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١٣٩٢سال  ٤شماره                                                                                                                    آب و فاضلاب 

  شده جداسازي يبوم يباکتر کمک به فنل يستيز حذف
 اصفهان آهن ذوب منطقه خاک از

  
 ۳آرزو طهمورث پور    ۲ مهران هودجي    ۱يسميه اسکندر

 
 
  

  )٢٣/٨/٩١ رشيپذ             ٣٠/٧/٩١آخرين اصلاحات             ٢٠/١٢/٨٩افت ي(در
  

  چکيده
هاي آلي از جمله فنل و مشـتقات آن   فرايندهاي صنعتي از جمله فعاليتهاي بشر هستند که سبب توليد حجم بالايي از پساب حاوي آلاينده

آيند. براي پاكسازي  حساب مي ها از جمله موادي هستند که براي سلامت محيط زيست، خاک و انسان تهديد جدي به آلاينده د. ايننشو مي
منابع خاکي آلوده به فنل روشهاي زيادي وجود دارد که از جمله اين روشها حذف زيستي آن است. اين تحقيق با هدف حذف زيستي فنل به 

. پس از نمونـه بـرداري   شدنده از خاک آلوده به فنل در مجاورت استخر ايزوله کارخانه ذوب آهن اقدام جداسازي باکتري هاي تجزيه کن
اسيديته، مقدار مواد آلي، هدايت الکتريکي و غلظت فنل با هدف امکان وجود شرايط مساعد براي رشد باکتري تعيـين گرديـد. همچنـين    

د تجزيه فنل توسط جدايه برتر گرديد. نتايج نشان داد بهترين گونه در خاک مورد جداسازي، شناسايي و بررسي رون سازي، اقدام به غني
ساعت دارد. نتـايج ايـن تحقيـق     ۷۲ليتر فنل را در طي مدت زمان  درگرم  ميلي ۴۰۰اي از انتروباکتر است که توانايي حذف  گونه ،مطالعه

 آلي مانند فنل از محيط خاک باشد.هاي  ها براي تصفيه آلاينده يدي بر استفاده باکتريکأتواند ت مي
 

  : خاک آلوده، صنايع ذوب فلز، فنل، باکتري بومي، تجزيه زيستيکليدي واژه های
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Abstract 
Industrial processes produce high volumes of wastewater containing organic pollutants such as phenol and its 
derivatives. These contaminants include materials that are serious threats for environmental, human and soils 
characteristics . There are lots of methods for phenol removing from contaminated soils that one of them is 
biodegradation. In this study with the aim of phenol biodegradation, take action to isolation of bacteria from 
contaminated soil of Esfahan steel factory. Some properties of soil such as pH, organic matters, electrical 
conductivity and phenol concentration were determined. Enrichment of isolated bacteria was done. The best 
indigenous bacterium was selected according to its growth in presence of 400 mg.L-1 of phenol during 24h for 
further biodegradation studies and molecular identification. Results showed that according to phylogenetic 
analysis, the best isolated bacterium was the strain of Enterobactersp. that could remove 400 mg.L-1phenol 
during 72 hours. The results of this study shown that indigenous bacterium can remove organic pollutant such as 
phenol from contaminated soil. 
 
Keywords: Contaminated Soil, Steel Company, Phenol, Indigenous Bacterium, Biodegradation. 
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  آب و فاضلاب                                                                                                                         ١٣٩٢سال  ۴شماره  

 شـرفت يپ به افزون روز يسرعت با فناوري و صنعت جهان، در امروزه
 شـود  يم جاديا يمسائل و مشکلات راستا نيا در ؛دهند يم ادامه خود

 ايـن  جملـه  از. اسـت  شـرفتها يپ نيا معلول ميمستق ريغ اي ميمستق که
 متفـاوت  شيميايي تركيبات با پساب از بالايي حجم ديتول مشكلات

 زيـادي  هزينـه  و وقـت  صـرف  نيازمند آنها پاكسازي اي دفع که است
 ـ يهـا  ندهيآلا ميايييش تركيبات نيا جمله از .است  و فنـل  ماننـد  يآل

 و سـت يز طيمح ـ سـلامت  يبـرا  جدي ديتهد كه هستند آن مشتقات
 ييايميش ـ بـات يترک ني ـا ورود. ]۲و۱[شوند يم محسوب موجودات

 يحت ـ و وباترس ـ ،ين ـيرزميز آب يهـا  سـفره  خاکها، به يسم و مضر
 شيداي ـپ باعـث  و دارد دنبال به را يجد يطيمح ستيز مسائل هوا،

 مشـکلات  ني ـا جملـه  از. شود يم يجد اريبس يکياکولوژ مشکلات
 تيمسـموم  ليدل به خاكزي و يآبز موجودات ريم و مرگ به توان يم
 طيمح ـ حفاظت آژانس ليدل نيهم به. ]۴و۳[ نمود اشاره مواد نيا با
 ۵/۰ را عيصـنا  يخروج ـ پسـاب  در فنل مجاز دارمق ١کايآمر ستيز
   .]۵[است نموده نييتع تريل در گرم يليم

 حـذف  كـه  گيـرد  مـي  صـورت  مختلفـي  روشـهاي  بـه  فنل حذف
 كـه  هـايي  بـاكتري  از روش ايـن  در. اسـت  روشها نيا از يکي زيستي
 يبـرا  ،دارند انرژي و كربن منبع تنها عنوان به را فنل مصرف توانايي

  .شود مي استفاده آلوده حيطم از فنل حذف
 ـ فنل يستيز حذف  يادي ـز قـات يتحق يط ـ ،هـا  يبـاکتر  لهيوس ـ هب

ــ ــده يبررس ــا يبــاکتر و ش ــوع يه ــاس بــر يمتن  اتيخصوصــ اس
. نـد ا هشـد  يبررس ـ و يجداسـاز  طيمح در فنل غلظت و يکيولوژيزيف

 مـورد  خـاك  در کنـون  تـا  که ييها يباکتر اکثر كه ستا حالي در اين
 از كمتـر  يغلظتهـا  در فنـل  هيتجز به قادر تنها ،اند گرفته قرار يابيارز

 يمتلاش با بالاتر يغلظتها در فنل رايز ؛بودند ليتر در گرم ميلي ۲۰۰
  .]۸تا  ۶[ گردد يم ها سميکروارگانيم اکثر رشد مانع ها سلول کردن
 ني ـا تصـفيه  مسـئول  ها يباکتر فنل، يستيز حذف در که آنجا از

 کننـده  تجزيـه  هـاي  بـاکتري  شناسـايي  با لذا ،هستند طيمح از ندهيآلا
ــده ــا آلاين ــام ،ه ــي گ ــد در مهم ــاز رون ــ يپاکس ــه طيمح ــوص ب  خص

  . شود مي برداشته خطرناك و يسم تركيبات اين به آلوده يها طيمح
 هي ـتجز يهـا  يبـاکتر  ييشناسـا  و يجداسـاز  هدف با قيتحق نيا
 طيمح ـ در فنـل  يبـالا  ريمقـاد  به آنها کردن ريپذ سازش و فنل کننده
 يبـوم  يهـا  يباکتر نيا از بتوان تينها در تا رفتيپذ صورت ،کشت
 مختلـف  يغلظتهـا  بـه  آلـوده  يآب و يخاک يها طيمح يپاکساز براي
  . کرد استفاده فنل

  مواد و روشها -۲
متـري   سـانتي  ۲۰تـا   صـفر سه نمونه خاک كـاملا" تصـادفي از عمـق    

اوي مجاور استخر ايزوله کارخانه ذوب آهـن اصـفهان کـه پسـاب ح ـ    
                                                
1 United State Environmental Protection Agency (USEPA) 

شـد در ظرفهـاي    سازي به آن ريخته مي فنل توليد شده از فرايند کک
آوري و بر روي يـخ بـه آزمايشـگاه     جمع استريل،اسيد شويي شده و 

د. براي جلوگيري از تغييـرات بيولـوژيکي در پسـاب مـورد     شمنتقل 
ها كشت و برخـي   نمونه ،نظر، در طي مدت زمان كمتر از يك ساعت

ــاك   ــيميايي خ ــيات ش ــيات   خصوص ــه خصوص ــد. از جمل ــي ش بررس
  به شرح زير است:شيميايي اندازه گيري شده خاك 

وسـيله   پس از تهيه عصاره اشباع، اسيديته خاك به : اسيديته خاک -۱
بره شـده بـا محلولهـاي بـافر، انـدازه      يکـال  ۲۶۲متر مـدل   pHدستگاه 

  .]۹[گيري شد
ش والکلي گيري ماده آلي خاک از رو براي اندازه:  ماده آلي خاک -۲

  .]۱۰[و بلاک استفاده شد 
هدايت الكتريكي عصاره اشـباع توسـط   :  هدايت الکتريکي خاک -۳

  .]۱۱[دشسنج مترـ اهم، تعيين  دستگاه هدايت
  
  غلظت فنل -۲-۱

يک گرم از خاک نمونه بـرداري شـده بـه يـک بطـري       ،به اين منظور
ميلـي   ۵۰ميلي ليتري انتقال داده شد و سپس مقـدار   ۱۰۰دار  درپيچ

و  به آن اضافه گرديـد  )۴۰:  ۶۰آب ( به نسبت  -ليتر محلول متانول
وسـيله   بـه  سپس .دقيقه بر روي دستگاه شيکر قرار گرفت ۳۰مدت  به

  آب (بـه نسـبت   -پمپ خلاء صاف و در نهايـت بـا محلـول متـانول    
 ،دست آمـده  هميلي ليتر رسانده شد. عصاره ب ۱۰۰به حجم  ) ۴۰:  ۶۰

رومتري عبور داده شد و در نهايـت بـا اسـتفاده از    ميک ۴۵/۰از فيلتر 
گيـري و   غلظـت فنـل در نمونـه انـدازه      ۱۸Cستون  HPLC٢ دستگاه 

  .]۱۲[ محاسبه گرديد
  
  هاي هتروتروف در خاک شمارش جمعيت باکتري -۲-۲

اقدام به کشت رقتهايي از نمونه يـک گرمـي خـاک در     ،به اين منظور
روز انکوباســيون در  ۳ محـيط کشـت نوترينــت آگـار شــد و پـس از    

  شمارش شد. ،هاي تک کلني سلسيوسدرجه  ۲۹دماي 
  
  هاي تجزيه کننده فنل جداسازي باکتري -۲-۳

از  ،هايي كه داراي قدرت تجزيه فنـل هسـتند   براي جداسازي باکتري
گـرم   ميلـي  Na2HPO4  ،۲۶۷۰گرم  ميلي ۵۳۵۰محيط کشت حاوي 

NH4Cl ،۶/۰  گــرم   ميلــيCaCl2.H2O  ،۶  رم گـــ ميلــيMgSO4  ،
ــي ۰۹/۰و  FeSO4.H2Oگــرم  ميلــي۴/۲  MnSO4.H2O گــرم  ميل

ليتر فنـل اسـتفاده    درگرم  ميلي ۴۰۰ميلي ليتر آب مقطر و  ۱۰۰۰در
تنظـيم شـد و در    ۷ بـر روي شد و در نهايت اسـيديته محـيط كشـت    

صورت سه تکرار توزيـع   ليتر به ميلي ۱۰دار به ميزان  هاي در پيچ لوله
                                                
2 High Performance Liquid Chromatography 
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ه حاوي محـيط کشـت مـايع فنـل دار يـک گـرم       . سپس به هر لولشد
ها بر روي دستگاه تکـان دهنـده    خاک آلوده به فنل اضافه گرديد. لوله

درجـه   ۲۵دور در دقيقه و در شرايط تـاريکي در دمـاي    ۱۲۰با دور 
مدت يک دقيقه از طريق نيمـه   قرار داده شدند و هر روز به سلسيوس

ر پايان هر هفته در صـورت  ها، هوادهي انجام شد. د باز کردن در لوله
هـاي حـاوي محـيط کشـت، بـا اسـتفاده از        مشاهده کـدورت در لولـه  

تلقيح به محيط كشـت   ،مك فارلند و تنظيم كدورت ۵/۰محلولهاي 
  .]۱۵تا  ۱۳[جديد صورت گرفت

  
  هاي تجزيه کننده فنل شمارش باکتري -۲-۴

هـاي حـاوي محـيط كشـت و بـاكتري کـه        از لولـه  ،براي اين منظـور 
تهيه  ۱:۱۰رقتهاي مختلف به نسبت  ،شد رت در آنها مشاهده ميکدو

و سپس بر روي محيط کشت جامد فنل دار کشت داده شد و پـس از  
هـاي تـک    کلنـي  سلسـيوس درجـه   ۲۹روز انکوباسيون در دمـاي   ۳

هايي كه توانـايي اسـتفاده از    شمارش گرديد. در نهايت درصد باكتري
هـاي هتروتـروف    عداد كل بـاكتري با توجه به ت ،فنل محيط را داشتند

  .]۱۶[محاسبه شد
  
  انتخاب جدايه پر قدرت -۲-۵

هاي تجزيه کننده فنل، براي غربـال بهتـرين    پس از جداسازي باکتري
دار در غلظـت   ترين جدايه، آنها را در محيط کشت مـايع فنـل   و قوي

کشت داده و باکتري که در حداقل زمـان   ،ليتر فنل درگرم  ميلي ۴۰۰
سـاعت از   ۲۴روع به رشد نموده و همچنين پس از گذشـت  ممکن ش

عنـوان جدايـه    بـه  دهحداکثر کدورت در مجاورت فنـل برخـوردار بـو   
  .]۱۶[ دشميکربي پرقدرت انتخاب 

  
  جدايه مقاوم منحني رشد و حذف فنل -۲-۶

ميلي گـرم در   ۴۰۰حاوي  ،منحني رشد جدايه مقاوم در محيط کشت
وســيله دســتگاه   هبـ ـ ،ســاعته ۱۲هــاي زمــاني   ليتــر فنــل در دوره 

د. همچنـين بـراي   ش ـنانومتر رسم  ۵۶۰اسپکتروفتومتر در طول موج 
منظور  به ،ميلي ليتر از محيط كشت ۳بررسي روند حذف فنل، مقدار 

دور در  ۳۰۰۰هــا در دور  حــذف کــدورت ناشــي از حضــور بــاکتري
ميکروليتـر   ۴۰۰دقيقه سانتريفيوژ شـد و سـپس بـا     ۵مدت  به ،دقيقه

ميکروليتر بيکربنات سديم يک مـولار مخلـوط    ۶۰۰ف گيبس و معر
غلظت فنـل بـا اسـتفاده از دسـتگاه اسـپکتروفتومتر      ؛ در نهايت گرديد

هاي زماني  ه نانومتر در دور ۶۳۰سنجي در طول موج  صورت رنگ به
  .]۱۷[شد ساعته اندازه گيري و منحني حذف فنل رسم  ۱۲

  

ــت     -۲-۷ ــل ممانع ــت فن ــداکثر غلظ ــين ح ــد  تعي ــده از رش کنن
  ١)MICباکتري(

حـداکثر غلظـت    ،منظور تعيين حداقل غلظـت تـأمين کننـده رشـد     به
مبادرت به تهيه شيب غلظـت از   ،بازدارنده از رشد در مورد هر جدايه

، ۴۰۰صورت  فنل در محيط کشت مايع شد. محدوده شيب غلظت به
ده با استفا و ليتر فنل بود درگرم  ميلي ۱۲۰۰و  ۱۰۰۰،  ۸۰۰،  ۶۰۰

بـاکتري در هـر ميلـي     ۵/۱×۱۰۷مک فارلند تعداد ۵/۰از استاندارد 
ليتر محيط کشت به هر لوله آزمايش حـاوي محـيط کشـت تلقـيح و     

  .]۱۶[ ساعته بررسي گرديد ۱۲هاي زماني  رشد در طي دوره
  
  PCR٢شناسايي جدايه مقاوم با استفاده از  -۲-۸

ميكروسـكوپ  هـا توسـط    پس از رنگ آميزي گرم و مشاهده باكتري
با استفاده از پرايمـر   PCRاقدام به شناسايي جدايه برتر توسط روش 

 د.ش 16S rDNAهمگاني 
وسيله کيـت اسـتخراج    هباکتري مقاوم ب DNAدر اين روش ابتدا 

DNA  ۱۵۸۰، سـپس حـدود   شدشرکت سينا ژن استخراج محصول 
ــاز  ــدوده ژن در بـ ــ 16S rDNAمحـ ــاني  هبـ ــر جهـ ــيله پرايمـ   وسـ

F27(5-AGCGGTCCAGAGTTTTCCTGG-3) و  
R1492(5-CTCTCTGCAGCCCTTGTTACG-3)   تعيــــــين

شـد، بـه ايـن صـورت کـه ابتـدا يـک         PCRگرديد و اقدام بـه انجـام   
   PCR Buffer 10 Xمحلـول مـادر بـا غلظتهـاي زيـر تهيـه گرديـد:       

 dNTP mixميکروليتر)،  ۴۰(MgCl2 50mM  ميکروليتر)،  ۱۰۰(

10mM )۲۰ ميکروليتر). ۸۴۰( يريقميکروليتر) و آب مقطر تز  
ميکروليتـر از نمونـه    ۲ميکروليتـر از محلـول مـادر بـا      ۲۱مقدار 

DNA  ،۲۵/۰ميکروليتر از هـر يـک از پرايمرهـا و     ۱استخراج شده 
 ۵/۰هـاي   ميکروليتر از آنـزيم اسـمار تـک پليمـراز در ميکروتيـوپ     

مخلـوط و در دســتگاه قـرار داده شــد.    PCRليتـري مخصــوص   ميلـي 
ــهبرنامــه دمــا درجــه  ۹۵صــورت: جداســازي اوليــه در  يي دســتگاه ب

درجـه   ۹۴دقيقـه، جداسـازي ثانويـه در دمـاي      ۵مـدت   به سلسيوس
در  DNAثانيه، اتصال پرايمـر بـه رشـته تـک      ۲۰مدت  به سلسيوس

 ۷۲ثانيه، پيشـروي در دمـاي    ۲۵مدت  به سلسيوسدرجه  ۶۰دماي 
ر نهايـت  سـيکل و د  ۳۰صورت  ثانيه، به ۳۰مدت  به سلسيوسدرجه 

شـد  دقيقـه تنظـيم    ۱بـه مـدت    سلسـيوس درجـه   ۷۲تکثير در دماي 
  .]۱۹و۱۸[

  

  روش آماري -۲-۹
در اين تحقيق از روش بررسي فاصله اطمينان تـوافقي بـا اسـتفاده از    

  و محاسبه خطاي استاندارد با سه تکرار استفاده شد. اكسلنرم افزار 
                                                
1 Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 2 Polymerase Chain Reaction 
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 و بحثنتايج  -۳
  بررسي خصوصيات شيميايي خاک -۳-۱

ارائـه شـده    ۱نتايج برخي از خصوصيات شـيميايي خـاك در جـدول    
 است.

  
  اندازه گيري برخي خصوصيات شيميايي خاک آلوده - ۱جدول 

 مقدار پارامتر اندازه گيري شده
 ۹/۶ اسيديته

 ۳۳/۱ ماده آلي (%)
 dS/m( ۴۵هدايت الکتريکي (

 ppm( ۱۰۰فنل (
  
  در خاکهاي هتروتروف  بررسي تعداد کل باکتري -۳-۲

و  CFU/g ۸۸۰۰هاي هتروتروف موجود در خاک  تعداد کل باکتري
  شمارش گرديد. CFU/g ۲۸۶ هاي تجزيه کننده فنل باکتري

تعـداد بـاکتري هتروتـروف     شود، مشاهده مي ۱شكل چنانچه در 
هـاي تجزيـه کننـده دارد. از کـل      داري با تعداد باکتري اختلاف معني

توانايي  درصد ۲۵/۳ اک حدودهاي هتروتروف موجود در خ باکتري
  را دارا بودند.  رشد در حضور فنل و تجزيه آن

ارائه شـده اسـت.    ۲ شكلنتايج مربوط به انتخاب جدايه برتر در 
هـاي تجزيـه کننـده     عنـوان بـاکتري   جدايه جداسازي شده به ۴از بين 

تـرين جدايـه انتخـاب شـد.      عنـوان پـر قـدرت    بـه  ۱فنل، تنها جدايـه  
ميزان رشد ايـن جدايـه در    ،شود نيز مشاهده مي شكلهمانطور که در 

  ها دارد. داري با ساير جدايه ساعت اختلاف معني ۲۴مدت زمان 
و نتـايج  هاي بيوشيميايي  آزمايشآميزي گرم،  با استفاده از رنگ

مشـخص   ۱مربـوط بـه جدايـه     PCRحاصل از تعيين توالي محصول 
 )۲( جـدول   اسـت  ١ رانتروباکتاي از جنس  گونه ،شد که باکتري فوق

]۱۷[.  

  تعداد باکتري هتروتروف و تجزيه کننده فنل در خاک آلوده -۱ شكل  
                                                
1 Enterobacter 

  انتخاب جدايه پر قدرت از ميان جدايه هاي جداسازي شده -۲ شكل  
  

 ۱نتايج مربوط به شناسايي فنوتيپيک جدايه  - ۲جدول 
 زيستگاه خاک

 واکنش گرم -
 اکسيداز -
 کاتالاز +
 گلوکز +
 تراتسي +
 لاکتوز +
 حرکت +
 اوره +
 مانيتول +
 متيل رد +
 رشد بر روي نوترينت آگار +
 ها فنيل هيدروکربن تجزيه کننده پلي بي +
 هاي آلي تجزيه کننده آلاينده +

 جنس انتروباکتر
 گونه ٢هورماچئيي

  
  روند رشد و تجزيه فنل توسط باکتري -۳-۳

 درميلي گرم  ۴۰۰م که بر روي منحني رشد و تجزيه فنل جدايه مقاو
  نشان داده شده است.  ۳ شكلدر  ،ليتر فنل رشد کرده است
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  ليتر فنل

                                                
2 Hormaechiei 
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و  ۲۷، ۲، ۱درصد تجزيه فنل توسط چهار جدايه جداسازي شده 
 ۷۲طـي مـدت زمـان     ،ليتـر فنـل  در گـرم   ميلـي  ۴۰۰در غلظت  ،۲۹

شـود   نشان داده شده اسـت. چنانچـه مشـاهده مـي     ۴ شكلساعت در 
، ۱۰۰ترتيـب   هـا بـه   راندمان حذف فنل طي اين مدت توسط جدايـه 

  درصد بوده است.  ۸۸و  ۲۰، ۹۵
  

 درگرم  ميلي ۴۰۰ها در غلظت  درصد تجزيه فنل توسط جدايه -۴ شكل  
  ساعت ۷۲ليتر فنل طي مدت زمان 

  
نعــت کننــده از رشــد بــراي فنــل حــداقل غلظــت مما،  ۳جــدول 

)MIC) و حــداكثر غلظــت كشــنده فنــل (MBC(را بــراي بــاکتري  ١
هـاي   به محيط  ۲۹و  ۲، ۱جدايه  ۳نشان داده است. براي اين منظور 

گرم  ميلي ۱۶۰۰و  ۱۲۰۰ ،۱۰۰۰،  ۸۰۰،  ۶۰۰،  ۴۰۰کشت حاوي
ليتر فنل انتقال داده شدند و دوره رشد و فاز تأخيري آنها بررسـي   در

با افزايش  ۲و  ۱جدايه هاي  ،دهد چنانچه نتايج جدول نشان مي شد.
ديگـر   ،ليتر درميلي گرم  ۱۲۰۰ليتر به  درگرم  ميلي ۱۰۰۰غلظت از 

لذا حداقل غلظت ممانعت کننـده از رشـد بـراي     ؛رشدي نشان ندادند
اين در  .دشليتر فنل تعيين  درميلي گرم  ۱۰۰۰دو جدايه  مقدار  اين

 درگـرم   ميلـي  ۸۰۰مقدار  ،۲۹ين غلظت براي جدايه حالي است که ا
ها  غلظت بالاتر از اين غلظتها براي اين جدايه ليتر تعيين شد. طبيعتاً
   شود. ميغلظت کشنده تعيين 

  
 ها در خاک تعيين فنل براي جدايه - ۳جدول 

 MIC (mg/L)_ MBC (mg/L) جدايه
 ۱۲۰۰ ۱۰۰۰ ۱جدايه 
 ۱۲۰۰ ۱۰۰۰ ۲جدايه 
 ۱۰۰۰ ۸۰۰ ۲۹جدايه 

  
بـراي مـدت طـولاني تحـت تـاثير پسـاب        ،خاک مـورد مطالعـه  

 ـ ،ليتر بود درگرم  ميلي ۱۰۰۰حاوي فنل با مقدار  كـه   دليـل ايـن   هاما ب
هـاي سـطحي    راحتي از لايه ار است و بهفنل يك تركيب شيميايي فر

                                                
1 Maximum Bactericidal Concentration (MBC)  

در نتيجـه مقـدار فنـل در     ،شـود  خاك تبخير شده و وارد اتمسـفر مـي  
  کاهش پيدا کرده است.  هاي سطحي خاك لايه

گيـري شـد كـه     درصـد انـدازه   ۳۳/۱ ،مقدار ماده آلي ايـن خـاک  
اين مقـدار مـاده    ،درصد) ۵/۰نسبت به مقدار متوسط آن در خاكها (

دليل بالا بـودن مقـدار فنـل در     تواند به اين مسئله مي .آلي زياد است
 اين خاک باشد. از طرف ديگر مواد آلي نه تنها خـود مقـادير زيـادي   

دليل داشتن گروههاي عاملي زياد بـا فنـل    هتوانند ب فنل دارند بلکه مي
 پيوند برقرار کرده و آن را در ساختار خـود نگـه داشـته و مـانع از در    

  . ]۲۰[ دشوها  دسترس قرار گرفتن آن توسط ميکروارگانيسم
امـا   ،دسي زيمـنس بـر متـر اسـت     ۳مناسب در خاكها  ECمقدار 

تريکـي نشـان داد کـه در ايـن خـاک هـدايت       نتايج آناليز هـدايت الک 
تواند  مي است ودسي زيمنس بر متر  ۴۵الکتريکي بسيار بالا و برابر 

دليل تخليه پي در پي پساب حـاوي امـلاح فـراوان در ايـن خـاک       به
باشد. ميزان اسيديته اين خاک خنثي اندازه گيري شد کـه ايـن مقـدار    

  .]۲۱[کند نميبراي فعاليتهاي بيولوژيکي محدوديتي ايجاد 
 ،هاي هتروتـروف و تجزيـه کننـده فنـل     مقايسه تعداد کل باکتري

هـاي هتروتـروف و کـل     دهـد کـه بـين تعـداد کـل بـاکتري       نشان مـي 
داري وجـود دارد و تنهـا    يتفاوت معن ـ ،هاي تجزيه کننده فنل باکتري

ها توانايي تجزيه فنل را دارا بودنـد زيـرا    درصد از کل باکتري ۲۵/۳
عنـوان   هاي هتروتروف توانايي استفاده از فنل را بـه  تريبرخي از باک

عنوان تنها منبع  يک منبع غذايي نداشته و زماني که در محيط، فنل به
تنها جدايه هايي توانـايي رشـد    ،گيرد کربن در اختيار باکتري قرار مي

عنـوان منبـع کـربن بهـره      و ادامه حيات را دارند که بتوانند از فنـل بـه  
  ببرند.

گـرم   هـاي  باسـيل از جملـه   ،شناسايي شده در ايـن تحقيـق   جدايه
در بيشـتر تحقيقـات صـورت گرفتـه      بـود  ،انتروبـاکتر  منفي از جنس

از جملـه   ،نـد ا ههايي که براي تجزيه فنل شناسايي و معرفي شـد  جدايه
هـرمن و جانسـن در سـالهاي     هاي ميله اي گرم منفي هسـتند.  باکتري
ــايي ۲۰۰۲ و ۱۹۹۵ ــه باکتري  و ٢ودوموناس آئروجينــوسســ دو گون

ند که توانايي حذف فنل از ا هرا شناسايي کرد ٣سدوموناس فلورسنس
  .]۷و ۶[محيط را دارا بودند 

 درگـرم   ميلـي  ۴۰۰هـا را در غلظـت    ميزان رشد جدايـه  ،۲شكل 
نسـبت بـه    ۱دهد. رشـد جدايـه    ساعت نشان مي ۲۴ليتر فنل پس از 

ــه ــي  جداي ــر اخــتلاف معن ــاي ديگ ــطح ه ــد ۵ داري در س  .دارد درص
عنـوان مقـاوم تـرين     به ۱جدايه جداسازي شده، جدايه ۴بين  بنابراين

  جدايه در نظر گرفته شد.  
راحتـي بـر    جدايه مقاومي کـه بـه  توسط منحني رشد و حذف فنل 

نشـان داده   ۳ شـكل در  ،ليتر فنـل رشـد کـرد    درگرم  ميلي ۴۰۰روي 
                                                
2 Pseudomonas Aeruginosa 
3 Pseudomonas Floresence 
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در محـيط   ۱ جدايه ،شود مشاهده مي شكلشده است، چنانچه در اين 
سـاعت   ۷۲حاوي فنل رشد کرده و مقدار فنل را در طي مدت زمـان  

در بررسـي تجزيـه    ۲۰۰۷در پژوهشـي در سـال   رسـاند.   به صفر مـي 
بـاکتري در اسـيديته   ،  ١سـودوموناس پيکتـوروم  وسيله  هزيستي فنل ب

 بـوده اسـت،  ليتـر   درگـرم   ميلـي  ۲/۰فنل تا  تجزيه  بهخنثي تنها قادر 
 ۴۰۰سـت کـه در تحقيـق حاضـر جدايـه برتـر مقـدار        اين در حالي ا

ساعت به صفر رسـاند   ۷۲ليتر فنل را پس از مدت زمان  درگرم  ميلي
]۲۲[.  

صـورت   بـه  ،هـا  ميزان فنل تجزيه شده توسط هـر يـک از جدايـه   
بيشـترين درصـد    ۲و  ۱ها، جدايه  از ميان جدايه ودرصد محاسبه شد 

فنـل را بـه    ۱جدايـه   ،جدايـه دو  از بين ايـن  ؛حذف فنل را دارا بودند
  ساعت تجزيه کرده است. ۷۲درصد در مدت زمان  ۱۰۰صورت 

) MICدر بررسي حداقل غلظـت فنـل ممانعـت کننـده از رشـد (     
ليتـر   درگـرم   ميلـي  ۴۰۰ها بـر روي   مشاهده شد كه جدايه ،ها باکتري
گرم  ميلي ۱۰۰۰بر روي  ۲و  ۱هاي  راحتي رشد کردند. جدايه فنل به

ه ي ـامـا جدا  ،روزه رشد کردنـد  ۴نل پس از يک فاز تاخيري ليتر ف در
روز رشـد کـرد و    ۳ليتر فنل پس از  درميلي گرم  ۸۰۰در غلظت ۲۹
. ايـن نشـان   شـد ليتر فنـل رشـد آن متوقـف     درميلي گرم  ۱۰۰۰در 
رغم افزايش غلظت فنل در محيط، باکتري حتي پـس   دهد که علي مي

امـا ايـن شـرايط تـا      ،دهـد  خيري به رشد خود ادامه مـي أاز يک فاز ت
زماني صادق است که افزايش غلظت فنل سـبب از بـين رفـتن کليـه     

در اين صورت باکتري از بين رفتـه   ،ها و عدم توليد مثل نگردد سلول
  گيرد.   و هيچ رشدي صورت نمي

 ٢آگـاري و سـولومن از سـدوموناس فلورسـانس     ۲۰۰۸در سال 
را از  سـدوموناس ن اق ـنـد. ايـن محق  ا هبراي تجزيه فنـل اسـتفاده کـرد   

خاک آلوده به مواد نفتي جدا کرده و در محيط کشت حـاوي چنـدين   
نمک رشد دادند. سپس اقدام به رسم منحني رشد و تجزيه فنـل ايـن   

 درگـرم   ميلـي  ۵۰۰و  ۴۰۰، ۳۰۰، ۲۰۰، ۱۰۰باکتري در غلظتهـاي  
کـه ايـن بـاکتري بتوانـد      ند. مدت زمان لازم براي اينا هليتر فنل نمود

، ۱۲۶،  ۸۴ترتيـب   بـراي غلظتهـاي ذکـر شـده بـه      ،را تجزيه کند فنل
به اين نتيجه رسيدند کـه   انساعت بود. اين محقق ۳۶۰و  ۲۴۰، ۱۶۸

ــاز تـ ـ ــاي   أف ــراي غلظته ــاکتري ب  ۵۰۰و  ۴۰۰، ۳۰۰، ۲۰۰خيري ب
ساعت بـود کـه بـا     ۶۶و  ۲۴، ۱۸،  ۶ترتيب  به ،ليتر فنل درگرم  ميلي

ايـن   .]۲۳[ کرد نيز افزايش پيدا ميخيري باکتري أافزايش فنل فاز ت
هـا و   در حالي است که در مطالعه حاضـر پـس از جداسـازي بـاکتري    

مشاهده شد که جدايه برتر در غلظـت   ،رسم منحني رشد و تجزيه فنل
  کند. ليتر فنل رشد کرده و فنل را تجزيه مي درگرم  ميلي ۴۰۰

                                                
1 Pseudomonas Pectorium 
2 Pseudomonas Floresence 

مـواد  از خاک آلوده به  ۲۰۰۵پاراسکوي و اروبيدس نيز در سال 
ــه اي از  ــد کــها هرا جــدا نمــود ســدوموناسنفتــي در دانمــارک گون  ،ن

ليتر فنل رشـد کـرده و آن    درگرم  ميلي ۱۲۰۰توانست در غلظت  مي
  .]۲۴[را تجزيه کند
سـازي   يانگ و لي اقدام بـه جداسـازي و خـالص    ۲۰۰۶در سال 

 ،نشان دادند کـه  ،کردند ٤براوي باسيلوسو  ٣سدوموناس رزينورانس
در محــيط کشـت حــاوي   ،نسـبت بــه بـراوي باسـيلوس    سـدوموناس 

با سرعت بيشتري رشـد   ،ليتر فنل درگرم  ميلي ۶۰۰ها وغلظت  نمک
بـا دوره   بـراوي باسـيلوس  که  در حالي ،کرده و فنل را تجزيه مي کند

همچنــين نتــايج آنهــا نشــان داد کــه  .اي رشــد کــرد هفتــه ۲خيري أتــ
مان بـالاتري بـراي   رانـد  بـراوي باسـيلوس  در مقايسه با سدوموناس 

  .]۲۵[دهد حذف فنل از محيط نشان مي
صـورت   ۲۰۰۹در بررسي كه توسط مفتح و همكـاران در سـال   

 ۳۰۰تصـفيه مقـدار    بـراي  سـدوموناس فعاليت بهينه باكتري  ،گرفت
ليتر فنل بررسي شـد. نتـايج ايـن تحقيـق نشـان داد كـه       در گرم  ميلي

، غلظت اوليه فنل به اسيديته محيط كشت ،تصفيه فنل توسط باكتري
و دمــا بســتگي دارد. بهتــرين فعاليــت بــاكتري در شــرايطي بــود كــه  

 ۷۵و غلظـت اوليـه فنـل     سلسـيوس درجـه   ۳۰، دما  ۷اسيديته برابر 
ليتـر فنـل    درگـرم   ميلي ۷۵ليتر بود و غلظتهاي بالاتر از  درگرم  ميلي

  .]۲۶[كرد از رشد باکتري ممانعت مي ،نيز
يلا و همکاران گونـه آسـپرجيلوس   استو ۲۰۰۶همچنين در سال 

عنوان ارگانيسم تجزيه کننده فنل گـزارش   را شناسايي و به ٥آواموري
 ـ   ا هکرد وسـيله ايـن قـارچ در     هند. آنها به بررسي رشـد و تجزيـه فنـل ب

ليتر فنل پرداختند. نتـايج نشـان داد کـه     درگرم  ۶/۰ و ۳/۰غلظت 
و  ۶۰رتيـب بـه   ت هاي فنل ذکر شـده بـه   اين قارچ براي تجزيه غلظت

ــاعت و در ۷۲ ــرم  ۱س ــه   درگ ــل ب ــر فن ــاز دارد.   ۸ليت ــان ني روز زم
 ۴و۲توانايي بالايي در تجزيه فنل، کـاتکول،   ،آسپرجيلوس آواموري

دي متوکسي فنل و ديگـر ترکيبـات آروماتيـک     ۶و۲دي کلرو فنل، 
  ].۲۷در غلظتهاي بالا نشان داده است[

  
  گيري نتيجه -۴

توانـايي   ،انتروبـاکتر نشان داد که باکتري  تحقيقاين نتايج حاصل از 
ليتـر فنـل داشـته و در     درگرم  ميلي ۴۰۰بالايي براي رشد در غلظت 

طي دوره رشد در صورتي که نيازهاي اوليـه بـاکتري از نظـر عناصـر     
ضروري رشد مانند نيتروژن، فسفر، اکسـيژن و هيـدروژن در محـيط    

فنـل در دسـترس   وجود داشته باشـد و بـاکتري منبـع کربنـي بـه جـز       
عنـوان تنهـا منبـع کـربن موجـود در محـيط        از فنـل بـه   ،نداشته باشـد 

                                                
3 Pseudomonas Resinovorans strain P-1 
4 Brevibacillus sp. Strain P-6 
5 Aspergillus Awamori 
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  کند. را تجزيه مي استفاده نموده و آن
عنـوان يـك روش    تواند بـه  ها مي استفاده از اين باكتري ،بنابراين

  كم خطر و كم هزينه بـراي حـذف آلاينـده آلـي فنـل و مشـتقات آن      
  ست در تحقيقات ديگري شـرايط  ذکر ا هلازم ب .مورد توجه قرار گيرد

  
بهينه از نظر اسيديته، دما، ميزان تهويه و حضور يـک قنـد در محـيط    

عنوان منبـع ديگـري از کـربن بـراي افـزايش کـارايي حـذف فنـل          به
 توسط اين باکتري ها در حال بررسي و مطالعه است.
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