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Abstract 
Introduction: Similar to some organic materials the heavy metals are not easily 
removed from the environment because of the toxic nature and form a class of stable 
and non-biodegradable pollutants. These elements enter the nature and the food 
chain as a result of natural activities such as eruptions of volcanoes and human 
activities such as mining, producing industrial and urban wastewaters and applying 
pesticides. 
Materials and Methods: In this study, chrome (VI) -resistant bacteria were isolated 
from the industrial wastewater taken from Isfahan Mobarakeh Steel Complex. The 
isolated strains were identified and their resistance to chromium was determined and 
the strain with the highest resistance to chromium was used for its bioremediation. 
Data were analyzed using descriptive statistics and one way ANOVA. 
Results: The results of this study led to the identification of five chrome resistant 
strains that the Micrococcus luteus SEHD031RS bacterium was detected as the best 
chrome resistant strain due to the minimum inhibitory concentration of 140 mgL-1 
and minimum bactericidal concentration of 152 mgL-1. In this study, the highest 
chromium removal rate of 82.5% was obtained at pH 4, concentration of 30 mgL-1 
and 96 hours. 
Conclusion: The results of this study indicate that the Micrococcus luteus 
SEHD031RS strain can be used as an effective microorganism in removing 
chromium from industrial wastewater or environmental bioremediation. 
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Introduction  
Industrial wastewater contains various 

pollutants among which heavy metals play a 
significant role in environmental pollution and 
human health. Metals are probably the oldest toxin 
detected by humans and naturally found in the 
Earth's crust. In general heavy metals refer to the 
metals with a density of higher than 5 gcm-2 and 
have the atomic weights within the range of 63.5-
200.6 and heavily influence the environment and 
living organisms. Heavy metals are one of the most 
persistent and non-degradable biological pollutants 
that can find their way into the food chain through 
entering the environment Elements such as arsenic, 
cadmium, chromium, lead and mercury are of 
higher importance in public health because of high 
toxicity.  

The earth’s crust erosion and the leaching of 
heavy metals, volcanic eruptions, re-suspension of 
sediments and evaporation of metal from water 
sources to the soil and groundwater are among the 
natural ways of entering heavy metals into the 
environment. It is also reported that natural 
phenomena such as climatic conditions 
significantly contribute to contamination caused by 
heavy metals. Human-caused environmental 
pollution can occur through mine extraction, 
industrial wastewater, urban runoff, sewage 
discharge, insecticides and the disease control 
agents applied in the farms. 

Accordingly several techniques are being used 
to remove or recover heavy metals from the 
polluted environments. The adsorption, 
coagulation and flocculation, chemical 
precipitation, electrochemical technics, 
evaporative recovery, ion exchange and fuzzy 
techniques are some common methods for the 
removal and recovery of heavy metals. However, 
these techniques are expensive, impractical or non-
inclusive for the recovery of heavy metals. Most of 
these methods will not be effective when the metal 
concentration is less than 100 mgL-1. Separation 
with physical and chemical techniques is also faced 
with many challenges due to the high solubility of 
most heavy metal salts in the solution. Therefore, it 
is required to evaluate alternative techniques to 
find a particular method and the method should be 
applicable based on local conditions and be able to 
meet the requirements. 

Bioremediation is an innovative technique for 
the removal and retrieval of heavy metal ions from 
the polluted regions and involves the use of living 

organisms to reduce or recover of heavy metal 
pollutions as less hazardous types using the algae, 
bacteria, fungi or plants’ activities. This method is 
used to strip heavy metals from the polluted 
wastewater and soils. It is also an attractive 
alternative to chemical and physical techniques and 
the use of microorganisms plays a significant role 
in the heavy metal treatment. 

Chromium (VI) exists in the wastewater as 
anions of chromate (CrO42-) and dichromate 
(Cr2O72-) and does not easily precipitate by the 
physicochemical methods. In order to solve this 
problem the study on the removal of this element 
by the biosorption is intensified. There are some 
bacteria in the basins which using the collection of 
raw wastewater of Steel Factories of Isfahan 
Mobarakeh (SFIM) that can survive under heavy 
concentration of Cr+6. Therefore, the bacteria 
strains were extracted from the precipitate of the 
basins and the most resistant strain was selected for 
this study as it can growth the presence of 
hexavalent chromium. In the present study the 
strain highest potential for the removal of 
chromium (VI) was reported. The effect of pH, 
initial Cr+6 concentration and exposure time on Cr 
(VI) reduction was reported. 

Methodology 
Sample collection and analysis 

Wastewater and sludge samples were collected 
from the SFIM, Iran. In order to arrest the biological 
activity, the samples were stored at 4 ͦC. The pH, 
temperature, TKN, BOD, COD, Cr+6, Ni and Pb 
concentration of the wastewater were analyzed.  

Isolation and identification of chromium 
resistance bacteria  

 In the present study, Brain Heart Infusion (BHI) 
agar and nutrient agar were purchased from 
QUELAB, Canada and MERCK, Germany, 
respectively. The steel wastewater sample was 
diluted from 10-1 to 10-7 in sterile distilled 
deionized water and plated on the BHI medium and 
incubated at 34±1 ͦC for 48 hr. Plates with sufficient 
quantity and appropriate colonies with different 
types of microscopy were selected and the linear 
culture method was used to isolate and purify 
various strains [15]. The type of stain was identified 
according to the Berey method [16]. Also, other 
biochemical and morphological characteristics of 
the strains  including spore staining, glucose 
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fermentation, menthol fermentation, NaCl 6.5%, 
movement, catalase, oxidase, acid production from 
glucose, starch hydrolysis and citrate consumption 
were investigated. 

Determining the resistance of strains 
To determine chromium resistant strains, the 

nutrient agar medium containing hexavalent 
chromium concentrations of 1, 2, 3, 4 and 5 ppm 
were prepared from the stock solution of potassium 
dichromate. After culturing the released strains of 
the previous stage, the minimum inhibitor 
concentration and minimum bactericidal 
concentration of the strains was measured at high 
concentrations of chromium (VI) and best strains 
were selected. 

Identification of the bacterial isolates 
16S rDNA gene sequencing was used to identify 

the superior strains. DNA extraction was done by 
boiling method. After quantitative testing by 
NanoDropTM the extracted solution was stored for 
molecular analyses. The PCR reaction consisted of 
1.3 μL DNA, 8.2 μL sterilized distilled water, 10 μL 
Master mix, 0.3 μL of the reverse primer and 0.3 μL 
of forward primer. 

The PCR reaction conditions included initial 
denaturation at 95 ° C for 5 minutes and then 35 
cycles, 94 ° C for 30 seconds, 53°C for 40 seconds, 
72°C for 40 seconds, and ultimate expansion at 
72°C for 8 minutes. To check the quality of the 
primer, 2 μL of the product was transferred with Gel 
Read and Dy 6X onto agar gel 1.2% and PCR 
accuracy was confirmed by electrophoresis after an 
hour with a constant voltage of 120 V and observing 
bands of 1100 BP. 

Determination of chromium removal by the 
bacterium 

Chromium removal was examined using atomic 
absorption spectrophotometer (Varian 240). To 1 
mL of the medium containing 11.2 mg of bacteria, 9 
ml of a solution of chromium was added in a conical 
flask and was shaken on an incubator shaker at 150 
rpm and 24 ± 1°C. The effect of different factors 
such as pH, concentration and contact time on 
chromium absorption was measured by the resistant 
strain. The contents of the flask were centrifuged for 
10 minutes at 4500 rpm and the supernatant was 
measured to determine the residual chromium 
content. The pH of the medium was set using 
hydrochloric acid 0.1M or sodium hydroxide 0.1M. 
In all experiments the control specimens were 
examined without any bacterial cells. 

Results 

Isolation and screening of isolates  
The selective enrichment of the samples 

collected from the SFIM led to the isolation of 30 
morphologically different bacteria isolates in liquid 
medium containing from 1 to 5 mgL-1 of Cr+6. All of 
30 bacteria isolated from effluent samples were 
tested as combined for their ability to survive at the 
concentrations of higher than 5 mgL-1 of Cr+6 that 
led to the screen of 12 bacteria isolate. Minimum 
inhibitory concentration (MIC) of isolates were 
ranged from 2 to 140 mgL-1. one were chosen for 
further evaluation based on their survival in the 
presence of Cr+6 concentrations higher than 30 mgL-1. 
All of isolates were tested based on gram staining 
that led to out the four isolates from further 
evaluation because of their minus gram test [21-23] 
and the remain 9 isolates were tested separately by 
PCR That led to the identification of 5 isolates. 
Table 4 shows the biochemical and morphological 
features of Cr+6 resistant isolates. 

Maximum and minimum inhibitory 
concentrations for isolates were related to 
Micrococcus luteus SEHD031RS with 140 mgL-1 
and Bacillus firmus SEHD031MS and Paenibacillus 
lautus SEHD031RA with 40 mgL-1, respectively. 
According to Neito's studies which indicates that 
bacteria that have the ability to grow at a 
concentration of one mmol metals are called 
resistant bacteria [24], Therefore, all isolated strains 
in this study are resistant bacteria; however M. 
luteus (SEHD031RS) isolate (isolate number B10) 
was chosen for further evaluation in chromium 
removal experiments based on its highest MIC (140 
mgL-1). 

Identification of M. luteus isolate 
A bacterial strain was isolated from the SFIM’s 

effluent, which could remove various 
concentrations of chromium efficiently under 
aerobic condition. In order to identify the strain 
SEHD031RS, the 16SrDNA gene was used to 
performance BLAST software with the database of 
NCBI Gen bank. 

Idealization of chromium removal 
The effect of different physicochemical 

conditions (pH, contact time and Cr+6 initial 
concentration) on the removal of Cr+6 was studied. 
pH adjustment is very important to obtain the 
maximum removal of chromium (VI). The removal 
of Cr+6 increases in range of pH from 2 to 4 from 
48.5% to 74.6% (the maximum efficiency) but with 
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increasing pH further, the removal of Cr+6 decreases 
dramatically from 70% at pH 6 to 29.4% at pH 8 
(variation in removal efficiency isn’t significant in 
range of pH from 4 to 6). Despite the hypothesis that 
with increasing acidity, the bacterium surface has a 
more positive charge and can be more effective in 
absorbing negative ions, with increasing acidity (at 
pH 2), the chromium (VI) removal rate has dropped 
significantly due to the stopped growing and lack of 
bacterial survival. The removal reduction process 
continues by increasing pH (from pH 6) until the 
amount of chromium (VI) removal reaches its 
lowest level in the relatively alkaline (pH 8) region. 
Also, when the pH of the medium becomes acidic 
(pH<4), chromium (VI) removal efficiency 
decreases. Therefore, pHs (4-6) are the optimal pHs 
for the removal of Cr+6 by M. luteus SEHD031RS. 

Discussion  

The average pH affects metal solubility and 
ionization properties of metal functional groups 
such as carboxylates, phosphates and amine groups 
of cell wall and  Extracellular Polymeric Substances 
(EPS). Carboxylate and phosphate groups have 
negative charge. According to Yingmin's study on 
chromium (VI) removal on the magnetic bacteria, 
the highest removal rate was reported at 77%. 
Congeevaram in a study on Micrococcus species 
showed the maximum chromium (VI) removal 
efficiency of 90% at pH 7 in 18h. The results of the 
Ziagova study on Arthrobacter sp. Sphe3, indicated 
the maximum chromium (VI) removal efficiency of 
47% at pH 8.  The results of Ozdemir's research on 
strains of Pantoea sp. TEM18 to remove chromium 
(VI) showed the highest and the lowest. 

The results of Haq's research showed the highest 
chromium (VI) removal rate in Kocuria rhizophila 
bacterium at pH 4 with the amount of 14.4 mgg-1. 
The effect of pH on chromium (VI) absorption can 
be attributed to the surface charge of the microbial 
cells and when the pH rises, the total surface charge 
becomes negative and decreases the absorption of 
chromium anion (VI). A.I Zouboulis's research on 
Bacillus laterosporus and Bacillus licheniformis 
showed the lowest chromium (VI) removal rate at 
pH 8. 

In Zahoor’s study which was conducted on 
Bacillus sp. JDM-2-1 and Staphylococcus capitis 
strains was shown that minimum chromium (VI) 
removal efficiency with 40 and 29% is at the 

concentration of 100 μgmL-1 in the 24-hour period 
and the maximum chromium (VI) removal 
efficiency with 85 and 81% is in 96-hour period. 
Initial concentration is another factor affecting the 
amount of removal. Figure 5 shows the effect of 
initial concentration on the removal percentage of 
Cr+6 for the optimum incubation time of 48 h (a) and 
maximum of 96 h (b). According to the MIC test the 
bacteria growth is limited by increasing the 
concentration. The maximum and minimum amounts 
of Cr+6 removal was respectively 81% at a 
concentration of 30 mgL-1 and 72% at a concentration 
of 50 mgL-1, which may indicate a direct effect of 
concentration on the bacterial structure and 
metabolism. On the other hand, the decrease in the 
removal efficiency of Cr+6 by M. luteus SEHD031RS 
strain at higher initial concentrations can be attributed 
to toxicity of hexavalent chromium to bacterial cells 
and inhibition of metabolic activity. In the study 
conducted by Srivastava on Aspergillus niger algae to 
remove chromium (VI), the results showed that by 
increasing the concentration, the removal efficiency 
was reduced; also the highest removal efficiency was 
90% in 90 days and the lowest removal efficiency rate 
was less than 40% in one day.  

Conclusion 
Among 30 isolated strains from the wastewater 

of Steel Factories of Isfahan Mobarakeh 5 
Chromium (VI) resistant bacteria were identified. 
Among these five strains, Micrococcus luteus 
SEHD031RS bacterium with Accession Number 
MG011739 was recognized as the most chromium 
(VI) resistant strain of due to the minimum 
inhibitory concentration of 140 mgL-1 and minimum 
bactericidal concentration of 152 mgL-1. This study 
demonstrated that isolated Micrococcus luteus 
SEHD031RS  was able to remove Cr+6 for 
supplying the standard of effluent discharge to the 
receiving environment Furthermore, the strain 
SEHD031RS shows a good potential in industrial 
wastewater treatment and the cleanup of heavy 
metals from polluted environment. 
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 مقدمه.  1

  در   که   است   مختلفی   هاي آلاینده   حاوي   صنایع،   خروجی   پساب 
  آلودگی   در   اي ملاحظه قابل   نقش   سنگین   فلزات   میان   این 

  تناوبی   جدول   عناصر   میان   از .  دارند   انسان   سلامت   و   زیست محیط 
  در   بالا   چگالی   جمله   از   ویژه   خصوصیات   دلیل   به   عنصر   80  حدود 
  سمی   ماهیت   دلیل   به   سنگین   . فلزات ) 1( اند  شده   واقع   فلزات   گروه 

محمدرسول  :مسـئولة نویسـند*  
 یرآباديام ياسد

انی:  ت   نشـ ی بهداشـ گروه مهندسـ
داشـــت،   بهـ ده  ــکـ دانش محیط، 
هرکرد،  کی شـ گاه علوم پزشـ دانشـ

 شهرکرد، ایران
 09132829815  : لفنت 
 ـ   ـرایــــــانـــــ  ه: امـــــ

rasulasadi70@gmail.com 
 :ORCIDشناسه 

 0000-0001-7200-640X 
 نویسـنده اول:  ORCIDشـناسـه  

0000-0002-3257-4215 
 

 ها:کلیدواژه
صنعت فاضلاب  فلزات    ی، هاي 

(   ین، سنگ  حذف  VIکروم   ،(
 یستی ز 

 چکیده
 

 و  شــوندنمی  ســازيپاك  محیط  در آلی،  مواد  برخی  همانند  ســمی ماهیت  دلیل به  ســنگین  فلزات:  زمینه و هدف
 طبیعی  هايفعالیت نتیجه  در  عناصر  این. دهندمی  تشکیل  را  بیولوژیکی تجزیهغیرقابل  و  پایدار  هايآلاینده  از  ايدسته
انی هايفعالیت  و  هاآتشـفشـان  فوران مانند  و  شـهري هايفاضـلاب صـنعتی،  هايپسـاب تولید  معادن،  اسـتخراج مثل  انسـ
 .کنند پیدا راه غذایی زنجیره به توانندمی و شوندمی محیط وارد هاکشآفت از برخی

  اصفهان  مبارکه  فولاد  مجتمع  صنعتی  فاضلاب  از)  VI(  کروم  به  مقاوم  هايباکتري  مطالعه،  این  در   :هامواد و روش 
  از  گردید و   تعیین  کروم   به   نسبت  آنها  مقاومت   میزان   و   شناسایی شدند   شده،  جداسازي   هايسویه.  شدند  جداسازي

  ها داده  وتحلیلتجزیه  شد. روش  استفاده  کروم  زیستی  حذف  منظورداد به   نشان  کروم  به  را  مقاومت  بالاترین  که  ايسویه 
 .باشدمی ANOVA یا طرفهیک  واریانس و توصیفی آمار  از استفاده با

  Micrococcus luteusباکتري  که  شد  کروم  فلز  به  مقاوم  سویه  پنج  شناسایی  به  منجر  مطالعه  این  نتایج  :هایافته

SEHD031RS  بر   گرممیلی  152  کشندگی  غلظت  حداقل  و  لیتر  بر  گرممیلی  140  بازدارندگی  غلظت  حداقل  دلیل  به  
  30  غلظت  ،pH=4  در  کروم  فلز  حذف  میزان  بالاترین  مطالعه  این  در.  شد  کروم شناخته  به  مقاوم  سویه  برترین  لیتر،
 .شد حاصل درصد 82/ 5 ساعت، 96 زمان مدت و  لیتر بر  گرممیلی

  عنوان به   تواندمی   Micrococcus luteus SEHD031RS  سویه  دهد کهمی   نشان  مطالعه   این   از   حاصل  نتایج  :گیرينتیجه
 . شود  استفاده محیط سازيپاك  یا صنعتی هايفاضلاب  از  کروم  حذف  در مؤثر  میکروارگانیسم یک 
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  اي دسته  و  شوند نمی  سازي پاك   محیط،   در  آلی  مواد  برخی  همانند 
.  دهند می   تشکیل   را   بیولوژیکی   تجزیه غیرقابل   و   پایدار   هاي آلاینده   از 

  بسیاري .  ) 2( شوند    ضروري   فلزات   جایگزین   توانند می   ترکیبات   این 
  آبکاري،   قبیل   از   صنعتی   هاي فعالیت   نتیجه   در   سنگین،   فلزات   از 

  ها آلاینده   این   ). 1،3شوند ( می   محیط   وارد   فلز   و ذوب   سازي باطري 
  ترتیب   بدین   و   شوند   وارد   خاك   و   آب   به   زیست محیط   در   توانند می 
  سنگین   فلزات   ازحد بیش   تجمع .  ) 4،5( گردند    غذایی   زنجیره   وارد 
و   هاي ارگانیسم   کارکرد   بر   نامطلوبی   تأثیرات   باعث   تواند می    بدن 

  ؛ ) 6( گردد    بدن   مختلف   هاي بافت   در   سرطان   ایجاد   باعث   همچنین 
  در   قوانینی   ایران،   ازجمله   جهان   هاي کشور   از   بسیاري   در   بنابراین 

  از   پیش   صنعتی   هاي فاضلاب   در   سنگین   فلزات   میزان   ا ب   رابطه 
  هدف   این   به   دستیابی   براي   که   دارد   وجود   طبیعت   به   رهاسازي 

  هاي پساب   از  سنگین  فلزات   حذف   براي   معمول  هاي روش   توان می 
رسوب   صنعتی    ترسیب   یونی،   تعویض   شیمیایی،   دهی شامل 

اسمز  کرد    اشاره   بیولوژیکی   هاي روش   و   معکوس   شیمیایی، 
  بودن   مؤثر   پذیري، انعطاف   ها، روش   این   از   هریک   در .  ) 4،5،7،8( 

است    متفاوت   یکدیگر   با   نگهداري   و   تکنیکی   مشکلات   هزینه،   فرایند، 
  از   کمتر   خروجی   پساب   در   سنگین   فلزات   غلظت   که   هنگامی .  ) 9( 

  فیزیکوشیمیایی   هاي روش   از   کدام هیچ  باشد،   لیتر   در   گرم میلی   100
  دلیل   به   صنایع   صاحبان   بنابراین .  ) 10( نیستند    اقتصادي   و   مؤثر 

  به   زیادي   تمایل   شیمیایی   رسوبات   از   حاصل   لجن   تولید   مشکل 
  شده   سبب   مشکلاتی   چنین .  ) 11( ندارند    ها روش   این   از   استفاده 

  اي، رشته   هاي قارچ   از   استفاده   قبیل   از   بیولوژیکی   هاي روش   که   است 
  و   اقتصادي   هاي گزینه   عنوان به   مخمرها   و   ها باکتري   ها، جلبک 
  ازجمله .  ) 3،12،13گیرند (   قرار   توجه   مورد   زیست محیط   با   سازگار 
تولید    حذف،   بودن   انتخابی   به   توان می   بیولوژیکی   جذب   مزایاي 
  ها جاذب   احیاي   امکان   بودن،   صرفه به مقرون   فلز،   حاوي   لجن   نشدن 

کرد    اشاره   مغذي   مواد   به   نیاز نداشتن   و   فلزات   از   مجدد   استفاده   و 
 )14،15 .( 

  فلز   توجه قابل   مقدار   حاوي   اصفهان   مبارکه   فولاد   مجتمع   پساب 
دارد    قرار   خطرناك   سنگین   فلزات   لیست   در   ترکیب   این .  است   کروم 

  رها   محیط   در  نادرست   دفع   هاي روش   یا   نشت   طریق   از   کروم ).  3( 
  ظرفیتی   6  و   ظرفیتی   3  کروم   شده،   اکسید   حالت   دو   به   و   شود می 

 ). 1،16است (   عنصري   فلز   و 
  ترکیب   این .  است   کروم   شکل   پایدارترین   ظرفیتی،   سه   کروم 

  طریق   از   عمده   طور به   و   شود می   یافت   طبیعت   در   ندرت به 
  گروه   جزء   ظرفیتی   شش   کروم .  شود می   تولید   صنعتی   هاي فعالیت 

A   به   تواند می   ترکیب   این   شده است.   بندي تقسیم   زا، سرطان   مواد  

  هاي ناهنجاري   و   بزند   صدمه   DNA  ازجمله   سلول   اجزاي 
 ). 17،18باشد (   داشته   درپی   را   ژنی   تغییرات   و   کروموزومی 

  کرومات   هاي آنیون   شکل   به   فاضلاب   در   ظرفیتی   شش   کروم   
 )2-

4CrO  ( کرومات دي   و   )2-
7O2Cr  ( استفاده   با   راحتی به   و   دارد   وجود  

  به   توجه   با .  ) 19،20دهد ( نمی   رسوب   فیزیکوشیمیایی   هاي روش   از 
  جذب بیو   وسیله   به   ترکیبات   این   حذف   زمینه   در   مطالعه   مشکل،   این 
  تحقیق،   این   از   هدف .  ) 4( است    گرفته   شدت   مؤثرتر   روشی   عنوان به 

  مجتمع   پساب   از   کروم   فلز   حذف   براي   مقاومی   باکتري   شناسایی 
 . باشد می   اصفهان   مبارکه   فولاد 

 ها مواد و روش .  2

پژوهش   در  اخلاق  کد  با  طرح   این 
IR.SKUMS.REC.1396.28  .تصویب گردید 

گیري  این مطالعه، نمونه  در ها:  سازي نمونه برداري و آماده نمونه 
خانه شیمیایی مجتمع  تصفیه  در ظروف سترون، از  لجن از پساب و  

پس  ها در شرایط استریل  فولاد مبارکه اصفهان انجام گرفت. نمونه 
مجموعه آزمایشگاهی و کارگاهی گروه  یخ، فوراً به    از حمل در جعبه 

پزشکی شهرکرد   علوم  دانشگاه  بهداشت محیط  منتقل  مهندسی 
 . ) 21( شدند  
اولیه سویه ســـازي نمونه آماده  ها:  ها، کشت و جداسازي 
رقیق نمونه  از  پس  لجن  و  پساب  از  هاي  روي    710- 110سازي 
)  Brain Heart Infusion agar   )BHI  محیط کشت هاي حاوي  پلیت 

مدت   به  و  شد  داده  در    48کشت  درجه    34± 1ي  دما ساعت 
گرمخانه گراد سانتی  شدند. سپس  ،  پرگنه شنا ریخت گذاري    ها سی 

   . ) 22( مطالعه گردید  
افتراقی سویه  باکتري تشخیص    با   مطابق   خالص شده   هاي ها: 

شناسایی   روش  آزمون   برگی  رنگ شدند،  شامل  گرم،   آمیزي ها 
نمک  ریخت  مانیتول،  اسپور،گلوکز،  حرکت،    6/ 5شناسی،  درصد، 

اسید H2Sاندول،   تولید  اکسیداز،  کاتالاز،  هیدرولیز   از  ،  گلوکز، 
مصرف  بازدارندگی   نشاسته،  غلظت  حداقل   Minimalسیترات، 

Inhibitory Concentration  MIC) (    غلظت  و کشندگی  حداقل 
Minimal Bactericidal Concentration   )MBC (    بود )23- 27 ( . 

تعیین مقاومت  براي  ها:  بیوتیکی سویه بررسی حساسیت آنتی 
پرمصرف در ایران شامل    بیوتیک آنتی چهار    هاي جدا شده از سویه 

استفاده   سیلین، سفیکسیم، آزیترومایسین و سفالکسین   آموکسی 
   . ) 28(   شد 

ها با روش  شناسایی مولکولی واکنش زنجیره پلیمراز سویه 
16SrDNA    :برتر از    هاي براي شناسایی سویه و تعیین توالی آنها

استخراج ماده ژنتیکی    . شد   استفاده    16SrDNAآزمون تعیین توالی 
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  1/ 5شامل    PCRگرفت. واکنش    انجام استفاده از روش جوشاندن  با  
استریل،    DNA  ،8میکرولیتر   سترون  مقطر  آب    10میکرولیتر 
  0/ 25میکرولیتر پرایمر برگشت و    Master mix  ،25 /0میکرولیتر  

 . ) 29( میکرولیتر پرایمر رفت بود  
واکنش   اولیه    PCRشرایط  دناتوراسیون  درجه    95شامل 

مدت  سانتی  به  سپس    5گراد  و  درجه    94سیکل،    35دقیقه 
  40گراد به مدت  درجه سانتی   53ثانیه،    30گراد به مدت  سانتی 
ثانیه و گسترش نهایی در    40گراد به مدت  درجه سانتی   72ثانیه و  

سانتی   72 مدت  درجه  به  براي   8گراد  بود.  توالی   دقیقه  تعیین 
آزمایشگاه  آمپلیکون  ، PCRصول  مح  توسط   Sequetechها 

Company   تشابه   شد. سپس  توالی  در ایالات متحده آمریکا تعیین
بانک   در  هاي موجود توالی  با  ها آمده از آمپلیکون دست به  هاي توالی 
با     National Center for Biotechnology Informationژنی 

 ها شناسایی ایزوله  و  ردیدند بررسی گ   BLASTافزار  نرم  از  استفاده 
 .شدند 

کروم    ف ذ ح در    pHتعیین میزان تأثیر زمان تماس، غلظت و  
 )VI  :( حذف،  ب عملیات  انجام  کشت  میلی   1راي  محیط  از  لیتر 

لیتر محلول  میلی   9با  گرم باکتري  میلی   9/ 6نوترینت براث حاوي  
فلز   ( حاوي  روي  لیتري،  میلی   100ارلن    در ) VIکروم  و  مخلوط 

درجه    24± 1در دماي  دور بر دقیقه    200 دور   با انکوباتور  شیکر  
، غلظت و  pHنظیر    ر عوامل مختلف ی ث . تأ تکان داده شد گراد  سانتی 

بررسی گردید.    توسط سویه مقاوم )  IIنیکل ( ذب  ج در    زمان تماس 
ی و واریانس  ها با استفاده از آمار توصیف وتحلیل داده روش تجزیه 

فلاسک به مدت  محتویات  .  ) 30( باشد  می   ANOVAطرفه یا  یک 
دقیقه    4500 در دقیقه    10 بر  و دور  رویی    سانتریفوژ  محلول 
میزان  به  تعیین  ( منظور  دستگاه  باقی )  VIکروم  کمک  به  مانده 

اتمی   اسپیکتوفتومتر  شد    یده سنج )  Varian 240(مدل    جذب 
 )24،31 (  . 

 هاي پژوهش . یافته 3

،  BOD  ،COD)، سرب،  IIنیکل (   ) VI( آنالیز شیمیایی شامل کروم  
TKN    و pH هاي گرفته شده از مجتمع فولاد مبارکه  روي نمونه

  1ی در جدول  اصفهان انجام گرفت، نتایج حاصل از آنالیز شیمیای 
تعیین   است.  بازدارنده  آمده  غلظت  غلظت  و  حداقل  حداقل 

هاي استخراج شده از مجتمع فولاد مبارکه  کشندگی روي باکتري 
که   گرفت  انجام  بازدارنده اصفهان  غلظت  باکتري  حداقل  براي   ،

Micrococcus luteus SEHD031RS    گرم بر  میلی   140به میزان
و   غلظت  لیتر  باکتري  حداقل  براي   Paenibacillusکشندگی 

lautus SEHD031MRA    میزان بود.  میلی   160به  لیتر  بر  گرم 
آمده است. خصوصیات    2در جدول    MBCو    MICنتایج حاصل از  

مورفولوژي  و  (   به   مقاوم   هاي ایزوله   بیوشیمیایی  شامل  IIنیکل   (
رنگ آزمون  سویه  آمیزي هاي  مورفولوژي  مشاهده  ها،  گرم، 
به  آمیز رنگ  مقاومت  مانیتول،  تخمیر  گلوکز،  تخمیر  اسپور،  ي 

NaCL  5 /6   گلوکز،   از  اسید  درصد، حرکت، کاتالاز، اکسیداز، تولید
مصرف  نشاسته،  بازدارنده  سیترات،   هیدرولیز  غلظت  و  حداقل 

آمده    2کشندگی بررسی گردید که نتایج در جدول  حداقل غلظت  
ق انجام گرفت که  سویه فو   5بیوتیک  است. آزمون مقاومت به آنتی 

جدول   در  آن  از  حاصل  توالی   3نتایج  تشابه  است.   هاي آمده 
موجود توالی  با  ها آمپلیکون  از  آمده دست به   بانک  در  هاي 

 با    National Center for Biotechnology Informatioژنی 
گردید و   بررسی    s rDNA 16با روش   BLASTافزار  نرم  از  استفاده 

پنج  شدن  شناسایی  ها ایزوله  دریافت  به  منجر  که   Accessionد 
Number   نظیر    ر عوامل مختلف ی ث از بانک جهانی ژن شد. تأ pH  با

گرم بر لیتر و  میلی   50،  40،  30غلظت با رنج    8،  6،  4،  2دامنه  
کروم  ذب  ج در  ساعت    96،  72،  48،  24مدت زمان تماس با دامنه  

 )VI  (  توسط سویهMicrococcus luteus SEHD031RS    انجام شد
  2،  1و نمودارهاي    6و    5که نتایج حاصل از بازده حذف در جدول  

 نشان داده شده است.    3و  

 خصوصیات شیمیایی پساب و لجن مجتمع فولاد مبارکه اصفهان .  1جدول  

 نوع فاضلاب                         
 مشخصات 

 لجن پساب

 44/ 90 23/ 92 گرم بر لیتر) کروم شش ظرفیتی (میلی 
 3/ 018 0/ 006 گرم بر لیتر) نیکل دو ظرفیتی (میلی

 1/ 91 0/ 06 گرم بر لیتر)(میلی سرب 
BOD   170 گرم بر لیتر) (میلی  - 
COD   32000 گرم بر لیتر) (میلی  - 

pH 92 /4 25 /8 
TKN  1/ 875 گرم بر لیتر) (میلی  - 
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به کروم    مقاوم   هاي سویه گرم بر لیتر)  کشندگی (برحسب میلی حداقل غلظت  گی و  حداقل غلظت بازدارند شناسی،  بیوشیمیایی، ریخت   . نتایج 2جدول  
 )VI جدا شده از فاضلاب مجتمع فولاد مبارکه اصفهان ( 

( 
گی

ند
ش

ت ک
لظ

ل غ
داق

ح
 

m
g/

l ) 

 (  
گی 

رند
زدا

ت با
لظ

ل غ
داق

ح
  

m
g/

l ) 

ژن 
رو

ید
د ه

فی
سول

 

ول
ند

 ا

ول
نیت

 ما

ید
تول

د 
سی

ز ا
ز ا

وک
 گل

کز
لو

ک  گ
نم

5/6 
صد 

در
 

ف
صر

ت م
ترا

سی
 

ته
اس

ش
ز ن

ولی
در

هی
 

داز
سی

 اک

لاز
اتا

 ک

ت
رک

 ح

ور 
سپ

ت ا
یخ

ر
سی

شنا
 

گ
رن

یز
آم

ي
م 

گر
 

 ویژگی 
 
 
 

 
 
 
 

 باکتري 
 Micrococcus luteus مثبت کوکس - + + - - - + - - - - - 140 152

SEHD031RS 
لباسی + + + - + - + + - + - - 70 90  Bacillus cereus مثبت 

SEHD031MH 
 Bacillus safensis مثبت باسیل + - + - + - + - - - - - 60 80

SEHD031RA 
 Bacillus firmus مثبت باسیل + - + + - + + + - + - - 40 100

SEHD031MS 
 Paenibacillus lautus مثبت باسیل + + - - + - + + - + - - 40 160

SEHD031MRA 

 
سیلین، سفیکسیم، آزیترومایسین و  هاي آموکسی بیوتیک ها جدا شده از مجتمع فولاد مبارکه اصفهان به آنتی . نتایج آزمون مقاومت سویه 3جدول  

 متر سفالکسین براساس قطر هاله برحسب سانتی 

 باکتري               
 
 
 
 

 آنتی بیوتیک 
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 25 مقاوم 2/ 1 مقاوم 2/ 6 2/ 8 سیلین  آموکسی
 5 مقاوم 1/ 25 1/ 6 1/ 9 1/ 15 سفیکسیم

 15 1/ 15 2/ 55 1/ 85 1/ 25 2/ 9 آزیترومایسین
 30 0/ 8 2/ 5 2/ 6 1/ 25 2/ 65 سفالکسین

 

 فاضلاب مجتمع فولاد مبارکه اصفهان از  شده جدا هايمولکولی باکتري  . شناسایی4جدول 
 Bacterial Primers R 5-3 primers F 5-3 Accession درصد تشابه 

Number 
97 Micrococcus luteus CGTGTCCGACCACTGTTC ATCGGTGCGTTCCTCTCC MG011739 
91 Paenibacillus lautus 

TACGGYTACCTTGTTACGACTT AGATTTGATCMTGGCTCAG 
MF927592 

97 Bacillus firmus MF928402 
98 Bacillus safensis MF927595 
98 Bacillus cereus MF927571 

 

  150برحسب درصد (سرعت اختلاط:   Micrococcus luteus SEHD031RS با سویه (VI)هاي مختلف بر بازده حذف کروم pH. تأثیر  5جدول 
 دور بر دقیقه) 

pH 2 4 6 8 p value 
 0/ 000 29/ 42±0/ 11187 70/ 04±0/ 05874 74/ 54±0/ 05587 57/48±0/ 07266 میانگین بازده حذف  ±انحراف معیار



 ...با(VI)  بررسی حذف بیولوژیکی کروم 
 

991 

 6، شمارة 28دورة ، 1400دانشگاه علوم پزشکی سبزوار، بهمن و اسفند 
 

برحسب درصد (سرعت اختلاط:   Micrococcus luteus SEHD031RSبا سویه   (VI). تأثیر زمان تماس مختلف بر بازده حذف کروم 6جدول 
 دور بر دقیقه)  150

 p value 96 72 48 24 زمان تماس (ساعت) 
 0/ 019 61/ 65±0/ 17665 63/59±0/ 17671 52/ 04±0/ 19508 49/ 25±0/ 21651 میانگین بازده حذف  ±انحراف معیار

 

برحسب درصد (سرعت اختلاط:   Micrococcus luteus SEHD031RS با سویه  (VI)هاي مختلف بر بازده حذف کروم . تأثیر غلظت7جدول 
 دور بردقیقه)  150

 p value 50 40 30 گرم بر لیتر) غلظت (میلی 
 0/ 085 51/ 06±0/ 21095 55/ 93±0/ 19528 59/ 94±0/ 17654 میانگین بازده حذف  ±انحراف معیار

 
گرم بر  میلی   30در غلظت  Micrococcus luteus SEHD031RSبا سویه    (VI)هاي مختلف بر بازده حذف کروم  pHو   . تأثیر زمان تماس1نمودار 

 دور بر دقیقه)  150لیتر برحسب درصد (سرعت اختلاط: 
 

 
گرم بر میلی  40در غلظت  Micrococcus luteus SEHD031RSبا سویه   (VI)هاي مختلف بر بازده حذف کروم  pHو  .اثر زمان تماس 2نمودار 

 دور بر دقیقه)  150لیتر برحسب درصد (سرعت اختلاط: 
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گرم بر  میلی  50در غلظت  Micrococcus luteus SEHD031RSبا سویه   (VI)هاي مختلف بر بازده حذف کروم  pHو   . تأثیر زمان تماس3نمودار 

 دور بر دقیقه)  150لیتر برحسب درصد (سرعت اختلاط: 

 
 . بحث و نتیجه گیري 4

 Micrococcus luteus  هاي باکتري   ترتیب به   که   داد   نشان   نتایج 
SEHD031RS ،  Bacillus cereus SEHD031MH ،  Bacillus 

safensis SEHD031RA ،  Bacillus firmus SEHD031MS   و  
Paenibacillus lautus SEHD031MRA   بیشترین  MIC   را  

  توانایی   که   هایی باکتري   که   دارند می   بیان   Neito  تحقیقات .  داشتند 
  هاي باکتري   باشند،   داشته   را   فلزات   مول میلی   یک   غلظت   در   رشد 

  شده   جداسازي   هاي سویه   تمام   بنابراین .  ) 32( شوند  می   نامیده   مقاوم 
  توجه   با   ولی   گیرند می   قرار   مقاوم   هاي باکتري   جزو   مطالعه   این   در 
  است؛ باکتري   بوده   ملاك   MICبالاترین    مطالعه   این   در   اینکه   به 

Micrococcus luteus SEHD031RS کروم    به   مقاوم   سویه   ، برترین
 )VI  ( کروم   حذف   میزان   بررسی   شناخته و براي   )VI (   شد   انتخاب . 

  ، pH= 4  در )  VI(   کروم   فلز   حذف   میزان   بالاترین   مطالعه،   این   در 
  و   درصد   82/ 5  ساعت،   96  مدت   در   لیتر   بر   گرم میلی   30  غلظت 

  50  غلظت   هشت،   pHدر )  VI(   کروم   فلز   حذف   میزان   ترین کم 
  براي   درصد   10/ 33   ساعت،   24  زمان   مدت   در   لیتر   بر   گرم میلی 
 . آمد   دست فوق به   سویه 

  با   Micrococcus luteus SEHD031RS  سویه   مواجهه 
  نشان   متفاوت   محیطی   شرایط   در )  VI(   کروم   از   مختلفی   هاي غلظت 

)  VI(   کروم   حذف   فرایند   بر   تماس   زمان   و   pH  تغییرات   که   داد 
در    مؤثر   ها باکتري   رشد   بر   توانند می   و   باشد می   تأثیرگذار  باشند. 
  هاي محیط   در )  VI(   کروم   حذف   میزان   است   مشخص   1نمودار  

  و   است   برخوردار   بیشتري   مقدار   از )  pH= 6  و   pH= 4(   اسیدي   نسبتاً 
  افزایش   با   که   فرضیه   این   رغم علی )  pH= 2(   اسیدي   قدرت   افزایش   با 

  شود می   برخوردار   بیشتري   مثبت   بار   از   باکتري   سطح   اسیدي،   قدرت 
  دلیل   به   ولی   شود   واقع   مؤثرتر   منفی   هاي یون   جذب   در   تواند می   و 

  حذف   میزان   باکتري   بودن   زنده   غیر   احتمال   و   رشد   شدن   متوقف 
  افزایش   با   حذف   کاهش   روند .  است   یافته   کاهش   شدت به )  VI(   کروم 

pH   ) 6  از =pH  ( قلیایی   نسبتاً  ناحیه   در   تا   یابد، می   ادامه   )8 =pH  (
  نتایج .  رسد می   خود   میزان   کمترین   به )  VI(   کروم   حذف   میزان 

  توان می   لیتر   بر   گرم میلی   50  و   40هاي غلظت   براي   را   مشابهی 
  محیط   pH  وقتی   که   تفاوت   این   با   ، ) 3و    2نمودار  (   کرد   مشاهده 
  یابد می   کاهش )  VI(   کروم   حذف   بازده   ، ) pH= 8(   شود می   قلیایی 

  رخ   حذف   میزان   در   محسوسی   تغییرات   اسیدي،   هاي pH  در   ولی 
 .Pantoea sp  سویه   روي   که   Ozdemir  تحقیقات   نتایج .  دهد نمی 

TEM18    کروم   حذف   براي   )VI  ( بالاترین   داد   نشان   گرفت   انجام  
بود    هشت   pH  در  حذف  میزان   ترین کم   و  سه   pH  در  حذف  میزان 

 )24 ( . 
  هاي غلظت   براي   8الی   pH   2(   موردمطالعه   pH  محدوده   در 

  در )  VI(   کروم   حذف   میزان   حداکثر )  لیتر   بر   گرم میلی   50،40،30
4 =pH   ،   لیتر   بر   گرم میلی   30  غلظت   و   ساعت   96  تماس   زمان  
  در   کروم   حذف   میزان   حداقل   و   درصد   82/ 5  با   برابر   که   آمد   دست به 
8 =pH ،   لیتر   بر   گرم میلی   50  غلظت   در   ساعت   24  تماس   زمان  
  تحقیقات   نتایج .  شد   مشاهد   درصد   10/ 33  با   برابر   که   آمد   دست به 

Haq ،   کروم   حذف   میزان   لاترین با   )VI  ( باکتري   در  Kocuria 
rhizophila   در   را  pH   نشان   گرم   بر   گرم میلی   14/ 4  میزان   به   چهار  

  سطح   بار   به   تواند می )  VI(   کروم   جذب   بر   pH  تأثیر .  ) 22( داد  
  یابد،   افزایش  pH  که   زمانی  و  شود   داده  نسبت   میکروبی   هاي سلول 

  جذب   کاهش   به   منجر   و   شود می   منفی   ها سلول   در   سطح   کلی   بار 
  بر   که   A.I Zouboulis  تحقیقات .  ) 33( شود  می )  VI(   کروم   آنیونی 

 Bacillusو   Bacillus laterosporus  هاي باکتري   روي 
licheniformis   کروم   حذف   میزان   کمترین   گرفت،   انجام   )VI  ( در   را  
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pH   34(   داد   نشان   هشت ( . 
  شد  مشاهده  pH= 6 و   pH= 4 در   حذف   حداکثر   مطالعه  این   در 

  گرفت   نظر   در   حذف   بر   مؤثر   عامل   تنها   را   pH  توان نمی   احتمالاً   که 
)  VI(   کروم   حذف   در   توان می   هم   را   تماس   زمان   و   باکتري   رشد   بلکه 
  96  در   را   حذف   بازده   بیشترین   تحقیق   این   نتایج .  دانست   مؤثر 

  بازده   کمترین   و   مختلف   هاي غلظت   در   و   متفاوت   هاي pH  در   ساعت 
  دو   تحقیق   این   در .  داد   نشان   ساعت   24  زمان   مدت   در   را   حذف 
  ساعت   24  تا   صفر   زمانی   بازه   در   یکی )  VI(   کروم   حذف   در   جهش 

  احتمالاً   که   شد   مشاهده   ساعت   72  تا   48  زمانی   بازه   در   دیگري   و 
  باکتري   که   اي گونه   به   دارد؛   اشاره   باکتري   زدایی سمیت   مکانیسم   به 
  زدایی سمیت   مکانیسم   و   اولیه   غلظت   کاهش   با   زمانی   بازه   دو   این   در 

  زمانی،   بازه   دو   این   در   که   اي گونه   به   کند می   دوباره   رشد   به   شروع 
  دوسویه  بر  که   Zahoor مطالعه   در . شد  مشاهده  توجهی قابل   حذف 

Bacillus sp. JDM-2-1   و  Staphylococcus capitis   گرفت   انجام  
  100  غلظت   در )  VI(   کروم   حذف   بازده   کمترین   داد   نشان 

  و   40  ترتیب به   ساعت   24  زمان   مدت   در   و   لیتر میلی   بر   میکروگرم 
  ترتیب به   ساعت   96  زمان   مدت   در   حذف   بازده   بالاترین   و   درصد   29
  که   Srivastava  مطالعه   در .  ) 35( شد    داده   نشان   درصد   81  و   85

)  VI(   کروم   منظور حذف به   و   Aspergillus niger  جلبک   در مورد 
  کاهش   حذف   بازده   غلظت،   افزایش   با   که   داد   نشان   نتایج   گرفت   انجام 
  روز   هفت   مدت   در   حذف   بازده   بالاترین   همچنین   است،   کرده   پیدا 

  راندمان   با   و   روز   یک   طی   حذف   میزان   کمترین   و   درصد   90  میزان   به 
 . ) 36(   شد   داده   نشان   درصد   40  از   کمتر 

  مرور به )  VI(   کروم   حذف   چهار   از   بالاتر   pH  در   تحقیق   این   در 
  کاهش   حذف،   میزان   شش   از   بالاتر   pH  در   و   کند می   پیدا   کاهش 
  منفی   به   توان می   احتمالاً  را   حذف   کاهش   این   که   داشت   گیري چشم 
  که   اي مطالعه .  داد   نسبت   pH  تغییرات   اثر   در   باکتري   سطح   شدن 

Congeevaram   روي   بر  Micrococcus species   بالاترین   داد،   انجام  
  90  ساعت   18  زمان   مدت   هفت،   pHدر    را )  VI(   کروم   حذف   بازده 

 .  ) 38،37( کرد    گزارش   درصد 
  کروم   حذف   میزان   بر   تواند می   که   است   عواملی   از   یکی   غلظت 

 )VI  ( آزمایش   انجام   به   توجه   با .  باشد   داشته   دخالت  MIC   افزایش   با  
  کروم   حذف   میزان .  شد   محدود   موردمطالعه   باکتري   رشد   غلظت، 

 )VI  ( 59/ 94  با   برابر   و   بازده   بالاترین   لیتر   بر   گرم میلی   30  غلظت   در  
  با   برابر   و   بازده   کمترین   لیتر   بر   گرم میلی   50  غلظت   در   و   درصد 

  تأثیر   دهنده نشان   تواند می   احتمالاً  که   داد   نشان   را   درصد   51/ 06
  پژوهشی   در .  باشد   باکتري   متابولیسم   و   ساختار   بر   غلظت   مستقیم 

  ،  Bacillus cereusهاي میکروارگانیسم   روي   بر   Mubashar  که 
Bacillus pumilis   و  Pantoea agglomerans   کروم   حذف   براي  

 )VI  ( بالاترین   که   اي گونه   به   شد   مشاهده   مشابهی   نتایج   داد   انجام  
  Bacillus pumilisو   Bacillus cereus  هاي سویه   براي   حذف   میزان 

  و   درصد   87/ 79  و   86/ 79  ترتیب به   لیتر   بر   گرم میلی   50  غلظت   در 
  بر   گرم میلی   10  غلظت   در   Pantoea agglomerans  سویه   براي 
  کمترین   تحقیق   این   در   همچنین .  است   شده   گزارش   درصد   87لیتر 

 . ) 33( است    شده   گزارش   لیتر   بر   گرم میلی   300  در   حذف   میزان 
  اصفهان   مبارکه   فولاد   لجن   و   پساب   از   شده   جدا   سویه   30  از 

  پنج   این   میان  از .  شدند  شناسایی )  VI( کروم    به  مقاوم  باکتري   پنج 
  شماره   با   Micrococcus luteus  SEHD031RS  باکتري   سویه، 
  و   140  بازدارنده   غلظت   حداقل   دلیل   به   MG011739  الحاقی 
  مقاوم   سویه   برترین   لیتر،   بر   گرم میلی   152  کشندگی   غلظت   حداقل 

  فلز   حذف   میزان   بالاترین   مطالعه   این   در .  شد   شناخته )  VI( کروم    به 
  زمان   مدت   در   لیتر   بر   گرم میلی   30  غلظت   ، pH= 4  در )  VI(   کروم 

)  VI(   کروم   فلز   حذف   میزان   کمترین   و   درصد   82/ 5  ساعت،   96
  ساعت،   24  زمان   مدت   در   لیتر   بر   گرم میلی   50  غلظت   هشت،   pHدر 

  کرد   ثابت   مطالعه   این .  آمد   دست به   فوق   سویه   براي   درصد   10/ 33
  یک   عنوان به   توان می   Micrococcus luteus SEHD031RSاز    که 

  و   صنعتی   هاي فاضلاب   از )  VI(   کروم   حذف   در   میکروارگانیسم، 
 . کرد   استفاده   محیط   سازي پاك 
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مسئولین  وسیله  بدین   اصفهان  از  مبارکه  مسئولین    وفولاد 
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