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54مسلسل / 91مستانز/ 5شماره / دهم چهاردوره / یافته 

14/8/91:، پذیرش مقاله23/4/91: دریافت مقاله
در درگذشته از روش هاي فیزیکوشیمیایی براي حذف فنل ومشتقات آن استفاده می شد ولی امروزه تـصفیه زیـستی  :مقدمه

کتري ها با تکثیر سریع در حضور فنل و ترکیبات آن توانایی فوق العاده اي را در حذف این ترکیبات نـشان داده              با. اولویت قرار دارد  
هدف از این پژوهش جداسازي و شناسایی باکتري هاي تجزیه کننده فنل ازآب و رسوب رودخانه کر و بررسی سـینتیک رشـد   . اند

.آنها در حضور این ماده سمی می باشد
   جداسازي باکتري هاي تجزیه کننـده      . نمونه آب و رسوب از مناطق مختلف رودخانه کر جمع آوري گردید            60: هاوشمواد و ر

براي غربالگري باکتري هاي تجزیه کننده فنل معرف برموتیمول       . فنل با کشت نمونه ها بر روي محیط پایۀ نمکی فنل براث انجام شد             
گرم برلیتر بود، توانایی باکتري     /. 9تا   2/0ت باکتري ها در غلظت هاي مختلف فنل، که از           در نهایت با کش   . بلو  به محیط اضافه گردید     

اسـتفاده  600ODاز  ثبـت مـداوم   به منظور بررسی سینتیک رشد باکتریهـا . ها در تجزیه غلظت هاي مختلف فنل اندازه گیري شد
ساعت در انکوباتور شـیکردار و بـا         24به مدت    0C30اي  در این روش پس از ثبت اولیه جذب نوري، محیطهاي   کشت در دم              . گردید

.ساعت جذب نوري قرائت گردید300قرار داده شد و تا rpm100دور 
 سودوموناس ها از جمله مهمترین باکتري هاي تجزیه کننده فنل جداشده از رودخانه کر بودند که فراوانی وسـیعی را                    :هایافته

اکثر باکتري هاي جدا شـده قـدرت قابـل    . اسینتوباکتر نیز  به نوبۀ خود قابل توجه بود. دادنددر قسمت هاي مختلف رودخانه نشان   
گرم بـر لیتـر،   8/0اسینتوباکتر تا غلظت , گرم برلیتر9/0غلظتبه طوري که سودوموناس تا. ملاحظه اي در تجزیه فنل نشان دادند

گرم بـر لیتـر فنـل را         2/0-3/0گرم بر لیتر و بقیه باکتري ها تا غلظت           6/0شیگلا، سالمونلا، کلبسیلا و سیتروباکتر تا غلظت حدود         
مربـوط بـه     600ODنیز تائیدي بر نتایج به دست آمده بود به طوري که بالاترین میـزان                600ODبررسی میزان   . توانستند حذف کنند  

.ه به وسیله آن مشاهده گردیدباکتري سودوموناس به دست آمد و ماکزیمم جذب نوري هر باکتري در حداکثر غلظت تجزی
رودخانه کر داراي تعداد زیادي از باکتري هاي تجزیه کننده فنل است که قدرت تجزیه اي بالایی دارند:گیريبحث و نتیجه.

.از مهمترین این جنس ها می توان به سودوموناس و اسینتوباکتر اشاره کرد
نتوباکتر، رودخانه کرفنل، تجزیه، سودوموناس، اسی: هاي کلیديواژه.

چکیده
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مقدمه
می باشند که ArOHفرمول عمومی فنل ها ترکیباتی با

به شدت سمی بوده ودر اشکال گوناگون و یا در ارتباط با عناصر 
).1(دیگر به فراوانی یافت می شوند 

فنل در مقابل تجزیه باکتریایی مقاوم می باشد، زیرا این 
روش . لظت هاي کم سمی استماده براي باکتري ها حتی در غ

می رود هاي زیادي جهت حذف فنل از آب ها و پساب ها بکار
که شامل تجزیه زیستی، فیلترهاي غشایی، جذب، اکسیداسیون 

روش هاي . و استخراج به وسیله غشاء مایع می باشد
بالا، بازده پایین، فیزیکوشیمیایی داراي معایبی از قبیل قیمت

ید لجن حاوي آهن بوده در حالیکه مصرف انرژي زیاد و تول
). 2(روش تجزیه زیستی آسان، موثر و ارزان قیمت می باشد 

ترکیبات فنلی درمحیط زیست اثرات مضري همچون 
کاهش رشد، کاهش مقاومت در برابر بیماري، مرگ ومیر 
موجودات آبزي وافزایش رشد گیاهان هرز راایجاد می کنند و 

اي زیرزمینی راه پیدا کند مسائل آب هچنانچه آلودگی فنلی به
به همین دلیل مقدار . را در بر خواهد داشتاکولوژیک جدي

میلی گرم در لیتر /. 5مجاز فنل درخروجی صنایع نبایستی از 
با توجه به موارد فوق الذکر حذف فنل از محیط . بیشتر باشد

).1(زیست خصوصا آب و منابع آبی اهمیت زیادي دارد 
ابتدا فنل مثل سایر ترکیبات آروماتیکتجزیه ي هوازي 

آنزیم .با هیدروکسیلاسیون حلقه ي فنلی شروع می شود
می باشد که آنزیم مسئول این  مرحله آنزیم فنل هیدروکسیلاز
کسیلاسیون وهیدر.کلیدي مرحله ي تجزیه ي هوازي است

یاکه ازطریق مسیر اورتوبه ایجادکاتکول می شودمنجرحلقه
استیل (مسیردوهرتمامی ترکیبات حاصله از.پارا می شکند

نهایت در) ، سوکسینات، اسید پیروویک و استالدهیدAکوآنزیم
براي تولیدانرژي به ومی شوند) TCA(واردچرخه ي کربس 

تجزیه بی هوازي فنل به وسیله ي باکتري هاي . می روندکار

-4ل به فندرهمه ي این موارد .مشاهده شده استمتعدد
تجزیه بی هوازي در .کربوکسیله می شودوکسی بنزوات،هیدر

متابولیسم . می شودA  نهایت منجر به ایجاد بنزوئیل کوآنزیم
و Aمولکول استیل کوآنزیم3بیشتر ماده اخیر منجر به تشکیل 

١). 3(می گردد CO2یک مولکول 

ها، هاي متعددي اعم از باکتريتاکنون میکروارگانیسم
ي فنل ازها به عنوان تجزیه کنندها و جلبکهمخمرها، قارچ

از این بین باکتري هااند ولی درمنابع مختلف جداسازي شده
از بین مخمرهاي تجزیه کننده فنل . برخوردارنداهمیت خاصی 

Trichosporon  cutaneum،  Phanerochaeteتوان می

chrysosporium ،Pleurotutus  ostreatusوCandida

 tropicalisازانواع قارچ هاي تجزیه کننده ي فنل . رانام برد
Fusariumو Aspergillus  fumigatusمی توان به

flucciferumجلبک. اشاره کردOchromonas danica

از بین باکتري . متا می باشدنیز قادربه تجزیه ي فنل از مسیر
وPseudomonas spهاي تجزیه کننده نیز می توان به 

Acinetobacter sp4-6(اشاره کرد.(
2و بکر1اولین گزارش تجزیه باکتریایی فنل توسط تیبلس

در این تحقیق میزان تجزیه فنل . انجام شد1989در سال 
در ).2(میلی گرم بر لیتر بدست آمد 300توسط باکتري ها 

و همکارانش گزارش کردند که سویه                   3آداو،2007سال 
ATCC 11171 (DQ قادر به تجزیه فنل تا (831531

در صورتیکه ). 7(میلی گرم بر لیتر می باشد 1000غلظت 
و همکاران گزارش نمودند که سویه اي از باکتري 4وانگ

Acinetobacter sp قادر به تجزیه این ترکیب تا غلظت
).8(میلی گرم بر لیتر است 100

1 .Tibbles

2. Baecker

3. Adav

4. Wang
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هاي هدف از این پژوهش جداسازي و شناسایی باکتري
تجزیه کننده فنل از آب و رسوب رودخانه کر در استان فارس و 

و همچنین سنجش میزان حذف بررسی سینتیک رشد آن ها
.فنل توسط باکتري هاي جدا شده می باشد

هامواد و روش
فصل زمستان، بهار 3در 1آزمایشگاهی-این مطالعه تجربی

رودخانه. و تابستان بر روي آب و رسوب رودخانه کر انجام شد
مساحتبهآبخیزيحوزهوکیلومتر280تقریبیطولباکر

موقعیت جغرافیایی 1شکل .متر مربع می باشدکیلو9700
. رودخانه کر را نشان می دهد

نمونه 20نمونه برداري با ظروف کاملا استریل و در هر بار 
نمونه شد، 60که جمعا ) نمونه آب10/ نمونه رسوب 10(

ساعت و در 6نمونه ها کمتر از مدت زمان . گردیدجمع آوري 
.فلاسک حاوي یخ به آزمایشگاه منتقل گردیدند

:جداسازي و شناسایی باکتري ها ي تجزیه کننده ي فنل 
در مورد نمونه هاي رسوب، جداسازي بدین صورت بود که 

میلی لیتر ازمحیط کشت 100گرم از نمونه ي رسوب با 10
و با 0C30مدت یک هفته دردماي فنل براث مخلوط و به
میلی لیتر از محیط 1بعدازاین زمان . هوادهی قرار داده شد

ید فنل براث تلقیح میلی لیتر محیط کشت جد100مذکور به 
و با هوادهی 0C30دماي هفته در1به مدت گردید و مجدداً

میلی لیتر به محیط کشت 1پس از پاساژ دوم . قرار داده شد
براث تلقیح گردید و به مدت یک هفته دیگر در جدید فنل 

این پاساژ دادن تا زمانی تکرار گردید . شرایط مذکور انکوبه شد
که کدورت به دست آمده ناشی از رشد باکتري و نه از کدورت 

پس از پاساژ . رسوب مخلوط شده با اولین محیط کشت باشد
ه نهایی به صورت ایزوله روي محیط کشت فنل آگار کشت داد
. شد و باکتري ها به صورت کلنی تک جداسازي گردیدند

درمورد نمونه هاي آب نیز روش به همین صورت بود با این 
میلی 100میلی لیتر نمونه آب با 10تفاوت که مقدار اولیه 

لیتر ازمحیط کشت فنل براث مخلوط و همگی مراحل قبل 
).9(تکرار گردید 

اساس مشاهدات در مرحله بعد باکتري هاي جداشده بر 
بدین . مرفولوژیک و اختصاصات بیوشیمیایی تعیین هویت شدند

منظور آزمایش هاي رنگ آمیزي گرم، تولید آمیلاز و ژلاتیناز، 
2روش برگی. مصرف سیترات، تست ایندول و غیره انجام گردید

.  جهت شناسایی باکتري ها بکار رفت
:بررسی توانایی حذف فنل توسط باکتري ها 

ن تحقیق براي بررسی توانایی حذف فنل توسط در ای
باکتري ها، از محیط پایه ي نمکی فنل براث با غلظت هاي 

لوله از محیط 10براي هر باکتري . مختلف فنل استفاده گردید
گرم /. 9تا /. 2فنل براث در نظر گرفته شد و غلظت هاي فنل از 

1به مدت باکتري ها. بر لیتر به ترتیب به لوله ها اضافه گردید
درجه سانتیگراد 30هفته با هوادهی منظم در انکوباتور با دماي 

.کشت داده شدند
جهت ارزیابی حذف فنل توسط باکتري هاي تجزیه کننده 

-4–دراین روش از . به کار رفت3گیبسي جدا شده، روش

chloroimide2,6-Dichloroquinone) گیبسمعرف (
ترکیب  آبی رنگ ایجاد  می که با فنل واکنش داده و  یک  

نحوه ي انجام سنجش با معرف گیبس بدین . کند، استفاده شد
میکرولیتر ازمایع رویی محیط کشت پس 150صورت است که 

میکرولیتر 30است را با 8آن برابر pHاز سانتریفیوژ که 
از میکرولیتر20مخلوط کرده و pH=8با NaHCO3از

. به مخلوط اضافه می گردد) یترمیلی گرم برل1(معرف گیبس 
دقیقه دردماي اتاق با دستگاه 15- 45سپس آن را به مدت 

نانومتر 630ترمومیکسر به هم زده و درنهایت جذب مخلوط در
).10(خوانده می شود 
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هاي مختلف فنل هاي جدا شده درغلظتن رشد باکتريتعیی
):سینتیک رشد(توسط بررسی جذب نوري آن ها 

کننده فنل از بین هاي تجزیههترین سویهدر این روش ب
کننده فنل، با مطالعه جذب نوري آنها مشخص هاي تجزیهباکتري
هاي جداگانه به کار به این صورت است که در ارلنروش. شدند

هاي متفاوت با غلظت(لیتر محیط کشت فنل براث میلی20میزان 
حاوي لیتر محیط کشتمیلی5ن سپس به میزا. ریخته شد) فنل

8ها باکتريبراي هر کدام از. باکتري به هر کدام اضافه گردید
گرم بر /. 9تا /. 2هاي نظر گرفته شد و در هر ارلن غلظتارلن در

براي هر باکتري یک ارلن به صورت شاهد . لیتر فنل اضافه گردید
در محیط شاهد تنها محیط کشت پایه بدون . در نظر گرفته شد

پس از ثبت اولیه جذب نوري، .وجود داشتفنل با سویه مشخص 
انکوبه گردیدند و 0C30ساعت در دماي 24ها به مدت محیط

).11(نانومتر خوانده شد 600ساعت در 300ها تاسپس جذب آن

هایافتهموقعیت جغرافیایی رودخانه کر-1شکل 

هایافته
: باکتري هاي جداشده در این تحقیق عبارت بودند از

س، اسینتوباکتر، اشریشیا کلی، باسیلوس، سودومونا
استافیلوکوکوس، شیگلا، آلکالی ژنز، سراشیا، سیتروباکتر، 

فراوانی این باکتري ها در فصول . سالمونلا و ادواردوسیلا
مختلف، متفاوت می باشد، ولی باکتري سودوموناس بیشترین 

به طوري که در . فراوانی را در فصول نمونه برداري نشان داد
درصد فراوانی 13و 20، 15ستان، بهار و تابستان به ترتیب زم

).1نمودار(را به خود اختصاص داد 
ي جدا شده غلظت هاي هانتایج نشان داد که باکتري

باکتري سودوموناس تا . متفاوتی از فنل را تجزیه می کنند
گرم بر لیتر، 8/0گرم بر لیتر، اسینتوباکتر تا غلظت 9/0غلظت 

6/0ونلا، کلبسیلا و  سیتروباکتر تا غلظت حدود شیگلا، سالم
گرم بر لیتر 2/0-3/0گرم بر لیتر و بقیه باکتري ها تا غلظت 

نیز نشان 2همانطور که در نمودار . فنل را توانستند حذف کنند
داده شده بیشترین توانایی تجزیه و حذف فنل به ترتیب مربوط 

.باشدبه باکتري هاي سودوموناس و اسینتوباکتر می
نانومتر نیز 600در ) سینتیک رشد(نتایج جذب نوري 

نشان می دهد که بیشترین رشد باکتري سودوموناس در غلظت 
گرم بر لیتر، 8/0گرم بر لیتر، اسینتوباکتر در غلظت 9/0

گرم بر 6/0شیگلا، سالمونلا، کلبسیلا و سیتروباکتر در غلظت 
بر لیتر فنل می گرم 2/0لیتر، و بقیه باکتري ها در غلظت 

ساعت 200کلیه باکتري هاي جدا شده، پس از حدود . باشد
.  ماکزیمم جذب نوري را نشان دادند

، بیشترین جذب نوري مربوط به 3با توجه به نمودار 
پس از آن باکتري هاي . باکتري سودوموناس می باشد

سیتروباکتر، اسینتوباکتر، کلبسیلا، سالمونلا و شیگلا بوده که 
. میزان جذب نوري ماکزیمم یکسانی را نشان دادند"باتقری

سایر باکتري . باکتري اشریشیا کلی در درجه بعدي قرار دارد
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هاي جدا شده در این تحقیق ماکزیمم جذب نوري کمی نشان 
.دادند
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باکتري هاي جدا شده طیOD600)(بررسی جذب نوري -3نمودار
ساعت300

گیريو نتیجهبحث
باکتري ها با تکثیر سریع در حضور فنل و ترکیبات آن 

. را در حذف این ترکیبات نشان داده اندتوانایی فوق العاده اي
بنابراین می توان با جداسازي، خالص سازي و تکثیر گونه هایی 
که توانایی بالایی در حذف این ترکیبات دارند، در مناطقی که 

باکتري هاي . آلودگی فنلی وجود دارد از آن ها استفاده کرد
مختلفی ازجنس هاي گوناگون بعنوان تجزیه کننده فنل 

اکثراین باکتري ها، باکتري هاي گرم منفی . داسازي شده اندج
هستند که عمدتاً متعلق به خانواده سودوموناسه می باشند

)12.(
، باکتري هاي هوازي 2010و همکاران در سال 1محیطه

با استفاده از تکنیک 2را از خاك آلوده به ترکیبات زنوبیوتیک
بع کربن و انرژي غنی سازي به وسیله فنل به عنوان من

Streptococcusباکتري خاك به عنوان . جداسازي کردند

epidermisاین باکتري قادر به به تجزیه . شناسایی گردید

1. Mohite

2. Xenobiotic
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در تحقیق حاضر ). 13(میلی گرم بر لیتر بود 200فنل تا 
.باکتري مذکور جداسازي نگردید

، باکتري هاي تجزیه کننده 2009و همکاران در سال 1لو
. جداسازي کردندQinhuairفنل را از آب رودخانه کلرو-4

، Mycopianaباکتري هاي جدا شده به عنوان 
Alcaligenes ،Psudomonas وFlavobacterium

در تحقیق جاري نیز دو باکتري ).  14(شناسایی شدند 
.سودوموناس و آلکالی ژنز از رودخانه کر جدا گردیدند

، باکتري هاي 2007حسن شاهیان و همکارانش در سال 
تجزیه کننده فنل را در خاك آلوده به این ماده جداسازي و 

گرم بر لیتر فنل را مصرف 2/0ایزوله ها تمام. شناسایی کردند
). 15(نموده و به عنوان گونه هاي سودوموناس شناسایی شدند 

در تحقیق حاضر نیز سودوموناس جدا شده از رودخانه کر 
ولی قادر به مصرف فنل تا غلظت بیشترین فراوانی را داشت 

. گرم بر لیتر بود9/0
باکتري را از 37، تعداد 2011و همکاران در سال احمد

نمونه هاي آب و خاك در مالزي که توانایی تجزیه فنل را 
بیشترین فعالیت تجزیه فنل مربوط به . داشتند جداسازي کردند

میلی گرم 1500سویه اي از اسینتوباکتر بود که قادر به تجزیه 
در تحقیق جاري نیز این باکتري مشاهده ). 2(بر لیتر فنل بود 

میلی گرم 800گردید و میزان تجزیه فنل به وسیله آن حدود 
. بر لیتر بدست آمد

، تجزیه زیستی 2011کفیل زاده و همکاران در سال 
باکتري هاي . فنل را در دریاچه پریشان مورد بررسی قرار دادند

اسینتوباکتر، کلبسیلا، سیتروباکتر و شیگلا به سودوموناس،
ترتیب غالب ترین باکتري هاي تجزیه کننده فنل در این 

سودوموناس و اسینتوباکتر بیشترین توانایی را در . دریاچه بودند
2/0تمام باکتري هاي جداشده در غلظت . تجزیه فنل داشتند

در ). 12(گرم بر لیتر فنل بیشترین جذب نوري را نشان دادند 

تحقیق حاضر نیز دو باکتري مذکور به عنوان قوي ترین باکتري 
ولی ماکزیمم جذب . هاي تجزیه کننده فنل تعیین گردیدند

نوري باکتري هاي جدا شده در غلظت هاي متفاوتی از فنل 
١.بدست آمد

، باکتري هاي تجزي 2009موحدیان و همکاران در سال 
PCRاستفاده از تکنیک کننده فنل در لجن فعال را با

ایزوله به عنوان سودوموناس 6ایزوله، 10از . شناسایی کردند
بهترین باکتري هاي تجزیه کننده فنل . پوتیدا تعیین گردیدند

ساعت 48میلی گرم بر لیتر فنل را بعد از 500- 600که مقدار 
انکوباسیون تجزیه کردند متعلق به سویه هاي باکتري مذکور 

حذف فنل با میزان رشد باکتري هاي جدا شده میزان . بود
بیشترین (به طوري که ماکزیمم رشد باکتري ها . ارتباط داشت

میلی گرم 500-600در غلظت ) نانومتر600جذب نوري در 
در تحقیق جاري نیز مقدار ). 16(بر لیتر فنل اتفاق افتاد 

ماکزیمم رشد باکتري ها با ماکزیمم غلظت تجزیه فنل در 
به طوري که ماکزیمم . ي هاي مختلف رابطه داشتباکتر

600OD براي هر باکتري در حداکثر غلظت تجزیه به وسیله آن
.ها مشاهده گردید

توانایی تجزیه ترکیبات مختلف توسط باکتري ها می 
. باشد) KS(تواند مربوط به مقدار غلظت نیمه اشباع آن ها 

وسط و زیاد کم، متKSدسته 3باکتري ها از این لحاظ به 
زیاد KSسودوموناس متعلق به گروه "مثلا. تقسیم می شوند

در نتیجه براي رسیدن به رشد ماکزیمم به غلظت . می باشد
). 16(بیشتري از فنل نیاز دارد 

طی تحقیقی باکتري ،2003درسال شو همکاران2کوتنی
هاي تجزیه کننده فنل را از خاك هاي سیبري جداسازي 

این نتیجه رسیدند که جنس غالب در تجزیه فنل آنها به. کردند

1.Lu

2.Koutny
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می putidaبویژه گونه وPseuodomonsدر این خاك ها
).9(باشد

هاي مختلفی توسط محققین براي سنجش حذف روش
، 1998و همکاران درسال 2بطوریکه واتانابه. فنل بکاررفته است

جهت آمینوآنتی پیرین را-4روش کالریمتري با استفاده از رنگ 
). 17(اندازه گیري میزان باقیمانده درمحیط کشت بکار بردند 

و همکاران درسال 3محققین دیگري همچون وایتلی
نیز از این روش براي سنجش 2003و کوتنی درسال 2001

و همکاران 4سلوارتنم. مقدار فنل باقیمانده استفاده کردند
. ندمقدارفنل را سنجش کردHPLC، به وسیله 1997درسال 

نیز از 1997در سال 6و فریس2000درسال 5همچنین هینارو
).9،18،19(همین روش سود بردند 

دي 6و2دراین تحقیق روش گیبس و با استفاده از معرف 
.کلروایمید براي سنجش حذف فنل بکار رفت-4کلرو کینون

و همکاران 7این روش توسط محققین دیگري همچون کینتانا
).20(ه است بکاررفت1997درسال 

در مجموع نتایج این تحقیق نشان  داد که باکتري هاي 
گونه . فنل پراکندگی وسیعی در رودخانه کر دارندتجزیه کننده

هاي تجزیه کننده فنل جداسازي شده عمدتا داراي توانایی 
با بررسی مطالعات انجام . بالقوه اي در تجزیه فنل می باشند

ج حاصل از تحقیق حاضر این نتیجه به شده و همچنین نتای
دست می آید که باکتري هاي تجزیه کننده فنل عمدتا متعلق 

اسینتوباکتر  نیز در رتبه دوم . به جنس سودوموناس می باشند
البته شایان ذکر است که دیگر باکتري . از نظر اهمیت قرار دارد

د هاي جدا شده نیز توانایی هاي متفاوتی در تجزیه فنل از خو
١.نشان دادند

تشکر و قدر دانی
از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد 
جهرم به خاطر حمایت هاي مالی و همچنین از کلیه پرسنل 

.گردده تحقیقاتی آن واحد سپاسگزاري میآزمایشگا
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