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چکیده

 چند حلقه اي پراکنش وسیعی در محیط زیست دارند و به عنوان یکی از عوامل سرطان                 هاي آروماتیک   هیدروکربن  :سابقه و هدف  

هاي حذف آلودگی، زیست پالایی به کمک فرآیندهاي میکروبی با            از بین تمامی روش   .  زا و جهش زا در موجودات مطرح میباشند       

این مطالعه با هدف بررسی امکان      .  ها به مواد غیرسمی می باشند       کمترین مقدار انرژي، ماده شیمیایی و زمان قادر به تبدیل آلاینده           

 در آزمایشگاه و نیز شناسایی آنها با استفاده         PAHهاي بومی جداسازي شده از خاك آلوده به نفت در حضور ترکیبات               رشد باکتري 

.از روش واکنش زنجیره اي پلی مراز انجام شده است

هاي آلوده اطراف مخازن نفت و بنزین پالایشگاه شهر اصفهان جمع آوري               نمونه هاي مورد پژوهش از خاك        :مواد و روش ها   

هاي بومی از خاك      ، باکتري PAH ترکیب   16 میلی گرم بر لیتر از       12/8در ابتدا با استفاده از محیط کشت پایه حاوي غلظت           .  گردید

هایی که قادر به رشد و تکثیر در حضور این ترکیبات بودند با استفاده از                    سپس باکتري .  آلوده به این ترکیبات جداسازي گردید      

. شناسایی و به عنوان گونه هاي جدید ثبت گردیدندآزمون هاي بیوشیمیایی و روش تعیین توالی ژنوم 

پس از  .  ها را دارند    هاي هتروتروف قدرت تجزیه کنندگی هیدروکربن        درصد از کل باکتري    13/3نتایج نشان داد که تقریباً        :یافته ها 

باسیلوس لیکنی  هاي بومی جداسازي شده به گونه هاي           هاي بیوشیمیایی و تعیین توالی مشخص گردید که باکتري           ارزیابی آزمون 

.دارندتعلق ) ATHE10(  باسیلوسو گونه اي خاص از ATHE13 باسیلوس مجاونسیس،  ATHE9فورمیس

 از  PAHهاي بومی در راستاي پالایش آلودگی ترکیبات              کننده اهمیت و کارایی باکتري       تأییدنتایج این مطالعه       :نتیجه گیري 

.می باشدهاي آلوده  محیط

.واکنش زنجیره اي پلی مراز زیست پالایی، ،ههاي آروماتیک چند حلقه اي، خاك هاي آلود  هیدروکربن:واژگان کلیدي

 91 آبان ماه :پذیرش براي چاپ91 شهریور ماه :دریافت مقاله

مقدمه     

هاي آروماتیک چند حلقه اي                            هیدروکربن

)Polycyclic Aromatic Hydrocarbons= PAHs  ( ترکیبات

این .  معطري هستند که داراي دو یا چند حلقه بنزنی می باشند          

هاي آلی و ترکیبات      ترکیبات در زمان تخریب دمایی مولکول      

مهمترین منابع این    ).  2 و    1(شوند    مشابه آنها تشکیل می     

سوزي   هاي انسانی، آتش    توان به فعالیت    ترکیبات در محیط می   

ها و صنایع اشاره        جنگل ها و مراتع، نشت نفت، آتشفشان          

برخی از هیدروکربن هاي آروماتیک چند حلقه اي          ).  3(نمود  

 2هاي    هیدروکربن(شامل نفتالن، اسنفتیلن، اسنفتن و فلورن          

 حلقه  3هاي    هیدروکربن(، فنانترن، آنتراسن و فلورانتن  )حلقه اي 
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 k فلورانتن، بنزو     b آنتراسن، کریسن، پیرن، بنزو       a، بنزو   )اي

 پیرن، دي بنزو    a، بنزو   ) حلقه اي  4هاي    هیدروکربن(فلورانتن  

ah     و بنزو  )   حلقه اي  5هاي    هیدروکربن( آنتراسن، ایندنو پیرن

ghi    امروزه .  می باشند )   حلقه اي   6هاي    هیدروکربن( پریلن

زا و     به عنوان ترکیبات آلاینده سمی، جهش         PAHترکیبات  

احتمالاً این ترکیبات اولین و      ).  4(سرطانزا شناخته شده اند      

مهمترین ترکیبات سرطان زاي محیطی نیز محسوب می گردند         

با .  شوند  که در شرایط طبیعی به راحتی از محیط حذف نمی           

افزایش وزن مولکولی ترکیبات آروماتیک مقاومت شان در            

این ترکیبات به دلیل حضور      .  شود  برابر تجزیه نیز بیشتر می     

ها، هوا، خاك و رسوبات، مقاومت         مداوم در انواع اکوسیستم    

در برابر زیست پالایی و پتانسیل تجمع زیستی توجه بیشتر              

. محققین محیط زیست را به خود جلب نموده است                  

هیدروکربن هاي آروماتیک چند حلقه اي ممکن است به              

کمک تبخیر، اکسیداسیون نوري، اکسیداسیون شیمیایی، جذب        

با ).    5(سطحی ذرات خاك و آبشویی از محیط پالایش گردند          

این وجود این روش ها معمولاً گران قیمت هستند و موجب             

مطالعات نشان  .  انتقال آلودگی از یک فاز به فاز دیگر می شوند         

هاي حذف آلودگی، زیست      داده است که از بین تمامی روش       

پالایی فرآیندي است که کمترین مقدار انرژي، ماده شیمیایی و          

زمان را لازم دارد و موجب تغییر شکل آلاینده از فرم خطرناك          

).7 و 6(خطر می گردد  به فرم کم خطر یا بی

اگرچه عوامل محیطی مانند اسیدیته، رطوبت، اکسیژن و عناصر         

 را به وسیله    PAHتوانند تجزیه ترکیبات      غذایی در دسترس می   

ها تحت تأثیر قرار دهند، اما آنچه مشخص              میکروارگانیسم

است این است که فرآیندهاي میکروبی سهم بیشتري در تجزیه          

ها از     میکروارگانیسم).  9 و    8(این ترکیبات به عهده دارند        

 به عنوان منبع کربن و انرژي استفاده نموده و            PAHترکیبات  

سرعت و  .  موجب تجزیه و کاهش سمیت شان می گردند           

به طوري  .   وابسته است  PAHهاي    میزان تجزیه، به تعداد حلقه    

هاي زیاد و وزن مولکولی زیاد،        که ترکیبات داراي تعداد حلقه    

). 10(مقاومت بیشتري نسبت به تجزیه دارند 

 را  PAHهایی زیادي که توانایی استفاده از انواع          امروزه، باکتري 

 PAHتجزیه  .  دارند جداسازي و مورد شناسایی قرار گرفته اند        

به وسیله باکتري ها  معمولاً از طریق اکسیداسیون اولیه این                

ها معمولاً    باکتري.  شود  آغاز می )  Catechol(ترکیبات به کاتکول    

دو مولکول اکسیژن را به یک حلقه بنزنی متصل کرده و از                 

طریق آنزیم دي اکسیژناز، سیس دي هیدرودیول و در نهایت             

درزمان هیدروکسیله شدن اولین     .  کاتکول  را ایجاد می نمایند      

حلقه آروماتیک، دومین حلقه نیز مورد حمله قرار می گیرد و به            

هاي آلوده،      در محیط  .  شود   همان شکل تجزیه می        

هایی با پیچیدگی و تنوع       هاي موجود در جمعیت     میکروارگانیسم

اي در درك رفتار باکتري در         عوامل پیچیده .  زیاد وجود دارند  

به همین  .   در محیط مؤثر هستند    PAHمورد متابولیسم  ترکیبات     

ها توانایی    دلیل معمولاً کمتر از یک درصد از میکروارگانیسم          

هاي آروماتیک چند     رشد در محیط هاي آلوده به هیدروکربن        

). 10(حلقه اي را دارند 

هاي آلوده     از مکان  1998و همکاران در سال      )  Aitken(آیتکن  

 جنس  از باکتري هاي تجزیه کننده            11به نفت وگازوئیل،     

مهمترین باکتري  .   را جداسازي نمودند   PAHبرخی از ترکیبات    

سودوموناسهاي جدا شده از پژوهش یاد شده                        

)Pseudomonas(     آگروباکتریوم ،)Agrobacterium( باسیلوس ،  

)Bacillus  (  اسفنگوموناس  و)Sphingomonas  (  بودند)11 .(

 در ایتالیا با                        2004 و همکاران در سال                                 ) Andreoni( آندرونی           

هاي تجزیه کننده                          باکتري         16S rDNAاستفاده از پرایمر عمومی                                 

هاي آروماتیک چند                          فنانترن را از خاك هاي آلوده به هیدروکربن                                                      

نتایج آن ها نشان داد که بیشتر                                             .     حلقه اي  را شناسایی نمودند                                      

،   ) Xanthomonas  (   زانتوموناس          ها از جنس هاي                                 این باکتري            

  آکروموباکتر           ،                   ) Methylobacterium  (   متیلوباکتریوم             

 )Achromobacter     (                     و آکوامیکروبیوم )Aquamicrobium     (      بوده

 موفق به                  2012و همکاران در سال                                  )     Ma( ما        ).      12( اند         

 شدند که توانایی                          سودوموناس         جداسازي گونه اي از باکتري                                         

 تا       4تجزیه و حذف ترکیبات فلورن و فنانترن را در دامنه دمایی                                                                             

یافته هاي آن ها نشان داد که این                                                 .      درجه سانتی گراد داشت                             37

سویه کارایی بالایی در حذف ترکیبات فلورن و فنانترن از خاك                                                                             

همچنین در             ).      13( مناطق سردسیر و یا فصول سرد سال دارد                                                           
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 را       باسیلوس       و همکاران گونه اي از                                )     Maiti(  مایتی            2013سال       

از خاك پالایشگاهی در هندوستان جداسازي و شناسایی                                                                          

این سویه توانایی معدنی کردن آنتراسن، فلورانتن،                                                                    .     نمودند      

 پیرن و نیز ویژگی تولید بیوسورفکتانت را                                                                  aپیرن و بنزو                 

).  14( داشت      

هاي بومی                هدف از این پژوهش، بررسی امکان رشد باکتري                                                          

جداسازي شده از خاك آلوده به نفت در حضور                                                                                     

هاي آروماتیک چند حلقه اي در آزمایشگاه و نیز                                                                     هیدروکربن         

شناسایی آن ها با استفاده از روش واکنش زنجیره اي                                                                                     

و ثبت آن ها                     )      Polymerase Chain Reaction (PCR)پلیمراز       

 . هاي جدید بود              به عنوان گونه             

ها    مواد و روش          

 در این مطالعه از خاك هاي آلوده اطراف          :نمونه برداري )  الف

. مخازن نفت و بنزین پالایشگاه شهر اصفهان استفاده گردید           

نمونه ها پس از جمع آوري به گلخانه دانشگاه آزاد اسلامی              

.واحد خوراسگان انتقال داده شدند

 پس از   :اندازه گیري خصوصیات فیزیکی و شیمیایی خاك      )  ب

 متر  pHتهیه عصاره اشباع، اسیدیته خاك به وسیله دستگاه             

.  کالیبره شده با محلول هاي بافر، اندازه گیري شد            262مدل  

سنج مترـ   هدایت الکتریکی عصاره اشباع توسط دستگاه هدایت      

). 15(اهم، تعیین گردید 

 10 ابتدا   : در نمونه خاك    PAHاندازه گیري غلظت ترکیبات     )  ج

 10 میلی متري با      2گرم نمونه خاك عبور داده شده از الک           

 میلی لیتر استون و دي      150 مخلوط و به وسیله      Na2SO4گرم  

پس از روتاري و کاهش     .  عصاره گیري گردید  )  1:1(کلرو متان   

 میلی لیتر نرمال هگزان به دستگاه           1ها با      حجم، نمونه 

GC-FID     7890 مدل اجیلنتA     دماي ).  16( تزریق گردیدند

 270 درجه سانتی گراد، دماي دتکتور       260ورودي این دستگاه    

 میلی لیتر در     1/5درجه سانتی گراد، جریان گاز حامل ازت          

 درجه سانتی گراد شروع و با            70دقیقه، افزایش دما از        

 درجه سانتی گراد    290 درجه سانتی گراد در دقیقه به         5شیب  

. رسانیده شد

به   :هاي هتروتروف در خاك آلوده      شمارش جمعیت باکتري  )  د

هاي هتروتروف در خاك آلوده         منظور بررسی حضور باکتري    

هایی از نمونه یک گرمی خاك در محیط            اقدام به کشت رقت    

 روز گرماگذاري در دماي      3پس از   .  کشت نوترینت آگار شد    

). 17(ها انجام شد   درجه سانتی گراد شمارش کلنی30

 براي این   : PAHهاي تجزیه کننده ترکیبات       غنی سازي باکتري  )  ه

 میلی لیتر از محیط کشت       10منظور ابتدا در یک لوله آزمایش،        

 میلی گرم   Na2HPO4  ،2670 میلی گرم    5350شامل  (پایه نمکی   

NH4Cl  ،0/6    میلی گرم CaCl2.H2O  ،6    میلی گرم MgSO4  ،2/4 

 و  MnSO4.H2O میلی گرم       0/09 و   FeSO4.H2Oمیلی گرم   

هاي آروماتیک چند حلقه اي        میلی گرم بر لیتر هیدروکربن     12/8

نفتالن، اسنفتن، اسنفتیلن، فلورن، فنانترن، آنتراسن،           :  شامل

 فلورانتن، بنزو   b آنتراسن، کریسن، بنزو      aفلورانتن، پیرن، بنزو    

k  فلورانتن، بنزو a   پیرن، بنزو ghi     پریلن، دي بنزو ah   آنتراسن و 

با یک گرم خاك مخلوط      )   میلی لیتر آب مقطر     1000ایندنو در 

ترکیب حاصل به مدت یک هفته بر روي انکوباتور             .  گردید

 درجه سانتی گراد     30و دماي   )  rpm  (150شیکر دار با دور      

پس از گذشت یک هفته، یک میلی لیتر         ).  17(گرماگذاري شد   

هاي جدید پایه نمکی        از این محیط کشت به محیط کشت          

این مرحله حداقل با سه      .   تزریق گردید   PAHحاوي ترکیبات   

).   17(ها انجام گرفت  تکرار، قبل از جداسازي باکتري

 براي این منظور از     : PAHهاي تجزیه کننده      شمارش باکتري )  و

هاي حاوي محیط کشت و باکتري که کدورت در آنها                 لوله

.  تهیه گردید  1:10هاي مختلف به نسبت        مشاهده می شد رقت   

هاي   سپس بر روي محیط کشت جامد حاوي هیدروکربن             

 روز  3پس از    .  آروماتیک چند حلقه اي کشت داده شد           

انجام    درجه سانتی گراد، شمارش کلنی       30گرماگذاري در دماي    

هایی که توانایی استفاده از          در نهایت درصد باکتري     .  شد

هاي آروماتیک چند حلقه اي محیط را داشتند با               هیدروکربن

). 18(هاي هتروتروف محاسبه شد  توجه به تعداد کل باکتري

 براي این منظور از     : PAHهاي تجزیه کننده      جداسازي باکتري )  ز

هاي تک تشکیل شده بر روي محیط کشت جامد پایه                کلنی

 میلی گرم بر لیتر از این ترکیبات           12/8نمکی حاوي غلظت     
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هاي داراي شکل و مورفولوژي         سپس کلنی .  استفاده گردید 

هاي حاوي محیط کشت مایع پایه         متفاوتی انتخاب و به لوله     

). 19(نمکی منتقل شدند 

 پس از رنگ     :ها  هاي تجزیه هیدروکربن     شناسایی جدایه )  ط

ها توسط میکروسکوپ نوري،       آمیزي گرم و مشاهده باکتري     

هاي بیوشیمیایی مانند اکسیداز،      سویه هاي برتر به کمک آزمون     

کاتالاز، تخمیر لاکتوز، گلوکز، سوکروز و رشد در محیط بی             

 ). 20(هوازي شناسایی گردیدند 

 DNAپس از استخراج      :  واکنش زنجیره اي پلی مراز       )  ح

 1000، حدود     DNP™ (CinnaGen)باکتري به وسیله کیت       

 به وسیله پرایمر عمومی با        16S rDNAباز در محدوده ژن       

 و   F27 (5-AGCGGTCCAGAGTTTTCCTGG-3)توالی   

R1492 (5-CTCTCTGCAGCCCTTGTTACG-3)   و روش 

PCR    واکنش.   تکثیر گردیدندPCR           25 با حجم نهایی 

 100 میکرولیتر آب مقطر تزریقی،           840میکرولیتر شامل     

 میلی  50غلظت    (MgCl2 میکرولیتر   x10  ،40میکرولیتر بافر     

 dNTP Mix میکرولیتر   20 میکرولیتر از هر پرایمر،       1،  )مولار

 0/25 الگو و     DNA میکرولیتر    2،  ) میلی مولار   10غلظت  (

.  انجام گردید  Taq DNA Polymerase-Smartمیکرولیتر آنزیم   

 در دستگاه ترموسایکلر               PCRسپس واکنش          

)Eppendorf  (    دقیقه واسرشت شدن ابتدایی     5با شرایط دمایی 

 چرخه شامل   30 درجه سانتی گراد و در ادامه          95در دماي   

 20 درجه سانتی گراد به مدت         94واسرشت شدن در دماي      

 ثانیه،  25 درجه سانتی گراد به مدت        60ثانیه، اتصال در دماي     

 ثانیه و   30 درجه سانتی گراد به مدت       72طویل شدن در دماي     

 درجه سانتی گراد به     72در نهایت طویل شدن نهایی در دماي        

). 21( دقیقه انجام شد 1مدت 

یک :   PAHارزیابی رشد باکتري ها در حضور ترکیبات           )  ط

هاي خالص    میلی لیتر از محیط کشت مایع حاوي باکتري            

سازي شده که کدورت آن برابر استاندارد نیم مک فارلند بود             

 میلی گرم   12/8 میلی لیتر محیط کشت جدید که غلظت         50به  

سپس در فواصل   .   هیدروکربن مورد بررسی تلقیح گردید     16از  

 ساعته میزان رشد باکتري به وسیله کدورت سنجی با       24زمانی  

 نانومتر اندازه گیري     560دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج       

).  17(شد 

در این مطالعه براي رسم نمودار و       :  تجزیه و تحلیل داده ها    )  ي

 استفاده  Excelافزار آماري      محاسبه خطاي استاندارد از نرم       

.گردید

یافته ها        

 برخی از خصوصیات فیزیکی و شیمیایی خاك                                                           1 در جدول              

هاي         مورد بررسی در این مطالعه و نیز مقادیر هیدروکربن                                                                           

آروماتیک چند حلقه اي مورد استفاده به منظور بررسی شرایط                                                                              

. ها نشان داده شده است                      بهینه رشد باکتري                

نتایج نشان داد که خاك مورد مطالعه از لحاظ اسیدیته و شوري                                                                                  

ها          فاقد هرگونه محدودیتی براي رشد و تکثیرمیکروارگانیسم                                                                    

هاي هتروتروف بر روي                               همچنین با شمارش باکتري                            .         می باشد         

محیط کشت نوترینت آگار و محیط کشت پایه نمکی جامد                                                                           

 مشخص شد که تقریباا                        ً       PAH میلی گرم بر لیتر از                                    12/8حاوي        

هاي هتروتروف جداشده توانایی                                          درصد از کل باکتري                              13/3

.   ها را دارند             قدرت تجزیه کنندگی هیدروکربن                           

هاي تجزیه کننده بر روي محیط کشت                                                 از بین کلنی هاي جدایه                             

از    .      جدایه کلنی هاي متمایزي را داشتند                                               PAH         ، 9جامد حاوي               

 ساعت         24این میان سه جدایه که در محیط کشت پایه در زمان                                                                       

بیشترین کدورت را داشتند، به عنوان جدایه هاي برتر انتخاب                                                                               

مقدارخصوصیتمقدارخصوصیت

mg/kg(5±32(نفتالن 7/24اسیدیته

mg/kg(9±37(اسنفتن 3/4(dS/m)هدایت الکتریکی 

هاي  تعداد باکتري

(CFU/g)هتروتروف 
10

6
mg/kg(5±44(اسنفتیلن 3

هاي  تعداد باکتري

(CFU/g)تجزیه کننده 
10

5
mg/kg(2±7(آنتراسن 4

mg/kg(5±10(فنانترن 4±31)mg/kg( آنتراسن aبنزو 

mg/kg(11±64(کریسن 2±6)mg/kg ( پیرن aبنزو

mg/kg(0/5±7 ( پریلنghiبنزو 
 ahدي بنزو 

)mg/kg (آنتراسن
4±8

.برخی از ویژگی هاي شیمیایی خاك آلوده: 1جدول 
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هاي بیوشیمیایی انجام                                نتایج به دست آمده از آزمون                                        .     شدند    

.    نشان داده شده است                  2شده بر روي این سه جدایه در جدول                                 

هاي بیوشیمیایی مشخص گردید که         پس از ارزیابی آزمون     

. تعلق داشتند باسیلوس      هاي جداسازي شده به جنس       باکتري

ها در حد گونه با استفاده                    شناسایی این باکتري      

از تعیین توالی ژنوم و شماره دسترسی آنها در سایت مرکز               

 National Center for(اطلاعات بیوتکنولوژي                  

Biotechnology Information  (    نشان داده شده     3در جدول 

.است

به منظور بررسی میزان رشد باکتري ها در حضور                       

هاي آروماتیک چند حلقه اي اقدام به رسم منحنی             هیدروکربن

).1شکل (رشد باکتري شناسایی شده گردید 

در این مطالعه به منظور غنی سازي باکتري هاي تجزیه کننده از            

 میلی گرم بر    14/4 تا   PAH)  6/1غلظت هاي مختلف ترکیبات     

نتایج نشان داد که با اضافه شدن نمونه           .  استفاده گردید )  لیتر

خاك به لوله هاي حاوي محیط کشت پایه با غلظت هاي کمتر             

 میلی گرم بر لیتر، کدورت ناشی از رشد و تکثیر                 12/8از  

باکتري ها به سرعت در محیط کشت افزایش می یابد و قابل               

9 8 1                         جدایه

باسیل باسیل باسیل شکل

+ + + واکنش گرم

+ + + تولید اسپور

+ + + کاتالاز

+ + + اکسیداز

+ + - اسید از گلوکز

+ + + سیترات

+ + + حرکت

- + - تولید ایندول

+ + - اسید از لاکتوز

+ + + اسید از مانیتول

+ + + 5/6رشد در اسیدیته 

+ - + رشد بی هوازي

+ + +  %5رشد بر روي کلرید کلسیم 

+ + +  %7رشد بر روي کلرید کلسیم 

+ + +  %10رشد بر روي کلرید کلسیم 

- + + احیاء نیترات

55 50 50 )°C(حداکثر دماي رشد 

+ + +  درجه سانتی گراد30رشد در 

+ + + اسید از ساکارز

- + - H2Sتولید 

.هاي انتخابی هاي بیوشیمیایی برروي جدایه نتایج آزمون: 2جدول 
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 میلی گرم   12/8اما در غلظت هاي بیشتر از       .  مشاهده  می گردد   

بر لیتر کدورت در لوله هاي آزمایش پس از چند روز ایجاد               

 12/8به همین دلیل براي غنی سازي باکتري ها از غلظت           .  شد

از آنجایی که هیچ منبع کربن      .  میلی گرم بر لیتر استفاده گردید     

هاي آروماتیک چند حلقه اي در          دیگري به جز هیدروکربن    

محیط کشت پایه وجود نداشت، از این رو می توان نتیجه                

هاي آروماتیک    ها تنها از هیدروکربن     گیري نمود که این جدایه    

.چند حلقه اي به عنوان منبع کربن استفاده نموده اند

بحث   

از میان ترکیبات نفتی، ترکیبات آروماتیک به دلیل داشتن                

هاي بنزن پایداري بیشتري دارند و هر چه تعداد این                حلقه

حلقه ها بیشتر باشد، تجزیه میکروبی آنها نیز سخت تر خواهد           

 هیدروکربن آروماتیک چند    16در پژوهش حاضر از     ).  22(بود  

. حلقه اي به عنوان تنها منبع کربن و انرژي استفاده گردید               

هاي آروماتیک چند حلقه اي در خاك مورد           غلظت هیدروکربن 

بررسی در این مطالعه بسیار زیاد و حتی چندین برابر                    

براي وجود  )   میلی گرم بر کیلوگرم     0/5(استانداردهاي جهانی   

در مجموع نتایج ما    ).  23(این ترکیبات در خاك گزارش گردید       

هاي هتروتروف     درصد از باکتري   13/3نشان می دهد که حدود      

موجود در خاك آلوده، داراي قدرت تجزیه کنندگی این                 

.ترکیبات بوده اند

 جنس باکتریایی شناسایی شده است که قادر         79امروزه بیش از    

هاي آروماتیک چند حلقه اي به عنوان         به استفاده از هیدروکربن   

از مهم ترین این باکتري ها        .  منابع کربن و انرژي می باشند       

و )  (Alcanivorax  آلکانیووراکسهاي      توان به جنس       می

با این وجود مشخص است که این         .   اشاره نمود  سودوموناس

ها تنها اجزاي فرآیند زیست پالایی                     میکروارگانیسم

بلکه .  هاي آروماتیک چند حلقه اي نمی باشند            هیدروکربن

بخشی از یک شبکه اکولوژیک هستند که به طور مستقیم و                

در واقع  .  غیرمستقیم با سایر اجزاي محیط در ارتباط می باشند          

عواملی مانند رقابت براي مواد غذایی محدود کننده، شکار شدن          

هاي   توسط پروتوزوآ، لیز شدن به وسیله فاژها و برهم کنش             

گردد بر فعالیت     اشتراکی که موجب افزایش تجزیه زیستی می        

در مطالعه حاضر   ).  4(ها تأثیرگذار هستند       این میکروارگانیسم 

باسیلوس لیکنی  سه سویه جداسازي شده شامل گونه هاي             

شماره دسترسیتعیین هویت مولکولیجدایه

ATHE9KC329470.1 باسیلوس لیکنی فورمیس1

ATHE13KC469987.1 باسیلوس مجاونسیس8

sp.  ATHE10KC329471.1باسیلوس 9

.16S rRNAها با استفاده از روش  شناسایی جدایه: 3جدول 

.هاي آروماتیک چند حلقه اي ها در حضور هیدروکربن منحنی رشد جدایه: 1شکل 
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باسیلوس مجاونسیس     ،     )B. licheniformis(فورمیس     

)B.mojavensis(               باسیلوس   و گونه اي خاص از 

)B. sp ATHE10(         میلی  12/8بودند که توانایی رشد در غلظت 

هاي آروماتیک چند حلقه اي را دارا         گرم بر لیتر از هیدروکربن    

و )  Toledo( توسط تولدو    2006نتایج مشابهی در سال     .  بودند

 15این محققان موفق به جداسازي       .  همکاران گزارش گردید  

جدایه باکتریایی بر اساس توانایی رشد در حضور                     

هاي آروماتیک چند حلقه اي موجود در مناطق             هیدروکربن

هاي   بیشتر این باکتري ها به گونه       .  آلوده به نفت خام شدند     

باسیلوس پومیلوس  
  

)B. pumilus(،        باسیلوس  سوبتیلیس 

)B. subtilis(    آلکالیژنز فیکالیس ،)  A. ficalis  (   انتروباکترو 

)Enterobacter  ( ها توانایی حذف      این باکتري .  تعلق داشتند

 میلی گرم بر لیتر از نفتالن، فنانترن، فلورانتن و پیرن را              1000

). 24( ساعت را داشتند 72در مدت 

 دو گونه    2012و همکاران در سال       )  Thenmozhi(تنموژي  

پس .  باکتریایی را از خاك آلوده به نفت خام جداسازي نمودند         

سودوموناس  این جدایه ها به عنوان       PCRاز بررسی به وسیله     

باسیلوس          و      )Pseudomonas aeruginosa  (آئروژینوزا

 5این سویه ها قادر به حذف       .   معرفی گردیدند  لیکنی فورمیس 

 48میلی گرم بر لیتر آنتراسن، فنانترن و تولوئن در مدت زمان             

). 25(ساعت بودند 

 و همکاران دو جدایه باکتریایی            )Dean Ross(دین رز     

مایکوباکتریومو       )  Rhodococcus  (ردوکوکوس

)Mycobacterium  (     را از رسوبات رودخانه جداسازي نمودند .

ا داشتند   ر PAHهر دو این باکتري ها توانایی تجزیه ترکیبات          

 پس از   2009و همکاران در سال     )  Haritash(هاریتاش  ).  26(

 Rhodotorula  ( رودوتورولا گلوتینیس    تلقیح سلول هاي    

glutinis  (  به محیط کشت پایه        سودوموناس آئروژینوزا و 

معدنی مشاهده نمودند که تقریباً تمام فنانترن موجود در محیط          

در مدت زمان یک ماه توسط هر یک از دو سویه حذف شده               

ها نشان داد که تجزیه             -همچنین مطالعه آن      .  است

هاي آروماتیک ارتباط مستقیمی با چگالی میکروبی         هیدروکربن

دارد به طوري که با افزایش توده          )  بیومس(و توده زیستی     

). 10(نمود  زیستی تجزیه این ترکیبات نیز افزایش پیدا می

و همکاران در سال     )  Eman(در مطالعه اي که توسط امان          

کلبسیلا اوکسی توکا      صورت گرفت باکتري هاي            2012

)Klebsiella oxytoca(             کلبسیلا نمونیه ، )Klebsiella 

pneumonia  (     اسینتوباکتر  و گونه اي از)Acinetobacter sp.  ( از

این سویه  .  هاي خاك آلوده به نفت خام جداسازي شدند          نمونه

ها قادر به حذف ترکیباتی چون فنانترن، فلورانتن، پیرن و بنزن            

کلبسیلا اوکسی توکا   هاي جداسازي شده      از میان باکتري  .  بودند

). 27(بیشترین کارایی را در حذف ترکیبات سمی داشت 

 موفق به جداسازي     2003و همکاران در سال       )  Yuan(یوآن  

هاي پتروشیمی دفن شده       گرم منفی از زباله       شش گونه باکتري  

این سویه ها توانایی تجزیه اسنفتیلن، فلورن، فتانترن،         .  گردیدند

 جدایه به   2 جدایه شناسایی شده     4از  .  آنتراسن و پیرن را داشتند    

  و  )Pseudomonas flouresens(سودوموناس فلورسنس   عنوان  

تبیانیان ).  28(معرفی شدند       )Haemophilus(هموفیلوس   

)Tebianian  (             و همکاران نیز براي اولین بار در ایران در سال

 اقدام به شناسایی باکتري هاي تجزیه کننده ترکیبات              1391

آلیفاتیک جدا شده از پساب هاي نفتی در شهرهاي کرمان و               

با استفاده از روش هاي غنی سازي در محیط            .  تهران نمودند 

در مجموع  )  به عنوان منبع کربن   (حاوي هگزادکان    بوشنل هاس 

به طوري که   .  سویه باکتریایی تجزیه کننده جداسازي گردید      15

سودوموناس، رودوکوکوس  بیشتر این باکتري ها به جنس هاي         

)Rhodococcus(  استنوتروفوموناس و )  Stenotrophomonas (

).29(تعلق داشتند 

در پژوهش حاضر، انتخاب جدایه هاي برتر بر اساس روش              

در این مطالعه سه جدایه       .  کدورت سنجی صورت پذیرفت     

انتخاب شده در مجاورت مواد آلاینده از حداکثر کدورت نسبت      

لیز .  به سایر جدایه ها در حداقل زمان برخوردار بودند                

)Leys  (          اسفنگوبیوم باکتري    2004و همکاران نیز در سال 

)Sphingobium- yanoikuyae B1  (        را به دلیل داشتن غلظت

10سلولی بیش از    
4

 واحد تشکیل کلنی در یک گرم خاك آلوده         

به )  CFU/g soil(هاي آروماتیک چند حلقه اي         به هیدروکربن 

عنوان بهترین گونه جهت پالایش این ترکیبات از خاك معرفی            
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هدف از این مطالعه تنها جداسازي و شناسایی         ).    30(نمودند  

 PAHباکتري هایی با توانایی رشد و تکثیر در حضور ترکیبات           

از این رو  به محیط کشت پایه در مرحله غنی سازي،                .  بود

 PAHجداسازي و خالص سازي منبع کربن دیگري به جز              

بنابراین ایجاد کدورت در محیط کشت و افزایش         .  اضافه نشد 

با گذشت زمان، به عنوان معیار        )   نانومتر 560(جذب نوري   

مصرف این ترکیبات توسط باکتري هاي انتخابی در نظر گرفته          

.شد

در پژوهش حاضر، منحنی رشد باکتري هاي برتر نشان داد که            

این باکتري ها بدون هیچ گونه فاز تأخیري در محیط کشت              

شروع به رشد کرده و با رسیدن به فاز نمایی حداکثر سرعت              

با گذشت زمان   .  رشد را در مجاورت ماده آروماتیک را داشتند       

و کاهش هیدروکربن هاي آروماتیک چند حلقه اي به عنوان            

منبع کربن، میزان رشد و تکثیر آنها کاسته شده و باکتري ها               

پس از ورود به فاز مرگ نیز جذب           .  وارد فاز سکون شدند    

نوري کاهش یافته و منحنی رشد باکتري روال نزولی را                 

.داشت

و همکاران در سال     )  Singer(مطالعه مشابهی توسط سینگر       

 را با   اسفنگوبیوماین محققان باکتري    .   انجام شده است   2005

هدف بررسی چگونگی رشد در حضور هیدروکربن هاي             

نتایج آنها نشان داد    .  آروماتیک چند حلقه اي انتخاب نمودند      

تواند به منظور رشد و تکثیر خود از دامنه              می اسفنگوبیومکه  

 به عنوان   PAHوسیعی از ترکیبات آلاینده از جمله  ترکیبات           

نکته قابل توجه در مطالعه       ).  30(منبع کربن استفاده نماید       

 PAH سینگر و همکاران این بود که در شرایط نبود ترکیبات            

. رفت   روز از بین می    10 در مدت زمان     اسفنگوبیومدر خاك،   

زیرا نبودن ترکیبات یاد شده به معناي وجود نداشتن منبع               

اما نتایج پژوهش یاد شده نشان       .  کربن مورد نیاز باکتري بود     

 میلی گرم بر کیلوگرم فنانترن و        50داد که در صورت افزودن      

 30پیرن به خاك اضافه ، جمعیت این باکتري در مدت زمان              

ها -آن.  کرد  روز به شدت بر سایر باکتري ها غلبه پیدا می              

همچنین بیان نمودند که توانایی باکتري ها در تجزیه و زیست            

پالایی ترکیبات نه تنها به ویژگی کاتابولیک آنها وابسته است            

هاي آلوده نیز      بلکه به توانایی آنها در حفظ بقاي در خاك             

).31( بستگی دارد

نتیجه گیري            

هاي آروماتیک    با توجه به خطرات ناشی از حضور هیدروکربن        

چند حلقه اي در محیط براي حیات موجودات زنده به ویژه               

انسان ، حذف این ترکیبات از محیط بسیار حائز اهمیت می               

هاي    در این مطالعه با جداسازي و شناسایی گونه              .  باشد

باکتریایی که توانایی رشد و تکثیر در محیط هاي آلوده به                 

 مشخص گردید که حذف این ترکیبات از محل          PAHترکیبات  

هاي آلوده  می تواند با استفاده از باکتري هاي بومی جداسازي             

همچنین در    .  شده از همان خاك صورت پذیرد                 

بررسی هاي آینده پیشنهاد  می گردد که مراحل حذف                   

هاي آروماتیک چند حلقه اي و نیز متابولیت هاي             هیدروکربن

تولید شده از این ترکیبات توسط باکتري ها مورد                       

.بررسی قرار گیرد

تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از حوزه معاونت پژوهشی دانشگاه آزاد            

اسلامی واحد شهرکرد و همچنین تمامی همکاران مرکز                

به دلیل همکاري صمیمانه      تحقیقات بیوتکنولوژي این دانشگاه    

.در اجراي این پژوهش کمال امتنان را دارند
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Abstract

Background and Objectives: Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) were extensively spread in 

the environment and are regarded as one of the mutagenic and carcinogenic agents on living 

creatures. Among the vast variety of procedures for the elimination of contamination, biological 

removal is capable of transmuting pollutants into innocuous and nontoxic substances using less 

amount of energy, chemicals and time. The study was aimed at evaluating the possibility of 

growth of the indigenous bacteria isolated from oil-polluted soils, in the presence of PAH 

compounds in the laboratory, and also identifying them by using the method of PCR.

Material and Methods: Specimens of the research were isolated from environmental gasoline and 

oil-polluted soils from the Isfahan City refinery. Initially, the native bacteria were separated from 

the contaminated soil with such compounds by utilizing a basic medium containing the 

concentration of 12.8 mg/l in 16 PAH compounds. Then, those bacteria which were able to grow 

and reproduce in the presence of the compounds identified through biochemical experiments and 

determination of genome sequence and consequently registered as new species.

Results: The results obtained in the study substantiated that approximately 13.3% of the total 

heterotrophic bacteria possess a degradable ability of the hydrocarbons. After the evaluation of 

biochemical tests and gene sequencing, it was disclosed that the isolated indigenous bacteria 

belonged to Bacillus licheniformis ATHE9, Bacillus mojavensis ATHE13 and a particular species 

of Bacillus (ATHE10).

Conclusion: The results of the present research verify the importance and proficiency of the native 

bacteria in the terms of the elimination of PAHs pollutions in contaminated areas. 

Keywords: Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, Polluted soils, Bioremediation, Polymerase Chain 

Reaction. 
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