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 تجزیه زیستی آلاینده های تیوفنی توسط کنسرسیوم میکروبی جدا شده از استان فارس 

 2، محمد برشان تشنیزی7*فاطمه داودی دهاقانی
 استادیار، گروه مهندسی علوم زیستی،  2استادیار، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، واحد تهران مرکزی، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران،  1

 دانشکده علوم و فنون نوین، دانشگاه تهران، تهران، ایران.

 چکیده

 امروزه خاک ها و آب های آلوده به ترکیبات نفتی، از معضلات محیط زیست هستند. بخش عمده ای از اثرات  سابقه و هدف:

است که شواهد روزافزونی مبنی بر سمیت و  دی بنزوتیوفن و مشتقات گوگردی دیگر  بار نفت، ناشی از ترکیبات تیوفنی مانند زیان

زایی و نیز پایداری نسبی آنها در طبیعت وجود دارد. هدف از این پژوهش، بررسی امکان تجزیه تعدادی از این آلاینده ها  سرطان

 توسط مجموعه میکروارگانیسم هایی است که در سال های متمادی در مواجهه با گازوئیل گسترش یافته اند.

به منظور امکان سنجی مصرف دی بنزوتیوفن توسط سه کنسرسیوم میکروبی جدا شده، ابتدا محیط های رشدی با مواد و روش ها: 

در ادامه به منظور .  دی بنزوتیوفن به عنوان تنها منبع گوگردی ساخته شد و بیوماس میکروارگانیسم ها در ده روز دنبال گردید

اثر   هیدروکسی بای فنیل ردیابی شد. همچنین-2تخمین مسیر متابولیک تجزیه کننده این ترکیب، در محیط رشد کنسرسیوم برگزیده، 

 و مقایسه گردید. کربوکسیلیک اسید سنجش-2 متیل تیوفن و تیوفن-2کنسرسیوم منتخب بر تیوفن، 

هیدروکسی -2افزایش توده زیستی و حذف دی بنزوتیوفن در حضور یکی از کنسرسیوم های میکروبی و نیز ظاهر نشدن :  یافته ها

متیل تیوفن -2بود. این کنسرسیوم تیوفن و   S4  بای فنیل، نشان دهنده توانمندی آن کنسرسیوم در تجزیه این ترکیب، با مسیری غیر از

 را نیز مصرف نمود.

 فعالیت و گستره سوبسترایی این کنسرسیوم در مقایسه با میکروارگانیسم های شناخته شده دیگر، آن را به عنواننتیجه گیری:  

 پاکسازی آلاینده های تیوفنی معرفی می کند.    بیوکاتالیستی ارزشمند در

 .تجزیه زیستی، تیوفن، کنسرسیوم میکروبی، گازوئیلواژگان کلیدی: 

 69دی ماه پذیرش برای چاپ:   69آذر ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: تهران، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد تهران مرکزی، گروه زیست شننناسنی.

 fat.davoudi@iauctb.ac.irپست الکترونیک:  42100944122تلفن:    

 م دمه     

نفت همواره از طری  حوادثی مانند شکستگی خ و  لوله و                                                            

 های نفنت           کشتی     های جزیی و طولانی مدت و یا از لاشه                                  نشت   

کش به طبیعت راه یافته و سلامت انسان و سناینر منوجنودات                                                   

(. بخش عمده ای از اثنرات                         1- زنده را به خ ر می اندازد                            

زیانبار نفت در محیط های آلوده شده، ناشی از ترکیبات تیوفنن                                                          

( و مشتقات آن اسنت. اننوا                              دار مانند دی بنزو تیوفن                           

از خانواده ترکینبنات چننند                             تیوفن های متراکم از جمله                          

آروماتیک گوگردی به شمار می روند و                                       ای هتروسیکلیک               حلقه    

به نظر می رسد که مانند سایر اعضای اینن خناننواده دارای                                                     

زایی باشند. این تنرکنینبنات در                              پتانسیل ایجاد جهش و سرطان                         

هنا        های آلوده شده، آثار سمی  ابل توجهی بر اکوسیستم                                                  محیط    

، ژاکوب به بررسی اثر چندینن تنرکنینب                                  1664دارند. در سال               

ای گوگردی و مشنتنقنات                      هتروسیکلیک آروماتیک چند حلقه                            

هنا پنرداخنت کنه                متیله آنها بر موش های  حرایی و موش                                    

 زایی بالایی را از برخی از آنها مشاهنده ننمنود                                           فعالیت سرطان              

های آروماتیک                (. در گزارش های متعدد، ت ثیر هتروسیکلیک                                         0    

ای گوگردی بر دافنی ماگنا بررسی شده اسنت. بنه                                              چند حلقه        
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 دی بنزو تیوفن و بنزوتیوفن، توسط ایستمنونند                                                طور م ال          

    Eastmond                        گنرم در          میلی      1  9و     099 4( و همکاران برابر با

زاینی و          زایی و سرطنان              (. پتانسیل جهش               لیتر گزارش گردید                    

سمیت این ترکیبات با توجه به استعدادشان برای تنجنمنع در                                                     

کننند.        های زنده اهمیت بیشتری پنیندا منی                               های ارگانیسم                بافت    

های اسنتنخنلاف             بعضی از آبزیان دریایی که با دی بنزو تیوفن                                         

حضور این              شده نفت آلوده شده اند تا سه سال پ  از آلودگی،                                             

(. در برخنی از                ترکیبات را در بافت های خود نشان داده اند                                            

م العات اخیر برای حذف آلودگی های نفتی از کنسرسیوم های                                                       

 (.      9میکروبی استفاده شده است                           

آلاینده های تیوفنی، ترکیباتی نسبتا  پایدار در محیط های زنده و                                                              

و مشتقات آلکیله آن در بین                                باشند. در وا ع                  غیر زنده می           

ترکیبات آروماتیک نفت از پایدارترین مواد در مقابل تجزیه                                                        

(. این مو و ، عزم جهانی را جهت یافتن راه                                          2و     1باشند           می  

حل هایی برای پاک سازی اکوسیستم ها از این آلاینده ها به                                                       

دنبال داشته است. جست وجوی میکروارگانیسم های توانمند                                                     

تجزیه کننده این ترکیبات، یکی از حوزه های تحقیقاتی                                                   

 (.    14و     6پرطرفدار در این باره می باشد                                

پژوهش حا ر با هدف یافتن میکروارگانیسم هایی جدید و                                                   

بومی ایران، با توانایی تجزیه ترکیبات تیوفنی و پاکسازی زیستی                                                             

 خاک های آلوده به نفت و این آلاینده ها  ورت گرفت.                                               

 مواد و رو  ها             

تمامی مواد شیمیایی مورد استفاده در این تحقی  از شرکت                                                      

اشتات، آلمان( خریداری شدند. استونیتریل و اتیل                                               -مرک  دارم         

تهیه شدند و سایر مواد دارای درجه                                        استات با درجه               

آنالیزی بودند. تمامی محلول ها و محیط ها در آب دیونیزه تهیه                                                            

شدند. م العه حا ر به شکل تجربی و در مراحل زیر  ورت                                                    

 گرفته است:          

 ال ( نمونه برداری از خاک های مستعد رشد                                        
با توجه به            میکروارگانیسم های تجزیه کننده ترکیبات تیوفنی:                                               

حضور مقادیر نسبتا  بالای ترکیبات تیوفنی در برش نفتی                                                    

گازوئیل به منظور یافتن میکروب های جدید مصرف کننده این                                                       

ترکیبات، از خاک های آلوده به گازوئیل مناط  اطراف پم                                                       

بنزین هایی در سه شهرستان  گویم، دوکوهک و س یدان در                                                    

استان فارس، نمونه برداری  ورت گرفت. خاک های جمع                                                 

آوری شده در ظروف شیشه ای استریل مجزا به شکل نیمه پر                                                     

 انباشته و به آزمایشگاه منتقل شدند.                                  

ب( رشد و تک یر میکروارگانیسم ها و تهیه سوس انسیون سلولی:                                                          

برای تک یر میکروب های موجود در خاک هنای جنمنع آوری                                                 

میلی لیتر محینط غنننی                      144شده، ابتدا یک گرم از هر خاک به                                

میلی لیتری ا افه شند.                        44 استریل نوترینت آگار در ارلن های                                 

گرماگنذاری             r m    1 4    درجه سلیسیوس و                    4 ارلن ها در دمای                 

روز، از محیط کدر هر یک از ارلن هنا ینک                                        14شدند. پ  از             

میلی لیتر برداشته شد. میکروب های تک یر شده به دست آمده از                                                           

سه خاک، با سانتریفیوژ از محیط رشد جدا شدند. مواد ناخواسته                                                           

برون سلولی شامل ترکیبات گوگرد دار مختل ، تا حد امکان بنا                                                         

مولار از س   سلول هنا                       1 4دو بار شست و شو با بافر فسفات                               

حذف شدند. سلول ها پ  از معل  شدن دوباره در یک منینلنی                                                    

جهت بررسی تواناینی مصنرف ینکنی از                                   ، انتخابی       لیتر محیط           

 (.  11آزموده شدند                   ترکیبات تیوفنی، به عنوان منبع گوگرد                                   

از آنجایی که اغلب باکتری ها و                                   :        ( تهیه محیط انتخابی                      

 ار  های مصرف کننده ترکیبات تیوفنی، ترکیبات ساده تر و در                                                          

دسترس تر گوگردی مانند سولفات، سیست ین، متیوننینن و دی                                                     

متیل سولفوکسید را ترجی  داده و حضور این ترکیبات، فعالینت                                                         

گوگردزدایی آنها را از ترکیبات تیوفنی به شدت مهار می کننند،                                                          

برای جداسازی میکروارگانیسم های تجزیه کننده آلایننده هنای                                                       

تیوفنی، محیط پایه ای عاری از هر منبع گوگردی و واجد هنمنه                                                        

ترکیبات دیگری که معمولا برای چنین میکروارگانیسنم هناینی                                                     

(. در تحقی  این حنا نر                      12 روری یا مفید هستند، آماده شد                                 

 نام گرفت. این محینط بنا منخنلنو  شندن                                      این محیط          

( من نابن           و ویتامیننی                   ، فلزی           محلول های بافری                 

پیش از شرو                   برای تهیه محیط پایه                         ساخته شد.           1جدول      

میلی        14،    میلی لیتر محلول                   1444آزمایش و مرحله به مرحله،                          

با یکدیگر منخنلنو                     و یک میلی لیتر محلول                         لیتر محلول            

شدند. به منظور آزمودن تاثیر منابع کربنی مختلن  بنر  ندرت                                                       
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 گوگردزدایی میکروارگانیسم های سه مجمنوعنه منینکنروبنی،                                                 

محیط های پایه ی جداگانه ای با یکی از منابع کربنی گنلنوکنز،                                                         

 (.       1گرم در لیتر تهیه شد                          اتانول یا گلیسرول به غلظت                           

در بسیاری از تحقیقات، آزمون توانمندی میکروارگانیسم ها در                                                          

آغاز می شنود. اینن                       کسب گوگرد از ترکیبات تیوفنی، با                                 

م العه نیز با بررسی رفتار سه کنسرسیوم میکروبی جدا شده در                                                          

، که از استوک اتانولی                          میلی مولار              2 4محیط های حاوی               

به عنوان تنها ترکیب گوگرد دار ا افه می گردید، آغاز شد کنه                                                          

 نام گرفت.                 این محیط انتخابی،                   

معمولا  میکروارگانیسم هایی که از ترکیبات آلنی منوجنود در                                                      

محیط، همانند ترکیبات تیوفنی نفت، استفاده می کنننند، دارای                                                         

بیوسورفکتانت های زیستی س حی یا رها شده هسنتننند کنه                                                 

تشکیل امولسیون سلولی در محیط آلی را تسهیل می کند. به هر                                                         

حال بر پایه تجربیات مشابه  بلی و به منظور افزایش اخنتنلا                                                         

ترکیب آلی تیوفنی با محیط رشد آبی و تضنمنینن دسنتنرسنی                                                 

و        میکروارگانیسم ها به منبع گوگرد، آزمایش مصنرف                                             

سایر ترکیبات تیوفنی در مراحل بعد با افزودن غنلنظنت ینک                                                    

 ، به عنوان یک سورفکتانت غیر یوننی اننجنام                                        24در د تویین            

 (.      10شد      

توسط کنسرسیوم های میکروبی:                                 د( بررسی امکان مصرف                     

 ساخته شده، در شرایط اسنتنرینل و در                                       محیط های          

میلنی لنینتنری              44 میلی لیتری در ارلن های                          144حجم های         

ریخته شد و پ  از تلقی  شدن با حجم یک ینا دو در ندی                                                  

سوس انسیون های سلولی جدا شده از محیط هنای غنننی، در                                                  

به مدت ده روز گنرمناگنذاری                           r m    244  شیکر انکوباتوری با                  

شدند. از آنجایی که طب  م العات  ورت گرفته تقریبا  در تمام                                                           

باکتری های معتدل دوست  ادر به گوگردزدایی، بهترین دمنای                                                       

(. در اینجا نیز اینن                      1درجه سلیسیوس می باشد                          4 عملکرد        

دما برای آزمودن توانایی گوگردزدایی ترکیبات تیوفنی تنوسنط                                                        

تنهنا           کنسرسیوم های میکروبی برگزیده شد. از آنجایی که                                               

ترکیب گوگرد دار محیط های رشد بنود، وزن خشنک تنوده                                                

سلولی نهایی در ارلن ها، معیاری برای توانایی کنننسنرسنینوم                                                      

در آن محیط در نظر گرفنتنه                              میکروبی مربوطه در مصرف                        

شد. هر آزمون به طور مستقل سه تکرار  حنین  داشنت. بنه                                                  

منظور نمایش پراکندگی داده ها در هر نق ه، میانگین ها همنراه                                                           

 (.    10با انحراف معیار اعلام گردید                              

 ه( تعیین وزن سلول خشک کنسرسیوم های میکروبی در                                               

در سوس انسیون های حا ل از رشد                               محیط های رشد انتخابی:                       

 (    کنسرسیوم های میکروبی مختل ، وزن سلول خشک                                              

به عنوان واحد بیوماس، در نظر گرفته شد. برای تعیین آن،                                                       

میکرونی عبور                2 4مخلو  های میکروبی از فیلتر های غشایی                                      

  144داده شدند. رسوبات سلولی به جا مانده بر  افی، در دمای                                                      

درجه سلیسیوس در آون  رار گرفتند. فیلترهای یاد شده در                                                      

زمان های مختل  توزین شدند. این کار تا زمانی که سلول ها                                                        

به طور کامل خشک شده و کاهش وزن نشان نمی دادند ادامه                                                     

یافت. در این مرحله با محاسبه اختلاف وزن کاغذ  افی،  بل                                                       

و بعد از نشست سلول ها، وزن سلول خشک موجود در                                              

 B (2/1 pH)7محلول بافری 

 گلوکز یا اتانول یا گلیسرول گرم  
 K 2 O4 گرم  
 K2  O4 گرم 0
 N 4 l گرم 1
 g l2.6 2O  گرم 2 4
 a l2  گرم 42 4
 Na l گرم 41 4
 آب دوبار تق یر لیتر 1

 Mمحلول فلزی 
2 

 Fe l2.4 2O گرم   4

 Zn l2 گرم   4

 n l2.4 2O  گرم   4

 Na2 oO4.2 2O گرم 1 4

 u l2  گرم  4 4

 Na2 O4.2 2O گرم  4 4

 l   میلی مول 124

 آب دو بار تق یر لیتر 1

 Vمحلول ویتامینی 
5 

 alcium  antothenate  گرم 40 4

 Inositol گرم 42 4

 Niacin گرم 40 4

 yridoxine hydrochloride  گرم 40 4

 Aminobenzoic acid-  گرم 42 4

 yanocobalamine  گرم  4444 4

 آب دو بار تق یر میلی لیتر 144

    .ترکیبات و نحوه آماده سازی محیط : 1جدول 

 این محلول ها پ  از تهیه، با اتوکلاو استریل می گردند.2و  1
این محلول پ  از تهیه، به کمک فیلتراسیون استریل می گردد. این ویتامین به  ورت محلول  

 نگهداری می شد. o 0 ساخته شده و در دمای  X144 استوک



 فاطمه داودی دها انی و همکاران تجزیه زیستی آلاینده های تیوفنی توسط کنسرسیوم میکروبی جدا شده از استان فارس.  .61 1ها، سال یازدهم، شماره دوم تابستان  دنیای میکروب

 

180 

 (.  19مخلو  های میکروبی تعیین و مقایسه گردید                                          

     :و( تعیین الگوی رشد کنسرسیوم میکروبی مصرف کننده                                                
پ  از انتخاب توانمندترین کنسرسیوم میکروبی در تجزیه                                                    

برای اطلا  از نحوه رشد آن، الگوی افزایش توده سلولی                                                        

دارای مناسب ترین منبع کربنی در                                      مربوطه در محیط                

طول زمان، رسم گردید. به منظور رسم منحنی رشد از                                                

میکروارگانیسم های تازه شسته شده و معل  شده این                                                

در دی به سه ارلن یک لیتری حاوی                                  2کنسرسیوم، تلقیحی                  

 ورت پذیرفت. ارلن ها به                               میلی لیتر محیط                  244

دور       244و     o     4 روز در شیکر انکوباتوری با دمای                                  1مدت     

در د یقه نگهداری شدند. در این مدت در فوا ل زمانی                                                  

مناسب، بسته به سرعت رشد و کدورت محیط کشت، حجم                                               

  994مناسب مورد نیاز از هر محیط برای خوانش جذب در                                              

نانومتر برداشته شد  روز اول و دوم یک میلی لیتر، روز سوم و                                                           

میکرولیتر(. زمانی که                        144میکرولیتر و روزهای بعد                          44 چهارم       

تجاوز می نمود، ر ی  سازی  ورت                                 2 4جذب خوانده شده از                   

گرفت. جذب نوری با در نظر گرفتن فاکتور ر ت محاسبه و                                                    

ثبت گردید. در نهایت جذب های نوری ثبت شده از ارلن ها در                                                        

هر زمان معدل گیری شدند و میانگین حا ل بر اساس راب ه                                                     

بین وزن سلول خشک کنسرسیوم میکروبی و جذب نوری، به                                                  

 (.      11وزن سلول خشک تبدیل گردید                            

ز( تعیین راب ه بین وزن سلول خشک کنسرسیوم میکروبی و                                                    
پ  از انتخاب کنسرسیوم میکروبی سازگارتر با                                           جذب نوری:           

، تخمین وزن سلول خشک در مراحل بعدی با تکیه بر                                                  

نانومتر،  ورت                 994و جذب نوری در                    راب ه بین           

گرفت. بدین منظور سوس انسیون هایی از کنسرسیوم میکروبی                                                      

( تهیه شد و با تعیین                      1 4-2 4های متفاوت                 Oبرگزیده با            

وزن سلول خشک در این سوس انسیون ها، منحنی استاندارد                                                    

با نرم افزار اکسل برای کنسرسیوم                                    Oبرحسب            

 (.    11میکروبی منتخب رسم گردید                           

در محیط رشد کنسرسیوم                           پایش ت ییرات غلظت                    (    

برای مشاهده چگونگی مصرف                         :        میکروبی مصرف کننده                    

تلقی              توسط کنسرسیوم میکروبی منتخب محیط                                       

شده با آن، در هفت روز به کمک کروماتوگرافی مایع با                                                   

مورد استفاده                    ( آنالیز گردید. ستون                          عملکرد بالا              

    mm    1 4    6به منظور ردیابی این ترکیب نسبتا  غیر   بی،                                              

بود و پ  از آزمودن                      m     0     )Nova- a      columnو   

  0:1نسبت های مختل  آب و استونیتریل، در نهایت مخلو                                                 

به عنوان فاز                ml min    1 2آب و استو نیتریل با شدت جریان                               

،      متحرک برگزیده شد که در محلول های خال  حاوی                                            

    1موجب تشکیل پیک متمایزی در زمان شویش مناسب                                             

، از         د یقه( گردید. در انتهای ستون نیز به منظور تشخی                                                  

استفاده گردید که میزان جذب فاز                                    آشکارساز جذب              

به  ورت تابعی از زمان رسم و پیک                                   nm    224متحرک را در             

در         شاخصی را نشان داد. س   زیر آن متناسب با مقدار                                               

     نمونه تزریقی بود. برای امکان پذیر کردن سنجش کمی                                                 

در نمونه های تهیه شده از محیط رشد و یافتن راب ه بین                                                     

غلظت این ترکیب در این شرایط با س   زیر پیک، نمودار                                                    

تا      42 4استاندارد مربوطه رسم گردید. بدین منظور غلظت های                                                 

در اتیل استات ساخته شد و در                                  گرم بر لیتر از                  9  4

میکرولیتر به ستون تزری  گردید. برای تعیین غلظت                                                  14حجم     

در زمان های مختل  رشد، در فوا ل زمانی مناسب و                                                    

در شرایط استریل، یک میلی لیتر از محیط رشد برداشته شد و                                                        

به منظور تو   سریع رشد و فعالیت سلول ها و ممانعت از                                                     

  l  آن به کمک               پ  از نمونه برداری،                          ت ییر غلظت            

موجود در نمونه با به کارگیری                                   رسید.         2یک نرمال به             

میکرولیتر از                14حجم مساوی اتیل استات، استخرا  شد. س                                         

اتیل استات به ستون تزری  گردید. س   زیر پیک ظاهر شده                                                      

د یقه، با توجه به نمودار استاندارد رسم شده،                                                 1در زمان         

 (.       1مقدار این ترکیب را در هر نمونه بیان نمود                                            

توسط کنسرسیوم                     ( تعیین بیشینه فعالیت ویژه حذف                                 
در زمان های                  برای بررسی سرعت تجزیه                       میکروبی:          

ساعته، کاهش غلظت این                        9مختل  رشد، در بازه های زمانی                              

ترکیب تعیین شد. پ  از مقایسه، بیشینه فعالیت ویژه حذف                                                      

 (.      12بیان گردید                 g      -mol     min- به شکل             

توسط کنسرسیوم                    ی( کاوش ابتدایی مسیر احتمالی حذف                                  
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برای پی بردن به مسیر بیوشیمیایی مصرف کننده                                            میکروبی:          

هیدروکسی          -2سولفون و               ، تشکیل یا عدم تشکیل                         

، به عنوان متابولیت و محصول یکی از                                        -2 بای فنیل          

در میکروارگانیسم ها،                           مسیرهای ممکن برای مصرف                        

     بررسی شد. بدین منظور در زمانی که سرعت حذف                                           

نسبت به بیوماس، بیشینه بود و احتمالا  سلول ها فعال ترین                                                        

داشتند، یک میلی لیتر از محیط                                   متابولیسم را برای حذف                       

رشد کنسرسیوم میکروبی در شرایط استریل برداشته شد و پ                                                       

از اسیدی شدن، با اتیل استات مخلو  شد. اتیل استات رویی به                                                          

آنالیز گردید. کروماتوگرام حا ل از                                         روش گفته شده با                 

در محیط،               -2سولفون و               نظر حضور یا عدم حضور                      

در  یاس با پیک های مشاهده شده در همین شرایط برای این                                                      

دو ترکیب به شکل خال  بررسی گردید. تمامی ترکیبات                                                 

از          خال  و حلال های به کار رفته در آزمایشات                                        

خلو  مناسب برخوردار بودند. حلال ها پیش از استفاده، به                                                      

منظور حذف هوای حل شده و جلوگیری از تشکیل حباب ها                                                  

 و پهن شدگی پیک ها، در حین هم زدن مداوم به خ                                               

 (.  10متصل شدند             

ک( بررسی توانایی تجزیه ترکیبات تیوفنننی دینگنر تنوسنط                                                 

به منظور بررسی نسنبنی دامنننه                           کنسرسیوم میکروبی منتخب:                         

ترکیبات تیوفنی نفت که می توانند به عنوان تنها منبع گنوگنرد                                                          

توسط کنسرسیوم میکروبی مورد بح  استفاده شوند، رشند ینا                                                     

عدم رشد کنسرسیوم میکروبی در حضور چند ترکیب تینوفنننی                                                   

مقایسه گردید. بندینن                         دیگر موجود در نفت بررسی و با                              

کربوکسیلنینک            -2متیل تیوفن و تیوفن                      -2، تیوفن،             منظور       

میلی مولار بنه                 2 4اسید هر کدام به طور جداگانه و در غلظت                                       

ا افه شدند. در محیط های دارای                                    میلی لیتر محیط                  144

              ترکیبات مختل  گفته شده، که به ترتیب                                   

نام گرفتند. بیوماس میکروبی پ  از گذشنت                                                   

تنعنینینن         nm    994با سنجش جذب در                  o     4  روز در دمای             1

گردید. جذب های نوری ثبت شده از سه تکرار در هنر منورد                                                    

معدل گیری شد و بر اساس راب ه بین وزن سلنول خشنک و                                                 

 (.  11جذب نوری، وزن سلول خشک در هر مورد بیان گردید                                                

 یافته ها        

همان طور که در جدول                     ال ( رشد و تک یر میکروارگانیسم ها:                                    

مشاهده می شود از میان کنسرسیوم های میکروبی جدا شده                                                      2

از خاک ها، کنسرسیوم میکروبی جدا شده از خاک شهرستان                                                    

دارای منابع                   در محیط های                  دوکوهک در تجزیه                 

کربنی مختل ، موف  تر از سایرین بوده است. در محیط تلقی                                                         

دارای اتانول، بیشترین توده سلولی                                      شده توسط این کنسرسیوم و                       

نهایی پ  از ده روز تولید شد. به همین دلیل این کنسرسیوم در                                                           

این محیط برای ادامه آزمون ها انتخاب گردید. از سوی دیگر                                                        

رشد کنسرسیوم میکروبی جدا شده از خاک گویم کمتر بود و                                                     

  10رشد کنسرسیوم میکروبی س یدان حتی با گذشت بیش از                                                

 روز  ابل توجه نبود.                     

منحنی رشد کنسرسیوم میکروبی دوکوهک و ت ییرات                                               1نمودار        

دارای اتناننول و در                         ساعت در           192را در مدت               

به عنوان تنها منبع گوگرد نشنان منی                                            m     4 2حضور      

دهد. بر اساس راب ه خ ی مشاهده شده بین جذب طول منو                                                    

نانومتر و وزن خشک سلول های کنسرسیوم منینکنروبنی                                               994

   nmO 66دوکوهک، در مخلوطی حاوی این کنسرسیوم، ینک                                         

 گرم بر لیتر وزن خشک سلول بود.                               20 4معادل       

بر اساس الگوی               توسط کنسرسیوم میکروبی:                             ب( مصرف         

هنگام رشد این کنسرسیوم میکروبی که در                                           کاهش غلظت           

 نمایش داده شده است.                     2نمودار        

 کنسرسیوم 
 میکروبی

در حضور گرم سلول خشک 
 گلیسرول

در حضور گرم سلول خشک 
 اتانول

در حضور گرم سلول خشک 
 گلوکز

 66 4 4±41 4  2 4 4±4122 4  414 4±4101 4 کنسرسیوم گویم

 9 41 4± 420 4 1064 4±42 4 4 1244 4±4212 4 کنسرسیوم دوکوهک

 عدم رشد عدم رشد عدم رشد کنسرسیوم سپیدان

 با منابع کربنی مختل .    میلی لیتر محیط رشد انتخابی در حضور  144بیوماس سه کنسرسیوم میکروبی در روز دهم در : 2جدول 
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در روز چهارم به                    تقریبا            موجود در محیط                      

در اوایل فاز لگاریتمی                            اتمام رسید و فعالیت ویژه حذف                              

  0 تا      02رشد کنسرسیوم میکروبی و در فا له بین ساعت های                                              

mol     min-  پ  از تلقی ، بیش از سایر زمان ها و معادل                                          

 -g        4  29                    تلقی  شده با                    بود. آنالیز محیط

کنسرسیوم میکروبی منتخب، در مقایسه با محلول ترکیبات                                                    

که به ترتیب زمان های بازداری در                                   2-   و     O   2خال       

د یقه داشتند، بیانگر تشکیل نشدن این دو                                          1 4و       4حدود      

توسط کنسرسیوم میکروبی بود.                                 ترکیب  من مصرف                

مشاهده می شود، این کنسرسیوم                                همانگونه که در جدول                     

متیل تیوفن با سرعتی کمتر از                             -2میکروبی در حضور تیوفن و                         

 رشد کرده و رشد آن در حضور تیوفن                                     

روز نیز           10کربوکسیلیک اسید حتی با تمدید زمان کشت تا                                          -2

  ابل مشاهده نبود.                 

 بح    

میکروارگانیسم های تجزیه کننده آلاینده های تیوفنی برای به                                                         

کارگیری در فرآیند پاکسازی زیستی بسیار ارزشمند هستند.                                                      

میکروارگانیسم های مختل ، بسته به  درت متابولیک خود و                                                      

 دسترسی به ترکیبات گوگرد دار، گوگرد مورد نیاز خود                                                  

 (. البته          16را از ترکیبات مختلفی به دست می آورند                                        

میکروارگانیسم های مصرف کننده ترکیبات نسبتا  پیچیده ای                                                       

فراوان نیستند و معمولا  تنها در محیط های حاوی                                                   مانند       

 غلظت های بالای این ترکیبات دیده می شوند.                                       

نتای  به دست آمده در این م العه نشان داد که کنسرسیوم                                                        

میکروبی جدا شده از نمونه خاکی دوکوهک، فعالیت ویژه                                                   

دارد. این یافته نسبت                           گوگردزدایی  ابل توجهی در تجزیه                                

  ردوکوکوس اریتروپولی                     به میزان فعالیت گزارش شده برای                                

KA2- -      به عنوان دو باکتری                       -     سودوموناس دلافیلدی                 و

 (.  21و     24شاخ  در تحقیقات گوگردزدایی بالاتر است                                        

 در پاکسازی زیستی محیط های  آلوده، به کمک                                          

میکروارگانیسم ها، منبع کربنی مورد نیاز مو وعی در خور                                                      

توجه و در مواردی محدود کننده است. در این م العه غلظت                                                      

نهایی سلولی در حضور اتانول به عنوان منبع کربن بیشتر از                                                        

گلیسرول و گلوکز بود. این امر نشان دهنده کمتر بودن زمان دو                                                           

برابر شدن سلول ها در حضور اتانول و سازگاری بیشتر شبکه                                                       

متابولیک میکروارگانیسم ها با این ترکیب به عنوان منبع کربن                                                           

می باشد. پیش از این نیز برتری اتانول بر سایر منابع کربنی در                                                             

، مانند            مورد بعضی از باکتری های مصرف کننده                                    

 (.      22مشاهده شده است                     - -KA2  ردوکوکوس اریتروپولی                     

رشد سلولی بیشتر در حضور اتانول احتمالا  ناشی از کنوچنکنی                                                      

و      منحنی رشد کنسرسیوم میکروبی دوکوهک در محینط :  1نمودار 

 در زمان رشد.   ت ییرات 

  من رشد کنسرسیوم میکروبی دوکوهک.    ت ییر غلظت : 2نمودار 

 گرم سلول خشک در لیتر ترکیب تیوفنی

 0120 1 دی بنزوتیوفن

 2990 4 تیوفن

 1244 4 متیل تیوفن-2

 عدم رشد کربوکسیلیک اسید-2-تیوفن

مقایسه بیوماس کنسرسیوم میکروبی دوکوهک در حضنور چننند :   جدول 

 ترکیب تیوفنی. 
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این ترکیب و سهولت راهیابی اش به مسیرهای متابولیکی است.                                                        

اش، می توانند              از سوی دیگر اتانول با ویژگی آب گریزی نسبی                                           

به عنوان یک کمک حلال، حلالیت مشتقات تیوفن را در محیط                                                    

رشد آبی سلول ها بیفزاید. علاوه بر این  یمت پایین اتانول در                                                           

 مقایسه با منابع کربنی دیگر از جمله گلنوکنز و گنلنینسنرول                                                    

 می تواند به کاهش هزینه فرایند گوگردزدایی زیستی بیانجامد.                                                          

رشد کنسرسیوم میکروبی دوکوهک تقریبا  در دو روز اول، در                                                       

فاز تاخیر بود و در روزهای سوم و چهارم رشد، فاز تک یر                                                      

سریع و لگاریتمی را پیمود و در روزهای بعد وارد فاز سکون                                                        

به      2 1از        شد. از سوی دیگر رشد آن با کاهش نسبتا  شدید                                            

همراه بود. این امر ناشی از تولید و تجمع اسیدهای                                                   0حدود      

آلی کوچک مانند اسید استیک، اسید کربنیک و غیره در حین                                                      

 (.      10رشد و مصرف اتانول می باشد                             

موثر باشد. پیش از                        می تواند بر سرعت تجزیه                            ت ییر       

در م العات مختل ، حدود                                بهینه تجزیه زیستی                     این     

و بالاتر گزارش شده بود. در مواردی نیز در کوتاه مدت در                                                        9

دیده شده               ، بالاترین فعالیت گوگردزدایی                                برابر           

اثر محسوسی بر                   بود. اما در بعضی از باکتری ها نیز ت ییرات                                           

(. با این وجود، بررسی                        2و     21انجام گوگردزدایی نداشتند                            

توسط این کنسرسیوم و                          بر تجزیه زیستی                    د ی  تاثیر            

در حد بهینه، م العات بیشتری را  من                                        ثابت نگه داشتن                

م لا  در فرمانتور می طلبد و برای بهینه سازی                                                کنترل       

 عملکرد این کنسرسیوم میکروبی مفید خواهد بود.                                             

، به         پیش از اتمام رشد کنسرسیوم میکروبی، حذف کامل                                             

و و  پیوسته. در گزارشات  بلی نیز این م لب دیده شده است.                                                         

در محیط،               به نظر می رسد که با وجود ناپدید شدن کامل                                          

در وا ع وارد مسیرهای متابولیک                                    بخشی از         

میکروارگانیسم ها نشده و تنها با توجه به خا یت آبگریزی                                                       

خود به س   نسبتا  هیدروفوب سلول ها و ل شده است و در                                                     

مرحله استخرا  متابولیت ها توسط اتیل استات نیز از   عات                                                        

 (.  10پنهان  می ماند                        سلولی جدا نشده و از آنالیز                            

تا کنون چهار مسیر متابولیک در میکروارگانیسم ها برای تجزینه                                                           

( گوگردزدایی بنی                 1مورد توجه  رار گرفته است:                                زیستی       

( معدنی شدن که  من آن، میکروارگانیسم این                                          2(،    20هوازی         

 ترکیب را به عنوان تنها منبع کربن، گوگرد و اننرژی بنه کنار                                                        

 ( مسیر کوداما که با تنخنرینب اکسنینداتنینو                                      (،    20می گیرد           

حلقه های فنیلی، باع  تولید ترکیبات محلول در آب می شنود                                                       

را بنه            که پ  از دو واکنش،                      S4( گوگرد زدایی               0( و      2    

2   O                                                تبدیل کرده و در نهایت گوگرد را به شکل سولنفنینت

 (.    10را به جا می گذارد                          -2جدا کرده و            

هی  یک از دو ترکیب مربو  به                                   در این پژوهش، آنالیز                      

به عنوان            O   2را نشان نداد. البته شناسایی نشدن                                    S4مسیر      

حد واسط این مسیر، نمی تواند به تنهایی برای رد آن کافی                                                       

باشد و می تواند  رفا  ناشی از بیشتر بودن سرعت واکنش های                                                         

نسبت به واکنش های تولید کننده آن در                                       O   2مصرف کننده            

، محصول پایداری است که                           -2(. اما        10باشد          S4مسیر      

میزان تولید آن مبنای فعالیت گوگردزدایی باکتری های واجد                                                        

 (.  10این مسیر متابولیک می باشد                             

     با توجه به عدم ظهور هر دوی این ترکیبات  من حذف                                                

می توان انتظار داشت که تجزیه زیستی این ترکیب به شیوه ای                                                         

برای حذف            S4دیگر  ورت پذیرد. تبعیت  نکردن از مسیر                                       

بر آنزیم های                   -2، با توجه به اثر مهاری  ابل توجه                                     

ابتدایی آن، مزیت محسوب شده و می تواند در حذف مقادیر                                                     

توسط کنسرسیوم میکروبی، مفید باشد. از سوی                                               بالاتر       

تنها در شرایط هوازی توسط این کنسرسیوم                                            دیگر      

میکروبی استفاده می شود و یکی از عوامل محدود کننده آن،                                                       

فلاسک می باشد. همچنین                      -میزان اکسیژن رسانی در شیک                         

را به عنوان منبع کربن و                              کنسرسیوم میکروبی نتوانست                          

انرژی خود مورد استفاده  رار دهد و بدون تامین منبع کربنی                                                         

     ساده، رشد چندانی نداشت. بنابراین، به نظر می رسد که                                                    

در مسیر دیگری غیر از بی هوازی و معدنی شدن  رار گرفته و                                                        

مصرف می شود که می تواند مسیر کوداما و یا مسیر شناخته                                                      

نشده دیگری باشد. توالی آنزیمی تخریبی و اکسیداتیو مسیر                                                       

کوداما شامل سه مرحله ا لی هیدروکسیلاسیون، برش حلقه و                                                     

هیدرولیز است که تجزیه سایر ترکیبات آروماتیک مانند نفتالن                                                          

 (.     2و سالیسیلات و فنانترن را نیز انجام می دهد                                            
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 نتیجه گیری          

در تجزیه زیستی آلاینده های تیوفنی، که در این م العه به چند                                                           

مورد آن پرداخته شد، علاوه بر میزان فعالیت ویژه تجزیه                                                     

 زیستی، گستردگی دامنه سوبستراهای مورد استفاده                                              

 نیز اهمیت دارد. با توجه به                            میکروارگانیسم ها                  توسط      

  ابلیت کنسرسیوم میکروبی دوکوهک در استفاده از تیوفن و                                                      

، می توان گفت تنو  ترکیبات                               متیل تیوفن علاوه بر                    -2

تیوفنی مورد استفاده این کنسرسیوم،  ابل ر ابت با سویه                                                      

 است. کنسرسیوم دو کوهک                          I  Sارزشمند نیمه  نعتی                    

 می تواند بیوکاتالیستی ارزشمند برای حذف آلاینده های                                                   

 تیوفنی باشد.            

 

   تشکر و قدردانی              
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 از هی  منبعی کمک مالی دریافت نکرده اند.                                         
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Abstract 

Background & Objectives: Today, soils and waters polluted by petroleum compounds are major 

environmental problems. A major part of the harmful effects of oil is due to thiophenic 

compounds such as dibenzothiophene and other sulfur derivatives, with increasing evidence of 

toxicity, carcinogenicity and their relative sustainability in nature. The purpose of this study was 

to investigate the possibility of biodegradation of these pollutants by microorganisms that have 

spread over the years in the presence of gas oil. 

Materials & Methods: In order to study the feasibility of dibenzothiophene usage by isolated  

microbial consortia, firstly, appropriate growth medium with dibenzothiophene as the sole sulfur 

source was made and the biomass of the microorganisms was chased for 10 days. In order to  

estimate the metabolic degenerative pathway of this compound, 2-Hydroxybiphenyl was tracked 

in the selective consortium growth medium. Finally, the effect of the consortium on thiophene,  

2-methylthiophene and thiophene-2-carboxylic acid was investigated, as well. 

Results: Increasing biomass and eliminating dibenzothiophene in the presence of a microbial  

consortium and the absence of 2-Hydroxybiphenyl showed the consortium's ability to degrade this 

compound, but with a biochemical pathway other than 4S. The consortium was able to take  

thiophene and 2-methylthiophene, as well. 

Conclusion: The biodegradation activity and the scope of the substrates in comparison with  

conventional microorganisms suggest this consortium as a valuable biocatalyst for the  

decontamination of thiophenic contaminants. 
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