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  بررسي تحمل و جذب فلزات مس و سرب توسط سه سويه استاندارد مخمر
  نحويايرج  و *اعتمادي فرزهرا حسني، عليرضا 

 گروه زيست شناسيدانشكده علوم، دانشگاه اصفهان، اصفهان، 

 4/9/91 :تاريخ پذيرش  21/4/90 :تاريخ دريافت

  چكيده

در طي ساليان . حيطي امروز تبديل شده استترين معضلات زيست مآلودگي محيط زيست توسط فلزات سنگين به يكي از جدي
اند، اما اكثر آنها مشكل، گران و گذشته روشهاي مختلف فيزيكي و شيميايي براي پاكسازي فلزات سنگين مورد بررسي قرار گرفته

در اين . ها باشدروش اين تواند جايگزيني مناسب برايها براي جذب فلزات سنگين، مياستفاده از ميكروارگانيزم. انرژي بر هستند
 PTCC 5052  Saccharomyces cerevisiae ،Kluyveromyces marxianus  DSMZ استاندارد تحقيق از سه مخمر

5422،Yarrowia lipolytica DSMZ 8218، مس و سرب  غلظتهاي مختلف فلزات سنگين به براي بررسي مقاومت نسبت
مول و ميلي 5مول، كلويورومايسز ماركسيانوس تا ميلي 6وليتيكا تا ياروويا ليپ(مقاومت بيشتري نسبت به مس . استفاده شد

سپس . مشاهده شد) مولميلي 2هر سه مخمر تا غلظت (و مقاومت كمتري نسبت به سرب ) مولميلي 1ساكارومايسز سرويزيه تا 
ميزان جذب مخمرها . گرفتبر اساس مقاومتهاي مشاهده شده توانايي مخمرها در جذب اين فلزات سنگين مورد آزمايش قرار 
بيشترين ميزان فلزات جذب . در غلظتهايي كه به آن حساس بودند بالاتر و در غلظتهايي كه به آنها مقاوم بودند، كمتر مشاهده شد

، در مخمر )6/54(و سرب ) گرم برگرم وزن خشكميلي 8/16(شده توسط مخمر ساكارومايسز سرويزيه شامل مس 
) 6/69(و سرب ) 69(، و در مخمر ياروويا ليپوليتيكا شامل مس )4/67(و سرب ) 5/75(س شامل مس كلويورومايسز ماركسيانو

 است ولياثر بيدر آزمايش بررسي اثر گلوكز روي جذب در غلظتهاي پايين مشاهده شد كه گلوكز روي جذب سطحي .  بود
ي وابسته به انرژي و جذب سطحي مستقل از زيرا جذب داخلي فرآيند ،گرددو باعث افزايش آن ميثر ؤمروي جذب داخلي 

  . انرژي است

  .، جذب اتميمقاومت به فلزات سنگينمخمر، فلزات سنگين، جذب زيستي،  :كليدي واژه هاي

   z_etemadifar@yahoo.com  :، پست الكترونيكي 031-37932456: تلفننويسنده مسئول، * 

  دمهمق
يكي از بزرگترين مشكلات جوامع بشري در قرن بيست و 

ترين اين آلوده  از مهم. يكم آلودگيهاي محيطي است
ها فلزات سنگين هستند كه مقدار آنها در محيط با كننده

. توجه به استخراج روزافزون آنها، در حال افزايش است
شوند اي ميفلزات سنگين با ورود به محيط  وارد چرخه

ي آن بين محيط و موجودات زنده مورد تبادل قرار كه ط
گذارند، گيرند و اثرات سمي بر موجودات زنده ميمي

تواند اي از زنجيره غذايي ميتجمع زيستي در هر مرحله
اتفاق بيفتد، اين مشكل به خصوص براي انسان به عنوان 

اگر . مصرف كننده نهايي  از اهميت خاصي برخوردار است
ر يكي از ارگانهاي بدن انسان اتفاق بيفتد، تجمع زيستي د

م گوارشي، عصبي و ئآور مختلفي مثل علاعلايم زيان
از آنجا كه اين فلزات . كنندايمونولوژيكي بروز پيدا مي

تجزيه پذير نيستند تنها راه پاكسازي آنها خارج كردن آنها 
محيط و بازيابي و استفاده مجدد از آنها در صورت  از

روشهاي مختلف فيزيكي و شيميايي مانند  . )5(امكان است
اسمز معكوس، دياليز، تشعشع گاما، اولترا فيلتراسيون، 

توسط ازون (اي، استخراج حلال، اكسيداسيونرسوب لخته
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، هيدروليز، الكتروليز، تيمار كروم و )و پراكسيد هيدروژن
كروماتوگرافي براي پاكسازي فلزات سنگين مورد بررسي و 

اند، اما اكثر آنها  مشكل، پرخطر، پيچيده فتهآزمايش قرار گر
استفاده از . و ناكامل، گران و انرژي بر هستند

تواند ها براي جذب فلزات سنگين، ميميكروارگانيزم
جايگزيني مناسب براي روشهاي فوق باشد، زيرا يا از 

شود كه فراوان هستند، مثل علف هايي استفاده ميارگانيزم
هاي تخميري دورريز كارخانهست توده زيدريايي، و يا از 

  .)12( گرددمياستفاده 

مس كوفاكتور ضروري بسياري از آنزيمهاي مختلف است 
كه اين آنزيمها در واكنشهايي مثل تنفس، از بين بردن 

مقادير . راديكالهاي آزاد، هموستازي  آهن نقش دارند
هاي فعال اكسيژن از طريق اضافي مس موجب توليد گونه

كند، به شود، اتصال فلزات را مختل ميواكنش فنتون مي
شود و هموستازي را بي به پروتئينها متصل ميطور نامناس
 نمكهاي مس هاميكروارگانيزمدر . )26(زند بر هم مي

 DNAفراواني نوكلئوتيدهاي اشتباه در جريان همانندسازي 
مس به راحتي با راديكالها از جمله . دهندرا افزايش مي

كند و اين امر باعث راديكالهاي اكسيژن برهمكنش مي
اساس سميت مس نسبت به . شودسمي شدن آن مي

هيدروپراكسيد و ها توليد راديكالهاي ميكروارگانيزم
از طريق اتصال به تركيبات تيول دار  ءبرهمكنش با غشا

  .)16(است 

در يوكاريوتها ميزان مس از طريق سيستمهاي دريافت و 
مس حاصل از فرآيندهاي . شودخروج خاص كنترل مي

 آنابوليكي به پروتئينهاي چاپرون درون سيتوزول متصل مي
يرد گرا ميشود كه اين امر جلوي فعاليتهاي مخرب آن

به خارج  Pهاي نوع ATPaseمس مازاد توسط . )20(
شود، اين نوع پروتئينها در همه سلول فرستاده مي

  .)22(حيات وجود دارند  فرمانروهاي

شود، بخشي در مخمر مس به تركيبات مختلفي متصل مي
را  گلوتاتيونات-از آن با اتصال به گلوتاتيون تركيب مس

و  Cup1pهاي مخمر مثل دهد و متالوتيونينتشكيل مي
Crs5p  نيز به يونهاي موجود متصل شده و مس را براي

كند اكسيداز ذخيره مي cتوليد آنزيمهايي مثل سيتوكروم 
)19(.  

پذيري پايين سرب باعث شده كه اين فلز از نظر انحلال
زيستي كمتر در دسترس باشد و همين امر موجب 

ها نسبت به اين فلز حساسيت بسياري از ميكروارگانيزم
سرب به گروههاي سولفيدريل پروتئينهاي مختلف . است

شود و جلوي عملكرد زيستي و متابوليكي آنها را متصل مي
ن پروتئينهاي داراي گروههاي سولفيدريل گيرد، بنابرايمي

  .)18(پذيرند آزاد نسبت به سرب آسيب

براي مطالعات جذب  يآلمدل ايده ساكارومايسز سرويزيه
لكولي است و به فهم بهتر اين مكانيزمها كمك ودر سطح م

و دستكاري  كند، زيرا توالي ژنومي آن در دسترس بودهمي
از هم  ياروويا ليپوليتيكامخمر  .)27( ژنتيكي آن ساده است

محلهاي آلوده به فلزات سنگين جدا شده است و توانايي 
- ها و ديگر آلودهمقاومت در برابر فلزات سنگين، نمك

زدايي فلزات مكانيزمهاي مقاومت و سميت .دارد ها راكننده
به  ليپوليتيكا يارووياهاي مختلف سنگين كه توسط سويه

از مكانيسمهاي . بررسي و مطالعه شده استروند كار مي
است و سوپراكسيد ديسموتاز واجد روي  ملانينفوق توليد 

 .در مقاومت نسبت به فلز مس مشخص شده است كه
مول فلز ميلي 2-4در حضور  ياروويا ليپوليتيكامنحني رشد 
خيري اندكي أتماند و تنها فاز تغيير باقي ميبي مس تقريباٌ

شود و در سيتوسل اين سلولها مقدار اندكي تر ميطولاني
وجود  شود كه دليل اين امر احتمالاٌفلز مس مشاهده مي

اين . سيستم ترشح به خارج فلز در اين مخمر است
سيستمها بر اثر قرار گرفتن در معرض مقادير مشخصي از 

. رانندشده و فلز را به خارج سلول مي ءفلز مربوطه القا
اي ملانين كه اي از رنگدانه قهوهتوليد دائمي مقادير پايه

آوري فلز مس دارد نيز از نقش مهمي در اتصال و جمع
. به مس است ياروويا ليپوليتيكادلايل مقاومت سلولهاي 
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ديواره سلولي نيز نقش مهمي در جلوگيري از ورود مس و 
مقادير  به علاوه. ساير فلزات سنگين به درون سلول دارد

آنزيم سوپراكسيد ديسموتاز واجد روي در درون سلولها 
هاي افزايش يافته زيرا اين آنزيم سلول را در مقابل گونه
شوند، فعال اكسيژن كه با حضور فلز در سلول ايجاد مي

  .)3( كندمحافظت مي

كد  ياروويا ليپوليتيكارا در  Crf1فاكتور رونويسي  crf1ژن 
ر سيتوسل سلول قرار دارد و ديده كند، اين فاكتور دمي

شده كه در پاسخ به مقادير بالاي مس به درون هسته منتقل 
شود تا موجب بيان برخي ژنها در رابطه با مقاومت به مي

ها از آنجا كه رابطه ميان اين فاكتور با متالوتيونين. مس شود
و سوپراكسيد ديسموتاز كه نقش مهمي در مقاومت به مس 

 شده است، بنابراين پيشنهاد شده كه احتمالاًدارند مشخص ن
زدايي فلزات اين فاكتور از طريق مكانيزم ديگري در سم

  .)3( موثر است

و ديواره سلولي محلهاي عمده  ءمشخص شده كه غشا
همچنين در . هستند ي فلزيتجمع مقادير اضافي يونها

بررسي هر فلز، رابطه معكوسي ميان سميت آن فلز و مقدار 
در پاسخ به . يونين توليد شده توسط سلول برقرار بودمتالوت

فلزات سمي متالوتيونين بيشتري توليد شده و در نتيجه 
فلز در سلول كمتر بود و بالعكس مقدار فلزات  مقدار آن

غير سمي در سلول بيشتر و متالوتيونين توليد شده در پاسخ 
دهنده اهميت اين شواهد نشان. به آنها كمتر بود

  .)24(زدايي فلزات سنگين است ها در سميونينمتالوت

  PTCC 5052در اين تحقيق از سه مخمر استاندارد 

Saccharomyces cerevisiae ،Yarrowia lipolytica 

DSMZ 8218،marxianus  DSMZ 5422  
Kluyveromyces  اهدافي كه در اين تحقيق . استفاده شد

هاي مخمري بررسي شدند عبارتند از بررسي مقاومت سويه
موجود نسبت به فلزات سنگين، بررسي ميزان جذب 

هاي مخمري موجود، بررسي فلزات سنگين توسط سويه
رابطه تحمل و جذب فلزات سنگين توسط مخمرها و 

بر  ياثر وجود و عدم وجود منبع انرژ ين بررسينهمچ
  .ند جذبيفرآ

  مواد و روشها
از  براي كشت مخمر:  محيطهاي كشت مورد استفاده

اين  .آگار استفاده شد YPDو  براث YPDمحيط كشت 
. محيط كشت حاوي عصاره مخمر، پپتون و گلوكز است

عصاره مخمر و پپتون كربن، نيتروژن، مواد معدني، ريز 
. كننديهاي مورد نياز براي رشد مخمرها را فراهم ميمغذ

به منظور تهيه اين . گلوكز نيز منبع انرژي محيط است
گرم پودر خشك محيط كشت در يك ليتر  50محيط كشت 

گراد در فشار  درجه سانتي 110حل و سپس در مقطر آب 
 . دقيقه اتوكلاو گرديد 10مدته بيك بار 

 يزمان انتها ييشناساجهت  تعيين منحني رشد مخمرها
تعيين منحني رشد استاندارد به منظور : يفاز لگاريتم

 YPDاي از مخمرها در محيط كشت مخمرها، كشت شبانه
- مك 5/0ليتر از آن با كدورت ميلي 1براث تهيه گرديد و 

. براث تلقيح گرديد YPDليتر از محيط ميلي 100فارلند در 
شد  رقيقه شيكدور در د 120ساعت در  48 مدته بسپس 

 600ساعت يك بار در طول موج  4و جذب نوري هر 
  .نانومتر خوانده شد

براي  :سنجش مقاومت مخمرها نسبت به فلزات سنگين
سنجش مقاومت مخمرها نسبت به فلزات سنگين از 

چاهك استفاده شد و منحني رشد  96هاي ميكروپليت
در هر . مخمرها در حضور غلظتهاي مختلف فلز رسم شد

ميكروليتر محلول شامل سوسپانسيون مخمري،  200هك چا
. براث و محلول فلزي ريخته شد YPDمحيط كشت 

چاهك ابتداي هر رديف به عنوان شاهد مثبت در نظر 
گرفته شد و فلز به آن اضافه نشد تا ميزان رشد مخمرها در 

با پيشروي در هر . چاهكهاي داراي فلز با آن مقايسه شود
چاهك انتهاي هر . ايش داده شدرديف غلظت فلز افز

 رديف به عنوان  شاهد منفي در نظر گرفته شد و صرفاً
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يك رديف از چاهكها به عنوان . حاوي محيط كشت بود
شاهد و به ازاي هر غلظت فلز يك چاهك فاقد مخمر در 
نظر گرفته شد تا بتوان كدورت حاصل از محيط كشت و 

. ها تميز دادمحلول فلز را از كدورت حاصل از رشد مخمر
. چاهكها توسط سمپلر و در زير هود بيولوژيك پر شدند

براي تلقيح چاهكهاي ميكروپليت از مخمرهاي انتهاي فاز 
در هر . فارلند استفاده شدمك 5/0لگاريتمي معادل كدورت 

 100ميكروليتر سوسپانسيون مخمري،  50چاهك 
ميكروليتر محلول فلزي با  50ميكروليتر محيط كشت و 

سپس ميكروپليت در انكوباتور . ظت مورد نظر اضافه شدغل
ساعت در  48و  24درجه قرار داده شد و در  28در دماي 

دستگاه الايزا ريدر خوانده شد و ميزان كدورت چاهكهاي 
چاهكهايي . ه نسبت به چاهكهاي شاهد مشخص شدننمو

ه رشد چاهك شاهد مثبت بودند ب درصد 80كه داراي 
از چاهكهايي كه رشدي . ظر گرفته شدندعنوان مقاوم در ن

وسيله ه چاهك كنترل مثبت داشتند، ب درصد 80كمتر از 
صورت جداگانه در پليتهاي ه لوپ نمونه برداري شد و ب

پليتها در . آگاركشت داده شد  YPDحاوي محيط كشت 
. روز انكوبه شدند 2مدته بگراد درجه سانتي 28دماي 

عنوان غلظت متوقف ه د بغلظتهايي كه مخمر آنها رشد كر
كننده رشد قارچ و غلظتهايي كه مخمر آنها رشد نكرده بود 

و  14( عنوان غلظت كشنده قارچ در نظر گرفته شدنده ب
25(.  

بررسي ميزان جذب فلز در مخمرها بر اساس غلظتهاي 
منظور بررسي رابطه ه در اين آزمايش ب: مقاومت آنها

دست آمده ه مقاومت و جذب فلزات سنگين از غلظتهاي ب
سه غلظت از هر . در آزمايش سنجش مقاومت استفاده شد

كار رفت، كه شامل بالاترين غلظت تحمل شده در فلز به
براي بررسي . بل و دو غلظت مجاور آن بودندمرحله ق

ليتر از ميلي 20ميزان جذب فلزات سنگين توسط مخمرها، 
-ميلي 15مخمرهاي انتهاي فاز لگاريتمي در دو فالكون 

دور  3000دقيقه در  3مدت ه ليتري ريخته شد و سپس ب
مخمرهاي سانتريفيوژ شده با . در دقيقه سانتريفيوژ گرديد

دقيقه  3 ستريل شستشو داده شد و مجدداًسرم فيزيولوژي ا
در اين . )8و  2( دور در دقيقه سانتريفيوژ شدند 3000در 

فالكون نيز جهت تعيين وزن خشك مخمرها به  2مرحله 
ليتر ميلي 1سپس با اضافه كردن . همين صورت آماده شدند

سرم فيزيولوژي استريل به هر فالكون و هم زدن روي 
دستگاه همزن محتويات فالكونها به صورت همگن 

ليتري ميلي 100سوسپانسيون حاصل به ارلن . درآمدند
ليتر آب مقطر دوبار تقطير استريل اضافه ميلي 43حاوي 

فرآيندهاي ذكر . ليتر رسيدميلي 45شد و حجم كلي آن به 
ارلن بطور يكسان انجام گرفت و ارلن ديگري  2شده براي 

با محتويات يكسان و بدون اضافه كردن مخمر بعنوان 
 20هاي مذكور سپس به مدتارلن. شاهد در نظر گرفته شد

دور در دقيقه روي دستگاه همزن قرار  120دقيقه در 
ليتر محلول گلوكز استريل ميلي 2دقيقه  20بعد از . گرفتند
مولار به هر ارلن اضافه شد تا غلظت گلوكز در حجم  1,25

 10سپس ارلنها براي مدت . مولار برسدميلي 50نهايي به 
زن باقي دور در دقيقه روي دستگاه هم 120دقيقه ديگر در 

ليتر از ميلي 3دقيقه به هر ارلن  10بعد از ). 28و 15( ماندند
محلول فلزي با غلظت مورد نظر اضافه شد تا حجم كلي 

. تنظيم گرديد 5/5روي  pHسپس . ليتر برسدميلي 50به 
در نظر گرفته  صفرعنوان زمان ه لحظه اضافه شدن فلز ب

دور در  120دقيقه روي همزن در  60شد و ارلنها به مدت
 10از هر ارلن  60و  10و  0در دقايق . قرار گرفتنددقيقه 
ليتري ريخته شد ميلي 15ليتر به درون فالكونهاي ميلي

دور در دقيقه به  3000وفالكونهاي مذكور بلافاصله در 
دقيقه سانتريفيوژ شدند و سوپرناتانت حاصل به  3مدت 

سپس به هر ). 21و 11(درون فالكونهاي ديگري ريخته شد 
قطره اسيد نيتريك غليظ اضافه شد تا جهت  2فالكون 

. بررسي توسط دستگاه طيف سنج جذب اتمي آماده شوند
سنج جذب اتمي در اين تحقيق از يك دستگاه طيف

perkin-elmer   با سوخت استيلن استفاده شد   3030مدل
ميزان فلز جذب شده توسط مخمرها از ميزان كاهش فلز 

  فرمول طريق   از ه شاهد، در سوپرناتانت نمونه ها نسبت ب
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  :زير محاسبه شد 

 
گرم ميزان جذب فلز بر حسب ميلي qدر فرمول ذكر شده 

حجم محلول بر حسب ليتر،  Vبر گرم وزن خشك مخمر، 
Ci  وCf گرم بر غلظت اوليه و نهايي فلز بر حسب ميلي

  .)6( وزن خشك مخمرها بر حسب گرم است Wليتر، 

مرها در غلظتهاي پايين بررسي ميزان جذب فلز در مخ
براي اين منظور از غلظتهاي : همراه با بررسي اثر گلوكز

ppm20 آزمايش مانند . سرب استفاده شد و فلزات مس
 به صورتفلز  2انجام شد و به هر مخمر  يقبلقسمت 

جداگانه اضافه شد اما اين بار تعداد ارلنها دو برابر شد و 
بتوان اثر گلوكز در  به نيمي از آنها گلوكز اضافه نشد تا

  .نحوه جذب را بررسي كرد

: اندازه گيري وزن خشك مخمرها در آزمايش جذب
براي اندازه گيري ميزان وزن خشك اضافه شده مخمرها در 
آزمايش بررسي ميزان جذب فلز، هنگام سانتريفيوژ كردن 
مخمرهاي انتهاي فاز لگاريتمي جهت انجام آزمايش جذب، 

به سپس اين دو فالكون . شدند فالكون اضافه آماده 2
ا درجه قرار گرفتند ت 70ساعت در آون در دماي  24مدت

دست آمده اين فالكونها سپس وزن ب. آب آنها تبخير شود
از وزن اوليه آنها كاسته شد و وزن خشك مخمرهاي 

  .)6(اضافه شده در آزمايش جذب مشخص شد 

  نتايج
 يزمان انتها ييتعيين منحني رشد مخمرها جهت شناسا

ساكارومايسز انتهاي فاز لگاريتمي در مخمر : يفاز لگاريتم
كلويورومايسز ماركسيانوس ساعت، در مخمر  36سرويزيه 

ساعت  40حدود  ياروويا ليپوليتيكاساعت و در مخمر  34
  .بود

  : سنجش مقاومت مخمرها به فلزات سنگين

بيشترين مقاومت به فلز مس در  : ت به فلز مسمقاوم)الف
مولار ميلي 6مشاهده شد كه برابر با  ياروويا ليپوليتيكامخمر 

مخمر مقاوم بعدي . بود) ميلي گرم بر ليتر 380(
-ميلي 5بود كه مقاومتي برابر  كلويورومايسز ماركسيانوس

كمترين مقاومت نيز . داشت) ميلي گرم بر ليتر 310( مولار
مشاهده شد كه حداكثر  ساكارومايسز سرويزيهر در مخم

. بود) گرم بر ليترميلي 63(مولارميلي 1مقاومت آن برابر با 
مولار ميلي 5/1غلظت  ساكارومايسز سرويزيهدر مورد 

مولار و بالاتر ميلي 2غلظت متوقف كننده رشد و غلظت 
 كلويورومايسز ماركسيانوسدر مورد . غلظت كشنده بودند

مولار و بالاتر غلظت متوقف كننده رشد يليم 6غلظت 
-ميلي 8و  7غلظتهاي  ياروويا ليپوليتيكادر مورد . بودند

 .مولار متوقف كننده رشد بودند

در مورد فلز سرب تقريبا : مقاومت به فلز سرب) ب
هر سه . الگوي مقاومتي يكساني بين مخمرها مشاهده شد

از ) بر ليترميلي گرم  410(مولار ميلي 2مخمر تا غلظت 
مولار ميلي 7غلظتهاي بالاتر تا . خود مقاومت نشان دادند

  .نيز نسبت به هر سه مخمر متوقف كننده رشد بودند

ميزان جذب فلز در مخمرها بر اساس غلظتهاي مقاومت 
  : آنها

با توجه به مقاومتهاي مشاهده شده  :جذب فلز مس) الف
 2و  1، 5/0گيري مقاومت مخمرها، غلظتهاي در اندازه

براي ) گرم بر ليترميلي 127و  32،5/63معادل (مولار ميلي
بيشترين . در نظر گرفته شدندساكارومايسز سرويزيه مخمر 

گرم بر گرم وزن خشك ميلي 8/16جذب مشاهده شده 
 60ميلي گرم بر ليتر و در زمان  127است كه در غلظت 

  ).1شكل (دقيقه مشاهده شد 

 

كلويورومايسز ده براي مخمر غلظتهاي در نظر گرفته ش
 444و  317، 190معادل (مولار ميلي 7و  5، 3 ماركسيانوس

 7/75بيشترين جذب مشاهده شده . بودند) گرم بر ليترميلي
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  ).  2شكل (دقيقه مشاهده شد  60گرم بر ليتر و در زمان ميلي   444گرم بر گرم وزن خشك است كه در غلظتميلي

  
  دقيقه 60و  10در زمانهاي  ساكارومايسز سرويزيههاي مختلف فلز مس توسط مخمر ميزان جذب غلظت -1شكل 

  
  دقيقه 60و  10در زمانهاي  كلويورومايسز ماركسيانوسميزان جذب غلظتهاي مختلف فلز مس توسط مخمر  -2شكل 

  

شامل ياروويا ليپوليتيكا كار رفته براي مخمر ه غلظتهاي ب
گرم بر ميلي 508و  381، 254معادل (مولار ميلي 8و  4،6
-ميلي 69بيشترين جذب مشاهده شده اين مخمر . بود) ليتر

ميلي   508گرم بر گرم وزن خشك است كه در غلظت 
  .)3شكل ( دقيقه مشاهده شد 60گرم بر ليتر و در زمان 

  
  دقيقه 60و  10در زمانهاي ياروويا ليپوليتيكا ميزان جذب غلظتهاي مختلف فلز مس توسط مخمر  -3شكل 
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با توجه به نتايج آزمايش مقاومت : جذب فلز سرب) ب
اين . كار رفته غلظتهاي يكساني در مورد هر سه مخمر ب

 620و  414، 207(ميلي مولار  3و  2، 1غلظتها شامل 
 ساكارومايسز سرويزيه در مخمر . بود) گرم بر ليترميلي

ميلي گرم بر گرم وزن خشك  6/54بيشترين جذب معادل 
گرم بر ليتر فلز سرب مشاهده ميلي 620د كه در غلظت بو
  . )4شكل ( شد

  
  دقيقه 60و  10در زمانهاي ساكارومايسز سرويزيه ميزان جذب غلظتهاي مختلف فلز سرب توسط مخمر  -4شكل 

نيز  كلويورومايسز ماركسيانوسالگوي جذب در مخمر 
زان بيشترين مي. است ساكارومايسز سرويزيهتقريبا شبيه به 

گرم بر گرم وزن خشك بود ميلي 4/67جذب سرب برابر با 

شكل ( گرم بر ليتر صورت گرفتميلي 620كه در غلظت 
5(.  

  

  
  دقيقه 60و  10در زمانهاي كلويورومايسز ماركسيانوس ميزان جذب غلظتهاي مختلف فلز سرب توسط مخمر  -5شكل 

  

مخمر با دو  ياروويا ليپوليتيكاالگوي جذب سرب در مخمر 
با افزايش غلظت فلز ميزان جذب . ديگر تفاوت داشت

سطحي ابتدا افزايش داشت و بعد متوقف شد و جذب 
داخلي كه با افزايش غلظت اول زياد نشده بود، با افزايش 

بيشترين ميزان فلز . غلظت دوم به طور محسوسي زياد شد

گرم بر گرم ميلي 6/69سرب جذب شده توسط اين مخمر 
شكل ( كه در بالاترين غلظت مشاهده شد وزن خشك بود

6(.  
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ميزان جذب فلز در مخمرها در غلظتهاي پايين همراه با 
  :بررسي اثر گلوكز

براي تمام مخمرها از غلظت : جذب فلز مس) الف
ppm20 بيشترين جذب در بين سه . فلز مس استفاده شد

دقيقه و  60در زمان  كلويورومايسز ماركسيانوسمخمر، در 
گرم بر گرم وزن ميلي 25/9يط داراي قند معادل در شرا

به طور كلي در حالت داراي ). 7شكل (خشك مشاهده شد 
 60قند جذب بيشتري مشاهده شد اما اين افزايش در زمان 

دقيقه كه جذب داخلي نيز صورت گرفته بيشتر بود كه به 
  .دليل وابسته بودن جذب داخلي به انرژي بود

سرب براي هر سه  ppm 20غلظت : جذب فلز سرب) ب
بيشترين جذب فلز سرب در مخمر . مخمر به كار رفت

دقيقه و شرايط  60در زمان  كلويورومايسز ماركسيانوس
گرم بر گرم وزن ميلي 9/4داراي قند ديده شد كه معادل 

الگوي جذب تقريباً مشابه فلز مس ). 8شكل (خشك بود 
  .بود تردقيقه اثر گلوكز نمايان 60بود و در زمان 

  

  
  دقيقه 60و  10در زمانهاي ياروويا ليپوليتيكا جذب غلظتهاي مختلف فلز سرب توسط مخمر  -6شكل 

  

  
در زمانهاي ساكارومايسز سرويزيه، كلويورومايسز ماركسيانوس و ياروويا ليپوليتيكا فلز مس توسط سه مخمر  ppm 20ميزان جذب غلظت  -7شكل 

  دقيقه 60و  10
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در زمانهاي ساكارومايسز سرويزيه، كلويورومايسز ماركسيانوس و ياروويا ليپوليتيكا فلز سرب توسط سه مخمر  ppm 20 ذب غلظتميزان ج -8شكل 

  دقيقه 60و  10

  ثبح
با توجه به  :مقاومت مخمرها نسبت به فلزات سنگين

نتايج آزمايش سنجش مقاومت مخمرها نسبت به فلز مس 
. بود ياروويا ليپوليتيكا ترين مخمر به فلز مس مخمرمقاوم

مولار فلز مس از خود مقاومت ميلي 6اين مخمر تا غلظت 
- ميلي 8و  7در غلظتهاي  وخوبي رشد كرد ه نشان داد و ب

اما مخمرها از بين نرفتند و در  ،مولار رشد آن متوقف شد
مخمر . محيط فاقد مس توانستند به رشد خود ادامه دهند

 5مقاومت خوبي تا غلظت  زني كلويورومايسز ماركسيانوس
 آن مولار از خود نشان داد ولي در غلظتهاي بالاتر رشدميلي

ترين مخمر نسبت به فلز مس مخمر حساس. متوقف شد
مولار ميلي 1بود كه تنها تا غلظت  ساكارومايسز سرويزيه
مولار متوقف ميلي 5/1در غلظت رشد مس را تحمل كرد و 

از بين رفت و در محيط شد و در غلظتهاي بالاتر مخمر 
در سال  اسلاويكواوادكرتيووا و . فاقد مس هم رشد نكرد

نسبت به  ساكارومايسز سرويزيهمقاومت چند سويه  2006
. )25(مولار گزارش كردند ميلي 5/0- 2مس را بين 

- ميلي 2- 4حضور  2007ل همچنين ايتو و همكاران در سا

ثير أتبي ياروويا ليپوليتيكامولار مس را بر سرعت رشد 
آنها همچنين گزارش كردند كه دليل اين . گزارش كردند

مقاومت يك سيستم ترشحي فلز است كه بر اثر قرار 
 ءگرفتن مخمر در معرض غلظتهاي خاصي از فلز مس القا

موتاز را كه همچنين افزايش آنزيم سوپراكسيد ديس. شودمي
برد دليل ديگر اين هاي فعال اكسيژن را از بين ميگونه

  .)9(دانند مقاومت مي
يكسان بود و هر  مقاومت هر سه مخمر به فلز سرب تقريباً

مولار اين فلز رشد خوبي ميلي 2سه مخمر تا غلظت 
. دمتوقف ش آنها داشتند و در غلظتهاي بالاتر رشد

مقاومت يك سويه  1993برديسوسكي و همكاران در سال 
 1نسبت به فلز سرب را حدود  ساكارومايسز سرويزيهاز 

  .)4(مولار گزارش كردند ميلي

ين در مرحله تعي: رابطه مقاومت و جذب فلزات سنگين
كار رفته نسبت به فلزات هاي مخمري بهمقاومت سويه

سنگين، مقاومتهاي مختلف و مشابهي نسبت به فلزات 
با به كار بردن غلظتهاي مختلف . مختلف مشاهده شد

تحمل شده و تحمل نشده از سوي مخمرها سعي شد تا به 
مخمرهاي استفاده شده در . مكانيزم مقاومت پي برده شود

  . ر انتهاي فاز لگاريتمي قرار داشتندآزمايشات جذب د

ج سه يبا مشاهده نمودارهاي جذب فلز موجود در بخش نتا
اول آنكه جذب فلزات دو . شودقاعده كلي مشاهده مي

دقيقه اول اتفاق  10اي است يك مرحله سريع كه در مرحله
است و مرحله دوم كه از  افتاده و بيانگر جذب سطحي

بيانگر  دقيقه اتفاق افتاده و عموماً 60دقيقه تا  10زمان 
هاي هان و همكاران با انجام يافته. جذب داخلي است
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آزمايش جذب فلزات مس و سرب توسط مخمر آبجو اين 
آنها مشاهده كردند كه سرعت جذب . كندييد ميأله را تئمس

دقيقه  60تا زمان دقيقه ابتدايي بالاست و جذب  10در 
  . )7(يابد ادامه مي

نكته دوم آنكه با افزايش غلظت فلز ميزان جذب سطحي و 
كامب هونجو و همكاران تاثير . داخلي افزايش يافته است

غلظت اوليه فلزات را بر افزايش ميزان جذب آنها  افزايش
وانگ و همچنين ). 11(توسط سلولهاي مخمر نشان دادند 

شرايط اند كه افزايش غلظت اوليه فلز در  اشاره كرده چن
كار رفته، موجب افزايش يكسان بودن وزن خشك مخمر ب

  . )27(شود ميزان جذب فلز مي

دقيقه در غلظتي  60ن سوم آنكه ميزان جذب داخلي در زما
توان كه مخمر به آن حساس بوده بيشتر است، پس مي

گفت علت حساسيت مخمر به آن غلظت خاص فلز به 
در نتيجه . دليل ورود بيش از حد فلز به درون مخمر است

-يكي از مكانيزمهاي اصلي مقاومت به فلزات سنگين مي

. تواند جلوگيري از ورود اين فلزات به درون سلول باشد
البته در غلظتهاي پايين مخمرها با استفاده از سيستمهاي 

... و pها و فسفاتازهاي نوع مختلف ترشحي، متالوتيونين
رانند اما با فلزات را از درون سيتوپلاسم خود بيرون مي

شود و در نتيجه رشد تر ميافزايش غلظت اين امر مشكل
مي وجود فلزات س. شودمخمرها كاهش يافته و متوقف مي

با غلظتهاي بالا فرآيندهاي مختلف سلول را متوقف كرده و 
جوهو و همكاران با بررسي . شودموجب مرگ سلولها مي

ساكارومايسز جذب كادميم در دو سويه حساس و مقاوم 
مشاهده كردند كه جذب در سويه حساس بيشتر  سرويزيه 

است و نتيجه گيري كردند كه مكانيسم مقاومت به كادميم 
ه مقاوم كاهش ميزان دريافت فلز و افزايش تعداد در سوي

  . )10(هاي اختصاصي فلز است متالوتيونين

ياروويا اشتروهال و همكاران نحوه پاسخ يك سويه 
فلز  2فلز ضروري روي و كبالت و  2نسبت به  ليپوليتيكا

مشخص شده كه . سمي نيكل و كادميم را بررسي كردند

و ديواره سلولي محلهاي عمده تجمع مقادير اضافي  ءغشا
همچنين در بررسي هر فلز، رابطه . اين يونها هستند

معكوسي ميان سميت آن فلز و مقدار متالوتيونين توليد 
در پاسخ به فلزات سمي . شده توسط سلول برقرار بود

نتيجه كادميم و نيكل متالوتيونين بيشتري توليد شده و در 
فلز در سلول كمتر بود و بالعكس مقدار فلزات  مقدار آن

غير سمي در سلول بيشتر و متالوتيونين توليد شده در پاسخ 
دهنده اهميت اين شواهد نشان. به آنها كمتر بود

  .)24(زدايي فلزات سنگين است ها در سممتالوتيونين

اين آزمايش بيشترين ميزان فلزات  مطابق نتايج حاصل از
شامل مس  ساكارومايسز سرويزيهجذب شده توسط مخمر 

. بود) 6/54(و سرب ) گرم برگرم وزن خشكميلي 8/16(
 كلويورومايسزبيشترين مقادير فلز جذب شده توسط مخمر 

. بود) 4/67(و سرب )  5/75(شامل مس  ماركسيانوس
ياروويا بيشترين مقادير فلز جذب شده توسط مخمر 

  . بود) 6/69(و سرب ) 69(شامل مس  ليپوليتيكا

ژائو و دانكن مقدار جذب مس توسط سلولهاي 
- ميلي  1/8پسماند كارخانه آبجو را ساكارومايسز سرويزيه 

اعلام  1/7روي را  گرم بر گرم وزن خشك و مقدار جذب
همچنين ژو و شو ميزان جذب فلز مس براي . )29(كردند 
 98/2 - 12خشك شده را بين  ساكارومايسز سرويزيهمخمر 
  . )30(گرم بر گرم وزن خشك مخمر اعلام كردند ميلي

گزارش كردند كه سلولهاي  2003اوزر و اوزر در سال 
خشك  كشت شده در آزمايشگاه و ساكارومايسز سرويزيه

گرم بر گرم ميلي 270گراد ميزان درجه سانتي 100شده در 
  .)17(اند وزن خشك جذب فلز سرب داشته

دست آمده از با توجه به گزارشات انجام شده و نتايج به 
شود كه مخمرهاي آزمايش شده اين تحقيق مشخص مي

در كل . پتانسيل خوبي در جذب فلزات سنگين دارند
كلويورومايسز ماركسيانوس بيشترين جذب در مخمر 

نيز جذب بيشتري از ياروويا ليپوليتيكا مشاهده شد و مخمر 
از خود نشان داد كه بخشي از اين ساكارومايسز سرويزيه 
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تلف براي تفاوتها مربوط به كار بردن غلظتهاي مخ
توان گفت مخمرهاي مقاوم به همچنين مي. مخمرهاست
آلي براي استفاده در جذب مخمرهاي ايده فلزات لزوماٌ

  .نيستند

نتايج آزمايش جذب در غلظت پايين : بررسي اثر گلوكز
هر دو آزمايش با و بدون وجود . ج آمده استيدر بخش نتا

اي رحلهمانند نتايج قبلي جذب دو مه. گلوكز انجام شدند
دقيقه ابتدايي و يك  10يك مرحله سريع در : مشاهده شد

دقيقه بين  10در زمان . هقدقي 60تا  10مرحله كندتر بين 
هاي داراي گلوكز و فاقد گلوكز اختلاف زيادي نمونه

شود و در مواردي جذب سطحي برابر است و مشاهده نمي
 60 اما در زمان. هاي فاقد گلوكز بيشتر استيا در نمونه
هاي داراي گلوكز جذب بيشتري از خود نشان دقيقه نمونه

دهنده آن است كه جذب در مرحله اين امر نشان. دهندمي
سطحي و مستقل از انرژي است اما در مرحله  اول عموماً

  .دوم جذب داخلي و وابسته به انرژي است

بيشترين ميزان فلزات جذب شده نتايج اين بخش نشان داد 
- ميلي 2/6(شامل مس  كارومايسز سرويزيهساتوسط مخمر 

بيشترين . بود) 68/4(و سرب ) گرم برگرم وزن خشك
كلويورومايسز مقادير فلز جذب شده توسط مخمر 

. بود) 9/4(و سرب )  25/9(شامل مس  ماركسيانوس
ياروويا بيشترين مقادير فلز جذب شده توسط مخمر 

  . بود) 33/4(و سرب ) 2/5(شامل مس  ليپوليتيكا

استراسر و همكاران در بررسي جذب آهن و فلزات سمي 
اند كه جذب سطحي اتصال فلز توسط قارچها اشاره كرده

به ديواره سلولي قارچي است و انباشت زيستي جذب فلز 
باشد كه ممكن  توسط فرآيندهاي وابسته به متابوليزم مي

است شامل انتقال فلز به داخل سلول و حجره بندي در 
  .)23(ولي باشد اجزا درون سل

اند به اين نتيجه رسيده گادو موول و  گادهمچنين وايت و 
هاي قارچي در دو مرحله كه جذب فلزات توسط سلول

له ابتدايي كه سريع و مستقل از مرح: انجام مي شود

شود و به دليل اتصال فلز به متابوليزم سلولي انجام مي
باشد، كه با ديواره سلولي  و ديگر سطوح خارجي آن مي

يك مرحله جذبي كندتر و وابسته به متابوليزم سلولي ادامه 
 ءدر مرحله اخير يونهاي فلزي از خلال غشا. يابدمي

يابند به درون سلول راه مي پلاسمايي با مصرف انرژي
)15،28( .  

اند كه اضافه كردن گلوكز به اوري و توبين گزارش كرده
دقيقه قبل از اضافه كردن محلول  5سوسپانسيون مخمر، 

فلز، موجب جذب فلز استرانسيم به درون واكوئل مخمرها 
مشاهده  2004ماپوللو و تورتو نيز در سال .  )1(شود مي

توسط گلوكز،  ساكارومايسز سرويزيهتيمار كردند كه پيش
درصدي جذب فلزات مس، سرب،  30- 40موجب افزايش 

  .)13(شود كادميم، كروم و روي مي

  گيري كلينتيجه

هاي عمده محيط زيست در هفلزات سنگين از آلوده كنند
ناپذير هستند و به هر عصر حاضر هستند، اين فلزات تجزيه

خصوص سيستم آبي كره زمين نقطه از محيط زيست و به
توانند در زنجيره غذايي بالا آمده و به كه وارد شوند مي

- بدن انسان برسند، بنابراين تنها راه حل اين آلودگيها جمع

. ت در محلهاي آلودگي استآوري و بازيافت اين فلزا
روشهاي مختلف فيزيكوشيميايي داراي  معايب مختلفي 

ها به عنوان هستند و اين امر باعث توجه به ميكروارگانيزم
اگرچه چندين دهه از آغاز . جايگزيني مناسب شده است

گذرد و تحقيقات در زمينه جذب زيستي فلزات سنگين مي
گرفته است اما اين تحقيقات زيادي در اين زمينه انجام 

فرآيند تا كاربردي شدن و فراگير شدن همچنان فاصله 
زيادي دارد و تحقيقات در زمينه كاربردي كردن آن نيازمند 

در اين تحقيق تلاش شد تا پتانسيل . تلاشهاي فراواني است
جذب سه جنس مخمر كه در صنعت نيز كاربرد دارند در 

داد كه اين شرايط مختلف سنجيده شود و نتايج نشان 
ر جذب فلزات سنگين در دمخمرها پتانسيل خوبي 

همچنين با توجه به اينكه اكثر . غلظتهاي مختلف دارند
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تحقيقات انجام شده روي مخمرها در زمينه جذب زيستي 
متمركز بوده، نتايج  ساكارومايسز سرويزيهبر روي مخمر 

و  ياروويا ليپوليتيكا مخمردو دهد كه اين تحقيق نشان مي
پتانسيل جذب برابر يا  هم كلويورومايسس ماركسيانوس

توان مي. را دارا هستندساكارومايسز سرويزيه حتي بيشتر از 
اميدوار بود كه با كاربردي شدن استفاده از جذب زيستي 

هاي در پاكسازي فلزات سنگين در آينده، ميكروارگانيزم

به مشابه آزمايش شده در اين تحقيق و ساير تحقيقات 
كار ه عملي در پاكسازي زمين از اين آلودگي ب رتصو
  .روند

يسندگان مقاله از مسئولان محترم نو :تشكر و قدرداني
دانشگاه اصفهان كه امكان انجام اين تحقيق را فراهم 

  .نمايندنمودند تشكر مي
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Investigation of copper and lead tolerance and biosorption by 
three standard yeast strains 

Hasani A.R., Etemadifar Z. and Nahvi I. 
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Abstract 

Environmental pollution by heavy metals has become one of the most serious 
environmental issues today. In past years, various physical and chemical methods were 
evaluated and tested to remove heavy metals, but most of them happen to be tough or 
hazardous, complex, incomplete, expensive moreover requiring lot of energy. Using 
microorganisms as adsorbents for removal of heavy metal offers a potential alternative 
to mentioned methods. In this study, three standard yeast including Saccharomyces 
cerevisiae PTCC 5052, Kluyveromyces marxianus DSMZ5422 Yarrowia lipolytica 
DSMZ 8218, was used. Resistance of yeast to different concentrations of copper and 
lead were measured, The yeast were more resistant towards copper (up to 6mM by Y. 
lipolytica, 5mM by K. marxianus and 1mM by S. cerevisiae) and less resistant towards 
lead (up to 2mM by the used yeasts). Then based on the observed resistance of the 
yeast, their ability in metal absorption was examined. Yeast metal uptake at 
concentrations that they were sensitive, were more. The maximum uptake by the yeasts 
were 168mg/ g dry weight (g dry W) copper and 54.6mg/g dry W lead by S. cerevisiae, 
75.56mg/g dry W from copper and 67.46mg/g dry W from lead by K. marxianus, and 
696mg/g dry W copper and 69.66mg/g dry W from lead by Y. lipolytica. Another test 
was performed to investigate the effect of glucose on uptake in low concentrations. It 
was observed that glucose was ineffective on absorption which is energy-independent 
and effective on bioaccumulation which is energy-dependant. 

Key words: Yeast, Heavy metals, Metal resistance, Biosorption, Atomic absorption. 


