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Abstract 
Aim and Background: Nitrate is one of the inorganic anions derived from the oxidation of elemental 
nitrogen. Nitrate contamination of groundwater and surface water has become a critical problem. Therefore, 
achieving the new technologies for nitrate removal is necessary. The aim of this study was to investigate 
the molecular mechanism of bio denitrification by thiobacillus denitrificans in the presence of quantum dot 
metal-carbon nanoparticles (CQD-Fe0) in a bioreactor. 

Materials and Methods: Fe0 nanoparticles were synthesized by the liquid-phase reduction method, also 
called the borohydride reduction method and for biocompatibility, uniform distribution, and non 
agglomeration, Fe0 was coated with carbon quantum-dot. Characterization of nanoparticles was determined 
by XRD, TEM, FESEM, and FTIR. The biological process of nitrate removal was investigated in the 
presence and absence of nanoparticles. The expression of nirS, narH and recA genes was also assessed 
using real-time PCR. 

Results: The FTIR spectrum confirmed the formation of CQD-Fe0 bonds. The average diameter of CQD-
Fe0 nanoparticles was in the range of 29.31 to 38.32 nm. Denitrification in the presence of CQD-Fe0, with 
increasing temperature (35C°) was 73.43%. In discontinuous conditions, bio denitrification was obtained 
for CQD-Fe0 nanoparticles 79.8312%. In the bioreactor, biodenitrification, in the presence of CQD-Fe0 
nanoparticles, 95% was obtained. Examination of gene expression showed that the expression of all three 
genes nirS, narH and recA in cells treated with nanoparticles significantly increased compared to the control 
group, which indicates the high impact of these nanoparticles on the bio denitrification of this 
microorganism.   

Conclusion: Therefore, with further experiments, it is hoped that removing nitrate with Nanoparticles 
Zero Iron (nZVI) from water resources would be possible. 
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برای مشاهده این مقاله به صورت
 آنلاین اسکن کنید

مقاله پژوهشی

 
 تیوباسیلوستوسط  زدایی زیستینیترات بررسی مکانیسم مولکولی

 در بیوراكتورساختار فلزی در حضور نانو دنیتریفیکانس 
 4، مریم قبه3، فاطمه یزدیان1، الهه تاجبخش*2، بهنام راسخ1الهه حمدی

 گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه آزاد اسلامی واحد شهرکرد، شهرکرد، ایران .1
 تهران، ایران  ژوهشگاه صنعت نفت،پ یوتکنولوژی،و ب یستز یطپژوهشکده مح. 2
 ، تهران، ایراندانشگاه تهران، دانشکده علوم و فنون نوین ،گروه علوم زیستی .3
واحد علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایرانگروه زیست شناسی، . 4

 
 چکیده

آلودگی د. شومی حاصل عنصری نیتروژن اکسیداسیون نتیجه در که است معدنی هایآنیون از یکی نیترات سابقه و هدف:
  به یابیدست بنابراینتبدیل شده است.  مهم یک مشکل های زیرزمینی و سطحی به نیترات در بسیاری از مناطق دنیا بهآب

توسط  زدایی زیستینیترات بررسی مکانیسم مولکولیاین پژوهش هدف از  .باشدمی ضروری نیترات حذف برای جدید هایتکنولوژی
 . ( در بیوراکتور است0Fe-CQD) کربن کوانتوم دات فلزیه رذدر حضور نانو تیوباسیلوس دنیتریفیکانس

 و شده است سنتز شود،نیز نامیده می که روش کاهش بوروهیدرید روش کاهش در فاز مایعبه 0Fe هنانوذر ها:مواد و روش
 یابی نانوذرات توسطمشخصهدار شد. دات پوششبا کربن کوانتوم 0Fe توزیع یکنواخت و عدم کلوخه شدن، ،منظور زیست سازگاریبه

XRD،TEM ،FESEM و FTIR یانبفرآیند زیستی حذف نیترات در حضور و عدم حضور نانوذره بررسی شد. . گردیدتعیین 
 نیز بررسی شد. real-time PCRبا استفاده از  recAو  nirS ،narH هایژن

 31/29-32/38 درمحدوده 0Fe-CQD اتنانوذر متوسط تأیید کرد. قطررا  0Fe و CQD پیوند ، تشکیلFTIRطیف  ها:یافته
 شرایط ناپیوسته در .بود % 43/73 (سلسیوسدرجه  35) ا افزایش دماب 0Fe-CQDه نانوذر حضوردرزدایی نیترات .مشاهده شدنانومتر 
 نانوذره حضور در زیستی زداییبیوراکتور نیترات در .حاصل شد %8312/79ر براب 0Fe-CQD اتبرای نانوذر زیستی زدایینیترات

0Fe-CQD  هر سه ژن  یانژن نشان داد، ب یانب یبررس. شد حاصل %95مقدارnirS ،narH  وrecA شده با  یمارت یهادر سلول
 یکروارگانیسمم یستیز ییزدایتراتدر ن نانوذرات یبالا یرثأدهنده تداشته، که نشان یقابل توجه یشنسبت به گروه کنترل افزا هنانوذر

 باشد.یم

 از ظرفیتی صفر آهن نانوذرات در حضور نیترات زیستی حذف به امیدوار توانمی بیشتر هایآزمایش با بنابراین گیری:نتیجه

  .بود آب منابع

 Iau Scienceبیوراکتور،نانو ساختار، ، تیوباسیلوس دنیتریفیکانسزدایی زیستی، نیترات كلیدی:واژگان
 

 مقدمه
های های منابع آبترین آلایندهیون نیترات از جمله مهم

و با توجه به حلالیت بالای آن، زدودن آن از  استزیرزمینی 
بر چرخه آب آشامیدنی بسیار پرهزینه است. نیترات علاوه

د شهری و ئطبیعی ازت دراثر ورود فاضلاب انسانی، مواد زا
های کشاورزی وارد منابع آب و صنعتی و همچنین فعالیت

  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
 نویسنده مسئول:

ژوهشگاه صنعت یوتکنولوژی، پو ب یستز یطپژوهشکده مح
 تهران، ایران نفت،

  b.rasekh@gmail.comپست الکترونیکی: 
 17/03/1401: دریافت تاریخ

 01/05/1401 تاریخ پذیرش:
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برای مشاهده این مقاله به صورت
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   جا کنندگان برخاک شده و اثرات نامطلوبی بر سلامتی مصرف
و سازمان بهداشت 1طبق استاندارد اتحادیه اروپا (.1) گذاردمی

گرم/لیتر میلی 3/11از  چه غلظت نیترات بیشترچنان 2جهانی
 (.2) ویژه نوزادان خطرناک استبه ،برای سلامت انسان باشد

 10 استاندارد برای نیترات در آب شربدر کشور ایران نیز حد 
گذشته، تغییرات قابل  هایسالطی  (.3) استگرم/لیتر میلی

، بنابراین. است وجود آمدهتوجهی در چرخه نیتروژن جهانی به
ثر با کارایی بالا جهت پالایش ؤهای منیاز جدی به فناوری

های متداول شود. روشمنابع آب آلوده به نیترات احساس می
های فیزیکی، شیمیایی و حذف نیترات از آب شامل روش

یفیکاسیون زیستی فرآیندی است که دنیتر باشد.زیستی می
عنوان پذیرنده الکترون در آن ترکیبات اکسید شده نیتروژن به

روش این  (.4) گیرندبرای تولید انرژی مورد استفاده قرار می
  که زمان چند آلاینده را حذف کند در حالیتواند هممی

های فیزیکی و شیمیایی تنها یک آلاینده خاص را حذف روش
های روش مانندهای نوین با ورود فناوری اخیراً (.5) کنندمی

و نانوساختارها،  هااستفاده از میکروارگانیسم ترکیبی
های صنعتی و فاضلاب جدید جهت تصفیه  کارهایراه

سبب بهبود کیفیت  و ایجاد شده شرب کشاورزی و آب
فرآیند . فرآیندهای حذف آلاینده نیترات از آب شده است

های سازگار با وسیله نانوذرات فلزی یکی از فناوریجذب به
ها از آب استفاده که جهت حذف آلایندهمحیط زیست است 

زدایی زیستی با احیا نیترات )توسط نیترات .(6)شودمی
 وشی مناسب برای حذفزدا(، رنیترات هایمیکروارگانیسم

باشد. جهت کاربرد صنعتی زیستی نیترات از منابع آبی می
زدایی زیستی، نیاز به افزایش میزان فعالیت نیترات

نانوذرات مبتنی بر  باشد.ها میمیکروارگانیسم و جداسازی آن
هایی از تراکم آلاینده Fe/Pdو   Fe/Ni, Fe/Cuمانندآهن 

کنند های آب زیرزمینی جلوگیری میسفره مثل نیترات در 
 نانوذرات فلزی آهن ،صفر ظرفیتی در بین نانوذرات. (7)

-میزان فعالیت نیترات افزایش برعلاوه (0Fe) یصفرظرفیت
میکروارگانیسم، جداسازی مغناطیسی  زیستی زدایی

احیاکننده عامل  یک 0Fe .(8) شودبیوکاتالیست را سبب می
رای تصفیه و تجزیه آن ب پتانسیل احیاکنندگی از قوی است که

تهیه آن آسان  و شودها در آب و فاضلاب استفاده میآلاینده

 
24. European Union 

-در محلول 0Feاحیای  هایبررسی واکنش .(9) استو ارزان 
و هیدروژن،  2Fe+دهد آهن فلزی،آبی نشان می های

 نانوذرات اگر .(10) های اصلی در محیط هستنداحیاکننده
0Fe به، شوندمستقیم درمحیط بیولوژیکی استفاده  طوربه-

 لخته به بالا، تمایل سطح مساحت و مغناطیسی خواص دلیل
 از جلوگیری دارد. برای وجود هاآن  در اکسیداسیون و شدن

 عوامل وسیلهبه نانوذرات کردن دارپوشش فرآیند مشکل، این
اگرچه بیشتر مطالعات روی  .(11) است ضروری حفاظتی

، های محافظ پلیمر یا سیلیکا بوده است، اخیراًتوسعه پوشش
 ه شده با کربن کوانتوم داتیدنانوذرات مغناطیسی پوش

(CQD )دلیل این که مواد بر پایهبه CQD  مزایای بیشتری
 CQDخواص شگفت انگیز . دارند، مورد توجه قرار گرفته است

سازگاری بسیار زیست شیمیایی، سمیت پائین،اثری مانند بی
های آلی معمولی و نقاط کوانتومی نیمه عالی نسبت به رنگ

در برابر فوتوبلیچینگ و  هادی معدنی، پایداری فوق العاده
 .(12) حلالیت آلی بالا بسیار مورد توجه قرار گرفته است

 Thiobacillus) تیوباسیلوس دنیتریفیکانس
denitrificans)ای، گرم منفی، ، یک میکروارگانیسم میله

دهد. این میکروارگانیسم متحرک است که اسپور تشکیل نمی
-کمولیتواتوتروف است که دنیتریفیکاسیون اتوتروف انجام می

وسیعی از ترکیبات کاهش یافته گوگرد تواند طیفمیو  دهد
اکسیژن، نیتریت، دست آوردن انرژی اکسید کند. را برای به

عنوان به توانند نیترات، اکسید نیتریک و اکسید نیتروژن می
کار روند. از گیرنده نهایی الکترون برای اکسیداسیون گوگرد به

جایی که این میکروارگانیسم ترجیح به استفاده از اکسیژن آن
عنوان یک گیرنده الکترون نهایی دارد، جای نیترات بهبه

رود. هوازی انتظار میفقط تحت شرایط بیدنیتریفیکاسیون 
 است pH  6-8 میکروارگانیسمبرای رشد این pHمحدوده 

زدایی نیاز به یک منبع کربن جایی که برای نیتراتاز آن .(13)
ثیر أمنظور تهای متفاوت بهاست، از نانوذرات مختلف و اندازه

 مفردنیا . ه استها بر روی رهایش منبع کربنی استفاده شدآن
برای حذف  0Fe-Stو همکاران کارآیی استفاده از نانوساختار 

نشاسته  اثر نانوذرات آهن/مورد بررسی قرار دادند. را نیترات 
 یبرا نیتریفیکانسد یوباسیلوستدر حضور  یتیصفر ظرف

  Material Studioبا استفاده از نرم افزار  یتراتحذف ن
نشاسته صفر  نانوذرات آهن/زمان با حضور مه شد. یسازیهشب

25. World Health Organization (WHO) 
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 یتراتراندمان حذف ن ،نیتریفیکانسد یوباسیلوستو  یتیظرف
درک  (14) .یدرس %44/44نانوذره به  یابو در غ %91به 

-نیترات در اکوسیستم های مولکولی کاهش دهندهمکانیسم
-های مرتبط با آنزیمهای طبیعی بسیار مهم است. توالی ژن

، DNRA (napAدرگیر در دنیتریفیکاسیون و  های
narG،narH ،nirS  وnrfAها جدا شده و ( از این سیستم

اند متمایز  ثبت شدههایی که قبلاًتوجهی از توالیطور قابلبه
اولین مرحله در کاهش نیترات  هستند. ردوکتاز متصل به غشا

 narH تجزیه و تحلیل دقیق ساختار ثانویه .کندرا کاتالیز می
( nirKو  narG ،napA  ،nirSاین ژن )در مقایسه با  نشان داد

تبدیل شده است.  ژن ترجیحی برای مطالعات تنوع زیستی به
رغم اهمیت اکولوژیکی، تحقیقات کمی در مورد چگونگی علی

های مرتبط با آن انجام شده است. از دنیتریفیکاسیون و ژن
-نیترات ردوکتاز در نیتراتهای درگیر در مسیر رو بیان ژناین

ثر ؤم تیوباسیلوس دنیتریفیکانسزدایی میکروارگانیسم 
بررسی مکانیسم با هدف هستند. بنابراین پژوهش حاضر 

تیوباسیلوس میکروارگانیسم  زدایی زیستینیترات مولکولی
پوشیده  ذره آهن صفر ظرفیتیدر حضور نانو دنیتریفیکانس

( در بیوراکتور انجام 0Fe-CQD) کربن کوانتوم دات شده با
 شد.

 هامواد و روش
 تیوباسیلوس دنیتریفیکانسپژوهش از میکروارگانیسم در این 

ATCC 23644  استفاده شد. میکروارگانیسم مورد استفاده
 آلمان تهیه شد. DSMZدر پژوهش از مجموعه میکروبی 

از  تیوباسیلوس دنیتریفیکانسبرای کشت سویه باکتریایی 
پژوهش حاضر در  کشت معدنی پایه استفاده شد.محیط 

پژوهشکده محیط زیست، پژوهشگاه صنعت نفت تهران انجام 
 شده است.

 آزمون سنجش نیترات  
 کروماتروپیک اسید جهت سنجش میزان نیترات از روش

 گرم/لیترمیلیحسب ازت دامنه برای نیترات بر)استفاده شد 
و  A معرف نیترات این روش در اثر واکنش  در. (30-2/0

د. از شونیترات محلول زرد رنگ ایجاد می با B معرف نیترات 
میزان جذب نانومتر  410 موجطریق اسپکتروفتومتر در طول

برای تهیه منحنی  .شودمیگیری حاصل اندازه محلول

 
1 Basal Salt Medium 

های مختلف با رد نیترات، محلول نیترات با غلظتاستاندا
های استفاده از نیترات پتاسیم تهیه شد. به هر یک از لوله

محلول نیترات لیتر میلی A ،1معرف نیترات آزمایش حاوی 
معرف  سپس با قیف، ندبار تکان داده شد 10 ولهاضافه شد و ل

 10 دوباره هاو لوله ها اضافه شدبه هر یک از لوله  Bنیترات
کامل رنگ زرد، جذب هر . پس از ظهور ندبار تکان داده شد

شد و منحنی  خوانده نانومتر 410موج در طول هااز لوله یک
 .  (15) دست آمداستاندارد نیترات به

زدایی و میزان نیترات رشد سلولیگیری اندازه
  میکروارگانیسم

سوسپانسیون  لیترمیلی 4گیری رشد سلولی منظور اندازهبه
 محیط لیترمیلی 36 حاوی لیترمیلی 40های باکتری به ویال

عنوان منبع نیترات منتقل شد. پتاسیم نیترات به 1معدنی پایه
اضافه شد.  BSMبه محیط  لیترمیلی گرم/میلی 300با غلظت 

 24-48 مدت( سلسیوسدرجه  30)در انکوباتور محیط کشت 
ول باکتری گرماگذاری همراه ویال شاهد بدون سل ساعت

زان ساعت انجام شد. می 6گیری با فاصله زمانی شدند. نمونه
  میزان رشد میکروارگانیسم با خواندنرشد میکروارگانیسم 

نانومتر با اسپکتروفتومتر  600جذب نوری در طول موج 
و بررسی میزان  منظور مطالعهچنین، بههم .گیری شداندازه

زدایی زیستی میکروارگانیسم جذب نوری فرآیند نیترات
نانومتر با استفاده از دستگاه  410نیترات محلول در طول موج 

نهایت  دراسپکتروفتومتر خوانده شد و غلظت نیترات محلول 
از روی نمودار استاندارد و با داشتن میزان جذب، غلظت 

 .(16) دست خواهد آورده شدبهمجهول 

كربن با  اتو بهبود سطح نانوذر 0Feفلزی اتتهیه نانوذر
 (0Fe-CQD) كوانتوم دات

وجود دارد. در  0Fe های متعددی برای ساخت نانوذراتروش
 (کاهش بوروهیدریدروش ) میان، روش کاهش در فاز مایعاین 

محلول  هنده قوی بهشامل افزودن کا ، کهباشدمورد توجه می
ها به نانوذرات فلزی می باشد های آهن و کاهش آنحاوی یون

فاده از روش هیدروترمال سنتز با است کربن کوانتوم دات .(17)
آمونیوم سیترات هیدروژن دیگرم  2 طور خلاصه،. به(18) دش

حل شد.  سلسیوسدرجه  25 دمای آب مقطر لیترمیلی 75در 
 ساعت دردمای 18مدت بمب هیدروترمال این مخلوط در یک 

لیتر گرم/میلیمیلی 6/26منظور تولید بهسلسیوس درجه  150

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

45
8.

14
02

.1
3.

51
.1

1.
3 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 n
cm

bj
pi

au
.ir

 o
n 

20
26

-0
6-

18
 ]

 

                             4 / 16

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285458.1402.13.51.11.3
http://ncmbjpiau.ir/article-1-1542-fa.html


69

لی
کو

مول
ی  

لول
 س

ژی
ولو

کن
وت

 بی
ای

ه ه
تاز

له 
مج

 

 
 

 گرممیلی   6/51، حرارت داده شد، متعاقباً CQDمحلول 
ده جهت همگن شدن،  و افزوده شدبه محلول  0Feنانوذره 

 گرم 4/5، دقیقه به محلول 30پس از . زده شددقیقه هم
 لیترمیلی 30 آب و لیترمیلی  20 پتاسیم بوروهیدرید در

قطره در ثانیه به  2-1 نرخاتانول از طریق قیف جدا کننده با 
محلول این محتویات بالن اضافه شد. با اضافه شدن قطرات 

. مخلوط سیاه رنگ کردشروع به تشکیل  0Feذرات سیاه رنگ 
زده شد. سپس مخلوط ی محیط هممدت یک ساعت در دما

و دو بار با آب مقطر، یک بار با اتانول و جهت خشک  صاف
شدن سریع با استون شستشو داده شد و به مدت یک شبانه 

  .(19)خشک گردید  گراددرجه سانتی 80روز در دمای 
St-) نشاسته پایدار شده با 0Feات یابی نانوذرمشخصه

0Fe )و كربن كوانتوم دات (0Fe-CQD) 
های تحلیلی مختلف، استفاده از روش نانوذرات، بابعد از سنتز 

-CQD) هبرای نانوذر XRDآزمون  یابی انجام شد.مشخصه
0Fe) 1730ایکس مدل  با استفاده از دستگاه پراش پرتو PW ،

کیلوولت  40(، در ولتاژ А54056/1=λ˚) Cu-Kαتحت تابش 
-80از 2θمحدوده اسکن آمپر انجام گرفت. میلی 30و جریان

درجه قرار داده شد. تحلیل و بررسی نتایج حاصل از این 10
نسخه  XPERT high score plusافزار آزمون توسط نرم

کنش بین کربن کوانتوم یید پیوند و برهمأتانجام شد.  3.0.5
 FT-IRبا استفاده از دستگاه دات و نانوذه فلزی 
Spectrophotometer مدل(BRUKRE )کشور آلمان 

مطالعه  جهت انجام شد. 𝐶𝐶𝐶𝐶−14000-400 درمحدوده
از تصاویر ات شناسی و اندازه نانوذرو ریخت ساختار سطحی

( استفاده شد. همچنین TEMمیکروسکوپ الکترونی عبوری )
 انجام شد.  CQD-Fe0  اتنیز برای نانوذر FESEMآنالیز 

 فلزی ات پوشش سطح میکروارگانیسم با نانوذر
 0Fe-Stاتمیکروارگانیسم با نانوذرپوشش سطح جهت 

های سوسپانسیون باکتری در ویال لیترمیلی 0Fe-CQD، 4و
 ،اضافه شد BSMمحیط کشت  لیترمیلی 36به  لیترمیلی 40

به گرم/لیتر  1و 5/0، 05/0های نانوذرات جداگانه با غلظت
 . ندمحیط اضافه شد

آزمایشی های گروه زداییبررسی فرآیند نیترات
  مختلف

 300با غلظت  BSMدر محیط  میکروارگانیسمگروه اول: 
 30و 25ساعت در دماهای  48نیترات مدت  گرم/میلی لیترمیلی

منظور ارزیابی اثر گرماگذاری شد. به سلسیوسدرجه  35و 
گیری پس ، نمونه میکروارگانیسمزدایی زیستی دما در نیترات

بررسی  با استفاده از کیت نیترات ساعت انجام و نتایج 48از 
 شد. 

با  BSMدر محیط  0Fe-CQDفلزی راتنانوذگروه دوم: 
، 05/0در سه غلظت  گرم/میلی لیترمیلی 300غلظت نیترات 

درجه  35و  30، 25ای در دماهات نانوذرگرم/لیتر  1 و 5/0
. ندساعت در انکوباتور گرماگذاری شد 48مدت به  سلسیوس

-و دما بر میزان نیترات اتبررسی اثر غلظت نانوذرمنظور به
ساعت انجام و  48گیری پس از فلزی، نمونه اتزدایی نانوذر

 بررسی شد.  با استفاده از کیت نیترات نتایج

-CQD هیافته با نانوذر های پوششمیکروارگانیسمگروه سوم: 
0Fe  در محیطBSM  نیترات لیترمیلی گرم/میلی 300با غلظت 

گرم/لیتر  1 و 5/0، 05/0 سه غلظتساعت در  48مدت 
گرماگذاری  سلسیوسدرجه  35و  30و 25دردماهای اتنانوذر

بر میزان  اتمنظور بررسی اثر دما و غلظت نانوذر. بهندشد
 هنانوذریافته با  زدایی زیستی میکروارگانیسم پوششنیترات

0Fe-CQD با ساعت انجام و نتایج  48گیری پس از نمونه
 بررسی شد.  استفاده از کیت نیترات

در بیوراكتور در زدایی زیستی بررسی فرآیند نیترات
 0Fe-CQDه نانوذرحضور 

زدایی میکروارگانیسم پس از بررسی رشد و فعالیت نیترات
-میلی 36با  لیترمیلی 40در ویال  تیوباسیلوس دنیتریفیکانس

ه نانوذردر حضور و عدم حضور  BSMمحیط کشت  لیتر
0Fe-CQD،  لیتر 5 حجممیکروارگانیسم در بیوراکتور با 

اتوکلاو  درشده سترون ) BSMمحیط کشت  لیتر 2 حاوی
ساعت با  48مدت ( دقیقه 15دت م سلسیوسدرجه  121

فیلتر تحت جریان گاز نیتروژن جهت خروج اکسیژن و ایجاد 
ویال، کشت هوازی قرار گرفت و در شرایط مشابه شرایط بی
ه نانوذرسوسپانسیون لیتر میلی 10مایه تلقیح و داده شد. 

0Fe-CQD (75/0 گرم لیتر)، افزوده  سترون به محیط کشت
تنظیم  pH 7 گراد ودرجه سانتی 35دمای  در . بیوراکتورندشد

زیستی زدایی منظور بررسی رشد و فعالیت نیتراتگردید. به
ساعت انجام  52تا  ساعت 4گیری هر میکروارگانیسم، نمونه

 شد.
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

 
 

 Real time-PCR  با استفاده از تکنیک بیان ژنبررسی 
 روش بررسی بیان ژن
 )میکروارگانیسمها از سلول RNA، جهت واکنش بیان ژن

-RNX(، با استفاده از روشتیوباسیلوس دنیتریفیکانس
PLUS   سازنده  طبق پروتکل شرکتوRNJia شد استخراج .
 Nano dropبا استفاده از دستگاه دست آمده به RNAغلظت 

-در طول RNAگیری شد. نوری اندازه تعیین دانسیتهبا روش 
 cDNAجهت سنتز ارزیابی شد. نانومتر  260و 280های موج

 bioFact (bio Fact, Korea)از پروتکل سازنده از یک کیت 
به روش سایبرگرین با استفاده از  qPCRواکنش استفاده شد. 

انجام واکنش  مواد مورد نیازانجام گرفت.  Corbettدستگاه 
qPCR های شامل: نمونهcDNA ،DNA ase  و RNA ase 

free Water، Taq DNA Polymerase Master Mix 

RED(Amplicon)، Forward Primer ،Reverse 
Primer و cDNA.کمک  طراحی پرایمر به الگو استفاده شد

Primer3  .خصوصیات ترمودینامیکی و شکل انجام شد    
شد.  بررسی Gene runnerافزار بعدی پرایمرها با نرمسه

مطابق جدول های مورد نظر پرایمرهای طراحی شده برای ژن
 است: 1

 

 

 

 

 تیوباسیلوس دنیتریفیکانسدر  recAو  nirS ،narHهای پرایمرهای مورد استفاده برای بررسی ژن: توالی 1جدول 
 ژن (´3 → ´5)توالی   عملکرد

 F: CAC CCG GAG TTC ATC GTC ثر در مسیر نیتریت ردوکتازؤم
R: ACC TTG TTG GAC TGG TGG G 

nirS 

 F: GCC AAA ATT CGT TCA CAA GTC GG ثر در مسیر نیترات ردوکتازؤم
R: CCT GGA TGC GGC TCC GTT TTG CT 

narH 

 F: GCG TGC CTT GAA GTT TTA TTC TTC کنترل داخلی
R:TGT TCC CCG GTT CCTT AAA TT 

recA 

 

، nirS هایبرای ژن Real-Time PCR واكنشانجام 
narH و recA 

-شامل: واسرشت narHبرای ژن  PCRدمایی و زمانی  هبرنام
دقیقه،  5به مدت  سلسیوسدرجه  94سازی اولیه در دمای 

 به سلسیوسدرجه  94مرحله باز شدن دو رشته در دمای 
درجه  52دقیقه، اتصال آغازگرها در دمای اتصال  1مدت 

درجه  72دقیقه، پلیمریزاسیون در دمای 1مدت  به سلسیوس
 72 ثانیه و طویل شدن نهایی در دمای 90مدت  سلسیوس

، برنامه دمایی و زمانی دقیقه 10به مدت  سلسیوسدرجه 
PCR  برای ژنnirS 95سازی اولیه در دمای شامل: واسرشت 
دقیقه، مرحله باز شدن دو رشته  10به مدت  سلسیوسدرجه 

، اتصال ثانیه 30مدت به  سلسیوسدرجه  95در دمای
 30 مدت به سلسیوسدرجه  61آغازگرها در دمای اتصال

مدت  به سلسیوسدرجه  72، پلیمریزاسیون در دمای ثانیه
 سلسیوسدرجه  72 ثانیه و طویل شدن نهایی در دمای 30

  recAبرای ژن PCRبرنامه دمایی و زمانی  .دقیقه 10به مدت 

به  سلسیوسدرجه  95سازی اولیه در دمای شامل: واسرشت
درجه  95ثانیه، مرحله باز شدن دو رشته در دمای  40مدت 

ثانیه، اتصال آغازگرها در دمای اتصال  1مدت به  سلسیوس
ثانیه، پلیمریزاسیون در دمای  5مدت  به سلسیوسدرجه  52
ثانیه و طویل شدن نهایی در  10مدت  به وسسلسیدرجه  72

جهت تست ثانیه.  11به مدت  سلسیوسدرجه  72 دمای
cDNA از پرایمر کنترلی تعبیه شده در کیت استفاده شد ،

(20). 
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 هایافته
  0Fe-CQDو 0Fe-Stات مشخصه یابی نانوذر

 (FTIR)طیف سنجی مادون قرمز تبدیل فوریه 
چندین پیک مشاهده ، 0Fe-CQD اتنانوذر FTIRطیف در 

موجود  CQD های مربوط به گروه های عاملیشد که طیف
 یک درمحدودهپ ،1براساس شکل. دنباشمی اتبرسطح نانوذر

1-Cm 1823  گروهبه ارتعاشات کششی H-O .اشاره دارد 
 یشتواند مربوط به پیوند کشمی Cm2050-1ک در ناحیه پی

N=C  1 درمحدودهباشد، همچنین نوار جذبی-Cm1665  به

 کربن C=O وC=C  هایهگرو حالت ارتعاشات کششی
 Cm-1شود. پیک در ناحیه نسبت داده می Fe کوانتوم دات و

پیک در ناحیه اشاره دارد.  NH هگرو کششیش ارتعابه  1556
1-Cm1394 به پیوندC=C 1 و در محدوده-Cm1155 به

موجود  پیک .دارداشاره C-O-C  ارتعاش کششی پیوند
 H-Nو  H-C هایمربوط به گروه Cm772-1 درمحدوده
 Cm-1نوار جذبی موجود در  .باشدمی آلکن و آمین موجود در

 ر ناحیهدFe−O  پیک جذبی اشاره دارد. = H-C به گروه 671
1-Cm 601  ظاهر شده است. طیفFTIR حاصله، تشکیل 

 تأیید کرد.را  0Feو CQD پیوند
 
 
 
 
 
 
 
 

 0Fe-CQD اتنانوذر FTIRطیف  -1شکل 
 1الگوی پراش پرتو ایکس

، 23θ =2،  ̊30θ =2̊ در نواحی  اخص این ترکیبش هایپیک
 ̊35θ =2،  ̊44θ =2 ، ̊57θ =2  63̊ وθ =2 شود مشاهده می

 CQDدهنده نشان 22θ =2-23 ̊ در نواحی پهن پیککه 

 مشخصه 63θ =2̊ و  44θ =2 ، ̊57θ =2̊ پیک در نواحیاست. 
 وجود

0Fe  35 ̊ نواحی در هاییقله اما .باشدنانوذرات میدر-
30θ =2 57̊ وθ =2 شود که دلالت بر وجود اکسیدها دیده می

 و هیدروکسیدهای آهن در محصول نهایی است.

 
 

 

 

 

 
 0Fe-CQDات الگوی پراش پرتو ایکس نانوذر -2شکل 

 
 

1  X- Ray Diffraction (XRD) 
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 FESEMآنالیز 
بر ، علاوهEDS مجهز به آشکارساز FESEM دستگاه

های مربوط به عناصر تشکیل تصویربرداری از سطح نمونه، داده
 ویراطبق تص .باشددهنده نمونه نیز قابل استخراج می

FESEM0فلزی اتنانوذر ،3شکلFe-CQD  دارای اشکال

 نظربه همگن نانوسامانه کروی و ساختار یکنواخت بوده، سطح

-می CQDو 0Feخوب بین سازگاری دهندهنشان رسد کهمی
 درمحدوده 0Fe-CQD فلزی اتنانوذر قطرمتوسط .باشد

 مشاهده شد.نانومتر  32/38-31/29

 

         
   

 

 

 

     

 به روش کاهش در فاز مایع 0Fe-CQDفلزی  اتنانوذر FESEMویر اتص -3شکل
 

 زدایی زیستی میکروارگانیسممیزان رشد و فعالیت نیترات
زدایی زیستی میکروارگانیسم از میزان رشد و فعالیت نیترات

گیری میزان جذب نوری اندازهطریق میزان حذف نیترات و 
با استفاده از کیت نیترات مشخص  نانومتر 410در طول موج 

هایی از نیترات شد. منحنی استاندارد نیترات با استفاده از رقت
تهیه و بر حسب گرم/لیتر میلی 0-300با محدوده غلظت 

 .ها منحنی استاندارد رسم شدمیزان جذب هر یک از غلظت
زدایی میکروارگانیسم و میزان حذف راتمیزان فعالیت نیت

 باشد.نیترات، متناسب با رشد باکتری می
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 گیری غلظت میکروارگانیسم و حذف نیترات توسط میکروارگانیسماندازه اسپکتروفتومتری منحنی رشد میکروارگانیسم به روش -1نمودار

 تیوباسیلوس دنیتریفیکانسمیکروارگانیسم  زداییفرآیند نیتراتبررسی 
 یابد.زدایی زیستی میکروارگانیسم افزایش میدهد با افزایش دما، رشد و فعالیت نیتراتنشان می 2 نتایج حاصل از جدول

 زدایی زیستی میکروارگانیسم در دماهای مختلفبررسی فعالیت نیترات -2جدول 

 
 

-میلیمقدار اولیه نیترات ) (سلسیوسدما ) آزمایش
 (گرم/لیتر

 حذف نیترات )%(

1 35 300 40.45 

2 30 300 37.1 

3 25 300 16.36 
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 فلزی  اتزدایی نانوذربررسی فرآیند نیترات
 %43/73برابر  0Fe-CQD اتتوسط نانوذرحذف غیرزیستی 

درجه  25در دمای  %5/3و  سلسیوسدرجه  35 نیترات در
خوبی نشان ساعت مشاهده شد. نتایج به 48طی  در سلسیوس

بوده ثیر درجه حرارت أشدت تحت تدهد احیا غیرزیستی بهمی
با  در واقع، شود.تر با سرعت بالاتر انجام میو در دماهای بالا

یابد. میزان حذف نیترات افزایش می اتافزایش غلظت نانوذر
تر بین فلزی امکان برخورد بیش اتبا افزایش غلظت نانوذر

  (.21)د نشوهای احیا ایجاد میو واکنش اتنیترات و نانوذر
زدایی زیستی میکروارگانیسم بررسی فرآیند نیترات

  اتنانوذرپوشش یافته با 
-CQD  اتنتایج، میکروارگانیسم در حضور نانوذرطبق 

0Feزدایی زیستی دارد. احیا زیستی نیترات %8312/79 مقدار

باشد. افزایش ثیر دما میأتحت ت راتحضور نانوذ نیترات در
ردوکتاز و افزایش  دما سبب افزایش فعالیت آنزیم نیترات

 شود.زدایی زیستی میکروارگانیسم میفعالیت نیترات

زدایی زیستی در بیوراكتور در بررسی فرآیند نیترات
 0Fe-CQDه حضور نانوذر

زدایی زیستی میکروارگانیسم نتایج حاصل از نیترات 3 جدول
 دهد. همچنین دررا نشان می0Fe-CQDه در حضور نانوذر

حذف نیترات توسط میکروارگانیسم درحضور زان می 2 نمودار
 . ه استهای مختلف نشان داده شددر زمان 0Fe-CQD هنانوذر

 

 در بیوراکتور  0Fe-CQDو 0Fe-St اتدر حضور نانوذر تیوباسیلوس دنیتریفیکانسزدایی زیستی میکروارگانیسم نیترات– 3جدول

زمان  آزمایش
 )ساعت(

 زدایی زیستی ریزسازواره نیترات
 )%(  0Fe-CQD اتدر حضور نانوذر

1 0 0 
2 4 19 
3 8 2/33 
4 12 7/46 
5 16 3/50 
6 20 55 
7 24 63 
8 28 4/68 
9 32 3/77 

10 36 82 
11 40 2/83 
12 44 93 
13 48 95 
14 52 7/96 
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 در بیوراکتور 0Fe-CQD اتدر حضور نانوذر تیوباسیلوس دنیتریفیکانسزدایی زیستی میکروارگانیسم میزان نیترات -2نمودار

زدایی زیستی کند نیتراتبررسی نتایج مشخص می
فلزی در بیوراکتور در  اتمیکروارگانیسم در حضور نانوذر

مقایسه با سامانه ناپیوسته )ویال( کارایی بالاتری در حذف 
-هوازی بهدر بیوراکتور جهت ایجاد شرایط بینیترات دارد. 

و تولید الکترون، جریان گاز نیتروژن  اتمنظور اکسایش نانوذر
ساعت ایجاد شد. طی  48توسط کپسول نیتروژن به مدت 

، pH 7منظور ایجاد دایی در فرمانتور بهزانجام فرآیند نیترات
طور کامل سامانه به pHاسید و باز اتوکلاو شده وارد سامانه و 

زیستی زدایینیترات شرایط ناپیوسته کنترل شد. در
 48در بهترین شرایط پس از  همیکروارگانیسم در حضور نانوذر

بیوراکتور . در سامانه حاصل شد %8312/79ساعت برابر با 
فلزی،  هنیترات زدایی زیستی میکروارگانیسم در حضور نانوذر

 %95 زدایی زیستینیترات ساعت 48پس از  .تسریع شد
زدایی زیستی ساعت نیترات 52شد و پس از گذشت  حاصل

 باشد.می %7/96افزایش یافته و 

 Realها با استفاده از تکنیک آنالیز و ارزیابی كمی ژن
time-PCR 
 ،nirS هر سه ژن نشان داد، بیان ها آنالیزداده، 4مطابق شکل 

narH  وrecA 0 با نانوذرهارشده های تیمدرسلولFe-CQD 
که است،  نسبت به گروه کنترل افزایش قابل توجهی داشته

 زیستی زدایینیتراتدر  بالای این نانوذرات ثیرأدهنده تنشان
 تیوباسیلوس دنیتریفیکانسمیکروارگانیسم  هایسلول

 باشد. می هاین نانوذر تیمارشده با

                                                     

 )الف( )ب( 
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  )ج(                          
 

 

 

 q-PCRبا روش  recAو ج(  nirS، ب(  narH الف( بیان ژننمودار  -4شکل 

 بحث 
یکی از مشکلات فرآیندهای زیستی بازده پایین حذف نیترات 

زدایی زیستی، برای فرآیندهای بوده و میزان فعالیت نیترات
سرعت پایین واکنش،  (.22)باشد صنعتی و تجاری پایین می

ها، پایداری کم بیوکاتالیست و مشکلات فعالیت کم آنزیم
ثر در کاهش ؤجداسازی بیوکاتالیست از جمله عوامل م

و همکاران در سال  Krishna باشند.زدایی زیستی مینیترات
زدایی زیستی میکروارگانیسم فعالیت نیترات 2005

، نتایج پژوهش را بررسی نمودند تیوباسیلوس دنیتریفیکانس
 سلسیوس درجه 34ساعت و  48ها نشان داد، در آن

بیشترین میزان  تیوباسیلوس دنیتریفیکانسمیکروارگانیسم 
که با نتایج پژوهش حاضر  (16) رشد و حذف نیترات را دارد

زدایی میکروارگانیسم و مطابقت دارد میزان فعالیت نیترات
باشد. زیرا باکتری میمیزان حذف نیترات، متناسب با رشد 

خیر میکروارگانیسم به میزان أمیزان حذف نیترات در مرحله ت
باشد و در مرحله لگاریتمی رشد، میزان حذف نیترات کم می

باشد. ساعت می 48یابد و بیشترین میزان حذف در افزایش می
      تغییرات رنگ محلول نیترات و ایجاد رنگ زرد نتیجه 

در باشد. و کروموتروپیک اسید می کنش بین نیتراتبرهم
برسطح  0Fe اتاستفاده از نانوذر و همکاران با Chenمطالعه 

 %16/76 میزان ،دنیتریفیکانس پاراکوکوسمیکروارگانیسم 
و همکاران  Montalvo .(17) دشگزارش زیستیزدایینیترات

، با استفاده از جمعیت گراددرجه سانتی 35ی دما در بیوراکتور
های اتوتروف و هتروتروف تثبیت شده بر بستر میکروارگانیسم

 Rajab  .(23) دگردیزدایی مشاهده نیترات %95زئولیت 
Beigy0 اتو همکاران نیز عملکرد نانوذرFe-St  را جهت

 تیوباسیلوس دنیتریفیکانسزدایی زیستی فعالیت نیترات

زدایی زیستی نتایج نیتراتطبق  ،دبررسی کردن
بیوراکتور  در 0Fe-St اتمیکروارگانیسم در حضور نانوذر

فرآیند  Blažkováدر مطالعه  (.24)دست آمد به 7/94%
دنیتریفیکاسیون اتوتروفیک مبتنی بر گوگرد با استفاده از 

عنوان یک روش جایگزین  به تیوباسیلوس دنیتریفیکانس
. هدف از دیدحذف نیترات از فاضلاب صنعتی مطالعه گر

ه مخلوط واکنش و ب 3Fe+بررسی تاثیر افزودن هاآن مطالعه
تعیین دوز بهینه برای شرایط خاص بود. نتایج نشان داد 

 1/0در حذف نیترات برابر با  افزایش قابل توجهی 3Fe+افزودن
با توجه به مطالعات انجام  .(25) کندایجاد می گرم/لیترمیلی
نانوذرات فلزی صفر ظرفیتی های اخیر استفاده از در سالشده 

-های نیتراتتوانسته است بسیاری از محدودیت 0Fe ویژهبه
زدایی زدایی زیستی را برطرف نموده و سبب افزایش نیترات

. با کاهش غلظت نیترات انتقال یون نیترات (22)زیستی شود 
گیرد. طبق نتایج بر سطح نانوذرات با بازده بالاتری صورت می

ارایی حذف نیترات توسط نانوذرات با افزایش مطالعه اخیر، ک
و  Sunیابد که این نتایج با پژوهش غلظت نیترات کاهش می

مطابقت دارد. با  (27)و همکاران  Anotaiو  (26) همکاران
افزایش غلظت نیترات سرعت اکسید شدن نانوذرات فلزی در 

تری تری داشته، در نتیجه نیترات کممحیط آبی شتاب کم
چنین با افزایش غلظت نیترات اولیه، . هم(28)گردد حذف می

ترین میزان یون فروس به سرعت کاهش پیدا کرده و به پایین
ش کارایی حذف نیترات رسد که این امر سبب کاهسطح می

های مختلف . در پژوهشی مشابه، اثر غلظت(27)گردد می
( بر پی پی ام 3000و  2000، 1500، 1000، 600) نیترات

تیوباسیلوس زیستی ریزسازواره زداییرشد و فعالیت نیترات
ارزیابی شد. طبق نتایج با افزایش غلظت نیترات  دنیتریفیکانس
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نده، سرعت رشد و فعالیت عنوان سوبسترای محدودکنبه
یابد که با افزایش می میکروارگانیسمزدایی زیستی نیترات

. با بررسی (19)خوانی دارد نتایج حاصل از این پژوهش هم
( و اندازهگرم/لیتر 1و5/0، 05/0های مختلف نانوذرات )غلظت

زدایی زیستی میکروارگانیسم مشخص شد گیری میزان نیترات
 5/0 برابر 0Fe-CQDو0Fe-St نانوذراتغلظت مناسب 

 گرم/لیتر از 5/0های بالاتر از باشد. در غلظتگرم/لیتر می
نانوذرات، اثرات سمی حاصل از اکسیدهای فلزی نانوذرات بر 

زدایی زیستی شود و رشد و فعالیت نیتراتسلول ایجاد می
 و هیدروژن 2Fe+هایدهد. یونمیکروارگانیسم را کاهش می

عنوان منبع الکترون اضافه در توانند بهغلظت مناسب میدر 
زدایی قرار گرفته و فرآیند نیترات میکروارگانیسماختیار 

بخشند. ازدیاد محصولات سمی حاصل از زیستی را تسهیل 
غشا  سبب فروپاشی 0Fe-CQD هاکسیداسیون نانوذر

شود و از این و ایجاد استرس اکسیداتیو می میکروارگانیسم
غیرفعال کرده و سبب کاهش فعالیت  یق میکروارگانیسم راطر

 .(28)شود می میکروارگانیسمزدایی زیستی نیترات

زدایی زیستی میکروارگانیسم در این پژوهش فعالیت نیترات
در  0Fe-CQDه در حضور نانوذر تیوباسیلوس دنیتریفیکانس

-میلی 300و  BSMبیوراکتور بستر متحرک حاوی محیط 
مورد بررسی قرار گرفت.  pH 7نیترات و در  گرم/میلی لیتر

زدایی زیستی طبق نتایج میزان رشد و فعالیت نیترات
 برابر 0Fe-CQDمیکروارگانیسم در بیوراکتور درحضور 

زیستی  زداییدست آمد. اختلاف نیتراتبه %96/7
در حضور نانوذرات فلزی در سامانه ناپیوسته و  میکروارگانیسم

یژن سامانه بیوراکتور نشان داد شرایط بهینه شامل غلظت اکس
که pH و  سلسیوسدرجه  35حل شده )برابر با صفر(، دمای 

باشند، یستی میزدایی زاز جمله عوامل مهم در افزایش نیترات
متحرک ایجاد شده است و خوبی در سامانه بیوراکتور بستر به

زدایی زیستی رشد میکروارگانیسم تسهیل و فعالیت نیترات
 یوباسیلوست ی،طور کلبه میکروارگانیسم تسریع گردید.

-نیترات یستمدر س یعملکرد یعنوان باکتربه یتریفیکانسدن
 ییزدایتراتن یرد. مسوشیم ییبر گوگرد شناسا یمبتن زدایی

ژنوم نشان  یلو تحل یهبا تجز باکتریاین  یکامل براطور به

 یتراتن شاملردوکتاز  یتراتاز ن ی. انواع مختلفه استداده شد
-می یکدگذار Nar یهاردوکتاز متصل به غشاء که توسط ژن

سی بیان مشخص شد در برر .(29) شوند شناسایی شده است
هر سه بیان  0Fe-CQD ه با نانوذرارشده های تیمدر سلول

نسبت به گروه کنترل افزایش قابل  recAو  nirS، narH ژن 
در ه بالای این نانوذر ثیرأدهنده تکه نشان، توجهی داشته

تیوباسیلوس میکروارگانیسم  هایسلول زیستیزدایینیترات
باشد. در مطالعه تیمارشده با این نانوذرات می دنیتریفیکانس

Hang زمان فسفر و نیتراتو همکاران، مبنی بر حذف هم-
 های، مشخص شد بیان ژنFe (II)زدایی هتروتروفیک توسط 

 .افزایش یافتند  nosZو narG  ،nirS  ،norB زدایینیترات
دلیل اکسیداسیون آهن وابسته به چنین افزایشی نباید به

در  .های کمبود آلی غالب است، باشدنیترات که در محیط
و منابع کربن فراوان، چرخه  Fe (II)محیطی با تأمین مداوم 

با  Fe (II)زدایی در حضور افزایش فعالیت آنزیم نیترات
تسهیل استفاده از بستر نیتروژن، تصور بر این بود تحریک 

های زدایی، بالا بردن فراوانی ژنرشد نیتراتمتابولیسم و 
-زدا مسئول نیتراتنیتراتهای زدا و افزایش بیان آنزیمنیترات

 .(30) است Fe (II)زدایی هتروتروفیک افزایش یافته توسط 

 گیرینتیجه
-CQD در این پژوهش برای نخستین بار از نانوذرات فلزی

0Fe زدایی زیستی استفاده جهت بررسی نقش آن در نیترات
زیستی زداییتوان گفت درصد نیتراتشد. طبق نتایج می

میکروارگانیسم در بیوراکتور بستر متحرک در حضور نانوذرات 
0Fe-CQD  بیشتری است.  درصدسامانه ناپیوسته نسبت به

در  recAو  nirS، narH هر سه ژن در این پژوهش، بیان 
نسبت به گروه کنترل  0Fe-CQD باهای تیمارشده سلول

-بالای این ثیرأدهنده تکه نشان، افزایش قابل توجهی داشته
تیوباسیلوس  زیستی میکروارگانیسمزدایینیتراتدر نانوذرات 

های این مطالعه نشان داد، با یافته باشد.می دنیتریفیکانس
ها، در ضدعفونی و حذف آلاینده 0Feافزودن نانوذرات فلزی

زیستی تقویت شده و برای توسعه فرآیندهای زدایینیتریت
 صرفه مفید خواهد بود.حذف آلاینده مقرون به
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