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23/2/91:قاله، پذیرش م20/5/90: دریافت مقاله
با توجه به اهمیت اثرات . دنیتریفایر فاضلاب استيهاباکتري سودوموناس استوتزري از مهمترین و مؤثرترین باکتري:مقدمه

مختلف يهانیترات بر منابع آب و سلامتی انسان و نقش بازدارندگی مترونیدازول، این تحقیق با هدف بررسی اثر غلظت
.یت دنیتریفایري سودوموناس استوتزري در فاضلاب انجام شدمترونیدازول بر فعال

   و جداسـازي بـاکتري      ییبعـد از نمونـه بـرداري فاضـلاب خـام، شناسـا            . اسـت  تجربـی این مطالعه از نوع     : هامواد و روش
ل در آب   مختلف مترونیـدازو   يهاسیون باکتري در محیط کشت اختصاصی، غلظت        نسپس سوسپا . استوتزري انجام شد  سودوموناس

مختلف نیترات براي انجام آزمایشات حـذف نیتـرات در شـرایط انواکـسیک آمـاده و آزمایـشات بازدارنـدگی        يهامقطر و غلظت   
.استوتزري در فاضلاب مصنوعی و واقعی انجام شدمترونیدازول بر فعالیت دنیتریفایري سودوموناس

 و300،   200، 100هاي  مترونیدازول در غلظت    : هایافتهmg/l400    هـاي تـا     هاي مصنوعی حاوي غلظت     ، در فاضلابmg/l550
به بالاي مترونیـدازول در فاضـلاب       mg/l800غلظت. اثر بازدارندگی نداشت   سودوموناس استوتزري نیترات، بر فعالیت دنیتریفایري     

مترونیدازول، بـا افـزایش      mg/l800غلظتدر  . به بالا در فاضلاب خانگی، اثر بازدارندگی داشتند        mg/l500هاي مصنوعی، و غلظت   
این باکتري به سه نمونه فاضلاب خانگی افزوده شـد،    . دار سرعت حذف نیترات مشاهده شد     ، کاهش معنی  )نیترات(غلظت سوبسترا   

.نداشتيولی بر میزان حذف نیترات تأثیر
ي بالامقاومتو سودوموناس استوتزريي باکترتوسطتراتیني بالايهاغلظتحذفتیقابلبهتوجهبا: گیريبحث و نتیجه
ي بالايهاغلظتحذفمنظوربهکاربردجهتییبالالیپتانستواندیمک،یولوژیبونیاسیفیتریدنندیفرآدازول،یمترونمقابلدرآن

.باشدداشتهییداروعیصنافاضلابژهیوه بی صنعتيهافاضلابازتراتین
ازول، دنیتریفیکاسیون بیولوژیک، سودوموناس استوتزري، نیترات، تصفیه فاضلاب صنعتی، سیستم          مترونید: هاي کلیدي واژه

.p450آنزیمی سیتوکروم 

چکیده
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مقدمه
يهاو بهداشتی سبب ورود آلایندهییداروصنایع

متنوعی به محیط زیست و منابع آب، و تهدید سلامت مردم و 
ع آب و خاك و ها از منابمحیط زیست شده است و حذف آن

ها که از یکی از مهمترین آلاینده. محیط زیست ضروري است
طریق فاضلاب خانگی و صنایع مختلف به منابع آب وارد 

شود، نیترات به عنوان یکی از مهمترین ترکیبات نیتروژن یم
مطالعات انجام شده . دار و آنیونی بشدت محلول در آب است

زیرزمینی است يهاآبنشان دهنده افزایش غلظت نیترات در
ها با گندزدایی ساده به طوري که استفاده از این منابع آب تن

تصفیه مورد تردید است يهاو بدون استفاده از سایر تکنولوژي
)2 -1  .(

بندي خاص بهداشت جهانی نیترات را در گروهسازمان
که به راحتی تصفیه پذیر نیستند قرار داده است ییهاآلاینده

ها و فراهم شدن شرایط افزایش رشد جلبک). 3(
با مصرف (اتریفیکاسیون، کاهش شدید اکسیژن محلول 

، افزایش میزان )گرم اکسیژن به ازاي هر گرم نیتروژن33/4
سرطان معده در افراد بالغ مستعد، سمیت ناشی از حضور 

NH4 ایجاد بیماري سیانوز نیتراتی ناشی از مصرف آب آلوده ،
هاي دکان از جمله آثار ورود نیترات  به منابع آبتوسط کو

ثیر ٔتوانند کیفیت آب را بشدت تحت تایپذیرنده می باشند و م
هاي به همین علل حذف نیترات از پساب. خود قرار دهند

هاي فاضلاب قبل از تخلیه به منابع آب، بویژه اگر تصفیه خانه
مصارف مختلف در پایین دست نقطه تخلیه، برداشت به منظور 

هاي زیرزمینی استفاده شوند، انجام شود و یا جهت تغذیه آب
).4-5(ضروري است 

که امروزه بیش از پیش توجهییهایکی دیگر از آلاینده
ها هستند که بیوتیکآنتیمحققین را متوجه خود نموده است،

هاي خانگی، پساب صنایع دارویی، فاضلاب به همراه فاضلاب

حیوانات اهلی، دامپزشکیهايکلینیکوهاانبیمارست
هاي پرورش ماهی که از محصولات کشاورزي و حوض

مقادیر قابل کنند،عنوان پیشگیري استفاده میها به بیوتیکآنتی
).6(شوندهی وارد منابع آب و محیط زیست میتوج

خانگی محتوي مقادیر زیادي باقی يهاامروزه فاضلاب
بخش رفی توسط انسان درمصيهابیوتیکآنتیمانده 
ا جذب لجن یها معمولاً این دارو. باشندپزشکی میيهامراقبت

توانند نقش شوند و میلجن میيهاهاضمفعال شده و وارد 
يهاممانعت کنندگی در فعالیت تجزیه بیولوژیک باکتري

متداول هاي و یا با عبور از فرایند) 7(هوازي داشته باشندبی
هاي تصفیه فاضلاب به همراه پساب، وارد خاك و یا منابع آب

افزایش مقدار و تنوع . سطحی و زیرزمینی و شرب می شوند
ها از طرق هاي مصرفی، سبب ورود بیشتر آنآنتی بیوتیک

با تأسف امروزه اطلاعات موجود . مختلف به محیط شده است
در محیط بسیار هادر خصوص سرنوشت و خطرات ناشی از آن

١). 8(م استک

کیوتیبیآنت% 70در مطالعه خود گزارش نموده 1کومرر
توسطشود،یمتن11500معادلکهکایآمردرشدهدیتول

وگرددیممصرفواناتیحدرماني براوي دامپروربخش
امروزه ). 8(گرددیمستیزطیمحواردآنازي ادیزبخش

يهادر منابع آب هابیوتیکتیآنقوانین لازم براي کنترل 
چون . کافی نیستآشامیدنی يهاسطحی و زیر زمینی و آب

در آب بسیار کم و در ارزیابی هاشود مقادیر آنفرض می
روي يدارثابت شده و معنیخطرات زیست محیطی اثرات 

.)9(نشان نداده اندزیستمحیط
ور و با حضC6H9N3O3مترونیدازول با فرمول 

ی یهابیوتیکترکیب آن یکی از آنتیوزنی نیتروژن در % 55/24

1. Kummerer
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ق مختلف وارد است که محلول در آب و اتانول بوده و از طر
). 1شکل()10(محیط زیست می شود 

مترونیدازولییساختمار شیمیا-1شکل

مهارکننده فعالیت سیستم آنزیمی مترونیدازول
CODد به فاضلاب، بوده و بعد از وروp450سیتوکروم 

فاضلاب را تا حد بالایی افزوده و بعد از تجزیه و متابولیسم و 
آزاد شدن نیتروژن، منجر به ورود غلظت بالاي نیترات آنیونی، 
به فاضلاب و پساب خروجی تصفیه خانه فاضلاب بیمارستانی و 
صنایع دارویی حاوي مترونیدازول و در نهایت ورود به منابع 

). 6(زیر زمینی می شودهاي سطحی وآب
مختلف فیزیکی و شیمیایی و بیولوژیک يهاحال روشه تا ب

براي حذف ترکیبات نیتروژن از منابع آب و فاضلاب  و کاهش 
. ورد استفاده قرار گرفته استها مخطرات ناشی از این آلاینده

دنیتریفیکاسیون بیولوژیک که اغلب به دنبال روش
دهد،انوکسیک رخ میو در شرایط نیتریفیکاسیون هوازي 

هاي مختلف ترکیبات ازته را از فاضلاب حذف، و تواند شکلمی
نیترات موجود، با فرایند . شرایط بهره برداري را بهبود بخشد

هاي دنیتریفایر در دنیتریفیکاسیون توسط انواع میکروارگانیسم
بدیل شده و ت به گاز نیتروژن که نامحلول در آب می باشد، تینها

باکتري 500در بین بیش از. شوداز محیط فاضلاب حذف می
داراي این قابلیت، باکتري سودوموناس استوتزري که اولین بار 

به عنوان 1895توسط بوري و همکارش استوتزر در سال 
استوتزري معرفی شد، از مهمترین و مؤثرترین سودوموناس

شرایط بیهوازي و دردنیتریفایر است که با تنفس يهاباکتري

نوکسیک احیاء نیترات را با راندمان بالایی، در محیط فاضلاب آ
-14(نمایدانجام می دهد و نیترات را به گاز نیتروژن تبدیل می

11 .(
ها و توسعه هاي بالقوه آنزیمها و مزیتبا توجه به قابلیت

جدید مولکولی، تا بحال تحقیقات زیادي روي يهاروش
آنزیمی جهت تصفیه فاضلاب، مواد زائد يهایندتوسعه فرا

آلوده انجام شده استيهاجامد و مواد زائد خطرناك و خاك
در مطالعه خود نشان دادند که در بین 1لامدیوید و ). 17-15(

p450هاي آنزیمی محتلف، سیستم آنزیمی سیتوکروم سیستم

قاوم ومها در تجزیه ترکیبات آلیاز مهمترین و مؤثرترین آن
ها از طریق ترسیب و یا تبدیل به محصولات معدنی زنوبیوتیک

و یا قابل تجزیه بیولوژیک و یا تبدیل به مواد با خطرکمتر با 
ها ها در بین باکترياین آنزیم. ها درآب استمحلول کردن آن

هاي سودوموناس هم شناسایی هاي مختلف باکتريدر گونه
ه از سودوموناس پوتیدا به جداشدp450شده اند و سیتوکروم 

ها می باشدجدا شده از باکتريp450عنوان اولین سیتوکروم 
)18.(١

ا براي ی ریهاي معجزه آسااین سیستم آنزیمی قابلیت
انجام فرایند دنیتریفیکاسیون . اندها فراهم نمودهسودوموناس

ها از منابع آب و فاضلاب، یکی از NOxوکمک به حذف 
ییبسیاري از ترکیبات دارو. هاستهاي این باکتريتوانایی 

منجر به اثر مهارکنندگی یا تحریک کنندگی سیستم آنزیمی 
مترونیدازول، سایمیتدین، .شوندمیp450سیتوکروم 

کلرامفنیکل از جمله عوامل مهارکننده و سین ویاریتروما
ریفامپین، فنوباربیتال، پریمیدین وکاربامازین از جمله عوامل 

).19(حریک کننده می باشندت
تا بحال اثر مهارکنندگی مترونیدازول بر فعالیت 

هاي مختلف مورد مطالعه قرار گرفته است و شناسایی باکتري

1. David and Lam
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ها، یکی از هاي اصلی درگیر در متابولیسم ویژه داروآنزیم
). 20-21(مهمترین بخش هاي مطالعات اخیر است

چند دارو را به عنوان اثر همکارانو1وادوارد
9بر روي تجزیه P450مهارکننده فعالیت آنزیم سیتوکروم

ها نشان داد اثر نتایج آن. متیل آنتراسن بررسی نمودند
ها خیلی قوي بود و بعضی هم در ممانعت کنندگی بعضی از آن

بودند% 80هاي پایین، داراي اثر ممانعت کنندگی تا غلظت 
یدازول نیز اثر ممانعت کنندگی متروندر مطالعه دیگري ). 22(

ایمیدازولی مورد تحقیق قرار گرفته است و ترکیبات دارویی
. ها بسیار قوي بوده استکه اثر مهارکنندگی بعضی از آن

ها به عنوان عامل بازدارنده فعالیت آنزیمی ممکن بعضی از دارو
است از طریق باند شدن با جایگاه فعال آنزیم، مانع تأثیر آن 

). 23(شوند
با توجه به اهمیت اثرات نیترات بر منابع آب و سلامتی 
انسان، و همچنین اثبات نقش قوي دنیتریفایري باکتري 
سودوموناس استوتزري بومی جدا شده از تصفیه خانه فاضلاب

در این باکتريp450، و وجود سیستم آنزیمی سیتوکروم )24(
ی ترکیبات دارویی ، و نقش بازدارندگی و مهارکنندگ)25(

کتوکونازول روي سیستم آنزیمی ایمیدازولی مثل مترونیدازول و
، این تحقیق با هدف تشریح و مقایسه اثر )p450)6سیتوکروم 

مختلف مترونیدازول بر میزان بازدارندگی دنیتریفایري يهاغلظت
مختلف نیترات، مورد يهاسودوموناس استوتزري در حذف غلظت

.ی قرار گرفتمطالعه و بررس

هامواد و روش
OVAT2مطالعه از نوع تجربی و آزمایشگاهی و به روش 

برداري از فاضلاب خام یکی از صنایع ابتدا نمونه. انجام شد
. بود، انجام شد) g/l N1(پتروشیمی که محتوي نیترات بالا 

درجه سانتی گراد تا قبل از آزمایشات 4ها در دماي نمونه
يهار آزمایشگاه، آزمایشات لازم مطابق روشد. نگهداري گردید

مثل کشت ییهابه کمک روش). 26(استاندارد انجام شد
رشد کرده روي محیط يهاو بررسی مرفولوژي کلنیهاباکتري
سلول ییو شناسا، رنگ آمیزي گرم و مشاهدهBHIAکشت 

هاي بیوشیمیایی جهت تشخیص افتراقی و ها، آزمون هاي باکتري
PCR)هاي داراي قابلیت دنیتریفیکاسیون ، باکتري)2شکل

١. شناسایی و جداسازي گردید

و تصویر ژل الکتروفورز مربوطPCRنتایج -2شکل
سودوموناس استوتزريnosZبه تکثیر ژن 

ها، باکتري دنیتریفایر سودوموناس از بین انواع این باکتري
ردار بود، انتخاب و تحت بالاتري برخوییاستوتزري که از کارا

ها مورد مطالعه قرار شرایط انواکسیک قابلیت دنیتریفایري آن
براي . ها انجام گردیدگرفت و ادامه آزمایشات با استفاده از آن
کشت اختصاصی با کشت سودوموناس استوتزري از محیط

، )C4H4Na2O4(سدیم ساکسینات شش آبهترکیب ده گرم دي
ک ی، )K2HPO4,2H2O(ژن فسفات ک گرم پتاسیم هیدروی

، )KCl(گرم کلریدپتاسیم2/0، )NaNO3(گرم نیترات سدیم
ک ی، )MgSO4,7H2O(گرم سولفات منیزیم هفت آبه 2/0

آب مقطر در یک لیتر) FeSo4,7H2O(سولفات آهنگرممیلی

1. Edvardo

2. One Variable At a Time

MW 0 1 2 3 4 5 6   MW

385bp
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ها، علاوه بر ماکرونوترینت. دو بار تقطیر شده استفاده شد
زم نیز به محیط کشت اضافه گردید لايهامیکرونوترینت

در مطالعه اي که ). 14،27(تنظیم و سترون شد=2/7pHو
نیبهترو همکاران انجام گرفت نشان داده شد، که ییتوسط رضا

pHدرتراتیناءیاحجهتي استوتزرسودوموناسي باکترییکارا

pHاندازه گیري و تنظیم لیدلنیهمبه). 14(استی خنث

هاي گرمخانه گذاري نمونه. دیگردانجامی خنثحالتدرهانمونه
کشت داده شده و مورد مطالعه در دماي بیست و پنج درجه 

دور در دقیقه انجام 125سانتی گراد به همراه شیک با سرعت 
.شد

هاي مختلف نیترات براي هاي براث حاوي غلظت محیط
مورد نظر بعد از هاي مورد نظر تهیه گردید و باکتري انجام آزمون

جداسازي از فاضلاب، در محیط مذکور کشت داده شد تا بعد 
هاي مورد آزمایش ها براي تلقیح به محیطساعت، از آن24-48از

هاي قبل از شروع هر نوبت از آزمایشات غلظت. استفاده شوند
مورد نیاز محلول مترونیدازول درآب مقطر، تهیه شد و در ادامه، 

هاي مختلف هت بررسی تأثیر غلظتهاي لازم جآزمون
مترونیدازول بر باکتري سودوموناس استوتزري به شرح ذیل انجام 

. گردید و حداقل هر مرحله از آزمایشات سه بار تکرار شد
هاي مختلف آزمایشات، به هر بطري در مراحل و نوبت

لیتر از فاضلاب مصنوعی محتوي لیتري، پنجاه میلیصدمیلی
لیتر از محیط براث حاوي باکتري و یکی از نیترات، یک میلی

ها کاملاًمختلف مترونیدازول اضافه شد و درب آنيهاغلظت 
در هر . مسدود گردید تا از هر گونه نفوذ اکسیژن جلوگیري شود

کی بدون ینوبت سه بطري محیط کشت هم به عنوان شاهد، 
ازول و باکتري و با مترونیدازول، دومی با باکتري و بدون مترونید

ها بطري . سومی بدون باکتري و بدون مترونیدازول تهیه گردید
دور در دقیقه 125روي دستگاه شیکر با سرعت oC25در دماي 

ساعت بعد از کشت، 48،72، 24هايقرار داده شد و در زمان

UV-Vis)Unico Model نیترات آن به کمک اسپکتروفتومتر

ي شد و غلظت مؤثر و اندازه گیرnm220در طول موج ) 2001
نیترات، تعیین يهابازدارنده مترونیدازول براي هر کدام از غلظت

هم جهت جلوگیري از nm275 ها در طول موجاندازه گیري. شد
). 26،24(خطاي ناشی از وجود احتمالی مواد آلی انجام شد

و mg/l1600هاي مهارشده در حضور در ادامه از باکتري
mg/l800دازول، بر روي محیط مترونیBHIA کشت داده شد

جدید، مجدد يهاو بعد از تهیه سوسپانسیون میکروبی از کلنی
ها در حضور و عدم حضور مترونیدازول قابلیت دنیتریفایري آن

.بررسی شد
، يها به روش اسپکتروفتومترابتدا قبل از قرائت نتایج نمونه

نانومتر تهیه و 220نمودار استاندارد خطی نیترات در طول موج 
ها محاسبه به کمک آن، سایر نتایج حاصل از قرائت جذب نمونه

). 26(شد
خانه فاضلاب در سه درمرحله دوم آزمایشات، از تصفیه

قسمت فاضلاب خام ورودي، خروجی حوض هوادهی و پساب 
NO3برداري و آزمایش نشینی ثانویه، نمونهخروجی حوض ته

هاي مختلف مترونیدازول، به همراه تانجام گردید و سپس غلظ
لیتر از محیط براث محتوي باکتري مورد مطالعه، به یک میلی

لیتر فاضلاب تهیه شده اضافه شد تا اثر بازدارندگی پنجاه میلی
مترونیدازول بر فعالیت باکتري مورد نظر در فاضلاب واقعی با 

.نتایج فاضلاب مصنوعی مقایسه شود
آزمایشات مذکور از شرکت رمترونیدازول مصرفی د

داروسازي پارس دارو تهیه گردید و طبق دستورالعمل سازنده و 
تلف، در آب هاي مخسایر مقالات در دسترس جهت تهیه غلظت

برداشت شده ابتدا به يهاکلیه نمونه).28(مقطر حل گردید
دور در دقیقه سانتریفوژ 14000مدت بیست دقیقه با سرعت 

گیري نیترات به روش حاصل براي اندازهشدند و سپس روآب
).26(استاندارد استفاده گردید
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100غلظت (مختلف مترونیدازوليهاآزمایشات اثر غلظت
بر قابلیت ) mg/l590تا 45غلظت (و نیترات) mg/l1600الی 

48و 24يهااستوتزري در زمان دنیتریفایري باکتري سودوموناس
نتایج حاصل به . ذکور انجام شدساعت، تحت شرایط م72و 

SPSSکمک نرم افزار  و آزمون آماري آنالیز واریانس مورد 13
.تجزیه و تحلیل قرار گرفت

هایافته
جداسازي و شناسایی باکتري سودوموناس استوتزري از 

تصویر . معرفی شده انجام شديهافاضلاب خانگی به کمک روش
استوتزري سودوموناسnosZژل الکتروفورز مربوط به تکثیر ژن 

. شودمشاهده می2در شکل PCRحاصل از 
با توجه به این که حداکثر طول موج جذبی مترونیدازول در 

حضور باشد،مینانومتر275لکترومغناطیسی بالايطیف ا
ها، گیري غلظت نیترات و قرائت نتایج نمونهمترونیدازول در اندازه

. شتنداياختلالی ایجاد نکرده و تأثیر
هاي مختلف مترونیدازول تا عدم تأثیر بازدارندگی غلظت

mg/l400سودوموناس استوتزري جهت حذف یی، بر میزان کارا
. شودمشاهده می2و1ي هامختلف نیترات، در نموداريهاغلظت 
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وسط باکتري سودوموناس نیترات تmg/l376حذف -1نمودار
مترونیدازول درmg/l400 و300، 200، 100درحضوراستوتزري،

PH=2/7وoC27دماي

مترونیدازول که حداقل mg/l800در حضور غلظت ثابت 
استوتزري است، با افزایش غلظت بازدارنده رشد سودوموناس

دار ، اثر بازدارندگی و کاهش معنی)نیترات(غلظت سوبسترا
هاي مورد مطالعه مشاهده سرعت احیاء نیترات توسط باکتري

). 3-5يهانمودار(شودمی
mg/lآزمون آماري آنالیز واریانس دو طرفه در حضور غلظت

2/171يهامترونیدازول بین هر کدام از دو گروه غلظت800
نیترات بعد از mg/l590با  402و 590و 2/171، 402و 

بین ) P>05/0(دارساعت نشان دهنده اختلاف معنی72
زول روي میزان بازدارندگی و ها در خصوص اثر مترونیداگروه 

باشدیتریفایري سودوموناس استوتزري میفعالیت دن
). 3-5يهانمودار(
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نیترات توسط باکتري سودوموناس mg/l550حذف -2نمودار
درمترونیدازولmg/l400و100،200،300استوتزري،  درحضور

PH=2/7وoC27دماي 
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اکتري سودوموناس وسط بنیترات تmg/l42/171حذف-3نمودار
مترونیدازول mg/l1600و0،400،800درحضوراستوتزري
PH=2/7وoC27دردماي 

مترونیدازول تأثیر mg/l400 حالی که غلظتدر
بر بازدارندگی فعالیت دنیتریفایري باکتري مذکور در يدارمعنی

mg/l1600 مختلف نیترات نداشت، غلظتيهاحضور غلظت 
اثر بازدارندگی مختلف نیترات، تقریباًيهاغلظتدر حضور تمام 

).3-5يهانمودار(داشت% 100
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نیترات توسط باکتري سودوموناس mg/l402حذف : 4نمودار 
مترونیدازولmg/l1600 و800، 400، 0درحضوراستوتزري،

pH2/7وoC27دردماي
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اس سودومونيهانیترات توسط باکتريmg/l590حذف-5نمودار
مترونیدازول دردماي mg/l1600 و0،400،800درحضوررياستوتز

oC272/7و=PH

مترونیدازول اختلاف mg/l1600 و800يهاغلظت
داري با یکدیگر در بازدارندگی فعالیت دنیتریفایري باکتري معنی

و 402و 171يهااستوتزري در حضور غلظتسودوموناس
mg/l590 02/0(داشتندساعت72نیترات بعد از=P ،

03/0=P ،04/0= P ()ها، غلظت در بعضی آزمون).3-5يهانمودار
مترونیدازول ابتدا mg/l1600 و 800نیترات بعد از تماس با 

).3نمودار(بیشتر از غلظت اولیه شده است
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سودوموناس استوتزري نیترات توسطmg/l194 حذف-:6نمودار
مترونیدازول mg/l800طی دو مرحله تماس  با 
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شاهد داراي يهابا توجه به این که غلظت نیترات در نمونه
شاهد بدون مترونیدازول و بدون يهافقط مترونیدازول و نمونه

ها باکتري در پایان آزمایشات تغییري نداشت، از نمایش نتایج آن
.ها صرف نظر گردیددر نمودار

ت از فاضلاب خام توسط نیتراmg/l38/45حذف -7دارنمو
هاي مختلف مترونیدازول سودوموناس استوتزري درحضور غلظت

PH=2/7وoC27دردماي 

ثیر مترونیدازول بر مهار فعالیت ٔجهت بررسی نحوه و میزان تا
ها و بررسی برگشت پذیر بودن و یا نبودن فعالیت باکتري

ها کشت آنمهار شده مرحله اول، از هاي کاملاًدنیتریفایري باکتري
تهیه و مجدد در احیاء نیترات استفاده گردید، مشاهده شد که 

بعد از BHIAهاي ریز و سوزنی شکل روي محیط بصورت کلنی
.ساعت رشد کردند72-48

نیترات فاضلاب خروجی حوض هوادهی mg/l130 حذف-8نمودار 
دازول هاي مختلف مترونیتوسط سودوموناس استوتزري درحضور غلظت

PH=2/7وoC27دردماي 

ها، نشان داد همچنان از آزمایشات انجام شده با این باکتري
البته با . باشنداولیه خود در احیاء نیترات برخوردار میییتوانا

ها، اثر مترونیدازول به این باکتريmg/l800افزودن مجدد 
بازدارندگی آن بر فعالیت دنیتریفایري باکتري سودوموناس 

).6نمودار( بود% 100توتزري اس

نیترات پساب خروجی حوض mg/l78/121 حذف - 9نمودار 
نشینی توسط سودوموناس استوتزري درحضور و عدم حضور ته

PH=2/7وoC27هاي مختلف مترونیدازول دردماي غلظت

سودوموناس ییاثر مهارکنندگی مترونیدازول بر کارا
ي فاضلاب خام، خروجی حوض هوادهی و هااستوتزري در نمونه

نشینی ثانویه، نسبت به فاضلاب پساب خروجی حوض ته
).7-9يهانمودار(تري اتفاق افتادپایینيهامصنوعی در غلظت

گیري بحث و نتیجه
در این تحقیق، اثر مترونیدازول بر بازدارندگی فعالیت 

تریفایر استوتزري به عنوان یک باکتري دنیباکتري سودوموناس
استوتزري در این انتخاب سودوموناس. مورد مطالعه قرار گرفت

این باکتري و حضور تحقیق به علت قدرت بالاي دنیتریفیکاسیون
ونیکاسیفیتریدن. باشددر آن میp450سیتوکرومسیستم آنزیمی

تروژنینی جهانکلیسازی بخشها،يباکترلیقبنیالهیوسه ب
قیطرازتراتینمختلف،يهانشواکمرحلهچهاری طواست

(N2O)دیاکساتروسین،(NO)دیاکساکیترین،(NO2)تیترین
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در مطالعه اثر 1چ والترهنری).  29(شودیماءیاح(N2)تروژنینو
استوتزري با توجه به حضور دنیتریفایري باکتري سودوموناس

، تأکید نموده که این سیستمp450سیستم آنزیمی سیتوکروم 
). 25(ها به نیتروژن دارندNOxدر احیاء يآنزیمی نقش مؤثر

ها روي باکتري، معمولاً در بررسی اثر مهارکنندگی آنتی بیوتیک
شوداز سوبستراي مورد علاقه سیستم آنزیمی باکتري استفاده می

و در این تحقیق هم با بررسی میزان احیاء نیترات به عنوان ) 22(
استوتزري اثر مهار کنندگی سودوموناسسوبستراي مورد علاقه

. مترونیدازول مورد مطالعه قرار گرفت
انتخاب مترونیدازول هم، به منظور بررسی اثر بازدارندگی 
آن بر فعالیت باکتري مذکور و در واقع مهار سیستم آنزیمی 

مترونیدازول یا دو متیل پنج نیترو . باشدمیp450سیتوکروم 
یک داروي داراي پنج نیتروایمیدازول و ایمیدازول یک اتانول،

در بعضی . اي استبیهوازي رودهيهامؤثر در درمان عفونت
ها مطالعات از آن براي ارزیابی مقاومت و مرگ میکروارگانیسم

).28(استفاده شده است
و مقایسه نتایج با نمونه شاهد بدون 1-2يهانتایج نمودار

هاي یر مترونیدازول در غلظتمترونیدازول، نشان دهنده عدم تأث
، برکاهش میزان فعالیت دنیتریفایري سودوموناس mg/l400تا 

تهیه شده می يهاساعت تماس در نمونه72استوتزري بعد از
و 2گمز.ها مشاهده نشدم بین آنهيدارباشد و تفاوت معنی

مختلف تا يهابیوتیکآنتیهم نشان دادند، همکاران
یا بازدارندگی یید و فعالیت و میزان کارابر رشmg/l250غلظت
يمؤثر در فرآیند دنیتریفیکاسیون بیولوژیک، تأثیريهاباکتري

ها و یا ناپایداري ندارند و علت آن را وضعیت طبیعی فلاگ
فاضلاب بیان کردنديهامسها در حضور میکروارگانیبیوتیکیآنت
این مطالعه، نشان بررسی تأثیر بازدارندگی مترونیدازول در). 30(

دهنده شروع مهار فعالیت سیستم آنزیمی این باکتري در 
تجزیه و تحمل تا . باشدمترونیدازول به بالا میmg/l800غلظت

مترونیدازول توسط سودوموناس استوتزري mg/l800غلظت 
هاي آنزیمی این نشان دهنده قابلیت و توانمندي بالاي سیستم

ولوژیک مثل اي مقاوم به تجزیه بیهباکتري در تجزیه آلاینده
. هاي ثانویه می باشدها، به متابولیتزنوبیوتیکمترونیدازول و انواع 

ها اتفاق خصوص وقتی مهار فعالیت دنیتریفایري این باکتريه ب
افتد، بعضاً ابتدا اقدام به تجزیه مترونیدازول به عنوان می

ترات اولیه سوبستراي ثانویه کرده و منجر به افزایش غلظت نی
شوند، ولی بعد از ادامه تماس شاهد کاهش غلظت نیترات در می

١). 3نمودار(نمونه مورد مطالعه هستیم 

ازییهاغلظتحضوردردادنشانمطالعهنیاجینتا
زانیمنداشتند،هايباکترتیفعالبری بازدارندگاثرکهدازولیمترون

شیافزاسوبستراعنوانبهتراتینغلظتشیافزاباونیکاسیفیتریدن
کمکبههمکارانوییرضاتوسطکههمي امطالعهدر. ابدییم
زانیمکهاستشدهدادهنشاناست،گرفتهانجامي باکترنیا

). 14(ابدییمشیافزاتراتینغلظتشیافزاباونیکاسیفیتریدن
مهار شده اي که يهابررسی قابلیت دنیتریفایري باکتري

بازدهی ها با همانه شدند، نشان داد آندادکشت مجدد
و این مطلب به معنی ) 6نمودار(هاي اولیه فعال هستندباکتري

هاي مذکور فقط غیر فعال شدن فعالیت سیستم آنزیمی باکتري
در مرحله در محیط آبی و در حضور غلظت بالاي مترونیدازول 

بیوتیک اثري روي مرگ و میر این اول می باشد و این آنتی
مقاومت می رود کهمعمولاً انتظار. ي نداشته استباکتر
انجام در مطالعه. آبی بیشتر باشديهادر محیطیبیوتیکآنتی

نشان داده شده که مقاومت نیزو همکاران3شده توسط توماس
نمایدآبی بیشتر بروز میيهاها در محیطباکتريیبیوتیکآنتی

)31 .(

1. Heinrich and walter

2. Gomez

3. Thomas



همکارانوبیگیمعصومسودوموناس استوتزري در فاضلاب زول بر دنیتریفیکاسیون بیولوژیک اثرمترونیدا

91پاییزهم، دچهاریافته، دوره / 88

دهد باکتري که یک نوبت قبلاً با بررسی نتایج نشان می
مترونیدازول مهار شده است، وقتی در مرحله دوم در معرض 

تري نسبت به پایینيهاگیرد، در غلظتمترونیدازول قرار می
این نمودار نشان می دهد، ). 6نمودار(شودمرحله اول مهار می

حضور مترونیدازول تزري دریت باکتري سودوموناس استومهار فعال
در مرحله اول، تأثیري بر سرعت حذف نیترات، در عدم حضور 

. مترونیدازول در مراحل بعدي ندارد
با مهار شدن  فعالیت این باکتري در واقع احیاء نیترات 
توسط باکتري متوقف می شود و با عدم مصرف نیترات به عنوان 

گاهی تا دو برابر سوبسترا، شاهد افزایش غلظت نیترات، حتی 
مقدار اولیه، در فاضلاب  مصنوعی و فاضلاب خانگی هستیم و 
علت آن می تواند ناشی از تجزیه مترونیدازول توسط سودوموناس 
استوتزري به عنوان سوبستراي ثانویه، به متابولیت هاي ثانویه و 

چون مترونیدازول از جمله مهار کننده فعالیت . تولید نیترات باشد
دلیل ه در این باکتري بوده و بp450نزیمی سیتوکروم سیستم آ

بعد از ورود به ) 10(ونیدازولحضور نیتروژن در ترکیب متر
بعد از . دهدفاضلاب را تا حد بالایی افزایش میCODفاضلاب، 

هاي فاضلاب از مسثیر میکروارگانیٔتجزیه و متابولیسم تحت تا
ظت مترونیدازول قبیل سودوموناس استوتزري، در صورتی که غل

هاي دنیتریفایر باشد، در حد غلظت مهارکنندگی فعالیت باکتري 
گرچه مترونیدازول را به طور کامل تجزیه نخواهد نمود ولی با 
مصرف و تجزیه بخشی از مترونیدازول به عنوان سوبستراي ثانویه، 

هاي در صورتی که  فرایند. گرددمنجر به افزایش تولید نیترات می
براي احیاء نیترات پیش بینی نشده باشد، منجر به مناسبی

افزایش غلظت نیترات آنیونی محلول در فاضلاب و در نهایت 
پساب خروجی تصفیه خانه فاضلاب صنایع دارویی حاوي 

هاي مترونیدازول شده و در نتیجه سبب ورود نیترات به منابع آب 
. سطحی و زیر زمینی می شوند

وي دنیتریفیکاسیون بیولوژیک به بررسی اثرمترونیدازول ر
کمک سودوموناس استوتزري، در فاضلاب شهري هم طی این 

با توجه به این که حذف نیترات . تحقیق مورد مطالعه قرار گرفت
هاي خانگی، بعد از افزودن سودوموناسنمونه فاضلابدر
، نشان دهنده وجود )7-9هاي نمودار(توتزري، تغییري نکرداس

.باشدها در نمونه فاضلاب واقعی مورد مطالعه میکترياین قبیل با
هاي  مقایسه نتایج آزمایشات انجام شده با استفاده از نمودار

فاضلاب خانگی و مصنوعی نشان دهنده اثر ممانعت کنندگی 
هاي کمتر مترونیدازول در فاضلاب خانگی محتوي غلظت
خام یعنی در فاضلاب. هاي پایین تر نیترات می باشدغلظت

ورودي که نیترات کمتري دارد، اثر مهارکنندگی مترونیدازول در 
هاي خروجی حوض ، و در نمونهmg/l500هاي کمتر از غلظت

ته نشینی ثانویه و خروجی حوض هوادهی، مترونیدازول در 
اثر مهار کنندگی خود را نشان mg/l500غلظت بالاتر از 

.دهدمی
دخالت مؤثر باکتري ه عدم ، نشان دهند7-9هايودارنم

اء نیترات در سه افه شده در راندمان و نتایج احیضمورد مطالعه ا
این نتایج نشان دهنده بروز اثر . باشدنمونه فاضلاب می

باشد، به هاي کمتري میترونیدازول در غلظتمهارکنندگی م
مترونیدازول، فعالیت دنیتریفایري mg/l500نحوي که در غلظت 

متوقف شد و % 100هاي فاضلاب موجود در نمونه هايباکتري 
آنزیمی يهاتمام سیستميهااین به معنی توقف کامل فعالیت

هاي آنزیمی فعال یک باکتري در است، چون اگر سایر سیستم
محیط تحت شرایطی غیر فعال شوند، سیستم آنزیمی سیتوکروم 

P450ها عمل نها را پر کرده و به جاي آمی تواند خلاء حضور آن
). 32(نماید

استوتزري به مهار فعالیت دنیتریفایري باکتري سودوموناس
مهار سیستم . آنزیمی فعال آن استيهامنزله مهار سیستم 
در باکتري سودوموناس استوتزري در p450آنزیمی سیتوکروم 
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بازدارنده مترونیدازول، بدلیل تشکیل کمپلکس يهاحضور غلظت
اند شدن آن با مترونیدازول ی و آنزیم و یا بهاي دارویمتابولیت

در گزارش نتایج تحقیق خود بیان داشته 1بانرژي). 33(باشدمی
يهاها،  تحت تأثیر مکانیسمباکتريیبیوتیکآنتیتوسعه مقاومت 

ها وجود مختلفی امکان پذیر است که یکی از مهمترین آن
اري از چون بسی. هاستآنزیمی مناسب در آن يهاسیستم

میکروبی به ترکیبات ساده تر يهاها بوسیله آنزیمبیوتیکآنتی
ها معمولاً طی متابولیسم دارويهاواکنش). 34(شوندتجزیه می

در مرحله اول یک گروه عاملی . شوددو مرحله واکنش انجام می
شود و یا در بعضی موارد مثل هیدروکسیل به ترکیب اضافه می

بیولوژیک قرار يهادر معرض واکنشممکن است آن ترکیب 
مهمترین سیستم آنزیمی P450سیستم آنزیمی سیتوکروم . گیرد

و مقاوم به تجزیه بیولوژیک در ییبراي تجزیه ترکیبات دارو
ها یک خانواده بزرگ از این آنزیم. مرحله اول هستند

يهاها هستند که طیف گسترده اي از واکنشنییهموپروت
نمایندتجزیه ترکیبات خارجی کاتالیز میبیولوژیک را جهت 

ها هم مهمترین سیستم و این سیستم آنزیمی در انسان). 35(
ها و ترکیبات دارو% 70-80)اکسیداسیون(مسئول متابولیسم

این سیستم آنزیمی علاوه ). 36(خارجی وارد شده به بدن هستند
ها باکتريها بخصوص هان و میکروارگانیسمبر آن در حیوانات، گیا

ها وجود دارند و بسیاري از ویژه قارچه ها، بو یوکاریوت
).16(نمایدي را کاتالیز میاشیمیایی تصفیهيهاواکنش

ها و توانایی بالاي معمولاً انتظار داریم با توجه به قابلیت
ها، در در متابولیسم داروP450سیستم آنزیمی سیتوکروم 

هاي حاوي این آنزیم روارگانیسمهاي صنایع دارویی، میکفاضلاب
در بین ترکیبات مختلف دارویی . حضور فعالی داشته باشند

مترونیدازول از عوامل بازدارنده فعالیت سیستم آنزیمی می باشد، 
هاي داراي این سیستم در نتیجه ممکن است فعالیت باکتري

مثل باکتري سودوموناس استوتزري به عنوان یک (آنزیمی هم

هاي محتوي غلظت بالاي این در فاضلاب) نیتریفایرباکتري د
p450سیتوکروم يهاقابلیت بیوکاتالیزوري آنزیم. ها مهار شوددارو

و کاتالیز محدوده گسترده اي از باکتریایی در متابولیسیم
زیست محیطی اثبات شده يهاها و ترکیبات و آلایندهزنوبیوتیک

ها در اده از میکروارگانیسمها استفاست و با توجه به این قابلیت
ر مورد توجه محیطی روز به روز بیشتيهاحذف و تجزیه آلاینده

نقش مؤثر سیستم آنزیمی مذکور در ). 37،38(گیردقرار می
هاي مقاوم به تجزیه تجزیه بیش از هشتاد مورد از آلاینده

مهار و بازدارندگی این . ها اثبات شده استبیولوژیک، مثل دارو
به همین . هاستآنزیمی، معمول ترین اثر متقابل داروسیستم

سازنده دارو در تولیدات جدید، دانش يهادلیل شرکت
ها متابولیکی و قابل تجزیه بودن دارويهاخصوصیات و فرآیند
خصوص سیستم آنزیمی ه آنزیمی، بيهاتحت تأثیر سیستم

نقش دهند و این مسئله را مورد توجه قرار میP450سیتوکروم 
بسیار مهمی در انتخاب ترکیبات مناسب در مراحل توسعه 

ها به البته این گونه پیشرفت. نمایدتولید دارو ایفا میيهاپروژه
ها در مراحل افزایش اثر بخشی و کاهش مقدار نیاز و مصرف دارو

١). 39،40(نمایدکلینیکی هم کمک میدرمان

تواند به ی میآنزیميهابازدارندگی سیستميهامسمکانی
سه بخش تقسیم شود، که شامل بازدارندگی قابل برگشت، 
بازدارندگی نیمه بازگشت پذیر و بازدارندگی برگشت ناپذیر 

دهند، در این تحقیق همانطور که نتایج نشان می. شودمی
استوتزري از نوع بازدارندگی مترونیدازول بر باکتري سودوموناس

له برگشت، شاهد کاهش مقاومت باشد و در مرحبرگشت پذیر می
استوتزري و کاهش غلظت مترونیدازول مورد نیاز سودوموناس

اثرات متقابل بازدارندگی . مهار فعالیت این باکتري بودیمبراي
فعال يهابرگشت پذیر منجر به افزایش رقابت بر سر جایگاه

درگیر شدن فقط در اولین مرحله سیستم آنزیمی و احتمالاً

1 . Banerjee
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ییهااز طرف دیگر دارو. شودلیستی انتقال اکسیژن میچرخه کاتا
شوند، که طی و یا بعد از مرحله انتقال اکسیژن وارد واکنش می

معمولاً داراي بازدارندگی غیر قابل برگشت یا نیمه قابل بازگشت 
شوند و براي این منظور حداقل یک سیکل کامل از فرآیند می

يهادر محیط. از دارندکاتالیستی سیستم آنزیمی سیتوکروم نی
ها اثر مناسب هستند که طی آنییهافاضلاب متابولیسم

ها قابل ها بر سیستم آنزیمی سیتوکروم باکتريبازدارندگی دارو
ها بتوانند به وظیفه خود در باکتريتا مجدداً) 40(برگشت باشند

.ها ادامه دهندتجزیه و حذف آلاینده
يهاداراي آنزیميهاکاربرد و استفاده از باکتري

اکسیدکننده به عنوان بیوکاتالیست براي اهداف زیست محیطی 
یک توان بالقوه اي را در جهت مصرف انرژي کمتر در شرایط 

يهاتوجه به انواع سیستم. نمایدخاص مورد نیاز، فراهم می
ها در حذف و تصفیه میکروارگانیسميهاآنزیمی فعال و قابلیت

مورد علاقه محققین قرار گرفته و با توجه به ها به شدتآلاینده
رود در آینده کاربرد ها دارند، انتظار میمزایاي فراوانی که آنزیم

چون از یک طرف میزان . ه شودها در حد قابل توجهی افزودآن
ها و ترکیبات آلوده کننده آلی مقاوم در محیط زنوبیوتیکحضور

زیست محیطی شده رو به افزایش است و سبب افزایش مشکلات
شیمیایی و يهاها به روشاست و تصفیه و حذف این آلاینده

از طرف دیگر استفاده از . بیولوژیکی بیش از پیش مورد نیاز است
خاص مورد نظر، امکان پذیر يهاها جهت تصفیه آلایندهآنزیم

تر شدن اخیر بیوتکنولوژي سبب ارزانيهااست و پیشرفت
ها از ها و دسترسی راحت تر به آنزیمیم تولید آنزيهافرایند

خالص سازي جدید شده استيهاطریق جداسازي بهتر و روش
)42-41 .(

هاي متداول ها از فرایندترکیبات دارویی مثل آنتی بیوتیک
ها تصفیه بیولوژیک فاضلاب عبور کرده و بخش عمده اي از آن

اشد و یا با ها صورت گرفته ببدون این که متابولیسمی روي آن

متابولیسم ناقص، به فاضلاب و از آنجا بدون تصفیه به خاك و یا 
زیرزمینی و منابع آب شرب وارد هاي سطحی و منابع آب

ها تحت شرایط آزمایشگاهی در فقط تعداد کمی از آن. شوندمی
باشند و ترکیباتی مثل هاي آبی، قابل تجزیه بیولوژیک میسیستم
). 6-8(مترونیدازول غالباً مقاوم به تجزیه هستندها و یا کوئینین

ها بیوتیکآنتیهدف بررسی اثر بازدارندگیاي باطی مطالعه
mg/lهاي بیهوازي، اثر مهار کنندگی غلظت برفعالیت باکتري

هاي بیهوازي هاي مختلف بر باکتريبیوتیکآنتی1000-24
ز آنتی نتایج این مطالعه نشان داد که بعضی ا. بررسی شد

هاضم بیهوازي ها بعد از جذب روي ذرات لجن، وارد بیوتیک
هاي عالیت باکتريتصفیه لجن می شوند و به عنوان مهار کننده ف

ها و متناسب با نوع آلاینده). 6-7(کنندبیهوازي عمل می
مهارکنندگی يهامورد مطالعه ممکن است غلظتيهاباکتري

لی بررسی نتایج مطالعه فوق و ها متفاوت باشد، وبیوتیکآنتی
ها، بیوتیکآنتیاین تحقیق و غلظت بالاي مهارکنندگی يهایافته

تصفیه کننده فاضلاب در يهانشان دهنده مقاومت بالاي باکتري
يهاها در حذف آلایندهها و تأثیر موفق آنبیوتیکآنتیمقابل 

. باشدفاضلاب می
مقاومتوتراتیني لابايهاغلظتحذفتیقابلبهتوجهبا

و این دازول،یمترونمقابلدري سودوموناس استوتزري باکتري بالا
ها امروزه ثیرات زیست محیطی آنٔها و تاکه موضوع آنتی بیوتیک

موضوع قابل توجهی در مباحث و موضوعات تحقیقاتی است، 
يهابالاي روشيهاتوسعه تحقیقات در زمینه استفاده از قابلیت

بخصوص استفاده از باکتري مذکور جهت حذف نیترات بیولوژیک
گیري صنعتی به همراه اندازهيهافاضلابيهاو سایر آلاینده

ها، بیوتیکآنتیثانویه احتمالی حاصل از تجزیه يهامتابولیت
قوانین جدید زیست محیطی، بر توسعه اینگونه . شودپیشنهاد می

تدار محیط زیست جدید دوسيهاتصفیه و استراتژييهاروش
ها و دلیل گرانی و غیر قابل کاربرد بودن روشه کید دارند و بٔتا
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مقاوم،  به يهاشیمیایی، تصفیه بسیاري از آلایندهيهاتکنیک
در انجام این تحقیق . باشدبیولوژیک ممکن میيهاکمک روش

ها و مشکلات عمده اي که مانع پیشرفت تحقیق شود کاستی 
.وجود نداشت

ساس نتایج حاصل از آزمایشات انجام شده در این بر ا
استوتزري داراي قابلیت بسیار سودوموناسيهامطالعه، باکتري

یی در حضور بالامقاومتدر حذف نیترات بوده و ییبالا
زانیممثل مترونیدازول دارند و یبیوتیکآنتیبالاي يهاغلظت

در. ابدییمشیافزاتراتینغلظتشیافزاباونیکاسیفیتریدن
حذفمنظوربهکاربردجهتییبالالیپتانسندیفرآنیاجهینت

فاضلابژهیوه بی صنعتيهافاضلابازتراتیني بالايهاغلظت
توانند راه گشاي این گونه مطالعات می. داردییداروعیصنا

این يهامطالعات گسترده و کاربردي بیشتري با توجه به قابلیت
محیط زیست در تجزیه يهاگرمعجزهها به عنوان باکتري
.هاي مقاوم باشندآلاینده

یقدردانوتشکر
ازوی مالي هاتیحماخاطربهمدرستیتربدانشگاهاز

ی یایمیشي هابیآسقاتیتحقمرکزازی پناهونسیدکتري آقا
ومساعدتخاطربه) عج(...اهیبقی پزشکعلومدانشگاه

ی می قدردانوتشکرقیتحقنیاانجامدرایشانيرهنمودها
.میکن
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