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  كيدهچ

 نيسـنگ فلـزات   نظيـر  يط ـيمح يهـا  ندهيآلاپاكسازي  براي ها سميكروارگانيمو  يستيزهاي  روش رياخ دههدر  :مقدمه
در ايـن  . ي مقاوم به فلز بـراي رسـيدن بـه ايـن هـدف اهميـت زيـادي دارد       ها هيسوجداسازي . اند قرارگرفتهمورد توجه 

    . مطالعه و بررسي شد كروم مقاوم به يها هيسوپژوهش جداسازي 

 يآور جمـع نفتي مناطق خوزستان تحت شرايط سـترون   يها خاكنمونه  5، پژوهشاين براي انجام  :ها  مواد و روش
 بـر روي  رقيـق، و  سـرم فيزيولـوژي سـترون    در 10-10خـاك تـا     شـده همگـن   يهـا  نمونهاز انتقال به آزمايشگاه،  پسو 
سـاعت   24پـس از  . كشـت داده شـد  قسـمت در ميليـون دي كرومـات پتاسـيم      5حـاوي   آگـار  يابرتـان يلور يهـا  طيمح

. شودمناسب جدا  يها هيسوكشت شد تا  آگار يمكانكمقاوم جدا و روي محيط  يها هيسو يها پرگنه، يگذار گرمخانه
در  دغلظت مهاركننـدگي رش ـ  حداقل .شناسايي شد ي گرمزيآم رنگو  ييبيوشيميا يها آزمونجداشده با  يها يباكتر

تعيـين   آزمـون بعـد از انجـام    .مقـاوم انجـام شـد    يهـا  هيسوگري و جداسازي  غربال براي آگار يابرتانيلور محيط كشت
بـا روش   تهيدياس ـدر دمـا، سـرعت تكـان و     كرومحضور  شرايط رشد بهينه باكتري در، ها هيسوبيوتيكي  حساسيت آنتي

برتـر    هيسـو براي  در شرايط بهينهكروم  حذفآزمون . ساعته بررسي شد 24كشت ر نانومتر د 600 دراسپكتروفتومتري 
     . انجام شد

در ايـن   )Mac-2( برتـر   هيسـو . كـروم بودنـد  سويه مقـاوم بـه    14د كه شجدا  سودوموناس  هيسو 24در مجموع  :نتايج
از  درصـد  6/35 دور بـر دقيقـه،   200درجـه سلسـيوس و سـرعت تكـان      40، دماي 8برابر با  اسيديته، در مطالعه توانست

     . حذف كندقسمت در ميليون فلز  100حاوي  را از محيط كروم

شـيميايي بـه عنـوان     -ياز آنجا كه فلزات سنگين در بيشتر نقاط دنيا در اشكال مختلـف فيزيك ـ  :گيري بحث و نتيجه
توانـد بـراي مطالعـات زيسـت      شده مـي  سويه جدا. شوندشوند بايد از محيط حذف  محيط زيست تلقي مي  آلوده كننده
     . هاي آلوده به كروم استفاده شود پالايي مكان

  نفتيهاي  ، خاكسودوموناس، كرومزيستي،  حذف :هاي كليدي واژه
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  .مقدمه
امروزه صنعتي شدن جهان به آلودگي محيط زيسـت   

فلـزات   شده است كه از نتايج اين آلـودگي، ورود منجر 
 فلزات با منبع طبيعـي و ). 1( است محيط به سمي سنگين

 .هاي محيطي هستند آلاينده ترين خطرناك غيرطبيعي از
ميزان زيـادي در زمـين وجـود    اين فلزات، كه به  از يكي

بـا   ،بـراق  و كروم فلزي سخت). 3و  2( است دارد كروم
جلاي فلزي خاكستري است كه بـه سـختي قابـل جـوش     
خوردن بوده و در برابر زنگ زدگي و سياه شـدن مقـاوم   

و  +3، 2+كـروم   هاي اكسايش حالتترين  معمولي. است
ــون ســه ظرفيتــي اســت كــه +6 ــدار ،ي ــرين پاي  هــا و آن ت

كميـاب   كمـابيش  چهـار و پـنج ظرفيتـي آن   هـاي   حالت
ــت  . اســت ــروم در حال ــات ك ــايشتركيب ــت  اكس ، 6مثب

 سـه ظرفيتـي   تركيبـات كـروم  . قوي هستندهاي  اكساينده
معمــولاً بــراي ســلامتي خطرنــاك نيســتند، امــا تركيبــات 

 براساس .)4( هستنددر صورت بلع سمي ظرفيتي  6 كروم
 سـرب  از بعـد  ومگزارش سازمان حفاظت از محيط، كـر 

سـالانه   و اسـت  منـاطق آلـوده   در يافـت شـده   فلز دومين
 محــيط بــه هــاي ايــن فلــز، پســاب از تــن 170000 حــدود
 كـروم  با مرتبط پساب صنايع در فلز اين. شود مي سرازير
 تركيبـات  كروم، كاري آلياژهاي كرومي، آب تهيه مانند

 صـنعت  رنـگ،  سـازي، تهيـه   شيشـه  خوردگي، بازدارنده
 توليـد سـيمان،   دبـاغي،  چوب، عكاسـي،  صنايع نساجي،
 و ماشــيني اجــزا ســاخت مغناطيســي و نوارهــاي فــرش،

 ظرفيتــي در 6محــدوديت كــروم . دارد هواپيمــا وجــود
 و گـرم در ليتـر   ميلـي  05/0متجاوز از  آشاميدني هاي آب
كيلـوگرم وزن   /گـرم  ميلـي  71آن  خـوراكي  كشنده دوز
 فلـزات سـنگين   با توجه بـه مضـرات   ).6و  5( استبدن 
 ورود شدن جهـان،  صنعتيعلت به  و شد اشاره بدان كه

 همچنين ناپذير است، محيط اجتناب به آلوده هاي پساب

 هـا  حذف آلودگي از پسـاب از  ناشي مشكلاتعلت  به
دانشمندان به اسـتفاده   شيميايي، و فيزيكي هاي روش به
 پـالايي  زيست. اند رو آورده 1پالايي هاي زيست روش از

 هـاي زيسـت   رفـع آلـودگي   جهـت  در كلـي  اصطلاحي
حذف زيستي  مانندزيستي  فرآيندهاي وسيله به محيطي
در  و قــارچ مخمــر بــاكتري، و بــه ويــژه توســط اســت
بـر خـلاف   . شـود  آلـوده انجـام مـي    هاي آب و ها خاك
بـه طـور   شـيميايي، حـذف زيسـتي     - يهاي فيزيك روش
از منـابع   هاي اجرايي بالايي ندارد و بسياري هزينهكلي 

بــالقوه زيســتي ارزان و مناســب بــه راحتــي در دســترس 
امكان بازيافت فلـز،   ي بالا،يدي چون كارايو فوا هستند

ــه حــداقل رســاندن فاضــلاب   امكــان احيــاي جــاذب، ب
شـمار زيـادي   ). 8و  7( هستند را دارا شيميايي و زيستي

 از جملــه كــروم هــاي مقــاوم بــه   از ميكروارگانيســم
تواننـد در ايـن راه اسـتفاده     مـي  سـودوموناس  هاي گونه
 سودوموناسگرم منفي مانند  هاي باكتريي يتوانا. شوند

 )2گاماپروتئوباكترهازير رده  وجز جايي و باكتري همه(
 بـــه دفعـــات توســـط هـــا آلاينـــدهدر تجزيـــه زيســـتي 

 ها سودوموناس. استمختلف گزارش شده  پژوهشگران
زيستي و غير  هاي ليتفعاناشي از  هاي آلايندهتجزيه  در

 كـه مشـخص شـده    و انـد  قرارگرفتهمورد توجه  ،زيستي
از ايـن   هسـتند، روماتيـك  آاستفاده از تركيبات  قادر به

 هـاي  اكوسيسـتم بـه دفعـات از انـواع     هـا  باكتريرو اين 
هـدف از  . )9و  4( انـد  شدهآلوده به تركيبات نفتي جدا 

 هـاي  سـويه ي يحاضـر جداسـازي و شناسـا     مطالعهانجام 
براي حذف فلز سنگين كروم از  بومي سودوموناسبرتر 

اســتفاده از . نفتــي منطقــه خوزســتان اســت هــاي خــاك
هاي بومي با توجه بـه سـازش محيطـي بـه شـرايط       سويه
توانـد در حـل معضـلات زيسـت      شيميايي مي - يفيزيك

  .محيطي ايران مفيد باشد
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  .ها مواد و روش  
نفتي از   آلوده هاي خاكبرداري از  نمونه: گيري نمونه

مـارون، مسـجد سـليمان،     هـاي  نـام ه ب ـمنطقه خوزستان  5
تحــت ) و صــليعه يرزويرچــروســتاي (ملاثــاني  و اهــواز

انجـام  مخصـوص   دار درپـيچ در ظروف و شرايط سترون 
 24حـاوي يـخ خشـك طـي      هـاي  جعبـه در  ها نمونه. شد

تـا مراحـل مختلـف     شـد   دادهساعت به آزمايشگاه انتقال 
  .)10و  7( گيردكار روي آنها انجام 

بـراي  : هـا  سـويه گـري   جداسازي، تخليص و غربال.
احتمـال   كـه مناسب مقاوم به كـروم   هاي سويهجداسازي 

نفتــي وجــود داشــته باشــند، از  هــاي خــاكدر  رفــت مــي
نظيـر لوريابرتـاني و    كشـت ميكروبيولوژيـك   هاي محيط
در ايـن  . )مـرك آلمـان  ( شـد اسـتفاده   آگار كانكي مك

 هـاي  فلاسـك گرم از هر نمونه خاك به  10ابتدا  ،مرحله
 ليتـر سـرم فيزيولـوژي سـترون افـزوده و      ميلي 100حاوي 

دور در دقيقـه   250دقيقه در  30مدت ه براي يكنواختي ب
ــراي  10پــس از . تكــان داده شــد ــهدقيقــه ســكون، ب   تهي

آزمـايش    لولهبه  1/0ليتر از رقت  ميلي 1 ،بعدي هاي رقت
 شد دادهليتر سرم فيزيولوژي سترون انتقال  ميلي 9محتوي 

آزمـايش   هـاي  لولـه در  10-10 تا 10-2 متوالي هاي رقتتا 
بـالا   هـاي  رقـت از ليتـر   ميلـي  1/0 ،سپس. مشابه تهيه شود

 حـاوي ( آگار لوريابرتانيدر محيط  گستردهبراي كشت 
 اي شيشــه  ميلــهتلقــيح و بــا ) فلــزقســمت در ميليــون  100

ــد از    ــا بعـ ــد تـ ــت شـ ــترون كشـ ــا  24سـ ــاعت  72تـ سـ
، گــراد ســانتيدرجــه  37در دمــاي  گــذاري گرمخانــه

كه ميـزان   هايي پليت. مطالعه شود ها پرگنهشناسي  ريخت
كافي و مناسبي پرگنـه بـا اشـكال ماكروسـكپي مختلـف      

 انتخاب و براي غربال انواع گرم منفي) پرگنه 50( داشتند
ار بـه صـورت خطـي كشـت     آگ كانكي مكروي محيط 

جدا شده رنگ آميزي  هاي سويهاز  ،همچنين. شدند داده
گرم به عمل آمد تا شكل ميكروسكوپي و واكنش گـرم  

  ).10و  7( شودها تعيين  آن
بـه  ( فلـز كشـت محتـوي    هـاي  محـيط در اين مرحله، 

ــزان  ــون  5مي ــرومقســمت در ميلي ــز ك ــا) فل ــتفاده از  ب اس
 هـاي  رقـت بعـد از كشـت   . كرومات تهيـه شـد   دي پتاسيم
گراد بـه مـدت    درجه سانتي 37در دماي  ها ، نمونهمتوالي

 بـر  هاي جداشـده  پرگنه ،سپس. ساعت نگهداري شد 24
ــكوي محــيط ر ــانكي م ــار كشــت داده  مك ــد اگ ــا  ش ت

 هـاي  آزمـون گـرم منفـي جـدا و بـا     هاي باكتريـايي   سويه
  .دشوي يشناسا ها سودوموناسي يبيوشيميا

ــيميايي ــايي بيوشـ ــراي: شناسـ ــنس  بـ ــايي جـ شناسـ
هــاي كاتــالاز، اكســيداز،  جداشــده آزمــون ســودوموناس

ــون      ــرات، آزمـ ــاي نيتـ ــكوئر، احيـ ــل رد، وژزپرسـ متيـ
قنــد گلــوكز، لاكتــوز، فروكتــوز،  ياحيــا /اكسيداســيون

ليزين دكربوكسيلاز، حركت، هيدروليز ژلاتـين، تجزيـه   
هاي مربـوط بـه مصـرف قنـد و      آز و آزمون نشاسته، اوره

توليد سولفيد هيدروژن در محـيط تريپـل شـوگر آيـرون     
  ).15 -11( آگار انجام شد

 مقاوم به فلز از طريق انجام آزمون هاي سويهتعيين .
از كشـت   پـس  :3از رشـد  كننده ممانعتحداقل غلظت .

تخليص شده قبلي، حداقل غلظت ممانعت كننده از   سويه
براي اين . سنجش شد كروممورد نظر در قبال   سويهرشد 

 حــاوي آگــار لوريابرتــاني هــاي پليــت كمــك بــا منظــور
ــادير ــف دي مق ــات مختل ــيم كروم قســمت در  100( پتاس
، حداقل غلظـت مهـار   )قسمت در ميليون 1000 تاميليون 
درجـه   37ها در دماي  رشد با بررسي رشد باكتري  كننده

سـاعت بـر روي محـيط مربوطـه      24سلسيوس بـه مـدت   
هاي حذف  آزمون انجام براي مقاوم بهترين سويه تعيين و
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در اين آزمون از باكتري معادل كدورت . شدانتخاب  فلز
). 10( ليتر اسـتفاده شـد   ميلي 1/0نيم مك فارلند به ميزان 

قسمت در  100محيط كشت داراي  سي سي 250ساخت 
  :شدانجام زير  شكلبود به  ميليون كروم

.C1V1 = C2V2 (1000ppm˟ V 1= 100 ˟ 250) = 25 ml 
cc 25 فلــز  ذخيــره ppm1000 +cc 225 8+ ب مقطــر آ 

  گرم محيط كشت
نتـــي آســنجش حساســيت ميكروارگانيســم بــه     .

  .ها بيوتيك
ــار در ژل ــن منظــور   :)روش ديســك(4انتش ــراي اي ب

تعيين مقاومت  برايباكتري مورد آزمايش مقاوم به فلز 
بر روي محيط مولر هينتـون آگـار كشـت     بيوتيكي آنتي

از اين رو سوسپانسـيون اسـتاندارد بـاكتري بـا     . داده شد
بـا   اي سـفره تهيه و بـه صـورت    فارلند مككدورت نيم 

ــترون پخــش  ــواب س ــد س ــپس. ش ــاي ديســكاز  ،س  ه
مربـــوط بـــه كانامايســـين،  بيـــوتيكي نتـــيآاســـتاندارد 

 اريترومايسـين تتراسايكلين، كلرامفنيكل و  ،سيلين آمپي
بر روي محـيط مربوطـه قـرار داده    ) شركت پادتن طب(

 گـراد  سانتي  درجه 37ساعت در دماي  24شد و پس از 
  ).16( دشابي عدم رشد ارزي  هالهاز نظر قطر 

تعيين بهترين شرايط رشد باكتري در حضـور فلـز   .
 تعيين بهترين شرايط رشـد بـاكتري بـا عـواملي    . :سنگين

در ايـن  . اسـيديته بررسـي شـد    و تكان سرعتمانند دما، 
 كـروم مايع حاوي فلـز  لوريابرتاني مرحله محيط كشت 

ساخته و بعـد از اضـافه كـردن سوسپانسـيون اسـتاندارد      
پـس از افـزودن بـه     نهايـت در بـه طـوري كـه    ( باكتري

 24) شـود  فارلند مكمحيط كشت برابر با كدورت نيم 
درجـه   40 و 37، 30، 25 ييدمـا چهار سـطح  ساعت در 

 8، 7، 6، 5 پنج سطح اسيديته شامل مقـادير  ،گراد سانتي

دور در  200 و 150، 100 سرعت تكـان سه سطح و  9 و
حجم نهايي . شد نگهداري دار همزنگرمخانه  دردقيقه 

چگـالي  بـالاترين  . در نظر گرفته شد ليتر ميلي 50محيط 
ــوري ــپكتروفوتومتر در   5ن ــتگاه اس ــانومتر  600در دس ن

 شـايان  ).10( كنـد  مـي  بهترين شرايط رشـد را مشـخص  
  . با سه بار تكرار انجام شد ها آزمونذكر است همه 

 30در ايـن مرحلـه   : كروم آزمون حذف زيستي فلز
 100 مـايع حـاوي   برتـاني  لوريـا محيط كشـت  ليتر  ميلي

ــون ــز قســمت در ميلي ــروم فل ــاي  در فلاســك ك  100ه
ليتـري و بـا كـدورت باكتريـايي معـادل نـيم مـك         ميلي
بهينـه   اسـيديته  و تكـان  سـرعت در دما،  ، وساخته فارلند

دور  5000در  هـا  نمونهساعت  24پس از . نگهداري شد
ي ي ـانتريفيوژ و محلـول رو سدقيقه  15در دقيقه به مدت 

. استفاده شـد  6اسپكتروسكوپي جذب اتمي تحليلبراي 
   )10( شدهمگي با سه بار تكرار انجام  ها آزمون

  
 .نتايج

نفتـي   همنطق ـ 5خاك مربوط به  هاي نمونهكشت  از
 در قسـمت  5وي محـيط كشـت حـاوي    ر خوزستان، بر

ميكروبي گرم منفـي بـر اسـاس      سويه 50، كروم ميليون
 هـاي  آزمـون شكل پرگنـه جـدا و تخلـيص شـد كـه بـا       

 سـودوموناس هاي  شامل سويه نوع 24 تعداد ييبيوشيميا
در . سويه مقـاوم بـه كـروم شناسـايي شـد      14كه  بودند

ــدول ــون 1 ج ــويه    آزم ــيميايي س ــاي تشخيصــي بيوش ه
  .شود  مي انتخابي مشاهده
مقاوم به فلز، آزمون تعيين   سويه بهترين براي غربال

 كـروم حداقل غلظت ممانعت كننده از رشـد بـراي فلـز    
در  Mac - 2بهتــرين ســويه بنــام   نتيجــهانجــام شــد كــه 

  .شده است مشخص 2 جدول
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  سـويه در  بيـوتيكي  آنتـي براي بررسي ميزان مقاومـت  
آزمون تعيين حساسـيت بـاكتري بـه دارو انجـام      مربوطه،

 هـاي  بيوتيـك  آنتـي اين آزمون در برابر  3 جدولدر  .شد
و  سـيلين  آمپـي كانامايسين، تتراسـايكلين، اريترومايسـين،   

 .شود ميمشاهده  كروممقاوم به   سويهكلرامفنيكل در 

براي تعيين بهترين شـرايط رشـد بـاكتري در حضـور     
متعـددي   هـاي  آزمونمقاوم به فلز انتخاب و   كروم، سويه

نتـايج آن  . با تغيير عوامل محيطي در سه تكرار انجام شـد 
آمـاري ايـن    تحليـل بـراي   .شـود  ميمشاهده  4 جدولدر 

ــون ــزار    آزمـ ــرم افـ ــومي در نـ ــي عمـ ــدل خطـ ــا از مـ هـ
اســتفاده شــد و نشــان داد كــه عوامــل  167اس  اس پــي اس

ها بر يكديگر  اسيديته و دما در سطوح مختلف و تأثير آن
بر حذف كـروم   >05/0P valueداري در  ابه صورت معن

 .از نمونه مؤثر هستند

براي بررسي بهترين شرايط اسيديته و دمـا بـا كمـك    
ــزار اس   ــرم اف ــون دانكــن در ن ــي آزم ــايج  16اس  اس پ نت

نتـايج در دو زيـر مجموعـه نشـان داد     . شد تحليلمربوطه 
ترين تأثير را بـر رشـد    اسيديته، كه كم 5كه به جز سطح 

انـد و   زير مجموعه قرار گرفتهباكتري دارد، بقيه در يك 
در مـورد  . شـود  داري مشاهده نمي اها اختلاف معن بين آن

كـه  ) درجـه سلسـيوس   40( 4عامل دما نيز به جـز سـطح   
سطوح   ترين اثر را در رشد باكتري داشته است، بقيه بيش

داري بـا   ادر يك زير مجموعه قرار گرفت و تفـاوت معن ـ 
  ).5 جدول( هم نداشتند

تأثير سرعت تكان بر رشـد بـاكتري، در   براي بررسي 
كـه   8برابـر بـا    اسـيديته سلسيوس و   درجه 40  دماي بهينه

ــوري را در   ــالاترين چگــالي ن ــا دســتگاه   600ب ــانومتر ب ن
سـطح   3نشان داده بـود،   903/0اسپكتروفوتومتر به ميزان 

دور بــر دقيقــه در نظــر گرفتــه شــد كــه  200و  150، 100
  .شود مي مشاهده 1 نتايج آن در شكل

  )-2Mac( يه انتخابيسو بيوشيميائي هاي آزموننتايج  -1جدول 
  نتيجه  ها ويژگي
  +  كاتالاز
  +  اكسيداز

  +  نيترات احياء
TSI  R/R  

MRVP  -  
  +  ليزين دكربوكسيلاز

  +  ژلاتيناز
  +  اوره آز

  +  تجزيه نشاسته
OFهوازي/ هوازي گلوكز بي  -+/  

  -  H2S توليد
  +  حركت

  -  واكنش گرم
TSI: Triple Sugar Iron Agar Medium, OF: Oxidation 

Fermentation 
Reaction, MRVP: Methyl Red Vogesproskauer, R/R: Red/Red 

  

 Mac -2سويه  رشد براي  حداقل غلظت ممانعت كننده -2جدول 
  كرومدر حضور 

حداقل غلظت 
  رشد  ممانعت كننده

قسمت  100- 300
  در ميليون

قسمت در  400
 ميليون و بالاتر

 عدم رشد رشد  وضعيت
 

  سويهبراي  بيوتيكي آنتينتايج آزمون تعيين حساسيت  -3 جدول
2- Mac  كرومدر حضور  

  وضعيت  نتي بيوتيكآ
  مقاوم  كانامايسين
  مقاوم  تتراسايكلين
  مقاوم  اريترومايسين

  مقاوم  سيلين مپيآ
  مقاوم  كلرامفنيكل

 

تعيين بهترين شرايط رشد باكتري در حضور فلز كروم  -4 جدول
  سطح دما 4 و سطح اسيديته 5در 

 مجموع  منبع
 df  مربعات

 ميانگين
 F P  مربعات

  000/0  289/24  024/0  4  096/0  اسيديته
  000/0  678/168  167/0  3  502/0 دما
  000/0  300/8  008/0  12  099/0  دما*اسيديته

Archive of SID

www.SID.ir



  
  

 1394 ، تابستان14 شماره   ، چهارمسال    ، ها شناسي ميكروارگانيسمزيستپژوهشي-فصلنامه علمي 106

  

 

و دما  اسيديتهآزمون دانكن براي بررسي بهترين شرايط  -5 جدول
 Mac -2براي رشد باكتري در حضور كروم توسط 

تعداد آزمون اسيديتهسطوح 
  ها مجموعهزير 

  )نانومتر 600چگالي نوري در (
1  2 

5  12  5740/0b 

4  12   6578/0a

1  12   6591/0a

3  12   6825/0a

2  12   6826/0a

 تعداد آزمون سطوح دما
  ها مجموعهزير 

  )نانومتر 600چگالي نوري در (
1 2  

3  15  5950/0b 

2  15  5971/0b 

1  15  6032/0b 

4  15   8095/0a

  

 
 40  ينهبهتأثير سرعت تكان بر رشد باكتري، در دماي  -1شكل 

  8برابر با  اسيديتهگراد و  يسانت  درجه
 
 
  

داري سطوح مختلف سرعت تكان،  امعنبراي بررسي 
 16اس  اس يپ ـ اس افـزار  نـرم آزمون آنووا يـك طرفـه در   

يعنـي  . دار نيسـت  امعن ـيج نتا >05/0P valueنشان داد در 
سطح سرعت تكان در رشد باكتري وجـود   3تفاوتي بين 

 ).6جدول (ندارد 

 كـروم نتايج مربوط به درصد حـذف فلـز    2 شكلدر 
 مــورد آزمــايش در مقابــل شــاهد مشــاهده  ســويهتوســط 

ز كـروم  ا درصد 60/35 حذفبا  Mac -2  سويه. شود  مي
 هـا  سويهوجود در محيط، بهترين نتيجه را نسبت به ساير م

 40/64 ميزان فلز باقيمانده در مايع رويي كشت. دادنشان 
  .بود درصد

  

آزمون آنووا يك طرفه در بررسي تأثير سرعت تكان بر -6جدول 
  رشد باكتري

 ها گروهبين 
 dfمجموع مربعات

ميانگين 
 مربع

F P 

094/0 2 047/0 

  017/0  6  102/0  ها گروهدر  14/0 779/2
    8  196/0 كل

  

 
براي ميزان فلز باقيمانده در مايع رويي نتايج جذب اتمي  -2 شكل

  در كنار شاهد Mac - 2 سويه كشت
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  .گيري  بحث و نتيجه
زيسـت   هـاي  فعاليـت در زمينه  ها سودوموناسي يتوانا

به ويژه در زمينه تجزيه زيسـتي بسـيار مـورد توجـه قـرار      
ي در يبسيار بـالا  ها توانايي آنكه،  مشخص شدهگرفته و 

از ايــن رو ايــن . روماتيــك دارنــدآاســتفاده از تركيبــات 
آلـوده بـه    هـاي  اكوسيسـتم باكتري ها به دفعات از انـواع  

اسـاس در   بـر ايـن  ). 9و  4( انـد  شـده تركيبات نفتي جـدا  
خوزسـتان بـراي     هاي نفتـي ناحيـه   پژوهش حاضر، خاك

  . جداسازي اين باكتري انتخاب شد
هاي مقاوم به فلز براي انجـام حـذف    جداسازي سويه

 بيشـــترزيســـتي فلـــز از پســـاب ضـــروري اســـت، زيـــرا 
پسـاب بـه ايـن فلـزات       هاي تصفيه كننده ميكروارگانيسم

برد كـــار بـــازده افـــزايش منظـــور بـــه .حســـاس هســـتند
سنگين  فلزات ها براي حذف و باكتري ها ميكروارگانيسم

كننده  ممانعت غلظت حداقل تعيين هاي طبيعي، محيط از
كارايي  و بهتر امكان مديريت و بسيار مؤثر است رشد از

هــايي چــون  بــراي كــاهش و حــذف آلاينــده را بــالاتري
حــداقل غلظــت ). 17( ســازد فــراهم مــي فلــزات ســنگين

منتخـب جـدا شـده در      ممانعت كننده از رشد براي سويه
قسـمت در ميليـون شـد كـه بـا       400برابر بـا   پژوهشاين 

ــه ــا  مطالع ــويه   8ادوارد راج ــراي س ــاران ب  BC-5  و همك
در پــژوهش . مطابقــت دارد آئروجينــوزا ســودوموناس

ــه       ــبت ب ــروم نس ــه ك ــاوم ب ــب مق ــاكتري منتخ ــر ب حاض
سـيلين، كلرامفنيكـل و    كانامايسين، اريترومايسـين، آمپـي  

انجام شـده   پژوهشتتراسايكلين مقاومت نشان داد كه با 
با توجـه بـه ايـن    . مطابقت دارد و همكاران 9زنگ توسط

زات و فل ـ هـا  بيوتيـك  نتـي آمقاومت نسبت به  هاي ژنكه 
انطباق اين  ،دنبر روي يك پلاسميد باش توانند مي سنگين

 پـژوهش اين به دست آمده در   نتيجهدو نوع مقاومت در 
  ). 16( مشهود است كاملاً

بهترين شـرايط   8برابر با  اسيديته، در Mac - 2 سويه
بهينـه بـودن شـرايط     علـت حذف كروم را داشت كه بـه  

  نزديــك بــه خنثــي اســت و بــا مطالعــه  رشــد در اســيديته
 اسـيدي در شـرايط   ).18( انطباق كامـل دارد  10ترجي اچ

هيـدروژن در محـيط و    به علت وجود ميزان بـالاي يـون  
واكنش اين يون با سطح داراي بار منفي سـلول بـاكتري،   

يابـد و در   ها به شدت كـاهش مـي   ظرفيت جذب كاتيون
از . گـذارد  ه بر روي حذف زيستي فلز اثر منفـي مـي  نتيج

يابـد   طرفي در اين اسيديته ميزان رشد باكتري كاهش مي
در . توانـد بـه كـاهش ميـزان جـذب فلـز بيانجامـد        مي كه

، ليگانـدهاي بـار منفـي    اسـيديته مقابل بـا افـزايش ميـزان    
ــي  ــدا م ــزايش پي ــد كــه نتيجــه  اف ــزايش اتصــال   كن آن اف

چنـين حـالتي در   ). 20 -18، 16( هـا خواهـد بـود    كاتيون
ليپـوپلي سـاكاريد     لايـه . پيش رو به اثبـات رسـيد    مطالعه
گرم منفـي مسـئول ظرفيـت جـذب سـطحي      هاي  باكتري

تأييــد شــده كــه  ،همچنــين. كارامــد بــراي فلــزات اســت
ــاكتري ــي و    بـ ــواد اختصاصـ ــوعي از مـ ــف متنـ ــا طيـ هـ

غيراختصاصي جـاذب فلـز را در پاسـخ بـه ميـزان بـالاي       
هـاي خـارج سـلولي     ساختمان. كنند  مي فلزات سمي آزاد

هـاي جـاذب فلـز     لـزج نيـز از بخـش     مانند كپسول و لايه
هـا معمـولاً    هاي اتصـال در ميكروارگانيسـم   مكان. هستند

. اي فسفات، سـولفيد و هيدروكسـيل اسـت   ه شامل گروه
هــاي باكتريـــايي كــه توانـــايي ايجـــاد    يكــي از ســـلول 

ساكاريدهاي پوششي خارج سلولي را داشته و از اين  پلي
. اسـت  سودوموناسكند جنس   مي طريق فلزات را جذب

تواننـد    مـي  ها سودوموناسعلاوه بر اين مشخص شده كه 
ظرفيتـي   3 ظرفيتـي محلـول بـه شـكل     6كروم  يدر احيا

نامحلول نقش داشته و با انباشت داخل سلولي، كـروم را  
 ). 22 -19( از محيط مربوطه حذف كنند
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بهترين دما بـراي رشـد بـاكتري در حضـور كـروم در      
گـراد بـود كـه بـا آزمـون       سـانتي   درجـه  40حاضر،   مطالعه

توانـد   با توجه بـه اينكـه افـزايش دمـا مـي     . دانكن ثابت شد
يت متابوليكي سلول باكتري شود، شـايد  باعث افزايش فعال

. مـرتبط شـود   Mac- 2كاهش ميـزان كـروم بـا متابوليسـم     
شرايط بهينه رشد سـويه مـورد مطالعـه راجـا و همكـاران،      

تـأثير سـرعت تكـان در    . گـراد بـود   سـانتي  درجه 37دماي 
حاضــر وضــعيت  پــژوهشرشــد ســويه مــورد بررســي در 

 200نـداد و البتـه در   داري را بين سطوح سه گانه نشان  امعن
دور بــر دقيقــه انــدكي بيشــتر از دو ســطح ديگــر بــود كــه  

در  BC- 5  سويه. است احتمالاً به خاطر هوادهي بهتر نمونه
را جذب كرد ايـن در   كروم درصد 30ادوارد راجا   مطالعه

 يدرصـد  60/35، جـذب  پـژوهش در اين حالي است كه 
انطبـاق   با مطالعه يـاد شـده   كمابيشمشاهده شد كه كروم 
مـوكرجي و    ذكـر اسـت كـه در مطالعـه     شايان. )10( دارد

آئروجينوزاي استفاده شـده پـس از    سودوموناسهمكاران 
 56/72ترين ميزان حذف كـروم را بـه ميـزان     سه روز بيش

 26/52قسمت در ميليـون و   30از محلول ساختگي  درصد
در ). 18( دبـاغي نشـان داد    از پساب يك كارخانـه  درصد

ســاعته بــراي حــذف كــروم از  24حاضــر زمــان پــژوهش 
در . قسمت در ميليون كروم استفاده شـد  100محيط واجد 

  دهــــــد كــــــه   مــــــي  مجمــــــوع ايــــــن نشــــــان  
 2 -Mac مورد استفاده توسط موكرجي   در مقايسه با سويه

توانـد كانديـداي مناسـبي بـراي      كارامدتر بوده است و مـي 
  .دمطالعات اصلاح زيستي محيط از فلز سمي كروم باش

  تشكر و قدرداني 
آزمايشگاه تحقيقات دانشگاه آزاد اسلامي  كاركناناز 

بـرداري نفـت اسـتان     تنكابن، واحد مطالعات مهندسي بهره
تشـكر  اي تهـران   خوزستان و پژوهشگاه علوم و فنون هسته

  .شود و قدرداني مي
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Abstract 

Introduction: In the last decade, biology and microorganisms is built to clean up environmental 
pollutants such as heavy metals. Isolation of metal resistant strains to achieve the goal is very 
important and the aim of this study was isolate the chrome resistant strains. 

Materials and methods: Five samples of oil contaminated soils of Khuzestan zones were 
collected under sterile conditions and transferred to laboratory immediately. The soil samples 
were homogenized and diluted by sterile saline up to 10-10 and cultured on Luria Bertani agar 
containing 5ppm potassium dichromate. Resistant strains were isolated after 24 hours of 
incubation, and then for isolation of appropriate strains, cultured on Macconkey agar. Isolated 
bacteria were identified by biochemical tests. Then, Luria Bertani agar was used for screening 
of resistant strains in form of MIC test. The best conditions for bacterial growth were found in 
the presence of chromium in various temperatures, rate of shaking and pH values by 
spectrophotometry at 600 nm in the overnight of cultivation. Absorption tests of metal were 
started under optimal conditions. 

Results: From total of 24 strains of isolated Pseudomonads, 14 strains were resistant to 
chromium. The best strain (Mac-2) had removed 35.60 % of chromium from aqueous culture 
mediums under optimal conditions (pH: 8, Temp: 40°C and Shaking rate: 200rpm). 

Discussion and conclusion: Since heavy metals in various physicochemical forms are 
considered as environmental pollutants in most parts of the world, thus, the contaminated 
regions must be detoxified. The isolated strain can be used for studies of bioremediation of 
chromium contaminated sites. 
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