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  16S rRNAتوالي از استفاده با AKH25 آگلومرانس پانتوآ ايراني سويه معرفي و شناسايي
 آن مالونونيتريل كنندگي تجزيه قدرت بررسي و

  عبدالحميد نمكي شوشتري ،، زهرا كرمي*ارسطو بدويي دلفاردر، پورجس رمضانين
  ر كرمان، دانشكده علوم، گروه زيست شناسيدانشگاه شهيد باهنكرمان، 

 11/3/94 :تاريخ پذيرش  18/12/93: تاريخ دريافت

  چكيده 

كشها، داروهاي ضد سرطان و رنگها، نيتريلي با ساختار خطي است كه در توليد علف، يك تركيب ديCH2(CN)2 مالونونيتريل
 MM1 )mineralكشت  حيطم هيدروليز كننده مالونونيتريل با استفاده از باكتريهاي حاضر، مطالعه رد. گيردمورد استفاده قرار مي

salts medium ( ايي و مولكولي شناسايي يو به دو روش بيوشيمجمع آوري شده  فاضلاب درصد مالونونيتريل از نمونه 1حاوي
 كه ايسويه .شد تعيين سنجي رنگ روش هاي جدا شده باميزان هيدروليز مالونونيتريل توسط سويهبراي اين منظور ابتدا . شدند

 16Sو پرايمرهاي طراحي شده، ژن   PCRاستفاده از روش با و گرديد انتخاب قدرت هيدروليز كنندگي بود، نبيشتري داراي

rRNA  به دست آمده مقايسه توالي . گرديد توالي تعيينتكثير و آنKM229757)(  هاي ثبت شده در بانك ژني تواليساير با 

در مطالعه ديگر، منحني . است انتروباكترياسهاز خانواده  لومرانسآگ پانتوآمربوط به (AKH25) نشان داد سويه جداسازي شده 
بالاترين داراي ، اين سويه داد نشان نتايج .رشد و ميزان آمونياك آزاد شده در حضور غلظتهاي مختلف مالونونيتريل رسم گرديد

مولار مالونونيتريل ميلي 5و  2غلظتهاي  آمونياك توليدي در حضور مولارميلي 33/3و  48/1فعاليت تجزيه مالونونيتريل به ميزان 
  AKH25پانتوآ آگلومرانسبر اساس اين تحقيق، سويه ايراني  .بود ساعت پس از انكوباسيون در فاز سكون منحني رشد 21در 
  .مورد استفاده قرار گيرد آلوده محيطهاي مالونونيتريل از حذف تواند كانديد مناسبي برايمي

   دي نيتريلآگلومرانس،  پانتوآ ،مالونونيتريل، يجداساز :كليدي ه هايواژ

  badoei@uk.ac.ir : ، پست الكترونيكي03433222032: تلفن مسئول، نويسنده *

  مقدمه 
ها و صنايع شيميايي متعدد، توسعه روز افزون كارخانه

مختلف شده است  باعث توليد و مصرف تركيبات شيميايي
). 4(باشديست ميكه پيامد آن تهديد جهاني براي محيط ز
به طور  R-C≡N نيتريلها و مشتقات آنها با ساختار كلي

، پلاستيكها، حشره كشهاوسيعي در توليد انواع حلالها، 
استفاده ... كشها، رنگها، مواد دارويي، پليمرها و علف
علاوه بر فاضلاب خانگي، شهري و . )26و  8( شوند مي

ها آنفاضلاب  كه خروجياز جمله صنايعي  پساب كشاوزي
كاري توان به صنايع دستمحتوي تركيبات نيتريل است مي

مالونونيتريل ). 6(اشاره كرد... فلزات، استخراج معادن و 

CH2(CN)2نيتريلي با ساختار خطي است ، يك تركيب دي
كشها، داروهاي كه علاوه بر استفاده گسترده در توليد علف

د گاز سرطان و رنگها، به صورت ويژه و انبوه در توليضد
-2(كلرو بنزيليدين مالونونيتريل -2آور اشك

Chlorobenzylidene Malononitrile(  مورد استفاده قرار
آور شامل اشكبرخي از عوارض اين گاز ). 12(گيردمي

سرگيجه، درد قفسه سينه، سردرد شديد، دو بيني و تاري 
ديد، خستگي، تهوع، استفراغ، استفراغ خوني، دردهاي 

ش ترشحات دهان، بيني، چشم و سيستم شكمي و افزاي
). 5،10(است تنفسي و دردهاي شديد عضلاني ذكر شده 
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سال دفاع مقدس كشور ايران، از جمله  8اين گاز در زمان 
جنگي كشور عراق بود كه براي اولين - سلاحهاي شيميايي

بار در عمليات رمضان نقش بازدارندگي به خود گرفت و 
ي به اهداف عملياتي نيروهاي ايران را از دستياب

در پي اين واقعه، روزنامه لس آنجلس تايمز . )15(بازداشت
 1361(ميلادي  1982در تابستان سال : چاپ امريكا نوشت

هنگامي كه نيروهاي ايراني به نزديكي سربازان ، .)ش. ه
كه به عنوان گاز  عراقي رسيدند، دشمن از عامل سي اس

اين ماده با  ).15( شود، استفاده كرداشك آور شناخته مي
تواند سبب عوارض ديررس و  سلول مي DNAبر  تأثير

زايي در انسان شده و تغييرات كارسينوژنيك و سرطان
عمر طولاني با شسته شدن توسط آب همچنين به دليل نيمه

باران و سرازير شدن به مزارع كه از آبهاي سطحي استفاده 
به ). 15(گردد كنند، سبب بروز عوارض زيست محيطي  مي

مالونونيتريل و مشتقات آن پس از رهاسازي در طوري كه، 
رشد موجودات  محيط زيست اثرات مضري مانند كاهش

 زنده، كاهش مقاومت در برابر بيماريها، مرگ و مير
موجودات، افزايش جهشهاي ژنتيكي و سرطان را ايجاد 

اين تركيبات در بدن انسان بلافاصله در اثر ). 14(كنندمي
ولسم كبدي به ماده سمي سيانيد تبديل شده و منجر به متاب

 ).27(شوندايجاد مسائل جدي در بحث سلامت فردي مي
يا تبديل تركيبات نيتريل به  از جمله راهكارها براي حذف
توان به هيدروليز خطر ميتركيبات اسيدي يا آميدي بي
پيوند نيتريل در تركيبات . شيميايي و آنزيمي اشاره نمود

شود تا باشد، اين امر سبب ميدار بسيار پايدار مييلنيتر
 6( شرايط سخت اسيديهيدروليز شيميايي آنها نيازمند 

) سديم هيدروكسيد مولار 2( بازي يا )لردريككاسيد مولار
توليد علاوه بر آن ). 23(باشد دماي واكنشي بالا و

مقادير  واسيد سيانيدريك سمي  محصولات جانبي مانند
تواند مشكلات فراواني به وجود مي... و ك بالاي نم

تجزيه به روش با توجه به اين معايب، . )23(آورد
كنترل امكان  داشتن مزايايي مانند با آنزيمي-ميكروبي

فيزيولوژيكي و فيزيكوشيميايي، تنوع آنزيمي و مقادير 

براي حذف يا  آو كار مؤثرراهي  تواندمي بالاي توليد آنزيم
). 1(باشدزيست مييي با سميت بالا از محيطتبديل نيتريلها

در اين راستا، جداسازي و غربالگري آنزيمهاي جديد با 
ها به عنوان و بهينه از ميكروارگانيسم مؤثرخصوصيات 

اولين مرحله در مسير تحقيق و توسعه محصولات آنزيمي 
بررسي شده و باكتريهاي متنوعي جداسازي و بررسي 

ات محدودي از جداسازي و تاكنون گزارش). 2(شدند
هاي آليفاتيك نيتريلفعاليت باكتريهاي هيدروليز كننده دي

توان به به ويژه مالونونيتريل منتشر شده است كه مي
 Bacillus RAPc8و ) Pyrococcus abyssi )25جداسازي 

درصدي  17با سوبستراي مالونونيتريل، فعاليت ) 27(
 Burkholderia cenocepaciaهيدروليز مالونونيتريل سويه 

J231 )19 ( فعاليت آنزيمي باكتري وBacillus Pallidus 

Dac521  گلوتارونيتريل و آديپونيتريل روي دو سوبستراي
و  10در مقايسه با سوبستراي كنترل بنزونيتريل با مقادير 

نيتريل به عنوان يك منبع تركيب ). 3(درصد اشاره نمود 14
گيرد ها مورد استفاده قرار ميكربن و يا انرژي در اين باكتري

-و در نهايت به كربوكسيليك اسيد و آمونياك تبديل مي

از آنجايي كه بهترين روش براي حذف . )8(شود
- استفاده از باكتريهاي تجزيه ،تمالونونيتريل از محيط زيس

در اين تحقيق يك باكتري ايراني با . كننده اين تركيب است
اضلاب شهري كرمان توانايي حذف مالونونيتريل از ف

استفاده از  با (AKH25)سپس اين سويه . جداسازي گرديد
شناسايي و پتانسيل حذف مالونونيتريل آن  16S rRNAژن 

  .مورد بررسي قرار گرفت

  مواد و روشها
تهيه نمونه، جداسازي و شناسايي باكتريهاي هيدروليز 

هاي حاوي باكتري از محل نمونه :كننده مالونونيتريل
جداسازي باكتريهاي . شهر كرمان تهيه گرديد فاضلاب

سازي در محيط هيدروليز كننده مالونونيتريل به روش غني
براي اين . حاوي سوبستراي اختصاصي صورت گرفت

 به همراه )MM1( منظور از محيط حداقل نمكهاي معدني
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يك درصد مالونونيتريل به عنوان منبع كربن و انرژي 
) pH 7(معدني  ل نمكهايمحيط حداق. )22(استفاده شد

گرم دي پتاسيم هيدروژن فسفات،  8/6 :حاوي تركيبات
گرم سولفات  1/0، گرم پتاسيم دي هيدروژن فسفات 2/1

 ،كلريدگرم كلسيم دي 1/0 ،گرم سولفات منگنز 1/0 ،منيزيم
گرم سديم موليبدات در  006/0گرم سولفات آهن و  0/ 1

هاي آب تر از نمونهليميلي 5ميزان . يك ليتر آب مقطر بود
سازي اوليه تلقيح شد و روي درون اين محيط جهت غني

گراد درجه سانتي 30و دماي  rpm160انكوباتور با - شيكر
ليتر از محيط ميلي 5پس از گذشت يك هفته، . قرار گرفت

برداشته شد و به محيط حداقل نمكهاي معدني جديد انتقال 
تا اينكه كدورت به  پاساژ ادامه يافت 3اين عمل تا . يافت

دست آمده ناشي از رشد باكتريها باشد و آلودگي تركيبات 
 100از پاساژ نهايي ميزان . ديگر در نمونه كاهش يابد

ميكروليتر بر روي محيط كشت جامد نمكهاي معدني منتقل 
پس از رشد، باكتريها به صورت تك كلني . گرديد

انتقال جداسازي و به محيط حداقل نمكهاي معدني جديد 
باكتريهايي كه در مراحل قبلي جداسازي شده بودند،  .يافتند

 100در پليتهاي حاوي محيط حداقل نمكهاي معدني، 
به عنوان  رددرصد فنل 02/0ميكروليتر مالونونيتريل و 

درجه  30شناساگر كشت داده شده و سپس در دماي 
پس  .ساعت گرماگذاري شدند 24-48گراد به مدت سانتي

هاي با فعاليت هيدروليز وره كشت از ميان سويهاز سه د
اي كه بيشترين هاله و ميزان شدت رنگ سويه ،مالونونيتريل

د به بورد، در محيط جامد و مايع حاوي سوبسترا و فنل
عنوان سويه برتر مولد آنزيم تجزيه كننده مالونونيتريل 

با استفاده از برخي . جهت مطالعات بعدي انتخاب شد
آميزي گرم، ميكروبي و بيوشيميايي مانند رنگآزمونهاي 

شكل ميكروسكوپي، آزمون حركت، توليد اندول، توليد 
پروسكوئر، -سولفيد هيدروژن، احياي نيترات، آزمايش وژز

هيدروليز ژلاتين، شناسايي اوليه باكتري برتر هيدروليز 
  ).17(كننده مالونونيتريل انجام گرفت

 16Sير قسمتي از ژن شناسايي مولكولي باكتري با تكث

rRNA هاي توسط پرايمرForward: 5'-

AGTTTGATCCTGGCTCCAG-3' باTm=53.7ºC   و
  ʹReverse -'GGCTACCTTGTTACGACTT- 3:پرايمر 

اي پليمراز واكنش زنجيره. انجام شد Tm = 53.4 ºCبا 5
)PCR(،  ميكروليتر  2ميكروليتر شامل  25در حجم نهايي

DNA  10(الگو mM( ،5/0  ميكروليتر از هر پرايمر)50 
 50)ميكروليتر  dNTP  ،1 (mM 10)رميكروليت 2، )پيكومول

mM) MgCl2 ،5/2  ميكروليتر بافرPCR (10X)، 2/0 
 Taq DNA Polymerase (5u/ml) ميكروليتر آنزيم

ميكروليتر آب  3/16ژن و خريداري شده از شركت سينا
 94ماي اوليه د) 1 .شدمقطر ديونيزه با برنامه ذيل انجام 

 45گراد، درجه سانتي 52) 2ثانيه،  45گراد، درجه سانتي
براي تكثير ) 4ثانيه،  90گراد، درجه سانتي 72) 3ثانيه، 

. دقيقه 8گراد، براي مدت درجه سانتي 72نهايي 
درصد با  1 آگارزپس از الكتروفورز ژل   PCRمحصول

سپس . سازي شدخالص DNAاستفاده از كيت استخراج 
توسط شركت  DNAياب با استفاده از توالي DNAوالي ت

هاي شباهت توالي نوكلئوتيد .تعيين شد) كره(بيونير 
افزار سويه هيدروليز كننده به كمك نرم  16S rRNAژن

BLAST  با تواليهاي ثبت شده در پايگاه اطلاعاتي ژنوم
Gene Bank ترين به اين ترتيب نزديك). 16(مقايسه شد

همچنين، . با سويه تعيين شد 16S rRNAرادف ها با تسويه
 NCBIتوالي به دست آمده در اين پژوهش در بانك ژني 

درخت . مربوطه دريافت شد ثبت و شماره دستيابي ژني
فيلوژني توالي سويه با توالي حاصل از جستجو در پايگاه 

با روش  MEGA4افزار به كمك نرم Gene Bankاطلاعاتي 
neighbour joining 24(م شدرس.( 

فعاليت آنزيم بر اساس مقدار : سنجش فعاليت آنزيمي
هيپوكلريت ارائه -آمونياك توليدي با استفاده از روش فنل
بر اساس اين ). 9(شده توسط فاست و اسكات سنجيده شد

 100ميكروليتر محلول حاوي آنزيم،  100به مقدار روش 
يتر بافر ميكرول 200مولار و ميلي 25ميكروليتر مالونونيتريل 
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مخلوط حاصل . اضافه شد  7pHمولار با ميلي 50فسفات 
گراد درجه سانتي 30دقيقه در دماي  30به مدت 

  Aميكروليتر محلول 400مقادير پس از آن . گرماگذاري شد
و ) مولارميلي 1مولار و سديم نيتروپروسايد  59/0فنل (

مولار و  11/0سديم هيپوكلريت (  Bميكروليتر محلول 400
پديدارپس از . به آن اضافه شد) مولار 2سديم هيدروكسيد 

 600موج ها در طولشدن رنگ آبي مقدار جذب نمونه
) فرابنفش-مرئي(نانومتر توسط دستگاه اسپكتروفتومتر 

در تمامي واكنشها از محلول شاهدي كه در آن . خوانده شد
آنزيم پس از انكوباسيون مخلوط واكنش به آن اضافه شده 

بر اين اساس، يك واحد فعاليت آنزيم  .ستفاده گرديدبود ا
مول ميكرو 1عبارت است از مقدار آنزيمي كه قادر است 

دقيقه تحت شرايط استاندارد واكنش  1آمونياك به ازاي 
منحني استاندارد توسط بار تكرار و  3آزمايشات  .آزاد نمايد

 .)21( آمونيوم كلرايد رسم شد

در  pHتريل وتغييرات مالونونيبررسي ميزان هيدروليز 
سويه باكتريايي مورد نظر در حضور غلظت يك : طي زمان

درجه سانتي گراد و دور  30درصد مالونونيتريل در دماي 
توليد آمونياك  وpH ميزان تغييرات . كشت داده شد 160

ساعت  72 ،48، 24، 0ناشي از فعاليت آنزيم در مدت زمان 
تريل در حضور و انكوباسيون و همچنين تجزيه مالونوني
ساعت، با  72و  0عدم حضور سوبسترا در مدت زمان 

  ).22(مورد بررسي قرار گرفتگفته شده روش 

مورد  هيدروليز مالونونيتريل توسط سويه و رشد نحنيم
 5و  2سويه باكتريايي مورد نظر در حضور غلظتهاي : نظر

درجه سانتي گراد و  30مولار مالونونيتريل در دماي ميلي
ميزان آمونياك آزاد شده حاصل . كشت داده شد 160دور 

از تجزيه مالونونيتريل طبق روش ذكر شده اندازه گيري 
در غلظتهاي  نظر سويه مورد رشد علاوه بر اين، منحني. شد

سنجي  كدورت روش بهنيز  مولار مالونونيتريلميلي 5و  2
 در نانومتر 600 موجطول در اسپكتروفتومتر دستگاه وسيله به

ساعت پس از  36تا  0مشخص  زماني هايفاصله
  .شد انكوباسيون رسم

  نتايج
: جداسازي باكتريهاي هيدروليز كننده مالونونيتريل
-جداسازي باكتريهاي هيدروليز كننده مالونونيتريل با غني

هاي فاضلاب در محيط كشت حداقل نمكهاي سازي نمونه
. شد حاوي يك درصد مالونونيتريل انجام )MM1(معدني 

سويه با توانايي استفاده از  4پس از رشد، تعداد 
مالونونيتريل به عنوان تنها منبع كربن و نيتروژن روي محيط 

-رد، جداسازي و خالصكشت حاوي مالونونيتريل و فنل

با  AKH25 سويه جدا شده، سويه 4از ميان . سازي شد
ايجاد بيشترين هاله و شدت رنگ صورتي در محيط جامد 

. گرديد رد براي ادامه مطالعات انتخابحاوي فنلو مايع 
نتايج حاصل از تجزيه مالونونيتريل و تغيير رنگ فنل رد در 

كه تجزيه داد اين نتايج نشان . نشان داده شد 1شكل 
به و  ساعت پس از انكوباسيون شروع 3مالونونيتريل از 
ساعت پس  15به طوري كه در يافته است تدريج افزايش 

يون بيشترين فعاليت تجزيه كنندگي مشاهده از انكوباس
  . گرديد

 

درون ميكروپليت در  AKH25 پانتوآ آگلومرانسرد و مالونونيتريل از زرد به صورتي توسط باكتري روند تغيير رنگ محيط مايع حاوي فنل -1شكل
 ساعت پس از رشد 15تا  0بازه زماني 
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در  pHمالونونيتريل وتغييرات بررسي ميزان هيدروليز 
و آمونياك توليد شده حاصل  pHنتايج تغييرات : طي زمان

در  AKH25 پانتوآ آگلومرانساز فعاليت آنزيمي سويه 
. نشان داده شد 2 شكل زمانهاي مختلف انكوباسيون در

ساعت  24نتايج نشان داد زمان بهينه فعاليت هيدرولازي، 
 علاوه براين، نتايج). الف- 2شكل ( بودپس از انكوباسيون 

محيط با ميزان  pHسازد كه ميزان تغييرات نشان مي خاطر
فعاليت آنزيم و تجزيه مالونونيتريل نيز رابطه مستقيم دارد 

ناشي از آزادسازي  pHبيشترين ميزان تغيير  طوري كهبه 
به . گرديدساعت انكوباسيون مشاهده  24آمونياك پس از 

اوليه  خنثي pHاين ترتيب در اثر تجمع آمونياك در محيط، 
ساعت پس  24شدن پيش رفته و در زمان قلياييبه سمت 

و پس از آن به  رسيداز انكوباسيون به بالاترين حد خود 
  ). ب- 2شكل ( يافتتدريج كاهش 

نتايج حاصل از منحني رشد و تجزيه مالونونيتريل 
در بازه  AKH25توسط سويه ) مولارميلي 5و  2غلظتهاي (

در اين . ان داده شدنش 2ساعت در شكل  36زماني 
حاوي  MM1در محيط اختصاصي  AKH25آزمايش سويه 

 rpmدور گراد و درجه سانتي 30مالونونيتريل در دماي 
ساعت يكبار ميزان جذب  3سپس هر . داده شدكشت  160

نانومتر اندازه گيري گرديد كه معياري از  600موج در طول
راي فاز نتايج نشان داد كه باكتري دا .رشد باكتري بود

ساعت بوده و پس از آن در بازه  2تأخير تقريبي حدود 
. ساعت، در فاز لگاريتمي قرار داشت 12- 3زماني حدود 

ساعت انكوباسيون فاز سكون شروع شده و  12بعد از 
ساعت بعد از كشت وارد فاز مرگ  27باكتري در حدود 

مقايسه نمودارهاي حاصل از فعاليت آنزيمي تجزيه . شد
مولار مالونونيتريل نشان داد كه اين ميلي 5و  2غلظتهاي 

ساعت رشد داراي بيشترين  21باكتري در زمان تقريبي 
از اين رو، ميزان آمونياك آزاد . ميزان فعاليت آنزيمي بود

شده ناشي از تجزيه مالونونيتريل در اين زمان بيشترين 
  .مقدار بود

 

   
. ساعت 72يزان تجزيه مالونونيتريل در طي زمان بررسي م -2شكل

  .ميزان آمونياك توليدي) ، بpHتغييرات ) الف
 

 48/1كه اين سويه باكتريايي در اين مدت، نشان داد نتايج 
ميلي مولار مالونونيتريل  2ميلي مولار آمونياك را از تجزيه 

علاوه بر اين ميزان توليد ). الف-3 شكل(توليد كرد 
ميلي مولار مالونونيتريل در همين زمان  5تجزيه  آمونياك از

پس از اين ). ب- 3 شكل( بودميلي مولار  33/3حدود 
مدت با كاهش يافتن ميزان رشد باكتري، ميزان تجزيه و 

  .يافت توليد آمونياك نيز كاهش

نظر، مورد سويه شناسايي براي: شناسايي بيوشيميايي
-شيمياييبيو هايآزمونو برخي  فنوتيپيكي خصوصيات

 اين كه داد نشان نتايج .مورد بررسي قرار گرفت ميكروبي



 1395، 2، شماره 29جلد                                                      )                     مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

203 

  ).1جدول ( بود پانتوآ جنس از منفي، داراي پيگمان و گرم باكتريهاي جمله سويه از
  AKH25 پانتوآ آگلومرانسباكتري ميكروبي  -نتايج آزمونهاي بيوشيميايي -1جدول

  نتيجه خصوصيات سويه
  منفي واكنش گرم
  باسيلوس شكل باكتري

  زرد رنگ پيگمان
  - توليد اندول

  - آزاوره
  + حركت

  + احيا نيترات
  + VPواكنش

  + هيدروليز ژلاتين
  + گراددرجه سانتي4رشد در
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 5غلظت ) مولار، بميلي 2غلظت ) الف. ساعت در دو غلظت مختلف آمونياك 36منحني رشد و فعاليت هيدروليز مالونونيتريل در بازه زماني  -3شكل

 .مولارميلي
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تعيين گونه باكتريايي با : 16S rRNAشناسايي با استفاده 
انجام  16S rRNAاستفاده از اطلاعات حاصل از توالي ژن 

داراي بخشهاي حفاظت شده و  16S rRNAتوالي ژن . شد
باشد كه از اطلاعات مربوط به اين غير حفاظت شده مي
. شودهاي باكتريايي استفاده ميگونهبخشها براي شناسايي 

 DNAژنومي باكتري، از كيت استخراج  DNAبراي تهيه 
 PCRتكثير يافته با استفاده از  DNAسيناژن استفاده شد و 

توسط ) 4شكل( ددرص 1آگارز پس از مشاهده روي ژل 
از شركت سيناژن تخليص و براي  DNAكيت تخليص 

درخت . ارسال شد) كره(تعيين توالي به شركت بيونير 
رسم گرديد  MEGA4افزار فيلوژنتيك با استفاده از نرم

اين سويه  16S rRNA ژن  مقايسه توالي). 5 شكل(
نظر  گونه نزديك از نظر توالي ژن مورد 13 باباكتريايي 
نتايج حاصل . شدآورده   2نيز در جدول NCBI موجود در 

از تطبيق توالي و درخت فيلوژنتيكي نشان دادند كه گونه 
ميزان شباهت  ونزديك  Pantoea agglomeransفوق به 

توالي نوكلئوتيدي ارائه شده . بوددرصد 99نوكلئوتيدي آن 
ثبت  KM229757دسترسي با شماره  NCBI در بانك ژني

   .استر دسترس و د

  
  پانتوآ آگلومرانسسويه  16S rRNAژن  PCRمحصول . 4شكل

AKH25)1چاهك شماره ( وDNA  ماركر)2چاهك شماره.( 

 
 

 NCBIهاي موجود در ساير گونه با AKH25جدايه  16S rRNAمقايسه توالي نوكلئوتيدي ژن  -2جدول 

Identify 
(%) 

Reference AC. Number  Strain  No.  
 This study KM229757 Pantoea agglomerans AKH25 1 

99 You, C, and et al. 2013. KC764985.1 Pantoea agglomerans T224 2 

99 Abraham, WR, and et al. 2006. AM184263.1 Pantoea agglomerans WAB1924 3 
99 Abraham, WR, and et al. 2006. AM184264.1 Pantoea agglomerans WAB1925  4  
99 Young, CC, and et al. 2003. AY315450.1 Pantoea agglomerans CC-88166 5 
99 Avila-Quezada, GD, and et al. 2012. JX827461.1 Enterobacter cloacae GAQ7 6  
99 Tripathy, S, and et al. 2013. KC895920.1 Enterobacter cancerogenus cifa chp29 7 
99 Nataprawira, S, and et al. 2014. KJ574404.1 Enterobacter cloacae BB08-2 8 
99 Hao, Y, and et al. 2014. KJ541760.1 Enterobacter cloacae ZL1103 9 
99Okubo, T, and et al. 2009(17). AB461749.1Enterobacteriaceae bacterium M406 10 
99Nakagawa, Y, and et al. 2011. AB680427.1Enterobacter cloacae NBRC13536 11 
97 Putra, AE, and et al. 2014. KJ616368.1 Enterobacter cloacae BC11-4 12 
99 Song, L, and et al. 2008. EU884395.1 Enterobacter cloacae XA-2 13 
99 Liang, J, and et al. 2014. KJ806343.1 Leclercia adecarboxylata A-X9A 14 

 

  بحث 
  پانتوآ آگلومرانسدر مطالعه حاضر، سويه باكتريايي 

AKH25توجه تجزيه مالونونيتريل جداسازي با فعاليت قابل

اسيدي زرد رنگ و در  pHفنل رد در . و شناسايي گرديد
pH آمونياك، محصول اصلي . شودقليايي صورتي رنگ مي

 اگر باكتري قادر به. هيدروليز تركيبات نيتريلي است
باشد با انجام اين فرآيند، آمونياك در مالونونيتريل هيدروليز 
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 ).25(شودمعرف فنل رد از زرد به صورتي ميشدن و تغيير رنگ محيط تجمع يافته كه منجر به قليايي

  

  
  .Boot strapر و با استفاده از  معيا neighbour joiningرسم شده به روش AKH25  پانتوآ آگلومرانسدرخت فيلوژني سويه  -5شكل

  

 pHشدن قلياييسازد كه بيشترين ميزان نتايج خاطرنشان مي
ساعت  24محيط ناشي از آزادسازي آمونياك، پس از 

علاوه بر اين، ميزان تغييرات . شودانكوباسيون مشاهده مي
pH  محيط با ميزان تجزيه مالونونيتريل نيز رابطه مستقيم
 گزارش كردند كه 2010سانتاشكومار و همكاران در . دارد

باكتري هيدروليز استونيتريل موجود در محيط به وسيله 
Paracoccus sp. SKG  موجب توليد آمونياك و افزايش

pH  شود و پس از آن به تدريج مي 2/9به  7محيط از
آنها بر، اثرگذار بودن رشد ). 22(ماند كاهش ويا ثابت مي

شان دادند كه باكتري و ايجاد اين تغييرات اشاره كرده و ن
در فاز نمايي رشد، باكتري با مصرف سوبستراي نيتريلي به 
تدريج غلظت آن را در محيط كاهش داده و از طرفي ميزان 

علاوه بر آن، در اين . دهدآمونياك و محصول را افزايش مي
مرحله، باكتري از محصول توليدي حاصل از هيدروليز و 

ژي استفاده كرده و به آمونياك نيز به عنوان منبع كربن و انر
پس از گذشت زمان و تجمع . دهدرشد خود ادامه مي

آمونياك اضافي در محيط، به دليل اثر مهاري بر رشد 
محيط با عدم  pHباكتري، فاز سكون منحني رشد آغاز و 
  ).25(ماندتوليد آمونياك افزايش نيافته و ثابت مي

ان داد بررسي فعاليت آنزيمي باكتري جداسازي شده نيز نش
ساعت پس از انكوباسيون  3تجزيه مالونونيتريل از  كه

ساعت پس  15يابد و تا شروع شده و به تدريج افزايش مي
در  .رسداز انكوباسيون به بيشترين ميزان تجزيه مي

 Pyrococcusروي نيتريلاز  2005پژوهشي كه در سال 

abyssi  انجام گرديد، مشخص شد كه اين آنزيم تمايل به
نيتريل آليفاتيك داشته و در ميان هاي ديليز سوبستراهيدرو

مولار، بهترين ميلي Km 48/3 آنها، مالونونيتريل با مقدار 
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همچنين اثر مهاري اين . سوبستراي هيدروليزي است
مولار نيز مشاهده ميلي 12سوبسترا در غلظتهاي بالاتر از 

اي كه در مورد رغم پژوهشهاي گستردهعلي ).18(گرديد
يدروليز تركيبات مختلف نيتريلي صورت گرفته است، ه

نيتريلي گزارشات معدودي به بررسي هيدروليز تركيبات دي
مانند مالونونيتريل، سوكسينونيتريل، گلوتارونيتريل، 

هاي مختلف باكتريايي به وسيله سويه... آديپونيتريل و 
كننده تجزيهاز جمله باكتري هاي ). 20(منتشر شده است

 Burkholderia cenocepacia توان به مينيتريل مالونو

J2315  وRhodococcus rhodochrous 21197  اشاره
  ).7(نمود

 21قادر است پس از AKH25  پانتوآ آگلومرانسسويه 
 2(درصد از مالونونيتريل اوليه  74ساعت انكوباسون ميزان 

علاوه بر . را تجزيه كرده و آمونياك توليد كند) مولارميلي
مولار ميلي 5كه ميزان مالونونيتريل اوليه صورتي، در اين

درصد  67باشد اين سويه قادر است در همين شرايط ميزان 
به خاطر  احتمالاًكمتر شدن درصد تجزيه . آن را تجزيه كند

باشد سمي بودن تركيب و ممانعت از رشد بيشتر باكتري مي
 ، جداسازي باكتري1999گاواگان و همكاران در  ).25(

با توانايي طيف  Acidovorax facilis 72Wگرم منفي 
نيتريلها از جمله مالونونيتريل را گسترده هيدروليز دي

-در اين پژوهش، ميزان تبديل سوبسترا). 11(گزارش دادند

ي مالونونيتريل، گلوتارونيتريل و سوكسينونيتريل به ازاي 
ترتيب بگرم وزن تر بر حسب ميكرومول بر دقيقه ميلي
در ميان باكتريهاي  ).11(گزارش شد 08/0و  09/0، 144/0

گرم مثبت، فعاليت هيدروليزي مالونونيتريل توسط 
Bacillus RAPc8  درصد در مقايسه با  7به ميزان

  ). 27(د سوبستراي استونيتريل گزارش ش

در طي بررسي اختصاصيت  2013در وانگ و همكاران 
 Burkholderiaسوبسترايي آنزيم نيتريلاز سويه 

cenocepacia J231 در مقايسه با سوبستراي كنترل فنيل-

هيدروليز مالونونيتريل در  درصدي 17استونيتريل، فعاليت 
نيتريلهاي درصدي دي 5درصدي و  78كنار هيدروليز 

در ). 25(فومارونيتريل و سوكسينونيتريل گزارش دادند
روي فعاليت آنزيمي سويه  2003پژوهشي كه در سال 

درصدي  5انجام شد، فعاليت  PCC6803 رياييسيانوباكت
نيتريل به خصوص هاي دينيتريلاز در حضور سوبسترا

مالونونيتريل در مقايسه با كنترل بنزونيتريل مشاهده 
سازد، تاكنون از جنس ميدر پايان خاطر نشان  ). 13(گرديد
نيتريل به عنوان باكتري هيدروليز كننده تركيبات دي پانتوآ

  . لونونيتريل گزارشي منتشر نشده استبه ويژه ما

  گيري نتيجه

با توجه به مصرف روزافزون محصولات مالونونيتريل و 
 تأثيرمشتقات آن، رهاسازي اين تركيبات در محيط زيست 

تجزيه . منفي بر سلامت انسان و موجودات زنده دارد
يك راهكار  به عنوانزيستي توسط ميكروارگانيسم ها 

پانتوآ  بنابراين. باشدها مطرح ميلايندهدر حذف اين آ مؤثر
تواند براي هيدروليز ميAKH25 سويه  آگلومرانس

در مراحل تصفيه فاضلاب شهري و پاكسازي مالونونيتريل 
  . مورد استفاده قرار گيردمحيط زيست 

  تشكر و قدرداني

معاونت پژوهشي دانشگاه شهيد  از مقاله اين نويسندگان
   .دارند را و قدردانيتشكر  باهنر كرمان كمال
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زيست  مجله .ايران خاك هاينمونه از دهيدروژنازها آمينواسيد
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Identification and introducing of an Iranian Pantoea agglomerans 

strain AKH25 by 16S rRNA sequence and investigation of it,s 
capacity to malononitrile degradation 

Ramezani-pour N., Badoei-Dalfard A., Karami Z. and Namaki-Shoushtari A.H. 

Biology Dept., Faculty of Sciences, Shahid Bahonar University of Kerman, Kerman,  I.R. of Iran  

Abstract  
Malononitrile, CH2(CN)2 is an aliphatic dinitrile, which uses in the production of 
herbicides, anti-cancer drugs and dyes. In the present study, malononitrile hydrolyzing 
bacteria screened from sewage with using MM1 media containing 1 % malononitrile. 
This strain was identified with biochemical and molecular methods. At first, 
malononitrile hydrolyzing activity of this strain determined with colorimetric method. 
The isolate AKH25, with high enzyme activity was selected and 16S rRNA gene was 
amplified and sequenced by PCR method and designed primers. Comparison of 16S 
rRNA gene of AKH25 (KM229757) with the other deposited 16S rRNA genes in NCBI 
showed that this strain is Pantoea agglomerans from Enterobacteriaceae family. In 
another study, the bacterial growth curve and ammonia liberated in the presence of 
different malononitrile concentration was considered. Results showed that, the highest 
malononitrile decomposition value was detected as releasing of 1.48 and 3.33 mM 
ammonia from 2.0 and 5.0 mM malononitrile, after 21 h of incubation during the 
stationary phase, respectively. According to this research, the Iranian Pantoea 
agglomerans strain AKH25 can be used as a suitable candidate for removing 
malononitrile from contaminated environments. 

Key words: Isolation, Malononitrile, pantoea agglomerans, di-nitrile  
 

 


