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Abstract  
The crude oil of various oil reservoirs contain up to 7% 
sulfur and between 50 - 95 % of this sulfur is in the form 
of different thiophenes. The combustion of organosulfur 
compounds produces sulfur oxides that are the main cause 
of acidic rain and environmental pollution. The current 
method for desulfurization is hydrodesulfurization which 
is too expensive and sulfur does not get completely 
isolated, therefore, the researchers have focused on 
biodesulfurization method. Dibenzothiophene (DBT) has 
been used as a molecule model for validation of 
microorganisms’ ability in desulfurization. There is no 
report about chemolithoautotrophic bacteria that 
desulfurizes the crude oil. The isolated ISA4 bacterium 
which is used in this study does not break the carbon – 
carbon bond structure, but only removes the sulfur from 
the skeleton of DBT. From the industrial viewpoint, this 
bacterium does not require organic materials as energy and 
a carbon source for desulfurizing the crude oil. ISA4 
Bacterium with 100% query and 99% homology is similar 
to Klebsiella oxytoca. 
 
Keywords: Chemolithoautotrophic, Desulfurization, 
Dibenzothiophene and Crude oil. 
 

  
  چکیده

 95تـا   50درصـد گـوگرد دارد و بـین     7نفت خام مخازن تا حـدود  
در اثـر  . باشـد  هاي مختلـف مـی   درصد این گوگرد به صورت تیوفن

احتراق ترکیبات آلی گـوگرددار، اکسـیدهاي گـوگرد تولیـد شـده      
در . شـود  محیطی می هاي اسیدي و آلودگی زیست باعث بارش باران

بــه صــورت   حــال حاضــر روش رایــج بــراي حــذف گــوگرد        
 ،ه زیـاد هزین ـعـلاوه بـر صـرف    باشد که  هیدرودسولفوریزاسیون می

ــول ــک      مولک ــات آروماتی ــل از ترکیب ــور کام ــه ط ــوگرد ب ــاي گ ه
ــه روش   ،شــوند گــوگرددار جــدا نمــی  ــان ب ــن رو توجــه محقق از ای

) DBT(دي بنزوتیوفن . ه استگوگردزدایی بیولوژیکی معطوف شد
ها  به عنوان یک مولکول الگو جهت سنجش توانایی میکروارگانیسم

بــاکتري هــوازي . گیــرد در گــوگردزدایی مــورد اســتفاده قــرار مــی
ــه   شــیمولیتوآوتوتروف اختیــاري جداســازي شــده از نقــاط آلــوده ب

کربن  –ساختار پیوند کربن ) دارخوین(ترکیبات نفتی اطراف اهواز 
. کنـد  جـدا مـی   DBTشکند و فقـط گـوگرد را از سـاختمان     را نمی

باکتري مذکور نیازي به مواد آلی به عنوان منبع کربن و انرژي براي 
  . زدایی نفت خام نداردگوگرد

  
ــا واژه ــديه ــیمولیتوآوتوتروف: ي کلی ــیون، ش  ،دسولفوریزاس

  .دي بنزوتیوفن و نفت خام
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  مقدمه
 محتـواي  اعظـم  بخـش  گـوگرددار  آلـی  ترکیبـات 

بین  .دهند می تشکیل را خام نفت گوگردي ترکیبات
ــا  50 ــوگرد% 95ت ــی گ ــوفنی   آل ــوگرد تی ــت را گ نف

ها و مشـتقات دي بنزوتیـوفن و    تشکیل داده که تیوفن
 ,Soleimani(تــرین ســهم را دارنــد بنزوتیــوفن بــیش

Bassi et al. 2007; Wang and Stout 2007(. 

 مثـل  خـام  نفـت  زا حاصـل  سـوختنی  مـواد  احتـراق 

آزاد سازي مقادیر زیادي از  بنزین موجب و گازوئیل
 باعــث کــه مــی گــردد )SOx(اکســیدهاي ســولفور

 و اسـیدي  هـاي  بـاران  ایجاد زیست و محیط آلودگی
 شـوند  شـیمیایی مـی   هـاي  کاتالیسـت  شـدن  غیرفعـال 

)Bhatia and Sharma, 2010(.  
ــت در    ــوگرد نفـ ــراي حـــذف گـ روش رایـــج بـ

ــا پالایشــگاه ــه صــورت  در حــال حاضــر  ه  فیزیکــو ب
باشـد،   مـی   (HDS) شیمیایی هیدرودسولفوریزاسـیون 

این روش یـک پروسـه کاتـالیتیکی اسـت کـه در       که
ــولفید      ــاز س ــه گ ــی ب ــوگرد آل ــی از گ ــی آن بخش ط

هـاي نفـت اولیـه بـا      ن بوسیله واکنش فرکشنهیدروژ
و  pond/in2 150-3000هیــدروژن تحــت فشــار بــین 

 گردد درجه سانتیگراد تبدیل می 290-455دماي بین 

)Bhatia and Sharma, 2006(. بسـیار  تکنیـک  این 

 .کنـد  مـی  مصـرف  را زیـادي  انـرژي  و بوده پرهزینه
 از گـوگرد  زدایش در مذکور تکنیک آن، بر علاوه

 گـوگردداري  آرومـاتیکی  هتروسـیکلی  ترکیبـات 

 آلکیله مشتقات و بنزوتیوفن دي بنزوتیوفن، همچون

 Borgne and( نمایـد  نمـی  عمـل  مـوثر  بطـور  هـا  آن

Quintero, 2003( .  
روند سختگیري قوانین محیطی بر میـزان گـوگرد   

هاي فسیلی اثر گذاشته و در دو دهه  مجاز در سوخت

بـه   ppm  500 اخیر غلظت مجاز گوگرد در دیـزل از 
ppm 15-10       کـاهش یافتـه و در آینـده نزدیـک نیـز

در حــال حاضــر   .کــاهش بیشــتري خواهــد یافــت   
گـوگرد   ppm 7000گازوئیل تولیدي ایـران بـیش از   

ــا   دارد و بخــاطر ســخت ــین المللــی ب گیــري جامعــه ب
گذاري بیش از یک میلیارد دلار بهبود سیستم  سرمایه

است که بنا به پیش بینـی   ها در دست انجام پالایشگاه
ــا    ــت، ت ــئولین وزارت نف ــوگرد    5مس ــده گ ــال آین س

کاهش می یابد کـه   ppm 500موجود در گازوئیل به 
از . باشـد  یابی به قوانین دهه گذشته مـی  به معنی دست

ــوگردزدایی    ــه روش گـ ــان بـ ــه محققـ ایـــن رو توجـ
ــوژیکی  ــر    (BDS)بیولـ ــه از نظـ ــده کـ ــوف شـ معطـ

تابولیکی اختصاصـی و  اکولوژیکی بی خطر، از نظر م
 روش ایـن . باشـد  از نظر اقتصادي مقرون به صرفه می

 گوگردزدایی به قادر و نداشته بالا فشار و دما به نیاز

 گـوگرددار نیـز   آروماتیکی هتروسیکلی ترکیبات از

 ;Soleimani, Bassi et al., 2007( باشــد مــی

Davoodi-Dehaghani, Vosoughi et al., 2010( .
 گوگردزدایی توسعه جهت بسیاري تحقیقات امروزه

 ایـن  تمـامی  در و اسـت  شده انجام هوازي میکروبی

 مـدل  ترکیـب  عنـوان  بـه  بنزوتیـوفن  دي تحقیقات از

گـوگرد بـر    اتـم  تحقیقات این در .است شده استفاده
 شده بنزوتیوفن جدا دي از  4Sطبق مسیر اختصاصی

  شـود  مـی  ایجـاد  فنیـل  بی هیدروکسی - 2 محصول و
 )Monticello, 2000; Tao, Yu et al., 2006; 

Calzada, Heras et al., 2009( .  
ــه  در ــن مطالع ــات ای ــت  و اثب ــی فعالی  بررس

بنزوتیـوفن   دي روي بـر   ISA4گوگردزدایی باکتري
مورد بررسـی قـرار    خام  و نفت )در محیط دو فازي(

  .گرفت
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   هامواد و روش
 محیط هاي کشت  2-1
  :BIM(1( 1محیط کشت پایه معدنی 1- 2-2

NH4Cl  195/0                                    g                          

MgSO4·7H2O              02/0  g 
KH2PO4               024/0 g                    
CaCl2·2H2O                 01/0  g 

KCl                        01/0  g                      
FeCl3   0001/0                          g 

Trace Element             1 ml                           
Deionized Water           100 ml  

، محــیط 7محــیط کشــت روي  pHبعــد از تنظــیم 
دقیقــه  15درجــه ســانتیگراد بــه مــدت  121کشــت در

هیـدروژن فسـفات جداگانـه    اتوکلاو شد، پتاسـیم دي 
اتوکلاو شده و پس از سرد شدن، در شرایط اسـتریل  

   .به محیط افزوده شد
گـرم کلریـد   میلی 20محلول میکرو عناصر نیز شامل 

گـرم  میلـی  200گرم کلریـد نیکـل،   میلی ІІ( ،100(مس 
گـرم  میلی 50گرم سلنیت سدیم، میلی 26کلرید کبالت، 

 10گــرم ولفرامــات ســدیم، میلــی 30مولیبــدات ســدیم، 
لیتر اسـید کلریـدریک   میلی 1 گرم وانادات سدیم ومیلی

  .لیتر آب مقطر بودمیلی 1000در % 25
 

بـدون گـوگرد   (  2محیط کشت پایه معـدنی   2- 2-2
  : )معدنی

NH4Cl   195/0                                     g                             

MgCl2·6H2O               04/0  g 
KH2PO4               024/0  g                      
CaCl2·2H2O                01/0  g 

KCl                      01/0  g                        
FeCl3   0001/0                            g 

Trace element                1 ml                             
Deionized Water            100 ml               

pH= 7 

 
 :یا پایه نفتی 3محیط کشت پایه معدنی  3- 2-2

NH4Cl 1/0                                             g 

MgSO4·7H2O                02/0  g 
KH2PO4                      05/0  g                     
CaCl2·2H2O                    01/0  g 

FeSO4 . 7 H2O              01/0  g 

Crude Oil                        1 ml 

Trace Element            1 ml                          
Deionized Water             100 ml 

pH= 7 

هیدروژن فسفات و نفت خام هر کـدام  پتاسیم دي
جداگانه اتوکلاو شده و پس از سرد شدن، در شرایط 

  .استریل به محیط افزوده شدند
  

  تست گیبس
بـا  ) دي کلرو کینون کلرامیـد  - 6و  2(معرف گیبس 

فنیــل و دي ترکیبــات فنلــی مثــل منوهیدروکســی بــی 
 فنیـل تشـکیل کمـپلکس آبـی رنـگ     هیدروکسی بـی 

تـوان بـه   دهد و بر اساس شدت رنگ حاصـله مـی   می
  .صورت کمی میزان این ترکیبات را حساب کرد

لیتـر از  میلـی  1میکرولیتر از معـرف گیـبس بـا     20
 1/0کربنـات سـدیم   محیط واکنش باکتري که بـا بـی  

. رسـانیده شـد، مخلـوط گردیـد      8آن به  pH مولار، 
تـا رنـگ   (بعد از گذشت یک ساعت در دماي اتـاق  

، میزان جذب نمونه توسط ) آبی پایدار مشاهده گردد
ــانومتر  610دســتگاه اســپکتروفتومتر در طــول مــوج   ن

ــد   ــري ش ــدازه گی ــول    . ان ــدار محص ــین مق ــراي تعی ب
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گـــــوگردزدایی شـــــده از منحنـــــی اســـــتاندارد    
  .منوهیدروکسی بایفنیل استفاده شد

ــرابنفش سوبســترا دي   مطالعــه اســپکتروفتومتري ف
، BP(3(و محصـــولات بایفنیـــل  2)DBT(بنزوتیـــوفن 

و دي هیدروکسی  MHBP(4(منوهیدروکسی بایفنیل 
  DHBP(5(بایفنیل 

ــات  بـــه   DHBPو  DBT  ،BP ،MHBPترکیبـ
در دکان حل گردید و در محـدوده   ppm 200میزان 

  .نانومتر جذب آنها اندازه گیري شد 1000تا  200
لایه نازك جهت تشخیص  مطالعه کروماتوگرافی 

ــترا  ــولات ) DBT(سوبســ و  BP ،MHBP(و محصــ
DHBP(  

و  DBT ،BP ،MHBPترکیبــــــات اســــــتاندارد
DHBP  به میزانPPM200    در استون حل شـده و بـا

استفاده از لولـه مـویین قطـره بسـیار کـوچکی از ایـن       
ــذ    ــر روي کاغ ــول ب ــد  TLC6محل ــذاري ش از . بارگ

هـاي   اتیـل اسـتات بـا نسـبت     –سیستم حـلال هگـزان   
بــــــراي   28:5و  28:4، 28:3، 28:2، 28:1 متفــــــاوت

 TLCجابجایی لکه بارگذاري شـده بـر سـطح کاغـذ     
  . )Van Hamme and Ward 2000( استفاده گردید

  کروماتوگرافی  مطالعه گاز
و ) DBT(جهت جداسـازي و آنـالیز کمـی سوبسـترا     

، از دســتگاه MHBP)و (BP, DHBP محصــولات 
  . گاز کروماتوگرافی استفاده شد

  
  اندازه گیري توتال گوگرد

ــال گــوگرد نفــت خــام از    ــري توت ــدازه گی جهــت ان
  CHNSO analyzerدستگاه 

(Model Vario EL, Germani EL, ementar 
Analyzer System) استفاده شد . 

میکرولیتر از  100تهیه نمونه بدین صورت بود که 

ــا    ــاکتري را ب نفــت خــام موجــود در محــیط کشــت ب
میلـی گـرم کلریـد     200اشته و با استفاده از سمپلر برد

کلسیم مخلوط و به صورت پودر خشک آماده شد و 
در نهایت توتال گوگرد پودر حاصل توسـط دسـتگاه   

CHNSO analyzer گیري شد اندازه.  
  

 دکان و هگزادکان  بررسی تجزیه پذیري
ــن ــیاردار  در ارل ــاي ش ــی 250 ه ــاوي  میل ــري، ح   لیت

داراي منبـع  ( 1لیتر محیط کشت پایه نمکـی میلی 100
حـــاوي یـــک درصـــد دکـــان و  ) گـــوگرد معـــدنی

هگزادکان بصورت جداگانه، پـس از تلقـیح بـاکتري    
و  pHبا دما، ) باکتري در میلی لیتر 106غلظت نهایی (

ــب   ــه ترتی ــانتیگراد،   35دور شــیکر ب  و  7درجــه س

rpm115  ــدت ــه م ــد   84، ب ــه گردیدن ــاعت انکوب . س
دوبار نمونه در صورت نیاز،  pHروزانه پس از تنظیم 

گیري جهت اندازه گیري کـدورت سـلولی در طـول    
  .نانومتر صورت گرفت 650موج 

  
 بررسی گوگردزدایی بیولوژیکی   

به عنـوان   DBTگوگردزدایی شیمولیتوآوتوتروفی از 
  تنها منبع انرژي، الکترون و گوگرد 

 100لیتـري، حـاوي    میلـی  250هـاي شـیاردار    در ارلن
بــدون منبــع ( 2لیتــر محــیط کشــت پایــه نمکــی  میلــی

) به عنوان سوبسترا( DBT%  5بعلاوه ) گوگرد معدنی
در  DBTغلظـت نهـایی   (لیتر دکـان  میلی 4محلول در

غلظت نهـایی  (که پس از تلقیح باکتري %) 2/0نهایت 
درجـــه  35بـــا دمـــاي ) بـــاکتري در میلـــی لیتـــر 106

ت بـه مـد   pH= 7و  rpm 115 سانتیگراد، دور شیکر 
 روزانه جذب در طول موج. روز انکوبه گردیدند 45

nm 650 تست گیبس و ،pH گیـري و  ها انـدازه نمونه
در نهایت بعـد از اتمـام   . شدتنظیم می pH= 7بر روي 
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هــا بــراي بررســی وجــود سوبســترا و  آزمــایش نمونــه
ــاز    ــتگاه گـ ــا دسـ ــده بـ ــوگردزدایی شـ محصـــول گـ

  .کروماتوگرافی مورد آنالیز قرار گرفتند
  

بـه عنـوان منبـع     DBT گوگردزدایی هتروتروفـی از 
  گوگرد 
ــن ــی لیتــري، حــاوي    250هــاي شــیاردار   در ارل   میل

بـدون منبـع   ( 2لیتر محیط کشت پایه نمکـی  میلی 100
دي بنزوتیــوفن  ppm200و حــاوي ) گــوگرد معــدنی

لیتـر دکـان و    محلول در یک میلی) به عنوان سوبسترا(
غلظـت  (باکتري یک درصد گلوکز که پس از تلقیح 

درجـه   35در دمـاي  )  لیتـر  باکتري در میلی 106نهایی 
  بـه مـدت    pH= 7و  rpm115 سـاتیگراد، دور شـیکر   

 روزانه جذب در طـول مـوج  . روز انکوبه گردید 15

nm 650 تست گیبس و ،pH گیـري و   ها انـدازه  نمونه
در نهایت بعد از اتمـام  . تنظیم می شد pH= 7بر روي 

بــراي بررســی وجــود سوبســترا و هــا  آزمــایش نمونــه
محصــــول گــــوگردزدایی شـــــده بــــا دســـــتگاه    

  .گازکروماتوگرافی مورد آنالیز قرار گرفتند
  

  بررسی گوگردزدایی از نفت خام 
ــن ــیاردار  در ارل ــاي ش ــی 250 ه ــاوي  میل ــري، ح   لیت

لیتر محیط کشت استریل پایه نمکی شـماره  میلی 100
، )سوبسـترا بـه عنـوان   (بعلاوه یک درصد نفت خام  3

بـاکتري در   106غلظت نهـایی  (سپس با تلقیح باکتري 
 درجه سانتیگراد، دور شـیکر   35در دماي ) میلی لیتر

rpm115  7و =pH  ــا . روز انکوبـــه گردیدنـــد  15تـ
ــدورت در   ــه کــ ــه pHو  nm650روزانــ ــا  نمونــ هــ

و در . شـد  تنظـیم مـی   pH= 7گیـري و بـر روي    اندازه
  وگرد نفـت خـام   گیـري توتـال گ ـ   نهایت براي انـدازه 

میکرولیتر از نفت خام موجود در محـیط کشـت    100

ــمپلر برداشـــته، بـــا       ــاکتري را بـــا اســـتفاده از سـ   بـ
گـرم کلریـد کلســیم مخلـوط، بـه صــورت      میلـی  200

پودر خشک آماده شد و توتال گوگرد پودر حاصـل  
  .گیري شد اندازه CHNSO analyzerتوسط دستگاه 

  
 کلاسیک و مولکولیشناسایی میکروارگانیسم به روش 

هــاي گـــوگردزدا از  بــه منظــور شناســـایی بــاکتري   
 16s rDNAهــاي مورفولــوژي، بیوشــیمیایی و  روش

  .استفاده شد
  

   S rDNA16تعیین توالی ژن 
ــدي ژن   ــوالی نوکلئوتی ــین ت توســط  s rDNA16تعی

شرکت تکاپوزیست و با روش تمام اتوماتیک انجـام  
  .گرفت

تعیـین تـوالی    S rDNA16بررسی همولـوژي ژن  
  شده

ــوالی  ــرایش ت ــد از وی ــن   بع ــدي، ای ــاي نوکلئوتی ه
مـورد   NCBIدر  Blastها به کمـک نـرم افـزار     توالی

هـا بـا اطلاعـات     بررسی قرار گرفتنـد و همولـوژي آن  
  .مقایسه شد GenBankموجود در 

  
  نتایج

ــترا   ــرابنفش سوبس ــه اســپکتروفتومتري ف و ) DBT(مطالع
  در دکان) DHBPو  BP ،MHBP(محصولات احتمالی

و محصــولات  DBTطــول مــوج جــذب ترکیــب 
ــوگردزدایی آن    ــل از گـ ــار حاصـ ــورد انتظـ ، BP(مـ

MHBP  وDHBP ( با غلظتppm 200  حل شده در
 1000تــا  200دکــان بــه طــور جداگانــه در محــدوده 

بـا محـدوده    DBTمحدوده جـذب  . نانومتر اندازه شد
چــون . همپوشــانی داشــت DHBPو  MHBPجــذب 

و ) نــانومتر 320تــا  MHBP )280 طــول مــوج جــذب
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DHBP )280  در ناحیـه جـذب   )نانومتر 340تاDBT 
 BPطول موج جذب . قرار دارد) نانومتر 358تا  280(

   .نانومتر می باشد 300تا  220نیز از 
لایــه نــازك جهــت  نتــایج مطالعــه کرومــاتوگرافی 

و  BP ،MHBP(و محصولات احتمـالی   DBTتشخیص 
DHBP(  

بـا فـاز   ) TLC(لایه نـازك   در مطالعه کروماتوگرافی 
/ ثابت سیلیکاژل و فاز متحـرك شـامل اتیـل اسـتات     

 28:5و  28:4، 28:3، 28:2، 28:1 هاي  هگزان به نسبت
ــرین حالــت     ــراي جابجــایی و  اســتفاده شــد کــه بهت ب

ــات   ــازي ترکیبــــ ــولات  DBTجداســــ و محصــــ
ــار     ــورد انتظ ــده م ــوگردزدایی ش و  BP ،MHBP(گ

DHBP ( اتیل استات به هگـزان بـود کـه     28:3نسبت
از هـم جـدا نمـی     BPو  DBTبا این وجود بانـدهاي  

  .شدند
  دکان و هگزادکان پذیري بررسی تجزیه
هـاي   کشت داده شـده در محـیط   ISA4رشد باکتري 

) داراي منبــع گــوگرد معــدنی ( 1کشــت پایــه نمکــی 
حاوي یک درصد دکان و یک درصد هگزادکان بـه  

سـاعت آنکوباسـیون بـا     48صورت جداگانـه بعـد از   
درجه سـانتیگراد،   35و دور شیکر به ترتیب  pHدما، 

چنــین هیچگونــه  و هـم  مشــاهده نشــد، rpm115 و  7
  .صورت نگرفت pHتغییرات 

، بـه عنـوان تنهـا منبـع     DBT زا گـوگردزدایی نتایج 
    ISA4گوگرد توسط باکتري

بـدون  ( 2تست گیـبس در محـیط کشـت پایـه نمکـی     
لیتـر دکـان حـاوي     بعلاوه یـک میلـی  ) گوگرد معدنی

ppm 200   دي بنزوتیوفن و یک درصد استات سـدیم
  .پس از هشت روز مثبت شد

 DBT ،DHBPنتایج آنـالیز گـاز کرومـاتوگرافی    

MHBP  وBP هشــت روز آنکوباســیون نیــز   پــس از
  .می باشد BPو  MHBP ،DHBPنشان دهنده تولید 

  بررسی گوگردزدایی از نفت خام سنگین
 100لیتــري، حــاوي  میلــی 250هــاي شــیاردار در ارلــن

حـاوي سـولفات و    3لیتر محیط کشت پایه نمکی میلی
بـاکتري   106لیتر نفت خام، با غلظت نهـایی   یک میلی
 106غلظت نهـایی  (تلقیح باکتري لیتر، پس از  در میلی

درجه سـانتیگراد و   35در دماي ) باکتري در میلی لیتر
ها روزانه بر روي  محیط pHکه  rpm115 دور شیکر 

طبق نتـایج بدسـت آمـده از دسـتگاه     . شدتنظیم می 7
CHNSO analyzer  باکتري ذکر شده در این مطالعه

درصـد گـوگرد نفـت خـام سـنگین       9/5توانسته تمام 
  .وب کشور را به صفر برساندجن

توسط بـاکتري   DBTنتایج کمی سولفورزدایی از
ISA4    ــی ــه نمک ــت پای ــیط کش ــولفات  2در مح و س

  منیزیم بهینه
ــزان کمــی  ــد  DBTمی و  MHBP ،DHBPو تولی

BP  ــاز آلــی ــاکتري ) دکــان(در ف ــا  ISA4توســط ب ب
. ارائــه شــده اســـت   1-3در شــکل   GCاســتفاده از  

شـود، بـاکتري    اهده مـی طور که در نمـودار مش ـ  همان
ISA4  سـاعت میـزان گـوگرد     72در طیDBT را از 

200 ppm ــفر بـــه ــانید صـ ــو  ppm 123و  رسـ منـ
. هیدروکسی بایفنیل بـه عنـوان محصـول تولیـد نمـود     

در فـاز آلـی بسـیار نـاچیز      BPو  DHBPمقدار تولید 
ــود ــی بعــد از  ). 1-3شــکل (ب ــاز آب ــین در ف  72همچن

توسـط   ppm 89 MHBPحـدود   ساعت آنکوباسیون
  ).2-3شکل (گیري شد  تست گیبس اندازه
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لیتري،  میلی 250هاي شیاردار آنکوباسیون در ارلن
 2لیتــر محــیط کشــت پایــه معــدنی   میلــی 100حــاوي 

لیتـر  بعلاوه یک درصـد اسـتات پتاسـیم و یـک میلـی     
ــا DBT ppm200دکـــان حـــاوي  ــا دمـ ــه  35بـ درجـ

، بیومس اولیـه  rpm160 ، دور شیکرpH 8سانتیگراد، 
6/0= OD  و غلظت سولفات منیزیم بهینه)ppm500 (

  .شدتنظیم می 8محیط ها بر روي  pHکه 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

سـولفورزدا   ISA4شناسایی مولکولی باکتري 
 16s rDNAبر اساس  DBTاز 

بوسیله  PCRژنومی، واکنش  DNAپس از استخراج 
 16Sجهت تکثیر  fD1 Universal و rD1پرایمرهاي 

rDNA با استفاده از DNA    طـول  . ژنـومی انجـام شـد
 bp1600بدسـت آمـده در حـدود     16S rDNAقطعه 
  در PCRباشد که حاکی از درست بودن واکـنش   می
  

   

                     
 )ساعت(زمان 

   
   

   
  

ان 
دک

در 
دار 

مق
)

pp
m

( 

 ISA4در فاز آلی توسط باکتري DBT بررسی کمی سولفورزدایی از .1-3شکل 
 

 )ساعت(زمان 

 با استفاده از نمودار تست گیبس ISA4در فاز آبی توسط باکتري  DBTاز MHBP بررسی کمی تولید .2- 3شکل 
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ISA4   M           

جهـت  ). 1-3شـکل  (بـوده اسـت   16S rDNAتکثیـر  
بـراي ایـن   . باشـد  خالص می DNAتعیین توالی نیاز به 

پلـی   taqتولیدي با آنـزیم   PCRمنظور ابتدا محصول 
مـراز، بــر روي ژل آگـارز ران شــد، بانـد مربوطــه در    

از روي ژل بریده شد و توسط  bp1600 حدود  ناحیه
 ) DNA )High pure PCR productکیت تخلیص 

 PCR ،1426با تعیین توالی محصـول  . خالص گردید
ــوژي ) 1-3جــدول (ت آمــد نوکلئوتیــد بدســ و همول

 NCBIدر  BLASTبدست آمده با کمک نـرم افـزار  
% 99تطـابق و   100 نشان داد که باکتري ایزوله شده با

  .شباهت دارد  Klebsiella oxytocaهمولوژي با 
  
  
  
  

   

 1Kb DNA) مارکر وزن مولکولی  -M، %1بر روي ژل آگارز  PCRحاصل از  16S rDNAباند ) الف 1 - 3شکل 

Ladder) نمایی از مارکر ) ب kb 1 شرکت فرمنتاز بکار گرفته شده در این الکتروفورز 

 ب                                                الف                     

  باکتري ایزوله شده 16S rDNAتعیین توالی : 1-3جدول 
GGTAGCACAGAGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGG 
AGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCT 
CTTGCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCT 
GGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATA 
TTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAG 
CGGGGAGGAAGGGAATAAGGTTAATAACCTTGTTCATTGACGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGC 
CAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTC 
AAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTGGAGTCTTGTAGAGGGGG 
GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAA 
AGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTC 
GACTTGGAGGTTGTTCCCTTGAGGAGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA 
AGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGA 
ACCTTACCTACTCTTGACATCCAGAGAACTTAGCAGAGATGCTTTGGTGCCTTCGGGAACTCTGAGACAGGTGCTGCA 
TGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCG 
GTCCGGTCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCC 
TTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCATATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGCAAGCGGACCTCATA 
AAGTATGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATG 
CCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAG 
CTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGT 
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  هاي شاخص مرفولوژیکی و بیوشیمیایی باکتري مورد استفاده  مقایسه تست :2 -3جدول 
   NCBIدر  16s rDNAهاي حاصل از همولوژي  باکتري با) ISA4(در این پژوهش 

)Hansen, Aucken et al., 2004; Zhang, Schumann et al., 2005; Yoon, Schumann et al., 2006; Li, Li et al., 2008( 
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  100  97  99  100  98  100    درصد تطابق
  98  99  98  98  99  99    درصد همولوژي

 باسیل باسیل باسیل باسیل باسیل باسیل باسیل شکل
 - - - - - - - واکنش گرم

 + + + + - - - حرکت
 - - -  - - + ) TSI تست( H2S تولید  

 - - - - - + + تولید ایندول
  + +   + + کاتالاز

 - - -   - - اکسیداز
 + + + +  + + سیتراترشد در سیمون 

DNAase - -   - - - 
 - - -   - - متیل رد

 + + + + + + + وکس پروسکوئر
 + + + +  + + احیا نیترات به نیتریت

     + + + درجه سانتیگراد 8رشد در دماي 

     + + + درجه سانتیگراد 40رشد در دماي 

     - - - درجه سانتیگراد 52رشد در دماي 

 - + -  + + + اوره هیدرولیز
  جواب منفی) -(جواب مثبت و (+)  

 ISA4هاي مورفولوژي و بیوشیمیایی باکتري مقایسه تست
  16s rDNAهاي حاصل از همولوژي با باکتري

 100تـا   98درصـد تطـابق و    100تا  97با ISA4 باکتري 
، Klebsiella oxytocaهـاي   درصد همولوژي با باکتري

K. pneumoniae ،Pantoea agglomerans ،
Enterobacter aerogenes ،E. cloacae و  

E. Cancerogenus هوازي اختیاري  خانواده بی 

 100بیشترین شـباهت بـا   . انتروباکتریاسه شباهت دارد
ــابق و   ــاکتري    99درصــد تط ــا ب ــوژي ب درصــد همول

Klebsiella oxytoca  ــی ــاهده م ــام   مش ــردد و تم گ
هاي شـاخص مورفولـوژي و بیوشـیمیایی انجـام      تست

ــد    ــاکتري   TSIدر تســت H2S شــده بجــز تولی ــا ب ب
Klebsiella oxytoca 2 -3جدول ( باشندمشابه می(.  
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  بحث
بـــاکتري هـــوازي شـــیمولیتوآوتوتروف اختیـــاري    
ــه ترکیبــات نفتــی    جداســازي شــده از نقــاط آلــوده ب

ــواز   ــراف اه ــوین(اط ــه   ) دارخ ــتن حلق ــدون شکس ب
و کاهش ارزش سوخت آن،  قادر  DBTآروماتیکی 

باشـد   و نفت خام مـی  DBTبه گوگردزدایی کامل از 
که توتال گوگرد نفت خام مورد اسـتفاده را   به طوري

  .به صفر رسانده است% 9/5از 
ــراي       ــودن بـ ــمی نبـ ــدلیل سـ ــان، بـ ــلال دکـ حـ

و  DBTطـــور تشــــخیص   و همــــین ISA4بـــاکتري 
و  MHBP ،DHBP(محصولات گوگردزدایی شـده  

PB (   ــه ــا اســتفاده از گــاز کرومــاتوگرافی، نســبت ب ب
یــل فرمامیــد و  هــاي اســتون، اتــانول، دي مت   حــلال

  .هگزادکان انتخاب شده است
ــالی   DBTجهــت تشــخیص   و محصــولات احتم

) BPو یـا   MHBP ،DHBP(گوگردزدایی شـده آن  
   هــاي تســت گیــبس در محــیط کشــت مــایع  از روش

)Kayser, Bielaga-Jones et al., 1993( ،
، )Yoon, Schumann et al., 2006(اسـپکتروفتومتري  
ــازك و گــاز کرومــاتوگرافی   کرومــاتوگرافی  لایــه ن

 .استفاده شد
 DBT با استفاده از روش اسـپکتروفتومتري ، جـذب  

نانومتر مشاهده شـده و جـذب    358تا  280در طول موج 
DHBP  وMHBP  باشـد  نیز در درون این محدوده مـی .

تـوان از ایـن روش    و در نتیجـه نمـی  ) 7- 3تا  3- 3شکل (
از همـدیگر   MHBPو  DBT ،DHBPجهت تشخیص 

ــادي    ــی اعتم ــرد، ول ــتفاده ک ــول   اس ــاران ط ــر و همک ف
ــوج نــانومتري را جهــت   323نــانومتري و  285هــاي  م
 انـد  مـورد اسـتفاده قـرار داده   DBT گیري ترکیـب  اندازه

)Etemadifar and Emtiazi, 2008(   

ــاتوگرافی  ــه کروم ــرین   در مطالع ــازك بهت ــه ن لای
 DBT ،BP، MHBPبراي جابجایی ترکیبـات   حالت 

اتیل استات به هگزان بود کـه   28:3، نسبت DHBPو 
ــدهاي     ــن وجــود بان ــا ای ــم جــدا   BPو  DBTب از ه

  .شدند نمی
، DBTاز روش گـاز کرومـاتوگرافی بـراي آنــالیز   

BP ،MHBP  وDHBP  حــــلال در دکــــان مــــورد
  .استفاده قرار گرفت

از نمــــودار اســــتاندارد تســــت گیــــبس بــــراي 
در فــاز آبــی مــورد  DHBPو  MHBPگیــري  انــدازه

  .استفاده قرار گرفت
ــوژي بزرگتــر از    ــه اینکــه همول ــا توجــه ب و % 99ب

هاي باکتري مورد بررسی بـا بـاکتري    مطابقت ویژگی
پیشنهاد شـده، بیـان کننـده شناسـایی در سـطح گونـه       

ــی ــد م ــوژي . باش ــر از  % 97همول ــا کمت ــابق % 99ت مط
باشد همچنین همولـوژي   شناسایی در سطح جنس می

دهنـده گونـه جدیـد و یــا     نشـان % 97کمتـر از   تـا % 93
معمـولا  % 93باشـد و همولـوژي زیـر     جنس جدید می

بیـان کننــده جـنس جدیــد اسـت و مســتلزم اطلاعــت    
   (Han, 2006)     باشد بیشتري جهت تائید آن می

ــروژه    ــن پ ــتفاده در ای ــورد اس ــاکتري م ) ISA4(ب
ــیمولیتوآ  ــاري هــــوازي اجبــــاري شــ توتروف اختیــ

همولــوژي و % 99باشــد و بــا  مــی DBTگــوگردزدا از
هاي بیوشیمیایی انجـام شـده بیشـترین     طور تست همین

دارد و  Klebsiella oxytoca شـباهت را بـه بـاکتري    
یــک ســویه جدیــد Han ) 2006(برحســب پیشــنهاد 

  .باشد می  Klebsiella oxytocaاز
شـــیمولیتوآوتوتروف  هـــاي در مـــورد بـــاکتري

تیوباســـــیلوس فـــــرو اکســـــیدانس لپتواســـــپیریلوم 
 8و ســولفولوبوس اســیدوکالداریوس 7فرواکســیدانس
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زدایـی معـدنی از    جهت گـوگرد  9سودوموناس پوتیدا
ذغال سنگ گزارش شده و گزارشـی دال بـر زدودن   
  گـــــوگرد از ترکیبـــــات نفتـــــی وجـــــود نـــــدارد 

)Monticello, 1998(   
، IGTS810هاي ردوکوکوس ردوکـروس  باکتري

ــولیس  ــوس اریتروپـ ــوس D-111ردوکوکـ ، ردوکوکـ
، باسـیلوس  SY-113، ردوکوکوسH-212اریتروپولیس

ــا IGTS9 14اســــفریکوس ، CYKS-115، گوردنیــ
ــوبللا  ــا گل ــاکتریوم16نوکاردی ــه G317، مایکوب ، کورین

، کورینه MC40119، کورینه باکتریومsy118باکتریوم 
، MC50121، آگروبـــــاکتریومMC40220بـــــاکتریوم

ــاکتر MC70122زانتومونــــاس    ECRD-123و آرتروبــ
) Izumi, Ohshiro et al., 1994; Constantí, 

Giralt et al., 1996(  هـایی هسـتند    میکروارگانیسـم
کننـد   هاي کربنی دي بنزوتیوفن را نابود نمی که حلقه

و فقط گوگرد را از ساختمان آن جدا کـرده و بـراي   
ولی بدلیل نیاز بـه کـربن آلـی     ;گوگردزدایی مناسبند

به عنوان منبـع کـربن و انـرژي در مقایسـه بـا بـاکتري       
دزداي مورد اسـتفاده در ایـن پـژوهش، از نظـر     گوگر

  .صنعتی ارزش کمتري دارند
مراحــل اولیــه  1986در ســال  24هلنــد و همکــاران

هـا   اکسیداسیون دي بنزوتیوفن را در گروهی از قـارچ 
، اکسـیده  1990در سال  25و همچنین کرافورد وگوپتا

 26را توسط کانینگهاملا الگانس DBTکردن گوگرد 
ن سولفوکساید و سپس دي بنزوتیوفن به دي بنزوتیوف

ــورد،   ســولفون مشــاهده کــرده  ــن دو م ــد کــه در ای ان
ــی    ــدا نمــ ــوفن جــ ــوگرد از دي بنزوتیــ ــود گــ   شــ

)Crawford and Gupta, 1990(   
ــر ــم دیگ ــوگرد زدا از دي   میکروارگانیس ــاي گ ه

هــــایی از جنســــهاي  نــــه بنزوتیـــوفن، شــــامل گــــو 

و  30، بایرنکیـا 29، ارتروبـاکتر 28، ریزوبیوم27اسینتوباکتر
هـا از دي   باشند کـه ایـن بـاکتري    می 31بروي باکتریوم

بنزوتیوفن نه تنها به عنوان منبع گوگرد بلکه به عنـوان  
کننـد و بخـاطر از    یمنبع کربن و انرژي هم استفاده م ـ

دست رفتن کـربن و بـالطبع کـاهش ارزش سـوختی،     
ــت  ــه بیوکاتالیس ــوگردزدایی    اینگون ــد گ ــا در فراین   ه

  شــــوند  هـــاي فســـیلی اســـتفاده نمـــی     از ســـوخت 
)Ohshiro, Ishii et al., 2005(  

دي  ازي قــادر بــه تجزیــههــو هــاي بــیاز بــاکتري
ــویه   ــا یـــک سـ ــولفووبریو  M6بنزوتیـــوفن، تنهـ دسـ

ــولفوریکانس ــنس    32دســ ــاکتري از جــ ــک بــ و یــ
 Amund and( کلســتریدیوم گــزارش شــده اســت

Akangbou, 1993(   که بدلیل تولیـدH2S   در مخـزن
ر اقتصـادي مفیـد   کنـد رشـد بـودن از نظ ـ    بیهـوازي و 

  . باشند نمی
  

  پی نوشت
1 Basal Inorganic  Medium 
2 dibenzothiophene 
3 Bipheny 
4 2-hydroxy Biphenyl (monohydroxy Biphenyl) 
5 2,2'-Dihydroxybiphenyl   
6 Thin Layer Chromatography 
7 Leptospirillum ferrooxidans 
8 Sulfolobus acidocaldarius 
9 Pseudomonas putida 
10 Rhodococcus rhodochrous IGTS8 
11 R. erythropolis D-1 
12 Rhodococcus H-2 
13 Rhodococcus SY-1 
14 Bacillus esphaericusIGTS9 
15 Gordona CYKS-1 
16 Nocardia globelula 
17 Mycobacterium G3 
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18 Corynebacterium sy1 
19 MC401   Corynebacterium 
20 Corynebacterium MC402 
21 Agrobacterium MC501 
22 Xanthomonas MC701 
23 Rthrobacter ECRD-1 
24 Holland et.al 
25 Craweord & gupta   
26 Cunninghamella elegans 
27 Acinetobacter 
28 Rhizobium 
29 Arthrobacter 
30 Beijerinkia 
31 Brevibacterium 
32 Desulfovibrio desulfuricans M6 
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