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هاي از پساب و کادمیوم هاي مقاوم به نیکلجداسازي و شناسایی مولکولی باکتري
  استان گیلانصنعتی 

  
  3، آیت نصرالهی2*علی ناظمی ،1سیمیاريفروغ 

  46815-559: تنکابن، ایران، صندوق پستی گروه میکروبیولوژي،، دانشگاه آزاد واحد تنکابن -1
  46815-559: تنکابن، ایران، صندوق پستی روه بیولوژي،گ، دانشگاه آزاد اسلامی واحد تنکابن- 3و2

  
  )a_nazemi@toniau.ac.ir - عهده دار مکاتبات(*

  
  چکیده 

. ستا شدهمحیط زیست گسترده آلودگی  سبب هاآن هاي صنعتی ازنیکل و کادمیوم از جمله فلزات سنگین و سمی هستند که استفاده
 مقاوم هايباکتري بنابراین تشخیص .باشدهاي مقاوم به این فلزات میاستفاده از باکتري ،یکی از بهترین راهکارها جهت حذف این فلزات سمی

 واي اقتصادي هاي صنعتی،به عنوان گزینهپساب تصفیه بیولوژیکی بنابراین .است زیستی سازي پاك فرآیند در گام اولین سمی، فلزات به
هشت پساب از  گیرينمونه هاي مقاوم به نیکل و کادمیومکتريبابه منظور جداسازي و شناسایی  .مورد توجه استبسیار زگار با محیط زیست سا

 gr/plate(حداقل غلظت فلزات سنگین نیکلحاوي  LB agarمحیط  درایی باکتریهاي چندین جدایه .انجام شد ه در شمال کشورکارخان
 و کادمیوم) gr/plate2/0 (نیکل  غلظت به حداکثرکه  اولیه مقاوم هايجدایه .دشدنجدا  )μg/plate5/2(به میزان و کادمیوم ) 002/0

)μg/plate20 ( 16ها از طریق باکتري شناسایی مولکولی ،میکروسکوپی هايبررسیاز  پس .نددش جدا مجدداً مقاومت بودندنیزs rDNA 

PCR Sequencing فده گونه یا سویه مختلف از جمله در مجموع ه. شد انجامStaphylococcus epidermidis ،  Staphylococcus 

pasteuri ، sp Planococcus ، Brevundimonas diminuta ،  Bacillus licheniformis ،  Pseudomonas sp، 
Exiguobacterium sp ، Micrococcus sp ،  Comamonas sp،Delftia sp  ، Chryseobacterium sp ، Serratia sp ، 

Acinetobacter sp  دادندمقاومت به این دو فلز را نشان میشناسایی شدند که بیشترین.  
  

  .کادمیوم، پساب صنعتیو نیکل به هاي مقاومباکتري  شناسایی مولکولی، :کلمات کلیدي
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  مقدمه 
صنایع بزرگ  ها وکارخانهی امروز دنیاي صنعتدر 

احداث ها حاشیه آن وشهرها  کوچک فراوانی در و
 .باشدها نمیمحصول تنها خروجی آن اند که تولیدشده

ه ها بهاي آنتوان جز فراوردهها را نیز میاکنون پساب
سازگار با محیط ناها شمار آورد که بسیاري از آن

عنصر جدول تناوبی  105 میاناز . )2( باشندمی زیست
مله عنصر به دلایل خصوصیات ویژه از ج 80حدود 
طور کلی ه ب .اندبالا در گروه فلزات واقع شده چگالی

اي از فلزات هستند که چگالی دسته فلزات سنگین
باشد  متر مکعبگرم بر سانتی 5ها بیش از سطحی آن

روي، کادمیوم،  ،توانیم به سربها میجمله آن که از
تاثیر فلزات ترین عمده .)2( کنیمجیوه و نیکل اشاره 

در این . بروز اختلالات عصبی است، سانسنگین روي ان
 از قبیل هاییهصنایع آلاینده کارخانترین رابطه عمده

 ،سازي و تولید قطعات الکترونیکطري، باآبکاري
 .)11و10( باشندذوب فلزات و شابلون سازي می

کادمیوم عنصري فلزي نرم به رنگ سفید مایل به آبی 
تصفیه روي  این عنصر به عنوان محصول فرعی از. است

کادمیوم و ترکیبات آن بسیار سمی . شودحاصل می
تن کادمیوم  25000نه حدود سالاکلی به طور. است

این فلز از سمیت و ثبات . شودوارد محیط زیست می
طوري که در طبیعت تجزیه ه بالایی برخوردار است ب

هاي ماند و به آنزیمشود و در گردش خون باقی مینمی
شود و باعث استرس ل میضروري تنفسی متص

 .شودو سرطان می) خاصیت اکسیداتیو قوي( اکسیداتیو
و باعث شته متابولیسم سلولی اثر تخریبی دابرکادمیوم 

نیکل  .)8و2( شودمی DNAهمانندسازي و ترمیم  مهار
 تمام نقاط مختلف زمین وجود دارد طور گسترده دره ب

رمین عنصر چها و از نظر فراوانی در پوسته زمین بیست و

داراي خواص فلزي نرم و سخت است و . باشدمی
 متصل هاي اکسیژنهنیتروژن و گرو ،تواند به سولفور می

نیکل ماده مغذي ضروري براي . شود
هاي شرکت کننده در فرایندهاي سلولی  میکروارگانیسم

است و به عنوان کوفاکتور ضروري براي چندین آنزیم 
، ابولیکی نقش دارندهاي متکه در عملکرد ییباکتریا

هاي مقاوم به فلزات شناسایی باکتري .)5( است نیاز
حذف زیستی اولین مرحله در مسیر فرایند سنگین 

فلزات به دلیل ماهیت . باشدمیفلزات سنگین از پساب 
شوند و مواد آلی در محیط پاکسازي نمی همانند سمی

خصلت عنصري خود را حفظ کرده، در محیط  باقی 
و جایگزین فلزات ضروري موجود در  مانندمی

اغلب مقاومت به فلزات  .شوندهاي اتصال می  جایگاه
هاي شود که ژنمربوط می سنگین به حضور پلاسمید

که قادرند طوريه ب کندمربوط به مقاومت را حمل می
هاي دیگر سبب با انتقال این عناصر ژنتیکی به سویه

بر روي  cad Aحضور ژن مثلاً(گسترش مقاومت شوند 
ا ام .)هاي مقاوم به کادمیومپلاسمید برخی از باکتري
. دنکروموزومی دار منشا هاگاهی اوقات این مقاومت

هاي براي حذف فلزات از پساب معمولهاي  روش
تعویض  اکسیداسیون احیا، صنعتی شامل رسوب دادن،

اسمز  تصفیه الکتروشیمیایی، فیلتراسیون، یونی،
هاي کاتیونی در حضور پمپ( معکوس، تکنیک غشایی

) هاي گرم مثبت که مقاوم به کادمیوم هستندباکتري
ها به این فلزات سنگین به میکروارگانیسم. باشد می

دهند که شامل نقل و وسیله چندین فرایند پاسخ می
جریان مستقیم فلز به درون سلول انتقال از غشاءسلولی یا 

هاي پلی ولاکثر فلزات در داخل سلول بر روي گران(
هایی با وزن مولکولی سفات قرار گرفته و یا با پروتئینف

 ،)شوندالوتیونئین و فیتوژلاتین باند مینام مته کم ب
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 دیواره سلولی و کپسول خارج سلولی، توسط جذب
-هاي اکسیدکمپلکس و واکنش تشکیل رسوب دهی،

هایی که مقاوم به فلزات باکتري. است اسیون احیاء
کنند در ها رشد میو در حضور آن سنگین هستند

 .نمایندی را ایفا مینقش مهمهاي بیوژئوشیمیایی چرخه
جذب زیستی فلزات سنگین به منزله روشی بالقوه براي 

هاي صنعتی معرفی شده بازیابی فلزات سنگین از پساب
  ).14و13( است

  
  ها مواد و روش

به صورت ( از پسابگیري این مطالعه نمونه در
. صنعتی گیلان انجام شده کارخانهشت  )لجن مایع و

سریال رقت تهیه ، به آزمایشگاهها از انتقال نمونه پس

آگار   LBمحیطدر نمونه  هر سوسپانسیونشده از 
 وگرم در هر پلیت 002/0 حاوي نیکل با غلظت

میکروگرم در هر پلیت به  5/2 کادمیوم با غلظت
 24-48به مدت  C37°در انکوباتور اي سفره صورت
هاي رشد یافته بر باکتريسپس . کشت داده شدساعت 

و  )gr/plate 002/0( نیکل اتفلزغلظت روي حداقل 
 هاي حاوي غلظتبه پلیت )μg/plate5/2( کادمیوم

و ) μg/plate20(و کادمیوم) gr/plate 2/0(فلزات نیکل 
فلزات نیکل  حداکثري در مرحله بعد به غلظت

)gr/plate 2 (و کادمیوم )μg/plate80(  انتقال داده
.شدند

  

 
  نیکل و کادمیومغلظت حداقل  با سازي در محیطخالص :1شکل 

 
ایی که باکتریهاي ایزولهرنگ آمیزي گرم روي 

 ،کردندرا تحمل میهاي بالا نیکل و کادمیوم غلظت
همه  DNA ،به منظور شناسایی مولکولی .انجام شد

و استخراج گردید  )Roche( ها با استفاده از کیتایزوله
پس از انجام آزمون کیفی و کمی براي استفاده در 

شامل  PCR واکنش. هاي مولکولی ذخیره شدبررسی
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، 5µl 10X buffer از هر نمونه با ng100 DNA حدود
MgCl2 1.5mM ،dNTPs 0.2 mM ، 10 pmol از هر

 50حجم کلی  در   U Taq (Fermentas) 2.5، پرایمر
 16Sپرایمرهاي مورد استفاده . ء شدمیکرولیتر اجرا

rDNA )12(  
8F (5'-AGGAGGTGATCCAACCGGA-3') و  

 1390R (5'-AACTGGAGGAAGGTGGGGGT-3' 
   .دندبو

ــنش   ــرایط واک ــه  PCRش ــیون اولی ــامل دناتوراس  ش
°C95  ســیکل  35دقیقــه و ســپس  4بــه مــدت°C95  بــه

به مدت  C72° ثانیه و 60به مدت  C59° ثانیه، 60مدت 
دقیقـه   10بـه مـدت    C72°ه و گسترش نهـایی در  ثانی 90

در  PCRمیکرولیتــــر از محصــــول  5همچنــــین . بــــود
ــدازهحضور ــانگر انـــ روي ژل  )1kb )Fermentas نشـــ
و بـا انجـام   ) Fermentas( منتقـل شـده   1%) w/v(آگارز 

صـحت انجـام    bp 1400الکتروفورز و مشاهده بانـدهاي  
PCR تایید شد .  

اســـایی مولکـــولی و شن sequencingبـــراي انجـــام 
هـا  پس از تایید کیفی امپلیکـون  PCR محصول هاایزوله
سـپس تشــابه  ). Macrogen, Korea(شــد تـوالی   تعیـین 
هـاي  هـا بـا تـوالی   دست آمـده از امپلیکـون  ه هاي بتوالی

 National Center forموجـــود در بانـــک ژنـــی 

Biotechnology Information 
(www.ncbi.nlm.nih.gov)    ــتفاده ــا اس ــرمب ــزار  از ن اف

BLAST ها شناسایی شدندبررسی شده و ایزوله.  
  

  نتایج 
کل و یهاي مقاوم به نجداسازي باکتري

  کادمیوم
در  هشت نمونه پساب کارخانجات صنعتی،از میان 

گونه باکتریایی  gr/plate 002/0( 52( غلظت اولیه نیکل
که در مرحله دوم  ندشدبا مورفولوژي متفاوت شناسایی 

گونه  13 به  )gr/plate 2/0( یش غلظت فلزبا افزا
 همچنین براي فلز کادمیوم در غلظت اولیه. کاهش یافت

)μg/plate5/2( 20  گونه متفاوت از نظر مورفولوژي
 که با افزایش غلظت کادمیوم ندشناسایی شد

)μg/plate20( ت کاهش وگونه متفا 4ها به تعداد آن
نیکل قادر به گونه مقاوم به  13این  .)2 جدول( یافت

گونه مقاوم  4 نهمچنی ،gr/plate 2 نیکل تحمل غلظت
 μg/plate80 کادمیوم به کادمیوم قادر به تحمل غلظت

.نبودند

  
 ز هشت پساب کارخانهها جدا شده اغلظت نیکل و کادمیوم و تعداد ایزوله :2 جدول

 نیکلحداقل غلظت  نیکلمیانگین غلظت  نیکلحداکثر غلظت 
2 gr/plate  0.2 gr/plate  0.002 gr/plate  غلظت و میزان نیکل  

  رشد  +  +  -
  نی باکتریهاوتعداد کل 52 13 0

 کادمیومحداقل غلظت  کادمیوممیانگین غلظت  کادمیومحداکثر غلظت 
μg/plate  80  μg/plate  20  μg/plate  2.5   کادمیومغلظت و میزان  

  رشد  +  +  -
  نی باکتریهاوتعداد کل 20 4 0
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هاي مقاوم به نیکل و یی باکتريشناسا
   کادمیوم

 8 گرم منفی وها ایزوله 9گرم پس از رنگ آمیزي 
ردیف همچنین نتیجه  .ایزوله گرم مثبت شناسایی گردید

در نرم افزار  ایزوله 17 این سازي توالی نوکلئوتیدي
Blast  در سایتncbi 12 تلف را خجنس باکتریایی م

.است دهگردی هیارا 3در جدول نتایج . نشان داد

  
  ها مقاوم به نیکل و کادمیومنتایج مورفولوژي و شناسایی مولکولی ایزوله :3 جدول

  شکل باکتري  نوع گرم  مقاومت به فلز سنگین  نوع باکتري
Staphylococcus epidermidis  کوکسی  گرم مثبت  نیکل  
Staphylococcus pasteuri  کوکسی  گرم مثبت  نیکل  
Brevundimonas diminuta  باسیل  گرم منفی  نیکل  
Planococcus sp.  کوکسی  گرم مثبت  نیکل  
Serratia sp.  باسیل  گرم منفی  نیکل  
Serratia sp.  باسیل  گرم منفی  نیکل  
Bacillus licheniformis  باسیل  گرم مثبت  نیکل  
Pseudomonas sp.  باسیل  گرم منفی  نیکل  
Exiguobacterium sp.  باسیل  گرم مثبت  نیکل  
Micrococcus sp.  کوکسی  گرم مثبت  نیکل  
Exiguobacterium sp.  باسیل  گرم مثبت  نیکل  
Comamonas sp.  باسیل  گرم منفی  نیکل  

 Exiguobacterium sp.  باسیل  گرم مثبت  نیکل  
Delftia sp.  باسیل  گرم منفی  کادمیوم  
Chryseobacterium sp.  باسیل  گرم منفی  کادمیوم  
Acinetobacter sp.  باسیل  گرم منفی  کادمیوم  
Pseudomonas sp.  باسیل  گرم منفی  کادمیوم  

    
   بحث

در سراسر جهان آلودگی محیط زیست با فلزات 
هاي صنعتی در حال گسترش سنگین و سمی با پیشرفت

له براي کشورهاي درحال توسعه مانند ااست که این مس
ها با آلودگی پساب. )8و 5( چین و هند صادق است

یکی از مشکلات قابل توجه در محیط فلزات سنگین 
بسیاري از محققان آثار شدید آلودگی . زیست است

 .اندرا اثبات کرده فلزات سنگین بر جمعیت میکروبی
ها براي رشد به برخی ها ازجمله باکتريمیکروارگانیسم

از فلزات احتیاج دارند، اگرچه اغلب این فلزات 
زم و ضروري اند ولی در مقادیر کم براي حیات لا سمی

فلزات به دلیل ماهیت سمی، مثل . شوندمحسوب می
شوند و خصلت مواد آلی در محیط پاکسازي نمی

 .مانندعنصري خود را حفظ کرده، در محیط  باقی می
-ها، سازوکارهاي مقاوم به این آلایندهمیکروارگانیسم

هاي مقاوم  کنند که منجر به ایجاد گونهایجاد می هاي را
در واقع در . گردند فلزي می تی تحمل سمیبا توانای
هاي هاي بالا فلزات سنگین در محیط، مکانیسمغلظت
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که این  شودها یافت میمقاومتی در ژنوم باکتري
زدایی آنزیمی و هاي مقاومت شامل سممکانیسم

ها هاي جریان به خارج است که این پمپیاپمپ
  .هاستترین مکانیسم مقاومتی در باکتري شایع

ها از مؤثر براي تصفیه پساب هايیکی از روش
بسیاري . استها باکتري فلزات سنگین استفاده از

اند و قادر مقاومت پیدا کرده سنگینبه فلزات  هاباکتري
 هرچندها هستند و به جذب درون، یا برون سلولی آن

ها، تابع بر میکروارگانیسم هاتأثیر این فلزات و آلاینده
تصفیه  .)6و 4 ،1(محیط است ها در غلظت آن

بیولوژیکی فلزات، می تواند به پاکسازي موفق تر فلزات 
 له به منظورانجر شده و این مسسنگین از محیط م

دستیابی به بازده بالاتر و توجیه اقتصادي بیشتر، داراي 
هاي گرم مثبت به باکتريطور کلی ه ب .باشداهمیت 

ترل کمتري کن تر،سلولی ساده هدلیل ساختار دیوار
صورتی  دهند، درنسبت به ورود مواد خارجی نشان می

سلولی، ساختار  ههاي گرم منفی دیوارکه باکتري
هاي تري داشته و ورود و جذب آلایندهپروتئینی پیچیده

ها، از جمله معدنی موجود در محیط بیرونی این باکتري
فلزات سنگین، باکنترل بیشتر و به میزان کمتري صورت 

 هاي گرم مثبت نسبتاًغشاي سلولی در سلول .ردگیمی
ساده و از دو تاسه لایه تشکیل شده است، در حالی که 

این پوشش بسیار پیچیده و  هاي گرم منفی،در باکتري
هاي گرم منفی غشاي خارجی باکتري .چند لایه است

هاي شود مولکولماهیت لیپیدي داشته که باعث می
هاي البته مولکول .شوند آبدوست از آن دور نگه داشته

ها با وزن مولکولی کم در این نوع از باکتري
شوند ولی به داخل سلول وارد می منافذهاي  باپروتئین
ها نفوذ هاي بزرگ به آهستگی و کمتر به آنمولکول

 .دهندها نشان میکرده و بنابراین مقاومت بالایی به آن

هاي بین شها به واسطه واکنبه طورکلی میکروارگانیسم
، به فلزات فلزي و سطوح باردار منفی میکروبیهاي  یون

هاي گرم مثبت ، باکتريمیانیابند و در این اتصال می
بنابراین  .ها دارندتمایل بیشتري براي اتصال به این یون

تر هاي مناسبدر تصفیه بیولوژیک، میکروارگانیسم
و ها بتوانند به فلزات متصل شده هستند که غشاء آن

با توجه به این مطالب . همانند یک فیلتر عمل نمایند
را کاندید بهتري در هاي گرم مثبت توان باکتريمی

 .)15و9( سنگین دانستفلزات مسیر تصفیه بیولوژیک 
دست آمده در این مطالعه ه هاي مقاوم به نیکل بایزوله
  .توان به دو دسته تقسیم نمودرا می

   :ارت بودند ازهاي گرم مثبت که عب کوکسی -1
Staphylococcus epidermidis  ،Staphylococcus 

pasteuri  ،Planococcus spp. و Micrococcus 

spp.  
  
  :هاي گرو مثبت که عبارت بودند ازباسیل -2

Bacillus licheniformis  وExiguobacterium spp.  
  

 جدا شده، تمامی چهار ایزوله مقاوم به کادمیوم
ه ب که احتمالاً ).3 جدول( بودندی هاي گرم منفباسیل

. اندهاي غیر جذبی سبب مقاومت شدهواسطه مکانیسم
اي هاي مقاوم به نیکل جدا شده دارکه ایزوله در حالی

پتانسیل بالایی در تهیه فیلترهاي زیستی و جذب نیکل 
ها هاي آلوده به نیکل از آنتوان در پسابدارند و می
  . بهره جست

  
  سپاسگزاري

مطالعه در قالب پایان نامه دانشجوي کارشناسی این 
ارشد رشته میکروبیولوژي در آزمایشگاه تحقیقاتی  
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دانشگاه آزاد اسلامی تنکابن اجراء گردید و بدین 
وسیله از کلیه کسانی که در اجراء این پروژه ما را یاري 

  . نمودند، کمال تشکر را داریم
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