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   ها يباکتر یخارج سلول يمرها یله پلیبوس)  يسرب و رو(ن یجذب فلزات سنگ یبررس

  3يمختار ییبه ستای، ط2يازیامت یتی، گ1شهلا سلطانی نژاد 
  رفتیواحد ج ی، دانشگاه آزاد اسلامیست شناسیگروه ز - 1
  دانشگاه اصفهان یست شناسیگروه ز - 2
 رفتیواحد ج ی، دانشگاه آزاد اسلاميدانشکده کشاورز - 3

 shahlasoltani56@gmail.com .یست شناسیرفت، گروه زیواحد ج یشهلا سلطانی نژاد، دانشگاه آزاد اسلام: لؤونویسنده مس

25/12/89: پذیرش     18/9/89: دریافت  
 

17/12/88:پذیرش     5/11/88:  دریافت  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
  
  

  چکیده 
در این تحقیق از جسم زنده، . ودگی فلزات سنگین یکی از مشکلات جدي محیطی می باشدامروزه آل :هدف زمینه و

  .بیومس مرده و پلی مرهاي خارج سلولی ازتوباکتر و ریزوبیوم به منظور جذب فلزات سنگین سرب و روي استفاده شد
سپس پلی مرهاي خارج . گشتابتدا باکتري هاي مورد نظر جداسازي شده، بیومس زنده و مرده آنها تهیه  :روش بررسی

در ادامه میزان جذب فلزات سنگین سرب و روي بوسیله این . سلولی تولید شده بوسیله این باکتري ها استخراج گردید
  .اجزا با استفاده از روش اسپکتروفتومتري جذب اتمی مورد بررسی قرار گرفت

در ازتوباکتر در فاز لگاریتمی رشد و در ریزوبیوم در فاز  با توجه به منحنی رشد باکتري ها، پلی مر خارج سلولی :یافته ها
 Pb+2 90%و  Zn+2 82%ولی در ریزوبیوم  Pb+2 100%و  Zn+2 91%در ازتوباکتر . سکون به میزان بیشتري تولید می گردد

را جذب   Zn+2 46%و  1/33%جسم سلولی زنده ریزوبیوم و ازتوباکتر به ترتیب . بوسیله این اگزو پلی مر جذب می گردد
بین بیومس مرده  Zn+2در جذب . بین جسم زنده دو باکتري اختلاف معنی داري مشاهده نشد Pb+2نمودند ولی در جذب 

را بیشتر از جسم مرده ریزوبیوم جذب  Pb+2ریزوبیوم و ازتوباکتر تفاوتی وجود نداشت در حالیکه جسم مرده ازتوباکتر 
میلی گرم سرب در هر گرم  1/0و  25/0، 4آب چاه، آب رودخانه و ادرار به ترتیب  ml 100اگزوپلی مر ازتوباکتر از . نمود

  .آب چاه جذب کرد ml 100میلی گرم سرب را از  8/0پلی ساکارید جذب نمود، ولی اگزوپلی مر ریزوبیوم فقط 
  .لزي محیط می باشنداگزوپلی مرهاي تولید شده بوسیله باکتري ها حسگر مناسبی براي حذف آلودگی هاي ف :نتیجه گیري

  .فلزات سنگین، پلی مر خارج سلولی، ازتوباکتر، ریزوبیوم، بیومس :واژه هاي کلیدي
 

  اسلامی آزاد دانشگاه میکروبی فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
  23-28 صفحه ،هفتم شماره دوم، دوره ،1389 زمستان
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی -مجله علمی

)  يسرب و رو(ن یجذب فلزات سنگ یبررس
مقدمه  نفت تبریز  هاي خاکزي پالایشگاه استفادهاکتري

ین در آب، هوا و خاك یک مشکل زیست تجمع فلزات سنگ
در سالهاي اخیر چندین تکنولوژي با . محیطی مهم می باشد

هدف کاهش یا برداشت فلزات سنگین موجود در محیط آلوده، 
در این میان تکنولوژي هایی که بر اساس . توسعه یافته است

    استفاده از میکروارگانیسم ها پایه ریزي شده، مورد توجه 
     گر چه اغلب یون هاي فلزي برايا ).1(د ته انقرار گرف

       سیستم هاي زیستی ضروري اند، ولی اکثراٌ بالقوه سمی
اثرات سمی فلزات شامل بلوکه کردن گروه هاي  .)2(می باشند

آنزیم ها یا سیستم هاي انتقال یون ها (عملکردي زیستی مهم 
فعال سازي ، تغییر شکل فضایی، واسرشتی و غیر )و مواد غذایی

    آنزیم ها و اختلال در تمامیت غشاي اندامک ها و سلول ها
  سرب به طور طبیعی توزیع فراوانی دارد، اما .)1(می باشد

بزرگ ترین خطر آن زمانی است که در محیط هاي زندگی و 
این فلز از دو راه وارد بدن انسان و . کار بشر منتشر شود

د که یکی ورود به حیوانات شده، مسمومیت ایجاد می کن
زنجیره غذایی از طریق تغذیه و دیگري از طریق تنفس هواي 

روي عنصري کم مصرف و ضروري  .)3(آلوده به سرب می باشد
براي انسان، حیوانات و اغلب گیاهان است و به عنوان کاتالیزور 
و یا بخش ساختمانی در اکثر آنزیم هاي فعال در متابولیسم 

صر کم خطري در نظر گرفته می شود، معمولاٌ عن. عمل می کند
ولی در مقادیر زیاد و در حضور آرسنیک، سرب و کادمیوم 

باکتري ها، سیانوباکتري ها،  .)6- 4(دسمیت آن افزایش می یاب
قارچ ها و مخمرها توانایی برداشتن یون هاي فلزي را از محیط 

در این . مکانیسم هاي فیزیکوشیمیایی دارند اطراف بوسیله
یومس زنده، غیر زنده و محصولات فرعی آنها می توانند رابطه ب

برخی میکروارگانیسم ها نیز . یون هاي فلزي را انباشته کنند
می کنند که تمایل زیادي براي  پلی مرهاي خارج سلولی ترشح

این پلیمرها حاوي  .)10-7و 1(دارنداتصال به یون هاي فلزي 
هراٌ ترکیب ظا. پلی ساکارید، پروتئین و لیپید می باشند

اگزوپلیمرها ثابت نیست و بوسیله شرایط رشد و استرس هاي 
اگزو پلیمرهاي . )12و11(محیطی تحت تاثیر قرار می گیرد

میکروبی در اتصال فلزات سنگین بویژه سرب، کادمیوم و 
سمیت زدایی فلزات از طریق تولید پلیمر . اورانیوم اهمیت دارند

د آنها به درون سلول به تثبیت فلزات منجر شده و از ورو
امروزه به منظور خارج نمودن عناصر  .)13(جلوگیري می کند

از فاضلابهاي کشاورزي و صنعتی، ) کادمیم و سرب(سنگین 

هاي مختلف  استفاده از تکنولوژي میکروبی به خصوص گونه
باشد که از نظر اقتصادي و زیست  ازتوباکتر مورد توجه می

مس و پلیمرهاي میکروبی بیو. محیطی راهکار مناسبی است
. نقش مؤثري در خارج کردن فلزات سنگین از فاضلاب ها دارند

گردد، این باکتري  هنگامی که ازتوباکتر به فاضلاب ها اضافه می
با تولیداگزوپلی ساکاریدها سبب خارج شدن میزان قابل توجهی 

گردد  از عناصر سنگین و مضر همانند سرب، نیکل، کادمیوم می
بررسی تاثیر اگزوپلیمرهاي تولید مطالعه  از این هدف). 13(

براي حذف آلودگی هاي فلزي ریزوبیوم  ازتوباکتر وشده بوسیله 
  .محیط می باشد

  روش بررسی
هاي مورد استفاده  باکتري: جداسازي و شناسایی باکتریها
ازتوباکتر از خاك گلخانه . ازتوباکتر وریزوبیوم می باشد

و ریزوبیوم از غده هاي ریشه تحقیقاتی دانشگاه اصفهان 
براي جداسازي ریزوبیوم از محیط . له جداسازي شدیشنبل

Yeast extract mannitol agar) ( YMA  و ازتوباکتر از
شناسایی باکتري ها . گردید محیط آگار فاقد منبع ازت استفاده

   بر اساس آزمون هاي میکروسکوپی و بیوشیمیایی مثل 
سیداز، کاتالاز، توانایی تولید واکنش هاي گرم، تحرك، اک

کیست، تثبیت نیتروژن و غیره با استفاده از کلید طبقه بندي 
  .)15و14(برگی انجام گرفت

  
براي تولید اگزوپلیمر در ریزوبیوم از  :مراستخراج اگزوپلی

و Obika و ازتوباکتر از محیط  )16(محیط کامل ریزوبیوم
 5/0ن میکروبی ابتدا سوسپانسیو. استفاده شد )17(همکاران

سپس یک لوپ پر از   .)18(شد مک فارلند از هر باکتري تهیه
این کشت استاندارد به محیط هاي تولید اگزوپلیمر اضافه 

 24به مدت  rpm 200درجه سانتی گراد و  25گردیده و در 
       در rpm 9000سلول ها در . ساعت گرماگذاري شدند

mM EDTA 1 جداگانه  سانتریفوژ گشته و فاز رویی      
حجم مساوي استون سرد به این فاز اضافه . جمع آوري گردید

. دقیقه سانتریفوژ گردید 30به مدت  rpm 20000شده و در 
براي تعیین میزان پلیمر از . رسوب حاصل اگزوپلیمر می باشد

در مورد  .)21-19(معرف آنترون و واکنش آنترون استفاده شد
پلیمر استخراج شده آلژینات باشد ازتوباکتر انتظار می رفت که 
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مهفت، دوره دوم، شماره 89 زمستان  

  و همکارانشهلا سلطانی نژاد 

قرار   که براي تایید این گفته  معرف آلژینات مورد استفاده
  .)22(تگرف

  
ساعت  24کشت شده،  LBباکتري ها در محیط : تهیه بیومس

 15سپس به مدت . درجه سانتی گراد گرما گذاري شدند 25در 
سلول ها یک بار با . سانتریفوژ گردیدند rpm 4000دقیقه در 

      درجه 60رسوب حاصل در . آب دیونیزه شسته شدند
ساعت خشک گردیده و وزن خشک  24سانتی گراد به مدت 

 24براي تهیه جسم مرده نیز سلول ها پس از . آن تعیین شد
دقیقه  20درجه سانتی گراد به مدت  25ساعت گرما گذاري در 

  .اتوکلاو شده، سپس وزن خشک آنها تعیین گشت
  

ابتدا محلول هاي فلزي سرب و روي با : زاتبررسی جذب فل
  تهیه شده و بیومس زنده، مرده و  L /mg 10غلظت نهایی 

پلی مرهاي خارج سلولی استخراج شده از باکتري ها به مدت 
مخلوط . یک ساعت در مجاورت این محلول ها قرار گرفتند

سانتریفوژ شده و مقدار فلز جذب  rpm 10000واکنش در 
ا استفاده از روش اسپکتروفتومتري جذب اتمی شده به آنها ب

توانایی جذب فلزات یعنی میزان فلز جذب . اندازه گیري شد
بر هر گرم بیومس یا پلی ساکارید از رابطه زیر  )mg(شده 

   .)25-23(محاسبه گردید
Q= (Ci – CF). V / M  

 Q=  مقدار فلز جذب شده به بیومس)mg/g(  
Ci= اولیه  غلظت یونهاي فلزي در محلول)l mg/(  
CF=  غلظت یونهاي فلزي در محلول پس از جذب)mg/l(  
M = وزن حسگر)g(  
V=  حجم مخلوط)L(  
  

     استفاده از اگزو پلی ساکارید جهت تشخیص سرب در 
      25پس از استخراج اگزو پلیمرها،  :نمونه هاي آزمایشی

گانه از آب رودخانه زاینده رود، آب چاه و ادرار جدا میلی لیتر 
درجه  30پس از یک ساعت گرما گذاري در . به آن اضافه شد

و  rpm 9000دقیقه در  10، به مدت rpm 100سانتی گراد و 
به رسوب حاصل . درجه سانتی گراد سانتریفوژ گردید 10دماي 

میلی لیتر از نمونه هاي آزمایش اضافه گردیده و  25دوباره 
هار مرتبه انجام این عمل تغلیظ چ. مراحل بالا انجام گرفت

سپس میزان سرب موجود در این نمونه ها با استفاده از . گرفت
در ضمن . روش اسپکتروفتومتري جذب اتمی اندازه گیري شد

)  بدون اضافه نمودن اگزوپلیمر(نمونه هاي مورد نظر به تنهایی 

به عنوان شاهد مورد استفاده قرار گرفته و میزان سرب موجود 
  .تکرار انجام گردید 5آزمایش ها با  ،ي شددر آنها اندازه گیر

  
هاي دو گروه نمونه از آنالیز  براي مقایسه میانگین: آنالیز آماري

سپس براي . واریانس یک طرفه با تکرار مساوي استفاده شد
تعیین نمونه هایی که داراي اختلاف میانگین معنا داري 

ه استفاد 95%با سطح اطمینان  Tukeyباشند، از آزمون  می
  .گشت

  یافته ها 
ابتدا بیومس زنده و مرده باکتري هاي ازتو باکتر و ریزوبیوم 

بیومس زنده . براي جذب فلزات مورد استفاده قرار گرفت
میلی گرم سرب در هر گرم وزن خشک بیومس  9/1ریزوبیوم 

در حالیکه بیومس اتوکلاو شده این باکتري مقدار . جذب نمود
بیومس مرده هر دو ). 1دول ج(فلز سرب کمتري را جذب کرد 

به طوري که . باکتري فلز روي را به میزان زیادتري جذب نمود
  4/15و  5/16بیومس مرده ازتوباکتر و ریزوبیوم به ترتیب 

              میلی گرم روي در هر گرم وزن خشک بیومس جذب کرد
اگزو پلیمر تولید شده بوسیله این باکتري ها در ). 1جدول (

و قابلیت )  2و  1نمودار ( ختلف رشد استخراج شده فازهاي م
اگزوپلیمر ازتوباکتر . جذب فلزات بوسیله آنها اندازه گیري شد

فلزات سرب و روي را بیشتر از پلیمر خارج سلولی  10%حدود 
اگزوپلیمر ازتوباکتر و ریزوبیوم  ).1جدول (ریزوبیوم جذب نمود 

    استفاده  براي تشخیص سرب در نمونه هاي مختلف مورد
در نمونه هاي آزمایشی آب چاه، آب رودخانه و ادرار . قرار گرفت

قبل از افزودن حسگر اگزوپلیمر میزان سرب قابل اندازه گیري 
      100در حالی که اگزو پلیمر ازتوباکتر توانست از . نبود

 1/0و 25/0، 4آب چاه، آب رودخانه و ادرار به ترتیب میلی لیتر 
. در هر گرم وزن خشک اگزو پلیمر جذب کند میلی گرم سرب

 mg 8/0آب چاه میلی لیتر  100  اگزوپلیمر ریزوبیوم فقط از
  ). 2جدول ( سرب جذب نمود 

  مقایسه جذب فلزات توسط ازتوباکتر و ریزوبیوم .1جدول 

 Mg P+2.g-1  حسگر زیستی  باکتري
biosensor  

Mg Zn+2.g-1 
biosensor  

  
  ریزوبیوم

  11  12  اگزوپلی مر
  2/7  9/1  سلول زنده

  4/15  1  بیومس مرده

  
  ازتوباکتر

  15  7/16  اگزوپلی مر
  2/10  7/1  سلول زنده

  5/16  2  بیومس مرده
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی -مجله علمی

)  يسرب و رو(ن یجذب فلزات سنگ یبررس
نفت تبریز  هاي خاکزي پالایشگاه استفادهاکتري                                            

  
  منحنی رشد باکتري ها .1نمودار 

  
  

0
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زمان(ساعت)

رم ) 
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ѧѧѧѧѧѧس
پلي 

ѧزو
ѧѧѧѧѧѧگ

ا

ازتوباكتر
ریزوبیوم

  
  واحد زمان منحنی تولید اگزوپلیمر در . 2نمودار 

  
  

استفاده از حسگر اگزو پلیمر براي تشخیص حضور  . 2جدول 
  سرب در آب و ادرار

اگزو پلیمر   ) ml 100( نمونه 
  ازتوباکتر

اگزو پلیمر 
  ازتوباکتر

  8/0  4  آب چاه
  -  25/0  آب رودخانه

  -  1/0  ادرار
اعداد جدول نشان دهنده میزان جذب سرب بر حسب میلی گرم فلز 

  .زن خشک اگزو پلیمر می باشددر هر گرم و
  
  

  بحث
به علت خطرات ناشی از آلودگی فلزات سنگین و  امروزه

پرتوهاي یون ساز عناصر رادیواکتیو، توجه بیشتري به کاربرد 
در این . بیوتکنولوژي براي حل اصولی این معضل شده است

  ها طی ها و باکتري ها، مخمرها، جلبک راستا توانایی قارچ

توسط محققان مورد مطالعه قرار گرفته است و  هاي اخیر سال
نتایج حاکی از آن است که یکی از راهکارهاي مناسب براي 

این . هاي بیولوژي است حذف این عناصر، استفاده از روش
ها در جذب  پژوهش به منظور ارزیابی توان میکروارگانیسم

نتایج نشان می دهد که . انجام شد  فلزات سنگین و سمی
ه و مرده ازتوباکتر و ریزوبیوم قابلیت جذب زیستی بیومس زند

در حالیکه بیومس مرده آنها روي را به . پایینی براي سرب دارند
جذب زیستی سرب بوسیله . مقدار زیادتري جذب می کند

 مورد بررسی) 2000(Yanو  )Say )2001 قارچها توسط
بیان نموده که کاهش ) 2000( Yan. )27و26(قرارگرفته است

در  Mucor rouxiiبلیت جذب بیومس اتوکلاو شده در قا
مقایسه با بیومس زنده به خاطر از دست رفتن جذب داخل 

          با توجه به نتایج بدست آمده. )27(باشد سلولی می 
اگزو پلیمرها در یک مرحله از رشد تولید نمی شوند، بلکه در 

  سکونازتوباکتر در فاز لگاریتمی رشد و در ریزوبیوم در فاز 
 Sutrerland. شود می پلیمر خارج سلولی بیشتري تولید

نیز بیان داشته است که برخی پلی ساکارید هاي خارج ) 2001(
        سلولی در تمام مراحل رشد باکتریایی سنتز می شوند، 
در حالیکه بعضی فقط در فاز تاخیر لگاریتمی و یا فاز سکون 

مس زنده و مرده در حالیکه بیو  .)28(گردند تولید می 
ریزوبیوم و ازتوباکتر فلز سرب را به خوبی جذب نمی کنند، 
اگزوپلیمر استخراج شده از این باکتري ها قابلیت جذب زیستی 

جذب سرب، . بالایی براي این فلز از خود نشان می دهد
کادمیوم و روي بوسیله پلیمرهاي خارج سلولی باکتریایی 

و  Fan .)29(ده استنشان داده ش) loace )1997بوسیله 
جذب زیستی کادمیوم، مس و روي توسط ) 2008(همکاران 

Penicillium simplicissimum  را مورد مطالعه قرار دادند و
به این نتیجه رسیدند که جذب این فلزات توسط این کپک به 

و  Liang Liu. )1(صورت اندوترمیک انجام می شود 
تیوباسیلوس له نیز جذب روي و مس بوسی) 2004(همکارانش 

را بررسی کرده و نشان دادند که درجه حرارت  تیواکسیدانس
    بسیاري از  ).16(بالا جذب هر دو فلز را افزایش می دهد 

اگزو پلیمرهاي میکروبی در شرایط طبیعی به صورت پلی آنیون 
یعنی داراي گروههاي آنیونی فراوانی هستند که . عمل می کنند

بر همین اساس . تیون هاي فلزي دارندمیل ترکیبی زیادي با کا
امروزه از آنها در جذب و حذف آلاینده هاي محیطی بویژه 

 Steiner . )35- 30(فلزات سمی و سنگین استفاده می شود
پیشنهاد کرده است که جذب افتراقی کاتیون ها ) 1976(

بوسیله پلیمرها امکان دارد ناشی از وجود دو نوع محلهاي 
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مهفت، دوره دوم، شماره 89 زمستان  

  و همکارانشهلا سلطانی نژاد 

اتصال باشد که مربوط به گروههاي کربوکسیل و هیدروکسیل 
است که به ترتیب در ارتباط با فرم هاي محلول و جامد پلیمر 

اکترها از در بین باکتري هاي مولد آلژینات ازتوب ).35(می باشد 
بیماري زا . قرار گرفته اند توجه نظر بیوتکنولوژي بیشتر مورد

نبودن و عدم نیاز باکتري به ازت آلی یا معدنی در محیط کشت 
که موجب کاهش هزینه هاي تولید این پلیمر می شود از دلایل 
توجه به این باکتري است که می توان از آن براي تولید انبوه در 

  ).36(تی بهره جستمقیاس تجاري و صنع
  

  نتیجه گیري
بررسی نتایج نشان می دهد که جذب فلـزات سـنگین بوسـیله     

  اجزاي مختلف باکتري به نوع باکتري و فلز موجود بستگی دارد 
و اگزو پلیمرهاي تولید شده بوسیله بـاکتري هـا مناسـب تـرین     
حسگر براي حذف آلودگی هاي فلزي محـیط مـی باشـد کـه از     

ستفاده از این حسگرها به عنـوان یـک مزیـت    نظر اقتصادي در ا
چرا که دیگر محدودیت استفاده از سـلول هـاي   . تلقی می شود

از طرفـی اسـتخراج ایـن پلیمرهـاي     . زنده وجود نخواهد داشـت 
خارج سلولی بسیار راحت بـوده، پایـداري بیشـتري نسـبت بـه      

  .سلول هاي زنده داشته و آلودگی کمتري نیز ایجاد می کند
  

  دردانیتشکر و ق
از گروه زیست شناسی دانشگاه اصفهان و حوزه معاونت 
پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد جیرفت تشکر و قدردانی 

  .می شود
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