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چکیده

اي گروهی از ترکیبات غیر قطبی هستند که به دلیل پایداري در محیط و سمیت                هاي آروماتیک چند حلقه     هیدروکربن :سابقه و هدف  

تجزیه زیستی این ترکیبات روشی ارزان و ایمن براي         .  هاي عمده سازمان حفاظت از محیط زیست محسوب می گردند          بالا از نگرانی  

 با توانایی تجزیه آنتراسن     نوکاردیااي از جنس     این پژوهش با هدف، جداسازي و شناسایی مولکولی سویه        .  سازي محیط می باشد   پاك

.در شرایط آزمایشگاهی انجام شد

این پژوهش به صورت مقطعی با نمونه برداري از خاك آلوده به نفت در محدوده پالایشگاه اصفهان وتعیین برخی                    :  مواد و روش ها   

50براي جداسازي باکتري ها از روش غنی سازي در محیط کشت پایه نمکی حاوي                  .  هاي شیمیایی نمونه انجام گرفت     از ویژگی 

آزمون .   داشت براي ادامه مطالعه انتخاب گردید       نوکاردیاجدایه اي که مورفولوژي شبیه به        .  میلی گرم بر لیتر آنتراسن استفاده شد       

سپس میزان تجزیه زیستی آنتراسن     .   به منظور شناسایی این سویه انجام گرفت        16S rRNAهاي هاي بیوشیمیایی و آنالیز توالی ژن         

.گیري شد اندازه) (GC روز توسط دستگاه گاز کروماتوگرافی 9پس از 

جدایه شناسایی شده   .  باشد گرم بر کیلوگرم گزارش شد که بیشتر از حد مجاز می           میلی18/48غلظت آنتراسن در نمونه خاك : یافته ها 

 درصد  36/60 به ثبت رسید که      NCBI در پایگاه    KF113844 با شماره دسترسی     ATAI20سویه  نوکاردیا سیریاسیجورجیکا   به عنوان   

. روز تجزیه کرد9را پس از )  میلی گرم بر لیتر50با غلظت (از آنتراسن 

 در تجزیه زیستی هیدروکربن هاي آروماتیک را          ATAI20سویه  نوکاردیا سیریاسیجورجیکا   نتایج این پژوهش کفایت      :  گیري نتیجه

از این رو انجام پژوهش هاي بیشتر به منظور استفاده کاربردي از این سویه به منظور حذف زیستی آنتراسن از پساب هاي                       .  نشان داد 

.آلوده پیشنهاد می گردد

.نوکاردیا سیریاسیجورجیکاآنتراسن، تجزیه زیستی، : واژگان کلیدي

92اردیبهشت ماه : پذیرش براي چاپ 91دي ماه : دریافت مقاله

فلاورجان، دانشگاه آزاد اسلامی واحد فلاورجان، گروه میکروب شناسی: آدرس براي مکاتبه*) 

 imaneh_amini@ymail.com: پست الکترونیک09132005820: تلفن

مقدمه       

گروهی از                 (PAHs)اي   هاي آروماتیک چند حلقه                                 هیدروکربن              

ها دو یا چند                     هاي مهم به شمار می روند که در ساختار آن                                          آلاینده      

این ترکیبات به دلیل ساختار پایدار،                                                  .     حلقه بنزنی وجود دارد                            

مقاومت بالا در برابر تجزیه و حلالیت کم در آب، از مهم ترین                                                                                 

 به       هاي عالی           ارگانیسم        .     آلاینده هاي محیط زیست می باشند                                             

حذف یا سمیت زدایی این ترکیبات از محیط، متکی بر                                                                    منظور         

.   ) 1( هاي افزایش دهنده حلالیت در آب می باشند                                                                    واکنش     

ها و         هایی با منشا طبیعی مانند آتش سوزي طبیعی جنگل                                                             فعالیت      
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هاي ورود این ترکیبات به                                      از جمله راه                     ها       فوران آتشفشان               

 هایی با منشا انسانی مانند                                             فعالیت      .     باشند      محیط زیست می                  

هاي صنعتی و هم                       هاي فسیلی، فرآیند                      سوزاندن ناقص سوخت                     

هاي      چنین سرازیر شدن محصولات نفتی از مهم ترین روش                                                                 

گردند      ها در محیط زیست محسوب می                                         انباشت این آلاینده                       

این ترکیبات از طریق دستگاه گوارش، تنفس و یا تماس                                                                    ).      2 (  

،    شوند و موجب ایجاد موتاسیون                                           پوستی، جذب بدن می                             

آنتراسن با              ).      3(  و تاثیرات منفی روي جنین می شوند                                                     سرطان     

 با وزن مولکولی                       PAH حلقه بنزنی در گروه ترکیبات                                         3داشتن         

آنتراسن، بخش مهمی از                                    .     قرار می گیرند                 )     (LMW PAHsپایین         

آنتراسن         .     رود    زا به شمار می                    زغال سنگ است و ماده اي سرطان                                        

 معرفی شده توسط آژانس حفاظت از                                             PAH ترکیب        16در بین            

ست که           ا     (US.EPA)زیست ایالت متحده آمریکا                                          محیط          

هاي متفاوتی                تا کنون راه               ).      4( محیطی دارند                     -اولویت زیست                 

و بیولوژیکی               )     فیزیکی      ( هاي شیمیایی، مکانیکی                                 مانند روش           

 و سایر             PAHسازي ترکیبات                   به منظور پاك                )     سازي زیستی             پاك   ( 

دو روش اول                  .     ها از محیط به کار گرفته شده است                                                      آلاینده      

علاوه بر هزینه بر بودن، آلاینده را به طور کامل تخریب                                                                                      

کنند و موجب انتقال آلودگی از محیطی به محیط دیگر                                                                            نمی   

سازي زیستی نسبت به سایر روش                                          روش پاك         ).      5( گردند          می  

ترهستند و              تر و ایمن              سازي مواد زائد خطرناك، ارزان                                     هاي پاك         

به جاي انتقال آلاینده از محیطی به محیط دیگر، تخریب کامل                                                                              

ها از فعال ترین                              باکتري      ).      6( باشد           پذیر می            آلاینده امکان                

.    هستند          PAHهاي تجزیه کننده ترکیبات                                              میکروارگانیسم             

 سودوموناس                مطالعات پیشین نشان داده که جنس هاي                                                            

(Pseudomonas) ،                    اسفنگوموناس  )(Sphingomonas              بایرنکیا ،

 )Beijerinckia (     )7 (       ،               رودوکوکوسRhodococcus) (     )8 (   ،

)   9  (   (Mycobacterium)     مایکوباکتریوم                و     ) (Nocardiaنوکاردیا            

 در برخی              نوکاردیا        اگرچه جنس               .     توان تجزیه آنتراسن را دارند                                   

از مقالات به عنوان باکتري تجزیه کننده آنتراسن معرفی شده                                                                              

اما اطلاعات اندکی در مورد میزان تجزیه این ترکیب                                                                          .     اند   

هدف از این پژوهش،                             .      وجود دارد                نوکاردیا        توسط جنس                

 از خاك             نوکاردیا        اي از            جداسازي و شناسایی مولکولی سویه                                        

آلوده به نفت در منطقه پالایشگاه اصفهان و ارزیابی تجزیه                                                                                   

. زیستی آنتراسن در شرایط آزمایشگاهی بود                                     

مواد و روش ها             

، دي          %)  96( آنتراسن             :     مواد شیمیایی و محیط کشت                                       )     الف   

هاي محیط کشت پایه نمکی از شرکت مرك                                                       کلرومتان و نمک                   

کویی لب           هاي کشت میکروبیولوژیکی از شرکت                                           آلمان و محیط                

. تهیه شدند         کانادا        

خاك آلوده به                  :     هاي شیمیایی خاك                    نمونه برداري و آنالیز                             )     ب 

نمونه       .     آوري شد          ترکیبات نفتی از منطقه  پالایشگاه اصفهان جمع                                                

متري سطح زمین صورت گرفت                                   سانتی        15-25برداري از عمق                      

هاي یخ به آزمایشگاه                            و  در داخل ظرف استریل و بر روي تکه                                                      

قبل از انجام آنالیزهاي شیمیایی و میکروبی، نمونه                                                                   .     منتقل شد          

 خاك به روش                     pH.      غربال شد             10خاك با الک داراي روزنه                                      

با استفاده از                     )      خاك و آب مقطر                          1:1نسبت        ( تهیه گل اشباع                       

.   اندازه گیري شد              )   Metrohm-827(  متر      pHدستگاه        

سنجش هدایت الکتریکی خاك به روش عصاره گیري از گل                                                                         

اشباع و سپس قرائت عدد مربوطه توسط دستگاه اندازه گیري                                                                            

EC   )  Metrohm-664     (            محاسبه میزان ماده آلی                                 .     انجام گرفت

خاك به روش احتراق مرطوب واکلی و بلک انجام گرفت                                                                            

گیري با             خاك، به روش عصاره                           استخراج آنتراسن از نمونه                              ).      10( 

.   کلرومتان انجام گرفت                          دستگاه سوکسله و توسط حلال دي                                             

 آوري شده در دستگاه تبخیر کننده چرخشی                                                               جمع       عصاره     

 )IKA RV10     (                            در ستون               سازي عصاره             تغلیظ شد و عمل پاك 

هایی با            پس از تهیه استاندارد                              ).      11( سیلیکاژل انجام گرفت                               

 دي       10 و        9( هاي متفاوت از آنتراسن، استاندارد داخلی                                                       غلظت    

هاي تهیه شده افزوده و                                  و استاندارد              به عصاره              )     هیدروآنتراسن            

 GC Agilent( آماده تزریق به دستگاه گاز کروماتوگرافی                                                                  

6890N     (    ساز یونیزاسیون                   این دستگاه مجهز به آشکار                                    .     شدند

 میکرولیتر از                   1بردار خودکار به حجم                              و نمونه             )     FID( اي       شعله    

  0/25 متر، قطر داخلی                           30 با طول           HP-5ستون        .     هر نمونه بود                

 میکرومتر در این دستگاه مورد استفاده                                                  1متر و فیلم داخلی                           میلی    

دستگاه کروماتوگرافی گازي به منظور تعیین غلظت                                                          .     قرار گرفت           
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هاي خاك به شرح زیر بهینه                                       هاي موجود در نمونه                         هیدروکربن         

لیتر در دقیقه در                          میلی       1/5،     ) نیتروژن       ( جریان گاز حامل                          : گردید     

شروع شد و                   گراد     درجه سانتی                    70دماي آون از                   .   نظر گرفته شد              

 درجه         272گراد در دقیقه به دماي                                       درجه سانتی               5با سرعت             

و       گراد     درجه سانتی                270دماي آشکارساز                     .      رسید       گراد     سانتی     

اجراي       .     در نظر گرفته شد                         گراد     درجه سانتی                260دماي ورودي                

.  دقیقه به طول انجامید                     40کامل برنامه             

به منظور جداسـازي سـویـه                                        :       غنی سازي و خالص سازي                            )       ج 

سازي در محیط کشت پـایـه                              تجزیه کننده آنتراسن، تکنیک غنی                                      

 حاوي آنتراسن به عنوان تنها منبع کربن انـجـام                                                                   (BSM)نمکی        

ترکیب محیط کشت پایه نمکـی شـامـل یـک گـرم                                                                         .       گرفت    

KH2PO4   ،1/25      گرم Na2 HPO4.12 H2O       ،1                 گـرم NH4)2 

SO4 (   ،0/5      گرم MgSO4.7 H2O   ،0/05    گرم CaCl2.6 H2O         و 

 در حجم نهایی یک لیتر آب مقطـر                                  FeSO4.7 H2O گرم      0/005

  1با استـفـاده از سـود                                          (     7/2 محیط تا          pHپس از تنظیم             .     بود   

 درجـه              121، استریلیزاسیون در اتـوکـلاو بـا دمـاي                                                                 )   نرمال     

حجم مشخصـی                .        دقیقه صورت گرفت                      15گراد به مدت                    سانتی     

پـس از              (   کلـرومـتـان                        ذخیره آنتراسن در حلال دي                                از محلول              

براي دست یابی به                  )       استریل شدن توسط فیلتر هاي سر سرنگی                                              

.   گرم بر لیتر، به ظرف استریل منتقل شـد                                                      میلی       50غلظت نهایی                

محیط کشت پایه نمکی، پس از تبخیر حلال، به ظرف انتـقـال                                                                              

 کشت تلقیـح                    خاك در محیط                 گرم از نمونه                       1داده شد و مقدار                         

محیط کشت شاهد فاقد آنتراسن و با سه تکرار در نظر                                                                     .       گردید     

ها بر روي انکوباتور شـیـکـردار                                               سازي نمونه             گرفته شد و غنی                    

   )Vision 8480 SFN       (         25 دور در دقیقه و دماي                      150با سرعت  

در پایان هـر                    .       گراد در شرایط تاریکی انجام گرفت                                          درجه سانتی            

 میلی لیتر از محیط غنی شده به محیط کشت تـازه بـا                                                                                1هفته        

سـازي           هفته غـنـی               5پس از گذشت            .     ترکیب مشابه انتقال یافت                         

در محیط کشت مایع حاوي آنـتـراسـن، عـمـل جـداسـازي                                                                                   

 میکرولیتر از                   500هاي تجزیه کننده این ترکیب با انتقال                                                    باکتري      

سازي به محیط کشت نوتریـنـت آگـار                                             محیط مرحله آخر غنی                    

  30 ساعت در دمـاي                          48 تا     24انجام گرفت و سپس به مدت                           

در مـرحلـه بـعـد،                                   .       گراد گرمخانه گذاري شدند                              درجه سانتی            

هایی که از نظر ویژگی هاي میکروسکوپی و                                                      خالص سازي کلنی                  

بـاکـتـري                 (  بودند        نوکاردیا        ماکروسکوپی شبیه گونه هاي مختلف                                  

به روش کشت خطی انـجـام                                    )       هاي خشن          هاي رشته اي با کلنی                           

).    13 و    12( گردید       

بررسـی ویـژگـی                          :       شناسایی بیوشیمیایی و فیلوژنتیکی جدایه                                     )     د 

هاي ماکروسکوپی و میکروسکوپی جدایه و هم چنین برخی از                                                              

آزمون هاي بیوشیمیایی مانند هیدرولیز اوره، مصرف سیـتـرات،                                                                            

احیاي نیترات و تخمیر برخی از کربوهیدرات ها، بـه مـنـظـور                                                                                      

شناسایی اولیه سویه مورد مـطـالـعـه و آنـالـیـز تـوالـی ژن                                                                                                   

 16S rRNA                                         استخـراج            ) .         14(   براي تایید شناسایی انجام گرفت

DNA                         برماید           آمونیوم            متیل     تري      به روش ستیل(CTAB)              انـجـام 

از پرایمرهاي عمومـی                                           16S rRNAبه منظورتکثیر ژن                  ).    15( شد      

(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')    27-F              و 

5'-GGTTACCTTGTTACGACTT3')       (1492-R                    اســتــفــاده 

  25 با حجم نـهـایـی                                  PCR)(   اي پلیمراز                 واکنش زنجیره              .       گردید     

،     MgCl2 میکرولیتر                  x 10     ،0/8 میکرولیتر بافر                   2میکرولیتر شامل                    

  10(    میکرولیتر از هـر پـرایـمـر                                                     dNTP     ،0/5 میکرولیتر                0/4

  Taq DNA Polymerase   ،2/5 میکرولیتر آنزیم                  0/25،   )   پیکومول       

تمامـی مـواد مـورد                                  .        و آب مقطر تزریقی بود                     DNAمیکرولیتر             

.   استفاده از شرکت سیناژن  ایران تهیه شد                                     

به    )     Eppendorph( تنظیم برنامه دمایی دستگاه ترموسایکلر                                                        

گراد به             درجه سانتی               95ي     ما  در د      لیه       واسرشت سازي او                  :     صورت    

 دقیقه واسرشت سازي در                                 1  سیکل  شامل                30،     قیقه     د    4ت     مد  

 درجه           60ي       ما   ثانیه در د                     30گراد،           درجه سانتی                   95ي     ما  د 

 درجه           72ي             ما  سازي در د                  طویل      ثانیه           35گراد و                 سانتی     

 درجه         72ي ما  سازي نهایی در د                          گراد و در ادامه طویل                                 سانتی     

 درجه         4و نگهداري در دماي                               قیقه         د    5گراد به مدت                        سانتی     

به منظور نظارت بر کیفیت محصول                                         ).      16( گراد انجام شد                      سانتی     

PCR                                             درصد انجام گرفت و                                1، الکتروفورز آن بر روي ژل 

.    تکاپوزیست ارسال شد                              سپس براي تعیین توالی به شرکت                                            

  NCBI در         Blastار      ز  ـف م ا     ر  ـک  ن     ـبه  کم      ي نوکلئوتیدي                  لیها    ا تو  

ت   ا  ـطلاع   ا ا      ـا  ب     ـه ژي آن       و  ـهمول    و     د      ـگرفتن     ار      سی  قر      ر بر  رد      و  ـم 

. شد  و ثبت        مقایسه         GenBankد در      موجو    
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غلظت آنتـراسـن                    ) :         (MTCتعیین حداکثر غلظت قابل تحمل                                 )       ه 

گرم بر لیتـر بـه                                میلی       50در داخل محیط کشت از مقدار اولیه                                               

هـاي         گرم بر لیتر و غلظت                          میلی     800،     400،     200،     100مقادیر          

در هـر              .       افزایش داده شد                  )       تا حد توقف رشد جدایه ها                                 (   بالاتر         

هـاي فـاقـد                        در لولـه             مرحله براي اطمینان از عدم رشد جدایه                                                   

کدورت، انتقال به محیط کشت نـوتـریـنـت آگـار صـورت                                                                               

).  17( گرفت      

زیستی از             براي مطالعه فرآیند تجزیه                                  :     زیستی      ارزیابی تجزیه                   )     و 

گرم بر لیتر                     میلی       50محیط کشت پایه نمکی مایع واجد                                                    

به این منظور کدورتی معادل استاندارد                                                   .     آنتراسن استفاده شد                       

لیتر از این                     میلی             1 مک فارلند از سویه تهیه و مقدار                                                         0/5

گرما گذاري              .     لیتر محیط کشت تلقیح شد                                میلی           10کدورت به              

گراد        درجه سانتی               30در دماي             )      تکرار        3( هاي تلقیح شده                      نمونه     

 روز بر روي                     9کنترل فاقد تلقیح به مدت                                        به همراه نمونه                        

محیط      .      دور در دقیقه انجام شد                                      150انکوباتور شیکردار با                              

کشت کنترل فاقد تلقیح، به منظور سنجش میزان تجزیه                                                                               

سپس     .     آنتراسن در اثر عوامل غیرزیستی در نظر گرفته شد                                                                     

 روز به             3لیتر محیط با فواصل                                میلی       10استخراج آنتراسن از                            

لیتر        میلی       5مایع در دو مرحله توسط                                         -روش استخراج مایع                    

هاي حاصل توسط سولفات                             عصاره     .     کلرومتان انجام گرفت                        دي  

 زدایی شد و پس از خشک شدن با                                                       سدیم فعال شده، آب                         

 میلی         2 کلرومتان به حجم                             جریان گاز ازت، توسط حلال دي                                      

).    18(  شدند       GCلیتر رسیدند و آماده تزریق به دستگاه                                      

هاي      هاي استاندارد آنتراسن در محدوده غلظت                                                   سپس محلول           

.   کلرومتان تهیه شد                     گرم بر لیتر در حلال دي                                     میلی       250 تا         125

قبل از تزریق به دستگاه، حجم مشخصی از غلظت معین                                                                                

گیري شده و                   هاي عصاره            استاندارد داخلی اسنفتن به نمونه                                             

 بردار خودکار و با                             نمونه ها توسط نمونه                         .     ها افزوده شد                 استاندارد         

شرایط بهینه شده                     .      میکرولیتر به دستگاه تزریق شدند                                             1حجم       

) نیتروژن       ( جریان گاز حامل                      :      به شرح زیر بود                       GCبرنامه دستگاه                   

  100دماي آون از                   .     لیتر در دقیقه در نظر گرفته شد                                             میلی       1/6،     

 درجه در دقیقه به                             7گراد شروع شد و با سرعت                                         درجه سانتی            

دماي آشکارساز و ورودي،                              .     گراد رسید             درجه سانتی               250دماي        

کل زمان اجراي برنامه                            .     گراد در نظر گرفته شد                              درجه سانتی               250

.  دقیقه به طول انجامید                     20

یافته ها        

نمونه خاك مورد نظر                            :     هاي شیمیایی نمونه خاك                              ویژگی     )     الف   

 زیمنس            دسی      3/26و هدایت الکتریکی                    )   7/34(  خنثی       pHداراي         

میزان ماده آلی و غلظت آنتراسن در این خاك به                                                                     .     بر متر بود              

. گرم بر کیلوگرم بودند                      میلی     18/48 درصد و         5/04ترتیب       

 هفته غنی               5پس از           :   خالص سازي و شناسایی جدایه ها                                          )   ب 

 سویه باکتریایی از نمونه خاك                                            7سازي در حضور آنتراسن،                                   

هاي         ها از نظر ویژگی                             تنها یکی از آن                              .   جداسازي شدند              

این جدایه             .    شباهت داشت                 نوکاردیا        مورفولوژیکی به جنس                              

هاي کوچک، برجسته، خشن و سفید گچی داشت و به                                                                        کلنی    

اي، گرم مثبت و کوکسی شکل مشاهده                                                     صورت باکتري رشته                    

، ویژگی هاي بیوشیمیایی این                                          1در جدول               ).    1شکل       ( شد      

. جدایه نشان داده شده است                       

این جدایه به عنوان                                16S rRNA پس از آنالیز توالی ژن                                            

ATAI20سویه نوکاردیا سیریاسیجورجیکا ویژگی ماکروسکوپی و میکروسکوپی : 1شکل 
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   ) Nocardia cyriacigeorgica( نوکاردیا سیریاسیجورجیکا                                   

توالی این ژن با شماره دسترسی                                        .   شناسایی شد              ATAI20سویه        

KF113844             در پایگاهGenBank             به ثبت رسید   .

  400 تا غلظت                    ATAI20سویه        :   تجزیه زیستی آنتراسن                         )   ج 

اما حداکثر میزان                        .   گرم بر لیتر آنتراسن را تحمل کرد                                                       میلی    

 نانومتر در غلظت                          600کدورت این سویه در طول موج                                               

غلظت آنتراسن در فواصل                           .    میلی گرم بر لیتر مشاهده شد                                         50

 در محیط کشت واجد این                                  ATAI20  روز  گرماگذاري سویه                               3

،   35/30گرم بر لیتر به مقادیر                                        میلی       50ترکیب از مقدار اولیه                                

میزان       ).    1نمودار          ( گرم بر لیتر رسید                                   میلی       31/70 و          33/70

 درصد و میزان                     36/60تجزیه زیستی آنتراسن پس از این مدت                                                 

 درصد         8/04تجزیه این ترکیب در اثر عوامل غیر زیستی                                                                  

 . برآورد شد         

بحث   

 در خاك اطراف مناطق صنعتی بین                                           PAHغلظت مجاز ترکیبات                       

در    ).      19( گرم بر کیلوگرم گزارش شده است                                                    میلی       3 تا           1

 که غلظت آنتراسن در نمونه                                          مطالعه حاضر با توجه به این                                        

بیشتر از حد مجاز ذکر                                )         گرم بر کیلوگرم                    میلی       18/48( خاك       

 آلوده در نظر                        از این رو این نمونه به عنوان خاك                                                    .     شده بود         

. گرفته شد        

هایی قرار دارند که                            در گروه اکتینومیست                             نوکاردیا        اعضاي جنس               

اي یا          ها اغلب به صورت اشکال میله                                             هاي منشعب آن                   هیف   

هاي متعلق به این جنس،                                باکتري      .     شود    کوکسی شکل مشاهده می                         

غیر متحرك هستند و به دلیل وجود مایکولیک اسید در دیواره                                                                                

شوند     هاي اسید فاست طبقه بندي می                                         سلولی در گروه باکتري                            

 جدیدي از نوکاردیا سیریا                                            سویه        در این مطالعه                     ).      20( 

با توانایی تجزیه آنتراسن از خاك آلوده به ترکیبات                                                                  سیجورجیکا             

هاي مختلف این جنس،                               در بین گونه                 .     نفتی جداسازي شد                     

 فراوانی              شباهت        (Nocardia asteroides)    نوکاردیا آستروئیدس                    

نوکاردیا          هاي بیوشیمیایی با                                  از نظر مورفولوژیکی و واکنش                                      

هایی که در افتراق این                                  از جمله آزمون                 .     دارد    سیریاسیجورجیکا                  

  45توان به رشد در دماي                                گیرند می           دو گونه مورد توجه قرار می                                   

).  22 و          21( گراد و هیدرولیز اوره اشاره نمود                                                      درجه سانتی            

نوکاردیا سیریاسیجورجیکا                               در مطالعه حاضر باکتري                                                 

  50با غلظت اولیه                         (  درصد آنتراسن                         ATAI20      ،36/60سویه    

اگرچه       .      روز تجزیه کرد                          9را پس از                      )     گرم بر لیتر                    میلی    

تا    ( هاي بالاتر آنتراسن                            قادر به رشد در غلظت                                  ATAI20سویه    

نیز بود، اما حداکثر میزان رشد این سویه                                                      )     گرم بر لیتر                 میلی       400

آزمون بیوشیمیایی ATAI20سویه 

- (KOH)تست پتاسیم هیدروکسید  

+ رنگ آمیزي اسید فاست

+ کاتالاز

- اکسیداز

+ احیاي نیترات

+ هیدرولیز اوره

- تحرك

- مصرف سیترات

- هیدرولیز نشاسته

- تخمیر گلوکز

- تخمیر ترهالوز

- تخمیر رامنوز

- تخمیر مالتوز

- C45°رشد در دماي 

هاي بیوشیمیایی جدایه مورد پژوهش نتایج تست: 1جدول 

در   ATAI20تغییرات غلظت آنتراسن در محیط کشت سویه : 1نمودار 
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)   سازي     غلظت آنتراسن در مرحله غنی                                 ( گرم بر لیتر                     میلی       50در      

  ATAI20     ،98در سویه                 16S rRNAتوالی ژن                .     مشاهده شد           

هاي       سویه       سیریاسیجورجیکا                  نوکاردیا        درصد با توالی این ژن در                                     

GUH-2    و DSM-44484                همچنین در مطالعه                    .    شباهت نشان داد

 جداسازي            2010و همکاران در سال                            )     Nhi-Cong( کانگ        -نی  

 از خاك آلوده به نفت                                          نوکاردیا سیریاسیجورجیکا                           باکتري            

در    ).      23( کویري در عربستان سعودي گزارش شده است                                                              

هاي      مطالعه یاد شده این جدایه توانایی استفاده از هیدروکربن                                                                         

 و همکاران                Zeinali)( زینعلی          .     آلیفاتیک و آروماتیک را داشت                                     

  TSH1 سویه           نوکاردیا اتیتیدیس کاویاروم                               باکتري             2007در سال          

).    24( هاي آلوده به ترکیبات نفتی جدا سازي کردند                                                             را از خاك             

گرم بر            میلی       500با غلظت             ( که میزان تجزیه فنانترن و آنتراسن                                                

  25 و          90 روز به ترتیب                           7توسط این باکتري پس از                                     )     لیتر    

 و همکاران با                     Zeinali)( در مطالعه زینعلی                        .     درصد گزارش شد                 

 برابر غلظت این ترکیب                               10که غلظت اولیه آنتراسن                                وجود این          

در مطالعه حاضر بود، اما این جدایه میزان تجزیه زیستی قابل                                                                                  

احتمالالا دلیل این مساله، علاوه بر تفاوت                 ً                                         .     قبولی را داشت                   

 در تجزیه آنتراسن،                                نوکاردیا        توانایی گونه هاي مختلف                                          

می تواند به تفاوت در غلظت اولیه این ترکیب ارتباط داشته                                                                                  

سازي در             در مرحله غنی                       TSH1 که سویه                     به طوري         .     باشد    

از این رو               .     گرم بر لیتر جداسازي شد                                میلی       500حضور غلظت               

توانایی تحمل و تجزیه غلظت بالاتري را نسبت به سویه                                                                                

ATAI20   )                      گرم بر لیتر آنتراسن جدا                                       میلی       50که در حضور

از طرف دیگر با توجه به ترموفیل                                                  .     داشت    )     سازي شده بود                  

سازي دماي گرمخانه گذاري این                                          ، بهینه               TSH1بودن سویه                 

تجزیه زیستی بیشتر آنتراسن نسبت                                        )     گراد     سانتی       درجه           50( سویه        

.   به مطالعه را به دنبال داشت                          

اي از           سویه       2006 و همکاران در سال                               (Baek)در مطالعه بایک                      

 و        0/99 ±    0/1جنس نوکاردیا جداسازي شد که به ترتیب                                                             

 درصد از هیدروکربن هاي آلیفاتیک و آروماتیک را                                                               8/23    ±    0/8

هاي      همچنین جداسازي باکتري                         ).          25(  روز تجزیه کرد                        6پس از           

 داراي قابلیت تجزیه نفتالن و پیرن، به                                                       نوکاردیا        متعلق به جنس                    

و منطقه دفن                 )     26( ترتیب از خاك آلوده به نفت در کشور ایتالیا                                                             

. گزارش شده است             )   27( زباله ها در شیراز                   

نتیجه گیري          

نوکاردیا          نتایج این پژوهش نشان داد که باکتري                                                                                    

اي در تجزیه هیدروکربن                               توانایی قابل ملاحظه                         سیریاسیجورجیکا              

 نیز به               ATAI20در مطالعه حاضر سویه                                 .     هاي آروماتیک دارد                       

عنوان یکی از تجزیه کنندگان آنتراسن مطرح شد و به نظر                                                                                     

رسد همکاري این سویه با سایر باکتري ها یا میکروارگانیسم                                                                             می  

هاي دیگر تاثیر بسزایی در تجزیه آنتراسن و سایر هیدروکربن                                                                                

از این رو انجام پژوهش هاي تکمیلی در مورد                                                              .     ها داشته باشد                 

ارزیابی نقش هم افزایی سویه هاي مختلف تجزیه کننده                                                                                  

. انتراسین پیشنهاد می گردد                        

تشکر و قدردانی              

از پژوهشکده بیوتکنولولوژي دانشگاه آزاد                                                نویسندگان این مقاله                           

 به دلیل همکاري صمیمانه در اجراي                                                اسلامی واحد خوراسگان                       

 . این پژوهش کمال امتنان را دارند                              
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Abstract

Background and Objectives: Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are a group of 

non-polar compounds that are categorized as one of main environmental concerns due to their 

highly toxicity and persistent in the environment. Biodegradation of such pollutants is a safe 

inexpensive clean up method. This study was aimed to isolation and molecular identification of 

a Nocardia strain with the ability to degrade anthracene in vitro condition.

Material & methods: Petroleum contaminated soil sample was collected from Isfahan refinery 

and some chemical properties of sample were measured. Anthracene degrading bacteria were 

isolated by the enrichment culture technique in basal salt medium with 50 mg/l anthracene. Only 

one isolate with similar morphology to Nocardia sp was selected. Identification of isolate was 

done based on biochemical tests and 16S rRNA gene analyses. Then, the biodegradation rate of 

anthracene was measured after 9 days by Gas chromatography (GC).

Results: Anthracene concentration in soil sample was 18.48 mg/kg that is more than allowable 

concentration. Isolate was recorded as Nocardia cyriacigeorgica ATAI20 in the NCBI database 

under accession number KF113844. Biodegradation of anthracene (50 mg/l) was 36.60% after 

9 days. 

Conclusion: Based on this study, Nocardia cyriacigeorgica ATAI20 was actively able to degrade 

aromatic hydrocarbons. Therefore, further studies would be useful for commercial application of 

this strain in bioremediation of antheracene from polluted wastewaters.
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