
 

 

 

  
  
  
  
  
  
  

  چکيده

  
  s۴–مسيرمتابوليكي  ,ترموفيل ,دي بنزوتيوفن ,سولفور زدايي بيولوژيكي :كلمات كليدي

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

جهت انجام سولفور زدايي بيولوژيكي بيوكاتاليست مناسب از نمونه  خاكهاي آلوده به مـواد نفتـي از پالايـشگاه                    
 گونه ترمو فيل با توانايي رشد بر ۷ گونه مزوفيل و۱۶تعداد .تهران ومناطق جنوبي ايران جدا و خالص سازي گرديد      

با   .ديد ومتابوليتهاي توليدي آنها مورد بررسي  قرار گرفتشناسايي گر) DBT(روي ماده گوگردي دي بنزوتيوفن
هيدروكـسي بـي    -۲بـه    DBTتوجه به اهميت ميكروارگانيسم هاي ترمو فيل يك گونه از آنها با توانايي تبـديل                

درادامـه اثـر برخـي    . اسـت S-4 محصول مسير متابوليكي خاصـي بـه نـام    HBP-2.انتخاب گرديد ) HBP-2(فنيل
 .دما ونحوه رشد ميكروارگانيسم مورد بررسي قرار گرفت ,pH مانند DBTدر حذف پارامترهاي موثر 
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  مقدمه
 ميـزان گـوگرد   با توجه به رشد ميزان گوگرد در مخازن نفت جهان و همچنين افزايش کيفيت مـورد نظـر در       

مجاز سوخت هاي نفتي به نظر مي رسد استفاده از تکنيک هاي قديمي حذف گوگرد جهت رسـيدن بـه ايـن              
تـا   % ۱۳/۱ از عدد۱۹۹۰ميزان گوگرد مخازن جهان در سال     . سخت و تا حدودي دور از دسترس است        ,مقادير
رهاي مختلـف روز بـه روز بـه    همچنين اسـتانداردهاي کـشو   .افزايش خواهد يافت % ۲۷/۱ تا عدد ۲۰۱۰سال  

  )۱.(  کاهش مي يابدppm ۵۰ تا۳۰اعداد کمتري تا حدود 
در حال حاضر از چندين روش مختلف در صنعت جهت حذف گوگرد استفاده مي شودکه در تعدادي از آنها 

 ,از جمله اين روشها مي توان به استخراج با حلال . ممکن استppm۵۰۰تا ۳۰۰کاهش مقدار گوگرد به
 )HDS(  استفاده از کاتاليست هاي فلزي و گوگردزدايي با هيدروژن, جذب سطحي,هاي اکسيداسيونواکنش

 مي باشدکه يک فرايند  HDSعمده ترين روشي که در حال حاضر استفاده صنعتي دارد  .اشاره کرد
تورهاي آن به سينتيک اين روش و انواع راک .فشار بالا و در حضور گاز هيدروژن مي باشد کاتاليستي در دما و

 رشد هزينه هاي فرايند نسبت به کاهش گوگرد به HDSدر فرايند  )۳و۲( .طور مفصل بررسي شده است
صورت نمايي رشد مي کند و همين عامل باعث مي شود که رسيدن به غلظت هاي کم گوگرد با هزينه بالايي 

 )۵و۴(کاتاليستها هم معرفي شده است البته طرح هايي نوين و ساختارهايي جديد از راکتورها و  .همراه باشد
که به افزايش کارايي اين روش ها کمک مي کنند ولي باز هم تا رسيدن به استانداردهاي مورد نياز فاصله 

 .وجود دارد و سرمايه گذاري بالايي را مي طلبند
باشد جهت از يک گونه ميکروارگانيسم که اغلب باکتري مي ) BDS(در روش جديد سولفورزدايي بيولوژيکي

 موثر  DBTميکروارگانيسم هاي مختلفي روي . استفاده مي شود) DBT(حذف گوگرد ازدي بنزوتيوفن
مسير هاي متابوليکي شناخته شده تا به .هستند که طي مسير هاي متابوليکي مختلفي روي آن اثر مي کنند

کربن -ا شکست پيوند کربنهمراه ب  ) DBT) DBT Degradation pathwayمکانيزم تخريبي :حال عبارتند از
 Anaerobic(ومکانيسم بي هوازي) DBT) Total mineralization pathwayومکانيسم تخريب کامل 

pathway (متا بوليکي  و در نهايت مسير-s۴  .   
ميکروارگانيسم هادراکثراين مسيرها علاوه بر اينکه به گوگرد حمله مي کنند خود ترکيب هيدروکربني را نيز 

اما . کنند که نقطه ضعفي براي آنها به شمار مي آيد زيرا ارزش حرارتي سوخت را کاهش مي دهندتجزيه مي
2− بدون دست زدن به حلقه هاي کربني فقط گوگرد را به صورت s۴-مسير متابوليکي 

3so   از DBTجدا مي   

  )۶.( اين مسير داراي اهميت ويژه اي استBDSکند و به خاطر همين در 
 از اين.گونه هاي ميکروبي گوناگوني تا به حال گزارش شده اند که توانايي حذف ترکيبات گوگردي را دارند

 )Rhodococcus rhodochrous)۷(Rhodococcus erythropolisD-1,)۸(,delafieldiiR-8)۹ميتوان به دسته
اي دخيل در آن به طور ه  و آنزيمs۴-مسير متابوليکي . اشاره کرد )Pseudomonas aeruginosa)۱۰و 

  . نشان داده شده است۱ در شکل s۴-مسير متابوليکي ) ۱۱و۱۳و۱۲( .گسترده اي مورد بررسي قرارگرفته اند
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  HBP-2 به DBT براي تبديل s۴- مسير متابوليکي - ۱شکل

  

لازم جهت از جمله اقداماتي که در جهت اقتصادي تر شدن اين فرايند مورد نظر است ايجاد تغييرات ژنتيکي 
 را به عنوان سورفکتانت و يک HBPSآنزيمي است تا ماده  ) DszBبا حذف ژن (حذف مرحله آخر واکنش 

  )۱۴.(محصول جانبي با ارزش بازيابي نمود
 جهت حذف بيشتر گوگرد طراحي  مي شود بايد اين HDS براي خروجي واحد هاي BDSدر مواقعي که 

 هزينه اي BDSاراي دمايي بالا است و سرد کردن آن براي  دHDSمطلب مد نظر باشد که خروجي واحد 
 درصورت نياز مقاوم کردن ميکروارگانيسم ها براي انجام  بنابر اين يکي ديگر از اقدامات.سنگين در بر دارد

) Paenibacillus sp. Strain (A11-2) )۱۵گونه هايي همچون .فعاليت در دماي بالا مي  باشد
 درجه سلسيوس توانايي فعاليت دارند اما ۵۰-۶۰در محدوده دمايي )Mycobacterium phlei WU-F1  )۱۶و

با توجه به اين نكته مثبت در اين پروژه نيز يك .ميزان فعاليت آنها نسبت به گونه هاي مزوفيل کمتر است
  . درجه جداسازي گرديد۴۵ميكرواگانيسم با توانايي رشد در دماي 

  

  مواد و روشها
 اكـسيداز مثبـت و متحـرك        ,اين باكتري گـرم مثبـت       .ه در همين فعاليت جداسازي شد     باكتري مورد استفاد  

تمام مواد مورداستفاده به عنوان محيط كشت  از محصولات شركت مرك بوده اند اما مخلوط ويتامين از             .است
ري جهـت انـدازه گي ـ  ) HPLC(از دستگاه كروماتوگرافي با كـارايي بـالا    .مواد ساخت شركت فلوكا تهيه گرديد     

 بوده اسـت  Dual Absorbance و RI مجهز به شناساگر هاي Watersدستگاه .متابوليت ها استفاده شده است
حجمـي از آب و اسـتو       % ۵۰فاز جاري سيستم مخلـوط      . انجام گرفته است   nm ۲۸۰كه آزمايشها در طول موج    

 ميكرو ليتر ۲۰  است كه Hypersil c- 18 (300*5.6 mm)ستون از نوع .  مي باشدml/min ۵/۱نيتريل با دبي 
-HBPS,ETزمانهـاي خـروج مـواد بـه ترتيـب بـراي        . آزمايش انجـام گرفتـه اسـت   تزريق به آن در هر مورد     

AC,DBTO2,2-HBP,DBT   بوده است۱/۲و۸/۱۸،۷،۵/۵،۲/۳بر حسب دقيقه .  
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شـده    بـه وسـيله اسـپكتروفتومتر انجـام     nm۶۰۰ ميزان رشـد سـلولي بـا انـدازه گيـري دانـسيته نـوري در           
  . آورده شده است۱تركيب محيط كشت مورد استفاده  در جدول.است

  روش انجام آزمايش
 به صورت محلـول در اتـانول        DBT. محيط كشت انجام گرفته است     cc ۵۰ حاوي   cc۲۵۰واكنشها در ارلنهاي    

)mM ۱۰۰(            منبع كربن گلوكز .تهيه و در مراحل مورد نياز، به محيط كشت ها اضافه ميشود)gr/lit۱۰  ( است
 محيط كـشت بـدون   pH.كه به صورت فيلتر استريل بعد از اتوكلاو كردن محيط كشت، به آن اضافه مي گردد   

، pHبراي بررسي اثـر  . است كه به علت وجود نمك هاي مناسب بافر خوبي را ايجاد مي كند           ۵/۷تنظيم حدود   
 از cc۲در نمونـه گيـري   .ت مورد نظر تنظيم شده و سپس آزمايش صـورت گرفتـه اس ـ  pHبافرهاي اوليه روي    

 اتيل اسـتات  cc۲ رسانده شده، سپس به وسيله ۵/۱ به حدود pH مقدار  HCl(6N)محيط كشت برداشته و با 
بعد از استخراج به علت وجود ناحيه دو فازي براي جداسازي .عمليات استخراج متابوليت ها صورت گرفته است 
 عمليـات سـانتري فـوژ انجـام گرفتـه           rpm ۲۰۰۰ در   min۱۵فازها و ته نشين شدن باكتري ها ابتدا به مدت           

 از اتيـل اسـتات بـه دسـتگاه          μl ۲۰در نهايـت    . صاف شده اسـت    μm ۲۲/۰وسپس محلول روئي با فيلتر هاي       
HPLCآورده شده است۲نمونه پيك به دست آمده در شكل .  تزريق شده است .  

  

  )۱۷( تركيب محيط كشت مورد استفاده -۱جدول 
  محيط اصلي  )gr(مقدار  محلول فلزي  )gr(مقدار  ط ويتامينمخلو  )mg(مقدار

۴۰۰  Calcium 
pantothenate  

۱/۰  Na2MoO4  ۴  K2HPO4 

۲۰۰  Inositol  ۵/۰  FeCl2.4H2O  ۵/۰  KH2PO4  
۴۰۰  Niacin  ۵/۰  ZnCl2  ۱  NH4Cl  
۴۰۰  Pyridoxine 

hydrochloride  
۵/۰  MnCl2.4H2O  ۲/۰  MgCl2.6H2O  

۲۰۰  P-Aminobenzoic 
acid  

۰۵/۰  CuCl2  ۰۲/۰  CaCl2  

۵/۰  Cyanocobalamin  ۰۵/۰  Na2WO4.2H2O  ۰۱/۰  NaCl 

۱۰۰۰ml ۱۰۰۰  آب مقطرml ۱۰  آب مقطرml محلول فلزي  
        ۱ml مخلوط ويتامين  
        ۱۰۰۰ml اب مقطر  
  

  نتايج
 را HBP-2كـاهش داده و محـصول    % ۵/۸۷ را DBT مقـدار    ۳سوش ترموفيل جداسازي شده مطـابق شـكل         

  محـيط در حـين  pH كه نشان دهنده رشد جرم سلولي است و همچنين تغييـرات             ODمقادير  .كندتوليد مي   
در  . مـشاهده نمـي شـود      pHبه علت بافر بودن محيط تغييرات شـديدي در          . آورده شده است   ۴رشد در شكل    

مرحله استخراج متابوليت ها، محلول دو فازي تقريبا پايداري ايجاد مي شود كه حـاكي از توليـد سـورفكتانت            
  . نيز باشدHBPSتواند شامل ماده  است كه مي
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  HBPS,ET-AC,DBTO2,2-HBP,DBT  براي موادHPLC پيك دستگاه -۲شكل
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  s۴- طي مسير متابوليکي HBP-2 به DBTتبديل -۳شكل 

  
 رشد مناسـبي  ۰/۸ تا ۵/۶ بين pH بر روي رشد سوش نشان مي دهد كه اين سوش در محدوده      pHسي اثر   برر

 اسـت و در  ۷ همان  pHمناسبترين .ميدهد انجام را s۴- طي مسير متابوليکي HBP-2 به DBTدارد و تبديل 
pH سـوش بـا محـيط    دماي بهينه نيز براي رشد اين. متوقف مي شود۵ رشد مطابق شكل ۵ هاي پايين تر از 

 ODآزمايشها نشان مي دهد كـه مقـادير   .  درجه سانتي  گراد است۴۵ حدود ۵كشت ذكر شده  مطابق شكل      
  . داردDBTكه نشانگر رشد سلولي است ارتباط مستقيمي با تبديل 
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  s۴- طي مسير متابوليکي HBP-2 به DBT در حين تبديل OD و pHتغييرات -۴شكل 
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   و دما روي رشد ميكروارگانيسمpH اثر -۵شكل 
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  بحث ونتيجه گيري
تي گراد دارد كـه مـي توانـد از لحـاظ      درجه سان۴۵سوش جدا شده در اين پروژه قابليت فعاليت در دماي    -١

 .صنعتي داراي اهميت باشد
 طـي مـسير     HBP-2 بـه    DBTتبـديل     خنثـي قـادر بـه        pH درجه سانتي گرادو     ۴۵اين سوش در دماي      -٢

  را تبديل مي كندDBT درصد ۵/۸۷ روز حدود ۶ است ودر طي مدت s ۴–متابوليکي 
 كمتري برخوردار است اما با بررسي فاكتورهـاي         اين سوش در مقايسه با سوشهاي شناخته شده از فعاليت          -٣

اسـتفاده از   .بيشتر و استفاده از محيط هاي كشت بهينه براي رشد آن امكان افزايش فعاليت آن وجود دارد                
مي تواند نتايج بهتري را ) Resting cell(منابع كربني ديگر مثل اتانول و همچنين سلولهاي در حال سكون

 .به دست بدهد
 مـصرفي  DBT توليدي كمتـر از HBP-2رم وپيك هاي به دست آمده به نظر مي آيد كه مقدار           از موازنه ج   -٤

ايـن مـاده   . در محيط تجمع پيدا كـرده اسـت  HBPSاست كه احتمالا به صورت محصولات واسطه از قبيل  
البته اين عامل از ايـن جهـت كـه بـه آمـدن تركيبـات       .خود را در امولسيون شدن دو فاز نيز  نشان ميدهد    

 فرايندهاي  بعدي جداسازي فازها را بـا    گردي به داخل سلول كمك مي كند مفيد است واز طرفي ديگر           گو
 .مشكل مواجه مي كند

 
  قدرداني تشكر و

بدين وسيله از شركت نفت مناطق مركزي ايران  كه در تـامين بخـشي از هزينـه انجـام آزمايـشات همكـاري        
هندسي بيوشيمي ومحيط زيست دانشگاه صنعتي شريف بـه         همچنين از كاركنان مركزتحقيقات م     نموده اند و  

  .خصوص سركار خانم زهرا قبادي كه در جداسازي سوش ها ما را ياري نمودند قدرداني مي شود

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  



IChEC9 

 
    ...ی و بهداشتی، صنايع غذايی، بيوتکنولوژ :۸محور علمي 

  
 

  ۱۳۸۳آذرماه  ۵ الی ۳نهمين کنگره ملی مهندسی شيمی ايران، دانشگاه علم و صنعت ايران،  

٣٢٩٢

  مراجعمنابع و 

1. US EPA Office of Transportation and Air Quality, HD 2007 rule overview, November 20, 
2002. 2- Kocal, Joseph, A.," Process for the desulfurization of a hydrocarbonaceous oil", 
US Patent No .6277271, August 21, 2001. 

2. Cabrera,Carlos, A.," Process for the desulfurization of a hydrocarbonaceous oil", US 
Patent No .6171478, January 9, 2001. 

3. Michèle Breysse, Gérald Djega-Mariadassou,Stéphanie Pessayre ,Christophe 
Geantet,Michel Vrinat , Guy Pérot , Marc Lemaire," Deep desulfurization: reactions, 
catalysts and technological challenges", Catalysis Today,vol.84,pages 129-138,2003. 

4. Chunshan Song, Xiaoliang Ma," New design approaches to ultra-clean diesel fuels by deep 

5. desulfurization and deep dearomatization", Applied Catalysis B: 
Environmental,vol.41,pages 207-238,2003. 

6. Christopher Oldfield, Olga Pogrebinsky, Julie Simmonds,Edwin S. Olson,Charles F. Kulpa, 
" Elucidation of the metabolic pathway for dibenzothiophene desulphurization by 
Rhodococcus sp. strain IGTS8 (ATCC 53968)", Microbiology,vol.143,pages 2961-
2973,1997. 

7. Hiroyuki, H.,Hiroyasu,S.,Ikuo,S.,Takeshi,K.,"High cell density culture of rhodococcus 
rhodochrous by pH-stat feeding and dibenzothiophene degradation",journal of fermentation 
and bioengineering,vol.85,no.3,pages 334-338,1998. 

8. Takashi,O.,Keitaro,S.,Yoshikazu,I.,"Regulation of debanzothiophene degrading enzyme 
activity of rhodococcus erythropolis D-1",journal of fermentation and bioengineering 
,vol.81, no.2,pages 121-124,1996. 

9. M.F. Luo, J.M. Xing, Z.X. Gou, S. Li, H.Z. Liu, J.Y. Chen," Desulfurization of 
dibenzothiophene by lyophilized cells of Pseudomonas delafieldii R-8 in the presence of 
dodecane", Biochemical Engineering Journal,vol.13,pages 1-6,2003. 

10. Ken-Ichi Noda, Kimiko Watanabe, Kenji Maruhashi," Isolation of the Pseudomonas 
aeruginosa Gene Affecting Uptake of Dibenzothiophene in n-Tetradecane", journal of 
bioscience and bioengineering, vol.95, no.5, pages 504-511, 2003. 

11. Mamie Z. Li, Charles H. Squires, Daniel J. Monticello, John D. Childs," Genetic Analysis 
of the dsz Promoter and Associated Regulatory Regions of Rhodococcus erythropolis 
IGTS8", journal of bacteriology,pages 6409-6418,nov.1996. 

12. Christopher S.P,.Iddington,B., R.Kovacevich, J. Rambosek," Sequence and Molecular 
Characterization of a DNA Region Encoding the Dibenzothiophene Desulfurization 



IChEC9 

 
    ...ی و بهداشتی، صنايع غذايی، بيوتکنولوژ :۸محور علمي 

  
 

  ۱۳۸۳آذرماه  ۵ الی ۳نهمين کنگره ملی مهندسی شيمی ايران، دانشگاه علم و صنعت ايران،  

٣٢٩٣

Operon of Rhodococcus sp. Strain IGTS8", Applied and environmental 
microbiology",pages 468-475,feb.1995. 

13. L.M. Watkins,,R. Rodriguez, D. Schneider, R. Broderick, M. Cruz, R. Chambers, E. 
Ruckman, M. Cody, and G.T. Mrachko," Purification and characterization of the aromatic 
desulfinase, 2-(20-hydroxyphenyl)benzenesulfinate desulfinase", Archives of Biochemistry 
and Biophysics,vol.415,pages 14-23.2003. 

14. Kevin A. Gray, Gregory T. Mrachko, Charles H. Squires," Biodesulfurization of fossil 
fuels", Current Opinion in Microbiology,vol.6,pages 229-235,2003. 

15. Toshimitsu,O.,Jin,K.,Yoshitaka,I.,Kenji,M.,"Desufurization Characteristics of Thermophilic 
Paenibacillus sp.strian A11-2 against Asymmetrically Alkylated Dibenzothiophenes",journal 
of bioscience and bioengineering,vol.92,no.2,pages193-196,2001. 

16. Jin, K., Yoshitaka,I.,Toshimitsu,O.,Yoshinori,O.,Masanori,S.,Kenji,M.," Purification and 
Characterization of Dibenzothiophene Sulfone Monooxygenase and FMN-Dependent 
NADH Oxidoreductase from the Thermophilic Bacterium Paenibacillus sp. Strain Al l-2", 
journal of bioscience and bioengineering,vol.90,no.6,pages 607-613,2000. 

17. S. Maghsoudi, A. Kheirolomoom, M. Vossoughi, E. Tanaka, S. Katoh," Selective 
desulfurization of dibenzothiophene by newly isolated Corynebacterium sp. strain P32C1", 
Biochemical Engineering Journal,vol.5,pages 11-16,2000. 

 

 

 

 

 

 

 


