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 چکيده

نیکوتین از سمی ترین آلکالوئیدهای مرتبط با صنایع توتون است که با توجه به مشکلات درمانی و زیست محیطی ناشی از  زمينه و هدف:

حضور آن در محیط های طبیعی، تجزیه زیستی آن با استفاده از میکروارگانیسم ها توجه زیادی را بهه وهود ج هر کهرده اسهت  ههد  از       

گری باکتریهای بومی نمک دوست نسبی با فاب یت تجزیه کنندگی نیکوتین و بررسی امکان استفاده از این باکتریها بهه  مطالعه اویر، غربال 

 عنوان کاتالیست در جهت پالایش نیکوتین از محیط های آلوده است 

باکتری های نمک دوست با قاب یت تجزیه کنندگی نیکوتین در سه مرح ه غنی سازی، توانایی در مصر  نیکهوتین  انتخاب  روش بررسی:

که دارای بالاترین قاب یهت در حهذ     ND9به عنوان تنها منبع کربن و ازت و براساس الگوی تحمل پذیری انجام شد  جدایه نمک دوست 

شناسایی شهد  سهنتتیک    16s rRNAسی، بیوشیمایی و  تکثیر نواحی حفاظت شده زیستی نیکوتین بود، براساس تست های ریخت شنا

 ( مورد ارزیابی قرار گرفت HPLCرشد و میزان حذ  نیکوتین با استفاده از اسپکتروفتومتری و کروماتوگرافی مایع با عم کرد بالا )

(، بهه عنهوان قهوی تهرین بهاکتری در تحمهل       یدر بانک ژن KM077028)با کد شناسایی   Halomonas sp. strain ND9 ها: يافته

درصهدی نیکهوتین در    29منجر به حذ   ND9پذیری و مصر  نیکوتین برگزیده شد  فعالیت متابولیکی بالا در کشت های رویشی سویه 

 د ساعت گرماگذاری ش 29گرم در لیتر نیکوتین، به عنوان تنها منبع کربن و ازت، در طی  9محیط های پایه نمکی با غ ظت 

در این پژوهش، برای اولین بار پتانسیل باکتری های نمک دوست در فرآیند نیکوتین زدایی بررسی شد  با توجه به  بحث و نتيجه گيری:

های  در حذ  زیستی نیکوتین، جداسازی و شناسایی باکتری Halomonas sp. strain ND9 پتانسیل سویه باکتری نمک دوست نسبی

 شود  زیست کاتالیزگر طبیعی ایمن در جهت پاکسازی زیستی نیکوتین پیشنهاد میعنوان  نمک دوست نسبی به

 
   

   Halomonas sp. strain ND9.تحمل پذیری ، حذ  زیستی، نیکوتین،: کليدی هایواژه

                                                 
  (مسوول مکاتبات)*رانیسنندج، ا ،یستی، گروه ع وم زپایه ده ع ومدانشگاه کردستان، دانشک یع م اتیعضو ه ،صنعتی یولوژیکروبیم دانشیار -1

 رانیسنندج، ا، دانشکده کشاورزی، گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشگاه کردستان یع م اتیعضو هدانشیار  بیوتکنولوژی گیاهی،  -9
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Abstract 

Background and Objective: Nicotine is a highly toxic alkaloid which can be found in tobacco 

processing industry. Due to the serious environmental problems and therapeutic concerns which have 

occurred because of presence of toxic nicotine in the environment, biodegradation of this compound 

by microorganisms has received considerable attention. The objective of the present study was to 

screen the moderately halophilic bacteria which are able to degrade nicotine and to evaluate the 

possibility of using the bacterial biocatalysts to clean up nicotine in contaminated environments. 

Method: Screening and selection of halophilic bacteria degrading nicotine has performed in three 

separate steps using enrichment culture technique, nicotine as the sole carbon and nitrogen source, and 

tolerance patterns. The best nicotine-degrading bacterial isolate (designated as strain ND9) was 

characterized on the basis of morphological and biochemical phenotypes and 16S rRNA sequencing. 

Growth kinetics and the removal rate of nicotine were evaluated using spectrophotometry and high 

performance liquid chromatography (HPLC). 

Findings: According to the results obtained, growing cultures of Halomonas sp. strain ND9 

(accession no. KM077028) showed the highest tolerance to nicotine and also degraded over 92% of 

nicotine (initial concentration of 2 g/L) as the sole source of carbon and nitrogen after 96 h incubation 

time.  

Discussion and Conclusions: The present work describes the potential of moderately halophilic 

bacteria to be used in a de-nicotination process for the first time. Given the potential of Halomonas sp. 

strain ND9 in the bio-removal of nicotine, isolation and characterization of moderately halophilic 

bacteria as green bio-catalysts for their application in the bio-degradation of nicotine has been 

proposed. 
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 مقدمه

یهک آلکالوئیهد    ]پیرولیدین( پیریدین-9-متیل-1)-3[نیکوتین 

اسهت کهه عمهدتا در     C10H14N2با فرمول شیمیایی تجاری 

و بهه   Nicotinaگونه گیاهی متع ق به جنس  07برگ بیش از 

مقدار کمتر در گوجه فرنگی، سیر زمینی، ف فل سبز و بادمجان 

نیکوتین در غ ظت های بسیار پایین بهه   ( 9و  1)یافت می شود 

عنوان یک محرک دستگاه عصبی سهط  هوشهیاری را افهزایش    

ده و با غ به بر حستگی باعث حفظ تمرکز مهی شهود  ایهن در    دا

تها   07حالی است که دوز توکسیک نیکوتین در افراد بالغ بهین  

می ی گرم از آن در وهون   97می ی گرم بوده و تزریق تنها  177

(  نیکهوتین عمهدتا در   3می تواند منجر به مهرگ انسهان شهود )   

عت مرگبار سیگار، به صنایع مرتبط با توتون و تنباکو به ویژه صن

عنوان یک محرک زیستی اعتیاد آور استفاده می شود  از دیگهر  

موارد مصر  نیکوتین می توان به کاربرد آن به عنوان یک سهم  

جهات و   در حشره کش های آلی جهت کنترل آفات حشره میوه

سبزیجات و همچنین در فرمولاسهیون داروههای مسهکن و آرام    

م مصار  گسهترده نیکهوتین، ایهن    ع یرغ(  4بخش اشاره نمود )

ماده در غ ظت های بالا آنچنان سمی و زهرآگین بوده که باعث 

بروز صدمات غیرقابل جبران بر سهلامت و محهیط زیسهت مهی     

شود  نیکوتین در غ ظهت ههای بهالا عهلاوه بهر بهروز اوهتلالات        

گوارشی و پوستی، می تواند در بروز آسیر های جدی به ق ر و 

م ه تنگی عروق، افهزایش رهربان ههای ق هر،     عروق کرونر از ج

افزایش فشار وون، افزایش ک سترول، بی نظمی ق هر، تشهکیل   

لخته وونی، بسته شدن عروق و چسبندگی پلاکت ها موثر بوده 

(  علاوه برا ایهن  0و زمینه حملات کشنده ق بی را فراهم نماید )

مصر  بالای نیکوتین می تواند سبر ف ج عضلات تنفسی شود  

ا توجه به اثرات زیان بار نیکوتین بر روی سیستم فیزیولوژیهک  ب

انسان، علاوه بر لهزوم کهاهش سهط  نیکهوتین در توتهون ههای       

فرآوری شده، برای رههایی اکوسیسهتم ههای آبهی از ایهن سهم       

وطرناک حذ  نیکوتین از پساب های صنعتی مرح ه ی بسهیار  

وتین بها  رروری در پردازش زباله های حاوی نیکوتین است  نیک

توجه به مقاومت بالا نسبت بهه تجزیهه فتوشهیمیایی و تخریهر     

طبیعی و همچنین با توجه به حلالیت بالا در آب، براحتهی وارد  

آب های سطحی و زیرزمینهی شهده و بناربهاین باعهث آلهودگی      

(  سالانه می یونها تن پساب و فارهلاب  9منابع آبی وواهد شد )

ید می شود کهه در بروهی از   حاوی نیکوتین در سرتاسر دنیا تول

گهرم در لیتهر    11این پساب ها غ ظت نیکوتین ورودی بیش از 

(  ایهن در حهالی اسهت کهه براسهاس      0تخمین زده شده است )

مقررات و استانداردهای محیطی ورع شده توسط اتحادیه اروپا، 

چنانچه غ ظت نیکوتین در پساب ها و فارلاب های تولیهدی از  

تجاوز کند این پساب ها در زمهره مهواد    می ی گرم در لیتر 077

(  بنابراین حذ  9بسیار سمی و وطرناک رده بندی می شوند )

نیکوتین از محیط های آلوده هم از نظر سهلامت و ههم از نظهر    

زیست محیطی امری رروری است  بهه منظهور کهاهش غ ظهت     

نیکوتین در توتون های فهرآوری شهده و همچنهین بهه منظهور      

اوی نیکههوتین روش هههای فیزیکههی و تصههفیه پسههاب هههای حهه 

شیمیایی متعددی مطرح شده اند اما مشکلاتی از قبیل سهمیت  

بالا، گران بودن و حذ  غیر اوتصاصی، اسهتفاده عم هی از ایهن    

(  به همین دلیهل  1روش ها را با محدودیت همراه نموده است )

امروزه دانشمندان همواره به دنبال روش هایی هستند کهه ههم   

ز نظر اقتصادی و هم از دیدگاه محیط زیست ایمن تهر  ارزان تر ا

محسوب می شوند که در این میان سویه های میکروبی تجزیهه  

کننده نیکوتین به دلیل قاب یت اسهتفاده از نیکهوتین سهمی بهه     

عنوان منبع کربن و انرژی از جایگاه ویژه ایی برووردار هسهتند  

سههط مطالعههات مربههو  بههه تجزیههه زیسههتی نیکههوتین تو  (  2)

آغاز شد  سهویه ههای بهاکتری     1297میکروارگانیسم ها از دهه 

Arthrobacter oxydans (17 ،)توانمنههههدی از قبیههههل 

1-sp. strain HF Pseudomonas (11 ،)

Arthrobacter sp. strain HF-2 (19 ،)

S16 putida Pseudomonas (13 ،) Ochrobactrum

DN2 intermedium (14 ،) sp. strain Pseudomonas

nic 22 (10  ،)Pseudomonas putida J5 (19 ،)

Rhodococcus sp. strain Y22 (10 ،)

Agrobacterium sp. strain S33 (11  ،)

Pseudomonas sp. strain ZUTSKD  (12 ،)
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Aceintobacter sp. strain ND12 (97 ،)

Pseudomonas geniculata N1 (2    از منهاطق مخت ه )

زیستی نیکوتین بکار گرفتهه شهده   دنیا جداسازی و برای تجزیه 

اولههین تجزیههه میکروبههی نیکههوتین در گونههه بههاکتری     انههد  

Arthrobacter oxidans  توسطGherna  و همکارانش در

گهزارش شهد  بهاکتری مهذکور قاب یهت اسهتفاده از        1290سال 

  در (17) نیکوتین را به عنوان تنها منبع کربن و انرژی دارا بهود 

 .Pseudomonas spایهی از   مهیلادی، سهویه   9770سهال  

HF1 بوسی ه Ruan     و همکارانش جداسازی شد کهه قهادر بهه

 9/22گهرم در لیتهر بها رانهدمان      3/1تجزیه نیکوتین در غ ظت 

Gong(  11سههاعت گرماگههذاری بههود ) 90درصههدی پههس از 
و  

میلادی نیکوتین زدایی را با اسهتفاده   9772همکارانش در سال 

که قادر به تجزیه  Rhodococcus sp. Y22از سویه باکتری 

سهاعت   09گهرم در لیتهر بعهد از     1کامل نیکهوتین در غ ظهت   

گرماگذاری و تحت شرایط بهینه شه از نظر پارامترهای محیطی 

در جدیدترین مطالعه صهورت گرفتهه   (  10دادند ) گزارشبود را 

بهههاکتری سهههویه ، 9714و همکهههاران در سهههال  Liuتوسهههط 

Pseudomonas geniculata N1،     قاب یهت حهذ  کامهل

روز  4گههرم در لیتههر را پههس از  0/1نیکههوتین در غ ظههت اولیههه 

این در حهالی اسهت کهه تها بهه امهروز        ( 2گرماگذاری دارا بود )

تحقیقی در ارتبا  با فرآیند نیکهوتین زدایهی در بهاکتری ههای     

باکتریهای نمک دوست با توجهه  نمک دوست انجام نشده است  

انتشهار فهراوان، پایهداری زیهاد در      دبه داشتن ویژگی هایی مانن

سهریع الرشهد بهودن، نیازمنهدی ههای       شرایط سخت محیطهی، 

غذایی کم، توانایی استفاده از انواع ماکروم کول ها به عنوان تنها 

برای استفاده  منبع دریافت انرژی و همچنین عدم ایجاد آلودگی

(  ع یهرغم قاب یهت   91در فرآیندهای صنعتی مناسهر هسهتند )  

باکتریهههای نمههک دوسههت در تولیههد انههواع آنههزیم هههای   بههالای

هیدرولیتیک که باعث ارزشهمندی ایهن میکروارگانیسهم هها در     

فرآیندهای مخت فی از جم ه اصهلاح و پاکسهازی آلاینهده ههای     

زیست محیطی مخت   شده است، با ایهن وجهود تها بهه امهروز      

مطالعه ایی در ارتبا  با باکتری های نمک دوست تجزیه کننده 

نیکوتین گزارش نشده است  هد  از مطالعه اویهر جداسهازی و   

تعیهین وصوصهیت باکتریهههای بهومی نمهک دوسههت نسهبی بهها      

پتانسیل تجزیه کنندگی نیکوتین و بررسی امکان استفاده از این 

باکتریها ی بومی بعنوان کاتالیست های ایمن به منظور پهالایش  

 زیستی نیکوتین از محیط های آلوده است  

 و روش هامواد 

درصد از  22نیکوتین با و وص مواد شيميايی و نمونه گيری: 

( تهیه Sigma-Aldrich, St. Louis, MOشرکت سیگما )

گشت  عصاره مخمر، پپتهون و نمهک ک ریهد سهدیم از کمپهانی      

( وریهداری  E. Merck, Darmstadt, Germanyمهرک ) 

شد  متانول بها درجهه و هوص بسهیار بهالا مخصهوص دسهتگاه        

HPLC   از مرک وریداری شد  نمک ههایMgCl2 ،CaCl2 ،

MgSO4 ،KCl ،NaHCO3 ،NaBr،KH2PO4  

،Na2HPo4   وFeSO4   ( با درجه و هوص بهالاAnalytical 

grade     بودند  نمونه های آب و وهاک ههای شهور و پرشهور از )

مناطق مخت   ایران از جم ه دریاچه حوض س طان قم، دریاچه 

نمکزارههای اطهرا  شهرسهتان     ارومیه وبختگان فارس، دریاچه 

   جمع آوری شد و قشم های قم

غربال گری جدايه های نمک دوست باا تاواب باالقوه ی    

غربال گری و انتخاب باکتری ههای  تجزيه کنندگی نيکوتين: 

نمک دوست با قاب یت تجزیه کنندگی نیکهوتین در سهه مرح هه    

غنی سازی، توانایی در مصر  نیکهوتین بهه عنهوان تنهها منبهع      

ربن و ازت و بررسی الگوی تحمل پذیری جدایه ها انجام شهد   ک

پههس از جمههع آوری نمونههه هههای محیطههی و انتقههال آنههها بههه  

آزمایشگاه، غنی سازی جدایه های نمک دوسهت طبهق محهیط    

( انجام شد  محیط 99و همکاران ) Nietoپیشنهاد شده توسط 

 گهرم در لیتهر   17پیشنهادی مذکور شامل محیط لوریا برتهانی ) 

گرم در لیتر عصاره مخمر( بوده که به آن نمک ههای   0پپتون و 

 زیر افزوده شد )بر حسر گرم در لیتر(:

NaCl 81; MgCl2 7; MgSO4. 7H2O 9.6; CaCl2 

0.36; KCl 2; NaHCO3 0.06; NaBr 0.026 

pH    محیط مذکور با استفاده از سود یک مولار قبهل از اتهوکلاو

انجام تکنیک غنهی سهازی،    تنظیم گشت  به منظور 0کردن در 

ابتدا از نمونه های محیطی جمع آوری شهده از منهاطق نمکهی    



 

                                                                                                ....نمک یتوسط باکتر نيکوتين یستيز هيتجز   

 

189 

می هی   17گرم و نمونه های آب  1ایران )برای نمونه های واک 

می هی لیتهر    27می هی لیتهری حهاوی     077لیتر( در ارلن ههای  

گهرم   0/1مح ول سرم فیزیولوژیک )نمک سدیم ک رید با غ ظت 

هیه شد  یهک درصهد از سوسپانسهیون    در لیتر( سوسپانسیونی ت

می هی   077تهیه شده به عنوان مایهه ی ت قهی  بهه ارلهن ههای      

( 99می ی لیتر از محیط های پیشنهاد شهده )  07لیتری حاوی 

ارافه شد  سپس نیکوتین، پس از استریل شدن با پالایهه ههای   

گرم در لیتهر بهه    9میکرونی، در غ ظت نهایی  99/7سر سرنگی 

ساعت جدایه هایی که  41ر ارافه شد  بعد از محیط های مذکو

دارای مورفولوژی مخت   بودند، نشانه گذاری شدند  هر کدام از 

گهرم در   17جدایه ها به پ یت های لوریا برتانی با غ ظت نهایی 

لیتر نمک ک رید سدیم، به صورت وطی کشت داده شدند تا بها  

در  رسیدن به ک نی های تک از و وص اطمینهان حاصهل شهود    

ادامه به منظور تشخیص باکتری های تجزیهه کننهده نیکهوتین،    

جدایه های نمک دوست جداسازی شده در طهی تکنیهک عنهی    

 M9-nicotine agarاز محهههیط پایهههه نمکهههی  سهههازی، 

(MgSO4.7H2O 0.5 g/l; CaCl2 0.015 g/l; 

FeSO4.7H2O 0.03 g/l; NaCl 80 g/l; KH2PO4 

0.3; Na2HPO4 1.5 pH 7تغییرات، استفاده شد  (، با اندکی

گرم در لیتر  9(  به محیط مذکور نیکوتین در غ ظت نهایی 93)

-M9بعنوان تنها منبع کهربن و ازت افهزوده شهد  پ یهت ههای      

nicotine agar     ت قی  شده با جدایه ههای نمهک دوسهت، در

سهاعت گرمها    41درجه سانتی گراد به مهدت   37شرایط دمایی 

تحمهل پهذیری جدایهه هها در     در نهایهت الگهوی   گذاری شدند  

محیط های کشهت سهنتتیک و کمهپ کس بها اسهتفاده از روش      

برای (  94( تعیین شد )Microdilution assayمیکروپ یت )

تایی برای سنجش میهزان   29این منظور از چاهک های الیزای 

تحمل پذیری به نیکوتین استفاده شد  در این روش پس از تهیه 

تهیه رقت هایی از تهراکم ههای    مح ول های استوک نیکوتین و

و کمپ کس لوریا برتهانی    M9نیکوتین در محیط های سنتتیک 

گهرم در لیتهر ک ریهد سهدیم، بهه       17براث با غ ظت های نهایی 

میکرولیتر از سوسپانسیون تهیه شده باکتری هها )بها    17میزان 

 147مک فارلنهد( بهه چاههک ههای الیهزای حهاوی        0/7تراکم 

ی کشههت مههذکور شههامل غ ظههت هههای میکرولیتههر محههیط ههها

مشخصی از نیکوتین، ارافه گردید  پ یت های مذکور در دمهای  

سهاعت گرماگهذاری    09و 41درجه سانتی گهراد بهه مهدت     37

شدند  پهس از طهی مهدت زمهان گرماگهذاری میهزان کهدورت        

 ELISA Microplateباکتریایی توسط دستگاه الیهزا ریهدر )  

Reader یهه شهده در طهول مهوج     ( در مقایسه با شهاهدهای ته

  نانومتر اندازه گیری شد 997

شناسايی فنوتيپی و ملکولی جدايه باکتری نمک دوسات  

براسهاس   ND9منتخهر   جدایهشناسایی اولیه :  ND9نسبی 

تست های استاندارد از قبیل رنگ ک نی، شکل ظاهری، واکنش 

گرم، تست های اکسیداز و کاتالاز، تست حرکت، فعالیت اوره آز، 

ولیز ژلاتههین، هیههدرولیز کههازئین و تولیههد اسههید از منههابع هیههدر

 Kriegو  Smibertکربوهیههدراتی براسههاس روش پیشههنهادی 

براسهاس   ND9( مطالعه گشت   شناسهایی دقیهق جدایهه    90)

 16sژنهومی، تکثیهر نهواحی حفاظهت شهده       DNAاستخراج 

rRNA  با استفاده ازPCR   16، تعیهین تهراد  ژنs rRNA ،

و ترسههیم دروههت  NCBIدر سههایت  Blastنتههایج حاصههل از 

 ، انجهام شهد    MEGA. 6فی وژنیک بها اسهتفاده از نهرم افهزار     

 DNAژنومی بها اسهتفاده از کیهت اسهتخراج      DNAاستخراج 

و  RW01)فرمنتاز( صهورت گرفهت  از دو پرایمهر همهه گهانی      

DG74       تکثیهر نهواحی   با تهوالی ههای نوک توتیهدی زیهر بهرای

اسهتفاده شهد    PCRتفاده از با اسه  16s rRNAحفاظت شده 

(99  ) 

 
طبهههههق روش  16S rRNAمحصهههههول تکثیهههههری ژن 

Ashengroph ( محصههول 90و همکههارانش شناسههایی شههد  )

برای تعیین توالی به کمپانی ماکروژن کره جنوبی  PCRوالص 

(Macrogen, Seoul, Korea  ارسال گردید  میزان تشهابه )

 ND9ست جدایه نمک دو 16S rRNAتوالی نوک توتیدی ژن 

با تهوالی ههای نوک توتیهدی ثبهت      BLASTبه کمک الگوریتم 

مقایسهه شهد  در    GeneBankشده در پایگهاه اطلاعهات ژنهی    

 Kimura-2نهایت رسم دروت فی وژنی بها اسهتفاده از مهدل    

Parameters ( با الگوریتم نزدیک ترین همسایهNeighbor-
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Joining method  و به کمک نرم افهزار )MEGA    نسهخه(

 ( 91ترسیم گردید ) (9

سنجش سنتيک رشد و ارزيابی تجزياه ی نيکاوتين باا    

استفاده از روش های اسپکتروفتومتری و کروماتوگرافی: 

به منظور تعیین منحنی رشد و سنجش درصد حذ  نیکهوتین،  

 M9در محهیط بهافر نمکهی     ND9میکروارگانیسم جهدا شهده   

(MgSO4.7H2O 0.5 g/l; CaCl2 0.015 g/l; 

FeSO4.7H2O 0.03 g/l; NaCl 50 

g/l;Na2HPO4/KH2PO4 100 mM pH 7 حههاوی )

گرم در لیتر در ارلن ههای   4و  3، 9، 1نیکوتین در غ ظت های 

می ی لیتر محیط کشت نمکی مذکور  07می ی لیتر حاوی  907

 rpmدرجه سهانتی گهراد و دور شهیکر     37تحت شرایط دمایی 

ونه کنترل بدون ت قی  شد  در تمام مراحل آزمایش یک نم 117

ت قی  باکتری قرار داده شد  بهه منظهور ترسهیم منحنهی رشهد      

در حضور غ ظت های مخت   نیکهوتین از روش   ND9باکتری 

( استفاده OD600nmنانومتر ) 977کدورت سنجی در طول موج 

سهاعته و   94ساعت با فواصل  197به مدت  ODگردید  میزان 

 Analytik Jena's)با استفاده از دسهتگاه اسهپکتروفتومتری   

spectrophotometer SPECORD 210, Carel Zeiss 

Technology, Germany ووانههده شههد  سههنجش درصههد )

 JASCoمدل ) HPLCتجزیه نیکوتین با استفاده از دستگاه 

Pu 980  و براسههاس روش پیشههنهادی )Liu ( 2و همکههاران )

)اندازه قطر ذرات  C18از ستون  HPLCانجام شد  در دستگاه 

 9/4سانتی متر و قطر داو هی   90طول میکرون(، به  0فاز ثابت 

متانول/اسهید   فهاز متحهرک متشهکل از     می ی متر استفاده شهد 

 20بهههه  0سهههولفوریک یهههک می هههی مهههولار )بهههه نسهههبت   

می هی لیتهر در دقیقهه، طهول      0/7حجمی/حجمی(،سرعت دبی 

 97نههانومتر و میههزان تزریههق   997مههوج دسههتگاه آشکارسههاز  

نظیم شد  زمان بهازداری بهرای نیکهوتین اسهتاندارد     میکرولیتر ت

دقیقهه   99/9تحت شهرایط کرومهاتوگرافی ذکهر شهده در زمهان      

درصد تجزیه نیکوتین بوسی ه میکروارگانیسهم جهدا   بدست آمد  

، بر طبق HPLC، تخمین زده شده توسط دستگاه ND9شده 

 فرمول زیر بدست آمد:

 

غ ظههت نیکههوتین : b: غ ظههت اولیههه نیکههوتین و  aکههه در آن، 

 باقیمانده می باشد  

 يافته ها

ارزيابی قدرت تجزيه کنندگی نيکوتين توسط سويه های 

نمک دوست غربال گری شده و تعيين کارآمدترين سويه 

بهها توجههه بههه سههمیت نیکههوتین بههر روی سهه ول     باااکتری: 

میکروارگانیسههم ههها، قههدم اول در انتخههاب جدایههه برتههر جهههت 

غربال گری باکتری های نمک دوست آزمایشات نیکوتین زدایی، 

بهالا  نسبی تجزیه کننده نیکوتین با پتانسیل تحمل پذیری ذاتی 

نسبت به غ ظت های بالای نیکوتین است  برای این منظور، پس 

از جمع آوری نمونه های آبی و واکی از مناطق نمکهی مخت ه    

ایران و انجام تکنیک غنی سازی در محهیط ههای کشهت غنهی     

گرم در لیتر نیکوتین )رجوع شود به بخش مواد  9کننده حاوی 

بهاکتری نمهک دوسهت نسهبی )کهه       30در مجموع  ،و روش ها(

حداقل تفاوت ها ی مورفولوژیک و فیزیولوژیهک داشهتند( جهدا    

جدایهه می هه ای شهکل گهرم      12شد که براساس واکنش گهرم  

جدایه کوکوباسیل  9جدایه کروی شکل گرم مثبت و  17منفی، 

دند  میزان تحمل پذیری به نمک ک رید سهدیم در  گرم منفی بو

در رشهد  درصهد ارزیهابی شهد      97تها   1جدایه های مذکور بین 

مرح هه ی بعههد بهها هههد  جداسههازی و تشههخیص جدایههه هههای  

میکروارگانیسم  30باکتریایی با قاب یت تجزیه کنندگی نیکوتین، 

حهاوی   M9-nicotine-agarجدا شده در محیط های کشت 

و انرژی تر نیکوتین به عنوان تنها منبع کربن و ازت گرم در لی 9

جدایهه   17کشت داده شدند که براساس نتایج بدست آمده تنها 

( قاب یهت رشهد در   ND1-ND9)نامگذاری شده تحهت عنهوان   

محیط های مذکور را دارا بودنهد  جدایهه هها براسهاس پروتکهل      

توری  داده شده در بخش مواد و روش ها در محیط سهنتتیک  

M9-nicotine-broth کمههههپ کس و Luria Bertani-

nicotine broth  گرم در لیتر نمک ک رید  07با غ ظت نهایی

گهرم در لیتهر نیکهوتین جههت ارزیهابی       19تا  9سدیم و حاوی 

میزان تحمل پذیری ذاتی نسبت به نیکوتین به منظور دستیابی 
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به جدایه ی برتر مورد مطالعه قهرار گرفهت کهه براسهاس نتهایج      

(، از میهان جدایهه ههای مهذکور، جدایهه      1 نمودارست آمده )بد

ND9       جدا شده از دریاچهه نمکهی بختگهان فهارس( بهالاترین(

مقاومههت نسههبت بههه نیکههوتین را در محههیط هههای سههنتتیک و  

گهرم در لیتهر بهود  در     10و  0کمپ کس نشان داد که به ترتیر 

به عنوان جدایهه منتخهر بهرای آزمایشهات      ND9ادامه جدایه 

کوتین زدایی زیستی مورد شناسایی فنوتیپی و فی وژنیک قرار نی

 گرفت  

 

 
نتايج الگوی تحمل پذيری جدايه های باکتری نمک دوست نسبی نسبت به نيکوتين در محيط های کشت سنتتيک  -1نمودار 

 معرف انحراف معيار می باشد. ±1و کمپلکس. نتايج ارائه شده ميانگين سه بار آزمايش بوده و بار

Diagram 1. The results for the tolerance pattern of isolated moderately halophilic bacteria to nicotine in synthetic 

and complex media. Results represent the means of three separate experiments, and deviation bars (±1) 

indicated. 

 

کتری نمک دوسات نسابی   تعيين خصوصيت جدايه ی با

ND9 : شناسههایی اولیههه جدایهههND9  براسههاس ویژگههی هههای

ماکروسکوپی، ریخت شناسی و واکنش گهرم و همچنهین تسهت    

های بیوشیمیایی استاندارد صهورت گرفهت کهه براسهاس نتهایج      

یک کوکوباسیل گهرم منفهی، دارای    ND9بدست آمده، جدایه 

مثبهت، از نظهر   رنگدانه کرمی شکل، واکنش اکسیداز و کاتهالاز  

متابولیسمی هوازی، از نظر هیدرولیز ژلاتین و کازئین منفی و از 

نظههر فعالیههت اوره آزی مثبههت بههود  از نظههر تولیههد اسههید از     

کربوهیدراتهای گ وکز مثبت و فروکتهوز و سهوکروز منفهی بهود      

 1بهین   ND9محدوده ی رشد در نمک سدیم ک رید در جدایه 

درصهد   0نه جدایه مهذکور در  رشد بهیدرصد تعیین شد   10تا 

بهر مبنهای نتهایج    وزنی/حجمی نمک سدیم ک راید رخ می دهد  

مطالعات فنوتیپی و مقایسه ویژگی ههای ایهن جدایهه بها سهایر      

نسبی، جدایه ی مذکور به طور موقت  تباکتری های نمک دوس

طبقههه بنههدی شههد  در ادامههه جهههت  Halomonasدر جههنس 

ی ژنهومی   DNAابتهدا   ،ND9تعیین هویت م کولی جدایه ی 

، ژن کد کننده ی PCRاستخراج و سپس با استفاده از واکنش 

16S rRNA  از طریق پرایمرهای همگانیRW01  وDG74 

 E .coliبهاکتری   16s rDNAکه مربو  بهه تهراد  ژنهی    که 

(1100-1450/1500 Position،است )  ( 1تکثیر شد )شکل 

 

 PCRحاصل از واکنش  S rDNA 16باند  -1شکل 

 درصد. 5/1روی ژل آگارز  ND9جدايه ی باکتری 

Figure 1. 16S rDNA PCR gel electrophoresis of 

bacterial strain ND9 on 1% agarose gel 
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میزان شباهت توالی ژن  ،PCRپس از توالی یابی محصول 

16S rRNA  جدایهND9  در بانک اطلاعات ژنیNCBI  به

قرار گرفت که با توجه  مورد جستجو BLASTکمک نرم افزار 

درصدی این توالی با توالی های ثبت شده از  22به همپوشانی 

، میکروارگانیسم نمک دوست NCBIبانک ژن موجود در سایت 

 Halomonas sp. strainنسبی جدا شده تحت عنوان 

ND9  16نام گذاری گردید  پس از تعیین توالی ژنS rRNA 

دسترسی با شماره  GeneBankباکتری مذکور، ژن مذکور در 

KM077028  ثبت گردید  در ادامه ترسیم دروت فی وژنتیکی

سویه بدست آمده از  99با استفاده از تراد  ژن سویه منتخر و 

GeneBank  نشان داد که سویه منتخرND9  نزدیکترین

 BJGMM-B18ز قرابت ژنتیکی را با سویه ای ا

Halomonas sp.   با شماره دسترسیJQ716224 که  دارد

  ارائه شده است  9 نتایج در شکل

 

 
با پتانسيل تجزيه کنندگی نيکوتين. درخت  Halomonas sp. ND9درخت فيلوژنيک باکتری نمک دوست نسبی  -2شکل 

پرانتز  رسم شده است. اعداد داخل Neigbor-Joining( و به کمک روش 7)نسخه  MEGAفيلوژنيک به کمک نرم افزار 

 شماره دسترسی سويه های ثبت شده در بانک ژنی است.

Figure 2. Phylogenetic tree moderately halophilic bacterium, Halomonas sp. ND9, with potential degrading of 

nicotine. Phylogenetic tree was constructed by MEGA6 software based on neighbor joining method. 

 

بررسی اثر غلظت های مختلف نيکوتين بر رشد سلولی و 

توانايی تجزيه نيکوتين در باکتری نمک دوست نسبی 

Halomonas sp. strain ND9 : نتایج بررسی منحنی

در  Halomonas sp. ND9رشد باکتری نمک دوست نسبی 

حاوی غ ظت  M9-nicotine- brothمحیط کشت بافر نمکی 

ساعت در نمودار  197ر طی دوره زمانی های مخت   نیکوتین د

نشان داده شده است  براساس نتایج بدست آمده، سویه  9

 9( را در حضور  4/9باکتری مذکور بالاترین دانسیته س ولی )

گرم در لیتر نیکوتین داشته است در حالی که در حضور غ ظت 

های بالاتر نیکوتین رشد باکتری کاهش پیدا کرده است  باکتری 

در حضور غ ظت بهینه رشد  Halomonas sp. ND9 بومی

از شروع گرماگذاری در  94گرم در لیتر نیکوتین، تا ساعت  9

 Halomonas anticariensis (AY489405) 

 Halomonas qijiaojingensis (NR_109316) 

 Halomonas sp. 15-7 (HM598402) 

 Salinicola halophilus (NR_042125) 

   Salinicola salaries (NR_042490) 

 Halomonas daqiaonensis (FJ984868) 

 Halomonas cupida (NR_044654) 

 Halomonas cupida (AY035894) 

 Halomonas denitrificans (EU541350) 

 Halomonas saccharevitans (FJ444969) 

Halomonas stenophila (NR_117837) 

 Halomonas sp. BJGMM-B18 (JQ716224) 

 Halomonas salifodinae (JQ716249) 

 Halomonas cf. campisalis 'campaniae' (DQ289061) 

 Chromohalobacter sp. VAN1 (HQ290519) 
 Halomonas zincidurans (NR_109633) 

 Halomonas pacifica (KJ575078) 

 Halomonas salina (AY505525) 

 Chromohalobacter salexigens (JQ638652) 

 Halomonas elongata (KJ185382) 

 Halomonas sinaiensis (NR_115003) 

 Halomonas titanicae (KC420683) 

0.01 

ND9 (KM077028)sp. strain  Halomonas  
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( قرار داشته است و تقریبا رشد Lag phaseفاز تاویری )

معناداری در این فاص ه زمانی صورت نگرفته است، این در حالی 

ام وارد فاز رشد  94است که سویه مذکور پس از ساعت 

( شده است و در نتیجه دانسیته Log phaseریتمی )لگا

س ولی به تدریج افزایش یافته است و منحنی رشد باکتری روند 

ام طی نموده است و پس از آن وارد فاز  29صعودی را تا ساعت 

 (  9( شده است )نمودار Stationary phaseسکون )

 

 
بر حسب زماب در غلظت های مختلف نيکوتين. نتايج ارائه  Halomonas sp. ND9دانسيته سلولی باکتری نتايج  -2 نمودار

 معرف انحراف معيار می باشد. ±1شده ميانگين سه بار آزمايش بوده و بار

Diagram 2. The results of cell density of Halomonas sp. ND9 grown at different concentration of nicotine at 

various times. Results represent the means of three separate experiments, and deviation bars (±1) indicated. 

 

مشهاهده مهی شهود،     3در ادامه و براساس آنچه کهه در نمهودار   

درصهد( توسهط    29بیشترین درصهد حهذ  زیسهتی نیکهوتین )    

گرم در لیتهر   9، در غ ظت  Halomonas sp. ND9باکتری 

اری بدسهت آمهد  همانگونهه کهه در     ساعت گرماگذ 29و پس از 

مشاهده می شود، در فرآیند نیکهوتین زدایهی زیسهتی     3نمودار 

گرم در لیتر کافتین  9توسط باکتری مذکور غ ظت های بیش از 

دارای اثرات سمی بر روی میکروارگانیسم بوده که نتایج حاصهل  

 با یافته های سنتیک رشد س ولی کاملا همخوانی دارد  

 
در غلظت های  Halomonas sp. ND9دوره زمانی تجزيه زيستی نيکوتين توسط باکتری نمک دوست نسبی  -9نمودار 

 معرف انحراف معيار می باشد. ±1مختلف نيکوتين. نتايج ارائه شده ميانگين سه بار آزمايش بوده و بار
Diagram 3. The time course of nicotine degradation by Halomonas sp. ND9 in the presence of the different 

concentrations of nicotine. Results represent the means of three separate experiments, and deviation bars (±1) 

indicated. 
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حاصههل از فرآینههد تجزیههه   HPLCکرومههاتوگرام  3در شههکل 

زیسهههتی نیکهههوتین تحهههت شهههرایط سههه ول ههههای رویشهههی  

Halomonas sp. ND9  گرم در لیتر  9در کشت های حاوی

ساعت گرماگذاری نشهان داده شهده اسهت      29نیکوتین پس از 

مشاهده می شهود، فعالیهت متهابولیکی     3همانگونه که در شکل 

بالا در کشهت ههای رویشهی سهویه مهذکور منجهر بهه کهاهش         

چشمگیر نیکوتین شده است و بنابراین استفاده از سه ول ههای   

 Halomonas sp. ND9ت نسهبی  رویشی باکتری نمک دوس

به عنوان کاتالیست های زیستی مبتنی بر شهیمی سهبز جههت    

 حذ  زیستی نیکوتین پیشنهاد شده است  

 

 
 .Halomonas spبه دست آمده از تجزيه کافئين تحت شرايط سلول های رويشی  HPLCکروماتوگرام های  -9شکل 

ND9 .A کروماتوگرام مربوط به ساعت صفرم و :Bام پس از تلقيح ميکروارگانيسم. 37وماتوگرام مربوط به ساعت : کر 

Figure3. HPLC chromatograms of nicotine degradation by Halomonas sp. ND9 under resting cells conditions in 

0 and 96 h after inoculation. 

 

 بحث 

باکتری های نمهک دوسهت نسهبی شهامل گهروه نامتجهانس از       

انیسم ها با تنوع زیاد می باشد که همگی می توانند در میکروارگ

محیط های نمک دار مخت   مانند غذاهای شور، دریاچهه ههای   

(  91پرشور و واک های پرشور و پر نمک زنهدگی مهی کننهد )   

باکتری های نمک دوست نسبی دارای توانایی های بالقوه بهرای  

تری هها در  وارد شدن در دنیای بیوتکنولوژی هستند  از این باک

ساوت غذاهای تخمیری، تولیهد بسهیاری از ترکیبهات بهاارزش     

صنعتی مانند آنزیم ها، پ ی مرها، ترکیبهات محهافظ اسهمزی و    

همچنین زیست پالایی انهواع ترکیبهات سهمی در محهیط ههای      

(  عهلاوه بهر ایهن بهاکتری ههای      92طبیعی استفاده شده است )

سبی دارای نمک دوست نسبی دارای ویژگی های نمک دوست ن

ویژگی های فیزیولوژیک مناسبی هسهتند کهه آنهها را از جنبهه     

های تجاری و صنعتی ارزشمند کرده است  یکی از ویژگی ههای  

مهم این باکتری ها، رشد در تراکم های بالای نمهک اسهت کهه    

این مست ه وطر آلهودگی فرآینهدهای صهنعتی میکروبهی را بهه      

شد آسان این باکتری حداقل می رساند  ویژگی ارزشمند دیگر ر

ها و نیازمندی های غذایی ساده این میکروارگانیسهم هها اسهت     

بیشتر این باکتری ها می توانند طی  وسیعی از ترکیبات را بهه  

(  91عنوان منبع کهربن و انهرژی مهورد اسهتفاده قهرار دهنهد )      

بهرحال با تمام اوصا  ذکر شده، هنوز مطالعه ایی در ارتبا  بها  

وارگانیسم های نمک دوست به عنوان کاتالیست بکارگیری میکر

های زیستی بهرای مطالعهه در زمینهه حهذ  زیسهتی نیکهوتین       

صورت نگرفته است  بنابراین به منظور بررسی نقهش اکولوژیهک   

این گروه از باکتری ها در پاکسازی زیستی نیکهوتین از محهیط   
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های طبیعی، برای اولین بار جداسازی و شناسایی باکتری ههای  

پهس  ک دوست نسبی بومی تجزیه کننده نیکوتین انجام شد  نم

از غنی سازی جدایه های نمک دوست نسبی، جداسازی باکتری 

های بومی با قاب یت مصر  نیکوتین به عنوان تنها منبع کهربن،  

ازت و انرژی و تعیین پروفایل تحمل پذیری جدایه ها نسبت بهه  

)با   Halomonas sp. strain ND9نیکوتین، باکتری بومی 

(، جهدا شهده از   در بانهک ژنهی   KM077028شماره دسترسی 

دریاچه نمکی بختگان فارس، به عنوان قهوی تهرین بهاکتری در    

تجزیه زیستی نیکوتین برگزیهده شهد  در نهایهت بها اسهتفاده از      

، HPLCدسهههتگاههای اسهههکتروفتومتری و کرومهههاتوگرافی   

ابی قهرار  سنتتیک رشد س ولی و میزان حذ  نیکوتین مورد ارزی

 .Halomonas spگرفههت  کشههت هههای رویشههی بههاکتری  

ND9   با قاب یت تحمل پذیری بالا نسبت به نیکهوتین، توانسهت،

درصد از نیکوتین با غ ظت اولیهه   29ساعت بیش از  29در طی 

گرم در لیتر را تجزیه و حذ  نمایهد  تها بهه امهروز مطالعهات       9

ی مخت ه   گوناگونی بر روی تجزیه نیکهوتین توسهط سهویه هها    

میکروبی صورت گرفته است که در این میان سویه های باکتری 

به عنوان توانمندترین سویه  Pseudomonasمتع ق به جنس 

های باکتری در پاکسازی زیستی نیکوتین از محیط های آلهوده  

( اسهتفاده از بهاکتری   11و همکهاران )  Ruanشناوته شده اند  

،  strain HF sp. Pseudomonas-1تجزیه کننده نیکوتین 

جدا شده از واک آلوده به پسهاب کاروانجهات توتهون، را بهرای     

تیمار پساب های دارای نیکوتین گزارش کردنهد  سهویه مهذکور    

گهرم   3/1درصدی نیکوتین با غ ظت اولیهه   9/22قادر به تجزیه 

ساعت گرماگذاری بهود  همچنهین فرآینهدی     90در لیتر پس از 

ه اسهت و در آن از بهاکتری   برای حذ  نیکهوتین پیشهنهاد شهد   

Arthrobacter sp. strain HF-2    استفاده شده اسهت کهه

گرم در لیتر نیکهوتین را تحهت    0/7ساعت  43می تواند در طی 

(  19درصهد تجزیهه کنهد )    177شرایط کشت بهینه به صهورت  

، جداسازی  Pseudomonas putida J5کشت های رویشی 

گهرم در   4یت تحمل پذیری شده از ریزوسفر گیاه تنباکو، با قاب 

گرم در  9لیتر نیکوتین، قادر به حذ  کامل مح ول های حاوی 

(  همچنهین  19ساعت گرماگذاری بود ) 94لیتر نیکوتین پس از 

گزارش شده است که وقتی نیکوتین به عنوان تنها منبع کربن و 

ازت در محهههیط وجهههود داشهههته باشهههد، سهههویه بهههاکتری     

Rhodococcus sp. strain Y22      مهی توانهد بطهور کامهل

گهرم در لیتهر را    1مح ول های حاوی نیکوتین در غ ظت نهایی 

بهینهه   pHدرجه سهانتی گهراد و    91تحت شرایط دمای بهینه 

(  در 10ساعت گرماگذاری تجزیهه نمایهد )   09را پس از  0برابر 

پهههژوهش دیگهههری یهههک سهههویه بهههاکتری تحهههت عنهههوان    

Agrobacterium sp. strain S33 وسفر مزارع از واک ریز

سهاعت قاب یهت    9تحت کشت تنباکو جداسهازی شهد کهه طهی     

گرم در لیتر ، تحهت   1درصد نیکوتین را در غ ظت  177تجزیه 

(  علاوه بر این، در تحقیق 11شرایط کشت بهینه شده، دارا بود )

دیگهههری از فرآینهههد حهههذ  نیکهههوتین توسهههط بهههاکتری     

Pseudomonas sp. strain ZUTSKD   مشخص شد کهه

درصدی نیکوتین )غ ظهت اولیهه    20مذکور قادر به تجزیه سویه 

ساعت گرماگذاری در دمای بهینهه   19گرم در لیتر( پس از  9/1

و در محهیط ههای    0بهینهه برابهر    pHدرجه سانتی گهراد،   37

کشت بافری حاوی عصاره مخمر بهه عنهوان منبهع ازت کمکهی     

و  Li(  در مطالعههه صههورت گرفتههه دیگههری توسههط  12اسههت )

( مشههههخص شههههد کههههه سههههویه بههههاکتری 97ان )همکههههار

Aceintobacter sp. strain ND12     تحهت شهرایط بهینهه

درصهدی   177و دور شیکر، قادر به تجزیه  pHشده از نظر دما، 

گرم در لیتهر اسهت  در جدیهدترین     1نیکوتین در غ ظت بهینه 

( سویه بهاکتری  2و همکاران ) Liuمطالعه صورت گرفته توسط 

، بها  Pseudomonas geniculata N1غربهال گهری شهده    

قاب یت مصر  نیکوتین به عنوان تنها منبع کربن و نیتروژن،  در 

و دور شهیکر بهینهه    0/9بهینه برابر  pHدرجه،  37دمای بهینه 

rpm 197     0/1قاب یت حذ  کامل نیکهوتین در غ ظهت اولیهه 

جداسهازی  روز گرماگهذاری دارا بهود     4گرم در لیتهر را پهس از   

، بها قاب یهت تحمهل    Halomonas sp. ND9ی بهاکتری بهوم  

درصهدی   29پذیری بالا نسبت به نیکوتین و دستیابی به حذ  

سهاعت   29گهرم در لیتهر پهس از     9نیکهوتین بها غ ظهت اولیهه     

گرماگذاری تحت شرایط س ول های رویشی و بدون بهینه سازی 

شرایط کشت و بدون ارافه نمودن منابع کربن و یا ازت کمکهی  
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دی که هزینه فرآیند نیکوتین زدایی را افزایش دهد و و سایر موا

مقایسه این مطالعه با سایر مطالعات انجهام شهده در ارتبها  بها     

تجزیه زیستی نیکوتین، این امید را می دهد که بهاکتری بهومی   

Halomonas sp. strain ND9     انتخهاب مناسهبی جههت

ههای   استفاده به عنوان یک بیوکاتالیزور مناسر در تیمار پساب

 حاوی نیکوتین باشد  

 نتيجه گيری و پيشنهادات 

تا به امروز گزارشات وسیعی از کاربرد سویه های باکتری متع ق 

به عنوان یک ابزار میکروبی کارآمد در  Halomonasبه جنس 

جهت اصلاح و تجزیه زیستی انواع آلاینده های زیست محیطهی  

زیه بنهزوات و  از جم ه حذ  زیستی ماده پرتوزای تکنیتیوم، تج

اصلاح زیستی سهرب و   ،سالسیلات، حذ  زیستی رنگ های آزو

ترکیبات فن هی منتشهر   انواع تجزیه زیستی همچنین کادمیوم و 

شده است  این در حالی است که تاکنون هیچ گزارشی از حذ  

گزارش نشده  Halomonasنیکوتین بوسی ه سویه های جنس 

 .Halomonas spاست  بهاکتری بهومی غربهال گهری شهده      

strain ND9    ،با قاب یت تحمل پذیری بالا نسبت بهه نیکهوتین

این توانایی را دارد که از نیکوتین به عنوان تنهها منبهع کهربن و    

ازت و انرژی استفاده کند، بنهابراین اسهتفاده از بهاکتری بهومی     

مذکور به عنوان کاتالیست در جهت زیسهت پهالایی نیکهوتین از    

یاری از مشهکلات درمهانی و زیسهت    محیط زیست، می تواند بس

محیطی ناشی از حضور نیکوتین سمی را مرتفع سازد و با صر  

هزینه های بسیار کمتر نسبت به روش های سنتی این ترکیهر  

سمی را از محیط های طبیعی حذ  نمود  با توجهه بهه توانهایی    

در تجزیهه نیکهوتین    Halomonas sp. ND9ووب بهاکتری  

ایی بهاکتری بهومی مهذکور در فرآینهد     می توان جهت کاربرد نه

(، اتخههاذ Scale-upنیکههوتین زدایههی محههیط هههای آلههوده )   

فرآیندهای بهینهه سهازی ترکیبهات و شهرایط محهیط کشهت و       

همچنین شناسایی و بررسی ساز و کار فعالیت آنزیم های تجزیه 

را با هد   Halomonas sp. ND9کننده نیکوتین در سویه 

   پیشنهاد نمود  بهبود راندمان فرآیند حذ

 تشکر و قدردانی

با  1323/41213/4این پروژه در قالر طرح پژوهشی به شناسه 

حمایت مالی معاونت پژوهشی دانشگاه کردستان انجهام گرفتهه   

است  بدین وسی ه از معاونت پژوهشی دانشگاه کردستان نهایهت  

 سپاس و قدردانی به عمل می آید  

Reference 

1. Doolittle, DJ., Winegar, R., Lee, CK., 

Caldwell, WS., Hayes, AW., Bethizy, 

JD., 1995. The genotoxic potential of 

nicotine and its major metabolites. 

Mutation Research, Vol. 344, No. 3, 

pp. 95–102  
2. Siegmund, B., Leitner, E., 

Pfannhauser, W., 1999. Development 

of simple sample preparation 

technique for gas chromatographic - 

mass spectrometric determination of 

nicotine in edible nightshades 

(Solanaceae). Journal of 

Chromatography A, Vol. 840, No. 2, 

pp. 249-260 

3. Samuelsson, G., 1999. Drugs of 

Natural Origin. A textbook of 

pharmacognosy, Swedish 

Pharmaceutical Society, Stockholm, 

pp. 551 
4. Soloway, SB., 1976. Naturally 

occurring insecticides. Environmental 

Health Perspectives, Vol. 14, No.2, pp. 

109-117 
5. Sabha, M., Tanus-Santos, JE., Toledo, 

JC., Cittadino, M., Rocha, JC., 

Moreno, H., 2000. Transdermal 

nicotine mimics the smoking-induced 

endothelial dysfunction. Clinical 

Pharmacology Therapeutics, Vol. 68, 

No. 2, pp. 167–174 
6. Civilini, M., Domenis, C., 

Sebastianutto, N., Bertoldi, M., 1997. 

Nicotine decontamination of tobacco 

agro-industrial waste and its 



 

                                                                                                ....نمک یتوسط باکتر نيکوتين یستيز هيتجز   

 

131 

degradation by microorganisms. Waste 

Management Research, Vol. 15, No. 4, 

pp. 349–358 

7. Zheng, KL., Yu, DM., 2004. A status 

of the comprehensive utilization of 

discarded tobacco leaves. Journal of 

Chongqing Jianzhu University, Vol. 3, 

No. 2, pp. 61–64 

8. Lenkey, AA., 1989. Nicotine removal 

process and product produced thereby; 

mixing with alkaline agent in aerobic 

environment. United States Patent No. 

4, pp. 848-373 
9. Liu, Y., Wang, L., Huang, K., Wang, 

W., Nie, X., Jiang, Y., Li, P., Liu, S., 

Xu, P., Tang, H., 2014. Physiological 

and biochemical characterization of a 

novel nicotine-degrading bacterium 

Pseudomonas geniculata N1. PLOS 

ONE, Vol. 9, No.1, pp. e84399 

10. Gherna, RL., Richardson, SH., 

Rittenberg, SC., 1965. The bacterial 

oxidation of nicotine.VI. 

Themetabolism of 2, 6-

dihydroxypseudooxynicotine. Journal 

of Biological Chemistry, Vol. 240, No. 

9, pp. 3669–3674 

11. Ruan, AD., Min, H., Peng, X., Huang, 

Z., 2005. Isolation and characterization 

of Pseudomonas sp. strain HF-1, 

capable of degrading nicotine. 

Research in Microbiology, Vol. 156, 

No. 5, pp. 700–706 

12. Ruan, A., Min, H., Zhu, W., 2006. 

Studies on biodegradation of nicotine 

by Arthrobacter sp. strain HF-2. 

Journal of Environmental Science and 

Health B, Vol. 41, No. 7, pp. 1159-

1170  

13. Wang, SN., Liu, Z., Tang, HZ., Meng, 

J., Xu, P., 2007. Characterization of 

environmentally friendly nicotine 

degradation by Pseudomonas putida 

biotype A strain S16. Microbiology, 

Vol. 153, No. 5, pp. 1556-1565 

14. Yuan, YJ., Lu, ZX., Huang, LJ., Li, 

Y., Lu, FX., Bie, XM., Teng, YQ., 

Lin, Q., 2007. Biodegradation of 

nicotine from tobacco waste extract by 

Ochrobactrum intermedium DN2. 

Journal of Industrial Microbiology and 

Biotechnology Vol. 34, No. 8, pp. 567-

570 

15. Chen, CM., Li, XM., Yang, JK., Gong, 

XW., Li, B., Zhang, KQ., 2008. 

Isolation of nicotine-degrading 

bacterium Pseudomonas sp. nic22, and 

its potential application in tobacco 

processing. International 

Biodeterioration and Biodegradation, 

Vol. 62, No. 3, pp. 226–231 

16. Wei, HL., Lei, LP., Xia, ZY., Liu, 

XZ., 2008. Characterization of a novel 

aerobic nicotine-biodegrading strain of 

Pseudomonas putida. Annals of 

Microbiology, Vol. 58, No. 1, pp. 41-

45 

17. Gong, XW., Yang, JK., Duan, YQ., 

Dong, JY., Zhe, W., Wang, L., Li, 

QH., Zhang, KQ., 2009. Isolation and 

characterization of Rhodococcus sp. 

Y22 and its potential application to 

tobacco processing. Research in 

Microbiology, Vol. 160, No. 3, pp. 

200–204 

18. Wang, SN., Liu, Z., Xu, P., 2009. 

Biodegradation of nicotine by a newly 

isolated Agrobacterium sp. strain S33. 

Journal of Applied Microbiology, Vol. 

107, No. 3, pp. 838-847 

19. Zhong, W., Zhu, C., Shu, M., Sun, K., 

Zhao, L., Wang, C., Ye, Z., Chen, J., 

2010. Degradation of nicotine in 

tobacco waste extract by newly 

isolated Pseudomonas sp. ZUTSKD. 



 

 و همکار آشنگرف                               36هار ب، 67شماره علوم و تکنولوژی محيط زيست،                                     132       

 
Bioresource Technology. Vol. 101, 

No. 18, pp. 6935–6941  

20. Li, HJ., Duan, YQ., Ma, GH., Lei, LP., 

Zhang, KQ., Yang, JK., 2011. 

Isolation and characterization of 

Acinetobacter sp. ND12 capable of 

degrading nicotine. African Journal of 

Microbiology Research, Vol. 5, No. 

11, pp. 1335–1341 

21. Ventosa, A., Nieto, JJ., Oren, A., 1998. 

Biology of moderately halophilic 

aerobic bacteria. Microbiol. 

22. Molecular Biology Reviews, Vol. 62, 

No. 2, pp. 504–544 
23. Nieto, JJ., Fernandez-Castillo, R., 

Marquez, MC., Ventosa, A., Quesada, 

E., Ruiz-Berraquero, F., 1989. Survey 

of metal tolerance in moderately 

halophilic eubacteria. Applied 

Environmental Microbiology, Vol. 55, 

No. 9, pp. 2385–2390  
24. Sambrook, J., Fritsch, EF., Maniatis, 

T., 1989. Molecular cloning: a 

laboratory manual, 2nd ed. Cold 

Springs Harbor Laboratory, Cold 

Spring Harbor, NY. 

25. Al-Bayati, FA., 2008. Synergistic 

antibacterial activity between Thymus 

vulgaris and Pimpinella anisum 

essential oils and methanol extracts. 

Journal of Ethnopharmacology, Vol. 

116, No. 3, pp. 403-406 

26. Smibert, RM., Krieg, NR., 1994. 

Phenotypic characterization. In: 

Gerhardt, P., Murray, R.G.E., Wood, 

W.A., Krieg, N.R. (Eds.), Methods for 

General and Molecular Bacteriology. 

American Society for Microbiology, 

Washington, DC, pp. 607–654 
27. Leong, DU., Greisen, KS., 1993.  PCR 

detection of bacteria found in 

cerebrospinal fluid. In: Persing DH, 

Smith TF, Tenover FC and White TJ. 

(eds.) Diagnostic Molecular 

Microbiology: Principles and 

Applications. Mayo Foundation, 

Rochester, pp. 300–309 

28. Ashengroph, M., Nahvi, I., Zarkesh-

Esfahani, H., Momenbeik, F., 2011. 

Use of growing cells of Pseudomonas 

aeruginosa for synthesis of the natural 

vanillin via conversion of isoeugenol. 

Iranian Journal of Pharmaceutical 

Research, Vol. 10, No. 4, pp. 749-757 

29. Tamura, K., Stecher, G., Peterson, D., 

Filipski, A., Kumar, S., 2013. 

MEGA6: Molecular Evolutionary 

Genetics Analysis version 6.0. 

Molecular Biology and Evolution, Vol. 

30, No. 12, pp.  2725-2729 
30. Oren, A., 2010. Industrial and 

environmental applications of 

halophilic microorganisms. 

Environmental Technology, Vol. 31, 

No. 8, pp. 825-834 

 

http://scholar.google.com/citations?view_op=view_citation&hl=en&user=2ofS40YAAAAJ&citation_for_view=2ofS40YAAAAJ:Tyk-4Ss8FVUC
http://scholar.google.com/citations?view_op=view_citation&hl=en&user=2ofS40YAAAAJ&citation_for_view=2ofS40YAAAAJ:Tyk-4Ss8FVUC
http://scholar.google.com/citations?view_op=view_citation&hl=en&user=2ofS40YAAAAJ&citation_for_view=2ofS40YAAAAJ:Tyk-4Ss8FVUC

