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 چکیده

شدن  یمعدن. دهدمی قرار ریثأرا تحت ت ستیز طیسلامت موجودات زنده و مح بالا تیسم سبببه  نیسنگهای فلز هب یعیطب یهاستگاهیز یآلودگ
این پژوهش به منظوور   .باشدمیآلوده  هایدر خاک یسم هایفلزی پالایش بخش برادینو یروشی ستیز میرسوب کربنات کلس لیبر اساس تشک یستیز

ابتودا در   . آزمایششد انجاماسپورسارسینا پاستئوری گذاری زیستی کربنات کلسیم از مسیر هیدرولیز اوره با باکتری بررسی حذف کادمیم به روش رسوب
و  40، ۲0، 10یم )در پنج سطح صورر،  مولار کادمیم( و سپس در یک خاک شنی آلوده شده با کادممیلی ۲و  1، 5/0محلول دارای کادمیم )در سه سطح 

ها در دو سطح با باکتری و بدون باکتری بودند. رسوب کوادمیم در  آزمایشتکرار اجرا شد.  3گرم بر کیلوگرم( در قالب طرح کاملا تصادفی و در میلی 50
نتایج این پژوهش نشان داد که در  .درصد بود 8/99و  8/99، 6/99مولار کادمیم در حضور باکتری به ترتیب میلی ۲و  1، 5/0محلول آلوده در سه غلظت 

آمواری  تیمارهای دارای باکتری در مقایسه با تیمارهای بدون باکتری مقدار کادمیم در بخش محلول+ تبادلی کاهش یافته و در بخش کربناتی افوزایش  
گرم بر کیلوگرم کوادمیم  میلی 50و  40، ۲0، 10غلظت  4در  که مقدار کادمیم در بخش محلول+ تبادلی خاک( پیدا کرد. به طوریP≤0.05گیری )چشم

درصد کاهش نشان داد. بنابراین، نتایج این پژوهش حاکی از آن اسوت کوه جداسوازی فلزهوای      3/80و  3/74، 1/61، 9/85در حضور باکتری به ترتیب 
تواند برای پالایش زیستی فلزهای سونگین سوودمند   یت میگذاری زیستی کربنات کلسیم از طریق رسوب همزمان با کلسسنگین بر مبنای روش رسوب

 باشد.
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   4 3 2  1 مقدمه

فلزهای سنگین مانند کادمیم، سرب، مس، نیکل و روی بوه طوور   
ها و منابع آبی نشستها، تههای خیلی پایین در خاکطبیعی در غلظت

های مختلف در بر اثر فعالیتفلزها به طور مداوم  (. این18) وجود دارند
شوند در محیط انباشته شده جا که تجزیه نمیطبیعت رها شده و از آن

شوند و بنابراین در بافت گیاهان، حیوان و و به زنجیره غذایی وارد می
(. در میان فلزهای سنگین، کادمیم بوه  ۲3و  33یابند )انسان تجمع می

هوای زنوده   در آب در بافوت سبب فعالیت بالا و قابلیت انحلال نسوبی  
موورد توجوه قورار     کند و از این جهوت بسویار  سمیت بالایی ایجاد می

 یآلوودگ  یبا توجه به حجوم بوالا   ریاخ یهادر سال .(۲8) گرفته است
 یمرسووم بورا   ییایمیشو وکیزیف یهوا روش یو ناکارآمد یعیمنابع طب
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در  5ییپالاستیز ،یطیمحستیز یهامنابع و بروز بحران نیالایش پا
اسوتراده از   ییپوالا سوت یز یکانون توجه قرار گرفته است. هدف اصول 

است کوه بوه    یو مواد سم هاندهیآلاانواع  هیتجز یموجودات زنده برا
هوای  روش .(۲) اندشده ستیز طیوارد مح یمصنوع ای یعیصورت طب

هوای آلووده از قبیول    فیزیکوشیمیایی حذف فلزهای سونگین از خواک  
هوای الکتروشویمیایی، شسوت و شووی خواک،      تصریه، رسووب، روش 

اکسووایش و کوواهش، تبووادل یووونی، اسوومز معکوووس، ت بیووت و غیووره 
مشکلاتی شامل نیاز به مواد شیمیایی فراوان و انوریی و هزینوه بوالا    

جوانبی ثانویوه نیوز ایجواد      ها محصولاتدارد. از سوی دیگر این روش
 (. ۲شود )می

ثر، کوم  ؤآوری میک فنپالایی های مختلف، زیستدر میان روش
هوای  دار طبیعت اسوت کوه بوا بوه کوارگیری فعالیوت      هزینه و دوست

ریزجانداران از خطرهای ایجاد شده ناشوی از انباشوت موواد شویمیایی     
هوای زیسوتی متنووعی ماننود     کاهود. روش سمی در محیط زیست می

                                                           
5- Bioremediation 
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، گیواه پوالایی و   3، معدنی شدن زیستی۲، تجمع زیستی1جذب زیستی
 لهیاست که به وس یندیآفر(. معدنی شدن زیستی 16غیره وجود دارد )

 لهیبوه وسو   هوا یکوان  کنند. سواخت ها را تولید مییکانریزجانداران آن 
کنتورل شوده    ی شودن معودن ش بوه دو بخو   یبه طور کل هاوتیکارپرو

5یسوت یشده ز کیتحر ی شدن( و معدنBCM)4یستیز
(BIM)  دسوته

شودن   یکوه بوا معودن    هایییکان یتمام انیدر م (.13د )شونیمبندی 
رسوب کربنوات   .هستند نها مشهورتریکربنات ،شوندیم ی ایجادستیز

بوه   ای( بوه طوور گسوترده   MICCP)6یکروبو یشده م کیتحر میکلس
 نود نامختلوف م  هوای نوه یدر زم یستیز ی شدناز معدن ایعنوان شاخه

مورد مطالعوه قورار گرفتوه     شناسینیریو د ییئوتکنولوی ،یوتکنولوییب
 هوای تیو از فعال یبوه عنووان بخشو   ریزجانداران  ند،یآفر نیاست. در ا

 (. ۲6کنند )یم دیتول یرآلیمواد غ یعیخود به طور طب هیپا یکیمتابول
داری مبتنووی بوور هیوودرولیز اوره، توانووایی نگووه  MICCPینوود آفر

رسووب  فلزهای سنگین و رادیونوکلوئیدها را از طریق جذب سطحی و 
زمان در شبکه کلسیت دارد. حساس نبودن این روش بوه پتانسویل   هم

هوای مختلوف زموین   کاهش و پایداری کلسویت در محویط  -اکسایش
(. 37و  16شوود ) شناسی مانع آزادسازی دوباره آلودگی به محویط موی  

 رخاوره  زیدرولیو ه ریاز مسو  MICCP ندیآدر فر نیسنگهای حذف فلز

در را دارا هسوتند،   7آزاوره میآنوز  دیو توان تول که هایییباکتر دهد.یم
 درولازیو دوهآمی) آز. اوره(18کننود ) یاوره شورکت مو   زیدرولیو ه ندیآفر

 اکیمول کربنات و دو مول آمون کیاست که اوره را به  یمی( آنز8اوره
2-) کربنوات  هوای ونی یو آزادسواز کند. یم زیدرولیه

3CO )ومیو و آمون 
(+

4NH رسووب  ی سوبب  فلوز  هوای وندرحضوور یو  اچ، افزایش پی( با
شود. یون کربنوات آزاد شوده بوه درون آب یوا     ها میونی نیکربنات ا
تواند با کلسیم به فرم کربنات کلسیم )کلسیت( ترکیب شوود  خاک می

اسوت کوه    نود یآفر نیو ا یسوت یشدن ز یمعدن یفرآورده تیکلس(. 18)
از خواک آن رسوب کرده و  یستالیساختار کر یبر رو نیسنگهای فلز
 . (19) شوندیم آلوده حذف یها

، میکوادم ی ماننود  تو یظرف دو فلوز  نیچندبا  تیکلس یستیرسوب ز
از  یاریبسو  نیو همچنه وی، کبالت، سرب، مس و جمی، اورانیآهن، رو

 انیو ب( 11بیوربانوک و همکواران )  (. 14گزارش شده اسوت )  دهاینیاکت
 ،Sporosarcina ،Lysinibacillus جونس  هوای یبواکتر که نمودند 

Arthrobacter ،Bacillus  وBrevibacterium معمول  هاییباکتر

                                                           
1- Biosorption 

2- Bioaccumulation 

3- Biomineralization 

4- Biologically Controlled Mineralization 

5- Biologically Induced Mineralization 

6- Microbially Induced Calcium Carbonate Precipitation 

7- Ureolytic 

8- Urea amidohydrolase 

 هوای آز هستند کوه گونوه  اوره میآنزکننده  دیکننده اوره و تول زیدرولیه
وارن و همکواران   .انود شوده  عها توزیدر خاک ایها به طور گستردهآن

 تیکلسو  یرسوب بر رو با میاز استرانس %95گزارش نمودند که ( 34)
از فواز   Sporosarcina pasteuriiی بواکتر  تیشده بر اثر فعال جادیا

 کیآرسون  %9۲حذف  زین( ۲7ناگونکار و همکاران ) .محلول حذف شد
 5 انیو در پا Enterobacteriaceae لهیاز فاز محلول خاک را به وسو 

پوالایی در  ایون روش زیسوت   گزارش نمودنود.  یباکتر زنیمایهروز از 
آن، کمتور موورد توجوه     تیوجود اهمحذف آلودگی فلزهای سنگین با 

های . بنابراین، با توجه به مقدار اندک کربنات در خاکقرار گرفته است
های کشوور، ایون پوژوهش بوا     استان گیلان در مقایسه با سایر استان

پوالایی خواک شونی    در زیسوت  MICCPیی روش کوارا  یبررسهدف 
م و کاهش مقدار کادمیم در بخش محلوول و تبوادلی و   آلوده به کادمی

 اسپورسارسینا پاستئوریانتقال آن به بخش کربناتی در حضور باکتری 
 در شرایط آزمایشگاهی طراحی و اجرا شده است.

 

 هامواد و روش

 تهیه و بازکشت باکتری

از بانووک  ( PTCC1645) اسپورسارسووینا پاسووتئوری  ی بوواکتر 
شد  هی( تهرانیا یو صنعت یعلم های)سازمان پژوهش رانیا یکروبیم

به  یبازکشت شد. سپس باکتر )نوترینت آگار( NAکشت  طیمحدر و 
اوره  یبه حجم یوزن %۲براث همراه با  نتی)نوتر NBU کشت طیمح

 یدموا  ( منتقول و در میکلسو  دیکلر مولاریلیم ۲5 ( ومولاریلیم 333)
( توا  rpm110) کریشو  یبور رو  یدائمو  یبا هوادهلسیوس درجه س 30

. شد ونیانکوباس یینما رشدانتهایی فاز به مرحله  یباکتر دنیزمان رس
آزاد  اکآمونیو  آز توسط این باکتری، مقودار اوره دیتول یابیبه منظور ارز

 6و  5، 4، 3، ۲، 1 هایدر زمان تیپوکلریه -فنلروش  شده بر اساس
 (.1ی شد )رگیروز اندازه

 

 کادمیمل مادر محلو سازیآماده

شد و  هیهت 2CdClک نم از می( کادممولاریلیم 500مادر ) محلول
، 5/0های . غلظتی شددارنگه سلسیوسدرجه  4 یدر دما یکیدر تار

 هیتهسازی از محلول مادر قیبا رق مولار کادمیممیلی 10و  8، 4، ۲، 1
 .ه شدندادعبور د کرومتریم ۲۲/0 لتریو از ف

 

 کادمیم( MIC)9 غلظت بازدارنده نیکمتر شیآزما

که از رشد  کادمیماز  یغلظت نیکمتر نییبه منظور تع شیآزما نیا
که  ییایباکتری هایاختهانجام شد.  آورد،یبه عمل م یریجلوگ یباکتر

 یکشت داده شدند در چگوال  NBکشت  طیساعت در مح ۲4به مدت 

                                                           
9- Minimal Inhibitory Concentration 
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 %10) تریکرولیم 100. مقدار شدند قیرق 1نانومتر تا حدود  600 ینور
 هوای شده به غلظوت  قیرق ییایباکترهای یاخته( از یبه حجم یحجم

. شود  ( افوزوده موولار میلوی  10و  8، 4، ۲، 1، 5/0کوادمیم ) مختلف از 
درجوه   30 یکوه در دموا   شود اجوازه داده   یباکتر هاییاختهسپس به 
 هوای طیمحو  نیو در ا یهوواز  طیساعت در شرا ۲4به مدت  سلسیوس

شمارش  قیاز طر ییایباکترهای یاخته. تعداد ندیرشد نما مکادمیی دارا

که از رشود   کادمیمغلظت  نیکمترو ( مشخص CFU)1 تیپل یبر رو
در نظور  غلظوت بازدارنوده    نیبه عنوان کمتر ی کردریجلوگ هایباکتر

هوای باکتریوایی جوذب    زمان با شمارش تعداد یاخته(. هم8گرفته شد )
 گیری شد.نیز اندازه نانومتر 600نوری در طول موج 

 

 از محلول آلوده کادمیمحذف 

لیتر از کمترین غلظت بازدارنده کوادمیم بوه دسوت    میلی ۲5مقدار 
لیتور از محویط   میلوی  ۲5موولار( بوه درون   میلی ۲آمده از مرحله قبل )

بوه  ( تور یلیلو یسولول بور م   710 باًی)تقربه همراه باکتری  NBUکشت 
 کریشوو یبوور رو منتقوول شوود و لیتووریمیلووی 50هووای فووالکون لولووه

(rpm110د )سوواعت  48 سلسوویوس بووه موودت درجووه  30 یدمووا ر
موولار  میلوی  ۲ و 1، 5/0شد، این آزمایش در سوه سوطح )   ونیانکوباس

ها پس از انکوباسیون سانتریروی کادمیم( و در سه تکرار انجام شد. لوله
جوذب  دسوتگاه  بوا اسوتراده از    یوی در محلول رو کادمیمو غلظت شده 

 (.19ی شد )ریگاندازه VARIAN 220ی مدل اتم
 

 پالایی خاک آلوده به کادمیمزیست

بورداری  متر نمونهسانتی 30از عمق صرر تا  یک نمونه خاک شنی
شد و پس از انتقال به آزمایشگاه و هوا خشوک کوردن، نمونوه خواک     

متوری عبوور داده   میلوی  ۲های فیزیکی و شیمیایی از الوک  برای آنالیز
ی از خاک نیز بورای انجوام آنالیزهوای زیسوتی در یخچوال      شد. مقدار

هوای خواک شوامل بافوت بوه روش      داری شود. برخوی از ویژگوی   نگه
ی اشوباع(  اچ و رسوانایی الکتریکوی )درعصواره   (، پوی 1۲هیدرومتری )

(، کربنات کلسیم معادل بوه  35(، ماده آلی به روش والکی و بلک )۲9)
(، کوربن  9کروبی پایه خاک )(، تنرس می30روش تیتراسیون برگشتی )

 -توووده میکروبووی از روش گووازدهی بووا کلروفوورم )توودخین   زیسووت
نمونه خاک در شرایط آزمایشگاهی  گیری شد.( اندازه17انکوباسیون( )

بوه  . گردیود  آلووده  (2CdCl) میکوادم نموک کلریود   با سترون و سپس 
گورم بور   میلی 50و  40، ۲0، 10های منظور آلوده کردن خاک، غلظت

گرم میلی ۲0تا  1کیلوگرم کادمیم با توجه به حد معمول آن در خاک )
( انتخاب شدند و غلظت صرر کادمیم نیوز بوه عنووان    ۲0بر کیلوگرم( )

تیمار شاهد در آزمایش گنجانده شد. مقدار نمک کلرید کوادمیم بورای   
های کادمیم محاسبه و با مقودار مشخصوی از خواک    هر یک از غلظت

                                                           
1- Colony Forming Unit 

در ظورف هوای آلووده   خاک گرم از 100مقدار  آنپس از  مخلوط شد.
حوداک ر  تقریبواً توا   گرم ریخته شود و   500های پلاستیکی با ظرفیت 

تا در حود   شدند ونیو به مدت دو هرته انکوباسظرفیت زراعی، آبیاری 
های آلاینده و خاک صورت پذیرد و شرایط آلودگی امکان برهم کنش

و سترون شوده  خاک آلوده  یهاهگرم از نمون 10 مقدار تر باشد.طبیعی
شد  ختهیر NBUکشت  طیمح تریلیلیم 50 یداراهای ظرفدرون  به

افوزوده  هوا  ظرف( به تریلیلیسلول بر م 710 باًی)تقری با غلظت و باکتر
 ونیروز انکوباسو  7بوه مودت    دمای آزمایشوگاه ها در سپس نمونه شد.

به روش تعیین آمونیوم  آزهای اورهفعالیت آنزیم، روز 7 انی. در پاشدند
گیوری تیییور   ( و دهیودرویناز بوه روش انودازه   ۲4با روش تقطیر بخار )

توری   1-۲، 5تری فنیل تترازولیووم کلرایود بوه    -۲، 3، 5شکل بستره 
-بخوش در  میکادم عنصرغلظت  گیری شد.( اندازه3۲فنیل فورمازان )

م هوای کوادمی  بورای تموام غلظوت    (یکربنوات  ی وتبادل و )محلول های
هوای  گورم بور کیلووگرم( و در بخوش    میلوی  50و  40، ۲0، 10)صرر، 
 50منگنز، ماده آلی و باقیمانده( تنها بورای غلظوت    -های آهن)اکسید

ی با در پ یپ یریگبر طبق مراحل عصاره گرم بر کیلوگرم کادمیممیلی
 1گیری شد کوه در جودول   اندازه خاک یهادر نمونه( 31روش تسیر )

 است.نشان داده شده 
 

 آنالیز آماری

در قالب طرح کاملا تصادفی بوا  پالایی خاک آلوده زیستآزمایش 
غلظوت کوادمیم بوه     5تکرار انجام شد. تیمارهوا شوامل    3تیمار و  10

گرم بر کیلوگرم، دارای دو سوطح  میلی 50و  40، ۲0، 10ترتیب صرر، 
 ینتوایج بوه دسوت آموده از تموام      با باکتری و بودون بواکتری بودنود.   

موورد   SASمختلف با استراده از نورم افوزار    یهادر بخش هاشیماآز
های آزمایشی تجزیه و تحلیل آماری قرار گرفت. مقایسه میانگین داده

رسوم   یدرصود انجوام و بورا    5در سوطح   تووکی  با یکدیگر با آزموون 
 .شد استراده Excelافزار نمودارها از نرم

 

 نتایج و بحث

خاک موورد آزموایش    و زیستی ایییهای فیزیکوشیمبرخی ویژگی
در ایون   رس و لتیسو  ،مقودار شون   نشان داده شده است. ۲در جدول 

درصد و بافت خاک شنی بود. همچنوین   8و  10،  8۲خاک به ترتیب 
گرم بر کیلووگرم  در خاک مورد آزمایش غلظت کادمیم کل، صرر میلی

 بود.
سپورسارسینا اآز باکتری مقدار آمونیاک حاصل از فعالیت آنزیم اوره

نشوان داده شوده اسوت.     1در شش روز آزموایش در شوکل   پاستئوری 
مقدار آمونیاک تولید شده تا روز چهارم روند افزایشی داشت و پوس از  

نیوز بیشوترین    (1آن به مقدار تقریباً ثابتی رسوید. آچوال و همکواران )   
در  Sporosarcina pasteuriiبواکتری  مقدار آمونیواک را در حضوور   

 روز آزمایش گزارش نمودند. 7جم در طی روز پن
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 (1979پی تسیر و همکاران )درگیری پیروش عصاره -1جدول 
Table 1- Sequential extraction procedure (Tessier et al., 1979) 

 گیریمرحله عصاره

Extraction step 
 های کادمیمبخش

Cadmium fractions 
 گیرمحلول عصاره

Extractant solution 

گیر به حجم عصاره

ازای یک گرم خاک 

 لیتر()میلی

Volume of 

extractant for one 

gram of soil (ml) 

مدت تکان دادن و 

 گیریشرایط عصاره

Shaking time and 

extraction 

conditions 

1 
 محلول+ تبادلی

Exchangeable+soluble 

fraction 

 منیزیم، یک مولارکلرید 
(pH=7) 

 ساعت 2 4

2 
 هاپیوند با کربنات

Carbonate bound 

fraction 

 استات سدیم، یک مولار
(pH=5، )تنظیم با اسید استیک 

 ساعت 5 4

3 

پیوند با اکسیدهای آهن و 
 منگنز

Fe-Mn oxides bound 

fraction 

مولار  0.04هیدروکسیل آمونیوم کلراید، 
درصد  25در اسید استیک 

 )حجمی/حجمی(

20 

ساعت در حمام آب گرم  5
ی درجه 96در دمای 

 سلسیوس

4 
 پیوند با مواد آلی

Organic matter bound 

fraction 

مولار+ آب  0.02اسید نیتریک، 
 درصد 30اکسیژنه 

(pH=2)تنظیم با اسید استیک ، 
5+3 

ساعت در حمام آب گرم  2
ی درجه 85در دمای 

 سلسیوس

5 
 ماندهباقی

Residual fraction 

درصد+ اسید  35اسید کلریدریک 
 (3به  1درصد، )به نسبت  70نیتریک 

24 
 180ساعت در دمای  1

 ی سلسیوسدرجه

 
 خاک و زیستی شیمیایی وهای فیزیکبرخی ویژگی -2جدول 

Table 2- Some physicochemical and biological characteristics of soil 

 اچپی های خاکویژگی

 (pH) 
 کربن آلی کربنات کلسیم معادل (ECe)رسانایی الکتریکی 

Soil properties  Electrical 

conductivity 
Equivalent calcium 

carbonates 
Organic 

carbon 
  1-dS.m 1-g. 100 g 

 7.4 0.4 2 0.019 
  دهیدرویناز مفعالیت آنزی تنرس پایه میکروبی توده میکروبیکربن زیست 

 Microbial carbon 

biomass 
Microbial basal 

respiration 
Dehydrogenase enzyme 

activity  

 1-mg C kg dm 1-24h1-.gdm2COmg 1-16h1-dm1-g TPF.gm  

 7.1 0.2 0.012  
 

مشخص کرد کوه فعالیوت    (18همکاران ) همچنین نتایج کانگ و
تووا  CH-5 Lysinibacillus sphaericusآز در حضووور بوواکتری اوره
گیری های چهارم و پنجم افزایش داشته و پس از آن به گونه چشمروز

گران بیان داشتند که بعود از پونج   کاهش پیدا کرده است. این پژوهش
روز فعالیت آنزیم پروتئاز افوزایش پیودا کورده و ایون آنوزیم از طریوق       

آز پیامد منری داشوته و  ، بر روی فعالیت اورهانباشت روی محیط کشت
رسووب   ۲آز شوده اسوت. در شوکل    سرانجام سبب کاهش تولیود اوره 

ساعت  48پس از  اسپورسارسینا پاستئوریتشکیل شده توسط باکتری 
 از شروع آزمایش آمده است.

به طور کلی فلزهای سنگین پرخطر مانند کادمیم، کوروم، موس و   
ی بر روی ریزجانداران دارند. از این رو افزایش بارروی پیامدهای زیان

غلظت این فلزها در محیط به بیش از حد آستانه سوبب کواهش رشود    
کوادمیم، بواکتری    MIC(. بوه منظوور تعیوین    ۲1شود )ریزجاندارن می

Sporosarcina pasteurii هوای مختلوف کوادمیم    در معرض غلظت
و  8، 4، ۲، 1، 5/0 های صرر،قرار گرفت. نتایج رشد باکتری در غلظت

سواعت از انجوام آزموایش در     48م پس از گذشت مولار کادمیمیلی10
 نشان داده شده است. 3شکل 
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 عیار ( انحراف از مError Bars. نوارهای خطا )اسپورسارسینا پاستئوریغلظت آمونیاک در طول شش روز آزمایش در حضور باکتری  -1شکل 

 (n=2باشند )می
Figure 1- Ammonia concentration during six days of experiment in the presence of Sporosarcina pasteurii Error bars are 

deviations from the criteria (n = 2) 

 

 
 ساعت 48از پس اسپورسارسینا پاستئوریرسوب کلسیت تشکیل شده توسط باکتری  -2شکل 

Figure 2- Calcite precipitation formed by Sporosarcina pasteurii after 48 hours 
 

کنود،  کمترین غلظتی از کادمیم که از رشد باکتری جلوگیری موی 
موولار کوادمیم   میلوی  8تا  4های مولار بود و در غلظتمیلی ۲غلظت 

( کواهش رشود   18گ و همکواران ) رشد باکتری به صورر رسوید. کانو   
در  Lysinibacillus sphaericus CH-5بواکتری تولیود کننوده اوره    

ا رشود بواکتری در   گرم بر لیتور کوادمیم در مقایسوه بو     ۲محیط دارای 
م را گزارش نمودند. نتایج همچنوین نشوان داد کوه    محیط بدون کادمی

موولار کوادمیم   میلی 10و  8، 4، ۲، 1، 5/0های جذب نوری در غلظت
به ترتیب نسبت به غلظت صرر کادمیم )شاهد( کاهش پیدا کرده است 

( در پژوهشی در رابطه با پیامد فلزهای سونگین  15(. هاسن )4)شکل 
 Bacillus thuringiensis و Pseudomonas aeruginosaبر رشد 

بیان داشت که جلوگیری از رشد باکتری بر اساس نوع و غلظوت فلوز   
( گزارش کرد که حداک ر رشد مخمر ۲۲ست. همچنین لی )تیییرپذیر ا

Rhodotorula sp.Y11 با افزایش غلظتCd(II)   گورم  میلی 150تا
کنود. بنوابراین   بر لیتر نسبت به غلظت صرر این فلز کاهش پیودا موی  

توان گرت که احتمالا این کاهش به سبب پیامد منری فلز است که می
رشد یاخته باکتریایی در حضور فلز  کند. کاهشرشد باکتری را کند می

همچنین ممکن است به سبب تجمع این یون بر روی سوطح غشوای   
یاخته باشد که در نتیجه منجر به انبساط غشا و افزایش تعوداد مکوان  
های پیوندی شده که سبب کاهش نقل و انتقال مواد مورد نیواز رشود   

 (.6شود )یاخته می
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 ساعت 48های مختلف کادمیم پس از در غلظت اسپورسارسینا پاستئوریتعداد یاخته باکتری  -3 شکل

Figure 3- The number of Sporosarcina pasteurii cells in different concentrations of cadmium after 48 hours 
 

 
 (n=2)باشند انحراف از معیار می (Error Bars)ساعت. نوارهای خطا  48های مختلف کادمیم در غلظتجذب نوری در  -4 شکل

Figure 4- Optical density at different concentrations of cadmium during 48 hours. Error bars are deviations from the criteria 

(n = 2) 
 

بررسی پیامد باکتری بر حذف کادمیم از محلول آلووده نشوان داد   
 41/11۲، ۲/56های اولیه که غلظت کادمیم در محلول آلوده از غلظت

کادمیم به ترتیب  مولار(میلی ۲و  1، 5/0گرم بر لیتر )میلی 8۲/۲۲4و 
گرم بر لیتر کاهش پیدا کورده اسوت   میلی 486/0و  ۲۲5/0، ۲18/0به 

درصود کواهش    8/99و  8/99، 6/99به ترتیب برابور بوا   ( که 5)شکل 
نکته جالب توجه این است که با افوزایش   نسبت به غلظت اولیه است.

غلظت اولیه کادمیم در محلول آلوده، کاهش غلظوت بیشوتر و ترواوت    
(. این نتایج بوا  P≤ 0.05گیر نیز بوده است )آن با دو تیمار دیگر چشم
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پوالایی  آز سوبب زیسوت  و تولید بالای اوره آز در ارتباط استتولید اوره
هوای  (. نتوایج بیوانگر ایون اسوت کوه یاختوه      3بالای فلز شده اسوت ) 

آز را افوزایش  باکتریایی با افزایش غلظت فلوز در محویط، فعالیوت اوره   
داده و غلظت فلز نیز با افزایش مقدار رسوب در محیط کواهش یافتوه   

ن زنده بوه شودت بوه جمعیوت     جانداراپالایی با ریزاست. عموما زیست
ها بستگی دارد که سبب کاهش غلظت فلز سنگین در طوی فواز   یاخته

( 18(. در پووژوهش کانووگ و همکوواران )  19شووود )لگوواریتمی مووی 
درصد  95/99 توانست  Lysinibacillus sphaericus CH-5باکتری

از کادمیم را در محلول آلوده را با این روش حوذف کنود. در آزمایشوی    
بواکتری   KJ-46و  KJ-47هوای ز مشوخص شود کوه سوویه    دیگر نیو 

Enterobacter cloaca توانند در حذف سرب از محلول آلوده بوا  می
گوران حوذف سورب در    (. این پوژوهش 19ثر باشد )ؤم MICCPروش 

 ۲/54و  1/68را بوه ترتیوب    KJ-47 وKJ-46 هوای  حضوور بواکتری  
سریع کربنات در درصد گزارش کردند. هیدرولیز میکروبی اوره با تولید 

حضور یون کلسیم منجر به رسوب کلسیت شده کوه فلوز کوادمیم بور     
شوود  روی ساختار کریستالی آن رسوب کرده و از محلوول حوذف موی   

( نیز حوذف کوادمیم از محلوول آلووده را بوا      37(. یائو و همکاران )18)
جداسوازی   .GZ-22 Bacillus spدر حضور باکتری  MICCPروش 

 ساعت گزارش کردند. 3بعد از  % 06/53شده از خاک معدن را 

 

 
ساعت. بودن حداقل یک حرف مشترک در  48پس از گذشت  پاستئوری اسپورسارسینامقدار حذف کادمیم از محلول آلوده توسط باکتری  -5شکل 

 (n=3) باشند( انحراف از معیار میError Barsنوارهای خطا )است.  %5دار در سطح ماری معنیدهنده نبود تفاوت آها نشانروی ستون
Figure 5- The amount of cadmium removed from the polluted solution by Sporosarcina pasteurii after 48 hours. Different 

letters indicate significant differences at P < 0.05 (Tukey method). Error Bars are deviations from the criteria (n = 3) 
 

 7پالایی خاک آلوده پوس از گذشوت   در آزمایش مربوط به زیست
آز و دهیدرویناز مورد بررسی روز از انجام انکوباسیون فعالیت آنزیم اوره

آز خواک در غلظوت  ر فعالیت آنزیم اوره)الف( مقدا 6قرار گرفت. شکل 
روز  7های مختلف کادمیم در حضور و عدم حضور باکتری را در پایان 

آز در تیمارهوایی کوه تحوت پوالایش     دهد. مقدار فعالیت اورهنشان می
زیستی قرار گرفتند در مقایسه با تیمارهای بدون باکتری افزایش چشم

آز در اگرچوه فعالیوت اوره   نتایج نشان دادکه .(P≤0.05)گیری داشت 
گورم بور کیلووگرم کوادمیم در تیموار هموراه       میلوی  50تیمار با غلظت 

mg-باکتری نسبت به تیمار غلظت صرر کوادمیم در حضوور بواکتری    

1-2h1-dm1-.Ng1 3/0  کاهش داشته است اما نسبت به تیمار با غلظت
داشته  برابر افزایش 47گرم بر کیلوگرم کادمیم بدون باکتری میلی 50

است. فعالیت آنزیم دهیدرویناز خاک تیمارهای تحت پالایش زیسوتی  
های مختلف کادمیم در در مقایسه با تیمارهای بدون باکتری در غلظت

)ب( نشان داده شده اسوت. ایون نتوایج نیوز      6پایان آزمایش در شکل 
افزایش قابل توجوه فعالیوت آنوزیم دهیودرویناز را در حضوور بواکتری       

( گوزارش  4دهود. آچوال و همکواران )   ود باکتری نشان مینسبت به نب
آز توسووط بوواکتری  کردنوود کووه مقوودار قابوول توووجهی آنووزیم اوره    

Halomonas sp. SR4     در کوارتز شنی آبودار و در شورایط پوالایش
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( بیوان کردنود کوه در    5گران )زیستی تولید شد. همچنین این پژوهش
کیلووگرم( بوا بواکتری    گرم بر میلی 100پالایش خاک آلوده به سرب )

آز و هوای اوره فعالیت آنزیم ،Kocuria flava CR1آز تولید کننده اوره
پژوهش  جینتاگیری در خاک افزایش یافت. دهیدرویناز به مقدار چشم

نه تنها  ،ییپالاستیروش ز نیاز آن بود که در ا یحاک نیهمچن هانیا
 یکروبو یم تیو فعال، بلکه شوندیمناپویا سرب در خاک آلوده  هایونی

و  آزورها هووایمیآنووز تیووخوواک و فعال یکیمتووابولگنجووایش خوواک، 
 .ابندییبهبود م زین دروینازیده

 

 

 
روز  7باکتری در پایان  (NB)( و بدون حضور Bم در حضور )های مختلف کادمیآز )الف( و دهیدروژناز )ب( در غلظتهای اورهفعالیت آنزیم -6شکل 

 نوارهای خطا است.  %5دار در سطح دهنده نبود تفاوت آماری معنیها نشانانکوباسیون. بودن حداقل یک حرف مشترک در روی ستون

(Error Barsانحراف از معیار می )باشند (n=3) 

Figure 6- Urease activity (a) and dehydrogenase activity (b) in different concentration of cadmium in presence (B) and 

absence (NB) of bacterium at the end of 7 days of incubation. Different letters indicate significant differences at P < 0.05 

(Tukey method). Error Bars are deviations from the criteria (n = 3) 
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 7به منظور بررسی پیامد باکتری بر ناپویاسازی کوادمیم در پایوان   

ی تبوادل + )محلول هایبخشدر  میکادم عنصرغلظت روز انکوباسیون 
غلظت کادمیم را در فاز محلول و  7شکل گیری شد. اندازه (یکربناتو 

هوای مختلوف   تبادلی و در حضور و بدون حضوور بواکتری در غلظوت   
که مقدار کل کادمیم در خاک اولیه پیش دهد. از آنجاکادمیم نشان می

ها آورده نشوده اسوت و تنهوا بورای     از آلودگی صرر بود، پس در شکل
های خاک از آن استراده شد. مقدار کادمیم در فاز مقایسه فعالیت آنزیم

 گیوری در های دارای باکتری کواهش چشوم  محلول و تبادلی در تیمار
. مقودار کوادمیم   (P≤0.05)های بدون باکتری داشوت  مقایسه با تیمار

بخش محلول و تبادلی در تیمارهای شاهد بدون باکتری برای غلظوت 
و  3/۲5، 9، 7گرم بر کیلوگرم به ترتیوب  میلی 50و  40، ۲0، 10های 

کوه در تیمارهوای دارای   گورم بور کیلووگرم بوود. در حوالی     میلی 6/39
، 5/3، 99/0میم بخش محلول و تبادلی به ترتیب به باکتری مقدار کاد

دهد گرم بر کیلوگرم کاهش یافت. این نتایج نشان میمیلی 8/7و  5/6
ینود معودنی شودن زیسوتی     آدر فر اسپورسارسینا پاستئوریکه باکتری 

منجر به حذف کادمیم از بخش محلول و تبادلی به ترتیوب بوه مقودار    
( 36ده است. یانگ و همکواران ) درصد ش 3/80و  3/74، 1/61، 9/85

توسوط بواکتری    MICCPینود  آگزارش کردند که مقدار کادمیم در فر
Bacillus firmus XP8  گرم بر کیلووگرم  میلی 5/11در فاز تبادلی از

گرم بر کیلوگرم میلی 4/1های خاک شاهد )بدون باکتری( به در نمونه
( نیوز  5اران )های دارای باکتری کاهش یافت. آچوال و همکو  در نمونه

 Sporosarcinaتوسط باکتری MICCPیند آگزارش نمودند که در فر

ginsengisoli CR5   میلوی  85/۲5غلظت آرسنیک در فاز تبوادلی از
گورم بور   میلوی  88/0های خواک شواهد بوه    گرم بر کیلوگرم در نمونه

 های خاک همراه با باکتری کاهش پیدا کرد.کیلوگرم در نمونه

 

 
روز انکوباسیون.  7های مختلف کادمیم در پایان باکتری در غلظت (NB)( و بدون حضور Bمقدار کادمیم در فاز محلول و تبادلی در حضور ) -7شکل 

 نوارهای خطا ست. ا %5دار در سطح دهنده نبود تفاوت آماری معنیها نشانبودن حداقل یک حرف مشترک در روی ستون

(Error Barsانحراف از معیار می )باشند (n=3) 

Figure 7- The amount of cadmium content in soluble and exchangeable phase in presence (B) and absence (NB) of bacterium 
at different concentrations of cadmium at the end of 7 days of incubation. Different letters indicate significant differences at  

P < 0.05 (Tukey method). Error Bars are deviations from the criteria (n = 3) 

 
غلظت کادمیم در بخش کربناتی تیمارها در حضور و بدون حضور 

دار کادمیم در فاز کربناتی نشان داده شده است. مق 8باکتری در شکل 
را در  (P≤0.05)ای در تیمارهای دارای باکتری افزایش قابل ملاحظه

مقایسه با تیمارهای بدون باکتری نشان داد. مقدار کوادمیم در غلظوت  
، 7/0، 4/0گرم بر کیلوگرم بوه ترتیوب از   میلی 50و  40، ۲0، 10های 

ای بدون باکتری بوه  هگرم بر کیلوگرم در نمونه خاکمیلی 1/3و  3/۲
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های همراه گرم بر کیلوگرم در نمونه خاکمیلی 1/31و  ۲/19، ۲/6، 3
( افوزایش  7با باکتری افزایش پیودا کورده اسوت. آچوال و همکواران )     

 .Bacillus spدر بخش کربناتی در حضور باکتری  Cr(VI)گیر چشم

CS8 در مقایسه با شاهد )بدون باکتری( گزارش کردنود. همچنوین    را

یانگ و همکاران گزارش کردند که کادمیم بخش کربنواتی در نمونوه  
در  MICCPینود  آدر فر Bacillus firmus XP8های دارای باکتری 

درصد افوزایش داشوته اسوت     48مقایسه با نمونه شاهد بدون باکتری 
(36 .) 

 

 
روز انکوباسیون. بودن  7های مختلف کادمیم در پایان باکتری در غلظت (NB)( و بدون حضور Bحضور )مقدار کادمیم در فاز کربناتی در  -8شکل 

( انحراف از معیار Error Barsنوارهای خطا )است.  %5دار در سطح دهنده نبود تفاوت آماری معنیها نشانحداقل یک حرف مشترک در روی ستون

 (n=3) باشندمی

Figure 8- The amount of cadmium in carbonate phase in presence (B) and absence (NB) of bacterium at different 

concentrations of cadmium at the end of 7 days of incubation. Different letters indicate significant differences at P < 0.05 

(Tukey method). Error Bars are deviations from the criteria (n = 3) 
 

تهیه یک تصویر جامع از قابلیت دسترسی زیسوتی بوه کوادمیم و    
های مختلف خاک به های خطر غلظت کادمیم در بخشدیگر پتانسیل
بوه  گیرد. با توجوه  گیری پی در پی مورد بررسی قرار میوسیله عصاره

هوای  نتایج حاصل از مرحله قبل در رابطه با مقودار کوادمیم در بخوش   
بودن نتوایج در تیموار بوا     توجهبه دلیل قابلمحلول، تبادلی و کربناتی، 

گرم بر کیلوگرم کادمیم کوه بوالاترین غلظوت اعموال     میلی 50غلظت 
هوای خواک   شده بود، مقدار کادمیم در این غلظت برای سوایر بخوش  

گیوری  منگنز، ماده آلی و باقیمانده نیوز انودازه   -آهن شامل اکسیدهای
میلوی  50های خاک آلوده با غلظوت  بخش شد. مقدار کادمیم در تمام

گرم بر کیلوگرم کادمیم در دو سطح حضور و بدون حضور بواکتری در  
روز انکوباسیون، مقدار  7نشان داده شده است. بعد از گذشت  9شکل 

ی برای نمونه شاهد بیشترین مقودار را  کادمیم در بخش محلول و تبادل
تیییر قابل توجهی دیوده  خاک  یهادر سایر بخش( و %4/80دارا بود )

اما در در نمونه خاک همراه با باکتری، مقدار کوادمیم در بخوش    نشد.

بنودی خواک   (. نتایج بخوش %4/90کربناتی بیشترین مقدار را داشت )
 >مواده آلوی  م را بوه صوورت   وده بدون بواکتری توزیوع فلوز کوادمی    آل

نشان  یتبادل محلول+ >منگنز-های آهناکسید >کربناتی >باقیمانده
فلز به صورت مواده   که در خاک دارای باکتری توزیعدر حالی .دهدمی
کربناتی  >منگنز-های آهناکسید >یتبادل محلول+ >باقیمانده >آلی
از طریوق   نود تواموی  که بواکتری است نتایج حاکی از آن بنابراین . بود
اوره مقدار قابل توجهی  یند معدنی شدن زیستی مبتنی بر هیدرولیزفرآ

م را از بخش تبادلی که پویوایی و قابلیوت دسترسوی زیسوتی     از کادمی
بالایی دارد کم نماید و به بخش کربناتی با پویایی کمتر منتقول کنود.   
نتایج ناپویاسازی کادمیم به وسویله کلسویت تشوکیل شوده در نتیجوه      

آز بسویار قابول ملاحظوه اسوت زیورا      عالیت باکتری تولید کننوده اوره ف
شناسوی پایودار اسوت و بنوابراین     های مختلف زمینکلسیت در محیط

 ثر زیستی برای ناپویاسازی کادمیم باشد.ؤتواند یک روش ممی
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م در پایان گرم بر کیلوگرم کادمیمیلی 50باکتری در غلظت  (NB)( و بدون حضور Bحضور )های مختلف خاک در غلظت کادمیم در بخش -9شکل 

نوارهای خطا است.  %5دار در سطح دهنده نبود تفاوت آماری معنیها نشانروز انکوباسیون. بودن حداقل یک حرف مشترک در روی ستون 7

(Error Barsانحراف از معیار می )باشند (n=3) 
Figure 9- Cadmium concentration in different fractions of soil in presence (B) and absence (NB) of bacterium at 50 mg Kg-1 

of cadmium at the end of 7 days of incubation. Different letters indicate significant differences at P < 0.05 (Tukey method). 

Error Bars are deviations from the criteria (n = 3) 
 

 گیرینتیجه

با  پاستئوری اسپورسارسینانتایج این پژوهش نشان داد که باکتری 
آز از مسوویر هیوودرولیز اوره موجووود در محوویط، یووون تولیوود آنووزیم اوره
سویم سوبب تولیود رسووب     کند که در حضور منبع کلکربنات تولید می

شود. در ادامه کادمیم روی کانی کلسویت  کربنات کلسیم )کلسیت( می

رسوب کرده و از بخش محلول+ تبادلی خاک آلوده به بخش کربناتی 
در ایون   MICCPیند آشود. فررفته و قابلیت دسترسی به آن کمتر می
 های کادمیم در خاک شد بلکوه پژوهش نه تنها باعث ناپویا شدن یون

 ثری باعث بهبود فعالیت آنزیمی خاک نیز شد. ؤبه طور م
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Introduction: Cadmium is considered to be one of the heavy metals with the highest toxicity, because it has 
high activity and a relative high dissolution rate in water and in living tissues. In recent years, due to the high 
volume of natural resources pollution and the inefficiency of conventional physicochemical methods for refining 
these resources and the occurrence of environmental crisis, bioremediation process has been at the forefront. 
Microbially induced calcite precipitation (MICCP) has been considered as a novel solution for these problems, 
and several bacterial species have been already utilized for MICCP. MICCP based degradation of urea occurs 
through the ureolytic pathway. Urease (urea amidohydrolase) is an enzyme that hydrolyzes urea into one mole of 
carbonate and two moles of ammonia per mole of urea. In this aspect, microbial mineral precipitation products 
such as calcite can strongly adsorb heavy metals on their surfaces and incorporate heavy metal ions into their 
crystal structure. Some studies have reported MICCP-based sequestration of soluble Cd via coprecipitation with 
calcite was useful for Cd bioremediation. Several bacterial species have been utilized for MICCP. The endospore 
forming bacteria Sporosarcina pasteurii have been shown to produce high levels of urease and have therefore 
been extensively studied. Sporosarcina pasteurii has attracted significant attention for its unique feature of 
calcium carbonate precipitation, which can be easily controlled. So, In the present study the ability of 
Sporosarcina pasteurii bacterium has been investigated in the remediation of Cd(II) in Cd-contaminated sandy 
soil based on MICCP method. 

Materials and Methods: Sporosarcina pasteurii (PTCC 1645) was procured from Microbial Bank of Iran 
(Central Collection of Industrial Fungi and Bacteria, Karaj, Iran). The bacterial strain was inoculated into NB 
(nutrient broth) media containing 2% urea and 25 mM CaCl2 (NBU media) and then incubated at 37◦C for 6 
days. The urease activity was determined at regular time intervals by measuring the amount of ammonia released 
from urea according to the phenol-hypochlorite assay. Minimum inhibitory concentration (MIC) test was 
performed to determine the lowest concentration of cadmium chloride, which prevents the growth of bacteria. 
Sporosarcina pasteuriiwas inoculated into NBU media supplemented with 0.5, 1,2,4,8 and 10 mmol l-1 Cd and 
incubated at 37◦C, 130 rpm for 50 hours. Control flasks without adding Cd were also incubated. Bacterial growth 
was determined in terms of optical density (OD) by measuring absorbance at a wavelength of 600 nm at regular 
time intervals (0, 10, 20, 30, 40 and 50 hours) and colony-forming units (CFU) were also counted. The cadmium 
removal in 0.5, 1 and 2 mM cadmium solutions (based on MIC) was measured.A sandy soil from a depth of 0 to 
30 cm was sampled. The soil was polluted with 10, 20, 40 and 50 mg/kg of cadmium and incubated in room 
temperature for two weeks. After incubation time, the cadmium remediation studies were performed at 30◦C in 
the beakers containing 100 g of sterilized dried contaminated soils and 200 mL of overnight grown of 
Sporosarcina pasteurii (~ to 107cfu ml−1) in NBU media. For each treatment corresponding control were 
included with the same condition but without bacteria.After 7 days of incubation, urease and dehydrogenase 
enzymes activity and concentration of cadmium in soluble + exchangeable and carbonate fractions were 
measured. The concentration of cadmium in iron-manganese oxides, organic matter and residual fractions in 
concentration of 50 mg/kg cadmium was also determined according to the continual extraction procedure of 
Tessier et al. (1979). 

Results and Discussion: The amount of released ammonia by ureolytic activity of Sporosarcina pasteurii 

increased up to fourth day and then became almost constant.Optical density in different concentrations of 

cadmium decreased in comparison to control treatment after 48 hours. The minimum inhibitory concentration of 

cadmium for bacteria growth was 2 mM as determined by colony counting after 48 hours of incubation. 

Cadmium removal efficacy from solutions containing 0.5, 1 and 2 mM of cadmium was 99.6, 99.8 and 99.8%, 

respectively. The amounts of urease and dehydrogenase activities in the presence of bacterium were significantly 

higher than control treatments (P≤0.05). The results of the fractionation of contaminated soils in the absence of 
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Sporosarcina pasteurii showed the distribution of cadmium as organic matter <residual < carbonated< Fe-Mn 

oxides< exchangeable, While in the soil with bacterium, the cadmium distribution was as organic matter 

<residual <exchangeable<Fe-Mn oxides< carbonated. The results indicated that Sporosarcina pasteurii could 

significantly reduce the exchangeable fraction and increase the carbonate fraction of cadmium. 

Conclusion: The results showed that MICCP-based removal of heavy metals via coprecipitation with calcite 

may be useful for toxic heavy metal bioremediation. 
 
Keywords: Biomineralization, Cadmium, Calcite, Sporosarcina pasteurii, Urease 
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