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  Pseudomonas stutzeri SEE-1 يوفن توسط باكتريتاز  ييگوگردزدا
  يازيامت يتيگ و *فر ي، زهرا اعتمادانيميرسليمحمد صادق ش

  يست شناسيزاصفهان، دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم، گروه 

  11/4/91 :تاريخ پذيرش    3/7/90 :تاريخ دريافت

  دهيچك

ك ي. شود يمحسوب م يطيست محيز يهايها و كنترل آلودگشگاه يمهم در پالا از مسائل يكي يوفنيبات تيحذف گوگرد از ترك
انجام  يكيلوژنتيز فيباشد كه با آنال يوفن ميتتركيب از  ييقادر به گوگردزدا MTBEغني شده در خاك حاوي  ييايه باكتريسو

با  ييگوگردزدا يشهايآزما. شد ييشناسا Pseudomonas stutzeriه به عنوان ين سويا ،16S rRNAژن  يشده بر اساس توال
ج به دست آمده با ينتاانجام شد كه  يوفن و در فاز آبيب گوگرددار مدل تيدر حضور ترك باكترين يفعال بدون رشد ا يسلولها

مولار  يليم 4/12ه يوفن با غلظت اولياز ت درصد 95ش از ينانومتر نشان داد كه ب 230در طول موج  UV يروش اسپكتروفتومتر
وفن را نشان يزان كاهش تين ميز همين) GC( يگاز يز انجام شده با روش كروماتوگرافيآنال. ساعت حذف شده است 15ز پس ا
نفت خام،  يحاو يط دوفازيدر مح ين باكتريفعال بدون رشد ا يسلولها ييت گوگردزدايفعال يمنظور بررسه بچنين هم. داد
  .قرار گرفت يبررسمورد  يبا روش كدورت سنجلفات آزاد شده زان سويم يريق اندازه گيزان كاهش گوگرد از طريم

   ياستوتزر سودوموناسوفن، سلول فعال بدون رشد، نفت خام، ي، تيستيز ييگوگردزدا :يديكل واژه هاي

   z_etemadifar@yahoo.com: يكي، پست الكترون031-37932367: سنده مسئول، تلفنينو *

   مقدمه
متغير  ppm 3000 - 1000ز  ميزان گوگرد در نفتهاي خام ا

 شود ترين تركيب آلوده كننده نفتي محسوب مي است و مهم
حاصل از نفت خام مثل  ياحتراق مواد سوختن ).9(

متفاوت  يدهايد و انتشار اكسين موجب توليل و بنزيگازوئ
كه  شود يم SO2ش از همه به صورت يو ب) SOX( گوگرد

، يواد ساختمانموجب حل شدن م يدياس يجاد بارانهايبا ا
 .گردد ياچه ها ميشدن در ين رفتن جنگلها و سمياز ب

ش غلظت گوگرد موجود در اتمسفر با يافزان يهمچن
 يتنفس يهايسولفات سبب بروز ناراحت يل آئروسلهايتشك
گر، هر ساله ياز طرف د .شود يمدر انسان  يعروق- يو قلب
 زان گوگرديكنترل م يموجود برا ين و استانداردهايقوان

به عنوان مثال،  .شود يسخت تر م يليفس يمجاز سوختها
مرز ميزان ) EPA(سازمان حفاظت محيط زيست آمريكا 

گوگرد مجاز در سوختهاي ديزلي و گازوئيل را تا سال 
2010  ،ppm 15 11و  1( تعيين كرد(.   

حذف گوگرد از  يشگاهها برايدر حال حاضر همه پالا
 يينه گوگردزدايهزك پر يبر تكن يمتك يليفس يسوختها

ند يك فرآيباشند،  يم )Hydrodesulfurization( يدروژنيه
و ) نچ مربعيپوند بر ا 150- 250(در فشار بالا  يكيتيكاتال

كه در آن از گاز ) گراد يدرجه سانت 200- 425(حرارت بالا 
سولفيد هيدروژن استفاده گوگرد به  ياياح يبرا ژنودريه

غير آلي گوگردي و از تركيبات  حجم وسيعي. مي شود
فرآيند ن ياچنين تركيبات آلي گوگردي ساده از طريق هم

از گوگرد موجود  درصد 70حذف مي شوند، اما بيش از 
در نفت خام تركيبات آروماتيكي گوگردي بر پايه حلقه 

روش اين مي باشند كه نسبت به عمل گوگردزدايي  تيوفن
د مثل يجد ين رو، توسعه روشهاياز ا .)11( مقاوم هستند

 ياز جاذبه ها يكيبه يا بيوكاتاليتيك  يستيز ييگوگردزدا
  . ل شده استيصنعت نفت تبد در يوتكنولوژيمهم ب
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متعادل،  ياتيط عمليل شرايبه دل يستيز ييروش گوگردزدا
به عنوان  يكيمتابول يرهايمس ويژگين و ييپا ينه هايهز
در گوگردزدايي هيدروژني ند يفرآ يك روش مكمل براي

از اين رو تغيير زيستي تركيبات تيوفني . شود يگرفته م نظر
، رودوكوكوساز قبيل  هاي باكتريايي توسط انواعي از سويه

و  سودوموناس، باسيلوس پاني، ميكوباكتريوم، گوردونيا
   .)11و  9 ،8( مورد مطالعه قرار گرفته است غيره

يك باكتري با قابليتهاي ژنتيكي و  سودوموناس استوتزري
ولوژيكي بالا، در تجزيه بسياري از هيدروكربنهاي فيزي

ق به ين تحقيدر ا .)7( آليفاتيك و آروماتيك نقش دارد
 يبر رو ييايه باكتريسوك ي ييت گوگردزدايفعال يبررس

ل يدر گازوئ يكه به مقدار فراوان شده استوفن پرداخته يت
در فرآيند گوگردزدايي هيدروژني، مولكول  .وجود دارد

بوتن به بوتان و گاز  - 1 - يا ترانس -طريق سيستيوفن از 
تا به امروز، يك ). 3(سولفيد هيدروژن تبديل مي شود 

مكانيسمي كه گوگرد را از تيوفن غير استخلاف شده به 
براي دي بنزوتيوفن  S4طور انتخابي جدا كند مانند مسير 

   ).   10(شناسايي نشده است 

  مواد و روشها
شركت مرك آلمان با درجه وفن از يت: ييايميمواد ش

 DNA )DNPTMت استخراج يك. شد يداريخلوص بالا خر

Kit (ت واكنش يو كPCR ه يناژن تهيس ياز شركت داخل
از شركت  ين توالييتع يمورد استفاده برا يمرهايپرا. شد

  .شد يداريتگ كپنهاگ دانمارك خر

از خاك آلوده به كه  SEE-1يباكتر: يمشخصات باكتر
MTBE ن يا. شده بود مورد استفاده قرار گرفت يجداساز

، فاقد داز مثبتيبا تست كاتالاز و اكس ينفگرم م يباكتر
 يبر رو ين باكتريا يهايباشد كه كلن يل مياسپور و باس

 به رنگ زرد )نوترينت آگار(آگار مغذي ط كشت جامد يمح
كلنيهاي تازه  .شوند يده مي، گرد و صاف ددهيرنگ پر

تري خشن و خشك با يك ظاهر جداسازي شده اين باك

هاي برآمده بود كه پس از  خاص چروكيده به همراه لبه
پس از . ماند محل اثر برداشتن كلني باقي مي برداشتن،

پاساژهاي مكرر در محيطهاي كشت آزمايشگاهي كلنيها به 
  .)1شكل ( حالت صاف و گرد تبديل شدند

 ييمنظور شناساه ب:  16S rRNAژن  رادفن تييتع
آن طبق  يژنوم DNAمورد نظر،  يباكتر يوللكوم

ت مورد استفاده استخراج شد، سپس يدستورالعمل ك
 74DGو برگشت  01RWمر رفت يبا دو پرا PCRواكنش 

مر يپرا :ر استيمرها به صورت زيپرا يتوال انجام شد كه
 )'01RW )5'AACTGGAGGAAGGTGGGGAT3 رفت

 74DG مر برگشتيپرا و
)5'AGGAGGTGATCCAACCGCA3' .(ه محصول ب

برنامه  .بود bp 370 يمر حاوين دو پرايدست آمده توسط ا
PCR 95 يه با دمايون اوليكل دناتوراسيك سيصورت ه ب 

 94 يكل با دمايس 30قه، يدق 5مدت به درجه سانتي گراد 
درجه سانتي گراد  54ه، يثان 45مدت به درجه سانتي گراد 

ه و يثان 45مدت  بهدرجه سانتي گراد  72 ه،يثان 30به مدت 
قه يدق 5مدت به درجه سانتي گراد  72  ييكل نهايك سي

  .م شديتنظ

ز، آگار درصد 1ژل  يپس از مشاهده بر رو PCRمحصول 
 يدر كره جنوب ماكروژنبه شركت  ين توالييجهت تع

شناخته  يهايگر تواليآمده با د به دست يتوال .فرستاده شد
استفاده از برنامه با  NCBIمركز  يشده موجود در بانك ژن

BLASTn 5( ديسه گرديمقا(.  

-SEE يه باكتريكشت اول: فعال بدون رشد يسلولها هيته

 يا برتانيط كشت لوريتر از محيل يليم 50 يحاو ارلندر  1
)LB (پس از . گراد انجام شد يدرجه سانت 30 يدر دما

ك يرشد خود نزد يتميفاز لگار يبه انتها يآنكه باكتر
 g 1800دور (وژ يفيتوسط سانتر يباكتر يسلولهاد، يگرد

توسط  يرشد سلول. ن شدنديته نش )قهيدق 10به مدت 
ساخت  SECOMAM XS 5مدل (دستگاه اسپكتروفتومتر 

سپس . شد يرينانومتر اندازه گ 600در طول موج ) فرانسه
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م دو بار يكلرور سد درصد 9/0توسط محلول  سلولها
ل اضافه شد تا ن محلويهم مجدداًشستشو داده شدند و 

آن در  يسلول يل گردد كه چگاليتشك يلولس ونيسوسپانس
  .)600OD( )6 = 30(برسد  30نانومتر به  600طول موج 

:  UVبا روش اسپكتروفتومتر  يوفن در فاز آبيسنجش ت
 5ه شده به يته يسلول سوسپانسيونتر از يل يليم 2/0مقدار 

 4/12 يم حاويكلرور سد درصد 9/0تر محلول يل يليم
 يد و بر رويوفن در لوله درب دار اضافه گرديت مولار يليم
گراد  يدرجه سانت 30 يبا دما) قهيدور در دق 120(كر يش

 يرياندازه گ به منظور .ساعت انتقال داده شد 15به مدت 
وفن در محلول يمتفاوت ت ي، رقت هاييزان گوگردزدايم
فن ويمولار ت يليم 4/12م از غلظت يكلرور سد درصد 9/0

 230وفن در طول موج يد و حداكثر جذب تيآماده گرد
- A160مدل ( UVنانومتر توسط دستگاه اسپكتروفتومتر 

UV يمعادله منحن. شد يرياندازه گ) مادزو ژاپنيشركت ش 
 x 437/3  =y ،998/0 – 021/0 به صورتوفن ياستاندارد ت

 =R2  با استفاده از نرم افزارExcel آمد  به دست)y  :
  ).مقدار تيوفن بر حسب ميلي مولار:  xجذب، 

 يبا روش كروماتوگراف يگازوفن در فاز يسنجش ت
 يسلول سوسپانسيونتر از يل يليم 5/0مقدار :  )GC( يگاز
كلرور سديم حاوي % 9/0تر محلول يل يليم 5به ه شده يته

 يكيشه درب دار با درب پلاستيميلي مولار تيوفن در ش 62
 30 يدر دما يعت گرماگذارسا 20پس از . اضافه گرديد
، با )قهيدور در دق 120(كر يش يگراد بر رو يدرجه سانت

 1ها توسط سرنگ  سوراخ كردن درب پلاستيكي شيشه
ميكروليتر از هواي بالاي سطح مايع  200 ميلي ليتري، ميزان

 يگاز يدستگاه كروماتوگراف بهوفن يت ييجهت شناسا
ستون . شد قيتزر) كايساخت آمر Agilent 6890Nمدل (

 يليم 32/0 يمتر، قطر داخل 30با طول  HP-5مورد استفاده 
ز ين ييبرنامه دما. كرومتر بوديم 25/0ه يمتر و ضخامت لا

و توقف  سانتي گراددرجه  35آون  يدما: ب بودين ترتيبد
با  سانتي گراددرجه  75ش دما تا يقه، افزايدق 7ن دما يدر ا

ت يو در نها قهيهر دقدر  سانتي گراددرجه  10 ييب دمايش
ن دما يو توقف در ا سانتي گراددرجه  100ش دما تا يافزا

ق و آشكارساز، يمحل تزر يدما. مي باشد قهيدق 2به مدت 
وم با سرعت ياز گاز هل. بود سانتي گراددرجه  250و  200
قه به عنوان گاز حامل استفاده يدق درتر يل يليم 2ان يجر
ك حاصل از يمساحت پ وفن با استفاده ازيدرصد ت. شد

 گرديدمحاسبه ) FID( يون شعله ايزاسيونيآشكارساز 
)12( .    

به : وفنيت حذففاقد سلول در  يمير عصاره آنزيتاث
افته يرشد  يسلولهافاقد سلول،  يميه عصاره آنزيته منظور

فاز  ياز انتها يا برتانيط لوريتر محيل يليم 250در 
 10به مدت  g 1800دور (وژ يفيتوسط سانتر يتميلگار
توسط بافر فسفات  سلولهاشدند،  يجمع آور) دقيقه
در  مجدداًشستشو داده شدند و دو بار ) pH=  1/7(ل ياستر

وفن به يمولار ت يليم 4/12 يتر بافر فسفات حاويل يليم 5
 سوسپانسيون ه آنير در تجزيدرگ يمهايآنز يمنظور القا
ات شستشو با بافر فسف سلولهاساعت،  2پس از . گرديدند

 20به  600ODتا رسيدن در همين بافر  مجدداًداده شدند و 
 ،در مرحله بعد .تبديل شدند سوسپانسيونحالت  به

هاي باكتري با استفاده از دستگاه اولتراسونيك  سلول
)dr.hielscher GmbH  مدلVP 200H 10) ساخت آلمان 

ثانيه  30دقيقه سونيكيت و  1هر بار (بار بر روي يخ 
پس از  يشكسته شدند و عصاره آنزيم) حتاسترا

 gدور (اجساد خرد شده سلولي با سانتريفيوژ  يجداساز
به ) دقيقه 10به مدت  سانتي گراددرجه  4در  10000

با حاصل آنزيمي  مقدار پروتئين عصاره ).4(دست آمد 
استفاده از معرف برادفورد و منحني استاندارد پروتئين، 

ميلي  1. )2( تر محاسبه گرديدميكروگرم در ميلي لي 3/30
 درصد 9/0محلول ميلي ليتر  5ليتر از عصاره آنزيمي به 

و  ديگرداضافه  وفنيت ميلي مولار 4/12 يكلرور سديم حاو
تيوفن خوانده شد و  UVدقيقه، جذب  90پس از گذشت 

با نمونه حاوي همين مقدار تيوفن بدون عصاره آنزيمي به 
  .مقايسه گرديد كنترلعنوان 
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فعال بدون  يسلولها يستيز يينجام عمل گوگردزداا
فاز  ياز انتها سلولها يجمع آور: يط نفتيك محيرشد در 

 600ODبا  يسلول سوسپانسيون يآماده سازو  يتميلگار
تر از يل يليم 3زان يم. قسمت قبل انجام شدمطابق  20برابر 

تر يل يليم 100شامل  ارلنك يبه  يسلول سوسپانسيونن يا
تر نفت خام يل يليم 25و ) pH=  1/7(محلول بافر فسفات 
 ارلنيك . ديشگاه اصفهان اضافه گرديبه دست آمده از پالا

حاوي همين مقادير از بافر فسفات و نفت خام بدون 
بعد . اضافه كردن باكتري به عنوان كنترل در نظر گرفته شد

 سانتي گراددرجه  30ساعت گرماگذاري در دماي  24از 

وژ يفيبا سانتر سلولها، )قهيدور در دق 160(ر روي شيكر ب
)g 6000  زان سولفات يو م يجمع آور) دقيقه 10به مدت
با روش كدورت بر حسب ميلي گرم در ليتر  ييع رويما

 مورد بررسي قرار گرفتنانومتر  420در طول موج  يسنج
 به منظورمنحني استاندارد سولفات سديم  معادله .)13(

 x 165/0+  475/0 به صورتري ميزان سولفات اندازه گي
 =y ،989/0  =R2  با استفاده از نرم افزارExcel به دست 

غلظت سولفات بر حسب ميلي گرم در :  xجذب، :  y(آمد 
  ). ليتر

 

  

  
  

  
ده خاص، تصوير راست يي خشن با ظاهر چروككلنيهاتصوير چپ مربوط به ( بر روي محيط آگار مغذي SEE-1ني باكتري تصوير كل -1شكل 

  هاي آن در زير ميكروسكوپ و سلول) مكرر يي صاف و گرد پس از پاساژهاكلنيهامربوط به 
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  نتايج و بحث 
نتايج به دست آمده نشان : شناسايي سويه مورد استفاده

داد باكتري مورد استفاده در اين تحقيق بيشترين شباهت 
 شماره( سودوموناس استوتزري را با گونه) <99(%

اين باكتري پس از . دهد نشان مي )063219,1Af: دسترسي
با شماره دسترسي  NCBIشناسايي، در بانك ژني 

438282HQ تصوير كلنيهاي مربوط به اين . به ثبت رسيد
  .نشان داده شده است) 1(سويه در شكل 

  

  

  
 درجه 30در دماي  يساعت گرماگذار 15پس از  ياكترهاي فعال بدون رشد ب نانومتر توسط سلول 230تيوفن در طول موج  UVجذب  -2شكل 

: يمحور افق. (10⁄1رقت با  يباكتر ينمونه حاو )C، 2⁄1رقت با  يباكتر ينمونه حاو )B 50⁄1با رقت  ينمونه كنترل بدون باكتر )A :سانتي گراد
  )UVزان جذب يم: يطول موج بر حسب نانومتر، محور عمود
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هر نمونه با سه تكرار صورت گرفت  يش برايآزما( هاي فعال بدون رشد ميلي مولار توسط سلول 4/12لظت اوليه درصد كاهش تيوفن با غ  -1جدول 
  )است  ن جذب آنها آورده شدهيانگيكه م

مانده يوفن باقيمقدار ت نانومتر230جذب در رقت  شماره
  )مولار يليم(

درصد كاهش تيوفن 
(%)  

  % B 2⁄1 547/0 33/0 4/97قسمت  2شكل 

  % C 10⁄1 116/0 39/0 8/96قسمت  2كل ش

  % A( 50⁄1 807/0 04/12 91/2قسمت (نمونه كنترل 

  

هاي  از نمونه: ارزيابي فعاليت باكتري بر روي تيوفن 
حاوي سلولهاي فعال بدون رشد اين باكتري پس از رسوب 

از مايع رويي  10⁄1و  2⁄1دادن توده سلولي، رقتهاي  
به دست آمده  UVميزان جذب  حاوي تيوفن آماده شد و از

و استفاده از معادله ) 2شكل (نانومتر  230در طول موج 
خط منحني استاندارد تيوفن ، مقدار تيوفن به صورت 

كاهش جزئي درصد تيوفن در . محاسبه گرديد) 1(جدول 
  .  باشد نمونه كنترل به دليل ماهيت فرار بودن آن مي

صل از عملكرد حاگاز كروماتوگرام  ين نمودارهايچنهم
مورد استفاده بر روي تيوفن و   گوگردزدايي باكتري

در شكل  يوفن بدون باكتريت يحاوكنترل   چنين نمونههم
  مربوط به نمونه  كروماتوگرام .نشان داده شده است) 3(

دهد، پيك در زمان  كنترل دو پيك اصلي را نشان مي
  نمونهدقيقه كه با توجه به كاهش اين پيك در  9/1بازداري 

به عنوان پيك معرف تيوفن در نظر گرفته   حاوي باكتري
كنترل پيك دومي در زمان   چنين در نمونههم. شود يم

دقيقه مشاهده گرديد كه مربوط به وجود  2/3بازداري 
اطلاعات با توجه به  .باشد ناخالصي به همراه تيوفن مي

وفن در زمان يت پيكمربوط به سطح زير منحني و ارتفاع 
ن باكتري يقه، درصد كاهش تيوفن توسط ايدق 9/1 يزداربا

  . به دست آمد درصد  82/93

 

  
نمونه  )A: سانتي گراددرجه  30ساعت گرماگذاري در دماي  20مورد مطالعه پس از   حاوي باكتري  كنترل و نمونه  نمونه GCنمودارهاي  -3شكل 

  )پيكوآمپر بر ثانيه: زمان بازداري بر حسب دقيقه، محور عمودي: محور افقي. (يباكتر ينمونه حاو )Bكنترل حاوي تيوفن بدون باكتري، 
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ه يبا ته: استفاده از كاتاليزور آنزيمي براي حذف تيوفن
ميلي ليتر از  1 يتيوفن نمونه حاو UV، جذب 50⁄1رقت 

تيوفن بدون عصاره  يو نمونه حاو يباكتر يميعصاره آنز
كاهش ). 4شكل ( آنزيمي به عنوان كنترل به دست آمد

نانومتر توسط عصاره  230در طول موج  UVجذب 

نسبت به نمونه كنترل  ياستخراج شده از باكتر يميآنز
با توجه به  .باشد يوفن ميت يميه آنزينشان دهنده تجز

نانومتر،  230در طول موج  UVاطلاعات مربوط به جذب 
درصد كاهش تيوفن توسط عصاره آنزيمي اين باكتري 

  .آمد به دست صددر 49/28

  
ميلي مولار تيوفن بدون عصاره آنزيمي با رقت  4/12نمونه كنترل حاوي  )A :تيوفن UVثير عصاره آنزيمي فاقد سلول در كاهش جذب أت -4شكل 

50⁄1، B( 50⁄1ميلي مولار تيوفن با رقت  4/12 نمونه حاوي عصاره آنزيمي باكتري و. )ميزان : ، محور عموديطول موج بر حسب نانومتر: محور افقي
 )UVجذب 

پس از جدا : يط نفتيدر مح يباكتر ييت گوگردزدايفعال
جهت تخمين فعاليت  مايع رويي، از و نفت كردن فاز آبي

گوگردزدايي از طريق اندازه گيري ميزان سولفات با روش 
آمده از  به دستبا معادله و  كدورت سنجي استفاده شد

لفات بر حسب ، مقدار سومنحني استاندارد سولفات سديم
با توجه به جدول  .آورده شد به دستميلي گرم در ليتر 

، ميزان سولفات اندازه گيري شده در نمونه حاوي )2(
باكتري نسبت به نمونه كنترل بدون باكتري بيشتر است كه 
نشان دهنده توانايي باكتري در آزاد كردن اتم گوگرد به 

موجود در نفت  شكل سولفات از تركيبات گوگردي آلي
  . باشد خام مي
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  mg/lاندازه گيري شده بر حسب در محيط حاوي نفت خام و ميزان سولفات نتايج حاصل از فعاليت گوگردزدايي باكتري  -2جدول 

  )mg/l(غلظت سولفات  نانومتر420ميزان جذب در  نمونه

  15/355 061/1  ارلن كنترل بدون باكتري

  33/453  223/1  ارلن حاوي باكتري

  يكل يريجه گينت

به عنوان تركيب  ثر مقالات موجود از دي بنزوتيوفندر اك
شود و  مدل براي مطالعات گوگردزدايي زيستي استفاده مي

هاي  اكثر مطالعات بر روي تيوفن به بررسي رشد سويه
جداسازي شده بر روي تيوفن به عنوان تنها منبع گوگرد و 

  ).11و   8( شود گيري رشد سويه محدود مي اندازه

شود  ين استنباط ميآمده چن به دست يجه هاينت يابياز ارز
شده  ييشناسا SEE-1 يسودوموناس استوتزر يباكتركه 
توانايي اختصاصي بسيار مطلوبي در  قين تحقيدر ا

 به منظوراست  يهيبد .گوگردزدايي از تركيب تيوفن دارد
ه هاي حدواسط و مسير متابوليكي تجزي شناسايي متابوليت

شتر با استفاده از روش ياز به مطالعات بيتيوفن ن
) GC-MS(اسپكتروفتومتري جرمي  - كروماتوگرافي گازي 

  . باشد يم

وسيله از همكاري گروه  نگارندگان بدين: يسپاسگزار
ويژه بخش ميكروبيولوژي دانشگاه ه زيست شناسي ب

اصفهان كه در اجراي اين طرح كمك نمودند قدرداني 
  .نمايند مي
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Desulfurization of thiophene by Pseudomonas stutzeri SEE-1 
Shirsalimian M.S., Etemadifar Z. and Emtiazi G. 
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Abstract 

Desulfurization of thiophenic compounds is one of the important issues in refineries and 
environmental pollutions control. A bacterium was isolated from MTBE enriched soil 
was able to desulfurize of the thiophene. It was identified as Pseudomonas stutzeri 
based on phylogenetic analysis of 16S rRNA gene sequence. Desulfurization reactions 
from thiophene as the model of thiophenic compounds in aqueous phase by resting cells 
of this strain carried out and the concentration of thiophene was determined by UV-
visible spectrophotometer in 230 nm wavelength. The results showed that the reduction 
of thiophene was 95% (from 12.4 mM to 0.3 mM) after 15 hours. Gas chromatography 
analysis showed the same results of thiophene desulfurization. Furthermore, The 
desulfurization activity of resting cells in a biphasic system containing crude oil by 
determination of released sulfate content turbidimetrically with BaCl2 was investigated.  

Key words: Biodesulfurization, Thiophene, Resting cell, Crude oil, Pseudomonas 
stutzeri   

 


