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  1چکیده
هـاي آبـی  محیطی ترکیبات نفتی بوده که باعث آلودگی اکوسیـستم هاي زیست ترین آلاینده  یکی از مهم:سابقه و هدف  

 .گردنـد هـا مـی هاي آبی و خاك اثـر گذاشـته و سـبب تغییراتـی نـامطلوب در آن هاي نفتی بر محیط  آلاینده.شوند می
هـا و  باشند و اثـرات زیانبـاري بـر سـلامت اکوسیـستم کیبات خطرناك میهاي نفتی حاوي فلزات سنگین و تر آلاینده

ترین مشتقات نفتـی بـوده کـه  از مهم) PAHs(اي آروماتیک  حلقه هاي چند هیدروکربن. موجودات زنده خواهند داشت
ی متعـدد هاي انسانی ایجاد شـده و داراي پایـداري بـسیار بـالایی بـوده و داراي عـوارض جـانب  در اثر فعالیتعموماً

اي آروماتیک بوده که در مناطق آلوده بـه ترکیبـات نفتـی  حلقه آنتراسن یک ترکیب سه. باشند می) زا زا و جهش سرطان(
ترین ترکیبات آروماتیـک بـوده و کـاهش آن از اهمیـت   ترکیب آروماتیک جزء سمی100آنتراسن در بین . وجود دارد

عنوان منبـع کـربن و انـرژي اسـتفاده  حیطی از ترکیبات آروماتیک بههاي م برخی از باکتري. باشد خاصی برخوردار می
علـت  آنتراسن به. باشد کربن و آب می اکسید را به ترکیبات دیگر تبدیل کرده و محصول نهایی تجزیه نیز دي کرده و آن
زیستی جهت   غیرثیر مستقیم تجزیه میکروبی قرار گرفته و بایستی شرایط زیستی وأت تر تحت ین در آب کمیحلالیت پا

علـت داشـتن  هاي جنس باسیلوس بـه باکتري. ترین راندمان را داشته باشد تجزیه را بهینه کرده تا تجزیه میکروبی بیش
طـور گـسترده در  ههـاي مختلـف باسـیلوس بـ محیطی بوده و از گونـه اسپور، قادر به رشد در شرایط نامناسب زیست
یکی . گردد  میمحیطی استفاده هاي زیست هاي زیستی و کاهش آلاینده دهتحقیقات زیست فناوري از جمله تولید فرآور

رو جـزء  هاي سـاده و داراي حـداقل مـاده مغـذي بـوده و از ایـن ها، توانایی رشد در محیط دیگر از مزایاي باسیلوس
هـاي  هدف از این مطالعـه جداسـازي بـاکتري. باشند محیطی می هاي زیست هاي شاخص جهت کاهش آلاینده باکتري
هـا جهـت تجزیـه زیـستی آنتراسـن در مقیـاس  رود و اسـتفاده از آن از مصب رودخانـه بابـل) باسیلوس(کننده  تجزیه

  . آزمایشگاهی بوده است
 بـه آزمایـشگاه، در محـیط کـشت حـداقلها از رسوبات مصب رودخانه اخذ و پس ار انتقـال   نمونه:ها مواد و روش  

MSM (Minimal Salt Medium)  کننده آنتراسن جنس باسیلوس بـوده  هاي تجزیه یکی از باکتري. شدندکشت داده
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جهـت ارزیـابی تجزیـه . هاي مولکولی شناسایی گردیـد هاي متوالی جداسازي و از طریق روش  که با استفاده از کشت
  . ، دما و غلظت آنتراسن استفاده گردیدpH زیستی آنتراسن توسط باسیلوس، از فاکتورهایی نظیر

گـراد و غلظـت   درجه سـانتی35، دماي =5/7pH نتایج نشان داد که شرایط بهینه جهت تجزیه آنتراسن شامل :ها یافته
. تر صورت گرفـت روند تجزیه آنتراسن نیز سریع وباسیون،کاز آنتراسن بوده و با افزایش زمان ان گرم در لیتر  میلی150

دهنـده توانـایی بـالاي   بـوده کـه نـشان2در طول  ددرص 40بازده تجزیه زیستی آنتراسن درحضور باسیلوس، بیش از 
   .آنزیمی این باکتري بوده است

عنوان ابزار زیـستی  توان از آن به می) دار بودن دلیل اسپور به ( با توجه به رشد باسیلوس در شرایط نامناسب:گیري نتیجه
هاي پایـه نفتـی  ي حذف آلایندهبرا زیست محیط دار دوست کار راه یک روش این. جهت حذف آنتراسن استفاده نمود

سـازي  گردد از این روش در پاك  پیشنهاد می.داشت نخواهد محیط بر منفی زیستی اثر عوامل از استفاده دلیل به و بوده
 .هاي آلوده استفاده گردد محیط

  
  اي آروماتیک  حلقه هاي چند رود، هیدروکربن آنتراسن، باسیلوس، رودخانه بابل: هاي کلیدي واژه

  
  قدمهم

هـاي  هاي آبی به انـواع آلاینـده آلودگی اکوسیستم
محیطی نظیر ترکیبـات نفتـی، فلـزات سـنگین،  زیست

هــاي مــردم  تــرین دغدغــه ســموم کــشاورزي از مهــم
هـاي مـذکور از منـابع مختلـف نظیـر  آلاینده. باشد می
گیري و  سوختوهاي نفتی و مناطق استخراج نفت، سک

اب کارخانجـات هاي نفتی و بـاربري، پـس تردد کشتی
هاي آلوده به سموم کشاورزي  صنعتی و شستشوي زمینه

ــی ــی م ــابع آب ــوند  وارد من ــدروکربن.)7(ش ــاي  هی  ه
 زا و سرطان ترکیباتی )PAHs (آروماتیک اي حلقه چند

 اغلـب ترکیبـات ایـن. )9 (رونـد شـمار مـی به موتاژن
در محیط وجود داشته و  هاي پیچیده مخلوط صورت به
رنـگ ایـن  .شـوند مـی دیـده منفرد ندرت به حالت به

 بـوده کمرنگ یا زرد سفید تا رنگ  بیترکیبات معمولاً
 و هـا کـش آفت ها، پلاستیک ساخت سازي، رنگ در و

برخی از  چه اگر. )17( روند می کار به ها جاده آسفالت
توسـط جمعیـت  طبیعـی شـرایط در PAHs ترکیبات
 مولاًمع فرآیند این ولی شوند می تجزیه بومی میکروبی

هـایی بـا  تکنیـک استفاده از به نیاز و) 4( بر بوده زمان
کارآیی بالا بوده که قادر به انجام این فرآیند در زمـان 

هـاي فیزیکـی ماننـد  برخـی از روش .تـر باشـد کوتاه
هاي معمول  شناورسازي، فاقد کارآیی بالا بوده و روش

 شیمیایی مانند استفاده از مـواد سـورفاکتانت، معمـولاً
ــدودیتپر ــوده و داراي مح ــه ب ــی  هزین ــاي فراوان ه

ثر در کـاهش ایـن ؤهـاي مـ یکـی از روش. باشـند می
هاي زیستی بـوده کـه در آن  ترکیبات استفاده از روش

منظـور  صورت منفـرد و یـا ترکیبـی بـه هها ب میکروب
. گیرنـد تجزیه کامل ماده آلاینده مورد استفاده قرار می

ت نفتـی نـشان  بر روي تجزیه زیستی ترکیبـاپژوهش
تـرین و  اقتـصادي داده اسـت کـه ایـن روش یکـی از

هــاي حــذف ترکیبــات نفتــی از  ثرترین روشؤمــ
در فرآیند تجزیـه زیـستی ). 10( هاي آبی باشد محیط

 از ریزجانداران استفاده گردد که بومی منطقه آلوده باید
 ).9( هاي دستکاري شده نباشند بوده و جزء میکروب

رسـوبات  یـا آب خـاك، در هـا بـاکتري توانـایی
 ساختمان پیچیدگی ، بهPAHsزیستی  تجزیه منظور به

کننـده  هاي تولید باکتري سازگاري شیمیایی ترکیبات و
 عموماً .آنزیم در محیط حاوي ماده آلاینده بستگی دارد

 PAHsو بـوده قابـل تجزیـه آسـانی بـه اي حلقـه دو 
مختلف قادر به تجزیه این گونه ترکیبـات  هاي باکتري
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ه عنوان منبع کـربن و انـرژي اسـتفاد ها به بوده و از آن
ــی ــد م ــات داراي ). 15( کنن ــه در ترکیب ــد تجزی فرآین
تر بـه سـختی صـورت گرفتـه و  هاي بنزنی بیش حلقه

هـاي شـاخص قـادر بـه  هاي داراي آنزیم فقط باکتري
آنتراسن از جمله ترکیبـات . باشند انجام این فرآیند می

تر مـورد مطالعـه قـرار  ه کمسه حلقه آروماتیک بوده ک
که مطالعات کمی بـر روي  با توجه به این. گرفته است

هاي بومی ناحیه خزري در شمال ایـران انجـام  باکتري
ـــستی  گرفتـــه هـــدف از ایـــن مطالعـــه تجزیـــه زی

 توسط باکتري) آنتراسن (آروماتیک هاي پلی هیدروکربن
Bacillus spp  جدا شـده از رسـوبات بـستر مـصب

هاي ثانویه ناشی  رود و شناسایی متابولیت لرودخانه باب
  .  استبوده GC-MSاز تجزیه با استفاده دستگاه 

  
  ها شرو و مواد

 بر اساس روش بیان شده در کتاب ها همه آزمایش
 زمایــشات آب و فاضــلابآهــاي اســتاندارد  روش

ه مواد شیمیایی از شـرکت هم). 2( انجام شد) 1998(
  .مرك آلمان خریداري شد

در این مطالعه از رسوبات بستر مـصب  :برداري نمونه
عنـوان محـیط  رود اسـتان مازنـدران بـه رودخانه بابـل

ها بـا اسـتفاده از  نمونه. استفاده شد جداسازي باکتري 
رود در چنـدین  ابزار گرپ از رسـوب رودخانـه بابـل

منظور جلوگیري  به. نقطه از منطقه مصب انجام گرفت
هـا در ظـروف  مونـههـا در رسـوب، ن از مرگ باکتري

تـرین زمـان و دمـاي  شده و در کوتاه پلاستیکی ریخته
  .پایین به آزمایشگاه انتقال داده شد

کننـده   یـه  تجز ي خـالص بـاکتر    نمونـه  بـه    دستیابی
براي جداسازي باکتري مورد نظر با اسـتفاده : آنتراسن

کننـده،  عنوان عامـل انتخـاب هاي مطلوب به از ویژگی
اقل حاوي ترکیـب آلاینـده  از محیط کشت حدعموماً

بـراي ایـن منظـور، پـس از . شود شاخص استفاده می
هـاي متـوالی،  ها به آزمایشگاه و تهیه رقت انتقال نمونه

ترکیـب . انجام گرفت MSMکشت در محیط حداقل 
  . آمده است1محیط کشت در جدول 

  
   .MSMترکیبات محیط کشت  -1جدول 

Table 1. Compositions of MSM medium.  
 ترکیبات

(Ingredients) 

  لیتر در گرم
(g L-1) 

  آمونیم سولفات
Ammonium Sulfate  

2  

  سولفات منیزیم هپتا هیدرات
Magnesium Sulfate Heptahydrate  

2  

  کلسیم کلراید دي هیدرات
Calcium Chloride Dihydrate  

0.01  

  سولفات هپتا هیدرات فرو
Ferrous Sulfate Heptahydrate  

0.001  

Na2HPO4 12H2O  1.5  

  پتاسیم فسفات مونو
Mon Potassium Phosphate  

1.5  
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، فرآینـد اسـتریل 7در محدوده  pHپس از تنظیم 
 دقیقـه 15مـدت  گـراد بـه  درجه سـانتی120در دماي 

انجام شده و پس از رساندن دمـاي محـیط کـشت بـه 
پـور   درجه، آنتراسن استریل شده بـا صـافی میلـی50
 50نوان تنها منبع کـربن بـه مقـدار ع  میکرون، به45/0

 روز 5پــس از . گــرم در لیتــر، اضــافه شــد میلــی
ـــه ـــاي  گرمخان ـــذاري در دم ـــد 30گ  درجـــه و رش

، متعاقبـاً )شدن کـدورت ظاهر(هاي کشت داده  باکتري
آگاردار داراي آنتراسن انجـام  MSMکشت در محیط 

 72مـدت   درجـه بـه30هـا در دمـاي  گرفته و نمونـه
هـاي  پس از رشد کلنـی. گذاري شدند خانه ساعت گرم

ــه ــدد  تجزی ــشت مج ــه ک ــسبت ب ــن، ن ــده آنتراس   کنن
   هــاي شــاخص اقــدام گردیــد ســازي کلنــی و خــالص

)7, 13 .(  
جهت شناسایی مولکـولی بـاکتري جـدا شـده، از 

). 15(استفاده گردیـد  (PCR)واکنش زنجیره پلیمراز 
استفاده شده بـراي  Reverse و Forwardهاي  پرایمر
 نشان داده 2اي پلیمراز در جدول   واکنش زنجیرهانجام

 بـاکتري طبـق روش DNAاستخراج ). 6(شده است 
، انجـام شـده و واکـنش )2013( سمایی و همکـاران
  .)14 ( سیکل تکرار شد30زنجیره پلیمراز طی 

  
  .PCR پرایمرهاي مورد استفاده جهت انجام -2 جدول

Table 2. The primers used for PCR examination.  
  توالی

(sequence)  

 پرایمر

(primer)  

(5’-CCAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’)  Forward primers  

(5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’)  Reverse primers  

  
  محـصول  )Sequencing (تعیین توالی نوکلئوتیدي  

PCR: لیتـر   میکـرو30ها مقدار  براي هر یک از نمونه
و  Forwardپرایمرهــاي   بـه همــراهPCR محـصول
Reverseلیتـر و غلظـت   میکرو20  هر کدام به مقدار

هـاي جداگانـه بـراي تعیـین  مول در تیـوپ  میکرو20
 کـره جنـوبی ارسـال BIONEERتوالی بـه شـرکت 

پس از دریافت نتایج حاصل از تعیین توالی به  .گردید
 2 درژن بانـــک)BLAST ( و تطبیـــق1روش ســـانگر

NCBI 14(، باکتري مجهول شناسایی شد .(  
سازي باکتري جهت تلقیح به محـیط مـایع بـه        آماده

سازي تلقـیح  جهت آماده: منظور ارزیابی روند تجزیه   

                                                
1- Sanger 
2- National Center for Biotechnology Information 

باکتریایی، ابتدا کشت اولیه بـاکتري در محـیط کـشت 
TSB3  ساعت انکوباسیون در 24انجام شده و پس از 
 دور در دقیقه 13000 درجه، محیط کشت در 30دماي 

 شده و پس از دور ریخـتن  دقیقه سانتریفوژ5مدت  به
لیتـر سـرم   میلـی10مایع رویی، به رسـوب باقیمانـده 

 سانتریفوژ انجام شـده فیزیولوژي اضافه شده و مجدداً
در مرحله آخـر بـه . و این فرآیند سه مرتبه تکرار شد

لیتر سرم فیزیولـوژي اضـافه   میلی10رسوب باقیمانده 
  و پس از مخلوط کردن، کدورت سوسپانسیون بـاشد

فارلنـد   مک5/0(فارلند  مک استاندارد هاي لوله کدورت
8 معادل

) لیتـر  سـلول بـاکتري در هـر میلـی5/1 × 10 
   ).13 (مقایسه شد

                                                
3- Tryptic Soy Broth 
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آزمـایش : تجزیه زیـستی آنتراسـن در محـیط مـایع         
لیتـري   میلـی500مـایر  تجزیه زیستی آنتراسن در ارلن

  بــراثMSMلیتــر محـیط کــشت  میلــی 200حـاوي 
. عنوان تنها منبع کربن انجـام گرفـت حاوي آنتراسن به

 ppm(پارامترهاي مورد نظر شـامل غلظـت آنتراسـن 
 ،) سـاعت48، 24، 0(، زمان انکوباسـیون )200، 150
pH )5/6،5/7 ( و دما)بوده و بـا اسـتفاده از ) 35، 25

سـازي  پارامترهاي مذکور، روش مـورد اسـتفاده بهینـه
ــدند ــه. ش ــیکر نمون ــاتور ش ــا در انکوب ــا  دار ه   دور ب

قـرار داده شـده و جهـت ارزیـابی   دور در دقیقه120
روند رشد بـاکتري از محـیط کـشت تریپتیـک سـوي 

ها بـا احتـساب رقـت  آگار استفاده شده و تعداد کلنی
جهـت بررسـی غلظـت . مورد استفاده تعیـین گردیـد

باقیمانده آنتراسـن پـس از تجزیـه توسـط بـاکتري از 
ده شـد اسـتفا) KNAUERآلمـان ( HPLC1 دستگاه

 10 بـه 90نیتریل و آب به نسبت هاي استو حلال). 4(
لیتـر بـر   میلـی1عنوان فاز متحرك با شدت جریـان  به

مورد اسـتفاده قـرار  UV و دتکتور C18دقیقه، ستون 
 تکـرار انجـام گردیـد 3هـا بـا  ه آزمـایشهمـ. گرفتند

)12.(  
منظـور تجزیـه و تحلیـل  بـه: تجزیه و تحلیل آمـاري    

 اسـتفاده شـده و 18 ورژن SPSSزار افـ آماري از نرم
دست آمده، از آنـالیز واریـانس  هجهت ارزیابی نتایج ب

 بـا ضـریب  Pطرفه و دانکن استفاده شده و ارزش دو
   . درصد تعیین گردید95اطمینان 

  
 نتایج

هاي اولیه بیوشـیمیایی نـشان  تست: باکتري جدا شده  
داد که باکتري جدا شده باسیل گرم مثبـت اسـپوردار، 

تــالاز مثبــت بــوده و نتــایج  منفــی و کازکــسیداا
                                                
1- High-performance liquid chromatography 

. ید کـردأی نیز جنس باسیلوس را تPCR هاي آزمایش
 نـشان 1نتایج ژل الکتروفـورز انجـام شـده در شـکل 

 از سـمت چـپ مـارکر 1در سـتون . داده شده اسـت
Ladder بلانــک یــا شــاهد و 2 قــرار داشــته، ســتون 

شـته  نیز نمونه مجهول باکتري قرار دا4 و 3هاي  ستون
 NCBIوالی شناسایی شده جهت بلاسـت در  ت.است

    :شامل سکانس
  

TCTCTCTCAGGTGGGGTCGAGCGGACG
GCTAAGGAGCTTGTTCCCTTACCGACA
ACGTCATACGGCGGGGTAACATGTGTA
AGAGATACCTATAAGATCTTTTACTTT
TCAACCAAACCGGAGCTAATGTTATAT
AACATTTGGAACCGGTTGCCCGAAAAT
ATTAAGATGTTTTTGCTATCTCTTATAC
ATGGACCCCCCCCGTCCGCCCTAGTTG
TCAAGGGAACAAGCTTACTTATGCGTT
CATTCGACTTCGACCTGAGAGGGTGAT
CGCCCACACTGGAACTGAGCCA  

  

بوده که در نهایـت بـاکتري مـورد نظـر باسـیلوس بـا 
  .بوده است KP338616.1شماره دستیابی 

: بررسی تأثیر غلظت اولیه آنتراسن بر راندمان حذف       
 اسـت کـه افـزایش  آن بیانگر4 و 3هاي  ولنتایج جد

ــه رشــد  غلظــت آنتراســن باعــث کــاهش رونــد رو ب
باسیلوس شده و از طرف دیگر میزان کاهش آنتراسـن 

 48 و 24هاي  گرم در لیتر در زمان  میلی200در غلظت 
تغییرات مشاهده شـده . ساعت، بسیار بطئی بوده است

هـا و همچنـین غلظـت آنتراسـن در  در تعداد بـاکتري
ــان ــاي  زم ــا48 و 24ه ــی س ــت عت معن ــوده اس  دار ب

)05/0P<.(   
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   .Ladderهمراه مارکر  ههاي باکتري ب  نتایج ژل الکتروفورز براي نمونه-1شکل 

Figure 1. The results of gel electrophoresis for bacteria samples and also ladder marker.  

  
  .گرم در لیتر از آنتراسن  میلی200 و 150در غلظت   spp لگاریتم تعداد باسیلوس-3جدول 

Table 3. Logarithm of Bacillus spp count in 150 ppm and 200 ppm of Anthracene. 
spp باسیلوس 
Bacillus spp  

 )ساعت(زمان انکوباسیون 

Incubation time (h) 
150 mg L-1  mg L-1 200  

0  aC 0.33± 6.58 aC 0.2± 6.65 

24  aB 0.07± 8.28 bB 0.11± 8.01 

48  aA 0.14± 9.21 bA 0.25± 8.68 

 ). >05/0P (باشد  ها می دار ما بین داده  اختلاف معنیبیانگرحروف متفاوت در ستون و ردیف 
Different letters in columns and rows represent mean value at P<0.05 level.  

  
  .Bacillus spp  تغییرات غلظت آنتراسن در حضور-4جدول 

Table 4. Changes of Anthracene in presence of Bacillus spp.  
spp باسیلوس 
Bacillus spp  

 )ساعت(زمان انکوباسیون 

Incubation time (h) 
150 mg L-1  mg L-1 200  

0  A 1.45± 150 A 4.25± 200 

24  B 3.26± 133 B 4.89± 174 

48  C 4.11± 89 C 2.30± 168 

 ). >05/0P (باشد  ها می دار ما بین داده  اختلاف معنیبیانگر حروف متفاوت در ستون و ردیف
Different letters in columns and rows represent mean value at P<0.05 level.  
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با توجه به :  اولیه بر راندمان حذف    pHثیر  أبررسی ت 
لیتـر، تجزیــه  گـرم بــر میلـی 150غلظــت  کـه در ایـن

رو غلظـت بهینـه  از ایـنگرفتـه  باکتریایی بهتر انجـام

.  در نظـر گرفتـه شـد150 بعـدي، هاي جهت آزمایش
دهنــده تجزیــه بهتــر   نــشان6 و 5 هــاي ولنتـایج جــد
  .باشد می pH=5/6  در مقایسه باpH=5/7آنتراسن در 

  
  .گرم در لیتر از آنتراسن  میلی150  و غلظت5/7 و 5/6هاي   pHدر  sppلگاریتم تعداد باسیلوس -5جدول 

Table 5. Logarithm of Bacillus spp count in pH=6.5 and pH=7.5 and 150 ppm of Anthracene.  
spp باسیلوس 
Bacillus spp  

 )ساعت(زمان انکوباسیون 

Incubation time (h) 
pH=6.5 pH=7.5 

0  aC 0.12± 6.58 aC 0.08± 6.61 

24  bB 0.05± 8.28 aB 0.07± 8.45 

48  bA 0.31± 9.15 aA 0.24± 9.29 

 ). >05/0P (باشد  ها می دار ما بین داده  اختلاف معنیبیانگرحروف متفاوت در ستون و ردیف 
Different letters in columns and rows represent mean value at P<0.05 level.  

  
  .5/7و  5/6هاي pH  در  sppدر حضور باسیلوس) گرم در لیتر  میلی150( تغییرات غلظت آنتراسن-6جدول 

Table 6. Changes of 150 ppm of Anthracene in presence of Bacillus spp and pH=6.5 and pH=7.5. 
spp باسیلوس 
Bacillus spp  

 )ساعت(زمان انکوباسیون 

Incubation time (h) 
pH=6.5 pH=7.5 

0  aA 1.21± 150 aA 1.11± 150 

24  aB 3.45± 127 aB 4.17± 125 

48  aC 2.36± 85 aC 3.26± 82 

 ). >05/0P (باشد  ها می دار ما بین داده  اختلاف معنیبیانگرحروف متفاوت در ستون و ردیف 
Different letters in columns and rows represent mean value at P<0.05 level.  

  
دما بر ثیر أنتایج ت: أثیر دما بر راندمان حذف    بررسی ت 

 نـشان داده 8 و 7 هاي ولروند تجزیه آنتراسن در جد
تــرین تجزیــه آنتراســن در دمــاي  بــیش. شــده اســت
. گـراد انجـام شـده اسـت  درجه سانتی35انکوباسیون 

  تغییـرات مـشاهده شـده در تعـداد بـاکتري و غلظــت 
 درجـــه 35 و 25 آنتراســـن در هـــر دو دمـــاي 150

دار بوده   ساعت معنی48 و 24هاي  گراد در زمان سانتی
  ).>05/0P (است
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 .گرم در لیتر از آنتراسن  میلی150 و غلظت pH=5/7گراد در   درجه سانتی35 و 25در دماي   spp لگاریتم تعداد باسیلوس-7 جدول
Table 7. Logarithm of Bacillus spp count in 25 ºC and 35 ºC, pH=7.5 and 150 ppm of Anthracene.  

spp باسیلوس 
Bacillus spp  

 )ساعت(زمان انکوباسیون 

Incubation time (h) 
Cº 25  Cº 35  

0  aC 0.97± 6.65 aC 0.04± 6.58 

24  bB 0.04± 8.27 aB 0.08± 8.76 

48  bA 0.22± 9.22 aA 0.31± 9.53 

 ). >05/0P (باشد  ها می دار ما بین داده  اختلاف معنیبیانگرحروف متفاوت در ستون و ردیف 
Different letters in columns and rows represent mean value at P<0.05 level.  

  
 .pH=5/7گراد و   درجه سانتی35 و 25دماهاي  در  sppدر حضور باکتري باسیلوس )گرم در لیتر  میلی150 غلظت( تغییرات غلظت آنتراسن - 8 جدول

Table 8. Changes of 150 ppm of Anthracene in presence of Bacillus spp, pH=7.5 and 25 ºC and 35 ºC. 
spp باسیلوس 
Bacillus spp  

 )ساعت(زمان انکوباسیون 

Incubation time (h) 
Cº 25  Cº 35  

0  aA 1.45± 150 aA 1.34± 150 

24  aB 2.12± 125 bB 3.29± 114 

48  aC 3.25± 82 aC 2.32± 80 

 ). >05/0P (اشدب  ها می دار ما بین داده  اختلاف معنیبیانگرحروف متفاوت در ستون و ردیف 
Different letters in columns and rows represent mean value at P<0.05 level.  

  
با توجـه بـه : بررسی راندمان حذف در شرایط بهینه     

 نتایج ارائه شده، بهترین شرایط جهت تجزیه آنتراسـن
5/7=pH ــاي ــانتی35، دم ــه س ــت   درج ــراد و غلظ گ

. ز آنتراسن بـوده اسـتگرم بر لیتر ا  میلی150آنتراسن 
 درصـد 40در چنین شرایطی، راندمان حذف بـیش از 

  . بوده است
هــاي ثانویــه ناشــی از تجزیــه  شناســایی متابولیــت

ه هـاي مختلـف کـه بـ ، متابولیت2در شکل : آنتراسن
شوند نشان داده  دنبال تجزیه زیستی آنتراسن تولید می

هـاي حاصـله  تـرین پیـک متابولیـت بـیش. شده است
هیدروکسی نفتالن بوده و پـس از   دي3 و 2 به مربوط

. شـوند هاي کـاتکول و فتـالات مـشاهده مـی آن پیک
، جزء مواد حد واسط انتهایی بوده هاي مذکور متابولیت

 آنتراسـن توسـط  کامـلدهنـده تجزیـه نـسبتاً نشان که
ــده  ــدا ش ــیلوس ج ــیباس ــد م ــل  .باش ــکل ذی در ش

که مقـادیر شوند  هاي بسیار متنوعی تولید می متابولیت
ثیر تجزیـه أتـ  تحـتین بـوده و سـریعاًیها بسیار پـا آن

میکروبی قـرار گرفتـه و بـه متابولیـت بعـدي تبـدیل 
توان به آنتراسن سـیس  ها می ترین آن از مهم. شوند می
ـــسی دي ال،   دي2و1 ـــسی   دي2 و1هیدروک هیدروک

... ت اکوئنـک اسـید و  اوکسوبا2 و 4آنتراسن، سیس 
   .اشاره نمود
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-GC طیف جذبی دستگاه -2کل ش  MS .  

Figure 2. Absorption spectrum of GC-MS.  
  

اي کـه توسـط مـشرام و  در مطالعه :باکتري جدا شده  
ــاکتري) 2014( ویــت هــاي  انجــام گرفــت یکــی از ب

هاي آلوده به مواد نفتی در منطقـه  شاخص که از خاك
ناگپور هند جدا شد باسیلوس سرئوس بوده کـه قـادر 

گرم   میلی1000تا (الاي آنتراسن هاي ب زیه غلظتبه تج
در مطالعـه انجـام ). 11( بوده است) در کیلوگرم خاك

هـاي  بـه گونـه )2000(شده توسط آنویلر و همکاران 
مختلف باسـیلوس شـامل ترمولـوورانس، سـرئوس و 
ــالن در  ــه آنتراســن و نفت ــه تجزی ــادر ب ــه ق ــی ک ویرت

پراکاش و ). 3( باشند اشاره شد هاي متفاوت می غلظت
ــد کــه جــنس) 2014(همکــاران  هــاي  گــزارش کردن

هاي  باسیلوس، سودوموناس و میکروکوکوس از جنس
غالب جدا شده از مناطق آلوده به مواد نفتی بـوده کـه 
ــالن و  قــادر بــه تجزیــه بنــزن، تولــوئن، آنتراســن، نفت

صورت ترکیبـی مـورد  هکه ب گازوئیل بوده و به هنگامی
ترین کاهش در غلظت ترکیب  یشاستفاده قرار گیرند ب

) 2010(سـودها و همکـاران ). 12( دهـد نفتی رخ می

ــاکتري ــنس از ب ــار ج ــاپلوس  چه ــر پ ــا را از ریزوف ه
دلتوئیدس جدا کردند که قادر به تجزیه ترکیبات نفتی 

ـــوده و جـــنس ـــا،  ب هـــاي شـــاخص شـــامل کورتی
). 16( میکروکوکوس، دینوکوکوس و باسیلوس بودند

مورد اشـاره، جـنس باسـیلوس از در تمامی مطالعات 
هاي غالب بوده کـه قـادر بـه رشـد در شـرایط  جنس

هاي مختلف آن قـادر بـه تجزیـه  مختلف بوده و گونه
ها به لحـاظ تولیـد  این باکتري. باشند ترکیبات نفتی می

 بودن از پتانـسیل بـسیار دار هاي مختلف و اسپور آنزیم
ــده ــاهش آلاین ــت ک ــالایی در جه ــف  ب ــاي مختل ه

  .باشندمحیطی برخوردار می زیست
: ثیر غلظت اولیه آنتراسن بر راندمان حذف      أبررسی ت 

دهنـده آن اسـت کـه بـا افـزایش غلظـت  نتایج نـشان
شود علت ایـن امـر  آنتراسن روند تجریه نیز کندتر می

هـا  هـاي بـالا بـراي بـاکتري در غلظتPAHs سمیت 
گـزارش کردنـد ) 2014(مشرام و ویت ). 8( باشد می

هاي آلوده بـه  لوس سرئوس جدا شده از خاكکه باسی
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مـواد نفتـی در منطقـه نـاگپور هنـد، قـادر بـه تجزیــه 
گـرم در   میلـی1000تـا (هاي بـالاي آنتراسـن  غلظت

توانایی تجزیـه بـاکتري در . بوده است) کیلوگرم خاك
تجزیه ترکیب نفتی به جنس و گونه بـاکتري، توانـایی 

د حتـی در کـه ایـن فراینـ(هـاي تجزیـه  تولید آنـزیم
هـاي مختلـف یـک جـنس از بـاکتري متفـاوت  گونه
 و در نهایت زمان انکوباسـیون بـستگی دارد) باشد می

 سـاعت 48در مطالعه حاضر زمان انکوباسـیون ). 11(
 کمی جهت تجزیه باکتریایی بوده و بوده که زمان نسبتاً

تـري جهـت آداپتاسـیون بـا شـرایط  باکتري نیاز بیش
تر ترکیب نفتی داشته در   بیشحاضر و در نتیجه تجزیه

که زمان در نظر گرفته شده در مطالعه مشرام و  صورتی
باسیلوس جدا شده .  روز بوده است10 )2014 (ویت

 150در مطالعه حاضر قادر به تجزیه آنتراسن در غلظت 
 ساعت بوده و تا بـیش از 48گرم بر لیتر در طول  میلی

کـه در  در صـورتی.  درصد آنرا کـاهش داده اسـت40
 55، راندمان تجزیه بین 10 تا 6مطالعه دیگران، در زمان 

بنابراین انتظار بر ). 16 ,11 ,3(  درصد بوده است65تا 
این است که با افزایش زمان انکوباسیون، روند تجزیه 

  . آنتراسن توسط باسیلوس ارتقاء خواهد یافت
در مطالعـه :  اولیه بر راندمان حذف    pHثیر  أبررسی ت 
مـشخص ) 2014(ه توسط مـشرام و ویـت انجام شد

گردید که باسیلوس سرئوس جدا شده از خاك آلـوده 
 بـا 5/7 و 7، 5/6هـاي  pHقادر به تجزیه آنتراسن در 

ــدهاي  ــان 63 و 60، 4/58درص ــد در زم  روز 8 درص
 pH=5/7دهنده راندمان بالاي تجزیـه در  بوده که نشان

). 11( خـوانی دارد بوده است که با مطالعه حاضر هـم
 درصـد 40راندمان تجزیه در مطالعه حاضـر بـیش از 

اکثــر .  ســاعت رخ داده اســت48بــوده کــه در طــول 
ــاکتري ــیمم  هــاي زیــست ب   محیطــی داراي فعالیــت اپت

تـر و یـا  ینیهـاي پـا pH بوده اگرچه در pH=5/7در 
  مطالعـه آنـویلر . باشـند بالاتر قادر به رشد و تکثیر می

ـــاران  ـــ) 2000(و همک ـــشان داد ک ـــیلوس ن ه باس

ترمولوورانس قـادر بـه تجزیـه نفتـالن و آنتراسـن در 
7=pHًبالا بوده و شرایط رشد و تکثیـر  و دماي نسبتا 

آن در شرایط ذکر شده بهتر بوده و از بین دو ترکیـب 
تر تحت فرآیند تجزیـه  نفتالن و آنتراسن، نفتالن سریع

  ). 3( گیرد قرار می
 مطالعه انجـام در :ثیر دما بر راندمان حذف    أبررسی ت 

مشخص گردید که ) 2014(شده توسط مشرام و ویت 
باسیلوس سرئوس جدا شده از خـاك آلـوده قـادر بـه 

 درجـه بــا 35 و 30، 25تجزیـه آنتراسـن در دماهــاي 
 روز 8 درصـد در زمـان 64 و 6/59، 8/46درصدهاي 

  دهنده رانـدمان بـالاي تجزیـه در دمـاي  بوده که نشان
خـوانی   مطالعه حاضـر هـم درجه بوده است که با35

نـشان ) 2000(مطالعه آنـویلر و همکـاران ). 11( دارد
داد که باسیلوس ترمولوورانس قادر به تجزیه نفتالن و 

گـراد بـوده و از آن   درجه سانتی60آنتراسن در دماي 
ــه ــی ب ــتفاده م ــرژي اس ــربن و ان ــع ک ــوان منب ــد عن . کن

هـاي مختلـف بـسته بـه ماهیـت گرمادوسـت،  باکتري
وست و مزوفیل بودن قادر به رشـد و تکثیـر در سرماد

دماهاي مختلف بوده و داراي دماهاي مینیمم، ماکزیمم 
  ).  3( باشند و اپتیمم جهت رشد می

مطالعـات  :بررسی راندمان حذف در شـرایط بهینـه       
کننـده  یـدأی نیـز تپژوهشگرانانجام گرفته توسط سایر 

اي  و دمـpH=5/7نتایج حاضر بوده و در اکثر مـوارد 
هـاي   درجه بهترین شرایط را بـراي رشـد بـاکتري35

هاي  که برخی از گونه طوري هکننده فراهم کرده ب تجزیه
باکتریایی در چنین شرایطی، قادر به سازگاري خود با 

را  هاي بالاتر ترکیب نفتی بوده و در نهایـت آن غلظت
زمان انکوباسیون مورد نظر در سـایر . نمایند تجزیه می
تـر بـوده در   روز و یا حتی بیش10 تا 6ن مطالعات بی

 روز بوده ولـی بـا ایـن 2که در مطالعه حاضر  صورتی
تـر   روز بیش2وجود، راندمان حذف آنتراسن در طول 

دهنده توانایی بـسیار بـالاي   درصد بوده که نشان40از 
   .باشد باسیلوس جدا شده می
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هــاي ثانویــه ناشــی از تجزیــه  شناســایی متابولیــت
در مطالعه انجام شده توسط مـشرام و ویـت  :آنتراسن

در خصوص تجزیه آنتراسن توسط باسیلوس  )2014(
سرئوس جدا شده از خاك آلوده نیز به چنین ترکیبات 
 حدواسط ناشی از تجزیه زیـستی اشـاره شـده اسـت

، )1984(طالعه انجام شده توسط سرنیگلیا در م). 11(
رکیبـات هاي مختلف ناشی از تجزیه زیستی ت متابولیت

آروماتیک حلقوي مورد بررسی قرار گرفتـه و از نظـر 
وجـود ). 7( کمی و کیفی مورد مقایـسه قـرار گرفتنـد

دهنـده آن اسـت کـه  فتالات در هنگـام تجزیـه نـشان
باکتري از طریق راه متابولیکی فتـالات عمـل کـرده و 

در این روش، . آنتراسن را به فتالات تبدیل کرده است
). 1( باشـد ین مـییتولید شـده پـاهاي  تعداد متابولیت

اســت کــه آنتراســن دهنـده آن  وجـود کــاتکول نــشان

هـاي ثانویـه  ثیر تجزیه باکتریایی، بـه متابولیـتأت تحت
تر و در نهایت کاتکول تبدیل شده که متفـاوت از  بیش

   ).5( باشد راه متابولیکی فتالات می
دهـد کـه باسـیلوس  مـی نـشان پژوهش نتایج این

رود، پتانسیل  ات مصب رودخانه بابلجداشده از رسوب
و قــدرت تجزیــه آنتراســن را دارا بــوده و در شــرایط 

 از 40، قادر به حذف بـیش از pHاپتیمم از نظر دما و 
باشــد،  آنتراســن در محــیط کــشت آزمایــشگاهی مــی

 با انجام آزمایشات تکمیلی تجزیه زیستی سایر بنابراین
یابی بـه ترکیبات آروماتیک توسط این بـاکتري و دسـت

توان از این جنس، بـه جهـت بـومی  نتایج مستدل، می
ــودن ــرایط در ب ــوایی و آب ش ــدران، ه ــت مازن  جه

  . هاي نفتی در مناطق آلوده استفاده نمود سازي لکه پاك
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Abstract1 
Background and Objectives: One of the most important environmental pollutants is petroleum 
compounds that contaminate aquatic ecosystems. Petroleum pollutants affect the aquatic and 
terrestrial ecosystems and cause adverse change in them. Petroleum pollutants contain heavy 
metals and hazard compounds and will have harmful effects on the ecosystems and organisms. 
Aromatic polycyclic hydrocarbons (PAHs) from the oil derivatives, are generally caused by 
human activity and high stability, and have multiple side effects (carcinogenic and mutagenic). 
Anthracene, a combination of tricycles aromatic hydrocarbon and exist in contaminated areas. 
Anthracene is one among the 100 most toxic aromatic compounds and therefore reducing of 
Anthracene is important. Some of environmental bacteria are used from PAHs as a source of 
carbon and energy and convert it to the other compounds and final products of degradation are 
carbon dioxide and water. Anthracene due to low solubility in water is less directly affected by 
land and microbial degradation in biotic and therefore abiotic conditions must be optimized for 
microbial degradation to have the greatest efficiency. Bacillus is belonging to spore forming 
bacteria and is able to grow in improper environmental conditions and different species of 
Bacillus are extensively used in biotechnology research, including the production of biological 
products and reduce environmental pollutants. In other hand, bacillus species are capable to 
grow in simple environments with minimal nutrient and therefore to reduce environmental 
pollutants.  
Materials and Methods: Sampling was done from river estuary sediment and was cultured in 
Minimal Salt Medium (MSM). Bacillus Spp. was one of the isolated bacteria from river 
sediment that was identified by molecular technique. In next step, influence of pH, temperature 
and concentration of Anthracene were surveyed on Anthracene biodegradation by Bacillus spp 
during zero, 24 and 48 hours.  
Results: The results showed that the optimized condition for biodegradation included pH=7.5, 
35 ◦C and 150 ppm of Anthracene. Bacterial degradation of Anthracene was increased with 
prolong incubation time. Efficiency of bacillus sp for decomposition of Anthracene was 42% 
during 48 hours.  
Conclusion: With regards to high potential of bacillus and also its survival in improper 
condition (spore – forming bacterium) it can be used as biological tools for degradation of 
Anthracene in oil contaminated regions. This method is an eco-friendly way for removal of 
petroleum based pollutants and doesn’t have a negative effect on the environment. This method 
is recommended to remediation of petroleum polluted environment.  
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