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  چكيده
كارخانجات تغيير و   فلزات،ت احيايهاي صنايعي مانند كارخانجا، به وفور در پساباز جمله كبالت، فلزات سنگين و سمي

سازي و يا كارخانجات چرم، دباغي و توليد ماده اوليه توليد قطعات الكترونيك و شابلون سازي،باطري آبكاري، تبديل فلزات،
شده يادمواد  .دنشوهاي زيرزميني مي وارد محيط زيست و آب وشتهيي داحلاليت بالا، اين مواد. دنشوالياف مصنوعي ديده مي

 ،ترترتيب توسط موجودات بزرگ سپس به و،هاي كوچك ديگر جذبها و ارگانيسمها، قارچها، باكتريتونكابتدا توسط فيتوپلان
اثرات ... شوند و با ايجاد آسيب بر ريه، كليه، استخوان، كبد، قلب، جنين و وارد بدن انسان و حيوانات مينهايتاً، خورده شده

هاي مقاوم ، جداسازي ميكروارگانيسمهدف از اين مطالعه. كنندوارد ميها و حيوانات يري بر سلامتي انسانناپذآور و جبرانزيان
در اين مطالعه . پساب صنعتي كارخانه متبوع استجهت حذف كبالت از ،  اصفهان.D.M.Tبه كبالت از پساب صنعتي شركت 

-، از محيطهاي مقاوم به كبالت گرفت و براي جداسازي سويه پنج حوضچه مختلف پساب صنعتي كارخانه انجامگيري ازنمونه
  سويه جدا56 مشخص شد كه ازدر نهايت . هاي كشت نوتريت آگار، مالت اكستراكت آگار و سابورودكستروز آگار استفاده شد

هي دارند و از آن هاي آزمايشگا كبالت را در محيطppm  2 توانايي رشد در برابر ، سويه17شده از پساب صنعتي اين شركت، 
شده حذف نمود و نسبت به  كبالت را از پساب ياد درصد 5/72 طي مدت دو روز، pH = 6 با بيومس زنده در C3-3  سويه،بين

، pH( شده با كمك يك آزمون فاكتوريل سه عاملي نتايج ياد. يي بالاتري در حذف زيستي كبالت نشان دادآها كارساير سويه
 آزمون در شرايط سرعت تكان.  تأييد شدGeneral Linear Model با SPSS16افزار ا كمك نرمو ب) نوع بيومس و زمان

rpm200  هاي مورفولوژيك، فيزيولوژيك، ويژگي. جه سلسيوس به جريان افتاد در30 تحت دماي  درصد2با دانسيته سلولي
 .Xanthomonas fuscans subsp  از نوعشده سويه يادانجام شد و  اين باكتري 16SrDNAبيوشيميايي و آناليز ژنتيكي 

aurantifolii str. ICPB 10535  ها در كمترين زمان، بيشترين باكتري در مقايسه با ساير باكترياين . تعيين گرديد
 ،الملليتواند در مجامع بيناين سويه مي.  تأييد شد،پي جذب اتميو با تكنيك اسپكتروسكزان حذف را نشان داد كه اين امرمي
 .نتخاب مناسبي براي حذف فلز سمي كبالت از محيط زيست باشدا

  
   بيومس ميكروبي ، پساب صنعتي،كبالت :هاي كليديواژه
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  مقدمه
 آلودگي محيط با پيشرفت صنعت و فناوري،

لوده به هاي آپساب .زيست نيز رو به افزايش است
از ) حتي در حد مجاز(مواد سمي و فلزات سنگين 

ادميوم، اورانيم، ارسنيك و سرب وقتي قبيل جيوه، ك
تاثير عوامل توانند تحتوارد محيط زيست شوند، مي

 تغليظ شده و ،مختلف فيزيكي، شيميايي و ميكروبي
اثرات هاي سطحي و زيرزميني، با آلوده كردن آب

  ).1( د كنند محيط زيست وارناپذيري برجبران
-حجمي آنفلزات سنگين، فلزاتي هستند كه وزن

 مراكز .متر مكعب است گرم بر سانتي5 بيش از ها
هايي از قبيل ها و كارگاهمختلف صنعتي، كارخانه

سازي، توليد قطعات ذوب فلزات، ذوب روي، باطري
 از مهمترين ،سازيالكترونيك، آبكاري و شابلون
وي اهاي صنعتي حواحدهاي توليدكننده فاضلاب

  .)2( آيندشمار ميفلزات سنگين و سمي به
 ،هاي مقاوم به فلزاتشناسايي ميكروارگانيسم

 گي محيط و نهايتاًنقش مهمي را در رابطه با آلود
با توجه به سطوح . دكن ميءيفا اهاتيمار اين محيط

-ها و بهغلظت بسيار بالاي برخي از فلزات در پساب
ها هاي آلوده به فلز، باكتريطور كلي در محيط

كنند كه منجر به  ميهاي مقاومتي را ايجادمكانيسم
يي تحمل سميت فلزي هاي مقاوم با تواناانتخاب گونه

توانند طور اتفاقي ميهاي آلوده بهمحيط. شوندمي
زمان فاكتورهاي مقاومت با تحول و باعث انتخاب هم

ري يا تغيير در دگرگوني در ساختار ژنتيكي باكت
 ،حسب ميزان آلودگي بر. شوندعملكرد باكتري 

 ظرفيت پلاسميدي يا ساختار سلولي ممكن است
- كه قدرت تحمل غلظتييجا تا آن،ها تغيير يابدآن

  ).4،3( را نيز داشته باشندهاي بالاتر تركيبات سمي 
وجود فلزات سنگين در يك منطقه آلوده، سلامت 

مواد سمي در صورت ورود . اندازدخطر ميانسان را به
ران آبزي  باعث مسموميت و مرگ جاندا،به منابع آب

شده و اگر آب آلوده به اين مواد توسط انسان مصرف 
شود، مسموميت، حساسيت شديد، ضايعات 

افتادگي ذهني، فراموشي، كروموزومي، عقب
، نرمي استخوان و گاهي هم پاركينسون، سنگ كليه

  ).5-7( كندهاي كشنده ايجاد ميسرطان

تواند از راه  فلز سنگيني است كه مي،كبالت
مقادير .  وارد محيط زيست شود،ي صنعتيهاپساب
براي بسياري از موجودات زنده از جمله انسان  كم آن

ميزان كبالت مورد نياز انسان در حدود  (ضروري است
اصلي و جز ، اين عنصر.) ميكروگرم در روز است3 تا 1

-و گلبول لوبينهموگ  است و در ساختB12ويتامين 
 ،ريتروپويتينساختمان ا شكل شركت درهاي قرمز به
 مجاز آنهاي بيشتر از حد غلظت اما ،نقش دارد

محيطي حد استاندارد زيست (داراي اثرات سمي است
اثرات جمله از  .) استppm 05/0 كمتر از ،كبالت

-خستوان التهاب ريه، خسمي سمي كبالت بر انسان
 تهوع و استفراغ، مشكلات جدي قلبي وكردن سينه، 

 كبالت اگر وارد. را نام بردين ايجاد مشكلاتي براي جن
تواند باعث  مي،گيرد پوست قرار عضله شود يا زير

  ).9،8(  شودبروز سرطان
ها هاي صنعتي و پساب ناشي از كارخانهفاضلاب

وفور .  متفاوتند،هاي توليديوردهآبا توجه به نوع فر
 ها درتركيبات شيميايي سمي در فاضلاب كارخانه

خانگي و همچنين برخورداري هاي مقايسه با فاضلاب
 محيط را براي موجودات اسيدي، از شرايط قليايي و

است كند و اين امر باعث شده ميزنده، نامساعد 
هاي هاي صنعتي به آبضرورت عدم تخليه فاضلاب

-سطحي و منابع آب زيرزميني و تصفيه اين فاضلاب
در اين بين . ها بيش از پيش مورد توجه قرار گيرد

هاي هاي مختلف زيستي كه از روشبا روشتوان مي
 انواع ،قبول در سطح جهان استاستاندارد و قابل 

 ).10( هاي حاوي فلزات سنگين را تصفيه نمودپساب
كاهش غلظت فلز در توانند با ها ميباكتري

كننده آن براي ث كاهش نقش مسمومباع، محيط
ي  فلز را برا،هابرخي از باكتري .شوندموجودات زنده 

اين . نمايندساختن مواد ساختاري خود ذخيره مي
بيني به جز جذب فلز در جدار خود، با موجودات ذره

كردن آن، محيط را براي ادامه كردن يا فراّرراسب
فيه با يند تصآامروزه فر. كنندحيات مساعد مي

هاي ها حتي در غلظتاستفاده از ميكروارگانيسم
  ).10( يردگخوبي صورت ميسيار پايين بهب

 اوليه الياف مصنوعي اصفهان كارخانه توليد مواد
(D.M.T.) معدن بوده  كه متعلق به بانك صنعت و
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مصرف در  ترفتالات موردمتيلتوليدكننده دي و
جمله  اكريل است، بدون شك ازكارخانه پلي

 و نقش موثر، صنعت كشور هايي است كه دركارخانه
نشدن آن دهحفظ محيط زيست و آلو. كليدي دارد

جمله اهدافي  ازوسط ضايعات احتمالي اين كارخانه، ت
توسط مسئولين اين  جدي و مستمر طوراست كه به

 مطالعه و ،علاوهبه .شود پيگيري و دنبال مي،كارخانه
چهارچوب  در نه نيزهاي كارخابررسي روي فاضلاب

  ).11( قرار گرفته استالذكر اهداف فوق
 ،تجربي است از نوع هدف ما در اين پژوهش كه

هاي مقاوم به كبالت از جداسازي ميكروارگانيسم
 و ايجاد بيومس زنده .D.M.Tپساب صنعتي شركت 

سازي و حذف شده و پاك هاي يادو غيرزنده از سويه
كبالت از پساب اين شركت با كمك توده زيستي 

شده و رساندن ميزان آن به حد استاندارد  ايجاد
  . است) ppm05/0  كمتر از(محيطي زيست
  

 هامواد و روش
 بردارينمونه

 ،از پنج حوضچه مختلف پساب صنعتي كارخانه
 100برداري در حجم نمونه. انجام شد گيرينمونه
مخصوص  ليتري از پساب با استفاده از ظروفميلي
ليتري سترون طي ميلي 250اي برداري شيشهنمونه

. تهاي مختلف صورت گرفروزهاي مختلف و ساعت
 ،اي شامل تاريخ برداشت شناسنامه،براي هر نمونه

برداري و نوع نمونه  محل نمونه،pH ،محل دماي
 فوراً به ،شدهآوريهاي جمعو نمونهشد تعيين 

 تا مراحل مختلف كار روي منتقل شدند آزمايشگاه
  .ها انجام گيردآن
  

  هاجداسازي و تخليص سويه
 به هاي مناسب مقاومجداسازي سويهبراي 

هاي كشت ميكروبيولوژيك شامل از محيط ،كبالت
وز نوترينت آگار، مالت اكستراكت آگار و سابورودكستر

 از هر ،در اين مرحله ).مرك آلمان( آگاراستفاده شد
ليتر در شرايط كاملا  ميلي10شده، نمونه همگن

ليتر سرم  ميلي90 در وشد  برداشته ،سترون
هاي براي تهيه رقتو گرديد فيزيولوژي سترون رقيق 

دهم به لوله آزمايش ليتر از رقت يك ميلي1 ،بعدي

ليتر سرم فيزيولوژي سترون انتقال  ميلي9محتوي 
هاي  در لوله10-6 تا 10-1هاي متوالي شد تا رقتداده

يزيولوژي سترون ليتر سرم ف ميلي9آزمايش حاوي 
) 10-5 و10-6هاي رقت( ييناپهاي از رقت. تهيه شود

-محيط گرديد و در برداشت ،ليتر ميلي1/0ميزان به 
شده با استفاده از روش كشت  هاي استاندارد ياد

تلقيح و با  ،جهت بازيافت جمعيت ميكروبيمتراكم 
شناسي ريخت .اي سترون كشت شدندميله شيشه

 در گذاري ساعت گرمخانه72 تا 24ها بعد از پرگنه
. گرفت قرارگراد مورد مطالعه  درجه سانتي30دماي 
اشكال  هايي كه ميزان كافي و مناسبي پرگنه باپليت

)  كلني30 تا 20حدود(ماكروسكپي مختلف داشتند 
- از روش خالصهاانتخاب و براي تفكيك انواع پرگنه

-هاي جدااز سويه. كشت خطي استفاده شدسازي 
آميزي گرم روي لام ميكروبيولوژيك به  رنگ،شده

ها پي و واكنش گرم آنوعمل آمد تا شكل ميكروسك
  .تعيين شود

  
هاي ها به كبالت و تعيين سويهسازش سويه

  مقاوم به كبالت
هاي كشت محتوي فلز در اين مرحله، محيط

 2 ، و1 ،8/0، 4/0، 2/0، 1/0، 05/0به ميزان (كبالت 
 استفاده از كلريد با) قسمت در ميليون فلز كبالت

از پس . تهيه شد  CoCl2(H2O)6 آبه6كبالت 
هاي مقاوم به سويه ،شدههاي تخليصهكشت سوي

ها براي مرحله و بهترين سويهكبالت انتخاب گرديد 
 همه ،براي اين منظور. بعدي آزمون انتخاب شد

هاي آمده روي محيط دستهاي ميكروبي بهسويه
ها به كشت داراي كبالت كشت شدند و مقاومت آن

  .كبالت بررسي گرديد
  

   بيومس سلوليتهيه
براي ايجاد بيومس سلولي از محيط 

 استفاده BHI  (Brain Heart Infusion)كشت
ي س سي5 به ،ابتدا يك پرگنه از سويه مورد نظر. شد

 24و شد در لوله آزمايش انتقال داده BHI محيط
راد نگهداري گ درجه سانتي30ساعت در دماي 

ي لوله ا محتو،سپس براي ايجاد بيومس بيشتر. گرديد
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دار محتوي س از اختلاط كامل، به ارلن مگنتقبلي پ
 افزوده و در دماي BHIسي محيط كشت سي 45
زن مغناطيسي با دور هم درجه سلسيوس روي 30

rpm 200 حجم ياد.  روز نگهداري شد2دت به م 
سي  سي450دار محتوي شده نهايتاً به ارلن مگنت

پس از گذشت دوره . شدنهايي برده BHI محيط
 روز در 7 تا 3گراد،  درجه سانتي30(ذاري گگرمخانه

توده باكتريايي با استفاده )  دور در دقيقه200تكان 
قيقه  د20 به مدت rpm  5000وژ در دوريسانتريف از

اين توده در طي سه مرحله با سرم . شد جدا
. گرديد  شستشو و سپس جدا،فيزيولوژي سترون

 هاي بخشي از توده،شدهبراي تهيه بيومس كشته
ماري  دقيقه در بن20مدت روش بالا به شده به تهيه
  .شد  قرار دادهگراد سانتي درجه70
  

  حذف زيستي كبالت در فلاسك لرزان
ليتر پساب  ميلي100، براي انجام عمليات حذف

ماير  در ارلن .D.M.Tهاي صنعتي شركت حوضچه
سپس بيومس . آوري شد جمع،ليتري ميلي250

با دانسيته  ،شدهزنده وكشتهصورت  ميكروبي به دو
-، در فلاسكpH=7 و pH=6و در  درصد 2تلقيحي 

براي رسيدن به بهترين . فتكار ر حاوي پساب بههاي
بيومس ميكروبي زنده  بررسي و مقايسه نتايج ،نتيجه

- چون در برخي پژوهش.شده صورت گرفتو كشته
 ،شدههاي قبل بيومس كشتهشده در سالهاي انجام
ت و كاربردي در حذف فلزات سنگين نشان نتايج مثب
در بيومس  نشان داده شده ،طور مثال به،داده است

هاي خالي ايجاد  گرانول،حرارتشده با سلولي كشته
  كه باعث جذب بيشتر فلزات خواهد شدشودمي

ها در كنار نمونه بدون باكتري اين نمونه ).12(
 rpm200  روز در سرعت تكان3ظرف مدت ) شاهد(
.  شدندنگهداريگراد  درجه سانتي30 در دماي و

موجود در نمونه، هر روز از براي ارزيابي ميزان كبالت 
عمل آمد و با گيري به نمونه،شدههاي يادفلاسك

دستگاه اسپكتروسكوپي جذب اتمي ميزان اين فلز 
 روش آناليز كبالت شامل سه مرحله .سنجش شد

دن نمونه با سازي و خوان رقيق،سازي نمونهآماده
 طور خلاصه در روشاستاندارد مناسب است كه به

 اگر .رسانندونه را به پايه كبالت ميمسازي نآماده

،  در ظرف پلاتيني،داراي ماده آلي باشد نمونه
 در كوره الكتريكي از بين و كربن آنشده سوزانده

مانده به نسبت  كبالت باقي،و در نهايتشود ميبرده 
-ميرارت داده ح اسيد كلريدريك  با،حجم به حجم

صورت محلولي  و كبالت در اسيد حل شده و بهشود
اگر مقدار كبالت از . شود آماده خواندن مي،از كبالت

 بايد ،آن بيشتر باشد) ppm 4-1(ماكزيمم استاندارد 
قدر رقيق شود تا در محدوده خطي نمونه آن

در مرحله خواندن نمونه با . استاندارد قرار گيرد
 به دستگاه ppm 4-1استاندارد مناسب، استاندارد 

-را رسم مي منحني جذب آن ،شده كه دستگاهداده
 كه شدهكند و سپس نمونه مورد نظر به دستگاه داده

 و بر اساس ppm غلظت نمونه بر حسب ،در نهايت
  . خوانده خواهد شد،جذب نمونه

  
  هاي برترشناسايي سويه

هاي برتر  سويهبراي تعيين هويت دقيق سويه يا
 اصفهان، .D.M.Tجداشده از پساب صنعتي شركت 

  .روش شناسايي بيوشيميايي و ژنتيكي انجام گرفت
  

 شناسايي بيوشيميايي
 برتر، از هايبراي شناسايي بيوشيميايي سويه

 ها، توليد گازيداز، تخمير قندهاي كاتالاز، اكسآزمون
هيدروژن، مصرف  سولفيد كربنيك، توليد گاز

زايي، ات، تجزيه اوره، حركت سلولي، اندولسيتر
  .رد و وژزپرسكوئر استفاده شدواكنش متيل

  
  شناسايي ژنتيكي

از آزمون تعيين ، هاي برتربراي شناسايي سويه
 استفاده شد كه در موسسه 16SrDNAتوالي 

، مرحله در اين .پيشگامان زيستي پارسه انجام گرفت
فرم استخراج كلروماده ژنتيكي باكتري با روش فنل

 از پرايمر يونيورسال .P.C.Rشد و براي انجام آزمون 
16SrDNA ،زبا استفاده ا استفاده شد و در نهايت 

 تكثير ماده ژنتيكي ، سيكل35دستگاه ترمال سايكلر 
  .انجام گرفت
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  نتايج
هاي مربوط به در مجموع از كشت نمونه

 و لاگون 4B و 4A، 5، شماره 2هاي شماره حوضچه
 سويه ميكروبي بر اساس شكل پرگنه 56، 1ه شمار

 ، عدد آن51 جدا و تخليص شد كه تعداد ،مربوطه
 شامل ، عدد آن5هاي باكتريايي و تعداد شامل سويه

 گونه باكتريايي 16 ،از اين تعداد. هاي كپكي بودسويه
  ppmو يك گونه كپكي نهايتاً توانايي رشد در حضور

 ،هاي حذفون كبالت را داشتند كه براي آزم2
، pH تأثير سه عامل ،براي اين منظور. استفاده شدند

و زمان ) زنده، كشته شده با حرارت(نوع توده سلولي 
. بر عملكرد سويه ميكروبي، مورد ارزيابي قرار گرفت
 Tنتايج مربوط به تأثير توده سلولي با كمك آزمون 

 ،1جدول قالب هاي مستقل ارزيابي شد كه در نمونه
   .ده استخلاصه ش

  
 ها براي حذف كبالتبودن تأثير نوع بيومس در توانايي ميكروارگانيزمدارهاي مستقل براي بررسي معني نمونهT آزمون -1جدول 

)p<0.05(.  
p  t سويه  ميانگين انحراف معيار 

 0.001  توده زنده 1.7458 0.16011
 

-3.414 
 توده مرده 1.8812 0.11015 

D4-3 

  توده زنده 1.9604 0.10732
0.010 2.683 

 توده مرده 1.8333 0.20572
A2 

 0.226  توده زنده 1.6208 0.23953
 

-1.227 
 توده مرده 1.7000 0.20642 

C2-8 

  توده زنده 1.4958 0.35199
0.664 -0.437 

 توده مرده 1.5375 0.30760
D3-6 

 0.295  توده زنده 1.6000 0.27187
 

-1.060 
 توده مرده 1.6771 0.23030 

B2 

  توده زنده 1.0588 0.56293
0.444 -0.772 

 توده مرده 1.1771 0.49672
D3-5 

 0.199  توده زنده 1.1792 0.52439
 

-1.305 
 توده مرده 1.3562 0.40895 

D4-4 

  توده زنده 1.2521 0.57265
0.110 -1.629 

 توده مرده 1.4792 0.37181
C3-3 

 0.214  توده زنده 1.3929 0.37623
 

-1.259 
 توده مرده 1.5167 0.30024 

D2-5 

  توده زنده 1.3188 0.42677
0.212 -1.267 

 توده مرده 1.4583 0.33057
C3-2 

 0.534  توده زنده 1.8200 0.12297
 

-0.626 
 توده مرده 1.8417 0.11672 

C2-1 

  توده زنده 1.5458 0.35137
0.081 -1.782 

 توده مرده 1.7029 0.25106
Mold 

 0.570  توده زنده 1.9771 0.04658
 

0.572 
 توده مرده 1.9667 0.07614 

C1-1 

  توده زنده 1.7333 0.19035
0.000 -4.703 

 توده مرده 1.9313 0.07914
D2-2 

 0.030  توده زنده 1.5625 0.33207
 

-2.239 
 توده مرده 1.7438 0.21685 

D4-7 

  توده زنده 1.6021 0.29284
0.025 -2.317 

 توده مرده 1.7708 0.20372
D3-4 

  توده زنده 1.5125 0.30226
0.006 -2.889 

 توده مرده 1.7292 0.20899
D4-1 
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 نوع ،شود مشاهده مي1طور كه در جدول همان
، D4-3 ،A2  ،D2-2هاي عمل سويه  بر،توده سلولي

D4-7 ،D3-4 و D4-1 ،داري داشته است تأثير معني

نتايج مربوط به تأثير . شود تأييد ميp<0.05كه با 
pH با كمك آزمون Tهاي مستقل ارزيابي شد  نمونه

 . خلاصه شده است2كه در جدول 
  

  در توانايي ميكروارگانيزم براي حذف كبالتpHبودن تأثير دارهاي مستقل براي بررسي معني نمونهT آزمون -2جدول 
)p<0.05(.  

p  t سويه  ميانگين انحراف معيار 
0.16004 1.7812 pH 6 

0.143 -1.489 
0.13981 1.8458 pH 7 

D4-3 

0.13538 1.9062 pH 6 
0.714 0.369 

0.20917 1.8875 pH 7 
A2 

0.22933 1.6708 pH 6 
0.752 0.318 

0.22458 1.6500 pH 7 
C2-8 

0.34505 1.5417 pH 6 
0.602 0.524 

0.31473 1.4917 pH 7 

D3-6 

0.26289 1.5958 pH 6 
0.245 -1.178 

0.23903 1.6813 pH 7 
B2 

0.56080 1.0667 pH 6 
0.508 -0.668 

0.50095 1.1692 pH 7 
D3-5 

0.53302 1.1458 pH 6 
0.074 -1.826 

0.37878 1.3896 pH 7 
D4-4 

0.56228 1.1562 pH 6 
0.002 -3.237 

0.29229 1.5750 pH 7 
C3-3  

.37639 1.4083 pH 6 
0.353 -0.939 

.30580 1.5012 pH 7 
D2-5 

.41672 1.3313 pH 6 
0.307 -1.034 

.34795 1.4458 pH 7 
C3-2 

.13000 1.7929 pH 6 
0.026 -2.304 

.09534 1.8687 pH 7 
C2-1 

.36173 1.5292 pH 6 
0.033 -2.196 

.22270 1.7196 pH 7 
Mold 

.07369 1.9604 pH 6 
0.209 -1.275 

.04815 1.9833 pH 7 

C1-1 

.19111 1.8000 pH 6 
0.206 -1.284 

.15567 1.8646 pH 7 

D2-2 

.33524 1.5604 pH 6 
0.026 -2.296 

.21003 1.7458 pH 7 
D4-7 

.31077 1.6125 pH 6 
0.051 -2.004 

.18473 1.7604 pH 7 
D3-4 

.29506 1.5646 pH 6 
0.165 -1.409 

.25664 1.6771 pH 7 
D4-1 

  
شود، عامل  مشاهده مي2طور كه در جدول همان

pH،هاي عمل سويه  برC3-3 ، C2-1  ،Mold، D4-7 
 p<0.05داري داشته است كه با  تأثير معني،D3-4و 

  .شودتأييد مي

 17داري عامل زمان را در ميزان معني، 3جدول 
 مشاهده گونههمان .دهدمايش نشان ميسويه مورد آز

 در 14و  12، 11، 8، 5، 4هاي رديف  سويه،شودمي
داري باعث تغيير  به صورت معنيp<0.05سطح 

  . اندميزان كبالت شده
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  .)ANOVA(عامل زمان روي حذف كبالت داري  ميزان معني-3جدول 
  D4-3  A2  C2-8  D3-6  B2  D3-5  D4-4  C3-3  D2-5  C3-2  C2-1  Mold  C1-1  D2-2 D4-7  D3-4  D4-1  سويه
Sig 749/0  586/0  398/0  015/0  000/0  633/0  119/0  000/0  255/0  332/0  003/0  025/0  144/0  024/0  879/0  127/0  306/0  

  
-يي سويهآبراي بررسي تأثير همه عوامل بر كار

 يك آزمون مدل خطي عمومي ،گانههاي هفده
)G.L.M. ( 4جدول انجام گرفت كه نتايج آن در 

  .خلاصه شده است
  

  .)GLM( روي عمل باكتري براي حذف كبالت )ي سلولي و زمان، نوع تودهpH(ي عوامل  آزمون تأثير همه-4جدول 
Sig Adjusted R Squared F Mean square مؤلفه  سويه  
.000 .933 44.318 .069 D4_3 a 
.000 .942 51.778 .092 A2 b 
.000 .942 52.148 .152 C2_8 c 
.000 .971 105.529 .330 D3_6 d 
.000 .976 129.892 .196 B2 e 
.000 .990 313.099 .870 D3_5 f 
.000 .986 219.190 .696 D4_4 g 
.000 .957 71.181 .734 C3_3 H 
.000 .969 100.192 .360 D2_5 I 
.000 .987 244.487 .458 C3_2 J 
.000 .944 53.431 .043 C2_1 K 
.000 .958 73.346 .297 Mold l 
.067 .217 1.870 .006 C1_1 M 
.000 .939 49.331 .092 D2_2 N 
.000 .954 65.438 .259 D4_7 O 
.000 .939 49.520 .209 D3_4 P 
.000 .930 42.596 .233 D4_1 Q 

  
داري اثر همه عوامل و پس از بررسي معني

 گونه، همان01/0ها در سطح دار شدن همه آنمعني
شود، ضريب تعيين خطي  ديده مي4كه در جدول 

 مقادير )217/0 (mبه جز مؤلفه ) R Square(مدل 
دهد كه اين اعداد، حكايت از بسيار بالايي را نشان مي

در اين بين، سويه . اعتبار بسيار بالاي اين مدل دارد
D3-5 ،C3-2 ،D4-4  و 987/0، 990/0 به ترتيب با 
در همه سطوح عوامل براي ، بيشترين تأثير را 986/0

هايي كه در مجموع، سويه. الت نشان دادندحذف كب
 و بيشتر،  درصد50  ساعت، توانايي حذف24پس از 

 D3-5كبالت را از پساب مربوطه داشتند، به ترتيب 
 50( C3-3و )  درصد60( D4-4، ) درصد5/62(

 ساعت، 72 و 48 پس از C3-3بودند و سويه ) درصد
 درصد و 16/74ذف را به ترتيب با بيشترين ميزان ح

  . درصد نشان داد34/78
 هاي يادمنحني تغييرات كبالت مربوط به سويه

، با توده سلولي زنده صورت گرفت pH 6شده كه در 
  .شود مشاهده مي1 نمودار در كنار شاهد در

0

0.5

1

1.5

2

2.5

0 1 2 3

pp
m
  

ت 
بال
ن ک

يزا
م

 

 روز

D3‐5

D4‐4

C3‐3

Control

- تغييرات كبالت طي مدت سه روز توسط سويه-1نمودار 
، C°30دماي ( اي برتر در كنار شاهد بدون باكتريه

ي  ، تودهrpm  200،pH 6، تكان% 2ي سلولي دانسيته
  .)سلولي زنده

  
 هايي شناسايي چهار سويه برتر، آزمونارب

دست نتايج به. رفتبيوشيميايي و ژنتيكي صورت پذي
 چهاربراي تشخيص  هاي بيوشيمياييآمده از آزمون

يشترين كاهش را در ميزان سويه باكتريايي كه ب
 در ، اعمال كردند.D.M.Tكبالت پساب كارخانه 

شده  هاي يادسويه. صه شده است خلا5جدول قالب 
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صورت ترتيب بهدر مطالعه ميكروسكوپي به
كوكوباسيل گرم منفي، باسيل گرم منفي، كوكوباسيل 

  .گرم منفي و باسيل گرم منفي مشاهده شدند

  
 .ي برترهاي بيوشيميايي براي تشخيص چهار سويهه آزمايش نتايج مربوط ب-5جدول 

گاز  SH2  حركت  اندول VP MR  نام سويه
(Co2)  

  كاتالاز  اكسيداز  سيترات  اوره  لاكتوز  گلوكز

C3-3 +  _  _  +  _  _  +  +  _  +  +  +  
C3-2  +  _  _  +  _  _  +  +  W  +  _  +  
D4-4  +  _  _  +  W  +  +  +  +  +  _  +  
D3-5  _  +  +  +  _  +  +  +  _  _  _  +  

  
دست آمده در آزمون ژنتيكي تعيين نتايج به

، C3-2 هاي ريبوزومي سويه16SrDNAتوالي 
D3-5 ،C3-3 و D4-4 ، به ترتيب

Enterobacter cloacae subsp. cloacae 
ATCC 13047 ،Escherichia coli MS 57-

2  ،Xanthomonas fuscans subsp. 
aurantifolii str. ICPB 10535  و 

Enterobacter cancerogenus ATCC 
  . تشخيص داده شد 35316

  
  بحث

 اصفهان D.M.Tاين مطالعه روي پساب كارخانه 
  و از روش صورت گرفت،است كبالت اي فلزكه دار

 زيستي براي حذف اين فلز از پساب توده گيريكاربه
 حضور فلزات سنگين با .خروجي آن استفاده شد

كه  طوري به،ايجاد مقاومت در محيط ارتباط دارد
هاي  مكانيسم،ها در حضور فلزاتميكروارگانيسم

-كنند كه منجر به انتخاب هممقاومتي را ايجاد مي
. شودهاي مقاوم با قابليت تحمل فلزي ميونهزمان گ

ميزان فلز كبالت در پساب صنعتي مورد مطالعه در 
 زير( المللي بيش از استانداردهاي بين،اين تحقيق

ppm 05/0 (مطالعاتي كه توسط  در .دگزارش ش
A.Rajbashi روي باكتري)13 (2008 در سال -

هاي مقاوم به فلز سنگين در كارخانه تصفيه فاضلاب 
Gehesworiباكتري مقاوم به 10،  صورت گرفت 

 تصفيه فاضلاب جدا فلز سنگين از حوضچه هوازي
 و Staphylococcus، E.coliشدند كه شامل 

Klebsiellaمو مقاوم به كر ،Acinetobacter ،
Flavobacterium و Citrobacter مقاوم به 

 مقاوم به Bacillus و Staphylococcus، كادميوم
 مقاوم به مس و Pseudomonasنيكل، 

Methylobacterium و همهبود مقاوم به كبالت  
 مقاومت بالايي را به فلزات سنگين با هااين باكتري

-500  در محدوده(MIC) حداقل غلظت مهاركننده
آزمايش تحمل .  نشان دادندگرم بر ليترميلي 150

فلز سنگين در نمونه حوضچه هوازي، بيشترين 
تحمل ميكروبي را به كروم و كمترين تحمل ميكروبي 

شد كه با همچنين نشان داده. را به نيكل نشان داد
 بار ميكروبي نيز كم ،افزايش غلظت فلزات سنگين

نگين بر دهنده اثر سمي فلزات سشود كه نشانمي
شده بر در مطالعه انجام. ست اهاشد ميكروارگانيسمر

 ، برتر سويه چهار،DMTروي پساب شركت 
 كه مقاومت  بودندمنفي گرمهاي يا باسيلكوكوباسيل

-منفي به فلزات سنگين را نشان ميهاي گرمباكتري
كه در مقايسه اي شده باكتريوهش انجامدر پژ .دهد

زمان بيشترين مقدار  ترينها در كمبا ساير باكتري
 Xanthomonas fuscansحذف را انجام داد

subsp aurantifolii str ICPB 10535  بود 
  .منفي استاي گرمكه يك باكتري ميله

االله  حبيبكه توسط فرشيد قرباني و ايدر مطالعه
 جذب سطحي  در مورد1387يونسي در سال 

نجام كارومايسس سرويزيه ااكادميوم توسط بيومس س
هاي لولشد كه ميزان جذب س نشان داده،گرفت

يه در مراحل مختلف مخمر ساكارومايسس سرويز
، رشد نماييفاز   يكسان نيست و در پايان،رشد
فاز . دهدرين ميزان جذب را از خود نشان ميبيشت

 ساعت شروع شد و در 4 پس از حدود ،رشد نمايي
. دن به حداكثر رشد خود رسيدها ساعت سلول16طي 
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دست آوردن توان نتيجه گرفت كه براي بهپس مي
ها  لازم است سلول،حجم بالا و قابليت جذب بيشتر

استفاده از  البته . ساعت جداسازي شوند16پس از 
 از برخي ،هاي زندههاي غيرزنده نسبت به سلولسلول

، هاي مردهكه سلولاز جمله اين ؛مزايا برخوردار است
شوند و ميماي اتاق ذخيره  طولاني در دمدت زمان

گيرند  ديگر قرار نميتحت تاثير سميت فلزات و مواد
، علاوههب. و نياز به مواد غذايي براي رشد ندارند

هاي فيزيكي و ها به روشاوليه و كشتن سلولتصفيه 
ها نسبت به  باعث افزايش ظرفيت جذب آن،شيميايي

 شدههاي كشته عيب سلول.شودهاي زنده ميسلول
 محدوديت ظرفيت ،هاي زنده سلولدر مقايسه با

 Johncy Rani, M در مطالعه ).14( جذب است
اي براي حذف فلزات سنگين ، مقايسه2010در سال 

. شده انجام گرفت ثابتزندههاي مرده و توسط سلول
در بخشي از اين مطالعه كه براي جذب سطحي 

 ،حركت انجام گرفت بي زندههايتوسط سلول
Bacillus sp  از فلز  درصد 34/69در حدودCu، 

Pseudomonas sp  از  درصد 41/90حدود  در
Cd و Micrococcus spدرصد27/84  در حدود  
  مردههايكه سلولحاليد در  را حذف كرPbاز 

Bacillus sp ،Pseudomonas sp 
 73/44 ميزان ترتيب به به Micrococcus spو

  درصد22/79  وCdاز  درصد 66/88 و Cu از درصد
نتايج آزمايشگاهي نشان داد .  را حذف كردندPbاز 

-شده نسبت به سلول تثبيتهاي زندهسويهكه همه 
اي براي  داراي توانايي بالقوه، باكترياييهاي مرده

. هاي صنعتي بودند از فاضلابPb, Cd, Cu حذف
- سويه، همه )9 تا 5( استفاده شده pH در محدوده

. ودند به فلز سنگين رشد كرده بهاي باكتريايي مقاوم
- حساس است و جايگاهpHيند جذب سطحي به فرا

- تحتpHهاي اتصال به فلز در سطح سلول توسط 
هاي سطح  جايگاه، كمpHدر . گيردتاثير قرار مي
 ،متصل شده و از اين راه +Hهاي سلولي به يون
 غيرقابل ،هاي ديگرها براي كاتيونساختمان آن
تواند باعث  ميpHو افزايش شود دسترس مي

 افزايش ليگاندهاي با بار منفي شود كه موجب
 Bacillus. شودها ميافزايش اتصال كاتيون

sp،Pseudomonas sp و  Micrococcus sp 

 ايي جذب سطحي ماكزيمم براي فلزاتداراي توان
Pb, Cd, Cu در  ترتيببهpH  6 و 6 ،7برابر با 

 8 تا 4محدوده در بالاترين ميزان جذب  بودند و
 تقريبا همه pHافتاد كه در اين محدوده از اتفاق مي

توانستند باعث حذف طور وسيعي ميانواع بيومس به
اي كه بين  در مقايسه،در اين مطالعه. فلزات شوند

هاي باكتريايي جذب سطحي فلز سنگين توسط سلول
 ،حركت انجام گرفتهاي باكتريايي بيمرده و سلول

، Bacillus sp هاي مردهكه سلول دمشاهده ش
Pseudomonas spو  Micrococcus sp به 

و Cd   از درصدCu ،66/86 از  درصد73/44ترتيب 
 در ؛توانند حذف كنندرا مي Pb از  درصد22/79

، Bacillus spحركت  بيزندههاي كه سلولحالي
Pseudomonas spو  Micrococcus sp،به -
 Cu 41/90 از د درص34/69ترتيب باعث حذف 

. شدند ميPb از  درصد27/84  وCd از درصد
 همه اين نتايج نشان داد كه توانايي جذب ،بنابراين

 بيشتر  به مراتب،هاي زنده تثبيت شدهسطحي سلول
علت اين پديده . هاي باكتريايي مرده استاز سلول

  باكتريايي مرده دارايهاي كه سلولتواند آن باشدمي
گالي، نيروي مكانيكي و استحكام ذرات كوچك با چ

شده بر روي پساب در مطالعه انجام. كم هستند
 نسبت  نتايج بهتري، بيومس زنده،D.M.Tشركت 
  ).15(  دادشده با حرارت نشان كشتهبه توده

شده كه نشان دادهو يونسي در مطالعه قرباني 
  با بيشتر،هاي فلز كادميوم در آبميزان جذب يون

 ساكارومايسس سرويزيه افزايش شدن غلظت بيومس
ومس يابد كه اين ازدياد جذب با افزايش غلظت بيمي
 فعال روي هايافزايش موقعيتتواند ناشي از مي

 2، غلظت شده در پژوهش انجام. سلولي باشدديواره
نظر از صرف . براي توده سلولي انتخاب گرديددرصد

و يونسي  قرباني  مطالعهمقادير متفاوت جذب، در
 هايون يها جذب صورت گرفته وpH قريبا در همهت

-له ميأشدند كه اين مسفلزي از محلول حذف مي
 حذف فلزات زيستيهاي تواند بيانگر كاربرد روش

 .هاي صنعتي باشدهاي مختلف پسابpHسنگين در 
 روي 7/8 و 5 و 3/1 مختلف pH اثر سه ،از اين رو

ي  بررسهاي كادميوم توسط مخمرميزان جذب يون
 ميزان جذب كم ،3/1 برابر pHكه در است  شده
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-مي افزايش ميزان جذب ،5 به pHبوده و با افزايش 
 كمتر ،8/7 برابر pHهمچنين ميزان جذب در . يابد
 2003تحقيقي در سال .  است5 برابر pHاز 

صورت گرفت كه و همكاران   Vasudevanتوسط
 ظرفيت جذب مخمر ساكارومايسس نشان داد
 بيشتر ،pH همراه با افزايش ، فلز كادميومسرويزيه با

 معادل pHمقدار ماكزيمم ظرفيت جذب در . شودمي
 pHبا اين حال افزايش بيشتر .  گزارش شده بود5/6

در ). 16(  شد، باعث كاهش ظرفيت جذبمحلول
و  ,Mulaba-Bafubiandi  كه توسط،ديگرمطالعه 

 جذب ، انجام گرفت2009همكارانش در سال 
هاي هيدرومتالوژي لت و مس از محلولسطحي كبا

در اين .  بررسي شدPseudomonas sppتوسط 
 جذب سطحي اين باكتري براي حذف مس و ،مطالعه

ها در شرايط هاي سنتتيك آنكبالت از محلول
 غلظت و ، زمان، دما،pHآزمايشگاهي متفاوت از نظر 

 جذب سطحي  ،در اين مطالعه.  بررسي شد،حجم فلز
 37 و دماي pH=6 در  درصد45ابر با براي مس بر
 ساعت بود و براي 24گراد و در طي درجه سانتي

 37 و دماي pH=6در  درصد 40كبالت برابر با 

هايي  ساعت از محلول24گراد و در طي درجه سانتي
همچنين ماكزيمم . بود )مولار07/0(هاي كم با غلظت

 هاي آب معدنيميزان بازيافت مس و كبالت از نمونه
 درصد و 73ترتيب برابر با  از فاضلاب بهشدهمشتق

 شده رويدر پژوهش انجام ).17(  مي باشد درصد65
- توسط سويهبهترين حذف  .D.M.Tپساب شركت 

با نتايج پژوهشگران شد كه مشاهده  pH=6 در ها
 .  داردشده همخوانيياد
  

  تقدير و تشكر 
 شركت توليد مواد اوليه الياف  مديريتاز
 جناب آقاي مهندس ،).D.M.T( ي اصفهانمصنوع

 محترم آن شركت محمدرضا حقايق و پرسنل
 ممتاز و خصوصاً آقاي مهندس ضيغمي و آقايان

 آقاي دكتر محمدرضا قمي عضو پارسايي و جناب
كه ما را در  علمي دانشگاه آزاد اسلامي تنكابن تهيأ
كمال تشكر و امتنان  ، اين تحقيق ياري نمودندمانجا
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