
ها مجله دنیاي میکروب

1392تابستان ) 15پیاپی (سال ششم شماره دوم 

157-167صفحات 

جهرم دانشگاه آزاد اسلامی، واحد جهرم، گروه میکروب شناســـی  : آدرس براي مکاتبه*) 

ir.ac.jia@Kafilzadeh  :  پست الکترونیک09171140799: تلفن

هاي جنگل از رسوبات جدا شده زیستی فلورانتن به وسیله باکتري هاي بومی تجزیه

حراي خلیج فارس

فرشید کفیل زاده
*1

، پروین امیري
2

، عاطفه رضایی
2

، نرگس احمدي
3

1
میکروب شناسی،  جهرم، گروه واحد اسلامی، آزاد دانشگاه  دانشیار،

میکروب شناسی، جهرم، گروه واحد اسلامی، آزاد دانشگاه ارشد، کارشناس 2

 
3

میکروب شناسی واحد علوم و تحقیقات، تهران، گروه اسلامی، آزاد  کارشناس ارشد، دانشگاه

چکیده

آروماتیک می   حلقه چند یا دو داراي که هستند آلی از ترکیبات  گروهی اي حلقه چند آروماتیک هاي هیدروکربن  :سابقه و هدف   

 براي حذف این آلودگی ها از محیط زیست روش هاي مختلفی استفاده                  .هستند ترکیبات سرطان زا   از این  %90 تقریباً.  باشند

 این پژوهش با هدف جداسازي      .ارزان تر می باشد    و مؤثرتر آلودگی ها  پاکسازي این  براي از میکروارگانیسم ها   می شود اما استفاده 

 . فلورانتن از رسوبات جنگل هاي حراي خلیج فارس انجام شد کننده تجزیه بومیباکتري هاي

 در ها باکتري تعداد.  شد انجام این پژوهش به صورت مقطعی بر روي رسوبات جنگل هاي حرا خلیج فارس                 :مواد و روش ها    

 کشت با فلورانتن تجزیه کننده  باکتري هاي  جداسازي.  گردید شمارش فاقد فلورانتن  کشت محیط و فلورانتن   حاوي کشت محیط

ارزیابی قدرت تجزیه کنندگی باکتري ها با استفاده از            .  گرفت صورت  آگار MSM و  MSM معدنی پایه محیط روي بر نمونه ها 

روش در نهایت شناسایی مولکولی سویه هاي برتر با استفاده از                .انجام شد )  HPLC(کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا        روش  

16S rRNA انجام گرفت. 

از بین باکتري هاي جدا شده         .  دش گزارش فلورانتن حاوي محیط از بالاتر فلورانتن بدون محیط دري  ها باکتري تعداد  :یافته ها 

اما  .   بیشترین توانایی را تجزیه فلورانتن داشتند          استافیلوکوکوس و لیستریا انتروباکتر، فکالیس، آلکالیژنز باسیلوس سیرکولانس، 

در حضور   رشد را  بیشترین تجزیه و  %  71و  %  73/4با توانایی تجزیه کنندگی        فکالیس آلکالیژنز و   باکتري باسیلوس سیرکولانس  

 .فلورانتن از خود نشان دادند

تجزیه  باکتري هاي  از زیادي تعداد رسوبات جنگل هاي حراي خلیج فارس داراي       که داد نشان پژوهش این یافته هاي   :نتیجه گیري 

 .این مساله ضرورت توجه به باکتري هاي بومی به منظور زیست پالایی آلاینده اي نفتی را نشان می دهد. فلورانتن می باشند کننده

.جنگل حرا ،باسیلوس سیرکولانس فلورانتن، زیستی،اصلاح  :واژگان کلیدي

91 آبان ماه: پذیرش براي چاپ 91 تیر ماه :دریافت مقاله

مقدمه     

گروهـی از    )   PAHs( هیدروکربن هاي آروماتیک چند حلقه اي       

به آروماتیــــک حلقه چند یا دو داراي که هستند ترکیبات آلی

 ترکیبات این. می باشند هیدروژن و کربن هاي اتم از هم پیوسته 

حلقه ختم  هفت با کرونین به و شده شروع حلقه دو با از نفتالن 

 اصـلـی   منبـع  فسیلی هاي سوخت دیگر و  نفت .) 1(  گردند می

 طـبـیـعـت       آروماتیک بـه  اي حلقه چند هاي هیدروکربن ورود

 .محسوب می شوند
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 چـنـد   هـاي  کربنورا هیدر  خام نفت وزن درصد 20 تا 7 بین

 آلاینده متعلق به گروه   که دهند می تشکیل آروماتیک اي حلقه

 نسـبـتـاً    ترکیبات حلالیـت   این  .) 2( پایدار می باشند     آلی هاي

 و معـلـق   در ذرات جذب به شدیدي میل و آب دارند در کمی

 مـی  خورشید تـجـزیـه      بنفش ماوراي نور با و دارند رسوبات

 مـعـلـق،     ذرات اثـر  بر آب در PAH ترکیبات  جابجایی .گردند

 از بـیـش   مجمـوع  در . گیرد می صورت پالایش فرآیند و سیل

 اسـاس  بـر  هـا  آن از ترکیب 16 که شده  شناسایی ترکیب 100

 مهم تر می باشنـد  بقیه جهانی از بهداشت سازمان هاي گزارش

 ایـجـاد   بـاعـث   اي حلقه چند آروماتیک هاي هیدروکربن ).1( 

 سمیـت  شامل تأثیرات این . شوند می تأثیرات بیولوژیک  برخی

 درون غدد فعالیت در اختلال جنین، نقص جهش زایی،  شدید،

 PAH ترکیبـات  از % 90 تقریباًعلاوه بر این     . ) 3(  می باشند  ریز

 افـرادي  کـه  دهنـد  می نشان آماري مطالعات .هستند سرطان زا 

 بـه  مبتلااند  بوده PAH ترکیبات از بالایی غلظت معرض در که

بیـمـاري    سایر بروز احتمال و پوست، مثانه  سرطان ریه، تومور

 است افرادي در هاورتوم ترین شایع از ریه سرطان .اند شده ها

بوده  تنفس طریق از PAHترکیبات   حاوي هواي معرض در که

 آزمایـش  با PAH مختلف   ترکیبات زایی  سرطان به علاوه . اند

 تـومـورهـاي    تولـیـد   ).4( است رسیده به اثبات حیوانات روي

 در کـه  دارد بستـگـی   بدن در ترکیبات این تغییرات به سرطانی

بـراي   ). 5( می شود ایجاد سلول ها  در DNAبه زدن صدمه اثر

حذف این آلودگی هاي نفتی از محیط زیسـت روش هـاي               

شستشو با سورفکتانت    خاکستر کردن،  مختلفی مانند سوزاندن،  

این روش ها یـا از      .   ها و استفاده از مواد شیمیایی وجود دارد       

لحاظ اقتصادي مقرون به صرفه نمی باشند یا باعث به وجـود             

امـا  ) .   6( آمدن ترکیبات سمی دیگري در محیط مـی شـونـد              

 و خـاك  آلـودگـی   پاکسازي براي از میکروارگانیسم ها   استفاده

 بـا  را مـحـیـطـی     ایـمـنـی    و باشد ارزان و مؤثر آب می تواند  

 از بخشـی  زیستی اصلاح) .   7( نماید   فراهم زاید مواد پاکسازي

 جهت میکروبی فرآیندهاي از که رود می شمار به فناوري یک

 کمتر سمیت با محصولاتی به زیست تبدیل آلاینده هاي محیط   

 بـهـره   سـاده  آلـی  هـاي  نـمـک   و اکسیدکربن، آب   دي مانند

 جـامـد   و مـایـع   دفعی مواد سازي براي پاك روش این. برد می

 آلودگـی  و آور زیان سمی دفعی مواد  آلوده، هاي آب غیرسمی،

 فـرآیـنـد    یـک  بـه  را فرآیند این که آن چه.   رود می کار به نفتی

 نـمـایـد،    می بدل زیست محیط از عرصه حفاظت در مهم بسیار

 حـفـظ   جـهـت   اي منطقـه  بومی هاي ازمیکروارگانیسم استفاده

 واکـنـش   توسـط  میکروارگانیسم ها.   ) 3( باشد   زیستی می  ایمنی

 دهالوژنه و کومتابولیسم تخمیر، هوازي، بی هوازي، تنفسی هاي

 ترکیبـات  به هیدروکربن هاي آروماتیک چند حلقه اي را       کردن،

 انـرژي  و کـربـن   مـنـبـع    عنوان به ها آن از و تبدیل ضررتر کم

یکی از مهم ترین هیـدروکـربـن هـاي           ) .   3( نمایند   می استفاده

آروماتیک چند حلقه اي پراکنده در محیط فلورانتن می باشد که           

مـایـکـوبـاکـتـریـوم هـا          .   چهار حلـقـه اي اسـت         PAHیک  

 )Mycobacterium   (مهم ترین باکتري هایر تجزیـه کـنـنـده         از

 داراي وزن مولکولی بالا مانند فلورانتن، پیـرن و    PAHترکیبات  

بـورخـولـدریـا    همچنین باکـتـري هـاي         .   بنزوآپیرن می باشند  

 )Burkholderia (      پاسـتـورلا ، )Pasteurella (،   رودوکـوکـوس

 )Rhodococcus (     اســفــنــگــومــونــاس ، )Sphingomonas   (و 

به عنوان بـاکـتـري      )    Stenotrophomonas  ( استنوتروفوموناس

جـنـگـل    ) .   8( هاي قادر به تجزیه فلورانتن جداسازي شده اند          

هاي حرا یکی از مناطق مستعد به آلودگی هاي نفتی می باشنـد             

را از آلودگـی     PAHو مانند یک مخزن مقدار زیادي از ترکیبات         

) . 9( هاي نفتی، فاضلاب و تخلیه هاي صنعتی دریافت می کنند           

 بـر    2005و همکاران در سال )   Guo( در تحقیقی که توسط گو     

روي رسوبات سطحی چند حرا صورت گرفت باکـتـري هـاي             

 به عنوان بـاکـتـري       پاراکوکوس و   رودوکوکوس،  اسفنگوموناس

همچنـیـن   ) .   10( هاي توانا در تجزیه فلورانتن جداسازي شدند        

 رسوبات سطحی دو گیـاه  2008و همکاران در سال    )   Tam( تام  

بررسـی    PAHحرا را براي جداسازي باکتري هاي تجزیه کننده         

یافته هاي آنها نشان داد که باکتري هاي غنی شـده بـا       .   نمودند

) . 11( از فلورانتن را دارند     %   40فلورانتن  توانایی تجزیه حدود      

 میزان تجزیه فـنـانـتـرن،     2008و همکاران در سال  ) Tian( تیان  

فلورانتن و بنزوآپیرن را توسط باکتـري هـاي جـدا شـده از                  

) . 12( رسوبات جنگل هاي حرا در چین اندازه گیري نمـودنـد             



فرشید کفیل زاده و همکاران. هایحراي خلیج فارس جنگل از رسوبات جدا شده زیستی فلورانتن به وسیله باکتري هاي بومی  تجزیه.1392ها، سال ششم، شماره دوم تابستان  دنیاي میکروب

159

هدف  از این پژوهش، بررسی توانایی تجزیه زیستی فلورانتـن           

توسط باکتري هاي بومی جدا شده از رسوبات جنـگـل هـاي              

.حراي پارك ملی ناي بند بود

ها    مواد و روش          

در این پژوهش رسوبات جنگل هاي        : جمع آوري نمونه  )   الف  

حراي جنوب ایران واقع در پارك ملی ناي بنـد بـه صـورت                

این پارك در دو استان بوشهر      .   مقطعی مورد بررسی قرار گرفت    

و هرمزگان واقع شده است و از بخش شمال غربی محدود بـه             

 3 تا  0نمونه برداري از عمق     .   تأسیسات سمی عسلویه می باشد    

هر ایستگـاه  ( سانتی متري رسوبات سطحی سه ایستگاه مختلف      

نمونه .   در دو فصل پاییز و زمستان صورت گرفت       )   با سه تکرار  

هاي مورد نظر درون ظروف شیشه اي استریل جـمـع آوري              

 سـاعـت     24شدند و درون محفظه یخ، در مدت زمان کمتر از       

از .   براي انجام مرحله غنی سازي به آزمایشگاه منتقل گردیدنـد         

براي تعیین موقعیت جغـرافـیـایـی     )   GPS(دستگاه جی پی اس  

.ایستگاه هاي نمونه برداري استفاده شد

 پس از جمع آوري نمونه هاي رسوب        : شمارش باکتري ها  )   ب

از آن ها رقت هاي  
1-

  تا 10
  10-

سـپـس ایـن      .    تهیه گردیـد 10

 میلی گرم بـر  500رقت ها بر روي محیط نوترینت آگار حاوي     

. لیتر فلورانتن و نوترینت آگار فاقد فلورانتن کشت داده شـدنـد     

 درجه سانتی گراد گرم     22پلیت هاي کشت داده شده در دماي        

 ساعت شـمـارش   48پس از مدت زمان .   خانه گذاري گردیدند  

).13(کلنی ها صورت گرفت 

 :غنی سازي و جداسازي باکتري هاي تجزیه کننده فلورانتن        )   ج

میلی لیتر از    10به منظور غنی سازي میکروبی با فلورانتن، ابتدا         

 میلی لیتر محـیـط کشـت      90رسوبات شناور به ظروف حاوي      

استریل حـاوي  )   Mineral Salt Medium = MSM(پایه معدنی  

 22 میلی گرم بر لیتر فلورانتن اضافه گردید و در دمـاي               500

 rpm  150 درجه سانتی گراد درون انکوباتور شیکردار با دور        

 هفته و با مشاهده کـدورت        2پس از    . شدند گرم خانه گذاري  

 میلی لیتر از محیط هاي مورد نظر جـدا و            10در محیط کشت    

عمل تجـدیـد   ) .   11( جدید تلقیح  گردید  MSMبه یک محیط  

سـپـس   .    هفته با شرایط یادشده ادامه یـافـت         3کشت به مدت    

پوشیده شـده   MSMنمونه هاي مورد نظر بر روي محیط جامد         

 میلی گرم بر لیتر کشت داده  500با لایه اي از فلورانتن با میزان        

کلنی هاي باکتریایی تولید کننده هاله هاي شـفـاف بـه             .   شدند

پس از خالـص سـازي     ) .   10(عنوان مثبت در نظر گرفته شدند  

این باکتري ها اقدام به شناسایی آن ها با استفاده از رنگ آمیزي             

گرم، مطالعه ویژگی هاي مورفولوژیک، واکنش هاي کاتالاز و          

).14(اکسیداز و دیگر تست هاي تشخیصی گردید 

پس از جداسازي و شـنـاسـایـی           :   انتخاب سویه هاي برتر   )   د

باکتري هاي مورد نظر به منظور شناسایی بهترین و قوي تریـن            

 MSMسویه هاي تجزیه کننده فلورانتن، آن ها را در محـیـط              

باکتري هایی که در حـداقـل         .   حاوي فلورانتن کشت داده شد    

زمان ممکن در مجاورت ماده آروماتیکی، بیشتـریـن رشـد و              

بیشترین کدورت را داشتند به عنوان سویه هـاي مـیـکـروبـی               

 کـه  معنـا  این به . پرقدرت در تجزیه فلورانتن انتخاب گردیدند     

 بوده بیشتر نیز باکتري ها رشد میزان باشد، کدرتر  محیط چه هر

 استانـدارد  با باکتري حاوي لوله هاي مقایسه با رو این  از . تاس

10   مک فارلند، حدود   0/5
 حـاوي  ارلن هـاي  به  باکتري1/5×8

 3 از پـس  و شـد  معدنی تلقیح پایۀ کشت محیط لیتر میلی 100

 نانـومـتـر، تـوسـط        600موج   طول در ها محیط کدورت روز

).15(دستگاه اسپکتروفتومتر اندازه گیري گردید 

ارزیابی رشد باکتري ها در غلظت هاي مختلف فلورانتن بـه           )   ه

براي بررسی رشد باکتري ها در غـلـظـت          :   وسیله جذب نوري  

هاي مختلف فلورانتن ابتدا براي هر کدام از باکتري هاي جـدا            

 میلی لیتر مـحـیـط کشـت          20 ارلن که هر کدام حاوي       4شده  

MSM به هر کدام از ارلن ها یـکـی از           .   در نظر گرفته شد    بود

 میلی گرم بـر لـیـتـر از           800 و 700، 600، 500غلظت هاي  

سـوسـپـانسـیـون        میلی لـیـتـر     5سپس  .   فلورانتن اضافه گردید  

اضـافـه    MSMمیکروبی به هر کدام از ارلن هاي حاوي محیط          

علاوه بر ظروف آزمایش از یک ظرف کنترل کـه فـاقـد               .   شد

فلورانتن بود نیز استفاده گردید و پس از گرمخانه گذاري آن ها       

 درجه سانتـی گـراد درون         22 هفته در دماي     1به مدت زمان    

 سـاعـت بـار        12انکوباتور شیکردار، هر روز به فاصله زمانی        
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 نانومتـر تـوسـط      600اندازه گیري جذب نوري در طول موج        

).16(دستگاه اسپکتروفتومتر انجام شد 

ارزیابی تجزیه فلورانتن توسط بـاکـتـري هـا بـه روش                 )   و

براي بررسی میزان :   ) HPLC(   کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا    

توانایی باکتري هاي جدا شده در تجزیه زیستی فلورانتن ابتـدا           

محیط پایه معدنی مـقـدار      میلی لیتر     100به ارلن هاي حاوي     

سپـس از هـر       .    میلی گرم در لیتر فلورانتن اضافه گردید       100

کدام از باکتري هاي جدا شده  سوسپانسیون باکـتـریـایـی بـر          

مک فارلند تهیه شد و به محیط هاي پایه آماده شده    0/5اساس  

 روز درون انکوباتور شیکـردار در     10اضافه گردید و به مدت      

پس از ایـن      .    درجه گرمخانه گذاري صورت گرفت     22دماي  

 میلی لیتر محیط معدنی مورد نظر    5 میلی لیتر هگزان به      2زمان  

.  سانتریفـوژ گـردیـد      6000منتقل و به مدت ده دقیقه در دور         

به لوله هاي استریل    )   هگزان( سپس یک میلی لیتر از فاز بالایی        

منتقل گردید و توسط دستگاه کـرومـاتـوگـرافـی مـایـع بـا                   

 =High performance liquid chromatography(کارایی بـا     

HPLC ( مدلWaters 600E (USA)      میزان تجزیه فـلـورانـتـن

).17(توسط باکتري هاي جدا شده خوانده شد 

 با استفاده کیت مخصوص DNAاستخراج :    DNAاستخراج )   ز

مربوط  ) Fermentase K0512( ژنوم باکتریایی    DNAاستخراج  

.انجام گردید Fermentaseبه شرکت 

پـس  :   	16S rRNAواکنش زنجیره پلیمراز و تعیین توالی ژن)  ح

از اندازه گیري و سنجش قدرت باکتري هاي جـدا شـده در               

انـتـخـاب      	PCRتجزیه فلورانتن دو باکتري قوي تر براي انجام  

از 	16S rRNA در این مطالعه به منظور تکثیر توالی ژن       .   شدند

و   AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' -F -'5پرایمرهاي

ACGGYTACCTTGTTACGACTT-3' -5'–R   ــاده ــف ــت اس

 مـیـکـرولـیـتـر        50اي پلیمراز در حجم      واکنش زنجیره  . گردید

 میکرولیتر آب دي یـونـیـزه،          36/6صورت گرفت، که شامل     

 میکرولیتـر از هـر پـرایـمـر،            DNA، 0/6 میکرولیتر نمونه    4

	polymerase	DNA	Taqآنزیم حاوي 	PCR مخلوط واکنش8/2

 (0.025 U/µl)  ،dNTPs )  0/2     میلی مول بر لـیـتـر  (، MgCl2 

 ،)  میلی مول بر لیتـر 20(   	2SO4(NH4) ، )میلی مول بر لیتر 1/5( 

Triss_HCl	) 75میلی مول بر لیتر  ( 20و Tween	 )  0/1   ( %  مـی

 در دســتــگــاه تــرمــوســایــکــلــر        	PCRواکــنــش.   بــاشــد

 )Corbetدقیقه واسـرشـت شـدن        3با شرایط دمایی ) ، استرالیا 

 چـرخـه     35 درجه سانتی گراد و در ادامه        94ابتدایی در دماي    

 درجه سانتی گراد به مـدت      94شامل واسرشت شدن در دماي      

 درجه سانـتـی گـراد بـه مـدت           48در دماي   دقیقه، اتصال  1

 درجه سانتی گراد به مـدت       72 ثانیه، طویل سازي در دماي       30

درجـه   72  دقیقه و در نهایت طویل شدن نهایـی در دمـاي             1

به مـنـظـور مشـاهـده         .    دقیقه انجام شد   7سانتی گراد به مدت     

با %   1الکتروفورز روي ژل آگاروز ، PCRالگوي باندي محصول   

 PCRمحصـول    .    ساعت انجام شد1به مدت )   w/v  ( 70ولتاژ  

 جهت تعیین توالی از طریق شرکت ژن         	16S rRNAتکثیر ژن   

. ارسـال گـردیـد     )   کره جنوبی(  Ampliqonآوران به شرکت   فن

 Genbankتوالـی حـاصـل در پـایـگـاه                BLASTnبا آنالیز   

 )genebank/gov.nih.nlm.ncbi.www://http (هـا مـورد      ، سویه

 ).18(شناسایی قرار گرفتند 

 براي مقایسه ایستگاه ها و فصل ها از نـظـر              : آنالیز آماري )   ط

در  تفاوت میانگین تعداد باکتري هاي تجزیه کننده فـلـورانـتـن           

 و)   ANOVA( آزمون آنالیـز واریـانـس          نمونه هاي رسوب از   

 %1 نـظـر   مـورد  سطح خطاي    .   استفاده شد )   Duncan( دانکن  

).>p 0/01(می باشد 

یافته ها        

 در این پژوهش از بین باکتري هاي جدا شـده از رسـوبـات                

 قـدرت   غالب داراي باکتري   5خلیج فارس   در   جنگل هاي حرا  

. شناسایی شدنـد  تجزیه کنندگی بیشتر نسبت به سایر باکتري ها    

سیرکولانس، آلکالیژنز فکالیـس،     باسیلوساین باکتري ها شامل     

نتایـج شـمـارش      .    بودند استافیلوکوکوس و انترو باکتر، لیستریا  

هـاي   ها از نظر باکـتـري       بین ایستگاه  باکتري ها نشان می داد که     

بیشترین شمارش باکتري در     .   شمارش شده تفاوت وجود دارد    

کمترین شمـارش  .    یافت شدcfu/g  5/069با میزان    Aایستگاه  

تـمـامـی    .   بـود   cfu/g  4/721 با مـیـزان     Bمربوط به ایستگاه    

ها با یکدیگر تفاوت معناداري را در سطح یک درصـد             ایستگاه
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هم چنین  بیشترین تعداد باکـتـري در          ) .   1نمودار  ( نشان دادند   

و کم   cfu/g  5/062محیط کنترل که فاقد فلورانتن بود با میزان         

ترین تعداد باکتري در محیط حاوي فـلـورانـتـن بـا مـیـزان                  

cfu/g  4/775  بین این دو گروه تفـاوت مـعـنـی       .   مشاهده شد

در مقایسـه     همچنین . یدداري در سطح یک درصد مشاهده گرد      

دو فصل پاییز و زمستان از نظر میانگین باکتري شمارش شـده،         

و  cfu/g  5/018 بیشترین تعداد باکتري در فصل پاییز با میزان         

شمارش   cfu/g  4/826کمترین تعداد در فصل زمستان با میزان        

شد و بین این دو فصل تفاوت معنی داري در سطح یک درصد             

همچنین نتایج نشان داد که بیشترین بـاکـتـري           .   مشاهده گردید 

بـاسـیـلـوس      و     آلکالیژنز فکالیس هاي تجزیه کننده مربوط به      

 نتایج.    می باشد35/3 و   30/89 به ترتیب با فراوانی      سیرکولانس

 نانومتـر،  600 در اسپکتروفتومتر دستگاه توسط کدورت سنجی 

 سـه  از یاد شده، پـس  باکتري هاي حاوي کشت محیط هاي در

 بـه  مربـوط  نوري جذب بیشترین میزان که داد نشان تلقیح روز

 و   فـکـالـیـس      آلکالیژنـز  حاوي باکتري هاي کشت محیط هاي 

سایـر   به نسبت باکتري دو این.    می باشد  سیرکولانس  باسیلوس

 بالایـی در    بسیار کدورت و رشد جداسازي شده،  باکتري هاي 

 کشـت  محیط داشتند و رنگ فلورانتن حاوي مایع کشت محیط

 ).1جدول(کردند  کدر را

 7 در مـدت    شده جدا ي هاي  باکتر رشد نمودار بررسی نتایج

 بـاسـیـلـوس        و آلکالیژنز فکالیس باکتري   دو که داد نشان روز

 گرم بر لیتر 0/05 غلظت حضور در را رشد بهترین سیرکولانس

 رشـد  ماده این بالاتر هاي غلظت حضور اما در .   دارند فلورانتن

 بـالاتـریـن      باسیلوس سیـرکـولانـس     .داشت کاهش ها باکتري

  پس از  0/843ارزش  با  nm 600   موج درطول نوري دانسیته

 دانسـیـتـه    با   آلکالیژنز فکالیس   و سپس   ) 2نمودار  ( ساعت   96

) 3نـمـودار     (  شروع کشـت   از ساعت 96 از  پس 0/728نوري  

 از آمده دست به نتایج از بااستفاده . دادند نشان را رشد بالاترین

سویـه   ترین قوي عنوان این دو باکتري به رشد، سینتیک بررسی

نشان داد کـه قـوي      HPLCنتایج  . شدند شناخته شده جدا هاي

باسـیـلـوس    ترین سویه هاي تجزیه کننده فلورانتن باکتري هاي         

 به ترتیب با توانـایـی تـجـزیـه            آلکالیژنزفکالیس و   سیرکولانس

 همچـنـیـن بـاکـتـري هـاي           .   می باشند%   71و %   73/4کنندگی  

% 67/4 به ترتیب توانستند      استافیلوکوکوس  و انتروباکتر، لیستریا 

. از فلورانتن را تجزیه نمایند% 48/7و % 54، 

سـویـه بـرتـر       دو  16Sr RNAژن  در نهایت نتایج  تعیین توالی       

جذب نوري

) نانومتر600 (

رنگ محیط پس از

 ساعت96 

96     72    48   24    ) ساعت(زمان  نام باکتري

0 زرد شفاف شاهد

0/86 کدر +++   ++     + باسیلوس سیرکولانس

0/71 کدر ++     ++     +   + انتروباکتر

0/74 کدر +++   ++    ++   + آلکالیژتز فکالیس

0/61 کدر استافیلوکوکوس     +     +       +-

0/58 کدر لیستریا     +     +       +-

زیاد رشد +++ :متوسط    رشد ++ :ضعیف     رشد+:

معدنی پایه محیط در فلورانتن تجزیه کننده باکتري هاي رشد تقریبی میزان و زمان: 1جدول
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 متعلق بـه     نشان داد که  داراي بیشترین توانایی تجزیه فلورانتن      

 Bacillus circulansو       Alcaligenes faecalisسویـه هـاي    

 با شـمـاره       NCBIسپس هر دو سویه در بانک ژنی      .   می باشند 

 به تـرتـیـب ثـبـت          JX486705  و JX486706هاي دسترسی 

.گردیدند

بحث   

در مطالعه حاضر نتایج مربوط به شمارش باکتـري هـا نشـان              

می دهد که بیشترین شمارش باکتري هاي تـجـزیـه کـنـنـده                 

فلورانتن مربوط به فصل پاییز می باشد که به دلیل نزدیک تـر               

بودن دماي این فصل به دماي بهینه رشد باکتري هاي مزوفیل و            

غلظت هاي مختلف فلورانتن در حضورباسیلوس سیرکولانس منحنی رشد  :2نمودار

در حضور غلظت هاي مختلف فلورانتن آلکالیژنزفکالیسمنحنی رشد : 3نمودار
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برخی باکتري هاي جدا شده توسط ایدوك در تحـقـیـق                                                      .   بودند     

و   )       Kafilzade(   کفیـل زاده                        ) .     21(   حاضر نیز جداسازي شدند                               

خاك هاي آلوده به نفت در ایـران را                                                         2011همکاران در سال                      

استافیلوکوکوس، کورینه باکتریوم،                                     بررسی نموده و باکتري هاي                                    

را جداسازي نمودند کـه                                 میکروکوکوس          و       سودوناس، باسیلوس                  

  ).  22( این باکتري ها توانایی تجزیه نفتالین را دارا بودند                                                   

خاك هاي آلوده شـده                       2012و همکاران در سال                  )   Lors( لورس        

 سویه باکتري متعلق بـه                              13بررسی نمودند و                  PAHبه ترکیبات                

 سـودومـونـاس،                   جنس را جداسازي کردنـد کـه شـامـل                                                              9

  اریترومیـکـروبـیـوم                             و   اسینتوباکتر، انتروباکتر، کلبسیلا، آلکالیژنز                                               

در تحقیق جاري نـیـز                                   آلکالیژنز         و       انتروباکتر            دو باکتري           .   بودند     

و همکاران در سال                  )       Survery(   سروري           ) .     23(   جداسازي شدند                  

 بر روي خاك نزدیک به چند پمپ بنزین در شهر کراچی                                                 2004

  60تحقیقی  انجام دادند که موفق به جداسازي و شـنـاسـایـی                                                                          

استافیلوکـوکـوس،                      سویه باکتري شدند که متعلق به جنس هاي                                                      

  و   کورینه باکتریوم، باسیلوس، پروتئوس، سودوموناس، اشریشیا                                                               

بودند که این باکتري ها توانایی حذف هـیـدروکـربـن                                                                          کلبسیلا      

در تحقیق دیگري که توسط                          ) .     24( هاي مورد آزمایش را داشتند                             

 انـجـام شـد                            2009و همکارانش در سـال                                )       Arbabi(   اربابی          

عملیات تجزیه فنانترن از دو مکان آلوده به نفت خام در ایـران                                                                              

 سـراشـیـا،                در این تحقیـق بـاکـتـري هـاي                                                        .   بررسی گردید             

).  25( جداسازي شدند              سودوموناس           و     میکروکوکوس، باسیلوس                   

  2010و همکاران در سـال                               )   Emtyazjoo(   همچنین امتیازجو                       

رسوبات حوزه نفتی سیري واقع در خلیـج فـارس را مـورد                                                                                  

باسیلوس،          هاي تجزیه کننده آنتراسن                                   بررسی و  میکروارگانیسم                            

).  19( را جداسازي کردند                    استافیلوکوکوس             و     سودوموناس         

به طور کلی با توجه به اینکه جنگل هاي حـرا در مـجـاورت                                                                                 

فعالیت هاي انسانی قرار دارند، مستعد به آلودگی هاي متنوعـی                                                                               

میکروارگانیسـم                  .   از منابع انسانی می باشند                                  PAHمانند ترکیبات                   

هاي حرا به دلیل سازگار                                - هاي موجود در رسوبات آلوده جنگل                                        

شدن می توانند قابلیت و توانایی بالایی را در تجزیه ترکیـبـات                                                                                    

PAH               نتایج         ).  26( داشته باشندHPLC                               در پژوهش حاضر نـیـز

نشان دهنده قدرت بالاي باکتري هاي جدا شده در تـجـزیـه                                                                                 

ترموفیل جدا شده از رسوبات جنگل هاي حراي خلیج فـارس         

 باکتري بومی تجزیه کننده فلورانـتـن   5در این تحقیق . می باشد 

از رسوبات جنگل هاي حراي خلیج فارس جداسازي شدند که          

سیرکولانس، آلکالیژنز فکـالـیـس،       باسیلوسشامل باکتري هاي    

این باکتري ها   .    می باشند  استافیلوکوکوس و   انترو باکتر، لیستریا  

پراکندگی وسیعی در رسوبات جنگل هاي حـرا داشـتـنـد و                

همچنین توانایی بالایی را در تجزیه فلورانتن از خـود نشـان               

از بین باکتري هاي جدا شده در این تحقیق غالب تریـن            .   دادند

باکتري که قدرت تجزیه کنندگی خوبی را نشان داد بـاکـتـري              

.  می باشدباسیلوس سیرکولانس

  هاي متعـدد                آنزیم       داشتن       دلیل      به    باسیلوس       به طور کلی باکتري                           

.   از خود نشان می دهـد                             PAHتجزیه ترکیبات                     توانایی بالایی در                    

مانند         محققانی         تحقیقات         در نتایج            باسیلوس         کنندگی        تجزیه       توان    

ــاري                        ــق ــف ــال             در    )   Zolfaghari(   ذوال ــود                 ، 2006س ــع ــوس     اب

(Abou seoud)   و ایتکن           2003سال        در   )Aitken       (                 و همـکـاران

  هـم       حاضـر         تحقیق       نتایج       با    که    است      ذکر گردیده           1998در سال          

).  19( دارد        خوانی     

همچنین در پژوهش هایی که توسط محققین دیـگـر صـورت                                                                          

گرفته باکتري هاي متنوعی به عنوان باکتري هاي توانا در تجزیه                                                                                

جداسازي شده اند که بعضی از آن ها مشابه بـا                                                    PAHترکیبات           

از جـملـه                   .   باکتري هاي جدا شده در پژوهش جاري می باشند                                                 

سه باکـتـري گـرم                             2003و همکاران در سال                  )       Zhuang( ژانگ        

 بـاسـیـلـوس،                    مثبت تجزیه کننده فنانترن از جـنـس هـاي                                                                    

 و  را از رسوبات مناطق جـزر                                   میکروکوکوس          و       استافیلوکوکوس             

.) 20( مدي گرمسیري آلوده به ترکیبات نفتی جداسازي کردند                                                 

 خاك هاي آلوده به نفـت را مـورد                                             2009در سال         (Reda) ردا   

بررسی قرارداد که باکتري هاي تجزیه کننده جدا سـازي شـده                                                                                

و     میکروکوکوس، باسیلوس، سـودومـونـاس                                           شامل باکتري هاي                       

و همکاران در سـال                             )       Eduok(   ایدوك         ).  7( بودند         بورخولدریا          

جنگل حرا در نیجریه را مورد بررسـی قـرار دادنـد و                                                                                  2010

را جدا سازي و شناسایی کردند                               PAHباکتري هاي تجزیه کننده                                

سـیـتـروبـاکـتـر،                               که باکتري هاي جداسـازي شـده شـامـل                                                              

  لیـسـتـریـا                   و       باسیلوس، انتروباکتر، اسینتوباکتر                                      استافیلوکوکوس،              
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ایـن  .   نشان ندادند و به سرعت وارد فاز لگاریتمی شـده انـد             

مساله نشان می دهد که این باکتري ها توانایی تجزیه فلورانتـن            

. را به عنوان منبع کربن و انرژي را به خوبـی دارا بـوده انـد                  

بنابراین جمعیت میکروبی از طریق تقسیـم سـلـولـی ازدیـاد              

با اندازه گیري دانسیته نوري  امکان ارزیابی افزایـش          .   می یابند 

همچنین پس از آن باکاهش مـنـبـع         .   رشد میکروبی وجود دارد   

در ) .   27( کربن و تغذیه، رشد باکتري ها نیز کاهش می یـابـد              

باسیـلـوس   این پژوهش بیشترین میزان دانسیته نوري مربوط به      

.  بودسیرکولانس

نتیجه گیري          

فلورانتـن   تجزیه کننده  باکتري هاي  داد نشان تحقیق این نتایج

رسوبات جنـگـل هـاي        و دارند طبیعت در وسیعی پراکندگی

 زیـادي  تعـداد  داراي حراي واقع در پارك ملی دریایی ناي بند       

بـاسـیـلـوس     دو بـاکـتـري        .   باکتري هاي یاد شـده اسـت     از

 از و همچنیـن   نظر فراوانی  از آلکالیژنز فکالیس  و   سیرکولانس

 قـرار  اول رتبه تجزیه هیدروکربن مورد آزمایش در قدرت نظر

 بر این اساس این دو باکتري را می توان بـه عـنـوان                 .داشتند

 کـه  ایـن  با توجه بـه    .   باکتري هاي بومی منطقه در نظر گرفت      

 مـحـیـط    حـفـظ   درجهـت  رویکردي ها آلاینده زیستی حذف

 از نـمـود کـه      تـوجـه   بـایـد   ایـن  بـنـابـر    باشـد،  می زیست

تجـزیـه    در را خوبی جدا شده که توانایی  میکروارگانسیم هاي 

 رفـع  در نهـایـی   توان جهت کاربرد اند می داده نشان فلورانتن

.نمود استفاده رسوبات جنگل حرا نفتی آلودگی هاي

تشکر و قدردانی 

نویسندگان این مقاله از معاون پژوهشی دانشگاه آزاد اسـلامـی           

به دلیل حمایت هاي مالی این پـژوهـش کـمـال        واحد جهرم،   

.امتنان را دارند

و     باسیـلـوس سـیـرکـولانـس                                      باکتري هاي                .   فلورانتن می باشد                    

از فلورانتـن                %       71و   %       73/4به ترتیب توانستند                     آلکالیژنز فکالیس                  

  باسیلوس       این نتایج نشان می دهد باکتري هاي                                                  .را تجزیه نمایند                   

قوي ترین باکتري هاي تجـزیـه                                           آلکالیژنزفکالیس               و       سیرکولانس        

تاکنـون           .   کننده فلورانتن از بین باکتري هاي جدا شده می باشند                                                                   

محققین زیادي باکتري هاي بومی جدا شده از رسوبات جنگـل                                                                          

مـورد           PAHمختلف حرا را از نظر قدرت تجزیه ترکیبات                                              هاي   

و همکارانـش               )       Ramsay( از جمله رامسی               .   بررسی قرار داده اند                     

گزارش دادند که تعداد باکتري هاي تجزیه کننده                                                           2000در سال            

10(   آروماتیک در رسوبات حرا بسیار بالاست                                                
4

10 تا         
6  

سلول در         

که داراي پتانسیل قابل توجهـی در تـجـزیـه                                                            )       هر گرم رسوب               

آلودگی هاي نفتی اند و این تعداد با اضافه کردن نفت می تواند                                                                                    

  ).  10( افزایش یابد             

 میزان تجزیه فـنـانـتـرن،                                   2008و همکاران در سال                    ) Tian( تیان        

فلورانتن و بنزوآپیرن را توسط باکتـري هـاي جـدا شـده از                                                                                          

به طوري که فنانترن                        .   رسوبات حرا در چین اندازه گیري نمودند                                                

پـس       %       20و فلورانتن بیش از                         %       44/2، بنزوآپیرن                 %   100به میزان              

 روز گرماگذاري توسط باکتري هاي جدا شده تجزیه شـد                                                    10از      

باکتري هـاي بـومـی                                2005همکاران در سال                  و  ) Yu( یو      ).  12(   

ساکن در جنگل هاي حراي هنگ کنگ را جداسازي نمودند که                                                                        

از      %   99گذاري تـوانسـتـنـد                                  هفته گرما          4این باکتري ها پس از                       

  ).  26( پیرن را تجزیه نمایند                       از    % 30فلورن و فتانترن و حدود                        

رسوبات سطحی               2003و همکاران در سال                  )       Tam(   همچنین تام                

دو جنگل حرا را براي جداسازي باکتري هاي تجزیـه کـنـنـده                                                                                    

PAH                                                                      بررسی نمودند که کنسرسیوم غنی شده با فلورانتن تجزیه

ــر از                          ــن را نشــان داد                                                    %       40کــمــت ــت ــلــوران گــو    ) .         11(   ف

   )Guo       (                          نمونه هاي رسوبات سطحـی                                 2005و همکاران در سال

چند جنگل حرا را بررسی نمودند و توانایی باکتري هاي جـدا                                                                                

را مورد ارزیابی قرار داد کـه بـاکـتـري                                                                PAHشده در تجزیه                    

و   %       30حـدود               رودوکـوکـوس                 ، %   60حـدود               اسفنگومـونـاس                 

).    10( از فلورانتن را تجزیه نمودند                               % 100پاراکوکوس           

با توجه به منحنی رشد باکتري هاي جدا شـده در پـژوهـش                 

جاري، باکتري ها در مجاورت فلورانتن هیچ فاز تـاخـیـري را             
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Abstract

Background and Objectives: Polycyclic aromatic hydrocarbons are a group of organic compounds 

with two or more aromatic rings, and approximately 90 percent of these compounds are 

carcinogen. Although there are different methods to clear such contaminants from environment, 

microorganisms are more effective and more cost friendly. This study was designed to isolate 

indigenous microorganisms which are able to biodegradation fluoranthene from sediments of 

mangrove forests in Persian Gulf and to evaluate their biodegrading ability on fluoranthene.

Materials and Methods: This sectional study was performed on the sediment samples collected 

from Persian Gulf mangrove. The bacteria were counted in two series of media; one containing 

fluoranthene and another one without any contaminants. The degrading bacteria were isolated on 

two basic mineral media (MSM and MSM Agar). The degradation ability were assayed based on 

High pressure liquid chromatography (HPLC).

Results: The total number of bacteria grown on the medium without Fluoranthene was 

significantly more than those contaminated with Fluoranthene (cfu/g). Among the isolated bacteria 

Bacillus circulance, Alcaligens fecalis, Entrobacter, Listeria and Staphylococcus showed the 

highest ability to degrade Fluoranthene. Bacillus circulance and Alcaligens fecalis showed the 

most biodegrading activity and growth at the presence of fluoranthene (73.4% and 71%, 

respectively). 

Conclusion: Results of this study indicate that there are many fluoranthene degrading bacteria in 

Persian Gulf mangrove sediments. 
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