
www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1396، 2، شماره 30جلد                                                                )             مجله زيست شناسي ايران(لي و مولكولي مجله پژوهشهاي سلو

198 

 شوانلااي توسط باكتري  محفظه توليد الكتريسيته در پيل سوختي ميكروبي دو
  جداشده از رسوبات بستر درياي مازندراناگزوالكتروژنيك 

  1مريم اكرامي سيده و *1،2مجتبي محسني
  روه زيست شناسي سلولي و مولكوليگبابلسر، دانشگاه مازندران،  1

  ي نانو و بيوتكنولوژيپژوهشبابلسر، دانشگاه مازندران، گروه  2

  24/11/95 :تاريخ پذيرش    3/6/95 :تاريخ دريافت

  چكيده
 كاتاليسيتي عملكرد طريق از را آلي تركيبات در موجود انرژيكه  سيستم بيوالكتروشيميايي است ،پيل سوختي ميكروبي

از  شوانلا  باكتريسي مشخصات و برر جداسازي. كند مي تبديل الكتريكي انرژي به هوازي بي شرايط در ها ميكروارگانيسم
آوري شده از  هاي جمع نمونه. بود حاضر پژوهش اهداف از الكتريسيته توليد توانايي بررسينيز  ورسوبات بستر درياي مازندران 

ي كلنيها، سانتي گراددرجه  30در دماي  پليتهاپس از گرمخانه گذاري . محيط كشت كليگلرآگار منتقل شد بهرسوبات بستر دريا 
توانايي توليد رفولوژي، فيزيولوژي و مولكولي، وبر اساس مشخصات م ها شناسايي جدايه پس از. جداسازي شدرنگ  سياه

 LBبه محفظه آند حاوي محيط كشت جدايه منتخب  و اي طراحي گرديد بي دومحفظهوپيل سوختي ميكر .الكتريسيته ارزيابي شد
از رسوبات بستر درياي . دها از گرافيت ساخته شده بودالكترون استفاده شد و الكترونوترال ردِ به عنوان واسطه انتقال . شد تلقيح

نتايج بررسي مشخصات . گذاري شد نام ME1مازندران، باكتري احيا كننده سولفات جداسازي شد و با عنوان جدايه 
 16Sبررسي توالي ژن همچنين . دبو شوانلا، نشان داد اين باكتري متعلق به جنس ME1مرفولوژيكي و فيزيولوژيكي جدايه 

rRNA  و رسم درخت فيلوژني نشان داد كه جدايهME1  درصد هومولوژي با  87/98دارايسوهائنسيس لاوانش 

(Shewanella seohaensis) نتايج نشان داد كه باكتري جداشده توانايي توليد الكتريسيته در پيل سوختي ميكروبي را  .بود
ولت را  ميلي 765 ثابت مدار باز ولتاژتوانايي توليد الكتريسيته با  ME1 جدايه نشان داد كه حاضر العاتنتايج مط همچنين. داشت
نتايج . مربع سنجيده شد آمپر بر متر ميلي 5/395وات بر مترمربع و  ميلي 817/140بيشترين چگالي توان و جريان به ترتيب . داشت
، توانايي توليد الكتريسيته در پيل سوختي درياي مازندرانرسوبات بستر ز شده ا جدا ME1شوانلانشان داد كه  حاضر تحقيق
  .، معرفي شودپسĤبتصفيه  يسيستمهادر براي توليد همزمان الكتريسيته تواند  اين جدايه مي .داشترا بي وميكر

  درياي مازندران پيل سوختي ميكروبي،، شوانلاباكتري  :هاي كليدي واژه

   M.Mohseni@umz.ac.ir :، پست الكترونيكي 01135302497: ، تلفنمسئول نويسنده* 

  مقدمه
 شيمختلف به سرعت در حال افزا عيدر صنا يمصرف انرژ

به شمار  يانرژ تأمين يمنبع اصل يليفسي سوختها. است
 نيزو  آن يداريو ناپا منابع تيبه علت محدوداما روند  يم

 يو انتشار گازها يطيمح ستيز يآلودگيها ليلبه د
مشكلات زيادي را ي فسيلي سوختهااستفاده از ، يا گلخانه

و  نيگزياز منابع جا يانرژ تأمين بنابراين. ايجاد كرده است
 يسوخت يپيلها .)37و  30( است ضروري ،ريپذ ديتجد

 ييايميوالكتروشيب ستميس) Microbial fuel cell( ميكروبي
 ،ها سميكروارگانيم يستيواكنش كاتال قياز طر هستند كه

در شرايط را  آلي باتيتركموجود در  ييايميش يانرژ
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در واقع . كند يم ليتبد يكيالكتر يانرژه هوازي ب بي
را به  الكترونها وكرده  ديرا اكس يقادرند مواد آل باكتريها
و جريان الكتريكي  ميكروبي منتقل كنند يسوخت ليآند پ

 يسوخت ليپبرجسته  كاربرد نيمهم تر. شود ايجاد 
 ديتول براي يصنعت يپسĤبهاو  فاضلابها هيتصف ،ميكروبي

 ديتول فرآيند يعني. باشد يسبز م يانرژ اي پاك يانرژ
د شو يانجام م همزمانفاضلاب به طور  هيو تصف تهيسيالكتر

 ياز سه قسمت اصل يبوكريم يسوخت ليپ. )35و  13(
انتقال پروتون  يو غشا يآند همحفظ ،يكاتد شامل محفظه

موجود در  سوبستراها به  سميانگاركرويم. شده است ليتشك
. شوند يم حيتلق پسĤب ايكشت  طيمحشامل آند  محفظه

 طيها در شرا سميكروارگانيسوبسترا توسط م ونيداسياكس
 .شود يالكترون و پروتون ممنجر به توليد  ي،هواز يب

به طور  پروتونهانيز و  يكيمدار الكتر قياز طر الكترونها
شوند تا  يم  يكاتد غشاء وارد محفظه قياز طر جداگانه

در . رنديالكترون قرار گ يينها رندهيپذ اريدر اخت اءياح يبرا
طور تجزيه مواد آلي بو  تهيسيالكتر انيرج ديتول فرآيند نيا

در پيل سوختي  .)29و  16( دريگ ميصورت  همزمان
تجزيه  درها نقش كاتاليستي  بي، ميكروارگانيسموميكر

نظر ها از  برخي ميكروارگانيسم. بر عهده دارندرا سوبسترا 
به اين معني كه قادر به  باشند الكتروشيميايي فعال مي

خارجي و يا انتقال دهنده از منبع  الكترونهادريافت 
 40( باشند الكترود مي نظيربه يك جسم خارجي  الكترونها

ها تحت عنوان  روارگانيسمميكگروه از  اين ).41و 
هاي الكتروژنيك معرفي  اگزوالكتروژن يا ميكروارگانيسم

هاي فعال از نظر  ميكروارگانيسم. )18 و 17(شوند  مي
 ،ي غشايي خودسيتوكرومهاالكتروشيميايي به كمك پيلي و 

 انتقال به پذيرنده آن نظير الكترود مستقيماً را الكترونها
هاي غيرفعال از نظر  ارگانيسمميكرو حالي كهدر . دهند مي

ي واسطه مولكولهاالكتروشيميايي براي انتقال الكترون به 
الكترون را از  ،ي واسطهمولكولها .نياز دارند

را در سطح الكترود آنها  و كردهدريافت ها  ميكروارگانيسم
كشت  استفاده ازهمچنين  .)31و  21( كنند آند تخليه مي

حفظه آندي پيل سوختي در مها  ميكروارگانيسم مخلوط
تجزيه  موجب، هوازي نظير رسوبات دريايي يا لجن بي

 يابد عملكرد پيل سوختي بهبود ميشده و سوبسترا  انواع
بكار گرفته هاي فعال الكتروشيميايي  ميكروارگانيسم). 4(

 گروه متعلق به عموماًبي، ودر پيل سوختي ميكرشده 
. باشد ا ميهتركوتسها و اسيدوباك ، فيرميهاپروتئوباكتر

هاي فعال الكتروشيميايي متعلق به  بيشترين ميكروارگانيسم
 اغلباين  علاوه بر. )9( ستاهپروتئوباكترگروه 
  يباكتريها هاي فعال الكتروشيميايي شامل ارگانيسمميكرو

 .اند اختياريهوازي  بيهوازي اجباري يا  گرم منفي، بي
يا عدم توانايي بر اساس توانايي و آنها  همچنين طبقه بندي

بيشترين مطالعات در پيل . باشد در احيا فلزات نظير آهن مي
 ژئوباكتر و شوانلا يجنسها مربوط بهميكروبي  سوختي

توانند به عنوان مدلي براي دستيابي  مي باكتريهااين . باشد مي
به مكانيسم انتقال الكترون از باكتري به سطح الكترود مورد 

ميكروارگانيسم فعال  اولين. بررسي قرار گيرند
كننده آهن نيز ء الكتروشيميايي گزارش شده كه احيا

ا همتعلق به گاماپروتئوباكتر شينسفَپوتري شوانلاباشد،       مي
سال پيش شناخته  65حدود  شوانلا ).39و  10(باشد  مي
اعضاي اين جنس با فساد مواد غذايي پروتئيني در  .شد

جانوران طلب در  ژن فرصتو به عنوان پاتو باشند يارتباط م
در ابتدا به عنوان يكي از شوانلا  .)33( اند آبزي شناخته شده

چندين بار  سپس .بندي شد طبقه آكروموباكترجنس اعضاي 
ي به عنوان يك باكتري درياز ه قطبياساس تاژ بر

اش در  اساس محتويات ژنتيكي بر نيزغيرتخميري و 
رانجام در سال س. بندي قرار گرفت طبقهي مختلف گروهها
 شوانلابه عنوان جنس   5S rRNAبراساس توالي ژن  1985

اين جنس متعلق به . در خانواده شوانلاسه قرار گرفت
 7( باشد ا ميها و كلاس گاماپروتئوباكترهشاخه پروتئوباكتر

داراي يك  ،شكل اي باكتري گرم منفي، ميلهشوانلا  .)19و 
 اند و اختياري هوازي اغلب بي. قطبي و متحرك است هتاژ

 شوانلا هاي گونه. شوند در رسوبات دريايي يافت مي
نظير منگنز، آهن و اورانيوم توانايي احياي فلزات مختلف 
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ي آن احياي سولفات و ويژگيهاين مهم تريكي از . دنرا دار
براي اولين اين پژوهش در . )36و  22(باشد  مي H2Sتوليد 

 شوانلا ي باكتريهاويژگيو بررسي  جداسازيبار در ايران، 
 همچنين. انجام شددرياي مازندران بستر از رسوبات 

براي توليد جريان الكتريسيته در  اين باكتري بوميتوانايي 
اي مورد ارزيابي قرار  دومحفظهپيل سوختي ميكروبي 

  .گرفت

  هامواد و روش
از رسوبات  شوانلاجداسازي و شناسايي  برداري، نمونه

سواحل درياي بستر از  رسوب هاي نمونه :دريابستر 
استريل در  ظروفآوري شد و در  جمعدر بابلسر مازندران 

يك گرم . به آزمايشگاه منتقل شد سانتي گراددرجه  4دماي 
 9/0( نمكيميلي ليتر محلول  9در  رسوب از هر نمونه

  رقتهاي متوالياستريل رقيق شد و ) درصد سديم كلريد
از ويژگي  شوانلاسازي براي جدا. تهيه شد 10-5تا  10- 1

بر اين . استفاده شد H2Sو توليد  بارز احياكنندگي سولفات
در سطح محيط كشت كليگلر  يق شدهرقهاي  اساس نمونه

سانتي درجه  30پخش شد و در دماي ) مرك، آلمان(آگار 
 سياهي كلنيها. گذاري شد ساعت گرمخانه 48به مدت  گراد

زه كليگلر آگار ت تامحيط كش درانتخاب شد و  و مجزا
   .رشد داده شد

و  مورفولوژيجداشده، صفات  يباكتريهابراي شناسايي 
و  ها جدايهمورفولوژي سلولي . بررسي شدآنها  فيزيولوژي

همچنين . مطالعه شد آميزي گرم به كمك رنگواكنش گرم 
، حركت فعاليت كاتالازي و اكسيدازي، توليد اندول،

گلوكز از مسير مصرف سيترات، تخمير قندها، مصرف 
يا مسير تخمير ) رد متيل(تخمير اسيدهاي مخلوط 

مطابق جدول شناسايي كتاب ) وژزپروسكوئر(بوتانديول 
 Bergey's Manual of( رگيسيستماتيك باكتريولوژي بِ

Systematic Bacteriology(تمام آزمايشات . ، بررسي شد
ي ها تا انجام مراحل بعد جدايه .بار تكرار انجام شد 3با 

سانتي درجه  - 85درصد در دماي  15آزمايش در گليسرول 
  .نگهداري شد گراد

 اي پليمراز ژن استخراج نوكلئيك اسيد، واكنش زنجيره
16S rRNA تعيين توالي و براي : و رسم درخت فيلوژني

ژنومي  نوكلئيك اسيدباكتري جداشده، مولكولي شناسايي 
در . )23( راج شدبا استفاده ار روش استاندارد بيد بيتر استخ

آمونيوم  متيل تري دسيلهگزابا استفاده از دترجنت اين روش 
 سپس. متلاشي شد باكتريهاديواره سلولي  )CTAB(برومايد

) 1:24:25به نسبت (الكل  ايزوآميل:كلروفرم:از محلول فنل
از همچنين . و قندها استفاده شد پروتئينهابراي حذف 

نظور رسوب نوكلئيك گليكول به م اتيلن محلول نمكي پلي
 خالصيهادر نهايت براي حذف ساير نا. اسيد استفاده گرديد

 DNAكيفيت . استفاده شد خالص و سرد از اتانول
ز واستخراج شده، با استفاده از الكتروفورز ژل آگار

برومايد مورد بررسي   آميزي شده با اتيديوم درصد رنگ8/0
   .قرار گرفت

اي پليمراز  نش زنجيرهاز واك 16S rRNA براي تكثير ژن
)PCR ( با استفاده از پرايمرهاي عموميPA  وPH ) جدول
تكثير ژن   اي پليمراز براي واكنش زنجيره .استفاده گرديد) 1

16S rRNA دماي واسرشت . مطابق برنامه زير انجام شد
سپس . دقيقه بود 5و به مدت  سانتي گراددرجه  95اوليه 

، سانتي گراددرجه  95چرخه شامل يك دقيقه دماي  35
و يك و نيم دقيقه  سانتي گراددرجه  50يك دقيقه دماي 

در نهايت براي . انجام شد سانتي گراددرجه  72دماي 
 72دقيقه در  5، دماي واكنش به مدت DNAتكميل سنتز 

درستي انجام واكنش . نگه داشته شد سانتي گراددرجه 
رز ژل ، با الكتروفو 16S rDNA  اي پليمراز ژن زنجيره

درصد رنگ آميزي شده با اتيديوم برمايد تأييد  8/0آگاروز 
  .شد

، محصول واكنش 16S rDNA  ن توالي ژنيبراي تعي
 GeneJetPCRكيت تخليص اي پليمراز به كمك  زنجيره

)Thermo Scientific, Lithuania( سازي گرديد خالص .
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كره )Macrogen( ماكروژنسپس توالي ژن توسط شركت 
به كمك  نتايج توالي نوكلئوتيدها مجدداً. ن شدجنوبي تعيي

ميزان تشابه . بررسي شد Chromas Lite (2.01)افزار  نرم
جدايه به كمك  16S rRNAتوالي نوكلئوتيدهاي ژن 

BLAST  ي ثبت شده در پايگاه اطلاعاتي ژنومي تواليهابا
GenBank  وEzTaxon-e تحليل . مورد مقايسه قرار گرفت

ي نزديك به آن به كمك باكتريهابا   ME1فيلوژني جدايه

درخت . صورت پذيرفت) 2نسخه ( ClustalXافزار  نرم
جدايه با توالي حاصل از  16S rRNAفيلوژني توالي ژن 

به  EzTaxon-e و GenBankجستجو در پايگاه اطلاعاتي 
 Maximumو با الگوريتم MEGA5افزار  كمك نرم

likelihood و Neighbour joiningبررسي . ديد، رسم گر
بار  1000و با  bootstrap analysisاعتبار شاخه با الگوريتم 

   .گيري انجام شد نمونه
  

  ).، پرايمر برگشتR، پرايمر رفت؛ F(اي پليمراز  استفاده شده در واكنش زنجيره 16S rRNAمشخصات پرايمرهاي عمومي ژن  -1 جدول

 (′3→′5)توالي   پرايمر
  درصد
GC 

دماي اتصال پرايمر 
  )سانتي گراددرجه (

 PCRمحصول 
  )جفت نوكلئوتيد(

PA-F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG  50 
56  1500  

PH-R  AAGGAGGTGATCCAGCCGCA  60 

        
در  ME1جدايه  16S rRNAشماره دستيابي ژني توالي 

 ME1 باكتري 16S rRNAتوالي ژن : بانك اطلاعاتي
و ارسال شد  NCBIدر اين پژوهش به بانك ژني  جداشده
  .ثبت شد KX751939ژني  دستيابي به شماره

در : اي دومحفظهبي وطراحي سيستم پيل سوختي ميكر
اي  دومحفظهبي واين مطالعه از راكتور پيل سوختي ميكر

هر يك به حجم (هوازي و كاتد هوازي  بخش آند بي شامل
ها از  جنس محفظه. شد هاستفاد )ليتر ميلي 150

كاتد توسط غشاي تبادل آند و گلاس بود و محفظه  پلكسي
از  ،)Nafion 117, DuPont Co, USA( 117نَفيون  پروتون

 شده ي توليدالكترونهاانتقال براي . يكديگر جدا شده بودند
و جريان حاصل استفاده شد  اي گرافيت لولهالكترودهاي  از

به منظور . شد به مدار بيروني منتقل  ي مسيسيمهاتوسط 
تبادل  يافزايش تخلخل غشاطور  و همين خالصيهاحذف نا
 .انجام شد ءغشا  تصفيه جهت بهبود عملكرد، پيشپروتون 

 30 ساعت در آب اكسيژنه يكبه مدت غشاء  بدين منظور
ساعت در  يكبه ترتيب به مدت  سپس .قرار گرفت درصد

مولار و در نهايت  5/0آب مقطر، محلول اسيد سولفوريك 

قطر قرار م آب داخل حذف اسيد اضافي مجدداً براي
درجه  80 حمام آب گرمتمامي اين مراحل در . گرفت

  .)6( انجام شد سانتي گراد

در پيل  ME1ه توسط جدايه تسنجش توليد الكتريسي
براي سنجش توانايي توليد الكتريسيته : سوختي ميكروبي

 ،گرم 10شامل تريپتون  محيط كشت، ME1توسط جدايه 
 گرم، 1لوكز گرم، گ 5سديم كلريد  ،گرم 5عصاره مخمر 

گرم،  68/0فسفات  گرم، مونوپتاسيم 87/0فسفات  پتاسيم دي
 آب ديونيزه تهيه شدليتر  در يكگرم  033/0رِد   نوترال

)7=pH.(  ركهمه مواد شيميايي مورد استفاده از شركت م
 121(پس از استريل كردن توسط اتوكلاو . آلمان تهيه شد

حفظه آند منتقل به م) دقيقه 15به مدت  سانتي گراددرجه 
 گاز نيتروژن به محفظه ،هوازي شرايط بي تأمينبراي  .شد
سپس حجم يك درصد از كشت تازه جدايه . تزريق شد آند

ME1 بافر محفظه كاتد نيز با  .گرديد به محفطه آند تلقيح
ليتر  بر گرم 68/0 و فسفات پتاسيم ليتر دي بر گرم 87/0(

مولار  ميلي 100( پذيرنده الكترونو  )فسفات مونوپتاسيم
از طريق اكسيژن مورد نياز پر شد و  )پتاسيم سيانيد فري
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در طول . گرديد تأمين هاي موجود در بالاي محفظه روزنه
سانتي  درجه 30 ثابت اي در دماي دومحفظهآزمايش پيل 

ولتاژ توليد شده از پيل سوختي . نگهداري شد گراد
متر قابل  مولتيبي از طريق مدار بيروني متصل به وميكر

در هر بارگذاري ، (Goodwill GDM-461) اتصال به رايانه
  .)1شكل ( شد تا رسيدن به ولتاژ ثابت قرائت 

  
پيل سوختي ميكروبي دومحفظه طراحي شده براي سنجش  -1شكل 

محفظه آند شامل محيط كشت، باكتري، بافر و ) 1. (توليد الكتريسيته
حمام ) 3(و پذيرنده الكترون؛  محفظه كاتد شامل بافر) 2(نوترال رِد؛ 

متر  مولتي) 4(آب گرم براي تأمين درجه حرارت مناسب رشد باكتري؛ 
  .ديجيتال براي سنجش ولتاژ

اهم تا  20،000ي متغير مقاومتهابراي ثبت عملكرد پيل، 
اهم در مدار قرار گرفت و پس از پايدار شدن پيل،  300

به  پيل سيتهالكتري جريانسپس . ولتاژ توليد شده ثبت شد
 جريان I ،در اين رابطه. محاسبه شد I=V×R-1طه برا كمك

 Rبر حسب ولت و ولتاژ  Vبر حسب آمپر،  الكتريسيته
توان نيز از براي محاسبه . باشد بر حسب اهم ميمقاومت 

، توان برحسب P در اين رابطه .شد استفاده P=V×Iرابطه 
بالا شامل  هاي مقادير به دست آمده از رابطه. باشد مي وات

توان و جريان الكتريسيته به مساحت سطح الكترود تقسيم 
 جريانچگالي و  )وات بر متر مربع ميلي( چگالي توانشد و 

سپس بر اساس نتايج  .شدمحاسبه  ،)آمپر بر متر مربع ميلي(
چگالي توان، چگالي جريان و ولتاژ، منحني قطبيت رسم 

  .شد

  نتايج
هاي  نمونهكننده سولفات،  ءي احياباكتريهابراي جداسازي 

 درجمع آوري شده از رسوبات بستر درياي مازندران 
رشد  سياهي كلنيها. رشد داده شدآگار  محيط كشت كليگلر

كرده در سطح آگار انتخاب شدند و به محيط كشت تازه 
 يك، ي رشد كردهكلنيهااز ميان . كليگلر آگار منتقل شدند

يه صاف و نرم و براق سياه رنگ، با حاشي كلنيهابا جدايه 
و  انتخاب شد كننده سولفات ءي احياباكتريهابه عنوان 

ME1 براي شناسايي جدايه ). الف -2شكل( گذاري شد نام
ME1 ،نيز و رفولوژي سلولي و واكنش گرم ومي ويژگيها

 ي بيوشيمياييآزمونها شاملفيزيولوژيكي مشخصات 
ه نتايج مشاهدات ميكروسكوپي نشان داد ك .بررسي شد

اي شكل، كوتاه،  ي ميلهسلولهابه صورت  ME1جدايه 
  نتايج بررسي ).ب- 2شكل( منفرد و گرم منفي بود

 نشان داد 2در جدول  ME1جدايه  ي بيوشيمياييآزمونها
در محيط  سولفيد هيدروژن  اين جدايه توانايي توليد كه

TSI حالي در  بودو كاتالاز مثبت همچنين اكسيداز . را دارد
نتايج  .رِد منفي بود و متيل ندول، مصرف سيتراتاتوليد  كه

ي بيوشيميايي بر اساس آزمونهاو  مورفولوژيمشخصات 
جداول شناسايي كتاب سيستماتيك باكتريولوژي برگي 

  .باشد مي وانلاش به جنسمتعلق  ME1نشان داد كه جدايه 

 16Sبا استفاده از توالي ژن  ME1شناسايي مولكولي جدايه 

rRNA اي  پس از انجام واكنش زنجيره. فتصورت گر
باكتري  16S rRNAپليمراز و تعيين توالي، هومولوژي ژن 

جدا شده با ساير تواليهاي ثبت شده در بانك اطلاعاتي 
NCBI  وEzTaxon-eبررسي شد ،.  
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 آميزي رنگاي شكل و گرم منفي  ي ميلهلهاسلوتصوير ميكروسكوپي  و) الف( آگار كليگلركشت محيط رشد كرده در سطح سياه رنگ  يكلنيها -2شكل

 ).برابر 1000بزرگنمايي ( ME1جدايه  )ب( گرم شده به روش

  

  .ME1ي بيوشيميايي جدايه آزمونهارفولوژي سلولي، واكنش گرم و و، مدر سطح محيط كشت كليگلر آگار مشخصات كلني -2جدول 

  واكنش گرم  شناسي كلني ريخت  جدايه

  ي بيوشيمياييآزمونها
لاز
كاتا

داز  
كسي

ا
  

V
P

  M
R

 H
2S

ول 
اند

ات  
يتر
س

كت  
حر

ك  
 نم
مل

تح
  

5/6 
صد

در
  

ME1 
سياه رنگ، با حاشيه صاف 

  و نرم و براق
اي كوتاه، گرم  ميله
  منفي

+  +  -  -  +  -  -  +  +  

 87/98داراي  ME1نشان داد كه جدايه  BLASTنتايج 
  سوهائنسيسشوانلا درصد هومولوژي با 

(Shewanella seohaensis) 16توالي ژن  .بودS rRNA 
افزار  به كمك نرم ME1ي مشابه و جدايه باكتريها

ClustalXسازي شد و درخت فيلوژني آن به  ، همرديف
رسم  Mega5افزار  و به كمك نرم Neighbor joiningروش 

 3در شكل  باكتريهاموقعيت فيلوژني جدايه با ساير . شد
  . نشان داده شده است

يي توليد الكتريسيته در پيل سوختي سنجش توانا
 ME1پس از تلقيح جدايه : اي باواسطه ميكروبي دومحفظه

به عنوان بيوكاتاليست فعال به محفظه آند، جريان الكتريكي 
با تلقيح باكتري، ولتاژ اوليه به . مورد ارزيابي قرارگرفت

با توجه به فراهم بودن شرايط مناسب . سرعت تغيير كرد
ساعت از حدود  15لتاژ پيل پس از حدود رشد باكتري، و

سپس روند . ولت افزايش يافت ميلي 598ولت به  ميلي 200
ساعت رشد  70صعودي ولتاژ پيل ادامه يافت تا پس از 

ولت  ميلي 765درجه سانتي گراد در  30باكتري در دماي 
  ). 4شكل (ثابت شد 

پس : محاسبه چگالي توان و جريان و رسم منحني قطبيت
يداري ولتاژ مدار باز سيستم، چگالي جريان و چگالي از پا

به اين منظور . توان محاسبه شد و منحني قطبيت رسم شد
هر (اهم  300اهم تا  20،000مقاومتهايي در محدوده 

به طور موازي در مدار قرار داده ) دقيقه 10 - 15مقاومت 
متر ثبت  ولتاژهاي معادل هر مقاومت به كمك مولتي. شد

به . گالي جريان و چگالي توان محاسبه شدگرديد و چ
هاي محاسبه شده، منحني قطبيت رسم شد  كمك داده

  ).5شكل (

 ب الف
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Shewanella profunda (FR733713)

Shewanella putrefaciens (X81623)

Shewanella hafniensis (AB205566) 

Shewanella xiamenensis (FJ589031) 

ME1 (KX751939) 

Shewanella seohaensis (GU944672) 

Shewanella baltica (AJ000214) 

Shewanella glacialipiscicola (AB205571) 

Shewanella morhuae (AB205576)

Shewanella basaltis (EU143361)

Shewanella frigidimarina (U85903) 

Shewanella arctica (GU564402)

Shewanella livingstonis (AJ300834)

Shewanella vesiculosa (AM980877) 

Shewanella gaetbuli (AY190533) 

Shewanella schlegeliana (AB081760) 

Shewanella marinintestina (AB081757) 

Shewanella sairae (AB081762) 

Pseudoalteromonas tetraodonis (AF214730) 

99

100

100
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100

99
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اعداد ذكر شده در محل انشعاب . قرابت نشان داد شوانلاكه به جنس  ME1باكتري توليد كننده سولفات  16S rRNAوگرام توالي ژن ردند -3شكل 
 .قرار داده شد out groupعنوان ب Pseudoalteromonas tetraodonis باكتري. نمونه است 1000از  bootstrapگيري  نشانگر درصد نمونه

100
200
300
400
500
600
700
800
900

اژ 
ولت

)
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(

  
   .سانتي گراددرجه  30در پيل سوختي ميكروبي در دماي  ME1جدايه منحني ولتاژ مدار باز  -4شكل 
چگالي توان و ولتاژ  دهد كه چگونه منحني قطبيت نشان مي

 دهد اين نتايج نشان مي. يابد با تغيير چگالي جريان تغيير مي
كه با افزايش چگالي جريان، چگالي توان افزايش يافته و 

چگالي توان و  بيشينه .رسد اي به بيشينه خود مي در نقطه
 5/395وات بر مترمربع و  ميلي 817/140جريان به ترتيب 

ي سيستمهادر  ).5شكل (سنجيده شد مربع  آمپر بر متر ميلي
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پيل سوختي ميكروبي بيشينه چگالي توان زماني حاصل 
. گردد كه مقاومت دروني و بيروني با هم برابر باشد مي

افزايش  باشود  مشاهده مي 5همان طوري كه در شكل 
چگالي  ،مقاومت اهمي و پتانسيل بيش از اندازه الكترودها

مقاومت دروني سيستم،  بالا بودن. يابد توان كاهش مي
  . شود موجب كاهش توان توليدي مي

در حقيقت براي مشخص كردن ماكزيمم چگالي توان 
 رابطهبا توجه به . ي مدار را تغيير دادمقاومتهابايستي 
V=I×R، ولتاژ و مقاومت رابطه مستقيمي با يكديگر دارند 

. )الف- 6شكل ( يابد ميبا افزايش مقاومت، ولتاژ افزايش  و
 شود ميجريان  افزايش مقاومت موجب كاهشچنين هم

  ).ب-6شكل (
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)  ميلي آمپر بر مترمربع(چگالي جريان 
  

  .)وات ميلي(توان  (●)، )ولت ميلي(ولتاژ   (♦).جريانچگالي توان برحسب  چگاليو  تمنحني قطبي -5شكل
اگرچه تجزيه بيشتر مواد آلي موجود در سوبسترا توسط 

گيرد لذا  ها در مقاومتهاي كمتر صورت مي ميكروارگانيسم
اين مسئله موجب . يابد چگالي توان و جريان افزايش مي

  .شود بازدهي بيشتر پيل سوختي ميكروبي مي
  گيري و نتيجه بحث
منابع در محدوديت  ،انرژي بهاز بشر ين روزافزون افزايش

 ناشيمحيطي   ي زيستآلودگيهاو از طرفي انرژي 
ت تا محققان به فكر باعث شده اسي فسيلي سوختهااز

به انرژي تجديدپذير نوين منابع فناوري جديد و  استفاده از
، ي نوينفناوريها يكي از .عنوان جايگزين مناسب باشند

در اين سيستم از  .بي استوميكر پيل سوختي
مصرف  ها به عنوان كاتاليزور زيستي براي ميكروارگانيسم

. شود هوازي استفاده مي سوبستراي آلي در شرايط بي
ي واكنشها هايي كه در پي انجام استفاده از ميكروارگانيسم

كنند باعث توسعه و  متابوليكي خود الكترون آزاد مي

و  11( شده استبي وپيشرفت فناوري پيل سوختي ميكر
ي فعال از نظر الكتروشيميايي باكتريهاين مهم تراز  .)32

 ).12(باشد  مي رودوفراكسو  ژئوباكتر ،شوانلاي جنسها
نيز پيلي ي غشايي و سيتوكرومهابا استفاده از  شوانلاجنس 
توانايي اتصال به سطح الكترود و  ،به عنوان نانوسيم خود

وفلاوين همچنين ترشح ريب. سپس انتقال الكترون را دارد
ي مولكولهاتواند به عنوان  مي شوانلاهاي  در برخي سويه

   ).5( انتقال الكترون عمل نمايد واسط

مختلف نظير آبهاي شور  طبيعي يمحيطها از شوانلاباكتري 
پوست  طور از سطح دريايي و همين رين، رسوباتو شي

ين مهم تر ازاين باكتري . جدا شده است ماهيان دريا
هاي  فرآوردههاي عامل فساد ماهي و ديگر  ميكروارگانيسم

ين عوامل فساد در مهم تربه خصوص از . باشد گوشتي مي
 سانتي گرادماهيان دريايي ذخيره شده در دماي صفر درجه 

   .)20و  14( باشد مي
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  ).ب( مقاومت با چگالي جريانو ) الف(اومت با ولتاژ ارتباط بين مق -6شكل 

وهش حاضر براي اولين بار جدايه باكتريايي با در پژ
توانايي توليد الكتريسيته از رسوبات بستر درياي مازندران 

با  ME1جدايه در اين تحقيق . مورد مطالعه قرار گرفت
از مشخصات كلني سياه رنگ در محيط كشت كليگلر آگار، 

 نتايج بررسي. جداسازي شدرسوبات بستر درياي مازندران 
 ME1نشان داد جدايه  فيزيولوژي و ورفولوژيممطالعات 

شوانلا در مطالعه مشابه  .بود شوانلامتعلق به جنس 
توسط هانگ و  2010در سال S4T سويه زيامننسيس 

در  .)8(همكاران از رسوبات ساحلي زيامن چين جدا شد 
مهم ه عنوان را ب شوانلا بالتيكاو همكاران  لگو 2005سال 

از  هيدروژن سولفيدين گونه باكتريايي توليد كننده تر

در . )34( ماهيان دريايي منجمد شده شناسايي كردند
 16S rRNAتعيين توالي ژن  بررسينتايج مطالعه حاضر 

 باكتريهاتوالي ساير با  جدايه و مقايسه توالي ME1جدايه 
كه ، نشان داد EzTaxonو  NCBIي اطلاعاتي بانكهادر 

شوانلا درصد هومولوژي با  87/98ي دارا ME1جدايه 
در مطالعه مشابه يون و همكاران در سال . بودسئوهائنسيس 

را به عنوان يك گونه جديد از  شوانلا سئوهائنسيس 2012
رسوبات دريايي سواحل غربي كره جنوبي جداسازي 

  ).38(كردند 

، پيل ME1توانايي توليد الكتريسيته جدايه  مطالعهراي ب
نتايج . شد هطراحي و ساختاي  دومحفظهسوختي ميكروبي 

 الف

 ب
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 765توليد  با ME1مطالعه حاضر نشان داد كه جدايه 
 .داشت الكتريسيته بالايي در توليد نسبتاًولت، توانايي  ميلي

ي برابر غلظتهادر مطالعه حاضر، از بافر فسفات مناسب با 
براي نگهداري و تثبيت اسيديته محفظه آند و كاتد استفاده 

در هر دو  pHمناسب موجب پايداري استفاده از بافر . شد
گردد و از اسيدي شدن آنها ممانعت به عمل  محفظه مي

محيط رشد  pHبا رشد باكتري و تخمير قند گلوكز، . آيد مي
اسيدي شدن محيط  .يابد در محفظه آند به شدت كاهش مي

. گردد در محفظه آند مي باكتريهارشد، مانع از رشد بهينه 
مناسب در محيط رشد باكتري  pHافر بنابراين استفاده از ب
پيل سوختي ميكروبي به  ).1(رسد  ضروري به نظر مي

 .شود اي طراحي مي دومحفظهاي و يا  محفظه صورت تك
براي بررسي عملكرد باكتري براي توليد الكتريسيته در  البته

شرايط آزمايشگاهي، استفاده از پيل سوختي ميكروبي 
  ).24( اي مناسب است دومحفظه

پارك و همكارانش توليد الكتريسته به  2002ر سال د
را در غياب پذيرنده الكترون  فشينس پوتري شوانلاوسيله 

اي  محفظه و در پيل سوختي ميكروبي تكخارج سلولي 
توليد  اين پژوهش نشان داد كهنتايج  .بررسي كردند

الكتريسيته به فاكتورهاي مختلفي از جمله محتويات بخش 
. سلولي بستگي دارد تراكمون دهنده و آند، نوع الكتر

 5/2به ترتيب  تحقيقتوان در اين  ماكزيمم جريان و چگالي
اين . گزارش شدمترمربع  بر وات  ميلي 2/10 وآمپر  ميلي

زماني كه از يك واسطه الكترون در محفظه  نتايج نشان داد
شوانلا وسيله  آند استفاده شود توليد جريان الكتريسيته به

در پژوهش  .)25( يابد برابر افزايش مي 10تا  ينسفش پوتري
اي  دومحفظهاز پيل سوختي ميكروبي  با استفاده حاضر

به عنوان ماده د نوترال رِ و ME1 شوانلا حاوي جدايه
واسطه براي افزايش سرعت انتقال الكترون به محيط كشت 

سنجيده  چگالي جريان و چگالي توان .سنتزي اضافه شد
ماكزيمم چگالي جريان و چگالي ضر تحقيق حا در. شد

 817/140 و آمپر بر مترمربع ميلي 5/395 توان به ترتيب
  دست به   ميكروبي سوختي  پيل  در  مترمربع بر وات  ميلي

  .آمد

توانايي توليد الكتريسيته به كمك مقايسه نتايج 
و  ها سوبستراهاي مختلف توسط برخي از ميكروارگانيسم

 4گالي توان در جدول با محاسبه چ ،ME1جدايه نيز 
با  2003چادهاري و همكاران در سال  .خلاصه شده است

به عنوان بيوكاتاليست  ردوسنس رودوفراكس فري استفاده از
 33ماكزيمم چگالي توان  ،و گلوكز به عنوان سوبسترا

در مطالعه ديگري . )2( وات بر مترمربع را ثبت نمودند ميلي
صورت  )15( رانشتوسط لوگان و همكا 2005كه در سال 

اي و رسوبات دريايي  دومحفظهگرفت از پيل ميكروبي 
آنها از . ن بيوكاتاليست استفاده شدهوازي به عنوا بي

در اين تحقيق با . سيستئين به عنوان سوبسترا استفاده كردند
 770گرم در ليتر به  ميلي 385افزايش غلظت سيستئين از 

وات بر مترمربع  ليمي 19چگالي توان از  ،گرم در ليتر ميلي
 2011در سال . وات بر مترمربع افزايش يافت ميلي 39به 

اي  دومحفظهپيل ميكروبي ) 28(نژاد و همكارانش  رحيم
به عنوان  ساكارومايسس سرويزيهطراحي كردند و از 

به عنوان ماده واسطه الكترون  رِد  نوترالبيوكاتاليست، 
وات بر  ميلي 60استفاده كردند و توانستند چگالي توان 

آنها براي بهبود عملكرد پيل از . مترمربع را ثبت كنند
پتاسيم پرمنگنات به عنوان پذيرنده ي متفاوت غلظتها

نتايج اين تحقيق . الكترون در محفظه كاتد استفاده كردند
 133چگالي توان بهترين بازده الكتريكي پيل با  نشان داد

 ل بر ليترميكرومو 400در غلظت مربع وات بر متر ميلي
نتايج بازده الكتريكي  .به دست آمد پتاسيم پرمنگنات

دهد كمترين  نشان مي 4سوختي ميكروبي در جدول  يپيلها
وات بر  ميلي 133و  33و بيشترين چگالي توان به ترتيب 

بيشترين چگالي توان در مطالعه  حالي كهدر . مترمربع بود
  .وات بر مترمربع سنجيده شد ميلي 817/140حاضر 

توانايي توليد در مطالعه حاضر براي اولين بار در كشور 
در پيل سوختي  ME1 شوانلا الكتريسيته توسط جدايه

  ساختگي كشت   محيطاي با استفاده از  ميكروبي دومحفظه
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  .به عنوان سوبسترا، مورد سنجش قرار گرفت
  

  .ME1 شوانلاو مقايسه آن با نتايج ها  برخي ميكروارگانيسمبازده الكتريكي پيل سوختي ميكروبي به كمك  -4 جدول
  مرجع  (mW/m2)توانچگالي سوبسترا ميكروارگانيسم

  )2(  33 گلوكز ردوسنسرودوفراكس فري
  )15(  39 سيستئين هوازيرسوبات دريايي بي

  )28(  133 گلوكز ساكارومايسس سرويزيه
3(  85  گلوكز  لگاريسپروتئوس و(  

  )27(  88 گلوكز سودوموناس آئروژينوزا
  )26( 91 لاكتات شيا كلايياشر

  حاضر مطالعه  817/140 گلوكز ME1 شوانلا
 ،دايهجبا توجه به رشد سريع نتايج مطالعه حاضر نشان داد 
عدم نياز به شرايط دمايي  و نيز قدرت بالاي انتقال الكترون

براي توليد الكتريسيته در گزينه مناسبي  ME1ويژه، جدايه 
توان  دهد مينشان  اين نتايج. تاسپيل سوختي ميكروبي 

جدا شده از  ME1 شوانلا الكتريكي توليد شده توسط

نتايج در مقايسه با رسوبات بستر درياي مازندران 
نشان  اين تحقيقنتايج . بودقابل ملاحظه  ،هبمشا پژوهشهاي

به عنوان بيوكاتاليست تواند  مي ME1 شوانلاجدايه  دهد مي
براي توليد  ميكروبيدر پيل سوختي  مناسب تلقيحي

  .مورد مطالعه بيشتر قرار گيرد الكتريسيته با توانايي بالا،
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Electricity production in two-chamber microbial fuel cells using 
exoelectrogenic Shewanella sp. isolated from sediments of the 

Caspian Sea 
Mohseni M.1,2 and Ekramil S.M.1 

1 Molecular and Cell Biology Dept., University of Mazandaran, Babolsar, I.R. of Iran 
2 Nano and Biotechnology Research Group, University of Mazandaran, Babolsar, I.R. of Iran 

Abstract 

A microbial fuel cell is a bioelectrochemical system that converts chemical energy in 
organic compounds to electrical energy through catalytic reactions of microorganisms 
under anaerobic conditions. Isolation and characterization of Shewanella sp. from 
sediments of the Caspian Sea and investigation of its ability to produce electricity were 
the aims of this study. Samples collected from the sea sediments were cultured in 
Kligler agar. After incubation at 30 °C, black colonies were selected. After 
identification of isolates based on morphology, physiology and molecular 
characteristics, one was chosen and its ability to produce electricity was evaluated. A 
two-chamber microbial fuel cell was designed and the selected isolate ME1 was 
inoculated into the anode chamber containing the LB medium. The neutral red was used 
as an intermediate electron transport and electrodes were made of graphite. A sulfate 
reducing bacterium was isolated from sediments of the Caspian Sea and named as 
isolate ME1. The results of morphological and physiological characteristics of ME1 
showed that this bacterium belonged to the Shewanella sp. Moreover, 16S rRNA 
sequencing and phylogenetic analyses exhibited that ME1 was similar to Shewanella 
seohaensis with 98.87% homology. The results demonstrated that the isolated bacterium 
was able to produce electricity in a microbial fuel cell. In addition, the results of current 
studies showed that the isolate ME1 had the ability to produce electricity with a 
constant open circuit voltage of 765 mV. A maximum power density and a maximum 
current density were evaluated at 140.817 mW m-2 and 395.50 mA m-2, respectively. 
The results of this study revealed that the Shewanella sp. ME1 isolated from sediments 
of the Caspian Sea had the ability to produce electricity in microbial fuel cells. This 
isolate could be a candidate for the production of electricity in wastewater treatment 
systems. 

Key words: Shewanella, microbial fuel cells, Caspian Sea 

 

www.SID.ir

