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  در معرض  ).Calothrix sp( بررسی رفتارفیزیولوژیک سیانوباکتري کلوتریکس
  فلز سنگین نیکل

  
 1، بهناز باقري1، سیده مهري جوادي1، مهدي بلفیون*2، مریم عامري1چی بافتهلادن  ،1ندا سلطانی

 ، تهران، ایراني نفتي جهاددانشگاهی، گروه میکروبیولوژپژوهشکده علوم پایه کاربرد1
 ، ایرانمشهد، ها میکروارگانیسم نولوژي صنعتی جهاددانشگاهی، گروه بیوتکنولوژي صنعتیپژوهشکده بیوتک2

  

 15/02/98تاریخ پذیرش:               30/09/97دریافت:  تاریخ 
  

 چکیده

آلودگی فلزات سنگین خصوصا فلزات سنگین همراه با نفت از معضلات عمده زیست محیطـی بـه شـمار    
فلـور و حتـی    هاي مرتبط را درگیر ساخته و مشـکلاتی را بـراي  اکوسیستم خاك، آب و ها روند. این آلاینده می

ها اعم در زمینه حذف و کاهش انواع آلودگی ها ي بالقوه ریز جلبکها کنند. با توجه به پتانسیل میها ایجاد  انسان
جدا شده از مناطق آلوده  Calothrix.sp(فلزات سنگین)، این پژوهش با استفاده از ریزجلبک  از نفتی و غیر نفتی

تارهاي فیزیولوژیک ریزجلبـک  نفتی با هدف بررسی کاهش فلز سنگین نیکل شکل گرفت که طی آن برخی رف
،  pH 4-9و با در نظر گرفتن فاکتورهاي  Design expertنیز مطالعه گردید. طراحی آزمایشات با کمک نرم افزار 

ن بـا میـزا    8pH دقیقه اجرا شد. نتایج نشـان داد در  120 تا 30گرم بر لیتر نیکل در زمان میلی 100تا  5غلظت 
نتـایج ایـن   . بـود درصـد)   69دقیقه بیشترین میزان جذب نیکل ( 24/48گرم بر لیتر  نیکل و زمان میلی  74/80

هاي مختلفی نظیر تثبیـت و یـا   تیماردهی بیومس با عوامل شیمیایی و فیزیکی مختلف در قالبتحقیق نشان داد 
اده از ایـن ریزجلبـک را در   تسریع و تسهیل نموده و پتانسـیل اسـتف   را روند جذب ،هاي آن استفاده از متابولیت

 نماید.هموار میي پالایش بعدي ها سیستم
  

  جلبک پالایی، کاتالاز، کلوتریکس، نیکل ،محیطی آلودگی زیست :کلیدي هاي واژه
  

 1مقدمه

توسعه روزافزون صـنعت اگرچـه، داراي مزایـاي    
شماري اسـت، ولـی متاسـفانه مشـکلات خاصـی       بی

همچون آلودگی محیط زیست را نیـز بـه دنبـال دارد.    
ي ها ها خصوصا در مناطق نفت خیز آسیباین آلودگی

ها وارد نموده است. در ایـن  جدي بر پیکره اکوسیستم
 مناطق و همچنین در برخی از فرایندهاي صنعتی رهـا 

هاي محیطـی را   سازي فلزات سنگین و ایجاد آلودگی
داریم که درصورت ورود بـه چرخـه غـذایی موجـب     

                                                
 ma.ameri65@gmail.comنویسنده مسئول: *

گیاهی، جانوري و خسارات جبران ناپذیري بر جوامع 
نیکـل و روي دو فلـز عمـده     انسانی خواهـد داشـت.  

هستند کـه در ترکیـب نفـت خـام دیـده مـی شـوند.        
 قریبـاً همچنین آهن، کروم، مس، منگنز و کبالت نیـز ت 

هـاي  آلودگی اکوسیسـتم همیشه در نفت وجود دارند. 
آبی به فلزات سنگین یکی از مهمترین مبـاحثی اسـت   

اي شـده اسـت.   آن توجه ویـژه  که در سالهاي اخیر به
طور طبیعـی دریافـت    ها به دلیل اینکه، این اکوسیستم به

نهایی فلزات سنگین هستند، مطالعات متعـددي   کننده
در این زمینه صورت گرفته اسـت. بنـابراین، آلـودگی    

هستند که به دلیـل   هاییآلایندهفلزات سنگین از جمله 
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ــتی   ــع زیس ــوان تجم ــه و ت ــدم تجزی ــمیت، ع در  1س
موجـودات زنــده و وارد شـدن در زنجیــره غــذایی از   

. )Peng et al., 2009( اي برخوردار هستنداهمیت ویژه
سـال   150سطح جهانی آلودگی محیطی به فلزات در 

برابر شده است. تماس با فلزات  4000گذشته بیش از 
تواند سبب اختلالات عصبی، پیري سلولی،  سنگین می

سرطانزایی شـود. بـر ایـن    نارسایی کبدي و کلیوي و 
اساس فلزات سـنگین شـامل کـادمیوم، مـس، جیـوه،      

هـاي  آلاینده دارسرب، نیکل و روي در لیست اولویت
باشند. مقادیرجزئی از فلزات سنگین نظیر  خطرناك می

کادمیوم، سرب، مـس و کـروم کـه بطـور معمـول در      
در میکروبها و گیاهان نیـز   اي آلوده وجود دارند،خاکه

توانند علائم کمبود آهن را طوري که می همضر باشند. ب
 Idris( نتیجه باعث افت رشد آنها گردند تشدید و در

et al., 2007 .( تواننـد  علاوه بر این فلزات سنگین مـی
ها ترکیب شـوند و  با گروههاي ِسولفوهیدریل پروتئین

. حضور دائمی باعث کاهش فعالیت آنزیمی نیز گردند
ــزات ســنگین در اکوسیســتم ــدي فل ــی، تهدی هــاي آب

 Kar( شـوند  همیشگی براي سلامت جوامع بشري می

et al., 2008 .( 

 جــهیدر نت نیمنــابع آب بــا فلــزات ســنگ یآلــودگ
موجـودات زنـده را    یتمام اتیح ،یصنعت هاي تیفعال
 از قبـل  هـا  پساب از هاحذف آن نیبنابرا کند؛ یم دیتهد

. دیــنما یم ـ يضــرور يامـر  ســتیز طمحـی  بـه  ورود
ماننـد جـذب    یک ـیزیو ف ییایمیمختلف ش يها روش
اسـتخراج بـا حـلال،     ،ییایمیش ـ دهی رسوب ،یسطح

 ـو غ  یونی ـ ضیتعـو  هاي استفاده از روش ممکـن   رهی
استفاده شـوند، امـا    نیفلزات سنگ ياست در جداساز

توان  یهستند که از آن جمله م یبیمعا يهر کدام دارا
 ـبـه تجه  ازیناکامل فلزات، ن يبه جداساز گـران   زاتی

                                                
1. Biological accumulation 

 ـ، مصـرف ز یش ـیپا يها ستمیو س متیق و  يانـرژ  ادی
 ـ هاي ماندهیباق گذاشتن يبرجا  ـکننـده، کـه با   ودهآل  دی

 ;Peña-Castro et al., 2006حذف گردند، اشاره نمود(

de-Bashan and Bashan, 2010; Dwivedi, 2012 .(
کـه غلظـت    یفـوق هنگـام   هاي روش گر،یاز طرف د

 تریدر ل گرم یلیم 100تا  10در محدوده  يفلز يها ونی
را  نیحذف فلزات سـنگ  ییتوانا یباشند به اندازه کاف

 یستیز هاي ). استفاده از روشYilleng, 2013ندارند (
از  یبرخــ توانــد مــی هــا در حــذف فلــزات از پســاب

 یکیزیف يها و مشکلات مربوط به روش ها تیمحدود
 تـري  يو راه حل اقتصـاد  دیرا برطرف نما ییایمیو ش

 يهـا  ). در سالWong et al., 2007(شود یمحسوب م
حذف  يمختلف برا یستیز يها ودهاستفاده از ت ر،یاخ

ها مورد توجه قرار گرفته است  از پساب نیفلزات سنگ
)Wong et al., 2007ــ). در ا ــم نی ــتفاده از  ان،ی اس
 ییکـه توانـا   ها يانوباکتریمانند س هایی سمیکروارگانیم

 گـاه یدارنـد جا  نیجهت حذف فلزات سـنگ  يبالقوه ا
). در Ammar et al.,  2013کرده است ( دایپ يا ژهیو
جداشـده از منطقـه    زجلبـک یپژوهش با کمـک ر  نیا

 ـولوژیزیف يرفتارها ینسبت به بررس ،یآلوده نفت و  کی
آن پرداخته شده  ییجلبک پالا ای ییپالا ستیز ییتوانا

 است.

 هامواد و روش

 جامـد  از مناطق آلوده نفتی با کمک محیط کشت

BG0 و بعــد از شــد انجــام  يجداســازي ســیانوباکتر
خالص سازي و کشت مایعِ آن، بـه منظـور شناسـایی    

). 1اسـتفاده گردیـد (جـدول     16Sمولکـولی، پرایمـر   
از کیت مخصـوص اسـتخراج    DNAجهت استخراج 

DNA ) 0512ژنوم باکتریاییFermentase K استفاده (
  شد.
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  جهت شناسایی و بررسی مولکولی 16sتوالی پرایمر  :1دول ج
Nucleotide sequence Primer type and target locus 

5' AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3' 27F 
5' TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3' 1490R 

 
منظور دست یابی بـه   به: تیماردهی سیانوباکتر با نیکل

   pH از نـه جـذب نیکـل، بـازه گسـترده اي     شرایط بهی
)9-4 pH،( ) و  )گرم بر لیتر میلی 100-5غلظت نیکل

در نظـر    دقیقـه)  120تـا   30نیز مدت زمـان تیمـار (  
 گرفته شد. طراحی آزمایشات با استفاده از نـرم افـزار  

Design expert 7.0 انجام شد. این نرم افزار با در نظر 
سري  20، ، غلظت و زمان تیمارpH گرفتن سه فاکتور

را طراحی کرد. استوك نیکـل بـا اسـتفاده  از    آزمایش 
گرم بر لیتـر تهیـه و    1در غلظت  6H2O .NiSO4نمک

و در شرایط  BG0عوامل مذکور در محیط کشت مایع 
اتاق رشد بـا دمـاي    استریل اعمال گردید. آزمایش در

گــراد و در شــرایط نــوردهی کامــل  درجـه ســانتی  25
و  rpm 120لوکس) و بر روي شـیکر بـا دور    5000(

 لیتري انجام گردید. میلی 100ي ها در ارلن

سـانتریفیوژ و   ها پایان زمان آزمایش، محیطپس از 
محلول رویی جهت خوانش میزان نیکل باقی مانده بـا  
دستگاه جـذب اتمـی اسـتفاده گردیـد. بـدین منظـور       
درصد جذب نیکل با استفاد از فرمـول زیـر محاسـبه    

 گردید.

 100*(C1 /(C1 – C2))  =درصد جذب نیکل 

و  C2، غلظـت اولیـه نیکـل در محـیط و     C1که در آن 
 باشد.  می نهایی نیکل در محلول غلظت

در : هـاي فیزیولوژیـک سـیانوباکتري   بررسی پاسـخ 
) و شـرایط بیشـینه   BG0 شرایط طبیعیِ (محیط کشت

هـاي فیزیولوژیـک   جذب نیکل در آزمایش قبل، پاسخ
اي، پـروتئین و کربوهیـدرات   شامل پروفایـل رنگدانـه  

فعالیـت  ریزجلبک بررسی شد. همچنین میزان رشد و 
 زیر مطالعه گردید.  هايآنزیم کاتالاز نیز مطابق روش

سنجش میزان رشد سیانوباکتر بـا  : سنجش میزان رشد
نانومتر و طی  750دستگاه اسپکتوفتومتر در طول موج 

 روز انجام گرفت. 20

اسـتخراج پـروتئین از بـافر    جهـت  : سنجش پروتئین
MOPS )30 7,3مولار،  میلیpHفراینـد   همـراه  بـه  ) و

ون چینـی  هـا  ذوب در ازت مایع و سابش درنجماد و ا
در چندین مرحله استفاده گردید. بـه منظـور سـنجش    
کمی پروتئین از معرف برادفورد و براي تهیـه منحنـی   

در  )پروتئین سـرم گـاوي  ( BSAاستاندارد پروتئین از 
شد  لیتر استفاده میلیماکروگرم بر  300تا 0ي ها غلظت

 595در طـول مـوج    حاصلهجذب کمپلکس رنگی و 
  ).Kruger, 2009( قرائت شد نانومتر

به منظـور بررسـی پروفایـل پروتئینـی و سـنجش      
استفاده  درصدSDS-PAGE 10از ژل  ها کیفی پروتئین

گردید. بدین منظور با توجه به میزان پروتئین بدسـت  
آمده از سنجش کمی، میـزان یکسـانی از پـروتئین در    

شـد. رنـگ    بارگذاريي ژل ها ه و در چاهکنظر گرفت
آمیزيِ ژل توسط محلول کوماسی بلو و آشکار سازيِ 
باندها نیز توسط محلول رنگ زدا (حاوي استیک اسید 

 درصد) انجام شد. 40درصد، اتانول  10

بـه منظـور سـنجش کمـی فعالیـت      : سنجش کاتـالاز 
در  و) 2008(و همکـاران  Dazy کاتـالاز طبـق روش   

به صورت تغییرات جـذب در  نانومتر  240طول موج 
 گزارش گردید.  دقیقه به ازاي میزان پروتئین

منظور بررسی کیفی فعالیت آنزیم کاتالاز، انجـام   به
کلیه مراحل آزمایش از جمله استخراج پـروتئین کـل،   

تـا   هـا  ژل رويرانش بربارگذاري و نگهداري، تهیه و 
قبل از رنگ آمیزي ژل می بایست بـه دور از هرگونـه   
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ها با بافر ها باشد. لذا نمونهعامل دناتوره کننده پروتیئن
مخلوط شـده و بـر روي ژل فاقـد     نیتیو ژلبارگذاري 

SDS و در بافر فاقد  شد بارگذاري انجامSDS ـ  ش ران
 1:1محلول  درژل ، الکتروفورز. پس از اتمام انجام شد

 درصـد 1و فریک کلریـد   درصد1پتاسیم فري سیانید 
هـاي مربوطـه،   پس از ظاهر شدن باند انتقال داده شد.

ور شد تا شستشو نهایی انجـام   غوطه ژل در آب مقطر
گیرد. حضور باندهاي روشن در زمینه تاریـک معـرف   

 حضور ایزومرهاي کاتالاز می باشد.

  
 ها   سنجش رنگیزه

 Markerبـراي سـنجش کلروفیـل از روش    : کلروفیل
. به منظور استخراج کلروفیـل  شود می) استفاده 1972(

از متانول خـالص اسـتفاده شـد و بـراي جـدا سـازي       
ي متـانولی از سـانتریفیوژ اسـتفاده گردیـد.     هـا  عصاره

 665در طول مـوج    ها سپس جذب نوري این عصاره
اندازه گیري شد که بـا اسـتفاده از رابطـه زیـر      نانومتر

 لیتـر  میلـی مقدار کلروفیل بـر حسـب میکروگـرم بـر     
 .)Marker, 1972( محاسبه گردید

 OD 665 ×13.14= )لیتر میلیکلروفیل (میکروگرم بر 

 براي اندازه گیري میزان کاروتنوئیدها از: کاروتنوئیدها
شـد.  اده ) اسـتف 1993(همکاران  وChamovitz روش 

درصد به پلـت   80ا، استن هبراي استخراج کاروتنوئید
حاصل از سوسپانسیون جلبکی اضافه و طیف جـذبی  

 طول موجبخش رویی با استفاده از اسپکتروفتومتر در 
د. در مقابل شاهد اسـتن ثبـت ش ـ   نانومتر 461و  665

با استفاده از فرمول زیر بر حسب  هاغلظت کاروتنوئید
 .شود میمحاسبه  لیتر میلیروگرم بر میک

 × OD461 – (0.046] = )لیتر میلی(میکروگرم بر  هاکارتنوئید

OD665)] × 4 

گیري میزان فیکوبیلی  براي اندازه: ها فیکوبیلی پروتئین
 و همکـاران  Bermejoي مختلـف از روش  ها پروتئین

منظـور اسـتخراج فیکـوبیلی     استفاده شـد. بـه   )2001(

لیتـر   یک میلـی  میکرولیتر گلیسرول به 100 ها پروتئین
سوسپانسیون جلبکی اضافه، پـس از یـک شـبانه روز    

لیتر سدیم اسـتات   استقرار در یخچال، به آن یک میلی
 4نرمال) بـه آن اضـافه و پـس از     3/0(غلظت نهایی 

 5مـدت   به rpm 7000ساعت با استفاده از سانتریفیوژ 
ي آن در دقیقه محلول رویی جـدا شـد و جـذب نـور    

ــول مــوج  نــانومتر  750و  652، 562، 615 هــايط
ــد  ــخص ش ــزان    .مش ــر می ــط زی ــتفاده از رواب ــا اس ب

فیکواریترین، فیکوسیانین، آلوفیکوسیانین و فیکـوبیلی  
محاسـبه   لیتـر  میلـی پروتئین بر حسب میکروگـرم بـر   

  .)Bermejo et al., 2002( گردید
[1000(A652-A750)-208(A615-A750)] /5.09= آلوفیکوسیانین 

[1000(A615-A750)-474(A652-A750)] /5.34= فیکوسیانین 
[1000(A562-A750)-2.41(PC)-0.948(AP)] /9.62= فیکواریترین 

 10براي سنجش قندهاي محلول، ابتـدا  :سنجش قندها
ــی ــر میل ــانول  لیت ــر روي  درصــد 80ات ــی 5ب ــر میل  لیت

سوسپانسیون جلبکی افزوده بـه ایـن ترتیـب قنـدهاي     
محلول در اتانول حل شدند. محلول حاصـل از کاغـذ   
صافی عبور داده شد تا نشاسته بر روي کاغـذ صـافی   

 باقی بماند و قندهاي محلول از آن عبور کنند. 

، کاغـذ  داسازي قندهاي نامحلول (نشاسته)براي ج
سپس بـا  صافی حاوي نشاسته در اون خشک گردید. 

افزودن آب مقطر جوشانده شده تا نشاسـته درون آب  
ور ب ـمحلول بدست آمده از کاغـذ صـافی ع   حل شود.

 داده شده و در بشر نگهداري گردید. 

از محتویات هر یـک از   لیتر میلی 2در پایان مقدار 
بشرهاي محتوي قندهاي محلـول و نشاسـته را درون   

 1یـک  جداگانـه ریختـه و بـه هـر     ي آزمـایش  ها لوله
و اسیدسولفوریک غلیظ (همـراه   درصد5لیتر فنل  میلی

) افزوده گردید. پـس از گذشـت نـیم سـاعت     با فشار
نـانومتر در مقابـل    485 در طول مـوج  ها جذب نمونه
به همراه فنل و اسید سولفوریک) خوانـده  شاهد آب (

بـراي تهیـه منحنـی    ). Le and Stuckey, 2016( شـد 
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گـرم   میلی 35ي صفر تا ها استاندارد از گلوکز (غلظت
 در لیتر) استفاده و منحنی استاندارد ترسیم شد. 

  
 نتایج

   Design expertزار ــبا توجه به طراحی که نرم اف

، غلظـت فلـز   pH در خصوص بر هم کنش سه فاکتور
در  آزمـایش  20سنگین نیکل و زمان انجام داد، تعداد 

نظر گرفته شد که نتایج حاصـل از جـذب زیسـتی در    
  گزارش شده است. آزمایشبراي هر  2 جدول

 
  Design expert فزارا م نر با آزمایشات طراحی از حاصل نتایج :2جدول 

 درصد
  جذب

 فاکتور سوم

  زمان (دقیقه)
 فاکتور دوم

  بر لیتر)  گرم غلظت  (میلی
 اول فاکتور

pH  
  Std  ران ها  بلوك ها

  84/6  76/101  26/24  01/5  1بلوك   1  5
  28/26  00/75  50/52  50/6  1بلوك   2  16
  28/18  00/75  50/52  50/6  1بلوك   3  19
  71/17  00/75  50/52  50/6  1بلوك   4  20
  62/19  76/101  26/24  99/7  1بلوك   5  6
  62/19  76/101  26/24  99/7  1بلوك   5  6
  76/12  00/120  50/52  50/6  1بلوك   6  14
  62/19  76/101  26/24  99/7  1بلوك   5  6
  76/12  00/120  50/52  50/6  1بلوك   6  14
  11/33  24/48  74/80  99/7  1بلوك   7  4
  52/69  00/75  50/52  00/9  1بلوك   8  10
  31/39  76/101  74/80  99/7  1بلوك   9  8
  00/0  00/75  00/5  50/6  1بلوك   10  11
  64/30  24/48  74/80  01/5  1بلوك   11  3
  15/24  24/48  26/24  01/5  1بلوك   12  1

  

  
  (راست)، ي مختلف بر میزان جذب نیکلها و غلظت pHبررسی تاثیر هم زمان  :1 شکل

  (چپ) نمودار مکعبی و بررسی تاثیر سه فاکتور در میزان کاهش نیکل

Design-Expert® Software
Transformed Scale
Sqrt(Ni uptake)
X1 = A: pH
X2 = B: Concentration
X3 = C: Time

Cube
Sqrt(Ni uptake)

A:  pH

B
: C

on
ce

nt
ra

tio
n

C: Time

A-: 5.01 A+: 7.99
B-: 24.26

B+: 80.74

C-: 48.24
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0.48
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0.88

3.26

3.78

4.38
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Design-Expert® Software
Transformed Scale
Sqrt(Ni uptake)

Design Points
5.31037

0

X1 = A: pH
X2 = B: Concentration

Actual Factor
C: Time = 75.00
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) 1نیکـل (شـکل   بی تغییـرات  بررسی نمودار مکع
دهد که بیشترین مقدار جذب طبق نمـودار و   نشان می

ي بـالا،  هـا  pHمحاسبات نرم افـزاري انجـام شـده در    
ي ابتــدایی صــورت هــا ي بــالا و در زمــانهــا غلظــت

با توجه بـه نتـایج حاصـله بیشـترین میـزان       گیرد. می
گرم بـر   میلی 80غلظت  ،pH 8 جذب نیکل در شرایط

دقیقه صورت گرفته، لذا این  48 و زماننیکل لیتر  میلی
شرایط بعنوان نقطه بیشینه جذب در نظر گرفتـه شـد.   
پس از اعمال نتایج فوق بر روي سیانوباکتري موجـود  
در فاز لگاریتمی، نتایج مربـوط بـه منحنـی رشـد بـه      

ــکل  ــورت ش ــار    2ص ــی آن مه ــه ط ــد ک ــودار ش نم
  چشمگیري بر رشد ریزجلبک مشاهده شد.

 
   ،)کلین ماریت بدون و  7pH( کنترل با) pH 8( کلین جذب نهیبه طیشرا در نمونه رشد یمنحن سهیمقا :1شکل 

  اضافه گردید. pH 8روز نیکل به محیط در  15پس از 
  

 

  
با حضور نیکل و کنترل (بالا)، بررسی تغییرات فیکوبیلی  pH 8بررسی تغییرات کلروفیل وکاروتنوئید کلوتریکس در  :3شکل 

 .با حضور نیکل و کنترل (پایین) pH 8پروتئین کلوتریکس در 

ب 
جذ

75
0

 
متر

نانو
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نتایج مربـوط بـه سـنجش میـزان     : ها سنجش رنگدانه
ــدها ــل، کاروتنوئی ــروتئین کلروفی ــا و فیکــوبیلی پ ي ه

 3کل کلوتریکس در شرایط بهینه جذب نیکـل در ش ـ 
کـه میـزان کلروفیــل و    دادآمـده اسـت. نتـایج نشــان    

ــا حضــور نیکــل  pH 8کاروتنوئیــد کلــوتریکس در  ب
. فـت ه نمونه شاهد کاهش چشـمگیري مـی یا  نسبت ب

ــروتئین کلــوتریکس ماننــد ســایر میــزان فیکــوبیلی  پ
(کلروفیل و کاروتنوئیدها) در شـرایط تیمـار    ها رنگیزه

)8 pH     به همراه نیکل) نسبت به شـاهد کـاهش قابـل
  .اي نشان داد ملاحظه

نتایج مربوط به سنجش قندهاي نامحلول : سنجش قند
ساکاریدهاي کل کلوتریکس در شرایط  (نشاسته) و پلی

آمــده اسـت. میــزان   4 بهینـه جـذب نیکــل در شـکل   
قندهاي نامحلول کلوتریکس در شرایط تیمـار نسـبت   

  .افزایش قابل ملاحظه اي داشت به شاهد

 

 
   با حضور نیکل و کنترل. pH 8(نشاسته) و پلی ساکاریدهاي کل کلوتریکس در  بررسی تغییرات قندهاي نامحلول :4شکل 

  

  اکسیدان آنتیررسی فعالیت ب
ساعت سنجش پروتئین و فعالیت آنزیم  24 تا 1داراي نیکل و فاقد آن طی  pH 8در شرایط  :ها سنجش پروتئین نمونه

  گزارش شده است. 3محاسبه و در جدول  ها غلظت پروتئین) 5کاتالاز انجام گرفت. پس از کسب منحنی استاندارد (شکل 
 

  
  

 منحنی استاندارد پروتئین :5شکل 
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 سنجش کمی پروتئین تیمارها :3جدول 

 پروتئین (ماکروگرم بر لیتر) (درصد) Std Dev Cv شرح تیمار تکرار

1 8 pH   
 فاقد نیکل

 ساعت 1زمان 

0,029 2,44 1794,812 

2 0,019 1,62 1246,173 

3 0,066 5,41 1313,77 

1 8 pH   
 داراي نیکل

 ساعت 1زمان 

0,046 5,98 425,5711 

2 0,011 1,1 1074,821 

3 0,036 3,81 688,1007 

1 8 pH   
 فاقد نیکل

 ساعت 24زمان 

0,129 10,5 2368,604 

2 0,074 6,25 2140,659 

3 0,074 7,93 2162,668 

1 8 pH   
 داراي نیکل

 ساعت 24زمان 

0,03 3,65 1186,435 

2 0,023 2,59 980,4989 

3 0,105 13,3 1225,736 
  

در  هـا  نتایج نشان داد میانگین سنجش کمی نمونـه 
حضور نیکل در زمان یکسان نسبه بـه شـاهد کـاهش    

روند صـعودي را  یافته و به مرور زمان میزان پروتئین 
نیز از حضور بانـدهاي   SDS-PAGEنتایج  .طی نمود

فراوان در انتهاي ژل را می داد که می توانست احتمال 

ــروتئین ــن  هــا حضــور پ ــا وزن مولکــولی کــم در ای ب
ي هـا  سیانوباکتري و یا امکان شکسـته شـدن زنجیـره   

زیاد بر آنها حـین اسـتخراج را    پروتیئنی به علت فشار
  داد. می

 

 
 

 فاقد ،pH 7 و کلین فاقد طیشرا لدر،( چپ به راست از بیترت به نیپروتئ ماکروگرم 20 با کسیکلوتر نیپروتئ لیپروفا :6  شکل
  .)pH 8 و کلین يدارا و pH 8 و کلین
  

بررسی کمی سـنجش آنـزیم   : سنجش فعالیت کاتالاز
سبب کـاهش   pH 8کاتالاز نشان داد حضور نیکل در 

. فعالیـت  نزیم نسبت به نمونه کنترل شـد فعالیت این آ
آنزیم کاتالاز بر اساس حضور میزان یکسـان پـروتئین   

در واکنش در نمودار زیر آمده است. کـاهش فعالیـت   
ساعت پس از آغاز آزمایش خصوصا در  16این آنزیم 

حضور نیکل مشاهده گردیـد. کـه نتـایج بـر روي ژل     
 نیز قابل مشاهده است. نیتیو
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  pH 8در  فعالیت آنزیم کاتالاز تحت تنش نیکل :7 شکل

 
سنجش فعالیت آنزیم کاتالاز بر روي ژل با تزریق 

ماکروگرم پروتئین در هـر چاهـک و بـر روي ژل     10
درجه سانتی گراد انجام شد. پـس   4نیتیو و در شرایط 
تیره شدن ژل، بانـدهاي روشـنی در    از رنگ آمیزي و

ي تیمـار  هـا  ي کنترل (و کم رنگ تر در نمونـه ها نمونه

ایزوفـرم مختلـف از    3شده با نیکل) ظهور پیدا کـرد.  
این آنزیم بر روي ژل نیتیو با فواصل کمی از هم ظاهر 
شده بودند. لذا کاهش فعالیت آنزیم کاتالاز طی تـنش  

  مشاهده شد. نیتیونیکل در ژل 

  

 
   )3 شماره( کلین يدارا pH 8 و) 2 شماره( کلین فاقد pH 8 ،)1 شماره( کنترل در کاتالاز تیفعال :2شکل 

   
  

 بحث

هـاي صـنعتی    از فعالیـت حاصل هاي فلزي  آلاینده
ذوب فلزات سـنگ معـدن، آبکـاري    نظیر حفر معدن، 

الکتریکی، استخراج گاز، تولید سوخت و انرژي، کود 
ها و تولید ضایعات شهري وارد محیط  دهی، آفت کش

برخی موجـودات قادرنـد تـا بطـور      .شوند زیست می
هاي محیطی را حذف، تجزیه، متابولیزه و  بالقوه آلاینده

 یا حرکت دهنـد. اسـتفاده از موجـوداتی کـه در ایـن     
ي جذب و ها مکانیسم تواند میمناطق یافت می شوند 

قابلیت استفاده در فرایندهاي زیست پـالاییِ بعـدي را   
 ;Abdel-Raouf et al., 2012( بـه مـا پیشـنهاد دهـد    

Mambo, 2011.(  شاید بتوان عنوان کرد در بین عوامل
گـذار در جـذب   محیطی اسیدیته مهم ترین فاکتور اثـر 

اذب و میکروارگانیسـم  فلزات و خصوصا واکـنش ج ـ 

محـیط عــلاوه بـر تغییـر دسترســی     pHاسـت. تغییـر   
ي فلزي محـیط نیـز   ها ي عاملی، در تغییر گونهها گروه

بـه   pH 5-9ي طبیعـی بـا   هـا  اثر دارند. نیکـل در آب 
Ni(H2O)6صورت یـونی  

. در ایـن  شـود  مـی یافـت   +2
هـاي آن بـا لیگانـدهایی    محدوده از اسیدیته کمپلکس

 شود میمشاهده   OH-, SO42- , HCO3, Cl-, NH3نظیر
)Peng et al., 2009.( گزارشات از جذب نیکل  بیشتر

ي هـا  ي بـالاتر بـه علـت حضـور یـون     هـا  در اسیدیته
 Cladophoraانــد. همچنانکـه در  هیدروکسـید گفتـه  

glomerata  2 ،4 ،6 ،7 ،9در pH   بیشینه جذب نیکـل
 Senobari( نشان داده شده است pH 7-8در محدوده 

et al., 2014 .(   ي عـاملی در  هـا  پروتونـه شـدن گـروه
ي فلزي ها ي پایین سبب شده جذب کاتیونها اسیدیته

ایـن اثـر    pH 7 به سـمت  pHکاهش یافته و با شیفت 

ف
لاز 

کاتا
ت 

عالی
)

m
g/

l
(  



 66- 78/ صفحات:  1398پاییز ، 55شماره  ،چهاردهم سال ،فیزیولوژي محیطی گیاهی نشریه

75 

ــه   ــر شــده و امکــان اتصــال ب ــه کمت ممــانعتی پروتون
ي عـاملی آمینـو، فسـفات، کربوکسـیل بیشـتر      ها گروه

عنــوان  )2014و همکــاران ( Senobariخواهــد شــد. 
ي هـا  ي بالایی امکان حضـور گونـه  ها pHکرده اند در 

هیدروکسید نیز بیشتر بـوده و بنـابراین رسـوب دهـی     
نیکل نیز رخ خواهد داد. بنابراین کاهش جذب زیستی 
در این شرایط ممکـن اسـت ناشـی از رسـوب دهـی      

در ). Senobari et al., 2014( شیمیایی نیکل بوده باشد
pH ي کمتـر و  هـا  حضـور پروتـون  ي بـالا علیـرغم   ها

ي هیدورکسید کـه بـه جـذب سـطحی     ها تشکیل یون
نیکل کمک می کنند اما امکان رسوب دهـی نیکـل و   
ــط    ــذب توس ــراي ج ــی آن ب ــدم دسترس ــین ع همچن

 3/8هـاي بـالاتر از   ریزجلبک وجود دارد. در اسـیدیته 
pH    ــکیل رســوب ــان تش ــی Ni(OH)2امک  باشــد م

)Azhari, 2012.(   نـه شـدن شـرایط    نتایج مـا نیـز بهی
 pH 8 هاي بالا و خصوصـا در جذب نیکل در اسیدیته

نشان داد در  experimental design. آنالیز ان دادرا نش
اسیدیته میزان کاهش  بالا رفتن مقداربا ، pH 5-9بازه 

 نیز روند سـریعتري کلوتریکس محیط کشت نیکل در 
غلظـت   بـوده اسـت.   pH 8 داشته و بیشینه جـذب در 

ــر اســت؛ در  نیکــل در  ــف متغی پســاب صــنایع مختل
 0-40گرم بر لیتر، رنگ کاري  میلی 2-200ها آبکاري

 ـ   میلی  25/0-67ر، صـنایع چینـی سـازي    گـرم بـر لیت
ــر لیتــر و در تولیــد ســولفات مــس،   میلــی  22گــرم ب
 Gürel et( گرم بر لیتر نیکل گزارش شده اسـت  میلی

al., 2017.(  اي کـه بـر روي بیـوس مـرده      در مطالعـه
Mucor hiemalis   8صورت گرفت، دیده شـد در pH 

بر لیتر،  گرم میلی 300تا  50با افزایش غلظت نیکل، از 
. علــت دقیقـه میـزان جـذب افـزایش یافـت      60طـی  

افزایش میزان جذب همزمان با افزایش غلظـت نیکـل   
اولیه را وجود نیروهاي رانشی در حذف مقاومت بـین  

نتــایج  جـاذب زیسـتی و محـیط جــذب دانسـته انـد.     
بـه   24ما نیز نشان داد با افزایش غلظت از  اتآزمایش

بـر لیتـر نیکـل، جـذب نیکـل توسـط        گرم میلی 100
 8(بر لیتر  گرم میلی 80و در  یافتکلوتریکس افزایش 

pH (رسید. نتایج  جذب توسط کلوتریکس به حداکثر
همانگونه که بیان شد در این رابطـه  دیگر پژوهشگران 

 ).Gürel et al., 2017( متفاوت بوده است

 اي هي قهوها در مجموعه اي از جلبک جذب نیکل
),Cystoseria indica ,Nizmuddinia glaucescens 

Sargassum zanardini ,Padina australis 20) در 
 120دقیقه نخست با شیب تندي دنبال شده که پس از 

 در ).Azhari, 2012( دقیقــه متوقــف گردیــده اســت
جلبک قرمز گراسیلاریا گذر زمان بر میزان جذب اثـر  

دقیقه ابتدایی بیشینه جذب را نشان  15مثبت داشته اما 
بیشینه جذب نیکـل در   ).Teimouri et al., 2016( داد

ــه   Bacillus و Sporosarcina pasteuriiدو گونـ

megaterium  ساعت اول ثبت شده است و پس  2نیز
 ,.Gheethi et al( شاهده نشدماز آن تغییرات معناداري 

 Cladophora glomerataجذب نیکل توسط  .)2017
دقیقه اولیه و با یک شیب تند بصورت جذب  120در 

دقیقه به اشباع رسیده و پس از  360سطحی بوده و در 
 Senobari( نگرفته استآن هیچ گونه جذبی صورت 

et al., 2014(  120تا  30در آزمایشات ما، بازه زمانی 
طراحی شـد کـه    Experimental designدقیقه توسط 

ــذب در    ــینه ج ــی آن بیش ــت   48ط ــه، غلظ  80دقیق
، بدسـت آمـد. در طراحـی    pH 8گرم بـر لیتـر و    میلی

جذب نیکل توسط بنتونیت با همین نرم افزار گزارش 
و  pH 7بـه   pH 2 شده است که با افزایش اسیدیته از

دقیقه در  30طی  pH 7ساعت بیشینه جذب در  2ی ط
ــر لیتــر نیکــل انجــام شــد  گــرم میلــی 100غلظــت   ب

)Sadeghalvad et al., 2017.( 

تـنش   جـاد یو ا طیدر مح ـ نیحضور فلزات سـنگ 
 ایــواکنشـگر   هــاي گونـه  دیــمنجــر بـه تول  ویداتیاکس ـ

مهـم بـه    يهـا  از راه یک ـی. شـود  یآزاد م هاي کالیراد
تعـادل در   يبرقـرار  هـا،  کـال یراد نیمنظور مقابله با ا
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 یدانیاکس ـ یآنت ستمیبا کمک  س ها کالیراد نیا زانیم
 ـ هـاي  مآنـزی  ماننـد  هـا  سـلول   گــریو د دانیکس ـا یآنت

 یبـات یترک ها دانیاکس یآنت انیم نیاست. در ا باتیترک
شـوند و   یم ونیداسیاکس ندیهستند که سبب مهار فرا

 یکیولوژیزیف يندهایدر فرا نییپا يها در غلظت یحت
ها  دانیاکس یدارند. آنت ینقش مهم یستیز هاي ستمیس

آزاد بـوده و   هـاي  کالیراد يها به عنوان جاروب کننده
 هـاي  بـه گونـه   ها کالیراد تیماه رییکمک به تغ عثبا
 ـ  یفعال م ـ ریغ از نظـر وزن   هـا  دانیاکس ـ یشـوند. آنت

و هـم   ییایمیو ش ـ یک ـیزیف اتیو خصوص ـ یمولکول
تفـاوت   گریکدیعمل آنها با  گاهیو جا سمیمکان نیچن

)، کاتالاز SOD( سموتازید دی(سوپراکس ها میدارند. آنز
)CAT( دازیپراکس ونی) و گلوتاتGPX (از انـواع   یکی

 ـ  یعیطب هاي دانیاکس یآنت  يسـدها  نیو به عنـوان اول
فعـال   يهـا  گونـه  دیهستند که سبب کاهش تول یدفاع
 دارینسبتا پا باتیآنها به ترک لیتبد نیو هم چن ژنیاکس

 ـباعث مهـار   ها دانیاکس یآنت نیشوند. ا یم  ریتـاخ  ای
 یآزاد م ـ کـال یشـده توسـط راد   جـاد یا یسلول بیآس

 (Mittler 2002, Gill and Tuteja 2010(شــوند 

(Gupta, Gaurav et al. 2013)..  
Wang ) ند که کارایی د) بیان کر2010و همکاران

حـذف آب اکسـیژنه بیشـتر از    گایاکول پراکسیداز در 
ي آنتـی اکسـیدان   هـا  کاتالاز می باشد. افـزایش آنـزیم  

ــرد.    ــی گی ــورت م ــان ژن ص ــی بی ــه فراتنظیم درنتیج
در کاهش اثرات  APXو  SOD, CATیی نظیر ها آنزیم

تنش اکسیداتیو ناشی از استرس زیستی و غیر زیسـتی  
هـا  هـاي فراتنظیمـی ایـن آنـزیم    دخیل هستند. پاسـخ 

در در کنترل غلظت فلـز باشـد همچنـان کـه      تواند می
بـر   گـرم  میلی 200و  100حضور تحقیق این محققان 

کیلوگرم سرب تنش کم و ملایمی القا شده درحالیکـه  
 سـبب افـزایش   بر کیلـوگرم آن  گرم میلی 400غلظت 

در  CATاست. فعالیت آنزیم شده  APXو  CATبیان 
V. faba    ته تیمار شده بـا روي و نیکـل افـزایش داش ـ

ــت.  ــاران ( Kafelاســـ ــز در 2010و همکـــ ) نیـــ

P.coronaries ــزایش فعا ــزارش اف ــالاز را گ ــت کات  لی
ــد.  داده ــه2007کــاران (مو ه Linان ــد ک   ) نشــان دادن

V. faba  کادمیوم  لیتر میلیماکروگرم در  5تحت تیمار
بطور معناداري کاهش داشـته و   SODو  CATفعالیت 

Socha -Nadgórska(شده است  ROSمنجر به تجمع 

et al., 2013.( 
 80در آزمایشات ما نیز کلوتریکس در مواجهه بـا  

ساعت در برابر  24طی  ،pH 8 بر لیتر نیکل، گرم میلی
شرایط کنترل فعالیت کاتـالازي کمتـري را نشـان داده    
بود. این نتایج هم بـر روي ژل کاتـالاز و هـم توسـط     
سنجش کمی آن تایید شد. در بررسی فعالیـت آنـزیم   
کاتالاز سه ناحیه باندي مختلـف در نمونـه شـاهد بـر     
روي ژل مشاهده گردید که نشان دهنـده سـه ایزومـر    

و هر سه  باشد این آنزیم در کلوتریکس می تلف ازمخ
اي را  کل فعالیـت کـاهش یافتـه   آنزیم در مواجهه با نی

  .ندبروز داد
  

  گیري نهایی نتیجه
ي مختلفـی در  ها قادرند با مکانیسم ها میکروارگانیسم

ي آلوده به رشد و بقاي خـود ادامـه دهنـد. ایـن     ها محیط
از رسـوب دهـی فلـزات در محـیط      توانـد  مـی  ها تکنیک

تجمـع   در نهایـت اطراف تا انباشتگی در دیواره سلول و 
ي مختلف سـلول انجـام پـذیرد.    ها دادن فلزات در بخش

ــم ــا میکروارگانیس ــه   ه ــوده از جمل ــاطق آل ــومی من ي ب
سیانوباکترها ایـن قابلیـت را دارنـد تـا نسـبت بـه تولیـد        

شـوند.  بـه خـوبی اسـتفاده     هـا  بیومس و یا تصفیه محیط
همانگونه که در ایـن طـرح نشـان داده شـد، سـیانوباکتر      
بومیِ جدا شـده از منـاطق آلـوده نفتـی بعـد از خـالص       
سازي، کلوتریکس شناسـایی شـد کـه توانسـته بـود در      
حضور نیکل نسبت به کاهش آن در محیط آبی عملکـرد  

ائه دهد. هرچند مکانیسـم جـذب نیکـل،    ارقابل قبولی را 
ره سلول انجام شده و یـا در اجـزاي   اینکه تجمع در دیوا

سلولی کلوتریکس در این رابطه مشخص نگردیده اسـت  
اما پتانسیل خوبی از این سیانوباکتر جهت جذب نیکـل و  
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زیسـت پــالایی کسـب شــده اسـت کــه امیـد اســت در     
  تحقیقات میدانی مورد استفاده قرار بگیرد.

  
 تشکر و قدردانی

  بررسی امکان کاهش "مقاله حاصل مستخرج از پروژه 

یا حذف فلز سنگین نیکل، آلاینده همراه بـا نفـت بـا    
جــدا شــده از  .Calothrix spاســتفاده از ریزجلبــک 

 مصوب جهـادد  2479 - 11با کد:  "مناطق آلوده نفتی
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