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 ..... میکنند  سیراب   چشمانشان   عشق   سارپراز   چشمه  از   را   وجودم   لحظه   هر   که   مادرمهربانم   پدر   ب   تقدیم 

  و   سلامت   از   سرشار   محیطی   که   معرفت   و   عشق   از   آکنده   قلبی   از   دانی   قدر   پاس   ب   همسرم   ب   تقدیم 
 است  آورده   فراهم   من   برای   آسایش   و   آرامش   و   امنیت 
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 تشکر و قدرانی : 
زیزم   و بالندگی کشور ع رصه علم و فن آوری در جهت رشد  اکنون که این تحقیق ثمره ماه ها تلاش و کوشش بی وقفه اینجانب در ع

زیزان با این حقیر است. ایران است، مرهون زحمات خستگی    ناپذیر اساتید محترم و همفکری و شراکت معنوی این ع

 دکتر شیده موجرلو   و   لذا بر خود لازم می دانم از جناب آقای دکتر پرویز حیدری 

دانسته های علمی خود را  که همواره با بینش دقیق علمی خود و با روی گشاده بنده را یاری داده اند قدردانی نمایم. بحق که بسیاری از  
زیزان می باشم.   مدیون لطف و عنایت این ع

همگی   خاص فرما که  نظری  نمودند  یاری  را  حقیر  مختصر  این  در تهیه  دوستانی که  و  نمودم  استفاده  آثارشان  از  زیزانی که  تمامی ع الهی بر 

چند   هر  تحقیق  این  باشد که  تو هستیم.  عشق  و کیمیای  گاه  ن اکسیر  آن  محتاج  فعالیت  سخت  زمینه  این  در  دیگران که  استفاده  مورد  ناچیز، 

 خواهند کرد قرار گیرد. 
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اینجانب زهرا اشرفی دانشجوی دوره کارشناسی ارشد رشته بیوتکنولوژی گیاهی دانشکده کشاورزی دانشگاه  

بومی وسازگار شده به سرب   هایسویه آنالیز ژنومی و سلولی بین صنعتی شاهرود نویسنده پایان نامه 

 شوم. تحت راهنمائی دکتر پرویز حیدری متعهد می   Microbacterium oxydansباکتری 

 تحقیقات در این پایان نامه توسط اینجانب انجام شده است و از صحت و اصالت برخوردار است .

 در استفاده از نتایج پژوهشهای محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شده است . •

ازی در هی  جا ارائه نشطده  مطالب مندرج در پایان نامه تاکنون توسطط خود یا فرد دیگری برای دریافت هی  نو  مدر  یا امتی •

 است .

کلیه حقوق معنوی این اثر متعلق به دانشطگاه صطنعتی شطاهرود می باشطد و مقاست مسطتارج با نام ش دانشطگاه صطنعتی شطاهرود     •

 « به چاپ خواهد رسید .  Shahrood  University  of  Technology« و یا ش  

صططلی پایان نامه تیثیرگرار بوده اند در مقاست مسططتارج از پایان نامه  حقوق معنوی تمام افرادی که در به دسططت دمدن نتایا ا •

 رعایت می گردد.

در کلیه مراحل انجام این پایان نامه ، در مواردی که از موجود زنده ) یا بافتهای دنها ( اسطتفاده شطده اسطت بطوابط و اصطو    •

 اخلاقی رعایت شده است .

در کلیه مراحل انجام این پایان نامه، در مواردی که به حوزه اطلاعات شاصی افراد دسترسی یافته یا استفاده شده است اصل   •

                                                                                                                                                                      نی رعایت شده است .رازداری ، بوابط و اصو  اخلاق انسا

                                                                                      تاریخ                                                                     

 امضای دانشجو 
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 مالکیت نتایج و حق نشر 

کلیه حقوق معنوی این اثر و محصوست دن )مقاست مستارج ، کتاب ، برنامه های رایانه ای ، نرم افزار ها و   •

در  تجهیزات ساخته شده است ( متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود می باشد . این مطلب باید به نحو مقتضی  

 تولیدات علمی مربوطه ذکر شود . 

 . بدون ذکر مرجع مجاز نمی باشد  موجود در پایان نامهاستفاده از اطلاعات و نتایج   •
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 چکیده
های انسانی و صنعتی شدن باعث افزایش غلظت عناصر مضر مانند فلزات سنگین در اکوسیستم شده و  فعالیت

یکی از عناصر فلزی سنگین است که اثرات   (Pb (II)) اثرات ماربی بر سلامت غرای موجودات زنده دارد. سرب

ها به عنوان موجودات با تنو  بسیار باس، به عنوان باشی از میکروارگانیسم مضر بر موجودات زنده دارد. باکتری

 شوند. در مطالعه حابر، اثرات طوسنی مدت دلودگی سرباستفاده می ای دخیل در فرایند پاسیش زیستی سربه

(LTC) های بکار گرفته  حت یک سیستم واکشت مداوم بر میزان رشد، پتانسیل زیست پاسیی سرب، مکانیسمت

 Microbacterium oxydansباکتری    CM7و    CM3تغییرات مورفولوژیکی دو سویه    ،شده زیست پاسیی سرب

ها را تحت تاثیر قرار  بهینه سویهو دما   pH تواند می LTC دهد کههای ما نشان می یافته مورد بررسی قرار گرفت.

اولیه    هایسویه در مقایسه با   باکتریایی را در محیط دارای سرب  هایسویه قادر است نرخ رشد   همچنین دهد و

افزایش یافت. زیست   pH 6.5 به شدت در  LTC هایسویه افزایش دهد. علاوه بر این، پتانسیل زیست پاسیی سرب  

مورد تجزیه و تحلیل     SEM ی و درصد عناصر با استفاده از میکروسکوپ الکترونیها از نظر توپوگراف توده سویه

مورد مطالعه را تغییر    هایسویه تواند شکل سلو  و ابعاد سلو   نمی  LTC قرار گرفت. مشاهدات ما نشان داد که 

در زیست توده   ربو س  فسفر کند. علاوه بر این، ما بین درصد هر چند تغییراتی در ماده ژنتیکی ایجاد می  ،دهد 

سولفات سرب و    هایی چونبه صورترا   ها سربدهد این سویههمبستگی یافتیم، که نشان می  LTC هایسویه 

برای کاهش سمیت بیشتر رسوب داده این،  فسفات سرب  بر  را در دیواره سلولی   تجمع سرب   LTCاند. علاوه 

مورد مطالعه تشایص داده نشد که نشان    هایسویه در ژنوم   Pbr ها کاهش داده بود. همچنین، ناحیه اپرونسویه

 .اند های سرب برای خروج سرب از سیتوپلاسم استفاده کردهاز سایر انتقا  دهندهاحتماس  ها دهد دنمی

های  های پیوسته، زیست پاسیی، عناصر سنگین، مکانیسمباکتری، واکشت هایسویهجهش،  کلمات کلیدی:

 مقاومت به سرب 
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 مقدمه

فعالیت و  اثر صنعتی شدن  )در  عناصر سنگین همچون سرب  انسان، غلظت  کادمیوم  (،  Pbهای 

(Cd ( مس ،)Cu ( و نیکل )Ni  در کره زمین افزایش یافته است. ورود این عناصر به چرخه غرایی برای )

بسیار خطرنا  می انسان  باس در خا  است که  سلامتی  فراوانی  با  از جمله عناصر سنگین  باشد. سرب 

یکی از عوامل ایجاد    عملکرد بیولوژی ندارد و سبب اختلا  در سیستم عصبی و گوارشی شده و بعنوان

(. همچنین سرب با دسیب زدن به سلو  باعث  Bueno et al., 2008کننده سرطان شناخته شده است )

می زنده  درموجودات  اکسیداتیو  متابولیسم تنش  میزان  و  دن، رشد  نتیجه  در  و  کاهش  شود  سلولی  های 

های ماتلفی  ا  از محیط، روش (. جهت کاهش یا حرف این عناصر خطرنKushwaha et al., 2018یابد )می

های فیزیکی مانند  های فیزیکی، شیمیایی و زیستی اشاره کرد. روش توان به روش ارائه شده است که می 

ی هستند که در مقیا  گسترده قابل  یهاجابجایی مواد دلوده، شستشو و تفکیک مواد دلوده از جمله روش 

از روش  یا  باشد. روش بر میمیایی هزینههای شیاستفاده نیستند و همچنین استفاده  های زیستی حرف 

ها  ها و باکتریها از گیاهان، قارچنامند که در این روش کاهش سمیت عناصر سنگین را زیست پاسیی می

 .(Heidari and Panico, 2020) شود استفاده می

شوند  کره زمین یافت میها که از جمله موجودات با تنو  بسیار باس هستند که در اکثر نقاط  باکتری

شوند. مطالعات نشان  و در صنایع ماتلف همچون پزشکی، کشاورزی، صنعت و محیط زیست استفاده می

باکتریایی مقاومت باسیی به سمیت عناصر سنگینی همچون سرب دارند.    هایسویه داده است که برخی از  

های  توان استفاده کرد. باکتریمی  ی همچون طلا و مسش ها جهت استاراج عناصر با ارزهمچنین از دن

های مقاوم  اند. باکتریهای ماتلف دلوده فلزات سنگین جداسازی و شناسایی شدهمقاوم به سرب از نمونه

پلاسمی و یا در درون دیواره سلولی،  پری  یهای ماتلفی همچون تجمع عناصر سمی در غشااز مکانیسم

کنند. در این  های غیر محلو  استفاده میاصر سمی به فرمتجمع در سطا سلو  و تباد  یونی و تبدیل عن

ها عواملی همچون ساختار ژنتیکی باکتری، ترکیبات متصل به دیواره سلولی )مانند لیپیدها، پلی  مکانیسم

از طرف    پاسیی دن دارد. ها( نقش مهمی در میزان مقاومت باکتری و پتانسیل زیستساکاریدها و پروتئین
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، غلظت عناصر و میزان اکسیژن در برهمکنش بین عناصر و سلو   pHطی مانند دما، میزان  دیگر عوامل محی

گرارند. لرا در یک سیستم زیست پاس بایستی سطا باکتری موثر هستند و بر کارایی زیست پاسیی تاثیر می 

 . (Heidari and Sanaeizadeh, 2020)  بهینه این عناصر تعیین و اعما  گردد

ها در بلند مدت  تواند بعلت وجود عناصر سمی در محیط رشد دنها میر باکتریایجاد مقاومت د 

. در نتیجه این تغییرات  شوند های زیست پاسیی  باشد و این عناصر سبب تغییراتی در ماده ژنتیکی و مکانیسم

هر دو  . این احتما  وجود دارد که  یابند میجدیدتر با مقاومت بیشتر تولید و گسترش    هایسویه   ،)جهش(

ماده ژنتیکی باکتری )کروموزوم و پلاسمید( تحت تاثیر این جهش قرار گیرند. لرا این احتما  وجود دارد  

ها رخ دهد که سبب تغییرات در ساختار دیواره  در باکتری   یهایکه تحت سمیت بلند مدت عناصر جهش

 سلولی شود و در نتیجه مقاومت به این عناصر افزایش یابد.

مطالب ذکر شده بررسی این موبو  که دیا کشت بلند مدت یک باکتری در محیط  با توجه به  

مقاوم ایجاد کند؟ این تحقیق طرح گردید. در این پژوهش از دو    هایسویه تواند  دلوده به عناصر سمی می

مقاوم به سرب استفاده شد و    هایسویه بعنوان    Microbacterium oxydansباکتری   CM7و   CM3سویه 

های  های دارای سرب واکشت شدند و در نهایت پتانسیل و مکانیسمها بصورت بلند مدت در محیط  هاین سوی

 اولیه مورد مقایسه قرار گرفت.  هایسویه زیست پاسیی و تغییرات در شکل و ماده ژنتیکی دنها با 

 در کل اهداف این تحقیق شامل موارد زیر بود: 

 های دلوده به سرب در محیط  M. oxydansمطالعه تغییرات سلولی باکتری  -

 ها زایی سرب بر باکتریبررسی میزان جهش -

 مورد بررسی  هایسویه تعیین تغییرات در پتانسیل  -
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 کلیات 2

 فلزات سنگین  2-1

که امروزه بسیار مورد توجه قرار    باشد میدلودگی فلزات سنگین یک مشکل زیست محیطی جهانی            

پریر  های مرسوم، فلزات سنگین به طور کلی پایدار هستند و زیست تاریباست. برخلاف دسینده   گرفته

ها در  دسینده  های انسان و صنعتی شدن، میزان اینها بسیار کم است. با فعالیتنیستند، اگرچه غلظت دن

های زیست  ترین نگرانیدلودگی فلزات سنگین یکی از مهم  .باشد میمحیط زیست هر روز در حا  افزایش  

با گرشت زمان در محیط جمع می فلزات سنگین سمی  و حیات  محیطی در سراسر جهان است.  شوند 

   .(Heidari and Panico, 2020)  کنند موجودات زنده را به شدت تهدید می

فلزاتی که بیشترین پتانسیل سمی برای محیط زیست را دارند شامل، سرب، کادمیوم، درسنیک،  

فلزات سنگین غیر بروری    .(Dong et al., 2011; Nabulo et al., 2010)  هستند روی، کروم، جیوه و مس  

شوند. بر این اسا  مانند جیوه، سرب و کادمیوم در هر غلظتی برای محیط زیست سمی در نظر گرفته می 

شاید بزرگترین منابع طبیعی محیطی فلزات سنگین، انتشار دتشفشان،    .شودبه دنها فلزات سمی گفته می 

 ,Fergusson et al., 1990; Malik)ها باشد  ها در دریای عمیق و دبفشانها، دریچه جنگل  دتش سوزی

بیشتر .  (2004 را  انسان  زندگی  که  فلزاتی  جمله  کادمیوم،    از  سرب،  شامل؛  دهند  می  قرار  شعا   تحت 

بندی نایبر و ریچاردسون عناصر سنگین به  تقسیم  باشد. بر اسا  درسنیک، دلومینیوم، جیوه و کروم می

 Nieboer and)باشد    20تر از  ها بیش شود که عدد اتمی دنها اطلاق میهای دنتعدادی از فلزات و یون

Richardson, 1980) توان به کادمیوم، روی، سرب، مس، نیکل، جیوه و کروم  . ازجمله عناصر سنگین می

مهم از  جیوه  و  کادمیوم  سنگین سرب،  فلزات  بین  در  کرد.  دلوده اشاره  اثر  کنندهترین  در  که  ها هستند 

. دلودگی محیط زیست با فلزات سنگین سمی (Bai et al., 2008)شوند  ی مدرن انسانی تولید میهافعالیت

همراه با پیشرفت صنعتی در جهان در حا  گسترش است. مشکل خاص مرتبط با فلزات سنگین در محیط،  

-. دلودگی زیستگاه(Pino et al., 2006)  باشد میها در طبیعت  ها در زنجیره غرایی و ماندگاری دنتجمع دن

این مواد و    های صنعتی و کشاورزی به دلیل سمیتای طبیعی توسط فلزات سنگین از طریق فعالیته
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 ,.Bahadir et al)تواند بر سلامت موجودات و محیط زیست تاثیر منفی بگرارد  ها، میمشکل در اصلاح دن

2007). 

 عوارض وخطرات فلزات سنگین  2-2

فلزات سنگین علائم و خسارات متعددی دارند. درگیاهان، این عناصر قادر به جلوگیری از طویل  

دنزیمی و نیز باعث وارد شدن دسیب اکسیداتیو به غشاها های  ها، کاهش فتوسنتز، کاهش فعالیتشدن ریشه

اختلا  در تعاد ، سرد   . تجمع فلزات سنگین در بدن انسان منجر به(Shah and Klessig, 1999) شوند می

پاها، گوارشی، شدن  مشکلات  پوستی،  تحریکات  ایمنی،  ناراحتی  نقص  افزایش  خستگی،  و  قلبی  های 

  شود.پریری، ایجاد حساسیت، فراموشی و گیجی میفشارخون، تحریک 

 سرب 3-2

اتمی باس است که در صنایعی   ت و یک عنصر پایدار با عددترین فلزات سمی اس سرب یکی از مهم    

.  (Tong et al., 2000)کاری و محافظت در برابر اشعه کاربردهای زیادی دارد  سازی، لحیم از جمله باتری

سبب   و بیولوژی ندارد خا  است که عملکرد  در ترین فلزات سنگین موجود همچنین سرب ازجمله فراوان

است   به عنوان یکی ازعوامل ایجادکننده سرطان شناخته شده اختلا  درسیستم عصبی و گوارشی شده و

(B Y M Bueno et al., 2008)  سرب یک عنصر غیر بروری برای بدن انسان است و مصرف بیش از حد .

تم عصبی، اسکلتی، گردش خون، دنزیمی، غدد درون ریز و سیستم ایمنی بدن  تواند به سیساین فلز می

. سرب به دلیل سمیت باس و ماندگاری طوسنی مدت دن در  (Ferraro et al., 2015)افراد دسیب برساند  

است   محیط  تجمعی  سم  در  (Lam et al., 2007)یک  و  نیست  برخوردار  بیولوژیکی  اهمیت  از  سرب   .

   .(Bruins et al., 2000)های بسیار کم سمی است غلظت

( IIهمچنین سرب )  گرارد.سرب یک فلز فراگیر در محیط است که برتمام موجودات زنده تاثیر منفی می 

دهد  نسبت به فلزات اساسی مانند کلسیم و روی میل ترکیبی بیشتری را به گروه تیو  و اکسیژن نشان می

(Bruins et al., 2000)  گرم در لیتر سرب را به عنوان سطا مجاز بی خطر در دب  میلی  410. بنابراین
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گرم  میلی  80است این مقدار کمتر از  . هرچند که توصیه شده(Watt et al., 2000)اند  دشامیدنی توصیه کرده

ها، مهار فعالیت  ( در نتیجه تغییر در ترکیب اسیدهای نوکلئیک و پروتئینIIدر لیتر باشد. سمیت سرب )

دهد  یها، اختلا  در عملکرد غشا و فسفوریلاسیون، اکسیداتیو و همچنین تغییرات تعاد  اسمزی رخ م دنزیم

(Bruins et al., 2000). 

 اثرات سرب 1-3-2

قص در یادگیری، کاهش قدرت  های عصبی، بیش فعالی، ن دسیب به سلو   شاملانسان   اثرات سرب بر       

توان به تاثیر روی  جمله اثرات سرب بر گیاهان مید. همچنین از باش می دسیب به سیستم کلیوی  باروری و

اکسیداتیو اشاره کرد. سرب    تنشزنی برر و ایجاد  های دنزیمی و جوانهفعالیت  ها، مهاررشد و فتوسنتز دن

ها و رونویسی را مهار  ها باعث دناتوره شدن اسید نوکلئیک و پروتئین شده و فعالیت دنزیممیکروارگانیسم  در

 .(Heidari and Panico, 2020a; Malik, 2004)کند می

های زیستی  نمایی شود و منجر به بزرگسرب یک دسینده پایدار محیطی است که به درامی جمع می

زنجیره ماتلف  سطوح  میدر  غرایی  شناخته  های  تجمعی  سم  عنوان  به  بنابراین  و  است شود  شده 

(Choińska-Pulit et al., 2018; Flora et al., 2008; Lombardi et al., 2010).    دژانس حفاظت از محیط

با این حا ،    . ( سرب را در لیست پسماندهای غیر دلی خطرنا  قرار داده استEPAزیست ایاست متحده )

ها  تها و بافگونه عملکرد بیولوژیکی ندارد و اثرات سمی بر موجودات زنده دارد و در استاوانسرب هی 

 Jaishankar)دسیب برساند  DNAهای تواند به سیستم عصبی و رشتهشود و همچنین سرب می جمع می

et al., 2014; Tiquia-Arashiro, 2018)ها در محیط زیست بسیار  . دلودگی فلزات به دلیل ماندگاری دن

های تحت تیثیر و  دور را بر اکوسیستم تواند طیف وسیعی از عواقب زیانکننده است، زیرا نه تنها مینگران

زایی به سلامت انسان دسیب  زایی و سرطانبلکه از طریق اثرات جهش  ،ند محیط زیست مرتبط ایجاد ک

 .(Dong et al., 2011; Pérez-de-Mora et al., 2006)رساند می
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 راهکارهای اصلاح و پالایش فلزات سنگین 4-2

های ماتلفی بر حسب نو  ماده دلوده  های دلوده به سرب، روش جهت کاهش سمیت یا پاسیش محیط      

اند. به طورکلی سه روش برای اصلاح و پاسیش  شده، سطا دلودگی و هدف از پاسیش ارائه و توسعه یافته

  - 3شیمیایی و  روش اصلاح  - 2روش اصلاح فیزیکی،  -1  است که شامل:  فلزات سنگین درنظرگرفته شده

 باشد.زیست پاسیی می

 های فیزیکی و شیمیایی روش 1-4-2

روش  )نظیر خا  اغلب  سنگین  فلزات  به  دلوده  مناطق  اصلاح  شیمیایی  و  فیزیکی  برداری،  های 

ترها و نانو غشاها و  لسات و جامد کردن و دفن کردن در زیر خا ، دب شویی، تیمارگرمایی، استفاده از فی

باشند. برخی ی دلوده می طور ساده شامل ایزوسسیون منطقه بسیار پرهزینه هستند و یا به   احیای الکتریکی(

روش  خا   از  ساختمان  و  حاصلایزی  زیستی،  فعالیت  بر  مضری  اثرات  نیز  خا   شستشوی  نظیر  ها 

رون  های مهندسی بسیار زیادی را هم در پی خواهند داشت و از نظر اقتصادی مقگرارند و از طرفی هزینه می 

 .(Siegel, 2002; Spiro and Stigliani, 2003; Gadd, 2010 )باشند به صرفه نمی

احتی از طریق  در مقایسه با مواد دلی، فلزات در محیط پایدار هستند و به دلیل سمیت و دبگریز بودن به ر

های سازگار  . لرا روش (Guittonny-Philippe et al., 2014)شوند  های فیزیکی و شیمیایی تاریب نمیروش 

 با محیط زیست و قابل استفاده در سطا گسترده همچون زیست پاسیی گسترش یافت. 

 زیست پالایی  2-4-2

ها و گیاهان در  ها، قارچصورت عمل باکتریهای جایگزین است که به پاسیی یکی از این روش زیست         

خطر و یا سطوح  شده تا یک سطا بیهای محیط زیستی تحت شرایط کنتر  کردن دسیندهتجزیه یا دگرگون

 Gadd, 2010; Nieboer and)شود  ی تعریف می گرارهای مقررشده توسط مراجع قانونتر از غلظتپایین

Richardson, 1980)زیستی فردیند  عنوان یک  به  پاسیی  زیست  کاهش سمیت    ،.  برای  زیادی  پتانسیل 

شود که در دن از  های دلوده دارد. زیست پاسیی به فرایندی گفته می فلزات سنگین مانند سرب از مکان
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های محیطی یا تاریب مواد مضر سمی به محیط  ها برای رفع یا کاهش دسیندهگیاهان یا میکروارگانیسم

می استراتژی(Gaylarde and Gaylarde, 2005)شود  استفاده  به  نسبت  محیطی  زیست  تصفیه  های  . 

های دلوده به فلزات  فیزیکوشیمیایی هزینه کمتری دارد و کاردمدتر است و اخیراً این روش در تصفیه خا  

 .  (Heidari et al., 2020a; Kalpana et al., 2018)سنگین گسترش بیشتری یافته است 

دهد و ابزاری ارزشمند برای مدیریت دلودگی محیط  زیست پاسیی کاربردهای متنوعی را ارائه می 

می به حساب  زنده  (Yakubu, 2007)دید  زیست  موجودات  توانایی  شامل:  پاسیی  زیست  اصلی  مزایای   .

انجام می بیولوژیکی  از یک محیط به محیط دیگر تجزیه  انتقا  مواد مضر  دهند،  بیولوژیکی که به جای 

دهد  اجازه می   های اصلاح و تنو  زیاد مواد جایگزین است که بنابراینهزینه کم در مقایسه با سایر روش 

 ,Yakubu)ها از جمله فلزات استفاده شود  بین بردن انوا  مواددسینده و دلودگی  این نو  فردیند برای از

های اصلاح، زیست پاسیی به عنوان یک روش عالی درنظرگرفته شده است که می . در میان روش (2007

 .(Bharali et al., 2018)با حداقل انرژی مورد نیاز ترمیم کند  ها را واند ساختار خا  و اکوسیستمت

ی که دارند بیشتر  ها بعلت تنو  باس و قدرت تطبیق پریری گستردههای زنده، باکتریدر بین سلو 

اند. در مطالعات متعددی زیست پاسیی باکتریایی برای کاهش و از  در زیست پاسیی مورد توجه قرار گرفته

 ;Gupta and Diwan, 2017)های دلی و فلزی استفاده شده است وط به دسیندههای مرببین بردن دلودگی

Shin et al., 2012)  . 

 توان زیست پاسیی را در دو باش اصلی تقسیم بندی کرد: در کل می

 ها( ها، مامرها و جلبکها، قارچها )باکتریزیست پاسیی توسط میکروب-1

، تثبیت گیاهی، دگرگونی گیاهی و تبایرگیاهی(  گیاه پاسیی )شامل استاراج گیاهی، تصفیه ریزوسفری-2

 است. 

پاسیی یک روش   ها کاربرد باسیی در زیست پاسیی دارند. زیستها، باکتریاز این میان میکروب

زدایی  ها برای سمها، مامرها و جلبکها، قارچهای زنده  شامل باکتریمقرون به صرفه با استفاده از ارگانیسم
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. با این حا ، فعالیت  (Dabir et al., 2019; Yadav et al., 2017)به فلزات سنگین است    های دلودهاز محیط 

 گردید  های مقاوم در برابر فلز  برداری از ذخایر طبیعی منجر به گسترش میکروارگانیسمفشرده انسان و بهره

.(Bruins et al., 2000) 

دهد، که به دلیل امکان بازسازی  ها یک راه حل جایگزین را نشان میاستفاده از میکروارگانیسم

جاذب زیست محیطی، مقرون به صرفه بودن، افزایش حرف فلز و بازیابی دسان برخی از فلزات ارزشمند،  

ها برای کاهش سمیت فلزات  استفاده از میکروارگانیسم(Heidari and Sanaeizade, 2020). سودمند است  

شود  رمانی همراه است، به عنوان یک روش دوستدار طبیعت شناخته میسنگین که معموسً با تکنیک گیاه د

(Cui et al., 2017; Kushwaha et al., 2018)توان برای  های باکتریایی متحمل فلزات سنگین را می . گونه

ها استفاده کرد.  های موجود از دناسا  پتانسیلزیست پاسیی فلزات سنگین مورد ارزیابی قرار داد و بر

های اخیر برای تصفیه  بیوتکنولوژی میکروبی به عنوان یک راه حل موثر و سازگار با محیط زیست در سا 

های دلوده به فلزات سنگین،  های جدا شده از مکانات سنگین پدید دمده است. بنابراین، باکتریزیستی فلز

 . (Malik, 2004)ترین کاندیداها برای تصفیه زیستی فلزات سنگین هستند مناسب

اند، از پتانسیل باسیی  جدا شدههای دلوده خا  و دب  باکتریایی که از نمونه  هایسویه همچنین،  

 ,.Dabir et al., 2019; Kang et al)برای استفاده در فرایند تصفیه بیولوژیکی سرب برخوردار هستند  

تواند بر تولید گیاه و سلامت  تنو  باسیی برخوردارند که میها از نظر متابولیسم و عملکرد از  . باکتری(2015

استفاده    بیشترین   مطالعات صورت گرفته های گرم منفی در  باکتری  .(Wu et al., 2018)خا  تیثیر بگرارد  

های گرم منفی به  را در پاسیش زیستی فلزات داشتند. کاربرد پاسیش زیستی فلزات با استفاده از باکتری

های گرم  شود که این گروه باکتریایی دستگاه فیزیولوژیکی بهتری نسبت به باکتریاین واقعیت مربوط می

باکتریایی گرم منفی دارای محتوای باسیی از سایت های  مثبت دارند. به عنوان مثا ، دیواره سلولی گونه

 .(Puig and Thiele, 2002)ای شیمیایی بالقوه فعا  فلزات است ه
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 ها در برابر فلزات سنگینمکانیسم عمل باکتری 5-2

ماتلف            متابولیکی  فردیندهای  در  غیرمستقیم  یا  مستقیم  طور  به  فلزات  که  است  مشهور  کاملاً 

های باکتری حتی در حضور برخی از فلزات  دهد سلو کنند. این اجازه می ها نقش اصلی را بازی میباکتری

باکتری در  متفاوت  مکانیسم  دو  کنند.  رشد  طری سنگین سمی  از  که  دارد  وجود  دنها  سنگین  ق  فلز  ها 

غیرمی مکانیسم  اولین  شود.  باکتری  سلو   وارد  )تواند  ثانویه  فعا   انتقا   در  که  است    ATPاختصاصی 

کند و از گرادیان شیمیوسموتیک در سراسر غشای سلو  برای جرب فلزات سنگین استفاده  مستقل( کار می

کند. دوم، مکانیسم  ها را فراهم میل سلو کند. این مکانیسم امکان انتقا  سریع فلزات سنگین به داخمی

به   سلو   ATPوابسته  توسط  سنگین  فلزات  جرب  مکانیسم  برای  با  مقایسه  در  است.  باکتریایی  های 

ها  . باکتری(Spain and Alm, 2003)  باشد مینسبتاً کندتر و بسیار خاص بستر    ATPمستقل)غیروابسته(  

فردیندهای زیادی را برای تحمل فلزات سنگین یعنی حمل و نقل از طریق غشای سلو ، تجمع در دیواره  

ارند  های اکسیداسیون دها و واکنشسلو ، به دام انداختن درون و همچنین خارج سلولی، تشکیل کمپلکس

کند. عوامل تعیین کننده ژنتیکی برای بسیاری  های ماتلف زیست پاسیی را ایجاد می که اسا  استراتژی

های  ها روی پلاسمیدها قرار دارد اما برخی از دنها ممکن است کروموزومی نیز باشند. سلو از این مقاومت

به  باکتریایی می  وابسته  فردیندهای  توسط  از طریق  ATPتوانند  مقدار  ATPفردیندهای مستقل    و هم   ،

جرب کنند. دیواره سلو  باکتری نیز نقش بسیار مهمی در تجمع فلزات سنگین    را سنگین  زیادی فلزات  

های گرم مثبت غلظت بسیار بیشتری از فلزات سنگین را در  کند. باکتریهای باکتری ایفا میتوسط سلو 

های مقاوم در  دهند. بنابراین، باکتریفی تجمع میهای گرم من های سلولی خود نسبت به باکتریدیواره

های فلزات سنگین از مناطقی که غلظت زیادی از فلزات  برابر فلزات سنگین برای تصفیه بیولوژیکی دسینده

  .(Heidari and Panico, 2020) سنگین خاص دارند، مهم هستند 

 های سطحی جذب به وسیله سلول 2-5-1

های عملکردی چندین ماکرومولکو   زیرا گروه  ،دیواره سلولی مانعی طبیعی برای فلزات سمی است         

. دیواره سلولی هر دو  (Fomina and Gadd, 2014)موجود در دیواره سلو  در اتصا  فلزات نقش دارند  
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شوند  های فلز متصل میباکتری گرم مثبت و گرم منفی به طور طبیعی یک بار منفی دارند، که به کاتیون

های باکتریایی  های سلو های کربوکسیل در دیوارهکنند. گروهتنظیم میو حرکت فلزات را در سراسر غشا 

های فسفاته به طور  های فلزی هستند، در حالی که گروههای اصلی اتصا  برای کاتیونگرم مثبت، مکان

های کربوکسیل،  . گروه(Gadd, 2009)کند  های گرم منفی کمک میچشمگیری به اتصا  فلز در باکتری

برای اتصا  به سرب شناخته    ASU6aنا  دئروژینوزا  فسفات، هیدروکسیل و دمینو در دیواره سلولی سودومو 

حالی (Gabr et al., 2008)شوند  می در  مولکو .  گروهکه  دارای  یا  های  هیدروکسیل  دمینو،  دمید،  های 

 Shen and)کنند  در اتصا  به سرب شرکت می  .Synecochoccus spکربوکسیل دردیواره سلو  باکتری  

Yang, 2008)تحت تیثیر میزان    . ظرفیت جرب سرب در سطا سلو  به شدتpH    و غلظت اولیه سرب

 Pseudomonas pseudoalcaligenesبر حرف فلز )به عنوان مثا ، سرب( توسط    pHقرار دارد. مطالعه اثر  

است    افزایش یافته  6به    2از    pHدهد که جرب بیولوژیکی فلز با افزایش  نشان می  Micrococcus luteusو  

 Leung)شود  ( حاصل میppmگرم بر لیتر )میلی  100و غلظت اولیه فلز    pH= 5و حداکثر ظرفیت جرب در  

et al., 2000). 

 1EPSجذب توسط   2-5-2

باکتری         از  بسیاری  که  دیگری  مواد  مکانیسم  ترشا  با  فلزات  شامل جرب  دارند،  فلز  متحمل  های 

های فلزی  سازی و اتصا  یونبه دلیل درگیری در فردیند لاته  EPS(. این  EPS) پلیمری خارج سلو  است

محلو  ویژهاز  اهمیت  از  اس ها،  برخوردار  زیستی  پاسیش  فردیند  برای   Salehizadeh and)  تای 

Shojaosadati, 2003) های باکتریایی ترشا  . بیوپلیمرهای خارج سلولی با وزن مولکولی باس که توسط سلو

هایی مانند پلی ساکاریدها، شوند، از ماکرو مولکو ( نامیده میEPSند، به عنوان اگزوپلی ساکاریدها )شومی

ها، اسیدهای نوکلئیک، مواد هیومیک، لیپیدها و سایر ترکیبات غیر پلیمری با وزن مولکولی کم  پروتئین

. این اگزوپلی ساکاریدها از نظر شیمیایی متنو  هستند  (Bramhachari et al., 2007) است    تشکیل شده 

 
1 Extracellular polymeric substances 
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گروه با  اسیدی  ساکاریدهای  هتروپلی  اکثراً  و  و  دمیدها  کربوکسیل،  هیدروکسیل،  مانند  عملکردی  های 

دارند   سنگین  فلزات  به  زیادی  ترکیبی  میل  که  هستند   ;Bhaskar and Bhosle, 2006)فسفوریل 

Braissant et al., 2007; Bramhachari et al., 2007)  .EPS    ترکیبی پیچیده از پلیمرهای پلی دنیونیک

باشند میها، اسیدهای هیومیک، پلی ساکاریدها و اسیدهای نوکلئیک  با وزن مولکولی باس، مانند پروتئین

 ;Bhaskar and Bhosle, 2006)کنند متصل میرا  را با درجات ماتلف خاصیت و میل  که فلزات کاتیونی  

Gupta and Diwan, 2017 ).  شود و از ورود فلزات کاتیونی  فردیند اتصا  منجر به بی حرکتی فلزات می

می جلوگیری  سلو   به  میو    کند سمی  کارا  مکانیسم   Roane, 1999; Salehizadeh and )  باشد یک 

Shojaosadati, 2003; Kalita and Joshi, 2017). 

سرب در    بیشتر با توجه به فاز رشد باکتری متفاوت است و بنابراین حرف    EPSساختار و ترکیب  

 Raungsomboon et)شود  مشاهده می EPSبه دلیل ترکیب قند اسیدی خالص در    )سکون(  مرحله ثابت

al., 2006)است.  از چندین گونه باکتری مقاوم در برابر فلز بوده   . لجن فعا  همیشه منبع غنیEPS   حاصل

دهد. حالت فلزات سمی ها از خود نشان می پیچیدگی فلزی بیشتری نسبت به کشت خالص باکتری  ،از لجن

توانند با سرعت بیشتری به غشاهای سلولی  عامل مهمی در تنظیم سمیت فلزات است زیرا فلزات محلو  می 

 .(Roane, 1999)نفوذ کنند 

 تجمع زیستی درون سلولی   3-5-2 

 ,Velásquez and Dussan)تجمع زیستی یک فردیند متابولیکی فعا  است که به انرژی نیاز دارد            

بر خلاف فردیند جرب زیستی که در باس توبیا داده شد، تجمع زیستی درواقع اتصا  به فلزات    .(2009

 در داخل سلو  است.

ها چندین مکانیسم مقاومت در برابر اثرات سمی فلزات سنگین و فلزات دلی تکامل  میکروارگانیسم

ای خاص متصل به فلز است که باعث تجمع زیستی فلزات  ههای رایج القا پروتئیناند. یکی از مکانیسمداده

( شناخته  MTهای متصل شونده به فلز به عنوان متالوتیونین )شود. این پروتئینسمی در داخل سلو  می
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ها نقش مهمی در بی حرکتی فلزات سنگین سمی دارند و از این طریق از فردیندهای  شوند. متالوتیونینمی

باکتریایی کات این، میکروب  .کنند ها محافظت می الیز شده توسط دنزیممتابولیک  بر  با  ها می علاوه  توانند 

حرکتی فلزات سنگین را افزایش داده و سمیت  (( بی MT  (های متصل به فلز )متالوتیونین  ایجاد پروتئین

از    .(Naik et al., 2013; Roane, 1999)دهند  فلزات سنگین را کاهش می  اغلب  این مکانیسم مقاومت 

 ,.Singh et al) شود  شود که باعث پراکندگی دن از یک سلو  به سلو  دیگر میطریق پلاسمید منتقل می

ها دارای پروتئین  ها است. متالوتیونیناحتماسً مشهورترین مکانیسم شامل اتصا  فلز با متالوتیونین  .(2016

مع زیستی فلزات سمی در  غنی از سیستئین با وزن مولکولی کم هستند که جداسازی )یا تجزیه( یا تج

 . (Hamer, 1986)کند داخل سلو  را تسهیل می

شود که باعث پراکندگی دن از یک سلو   این مکانیسم مقاومت اغلب از طریق پلاسمید منتقل می

گرفتن در معرض فلز،  ها در پاسخ به افزایش قرارباکتری  .(Singh et al., 2016) به سلو  دیگر می شود  

-اکتریبه طورمثا  ب  .(Bandowe et al., 2014; Blindauer et al., 2002)کنند  متالوتیونین را سنتز می

برای حفظ     Synechococcus PCC 7942 و Pseudomonas aeruginosa، Pseudomonas putida ای  ه

ها  ها در تمام یوکاریوت. دن (Blindauer et al., 2002)کنند هموستاز فلز سیتوزولی، متالوتیونین را سنتز می

باکتری میو  یافت  ماتلف  اولین  های  شده    MTشوند.  شناخته  در    SmtAباکتریایی  کادمیوم  از  ناشی 

های  یکی دیگر از متالوتیونین  .(Olafson et al., 1979)بود    .Synechococcus spسیانوباکتریوم دریایی  

پروتئین   در    MymT  (4.9باکتریایی،  دالتون(  بیان  Mycobacterium tuberculosisکیلو   ،MymT    که

ژن وجود    .(Alvarez-Legorreta et al., 2008)یافت شد  کند،  مقاومت در برابر مس و کادمیوم را ایجاد می

مقاوم به سرب    هایسویه در    smtABو    bmtAشده توسط پلاسمیدها،  ای متالوتیونین باکتریایی منتقله

 . (Naik and Dubey, 2013)تواند به جداسازی داخل سلولی سرب نسبت داده شود می

 کنند شامل: ها را رمزگراری می چندین سویه باکتریایی گزارش شده که متالوتیونین

1- Synechococcus PCC 7942 (SmtA) 
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2- Anabaena PCC7120 (SmtA) 

3- Oscillatoriabrevis (BmtA)  

.(Blindauer et al., 2002; Gupta and Diwan, 2017) 

 )سرب (رسوب فلزات سنگین 4-5-2

به صورت سولفات سرب شده  در نتایج برخی محققان چندین گونه باکتری که باعث رسوب سرب 

 گزارش شده است: ،اند 

در این زمینه نام    Providencia alcalifaciens 2EA( در گزارشات خود از باکتری  2013نایک و دیوبی )

را در تحقیقات خود    Vibrio harveyi( باکتری  2004. میره و همکاران )(Naik and Dubey, 2013)بردند  

در بررسی  نیز  (  2015. چن و همکاران ) (Mire et al., 2004) وب باسیی داشتدادند که توانایی رس گزارش  

کند  به عنوان باکتری که سرب را به سولفات سرب تبدیل می  Bacillus thuringiensis 016خود از باکتری  

تواند در خارج سلو  رسوب  هرچند که سرب بصورت فسفات نیز می  .(Chen et al., 2015)اند  ذکر کرده

 کند که در ادامه به دن خواهیم پرداخت. 

 های آلوده به سربقاوم به سرب درمکانهای ممکانیسم عمل باکتری 6-2

های ها از مکانیسمهای میکروبی طبیعی از جمله باکتری جالب توجه است که تعداد کمی از سویه       

محافظتی متنوعی برای زنده ماندن در مقادیر بسیار باسی سرب بدون هی  تاثیری در رشد و متابولیسم  

های باسی سرب  ها در برابر غلظتها از طریق دنهای ماتلفی که باکتری استراتژیکنند.   ها استفاده می دن

 های:کنند، شامل مکانیسممقاومت می 

بیولوژیکی،   انتشار به خارج، تجمع زیستی درون سلو ، جداسازی خارج سلولی، جرب سطحی 

رنگدانه نقش  انتقا   زها در سم  تغییر در مورفولوژی سلولی،  و  فلزات  ارگانو سرب است  دایی  بیولوژیکی 

(Blindauer et al., 2002; Borremans et al., 2001; B.Y.M. Bueno et al., 2008; Levinson et al., 

1996; Naik and Dubey, 2013; Roane, 1999)  . های منحصر به  باکتریایی دارای این ویژگی  هایسویه

 های محیطی دلوده به سرب هستند.د  در تصفیه زیست محیطی مکانفرد ابزاری ایده 
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 انتشار سرب به خارج  1-6-2

مقاومت  ها هستند که در انتقا  فلزات سنگین به خارج از غشای سلو  و کنتر   گروهی از پروتئین         

های  های حمل کننده از تجمع بیش از حد یوندر برابر فلزات سنگین باکتریایی نقش دارند. این پروتئین

 Blindauer).   کنند فلزی بسیار سمی و واکنش پریر مانند سرب، مس،  نقره، روی و کادمیوم جلوگیری می

et al., 2002)    

 جذب سطحی بیولوژیکی 2-6-2

جرب سطحی بیولوژیکی نیز مکانیسمی برای جداسازی خارج سلولی فلزات سنگین سمی است تا از         

. نمایند می های باکتری جلوگیری کند و در نتیجه هموستازی فلز سمی را حفظ ها به داخل سلو ورود دن

مانند تباد  یونی، کلات شدن، جرب و انتشار از  دیگر نیز  چندین مکانیسم  جرب زیستی فلزات توسط  

 .(Heidari and Panico, 2020a; Holan and Volesky, 1994)شود  طریق دیواره و غشای سلو  ایجاد می

 های غیر محلول سربایجاد فرم 3-6-2

های غیر محلو ، مکانیسم دیگری است که توسط چندین باکتری برای کاهش غلظت  ایجاد فرم

شود. شناخته شده است ها استفاده میها و در نتیجه کاهش محلولیت و سمیت دنفلزات دزاد در محلو 

های هیدروکسیل واکنش  ها و یونها، سولفیدها، کربناتکه سرب با چندین دنیون مانند کلریدها، فسفات

سلولی( یا در داخل )درون    تواند در خارج )خارجکند. فردیند رسوب میدهد و رسوبات نامحلو  ایجاد میمی

    .(Levinson et al., 1996)سلولی( سلو  رخ دهد 

   :های گزارش شده برای رسوب سرب به فسفات سرب شاملباکتری

Pseudomonas fluorescens ATCC13525 (Al-Aoukaty et al., 1991) 

Staphylococcus aureus (Levinson et al., 1996) 

Vibrio harveyi (Mire et al., 2004) 
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Bacillus sp. Q3  (Heidari and Panico, 2020a)    و Bacillus thuringiensis 016 (Chen et al., 2015)  

 .است

 تغییر در مورفولوژی سلول 4-6-2

ها نیز تغییرات قابل  به منظور مقابله با مواجهه مکرر با فلزات سنگین سمی و ترکیبات دلی، باکتری         

می نشان  سلو   مورفولوژی  در   ;Neumann et al., 2005; Chakravarty et al., 2007)دهند توجهی 

Chakravarty and Banerjee, 2008).  ها برای  یی است که باکتریهاتغییر در مورفولوژی یکی از استراتژی

سبب کاهش اتصا  عناصر سمی به    لوژی کنند. تغییر در مورفوکنار دمدن با فشارهای محیطی اتااذ می

 شود. سطا سلو  باکتری می

 زدایی فلزاتها در سمنقش رنگدانه 5-6-2

های دلی، فلزات سنگین، داروها  مانند غلظت زیاد دسینده  تنش های رنگی در مناطق تحت  باکتری

.  Hermansson et al., 1987; Nair et al., 1992; Sun et al., 2008)و غلظت زیاد نمک غالب هستند )

نقش مهمی در تاریب تری     Pseudomonas chlororaphisپیوردین سبز مایل به زرد جدا شده از باکتری

های فتوسنتز کننده این مکانیسم بیشتر  البته در باکتری   (Yamoka et al., 2002).  ( دارد TPTفنیلتین )

 مشاهده شده است.

 انتقال بیولوژیکی ارگانو سرب 6-6-2

         ( تتراتیل سرب  ارگانو سرب،  ترکیبات  )TELدر میان  تترامتیل سرب  و   )TML  به دلیل کاربرد  )

ها هستند. به دلیل استفاده از بنزین،  بنزین، پایدارترین و مهمترین دنگسترده به عنوان افزودنی بد بربه  

ها به  شوند. ارگانو سربذرات سرب از اگزوز اتومبیل به عنوان هالیدهای سرب در جو اتمسفر منتشر می

گزارش شده    (Jarvie, 1988). ها بسیار سمی است  زایی و تراتوژنیک ماهیت دنهای جهشدلیل ویژگی

که   میاست  خا   در  تترااتیل  سرب  تاریب  به  منجر  میکروبی   Teeling and).شودکنسرسیوم 

Cypionka,1997)   
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 های انتخاب شده برای محافظت از سلول در برابر سمیت سربمکانیسم 7-2

تواند به عنوان فسفات نامحلو  در خارج سلو ، جرب روی پلی ساکاریدهای خارج سلو   سرب می          

ها دور نگه داشته  یمرهایی که به طور طبیعی در دیواره سلو  وجود دارند، از میکروارگانیسم یا توسط پل

(  MTتواند با اتصا  به متالوتیونین )های فلزی بروری، سرب میشود. پس از ورود به سلو  از طریق ناقل

  CadA   ،ZntAمانند  هایی  غیرفعا  شود و به عنوان فسفات نامحلو  جدا شود و یا از طریق انتقا  دهنده

 (. Dopson et al., 2003از سلو  خارج گردد ) PbrAیا 

 بعنوان یک ناحیه ژنومی درگیر در مقاومت به سرب Pbrاپرون  2-7-1

های دلوده به سرب گزارش شده  مقاومت سرب در هر دو باکتری گرم منفی و گرم مثبت از خا 

باعث رسوب   Pseudomonas marginalis باشد بعنوان مثا تواند متفاوت  ها میاست. هرچند که مکانیسم

تجمع سیتوپلاسمی سرب درون سلولی را نشان می     Bacillus megaterium شود وسرب خارج سلولی می

به سرب  هایسویه  .(Roane, 1999)دهد     Citrobacter freundii و   Staphylococcus aureus مقاوم 

می تجمع  سلولی  درون  فسفات  سرب  عنوان  به  را  هنوز  (Levinson et al., 1996)کنند  سرب  اگرچه   .

مولکولی سم  استمکانیسم  نشده  بصورت کامل مشاص  که  اما گزارش   ،زدایی سرب  دنست  از  ها حاکی 

 .(Rensing et al., 1998)در این فرایند درگیر هستند    CadA ATPaseهایپمپ

ها  از پلاسمید برخی باکتری  ای ها به سرب درگیر است ناحیهاز جمله نواحی که در مقاومت باکتری

 Cupriavidusاین اپرون در پلاسمید باکتری  (.  1-2شناخته شده است )شکل    Pbrاست که تحت نام اپرون  

metallidurans CH34    شناخته شده است(Borremans et al., 2001)    که به عنوان یک ارگانیسم نمونه

مکانیسم کرده برای  عمل  سنگین  فلزات  برابر  در  مقاوم  که  است  های  است  ژن  دارای شش  اپرون  این   .

ها  سرب وارد شده به سیتوپلاسم درگیر هستند. عمل این پروتئینکنند که در خروج  را کد می  یهایپروتئین

های غیر محلو  سرب مانند فسفات سرب درگیر هستند.  شود و در ایجاد فرمسبب کاهش سمیت سرب می

یک پروتئین    ، PbrT ،است  MerRیک فاکتور رونویسی متعلق به خانواده    ، PbrR  ؛های این اپرون شاملژن
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پمپ   PbrA سرب، احتمالی جرب پروتئین غشایی     PbrB/PbrC است.  P1B نو  از  ATPaseیک  یک 

یک پروتئین احتمالی اتصا  دهنده   PbrD انتگرا  پیش بینی شده و یک سیگنا  پپتیداز فربی است و

  . (Borremans et al., 2001)باشد سرب درون سلولی می

 

در اپرون وجود دارند که وظیفه   های ها. بر اسا  این مد  ژندر باکتری Pbrمد  فعالیت اپرون   1-2شکل 

 خروج سرب از سیتوپلاسم را بر عهده دارند. 

 دیواره سلولی و اگزوپلی ساکاریدها  8-2

ها برای جلوگیری از سمیت فلزات فاقد عملکرد بیولوژیکی  هایی که میکروارگانیسمیکی از مکانیسم         

. اولین باش  (Bruins et al., 2000)ها در سراسر سلو  است  کنند، محدود کردن حرکت دناستفاده می 

میباکتری رو  روبه  سنگین  فلزات  با  که  است  ،شود ها  باکتریایی  سلو   در    .دیواره  سنگین  فلزات  سپس 

های  سیه پپتیدوگلیکان حاوی گروه  .یابند های ماتلف شیمیایی موجود در دیواره سلولی تجمع میگروه
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کند. از بین این  عیین میهای گرم منفی، توانایی اتصا  فلز را تهای گرم مثبت و باکتریماتلف در باکتری

های فلزی به طور فعا  متصل  های کربوکسیل به خاطر فراوانی زیاد و بار منفی به کاتیونها، گروهگروه

 .(Heidari et al., 2020b; Heidari and Panico, 2020a)شوند می

های عملکردی چندین ماکرومولکو  در  دیواره سلولی مانعی طبیعی برای سرب است، زیرا گروه

ساکارید، که یک باش  عمدتا توسط لیپوپلیهای گرم منفی، این نقش  در باکتری  .اتصا  این فلز نقش دارند 

های گرم مثبت، پپتیدوگلیکان همراه با تیکوئیک و  در باکتری  .شودانجام می  ،مهم از غشا خارجی است

. این مکانیسم محافظتی  (Beveridge and Fyfe, 1985)هستند   تیکورونیک اسیدها مسئو  اتصا  سرب

رسد،  های مقاومت ویژه هنگامی که پوشش سلو  به نقطه اشبا  میاست و مکانیسمیک فردیند کنتر  نشده

 . (Beveridge and Fyfe, 1985) شوند عملیاتی می

 مکانیسم مقاومت ویژه  9-2

 Aspergillusها از جمله  های دبی توسط بسیاری از ارگانیسمهای فلزی از محلو قبلاً حرف یون         

niger   ،Chlorella vulgaris   ،Ecklonia radiate   ،Pseudomonas aeruginosa PU21  ،

Saccharomyces cerevisiae   و  Neurospora crassa  شده  ;Al-Rub et al., 2006)است  گزارش 

Kapoor and Viraraghavan, 1997; Kiran et al., 2005; Mapolelo and Torto, 2004). 

( اتصا  فلز به سطا  1( فردیند رسوب سرب درون سلولی را به سه مرحله: )1996لوینسون و همکاران )

( ) (  2سلو   و  متابولیسم  به  وابسته  سلولی  داخل  )3جرب  سرب  نهایی  رسوب   )II  بلورهای عنوان  به   )

 .(Levinson et al., 1996)تقسیم کردند  ای سربفسفاته

در داخل    PO 3Pb)4 (2سرب را به عنوان سرب فسفات    استافیلوکوکو  اورئو  به عنوان مثا ،  

قاومت  شود که این سویه در برابر دوزهای باستر سرب مدهد. این نو  محافظت باعث میسلو  رسوب می

برابر سرب باستر در مقایسه با سویه حسا     600های حسا  نشان دهد ) دوز  بیشتری نسبت به گونه

 . (Levinson et al., 1996; Levinson and Mahler, 1998) ( مقاومت کند 
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کند، اولین بار توسط بورمانز و همکاران  یک سیستم انتشارخروجی که سرب را از سلو  حرف می 

باکتری باکتری(Borremans et al., 2001)گزارش شد  Cupriavidus metallidurans CH34 در   . C. 

metallidurans    فلز سنگین مقاوم است و به عنوان یک میکروارگانیسم مد  در مطالعات    20برابر    در

 (Borremans et al., 2001).  شود مقاومت فلز و تحمل فلز استفاده می

 های مقاوم به فلزات سنگینبرخی از باکتری 10-2

انجام  Rhodobacter sphaeroides تصفیه بیولوژیکی خا  دلوده به سرب با استفاده از باکتری  

  ، یک باکتری گرم منفی، فوتوتروپیک بنفش غیر گوگردی است  Rhodobacter sphaeroides شده است.  

فلزات     .(Calvano et al., 2014)  دهد که بسته به شرایط رشد چندین مسیر متابولیکی از خود نشان می

 Panwichian)کند  با استفاده از جرب بیولوژیکی و تجمع زیستی حرف می  را  Cdو    Pb   ،Cu   ،Znسنگین  

et al., 2012, 2010)  .  

تولید کند و سپس سولفید فلز    S2تواند از طریق دسولفیداز در حین تصفیه فابلاب،  باکتری می  

داده ش  از دب خارج ش   ود رسوب  نیز مورد    .دوو  نانوذرات سولفید  بیولوژیکی  برای سنتز  این روش حتی 

برای تصفیه فابلاب دلوده به فلزات    R. sphaeroidesهنگامی که    .(Bai et al., 2008) استفاده قرار گرفت  

 Bai et) شوند سنگین استفاده شد، نشان داده شد که سولفیدهای فلز رسوب کرده و از فابلاب خارج می

al., 2008). 

Enterobacter cloacae  دزاد کردن فسفر از فسفر نامحلو ، محلو  سازی فسفر را    نشان داده است که با

منجر به کاهش تحر ، و سمیت    در کل، این فرایند کند.  دهد و بی حرکتی سرب را تسهیل میافزایش می

   (Park and Bolan, 2013) .شودسرب می

تبدیل کند و توزیع    3PbSiOو    PbSرا به   NOPb)3 (2تواند  می   KK1spBacillus .گزارش شده است که 

  سرب شود   تواند باعث رسوب کلسیت ازمی  KK1زیرا باکتری    دهد.افزایش  را  شکستگی کربنات در خا   
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(Govarthanan et al., 2013)  ایزوله .Bacillus sp. KK1  سرب را به صورت    سربهای فعا   تواند یونمی  

 .( 2013et alGovarthanan ,.)رسوب دهد   3PbSiOو  PbSبه صورت   غیرفعا  معدنی کند و سرب را

  Bacillus sp.  به دلیل جداسازی خارج سلولی و تجمع درون سلولی سرب، باکتری بسیار مقاوم در برابر

های گیاهی، مانند اسید ایندوسستیک و سیدروفورها،  توانند از طریق تولید هورمونها میباکتری  .سرب است

ای  ها نقش بالقوهرا تسهیل کنند. این موبو  حاکی از دن است که باکتری  Alnus firmaرشد گیاهانی مثل  

 .(Shin et al., 2012)  دارند   A. firmaدر کاهش سمیت گیاهی و افزایش تجمع سرب در گیاه

 Cupriavidus metallidurans DN440باکتری     یک مکانیسم احتمالی مقاومت در برابر سرب در

سرب به عنوان    و احتماس  شود از سیتوپلاسم صادر می  PbrAدن سرب توسط    پیشنهاد شده است که در

 .(Hynninen et al., 2009)شود جدا می PbrBیک نمک فسفات با فسفات معدنی تولید شده توسط 

اپرون  2014وی و همکاران ) از عناصر ژن  با استفاده   )pbr  در Cupriavidus metallidurans 

CH34   عامل مقاومت به سرب در  .یک سیستم انتاابی سنجش سرب و یک سیستم اصلاح را ایجاد کردند 

Ralstonia metallidurans CH34   اپرون  ،pbr  است  . است نظیر  بی  اپرون  یک  از    ،این  ترکیبی  زیرا 

 . (Wei et al., 2014)عملکردهای دخیل در جرب، انتشار به خارج و تجمع سرب است 

  Niو     Cd  ،Pb   ،Znرا علیه فلزات سنگین    .Pseudomonas sp( همچنین مقاومت  2011دینو و همکاران )

کرده ) (Dinu et al., 2012)اند گزارش  و همکاران  باکتری2012. جاسمین  فلزات  (  برابر  در  مقاوم  های 

داد که  استاراج کردند. نتایج نشان    سنگین را از دب فابلاب جمع شده در منطقه تریشی، جنوب هند 

.  (Jasmine et al., 2012)باشد  بسیار مقاوم می  Znو    Cu   ،Agبرابرفلزات   در .Pseudomonas spباکتری  

باکتریبنابراین، می  این  از  استفاده کردتوان  دلوده  از محیط  فلزات سنگین  برای سم زدایی و حرف    .ها 

باتناگار و  بومی  2010) هاکیم  سویه  سه  کاغر،  صنعت  یک  پساب  از   )Streptococcus sp.  ،

Staphylococcus sp.  و  Pseudomonas sp.   که درتصفیه زیستی فلزات سنگین استفاده   را جدا کردند

برای    .Pseudomonas spها همچنین اظهارداشتندکه باکتری  . دن(Hakeem and Smita, 2010)شوند  می
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 Staphylococcusو    .Streptococcus spهای  حرف کادمیوم، منگنز و جیوه موثر است. در حالی که باکتری

sp.  .قادر به حرف موثرتر مس بودند 

را از یک خا  دلوده به فلزات    .Bacillus sp( یک باکتری گرم مثبت  2012سامانتا و همکاران ) 

سویه جدا شده سطا تحمل متفاوتی را نسبت به فلزات مورد بررسی نشان داد و همان   .سنگین جدا کردند 

ماتلف  ط مقادیر  توسط  که  است  MTCور  شده  داده  سنگین   ،نشان  فلز  چهار  بین  از  که  شد    مشاص 

درحالی که مقاومت کمتری را در برابر کبالت    .دهد دزمایشی، سویه مقاومت باسیی در برابر کادمیوم نشان می 

داد فلز  . نشان  به  مقاومت  ترتیب   در الگوی  بدین  باکتری  بود    Cd2 +> Cr6 +> Ni2 +> Co2این   +

(Samanta et al., 2012).  

تحمل کننده فلزات سنگین را جدا کردند.    .Pseudomonas sp( یک  2011کوماران و همکاران )

از کادمیوم، دهن، سرب، نیکل و روی    ٪8/49و    ٪ 53،    ٪ 87/ 9،    ٪8/62،    ٪41که به ترتیب قادر به حرف  

( درمطالعه حرف فلزات سنگین از پساب صنایع 2011. لین و هاریچوند )(Kumaran et al., 2011)بود  

به طور موثر از پساب    جیوه   ٪ 7/16و    درسنیک  ٪ 20/ 3قادر به حرف    .Bacillus spشیمیایی دریافت که  

 .(Lin and Harichund, 2011)بود 

بررسی قرار دادند. نتایج نشان    مورد  را  subtilis X3   Bacillus شی که مکانیسم سرب پاسیی باکتریدرپژوه

  های فسفاتی و وگروه  سزایی درجرب و رسوب سرب داردها نقش بهکه ترکیبات دیواره سلولی باکتری  داد

 .(Qiao et al., 2019)شوند های غیرمحلو  سرب میکربناتی سبب تولیدکریستا  
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 های مورد مطالعه  باکتری 3-1 

که قبلا از نمونه    Microbacterium Oxydansباکتری  CM7و  CM3در این تحقیق از دو سویه 

شهرستان شاهرود جداسازی و شناسایی شده بودند، استفاده    های معدن زغا  سنگ )واقع در دهملا( خا 

 شدند.  و به فواصل یک ماه یکبار واکشت می  LBها در محیط جامد  . این سویه(Dabir et al, 2019)  گردید 

 هااجرای فرایند سازگار کردن باکتری 3-2

های زیست پاسیی و میزان  ( بر الگوی رشد، مکانیسمPb(II)جهت بررسی اثرات بلند مدت سرب )

گرم در لیتر(، عصاره    5)  NaClدر محیط مایع حاوی    CM7و    CM3  هایسویه ها، ابتدا  باکتری  تغییرات در

گرم در لیتر( کشت شدند. میلی   100گرم در لیتر( و نیترات سرب ) 5گرم در لیتر(، تریپتون ) 5/2مامر ) 

در دقیقه در درون دستگاه    160گراد و دور  درجه سانتی  30های کشت شده در دمای  های حاوی محیط ارلن

ی جدید با همان  هاها در محیط میکرولیتر از محیط   400شیکر انکوباکتور نگهداری شدند. پس از ده روز،  

واکشت صورت گرفت.    60ماه تکرار گردید و در مجمو     20ترکیب اولیه واکشت شدند و این فرایند تا  

نامگراری    CM7bو    CM3bخرین واکشت  دهای باکتریایی پس از  و نمونه  CM7aو    CM3aاولیه    هایسویه 

 فتند. شدند. در نهایت سویه اولیه با سویه سازگار شده مورد مقایسه قرار گر 

 اولیه و رشد یافته در سرب هایسویهتعیین الگوی رشد  3-3

ها، الگوی رشد  جهت در  بهتر اثرات کشت بلند مدت در محیط دلوده به سرب بر رشد باکتری

همراه    CM7-aو    CM3-aاولیه    هایسویه  )دارای    CM7-bو    CM3-b  هایسویه به  مایع  محیط  تحت 

شده تحت  های کشتدر باش قبل( دلوده به سرب بررسی شد. محیط ترکیباتی مشابه با محیط ارائه شده 

  48، 24( و زمان پس از کشت ) 7و    pH (4 ،5/5گراد(، میزان  درجه سانتی 40و  5/32،  30سه عامل دما )

ها توسط دستگاه اسپکتروفتومتر در طو  موج  ساعت( مورد دنالیز قرار گرفتند. میزان رشد باکتری  72و  

 گیری شد.  ازهنانومتر اند  600
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 تعیین میزان زیست پالایی سرب   4-3

( و سویه اولیه  CM7-bو    CM3-bرشد یافته در سرب )  هایسویه پتانسیل زیست پاسیی سرب  

(CM3-a    وCM7-a( در دو غلظت ماتلف سرب )و دو دامنه متفاوت  میلی  300و    100 )گرم بر لیترpH  

ها  میکرولیتر از محیط مایعی که حاوی هر کدام از سویه  500ابتدا،  ( مورد بررسی قرارگرفت. در  5/6و    5)

و میزان    pHانتقا  یافت و سپس    ، بود به محیط های مایعی که دارای ترکیبات مشابه با توبحیات قبلی بود

  150گراد و دور  درجه سانتی  32انکوباکتور در دمای    -های کشت شده در شیکر سرب تنظیم گردید. نمونه

ساعت، میزان غلظت سرب در قسمت محلو  محیط توسط دستگاه    96ه نگهداری شدند. پس از  در دقیق 

اندازه اتمی  شد جرب  توسط (Dabir et al, 2019)  گیری  جداگانه  کشت  محیط  هر  رسوب  همچنین   .

 میکروسکوپ الکترونی مورد دنالیز قرار گرفت. در نهایت درصد حرف سرب توسط رابطه زیر محاسبه گردید: 

حرف سرب درصد   = [(Ca - Cb)/ Ca] × 100% 

 ,Dabir et al)  باشد به ترتیب غلظت اولیه و نهایی سرب در محیط کشت می  Cbو    Caکه در این رابطه،  

2019.) 

  SEM  آنالیز 5-3

گرم بر لیتر( و دو  میلی   300و    100ها در دو غلظت ماتلف سرب )رسوب حاصل از رشد باکتری 

مورد بررسی قرار گرفت. هدف از    SEM( با استفاده از میکروسکوپ الکترونی  5/6و    5)  pHدامنه متفاوت  

ها بود. در این مطالعه درصد عناصر هم  ها و بررسی شکل دنتوده باکتری  عناصر در تعیین درصد    ، این دنالیز

قرار گرفت. جهت این دنالیز، ابتدا رسوب حاصل از  در سطا سلولی و هم در کل توده باکتری مورد دنالیز  

های  ون خشک شدند و سپس نمونهد ساعت در    24گراد به مدت  درجه سانتی  70رشد هر باکتری در دمای  

  FESEMو توسط میکروسکوپ الکترونی    (Heidari and Panico, 2020)  خشک شده پوشش دار شدند 

 مورد دنالیز قرار گرفت Zeissساخت شرکت 
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1RSM ها با استفاده ازمقایسه شرایط بهینه رشد بین سویه 3-6

رشد یافته در سرب از لحاظ شرایط بهینه رشد،    هایسویه اولیه و    های سویه جهت مقایسه بین  

انجام شد. در این دنالیز    Design Expert version 10توسط نرم افزاز    RSMبر اسا  مد     2CDDروش  

ها  سویهو مدت زمان پس از کشت بودند و متغیر پاسخ میزان رشد    pHمتغیرهای غیروابسته شامل دما،  

 ارائه شده است. 1-3بود. دامنه هر کدام از متغیرها در جدو  

 RSMز در مد  دامنه متغیرهای غیر وابسته مورد دنالی  1-3جدو  

 دامنه و سطوح فاکتورها  فاکتورها  پارامترها

+1 0 -1 

pH A 4 5.5 7 

 B 30 32.5 40 دما

 C 24 48 72 زمان

 

 ها از باکتری  DNAاستخراج 3-7

 هایسویه اولیه و    هایسویه از    DNAها مورد مطالعه،  جهت بررسی تغییرات مولکولی در باکتری

  1000گرفت. در این روش ابتدا  رشد یافته در سرب از طریق روش گرم و سرد استاراج و مورد بررسی قرار 

ها  لیتری انتقا  داده شد. سپس نمونهمیلی   5/1میکرولیتر از محیط مایع کشت باکتری به یک میکروتیوپ  

کروتیوپ جدید منتقل شد  دقیقه سانتریفیوژ شدند و رسوب به یک می  5در دقیقه، به مدت    8000با دور  

میکرولیتر دب دوبار تقطیر اتوکلاو شده ابافه شد. چهار بار چرخه دمایی گرم )سه دقیقه در    300و به دن 

 Dabir) گراد( تکرار شد درجه سانتی  20ماری( و سرد )سه دقیقه در منفی گراد درون بندرجه سانتی  90

et al, 2019) دقیقه سانتریفیوژ شدند و فاز رویی که    5ر دقیقه، به مدت  د  8000ها در دور  . در نهایت نمونه

 
1 - Response Surface Methodology 

2 - Central Composite Design 
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وکیفیت    DNAحاوی   کمیت  شد.  منتقل  جدید  میکروتیوپ  یک  به  توسط    DNAاست  شده  استاراج 

 دستگاه نانودراپ مورد بررسی قرار گرفت. 

 و طراحی پرایمر Pbrشناسایی ناحیه اپرون  3-8

باکتری ژنومی  ناحیه  در  جهش  بررسی  اپرون  جهت  مطالعه،  مورد  ناحیه    Pbrهای  یک  بعنوان 

انتااب گردید. با توجه به عدم گزارش این ناحیه    ، شناخته شده که در مقاومت به سمیت سرب درگیر است

دریافت گردید و سپس    NCBIها از سایت  در سویه مورد مطالعه، توالی ژنومی این اپرون در سایر باکتری

ها از نواحی حفاظت شده مشتر  جهت طراحی پرایمر استفاده شد. پرایمرها بدون  با همردیف کردن توالی

انتا افزار  نرم  از  افزار  استفاده  نرم  از  استفاده  با  دنها  کارایی  و  شدند    Oligoاب 

(https://eu.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer  )  مورد دنالیز قرار گرفت. در نهایت توالی پرایمرها

 جهت سنتز ارسا  گردید.

 PCRانجام واکنش  3-9

شده مورد استفاده    با پرایمرهای طراحی Pbrاستاراج شده جهت تکثیر ناحیه    DNAنمونه های  

باکتریایی،    DNAیک میکرولیتر    دنمیکرولیتر صورت گرفت که در    20در حجم    PCRقرار گرفتند. واکنش  

های  میکرولیتر دب دوبار تقطیر استفاده شد. چرخه  7میکرولیتر مسترمیکس و    10دو میکرولیتر پرایمر،  

سیکل از    38دقیقه، و    4درجه سانتیگراد بمدت    95انجام شد شامل: دمای    PCRدمایی که در واکنش  

بمدت یک دقیقه بود. محصو   درجه    72ثانیه و    45مدت  هدرجه ب   60ثانیه،    30مدت  هدرجه ب  95چرخه  

 درصد مورد بررسی قرار گرفت.    2/1گاروز  دتوسط الکتروفورز با ژ   PCRواکنش  

 

‌

‌

‌
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 فصل چهارم: نتایج و بحث

 

 



32 
 

 ها تحت کشت بلند مدت سربتغییر الگوی رشد سویه 1-4

و    1- 4گرارند )شکل اثرات متفاوتی بر میزان رشد می pHها نشان داد که دما و نمودار رشد سویه

  25و دمای    7و    pH  5 /5( تفاوتی بین الگوی رشد در محیط دارای  CM7-aاولیه )   CM7(. در سویه  4-2

)بصورت بلند مدت در محیط دارای سرب واکشت    CM3-bاما تحت همین شرایط سویه    .درجه مشاهده نشد 

درجه، هر دو سویه رشد بیشتری    5/32(. در دمای  1- 4بود )شکل  pH 5/5 در  ی بیشترین رشد شده( دارا

ساعت(.    72کاهش نشان داد )بعد از    CM7-bهرچند که با افزایش زمان رشد سویه    .داشتند   pH  5/5در  

نشان    7و    pH  5/5گراد با گرشت زمان روند افزایشی در  سانتی  40در دمای    CM7-bالگوی رشد سویه  

مایش  زمورد د  هایسویه یک اثر بازدارندگی بر رشد    4در سطا    pHداد. در همه شرایط تحت دزمایش،  

گراد افزایش نشان  سانتی  5/32، در دمای  CM7-bداشت. هرچند میزان رشد سویه رشد یافته در سرب،  

 داد. 

(  pHتحت شرایط ماتلف دزمایش )درجه حرارت و    CM3-bو    CM3-a  هایسویه الگوی رشد  

(. در  2- 4ها بوده است )شکل  های متعدد سرب بر رفتار این سویهکه نشان دهنده اثر واکشت  ، متفاوت بود

  CM3-bهرچند که سویه    .داشتند   pH   5 /5گراد هر دو سویه بیشترین رشد را در  درجه سانتی  25دمای  

ساعت حداکثر رشد را نشان    72پس از    CM3-aاما سویه    ، رشد خود رسید ساعت به حداکثر    48پس از  

درجه    40نسبت به سویه اولیه کاهش نشان داد و در دمای    CM3-b، میزان رشد سویه  5/32داد. در دمای  

ی بودند )شکل  داشتند و دارای الگوی تقریبا مشابه  pH   5/5گراد هر دو سویه بیشترین رشد را در  سانتی

4-2 .) 

از   باکتری  pHنست که  دنتایج حاکی  در برهمکنش بین    pHها دارد.  نقش مهم در میزان رشد 

 B.Y.M. Bueno)کند  ها در محیط یک نقش کلیدی بازی میترکیبات شیمیایی و عناصر با سلو  باکتری

et al., 2008)تواند بر سلو   در نتیجه اثرات مارب کمتری می  ، . در محیط قلیایی سرب کمتر محلو  است

حلالیت عناصر افزایش    6تا    5های بین    pH. در  (Heidari and Sanaeizade, 2020)و رشد باکتری بگرارد  

. نتایج این تحقیق نیز تا حدودی  (Liu et al., 2006)یابد  یابد و در نتیجه جرب عناصر فلزی افزایش میمی
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طرف دیگر    از کاهش زیادی نشان داد.    ، پایین میزان رشد باکتری  pHاین مطلب را تایید کرد چرا که در  

و معموس در درجه    دخالت دارد های باکتری و میزان رشد  ولیسمبنیز درجه حرارت محیط رشد در کنتر  متا

بین   سانتی  40تا    30حرارت  متادرجه  دنزیمولیسمبگراد  فعالیت  و  میها  افزایش  باکتریایی  یابد  های 

(Heidari and Panico, 2020b)تواند در اتصا  سرب به سلو   میزان درجه حرارت محیط می  ،. علاوه براین

 Bandowe)یابد   با افزایش درجه حرارت میزان حلالیت عناصر نیز افزایش میباکتری موثر باشد. معموس 

et al., 2014). 

 

‌

ها بر اسا  میانگین و انحراف معیار ارائه  داده های ماتلف.pHدر دماها و  CM7ی رشد سویه  نمنح  1-4شکل 

 باشد. سویه اولیه و سویه رشد یافته در سرب می ترتیببه CM7-bو  CM7-a اند.شده
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‌

‌

ئه  ها بر اسا  میانگین و انحراف معیار اراداده های ماتلف.pHدر دماها و  CM3ی رشد سویه  نمنح  2-4شکل 

 باشد. سویه اولیه و سویه رشد یافته در سرب می ترتیببه CM3-bو  CM3-a اند.شده
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 ها میزان زیست پالایی سرب سویه 2-4

-CM3 رشدیافته در سرب )  هایسویه ( و   CM7-a و    CM3-aاولیه )  هایسویه جهت مقایسه بین  

b   و  CM7-bگرم  میلی  300و    100دلوده به سرب ) ها در محیط های  (، پتانسیل زیست پاسیی این سویه

ها بر اسا  دزمایشات اولیه  pH( مورد بررسی قرار گرفت. دامنه  5/6و    5ماتلف )  pHدر لیتر( تحت دو  

اثرات بارزی بر میزان زیست پاسیی سرب دارد    pHها تعیین گردید. نتایج نشان داد که تغییرات  رشد سویه

میزان زیست پاسیی بیشتری   pH   5/6در     (CM7-bو CM3-b رشد یافته در سرب )   هایسویه بطوریکه  

 (. 3-4نشان دادند )شکل 

مشاهده    CM3-bو    CM3-a  هایسویه گرم بر لیتر سرب، تفاوت معناداری بین  میلی  100در غلظت  

بصورت معناداری بیشتر از سویه اولیه بود    CM3-bیزان زیست پاسیی سرب سویه  م  pH   5/6اما در    .نشد 

  pHاما افزایش    ،کاهش یافت  CM3-bمیزان زیست پاسیی سویه    pH   5الف(. درمحیط دارای    3- 4)شکل  

  بد پتانسیل این سویه در مقایسه با سویه اولیه بصورت معناداری افزایش یاباعث گردید که  ،  5/6به سطا  

  100مشابه با غلظت    pHها به تغییرات  گرم بر لیتر سرب، پاسخ سویهمیلی  300ب(. در غلظت    3-4)شکل  

و    CM3-bدر هر دو سویه سازگار شده )  pH   5/6گرم بر لیتر سرب بود و میزان زیست پاسیی در  میلی

CM7-b  ز تاثیر مهم  چندین گزارش اد(.    3-4ج و شکل   3-4اولیه بود )شکل   هایسویه ( بیشتر ازpH    بر

 ,.Hadiani et al., 2018; Kang et al., 2016; Li et al)میزان زیست پاسیی عناصر سنگین وجود دارد  

مثا (2016 بعنوان  باکتری  لی و همکاران گزارش داده  ، .  بیشترین    Rhodobacter sphaeroidesاند که 

. همچنین  (Li et al., 2016)دارد    pH   7گراد و  درجه سانتی  35تا    30زیست پاسیی سرب را در دمای بین  

که   کردند  مشاص  همکاران  و  و    Saccharomyces cerevisiaeهادیانی  سرب  پاسیی  زیست  بیشترین 

 .(Hadiani et al., 2018)دارد    5/5و  pH   6ترتیب در  ه کادمیوم را ب

‌
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‌

  لیترگرم بر  میلی  100. میزان زیست پاسیی در غلظت CM3و  CM7 هایسویهمیزان زیست پاسیی   3-4شکل 

گرم بر لیتر  میلی 300)ب( و زیست پاسیی در غلظت  CM7  هایسویه)الف( و  CM3 های سویهسرب توسط 

  5بترتیب به معنای معناداری در سطا احتما   ns)د(. * و   CM7 های سویه)ج( و  CM3 های سویهسرب توسط 

 باشد. می tدرصد و عدم معناداری بر حسب نتایج دزمون 

 ها شرایط بهینه رشد بین سویهمقایسه  3-4

، غلظت عناصر و مدت زمان قرارگیری در محیط  pHعوامل محیطی همچون دما، میزان اکسیژن، 

و    pHهای متفاوتی از دما،  ها را تحت تاثیر قرار دهد. در این مطالعه دامنهتواند رشد و تکثیر باکتریمی

-CM3-b, and CM7سازگار شده )   هایسویه های دلوده به سرب بر رشد  مدت زمان قرارگیری در محیط 

b  هایسویه ( و  ( اولیهCM3-a, and CM7-aمورد بررسی قرار گرفت )،    تا بهترین سطا هر کدام از عوامل

و    pHانسته میزان  های متعدد در محیط دلوده به سرب توبود که واکشتدن  تعیین گردد. نتایج حاکی از  

بیشترین    CM3-a(. بعنوان مثا ، سویه  1-4و جدو     4-4ها را تغییر دهد )شکل  دمای بهینه رشد سویه

ولی سویه    ،الف(  4- 4داشت )شکل    5/5بیشتر    pHگراد و  درجه سانتی  36تا    31رشد را در دمای بین  
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ب(. سویه    4-4اد نشان داد )شکل  گردرجه سانتی  40( بیشترین رشد را در دمای  CM3-bسازگار شده دن )

CM7-a     گراد و  درجه سانتی  37تا    30در دمایpH    ج( و سویه    4-4نشان داد )شکل    5/6تا    5/5بین

CM7-b   گراد و درجه سانتی 38تا  30بیشترین رشد را در دمای بینpH   4-4داشت )شکل    5/6و   6بین  

-درجه سانتی   8/32، دمای  pH  81/5در    CM3-a  د(. نتایج بهینه سازی عوامل مستقل نشان داد که سویه

گراد پس از  درجه سانتی  40، دمای  pH  15/6در در    CM3-bساعت از کشت و سویه    4/49راد پس از  گ

بود که کشت بلند مدت در  دن  (. نتایج حاکی از  1-4ساعت از کشت حداکثر رشد را دارد )جدو     42/41

که این سویه در  بطوری  .کاهش داده است   CM7-bمدت زمان رسیدن به حداکثر رشد را در سویه    ،سرب

pH  92/5    رسد ساعت به حداکثر رشد می  51/ 68پس از    71/32و دمای،  ( اما سویه اولیه دنCM7-a  پس )

 رسد. گراد به حداکثر رشد میدرجه سانتی 75/31و دمای   pH 48 /6ساعت در  52/70از 

رگر  همچنین سویهسیمد   رشد  میزان  بردورد  غیر خطی جهت  اسا  ون  بر  پاسخ(  )متغیر  ها 

، دما و مدت زمان قرارگیری در محیط دلوده( برای هر چهار سویه محاسبه گردید  pHمتغیرهای مستقل )

بعنوان    ها پی برد.توان به تاثیر کشت بلند سرب بر تغییر رفتار سویهها می(. بر اسا  این مد 4تا    1)روابط  

 افزایش یافته است. CM3-aنسبت به سویه  CM3-bمثا  بریب متغیر دما بصورت مشاصی در سویه 

مدت زمان زیاد واکشت در    مطلوب، دما و سرعت رشد تحت تیثیر pH های ما نشان داد کهیافته

مشاص شده است    .متفاوت بود  ،دزمایش شده  هایسویهپاسخ   هرچند گیرد.  قرار می محیط دارای سرب

ها و جرب سرب تیثیر می  تحت تیثیر شرایط اسیدی محیط که بر سرعت رشد باکتری که حلالیت سرب

ها  ها و متابولیسم موجود در باکتریاز سوی دیگر، دنزیم .  (Heidari et al., 2020b)گیرد  گرارد، قرار می 

می قرار  دما  تغییرات  تیثیر  کل  (Heidari and Panico, 2020b; Kang et al., 2015)گیرند  تحت  در   .

را در زمان کوتاهی   CM3 و CM7 هایسویه تواند نرخ رشد واکشت بلند مدت در محیط دلوده به سرب می 

 واکشت بلند مدت در محیط دلوده به سرب دهد کهنشان میاین   .بومی افزایش دهد   هایسویه در مقایسه با  

واکشت بلند مدت در   از سوی دیگر، را کاهش دهد. ها شده تا اثرات بازدارندگی سربباعث تغییر در سویه

  ای دهد.تغییر ویژه pH  5 /6 توانسته پتانسیل زیست پاسیی سویه ها را در محیط دلوده به سرب
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  ساعت نگهداری در   48مورد دزمایش پس از  هایسویهبر الگوی رشد  pHنمودار اثرات تغییر در دما و  4-4شکل 

نتایج  . CM7-bو د:   CM7-a، ج: CM3-b، ب: CM3-aگرم بر لیتر نیترات سرب. الف: میلی  100محیط دارای 

 باشد. می Design Expertافزار انجام شده توسط نرم RSMارائه شده بر اسا  خروجی مد  

گرم بر  میلی 100محیط دارای   درها  نتایج سطا بهینه متغیرهای مستقل برای حداکثر رشد سویه 1-4جدو  

   لیتر نیترات سرب

 سویه pH (ºC)دما   زمان )ساعت( میزان کارایی

94/0 40/49 80/32 81/5 CM3-a 

94/0 42/41 00/40 15/6 CM3-b 

00/1 52/70 75/31 48/6 CM7-a 

92/0 68/51 71/32 92/5 CM7-b 
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 روابط بهینه شده: 

(1): CM3a = 1.99 + 0.29A + 0.058B + 0.018C + 0.012AB – 0.044AC – 0.026BC – 0.7A2 

– 0.74B2 – 0.07C2 

(2): CM3b = 1.01 + 0.3A + 1.3B + 0.0077C + 0.16AB + 0.081AC – 0.13BC – 0.51A2 + 

0.31B2 – 0.15C2 

(3): CM7a = 1.55 + 0.34A + 0.062B + 0.056C - 0.063AB + 0.0092AC + 0.0072BC – 

0.52A2 – 0.54B2 – 0.17C2 

(4): CM7b = 1.49 + 0.23A + 0.0067B + 0.048C - 0.016AB + 0.071AC + 0.032BC – 

0.43A2 – 0.13B2 – 0.22C2 

 .، دما و مدت زمان قرارگیری در محیط دلوده استpHمیزان  ترتیببه  Cو    A ،Bدر این روابط 

 ها و آنالیز عنصری بررسی میکروسکوپی مورفولوژیک باکتری 4-4

سلو  بیوما   توپوگرافی  بررسی  میکروسکوپ  نتایج  توسط  باکتریایی  که    SEMهای  داد  نشان 

های متعدد در محیط دلوده  مورد مطالعه کمتر تحت تاثیر واکشت  هایسویه سلولی    سطاشکل ظاهری و  

 1EDSها، دنالیز  (. جهت تعیین درصد عناصر موجود در بیوما  سویه5-4گیرد )شکل  به سرب قرار می 

های شاهد )محیط بدون  برای نمونه  EDSانجام گرفت. همچنین جهت تعیین دقیق تغییرات عنصری، دنالیز  

ها سرب را  تعیین کرد که سویه  SEMارائه شده است. نتایج    6-4گرفت که در شکل  باکتری( نیز صورت  

دنالیز  5-4دهند )شکل  بیشتر در سطا سلولی خود تجمع می و   )EDS    نشان داد که درصد عناصر در

با  CM7-bو    CM3-bسازگار شده )  هایسویه بیوما  حاصل از رشد   باشد  اولیه متفاوت می  هایسویه ( 

 (.  8- 4و شکل  7-4)شکل 

 

 
1  Energy Dispersive Spectrometer 
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 .CM7-bو د:  CM7-a، ج: CM3-b، ب: CM3-aالف:  مورد مطالعه. هایسویهشکل و ابعاد سلولی   5-4شکل 

 باشد. می SEMنتایج بر اسا  دنالیز میکروسکوپ الکترونی  

 

 

نتایج بر اسا  درصد کل عناصر   باشد.ترکیب عناصر موجود در نمونه شاهد که فاقد باکتری می 6-4شکل 

 تعیین شده است ارائه گردید. EDSموجود در محیط کشت که توسط دنالیز 
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(  Pb( و سرب )K(، پتاسیم )P(، فسفر ) Mg(، منیزیوم )Ca(، کلسیم )Cعناصری همچون کربن )

درصد سرب در بیوما  حاصل   ، pH   5مشاص کرد که در    EDSتغییرات بیشتری بین سویه داشتند. نتایج  

باشد.  ب( می  7-4)شکل    CM3-bالف( بیشتر از بیوما  حاصل از سویه    7- 4)شکل    CM3-aاز سویه  

یابد و در بیشترین  افزایش می  pH   5 /6در    CM3همچنین میزان درصد سرب در بیوما  هر دو سویه  

مشاهده گردید )شکل    ، افته بودرشد ی  pH   5/6که در    CM3-bدرصد سرب در بیوما  حاصل از رشد سویه  

که در    CM3-bد(. در کنار این، درصد عناصری همچون فسفر و کلسیم در بیوما  حاصل از سویه    4-7

pH  5/6   اولیه بود هرچند که درصد کربن کاهش یافته بود.  هایسویه بیشتر از  ،رشد یافته بود 

درصد سرب در بیوما     ، pH   5(. در  8-4نتایا تا حدودی متفاوت بود )شکل    CM7در سویه  

( در حالیکه درصد سرب در  ب  8-4شکل  الف و    8-4شکل  بود )  CM7-bبیشتر از سویه    CM7-aسویه  

   pHعلاوه براین در  (.  د  8- 4شکل  ج و    8- 4شکل  بود )  pH   5 /6در    CM7-aبیشتر از    CM7-bبیوما   

بود. همچنین درصد کربن، فسفر،    CM7-aبیشتر از    CM7-b، درصد عناصر فسفر و کلسیم در بیوما   5/6

نسبت به شاهد کاهش نشان داد. این نتایج    ،های دزمایش شدهمنیزیوم، کلسیم و گوگرد در همه نمونه

ت سرب  های متفاوتی همچون تباد  یونی جهت کاهش سمیها از مکانیسمنشان دهنده اینست که سویه

 اند.استفاده کرده

های ماتلفی جهت کاهش سمیت عناصر سنگینی همچون سرب استفاده  ها از مکانیسمباکتری

همراه  ههای همچون منیزیوم و کلسیم بتغییر در غلظت یون  SEMکنند. نتایج حاصل از میکروسکوپ  می

ها صورت  باکتری  یکه فرایند تباد  یونی در دیواره و غشا   کند می  این دلیل را تقویت   و   سرب نشان داد 

های موجود در دیواره  . سیستم انتقا  دهنده منیزیوم از جمله انتقا  دهنده(Li et al., 2019)گرفته است 

.  ( Abbas et al., 2018)سلولی باکتری است که در تباد  یونی و رسوب سرب در سطا سلو  دخالت دارد  

دهد  سفات، سولفات و کربوکسیل نشان می های فتغییر در ترکیبات دیواره سلولی همچون گروه  ، علاوه بر این

پیوندها ایجاد  با  سرب  مانند  یکه  است    C=Oی  شده  متصل  سلولی  دیواره   ,Heidari and Panico)به 

2020b) کنار سلو در  که سرب  داشت  بیان  را  نتیجه  این  نیز  همکاران  و  هوانگ  تحقیق  باکتری  .  های 
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Bacillus cereus RC-1   می کاهش سمیت تجمع  در  (Huang et al., 2018)یابد  جهت  . رسوب سرب 

های مقاوم به سرب است که سبب کاهش  های باکتریهای کربنات، سولفات و فسفات از جمله مکانیسمفرم

 ;Bai et al., 2008; Jarosławiecka and Piotrowska-Seget, 2014)شود  حلالیت و سمیت سرب می 

Özdemir et al., 2009)بعنوان مثا  در استفاده از    . . هرچند نو  رسوب به سویه باکتری نیز بستگی دارد

 Naik et)شود  سرب در فرم فسفات رسوب داده می  Providentia alcalifaciens strain 2EAباکتری  

al., 2013).    در حالیکه در محیط دلوده به سرب و وجود باکتریB.iodinium GP13    وB. pumilus S3  

در    .(De et al., 2008)های سولفید سرب مشاهده شده است  فرم ترکیب عناصر  از  نتایج حاصل  اسا   بر 

این  ها شده که  توان بیان داشت کشت بلند مدت سبب تغییراتی در شرایط مطلوب رشد سویهها میبیوما  باکتری

های بکار رفته را تغییر داده است. هر چند نیاز است نو  تغییرات در  پاسیی دنها و مکانیسمتغییرات پتانسیل زیست

 تری تعیین شود. ها تعیین شود تا اثرات دن بر رفتار دنها بطور دقیقساختار ژنتیکی سویه
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، ب:  pH 5.0در   CM3-a. الف: CM3برای سطا بیوما  حاصل از رشد سویه  EDSنتایج دنالیز  7-4شکل 

CM3-b  درpH 5.0 :ج ،CM3-a   درpH 6.5 :د ،CM3-b  درpH 6.5  نتایج بر اسا  درصد کل عناصر .

 تعیین شده است ارائه گردید. EDSموجود در محیط کشت که توسط دنالیز 
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، ب:  pH 5.0 در  CM7-a. الف: CM7برای سطا بیوما  حاصل از رشد سویه  EDSنتایج دنالیز  8-4شکل 

CM7-b  درpH 5.0 :ج ،CM7-a   درpH 6.5 :د ،CM7-b  درpH 6.5  نتایج بر اسا  درصد کل عناصر .

 تعیین شده است ارائه گردید. EDSموجود در محیط کشت که توسط دنالیز 
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 ها آنالیز سطح سلولی باکتری 5-4

رشد یافته در محیط  های  در این مطالعه همچنین درصد عناصر موجود بر سطا سلولی باکتری

  قرارگرفت   SEMمورد مطالعه توسط میکروسکوپ الکترونی   pH  5 /6گرم بر لیتر سرب و میلی   300دارای 

شود  ها متصل میی به سطا سلولی باکتری یها(. نتایج نشان داد که سرب بصورت کریستا 9-4)شکل  

و    CM3-aاولیه )  هاییه سوکرد که درصد سرب در    مشاصسطا سلولی    EDSالف(. نتایج    9-4)شکل  

CM7-a)     ب(. این    9-4ی است که بصورت بلند مدت در سرب واکشت شده بودند )شکل  هایسویه بیشتر از

را  های زیست پاسیی  که واکشت متعدد در محیط دلوده به سرب توانسته مکانیسم  حاکی از دنستنتایج  

شده تمایل کمتری در تجمع سرب در دیواره سلولی خود دارند    رسازگا  هایسویه تغییر دهد و در نتیجه  

 شود. که این عمل سبب کاهش سمیت سرب روی سلو  می

 

. دزمایش شده )ب( هایسویهسطا سلولی  EDSها )الف( و نتایج یبرای تک سلو  باکتر SEMدنالیز  9-4شکل 

 باشد. می tری بر حسب نتایج دزمون  درصد و عدم معنادا  5معناداری در سطا احتما   ترتیببه ns* و 
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از   استفاده  با  باکتریایی  توده  زیست  تحلیل  و  که مکانیسم  EDSو    SEMتجزیه  داد  های نشان 

زیست پاسیی بین سویه های رشد یافته در سرب با سویه های بومی )اولیه( متفاوت است. درصد سرب در  

pH   5 /6    توده نشان می  هایسویه در زیست  این  یافت.  افزایش  یافته در سرب    های سویه دهد که  رشد 

ا کاهش دهند.  تا سمیت دن ر  ،( عدم حلالیت سرب را افزایش می دهند CM7-bو    CM3-bسازگار شده )

 Jarosławiecka and)کنند  های مقاوم به سرب از این مکانیسم جهت کاهش سمیت استفاده میباکتری

Piotrowska-Seget, 2014) . در در مطالعه حابر، درصد فسفر و سرب pH 6.5  هایسویه در زیست توده 

واکشت متعدد در محیط   رسد کهبه نظر می است.اولیه افزایش یافته  هایسویه در مقایسه با   سازگار شده

بیشتر رسوب دهند و در نتیجه، سرعت   به شکل فسفات سربرا    جدید سرب  هایسویه دلوده سبب شده تا  

 هایسویه در غشای پلاسمایی   شدهاز سوی دیگر، درصد سرب انباشته افزایش یافته است. هارشد این سویه

در فضای غشای پلاسمایی از جمله   بسرتجمع   اولیه بود.  هایسویه کمتر از   (CM7-bو    CM3-bجدید )

سازگار شده بیشتر تمایل دارند که سرب    هایسویه با این حا ،    .های مقاوم استهای مهم باکتریمکانیسم

کاهش یابد و بنابراین سرعت رشد باکتری ها افزایش   را در خارج از سلو  رسوب دهند تا اثرات منفی دن

 .یابد 

 ها در سویه Pbrردیابی اپرون  6-4

های  مقاوم به سرب است که ژن  هایسویه شامل یک ناحیه خاص روی پلاسمید برخی    Pbrاپرون  

این اپرون در انتقا  سرب به بیرون سلو  و ایجاد فرم فسفات سرب دخالت دارند. تاکنون این ناحیه در  

یگاه اطلاعاتی، دو جفت  های ثبت شده در پالرا بر اسا  توالی  ،باکتری مورد مطالعه گزارش نشده است

مشاص کرد    PCRارائه شده است. نتایج واکنش    2-4پرایمر طراحی گردید که توالی پرایمرها در جدو   

های  ها از سیستمهای مورد مطالعه وجود ندارد. امکان دارد این سویهکه این اپرون در پلاسمید باکتری

می استفاده  ژنو  کنند. متفاوتی  کامل  پروفایل  تهیه  سویه  لرا  پیشنهاد میمی  از  ها  بهتری  تا در   گردد 

 ها ایجاد شود.  تغییرات صورت گرفته و ساختار ژنومی سویه
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 مورد مطالعه  هایسویهدر  Pbrلیست پرایمرهای استفاده شده جهت ردیابی اپرون   2-4جدو  

اسم 

 پرایمر 

 طو  قطعه GCدرصد  دمای اتصا   توالی نو  پرایمر 

 TCGCTGGCACGATCAACGA 62 58 369 رفت 1

 CTTCCAGATAGACGCCGCCT 61 60 برگشت

 CCTACCATCTGGGCAACCAC 60 60 619 رفت 2

 GCGAACACAGCCATCCACAT 61 55 برگشت

 

 نتیجه گیری کلی  7-4

های متعدد در محیط دارای سرب بر میزان توانایی زیست پاسیی دو  در این پژوهش اثرات واکشت 

نشان    Microbacterium oxydansباکتری    CM7و    CM3سویه   نتایج حاصل  قرارگرفت.  بررسی  مورد 

شود که در  ی در باکتری مییهادهد که قرار گیری بلند مدت در محیط دلوده باعث تغییرات و جهشمی

کند. این تغییرات سبب شده است که میزان  جدید تغییر پیدا می  هایسویه رب  نتیجه دن میزان تحمل به س 

اولیه استفاده کنند.    هایسویه تری نسبت به  های متفاوتبهینه سویه تغییر کند و از مکانیسم  pHدما و  

د  را رسوب داده و از حالت محلو  خارج کنن  سربجهش یافته بیشتر تمایل دارند    هایسویه رسد  نظر می هب

شناسایی نشد که حاکی از دنست که    Pbrمورد مطالعه اپرون    هایسویه تا میزان سمیت دن کاهش یابد. در  

کنند. همچنین سرب  کردن سرب از سیتوپلاسم استفاده میری جهت خارج ت ها از مسیرهای متفاوتسویه

ی  یهاه از طریق پمپکند که این سوی کمتری در سطا سلولی رسوب کرده بود که این فربیه را تقویت می

دهند. رسوب  فرم غیر محلو  رسوب میهکه در غشا وجود دارد تباد  یونی انجام داده و در نتیجه سرب را ب

اولیه داشته باشند. نتایج این   هایسویه جدید سرعت رشد بیشتری نسبت به    هایسویهسرب باعث شده تا  

ها ارائه داد که  تحقیق یک دید اولیه از اثرات کشت پیوسته در محیط دلوده به سرب بر جهش در باکتری

 تواند در بیوتکنولوژی محیط زیست بیشتر مورد توجه قرار بگیرد. می
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 پیشنهادات 8-4

ها  شود که انجام دنهاداتی ارائه میبر اسا  نتایج حاصل از این تحقیق و در راستای این کار، پیشن

اثر دنمی نواحی جهش و  از  بر مکانیسمتواند دید بهتری  ارائه دهد که  ها  های بکار گرفته شده 

 عبارتند از:

 سازگار شده و اولیه و تعیین نواحی تغییر یافته  هایسویه توالی یابی کامل ژنوم  -

 مقاومت  یمان القاادامه روند واکشت در زمان بیشتر و تعیین بهترین ز -

 های درگیر در مقاومت به فلزات سنگینبررسی عملکردی ژن -

های جهش یافته و اولیه در هنگام تنش سرب و شرایط نرما   تهیه کامل پروفایل پروتئینی باکتری -

 های درگیر در فرایند زیست پاسیی  جهت تعیین پروتئین
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Abstract 

Human activities and industrialization have increased the concentration of harmful elements 

such as heavy metals in the ecosystem and have devastating effects on the food health of 

organisms. Lead (Pb(II)) is one of the heavy metal elements causing harmful effects on 

ecosystems and living organisms. Bacteria, as the divers organisms, are used as part of 

microorganisms involved in the process of Pb(II) bioremediation. In the present study, the 

effects of long-term Pb(II) contamination (LTC) under a continuous sub-culturing system 

were evaluated on the growth rate, Pb-remediation potential, Pb-remediation mechanisms, 

morphological and genetically modifications of two strains, CM3 and CM7, of 

Microbacterium oxydans. Our findings illustrated that LTC could affect the optimal pH and 

temperature, and LTC was able to increase the growth rate of bacterial strains in the Pb(II) 

environment comparing with native strains. Besides, the Pb-remediation potential of strains 

from LTC was sharply increased at pH 6.5. The biomass of strains was analyzed in terms of 

the topographical and elements percentage using SEM. Our observations resulted that LTC 

could not change the cell shape and cell dimensions of studied strains. Besides, we found a 

correlation between P and Pb(II) percentage in biomass of strains from LTC, indicating these 

strains more precipitated Pb(II) in forms such as lead sulfate, and lead phosphate to reduce 

toxicity. Furthermore, LTC had reduced the Pb(II) accumulation into the cell wall of strains. 

In addition, the Pbr operon was not detected in the genome of studied strains indicating that 

they used other lead transporters to exit lead from cytoplasm. 

Keywords: Mutation, Lead remediation, Bacterial strains, Continues sub-culturing, 

Bioremediation, Heavy metals, Lead-resistance mechanisms.  
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