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بررسی راهکارهای افزايش تجزيه زيستی تری كلرواتیلن با 
باكتری هوازی Sphingopyxis ummariensis جدايه ايران

ندا بدلی ورزقانی1 ،عباس فرازمند2 ،سهیلا شکرالله زاده3*

چکیده
در تحقیــق حاضــر، بــرای تجزيه زيســتی مــاده آلاينــده تــری كلرواتیلن 
 Sphingopyxis ummariensis از باكتــری محلــی هــوازی )TCE(
جدايــه ايــران اســتفاده شــد. ايــن باكتــری در حضــور TCE به عنــوان 
تنهــا منبــع كربــن رشــد نمــوده و در غلظــت اولیــه mM 5 در زمــان 48 
ــه نمــود. بــرای افزايــش بــازده  ســاعت 15/6% از ايــن تركیــب را تجزي
ــر و  ــاره مخم ــن، گلوكز/عص ــز، تولوئ ــاده گلوگ ــار م ــذف TCE، چه ح
فنل/نوترينــت بــراث بــه عنــوان منبــع كربــن هــم سوبســترا اســتفاده 
شــد كــه بیشــترين درصــد حــذف بــا اســتفاده از گلوكز/عصــاره مخمــر 
بــه میــزان 16/3% بــه دســت آمــد. همچنیــن، ســازگار نمــودن اين ســويه 
بــا TCE، موجــب افزايــش تجزيــه زيســتی شــد بــه گونــه ای كــه در 
ــع  ــا منب ــوان تنه ــه عن ــه TCE ب ــزان تجزي ــه mM 5 می ــت اولی غلظ
كربــن از 15/6 تــا 39/1% افزايــش يافــت. در ايــن شــرايط و در حضــور 
هــم سوبســترای بهینــه، تجزيــه زيســتی TCE تــا 43% افزايــش يافــت. 
افزايــش غلظــت TCE از 0/5 تــا mM 5، باعــث كاهــش تــوده ســلولی 
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و تجزيــه زيســتی شــد. بیشــترين تجزيــه زيســتی بــرای ســويه هــای 
 mM ــت ــر و در غلظ ــاره مخم ــور گلوكز/عص ــازگاريافته و در حض س
TCE 0/5 بــه میــزان 94/8% و بــا ســرعت mg/l.h 1/6 بــه دســت آمــد.

هــوازی،  زيســتی  تجزيــه  تری كلرواتیلــن،  كلیــدي:  هــای  واژه 
Sphingopyxis ummariensis نمــودن،  ،ســازگار  ايــران  جدايــه 

 مقدمه 
تری کلرواتيلــن )TCE(، يــک ترکيــب هيدروکربنــی کلــردار اســت کــه بــرای اوليــن بــار در ســال 
ــع  ــورد مصــرف صناي ــوان حــلال م ــه عن ــون ب ــان تاکن ــد شــده و از آن زم ــلادی تولي ۱۹20 مي
مختلــف قــرار گرفتــه اســت )Ohlen et al., 2005(. در ايــران به طــور معمــول از تــری کلرواتيلــن 
بــه عنــوان تميزکننــده خشــک اســتفاده ميشــود. ايــن مــاده يکــی از آلاينــده هــای ديرتخريــب پذيــر 
ــاب-هاي  ــه پس ــراي تخلي ــياری ب ــاي بس ــت ه ــده و محدودي ــوب ش ــی محس ــای زيرزمين آب ه
ــار در  ــن ب ــرای اولي ــده اســت )Lohner et al., 2011(. ب ــب وضع ش ــوع ترکي ــن ن ــه اي ــوده ب آل
ــت  ــا گذش ــه و ب ــرار گرفت ــنجش ق ــورد س ــکا م ــی امري ــای زيرزمين ــال TCE ،۱۹۷0 در آب ه س
زمــان و افزايــش ميــزان ايــن مــاده خطرنــاک در آب هــای زيرزمينــی باعــث ايجــاد نگرانــی جــدی 
ــکا )EPA(، آژانــس  ــد ســازمان محيــط زيســت امري ــف نظارتــی مانن ــرای ســازمان هــای مختل ب

.)Shukla et al., 2014( مــواد ســمی و ثبــت بيماريهــا۱  و غيــره گرديــده اســت
بــا توجــه بــه نگرانيهــای بوجــود آمــده بــرای محيــط زيســت و ســلامتی انســانها، دانشــمندان 
بــه دنبــال راهکار هــای مقــرون بــه صرفــه و قابــل اجــرا و بــا کارايــی بــالا جهــت حــل ايــن 
مشــکل هســتند. بــرای ايــن منظــور روش هــای متعــددی ماننــد جــذب ســطحی بــا اســتفاده از 
ــتفاده  ــرفته اس ــيون پيش ــی و اکسيداس ــيميايی و فيزيک ــهای ش ــی، روش ــال، هواده ــن فع کرب
ــه  ــای تجزي ــها، روش ه ــن روش ــان اي ــت )Tiehm and Schmidt, 2011(. از مي ــده اس ش
ــش  ــن کاه ــودن و همچني ــت ب ــط زيس ــتدار محي ــادی و دوس ــل اقتص ــه دلي ــتی TCE  ب زيس
مداخلــه انســانی در آن نســبت بــه روش هــای فيزيکــی و شــيميايی مــورد توجــه بيشــتر 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 طبيع ــه زيس ــرعت تجزي س
داشــته و بــا توجــه بــه گــزارش هــای  منتشــر شــده، تجزيــه زيســتي TCE در آب هــای زيــر 
ــتی در  ــه زيس ــد تجزي ــودن فراين ــته ب ــل آن، آهس ــه دلي ــت ک ــته تر اس ــيار آهس ــی بس زمين
شــرايط بی هــوازی اســت کــه باعــث تجمــع ايــن ترکيبــات در آب هــای زيرزمينــی می گــردد 

1-Agency for Toxic Substances and Disease Registry, USA
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ــن  ــوازی، تری کلرواتيل ــی ه ــه زيســتی ب )Azadpour-Keeley et al., 1999(. در شــرايط تجزي
)TCE( ابتــدا بــه دی کلرواتيلــن )DCE( و ســپس بــه وينيل کلرايــد )VC( تبديــل مــی گــردد. تــا بــه 
امــروز، تنهــا تعــداد معــدودی باکتری هــای بــی هــوازی جداســازی شــده انــد کــه توانايــی حــذف 

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

تجزيــه زيســتی TCE در شــرايط هــوازی بــا اســتفاده از باکتری هــای اکســيدکننده متــان 
ــل2   ــط ليت ــال ۱۹۹۱ توس ــپس در س ــون۱  و س ــط ويلس ــال ۱۹8۵ توس ــار در س ــن ب ــرای اولي ب
ــه  ــوازی ک ــای ه ــن باکتری ه ــد )Shukla et al., 2014(. متداول تري ــزارش گردي ــکاران گ و هم
ــتفاده  ــرايط مورداس ــتی TCE در ش ــه زيس ــرای تجزي 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. همچنيــن، از باکتــری هــای بــی هــوازی 

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

زيســتی در شــرايط هــوازی، TCE ابتــدا بــه دی کلرواتــان و ســپس بــه وينيــل کلرايــد، اتــن و در 
 .)Field and Sierra-Alvarez, 2004(.نهايــت بــه دی اکســيدکربن و آب متابوليــزه می شــود
باکتــري گــرم منفــی و هــوازی Sphingopyxis ummariensis جدايــه ايــران، توســط شــکرالله 
زاده و همــکاران از لجــن فعــال تصفيه خانــه بيولوژيــک شــرکت پتروشــيمی آبــادان جــدا شــده 
اســت )Shokrollahzadeh et al., 2015(. در ايــن پژوهــش، تجزيــه زيســتی تــری کلرواتيلــن بــا 
اســتفاده از ايــن باکتــری محلــی ايــران مــورد بررســی قــرار گرفتــه و بــا بهينــه ســازی شــرايط 
ــه  ــتی TCE ب ــه زيس ــازده تجزي ــش ب ــويه، افزاي ــازگاری س ــتفاده از روش س ــز اس ــت و ني کش

وســيله باکتــری مــورد نظــر مــورد مطالعــه قــرار گرفــت. 
مواد  و روش ها

مواد
ــد  ــی باش ــر م ــرح زي ــه ش ــر ب ــتفاده در آب مقط ــورد اس ــی م ــت معدن ــط کش ــب محي ترکي

:(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 ترکيبات در محلول ريزمغذی
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 جدايــه ايــران کــه از لجــن فعــال شــرکت 
پتروشــيمی آبــادان جداســازی شــده )بــه شــماره PTCC ۱8۹۵(، از کلکســيون ميکروبــی ســازمان 

پژوهش هــای علمــی و صنعتــی تهيــه شــد.
روش كشت باكتری

ــب از بطــری  ــن ترکي ــري در حضــور اي ــرای کشــت باکت ــب TCE، ب ــت ترکي ــه فراري ــا توجــه ب ب
ــه دو درپــوش ســپتوم ســيليکونی و آلومينيومــی اســتفاده  ــا حجــم cm۳ ۱20 مجهــز ب ســرم ب
شــد. نســبت حجــم محيــط کشــت مورداســتفاده بــه حجــم بطــري ۱:۹ انتخــاب گرديــد تــا شــرايط 
ــول ريــز  ــول محيــط کشــت معدنــی و محل هــوازی بــراي رشــد باکتــري هــا فراهــم شــود. محل
ــذی  ــول ريزمغ ــد. محل ــترون گردي ــوکلاو س ــه در ات ــدت 20 دقيق ــه م ــایC° ۱2۱ب ــذی در دم مغ
بــا غلظــت ۱0 برابــر تهيــه  شــده و پيــش از اضافــه  شــدن بــه محيــط کشــت، به صــورت مجــزا 
اســتريل شــد. محلــول گلوکــز و عصــاره مخمــر بــا غلظــت يکســان mg/l 0/2۵ ساخته شــده و 
ســپس گلوکــز بــه مــدت ۵ دقيقــه )Ryoo et al., 2000( و عصــاره مخمــر بــه مــدت ۱۵ دقيقــه در 
اتــوکلاو بــا دمــای C° ۱2۱ ســترون شــد. محيــط کشــت معدنــی و ريــز مغــذی )بــا نســبت %0/۵ 
 TCE ،(Aranda et al., 2003) ((v/v)و در صــورت نيــاز مــاده هــم سوبســترا در غلظــت هــای 

موردنظــر بــه همــراه باکتــری در شــرايط اســتريل بــه بطــری درپــوش دار اضافــه گرديــده و در و 
پــس  از آن در دمــای C° ۳0 و دور rpm ۱۵0 در زمــان هــای موردنظــر گرمخانــه گــذاری شــد. در 
طــی فراينــد تجزيــه زيســتی TCE ، pH محيــط کشــت تغييــر محسوســی نداشــته و در بــازه ۶/۵-۷  
قــرار داشــت. نمونــه باکتــری از کشــت 24 ســاعته بــه محيــط کشــت نوترينــت بــراث تلقيــح گرديــد 

و در دمــای C° ۳0 و دور rpm ۱۵0 بــه مــدت يــک شــبانه روز گرمخانــه گــذاری شــد. 
ســلول هــاي رشــد يافتــه، دو بــار ســانتريفوژ )rpm  ۶000  بــه مــدت ۱0 دقيقــه( و شستشــو شــد. 
ــه  ــوج  nm ۶00 تهي ــا ۱/2 در طول م ــوري ۱ ت ــذب ن ــي داراي ج ــيون باکترياي ــپس سوسپانس س
شــد و µl ۱00 از آن  بــه هــر بطــری تلقيــح گرديــد. بــرای بررســی تاثيــر ترکيبــات مختلــف هــم 
سوبســترا در افزايــش تجزيــه زيســتی TCE از چهــار ترکيــب فنــل، گلوکــز، گلوکز/عصــاره مخمر و 
تولوئــن اســتفاده گرديــد. بــرای ايــن منظــور در شــرايط يکســان تلقيــح و گرمخانــه گــذاری و غلظت 
اوليــه mM 2/۵ مــاده TCE، از هــم سوبســتراهای فنل/نوترينــت بــراث )l/g 0/5(، گلوکز/عصــاره 
 Han et al., 2007, Fan( اســتفاده شــد )mg/l100( و تولوئــن )0/5l/g ( ۱:۱ مخمــر بــا نســبت

 .)and Scow, 1993

سازگارنمودن سويه
ــن  ــراي اي ــن ســازش داده شــد. ب ــا تــری کلرواتيل ــازده حــذف TCE، باکتــری ب ــرای افزايــش ب ب
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منظــور، ســلول هــاي باکتريايــي پــس از خــارج شــدن از فريــزر در محيــط جامــد نوترينــت آگار 
دارای TCE بــا غلظــت mM 0/۱ بــرای مــدت 2 روز در دمــای C° ۳0 کشــت داده  شــد و  ســپس بــه 
محيــط کشــت مايــع نوترينــت بــراث حــاوی TCE بــا غلظــت mM 0/۱ منتقــل گرديــد و بــه مــدت 
ــاي  ــپس، باکتری ه ــد. س ــذاری ش ــه گ ــای  C° ۳0 و دور   rpm ۱۵0 گرمخان ــاعت در دم 40 س
 0/۵ mM بــا غلظــت بهينــه رشــد TCE رشــد يافتــه بــه محيــط کشــت جديــد نوترينــت بــراث و
انتقــال داده شــده و در دمــای  C° ۳0 بــرای 40 ســاعت رشــد داده شــد. پــس از آن، باکتــری در 
محيــط  کشــت مايــع نوترينــت بــراث حــاوی TCE بــا غلظــت هــای ۱/2، 2/۵ و mM ۵ در شــرايط 
دمــا و زمــان مشــابه بــه صــورت متوالــي کشــت داده شــد. در انتهــا، ســلول هــاي باکتــري بــا 
اســتفاده از دســتگاه ســانتريفوژ بــا دور  rpm ۶000 و بــه مــدت ۱0 دقيقــه از محيــط کشــت جــدا 
شــده و دو بــار بــا ســرم نمکــی شســت و شــو داده شــدند. بــا اســتفاده از محيــط کشــت نمکــی، 
سوسپانســيوني بــا کــدورت )OD ۶00( ۱ تــا ۱/2 تهيــه شــده و  µl ۱00 از آن درون بطری هــای 

ســرم تلقيــح گرديــد.
اندازه گیری رشد سلولی و غلظت يون كلرايد 

 ۶00 nm ــوج ــت در طول م ــط کش ــدورت محي ــری ک ــدازه گي ــلولی، از ان ــد س ــن رش ــرای تعيي  ب
به وســيله دســتگاه طيف ســنجی مرئی-فرابنفــش مــدل UNICAM 8۶20 اســتفاده  شــد. غلظــت يــون 
 .)Ryoo et al., 2000(کلرايــد آزادشــده، به عنــوان معيــاری از تجزيــه زيســتی انــدازه گيــری شــد
ــزر JENWAY مــدل۳04۵  و  ــون آنالاي ــا اســتفاده از دســتگاه ي ــد آزادشــده ب ــون کلراي ــدار ي مق
ــد  ــون کلراي ــدار ي ــری مق ــه منظــور اندازه گي ــری شــد. ب ــی )ISE( اندازه گي ــرود گزينشــی يون الکت
ــه زيســتی، دو نقطــه صفــر )کنتــرل( انتخــاب شــد کــه شــامل محيــط  آزادشــده ناشــی از تجزي
ــردار بــوده  کشــت بــدون باکتــری و محيــط کشــت دارای باکتــری و بــدون هرگونــه ترکيــب کل
 ۹۵۵2 EPA ــا دســتگاه، از روش ــری شــده ب ــدازه گي ــد ان ــون کلراي ــدار ي ــد مق ــرای تأيي اســت. ب
به عنــوان روش مکمــل اندازه¬گيــری يــون کلرايــد اســتفاده شــد )Keith, 1996(. تمامــی انــدازه 
گيــری هــا بــا ســه بــار تکــرار بــه انجــام رســيده و در مــواردی کــه خطــای ميانگيــن ارائــه نشــده، 

ــد. ــده ان ــن گزارش ش ــر ميانگي مقادي
اندازه گیری TCE به روش كروماتوگرافی گازی

 YL گازی  کروماتوگرافــی  دســتگاه  از  کلرواتيلــن  تــری  غلظــت  گيــری  انــدازه  به منظــور 
Instrument مــدل۶۵00 ســاخت کشــور کــره جنوبــی استفاده شــد. بــرای آمــاده ســازی نمونــه 

حــاوی TCE، از روش اســتخراج بــا تولوئــن استفاده شــد. بــرای ايــن منظــور در دو مرحلــه و هــر 
بــار بــه مقــدار  cm ۳۱ حــلال تولوئــن بــا اســتفاده از يک ســرنگ شيشــه ای کروماتوگرافــی گازی 
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ــور  ــه درون انکوبات ــدت ۱۵ دقيق ــه م ــا ب ــده و بطری ه ــق ش ــا تزري ــه ه ــری نمون ــه درون بط ب
شــيکردار بــا دور  rpm 200 و دمــایC° 2۵ قــرار گرفــت تــا اســتخراج انجــام گيــرد. پــس از 
آن، نمونــه بــه مــدت ۳0 ثانيــه بــا دور rpm ۱200 ســانتريفوژ 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 کلرواتيلــن ۹۵% بدســت آمــد. مقــدار   
ــه  ــل فوري ــاز تبدي ــا آشکارس ــی گازی ب ــتگاه کروماتوگراف ــه دس ــی ب ــاز آل ــه ف µl 0/۱ از نمون

 m ۳ بــه طــول TRGH ،تزريــق  شــد. ســتون دســتگاه گاز کروماتوگرافــی )FTIR( مــادون قرمــز
۳0 و قطــر داخلــی  mm 0/۵۳ بــوده و از گاز حامــل نيتــروژن بــا ســرعت  ۳cm / 4 minاســتفاده 
ــر داده شــد. دمــای  ــه تغيي ــا افزايــشC° ۱0 در هــر دقيق ــاC° ۱۶0 ب شــد. دمــای ســتون از ۵0 ت

تزريــق و آشکارســاز هــر دو درC° 280 تنظيــم گرديــد. 
ميــزان تجزيــه زيســتی از رابطــه زيــر محاســبه شــد. در ايــن رابطــه C و C0 بــه ترتيــب غلظــت 

و غلظــت اوليــه TCE مــی باشــند:
 (%)=(C_0-C)/C_0 *100 زيستی تجزيه

نتايج و بحث
 Sphingopyxis نتايــج اوليــه حاصــل از بررســی هــای تجربــی در ايــن پژوهــش، رشــد
ــذف  ــه ح ــادر ب ــويه ق ــن س ــه اي ــان داد ک ــوازی نش ــرايط ه ــران در ش ــه اي ummariensis جداي
ــات  ــه زيســتی ترکيب ــه تجزي ــادر ب ــردار اســت، درحالی کــه ق ــی آليفاتيــک کل ــات هيدروکربن ترکيب
ــن ســويه  ــه اي ــج نشــان داد ک ــزن نيســت. نتاي ــزن و دی کلروبن ــر کلروبن ــردار نظي ــک کل آروماتي
باکتريايــی می توانــد از تری کلرواتيلــن )TCE( بــه عنــوان تنهــا منبــع کربــن بــرای رشــد اســتفاده 
نمايــد بــه گونــه ای کــه در غلظــت هــای اوليــه 0/۵، 2/۵ و mM ۵ و پــس از 48 ســاعت )کــه باکتــری 
بــه فــاز نمايــی رشــد مــی رســد(، ميــزان تجزيــه زيســتی TCE معــادل بــا ۱8/2، ۱۷/۱ و ۶/ %۱۵ 
بدســت آمــد )ســتون هــای ســياه در شــکل 2(. بديــن ترتيــب، بــا افزايــش غلظــت ميــزان تجزيــه 
زيســتی TCE کاهــش مــی يابــد. تعــداد معــدودی باکتــری شناســايی شــده اســت کــه توانايــی حذف 
 . )Shukla et al., 2014( ــد ــن دارا باش ــع کرب ــا منب ــوان تنه ــه عن ــوازی ب ــرايط ه ¬¬¬ را در ش
ــت می باشــد. در  ــز اهمي ــن نظــر حائ ــق از اي ــن تحقي ــورد بررســی در اي ــران م ــی اي ســويه محل
پژوهــش حاضــر بــه منظــور افزايــش تجزيــه زيســتی TCE، اســتفاده از هــم سوبســترای مناســب 

ــا شــرايط کشــت، مــورد بررســی قــرار گرفــت. و ســازگاری باکتــری ب
TCE بررسی اثر هم سوبسترا بر تجزيه زيستی

ــه وســيله باکتری هــای  ــه زيســتی TCE ب ــه تجزي ــه گــزارش هــای موجــود در زمين ــا توجــه ب ب
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ــل/ ــترای، فن ــب هم-سوبس ــار ترکي ــذف TCE از چه ــی ح ــش تواناي ــور افزاي ــوازی، به منظ ه
نوترينــت بــراث، گلوکــز، گلوکز/عصــاره مخمــر و تولوئــن در شــرايط يکســان کشــت، اســتفاده 
شــد )Shulka et al., 2014, Zhang et al., 2013, Reij et al., 1995( و نتايــج آن در شــکل 
)۱( نشــان داده شــده اســت. براســاس نتايــج بدســت آمــده، اســتفاده از هم-سوبســترای گلوکــز/

ــات در  ــه ســاير ترکيب ــرد را نســبت ب ــن عملک ــه زيســتی 2۷%، بهتري ــا تجزي ــر ب عصــاره مخم
ــتی TCE در  ــه زيس ــزان تجزي ــه، مي ــی ک ــان داد. در حال ــت mM 2/۵ نش ــه TCE در غلظ تجزي
صــورت اســتفاده از فنل/نوترينــت بــراث، گلوکــز و تولوئــن بــه ترتيــب برابــر بــا ۱۳، 22/4 و 
۹% بــوده اســت. همچنيــن، اســتفاده از هــم سوبســترای گلوکز/عصــاره مخمــر رشــد ســلولی 
 OD( بيشــتری را بــه دنبــال داشــت بــه گونــه ای کــه افزايــش کــدورت حاصــل از رشــد ســلولی
۶00( از 0/۱۱ بــه 0/۵8 و نيــز افزايــش در تجزيــه زيســتی TCE از ۱۷/۱ بــه 2۷% )۱/۶ برابــر( 
مشــاهده شــد کــه نشــان دهنــده رابطــه ی مســتقيم تجزيــه زيســتی و رشــد ســلولی مــی باشــد. 
ــرار  ــاره ق ــورد اش ــز م ــر ني ــات ديگ ــوازی TCE در مطالع ــتی ه ــه زيس ــودن تجزي ــته ب وابس

.)Li et al., 2014( ــه اســت گرفت

 

شکل ۱: کدورت ناشی از رشد سويه )ستون سياه( و ميزان تجزيه زيستی TCE )ستون 

خاکستری( در غلظت mM 2/۵ و زمان 48 ساعت در حضور هم سوبسترای گلوکز/عصاره 

 TCE ۱00( و mg/l( تولوئن )0/۵ g/l( گلوکز ،)0/۵ g/l( فنل/نوترينت براث ،)0/۵ g/l ( مخمر

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

بررســی اثــر غلظــت TCE بــر تجزيــه زيســتی آن در بــازه 0/۵ تــا mM ۵ )شــکل 2( نشــان داد 
کــه در هــر دو حالــت اســتفاده از TCE بــه عنــوان تنهــا منبــع کربــن و اســتفاده از گلوکز/عصــاره 
مخمــر، بــا افزايــش غلظــت TCE ميــزان تجزيــه زيســتی کاهــش مــی يابــد. ايــن پديــده مــی توانــد 
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بــه دليــل مســموميت ســلول هــای باکتــری و رشــد کمتــر آنهــا در غلظــت هــای بالاتــر باشــد 
)Li  et al., 2014(. افــزودن هــم سوبســترای گلوکز/عصــاره مخمــر بــه محيــط کشــت حــاوی 
TCE در غلظــت هــای 0/۵، 2/۵ و mM ۵ اگرچــه بــه ترتيــب باعــث افزايــش تجزيــه زيســتی تــا 

۳0، 2۷ و ۱۶/۳% )افزايــش ۶4/8، ۵۷/8 و4/۵ درصــدی نســبت بــه اســتفاده از TCE بــه عنــوان 
ــا mM ۵ ميــزان تجزيــه زيســتی از  ــا افزايــش غلظــت از 0/۵ ت ــی ب تنهــا منبــع کربــن( شــد ول
۳0 تــا ۱۶/۳% کاهــش يافــت. در تمامــی مطالعــات صــورت گرفتــه در تجزيــه زيســتی TCE، بــا 
افزايــش غلظــت اوليــه TCE تجزيــه زيســتی آن کاهــش يافتــه اســت. در يکــی از ايــن تحقيقــات 
بــا اســتفاده از يــک کنسرســيوم باکتريايــی، بــا افزايــش غلظــت اوليــه TCE از mM  0/0۳ تــا 
mM 0/4 ميــزان تجزيــه زيســتی از ۳۶ تــا ۱۳% کاهــش يافتــه اســت )Han et al., 2007(. در 

مطالعــه ای مشــابه، در طــی فراينــد تجزيــه زيســتی بــا اســتفاده از يــک کنسرســيوم باکتريايــی، 
ــر از %20  ــا کمت ــزان حــذف از 80 ت ــا mM 0/8 مي ــه TCE ازM µ 0/۷ ت ــر غلظــت اولي ــا تغيي ب

  .)Li et al., 2014( کاهــش يافــت

 
شکل 2: تجزيه زيستی TCE در  غلظت های متفاوت به عنوان تنها منبع کربن )ستون سياه( و در 

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

ــده  ــتفاده ش ــتی TCE اس ــه زيس ــرای تجزي ــروف ب ــای متانوت ــه از باکتری ه ــی ک در مطالعات
اســت، متــان يــا متانــول بــه عنــوان هم-سوبســترا باعــث تجزيــه زيســتی TCE و يــا افزايــش 
تجزيــه زيســتی شــده اســت )Tiehm and Schmidt, 2011(. در تحقيقــی ديگــر با کنسرســيوم 
باکتريايــی، هنگامــی کــه از TCE بــه عنــوان تنهــا منبــع کربــن در غلظــت mM 0/00۷ اســتفاده 
ــم  ــوان ه ــه عن ــل ب ــتفاده از فن ــس از اس ــی پ ــد ول ــاهده نش ــتی TCE مش ــه زيس ــد، تجزي گردي
سوبســترا، 80 % از TCE پــس از ۳ روز حــذف گرديــد )Li et al., 2014(. همچنيــن، بــا افــزودن 
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گلوکــز بــه محيــط کشــت ســويه Stenotrophomonas maltophilia  PM102 کــه 
TCE بــه عنــوان تنهــا منبــع کربــن را داشــته، رشــد ســلول  توانايــی تجزيــه زيســتی 
ــترا  ــم سوبس ــتفاده از ه ــا اس TCE ب ــتی  ــه زيس ــزان تجزي ــه مي ــه و در نتيج ــش يافت افزاي
افزايــش يافــت )Mukherjee and Roy, 2013(. در تحقيــق حاضــر نيــز نتايــج مشــابه بدســت 
آمــد، بنابرايــن، علــت افزايــش حــذف TCE در کنــار گلوکز/عصــاره مخمــر، افزايــش بيشــتر رشــد 

ســلولی )OD ۶00( بــا اســتفاده از ايــن هــم سوبســترا  بــوده اســت.
TCE بررسی سازگارنمودن باكتری بر تجزيه زيستی

 Sphingopyxis ummariensis از کشــت متوالــی TCE به منظــور افزايــش ميــزان تجزيه زيســتی
جدايــه ايــران رای ســازگار نمــودن آن بــا تری-کلرواتيلــن بــا غلظــت mM ۵ اســتفاده شــد. پــس 
ــوان  ــتفاده از TCE به عن ــان و اس ــرايط يکس ــتی TCE در ش ــه زيس ــزان تجزي ــازگاری، مي از س
تنهــا منبــع کربــن در غلظــت mM ۵ پــس از گذشــت 48 ســاعت، 2/۵ برابــر نســبت بــه قبــل از 
ــه  ــه و از ۱۵/۶ بــه ۳۹/۱% رســيد. همچنيــن، تجزي ــد ســازگار کــردن باکتــری افزايــش يافت فراين
زيســتی TCE بــا غلظــت mM ۵ درشــرايط هــم سوبســترا درحضــور گلوکز/عصــاره مخمــر بــا 
غلظــت مشــابه و پــس از ســازگاری، بــه 4۳% افزايــش يافــت، در حالــی کــه پيــش از ســازگاری 
۱۶/۳% انــدازه گيــری شــد. بــا توجــه بــه نتايــج حاصــل، تاثيــر ســازگاری بــر تجزيــه زيســتی 
ــه ســويه  ــی آن اســت ک ــان دهنده ــوده و نش ــم سوبســترا ب ــش ه ــتر از افزاي TCE بســيار بيش

مــورد مطالعــه پــس از ســازگاری، دارای فعاليــت آنزيم هــای موثــر بيشــتری در تجزيــه زيســتی 
TCE نســبت بــه قبــل از ســازگاری مــی باشــد )Sedighi et al., 2016(. همچنيــن عامــل ديگــر 

در افزايــش تجزيــه زيســتی TCE، پــس از ســازگار نمــودن ســويه، افزايــش رشــد ســلولی بــوده 
اســت بــه گونــه ا ی کــه پــس از ســازگاری، OD ۶00 محيــط کشــت تقريبــاً چهــار برابــر شــده و از 
0/۱۱ بــه 0/4۵ رســيد. تجزيــه زيســتی وابســته بــه رشــد بــوده و افزايــش تــوده ســلولی معمــولًا 

  .)Sedighi et al., 2016, Li et al., 2014( باعــث افزايــش تجزيــه زيســتی مــی گــردد
اثــر ســازگار نمــودن ســلول هــا بــر ســينتيک رشــد و تجزيــه زيســتی TCE نيــز مــورد بررســی 
قــرار گرفــت و نتايــج آن در شــکل )۳( ارائــه شــده اســت. نتايــج نشــان داد کــه پــس از ســازگاری، 
ــه ۳2  ــی از 48 ســاعت ب ــه رشــد نماي ــرای رســيدن ب ــه و زمــان لازم ب ــر کاهــش يافت ــاز تاخي ف
ــل  ــش قاب ــان افزاي ــان يکس ــلولی در زم ــوده س ــزان ت ــن، مي ــد. همچني ــی ياب ــش م ــاعت کاه س
توجهــی داشــته اســت. هنگامــی کــه ســويه باکتريايــی ســازگار شــده، بــرای ســه بــار در محيــط 
ــزان  ــان مي ــه هم ــه و ب ــش يافت ــتی TCE کاه ــه زيس ــزان تجزي ــود، مي ــت داده ش ــد TCE کش فاق

حــذف قبــل از شــرايط ســازگاری مــی رســد.
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شکل ۳: سينتيک رشد  Sphingopyxis ummariensisجدايه ايران پيش )¬( و پس )¬( از 

 mM پيش )¬( و پس )   ( از سازگاری در غلظت اوليه TCE سازگاری و سينتيک تجزيه زيستی

 2/۵

ــزودن هــم سوبســترای گلوکز/عصــاره  ــری و اف ــر همزمــان ســازگارنمودن باکت جــدول ۱: تاثي
مخمــر را بــر تجزيــه زيســتی TCE در غلظــت هــای مختلــف ارائــه نمــوده اســت. همانگونــه کــه 
از نتايــج مشــاهده مــی شــود، اثــر افــزودن هــم سوبســترا در غلظــت هــای پاييــن TCE بيشــتر 
بــوده بــه گونــه ای کــه بيشــترين تجزيــه زيســتی TCE در غلظــت mM 0/۵ برابــر بــا ۹4/8% و 
در شــرايط پــس از ســازگاری و افــزودن هــم سوبســترای گلوکز/عصــاره مخمــر بدســت آمــد.

ــا  ــل مقايســه ب ــس از ســازگاری ســويه، قاب ــالا پ ــای ب ــه زيســتی TCE در غلظت ه ــزان تجزي مي
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ــات  ــر از ســاير مطالعــات مــی باشــد. بيشــتر تحقيق ســاير مطالعــات و در برخــی از مــوارد بهت
صــورت گرفتــه در تجزيــه زيســتی TCE بــا اســتفاده از يک باکتــری، در غلظت هــای پايين بــوده و در 
 .)Shukla et al., 2014( غلظت هــای بــالا معمــولاً از کنسرســيوم باکتريايــی اســتفاده شــده اســت
بهتريــن عملکــرد گــزارش شــده در تجزيــه زيســتی TCE در غلظــت بــالای TCE، بــا اســتفاده از 
يــک کنسرســيوم باکتريايــی دی آزوتروفيــک بــوده کــه در غلظــت اوليــه mM ۷/۶ از TCE، ميــزان 
8۵% تجزيــه زيســتی بــا ســرعت mg/l.h 0/2گــزارش شــده اســت )Shukla et al., 2010(. در 
 TCE 0/4 توانايــی حــذف ۱۳% از mM تحقيقــی ديگــر، کنسرســيوم باکتريايــی در غلظــت اوليــه
ــويه    ــر س ــه ب ــورت گرفت ــی ص ــت )Kocamemi and Çeçen, 2005(. در بررس ــته اس را داش
ــت  ــس از گذش ــويه پ ــن س ــتی TCE، اي ــه زيس Rhodococcus erythropolis JE ۷۷، در تجزي
۶0 ســاعت و در غلظــت اوليــه mM ۱/۱، تمامــی TCE را بــا ســرعت mg/l.h 2/4 حــذف نمــود. 
 .)Ewers et al., 1990( در ايــن مطالعــه از ايزوپــرن بــه عنــوان هــم سوبســترا اســتفاده گرديــد
 %4۳ ،mM۵  بــر اســاس نتايــج حاصــل تحقيــق حاضــر، ميــزان تجزيــه زيســتی در غلظــت اوليــه
ــت.  ــوده اس ــاعت ب ــت ۳2 س ــازگاری و گذش ــس از س ــتی mg/l.h 8 پ ــه زيس ــرعت تجزي و س
ــی ايــران مــورد مطالعــه پــس از  بــر اســاس نتايــج بدســت آمــده، ســرعت حــذف باکتــری محل
ســازگاری، مقاديــر بالاتــری را در مقايســه بــا ســاير تحقيقــات ارائــه داده اســت. بديهــی اســت 
کــه در صــورت ادامــه رشــد در زمــان هــای بالاتــر در يــک راکتــور مناســب، امــکان دســتيابی بــه 

مقاديــر بالاتــر تجزيــه زيســتی امــکان پذيــر مــی باشــد. 
 0/5 mM در غلظت TCE تجزيه زيستی

ــی  ــت م ــط کش ــد در محي ــون کلراي ــازی ي ــه آزاد س ــر ب ــتی TCE منج ــه زيس ــه تجزي ــا ک از آنج
ــا اســتفاده از  ــط کشــت ب ــد محي ــون کلراي ــرات غلظــت TCE و ي ــه تغيي شــود، در شــکل )4( رابط
Sphingopyxis ummariensis جدايــه ايــران و بــا بــه کاربــردن هــم سوبســترای گلوکز/عصــاره 
مخمــر نســبت بــه زمــان در غلظــت اوليــه mM TCE 0/۵ نشــان داده شــده کــه مربــوط بــه شــرايط 
پــس از ســازگاری باکتــری اســت. همانگونــه کــه مشــاهده می-شــود بــا کاهــش غلظــت TCE در 
اثــر تجزيــه زيســتی، غلظــت يــون کلرايــد افزايــش يافتــه اســت. بــا توجــه بــه ايــن نتايــج مــی تــوان 
نتيجــه گرفــت کــه تغييــرات TCE در ايــن آزمايشــات ناشــی از تجزيــه زيســتی TCE بــوده و در طی 

.)Ryoo et al., 2000( کلرزدايــی صــورت گرفتــه اســت ،TCE فراينــد تجزيــه زيســتی
ــه رشــد نمايــی  ــه زيســتی TCE در مرحل ــد تجزي ــج ايــن منحنــی بيانگــر آن اســت کــه فراين نتاي
انجــام مــی شــود، ايــن موضــوع در ســاير باکتری هــا هــوازی و بی هــوازی نيــز گــزارش شــده 

.)Li et al., 2014, He et al., 2005, Guo et al., 2001( اســت
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 شکل 4. تغييرات غلظت يون کلرايد به وسيله Sphingopyxis ummariensis جدايه ايران سازگارشده 
)●( و غلظت TCE )¬( در غلظت اوليه mM 0/۵ نسبت به زمان با باکتری سازش يافته در حضور هم 

سوبسترای گلوکز/عصاره مخمر

همانطــور کــه در شــکل نشــان  داده  شــده اســت، در غلظــت  mM 0/۵ تری کلرواتيلــن و در 
ــوان هــم سوبســترا، بيشــترين غلظــت  ــا غلظــت g/l 0/۵ به عن ــر ب حضــور گلوکز/عصــاره مخم
يــون کلرايــد )حــذف زيســت TCE( در انتهــای فــاز لگاريتمــی و زمانــی کــه کــدورت نمونــه افزايش 
می يابــد حاصــل شــده اســت. افزايــش ســرعت رشــد باکتــری بــا ميــزان حــذف ارتبــاط مســتقيم 
ــد.  ــش می ياب ــز افزاي ــذف ني ــد ح ــری، درص ــت باکت ــط کش ــدورت محي ــش ک ــا افزاي ــته و ب داش
ايــن ارتبــاط در ســاير ســويه هايی کــه قبــلًا در تجزيــه زيســتی TCE جداســازی شــده انــد نيــز 

.)Li et al., 2014, He et al., 2005, Schroth et al., 2001( ــت ــده اس ــزارش گردي گ
ــی  ــورد بررس ــز م ــن ني ــاير محققي ــط س ــن توس ــای پايي ــت ه ــتی TCE در غلض ــه زيس تجزي
قــرار گرفتــه اســت. در غلظــت مشــابه mM 0/۵ بــا اســتفاده از يــک کنسرســيوم باکتريايــی 
ــزارش  ــت، حــذف ۶۳% گ ــور بســتر ثاب ــک راکت ــان در ي ــم سوبســترای مت ــا ه ــروف ب متانوت
شــده اســت )Fennell et al., 1992(. در مطالعــه ديگــری در غلظــت اوليــه mM 0/00۷، درصــد 
  Pseudomonas putida F1تجزيــه زيســتی ۷0-۶0% پــس از گذشــت 80-۶0 ســاعت بــا ســويه
ــابه  Pseudomonas putidaدر  ــی مش ــت )Fan and Scow, 1993(. گونه ــده اس ــزارش ش گ
 0/00۷ mM ســال 20۱0 مــورد بررســی قــرار گرفتــه و نشــان داده شــده کــه در غلظــت اوليــه
ــه اســت )Chen et al., 2008(. در گزارشــی  ــدت 2۷ ســاعت، ۱00% حــذف انجــام گرفت و در م
ديگــر، از کنسرســيوم باکتريايــی متشــکل از  Methylomonas sp. GD1, GD2, GD3 اســتفاده 
شــد کــه پــس از گذشــت  ۱۶8 و در غلظــت اوليــه TCE  mM 0/00۶ بيــش از ۹۹% تجزيــه 
زيســتی TCE بــه دســت آمــد )Di Spirito et al., 1991(. در مــورد کنسرســيوم باکتريايــی دی 
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ــزارش  ــذف گ ــه µM ۱/۵ از TCE ، ۱00% ح ــت اولي ــت  h۱ و در غلظ ــس از گذش ــروف پ آزوت
ــوازی  ــری ه ــيوم باکت ــات، کنسرس ــياری از مطالع ــت )Shukla et al., 2010(. در بس ــده اس ش
ــت  ــوده اس ــک ب ــای متانوتروفي ــس باکتری-ه ــتی TCE از جن ــه زيس ــتفاده در تجزي ــورد اس م
)Tiehm and Schmidt, 2011(. بــه عنــوان مثــال، بــا اســتفاده از کنسرســيوم متانوتروفيــک و 
 0/00۶ mM  و در حضــور متــان و هــوا بــا نســبت )۱:۵( و در غلظــت اوليــهMethylocystis sp. 

از TCE، ميــزان تجزيــه زيســتی ۶0% گــزارش شــده اســت )Shukla et al., 2009(.  بــا توجــه بــه 
نتايــج بدســت آمــده در ايــن پژوهــش و مقايســه عملکــرد Sphingopyxis ummariensis جدايــه 
ــن  ــرد اي ــه عملک ــت ک ــوان نتيجــه گرف ــا ســاير ســويه های هــوازی گــزارش شــده، می ت ــران ب اي

ــوده اســت.  ــا ســاير ســويه ها ب ــل مقايســه ب ــن TCE، قاب ــای پايي ســويه در غلظت ه
در بررســی تجزيــه زيســتی TCE، ســرعت حــذف از اهميــت بيشــتری برخــوردار مــی باشــد کــه 
نتايــج مطالعــات ســاير پژوهشــگران در غلظــت هــای پاييــن در ادامــه مــورد اشــاره قــرار گرفتــه 
و بــا نتايــج تحقيقــات حاضــر مقايســه شــده اســت. از ميــان باکتری هــای هــوازی تجزيــه کننــده 
تری کلرواتيلــن، باکتــری Methylosinus trichosporium OB3b در طــی مــدت زمــان20 دقيقــه 
 Tsien et al.,( ۱0/۵ حــذف نمــوده اســت mg/l.h 80 بــا ســرعت μM را در غلظــت TCE ۱00% از
 TCE 1989(. ايــن ســويه بــا توجــه بــه گــزارش منتشــر شــده بيشــترين ســرعت تجزيــه زيســتی

را در غلظــت هــای پاييــن داشــته اســت. ســويه Methylomonas methanica ۶8-۱ 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 بهتريــن شــرايط آزمــون تحقيــق حاضــر، درصــد تجزيــه 
زيســتی TCE در حضــور گلوکز/عصــاره مخمــر بــه وســيله ســويه ســازگار شــده و در غلظــت 
mM 0/۵، پــس از گذشــت h 48 برابــر بــا ۹4/8% بــوده و ســرعت تجزيــه زيســتی بــه وســيله 

Sphingopyxis ummariensis جدايــه ايــران برابــر بــا mg/l.h ۱/۶ اندازهگيــری شــد. اگرچــه، 
ســرعت تجزيــه زيســتی کمتــری نســبت بــه مطالعــات پيشــين به¬دســت آمــده ولــی بايــد توجــه 
نمــود کــه غلظــت مــورد مطالعــه بيشــتر از غلظــت هــای بــه کار بــرده شــده در ســاير مراجــع 

بــوده اســت.  
نتايــج ايــن تحقيــق نشــان داد کــه ۶0% از کل اتم هــای کلــر موجــود در TCE پــس از ســازگاری در 
غلظــت mM 0/۵، آزاد شــده اســت و بديــن معنــا اســت کــه معدنــی ســازی بــه طــور کامــل انجــام 
نشــده و هنــوز در فراينــد تجزيــه زيســتی در شــرايط آزمــون، ترکيــب آليفاتيــک کلــردار باقــی 
مــی مانــد. ايــن مســئله را مــی تــوان بــا بهينــه ســازی شــرايط کشــت و اســتفاده از کنسرســيوم 

 .)Tiehm and Schmidt, 2011( باکتــری حــل نمــود
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نتیجه گیري
ــم  ــزودن ه ــون اف ــی همچ ــتفاده از راهکارهاي ــا اس ــه ب ــد ک ــان داده ش ــه نش ــن مطالع در اي
سوبســترا و ســازگار نمــودن Sphingopyxis ummariensis جدايــه ايــران، تجزيــه زيســتی 
ــد. اســتفاده از هــم سوبســترای گلوکــز/ ــادی افزايــش مــی ياب ــدار زي ــه مق ــن ب ــری کلرواتيل ت

عصــاره مخمــر بــه دليــل افزايــش تــوده ســلولی، بيشــترين تاثيــر را در افزايــش تجزيــه زيســتی 
نشــان داد. افزايــش غلظــت TCE باعــث کاهــش تجزيــه زيســتی در بــازه 0/۵ تــا mM ۵ شــد. 
 TCE پــس از ســازگاری ســويه بــا غلظــت هــای بــالا، افزايــش قابــل توجهــی در تجزيــه زيســتی
مشــاهده شــد و ســرعت تجزيــه زيســتی تــری کلرواتيلــن در غلظــت هــای بــالا بيشــتر از ســويه 
ــه و اســتفاده از ســويه ســازگار شــده،  ــه دســت آمــد. در شــرايط بهين هــای گــزارش شــده ب
در حضــور گلوکز/عصــاره مخمــر و در غلظــت mM 0/۵، ۹4/8% از TCE تجزيــه شــده و %۶0 
از کل اتــم کلــر موجــود در آن آزاد شــد. نتايــج بدســت آمــده نشــان داد کــه بــا بهينه-ســازی 
شــرايط کشــت Sphingopyxis ummariensis جدايــه ايــران، مــی تــوان بــه تجزيــه زيســتی 

بــالا بــه وســيله ايــن ســويه دســت يافــت.
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