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  كيدهچ

وجـود ايـن تركيبـات در     ،بنـابراين . آينـد  هاي محيط زيست به شمار مـي  ترين آلاينده سمي وتركيبات فنلي جز :مقدمه
هـاي   توانـد جـايگزين روش   تجزيه زيستي فنل روشي است كه مـي . شود محسوب مي بزرگي هاي صنعتي مشكل پساب

تجزيه كننده فنل  قليادوست -هاي نمك هدف از اين مطالعه جداسازي ميكروارگانيسم. شيميايي مرسوم شود -فيزيكي
    .   هاي صنعتي با شرايط شور و قليايي است به منظور حذف اين تركيب از پساب

هـا در   سـازي نمونـه   بعـد از غنـي  . هاي آلوده به تركيبات نفتي انجام شد برداري از خاك و آب نمونه :ها  مواد و روش
. سـازي شـد   به دست آمـده خـالص    ميكروبيمحيط پايه معدني داراي فنل به عنوان تنها منبع كربن و انرژي، كنسرسيوم 

سازي  بهترين سويه انتخاب و شرايط رشد آن در حضور فنل بهينه. شدندهاي تجزيه كننده فنل شناسايي مولكولي  سويه
     . شد

از  Pseudomonasو  Halomonas، Janibacterهـاي باكتريـايي    كننـده فنـل متعلـق بـه جـنس      سه سـويه تجزيـه   :نتايج
 Janibacterدرصـد شـباهت بـه     92/98بـا   YF3در ايـن ميـان سـويه    . هاي آب مخزن جداسازي و شناسـايي شـد   نمونه

cremeus  ايـن سـويه   . ي شـد سرعت رشد بالاتر در محيط پايه معدني داراي فنل بـه عنـوان سـويه برتـر شناسـاي      علتبه
     . درصد است 5درصد و بهينه غلظت  10تا  1كوكوس گرم مثبت با محدوده تحمل سديم كلرايد 

گـرم بـر ليتـر     ميلـي  400و بهينه غلظـت فنـل    5/9اسيدتيه  قادر به رشد در شرايط قليايي با YF3 :گيري بحث و نتيجه
گراد و در حضور نمك سديم نيترات به عنـوان منبـع نيتـروژن     درجه سانتي 30ترين رشد اين سويه در دماي  بيش. است
و  5/9تـا   5/6و غلظت فنل به ترتيـب  اسيديته  قليادوست از نظر -دامنه تحمل شرايط سخت براي اين سويه نمك. است

بـه   توانـد  دهنده پتانسيل بالاي اين سويه اكسـتريموفيل، در حـذف فنـل اسـت و مـي      ليتر بود كه نشان گرم بر ميلي 1000
     . شودهاي شور و قليايي استفاده  اي كاربردي در حذف تركيبات فنلي از پساب عنوان سويه

 Janibacterقليادوست،  -ي صنعتي، تجزيه زيستي، تركيبات فنلي، نمكها پساب :هاي كليدي واژه

  
  

  
  

Archive of SID

www.SID.ir



  
  

 1394 ، تابستان14 شماره   ، چهارمسال    ، ها شناسي ميكروارگانيسمزيستپژوهشي-فصلنامه علمي 26

  

 

  مقدمه .
هاي محيطـي بـا اثـرات سـمي خـود بـر روي        آلاينده 

قـرار    تـأثير هـا را تحـت    هـاي زنـده، اكوسيسـتم    ارگانيسم
ها، تركيبات آروماتيك بـه   در ميان اين آلاينده. دهند مي

 پايداري ترموديناميكي بالاي حلقـه بنزنـي يكـي از    علت
آينـد   ترين مشكلات زيست محيطي بـه شـمار مـي    بزرگ

تركيبات آروماتيك فنل است كه طبـق  يكي از اين ). 1(
گزارش آژانس حفاظت محيط زيست آمريكا در گـروه  

  ). 2( گيرد ها قرار مي ترين آلاينده سمي
ــاب ــاي پس ــد ه ــده تولي ــوخت زا ش ــاي س ــيلي، ه  فس
سازي  هاي رنگ كارخانه  ،داروسازي صنايع ها، پالايشگاه
 هـاي  آلـودگي  توليد براي منابع ترين ها مهم كش و حشره

شيميايي حذف فنل  -هاي فيزيكي روش). 3(هستند  فنلي
ــامل ــيون شــيميايي، : ش ــربن فعــال،    اكسيداس ــذب ك ج

جـام  ا حلال و تجزيه فتوكاتاليستي است كـه ان استخراج ب
 هـا  روش اين ).4 -3(ست ها با مشكلاتي روبرو اين روش

 بـه  ها معمـولا فنـل   دارند و با انجام آن بر در زيادي هزينه
 كمتـر  سـميت  بـا  اي محيطي ديگر منتقل شده يا بـه مـاده  

 شـناخته  آلاينـده  يـك  عنـوان  بـه  خود كه شود مي تبديل
عـلاوه بـر    كه است تجزيه زيستي فنل روشياما . شود مي

 تجزيـه ، به علت پايين هزينهسازگاري با محيط زيست و 
 بـر  )آب و دي اكسـيد كـربن  (معـدني   مواد به فنل كامل
تجزيه زيسـتي  ). 6 -5(شود  مي داده ترجيح ها روش ساير

ــياري از    ــه بس ــدي اســت ك ــلفرآين ــتي و   عام ــاي زيس ه
هاي زيادي  عامل. ارندگذ مي  تأثيرغيرزيستي بر روي آن 

وجــود دارد كــه بــا جلــوگيري و يــا تحريــك رشــد       
ــا   ميكروارگانيســم مــي ــه ي ــايي تجزي ــر روي توان ــد ب توان

 دمـا،  :هـا شـامل   عامـل اين . گذار باشد  تأثيرمتابوليسم آن 
هاي فيزيكي آلاينـده و   ، غلظت سوبسترا، ويژگياسيديته

مطالعــات ). 7(ميــزان اكســيژن و دسترســي بــه آن اســت 

يكي . است انجام شدهزيادي در زمينه تجزيه زيستي فنل 
ــاي مهــم در زمينــه تجزيــه زيســتي فنــل       از بــاكتري ه

Pseudomonas putida  هـاي   است كه تاكنون گـزارش
متعددي درباره تجزيه فنل توسط اين باكتري در شـرايط  
مختلــــف از جملــــه حالــــت تثبيــــت شــــده و يــــا در 

). 10 -8(بيورآكتورهـــاي متفـــاوت ارائـــه شـــده اســـت 
اكتري توانـايي تجزيـه آن را   ترين غلظتي كه ايـن ب ـ  بيش
گـرم در ليتـر گـزارش شـده اسـت       ميلـي  1000ست، دارا

ــاكتري). 11( ــه جـــنس  بـ ــري از جملـ ــاي ديگـ ــاي  هـ هـ
Halomonas،  Acinetobacter ،Alcaligenes  وEwingella 

هاي  پساب. اند در رابطه با تجزيه زيستي فنل گزارش شده
 علـت صنعتي شـور و قليـايي كـه داراي فنـل هسـتند، بـه       

صـنايع   مشـكلات هـا يكـي از    شرايط فيزيكي خـاص آن 
ها كه  يكي از انواع اين پساب. هستندبراي تصفيه زيستي 

ــي    ــد م ــام تولي ــت خ ــفيه نف ــين تص ــپنت   در ح ــود، اس ش
شرايط اكستريم موجـود  ). 12( شود ناميده مي 1كاستيك

توانـد باعـث مـرگ يـا مهـار رشـد        هـا، مـي   در اين پساب
هدف ايـن مطالعـه، تجزيـه    . هاي غير اكستريم شود سويه

منظـور   زيستي فنل در شرايط اكستريم است كـه بـه ايـن   
ــد     ــرايط رشــ ــي شــ ــايي و بررســ ــازي، شناســ جداســ

تجزيه كننده فنـل   2قليادوست-هاي نمك ميكروارگانيسم
بتــوان  هــا  در دســتور كــار قــرار گرفــت تــا بــا كمــك آن

  . قليايي را تصفيه كرد-هاي صنعتي شور پساب
  

  ها مواد و روش .  
قليادوسـت   -هـاي نمـك   به منظـور جداسـازي سـويه   

هاي شور و آلـوده   گيري از خاك تجزيه كننده فنل نمونه
هـاي   هاي شور قم، خاك به نفت پالايشگاه تهران، خاك

شور و آلوده به نفت جزيره خارك و آب مخـزن ميـدان   
ها در شـرايط اسـتريل بـه     نمونه. نفتي يادآوران انجام شد
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ــاي    ــل و در دم ــگاه منتق ــانتي  4آزمايش ــه س ــراد  درج گ
هـا   نمونـه اسيديته  و TDSميزان شوري، . ري شدنددا نگه

گيـري   انـدازه  MettlerToledoمتـر   توسط دستگاه مـالتي 
ها بر روي محيط پايه معدني كه فنل  سازي نمونه غني. شد

به عنوان تنها منبع كربن و انرژي به آن افزوده شد، انجام 
محيط اسيديته  درصد و 5درصد شوري محيط ). 13(شد 

ايـن محـيط پايـه معـدني     . تنظـيم شـد   5/8كشت بر روي 
گـرم در ليتـر، دي آمونيـوم     1شامل مونوپتاسـيم فسـفات   

گـرم   1درليتـر، پتاسـيم نيتـرات    گرم  1هيدروژن فسفات 
گرم درليتر و فريـك كلريـد    2/0درليتر، منيزيم سولفات 

فنل به عنـوان تنهـا منبـع كـربن بـه      . گرم درليتر بود 05/0
  .ليتر افزوده شد گرم در ميلي 200ميزان 

يـك گـرم از   : بـي وجداسازي كشـت مخلـوط ميكر  
 100هـاي خـاك و آب منـاطق مختلـف، در ارلـن       نمونه
ــا  ميلــي ــري ب ــرمحيط كشــت حــاوي   ميلــي 20ليت  200ليت
درجه  30ليتر فنل به مدت دو روز در دماي  گرم در ميلي
 2بعـد از  . انكوبـه شـد   rpm 150گراد و دور شيكر  سانتي

ــه   200 ، ســازي روز مخلــوط ــه ب ميكروليتــر از محــيط اولي
 30محيط جديد منتقل شد و به مدت يك هفته در دماي 

 rpm 150شــــــيكر  گــــــراد و دور درجــــــه ســــــانتي
هــا در محــيط  پاســاژ دادن نمونــه. گــذاري شــد گرمخانــه

هايي كه  محيط ،در نهايت. دور انجام شد 5حاوي فنل تا 
 بــرايهــا مشــاهده شــد،  مشــخص در آن  ميكروبــيرشــد 

  ميكروبـي هاي خالص از كشت مخلـوط   جداسازي سويه
  .تجزيه كننده فنل انتخاب شدند

هـاي خـالص،    بـراي جداسـازي سـويه   :  سـازي  خالص
بـه   و از كشـت مخلـوط تهيـه    10-6هـاي متـوالي تـا     رقت

شـكل   Lو با استفاده از ميله شد آگار منتقل  R2Aمحيط 
 كمابيش آگار محيطي R2A. نددر داخل پليت پخش شد

بيشـتر   جداسـازي  بـراي  كـربن  منبـع  تركيات تنوع با فقير

كشـت   تركيبـات ايـن محـيط   . است محيطي هاي باكتري
ــر( ــر گــرم ب ــون ) ليت ، 5/0 ، كازآمينواســيد5/0شــامل پپت

دي   ،3/0ســديم پيــرووات   ،5/0نشاســته   ،5/0دكســتروز 
ــفات   ــيم فس ــولفات    ،3/0پتاس ــزيم س ــديم  05/0مني و س

بـه مـدت يـك هفتـه در      هـا   پليت). 14( است  50كلرايد 
بعـد از  . گـراد گرماگـذاري شـدند    درجه سانتي 30دماي 

هاي رشد كرده، به روش خطي در  نياين مدت تك كلو
سـازي   خـالص .آگار كشـت داده شـد   R2Aمحيط جديد 

شكل و رنگ ( شناسي ريختبراساس اختلافات  ها  جدايه
تجديد كشت تا زمان اطمينـان از  . انجام شد...) ني و وكل

  ).15( انجام شدها  خالص بودن سويه
ها، براي  سازي سويه بعد از خالص: انتخاب سويه برتر

تنهايي قابليت تجزيه فنـل را  اطمينان از اينكه هر سويه به 
ها به محيط كشت مايع پايه معدني تلقـيح   ست، سويهدارا

كه سوسپانسيون با كدورت نيم مـك   شكلبه اين . شدند
ها تهيه شد و به محيط پايه معدني با غلظت  فارلند از سويه

در ايــن مرحلــه . شــدگــرم درليتــر فنــل تلقــيح  ميلــي 200
بهتــرين ســويه از نظــر رشــد و تجزيــه كننــدگي فنــل در  

شـرايط    سـازي  ها انتخاب شد و بهينه مقايسه با ساير سويه
  ).16(رشد براي سويه مورد نظر انجام گرفت 

تــرين  مهــم: شــرايط رشــد ســويه برتــر  ســازي بهينــه
ميـزان تحمـل سـديم     ها براي فعاليت سويه برتـر،  شاخص

و ميـزان تحمـل فنـل بـا توجـه بـه        كلرايد و قليايي بـودن 
  . سميت بالاي اين تركيب بود

سازي غلظت سديم كلرايد، محيط كشـت   براي بهينه
ــا غلظــت  گــرم در ليتــر فنــل بــا   ميلــي 200پايــه معــدني ب

در ) درصـد  20و  15 ،10، 5 صـفر، (درصدهاي متفـاوتي 
 بـراي مطالعـه اثـر   . ه شـد ليتـري تهي ـ  ميلـي  100هـاي   ارلن

  ،5/8، 5/7، 5/6هـاي   اسيديته ،روي رشد باكترياسيديته 
شرايط رشد   سازي در مورد بهينه. بررسي شد 5/10و  5/9
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گرم بر ليتـر   ميلي 1000تا  50هاي  در حضور فنل، غلظت
ديگـر    عامـل ، دو ياد شـده علاوه بر عوامل . فنل تهيه شد

درجــــه   45و  40، 35، 30، 25، 20، 15(يعنــــي دمــــا  
، NaNO3،  KCl(هـاي مختلـف    نمك  تأثيرو ) گراد سانتي

Na2SO4  وNaCl ( وزنـي   -درصـد حجمـي   5در غلظت
 . نيز با توجه به شرايط فرآيند تصفيه پساب بررسي شد

به منظـور بررسـي ميـزان حـذف     : سنجش حذف فنل
ليتــر از سوسپانســيون  فنــل در هــر آزمــايش، يــك ميلــي 

  دقيقـه در دور  10به ويال منتقل شد و به مـدت    ميكروبي
g11500 پس از آن محلـول رويـي بـراي    . سانتريفوژ شد

طـول مـوجي كـه در آن    (نـانومتر   270خواندن جذب در
به .) تركيبات آروماتيك داراي پيك جذب نوري هستند

هـا در برابـر    جـذب نمونـه  . هاي كوارتز منتقل شد كووت
تمـام  . شاهد خوانده شدمحيط كشت بدون فنل به عنوان 

  ).19 -16(ها با سه با تكرار انجام شد  آزمايش
اسـتفاده   HPLCبه منظور تاييد حذف فنـل، از روش  

ليتر  بدين منظور در ابتدا و انتهاي آزمايش يك ميلي. شد
 10به ويال منتقل شد و به مدت   ميكروبياز سوسپانسيون 
تخراج بـراي اس ـ . سـانتريفوژ شـد   g  11500دقيقه در دور

حجـم آن   تركيبات فنلـي از محلـول رويـي، سـه بـار هـم      
با قـرار  . كلرومتان افزوده و استخراج انجام شد حلال تري

كلرومتان حاوي تركيبات فنلي در دماي  دادن حلال تري
 ،سرعت تبخير شد و در نهايـت  محيط، اين حلال فرار به 

فسـفات بـه انـدازه همـان      مانده در بافر پتاسيم رسوب باقي
جمي از مخلوط واكنش كه استخراج شـده بـود، حـل    ح

 ). 20(شد 

به عنوان  C18 3 ها از ستون نمونه HPLC  تحليلبراي 
درصـد   50فاز سكون و از آب و متانول با نسبت حجمي 

مـدل   UV detector 2500دستگاه مجهز به . استفاده شد
Knauer      بوده و براي تشـخيص تركيبـات فنلـي از طـول

هـاي   ميكروليتـر از نمونـه   20اسـتفاده و   نانومتر 270موج 
  ).20(شده به دستگاه تزريق شد   استخراج

: هـاي تجزيـه كننـده فنـل     شناسايي مولكولي سويه.
هاي تجزيه كننده فنل با تكثيـر و   شناسايي مولكولي سويه

براي ايـن  . ها انجام شد سويه 16S rRNAتعيين توالي ژن 
ها زيست توده تهيه و سپس استخراج  منظور ابتدا از سويه

DNA   براساس روش اصلاح شـدهMarmur    انجـام شـد
اســتخراج  DNAپــس از تعيــين كميــت و كيفيــت ). 20(

هاي اسپكتروفتومتري و الكتروفورز، از ايـن   شده با روش
DNA براي انجام PCR واحـد   رو تكثير ژن مربوط به زي

اين تكثيـر بـا اسـتفاده از    . كوچك ريبوزومي استفاده شد
بـا  ) پرايمـر رفـت  ( 16S rRNA،  27Fپرايمرهاي عمومي 

ــوالي   و 'AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3-'5تـ
1492 R ) ــت ــر برگشــــ ــوالي ) پرايمــــ ــا تــــ   بــــ

5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'  ــق و از طريــ
  تكثيـــر ژن. انجـــام شـــدواكـــنش زنجيـــره اي پليمـــراز 

16S rRNA  واكـنش  . با استفاده از الكتروفورز تاييد شـد
ميكروليتـر انجـام    30زنجيره اي پليمراز در حجـم نهـايي   

، 1Xبا غلظـت برابـر    10X PCRميكروليتر بافر  3شد كه 
مـولار،    ميلـي  50با غلظـت برابـر    MgCl2 ميكروليتر 1-2

dNTP  مـــول در حجـــم نهـــايي،  ميلـــي 4/0بـــا غلظـــت
 100ميكروليتر از پرايمرهاي رفت و برگشت با غلظـت  1

و  ميكروليتــر 50U/2پليمــراز  Taqپيكومــولار، آنــزيم  
DNA    در انجـام واكـنش   . به ميزان مناسـب اسـتفاده شـد

زنجيره اي پليمـراز از نمونـه بـا شـرايط مشـابه نسـبت بـه        
ــايرنمونه ــا  س ــه جــاي   ه الگــو از آب  DNAكــه در آن ب

ونيزه استريل استفاده شده بود، بـه عنـوان شـاهد منفـي     دي
اي پليمـراز   برنامـه تكثيـري واكـنش زنجيـره    . استفاده شد

 95واسرشـت اوليـه در دمـاي    : انجام شدطبق برنامه ذيل 
چرخـه   30دقيقـه، سـپس    5گـراد بـه مـدت     درجه سانتي
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ــاي      ــا دم ــت ب ــامل واسرش ــونده ش ــرار ش ــه  95تك درج
گـراد هـر    درجـه سـانتي   57دمـاي  گراد و اتصال با  سانتي

ــدت   ــه م ــدام ب ــاي    60ك ــا دم ــنتز ب ــه و س ــه  72ثاني درج
 30ثانيـه و پـس از اتمـام     60تـا   50گراد بـه مـدت    سانتي

گـراد بـه    درجـه سـانتي   72چرخه براي سنتز نهايي دماي 
محصول نهايي واكنش زنجيره اي پليمراز . دقيقه 7مدت 

عيـين  داكسي به شكل رفت و برگشـت ت  توسط روش دي
ــد  ــرادف ش ــزار    . ت ــرم اف ــتفاده از ن ــا اس ــل ب ــايج حاص نت

Chromas pro   ويرايش شده و با كمك ابـزارBLAST 
 EzTaxonهاي معتبر ثبـت شـده در پايگـاه ژنـي      با توالي

ترين سويه از نظر مشابهت در توالي ژن  مقايسه و نزديك
16S rRNA  ــد ــايي ش ــل. شناس ــويه    تحلي ــك س فيلوژنتي

 Mega6و  ClustalX نـرم افزارهـاي   منتخب با استفاده از
و رسم درخت فيلوژنتيك مربوط به اين سويه با اسـتفاده  

.)24 -21(انجام شـد   Neighbour Joiningاز الگوريتم 

  نتايج.
ها سنجيده شد و نتـايج آن   هاي فيزيكي نمونه ويژگي
 .آورده شده است 1 در جدول

، فقـط كشـت حاصـل از نمونـه      سازي در مرحله غني
با توجه . آب مخزن يادآوران به ايجاد كدورت منجر شد

به حضور فنل به عنوان تنها منبع كربن در محـيط، ايجـاد   
هـا در تجزيـه    كدورت نشان دهنده توان ميكروارگانيسـم 

نيـز حـذف فنـل از محـيط      HPLCفنل اسـت كـه نتـايج    
  .)1شكل (كشت را تاييد كرد 

  
  هاي مورد بررسي نمونه اسيديتهشوري و  -1 جدول
 اسيديته   شوري ها نمونه

 5/7 درصد 8 تهران پالايشگاه خاك

 7/7 درصد 12 يادآوران آب مخزن

  5/7  درصد 15  خاك شور قم
 2/7 درصد 5 خاك پالايشگاه خارك

  

  

  
  HPLCتاييد حذف فنل در كشت به دست آمده از نمونه آب مخزن يادآوران با كمك  -1 شكل
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  در ادامه كار سه سويه با توانايي تجزيه فنـل از نمونـه  
بـراي انجـام مراحـل بعـدي     . شده جـدا شـدند   كشت غني

پژوهش انتخاب سـويه براسـاس توانـايي تحمـل غلظـت      
طور كـه در   همان. انجام شدبالاي فنل و ميزان حذف آن 

درصــد  97بــا  YF3شــود، جدايــه  مشــاهده مــي 2شــكل 
تجزيه فنل پس از سه روز گرماگـذاري بـه عنـوان سـويه     

  . برتر انتخاب شد
براي اينكه سـويه   :YF3سويه  شرايط رشد  سازي بهينه
تـرين بـازدهي در تجزيـه فنـل را داشـته باشـد،        برتر بيش

سـاعت   72تمام نتايج بعد از . شد  سازي شرايط رشد بهينه
قابل مشـاهده   3طور كه در شكل همان. تلقيح خوانده شد

درصد  5غلظت  YF3است، بهينه نمك براي رشد سويه 
اما اين سويه قادر به . حجمي سديم كلرايد است  -وزني

درصـد   10رايـد بـالاتر از   هـاي سـديم كل   رشد در غلظت
توانايي رشد در محـيط بـدون    YF3سويه  ،چنينهم. نبود

  .نمك را نداشت
، اسـيديته بهينـه بـراي رشـد سـويه      4با توجه به شكل 

YF3، 5/8 د كه اين در طي اين آزمايش مشاهده ش. است
توانـايي رشـد در    ،سويه در محيط پايه معدني داراي فنل

  .را ندارد 5/9شرايط قليايي بالاتر از 

 400تــرين رشــد و حــذف فنــل، درغلظــت      بــيش
. قابـل مشـاهده اسـت    5گرم بـر ليتـر فنـل در شـكل       ميلي

. ليتـر بـود   گـرم بـر   ميلي 50كمترين غلظت مورد بررسي 
گـرم   ميلـي  1000غلظـت   قادر به رشد تا YF3البته سويه 

  . ليتر فنل نيز است بر
  

  
ي تجزيه كننده ها ميزان رشد و درصد تجزيه فنل جدايه -2 شكل
 درجه 30و دماي  5/8اسيديته فنل،  ppm 200در حضور  فنل

  گراد سانتي

  
 گراد درجه سانتي 30و دماي  5/8 اسيديته ،فنل ppm 200 غلظت سديم كلرايد در حضور  سازي بهينه -3 شكل
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  گراد سانتيدرجه  30درصد و دماي  5فنل و سديم كلرايد  ppm 200 در حضور اسيديته  سازي بهينه -4 شكل

  

     
  گراد سانتيدرجه  30و دماي  (W/V) درصد 5 و سديم كلرايد 5/8اسيديته غلظت فنل در   سازي بهينه -5 شكل

  

  
  فنل ppm 200و (W/V)درصد  5 و سديم كلرايد 5/8اسيديته دما در   سازي بهينه -6 شكل
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وزني  -درصد حجمي 5هاي مختلف با غلظت  نمك  تأثير -7 شكل

  YF3در رشد سويه 
  

مشاهده مي شود  7و  6ي ها چنين با مشاهده شكلهم
حـذف فنـل را در   ترين ميـزان رشـد و    كه اين سويه بيش

 NaNO3گراد و در حضـور نمـك    درجه سانتي 30دماي 
  . دارد

سه سويه  16S rRNAنتايج حاصل از تعيين توالي ژن 
هاي ثبت شـده در پايگـاه    ها با داده موردنظر و مقايسه آن

EzTaxon  در اين ميـان  . مشخص شده است 2در جدول
تـرين ميـزان    ، بـيش درصـد شـباهت   30/99بـا  YF6سويه 

  .ستشباهت را دارا
پايـه   هاي شناسـايي شـده بـر    درخت فيلوژنتيك سويه

و بــا اســتفاده از نــرم افــزار     neighbor joiningروش 
MEGA6 ترسيم شد.  

  
  هاي استاندارد ها با سويه سويه 16S rRNAمقايسه ميزان شباهت ژن  -2 جدول

  ترين ميزان شباهت سويه استاندارد با بيش درصد شباهت شماره دستيابي  نام سويه
YF3 KP027471 9/98 Janibacter cremeus HR08-44  
YF6  KP027470 3/99 Halomonas aidingensis Ad-1  
YF7 KP027472 7/97 Pseudomonas pelagia CL-AP6  

  

  
  neighbour joining هاي تجزيه كننده فنل بر پايه روش درخت فيلوژنتيك سويه -7 شكل
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  گيري  بحث و نتيجه .
هاي اخير، بـا توجـه بـه افـزايش رو بـه رشـد        در سال

ــد شــده ناشــي از     ــودگي تولي ــالاي آل صــنايع و حجــم ب
هــاي صــنعتي، جوامــع صــنعتي و نيمــه صــنعتي بــا  پســاب

ــكلات زيســت محيطــي   ــياريمش ــتند  بس ــه رو هس . رو ب
هاي زيرزميني  آلودگي آب، خاك، هوا، رسوبات و آب

ــده ــا آلاين ــرين  يكــي از مهــم هــاي شــيميايي و ســمي  ب ت
هـاي   پساب). 25(شود  مشكلات اين جوامع محسوب مي

شــيميايي  -هــاي فيزيكــي صــنعتي معمــولا توســط روش
هـاي   امـا ناكارآمـدي و هزينـه   . شـوند  مرسوم تصـفيه مـي  

 هـاي جـايگزين   ها، باعث توجه بـه روش  بالاي اين روش
  .شده است

ــاكتري ــا بـ ــل،   هـ ــه فنـ ــير تجزيـ ــدي در مسـ ي كليـ
هستند كـه توانـايي متـابوليكي بـالايي در       ها سودوموناس

در ايـن مطالعـه   . تجزيه انواع تركيبات آروماتيـك دارنـد  
ــويه تجزيـــه كننـــده فنـــل، از اعضـــاي جـــنس   ســـه سـ

Halomonas،  Pseudomonas  وJanibacter دنـــــدبو .
در مورد توانايي تجزيـه فنـل توسـط دو جـنس نخسـت،      

امـا در مطالعـه حاضـر    . مطالعات زيادي انجام شده اسـت 
. بـود  Janibacterسويه برتر تجزيه كننده فنل، از جـنس  

گزارش در مورد توانايي اعضاي اين  نخستيناين مطالعه 
. جنس از اكتينوباكتريا در زمينه تجزيه زيستي فنـل اسـت  

 Janibacter cremeus درصــد بــه 9/98بــا   ،ايــن ســويه
هـاي بـالاي    شباهت دارد و قادر به تجزيه فنل در غلظـت 

ــه طــور كلــي جــنس  . ايــن تركيــب آروماتيــك اســت  ب
Janibacter هــا در تجزيــه تركيبــات پلــي  بــا توانــايي آن

انجـام  هـايي كـه    در بررسي. شوند آروماتيك شناخته مي
اعضـاي جـنس    سـويه باكتريـايي مربـوط بـه      ،اسـت  شده

Janibacter  قــادر بــه تجزيــه گروهــي از تركيبــات پلــي

آنتراسـن، فنـانترن، دي بنزوتيـوفن و     آروماتيك از جمله
  ). 27 -26(فلوئورن بودند 

مطالعات محدودي در مـورد تجزيـه زيسـتي فنـل در     
فنـل بـه   . وجـود دارد ) شوري و قليـايي (شرايط اكستريم 

و بســيار  عنــوان يــك تركيــب هيــدروكربني آروماتيــك
سمي هدف بسياري از ايـن مطالعـات در شـرايط نمكـي     

و همكــاران ســويه   4در مطالعــه بوســتس . بــوده اســت 
 6/5باكتريايي جدا شـده قابليـت تجزيـه فنـل در غلظـت      
ــل      ــت فن ــينه غلظ ــا بيش ــد و ت ــديم كلراي ــد س  700درص

در زمينه تجزيه فنل در ). 28(گرم بر ليتر را دارا بود  ميلي
ي كمـي موجـود اسـت كـه     هـا  گزارشز شرايط قليايي ني

ايـن   در .و همكاران اسـت  5يك مورد آن مطالعه كناكار
مطالعه چهار سـويه قليادوسـت جـدا شـده، بـراي تصـفيه       

اســتفاده شــدند كــه  10 اســيديته ي صــنعتي درهــا پســاب
 660هـا   يهسـو ترين ميـزان حـذف فنـل توسـط ايـن       يشب
  ).29(گرم درليتر بود  يليم

و رشد در يه برتر قابليت تحمل در مطالعه حاضر، سو
رشـد سـويه   اسـيديته   بيشـينه . ستشرايط اكستريم را دارا

درصــد  10و بيشــينه غلظــت نمــك ســديم كلرايــد  5/10
ــاكتري   YF3از ايــن رو ســويه . اســت ــوان يــك ب ــه عن ب
بالاترين دماي رشد . قليادوست شناسايي مي شود -نمك
مسـير  آنـزيم كليـدي   . اسـت  گـراد  سانتيدرجه  35سويه 

تجزيه فنل، فنل هيدوركسيلاز است كه به دماي بالاتر از 
درخـور  حسـاس اسـت و بـه طـور     گـراد   درجه سانتي 35

بـه نظـر   ). 30(توجهي فعاليت خود را از دست مـي دهـد   
 35در دمـاي بـالاتر از    YF3مي رسـد عـدم رشـد سـويه     

نيز به خاطر كاهش فعاليت ايـن آنـزيم    گراد سانتيدرجه 
  . است
نمك بهينـه بـراي رشـد سـويه      شخص شدچنين مهم
YF3   از ميـــان . در ايــن پـــژوهش ســـديم نيتــرات بـــود
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هاي سديمي و پتاسيمي مـورد بررسـي، ايـن سـويه      نمك
  . ي سديمي را ترجيح مي دهدها نمك

معدودي از مطالعات در زمينه تجزيه زيسـتي فنـل در   
انـد   هاي بالاي اين تركيب آروماتيك انجـام شـده   غلظت

تـوان بـه گزارشـي اشـاره كـرد كـه        ها مي كه از جمله آن
بالاترين غلظت قابل تحمل بـراي ميكروارگانيسـم مـورد    

گـرم بـر ليتـر     ميلي Candida tropicalis ،2000بررسي، 
ذكر است هيچ كدام از شـرايط   ايانش). 31(مشاهده شد 

  . آزمايش اكستريم نبود
در مطالعه حاضر با وجود شرايط اكستريم حـاكم بـر   

ترين ميزان تجزيه غلظت فنل توسط سويه  آزمايش، بيش
YF3 ،1000 با توجه به اينكه ميزان  .گرم در ليتر بود  ميلي

هاي كمتر از اين ميزان اسـت، ايـن    فنل موجود در پساب
هاي فنلي  تواند نقشي كاربردي در تصفيه پساب سويه مي
  .ايفا كند
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2- Haloalkaliphile 
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Abstract 

Introduction: Phenolic compounds are toxic environmental pollutants. Removal of phenol from 
wastewaters is very important. Phenol biodegradation is generally preferred to common 
physico- chemical methods. The aim of this study is to enrich and isolate haloalkaliphilic 
phenol-degrading bacteria and evaluate their potential for caustic wastewater treatment in 
consortium and pure cultures. 

Materials and methods: Soil and water samples were collected from hydrocarbon polluted 
areas. Samples were enriched in the mineral medium with phenol as the only carbon and energy 
source. Phenol degrading strains were isolated and identified using morphological and 
phylogenic techniques. Isolates were screened based on phenol removal ability and key 
parameters such as pH, temperature and various salt (NaCl, NaNO3, NH4Cl and KCl) and 
phenol concentration were evaluated for optimizing biodegradation activity of the selected 
strain. 

Results: Three phenol-degrading strains were isolated from Yadavaran oilfield sample, which 
belong to bacterial genera Halomonas, Janibacter and Pseudomonas. The strain Janibacter 
sp.YF3 was selected due to its high phenol-degrading rate. The strain was gram positive coccus 
whose optimal growth condition was 30 ºC, Nacl 5 % (w/v), pH 8.5 and phenol 400 ppm. The 
results showed that this strain could thrive in highly saline conditions and preferred NaNO3 

among other salts. 

Discussion and conclusion: Isolate entitled Janibacter sp. strain YF3 was a polyextremophile 
which could tolerate harsh conditions (NaCl concentration up to 10 % and pH 9.5) and could 
utilize phenol at high concentration up to 1000 ppm. These results showed that this strain could 
be potentially applicable for phenol removal from haloalkaline industrial wastewaters such as 
spent caustic. 

Key words: Industrial wastewaters, Biodegradation, Phenolic compounds, Haloalkaliphile, 
Janibacter 
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