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بررسی راهکارهای افزایش تجزیه زیستی تری کلرواتیلن با 
باکتری هوازی Sphingopyxis ummariensis جدایه ایران

ندا بدلی ورزقانی1 ،عباس فرازمند2 ،سهیلا شکرالله‌زاده3*

چکیده
در تحقیــق حاضــر، بــرای تجزیه زیســتی مــاده آلاینــده تــری کلرواتیلن 
 Sphingopyxis ummariensis از باکتــری محلــی هــوازی )TCE(
جدایــه ایــران اســتفاده شــد. ایــن باکتــری در حضــور TCE به‌عنــوان 
تنهــا منبــع کربــن رشــد نمــوده و در غلظــت اولیــه mM 5 در زمــان 48 
ــه نمــود. بــرای افزایــش بــازده  ســاعت 15/6% از ایــن ترکیــب را تجزی
ــر و  ــاره مخم ــن، گلوکز/عص ــز، تولوئ ــاده گلوگ ــار م ــذف TCE، چه ح
فنل/نوترینــت بــراث بــه عنــوان منبــع کربــن هــم سوبســترا اســتفاده 
شــد کــه بیشــترین درصــد حــذف بــا اســتفاده از گلوکز/عصــاره مخمــر 
بــه میــزان 16/3% بــه دســت آمــد. همچنیــن، ســازگار نمــودن این ســویه 
بــا TCE، موجــب افزایــش تجزیــه زیســتی شــد بــه گونــه ای کــه در 
ــع  ــا منب ــوان تنه ــه عن ــه TCE ب ــزان تجزی ــه mM 5 می ــت اولی غلظ
کربــن از 15/6 تــا 39/1% افزایــش یافــت. در ایــن شــرایط و در حضــور 
هــم سوبســترای بهینــه، تجزیــه زیســتی TCE تــا 43% افزایــش یافــت. 
افزایــش غلظــت TCE از 0/5 تــا mM 5، باعــث کاهــش تــوده ســلولی 
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و تجزیــه زیســتی شــد. بیشــترین تجزیــه زیســتی بــرای ســویه هــای 
 mM ــت ــر و در غلظ ــاره مخم ــور گلوکز/عص ــازگاریافته و در حض س
TCE 0/5 بــه میــزان 94/8% و بــا ســرعت mg/l.h 1/6 بــه دســت آمــد.

هــوازی،  زیســتی  تجزیــه  تریک‌لرواتیلــن،  کليــدي:  هــای  واژه 
Sphingopyxis ummariensis نمــودن،  ،ســازگار  ایــران  جدایــه 

 مقدمه 
تری‌کلرواتیلــن )TCE(، یــک ترکیــب هیدروکربنــی کلــردار اســت کــه بــرای اولیــن بــار در ســال 
ــع  ــورد مصــرف صنای ــوان حــال م ــه عن ــون ب ــان تاکن ــد شــده و از آن زم ــادی تولی 1920 می
مختلــف قــرار گرفتــه اســت )Ohlen et al., 2005(. در ایــران به‌طــور معمــول از تــری کلرواتیلــن 
بــه عنــوان تمیزکننــده خشــک اســتفاده میشــود. ایــن مــاده یکــی از آلاینــده هــای دیرتخریــب پذیــر 
ــاب-هاي  ــه پس ــراي تخلي ــیاری ب ــاي بس ــت ه ــده و محدودي ــوب ش ــی محس ــای زیرزمین آب ه
ــار در  ــن ب ــرای اولی ــده اســت )Lohner et al., 2011(. ب ــب وضع‌ش ــوع تریك ــن ن ــه اي ــوده ب آل
ــت  ــا گذش ــه و ب ــرار گرفت ــنجش ق ــورد س ــکا م ــی امری ــای زیرزمین ــال TCE ،1970 در آب ه س
زمــان و افزایــش میــزان ایــن مــاده خطرنــاک در آب هــای زیرزمینــی باعــث ایجــاد نگرانــی جــدی 
ــکا )EPA(، آژانــس  ــد ســازمان محیــط زیســت امری ــف نظارتــی مانن ــرای ســازمان هــای مختل ب

.)Shukla et al., 2014( مــواد ســمی و ثبــت بیماریهــا1  و غیــره گردیــده اســت
بــا توجــه بــه نگرانیهــای بوجــود آمــده بــرای محیــط زیســت و ســامتی انســانها، دانشــمندان 
بــه دنبــال راهکار‌هــای مقــرون بــه صرفــه و قابــل اجــرا و بــا کارایــی بــالا جهــت حــل ایــن 
مشــکل هســتند. بــرای ایــن منظــور روش‌هــای متعــددی ماننــد جــذب ســطحی بــا اســتفاده از 
ــتفاده  ــرفته اس ــیون پیش ــی و اکسیداس ــیمیایی و فیزیک ــهای ش ــی، روش ــال، هواده ــن فع کرب
ــه  ــای تجزی ــها، روش ه ــن روش ــان ای ــت )Tiehm and Schmidt, 2011(. از می ــده اس ش
ــش  ــن کاه ــودن و همچنی ــت ب ــط زیس ــتدار محی ــادی و دوس ــل اقتص ــه دلی ــتی TCE  ب زیس
مداخلــه انســانی در آن نســبت بــه روش هــای فیزیکــی و شــیمیایی مــورد توجــه بیشــتر مــی 

.)Tiehm and Schmidt, 2011( ــد باش
ــوا(  ــاک و ه ــوده )آب، خ ــه آل ــه منطق ــتگی ب ــت بس ــتی TCE در طبیع ــه زیس ــرعت تجزی س
داشــته و بــا توجــه بــه گــزارش هــای  منتشــر شــده، تجزيــه زيســتي TCE در آب هــای زیــر 
ــتی در  ــه زیس ــد تجزی ــودن فراین ــته ب ــل آن، آهس ــه دلی ــت ک ــته‌تر اس ــیار آهس ــی بس زمین
شــرایط بی‌هــوازی اســت کــه باعــث تجمــع ایــن ترکیبــات در آب هــای زیرزمینــی می‌گــردد 

1-Agency for Toxic Substances and Disease Registry, USA
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ــن  ــوازی، تری‌کلرواتیل ــی ه ــه زیســتی ب )Azadpour-Keeley et al., 1999(. در شــرایط تجزی
)TCE( ابتــدا بــه دی کلرواتیلــن )DCE( و ســپس بــه وینیل‌کلرایــد )VC( تبدیــل مــی گــردد. تــا بــه 
امــروز، تنهــا تعــداد معــدودی باکتری‌هــای بــی هــوازی جداســازی شــده انــد کــه توانایــی حــذف 

 .)Futagami et al., 2008( تــا مرحلــه‌ی معدنــی شــدن را دارا باشــند TCE

تجزیــه زیســتی TCE در شــرایط هــوازی بــا اســتفاده از باکتری‌هــای اکســیدکننده متــان 
ــل2   ــط لیت ــال 1991 توس ــپس در س ــون1  و س ــط ویلس ــال 1985 توس ــار در س ــن ب ــرای اولی ب
ــه  ــوازی ک ــای ه ــن باکتری‌ه ــد )Shukla et al., 2014(. متداول‌تری ــزارش گردی ــکاران گ و هم
ــتفاده  ــرایط مورداس ــتی TCE در ش ــه زیس ــرای تجزی ــگران ب ــط پژوهش ــروز توس ــه ام ــا ب ت
  Nitrosomonas sp.، Rhodococcus sp.، Pseudomonas sp.:ــد از ــت عبارتن ــه اس قرارگرفت
Clostridium sp. DC-1, KYT و .Xanthobacter sp. همچنیــن، از باکتــری هــای بــی هــوازی 

 Dehalobacter sp، Dehalococcoides sp.، Desulfuromonas sp، بــه  تــوان  مــی 
 Propionibacterium sp. HK-1 و .Desulfitobacterium spاشــاره نمــود. در تجزیــه 

زیســتی در شــرایط هــوازی، TCE ابتــدا بــه دی کلرواتــان و ســپس بــه وینیــل کلرایــد، اتــن و در 
 .)Field and Sierra-Alvarez, 2004(.نهایــت بــه دی‌اکســیدکربن و آب متابولیــزه می‌شــود
باكتــري گــرم منفــی و هــوازی Sphingopyxis ummariensis جدایــه ایــران، توســط شــكرالله 
زاده و همــكاران از لجــن فعــال تصفیه‌خانــه بیولوژیــک شــرکت پتروشــیمی آبــادان جــدا شــده 
اســت )Shokrollahzadeh et al., 2015(. در ایــن پژوهــش، تجزیــه زیســتی تــری کلرواتیلــن بــا 
اســتفاده از ایــن باکتــری محلــی ایــران مــورد بررســی قــرار گرفتــه و بــا بهینــه ســازی شــرایط 
ــه  ــتی TCE ب ــه زیس ــازده تجزی ــش ب ــویه، افزای ــازگاری س ــتفاده از روش س ــز اس ــت و نی کش

وســیله باکتــری مــورد نظــر مــورد مطالعــه قــرار گرفــت. 
مواد  و روش‌ها

مواد
ــد  ــی باش ــر م ــرح زی ــه ش ــر ب ــتفاده در آب مقط ــورد اس ــی م ــت معدن ــط کش ــب محی ترکی

:(g/l) (Chen et al., 2014)

KH2PO4 (1.0), (NH4)2SO4 (1.8), MgSO4•7H2O (0.2), CaCl2•2H2O (0.03), Na2HPO4•12H2O(2.5) 

:)Aranda et al., 2003( عبارت است از )mg/l( غلظت ترکیبات در محلول ریزمغذی
Ca(NO3)2.4H2O (880), FeSO4.7H2O (200), ZnSO4.7H2O (10), H3BO3 (10), CoSO4.7H2O (10), 

CuSO4.5H2O(10), MnSO4.H2O (4), Ni(NO3)2.6H2O (4), Na2MoO4.2H2O (3), Na2WO4.2H2O (2), 

H2SO4  (0.05 N)
1-Wilson

2-Little
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کشــت زنــده باکتــری Sphingopyxis ummariensis جدایــه ایــران کــه از لجــن فعــال شــرکت 
پتروشــیمی آبــادان جداســازی شــده )بــه شــماره PTCC 1895(، از کلکســیون میکروبــی ســازمان 

پژوهش‌هــای علمــی و صنعتــی تهیــه شــد.
روش کشت باکتری

ــب از بطــری  ــن تركي ــري در حضــور اي ــرای کشــت باكت ــب TCE، ب ــت ترکی ــه فراري ــا توجــه ب ب
ــه دو درپــوش ســپتوم ســیلیکونی و آلومینیومــی اســتفاده  ــا حجــم cm3 120 مجهــز ب ســرم ب
شــد. نســبت حجــم محيــط كشــت مورداســتفاده بــه حجــم بطــري 1:9 انتخــاب گرديــد تــا شــرایط 
ــول ریــز  ــول محيــط کشــت معدنــی و محل هــوازی بــراي رشــد باكتــري هــا فراهــم شــود. محل
ــذی  ــول ریزمغ ــد. محل ــترون گردی ــوکلاو س ــه در ات ــدت 20 دقیق ــه م ــایC° 121ب ــذی در دم مغ
بــا غلظــت 10 برابــر تهیــه‌ شــده و پیــش از اضافــه‌ شــدن بــه محيــط كشــت، به‌صــورت مجــزا 
اســتریل شــد. محلــول گلوکــز و عصــاره مخمــر بــا غلظــت یکســان mg/l 0/25 ساخته‌شــده و 
ســپس گلوکــز بــه مــدت 5 دقیقــه )Ryoo et al., 2000( و عصــاره مخمــر بــه مــدت 15 دقیقــه در 
اتــوکلاو بــا دمــای C° 121 ســترون شــد. محیــط کشــت معدنــی و ریــز مغــذی )بــا نســبت %0/5 
 TCE ،(Aranda et al., 2003) ((v/v)و در صــورت نیــاز مــاده هــم سوبســترا در غلظــت هــای 

موردنظــر بــه همــراه باکتــری در شــرایط اســتریل بــه بطــری درپــوش دار اضافــه گرديــده و در و 
پــس ‌از آن در دمــای C° 30 و دور rpm 150 در زمــان هــای موردنظــر گرمخانــه گــذاری شــد. در 
طــی فراینــد تجزیــه زیســتی TCE ، pH محیــط کشــت تغییــر محسوســی نداشــته و در بــازه 6/5-7  
قــرار داشــت. نمونــه باکتــری از كشــت 24 ســاعته بــه محيــط كشــت نوترينــت بــراث تلقیــح گرديــد 

و در دمــای C° 30 و دور rpm 150 بــه مــدت يــك شــبانه روز گرمخانــه گــذاری شــد. 
ســلول هــاي رشــد یافتــه، دو بــار ســانتریفوژ )rpm  6000  بــه مــدت 10 دقیقــه( و شستشــو شــد. 
ــه  ــوج  nm 600 تهی ــا 1/2 در طول‌م ــوري 1 ت ــذب ن ــي داراي ج ــيون باكترياي ــپس سوسپانس س
شــد و µl 100 از آن  بــه هــر بطــری تلقیــح گردیــد. بــرای بررســی تاثیــر ترکیبــات مختلــف هــم 
سوبســترا در افزایــش تجزیــه زیســتی TCE از چهــار ترکیــب فنــل، گلوکــز، گلوکز/عصــاره مخمر و 
تولوئــن اســتفاده گردیــد. بــرای ایــن منظــور در شــرایط یکســان تلقیــح و گرمخانــه گــذاری و غلظت 
اولیــه mM 2/5 مــاده TCE، از هــم سوبســتراهای فنل/نوترینــت بــراث )l/g 0/5(، گلوکز/عصــاره 
 Han et al., 2007, Fan( اســتفاده شــد )mg/l100( و تولوئــن )0/5l/g ( 1:1 مخمــر بــا نســبت

 .)and Scow, 1993

سازگارنمودن سویه
ــن  ــراي اي ــن ســازش داده شــد. ب ــا تــری کلرواتیل ــازده حــذف TCE، باکتــری ب ــرای افزایــش ب ب
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منظــور، ســلول هــاي باکتريايــي پــس از خــارج شــدن از فریــزر در محیــط جامــد نوترینــت آگار 
دارای TCE بــا غلظــت mM 0/1 بــرای مــدت 2 روز در دمــای C° 30 کشــت داده ‌شــد و  ســپس بــه 
محیــط کشــت مایــع نوترینــت بــراث حــاوی TCE بــا غلظــت mM 0/1 منتقــل گرديــد و بــه مــدت 
ــاي  ــپس، باکتری‌ه ــد. س ــذاری ش ــه گ ــای  C° 30 و دور   rpm 150 گرمخان ــاعت در دم 40 س
 0/5 mM بــا غلظــت بهینــه رشــد TCE رشــد يافتــه بــه محيــط كشــت جديــد نوترینــت بــراث و
انتقــال داده شــده و در دمــای  C° 30 بــرای 40 ســاعت رشــد داده شــد. پــس از آن، باکتــری در 
محیــط‌ کشــت مایــع نوترینــت بــراث حــاوی TCE بــا غلظــت هــای 1/2، 2/5 و mM 5 در شــرایط 
دمــا و زمــان مشــابه بــه صــورت متوالــي کشــت داده شــد. در انتهــا، ســلول هــاي باكتــري بــا 
اســتفاده از دســتگاه ســانتریفوژ بــا دور  rpm 6000 و بــه مــدت 10 دقیقــه از محیــط کشــت جــدا 
شــده و دو بــار بــا ســرم نمکــی شســت و شــو داده شــدند. بــا اســتفاده از محیــط کشــت نمکــی، 
سوسپانســيوني بــا كــدورت )OD 600( 1 تــا 1/2 تهيــه شــده و  µl 100 از آن درون بطری‌هــای 

ســرم تلقیــح گردیــد.
اندازه‌گیری رشد سلولی و غلظت یون کلراید 

 600 nm ــوج ــت در طول‌م ــط کش ــدورت محی ــری ک ــدازه گی ــلولی، از ان ــد س ــن رش ــرای تعیی  ب
به‌وســیله دســتگاه طیف‌ســنجی مرئی-فرابنفــش مــدل UNICAM 8620 اســتفاده ‌شــد. غلظــت یــون 
 .)Ryoo et al., 2000(کلرایــد آزادشــده، به‌عنــوان معیــاری از تجزیــه زیســتی انــدازه گیــری شــد
ــزر JENWAY مــدل3045  و  ــون آنالای ــا اســتفاده از دســتگاه ی ــد آزادشــده ب ــون کلرای ــدار ی مق
ــد  ــون کلرای ــدار ی ــری مق ــه منظــور اندازه‌گی ــری شــد. ب ــی )ISE( اندازه‌گي ــرود گزینشــی یون الکت
ــه زیســتی، دو نقطــه صفــر )کنتــرل( انتخــاب شــد کــه شــامل محیــط  آزادشــده ناشــی از تجزی
ــردار بــوده  کشــت بــدون باکتــری و محیــط کشــت دارای باکتــری و بــدون هرگونــه ترکیــب کل
 9552 EPA ــا دســتگاه، از روش ــری شــده ب ــدازه گی ــد ان ــون کلرای ــدار ی ــد مق ــرای تأیی اســت. ب
به‌عنــوان روش مکمــل اندازه¬گیــری یــون کلرایــد اســتفاده شــد )Keith, 1996(. تمامــی انــدازه 
گیــری هــا بــا ســه بــار تکــرار بــه انجــام رســیده و در مــواردی کــه خطــای میانگیــن ارائــه نشــده، 

ــد. ــده ان ــن گزارش‌ش ــر میانگی مقادی
اندازه‌گیری TCE به روش کروماتوگرافی گازی

 YL گازی  کروماتوگرافــی  دســتگاه  از  کلرواتیلــن  تــری  غلظــت  گیــری  انــدازه  به‌منظــور 
Instrument مــدل6500 ســاخت کشــور کــره جنوبــی استفاده‌شــد. بــرای آمــاده ســازی نمونــه 

حــاوی TCE، از روش اســتخراج بــا تولوئــن استفاده‌شــد. بــرای ایــن منظــور در دو مرحلــه و هــر 
بــار بــه مقــدار  cm 31 حــال تولوئــن بــا اســتفاده از يك ســرنگ شیشــه‌ای کروماتوگرافــی گازی 
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ــور  ــه درون انکوبات ــدت 15 دقیق ــه م ــا ب ــده و بطری‌ه ــق ش ــا تزری ــه ه ــری نمون ــه درون بط ب
شــیکردار بــا دور  rpm 200 و دمــایC° 25 قــرار گرفــت تــا اســتخراج انجــام گیــرد. پــس از 
آن، نمونــه بــه مــدت 30 ثانیــه بــا دور rpm 1200 ســانتریفوژ شــد تــا دو فــاز آلــی و آبــی جــدا 
ــتخراج  ــام اس ــا انج ــوند )Bagley et al., 2000, Fathepure and Boyd, 1988, 1988-1(. ب ش
بــر نمونــه شــاهد بــه روش مشــابه، بازدهــی اســتخراج تــری کلرواتیلــن 95% بدســت آمــد. مقــدار   
ــه  ــل فوری ــاز تبدی ــا آشکارس ــی گازی ب ــتگاه کروماتوگراف ــه دس ــی ب ــاز آل ــه ف µl 0/1 از نمون

 m 3 بــه طــول TRGH ،تزریــق ‌شــد. ســتون دســتگاه گاز کروماتوگرافــی )FTIR( مــادون قرمــز
30 و قطــر داخلــی  mm 0/53 بــوده و از گاز حامــل نیتــروژن بــا ســرعت  3cm / 4 minاســتفاده 
ــر داده شــد. دمــای  ــه تغیی ــا افزایــشC° 10 در هــر دقیق ــاC° 160 ب شــد. دمــای ســتون از 50 ت

تزریــق و آشکارســاز هــر دو درC° 280 تنظیــم گردیــد. 
میــزان تجزیــه زیســتی از رابطــه زیــر محاســبه شــد. در ایــن رابطــه C و C0 بــه ترتیــب غلظــت 

و غلظــت اولیــه TCE مــی باشــند:
 (%)=(C_0-C)/C_0 *100 زیستی تجزیه

نتایج و بحث
 Sphingopyxis نتایــج اولیــه حاصــل از بررســی هــای تجربــی در ایــن پژوهــش، رشــد
ــذف  ــه ح ــادر ب ــویه ق ــن س ــه ای ــان داد ک ــوازی نش ــرایط ه ــران در ش ــه ای ummariensis جدای
ــات  ــه زیســتی ترکیب ــه تجزی ــادر ب ــردار اســت، درحالی‌کــه ق ــی آلیفاتیــک کل ــات هیدروکربن ترکیب
ــن ســویه  ــه ای ــج نشــان داد ک ــزن نیســت. نتای ــزن و دی کلروبن ــر کلروبن ــردار نظی ــک کل آروماتی
باکتریایــی می‌توانــد از تری‌کلرواتیلــن )TCE( بــه عنــوان تنهــا منبــع کربــن بــرای رشــد اســتفاده 
نمایــد بــه گونــه ای کــه در غلظــت هــای اولیــه 0/5، 2/5 و mM 5 و پــس از 48 ســاعت )کــه باکتــری 
بــه فــاز نمایــی رشــد مــی رســد(، میــزان تجزیــه زیســتی TCE معــادل بــا 18/2، 17/1 و 6/ %15 
بدســت آمــد )ســتون هــای ســیاه در شــکل 2(. بدیــن ترتیــب، بــا افزایــش غلظــت میــزان تجزیــه 
زیســتی TCE کاهــش مــی یابــد. تعــداد معــدودی باکتــری شناســایی شــده اســت کــه توانایــی حذف 
 . )Shukla et al., 2014( ــد ــن دارا باش ــع کرب ــا منب ــوان تنه ــه عن ــوازی ب ــرایط ه TCE را در ش
ــت می‌باشــد. در  ــز اهمی ــن نظــر حائ ــق از ای ــن تحقی ــورد بررســی در ای ــران م ــی ای ســویه محل
پژوهــش حاضــر بــه منظــور افزایــش تجزیــه زیســتی TCE، اســتفاده از هــم سوبســترای مناســب 

ــا شــرایط کشــت، مــورد بررســی قــرار گرفــت. و ســازگاری باکتــری ب
TCE بررسی اثر هم سوبسترا بر تجزیه زیستی

ــه وســیله باکتری‌هــای  ــه زیســتی TCE ب ــه تجزی ــه گــزارش هــای موجــود در زمین ــا توجــه ب ب
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ــل/ ــترای، فن ــب هم-سوبس ــار ترکی ــذف TCE از چه ــی ح ــش توانای ــور افزای ــوازی، به‌منظ ه
نوترینــت بــراث، گلوکــز، گلوکز/عصــاره مخمــر و تولوئــن در شــرایط یکســان کشــت، اســتفاده 
شــد )Shulka et al., 2014, Zhang et al., 2013, Reij et al., 1995( و نتایــج آن در شــکل 
)1( نشــان داده‌شــده اســت. براســاس نتایــج بدســت آمــده، اســتفاده از هم-سوبســترای گلوکــز/

ــات در  ــه ســایر ترکیب ــرد را نســبت ب ــن عملک ــه زیســتی 27%، بهتری ــا تجزی ــر ب عصــاره مخم
ــتی TCE در  ــه زیس ــزان تجزی ــه، می ــی ک ــان داد. در حال ــت mM 2/5 نش ــه TCE در غلظ تجزی
صــورت اســتفاده از فنل/نوترینــت بــراث، گلوکــز و تولوئــن بــه ترتیــب برابــر بــا 13، 22/4 و 
9% بــوده اســت. همچنیــن، اســتفاده از هــم سوبســترای گلوکز/عصــاره مخمــر رشــد ســلولی 
 OD( بیشــتری را بــه دنبــال داشــت بــه گونــه ای کــه افزایــش کــدورت حاصــل از رشــد ســلولی
600( از 0/11 بــه 0/58 و نیــز افزایــش در تجزیــه زیســتی TCE از 17/1 بــه 27% )1/6 برابــر( 
مشــاهده شــد کــه نشــان دهنــده رابطــه‌ی مســتقیم تجزیــه زیســتی و رشــد ســلولی مــی باشــد. 
ــرار  ــاره ق ــورد اش ــز م ــر نی ــات دیگ ــوازی TCE در مطالع ــتی ه ــه زیس ــودن تجزی ــته ب وابس

.)Li et al., 2014( ــه اســت گرفت

 

شکل 1: کدورت ناشی از رشد سویه )ستون سیاه( و میزان تجزیه زیستی TCE )ستون 

خاکستری( در غلظت mM 2/5 و زمان 48 ساعت در حضور هم سوبسترای گلوکز/عصاره 

 TCE 100( و mg/l( تولوئن )0/5 g/l( گلوکز ،)0/5 g/l( فنل/نوترینت براث ،)0/5 g/l ( مخمر

)تنها منبع کربن( و شاهد )نمونه حاوی باکتری بدون منبع کربن(.

بررســی اثــر غلظــت TCE بــر تجزیــه زیســتی آن در بــازه 0/5 تــا mM 5 )شــکل 2( نشــان داد 
کــه در هــر دو حالــت اســتفاده از TCE بــه عنــوان تنهــا منبــع کربــن و اســتفاده از گلوکز/عصــاره 
مخمــر، بــا افزایــش غلظــت TCE میــزان تجزیــه زیســتی کاهــش مــی یابــد. ایــن پدیــده مــی توانــد 
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بــه دلیــل مســمومیت ســلول هــای باکتــری و رشــد کمتــر آنهــا در غلظــت هــای بالاتــر باشــد 
)Li  et al., 2014(. افــزودن هــم سوبســترای گلوکز/عصــاره مخمــر بــه محیــط کشــت حــاوی 
TCE در غلظــت هــای 0/5، 2/5 و mM 5 اگرچــه بــه ترتیــب باعــث افزایــش تجزیــه زیســتی تــا 

30، 27 و 16/3% )افزایــش 64/8، 57/8 و4/5 درصــدی نســبت بــه اســتفاده از TCE بــه عنــوان 
ــا mM 5 میــزان تجزیــه زیســتی از  ــا افزایــش غلظــت از 0/5 ت ــی ب تنهــا منبــع کربــن( شــد ول
30 تــا 16/3% کاهــش یافــت. در تمامــی مطالعــات صــورت گرفتــه در تجزیــه زیســتی TCE، بــا 
افزایــش غلظــت اولیــه TCE تجزیــه زیســتی آن کاهــش یافتــه اســت. در یکــی از ایــن تحقیقــات 
بــا اســتفاده از یــک کنسرســیوم باکتریایــی، بــا افزایــش غلظــت اولیــه TCE از mM  0/03 تــا 
mM 0/4 میــزان تجزیــه زیســتی از 36 تــا 13% کاهــش یافتــه اســت )Han et al., 2007(. در 

مطالعــه‌ای مشــابه، در طــی فراینــد تجزیــه زیســتی بــا اســتفاده از یــک کنسرســیوم باکتریایــی، 
ــر از %20  ــا کمت ــزان حــذف از 80 ت ــا mM 0/8 می ــه TCE ازM µ 0/7 ت ــر غلظــت اولی ــا تغیی ب

  .)Li et al., 2014( کاهــش یافــت

 
شکل 2: تجزیه زیستی TCE در  غلظت های متفاوت به عنوان تنها منبع کربن )ستون سیاه( و در 

حضور هم سوبسترای گلوکز/عصاره مخمر )ستون خاکستری( پس از 48 ساعت کشت.

ــده  ــتفاده ش ــتی TCE اس ــه زیس ــرای تجزی ــروف ب ــای متانوت ــه از باکتری‌ه ــی ک در مطالعات
اســت، متــان یــا متانــول بــه عنــوان هم-سوبســترا باعــث تجزیــه زیســتی TCE و یــا افزایــش 
تجزیــه زیســتی شــده اســت )Tiehm and Schmidt, 2011(. در تحقیقــی دیگــر با کنسرســیوم 
باکتریایــی، هنگامــی کــه از TCE بــه عنــوان تنهــا منبــع کربــن در غلظــت mM 0/007 اســتفاده 
ــم  ــوان ه ــه عن ــل ب ــتفاده از فن ــس از اس ــی پ ــد ول ــاهده نش ــتی TCE مش ــه زیس ــد، تجزی گردی
سوبســترا، 80 % از TCE پــس از 3 روز حــذف گردیــد )Li et al., 2014(. همچنیــن، بــا افــزودن 
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گلوکــز بــه محیــط کشــت ســویه Stenotrophomonas maltophilia  PM102 کــه 
TCE بــه عنــوان تنهــا منبــع کربــن را داشــته، رشــد ســلول  توانایــی تجزیــه زیســتی 
ــترا  ــم سوبس ــتفاده از ه ــا اس TCE ب ــتی  ــه زیس ــزان تجزی ــه می ــه و در نتیج ــش یافت افزای
افزایــش یافــت )Mukherjee and Roy, 2013(. در تحقیــق حاضــر نیــز نتایــج مشــابه بدســت 
آمــد، بنابرایــن، علــت افزایــش حــذف TCE در کنــار گلوکز/عصــاره مخمــر، افزایــش بیشــتر رشــد 

ســلولی )OD 600( بــا اســتفاده از ایــن هــم سوبســترا  بــوده اســت.
TCE بررسی سازگارنمودن باکتری بر تجزیه زیستی

 Sphingopyxis ummariensis از کشــت متوالــی TCE به‌منظــور افزایــش میــزان تجزیه زیســتی
جدایــه ایــران رای ســازگار نمــودن آن بــا تری-کلرواتیلــن بــا غلظــت mM 5 اســتفاده شــد. پــس 
ــوان  ــتفاده از TCE به‌عن ــان و اس ــرایط یکس ــتی TCE در ش ــه زیس ــزان تجزی ــازگاری، می از س
تنهــا منبــع کربــن در غلظــت mM 5 پــس از گذشــت 48 ســاعت، 2/5 برابــر نســبت بــه قبــل از 
ــه  ــه و از 15/6 بــه 39/1% رســید. همچنیــن، تجزی ــد ســازگار کــردن باکتــری افزایــش یافت فراین
زیســتی TCE بــا غلظــت mM 5 درشــرایط هــم سوبســترا درحضــور گلوکز/عصــاره مخمــر بــا 
غلظــت مشــابه و پــس از ســازگاری، بــه 43% افزایــش یافــت، در حالــی کــه پیــش از ســازگاری 
16/3% انــدازه گیــری شــد. بــا توجــه بــه نتایــج حاصــل، تاثیــر ســازگاری بــر تجزیــه زیســتی 
ــه ســویه  ــی آن اســت ک ــان دهنده ــوده و نش ــم سوبســترا ب ــش ه ــتر از افزای TCE بســیار بیش

مــورد مطالعــه پــس از ســازگاری، دارای فعالیــت آنزیم‌هــای موثــر بیشــتری در تجزیــه زیســتی 
TCE نســبت بــه قبــل از ســازگاری مــی باشــد )Sedighi et al., 2016(. همچنیــن عامــل دیگــر 

در افزایــش تجزیــه زیســتی TCE، پــس از ســازگار نمــودن ســویه، افزایــش رشــد ســلولی بــوده 
اســت بــه گونــه ا‌ی کــه پــس از ســازگاری، OD 600 محیــط کشــت تقریبــاً چهــار برابــر شــده و از 
0/11 بــه 0/45 رســید. تجزیــه زیســتی وابســته بــه رشــد بــوده و افزایــش تــوده ســلولی معمــولًا 

  .)Sedighi et al., 2016, Li et al., 2014( باعــث افزایــش تجزیــه زیســتی مــی گــردد
اثــر ســازگار نمــودن ســلول هــا بــر ســینتیک رشــد و تجزیــه زیســتی TCE نیــز مــورد بررســی 
قــرار گرفــت و نتایــج آن در شــکل )3( ارائــه شــده اســت. نتایــج نشــان داد کــه پــس از ســازگاری، 
ــه 32  ــی از 48 ســاعت ب ــه رشــد نمای ــرای رســیدن ب ــه و زمــان لازم ب ــر کاهــش یافت ــاز تاخی ف
ــل  ــش قاب ــان افزای ــان یکس ــلولی در زم ــوده س ــزان ت ــن، می ــد. همچنی ــی یاب ــش م ــاعت کاه س
توجهــی داشــته اســت. هنگامــی کــه ســویه باکتریایــی ســازگار شــده، بــرای ســه بــار در محیــط 
ــزان  ــان می ــه هم ــه و ب ــش یافت ــتی TCE کاه ــه زیس ــزان تجزی ــود، می ــت داده ش ــد TCE کش فاق

حــذف قبــل از شــرایط ســازگاری مــی رســد.
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شکل 3: سینتیک رشد  Sphingopyxis ummariensisجدایه ایران پیش )( و پس )( از 

 mM ( و پس )   ( از سازگاری در غلظت اولیه( پیش TCE سازگاری و سینتیک تجزیه زیستی

 2/5

ــزودن هــم سوبســترای گلوکز/عصــاره  ــری و اف ــر همزمــان ســازگارنمودن باکت جــدول 1: تاثی
مخمــر را بــر تجزیــه زیســتی TCE در غلظــت هــای مختلــف ارائــه نمــوده اســت. همانگونــه کــه 
از نتایــج مشــاهده مــی شــود، اثــر افــزودن هــم سوبســترا در غلظــت هــای پاییــن TCE بیشــتر 
بــوده بــه گونــه ای کــه بیشــترین تجزیــه زیســتی TCE در غلظــت mM 0/5 برابــر بــا 94/8% و 
در شــرایط پــس از ســازگاری و افــزودن هــم سوبســترای گلوکز/عصــاره مخمــر بدســت آمــد.

ــا  ــل مقایســه ب ــس از ســازگاری ســویه، قاب ــالا پ ــای ب ــه زیســتی TCE در غلظت‌ه ــزان تجزی می
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ــات  ــر از ســایر مطالعــات مــی باشــد. بیشــتر تحقیق ســایر مطالعــات و در برخــی از مــوارد بهت
صــورت گرفتــه در تجزیــه زیســتی TCE بــا اســتفاده از یک باکتــری، در غلظت‌هــای پایین بــوده و در 
 .)Shukla et al., 2014( غلظت‌هــای بــالا معمــولاً از کنسرســیوم باکتریایــی اســتفاده شــده اســت
بهتریــن عملکــرد گــزارش شــده در تجزیــه زیســتی TCE در غلظــت بــالای TCE، بــا اســتفاده از 
یــک کنسرســیوم باکتریایــی دی آزوتروفیــک بــوده کــه در غلظــت اولیــه mM 7/6 از TCE، میــزان 
85% تجزیــه زیســتی بــا ســرعت mg/l.h 0/2گــزارش شــده اســت )Shukla et al., 2010(. در 
 TCE 0/4 توانایــی حــذف 13% از mM تحقیقــی دیگــر، کنسرســیوم باکتریایــی در غلظــت اولیــه
ــویه ‌  ــر س ــه ب ــورت گرفت ــی ص ــت )Kocamemi and Çeçen, 2005(. در بررس ــته اس را داش
ــت  ــس از گذش ــویه پ ــن س ــتی TCE، ای ــه زیس Rhodococcus erythropolis JE 77، در تجزی
60 ســاعت و در غلظــت اولیــه mM 1/1، تمامــی TCE را بــا ســرعت mg/l.h 2/4 حــذف نمــود. 
 .)Ewers et al., 1990( در ایــن مطالعــه از ایزوپــرن بــه عنــوان هــم سوبســترا اســتفاده گردیــد
 %43 ،mM5  بــر اســاس نتایــج حاصــل تحقیــق حاضــر، میــزان تجزیــه زیســتی در غلظــت اولیــه
ــت.  ــوده اس ــاعت ب ــت 32 س ــازگاری و گذش ــس از س ــتی mg/l.h 8 پ ــه زیس ــرعت تجزی و س
ــی ایــران مــورد مطالعــه پــس از  بــر اســاس نتایــج بدســت آمــده، ســرعت حــذف باکتــری محل
ســازگاری، مقادیــر بالاتــری را در مقایســه بــا ســایر تحقیقــات ارائــه داده اســت. بدیهــی اســت 
کــه در صــورت ادامــه رشــد در زمــان هــای بالاتــر در یــک راکتــور مناســب، امــکان دســتیابی بــه 

مقادیــر بالاتــر تجزیــه زیســتی امــکان پذیــر مــی باشــد. 
 0/5 mM در غلظت TCE تجزیه زیستی

ــی  ــت م ــط کش ــد در محی ــون کلرای ــازی ی ــه آزاد س ــر ب ــتی TCE منج ــه زیس ــه تجزی ــا ک از آنج
ــا اســتفاده از  ــط کشــت ب ــد محی ــون کلرای ــرات غلظــت TCE و ی ــه تغیی شــود، در شــکل )4( رابط
Sphingopyxis ummariensis جدایــه ایــران و بــا بــه کاربــردن هــم سوبســترای گلوکز/عصــاره 
مخمــر نســبت بــه زمــان در غلظــت اولیــه mM TCE 0/5 نشــان داده شــده کــه مربــوط بــه شــرایط 
پــس از ســازگاری باکتــری اســت. همانگونــه کــه مشــاهده می-شــود بــا کاهــش غلظــت TCE در 
اثــر تجزیــه زیســتی، غلظــت یــون کلرایــد افزایــش یافتــه اســت. بــا توجــه بــه ایــن نتایــج مــی تــوان 
نتیجــه گرفــت کــه تغییــرات TCE در ایــن آزمایشــات ناشــی از تجزیــه زیســتی TCE بــوده و در طی 

.)Ryoo et al., 2000( کلرزدایــی صــورت گرفتــه اســت ،TCE فراینــد تجزیــه زیســتی
ــه رشــد نمایــی  ــه زیســتی TCE در مرحل ــد تجزی ــج ایــن منحنــی بیانگــر آن اســت کــه فراین نتای
انجــام مــی شــود، ایــن موضــوع در ســایر باکتری‌هــا هــوازی و بی‌هــوازی نیــز گــزارش شــده 

.)Li et al., 2014, He et al., 2005, Guo et al., 2001( اســت
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 شکل 4. تغییرات غلظت یون کلراید به وسیله Sphingopyxis ummariensis جدایه ایران سازگارشده 
)●( و غلظت TCE )( در غلظت اولیه mM 0/5 نسبت به زمان با باکتری سازش یافته در حضور هم 

سوبسترای گلوکز/عصاره مخمر

همانطــور کــه در شــکل نشــان‌ داده‌ شــده اســت، در غلظــت  mM 0/5 تری‌کلرواتیلــن و در 
ــوان هــم سوبســترا، بیشــترین غلظــت  ــا غلظــت g/l 0/5 به‌عن ــر ب حضــور گلوکز/عصــاره مخم
یــون کلرایــد )حــذف زیســت TCE( در انتهــای فــاز لگاریتمــی و زمانــی کــه کــدورت نمونــه افزایش 
میی‌ابــد حاصــل شــده اســت. افزایــش ســرعت رشــد باکتــری بــا میــزان حــذف ارتبــاط مســتقیم 
ــد.  ــش میی‌اب ــز افزای ــذف نی ــد ح ــری، درص ــت باکت ــط کش ــدورت محی ــش ک ــا افزای ــته و ب داش
ایــن ارتبــاط در ســایر ســویه‌هایی کــه قبــاً در تجزیــه زیســتی TCE جداســازی شــده انــد نیــز 

.)Li et al., 2014, He et al., 2005, Schroth et al., 2001( ــت ــده اس ــزارش گردی گ
ــی  ــورد بررس ــز م ــن نی ــایر محققی ــط س ــن توس ــای پایی ــت ه ــتی TCE در غلض ــه زیس تجزی
قــرار گرفتــه اســت. در غلظــت مشــابه mM 0/5 بــا اســتفاده از یــک کنسرســیوم باکتریایــی 
ــزارش  ــت، حــذف 63% گ ــور بســتر ثاب ــک راکت ــان در ی ــم سوبســترای مت ــا ه ــروف ب متانوت
شــده اســت )Fennell et al., 1992(. در مطالعــه دیگــری در غلظــت اولیــه mM 0/007، درصــد 
  Pseudomonas putida F1تجزیــه زیســتی 70-60% پــس از گذشــت 80-60 ســاعت بــا ســویه
ــابه  Pseudomonas putidaدر  ــی مش ــت )Fan and Scow, 1993(. گونه ــده اس ــزارش ش گ
 0/007 mM ســال 2010 مــورد بررســی قــرار گرفتــه و نشــان داده شــده کــه در غلظــت اولیــه
ــه اســت )Chen et al., 2008(. در گزارشــی  ــدت 27 ســاعت، 100% حــذف انجــام گرفت و در م
دیگــر، از کنسرســیوم باکتریایــی متشــکل از  Methylomonas sp. GD1, GD2, GD3 اســتفاده 
شــد کــه پــس از گذشــت  168 و در غلظــت اولیــه TCE  mM 0/006 بیــش از 99% تجزیــه 
زیســتی TCE بــه دســت آمــد )Di Spirito et al., 1991(. در مــورد کنسرســیوم باکتریایــی دی 
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ــزارش  ــذف گ ــه µM 1/5 از TCE ، 100% ح ــت اولی ــت  h1 و در غلظ ــس از گذش ــروف پ آزوت
ــوازی  ــری ه ــیوم باکت ــات، کنسرس ــیاری از مطالع ــت )Shukla et al., 2010(. در بس ــده اس ش
ــت  ــوده اس ــک ب ــای متانوتروفی ــس باکتری-ه ــتی TCE از جن ــه زیس ــتفاده در تجزی ــورد اس م
)Tiehm and Schmidt, 2011(. بــه عنــوان مثــال، بــا اســتفاده از کنسرســیوم متانوتروفیــک و 
 0/006 mM  و در حضــور متــان و هــوا بــا نســبت )1:5( و در غلظــت اولیــهMethylocystis sp. 

از TCE، میــزان تجزیــه زیســتی 60% گــزارش شــده اســت )Shukla et al., 2009(.  بــا توجــه بــه 
نتایــج بدســت آمــده در ایــن پژوهــش و مقایســه عملکــرد Sphingopyxis ummariensis جدایــه 
ــن  ــرد ای ــه عملک ــت ک ــوان نتیجــه گرف ــا ســایر ســویه‌های هــوازی گــزارش شــده، می‌ت ــران ب ای

ــوده اســت.  ــا ســایر ســویه‌ها ب ــل مقایســه ب ــن TCE، قاب ــای پایی ســویه در غلظت‌ه
در بررســی تجزیــه زیســتی TCE، ســرعت حــذف از اهمیــت بیشــتری برخــوردار مــی باشــد کــه 
نتایــج مطالعــات ســایر پژوهشــگران در غلظــت هــای پاییــن در ادامــه مــورد اشــاره قــرار گرفتــه 
و بــا نتایــج تحقیقــات حاضــر مقایســه شــده اســت. از میــان باکتری‌هــای هــوازی تجزیــه کننــده 
تری‌کلرواتیلــن، باکتــری Methylosinus trichosporium OB3b در طــی مــدت زمــان20 دقیقــه 
 Tsien et al.,( 10/5 حــذف نمــوده اســت mg/l.h 80 بــا ســرعت μM را در غلظــت TCE 100% از
 TCE 1989(. ایــن ســویه بــا توجــه بــه گــزارش منتشــر شــده بیشــترین ســرعت تجزیــه زیســتی

را در غلظــت هــای پاییــن داشــته اســت. ســویه Methylomonas methanica 68-1 در غلظــت 
 0/2 mg/l.h در مــدت زمــان 24 ســاعت بــا ســرعت حــذف TCE 42 قــادر بــه حــذف کامــل µM

بــوده اســت )Koh et al., 1993(. در بهتریــن شــرایط آزمــون تحقیــق حاضــر، درصــد تجزیــه 
زیســتی TCE در حضــور گلوکز/عصــاره مخمــر بــه وســیله ســویه ســازگار شــده و در غلظــت 
mM 0/5، پــس از گذشــت h 48 برابــر بــا 94/8% بــوده و ســرعت تجزیــه زیســتی بــه وســیله 

Sphingopyxis ummariensis جدایــه ایــران برابــر بــا mg/l.h 1/6 اندازهگیــری شــد. اگرچــه، 
ســرعت تجزیــه زیســتی کمتــری نســبت بــه مطالعــات پیشــین به¬دســت آمــده ولــی بایــد توجــه 
نمــود کــه غلظــت مــورد مطالعــه بیشــتر از غلظــت هــای بــه کار بــرده شــده در ســایر مراجــع 

بــوده اســت.  
نتایــج ایــن تحقیــق نشــان داد کــه 60% از کل اتم‌هــای کلــر موجــود در TCE پــس از ســازگاری در 
غلظــت mM 0/5، آزاد شــده اســت و بدیــن معنــا اســت کــه معدنــی ســازی بــه طــور کامــل انجــام 
نشــده و هنــوز در فراینــد تجزیــه زیســتی در شــرایط آزمــون، ترکیــب آلیفاتیــک کلــردار باقــی 
مــی مانــد. ایــن مســئله را مــی تــوان بــا بهینــه ســازی شــرایط کشــت و اســتفاده از کنسرســیوم 

 .)Tiehm and Schmidt, 2011( باکتــری حــل نمــود
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نتيجه گيري
ــم  ــزودن ه ــون اف ــی همچ ــتفاده از راهکارهای ــا اس ــه ب ــد ک ــان داده ش ــه نش ــن مطالع در ای
سوبســترا و ســازگار نمــودن Sphingopyxis ummariensis جدایــه ایــران، تجزیــه زیســتی 
ــد. اســتفاده از هــم سوبســترای گلوکــز/ ــادی افزایــش مــی یاب ــدار زی ــه مق ــن ب ــری کلرواتیل ت

عصــاره مخمــر بــه دلیــل افزایــش تــوده ســلولی، بیشــترین تاثیــر را در افزایــش تجزیــه زیســتی 
نشــان داد. افزایــش غلظــت TCE باعــث کاهــش تجزیــه زیســتی در بــازه 0/5 تــا mM 5 شــد. 
 TCE پــس از ســازگاری ســویه بــا غلظــت هــای بــالا، افزایــش قابــل توجهــی در تجزیــه زیســتی
مشــاهده شــد و ســرعت تجزیــه زیســتی تــری کلرواتیلــن در غلظــت هــای بــالا بیشــتر از ســویه 
ــه و اســتفاده از ســویه ســازگار شــده،  ــه دســت آمــد. در شــرایط بهین هــای گــزارش شــده ب
در حضــور گلوکز/عصــاره مخمــر و در غلظــت mM 0/5، 94/8% از TCE تجزیــه شــده و %60 
از کل اتــم کلــر موجــود در آن آزاد شــد. نتایــج بدســت آمــده نشــان داد کــه بــا بهینه-ســازی 
شــرایط کشــت Sphingopyxis ummariensis جدایــه ایــران، مــی تــوان بــه تجزیــه زیســتی 

بــالا بــه وســیله ایــن ســویه دســت یافــت.
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