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  چكيده

 ينقش مهم ،يكروبيتنوع م. دارد يها بستگآن تيو فعال دهيچيپ يكروبيبه جوامع م ،يهوازيهضم ب يفناور يداريو پا ييكارا
 يهاگروه ييادر شناس يقابل توجه يهاشرفتيدهه گذشته پ در .كنديم فايا شدهيو مهندس يعيطب يهاستميدر عملكرد اكوس

 ينسل بعد يابييتوال يفناور. است حاصل شده ،گذارنديم ريتأث يهوازيهضم ب فرآيندهايكه بر  هاسميكروارگانيم يديكل
ر، از اين . در تحقيق حاضهاضم استفاده شود يكروبيكامل جامعه م فيتوص يبرا توانديم ،است افتهيتوسعه  يكه به تازگ

  هوازي لجن فاضلاب شهري استفاده شده است.شناسايي و تحليل ساختار ميكروبي موجود در هاضم بيتكنيك براي 
هاي زماني مختلف جهت انجام تستهوازي لجن فاضلاب شهري در بازهلجن خروجي از هاضم بي از جريان تحقيق،در اين 

 ليو تحل هيجزها تحت تنمونهسپس  نمونه گرفته شد.، هاي شناسايي مولكولي با استفاده از فناوري توالي يابي نسل بعدي
به دست  ها)ونه(نوع و فراواني گ يكروبيو تنوع جامعه م يكيژنت بيدر مورد ترك هايييافتهقرار گرفتند تا  كل ژنوم يابييتوال
  .ديآ

هوازي مورد مطالعه داراي يك جامعه ميكروبي غني، متنوع و نسبتاً كه هاضم بي تنوع آلفا نشان دادهاي مجموع شاخص
 يهوازيب هاضمدر  البغ ييايباكتر هايشاخه فيرميكيوتسو  پروتئوباكتريا بررسي جامعه باكتريايي نشان داد كه .متعادل است

بود.  هژنوتروفيك، و متيلوتروفيك، تشكيل شدهاي استوكلاستيك، هيدرواز انواع متانوژنها ، درحاليكه جامعه آركيهستند
پايداري   بيانگر ها در هاضم مورد بررسي،تنوع مناسب باكتري داشت. مورد بررسيبيشترين فراواني را در هاضم  متانوتريكس

در جامعه ميكروبي است كه  وجود افزونگي عملكردي و هوازيهضم بيمناسب و ظرفيت مطلوب براي انجام فرآيندهاي 
دهد كه مي نشان متانوتريكسفراواني بيشتر . دهدها و تغييرات عملياتي افزايش تواند مقاومت سامانه را در برابر تنشمي

رداري پايدار هاضم ببهره با همچنين متانوتريكسفراواني بيشتر  غالب است.، زايي استوكلاستيك در هاضماحتمالا مسير متان
وشيميايي هاي فيزيكدر كنار شرايط عملياتي، ويژگيدر مجموع تحليل ساختار ميكروبي است. سازگار در توليد ثابت متان 

به لحاظ پايداري فرايند هضم و توليد ثابت متان نشان داد كه هاضم مورد بررسي  هاضم و عملكرد مناسب آن در توليد متان
  باشد.ميدر شرايط مطلوبي 

  يابي نسل بعديتوالي، ساختار جامعه ميكروبي، لجن فاضلاب شهري، هوازيهضم بيكلمات كليدي: 
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  مقدمه

به جوامع  يادي) به طور بن1AD( يهوازيهضم ب يفناور يداريو هم پا ييهم كارا ،يستيز تصفيه نديفرآ كيه عنوان ب
ها، دانشمندان و مهندسان فعال در طول سال ل،يدل نيدارد. به هم يها بستگها در هاضمآن يهاتيو فعال دهيچيپ يكروبيم

) چند نوع مختلف 2حضور دارند، ( هاسميكروارگاني) كدام م1: (اساسي نظيرحوزه توجه خود را به پاسخ به سوالات  نيدر ا
 يطيمح طيتحت شرا هاسميكروارگاني) م4فعال و در حال رشد هستند، ( هاسميكروارگاني) كدام م3وجود دارد، ( سميكروارگانيم

 اند.، معطوف كردههاضم مرتبط است ردچگونه با عملك يكروبي) ساختار جامعه م5و ( كنند،يخاص چگونه رفتار م

كوس كه مع كرديرو كنند،يم فيرا توص يكروبيبر ســاختار جامعه م يطيمح يپارامترها ريمتعدد كه تأث يهابا وجود گزارش
ه كمتر مورد مطالعه قرار گرفته است. محققان ب كند،يم فيهاضم را توص يداريبر عملكرد و پا يكروبيسـاختار جامعه م  ريتأث

 ايآن بر عملكرد هاضــم را درك  راتياند تا تأثكرده يكروبيبه ســاختار جامعه م وطشــروع به اســتفاده از اطلاعات مرب يتازگ
  .]1[ كنند ينيبشيپ
ــب ي(فراوان 3يكنواختيها) و (تعداد گونه 2ياگونه يعنوان غناطور خاص بهكـه به  ،يكروبيوع متن  يريگها) اندازهگونه ينسـ
هايي كه اكوسيستم. كنديم فايا شدهيو مهندس يعيطب يهاستميدر عملكرد اكوس ينشان داده است كه نقش مهم شـود، يم

نسبتاً برابر قادر به انجام يك عملكرد زيستي مشابه هستند، به دليل برخورداري از غناي ها چندين ارگانيسم با فراواني در آن
 كي نيا .مند بوده و در نتيجه ثبات عملكردي بالاتري دارندعملكردي و يكنواختي بالا، از افزونگي عملكردي بيشــتري بهره

 كي تيمعباشد. اگر ج يبر اساس رشد جبران ياختكنويبالا و  يغنا ياست كه دارا ستمياكوس كي يبرا يعملكرد مهينوع ب
گروه  از همان يگريبرود، آنگاه گونه د نياز ب اي ابديكاهش  ســـتمياختلال در ســـ ليبه دل يگروه عملكرد كي رونگونه د
وجود  ياگر در ابتدا به تعداد كافالبته  رد،يآن را بگ يبه اختلال، ممكن اســت به سـرعت جا  شـتر ياما با مقاومت ب ،يعملكرد

  .]1[ داشته باشد
 نيو به هم شونديدچار م يعملكرد يدارياغلب به ناپا ،يهوازيب يهامانند هاضم شده،يمهندس ـ يكيولوژيب يهاسـتم يس ـ
ــ يمطالعات ن،يبنابرا رند؛يگيمورد انتقاد قرار م ليدل ــ يعملكرد يآورمقاومت و تاب يكه به بررسـ ــتميسـ ــ يهاسـ  هيفتصـ
و  تبولياند. وردهتمركز ك يعملكرد يكل يداريبا پا يكنواختيو  ياگونه تنوعبر ارتباط  پردازند،يمپس از اختلال  يكيولوژيب

از  يربالات يهابالاتر، نرخ يكنواختيگزارش دادند كه جوامع با  اير،فدنيتري يهايباكتر يبر رو يادر مطـالعـه   4همكـارانش 
 ،ديگريدر مقالات . ]1[ نمك نشــان دادند تيدر معرض ســم ترنييپا يكنواختيبا جوامع با  ســهيرا در مقا ونيكاســيفيتريدن

 يريگجهيگلوكز نت يزا با استفاده از بارگذارمتان يهادر مطالعه اختلال هاضـم  6و هاشـشـام و همكاران   5فرناندز و همكاران
ــتريب يعملكرد يداريكردند كه پا ــميكروارگانيم نيكه چند يدر جوامع يش ــت  يگروه عملكرد كيدرون  س ــابه داش ند، مش
 ].1[ مشاهده شد.

                                                            
1 Anaerobic Digestion 

2 species richness 
3 species evenness 
4 Wittebolle et al. 
5 Fernandez et al. 
6 Hashshsam et al. 
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هضم  ياهيكه بر مراحل تغذ هاســميكروارگانيم يديكل يهاگروه ييدر شـناسـا   يقابل توجه يهاشـرفت يدهه گذشـته پ  در
ــرا ريتأث يچگونگ نيو همچن گذارنديم ريتأث يهوازيب ــاختار جامعه م يطيمح طيش ــم  و عملكرد يكروبيمختلف بر س هاض

لف مخت يكروبياز جوامع م ياديتصور شود كه در آن تعداد ز يابه گونه توانديم ندهيآ يتجرب يكارها  صـورت گرفته است. 
اســتفاده  )7NGS( ينســل بعد يابييتوال يو از فناور رنديقرار گ ليو تحل هيشــده مورد تجزكنترل يهوازيب يهااز هاضــم

 نيند. در عبزرگ را فراهم ك شرفتيپ كيممكن است  ،است افتهيتوسعه  يكه به تازگ ينسـل بعد  يابييتوال يفناور شـود. 
ــونوم اي يگروه خاص عملكرد كي ليو تحل هيتجز يحال، به جا ــل بعد يابييتوال ،يكيتاكس ــ يبرا توانديم ينس  فيتوص

 16S ژن يجهان يمرهايپرا يريبا به كارگيا  ك،يمتاژنوم كرديهاضم استفاده شود، چه با استفاده از رو يكروبيكامل جامعه م
rRNA ،ــا اي  كننده،ينيبشيروابط پ نييتع يبرا تواننديو عملكرد ســپس مميكروبي جامعه  يهاداده  .]2[ كردهايرو ريبا س

 كي نيد. ا، استفاده شونمتان ديعملكرد هاضم، از جمله نرخ تول يهاكنندهفيسـاختار جامعه و توص ـ  نيب يكيمكان اي يتجرب
  حوزه خواهد بود. نيگام مهم به جلو در ا كيتلاش ارزشمند و 

ازي اســت كه براي دستيابي به يك رابطه كمي و هوتحليل سـاختار جامعه ميكروبي هاضـم بي   اين پژوهش،هدف از انجام 
  باشد.  ضروري مي ،هاي عملكرد هاضم (توليد متان)كننده ميان ساختار ميكروبي و توصيف كنندهبينيپيش

  هامواد و روش

  هاي زماني مختلفگيري در بازهنمونه

خانه فاضلاب جنوب تهران به عنوان هاضم نمونه انتخاب شد. دليل اين تصفيهدر  فاضـلاب شهري هاضـم   پژوهش،در اين 
ــم  ــروع نمونه مورد نظرامر در مدار قرار گرفتن هاضـ گيري از اين ها بود كه امكان نمونهگيريپس از لايروبي در هنگام شـ

كرد. در اين مرحله، از فراهم ميهاي ديگر هاضـم را به مدت شش ماه با احتمال از مدار خارج شدن كمتري نسبت به هاضم 
هاي شـناسايي مولكولي با  جهت انجام تسـت ) يك نمونه هاي زماني مختلف (هر ماهلجن خروجي از هاضـم، در بازه  جريان

ها، نمونه گرفته ها) و همچنين فراواني گونه) و تعيين نوع (باكتريايي و آركيNGSاستفاده از فناوري توالي يابي نسل بعدي (
 تريل 1اتوكلاو شده با حجم  يكيپلاست هاييدر بطر، مور بررسيجريان خروجي از هاضـم  از  ميطور مسـتق ها بهنمونه شـد. 
ا پس هدر آزمايشگاه، نمونهمنتقل شدند.  شگاهيقرار داده شدند و به آزما خيجعبه  كينمونه در  يهايشـدند. بطر  يآورجمع

درجه سانتيگراد فريز شدند و براي انجام آزمايشات مربوط  -18شده و در دماي هاي كمتر تقسيم سـازي، به حجم از هموژن
گيري به صــورت شــماتيك نشــان داده شده است ، مراحل و چگونگي نمونه1به آناليز ميكروبي نگهداري شـدند. در شـكل   

در طول دوره مورد بررسي  هاضم فراينديشرايط بيانگر ، 1جدول  گيري از لجن هاضـم بيهوازي). (پروتكل اسـتاندارد نمونه 
  باشد.برداري مينمونه

  )NGSيابي نسل بعدي (ها با استفاده از فناوري تواليآناليز ميكروبي نمونه

) قرار WGS( 8كل ژنوم يابييتوال ليو تحل هيتحت تجزلجن خروجي هاضم،  هاي گرفته شده از جرياندر اين مرحله، نمونه
ــتخراج ديبه دســـت آ يكروبيو تنوع جامعه م يكيژنت بيدر مورد ترك هـايي يـافتـه  گرفتنـد تـا    طبق  يكروبيم DNA. اسـ

                                                            
7 Next Generation Sequencing 
8 whole genome sequencing 
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 Illumina ي پلتفرمبر رو يژنوم DNA يابيي. توال]3[ و همكاران انجام شــد يارائه شــده توســط رمضــان يســشــناروش

Hiseq High Output  150*  2با طول خوانش bp  انجام شد كه توسط شركتNovogene ليتسه ايتانيمستقر در بر   
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  .گيري از لجن هاضم بيهوازيشماتيك پروتكل استاندارد نمونه -1شكل 
Figure 1- Schematic of the standard sampling protocol for anaerobic digester sludge. 

  
 هاياز پلتفرم ها با استفادهيابي كل ژنوم، تحليل تاكسونوميكي نمونههاي حاصـل از توالي دادهپس از كنترل كيفيت . ديگرد

MG-RAST  و OneCodex    هايها بر اسـاس نسبت تعداد خوانش انجام شـد. در هر دو پلتفرم، فراواني نسـبي تاكسـون 
ورت درصــد گزارش شــد. نمودارهاي صــشــده محاســبه و بهبنديهاي طبقهيافته به هر تاكســون به كل خوانشتخصــيص

بندي (شاخه، جنس) ها و در سـطوح مختلف رده تاكسـونوميك مورد اسـتفاده در اين مطالعه بر اسـاس خروجي همين پلتفرم   
  .تهيه شدند

 MG-RASTــامانه هاي متاژنوميك اســـت كه امكان كنترل كيفيت باز براي تحليل دادههاي متنيكي از پركاربردترين سـ
را فراهم  نويسي عملكرديبندي تاكسـونوميكي و حاشيه ها، طبقهبيني ژنهاي مصـنوعي و آلاينده، پيش ذف تواليها، حداده
د و امكان شوهاي داده مرجع انجام ميها با پايگاهترازي تواليبندي تاكسونوميكي بر اساس همكند. در اين سـامانه، طبقه مي

ــم ــبي ميكروارگانيس ــتعيين فراواني نس ــود. علاوه بر اين،فراهم مي بنديطوح مختلف ردهها در س قابليت   MG-RASTش
  .]5و4[دهدها و مسيرهاي متابوليكي را نيز در اختيار پژوهشگر قرار ميتحليل عملكردي ژن

 .مورد تحليل قرار گرفتند  One Codexهمچنين در پلتفرم  WGS هايها، دادهمنظور افزايش دقت در شــناســايي گونهبه
One Codex ي را هاي مرجع ميكروبي، شناسايي تاكسونوميكاي گسترده از ژنومبا مقايسه قطعات كوتاه توالي با پايگاه داده

هاي ها، شاخصي نسبي تاكسوندهد. اين سامانه علاوه بر تعيين فراوانويژه در سطح گونه، انجام ميبا قدرت تفكيك بالا، به
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كند كه را نيز محاسبه مي 12مقدار پوششو  111ائو، ك10مپسونيس-ينيج ،9شانون يهاشـاخص متداول تنوع زيسـتي از جمله  
ــتفاي و كفايت عمق توالياي، يكنواختي جامعه، برآورد غناي گونهترتيـب براي ارزيـابي تنوع گونه  بـه  اده قرار يابي مورد اسـ
  .]6[  گيرندمي
ي بر بندي تاكسـونوميكي حاصل از دو پلتفرم با يكديگر مقايسه شد و نتايج نهاي منظور افزايش قابليت اطمينان نتايج، طبقهبه

  .هاي همسو و قابل تأييد مورد تفسير قرار گرفتاساس خروجي
  

 هاضم مورد بررسي هاي فيزيكوشيمياييشرايط عملياتي و ويژگي -1جدول 
Table 1- Operating conditions and physicochemical characteristics of the studied digester 

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  نتايج

  تحليل ساختار جامعه ميكروبي هاضم

 ي(فراوان يتكنواخيها) و (تعداد گونه ياگونه يعنوان غناطور خاص بهكه به ،يكروبيتنوع متر نيز اشاره شد، همانطور كه پيش
 ييهاستميكوس. اكنديم فايا شدهيو مهندس يعيطب يهاستميدر عملكرد اكوس ينقش مهم شود،يم يريگها) اندازهگونه ينسب

بالا) هستند،  يكنواختينسبتاً برابر ( يبالا) با فراوان يعملكرد خاص (غنا كيقادر به انجام  سميارگان كياز  شيكه شامل ب

                                                            
9 Shannon 
10 Gini-Simpson 
11 Chao1 
12 Good’s Coverage 
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ي در . بر اين اساس در اين بخش، ابتدا تنوع ميكروبدارند يثبات عملكرد اي يعملكرد يداشتن افزونگ يبرا يشترياحتمال ب
مورد بررسي قرار گرفته است. سپس،  ساختار جامعه ميكروبي در هاضم به تفصيل مورد تحليل قرار  هاضملجن خروجي از 

  .گرفته است

  مورد بررسي ها) در هاضمگونهتنوع ميكروبي (تعداد و فراواني نسبي بررسي 

اين آزمون  .انجام شدبه منظور تجزيه و تحليل جامعه ميكروبي  ،هاي لجن خروجي از هاضمنمونه يبر روكل ژنوم  يابييتوال
بي هاي تنوع ميكروشاخص. انجام شد يكروبيجامعه م بيبر ترك هاضمدرون  زيبرانگچالش طيمح ريتأث يبا هدف بررس

اي، يكنواختي اطلاعات مهمي درباره ساختار جامعه ميكروبي، غناي گونه ،هوازيلجن هاضم بي هاينمونه آمده ازدستبه
  ارائه شده است.  2جدول نتايج بدست آمده، در كنند. يابي ارائه ميبرداري تواليها و ميزان كفايت نمونهتوزيع جمعيت

  
  هوازيخروجي هاضم بيهاي تنوع آلفا جامعه ميكروبي در لجن شاخص -2جدول 

Table 2- Alpha diversity indices of microbial community in anaerobic digester sludge 

  
صورت ها است كه بهها و آركيهوازي، عملكرد سيستم وابسته به يك كنسرسيوم پيچيده از باكتريدر فرآيند هضم بي

ميزان كفايت  خص مقدار پوشششا. ]7و1[ كنندفعاليت مي زاييمتانو  زايياستات، اسيدزاييهماهنگ در مراحل هيدروليز، 
 مقدار. انديابي پوشش داده شدههاي تواليدهد و بيانگر سهم جمعيت ميكروبي است كه توسط دادهيابي را نشان ميعمق توالي

يابي كافي بوده و تقريباً تمام تنوع ميكروبي موجود در نمونه شناسايي شده دهد عمق تواليمي نشان %99برابر   13پوشش
هاي اكسونهاي تنوع و كاهش احتمال عدم شناسايي تيابي بيانگر قابليت اعتماد بيشتر شاخصاست. مقادير بالاي پوشش توالي

  .]8[مهم است

هاي نشده را نيز بر اساس گونههاي مشاهدهاي است كه تعداد گونهيك برآوردگر غيرپارامتري براي غناي گونه 1كائوشاخص 
هوازي است. اين شاخص بالا در هاضم بي ايدهنده غناي گونهنشان 1177برابر  1كائوشاخص  .]9[ زندنادر تخمين مي

دهد و مقدار بالاي آن بيانگر حضور تعداد زيادي گروه هاي موجود در جامعه ميكروبي ارائه ميتاكسون تخميني از تعداد كل
اي بالا معمولاً با وجود مسيرهاي متابوليكي متنوع و توانايي بيشتر سيستم در پاسخ ميكروبي در لجن هاضم است. غناي گونه

  .]8[به تغييرات محيطي مرتبط است

                                                            
13 coverage 

Coverage (%) Chao1 Simpson Shannon OTUs نمونه

99 1177 ± 6/209  85/0  ± 09/0  77/4  ± 72/0 لجن خروجي از هاضم 583867 
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هاي اخصترين شگيرد و يكي از متداولها را نيز در نظر ميها، يكنواختي توزيع فراواني آنعلاوه بر تعداد گونهشانون شاخص 
دهنده تنوع ميكروبي نسبتاً زياد است. شاخص نشان 77/4برابر شانون شاخص  .]9[شود ارزيابي تنوع زيستي محسوب مي

بيانگر وجود يك جامعه  77/4گيرد؛ بنابراين مقدار ها را در نظر مياي و هم يكنواختي توزيع گونهشانون هم غناي گونه
ا پايداري بهوازي، تنوع بيشتر معمولاً هاي هضم بيها است. در سامانهميكروبي پيچيده با پراكنش نسبتاً متعادل جمعيت

  .]1[ هاي عملياتي و حفظ كارايي توليد بيوگاز ارتباط داردعملكردي بالاتر، مقاومت بيشتر در برابر شوك
 كند و به يكنواختي توزيع جمعيت حساس استهاي خاص در جامعه را ارزيابي ميميزان غالب بودن گونه سيمپسونشاخص 

دهد كه جامعه ميكروبي تحت سلطه تعداد محدودي ميكروارگانيسم قرار ندارد نيز نشان مي 85/0برابر  سيمپسونمقدار  .]9 [
امعه كاربرد ها و يكنواختي جو توزيع جمعيت ميكروبي نسبتاً متعادل است. شاخص سيمپسون براي ارزيابي غالب بودن گونه

 ا استهتر و كاهش احتمال غلبه يك گروه محدود از ميكروارگانيسمدهنده تنوع مطلوبمقادير بالاتر آن معمولاً نشاندارد و 

] 8[.  
شان هوازي نهاي بيبر روي هاضممختلف نيز بيانگر پيچيدگي بالاي جامعه ميكروبي است. مطالعات   OTUsتعداد بالاي 

ه هاي مختلف باكتريايي و آركيايي هستند كها معمولاً داراي جوامع ميكروبي بسيار متنوع شامل گروهاند كه اين سامانهداده
هاي غالب بوده و آركي 17كلروفلكسي و  16باكترويديتس ، 15ايپروتئوباكتر، 14فرميكيوتسهاي باكتريايي مانند در آن شاخه

   .]11[دكنننقش كليدي در توليد متان ايفا مي سازمتان
هوازي پسماند شهري، كه از همين اصغري وشاره در مطالعه هاضم بيبا گزارش طهماسبي و علي پژوهشنتايج حاصل از اين 

هاي بر اساس مجموع شاخص. ]10[ رداند، همخواني داها براي ارزيابي تنوع آلفاي جامعه ميكروبي استفاده كردهشاخص
هوازي مورد مطالعه داراي يك جامعه ميكروبي غني، متنوع و نسبتاً متعادل توان نتيجه گرفت كه هاضم بيآمده، ميدستبه

 ،اسيدزايياست كه احتمالاً از نظر عملكردي داراي پايداري مناسب و ظرفيت مطلوب براي انجام فرآيندهاي هيدروليز، 
كه  در جامعه ميكروبي است است. همچنين چنين ساختاري معمولاً بيانگر وجود افزونگي عملكردي زايينمتاو  زايياستات

  .]1[دهد ها و تغييرات عملياتي افزايش تواند مقاومت سامانه را در برابر تنشمي
كنند و براي شناسايي را توصيف مي تنها تنوع آلفا OTU و 1كائو، سيمپسون، شانون هايالبته بايد توجه داشت كه شاخص

   .]11[تاسهاي تركيب تاكسونوميك نياز به داده) هاي غالبها يا گونهدقيق ساختار جامعه ميكروبي (مانند تعيين جنس
  بررسي تركيب و ساختار جامعه ميكروبي در هاضم مورد بررسي

 هاريباكت جامعه  

                                                            
14 Firmicutes                                          
15 Proteobacteria 
16 Bacteroidetes 
17 Chloroflexi 
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. نشان داده شده است 2، در شكل )phylumهاضم در سطح شاخه ( در جريان لجن خروجي از يكروبيم همعاج يبررس جينتا
)، ٪93/64( فرميكيوتس)، ٪03/22( ايپروتئوباكترشامل  جريان لجن خروجيدر  فيلاها نمايندهدهد كه نتايج نشان مي

   باشد.مي) ٪76/0( كلروفلكسي)، و ٪01/0( 19كوپروترموباكتروتا)، ٪08/0( باكترويديتس)، %24/3( 18سينرگيستتز
باشند. يم فرميكيوتسو  ايپروتئوباكترلجن خروجي،  دو فيلاي غالب در جريان نشان داده شده است، طور كه در شكلهمان

شاخه  ني. ادكننيم فايا يهوازيهضم ب يندهايدر فرآ ينقش مهم ،يگرم منف يهايشاخه متنوع از باكتر كي ،ايپروتئوباكتر
 ٢١يادلتاپروتئوباكترو  ٢٠ايگاماپروتئوباكتركلاس است كه  نيو شامل چند د-شويخود شناخته م يكيبه خاطر تنوع متابول

نقش  ها،نياز جمله سلولز و پروتئ ده،يچيپ يمواد آل هيدر تجز هايهستند. پروتئوباكتر رگذاريتأث يهوازيب يهاطيدر مح ژهيوبه
 كننديم تبديلتر ساده باتيرا به ترك هارمجموعهيز نيو ا كننديكمك م يهوازيدر هضم ب زيدروليها به مرحله هدارند. آن

 كينتروفيس يهادر شراكت هاياز پروتئوباكتر ياريس. ب]31و12[ شوديمتان استفاده م ديتول يبرا سازهامتانكه سپس توسط 
  با 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

         
فراواني هر شاخه بر .  يابي كل ژنومهاي تواليشده بر اساس دادهباكتريايي شناسايي هايفراواني نسبي شاخه -2شكل      

 را نسبي فراواني كل از ٪1كمتر از هايي كه در هر نمونه محاسبه شده است. شاخه شدهبنديهاي طبقهاساس درصد خوانش
  .اندادغام شده "سايرين" گروه در اند،داده تشكيل

Figure 2- Relative abundance of bacterial phyla identified by whole-genome shotgun sequencing 
(WGS). Relative abundance was calculated based on the percentage of classified reads assigned 

                                                            
18 Synergistetes 
19 Coprothermobacterota 
20 Gammaproteobacteria 
21 Deltaproteobacteria 
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to each phylum. Taxa representing less than 1% relative abundance in each sample were grouped 
as "Others". 

كه  دروژنيه ديتول قيعمدتاً از طر كنند،يم ليها را تسهگونه نيب الكترون ها انتقال. آنكننديزا شركت ممتان يهايآرك
است و  ياتيح دروژنيه نييپا يهاحفظ غلظت يبرا يكيتعامل متابول ني. اكننديمتان استفاده م ديتول يا از آن براسازهمتان
در طول  توانديم يهوازيب يهادر هاضم يكروبيجوامع م بيترك .]13[ كنديم جيكارآمد متان را ترو ديتول بيترت نيبه ا

 ايئوباكترپروت كرد،يم يمطالعه كه مراحل مختلف هضم را بررس كيكند. به عنوان مثال، در  رييتغ يزمان به طور قابل توجه
 ييايباكتر يهاتسلط گروه شدر هفته ششم) اما با افزاي %9/23(تا  كردنديم يندگيرا نما وميكروبياز م يمتفاوت يهانسبت

 يبكرويم يهاتيجمع يايپو تيو ماه دهديهضم نشان م هيها را در مراحل اولموضوع نقش آن نيكاهش نشان دادند. ا گر،يد
  . ]12[ كنديرا برجسته م يهوازيهضم ب يهاستميدر س

 يسازگار نيرشد كنند. ا يهوازيو ب يهواز طيدر شرا تواننديم هاياز پروتئوباكتر ياريبس ،يارياخت يهايهوازيبه عنوان ب
كام و استح يداريكنند و به پا ينوسان دارد، زند گ ژنيمختلف درون هاضم كه سطح اكس يتا در نواح دهديها اجازه مبه آن

هضم  يهاستميس ييبر كارا يبه طور قابل توجه توانديم هايپروتئوباكتر تيحضور و فعال ].14[ كمك كنند يكروبيجامعه م
 ريسا يبرا نهيبه طيمح كيدرون هاضم شركت دارند و به حفظ  يها در چرخه مواد مغذآن. بگذارد ريتأث يهوازيب
، به بهبود پاتوژن يهاياز رشد باكتر يريرقابت و جلوگ جاديگروه، با ا نيا ياز اعضا يبرخ .كننديكمك م هاسميكروارگانيم

 ،يمتانوژن يندهاياز فرآ تيو حما يآل يهاهيرلايز هيتجز ليبا تسه .]15[ كننديكمك م يكروبيجامعه م يسلامت كل
هضم  يهاستميس ياقتصاد تيقابل يبرا ياتيعامل ح كيكه  كننديكمك م وگازيب ديبه تول ميبه طور مستق هايپروتئوباكتر

  .]16[ است يهوازيب
. كنديم متان كمك ديو تول يمواد آل هيو به تجز كنديم فايلجن فاضلاب ا يهوازيدر هضم ب ينقش مهم فرميكيوتسشاخه 
 يآل باتيهستند كه ترك ياتيح يكيتيدروليه يهاي، باكتر22كلاستريدياكلاس  ياعضا ژهيو، بهفرميكيوتس يهايباكتر

 يي، جااست يهوازيدر هضم ب ياتيح يهياول يمرحله كي زيدروليه ني. اكننديم هيتر تجزساده يهارا به مولكول دهيچيپ
 ياهيتوسط آرك تواننديكه م شونديم ليها تبدواسطه ري) و سا23VFAsچرب فرار ( يدهايبه اس دهيچيپ يهاهيرلايكه ز
 هاهستند. آن ريدرگ سازمتان يهايبا آرك كينتروفياغلب در روابط س هاوتيكيرمف .]17[ پردازش شوند شتريب سازمتان

انتقال  ني. اشوديمتان استفاده م ديتول يبراسازها نكه سپس توسط متا كننديم ديچرب فرار تول يدهايو اس دروژنيه
 مانند ييهاجنس .]18[ است ياتيح وگازيب ثرمؤ دياز تول نانيو اطم يهوازيب ستميحفظ اكوس يها براگونه نيب دروژنيه

 دروژنيه كنندهديتول كينتروفيس يهاياند، به عنوان باكترشده ييشناسا فرميكيوتسشاخه كه در  24كانديداتوس كلواكاموناس
كه به  يدر مطالعات. ]17[ دهنديم شيرا افزا يهوازيهضم ب ييكارا ،يكيتبادلات متابول نيا لياند كه با تسهشناخته شده

از  يكي هاوتيكيرمفاند، مشخص شده است كه پرداخته يهوازيهضم ب يهاستميدر س يكروبيجامعه م يساختارها ليتحل
 ليتشك ايپروتئوباكترو  باكترويديتسرا در كنار  يياياز جامعه باكتر يغالب هستند و معمولاً بخش قابل توجه يهاشاخه

                                                            
22 Clostridia 
23 Volatile Fatty Acids 
24 Candidatus Cloacamonas 
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 يضرور هاضم داريعملكرد پا يكه برا كنديكمك م يكروبيجامعه م يآورثبات و تاب بهها . حضور آن]16و21[ دهنديم
حال،  نيمشترك رخ دهد؛ با ا يبا سوبستراها هيمانند تغذ ياتيعمل طيبر اساس شرا توانديجامعه م بيتنوع در ترك است.

ف هضم مختل يهاطيها در محآن تيو اهم يدهنده سازگاركه نشان كننديرا حفظ م يحضور ثابت يبه طور كل فرميكيوتس
 يداريبه پا فرميكيوتس يهايحضور باكترشود. در مطالعه حاضر نيز اين پديده مشاهده مي .]18و16[ است يهوازيب

ان در طول زم هاضمبه حفظ عملكرد  ريمتغ يطيمح طيبا شرا يها در سازگارآن يي. تواناكنديكمك م يهوازيب يهاهاضم
تنوع در شاخه  .]16[ رنديگيقرار م ياتيعمل يپارامترها اي هيرلايز بيكه تحت نوسانات در ترك يزمان يحت كند،يكمك م

مختلف ممكن است به هدف قرار دادن  يها. گونهدهديم شيرا افزا يهوازيب يهاهاضم يعملكرد تيظرف فرميكيوتس
غالب بودن اين شاخه در  .]17[ را بهبود بخشند وگازيب ديو تول هيتجز يكل ييكارا جهيمختلف بپردازند و در نت يهاهيرلايز

  ).1(مطابق جدول  يكي از دلايل پتانسيل بالاي توليد بيوگاز در اين هاضم باشدتواند مي، مورد بررسيهاضم 

  هاجامعه آركي

اند. همانطور كه در شكل نشان داده شده است، نشان داده شده 3شكل هاي غالب در هاضم مورد بررسي، در متانوژن
 %19/20، 27متانواسپيريليوم %18/6، 26متانوكوليوس %26/5، 25متانوكورپوسكيولوم %41/18شامل  هاي غالب در هاضممتانوژن

 ، و32متيلوباكتريوم %61/12، 31متيل اسيديفيلوم %69/16، 30متيلوورساتيليس %13/11، 29متانورگولا %23/11، 28متانوتريكس
  باشند.، مي33باكتراوشني متيل 59/6%
  

  

   

 
  
  
  
  
  

                                                            
25 Methanocorpusculum 
26 Methanoculleus 
27 Methanospirillum 
28 Methanothrix 
29 Methanoregula 
30 Methyloversatilis 
31 Methylacidiphilum 
32 Methylobacterium 
33 Methyloceanibacter 
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  در سطح جنس غالب در هاضم مورد بررسيهاي متانوژن -3 شكل
Figure 3- Dominant methanogens at the genus level in the studied digester. 

  
كه در مرحله توليد متان نقش مؤثري دارد، از  مورد بررسيشود كه جامعه آركئايي هاضم ، مشخص مي3شكل با توجه به 

 نيچند قيررا از ط ها متانوژنمتان. هاي استوكلاستيك، هيدروژنوتروفيك، و متيلوتروفيك، تشكيل شده استانواع متانوژن
  :كننديم ديتول زيمتما ريمس

  ؛باشديبه عنوان اهداكننده الكترون م 2Hبا استفاده از  2COكه شامل كاهش  :كيدروژنوتروفيه ييزامتان
  ؛ واستات است هيشامل تجز : كهكياستوكلاست ييزامتان
  .]19[  كندياستفاده م هانيآمليمت ايشده مانند متانول  لهيمت باتياز ترك : كهكيلوتروفيمت ييزامتان

تا روده انسان، به  يكشاورز وگازيب واحدهاياز  ،يهوازيمختلف ب يهاطيتا در مح دهنديها اجازه مبه متانوژن رهايمس نيا
  كنند. فايا يوانرژيب ديو تول يدر چرخه كربن جهان ياتيرشد كنند و نقش ح يخوب

 ليبه متان تبد كياستوكلاست يهاتوسط متانوژن ميطور مستقهب كه استات روديانتظار م زايي استوكلاستيك،در مورد متان
به  ،استات كنندهدياكسسينتروفيك  يهايتوسط باكتر تواندي، م)هاضم طيبسته به شرا (از استات  يحال، بخش نيشود. با ا
 شود. ليبه متان تبد كياستوكلاست يهاتوسط متانوژن ميطور مستقبه نكهيا يبه جا؛ شود دياكس 2COو  دروژنيگاز ه
 اريبس ريدر مقاد توانديتنها م ونامطلوب است  اريبس يكينامياز نظر ترمود 2COو  2Hاستات به  كينتروفيس ونيداسياكس
 ونيداسياكس دروژن،يگاز ه يهااز غلظت كيبازه بار ني، انجام شود. تنها در اPa 74و  6/2 نيب يعني، 2H يفشار جزئ نييپا

 ن،يممكن است. بنابرا يكينامي) از نظر ترمود34HM-SAO( يبعد كيدروژنوتروفيه زاييمتاناستات و سينتروفيك 
 كننديم دايپ كيدروژنوتروفيه يهاها را در متانوژندارند كه آن ازين كيشر يهاسمياستات به ارگان دكنندهياكس يهايباكتر

]20[.  
استات  كينتروفيس ونيداسياستات به سمت اكس ميمستق شكستاستات از  هيتجزمسيردر  رييباعث تغ  ياختلالات مختلف

نرخ  شيفزابرليتر، ا  گرميليم 3000در محدوده  آمونياك يبالا يهاغلظت. شوديم كيدروژنوتروفيه زاييمتانهمراه با 
ه تا مقدار دغلظت استات انباشته ش شيافزاو  شوديم كياست دياس ژهيوچرب، به يدهايكه منجر به انباشت اس يآل يبارگذار
(دماهاي ترموفيليك) و افزايش زمان ماند هيدروليكي، از عوامل اين تغيير مسير به شمار  هاضم يدمابر ليتر،  گرميليم 3000
  .]2[ آيندمي

ه دارا بود مورد بررسي، بيشترين فراواني را در هاضم )شوديشناخته م زين 35تاائمتانوس(كه به  كسيمتانوتر، 3با توجه به شكل 
مستقيم استات)  (شكستزايي استوكلاستيك تواند بيانگر شرايطي باشد كه با غلبه مسير متانفراواني اين جنس مياست. 
تنهايي براي به، اين موضوع اگرچه؛ ) 1(مطابق جدول  سازگار استدر توليد ثابت متان برداري پايدار هاضم و بهره) 4(شكل 

                                                            
34 syntrophic acetate oxidation and hydrogenotrophic methanogenesis 
35 Methanosaeta 
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از طرف ديگر، حضور انواع . اثبات عدم وجود اختلالات عملياتي كافي نيست و بايد همراه با ساير شواهد ارزيابي شود
   باشند.دهد كه ساير مسيرهاي توليد متان نيز فعال ميهاي هيدروژنوتروفيك و متيلوتروفيك نشان ميمتانوژن

  
 گيريبحث و نتيجه

 يكروبيبه جوامع م ياديبه طور بن يهوازيهضم ب يفناور يداريو هم پا ييهم كارا ،يستيز تصفيه نديفرآ كيعنوان به 
 فاضلاب شهري درساختار جامعه ميكروبي هاضم  در اين پژوهش،دارد.  يها بستگها در هاضمآن يهاتيو فعال دهيچيپ

ري از لجن گياين منظور مراحل مختلفي شامل نمونه. براي ، مورد بررسي قرار گرفته استخانه فاضلاب جنوب تهرانتصفيه
و در  هاي اصليو فراواني گونه ها جهت تعيين نوعآناليز ميكروبي نمونه، هاي زماني مختلف (هر ماه)داخل هاضم در بازه

  هوازي، انجام شد. نهايت تحليل ساختار جامعه ميكروبي هاضم بي
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  مورد بررسي توليد متان در هاضم احتمالي مسيرهاي -4شكل 
Figure 4- Possible methane production pathways in the studied digester. 
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و فراواني  سازي از تنوعهاي حاضر در مراحل هيدروليز، اسيدسازي و استاتتحليل جامعه باكتريايي هاضم نشان داد كه باكتري
يكروبي كنند و بيانگر وجود يك جامعه متنوع زيستي نيز اين موضوع را تأييد مي هايمناسبي برخوردار هستند. مقادير شاخص

شده و توانايي هاضم را براي حفظ عملكرد  متنوع و نسبتاً يكنواخت هستند. چنين ساختاري موجب افزايش افزونگي عملكردي
حفظ  هوازي در طول زماني فرآيند هضم بيدهد. در نتيجه، ظرفيت توليد متان و پايداردر برابر نوسانات محيطي افزايش مي

همخواني دارد كه نشان دادند تنوع بالاتر جامعه ميكروبي با افزايش پايداري  پيشينشود. اين يافته با نتايج مطالعات مي
  .]22و21[ هاي عملياتي همراه استعملكرد هاضم و مقاومت بيشتر در برابر تنش

ر هاي غالب باكتريايي شناسايي شدند. غالب بودن اين دو شاخه دعنوان شاخهبه فرميكيوتسو  ايپروتئوباكتردر اين پژوهش، 
قش مهمي ن فرميكيوتسهاي متعلق به شاخه هوازي شهري و صنعتي نيز گزارش شده است. باكتريهاي بيبسياري از هاضم

زيه تركيبات در تج ايپروتئوباكتردر هيدروليز پليمرهاي آلي و توليد اسيدهاي چرب فرار دارند، در حالي كه بسياري از اعضاي 
پيشين مطابقت دارد  هاي كنند. اين نتايج با گزارشها مشاركت ميسازهاي مورد نياز متانوژنآلي محلول و توليد پيش

  .]24و23[
 هاي استوكلاستيك، هيدروژنوتروفيك و متيلوتروفيك درنتايج حاصل از تحليل جامعه آركئايي نشان داد كه انواع متانوژن

بيشترين فراواني را به خود اختصاص داده است. غالب بودن اين جنس معمولاً  )متانوسائتا( كسيمتانوترهاضم حضور دارند، اما 
ات و آمونياك هاي نسبتاً پايين استبرداري پايدار و غلظتزايي استوكلاستيك در شرايط بهرهدهنده غالب بودن مسير متاننشان

ان ماند مناسب و غلظت پايين آمونياك آزاد، هايي با عملكرد پايدار، زماند كه در هاضماست. مطالعات متعددي گزارش كرده
هاي در پژوهش حاضر نيز شرايط عملياتي و ويژگي .]26و25[است ها بيشتر نسبت به ساير متانوژن كسيمتانوترفراواني 

برداري، با اين يافته همخواني داشته و از غالب بودن مسير پارامترهاي بهره، دما و ساير pH فيزيكوشيميايي هاضم، از جمله
   .كننداستوكلاستيك حمايت مي

دهد كه علاوه بر مسير استوكلاستيك، ساير هاي هيدروژنوتروفيك و متيلوتروفيك نشان ميدر مقابل، حضور متانوژن
ه پذيري متابوليكي جامعزايي، انعطافزمان چند مسير متانهمزايي نيز در هاضم فعال هستند. فعال بودن مسيرهاي متان

سياري از كند. چنين ساختاري در ببرداري تقويت ميآركئايي را افزايش داده و پايداري فرآيند را در برابر تغييرات شرايط بهره
  .]22[ هوازي با عملكرد پايدار نيز گزارش شده استهاي بيهاضم

ملكرد هاي فيزيكوشيميايي هاضم و عطور كلي، نتايج حاصل از تحليل جامعه ميكروبي، در كنار شرايط عملياتي، ويژگيبه
دهد كه هاضم مورد مطالعه از يك جامعه ميكروبي پايدار و متنوع برخوردار است. اين مناسب آن در توليد متان، نشان مي

ها هوازي شهري همخواني دارد، هرچند تركيب نسبي برخي تاكسونهاي بيت پيشين در زمينه هاضمها با نتايج مطالعايافته
برداري و شرايط محيطي هر هاضم متفاوت تواند تحت تأثير عواملي نظير نوع خوراك، زمان ماند هيدروليكي، دماي بهرهمي
 .باشد

 

  قدرداني
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ب اتردانند كه مانجام شده است. از همين رو، نويسندگان بر خود لازم ميشركت فاضلاب تهران  يمال تيبا حما پژوهش نيا
وسط ارائه شده ت هاي ارزشمندتمساعداز  نيهمچن سندگانينوتشكر و قدرداني خود را نسبت به اين سازمان ابراز نمايند. 

 .كننديم در راستاي تحقق اهداف تحقيق، سپاسگزاريفاضلاب جنوب تهران  خانههيتصف
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