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چکیده
حذف فلزات سنگین با استفاده از روش هاي . آلودگی محیط زیست با فلزات سنگین همگام با پیشرفت صنعت رو به افزایش است

ده از با استفا)bioremediation(راه ارزان تر، پاکسازي زیستی . داردفناوري پیشرفته ايشیمیایی بسیار پر هزینه بوده و نیاز به 
فلزاتکاريجات آبه فاضلاب کارخانازکرومباکتري مقاوم به 5در این تحقیق . می باشدارگانیسم هاي مقاوم به فلزاتمیکرو

با غلظت)nutrient agar)NAباکتري هاي جدا شده بر روي محیط کشت .ندشدجداسازيواقع در شهرستان اسلامشهر
mM1 کروم)VICr(فیزیولوژي بیوشیمیایی روي صفات ریخت شناسی،فوق از هايشناسایی باکتري.دندبه خوبی رشد می کر

فوق هايمطالعات نشان داد که باکتري.صورت گرفتrRNA16Sتعیین توالی ژنمطالعات مولکولی از طریق و در نهایت
کروم براي (MIC)يمهارحداقل غلظت. می باشندAcidovoraxوComamonas ،Acinetobacterهايمتعلق به جنس

مطالعات نشان داد که همه باکتري هاي فوق به غلظت هاي بالاي کروم مقاوم بوده و حداقل .تعیین شدباکتري هاي جدا شده 
نتایج حاصل پیشنهاد می کند سویه هاي جدا شده به دلیل مقاومت بالا به . بودmM6-4غلظت مهاري کروم در سویه هاي مختلف 

. پتانسیل بالایی براي  پاکسازي فاضلاب هاي آلوده به کروم می باشندکروم، داراي

فلزات سنگینپاك سازي زیستی، باکتري هاي مقاوم به کروم، : کلیديواژگان

مقدمه
آلودگی فلزي یک مشکل جهانی است، میـزان فلـزات   
در کلیه محیط هـا از قبیـل هـوا، آب و خـاك، رو بـه      

ارد به حد سمی می رسـد  افزایش است و در برخی مو
صنعتی بـه محـیط   که علت آن انتشار آلودگی از منابع

طابق گزارش سازمان جهـانی بهداشـت  م.زیست است
فلزاتی که از لحاظ آلودگی زیستی از اهمیـت بـالاتري   

سـرب  برخوردارند شامل کادمیوم، کروم، کبالت، مـس 
حضور این فلـزات  . [4]نیکل، جیوه و روي می باشند

ــراي اکوسیســتم  در آب هــاي ســطحی و خــاك هــا ب
. و سلامت انسـان تهدیـد جـدي محسـوب مـی شـود      

سـنگین در انسـان باعـث کـاهش رشـد     تجمع فلزات 
مغزي عوارضی از قبیل کمبود فسفر خون، آسیب هاي 

، سرطان، بیماري هاي قلبی عروقـی و آسـیب   و کلیوي
روش هـاي  . [5]خواهد شدبه سیستم اعصاب مرکزي 

یی و فیزیکـی بـراي پاکسـازي ایـن آلاینـده هـا       شیمیا
به دلیل پرهزینه بودن و ایجاد آلـودگی ثانویـه مناسـب    
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پاکسازي زیسـتی راه حـل مناسـب بـراي     .[6]نیستند 
استفاده اخیراً.[7]پاکسازي محیط هاي آلوده می باشد

ارگانیســم هــاي مقــاوم بــه فلــزات ســنگین از میکــرو
یسـتی توجـه زیـادي را بـه خـود      به منظور پاکسازي ز
ارگانیسم ها مکانیسم هاي میکرو. معطوف داشته است

متنوعی را براي سازگاري و پاسخ بـه فلـزات سـنگین    
ایـن مکانیسـم هـا شـامل تـراوش     . یرنـد به کار مـی گ 

تشکیل کمپلکس و ساخت پروتئین هاي اتصالی ماننـد  
ی که ارگانیسم هایمیکرو.[8]متالوتیونین ها می باشند

می توانند در غلظت هاي بالاي فلزات رشد کنند بـراي  
ــیار مناســـب ــازي بسـ ــن  اپاکسـ ــه ایـ ــرا کـ ــد چـ نـ

ارگانیسم ها باعـث تغییـر حالـت اکسیداسـیون     میکرو
کـروم یکـی از   .[9]و احیا و یا تثبیت فلز مـی شـوند  

از کـروم  . منابع مهم آلوده کننده محیط زیست می باشد
رنگ سـازي، آبکـاري   ع دباغی، پارچه بافیطریق صنای

به محیط زیست وارد می شـود فلزات و نیز کشاورزي 
کروم از لحاظ اکسیداسـیون بـه چنـدین شـکل     .[10]

وجود دارد ولی پایدارترین آن هـا کـروم سـه ظرفیتـی    
))III((Cr  و کروم شـش ظرفیتـی))VI((Cr اسـت.

فیزیکی و تـاثیرات  این دو حالت از لحاظ ویژگی هاي 
بـه میـزان   VI (Cr(. [11,12]نـد ابیولوژیکی متفاوت

زیادي محلول بوده و ماده خطرناکی محسوب می شود 
این حالـت  . [13]که می تواند آب و خاك را آلوده کند

. ارگانیسـم هـا نیـز سـمی اسـت     از کروم براي میکـرو 
فعالیت آنزیمی آن ها را کـاهش مـی دهـد و حتـی در     

بـا ایـن   ؛یین باعث ایجاد جهش می شودغلظت هاي پا
وجود باکتري هایی که بـه مـدت طـولانی در معـرض     
فلزات سنگین قرار می گیرند تحت تاثیر فشار گزینشی 
قرار گرفته و ایـن امـر باعـث تکثیـر میکـروب هـایی       

مطالعـات  . [14]می شود که به فلزات مقاوم می باشند

قاوم به کـروم  زیادي در زمینه جداسازي باکتري هاي م
بـراي اولـین بـار در    . از مناطق آلوده انجام شده اسـت 

بـه  جنس باسیلوس در خـاك هـاي آلـوده    1995سال 
)VI (Crثابـت  1997در سال .[15,16]گزارش شد

شد که آنزیم کرومـات ردوکتـاز در باسـیلوس وجـود     
برخی باکتري ها ماننـد  مطالعات نشان داده. [17]دارد

Pseudomonas aeruginosa[18] ،Arthrobacter sp

Bacillusو [19] sp[20]  به کروم مقـاوم هسـتند.
ذوالفقـــاري و همکـــاران میکروارگانیســـم هـــاي    
تحمل کننده کروم و مقاوم آنتـی بیوتیـک را از پسـاب    

آنـان در  . نساجی، آبکاري و رنگرزي قم بررسی کردند
ر بـه  تحقیقات خود سویه هایی را جدا نمودند که قـاد 

.]2،1[کرومـات پتاسـیم بودنـد   mM5رشد در غلظت 
قاســمی و همکــاران مقاومــت بــه کرومــات را در     
باکتري هاي نمک دوست نسـبی بـومی ایـران بررسـی     
کردند و نشان دادند که یکی از سویه هـاي جـدا شـده    

قادر به حذف کـروم بـود  mM1-1/0هايدر غلظت
ــتان .]3[ ــف در شهرسـ ــات مختلـ ــود کارخانجـ وجـ

اسلامشهر این شهرستان را در معرض آلودگی با انـواع  
.آلاینده ها از جملـه فلـزات سـنگین قـرار داده اسـت     

صنایع آبکاري فلـزات مقـدار زیـادي فلـز را وارد آب     
فاضـلاب ایـن   .و خاك هاي مجاور این صنایع می کند

ارگانیسـم هـایی را بـا خـود حمـل      کارخانه ها میکرو
اي بـالاي فلـزات مقـاوم بـوده     می کند که به غلظت ه

ــن     ــلاب ای ــتی فاض ــازي زیس ــد در پاکس ــی توانن و م
هـدف از انجـام   . کارخانجات مورد استفاده قرار گیرند

این تحقیق، جدا سازي و شناسایی باکتري هاي مقـاوم  
به کروم از فاضلاب هاي آلوده بود تا بتوان سویه هایی 

زي زیسـتی  را یافت که در آینده از آن ها  براي پاکسـا 
.فاضلاب هاي آلوده به کروم استفاده شود



جداسازي و شناسایی باکتري هاي مقاوم به کروم به منظور پاکسازي فاضلاب هاي آلوده

33

مواد و روش کار
انواع محیط هاي کشت و مواد شیمیایی مـورد اسـتفاده   

کیت و) آلمانکشور(Merkدر این تحقیق از شرکت 
)کشور آمریکا(Promegaشرکت از DNAاستخراج 

ــول  و  ــازي محص ــالص س ــت خ ــرکتPCRکی از ش
Fermantas )ندشدتهیه) کشور لیتوانی.

جداسازي باکتري هاي مقاوم به فلزات سنگین
نمونه گیري از فاضلاب کارخانجـات آبکـاري فلـزات    

نمونـه هـا   . شـد انجـام موجود در شهرستان اسلامشهر 
براي کشـت میکروبـی در ظـروف شیشـه اي اسـتریل      

نمونه ها در فلاسـک، در مجـاورت   . جمع آوري شدند
ــس ا    ــداکثر پ ــده و ح ــرار داده ش ــخ ق ــاعت 4ز ی س

.به آزمایشگاه منتقل شدند
در )K2Cr2O7(دي کرومات پتاسیم از mM1محلول 

آب مقطر تهیه شد و بـا اسـتفاده از صـافی میلـی پـور     
mµ22/0،براي جدا سازي باکتري هـاي  . استریل شد

ــت   ــیط کش ــاوم از مح ) Nutrient Agar)NAمق

بـا  یم  دي کرومـات پتاس ـ محلول اسـتریل  . استفاده شد
افـزوده  NA، بـه محـیط کشـت    mM1غلظت نهایی

از طریـق  کـروم جدا سازي بـاکتري هـاي مقـاوم    . شد
ــت   ــورت گرف ــد ص ــیط جام ــتقیم در مح ــت مس . کش

از نمونـــه ml1/0در روش کشـــت مســـتقیم میـــزان 
ــیط  ــلاب در مح ــاويNAفاض ــتح mM1غلظ

محـیط هـا در دمـاي   . دش ـپخـش  دي کرومات پتاسیم 
oC30 پـس از  . ساعت گرماگذاري شـدند 48به مدت

ریخـت شناسـی  گرماگذاري، کلنی هایی کـه از لحـاظ   
و به طـور جداگانـه   هبا هم تفاوت داشتند، انتخاب شد

، به صورت خطی کشـت داده  NAبر روي پلیت هاي 
.شدند و از آن ها کشت خالص تهیه شد

کروممقاومت باکتري ها در برابر میزان بررسی 
کـــروم بـــر روي )MIC(اقل غلظـــت مهـــاريحـــد

با استفاده از محیط کشـت مـایع   باکتري هاي جدا شده 
فلــزMIC.[18]مــورد آزمــایش قــرار گرفــت   

ترین غلظت فلز است که بـاکتري پـس از مـدت    نییپا
.زمان گرماگذاري در آن رشد قابل مشـاهده اي نـدارد  

تعیـین  پس از تهیه کشـت خـالص بـاکتري هـا، بـراي     
MICمقاومت باکتري در محـیط کشـت مـایع    کروم ،

مـورد ارزیـابی قـرار    کرومحاوي غلظت هاي مختلف 
ــت ــاي    . گرف ــت ه ــیط کش ــور مح ــن منظ ــراي ای ب

Nutrient Broth)NB( 4، 3، 2، 1با غلظت هاي
تهیـه  دي کرومات پتاسـیم  محلول میلی مولار از 6و 5

 ـباکتري ه. شد ه کشـت شـبانه  اي جدا شده پس از تهی
ــدند      ــت داده ش ــده کش ــاخته ش ــاي س ــیط ه در مح

گرما گذاري oC30ساعت در دماي 24-48و به مدت 
هــر یــک بــا دســتگاه )OD(شــدند و دانســیته نــوري 
.اسپکتروفتومتر تعیین شد

ررسی ویژگی هاي ریخت شناسی، بیوشیمیایی ب
کی سویه هاي جدا شدهو فیزیولوژی

ي جـدا شـده  خـالص، بـاکتري هـا   بعد از تهیه کشت
مورد شناسایی قـرار  Bergey)(مطابق  با روش برگی

براي بررسی منحنی رشد بـاکتري هـا در   .[22]گرفتند
mM1بـا غلظـت  NB، محـیط کشـت   کـروم حضور 

تهیه شد و از هر یک از باکتري ها دي کرومات پتاسیم 
در)OD(میزان دانسیته نـوري  . در آن ها تلقیح گردید

ختلف پس از تلقـیح انـدازه گیـري شـد    ساعت هاي م
.و منحنی رشد رسم گردید
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باکتري هاروش هاي مولکولی براي شناسایی
براي شناسایی مولکولی سویه هاي جدا شـده از روش  

16Sتکثیر ژن rRNAبـراي ایـن کـار از    . استفاده شد
R1و F1پرایمـــــــر هـــــــاي یونیورســـــــال   

(F1: agagtttgatcatggctc , R1: aaggaggtgatccaacc)

از یک کلنی منفـرد  الگو DNAبراي تهیه .استفاده شد
محیط کشـت ml5در جدا شدههر یک از سویه هاي 

Luria Bertani)LB(  در دمـايC˚30   بـه صـورت
DNAسپس اسـتخراج  ، [23]ندشبانه کشت داده شد

ورت کیـت ص ـ هاساس دستورعمل شـرکت سـازند  بر
مطـابق بـا   )PCR(واکنش زنجیره اي پلیمـراز  . گرفت

ــتاندارد  ــاي اس ــانی[23]روش ه ــه زم oC95و برنام
ثانیـه 30به مدتoC95،) سیکل1(دقیقه 5به مدت

oC45یه،ـثان60دتـبه مoC72انیه ـث60دت ـه مـب

جام ان) سیکل1(دقیقه5به مدتoC72، )سیکل30(
ارزـبر روي ژل آگPCRسپس محصولات. [23]شد

الکتروفورز گردید و پس از رنگ آمیزي با اتیدیوم % 1
Geldocبرومایـــــد بـــــا اســـــتفاده از دســـــتگاه

(Uvitec England)  [23]مورد بررسی قرار گرفـت .
پس از خـالص سـازي از روي ژل بـا    PCRمحصول 

توسـط  ، PCRاستفاده از کیت خالص سازي محصول
.تـوالی یـابی شـد   )کره جنـوبی (Microgeneشرکت 

16Sاي ژن ـی هـتوال rRNAـ   ــب Blastفاده ازـا است

بانــــک جهانــــی ژن ود درـاطلاعـــات موجـــبـــا
)GenBank(هـاي  پس از نامگذاري، ژن .مقایسه شد

.ندثبت شدGenBankمربوطه در 

هاي جدا شدهسویه بر رشد )MIC(کروماثر غلظت هاي مختلف -1شکل 
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نتایج
بر روي باکتري هاکرومMICتعیین 

بـاکتري  5در جستجوي باکتري هاي مقاوم بـه کـروم،   
مقاوم به کروم از فاضلاب کارخانجات آبکاري فلـزات  

نتـایج حاصـل از   . در شهرستان اسلامشهر به دست آمد
گونـه  همـان . آمده است1کروم در شکل MICتعیین

مشاهده می شود، بیشترین کاهش رشـد 1ه در شکل ک
S4کروم در سویه هاي mM4پس از افزودن غلظت 

نسبتS3و S1هاي اگرچه سویه . مشاهده شدS5و 
مقاومـت بیشـتري نسـبت بـه     S5و S4به سویه هاي

S2ه ـکروم نشان دادند، ولی بیشترین مقاومت در سوی

کـروم نیـز   mM5این سویه در غلظـت  . مشاهده شد
.به خوبی رشد می کرد

ــی و ویژ ــبررس ــناختی  گ ــت ش ــاي ریخ ی ه
بیوشیمیایی و فیزیولوژي 

شناسـی  نتایج حاصل از مطالعات ویژگی هاي ریخت
ردا شـده د ـجه هاي ـسویولوژي ـو فیزیاییـبیوشیمی
هاي جدا شـده منحنی رشد سویه.آمده است1جدول 

.آمــده اســت2شــکل نیــز درکــروم فلــزدر حضــور
S1همانگونه که در شکل مشاهده می شود سویه هاي 

ــاي  S2و  ــویه ه ــه س ــد S5و S3 ،S4نســبت ب رش
.سریع تري داشتند

مشخصات
سویه هاي مقاوم به کروم

S1S2S3S4S5

-----رنگ آمیزي گرم

میله ايکوکوباسیلکوکوباسیلکوکوباسیلمیله ايمورفولوژي

-----اسپور
+---+حرکت

+++-+کاتالاز

+----اکسیداز

-----نگدانهرتولید 
-----ز گلوکزتولید اسید ا

-----هیدرولیز
+----نشاسته

-----ژلاتین
-+-++مصرف سیترات

هاي جدا شدهبیوشیمیایی سویهمشخصات-1جدول 



1391تابستان، 19سال ششم، شماره / فصلنامه علمی پژوهشی زمین شناسی محیط زیست

36

مطالعات فیلوژنتیک
16Sژن rRNA هـاي جـدا شـده تـوالی یـابی      سویه
نتایج حاصل از توالی یابی با اطلاعـات موجـود   . دندش
مطالعات فیلوژنتیک نشـان  .مقایسه شدGenBankدر

ايـهنسـه جـق بـعلـوق متـفايـهاکتريـه بـداد ک

Comamonas ،Acinetobacter وAcidovorax

توالی هاي نوکلئوتیدي بـه دسـت آمـده در    . دنمی باش
).2جدول (ت شد ثبGenBankاین تحقیق در 

منحنی رشد سویه هاي جدا شده در حضور کروم-2شکل 

نام و کد هاي پذیرش سویه هاي جدا شده مقاوم به کروم-2جدول 

کد پذیرشسویه هاي جدا شده
Accession Number)(

نام برگزیده شده

S1JN573358Comamonas sp. HM_AF12

S2JN573359Acinetobacter sp. HM_AF14

S3JN600958Acinetobacter sp. HM_AF8

S4JN600959Acinetobacter sp. HM_AF13

S5JN676128Acidovorax sp. HM_AH3
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بحث 
پاکسازي زیستی آلودگی هاي فلزي از فاضـلاب هـاي   
صنعتی با استفاده از باکتري هاي مقاوم به فلزات، جنبه 

ــی اســـتمهمـــی از بیوتکنولـــ ــود . وژي محیطـ وجـ
ایــن ،کارخانجــات مختلــف در شهرســتان اسلامشــهر

شهرستان را در معرض آلودگی با انـواع آلاینـده هـا از    
در ایـن تحقیـق   . جمله فلزات سنگین قـرار داده اسـت  

ــه     ــاوم ب ــاي مق ــاکتري ه ــافتن ب ــور ی ــه منظ ــروم ب ک
اسلامشـهر شهرسـتان  از کارخانجات آبکـاري فلـزات   

نمونه برداري صورت گرفت و باکتري هاي مقـاوم بـه   
بـراي هـر یـک از    کـروم  MIC. جدا شـدند کرومفلز

. مـورد آزمـایش قـرار گرفـت    ي جـدا شـده   سویه ها 
باکتري هایی که توانـایی رشـد   Neitoمطابق گزارش 

باکتري هـاي  فلزات را داشته باشند،mM1در غلظت 
ــده ــاوم نامی ــایج ا. [21]مــی شــوند مق ــق نت ــن تحقی ی

نشان داد که همه سویه ها ي جدا شده به کروم مقـاوم  
.ندبوده و در حضور کروم به خوبی رشد می کرد

16Sمطالعات فیلوژنتیک بر پایه  rRNA  نشان داد کـه
ـــب ــايريـاکت ــوق متـ ـه ــه جنـ ــف ــايسـعلق ب ه

Comamonas ،Acinetobacter وAcidovorax

یمیایی خـــواص فیزیولوژیـــک و بیوشـــ.مـــی باشـــد
سویه هاي جدا شده در ایـن مطالعـه نیـز بـا خـواص      
فیزیولوژیک و بیوشیمیایی جنس هـاي فـوق مطابقـت    

گــزارش هــاي قبلــی توســط محققــان     .[22]دارد
Comamonasاعضـاي جـنس هـاي    نشان داده بـود  

Acinetobacter وAcidovorax ــب در اغلــــــــ
محـــیط هـــایی نظیـــر لجـــن فعـــال ، مـــرداب      
و زیست گـاه هـاي دریـایی و بافـت هـاي حیوانـات       

ــوند    ــی شـ ــت مـ ــان یافـ .[24,25,26,27]و گیاهـ
این بـاکتري هـا، ژن هـایی دارنـد کـه آن هـا را قـادر        

نـیچ هـاي   . می سازد به تغییـرات محـیط پاسـخ دهنـد    
اکولوژیکی متنوع این باکتري ها پیشنهاد مـی کنـد کـه    
این باکتري ها نماینده گروهی از باکتري ها هستند کـه  
ــوژیکی     ــوژیکی و اکول ــاظ فیزیول ــد از لح ــی توانن م

مطالعــات نشــان داده کــه . بــه محــیط ســازگار شــوند
باکتري هاي متعلق به جنس هاي فوق توانایی مقاومت 

.[28,29]در برابــــر فلــــزات ســــنگین را دارنــــد
Royکاران باسیلوس مقاوم به فلـزات سـنگین را   و هم

حداقل غلظت مهـاري  . آب هاي سطحی جدا کردنداز
ــده     ــدا ش ــویه ج ــراي س ــروم ب ــودmM2ک . [30]ب

Hussein ــاي Pseudomonasو همکــاران ســویه ه

مقاوم به فلـزات سـنگین را از حوضـچه هـاي تصـفیه      
حداقل غلظت مهاري کروم براي . فاضلاب جدا کردند

S4سویه هـاي  . [31]بود mM4ا شده سویه هاي جد

ــن S5و ــده در ای ــدا ش ــابه  ج ــاومتی مش ــق مق تحقی
ــه Pseudomonasســویه هــاي  داشــتند در حــالی ک

مقاومت بـالاتري را نسـبت   S3و S1،S2سویه هاي 
به کروم نشان دادند به طوري که حداقل غلظت مهاري 

میلـی مـولار  5و6، 5براي سویه هاي فوق به ترتیـب  
در این تحقیق مقاومت بـالاي بـاکتري هـاي جـدا     . بود

شده نسبت به کروم نمایانگر سازگاري بـاکتري هـا بـه    
غلظت هاي بالاي کروم موجود در فاضـلاب آبکـاري   

این مشـاهدات  . کروم و انتخاب طبیعی آن ها می باشد
ــا گزارشــات  . [32]و همکــاران مطابقــت داردLosiب

اي جـدا شـده از   آنان گـزارش نمودنـد کـه سـویه ه ـ    
رسوبات آلوده نسـبت بـه سـویه هـایی کـه از منـاطق       
. غیر آلـوده بـه دسـت آمـده بودنـد مقـاوم تـر بودنـد        

و همکاران نشان دادند کـه خـاك   Camargoهمچنین
آلوده با کروم باعث انتخاب طبیعـی و ایجـاد تنـوع در    

.[20]باکتري هاي مقاوم به کروم می شود
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نتیجه گیري
ــای ــه   نت ــی دهــد ک ــق نشــان م ــن تحقی ج حاصــل از ای

سویه هاي جدا شده به دلیـل مقاومـت بـالا بـه کـروم      
حضور غلظت هاي بـالاي ایـن فلـز   و توانایی رشد در

پاکسـازي محیطـی و کنتـرل    پتانسیل بالقوه اي جهـت 
.آلودگی فلز سمی کروم دارند

تشکر و قدردانی
ي مـالی حـوزه   هـا حمایـت این تحقیق بـا اسـتفاده از   

معاونت پژوهش و فناوري دانشگاه آزاد اسلامی واحـد 
ــت   اسلا ــیده اس ــام رس ــه انج ــهر ب ــاري مش و از همک

.شودو مساعدت آنها صمیمانه قدردانی می
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