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های های حاوی آلایندهی فنول در خاکكنندههای تجزیهغربالگری و جداسازی برخی از باكتری

 نفتی
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 0چکیده 

پالایی منظور زیستهای برتر باكتری در حذف فنول بهجدایه 16S rDNAپژوهش حاضر با هدف شناسایی ژنتیکی ژن 

و دما، منابع كربنی و نیتروژنی  pHبرتر از نظر فعالیت بالای فنولازی گزینش و در محیط كشت با  یجدایهدو  .فنول انجام شد

درصد پپتون و 7/5عنوان منبع كربن، گرم در لیتر فنول به 9/5ی اول در محیط كشت حاوی مختلف بررسی شدند. جدایه

حذف  pH=  2درجه سیلسیوس و  94ساعت در دمای  75درصد فنول را پس از  955كلرید به عنوان منابع نیتروژن، آمونیوم

عصاره  درصد7/5گرم بر لیتر فنول به عنوان منبع كربن و  9/5ی دوم در محیط كشت حاوی یك درصد ساكارز، كرد و جدایه

 pH=  2درجه سیلسیوس و  95 ساعت در دمای 75درصد فنول را پس از  955كلرید به عنوان منبع نیتروژن، مخمر آمونیوم

و  Aneurinibacillus migulanus ی اول باكترینشان داد كه جدایه 16S rDNAحذف كرد. نتایج تعیین توالی و همردیفی توالی 

توانند به عنوان شده در این پژوهش میی گزینشاست. دو جدایهPaenarthrobacter nitroguajacolicus  دوم باكتری یجدایه

 پالایی فنول مورد توجه قرار گیرند. ستهای مناسبی در اهداف زیگزینه

، تجزیه  Aneurinibacillus migulanus،Paenarthrobacter nitroguajacolicus های كلیدی:واژه

 پالایی.فنول، زیست

 مقدمه 

 محیطی شده استهای گوناگون باعث پدیدآمدن مشکلات گوناگون زیستی صنعت در حوزهامروزه پیشرفت فزاینده

(Lješević et al., 2019 .)های مهمی های نفتی از آلودگیآلودگی آب و خاک توسط تركیبات آلی و معدنی ناشی از فراورده

های . آلودگی(Besharati, 2015) های زیادی را در بیشتر نقاط جهان به همراه داشته استهای اخیر نگرانیهستند كه در دهه
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 دهند،ترین قسمت نفت را تشکیل میآروماتیك مانند فنول و مشتقات آن كه پایدارترین و سمی هاینفتی از قبیل هیدروكربن

(. Logeshwaran et al., 2018)آیند شمار میبه ناپذیراجتناب مشکل عنوان یكبه خیزی چون ایران نفت كشورهای در ویژهبه

 بسیاری ای مهم، توسط فاضلابعنوان آلایندهرد، با این حال، بهی خام اولیه كاربرد دافنول در بسیاری از صنایع به عنوان ماده

 در را ها و سایر موجوداتانسان زایی، سلامتیو سرطان زاییهای جهشویژگی دلیلشود و بهمی محیط زیست وارد صنایع از

های پاكسازی و ابی به فناوریرو، مورد توجه بسیاری برای دستیاین  . از(Silva et al., 2013) دهدقرار می جدی خطر معرض

شده  پیشنهاد فنول حذف برای كه های گوناگونیمیان روش بازیابی جزئی یا كامل فنول از مناطق آلوده قرار گرفته است. در

گرفته است.  قرار در اولویت ضرر و سازگار با محیطبی محصولات نهایی تولید و بالا بازدهی زیستی به دلیل تیمار است،

صورت هوازی و ی زیستی تركیبات سمی بهتجزیه توانمندی برای های موجود در منابع آلوده، كاتالیزورهایمیکروارگانیسم

صورت ه بهشوند بلکها، نه تنها در حضور مقادیر بالایی از این تركیبات مهار نمیهستند كه برخلاف سایر میکروارگانیسم هوازیبی

ای هها از جمله منابع با ارزش برای تولید آنزیمكنند. این میکروارگانیسممی استفاده انرژی و نبع كربنم عنوان به هاآن از انتخابی

 ,Nadaf & Ghosh, 2011 Mishra & Kumar)آیند شمار میی تركیبات آروماتیك مانند فنول و مشتقات آن بهكنندهتجزیه

2017;  .) 

رفته ی فنول انجام گهای مختلف با قابلیت تجزیههای گوناگونی بر روی شناسایی و ارزیابی عملکرد باكتریپژوهش

با استفاده از بنزوئیك اسید به عنوان منبع  Pseudomonas aeruginosaی فنول توسط باكتری در پژوهشی فعالیت تجزیهاست. 

ی فنول كنندهتجزیه .Rhodococcus sp. همچنین، مشخص شد كه باكتری (Wang et al., 2006كربن و انرژی ارزیابی شد )

كند. این باكتری در محیط ی فنول ایفا میكه نقش اساسی در مسیر تجزیهدی اكسیژناز است  7و9است و دارای آنزیم كتکول 

 (Milase, 2015)میلاس  (.Nadaf & Ghosh, 2011)كشت حاوی مقادیر نسبتاً بالای فنول عملکرد خوبی از خود نشان داد 

ی میزان اندكی فنول توانایی تجزیهی فنول است ولی این باكتری قادر به تجزیه .Acinetobacter spگزارش كرد كه باكتری 

شده از ی جداسازیی زیستی فنول توسط یك سویهبه بررسی تجزیه (Chakraborty et al., 2010)دارد. چاكرابورتی و همکاران 

و درصد گلوكز موجود در محیط كشت  pHفاضلاب صنایع تبدیلی زغال سنگ در شرایط فیزیولوژیکی مختلف از جمله دما، 

درصد مشاهده كردند. ابوحامد  74/5و گلوكز   pH= 2درجه سلسیوس  95ی فنول را در دمای و بیشترین میزان تجزیه پرداختند

 Pseudomonas putidaی زیستی فنول، بنزن و تولوئن توسط باكتری به بررسی تجزیه (Abuhamed et al., 2004)و همکاران 

ر باكتری در حضور این سه سوبسترا ارائه كردند. با این حال جستجو برای بینی رشد و مهاپرداختند و مدلی مناسب برای پیش

و مواد غذایی امری  pHهای مختلف دمایی، ی فنول و توانمندی فعالیت در دامنههایی با توانایی بالا در تجزیهیافتن جدایه

 ضروری است. 
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های زیستی، پژوهش ها از طریق روشی از محیط و نیز بازیابی آنهای نفتبنابراین با توجه به ضرورت حذف آلاینده

فنول در شرایط مختلف است كه گامی در جهت ی كننده فنول و بررسی تجزیههای تجزیهحاضر در راستای شناسایی باكتری

 فنول است.  ( Bioremediation) پالاییها در صنعت زیستاستفاده از این جدایه

 هامواد و روش

 برداری خاکنمونه

ــانتی 95برداری باكتری از عمق صــفر تا نمونه متری خاک با اســتفاده از قاشــق اســتریل انجام گرفت و در ظروف س

درجه  5باز گذاشته و سپس در دمای صورت نیمهها بهمنظور هوادهی، درپوششدند. بهدار اسـتریل گذاشته ای درپوششـیشـه

ــدند ــیوس تا زمان انجام آزمایش نگهداری ش ــلس ــیل. نمونه(Reda, 2009) س های نفتی مربوط در ارتفاعات برداری در خاک ش

( واقع در غرب اســتان E: 51˚ 59ʹ 5/95ʹʹو  N: 95˚ 49ʹ 1/47ʹʹ( و كزی )E: 51˚ 99ʹ 1/9ʹʹو  N: 94˚ 59ʹ 7/9ʹʹمنطقه دودان )

 كرمانشاه صورت پذیرفت.

 باكتری جداسازی و كشت محیط

ی كشت در مرحله اولیه (NA)آگار و نوترینت( NB)براث كشت نوترینت هایمحیط از استفاده با هاباكتری جداسازی

 O2.H2CaClگرم در لیترCl4NH (12/7  ،)گرم در لیتر4HPO2Na (94/4  ،) محیط كشت پایه معدنی حاوی نمك هایها، و باكتری

گرم در O2.H4MnSO  (5551/5 / گرم در لیترO2.H4FeSO (5575،) گرم در لیتر4MgSO (551/5 ،)گرم در لیتر(،  5551/5)

 pHی فنول انجام گرفت و كنندههای تجزیهگرم در لیتر( در مرحله جداسازی و تشخیص باكتری 9/5لیتر( و مقدار فنول )

 . (Kiyanpour et al., 2016) تنظیم شد 2ها در محدوده محیط

 هایغلظت شدند. اتوكلاو دقیقه 75 مدتبه سـلسیوسدرجه  979 دمای در شـدنهای كشـت برای سـترونمحیط

طور مناسب به هایسـپس رقتت ( تهیه شـد وNaClگرم در لیتر  1سـرم فیزیولوژی اسـتریل ) در شـدههموژن ازخاک مناسـب

 درجه سلسیوس 94گرم در لیتر فنول اضافه شد. پس از دو روز گرماگذاری در دمای  9/5حاوی  NBجداگانه در محیط كشت 

 دار تلقیحفنولNA محیط كشــت  روی بر دور در دقیقه، از كشــت مخلوط حاصــل ســری رقت تهیه و 945شــرایط دورانی و

پس از گذشت مدت زمان لازم  نگهداری شدند. درجه سلسیوس 92روز در دمای  94مدت كشـت حداقل به هایمحیط گردید.

 رشد هایكلونی شناسیریخت تفاوت به توجه پدیدار شد. با هایی با رنگ و شـکل ظاهری متفاوتها، كلونیبرای رشـد باكتری

های آلوده به خاک از حاصل متفاوت هایجدایه از كشت خالص متوالی، هایكشت انجام با و (.(Busse & Wieser, 2018 كرده

 آمد. دستبه نفت
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 های برترها در تجزیه فنول و تعیین جدایهبررسی توانایی باكتری

گرم  9/5حاوی  پایه معدنیكشت  محیط در آمده دستبه هایجدایه تلقیح با كننده فنولتجزیه هایباكتری شناسایی

شد. چون فنول تنها منبع كربن و انرژی موجود در محیط كشت است،  عنوان تنها منبع كربن و انرژی انجامدر لیتر فنول به

ای برتر هاستفاده از فنول را داشته باشند. برای انتخاب جدایه هایی در این محیط رشد خواهند كرد كه قابلیت تجزیه وباكتری

ا هباره به تمام غلظتها یكگرم در لیتر فنول تهیه شد. سویه 9/5و  7/5، 9/5های كشت پایه معدنی حاوی در حذف فنول، محیط

 92دار با دمای ه انکوباتور شیکردرصد به محیط كشت تلقیح شد و ب 7ها به میزان سپس از سوسپانسیون باكتری .منتقل شدند

رشد در كمترین زمان و در بالاترین غلظت هایی كه قادر بهدور در دقیقه، منتقل شد. نمونه 945و قدرت دورانی  درجه سلسیوس

باكتری در های نمونه . برای بررسی میزان حذف فنول،(Ajaz et al., 2004) های برتر انتخاب شدندعنوان جدایهفنول بودند به

بررسی  ها ودرصد تلقیح گردیدند و به انکوباتور شیکردار منتقل شدند. میزان رشد نمونه 7گرم در لیتر فنول به میزان  9/5غلظت 

روز بررسی گردید. میزان حذف فنول با استفاده از روش گیبس و بر اساس جذب  2بار به مدت ساعت یك 75ی فنول هر تجزیه

كلروكوئینون كلروایمید )معرف گیبس( استفاده دی 1و  7نانومتر محاسبه شد. در این روش از  195وج خوانده شده در طول م

 . منحنی(Smith, 1976) كند،شود و ایجاد تركیب آبی رنگی میشده است كه در حضور فنول از موقعیت پارا به آن متصل می

دستگاه اسپکتروفتومتر  وسیلهبه ساعته، 1زمانی  هایدوره در لفنو گرم در لیتر 9/5 حاوی كشت، محیط در های برترجدایه رشد

(Hachدر )شد.   رسم نانومتر 155 موج طول ، آمریکا 

 ی فنولتجزیه و باكتری رشد بر مختلف عوامل بررسی

، 4/1 ،1های برابر با pHاز محیط كشت در  لیترمیلی 95شده در ی گزینشسازی تولید آنزیم، دو جدایهبه منظور بهینه

ی سلسیوس، و منابع كربنی مختلف از قندهای گلوكز، نشاسته، ساكارز و مالتوز درجه 45و  55، 95، 75، و دماهای9و  4/2، 2

درصد )وزنی به حجمی(، و منابع نیتروژنی مختلف شامل آمونیوم كلراید، آمونیوم سولفات، عصاره مخمر، پپتون و  9با غلظت 

 pHو  گیری دمای بهینه. برای اندازه(Abd-El-Haleem et al., 2003)به حجمی(، كشت شدند )وزنی  درصد7/5اوره با غلظت 

گرم در لیتر )یعنی  9/5ها در غلظت فنول های مربوط به منابع كربنی و نیتروژنی، آزمایش كشت باكتریبهینه و نیز آزمایش

به  ی مخصوصه هر جدایه، دیگر آزمایشات در دمای بهینهی مربوط بی فنول( انجام شد. پس از یافتن دمای بهینهغلظت بهینه

ساعت در انکوباتور شیکردار انجام گرفت و رشد  75دور بر دقیقه به مدت  945ی مرحله قبل در هر یك و در محیط بهینه

متر مورد بررسی نانومتر با استفاده از دستگاه اسپکتروفتو 195نانومتر و غلظت فنول در طول موج  155ها در طول موج جدایه

  (.Smith, 1976) قرار گرفت

 



 
 

 ..حاوی. هایخاک در فنول یكنندهتجزیه هایباكتری از برخی جداسازی و غربالگری/  56

 تریباك 16S rDNAژنتیکی ژن شناسایی 

ها انجام شد. برای شناسایی جدایه (Sambrook & Russell, 2001)ژنومی به روش سمبروک و راسل  DNAاستخراج 

در 1492R (ʹGGTTACCTTGTTACGACTT3ʹ5 )و 27F (ʹAGAGTTTGATCCTGGCTCAG3ʹ5 )از آغازگرهای عمومی 

 9الگو،  DNAمیکرولیتر  7میکرولیتر شامل  74در حجم نهایی  PCRاستفاده شد. واكنش  16S rRNAتکثیر توالی ژنومی 

 4/1، و Mastermixمیکرولیتر  4/97پیکومولار(،  75میکرولیتر آغازگر پیرو )9پیکومولار(،  75میکرولیتر آغازگر پیشرو )

دقیقه واسرشت ابتدایی در  9با شرایط دمایی  (Biorad, USA)ز دستگاه ترموسایکلر میکرولیتر آب صورت گرفت و با استفاده ا

دقیقه، اتصال در  9درجه سلسیوس به مدت  15شدن در دمای چرخه شامل واسرشت 94سلسیوس و در ادامه  درجه 15دمای 

نیه و در نهایت گسترش نهایی ثا 15درجه سلسیوس به مدت  27دقیقه، گسترش در دمای  9درجه سلسیوس به مدت  47دمای 

تعیین توالی قطعات حاصل از واكنش  (.Aliakbari et al., 2018) دقیقه انجام شد 95درجه سلسیوس به مدت  27در دمای 

PCR 27های با آغازگرF  1492وR  در شركت ماكروژن كره، به سفارش شركت دنا زیست آسیا انجام شد. به منظور بررسی میزان

استفاده شد و با استفاده از ( NCBI)فناروی های مورد نظر از پایگاه ملی اطلاعات زیستجدایه  16S rRNAهایهمسانی توالی

 Maximum به روشجستجوهای همسانی به عمل آمد. سپس، درخت تبارشناسی  FASTAتطبیق توالی با ساختار نوشتاری 

Likelihood  و تعدادBootstrap 9555 افزار با استفاده از نرمMEGA-X  رسم شد(Kumar et al., 2018.) 

 نتایج و بحث

 های برتری فنول و انتخاب جدایهكنندههای تجزیهگزینش باكتری

ها در محلول حاوی فنول مشخص شد كه از ی فنول، پس از كشت جدایهكنندههای تجزیهبه منظور شناسایی باكتری

ا هی فنول توسط این جدایهتوانایی تجزیه فنول را داشتند. میزان رشد و تجزیهجدایه  2شده، سازیی خالصجدایه 45مجموع 

 (. 9ها بود )نگاره ی مثبت بودن فعالیت فنولازی جدایهنیز مورد بررسی قرار گرفت كه نشان دهنده



 

 

 51 / (س) الزهرا دانشگاه كاربردی شناسی زیست پژوهشی- علمی فصلنامه

 
 

 

( در NAر )گرم در لیتر فنول در محیط كشت نوترینت آگا 0/1جدایه جداسازی شده در پلیت حاوی  1: رشد 0نگاره 

 درجه سلسیوس. 31دمای 

های مختلف، از طریق رسم منحنی ها در زمانسپس، سنجش غلظت فنول به عنوان سوبسترا در طی رشد جدایه

ها شدن سویهدست آمد. فرایند مواجهگرم در لیتر( به 1/5تا  9/5های مختلف )غلظت برای جذب میزان فنول بر اساس استاندارد

طور مستقل قرار گرفتند. با توجه به سرعت رشد در ها در هر غلظت بهصورت تدریجی نبود و سویهفنول به های مختلفبا غلظت

ی جداسازی شده، تعداد دو جدایه به عنوان جدایه 2ها از میان بیشترین غلظت فنول و همچنین میزان حذف فنول توسط جدایه

 نانومتر 155 موج طول در جذب نتایج اساس بر و اول ساعت 95 طی های برتر جهت انجام مراحل بعدی برگزیده شدند.جدایه

گردید. بر اساس نتایج به  برتر رسم هاینانومتر منحنی حذف فنول جدایه 195رشد و بر اساس جذب در طول موج  منحنی

فنول موجود در  گرم در لیتر 9/5ساعت میزان  95ی دوم پس از ساعت و جدایه 75ی یك پس از ی شمارهدست آمده، جدایه

ها معمولاً از دو روش (. در بررسی توانایی تجزیه فنول توسط میکروارگانیسم7محیط كشت را به طور كامل تجزیه كردند )نگاره 

ود كه شمنظور خوگیری )سازگاری( میکروارگانیسم انجام میشود. در روش نخست، افزایش تدریجی غلظت فنول بهاستفاده می

ای درگیر ههای بالاتر سوبسترا )فنول( را از طریق افزایش بیان ژن آنزیمارگانیسم فرصت خوگیری به غلظتدر این حالت میکرو

های مورد آزمون ممکن است به مرور توانمندی حذف فنول را با در فرایند تجزیه فنول كسب می كنند. در این روش باكتری

. در حالی كه در روش دوم كه (Joseph & Chandrika, 1999) كنند استفاده از فرصت ایجادشده از طریق فرایند خوگیری پیدا

اً نسبت هایی كه ذاتهای بالای فنول است، تنها میکروارگانیسمباره در غلظتصورت یكه ها بمبنای آن قرارگیری میکروارگانیسم

پالایی . در كاربردهای زیستهای بالای فنول مقاوم هستند توانایی زیست و استفاده از فنول را خواهند داشتبه غلظت

  (.Bathe et al., 2005)شوند های برگزیده طبق روش دوم به عنوان یك مزیت محسوب میمیکروارگانیسم
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ساعت در محیط كشت پایه  31میزان رشد و غلظت فنول جدایه اول )الف( و جدایه دوم )ب( در مدت زمان  :2نگاره 

 درجه سلسیوس 31معدنی و دمای 

 های برگزیدهجدایه نرخ رشد

 155ساعت یك بار جذب در طول موج  7هر  ها در محیط كشت پایه معدنی،ساعت اول پس از كشت جدایه 95طی 

 تأخیری فاز اول مدت یجدایه (. نتایج نشان داد كه برای9ها رسم گردید )نگاره نانومتر خوانده شد و منحنی نرخ رشد جدایه

 بر شد. فاز سکون وارد آن از پس و داشت قرار لگاریتمی فاز در رشد خود 75 تا 1 ساعت از یاین جدایه است. ساعت تعیین 9

 فاز مدت نیز ی دومجدایه مشخص گردید. برای ی اوللگاریتمی جدایه فاز میانه عنوانبه باكتری، رشد 91 ساعت اساس این

 سکون فاز وارد آن از پس و لگاریتمی رشد خود قرار داشتی در فاز جدایه 75 تا 1 ساعت از .گردید تعیین ساعت 1 تأخیری

 شد.  ی دوم مشخصلگاریتمی جدایه فاز میانه به عنوان باكتری، رشد 91ساعت  اساس این بر شد

 

درجه سلسیوس  31های مختلف در محیط كشت پایه معدنی در دمای های برگزیده در زمان: نرخ رشد جدایه3نگاره 

 گرم در لیتر. 0/1و غلظت فنول 

 های برگزیده شناسایی مولکولی جدایه

های پلیمرازی برای ژنومی و انجام واكنشDNA مراز بر روی ژل آگارز پس از استخراج ای پلیمحصول واكنش زنجیره

 (. 5جفت باز برای هر دو جدایه بود )نگاره  9455، بیانگر یك باند در ناحیه 16S rDNAتوالی 
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ی ( جدایه0) 16S rDNAتوالی  PCR ژنومی، )ب( محصول  DNA: ژل الکتروفورز آگاروز: )الف( استخراج 4نگاره 

 : كنترل منفیSM0334( ،- )C( ماركر وزن مولکولی Mی دوم، )( جدایه2نخست، )

توالی بیانگر یك انجام شد. بررسی نتایج تعیین  1492Rو  27Fبا استفاده از آغازگرهای  PCRتعیین توالی محصول 

 16S rDNAی دوم بود. مقایسه توالی ژن نوكلئوتیدی برای جدایه 9974ی اول و یك توالی نوكلئوتیدی برای جدایه 9997توالی 

-های شناخته شده به جدایهمشخص كرد كه نزدیکترین جدایه NCBIهای موجود در های برگزیده با توالیآمده از جدایهدستبه

و  Aneurinibacillus migulanusدرصد مربوط به  955و  11و دوم، به ترتیب با درجه همسانی  های برگزیده اول

Paenarthrobacter nitroguajacolicus  دی اكسیژناز و فعالیت  7و9باشند. تاكنون گزارشی در مورد تولید آنزیم كتکول می

در   Paenarthrobacter nitroguajacolicus منتشر نشده است، ولی باكتری Aneurinibacillus migulanusفنولازی 

  (.Kumar et al., 2005)های پیشین به عنوان باكتری واجد فعالیت فنولازی معرفی شده است پژوهش

 9555 (Bootstrap) اسـترپو تعداد بوت Maximum Likelihood روشبه( 4نتایج رسـم درخت تبارشـناسـی )نگاره 

 Aneurinibacillus migulanus Isolateهمراه با   Aneurinibacillus migulanusباكتریهای مختلف دهد كه ســویهنشــان می

ZNU05 های متنوعی هستند دهد كه شامل حداقل یك زیر خوشه هستند. خوشه اول شامل سویهتشکیل یك خوشه كلی می

ـــه تفـاوت ژنتی Aneurinibacillus migulanus strain U603جز كـه بـه کی چنـدانی بـا هم نـدارند اما بقیـه در این زیرخوش

Aneurinibacillus migulanus strain U603 ــت. جدایه  Aneurinibacillus migulanus Isolateی از نظر ژنتیکی متفاوت اس

ZNU05 گیرد. باكتری ی دیگر قرار میصورت تك نیایی با این شاخه اما در یك زیر خوشهنیز بهAneurinibacillus sp. strain 

RD--6-3 دهد كه عنوان عضو برون گروه است. همچنین، درخت تبارشناسی نشان میبهIsolate ZNU06 Paenarthrobacter 

nitroguajacolicus  های با سـایر جدایهPaenarthobacter  این  49استرپ دهند كه با بوتتشـکیل یك خوشه مستقل را می

ها هستند كه با توجه به طول شاخه P. nitroguajacolicusگونه  های این شاخه متعلق بهخوشه تشکیل شده است. همه سویه

ـــاخهدر بین این جـدایـه وجود دارد كه احتمالاً  Arthobacter sp. 9.Vی مذكور یك جنس ها تنوع ژنتیکی وجود ندارد. در ش

 .Pهای تند. سایر سویهصـورت تك نیایی هسها بهو باید بررسـی شـود، این گونهاسـت  P. nitroguajacolicusمتعلق به گونه 
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nitroguajacolicus ــه ــویهنیز در خوش ــی از تنوع ژنتیکی و تنوع در بین این س ــتند. گونه های دیگر قرار دارند كه ناش ها هس

Arthrobacter sp. 68 ـــو برونبـه گروه در این درخت قرار دارد و با توجه به محل قرار گرفتن از یك جد نیای دیگر عنوان عض

 است.منشا گرفته 

 

-با استفاده از نرم 16S rDNAهای برگزیده در این پژوهش بر اساس توالی ژن : درخت تبارشناسی )فیلوژنی( جدایه5نگاره 

 Aneurinibacillus migulanus Isolate ZNU05ی نمودار الف مربوطه به جدایه. Maximum Likelihoodبه روش  MEGA-X افزار 

 است. Paenarthrobacter nitroguajacolicus Isolate ZNU06ی و نمودار ب مربوط به جدایه

 ها ی رشد جدایهو دمای بهینه pHتعیین 

 4/2تا  4/1برابر با  pHی های مختلف نشان داد كه  هر دو جدایه  در گستره pHهای برگزیده در نتایج كشت جدایه

بهینه نیز از محیط كشت پایه  pHگیری (. برای اندازه1 مشاهده شد )نگاره pH=  2رشد بالایی دارند، ولی بیشترین رشد در 
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 9تا  1برابر با  pHها در دامنه گرم در لیتر )یعنی غلظت بهینه فنول( استفاده شد. رشد جدایه 9/5معدنی و غلظت فنول 

حداكثر رشد و فعالیت باشد. برای هر دو جدایه، های مختلف میها برای رشد در محیطتوانایی بالای این جدایه ینشاندهنده

مشاهده شد. همچنین هر دو جدایه، در شرایط قلیایی نسبت به شرایط اسیدی فعالیت فنولازی  pH=  2فنولازی در حدود 

 ,Tsai & Li)، تسای و لی (Nadaf & Ghosh, 2011)  و گوش  شده توسط ندافبهتری را از خود نشان دادند. مطالعات انجام

دوست هستند و در های تجزیه كننده فنول میانهدهد كه باكترینشان می (Silva et al., 2013  ) سیلوا و همکاران و  (2007

 یدهند. نتایج اثر دماهای گوناگون بر رشد دو جدایهشرایط قلیایی نسبت به شرایط اسیدی عملکرد بهتری را از خود نشان می

درجه  95و  94ترتیب اول و دوم دمای بهینه برای رشد و فعالیت فنولازی باكتری به یجدایهدهد كه برای برگزیده نشان می

باشد. در سایر مطالعات انجام شده های مورد نظر نسبت به دما میدوست بودن جدایه( و این بیانگر میانه2سلسیوس است )نگاره 

 95ی فنول در دمای ، توانایی تجزیه Rhodococcus spو  Acinetobacter spی فنول از جمله بر روی باكتری های تجزیه كننده

ی دهنده. این نتایج همسو با مطالعه حاضر و نشان(Nadaf & Ghosh, 2011) گزارش شده است pH=  2درجه سلسیوس و 

 ها است. دوست بودن این باكتریمیانه

 Aneurinibacillus migulanus Isolate ZNU05ی جدایه ی فنول و رشدتجزیهقابلیت بر  های مختلفpH: اثر 6نگاره 

درجه سلسیوس در محیط كشت  31)ب( در دمای  Paenarthrobacter nitroguajacolicus Isolate ZNU06 یجدایه)الف( و 

-ان میمانده در محیط را نشرنگ میزان رشد باكتری و نمودار قرمز رنگ میزان غلظت فنول باقیپایه معدنی. نمودار آبی

 دهند.
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 Aneurinibacillus migulanus Isolate ZNU05ی جدایه تجزیه فنول و رشدقابلیت بر  : اثر دماهای مختلف1نگاره 
. 1برابر با  pH)ب( در محیط كشت پایه معدنی در  Paenarthrobacter nitroguajacolicus Isolate ZNU06 یجدایه)الف( و 

 دهند.مانده در محیط را نشان میباكتری و نمودار قرمز رنگ میزان غلظت فنول باقیرنگ میزان رشد نمودار آبی

 ها و تجزیه فنول رشد جدایه بر نیتروژن اثرمنبع

در حضور  Aneurinibacillus migulanus Isolate ZNU05آمده، بیشترین میزان رشد در باكتری دستبنابر نتایج به

های دهنده توانایی این جدایه برای رشد در محیط(. این نتایج نشان9كلرید مشاهده شد )نگاره منبع نیتروژن پپتون و آمونیوم

رشد (. Nelson et al., 2008)دارد  بودن این جدایهباشد و بنابراین دلالت بر خاصیت ارگانوتروفحاوی منابع آلی مانند پپتون می

ده مانند آمونیوم كلرید نیز نشاندهنده توانایی این جدایه، برای عملکرد ی مورد نظر در حضور یك منبع نیتروژن سامناسب جدایه

باشد. نتایج حاصل از فعالیت فنولازی نشان داد كه این جدایه در تمامی های دارای حداقل شرایط رشد میمناسب در محیط

بیشترین میزان رشد  Paenarthrobacter nitroguajacolicus(. در باكتری 9كاررفته عملکرد بالایی دارد )نگاره منابع نیتروژن به

بودن این جدایه ی ارگانوتروفدهندهی فنول در حضور منبع نیتروژن عصاره مخمر مشاهده شد كه این نتایج نشانو تجزیه

مشاهده شده است كه حضور عصاره مخمر باعث افزایش جذب  (Basha et al., 2010)باشا و همکاران  ی باشد. در مطالعهمی

عنوان ماده مغذی با پپتون به Pseudomonas aeruginosaمی شود و همچنین مطالعه روی  Pseudomonas putidaفنول توسط 

 (. He et al., 2013)اضافی بیشترین میزان تجزیه فنول را نشان داده است 
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 Aneurinibacillus migulanus Isolate ی فنول در: اثر منابع مختلف نیتروژن بر میزان رشد باكتری و تجزیه1نگاره 

ZNU05  به ترتیب الف، ب( و در(Paenarthrobacter nitroguajacolicus Isolate ZNU06  در محیط كشت پایه )به ترتیب ج، د(

 گرم در لیتر. 3/1و غلظت فنول  1برابر با  pHمعدنی در دمای بهینه و 

 ی فنول ها و تجزیهرشد جدایه بر كربن مختلف منابع اثر

  Aneurinibacillus migulanus Isolate ZNU05ی ی فنول برای جدایهبراسای نتایج بیشترین میزان رشد و تجزیه

هایی با حداقل (. عملکرد بالای این جدایه در محیط1در شرایط كشت بدون حضور منبع كربن اضافی مشاهده گردید )نگاره 

د كه، بیشترین میزان رشهای متفاوت باشد. در حالیی این جدایه در محیطاستفادهتواند به عنوان مزیتی برای شرایط رشد می

در حضور منبع كربن ساكارز است بیشترین میزان  Paenarthrobacter nitroguajacolicus Isolate ZNU06ی مربوط به جدایه

ضافی مشاهده شد. از آنجا كه گلوكز قندی ( توسط این جدایه در شرایط كشت بدون حضور منبع كربن ا1ی فنول )نگاره تجزیه

رسد این نظر میساكارید غیر احیاكننده است و با توجه به حداكثر رشد باكتری در حضور ساكارز، بهاحیاكننده و ساكارز یك دی

جزیه به ت های احیاكننده دارد. همچنین با توجههای غیر احیاكننده نسبت به قندجدایه تمایل بیشتری به رشد در حضور قند

هد. دهای كتونی نسبت به آلدهیدی از خود نشان میرسد این جدایه تمایل بیشتری به قندنظر میساكارز به گلوكز و فروكتوز، به

 Paenarthrobacter nitroguajacolicus Isolateی فنول توسط توان گفت كه بررسی حداكثر میزان رشد و تجزیهدر نهایت می

ZNU06  دهنده وابستگی شدید فعالیت فنولازی و رشد این جدایه به منابع كربن آلی می باشد اوت كربن نشاندر منابع متف

 طوری كه بیشترین میزان رشد و تجزیه فنول در حضور ساكارز انجام شده است. البته نتایج حاصل از مطالعه هی و همکارانبه

(He et al., 2013)  ی فنول توسط باكتریبر روی تجزیه Bacillus sp.  عنوان نشان داد كه میزان حذف فنول در حضور گلوكز به

 Paenarthrobacterی ویژه در جدایهحال، مکانیسم اثر نوع قند بر تجزیه فنول بهبا این .یابدمنبع كربن افزایش می
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nitroguajacolicus Isolate ZNU06  دها مشابه عملکردشان در اپرون رسد كه احتمالاً قننظر میقابل بررسی بیشتر است و به

 ,Loh & Tan)ها شده است های فنولازی در جدایهعنوان یك القاكننده عمل كرده و باعث افزایش بیان ژن(، بهlacلاكتوز )

2000 .) 

 Aneurinibacillus migulanus Isolateی فنول در : اثر منابع مختلف كربن بر میزان رشد باكتری و تجزیه3نگاره 

ZNU05 به ترتیب الف، ب( و در( Paenarthrobacter nitroguajacolicus Isolate ZNU06  در محیط كشت پایه )به ترتیب ج، د(

 گرم در لیتر. 3/1و غلظت فنول  1برابر با  pHمعدنی در دمای بهینه، 

 رشد جدایه و تجزیه فنول  سوبسترای فنول بر مختلف هایاثرغلظت

عنوان سوبسترا پس از گرم در لیتر فنول به 1/5تا  9/5های حاوی ها در محیطفنول جدایهی میزان رشد و تجزیه

هر دو  شده بررسی گردید. حداكثر میزان رشد و تجزیه فنول برایهای بهینهساعت از گرماگذاری در محیط 75گذشت زمان 

در لیتر فنول هر دو سویه حداكثر رشد را داشتند  گرم 9/5در غلظت (. 95گرم در لیتر فنول مشاهده گردید )نگاره  9/5جدایه 

 Aneurinibacillusی اول )، میزان رشد جدایه95ها اگرچه توانایی رشد داشتند ولی طبق نگاره باكتری 1/5ولی در غلظت 

ZNU05 Isolate migulanus 600گرم در لیتر فنول در  1/5ساعت در غلظت  75( بعد ازOD  بعد از  رسید و مصرف فنول 9/5به

ساعت میزان رشد  75طی  600ODگرم در لیتر در فنول در  9/5كه، در غلظت گرم در لیتر بود در حالی 9/5ساعت تنها  75

 Paenarthrobacter)ی دوم افزایش یافت و میزان فنول در محیط كشت به صفر رسید. در جدایه 7/9ها به باكتری

nitroguajacolicus Isolate ZNU06 را داشت ولی در غلظت  1/5گرم در لیتر فنول حداكثر رشد یعنی حدود  9/5( در غلظت

بودن این جدایه نسبت به سمیت فنول است. رسید كه این نشانگر مقاوم 9/5این رشد به حدود  600ODساعت در  75بعد از  1/5

گرم در لیتر است. مقایسه میزان رشد  7/5ساعت  75ی دوم بعد از دهد كه مصرف فنول جدایهها نشان میهمچنین، بررسی

 Paenarthrobacterنسبت به  Aneurinibacillus migulanus Isolate ZNU05دهد كه این دو جدایه نشان می
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nitroguajacolicus Isolate ZNU06  گرم در لیتر فنول را دارد ولی نسبت به سمیت فنول  9/5توانایی رشد دو برابری در غلظت

 ی دوم است.  جدایهتر از حساس

 2/5، 4/5های بالای فنول )رغم رشدشان در غلظتطور كلی، بررسی حذف فنول توسط این جدایه نشان داد كه علیبه

رو می توان گفت گرم در لیتر فنول دارند. از این 9/5، حداكثر توانایی حذف فنول را در محیط كشت حاوی )گرم در لیتر 1/5و 

 ( نیز مورد استفاده قرار گیرند.1/5الی  9/5پالایی در مناطقی با غلظت متنوع فنول )وانند در فرایند زیستتكه این جدایه ها می

 & Sivasubramanian) مقایسه نتایج قابلیت حذف فنول این پژوهش با سایر پژوهش ها مانند سیواسوبرامانیان و ناماسیوایام 

Namasivayam, 2015) ،جداسازی  هایزیستی فنول و مشتقات فنولی با استفاده از مخمرها و باكتری نشان داد كه قابلیت تصفیه

های های مورد مطالعه را به اكثر جدایهگرم در لیتر می باشد كه قابلیت بیشتر  جدایه 4/5شده از پساب صنایع سنگین تا غلظت 

 .دهدموجود نشان می

 ی فنول درسوبسترا( بر میزان رشد باكتری و تجزیه های مختلف فنول )به عنوان: اثر غلظت01نگاره          

Aneurinibacillus migulanus Isolate ZNU05  به ترتیب الف، ب( و در(Paenarthrobacter nitroguajacolicus Isolate ZNU06 

 .گرم در لیتر 3/1و غلظت فنول  1برابر با  pH)به ترتیب ج، د( در محیط كشت پایه معدنی در دمای بهینه، 

 گیری كلی نتیجه

ــایی جدایه 45 در این پژوهش، تعداد ــناس ــیلهای تجزیهباكتری برای ش های نفتی ارتفاعات غرب كننده فنول از ش

جدایه  7ها، آزمون، میزان رشد و حذف فنول توسط جدایه انجام با استان كرمانشاه جداسازی شدند و مورد بررسی قرار گرفتند.

گرم در لیتر فنول داشــتند، هر چند در  9/5برگزیده شــدند كه حداكثر رشــد و حذف فنول را در غلظت ی برتر عنوان جدایهبه

ـــد كردنـد. جدایه )گرم در لیتر 1/5و  2/5، 4/5هـای بـالای فنول )غلظـت  Aneurinibacillus migulanus Isolateی نیز رش
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ZNU05 ی كـه جدایهقـابلیـت حـذف فنول بـالایی دارد در حـالیPaenarthrobacter nitroguajacolicus Isolate ZNU06 

درجه  95و  94های مورد نظر دارای دمای بهینه ی اول دارد. رشد باكتریمقاومت بالاتری به سـمیت فنول در مقایسه با جدایه

  های كتریی اول از باجدایه ،16S rDNAباشــند. بنابر مطالعات مولکولی و تعیین توالی می 2بهینه برابر با  pHســلســیوس و 

Aneurinibacillus migulanus های ی دوم از باكتریو جـدایه Paenarthrobacter nitroguajacolicus همچنین نتایج . بود

ــت این بیانگر این پژوهش ــافی، كربن منابع به نیاز بدون Aneurinibacillus migulanus Isolate ZNU05 كه باكتری  اس  اض

حضــور  در Paenarthrobacter nitroguajacolicus Isolate ZNU06 باشــد، در حالیکه باكتری می رشــد و تولید آنزیم به قادر

ــافی به ــان كار رفته در كنار فنول )بهمنابع كربن اض ــد بهتری را از خود نش ــته( توانایی تجزیه فنول را دارد و رش ــاس غیر از نش

رید و پپتون بود كل آمونیوم ،Aneurinibacillus migulanus Isolate ZNU05دهد. بهترین منبع نیتروژن برای رشد باكتری می

عصــاره مخمر بهترین اثر را در رشــد و تجزیه فنول  Paenarthrobacter nitroguajacolicus Isolate ZNU06 و برای باكتری 

 داشت.  
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Abstract0 

This study was conducted to identify 16S rDNA in the superior phenol-degrading bacteria for phenol 

bioremediation purposes. Two strains were selected as superior ones with higher phenolase activity and 

investigated in culture media with different pHs, temperatures, and carbon and nitrogen sources. The first strain 

removed 100% phenol in the medium contained 0.3 g/L phenol as carbon source, 0.2 % peptone and ammonium 

chloride as nitrogen source after 24 h, at 35 ºC in pH 7. While the second strain removed 100% phenol in the 

medium contained 1 % sucrose, 0.3 g/L phenol as carbon source, 0.2 % yeast extract and ammonium chloride as 

nitrogen source after 24 h, at 30 ºC in pH 7. The results of sequencing and alignment of 16S rDNA sequence 

revealed that the first strain belongs to Aneurinibacillus migulanus and the second one to Paenarthrobacter 

nitroguajacolicus. Overall, the two selected strains from the research could be considered as an appropriate 

candidate in phenol bioremediation purposes. 

 

Keywords: Aneurinibacillus migulanus, Bioremediation, Paenarthrobacter nitroguajacolicus, Phenol 
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