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Abstract 

Introduction: One of the best ways to remove toxic metals is to use bacteria 

resistant to these metals with a biological purification process. This research aims to 

isolate bacteria resistant to tin, copper, chromium, and nickel from industrial 

wastewater and their molecular identification. 

Materials and Methods: wastewater contaminated with heavy metals was collected 

from electroplating factories located in Tehran province. The wastewater sample 

was cultured on LB Agar containing certain concentrations of heavy metals and the 

grown bacteria were isolated. In the grown bacteria, the minimum growth inhibitory 

concentration (MIC) of heavy metals was determined by the microbroth dilution 

method. The genomic DNA of two strains with the highest level of resistance, purity, 

and polymerase chain reaction was performed with the help of specific primers. The 

PCR product was sequenced and ribotyping was done. 

Results: 9 gram-positive and negative bacilli and gram-negative coccobacilli were 

isolated from wastewater containing heavy metals. Two Gram-negative bacillus 

strains showed the highest resistance to heavy metals in the MIC test. Based on the 

sequencing results, these two strains were identified as Enterobacter and 

Pseudomonas. 

Conclusion: Two strains with the highest resistance to four metals were isolated 

from the effluent of electroplating factories and phylogenetic evaluation was 

performed. These bacteria can be used in the biological treatment of wastewater 

containing heavy metals. 
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Introduction  
In the last few decades, the use of biological 

agents to remove and recycle toxic metals from 

water contaminated with heavy metals has been 

investigated. One of the advantages of using 

microorganisms is their high efficiency and 

efficiency and the recyclability of metals. Therefore, 

the identification of metal-resistant microorganisms 

plays an important role concerning environmental 

pollution and ultimately the treatment of these 

environments. In this way, due to the high levels of 

some metals in wastewater and in general in metal-

contaminated environments, microorganisms create 

a resistance mechanism that leads to the selection of 

resistant species with the ability to tolerate metal 

toxicity. Therefore, the purpose of this research is to 

isolate and identify bacteria resistant to heavy 

metals tin, copper, chromium, and nickel from 

industrial effluents. 

Methodology 

This study was carried out under number 47382 

in Payam Noor University as follows: 

Sampling  

By referring to industrial electroplating factories 

located in Tehran, sampling of the factory effluent 

was carried out by observing all the principles of 

sampling, and the safety of sampling was done in 

closed and sterile containers. The samples were 

immediately transferred to the laboratory for further 

tests. 

Isolation of bacteria from collected samples 

To isolate bacteria resistant to heavy metals from 

the wastewater of the electroplating plant, in the first 

step, 100 microliters of the collected samples were 

cultured on LB Agar medium with a concentration 

of 50 ppm of each of the metal’s chromium, nickel, 

tin, and copper. The plates were kept at 37°C for 24 

hours. Then, the plates were examined in terms of 

growth and non-growth of bacteria. In terms of 

morphology, different colonies of bacteria grew on 

the surface of the LB Agar plate. To purify the 

colonies, each colony was cultured separately on an 

LB Agar plate and kept at 37°C for 24 hours. Grown 

colonies were examined for gram staining and 

morphology. 

 

Preparation of primary solution of heavy metals 

To check the resistance of bacteria isolated from 

electroplating factory effluent to heavy metals such 

as copper, tin, chromium, and nickel, a high-

concentration solution of each of the metals was first 

prepared. 

Investigating the resistance of isolated bacteria to 

heavy metals 

To check the resistance of the isolated bacteria to 

the heavy metals tin, copper, chromium, and nickel, 

the minimum inhibitory concentration (MIC) of the 

studied metals was determined on these bacteria. 

First, a fresh culture of the desired bacteria was 

prepared on LB agar medium and heated at 37°C for 

18 hours. Then, a concentration equivalent to half 

McFarland's concentration was prepared from each 

of the freshly cultured bacteria according to the 

standard method. Microplates of 96 houses were 

used. 50 microliters of each bacterial sample, which 

was prepared by half of McFarland, was added to 

each vial of the microplate column. Then, each vial 

was brought to a final volume of 300 microliters 

using LB medium. Wells 11 and 12 were used as 

positive and negative controls, respectively. The 

microplates were kept in a 37°C incubator for 24 

hours. After 24 hours, the microplates were 

examined for bacterial growth in different 

concentrations of metals by comparing the turbidity 

of the wells with the positive and negative controls. 

Identification and ribotyping of strains with the 

highest resistance to heavy metals 

From the information obtained from the bacterial 

culture stage in the environment containing different 

concentrations of heavy metals in microplates, two 

bacteria that have the highest MIC and showed the 

greatest resistance to all the studied metals, 

including tin, copper, chromium, and nickel were 

selected and, to identify the type of bacterial strain, 

genomic DNA extraction and ribotyping were 

performed. 

Genomic DNA extraction was performed using 

a Poyagen Azma DNA purification kit (Catalog No. 

PD115-050) and according to the protocol included 

in the kit. Ribotyping was done using specialized 

16srRNA primers in Table 2. After bioinformatics 
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and Blast checks, the primers were sent to Macrogen 

Korea for synthesis. 

Polymerase chain reaction (PCR) to identify the 

studied bacteria, by adding 12.5 microliters of X2 

master mix amplicon, 1 microliter of forward 

primer, 1 microliter of reverse primer, 1 microliter 

of genomic DNA, and 9.5 microliters of distilled 

water, and final volume was 25 microliters. The 

temperature program used includes initial 

denaturation at 94°C for 5 minutes, 35 cycles of 

94°C for 30 seconds, annealing at 54°C for 30 

seconds, and extension at 72°C for 90 seconds. 

Finally, the final extension was done at 72°C for 5 

minutes and one cycle. To ensure the existence of 

the reaction product, 5 microliters of the PCR 

product were run on 1% agarose gel. The rest of the 

polymerase chain reaction product was sent to 

Macrogen Korea for sequencing. The PCR product 

was purified by Macrogen Korea. 

After determining the sequence, the sequence 

was examined using the blast program in the NCBI 

gene bank, and the type of the studied strains was 

determined. 

Results 

Isolation of bacteria 

After the initial culture of electroplating factory 

effluent on LB Agar medium containing 50 ppm 

concentration of the studied heavy metals, the plates 

were examined. It was observed that the surface of 

the plates was filled with different colonies. 9 

different colonies were observed. Morphological 

analysis of purified bacteria showed that among the 

purified bacteria colonies, there is a variety of 

appearances from convex and dry, cream-colored 

and slimy or needle-shaped colonies. 

Gram staining of colonies showed different types 

of bacilli, gram-negative coccobacilli, and gram-

positive bacilli. 

Determining the minimum inhibitory 

concentration 

The results of investigating the minimum 

inhibitory concentration of each of the heavy metals 

including tin, copper, chromium, and nickel, 

separately on the isolated bacteria are collected in 

Table 3. According to the results obtained from this 

research, it was found that two types of bacteria 

among the studied bacteria had the highest 

resistance to the studied heavy metals. These two 

bacteria were: bacteria isolated from wastewater 

sample No. 3 (Table 3), which was identified as 

gram-negative bacteria with double cells, and the 

other bacteria isolated from wastewater sample No. 

4, which was identified as gram-negative bacillus 

Negative with needle-shaped colony morphology on 

the plate. The first well in which the bacteria did not 

grow compared to the positive and negative controls 

contains the minimum concentration of the heavy 

metal at which the bacteria would not grow (MIC). 

The positive control only includes LB broth medium 

and bacteria, and the negative control includes LB 

broth medium and the desired heavy metal. 

Molecular identification of strains and ribotyping 

Genomic DNA extraction from these two 

bacteria is without protein and RNA contamination 

and is suitable for polymerase chain reaction. 

Examining the product resulting from the 

polymerase chain reaction on genomic DNA 

samples showed that the reaction was performed 

correctly and a product with a size of 1500 bp was 

created. Then the PCR product was sent to 

Macrogen Korea to determine the sequence and 

identify the bacteria. The result of their gene 

sequence and blast sequence in the NCBI gene bank 

showed that gram-negative double bacillus resistant 

to all four studied metals, with an identity equal to 

99% and E.value equal to zero in the NCBI gene 

bank, was shown to be similar to Enterobacter 

species. Also, the negative worm bacillus with a 

needle-shaped colony with an identity of 99% and 

an E value of zero was shown to be similar to the 

Pseudomonas aeruginosa strain. 

Discussion  

In the study of KIM et al., the isolated 

endophytic bacteria showed a high ability to adapt 

to several metals. At a concentration of 10 mg/liter 

of heavy metals, this bacterium was able to 

specifically remove cadmium, lead, and copper 

metals by 78.75, 80.48, and 21.25% respectively 

during 24-hour incubation. In the present study, two 

types of bacteria, Enterobacter and Pseudomonas, 

showed the highest resistance to heavy metals 

nickel, chromium, copper, and tin compared to other 

bacteria isolated from the effluent and soil of the 

electroplating factory. In this research, it was found 
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that the isolated Enterobacter can grow in the 

presence of concentrations of 743 mM nickel, 24 

mM chromium, 157.38 mM copper, and 400 mM 

tin. Also, the isolated Pseudomonas can grow in the 

presence of concentrations of 743 mM nickel, 24 

mM chromium, 78.69 mM copper, and 400 mM tin. 

Conclusion 
The purpose of this study was to isolate a native 

bacterial species that is resistant to nickel, 

chromium, tin, and copper metals so that they can be 

used in the future to remove heavy metals from the 

environment. In this regard, 9 different bacterial 

strains were identified and investigated, among 

which Enterobacter and Pseudomonas showed the 

most resistance. By investigating and studying 

metal-resistant bacteria, these bacteria can be used 

in the biological treatment of wastewater containing 

heavy metals. 
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 چکیده
 

  با   فلزات  این  به  مقاوم  هایباکتری  از   سمی، استفاده  فلزات  حذف  برای  راهکارها  بهترین  از  یکی:  زمینه و هدف

های مقاوم به قلع، مس، کروم و نیکل از باشد. هدف از این پژوهش، جداسازی باکتری می   زیستی  سازی پاك   فرایند
 باشد.های صنعتی و شناسایی مولکولی آنها می پساب 

آوری گردید.  های آبکاری واقع در استان تهران، پساب آلوده به فلزات سنگین جمع ابتدا از کارخانه :  هاروش مواد و

های رشدیافته های مشخص از فلزات سنگین کشت داده و باکتریحاوی غلظت  LB Agarنمونه پساب بر روی محیط  
باکتری  روی  بر  گردید.  )جداسازی  رشد  مهارکننده  غلظت  حداقل  رشدیافته،  روش  MICهای  با  سنگین  فلزات   )

با کمك پرایمرهای    PCRژنومی دوسویه با بالاترین میزان مقاومت، تخلیص و    DNAمیکروبراث دایلوشن انجام شد.  
 شد و ریبوتایپینگ انجام گردید. سکانس نیی تع PCRمحصول اختصاصی انجام شد. 

فلزات سنگین،  :هایافته و کوکوباسیل گرم منفی جداسازی    9تعداد     از پساب حاوی  و منفی  باسیل گرم مثبت 

از خود نشان دادند.    MICگردیدند. دوسویه باسیل گرم منفی، بیشترین مقاومت نسبت به فلزات سنگین را در آزمایش  
 این دوسویه بر اساس نتایج تعیین توالی، تحت عناوین انتروباکتر و سودوموناس شناسایی گردیدند. 

دوسویه با بالاترین مقاومت به چهار فلز از پساب کارخانجات آبکاری جدا شدند و به روش ارزیابی    :گیرییجه نت

های حاوی فلزات  ها در تصفیه زیستی پساب توان از این باکتریفیلوژنتیك مورد شناسایی مولکولی قرار گرفتند. می
 سنگین استفاده کرد.
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 2، شمارة 3۱، دورة ۱403 خرداد و تیر سبزوار،دانشگاه علوم پزشکی 

سنگین  مقادیر  بالارفتن  باعث  موضوع  این  فاضلاب   در  فلزات 
.  (3شود )می   خانهتصفیه   از  خروجی  پساب  نهایت  در  و  شهری 
است    g/cm3    5از    بیش   تراکم  با   فلزات  از  گروهی  سنگین  فلزات

 به   تمایل  نتیجه  در  و  مانندمی  باقی  طبیعت  (. این فلزات در4)
فلزات    غذایی  زنجیره  در  تجمع این  از  مقادیری  اگرچه  دارند. 

صورت طبیعی در محیط وجود دارد اما حضور بیش از اندازه به
های انسانی  عنوان آلودگی در اکوسیستم، عمدتاً از فعالیت آن به

می به جهانی گیرد. سطحنشأت   سال 150 در فلزات آلودگی 

) برابر 4000 از بیش گذشته است  تماس5شده   فلزات با (. 

 نارسایی سلولی، پیری  اختلالات عصبی،  سبب  تواندمی  سنگین 

) سرطانزایی و کلیوی  و کبدی  فلزاتی   (.6شود  اساس  این  بر 
های خطرناك چون کروم، نیکل، قلع و مس در لیست آلاینده

ایجاد میقرار    های روش که گردددارند. مشکل اساسی زمانی 

را    -فیزیکو پساب  از  سنگین  فلزات  حذف  توانایی  شیمیایی 
باشند،زیرا  زمانی  شیمیایی  -فیزیکی های روش بیشتر نداشته 

فلزات که  در آلوده های محیط  در سمی و سنگین غلظت 

 و هستند غیرمؤثر باشد، لیتر در گرممیلی   100 تا 10 محدوده
 داده است که نشان مختلف های (. پژوهش۷نیستند ) اقتصادی 

بیولوژیکیروش  و  بهینه  اقتصادی  شرایط توانند می  های 
با  در را کارآمدی  شیمیایی های روش سایر  مقایسه   فیزیکو 

استفاده دهه چند در کنند. فراهم  بیولوژیکی عوامل از اخیر، 

آب سمی فلزات بازیافت و حذف برای  فلزات  های از  به  آلوده 
)  شده بررسی  سنگین از ۸است  استفاده  مزایای  از   .)

بازیافت  میکروارگانیسم  قابل  و  آنها  بالای  کارایی  و  بازدهی  ها، 
های (. بنابراین شناسایی میکروارگانیسم 9باشد )بودن فلزات می

مقاوم به فلزات نقش مهمی را در رابطه با آلودگی محیط و نهایتاً  
این محیط ایفا میتیمار  به ها  با توجه  این صورت که  به  کند. 

پساب در  فلزات  از  برخی  بالای  به سطوح  و  در  ها  کلی  طور 
ها، مکانیسم مقاومتی را های آلوده به فلز، میکروارگانیسم محیط 

می گونه ایجاد  انتخاب  به  منجر  که  توانایی  کنند  با  مقاوم  های 
انجام این (. بنابراین هدف از  10شود )تحمل سمیت فلزی می

باکتری  شناسایی  و  جداسازی  فلزات  پژوهش،  به  مقاوم  های 
 . باشد های صنعتی می سنگین قلع، مس، کروم و نیکل از پساب

 مواد و روش. 2

در دانشگاه پیام     4۷3۸2این مطالعه تجربی تحت شماره  
 نور به شرح زیر اجرا گردید: 

آبکاری نمونه  صنایع  خاک  و  پساب  از  به    : گیری  مراجعه  با 
گیری از پساب های صنعتی آبکاری واقع در تهران، نمونهکارخانه

گیری گیری و ایمنی، نمونه کارخانه با رعایت تمامی اصول نمونه
نمونه پساب و   4در ظروف دربسته و استریل انجام شد. جمعاً  

آوری و برای انجام سه نمونه خاك از کارخانجات آبکاری، جمع
 (.  11های بعدی سریعاً به آزمایشگاه انتقال داده شدند )آزمایش

نمونه  از  باکتری  جمع جداسازی  منظور  به   : شده آوری های 
های مقاوم به فلزات سنگین از پساب کارخانه جداسازی باکتری 

اول،   مرحله  در  نمونه   100آبکاری،  از  های میکرولیتر 
  ppm  50  دارای غلظت  LB Agarشده به روی محیط  آوری جمع

داده شد.   قلع و مس کشت  نیکل،  فلزهای کروم،  از  از هریك 
گراد نگهداری درجه سانتی   3۷ساعت در    24ها به مدت  پلیت 

ها از لحاظ رشدکردن یا رشدنکردن باکتری،  گردید. سپس پلیت
های مختلفی از باکتری بررسی شدند. از نظر مورفولوژی، کلنی 

سازی منظور خالصرشد کرد. به   LB Agarبر روی سطح پلیت  
به کلنی  کلنی  هر  روها،  بر  جداگانه  پلیت  طور    LB Agarی 

ساعت در دمای    4۸صورت خالص کشت داده شد و به مدت  به
 گراد نگهداری گردید.درجه سانتی  30

آمیزی گرم و مورفولوژی بررسی  های رشدیافته از نظر رنگ کلنی 
 شد. 

بررسی میزان  منظور  به   : تهیه محلول اولیه از فلزات سنگین 
های جداشده از پساب کارخانه آبکاری، به فلزات  مقاومت باکتری 

سنگین مس، قلع، کروم و نیکل، ابتدا یك محلول اولیه با غلظت  
 تهیه گردید. 1بالا از هریك از فلزات طبق جدول 

 

 سنگین موردبررسی . تهیه استوک کار از فلزات  ۱جدول  

 غلظت اولیه  فلز 
ppmغلظت نهایی به   یا    

mg/Litre 

 50000 1000 کروم 
 50000 ۸50 نیکل 

 50000 420 قلع 

 50000 ۷۸۷ مس 
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باکتری  مقاومت  جداسازی بررسی  فلزات  های  به  شده 
های جداشده نسبت  باکتری منظور بررسی مقاومت  به   : سنگین 

به فلزات سنگین قلع، مس، کروم و نیکل، تعیین حداقل غلظت  
( باکتری MICبازدارندگی  این  روی  موردمطالعه  فلزات  ها  ( 

تازه بر روی محیط  صورت گرفت. ابتدا از باکتری موردنظر کشت 
LB    مدت به  و  تهیه شد  دمای    1۸آگار  در  درجه    3۷ساعت 

باکتری سانتی  از  هریك  از  سپس  گردید.  گرمادهی  های گراد 
شده طبق روش استاندارد، غلظتی معادل غلظت  کشت دادهتازه

های مختلف از هریك  (. غلظت 12نیم مك فارلند تهیه گردید )
از استوك     N1 V1 = N2 V2از فلزات موردمطالعه طبق فرمول  

خانه اضافه   96اصلی محاسبه و به هر ویال از ستون میکروپلیت  
خانه استفاده گردید.    96های  بدین منظور از میکروپلیت  گردید.

گردید،   تهیه  آن  فارلند  مك  نیم  که  باکتری  نمونه  هر    50از 
میکرولیتر به هر ویال از ستون میکروپلیت اضافه گردید. سپس  

ماکرولیتر    300به حجم نهایی    LB هر ویال با استفاده از محیط  
چاهك شد.  بهبه   12و    11های  رسانده  کنترل  ترتیب  عنوان 

ساعت    24ها به مدت  مثبت و منفی استفاده گردید. میکروپلیت
گراد نگهداری گردید. بعد از گذشت  درجه سانتی   3۷در انکوباتور  

میکروپلیت  24 غلظتساعت،  در  باکتری  رشد  نظر  از  های ها 
مختلف از فلزات با مقایسه کدورت هر چاهك، با چاهك کنترل  

 (. 13فی، مقایسه شدند )مثبت و چاهك کنترل من 
های با بیشترین مقاومت به  سویه   نگ ی پ ی بوتا ی ر   شناسایی و 

از اطلاعات حاصل از مرحله کشت باکتری در   : فلزات سنگین 
غلظت  حاوی  در  محیط  سنگین  فلزات  از  مختلف  های 

بالاترین  میکروپلیت  که  باکتری  دو  و   MICها،  داشتند  را 
بیشترین مقاومت را نسبت به تمامی فلزات قلع، مس، کروم و 

به  و  شدند  انتخاب  دادند،  نشان  موردمطالعه  منظور  نیکل 
استخراج   باکتریایی،  سویه  نوع  و    DNAشناسایی  ژنومی 

 ریبوتایپینگ انجام گردید.

شرکت    DNAژنومی با استفاده از کیت تخلیص    DNAاستخراج  
( و طبق پروتکل موجود Catalog No. PD115-050پویاژن آزما )

پرایمرهای   از  استفاده  با  ریبوتایپینگ  شد.  انجام  کیت  در 
انجام گردید. پرایمرها  2موجود در جدول   16srRNAتخصصی 

،  NCBIآن در سایت    Blastهای بیوانفورماتیك و  بعد از بررسی 
 (.2برای سنتز به شرکت ماکروژن کره ارسال گردید )جدول

 

 . توالی پرایمرهای مورداستفاده برای ریبوتایپینگ 2جدول  

 ترادف پرایمر  نقطه ذوب  ( bpاندازه باند ) 

1500 54 F: AGA GTT T GAT CCT GGC TCA G 
R: GGT TAC CTT GTT ACG ACT T 

 

های ( برای شناسایی باکتری PCRای پلیمراز )واکنش زنجیره 
مستر میکس    X2میکرولیتر     5/12کردن  موردمطالعه، با اضافه 

فوروارد،    1امپلیکون،   پرایمر  از  پرایمر    1میکرولیتر  میکرولیتر 
میکرولیتر آب مقطر    5/9ژنومی و    DNAمیکرولیتر    1ریورس،  

نهایی   حجم  در  برنامه  25و  گردید.  انجام   دمایی  میکرولیتر 

دناتوراسیون  مورداستفاده  درجه 94 دمای  با اولیه شامل 

برای   5 برای گرادسانتی   درجه 94 سیکل    35دقیقه، 

آنلینگ ثانیه،  30 گرادسانتی   به گرادسانتی  درجه 54 دمای 

 مدت به و گرادسانتی  درجه ۷2 در Extension و ثانیه 30 مدت

و 90  درجه ۷2 در انتهایی Extension نهایت در ثانیه 

گردید.   دقیقه و برای یك سیکل انجام 5 مدت به و گرادسانتی 
واکنش،  به محصول  وجود  از  اطمینان  از    5منظور  ماکرولیتر 

درصد ران گردید. بقیه محصول    1در ژل آگارز     PCRمحصول  
زنجیره  بهواکنش  پلیمراز  به  ای  سکانس  تعیین  انجام  منظور 

  PCRسازی محصول  شرکت ماکروژن کره ارسال گردید. خالص 
 توسط شرکت ماکروژن کره صورت گرفت. 

در    blastپس از تعیین سکانس، سکانس با استفاده از برنامه  
های موردمطالعه ، مورد بررسی شد و نوع سویه NCBIبانك ژنی  

 مشخص گردید. 

 هایافته.  3

 ها جداسازی باکتری 

پس از کشت اولیه پساب کارخانجات آبکاری بر روی محیط  
LB Agar    حاوی غلظتppm  50    ،از فلزات سنگین موردمطالعه

پلیت پلیت  سطح  که  شد  مشاهده  شدند.  بررسی  از ها  ها 
است.  کلنی  شده  پر  مختلف،  مشاهده    9های  متفاوت  کلنی 

شده نشان داد که های خالصگردید. بررسی مورفولوژی باکتری 
شده تنوعی از شکل ظاهری از های خالصدر بین کلنی باکتری 

کنگره کلنی  محدب  کرمهای  خشك،  و  یا دار  لزج  و  رنگ 
و    3پساب شماره  های مربوط به  شکل وجود دارد. کلنیسوزنی 

 (.1اند )شکل در شکل مشخص شده  4پساب شماره 
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 هستند   4و پساب شماره    3ترتیب مربوط به پساب شماره  های حاصل از کشت: تصاویر اول و دوم در ردیف بالا از سمت راست، به کلنی .  ۱شکل  

 
کلنی رنگ گرم  باسیل آمیزی  از  مختلفی  تنوع  و ها،  ها 

های گرم مثبت را نشان داد.  های گرم منفی و باسیلکوکوباسیل 
باکتری  از  مورفولوژی  جداشده  شماره  های  پساب   3پساب  و 

 (.3و   2اند )شکل  نشان داده شده در شکل 4شماره 
 

 
:  D: کوکوباسیل گرم منفی.  C: باسیل بزرگ کشیده گرم مثبت و دارای اسپور.  B: باسیل ریز گرم منفی.  A: 4تا    ۱های  آمیزی گرم از کلنی رنگ .  2شکل  

 های گرم مثبت اسپوردار باسیل 
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: باسیل گرم منفی  B(.  3شده از نمونه پساب شماره  : باسیل گرم منفی )جدا Aجداشده از پساب و خاک.    9تا   5های  آمیزی سلول . رنگ 3شکل  

 های ریز گرم منفی. : باسیل Dهای گرم مثبت اسپوردار با زنجیره کوتاه.  : باسیل C(.  4شده از نمونه پساب شماره  )جداسازی 

 
 کنندگی  تعیین حداقل غلظت ممانعت 

کنندگی هریك از فلزات  نتایج بررسی حداقل غلظت ممانعت
 صورت جداگانه بر روی سنگین قلع، مس، کروم و نیکل به 

 
آوری گردیده است جمع  3شده در جدول  های جداسازی باکتری 

 (.3)جدول 
 

 ها به فلزات سنگینشده از پساب و خاک کارخانجات و میزان مقاومت آن های جداسازی . اطلاعات مربوط به باکتری 3جدول 

 20000 5000 156 312/ 5 باسیل گرم منفی  ۱پساب  

 20000 10000 1250 312/ 5 های تك باسیل   - باسیل گرم منفی  2پساب  

 20000 10000 2500 1250 دیپلوباسیل   - باسیل گرم منفی  3پساب  

 4پساب  
باسیل گرم مثبت با زنجیره    - دار کلنی خشك کنگره 

 بلند 
5 /312 5 /312 5000 20000 

 20000 5000 1256 625 صورت محدب ریز کلنی به   - کوکوباسیل گرم منفی  4پساب  

 20000 5000 2500 1250 شکل سوزنی کلنی    - باسیل گرم منفی  4پساب  

 20000 5000 312/ 5 625 باسیل اسپوردار گرم مثبت با زنجیره کوتاه  ۱خاک  

 20000 5000 625 312/ 5 باسیل اسپوردار گرم مثبت  2خاک  

 20000 5000 2500 156 شکل کلنی سوزنی   - باسیل گرم منفی  3خاک  

 
شده از این پژوهش مشخص گردید  با توجه به نتایج حاصل

باکتری  بین  از  باکتری  نوع  بیشترین  دو  موردمطالعه،  های 
به فلزات سنگین موردمطالعه داشته اند. این  مقاومت را نسبت 

شده از نمونه پساب دو باکتری عبارت بودند از: باکتری جداسازی 

های صورت باکتری گرم منفی با سلول ( که به 3)جدول    3شماره  
شده از نمونه  دوتایی مشخص گردید و دیگری باکتری جداسازی 

شماره   به3)جدول    4پساب  که  با  (  منفی  گرم  باسیل  صورت 
 سوزنی شکل بر روی پلیت قرار دارند. مورفولوژی کلنی 

 
 
 



 همکارانو  ایمهتا مجدن 
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  ppm: غلظت  2از کروم.    ppm  20000: غلظت  A-H  .:۱شده. های جداسازی های مختلف کروم در تعدادی از باکتری . بررسی مقاومت به غلظت 4شکل  

غلظت   : 7از کروم.    ppm  ۱500: غلظت  6از کروم.    ppm  2000: غلظت  5از کروم.    ppm  5000: غلظت  4از کروم.    ppm  ۱0000: غلظت  3از کروم.    ۱5000
ppm  ۱000    .غلظت  8از کروم :ppm  750    .غلظت  9از کروم :ppm  500   .غلظت  ۱0از کروم :ppm  250    .کنترل منفی ۱2: کنترل مثبت.  ۱۱از کروم: 

 
  ppmگردد که هرچه از غلظت  مشاهده می  4با توجه به شکل  

غلظت  250 کدورت  می   ppm   20000به سمت  میزان  رویم، 
می  کاهش  در باکتری  آن  در  باکتری  که  چاهکی  اولین  یابد. 

های مثبت و منفی، رشدی نشان نداده است،  مقایسه با کنترل 
باشد که در آن غلظت حاوی حداقل غلظتی از فلز سنگین می 

(. کنترل مثبت فقط شامل  MICباکتری رشد نخواهد داشت )

 LBو باکتری و کنترل منفی شامل محیط    LB brothمحیط  

broth  باشد. و فلز سنگین موردنظر می 
  DNAاستخراج  :  ها و ریبوتایپینگ شناسایی مولکولی سویه 

  RNAژنومی بر روی این دو باکتری بدون آلودگی پروتئینی و  
زنجیره واکنش  انجام  برای  و  مناسب می است  پلیمراز  باشد  ای 

 (. 5)شکل 

 
 ژنومی با کیفیت و خلوص بالا و بدون آلودگی.   DNAباند    2و    ۱شده.  از دو نوع باکتری انتخاب   DNA. نتیجه استخراج  5شکل  

 
ای پلیمراز بر روی  بررسی محصول حاصل از واکنش زنجیره 

درستی انجام شده  ژنومی نشان داد واکنش به   DNAهای  نمونه 
 (. 6ایجاد گردیده است )شکل  bp 1500و محصول با اندازه 
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شده،  استخراج   DNAبر روی      PCRمحصول واکنش    2و    ۱های شماره  های موردبررسی، چاهک باکتری   16Sژن    PCR. الکتروفورز محصول  6شکل  

   Kb  ۱لدر    4کنترل منفی، چاهک شماره    3چاهک شماره  

 
برای تعیین سکانس و شناسایی باکتری    PCRسپس محصول  

به شرکت ماکروژن کره ارسال گردید. نتیجه سکانس توالی ژنی  
نشان داد که باسیل دوتایی   NCBIآنها در بانك ژنی    blastو  

  identگرم منفی مقاومت نسبت به هر چهار فلز موردمطالعه، با  
بانك ژنی    E.valueدرصد و    99برابر   با  NCBIبرابر صفر در   ،

کرم   باسیل  همچنین  شد.  داده  نشان  شباهت  انتروباکتر  گونه 
  E.valueدرصد و    99برابر    identشکل با  منفی با کلنی سوزنی 

داده  نشان  آئروژینوزا شباهت  با سویه سودوموناس  برابر صفر، 
توالی ثبت  کد   , Gene Bank MH127458ها:  شد. 

MH150811.1   .بودند 

 گیریبحث و نتیجه.  4

توسعه  صنعتی  های فعالیت   توسط  سنگین  فلزات  آلودگی  و 
علت  تکنولوژیکی غیرقابل آلاینده  این  سمیت   به    تجزیه ها، 
 برای  جدی   تهدیدهای   زیستی  تجمع  و  آنها  بودن   بیولوژیکی

  که   است. هنگامی   کرده  ایجاد  عمومی  بهداشت  و  زیست   محیط
فلزی   مواد  یا   عنصر  درحالت  سنگین   فلزات آیند،  درمی  آلی 

بشری   سلامت   بر  توجهیقابل   تأثیرات  توانندمی    داشته   جوامع 
ترین عامل  روزافزون صنایع در دهه اخیر، مهمباشند. پیشرفت  

های آلوده صنایع مختلف آلودگی محیط زیست است و پساب
سازی، استخراج معادن و پتروشیمی باعث ورود مقدار مانند چرم

زیادی فلزات سنگین مانند کروم، کادمیوم، نیکل، کبالت، روی  
های سمی  (. حضور تراکم14گردد )و سرب به محیط زیست می 

فلزات در محیط، آثار زیانباری در سلامت انسان و حیوانات دارد  
 (. 15شود )خوردن تعادل و نظم اکوسیستم می و موجب برهم 

و    انتروباکتر  گونه  از  باکتری  نوع  دو  حاضر،  پژوهش  در 
سودوموناس بیشترین مقاومت را نسبت به فلزات سنگین نیکل،  

های جداشده از پساب کروم، مس و قلع نسبت به دیگر باکتری 
پژوهش   این  در  دادند.  نشان  خود  از  آبکاری  کارخانه  خاك  و 

جداسازی  انتروباکتر  که  گردید  در  مشخص  رشد  توانایی  شده، 
مولار کروم، میلی  24مولار نیکل،  میلی   ۷43های  حضور غلظت

و  میلی   3۸/15۷ مس  دارد. میلی   400مولار  را  قلع  مولار 
جداسازی  سودوموناس  حضور همچنین  در  رشد  توانایی  شده، 

 69/۷۸مولار کروم،  میلی   24مولار نیکل،  میلی   ۷43های  غلظت 
در سال     Guoرا دارد.  مولار قلع  میلی   400مولار مس و  میلی 

به   2010 اندوفیت  باکتری  فلزاتاز  حذف  و  تصفیه   منظور 

روی، مس سنگین  استفاده   و  کادمیوم، سرب،  محیط  از  کروم 
 EBL14 جداشده، نوع اندوفیت نوع 96 بین کرد. گو بیان کرد از

بالاتری   داد. نشان خود از سنگین فلزات حذف در راندمان 

حداقلی سرب،   سنگین فلزات کنندهممانعت  غلظت  کادمیوم، 
مس  مایع محیط  در باکتری  این رشد برای  کروم و روی، 

 24 طی گردید. گزارش مولمیلی  12و    10، ،  5،  4،  2 ترتیببه

مس باکتری این   ساعت کادمیوم،   ترتیببه را کروم  و سرب، 

  .(16کرد ) حذف درصد 3 و 21، ، ۷6، ، ۸4 حدود
زمینه   همین  سال    Zaidiدر  باکتریایی    2004در  سویه 

خاك  SJ-101باسیلوس   از  سنگین  را  فلزات  به  آلوده  های 
جداسازی کرد. نتایج نشان داد که این باکتری به فلز نیکل و 

 Abd- (1۷  .)(. 2004کروم مقاوم است )زیدی و همکاران، 

های مختلف از شده در غلظت های جداسازی بررسی باکتری 
با  که  داد  نشان  پژوهش  این  در  موردمطالعه  سنگین  فلزات 
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  12افزایش غلظت فلز در محیط باکتری رشد خود را با تأخیر  
کند، علت وجود تأخیر در ابتدای رشد باکتری و  ساعته آغاز می 

کاهش رشد آن با افزایش غلظت فلز، احتمالًا به دلیل افزایش 
 سمیت فلز و اثر بازدارندگی آن بر رشد باکتری است. 

بومی از پساب کارخانجات   باکتریایی های در این مطالعه گونه
فلزات نیکل، کروم،   ها بهاین باکتری  گردیدند.  آبکاری جداسازی

ها برای  توان از آنمیمقاوم هستند. در مطالعات آتی   قلع و مس
از سنگین  فلزات  راستا   حذف  این  در  کرد.  استفاده    9محیط 

سویه مختلف باکتریایی شناسایی و بررسی شد که در این بین 
انتروباکتر و سودوموناس بیشترین مقاومت را از خود نشان دادند.  

باکتری  مطالعه  و  بررسی  میبا  فلز  به  مقاوم  این های  از  توان 
پسابباکتری  زیستی  تصفیه  در  سنگین  ها  فلزات  حاوی  های 

 استفاده کرد. 

 تشکر و قدردانی 

نامه کارشناسی ارشد با همین عنوان  صورت پایاناین مطالعه، به 
نور تحت شماره   پیام  بدین    4۷3۸2در دانشگاه  اجرا شده که 

 گردد.وسیله از مسئولین مربوطه قدردانی می 

 اخلاقی  ملاحظات

موضوع تحقیق روی حیوانات آزمایشگاهی و انسان نبود بنابراین 
طبق قوانین دانشگاه، نیازی به اخذ کد اخلاق نبوده است. شماره  

 باشد.  می  4۷3۸2پایان نامه، 

  نویسندگان سهم

آن را بر    ی های ریگ یامور مربوط به مقاله و پ   سندگانینو  یتمام
 اند. عهده داشته 

 مالی  حمایت

بــــا کد  دانشگاه پیام نور  قاتیمعاونت تحق  تیطرح با حما نیا
 .رفتیانجام پذ 4۷3۸2طرح 
  منافع  تضاد

.گونه تعارض منافعی بین نویسندگان وجود نداردهیچ
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