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  چكيده
هـاي   ها جهت پاكسـازي آلاينـده   كارگيري ميكروارگانيسم شناختي و به هاي زيست هاي اخير استفاده از روش در سال

محيطي از جمله فلزات سنگين مورد توجه ويژه قرار گرفته است. هدف از اين تحقيق شناسايي گونه باكتري مقاوم به 
ي باكتري از رسوبات خور موسي واقع در  است كه گونه كادميوم و بررسي توانايي آن در جذب زيستي فلز مورد نظر

ميلي گرم بر ليتر كـادميوم،   100كلني موجود بر محيط كشت حاوي  3شمال خليج فارس جداسازي شد. از مجموع 
ميلي گـرم بـر    10-100هاي حاوي  يك كلني انتخاب شد. نتايج حاصل از اين مطالعه، رشد باكتري در محيط كشت

شناسـايي   strain XJUHX-6 Achromobacter piechaudii نشان داد و باكتري جداسازي شده با نام  ليتر كادميوم را
دسـت آمـد.    دقيقه گرماگـذاري بـه   150ميلي گرم بر ليتر كادميوم و پس از  25شد. بالاترين درصد جذب در غلظت 

هاي آبي  سامانه ن از اين گونه در بومتوا درصدي كادميوم از محيط مي 65بنابراين با توجه به عملكرد باكتري و حذف 
 جهت كاهش آلودگي فلز كادميوم سود برد.

  . Achromobacter piechaudii جذب زيستي، خليج فارس، كادميوم، باكتري كلمات كليدي:
  

  
 مقدمه. 1

هاي  سامانه امروزه فرايند جذب زيستي جهت پاكسازي بوم
ها از جمله فلزات سنگين و خطرات  آبي، كاهش آلاينده

محيطي ناشي از آنها مورد توجه ويژه قرار گرفته است.  زيست
اين روش يك فناوري نوظهور و مقرون به صرفه است كه به 

ي، هاي موجود و در دسترس مانند تبادل يون شدت با فناوري
كند؛ زيرا  اسمز معكوس و استفاده از كربن فعال شده رقابت مي

هزينه بودن، كارايي بالا، قابليت  خصوصيات كليدي از قبيل كم
ها، عدم نياز به افزودن مواد مغذي، امكان  احياي ميكروارگانيسم

استخراج فلزات سنگين از ساختار ميكروارگانيسم و به حداقل 
يايي، اين فرايند را از ساير رساندن لجن حاوي مواد شيم
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 Hussein et al., 2003; Ahalya et(ها متمايز كرده است  روش

al., 2003.(   
دار محيط زيست، داراي  ، دوستاز آنجا كه ميكروارگانيسم ها

، اين فرايند از رفيت جذب و راندمان بالا هستندرشد سريع و ظ
 ).(Lyer et al., 2004 كند ها در جذب فلزات استفاده ميتوانايي آن

دسترسي به اين موجودات از طريق پسماندهاي صنعتي، لجن 
و ضايعات تخميري به  حاصل از كارخانجات تصفيه فاضلاب

ها براي  طور كلي ميكروارگانيسم پذير است. به سهولت امكان
و  سوخت و ساز و انجام فرايندهاي حياتي خود از منابع آلي

كنند. البته مقدار محدودي از  معدني موجود در محيط تغذيه مي
است و غلظت هاي ميكروبي لازم  اين مواد براي رشد و بقاي توده

تواند سمي و خطرناك باشد. با اين وجود  بالاي اين تركيبات مي
دليل اينكه به ميزان زياد  از موجودات ساكن مناطق آلوده به برخي

رند گيرند، قاد هاي سمي فلزات سنگين قرار مي در معرض غلظت
  ).Leung et al., 2000( در برابر اثرات سمي فلزات مقاومت كنند

قش اصلي را در جذب زيستي ها، ن ي سلولي ارگانيسم ديواره
آنها اي فلزات سنگين در اصل باند شدن ه كند. جذب يون ايفا مي

بر روي بيوپليمرهاي ديواره سلولي است. اين مواد پليمري حاوي 
 نفي نظير كربوكسيل، فسفات و سولفاتهاي فعال با بار م جايگاه

 ,.Alluri et al( توانند كاتيونهاي فلزي را جذب كنند هستند كه مي

2007; Vieira and Volesky, 2000.(  
هاي دريايي غني  سامانه با توجه به وجود منابع عظيم آبي و بوم

ها به  و آسيب پذير در سطح كشور و افزايش روز افزون آلاينده
هاي  توان در راستاي حفاظت از آنها از روش سنگين مي ويژه فلزات

شناختي و جذب زيستي سود برد. خليج فارس از مهمترين  زيست
 بر حاكم ويژه اقليمي دليل شرايط مناطق دريايي كشور است كه به

 و است پذير آسيب و شكننده از قبيل دما و تبخير بالا، بسيار آن
 سلامت روي بر اثرات مخربي دريا داخل به آلاينده كمترين ورود

  ). 1386دارد (جاويد و صمديار،  آن موجودات و آبزيان
هاي آبي جهان،  عنوان يكي از مهمترين پهنه رس بهخليج فا

 دليل دارا بودن ذخاير بر تنوع زيستي و منابع شيلاتي بهعلاوه 
اي دارد. اما متاسفانه استقرار  انرژي، نفت و گاز اهميت فزاينده

هاي  اين ناحيه، ورود فاضلاب ي پتروشيمي در حاشيهصنايع 
شهري و صنعتي و از سوي ديگر شرايط ويژه اقيانوسي و نيمه 
بسته بودن خليج فارس، اين منطقه را با مشكل جدي آلودگي 

).   1387( عليپور و جعفر زاده،  فلزات سنگين مواجه ساخته است
گروه كرده و در  از جمله فلزاتي كه نگراني هاي زيادي را ايجاد

توان كادميوم را نام  ي شده ميبند فلزات سنگين بسيار سمي طبقه
ير قابل تجزيه است. نقش برد. كادميوم از نظر زيستي غ

دات زنده دارد و محيط زيست در بدن موجوكمي  شناختي زيست
اين  ). درHetzer et al., 2006( كند اي آلوده مي شكل گسترده را به

ونه باكتري مقاوم به كادميوم و تعيين ميزان تحقيق شناسايي گ
  توانايي آن در حذف فلز كادميوم مورد بررسي قرار گرفت.

  ها . مواد و روش2

ي خور موسي واقع در شمال خليج فارس و در نزديكي  منطقه
برداري  هاي صنعتي و پتروشيمي، جهت نمونه محل ريزش فاضلاب
برداري از رسوبات سطحي مناطق  ). نمونه1 انتخاب شد (شكل

ها براساس  ايستگاه صورت گرفت. ايسستگاه 3عمق و از  كم
نزديكي به محل ريزش پساب پتروشيمي بندر امام خميني(ره) و با 

(ايستگاه  N ،˝4/55 ´06 ◦49 E 30◦ 25´ 4/53˝موقعيت جغرافيايي 
1 ،(˝2/8 ´27 ◦30 N ،˝4/15 ´06 ◦49 E  ايستگاه)51/17˝ ) و2 
´26 ◦30 N  ،˝04/2 ´08 ◦49 E  انتخاب شدند.  )3(ايستگاه

دار و در ظرف يخ  اي درب هاي رسوب در ظروف شيشه نمونه
ها به آزمايشگاه ميكروبيولوژي  پس از انتقال نمونه. نگهداري شدند

واقع در دانشگاه علوم و فنون دريايي خرمشهر، از محلول كلريد 
هاي رسوب استفاده شد. يك گرم از  هسازي نمون سديم براي رقيق

 85/0ميلي ليتر محلول نمك  10رسوبات هر ايستگاه به 
 1/0ادامه پيدا كرد. سپس  10-3سازي تا  درصداضافه شد و رقيق

ميلي ليتر از نمونه هاي رسوب رقيق شده، بر محيط كشت عمومي 
ميلي گرم بر ليتر  100و  50، 10هاي  نوترينت آگار حاوي غلظت

 30ها در دماي  كادميوم (نيترات كادميوم)، كشت داده شد. نمونه
 Dzairiساعت گرماگذاري شدند ( 96درجه سانتي گراد و به مدت 

et al., 2004; Green-Ruiz, 2006.(  
كلني تشكيل شده بر سطح محيط  3گذاري، از  پس از گرما
ميلي گرم بر ليتر كادميوم يك باكتري كه از  100كشت حاوي 

شناختي متفاوت و كلني بزرگتري تشكيل داده بود،  ريخت لحاظ
ه شد تا  صورت متوالي بر روي محيط جامد كشت داد انتخاب و به

منظور  دست آمد. به هاي تك به سرانجام باكتري خالص با كلني
شناسايي باكتري منتخب ابتدا خصوصيات ظاهري كلني از لحاظ 

ر با استفاده از رنگ ت شكل و رنگ بررسي شد. سپس شناسايي دقيق
هاي بيوشيميايي اكسيداز، كاتالاز، اوره،  آميزي گرم و آزمايش

ي نيترات، آزمايش  ، احياMR-VPاندول، سيترات، لايزين، تست 
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 Morello etصورت گرفت ( Bergeyنمك و غيره مطابق با روش 

al., 2002; Woodland, 2004 سرانجام تعيين سويه باكتري از .(
  انجام شد. Cinagenتوسط شركت  16S rRNAطريق آناليز 

  
پتروشيمي  برداري واقع در شمال خليج فارس و در جوار ـ منطقه نمونه1 شكل
  (ره)مام خمينيا بندر

براي تعيين توانايي باكتري مربوطه در جذب كادميوم، كشت 
 LB brothاي از باكتري تهيه گرديد. سپس از محيط مايع  تازه

 ,.Kim et alجهت تهيه سوسپانسيون باكتريايي استفاده شد (

). با توجه به اينكه حضور مواد مغذي در حذف يون فلزي 2007
كنند و برخي از اين مواد مانند  توسط باكتري تداخل ايجاد مي

فلز، با  ـ ليگاند عمل كرده و در تشكيل كمپلكس ليگاند
دست آمده،  هاي به ا دادهكنند لذ ها رقابت مي ميكروارگانيسم

 Ahalya, etدهند( توانايي و عملكرد واقعي باكتري را نشان نمي

al., 2003; Wang and Chen, 2006ي بعد  ). بنابراين در مرحله
ميلي گرم بر  100و  50،  25هاي  هاي فلزي حاوي غلظت محلول

ليتر كادميوم در آب دو بار تقطير تهيه و روي انكوباتور شيكر دار 
قرار داده شدند  rpm 160گراد و دور  درجه سانتي 30در دماي 

)Leung et al., 2000; Emtiazi et al., 2004 .(  
براي هر غلظت نيز يك نمونه شاهد فاقد باكتري در نظر گرفته 

 5شد. جهت تعيين ميزان جذب كادميوم توسط باكتري مورد نظر، 
 rpm 4000دور  ها هر نيم ساعت يك بار در ميلي ليتر از نمونه

دقيقه سانتريفيوژ شده و محلول بالايي جهت تعيين  20مدت  به
ميزان جذب فلز توسط باكتري با استفاده از دستگاه جذب اتمي با 

  ).Azza et al., 2009اندازه گيري شد ( GBC  SavantAAS شعله
هاي فلزي با كسر  توانايي باكتري در حذف كادميوم از محلول

دست  قي مانده در محيط از غلظت اوليه فلز بهميزان كادميوم با
دست آمده، ميزان جذب برحسب  آمد كه با توجه به مقادير به

صورت درصدي تعيين شد. همچنين اعداد  ميلي گرم بر ليتر و به
  دست آمده ميانگين سه تكرار براي باكتري مذكور هستند.  به

آزمون ها از طريق  پس از حصول اطمينان از نرمال بودن داده
Shapiro-wilik جهت مقايسه ميزان جذب فلز كادميوم در ،

 One-wayهاي مختلف از آناليز واريانس يك طرفه ( غلظت

ANOVA.استفاده شد (  

  نتايج . 3

ها در تمامي  هاي رسوب، كلني باكتري پس از كشت نمونه
هاي كادميوم مشاهده شدند. جهت شناسايي و تعيين  غلظت

جذب فلز كادميوم يك كلني از سطح محيط  ها در توانايي باكتري
ميلي گرم بر ليتر كادميوم  100كشت حاوي بالاترين غلظت يعني 

هاي كرم رنگ بود كه با  انتخاب شد. باكتري مربوطه داراي كلني
  هاي بيوشيميايي شناسايي شد.  استفاده از آزمايش

ارائه  1هاي بيوشيميايي در جدول  نتايج حاصل از آزمايش
شده است. اين نتايج با كتاب باكتري شناسي برجي مقايسه و 

شناسايي   Achromobacter piechaudiiگونه مورد نظر با عنوان 
تعيين شد كه  16S  rRNAشد. جهت شناسايي دقيق تر توالي ژن 

ت. پس از تعيين نشان داده شده اس 2آن در شكل  PCRمحصول 
براي مقايسه توالي تعيين  BLASTاي  ي رايانه توالي، از برنامه

شده با بانك ژن استفاده گرديد كه سويه مورد نظر با كد 
EU239469.1 تعيين شد.98احتمال  و %  

  خصوصيات بيوشيميايي باكتري منتخب ـ1 جدول
Strain XJUHX-6 Characteristics 

– Gram staining  
+ KoH 

Bacilli Cell type  
+ Oxidase 
+ Catalase 
– Lysine decarboxylase  
–  Lactose  
+ McCanky 
–  Indole  
– Orease 
+ Citrate 
+ Nitrat reduction 
–  Glucose  
–  Maltose  
+ SIM 
+ NaCl (%6.5)  
– Phenylalanine deaminase  
– TSI  
–  MR  
–  VP  

1 mile 

2 Km
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نمونه باكتري جدا شده از رسوبات خليح  PCRالكتروفورز محصول  ـ2شكل 

والكتروفورز  Low melting Agaroseفارس پس ازاستخراج محصول از ژل 
  درصد  5/1مجدد روي ژل آگارز 

در سه محيط واجد   A. piechaudiiعملكرد باكتري 2جدول 
ميلي گرم بر ليتر را پس از  100و  50، 25هاي  كادميوم در غلظت

 100دهد. بيشترين جذب كادميوم در غلظت  يدقيقه نشان م 150
ميلي گرم بر ليتر بود.  47/40ميلي گرم بر ليتر ديده شد كه معادل 

ميلي گرم  27/16و  53/31ترتيب  نيز به 25و  50در دو غلظت 
  بر ليتر كادميوم جذب شد. 

 Strain XJUHX-6هاي مختلف توسط  ميزان حذف فلز كادميوم در غلظت ـ2جدول 
  دقيقه 150زمان در مدت 

100 mg/l 50 غلظت mg/l 25 غلظت mg/l زمان (دقيقه) تعداد تكرار غلظت  

± 13/1  5/0  86/0 ± 73/1  12/1 ± 48/2  3 0 

47/0 ± 53/1  43/2 ± 5/12  44/0 ± 31/8  3 30 

76/1 ± 43/18  93/0 ± 03/19  31/0 ± 29/12  3 60 

07/1 ± 53/23  62/0 ± 46/24  46/0 ± 28/14  3 90 

72/1 ± 43/41  27/0 ± 01/30  79/0 ± 68/15  3 120 

36/1 ± 47/40  49/0 ± 53/31  43/0 ± 27/16  3 150 

5/40  1/63  1/65  درصد نهايي جذب 

درصد جذب زيستي كادميوم و ميزان كادميوم كاهش يافته 
هاي مختلف  در غلظت  Strain XJUHX-6 A. piechaudiiتوسط 

شده است. بالاترين درصد جذب نشان داده  5تا  3هاي  در شكل
دست آمد و باكتري  ميلي گرم بر ليتر به 25كادميوم در غلظت 

مورد نظر تا آخرين ساعات سنجش روند افزايشي خود را ادامه 
  داد.

  
ميلي گرم بر ليتر در  25غلظت  در ادميومـمنحني حذف فلز ك ـ3 شكل

   rpm 160و سرعت  C °30ايـدم

  
ميلي گرم بر ليتر در  ميل 50غلظت منحني حذف فلز كادميوم در ـ 4شكل 
   rpm 160و سرعت  C °30دماي

ميلي گرم بر ليتر  50عملكرد باكتري در محلول حاوي غلظت 
ميلي گرم بر  25كادميوم تقريبا مشابه منحني مربوط به غلظت 



 19- 1391/7/25 تابستان/ 10 / شمارهومس شناسي/ سال اقيانوس

23 

بود و از نظر درصد جذب، اختلاف كمي بين آنها مشاهده  ليتر
ليتر ميلي گرم بر  100كه واكنش باكتري در غلظت  ليشد. در حا

ابتدايي پس از  ي دقيقه 30اي كه در  گونه كاملا متفاوت بود، به
تلقيح باكتري، تغييري در غلظت كادميوم محلول صورت نگرفت. 

در دقايق  البته منحني حذف فلز كادميوم توسط باكتري مربوطه
لز جذب شده در دقيقه بعدي روند نزولي را نشان داد و ميزان ف

فت. لازم به ذكر است ميلي گرم بر ليتر افزايش يا 43/41به  120
هاي كنترل (فاقد باكتري) نيز تغييري در غلظت  كه در محلول

دقيقه ميزان جذب  150پس از  سرانجام كادميوم مشاهده نشد.
 50، 25هاي حاوي  در محيط كشت مربوطكادميوم توسط باكتري 

و  1/63، 1/65 برابر با ترتيب بر ليتر كادميوم به ميلي گرم 100و 
 ANOVA درصد تعيين شد. همچنين با انجام آزمون 5/40

هاي مختلف  مشخص شد كه بين درصد جذب كادميوم در غلظت
داري وجود دارد و  اختلاف معني 01/0ح خطاي كمتر از در سط

  يابد.  دميوم، درصد جذب كاهش ميبا افزايش غلظت كا

 
ميلي گرم بر ليتر در دماي  100منحني حذف فلز كادميوم در غلظت  ـ5 شكل

C °30  و سرعتrpm 160  

  گيري . بحث و نتيجه4

محيطي  ناشي از مناطق صنعتي از نظر زيستامروزه آلودگي 
زيرا سرعت ورود  ،شود يك مشكل جدي محسوب مي

هاي آبي  سامانه ويژه به بوم هاي صنعتي به محيط به فاضلاب
ويژه  ها حاوي مواد سمي به يافته است كه اكثر اين پسابزايش اف

  ).Vieira and Volesky, 2000( فلزات سنگين هستند

كنترل آلودگي فلزات سنگين از جمله كادميوم يكي از 
هاي عمده كارشناسان محيط زيست و جوامع علمي است  نگراني

،  Pseudomonasهايي نظير  كه براساس تحقيقات گذشته، باكتري
Bacillus ،Alcaligenes ،Geobacillus  وDesulfococcus  با

كارايي جذب يون كادميوم و كاهش غلظت آن در محيط شناخته 
 Hussein et al., 2003، Mahvi and Diels, 2004 ، Naz etشدند (

al., 2005، Shirdam et al., 2006 ، ،1382 تيلكي و شريعت.(  
بهترين گزينه جهت كاهش ها  با توجه به اينكه ميكروارگانيسم

در  شوند لذا حسوب ميهاي دريايي م هاي فلزي در محيط آلودگي
-Strain XJUHXاين مطالعه باكتري بومي خليج فارس با عنوان 

6 piechaudii  .A  جداسازي و شناسايي شد كه در تحقيقات
كادميوم  پيشين گزارشي در مورد توانايي اين باكتري در حذف فلز

و  Mahviالبته آزمايش صورت گرفته توسط  .بودارائه نشده 
Diels بر سويه ،CH34 Alcaligenes eutrophus خانواده  كه هم

شود، نشان داد كه غشاي خارجي اين  آكروموباكترها محسوب مي
زيرا فلز به  مناسبي براي جذب كادميوم است؛ باكتري مكان

ل شود و تشكي ي خارجي باكتري متصل مي هاي لايه پروتئين
  دهد. ي را ميكمپلكس

 Strainكنوني نشان داد كه سويه  ي نتايج حاصل از مطالعه
XJUHX-6 ميلي گرم بر ليتر  25-100هاي  قادر به تحمل غلظت
( برحسب كه حداكثر و حداقل ميزان جذب زيستي  كادميوم است

mg/lميلي گرم بر ليتر  25 و 100هاي  ترتيب در غلظت ) به
كه غلظت فلز سنگين در  طور كلي هنگامي هدست آمد. ب كادميوم به

هاي فلزي در مقايسه با  تعداد يوننسبت محلول پايين باشد، 
توان  سترس قرار دارد، كوچك است لذا ميسطح باكتري كه در د

هاي كم فلزات، ميزان جذب  به اين نتيجه رسيد كه در غلظت
كه  زيستي توسط باكتري به غلظت اوليه فلز بستگي ندارد در حالي

دنبال دارد. هر  فلز سنگين در محلول نتيجه عكس بهغلظت بالاي 
هاي  تعداد يون ،چه غلظت فلز مورد نظر در محلول فراتر رود

يابند. در نتيجه يونهاي فلزات سنگين جهت  نيز افزايش ميفلزي 
سلولي باكتري با همديگر رقابت  ي تشكيل كمپلكس با ديواره

 شوند ها جذب باكتري مي يونكنند و تعداد بيشتري از  مي
)Vinodhini et al., 2010.(  

ميلي گرم بر ليتر  25مقايسه درصد جذب كادميوم در غلظت 
ميلي گرم بر ليتر نشان داد كه با  100و  50هاي  نسبت به غلظت

ز، درصد جذب كادميوم نيز كاهش افزايش ميزان غلظت فل
سميت ناشي از علت غلظت بالاي كادميوم و  احتمالا به يابد. مي
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آن، باكتري نيازمند زمان است تا خود را با شرايط موجود سازگار 
ميلي گرم بر ليتر و در  100كند كه عدم جذب كادميوم در غلظت 

اين،  . علاوه بردليلي بر اثبات اين ادعا است دقيقه ابتدايي، 30
آوردهاي اين مطالعه  يج حاصل از تحقيقات پيشين با دستنتا

  د. همخواني دار
، سه باكتري 2006و همكاران در سال  Shirdamطبق گزارش 

 .Pو   pseudomonas putida  ،Bacillus cereusدريايي 

pseudoalcaligenes   مقاوم به فلز كادميوم از رسوبات تالاب
ها جذب و رشد بالايي در  اين باكتري انزلي جداسازي شدند.

نشان دادند.  ميلي گرم بر ليتر كادميوم 80-100حضور غلظت 
ميلي گرم بر ليتر مشاهده  100بالاترين جذب كادميوم در غلظت 

درصد كادميوم را در غلظت  40- 50نيز  P. putidaشد و باكتري 
  ميلي گرم بر ليتر جذب كرد.  80

و  2 ،1، 5/0، 2/0هاي  بررسي ميزان حذف كادميوم در غلظت
 داد كه با نشاننيز ميلي گرم بر ليتر توسط توده باكتريايي  5

فلز توسط توده سلولي  افزايش غلظت كادميوم، درصد حذف
  ).1382يابد( تيلكي و شريعت،  كاهش مي

آوردهاي اين تحقيق بيانگر اين مسئله بود كه  طور كلي دست به
رشد قادر به  Strain XJUHX-6 A. piechaudiiسويه باكتري 

هاي  محلولدر محيط حاوي كادميوم است. جذب فلز كادميوم از 
ميلي گرم بر ليتر از دقايق نخست  50و  25هاي  تحاوي غلظ

آغاز شد و تا مراحل نهايي سنجش ادامه داشت. همچنين درصد 
فلز كادميوم حذف شده از محلول با افزايش غلظت كادميوم از 

ميلي گرم بر ليتر كاهش يافت. بنابراين با توجه به  100تا  25
درصدي كادميوم از  65و حذف جداسازي شده  عملكرد باكتري

ش آلودگي اي مناسب جهت كاه عنوان گونه ، اين باكتري بهمحيط
  گردد.  فلز كادميوم پيشنهاد مي

  . سپاسگزاري5

پشتيباني دانشگاه علوم و فنون دريايي خرمشهر  با تحقيق اين
 مسوولين از مؤلفين تشكر مراتب وسيله بدين .است شده نجاما
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