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 مقاوم به فلزات سنگین از خاک های کشاورزی و  اسیدووراکس  جداسازی باکتری
 بهینه سازی جذب فلزی 
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 استاديار، دانشگاه آزاد اسلامي واحد اسلامشهر، دانشکده علوم پايه، گروه زيست شناسي، اسلامشهر، ايران. 1

 چکیده

های آلوده است. اين مطالعه با هدف جداسازی   پاکسازی زيستي کارآمدترين روش برای حذف فلزات از خاک سابقه و هدف:

 های مقاوم به فلزات سنگین و تعیین شرايط مناسب برای حذف فلزات انجام شد. باکتری

 های کشاورزی مناطق مختلف شهرستان اسلامشهر صورت گرفت.  گیری از خاک  در اين مطالعه مقطعي، نمونهها:   مواد و روش

مولار هر يک از فلزات کادمیوم، روی و    میلي 1ها بر روی محیط کشت محتوی غلظت   های مقاوم با کشت باکتری  غربالگری سويه

سازی در آگار و میزان حذف فلزات با استفاده از دستگاه جذب    مس انجام گرفت. حداقل غلظت ممانعت کننده رشد با روش رقیق

ها   اتمي بررسي شد. متغیرهای مختلف برای حذف فلز مانند اسیديته، غلظت اولیه فلز و زمان تماس بررسي گرديد. شناسايي سويه

 نجام گرفت.ا 16S rRNAژن  بر مبنای توالي

فلز مقاوم بود. حداقل غلظت ممانعت کننده  3به هر  BRH3باکتری جدا شده از ناحیه مورد پژوهش، جدايه  111از مجموع ها:   يافته

درصد بود.  3/24و  84، 3223میلي مولار و میزان حذف فلزات به ترتیب  3و  2، 3رشد مس، کادمیوم و روی برای جدايه به ترتیب 

و  6/میلي گرم در لیتر به ترتیب  131ساعت و غلظت اولیه فلز به میزان  8، زمان تماس /بیشینه جذب روی و کادمیوم در اسیديته 

  سويه اسیدووراکس دست آمد. جدايه به عنوان  درصد به 84، به میزان 3درصد و برای مس در همان شرايط به جز اسیديته بهینه  36

HM_AH 13 با شماره دسترسيJN676128  .در بانک جهاني ژن ثبت گرديد 

های کشاورزی وجود دارد و سويه جداسازی شده در اين   های مقاوم به فلزات سنگین در خاک نتايج نشان داد که باکتریگیری:   نتیجه

 های آلوده باشد.  تواند کانديد مناسبي برای حذف فلزات سنگین از محیط مطالعه مي

 .اسیدووراکسجذب زيستي، فلزات سنگین، خاک های آلوده، واژگان کلیدی: 

 63بهمن ماه پذيرش برای چاپ:   63آذر ماه دريافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: اسلامشهر، دانشگاه آزاد واحد اسلامشهر، گروه زيست شناسي.

  ghane@iiau.ac.irپست الکترونیک:     16123133413تلفن:    

 مقدمه     

 آلودگي خاک با فلزات سنگین گسترش وسیعي دارد.        

های کشاورزی و صنعتي منتهي به آلودگي   بسیاری از فعالیت

شود. سمیت هر يک از   های فلزی مي  محیط زيست با يون

های پايین   فلزات سنگین بسته به نوع فلز متفاوت است. غلظت

فلزاتي مانند کبالت، مس، نیکل و روی برای بسیاری از 

ها مورد نیاز است. با اين وجود   فرآيندهای سلولي در باکتری

های بالای اين فلزات اغلب سمي است. ساير فلزات   غلظت

سمي مانند کادمیوم، جیوه، سرب، نقره و کروم هیچ تاثیر 

های پايین   مفیدی بر روی باکتری نداشته و حتي در غلظت

مطالعات نشان داده که فلزات سنگین نه تنها  (.1)  سمي هستند

و تولید  دادههای خاک را تحت تاثیر قرار   فعالیت میکروب

دهند، بلکه تهديدکننده سلامت انسان از   محصول را کاهش مي

mailto:ghane@iiau.ac.ir
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سمیت فلزات سنگین  (.2طريق ورود به زنجیرة غذايي هستند )

در زنجیرة غذايي، به دلیل تجمع زيستي و عدم تجزيه پذيری 

آن است که سبب مخاطراتي چون آسیب به ريه، کلیه، کبد، 

 (.  3شود ) پانکراس و اختلالات عصبي مي

های متداول حذف فلزات رسوب شیمیايي، تصفیه،   روش

 های الکتروشیمیايي، تعويض يوني، اسمز معکوس است   روش

های جذب زيستي برای   های اخیر روش  (. اما در سال8-/)

تر و   حذف فلزات سنگین به عنوان يک روش موثرتر، ارزان

   دوست دار محیط زيست مورد توجه قرار گرفته است.

ها برای جذب زيستي فلزات کاملاً مناسب   میکروارگانیسم

های فلزی،   هستند. دلیل اين امر توانايي آن ها در جذب يون

(. 7های طبیعي و هزينه کمتر است )  مناسب بودن برای محیط

(، 6و  4ها )  ها مانند باکتری  انواع مختلفي از میکروارگانیسم

( به 18و  13ها )  ( و جلبک12و  11(، مخمرها )11ها )  قارچ

روند.   عنوان جاذب زيستي برای حذف فلزات سنگین به کار مي

جذب زيستي فرايندی غیر فعال، سريع و اغلب قابل برگشت و 

 غیر وابسته به متابولیسم است که  بیشتر در ديواره سلولي 

 (. 13دهد ) رخ مي

ترين عواملي است که خواص   ترکیب ديواره سلولي يکي از مهم

دهد. ديواره سلولي   جذب کنندگي باکتری را تحت تاثیر قرار مي

های کربوکسیل،   های عملکردی مانند گروه  دارای گروه

هیدروکسیل، فسفات، آمید و سولفات هستند که مسئول اتصال 

 (.13ها مي باشند ) های فلزی بر اساس جذب در باکتری يون

گزارش های زيادی در زمینه جذب زيستي فلزات توسط 

در  های آلوده به فلزات  ها به منظور پاکسازی آب و خاک  باکتری

جذب زيستي  وجود دارد. به عنوان نمونه،دنیا و در ايران 

های   های جدا شده از خاک  کادمیوم و نیکل توسط باکتری

 محمدزاده کشاورزی آبیاری شده با لجن، توسط 

(Mohammad zadeh  ) و همکاران مورد بررسي قرار گرفته

  کوماموناس( و همکاران باکتری Ghaneقانع ) (./1است )

(Comamonas.sp که ) درصد کروم بود  41دارای قدرت حذف

(. 17های صنايع آبکاری جداسازی نمودند )  را از پساب

تیوباسیلوس اسیدی همچنین جذب زيستي مس و روی توسط 

با هدف بهینه   (thiooxidans  Acidithiobacillus)تیو اکسیدانس 

سازی شرايط جذب مورد بررسي قرار گرفته است و نشان داده 

شده که بهینه سازی شرايط جذب موجب افزايش جذب زيستي 

( و همکاران Shahsavanei(. شاهسوني )14گردد )  هر دو فلز مي

های جدا شده از کارگاه نقره   جذب زيستي نقره را توسط باکتری

همچنین مطالعات نشان (.  16کاری در اصفهان بررسي کردند )

جدا شده از (  Bacillus cereus)باسیلوس سرئوس   داده است که

های مربوط به صنايع آب فلزکاری، توانايي جذب زيستي   خاک

 (.  21درصد را دارا مي باشند ) 42به میزان کادمیوم 

های کشاورزی به دلیل استفاده دراز مدت از کودهای   خاک

های کم تا متوسط فلزات   فسفاته و لجن فاضلاب به غلظت

های بومي اين   سنگین از جمله کادمیوم آلوده است. میکروب

ها، از طريق روش های مختلفي به اين فلزات سازگار شده   خاک

های مقاومت به اين فلزات را کسب نموده اند. اين   و مکانیسم

های زيستي دارای توانايي نهفته حذف   ها به عنوان جاذب  باکتری

 های آلوده مي باشند.  فلزات سنگین از محیط

های آلوده به   ها در پاکسازی محیط  با توجه به اهمیت باکتری

های مقاوم   هدف از اين مطالعه جداسازی باکتریفلزات سنگین، 

های کشاورزی و بررسي توانايي جذب   به فلزات سنگین از خاک

 زيستي فلزات توسط آنها بود. 

 

 م اد و رو  ها             

: نمونه گیری از ها  جداسازی سويه  الف( نمونه برداری و  

های کشاورزی مناطق مختلف شهرستان اسلامشهر صورت   خاک

سانتي متری سطح تهیه و در   3  های خاک از عمق  گرفت. نمونه

با   ها   نمونه  فلز در   میزانهای استريل جمع آوری شدند.   لوله

 جذب اتمي   دستگاه  وسیلۀ  روش هضم اسیدی و به

(Philips, PU 9100X) ( 21اندازه گیری شد .) 

به های جمع آوری شده   میزان کادمیوم، مس و روی در نمونه

میلي گرم در هر کیلوگرم خاک   64±11و  83±3،   21±3ترتیب  

گرم از  1های مقاوم،   به منظور جداسازی سويه .گرديدتعیین 

میلي لیتر از سرم فیزيولوژی استريل مخلوط شد. پس  6خاک با 

های حاوی محیط کشت لوريا   های متوالي به پلیت  از تهیه رقت
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( )مرک، آلمان( منتقل شد و Luria Bertani Agarبرتاني آگار ) 

 گذاری  درجه سلیسیوس گرما 31دمای ساعت در  28به مدت 

کلني منفرد متفاوت از نظر مورفولوژی انتخاب شد  111گرديد. 

لوريا برتاني براث دارای  در محیط، و پس از تهیه کشت خالص

 درجه سلیسیوس نگهداری  -21% گلیسرول، در دمای 13

 (.  22گرديد )

های مقاوم به فلز و تعیین حداقل غلظت   ب( غربالگری سويه
مولار هر يک از فلزات  1محلول ذخیرة :  ممانعت کننده رشد

مورد آزمايش شامل کلريد کادمیوم، سولفات روی و سولفات 

مس، با حل نمودن هر يک به طور جداگانه در آب مقطر تهیه 

میکرون استريل شدند.  1222های   گرديد و با استفاده از صافي

های   های مقاوم به فلز، هر يک از سويه  برای غربالگری باکتری

 1جدا شده در محیط کشت لوريا برتاني آگار با غلظت نهايي 

میلي مولار هر يک از فلزات، کشت داده شدند. به منظور تعیین 

های دارای توانايي   سويهحداقل غلظت ممانعت کننده از رشد، 

میلي  1-8های   های لوريا برتاني آگار با غلظت  رشد در پلیت

 ساعت  84  مدت  به  پلیت هامولار از هر فلز کشت داده شدند. 

ای که   شدند. سويه  گذاری  درجه سلیسیوس گرما 31دمای   در

را نسبت به تمام حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد بالاتری 

برای   ترين سويه  فلزات مورد بررسي نشان داد به عنوان مقاوم

 (. 23مطالعات بعدی انتخاب گرديد )

محیط کشت در ابتدا   :های مختلف فلزات سنگین  ج( تاثیر غلظت

از هر يک از   میلي مولار 1-3های   با غلظتلوريا برتاني براث 

فلزات و نیز محیط کشت بدون فلز )کنترل( در فلاسک تهیه 

به  1:21ها در مرحله لگاريتمي با نسبت   از کشت باکتریگرديد. 

درجه  31ساعت در  72ها تلقیح و به مدت   هر يک از فلاسک

 دور بر دقیقه 131سلیسیوس در انکوباتور شیکر دار با هوادهي 

ساعت با استفاده از  2هر  ها  شدند. رشد باکتری  ماگذاریگر

نانومتر   11/طول موج ( در Beckman)  دستگاه اسپکتروفتومتر

 (.  21) بار تکرار انجام گرفت 3گیری شد. تمام آزمون ها با  اندازه

: برای مطالعه توانايي جذب هر يک از د( بررسي جذب فلز

 در شبانه  کشت  باکتری  از  های زنده،  فلزات سنگین توسط سلول

% از سوسپانسیون 1گرديد. سپس   لوريا برتاني براث تهیه   محیط

میلي لیتر  21میلي لیتر دارای  111های   باکتری در فلاسک

گرم در لیتر   میلي 111محیط کشت لوريا برتاني براث با غلظت 

 21بررسي،   هر  . دراز هر يک از فلزات مورد آزمايش تلقیح شد

میلي  111با غلظت   محیط کشت لوريا برتاني براث  میلي لیتر

 کشت  محیط  عنوان  به  نیزگرم در لیتر از هر يک از فلزات 

درجه سلیسیوس و  31دمای  ها در   فلاسک  .تهیه شد  کنترل

 گرماگذاریساعت  72دور در دقیقه به مدت  131هوادهي 

 دور در دقیقه 3111دقیقه با سرعت   11به مدت    شدند. سپس

 گردد.  جدا  رويي  مايع  از  کاملاً  سلولي  توده  تا  شدند  سانتريفیوژ

 ديگری  ظرف  به  فلز  میزان  گیری  اندازه  به منظور  روماند  مايع

  شد. منتقل

 سلولي  توده  ابتدا  سلولي،  توده  در  فلز  میزان  گیری  اندازه  برای

در    شب  يک  مدت  به  و  داده شد  شستشو  مقطر  آب  با  بار  يک

 خشک  توده  صورت  به  تا  گرفت  قراردرجه سلیسیوس   113

 آب  با  آن  حجم  و  مخلوط  نیتريک غلیظ  اسید  با  سپس  .درآيد

 ها   نمونه  فلز در   شد. میزان  میلي لیتر رسانده 3به   استريل  مقطر

  (Philips, PU 9100Xجذب اتمي )  دستگاه  وسیلۀ  به

 اندازه گیری شد. 

(، مقدار فلز جذب شده در هر گرم از ماده eqظرفیت جذب )

جاذب )توده زيستي( بر حسب میلي گرم در گرم وزن خشک 

 (: 13توان با فرمول زير محاسبه کرد ) را مي

 
 

 

0C گرم در   های فلزی در محلول بر حسب میلي غلظت اولیه يون

های فلزی در محلول بر حسب میلي   غلظت نهايي يون Ceلیتر، 

 mمعرف حجم محلول فلزی بر حسب لیتر و   Vگرم در لیتر، 

 وزن خشک توده زيستي بر حسب گرم مي باشد.

همچنین جذب زيستي فلز را مي توان با درصد حذف فلز از 

 (.13محلول فلزی از طريق فرمول زير محاسبه نمود )

 
 

 با  اتمي  جذب  های آزمون های  تمامي  که  شايان يادآوری است

 صورت  به  ها  آن  میانگین  نهايت  در  و  گرفت  انجام  تکرار  دو بار
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 .گرديد گزارش جذب نهايي عدد

: به منظور تعیین اثر اسیديته ه( بررسي اثر اسیديته بر جذب فلز

بر جذب هر يک از فلزات توسط سويه منتخب، محلول فلزی 

گرم در لیتر هر يک از فلزات به طور جداگانه با   میلي 111

تهیه شد. سپس به هر يک از  2-4مقادير اسیديته مختلف 

میلي لیتر محلول هر  23میلي لیتری حاوی  111های   فلاسک

گرم از توده زيستي  123يک از فلزات مورد آزمايش، میزان 

دقیقه در انکوباتور شیکر  61سويه منتخب اضافه شد و به مدت 

درجه  31دمای   دردور بر دقیقه و  131دار با هوادهي 

   (.28گرديد ) گذاری سلیسیوس گرما

 اثر  بررسي  منظور  : بهجذب  میزان  در  فلز  غلظت  اثر  و( بررسي

در جذب هر يک از فلزات مورد   فلزی  محلول  اولیه  غلظت

و  131، 111، 31های مختلف محلول فلزی )  آزمايش، غلظت

اسیديته بهینه به دست آمده برای  گرم در لیتر( با  میلي 211

جذب هر يک از فلزات توسط توده زيستي باکتری، مورد 

 31دقیقه گرماگذاری در  61ارزيابي قرار گرفت. پس از گذشت 

دور در دقیقه، میزان جذب  131درجه سلیسیوس با هوادهي 

  (.28)محاسبه گرديد 

 زمان  اثر  :جذب  میزان  فلز در   با  سويه  تماس  زمان  اثر  ز( بررسي

هر يک از فلزات مورد   محلول  با  باکتری  توده زيستي  تماس

میلي گرم در لیتر )غلظت بهینه( و اسیديته  131آزمون با غلظت 

بهینه برای هر يک از فلزات مورد بررسي قرار گرفت. برای اين 

 111میلي لیتری، در هر يک میزان  231فلاسک  3منظور در 

میلي گرم در لیتر هر يک از فلزات تهیه  131میلي لیتر از غلظت 

درصد از توده زيستي تر باکتری تلقیح شد.  2شد و به میزان 

دور در دقیقه و  131سپس در انکوباتور شیکردار با هوادهي 

درجه سلیسیوس گرماگذاری شد و در  31درجه حرارت 

های   دقیقه از فلاسک 281و  121و  61، 1/، 31های   زمان

  (.28) مربوطه نمونه برداری شده و میزان حذف فلز بررسي شد

 BRH3سويه   شناسايي  :ح( تعیین هويت بیوشیمیايي و مولکولي

 با  های فیزيولوژيکي و بیوشیمیايي مطابق  از ويژگي  استفاده  با

 (. 23گرفت ) صورت جداول کتاب برگي

های فیزيولوژيکي و بیوشیمیايي از جمله محدودة   ويژگي

های مختلف نمک و   و دمای بهینه رشد و تحمل غلظت اسیديته

مصرف منابع کربن مختلف و نیز آزمايشات کاتالاز، اکسیداز، 

 (./2)منتخب انجام شد   سويهژلاتیناز و آمیلاز برای 

 3جدا شده در از سويه يک کلني منفرد الگو  DNAبرای تهیه 

درجه  31در دمای   لوريا برتاني براث محیط کشت   میلي لیتر

سپس (.  22سلیسیوس به صورت شبانه کشت داده شد )

 بر اساس دستور کار شرکت سازندة کیت  DNAاستخراج 

(Promega صورت گرفت. شناسايي مولکولي با روش تکثیر )

انجام شد. برای اين کار از پرايمرهای    16S rRNAژن

 و    ’F1:5’-AGAGTTTGATCATGGCTC-3 يونیورسال   

 R1:5’-AAGGAGGTGATCCAACC-3’  ( 27استفاده شد.) 

 ( Polymerase Chain Reactionواکنش زنجیره ای پلي مراز )

(PCRمطابق با روش )   میکرولیتر  3های استاندارد با استفاده از

  dNTPs mixed ،123میکرولیتر   PCR  (10X) ،1از بافر 

 1میکرولیتر از هر يک از پرايمرها،  2MgCl ،1میکرولیتر 

میکرولیتر از آنزيم  123نانو گرم( و  31الگو )  DNAمیکرولیتر 

DNA   پلیمرازTaq  .واکنش  )سینا کلون( انجام شدPCR   در

دقیقه  3)آلمان( با شرايط دمايي   PeQlabدستگاه ترموسايکلر

درجه سلیسیوس و در ادامه  63واسرشت شدن ابتدايي در دمای 

درجه سلیسیوس  61چرخه شامل واسرشت شدن در دمای  31

درجه سلیسیوس به مدت  83ثانیه، اتصال در دمای  31به مدت 

 1/درجه سلیسیوس به مدت  72ثانیه، گسترش در دمای  1/

درجه سلیسیوس  72ثانیه و در نهايت گسترش نهايي در دمای 

بر   PCR(. سپس محصولات22)دقیقه انجام شد  3به مدت 

% الکتروفورز گرديد و پس از رنگ آمیزی با 1روی ژل آگارز 

 اتیديوم برومايد )سیگما، آمريکا( با استفاده از دستگاه ژل داک 

(Geldoc( )Uvitech( مورد بررسي قرار گرفت )22  .) 

پس از خالص سازی، از روی ژل با استفاده از  PCRمحصول 

)فرمنتاز، تايلند(، توسط   PCRکیت خالص سازی محصول 

های ژن   تواليشرکت ماکروژن )کره جنوبي( توالي يابي شد. 

16S rRNA ( با استفاده از نرم افزارBlast) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast)(  با اطلاعات موجود در 

 مقايسه شدند.( GenBankبانک جهاني ژن )

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast)
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از نسخه بیستم نرم  برای اين منظور:  ها  ط( تجزيه و تحلیل داده

استفاده شد.   (ANOVAآنالیز واريانس ) و آزمون  SPSSافزار 

 قرار داده شد. P > 1213مرز معني داری بر روی 

 

 یافته ها          

های مقاوم به فلز و تعیین حداقل غلظت   الف( غربالگری سويه

سويه در  11باکتری جدا شده،  111در میان :  مهاری فلزات

 2میلي مولار مس،  3دارای  محیط کشت لوريا برتاني آگار

میلي مولار کادمیوم  2دارای  کشت لوريا برتانيسويه در محیط 

میلي مولار  2دارای  کشت لوريا برتانيسويه در محیط  3و 

که مقاومت بالايي را  BRH3روی رشد کردند. در نهايت سويه 

نسبت به روی، مس و کادمیوم داشت برای مطالعات بعدی 

انتخاب گرديد. میزان سمیت فلزات روی و مس بر روی سويه 

BRH3   .يکسان بود. اما کادمیوم سمیت بالاتری داشت 

های مختلف هر يک از فلزات   ب( رشد در حضور غلظت

در حضور هر يک  BRH3: نتايج حاصل از رشد سويه سنگین

آمده است. رشد اين سويه در  1    از فلزات سنگین در نمودار

میلي مولار مس بیش  1محیط کشت لوريا برتاني براث دارای 

از رشد آن در محیط فاقد مس )کنترل( بود. اين ارتباط از نظر 

 آماری معني دار بود. 

های بالاتر مس مرحله تاخیری افزايش يافته و   در حضور غلظت

میزان رشد با کاهش همراه بود. کاهش رشد به ويژه در غلظت 

 (.  >1213Pمیلي مولار مس چشمگیرتر بود ) 3

های مختلف روی در   در حضور غلظت  BRH3رشد سويه

 1نشان داده شده است. رشد سويه در حضور غلظت  2نمودار 

روی مشابه رشد اين سويه در محیط لوريا برتاني میلي مولار 

براث بدون روی، دارای يک مرحله تاخیری و لگاريتمي مشابه 

بود. اختلاف معني داری بین رشد سويه در محیط کشت فاقد 

روی مشاهده نشد. میلي مولار  1روی و محیط کشت با غلظت 

میلي مولار روی  3و  2منحني رشد اين سويه در غلظت های 

میلي  3در حضور غلظت مشابه بود. اما میزان چگالي نوری 

 (. >1213P)مولار روی کمتر گزارش شد 

های مختلفف مفس.   در حضور غلظت BRH3منحني رشد سويه  :  1نمودار 

  آزمون مستقل است. 3انحراف معیار  ±مقادير نشان دهنده میانگین 

رشد سويه در محیط کشت حاوی فلز کادمیوم نسبت به محیط 

اين (.  >1213P)فاقد کادمیوم به طور معني داری کاهش داشت 

مساله نشان دهنده سمیت بالای کادمیوم برای اين سويه است 

ساعت مرحله تاخیری، رشد در محیط  11(. پس از 3)نمودار 

ساعت افزايش رشد  21واجد کادمیوم کاهش داشت. اما پس از 

 مشاهده گرديد.

: در اين مطالعه از میان فلزات BRH3ج( جذب فلز توسط سويه 

 درصد( و مس کمترين  3/24مورد بررسي، روی بیشترين )

، تاثیر 8درصد(  حذف فلزی را دارا بودند. در نمودار  3223)

اسیديته بر حذف هر يک از فلزات نشان داده شده است. جذب 

ناچیز بود. اما با افزايش اسیديته میزان  8و  2روی در اسیديته 

  /يافت و جذب  بیشینه در اسیديته   جذب افزايش مي

های مختفلفف روی.   در حضور غلظت  BRH3منحني رشد سويه  : 2نمودار 

  آزمون است. 3انحراف معیار  ±مقادير نشان دهنده میانگین 
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 مشاهده شد. 

بود،  3و  8مقادير اسیديته بهینه به دست آمده برای جذب مس 

و رسوب سولفات مس در  2همچنین جذب ناچیز در اسیديته 

شد. مشابه نتايجي که در مورد جذب روی   مشاهده  /اسیديته 

مشاهده شد. ظرفیت جذب مس با افزايش اسیديته افزايش 

يافت. اما اين افزايش به اندازه روی معني دار نبود. میزان حذف   

يافت و ماکزيمم جذب   کادمیوم نیز با افزايش اسیديته افزايش 

 گرديد. مشاهده  /و  323در اسیديته 

، تاثیر غلظت هر يک از فلزات بر میزان جذب نشان 3در نمودار 

شود، افزايش غلظت   داده شده است. همان گونه که ملاحظه مي

میلي گرم در لیتر هريک از فلزات، افزايش میزان  131تا  31از 

  جذب فلز را به دنبال داشت.

، نتايج حاصل از بررسي زمان تماس باکتری با هر /در نمودار 

 شود  مي  مشاهده  که  گونه  يک از فلزات سنگین آمده است. همان

در صد از روی، مس و  83و  33، 37دقیقه اول به ترتیب  31  در

 121کادمیوم موجود در محلول به سرعت جذب و پس از آن تا 

 /8و  /3،  7/دقیقه سرعت جذب کاهش داشت و به ترتیب به 

ساعت، میزان جذب  8درصد رسید و در نهايت پس از گذشت 

  هر سه فلز به حد ثابت رسید.

شناسايي سويه جدا شده با استفاده :  BRH3د( شناسايي سويه 

های مورفولوژيکي، بیوشیمیايي و فیزيولوژيکي   از ويژگي

 11-83صورت گرفت. سويه جدا شده توانايي رشد در دمای 

درجه  31درجه سلیسیوس را داشت. به طوری که بهینه رشد در 

سلیسیوس تعیین گرديد. همچنین سويه ياد شده در محدودة 

 بود.  7رشد نمود، اما اسیديته بهینه رشد  /-6اسیديته 

های مختلف کادمیوم.   در حضور غلظت  BRH3منحني رشد سويه :  3نمودار

 آزمون مستقل است. 3انحراف معیار  ±مقادير نشان دهنده میانگین 

نمودار مقايسه غلظت اولیه فلزات در میزان جذب فلزات   :3نمودار 

 2انحراف معیار  ±. مقادير نشان دهنده میانگین BRH3توسط سويه 

  آزمون مستقل است.

در شرايط اسیديفتفه   BRH3جذب هر يک از فلزات توسط سويه   :  8نمودار 

  آزمون مستقل است. 2انحراف معیار  ±مختلف. مقادير نشان دهنده میانگین 
مقادير نشان بررسي تاثیر زمان اثر بر جذب هر يک از فلزات. :  /نمودار 

 آزمون مستقل است. 2انحراف معیار  ±دهنده میانگین 



 مريم قانع مقاوم به فلزات سنگین از خاک های کشاورزی و بهینه سازی جذب فلزی.  اسیدووراکس  جداسازی باکتری./136ها، سال دهم، شماره اول بهار  دنیای میکروب 

 

43 

خلاصه شده  1در جدول   BRH3های سويه   برخي از ويژگي

 است. 

سويه جدا شده  16S rRNA    نوکلئوتید از توالي ژن 12/8تعداد 

های   های به دست آمده با توالي  يابي شد. مقايسه توالي  توالي

متعلق به  BHR3نشان داد که سويه موجود در بانک جهاني ژن 

 در  .HM_AH 13است. اين سويه با نام  اسیدووراکسجنس 

 مقايسه  (.JN676128بانک ژن ثبت شد )شماره دسترسي 

های موجود با استفاده از نرم   توالي به دست آمده با ساير توالي

درصد با  66نشان داد که سويه جدا شده   افزار بلاست

 سويه  (Acidovorax temperans)  اسیدووراکس تمپرانس

OTU-d24  .شباهت دارد 
 

 بح    

های مقاوم به فلزات   در اين مطالعه برای جداسازی باکتری

های کشاورزی صورت گرفت.   گیری از خاک  سنگین، نمونه

های کشاورزی منجر به   ها در زمین  استفاده از کودها و آفت کش

شود. اين امر   های کشاورزی با فلزات سنگین مي  آلودگي خاک

هايي شود   تواند منجر به گزينش و انتخاب باکتری  در نهايت مي

های بالای فلزات مقاوم بوده و احتمالا توانايي   که به غلظت

 حذف فلزات را داشته باشند. 

در حضور فلزات سنگین کادمیوم،   BRH3بررسي رشد سويۀ

مس و روی تفاوت در سمیت هر يک از فلزات را برای سويۀ 

میلي مولار   2-3های   داد. به ويژه غلظت  مورد نظر نشان مي

 کادمیوم به طور معني داری مانع رشد سويه گرديد. 

میلي مولار( تاثیر کمي  1تر )  های پايین  در مورد فلز روی غلظت

میلي  2-3های بالاتر )  بر روی رشد سويه داشت. اما غلظت

مولار(، موجب افزايش مرحله تاخیری و کاهش توده زيستي 

میلي مولار مس باعث افزايش  1گرديد. اين يافته که غلظت 

شود، با اغلب گزارش هايي که نشان   مي BRH3رشد سويه 

ها   دهد افزايش غلظت مس باعث کاهش رشد باکتری  مي

شود، تناقض دارد. در ساير پژوهش ها نشان داده شده که   مي

میلي مولار( موجب  12173میلي گرم در لیتر  مس ) 11غلظت 

 12747میلي گرم در لیتر ) 31های بیش از   افزايش رشد و غلظت

(. مقدار به 1شود )  میلي مولار( منجر به کاهش رشد میکروبي مي

 شود   دست آمده در اين تحقیق که موجب افزايش رشد مي

میلي گرم در لیتر( بالاتر از مقادير گزارش شده در  11228)

 مطالعات قبلي است.

نشان داد که جدايه   16S rRNAنتايج مطالعات بر مبنای ژن 

( و از Comamonadaceae)  کوماموناداسهمتعلق به خانواده 

است. خواص فیزيولوژی و  اسیدووراکس اعضای جنس

بیوشیمیايي جدايه به دست آمده در مطالعه حاضر با خواص 

اسیدووراکس فیزيولوژی و بیوشیمیايي گزارش شده با جنس 

 ویژگی ها نتایج ویژگی ها نتایج

 رنگ آمیزی گرم - آرابینوز +

 مورفولوژی باسیل مانیتول +

 اسپور - مالتوز +

 حرکت + احیای نیترات به نیتريت +

 کاتالاز + مصرف سیترات +

 اکسیداز + هیدرولیز:  

 تولید رنگدانه - اسکولین +

 ايندول - ژلاتین +

 مانوز + کازئین -

 گلوکز + اوره -

  BRH3های سويۀ  برخي ويژگي: 1جدول 
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توسط   1661در سال   اسیدووراکس(. جنس 23مطابقت دارد )

و همکاران به عنوان جنس جديدی از   (Willemsويلمز )

( و Pseudomonas delafieldii)  سودوموناس دلافیلدی

 ( معرفي شدPseudomonas facilis)  سودوموناس فاسیلیس

(. اعضای اين جنس به دو گروه محیطي و پاتوژن گیاهي 24)

شوند. سويۀ جدا شده در اين تحقیق دارای شباهت   تقسیم مي

 بود. OTU-d24جدايه  اسیدووراکس تمپرانسدرصدی با  66

گزارش های زيادی مبني بر جداسازی اعضای اين خانواده از 

اسیدووراکس مناطق آلوده به فلزات سنگین وجود دارد. 
( از Acidovorax avenae)اسیدووراکس آونه و  دلافیلدی

های   خاک  ( درAlyssum murale)آلیسوم مورال ريزوسفر گیاه 

ها   غني از نیکل جدا شده است. مطالعات نشان داد که اين سويه

نیز مشابه سويه جدا شده در اين تحقیق، به کادمیوم مس و 

 (.  26) روی مقاوم بودند

های   ( و همکاران  با ارزيابي تنوع زيستي باکتریStoutاستوت )

موجود بر سطح ريشه دو گیاه آبزی در شرايط حضور و فقدان 

کادمیوم، تغییر جمعیت میکروبي ريزوسفر در حضور کادمیوم را 

مشاهده نمودند. محققین ياد شده نشان دادند که در اين شرايط 

(. به علاوه  31است )های غالب   يکي از سويهاسیدووراکس 

های آلوده به اورانیوم   از معادن اورانیوم و خاکاسیدووراکس 

توان نتیجه گرفت که   (. بنابراين مي31نیز جدا شده است )

هايي برای مقاومت در برابر   اعضای اين جنس دارای مکانیسم

 باشند.  فلزات سنگین مي

مطالعات نشان داده که حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد 

جدا شده از نواحي  اسیدووراکس آونهکادمیوم و مس برای 

باشد که   میلي مولار مي 223  آلیسوم مورال،اطراف ريشه گیاه 

 (.  26تقريبا مشابه نتايج حاصل از اين تحقیق است )

سويه جدا شده نه تنها نسبت به فلزات مورد آزمايش مقاوم بود، 

بلکه توانايي جذب فلزات را نیز داشت. بالاترين میزان جذب 

  3در مورد فلز روی مشاهده شد. همچنین جذب زيستي هر 

پايین بود و با افزايش اسیديته میزان جذب  2فلز در اسیديته 

 يافت.  افزايش مي

ترين فاکتورهايي است که   غلظت يون هیدروژن يکي از مهم

های آبي را تحت تاثیر قرار   جذب زيستي فلزات از محلول

  (.32) دهد مي

باز  -با جذب زيستي فلز وابسته به خواص اسید ارتباط اسیديته

های عملکردی )کربوکسیل، فسفات و آمینو( در سطح   گروه

باکتری و شیمي فلز است. ناچیز بودن جذب هر سه فلز در 

های   تر يونیزاسیون گروه  به دلیل درجه پايین 2اسیديته 

از آنجايي که جذب (.  38و  33عملکردی توده زيستي است )

های در دسترس اتصال به فلز در سطح توده   زيستي به جايگاه

های با شارژ   زيستي بستگي دارد؛ بنابراين برای جذب، گروه

بالاست و  H+پايین غلظت  منفي مورد نیاز است. در اسیديته

های اتصال روی سطح میکروارگانیسم   ها اغلب جايگاه  پروتون

های اتصال پروتونه   (. در نتیجه جايگاه32کنند )  را اشغال مي

يابد. جذب بسیار   شده و شارژ منفي لازم برای اتصال کاهش مي

موجود در  O3H+به دلیل غلظت بالای  2پايین فلز در اسیديته 

 محلول است که به صورت رقابتي با يون فلزی عمل مي کند 

های هیدرونیوم به لیگاندهای ديواره   بدين ترتیب يون  (.33)

های فلزی را از سطح   سلول متصل شده و با نیروی دافعه، يون

 (.  /3باکتری دور مي کند )

میانه، چگالي شارژهای منفي روی سطح سلول به  در اسیديته

يابد و امکان   های اتصال افزايش مي  دلیل دپروتونه شده جايگاه

کند. اين اسیديته حلالیت فلز و   اتصال يون فلزی را فراهم مي

های عملکردی )گروه های کربوکسیل،   حالت يونیزاسیون گروه

 دهد.  فسفات و آمینو( را تحت تاثیر قرار مي

های کربوکسیل و فسفات دارای شارژ منفي شده و اجازه   گروه

، جذب هر 8های بالاتر از   دهند. در اسیديته  اتصال  فلز را مي

يافت. زيرا در اين اسیديته، دسترسي   سه فلز افزايش مي

 شارژهای منفي بیشتر بود و تسهیل در جذب  انجام مي شود 

، افزايش در درجه تفکیک /تا  8(. با افزايش اسیديته از /)

دهد و در   های عملکردی روی سطح توده زيستي رخ مي  گروه

 (. 33يابد ) نتیجه برهم کنش الکترواستاتیک افزايش مي

سطح توده زيستي بیش از بیش منفي شده و  /    در اسیديته

شود. در اين اسیديته   تر مي  جذب بارهای مثبت فلزی آسان

های کربوکسیل،   های عملکردی سطح سلول مانند گروه  گروه
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های بالاتر   (. در اسیديته3شوند )  فسفات و آمینو دپروتونه مي

شود و در نتیجه    هیدروکسیدهای فلزی نامحلول ايجاد مي

دسترسي باکتری به فلزات کاهش يافته و میزان جذب کاهش 

 (. /و  3يابد ) مي

سه فلز مس، کادمیوم و  نتايج نشان داد با افزايش غلظت هر

تواند به دلیل   يابد. اين افزايش مي  میزان جذب افزايش مي روی،

های   های الکترواستاتیک )وابسته به میانکنش  بر هم کنش

میلي گرم در  211کووالانسي( باشد. میزان جذب در غلظت 

 دهد. اين امر  گرم در لیتر کاهش نشان مي 131لیتر نسبت به 

 جاذب  فلزی  اتصال  های  ن  مکا  سريع  اشباع  از  ناشي  تواند  مي

   (.37باشد ) زيستي

زمان تماس نیز تاثیر زيادی در حذف فلزات دارد. بیشترين 

دقیقه اول تماس صورت گرفت که به دلیل  31میزان جذب در 

(.  21باشد )  های اتصال بر روی باکتری مي  آزاد بودن جايگاه

تواند به   ساعت میزان جذب ثابت شد که اين امر مي 8پس از 

های اتصال باشد. بیشینه جذب روی و   دلیل اشباع شدن جايگاه

ساعت با غلظت اولیه فلز  8، زمان تماس /کادمیوم در اسیديته 

 23درصد ) 36و  6/میلي گرم در لیتر به ترتیب  131به میزان 

میلي گرم در هر گرم( و برای مس در همان شرايط به  22و 

میلي گرم در لیتر( به  /1% )84، به میزان 3استثنای اسیديته بهینه 

تر شدن سطح  به دلیل منفي pH /دست آمد. با وجود اين که در 

باکتری بايد میزان جذب فلز افزايش يابد، اما در مورد فلز مس 

مشاهده شد که دلیل آن رسوب   3pHماکزيمم جذب در 

 (. 14است ) pH /سولفات مس در 

 نتیجه گیری          

رسد که سويه جدا   با توجه به نتايج به دست آمده، به نظر مي

شده در اين تحقیق گزينه مناسبي برای حذف زيستي فلزات 

توان   باشد. از اين رو مي  سمي، به ويژه کادمیوم و روی مي

های   امیدوار بود که اين سويه نامزد مناسبي برای تولید جاذب

 های آلوده باشد. زيستي به منظور حذف فلز از خاک و آب

  شکر و قدردانی              

نويسنده اين مقاله از حوزه معاونت پژوهشي واحد اسلامشهر به 

دلیل فراهم آوردن امکانات لازم برای اجرای اين پژوهش کمال 

 امتنان را دارد.
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Abstract 

Background & Objectives: Bioremediation is the most efficient method for removal of heavy  

metals from contaminated soils. The aim of this study was the isolation of heavy metal resistant  

bacteria and optimization of removal conditions. 

Material & Methods: In this cross sectional study, sampling was carried out from agricultural soils of 

different areas of Islamshahr. Screening of resistant strains was carried out in medium containing 1 

mM of metals including cadmium, zinc, and copper. The minimum inhibitory concentration (MIC) of 

metals was investigated by agar dilution method. Metal removal was carried out by atomic absorption 

spectroscopy. Various removal parameters such as pH, initial metal concentration, as well as contact 

time were investigated. Identification of strains was performed based on 16S rRNA gene sequences. 

Results: Among all 100 bacterial isolates, BRH3 was resistant to all 3 metals. The MIC of copper,  

cadmium, and zinc were 3 mM, 2 mM, and 3 mM, respectively. The isolate was able to remove 

32.5%, 47.0%, and 56.8% of Cu, Cd, and Zn, respectively. The maximum biosorption of zinc and  

cadmium were obtained 69%, and 59% at pH 6, contact time of 4 hours, and an initial metal  

concentration of 150 mg/L. The maximum biosorption for copper was 48% in the same condition,  

except for optimal pH which was 5. The isolate was called as Acidovorax sp. HM_AH 13, and was 

deposited as JN676128 in GenBank. 

Conclusion: Results showed that heavy metal resistant bacteria are present in agricultural soils, and 

the isolated strain could be a good candidate for heavy metal removal from polluted environment. 
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