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Abstract  
In most places heavy metals exits to environment as 
environmental pollutants in different physical and chemical 
forms. One of the objectives of this research has been finding a 
solution to purify this kind of industrial run-offs.  The research 
was initiated by screening lead-absorbing bacterium from among 
other microorganisms, and, finally, a particular bacterial strain, 
which demonstrated a maximum capacity for absorbing lead was 
chosen, identified, and enhancing the conditions of its 
absorption was carried out.  From the outset, selection and 
collection of samples were made from the industrial and 
manufacturing centers the major part of whose wastes consisted 
of lead. Altogether, this research has two phases of screening: 
selecting strains resistant to high lead density and screening 
selected strains, based on absorption capability. After the initial 
stage of screening, about 35 different bacterial strains resistant 
to lead were identified, which consisted of a particular strain of 
gram-positive and gram-negative bacteria. It should be 
mentioned that all these strains were capable of resisting a 5mM 
concentration of lead in a cultural environment, containing this 
metal. For achieving the goal in the second phase, a particular 
method (Pümpel et al., 1995) was employed. By proximating 
H2S to the colony, it became evident that in lead-contaminated 
regions, the interaction between H2S and lead would create the 
black sediment of PbS and consequently, a thin and transparent 
layer occurs around those colonies capable of absorbing lead. 
The 8 strains with typical metal absorption haloes were selected 
and their biomasses were proximated with the metal solution. At 
last, the amount of the metal in the supernatant measured with 
the help of atomic absorption spectrophotometer. Thus, the 
sample that shows the maximum reduction in percentage of lead 
concentration in supernatant represents the maximum absorption 
of the metal by the related bacterium. In this strain, 
bioaccumulation was more than biosorption.  
 
Keywords: Screening, Microorganism, Lead, H2S, Absorption.  

  چکیده
هاي فیزیکی و شیمیایی گوناگون به  فلزات سنگین در بیشتر نقاط دنیا در فرم     

 راه حلی جهت ۀارای .گردند  محیط زیست، وارد محیط می کنندة عنوان آلوده
هاي صنعتی حاوي سرب  از جمله اهـداف ایـن     زیست شناختی پساب ۀتصفی

هاي جاذب فلز   باکتري(screening)پژوهش بوده است که با غربال سازي
ها آغاز گردید و از این میان نهایتاً یکـی       سرب از میان دیگر میکروارگانیسم    

هاي باکتریـایی کـه مـاکزیمم تـوان جـذب فلـزي را از خـود نشـان                  از سویه 
ها تا حد امکان  از ابتدا گزینش و جمع آوري اکثر نمونه . داد، انتخاب شد   می

ها را فلز   پساب آنةت گرفت که قسمت عمد هایی صور  از مراکز و کارخانه   
 مشـخص   ۀایـن پـژوهش در مجمـوع داراي دو مرحل ـ         . داد سرب تشکیل می  

هـاي مقـاوم بـه      انتخـاب سـویه  :ي بوده کـه بـه ترتیـب عبارتنـد از          ساز  غربال
جذب قابلیت هاي انتخابی برحسب  سویه وجدا سازي هاي بالاي سرب تراکم

 باکتریـایی مقـاوم   ۀ سوی35زي، در حدود    اول غربال سا   ۀبا اجراي مرحل  . فلز
هاي گـرم منفـی و گـرم     طیفی از باکتريدست آمد که شامل      به فلز سرب به   

 ها قادر به تحمل غلظت   لازم به ذکر است که تمامی این سویه.مثبت بودند
mM5       جهت .  از فلز سرب در محیط کشت اختصاصی حاوي این فلز بودند

 و همکـاران  Pümpelل سـازي از روش   دوم غربـا ۀدستیابی به هدف مرحل   
هـاي   استفاده شد که با فراهم آوردن امکـان مجـاور سـازي کلنـی        )  1995(

 بـه جهـت عـدم تشـکیل     ، (H2S) آغشته به سرب با گاز سولفید هیـدروژن 
هـایی کـه     در اطراف آن دسـته از کلنـی  (PbS) رسوب سیاه سولفید سرب

فاف در اطـراف ایـن دسـته از    هایی باریک و ش قادر به جذب فلز بودند، هاله  
هاي   سویه که داراي هاله8بدین ترتیب از این میان، . گشت ها ظاهر می   کلنی

ها بـا محلـول    تیپیک جذب فلز بودند جدا سازي شده و بیومس حاصل از آن  
فلزي مجاور سازي شد و نهایتاً میزان محتوي فلزي در فـاز رویـی حاصـل از          

 به کمک دستگاه اسپکتروفتومتري جـذب     ها سانتریفوژ هر یک از این نمونه     
اي که مـاکزیمم کـاهش    بدین ترتیب نمونه . اتمی مورد سنجش قرار گرفت    

داد، معرف ماکزیمم جذب فلز توسـط   درصد فلزي را در فاز رویی نشان می      
 در آزمایش تعیین نوع فرایند جذب سرب، نتایج نشان داد   . مربوطه بود  ۀسوی

هاي غیر فعال  از نظر متابولیسمی بیشتر از نمونهکه میزان جذب در نمونه فعال 
  است

  
 .بغربال سازي، میکروارگانیسم، سرب، سولفید هیدروژن، جذ: ها کلیدواژه
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  مقدمه
ــا پیشــرفت  ــونی د  همگــام ب ر هــاي ســریع و چشــمگیر کن

 و در کنار آن، رشد رو به افزایش جمعیت جهانی         فناوري
ــوارد، و  ــی از م ــه برخــی     در برخ ــدم توج ــطۀ ع ــه واس  ب

کارگزاران، فشار روز افزونی بر منـابع طبیعـی موجـود در           
هـاي    منجر به زیانبه دنبال آن، محیط زیست وارد آمده و      

جانی و مالی فراوان گشته و حتی در بعضی موارد، جامعـه   
 ، نـژاد  جعفري(سازد کرة زمین را با خطر مواجه می   و بلکه   

  ). 1371 ، سریري پروانی؛ 1371
هـاي فیزیکـی و    فلزات سنگین در بیشتر نقاط دنیـا در فـرم        

هـاي متفـاوت بـه عنــوان      در غلظـت  وشـیمیایی گونـاگون  
هاي متعدد از      محیط زیست، از طریق تخلیۀ پساب      آلایندة

فخـري  (گردنـد  هاي صنعتی، وارد محـیط مـی        جمله پساب 
در میـان   ).Varnam et al., 2000 ؛ 1376 ،هـروي 

 Bigفلزات سنگین سمی، جیوه، سرب و کـادمیوم، کـه   
three  دلیـل اثرهـاي مضـر بـر محـیط،        شوند، به   نامیده می

  .(Al-Garni, 2005 ) قابل توجه هستند
 از طریـق  بـه طـور عمـده   در این میـان فلـز سـرب،              
ــژه  حاصـــل از فعالیـــت صـــنپســـاب   ایع متعـــدد، بـــه ویـ
رنــگ و  فلـزات،  ۀذوب و تصـفی سـازي، آبکــاري،   بـاتري 

  و سـوخت بنـزین   کریسـتال  ، شیشه ،سازي    رزین، لاستیک 
وارد محیط شده و به دلیل قابلیت تجمـع در بـدن انسـان و        

بـه    دیگر موجودات زنده و تغلیظ به وسیلۀ زنجیرة غذایی،  
  خطرناك محسـوب شـده، منجـر بـه ایجـاد           طور مشخص 

نـژاد،   جعفـري  (گـردد  هاي متعدد می    عوارض و مسمومیت  
؛ Li et al., 1998 ؛ Jung et al., 1998b؛ 1371

Levinson et al., 1996  ؛Puranik et al., 
1997 .(  

 لـزوم هــر چـه بیشـتر تصــفیه    ،وجـود تمـام ایــن مشـکلات   
  .کند ي آلوده را محرز میها پساب

ر  فیزیکوشــیمیایی، از نظـ ـ تصــفیههــاي مختلــف  روش
ســاخت، نگهــداري، راهبــري، تهیــۀ مــواد شــیمیایی و یــا  

سـریري   (هسـتند هاي مورد نیاز، گران و پر هزینـه         دستگاه

 ).Puranik & Paknikar, 1997 و 1371 ،پروانـی 
هــاي فیزیکوشــیمیایی، در  مشــکل عمــدة روشهمچنــین، 

ــت ــز آلاینــده  ppm  100هــاي کمتــر از   غلظ  ظــاهر فل
ي مـذکور، کـارایی لازم   ها در این شرایط، روش . شود می

ــه ســطح     نشــان ppm  1را جهــت کــاهش غلظــت فلــز ب
این مشکل در رابطـه بـا تصـفیۀ زیسـتی مطـرح             . دهند  نمی

رسـد، تصـفیۀ زیسـتی     یـن ترتیـب بـه نظـر مـی       ه ا نیست و ب  
هـا   جانشین و یا دست کم مکمل مناسبی براي دیگر روش   

 هـاي مـؤثر، کارآمـد و       در استفاده از روش    ،بنابراین .باشد
 حـاوي فلـزات سـنگین       هـاي  پسـاب اقتصادي براي تصفیۀ    

   . وجود دارد تمایل زیادي
در  ).Puranik & Paknikar, 1997؛1380،امـین (

 میکروارگانیسـم   است تابودهپژوهش حاضر، سعی بر این   
مناسب جهت یک تصفیه زیستی موفق جداسازي شود تـا        

ــوان از آن در  ــده بت هــاي  جهــت پاکســازي پســاب در آین
 در جهــت ،یــن ترتیــبه اســرب بهــره گرفتــه و بــحــاوي 

هـاي تصـفیۀ زیسـتی     کاربردي نمـودن هرچـه بیشـتر روش     
  .گامی دیگر برداشته شود، هاي آلوده به این فلز پساب

 
  ها مواد و روش

  : هاي کشت مورد استفاده محیط
 1 درصـد عصـارة مخمـر،    5/0حـاوي  :  LBA mمحـیط 

 ؛1380،امین( درصد آگار بوده 5/1درصد باکتوتریپتون و  
Levinson et al., 1998؛  Levinson et al., 

نمــک   کــه غلظــتet al., (Othmer 1981؛ 1996
در نظـر گرفتـه    mM 5 معـادل   در آن  (II)نیترات سـرب    

نیتـرات سـرب   محلـول    PHدر دمـاي آزمایشـگاه،   . شـد 
(II) غلظت باmM  5 دست آمد و در  ه ب20/4 در حدود

ب مقطـر بـه خـوبی حـل     این شرایط این میزان نمک در آ   
 1/0هـاي   نهایی این محیط به کمک محلـول   PH.گردید
 . تنظیم شد7  بر روي  NaOHمولار

درصـد   3محیط پایه مـلاس چغنـدر قنـد   :  MYXمحیط 
 مخمـر صـنعتی تلقـیح شـده        ة درصد عصـار   1/0که به آن    

 نمونۀ ملاس مورد استفاده در این پژوهش، مربوط بـه       .بود
 .بود ولزفد قند و نیشکر کارخانۀ 1380تولید سال 
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   نمونه برداري
ها تـا   آوري نمونه آن شد تا انتخاب و جمع     از ابتدا سعی بر   
قسـمت عمـدة   صـورت گیـرد کـه    مراکـزي   حد امکان از    

حاوي سرب بوده و به عبارتی آلوده به این فلز    پساب آنها   
، پسـاب کارخانـه     خانه  از تصفیه   ها تعدادي از نمونه  . باشند

 و یکـی از آنهـا از لجـن جـوي یکـی از      روباتري سازي نی  
ــع    ــوب تهــران جم ــادین جن ــه منظــور   .آوري شــد می ب

 از ظروف پلاسـتیکی  ،هاي پساب و لجن  وري نمونه آ  جمع
 اسـتفاده   ،دار  برداري یک بار مصرف از نـوع درپـیچ          نمونه
ها بلافاصله به آزمایشگاه انتقـال یافتـه و کشـت             نمونه. شد

ونــۀ پســاب کارخانــۀ رنــگ و در رابطــه بــا نم. ندشــد داده 
 24رزین که از شهرستان تبریـز فـراهم گردیـد، نمونـه بـا              

شایان به ذکر اسـت  . ساعت تاخیر به آزمایشگاه منتقل شد  
نگهـداري    C  ْ 4 در دمـاي  نمونـه   که در طول این مدت،

 .شد 

 
  سازي غربال

از    ،(Screening)سـازي     ل   غربا  مرحلۀ در این پژوهش،  
شخص و متمایز تشکیل یافته است که به    م  کاملاً بخشدو  

هـاي باکتریـایی مقـاوم بـه       انتخاب سویه ترتیب عبارتند از  
قابلیت داراي هاي     سویه گزینشهاي بالاي سرب و       تراکم

هـاي باکتریـائی مقـاوم بـه تـراکم           انتخاب سویه .جذب فلز 
  mLBAبالاي سـرب بـه روش کلاسـیک بـروي محـیط       

باکتریـایی جداسـازي   هاي  سویهگزینش  جهت  . انجام شد 
 بر اسـاس قابلیـت آنهـا در      سازي،  اول غربال  بخششده از   

 بــه کـار گرفتــه شـده توســط   جـذب فلــز سـرب، از روش  
Pümpel  برطبـق ایـن    .  استفاده شد  (1995)  و همکاران

بـر روي  ،  قبلبخشهاي جداسازي شده از    باکتري روش،
ــ توســط آ، فاقــد ســربLBAمحــیط  س و بــه صــورت ن

.  کشت داده شـدند (punctual inoculation)اي  نقطه
PH  ها بـه مـدت    پلیت.  تنظیم گردید7 این محیط بر روي

  C ْ 30 ســـاعت در شـــرایط هـــوازي و در انکوبـــاتور 72
شرایط استریل، مخلـوطی از  سپس در . گرماگذاري شدند 

ــا غلظــت(II)و نیتــرات ســرب ) g/l  15(آگــار  هــاي    ب
 15 و 12، 10، 8، 6، 4، 2، 1، 5/0، 1/0متفـــــــــــــاوت  

لیتر بر روي   میلی10مولار به طور جداگانه و به میزان     میلی
هاي رشد یافته اضافه گردید و در شرایطی مشابه، به            کلنی

شـایان بـه    . ساعت در انکوباتور گرماگذاري شد 24مدت  
 و سـفت    کـردن ایـن مخلـوط       ذکر است که پس از اضافه     

ر هــا در انکوبــاتور قــرا پلیــتآن، آگــار موجــود در شـدن  
، گرماگـذاري  ساعت از زمان     24پس از گذشت     .گرفتند  

ها به صورت عمودي و سـرباز    پلیت ،ایییدر زیر هود شیم   
چیـــده )   درصـــدHCl) 10در درون دســـیکاتور حـــاوي 

سـدیم امکـان     سـولفید g 3نمـودن   سپس بـا اضـافه  . شدند 
هاي باکتریایی با گاز سولفید هیدروژن       مجاورسازي کلنی 

)H2S ( پـس از اضـافه نمـودن       . گردیـد   م مـی  حاصله فراه
 دسـیکاتور قبـل از بسـتن بـه پـارافین           بسولفید سدیم، در  

بدین ترتیـب از هـدر رفـتن و خـروج گـاز         . شد آغشته می 
H2S   بدیهی است در نواحی. گردید   به محیط جلوگیري 

 کـه سـرب وجـود داشـت، واکـنش میـان          از محیط کشت  
H2S و فلــز ســبب تشــکیل رســوب ســیاه ســولفید ســرب 

(PbS)         شده و با اسـتناد بـه ایـن موضـوع، در اطـراف آن 
هایی که قادر به جذب سرب بودند، به دلیل       دسته از کلنی  

اي شـفاف و باریـک    هاله  ،PbSعدم تشکیل رسوب سیاه  
 یـاد شـده    هایی که ویژگی آن دسته از کلنی  .گردید  ظاهر  

  .را از خود نشان دادند، براي ادامۀ کار انتخاب گردیدند
 

  وردن میزان کمی جذب فلز دست آ به روش
دست آوردن میزان کمی جـذب فلـز توسـط هـر            جهت به 

 در نهایــت و غربــال شــدههــاي باکتریــایی  یــک از ســویه
ها به عنوان سـویۀ برتـر در جـذب فلـز         انتخاب یکی از آن   

سرب، لازم بود تا از طریقی متفاوت عمـل نمـود و میـزان     
ها به طور  ن سویهدقیق جذب فلز سرب را در هر یک از ای

  .ورد کمی و مشخص به دست آ
هـاي   جهت دستیابی به این مهم، بیومس هر یـک از سـویه      

 3/0باقیمانده، در محیط کشت نوترینت بـراث کـه بـه آن          
بدین معنی  . درصد عصارة مخمر اضافه شده بود، تهیه شد       
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 rpm  و C ْ 30  سـاعت گرماگـذاري در  72کـه پـس از   
 و g× 9000  تریایی در شـرایط هاي باک ، سوسپانسیون150
شدند و رسوب  وژ ی دقیقه سانتریف20 به مدت   C  ْ4دماي

 هاي موجود، مجدداً در شرایط      یک از سویه   حاصل از هر  
g × 9000و دماي C  ْ 4   دقیقه با آب مقطـر  15به مدت 
 گردیدنـد  وژ یبار تقطیـر شستشـو داده شـده و سـانتریف     دو

)WA et al., 2001(.  
 یک محیط کشـت مناسـب و     ثنوترینت برا محیط کشت   
اي  هـاي میلـه   دست آوردن بیومس باکتريه  مغذي جهت ب  
بـا  . Sneath et al., 1986 )( باشـد  هـا مـی   یا باسیلوس

 سویه به صورت باسیل 7 سویۀ موجود، 8توجه به اینکه از 
ها به صورت کوکوس بود، جهـت تهیـۀ    و تنها یکی از آن    

اسـتفاده شـد     ینـت بـرات   بیومس آنها از محیط کشت نوتر     
 Drugکه به آن میزان مشخصی عصارة مخمر با کیفیـت           

تر نمودن هر چه بیشتر محیط و تولیـد بیـومس         جهت غنی (
  . اضافه شده بود) بیشتر

هـاي باکتریـایی       در حدود یک گرم از هر یک از تـوده        
 (II)به طور جداگانه بـا محلـول نیتـرات سـرب           ) وزن تر (

ــاppm 125محتــوي   و C ْ 25 در دمــايPH=5  ســرب ب
rpm   200 ــه مــدت ــد 3 ب پــس از .  ســاعت مجــاور گردی

هـاي    گذشت مدت زمان مجاورسازي هر یک از بیـومس        
 دقیقـه  15باکتریایی با محلول فلزي، سوسپانسیون به مدت    

 وژ شــــــــدی ســــــــانتریفC ْ 4 و دمـــــــاي g ×9000 در
)WA et al., 2001(.  تنظـیم PH    هـاي   کلیـۀ محلـول

به ند، ه بود شد  ورسازي با بیومس تهیه     فلزي که جهت مجا   
 مـولار سـود و اسـید کلریـدریک       1/0هاي    کمک محلول 

ــت  ــورت گرفــ   ؛ Engl et al., 1995. ( صــ
Othmer et al., 1981 ؛Puranik et al., 1997 ؛
Varnam et al., 2000(  

 به   ،وژیانتریفس از حاصل رویی فاز در فلزي محتوي میزان
 Atomic)ب اتمـی کمک دسـتگاه اسـپکتروفتومتر جـذ   

absorption spectrophotometer)  (A.A.S) 
  . سنجش قرار گرفتمورد

 

  منحنی استاندارد غلظت سرب
 هـاي متفـاوت   غلظـت  واجـد  هـاي فلـزي     به کمک محلول  

 باشند هاي استاندارد می     که در حکم محلول    کاتیون سرب 
)ppm  1 ،2 ،4  ،8 گیــري میــزان جــذب   و انــدازه)15 و

نها توسط دستگاه اسپکتروفتومتر جذب     اتمی هر یک از آ    
ــوج   ــی اســتاندارد  3/283اتمــی در طــول م ــانومتر، منحن  ن

   ppmدقت دستگاه در حـد  . جذب فلز سرب رسم شد
   بـــوده اســـتair/acetyleneو نـــوع ســـوخت آن  1
)Engl et al., 1995 ;Jung et al., 1998a  

b;  Jung et al., 1998  ;Li et al., 1998  
; WA et al. 2001(.  

 به ذکر است که قبل از خوانـدن میـزان جـذب فلـز              شایان
هـاي انجـام    هـا، در کلیـۀ آزمـایش    توسط هر یک از نمونه    

ــول     ــه کمــک محل ــدا ب ــژوهش، ابت ــن پ ــده در ای ــاي  ش ه
ــم      ــرب رس ــز س ــتاندارد جــذب فل ــی اس ــتاندارد، منحن اس

میــزان جــذب اتمــی هــر یــک از      . )3-1منحنــی  (شــد 
 A.A.S توسـط دسـتگاه      ارتکر 3  با هاي استاندارد  محلول

  .گردید شد و نتیجه به صورت میانگین گزارش  خوانده 
 

  محاسبۀ میزان جذب فلز
لازم به ذکر اسـت کـه در  تمـام مراحـل کـار بـا دسـتگاه              
اسپکتروفتومتر جذب اتمـی، چـه در مرحلـۀ تهیـۀ منحنـی             
استاندارد جذب فلز و چه در مراحـل مربـوط بـه خوانـدن            

ختلـف، سـه تکـرار از خوانـدن       هـاي م    میزان جذب نمونـه   
ــه  در شــد و  میــزان جــذب انجــام   ــانگین آنهــا ب نهایــت می

پـس از رسـم    .گردیـد  صورت عدد جذب نهایی گزارش     
رویی هر یـک   منحنی استاندارد و تعیین غلظت فلز در فاز     

ــه ــز توســط     از نمون ــزان جــذب فل ــا، جهــت محاســبۀ می ه
  q= V (Ci – Cf  ) / S از فرمول ،هاي موجود بیومس

معـرف میـزان جـذب فلـز توسـط        qپـارامتر  . استفاده شد
 گرم فلز جذب شده در هـر   بیومس است که با واحد میلی   

 گــــزارش (mg/gdw)گــــرم وزن خشــــک بــــاکتري 
 معرف حجم محلول مجاورسازي بـر       Vپارامتر  . گردد  می

 غلظــت اولیــۀ محلــول فلــزي بــر حســب Ci حســب لیتــر، 
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mg/l ، Cf بــر حســب  غلظــت فلــز پــس از مجاورســازي
mg/l و پــارامتر S  ــا واحــد گــرم  وزن خشــک بیــومس ب

ــد مـــــــی ــان (باشـــــ ــاران و غفوریـــــ   ؛1377، همکـــــ
Jung et al., 1998a  Jung et al., 1998b;  

Li et al., 1998; (.  
دادن آنهـا   هاي باکتریایی با قـرار  هاي خشک بیومس   وزن

  محاســــبه C ْ 100بــــه مــــدت یــــک شــــب در فــــور 
ــد  ــان (گردیـ ــار و غفوریـ  و  غفوریـــان ؛1376 ،انهمکـ

   ، Engl et al., 1995؛  1377 ،همکـــــاران
 1998b;  ., Jung et al ;Othmer et al., 

  Volesky  (2004)   هـاي  بر حسـب پـژوهش  ).1981
براي تفسیرهاي علمی، وزن خشک ماده جـاذب، تـرجیح      

  .داده می شود
اي که ماکزیمم کاهش درصـد غلظـت       ترتیب، نمونه   بدین

وژ نشـان داد،  یحلول رویی حاصل از سـانتریف فلزي را در م 
معرف حداکثر میزان جذب فلـز توسـط بـاکتري مربوطـه             

نهایت با مقایسۀ نتایج موجود، از این میان یکی        در  بوده و   
ها به عنوان سویۀ برتر از لحاظ جـذب فلـز سـرب           از سویه 

 .)1380 ،امین(جداسازي شد 
 

   سرب توسط باکتريچگونگی جذب بررسی 
جـذب  (ر تعیین نوع فرایند جذب توسـط بـاکتري         به منظو 

جهـت غیـر فعـال نمـودن     ) وابسته و یا مستقل از متابولیسـم   
  ;1380امــــین، (بــــاکتري از ســــه روش اســــتفاده شــــد 

ــی ــان ;1378راد،  جلالـــ ــاران و غفوریـــ   ;1376 ،همکـــ
 Jung Ho et al., 1998  (    و همزمـان  میـان میـزان

 نظر متابولیسـمی  ها با نمونۀ فعال از  جذب سرب توسط آن   
  . اي به عمل آمد مقایسه) شاهد(
 ml  1       از سوسپانسیون باکتریایی در ارلن ml 500 حاوي 

ml  100 محــــــیط MYX ســــــاعت 48  و پــــــس از 
ــانتریف  ،rpm 150و  C ْ 30گرماگــذاري در  در وژیس
  صـورت  C ْ 4 و دقیقـه g  × 9000 ،20 شـرایطی شـامل  

بار تقطیر شستشـو    ت باکتریایی با آب مقطر دو       یپل .گرفت
 دقیقـه  15داده شده و مجدداً در شرایط یاد شده به مـدت            

  . سانتریفیوژ گردید

سه روشی که از آنها به منظـور غیـر فعـال کـردن بـاکتري         
  : استفاده شد، به قرار زیر می باشند

  دمـاي  اتمسـفر و 1 دقیقـه در فشـار     15هـا بـه مـدت         لولس
C ْ121ند قرار داده شد./   

 قـرار  C ْ 100به مدت یک شـب در فـور   بیومس باکتري 
  /.گرفت

 با محلول سـدیم آزیـد       ، ساعت 2 مدت   بیومس باکتري به  
mM 1جاور شدم./  
هاي غیر فعـال حاصـل از ایـن سـه روش، بـر روي            بیومس

محیط نوترینت آگار کشت داده شدند تـا از کشـته شـدن           
از هـر یـک از   . ها به طور کامل اطمینـان حاصـل شـود         آن

برداشـت  )  وزن تـر  گـرم 45/0(یزان مشخصی   ها به م    نمونه
 ــ ml  100شـد و  مجاورسـازي آنهــا بـا      امحلــول فلـزي ب

  و C  ْ30  در دمــايppm  500  ســربی معــادلغلظــت
rpm 150 زمان از یک نمونۀ شاهد و  هم. صورت گرفت

 18پــس از گذشــت . فعــال متابولیســمی نیــز اســتفاده شــد 
 ×  gط هــا در شــرای ســاعت از آغــاز مجاورســازي، نمونــه

وژ شـده و  ی دقیقـه سـانتریف  15 به مدت C ْ 4 و دماي9000
 قـرار   نـالیز ها جهت تعیین غلظت فلز، مورد آ       فاز رویی آن  

 .گرفت
  

  نتایج
   سازي نتایج مرحلۀ غربال

  غلظـت   حـاوي  LBA بر روي محیطجداسازيپس از 
mM5   سربنمک نیترات    از) II(  ،ساعت  72 گذشت   با 

هـاي مختلفـی اعـم از کپـک،      از زمان گرماگذاري، کلنی   
مخمر و باکتري بر روي محیط ظاهرگردید که همانا نشان   

اي از انـــواع   دهنـــدة آن اســـت کـــه طیـــف گســـترده    
از ایـن  . ها نسبت به این فلز مقاومت دارنـد      میکروارگانیسم

هــاي باکتریـــایی ایزولــه شـــده و مراحـــل     کلنـــی،میــان 
  بر روي محیط اختصاصی ۀ دیگر سازي تا دو مرحل    خالص

هاي باکتریایی  حاوي سرب و تا بدست آوردن تک کلنی       
در ایـن مرحلـه،   . بر روي محیط نوترینت آگار ادامه یافت   
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 سویۀ باکتریایی مقاوم بـه فلـز جـدا شـد کـه        35 یتنهادر  
 و گرم مثبـت     (-G)هاي گرم منفی     شامل طیفی از باکتري   

(G+)بودند .  
هـاي     سـویه  گـزینش  جهـت     دوم غربال سـازي،    در مرحله 

 براسـاس قابلیـت    ، قبـل  بخشکتریایی جداسازي شده از     با
بـه کـار گرفتـه شـده     آنها در جـذب فلـز سـرب، از روش     

 1 هاي شکل(استفاده شد) 1995(توسط پومپل و همکاران 
هاي باکتریـایی   ، از میان سویه   فنبا به کارگیري این     . )2و  

همـه   سویه که 8نهایت  در  ،  سازي  اول مرحلۀ غربال   بخش
 جذب فلز نیـز بودنـد، مـورد جداسـازي قـرار              قادر به  آنها

 بوده -G سویه به صورت باسیل     6 سویه،   8 از این    .گرفتند
  . بودند+Gو یک کوکوس +G و بقیه به صورت باسیل

هـا   هاي ناشی از جذب فلز سرب که در اطراف کلنـی     هاله
 العاده باریـک بـوده و بـا چشـم غیـر           گردند، فوق   ظاهر می 
 ).5 تا 3 هاي شکل(هستند تروئیبه سختی قابل  مسلّح

 

 
 

  LBAاي باکتري مقاوم به سرب بروي محیط   کشت نقطه-1شکل 
  

 

 

   
  

 اي بروي  کلنی باکتري کشت داده شده به روش نقطه-2شکل 
پلیت (  و مجاور نشده با گاز سولفید هیدروژنLBAمحیط 
  )راست حاوي سرب و پلیت سمت چپ فاقد سرب سمت

 
  

  
  LBA  محیط بروي  ي به صورت نقطه اي  کشت باکتر-3شکل 

و تشکیل هاله باریک و شفاف ناشی از جذب فلز سرب توسط 
  )نمونه مجاور شده با گاز سولفید هیدروژن(باکتري 

  

  
  

   بزرگنمائی از کلنی باکتري و هاله جذبی اطراف آن-4شکل 
  

  
  

نمونه شاهد پوشانده  (LBA کشت باکتري بروي محیط -5شکل 
  )سرب و مجاور نشده با گاز سولفید هیدروژنشده با 

  

 با بالا بردن غلظت سرب در  و به مرور  پژوهش حاضر،  در
 با (H2S)، در اثر مجاورسازي گاز سولفید هیدروژن طمحی

 در (PbS)ها، بر میـزان رسـوب سـیاه سـولفید سـرب        کلنی
محیط افزوده شده، بـه طـوري کـه دامنـۀ رنـگ محـیط از        

زرد قهـوه اي بسـیار      (یط شـاهد  رنگی مطابق با رنـگ مح ـ     
  .)1جدول ( تا کاملاً سیاه متغیر است)روشن
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Standard diagram for 
lead biosorption

y = 0.0035x + 0.0009
R2  = 0.9997
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 دامنۀ تغییر رنگ محیط  وهاي مختلف سرب غلظت -1جدول 
 ها  با کلنیH2Sپس از مجاورسازي گاز 

غلظت سرب 
(mM)  

  رنگ محیط پس از مجاورسازي

  مطابق رنگ محیط شاهد   1/0
  اي بسیار روشن  زرد تا قهوه  5/0

  اي روشن  قهوه  1
  اي روشن قهوه  2
  اي نسبتاً تیره  قهوه  4
  اي تیره  قهوه  6
  اي تیره  قهوه  8

  اي بسیار تیره  قهوه  10
  سیاه   12
  سیاه   15

  
با افزایش غلظت سرب در محیط، علاوه بر ایجاد واکنش         

تـر شـدن رنـگ محـیط،      رسوبی شدیدتر و به عبارتی تیـره  
هـا     با کلنـی   H2Sاز  مدت زمان لازم براي مجاورسازي گ     

 نیـز، کـاهش     آنهـا هـاي اطـراف       جهت رؤیت مناسب هاله   
ــت ــالی  . یاف ــن در ح ــودای ــت ب ــه در پلی ــاوي    ک ــاي ح ه
ــایین  غلظــت ــاي پ ــان     ه ــدت زم ــب م ــه ترتی ــز، ب ــر از فل ت

هـا جهـت ایجـاد واکـنش          با کلنی  H2Sمجاورسازي گاز   
  ).2جدول (فتیا رسوبی افزایش می

  
 با H2Sرسازي گاز مدت زمان لازم براي مجاو -2جدول 

 از فلز سرب جهت رؤیت  شدههاي باکتریایی پوشیده کلنی
 هاي جذبی اطراف هر یک ازآنها مناسب هاله

مدت زمان لازم براي   (mM)غلظت سرب 
  مجاورسازي

   دقیقه20  1/0
   دقیقه20  5/0

   دقیقه20  1
   دقیقه4  2
   دقیقه1  4
   ثانیه30  6
   ثانیه15  8

   ثانیه10  10
   ثانیه5 از کمتر  12
   ثانیه5کمتر از   15

هـاي   در این روش، دامنۀ غلظت سرب جهت مشاهدة هاله      
 میلـی مـولار    6 تـا    2ها، بین     شفاف و باریک اطراف کلنی    

شایان به ذکر است که در اطراف هر یک از  . دست آمد  به
گردیـد، همگـی    هایی که تشکیل می      سویۀ موجود، هاله   8

ف بوده و از این نظـر، بـا    تقریباً در یک حد باریک و شفا      
 .یکدیگر تفاوت چشمگیري نداشتند

  
حاصــل از بدســت آوردن میــزان کمــی نتــایج 

  جذب فلز
 8  ایـن در این مرحله، توان جـذب سـرب در هـر یـک از           

بدین منظور . ، به طور کمی مورد سنجش قرارگرفتهسوی
پس از رسم منحنی استاندارد جذب فلز سـرب و محاسـبۀ        

هــاي  ، غلظــت هــر یــک از نمونــه)1منحنــی(معادلــۀ خــط 
اسپکتروفتومتر جذب اتمی  به کمک دستگاه     (Cf)مجهول  

 توسط هر یک    (q)تعیین شده و سپس میزان جذب سرب        
  ).1منحنی (ها محاسبه گردید از این باکتري

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

  سربغلظتخط استاندارد   منحنی و معادلۀ : 1منحنی 
  

 میزان جذب سـرب    پس از محاسبات انجام شده و مقایسۀ      
 یکـی از  یـت،  نها درهاي موجـود،    توسط هر یک از سویه    

نامگذاري شد و    "DEFS" که باکتري    گردیدانتخاب   آنها
 ایـن  .داد  قـدرت جـذب بـالاتري نشـان مـی         ،  نسبت به بقیه  

بـه یکـی از مراکـز    متعلـق  باکتري از نمونۀ پساب آبکاري    
 بـود آبکاري فلزات در تهران مورد جداسازي قرار گرفتـه   

  .و قادر به جذب فلز سرب بود
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  هاي فعال و غیرفعال متابولیسمی   میزان جذب سرب در نمونه-3جدول    
  از نظر متابولیک غیر فعال  فعال از نظر متابولیسم  نوع فعالیت متابولیسمی

 با آزید  شدهتیمار  اتوکلاو شده  Cْ 100خشک شده در فور   شاهد  ها مونهن
  سدیم

  909/167  135/140  192/96  516/87  (mg/gdw)میزان جذب سرب 

  

سـرب  حاصل از بررسی چگـونگی جـذب        نتایج  
  توسط باکتري 

  نتایج حاکی از آن است که میزان جذب در نمونۀ شاهد 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  بحث
 بیـان داشـتند کـه بـه جهـت        ،)1996(لوینسون و همکاران    

هاي جامـد، جداسـازي    هاي سرب در محیط   تشکیل نمک 
ــای   ــیط م ــر در مح ــه اگ ــکیل   اولی ــرد، از تش ع صــورت گی

 ولی حتی در این حالـت       ،شود  هاي سربی کاسته می     نمک
در این پژوهش، از . گردند هاي سرب تشکیل می نیز نمک

تـر   محیط جامد استفاده شـد تـا امکـان جداسـازي راحـت           
   .هاي باکتریایی وجود داشته باشد انواع کلنی
ــاران ۀدرمقالــــ    ارائــــه شــــده توســــط پومپــــل و همکــ

 (Pümpel et al., 1995) هـاي ناشـی از جـذب فلـز      ،  هالـه
گردنـد،   هـا ظـاهر مـی      توسط باکتري که در اطراف کلنـی      

فوق العاده باریک بوده و بـا چشـم غیـر مسـلّح بـه سـختی         
این مسئله با نتایج حاصل از ایـن پـژوهش           .اند قابل روئیت 

ها، وجود نور کافی و      جهت روئیت هاله  . نیز مطابقت دارد  
 استریو تا حد زیادي  بین و یا میکروسکوپ استفاده از ذره

 مـذکور   ۀبـه ایـن مسـئله نیـز در مقال ـ         . کمک کننده اسـت   
  .اشاره شده است

    با افزایش غلظت سرب در محیط، میزان واکـنش میـان          
گاز سولفید هیدروژن و سرب موجود در محـیط افـزایش         

) ســیاه رنــگ(یافتــه و در پــی آن رســوب ســولفید ســرب 
به همین علت است که بـه       . گیرد  فرا می بیشتري، محیط را    

 رنـگ   ۀمرور و با افزایش غلظـت سـرب در محـیط، دامن ـ           
اي بسـیار روشـن تـا کـاملاً سـیاه متغیـر         محیط از زرد قهوه   

  .است

 
هـاي غیرفعـال بیشـتر     و فعال از نظـر متابولیسـمی، از نمونـه        

 .استبیان دارندة این موضوع   3 جدول. است
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 سرب در محیط، علاوه بر ایجاد واکنش       با افزایش غلظت  
تـر شـدن رنـگ محـیط،      رسوبی شدیدتر و به عبارتی تیـره  

مدت زمان لازم براي مجاورسازي گاز سولفید هیـدروژن    
هـا   هاي اطـراف کلنـی    ها جهت رویت مناسب هاله      با کلنی 

هـاي   حالی است کـه در پلیـت  ر این د. یابد نیز، کاهش می 
لـز، بـه ترتیـب مـدت زمـان      تر از ف هاي پایین   حاوي غلظت 

ها جهت ایجاد  مجاورسازي گاز سولفید هیدروژن با کلنی    
علت آن است   . )2جدول  (یابد  واکنش رسوبی افزایش می   

که با افزایش غلظت سـرب در محـیط، مـدت زمـان لازم             
هــاي گــاز ســولفید  جهــت انجــام واکــنش میــان مولکــول 

یابـد و   هیدروژن و سـرب موجـود در محـیط کـاهش مـی           
  .بالعکس

پومپل و همکـاران، بـه   به کار گرفته شده توسط     در روش   
ــیط، در اثــر        ــت ســرب مح ــالا بــردن غلظ ــرور و بــا ب م

ها، بـر میـزان رسـوب سـیاه           با کلنی  H2Sمجاورسازي گاز   
PbS      در محــیط افــزوده شــده و ایجــاد رنــگ ســیاه در 

هـاي    سرب، مانع از دیدن هالـه mM 6هاي بالاتر از   غلظت
هـاي   در غلظـت . گشـت   هـا مـی   نیبسیار باریک اطراف کل 

 سـرب نیـز، بـه طـور عملـی، کنتراسـت             mM 2تر از     پایین
 شـفاف  ۀ جهت تفکیک هال(Phase contrast)فازي لازم 

 شـد   و باریک اطراف کلنی و محیط اطراف آن ایجاد نمی     
. باشند نمی شخیصو عملاً این دو بخش از یکدیگر قابل ت      

وهش جــاري پــژبــا نتــایج حاصــل از  ایــن پــژوهش نتــایج
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  .مطابقت دارد
 سـویه باکتریـائی، هشـت بـاکتري کـه در ایـن              35از میان   

قسمت گزینش شدند، همگی پس از مجاورسازي با گـاز      
H2S   اي  رنـگ محــیط را ســیاه کـرده و در اطرافشــان هالــه

  . باریک و شفاف مشهود بود
هـا   محلول نیترات سرب که براي مجاورسـازي بـا بیـومس        

.  بـود ppm 125ت سـربی معـادل   شـد، داراي غلظ ـ   تهیه می 
ها نشـان داد کـه در دمـاي آزمایشـگاه و بـا اضـافه              بررسی

نمودن محلول هیدروکسید سدیم و قلیـایی شـدن محـیط،          
 ســفیدي بــه مــرور محلــول کــدر شــده و رســوب کــاملاً  

. گرفـت   محیط واکنش را فرا می    ) (II)هیدروکسید سرب   (
تنظـیم   5 این محلـول بـر روي   PH با توجه به این موضوع،   

گردید تا از ایجاد هر گونه رسـوب در محـیط جلـوگیري        
   ). WA et al., 2001(به عمل آید 

اساساً جذب فلـزات سـنگین توسـط بیـومس غیـر زنـدة               
. گیـرد   صورت مـی   Biosorptiveمیکروارگانیسم، به روش    

یســمی، لدر عــوض همــان بیــومس، در شــرایط فعــال متابو
انـد فلـزات را بـه       علاوه بر جذب مذکور، ممکن است بتو      

.  نیز در ساختار خود ذخیره سازد      Bioaccumulativeروش  
 حاکی از آن است که میزان جـذب در        ج این پژوهش  نتای
هـاي غیـر       شاهد و فعال از نظر متابولیسمی، از نمونـه         ۀنمون

ایـن مطلـب حکایـت از آن    . )3جـدول   (فعال بیشـتر اسـت    
ــال متابولیســمی   ــۀ فع ــه نمون  ــ،دارد ک ــر اینک ــلاوه ب ه از  ع

ــهBiosorptiveمکانیســم جــذب  ــال    در نمون ــر فع هــاي غی
 نیز به منظـور     Bioaccumulationبرخوردار است، از روش     

بیـومس فعـال،   .  کنـد  ذخیرة فلز در درون خود استفاده می  
 و داراي دو ویژگـی  دهـد  هر دو نوع جـذب را انجـام مـی        

جـذب فلـز    بیومس زنده داراي پتانسیل -1 :باشد عمده می 
   جذب درون سلولی سبب بهینه -2. باشد   می  خود به درون 

بـه  . شـود  کردن ظرفیت کل و پایداري فلز جذب شده می      
  به نقل)1997( پورانیک و همکاران این موضوع در مقالۀ

هـا    پژوهش. اشاره شده است )1989(از ماکاسکی و دین 
هـاي   دهد که میـزان جـذب سـرب توسـط سـلول       نشان می 

هـاي    ، ده برابر بیشتر از سلول     زندة ساکارومیسس سرویزیه  
عــلاوه بــر ایــن . )(Jung Ho et al., 1998aمــرده اســت 

ترین مزیت استفاده از کشت زنده میکروبی، جهت   بزرگ
اي مثـل کشـت،       عدم نیاز به مراحل جداگانه      تولید بیومس 

جمع آوري، خشک کردن، آماده سازي و ذخیره، اسـت          
(Ray et al., 2005).   

  بیــان داشــتند کــه علــت )1998(ن جانــگ هــو و همکــارا
کاهش جذب سـرب درحالـت اتـوکلاو کـردن بیـومس،            

در ایـن حالـت جـذب    ) 1 :احتمالاً به دو دلیـل زیـر اسـت        
سرب فقط به صورت سطحی خواهد بود و جذب درونی          

  برخــی از در حــین اتــوکلاو،)2.وجــود نخواهــد داشــت
 در اثر شوك ناشی از دمـاي بـالا ،   +Pb2هاي اتصال    سایت

  . شوند ناتوره مید
  در حکم مهـار کننـدة       سدیم آزید   به ذکر است که    شایان

بررسی جـذب غیـر فعـال       . است فسفوریلاسیون اکسیداتیو 
 در حضور ،سرب توسط ساکارومیسس سرویزیه نشان داد  

Mمقـدار جـذب    (DNP)فنـل   دي نیتـرو  / gdwµ 2/0 ± 
 الگـوي جـذب   .مانـد   ان، ثابت باقی می    بوده و طی زم    8/3

 لگاریتمی بوده و حداکثر جـذب در   DNPدر شرایط فاقد    
ــ ، مگرماگـــذاري دقیقـــه 60 Mادل عـ / gdwµ 9±3/99 
 این مقدار جذب، نسبت به جذب سـرب توسـط          .باشد  می

ــ ــر    هبــاکتري ب ــژوهش، بســیار کمت دســت آمــده در ایــن پ
توسـط ساکارومیسـس    ) Zn( منحنی جذب روي  .دباش می

 نیــز لگــاریتمی بــوده و حــداکثر جــذب معــادل  هســرویزی
M / gdwµ 11±8/196 در حضـور  . باشـد   مـیDNP   نیــز

Mمقدار جذب    / gdwµ02/0±4   بوده و ثابت باقی مانده 
بخـش اعظـم   ر تحقیق انجام شده توسط این افـراد   د. است

 بـه طـور فعـال و    هساکارومیسس سرویزی جذب فلز توسط  
  . )1379قوانینی، (گرفته استدر درون سلول صورت 

، میـزان جـذب    انجـام شـده توسـط ایـن افـراد         پژوهشر  د
ــلول   آرئوبازیــــدیوم  هــــاي زنــــدة ســــرب توســــط ســ

بـر بیشـتر از   ، سه برا(Aureobasidium pullulans)پولولانس
میزان ظرفیـت جـذبی بـاکتري    . هاي مرده بوده است     سلول
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MGF-48 ــراي ســلول ــده   در مــورد فلــز ســرب، ب هــاي زن
meq/gdw 02/0 ± 087/2)  وزن  میلی اکی والان بر گرم

 meq/gdwهـاي غیــر زنــده   و بـراي ســلول ) خشـک ســلول 
ــه20/4 ± 047/0 ــت د  بـ ــده اسـ ــت آمـ ــان(سـ  و غفوریـ

تـوان نتیجـه گرفـت کـه در بعضـی             می). 1377 ،همکاران
موارد، با از بین رفتن فعالیت متـابولیکی در اثـر تیمارهـاي        
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