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 1397 زمستان، 4، شماره شانزدهمدوره  ،یطیفصلنامه علوم مح

80-63 

 شدهتیآزاد و تثب یهایتوسط باکتر لنیزا یستیز هیتجز

Sphingomonas paucimobilis strain TY4-HXگرافن دی، بر اکس 

 3یوسفی نیو رام *2نور یاریشهر ی، مهد1محمدپور نیحس 

 رانیا راز،یش راز،یش یدانشگاه آزاد اسلام ن،ینو یها یو فناور یدانشکده علوم کشاورز ،یولوژیکروبیگروه م 1
 رانیواحد رشت، رشت، ا ی، دانشگاه آزاد اسلام هیدانشکده علوم پا ،یولوژیکروبیگروه م 2

 رانیا مان،ی، مسجد سل مان،یواحد مسجد سل یدانشگاه آزاد اسلام ه،یدانشکده علوم پا ک،یزیگروه ف 3

 

 13/08/1397تاریخ پذیرش:  15/02/1397تاریخ دریافت: 

 Sphingomonas شدهتیآزاد و تثب یهایتوسط باکتر لنیزا یستیز هیتجز 1397.یوسفینور و ر.  یاری، م. شهر محمدپور، ح.

paucimobilis strain TY4-HX80-63 (:4)16. یطیگرافن. فصلنامه علوم مح دی، بر اکس. 

پتروشیمی  هایمحصول دیگر آروماتیک موجود در نفت خام و هایترکیب همراه تعدادی دیگر از دهه اخیر،زایلن بهدر چند سابقه و هدف :

 تجزیه زیستی این ترکیب و برایبررسی، یافتن سویه باکتری  هدف از این بنابراین، اندشده های مهم خاک محسوبعنوان یکی از آلایندهبه

 . است فناکسیدگرا مانندبا ساختار نانویی  هاییروی ترکیب افزایش راندمان تجزیه این ترکیب به کمک تثبیت این باکتری بر

به کمک اکسید گرافن در شرایط بهینه شده آزاد و تثبیتهای تجزیه زیستی زایلن با استفاده از باکتری، پژوهشدر این  ها:مواد و روش

گردید. که باکتری شناسایی  S rDNA 16توالی ژن  آلوده جداسازی شد و با استفاده ازخاکاز کننده زایلن تجزیههای بررسی شد. باکتری

،  شدهتثبیت د وهای آزاسلولبرای تجزیه زایلن با استفاده از . بود  :TY4-HX سویه Sphingomonas paucimobilis شناسایی شده

 تعیین شد.  g/l  5/1و C° 32، 7به ترتیب برابر با RSM، دما، و غلظت زایلن به کمک روش pHبهینه  میزان

از اکسید  در این مطالعه .بود ساعت 24 % طی 8/45تحت شرایط بهینه قادر به تجزیه زیستی زایلن به مقدار  های آزاد سلول نتایج و بحث:

 SEMو  FTIRهای استفاده شد. با استفاده از روش  TY4-HX سویه Sphingomonas paucimobilis باکتری تثبیت منظوربهگرافن 

شده به این روش قادر به تجزیه های تثبیتباکتری قادر به ایجاد بیوفیلم شده است.گرافن  اکسیدسطح  بااتصال به سویهکه این شد مشخص 

  ساعت بود. 24 در زمان% تحت شرایط بهینه و  3/86زیستی زایلن به مقدار بیش از 

ی در پالایش بهتر عملکرد از ،آزاد هایشده نسبت به همان سویه از باکتریهای تثبیتباکتری ،دست آمدهبه نتایجبا توجه به  گیری:نتیجه

 .بودند برخورداربه زایلن  آلودهخاک

 .زایلن ،RSM، SEM ،اکسید گرافن ،تجزیه زیستی های کلیدی:واژه

                                                            
* Corresponding Author. E-mail Address: mahdi.shahriari@iaurasht.ac.ir 
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 مقدمه

 عنوانبه طور معمولبهنفتی  آروماتیک مشتقات

. اندشده شناخته زیرزمینی هایآب و های خاکآلاینده

 میکروارگانیسم هایبا استفاده از تجزیه زیستی مواد آلی 

پذیر امکانها باکتری هایجمله به کمک سویه متنوعی از

های آلی . به دلیل شباهت در ساختار بیشتر آلایندهاست

هایی که آروماتیک، این امکان وجود دارد که سویه باکتری

، توانایی تجزیه دارند راقابلیت تجزیه یک ترکیب خاص 

. خواهند داشتمواد آلی آروماتیک مشابه را نیز  دیگر

تماس فیزیکی بین آلاینده و باکتری برقرار  کههنگامی

و تولید ماده فعال سطحی  بیوفیلمامکان تشکیل گردد، 

میزان در دسترس بودن مواد آلی و تجزیه افزایش  برای

 های(. ترکیب,Singh and Celin  (2010وجود دارد هاآن

پتروشیمی  هایدر محصولحاضر آلی مونوآروماتیک فرار 

از  عبارتند، در کنار هم حضور دارند بیشترو نفت خام که 

 ها(. این ترکیبBTEXن، اتیل بنزن، و زایلن )بنزن، تولوئ

و برای سلامتی  شدهشناختهزا سرطان هایعنوان عاملبه

بندی این با توجه به طبقه. همچنین، است بارزیانانسان 

زیست، های اصلی محیطعنوان آلایندهبه هاآنها ترکیب

 متحدهایالاتزیست سازمان حفاظت محیط یوسیلهبه

 های-هاز منطق هاآنحذف  و شدهشناخته )1EPA(آمریکا 

 هابآلوده از اهمیت بالایی برخوردار است. تجزیه این ترکی

 Singh et al., 2010; Brigmon)به دلیل کمبود اکسیژن

et al., 2002)  سببتواند یا گروه جایگزین نیتروژن که می 

افزایش شدت اکسیداسیون یک حلقه گردد، دشوار است. 

مونوآروماتیک از اجزای اصلی فرار و ک ترکیب زایلن ی

(. Ayat et al., 2017) دهنده مواد نفتی استتشکیل

ماده حلال در سنتز مواد آلی،  عنوانبهزایلن  همچنین

تولیدی در صنعت  هایمحصول دیگرمواد بهداشتی، و 

 هایعتکاربردهای فراوانی دارد. این ماده در پساب صن

فراوان میزان شود. ها نیز یافت میشیمیایی و پالایشگاه

 هایولولهزایلن به دلیل نشت از مخازن  هایترکیب

های نادرست دفع پسماند و زیرزمینی، استفاده از روش

های های دفن زباله، در آبو اتفاقی از مکان عمد غیرنشت 

این   (Bina et al., 2012).شودیافت می نیز زیرزمینی

 ازجملهانسان،  یبر سلامتمخربی  هایتأثیرها یندهآلا

اعصاب مرکزی،  ههای پوستی، آسیب بسوزش و ناراحتی

کلیوی،  هایتنفسی، سرطان خون، مشکل هایمشکل

 ,Aivalioti et al., 2010; ATSDR) دارندکبدی، و خونی 

پالایش های مختلف های گذشته، روش(. در دهه2007

های زیستی )تخلیه زیستی و روش ازجمله خاک

پالایی(، شیمیایی )اکسیداسیون شیمیایی و گیاه

 تصفیهشویی(، و فیزیکی )استخراج بخارات خاک و خاک

های زیرزمینی آلوده به حرارتی( برای پالایش خاک و آب

BTEX  است ) شدهدادهگسترشFirmino et al., 2015; 

Guo et al., 2012; Jin et al, 2013 .)با توجه به بررسی-

 باقابلیت هامیکروارگانیسم رسدبه نظر میهای انجام شده، 

. هستندآلوده  هایهپالایش منطققادر به  BTEXتجزیه 

 وفور دربه BTEXهای هوازی با توانایی تجزیه باکتری

گرفته بر ژنتیک های انجامشوند. پژوهشیافت می طبیعت

نشان  BTEX کنندهتجزیههای باکتری وسازسوختو 

 )باسیلی( ایهای میلهموارد باکتری بیشتردهد که در می

 Ayat et al., 2017; Aivalioti) هستندقابلیت این دارای 

et al., 2010; ATSDR, 2007 هایگونه(. همچنین 

نیز از توانایی  Burkholderiaو  Ralstonia یاییباکتر

 دیگربرخوردارند. همچنین  BTEXتخریب زیستی 

 ,.Rhodococcus (Guo et al ازجملهها میکروارگانیسم

2012; Jin et al., 2013)، (Singh and Celin., 

)2010،Acinetobacter،Alcaligenes، 

Brevibacterium، Cladophialophora sp. strain T1 

(Pourzamani et al., 2012)،Nocardia, Bacillus، 

Bordetella,  Arthrobacter (Ayat et al., 2017 )، 

Bradyrhizobium، Acidovorax، Marinobacter 

Agrobacterium، Aquaspirillum،  Variovoraxو 

Stenotrophomonas ه زیستیاز قابلیت تجزی نیز BTEX 
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 .(Yan et al.,2013; Dursun et al., 2005برخوردارند )

توده فعال، غلظت گوناگونی مانند غلظت زیست هایعامل

 غیر، دما، در دسترس بودن مواد مغذی pHها، آلاینده

های الکترونی، و سازگاری میکروبی، و گیرنده زیستی

. هستند مؤثر BTEXو سرعت تجزیه زیستی  برشدت

در  شدهتثبیت هایمیکروارگانیسم آوریفن از همچنین

ها سطح ویژه رشد باکتری افزایشبه دلیل زیستی  پالایش

بهبود مقاومت در برابر  توان استفاده نمود. این امر بامی

، دما، pHهای محیطی )مانند شیمیایی و تنش هایسم

 بازدهی تجزیه زیستیمنجر به افزایش مواد سمی( 

(. Pourzamani et al., 2012; Yan et al., 2013) گرددمی

های واند طول عمر جفتتگیرنده، می عنوانبه گرافن

افزایش  سبب و همچنینمنفذ را افزایش داده -الکترون

های کنش بین آلایندهها به دلیل برهمجذب آلاینده

 در ضمن .های آروماتیک گرافن شودزیستی و بخش

تواند فرآیند می کنندهتثبیت یک عامل عنوانبه گرافن

ا )که همیکروارگانیسم توسط BTEXتجزیه زیستی 

دارند( را  مانند زایلن را هاییبلیت تجزیه زیستی ترکیبقا

 ,.Azimi et al)تقویت نماید  وسازبا افزایش سوخت

باکتری بومی این تحقیق، جداسازی سویه  هدف از. (2016

تجزیه همچنین مقایسه و  زایلن زیستی تجزیه باقابلیت

 شده توسطو تثبیت های آزادزیستی زایلن توسط سلول

غلظت اکسید  های، اثرهمچنین. است( GOاکسید گرافن )

، دما و غلظت pHمحیطی مانند  هایعاملدیگر  و گرافن

 د.گردنتجزیه زیستی زایلن ارزیابی می کارآییبر نیز  زایلن

 هامواد و روش

 جداسازی سویه باکتری محیط کشت و

استفاده با  TY4-HXزایلن به نام  کنندهتجزیهسویه 

تنها منبع  عنوانبه زایلن وسیلهبه سازیکشت غنیمحیط  از

سی  منطقه آلوده واقع درخاکانرژی و کربن از کننده تأمین

در  (E° 9634/31و  N2892/48°مسجدسلیمان ) برنج

مطالعه،  مورد منطقه. شد آوریجمعاستان خوزستان ایران 

پسماندهای صنعتی مرتبط با صنایع و تجمع  بدلیل حضور

است.  شدهآلوده  های گذشتهدهه یط در نفت و گاز

گرفته است. انجام 1395شهریورماه سالدر برداری نمونه

مورد  24آلوده به پسماندهای صنعتی خاک هایتعداد نمونه

سطحی خاک متری سانتی 25و  10از عمق  هابود، این نمونه

شده آوریی جمعهانمونه سپس. شدآوریجمعاین منطقه 

شناسی میکروب آزمایشگاه داری شده و بهنگه C4° دمای در

 گردیدند. دانشگاه آزاد اسلامی واحد مسجدسلیمان منتقل

 C20°در دمای  DNAتا زمان جداسازی و استخراج  هانمونه

 کشت (. محیطStefani et al., 2015) شدند سازیذخیره

 مورد استفاده هوازی هایباکتری برای رشد ینمک پایه

گرم  3NaNO ،5/1گرم  4 شاملمحیط این  قرارگرفت.

4PO2KH ،5/0  4گرمHPO2Na ،2/0  گرمO2H.74MgSO ،

در لیتر آب  2CaClگرم  01/0، و O2.H4FeSOگرم  0011/0

مقدار  در pH با تنظیم(. Zhao et al., 2017بود ) زدایییون

 °Cبا استفاده از دستگاه اتوکلاو در دمای کشت محیط ،7

. سپس ماده زایلن با گردیددقیقه استریل  15به مدت  121

ی از امجموعه صورتبه که ایلن استفاده شدز %5/99 خلوص

ی از امجموعه است که شامل (Mixed Xylene) انواع زایلن

(. در درون ارلن آلمانMerck ) ستارتو و پارا و متا زایلن ا

پایه لیتر محیط میلی100لیتری به میزان میلی 250مایر 

غلظت حجمی رسیدن به تا سپس  نمکی اضافه گردید و

انرژی و کننده تأمینتنها منبع  عنوان، زایلن )به%1نهایی 

سویه از آن  . پسشد شده اضافهاستریلبه محیط ( کربن

TY4-HX پایه نمکی، تحت  کشت هوازی در محیط صورتبه

با سرعت گردش  دارشیکرانکوباتور در  ،C° 30ثابتدمای 

rpm 150نمونه. سپس شددادهمدت هفت روز کشت  ه، و ب 

پایه نمکی جدید و برای  کشت به یک محیط سازی شدهغنی

هفت روز دیگر انتقال یافت.  مجدد به مدت گرمادهی

 .گردید تکرار شرایط اشاره شده در بالا سه بار گرمادهی در

 هآگار های پایه نمکیپلیتنهایی به  سازیغنی هاینمونه

 Stefani et al., 2015; Mesgari)ند وی زایلن منتقل شدحا

et al.,2015). 
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 لیتری حاوی محیط پایه نمکی محتوی زایلن پس از تلقیح سویه باکتری در انکوباتورمیلی250ارلن های  -1شکل
Fig. 1- Erlenmeyer flasks contain 100ml MSM and 1ml xylene in the incubator after microbial inoculation 

 

شناسایی سویه جداسازی شده با استفاده از 

 16s rRNAتکنیک ژنومی 

توسط شرکت توپازژن واقع  ۲تحلیل ریبوتایپینگ

توسط  DNAخلاصه، استخراج  طوربهدر کرج انجام شد. 

(  cat NO. TGK4001)ژنومی  DNAکیت استخراج 

های توسط شرکت توپازژن انجام گرفت. برپایه توصیه

با استفاده از  16S rRNAشرکت سازنده کیت، ژن 

Ribosomal DNA amplification 2X Master mix   با

و به کمک  (cat No TGI4001) شماره اختصاصی

تکثیر شد.  R1492 همچنین و F27 3عمومی آغازگرهای

ها با استفاده از واکنش سازی واکنشادهفرآیند آم

 باکتری ژن موردنظر تکثیرو عمل  ٤ازای پلیمرزنجیره

مطابق با توصیه شرکت سازنده در مخلوطی از بافر 

10xTaq، DNA پلی مرازAmpliTaqGold  1.25به میزان 

U،  2مخلوطی از نوکلوتیدها به میزان mM ،  نمک کلرید

 دوآب  و DNAمیکروگرم  mM 25، 7/0 زیم به حجمیمن

. شدانجام میلی لیتر 50در حجم نهایی  تقطیرشده بار

 C° 94با درنظرگرفتن یک چرخه با دمای  PCR واکنش

یک به مدت  C° 94چرخه با دمای 30دقیقه،  5 به مدت

ه بC° 72یک دقیقه، و دمایه مدت ب C° 55دقیقه، دمای

 °Cدماییافته با یک دقیقه، و یک چرخه گسترشمدت 

با  واکنش. محصول تنظیم گردید دقیقه 10 به مدت 72

آمیزی پس از رنگ %1استفاده از ژل الکتروفورز آگارز 

DNA توالی بررسی شد .DNA یوسیلهبه یافته تکثیر 

 یس( شناسایی گردید. ئسو) Microsynthشرکت 

 افزارهای بیوانفورماتیک توسط نرمتحلیل

MEGA6 و پایگاه داده ،EzBioCloud 16S گردید انجام .

 افزاربا استفاده از نرم ٥تبارشناختیهای طراحی درخت

MEGA6 شدانجام (Ranya et al., 2008; Madueno et 

al., 2011; Yoon et al., 2017 .) 

  سازیها و مدلطراحی آزمایش

 یک روش آماری عنوانبه (RSM)روش سطح پاسخ 

خاص و گروهی از  هایپاسختعیین ارتباط بین  قادر به

. روش سطح پاسخ به دلیل است مدنظر پژوهش هایاملع

برای یک عامل دلخواه، یا  خطی شدن رسمقابلیت 

مدلی  عنوانبهصفحه برای دو عامل دلخواه،  صورتبه

د. شومناسب در بسیاری از کاربردهای صنعتی معرفی می

برای تعیین دامنه شرایط عملیاتی که  RSMروش از 

یک فرآیند یا عملیات در بهینه پاسخ تواند منجر به می

 این(. Zhao et al., 2017شود )می، استفاده گرددخاص 

 شرایط شناسایی برای است ممکن همچنین روش

 نهایی محصول کیفیت بهبود به منجر که جدید عملیاتی

بار تکرار  7به همراه اجرا  30تعداد  .شود استفاده گردد،می

زایلن، و غلظت ، دما، pHاولیه  میزانتعیین  منظوربه
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 زیستی غلظت اکسید گرافن، و رسیدن به بیشینه تجزیه

زایلن در نقطه مرکزی انتخاب شد. پس از تعیین دامنه 

( CCD)بهینه، از یک طراحی کامپوزیت مرکزی  میزان

 ،1Xاز بین چهار عامل کامل برای یافتن شرایط بهینه 

2X،3X  4، وX  2009 ;) گردیداستفاده .,et al Huang

Zhao et al., 2017 روش .)RSM  سه ، و فاکتوربا چهار

 Y پاسخسازی برای بهینه CCD شده توسطسطح طراحی

تابعی از چهار متغیر  عنوانبهزایلن(  زیستی )تجزیه

 شده است:بیان ، توسط رابطه زیرشدهاشاره

Y = b0 +b1X1 +b2X2 +b3X3 +b4 X4+b11X2 +b22X2 

+b33X2+b44X2 

شده، متغیرهای بینیپیشپاسخ  Y(، 1در رابطه )

1X،2X ،3X  4، وX به ترتیب نشان( دهنده دماC°) غلظت ،

( است. g/l، و غلظت اکسید گرافن )pH(، مقدار g/lزایلن )

0b  1، مبدأعرض ازb،2b ،3b  4، وb  11ضرایب خطی، وb، 

22b،33b  44، وb 12مربعی، و  هایضرایب جملb،23b ،13b ، 

14b،24b  34، وb ( ضرایب ثابت مدل هستند, et al.Huang 

 کد فاکتورواقعی مرتبط با سطوح  فاکتور(. سطح 2009

است. دامنه سطوح  شدهدادهنشان  1در جدول  شده

مبنای سطح کشت اصلی برای طراحی تجربی بر  ،هافاکتور

 زیستی بیشینه تجزیه منظوربه. شرایط کشت بهینه است

های آماری ( با تحلیل1معادله )مرتبه دوم زایلن و ضرایب 

 6/0/6نسخه  Design Expertافزار و استفاده از نرم

 .شدمحاسبه

 (CCDسطوح و کد متغیرها برای طراحی کامپوزیت مرکزی ) -1جدول 
Table 1.  Levels and codes of variables for central composite design (CCD) 

Factor Name Units Type 
Low  

Actual 

High 

Actual 

Low  

Coded 

High 

Coded 

X1 GO concentration g/l Numeric 0.2 0.5 -1 1 

X2 Xylene concentration g/l Numeric 1 2 -1 1 

X3 pH  Numeric 6 8 -1 1 

X4 Temperature °C Numeric 24 40 -1 1 

 

تعیین میزان تجزیه زیستی  و ی ارزیابیهاروش

 زایلن

ساعت در  24به مدت  شدهجاسازیهای باکتری

ارلن مایر ، در  rpm150، با سرعت گردش C32°دمای 

پایه  کشت محیط میلی لیتر100 شاملمیلی لیتری 250

د ـحجمی زایلن در شرایط هوازی رش %1به همراه  نمکی

ریفیوژ ـاه سانتـط دستگـها توسریــد. باکتـدنــداده ش

(g 10000  10در  )در  بار دوسپس ، شدهبرداشتدقیقه

دوباره در نهایت شسته شده و  محیط استریل پایه نمکی

سوسپانسیون  صورتبهدهم حجم محیط کشت در یک

 ارزهم هاشود. سوسپانسیون باکتریبازگردانده می

به عنوان یک ماده تلقیحی برای مک فارلند 5/0 کدورتبا

در کشت مورداستفاده بینی ترکیب بهینه محیط پیش

زایلن با  زیستی . تجزیهشداستفاده ،تجزیه زیستی زایلن

 3کشت در  محیط موجود در باقیمانده زایلنحل نمودن 

 جذبو خوانش هگزان محلول گشته  -n ماده لیترلیمی

منظور تعیین به نانومتر 400-200 موجطولنوری در 

 طوربهزایلن  هایغلظتانجام شد.  میزان تجزیه زایلن

، استخراج فاز جامد میکروروش وسیله به نیزمتناوب 

 . دش آنالیزتوسط کروماتوگرافی گازی 

-GC- CPکروماتوگرافی گازی با دستگاه  هاآزمایش

مجهز به شناساگر  (استرالیا Varianتولید شرکت ) 3800

 ،Split/Splitless 1177 (، انژکتورFID)شعله یونیزاسیون 

 Cp-spill 8 CB  (30m, 0.32mm, 0.25µm)یک دستگاه 



 ...شدهتیآزاد و تثب یهایتوسط باکتر لنیزا یستیز هیتجز

 

 1397 زمستان، 4 ، شمارهشانزدهم، دوره علوم محیطی فصلنامه

68 

، ml/min2 یک گاز حامل با دبی ثابت  عنوانبهو هلیوم 

 بازه در کروماتوگرافی هاآزمایش زمانی بازهگردید. انجام 

 ها. ترکیبشدتنظیمدقیقه  C° 150، 10تا  C40° دمایی

( در طول دوره Abiotic) زیستی غیراز طریق مصرف 

جدا شدند. تجزیه زیستی زایلن  ،زمانی بلندمدت گرمادهی

در ها گیری محوشدگی تدریجی این ترکیببا اندازه

و در محلول  Sphingomonas شاملمحلول آزمایشی 

 Sphingomonas نبودو در  یکسان شرایط تحت کنترلی

 زایلندرصد باقیمانده از  صورتبه. نتایج محاسبه گردید، 

زایلن  غلظت tC کهطوریبه است. )cC/tC*(100 برحسب

 غلظت Cc، و Sphingomonas شاملدر محلول آزمایشی 

 Berlendis etاست ) زیستی غیرزایلن در محلول کنترلی 

al., 2010; Jean et al., 2008 .) 

 

 اکسید گرافن هایویژگیسازی و آماده

 9999/99( با خلوص بالا )GOپودر اکسید گرافن )

 US Researchلایه اکسید گرافن از شرکت  6-10با %( 

Nanomaterials INC  با قطر داخلیnm 10-5  و قطر

برای  g/2m110بالای  ، و سطح nm 03 -02خارجی 

 g/lبا غلظت  GO. محلولی از شدخریداریآزمایش سنتز 

ثیر امواج أدقیقه تحت ت 15و به مدت  شد تهیه 05/0

محلول  به GOقرار گرفت. سپس محلول  ٦فراصوت

، شددادهکه به سامانه بازگشت ارتباط  M 2/0 سیستین

 احیاشده تبدیل به اکسید گرافن GOد. محلول گردیاضافه 

به  GO(. شناسایی Azimi et al.,2016) (rGO) گردید

 SEM, Seronکمک میکروسکوپ الکترونی روبشی )

model mira3سنجی تبدیل فوریه ( و دستگاه طیف

 انجام Perkin Elmer( محصول شرکت FTIRقرمز )مادون

 . شد

 

تثبیت باکتریایی با استفاده از اکسید گرافن 

 یه زیستی زایلنیافته جهت تجزکاهش

 ,0.35 ,0.2 ,0.05اکسید گرافن ) وتی ازفامت یزانم

0.50, 0.65 g/l دقیقه، تحت شرایط  30( به مدت

سپس شده اضافه شد. فراصوت، به آب مقطر استریل

معادل  با چگالیایی از محلول باکتری یزان میکرولیترم

 دوباره به محلول پایه نمکیمک فارلند  5/0 کدورت

 نیز GOمختلف  زانیم از میکرو لیتر100و  شدهاضافه

، و غلظت اولیه pHاضافه گردید. دمای محیط گرمادهی، 

. پس شدتنظیم RSM توسط شرایط بهینه برحسب زایلن

در دستگاه  گرمادهیدوره  ساعت 24 سپری شدن از

، تجزیه rpm 150با سرعت گردش  انکوباتور شیکردار

 . مشاهده گردیدزایلن 

 

 FTIRو  SEMتعیین مشخصات با استفاده از 

اکسید گرافن به همراه سویه باکتریایی چسبیده به 

سنجی میکروسکوپ الکترونی روبشی و طیف آن، توسط

ل . برای تحلیبررسی گردیدقرمز تبدیل فوریه مادون

شسته  شدهاستریلسه بار با آب مقطر  GOمیکروسکوپی، 

 د.هایی که به آن متصل نیستند، جدا شونشد تا سلول

مشاهده و بررسی شدند.  SEMز دستگاه سپس با استفاده ا

 مورد FTIRتوسط روش  GOساختار زیستی سطح 

های تفکیک های مختلف با دقتقرار گرفت. طیف بررسی
1-cm 4 1 و-cm 01/01 ر، بین مقادی-cm 4000- 005  با

 Perkin Elmer Spectrumسنجی روش طیف استفاده از

two series model instrumental analysis with KBr 

disc method بررسی و شناسایی قرار گرفتند مورد 

(Azimi et al.,2016). 

 نتایج و بحث

کننده های تجزیهمیکروارگانیسم هایویژگی

 زایلن

، بر پایه بهترین آلودهخاکبرداری از پس از نمونه

پایه نمکی  کشت فرآیند کشت و رشد باکتری در محیط

یی که قادر باکتریاهای سویه ،بهینهحاوی زایلن با شرایط 

 (.2انتخاب شدند )شکلبودند، زایلن  زیستی تجزیهبه 
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 حاوی زایلن پلیت اگاره محیط پایه نمکیدر  Sphingomonas paucimobilisاز  TY4-HXسویه هایکلونی -2شکل
Fig. 2- Colonies of Sphingomonas paucimobilis strain TY4-HX on MSM xylene-containing agar plates 

 

 حاویمنفی،  گرمسویه  باکتری جداسازی شده 

و متحرک، با تاژک قطبی  شکل ایزرد، میله هایدانهرنگ

کاتالاز، هیدرولیز اسکولین،  هایمنفرد بودند. نتایج آزمایش

برای تمامی  تجزیه گلوکز لاکتوزیداز، اکسیداز وبتا گا

 16Sمثبت بود. مقایسه توالی ژن  جداسازی شده هایسویه

rDNA  سویه از محیط ایزوله با توالی بانک ژن نشان داد که

 سویه( به %99دارای بیشترین شباهت ) جداسازی شده

TY4-HX  از باکتریSphingomonas paucimobilis  .است

باکتری برای تجزیه مواد آلی آروماتیک مانند مواد جنس این 

آروماتیک ( و مواد آلی پلیMAHsآلی مونوآروماتیک )

(PAHs( استفاده شد )Story et al., 2004 باکتری .)

Sphingomonas  به دلیل کاربردهای احتمالی که در

 موردتوجهپژوهشی  هایهدر مطالعهمواره زیستی،  تیمارهای

 محیطهای آلودگی سازیدر پاک باکتری . از اینبوده است

دهنده درخت نشان 2. شکل شده استاستفاده زیستی

 Sphingomonasاز باکتری  TY4-HX سویه تبارشناختی

paucimobilis  افزار نرم 6است که با استفاده از نسخه

MEGA شدهآماده ( استYoon et al., 2017.) 
 

 دیگرو  Sphingomonas paucimobilisاز باکتری  TY4-HXسویه برای  SrDNA 16توالی اساس  بر تبارشناختیدرخت  -3شکل

 های مرتبطسویه
Fig. 3- A phylogenetic tree based on the 16S rDNA of Sphingomonas paucimobilis strain TY4-HX and related strains 

 Sphingomonas paucimobilis strainTY4-HX

 Sphingomonas paucimobilis NBRC 13935(T)

 Sphingomonas zeae JM-791(T)

 Sphingomonas sanguinis NBRC 13937(T)

 Sphingomonas pseudosanguinis G1-2(T)

 Sphingomonas yabuuchiae GTC 868(T)

 Sphingomonas spermidinifaciens 9NM-10(T)

 Sphingomonas desiccabilis CP1D(T)

 Sphingomonas panni C52(T)

 Sphingomonas koreensis NBRC 16723(T)

 Sphingomonas azotifigens NBRC 15497(T)

 Escherichia coli

48

51

64

75

99

87

79

94

0.02
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 RSMتوسعه مدل 

Response Surfuce Methedology (RSM)  یک

رویکرد آماری است که فاکتورهای تاثیرگذار را بصورت 

غلظت اکسید گرافن،غلظت زایلن، منفرد و متقابل شامل 

pH، از  برای تجزیه زایلن مورد بررسی قرار می دهد. دما

ها فاکتوردقیق  میزان آوردن دست بهبرای  RSMطراحی 

غلظت اکسید  X1به صورتی که شده است. استفاده

برابر  R1دما، pH، X4بیانگر  X3غلظت زایلن ،X2 گرافن،

 یزانمActule value (Xylene degradation)،  R2با 

 (.2)جدول  است شدهبینیپیش

 هاآنبرای هر یک از سه عامل و نتایج تجربی  RSMطراحی  -2جدول 
Table 2. RSM design for the three factors and their experimental results 

std Run X1                X2 X3 X4 R1 R2 

18 1 0.65 1.5 7 32 86.30 88.92 

16 2 0.50 2.0 8 40 55.00 57.24 

14 3 0.50 1.0 8 40 65.00 5914 

12 4 0.50 2.0 6 40 53.70 56.39 

28 5 0.35 1.5 7 32 73.00 73.00 

22 6 0.35 1.5 9 32 38.00 38.60 

2 7 0.50 1.0 6 24 52.00 50.82 

10 8 0.50 1.0 6 40 62.00 59.59 

7 9 0.20 2.0 8 24 45.00 44.36 

8 10 0.50 2.0 8 24 50.40 49.92 

19 11 0.35 0.5 7 32 38.00 43.95 

11 12 0.20 2.0 6 40 36.50 32.57 

13 13 0.20 1.0 8 40 50.00 50.18 

25 14 0.35 1.5 7 32 73.00 73.00 

30 15 0.35 1.5 7 32 73.00 73.00 

29 16 0.35 1.5 7 32 73.00 73.00 

5 17 0.20 1.0 8 24 37.70 35.96 

15 18 0.20 2.0 8 40 46.50 48.63 

20 19 0.35 2.5 7 32 53.00 49.15 

23 20 0.35 1.5 7 16 23.00 24.38 

9 21 0.20 1.0 6 40 34.00 35.42 

27 22 0.35 1.5 7 32 73.00 73.00 

6 23 0.50 1.0 8 24 41.00 41.88 

17 24 0.05 1.5 7 32 59.70 59.18 

4 25 0.50 2.0 6 24 60.80 57.57 

3 26 0.20 2.0 6 24 30.00 36.80 

21 27 0.35 1.5 5 32 30.00 31.50 

26 28 0.35 1.5 7 32 73.00 73.00 

1 29 0.20 1.0 6 24 35.00 29.71 

24 30 0.35 1.5 7 48 36.70 37.42 
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 تخریب زیستی زایلن

 بر مختلف رگرسیون هایتحلیل از استفاده با

 با و( 1) عادلهم از حاصل آمدهدستبه تجربی هایداده

 لهمعاد) دو مرتبه از ایمعادله رگرسیون، ضرایب تخمین

 رحش به است، زایلن زیستی تجزیه یدهندهنشان که( 2

 :آمددستبه زیر

Y= 0.73+7.43X1 +1.78X3+3.26X4 –6.61X2
2 –9. 

49X3
2-10.52X4

2-3.8X1X3–2.49X2X4 +2.13X3X4 

(2    )        

با  4Xو ، 1X، 2X، 3Xشده از بینیسطوح بهینه پیش

آمده دستبه( 2استفاده از تحلیل رگرسیونی )معادله 

شده به ترتیب برای بینیپیش یزانکه مطوریبه، است

: اند ازعبارتو غلظت زایلن  ، دما PH،غلظت اکسید گرافن

g/l65/0، 7،C° 32 و ،g/l 5/1بینی مقدار تجزیه . پیش

 تعیینمقدار ضریب بود. . %92/88زیستی زایلن برابر 

دار برابر با معنی هایپاسخبرای  2R رگرسیون یزانم

درصدی  14/97دهنده اثر که نشانباشد می 9714/0

مرتبه  زایلن است. دقت مدل زیستی ها در تجزیهفاکتور

 ANOVAچهار تجزیه زیستی زایلن با استفاده از مدل 

های مدل ای از ویژگیخلاصه 3جدول  نیز بررسی شد. در

کنش دو خطی، برهم هایلهکه شامل جم مرتبه دو

های دهد. مدلنشان میرا ، استو توان دو  ،فاکتوری

زایلن  زیستی تجزیه درکنشی اهمیت بالایی خطی و برهم

 ب و ب، پنج الف و الف و های چهارهمچنین شکل .دارد

فضایی معنا دار در  منحنی خطی و ب نشانگر شش الف و

 .است RSM افزارتجزیه زایلن براساس نرم 

 ( مدل مرتبه دو برای زایلنANOVAتحلیل واریانس ) -3جدول 
Table 3. ANOVA of the quadratic model for xylene 

Source 
Sum of  

Squares DF 
DF Mean Square F Value Prob > F  

Model 

 

7713.19 14

 550.

94

 36.3

5 < 

0.0001 

14 550.94 36.35 < 0.0001 significant 

       

A 1326.11 1 550.94 87.50 < 0.0001  

B 40.56 1 1326.11 2.68 0.1227  

C 75.62 1 40.56 4.99 0.0412  

D 254.80 1 75.62 16.81 0.0009  

A2 1.89 1 254.80 0.12 0.7289  

B2 1199.32 1 1.89 79.14 < 0.0001  

C2 2468.92 1 1199.32 162.91 < 0.0001  

D2 3038.42 1 2468.92 200.49 < 0.0001  

AB 0.12 1 3038.42 8.083E-003 0.9296  

AC 231.04 1 0.12 15.25 0.0014  

AD 9.30 1 231.04 0.61 0.4455  

BC 1.69 1 9.30 0.11 0.7430  

BD 99.00 1 1.69 6.53 0.0219  

CD 72.25 1 99.00 4.77 0.0453  

Residual 227.32 15 72.25    

Lack of Fit 227.32 10 15.15    

Pure Error 0.000 5 22.73    

Cor Total 7940.51 29     

 The Model F-value of 36.35 implies the model is significant.  There is only 

 a 0.01% chance that a "Model F-Value" this large could occur due to noise. 

 Values of "Prob > F" less than 0.0500 indicate model terms are significant.   
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    (b) ب  a)) الف

اکسیدگرافن بر میزان تجزیه زیستی زایلن)الف :نمودار سطحی ،ب:نمودار   و غلظت pHطراحی سطح پاسخ تاثیر متقابل  -4 شکل

 شمارشی(
Fig. 4- Effect of the level of interaction between pH and graphene oxide concentration on total xylene removal: (a) surface plot 

and (b) contour plot 
 

 (aالف)
  b)ب)

غلظت زایلن بر میزان تجزیه زیستی زایلن )الف: نمودار سطحی، ب: نمودار  طراحی سطح پاسخ تاثیر متقابل دما و -5شکل 

 شمارشی(
Fig. 5- Effect of the level of interaction between of temperature and xylene concentration on total xylene removal: (a) surface 

plot and (b) contour plot 

 

نشان می دهد که در طراحی سطح پاسخ،  4شکل 

گونه بر میزان تجزیه چ  pHوغلظت اکسید گرافن  تاثیر

این  7به عدد  pHبا رسیدن  زیستی زایلن موثر می باشد و

، میزان تجزیه pHیا افزایش  با کاهش و میزان افزایش و

 pHل متقاب رهایهمچنین اث یابد.زیستی زایلن کاهش می

 غلظت زایلن نیز دراین بررسی مشخص گردید و
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که در طراحی سطح دهد نشان می 5شکل 

چگونه بر میزان  پاسخ، تاثیر غلظت زایلن و دما

تجزیه زیستی زایلن موثر است و با رسیدن دما به 

گراد این میزان افزایش و با کاهش درجه سانتی 32

و یا افزایش دما از دمای بهینه، میزان تجزیه 

یابد. همچنین اثرهای زیستی زایلن کاهش می

نیز دراین بررسی  متقابل دما وغلظت زایلن

 مشخص شد.

 

 (b)ب (aالف)
 بر میزان تجزیه زیستی زایلن )الف: نمودار سطح ،ب: نمودار شمارشی( pH: طراحی سطح پاسخ تاثیر متقابل دما و 6شکل

Fig. 6- Effect of the level of interaction between of pH and temperature on total xylene removal: (a) surface plot and (b) contour 

plot 

 

 نشان می دهد که در طراحی سطح پاسخ، 6شکل 

چگونه بر میزان تجزیه زیستی زایلن  دما وpH  هایاثر

این  گراددرجه سانتی 32با رسیدن دما به  واست موثر 

یا افزایش دما ازدمای بهینه،  با کاهش و افزایش و میزان

 تاثیرهمچنین  یابد.میزان تجزیه زیستی زایلن کاهش می

 د.شنیز دراین بررسی مشخص pH  متقابل دما و

 

 FTIRو  SEMنتایج آنالیزهای 

در اکسید گرافن بر سطح  یاییاتصال باکتر

 SEMزایلن با استفاده از دستگاه گرم بر لیتر 5/1حضور

در  های محصورشدهبیانگر باکتری 7مشاهده شد. شکل 

تواند که می، است های منظم اکسید گرافنتودهمیان 

 با سطح خارجی اییهای باکتریکنش سلولبرهم ناشی از

 7لشک همچنین بنا بهباشد.  اکسید گرافن های منظملایه

 این سویه شناسیریختکه تغییر زیادی در مشاهده شد 

وجود  اکسید گرافنبا  دهی همراهدوره گرما باکتری پس از

 اکسید گرافن هایهلاید که ادنشان SEM. تصاویر اردند

گری و بدون خسارت به مکانیسم غربال واسطهبهفقط 

 بنا برکنند. را جدا می اییهای باکتریدیواره سلول، سلول

هیچ که  رفت،انتظار می گرفته مشابه صورت هایپژوهش

 ییباکتریا تثبیتپس از  اکسید گرافنتغییری در ساختار 

این روش  هایاز امتیاز این موضوع ، کهه باشدرخ نداد

-ه(. مشاهدKolangikhah et al., 2012) دشومیمحسوب 

 هایبررسیمتفاوت از این تحقیق  دست آمده ازهای به

 های کربنینانولولهاستفاده از  که دلیلاین  به. استمشابه 

، غشای دیواره سلولی به هاپژوهش آنای در غیر آرایه
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های اکسیداتیو و سم زا مانند تنش هایمکانیسمدلیل 

شود می گسیختههم دیده و ازهای فیزیکی، آسیبآسیب

(Nel et al., 2004 .)،طبق نتایج حاصل در این تحقیق 

 نشدنددیده  بررسیدر این  اشاره شدهی هاآسیب

 (.7)شکل

 

 

. محدوده G.O/Sphingomonas paucimobilis strainTY4-HX.A( از µm 1تصویر حاصل از میکروسکوپ الکترونی )با تفکیک  -7ل شک

A و محدوده گرافنهای اکسید لایه ،B  سویهTY4-HX  از باکتریSphingomonas paucimobilis 
. 7- Scanning electron microscopy image (1µm resolution) of the graphene oxide (a) and Sphingomonas paucimobilis strain TY4-

HX (b) 

 

و  GOمقایسه کل طیف  8شکل

G.O/Sphingomonas paucimobilis strainTY4-

HX.A نگاریطیف . ایندهدیرا نشان م FTIR  از

آمده عملاکسید گرافن بههای سالم و لایه هامحصول

 میزان اکسید گرافنبرای نگاری طبق این طیف. است

به ارتعاش و کشسانی  cm 3232-1 مرکز هبیشینه ب

بیشینه  میزان، دیگرعبارتبهمرتبط است.  O-Hمولکول 

به کشسانی  1271و  cm 1719 ،1604 ،1367-1در 

C=Oریدی ، اوربیتال هیبsp2  برایC=C  باندو O-H ،

مربوط است  C-O-Oکشسانی و  C-OHکشسانی 

(2017., et al Nouri .)1بیشینه در میزان، علاوهبه-cm  

های از گروه C-Oتوانند به کشسانی یم 1104و  1110

 ,.Garrigues et al) تبط باشدآلکوکسی و اپوکسی مر

بیشینه  هایپیکشد که مشاهده بنا به شکل (. 1992

که  هستنددارای انحراف  اکسید گرافنهای لایه

 ، سویه باکتری وکنش بین زایلندهنده برهمنشان

های پیکاست. البته برخی از اکسید گرافن  هایلایه

 به زایلن متعلقcm 1104-1 و cm 617-1در  شدهمشاهده

شده همچنین پیک مشاهده(. Nouri et al., 2017است )

( که rGOیافته )اکسید گرافن کاهش بهcm 2911-1در 

 Nelاست ) شد، مرتبطدیده نیز پیشین هایبررسیدر 

et al., 2004 بنابراین، نتایج .)FTIR  د که یک دانشان

اکسید  هایها و لایهکنش خوب بین این باکتریبرهم

در طول  اکسید گرافنهای است و لایه دادهرخ گرافن

های اکسید گرافن فرآیند تجزیه زیستی به لایه

 .تغییریافتند( rGOیافته )کاهش
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 G.O/Sphingomonas paucimobilis strainTY4-HX.A طیف فروسرخ -8 شکل

Fig. 8- The infrared spectrum of the graphene oxide/ Sphingomonas paucimobilis strain TY4-HX 

 

 

 از باکتری TY4-HXسویه  شدهتثبیتهای آزاد و مقایسه درصد حذف زایلن با سلول - 9شکل

 Sphingomonas paucimobilis  اکسیدگرافنبا 
Fig. 9- The comparison of xylene removal percentage by free-living cells and immobilized cells of Sphingomonas paucimobilis 

strain TY4-HX on graphene oxide 

 

مقایسه عملکرد حذف زیستی زایلن بین سویه 

 شده تثبیت آزاد و

استفاده از با  زایلناز گرم بر لیتر 5/1حذف فرآیند 

 هاییزانا مب TY4-HX سویه شدهتثبیتهای آزاد و سلول

، در C° 32، دمای 7اولیه  pHبا اکسید گرافن لف از مخت

با سرعت گردش  دارشیکر انکوباتورساعت و در  24طول 

rpm 150نیز(. الف9)شکل پایین  در ه استمطالعه شد ،

غلظت ها با سلولحین تثبیت درصد بالاتری از حذف زایلن 

. در این شده استگرم بر لیتر از اکسید گرافن مشاهده65/0

، و C° 32، دمای 7برابر با  pH تحت شرایط زایلن بررسی

به و  ایملاحظهقابل طورگرم بر لیتر به5/1غلظت اولیه 

 %3/86های آزاد و بیش از سلول در حضور %8/45 یزانم

از باکتری  TY4-HX سویه شدهتثبیتهای سلول در حضور

Sphingomonas paucimobilis زیستی گردید هیتجز دچار 

که  های مشابه نشان داده استپژوهش ب(. 9)شکل 

با الکترودهای گرافن  Bacillus cereus WJ1باکتری 

 امکان و نیزبوده تجزیه زیستی فنل  قادر به ایچندلایه

کارایی  ،. همچنین گرافندادندآن را افزایش  یتکرارپذیر

های زایلن با بار د. مولکولادجذب فنل نشان در  بهتری

 های با بار منفیمولکولر به جذب قادالکتریکی مثبت، 
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اکسید گرافن یک . (Yan et al., 2013)بودند اکسید گرافن 

در حذف  قبولقابل باقابلیت BTEX هایبثر ترکیمؤجاذب 

 ;Pourmand et al., 2015) بودنیز  هااز پساب هاترکیباین 

Behzadi et al., 2015 .)می تواند به زایلن جذب مکانیسم 

 باکتری سویه یوسیلهبه زایلن جذب عملکرد تشدید دلیل

 دهندگی واکنش سبب به و همچنین  گرافن اکسید و

سویه  سلولی، دیواره و زایلن حلقه الکترون گیرندگی

 باکتری باشد. 

 

 از باکتری TY4-HXسویه  های آزاد و تثبیت شدهمقایسه درصد حذف زایلن با سلول -10شکل 

 Sphingomonas paucimobilis اکسید گرافن  غلظت های مختلف با 
Fig. 1b- The Comparison of Xylene removal percentage by free-living cells and immobilized cells of Sphingomonas paucimobilis 

strainTY4-HX with GO 

 

 گیرینتیجه

 سویهتجزیه زیستی زایلن با استفاده از  تحقیقدر این 

TY4-HX  از باکتریSphingomonas paucimobilis  که از

شهرستان  آلوده به پسماندهای صنعتی واقع درخاک

، بررسی شدخوزستان جداسازی استان مسجدسلیمان در 

زایلن با فعالیت بالا در عمل  کنندهتجزیهد. باکتری گردی

های متفاوت از غلظتتجزیه زیستی و مقاومت زیاد در برابر 

کشت محیط  درزایلن زیستی زایلن، دارای قابلیت حذف 

ساعت  24 بازه زمانیدر  %8/45مایع به میزان ی نمکپایه 

 TY4-HX سویه تثبیتاکسید گرافن برای  علاوه ازبهبود. 

 SEMو  FTIR دست آمده ازیج بهبررسی نتاد. شاستفاده 

خود  در طول دوره رشد باکتریایی سویهکه این دادنشان 

های . سلولاستبه سطح اکسید گرافن  قادر به چسبیدن

قادر به تجزیه زیستی زایلن پایداری بهتری  با شدهتثبیت

اکسید از گرم برلیتر65/0با غلظت اولیه %3/86 یزانبه م

تایج بیانگر عملکرد بهتر ن. بودندساعت  24 طی گرافن

شده در تجزیه زیستی زایلن در مقایسه های تثبیتباکتری

گروه کربوکسیلیک های آزاد به دلیل حضور با باکتری

، RSMسطحی اکسید گرافن است. با استفاده از روش 

 زیستی آن و غلظت زایلن برای تجزیه ، دماpHبهینه  یزانم

 استو آزاد به ترتیب برابر  شدهتثبیتهای سلول ه کمکب

های . ویژگیگرم بر لیترتعیین شد5/1و  C° 32،7با 

ایجاد سطح بسیار  ازجملهفرد اکسید گرافن منحصربه

معدنی و آلی  هایمناسب برای اتصال و واکنش با ترکیب

ها میکروارگانیسم تثبیتو نیز  هاو زدودن این ترکیب

نظیر  آلی هایترکیب کنندهتجزیههای مانند باکتری

 باقابلیتیک ماده  عنوانبه، این ترکیب را اسفنگوموناس

آینده برای بهبود  هایپژوهشکند که در بالا معرفی می

ای خواهد پذیری جایگاه ویژهکارایی و سرعت تجزیه

 داشت.
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Introduction: In recent decades, xylene has been considered as one of the most important pollutants in soil, along 

with other aromatic compounds in crude oil and other petrochemicals. Therefore, the aim of this study was to find 

bacteria for the biodegradation of this compound and to increase the degradation efficiency of this compound 

with the help of immobilizing the bacterium on compounds with a nanostructure such as graphene oxide. 

Material and methods: In the current study, biodegradation of xylene by free and immobilized bacteria on 

graphene oxide was studied under optimized conditions. Isolated xylene degrading bacteria from contaminated 

soils were identified based on 16S rDNA gene sequencing and submitted to gene bank as Sphingomonas 

paucimobilis strain TY4-HX. Using response surface methodology, optimum values of pH, temperature and 

xylene concentration for xylene degradation by free and immobilized cells were determined as 7, 32ºC and 

1.5g/l, respectively.  

Results and discussion: Free bacterial cells were able to degrade 45.8% of the xylene after 24h under 

optimized conditions. Analyzes by Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) and Scanning Electron 

Microscope (SEM) showed that the strain adhered onto the Graphene oxide surface and developed a biofilm. 

Immobilized cells were able to degrade up to 86.3% of the xylene after 24h under optimized conditions.  

Conclusion: Our results indicated that free and immobilized Bacteria had a suitable application potential in 

the treatment of xylene-containing soils. 
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