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  چکیده

برانگیوز   های صنعتی، برای کارشناسان محیط زیست همواره از موضووعات چوا    حذف فلز سنگین منگنز از پساب زمینه و هدف:

هوای مختلو ر ریزجلبوک از    توان از گونوه بوده است. مشخص شده است که در تصفیه پساب صنعتی جهت حذف فلزات سنگین می

هوا  جمله اسپیرو ینا پلاتنسیس بهره گرفت. هدف اصلی این پژوه  کاه  و یا حذف فلز سنگین منگنز از پسواب صونعتی کارنانوه   

 باشد.توسط ریزجلبک اسپیرو ینا پلاتنسیس می

از رسیدن جلبک به فاز  گوارتیمی  آوری شد و بعد نوع پساب صنعتی از کارنانجات مختل  جمع 8در این تحقیق  ها:مواد و روش

های صنعتی صورت گرفت. سپس غلظت فلز منگنز، میزان جذب فلز و درصد کارایی پاکسوازی ریزجلبوک بوه    مجاورسازی با پساب

یوابی نوکلووتیودی ژن زیراحود آ فافیکوسویانین از ریزجلبوک اسوپیرو ینا،       همچنین، برای تووا ی  وسیله سنج  جذب اتمی انجام شد.

استفاده شد و قطعو  موورد نظور بوه صوورت مجوازی        Clonewinافزار های برشی طراحی شد. سپس برای تأیید آغازگرها از نرمآنزیم

 درون ناقل بیانی قرار گرفت.

های صنعتی بوه مودت یوک سواعت، کواه       نشان داد که پس از مجاورسازی اسپیرو ینا با پسابنتایج ارزیابی جذب اتمی  یافته ها: 

سواعت، جوذب زیسوتی بیشوتری      3معناداری در حجم فلز سنگین منگنز اتفاق افتاد که با افزای  مدت زمان مجاورسازی بوه میوزان    

همو ووژی بوا تووا ی     ٪111زیرواحد آ فافیکوسیانین، های صنعتی صورت گرفت. همچنین نتیجه توا ی ژن توسط اسپیرو ینا از پساب

 ژن زیرواحد آ فافیکوسیانین موجود در بانک ژن را نشان داد.

بنابراین، اسپیرو ینا پلاتنسیس توانایی جوذب فلوز منگنوز در پسواب صونعتی حاصول از کارنانجوات را دارد و جهوت          نتیجه گیری:

 استفاده کرد. های بیانی متفاوتن از ناقلتواهای زیرواحدآ فا میسازی و بیان ژنهمسانه

 اسپیرو ینا پلاتنسین، زیست پالایی، فلز منگنز، پساب کلید واژه:
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 مقدمه
سوبزآبی از نوانواده   ، نووعی جلبوک   1اسپیرو ینا پلانتسیس

سیانوباکترها است. این جلبک به صوورت موارپیو و مونظم در    

تورین اشوکا    و از ابتودایی  2، 1شودزیر میکروسکوپ دیده می

رود. فلوزات سونگین، از   حیات بر روی کره زمین به شمار می

محیطی هستند که مواجه  انسان با بعضی از های زیستآلاینده

های موزمن  تواند مسمویتغذایی، میها از طریق آب ومواد آن

 توانمی آنها جمل  از که نمایند؛ ایجاد را نطرناکی حاد بعضاً و

سرب، کوادمیوم، جیووه، نیکول، منگنوز و روی      نظیر فلزاتی به

. منگنز یک ترکیب شیمیایی معمو  است کوه در  4 ،3اشاره کرد

شوود و سوومین عنصور    های کرة زمین یافوت موی  تمام قسمت

آیود. بنوابراین، از   از  حاظ سمی بودن به حساب موی شیمیایی 

طرفی، مقدار اندک منگنز برای بقای انسان مورد نیواز اسوت و   

از طرف دیگر، زمانی که غلظت منگنوز از حود معموو  نوود     

تجاوز کند و بالا برود، موجب بروز  مشوکلاتی بورای دسوتگاه    

، شود. علائم مسمومیت با منگنز شامل تووهم تنفسی و مغز می

 منگنز مسمومیت همچنین، است. عصبی هایآسیب و فراموشی

-موی  برونشیت و ریه مشکلات پارکینسون، بیماری بروز باعث

های کشاورزی و صنعتی منجور بوه آزادسوازی    .فعا یت6 ،5شود

شود. این موضووع  مقادیر بالایی از فلزات سنگین به محیط می

اکوسیسوتم و  تواند به عنوان نطری جودی بورای سولامتی    می

های زیرزمینی و سوطحی  . آ ودگی هوا، آب7انسان مطرح باشد

شوود.  با فلزات سمی، یک مشکل جدی و جهانی محسوب می

هوای آ ووده بوا فلوزات سونگین،      در رابطه با ارزیابی نطر آب

                                                                                          
1 . Spirulina platensis 

مشکل اساسی، جذب فلزات به وسیل  زنجیوره غوذایی اسوت؛    

هوای  در پساببنابراین ارزیابی و کنتر  غلظت فلزات سنگین 

ای هوای طبیعوی اهمیوت ویوژه    صنعتی، قبل از تخلیه به محویط 

آبوی،   هوای محویط  از سونگین  فلوزات  حوذف  دارد. در بحوث 

 جوذب  فیلتراسویون،  ماننود  زیوادی  فیزیکوشیمیایی راهبردهای

 / اکسیداسیون ا کتروشیمیایی، تصفی  شیمیایی، سطحی، ترکیب

 با استخراج معکوس، اسمز غشائی، تکنو وژی تباد  یون، احیا،

 اکثور  حا  این . با8 یافته است توسعه بازیافت تبخیری و حلّا 

 و فنوی  بوه تجهیوزات   نیواز  ماننود،  معوایبی  دارای هوا شرو این

 توجیه اقتصوادی،  عدم انرژی، زیاد مصرف پایشی، هایسیستم

 عمل کوردن  انتخابی عدم برداری، بهره پایین، مشکلاتر کارایی

گذاشوتن   برجوای  و فلزات کامل جداسازی عدم تصفیه، فرآیند

. اموا در اصولاح زیسوتی از    8 کننده، هستند آ وده هایباقیمانده

مواد طبیعی  مختل  با منشأ بیو وژیکی ماننود بواکتری، قوار ،    

شود و جایگزین مناسبی برای سایر جلبک و مخمر استفاده می

زدایوی  های بیو وژیکی در سمیتتکنیک. 11، 11، 9ها استروش

هایی نیز اسوت؛  ها، دارای مزیتهای معمو  آننسبت به روش

های زیستی معموولاً بورای محویط زیسوت نطوری      مثلاً روش

تووان  شووند. همچنوین موی   ندارند و باعث ایجاد آ ودگی نموی 

انجام داد و علاوه بور   2های زیستی را در محل آ ودگیفعا یت

سواعته   24صورت  ها، مقرون به صرفه نیز هستند و کار بهاین

. بنابراین، با توجه بوه بوه مووارد موذکور،     13، 12گیردصورت می

هدف از انجام  این پژوه ، بررسی میزان جذب زیسوتی فلوز   

سنگین منگنز توسوط ریزجلبوک اسوپیرو ینا پلاتنسویس بورای      

هووای آ ووودة  افووزای  کووارایی و اسووتفادة مجوودد از پسوواب   

یگوور ایوون جووات صوونعتی اسووت. همچنووین، هوودف دکارنانووه

های جذب کننودة فلوزات سونگین    پژوه ، مطا ع  ژنتیکی ژن

 باشد.  در این ریزجلبک می
 

 

 

                                                                                          
2 . in situ 
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 مواد و روش کار

اسپیرولینا  ریزجلبک بردارینمونه نحوه و کشت

 پلاتنسیس

ریز جلبک اسپیرو ینا به عنوان منبع او یه برای تلقیح، 

کشت و تکثیر، از مرکز تحقیقات میگو )بوشهر( نریداری 

 گردید و از آن در کل مسیر پژوه  تکثیر و نگهداری به عمل

 کشت ریزجلبک اسپیرو ینا پلاتنسیس به منظور تکثیر از آمد.

 درجه سانتیگراد و شرایط نوری 27آن در این آزمای ، دمای

  rpm151ساعت تاریکی و دور شیکر  8ساعت روشنایی و  16

 ایزو ه کاملا محیطی در و است شده طراحی PH 5/8 غلظت و

گرفت. مقدار حجم و زیر هود و در کنار شعله، صورت می

در  3از حجم محیط کشت زاروک %1مایع تلقیح کننده شامل 

های بعد از تهیه محیط کشت در تاریخنظر گرفته شده بود. 

ساعت بعد از تلقیح صورت  24گیری مشخص، او ین نمونه

ساعت یک بار تکرار  48ها هر گیریپذیرفت و سایر نمونهمی

آوری و مورد تجزیه و های بدست آمده جمعشد و دادهمی

گرفت. در هر نوبت از نمونه برداری، همه تحلیل قرار می

ها به زیر هود منتقل و در کنار شعله برای جلوگیری از نمونه

 cc1 آ وده شدن نمونه ها، از محیط کشت ریزجلبک حجم 

 شد. یبرداشت و در میکروتیوب ریخته م
 

بررسی مقاومت ریزجلبک اسپیرولینا با روش 

 غلظت حداقل و (MIC) 2مهاری غلظت حداقل

 (MBC) 5 کشندگی

 انجام فار ند مک 5/1 کدورت با اسپیرو ینا ریزجلبک کشت

 به هاییار ن در سیسی 111 حجم به زاروک محیط و 14شد

 هایغلظت  از هایی نمونه و شد سانته سیسی 211 حجم

                                                                                          
3 . Zarrouk 

4 . Minimum Inhibitory Concentration 

5 . Minimum Bacteriocidal Concenteration 

 

 از بعد شد و به محیط کشت افزوده گردید. تهیه منگنز مختل ر

 استاندارد رشدر شرایط در فلزی محلو  حاوی هایمحیط تلقیح

 شیکر دور سانتیگراد، درجه 27 دمای شامل ریزجلبک برای

rpm 151 در  تاریکی ساعت 8 و روشنایی ساعت 16 و

روزه، بر اساس  11-15 انکوباتور قرار گرفتند. در پایان دوره

های نتایج حاصل از مقدار رشد ریزجلبک و جداسازی نمونه

ها در محیط های بالا و کشت مجدد آنرشد نیافته در غلظت

فاقد استرس فلز در محیط کشت زاروک داری آگار)محیط 

ها در جامد( قرار گرفتند و بعد از سنج  مقدار رشد نمونه

فاکتور حداقل غلظت مهاری و   روزه، مقدار دو 11تا  8 دوره

لازم به ذکر است که   حداقل غلظت کشندگی تعیین گردید.

 .21، 19، 18، 17، 16، 15تکرار بودند 3همه تیمارها دارای 
 

 نمونه برای سنجش جذب اتمی فلز تهیه

در ابتدا بعد از رسیدن جلبک به فاز  گارتیمی، حجم 

ز محیط کشت های کشت داده شده را امشخصی از ریزجلبک

جدا کردیم. این کار را با ریختن حجمی از محیط کشت درون 

 سانتریفیوژ، از بعد شد.می انجام آن، کردن سانتریفیوژ و فا کون

داد و با جداسازی مایع به جلبک در ته فا کون رسوب می

ها درون میکروتیوب قرار گرم از وزن  تر جلبک 13/1حجم 

-ساعت درون یخچا  قرار می 24ها به مدت شد و آنداده می

جدا گردد. سپس  گرفتند تا مایع رویی به نوبی از جلبک

 ccهای فلزی به حجم های حاوی محلو ها به پسابجبلک

که از قبل سانته و رقیق شده بودند، اضافه شده و به  31

و  rpm 151ساعت بر روی شیکر با دور  3ساعت و  1مدت 

گرفتند. بعد از گذشت ر میدرجه سانتیگراد قرا 32در دمای 

زمان مذکور، عمل جداسازی مجدد ریزجلبک از محلو  فلزی 

-میکرون صورت می 22/1ها، توسط سرنگ و فیلتر نمونه

های جداسازی شده برای کدگذاری و ارسا  پذیرفت و نمونه

به شرکت زاگرس آبشناس فارس، شهر شیراز برای سنج  

 . 25، 24، 23، 22، 21شدندمیمیزان جذب اتمی صورت گرفته، آماده 
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نحوه  سنجش میزان جذب فلز و محاسبات  

 میزان جذب فلز

 منظوور  بوه  سوانتریفیوژ،  از حاصول  رویی فاز در فلز میزان

 او یه )کارایی به محلو  نسبت فلز کاه  غلظت درصد تعیین

 موورد  6اتموی  جوذب  دستگاه کمک به (RE% یا )  پاکسازی(

 کسر  با بیومس به شده جذب فلز میزان و گرفت قرار سنج 

 شد. محاسبه او یه، میزان از رویی مایع فلز 

 فاز در زوفل غلظت تعیین و استاندارد یومنحن رسم از پس

 فلز جذب میزان محاسبه جهت ها،نمونه از یک هر رویی

 /q = V(Ci – Cf )   فرمو   از موجود، هایبیومس توسط

Sپارامتر شد. استفاده q بیومس توسط فلز جذب میزان معرف 

 وزن گرم هر در شده جذب فلز گرمواحد میلی با که است

 معرفV پارامتر .گرددمی گزارش  (mg/gdw)  جلبک نشک

 او یه غلظت Ci  یتر، حسب بر مجاورسازی محلو  حجم

 از پس فلز غلظت mg/l  ،Cf حسب بر فلزی محلو 

 با بیومس نشک وزن ،Sپارامتر و mg/l حسب بر مجاورسازی

ها در ها با قرار دادن آنگرم است. وزن نشک جلبک واحد

ساعت بدست آمده  24گراد به مدت درجه سانتی 7آون 

 .29، 28، 27، 26است
 

  فلز ییمحاسبه درصد کارا

 پس منظور به سانتریفیوژ، از حاصل رویی فاز در فلز میزان

 جهوت  هوا، نمونوه  از یوک  هر رویی فاز در فلز غلظت تعیین از

 موجوود،  هایبیومس توسط فلز پاکسازی کارایی میزان محاسبه

 آن در کوه  شود  استفاده RE= (Ci – Cf)×100/ Ci% فرمو  از

 mg/l حسوب  بر فلزی محلو  یاو یه غلظت معرف Ci پارامتر

 را mg/l حسوب  بور  مجاورسازی از پس فلز غلظت Cf و است

 درصود  کاه  حداکثر که اینمونه ترتیب بدین دهد.می نشان

می نشان سانتریفیوژ از حاصل رویی محلو  در را فلزی غلظت

                                                                                          
6 . A.A.S 

، 26باشود می جلبک توسط فلز جذب میزان حداکثر معرف دهد،

27 ،31 ،31 ،32. 

 

هتتای زیرواحتتد  ل تتا  استتتارات تتتوالی ژن 

 فیکوسیانین از بانک ژن

بوا شوماره    7توا ی نوکلووتیدی ژن زیراحد آ فا فیکوسیانین

 .از بانک ژن استخراج گردیدAY804216.1 دسترسی 

هوای زیرواحود آ فوا بوه طوور      سوازی ژن به منظور همسانه

های های برشی آنزیمجداگانه در ناقل بیانی، در آغازگرها محل

NotI  و NdeI  بوورای بوورش طراحووی شوود. سووپس در برنامووه

بررسووی شووده و از  9و بلاسووت 8افووزاری او یگوآنووالایزرنوورم

ا  آغازگرهوای طراحوی شوده اطمینوان     انتصاصی بودن اتصو 

حاصل گردید و در نهایت جهت تأیید عمل آغازگرهوا از نورم   

سازی مجوازی اسوتفاده   جهت انجام همسانه11افزار کلون وین

شد و قطعه مورد نظر به صورت مجازی در دانل ناقل بیوانی  

قرارگرفووت. آغازگرهووای طراحووی شووده از طریووق شوورکت    

 تکاپوزیست تهیه شدند.

 

 ات ژنوماستار

کشوت   اسپیرو ینا پلاتنسیس در محویط انتصاصوی زاروک  

گووراد بووا دوره نوووری درجووه سووانتی 31داده شوود و در دمووای 

ساعت تواریکی انکوبوه شود. پوس از     12ساعت روشنایی و 12

رسیدن به مرحله رشد  گاریتمی جهت اسوتخراج ژنووم تووده    

آوری و سپس به میکروتیوب حاوی سلو ی با سانتریفیوژ جمع

میکرو یتر بافر  استخراج، افزوده شود .نمونوه بوه     411ین توده ا

قرار داده شد. پوس از آن تووده    -71دقیقه در فریزر  15مدت 

های فیزیکی در بافر استخراج، کاملا سلو ی با استفاده از روش

دقیقه در دموای   31حل شد. سوسپانسیون بدست آمده به مدت

                                                                                          
7 . Alpha-phycocyanin 
8 . Oligoanalyzer 
9 . BLAST 
10 . Clonewin 
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از ایون مودت نمونوه    گراد قرار داده شد. پوس  درجه سانتی 61

کاملا یکنوانت گردید. در این مرحله استخراج با کلروفرم بوا  

حجمی برابر بوا حجوم نمونوه صوورت گرفوت. اسوتخراج بوا        

، 11کلروفرم بی  از یکبار انجام شد. پس از افوزودن کلروفورم  

 6111دقیقووه در دور  6نمونووه بووه آرامووی مخلووو  شووده و   

ب جدید منتقل شود و  سانتریفیوژ گردید. فاز آبی به میکروتیو

در  DNAبه آن افزوده شد. توده  12حجم برابر آن ایزوپروپانو 

این مرحلوه رسووب نموود. ایون تووده بوا سوانتریفیوژ در دور        

دقیقه جمع آوری شود. موایع رویوی دور     5و به مدت  12111

میکرو یتور آب مقطور اسوتریل     411ریخته شد و به توده ژنوم 

حجم، استات سودیم   1/1یزان افزوده شد. سپس به ترتیب به م

 برابر حجم اتانل به نمونه اضافه گردید. رسووب   2مولار و 3

DNA  دقیقه جموع آوری   5به مدت 12111با سانتریفیوژ دور

اسوتخراج شوده در   DNA و سپس در زیر هوود نشوک شود.    

. کمیت وکیفیت با استفاده از 33حل شد TEمیکرو یتر بافر 211

میکرو یتر ازآن بورروی  1، 14وا کتروفورز 13دستگاه نانودراپ

ژ  آگارز مورد ارزیابی قرار گرفت. نگهداری ژنووم در فریوزر   

صورت پذیرفت. همچنوین از ژنووم اسوتخراج شوده بوه       -21

 استفاده شد. PCRعنوان ا گو در 

 

 روشتکثیر ژن زیرواحد  ل ا فیکوسیانین بته  
PCR 

عینوی از  ای پلیمراز، سونتز نموائی قسومت م   واکن  زنجیره

DNA   را با استفاده از دو قطعه کوچوکDNA    آغازگرهوا یوا(

اند، امکان طور انتصاصی طراحی شدها یگونوکلووتیدها( که به

. ایون واکون  کواملاً انتصاصوی اسوت و ایون       34کندپذیر می

ویژگی توسط اتصا  صوحیح آغازگرهوا بوه ناحیوه ناصوی از      

DNA طعه کووچکی از  توان قگردد. بنابراین میا گو تعیین می

                                                                                          
11 . chloroform 
12 . Isopropanol 

13 . Nanodrop 

14 . Electrophoresis 

یک ژنوم بزرگ را که قابول دسوتیابی و دسوتورزی اسوت، بوه      

 صورت انبوه تکثیر و تو ید نمود. 

موثرند عبارتند از: آنوزیم   PCRعواملی که در یک واکن  

 ا گو، آغازگرهای انتصاصوی،   Mg+2 ،DNAپلیمرازی، یون 

dNTP 1534دستگاه ترموسایکلر و. 

                                                                                          
15 . Thermocycler 
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 میکرو یتری 25در نمونه  PCRاجزا مخلو  واکن   -1جدول 

  22غلظت نهایی در حجم  مواد مورد نیاز

 )میکرولیتر(

 حجم مورد استفاده در واکنش

 )میکرولیتر(

 PCR (X11) X1 5/2بافر 

Mgcl2(mM 51 ) 5/1 75/1 میلی مولار 

dNTPs (mM 11) 2/1 5/1 مولارمیلی 

 1 میکرومولار 4/1 (μM11 آغازگر رفت )

 1 میکرومولار 4/1 (μM11 آغازگر برگشت )

DNAپلیمرازTaq (u/μl 5) 5/1 3/1 واحد 

DNA 5/1 نانوگرم 111 ا گو 

 45/18 - آب مقطر دیونیزه استریل

mM = milli Molar , µM = micromMolar , µl = microlitres , u/µl = unit per µl 
 

 

 تجزیه تحلیل  ماری

تجزیه و تحلیل نتایج در تمام مراحول بوسویله نورم افوزار     

ها و رسوم نموودار و از   بدست آوردن میانگین دادهاکسل برای 

بوه منظوور بررسوی سوطح معنوی       16اس پی اس اس  نرم افزار

 ها استفاده شد.داری داده

 

 نتایج

بررسی مقاومت بتر استاح حتداقل غلظتت     

 مهاری و حداقل غلظت کشندگی

در ایوون بخوو  از آزمووای ، بووه وسوویله نمووک کلریوود     

، ppm 32 ،16 ،8 ،4هوای  های فلزی با غلظوت محلو 17منگنز

زاروک اضافه گردیود.   های کشترتهیه شد و به محیط 5/1و  2

هوای  لازم به ذکر است که در این بخ  به د یل این که غلظت

حساس از فلز منگنز برای ریزجلبک اسپیرو ینا پلاتنسویس بوه   

تیمار غلظتی از فلوز   6طور دقیق مشخص گردد در دو مرحله 

-با توجه به رشد ریزجلبوک در غلظوت  منگنز تعری  گردید. 

تیمار غلظتی دوم تعیوین   6روزه،  15های مذکور در یک دوره 

                                                                                          
16 . IBM SPSS 

17 . MNCl2 

 35و  ppm 111 ،75 ،65 ،55 ،45هوای  شد که شوامل  غلظوت  

روزه دیگور بور    15بود. همچنین بعد از سپری شدن یک دوره 

هایی که رشد نیافته بودند، بوه  اساس تعیین مقدار رشد، جلبک

ک آگاردار  بدون  تیمار  فلزی منتقول شوده و   محیط کشت زارو

تعیین گردید، که این مقوادیر   MBCو  MICهای مقدار غلظت

و  ppm 65برای حداقل غلظت مهاری در ریزجلبک اسپیرو ینا 

 بدست آمد. ppm 111برای حداقل غلظت کشندگی 

 

 رسم منحنی استاندارد جذب فلز

 هوای غلظت هتهی از پس منگنز، جذب فلز استاندارد منحنی

 بار سه آزمای  نانومتر رسم گردید. 5/279نوان  در  مناسب

 انجام منحنی رسم آمده، دستبه هایمیانگین طبق و شد تکرار

بورای آن بوه     y = 0.1256x + 0.0528گرفت و معاد وه نوط   

 نشان داده شده است. 1دست آمد. این مقادیر در نمودار 
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 منحنی استاندارد جذب فلز منگنز -1نمودار

 

بدستت  وردن میتزان کمتی    نتایج حاصل از 

 جذب فلز و درصد کارایی پاکسازی

سوازی و مجاورسوازی ریزجلبوک    همانطور که نحوه آماده

هوا از  ها بیان شد، بعد از جداسوازی پسواب  اسپیرو ینا با پساب

های کدگذاری شوده بوه آزمایشوگاه زاگورس     ریزجلبک نمونه

 آبشناس فارس ارسا  گردید. بر این اساس میزان جذب فلز و

 2درصد کوارایی پاکسوازی ریزجلبوک اسوپیرو ینا در جودو       

 .محاسبه شده است
 

 میزان جذب فلز و درصد کارایی پاکسازی و میزان او یه فلز منگنز -2جدول 

  
  

 

   

Sample 

غلظت اولیه 

 فلز
(ppm) 

PH 
 دما
C)0 ( 

 غلظت نهایی فلز
(ppm) 

s. (mg/gdw) RE% 

1 hrs. 3 hrs. 1 hrs. 3 hrs. 1 hrs. 3 hrs. 

STET 
 

552/3 22/8 

C0 25 839/1  469/1  695/41 245/46 3795/76% 79617/86% 

C0 35 883/1  648/1  135/41 56/43 14177/75% 75676/81% 

C0 45 74/1  364/1  18/42 82/47 16667/79% 75225/89% 

82/1 _  میانگین  493/1  97/41 875/45 89565/76% 11173/86% 

MPC 
8733/14 35/6 

C0 25 914/3  912/3  3895/164 5695/164 67439/73% 76517/73% 

C0 35 151/4  783/3  3345/162 3395/166 76327/72% 55844/74% 

C0 45 715/3  835/3  5245/167 5745/165 18959/75% 21554/74% 

841/1 8993 _  میانگین  7495/164 4945/165 84575/73% 17968/74% 

ET-2 
16/13 82/6 

C0 25 669/3  499/3  865/141 415/143 91658/71% 21827/73% 

C0 35 85/3  179/3  15/138 715/149 52167/71% 4242/76% 

C0 45 155/3  591/3  575/148 135/142 84227/75% 51383/72% 

558/3   میانگین  389/1  53/142 155/145 75651/72% 14543/74% 

y = 0.1256x + 0.0528

R² = 0.9892
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GHP 
51/1 75/9 

C0 25 378/1  371/1  98/1 185/2 88235/25% 2549/27% 

C0 35 289/1  192/1  315/3 7794 3333/43% 35294/62% 

C0 45 352/1  246/1  37/2 96/3 98139/31% 76471/51% 

339/1 _  میانگین  269/1  555/2 615/3 39869/33% 12418/47% 

ZF-E 
37333/11 18/8 

C0 25 921/2  786/2  78495/126 81/128 31711/74% 5141/75% 

C0 35 772/2  675/2  12/129 475/131 62719/75% 48116/76% 

C0 45 89/2  911/2  25/127 935/126 58968/74% 41513/74% 

861/2 _  میانگین  791/2  685/127 47/128 84466/74% 46316/72% 

JF-E 
11933/11 34/7 

C0 25 169/3  847/2  61495/115 935/118 64191/69% 8379/71% 

C0 35 875/2  717/2  515/118 135/111 56192/71% 22276/73% 

C0 45 72/2  924/2  84/111 78/117 19416/73% 17622/71% 

888/2 _  میانگین  826/2  32/118 25/119 43233/71% 14563/74% 

ET-1 
17666/13 81/7 

C0 25 38/3  183/3  9499/146 4149/151 34858/74%  61257/76% 

C0 35 397/3  522/3  6949/146 8199/144 21957/74%  27192/73% 

C0 45 552/3  661/3  3699/144 7349/142 14324/73%  21612/72% 

443/3 _  میانگین  422/3  1149/146 3199/146 87146/73%  12984/74% 

ST-2 
427666/1 92/11 

C0 25 113/1  1 21999/6 41499/6 96124/96%  111% 

C0 35 155/1  113/1  58999/5 21499/6 1395/87%  96124/96% 

C0 45 151/1  115/1  14999/4 33499/6 69217/64%%  83186/98% 

173/1 _  میانگین  116/1  31999/5 32499/6 9316/82%  59714/98% 

 

 
 

 منگنز در پساب صنعتی فلز %REنمودار سنج   -2نمودار 
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 نمودار میزان جذب فلز منگنز در پساب صنعتی  -3نمودار 

 

 ( در پساب صنعتیhrs1 ،hrs1 ،hrs3) های مختل بررسی معنی داری داده های حاصل از غلظت فلز منگنز در زمان -3جدول 

درجه  pارزش 

 آزادی

t زمان تفاوت دو گروه همبسته 

اطمینان بازه  %95بازه اطمینان 

95% 

انحراف 

 استاندارد

 میانگین

 پایین تر بالاتر

111/1  23 172/7 925/7 376/4 858/1 211/4 151/6 
تا  1زمان 

 1زمان 

141/1  23 168/2 214/1 115/1 148/1 .236/1 114/1 
تا  1زمان 

 3زمان 

 

 
 

 (hrs1 ،hrs1 ،hrs3زمان مختل  ) 3نمودار بررسی تفاوت غلظت فلز منگنز در  -4نمودار
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 زیرواحدآلفا فیکوسیانین تکثیر ژن

غازگرهووای ژن زیرواحوودآ فا فیکوسوویانین بووا اسووتفاده از آ

انتصاصی طراحی شده و ژنوم استخراج شده به عنووان ا گوو   

تکثیر گردید. جهت تکثیر قطعه مورد نظر، با توجه به گرادیان 

درجوه   64، دموای بهینوه   PCRدمایی استفاده شده در واکون   

سانتیگراد جهت اتصا  آغازگر ژن زیرواحدآ فا فیکوسیانین به 

وا ی آنکوور در پرایمور   رشته ا گو بدست آمد. با توجوه بوه تو   

 513رفت، قطعوه تکثیور یافتوه حودود     طور که انتظار میهمان

 جفت باز طو  داشت.

 

 
 

 :محصو  حاصل ازتکثیرژن زیرواحدآ فا فیکوسیانین2و1، چاهکKb 1:نشانگرمو کو ی M ژن زیرواحدآ فا، چاهک  PCRمحصو    -1تصویر 

 

 تعیین توالی

توا ی جهت تأیید نهایی، ژن زیرواحدآ فا فیکوسیانین تعیین

 واحد ردیفی با توا ی ژن زیرتوا ی پس از همشد. نتیجه تعیین

 ٪111افزار مگافورپس از بلاست آ فا فیکوسیانین توسط نرم

همو وژی با توا ی ژن زیرواحد آ فا فیکوسیانین موجود در 

 بانک ژن را نشان داد.
 

 بحث

 محیطی،زیست تهدیدهای ترینکنطرنا و ترینمهم از یکی

 در فلزات سنگین موجود هاییون از ناشی هایآ ودگی

 از کشورهای بسیاری باشد. درمی صنعتی واحدهای هایبپسا

 مناسبی توسعه، کنتر  حا  در کشورهای همچنین و سوم جهان

 گیرد.نمی صورت کارنانجات، پساب نروجی هایسیستم بر

جمعیت  از اعم زیستی مزمن حاد و هایآ ودگی به امر همین

. همچنین، در صورتر 35شودمی انسانی منجر و حیوانی گیاهی،

توان آب  های صنعتی، میهای فلزی از پسابحذفر آلاینده

حاصل را مجدداً در چرنه کشاورزی و یا صنعتی به کار 

های گرفت. بدین ترتیب، علاوه بر کاه   آ ودگی

 توان در مصرفر آب نیز صرفه جویی کرد. محیطی، میزیست

 دادن رسوب جمله از متعددی هایروش که هاستسا 

جذب  حلا ، با استخراج تقطیر، یونی، تعویض شیمیایی،

کربنی و... جهت  و شنی هایصافی کاربرد زنی،آهک سطحی

از  یکی بیو وژیکی تصفی  شوند.می گرفته کار به آب تصفیه

در  که است جهان درسطح قبو  قابل و استاندارد هایروش

 آن استفاده از صنعتی هایپساب بازیافت و مجدد استفادة جهت

 هایبا روش مقایسه در بالا در شده ذکر هایشود. روشمی

 پژوهشگران راستا، این در هستند. گران بسیار بیو وژیکی تصفی 

 ها،ط باکتریوها توسبفاضلا ه بررسی تصفی  بیو وژیکیوب
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 تبدیل برای پروتوزوآها و هاها، جلبکسلو یتک ها،قار 

اند و ا بته  انیراً ضرر پردانتهبی حا تی های صنعتی بهپساب

 بیشتر مورد هاتوانایی بالا در تصفی  پساب علت به هاجلبک

. به همین د یل این پژوه  در راستای 37اندگرفته قرار توجه

کمک به محیط زیست و حذف فلزات سنگین توسط 

ریزجلبک اسپیرو ینا برای ادامه حیات بشر و همه موجودات 

های این کره ناکی، طراحی شده فیت آبزنده و افزای  کی

 است.
 

 مهاری غلظت حداقل روش با مقاومت بررسی

 و حداقل غلظت کشندگی

حداقل غلظت مهاری به عنوان کمترین غلظت فلز در 

کند و محیط است که از رشد میکروارگانیسم جلوگیری می

حداقل غلظت کشندگی به عنوان کمترین غلظت فلز در محیط 

. 39، 38، 21گردداز بین رفتن میکروارگانیسم میاست که باعث 

های فلز در این بخ  از آزمای ، برای تعیین مقدار غلظت

و  MICمنگنز به عنوان تیمارهای اعما ی برای تعیین مقدار 

MBC های در دو مرحله اجرا گردید. در مرحله او  غلظت

سی سی 111از فلز منگنز هر کدام به  15/1و  2، 4، 8، 16، 32

مک  5/1از محیط کشت زاروک  اعما  شد و بعد از تلقیح با 

درجه  27فار ند از ریزجلبک اسپیرو ینا پلاتنسیس در دمای 

ساعت  16و دوره  rpm 151 ،PH 8/8گراد ، دور شیکر سانتی

ر قرار داده شدند. تکرا 3ساعت تاریکی و در  8روشنایی و 

روزه مقدار رشد ریزجلبک در مقایسه با  15بعد از یک دوره 

محیط شاهد مورد بررسی قرار گرفت. براساس مشاهدات 

های حاوی صورت گرفته ریزجلبک اسپیرو ینا در محیط

  ppm و ppm  5/1، ppm  2 ،ppm  4 ،ppm  8 هایغلظت

یاد، رشدر نوبی از فلز منگنز، به ترتیب از غلظت کم به ز 16

از نود نشان داد. همچنین در مرحله دوم از همین بخ ، 

، ppm  35 ،ppm  45های جدیدی از فلز منگنز، شامل غلظت

ppm   55 ،ppm   65 ،ppm   75  وppm  111  تعیین گردید

روزه دیگر،  15و مجددا بعد از تلقیح و گذشت یک دوره 

های غلظت های حاوینتایج حاصل شده شامل رشد محیط

ppm  35 ،ppm   45 وppm   55  بود؛ اما در غلظتppm   

از فلز منگنز رشدی از ریزجلبک اسپیرو ینا مشاهده نشد.   65

های فلزی هایی که فاقد رشد بودند، یعنی غلظتسپس محیط

ppm  65 ،ppm   75  وppm   111  به محیط کشت جامد

دند تا در یک )محیط کشت زاروک حاوی آگار( انتقا  داده ش

های مذکور، روزه، میزان  رشد ریزجلبک بر غلظت 11دوره 

بررسی و ثبت شود. مشاهدات رشدی صورت گرفته، نشان 

 اسپیرو ینا ریزجلبک منگنز، فلز از  ppm   65 غلظت در که داد

- هیو اثری از رشد ریز ppm   111رشد کرد و ی در غلظت 

جلبک بر محیط کشت، مشاهده نشد. بر این اساس مقدار 

MIC  برابر باppm   65  و مقدارMBC  برابر باppm   111 

برای ریزجلبک اسپیرو ینا در محیط کشتر حاوی فلز منگنز 

 .41تعیین شد
 

 بررسی شرایط جذب فلز منگنز

هوای انجوام شوده توسوط اسوماعیلی،      بر اسواس پوژوه   

در  42همچنوین چوجانکوا، و همکواران     41بیرامی، روستاییان،

هووا بووه ویووژه ریزجلبووک بررسووی جووذب فلووز توسووط جلبووک

توان اذعوان داشوت کوه فاکتورهوای مهوم بورای       اسپیرو ینا، می

، اثر جرم جاذب، اثر غلظت محلو  PHجذب فلز شامل میزان 

فلووزی و زمووان اسووت. کووه بووا توجووه بووه مطا عووه چوجناکووا و 

ت سنگین توسط ریزجلبوک  در مورد جذب فلزا 42همکاران 

باشد. براسواس نتوایج   می PHترین عامل مقدار اسپیرو ینا، مهم

تووان  گیوری موی  به دست آمده از این پژوه ، به طور چشوم 

میووزان کوواه  فلووز منگنووز را در پسوواب صوونعتی، بعوود از     

مجاورسازی با ریزجلبک اسپیرو ینا پلاتنسیس در مدت زموان  

بررسی صورت گرفتوه در   ساعت مشاهده نمود. همچنین در 1

سواعت، غلظوت    3مجاورسازی ریزجلبک اسپیرو ینا به مودت  

فلز منگنز مجددا کاه  یافته است که ایون امور نشوانگر ایون     
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موضوع است که با افزای  مدت زمان مجاورسازی ریزجلبک 

و پساب حاوی فلز، سوهم بیشوتری از فلوز منگنوز در پسواب      

 یابد.صنعتی کاه  می

 

  ل تتا زیرواحتتد ژن والیتتت تعیتتین بررستتی

 فیکوسیانین

ها، علی رغم سادگی استخراج ژنوم از اغلب ارگانیسم

استخراج ژنوم سیانوباکترها به نصوص اسپیرو ینا به د یل 

نسبت به وزن نشک سلو ، غنی بودن از  DNAمیزان کم 

- اندونوکلواز بودن دارا و هافنلوپلی ساکاریدهاپلی مانند موادی

 33. قلی پور وهمکاران 43مشکلاتی مواجه استمهم، با  های

از سیانوباکترها،  DNA طی بررسی چندین روش استخراج

را مناسب معرفی کردند. این روش  18روش تغییریافته دویل

های گیاهی مورد استفاده قرار از بافت DNAجهت جداسازی 

ساکاریدها و به منظور حذف پلی CTABگیرد که در آن از می

رو به د یل استفاده از اینشود. ازها استفاده می ماکرومو کو

و سادگی روش، در این پژوه  به منظور   مواد ارزان قیمت

پس از   اسپیرو ینا، از این روش استفاده شد. DNA استخراج 

آ فافیکوسیانین با  های رمزکننده زیرواحدهایجداسازی ژن

ه از استفاده از پرایمرهای انتصاصی و ژنوم استخراج شد

 زیر هایژن سازی و بیاناسپیرو ینا پلاتنسیس، جهت همسانه

استفاده کرد. این  متفاوت بیانی هایناقل از توانمی آ فا واحد

رو به فراوانی در های زیادی بوده و از اینها دارای مزیتناقل

انتقا  ژن جهت بیان در باکتری اشرشیاکلی مورد استفاده 

هایی استفاده توا ی ما در طراحی پرایمرها از .قرارگرفته است

سازی و کلونینگ وجود داشته کردیم تا بعدا امکان همسانه

سازگار با ناقلین بیانی  های برشیها شامل سایتاین باشد.

 باشند.مناسب می

بینی فرآیند شناسایی و تخلیص پروتوینی به منظور پی  

های وا ی آنزیمتو ید نواهد شد، ت های آتیکه در پژوه 

                                                                                          
18 . Doyle 

در انتهای  19های نشانهای انتخاب شد که توا یبرشی به گونه

ژن زیرواحدآ فا اضافه گردد. انتهای پروتوین حاصل از بیان 

بوده و  21اسید آمینه هیستیدین 6این ژن در آینده، دارای 

های باکتریایی از سایر پروتوین 21هیس تگتوسط آنزیم آنتی

ر این صورت پروتوین نوترکیب باشد. دقابل جداسازی می

توان با گذراندن هیس تگ را می تو ید شده بصورت متصل به 

های کروماتوگرافی ویژه، نا ص سازی کرد. این از ستون

ها به د یل کوچک بودن، تغییری در سانتار بیوشیمیایی توا ی

 کنند.پروتوین نوترکیب ایجاد نمی

                                                                                          
19 . tag 
20 . Histidine 
21 . Anti-His tag 
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ABSTRACT 
 

Background & purpose: The remediation of heavy metal manganese from industrial wastewaters 
has always been a challenging issue for environmental experts. It has been found that different species 
of microalgae, including Spirulina platensis, can be used in industrial wastewater treatment to remove 
heavy metals. The main goal of this research is to reduce or remove the heavy metal manganese from 
the industrial wastewaters of factories by microalgae Spirulina platensis. 
 
Materials & Methods: In this research, 8 types of industrial wastewaters were collected from 
different factories and after the algae reached the logarithmic phase, they were mixed with industrial 
wastewaters. Then, the concentration of manganese metal, the amount of metal absorption and the 
percentage of microalgae cleaning efficiency were determined by atomic absorption measurement. 
Also, cutting enzymes were designed for nucleotide sequencing of α-phycocyanin subunit gene from 
Spirulina microalgae. Then Clonewin software was used to confirm the primers and the target 
fragment was placed in the expression vector. 
 

Findings: The results of atomic absorption evaluation showed that after exposure of spirulina to 
industrial wastewater for one hour, a significant decrease in the volume of the heavy metal manganese 
occurred. Also, the result of the α-phycocyanin subunit gene sequence showed 100% homology with 
the α-phycocyanin subunit gene sequence in the gene bank. 
 

Conclusion: Therefore, Spirulina platensis has the ability to absorb manganese metal in industrial 
wastewaters from factories, and different expression vectors can be used for homogenization and 
expression of alpha subunit genes. 
  

Keywords: Spirulina platensis, wastewater, manganese, biodegradation 
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ABSTRACT 
 

Background & purpose: The remediation of heavy metal manganese from industrial wastewaters 
has always been a challenging issue for environmental experts. It has been found that different species 
of microalgae, including Spirulina platensis, can be used in industrial wastewater treatment to remove 
heavy metals. The main goal of this research is to reduce or remove the heavy metal manganese from 
the industrial wastewaters of factories by microalgae Spirulina platensis. 
 
Materials & Methods: In this research, 8 types of industrial wastewaters were collected from 
different factories and after the algae reached the logarithmic phase, they were mixed with industrial 
wastewaters. Then, the concentration of manganese metal, the amount of metal absorption and the 
percentage of microalgae cleaning efficiency were determined by atomic absorption measurement. 
Also, cutting enzymes were designed for nucleotide sequencing of α-phycocyanin subunit gene from 
Spirulina microalgae. Then Clonewin software was used to confirm the primers and the target 
fragment was placed in the expression vector. 
 

Findings: The results of atomic absorption evaluation showed that after exposure of spirulina to 
industrial wastewater for one hour, a significant decrease in the volume of the heavy metal manganese 
occurred. Also, the result of the α-phycocyanin subunit gene sequence showed 100% homology with 
the α-phycocyanin subunit gene sequence in the gene bank. 
 

Conclusion: Therefore, Spirulina platensis has the ability to absorb manganese metal in industrial 
wastewaters from factories, and different expression vectors can be used for homogenization and 
expression of alpha subunit genes. 
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