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Abstract 

Background & Objectives: Polycyclic aromatic hydrocarbons are one of the most important  

environmental pollutants. Bioremediation using microorganisms is a cost-effective and safe  

method for the removal or conversion of these pollutants to less toxic substances. This study 

aimed to isolate and introduce fluorene-degrading microorganisms from the southern coast of the 

Caspian Sea. 

Materials and Methods: The mixed microbial culture enrichment and isolation was done in  

salt-based culture medium containing fluorene. The qualitative analysis of fluorene degradation in 

the solid basal salt medium was investigated. The rate of fluorene removal by the isolated mixed 

microbial culture was also determined using gas chromatography in a liquid salt base medium. 

The molecular identification of the fungal and bacterial isolates was performed using the  

sequential analysis of the ITS protected region and 16S rRNA sequencing, respectively. 

Results: The mixed microbial culture including bacterial isolates (belonging to the genus  

Pseudomonas, Acromobacter, Chryseobacterium, Microbacterium, and Rhodococcus) and fungal 

isolate (belonging to the genus Fusarium) was enriched and isolated. Chromatographic analysis 

showed that the mixed microbial culture was able to degrade 87% of fluorene (200 mg/l) in a  

basal salt medium at 30 °C, pH 7 and 7 days of incubation. 

Conclusion: According to the results, the mixed microbial can remove a large amount of fluorene 

from the basal salt medium under the mentioned conditions and it is possible that under a similar 

situation, it can remove a large amount of fluorene or structurally related compounds from the 

contaminated area through bioremediation. 
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 ها مجله دنیای میکروب
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 291-252صفحات 

 جداسازی میکروارگانیسم های تجزیه کننده فلورن از رسوبات سواحل جنوبی 

 دریای خزر به منظور ارزیابی توان اصلاح زیستی

 5و طیبه فولادی 4، محمدرضا صعودی3، غلامحسین ابراهیمی پور2*، جمشید فولادی9احترام سادات رحیمی  

دانشیار، گروه بیوتکنولوژی، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه 2دانشجوی دکترا، گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه الزهرا )س(، تهران، ایران. 1

استاد، گروه میکروبیولوژی، 4 دانشیار، گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم و فناوری زیستی، دانشگاه شهید بهشتی، تهران، ایران.3 الزهرا )س(، تهران، ایران.

 محقق پسادکترا،گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم زیستی، دانشگاه الزهرا )س(، تهران، ایران.5 دانشکده علوم زیستی، دانشگاه الزهرا )س(، تهران، ایران.

 چکیده

هیدروکربن های آروماتیک چند حلقه ای، یکی از مهمترین آلاینده های زیست محیطی هستند. پاکسازی زیستی با  :سابقه و هدف

استفاده از میکروارگانیسم ها، روشی مقرون به صرفه و ایمن جهت حذف و یا تبدیل این آلاینده ها به ترکیباتی با سمّیت کمتر 

 است. این مطالعه با هدف جداسازی و معرفی میکروارگانیسم های تجزیه کننده فلورن از سواحل جنوبی دریای خزر انجام گردید.

غنی سازی و جداسازی مخلوط میکروبی، در محیط کشت پایه نمکی حاوی فلورن انجام شد. تجزیه کیفی فلورن   مواد و روش ها:

در محیط پایه نمکی جامد بررسی شد. میزان تجزیه فلورن توسط مخلوط میکروبی نیز با استفاده از کروماتوگرافی گازی در محیط 

و ناحیه محافظت  16S rRNAپایه نمکی مایع تعیین شد. شناسایی مولکولی جدایه های باکتریایی و قارچی به ترتیب با تعیین توالی 

 انجام گردید.  ITSشده 

، کریزئوباکتریوم، آکروموباکتر، سودوموناسمخلوط میکروبی شامل سویه های باکتریایی )متعلق به جنس های یافته ها: 

( غنی سازی و جداسازی شد. آنالیزکروماتوگرافی نشان فوزاریوم ( و سویه ی قارچی )متعلق به جنسرودوکوکوسو  میکروباکتریوم

 % از فلورن با غلظت 77روز گرماگذاری،  7و طی  7درجه سلسیوس، اسیدیته  33داد که مخلوط میکروبی قادر است در دمای 

 میلی گرم در لیتر را در محیط پایه نمکی تجزیه کند.  233

با توجه به نتایج، مخلوط میکروبی در شرایط یاد شده بخش گسترده ای از فلورن را از محیط پایه نمکی حذف می کند  نتیجه گیری:

فلورن و یا ترکیبات دارای ساختار مشابه را از بخش چشمگیری از  بتواند از طریق پاکسازی زیستی و در شرایط مشابه، ممکن است

 منطقه آلوده حذف کند. 

 تجزیه زیستی، فلورن، گاز کروماتوگرافی، محیط دریایی.  :واژگان کلیدی

 99مرداد ماه پذیرش برای چاپ:   99اردیبهشت ماه  دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: تهران، دانشگاه الزهرا )س(، گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم زیستی. 

  jfooladi@alzahra.ac.irپست الکترونیک:        32175693313تلفن:  

 م دمه     

دریای خزر، بزرگترین دریاچه جهان و مح ور درخشکی است                                                    

که آلودگی هایی مانند پسا  آلاینده های مختل   ن اش ی از                                                    

مناطق حوزه آبریز ساحلی و نشت تولیدات نفتی از ای ن دری ا                                                       

  و     دری ا        این       (. در حاشیه           1خار  نشده و در آن تجمع می یابد )                                

  ده ه ا        ول گ ا،         ن ظ ی ر        آن،       ب ه      ورودی         بزر         رودهای          هم نین      

  ص ن ای ع         سبک،        و     سنگین         صنایع         پتروشیمی،             مجتمع         پالایشگاه،         

  وج ود        مخت ل           صنایع         و     رن        کارخانجات             چو ،        و     سلولزی      

 ( /http://creativecommons.org/licenses/bync/4.0حقوق نویسندگان محفوظ است. این مقاله با دسترسی آزاد و تحت مجوز مالکیت خ قق ان ه )
 ها منتشر شده است. هرگونه استفاده غیرتجاری فقط با استناد و ارجاع به اثر اصلی مجاز است. در ف لنامه دنیای میکرو 
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  ده ه ا         شیمیایی           وکارخانجات              شهری، صنعتی               فا قبهای            دارد و      

می شون د             تخلیه         دریا        به این          نشده        ت فیه         صورت        به      بزر         شهر   

(. از طرف دیگر بنادری مانند باکو نیز با بیش ت ری ن م ی زان                                                       2)   

آلودگی نفتی، یکی از مهمترین عوامل آلودگی نفتی دریای خزر                                                         

است. با توجه به اینکه جهت جریان های دریای ی در دری ای                                                     

خزر خقف جهت عقربه ساعت است، بنابراین آلودگ ی ه ای                                                 

نفتی در سواحل شمالی این دریا از طریق چرخش های آبی ب ه                                                      

درحال ح ا  ر،             (.      3سواحل جنوبی دریای خزر خواهد رسید )                                  

در سواحل جنوبی دریای خزر عملیات استخرا  نف ت وج ود                                                  

ندارد امّا فعالیت واردات مواد نفتی در این مناطق انجام شده و                                                             

مناطق بندری در این سواحل در معر  آلودگی نفتی ناش ی از                                                      

نشت نفت در پایانه های نفتی و تخلیه غیر مجاز مواد زائد نفتی                                                            

شناورهای مختل  هستند. بندر انزلی در بخش غربی س واح ل                                                    

جنوبی دریای خزر قرار داشته و قدیمی ترین بندر ایران در این                                                           

دریا است. فعالیت های تجاری این بندر که بخش ی از آن را                                                      

واردات گازوییل و بنزین تشکیل می دهد، از طریق اسکله های                                                        

تجاری آن انجام شده و می تواند یکی از عوامل آلوده ک ن ن ده                                                        

دریا باشد. تحقیقات زیست محیطی بندرانزلی به دلیل مجاورت                                                        

 آن با تالا  انزلی که ی ک ی از م ه م ت ری ن ت الا  ه ای                                             

(.    4جهان است، از اهم ی ت وی  ه ای ب رخ وردار اس ت )                                         

 ه  ی  دروک  رب  ن ه  ای آروم  ات  ی  ک چ  ن  د ح  ل  ق  ه ای                                  

)Polycyclic Aromatic Hydrocarbons cPAHs)               دارای دو یا ،

چند حلقه آروماتیک مت ل به هم با تن ظ ی م ات س اخ ت اری                                                 

مختل ، از مهمترین آلاینده های آ ، هوا و رسوبات به ش م ار                                                       

(. عواملی مانند ساختارشیمیایی، غلظت، پراکندگ ی                                               5می روند )         

، تعیین کننده پایداری آنها در مح ی ط                                    PAHsو دسترسی زیستی                

در      PAHsزیست هستند. عقوه بر این، طول مدّت پ ای داری                                           

محیط تحت کنترل عواملی مانند نوع و ساختار خا ، اسیدیت ه،                                                        

دما، میزان اکسی ن، مواد م   ذّی و آ  ج ه ت ف ع ال ی ت                                               

(. فا ق  ه ای              7و     6میکروارگانیسم های تجزیه کننده است )                                   

صنعتی و خانگی، استخرا  مواد نفتی و کارخانه های ت ول ی د                                                      

کننده دارو، رن ، پقستیک و حشره کش از جمله عوامل اصلی                                                      

  PAHs(. با وجود اینکه                  7به محیط زیست هستند )                      PAHsورود      

در محیط تحت ت ثیر فرآیندهای مختلفی از قبیل جذ ، تبخی ر،                                                        

تجزیه نوری و شیمیایی قرار می گیرند، امّا ت ج زی ه زیس ت ی                                                      

(. در پاکسازی               9مهمترین مسیر تجزیه این هیدروکربن ها است )                                         

زیستی، می توان با استفاده از اجزا  سلولی میکروارگانیسم ها یا                                                              

فعالیت های آنها، ترکیبات سمّی را از محیط حذف و ی ا ب ه                                                      

 ترکیبات غیر سمّی و بی خطر تبدیل کرد. پ اکس ازی زیس ت ی                                                    

می تواند از طریق روند طبیعی تجزیه زیستی، ای ج اد ش رای ط                                                      

محیطی مناسب و وارد کردن سویه های میکروبی غی ر ب وم ی                                                   

(. اماّ سویه های میکروبی بومی هر من ط ق ه ب ه                                           13انجام شود )           

دلیل سازگاری بیشتر با عوامل محیطی، در پ اکس ازی زیس ت ی                                                     

(. باکتریها و ق ارچ ه ا ق ادرن د در                                11کارایی بیشتری دارند )                     

 فرآیندهای بی وس ن ت زی س ل ول ی از ک رب ن م وج ود در                                           

(. البته باکتریها به دل ی ل                           12هیدروکربن های نفتی استفاده کنند )                                 

فراوانی زیاد، بالا بودن سرعت رشد و قاب ل ی ت اس ت ف اده از                                                     

هیدروکربن های متنوع، در پاکسازی زیستی اهمیت ب ی ش ت ری                                                    

، یک هیدروکربن آروماتیک س ه                            (Fluorene((. فلورن          13دارند )       

حلقه ای است که در ساختار آن دو حلقه بنزنی ت وس ط ی ک                                                   

(. این هیدروک رب ن                  14حلقه پنج ع وی به هم مت ل شده اند )                                  

ازسوختن سوخت های فسیلی ایجاد شده و در ات م س ف ر و                                                

(. فلورن، به شدت سمّی ب وده                            15رسوبات دریا یافت می شود )                         

(. هم چنین فل ورن                  17و     16و می تواند بالقوهّ سرطان زا باشد )                                  

ترکیب هیدروکربن های آروماتیک چند ح ل ق ه ای                                            16یکی از      

است که در فهرست آلاینده های مهمّ سازمان حفا ت از محیط                                                      

 زیست ایالات م ت ح ده آم ری ک ا ق رار گ رف ت ه اس ت و                                          

 به دلیل داشتن ارتباط ساختاری با ترکیب ات م ه مّ ی م ان ن د                                                     

 کربازول ها، دی بن زوت ی وف ن ه ا و دی ب ن زوف وران ه ا                                               

در مطالعات تجزیه زیستی به عنوان مدلی مفید مورد اس ت ف اده                                                        

 (. درپ  وه ش ح ا  ر، ج داس ازی و                            17قرار می گی رد )              

شناسائی میکروارگانیسم های بومی تجزیه کن ن ده ف ل ورن از                                                     

 رسوبات سواحل جن وب ی دری ای خ زر و ارزی اب ی ت وان                                             

آنها در اصق  زیستی، به منظور استفاده از آنها در پ اکس ازی                                                         

 زیستی ف ل ورن  و ی ا ت رک ی ب ات م رت ب ط از ل ح اظ                                         

 س  اخ  ت  اری در م  ن  ط  ق  ه آل  وده ان  ج  ام ش  د.                                
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 مواد و رو  ها             

 ال ( ن م ون ه ب رداری، ان ت ق ال و ن گ ه داری ن م ون ه:                                          

به منظور جداسازی باکتریهای تجزیه کننده ف ل ورن، ن م ون ه                                                       

برداری از رسوبات سطحی سواحل جنوبی دریای خزر واقع در                                                     

 اس  ک  ل  ه ب  ن  در ان  زل  ی ب  ا مش  خ     ات ج     راف  ی  ای  ی                                    

37  28  17.52  N, 49  27  78.30   E                 مت ری        3در عمق حدود

با استفاده از گرپ و در سه تکرار انجام شد. نمونه ها در شرایط                                                             

استریل و بر روی ی  به آزمایشگاه منتقل و ت ا زم ان ان ج ام                                                       

 درجه سلسیوس نگه داشته ش د.                           4آزمایش های بعدی در دمای                         

 ( غنی سازی و جداسازی مخلوط میکروبی تجزی ه ک ن ن ده                                                 

 فلورن:        

  Basal Salt Medium(  BSM )در این مرحله، ازمحیط پایه نمکی                              

استفاده شد. محیط پایه نمکی در یک لیت ر آ                                              3pH 7    2 3با    

 ، O2H.74MgSOگ رم       4SO2NH4))   ،2گ رم       2مقطر، حاوی            

گ رم       4PO2 H   ،3 31گ رم       2H.124HPO2Na   ،3 5گرم       5 1

O2H2.2CaCl       گرم       331 3وO2H.74FeSO       (Merck               .بود )آلمان

اس انیا( حل ش د و                    Scharlauآلمان( در استون )                   Merckفلورن )       

   PTFEپس از استریلی زاس ی ون ب ا ف ی ل ت ر س رس رن گ ی                                      

آمریکا(  به عنوان منبع کربن و انرژی با                                            MSمیکرومتر( )             22 3)   

میلی گرم در لیتر در شرای ط اس ت ری ل ب ه                                       233غلظت نهایی            

میلی لیترمح ی ط پ ای ه                      53میلی لیتری حاوی                   253فقسک های        

نمکی ا افه شد. حقل پراکنی در فقسک ها قبل از تلقی  نمونه                                                         

به      rpm 153درجه سلسیوس و دور شیکر                          33رسو ، در دمای                 

گرم از نمونه رسو                      2ساعت انجام شد. س س حدود                           24مدت     

سطحی به فقسک ها ا افه شد و به همراه فقسک های شاه د                                                   

(: محیط پایه نمکی  نم ون ه رس و                                2(: محیط پایه نمکی، )                    1)   

درج ه        33(: محیط پایه نمکی   فلورن( در  دمای                                     3سطحی، )       

روز و در تاریکی جهت                       13به مدت          rpm153سلسیوس و دور                

جلوگیری از اکسیداسیون نوری، گرماگذاری شدن د. در ط ول                                                    

مراحل غنی سازی، رشد میکروبی در فقسک ها از طریق کاهش                                                     

میزان بلورهای فلورن، ت ییر رن  محی ط کش ت و اف زای ش                                                  

کدورت حاصل از رشد مخلوط میکروبی بررسی شد. پ س از                                                 

میلی لیتر ازکشت غنی شده قبلی به عن وان                                         5روز، از           13گذشت      

مایه تلقی  استفاده شده و در شرایط ی اد ش ده گ رم اگ ذاری                                                     

گردید. غنی سازی تا زمان ایجاد ک دورت ح اص ل از ی ک                                                

 .   مخلوط میکروبی پایدار )در چه ار م رح ل ه( ت ک رار ش د                                             

توده میکروبی بدست آمده در آخرین مرحله غن ی س ازی ب ه                                                   

درجه س ل س ی وس               -73در دمای           (v/v(% گلیسرول           33همراه       

 خیره و نگهداری شد. در آزم ای ش ه ای ب ع دی از ای ن                                               

سوس انسیون سلولی برای تلقی  به فقسک های حاوی مح ی ط                                                   

میلی گرم در لیتر فلورن، جهت ت ه ی ه                                    233کشت پایه نمکی و                 

پیش کشت استفاده شد. هم چنین جهت جداسازی و خ ال                                                  

سازی میکروارگانیسم ها از این سوس انسیون سل ول ی، س ری                                                    

  (w/v(%     75 3رقت های ده تایی در محلول سدی م ک ل رای د                                      

استریل تهیه و بر روی محیط های کش ت ن وت ری ن ت آگ ار                                                

)Nutrient Agar NA)                     و پ  وت  ی  ت  ودکس  ت  روزآگ  ار 

)Potato Dextrose Agar PDA)                        .منتقل و پخ ش گ ردی دن د ،

 س اع ت در دم ای                72ال ی       47محیط های کشت به مدت                     

درجه سلسیوس گرماگذاری شدند. در ادامه خال  س ازی                                                  33

 میکروارگانیسم های رشد یافته درشرایط یادشده ان ج ام ش د.                                                    

  ( ارزیابی کیفی تجزیه فلورن:                                

جهت بررسی کیفی تجزیه فلورن توسط مخلوط میک روب ی، از                                                     

Spray-plate method                استفاده شد. بدین منظ ور،                         ، با اندکی ت ییر

میکرولیتر از سوس انسیون مخلوط میکروبی غنی شده                                                 133ابتدا       

بر روی محیط پایه نمکی جامد منتقل و به ص ورت س ط ح ی                                                 

دقیقه، محلول فلورن در                         13-15کشت داده شد. پس ازگذشت                        

میکرومتر( است ری ل                    3 22)       PTFEاستون که با فیلتر سرسرنگی                           

شده بود، بر روی محیط اس ری شد، به طوری که پس از حقل                                                     

پراکنی یک لایه ناز  از فلورن بر روی محیط کش ت ای ج اد                                                   

درج ه        33روز در دم ای               14الی       13گردد. پلیت ها به مدت                      

سلسیوس گرماگذاری شدند و روزانه از نظر ایجاد هاله شف اف                                                       

در اطراف کلنی، که نشان دهنده م رف ف ل ورن م ی ب اش د،                                                  

بررسی شدند. جهت اطمینان از رشد مخلوط م ی ک روب ی ب ا                                                 

میکرولیتر از مخ ل وط                      133م رف فلورن به عنوان منبع کربن،                                

میکروبی غنی شده بر روی محیط پایه نمکی جامد و ع اری از                                                      

فلورن به عنوان شاهد کشت داده شد. هم چنین برای جلوگیری                                                       
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از رشد باکتری های الیگوتروف در ناخال  ی ه ای آگ ار، از                                                     

با درج ه ال ک ت روف ورز                      انگلستان(           Cleaver Scientificآگارز )       

(. به طور مش اب ه                 23و   19جهت تهیه محیط کشت استفاده شد )                              

ارزیابی کیفی تجزیه فلورن برای جدایه های خال  باکتری ای ی                                                        

 نیز انجام شد.             

 د( ارزیابی کمّی تجزیه فلورن:                              

به منظور بررسی تجزیه کمّی فلورن، پس از تهیه پیش کشت از                                                        

مخلوط میکروبی در محیط پایه نمکی مایع، حجم معینی از آن                                                       

میلی لیتری حاوی محیط کشت پایه نمک ی                                      253به فقسک های             

 میلی گ رم در ل ی ت ر،                     233مایع ا افه شد )فلورن با غلظت                              

 nm    600OD                    و به همراه فقسک ه ای                        2 3نهایی محیط کشت  )

(: محیط پایه نمکی  م خ ل وط                          2(: محیط پایه نمکی، )                    1شاهد )      

روز در          7(: محیط پایه نمکی   فلورن( در مدت                                   3میکروبی، )          

گرماگذاری ش دن د.                 ،   rpm153درجه سلسیوس و دور                     33دمای    

جهت ارزیابی میزان رشد میکروبی، میزان جذ  نوری بر اساس                                                       

نانومتر و تعداد                   633میزان کدورت حاصل از رشد در طول مو                                     

در      (Colony Forming Unit(واحد تشکیل دهنده ی ک ل ن ی                         

)در سه تکرار( مورد بررسی قرار گرفت.                                       7،   6،   4،   2،   1روزهای        

به طور مشابه ارزیابی کمّی تجزیه فلورن ب رای ج دای ه ه ای                                                      

 خال  باکتریایی نیز انجام شد.                            
 ه (آنالیز میزان حذف فلورن:                          

استخرا  باقیمانده فلورن از محیط کشت در ابتدای آزمایش و                                                          

و  بر اساس روش ارائه شده توس ط                                 7،     6،   4،   2،   1در روزهای           

Wu             ( با اندکی ت ییر انجام شد. س س آنال ی ز                                       2313و همکاران )

 ک مّ  ی ف ل  ورن ب  ا اس  ت  ف  اده ازک  روم  ات  وگ راف  ی گ  ازی                                         

)Gas Chromatography GC)                            انجام گردی د. اب ت دا ب ه ه ر

بل یک( ا افه                Chem Labمیلی لیتر دی کلرومتان )                         25فقسک،       

بر روی ش ی ک ر ب ه                  rpm133دقیقه با دور                15شده و به مدت              

خوبی مخلوط گردید. س س مخلوط ایج اد ش ده ب ه ق ی                                                

جداکننده منتقل شده و فاز آلی و آبی از هم جدا شدند. فاز آل ی                                                            

میلی لیتر دی کلرومتان است خ را                                  25برای دفعه دوم نیز توسط                        

گردید. در پایان، دو استخرا  با هم مخلوط و توسط سول ف ات                                                       

 سدیم به طور کامل آ  گیری شدند و ح ج م ن ه ای ی ب ه                                              

میلی لیتر رسانیده شد. یک میکرولیتر از مح ل ول ن ه ای ی                                                     53

ژاپ ن(         Shimadzuاستخرا ، به دستگاه کروماتوگرافی گازی )                                      

تزریق گردید. ستون استفاده ش ده در                                    FIDمجهز به آشکار ساز                 

 م ت ر، ق ط ر داخ ل ی                33ب ه ط ول            DB-5دستگاه از نوع               

میکروم ت ر ب ود.                 25 3میکرومتر و  خامت لایه داخلی                              3 25

درجه سلسیوس و دمای آشکار س از                                273دمای محفظه تزریق                  

درجه سلسیوس بود و از گاز نیتروژن به عنوان گاز حام ل                                                      333

درجه سلسی وس               73استفاده شد. برنامه دمایی آون ابتدا بر روی                                           

درجه سلسیوس در دق ی ق ه،                         13تنظیم گردید، س س با سرعت                          

درجه سلسیوس افزایش یافت. آنالیز کیفی ف ل ورن                                              333دما تا        

باقیمانده بر اساس زمان بازداری و آنالیز کمّی آن نیز بر اس اس                                                             

سط  زیر نمودار محاسبه شد. جهت دقتّ در سنج ش ک مّ ی                                                 

 ف  ل  ورن ب  اق  ی  م  ان  ده، از روش اس  ت  ان  دارد خ  ارج  ی                                       

   (External Standard                                       استفاده شد. بدین منظور قبل از ت زری ق )

نمونه های مجهول به دستگاه، محلول فلورن در دی کلرو مت ان                                                        

میلی گرم در               1333و       533،   133،     53،   25،   13با غلظت های             

میلی لیتر تهیه و پس از تزریق نمونه های استاندارد به دست گ اه                                                            

 (.  21کروماتوگرافی گازی، منحنی کالیبراسیون فلورن رسم شد )                                                   

 و( شناسایی جدای ه ه ای غ ال ب م خ ل وط م ی ک روب ی:                                        

شناسایی مولکولی جدایه های باکتریایی با استفاده از توالی یابی                                                              

انجام گردید. به این منظور سوس انسیون ی                                         16S rRNAژن های        

 در دم ای           NAساعته هر جدایه بر روی محی ط                              24از کشت        

درجه سلسیوس، در آ  مقطر استریل تهیه شد. اس ت خ را                                                    33

DNA                             ژنومی با استفاده از کیتGTP                           پیشگامان ان ت ق ال ژن(

استخرا  ش ده ب ا                  DNA ایران( انجام گردید. کیفیتّ و کمیتّ                                    

 آمریکا( ت ع ی ی ن ش د.                     Biotekاستفاده از دستگاه نانودراپ )                            

 با استفاده از ال ک ت روف ورز ژل آگ ارز                                     DNAت یید استخرا                

   (Solarbio        )افق ی ان ج ام ش د. ج ه ت ت ک   ی ر                            1چین % 

 از پ   رای   م   ره   ای ع   م   وم   ی                    16S rRNAژن    

27F )5 -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 )   و 

1492R (5 -CGGTTACCTTGTTACGACTT-3 )           اس ت ف اده

 گ  ردی  د. واک  ن  ش زن  ج  ی  ره ای پ  ل  ی  م  راز                                

)Polymerase Chain Reaction PCR)                ب ا ح ج م ن ه ای ی 
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 میکرولی ت ر آ  دوب ار ت ق ط ی ر،                             5 19میکرولیتر شامل                  25

 )با غ ل ظ ت            2MgCl میکرولیتر           75 3،    10  میکرولیتر بافر                5 2

 میکرولیتر از هر پرایم ر )ب ا غ ل ظ ت                                   25 3میلی مولار(،               53

 )ب ا غ ل ظ ت            dNTPم ی ک رول ی ت ر           5 3میلی مولار(،                 133

 م  ی  ک  رول  ی  ت  ر آن  زی  م                 25 3م  ی  ل  ی م  ولار(،               13

Taq DNA    polymerase            واحد در می ک رول ی ت ر(                      5)با غلظت 

   (Jena Bioscience            و )میکرول ی ت ر             1آلمانDNA          ی ال گ و 

نانوگرم در میکرولیتر( انجام گردید. برنامه دم ای ی                                                   5)با غلظت          

دقی ق ه         13انگلستان( به صورت:                      Techneدستگاه ترموسایکلر )                   

درجه سلسیوس و در ادام ه                          95واسرشت شدن اولیه در دمای                          

درجه سلس ی وس               94چرخه شامل واسرشت شدن در دمای                                35

درجه سلسیوس به م دت                      62ثانیه، ات ال در دمای                        63به مدت        

 درجه سل س ی وس ب ه م دت                      72ثانیه، گسترش در دمای                        33

درج ه        72ثانیه و در نهایت گسترش نه ای ی در دم ای                                        63

دقیقه تنظیم گردید. پ س از ب ررس ی                                  13سلسیوس به مدت               

بر روی ژل الک ت روف ورز، ت ع ی ی ن ت وال ی                                       PCRمح ول       

خال  شده(             PCR)مح ول های              16S rRNAنوکل وتیدی ژن               

با دوبار خوانش توسط پرایمرها مطابق روش سن گ ر ت وس ط                                                  

انجام گردید. پس از ویرایش توالی ها ب ا                                         Inc.     Bioneerشرکت    

، مقایسه آنها با سایر توالی های م وج ود در                                          Bioeditنرم افزار           

و هم نین            )EzBiocloud    )http://www.ezbiocloud.netپایگاه        

انجام ش د.             )NCBI  )http://www.ncbi.nlm.nih.govدر پایگاه           

هم ترازی چندتایی توالی مورد نظر با توالی گونه های ن زدی ک                                                         

  MEGA7موجود در نرم افزار                      Clustal Wبا استفاده ازآلگوریتم                       

 ب ا اس ت ف اده از روش                 درخت فیلوژنتی ک ی ن ی ز                     تعیین و         

Neighbor-joining                                         در این نرم افزار رسم شد. سطو  اطمین ان

تکرار تخمین زده                   1333با      Bootstrapشاخه ها نیز توسط آنالیز                         

شد. شناسایی مولکولی جدایه قارچی بر اساس آنال ی ز ت وال ی                                                      

  (ITS    )Internal Transcribed Spacerناحیه ی محافظت شده                    

 ژن  وم  ی از م  ی  س  ل  ی  وم ه  ای                        DNAان  ج  ام گ  ردی  د.              

 ح  اص  ل از کش  ت س  ه روزه ی ق  ار  در م  ح  ی  ط                                  

 PG ( east Extract–Peptone–Glycerol)               بر اس اس روش

( استخرا  ش د              2316و همکاران )             (Saba(ارائه شده توسط صبا                    

 استخرا  ش ده و خ ل و                       DNA(. پس از تعیین غلظت                     22)   

 با استفاده از جف ت پ رای م ره ای ع م وم ی                                   ITSآن، تک یر           

ITS1 )5 -TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3 )   و 

ITS4 )5 -TCCTCCGCTTATTGATATGC-3 )             .انجام ش د

  75 19می ک رول ی ت ر ش ام ل                  25با حجم نهایی                PCRواکنش     

)با غل ظ ت            2MgCl میکرولیتر           75 3میکرولیتر آ  دوبار تقطیر،                           

میکرولی ت ر از                25 3       10        میکرولیتر             5 2میلی مولار(،               53

   dNTPمیکرولی ت ر           5 3میلی مولار(،                 133هر پرایمر)با غلظت                   

 ی ال گ و          DNAمیک رول ی ت ر           5 3میلی مولار(،               13)با غلظت          

میکرولی ت ر آن زی م                   5 3نانوگرم در میکرولیتر(  و                            5)با غلظت          

DNA Taq polymerase             واحد در می ک رول ی ت ر(                      5)با غلظت 

   (Jena Bioscience                         تهیه شد. واکنش )آلمانPCR                 شامل برنام ه

 دقیقه واسرشت شدن اولی ه در دم ای                                13ی دمایی به صورت:                  

چرخه شامل واسرشت شدن                        36درجه سلسیوس و در ادامه                          95

ثانیه، ات ال در دم ای                        55درجه سلسیوس به مدت                      94در دمای       

 ثانی ه، گس ت رش در دم ای                        55درجه سلسیوس به مدت                      56

ثانیه و در نه ای ت گس ت رش                          55درجه سلسیوس به مدت                      72

دق ی ق ه ب ود.              13درجه سلسیوس به مدت                      72نهایی در دمای               

مراحل بعدی نیز مطابق با شرایط یاد شده در بخش باکت ری ه ا،                                                        

 انجام شد.         

 یافته ها        

 ال ( جداسازی مخلوط میکروبی تج زی ه ک ن ن ده ف ل ورن:                                             

روز(، کاهش کریست ال ه ای                          13در هر بار غنی سازی)پس از                          

فلورن و کدورت ناشی از رشد میکروبی در محیط پایه نم ک ی                                                     

مایع مشاهده و وجود میکروارگانیسم ها نیز از ط ری ق رن                                                       

آمیزی گرم ت یید شد. در پایان مراحل غنی سازی، ی ک کش ت                                                     

( پ س از         CS-Fمخلوط میکروبی تجزیه کننده ی فلورن )به نام                                           

چهار بار غنی سازی انتخابی توسط واکشت ه ای م ک رر در                                                  

محیط پایه نمکی حاوی فلورن جداسازی شد. هم نین توانای ی                                                      

تجزیه ی فلورن توسط این مخلوط میکروبی در مح ی ط پ ای ه                                                   

نمکی جامد حاوی فلورن از طریق تشکیل هاله ی شفافی که ب ا                                                       

انتشار رن  زرد در اطراف آن همراه بود، ت یید شد. این مخلوط                                                           

http://www.ezbiocloud.net
http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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 س  وی  ه ی ب  اک  ت  ری  ای  ی                  6م  ی  ک  روب  ی ش  ام  ل              

)CS-F1, CS-F2, CS-F3, CS-F4, CS-F5, CS-F6)          و ی ک

بود. چهار سویه ی باکتری ای ی گ رم                                  (CS-F7(سویه ی قارچی              

منفی و دو نمونه دیگر گرم م بت بودند. رن  و خ  وص ی ات                                                    

 اهری کلنی سویه های باکتریایی متفاوت بود، اما همه ی آنه ا                                                          

میله ای شکل بودند. با وجود اینکه بررسی رشد جدای ه ه ای                                                        

 منفرد باکتریایی در محیط پایه نمکی جامد و م ای ع )ح اوی                                                     

میلی گرم در لیتر فلورن( نشان داد  که همه ی آنها قادر به                                                           233

استفاده از فلورن به عنوان تنها منبع کربن و انرژی هستند، اما به                                                                

در مقایسه با ج دای ه ه ای                          CS-Fدلیل اینکه مخلوط میکروبی                          

خال  شده، میزان بیشتری از فلورن را تجزیه ک رده و رش د                                                     

 بیشتری را در محیط های یاد ش ده نش ان داد، در ادام ه ی                                                    

 مراحل پ وهش از این مخلوط م ی ک روب ی اس ت ف اده ش د.                                            

  ( بررسی میزان رشد مخلوط میکروبی و میزان تجزیه فلورن:                                                     

در محیط پایه ن م ک ی م ای ع                          CS-Fکشت مخلوط میکروبی                   

میلی گرم در لیتر فلورن( در م دت ه ف ت روز                                          233)حاوی       

گرماگذاری، نشان داد که با افزایش زمان، فلورن بیشتری تجزیه                                                           

( نشان داده شده است، در                         1شده است. همانطور که در نمودار )                               

% از فلورن تجزیه شد اما در                            33طی یک روز گرماگذاری حدود                          

در فاصله ی روزهای دوم تا چهارم، تجزیه ی فل ورن ت وس ط                                                    

به مقدار قابل توجهی افزایش پیدا کرده                                        CS-Fمخلوط میکروبی               

% رسیده اس ت.              77و در روز هفتم به بالاترین مقدار خود یعنی                                         

هم چنین بررسی تراکم جمعیت میکروبی و میزان جذ  ن وری                                                    

در طول دوره ی گرماگذاری، نشان داد که رابطه مستقیمی ب ی ن                                                        

این دو عامل و میزان تجزیه فلورن وجود دارد. به طوری که ب ا                                                          

افزایش تراکم و کدورت میکروبی، فلورن بیشتری م رف ش ده                                                     

 و مقدار باقی مانده ی ف ل ورن ن ی ز ک اه ش م ی ی اب د                                             

 ب رای        GC(. مق ایس ه ک روم ات وگ رام ه ای                          3و     2)نمودار         

 ن ی ز در م ق ایس ه ب ا ن م ون ه                            CS-Fمخلوط میکروبی               

 شاهد )از طریق من ح ن ی ه ای ک ال ی ب راس ی ون ف ل ورن(                                            

 نشان داد که با م  رف ف ل ورن، ارت ف اع پ ی ک ف ل ورن                                             

 در روز هفتم نسبت ب ه روز اول ب ه ط رز چش م گ ی ری                                            

 (.    1ک   اه   ش ی   اف   ت   ه اس   ت )ش   ک   ل                     

 ( شناسایی مولکولی و تحلیل فیل وژن ت ی ک ج دای ه ه ای                                                
 میکروبی:          

جدایه ی باکتریایی موجود در م خ ل وط                                    6شناسایی مولکولی                 

 بررسی درصد تجزیه ی فلورن توسط کشت مخلوط م ی ک روب ی:  1نمودار

CS-F   میلی گرم در لی ت ر، دم ای  233فلورن:   )غلظت اولیه  روز 7در مدت

 (.rpm  153شیکرو دور  C 33  گرما گذاری

ب ر اس اس واح د  CS-Fارتباط بین میزان رشد مخلوط میکروب ی:  2نمودار

روز  7تشکیل دهنده ی کلنی در یک میلی لیتر و درصدتجزیه فلورن در مدت 

و دور  C   33 میلی گرم در لیتر، دمای انکوباسیون 233)غلظت اولیه فلورن: 

 (.rpm  153شیکر

و  CS-Fارتباط بین میزان جذ  نوری کشت مخلوط م ی ک روب ی:  3نمودار

میلی گ رم در  233روز )غلظت اولیه فلورن:  7درصد تجزیه فلورن در مدت 

 (.rpm 153و دور شیکر  C 33 لیتر، دمای گرماگذاری 
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ان ج ام ش د.             rDNA    16S، با بررسی توالی ژن                     CS-Fمیکروبی         

پ ای گ اه اط قع ات ی                  تجزیه و تحلیل مولکولی با استف اده از                                   

EzBiocloud                                            نشان داد که این باکتریها به چ ه ار راس ت ه ی

مختل  تعلق دارند. همانطور که در درخت فیلوژنتیکی مشاهده                                                        

  به راست ه ی            CS-F3و     CS-F1(، جدایه های              3می شود )شکل             

ب ه      CS-F6و جدای ه ی              Pseudomonadales(    سودومونادال           

 ت ع ل ق دارن د.                Burkholderiales(راسته ی بورخولدریال                     

  اک ت ی ن وم ایس ت ال             در راسته ی              CS-F5و   CS-F2جدایه های           

)Actinomycetales(             و جدایه یCS-F4                  ن ی ز در راس ت ه ی

قرار گرفتند. نتایج نشان داد                                Flavobacteriales(    فقووباکتریال            

، به ترت ی ب             CS-F6و    CS-F1  ،CS-F2    ،CS-F5که جدایه های            

  س ودوم ون اس ه ون ان ن س ی س                   % به سویه ه ای               99بیش از        

)Pseudomonas hunanensis     ،                        رودوکوکوس پیریدینی ورانس  

)Rhodococcus  yridinivorans    ،                      میکروباکتریوم اکس ی دان س  

)Microbacterium o ydans      آکروموباک ت ر پ ول م ون ی س                    و
)Achromobacter  ulmonics                           شباهت دارند. ج دای ه ه ای 

CS-F3     وCS-F4                سودوموناس           % به سویه های               97نیز به ترتیب
کریزئ وب اک ت ری وم                و      Pseudomonas delhiensis(    دلهینسیس        

ش ب اه ت نش ان                 Chryseobacterium wanjuens(    وانجوانس        

ریب وزوم ی            ITS(. تجزیه و تحلیل توالی ناحیه                              1دادند )جدول             

و     NCBIدر پایگاه اطقعاتی                     (CS-F7(تک یر شده جدایه قارچی                       

نشان        BLASTمقایسه آن با توالی های مشابه از طریق نرم افزار                                                

و     )etriaceae (    نک ت ری اس ه        داد که این جدایه به خانواده ی                               

 (.    2ت ع ل ق دارد )ش ک ل                   )Fusarium(    ف وزاری وم        جنس     

 % ب ه س وی ه ی           99هم چنی ن ای ن ج دای ه، ب ی ش از                           

Fusarium sp. G 1-5B                    (.  1ش  ب  اه  ت دارد )ج  دول 

Fluorene

Fluorene

Fluorene

Fluorene

در  CS-Fکروماتوگرام های تجزیه فلورن توسط مخلوط می ک روب ی:  1شکل

و هفتم که با استفاده از دستگاه گازکرومات وگ راف ی   دوم، ششم  روزهای اول،

 .بدست آمده است

با استفاده از روش  ITSناحیه های  درخت فیلوژنتیک توالی:  2شکل 

Neighbor joining  و  ریبBoot Strap موقعیت جدایه ی  .صدCS-F7  را

نشان   (Hypocreales(در میان گونه های خویشاوند در راسته ی های وکرال 

به   (Lecanicillium lecanii isolate ICAL-7s)FJ515771.1می دهد. سویه ی

 عنوان گروه خارجی در نظر گرفته شد. 
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 بح    

هیدروکربن های آروماتیک چند حلقه ای، یکی از متداول ترین                                                        

آلاینده های زیست محیطی هستند که به م دت ط ولان ی در                                                

محیط پایدار هستند. شواهد نشان می دهد که در محی ط ه ای                                                     

دریایی، به دلیل میل ترکیبی هیدروکربن های آروماتیک چ ن د                                                       

حلقه ای به  رات جامد، بیشترین مقدار و تجمع این آلاینده ه ا                                                          

 (. ف ل ورن ی ک ی از                 23در رس وب ات دی ده م ی ش ود )                       

هیدروکربن های آروماتیک چند حلقه ای سبک است ک ه ب ه                                                  

همراه مشتقاتش، همواره در نمونه های محیطی یافت می ش ود.                                                       

وجود این ترکیبات در خا ، رسوبات و حتی ماهیها به اث ب ات                                                       

(. در پ وهش حا ر، جداسازی، شناس ای ی و                                      24رسیده است )           

بررسی توانایی تجزیه زیستی فلورن توسط میکروارگانیسم های                                                        

جدا شده از رسوبات سواحل جنوبی دریای خزر انجام گردی ده                                                      

 که به عنوان اولین گزارش از این منط ق ه ارائ ه ش ده اس ت.                                                     

هر چند محققین دیگر برخی از باکتری های تجزیه کن ن ده ی                                                     

را از این محیط دریایی ج داس ازی و                                   PAHsنفت خام و سایر                

(. توانایی مخلوط میکروبی غن ی س ازی                                   25شناسایی کرده اند )                  

شده وجدایه های خال  باکتریایی در میزان تج زی ه زیس ت ی                                                    

فلورن از نظر کیفی و کمّی به ترتیب در محیط پایه نمکی جامد                                                          

در      CS-Fو مایع حاوی فلورن سنجیده شد. مخلوط میکروبی                                            

هر دو نوع محیط کشت، نسبت  به سویه های خال   م ی زان                                                  

 شهریاری مقدم و ه م ک اران                        بیشتری از فلورن را تجزیه کرد.                               

( نیز نشان دادند که سویه های خال  و ک ن س رس ی وم                                              2314)   

باکتریایی غنی سازی شده از رسوبات خلیج نایبند ق ادرن د در                                                        

% از فلورن را با غلظ ت                       64% و     9روز به ترتیب حداک ر                       7مدت     

در پ  وه ش ه ای                (.    26تجزیه کنند )            میلی گرم در لیتر                    533

متعددی مشخ  شده است که تجزیه زیستی توسط م خ ل وط                                               

این امر می توان د                  میکروبی نسبت به کشت خال  کاراتر است.                                      

ناشی از توانایی بیشتر آنزیمی و هم چ ن ی ن ف رآی ن د ه ای                                                   

کومتابولیسمی مخلوط میکروبی نسبت به جدایه های خ ال                                                     

هم نین ممکن است تمام سویه های موج ود                                     (.      27و     27باشد )      

در کشت مخلوط میکروبی قابلیت جداسازی و خال  س ازی                                                 

نداشته باشند، اما براساس شواهد این سویه ها می ت وان ن د در                                                         

یه های جدا ش ده  سو 16S rRNAدرخت فیلوژنتیک توالی های ژن : 3شکل

 موقع ی ت  صد. Boot Strapو  ریب  Neighbor joiningبا استفاده از روش 

را در م ی ان  CS-F6, CS-F5, CS-F4, CS-F3, CS-F2, CS-F1جدایه های  

 گونه های خ ویش اون د در ب ان ک ژن نش ان م ی ده د. س وی ه ی

Planctomycetes bacterium MBLW2n)FJ811526)  به عنوان گروه خارجی

 در نظر گرفته شد. 

میزان 
شباهت 
 )درصد(

 سویه نزدیک
شماره 

دسترسی در 
Genebank 

 سویه

99.72 Pseudomonas hunanensis LV(T) MN022540 CS-F1 

99.85 Rhodococcus  yridinivorans LRRI01000001 MN857746 CS-F2 

98.13 Pseudomonas delhiensis RLD-1 MN022545 CS-F3 

98.18 Chryseobacterium wanjuense DSM 17724 MN022538 CS-F4 

99.78 Microbacterium o ydans  17227 MN857745 CS-F5 

99.78 Achromobacter  ulmonis LMG 26696 MN022537 CS-F6 

99.23 Fusarium sp. G 1-5B MN032615 CS-F7 

میزان شباهت سویه های باکتریایی و قارچی با نزدیکترین سویه به  : 1جدول 

 .NCBIو   EzBiocloudترتیب در پایگاه داده
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جمعیت میکروبی نقش مهمی را در فرآیند تجزیه زیستی ای ف ا                                                      

(. با توجه به اینکه تنها منبع کربن در مح ی ط کش ت                                                29کنند )      

فلورن بود، افزایش جمعیت میکروبی نیز که ت یید ک ن ن ده ی                                                      

در این پ وهش است، ب ا                        CS-Fتوانایی بیشتر مخلوط میکروبی                             

مطالعات سایرین همخوانی دارد. به عنوان ن م ون ه، اوی ه ان                                                       

)Oyehan)             ( دریافتند که ارتباط مست ق ی م و                               2316و همکاران )

با وزن مولکولی پایین مان ن د                              PAHsتقریبا  کاملی بین تجزیه ی                           

کشت م خ ل وط             (.    33فنانترن و جمعیت میکروبی وجود دارد )                                   

در محیط پایه نمکی جامد حاوی فلورن، عقوه                                           CS-Fمیکروبی         

بر ایجاد هاله ی شفاف، موجب زرد شدن رن   م ح ی ط در                                                

اطراف هاله کشت شد. پ وهش ها نشان داده اند که  هور رن                                                        

حاکی از تج زی ه                 PAHsزرد در محیط کشت پایه نمکی حاوی                                

اس ت. از           Meta cleavageی این ترکیبات و تجمع مح ولات                             

(، در پ وهشی نشان                   1992و همکاران )             (Grifoll(جمله گریفول             

دادند که سویه ای از جنس آرتروباکتر در مسی ر ت ج زی ه ی                                                    

فلورنون تولید می کند ک ه                           -9فلورن، ترکیب حدواسطی به نام                             

(. بر اس اس            24همراه با  هور رن  زرد در محیط کشت است )                                       

مشاهدات میکروسکوپی، همه ی جدایه های خال  ش ده ی                                                

میله ای شکل ب ودن د. در                         CS-Fباکتریایی از مخلوط میکروبی                            

مطالعات متعددی، ح ورباکتری های میله ای شکل در کشتهای                                                      

(.    33و     32،   31ت یید شده است )                 PAHsمیکروبی تجزیه کننده                     

 مطالعات نشان داده اند که شکل و روش ه ای غ ن ی س ازی                                                

باکتری ها بر غالب بودن باکتریهای میله ای شکل م ث ر اس ت.                                                        

بدیهی است که در مراحل غنی سازی، فقط سویه هایی انتخ ا                                                       

و خال  می شوند که عقوه بر اینکه قاب ل کش ت هس ت ن د،                                                 

مورفولوژی های غالب را تشکیل می دهند. در م ح ی ط ه ای                                                  

کشت غنی از مواد غذایی، باکتری های میله ای شکل به دل ی ل                                                       

داشتن سط  بیشتر، از منابع کربن و انرژی بهتر استفاده کرده و                                                            

 سریع تر از باکتری های کروی شکل ت ک   ی ر م ی ی اب ن د                                               

جدایه ه ای خ ال                    16S rRNA(. آنالیز توالی ژن                    35و     34)   

نشان داد که این جدایه ها                            CS-Fباکتریایی در مخلوط میکروبی                            

  ، رودوک وک وس         ،   آک روم وب اک ت ر           ،   سودوموناس         به جنس های            
تعلق دارند. این یافته می توان د                                  کریزئوباکتریوم                و میکروباکتریوم               

به نوع آلودگی در منطقه و محل نمونه برداری بستگی داش ت ه                                                       

نشان داده  شده اس ت ک ه                         باشد. چنان که در مطالعات پیشین                              

تنوع کنسرسیوم های میکروبی در نواحی مختل  نمونه ب رداری                                                       

 ت وان ای ی           (.    36و   26)   از الگوی مشخ ی پیروی نمی ک ن د                              

ها در تجزی ه ی ف ل ورن                       رودوکوکوس         گونه های مختلفی از                    

 توسط محققین ت یید شده است. به عنوان نمونه، فینکل است ی ن                                                      

)Finkelstein)             ( نشان دادند که سویه ای از                            2333و همکاران )

 % از فلورن را ب ا غ ل ظ ت                       53جنس رودوکوکوس قادر است                        

(. ب ر اس اس            37میلی گرم در لیتر تجزیه کن د )                              133الی       53

نیز در تجزیه ی فلورن                        سودوموناس ها            گزارش های ارائه شده،                      

ت وان ای ی ب الای ی دارن د. راب ودون ی ری ن ا                                     PAHsو سایر        

)Rabodonirina)             ( در پ وهشی نشان دادن د                        2319و همکاران )

که سویه ای از جنس سودوموناس قادر است فلورن و فنان ت رن                                                      

 % و     76-65میلی گرم در لیتر به ت رت ی ب                             1533را با غلظت            

(. اگر چه تجزی ه ی                   37روز تجزیه کند )                 72% در مدت          76-95

کریزئوباکت ری وم                  ، آکروموباکتر           فلورن توسط باکتریهایی از جنس                              

قبق  گزارش نشده است، اما این باکتری ه ا ب ه                                            میکروباکتریوم               و 

شناخته و معرفی ش ده                      PAHsعنوان باکتریهای تجزیه کننده ی                               

دو تا چهار حلقه ای م ان ن د                              PAHsاند. این باکتریها توانستند                            

نفتالن، فنانترن، فلورانتن و کربازول را در ی ک ک ن س رس ی وم                                                       

(.    42و   41،   43،   39میکروبی یا سویه های خال  تجزیه کنند )                                     

گزارش هایی نیز از تجزیه زیستی بنزوپیرن، نفتالن، آن ت راس ن،                                                          

فنانترن، پایرن و بنزوپایرن توسط میکروباکتریوم ها ارائ ه ش ده                                                            

(. عقوه بر سویه های باکتریایی، ح  ور ی ک                                        44و   43است )     

ت  ی ی د ش د.             CS-Fسویه ی قارچی نیز درمخلوط میکروبی                                  

تحقیقات نشان داده است که توانایی بسیار کارای ق ارچ ه ا در                                                        

ناشی از تولید آنزیم های غیر اخت اصی مورد                                            PAHsتجزیه ی         

 استفاده برای تجزیه ی طی  وسیعی از آلای ن ده ه ا اس ت                                                 

(. با این حال در تجزیه زیستی آلاین ده ه ای آل ی،                                              46و     45)   

باکتریایی بهتر از سویه های خ ال                                     -کنسرسیوم های قارچی                  

(. میسلیوم های قارچی مانند بزرگراه ه ای ی                                         47عمل می کنند )             

منجر به پراکندگی باکتری های تجزیه کننده آلاینده در بس ت ر                                                        

اشباع نشده در آ  شده و دسترسی باکتری ها به آلاینده ه ا را                                                         
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(. هم نین باکتری ها و قار  ها در مس ی ر                                       47افزایش می دهد )               

تجزیه زیستی آلاینده های آلی، واسطه های متابولیکی من اس ب                                                       

 برای یکدیگر ایجاد می کنند که منجر به تجزیه کام ل آلای ن ده                                                        

می شود. مطالعات متعددی تجزیه کومتابولیکی آلاینده های آلی                                                         

 باکتریایی را ت یید کرده اس ت.                                -توسط کنسرسیوم های قارچی                       

( نش ان دادن د ک ه                 2312و همکاران )              (Wang(از جمله وان             

باکتریایی در مقایسه با مخل وط س وی ه ه ای                                       -مخلوط قارچی           

باکتریایی و مخلوط سویه های قارچی به میزان بیشتری پایرن را                                                           

روز       27% از پایرن را در م دت                      67تجزیه کردند. به طوری که                         

(. هر چند در این پ وهش توان ای ی                                49تجزیه و م رف کردند )                    

سویه ی خال  قارچی در تجزیه زیستی فلورن مورد ب ررس ی                                                   

قرار نگرفته است، اما افزایش تراکم سویه ی قارچی از ط ری ق                                                        

بررسی میکروسکوپی در طول دوره ی رشد مخلوط میک روب ی                                                  

RABA                                 میلی گ رم در               233در محیط پایه معدنی مایع )حاوی

لیتر فلورن( نشان دهنده ی نقش م ثر سوی ه ی ق ارچ ی در                                                   

 تجزیه ی فلورن  می باشد. تجزیه و تحلی ل ت وال ی ن اح ی ه                                                 

ITS                                                         ریبوزومی تک یر یافته از جدایه ی قارچی نشان داد که ای ن

است. توانای ی گ ون ه ه ای                         Fusariumقار  متعلق به جنس                   

  PAHsخاصی از این قار  در تجزیه زیستی فلورن و س ای ر                                              

و     (Marchand(بررسی و گزارش شده است. از جمله، مارچاند                                         

( سویه ای ازجنس فوزاری وم را ج داس ازی                                     2317همکاران )         

کردند که قادر به تجزیه ی پایرن، فلورن، فنانترن و آنتراسن بود                                                              

 (53      .) 

 نتیجه گیری          

نتایج حاصل ازپ وهش حا ر نشان داد که مخلوط می ک روب ی                                                   

CS-F                                               ،جهت تجزیه زیستی فلورن بسیار کاراست. ب ن اب رای ن ، 

CS-F                                                     می تواند به عنوان یک مخلوط میکروبی بومی، کاندیدای

 مناسبی برای زیست پالایی فلورن و یا ت رک ی ب ات م رت ب ط                                                 

از لحاظ ساختاری از سط  دریای خزر و منطقه ساحلی ب اش د.                                                      

 هر چند این امر نیازمند تحقی ق ات ب ی ش ت ر ب ر روی ای ن                                                 

مخلوط میکروبی به وی ه از نظر روابط همزیستی بین جدایه ها،                                                          

 بهینه سازی شرایط تجزیه زیست ی و س ازگ ار ب ا م ح ی ط                                               

 زیست است.         

 ملاحظات اخلا ی            

نویسندگان مقاله نکات اخققی شامل عدم سرقت ادبی، انتش ار                                                       

دوگانه، تحری  داده ها و داده سازی را در این مقاله رع ای ت                                                         

 کرده اند.         

 تعار  در مناف               

 وجود ندارد.           
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