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 پالایی¬زیست و انسان سلامت بوم،¬زیست آلودگیور مقاله: مح

 یکربن هاینانولوله یشده بر رو تیآزاد و تثب هایتولوئن توسط سلول یستیز هیتجز نهیبه طیشرا نییو تع یبررس
 4پور طهمورث آرزو ،3نور شهریاری مهدی ،2هودجی مهران ،*1حیدرنژاد فاطمه

 (خوراسگان) اصفهان واحد اسلامی آزاد دانشگاه کشاورزی دانشکده و بیوتکنولوژی خاک گرایش بیولوژی خاکشناسی دکتری 1
 (خوراسگان) اصفهان واحد اسلامی آزاد دانشگاه کشاورزی دانشکده خاکشناسی گروه استاد 2

 رشت واحد اسلامی آزاد دانشگاه پایه علوم دانشکده میکروبیولوژی گروه استادیار 3
 (خوراسگان)اصفهان واحد اسلامی آزاد دانشگاه دندانپزشکی پایه علوم گروه یمیکروبیولوژ دانشیار 4

 چکیده
 دهش¬تثبیت و آزاد های¬لسلو مقایسه وکربنی نانولوله لهوسیبهسلول  تیو تثب تولوئن کننده¬تجزیه باکتری جداسازی منظور به تحقیق این

کننده تولوئن و ری تجزیهجداسازی باکت به اقدام ابتدادر این تحقیق . گردید اجرا یمحیط مختلف شرایط در( MWCNTs) چندجداره کربنی¬نانولوله با

 مطالعات. گردید نیکرب¬نانولوله وسیله¬به باکتری تثبیتاقدام به  سپس وگردید   16S rDNAتوالی تعیین مولکولی روش به باکتری این شناسایی

 ATHH40 سویه یویسپارابر باسیلوس بریوی ستتولوئن را دارا هیرشد و تجز ییه تواناک شده جداسازی باکتری که داد نشانانجام شده  مولکولی

 تولوئن اولیه غلظت و (گرادی( )درجه سانت40و  35، 30، 25، 20) انکوباسیون دمای (،9و  5 ،6 ،7 ،8)pH تولوئن تجزیه بر موثر عواملسپس . باشد¬می

 هک داد نشان نتایجگرفت.  قرار بررسی مورد کربنی¬نانولوله با شده¬تثبیت و آزاد های¬سلول در(تریدر ل گرمیلی( )م1200و  1000، 700، 400، 200)

 و pH تغییرات برابر در کتریبا از و بوده تولوئن بالاتر غلظت به مقاوم و داده کاهش درصد 2/97 تا را تولوئن غلظت توانند-می شده تثبیت های¬سلول

 دارای کربنی¬انولولهن با شده¬تثبیت پارابریویس باسیلوس بریوی باکتری که دهد¬می نشان نتایج اینهمچنین  .کند¬می محافظت انکوباسیون دمای

 .باشد¬می تولوئن حاوی خاک تیمار برای خوبی پتانسیل

  16S rDNA،مولکولی ،والیت ،پارابریویس باسیلوس بریوی: کلمات کلیدی
 

 مقدمه
 کیامروزه  یزایرطانسبالا و  تیسم زانیم نیگسترش استفاده از آن و همچن لیاست که به دل یمیپتروش یاصل هایاز فرآورده یکیتولوئن 

ته شناخ  (USEPA)به عنوان آلایندهی اولیه توسط آژانس حفاظت محیط زیست آمریکاب این ترکی .شودمی محسوب کنندهماده آلوده

-ارد محیط میوچسب  عیرنگ و صنا ی،میپتروش ،حمل و نقل، استخراج نفت ،یسازرهیذخ ،یحفار طریقاز  .(2010 همکاران، و Mazzeo)ستشدها

ینده رایج به عنوان آلا ود روبا خطر ریسک بالا برای محیط بـه شمار می ی(. به علت اثرات بهداشتی، به عنوان ترکیب2011و همکاران،  Seifi)شود

و  Hu)شوند می ه است، یافتهای نامناسب دفع زبالها و یا مواد شیمیایی و شیوهلها، حلاهای آلوده که ناشی از سوختمکانزیست محیطی، اغلب در 

و  Nadim)باشد میک خطرنا اریبس ،زائیسرطان تیو خاص تیبه آب و خاک و به علت سم عیمهاجرت سر لیفرار، به دل بیترک نی(. ا2013همکاران، 

ت را سایر موجودا یان، انسان وهای آزاد و زیرزمینی که زندگی آبزها به آبلوئن و ورود آنزایی توبا توجه به اثرات سمی و سرطان (.2000همکاران، 

 هکنندزیهتج هاییاکترب زیسااجد باشود. هایی که قادر به تجزیه زیستی این ترکیب هستند مشخص میریزجاندارانکند، ضرورت جداسازی تهدید می

 دیجاا و محیطی یهاهلایندآ شجهت کاه در مهم حرکتی انتومی نیابحر قعامو درنها آ از دهستفاا و بیویکرم بانک تهیه و نفتی تترکیباو  هلایندآ ادمو

ه ئمحیط زیست ارا درهای مونوآروماتیک یندهبرای حذف آلا یبرا تعددیم یهاروش(. Xiaofan and Oyaizu, 2003داد ) منجاا کوسیستم سالما یک

-یتاستفاده از فعال با هاحذف آلاینده یمرسوم برا یهابه روش نسبت ناسبمروش بسیار  یک یستیز. تجزیه (2010و همکاران،  Mazzeoاست )شده 

 .(2015و همکاران،  Guptaاست ) یعیطب یکروبیم یها

به  یه از نانوتکنولوژدر مورد استفاد یادیز هایکننده تولوئن و همچنین گزارشتجزیههای در مورد جداسازی و شناسایی باکتری ایتحقیقات گسترده

؛ Wang et al., 2008؛ Aivalioti et al., 2010؛ Joo and Cheng, 2006) وجود دارد یستز یطاز مح هایندهو حذف آلا یهتصف یندعنوان فرآ

Dursun and Tepe, 2005,.) انعنو به بنیکر یهانانولوله موفقیت. های مهندسی و توسعه صنعتی صورت گرفته استاما تحقیقات کمی روی جنبه 

د میشوداده  نسبت هاآن سطح عملیاتی ییژگیهاو و لسلو ایبر سمیت ،فیزیکی دفر به منحصر تخصوصیا به ،زیستی یهاهلایندآ فحذدر  بستر
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(Upadhyayula  ،2009و همکاران .)قابلیتو  ها ژنتوپا نمازهم دنکر لغیرفعاو  ختنانددام ا به نسیوافیلتردر  کربن یهانانولولهاز  دهستفاا ییاامز 

ها در برابر نوسانات ها باعث پایداری و مقاومت بیشتر آنکردن سلولتثبیت .(2009و همکاران،  Upadhyayula) میباشد هااز آن دمجد دهستفاا

باکتری تجزیه  در این مطالعه پس از جداسازی (.Dursun and Tepe, 2005شود )های آزاد می( نسبت به سلولpHمحیطی)مثل مواد سمی، دما، 

و مقایسه آن با  (، دمای انکوباسیون و غلظت اولیه تولوئنpH)توسط نانولوله کربنی در شرایط مختلف محیطی هاسلول کردنتثبیتکننده تولوئن، 

 .گرفتمورد توجه قرار  های آزادسلول

 

 هامواد و روش
 کننده تولوئنسازی باکتری تجزیهسازی، جداسازی و خالصغنی

خزر که  یایواحل دراز س تصادفی کاملاً طوربه) خاک از نمونهگرم  10، کننده تولوئنسازی باکتری تجزیهور جداسازی و خالصبه منظ

گرم  3NaNO ،5/1گرم  4( شامل: Minimal Salt Medium, MSMمحیط کشت اختصاصی) ترلییلیم 90در  آوری گردید(جمع دارد ینفت یآلودگ

4PO2KH ،5/0  4گرمHPO2Na ،2/0  گرمO2H.74MgSO ،0011/0  گرمO2.H4FeSO ،01/0  2گرمCaClتولوئن تریدر ل گرمیلیم 100 ی، حاو 

انکوبه شد  کرداریتور شهفته در انکوبا کی تبه مد قهیدور در دق 150و سرعت  گرادیدرجه سانت 30 یشد. در دما میتنظ 7 یرو pHو  دیاضافه گرد

(Zhang  ،2013و همکاران.) گار( و ایه نمکی، تولوئن و آکننده تولوئن با انتقال به محیط تولوئن آگار)حاوی محیط پتجزیه سویه 5سازی، یپس از غن

 (.2008و همکاران،  Wang) ندگراد جداسازی شددرجه سانتی 28انکوباسیون در دمای 

 S rDNA 16شناسایی جدایه انتخابی به روش تعیین توالی 

-1502Fبا پرایمر رفت  S rDNA16، بخشی از توالی DNAپس از استخراج  های مقاوم به تولوئنیهجدابه منظور شناسایی مولکولی 

GGTTACCTTGTTACGACTT  27و پرایمر برگشتR-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG  تکثیر شد. دستگاهPCR  بر اساس

 DNA یتوال نییتعگردید.  ارسال رانیا یستیو ز یکیژنت ریذخا یبه مرکز مل PCRمحصول  ریزی و( برنامه2011)و همکاران،  Maduenoدستورالعمل 

 و ثبت شد. سهیمقا GeneBank در موجود اطلاعات باآن  یو همولوژ یمورد بررس NCBI گاهیدر پا Blast افزاربه کمک نرم

 گیری تولوئناندازه

از آن به  تریکرولیم 01شد و  هیته ینمک هیپا طیدر مح (لیترباکتری در میلی 5/1×810تعداد ) یمک فارلند از باکتر 5/0معادل با  یغلظت

()درجه 40و  35، 30، 25، 20) ونیانکوباس ی(، دما9و  5 ،6 ،7 ،8) pHمختلف  ریمقاد ریمقاد دیگرد حیتلق عیما MSMکشت  طیمح تریلیلیم 10

 قهیدور در دق 150ا سرعت ساعت و ب 24شد و به مدت  میظتن( تریدر ل گرمیلی()م1200و  1000، 700، 400، 200)تولوئن  هی( و غلظت اولگرادیسانت

ه و به شدت تکان داده شد تا هگزان اضاف ترلییلیم 1 ییرو عیبه ما دیگرد وژیفیسانتر قهیدق 20و به مدت  g 6000سرعت  با هاسپس نمونه انکوبه شد.

 262تولوئن در طول موج  انزیم یرگیاندازه یان و تولوئن بود براهگز یکه حاو ییاز فاز رو انی. در پادیکشت در آن حل گرد طیتولوئن موجود در مح

 (.2008و همکاران،  Wangنانومتر استفاده شد )

 دار کردن نانولوله کربنیعامل

ارد کننده در مشهد و انیرانینانومواد ا شگامانیاز شرکت پ( Multiwalled Carbon Nanotube, MWCNT)چندجداره  ینانولوله کربن

نانومتر، سطح  20-30طر خارجی نانومتر، ق 5-10کربنی قطر داخلی نانولوله شد. هیته US Research Nanomaterialsییکایآمر یاز کمپان نانومواد

 لیترمیلی 60 به آن از گرم 1 مقدار کربنی،هاینانولوله کردن دارجهت عاملباشد. درصد می 98مترمربع بر گرم و درجه خلوص بالای  >110ویژه 

 کیاستفاده از اولتراسون ساعت بـا 3و به مدت  اضافه ،(1 به 3 حجمی نسبت با( )مولار 8/14) سولفوریک اسید و( مولار 6/15) نیتریک اسید لوطمخ

ن، مواد اسیدی با آکرده پس از  لتریف یسلولز تراتین کرونیم 45/0 صافی با را مخلوط سپس(. 2011 همکاران، و Zhang) گردید سازیپراکنده

 دارعامل هایت نانو لولهخنثی حاصل شود. در نهای pH خارج شد تا قهیدور دردق 9000عملیات شستشو با آب مقطر و استفاده از سانتریفوژ با سرعت 

 (.2007و همکاران،  Pan) دیآون خشک گرد درساعت  12 یبرا گرادسانتی درجه 60 در و آوریجمع شده

 ه توسط نانولوله کربنیتجزیه تولوئن توسط باکتری تثبیت شد

به  یپخش بهتر نانولوله کربن یشد. برا هیته لیآب مقطر استر تریگرم در ل 05/0با مقدار  لهیکربوکس یکربن هایاز نانولوله یونیسوسپانس

معادل با  یغلظتحاوی  MSM ترلییلیم 10به  لهیکربوکس یکربننانولوله ونیاز سوسپانس تریکرولیم 100. سپس دیگرد کیاولتراسون قهیدق 30مدت 
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( و گرادی()درجه سانت40و  35، 30، 25، 20) ونیانکوباس ی(، دما9و  5 ،6 ،7 ،8)pH مختلف  ریمقاد ریانتقال داده شد. مقاد یمک فارلند از باکتر 5/0

ساعت،  24به مدت  قهیدور در دق 150ر . بعد از انکوبه شدن ددیگرد می( تنظتریدر ل گرمیلی()م1200و  1000، 700، 400، 200تولوئن ) هیغلظت اول

تولوئن در  زانیم یرگیاندازه یبرا یسلولز تراتین کرونیم 45/0 یاز صاف عبورپس از  دیگرد وژیفیسانتر قهیدق 10به مدت  قهیدور در دق 10000در 

 نانومتر با اسپکتروفتومتر استفاده شد. 262طول موج 

 

 نتایج و بحث

د. سویه جداسازی شحاوی تولوئن سویه باکتری مقاوم به تولوئن جداسازی  MSMسازی در محیط کشت و غنی برداری از خاکبعد از نمونه

نشان  Genebankلی موجود در به دست آمده از سویه با توا rDNA S16ای، گرم مثبت، کاتالاز و نیترات و اکسیداز مثبت بود. مقایسه توالی شده میله

 درصد بوده IFO 12334(T) ،7/99 هیسو یهسو (Brevibacillus parabrevis)یسویپارابر یلوسباس یویبر یا باکترجدا شده ب هیسو یکه همولوژ داد

 ردید.ثبت گ KX344722جفت باز( با شماره دسترسی  1359) ATHH40 یهسو یسویپارابر یلوسباس یویبربنابراین سویه به عنوان  است.

 یهسو یسویرپاراب یلوسباس یویبری باکترهای آزاد و تثبیت شده توسط سلولتولوئن  هیبر تجزیه تولوئن ، دمای انکوباسیون و غلظت اولpHاثر  یبررس

ATHH40 یهسو یسویپارابر یلوسباس یویبرکربنی چندجداره برای تثبیت باکتری نانولوله ATHH40  تولوئن  هیر بر تجز. عوامل موثگردیداستفاده

توسط  تولوئن هیر تجزتولوئن ب یمحلول حاو pHاثر  یمنظور بررس به شد. یو غلظت تولوئن بررس نکوباسیونی ا، دماpHمانند  برای تثبیت باکتری

تولوئن  هیو غلظت اول دگرایدرجه سانت 30 ونیانکوباس یو در دما 9تا  5مختلف از  یهاpH، مطالعات جذب تولوئن در های آزاد و تثبیت شدهسلول

تا حدود  5تولوئن از  یاوحمحلول  pH شینشان داد که با افزا های. بررستارائه شده اس (1) آن در شکل جیکه نتا صورت گرفت تریگرم در لیلیم 700

زاد و تثبیت شده نشان های آمقایسه سلول .افتیکاهش  یمیملا بیو پس از آن با ش شیافزا 7معادل  pHتا  هیتولوئن توسط جدا هی، راندمان تجز7

و  Yu ست.ملایمی ا های آزاد دارای شیبیت شده سرعت تجزیه بالاتری دارند و تغییرات درصد تجزیه تولوئن در سلولهای تثبدهد که سلولمی

. ابدییم شیه شدت افزاب ترنییبالاتر و پا هایpHبا  سهیدر مقا pH 6جذب در  تی، ظرفTEX هایندهیآلا ی(، مشاهده کردند که برا2016همکاران )

تعداد  نیرابناب شوندمی وتونهپر شدت+ بهH ونیبه علت حضور  لیدروکسیو ه لیعامل کربوکس های=(، گروه2pH-5) یدیاس به شدت هایدر محلول

-11) ابدییم شیافزا pH ی. وقتابدییکاهش م یدیبه شدت اس هایطیدر مح TEXجذب  تیظرف جهیدر نت ابدییقابل دسترس کاهش م یباندها

8pHجهینت در افته،ی شیثبت افزاو بار م یاتصال بار منف هایمحل نیب یکیو دافعه الکترواستات شوندیونه شده، دپروتونه مپروت یعامل های=(، گروه 

تصال منجر به حداکثر ا نهیبه هایقابل اتصال و برهمکنش هایمکانحداکثر  نی، تعادل ب6 نهیبه pHدر  ن،ی. بنابراگرددیمنجر به کاهش جذب م

 .شودیم TEXجذب  تیظرف
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 ساعت 24در مدت زمان  ATHH40 یهسو یسویپارابر یلوسباس یویبری تولوئن توسط باکتر هیبر راندمان تجز pHاثر  -1 شکل

 

 ونیانکوباس یاثر دما

 20از  ونیانکوباس یدما شیبا افزا شود،یم دهی( د2طور که در شکل ). همانابدییم شیافزا ییایمیش یهادما، سرعت غالب واکنش شیافزا با

است سپس تا  افتهی شیتولوئن افزا هیتجز تر،یدر ل گرمیلیم 700تولوئن معادل  هیو غلظت اول 7 یرو pHو با ثابت نگه داشتن  گرادیدرجه سانت 30تا 
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 بوده است. گرادیدرجه سانت 35تا  30بین  یئن دماتولو هیتجز یبرا یباکتر نهیبه یاست. دما افتهیکاهش  یمیملا بیبا ش گرادیدرجه سانت 40 یدما

 لمیوفیبا ب افتهیپوشش  یکربنجذب تولوئن توسط نانولوله ندیفرآ های تثبیت شده سرعت تجزیه بالاتری دارند.( نشان داد که سلول2همچنین شکل )

خلل و فرج  یشونده در فضادارند، امکان انتقال ماده جذب متخلخل عتیکه طب هاییدما در خصوص جاذب شیبوده است. افزا ریگرماگ یندیفرآ یباکتر

جذب در سطح جاذب به واسطه  هایگاهیتعداد جا شیدما، افزا شیشدت جذب به واسطه افزا شیافزا لیاز دلا گرید یکی. دنماییم لیجاذب را تسه

 و Hu)است شوندهامکان برهمکنش جاذب و جذب شیافعال سطح جاذب و افز هایگاهیموجود در جا یداخل هایوندیاز پ یشکسته شدن تعداد

 (.2009 همکاران،

0

20

40

60

80

100

20 25 30 35 40

ن
لوئ

تو
ه 

زی
تج

د 
رص

د

(درجه سانتی گراد)دمای انکوباسیون 

Free cell Immobilized Cell

 
 ساعت 24ان در مدت زم ATHH40 یهسو یسویپارابر یلوسباس یویبری تولوئن توسط باکتر هیبر راندمان تجز ونیانکوباس یاثر دما -2 شکل

 

 تولوئن هیاثر غلظت اول

نشان داده شده  کلطور که در ش( ارائه شده است. همان3مختلف تولوئن در شکل ) یهادر حضور غلظت هیجداتولوئن توسط  هیتجز یمنحن

 شیافزا طیولوئن در محت هیراندمان تجز گراد،یدرجه سانت 30 ونیانکوباس یو دما 7 یرو pHو ثابت نگه داشتن  طیغلظت تولوئن در مح شیبا افزا

ت در تفاوده است. تنهایی بو های باکتری بهکربنی دارای درصد تجزیه بالاتری نسبت به سلولبیت شده با نانولولههای تثهمچنین باکتریاست.  افتهی

ن مختلف تولوئ یهالظتغبا  یترسازش باک یبرا ازیمختلف تولوئن، احتمالاً به واسطه تفاوت در زمان مورد ن یهادر حضور غلظت یمنحن هیاول بیش

جذب  یرو اثر آن بر یررسو ب میسد تیپوکلریشده توسط محلول ه دیچند جداره اکس یکربن(، با مطالعه اثر نانولوله2009ن )و همکارا Su .بوده است

 هاآن. ابدییم شیافزا یکربنهجذب نانولول تیظرف ه،یغلظت اول شینشان دادند که با افزا یآب های( در محلولBTEX) لنیبنزن و زا لیبنزن، تولوئن، ات

 .باشدیم BTEX باتیحذف ترک یبرا یجاذب خوب یکردند که نانولوله کربن دشنهایپ
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 گیرینتیجه

رد بررسی قرار مو ATHH40سویه  بریوی باسیلوس پارابریویستثبیت شده و  های آزادسلولتولوئن توسط  زیستی هیمطالعه تجز نیادر 

 هیسو نیه به نفت جدا شد. اتولوئن و از خاک آلود مقاوم به ATHH40سویه  بریوی باسیلوس پارابریویس باکتری( 1: )بدست آمد ریز جیو نتا گفته است

 1200 غلظت تا ولوئنتقادر به متابولیزه کردن ساعت و  24 در ٪2/97به حداقل  عیکشت ما طیتولوئن در مح رتیگرم در ل یلیم 700قادر به حذف 

اکتری تثبیت شده بقرار گرفت. مورد استفاده  ATHH40برای تثبیت سویه  (MWCNTsچندجداره ) یکربنیها( نانولوله2بود. ) تریگرم در لیلیم

 دهند.یهای آزاد انجام می انکوباسیون و غلظت اولیه تولوئن نسبت به سلولدما ،pHمختلف  بالاتری را در شرایطتولوئن  هیجزت
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Abstract 

This research was conducted to isolate the toluene degrading bacteria and immobilized bacteria on multi-walled carbon 

nanotubes (MWCNTs) and compare the free and immobilized cells under different environmental conditions. In this 

research, first the toluene degrading bacteria were isolated and identified by molecular sequencing 16S rDNA and then 

immobilizing the bacteria by carbon nanotubes. Molecular studies showed that the isolated bacteria, which have the ability 

to grow and decompose toluene, is a strain of Brevibacillus Parabrivis ATHH40. Then, Factors affecting toluene 

degradation, pH(5, 6, 7, 8 and 9), incubation temperature (°C) (20, 25, 30, 35 and 40) and the initial toluene concentration 

(mg.L-1) (200, 400, 700, 1000 and 1200), in free and immobilized bacteria on carbon nanotubes were investigated. The 

results showed that immobilized bacteria can reduce toluene concentration by 97.2%. It is resistant to higher concentrations 

of toluene and protects bacteria against pH changes and incubation temperatures. These results indicate that the carbon 

nanotube-immobilized Brevibacillus Parabrivis bacterium has a good potential for treatment with soil containing toluene. 
 

Keywords: Brevibacillus Parabrivis,  Immobilization, Biodegradation, 16S rDNA. 

 


