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  دهيچك
هـا   از پساب اين ترکيباتد لذا حذف نشو ي سمي و خطرناک محسوب ميوادم ،کم در مقاديرحتي فنل و ترکيبات آن براي محيط زيست 

در  براي تجزيه فنل وجود دارد که بهترين روش، تصفيه زيستي اسـت.  وشهاي زيادي. رزيادي را به خود جلب کرده است انتوجه محقق
تجزيـه   بـومي  هاي جداسازي جدايههاي تجزيه کننده فنل در پساب حاوي فنل اقدام به  اين تحقيق با هدف بررسي امکان وجود باکتري

با استفاده از شناسايي اين جدايه  و در نهايتله اين جدايه وسي هحذف فنل ب روند رشد و بررسي، شناسايي جدايه برترکننده اين ترکيب، 
توانـد مقـدار    مي کهاست  پاني باسيلوساي از  ونهبهترين جدايه تجزيه کننده فنل گتايج نشان داد شد. ن روش واکنش زنجيري پليمراز

هاي بومي براي  باکترياستفاده ق تأکيدي بر نتايج اين تحقيبرساند.  صفرساعت به  ٩٦ليتر فنل را در طي مدت زمان  درگرم  ميلي ١٠٠٠
  .به اين ترکيب است محيط آلوده ازمقدار بالاي فنل  حذف
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Abstract  
Phenol and its compounds are toxic and hazardous material for environment even in low concentrations. So 
removal of these compounds from wastewaters is very important. There are many methods for removal of phenol 
from contaminated wastewaters among which biodegradation is more attractive. In this study presuming the 
availabity of phenol degrading-bacterium in phenolic wastewater, indigenous bacterium were isolated and 
identified by PCR. The growth curve and phenol removal of this bacterium were prepared. Results showed that 
the best isolated was the stain of Paenibacillus that can remove 1000 mg.l-1 phenol during 96 hours. The results 
showed that indigenous bacterium can remove high concentration of phenol from contaminated wastewater. 
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  مقدمه -١
متعـدد   ييايميع ش ـيو صنا ها هع کارخانيشرفت سريستم پيدر قرن ب

 ييايميبـات ش ـ يد ترکي ـانـد امـا تول   شـده  يزه شدن زندگيباعث مدرن
ط يمح ـ يبـرا  يد جهانيهاست تهد شرفتين پيا پيامدمختلف که از 

 ـفن يب کلرو يبات شامل پلين ترکي. اشود محسوب ميست يز هـا   لي
)PCBsلن (يات کلرو ي)، ترTCE لن (يات ـ )، پروکلـروPCE ي)، تـر 
ژه بـوده و  ي ـت ويسـم  يره هستند کـه دارا ي) و غTNTتروتولوئن (ين

 .]۱[ ابندي يتجمع م ييق شبکه غذايباشند و از طر يم هيمقاوم به تجز
هــا،  نيــسـاخت رز  يبــرا يعيطــور وس ـ فنـل و مشــتقات آن بـه  

ــت ــورفکتانت  کيپلاس ــا، س ــده   ه ــت کنن ــا، محافظ ــا ه ــوب،  يه چ
 يهـا  ها، واسـطه  دانتياکس يها، آنت ها، رنگ کش ها، علف کش حشره

 ـ   ي، چاشنيي، مواد دارويفعال سطح شـوند.   يها و عطرهـا اسـتفاده م
ــا محتــو يکــه خروجــ ييهــا د کننــدهيــتول فنــل اســت شــامل  يآنه

  .]۳و۲[ باشند يم يميو پتروش غال سنگزکارخانجات 
همچـون کـاهش    يست اثرات مضريط زيدر مح يبات فنليترک

ر ي، مرگ و مها يماري، کاهش مقاومت در برابر بموجودات زنده رشد
 ـ ياهـان هـرز را ا  يش رشـد گ يو افزا يموجودات آبز کنـد و   يجـاد م
مسـائل   ،دا کنـد ي ـراه پ ين ـيرزميز يآبهـا بـه   يفنل ـ يچنانچه آلودگ

ل مقـدار مجـاز   ي ـن دليهم  جاد خواهد نمود، بهيرا ا يجد يکياکولوژ
 شـتر باشـد  يتر بيل درگرم  يليم ۵/۰از  ديع نبايصنا يفنل در خروج

]۴[.  
وجـود دارد   يمتعدد يهاروش ،فنل يحاو يپسابهاه يتصف يبرا

، ي، جذب سطحييايميون شيداسيتوان به اکس ين آنها ميتر که از مهم
  .]۶و ۵[ مذکور اشاره کرد يهااز روش يبيو ترک يکيولوژيه بيتصف

 ـب يهان روشيدر ب ل ي ـدل بـه  يکيولـوژ يب يهـا  سـتم يس ،ان شـده ي
شتر مـورد اسـتفاده   يدارند ب هار روشيکه نسبت به سا يخاص يايمزا

بـا   آنهـا  شـتر يب يسازگار هان روشيعمده ا يايرند. از مزايگ يمقرار 
 .]۷[است بودن آنها خطر  يست و بيط زيمح

 يادي ـقات زيتحق يها در ط يله باکتريوس هفنل ب يستيه زيتصف
ــ ــاکتر يبررس ــده و ب ــا يش ــوع يه ــل و   يمتن ــدار فن ــب مق ــر حس ب

  .]۸[ شدند يو بررس يجداساز يکيولوژيزيات فيخصوص
ا ي ـک منبع کربن و يعنوان  به مطالعات نشان داده است که فنل

ت به آب و يرد و در نهايگ يمورد استفاده قرار م يباکتر يبرا يانرژ
 ـ يا .]۹[ شود يل ميد کربن تبدياکس يد ن نشـان  ين مطالعـات همچن

ر از فنل يبه غ يگريمنبع کربن د يکه باکتر يصورت داده است که در
در  يطـولان  اًمـدت زمـان نسـبت    يدر دسترس نداشته باشـد و در ط ـ 

ات يتوجـه بـه خصوص ـ  توانـد بـا    يم ـ ردي ـفنل قرار بگ يط حاويمح
شتر يش هر چه بيط سازش داده و سبب پالاي، خود را با شرايکيژنت

 .]۱۰[ ط شوديفنل از مح

 ،سـت يط زيحـذف فنـل از مح ـ   ين روش بـرا ياز آنجا که بهتر
ب است لذا در ين ترکيه کننده ايتجز يها يو استفاده از باکتر ييپالا

از پسـاب   يبـوم  يک بـاکتر ي ييق تلاش شد که با شناساين تحقيا
حذف فنل را  ييکه توانا يديه کننده جديتجز يباکتر ،آلوده به فنل

ن ي ـحـذف ا  يدارا اسـت بـرا   يدر غلظت بالا در مدت زمان کوتـاه 
ن هـدف، نخسـت اقـدام بـه     ي ـگـردد. بـا ا   يط معرف ـيب از مح ـيترک

د و سپس روند رشد ياز پساب آلوده گرد يبوم يها هيجدا يجداساز
ه با ين جدايا تيشد. در نها يبررسه يجدا نيله ايوس هحذف فنل ب و

 ـاستفاده از روش واکنش زنج ت يو در سـا  ييشناسـا  ١مـراز يپل يري
NCBI د.يثبت گرد ٢  
  

  مواد و روشها -۲
اهداف در نظر گرفته شده ابتدا اقدام بـه   يبررس يق براين تحقيادر 

کارخانـه   يکـک سـاز  آلوده به فنل از بخش پساب  ک نمونهيه يته
 ـغلظـت ز  يداران پساب يد. اياصفهان گردآهن  ذوب از فنـل   يادي

سـتم مـورد اسـتفاده قـرار     يکل بسـته در س يک س ـيصورت  که به بود
  رون ندارد.يط بيبه مح يرد و خروجيگ يم

  
  از پساب برداري نمونه -۲-۱

اسـتخر فنـل کـه اضـافه پسـاب بخـش        يسه نمونه پسـاب از ورود 
و در  گرديـد ه يشد ته يخته ميکارخانه ذوب آهن به آن ر يساز کک

شگاه منتقـل  يخ به آزماي يل شده بر رويو استر ييدشوياس يظرفها
  شد.

 
  مواد شيميايي استفاده شده در اين تحقيق -۲-۲

ار يبا درصـد خلـوص بس ـ   ييايميشده از مواد ش يق سعين تحقيدر ا
اسـتفاده گـردد.    ٤گمايو س ـ ٣مرک يها بالا و ساخته شده در کارخانه

  دهد. يق را نشان مين تحقياستفاده شده در ا ييايميمواد ش ۱جدول 
  
  شمارش تعداد باکتري هتروتروف -۲-۳

 ۹ت در ي ـپل يروش گسترش بر رو ههتروتروف ب يها يتعداد باکتر
  .]۴[ دينت آگار انجام گرديط کشت نوتريرقت و با سه تکرار در مح

  
  گيري فنل در نمونه اندازه -۲-۴

ن صورت که به يبس استفاده شد به ايفنل از معرف گ يريگ در اندازه
مـدت   بـه  قهيدور در دق ۶۰۰۰که در دور  يتريل يليم ۱۵۰هر نمونه 

 ک ـي ميکربنات سديبتر يل يليم ۳۰ ،شده بود ژويفيرـه سانتـقيدق۱۰
                                                
1 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
2 National Center for Biotechnology Information 
3 Merck 
4 Sigma aldrich 
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  مواد شيميايي در اين تحقيق -۱جدول 
 کارخانه سازنده نام ماده کارخانه سازنده نام ماده

  مرک  کلريد آمونيوم  مرک  محيط کشت نوترينت آگار
  مرک  کلريد کلسيم يک آبه  مرک  بي کربنات سديم

  مرک  سولفات منيزيم  سيگما  معرف گيبس
  مرک  سولفات آهن يک آبه  مرک  فسفات سديم

  سينا کلون DNAکيت استخراج   مرک  سولفات منگنز يک آبه
  سينا کلون PCRکيت   مرک  فنل
  مرک  آگارز  مرک  آگار

    
 ـتر از معـرف گ يل يليم ۲۰مولار و  بس اضـافه شـد و غلظـت فنـل     ي

ــا دســتگاه  ۶۳۰در طــول مــوج  يســنج صــورت رنــگ هبــ نــانومتر ب
  .]۱۱[ اسپکتوفتومتر قرائت شد

  
بـاکتري تجزيـه کننـده    سازي  سازي، جداسازي و خالص غني -۲-۵

  فنل
در  يها ه کننده فنل در لولهيتجز يها يباکتر يتمام يساز يعمل غن

 ۳۵/۵ يه کـه حـاو  يط کشت پايتر از محيل يليم ۱۰ يچ دار حاويپ
 ـکلرگـرم   ۰۰۶/۰ ،وميد آمونيکلرگرم  ۶۷/۲، ميفسفات سدگرم  د ي
سولفات گرم  ۰۲۴/۰ ،ميزيسولفات منگرم  ۰۰۶/۰، ک آبهيم يکلس

در آب مقطر که  ک آبهيسولفات منگنز گرم  ۰۰۹/۰ ،ک آبهيآهن 
هـا بـر    صورت سه تکرار انجام شد. لولـه  هک گرم فنل بود، بي يحاو
 يدر دما يکيط تاريقه و در شرايدور در دق ۱۲۰کر با دور يش يرو

 ـمدت  قرار داده شدند. هر روز به سلسيوسدرجه  ۲۵ قـه در  يک دقي
مـه بـاز کـردن در    يق ني ـبودنـد از طر کر يش ـ يها بر رو که لوله يحال

 .]۱۴-۱۲[شد يانجام م يها، هواده لوله
ط کشـت  يان هر هفته در صورت مشاهده کدورت در مح ـيدر پا

ن مرحله سه مرتبه تکرار يگرفت و ا يد صورت ميط جديح به محيتلق
ه ي ـتجز يهـا  يبـاکتر  يخـالص سـاز   ،يساز يشد. پس از مرحله غن
گرفت،  ط کشت جامد صورتيمح يوها بر ر يکننده با کشت باکتر

کـدورت   يط کشت که دارايمح ين صورت که از هر لوله حاويبه ا
ط کشـت  يمح ـ يه شد و بر رويته يمختلف يها رقت ،بود ييايباکتر

و بـه   يتـک جداسـاز   يهـا  يه آگار و فنل دار کشـت شـد و کلن ـ  يپا
ند صورت جداگانه منتقل شد هط کشت فنل دار بيمح يحاو يها لوله

]۱۱[.  
  

  هاي جداشده جدايه از ميان جدايهيک انتخاب  -۲-۶
ن و يمنظور غربـال بهتـر   ، بهييايباکتر يها هيپس از جدا نمودن جدا

ع فنل دار در محـدوده  يط کشت مايه، آنها را در محين جدايتر يقو
 يياه ـ هي ـ، کشت داده و جدايغلظت استفاده شده در مبحث جداساز

سـاعت) شـروع بـه رشـد نمـود و       ۲۴که در حـداقل زمـان ممکـن (   

، نـد ن از حـداکثر کـدورت در مجـاورت فنـل برخـوردار بود     يهمچن
  . ]۱۱[ ندديمناسب انتخاب گرد يکربيه ميعنوان جدا به

  
  مورد نظرمنحني رشد و حذف فنل توسط جدايه  -۲-۷

 يرشـد بـر رو   ييکه توانا ه مورد نظريجدارشد و حذف فنل  يمنحن
 ـ يل درگرم  يليم ۱۰۰۰  يصـورت کـدورت سـنج    هتر فنل را داشـت ب

ــ ــانومتر  ۵۶۰له دســتگاه اســپکتوفتومتر در طــول مــوج  يوســ هب در ن
  .]۱۵[ رسم شدمشخص  يزمان يها فاصله
  

  روش شناسايي جدايه -۲-۸
هـا توسـط ميكروسـكوپ     آميزي گرم و مشاهده باكتري پس از رنگ

بـا اسـتفاده از    PCRاقدام بـه شناسـايي جدايـه توسـط روش      ينور
 DNAن روش ابتــدا يــگرديــد. در ا 16S rDNA يمــر همگــانيپرا

نا کلون) استخراج ي(شرکت س DNAت استخراج يله کيوس هب يباکتر
 ـ 16S rDNAباز محـدوده ژن   ۱۵۸۰د، سپس حدود يگرد له يوس ـ هب
 F27(5-AGCGGTCCAGAGTTTTCCTGG-3) يمر جهـان يپرا
ن يـــــيتع R1492(5-CTCTCTGCAGCCCTTGTTACG-3)و 

  انجام شد. PCRله يوس هر قطعه مورد نظر بيد. مراحل تکثيگرد
 PCR يها ک محلول مادر با غلظتيدر ابتدا  PCRانجام  يبرا

Buffer 10X  )۱۰۰ ــر)، يکروليم  MgCl2 50mM)۴۰  تـ
ــر)، يکروليم ــر يکروليم dNTP mix 10mM )۲۰ت ــر) و آب مقط ت

ــدار د. يــه گرديــتــر) تهيکروليم ۸۴۰( يقــيتزر تــر از يکروليم ۲۱مق
تـر از هـر   يکروليم ۱و  DNAتـر از نمونـه   يکروليم ۲محلول مادر با 

م اسـمار تـک   يتر از آنـز يکروليم ۲۵/۰ن يمرها و همچنيک از پراي
ــريل يلــيم ۵/۰ يهــا وپيــکروتيمــراز در ميپل  PCRمخصــوص  يت

دســتگاه  ييمخلــوط شــد و در دســتگاه قــرار داده شــد. برنامــه دمــا 
قـه،  يدق ۵مدت  به سلسيوسدرجه  ۹۵ه در ياول يجداساز، صورت به

ه، ي ـثان ۲۰مـدت   بـه  سلسـيوس درجه  ۹۴ يه در دمايثانو يجداساز
بـه   سلسـيوس درجه  ۶۰ يدر دما DNAمر به رشته تک ياتصال پرا

 ۳۰به مـدت   سلسيوسدرجه  ۷۲ يدر دما يشرويه، پيثان ۲۵مدت 
درجـه   ۷۲ ير در دمـا ي ـت تکثي ـکل و در نهايس ۳۰صورت  ه، بهيثان
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 يبررس ـ يت بـرا ي ـدر نها .دي ـم گرديقه تنظيدق ۱به مدت سلسيوس 
دست آمده، نمونه مورد نظر بر  هو طول باند ب PCRخلوص محصول 

  . ]۱۶[قرار گرفت يژل آگارز مورد بررس يرو
 

  جدايهبررسي حداکثر غلظت فنل ممانعت کننده از رشد  - ۹- ۲
ا ي ـن کننـده رشـد   ين حـداقل و حـداکثر غلظـت تـأم    يـي منظـور تع  به

ب غلظت از يه شيه مبادرت به تهيبازدارنده از رشد در مورد هر جدا
و  ۶۰۰۰، ۴۰۰۰،  ۳۰۰۰، ۲۰۰۰صــورت  ع بــهيط مــايفنــل در محــ

 ـ تر فنل شد. سپس با استيل درگرم  يليم ۸۰۰۰ م يفاده از اسـتاندارد ن
تـر بـه هـر لولـه     يل يل ـيدر هر م يباکتر ۵/۱*۱۰۷مک فارلند تعداد 

جاد کـدورت هـر لولـه    يح شد و زمان ايه تلقيط کشت پايمح يحاو
  .]۱۱[ ثبت شد

  
  و بحث نتايج -۳
ط يکه قادر به رشـد در مح ـ  ياز باکتر ييها گونه يجداساز منظور به

ب استفاده شد ين ترکيپساب آلوده به ااز ه فنل بودند يدار و تجز فنل
آن  ييايميات ش ـيخصوص ـ يبرخ ـ ،شـگاه يکه پس از انتقال بـه آزما 

  ارائه شده است. ۲و در جدول  يريگ اندازه
  

  آناليزهاي انجام شده بر روي نمونه پساب -۲جدول
 مقدار پارامتر
۵۶/۷ اسيديته   
BOD  ۳/۳۲۸ (mg/L) 
COD ۳/۱۲۷۹ (mg/L) 

فنل غلظت   ۱۲۰۷ (mg/L) 
  

 يته بــرايدين اس ـيو همچن ـ CODو BOD يپارامترهـا  يبررس ـ
ها لازم به نظر  يرشد باکتر برايط مساعد يامکان وجود شرا يبررس

و  CODشود مقـدار   ياستنباط م ۱ج جدول يرسد. چنانچه از نتا يم
BOD ــا ــالا اســت و شــراين پســاب بســي ــرايار ب حضــور  يط را ب
  . ]۱۷[کند يتر م سخت يهواز يها يباکتر

 ـقات نشان داده اسـت کـه تجز  يتحق هـا   يه فنـل توسـط بـاکتر   ي
ا و ي ـآنادورچنانچـه   .ط استيته محيدير دما و اسيشدت تحت تأث به

و  سودوموناس پوتيدارفتار  يبررس يدر ط ۲۰۰۴همکاران در سال 
دند که اگـر  يجه رسين نتيفنل به ا يستيه زيتجز منظور بهلجن فعال 

ن ي ـا باشد در سلسيوسدرجه  ۳۰و دما برابر  ۷ته برابر يديزان اسيم
ب لجـن فعـال و   ي ـه فنـل توسـط ترک  ي ـن نحـو تجز يصورت به بهتر

ز يدر پساب مورد مطالعه ن .]۱۸[ صورت خواهد گفت سودوموناس
دهـد   ين نشـان م ـ ي ـاسـت کـه ا   ۷و برابر  يته در محدوده خنثيدياس

ن در ياسـت. همچن ـ ا بوده يها مه سميکروارگانيحضور م يط برايشرا

 يته در حـد خنث ـ يدياس ـ ،ط کشـت يز در مح ـي ـش نيمراحل آزما يط
 داشته شده است. نگه

 ـ ين برابـر اسـتاندارها  ين پسـاب چنـد  يدر ا زين مقدار فنل ن يب
 ،ف شده استيتعر يصنعت يها زان فنل در پسابيم يکه برا يالملل

 تظخطرناک فنل و غل يطيست محيلذا با توجه به اثرات ز. باشد يم
ط يه آنـرا قبـل از ورود بـه مح ـ   ين پساب لزوم تصـف يآن در ا يبالا

  .]۱۷[ دهد يست نشان ميز
شـمارش  ه کننده اقدام بـه  يتجز يها يدرصد باکتر يبررس يبرا

ن بخـش از  ي ـج ايد. نتايگرده کننده يهتروتروف و تجز يها يباکتر
 يهــا يدرصــد از کــل بــاکتر ۴دهــد کــه حــدود  ينشــان مــق يــتحق

عنـوان منبـع کـربن اسـتفاده کـرده و       وانند از فنل بهت يهتروتروف م
ه ي ـهتروتروف و تجز يتعداد باکتر ۱ شكلدرحضور آن رشد کنند. 

  دهد. يتر از پساب آلوده نشان ميل يليک ميکننده را در 
  

  ليتر از پساب آلوده تعداد باکتري هتروتروف و تجزيه کننده فنل در يک ميلي -۱ شكل  
  

د کـه  ي ـگرد ييهـا  هي ـجدا ياقدام به جداساز يدر مرحله جداساز
. بودنـد ن زمـان ممکـن در مجـاورت فنـل     يتر در کوتاه رشدقادر به 

ساعت نشـان داد کـه از    ۲۴پس از  يتراکم سلول باکتر يريگ اندازه
 ۴ ه کننده فنليتجز يها هيعنوان جدا شده به يه جداسازيجدا ۶ان يم

را نشـان   يجذب نـور  نيجه بالاترين رشد و در نتيشتريکه ب هيجدا
ن قسمت در يج ايانتخاب شدند. نتامقاوم  يها هيعنوان جدا به دادند
  ارائه شده است. ۲ شكل

  

 ۲۴هاي تجزيه کننده فنل در محيط کشت حاوي فنل پس از  رشد جدايه -۲ شكل  
  ساعت و انتخاب جدايه برتر
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ق صـورت گرفـت   ين تحقيکه به موازات ا يگريقات ديدر تحق
 يق تنها به بررسين تحقيشدند و در ا يبررس ۱۵و ۱۰،  ۱ يها هيجدا

  .]۴[شد پرداخته  ۵ه يه فنل در مورد جدايروند رشد و تجز
نشان داده شـده اسـت.    ۳ شكله مورد نظر در يجدا رشد يمنحن

 يخوب را به يسه فاز دوره رشد باکتر يتميصورت لگار به ين منحنيا
ه پـس از  ي ـشود جدا يمشاهده م شكلدهد. همانطور که در  ينشان م

) بـه سـرعت رشـد کـرده (فـاز      lagسـاعته (فـاز    ۶ يريک فاز تأخي
  رسد (فاز سکون). ي) و به سکون ميينما

 ۱۰۰۰ يط کشت حاويدر محز يه نين جداياه فنل يتجز يمنحن
مشـاهده   شـكل چنانچـه در  د. ي ـگرد يبررس ـ تـر فنـل  يلدر گرم  يليم

ــشــود ا يمــ ــدار  ۹۶ يه در طــيــن جداي  ۱۰۰۰ســاعت توانســت مق
در  زي ـن و همکاران گلبانگ تر فنل را به صفر برساند.يل درگرم  يليم

گونــه   ،ن پســابيـ ـا يبــر رو يمشــابه  قيــدر تحق ۱۳۸۳ســال 
 ييه کننده فنـل شناسـا  يتجز يعنوان باکتر را به پوتيدا سودوموناس

 ۴۸مدت زمان  يتر فنل را در طيل درگرم  يليم ۲۰۰زان يکردند که م
  .]۱۹[ ساعت به صفر رساند

  

  منحني رشد و تجزيه جدايه برتر  -۳ شكل  
  ليتر فنل درگرم  ميلي ۱۰۰۰در 

  

   ۳۰۰۰ ،۲۰۰۰منحني رشد جدايه برتر در -۴ شكل  
  ليتر فنل درگرم  ميلي ۴۰۰۰و

  
  هيحداقل و حداکثر غلظت ممانعت کننده از رشد جدا يدر بررس

پـس از  تر فنل يل درگرم  يليم ۲۰۰۰مقدار  ه دريمشاهده شد که جدا
 ـکرده و فنـل را تجز  ک روزه رشدي يريک فاز تأخي کنـد در   يه م ـي

و در  ريروز تـأخ  ۲رشد با  ،تر فنليل درگرم  يليم ۳۰۰۰که در  يحال
 ـ يخأروز به ت ۳ تا تر فنل رشديلدر گرم  يليم ۴۰۰۰ در  ير افتـاده ول

 يهـا  اما در غلظـت  کند. يه ميه رشد کرده و فنل را تجزيت جداينها
ســلول  ،تــر فنــليل درگــرم  يلــيم ۸۰۰۰و  ۶۰۰۰در  يعنــيشــتر، يب

ج ينتـا  ۴ شـكل رد. ي ـگ يرود و رشـد صـورت نم ـ   ين م ـياز ب يباکتر
ه يجدا يرير آن بر فاز تأخيه فنل و تأثيش غلظت اوليمربوط به افزا

رشـد   يريش فاز تأخيدر مورد افزا يج مشابهيدهند. نتا يرا نشان م
گو و آلج در سـال  يه فنل توسط ريبا افزوده شدن غلظت اول يباکتر

  .]۲۱و ۲۰[ گرفته شد ۱۹۸۷و روبرت و همکاران در سال  ۲۰۰۴
 درگـرم   يل ـيم ۱۰۰۰شـتر از  يب يه فنل در غلظتهـا يتجز يبررس

ه آن توسـط  يه فنل تجزيبرابر شدن مقدار اول تر نشان داد که با دويل
انجامد و با سه و چهار برابر  يروز به طول م ۱۰روز به  ۴از  يباکتر

 ۱۳ب به يترت ه کامل فنل بهيتجز يبرا يباکتر ،ه آنيشدن غلظت اول
ش غلظت يج مربوط به افزاينتا ۵ شكلاز داشت. يروز زمان ن ۱۴و 
ه را نشـان  ي ـتجز ياز بـرا ي ـش مدت زمـان مـورد ن  يه فنل و افزاياول

 ـه فنل در مدت زمـان تجز يلظت اولش غير افزايدهد. تأث يم ن ي ـه اي
 ۲۰۰۱گنزالز و همکاران در سـال  که توسط  يق مشابهيماده در تحق

ط يک محيفنل را در  يستيه زيتجزشد. آنها  يبررس ،صورت گرفت
جه ين نتيو به اکردند  يبررس سدوموناس پوتيداح شده با يتلقکشت 

ه يتجز يبرا يباکتر ييه فنل توانايش غلظت اوليدند که با افزايرس
ط يحذف فنـل از مح ـ  يرا برا يشتريابد و مدت زمان بي يکاهش م

  .]۱۷[ از داردين
  

 
   ۳۰۰۰،  ۲۰۰۰منحني تجزيه جدايه برتر در  -۵ شكل

  ميلي گرم بر ليتر فنل ۴۰۰۰و 
  

مـورد نظـر    هي ـجدا جـنس  ييشناسا يبرا قيتحقن يا يدر انتها
 ـي ـپيات فنوتيخصوص ـ ياقدام به بررس  يهـا  له آزمـون يوس ـ هک آن ب

 يروش مولکـول له يوس هه بيجدا ت گونهيد و در نهايگرد ييايميوشيب
PCR ن ي ـا که نشان داد ييايميوشيب يها آزمون جينتا .شد مشخص

پـاني  گرم مثبـت اسـپور دار و از جـنس     يها ياز جمله باکتره يجدا
 ـا PCRج ين نتـا ي. همچناست باسيلوس  ۹۹حـدود  ه را بـا  ي ـن جداي

 ن کرد.ييتع ١دندريتيفورميس پاني باسيلوس يکيشباهت ژنت درصد
 .ارائه شده است ۳ج در جدول ين نتايا

                                                
1 Paenibacillus Denderitiformis 
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  خصوصيات فنوتيپيک جدايه برتر -۳ جدول
  نتيجه  خصوصيت جدايه

 باسيل  شکل باکتري
 + رنگ آميزي گرم

 خاک و آب زيستگاه
  +  توليد اسپور

 + اکسيداز
 + کاتالاز
 - سيترات

 - مانيتولاسيد از قند 
  - VPآزمون 

  -  بر روي مک کانکي رشد
  +  رشد بي هوازي

  -  نيترات
  +  آزمون اوره

  +  ايندول
  -  درجه سانتي گراد ۵۰رشد در 

  +  % کلريد سديم۲رشد بر روي 
۵%  +  

 + تجزيه فنل
  دنتريفرميس  پاني باسيلوس PCRوسيله  هشناسايي ب

  NCBI  KF188437.1ت يشماره دسترسی در سا
  

پـاني باسـيلوس    يبـاکتر چاندرا و همکـاران دو   ۲۰۱۱در سال 
ک کارخانـه  يرا از لجن آلوده  باسيلوس سرئوسو  تيامينوليتيکوس
گـرم   يليم ۷۰۰حذف فنل را از  ييکردند که توانا يدر هند جداساز

 ۷۰و  ۵۱ب بـه  ي ـترت سـاعت بـه   ۱۴۴تـر فنـل در مـدت زمـان     يل در
ط کشت دارا يدرصد گلوکز در مح ۱لوگرم در حضور يگرم بر ک يليم

ــل نشــان   ۷۵/۸۴ ييکــارابودنــد و  ــددرصــد را در حــذف فن . دادن
بدون وجود منبـع   يان شده است که باکتريق بين تحقين در ايهمچن

. ]۲۲[ ه فنـل را نـدارد  ي ـتجز يي(مانند گلـوکز) توانـا   يگريکربنه د
ق حاضـر از گونـه   ي ـشـده در تحق  يجداسـاز  پاني باسيلوس يباکتر

در  يگـر يربنـه د چ منبـع ک ياست که بدون وجود ه دندريتيفورميس
تـر  يل درگرم  يليم ۱۰۰۰قادر است غلظت  يه معدنيط کشت پايمح

 ۱۰۰ ييسـاعت بـه صـفر برسـاند و کـارا      ۹۶فنل را در مدت زمان 
  ن ماده نشان دهد.يدرصد را در حذف ا

 يسـاز  و خـالص  ياقدام به جداسـاز  ۲۰۰۶در سال  يانگ و لي
کردند و نشان دادند که  براوي باسيلوسو  سدوموناس رزينوورانس

فاز با  تر فنليل درگرم  يليم ۶۰۰ يط کشت حاويدر مح سدوموناس
ن مقدار فنـل را در مـدت   يو قادر است ا رشد کردهروزه  ۲ يريتأخ

در  بـراوي باسـيلوس  کـه   يساعت به صفر برساند در حـال  ۵۷زمان 
 ۹۳حذف مدت زمـان   يبرا تر فنليل درگرم  يليم ۲۰۰ه ياولغلظت 

ق حاضـر  ي ـاست کـه در تحق  ين در حاليا]. ۲۳[ از دارديساعت را ن
تـر فنـل بـا فـاز     يل درگـرم   يل ـيم ۱۰۰۰مورد نظر در غلظت  يباکتر

 نمود.ه يساعته شروع به رشد و تجز ۶ يريتأخ
پـاني  گرم مثبت از جمله جـنس   يها ليباس ياديقات زيدر تحق

شـتر از  يب يشدند اما اغلب غلظتهـا  ييو شناسا يجداساز باسيلوس
نکه يا ايروند و  ين ميتر فنل را تحمل نکرده، از بيل درگرم  يليم ۶۰۰

ــان ــرا يمــدت زم ــه ب ــتجز يک ــل ني ــه فن ــي ــد ب روز  ۴ش از ياز دارن
باسيلوس  يزانگ و همکاران باکتر ۲۰۱۲در سال  ].۲۵و ۲۴[است

ت کـه تنهـا قـادر اسـت غلظ ـ     نمودند ييو شناسا يجداساز سرئوس
 ـترت تر فنل را در مدت زمان بهيل درگرم  يليم ۶۰۰و  ۳۰۰ و  ۳۰ب ي

 .]۲۶[ ساعت به صفر برساند ۸۰
توسـط نـارش و همکـاران انجـام      ۲۰۱۲که در سال  يقيدر تحق

پساب آلوده به فنل کارخانه  يها از نمونه يگرم مثبت يباکتر ،ديگرد
گونـه   ييکردند که پس از شناسـا  يدر هند جداساز يساز کيپلاست

 ييتوانـا  ين بـاکتر ي ـ. اتشخيص داده شـد  استافيلوکوکوس آئروس
 ـيم ۱۰۰۰ه يتجز روز در  ۴تـر فنـل را در مـدت زمـان     يل درگـرم   يل

چ يکـه اگـر ه ـ   يدرصد گلوکز و ساکارز دارا بود در حال ۵/۰حضور 
ن مقـدار  ي ـط کشت وجود نداشته باشـد ا يدر مح يگريمنبع کربن د

رسـاند.   يتـر م ـ يل درگـرم   يليم ۸۰۰روز به  ۷فنل را در مدت زمان 
ق بدون حضـور منبـع کـربن    ين تحقيشده در ا ييشناسا يباکتر ولي

 روز بـه صـفر رسـاند    ۴ن مقدار فنل را در مـدت زمـان   يهم يگريد
]۲۷[. 

  
  گيري نتيجه -۴

ه کننده يتجز يبوم يها يامکان وجود باکتر يق با بررسين تحقيدر ا
 يها و بررس هياز آن جدا يکي يجداسازفنل در پساب آلوده اقدام به 

د که تنها منبع يط کشت فنل دار گرديه آن در محيرفتار رشد و تجز
ه با استفاده از يجدا ييبود. پس از شناسا يب سمين ترکيکربن آن ا

پـاني  ه ي ـد کـه جدا ي ـمـراز مشـخص گرد  يپل يري ـروش واکنش زنج
غلظـت  حضور ط يشرا يراحت بهاست که  باسيلوس دندريتيفورميس

روز  ۴مدت زمان  يرشد کرده و آنرا طفنل  تريل درگرم  يليم ۱۰۰۰
 ييق لـزوم شناســا يــن تحقي ـت ايــدر نها کنـد.  يمــ ط حـذف ياز مح ـ

از فنـل را   يشـتر يحذف غلظت ب ييکه توانا ديجد يبوم يها هيجدا
  دهد. يشان من باشند،دارا  يتر در مدت زمان کوتاه
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