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به  ZSانتروباكتر كننده سيانيد باكتري   يهتجزسازي شرايط كشت آنزيم خارج سلولي  ينهبه
  روش سطح پاسخ

  1مصطفي مطلبي و 1محمدرضا زماني، *1سعيد امين زاده ،2و1زهره جواهري صفا

 فناوري پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيستتهران،  1

 نوردانش ميمه، موسسه آموزش عالي 2

 7/3/95 :تاريخ پذيرش    5/1/95 :دريافتتاريخ 

  چكيده

فاضلاب صنايع در . شود رغم اين سميت در بسياري از صنايع استفاده مي سيانيد تركيبي بسيار سمي و كشنده است كه علي
ي مختلف شيميايي و فيزيكي استفاده روشهامنظور تجزيه آن از  ؛ كه بهباشندميي بالايي از سيانيد غلظتهامقياس وسيعي حاوي 

در اين پژوهش . نيز هست ستيز طيمح با سازگارها  تجزيه زيستي، علاوه بر كاهش هزينه  در مقابل استفاده از روش. شود مي
 16S rDNAجداسازي باكتري از پساب آلوده به سيانيد معدن طلاي موته و بررسي ويژگيهاي مورفولوژيكي، بيوشيميايي و 

، شرايط دستيابي به بيشترين ميزان تجزيه توسط اين باكتري منظوربه. موردنظر انجام شد ZS انتروباكتر اسايي باكتريجهت شن
براي دست يافتن به  گرديد و روند تجزيهتسريع  باعث يرگذارتأثبه فاكتورهاي دستيابي شد كه با  سازيبهينه يا گونه بهكشت 

- مقادير فاكتور سازي ينهبهبا . استفاده شد (RSM= Response Surface Methodology) بيشترين بازدهي از روش سطح پاسخ

  .و در نظر گرفتن برهمكنشهاي بين فاكتورها، شرايط كشت بهينه شد يرگذارتأثهاي 

  سيانيد كننده يهتجزآنزيم ، RSM به روش  سازي ينهبه، انتروباكترتجزيه زيستي، سيانيد، : كليدي واژه هاي

 aminzade@nigeb.ac.ir :، پست الكترونيكي 02144787303: تلفن :نويسنده مسئول *

  مقدمه
مولكول باستاني سيانيد يك : تاريخچه آلودگي با سيانيد

دار يتروژنن مختلف است كه در سنتز پروبيوتيك تركيبات
 ازنظر. )13(كند  شركت مي از قبيل آمينواسيدها و بازها

افزار شيميايي   عنوان يك جنگ به HCN استفاده ازتاريخي، 
 ،ار بودن شديد آنآميز نبوده و خاصيت فرّ چندان موفقيت

ده ما. مانع از مصرف وسيع در جنگ جهاني اول گرديد
يا   BZyklon استفاده توسط آلمانها تركيبي به نام مورد
بود، ) درصد HCN  )40شده با  سولفات كلسيم اشباع همان
. )6( شود به اين تركيبات عوامل خون نيز اطلاق مي كه

سيانيد مانع از فعاليت سيستم تنفسي در ميتوكندري سلول 
. )14(و براي حيات موجودات بسيار سمي است  شود يم

داراي يك الگوي شيميايي است كه در آن يك  اين تركيب

ሺെ۱گروه سيانو  ؠ وجود دارد كه به علت خواص  ሻۼ
شيميايي اين گروه به اَشكال متفاوتي در طبيعت يافت 

عنوان يك  سيانيد ممكن است به .)11و  10(شود  مي
ها، قارچها و گياهان  تركيب طبيعي توسط باكتريها، جلبك
دفاع يا  منظور به عمدتاًپيشرفته و حتي بعضي از حشرات، 

بر پايه پساب  محيطي يستزقوانين  .)1(حمله توليد شود 
كه از سيانيد و يا تركيبات مرتبط با  شود يمصنايعي متمركز 
مشكلات  وجود  نيا با. )12( كنند يمسيانيد استفاده 

انبوه پسابهاي آلوده به  توليد مقادير به علتمحيطي زيادي 
كه توسط فعاليتهاي صنعتي بشر  سيانيد به وجود آمده است

توليد نيتريلهاي ارگانيك، پلاستيكهاي آكريليك،  ازجمله
رنگها، داروها، عناصر كيليت كننده و استفاده از سيانيد در 
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معادن طلا و فلز و صنايع جواهرسازي است كه به طرق 
فعاليتهاي . )10( شوند يم ستيز طيمحمختلف وارد 

قبيل هيدروژن سيانيد،  صنعتي، تركيبات آلوده به سيانيد از
عنوان ضايعات  را به (-CNO)و سيانات  (-SCN)تيوسيانات 

كه در صنايعي . )5(كنند  زيست تخليه مي  صنعتي به محيط
باشند، معمولاً از روشهاي ارتباط با تركيبات سيانيدي مي

. كنندشيميايي و فيزيكي براي حذف اين تركيب استفاده مي
هستند؛ در صورت  نهيپرهزعلاوه بر اينكه  روشهااين 

تري را نيز توليد  اختلاط با ساير مواد، تركيبات خطرناك
شده است كه سيستمهاي ميكروبي و   مشاهده. كنند مي

توانند سيانيد را به تركيبات غير سمي تبديل  گياهي مي
شدت براي حيات موجودات سمي است و  سيانيد به. كنند

پيوند . 1: شود با سه مكانيسم عمده مانع رشد آنها مي
آنزيمها برقرار در متالو گانه سهمحكمي با فلزات دو و 

واكنش با تركيبات . 2) سيدازاكمثل سيتوكروم(كند  مي
تشكيل مشتقات سيانوهيدرين از  منظور بهكتوني 

هاي باز  واكنش با واسطه. 3و مي دهد سوبستراهاي آنزيم 
هنگام فعاليت آنزيمي براي تشكيل مشتقات نيتريل  ،شيف

تواند منجر به تشنج،  سميت در انسان مي. )7(پايدار 
 5/0ميزان كشنده آن در گسترة . ما و مرگ شوداستفراغ، ك

اثرات دوره . گرم بر كيلوگرم وزن بدن استميلي5/3تا 
تواند شامل  ي درك نشده است اما ميخوب بهتر آن  طولاني

   .)10(اختلالات عصبي، آتروفي بينايي و آنمي كشنده باشد 

به هدف انجام  ،سطوح بهينه براي فاكتورها: سازي بهينه
عنوان مثال، ممكن است هدف  به. فرآيند بستگي دارند

رسيدن به بيشترين ميزان بازده فرآيند و يا كاهش توان 
ي روشها ازجملهطراحي سطح پاسخ . توليدي فرآيند باشد

اي از تكنيكهاي  سازي است كه با استفاده از مجموعه بهينه
تنها  و نهكند سازي مي رياضي و آماري، مسائل را مدل

سازي اجراي پرهزينه تمامي شود توسط شبيه باعث مي
سازي فرآيند را  آزمايشها كاهش يابد بلكه روند طبيعي بهينه

هدف روش سطح . كند كه اغلب غيرخطي است مدل مي
سازي متغير خروجي است كه متأثر از چندين  پاسخ، بهينه

ايـن روش در . است) متغيرهاي ورودي(متغير مستقل 
 طرح .)8(شد  معرفـي Boxو  Wilsonتوسـط  1951ل سـا

 Box-Behnken  را براي هر فاكتور اعمال  سطح 3تعداد
كار ه مدلهاي مرتبـه دو ب سازيبهينه بـراي بـرازش .كندمي

شود و تعداد آزمايشها كمتر از طرح مركب  گرفته مي
  .)2(مركزي است 

  روشهامواد و 
هاي آب، خاك  نمونه: سيانيد مقاوم بهجداسازي باكتري 

كه اين شده است،  و پساب از معدن طلاي موته گرفته
واقع در كيلومتري جنوب غرب تهران  270معدن در 

شمال غربي  -نسبتاٌ پست در جنوب دليجان  يها كوه رشته
ارتفاع منطقه از سطح . ميمه و شمال شرقي گلپايگان است

  .متر هست 2300تا  1900دريا 

منظور  به: غربالگري باكتري با مقاومت بيشتر به سيانيد
سيانيد، يك  با مقاومت بالاتر نسبت بهي يباكتريهاغربال 

اند،  يي كه در محيط كشت جامد رشد كردهباكتريهاكلني از 
ليتر محيط كشت مايع نوترينت براث  ميلي 5برداشته و در 
به  باكتريهابعد از چند ساعت، با رسيدن . تلقيح شدند

، 1/0ي غلظتهابا را غلظت نيم مك فارلند، پتاسيم سيانيد 
ليتر به گرم بر ميليميلي 1و  75/0، 50/0، 25/0، 15/0

 37 كشت حاوي باكتري اضافه كرده، سپس در دماي محيط
در  rpm 180 و شيك =5/7pH، درجه سانتي گراد
   .ددنش انكوباتور قرار داده 

در مرحله بعد : شناسايي مورفولوژيكي و بيوشيميايي
ي بعاي شناسايي از منروشهاطبق ،  براي شناسايي باكتري

 Bergey’s manual of systematic bacteriologyمثل 
مشخصات بيوشيميايي ، فيزيولوژيكي و مورفولوژيكي 

و مشخص شد . گرفت قرار  يمدنظر موردبررسباكتري 
 .دارد انتروباكتربيشترين شباهت را به  موردنظرباكتري 

 آورده شده است 2و1 ياهاطلاعات مربوطه در جدول
  .)GraphPad Prism 6.0( )4 افزار نرم(
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در مرحله بعد :  16S rDNAتعيين توالي بر اساس 
ي مورفولوژيكي و بيوشيميايي، هاييشناسا ديأيت منظور به

بدين منظور . باكتري انجام شد 16S rDNAتوالي يابي

از پرايمرهاي يونيورسال و  انجام شد DNAاستخراج 
1492R  27وF 1جدول ( استفاده  شد.(   

  1492Rو  27Fتوالي پرايمرهاي يونيورسال  -1جدول 
توالي نام

27F 5΄AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3΄ 
1492R 5΄TACGGYTACCTTGTTACGACTT3΄ 

: سازي ميزان تجزيه سيانيد منظور بهينه طراحي آزمايش به
و   pHفاكتور مؤثر بر ميزان تجزيه سيانيد شامل دما، سه 

كه  Box-Behnkenطرح  از انتخاب شدند و پتاسيم سيانيد
سازي  منظور انجام بهينه بهباشد مي  RSMيك روشي از 

 بررسيسطح  سه در فاكتور  هربراساس آن، و استفاده شد 
 RSMروش به سازي منظور انجام بهينه به). 2 جدول( گرديد
 .استفاده شد Design Expert7افزار  از نرم

 Box-Behnkenپاسخ به روش طرح  سطح طراحي در فاكتورها تغييرات محدوده -2جدول 

  متغيرها  واحد  )-1(فاكتوريل پايين  )0(مركز  )+1(فاكتوريل بالا

50  38  26 C˚ دما  
9 5/7 6  - pH 

000/1  575/0 150/0  mg.ml-1 پتاسيم سيانيد  
  

آزمايش براي سه فاكتور  15، بر اساس طرح مركب مركزي
  در نقطه هاييمؤثر بر پاسخ طراحي شد كه شامل تكرار

سازي يك فرآيند فرآيند شيميايي براي بيشينه. مركزي است
)y( ،  با توجه به فرمول زير، اين بازدهي تابعي از سطوح

بين پاسخ و متغيرهاي غير   رابطه. است x2و  x1دو فاكتور 
معادله درجه دوم توضيح داده وابسته با استفاده از يك 

در اين معادله . شود مي
1 1x  و

2 2x اثرات اصلي و

3 1 2x x اثرات متقابل هستند.  

0 1 1 2 2 3 1 2Y x x x x        

منظور توضيح رابطه بين  آمده به دست معادله درجه دوم به
بعدي   مستقل و پاسخ در قالب يك نمودار سهمتغيرهاي 

بعدي ناميده   شود كه نمودار سطح پاسخ سه نشان داده مي
  .است شده  اشارهشود كه در قسمت نتايج به آن  مي

سنجش ميزان آمونياك از كيت  منظور به: سنجش آمونياك
  . آمونياك گرينر استفاده شد

  :حاسبه ميزان آمونياكم

 Ammonia [µg/dl] = 
Δ ௦

Δ ௦௧ௗௗ
 ˟ conc.standard 

[µg/dl] 

Ammonia [μg/dl] x 0,588 = Ammonia [μmol/l] 

  نتايج 
: غربالگري باكتري با مقاومت بيشتر به سيانيدنتايج 

 با مقاومت بالاتر نسبت بهي يباكتريهامنظور غربال  به
 موج طولدر  ها نمونهساعت جذب  48و  24بعد از  سيانيد،

اختلاف جذب اوليه و جذب نهايي . خوانده شد 600
 شده  دادهنشان  1منحني روز متوالي در  سهباكتري در 

  .است

يژگيهاي و: نتايج شناسايي مورفولوژيكي و بيوشيميايي
 موردباكتري بيوشيميايي، فيزيولوژيكي و مورفولوژيكي 

 موردو مشخص شد باكتري  قرار گرفت يبررس نظر مورد
اطلاعات مربوطه  .دارد انتروباكتربيشترين شباهت را به  نظر

  .آورده شده است 4و  3در جدولهاي 
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در سه روز متوالي با غلظتهاي  انتروباكترمنحني رشد  -1 منحني

  .مختلف سيانيد و سه بار تكرار
يابي ژنوم توالي:  16S rDNAنتيجه ثبت ژن بر اساس 

با  16S rDNAباكتري بر اساس نواحي محافظت شده 
. ي پليمراز صورت گرفتا رهيزنجي واكنشهااستفاده از 

 انتروباكتردرصد يكساني با  100باكتري موردنظر داراي 
با  GenBankي شد و در پايگاه داده گذار نام ZSبود كه 

   .ثبت گرديد KU609073شماره دسترسي 
  

 ZS انتروباكترباكتري  ويژگيهاي مورفولوژيكي -3جدول 

  شكل  گرم  حركت  اسپور  پيگمان مورفولوژيكي يهايژگيو
  ميله اي  منفي  منفي  منفي  موكوئيدي

  

  ZS انتروباكتربيوشيميايي باكتري  يژگيهايو -4جدول 
ويژگيهاي 
 بيوشيميايي

  گزيلوز  مالتوز  لاكتوز  مانيتول  ليزين اوره اينوزيتول VP ONPG اندول  سيترات

  مثبت  مثبت  مثبت  مثبت  مثبت مثبت مثبت مثبت مثبت منفي  مثبت
  

طراحي آزمايش به روش سطح پاسخ با استفاده از سه  -5جدول 
يشهاي آزماو سيانيد و ميزان تجزيه در  pHفاكتور مستقل دما، 

  .شده انجام

 C(  pH˚( دما 
سيانيد

)mg.ml-1( 

ميزان تجزيه
)IU( 

1 26 0/6 57/0 33/0 
2 26 0/9 57/0 32/0 

3 50 0/9 57/0 17/0 

4 26 5/7 15/0 19/0 

5 50 5/7 15/0 34/0 

6 26 5/7 00/1 21/0 

7 50 5/7 00/1 49/0 
8 38 0/6 15/0 25/0 

9 38 0/9 15/0 14/0 

10 38 0/6 00/1 27/0 

11 38 0/9 00/1 16/0 

12 38 5/7 57/0 10/0 

13 38 5/7 57/0 10/0 

14 38 5/7 57/0 10/0 

15 38 5/7 57/0 10/0 

:  RSMسازي با طراحي آزمايش به روش  ينهبهنتايج 
-Boxطراحي آزمايش به روش : وتحليل آماري تجزيه

Behnken تعيين ميزان اثر سه فاكتور دما،  منظور بهpH  و
بين اين فاكتورها،  برهمكنشپتاسيم سيانيد بر پاسخ بهينه و 

. و در سه سطح انجام شد Minitab 17.0افزار  توسط نرم
افزار طراحي و انجام گرديد و  آزمايش توسط اين نرم 15

جدول (عنوان پاسخ محاسبه شد  يدشده بهتولميزان آمونياك 
ورد ارزيابي ها، پاسخ فرآيند، م پس از وارد كردن داده). 5

  .قرار گرفت

 Minitab 17.0 افزار نرم: سازي عاملهاي فرآيند نتايج بهينه

سازي، پس از آناليز نتايج آزمايش، تركيبي از  در بخش بهينه
پاسخ (دهد كه شرايط بهينه را سطوح عاملهايي را ارائه مي

در اينجا، . نمايد براي هر پاسخ فراهم مي) بيشينه يا كمينه
بيشينه درصد سيانيد (هدف، دستيابي به شرايط بهينه 

يشنهاد شده و پشرايط بهينه . مورد نظر است) شده يهتجز
افزار به  بيني شده در شرايط بهينه توسط نرم مقادير پيش

 .است آمده 6ترتيب در جدول 
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 به روش سطح افزار نرم توسط يشنهادشدهپ شرايط بهينه -6جدول

  .پاسخ
پتاسيم سيانيد

)mg.ml-1( 
pH دما)˚C(  

150/0 6 50  
 

از تحليل واريانس  ،شده يطراحعموماً در آزمايشهاي 
منظور تعيين عاملهاي مهم و از رگرسيون، در ارائه مدل  به

كمي براي نشان دادن ارتباط بين عاملهاي مهم و پاسخ 
براي تعيين كميت يك متغير مجهول با . شود استفاده مي

رابطه رياضي از يك  صورت بهاستفاده از متغيرهاي معلوم 
رابطه اين بيني  پس از پيش. شودرگرسيون استفاده مي

 و  رياضي، اعتبار كل مدل رگرسيون با استفاده از تجزيه
مورد آزمون قرار  )ANOVAجدول(ها  تحليل واريانس داده

) 7جدول (ها  تحليل واريانس دادهدر اين تحقيق، . گيرد مي
درصد  95با ) 1رابطه (شده  دهد كه مدل ارائه نشان مي
شده  مدل ارائه 1-3رابطه . دار است عنيداراي اثر م ،اطمينان

برحسب عاملهاي كد  را براي ميزان تجزيه صورت گرفته
  .دهد نشان مي شده

Response = + 0.17 - 0.050 * A + 5.000E-003 * B - 
2.500E-003 * C + 0.045 * A * B + 0.000 * B * C + 
0.027 * A2 - 0.13 * B2 +0.038 * C2           ) 1رابطه(  

و بررسي فاكتورها با آناليز  سازي بهينهوتحليل فرآيند  تجزيه -7جدول 
  (ANOVA)واريانس 

Source DF
F  

Value 
p-value 

Prob > F 
 

Model  8 66.34 < 0.0001  Significant

A-Temperature 1 98.25  < 0.0001 Significant

B-pH 1 0.98 0.3546  

C-Cyanide  1 0.37 0.5630  

AB 1 29.84 0.0009 Significant

BC 1 0.000 1.0000  

A2 1 18.57 0.0035 Significant

B2 1 399.28 < 0.0001 Significant

C2 1 34.54 0.0006 Significant

Residual 7   

Lack of Fit 3 1.83 0.2813    not significant

Pure Error 4   

Cor Total 15   

R-Squared= 0.98, Adj R-Squared 0.97  
  

پس از واردكردن نتايج :  pHبررسي اثر دما و نتايج 
، RSMشده توسط برنامه  آمده از آزمايشهاي طراحي دست به

نشان داد  )ANOVAجدول (ها  بررسي آماري واريانس داده
رخ  pHبيشترين ميزان تداخل در مورد دو فاكتور دما و  كه
منجر به كاهش ميزان  pHدر دماي پايين و افزايش  .دهد مي

 pHدر دماي بالا و و  شود مي) درصد تجزيه سيانيد(پاسخ 
و  2 ،1شكلهاي (شود  ميديده ميزان پاسخ  خنثي كاهش

3.(  

  

  
مشخص  كاملاًبر ميزان توليد  pHتأثير متقابل دما و . بر مقدار توليد آمونياك pHسطح پاسخ اثر تغيير فاكتورهاي دما و  يبعد  سهنمودار  -1شكل 

  .پايين است pHبيشترين ميزان تجزيه در دماي بالا و  كه يطور بهاست؛ 
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و  pHدما و محور عمودي،  دهنده نشاندر اين نمودار محور افقي .بر مقدار تجزيه سيانيد  pHنمودار اثر متقابل فاكتورهاي تأثيرگذار دما و  -3شكل 

  .دهدرنگ نمودار ميزان توليد آمونياك است كه رنگهاي متمايل به قرمز درصدهاي تجزيه بالاتر را نشان مي

  
بر مقدار   pHنمودار نرمال پلات اثر تغيير فاكتورهاي دما و  -2شكل 

  تجزيه سيانيد

  بحث
 انتروباكترمنظور بالا بردن درصد تجزيه سيانيد توسط به

ZSسازي با استفاده از طراحي، بهينه Box-Behnken RSM 
ها با استفاده از آناليز داده. سطح انجام شد سهدر 

(ANOVA) زدهبا پارامترهاي تخمين  شده يطراح، مدل  
آورده  7، در جدول Lack off fit و P-valueمانند  شده

- اي ايجاد ميفرضيه ،منظور بررسي دو فاكتوربه. شده است

شود كه بر اساس اين مدل هيچ تفاوت معناداري بين دو 
صحت فرضيه  صورت نيافاكتور وجود نداشته باشد، در 

 اگر كه صورت نيبد. شوداثبات مي P-valueبر اساس 
05/0P-value≤  باشد فرضيه نادرست بوده و دو فاكتور

درست  <05/0P-valueف معنادار دارند ولي فرضيه با اختلا
-P كه يدرصورت. بوده و فاكتورها اختلاف معناداري ندارند

value  دار معني اين تحقيقباشد، مدل 05/0مدل كمتر از

به   >0001/0مدل ،  P-valueاست، كه در اين مطالعه، 
دهد، خطا در مدل نشان مي Lack off fit. آمد دست

 Lackبايد مقدار  و تأثيري نداشته است RSMپيشنهادي 

off fit 05/0(باشد  معنيبيP-value>>(.  در مدل آزمايش
كه  دست آمدبه 28/0برابر  Lack off fit در اين تحقيق

دار باشد، اگر اين پارامتر معني. مقدار آن مورد تأييد است
ضريب . معني بوده و ارزشي نداردكل مدل و آزمايش بي

مدل، احتمال درست بودن مدل پيشنهادي ) R2(همبستگي
، ميزان ضريب شده انجامبا آناليز . دهدافزار را نشان مينرم

نزديك بودن . آمد به دست درصد R2 (98(همبستگي 
AdjR2   بهR2 دكنندهييتأ R2 قابل قبولي بين  اختلاف. است

. مشاهده شد =AdjR2درصد 97و  =R2درصد 98
Residual  درANOVA ها صحت تعداد نمونه دهنده نشان

. گزارش شد 7مطالعه اين باشد كه در  ≥6است كه بايد 
براي  شده استفادهكند كه مدل همه اين سنجشها تأييد مي

  دادهگويي درصد تجزيه سيانيد در طيفي از مقادير پيش
  .دار استمعني شده

 1 ابطهرت متقابل بين آنها در اارتباط بين فاكتورها و تأثير
، درصد تجزيه سيانيد را Y كه يطور به. آورده شده است

-بر. دهدنشان مي) Xi(عنوان عملكرد متغيرهاي آزمايشبه

  >05/0P-valueدار بوده و همكنش فاكتورهايي كه معني
در اين . گذارنددارند، بر روند تجزيه سيانيد تأثير مي
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برابر با  pHهمكنش دما و براي بر P-valueآزمايش، 
  .دار استبوده و معني 0009/0

مدل پيشنهادي اين آزمايش از معادله درجه دوم پيروي 
متمايز كردن متغيرهايي كه بيشترين تأثير را بر . كندمي

در اين آزمايش، . كار دشواري است ؛نتيجه نهايي دارند
بر نتيجه نهايي ميزان درصد  pHتأثير برهمكنش دما و 

. است شده  دادهنشان  3 و 1 يها لشكتجزيه سيانيد در 
 به علتخطي نبوده و اين حالت انحنا  ،ارتباط بين اين دو

  .است دمابر فاكتور  pHتأثير متقابل 

صورت بلع يا هضم در ز كشنده سيانيد براي انسان بهد
گرم سيانيد ميلي 3تا  1(گرمميلي 200تا  50از  يا گستره

صورت ز كشنده بهد .است) آزاد در هر كيلوگرم وزن بدن
بالاتر است و حدود  يا ملاحظه قابل طور بهجذب پوستي 

در عمليات . گرم بر كيلوگرم وزن بدن استميلي 100
استخراج طلا از محلولهاي بسيار رقيق سديم سيانيد در 

  .)9( گرددسيانيد استفاده ميدرصد  01/0و 05/0گستره 

شده از پساب  گرفتهبر Scenedesmus obluquisباكتري 
گرم بر ليتر را ميلي 91/77سيانيد ، Ovacikمعدن طلاي 

گرم بر ميلي 6تقريباً به  3/10اوليه  pH با تدريجي طور به
 دهد باكتري نتايج آزمايش نشان مي. ليتر كاهش داده است

Scenedesmus obluquis 91 77سيانيد را طي  درصد 
  .)3( كندساعت تجزيه مي

سازي را با بهينه باسيلوس باكتريديگري،  در مطالعه
-whey، دما و غلظت pHآزمايش با بررسي فاكتورهاي 

waste در  بيبه ترتسازي را حاصل از بهينه نهيبه، نقاط
88/9pH= 27/14و غلظت  گراد يسانتدرجه  33، دماي 

سازي نتيجه اين بهينه. انجام دادند whey-wasteگرم بر ليتر 
گرم بر ليتر مقدار اوليه سيانيد، ميلي 500اين بود كه از 

ساعت  96گرم بر ليتر سيانيد طي ميلي 53/206مقدار 
  .)3( يكروبي تجزيه گرديدهاي متوسط گونه

از رسوب  جداشده CN-22باسيلوسگونه باكتريايي 
تجزيه با توانايي ذاتي خود قادر به ، يفلز كار آب يولا گل

، دماي 3/10اوليه  pHبا  طيشراسازي با بهينه. سيانيد است
و ميزان  r.p.m 193، دور چرخش گراد يسانتدرجه  31

. ، روند تجزيه سيانيد كنترل شددرصد 38/2 تلقيح
گرم بر ليتر را به ميلي 200غلظت اوليه سيانيد  كه يطور به

  .)15( كندگرم بر ليتر تبديل ميميلي 62/6

از  جداشده Pseudomonas pseudoalcaligenesباكتري
غلظت بالاتر  تواند يم، Kuala Lipis Pahangمعدن طلاي 

گرم بر ليتر سيانيد را تحمل كند اما رشد آن در ميلي 39از 
 .)14( گرددگرم بر ليتر سيانيد متوقف ميميلي 52غلظت 

در بررسي ديگري، درصد تجزيه سيانيد با غلظت اوليه 
 درصد Rhizopus oryzae  ،83گرم بر ليتر توسط ميلي 150

 است شده گزارش درصد Stemphylium loti، 90  و توسط
)14(.   

ي خارج مهايآنزدر اين پژوهش تجزيه سيانيد توسط 
 بهمزايايي اين روش نسبت  ازجمله. است شده انجامسلولي 
باشد، ي داخل سلولي، استفاده مستقيم از باكتري ميروشها

به اين معني كه در اين روش نيازي به شكستن سلول و 
از اين منظر،  جهيدرنت. باشد ينمي عصاره سلولي ساز آماده

جنبه اقتصادي داشته و امكان استفاده در صنايع مرتبط با 
 .كند يمسيانيد و تركيبات سيانيد دار را فراهم 
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Optimization of culture condition of Enterobacter ZS extra 
cellular cyanide degrading enzyme with Response Surface 
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Abstract  

Although cyanide is a poisonous and lethal compound, it is used in several industries. 
Industrial wastewater contains highly amounts of cyanide. That in order to degrade it, 
different chemical and physical methods are used. These methods not only include high 
expenses, but also if they combine with other materials, will produce more hazardous 
compound as well. On the other hand, utilizing biodegradation method, in addition to 
decreasing expenses, is environmentally friendly. In this study, bacterium was isolated 
from Muteh gold mining wastewater. Determination of morphological and biochemical 
characteristics and 16S rDNA described that the bacterium belong to Enterobacter 
genus. To achieve the maximum degradation by Enterobacter ZS, culture conditions 
has been optimized. The variables parameters that effect on the degradation procedure 
with maximum efficiency was achieved. By optimizing the values of affective factors 
and consider the interactions between factors, culture conditions were optimized by 
response surface methodology (RSM). 

Key words: Cyanide, Biodegradation, Enterobacter, Optimization by Response Surface 
Methodology, Cyanide degrading enzyme 


