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  چکیده 
گیهاي محیطی شده است و سمیت آن وسیع از کروم شش ظرفیتی در صنایع مختلف منجر به آلود استفاده :هدف زمینه و

لذا به دلیل این اثرات معکوس، . افتدي آلودگیهاي آبی و خاك و یا از طریق تماس شغلی اتفاق میبراي انسان بواسطه
EPA  (Environmental Protection Agency) بزرگ  ي شیمیایی تهدید کنندهکروم را به عنوان یکی از هفده ماده

 Cr(III)به فرم غیر محلول و با سمیت کمتر  Cr(VI)باکتریها، قادر به احیاي . معرفی کرده است سلامت موجودات زنده
هاي سمیت زدایی کروم کارایی پروسه Cr(VI) لذا  پاکسازي زیستی کرومات، با استفاده از میکروبهاي احیا کننده ؛هستند

  .را افزایش داده واین روزها مورد توجه بسیاري قرار گرفته است
و توانایی  Cr(VI)باکتري مقاوم به کروم جدا شده از پساب صنایع استان قم براي بررسی مقاومت به  241 :روش بررسی

، زمان، دما، هوادهی و غلظت ابتدایی فلز بر میزان احیاي  pHاثر فاکتورهاي متغیري چون . احیاي آن، آزمایش شدند
Cr(VI) قرار گرفتمطالعه مورد ي برتر توسط سویه.  
بود، بر اساس ویژگیهاي بیوشیمیایی، فنوتیپی و  کروم که از پساب نساجی جدا شده باکتري گرم مثبت احیا کننده: یافته ها

 Cr(VI)توانست که می گردید  شناسایی  A 6-8Rيسویه  Staphylococcus arlettaeعنوانبه   rRNA  S16آنالیز 
به فرم غیر سمی و غیر  Cr(VI)فرم بسیار سمی  ومحلول % 3/96به احیاي مولار تحمل کند و قادر میلی 770 را تا سقف

، mM  3/0غلظت ابتدایی ماکزیمم حذف کروم براي این سویه، در شرایط بهینه. ساعت بود 48طی  Cr(III)محلول 
  .اتفاق افتاد rpm 50 و دور شیکر  : pH 5/6گراد، درجه سانتی 35دماي 
هاي معرفی شده براي سمیت زدایی که کنسرسیومهاي میکروبی و کشتهاي خالص ایزوله دادنتایج نشان  :گیرينتیجه

 .توانند مفید واقع گردندمحیطهاي آلوده به کروم در بعد صنعتی می
 کروم، پسابهاي صنعتی، پاکسازي زیستی، باکتریهاي مقاوم، سمیت زدایی: هاي کلیديواژه

  

  اسلامی آزاد دانشگاه میکروبی فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
  13-22 صفحه ،متشه شماره وم،س دوره ،1390بهار 
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی -مجله علمی

بررسی مقاومت به کرومات و احیاي آن توسط 
باکتریهاي   مقدمه

افزایش سریع جمعیت و به دنبال آن صنعتی سازي که از 
اخیر، اثرات  هاي بارز تمدن در دنیاست در چند دههنشانه

وسیع  استفاده. استمعکوسی بر محیط زیست به جاي گذاشته
از مواد شیمیایی و آزاد سازي آنها در محیط، عامل تخریب 

ر زمینی گشته و نهایتا زمینهاي کشاورزي، آبهاي سطحی و زی
توان گفت که زندگی موجودات زنده را به مخاطره انداخته می

بشر در دنیاي کنونی اثرات  هاي عمده است، لذا یکی از نگرانی
باشد که از مخرب پسماندهاي این صنایع در محیط می

این  کروم یکی از).1(مهمترین آنها فلزات سنگین است
یل اهمیت اقتصادي بالا بطور ترکیبات فلزي است که به دل

 ،آلیاژهاي کرومی در صنایع مختلف از جمله تهیه گسترده
 سازي، تهیهي خوردگی، شیشهآبکاري کروم، ترکیبات بازدارنده

پیگمان، صنعت نساجی، صنایع چوب، عکاسی، دباغی، تولید 
سیمان، فرش، نوارهاي مغناطیسی و ساخت اجزاي ماشین و 

و ورود آن به محیط زیست از طریق پساب  هواپیما بکار رفته
این صنایع اجتناب ناپذیر است و به دلیل حلالیت بالایی که 
    دارد آلودگی توسط آن به سرعت به سایر مناطق منتقل 

پسابهاي کرومی به  تن از 17000گردد و سالانه حدود می
 DOEنظر بر بنا). 2-6(گرددمحیط سرازیر می

(Department Of Energy)  درمناطق آلوده، دومین
بین  باشد که در محدودهفلزي رایج در محیط کروم می آلاینده

در خاك  nM 98در آبهاي زیر زمینی،   µM 173تا  008/0
ظرفیتی بین  Cr(VI). )7(در رسوبات وجود دارد mM76و 
ظرفیتی آن اهمیت زیادي  6و  3و فقط فرم   داشته+ 6تا  -2

در آبهاي آشامیدنی  Cr(VI)دودیت نظر به اینکه مح. دارند
 mg/kg ي خوراکی آن و دوز کشنده  mg/l 05/0  متجاوز از

و بنابرنظر انجمن سلامت و امنیت شغلی  وزن بدن است 71
(OSHA)  که میانگین تماس باCr(VI) را بین       

mg/m3 0005/0  ساعت 40ساعت کار روزانه و  8براي  0/1و
توان پی به سمیت آن براي ، میکار هفتگی اعلام کرده است

موجودات زنده برد زیرا به شدت موتاژن، کارسینوژن و 
 فاکتورهاي متعددي در سمیت آن دخیل و تراتوژنیک است

SO4به خاطر شباهت ساختمانی کرومات به ). 8(ندهست
، به  2-

آسانی از طریق سیستم انتقال سولفات در یوکاریوتها و باکتریها 
         داخل سلول به طرق آنزیماتیک و به سلول منتقل و 

هاي غیر آنزیماتیک احیا شده و با ایجاد رادیکالهاي آزاد و گونه
گذاشته با  DNA، اثرات مخربی روي  (ROS)اکسیژن فعال

گروههاي کربوکسیل و سولفیدریل آنزیمها ترکیب و سبب 
استنشاق  ).9(شوندي فعالیت آنها میتغییر ساختار یا نحوه

بات شش ظرفیتی کروم، در دراز مدت باعث سرطان ریه و ترکی
تماس مداوم با آن با پوست، عامل درماتیت و زخمهاي پوستی، 

نظمی در هاي چشمی، بیهاي پوستی ، ناراحتیتخریب رنگدانه
اگر این فلز به . )10(دشومی  کار کلیه و سرطان پروستات

جر به زخم میلی گرم بر کیلوگرم وزن بدن برسد، من 10 میزان
معده، التهاب مخاط دستگاه گوارشی، آسیبهاي کلیوي، نکروز 

این اشکال همچنین عامل . گرددکبدي و نهایتا مرگ می
کاهش رشد در گیاهان و تغییر مورفولوژي در آنهاست و ضمن 

کند، در رشد جنین در حیوانات را مختل می ،تجمع در جفت
اي پیشبرد ي مغذي ضروري بریک ماده Cr(III)حالیکه 

  ).11( عملکرد انسولین، مصرف قند، پروتئین و چربیهاست
در نهایت با توجه به آنچه از مضرات کروم شش ظرفیتی براي 

توان دریافت که حذف آن از محیط  محیط گفته شد، می
موضوعی اساسی و قابل اهمیت است  که این روزها، از 

هاي روش. باشدآب و پساب می چالشهاي اصلی در زمینه
متعارف براي حذف اکسی آنیونهاي سمی کرومات از محیط 
شامل احیاي شیمیایی، تعویض یونی، جذب با ذغال فعال، زاج، 
خاکستر و کائولینیت فعال، متیلاسیون و اسمز معکوس است 
که اغلب این روشها نیازمند انرژي بالا ، مواد و تجهیزات گران 

هاي  و تولید لجنقیمت بوده و لذا بسیار هزینه بر هستند 
روشهاي موثرتر و  دسترسی بهکنند در نتیجه سمی می

از پسابهاي  Cr(VI)تکنیکهاي کارامدتر به جهت حذف 
رو پژوهشگران روي به سوي  از این. صنعتی مورد نیاز است

تکنولوژي سبز آورده اند که پاکسازي زیستی قسمتی از این 
داسازي و شناسایی گیرد و امیدوارند با جتکنولوزي را دربر می

میکروارگانیسمهاي مقاوم بتوانند میزان سمیت پسابهاي 
هاي پائین کم صنعتی را به میزان بسیار زیاد و با صرف هزینه

کنند وگام موثري در جهت پاکسازي محیط زندگی موجودات 
وسیعی از میکروارگانیسمها شامل  محدوده ).6(زنده بردارند

روتوزوآها و قارچها در جریانات باکتریها، مخمرها، جلبکها، پ
اند که به روشهاي مختلفی شامل جذب حاوي کروم یافت شده

زیستی، متیلاسیون، اکسیداسیون و احیا از خود در مقابل 
کنند که موثرترین روش در این اثرات سمی کروم محافظت می

از زمان اولین گزارش، مبنی بر احیاي ). 12( باشدبین احیا می
 توسط  Cr(III)به  Cr(VI)میکروبی  کاتالیز شده
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  و همکارانلفقاري امحمدرضا ذو

Romanenko and Koren’Ken احیاي زیستی ،
به منظور سمیت زدایی و پاکسازي  (bioreduction)کرومات

احیاء، توسط . )1(زیستی آن بسیار مورد توجه قرار گرفته است
هوازي تواند در هر دو شرایط هوازي و بیمیکروارگانیسمها می

 1Pseudomonasي هوازي مثل  اتفاق بیفتد، باکتریها
ambigua G- ،Pseudomonas putida  و

Streptomyces (sp).  با کمک کرومات ردوکتاز وابسته به
NAD(P)H گزارش شده ) 1(توانند کرومات را احیا کنندمی

است که در اکثر سیستمهاي هوازي آنزیمهاي کرومات 
را داخل  Cr(VI)ردوکتاز، محلول در سیتوزول هستند و 

       احیا Cr(III)سلول و یا بیرون از غشاي پلاسمایی به 
هوازي احیا به کمک یک معمولا در شرایط بی ).1(کنندمی

گردد که واسطه می Fe+2یا  H2Sمتابولیت باکتریایی مثل 
شود توسط سایر باکتریها مانند احیا کنندگان سولفات تولید می

احیاي ارزیابی جداسازي، شناسایی و  ،هدف این مقاله .)2(
Cr(VI)شده از پساب صنایع استان  ، توسط باکتریهاي جدا

قم و بهینه سازي این باکتریها جهت بالا بردن توانایی حذف 
  .باشدمی کروم براي استفاده در بعد صنعتی

  
  روش بررسی

نمونه گیري توسط ظروف : نمونه گیري از پسابهاي آلوده
ریل شده درب دار و اي استبطري شیشه(برداري مخصوصنمونه

 صورت گرفت و) لیترمیلی 250از جنس شیشه مقاوم به حجم 
دقت شد که سر ظروف نمونه گیري به جهت همگن ساختن 

بعد از . متر خالی بماندسانتی 3 نمونه و برداشت آن به میزان
        گیري و یادداشت دما توسط دماسنج در محل نمونه
گیري و محل اریخ نمونهمتر، ت pHتوسط  pHگیري،  نمونه
تا در   ها سریعا به فلاسک یخ منتقل شدندبرداري، نمونهنمونه

  .کمترین زمان ممکن، آزمایشات لازم روي آنها انجام بگیرد
از  :آنیون سمی کروماتجداسازي باکتریهاي مقاوم به اکسی

ظروف حاوي نمونه هاي پساب، بعد از هموژن کردن کامل آنها 
استریل یک میلی لیتر برداشته و طی تکنیک  در شرایط کاملا

 Lauria)میلی لیتر محیط لوریا برتانی براث  9 غنی سازي به
Bertani Broth) نمونه ها را در دور شیکر  ).13(اضافه شد

ساعت  24گراد، به مدت درجه سانتی 34و دماي 140
گرماگذاري کرده، سپس از نمونه هاي غنی شده یک میلی لیتر 

       تا  10- 1میلی لیتر سرم فیزیولوژي، رقتهاي 9با  برداشته و
           ، 10- 7 تا 10-5 نهایتا از رقتهاي. را تهیه شد 10- 7

 5میکرولیتر برداشته و در محیط لوریا برتانی آگار حاوي  100
شکل  Lاي شیشه میلی مولار کرومات پتاسیم با کمک میله

گراد به مدت سانتی درجه 34سپس پلیتها در . کاملا پخش شد
کلنی هایی که توانستند تا این سقف از . گرماگذاري شد ده روز

غلظت کرومات پتاسیم را تحمل کرده و رشد کردند خالص 
مقادیر  سازي شدند و با کمک محیط لوریا برتانی آگار به اضافه

    770تا  5ي مختلف غلظت کرومات پتاسیم در محدوده
 (Minimum Inhibitory Concentration)مولار  میلی

MIC شناسایی باکتریهاي خالص شده . آنها تعیین گشت
 Bergey’s Manual of Systematicمطابق با کتاب 
Bacteriology صورت گرفت.  
مورفولوژي  :تهاي میکروبی مقاوم به کروماشناسایی جدایه

در  (Nutrient Agar)کلنی بر روي محیط نوترینت آگار
گذاري ساعت گرما 24گراد و بعد از یدرجه سانت 34دماي 

واکنش گرم، حرکت، شکل و رنگ کلنی، کاتالاز،  .مشاهده شد
آز، احیاي نیترات، متیل رد، وژرپرسکوئر و تولید اکسیداز، اوره

انجام گرفت  Kriegو  Smibertاندول بر اساس روشهاي 
تولید اسید از کربوهیدراتها، بررسی مصرف منابع کربنی ). 14(

 تروژنی بر اساس روش و محیط توصیه شدهینابع نو م
Ventosa تحمل نمک سدیم ). 15(تعیین گردید و همکاران

، 10درصد ، رشد در دماهاي  30تا  0کلراید در حضور تراکم 
براي  pH و محدوده 50و   45، 40، 35 ، 30، 25، 20، 15

در تمام ازمایشات به  بررسی شدند و 11تا  5تنظیم نهایی بین 
 ، :pH 7گراد، درجه سانتی 34جز موارد متغیر، دما برابر 

rpm 140  تعیین  .)16(و در محیط نوترینت براث طراحی شد
سویه برتر، جهت شناسایی مولکولی سویه S rRNA 16توالی 

ساعته در محیط لوریابرتانی  24مورد نظر، بعد از کشت 
 DNPژنومی با استفاده از کیت  DNA، (LBA)آگار

بر طبق پروتکل شرکت، استخراج شد  شرکت سیناژنمحصول 
بر روي ژل   ژنومی، الکتروفورز DNAي و به منظور مشاهده

سویه،   S rDNA16        صورت گرفت، سپس ژن% 1آگارز 
توالی . تکثیر شد با کمک پرایمرهاي یونیورسال باکتریایی

  .پرایمرها به قرار ذیل می باشد
 

(Forwar 5'-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG- 3') 
 

 AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3') (Rev5'-     
 

   دناتوراسیون آغازي در دماي  برنامه حرارتی واکنش بصورت
دقیقه براي یک سیکل،  5، به مدت درجه سانتی گراد 94
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی -مجله علمی

بررسی مقاومت به کرومات و احیاي آن توسط 
باکتریهاي ثانیه ، اتصال پرایمرها   30، مدت C94°دناتوراسیون در دماي 

، مدت C72° ، تکثیر در دماي دقیقه 1، مدت C57°در دماي 
تکرار شد سیکل  30 که این سه مرحله به تعداددقیقه  1

دقیقه براي  10مدت به  ،C72°تکثیر نهایی در دماي درنهایت 
ي بعد، جهت اطمینان از در مرحله. صورت گرفتسیکل  1

ز ا µl 5داشت  Kb5/1   اي حدودمدنظر که اندازه تکثیر قطعه
استخراج باند هدف ، الکتروفورز گردید و پس از PCRمحصول 

شرکت  Gel Extraction Kitاز ژل، با استفاده از کیت 
Core-OneTM )Cat.No. GE-100 (ارسال به  با

  .آلمان تعیین توالی گشت seq labآزمایشگاه 
  

      بیوتیکیدیسکهاي آنتی :بیوتیکیبررسی مقاومت آنتی
سیلین ، آمپی G )P10 ( (Pad Tan teb)سیلین پنی

)Am10 ( (PT)  سیپروفلوکسازین ،)CP5 (Biomerieux)( 
،  C30 ((PT)(، کلرامفنیکل  (PT)) E15(، اریترومایسین 

،  N30 ((PT)(، نئومایسین  (PT)) TE30(تتراسیکلین 
) NOR10(، نورفلوکسازین  (PT)) GM10(جنتامایسین 

(PT)  ریفامپیسین ،)RA5 ((PT)  استرپتومایسین ،)S10 (
(PT)  سفیکسیم ،)CFM5 ((PT)  کانامایسین ،)K30( 
(PT) براي آنتی بیوگرام استفاده گردید.  

 (Trypticase Soy Broth) بیوگرام در محیطبراي آنتی
TSB  ي باکتري مورد نظرسوسپانسیون ساعته 24از کشت

مک فارلند تهیه شد و توسط سواب استریل از هر نمونه  5/0
به   MHA(Muller Hinton Agar) برداشته و در محیط

بیوتیک با فواصل طور انبوه کشت داده شد و دیسکهاي آنتی
 5/1متر از مرکزدیسک کناري و سانتی 5/2مشخص، یعنی 

سپس پلیتها به . ي پلیت قرار داده شدندمتر از لبهسانتی
 ساعت 24گراد و به مدتدرجه سانتی 34صورت وارونه در 
رشد با  ي عدم هاله  در نهایت قطر ). 17(گرماگذاري  شدند

گیري شد و با عناوین مقاوم، متري اندازهکش میلیخط 
  .حساس و حدواسط گزارش گردید

براي سنجش  :بررسی مقاومت به اکسی آنیون سمی کرومات
مقاومت سویه هاي باکتریایی جدا شده از پسابهاي صنعتی، 

      770تا  5با غلظتهاي  MICالگوي مقاومت بر اساس 
 Agar)اسیم با روش رقت در آگار میلی مولار کرومات پت
Dilution Method)  گراد و به درجه سانتی 34در دماي

گذاري در محیط لوریا برتانی آگار صورت روز گرما 10مدت 
آنیون، که کاملا مانع رشد پائین ترین تراکم از اکسی. گرفت

  ).16(نامیده شد MICگردد باکتري می

 250اکتري به میزان از سوسپانسیون ب: بررسی  احیاي کروم
میلی  100  مک فارلند، داخل ارلن 5/0میکرولیتر با کدورت 

مولار  میلی 3/0نوترینت براث حاوي میلی لیتر  25 حاويلیتر 
گراد به سانتی درجه 34کرومات پتاسیم تلقیح و در دماي 

 دار با دور شیکرساعت در انکوباتور شیکر144تا  12مدت 
rpm 140 سپس از طریق سانتریفیوژ با دور .شد گرماگذاري           
rpm 10000 باکتریایی   دقیقه، توده 10و به مدت        

  مانده جمع آوري و سوپرناتانت از لحاظ میزان کروم باقی
فعالیت احیاي کروم از طریق کاهش میزان کروم . بررسی شد

 سوپرناتانت و با استفاده از روش رنگ سنجی
(Spectrophotometric measurements)  و معرف

DPC (1,5- Diphenyl carbazide)  بررسی شد که براي
ترکیب   H2SO4/جلوگیري از فساد، معرف مورد نظر با استون

در محلول  DPCموجود در سوپرناتانت با  Cr(VI). شد
ن در آگردد که جذب اسیدي واکنش داده و بنفش رنگ می

واکنش . )19و18(گیري استقابل اندازه nm540  طول موج
فنیل را به دي (DPC)فنیل کاربازیداکسیداسیونی، معرف دي

توسط  Cr(III)به  Cr(VI)کاربازون تبدیل نموده و احیاي 
ثابت  Howickمحققینی چون . گردداین ترکیب مهار می

فنیل کاربازید منجر به ایجاد و دي  Cr(III)کردند که مخلوط 
و دي فنیل  Cr(VI)راي شود و این واکنش برنگ بنفش نمی

  ).16(کاربازید اختصاصی است
  

بررسی اثر فاکتورهاي محیطی بر میزان احیا و حذف کرومات 
، در غلظتهاي ابتدایی میزان حذف کروم توسط سویه: پتاسیم

            ، دماي)mM1/0-1(  ،pH )11-5(کرومات پتاسیم 
)°C40- 25 (و دور شیکر)rpm200 -50 (ت در محیط نوترین

  ).19(براث بررسی شد
  

 اهیافته
 241از :  MICجداسازي باکتریهاي مقاوم به کروم و تعیین 

باکتري جدا شده از پساب صنایع گالوانیزه، آبکاري، نساجی و 
آنیون سمی کرومات پتاسیم رنگرزي، درصد مقاومت به اکسی

از % 3/34بر طبق شکل، . استنشان داده شده 1در شکل 
در  %2/23مولار، میلی 5-50ي در محدوده باکتریهاي مقاوم

     يدر محدوده% 1/33مولار، میلی 51-100ي محدوده
   251-400ي در محدوده% 05/7مولار، میلی 101-250
مولار و میلی 401-600ي در محدوده% 82/0مولار، میلی
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مولار کرومات پتاسیم میلی 601- 800ي در محدوده% 07/2
جموع باکتریهاي جدا شده، تعداد ده سویه از م. قرار داشتند

بالاترین مقاومت را نشان دادند،که میزان مقاومت آنها در شکل 
                       يدر بین آنها جدایه. نشان داده شده است 2
8 QWMT بدست آمده از پساب نساجی مهرگان توانست تا

   میلی مولار کرومات پتاسیم را تحمل کند و به 770سقف 
سیلین، اریترومایسین و سیلین، آمپیبیوتیکهاي پنی آنتی

بیوگرام در جدول سفیکسیم نیز مقاومت نشان دهد، نتایج آنتی
هاي فنوتیپیک و مورفولوژیک بررسی. قابل مشاهده است 1

موردنظر یک کوکسی گرم مثبت فاقد اسپور،  نشان داد سویه
ست و کلنی این سویه متیل رد مثبت و با توانایی تولید کاتالاز ا

  تستهاي بیوشیمیایی بیانگر توانایی . باشدنرم و شیري رنگ می
این سویه در مصرف قند گالاکتوز و رنج وسیعی از اسیدهاي 
آمینه شامل تریپتوفان، آسپاراژین، لوسین، گلیسین، فنیل 
آلانین، متیونین، لیزین، آلانین، آرژینین، والین و هیستیدین و 

گلوکز، ساکاروز، ریبوز، مانیتول، مالتوز بود،  کربوهیدراتهاي
همچنین این سویه قادر به هیدرولیز اسکولین و احیاي نیترات 

از . نیز بود و توانست در حضور مانیتول، اسید تولید کند
ویژگیهاي دیگر این سویه فعالیت آنزیمهاي لیزین 

ها آلانین دآمیناز آن بود، در کنار این تستدکربوکسیلاز و فنیل
نیز  S rRNA16تر سویه مطالعات براي شناسایی دقیق

نتایج ظهور باند الکتروفورز در  3صورت گرفت که در شکل 
 PCRي خلوص محصولات ، تایید کنندهkb 5/1 يمنطقه
در ادامه، . ژنوم مورد نظر براي تعیین توالی است ينمونه
آنالیز شد  BLASTي تعیین توالی شده توسط سرویس نمونه

باکتري تعیین هویت گردید  NCBIبا کمک سایت اینترنتی  و
 A 6-8R Staphylococcus arlettaeو  به عنوان 

strain  شناسایی شد.  

  
هاي جدا ي مقاومت به کرومات پتاسیم در سویهمحدوده .1شکل

  شده از پساب صنایع استان قم
  

  
  ي برتر به کرومات پتاسیمي مقاومت ده سویهمحدوده .2شکل

  
  8QWMTي بیوتیکی سویهحساسیت آنتی .1جدول

  
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  براي تشخیص مولکولی PCRنتایج  . 3شکل
1. Ladder 1 Kb (fermentas) 
2. Sample QWMT ٨ with  ٨Forward and  

١۵۴١ Rev  Primers 
3. Sample QWMT ٨ with  ٨Forward and   

١۴٩٢ Rev    Primers 
4. Negative control 

 مقاومت دیسک آنتی بیوتیکی  مقاومت دیسک آنتی بیوتیک

 GM10( S(ن یجنتامایس S )C30(کلرامفنیکل
 E15( R(اریترومایسین  S )RA5(ریفامپیسین 

 S (NOR10)نورفلوکسازین  N30S(نئومایسین 
 TE30( S(تتراسیکلین  S )S10(استرپتومایسین

 CFM5( R(سفیکسیم  R )P10(ی سیلین پن
 K30( S(کانامایسین  R )Am10(آمپیسیلین 

 B10( S(باسیتراسین  S)CP5(سیپروفلوکسازین 
 S:حساس             R: مقاوم                I :حدواسط

 

1500 bp 

1      2     3      4 
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بررسی مقاومت به کرومات و احیاي آن توسط 
باکتریهاي براي : اثر پارامترهاي مختلف بر میزان حذف کرومات پتاسیم

بررسی میزان حذف کرومات پتاسیم و اثر پارامترهاي مختلف 
دا منحنی استاندارد ، ابت 8QWMTي بر آن توسط سویه

      و به روش DPC کرومات پتاسیم با استفاده از معرف 
 8QWMTي ساعت سویه 24بعد از  .رسم شد رنگ سنجی

درصد کروم موجود در محیط را  76/58توانست به میزان 
مولار برساند، میلی 18/0به  3/0حذف کند و غلظت آنرا از 

  .بیانگر این مطلب است 4شکل
  

  
ي کاهش غلظت کروم در سوپرناتانت، در محیط پایه . 4شکل 

مولار کرومات پتاسیم، در میلی 3/0نوترینت براث حاوي 
pH:6/5گراد و دور شیکر درجه سانتی 35، دمايrpm50  

  
  

جهت بررسی اثر غلظتهـاي مختلـف کرومـات پتاسـیم بـر روي      
ــاي اولیــه   ــذف، غلظته ، 4/0، 3/0، 2/0، 1/0، 08/0، 04/0ي ح

نشـان  بیان نتایج ر تاثیر داده شدند مولامیلی 1و  8/0، 6/0، 5/0
 3/0که میزان حـذف کرومـات در غلظتهـاي بـالاتر از     می دهد 

-سـاعت اتفـاق مـی    144مولار کرومـات پتاسـیم، بعـد از    میلی
توان نتیجه گرفت که میزان حذف، ارتبـاط  لذا می )5شکل (افتد

. ات پتاسـیم در محـیط دارد  ي کروم ـمستقیمی به غلظت اولیـه 
سـاعت،   48مـولار طـی   میلی 04/0حذف کامل کروم در غلظت 

 1/0ســاعت، در غلظــت  72مــولار طــی میلــی 08/0در غلظــت 
مـولار  میلـی  3/0و  2/0ساعت و در غلظت  120مولار طی میلی
  .رخ دادساعت  144طی 

  
در  8QWMTکرومات پتاسیم توسط سویه  حذف .5شکل

درجه  34تلف آن در محیط نوترینت براث، در دماي غلظتهاي مخ
      rpm 50 دور شیکر و PH:7گراد، سانتی
           

ي مورد اثر دماهاي متفاوت بر میزان حذف کروم توسط سویه
دماهاي قابل مشاهده است، نتایج نشان داد که  6 شکلدر نظر 

میزان حذف، در  .دمختلف بر میزان حذف کروم بسیار موثرن
درجه  30، در دماي %07/19گراد درجه سانتی 25دماي 
و در دماي  % 09/53گراد درجه سانتی 35 ، در%38گراد سانتی

نتایج بیانگر دماي   رسید، که %14/38گراد به درجه سانتی 40
گراد براي حذف کروم توسط سویه ي سانتیدرجه 35ي بهینه

8QWMT بود. 
  

  
 8QWMTي سویه اثر دما بر روي حذف کرومات توسط .6شکل

مولار کرومات میلی  0.3ي نوترینت براث حاوي در محیط پایه
  rpm140و دور شیکر  pH:7پتاسیم در 
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نشان داده شده  7بر حذف کرومات پتاسیم در شکل  pHاثر 
بیشترین میزان حذف قابل  5/7-5/6ي است، در محدوده
 %76/58 ي مورد نظرسویه 5/6ي بهینه pHمشاهده است و در 

  .د در محیط را حذف کرده استاز کروم موجو
  

  
هاي مختلف در حذف کرومات پتاسیم توسط  pHاثر  . 7شکل

  3/0ي نوترینت براث حاوي در محیط پایه 8QWMTي سویه
گراد و دور درجه سانتی 35مولار کرومات پتاسیم، دماي میلی

  rpm 140ر کشی
 

و  150، 100، 50جهت بررسی اثر هـوادهی، از دور شـیکرهاي   
200 rpm قابل مشاهده  8 استفاده شد و همانطور که در شکل

       معـادل  8QWMT است بیشترین میـزان حـذف کـروم بـراي    
نتایج مبـین  . صورت گرفت rpm 50 و در دور شیکر  76/58 %

این موضوع است که آنـزیم مـوثر در حـذف کـروم، در حضـور      
 ي فعالیـت خـود را نمایـان    میزان مشخصی از اکسـیژن، بهینـه  

  .کندیم

  
اثر دور شیکرهاي  مختلف در حذف کرومات پتاسیم  .8شکل 

ي نوترینت براث حاوي در محیط پایه 8QWMTي توسط سویه
گراد و درجه سانتی 35مولار کرومات پتاسیم، دماي میلی 0.3

pH:6/5  

  بحث 
علم و تکنولوژي علی رغم تمام مزایایی که براي بشر داشته به 

اي از آن فلزات صنعتی فراوان که نمونه دلیل تولید پسماندهاي
اي نیز با خود سمی سنگین است، پیامدهاي مخرب ناخواسته

آنیون کرومات یکی از اکسی ).21و20(به ارمغان آورده است
عناصر سمی است که به طرق مختلفی از جمله پسابهاي 
صنعتی آلوده وارد محیط زیست شده و اثرات مخرب بسیاري 

      زنده ازجمله انسان، حیوان و گیاهان  بر حیات موجودات
گذارد از این رو حذف آن از محیط زیست ضروري به جاي می

است، به این منظور در سالهاي اخیر حذف کروم سمی به روش 
بسیاري از  بیولوژیک بویژه مکانیسم احیا مورد توجه

از این رو باکتریهاي مقاوم ). 22(پژوهشگران قرار گرفته است
توانند راهکاري مفید و ه از پسابهاي صنعتی آلوده میجدا شد

به همین . )8و3(ها باشند کم هزینه براي رفع این آلودگی
جهت این مطالعه بر روي باکتریهاي بومی استان صورت گرفت 
و بر روي پساب چهار صنعت گالوانیزه، آبکاري، رنگرزي و 

 يکلیه MICنساجی استان قم انجام شد و بعد از تعیین 
باکتریهاي جدا شده و بررسی میزان حذف کرومات پتاسیم در 

، تاثیر فاکتورهاي مختلف شامل  8QWMTباکتري منتخب 
در رشد  pHدما، هوادهی، غلظتهاي مختلف کرومات پتاسیم و 

در این بررسی ما براي اولین .  و میزان حذف آن سنجیده  شد
ه کرومات، مولاري نسبت بمیلی 770بار، مقاومت بسیار بالاي 

، جدا شده از پساب نساجی مهرگان  8QWMT ي در سویه
در استان قم را گزارش کردیم که بنابرتستهاي بیوشیمیایی، 

ي گونه Staphylococcusجنس SrRNA16مورفولوژیک و 
arlettae ي سویهA 6-8R این سویه قادر  شناسایی شد که

سالهاي سایر پژوهشگران در . باشدبه احیا کرومات، نیز می
     گذشته، جداسازي باکتریهایی با مقاومتهاي مختلف به

آنیون سمی کرومات از مناطق آلوده به این فلز سمی را  اکسی
در اکثر موارد  2000مورد مطالعه قرار داده اند و تا سال 

میکروارگانیسمهاي مقاوم به کروم شش ظرفیتی جدا شده قادر 
در سال ). 23(دندکرومات بوmg/l 1500 -10به تحمل غلظت 

2000 Shakoori ي باکتریایی گرم و همکارانش یک سویه
توانست مقاومت تا مثبت را از پساب نساجی جدا کردند که می

و Lean ). 23(مولار به کرومات را نشان دهدمیلی 8/12سقف 
مولاري  را نسبت میلی 10مقاومت  ،2001همکارانش در سال 

 5Pseudomonas CRBيبه کرومات پتاسیم در سویه
و همکارانش در  Ventosa، در همین سال  )24(گزارش دادند
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بررسی مقاومت به کرومات و احیاي آن توسط 
باکتریهاي اي دیگر یک باکتري گرم منفی نمک دوست نسبی به مطالعه

مولاري به میلی 20با مقاومت حداکثر Salinivibrioنام 
 Corynebacterium).25(کرومات را شناسایی کردند

hoagie شناسایی شده توسط Viti در سال  و همکاران 
نشان داد  Cr(VI)مولاري نسبت به میلی 22مقاومت  2003

برابر  8QWMT  ،35ي مولاري سویهمیلی 770که  مقاومت 
 2007گزارش شده در سال MICبرابر  28/1 این مقدار و

 2MF  (600mM)يدر مورد سویه Amoozegarتوسط 
گزارش شده توسط ذوالفقاري و همکاران  MICبرابر  01/1و

                   2006در سال  2KWT (760mM)يویهدر مورد س
 MIC 770توان ادعا کرد که این میبنابر). 16-19(باشد می

هایی است که تا به  MICمولاري به کرومات از بالاترین میلی
به همین جهت نظر به ظرفیت بسیار  .حال گزارش شده است

در مقاومت و احیاي کرومات  8QWMTي بالایی که سویه
ي برتر انتخاب گردیده و به منظور نشان داد به عنوان سویه

در مورد  SrRNA16تعیین هویت دقیق روش تعیین توالی 
 .آن اجرا شد

     ي آنیون سمی کرومات توسط سویهدر ادامه حذف اکسی
مورد  DPCمد نظر با استفاده از روش کالیمتریک و معرف 
تر و با دقت بررسی قرار گرفت که نسبت به سایر روشها سریع

سازي حذف موثر کرومات پتاسیم از براي بهینه ).15(بالاتر بود
 pH محیط کشت باکتریایی، اثر پارامترهاي مختلف مانند

و دور ) گرادي سانتیدرجه 40-35- 30-25(، دما )11-5(
که ممکن است در محیط و ) rpm 200-150-100-50(شیکر

کتریها تاثیر یا در شرایط آزمایشگاهی روي فرایند حذف با
بگذارد، نیز مورد بررسی قرار گرفت و هر سه فاکتور بر میزان 
حذف کروم توسط سویه برتر، بسیار موثر بود و بین شرایط 

ي حذف و رشد ارتباط بسیار نزدیک وجود داشت و حذف بهینه
سازي کروم به شرط رشد سلول در شرایط بهینه و آماده

ي در غیر اینصورت درجه آنزیمهاي درگیر در این فرایند است
یونیزاسیون و شکل فضایی آنزیمها نحت تاثیر قرار گرفته و 

و  Farrellي همچنین طبق نظریه. حذف اتفاق نخواهد افتاد
 Cr(VI)، نظر به اینکه احیاي 2000همکارانش در سال 

وابسته به آنزیم است، تغیرات اسیدیته بر میزان یونیزاسیون 
      ن و نهایتا فعالیت آنزیم تاثیرآنزیم، شکل گیري پروتئی

ي بیشترین میزان حذف کروم براي سویه ).25(گذاردمی
8QWMT  گراد، ي سانتیدرجه 35در دمايpH  و  5/6برابر

  . بود rpm 50 دور شیکر 

 گیرينتیجه
به کرومات  8QWMTي با توجه به مقاومت بسیار بالاي سویه

اي نه که در آینده پتاسیم و توانایی احیاي آن، امید است
چندان دور، بتوان از کنسرسیومهاي میکروبی و کشتهاي 

هاي معرفی شده براي سمیت زدایی محیطهاي خالص ایزوله
همچنین مطالعه بر . آلوده به کروم در بعد صنعتی استفاده کرد

روي مکانیسمهاي مولکولی مقاومت و احیاء، بتوان با 
با توانایی بالاتر براي هاي برتر دستکاریهاي ژنتیکی، سویه

پاکسازي محیط ایجاد کرد و گامی موثر در جهت حفظ سلامت 
  .محیط زیست برداشت

  
 تشکر و قدر دانی

فر، دکتر  دکتر بهاري در نهایت از آقایان دکتر روشنایی، 
کار خانم دکتر بردبار و تکنسین حقیقی، دکتر دخیلی، سر

دانشگاه آزاد  محترم آزمایشگاه میکروبیولوژي و شیمی که در
اسلامی واحد قم، صمیمانه ما را در پیشبرد اهدافمان همراهی 
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