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هاي از رسوبات و آب جیوه و مسمقاوم به  Streptomyces هايسویه جداسازي
  مناطق مختلف شرق استان گیلان ساحلی
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 )Issa_kaam@yahoo.com –عهده دار مکاتبات (*

  
  چکیده

در شوند و  دریا رسوبات بستر کاري باعث شده تا میزان زیادي فلزات سنگین وارد دریا و نهایتاًمعدنی و فلزهاي صنعتی، توسعه فعالیت
و احیاي آنزیم  وهاي ثانویه در تولید متابولیت Streptomycesگردند و با توجه به اهمیت  مقاوم ،فلزاتها به میکروارگانیسم ،هااین محیط

هاي ساحلی دریاي خزر پرداخته شده هاي مقاوم به فلزات مس و جیوه از رسوبات و آببه جداسازي استرپتومایسس در این مطالعه فلزات،
آوري شده و به منظور جداسازي سانتیمتري به طور استریل جمع 30و 20، 10منطقه ساحلی از اعماق  5هاي آب و رسوبات از نمونه .است

از آزمایشات بیوشیمیایی از جمله تست لیپاز، . کشت داده شدند Kuster`s Agarو Starch Casein Agar هاي محیطها در استرپتومایسس
 بررسیاستفاده شد و جهت  Streptomycesبراي شناسایی ... ها ولاتین، احیاي نیترات و تخمیر قندهیدرولیزکازئین، هیدرولیز نشاسته، تجزیه ژ

، همچنین میزان فلزات سنگین و چاهک گذاري به کار برده شد   Micro dilutionهاي لزات مس و جیوه روشهاي مقاوم به فاسترپتومایسس
ایزوله شده از مناطق  Streptomyces 41از مجموع  .گیري شدهاي ساحلی با روش اسپکتروفتومتري جذب اتمی اندازهدر نواحی مختلف آب

 E16 و C9، D11هاي باشد که سویهمقاوم به جیوه می) 75/9(%سویه  4مس و  mg/l 1000مقاوم به مس تا غلظت ) 07/17( % سویه 7ساحلی 
و  مسمقاوم به فلزات سنگین  Streptomycesبا توجه به پیدایش  باشندجیوه مقاوم می mg/l 40تا غلظت  C2و سویه  mg/l 20تا غلظت 

  .ها در زیست پالایی استفاده کردمی رود که بتوان از آن در دریاي خزر این احتمال جیوه
  

.زیست پالایی ،جیوه ،مس ، فلزات سنگین، Streptomyces: کلمات کلیدي
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  مقدمه
توجه جمعیت میکروبی  ها جزء قابلاکتینومیست

 Streptomycesدهند، را تشکیل میها در اکثر خاك

ها به شمار  میستدرصد از کل جمعیت اکتینو 90
اي گرم باکتري رشته Streptomyces ).5( روند می

-70بالا در حدود  GCمثبت است که ژنوم آن داراي 
 از گونه 500بیش از  .باشدمول درصـد می 60

Streptomyces وجود دارد که ظاهر خشک کلنی بالغ ،
ی و فشردگی طبیعی و رنگ آن و ایجاد میسلیوم هوای

 Streptomycesهاي نیاسپور در محیط جامد تشخیص کل

داراي دیواره  Streptomyces .)13و6( کند را آسان می
استه ر وStreptomycetaceae و در خانواده  1سلولی تیپ 

Actinomycetales  که چرخه زندگی پیچیده  داشتهقرار
ها مبنی بر جداسازي این سویه هايگزارش .)12( دارند

 ها گزارش شده استاز رسوبات دریا و مصب رودخانه
  ).7و  2، 1(

توسعه ن در سراسر جهان با آلودگی فلزات سنگی
ري سازي باط، فلز کاري و هاي صنعتی، معدنیفعالیت

هاي کارخانجات صنعتی فاضلاب .گسترش یافته است
ها حاوي فلزات سنگین همچون سازيمخصوصا باطري
اگرچه این فلزات کاربردهاي  .باشندنیکل و مس می

مفیدي براي زندگی ما دارند، اما با وارد شدن به منابع 
براي سلامتی  يران ناپذیرطبیعی آب صدمات جب

آلودگی جیوه در محیط  .)3(ایجاد می کنند ها انسان
هاي انسانی مثل سوخت زغال سنگ و ناشی از فعالیت

جیوه به طور طبیعی از طریق  ،باشدترکیبات نفتی می
سنگ و خاك و هم چنین صنایع کاغذ سازي، دباغی 

هاي چرم، آبکاري و کودهاي شیمیایی وارد آب
فرایند تصفیه فاضلاب نیز ممکن است . گرددسطحی می

سمیت زیاد متیل جیوه  .جیوه را در آب منتشر نماید

ها معدنی، به دلیل حلالیت در لیپید نسبت به ترکیبات
است، این ترکیبات قادرند به سوي مغز، ستون فقرات، 
سیستم عصبی محیطی و اطراف جفت حرکت کنند، 

با جیوه بروز ترین عوارض ناشی از مسمومیت عمده
باشد که در اثر ترکیبات اختلالات عصبی و کلیوي می

  ).11(شود آلی و معدنی جیوه ظاهر می
گیاهان و  ،براي همه حیواناتدیر اندك مس امق

هاي بالا اما در غلظتباشد ها ضروري میارگانیسم
هاي واکنش ها وو از سنتز ماکرومولکول بودهسمی 

ها کروارگانیسماکثر می .)13( دکنآنزیمی جلوگیري می
اد سمی محیط اطرافشان سازگاري به طور دائم به مو

هاي مقاومت، تحمل، متابولیزه و استراتژيداده، نشان 
 .)13( داننسبت به مواد سمی توسعه بخشیدهزدایی را سم

به فلزات سنگین به عنوان مقیاس  نسبت هاتحمل باکتري
یات مطرح شده دیگر حاشکال پتانسیل سمیت براي 

  .)10( است
به دلیل توانایی در تولید ترکیبات فعال زیستی، 

 ،ها و نقش در زیست پالایی، آنزیمهاي ثانویهمتابولیت
فلزات سنگین گروه  احیاي ها وکشآفت

ضوع مورد توجه براي دانشمندان ها مو اکتینومیست
که بعضی از  گزارش شده است. )13( باشند می

را نسبت اي ها تحمل چندگانهاسترپتومایسسهاي  گونه
  .)9( دانبه فلزات سنگین نشان داده

به جداسازي و شناسایی  در این تحقیق
Streptomyces  5از هاي ساحلی رسوبات وآباز 
-و توانایی مقاومت آن شرق دریاي خزرمنطقه مختلف 

  .پرداخته شده است جیوهو مسها به فلزات سنگین 
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 25  ... مقاوم به مس و جیوه از رسوبات و Streptomycesهاي جداسازي سویه

  ها مواد و روش
   هاآوري نمونهجمع

 5را به  در استان گیلان سواحل شرق دریاي خزر
 6تگاه تقسیم کرده و در هر ایس) A,B,C,D,E(ایستگاه 

 30و 20، 10از اعماق نمونه رسوب   6نمونه آب و 
طی  ) از کنار ساحل m2و cm50 ،m1( سانتیمتري

آوري شده و در جمع 1389سال فصول بهار و تابستان 
 2نمونه آب و 2ها نیز ها از مصب رودخانهایستگاهاین  

در هر  .)1شکل ( آوري شدندنمونه رسوب جمع
با  ها به ترتیبنمونه pH، شوري وستگاه دمایا

 )salinometer( سنج شوري ،ايهاي ترمومتر جیوه دستگاه
هاي آب و رسوب نمونه. شدندگیري متر اندازه pHو 

و به  شده آوريجمع ml50در ظروف استریل 
آزمایشگاه منتقل و تا زمان انجام آزمایشات بعدي در 

  .یخچال نگهداري شدند
  

  
  

  هاموقعیت ایستگاه: 1شکل 
  

   Streptomycesجداسازي 
ها در ، آنهاي رسوبنمونه به منظور خشک نمودن
 C˚50دقیقه در حرارت  60حمام آب گرم به مدت 

آب دریاي % 50جهت تهیه رقت از . ندقرار داده شد

آب مقطر استریل استفاده و % 50فیلتر شده استریل و 
 و ) Starch Casein Agar )SCA سپس در محیط

Kuster's Agar )KUA ( از آب دریاي فیلتر % 50که با
به  براي. ندشده استریل تهیه گشته کشت داده شد

به هر  یاییو باکترهاي قارچی حداقل رساندن آلودگی
سیکلوهگزامید و تتراسایکلین  µg/ml75دو محیط 

و  قرار داده C˚28در دماي  هاپلیتتمام . اضافه گردید
 ن باکتري مشاهدههاي اینیروز کل 10- 30پس از
هاي نیکل ،ي ایجاديهانیکل از بین انواع .گردید

 هايرا بر اساس ویژگی Streptomycesمشکوك به 
 SCAجدا کرده وبه محیط کشت  هاآن منحصر به فرد

  .نددیگري انتقال داده شد
Streptomyces  ظاهر خشک (از روي مورفولوژي

-با انجام رنگ و )نی، چین خوردگی و رنگ آنکل

 Bergey'sآمیزي گرم و اسید فست و مطابق منابع 

Manual of Systematic Bacteriology  مورد بررسی
هاي بیوشیمیایی نظیر و شناسایی قرار گرفتند و تست

تجزیه نشاسته، هیدرولیز کازئین، هیدرولیزتست لیپاز، 
سیترات و  ،احیاي نیترات ژلاتین، کاتالاز، اوره آز،

مانیتول،  گالاکتوز، نوز،فییلوز، راگز(ها تخمیر قند
 و تست حساسیت آنتی بیوتیکی نیز )فروکتوز و مالتوز

  .انجام گردید
  

  آب سنجش میزان فلزات سنگین در 
 جیوهو  مس فلزات سنگین میزان براي سنجش

میکرونی  45/0پور ها از طریق یک فیلتر میلینمونه
آنالیز . گردیدند لتر شده و با اسید نیتریک اسیديفی

هضم هاي آب دریا به روش فلزات سنگین در نمونه
 5فلزات سنگین در  میزان گرفتصورت  اسیدي

-اسپکترو دستگاهبرداري، با استفاده از  نمونهایستگاه 

E
D 

C 

B 

A  

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1391 تابستان، دوم، شماره ششم، سال هاي محیطی زیست فناوري میکروارگانیسممجله   26

 atomic absorption( فتومتري جذب اتمی

spectrophotometer( مدل Thermo s series  تعیین
  .گردید

  
و  مسها به بررسی مقاومت استرپتومایسس

  جیوه
از نمک این فلزات  جیوهو مسبراي تعیین رقت فلزات 

CuSO4 و HgCl2 هاينمک .استفاده شد  CuSO4 و
HgCl2 ابتدا در بالاترین غلظتmg/l 640  در محیط
MHB )Muller Hinton Broth( و سپس  آماده

 mg/l640-10 هايهاي متوالی در محدوده غلظت رقت
در اینجا از  .گردیدتهیه ) 20،10،40،80،640،320،160(

هاي مقاوم سویه تعیینروش چاهک گذاري براي 
هاي ایزوله استرپتومایسسبدین منظور از  .استفاده شد

در محیط  C˚28ساعته در دماي  24شده سوسپانسیون 
MHB  مک  5/0تا کدورتی مشابه لوله  گردیدتهیه

رت به فارلند ایجاد نماید در صورت عدم مشاهده کدو
ساعت  24ها به مدت دلیل رشد کند بعضی از سویه
سپس توسط  .شدند دیگر در همان دما نگهداري

ز لوله حاوي سوسپانسیون باکتري اسوآب استریل 
هاي حاوي محیط روي پلیت مقداري برداشت نموده و

MHA )Mueller Hinton Agar (و  ISP2 
)International Streptomyces Project ( که از قبل

در آن چاهک تعبیه گردیده بود به صورت خطوط 
اي که به گونه  شد جهت  کشت دادهسه موازي در 

از یک لایه میکروبی یکنواخت تمام سطح پلیت 
میکرولیتر از  50ها به میزان در چاهک .پوشیده شود

 وهاي مختلف تهیه شده از فلزهاي نامبرده ریخته رقت
 C˚28ساعت در دماي  24ها به مدت این پلیت

 اگر قطر هاله عدم رشد بزرگتر از .ندنگهداري شد

mm10 هاي حساس و در صورت به عنوان سویه بود
به عنوان سویه مقاوم  mm7مشاهده قطر کمتر از 

  .)11( نددگزارش  ش
  

  MBCو MICین یتع
به عنوان ) MIC(کنندگی حداقل غلظت مهار

کمترین غلظت هر فلز که از رشد باکتري بر روي 
 Microروش ردند باکمحیط کشت جلوگیري می

dilution  با توجه به تعیین مقاومت  .تعیین گردید
Streptomyces  در روش  جیوه و مسایزوله شده به
،  mg/l 1200-600  )600 ايرقت ه ،چاهک گذاري

  CuSO4براي  )1200 و ،1100، 1000، 900، 800، 700
 )160و mg/l160-10 )10 ،20 ،40 ،80 هاي و رقت
در چاهک اول  .تهیه گردید HgCl2براي 

قت بالاي فلز از ر lµ95 ،چاهکی 96هاي  میکروپلیت
تر به هاي پایینهاي بعدي رقتمورد نظر و در چاهک

  از محیط lµ 95 تیب انتقال داده شد و چاهک آخر باتر
MHB ها بدون فلز به عنوان شاهد تهیه شد، در چاهک

lµ5 سپس  ون باکتري تلقیح گردیدهیاز سوسپانس
 C˚28ساعت در دماي  48ها به مدت میکروپلیت

نگهداري و بعد از این زمان، به صورت چشمی 
کدورت بررسی شد، اولین چاهک فاقد کدورت براي 

  .در نظر گرفته شد MICهر استرپتومایسس به عنوان 
به عنوان کمترین  MBCکشندگی حداقل غلظت

ها غلظت هر فلز که به طور کامل باعث مرگ باکتري
هاي فاقد از چاهک lµ10کشت دادن با  شدمی

  .تعیین گردید ISP2کدورت در محیط 
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 27  ... مقاوم به مس و جیوه از رسوبات و Streptomycesهاي جداسازي سویه

  نتایج
 41 ،نمونه مورد بررسی در این مطالعه 80از 

Streptomyces  بر اساس صفات مورفولوژي و
که از بین  ،ندروسکوپی و بیوشیمیایی شناسایی شدمیک
نی در محیط کل 2و  SCAکلنی در محیط  39ها آن

KUA ندشد جدا. Streptomyces  جدا شده در این
تحقیق  داراي ظاهري خشک و چین خورده و برجسته  

سفید متمایل به سفید، شیري، ها نی آنبوده و رنگ کل
از ) 12(% سویه 5و  دیده شدندآبی و خاکستري 

  . )1جدول ( ها در محیط پیگمان تولید کردند ایزوله
 ،در رنگ آمیزي و مشاهدات میکروسکوپی

 ،در انتهاي رشته کههاي گرم مثبت دراز و منشعب  رشته
این  .هاي تسبیح دیده شدنداسپورها به صورت دانه

 نلسون، -زیل ها در رنگ آمیزي اسید فست از نوعرشته
خصوصیات بیوشیمیایی  .باشندنسبی و یا منفی می

هاي مقاوم ایزوله شده در جدول نشان داده شده  سویه
  ).2جدول ( است

هاي مقاوم سویه روش چاهک گذاريبا انجام 
 یزولها Streptomyces 41 مجموع ازکه  شناسایی شدند

،  D8 ،C9 ،D11،  C12، E14 )07/17%( سویه 7شده 
E16 وE17  مقاومت بالایی بهCu در غلظت  
mg/l 1000 75/9(% سویه 4 در نشان دادند و (C2 ،C9 ،
 D11 وE16  مقاومت بالا بهHg  که سویهمشاهده شد-

تا  C2و سویه  mg/l20  تا غلظت E16و C9 ،D11هاي 
 MICبراي تعیین . باشندجیوه مقاوم می mg/l 40غلظت 

مشخص به نتایج  Micro dilutionدر روش  MBCو
   .یافته شد دست 3شده در جدول

  
  هاي مقاوممورفولوژي سویه :1جدول 

  

مورفولوژي      

 
 کلنی

  تولید پیگمان رنگ کلونی

C2 ايقهوه سفید 

C9 سفید مایل به خاکستري - 

C12 سفید مایل به آبی - 

D8 شیري 
زرد مایل به 

 سبز

D11 شیري ايسفید مایل به قهوه 

E14 خاکستري روشن - 

E16 خاکستري - 

E17 خاکستري - 

  
ایستگاه مشخص شده  5هاي در آب مس غلظت

 و نشان داده شده 1نمودار ي خزر، درسواحل شرق دریا
 ها،در آب جیوهقابل به ذکر است به دلیل ناچیز بودن 

در حد تشخیص دستگاه جذب اتمی  جیوه میزان غلظت
  .نبوده است
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 بیوتیکیهاي بیوشیمیایی و حساسیت آنتی تست: 2جدول

  نیکل             
 ها   تست  

C2 C9 C12 D8 D11 E14 E16 E17 

 هاتخمیر قند 

 فروکتوز    + + + + + + + +

 + - - - - + + + مانیتول  
 - - + - - + + - مالتوز 

 - - - + + + + + گزیلوز

 - - + - + + + - گالاکتوز

 - - - - - - - - رافینوز

 + + + + + + + + نشاستههیدرولیز 
 + + + + + + + + هیدرولیز ژلاتین
 + + + + + + + + هیدرولیز کازئین

 + + + + + + + + لیپاز    
 - - - - - - - - اوره آز    

 + + + + + + + + کاتالاز   
 - - - - - + + - نیترات   

 - - - + - + - + سیترات  

 - - - - - - - - H2Sتولید

 حساسیت آنتی بیوتیک

 )5mcg(ریفامپین
R* R 15 mm 21 mm R R R R 

 300mcg( R R 22 mm R R 23 mm R R(نیتروفورانتوین

نالیدیکسیک 
 )30mcg(اسید

22 mm 18 mm R 15 mm R R 22 mm R 

 10mcg( 17 mm 16 mm 34 mm 26mm 30 mm 30 mm R 20mm(جنتامایسن

 10u( R R R R R R R R(پنی سیلین 

 15mcg( R R 15 mm R R 17 mm R R(اریترومایسین

 10mcg( R R R R R R R R(آمپی سیلین 

R :مقاوم    
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ده ایزوله ش MBC، Streptomycesو MICمیزان : 3جدول 
  نسبت به مس و جیوه

  فلز
  
  نی   کل

Cu Hg  

MIC MBC MIC MBC 

C2 800  900  80  160  
C9 1100  1200  40  80  
C12 1100  1200  S  -  
D8 1100  1200  S -  

D11 1100  1200  40  80  
E14 1100  1200  S -  
E16 1100  1200  40  40  
E17 1100  1200  S -  

:Sحساس  
  

هاي آماري انجام شده با نرم افزار با توجه به روش
SPSS  و آزمونANOVAري بین ، اختلاف معنادا

غلظت نمک  و pH، ، دما Streptomycesپراکندگی 
وجود دارد  P  >01/0 دریایی در سطحآب و رسوبات 

 ppt 1و غلظت نمک  = 8pHو  C˚26که در دماي 
غلظت نمک چه ترین فراوانی را دارند، البته هربیش

هاي نمودار(یابد ها کاهش میافزایش یابد تعداد کلنی
  ).4و 3، 2

  
  بحث 

-این تحقیق جداسازي استرپتوما هدف اصلی

از آب و رسوبات ساحلی  Hgو Cuهاي مقاوم به  یسس
 و pHو همچنین بررسی ارتباط میان غلظت نمک و 

رسوبات ساحلی مختلف با  ها ودرجه حرارت آب
  .باشدمی Streptomycesپراکندگی میزان 

Yadav با تحقیقاتی  2009در سال  )13( و همکاران
رین شرایط رشد براي که انجام دادند بهت

Streptomyces  دماي جدا شده از خاك را°C28  و
pH  را گزارش کردند 6- 7حدود.  

   

  
  ایستگاه 5هاي در آب فلز مسغلظت : 1نمودار 

  

  
  هاارتباط دما با فراوانی استرپتومایسس:2نمودار

  
  با فراوانی استرپتومایسس ها pHارتباط میان : 3نمودار 

  
  هاارتباط میان غلظت نمک با فراوانی استرپتومایسس: 4نمودار 

  

0.0406
0.0408

0.041
0.0412
0.0414
0.0416

ایستگاه 
A

ایستگاه 
B

ایستگاه 
C

ایستگاه 
D

ایستگاه 
E

 
ظت

غل
 

m
g/
l

ایستگاه ها

Cu
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و بر اساس  SCAبا استفاده از محیط کشت 
خصوصیات مورفولوژیکی و مطالعات میکروسکوپی 

Streptomyces  نی به کل 39مختلف  هاينیکلاز بین
 دوجدا شد و تنها  Streptomycesهاي عنوان سویه

با توجه  وجدا  KUAاز محیط  Streptomycesنی کل
به اینکه دو محیط به کار برده شده داراي ترکیبات 

اختلاف دارند  NaCl و فقط در میزانبوده یکسان 
)KUA=2% , SCA=0.2%(رسد که ، به نظر میSCA 

 سواحل دریاي خزر Streptomycesبراي جداسازي 
 و Remyaباشد که میتري محیط مناسب

Vijayakumar  نیز در تحقیقات خود مبنی بر جداسازي
را بهترین  SCAمحیط  ،ها از سواحل هنداکتینومیست

ها معرفی محیط کشت براي رشد بالاي اکتینومیست
  . )8( کردند

Yadav مناطق خلیجاز خاك ) 13( و همکاران 
 و A160, A161(سویه استرپتومایس  3بنگال در هند 

A164 ( با مقاومت بالا بهCu  حدودmg/l 480  شناسایی
  .کردند

  ،D8 ،C9 ،D11(سویه  7در تحقیق حاضر 
C12،E14  ،E16 وE17 ( مقاوم بهCu  تا غلظت 

mg/l 1000 باشند و سه سویهمی )C9،D11  وE16 (
و )  mg/l 20 )mol 5-10 ×35/7تا غلظت   Hgمقاوم به 

 )mg/l 40 )mol 5-10  ×7/14تا  C2یک سویه 
  .شناسایی شد

و همکاران  Senthilkumarاي که توسط در مطالعه
یک سویه  گرفتانجام  2003در سال ) 11(

 هاي شور سواحل هندمرداب از) SH-9(استرپتومایسس 
در غلظت  HgCl2به  شناسایی کردند که مقاومت بالایی

nmol150 -100 همچنین این محققان ه استنشان داد ،
SCA  را نسبت بهGAA )Glycerol Asparagine 

Agar ( وKUA وSGA )Sehgal and Gibbons 

Agar (که با نتایج ما  محیط مناسب تري معرفی کردند
  .همخوانی داشت

ز جمعیت ها گروه بزرگی اجا که اکتینومیستاز آن
به تنوع دهند و با توجه میکروبی خاك را تشکیل می

خصوصیات ویژه و فرم میسلیوم آن  ها وهاي آنمتابولیت
باشد که به عنوان یک عامل ها تعیین کننده این نظر می
 ترکیبات) bioremediation( مناسب براي حذف زیستی

  .)4( آلی و فلزات سنگین مورد استفاده قرار گیرند

  
  سپاسگزاري

بدین وسیله از اداره محیط زیست مرکزي استان 
ها فلزات سنگین نمونهر تعیین میزان گیلان که د
اري نهایت سپاسگزاند بیمیمانه نمودههمکاري ص

  .شود می
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