
 ها مجله دنیای میکروب
 4231( تابستان 32سال هشتم شماره دوم )پیاپی 

 451-461صفحات 

  MS8سویه  استنوتروفوموناس مالتوفیلیاجذب زیستی فلز نقره توسط باکتری 
 جدا شده از پساب کارگاه نقره کاری در اصفهان

 2، منیر دودی3*، علی محمد احدی4مائده شاه سنایی گنیرانی

 استادیار، دانشگاه شهرکرد، دانشکده 2 کارشناس ارشد، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد فلاورجان، گروه میکروب شناسی، فلاورجان، اصفهان،1
 استادیار، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد فلاورجان،گروه میکروب شناسی، فلاورجان، اصفهان.3گروه ژنتیک، شهرکرد،  علوم،

 چکیده

تشخیص میکروارگانیسم های مقاوم به فلزات سمی اولین گام در فرآیند پاکسازی زیستی است. این مطالعه با هدف  سابقه و هدف:

( و سپس بررسی جذب زیستی MICجداسازی باکتری های مقاوم به فلز نقره و تعیین حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد آنها )

  فلز نقره در شرایط آزمایشگاهی انجام شد.

تصفیه خانه شاهین شهر اصفهان انجام شد.  2نمونه گیری از پساب دو کارگاه نقره کاری در اصفهان و ورودی فاز مواد و روش ها: 

( آن ها از روش رقت در آگار و MICبرای جداسازی باکتری های مقاوم به فلز و تعیین حداقل میزان غلظت ممانعت کننده از رشد )

استفاده شد.  Ag  (3NO)میلی مول بر لیتر از نیترات نقره  32و  11، 8، 4، 2، 1، 5/0های  آگار حاوی غلظت PHG IIمحیط کشت 

 شناسایی مولکولی سویه های مقاوم با استفاده از روش ریبوتایپینگ انجام شد.

بیشترین میزان مقاومت را  5Agجدایه باکتریایی مقاوم به نقره جداسازی شدند که در بین آن ها  جدایه  7در این مطالعه یافته ها: 

دارای توالی جدیدی بود و به عنوان  5Agمیلی مولار( نشان داد. بر اساس بررسی مولکولی جدایه  MIC=1نسبت به نقره )

( به ثبت رسید. این سویه پس از NCBIدر بانک جهانی ژن ) KP742984با شماره دسترسی  MS8سویه استنوتروفوموناس مالتوفیلیا 

درصد نقره از محیط در شرایط آزمایشگاهی بود و رشد مناسبی را در حضور فلز از خود  11/31دقیقه قادر به جذب  125زمان 

 نشان داد.

 رسد که سویه جداسازی شده گزینه مناسبی برای جذب زیستی نقره از  با توجه به نتایج این تحقیق به نظر می  نتیجه گیری:

 پساب های آلوده در آینده باشد. 

 باکتری مقاوم به نقره، پساب، حداقل غلظت ممانعت کننده رشد، جذب زیستی.واژگان کلیدی: 

 14فروردین ماه پذیرش برای چاپ:     13بهمن ماه دریافت مقاله: 

 جاده سااماان، دانشاگااه شاهارکارد،گاروه ژناتایاک.    2*( آدرس برای مکاتبه: شهرکرد، کیلومتر 

 ahadi52@gmail.comپست الکترونیک:         51122514547تلفن:  

 مقدمه     

کاارخااناجاات               امروزه در اثر توسعه صنای  و ورود پسااب                                             

 صنعتی به محیط زیست، اکوسیستم ا راف کاارخااناه هاا و                                                 

آلودگی می باشند. این امر                              آب های سطحی و زیرزمینی در خطر                             

در دراز مدت اثرات زیانابااری بار روی                                       در کوتاه مدت و هم                 

خا ، گیاهان و جانوران موجود در این منا اق                                          ،   موجودات زنده            

(. در دهه اخیر آلودگی و حضور بی                                   2و     1می گذارد )              برجای     

زیستگاه های  بیعی باه                          از حد فلزات سنگین خطر جدی را در                               

تعاویا        نند     ما      (. تکنولوژی های صنعتی                     3وجود آورده است )                

یون، رسوب دهی شیمیایی، اسمز معکوس، فرآیند تباخایار و                                                   

و بسیار  پر هزینه می باشند. به همین دلیل                                              نامناس            غیره اغل          

جذب زیساتای           مانند       ،   ارزان     و   نیاز به توسعه روش های جدید                            

 (.      4فلزات سنگین احساس می گردد )                           
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وجود فلزات سنگین در پساب کارخانه های صنعتای بااعا                                                  

ی   حضور غلظات باالا             شود.       آسی  جدی به محیط زیست می                        

فلزات سمی سنگین در فا لاب می تواند موج  مشاکالات                                              

 ایان فالازات سامای                 (.    0شدید برای سلامت انسان گردد )                           

می توانند با ایجاد اختلال در عملکرد عصبی از  ریق ت ثیر بار                                                          

تولید و آزادسازی انتقال دهنده های عصبی بر روی رفتار ت ثیر                                                           

گذار باشند. دیگر دستگاه هایی که تحت ت ثیر فلزات سنگایان                                                       

قرار می گیرند شامل خون و ر  ها، دستگاه های دفعی ما ال                                                     

روده، کبد و کلیه، غدد درون ریز، مسیرهای تولیاد انارژی و                                                       

(. بنابراین  رورت حذف فالازات                             1باشند )         دستگاه تناسلی می                

 سنگین ماوجاود در پسااب هاا قابال از تاخالایاه باه                                        

سیستم های آبی محیط و به خطر انداختن سلامت انساان هاا                                                   

 (.      7وجود دارد )           

 میکروارگانیسم ها دارای مکانیسم های تاناظایامای تاجاما                                                 

 یون های فلزی برای جلوگیری از سمیت فالازات ساناگایان                                               

می باشند. گزارش های بسیاری در مورد مقاومت میکروبی باه                                                      

(. میکروارگانیسم های مقاوم                            8و     7فلزات سنگین وجود دارد )                       

در برابر فلز را می توان به عنوان عوامل زیست پالایی استفااده                                                           

 جذب زیستی فلازات ساناگایان یاکای از                              (.      15و     1) نمود      

تکنیک های م ثر و با اهمیت به کار برده شده در انتقال فلزات                                                           

 (.    11سنگین از پساب های صنعتی و آب های  بیعی اسات )                                            

 با وجود این که نقره از جمله فلازات ساناگایان و سامای                                               

می باشد، اما برای مدت  ولانی به عنوان یک عامل درمانی در                                                        

     .پزشکی مورد استفاده قرار گرفته است                                 

در بسیاری از کشورها، به منظور جلوگیری از عفونت چشماان                                                      

از قطره نیاتارات                نایسریا         کودکان تازه متولد شده با سویه های                                   

های مقاوم در بارابار                     نقره  استفاده می گردد. در نتیجه باکتری                                      

س ناقل غشاگاذر               مقاومت به  نقره بر اسا                          .نقره تکامل یافته اند                    

 N            i  a c - od la  io -c l l  d i i io             در 

 نااو         A Paباااکااتااری هااای گاارم مااناافاای، ناااقاال                         

P  P-     A Pa         و   بااکاتاری هاای گارم ما ابات                     ( در 

 ایجاد کمپلکس ا افی با ترکیبات داخل سالاولای ماماکان                                               

 (.  12)   می گردد       

سویاه هاایای از                1184و همکاران در سال                    (   Ha   liهافلی )       

  (                     )       سودومونااس اساتاوتازری                  باکتری        

 مقاوم به نقره را از خا  معدن ناقاره در یاوتاا جاداساازی                                                   

 نمودند. حاداقال غالاظات مامااناعات کاناناده از رشاد                                        

   (MIC=Mi im m I hi i o   Co c    a io                  در این مطالعاه )

 و ماعاادل          AG25سویاه      سودوموناس استیدزری                      مربو  به        

 mM20   /5                       بود. از  رفی بالاترینMIC                 مارباو  باه ساویاه

AG259              و برابر باmM  20            ( 13گزارش شد    .) 

باه کاماک          1111( و همکاران در سال                     Sha i aiشکیبایی )         

  آسایاناتاوبااکاتار بااماانای                  باکتری های مهندسی ژنتیک شده                             

                          B 54   )                 تااوانسااتاانااد نااقااره 

   ( mg g  ioma  80 /2                                    را از پساب صنای  فیلم جذب نماایاناد ) 

 (. بنابراین می توان نتیجه گرفت که میکروارگاانایاسام هاا                                                    14)   

می توانند به عنوان ابزاری در تصفیه و تیمار فا لاب ها ماورد                                                          

 استفاده قرار گیرند.                     

فرآیندهای زیستی نسبت به فرآیندهای فیزیکی و شایامایاایای                                                    

(. در حقیقت چندیان                   10مزایای بیشتری از خود نشان داده اند )                                    

میکروارگانیسم برای فرآیند سم زدایی از سیستم های فا الاب                                                       

شناخته و بررسی شده اند که موفقیت بالایی در بهبود کیافایات                                                       

(. هدف از ایان پا وها ،                      11پساب ها از خود نشان داده اند )                              

جداسازی باکتری های مقاوم به فلز نقره، تعیین حداقل غلظات                                                        

( و نیز بررسی جذب زیساتای                         MICممانعت کننده از رشد آنها )                          

 فلز نقره در شرایط آزمایشگاهی بود.                                   

 مواد و رو  ها             

این مطالعه به صورت مقطاعای بار روی                                 ال ( نمونه برداری:                    

تصافایاه خااناه                2ورودی فاز             پساب دو کارگاه نقره کاری و                          

 فا لاب شاهین شهر اصفهان انجام شد. ناماوناه بارداری در                                                  

   H بطری های دهان گشاد پلاستیکی استریل انجام گرفت. دما،                                                  

و میزان فلزات سنگین در نمونه های پساب جم  آوری شاده                                                    

غالاظات      و     H میزان       اندازه گیری شدند. به منظور اندازه گیری                                        

 ماتار       H فلز نقره ماوجاود در پسااب هاا از دساتاگااه                                     

   (S i      M   ohm 827                      و دسااتااگاااه جااذب اتااماای ) 
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   (Am  ica   P   i   lm  -8                                 استفاده گردید. برای انادازه )

  155تا      05ابتدا         گیری میزان فلز موجود در نمونه های پساب،                                       

میلی لیتری انتقاال داده                          255میلی لیتر از نمونه پساب به بالن                                 

میلی لیتر اسید نیتریک غلی  به آن ا افه گاردیاد                                                0شد. مقدار           

و بر روی حمام بخار به آرامی تبخیر شد. عامال هضام تاا                                                  

رسیدن به محلول شفاف ادامه یافت و از خشک شدن نمونه ها                                                      

در  ول مرحله هضم جلوگیری گردید. هنگامی کاه مایازان                                                 

میلی لیتر کاه  یافت، جدار بالن باا آب                                        25تا      15نمونه به          

مقطر شستشو و نمونه به حجم رسانده شد. سپس به کاماک                                                 

 (.      17دستگاه جذب اتمی میزان فلزات سنگین قرائت گردید )                                               

باکتری های مقاوم به نقره از پساب های ماورد                                           ب( جداسازی            
 برای این مناظاور از روش اناتاشاار بار پالایات                                          بررسی:      

   (S   ad Pla   M  hod                                    استفاده شد. ابتدا نمونه های پسااب )

میلی مولار از فلاز                    5/0آگار با غلظت                PHGIIدر محیط کشت             

 میلی لایاتار از ماحایاط                   1555شدند.  برای تهیه                  پخ      نقره      

PHG Ii         ،گارم     2ماخامار،           گرم عصاره           1پپتون،        گرم       4آگار  

تمام مواد لازم برای تاهایاه                         گرم آگار استفاده شد.                        10و   گلوکز       

آلمان تهیه گردیاد. رشاد                       آگار از شرکت مر                     PHG Iiمحیط      

 روز گارمااگاذاری، در دماای                        0پس از       کلنی های باکتریایی                    

در ایان        (.      18ت )   ف درجه سیلیسیوس مورد بررسی قرار گر                                  35

، کشور اسپانایاا(                  Scha la)       مطالعه از نمک فلزی نیترات نقره                              

  PHGIIاستفاده شد. کلنی های رشد یافته در محیاط کشات                                            

میلی مولار از نقره، که از نظر  اهر باه                                        5/0آگار حاوی غلظت                

هم شباهت داشاتند، انتخاب و برای غنی سازی در لوله هاای                                                      

میلی مولار از فالاز                    5/0با غلظت           PHGIIحاوی محیط مای                 

سااعات          24تا        18نقره، کشت داده شدند. این لوله ها به مدت                                         

در انکوباتور قرار داده شد. پس از ایجاد کدورت به ماناظاور                                                       

   S   a  Plaخالص سازی باکتری ها از روش کشت خطی )                                    

M  hod               بر محیط کشت )PHGII                           ،آگار با همان غلظت فلازی

از کلنی خالص تهیه شده، گسترش مایاکاربای                                       .استفاده گردید             

 (.  3تهیه و رنگ آمیزی گرم انجام شد )                               

بارای      :     (        )  ( تعیین حداقل غلظت ممانعت کننده از رشد                                         

( اساتافااده            Aga  dil  ioاین منظور از روش رقت در آگار )                              

  PHG IIشد. به این صورت که پلیت های حاوی محیط کشت                                           

آگار با غلظت های مختل  نیترات نقره تهیه گردید. به  اوری                                                        

که هر پلیت حاوی یک غلظت مشخص از نیترات ناقاره باود.                                                  

سپس کلنی های مقاوم به صورت شعاعی بر سط  پلیت کشات                                                  

 سااعات در دماای              48(. پلیت ها به مادت                   11داده شدند )           

درجه سیلیسیوس قرار گرفتند. پس از  ی مدت زمان لازم                                                    35

پلیت ها بررسی گردیدند و بر اساس حداقل غلظتی که از رشاد                                                       

 (.    25تعیین شد )            MICباکتری ممانعت کرده بود،                         

 برای تعیین حداقل غلظت ممااناعات کاناناده از رشاد، از                                               

 ماحالاول         32و     mM(    5/0   ،1   ،2   ،4   ،8   ،11(غلظت های          

 (. پس از رشد میکروارگانیسم هاا                               18نیترات نقره استفاده شد )                        

 باار اساااس ماایاازان رشااد و یااا عاادم رشااد،                                 

 غاالااظاات هااای باایااناااباایااناای ناایااز انااتااخاااب و رشااد                                    

 در ناهاایات حاداقال غالاظات                       . مورد بررسی قرار گرفات                    

 ممانعت کننده از رشد و حداقل غالاظات کشاناده بااکاتاری                                               

   (MBC=Mi im m Bac   icidal Co c    a io          تاعایایاان )

 (.  3گردید )       

 در این مطالعه شنااساایای ماولاکاولای                                   د( شناسایی مولکولی:                   

را نسبت به فلز نقره از خود نشاان                                   MICجدایه ای که بیشترین                     

انجام شد. باه ماناظاور                       Colo   PCداد با استفاده از تکنیک                         

 از پرایمرهای عماومای  اراحای شاده                                        تک یر ژن          

 و             ACACACG GC ACAA GG-3- 5شاااامااال    

       - AAACCACA GC CCACC-3                شارکات دانا(

پرایمرهای عمومی به کاار                        استفاده گردید.                بنیان تالی ژن پارس(                     

رفته در این مطالعه با استفاده از بررسی های دقیق هاماولاوژی                                                         

و مشاخاص کاردن                Cl   alو       B ASتوسط سرورهای              

نواحی حفا ت شده در بین سویه های مختل  بااکاتاریاایای،                                                  

  راحی شدند.             

 میکرولایاتار شاامال                  20در حجم نهایی                 Colo   PCواکن        

میکرولیتار از باافار                     2/0استخرا  شده،                NA میکرولیتر از                2

مایاکارولایاتار             2MgCl     (Mm    05    ،)5/0 میکرولیتر             5/70،      

dN P  mM(   15   )   ،5/0                          مایاکارولایاتار از هار پارایامار 

 a   NA     میاکارولایاتار از آنازیام                    5/   2(،    میکرومولار           25)   
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 ol m  a        انجام شاد          میکرولیتر آب مقطر تزریقی                              18/0و 

 در دساتاگااه تارماوساایاکالار                         PC(. در ادامه واکن                    1)   

 ، ساخت کشور سنگاپور( با شارایاط دماایای                                     K  a  c)مدل      

درجه سیلیسیوس                 14دقیقه واسرشت شدن ابتدایی در دمای                                    0

درجه        14چرخه شامل واسرشت شدن در دمای                                30و در ادامه            

درجاه        08ثانیه، اتصاال در دماای                        40سیلیسیوس به مدت                 

درجاه        72ثانیه، گسترش در دماای                        40سیلیسیوس به مدت                 

ثانیه و در نهایت گسترش نهاایای در                                   40سیلیسیوس به مدت                 

دقیاقاه اناجاام شاد.                   0درجه سیلیسیوس به مدت                        72دمای      

درصد واجاد اتایادیاوم                     1/0به ژل آگاروز                 PCمحصولات        

به کاماک          NA برماید منتقل و الکتروفورز گردیدند. قطعات                                          

 مشاهده و عکس برداری شدند.                           idoc  دستگاه        

 پاس از باررسای و تصاحایا                         PCتوالی حاصال از               

 در پاااایاااگااااه            B ASکااارومااااتاااوگااارام باااا                

 )h         . c i. lm. ih.go  B AS (NCBI          از ناظار

 مورد نظر شناسایی گردید.                          همولوژی بررسی و گونه                    

ه( بررسی میزان جذب فلز ساناگایان ناقاره  در شارایاط                                             

میزان جذب فلز سنگین ناقاره،                              به منظور مطالعه                   آزمایشگاهی:           

را نسبت به فلز نقره از خاود نشاان                                   MICباکتری که بیشترین                   

داد انتخاب و از آن کشت مجدد تهیه گردید. ابتدا باکتری مورد                                                           

میلی لیتر محیط مولر هیناتاون بارا                                            155حاوی         نظر به ارلن           

   (Scha la                                        تلقی  شد. ارلن به مدت )ساعات        24، کشور اسپانیا

قارار        g    255و دور         C35 در انکوباتور شیکردار با دماای                              

میکرولیتر از این محیط حاوی باکاتاری باه                                        15گرفت. سپس           

، کشور اسپانیا( به عنوان شاهاد                                Scha laپلیت نوترینت آگار )                   

میکرولیتر به پلیت حاوی بالاترین غلظت از فلاز ماورد                                                   15و   

که باکتری مورد آزمای  در آن رشد کرده                                        MICنظر )بیشترین              

سااعات در دماای                        48بود( منتقل گردید. پلیت ها به مدت                                  

 C  35                .قرار گرفتند     

 پس از رشد باکتری بر روی محیط حاوی فلز، چند لاوپ از                                                   

میلی لیتر محیط مولر هینتون بارا                                    155آن ها در ارلن حاوی                    

سااعات در           48بدون فلز تلقی  گردید. ارلن بارای مادت                                     

قرار گرفت.              g    255و دور             C    35 انکوباتور شیکردار با دمای                           

میلی لایاتار             05در      Ag  (3NO)گرم از نیترات نقره                      2/123مقدار       

میلی مولار از                205آب دوبار تقطیر استریل حل گردید و غلظت                                       

نیترات نقره به دست آمد. مقدار یک میلی لیتر از این محلول باه                                                            

ارلن حاوی باکتری منتقل گردید. بدین ترتی  محایاط، حااوی                                                     

 میلی مولار از نقره گردید.                          2/0غلظت      

 بلافاصله پس از افزودن محلول نقره در زمان های  ماخاتالا                                                       

میلی لیتر از این محلول برداشتاه                                  1دقیقه(، مقدار                 45،85،125،5)   

 دقیقاه در دور              8و پس از انتقال به لوله های اپندورف به مدت                                           

g  15555                                               .سانتریفیوژ شدند. سپس روماند جدا ساازی گاردیاد

شایان یادآوری است که در هنگام آزمون، ارلن حاوی باکتری و                                                         

نقره در فواصل زمانی بین برداشت ها باید دائما  تکان داده شاود.                                                              

بنابراین بلافاصله پس از برداشت نمونه، ارلن در اناکاوبااتاور                                                        

شیکردار قرار داده شد. به منظور شستشوی مقدار ا افی روماناد                                                          

  5/1از روی رسوب باکتری مقدار یک میلی لیتر سرم فیزیولوژی                                                     

درصد استریل به رسوب حاصله ا افه گردید و پس از باه هام                                                     

زدن مجددا  سانتریفیوژ شد. روماند دور ریخته شد و رسوب باه                                                         

 دست آمده برای محاسبه وزن بیومس باکتری نگهداری گاردیاد.                                                    

 باه مادت        C    15 در ادامه باکتری های رسوب کرده در دمای                                       

ساعت خشک گردیدند و به عنوان بیاوماس )وزن خشاک(                                             1

باکتری مورد استفاده قرار گرفتند و مقدار فلز سنگین  خیره شده                                                             

 در آن ها توسط جذب اتمی محاسبه گردید.                                      

 برای این منظور  یک میلی لیاتار اسایاد نایاتاریاک غالایا                                                

   (Scha la                                                به لوله های اپندورف حاوی رساوب )کشور اسپانیا ،

نمونه به دست آمده باا                        0ا افه و حرارت داده شدند. در نهایت                                   

میلای لایاتار             0مقدار مناس  آب دو بار تقطیر به حجم مناس                                           

رسانده شدند و با استفاده از منحنی کالیبراسایاون مارباو  باه                                                        

 استانداردهای نقره و تعیین مقدار جذب نقره در هار یاک از                                                      

نمونه ها میزان فلز سنگین نقره در همه نمونه ها محاسبه گردید.                                                             

  8و     1،   4،   2،   1در انجام این مرحله از محاسبات غلظت های                                        

میلی گرم بر میلی لیتر از نقره به عنوان استاندارد باه دساتاگااه                                                            

نمودارهای مرباو                          افزار     (.  با استفاده از نرم                       2تزریق شد )          

 به نمونه های باکتری رسم گردید و نتایج به دست آمده مقایساه                                                        

 و تحلیل شدند.               

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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 یافته ها        

عوامل دما، اسیدیته و نیز غلظت فلز نقره در پساب های ماورد                                                         

آورده شده است. تماام بااکاتاری هاای                                  1مطالعه در جدول                

باه      MBCو     MICجداسازی شده در این مطالعه از نظر میزان                                        

فلز نقره مورد بررسی قرار گرفتند و نتایج مربو  به سویه های                                                           

 مشاهده می گردد.                 2مختل  در جدول               

در این بررسی، از میان جدایه های مقاوم به فلز نقره، جادایاه                                                          

5Ag                                                        که بیشترین مقاومت را نسبت به فلز مورد نظر نشان داد

انتخاب و مورد شناسایی مولکولی قرار گرفت. هم نیان ایان                                                     

جدایه از نظر میزان جذب نقره بررسی شد. ایان جادایاه از                                                    

دارای بیشترین میزان غلظت نقاره،                                      1پساب کارگاه نقره کاری                       

  5Agجداسازی گردید. بر اساس بررسی مولکولای، جادایاه                                             

   استنوتروفوماونااس ماالاتاوفایالایاا                          سویه جدیدی از باکتری                      

بااود کااه بااه عاانااوان                       (                               )   

با شماره دساتارسای                   MS8سویه      استنوتروفوموناس مالتوفیلیا                            

KP742984                                     (.  1در بانک جهانی ژن به ثبت رسید )شکل 

مشاهده می شود میزان جذب نقره                                1همان  ور که در  نمودار                        

دقیقه با شیبی                 85-5توسط باکتری مورد بررسی در بازه زمانی                                      

 تاا      85ملایم در حال افزای  بود. سپس در باازه زماانای                                           

دقیقه با شی  تندی میزان جذب افزای   یافت. هم نین                                                    125

تاا      5میزان بیومس باکتری نیز در حضور نقره در بازه زمانای                                                   

 (.  2دقیقه، با افزای  همراه بود )نمودار                                      125

 

     بح    

 در سال های اخیر، انوا  مختلا  ماوجاودات زناده مااناناد                                                 

 باکتری ها، قار  ها و جالاباک هاا باا هادف شانااساایای                                             

جذب کننده های زیستی کارآمد دف  فلز به  ور گسترده ماورد                                                       

مطالعه قرار گرفته اند. این ارگانیسم ها به  ور گستارده ای در                                                            

اکوسیستم های آبی و خاکی پراکنده اند. بررسی ها نشاان داده                                                         

است که در اک ر پ وه  ها از خا  و آب منا ق آلوده استفااده                                                         

شده است. زیرا امکان وجود میکروارگانیسمی با توان تاجازیاه                                                       

کنندگی بالا در این منا ق بیشتر از منا ق غیرآلوده باه فالازات                                                          

 (.      21سنگین می باشد )               

 (ppmمیزان نقره ) )C (دما  pH پساب ها

تصفیه خانه فاضلاب  3ورودی فاز 
 شاهین شهر اصفهان

7/33 17/1 5/570 

 5/813 17/2 1/71 4کارگاه نقره کاری 

 5/148 10/7 1/48 3کارگاه نقره کاری 

 عوامل اندازه گیری شده در پساب های مورد مطالعه.: 1جدول 

غلظت 
 نقره

)mM) 

 شماره جدایه

1 Ag 2 Ag 3 Ag 4 Ag 5 Ag 6 Ag 7 Ag 

MIC 0 0 0 1/20 1 4 3 

MBC 1 1 1 1/0 7 0 3/0 

 جدایه های باکتریایی مقاوم باه فالاز ناقاره  MBC  و MICنتایج  : 2جدول 

 )بر حس  میلی مولار(.

ساویاه  استنوتروفوموناس مالتوفیلیامیزان جذب نقره توسط باکتری :  1نمودار

MS8 . در زمان های مختل 

در  MS8ساویاه    استنوتروفوموناس مالتوفیلیا  میزان بیومس باکتری:  2نمودار

 زمان های مختل .
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( و     18)       2514( و همکاران در سال                    Al ogho  i hالبوغبی  )          

( باه      3)   2511( و همکاران در سال                    Na  a ada iنصرآزادانی )            

منظور جداسازی باکتری های مقاوم به فلز از ماحایاط کشات                                                   

PHG II               آگار و دمای C    35                                 استفاده کردند که مشابه روش باه

باکاتاری          7کار رفته در مطالعه حا ر می باشد. در این پ وه ،                                                

مورد باررسای              MICمقاوم به نقره جداسازی شده از نظر میزان                                        

کاه باه عاناوان               5Agقرار گرفتند. از ایان مایاان جادایاه                                

بیشتریان             شناسایی شد،                MS8سویه        استنوتروفوموناس مالتوفیلیا                          

 

 

 . B AS، استخرا  شده از پایگاه 5Agجدایه  تصویر درخت فیلوژنی: 1شکل  
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( را از خاود نشاان داد.                       میلی مولار           MIC   =1مقاومت به نقره )                

هم نین این جدایه برای بررسی جذب فلز نقره در شارایاط                                                   

آزمایشگاهی نیز مورد مطالعه قرار گرفت. این باکتری از پساب                                                          

که دارای بیشترین میزان غلظت ناقاره در                                       1کارگاه نقره کاری                  

     بین پساب های مورد مطالعه بود، جداسازی گردید.                                            

در این مطالعه از نمک فلزی نیترات نقره اساتافااده گاردیاد.                                                      

و همکاران در سال                    (   ima d  Sil a لیما دی سیلوا )               هم نین          

  2552( و همکاران در سال                     icha d ( و ری اردز )             22)       2512

نیز برای مطالعه باکتری های مقاوم به نقره از نمک فلزی                                                        (   23)   

مشااهاده          1با توجه به ناماودار                       نیترات نقره استفاده نمودند.                           

گردید که میزان جذب نقره توسط باکتری مورد بررسی در بازه                                                        

دقیقه با شیبی ملایم در حال افزای  بود. سپس                                             85تا      5زمانی       

دقیقه با شی  تندی مایازان جاذب                               125تا      85در بازه زمانی               

میزان بیومس بااکاتاری در                         2افزای   یافت. بر اساس نمودار                              

دقیقه آزماایا  افازایا                        125تا      5حضور نقره در بازه زمانی                       

داشت. غلظت مورد استفاده در این مطالعه بارای ساناجا                                                  

میلی مولار بود و                   2/0جذب فلز توسط باکتری جداسازی شده                                 

قادر به جاذب               MS8سویه        استنوتروفوموناس مالتوفیلیا                          باکتری        

نقره بود و رشد مناسبی را در حضور نقره از خود نشاان داد.                                                        

درصد        11/31دقیقه قادر به جذب                     125این سویه پس از زمان                     

نتایج حاصل از ایان                     .نقره از محیط در شرایط آزمایشگاهی بود                                    

( و همکاران              Hمطالعه با نتایج به دست آمده از مطالعات هو )                                           

( و هاماکااران در                 Sha i ai(، شکیبایی )            24)   2557در سال        

 a  a i N  had ( و جباری ن اد کارماانای )                       2)       2551سال     

K  ma i                    ( مشابهت داشت. باه                   1)       2512( و همکاران در سال

 وری که در این مطالعات نیز باکتری های به کار رفته قادر به                                                           

 جذب فلز سنگین مورد بررسی در شرایط آزمایشگاهی بودند.                                                     

پ وه  های متعددی در ارتبا  با پاکسازی فلزات سنگین از                                                      

پساب کارخانجات صنعتی در کشورهای مختل  انجام شاده                                                 

در کشور مصر مقاومات                      2551در سال          (  Sol a) است. سلطان            

را نسبت به فالازات سارب،                       سودوموناس             جدایه باکتری              245

 کادمیوم، جیوه، روی، نقره و مس مورد ماطاالاعاه قارار داد.                                                     

بر اساس نتایج منتشر شده از این میان برخی از جادایاه هاا                                                      

(.    20جذب بالایی را نسبت به این فلزات از خود نشان دادناد )                                                  

باه کاماک          1111و همکاران در سال                    (    Sha i ai)   شکیبایی         

    B 54آسینتوباکتر بااماانای                  باکتری های مهندسی ژنتیک شده                               

   (B 54                              )               تااوانسااتاانااد نااقااره 

   (mg g  ioma      80   /2                                  را از پساب صنای  فیلم جذب کاناناد ) 

سویه هاایای             1184و همکاران در سال                    (   Ha   liهافلی)      (.      14)   

 (                     )       سودوموناس استاوتازری                  از باکتری           

 را از معادن نقره به دست آوردند که به نقره ماقااوم باوده و                                                        

     (.  13نقره را جذب کنند )                    mg  ioma    2می توانستند             

  2513( و همکاران در ساال                    G lag  a h ili)       گلاگوتاشویلی           

 بااه وساایاالااه             A  IIIو      Ag I    ،Cd IIزیسااتاای     جااذب     

( را باا                            )   اسپیرولینا پلاتنسیس                  سیانوباکتری             

استفاده از دیالیز و تجزیه و تحلیل جذب اتمی تحت شارایاط                                                      

  یافته های آنها نشاان داد کاه                          مختل  مورد مطالعه قرار دادند.                               

 باه       A  IIIو      Ag I    ،Cd IIبازده جذب برای یون های                        

احتمال زیاد به نو  باکتری، شرایط استفاده و به فارآیانادهاای                                                         

جذب بستگی دارد و حذف فلز توسط میکروارگاانایاسام هاا                                                

 فیزیکی مای بااشاد. ماقادار                       -وابسته به پارامترهای شیمیایی                            

 H                  بهینه برای حذفAg I      وCd  II         اساپایارولایاناا            توسط

   بارای ناقاره             K(بود. ثابت جذب زیساتای                     H     7    پلاتنسیس       

   0/27    (  )و  رفیت جاذب زیساتای                   13    15-4برابر         H   7در    

 (.      21بود )     

 استنوتروفوماونااس ماالاتاوفایالایاا                            در این مطالعه نیز باکتری                          

 بارابار باا            MICنسبت به فلاز ناقاره مایازان                          MS8سویه        

 دقایاقاه         125میلی مولار از خود نشان داد و پس از زماان                                          1

درصد نقاره از ماحایاط در شارایاط                              11/31قادر به جذب             

آزمایشگاهی بود و در حضور نقره رشد مانااسابای داشات و                                                 

 بنابراین با تاوجاه باه ناتاایاج                             .بیومس باکتری افزای  یافت                        

این تحقیق و سایر مطالعات که نشان دهنده  رفیت باکتری هاا                                                        

 در جذب نقره و قدرت تحمل آن ها نسابات باه ایان فالاز                                               

است، امید است که بتوان از این باکتری ها جهت تصافایاه و                                                     

حذف نقره موجود در فا لاب های آلوده صنایا  ماخاتالا                                                

 استفاده نمود.               
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 نتیجه گیری          

با توجه به نتایج به دست آمده به نظر می رساد کاه ساویاه                                                      

مقاوم به نقره جدا شده در مطالعه حا ر، گزینه مناسبی بارای                                                         

 حذف زیستی این فلز از پساب های آلوده در آیاناده بااشاد                                                   

و بتوان از آن نه تنها برای بازیافت نقره از بقایای معادن و یاا                                                              

پساب کارگاه های نقره کاری و یا صنای  مربو ه بلکاه بارای                                                       

 جداسازی و حذف این فلز سمی از پساب ها استفاده نمود.                                                  

با توجه به مشکلات زیست محیطای پسااب هاای                                      از  رفی         

صنعتی حاوی فلزات برای اکوسیستم ها و زنجایاره غاذایای،                                                   

امکان  دست یابی به  راهی کم هزینه برای حاذف زیساتای                                                  

 فلزات سنگین و سمی از پساب ها و محیط زیست باه وجاود                                                  

 خواهد آمد.            

 تشکر و  دردانی                

نویسندگان این مقاله از مس ولین محترم دانشگاه آزاد اسالامای                                                         

فلاورجان، به وی ه پرسنل محترم آزمایشگاه تحقایاقااتای                                                     واحد    

 واحد و هم نین از مس ولین و پرسنل شرکت دانا  بانایاان                                                

 تالی ژن پارس واق  در شهر  علمی تحقیاقااتای اصافاهاان                                                

 به دلیل همکاری صمیمانه در اجرای ایان پا وها  کاماال                                                

 امتنان را دارند.                  
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Abstract 

Background & Objectives: Detection of the microorganisms resistant to toxic metals is the first 

step in the process of bioremediation. The purpose of this study was isolation of silver-resistant 

bacteria, determination of their minimum inhibitory concentration (MIC) and investigation on the  

biosorption in vitro. 

Materials & Methods: Sampling was carried out from the  a    a    of   o Sil    mi h’   

workshop in Isfahan and effluent of the wastewater treatment plant phase 2 input in Shahinshahr. 

The agar dilution method and PHG II culture medium containing concentrations of 0.5, 1, 2, 4, 8, 

16, 32 mM of Ag (NO3)was used to separate the metal-resistant bacteria and determine the  

minimum inhibitory concentration (MIC). Finally, the ribotyping method was used to identify the 

silver-resistant bacteria. 

Results: In this study seven silver-resistant bacteria were isolated, among them Ag5 showed the 

highest resistance to silver (MIC = 6mM). Based on the molecular analysis, this isolate belonged 

to a new strain, called as Stenotrophomonas maltophilia strain MS8, and its formation was  

deposited as KP742984 in Gene Bank  (NCBI). This strain was able to absorb 11.39% of silver 

from medium in vitro after 120 minute and could growth well in the presence of silver. 

Conclusion: According to the results of this study, it seems that this isolate is a good candidate for 

biological removal of silver from contaminated wastewater in the future. 
Keywords: Silver-resistant bacteria, Wastewater, Minimum inhibitory concentration, Biosorption.  
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