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  تجزيه كننده سيانيد در شرايط قليايي MF3 باسيلوسجداسازي و بررسي ويژگيهاي 
  3ليلا نظري ام و 1، سجاد فيروزيار*1،2مجتبي محسني

  گروه زيست شناسي سلولي و مولكوليدانشگاه مازندران،  بابلسر، 1
  پژوهشي نانو و بيوتكنولوژيبابلسر، دانشگاه مازندران، گروه  2

  گروه شيمي معدنيمازندران،  دانشگاهبابلسر،  3

  8/12/93 :تاريخ پذيرش  22/8/93 :تاريخ دريافت
  چكيده

تركيبات سيانيدي به طور گسترده در صنايع مختلف مورد استفاده قرار گرفته . تركيبي خطرناك براي موجودات زنده است سيانيد
. باشد بردن سيانيد در پساب صنايع و معادن ميتجزيه زيستي بهترين روش براي از بين . شود و موجب آلودگي محيط زيست مي

و مطالعه توانايي آنها در تجزيه سيانيد، از اهداف اين  آلوده از خاك در شرايط قليايي ي تجزيه كننده سيانيدباكتريها جداسازي
سازي  يانيد، غنيميلي مولار پتاسيم س 3/4هاي خاك آلوده به سيانيد در محيط كشت معدني حداقل و حاوي  نمونه. پژوهش بود

همچنين توانايي باكتري . سپس تجزيه سيانيد و توليد آمونياك در محيط رشد به روش پيكريك اسيد و نسلر، سنجيده شد. شد
 باكتريايي با توانايي تجزيه سيانيد جدايهبا روش غني سازي متوالي، . جداشده در استفاده از تركيبات مختلف سيانيدي بررسي شد

در شرايط  توانست سيانيد موجود در محيط رشد را  MF3 جدايه. دگرديگذاري  نام MF3، جداسازي شد و يدر شرايط قلياي
نتايج نشان داد كه كاهش غلظت سيانيد با افزايش غلظت آمونياك در محيط رشد و نيز . ساعت تجزيه كند 36قليايي و پس از 

نايي استفاده از تركيبات مختلف سيانيدي به عنوان تنها منبع همچنين باكتري جداشده، توا. ، ارتباط مستقيم داشتMF3رشد 
درصد  99داراي  MF3و رسم درخت فيلوژني نشان داد كه جدايه  16S rDNAبررسي توالي ژن . كربن و نيتروژن را نشان داد

، گزينه مناسبي براي MF3نتايج تحقيق حاضر نشان داد كه جدايه  .بود) Bacillus safensis(باسيلوس سافنسيس هومولوژي با 
تواند براي حذف سيانيد از پساب صنايع و مكانهاي آلوده، معرفي  اين باكتري مي. تجزيه زيستي سيانيد در شرايط قليايي است

  .شود

  پساب  ،باسيلوس زيستي، سيانيد، تجزيه :هاي كليدي واژه

   M.Mohseni@umz.ac.ir :پست الكترونيكي 01135302497 :تلفن نويسنده مسئول،* 

  مقدمه
صنعتي انسان باعث آلودگي گسترده محيط زيست  عاليتف

سيانيد  ).17( .شده است غيرآلي سيانيدي آلي وبه تركيبات 
به شدت براي موجودات زنده سمي است و از طريق غير 

. كند سميت خود را اعمال مي ،فعال كردن سيستم تنفسي
اكسيداز كه جزئي از c انيد با اتصال محكم به سيتوكرم سي

در زنجيره  ، از انتقال الكترونسيستم انتقال الكترون است
تنفس  ،در حضور سيانيد .)20( كند تنفسي جلوگيري مي

. شود دهد كه منجر به اسيدوز لاكتيكي مي هوازي رخ مي بي
200- 300ز كشندگي پتاسيم سيانيد و سديم سيانيد د 
 اعلام شده استگرم  ميلي 50گرم و سيانيد هيدروژن  يميل
تركيبات سيانيد به طور گسترده در صنايع شيميايي  .)15(

مختلف از جمله استخراج فلزات، آبكاري، تبخير زغال 
گيرد  ر ميسنگ و توليد الياف مصنوعي مورد استفاده قرا

بر اساس مطالعات اخير آژانس مواد سمي و بيماريهاي . )9(
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سيانيد  هيدروژنن تُ 843000سالانه  ،آمريكا ستريرجي
 فولاد و آبكاري ،از معادن حصال فلزاتبراي صنايع است

اي  ميليون تن نمك جاده 10سالانه  .شود مي استفاده فلزات
 ن آن سيانيد آهن استتُ 700شود كه  در آمريكا استفاده مي

هاي سطحي ارندگي وارد آباين تركيبات در اثر ب .)5(
به اين ترتيب حجم قابل توجهي از پساب حاوي و  ودش مي

سيانيد صنايع مختلف وارد طبيعت شده و با آلوده كردن 
ناپذيري به  خاك و آبهاي زيرزميني موجب صدمات جبران 

روشهاي مختلفي براي حذف سيانيد . شود محيط زيست مي
توان  مياز جمله . گيرد از پساب آلوده مورد استفاده قرار مي

و  2( ف شيميايي با استفاده از هيدروژن پراكسيدبه حذ
) 30( و كلريزاسيون قليايي) 8(اكسيد   دي ، سولفور)30

اين روشها داراي معايبي از جمله توليد  .اشاره كرد
امروزه . محصولات جانبي نامطلوب و هزينه زياد است

هاي  ي زيستي براي حذف آلايندهروشهااستفاده از 
ي زيستي روشها. ارگرفته استسيانيدي مورد توجه قر

سيانيد در شرايط ). 5( بسيار كارا، مناسب و كم هزينه است
شود ولي  خنثي و اسيدي تبديل به گاز هيدروژن سيانيد مي

اگر چه ). 21( در شرايط قليايي پايدار است
زدايي و تجزيه  يتارگانيسمهايي كه توانايي سم ميكرو

فلز را در شرايط  -سيانيد آزاد و يا كمپلكسهاي سيانيد
اما تحقيقات . ند، تاكنون شناسايي شدندرخنثي يا اسيدي دا

اندكي براي جداسازي باكتريهاي تجزيه كننده سيانيد در 
در اين تحقيق جدايه . )11( شرايط قليايي انجام شده است

باكتريايي با توانايي مصرف سيانيد، از خاك آلوده معدن 
به . ربي، جداسازي شدواقع در آذربايجان غ دره طلاي آق

منظور معرفي اين باكتري براي استفاده در حذف سيانيد در 
پساب آلوده، توانايي اين جدايه در تجزيه سيانيد به عنوان 

مورد بررسي ) در شرايط قليايي(تنها منبع كربن و نيتروژن 
  .قرار گرفت

 روشهامواد و 

: كننده سيانيد ي تجزيهباكتريهاسازي و جداسازي  غني
 استحصال مونه برداري از خاك آلوده به سيانيد كارخانهن

 موقعيت نظر از .تكاب انجام شد دره آق معدن طلاي
 58 و درجه 46 جغرافيايي طول در كارخانه اين جغرافيايي

 و دقيقه 29 و درجه 36 جغرافيايي عرض ثانيه، 30 و دقيقه
ار قر دريا سطح از متر 1926 ارتقاع به اي منطقه در ثانيه 29
فالكون استريل جمع  هاي ك در لولههاي خا نمونه .دارد
به آزمايشگاه انتقال گراد  درجه سانتي 4و در دماي  آوري

ليتر محلول نرمال  ميلي 45پنج گرم خاك در  .داده شد
كننده  ي تجزيهباكتريهاسازي  براي غني. سالين حل شد

ميلي ليتر نمونه خاك حل شده به محيط سيانيد، حجم يك 
گرم   Na2PO4 ،3گرم   6حاوي (حداقل معدني ت كش

KH2PO4 ،1  مگرNaCl ، 01/0 گرمCaCl2 ، 5/0 گرم 
MgSO4 ،04/0   گرمFeSO4, 7H2O  گرم 0015/0و 
MnSO4 مولار پتاسيم  ميلي 3/4و  )در يك ليتر آب مقطر

). 13(افزوده شد  به عنوان تنها منبع كربن و انرژي، سيانيد
 3 سديم هيدروكسيدمحلول  توسطمحيط كشت  اسيديته
گراد  درجه سانتي 30در دماي ارلنها  .تنظيم شد 9 به مولار،

گذاري  ساعت گرمخانه 48دور در دقيقه، به مدت  180و 
 معدني پس از سه كشت متوالي در محيط كشت. شدند

سازي ميكروارگانيسمهاي تجزيه كننده سيانيد  حداقل، غني
ي تجزيه كننده سيانيد، باكتريهابراي جداسازي . انجام شد
حاوي  سفت حداقل معدني شده به محيط كشت كشت غني

. پتاسيم سيانيد، تلقيح شد مولار ميلي5/0درصد آگار و  5/1
ساعت  48گراد به مدت  درجه سانتي 30پليتها در دماي 

  ). 13(گذاري شد  گرمخانه

براي : سنجش تجزيه زيستي سيانيد و رشد باكتري
 معدني موجود در محيط كشت بررسي تجزيه سيانيد

در شرايط قليايي ) مولار سيانيد ميلي 3/4 حاوي( حداقل
)9pH=(، از روش رنگ سنجي پيكريك اسيد استفاده شد 
 پيكريك اسيد به رنگهاي آزاد،سيانيد  در حضور .)14(

شدت رنگ رابطه  وشود  تبديل ميايزوپروپيك اسيد 
ليتر  ميلي 1/0 حجم .مستقيم با غلظت سيانيد آزاد دارد
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پيكريك اسيد و  (w/v)درصد  5/0محيط كشت به محلول 
مولار سديم كربنات اضافه شد و به مدت پنج دقيقه  25/0

سپس . گذاشته شدگراد  درجه سانتي 99در حمام آب گرم 
ليتر رسانده شد و  با افزودن آب ديونيزه به حجم يك ميلي

ب جذ سپس. دقيقه در دماي اتاق، خنك شد 30به مدت 
نانومتر با دستگاه  520نوري محلول در طول موج 

  .اسپكتروفتومتر، خوانده شد

براي اندازه گيري غلظت آمونياك موجود در محيط رشد از 
) شركت كاريزآب ،كيت سنجش آمونياك( روش نسلر
مطابق دستورالعمل شركت سازنده معرف نسلر . استفاده شد

 10پس از  .به يك ميلي ليتر محيط رشد اضافه شد 2و  1
 420اسپكتروفتومتر در طول موج  توسطدقيقه، تغيير رنگ 

آمونيوم  نيز بامنحني استاندارد . نانومتر اندازگيري شد
   .)26( شدرسم  كلرايد

توانايي جدايه : توانايي تجزيه تركيبات مختلف سيانيدي
آلي به  باكتريايي در استفاده از تركيبات سيانيددار آلي و غير

. منبع كربن و نيتروژن، مورد بررسي قرار گرفتعنوان تنها 
 5/0پس از شستشو جدايه با بافر فسفات استريل، حجم 

) ليتر باكتري در ميلي 108(ليتر سوسپانسيون باكتريايي  ميلي
حداقل حاوي دو  معدني ليتر محيط كشت ميلي 50به 

تركيبات مختلف سيانيدي شامل استونيتريل،  (w/v)درصد 
KSCN ،NaCN  وK4Fe(CN)6  تلقيح شد و در دماي

 48دور در دقيقه، به مدت  180گراد و  درجه سانتي 30
توانايي استفاده جدايه . گذاري شد ساعت گرمخانه

باكتريايي از تركيبات مختلف به وسيله سنجش رشد توسط 
تمام ). 1(گيري شد  اندازهنانومتر  600اسپكتروفتومتر در 

  .م شدبا سه بار تكرار انجاآزمايشها 

توانايي استفاده از : هاي مختلف pHتوانايي رشد در 
سيانيد به عنوان تنها منبع كربن و نيتروژن توسط جدايه 

MF3 در شرايط اسيدي و قليايي مورد بررسي قرار گرفت .
در  5- 10بين   pHدر محدوده جدايهمنظور رشد  به اين

مولار  ميلي 3/4حداقل حاوي  معدني معدني محيط كشت

براي تنظيم اسيديته محيط كشت از  .شدبررسي  دسياني
مولار  2/0محلول دو مولار كلريدريك اسيد و يا محلول 

 ارلنهاتلقيح باكتري، پس از . سديم هيدروكسيد استفاده شد
دور در دقيقه، به  180گراد و  درجه سانتي 30در دماي 

  ).21( گذاري شد گرمخانهساعت  24- 48مدت 

كيبات پايدار سيانيد در محيط تر توانايي استفاده از
) CNSAD(توانايي استفاده از تركيبات پايدار سيانيد : قليايي

در  MF3 يهجدا توسط به عنوان تنها منبع كربن و نيتروژن
ساعت  48پس از . شرايط قليايي مورد بررسي قرار گرفت

 3/4 حداقل حاويكشت معدني رشد باكتري در محيط 
 باكتريايي كشتميكروليتر  100سيانيد، حجم مولار  ميلي

 ميلي ليتر محيط كشت 100به  )ليتر باكتري در ميلي 108(
 pH در  K4Fe(CN)6 مولار ميلي 10 حداقل حاوي معدني
و گراد  درجه سانتي 30ارلنها در دماي . تلقيح شد 10حدود 

توانايي جدايه . گرمخانه گذاري شد، دور در دقيقه 180
يبات پايدار سيانيد به عنوان تنها از ترك در استفاده باكتريايي

با  ،گذاري ساعت گرمخانه 36پس از  نيتروژن منبع كربن و
 600توسط اسپكتروفتومتر در  باكتري گيري رشد اندازه

  .)21( بررسي شدنانومتر 

اي پليمراز ژن  واكنش زنجيرهو  استخراج نوكلئيك اسيد
16S rDNA  :جدا شده،   براي بررسي مولكولي باكتري

DNA فنل كلروفرم ژنومي به كمك روش استاندارد ،
 16Sاي پليمراز ژن  واكنش زنجيره .)25( داستخراج ش

rDNA زير   براي باكتري تجزيه كننده سيانيد، مطابق برنامه
اليگونوكلئوتيد مشخصات همچنين . )24( انجام شد

شامل  16S rDNAپرايمرهاي استفاده شده براي تكثير ژن 
 شدنشان داده  1در جدول  PHو  PAپرايمرهاي عمومي 

و به مدت گراد  درجه سانتي 95اوليه  واسرشتدماي . )24(
 95چرخه شامل يك دقيقه دماي  35سپس . دقيقه بود 5

و گراد  درجه سانتي 50، يك دقيقه دماي گراد درجه سانتي
در . انجام شدگراد  درجه سانتي 72يك و نيم دقيقه دماي 

 5به مدت واكنش  ي، دماDNA سنتزنهايت براي تكميل 
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درستي انجام . نگه داشته شدگراد  درجه سانتي 72دقيقه در 
با الكتروفورز  ، 16S rDNA  اي پليمراز ژن واكنش زنجيره

درصد رنگ آميزي شده با اتيديوم برمايد  8/0ژل آگاروز 
  .تأييد شد

اي پليمراز به كمك كيت  تخليص محصول واكنش زنجيره
، GeneJet (Thermo Scientific, Lithuania)تخليص 
توسط شركت  16S rDNA سپس توالي ژن. انجام شد

GATC Biotech )نتايج توالي . تعيين شد )آلمان
نسخه ( Chromas Liteنوكلئوتيدها به كمك نرم افزار 

شباهت توالي نوكلئوتيدهاي ژن . بررسي شد مجدداً )01/2
16S rDNA جدايه MF3 ير تجزيه كننده سيانيد با سا

 و NCBI اطلاعاتي هاير پايگاهتواليهاي ثبت شده د
EzTaxon تجزيه   باكتري تحليل فيلوژني). 18( تعيين شد

افزار  نرم ه كمكب  به آنهاي نزديك  كننده سيانيد با سويه
ClustalX ) ژن توالي  فيلوژني درخت. انجام شد) 2نسخه

16S rDNA حاصل از جستجو در  با توالي جدايه
 به كمك EzTaxonو NCBI اطلاعاتي  هايپايگاه
 Maximumبا الگوريتم و  )5نسخه(  MEGAافزار نرم

likelihood  وjoining Neighbour بررسي . رسم گرديد
 1000 و با bootstrap analysisاعتبار شاخه با الگوريتم 

   .بار نمونه گيري صورت گرفت

  

  ).24) (، پرايمر برگشتR، پرايمر رفت؛ F(اي پليمراز  شده در واكنش زنجيره استفاده 16S rDNAمشخصات پرايمرهاي عمومي ژن  -1جدول 

 GCدرصد   (′3→′5)توالي   پرايمر
دماي اتصال پرايمر 

  )گراد درجه سانتي(
 PCRمحصول 

  )جفت نوكلئوتيد(

PA-F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG  50 
50  1500  

PH-R  AAGGAGGTGATCCAGCCGCA  60 

  
در  MF3جدايه  16S rDNAلي شماره دستيابي ژني توا

به  MF3جدايه  16S rDNAتوالي ژن : بانك اطلاعاتي
ارسال شد  NCBIآمده در اين پژوهش به بانك ژني  دست

  .ثبت شد KF679677ژني  دستيابي و به شماره

  نتايج
ي تجزيه كننده باكتريهادر اين تحقيق براي جداسازي 

 كشت سيانيد، غني سازي خاك آلوده معدن طلا در محيط
تعداد  .انجام شد )pH=9(حداقل با شرايط قليايي  معدني

سه جدايه با توانايي استفاده از سيانيد به عنوان تنها منبع 
پس از . كربن و نيتروژن، جداسازي و خالص سازي شد

توانايي در تجزيه سيانيد، از نظر ها  جدايهبررسي اوليه 
  .براي ادامه مطالعه انتخاب شد MF3جدايه به نام 

 MF3نشان داد كه جدايه نتايج سنجش تجزيه سيانيد 
سيانيد موجود در محيط كشت  ،در شرايط قلياييتوانست 

به عنوان تنها منبع كربن، را  )ميلي مولار سيانيد 3/4(
تجزيه  ساعت به صورت كامل 36پس از نيتروژن و انرژي، 

درصد  50بيش از  دهد كه نشان مي 1نتايج در شكل . كند
ساعت ابتداي رشد  12در  موجود در محيط رشد، يدسيان از

  . شد تجزيهباكتري 

به عنوان ، آمونياك MF3رشد جدايه همچنين همزمان با 
. توليد شدمحصول اصلي تجزيه سيانيد در محيط كشت 

نيز نشان داد كه بيشترين توليد نتايج سنجش توليد آمونياك 
شد ساعت ابتداي رشد باكتري، ايجاد  18آمونياك در 

نشان داد كه افزايش توليد آمونياك،  اين نتايج ).2 شكل(
  .داردتجزيه سيانيد  ارتباط مستقيم با

استفاده از تركيبات مختلف سيانيدي به جدايه در توانايي 
مورد بررسي قرار  و انرژي نيتروژن ،عنوان تنها منبع كربن

 در محيط رشدتوانايي   MF3نتايج نشان داد جدايه. گرفت
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 تركيبات مختلف سيانيدي را حاويو حداقل  دنيكشت مع
از ميان اين نتايج نشان داد كه  .)2جدول ( دارا است

بيشترين رشد هنگام استفاده از تركيب  ،تركيبات مختلف
كربن و نيتروژن  منبعتنها يد به عنوان نپتاسيم فروسيا
 MF3 نشان داد جدايه 3در شكل  نتايج .مشاهده شد

نظير پتاسيم تركيبات پايدار سيانيدي توانايي استفاده از 
  .را در شرايط قليايي دارا استفروسيانيد 

براي بررسي تأثير اسيديته محيط رشد بر تجزيه سيانيد، 
 و حاوي سيانيد معدني در محيط كشت MF3رشد جدايه 

نتايج نشان داد كه اين جدايه . مختلف بررسي شد  pH در

 pHمحدوده وسيع  توانايي رشد و استفاده از سيانيد در
  بيشترين  رشد ). 4شكل(  دباش را  دارا  مي اسيدي و بازي

  .مشاهده شد pH=8باكتري در 
در استفاده از تركيبات مختلف  MF3توانايي جدايه  -2جدول 

مقدار جذب نوري محيط (گذاري  ساعت گرمخانه 48سيانيدي پس از 
  ).بود 001/0-005/0كشت در زمان تلقيح جدايه، بين 

تركيبات سيانيدي (OD600 nm)د جدايه رش
034/0 Acetonitrile 

063/0 KSCN 

015/0 NaCN 
071/0K3[Fe(CN)6] 

 180 و گراد درجه سانتي 30 در محيط كشت معدني حداقل حاوي سيانيد در دماي MF3توسط جدايه (●) و تجزيه سيانيد  )(منحني رشد  -1شكل   
  ).n=3(انحراف معيار اند  ±ر ميانگين نتايج سه بار تكرار ها نمايانگ داده. دور در دقيقه

  

  

يه 
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درجه  30 در محيط كشت معدني حداقل حاوي سيانيد در دماي MF3توسط جدايه  (●)و تجزيه سيانيد   (▲)ارتباط مستقيم توليد آمونياك -2شكل 
  .دور در دقيقه 180گراد و سانتي

  
 .دور در دقيقه 180 و گراد درجه سانتي 30 در دماي MF3سيم فروسيانيد در شرايط قليايي توسط جدايه توانايي استفاده از تركيب پايدار پتا -3شكل

  ).n=3(انحراف معيار اند  ±ها نمايانگر ميانگين نتايج سه بار تكرار  داده

  
درجه  30نه گذاري در دماي ساعت گرمخا 24در محيط كشت معدني حاوي سيانيد پس از  5 -10 بين pHدر محدوده  MF3رشد جدايه  -4شكل

  .دور در دقيقه 180و گراد سانتي
  

همچنين شناسايي مولكولي جدايه با استفاده از توالي ژن 
16S rDNA اي  به اين منظور واكنش زنجيره. بررسي شد
پس از تعيين توالي، . انجام شد 16S rDNAپليمراز ژن 

 تجزيه كننده سيانيد با  باكتري 16S rDNAهومولوژي ژن 
،  EzTaxonساير تواليهاي ثبت شده در بانك اطلاعاتي 

 داراي MF3نشان داد كه جدايه  BLASTنتايج . تعيين شد
 Bacillus) نسيسفاباسيلوس سدرصد هومولوژي با  9/99

safensis) 16ژن  توالي . )5شكل ( بودS rDNA 
افزار  به كمك نرم MF3و جدايه  ي مشابهباكتريها

ClustalXزي شد و درخت فيلوژني آن به سا  ، همرديف
 Mega5و به كمك نرم افزار  Neighbor joining روش

باسيلوس با  MF3موقعيت فيلوژني جدايه . رسم شد
   .نشان داده شد 4در شكل  نسيسفاس
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  بحث
امروزه حذف زيستي سيانيد به عنوان يك روش مقرون به 

ي روشهاصرفه و سازگار با محيط زيست در مقايسه با 
يي باكتريها. شيميايي، مورد توجه قرار گرفته است متداول

 Bacillus( باسيلوس استئاروترموفيلوسهمانند 

stearothermophilus( )3( ،فلورسانس سودوموناس 
)Pseudomonas fluorescen ()7  آگروباكتريوم ، )16و
، )Agrobacterium radiobacter ()19( ديوباكترار
، )Burkholderia cepacia()1( خولدريا سپاسياربو

باسيلوس ، )Klebsiella oxytoca()16( كلبسيلا اكسيتوكا
سودوموناس ، )Bacillus pumilus(  )23( پوميلوس
و قارچهايي ) Pseudomonas diminuta()19( ديمينوتا
، )12و  Trichoderma sp.( )10( تريكودرمامانند 

، Fusarium oxysporum( )4 ،6( فوزاريوم اكسيسپوريوم
) Rhizopus oryzae()27( ريزوپوس اوريزياو  )29و  28

مورد بررسي با توانايي حذف زيستي سيانيد، شناسايي و 
  .اند قرار گرفته

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 انشعاب محل در شده ذكر اعداد. داد نشان قرابت باسيلوس جنس به كه MF3 ديانيس كننده هيتجز يباكتر 16S rDNA ژن يتوال دندوگرام -5 شكل
  .شد داده قرار out group عنوان به Serratia nematodiphila يباكتر. است نمونه 1000 از bootstrap يريگ نمونه درصد نشانگر

  

شرايط اسيدي و خنثي، سيانيد به صورت گاز هيدروژن در 
شود ولي در شرايط قليايي بسيار پايدار  سيانيد تبخير مي

وانايي ها با ت لذا جداسازي ميكروارگانيسم). 21( است
تواند براي حذف اين  حذف سيانيد در شرايط قليايي، مي

حاضر  مطالعه در .ثر باشدؤآلاينده از محيط زيست، بسيار م
تجزيه سيانيد در با توانايي   MF3ايي به نام يباكترجدايه 

براي سنجش تجزيه سيانيد،  .دشجداسازي  ،شرايط قليايي

اين روش . دگيري پيكريك اسيد استفاده ش از روش اندازه
 - براي سنجش سيانيد آزاد و كمپلكسهاي ضعيف سيانيد

نتايج مطالعه حاضر ). 14(گيرد  فلز مورد استفاده قرار مي
توانست سيانيد موجود در محيط  MF3نشان داد كه جدايه 

تجزيه كند و بيشترين  كاملاً را) مولار ميلي 3/4(كشت 
در . انجام شدساعت ابتداي رشد باكتري  12تجزيه در 

مانيام و  توسط 2013مطالعه مشابهي كه در سال 

 Staphylococcus pseudintermedius (FJ858975)

 Staphylococcus pseudintermedius (GU057859)

 Staphylococcus pseudintermedius (GU057858)

 Macrococcus caseolyticus (KC212014)

 Macrococcus caseolyticus (KC212014)

 Macrococcus caseolyticus (KC212014)

 MF3 (KF679677)

 Bacillus safensis (LN650578) 

 Bacillus amyloliquefaciens (FJ859694)

 Bacillus atrophaeus (AB021181)

 Lysinibacillus sphaericus (EU855791)

 Lysinibacillus sphaericus (EU855791)

 Serratia nematodiphila (EU914257)

100

100

100

100

100

100

85

71

0.05
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تجزيه زيستي سيانيد توسط باكتري  ش انجام شدهمكاران
اين باكتري . دشبررسي ) Rhodococcus( رودوكوكوس

تنها با افزودن منبع كربن و نيتروژن اضافي به محيط رشد، 
قارچ ). 22(ميلي مولار سيانيد بود  1/0قادر به تجزيه 

 50توانايي حذف ) Fusarium solani( سولانيم وفوزاري
ساعت و در شرايط  96گرم بر ليتر سيانيد در مدت  ميلي

قادر  سودوموناس فلورسانسهمچنين  .)4(قليايي را داشت 
 به عنوان تنها منبع نيتروژن آهن به استفاده از يونهاي سيانيد

 را در موجود در محيط رشد درصد سيانيد 79و  بود
5pH=  اوزيل و همكاران توانايي حذف  .)16( ندحذف ك

ند و موفق به دبررسي كررا سيانيد توسط بازديوميستها 
 70-72هايي شدند كه توانايي حذف  شناسايي جدايه

 ساعت دارا بودند 48را در مدت  محيط رشد سيانيد درصد
سودوموناس اي به نام  جدايه 2004در سال  .)26(

) Pseudomonas pseudoalcaligenes( سودوآلكاليژنز
اين . از پساب صنايع جواهر سازي اسپانيا جداسازي شد

باكتري توانايي استفاده از سيانيد به عنوان تنها منبع نيتروژن 
را در شرايط قليايي دارا بود اما اين جدايه به استات، به 

همچنين در سال  .)21(عنوان منبع كربن اضافي نياز داشت 
بورخولدريا زيه سيانيد توسط اَدجئي و همكاران تج 1999
اين . را در شرايط قليايي مورد مطالعه قرار دادند سپاسيا

باكتري توانايي استفاده از سيانيد به عنوان تنها منبع نيتروژن 
 .)1( يازمند به گلوكز به عنوان منبع كربن بوداما نرا داشت 

بدون نياز به  MF3نشان داد كه جدايه مطالعه حاضر نتايج 
انيد در كربن و نيتروژن اضافي، توانايي حذف سيمنبع 

كمبود منبع با توجه به اينكه . شرايط قليايي را دارا است
محيط رشد، يك عامل بازدارنده در حذف زيستي  در كربن

، نتايج حاضر )5(آيد  سيانيد خاكهاي آلوده به شمار مي
 يها ديگر جدايهبه نسبت  MF3جدايه  حاكي از برتري
توانايي رشد باكتري همچنين . باشد مي شناسايي شده

عنوان به جداشده روي طيف مختلفي از تركيبات سيانيدي 
نتايج نشان داد . تنها منبع كربن و نيتروژن بررسي شد

توانايي رشد روي تركيبات مختلف سيانيدي  MF3جدايه 

ميكروارگانيسمهايي نظير مطالعات روي . داراسترا 
بورخولدريا  ،)Bacillus pallidus( باسيلوس پلاديوس

نشان  )Acinetobacter( )13( اسينتوباكترو  )1(سپاسيا 
توانايي استفاده از تركيبات مختلف  باكتريهااين كه  داد

به عنوان تنها منبع ) فلز و نيتريل- تركيبات سيانيد(سيانيدي 
  . را دارا هستندكربن و نيتروژن 

وانايي ت  MF3 نشان داد جدايه نيز پژوهش حاضر نتايج
استفاده از تركيبات پايدار سيانيد را در شرايط قليايي دارا 

 pHتركيبات سيانيد فلز را بر اساس انحلال آنها در . است
 )(CNWADاسيد ضعيف  ابه دو دسته حل شونده باسيدي 

تركيب . تقسيم كرد CNSAD)(اسيد قوي  و حل شونده با
قرار  CNSADسيانيد با فلزاتي نظير آهن و كبالت در دسته 

اين تركيبات بسيار پايدارند و گروه سيانيدي . گيرند مي
علاوه بر اين . كنند آزاد ميبسيار اسيدي  pHخود را در 

آبي  هاي قليايي كمپلكس pHدر  سيانيد - هاي آهنكمپلكس
 .شود دهند كه باعث افزايش تحرك آنها مي تشكيل مي

يايي از سيانيد در شرايط قلبنابراين حذف تركيبات پايدار 
ي فيزيكي و شيميايي روشها. برخوردار استاهميت زيادي 
شود ولي  باعث كاهش غلظت سيانيد آزاد مي تجزيه سيانيد

 بگذارد به همين دليل تأثيرهاي پايدار كمپلكس بهتواند  نمي
 شود استفاده مي زيستياز تجزيه  براي حذف اين تركيبات

، )9( سودوموناس فلورسانسنظير يي باكتريها ).5(
 )4( سولاني و فوزاريوم سودوموناس سودوآلكاليژنز

اند كه توانايي حذف تركيبات پايدار  شناسايي شده
را دارا هستند ولي نيازمند منبع كربن يا   CNSADسيانيدي

. كه بايد به محيط رشد افزوده شود نيتروژن خارجي هستند
از  توانايي استفاده با اسينتوباكتراي از  جدايه 1991 در سال

تركيبات پايدار سيانيدي به عنوان تنها منبع كربن و 
 ولي اين عمل را در شرايط اسيدي ، جداسازي شدنيتروژن
اي  در اين تحقيق براي اولين بار جدايه ).13( داد مي انجام

را در شرايط  CNSADشناسايي شد كه توانايي حذف 
  .قليايي داشت
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است  دوستاقلي MF3جدايه  آمده نشان داد به دستنتايج 
بولخولدريا . است 8، اين جدايه براي رشدpH  و بهترين
را دارد و  10تا  8بين  pHتوانايي حذف سيانيد در  سپاسيا

 10اي حذف سيانيد براي اين باكتري بر pHبهترين 
توانايي حذف سيانيد  رودوكوكوس). 1( گزارش شده است

راي ب pHرا دارا است و بهترين  9تا  6 بين pHمحدوده  در
سودوموناس . )22( گزارش شده است 3/6 اين باكتري

ولي  را نشان داد pH 5/11توانايي تحمل  سودوآلكالوژنز
  . )21(شد انجام  10تا  9 بين pHحذف سيانيد در 

  گيري نتيجه

سيانيد تركيب بسيار سمي است كه با فعاليت صنعتي 
انسان، باعث آلودگي گسترده طبيعت به اين آلاينده شده 

ي تجزيه كننده باكتريهابا جداسازي و شناسايي . ستا

هاي آلوده و ايجاد شرايط بهينه تجزيه  سيانيد از خاك
نيز مشكلات زيست  و كمتر هزينه صرف با توان زيستي، مي

تركيب سمي را پالايش  محيطي كمتر، پساب آلوده به اين
نتايج نشان داد كه باكتري جدا شده در اين تحقيق . كرد

گذاري، سيانيد موجود  ساعت گرمخانه 36از  پس توانست
همچنين اين . دكامل حذف كندر محيط رشد را به صورت 
به  تركيبات مختلف سيانيديجدايه توانايي استفاده از 

 اين علاوه بر .دارا بودرا عنوان تنها منبع كربن و نيتروژن 
توانايي استفاده از  ،جداشده قليايي دوست باكتري
نتايج . داشتدر شرايط قليايي ر سيانيد را هاي پايداكمپلكس

شده از خاك معدن  دهد باكتري جدا اين تحقيق نشان مي
يد در گزينه مناسبي براي حذف زيستي سيانتواند  ميطلا، 
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Abstract 

Cyanide is a hazardous compound for all living things. Cyanide compounds are commonly used in 
various industries and cause environmental pollution. Biodegradation is the best method for cyanide 
elimination in mines and industrial wastewater. The aims of this study were isolation cyanide 
degrading bacteria in alkaline condition from contaminated soil and investigation of their ability for 
cyanide degradation. Contaminated soil samples were enriched in minimal salts medium supplemented 
with 4.3 mM potassium cyanide. Then cyanide degradation and ammonium production was 
determined in growth medium using picric acid and Nessler’s regent methods. In addition the ability 
of the isolated bacterium to utilize different cyanide compounds was investigated. A bacterium with 
ability to degrade cyanide in alkaline condition was isolated and named MF3. The isolate MF3 
degraded cyanide in growth medium under alkaline condition after 36 hours. The results showed that 
there was a direct relation between decreasing of cyanide concentration, increasing of ammonia 
concentration and growth of MF3. In addition, the isolated bacterium was demonstrated the ability to 
utilize different cyanide compounds as a sole carbon and nitrogen source. The 16S rDNA sequencing 
and phylogenetic analysis was exhibited that MF3 strain was similar to Bacillus safensis with 99% 
homology. The results of current study were demonstrated that MF3 is a suitable candidate for 
degradation of cyanide in alkaline condition. This isolate could introduce for elimination of cyanide 
from industrial wastewater and contaminated sites. 
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