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 پالایی بوم، سلامت انسان و زیست آلودگی زیستمحور مقاله: 

 زنجانشهرستان آلوده در  از پسابروي جاذب و هاي مقاوم جداسازي باكتري

 2*فروزان قاسميان رودسري، 1حسنلوئی یمحمدعل
 دانشگاه زنجان ستیزطيمحكارشناسی ارشد علوم آموخته  دانش 1

 ه زنجاندانشگا یشناسستیزاستادیار گروه  *2

 

 هچكيد

فلزات در این غلظت  كهیهنگام وآورندبه وجود میموجودات زنده اي را براي فلزات سنگين با تجمع در زنجيره غذایی مشكلات عدیده

-ساباز پ رويباكتریایی جاذب  هايی گونهاین پژوهش شناسایهدف . شوداستفاده میي سازپاکبراي هاي بيولوژیكی پایين باشد، از روشمحيط 

بر  جداشدههاي باكترير درشد  مهاركنندهحداقل غلظت و آوري جمعنمونه پساب آلوده  20است. براي این منظور هاي آلوده جنوب شهر زنجان 

 باكتریایی جداشدههاي سویهتایج ن قرار گرفت. یبررس مورد سولفات رويليتر  گرم درميلی 3750تا  200هاي غلظتكشت شامل  روي محيط

بر  گرمیليم 3750لظت غ در محيط كشت حاوي سولفات روي تا Z25و  Z1 ،Z8 ،Z10 ،Z13هاي ایزوله را نشان داد.ایزوله  18 بالاي مقاومت

با  Z13 ایزوله .ان دادندرا نشرشد بر ليتر  گرمیليم 3500تا  Z10و  Z8و  2000 تا Z25، 1500تا  Z13و  Z1هاي ایزوله .ردندكرشد ليتر 

 ه جنسبایزوله متعلق  مطالعات فيلوژنتيكی نشان داد كه این داشت.در بين پنج ایزوله دیگر را روي يشترین مقدار جذب ب 08/186جذب معادل 

sp. Sphingomonas ویهسبالاي ل مآستانه تحبا توجه به  تفاوت دارد. حالتابه شدهگزارشهاي ، كه با سویهاست Z13 عنوانبهاز آن  توانیم 

 كرد.استفاده روي  در حذف آلایندهناسب مجاذب زیستی 

 زنجان ،روي هاي مقاوم،سازي زیستی، باكتريپاک :لمات كليديك

 

 مقدمه

 ،، توليد انرژيسازيصنایع باطري ،سازيذوب فلزات، صنایع خودروهاي فعاليت ،استخراج معادناز قبيل هاي انسان امروزه در نتيجه فعاليت

آلودگی فلزات سنگين ناشی )(.  است جادشدهیا محيطیزیاد زیست ، مشكلات بسيارهاكشعلفو كاربرد صنعتی شهري و سوخت، كودها، فاضلاب 

و تجمعشان در زنجيره غذایی  گرددیممحسوب در حواشی شهرها  یطيمحستیزعمده  مشكلیک  عنوانبهاز منابع شهري، صنعتی و كشاورزي 

 صورتبهی بوده و این فلزات از نظر بيولوژیكی سمّ؛ (Kabata-Pendias, 2000) شودیمه موجودات زندمنجر به مشكلات جدي براي سلامت 

فلزات قرار دارند نسبت این كه در معرض  ییهاسميكروارگانيم جیتدربه. فلزات سنگين جذب خاک و رسوبات شده و مانندیمپایدار در محيط باقی 

ها متابوليكی ضروري هستند اما در در غلظت كم براي رشد سلولی و فعاليت نيسنگفلزات  (.1377 كرمانشاهی و همكاران،) شوندیممقاوم  هاآنبه 

یک عنصر  يفلز رو .(Hughes and Poole, 1989)شوند هاي بيولوژیكی میهاي بالا و بيشتر از حد مجاز سبب جلوگيري از واكنشغلظت

 گرمیليم 15تا  10و روزانه از طریق مواد غذایی مختلف تقریباً  شودمی هامیآنزاز  ست و باعث افزایش فعاليت برخیازنده  موجوداتاساسی براي 

اختصاصی  طوربهاست و معمولاً در هيچ عضوي  شدهزدهگرم تخمين  2شود. مقدار كل روي در بدن انسان بالغ، در حدود به بدن انسان وارد می

 عنوانبهآنزیم  300به ثبات ساختار مولكولی كمک كرده و در بيش از  و لولی نقش داردهاي سیابد. روي در گستره زیادي از پردازشتجمع نمی

گرچه عنصر روي ا. دارد هستند، به روي وابسته كه يهاژننقش مهمی در بيان  عنصر روي(. McCall et al.,2000كند )كوفاكتور عمل می

 كندیمعمل نيز سيستم بيولوژیكی  كنندهمختل عنوانبه بوده ومی نيز بيشتر در زنجيره تنفسی هوازي وجود دارد، ولی داراي اثرات س

(Hynninen.,2010در پروكاریوت .)این عنصر  هستند كه ياشدهميتنظهاي روي شامل روشافزایش عنصر هاي اصلی براي مقابله با ها مكانيسم

 ,Blencowe and Morbyكند )زیه و از غشاي سيتوپلاسمی خارج میتج 1فلز را با روشی به نام متالوچاپرون يهاونیوارد سلول كرده و را 

 مانند اكسيداسيون، احياء، رسوب دادن شيميایی، هاندهیآلا نیاهاي شيميایی و فيزیكی حذف نشان داده است كه روش هایبررس(. 2003

نيستند.  صرفهبهمقروننيز اقتصادي  ازنظردارند و  یهایدودیتهاي اسمز معكوس محفيلتراسيون، تيمار الكتروشيميایی، تبخير، تبادل یونی و فرایند

ها غلظت فلزات سنگين در حد خيلی كم باشد این روشزمانی كه و  اوي مواد آلی پيچيده مناسب نيستهاي حها براي تصفيه پسابزیرا این روش

زیستی  يسازپاکفلزات سنگين از محيط بسيار ضروري است.  حذف این دیگراز طرفی . (1387و همكاران، یسلطان میكر) كارایی چندانی ندارند

 هاو شامل هر نوع عملكردي است كه در آن از ميكروارگانيسم فرایندهاي بيولوژیكی است لهيوسبه یطيمحستیزهاي جهت رفع آلودگیراه كار یک 

ها به توسط آلاینده افتهیرييتغان سبز جهت بازگرداندن محيط طبيعی ها و گياهها، آنزیممخمر ،هاها، كرمها، باكتريقارچ و موجودات مختلف مانند

                                                 
 ghasemian@znu.ac.ir-fایمیل نویسنده مسئول:* 

1 Metallochaperron 
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 یطيمحستیزاز اهداف مهم مهندسی  زائد يهاپسابفلزات سنگين از  يسازپاک(. Kabata-Pendias, 2000) گرددشرایط اوليه آن استفاده می

در پاسخ  ،گيرندقرار می مس، روي و كلسيم سنگين نظيرفلزات غلظت بالاي در معرض  كهیمزمانی كه ها ميكروارگانيسمبرخی از است. 

ها تمایل و ظرفيت بالایی براي اتصال به كنند. متالوتيونيينتوليد می 1هاهاي پروتئينی كوچک غنی از سيستئين به نام متالوتيونيينمولكول

بين  یميمستقكه رابطه  اندنمودها در اشرشيا كلی كلون و بيان ها ر( انواع متالوتيونئين2003و همكاران ) Liuهاي فلزات سنگين دارا هستند. یون

 يهاسميمكانمطالعه انتقال، ژنتيک و است.  شدهمشاهدهو روي در درون سلول باكتري ، كادميم و تجمع عناصر مس شدهانيبميزان متالوتيونيين 

براي خارج كردن  هاسميكروارگانيمو افزایش دادن توانایی  هاسلولممكن است در درک عملكرد فيزیولوژي  هايباكترمتفاوت به فلزات سنگين در 

محيط از فلزات سنگين یک راه حل طبيعی، پایدار و  يسازپاکبراي  هاسميكروارگانيمامروزه استفاده از  رونیازامفيد باشد.  آورانیزفلزي  يهاونی

. دهندیمتطبيق هاي فلزي آلایندهخود را با  هايباكترهاي طبيعی ي در محيطهاي فلزهاي بالاي آلایندهدر شرایط وجود غلظت اقتصادي است.

هاي مختلف و مكانيسمي هاروشها از ميكروارگانيسم. دارندهاي خود نگه میجذب كرده و در سلولات سنگين محيط را ها فلزميكروارگانيسم

هاي مختلف ها بسته به نوع باكتري و حتی جنس. سطح مقاومت باكتري(Nies, 2003دهند )ها مقاومت نشان میمتفاوت به حضور آلاینده

هاي آلوده دست فلزات از محيطاین ، به بالاترین راندمان جذب سنگين توان با شناسایی نوع باكتري مقاوم به فلزمی بنابراین ،متفاوت است گونهکی

 یافت.

 

 هامواد و روش

هاي در ظرفدر مناطق مختلف شهرستان زنجان  روي هاي توليد، ذوب، فراوري و تغليظانهایستگاه شامل كارخ 20 پساب ازهاي نمونه

 ICP-AES با دستگاه هانمونهدر روي  غلظت .گردیدند منتقل و بلافاصله با حفظ شرایط به آزمایشگاه آوريجمعدار استریل پلاستيكی درب

 هايدر ليتر تهيه و سپس از محلول مادر غلظت گرمیليم 4000محلول مادر با غلظت  سولفات روي از نمک .گردیدو مناطق آلوده شناسایی قرائت 

 كشتگردید. و به مدت یک هفته در یخچال نگهداري و سترون  تهيه رويهاي مقاوم به در ليتر براي شناسایی باكتري گرمیليم 3750تا  200

آگار  در صد 5/1تریپتون و در صد  1عصاره مخمر،  صد در 5/0يط كشت شامل محدر نمونه  01/0رقت از  مولكرويم 800 سطحی با اضافه نمودن

 در دماي ساعت در انكوباتور 72تا  24به مدت  هاتيلپ نجام شد.ا سولفات رويهاي نمکمختلف با سطح آلودگی  ،هفتمعادل هاش پدر محيط با 

تا  200از ح آلودگی وبا سط كشت كشت خطی در محيط صورتبهعد در مرحله ب آمدهدستبههاي . كلنیندقرار داده شد سلسيوسدرجه  31

انتقال و كشت داده هاي رشد یافته در هر مرحله به مرحله بعد با سطح آلودگی بالاتر به صورتی كه كلنی سولفات رويگرم در ليتر ميلی 3750

هاي باكتریایی كه بالاترین شناسایی ایزوله .گردیدتعيين  3باكتري نابودكنندهحداقل غلظت و  2رشد مهاركنندهحداقل غلظت  تیدرنها شد.می

ي گرم انتخاب گردید. براي محاسبه ميزان كمّی جذب فلز توسط هر زيآمرنگیكی كلنی و مورفولوژجذب فلز روي را داشتند بر اساس مشخصات 

 10گرم در ليتر محلول سولفات روي تهيه و ميلی 500تدا ابروي هاي جاذب و در نهایت انتخاب بهترین باكتري شدهغربالهاي مقاوم یک از سویه

مجاور دور در دقيقه  90سلسيوس و درجه  30در انكوباتور شيكر دار در دماي ساعت پنج هاي باكتریایی به مدت سااز این محلول با بيوم ليترميلی

با دستگاه آي سی  قه سانتریفوژ گردید. غلظت محلول روییدقي 10به مدت دور در دقيقه  10000با دور  موردنظرسازي شد. پس از گذشت زمان 

 استفاده گردید. 1از معادله  هاداده براي ارزیابی عدد نهایی جذب، گزارش گردید. صورتبهها و ميانگين آنقرائت با دو بار تكرار پی 

 

 MfC – iV(C=Q/(                                                                                                                       1معادله 
 

گردد، در هر گرم وزن خشک باكتري گزارش می شدهجذبگرم فلز ميلی برحسبس است كه اتوسط بيوم معرف ميزان جذب فلز Qدر این معادله 

غلظت فلز پس از مجاور  fC گرم بر ليتر،يلیم حسببرغلظت اوليه محلول فلزي  iCليتر،  برحسبمعرف حجم محلول مجاورسازي  Vپارامتر 

ها با استفاده از روش اختصاصی ژنومی باكتري  DNAاستخراج .استگرم  برحسب يوماسبوزن خشک  Mو  گرم بر ليتريلیم برحسبسازي 

Corbin  هاي هاي مربوطه از لحاظ صحت نوكلئوتيدماتوگرافبا كرو هاآنانجام گردید. نتایج توالی یابی پس از بررسی و مطابقت  1994و همكاران

ی قرار موردبررس 4هاي موجود در بانک اطلاعاتی جهانی ژنو توالی dnadist ،negbor ،Drawgramي افزارهانرمتوالی یابی شده، به كمک 

 هاي جدید رسم گردید.گرفتند و درخت فيلوژنيتيكی سویه

 

                                                 
1 Metallothioneins 
2 Minimum Inhibitory Concentration, MIC 
3 Minimum Bactericidal Concentration, MBC 
4 National Center for Biotechnology Information 
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 نتایج و بحث

 يسازغربالنتایج مرحله 

 سولفاتمقدار  آمد، كه با بالا بردن به دستایزوله باكتریایی  18هاي مختلف سولفات روي، حاوي غلظتكشت ها بر روي محيط ز كشت نمونها

، Z1 ،Z8 ،Z10هاي ایزوله را داشتند انتخاب شدند. رشد مهاركنندهغلظت ایزوله كه بيشترین پنج  تیدرنهاروي تعداد ایزوله كاهش پيدا كردند. 

Z13  وZ25  هاي بر ليتر رشد كردند. ایزوله گرمیليم 3750در محيط كشت حاوي سولفات روي تا غلظتZ1  وZ13  1500تا ،Z25  2000تا 

 بر ليتر رشد را نشان دادند. گرمیليم 3500تا  Z10و  Z8و 

 
 هاي مختلف سولفات رويهاي متفاوت رشد كرده در غلظتعداد كلنیت -1شكل 

 

 يفلز روی ذب كمّنتایج ميزان ج

بيشترین مقدار جذب  22/156و  08/186تيب با جذب معادل به تر Z8و  Z13هاي دهد كه ایزولهنشان می 1طبق جدول  آمدهدستبهنتایج 

 سولفات را داشتند.

 

 هاي باكتریاییيزان جذب سولفات روي توسط سویهم -1جدول 

 ميزان جذب
(Mg/g.dw) 

 وماسيبوزن خشک 

(g) 

 مجاورسازي حجم محلول

(l) 
 غلظت محلول اوليه

(mg/l) 

 شدهخواندهجذب 
(mg/l) 

 باكتري مورفولوژي

 Z1 باسيل گرم منفی 116/280 252/310 008/0 004/0 272/60

 Z8 باسيل گرم منفی 724/290 252/310 008/0 001/0 224/156
 Z10 باسيل گرم منفی - 252/310 008/0 ناچيز ناچيز

 Z13 باسيل گرم منفی 471/240 252/310 008/0 003/0 082/186

 Z25 كوكسی گرم مثبت 959/290 252/310 008/0 005/0 873/30

 

درصد و با سه تفاوت بارز نوكلئوتيدي با باكتري  99با  را بالاترین شباهت دهد این ایزولهنشان می Z13ایزوله  16SrRNAهاي ژن مطالعه داده

Sphingomonas sp. AC83 رسد شود به نظر میداري در تفاوت نوكلئوتيدي این دو باكتري دیده نمیكه اختلاف معنیا توجه به اینب ؛ ودارد

 Sphingomonas سویه جدیدي از باكتري جنس عنوانبه Z13شود كه ایزوله می يشنهادپتعلق دارند. در نتيجه  گونهیکكه این دو باكتري به 

sp  شودیمدر نظر گرفته .Mergeay (1995 بيان نمود حداقل غلظت )براي  روي فلز مهاركنندهE.coli  ميلی مول است.  1به ترتيب برابر

Bautista-Hernández اند كه سویه باكتريگزارش نموده) 2012(همكاران  و Delftia tsuruhatensis مهاركنندهغلظت  مقاوم به فلز روي 

از خانواده  costicola Salinivibrioباكتري گزارش نمودند كه  (1389)بخشی و همكاران خدا .داشتندميلی مول  25معادل  رشد

Vibrionaceae ( نتایج تجزیه خاک 1387متشرع زاده و همكاران ) محيط را تحمل كرده و زنده بماند. رويميلی مول  2 توانسته غلظت

است و این امر موجب نگرانی  هاخاکتر از حد متوسط كشاورزي اطراف معدن شازند اراک را بررسی و نشان دادند كه ميزان فلزات سنگين بيش
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آلوده به فلزات سنگين، هفت جدایه مقاوم به فلزات سنگين شناسایی  يهاخاکخاک از محيط ریزوسفر و  هاييباكتر. همچنين با جداسازي است

 .استفاده نمود پالاییياهگ هايیشآزمابراي  هاآناز زاد مایه  توانیمو گزارش گردید كه 

 

 يريگجهينت
، Z1 ،Z8 ،Z10هاي به سولفات روي ایزوله باكتري مقاوم نشان داد كه پنج هاآنجش مقاومت نو س هاگري، كشت نمونهغربالنتایج 

Z13  وZ25  .يهازولهیاهستند Z8 و Z13  جذب بالاي در هر گرم وزن خشک باكتري  شدهجذبگرم فلز ميلی 08/186و  22/156به ترتيب با

درصدي از  16srRNA ،99با سه تفاوت بارز نوكلئوتيدي و شباهت ژن  Z13مطالعات بيوشيميایی و ژنوتيپی ایزوله  نشان دادند.لز روي را از ف

يط تحمل كرده و زنده مانده را در مح ميلی مول روي 18 غلظت Z13متمایز و گزارش گردید. ایزوله  Sphingomonas sp. AC83 سویه

هت توليد جتوان له مینتایج مطالعات قبلی از این ایزو يهاگزارشتوسط این ایزوله نسبت به و جذب بالاي فلز روي  به علت مقاومتاست. 

 كرد. ستفادهروي اهاي آلوده به فلزات سنگين تصفيه پسابو ها جاذببيو
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Abstract 
Heavy metals accumulate in the food chain, causing numerous problems for living organisms. When these metals are 

concentrated in the environment, biological methods are used for purification. The purpose of this study was to identify 

resistant bacterial species of zinc absorbent from contaminated wastewater in the south of Zanjan. For this purpose, 20 

samples of contaminated wastewater were collected and the minimum concentration of growth inhibitor in isolated 

bacteria was investigated on medium containing concentrations of 200 to 3750 mg / L zinc sulfate. The results of 

isolated bacterial strains revealed a high resistance of 18 isolates. Z1, Z8, Z10, Z13, and Z25 isolates were grown in 

zinc sulfate-containing media to a concentration of 3750 mg / L. Z1 and Z13 to 1500, Z25 to 2000, Z8 and Z10 to 3500 

mg / L isolates showed growth. The Z13 isolate with the absorption of 186.08 was the highest zinc absorption in five 

other isolates. Phylogenetic studies showed that this isolate belongs to sp. Sphingomonas sp, which is different from the 

reported strains. Due to the high tolerance threshold for the Z13 strain, it can be used as an appropriate adsorbent in the 

removal of zinc contaminants. 
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