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به منظور حذف نيترات از پساب كارخانه  جداسازي و تشخيص باكتريهاي دنيتريفاير

  فرآوري اورانيوم

  

  1 مجيد انصاري،  2افشين نيلي احمد آبادي ، 1*عباس رضائي

 گروه بهداشت محيط ،دانشكده پزشكي ،دانشگاه تربيت مدرس -1

  سازمان انرژي اتمي، شركت فرآوري اورانيوم و توليد سوخت هسته اي ايران -2

  چكيده:

آلاينده هاي مطرح در پساب كارخانجات غني سازي اورانيوممي باشد. يكي از  جمله از نيترات با  غلظت بالا

ويه هاي سبا استفاده از  روش دنيتريفيكاسيون بيولوژيكياستفاده از  فرآيندهاي مطرح درحذف نيترات،

. هدف از انجام اين تحقيق جداسازي وشناسائي باكتريهاي احياء كننده نيترات با توان دنيتريفاير مناسب است

در . مي باشد پساب كارخانه فرآوري اورانيوم اصفهان نيترات ازبه منظور حذف بيولوژيكي دنيتريفايري مطلوب

نواحي آلوده مختلف، شش سويه دنيتريفاير جداسازي گرديد. سويه هاي متعاقب نمونه برداري از اين تحقيق، 

ه هاي با توان مطلوب جداسازي شده از نظر توان حذف نيترات مورد ارزيابي قرار گرفتند ويكي از سوي

به شكل تكميلي با  استفاده از  و . سويه مورد نظر ابتدا با استفاده از آزمايشات بيوشيمياييانتخاب شد

سودوموناس ، مي داد كه سويه جداسازي شدهمولكولي بررسي گرديد. نتايج حاصله نشان روشهاي 

 99راندمان  ميلي گرم بر ليتر با 600به ميزان  و متعلق به گروه پرتو باكترها مي باشد. حذف نيترات استوتزري

ه تحمل شرائط جداسازي شده با توجه ب سودوموناس استوتزريدرصد از ويژگيهاي اين باكتري است. سويه 

در فرآيندهاي دنيتريفيكاسيون بيولوژيكي پساب سخت محيطيو توان مطلوب دنيتريفيكاسيون مي تواند 

  كارخانه غني سازي اورانيوم استفاده نمود. 

  

 مقدمه:

و سرطان به مخاطره مي  مقادير زياد نيترات در آب، سلامتي انسان را با ايجاد بيماري متهموگلوبينما

اندازد. غلظت زياد نيترات در آب مي تواند براي حيوانات نيز مخاطره آميز بوده و همچنين مي تواند در 

منابع آب باعث پديده اتروفيكاسيون گردد. بدين منظور حداكثر غلظت مجاز نيترات توسط مراجع 

استاندارد سازمان حفاظت .]1[استذيصلاح تدوين و تاكيد بر حذف نيترات از آب و فاضلاب شده 
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اتحاديه . ]2[ميلي گرم بر ليتر برحسب نيتروژن مطرح شده است 10محيط زيست آمريكا براي نيترات 

هاي غلظت  درنيترات .]3[ميلي گرم بر ليتر بر حسب نيترات اعلام نموده است 50اروپا حداكثر ميزان را 

، كودها، صنايع صنايع نظامي ،صنايع لبني، دارو سازيبالا در پساب هاي صنعتي، شستشوي مخازن در 

حذف نيترات از  در سال هاي اخير به منظور ].4[ديده مي شودفلزي و صنايع فرآوري سوخت هسته اي

، راكتورهاي الكتروشيمياييمنابع آب، فاضلاب ها و آبهاي زير زميني روش هاي متعددي مانند سيستم هاي 

كي متخلخل،تماس دهنده بيولوژيكي دوار و باكتري تثبيت شده بر روي ژل  ارائه غشايي ، راكتور پليتي سرامي

) I. به طور كلي روش هاي موجود در حذف نيترات را مي توان به دو دسته طبقه بندي نمود:]4[ شده است

معكوس، ون، اسمز روش هاي فيزيكي و شيميايي نظير كاني زدايي، استفاده از فلزات احياء كننده، تبادل ي

ژيكي: در اين روش از ميكروارگانيسم ها و يا مستقيماً از آنزيم   ) روش هاي بيولوII;جذب و مخلوط كرد

دنيتريفيكاسيون بيولوژيكي راي حذف نيترات استفاده مي كنند.هاي توليدي توسط ميكروارگانيسم ها ب

موجود درمحيط بعنوان نيترات  ،فرآينداين فرآيندي است كه توسط باكتريهاي مختلفي انجام مي شود. در 

 باكتريهاي هتروتروف از جمله و نيترات به گاز ازت تبديل مي شود.گيرنده نهائي الكترون عمل نموده 

باكتريهاي موثر در اين فرآيند مي باشند. اين دسته از باكتريها از محيطهاي مختلفي نظير خاكهاي 

ضلاب جداسازي شده اند.باكتريهاي سودوموناس يكي رسوبات رودخانه ها وتصفيه خانه هاي فا كشاورزي،

مي باشند.با اين وجود باكتريهاي از دنيتريفايرهاي با راندمان دنيتريفيكاسيون بيولوژيكي 

فلاوباكتريوم و هيپوميكروبيوم نيز با توان  كروموباكتريوم، باسيلوس، آلكاليژنز، آگروباكتريوم، آكروموباكتر،

مي باشد. بر گزارش شده اند. جنس سودوموناس متعلق به گروه گاما پروتوباكترها متفاوت دنيتريفيكاسيون 

) بعنوان ژنوم هدف در شناسائي اين دسته DNA)nifH , nosZ , nirSمبناي گزارشات ارائه شده تواليهاي 

سيون با توان دنيتريفيكا سودوموناس استوتزريدر اين تحقيق سويه باكتري .]5[از باكتريها مطرح شده اند

مطلوب از محيطهاي آلوده به نيترات جداسازي و با روشهاي ملكولي تشخيص داده شد. سويه مذكور بعنوان 

  باكتري دنيتريفاير در حذف بيولوژيكي نيترات قابل استفاده خواهد بود.

  روش كار

تصفيه خانه هاي نمونه برداري از نواحي آلوده به نيترات با  غلظت بالا نظير پتروشيمي، خاكهاي كشاورزي و 

  .تلقيح گرديد)1جداسازي باكتريهاي دنيتريفاير(جدول  فاضلاب صورت گرفت. نمونه ها داخل محيط كشت
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  محيط كشت باكتري هاي دنيتريفاير -1جدول 

  مقدار  فرمول شيميايي  نام ماده

  C4H4Na2o4 g 10  دي سديم ساكسينات شش آبه

  K2HPO4,2H2o  g 1  پتاسيم هيدروژن فسفات

  NaNo3 g  1  نيترات سديم

  /.KCL g  2  كلريد پتاسيم

  /.MgSo4,7H2o g2  سولفات منيزيم هفت آبه

  FeSo4 mg  1  سولفات آهن

  تريس المنتهاي مورد استفاده

EDTA CoCl2 CuSo4 (NH4)6mo7O24 MgCl2 CaCl2 ZnSo4  ماده  

g 50  g 61/1  g 51/1  g 1/1  g  06/5  g 5/5  g2 /2  مقدار  

ميلي ليتر تريس المنت  2دهنده محيط كشت را در يك ليتر آب مقطر حل نموده و به آن  مواد تشكيل

  نموديم.مي رسانديم و محيطهاي تهيه شده را اتوكلاو مي 2/7را به  pHافزودهوسپس 

 محيطهاي كشت كدر شده برمي گرديد و  شيك rpm 120ساعت در دور 24بمدت نمونه هاي تلقيح شده  

صفات  كلني هاي رشد نموده جهت بررسيهاي توان دنيتريفيكاسيون ،ار برده مي شد. روي محيط حاوي آگ

بيوشيميايي و تشخيص مولكولي مورد استفاده قرار گرفتند. از ميان باكتريهاي جدا شده يك باكتري با توان 

ميلي گرم بر ليتر انتخاب گرديد. در گام اول صفحات بيوشيميايي  600حذف نيترات در غلظت 

و تست مالتوز و   OFتست  اكسيداز، حركت، آنزيم كاتالاز، شكل كلني، زيولوژيكي نظير رنگ آميزي گرم،وفي

بعنوان روش تشخيص مورد ارزيابي قرار گرفت.  در اين تحقيق  16s RNAبصورت تكميلي بررسي توالي 

  پرايمرهاي 
(5

′
-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) (5

′
AAGGAGGTGATCCAGCCGCA)  

 (5
′
 -GCGAGGAAATGAAGCTG )(5

′
 -AAGGTGATCGACGAGGTC)

.  
باكتري با استفاده از كيتهاي تجارتي شركت سيناژن استخراج وجهت انجام  DNAمورد استفاده قرار گرفتند. 

  مورداستفاده قرار گرفت. PCRبا روش  DNAتكثير 

  نتايج

ي مختلف، ميزان تغييرات جهت تعيين ميزان احياء نيترات توسط جمعيت ميكروبي موجود در نمونه ها

 24-240) و در زمانهاي مختلف ( ميلي گرم بر ليتر 100-800غلظت نيترات در پنج غلظت اوليه نيترات (
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ساعت شرايط انوكسيك حاصل مي  48) مورد بررسي قرار گرفت. بررسيها نشان مي داد كه بعد از ساعت

  )1مي باشد. (نمودار شود كه ميناي اندازه گيري ميزان احياء نيترات

  

  سودوموناس استوتزري جدا سازي شده: حذف نيترات توسط سويه 1نمودار 

  ارائه شده است. 1كلنيهاي باكتري جدا سازي شده در شكل 

  
  كشت داده شده بر روي محيط كشت  استوتزريسودوموناس باكتري   -1شكل 

 در تصوير ژل الكتروفوروز زير ارائه شده است. PCRحاصل از nosZمحصول تكثير شده ژن 

  
 PCRدنيتريفايرها حاصل از  nosZتصوير ژل الكتروفروز مربوط به تكثير ژن  -4-4شكل 
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  بحث و نتيجه گيري

و پروب هاي فلورسانس مي توان به راحتـي از كميـت    PCRامروزه با استفاده از تكنيك هاي مولكولي مانند 

و ويژگي هاي فيلوژنيك ميكروارگانيسمها آگاهي پيدا كرد بدون اينكه نياز به روش كشـت داشـته باشـيم. در    

باكتري دنيتريفـاير لجـن فعـال  مختلـف از تصـفيه       199صورت گرفته،  مشابه اي كه در اين خصوص مطالعه

شد. توسط روش مولكولي نشان داده شده كه بيشترين تعداد اين باكتري هـا   خانه فاضلاب شهري جدا سازي

%)،  6/5%)، گامـا پروتوباكترهـا (   8/36%)، آلفـا پروتوبـاكتر هـا(   4/50به گروه  بتا پروتوباكترها تعلـق دارنـد (  

لـوط  و همكاران رديابي  باكتري در يك محـيط مخ Heylen%).  4%) و فرميكوتس ( 2اپسيلون پروتوباكترها(

. ]7[عدد سلول به سادگي امكان پذير اسـت  106شناسايي رديابي  PCRبسيار مشكل است، اما توسط تكنيك 

انـواع مختلفـي دارد، بـراي مثـال      PCR.]8[در سال هاي اخير استفاده شـده اسـت  PCRروش هاي مختلف 

RT-PCR اي موجـود در  يكي از مهمترين آنهاست كه در زمينه محيطي اولين بار جهت شناسايي ويروس ه

ل توليـد  ز ژنها مي باشند كه اين ژنها مسئوآب از آن استفاده شد. باكتري هاي د نيتريفاير داراي انواع مختلفي ا

و... . درايـن  nirK ،nirS، nor ،nosآنزيمهاي ويژه براي انجام فرآيند دنيتريفيكاسيون هستند، ماننـد ژنهـاي   

به عنوان ژن كانديد جهت طراحي پرايمرهـا اسـتفاده شـد.  ايـن پرايمرجهـت شناسـايي        nosZمطالعه از ژن 

سودوموناس هايي كه خاصيت دنيتريفيكاسيون دارند به كار مي رود. جهت تشخيص انواع سودوموناس ها از 

تستهاي بيوشيميايي مختلفي استفاده شـد، بـراي مثـال بـراي تفكيـك سـودوموناس آئروژنـز و سـودوموناس         

توتزري از تست هيدروليزنشاسته استفاده شد كه اين تست براي آئروژنز منفي، و براي استوتزري مثبت مـي  اس

باشد. محققين مختلف به منظور جداسازي دنيتريفايرها عمليات نمونـه بـرداري را از نـواحي مختلفـي ماننـد،       

باله ها و . . . انجام داده انـد. در  تصفيه خانه هاي فاضلاب هاي شهري، (لجن و پساب ). آب درياها، شيرابه ز

اين تحقيق به منظور كشت بـاكتري هـاي دنيتريفـاير ، منبـع ازت نيتـرات سـديم و منبـع كـربن، دي سـديم          

در اين مطالعه تحقيقاتي از رزازورين به عنوان معرف استفاده شده است به اين صورت كـه بـه   ساكسينات بود.

ورين افزوده شده است. اين معرف در حالت عادي پـس از حـل   رزاز ml 1از محيط كشت،  ml 25ازاي هر 

شدن در آب مقطر آبي رنگ مي باشد بعد افزودن به محيط كشت صورتي رنگ مي شـود، در نهايـت بـا بـي     

هوازي شدن سيستم بيرنگ خواهد شد. از آنجايئكه هنگام تلقيح نمونـه هـا جمعيـت ميكروبـي، مخلـوطي از      

مي باشد، ابتدا اكسيژن محلول توسط باكتري هـاي هـوازي مصـرف شـده و     باكتري هاي هوازي و انوكسيك 

پس از آن شرايط انوكسيك به وجود مي آيد كه در اين زمان معرف رزازوريـن بـي رنـگ مـي شـود و رنـگ       

محيط كشت از صورتي به بي رنگ تغيير مي نمايد. در ايـن تحقيـق ميـزان حـذف نيتـرات توسـط جمعيـت        

 ـ  ميكروبي وسويه هاي جدا ش مان كمتـري  دده بررسي شد، باكتري هاي جداشده از تصفيه خانـه فاضـلاب ران

به دليل اينكه پديده تطابق از راندمان بالاتري در حذف  پتروشيميداشتند اما باكتري هاي موجود در فاضلاب 

  نيترات برخوردارند و به راحتي مي توانند نيترات را حتي در غلظت هاي بسيار بالا احياء نمايند.
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  سپاسگذاري

نويسندگان مقاله از شركت فاتسا بدليل حمايتهاي مالي و فراهم نمودن امكانات لازم جهت انجام تحقيق، 

  تشكر و قدرداني مي نمايند.
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