-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG فرسون و تکثیر شد )مک

رکز ملی به م PCRريزی و محصول ( برنامه2011و همکاران، ) 10بر اساس دستورالعمل مادئنو PCR(. دستگاه 2000، 9مولر

مورد بررسی و  NCBIدر پايگاه  Blastافزار به کمک نرم DNAذخاير ژنتیکی و زيستی ايران ارسال گرديد. تعیین توالی 

 مقايسه و ثبت شد. GeneBankهمولوژی آن با اطلاعات موجود در 

 روش سطح پاسخ

طور و استنتاج آماری است که به های تجربی، رياضیای از روش( در واقع مجموعهRSMسازی سطح پاسخ )روش بهینه

ترين طرح مرکب مرکزی يکی از معروف شود.آوری زيستی به کار برده میسازی در روند مطالعات فنای برای بهینهفزاينده

های فاکتوريل آن است که، به منظور سازی است. مزيت آن نسبت به روشسازی و مدلهای طراحی آزمايشات برای بهینهروش

                                                 
1 Mishra et al., 
2 Khleifat 
3 Shourian et al., 
4 Response Surface Methodology 
5 Myers et al., 
6 Minimal Salt Medium 
7 Zhang et al., 
8 Wang et al., 
9 Mcpherson and Muller 
10 Madueno et al., 
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، 1ازی عوامل و تخمین سطوح پاسخ، با وجود داشتن دقت مناسب نیازمند تعداد آزمايشات کمتری است )اوزر و گوسرسبهینه

2011.) 

Y = b0 + b1X1 + b2X2 + b3X3+  b11X2 + b22X2 + b33X2 + b12X1X2 + b23X2X3 + b13X1X3  (1) 

، 12bاثرات مربع هر متغیر؛  11b ،22b، 33bضريب خطی؛  1b ،2b ،3bثابت مدل؛  0bبینی شده؛ پاسخ پیش Yدر اين معادله 

13b ،23b  1اثرات متقابل؛X ،pH 2؛X 3، دمای انکوباسیون وXبا  (.2010و همکاران،  2، غلظت اولیه تولوئن هستند )آزامان

آزمايش طراحی  Design-Expert 7.1 20ار فزم انرده از ستفاابا (، -α،1+،0،1-،α+سطح کد شده ) 5فاکتور و  3استفاده از اين 

 .گرديد

 گیری تولوئناندازه

لیتر محیط میلی 10میکرولیتر از آن به  10مک فارلند از باکتری در محیط پايه نمکی تهیه شد و  5/0غلظتی معادل با 

ساعت و  24نظیم شد و به مدت ت، دمای انکوباسیون و غلظت اولیه تولوئن pHمايع تلقیح گرديد مقادير مختلف  MSMکشت 

دقیقه سانتريفیوژ گرديد به مايع  20و به مدت  rpm 6000ها با سرعت دور در دقیقه انکوبه شد. سپس نمونه 150با سرعت 

لیتر هگزان اضافه و به شدت تکان داده شد تا تولوئن موجود در محیط کشت در آن حل گرديد. در پايان از فاز میلی 1رويی 

نانومتر استفاده شد )وانگ و همکاران،  262گیری میزان تولوئن در طول موج بود برای اندازه رويی که حاوی هگزان و تولوئن

2008.) 

 نتایج و بحث

حاوی تولوئن سويه باکتری مقاوم به تولوئن جداسازی  MSMسازی در محیط کشت برداری از خاک و غنیبعد از نمونه

به دست   rDNA S16ترات مثبت و اکسیداز منفی بود. مقايسه توالی ، گرم مثبت، کاتالاز و نیکرویشد. سويه جداسازی شده 

سويه  3استافیلوکوکوس گالینارومنشان داد که همولوژی سويه جدا شده با باکتری  Genebankآمده از سويه با توالی موجود در 

ATCC 35539(T) ،9/99  ويه س استافیلوکوکوس گالینارومدرصد بوده است. بنابراين سويه به عنوانATHH41 (1389  جفت

را نشان  ATHH41سويه  استافیلوکوکوس گالینارومدرخت فیلوژنیک  1ثبت گرديد. شکل  KX344723باز( با شماره دسترسی 

 (.2011و همکاران،  4رسم گرديد )تامورا MEGA (version 5.2)دهد که با استفاده از نرم افزار می

 

 
 ATHH41سویه  فیلوکوکوس گالیناروماستاتصویر درخت فیلوژنی باکتری  -1شکل 

 

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

 1و تجزيه تولوئن به عنوان سطح پاسخ در جدول  RSMهای بهینه طراحی شده سطوح بهینه هر پارامتر تعیین شد. آزمايش

 ATHH41سويه  استافیلوکوکوس گالینارومده است. نتايج نشان دادند که حداکثر میزان تجزيه تولوئن توسط باکتری آورده ش

                                                 
1 Ozer and Gucer 
2 Azaman et al., 
3Staphylococcus gallinarum 
4 Tamura et al., 
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گرم در لیتر تولوئن مشاهده گرديد و تجزيه تولوئن میلی 700گراد و غلظت درجه سانتی 30، دمای انکوباسیون 7برابر  pHدر 

 درصد بوده است. 73/69معادل 

 
 RSMدر  ATHH41سویه  استافیلوکوکوس گالینارومهای بهینه طراحی شده باکتری آزمایش نتایج -1جدول 

 pH شماره آزمايش
 تجزيه تولوئن)%( غلظت اولیه تولوئن دمای انکوباسیون

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 

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 

 

 

ای (، ضرايب رگرسیون مربوط به درصد تجزيه تولوئن معادلات چند جمله1ها براساس معادله )پس از تحلیل واريانس داده

 در زير آورده شده است: ATHH41سويه  استافیلوکوکوس گالیناروممربوط به درصد تجزيه تولوئن باکتری 

Y=69/22 + 4/75X1 + 2/54X2 + 1/48X3 – 3/89X1
2 – 3/39X2

2 – 2/24X3
2– 3/17X2X3  )2( 

معنی ای )رگرسیونی( است که پس از حذف ضرايب بیعبارت از معادلة درجة دو چند جمله (2)مدل ارائه شده در معادله 

 pH( به ترتیب 2وسیله معادله )به 3Xو  1X ،2Xبینی شده درصد ارائه شده است. سطوح بهینه پیش 95و در سطح اطمینان 

گرم بر لیتر بدست آمد. درصد تجزيه میلی 04/636گراد و غلظت اولیه تولوئن درجه سانتی 73/31یون ، دمای انکوباس68/7

به دست آمد.  98/0و ضريب تبیین تنظیم شده برابر  99/0برابر  R)2(درصد بود. ضريب تبیین  73/70بینی شده تولوئن پیش

های درجه دومی که هر سه عبارت خطی، درجه دو ئن مدلبینی درصد تجزيه تولو( برای پیشANOVAجدول آنالیز واريانس)

، دمای انکوباسیون وغلظت اولیه pHشود، ارائه شده است. نتايج نشان داد که اثر متغیرهای مستقل و متقابل را شامل می

در حالی که  (.>001/0Pباشد )دار میمعنی ATHH41سويه  استافیلوکوکوس گالینارومتولوئن بر تجزيه تولوئن توسط باکتری 

و دمای انکوباسیون بر تجزيه  pHو غلظت اولیه تولوئن بر رشد باکتری و تجزيه تولوئن و همچنین اثر متقابل  pHاثر متقابل 

 1(. من و چنگ2()جدول >05/0Pباشند )دار نمیمعنی ATHH41سويه  استافیلوکوکوس گالینارومتولوئن توسط باکتری 

                                                 
1 Men and Cheng 
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سودوموناس از لجن نشان دادند که سويه جدا شده توانايی خوبی برای حذف تولوئن با  ای(، پس از جداسازی گونه2011)

گراد رخ داده است اما بهینه دما در درجه سانتی 50تا  20درصد دارد. رشد و تجزيه تولوئن در  8/93حداکثر راندمان حذف 

 بود. 5/6لوئن بهینه برای رشد و تجزيه تو pHگراد مشاهده گرديد. همچنین درجه سانتی 30

 
سویه  استافیلوکوکوس گالینارومهای انجام شده تجزیه تولوئن توسط باکتری ( آزمایشANOVAنتایج آنالیز واریانس) -2جدول 

ATHH41  با روشRSM 

 F-Value Value-P میانگین مربعات درجه آزادی مجموع مربعات منبع

 >0001/0*** 63/127 79/99 9 13/898 مدل

1X 52/308 1 52/308 58/394 ***0001/0< 

2X 99/87 1 99/87 53/112 ***0001/0< 

3X 73/29 1 73/29 02/38 ***0001/0 
2

1X 08/218 1 08/218 92/278 ***0001/0< 
2

2X 15/165 1 15/165 22/211 ***0001/0< 
2

3X 34/72 1 34/72 51/92 ***0001/0< 

2X1X 17/2 1 17/2 77/2 ns1271/0 

3X1X 42/3 1 42/3 38/4 ns0629/0 

3X2X 54/80 1 54/80 01/103 ***0001/0< 

Residual 82/7 10 78/0   

Lack of Fit 53/5 5 11/1 41/2 ns1777/0 

Pure Error 29/2 5 46/0   

    19 95/905 جمع

R-Squared = 9914/0  

Adj R-Squared = 9836/0  

Pred R-Squared = 9474/0  

Adeq Precision = 100/34  

Std. Dev. = 88/0  

Mean = 72/62  

C.V. = 41/1  

PRESS = 65/47  

X1: pH; X2: دمای انکوباسیون (◦C); X3: غلظت اولیه تولوئن (mg.l-1) 
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Abstract 

This study was done in order to isolate the toluene degrading bacteria and the determination of the optimal 

levels to obtain the maximum toluene degradation. In this study, enrichment, separation, purification and 

ultimately identification of the toluene degrading bacteria from contaminated soil was performed. The isolation 

was identified by molecular sequencing 16S rDNA. The optimization of toluene degrading bacteria was done 

using response surface methodology (RSM) and then the determination of the optimal levels to achieve 

maximum toluene degradation percentage of each parameter was done. Molecular studies showed that the 

isolated Staphylococcus gallinarum ATHH41 bacteria have the ability to degrade toluene. RSM design at pH 

7.68, incubation temperature 31.73 (°C) and initial toluene concentration of 636.04 (mg.l-1) predict toluene 

degradation efficiency of about 70.73 percent by Staphylococcus gallinarum strain ATHH41 and toluene 

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