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جداسازی باکتری بومی گرمادوست 
                                                     Bacillus thermoamylovorans

گوگردزدا و بهینه سازی محیط کشت

چكيده
ــا اســتفاده از میکروارگانیســم ها می باشــد. هــدف ایــن  ــرای حــذف گوگــرد از ســوخت هــای فســیلی ب فراینــد گوگردزدایــی زیســتی ب
پــروژه جداســازی میکروارگانیســم گرمادوســت دارای فعالیــت گوگردزدایــی زیســتی از دی بنزوتیوفــن بــه عنــوان تنهــا منبــع گوگــرد و 
بررســی شــرایط بهینــه محیــط کشــت رشــد و فعالیــت گوگردزدایــی می باشــد. بــه منظــور بررســی رشــد ســلولی و فعالیــت گوگردزدایــی 
ــرای بهینه ســازی محیــط کشــت،  ــد. ب ــی حــاوی دی بنزوتیوفــن اســتفاده گردی ــه معدن زیســتی میکروارگانیســم از محیــط کشــت پای
ــان  ــش نش ــای پژوه ــدند. یافته ه ــتفاده ش ــردی اس ــع گوگ ــف منب ــای مختل ــن غلظت ه ــروژن و همچنی ــن و نیت ــف کرب ــع مختل مناب
ــه  ــد ک ــان می ده ــس نش ــج گیب ــد. نتای ــت می آی ــذاری به دس ــس از h 96 گرماگ ــلولی پ ــد س ــزان رش ــترین می ــه بیش ــد ک می دهن
ــوان  ــه عن ــل ب ــی بی فنی ــد، 2- هیدروکس ــذف می کن ــیر 4s ح ــق مس ــن را از طری ــود در دی بنزوتیوف ــرد موج ــم، گوگ میکروارگانیس
ــود. نتایــج پژوهــش نشــان داده اســت کــه  محصــول انتهایــی فراینــد گوگردزدایــی زیســتی در h 72 بیشــترین مقــدار)mg/L 26/1( ب
ســویه ترموفیــل جــدا شــده دارای توانایــی حــذف گوگــرد از دی بنزوتیوفــن مــی باشــد و امــکان ارتقــای ایــن فراینــد بــا بهینــه ســازی 

محیــط کشــت وجــود دارد.

کلمات کليدي: گوگردزدایی زیستی، باکتری گرمادوست، دی بنزوتيوفن، رشد سلولی، بهينه سازی.
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مقدمه

ــت.  ــرژی اس ــد ان ــم تولی ــع مه ــی از مناب ــام یک ــت خ نف
ــش  ــل پالای ــه در مراح ــف ک ــای مختل ــور آلاینده ه حض
و احتــراق ســوخت های حاصــل از نفــت خــام ایجــاد 

می شــوند، محدودیت هایــی را در زمینــه مصــرف ایــن 
ــیلی  ــوخت های فس ــه س ــد ]1[. هم ــاد کرده ان ــواد ایج م
ــر  ــی گوگــرددار می باشــند کــه در اث ــات آل حــاوی ترکیب
ــار  ــا انتش ــه فض ــردی ب ــا اکســیدهای گوگ ــراق آن ه احت
می یابنــد ]2[ کــه اثــرات زیانبــاری را بــر ســلامت و 
ــردی )SO2( در  ــید گوگ ــت دارد. دی اکس ــط زیس محی
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اتمســفر نزدیــک ســطح زمیــن فــراوان اســت و می توانــد 
ــث  ــد و باع ــولفات باش ــل س ــکیل ذرات آئروس ــل تش عام

ــوند ]3[. ــی ش ــای تنفس ــاد بیماری ه ایج

حضــور گوگــرد در ســوخت های فســیلی منجــر بــه 
ــیدی،  ــای اس ــاد باران ه ــت و ایج ــط زیس ــی محی آلودگ
خرابــی  پالایــش،  تجهیــزات  و  ادوات  در  خوردگــی 
ــاختن  ــال س ــر فع ــرژی و غی ــد ان ــای مول زودرس موتوره
حرارتــی  ارزش  کاهــش  و  فلــزی  کاتالیســت های 
ــل  ــب ح ــیدی موج ــای اس ــن باران ه ــود. همچنی می ش
ــا و از  ــدن دریاچه ه ــمی ش ــاختمانی، س ــواد س ــدن م ش
ــا می شــود ]4[. درصــد بیشــتری از  ــن جنگل ه ــن رفت بی
ترکیبــات گوگــردی نفــت خــام بــه شــکل ترکیبــات آلــی 
هســتند )تیول هــا، تیواتر هــا و ترکیبــات تیوفنــی حلقــوی 
هتروســیکلیک ماننــد تیوفــن، بنزوتیوفــن، دی بنزوتیوفــن 

ــا( ]5[. ــه آنه ــتقات آلکیل و مش

 روش هــای مختلفــی بــرای حــذف گوگــرد از نفــت خــام 
وجــود دارد کــه متداول تریــن روش گوگردزدایــی بــا 
ــه کار  ــت ب ــن روش در صنع ــت. ای ــدروژن )HDS( اس هی
ــی آن  ــه ط ــد ک ــتی می باش ــدی کاتالیس ــی رود و فرآین م
ــت  ــولفید هیدروژن تح ــه س ــرددار ب ــی گوگ ــات آل ترکیب
ــل می شــوند  ــالا تبدی ــا و فشــار( ب ــی )دم شــرایط عملیات
]6[. فرآینــد گوگردزدایــی بــا هیــدروژن بــه دلیــل 
فشــار و دمــای بــالا از هزینه هــای زیــادی برخــوردار 
ــات  ــالای ترکیب ــت ب ــت مقاوم ــه عل ــن ب ــت. همچنی اس
بــه  آروماتیــک گوگــرددار  و هتروســیکلیک  تیوفنــی 
ــمی  ــواد س ــد م ــدروژن، تولی ــا هی ــی ب روش گوگردزدای
ــای  ــوخت، فناوری ه ــی س ــش ارزش حرارت ــی و کاه جانب
نویــن گوگردزدایــی بــه عنــوان فرآیندهــای مکمــل و یــا 
جایگزیــن آن ابــداع شــده اند. گوگردزدایــی زیســتی یکــی 
ــده  ــام ش ــای انج ــت ]7[. در پژوهش ه ــن روش هاس از ای
ــه  ــن ب ــتی از بنزوتیوف ــی زیس ــعه گوگردزدای ــرای توس ب

ــود ]7 و 5[. ــتفاده می ش ــدل اس ــب م ــوان ترکی عن

ــرای متابولیســم  ــواع متعــددی از میکــرو ارگانیســم ها ب ان
ترکیبــات گوگــردی از جملــه: میکــرو ارگانیســم های گــرم 
ــت  ــده اس ــنهاد ش ــا پیش ــی و مخمره ــرم منف ــت، گ مثب

]3[. همچنیــن اغلــب میکروارگانیســم های گوگــردزدا 
ــرای  ــم را ب ــی ملای ــه شــرایط دمای ــل می باشــند ک مزوفی
ــد ]2[. در  ــم می نماین ــتی فراه ــی زیس ــد گوگردزای فرآین
 Rhodococcus میکروارگانیســم  کیلبــان   ،1990 ســال 
erythropolis IGTS8 را بــه عنــوان اولیــن میکروارگانیســم 

گوگــردزدا )کــه مســیر 4S را طــی می کنــد( معرفــی نمــود 
ــاری از  ــد محصــول ع ــی حــذف گوگــرد و تولی کــه توانای
گوگــرد بــه عنــوان محصــول نهایــی و بــدون آســیب بــه 
ســاختمان دی بنزوتیوفــن را دارد ]2[. در ایــران نیــز 
ــروه  ــط گ ــه Gordonia RIPI ]3[ توس ــویه هایی از جمل س
بیوتکنولــوژی پژوهشــگاه صنعــت نفــت ایــران جداســازی 
و شناســایی شــده اســت کــه قــادر بــه حــذف اختصاصــی 

ــد. ــن می باش ــرد از دی بنزوتیوف گوگ

ــی  ــرای خروج ــتی ب ــی زیس ــه گوگردزدای ــی ک در مواقع
ــرد طراحــی  ــای HDS جهــت حــذف بیشــتر گوگ واحده
ــی زیســتی مســتلزم  ــد گوگردزدای ــام فراین ــود، انج می ش
ســنگین  هزینــه  صــرف  و  خروجــی  نمــودن  ســرد 
می باشــد. بنابرایــن بــه منظــور رفــع ایــن مانــع اســتفاده از 
میکروارگانیســم هایی کــه قــادر بــه فعالیــت در دمــای بــالا 
ــیله  ــه به وس ــی ک ــت دارد ]6[. آنزیم های ــتند، ارجحی هس
بشــدت در  تولیــد می شــوند  ایــن میکروارگانیســم ها 
ــوره  ــر دنات ــوده و معمــولاٌ  در براب ــدار ب ــر حــرارت پای براب
ــای  ــا، حلال ه ــل دترجنت ه ــیمیایی از قبی ــای ش کننده ه
ــتند ]7،  ــاوم هس ــر pH مق ــخت از نظ ــرایط س ــی و ش آل
6[. تــا به حــال تلاش هــای زیــادی بــرای جداســازی 
میکروارگانیســم های گرمادوســت گوگــردزدا انجــام شــده 
                                                                                   Sulfolobus acidocaldarius ارگانیســم  میکــرو  اســت. 
ــیون  ــی و اکسیداس ــد گوگردزدای ــام فراین ــه انج ــادر ب ق
DBT در دمــای C° 70 می باشــد ]8[. بــا توجــه بــه 

مزیت هــای اســتفاده از میکروارگانیســم های ترموفیــل 
ــازی  ــرداری و جداس ــا نمونه ب ــوان ب ــه می ت ــن زمین در ای
و  آلــوده  محیط هــای  از  بومــی  میکروارگانیســم های 
ــد  ــمگیری در فراین ــرفت چش ــور پیش ــی کش ــع نفت مناب

ــرد. ــورت گی ــتی ص ــی زیس گوگردزدای

در این پژوهش سعی شده که میکروارگانیسم ترموفیل دارای
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توانایــی فعالیــت گوگردزدایــی بــه صــورت بومــی از 
مناطــق جنوبــی و آلــوده بــه نفــت کشــور پــس از انجــام 
مراحــل غنی ســازی و غربالگــری جداســازی گردیــد. پــس 
ــی ژن 16S rRNA ســویه جــدا شــده  از وارد نمــودن توال
ــه ســویه منتخــب  ــد ک در ســایت NCBI مشــخص گردی
Bacillus thermoamylovorans بــا 97% قرابــت بــه ســویه

بــا شــماره NR117028.1 شــباهت دارد. ســویه جداســازی 
شــده بــه نــام EAMYO نام گــذاری شــد. شــرایط بهینــه 
رشــد و فعالیــت گوگردزدایــی بــه منظــور ارتقــای فراینــد 

گوگردزدایــی ســویه جــدا شــده بررســی گردیــد.

ــا  ــه آن ب ــده و مقایس ــت آم ــج به دس ــه نتای ــه ب ــا توج ب
ــوان  ــی، می ت ــه گوگردزدای ــای انجــام شــده در زمین کاره
 Bacillus thermoamylovorans اظهار داشــت کــه باکتــری
ســویه EAMYO از توانایــی مناســب بــرای حــذف گوگــرد 
ــی  ــری ط ــن باکت ــت. ای ــوردار اس ــن برخ از دی بنزوتیوف
ــن را مصــرف  ــای C° 55، دی بنزوتیوف رشــد خــود در دم
نمــوده و ترکیب هــای هیدروکســیل دار را تولیــد و در 
محیــط متراکــم می ســازد. میکروارگانیســم مذکــور از 
ــوازی ترکیــب گوگــردی  ــه طــور ه ــق مســیر 4s و ب طری
ــل  ــل تبدی ــی بی فنی ــه 2-هیدروکس ــن را ب دی بنزوتیوف
 96 h ــویه در ــن س ــه ای ــان داد ک ــج نش ــد. نتای می نمای
                      7/3 pH 55 و °C را در دمای )OD660 =1( بیشــترین رشــد
داشــته و در h 72 بیشــترین فعالیت گوگرد زدایی زیســتی 
را دارد و میــزان تولیــد HBP-2 در h 72 بــرای ســویه 
                                                                                        26/1 mg/L  طبــق منحنــی اســتاندارد گیبــس EAMYO

ــد. ــت آم به دس

مواد و روش
مواد شیمیایی

ــتفاده  ــورد اس ــت م ــای کش ــیمیایی و محیط ه ــواد ش م
ایــن پژوهــش از شــرکت مــرک )آلمــان( تهیــه  در 
KH-( ــیم ــفات پتاس ــد از: فس ــواد عبارتن ــن م ــدند. ای  ش

2PO4(، فســفات ســدیم )Na2H PO4(، کلریــد منیزیــم 

ــد  ــز )MnCl2.4H2O(، کلری ــد منگن )MgCl2.6H2O(، کلری

 ،)FeCl3.6H2O( آهــن  کلریــد   ،)CaCl2.2H2O( کلســیم 

دی  )2و6  گیبــس  معــرف   ،)%99( بنزوتیوفــن1  دی 
کلروکینــون4- کلروایمیــد(، 2- هیدروکســی بــای فنیــل، 

دی متیــل فرمامیــد )%99( ]3[. 
محیط های کشت

میکروارگانیســم در ایــن پژوهــش جداســازی گردیــد. بــه 
منظــور مطالعــه و بررســی میــزان فعالیــت گوگردزدایــی 
 2 BSM( ــی پایــه میکروارگانیســم از محیــط کشــت معدن
ــه  ــزا تهی ــط در دو قســمت مج ــن محی ــد. ای ــتفاده ش اس
ــه اســتریل شــد. جــزء اول ایــن محیــط کشــت  و جداگان
 ،NH4Cl )1/2( ،Na2H PO4 )4( ،KH2PO4 )6( :)g/l( حاوی
ــاوی  ــت ح ــط کش ــزء دوم محی ــدیم و ج ــزوات س )2( بن
 )0/001( ،MncL2.4H2O )0/004( ،MgCl2.6H2O )0/75(
CaCl2.2H2O )0/001 ( ،FeCl3.6H2O بــا pH نهایــی حدود 

7/3  می باشــد. DBT در دی متیــل فرمامیــد حــل شــده 
و به عنــوان تنهــا منبــع گوگــرد بــه BSM اضافــه گردیــد 
]9[. همــه کشــت های میکروبــی در فلاســک و در دمــای 
C° 55 و rpm 150 گرماگــذاری شــدند. محیــط نوترینــت 

آگار غنــی شــده3 حــاوی عصــاره مخمــر g/L 2، تریپتــون 
و  خالص ســازی  بــرای   20  g/L آگار  غلظــت  و   4  g/L

جداســازی اســتفاده شــد. 
نمونــه برداری و غنی ســازی و جداســازی میکروارگانیســم 

گوگــردزدا از ترکیــب مدل

میکــرو  جداســازی  زمینــه  در  قبلــی  تجربه هــای 
ــد  ــی و مول ــات نفت ــده ترکیب ــه کنن ــم های تجزی ارگانیس
ــق  ــای مناط ــه نمونه ه ــد ک ــورفکتانت نشــان می ده بیوس
ــبی  ــع مناس ــد مناب ــی می توانن ــات نفت ــه ترکیب ــوده ب آل
باشــند  میکروارگانیس هــا  ایــن  جداســازی  جهــت 
ــف  ــه مختل ــروژه از40 ناحی ــن پ ــام ای ــرای انج ]10[. ب
ــرداری  ــق نمونه ب ــر مناط ــد. اکث ــام ش ــرداری انج نمونه ب
شــده دارای ســابقه آلودگــی طولانــی مــدت بــه لجن هــای 
نفتــی بودنــد. در ایــن مناطــق بــرای مدت هــای طولانــی 
لجن هــای نفتــی در بشــکه هایی جمــع آوری شــده بودنــد. 
جهــت نمونه  بــرداري از ظــروف شیشــه اي درب  دار و

1. Dibenzothiophene )DBT(
2. Basal Salt Medium 
3. Enrichment Nutrient Agar  
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ــدار  ــد. مق ــتفاده گردی ــپ دار اس ــی زی ــه های نایلون کیس
ــد  ــای جام ــع و g 5 از نمونه ه ــای مای mL 10 از نمونه ه

 BSM ــط ــاوی محی ــک های ح ــه در فلاس ــور جداگان به ط
ــه  ــن کشــت داده شــدند. ب حــاوی ppm 50 دی بنزوتیوف
منظــور جلوگیــری از رســوب و کــدورت در محیــط، ایــن 
ــتریل  ــه اس ــه و جداگان ــط در دو قســمت مجــزا تهی محی
گردیــد. پــس از اتــوکلاو شــدن دو قســمت محیــط کشــت 
 DBT ــده و ــه ش ــر اضاف ــه یکدیگ ــتریل ب ــورت اس ــه ص ب
 50 ppm ــت ــردی در غلظ ــع گوگ ــا منب ــوان تنه ــه عن ب
اضافــه گردیــد. بــه منظــور جلوگیــری از شــوک حرارتــی، 
                                                                                                  150 rpm انکوباســیون کشــت نمونه ها در طی 7 روز با دور
بــه ترتیــب  در دمــای C ،45 ،30° 55 بــه مــدت 24، 48، 

hr 96 انجــام گرفــت.

نمونه هائــی کــه در جداســازی های اولیــه در محیــط 
ــی از  ــبتا خوب ــد نس ــراه DBT رش ــه هم ــی ب ــه معدن پای
خــود نشــان داده بودنــد، در پلیــت حــاوی نوترینــت 
ــت،  ــام گرف ــت انج ــور پلی ــه روش پ ــده ب ــی ش آگار غن
 55 °C ســپس پلیت هــا بــه مــدت یــک هفتــه در دمــای
گرماگــذاری شــدند. در طــی ایــن مــدت هــر h 24 رشــد 
کلنی هــا بررســی شــده و تــک کلنی هــای به دســت 
ــت  ــه روش کش ــر ب ــت دیگ ــر روی پلی ــددا ب ــده، مج آم
ــر  ــا ب ــازی کلنی ه ــدند. خالص س ــت داده ش ــی کش خط
ــد  ــد. تجدی ــام گردی ــی انج ــلاف ریخت شناس ــاس اخت اس
ــویه ها  ــودن س ــص ب ــان از خال ــان اطمین ــا زم ــت ت کش

انجــام شــد.

انتخاب سویه های دارای قابلیت رشد 

بعــد از خالص ســازی پلیت هــای کشــت، هــر ســویه 
ــد.  ــت داده ش ــت BSM کش ــط کش ــی در محی ــه تنهای ب
سوسپانســیون بــا کــدورت نیــم مــک فارلنــد از هــر 
ــاوی  ــک ح ــه فلاس ــد و ب ــه گردی ــویه ها تهی ــک از س ی
محیــط BSM تلقیــح شــد. DBT بــا غلظــت نهایــی 
ــای  ــت در دم ــای کش ــد. محیط ه ــه گردی ppm 50 اضاف

C° 55 و rpm 150 و همــراه فلاســک شــاهد بــدون 

ــی  ــه زمان ــا فاصل ــری ب ــدند. نمونه گی ــه ش ــلول انکوب س

میکروارگانیســم ها  رشــد  میــزان  شــد.  انجــام   24  h
بــا   660  nm در  نــوری  جــذب  میــزان  طریــق  از 
                                                                          )Jenway, UV–visible( اســپکتروفتومتر  دســتگاه 
ــور  ــه منظ ــد ب ــویه های دارای رش ــد و س ــری ش اندازه گی
ــت  ــدند. فعالی ــی انتخــاب ش ــت گوگردزدای بررســی فعالی
گوگردزدایــی و میــزان ترکیبــات فنولیــک از طریــق تســت 
 μL ــدا ــه ابت ــب ک ــن ترتی ــه ای ــد. ب ــن گردی گیبــس تعیی
                                                   10 mL ــرف در ــس )g 0/1 مع ــازه گیب ــرف ت 100 از مع
اتانــول مطلــق( بــا mL 5 از سوسپانســیون میکروبــی 
 30 min ــدت ــه م ــل ب ــول حاص ــود. محل ــوط می ش مخل
در دمــای C° 30 گرماگــذاری مــی شــود. ســپس جــذب 
                                   1 hr نــوری آن بــه همــراه نمونــه شــاهد، بعــد از گذشــت
در طــول مــوج nm 610 بــا دســتگاه اســپکتروفتومتر 

می شــود. اندازه گیــری   )Jenway, UV–visible(

بررســی منحنــی رشــد و فعالیــت گوگردزدایــی 
زیســتی ســویه منتخــب

 48 h از کلنــی خالــص در محیــط نوترینــت بــراث کشــت
ــد و  ــه و بررســی رش ــور مطالع ــه منظ ــردد. ب ــه می گ تهی
میــزان فعالیــت گوگردزدایــی زیســتی میکروارگانیســم ها 
میــزان  گردیــد.  اســتفاده   BSM کشــت  محیــط  از 
ــتگاه  ــویه منتخــب توســط دس ــوری1 کشــت س جــذب ن
ــه  ــح ب ــه تلقی ــد. از مای ــری ش ــپکتروفتومتر  اندازه گی اس
ــد.  ــی منتقــل گردی ــه معدن ــط پای ارلن هــای حــاوی محی
گردیــد.  اضافــه   )ppm(  100  g/L غلظــت  بــا   DBT

محیط  هــای کشــت در دمــای C° 55 و rpm 150 و یــک 
ــدون ســلول باکتــری گرماگــذاری شــدند.  ــن شــاهد ب ارل
                                                                                       144 h نمونــه  گیــری با فواصــل زمانــی 24، 48، 72، 96 و
ــزان  ــق می ــویه از طری ــد س ــزان رش ــد. می ــام گردی انج
جــذب نــوری در nm 660 بــا اســپکتروفتومتر اندازه گیــری 
گردیــد و همزمــان اندازه گیــری تســت گیبــس در طــول 
ــی  ــور بررس ــه منظ ــا ب ــر روی نمونه ه ــوج nm 610  ب م
فعالیــت گوگردزدائــی ســویه در زمان هــای مختلــف 

ــد. انجــام گردی

1. Optical Density )OD(
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تعیین خصوصیات و شناسایی سویه منتخب

خصوصیــات ظاهــری کلنــی اعــم از ســطح کلنــی، 
قــوام، رنــگ، حاشــیه و انــدازه کلنــی و خصوصیــات 
ــا رنگ آمیــزی گــرم مــورد بررســی قــرار  میکروســکوپی ب
گرفــت. از تســت های تشــخیص بیــو شــیمیایی )کاتــالاز، 
ــایی  ــرای شناس ــا( ب ــر قنده ــیترات، و تخمی ــیداز، س اکس
نــوع میکروارگانیســم جــدا شــده اســتفاده شــد. اســتخراج 
ــایی  ــت شناس ــی ژن 16S rRNA جه ــی یاب DNA و توال

ژنتیکــی ســویه و تشــخیص گونــه میکروبــی انجــام گرفت.

بهینه سازی محیط کشت

ــی ســویه  ــود رشــد و فعالیــت گوگردزدای ــه منظــور بهب ب
ــد.  ــن گردی ــروژن تعیی ــن، نیت ــع کرب ــن منب مناســب تری
ــرد در  ــع گوگ ــف منب ــای مختل ــر غلظت ه ــن اث همچنی
ــد.  ــی گردی ــویه بررس ــی س ــت گوگردزدای ــد و فعالی رش

فعالیــت  و  رشــد  بــرای  کربــن  منبــع  تعییــن 
ســلول گوگردزدائــی 

ــه  ــت پای ــط کش ــه محی ــت hr 48 ب ــح از کش ــه تلقی مای
معدنــی اضافــه گردیــد. در هــر آزمایــش ترکیــب کربنــی 
محیــط را تغییــر داده شــد. ترکیبــات کربنــی مــورد 
ــزوات  ــرول و بن ــل، گلیس ــز، اتان ــامل گلوک ــتفاده ش اس
 )ppm( 100 mg/L بــا غلظــت DBT .ســدیم می باشــد
ــای C° 55 و  ــت در دم ــای کش ــد. محیط  ه ــه گردی اضاف
ــری  ــلول باکت ــدون س ــاهد ب ــن ش ــک ارل rpm 150 و ی

گرماگــذاری شــدند. میــزان رشــد ســویه  و فعالیــت 
ــپکتروفتومتر  ــا اس ــف ب ــای مختل ــی در زمان ه گوگردزدائ

شــد. اندازه گیــری 

تعییــن منبــع معدنــی نیتــروژن بــرای رشــد و فعالیت 
ــلول گوگردزدائی س

ــح  ــی تلقی ــه معدن ــط کشــت پای ــه محی از کشــت h 48 ب
ــط را  ــی محی ــب نیتروژن ــش ترکی ــر آزمای ــود. در ه می ش
تغییــر یافــت. ترکیبــات نیتروژنــی مــورد اســتفاده شــامل 
آمونیــوم  نیتــرات  نیتــرات ســدیم،  آمونیــوم،  کلریــد 

می باشــد. DBT بــا غلظــت ppm( 100 mg/L( اضافــه 
 150 rpm 55 و °C گردیــد. محیــط  هــای کشــت در دمــای
ــذاری  ــری گرماگ ــلول باکت ــدون س ــاهد ب ــن ش ــک ارل و ی
ــی در  ــت گوگردزدائ ــویه  و فعالی ــد س ــزان رش ــدند. می ش
ــا اســپکتروفتومتر اندازه گیــری شــد. زمان هــای مختلــف ب

تعییــن غلظــت منبــع گوگــردی بــرای رشــد ســلولی و 
ــت گوگردزدائی فعالی

ــرای  ــی ب ــه معدن ــط کشــت پای ــه محی از کشــت hr 48 ب
بهینه ســازی منبــع گوگــرد تلقیــح می شــود. در هــر 
ــن(  ــردی ) دی بنزوتیوف ــب گوگ ــت ترکی ــش  غلظ آزمای
 DBT .ــت ــر یاف ــت تغیی ــط کش ــه محی ــده ب ــزوده ش اف
 )ppm(  100  mg/L  ،300  ،500  ،700 غلظت هــای  بــا 
 55 °C اضافــه گردیــد. محیط  هــای کشــت در دمــای
ــری  ــلول باکت ــدون س ــاهد ب ــن ش ــک ارل و rpm 150و ی
گرماگــذاری شــدند میــزان رشــد ســویه  و فعالیــت 
ــپکتروفتومتر  ــا اس ــف ب ــای مختل ــی در زمان ه گوگردزدائ

شــد. اندازه گیــری 

بحث و نتایج
جداسازی سویه گوگردزدای ترموفیل

فعالیت هــای  و  رشــد  بــرای  میکروارگانیســم ها 
ــم ها  ــرو ارگانیس ــد. میک ــاز دارن ــرد نی ــه گوگ ــی ب بیولوژیک
بــر حســب آنزیم هــا و مســیرهای متابولیکــی توانایــی 
دارا  را  مختلــف  منابــع  از  گوگــرد  کــردن  فراهــم 
                                                                                              Rhodococcus erythropolis IGTS8 باکتــری  می باشــد. 
ــن  ــی از دی بنزوتیوف ــی اختصاص ــت گوگردزدای دارای فعالی
ــورد  ــد. از 40 م ــدل می باش ــول م ــک مولک ــوان ی ــه عن ب
ــری،  ــازی و غربالگ ــای غنی س ــی روش ه ــرداری و ط نمونه ب
چندین ســویه بــا توانایــی گوگردزدایــی از DBT جدا شــدند. 
ــر،  ــی بالات ــی گوگردزدای ــد و توانای ــرعت رش ــل س ــه دلی ب
ســویه EAMYO بــرای ادامــه پژوهــش انتخــاب گردیــد. این 
 °C ســویه قــادر بــه رشــد و فعالیــت گوگردزدایــی در دمــای
55 می باشــد. ایــن ســویه ترموفیــل جداســازی شــده قــادر 
                                                                               72 h 26/1، 2- هیدروکســی بای فنیل در طی mg/L اســت

ــد. ــد کن ــذاری تولی گرماگ
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توالی یابی 16S rRNA و آنالیز فیلوژنتیک

ــدازه  ــا ان ســویه منتخــب دارای کلنــی کــرم رنــگ و لــزج ب
متوســط و در رنگ آمیــزی گــرم بــه رنــگ بنفــش و به شــکل 
باســیل های متراکــم دارای اســپور، هــوازی، غیــر متحــرک، 
کاتــالاز مثبت و اکســیداز منفــی بود ) شــکل 1(. خصوصیات 
شــکلی و بیوشــیمیایی مشــخص کــرد کــه ســویه متعلــق به 
 DNA ،PCR ــس از اســتخراج ــه باســیلوس می باشــد. پ گون
ــا پرایمرهــای عمومــی انجــام گرفــت. نتیجــه الکتروفــورز  ب
محصــولات PCR در شــکل 1 آورده شــده اســت. بــه وســیله 
توالــی یابــی ژن 16S rRNA و انجــام Nucleotid blast توالــی 
ژن 16S rRNA در ســایتNCBI میکروارگانیســم جداســازی 
شــده بــا 97% قرابــت Bacillus thermoamylovorans بــا 
ــازی  ــویه جداس ــد. س ــن گردی ــماره NR117028.1 تعیی ش

ــام EAMYO نام گــذاری شــد.   ــه ن شــده ب
منحنــی رشــد و فعالیــت گوگردزدایــی ســویه منتخــب در 

محیــط مــدل

شــکل 2 میــزان رشــد ســویه EAMYO در محیــط مــدل 

EAMYO 16 سویهS rRNA ژن PCR شكل 1 کلنی های خالص، رنگ آمیزی گرم و باندهای مربوط به محصول

ــوان  ــه عن ــی )DBT )100 mg/L ب ــت نهای ــا غلظ BSM ب

تنهــا منبــع گوگــرد را نشــان می دهــد. همــان طــور کــه 
ــر  ــه تاخی ــی مرحل ــس از ط ــویه پ ــود، س ــاهده می ش مش
 96 h ــی ــود و در ط ــی می ش ــد لگاریتم ــه رش وارد مرحل

گرماگــذاری بیشــترین میــزان رشــد را دارد.

در شــکل 2 میــزان تولیــد HBP-2 توســط ســویه در طــول 
دوره رشــد نشــان داده شــده اســت. همان طــور کــه 
ــی میکــرو  ــت گوگردزدای ــزان فعالی مشــاهده می شــود می
ــد  ــا رش ــب ب ــد HBP-2، متناس ــزان تولی ــم و می ارگانیس
ــد HBP-2 در  ــزان تولی ــرا می ــت. زی ــم اس میکروارگانیس
مرحلــه تاخیــر باکتــری بــه میــزان خیلــی کــم می باشــد 
 2-HBP و در مرحلــه لگاریتمــی رشــد، میــزان تولیــد
بســیار افزایــش می یابــد. بیشــترین میــزان تولیــد در 
طــی h 72 گرماگــذاری به دســت آمــد. پــس از آن مقــدار 
ــویه  ــی س ــت گوگردزدای ــد. فعالی ــش می یاب HBP-2 کاه

EAMYO پــس از h 24 افزایــش می یابــد. 
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در نهایــت نتایــج گیبــس نشــان می دهــد که میکروارگانیســم 
گوگــرد موجــود در DBT را از طریق مســیر 4S حذف می کند. 
گزارش شــده اســت کــه HBP-2 برای میکروارگانیســم ســمی 
ــه عنــوان محصــول  اســت و تجمــع آن در محیــط کشــت ب
گوگردزدایــی اثــر مهــاری بــر رشــد میکروارگانیســم واحتمالا 
بــر میــزان فعالیــت گوگردزدایــی دارد ]10[. نتایــج پژوهــش 
ــی  ــت گوگردزدای ــه فعالی ــد ک ــان می ده ــز نش ــر نی حاض

 2-HBP 72 بــه دلیــل تجمــع h میکروارگانیســم پــس از
کاهــش می یابــد. میــزان تولیــد HBP-2 در h 72 بــرای ســویه 
                                                                                       26/1 mgl-1 ،ــس ــتاندارد گیب ــی اس ــق منحن EAMYO طب

 18-Cســتون( HPLC به دســت آمــد. نتایــج حاصــل از
nucleusil-100 بــه انــدازه mm 4/6 ×60( نیــز بیانگــر کاهــش 

ــد  ــذاری می باش ــی h 96 گرماگ ــی در ط ــت گوگردزدای فعالی
)شــکل 3(. 
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 ،72 h بعد از EAMYO 2(، )ب( تولید 2-هیدروکسی بای فنیل توسط سویه-HBP ،20 mgl-1( کنترل مثبت)الف( HPLC شكل 3 کروماتوگرام
)ج(تولید 2-هیدروکسی بای فنیل توسط سویه EAMYO بعد از h 96 گرماگذاری.
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بهینه سازی محیط کشت
منبع کربن مناسب برای رشد و فعالیت گوگردزدایی سویه

ــر  ــا تغیی ــویه ب ــی س ــت گوگردزدای ــد و فعالی ــزان رش می
ــج به دســت  ــق نتای ــی بررســی شــد و طب ــات کربن ترکیب
کربــن  منبــع  مناســب ترین  ســدیم  بنــزوات  آمــده 
بــرای ســویه مــورد نظــر می باشــد. اســتفاده از ایــن 
ــت  ــش فعالی ــش رشــد و افزای ــث افزای ــی باع ــع کربن منب
ــان  ــکل 4 نش ــج در ش ــد. نتای ــویه گردی ــی س گوگردزدای
داده شــده اســت. اســتفاده از اتانــول، گلوکــز و گلیســرول 
بــه عنــوان منبــع کربــن در رشــد و فعالیــت گوگردزدایــی  

ســویه EAMYO موثــر نبوده انــد.
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شكل 4 رشد سلولی و فعالیت گوگردزدایی سویه EAMYO در محیط کشت حاوی منابع کربنی مختلف

منبع نیتروژن مناسب برای رشد و فعالیت گوگردزدایی سویه

میــزان رشــد ســویه بــا تغییــر ترکیبــات نیتروژنی بررســی 
ــوم  ــد آمونی ــده کلری ــت آم ــج به دس ــق نتای ــد و طب ش
ــرای رشــد ســویه مــورد  ــی ب مناســب ترین منبــع نیتروژن
ــف(،  ــکل 5 )ال ــج در ش ــاهده نتای ــا مش ــد. ب ــر می باش نظ
ــر  ــی در رشــد ســویه موث ــع نیتروژن ــن منب اســتفاده از ای
ــده اســت. در  ــویه گردی ــد س ــش رش ــث افزای ــوده و باع ب
بررســی میــزان فعالیــت گوگردزدایــی، مناســب ترین 
ــکل5 )ب(،  ــج در ش ــه نتای ــه ب ــا توج ــی ب ــع نیتروژن منب
ــروژن مناســب در  ــع نیت ــوان منب ــه عن ــدیم ب ــرات س نیت
ــد.  ــاب گردی ــویه EAMYO انتخ ــی س ــد گوگردزدای فراین
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شكل 5 رشد سلولی و فعالیت گوگردزدایی سویه EAMYO در محیط کشت حاوی منابع نیتروژنی مختلف

غلظت مناسب منبع گوگرد برای رشد و فعالیت گوگردزدایی سویه

 DBT مختلــف  غلظت هــای  اثــر  بررســی  ایــن  در 
ــت  ــد و فعالی ــر رش ــرد ب ــع گوگ ــا منب ــوان تنه ــه عن ب
ــه در  ــد. همان طــور ک ــی ســویه بررســی گردی گوگردزدای
ــش غلظــت DBT از ــا افزای شــکل 6 مشــاهده می شــود ب

ــه 300 باعــث افزایــش رشــد ســویه گردیــد  ppm 100 ب

ولــی بــا افزایــش غلظــت تــا ppm 500 رونــد کاهشــی در 
رشــد ســویه مشــاهده گردیــد )شــکل 6 الــف(. در بررســی 
ــش  ــا افزای ــه ب ــان داد ک ــج نش ــی نتای ــد گوگردزدای فراین
ــت  ــده در تس ــت آم ــوری به دس ــذب ن ــت DBT، ج غلظ
گیبــس افزایــش یافــت و در نتیجــه فعالیــت گوگردزدایــی 

ــکل 6 ب(.  ــت )ش ــش یاف ــویه EAMYO افزای س

نتیجه گیری

ــل روش  ــن و مکم ــی جایگزی ــتی روش ــی زیس گوگردزدای

گوگردزدایــی شــیمیایی اســت. ایــن روش تحــت شــرایط 
عملیاتــی ملایــم و بــا هزینــه کــم انجــام می شــود کــه از 
ــه روش شــیمیایی  ــه مهمتریــن مزیــت آن نســبت ب جمل
ــای  ــن فرآینده ــرعت پایی ــال س ــن ح ــا ای ــد. ب می باش
زیســتی و جداســازی بیوکاتالیســت پــس از اتمــام فرآینــد 
ــب روش هــای زیســتی می باشــد کــه کاربردهــای  از معای
ــوده اســت  ــراه نم ــی هم ــا محدودیت های ــی آن را ب صنعت

 .]11[
از  را  اغلــب میکروارگانیســم ها، گوگردزدایــی زیســتی 
طریــق مســیر 4s انجــام می دهنــد. ایــن روش شــیوه 
انتخابــی گوگــرد  مناســبی بــرای حــذف زیســتی و 
 4s ــیر ــی مس ــد. ط ــام می باش ــت خ ــی نف ــات آل ازترکیب
ــیون  ــه اکسیداس ــق 4 مرحل ــردی از طری ــات گوگ ترکیب
ــکلت  ــب اس ــدون تخری ــل، ب ــی بی فنی ــه 2- هیدروکس ب

کربنــی تبدیــل می شــوند. 
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ــرای  ــیر ب ــن مس ــه از ای ــم هایی ک ــرو ارگانیس ــب میک اغل
حــذف ترکیبــات گوگــردی اســتفاده می کننــد هــوازی و 
مزوفیــل می باشــند ]12[. در پالایشــگاه هــا، گوگردزدایــی 
در شــرایط حرارتــی و فشــار بــالا انجــام مــی پذیــرد ]7[. 
ــه  ــود ک ــد ب ــه نخواه ــه صرف ــرون ب از نظــر اقتصــادی مق

گوگردزدایــی در شــرایط محیــط انجــام شــود.  

بدیــن ترتیــب انجــام فرایندهــای بیوتکنولوژیکــی در 
دمــای بــالا مزایایــی دارد از آن جملــه می تــوان بــه 
ــراه  ــالا هم ــای ب ــرایط دم ــود: ش ــاره نم ــر اش ــوارد زی م
ــث  ــن باع ــد. همچنی ــی می باش ــر آلودگ ــش خط ــا کاه ب
ــات  ــر ترکیب ــار موث ــش انتش ــکوزیته و افزای ــش ویس کاه
آلــی شــده و از ایــن رو دسترســی بیولوژیکــی و حلالیــت 
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ــن  ــد. ای ــود می یاب ــی و ســرعت واکنــش بهب ــات آل ترکیب
ــی  ــی بیولوژیک ــل دسترس ــه دلی ــم ها ب ــرو ارگانیس میک
بــه سوبســتراهای هیدروفــوب کــم محلــول از قبیــل 
ــه در  ــک ک ــای آلیفاتی ــن ه ــک و هیدروکرب ــی آروماتی پل
ــالا  ــای ب ــن در دم ــد. همچنی ــود می یاب ــالا بهب ــای ب دم
ــواد،  ــال م ــش انتق ــل افزای ــه دلی ــی ب واکنــش گوگردزدای
ــرای گوگردزدایــی زیســتی به صــورت  ــد. ب افزایــش می یاب
تجــاری لازمســت میکروارگانیســم هایی یافتــه شــوند کــه 

ــد ]7 و 8[. ــام دهن ــالا انج ــای ب ــی را در دم گوگردزدای
ــق گزارشــات اعــلام شــده میکــرو ارگانیســم های  ــر طب ب
ــی  ــیل گوگردزدای ــه از پتانس ــد ک ــود دارن ــی وج مختلف
ــردزدای  ــم های گوگ ــب میکروارگانیس ــد و اغل برخوردارن
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گــزارش شــده مزوفیــل هســتند ]3[. تابه حــال تلاش هــای 
میکروارگانیســم های  به کارگیــری  بــرای  زیــادی 

ــت ]13[.  ــده اس ــام ش ــت انج گرمادوس

از  اســتفاده  مزیت هــای  بــه  توجــه  بــا  بنابرایــن 
ــوان  ــه می ت ــن زمین ــل در ای ــم های ترموفی میکروارگانیس
میکروارگانیســم های  جداســازی  و  نمونه بــرداری  بــا 
بومــی از محیط هــای آلــوده و منابــع نفتــی کشــور 
ــتی  ــی زیس ــد گوگردزدای ــمگیری در فراین ــرفت چش پیش
صــورت گیــرد. انجــام عمــل غربال ســازی مناســب جهــت 
ــروری  ــل ض ــم های ترموفی ــت آوردن میکروارگانیس به دس
می باشــد کــه در ایــن پژوهــش رعایــت شــده و دســتیابی 

ــت. ــده اس ــن ش ــردزدا ممک ــل گوگ ــویه ترموفی ــه س ب

کونیشــی و همــکاران چندیــن ســویه متعلــق بــه جنــس 
Paenibacillus را شناســایی کردنــد کــه مــی تواننــد 

تحــت شــرایط دمــای بــالا رشــد کننــد و بــه طــور 
ــی  ــات آل ــرد را در ترکیب ــن و گوگ ــای کرب ــژه پیونده وی
گوگــردی بشــکنند و فعالیــت گوگردزدایــی را نشــان 
باکتــری  از  و همــکاران دو گونــه  ونــگ  دادنــد ]7[. 
ــادر  ــد کــه ق ترموفیــل Paenibacillus را جداســازی کردن
بــه گوگردزدایــی زیســتی از نفــت می باشــد. ایــن دو 
ــای C° 55-40 و از  ــی در دم ــت گوگردزدای ــویه فعالی س
 °C ــا در ــش دم ــا افزای ــد و ب ــیر S4 دارا بودن ــق مس طری
54 ، فعالیــت گوگردزدایــی زیســتی افزایــش یافــت ]14[. 
کریمــورا و همــکاران ســویه ای از Bacillus subtilis ســویه 
WU-S2B را کــه قــادر بــه فعالیــت گوگردزدایــی در دمای 

ــد ]8[. ــزارش دادن ــود گ ــالا ب ب

در ایــن پژوهــش ســعی شــده کــه میکروارگانیســم 
بــه  گوگردزدایــی  فعالیــت  توانایــی  دارای  ترموفیــل 
ــت  ــه نف ــوده ب ــی و آل ــق جنوب ــی از مناط ــورت بوم ص
ــت  ــج به دس ــه نتای ــه ب ــا توج ــود. ب ــازی ش ــور جداس کش
ــا کارهــای انجــام شــده در زمینــه  آمــده و مقایســه آن ب
گوگردزدایــی، می تــوان اظهــار داشــت کــه باکتــری 
از   EAMYO ســویه   Bacillus thermoamylovorans

ــن  ــرد از دی بنزوتیوف ــرای حــذف گوگ ــی مناســب ب توانای
برخــوردار اســت. ایــن باکتــری طــی رشــد خــود در دمــای 

ــای  ــوده و ترکیب ه ــرف نم ــن را مص C° 55، دی بنزوتیوف

هیدروکســیل دار را تولیــد و در محیــط متراکــم می ســازد. 
بــه  و   4s مســیر  طریــق  از  مذکــور  میکروارگانیســم 
ــه  ــن را ب ــردی دی بنزوتیوف ــب گوگ ــوازی ترکی ــور ه ط
2-هیدروکســی بی فنیــل تبدیــل می نمایــد. نتایــج نشــان 
                                                                                       )OD660 =1( 96 بیشــترین رشــد pH داد که این ســویه در
را در دمای C° 55 و C° 7/3 داشــته و در h 72 بیشــترین 
ــد  ــزان تولی ــتی را دارد و می ــی زیس ــت گوگردزدای فعالی
ــی  ــق منحن ــویه EAMYO طب ــرای س HBP-2 در h 72 ب

اســتاندارد گیبــس mg/L 26/1 به دســت آمــد.

گوگردزدایــی  فعالیــت  و  رشــد  همــکاران  و  انصــاری 
میکروارگانیســم Rhodococcus را بررســی نمودنــد، نتایــج 
پژوهــش آن هــا نشــان داد در C° 72 میکروارگانیســم 
ــترین  ــد )OD600 =2( و بیش ــترین رش Rhodococcus بیش

ــل C° 0/15 دارد ]9[.  ــی فنی ــی ب ــت 2- هیدروکس غلظ
گــزارش شــده اســت کــه HBP-2 بــرای میکروارگانیســم ها 
ســمی می باشــد و تجمــع آن در محیــط کشــت بــه 
عنــوان محصــول گوگردزدایــی زیســتی اثــر مهــاری 
میــزان  بــر  احتمــالا  و  میکروارگانیســم ها  رشــد  بــر 
فعالیــت گوگردزدایــی دارد ]10، 15[. نتایــج پژوهــش 
ــی  ــت گوگردزدای ــه فعالی ــد ک ــان می ده ــز نش ــر نی حاض
 2-HBP ــل تجمــع ــه دلی ــس از h 72 ب میکروارگانیســم پ
کاهــش می یابــد. همان طــور کــه مشــاهده می شــود 
ــم  ــرای میکروارگانیس ــد HBP-2 در C° 72 ب ــزان تولی می
 72 h ــس از ــه پ ــد ک ــی باش ــده mg/L 26/1 م ــدا ش ج
ــد  ــا در رش ــد. ام ــش می یاب ــه 22/1 کاه ــدار ب ــن مق ای
                                                                     96 h میکروارگانیســم کاهشــی مشــاهده نشــد و رشــد در
بــه حداکثــر مقــدار خــود رســید. همچنیــن نتایــج 
حاصــل از اســتخراج و HPLC محیــط کشــت حــاوی 
میکروارگانیســم منتخــب بعــد از 72 و h 96 گرماگــذاری 
ــد  ــزان تولی ــترین می ــه بیش ــد ک ــان می ده در h 55 نش
ــذاری  ــه h 72 گرماگ ــوط ب ــرام مرب HBP-2 در کروماتوگ

ــدود %44/67  ــک ح ــن پی ــه بالاتری ــود ک ــاهده می ش مش
 96 h 2 مشــاهده می شــود در حالیکــه بعــد از min در

گرماگــذاری حــدود 32% مشــاهده می شــود.
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بــا بررســی فاکتورهــای بیشــتر و بهینه ســازی محیط هــای 
ــی  ــت گوگردزدای ــد و فعالی ــش رش ــکان افزای ــت، ام کش
ــب  ــن مناس ــع کرب ــتفاده از منب ــود دارد. اس ــویه وج س
ــن  ــب و همچنی ــروژن مناس ــع نیت ــدیم و منب ــزوات س بن
ــد  ــت ppm 300 می توان ــا غلظ ــت DBT  ت ــش غلظ افزای
نتایــج بهتــری را بــه دســت دهــد و باعــث ارتقــای فراینــد 
گوگردزدایــی میکروارگانیســم ترموفیــل جداســازی شــده 

شــود. 

ــی زاده و همــکاران در پژوهــش خــود کــه جداســازی  پاپ
میکروارگانیســم گوگــردزدا از خاک هــای نفتــی اهــواز 
ــرده و  ــدا ک ــویه NISOC-03 را ج ــود Enterobacter س ب
ــزوات  ــز و بن ــل، گلیســرول، گلوک ــی اتان ــع کربن ــر مناب اث
ســدیم را بــر فعالیــت گوگردزدایــی میکروارگانیســم 
ــج نشــان داد کــه  ــن پژوهــش نتای ــد. در ای بررســی کردن
در حضــور بنــزوات ســدیم به عنــوان منبــع کربــن، ســویه 
NISOC-03 64% از DBT در فــاز رشــد لگاریتمــی مصــرف 

به عنــوان  گلوکــز  حضــور  در  حالیکــه  در  می شــود. 
ــود ]16[.  ــزه می ش ــن 19/6% از DBT متابولی ــع کرب منب
ــع  ــه منب ــتیابی ب ــور دس ــه منظ ــر ب ــش حاض در پژوه
ــات  ــی ترکیب ــت گوگردزدای ــن مناســب رشــد و فعالی کرب
مختلــف کربنــی بــه محیــط کشــت پایــه معدنــی افــزوده 
ــدیم  ــزوات س ــه بن ــان داد ک ــی نش ــج بررس ــد و نتای ش
ــط  ــتفاده در محی ــورد اس ــن م ــع کرب ــب ترین منب مناس
ــلولی  ــد س ــزان رش ــد و می ــی می باش ــه معدن ــت پای کش
در حضــور  منتخــب  گوگردزدایــی ســویه  فعالیــت  و 

بنــزوات ســدیم افزایــش می یابــد. بنابرایــن می تــوان 
نتیجه گیــری نمــود کــه ترکیــب شــیمیایی منبــع کربــن 
مــورد اســتفاده در محیــط کشــت تاثیــر مهمــی در مقــدار 

ــی دارد. ــت گوگردزدای ــرعت فعالی و س

                                                           4 g/L دریکونــد و همــکاران کلریــد آمونیــوم را بــه میــزان
ســویه   Paenibacillus valdalius کشــت  محیــط  بــه 
ــود  ــه نم ــی اضاف ــت گوگردزدای ــرای بررســی فعالی PD2 ب

ــر روی  ــی ب ــروژن معدن ــات نیت ــی ترکیب ]17[. در بررس
 Bacillus ــم ــی میکروارگانیس ــت گوگردزدای ــد و فعالی رش
thermoamylovorans ســویه EAMYO نتایــج پژوهــش 

نشــان داد کــه رشــد ســلولی در حضــور کلریــد آمونیــوم 
افزایــش یافــت در حالیکــه فعالیــت گوگردزدایی ســویه در 
حضــور نیتــرات ســدیم بعنــوان منبــع نیتــروژن افزایــش 

یافــت.

عربیــان و همــکاران در پژوهــش خــود بــر روی اثــر 
ــزان  ــر روی می ــا 1250 ب ــای ppm DBT 250 ت غلظت ه
فعالیــت گوگردزدایــی Bacillus cereus ســویه HN گزارش 
ــت  ــزان فعالی ــت DBT می ــش غلظ ــا افزای ــه ب ــد ک دادن
ــه و در  ــش یافت ــم افزای ــن میکروارگانیس ــی ای گوگردزدای
غلظــت ppm 1250، فعالیــت گوگردزدایــی را 80% بیــان 
کردنــد ]18[. در پژوهــش حاضــر نیــز بــا افزایــش میــزان 
دی بنزوتیوفــن، میــزان فعالیــت گوگردزدایــی ســویه  
EAMYO افزایــش می یابــد. ایــن افزایــش در میــزان 

فعالیــت گوگردزدایــی را می تــوان بــه دلیــل انتشــار 
ــت. ــن دانس ــتر دی بنزوتیوف بیش
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INTRODUCTION
On combustion of the fossil fuels, sulfur dioxide 

is released into the environment and causes air 

pollution and acid rain. Therefore, for limiting 

the amount of sulfur dioxide emitted into the 

atmosphere, it is necessary that the sulfur in the 

fossil fuels be decreased [1]. There are different 

manners to eliminate sulfur from fossil fuels; one 

of the manners is hydro-desulfurization (HDS) 

which is the most commonly used [1]. In addition, 

bio-desulfurization is deliberated frequently 

as a possible alternative to the HDS method 

applied commonly in refineries. In this manner, 

microorganisms eliminate organic sulfur from 

oil fractions without breaking down the carbon 

skeleton of the organic sulfur derivatives via 4S 

pathway [2]. Moreover, thermophilic bacteria are 

important  for commercial bio-desulfurization. 

The use of thermophilic bacteria has some 

advantages since it is not necessary to cool-

down the oil fractions following the HDS, which 

it makes this process less expensive [3]. In this 

study, we describe the isolation and identification 

of a novel thermophilic desulfurizing Bacillus 

thermoamylovorans capable of utilizing DBT at 

up to 55 °C as the sole sulfur source for growth
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with the aim of more efficiency in commercial 

bio-desulfurization. Finally, it is helpful to achieve 

microorganisms which illustrate much higher 

desulfurization capability at high temperatures.

MATERIALS AND METHODS
About 40 samples including oil, oil-polluted 

wastewater, and oily soil samples were harvested 

from Iranian Oilfields. In addition, samples were 

inoculated in enrichment BSM, including DBT 

(50 mgl-1) as the sole sulfur source at 55 °C. To 

identify the cell growth and bio-desulfurization 

activity, basal salt medium containing DBT 

was used.  Primary enrichment cultures were 

provided by adding 10 g samples to BSM (100 

ml) supplemented with DBT (50 mgl-1) at 150 

rpm at different temperature 30, 42, 50, 55 °C 

for 20 days. For microbial strain selection, each 

enrichment culture was spread on to ENA agar 

and incubated at 55 °C. Moreover, the cultures 

were prepared by adding colonies to BSM (100 

ml) supplemented with of DBT (50 mgl-1) at 

150 rpm and 55 °C separately. For primary 

selection of desulfurizing microbial strain(s), 

the Gibb’s assay was done. The isolated strain 

that showed a higher ability to grow in DBT was 

selected. For classification of this strain, a range 

of morphological, biochemical, and molecular 

methods were done according to standards for 

microbial identification in Bergy’s manual of 

systematic bacteriology. Isolates were identified 

with gram reaction, spore formation, cellular 

and colonial morphology, metabolic products, 

catalase reaction, oxygen requirement and 

motility test.  Identification of this strain was 

performed by PCR amplification and sequencing 

of 16S rRNA gene. For optimization of the culture 

medium, different carbon and nitrogen source 

and also the different concentrations of sulfur 

source were used. Furthermore, optimization of 

BDS capability and cell growth was carried out in 

different concentrations of carbon and nitrogen 

source.

RESULTS AND DISCUSSION 

From 40 sampling, enrichment, and screening 

assessment, several thermophile bacteria strains 

were selected as DBT desulfurizing strain. Strain 

EAMYO was isolated from an oily soil collected 

from oilfields. This strain was found to be 

appropriate for further investigation based on 

its more effective bio-desulfurization capability. 

Until now, different microorganisms have been 

isolated and recognized as desulfurizing DBT via 4S 

pathway [2]. One of this important microorganisms 

is thermophilic microorganisms. In addition, these 

microorganisms are important for commercial 

bio-desulfurization. In this effort, we describe 

the capability of a novel isolated thermophilic 

bacterium, Bacillus thermoamylovorans to 

desulfurize and utilize DBT as the sole sulfur 

source for growth via 4S pathway at up to 55 °C. 

Morphological and biochemical characterization 

of the isolates indicated that it is Bacillus sp. 

In addition, species level confirmation of the 

isolate was done by 16S rDNA sequencing. Based 

on BLAST search analysis of the 16S rRNA gene 

indicated that this strain was related most closely 

to Bacillus thermoamylovorans (97 %) having 

accession number NR117028.1. The growth rate 

and desulfurizing capability of strain EAMYO on 

DBT (100 mgl-1) as the alone sulfur were studied 

as follows: the maximum cell concentration on 

DBT was achieved after incubation for 96 h. The 

maximum desulfurizing capability and production 

HBP were observed
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after 72 h in the exponential phase. Moreover, 

B. thermoamylovorans grew in BSM medium 

with DBT at 55 °C and showed maximum growth 

(OD660 = 0.850) after 72 h of cultivation. Also, the 

maximum producing 2-HBP after 72 h was 26.13 

± 0.12 mgl-1 according to the curve calibration 

Gibbs assay.

Finally, the findings have illustrated that the 

maximal cell growth has achieved after 96 h 

incubation. The Gibbs results have shown that 

this strain has eliminated the sulfur in DBT by 

4S pathway and 2-hydroxybiphenyl, as the end 

product of the desulfurization process was 

produced at the maximal concentration (26.1 

mgl-1) at 72 h. In addition, the results of research  

have illustrated that the isolated thermophilic 

strain is capable of eliminating sulfur in DBT, and 

this process may be improved by optimization of 

the culture media.

CONCLUSIONS
The Bio-desulfurization is based on 4S pathway. In 

the pathway, the carbon skeleton of the organic 

sulfur derivatives such as DBT is not break down, 

but converted to 2-HBP thus caloric value of 

the fossil fuels is not decreased. Thermophiles 

microorganisms have been isolated from 

geothermally heated soils, hot springs, and oil 

reservoirs. Bio-desulfurization is currently most 

attractive as a step following the HDS, which 

in turn requires elevated temperatures. If bio-

desulfurization has been performed around 

45 °C and higher, it would be unessential to 

chill the HDS-treated diesel oil to medium 

temperatures. In addition, it has advantages 

of increased enzymatic rates and diminished 

contamination by undesirable bacteria [4].  

Also, the bio-desulfurization process would be 

increased due to the higher mass transfer rate at 

higher temperatures [5]. In the commercial bio-

desulfurization process, it is helpful to achieve 

microorganisms which illustrate much higher 

desulfurization capability at high temperatures 

(around 55 °C). Although bio-desulfurization at 

thermophilic temperatures have shown high 

removal efficiency, the high cost of associated 

energy use makes the process uneconomical. 

Finally, in this study, the new thermophilic strain 

capable to desulfurize DBT at 55°C has been 

described by us.
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