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Abstract 
 

Background and purpose: Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) are environmental 
pollutants that are caused by human activity and considered as carcinogenic and mutagenic compounds. 
Anthracene is a hazardous substance causing serious health problems. There are many bacteria with the 
ability to remove this pollutant. The aim of of this study was isolation of some bacteria from Tajan river 
estuary and their use in biodegradation of Anthracene.   

Materials and methods: In this study the samples taken from estuaries were inoculated into a 
synthetic medium culture. Four species of bacteria were isolated in the culture process and applied for 
removal of Anthracene in different environmental conditions such as pH, time, temperature and 
concentration of Anthracene. Spectrophotometer and HPLC were used to study the growth of bacteria and 
Anthracene concentration, respectively. 

Results: The results showed that, optimum condition for removal of Anthracene was pH= 7, 
temperature= 30 °C, and the dose of inoculated bacteria 107 cfu/ml. Anthracene concentration was 100 
ppm. Efficiency of the Anthracene removal in the presence of Pseudomonas putida, Achrobactrum 
haematophilum, Klebsiella oxytoca, Enterococcus sp, was obtained 51, 45, 43 and 48 percent, 
respectively. Pseudomonas putida bacteria species had the highest efficiency in Anthracene removal and 
Enterococcus sp strains had the lowest efficiency. 

Conclusion: The biological method is a cheap and effective method that can be used for 
Anthracene removal. 
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توسط  (Antheracen)بررسي ميزان تجزيه بيولوژيك آنتراسن 
  هاي جداسازي شده از مصب رودخانه تجن باكتري

  
        1ذبيح اله يوسفي
        2رضا صفري

       3شهاب الدين سروي
        4رضاعلي محمدپور تهمتن 

 5احسان رستمعلي

  چكيده
در اثـر   انـد كـه عمومـاً    هاي زيست محيطي آلاينده) PAHS(اي آروماتيك  هاي چند حلقه هيدروكربن :و هدف سابقه

آنتراسـن يـك نـوع از ايـن     . گيرند زا مورد ملاحظه قرار مي  زا و جهش تركيبات سرطانهاي انساني ايجاد و به عنوان  فعاليت
هـاي   اكتريهدف از اين مطالعه جداسازي ب. هاي زيادي توانايي حذف اين آلاينده را دارند باكتري. آلاينده خطرناك است

  .باشد ها جهت تجزيه بيولوژيكي آنتراسن مي مربوطه از مصب رودخانه تجن و استفاده از آن
ها از مصـب رودخانـه تجـن اخـذ و بـه محـيط كشـت         نمونه. اين مطالعه يك پژوهش كاربردي است :ها مواد و روش
ي دفـع آنتراسـن در شـرايط مختلـف     چهار گونه باكتري از فرآيند كشت جداسازي شدند و سـپس بـرا  . مصنوعي تلقيح شد

براي مطالعه رشد بـاكتري هـا و غلظـت     HPLCاسپكتروفوتومتر و . ، زمان، دما و غلظت آنتراسن بكار رفتpHمحيطي مثل 
  .باكتري ها مورد استفاده قرار گرفت

راد و دوز بـاكتري  گ ـ درجـه سـانتي   30، دماي=pH 7شرايط بهينه براي دفع آنتراسن عبارت از  نتايج نشان داد :ها يافته
هـاي   راندمان دفع آنتراسن درحضور گونه. ميلي گرم در ليتر بود 100غلظت آنتراسن . كلني در ميلي ليتر بودند 107 تلقيحي
 48و  45، 43، 51بـه ترتيـب    sp كلبسـيلا اكسـيتوكا، انتروكوكـوس    روباكتريوم همـاتوفيلوم، گا دوموناس پوتيداوسباكتري 
 sp انتروكوكـوس  گونـه  و اسـت  بـوده  آنتراسن دفع كارآيي ترين بيش دارايدوموناس پوتيدا وس گونه .دست آمده درصد ب

  .بود برخوردار راندمان ترين كم از نيز
  .تواند براي حذف آنتراسن مورد استفاده قرار گيرد ثر است كه ميؤو م روش بيولوژيكي روشي ارزان :استنتاج

  

  ي، رودخانه تجنآنتراسن، تجزيه بيولوژيك: واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
 ايـــي آروماتيـــك هـــاي چنـــد حلقـــه هيـــدروكربن

1(PAHs)هسـتند كـه   موتـاژني  كارسـينوژن و  ، تركيبات 
در محـيط وجـود    هـاي پيچيـده   مخلوط صورت به اغلب

ايـن  . شـوند  مـي  ديـده  ندرت به حالـت منفـرد  ه داشته و ب
 و بوده كمرنگ يا زرد سفيد تا رنگ تركيبات معمولاً بي

   آسفالت و ها كش آفت سازي، پلاستيك زي،سا رنگ در
  

1. Polycyclic aromatic hydrocarbon 
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چنـد   آروماتيـك  تركيبـات  .)1(رونـد  ها به كار مـي  جاده
 دودكـش . هاي انساني هستند عموماً حاصل فعاليت اي حلقه

 سـوزها، وســايل گــرم  زبالــه هــا، اتومبيـل  اگــزوز صـنايع، 
 آلـودگي محـيط   مهـم  منـابع  و نشت از مخازن، از كننده

 در PAHs يبترك 16 تاكنون. )2(باشند مي PAHsتوسط 
 بـه عنـوان   آمريكـا،  زيست محيط حفاظت سازمان فهرست
 هـا  آن ترين مهم از كه جاي گرفته است مهم هاي آلاينده

 كريـزن،  فلـورن،  فنـانترن،  آنتراسـن،  بـه نفتـالين،   توان مي
  .)4(كرد اشاره ها آن و مشتقات پيرن فلورانتن،

حلقه آروماتيك در محيط آبـي ايجـاد    3آنتراسن با 
 زرد رنـگ  و كريسـتالي  ساختمان داراي. كند سميت مي
ــين داراي هــم. باشــد مــي كــم رنــگ ــوي چن  ضــعيف ب
 زيسـت  محيط تركيبات ميان در كه باشند مي آروماتيكي

 كوچـك  نسـبتاً  PAHs از يكي آنتراسن. باشد مي معمول
 قابـل  نقطـه  اسـت و  احتـراق  قابـل  جامد يك كه باشد مي

ــراق ــانتي درجــه 121 احت ــد آنتراســن. دارد گــراد س  مانن
 و فيبـر  الاثر، سريع هاي رنگ توليد در PAHs از بسياري

ــتيك ــاربرد پلاسـ ــم. دارد كـ ــين هـ ــن از چنـ  در آنتراسـ
. شـود  مي استفاده چوب نگهدارنده مواد و ها كش حشره
  .)4(باشد مي بسيار فراواني داراي تركيب اين

 اي نقطـه  غيـر  منـابع  ماننـد  مختلفـي  منابع از آنتراسن
(NON POINT) ساخت صنايع فاضلاب خروجي از نيز و 

. شـوند  توانند وارد محـيط زيسـت   مي كش آفت و رنگ
 آيـد،  مـي  بـر  شـده  رها سمي مواد ليست از كه طور همان
  .شود مي هوا وارد شده رها آنتراسن اكثر

 اثـر  در كـه  سـتند ه قيـر  و زغال :آنتراسن توليد منابع
 بنـابراين  شـود،  مـي  حاصـل  آلـي  تركيبات ناقص احتراق
 كبــاب و هــا زن چمــن ،هــا اتومبيــل اگــزوز از توانــد مــي
. شــود خــارج) ســنگ زغــال قطــران( زغــالي هــاي كــن
 وارد زغـال  هـاي  تـوده  طريـق  از توانند مي ها آن چنين هم

 توانـد  مـي  آنتراسـن  با تماس شوند سطحي هاي آب و زمين
 نـور  معـرض  در كـه  شـود  چشـم  و پوسـت  سوزش سبب

 ممكن آنتراسن با مكرر تماس. شود مي شديدتر خورشيد
 رشـد  و نيـز  پوسـت  هـاي  دانـه  رنگ در تغيير سبب است

 بـه  راجع اطلاعاتي گونه هيچ چه اگر: شود ها آن سرطاني
بـر   آنتراسـن  استنشاق. ندارد وجود آنتراسن سرطان زايي

 ممكـن  و دارد وجـود  انسان مثلي توليد هاي فعاليت روي
. شــود هــا ســلول در جهــش ايجــاد ســبب آنتراســن اســت

  .دهد ساختار آنتراسن را نشان مي 1تصوير شماره 
  

 
  

 Anthracene :1تصوير شماره 
  

 خـاك  جذب شود، مي پخش زمين در كه آنتراسني
 آلـودگي  براي آمده به وجود خطر حداقل اين. گردد مي
ــاي آب ــي ه ــن. اســت زيرزمين ــاك در آنتراس ــورد خ    م

 هيـدروليز  آنتراسن چنين هم. گيرد مي قرار زيستي تجزيه
ــي ــود نم ــه ش ــت ك ــور آن عل ــروه حض ــاي گ ــاملي ه  ع

)Functional Group (رهـا  آنتراسـن  عمـر  نيمه. باشد مي 
 گيـرد،  مـي  قـرار  زيستي تجزيه كه مورد خشكي در شده
 تـرين ميـزان   بـيش . باشـد  مـي  روز 150 تـا  100 حدود در

 مـواد  جـذب  يا و شوند مي بخار يا و وارد هوا به آنتراسن
 قـرار  فتـوليز  ثيرأت ـ تحـت  سـريعاً  هـا  آن .شـوند  مي اي ذره
 عمـر  نيمـه  خـود  جوي سرنوشت به توجه با كه گيرند مي

 چنـد  از هـا  آن جـذب  درجـه  بـه  بسـته  كه دارند كوتاهي
 نشـده  جـذب  تركيـب . )5(اسـت  متغيـر  روز چنـد  تا ساعت
ــه داراي ــر نيم ــاه عم ــري كوت ــبتر از ت ــده جــذب كي  ش
 هاي ميكروارگانيسم وسيله به طبيعي درشرايط باشد و مي

و  )5(طـولاني بـوده   پروسـه  اين ولي شود مي تجزيه بومي
 بـا  سـاده و  سـازي  پـاك  هاي تكنيك توسعه به نياز تيجهن در

 .بديهي است امري  PAHs آلوده به هاي محيط براي صرفه
توسـعه چشـمگيري    بيولوژيـك  تجزيه اخير سال هاي در

 پاكسـازي  بـراي  اقتصـادي  راهكـار  عنوان يك به و يافته
 هـاي  يربـاكت  از بـا اسـتفاده   PAHs بـه  آلـوده  هاي محيط
 توانـايي  .)1(گيـرد  مـي  قـرار  اسـتفاده  مـورد  ننده،ك تجزيه
 آنتراسـن، بـه   زيستي تجزيه محيط به منظور در ها باكتري



 
  ذبيح االله يوسفي و همكاران     
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هاي آلوده  هاي تجزيه كننده در محيط باكتري سازگاري
اي نسبت به تركيبات  حلقه سه يا دو PAHs. بستگي دارد

 آروماتيـك بـه   هـاي  تـر حلقـه   آروماتيك بـا تعـداد بـيش   
مختلـف توانـايي    هـاي  بـاكتري  و شـوند  خوبي تجزيه مي

اين گونه تركيبات را دارند و از آن هـا بـه عنـوان     تجزيه
بـا توجـه بـه ايـن     . )6(كنند منبع كربن و انرژي استفاده مي

يــه هــاي بـومي ناح  كـه مطالعـات كمــي بـر روي بـاكتري    
خزري در شمال ايران انجام گرفته اسـت، هـدف از ايـن    

 هـاي جـدا   مطالعه تجزيه بيولوژيكي آنتراسن توسط باكتري
شده از رسوبات بستر مصـب رودخانـه تجـن و شناسـايي     

هــاي بــومي داراي قابليــت اســتفاده از آنتراســن بــه  گونــه
عنوان تنها منبع كـربن بـراي بـه كـارگيري در پاكسـازي      

در منطقـه   PAHsبع آب و خاك آلوده به بيولوژيكي منا
 ني ـبستر مصب رودخانه تجن ا رسوبعلت انتخاب  .بود
و  به ذرات جامـد متصـل شـده    PAHsكه بسياري از  بود

اي تجمـع   صـورت رسـوبات رودخانـه   ه هـا ب ـ  در رودخانه
 اي منبع اصلي ايـن  كه رسوبات رودخانه طوريه ب ،يابند مي

 گرياز طرف د. وندش تركيبات در منابع آبي محسوب مي
 رودخانه صبدر م يارياخت يهواز يب يها يباكتر تيجمع

  .باشد ياز ستون آب رودخانه م رت شيمراتب ب ه ب
  

  ها روش مواد و
  ينمونه بردار
با استفاده از گرپ از  1392در تير ماه  يبردار نمونه

 منطقه مصب انجام چندين نقطه از رسوب رودخانه تجن در
 شـگاه يبـه آزما  قـه يدق 30تر از  ا در كمه نمونه .شد گرفته
. )7(دي ـگرداقدام  شاتيو نسبت به انجام آزما افتيانتقال 

 ژوهش ساخت شـركت مـرك   كليه مواد مورد استفاده در پ
  .شود بوده به جز مواردي كه در مقاله ذكر مي) آلمان(

  
  آنتراسنكننده  هيتجز هاي يبه استوك خالص باكتر يابيدست

  يها رقت هيو ته شگاهيها به آزما از انتقال نمونه پس

 

. انجام گرفت 1MSM حداقل طيكشت در مح ،يمتوال
  :تركيب محيط كشت عبارت بود از

(NH4)2SO4 2  ،7گرمH2O MgSO4 2  ،گرم
CaCl2 2H2O 01/0 ،7گرمH2O  FeSO4 001/0 ،گرم

 Na2HPO4 12 H2O5/1 ،گرم KH2PO4 5/1  گرم
نهايي با استفاده از اسيد سولفوريك و سود  PH. در ليتر

و سپس در اتوكلاو در دماي  تنظيم 7نرمال بر روي  1
دقيقه استريل شد و  15گراد به مدت  درجه سانتي 120

به محيط )  50ppm عنوان تنها منبع كربن به(آنتراسن 
يون در انكوباتور شيكر روز انكوباس 5 پس از. اضافه شد

كشت داده  يها يرشد باكتر دور در دقيقه و 120دار در 
باً كشت ق، متعا)ظاهر شدن كدورت(حداقل  طيدر مح
 تنها عنوانه ب( ي آنتراسنآگار دارا MSM طيدر مح

در دماي  ونيپس از انكوباس. رفتانجام گ )منبع كربن
شاخص در  يها يو رشد كلن روز 3درجه به مدت  30
، يبا استفاده از مشخصات ماكروسكوپ ،آگاردار طيحم
. ندكننده مشخص شد هيتجز يها يباكتري كروسكوپيم

جهت شناسايي بيولوژيكي و دست آمده ه استوك ب
  .)6، 5، 4(بررسي راندمان حذف مورد استفاده قرار گرفت

  
تهيه و آماده سازي باكتري تلقيحي به محيط مايع جهت 

  بررسي راندمان حذف
هـا در   تهيه باكتري تلقيحي، هر يـك از ايزولـه   براي

 ميلي ليتر محيط مايع، محيط كشت 200ارلن ماير حاوي 
BHI2    سـاعت انكوباسـيون    24كشت داده شـد و بعـد از  

 13000گراد، محيط كشـت در   درجه سانتي 30در دماي 
 3دقيقـه در دسـتگاه سـانتريفيوژ    5دور در دقيقه به مـدت  

SIGMA 16-3K  آلمـان قـرار داده شـد و    ساخت كشور
سرم  cc 10مانده  پس از تخليه مايع رويي، به رسوب باقي

دور  13000. (مجددا سا نتريفيوژ شد فيزيولوژي اضافه و
. بار اين مرحلـه تكـرار شـد    3). دقيقه 5در دقيقه به مدت 

سـرم   cc10مانـده   در مرحله آخر مجددا به رسوب بـاقي 

                                                 
1. mineral salts medium 
2. Brain Heart Infusion 
3. Centrifuge 
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كردن، كـدورت  فيزيولوژي اضافه شد و پس از مخلوط 
فارلنـد   مـك  استاندارد هاي لوله سوسپانسيون با كدورت

ليتـر   عـدد در هـر ميلـي    107مقايسه شد و غلظت بـاكتري  
   .سوسپانسيون تخمين زده شد

  

  تجزيه بيولوژيكي آنتراسن در محيط مايع
در ارلـن مـاير    آنتراسـن آزمايش تجزيه بيولـوژيكي  

 MSMشـت  ليتر محيط ك ميلي 200ميلي ليتر حاوي  500
انجـام  ) به عنوان تنهـا منبـع كـربن   ( آنتراسنحاوي  براث
 از اسـتوك  )درصد 7(ي مشخص يدوزها كه در آن گرفت

 نــدهيآلا غلظــتو  )بــه صــورت منفــرد(ي خــالص بــاكتر
 ،24(و زمـان تمـاس   ) گرم در ليتر ميلي 300، 200، 100(

 هيمطالعه بر روند تجز يرهايعنوان متغه ب) ساعت 72 ،48
 تلقـيح  بـدون  نيـز  شـاهد  نمونه .گرفتقرار  يابيمورد ارز
 عوامـل  سـاير  اثر تا شد گرفته نظر در غلظت 3با  باكتري

محـيط بـر    pH .شـود  متمـايز  زيسـتي آنتراسـن   حذف در
 120( ها در انكوباتور شـيكردار  شد و نمونهتنظيم  7روي 

گـراد بـه مـدت     درجه سـانتي  30در دماي  )دور در دقيقه
، هي ـزرونـد تج  يبه منظور بررس .دساعت  قرار داده ش 72
با استفاده از دستگاه اسـپكتوفتومتر   يرشد باكتر راتييتغ

  .قرائت شدنانومتر  600 و در طول موج
 آنتراسـن پـس از   مانـده  ي غلظـت بـاقي  جهت بررس ـ

ــتجز ــاكتر هي آلمــان (HPLC  هاز دســتگا هــا يتوســط ب
(KNAUER  شداستفاده)هاي دستگاه استونيتريل حلال. )8 

به عنوان فاز متحـرك بـا شـدت     10به  90و آب به نسبت
 UVو دتكتـور   C18ميلي ليتر بر دقيقـه، سـتون    1جريان 

آمـده   دسـت  به نتايج آماري تحليل و تجزيه. استفاده شد
 واريـانس  آنـاليز  آزمـون  و SPSS افـزار  نـرم  از استفاده با
)ANOVA (سـطح  در داري معنـي  مرز و صورت گرفت 

05/0p> شد داده قرار.  
 

  اسايي مولكولي جنس و گونه باكتريشن
   كننـده  هاي تجزيه براي شناسايي جنس و گونه باكتري

  

بـراي اسـتخراج   . استفاده شد 16Sr DNAآنتراسن از ژن 
DNA ساعته در  24ليتر از كشت تازه  ميلي 10ها  باكتري

بـه   rpm 13000براث در سانتريوفوژ بـا دور   TSBمحيط 
هاي رسـوب   كلني دقيقه قرار داده شد و بر روي 5مدت 

 ,DNA )Dynabioداده شده با استفاده از كيت استخراج 

Iran (   و بـراي ژن مـذكور   عمل استخراج انجـام گرفـت
توالي پرايمرهاي اسـتفاده شـده   . انجام شد PCR واكنش

   ).10، 9(به صورت زير بود
  

 (16F27)پرايمر رفت 

(5′CCAGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′) 
  

   (16R1488)پرايمر برگشت
(5'AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') 

  

سـاخت شـركت   ( PCR PreMixدر اين مطالعـه از  
BIONEER استفاده شد كـه تركيبـات آن در   ) كره جنوبي

 حاوي) µl20( مخلوط واكنش. آمده است 1شماره جدول 
 DNA tempelat ميكروليتـر  1ميكرو مول از هر پرايمـر،   1
  مــــــدل  در دســــــتگاه ترموســــــاكلر pcrكــــــنش وا
)peqlab, primus96 advanced gradient ( ــاخت س

  :با برنامه زير انجام شدكشور آلمان 
  دقيقه 4گراد به مدت  درجه سانتي 96دناتوراسيون اوليه  - 1
بــه  گــراد درجــه ســانتي 94دناتوراســيون : (ســيكل 30 -2

اد گر درجه سانتي 64ثانيه، چسبيدن پرايمر  30مدت 
درجـه   72ها در  ثانيه، افزايش طول رشته 20مدت  به

   )ثانيه 50گراد به مدت  سانتي
 دقيقه 8گراد براي  درجه سانتي 72افزايش طول نهايي  - 3

 
 PCR Premix  غاظت تركيبات در :1شماره  جدول

 

  تركيبات  غلظت
U1 Top DNA polymerase 

Mµ250  Each: dNTP(dATP , dCTP , dGTP , dTTP)  
mM10 Tris-HCL(PH9.0) 

mM30  KCL 

mM 5 /1  Mgcl2 

  
از آن روي  PCR ، µl5جهت آناليز نهايي محصول 

بـرده شـد و اخـتلاف     TBEدرصد در بافر  1ژل آگاروز 
بعـد از  . به مدت يك سـاعت برقـرار شـد    v 100 پتانسيل
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 uvمشـاهده در زيـر نـور    و  PCRالكترو فـورز محصـول   
تهيــه  gel documentگاه تصـوير ژل بــا اســتفاده از دسـت  

 به منظورتعيين اندازه محصولات .)2تصوير شماره ( گرديد
 BIONEER)ساخت شركت  ladder)100-bp plusنشانگر 

مـورد   يدسـت آمـدن بانـدها   ه ب ـپس از  .كار برده شدبه 
 ،13(گرفـت مورد اسـتفاده قرار  يابي يباندها جهت توالنظر، 

ميكروليتـر   30 هـا مقـدار   براي هـر يـك از نمونـه    .)21 ،20
و  Forwardپرايمرهـــاي  بـــه همـــراه  PCR محصـــول
Reverse   20ميكروليتـر و غلظـت    20هر كدام بـه مقـدار 

هاي جداگانه بـراي تعيـين تـوالي بـه      ميكرومول در تيوپ
كــره جنــوبي در كنــار يــخ ارســال  BIONEERشــركت 
بـه  (پس از دريافت نتايج حاصل از تعيين تـوالي  . گرديد

 NCBI1در ژن بانـك   (BLAST) قو تطبي) روش سانگر
 .)10،9(هاي جداسازي شده شناسايي شد گونه

  

 
 

بـاكتري    DNAحاصـل از  PCRالكتروفورز محصول :1 تصوير شماره
كنتـرل  : DNA 100bp.1مـاركر   M:. با استفاده از پرايمر اختصاصـي 

  نمونه باكتري:2. منفي
  

  يافته ها
  يه كننده آنتراسنجدا سازي باكترهاي تجز

ــاكتريســويه  4 ــدا ســودوموناس ب ــماره  2پوتي ــا ش ب
بـا   3بـاكتريوم همـاتوفيلوم  روگا، HQ018734.1 شناسايي

بــا  4كلبســيلا اكســيتوكا ،KJ009247.1 شــماره شناســايي

                                                 
1. National Center for Biotechnology Information 
2. Pseudomonas putida 
3. Achrobactrum haematophilum 
4. Klebsiella oxytoca 

ــا  5sp ، انتروكوكــوسKC936222.1يي شــماره شناســا ب
حـاوي   MSMدر محيط  KF300531.1 شماره شناسايي

كردنـد   آنتراسن به عنوان تنها منبع كـربن و انـرژي رشـد   
هــا  هجــنس و گونــه ســوي PCR كــه بــا انجــام آزمايشــات

  .شناسايي شدند
 پس از كشت باكتري هاي شناسايي شده در محـيط 

MSM      براث حاوي آنتراسن بـا سـه غلظـت مشـخص در
 72و 48، 24هـاي   ، زمانPH 7گراد،  درجه سانتي 30دما 

درصد، نتـايج بـه دسـت     7ساعت و دوز باكتري تلقيحي 
  :آمده به صورت زير بود

داسازي هاي ج منحني رشد باكتري 1نمودار شماره 
هاي مختلف آنتراسن در مـدت   شده را در حضور غلظت

كشـت   4دهد كه مطابق اين نمـودار، هـر    روز نشان مي 3
. گـرم در ليتـر داشـتند    ميلي100بهترين رشد را در غلظت 
سـاعت شـروع بـه     12ها پـس از   طبق اين نمودار باكتري

ساعت ادامه داشت  36رشد كردند و اين افزايش رشد تا 
نده اين است كه بـاكتري هـا از آنتراسـن بـه     كه نشان ده

 افـزايش  از پـس  عنوان منبع كـربن اسـتفاده كـرده انـد و    
 افـزايش زمـان   بـا  و ثابت قرار گرفتنـد  رشد فاز در رشد،

 كـه  كردنـد  پيدا نزولي روند ها باكتري انكوباسيون، رشد
 بود بـه عبـارت   همراه آنتراسن غلظت كاهش با اين تغيير

 رشد، به صـورت لگـاريتمي   هنگام در باكتري اگر ديگر
ــد،  ــزايش ياب ــاعت 24 در اف ــرين  اول س ــيش ت ــت  ب فعالي

ــه ــه را غلظــت آنتراســن و را دارد كننــدگي تجزي طــور  ب
منحنـي رشـد    2نمودار شماره  .دهد مي كاهش گير چشم

هاي مختلف نشان pH جداسازي شده را در  هاي باكتري
شـد،  بهينـه ر  pHدهد كه نتايج حاكي از آن است كه  مي

هـا از   منحنـي رشـد بـاكتري    3نمودار شـماره  . باشد مي 7
دهنده اين است كه هـر   دهد و نشان لحاظ دما را نشان مي

گـراد   درجـه سـانتي   30گونه بهترين رشد را در دمـاي   4
  گـراد،   درجـه سـانتي   30دمـاي  4در نمودار شماره . دارند

7 pH=  و  ميلي ليتـر  107و دوز باكتري تلقيحي كلني در

                                                 
5. Enterococcus sp 
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گرم در ليتر به عنـوان بهينـه در    ميلي 100آنتراسن  غلظت
ميزان حذف . نظر گرفته شد و راندمان حذف بررسي شد

ــه  ــودوموناس  آنتراســن در حضــور گون ــاي س ــدا ه ، پوتي
ــاتوفيلوم، گا ــاكتريوم همــ ــيتوكا،  روبــ ــيلا اكســ  كلبســ

ــوس ــب   sp انتروكوك ــه ترتي ــد  48و  45،43، 51ب درص
 پوتيدا سودوموناسترين حذف را گونه  باشد كه بيش مي

  .انجام دادند spانتروكوكوسوكم ترين حذف را گونه 
 

 
 

 
 

 
  

ليتـر در   هـا در ميلـي   بـاكتري  تعـداد كلنـي   لگـاريتم  :1 نمودار شماره
گرم در  ميلي 200) ب(گرم در ليتر  ميلي100) الف(حضور آنتراسن 

  گرم ليتر ميلي 300) ج(ليتر 

 
 

 
 

 
 

 
 

، pH)5/6 جـدا شـده در   شد باكتري هايمنحني ر :2نمودار شماره 
7 ،5/7( 
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 منحني رشد باكتري ها از لحاظ دما  3نمودار شماره
 

 
  

 گونه باكتري 4تغييرات غلظت آنتراسن در حضور  :4نمودار شماره 

 

  حثب
 بالاسـت و مقـادير   بسيارخزر  يدر دريا ينفت يآلودگ

 در مثلاً. رنددا وجودمحيط در اين  يزيادي از تركيبات نفت
 از تركيبـات  مقادير زياديمنطقه باكو در آذربايجان ساليانه 

خلـيج بـاكو    كـه  طوري شود، به وارد درياي خزر مي ينفت
  .)17(خزر است هاي درياي ترين مكان يكي از آلوده

 يكي از بهترين راه كارهاي اصلاح زيستي،جاكه  ازآن
هـاي   بسـياري از سـازمان  و  باشد بيولوژيك مي هاي روش

هـاي آلـوده    محـيط  جهاني استفاده از آن را براي اصلاح
، دسـتيابي بـه   كننـد  مي هاي محيطي ترويج آلاينده شده با
هـاي بـومي داراي قابليـت بـالاي تجزيـه تركيبـات        گونـه 

پــس از  تحقيــق در ايــن. باشــد آروماتيــك ضــروري مــي
كننـده آنتراسـن از مصـب     تجزيـه هاي  جداسازي باكتري

آنتراسـن و  هيـدروكربن   نـدمان حـذف  را، رودخانه تجن
ــه  ــوثر در تجزي ــاي م ــارامتر ه ــن   پ بيولوژيــك توســط اي

مختلفـي از تخريـب    مقـادير و بررسـي  ها  ميكروارگانيسم
  .شد مشاهده

در كليه آزمايشات رانـدمان بـا افـزايش زمـان مانـد      
گونه كه مشاهده شد علـت ايـن    همان. افزايش يافته است

و و مثبـت بـود، ايـن    دار  كه زمان به صورت خطي معنـي 
است كه با افزايش زمان، رانـدمان حـذف افـزايش يافتـه     
است علت افزايش حذف با افزايش زمان ماند اين اسـت  
كه با گذشت زمان، باكتري ها بيوسورفاكتانت بيش تري 

بــه ميــزان  PAHsشــود  كننــد كــه باعــث مــي ترشــح مــي
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تري در دسترس باكتري ها قـرار گيرنـد و در نتيجـه     بيش
 در مطالعه اي كـه در سـال  . يابد ليت تجزيه افزايش ميقاب

هاي اسيد لاكتيك انجـام   در مصر بر روي باكتري 2010
 هاي تجزيه كننده و رانـدمان  و همكارانش گونه Arabشد، 

 1حذف را بررسي كردند و لاكتوباسيلوس بولگاريكوس
درصد به عنوان توانمند ترين گونه در  5/91را با راندمان 

هاي آروماتيـك گـزارش    ولوژيكي هيدروكربنتجزيه بي
سـاعت   12هـا پـس از    در اين مطالعـه بـاكتري   ).5(كردند

ساعت وارد فـاز رشـد    12شروع به رشد كردند و پس از 
 هـا  سپس رشد باكتري. ساعت ادامه داشت 36شدند كه تا 

كاهش يافت و توانمندترين گونه آنتراسن را بـا رانـدمان   
با نتـايج مطالعـه حاضـر     درصد حذف نمود كه كاملاً 51

تحقيقات زيـادي در زمينـه تجزيـه     تاكنون .مطابقت دارد
 بيولوژيكي تركيبات آروماتيك از جمله آنتراسن توسـط 

ي انجـام گرفتـه   عيطب يها طيجدا شده از مح يها يباكتر
ــال  .اســت ــچرچ ،1998در س ــه   لي ــق ب ــاران موف و همك

ه از اســتفاد ييبــا توانــا وميكوبــاكتريما هيســو يجداســاز
كه در مقايسه  شدند يا سه و چهار حلقه يها دروكربنيه

با نتـايج حاصـل از ايـن تحقيـق نتـايج حاصـل از هـر دو        
  ).7(يدي بر ديگري بودأيپژوهش ت

ــال  ــوب 1387در سـ ــه   يعقـ ــه تجزيـ ــق بـ   زاده موفـ
بـا اسـتفاده   درصـد   90با راندمان بالاي بيولوژيكي نفتالن 

در . )18(خزر شـد  هاي جدا شده از آب درياي از باكتري
بـا هـدف    2010تحقيقات ديگري كه در نيجريه در سال 

هاي تجزيه كننده تركيبات سه و چهار  جداسازي باكتري
 اي مانند آنتراسن، فنانترن يا پيرن بر روي محـيط آبـي   حلقه

هـاي   و همكاران توانستند سـويه  Oluwafemiانجام شد، 
ــاكتري ــاي مايكوب ــ3و ســاكاروتري 2باكتري و  4ا، گوردون

را به عنـوان بـاكتري توانمنـد در تجزيـه      5رودوكوكوس
پيرن جداسازي كنند كه با نتايج مطالعه حاضـر مطابقـت   

در سويه جدا شده با توانـايي رشـد بـر روي پيـرن،     . دارد

                                                 
1. Lactobacillus bulgaricus 
2. Mycobacterium 
3. Sacro Tera 
4. Gordona 
5. Rodococos 

نتـايج  . فنانترن و فلورانتن، يك پلاسميد بزرگ يافت شد
نشان داد كه پلاسميدها نقش اصلي را در تكامل توانـايي  

هـا بـه    آن .كننـد  ها ايفا مـي  يه در بين ميكروارگانيسمتجز
هاي باكتريايي اجازه دسترسي بـه انتقـال ژن كـه     جمعيت

. )11(ددهن ممكن است براي بقاي آن ها مهم باشد، را مي
چنين بـه طـور وسـيعي در اكوسيسـتم آبـي و خـاكي        هم

. ها گزارش شد تجزيه هيدروكربن پيرن به وسيله باكتري
ــات د ــط     در مطالع ــا توس ــا آمريك ــه در كارولين ــر ك يگ
KAZUNGA  انجـام گرفـت،    2010و همكاران در سـال

محصولات متابوليسم ناقص پيرن به وسيله چندين سـويه  
باكتريايي متفاوت مورد بررسي قرارگرفت و نتايج نشـان  

بـه مـواد كـم     PAHsهـا توانـايي تجزيـه     داد كه بـاكتري 
اي كـه در سـال    چنين در مطالعههم . )12(خطرتر را دارند

 و همكـاران  Zaidi در سواحل كاراييب توسط باكار 1999
كننـده فنـانترن آنتروبـاكتر     انجام شد، گونه غالب تجزيـه 

اي  در مطالعه. )4(گر شناسايي شد معرفي و عوامل مداخله
و همكاران انجام گرفت  Coralتوسط  2005كه در سال 

هـا را وجـود    اكتريعامل اصلي قابليـت تجزيـه توسـط ب ـ   
هــا توانــايي  نــوعي پلاســميد اعــلام كردنــد كــه بــاكتري 

مقاومت و تجزيه كنندگي خود را از طريق اين پلاسـميد  
  .)13(دهند انتقال مي

ــان ــامي     هم ــت، در تم ــده اس ــايج آم ــه در نت طورك
ــا افــزايش غلظــت اوليــه آلاينــده، رانــدمان   آزمايشــات ب

مان حذف حذف كاهش يافته است و براي آنتراسن راند
مطلـب بـا    ايـن  با افزايش غلظت كاهش يافتـه اسـت كـه   

دارد كه علت آن  مطالعات انجام شده مطابقت بسياري از
 هـا هنگـام افـزايش غلظـت     كاهش توانايي رشد بـاكتري 

توسـط كفيـل    1390اي كـه در سـال    در مطالعه. باشد مي 
زاده و همكاران در شيراز انجام شد، موفق بـه جداسـازي   

 يهـا  از خـاك تجزيـه كننـده پيـرن     مختلف هاي باكتري
  يبـر رو  يخـوب  رشـد  يكـه همگ ـ  ندشد محل دفن زباله
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جـدا   يهـا  هيسـو . از خـود نشـان دادنـد    ينمك هيپا طيمح
ــاكتريما كروكوكــوس،يشــده ســودوموناس، م و  وميكوب

در نتــايج ايــن مطالعــه رشــد پــايين  . هــا بودنــد لوسيباســ
آرومــاتيكي  هــاي بــالاي تركيبــات باكتريــايي در غلظــت

. مشاهده گرديد كه با نتايج مطالعه حاضـر مطابقـت دارد  
هـاي بـالا بـراي     در غلظـت  PAHsعلت اين امـر سـميت   

در  1389اي كه در سال  در مطالعه )14(باشد ها مي باكتري
تبريز انجام شد، صديق بيان و همكاران موفـق بـه تجزيـه    

شـده   هاي ثانويه توليـد  بيولوژيكي نفتالن شده و متابوليت
، 3، آلفــا كــادينول2، هيدروكســيتولوئن1دي فنيــل متــانرا

  .)15(گزارش كردند 5اسيد رتينوئيك و 4سيكلو هگزان
در مصــر بــر روي  2010در مطالعــه اي كــه در ســال

 و همكـارانش  Arabهاي اسيد لاكتيك انجام شـد،   باكتري
و  هاي تجزيه كننده و راندمان حذف را بررسي كردند گونه
 (Lactobacillus bulgaricus) باسيلوس بولگـاريكوس لاكتو

درصد به عنوان توانمندترين گونـه در   5/91را با راندمان 
هاي آروماتيـك گـزارش    تجزيه بيولوژيكي هيدروكربن

ساعت شروع  12ها پس از  در اين مطالعه باكتري. كردند
ساعت وارد فاز رشـد شـدند    12به رشد كردند و پس از 

هـا   سـپس رشـد بـاكتري   . دامـه داشـت  سـاعت ا  36كه تا 
توانمندترين گونه، آنتراسن را بـا رانـدمان   . كاهش يافت

  .)5(درصد حذف نمود 51
ــه ــاران در   در مطالع ــه توســط صــفاهيه و همك اي ك

سـودوموناس  هـاي   منطقه خورموسي انجام گرديد، گونه
آئروژينوزا و سودوموناس پوتيدا بـه عنـوان توانمنـدترين    

نفتالن بيان شدند كه ميزان تجزيه  ندههاي تجزيه كن گونه
بوده  درصد 91 و درصد 96 ساعت به ترتيب 120بعد از 
 تر حذف نفتالن نسبت به آنتراسـن  علت راندمان بيش. است

نفتـالن   تر بودن تعداد حلقه آروماتيـك  در اين مطالعه، كم
تـر   بـيش  PAHsهر چه تعداد حلقه آروماتيـك  . باشد مي

تر و در نتيجـه نسـبت بـه     بيشگريزي  باشد، خاصيت آب
  .)16(شوند تجزيه بيولوژيكي مقاوم تر مي

                                                 
1. Diphenylmethane 
2. hydroxytoluene 
3. Alpha-Cadinol 
4. Cyclohexane 
5. Retinoic acid 

واقع در  يريس يحوزه نفتاي ديگر كه در  در مطالعه
توسـط امتيـاز جـو و همكـاران انجـام شـد،        فـارس  جيخل

كننــده آنتراســن جداســازي  هــاي تجزيــه ميكروارگانيســم
  .)17(دشدند كه با نتايج مطالعه حاضر مطابقت دار

 شــده گرفتــه نظــر در آمــاري روش حقيــقت ايــن در
 فاكتوريـل  آمـاري  روش خـلاف  بـر  بهينه بود كـه  روش
. گرفـت  قـرار  بررسـي  مـورد  تنهايي به متغيرها تك تك

هاي مختلف  PHروند تغييرات ميزان تجزيه آنتراسن در 
مشـاهده شـد،    بررسي شـد، همـان گونـه كـه در جـداول     

لـذا  . شـد انجـام   7برابـر   PHترين تجزيه آنتراسن در بيش
PH     انتخـاب شـد و    7بهينه براي ادامـه آزمايشـات برابـر

هـم  . انجـام شـد   7برابـر   PHتمامي آزمايشات بعـدي در  
 30ترين تجزيه آنتراسن در دماي انكوباسـيون   چنين بيش

هـا در ايـن    تر باكتري درجه انجام شد كه علت رشد بيش
 هاي جدا طرح، باكترياين با توجه به نتايج . باشد دما مي

شده از رسوبات بستر رودخانـه تجـن، پتانسـيل و قـدرت     
تخريب و تجزيه آنتراسن را در شرايط آزمايشـگاهي بـه   
طور قابل توجهي دارند كه با توجه بـه سـوابق تحقيقـاتي    

اگـر چـه ممكـن     .شـود  انجام شده، اين موضوع تأييد مي
هاي آروماتيك مثل آنتراسن در مدت  است هيدروكربن

شـود، ولـي ايـن تجزيـه در حضـور       زمان طولاني تجزيـه 
بـه  يي كه توانايي تجزيه اين تركيبات را دارند، ها باكتري

. يابـــد طـــور چشـــمگير و چنـــدين برابـــر افـــزايش مـــي
) هـا  سـورفكتانت (هـا   هاي توليد شده از بـاكتري  متابوليت

باعـــث ادامـــه و ســـهولت عمليـــات تخريـــب و تجزيـــه 
اسـازي  جايي كه بـر روي جد  از آن. گردد بيولوژيكي مي

هاي بومي در اين منطقه مطالعه كمـي   و شناسايي باكتري
باشد و اميد  انجام شده است، لذا تحقيق حاضر جديد مي

هاي  است نتايج اين پژوهش در مطالعات بعدي و استفاده
هـاي آلـوده مـورد     هـا در محـيط   كاربردي اين ارگانيسـم 

  .استفاده قرار گيرد
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  سپاسگزاري
ــا ــه مســتخرج از  ني ــاتيطــرح تحقمقال مشــترك  يق

مازنـدران و پژوهشـكده    يدانشـگاه علـوم پزشـك    نيمابيف
نامـه   اني ـپا زي ـو ن 92-161خزر بشـماره طـرح    ياكولوژ
  .باشد يم طيبهداشت مح يارشد مهندس يكارشناس

 در پايان لازم است از مسئولان و همكـاران گرامـي   
  

 
دانشگاه علوم پزشكي بهداشت آزمايشگاه هاي دانشكده 

ات بهداشتي درماني مازندران و همكاران محتـرم  و خدم
پژوهشكده اكولوژي آبزيـان دريـاي خـزر كـه در تمـام      

همكـاري داشـتند، نهايـت     امراحل اجراي اين پروژه با م
  .قدرداني را داشته باشيم
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