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  87   بهار ،یک شماره ،همددوره علوم و تکنولوژی محیط زیست ، 
  
  

 آنیون هایجداسازی یک باکتری با مقاومت دو جانبه بسیار بالا نسبت به اکسی 
 پاک سازیسمی تلوریت و کرومات از پساب صنایع دارای کاربرد ویژه در 

  KWT2زیستی، سویه 
  

  محمدرضا ذوالفقاری
 میکروبیولوژی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات تهران، دانشکده علوم، گروه زیست شناسی،  دانشجوی دکتری تخصصی

  بخش  میکروبیولوژی 

  فریدون ملک زاده
   استاد ، دانشگاه تهران، پردیس علوم، دانشکده زیست شناسی 

  محمدعلی آموزگار
  استادیار ، دانشگاه تهران، پردیس علوم، دانشکده زیست شناسی

  محمدرضا رضوی
  استادیار، انستیتو پاستور ایران

  

 10/6/86: تاریخ پذیرش             20/2/86: تاریخ دریافت            

  چکیده 
دیده می شود که با ... ی، نساجی و به کارعی مانند دباغی، آای صنپساب های سمی تلوریت و کرومات به وفور در آنیون های اکسی

ها داشته و با  های تیولی آنزیم  و گروهDNAاثرات مخرب بر مواد یاد شده  .می گرددهای زیرزمینی  و آبحلالیت بالا وارد محیط زیست 
ها نقش بسیار  ها و بالاخص باکتری میکروارگانیسم. دزیان آوری بر سلامتی انسان و حیوانات داراثرات ... ایجاد نکروز کبدی، سرطان و 

های مقاوم از پساب صنایع،  جداسازی باکتریاین مطالعه هدف . وتکنولوژی کاربرد دارندمهمی در حذف زیستی فلزات داشته و در بی
هایی   زیستی در سویهی و بررسی احیا(Minimum Inhibitory Concentration = MIC)کننده رشد  تعیین حداقل تراکم متوقف

آنیون  توانایی بالایی در حذف اکسی KWT2رم مثبت  صنعتی ایران، کوکسی گپساب های سویه جدا شده از 108از .  بالا بودMICبا 
 rpm ( همزن، دور)سانتی گراد درجه 40 تا 25(، دما )5/10 تا pH) 5/5 مانند عوامل سمی تلوریت و کرومات در محدوده وسیعی از های
تحت شرایط )  میلی مولار1تا  04/0( تلوریت پتاسیم و کرومات پتاسیم آنیون های های مختلف اکسی و تراکم) 50 ـ 100 ـ 150 ـ 200

ه  ب100 و دور C35°، دمایpH  8 حذف کرومات دربیشینه و 150 و دورC35°، دمایpH5/7  حذف تلوریت دربیشینه. هوازی نشان داد
 و جزKWT2، نشان داد که سویه 16S rDNAهای مرفولوژیک، فیزیولوژیک، بیوشیمیایی و آنالیز فیلوژنتیکی بر مبنای  ویژگی. دست آمد
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 و (λmax 340)تیوکاربامات  دی اتیل های دی با استفاده از تکنیک اسپکتروفتومتری با معرف. جنس میکروکوکاسه می باشد
ها در کمترین زمان بیشترین میزان حذف را نشان داد که این مساله   این باکتری در مقایسه با سایر باکتری(λmax 540)کاربازید  فنیل دی

 مناسبی برای حذف انتخاب می تواند در مجامع بین المللی KWT2سویه . یید گردیدوسکوپی جذب اتمی تأ و اسپکترXRDبا تکنیک 
  . سمی تلوریت و کرومات از محیط زیست باشدآنیون هایاکسی 

  
   تلوریت، مقاومت باکتریایی فلز، پساب صنایعی کرومات، احیای زیستی، احیاپاک سازی: واژه های کلیدی

  
  مقدمه

  
  

 که به صورت استای از نعمات خدادادی  فلزی دستهعناصر 
هایی در دل زمین به صورت پایدار و با ثبات جای   گنجینه
 و انسان امروزی با استخراج معادن مربوطه و است گرفته

های مفقود  ها به عنوان حلقه  از آن،تخلیص فلزات یاد شده
در این میان به هنگام . کند پیشرفت و توسعه استفاده می

 آلوده به محیط پساب هایستخراج عناصر مختلف، دریایی از ا
د که موجبات آلودگی زیست محیطی را شو زیست سرازیر می

ها به  انباشت این عناصر در خاک و نفوذ آن. سازد فراهم می
تواند صدای زنگی مرگبار را در  های زیرزمینی می منابع آب

 در صنایع  عناصر استخراج شدهسوی دیگرگوشمان بنوازد، از 
 سمی در این صنایع پساب هاید و ایجاد رو مختلف به کار می

با توجه به مطالب فوق، لزوم حذف این . اجتناب ناپذیر است
 گردد و میکروارگانیسم سموم بالقوه از محیط زیست نمایان می

 پاک سازیتوانند در   مختلف و متنوعی میسازوکارهایها با 
ها را به  ا به عهده داشته و آنزیستی این ترکیبات نقش اصلی ر

ترکیبات غیر سمی و یا کمتر سمی تبدیل کنند که این عمل نه 
برای خوشایندی ما، بلکه به خاطر حفظ ارگانیسم میکربی از 

  ).1(گیرد  اثرات فلزات سمی صورت می
 بیش از حد مجاز عوارض غلظت هایحضور این عناصر در 

حیوانات ایجاد کرده و سوء متعددی هم برای انسان و هم برای 
عنصر کروم و ). 2(آلودگی زیست محیطی را به همراه دارد 

 معمولا سلامتی را به خطر +Cr3ترکیبات حاوی آن به صورت 
کروم از .  می تواند سمی باشد+Cr6اندازد ولیکن به صورت   نمی

استنشاق . شود طریق پوستی، گوارشی و تنفسی جذب می
 دراز مدت باعث سرطان ریه ترکیبات شش ظرفیتی کروم در

سرطان ریه در کارگرانی که در صنایع مرتبط با کروم . می شود

ی کروم، ترکیبات بازدارنده به کارمانند تهیه آلیاژهای کرومی، آ
خوردگی، شیشه سازی، تهیه پیگمان، صنعت نساجی، صنایع 

در یک ). 3(کنند بیشتر است  چوب، عکاسی و دباغی کار می
 بار در 15 شیوع سرطان ریه، ه شد کهشان داد دیگر نمطالعه

کارگرانی که در تماس با غبارهای کرومیت و اکسید کروم بین 
 لذا تمام ترکیبات کروم شش ظرفیتی ؛ بیشتر است،هستند

تماس مداوم با کروم از طریق . دگرد سرطان زا محسوب می
 پوستی برگشتی پوست منجر به درماتیت، خشک شدن، اگزما

در صورت هضم در مقادیر . های پوستی می شود  زخمناپذیر و 
 بالا، باعث زخم معده، التهاب مخاط دستگاه گوارشی، آسیب

  ).4(شود  نهایتا مرگ می های کلیوی، نکروز کبدی و
همچنین تلوریت پتاسیم دارای اثرات حاد و مزمن بر روی 
انسان و حیوانات می باشد که از اثرات حاد آن تاثیر بر روی 

های چشمی  م تنفسی، سیستم گوارشی، پوست و بیماریسیست
از . توان نام برد و از اثرات مزمن آن آنورکسیا و درماتیتیس را می

ها،   اهمیت تلوریت پتاسیم بر روی سلولحایزاثرات سمی 
باشد   می Squalene monooxygenaseتوقف سنتز آنزیم 

 که در که مرحله دوم بیوسنتز کلسترول را کاتالیز می نماید
های عصبی  نتیجه توقف سنتز این آنزیم، غلاف میلین سلول

تواند در چندین  اگر چه کروم می). 5(رود  شوان از بین می
وجود داشته باشد ولی +) 6ـ تا 2(حالت اکسیداسیونی 

 موجود در محیط، کروم شکل های معمول ترینپایدارترین و 
اشد که می ب) Cr III(و سه ظرفیتی ) Cr VI(شش ظرفیتی 

 کروم بوده و با اکسیژن به شکلترین   سمیشش ظرفیتیکروم 
CrO4(صورت کرومات 

Cr2O7(کرومات  ، دی)-2
و  )-2

HCrO4(کرومات  بی
عنصر تلوریوم نیز دارای ). 6(آید  در می) -
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TeO3(آنیون سمی تلوریت  دو اکسی
TeO4(و تلورات ) -2

2- (
رات به می باشد، به نحوی که سمیت تلوریت نسبت به تلو

مراتب بالاتر می باشد که این امر به دلیل حلالیت بسیار بالای 
 سمی کرومات و تلوریت آنیون های اکسی). 7،8(تلوریت است 

های مختلف سلولی،  های تیولی آنزیم با اکسیداسیون گروه
 موتاسیون و یهای سولفورآمینواسیدها، القا جانشینی با گروه
  ). 9(د بال دار باری را به دنغیره اثرات زیان

یت  سمی کرومات و تلورآنیون های که اکسی با توجه به این
های مقاوم   لذا وجود باکتری،داثرات زیست محیطی فراوانی دار

ها از محیط باشند،   که قادر به حذف آنآنیون ها به این اکسی
تواند کمک شایانی در سم زدایی محیط زیست از این  می

ها بر  اثرات سمی شدید آنترکیبات سمی و جلوگیری از 
 آنزیماتیک، افزایش دفع و احیای. موجودات زنده داشته باشد

ساز آنیون و رسوبدهی خارج سلولی از جمله  کاهش جذب اکسی
 آنیون های ها در مقابل این اکسی های مقاومت باکتری و کار

و تلوریت +Cr3  به +Cr6 آنزیماتیک  احیایباشد که  سمی می
ها است  ساز و کار مهم تریناز جمله ) °Te(ی به تلوریوم عنصر

  ).12 و11، 10(
  

  مواد و روش کار
  جداسازی و کشت

 صنعتی پساب های باکتری مقاوم از 108در این پژوهش، 
به کاری کاشان، ایران مرینوس قم، آ گالوانیزه نساجی کاشان، آهن

نمونه برداری از .  مشهد و ورامین جدا گردید،رمشهرقم، خ
 صنعتی با استفاده از ظروف مخصوص نمونه برداری پساب های

 شد میلی لیتری استریل صورت گرفت و دقت 250ای  شیشه
 سانتی متر از بالای بطری خالی بماند تا در هنگام 3که حدود 

شروع آزمایش بتوان به راحتی نمونه را کاملا به هم زد تا نمونه 
 pHمحل، جهت هر نمونه تاریخ برداشت، دمای . یکنواخت شود

محل نمونه برداری و نوع نمونه روی برچسبی که بر سطح 
های جمع آوری شده  نمونه. شیشه نصب گردیده بود نوشته شد

 فورا به آزمایشگاه منتقل گردید تا مراحل مختلف کار روی آن
 میلی 1از هر نمونه پساب صنعتی هموژن شده . ها انجام گیرد

 متوالی رقت های و شد هلیتر در شرایط کاملا استریل برداشت

 میلی لیتر بافر 9 در لوله های آزمایش حاوی 10ـ6تا 10ـ1
P.B.S) Phosphate Buffer Saline ( استریل باpH2/7 

 جهت بازیافت جمعیت Spread plateاز روش . تهیه گردید
میکروبی استفاده شد و برای تفکیک انواع کلنی های موجود در 

 Streak تحت عنوان ها، از یک روش خالص سازی پلیت

plate methodدر این روش، از کلنی تشکیل .  استفاده شد
ده و در لوله ششده در سطح محیط نوترینت اگار برداشت 

ریل ـوژی استـــ میلی لیتر سرم فیزیول1کوچک حاوی 
سپس لوپ را داخل سوسپانسیون . سوسپانسیون می گردد

می ت داده نموده و از آن بر روی پلیت به صورت مارپیچ کش
 که مارپیچ های نزدیک به هم نصف پلیت را به طوری، شود

گرفته و سپس از طرف دیگر پلیت، لوپ را با مارپیچ با فاصله به 
در این روش در حین عبور لوپ، . دهیم وسط پلیت حرکت می

های مختلف به طور  همراه با رقیق شدن سوسپانسیون، کلنی
ه دست آمده، های ب  کلنیشوند و سپس مداوم از یکدیگر جدا می

  ). 13 (می شودهای جدید کشت داده  روی پلیتجداگانه بر 
  

   فیزیولوژیک و ریخت شناسیویژگی هایبررسی 
 C°مورفولوژی کلنی بر روی محیط نوترینت اگار در دمای

34) 2/7pH  ( واکنش گرم، .  ساعت مشاهده شد48بعد از
 احیایکسیداز، حرکت، شکل و رنگ کلنی، کاتالاز، اوره آز، ا

 و متیل رد، 80 و توئین 20نیترات، ئیدرولیز اسکولین، توئین 
 و Smibertهای  وژرپروسکوئر و تولید اندول بر اساس روش

Krieg) 1994 (انجام گرفت)تولید اسید از کربوهیدرات. )14 
ها، بررسی مصرف منابع کربنی و منابع نیتروژنی بر اساس روش 

تعیین ) 1982( و همکاران Ventosaو محیط توصیه شده 
تحمل نمک سدیم کلراید در حضور تراکم صفر تا . )15(گردید

  140rpmو  pH  2/7 و سانتی گراد درجه 34در دمای % 30
رشد در . در محیط نوترینت براث مورد سنجش قرار گرفت

 در محیط 50 و 45، 40، 35، 30، 25، 20، 15، 10دماهای 
 pHمحدوده .  بررسی قرار گرفتمورد pH  2/7نوترینت براث با

 34 در دمای 11 تا 5 نهایی محیط بین pHبرای رشد با تنظیم 
 pHبرای تنظیم . شد تعیین  140rpm و سانتی گراددرجه 

  . استفاده گردیدMixedمحیط از بافر 
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  62 و همکاران                                              ذوالفقاری                                       علوم و تکنولوژی محیط زیست                                          

  KWT2 سویه برتر 16S rRNAتعیین توالی 

 جدا شده از KWT2جهت تعیین هویت دقیق سویه برتر 
 انجام 16S rRNAاجی کاشان، روش تعیین توالی پساب نس
 ژنومی باکتری جدا شده از پساب DNAبرای تخلیص . پذیرفت

 Amersham Biosciencesنساجی کاشان از کیت شرکت 
)Genomic PrepTM Cells and Tissue DNA 

Isolation Kit (16تکثیر ژن  . کشور انگلستان استفاده شدS 

rRNAسویه  KWT2 8از پرایمرهای یونیورسال  با استفادهF 
)5' AGAGTTTGATCATGGC3' ( 1492وR                                 
)5' TACCTTTTGTTACGACTT3' (صورت گرفت .

 دقیقه برای یک 4 ، مدت C 94°دناتوراسیون آغازی در دمای
 30 ثانیه برای 45، مدت C 94°سیکل، دناتوراسیون در دمای

 دقیقه برای 1، مدت C 52°ی  در دماAnnealingسیکل، 
 دقیقه برای 2 ، مدت C 72° در دمایExtension سیکل، 30
 10 ، مدت C 72° در دمایFinal extension سیکل، 30

 در C 10° در دمای Final holdدقیقه برای یک سیکل و 
جهت اطمینان از تکثیر قطعه مورد .  گنجانده شدPCRبرنامه 

 از lµ 5 می باشد، bp1450نظر که اندازه تقریبی آن حدود 
و در کنار استاندارد % 1 با استفاده از ژل اگاروز PCRمحصول 

بعد از خاتمه . الکتروفورز گردید) XIVمارکر (وزن مولکولی 
لومیناتور قرار داده و  الکتروفورز ژل را روی دستگاه ترانس

یم و کنقسمتی که حاوی باند مورد نظر است با تیغ جدا می 
 Seq lab به آزمایشگاه  )Sequencing(والی جهت تعیین ت

  .در کشور آلمان ارسال گردید
  

 سمی تلوریت و آنیون های بررسی مقاومت به اکسی
  کرومات

های باکتریایی جدا شده از  برای سنجش مقاومت سویه
غلظت  با MIC صنعتی، الگوی مقاومت بر اساس پساب های

 میلی 760 تا 5مولار تلوریت پتاسیم و   میلی26 تا 1/0 های
 Agar Dilution(مولار کرومات پتاسیم با روش رقت در اگار 

method ( گراد، زمان یک هفته در   درجه سانتی35در دمای
 ترین تراکم پایین. صورت گرفت pH 2/7محیط نوترینت اگار با 

 MIC گردید آنیون که کاملا مانع رشد باکتری می از اکسی
  ).16(نامیده شد

  

  ن حذف تلوریت پتاسیم و کرومات پتاسیمارزیابی میزا
ذف تـلـوریت ــزان حـــــن میـــور تعییــبــه منظـ

ـر ــــرومـات از محیــط کشــت ســویــه بــرتـــو ک
KWT2 ـریک ـــکـالــریمت از روش

)Spectrophotometric measurements ( به کمک
تلوریت .  استفاده شدDPC و DDTCهای اختصاصی  معرف
 واکنش داده و DDTCود در محیط کشت با معرف موج

محلول کلوئیدی زردرنگ تشکیل می شود که جذب 
)Absorbance ( 340این محلول کلوئیدی در طول موج 

 موجود در VIگیری است در حالی که کروم  نانومتر قابل اندازه
 در محلول اسیدی واحد DPCمحیط کشت با معرف 

ر می ــده و رنگ بنفش ظاه مولار، واکنش دا3اسیدسولفوریک 
 نانومتر قابل 540شود که جذب این محلول در طول موج 

  ).17(گیری است اندازه
  

حذف تلوریت پتاسیم و کرومات بری مختلف عواملاثر 
  پتاسیم

به منظور بهینه سازی شرایط جهت رشد و حذف موثر 
تلوریت پتاسیم و کرومات پتاسیم در شرایط هوازی از محیط 

 30 ـ 35 ـ 40(، تاثیر دماهای مختلف KWT2رترکشت سویه ب
و ) 5/10 تا 5/5(های مختلف pH، )گراد  درجه سانتی25ـ 
مورد ) 50 ـ 100 ـ 150 ـ rpm200(  مختلف همزندور

  .بررسی قرار گرفت
  

سنجش احیای کرومات و تلوریت با استفاده از تکنیک 
 AAS،Atomic Absorption(جذب اتمی 

Spectroscopy (اشعه و پراش X) XRD، X-Ray 

Diffraction (  
 و تلوریت III به کروم VIبه منظور سنجش احیای کروم 
 ، از محیط کشت KWT2به تلوریوم عنصری توسط سویه برتر 

  .نوترینت براث با ترکیب زیر استفاده شد
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Nutrient Broth 8g ; NaCl 10g ; K2CrO4 0.3 
mM; K2TeO3 0.3 mM, D.W 1000ml 

pH در زمان سنجش احیای کروم  محیط کشتVI ،8 و 
تکنیک .  تنظیم گردید5/7در زمان سنجش احیای تلوریت 

AAS جهت سنجش احیای کرومات و پراش اشعه X جهت 
  . تلوریت مورد استفاده قرار گرفتاحیایتجزیه کیفی 

  
  نتایج

 پساب های باکتری مقاوم جدا شده از 108از مجموع 
اب نساجی کاشان به  جدا شده از پسKWT2صنعتی، سویه 

مولاری به تلوریت پتاسیم و   میلی26دلیل مقاومت بسیار بالای 
مولاری به کرومات پتاسیم که همراه با احیای   میلی760

Cr(VI) به Cr(III) و تلوریت به تلوریوم عنصری و ایجاد 
های عنصری سیاه در داخل سلول باکتری بود به  کریستال

 از نظر صفات فنوتیپی، عنوان سویه برتر انتخاب شد و
بیوشیمیایی و متابولیسمی مورد بررسی قرار گرفت که نتایج به 

  . آورده شده است1طور خلاصه در جدول شماره 

  KWT2 ـ صفـات فنـوتـیـپی، بیــوشیـمیایـی و فیـزیـولـوژیـکـی سـویـه 1جـدول 
  

Characteristic Strain KWT2 Characteristic Strain KWT2 Characteristic Strain KWT2

Diameter of cells (µm) 0.8 – 1.0 Phenylalanine deaminase - Fructose + 
Cell type Coccus Lysine decarboxylase - Xylose - 
Gram staining + Urease + L – Arabinose + 
KOH test - Lecithinase - Mannitol - 
Form Circular DNase - Maltose + 
Margin Entire Acid production from:  D – Sorbitol + 
Elevation Convex D – Glucose + Trehalose - 
Texture Butyrus Galactose - Inositol + 
Opacity Opaque Lactose - Rafinose - 
Pigmentation Yellow D – Manose + L – Rhamnose + 
Diameter > 5 mm - Ribose - Cellubiose + 
Gatalase + Salicin - Esculin + 
Oxidase - Sucrose + Inulin + 
Motility - Fructose + Succinate - 
Nitrate reduction - Xylose - Use of Aminoacid:  
H2S production - L – Arabinose - L – Methionin + 
Mr - Mannitol - L – Arginin - 
Vp - Maltose + L – Histidin + 
Indole + D – Sorbitol - L – Threonin + 
NaCl for growth (%):  Trehalose + L – Asparagine + 
Range % 0 – 3 Inositol - L – Valin - 
Optimum % 1 Rafinose - L – Phenylalanine + 
pH for growth:  L – Rhamnose - L – Prolin + 
Range 5 – 11 Cellubiose - L – Glysin + 
Optimum 7 – 8 Melibiose - L – Leucin - 
Temperature for growth(°C):  Rebitol - L – Alanin - 
Range 20 – 40 Inulin - L – Glutamic acid - 
Optimum 30 – 37 Use of carbohydrate:  L – Isoleucin - 
Hydrolysis of:  D – Glucose + L – Aspartat - 
Tween 80 + Galactose + L – Tryptophan - 
Gelatin - Lactose + L – Serin - 
Esculin + D – Manose + L – Lysine - 
Starch - Ribose - L – Tyrosin  + 
Casein + Salicin -   
Enzymatic activity :  Sucrose +   

 

+ positive   ,   - negative 
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 تر سویه در ادامه جهت شناسایی و تعیین هویت دقیق

KWT2 16، اقدام به تعیین توالی ژنS rRNA باکتری فوق 
 مشاهده می شود محصول 1طور که در شکل  همان. نمودیم
PCR 1.5 مناسب در منطقه kb ظهور کرده است که نشان 

 مورد استفاده جهت تعیین DNAدهنده میزان خلوص نمونه 

 سویه مورد rDNAعد از مشخص شدن توالی ژن ب. توالی است
 قرار داده و سپس با BLASTنظر، آن را در برنامه کامپیوتری 

، باکتری مورد نظر تعیین NCBIاستفاده از سایت اینترنتی 
  . قرار گرفتKocuriaهویت گردید و در جنس  

  
  
  
  
  

  
  

  
                                

  XIV مارکر شـماره kb 1.5د در منـطـقه  ـ ظهور باند منـفر1شکل 
  

به منظور بررسی میزان حذف تلوریت و کرومات از محیط 
  محیطی مختلف بر حذف آنعوامل و اثر KWT2 کشت سویه

ها، ابتدا منحنی استاندارد تلوریت پتاسیم و کرومات پتاسیم 

 نشان داده شده 3 و 2 شکل هایترسیم گردید که نتایج در 
  .است

  
  
  
  
 
 

  )Tris. HCl) pH 7.3 و بافر DDTC   ـ منحنی استاندارد سنجش تلوریت با استفاده از معرف شیمیایی2شکل 
  
 
  
  
  
  
 
 
 
 

  )Mops – NaOH)pH 7.3 و  بافر  DPCشیمیاییـ منحنـی استـاندارد سنجش کـرومات با استفاده از معرف 3شکل   
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 ساعت درصد حذف تلوریت و 24بعد از گذشت 
 سویه های جدا شده از پساب صنایع متفاوت بود به کرومات در

 تلوریت موجود % 51/57 قادر بود KWT2طوری که سویه برتر 
 2/0 ساعت حذف کند و غلظت تلوریت را از 24در محیط را در 

و همچنین ) 4شکل (ر برساند  میلی مولا085/0میلی مولار به 
ند  ساعت حذف ک24 موجود در محیط را در VI کروم 87/97%

 میلی مولار 004/0 میلی مولار به 2/0 را از VIو غلظت کروم 
  ).5شکل (برساند 

  
  

  
  
  
  
  
  

  

  2/0سدیم کلراید و % 1 در محیط نوترینت بـراث دارای KWT2 کشت سـویه رویی کـاهش تلـوریت در مـایع  ـ 4شکل 
  2/0سدیم کلراید و % 1 نوترینت براث دارای  محیطروییکاهش تلوریت در مایع ).پر های دایره(مولار تلوریت پتاسیم  میلی

   شدهارایهنتایـج ) rpm = 150, pH 7.5). (های خالـی دایره(مولار تلوریت پتاسیم و فـاقد بـاکتـری  میلی
  .باشد می  انحراف معیار ±1 میانگین سه بـارآزمایش بوده و بار معرف 

  
  
  
  
  
  
  

  
مولار   میلی2/0سدیم کلراید و % 1 در محیط نوترینت براث دارای KWT2 کشت سویه رویی در مایع VI کاهش کروم  ـ5شکل 

مولار   میلی2/0سدیم کلراید و % 1 محیط نوترینت براث دارای رویی در مایع VIکاهش کروم ). های پر دایره(کرومات پتاسیم 
میانگین سه بار آزمایش بوده و بار  شده ارایهنتایج ) rpm = 100, pH 8). (های خالی دایره(کرومات پتاسیم و فاقد باکتری 

 .باشد می  انحراف معیار ±1معرف 

، 08/0، 04/0های اولیه   اثر غلظت7 و 6های  شکل  
 میلی مولار کرومات 1 و 8/0، 6/0، 5/0، 4/0، 3/0، 2/0، 1/0

 سویه توسطها  پتاسیم و تلوریت پتاسیم را بر میزان حذف آن

نمک % 1در محیط پایه نوترینت براث دارای  KWT2 برتر
  .دهد کلرید سدیم نشان می

  
  
  
  

 

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0 6 12 18 24
Time (h)

Te
llu

rit
e 

(m
M

)

 

 

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0 6 12 18 24

Time (h)

Cr
 V

I (
m

M
)

 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  66 و همکاران                                              ذوالفقاری                                       علوم و تکنولوژی محیط زیست                                          

  
  
  
  
  
  

  

  
  
  
  

                                           
  

% 1 در محیط پایه نوترینت براث دارای KWT2 سویه توسطهای اولیه کرومات پتاسیم بر روی حذف آن  اثر غلظت ـ 6شکل 
 .باشد می  انحراف معیار ±1 شده میانگین سه بار آزمایش بوده و بار معرف ارایهنتایج ). rpm = 100, pH 8(سدیم کلراید  

  
  
  
  

  
  
  
  

% 1 در محیط پایه نوترینت براث دارای KWT2 سویه توسطهای اولیه تلوریت پتاسیم بر روی حذف آن  اثر غلظت ـ 7شکل 
 .باشد می  انحراف معیار ±1نگین سه بار آزمایش بوده و بار معرف  شده میاارایهنتایج ). rpm = 150, pH 7.5(سدیم کلراید 

  
 4/0تر از  های پایین حذف کامل کرومات در غلظت

 ساعت رخ داد که سرعت حذف بستگی به 72مولار بعد از  میلی
 04/0 داشت، به طوری که حذف کامل VIغلظت اولیه کروم 

مولار بعد   میلی08/0 ساعت، حذف کامل 12مولار بعد از  میلی
 ساعت، 15مولار بعد از   میلی1/0 ساعت، حذف کامل 14از 

 3/0 ساعت، حذف کامل 25مولار بعد از   میلی2/0حذف کامل 
مولار بعد از   میلی4/0 ساعت و حذف کامل 38مولار بعد از میلی

های  میزان حذف کرومات در غلظت.  ساعت اتفاق افتاد72
 144به طوری که بعد از مولار کم شده   میلی4/0  ازبالاتر

حذف % 75(مولار   میلی15/0مولار به   میلی6/0ساعت، غلظت 
حذف % 5/52(مولار   میلی38/0مولار به   میلی8/0، غلظت )شده
حذف % 40(مولار   میلی60/0مولار به   میلی1و غلظت ) شده
  .کاهش یافت) شده

های مختلف متفاوت بود به  حذف کامل تلوریت در غلظت
 96مولار را بعد از   میلی5/0 غلظت KWT2 سویه نحوی که

های بالاتر  میزان حذف تلوریت در غلظت. ساعت به صفر رساند
 KWT2 سویه توسط ساعت 144کم شده به طوری که بعد از 

، )حذف شده% 85(مولار   میلی09/0مولار به   میلی6/0غلظت 
 و) حذف شده% 35(مولار   میلی52/0مولار به   میلی8/0غلظت 
) حذف شده% 20(مولار   میلی80/0مولار به   میلی1غلظت 

  . کاهش یافت
با هدف یک روش بیولوژیکی مناسب جهت حذف موثر 
تلوریت و کرومات از محیط کشت باکتریایی، اثر پارامترهای 

که ممکن است در شرایط )  ـ هوادهیpHدما ـ (مختلف 
 و یون هاآن  آلوده به این اکسیپساب هایآزمایشگاهی و یا در 
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ها تاثیرگذار باشند روی سویه برتر   حذف آنبرمناطق دیگر 
KWT2مورد ارزیابی قرار گرفت .  
 مشاهده می شود بیشترین میزان 8طور که در شکل  همان

ای که با   بود به گونهC 35°حذف تلوریت پتاسیم در دمای 
افزایش و یا کاهش دما نسبت به دمای بهینه، میزان حذف 

حذف کامل تلوریت در دمای . کاهش یافته استتلوریت نیز 
همچنین با بررسی . اتفاق افتاد ساعت 46بهینه فوق بعد از 

 مشخص می شود بیشترین میزان حذف کرومات 9شکل 
، به نحوی که حذف کامل ه است بودC 35°پتاسیم در دمای

ه ــ که بتحقق یافت ساعت 38کرومات در دمای فوق بعد از 
ن شرایط، دمای بهینه برای حذف کرومات نظر می رسد تحت ای
  .و رشد سلولی باشد

  

  
  

  
   تعیین میزان  انحراف و خطای نرم افزار مدل ساز- 1جدول 

  
  
  
  

  
 3/0سدیم کلراید و %  1در محیط پایه نوترینت براث دارای  KWT2  سویهتوسط ـ اثر دما در حذف تلوریت پتاسیم 8شکل 

 ±1 شده میانگین سه بار آزمایش بوده و بار معرف ارایه نتایج ).rpm = 150, pH 7.5( ساعت 24از مولار تلوریت پتاسیم بعد  میلی
  .باشد می انحراف معیار 
 

  
  
  
  
  
  
  

در محیط پایه نوترینت  KWT2 سویه توسطکرومات پتاسیم ) های تیره مربع(و حذف ) های سفید مربع( اثر دما روی رشد ـ 9شکل 
 شده میانگین سه ارایهنتایج ).  rpm = 100, pH 8( ساعت 24مولار  تلوریت پتاسیم  بعد از   میلی3/0ید و سدیم کلرا% 1براث دارای 

 .باشد می  انحراف معیار ±1بار آزمایش بوده و بار معرف 
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شود سویه   مشاهده می11 و 10های  طور که در شکل همان
KWT2 قادر به رشد در محدوده وسیعی از pH 11 تا 5 بین 

 سمی تلوریت و آنیون های  در درصد حذف اکسیpHبوده و اثر 
بیشترین میزان حذف تلوریت در . باشد کرومات بسیار موثر می

pH رشد و حذف کرومات در بیشینه و همچنین 5/7 برابر pH 
  . مشاهده گردید8برابر 

  

  
  
  
  
  
  
  
  

 3/0سدیم کلراید و % 1پایه نوترینت براث دارای در محیط  KWT2  سویهتوسط روی حذف تلوریت پتاسیم pHـ اثر 10شکل 
 شده میانگین سه بار آزمایش بوده و بار معرف ارایهنتایج ). rpm = 150, T = 35 ºC( ساعت 24مولار تلوریت پتاسیم بعد از  میلی

  .باشد می  انحراف معیار 1±
  
 

  
  
  
  
  
  

 در محیط پایه نوترینت KWT2 سویه توسطکرومات پتاسیم ) ههای تیر مربع(و حذف ) های سفید مربع( روی رشد pHـ اثر 11شکل 
 شده ارایهنتایج ). rpm=100, T=35ºC( ساعت24مولار کـرومات پتـاسیم بعد از   میلی3/0سدیـم کلـراید و % 1بـراث دارای 

 .باشد می  انحراف معیار ±1میانگین سه بار آزمایش بوده و بار معرف 
  

 و 150، 100، 50 دورهای برای بررسی میزان هوادهی از
200 rpm مشاهده 12طور که در شکل  همان. گردید استفاده 
مشاهده rpm 150شود بیشترین میزان حذف تلوریت در  می
 ساعت انکوباسیون حذف 24تلوریت در طی % 50شود که  می

 مشخص می شود با 13همچنین با بررسی شکل . شده است
افته ولی بیشترین ، رشد باکتری افزایش یهمزنافزایش دور

  . مشاهده شدrpm 100میزان حذف کرومات پتاسیم در 
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 3/0سدیم کلراید و  %1در محیط پایه نوترینت براث دارای  KWT2  سویهتوسط بر حذف تلوریت پتاسیم  همزنـ اثرات دور12شکل 
 ±1آزمایش بوده و بار معرف   شده میانگین سه باریهارانتایج ). T = 35 ºC, pH 7.5(  ساعت24مولار تلوریت پتاسیم بعد از  میلی

 .باشد می انحراف معیار 

  
  
  
  
  

  
  
  

  
در محیط پایه  KWT2  سویهتوسطکرومات پتاسیم ) های تیره مربع(و حذف ) های سفید مربع( بر رشد همزنـ  اثرات دور13شکل 

 شده ارایهنتایج ).  T = 35ºC, pH 8( ساعت  24بعد از مولار کرومات پتاسیم   میلی3/0سدیم کلراید و % 1نوترینت براث دارای 
 .باشد می  انحراف معیار ±1میانگین سه بار آزمایش بوده و بار معرف 

  
 Cr(در ادامه با استفاده از تکنیک جذب اتمی، کل کروم 

VI + Cr III ( موجود در محیط کشت سویه KWT2 که را 
مولار کروم  ی میل3/0 و 25/0، 2/0 ، 15/0های  حاوی غلظت

دست آوردیم که نتایج در ه شش ظرفیتی بود، به طور جداگانه ب
  . آورده شده است2جدول 
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 و DPC با استفاده از روش اسپکتروفتومتری با معرف VI   کرومی حاصل از احیاIII ـ ارزیابی میزان کروم 2جدول 
  )A.A.S(اسپکتروسکپی جذب اتمی 

  

  VI کروم ی احیا حاصل ازIIIمقدار کروم 
)mM) (Cr III = Total Cr – Cr VI(  

مقدار کل کروم مشخص شده با تکنیک جذب 
  اتمی

 ساعت انکوباسیون 24بعد از هضم اسیدی و 
)mM(  

   باقیمانده مشخص شده باVIمقدار کروم 
 ساعت انکوباسیون 24 بعد از DPCمعرف 

)mM(  ونه
نم

  
)

m
M

(  

13/0  13/0  0  15/0  
166/00  17/0  004/0  20/0  
18/0  21/0  03/0  25/0  
16/0  25/0  09/0  30/0  

  
، به منظور تشخیص و XRDهمچنین از آنالیز به روش 

مولار   میلی3/0تایید ذرات تلوریوم عنصری حاصل از احیای 
 درمحیط پایه KWT2تلوریت پتاسیم توسط سویه برتر 

 150(  ساعت انکوباسیون 24بعد از )  5/7pH(نوترینت براث 

= rpm ، °C 35T=  ( 14استفاده گردیده که نتایج در شکل 
  .نشان داده شده است

  

  

  
  
  
  
  
  
  
  

  

  مولار تلوریت پتاسیم  میلی3/0 در نمونه حاوی XRD ـ  تأیید ذرات عنصری تلوریوم با استفاده از آنالیز به روش14شکل 
  

  بحث
داشته، آوردهایی که برای زندگی       عصر تکنولوژی با همه ره

ین حال انواع آلودگی های فیزیکی، شیمیایی، بیولوژیکی و در ع
رادیو اکتیویته ناشی از فلزات سنگین را به طور گسترده به 

های صنعتی مانند تعویض یون  تکنولوژی. همراه آورده است
)Ion exchange( رسوب دهی شیمیایی ،)Chemical 

precipitation( اسمز معکوس ،)Reverse osmosis( ،
و غیره اغلب نامناسب و ) Volatilization(تبخیر فرآیند 

 جدید ارزان مانند روش های، لذا توسعه استخیلی پرهزینه 
توانایی ). 18(شود  احیای بیولوژیک فلزات سنگین احساس می

ها منجر به  جذب فلزات سنگین و سمی توسط میکروارگانیسم
، مخمرها، قارچ هاتوجه خاص پژوهشگران به مطالعه انواع 

ها و به  های مختلف درجهت جذب آن  و باکتریجلبک ها
خصوص پساب ه دنبال آن حذف این فلزات از محیط زیست ب

ه ــوده بـــ آللاب هایــفاضها و  کارخانجات صنعتی، رودخانه
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 زیستی پاک سازیگونه فلزات گردیده است که به آن  این
)Bioremediation ( سمی آنیون های اکسی. گویندمی 

 که به طرق مختلف وارد است و کرومات از عناصر سمی تلوریت
های بیولوژیکی، بالاخص انسان،  محیط زیست شده و سیستم

ها از محیط  نآ لذا حذف ،حیوانات و گیاهان زیان آور است
  ).19( اهمیت و ضروری است حایززیست 

 26در این پژوهش ما برای اولین بار مقاومت بسیار بالای 
 میلی مولاری نسبت به 760به تلوریت و میلی مولاری نسبت 

 جدا شده از  kocuria sp. strain KWT2 در   راکرومات
 میلی مولاری MIC 26. پساب نساجی کاشان را گزارش کردیم

)µg/ml 6684 ( ،برابر 8 تا 5/5نسبت به تلوریت MIC 
 ـ Kaplan ) µg/ml 1200وMoore گزارش شده توسط 

 Rhodobacter    مورددر ) 800

sphaeroides،Rhodobacter capsulatus  15/2 و 
  و   Amoozegar گزارش شده توسط MICبرابر

Malekzadeh) µg/ml3085 &  mM12 ( مورددر 
Salinococcus sp . strain QW6  و همچنین است 

MIC 760 ،برابر 5/34 میلی مولاری نسبت به کرومات MIC 
 موردر د) mM 22( و همکاران Vitiگزارش شده توسط 

Corynebacterium hoagii برابر 26/1 و MIC گزارش 
 کوکوس گرم مورددر ) Amoozegar) mM 600شده توسط 

 MIC 26 ادعا کرد که بنابراین می توان .می باشد MF2مثبت 
مولاری به کرومات بالاترین   میلی760مولاری به تلوریت و  میلی

MICجهت به همین .  است که تا به حال گزارش شده است
 در احیای KWT2نظر به ظرفیت بسیار بالایی که سویه 

 سمی تلوریت و کرومات نشان داد به عنوان آنیون های اکسی
سویه برتر انتخاب گردیده و به منظور تعیین هویت دقیق روش 

  ).20(د ش در مورد آن اجرا 16S rRNAتعیین توالی 
 سمی تلوریت آنیون های در ادامه میزان حذف اکسی

 با KWT2م و کرومات پتاسیم در محیط کشت باکتریایی پتاسی
 DDTCهای اختصاصی  استفاده از روش کالریمتریک و معرف

 روش هایی مورد ارزیابی قرار گرفت که در مقایسه با DPCو 
های شیمیایی  چون ایزوتوپ رادیواکتیوتلوریوم و معرف

ه  بIIتیوگلیکولیک اسید، دی تیوزون، تیواستامید و بیسموتیول

دلیل ارزان بودن، سریع جواب دادن، دقت بالا و عدم نیاز به 
استخراج معرف پس از واکنش، به عنوان روش برتر معرفی 

  .گردید
 میلی مولار 1 تا 04/0 اولیه غلظت هایدر بررسی تاثیر 

 توسطها  کرومات پتاسیم و تلوریت پتاسیم بر میزان حذف آن
غلظت کرومات و مشخص شد که با افزایش  KWT2سویه برتر 

تلوریت میزان حذف کاهش می یابد که این نتایج قویا نشان می 
 فرآیندی آنزیماتیک است که با نظریه احیایدهد که حذف و 

Horitsu مطابقت دارد1987 و همکاران در سال .  
مطالعات زیادی نشان داده است که سمیت تلوریت و 

 دما و ،pH محیطی همچون عواملکرومات به شدت تحت تاثیر 
 فوق در حذف عوامللذا در ادامه تحقیق اثر . هوادهی می باشد

مورد بررسی قرار  KWT2 سویه برتر توسطتلوریت و کرومات 
 سمی آنیون های در درصد حذف اکسی pHاثر دما و . گرفت

 بسیار موثر می باشد به نحوی که KWT2توسط سویه 
 5/7ابر  برpH و C 35°بیشترین میزان حذف تلوریت در دمای 

 و C 35° رشد و حذف کرومات در دمایبیشینهو همچنین 
pH دمای بالای .  مشاهده گردید8 برابر°C 40 به شدت رشد 

 را کاهش داد که این امر آنیون ها سلولی و میزان حذف اکسی
می تواند به علت از دست دادن فعالیت متابولیکی سلول یا از 

بررسی میزان هوادهی در . بین رفتن باکتری در این دما باشد
مشخص شد که بیشترین میزان حذف تلوریت و کرومات به 

 مشاهده می شود که موید rpm 100 و rpm 150ترتیب در 
  .فعالیت بیشتر آنزیم مربوطه در این میزان هوادهی است

نشان داد که بعد از ) AAS(اسپکتروسکوپی جذب اتمی 
ارد و از ، هنوز در محیط کروم وجود دVIحذف کامل کروم 

 می باشد و VI و یا کروم III پایدار کروم، کروم اشکالآنجا که 
 را با محیط ها موجود در VIقبل از انجام جذب اتمی، کروم 

 نشان دهنده ایم، بنابراین کروم حاصل  اندازه گرفتهDPCمعرف 
 احیا ساز و کار می باشد، یعنی باکتری با استفاده از IIIکروم 
ساز و  موردتبدیل کرده است و همچنین  III را به VIکروم 

 ، با توجه به KWT2 حذف تلوریت پتاسیم توسط سویه کار
% 95توان گفت که تقریبا بیش از   میXRDنتایج حاصل از 
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تلوریت از طریق احیا به تلوریوم، از محیط کشت باکتریایی 
  . حذف گردیده است

آنیون  با توجه به مقاومت بسیار بالا همراه با احیای اکسی
 بسیار انتخاب KWT2توان امیدوار بود که سویه   سمی میهای

   صنعتی از اکسیپساب های زیستی پاک سازیمناسبی جهت 
در آینده امید است جدا سازی .  و فلزات سنگین باشدآنیون ها
 کننده تلوریت و کرومات از سایر منابع احیایهای  باکتری

 کننده احیایهای  ریمیکربی، کاربردی نمودن استفاده از باکت
 سمی در صنایع کشور، استفاده از تجربیات آنیون های اکسی

 سمی، آنیون های سایر کشورها در زمینه حذف میکربی اکسی
 میکربی فلزات و احیای مولکولی فرآیند ساز و کارشناسایی 

 بردن کنسرسیوم به کارها و  بررسی امکان کلونینگ آن
  . سمی عملی گرددآنیون های ها در حذف اکسی میکروارگانیسم
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