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Today, the environmental pollution by cyclic aromatic substances has led to 

serious problems due to the use of these substances in different sectors. 

Phenanthrene and pyrene are belonging to this group of substances that cause 

abnormal effects on the environment and the health of organisms. The high cost 

and technical problems of the usual methods to remove these cyclic toxins have 

led to the use of biological methods by engineered bacteria as an economical 

and environmentally friendly option. In order to perform this test, 36 bioreactors 

were built with plastic media bed with inoculation broth lactose culture medium 

solution, 18 bioreactors had genetically engineered bacteria and 18 bioreactors 

had non-genetically engineered bacteria. Then pyrene and phenanthrene 

aromatic substances were added with different concentrations. (10, 50, and 100 

ppm) were added to the bioreactors. During the addition of the above solutions, 

the pH of each bioreactor was adjusted to normal with the help of sodium 

hydroxide and 0.1 hydrochloric acid, so that the bioreactors had 3 different pH 

3, 7, and 9. Finally, the residual concentrations of pyrene and phenanthrene 

aromatic substances were measured by liquid chromatography (HPLC). The 

results of this research show that there is a significant difference between the 

efficiency of removing aromatic substances by two groups of engineered and 

non-engineered Pseudomonas putida bacteria, and the biodegradation of 

phenanthrene and pyrene by the bioreactor containing the genetically engineered 

Pseudomonas putida bacteria is much higher than the non-engineered 

Pseudomonas putida bacteria. Therefore, this bacterium can be used in the 

biological degradation of different concentrations of the above pollutants and 

cleaning the environment. 
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EXTENDED ABSTRACT 
 

Introduction 
Purification and purification of water contaminated with hydrocarbon substances such as phenanthrene 

and pyrene is very important due to its dependence on the food cycle. So far, various methods have 

been used to remove these types of pollutants, each of which has several strengths and weaknesses. The 

presence of such aromatic compounds in drinking water should be considered in terms of pathogenicity, 

taste, smell and effect on the appearance of water. Phenanthrene and pyrene are cyclic organic 

compounds that cause negative and adverse effects on the ecosystem in such a way that even in low 

concentrations they can be harmful to human health and most of these compounds are toxic, genotoxic 

and carcinogenic. Therefore, these compounds should be removed from water. Removing organic 

pollutants from water is an important issue in the industrial field. Considering the importance and high 

efficiency of bioreactors for the removal of cyclic organic compounds in this research, we have 

investigated the removal of cyclic organic compounds by constructing an innovative bioreactor, 

genetically engineered Pseudomonas putida biofilm media from polluted water. 

Materials and methods 
In this research, to investigate the biofilm performance of two genetically engineered Pseudomonas 

putida producing deoxygenase enzyme and non-genetically engineered Pseudomonas putida in 

removing aromatic substances phenanthrene and pyrene, first 36 bioreactors were constructed with 

plastic media substrate inoculated with lactose broth culture medium solution. 18 bioreactors had 

genetically engineered bacteria and 18 bioreactors had non-genetically engineered bacteria. Then 

pyrene and phenanthrene aromatic substances were made with different concentrations (10, 50, and 100 

ppm) and added to the bioreactors. In other words, a total of 72 samples were tested. During the addition 

of the above solutions, the pH of each bioreactor was adjusted to 0.1 normal with the help of sodium 

hydroxide and hydrochloric acid, so that the bioreactors had 3 different pH values of 3, 7, and 9. Then, 

the residual concentrations of pyrene and phenanthrene aromatic substances were measured by liquid 

chromatography (HPLC). Finally, the obtained results were analyzed by statistical studies and the mean 

and standard deviation values were obtained. Also, independent t-tests, analysis of covariance, one-way 

and two-way analysis of variance, analysis of repeated measures were used in version 25 of SPSS 

software. 

Discussion 
After the cloning of the NahH gene in the PUC18 vector, which was confirmed by the BamHI and 

EcoRI restriction enzymes, the recombinant plasmids extracted from E. Coli were examined using the 

PCR method with the help of the HindIII enzyme. The transfer was well to P. putida and then the 

presence of NahH gene of 924 bp in P. putida was confirmed by PCR. It was observed that the bioreactor 

containing genetically engineered bacteria, after 8 weeks, produced phenanthrene and pyrene in three 

concentrations of 50, 10 and 100 mg/liter, on average, in the amount of 94.417, 65.99, and 72/417 

respectively. 33 and 45.93, 62.93, 33.54 percent were destroyed. This is while these values were 93.41, 

57.72, 17.44 and 92.992, 57.89, 17.75% for the non-engineered bacterial biofilm of Pseudomonas 

putida, respectively (Tables 8 and 9). In Table 10 and 11, the data related to the comparison of pyrene 

removal efficiency in engineered and non-engineered bacteria by different concentrations, comparison 

of removal efficiency between two bacteria by different concentration and pH are given. the percentage 

of phenanthrene and pyrene removal efficiency is shown in concentrations. The removal efficiency at 

the concentration of 10, 50 and 100 is different between two bacteria and a significant difference is 

observed between the removal efficiency of the groups. Therefore, investigating the transformed forms 

of the recombinant vector (PUC18-nahH), P. Putida with genetic engineering produced through the 

biosynthesis of catechol 2,3-dioxygenase enzyme for the biological degradation of phenanthrene and 

pyrene aromatic substances inoculated in the aqueous environment with different acidic, basic and 

alkaline pH and with three different concentrations of these pollutants in comparison with the non-

engineered strain of this bacterium,  

Conclusion 
Investigating the amount of degradation and removal of phenanthrene and pyrene pollutants by the 

modified forms of the recombinant vector (PUC18-nahH), P. Putida with genetic engineering show that 

a significant difference is observed between the efficiency of removing aromatic substances by two 

groups of engineered and non-engineered Pseudomonas putida bacteria. Therefore, with proper 

planning in various industries containing these pollutants, the studied engineered forms can be used in 

the destruction and removal of various concentrations of the mentioned pollutants in order to have a 

healthier environment. 
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 اطلاعات مقاله              چکيده

ر به مشکلات جدي امروزه آلودگي محيط زيست به مواد آروماتيک حلقوي بواسطه استفاده اين مواد در صنايع مختلف منج
کنند. يجاد مياجودات است. فنانترن و پايرن از جمله اين گروه مواد بوده که اثرات نابهنجاري بر محيط زيست و سلامتي موشده

هاي بيولوژيک هاي معمول براي حذف اين ترکيبات حلقوي منجر به استفاده از روشصرف هزينه زياد و معضلات تکنيکي روش
است. براي انجام اين آزمايش، در اي اقتصادي و سازگار با محيط زيست شدههاي مهندسي شده، به عنوان گزينهتوسط باکتري

بيوراکتور داراي باکتري  18شد که ور با بستر مديا پلاستيکي با محلول محيط کشت لاکتوز براث تلقيح، ساختهبيوراکت 36ابتدا 
بودند. سپس مواد آروماتيک پايرن و فنانترن با بيوراکتور داراي باکتري مهندسي ژنتيکي نشده 18مهندسي ژنتيکي شده و 

هر بيوراکتور به  pH لهاي فوقاضافه شدند.در طي اضافه شدن محلوبه بيوراکتورها  (ppm 100و ۵0و10هاي مختلف )غلظت
 9و 7و 3ختلف م pH 3نرمال تنظيم شد به طوري که بيوراکتورها داراي  0/1کمک سديم هيدروکسيد و هيدروکلريک اسيد

 (HPLC) يعمانده مواد آروماتيک پايرن و فنانترن توسط دستگاه کروماتوگرافي مابودند. در آخر مقادير غلظت باقي

دهد بين راندمان حذف مواد آروماتيک توسط دو گروه باکتري مهندسي و غير مهندسي شد. نتايج اين پژوهش نشان ميگيرياندازه
شود و تخريب زيستي فنانترن و پايرن توسط بيوراکتور حاوي باکتري مهندسي مي داري مشاهدهسودوموناس پوتيدا تفاوت معني

توان ازاين باشد. بنابراين ميپوتيدا بسيار بيشتر از باکتري غير مهندسي شده سودوموناس پوتيدا مي ژنتيکي شده سودوموناس
 .زيست استفاده کرد هاي فوق و پاکسازي محيطهاي متفاوت آلايندهباکتري در تخريب زيستي غلظت

:نوع مقاله  

 مقاله علمي پژوهشي
 

 تاريخ دريافت: 
27/04/1403  

 تاريخ بازنگري:
10/0۵/1403  

 تاريخ پذيرش:
14/0۵/1403  

 تاريخ انتشار:
07/11/1404  

 

  واژه ها: کليد

  فنانترن،
  پايرن،

  بيوراکتور،
 پوتيدا، سودوموناس

.شده ژنتيک مهندسي  

 
 

انتشارات فن پايا ناشر:  

DOI: 10.22034/jess.2024.468225.2274 
 

FANPAYA 

Knowledge Based Company 

(PUBLISHERS) 

 

mailto:m.ahankoub@pnu.ac.ir
http://www.jess.ir:Jornal


Journal of Environmental Sciences Studies (JESS) Vol. 10, No. 4, Winter (2026)  
 

 

10810 

 

 مقدمه -1

هاي آلوده به مواد هيدروکربني همچون فنانترن و پايرن به دليل وابسففتگي با خرخه غذايي امري بسففيار با اهميت تصفففيه و پاکسففازي آ 

ست. تاکنون روش شدههاي متنوعي براي حذف اين نوع آلايندها ستند. ها بکار برده  ضعف متعددي ه ست که هريک داراي نقاط قوت و  ا

وماتيکي در آ  آشففاميدني از نظر بيماريزايي، ايجاد طعم، بو و تاثير بر خصففوصففيات آاهري آ  نيز بايد مورد توجه وجود خنين ترکيبات آر

ستم ايجاد مي سي ستند که اثرات منفي و نامطلوبي بروي اکو نمايد به نحوي که حتي قرارگيرد. فنانترن و پايرن جزء ترکيبات آلي حلقوي ه

سانتوانند برهاي پايين ميدر غلظت سلامت ان ستند. بنابراين اي  سرطانزا ه سيک و  سمي، ژنوتوک شند و اغلب اين ترکيبات  ضر با ها م

هاي شففناسففي و مهندسففي ژنتيک و کاربرد بيوفيلمهاي علمي در علوم زيسففتبايسففتي اين ترکيبات از آ  حذف شففوند. امروزه پيشففرفت

(( و منجر به Sandhya and et al., 2022توجه قرار گرفته اسففت کاتاليزورهاي زيسففتي در فرآيندهاي تبديل زيسففتي بسففيار مورد 

هاي هاي معدني و آلي در خاک و محيطهاي ميکروبي دستکاري شده ژنتيکي براي پاکسازي زيستي طيف وسيعي از آلايندهاستفاده سويه

هاي مطلو  بستر مناسب براي بيان ژنشوند که منجر به ايجاد نوترکيب حاصل مي DNAها از طريق تکنيک است. اين سويهآبي شده

هاي مورد اسففتفاده در تجزيه زيسففتي (. در ميان آنزيمBhatt etal., 2021باشففند)ها ميهايي تجزيه کننده آلايندهتوليد کننده آنزيم

شتقات آن ميآلاينده سيل )در  هاتوانند حلقه آروماتيکي ترکيبات آروماتيک را تخريب نمايند. اين حلقهها، کاتکول و م بين دو گروه هيدروک

تواند اکسففيژناز همچنين ميدي -2،3هاي هيدروکسففيل )در مسففير متا( قرار دارند. آنزيم کاتکول مسففير ارتو( يا نزديک به يکي از گروه

صنايع،Poblete‐Castro et al., 2017; Liu et al., 2019ترکيبات آروماتيک آلکيل را تجزيه کند) صل از  به  ((. آ  آلوده حا

( هسففتند. ترکيبات آلي حل شففده BTEXهاي آلي همانند بنزن، تولوئن، فنانترن، اتيل بنزن، گزيلن )طور قابل توجهي حاوي هيدروکربن

(. حذف Kivisaar, 2020کند  )باعث رشفففد باکتري، توليد بو و رسفففو  زيسفففتي خواهد بود که اسفففتفاده مجدد از آن را محدود مي

ه شود، قابليت بازيافت و استفادحوزه صنعتي يک امر مهم است. در عين اينکه آ  آلوده از مواد آلي پاکسازي مي هاي آلي از آ  درآلاينده

هاي پايين وجود دارند هايي است که معمولاً در غلظتمجدد از مواد نيز امکانپذير خواهدشد. خالش اصلي، تشخيص، تجزيه و حذف آلاينده

(Kumar and et al., 2019براي .) ها تا به امروز مورد اسفففتفاده اين منظور، انواع مختلفي از مواد جاذ  جهت حذف اين آلاينده

پروپيلن و الياف پنبه ها، لاستيک بوتيل، پلي(. گرخه استفاده از موادي همچون زئوليتCycoń and Wójcik, 2009است )قرارگرفته

شده از روش هاي دفع آلاينده ستفاده ازروش هاي جايگزين جهت تجزيه آلايندهشمار ميها به آبگريز و کربن فعال  هاي آلي رود وليکن ا

هاي کربني، نانوذرات فلزي، نانوساختارهاي بسيار مورد توجه است به طوريکه  اخيراً با آهور فناوري نانو، بسياري مواد ديگر مثل نانوتيو 

سترين سيکلودک ست جاذ متخلخل و  شدهها به لي ضافه  ست )ها ا  ;Amiri and et al., 2022; Zhang and et al.,2020ا

Ichiura and et al., 2003; Gui nd et al., 2010; Parkand et al., 2009; Meglio and et al., 2020; 

Digioia and et al., 2009; Holden and et al., 1997; Juang and et al.,2007 با توجه به اهميت و کارايي .)

ها براي حذف ترکيبات آلي حلقوي در اين پژوهش،به بررسففي حذف ترکيبات آلي حلقوي توسففط سففاخت بيورآکتورابداعي، بالاي بيوراکتور

 ايم.مديا بيوفيلم سودوموناس پوتيداي مهندسي ژنتيکي شده از آ  آلوده پرداخته

 

 روش انجام تحقيق-2

سودوموناس پوت سي عملکرد بيوفيلم دو باکتري  سي ژنتيکيدر اين تحقيق براي برر سيژناز و باکتري شده توليدکننده آنزيم دييدا مهند اک

سي ژنتيکي سودوموناس پوتيدا در حذف مواد آروماتيک فنانترن و پايرن ابتدا مهند شده باکتري  ستيکي با  36ن ستر مديا پلا بيوراکتور با ب

بيوراکتور داراي باکتري  18ي مهندسي ژنتيکي شده و بيوراکتور داراي باکتر 18محلول محيط کشت لاکتوز براث تلقيح شده، ساخته شد. 

( سففاخته شففد و به ppm 100و ۵0و10هاي مختلف )مهندسففي ژنتيکي نشففده بودند.سففپس مواد آروماتيک پايرن و فنانترن با غلظت

شدند.به عبارتي مجموع  ضافه  شدن محلولهاي فوق  72بيوراکتورها ا ضافه  هر بيوراکتور به  pHنمونه مورد آزمايش قرار گرفتند. درطي ا

بودند. سپس  9و 7و 3مختلف  pH 3نرمال تنظيم شد به طوري که بيوراکتورها داراي   0/1کمک سديم هيدروکسيد و هيدروکلريک اسيد

گيري شففد. در نهايت نتايج ( اندازهHPLCمانده مواد آروماتيک پايرن و فنانترن توسففط دسففتگاه کروماتوگرافي مايع )ر غلظت باقيمقادي

بدسففت آمده توسففط مطالعات آماري بررسففي شففده و مقادير ميانگين و انحراف معيار بدسففت آمد. همچنين از آزمونهاي تي مسففتقل، اناليز 

 استفاده شد. SPSSنرم افزار  2۵س يکطرفه و دو طرفه، تحليل اندازه هاي تکراري در نسخه کوواريانس، تحليل واريان
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 باکتريايي کشت 

ها به از موسسه پاستور ايران تهيه شد. اين باکتري P. Putida ATCC12633و  TOP10Fدر ابتدا استوک ليوفيليزه اشريشياکلي 

شدند. براي ارزيابي مقاومت درجه سانتيگراد کشت داده 26و  37ساعت در دماي  24( به مدت LB) Luria-Bertaniترتيب در محيط 

سيلين ) P. putidaو  E. Coliها،بيوتيکها در برابر آنتياين باکتري ليتر( يا گرم در ميليميلي 1۵0-۵0در يک محيط آگار حاوي آمپي 

 .Pها و مقاومت بيوتيکدر برابر آنتي E. Coliل بر عدم مقاومت شفففدند. نتايج داليتر( کشفففت دادهگرم در ميليميلي 2۵کانامايسفففين )

putida باشد.سيلين ميدر مقابل آمپي 
 

 استخراجDNA   سودوموناس پوتيدا 

سودوموناس  سو  باکتريايي،  ست آوردن ر درجه  26دماي  در  Luria Bertaniليتر محيط کشتميلي ۵ابتدا در  P. Putidaبراي بد

دقيقه سانتريفيوژ شد. سپس رسو  باکتريايي با  10دور در دقيقه به مدت  6000شد و سپس در ساعت کشت داده 24سانتيگراد به مدت 

دور در  13000در  DNAدقيقه در حمام آ  گرم قرار گرفت و در نهايت، براي اسففتخرا   1۵ميکروليتر آ  مقطر مخلوط وبه مدت  120

نانومتر  260سنج در طول مو  استخرا  شده توسط دستگاه طيف DNAدقيقه سانتريفيوژ شد. پس از آن، عمق نوري  10دت دقيقه به م

 گراد ذخيره شد.درجه سانتي 20ارزيابي شد و سپس در منفي 
 

 تکثير ژن NahH 

 Oligo Primer افزارهاينرمبه دست آمد. سپس از  NCBI از و  سايت NAH7 درون پلاسميد NahH ژن DNA ابتدا توالي

Analysis Software v.7 و Gene Runner v.3.05  براي طراحي پرايمرها استفاده شد. کارايي اتصال آغازگرها به ژن هدف

سط نرم افزار ستجوي DNASTAR Lasergene software v.10 تو تأييد  GenBank در پايگاه داده BLAST و ابزار ج

شده در جدول شد. توالي آغازگرها و طول ق ست 1طعه تقويت  شده ا ميکروليتر جهت تقويت ژن  2۵با حجم نهايي  PCRواکنش  .آورده 

 PCR (2.5بافر  10XميکرومولارdNTP (200  ، )ميکرومولار از هر آغازگر، مخلوط  DNA  ،0.25گرم  1مورد نظر شفففامل 

شده ني PCRپليمراز بود. برنامه  Taq DNAواحد  1ميکروليتر( و  شده 2ز در جدول اعمال  ست. براي تأييد تکثير ژن ارائه  ، NahHا

ستفاده از  30ولت و به مدت  80الکتروفورز در  صولات  6دقيقه، با ا  ٪2روي ژل آگارز  DNA 1kbو يک نردبان  PCRميکروليتر مح

شد. معرف ستثناي انجام  شامل  DNAها به ا ستريل نيز به عنوان کنترل  2و  سپس از اتيديوم ميکروليتر آ  ديونيزه ا شد.  ستفاده  منفي ا

 مورد بررسي و تصويربرداري قرار گرفت. UVIdocآميزي ژل استفاده شد و سپس توسط سيستم مستندات ژل برومايد براي رنگ

 
 .ها ژن تکثير براي استفاده مورد پرايمرهاي توالي.  1 جدول

cgcagaattcatgaacaaaggtgtaatgcgccccggccacgtgcaactgcgtgtactggacatgggcaaggccttggaacactacgtcgag
ttgcttggcctgatcgagatggatcgtgacgaccaaggccgtgtctatctgaaggcctggactgaggttgacaaattctccgtggtgctgcgc
gaagccgatgagccaggtatggattttatgggtttcaaggtggtcgacgaagatagtctaaatcgcctcacggatgacctgctcaactttggc
tgtctgatagaaaacgtcgccgcaggagaactcaaagggtgtggtcgccgcgtgcgcttccaggccccctctgggcatcacttcgagttgtat
gctgacaaggaatacactggaaaatggggtgtgagtgaggtcaatcccgaggcttggccgcgcgatctgaaaggtatggcggcggtgcgtt
ttgatcattgcctgctatatggtgacgaactacaagccacttatgagttgtttaccgaggtgctcggcttttacctggccgagcaagtggtcgat
gccgacggtatacgcctggcccagtttctaagcttgtcgaccaaggcccacgatgtggcttttatccatcatgcggagaagggcaagttccat
catgcctcattcttcctcgatacctgggaggatgtgttgcgcgctgccgacctgatcagcatgaccgacacctcgatcgatatcggcccgacc
aggcacggcctgactcagggcaagaccatttatttcttcgacccgtccggcaaccgctgcgaggtgttctgcggcgggaattacaactatccg
gatcataagccggtgacttggttggccaaggatgtgggcaaggcgatcttctatcacgaccgggtgctcaacgaacgattcatgaccgttatg
acctaaggatcctgtg 

F-EcoRI-NAH7:          CGCAGAATTCATGAACAAAGGTGTAAT 

R-BamHI-NAH7:            CACAGGATCCTTAGGTCATAACGGTCA 
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 PCR. مراحل و شرايط آمپلي فيکشن ژن توسط 2جدول 

 

Time Temprature Stage Number of cycles 

5 min 94°c First denaturation 1 cycle 

50 s 95°c Denaturation 

32 cycles 

50 s 62°c Annealing 

50 s 72°c Extention 

5 min 72°c Final extention 

 
 نوترکيب وکتور سازيآماده: 

از و  سفففايت  PUC18)آلمان( تهيه شفففده اسفففت. توالي پلاسفففميد  ThermoFisher Scientificتوسفففط   PUC18وکتور 
Addgene افزار هاي آنزيم محدود کننده توسط نرمبه دست آمد و سايتDNASTAR® Lasergene 10  .شناسايي شد 

 

 نوترکيب وکتور انتقال: 
ستفاده از کيت  nahH- PUC18وکتور نوترکيب    E. Coli TOP10Fبه باکتري  Ins TAclone PCR Cloning Kitبا ا

ستخرا  ا، آلمان( از سلولهاي باکتريايي Fermentas) GeneJET Plasmid Miniprepمنتقل شد. سپس پلاسميد توسط کيت 
 1۵0حيط حاوي ممنتقل شففد که در  P. Putida، به باکتري PCRو  HMIIIشففد. پس از تأييد تييير شففکل وکتورنوترکيب با آنزيم 

شت دادهليتر آمپيگرم در ميليميلي سميد از باکتريهاي شد. پس از خالصسيلين ک سي، از  P. Putidaسازي پلا سي و غيرمهند مهند
PCR .براي تأييد حضور ناقل نوترکيب در باکتريها استفاده شد 

 
 پوتيدا سودوموناس باکتري کشت: 

سي در ارلن ماير  P.Putidaباکتريهاي   سي و غيرمهند ستگاه انکوباتور در دماي ميلي 1۵0مهند شت لاکتوز، در د ليتري حاوي محيط ک
سانتيگراد به مدت  37 شت داده 24درجه  شتساعت ک سپس تراکم نوري ک سپکتروفتومتر در طول شدند.  ستگاه ا سط د هاي باکتريايي تو

به خاک  to 1.2×109 CFU/ml 108×8هاي سودوموناس پوتيدا با تراکم سلولي ز آن باکتريگيري شد. پس انانومتر اندازه 600مو  
شد. باکتري سو  باکتريايي  2000دقيقه در دور  10ليتري به مدت ميلي ۵0هاي ها درفالکونتلقيح  شدند. در مرحله بعدي هر ر سانتريفيوژ 

ليتر املاح باکتريايي به هر آرف اضافه شد. طرح ميلي ۵0د. سپس حل ش NaCl ٪0.9در حجم مساوي محلول نمکي ايزوتونيک حاوي 
 نشان داده شده است. 3آزمايشي آروف مطالعه در جدول 
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 پايرن و فنانترن آروماتيک مواد تجزيه براي آزمايشي طرح: 3 جدول
 

Number 

 
Characteristics 

1 Ps.GEMS               pH: 3          C: 10 ppm              phenantren 

2 Ps.GEMS               pH:  7         C: 10 ppm            phenantren 

3 Ps.GEMS               pH: 10        C: 10  ppm            phenantren 

4 Ps.GEMS                pH: 3           C: 50 ppm             phenantre 

5 Ps.GEMS                pH : 7          C: 50 ppm             phenantren 

6 Ps.GEMS                pH: 10         C: 50 ppm             phenantren 

7 Ps.GEMS                pH: 3           C: 100 ppm           phenantren 

8 Ps.GEMS                pH: 7           C: 100 ppm           phenantren 

9 Ps.GEMS                pH: 10         C: 100 ppm           phenantren 

10 Ps.wild                    pH: 3           C: 10 ppm             phenantren 

11                       Ps.wild                      pH: 7           C: 10 ppm              phenantren 

12 Ps.wild                   pH: 10          C: 10  ppm             phenantren 

13 Ps.wild                   pH:  3           C: 50 ppm              phenantren 

14 Ps.wild                   pH:7           C: 50 ppm              phenantren 

15                        Ps.wild                   pH: 10          C: 50 ppm              phenantren 

16 Ps.wild                  pH: 3             C: 100  ppm           phenantren 

17 Ps.wild                  pH : 7            C: 100 ppm            phenantren 

18 Ps.wild                  pH: 10           C: 100 ppm            phenantren 

19                       Ps.GEMS              pH: 3             C: 10 ppm              Payren 

20                       Ps.GEMS              pH: 7             C: 10 ppm              Payren 

21                       Ps.GEMS              pH: 10           C: 10 ppm              Payren 

22                       Ps.GEMS              pH :3             C : 50 ppm             Payren 

23                       Ps.GEMS              pH: 7             C: 50 ppm              Payren 

24                       Ps.GEMS              pH: 10            C: 50  ppm             Payren 

25                       Ps.GEMS              pH: 3             C: 100 ppm            Payren 

26                       Ps.GEMS              pH: 7             C : 100 ppm           Payren 

27                       Ps.wild                  pH: 10           C: 100 ppm            Payren 

28                       Ps.wild                  pH: 3             C: 10  ppm             Payren 

29                       Ps.wild                  pH: 7             C: 10 ppm              Payren 

30                       Ps.wild                   pH: 10           C :10 ppm              Payren 

31                       Ps.wild                  pH: 3             C : 50 ppm              Payren 

32                       Ps.wild                  pH : 7            C : 50 ppm             Payren 

33                       Ps.wild                  pH:10            C: 50 ppm              Payren 

34                       Ps.wild                  pH: 3             C : 100 ppm          Payren 

35                      Ps.wild                 pH: 7              C: 100 ppm           Payren 

36                      Ps.wild                  pH: 10            C :100 ppm           Payren 
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 بيوراکتور از برداريبهره و ساخت : 

اتيلني جهت کينگ مدياي پليپقطر ساخته شد و از  cm 10ارتفاع و  cm ۵0ليتر( 4در اين مقاله يک بيوراکتور بسترشناور با حجم حدود 
ها استفاده شد و مراحل بدين صورت انجام گرفت: الف( مرحله اول: مدت زمان اين فراهم آوردن بستر مناسب براي رشد ميکروارگانيسم

دسي ژنتيکي شده و ژنتيکي نشده هاي مهنهاي لاکتوز حاوي باکتريليتر از هرکدام ازمحيط کشتميلي ۵00روز بود که ابتدا  20مرحله 
مديا پلي 18روز اول  10ها تيذيه شدند. پس از روز با سرم قندي اين باکتري 10سودموناس پوتيدا هستند را وارد راکتورکرده و به مدت 

غلظت و حذف گيري ميزان روز دوم بيوفيلم مورد نياز تشکيل شود.  ( در مرحله دوم اندازه 10اتيلني وارد راکتور شدند تا در 
هاي ها تهيه شد. سپس محلولاز هر کدام از آروماتيک  ppm 1000ل مادر با غلظت هاصورت گرفت. بدين صورتکه ابتدا محلوآروماتيک

ها يوراکتور اضافه شد. براي تهيه محلولاز محلول مادرتهيه شد و به ب ppm 10،۵0،100هاي متفاوت سنتتيک فنانترن و پايرن با غلظت
 1/0هاي از محلول pHهاي ذکر شده ابتدا مقدار مشخصي از محلول مادر با آ  مقطر به حجم رسانده شد. جهت تنظيم غلظت فوق با

ها به دست آمد. ز محلولابراي هرکدام  3،7،10مختلف  pHمولار سديم هيدروکسيد استفاده شده و سه  1/0مولار هيدروکلريک اسيد و 
آوري شده و توسط فيلتر سلولزي، فيلتر شدند. جهت ليتر از پورت خروجي در فالکون جمعميلي 2اي يکبار نمونه به حجم سپس هفته

 (.4دول تزريق شد)ج HPLCميکروليتر به دستگاه  20مانده تعيين ميزان غلظت باقي
 

 و زمان PHه به . مراحل برداشت با توج4جدول 

Bioreactor Pyren mg/l 

R
o

w
 

Ps GEMs Ps Wild 

D
ate 

Concentrations Concentrations 

C10 C50 C100 C10 C50 C100 

pH pH pH pH pH pH 

3 7 10 3 7 10 3 7 10 3 7 10 3 7 10 3 7 10 

1 

8.84 8.14 8.71 47.81 46.57 47.24 96.34 94.35 95.41 9.11 8.97 9.05 47.24 46.22 47.05 96.21 95.56 95.87 3
/4

/1
4

0
2
 8.65 7.91 8.22 47.83 46.55 47.35 97.12 94.56 96.34 9.25 8.66 8.95 48.65 47.35 47.87 97.66 96.55 96.94 

2 

8.43 7.95 8.65 47.26 45.37 46.98 97.02 94.05 96.22 8.97 8.21 8.76 47.95 46.14 47.11 96.56 95.43 95.75 

1
0
/4

/1
4
0
2
 8.45 7.74 8.69 48.25 45.11 46.85 96.88 93.95 95.98 8.95 8.25 8.85 47.03 46.25 47.42 96.27 95.04 95.81 

3 

8.05 6.45 7.91 46.58 44.15 45.96 95.94 93.87 94.98 8.96 7.95 8.54 47.01 46.21 46.97 96.12 95.01 95.72 

1
7
/4

/1
4
0
2
 8.01 6.43 7.85 46.55 44.04 45.97 95.96 93.82 94.93 8.91 7.89 8.47 46.98 46.35 46.85 95.97 94.88 95.67 

 
 آناليز HPLC :  

و  ۵0، 2۵، ۵/12، 2۵/6گيري فنانترن و پايرن داراي غلظت متوالي براي اندازه HPLCهاي استاندارد مورد استفاده در آناليز محلول
 999۵4/0(. منحني کاليبراسيون مواد آروماتيک فنانترن و پايرن به ترتيب با ضريب همبستگي۵نانوگرم در ميکروليتر هستند )جدول  100
با سرعت  H2O ٪20استونيتريل و  ٪80حاوي  HPLC). لازم به ذکر است فاز متحرک 1،2است )شکل ساخته شده 99994/0و 

 نانومتر است. 240ليتر در دقيقه و طول مو  ميلي 1جريان 
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 براي فنانترن. HPLCگيري با هاي استاندارد در اندازههاي رقيق سازي متوالي براي محلولغلظت 5جدول 

 
 

 
 فنانترن HPLC: منحني کاليبراسيون  1تصوير 

 
 

 
 Pyrenبراي  HPLCگيري با هاي استاندارد در اندازهسازي متوالي براي محلولهاي رقيق. غلظت6جدول 
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 پايرن HPLC: منحني کاليبراسيون 2شکل 

 

 
 هاداده تحليل و تجزيه : 

يانس، تحليل واريانس يکطرفه و دو با استفاده از ميانگين و انحراف معيار آمار توصيفي بررسي شده و از آزمونهاي تي مستقل، اناليز کووار
 متيير ها نمايش داده شده است. 7دول جاستفاده شد.در  SPSSنرم افزار  2۵هاي تکراري در نسخه طرفه همچنين تحليل اندازه

 
 

 نتايج  -3
که کلون نده که توسفففط آنزيم  PUC18در وکتور  NahHسفففازي ژن پس ازاين يد شفففد،  EcoRIو  BamHIهاي محدودکن تاي

مورد بررسفففي قرار  HindIIIو به کمک آنزيم  PCRبا اسفففتفاده از روش  E. Coliپلاسفففميدهاي نوترکيب اسفففتخرا  شفففده از 
سي سميد نوترکيب با موفقيت به  هاگرفتند.برر سپس پلا ست.  صورت گرفته ا شان دادند که انتقال به خوبي  شد و  P. Putidaن منتقل 

ضور ژن  شد که بيوراکتور حاوي  PCRبا  P. putidaجفت باز در باکتري  NahH 924سپس ح شاهده  شد. در اين پژوهش م تأييد 
شده، پس از  سي ژنتيکي  سه غلظت هفته، فنانترن و 8باکتري مهند ميلي گرم بر ليتر به طور ميانيگين به ترتيب  100و  ۵0،10پايرن را در 

درصفففد تخريب کرد. اين در حالي اسفففت که اين مقادير براي بيوفيلم باکتري  4۵/93،93/62،۵4/33و  417/94،99/6۵،72/33به ميزان 
و  10(. در جدول  9و  8درصففد بود )جداول 7۵/17، 89/۵7، 992/92و  44/17، 72/۵7، 41/93غيرمهندسففي سففودوموناس پوتيدا به ترتيب 

ها مقايسه راندمان حذف هاي مربوط به مقايسه راندمان حذف پايرن در باکتري مهندسي شده و غيرمهندسي بتفکيک غلظتها، هفتهداده 11
ست. در نمودارهاي  phدر بين دو باکتري بتفکيک غلظت و  شده ا صد  4و  3هاي شکل A,B,Cآورده  راندمان حذف فنانترن و پايرن در

 هاي نمايش داده شده است.در غلظت
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 هفته 8 ميانگين ها، غلظت بتفکيک مهندسي غير و شده مهندسي باکتري در فنانترن حذف راندمان مقايسه جدول:  8 جدول

 

consentration Ph type N Mean Std. Deviation 
P-

value 

10 

3 Eliminated 

GEMs 16 93.641 .8634 

0.97 

Wild 16 93.622 1.5816 

7 Eliminated 

GEMs 16 95.771 2.8331 

0.03 

Wild 16 93.932 1.3084 

10 Eliminated 

GEMs 16 93.839 1.8369 

0.07 

Wild 16 92.648 1.6811 

50 

3 Eliminated 

GEMs 16 56.254 3.5376 

0.95 

Wild 16 56.180 3.7356 

7 Eliminated 

GEMs 16 80.788 16.8521 

<0.001 

Wild 16 59.031 7.6851 

10 Eliminated 

GEMs 16 60.941 7.2999 

0.20 

Wild 16 58.014 5.0451 

100 

3 Eliminated 

GEMs 16 22.516 19.1457 

0.12 

Wild 16 13.928 9.8590 

7 Eliminated 

GEMs 16 54.541 35.0109 

0.002 

Wild 16 20.771 16.7304 

10 Eliminated 

GEMs 16 24.101 22.6683 

0.34 

Wild 16 17.628 13.5613 
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 ( ph 3: مقايسه راندمان حذف در بين دو باکتري بتفکيک غلظت و هفته ) ميانگين 8جدول 

 

nsentration Week type N Mean 
Std. 

Deviation 
P-value 

10 

1 Eliminated 
GEMs 6 91.808 .6730 

0.20 
Wild 6 91.307 .5800 

2 Eliminated 
GEMs 6 92.365 .4151 

0.12 
Wild 6 91.828 .6507 

3 Eliminated 
GEMs 6 93.282 .3824 

0.09 
Wild 6 92.462 .9811 

4 Eliminated 
GEMs 6 93.957 .7852 

0.02 
Wild 6 92.832 .6537 

5 Eliminated 
GEMs 6 94.740 1.3139 

0.20 
Wild 6 93.860 .9054 

6 Eliminated 
GEMs 6 95.710 1.8841 

0.14 
Wild 6 94.320 1.0070 

7 Eliminated 
GEMs 6 96.420 2.0711 

0.11 
Wild 6 94.923 .1972 

8 Eliminated 
GEMs 6 97.053 2.0094 

0.15 
Wild 6 95.672 .2379 

50 

1 Eliminated 
GEMs 6 52.008 .4237 

0.05 
Wild 6 51.488 .4031 

2 Eliminated 
GEMs 6 54.460 2.4947 

0.07 
Wild 6 52.117 .2565 

3 Eliminated 
GEMs 6 61.217 10.3347 

0.13 
Wild 6 53.515 .9728 

4 Eliminated 
GEMs 6 66.583 14.8491 

0.12 
Wild 6 55.290 1.1496 

5 Eliminated 
GEMs 6 69.337 15.9704 

0.14 
Wild 6 57.938 .1617 

6 Eliminated 
GEMs 6 73.278 16.4537 

0.13 
Wild 6 61.010 2.4097 

7 Eliminated 
GEMs 6 74.170 16.9527 

0.19 
Wild 6 64.113 3.8901 

8 Eliminated 
GEMs 6 76.902 16.3072 

0.18 
Wild 6 66.463 4.3473 

100 

1 Eliminated 
GEMs 6 3.197 1.3775 

0.52 
Wild 6 2.755 .8530 

2 Eliminated 
GEMs 6 6.543 5.3668 

0.18 
Wild 6 3.067 .8714 

3 Eliminated 
GEMs 6 13.280 11.0279 

0.22 
Wild 6 6.920 1.3767 

4 Eliminated 
GEMs 6 21.815 20.9850 

0.28 
Wild 6 11.307 1.0694 

5 Eliminated 
GEMs 6 39.818 23.5824 

0.06 
Wild 6 16.855 2.6509 

6 Eliminated 
GEMs 6 52.570 23.3775 

0.04 
Wild 6 27.968 6.7657 

7 Eliminated 
GEMs 6 63.115 23.9559 

0.03 
Wild 6 32.885 7.6367 

8 Eliminated 
GEMs 6 69.417 20.5315 

0.01 
Wild 6 37.782 6.4511 
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مان حذف پايرن در باکتري مهندسي شده و غيرمهندسي بتفکيک غلظتها، هفته ها مقايسه راندمان حذف در بين مقايسه راند -10جدول 

 هفته(. 8) تحليل مربوط به ميانگين  phدو باکتري بتفکيک غلظت و 

 

Group Statistics 

consentration Ph type N Mean 
Std. 

Deviation 
P-value 

10 3 Eliminated GEMs 16 92.733 1.0838 0.09 

Wild 16 93.420 1.1158 

7 Eliminated GEMs 16 94.711 2.7172 0.02 

Wild 16 92.887 1.2745 

10 Eliminated GEMs 16 92.909 1.2654 0.66 

Wild 16 92.699 1.3711 

50 3 Eliminated GEMs 16 54.946 2.5208 0.37 

Wild 16 55.893 3.3132 

7 Eliminated GEMs 16 75.128 16.9545 0.003 

Wild 16 60.181 6.5864 

10 Eliminated GEMs 16 58.713 4.7059 0.50 

Wild 16 57.593 4.6612 

100 3 Eliminated GEMs 16 21.421 18.8138 0.20 

Wild 16 14.394 10.4212 

7 Eliminated GEMs 16 53.276 35.3640 0.003 

Wild 16 21.593 16.7652 

10 Eliminated GEMs 16 25.921 20.3122 0.15 

Wild 16 17.256 12.0919 
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 (ph 3 به مربوط تحليل)  هفته و غلظت بتفکيک باکتري دو بين در حذف راندمان مقايسه -11 جدول

 

Group Statistics 

consentration week type N Mean Std. 

Deviation 

P-value 

10 1 Eliminated GEMs 6 91.098 .1433 0.38 

Wild 6 91.262 .3990 

2 Eliminated GEMs 6 91.780 .0930 0.44 

Wild 6 91.628 .4410 

3 Eliminated GEMs 6 92.308 .4331 0.71 

Wild 6 92.222 .3494 

4 Eliminated GEMs 6 93.098 .6787 0.44 

Wild 6 92.788 .6643 

5 Eliminated GEMs 6 93.623 .9419 0.48 

Wild 6 93.297 .5063 

6 Eliminated GEMs 6 94.257 1.6406 0.37 

Wild 6 93.577 .4505 

7 Eliminated GEMs 6 95.265 1.9959 0.31 

Wild 6 94.337 .2688 

8 Eliminated GEMs 6 96.178 2.1224 0.20 

Wild 6 94.907 .1332 

50 1 Eliminated GEMs 6 51.605 .5001 0.17 

Wild 6 52.070 .5857 

2 Eliminated GEMs 6 52.902 .8671 0.99 

Wild 6 52.895 .7941 

3 Eliminated GEMs 6 57.873 5.7110 0.16 

Wild 6 54.032 .6309 

4 Eliminated GEMs 6 61.258 7.5723 0.14 

Wild 6 55.890 .7780 

5 Eliminated GEMs 6 65.655 12.0397 0.19 

Wild 6 58.088 1.3943 

6 Eliminated GEMs 6 69.988 16.7397 0.27 

Wild 6 61.362 3.1434 

7 Eliminated GEMs 6 71.567 17.1284 0.33 

Wild 6 63.848 4.1122 

8 Eliminated GEMs 6 72.582 17.2280 0.33 

Wild 6 64.927 4.1959 

100 1 Eliminated GEMs 6 2.865 .7199 0.87 

Wild 6 2.915 .1381 

2 Eliminated GEMs 6 5.943 3.9466 0.23 

Wild 6 3.753 .4888 

3 Eliminated GEMs 6 12.527 9.4920 0.17 

Wild 6 6.365 .5436 

4 Eliminated GEMs 6 27.112 17.6477 0.09 

Wild 6 11.975 2.1900 

5 Eliminated GEMs 6 38.180 23.7565 0.11 

Wild 6 19.002 2.5688 

6 Eliminated GEMs 6 51.797 23.3136 0.06 

Wild 6 28.218 7.3403 

7 Eliminated GEMs 6 63.248 22.8854 0.02 

Wild 6 33.882 6.7420 

8 Eliminated GEMs 6 66.643 21.9547 0.02 

Wild 6 35.872 6.7791 
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ماه  2در طول  ppm 100: غلظت اوليه C، و ppm 50: غلظت اوليه ppm  ،B 10: غلظت اوليه A: راندمان حذف فنانترن با، 8شکل 

 هاي مهندسي شده و غيرمهندسي سودوموناس پوتيداتوسط باکتري

 

 
 

ماه توسط  2در طول  ppm 100: غلظت اوليه ppm ،C 50: غلظت اوليه ppm  ،B 10: غلظت اوليه A: راندمان حذف پايرن با  9شکل 

 يداباکتري هاي مهندسي شده و غير مهندسي سودوموناس پوت
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شده رخ شود اختلاف معناداري بين تخريب مواد آلاينده فنانترن و پايرن توسط نمونه مهندسيمشاهده مي 4و  3هاي همانطوريکه در شکل
است. راندمان حذف در غلظت راندمان حذف فنانترن بتفکيک غلظتهاي مختلف در دو نوع باکتري مقايسه شده 9اشت. همچنين در جدول داده
هاي شود. بنابراين بررسي فرمها مشاهده ميداري بين راندمان حذف گروهدر بين دو باکتري متفاوت بوده  و تفاوت معني 100و ۵0،  10

 -2،3با مهندسي ژنتيک توليدشده از طريق بيوسنتز آنزيم کاتکول  P. Putida،  (PUC18-nahHيافته وکتور نوترکيب )تيييرشکل
هاي مختلف اسيدي، بازي و قليايي و با  pHشده در محيط آبي با لوژيکي مواد آروماتيک فنانترن و پايرن تلقيحديوکسيژناز براي تخريب بيو

دهد که تخريب زيستي اين دو ترکيب در خاک نشده اين باکتري نشان ميها در مقايسه با سويه مهندسيسه غلظت مختلف از اين آلاينده
به طور قابل  P. putidaسي ژنتيکي شده سودوموناس پوتيدا در مقايسه با راکتورتلقيح شده با نوع تلقيح شده با استفاده از باکتري مهند

هفته فنانترن، پايرن را در  8(. در پژوهش انجام شده، بيوراکتور داراي باکتري مهندسي ژنتيکي شده پس از p <001/0توجهي بالاتر بود )
 9۵.4900،71.3400،64.8083و  96.۵300،74.62۵0،66.8883ميانيگين به ترتيب به ميزان ميلي گرم بر ليتر به طور  100و  ۵0،10سه غلظت

درصد تخريب کرد. اين در حالي است که اين مقادير براي بيوفيلم باکتري غيرمهندسي سودوموناس پوتيدا به ترتيب 
 درصد بود. 92.9183،62.7300،33.2367و  93.۵9۵0،64.7317،3۵.8۵67برابر
 

 يريگجهينت -4 

 .P،  (PUC18-nahHيافته وکتور نوترکيب )هاي تيييرشففکلبررسففي ميزان تخريب و حذف آلاينده هاي فنانترن و پايرن توسففط فرم

Putida داري بين راندمان حذف مواد آروماتيک توسففط دو گروه باکتري مهندسففي و دهند که تفاوت معنيبا مهندسففي ژنتيک نشففان مي

هاي، از توان با برنامهريزي صففحيح در صففنايع مختلف حاوي اين آلايندهشففود. بنابراين ميمشففاهده مي غيرمهندسففي سففودوموناس پوتيدا

سي، در تخريب و حذف غلظت شده مورد برر سي  سالمهاي مختلف آلايندهفرمهاي مهند ست  ستفاده کرد تا محيط زي شده ا تري هاي ذکر 

 داشته باشيم.
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