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  مقدمه
و داك به در خ و بودهها ضروري موردنیاز گیاهان و میکروارگانیسم گوگرد از عناصري

، ی شدنامل چهار مرحله معدنشود. چرخه گوگرد در طبیعت ششکل آلی و معدنی یافت می
ود د موجشدن گوگر . بخش اندکی از اشکال قابل اکسیداستآلی شدن، اکسیداسیون و احیا 

 هاسمبه شکل بیولوژیک و توسط میکروارگانی ولی بیشتر آن در خاك به شکل شیمیایی
در  هه (بویژسولفات موردنیاز گیاتأمین  شود. استفاده از گوگرد عنصري با هدفانجام می

 سدیمی) و هاي سدیمی و شورهاي سبک مناطق پرباران)، اصلاح خاك (در خاكخاك
تی بالا) در صور pHهایی با هاي آهکی و خاكبهبود وضعیت تغذیه گیاهان (در خاك

ي هاگانیسماي از میکروارگستردهشود. دامنه اکسید گوگرد اثربخش خواهد بود که ابتدا 
س هاي جنباکتري و هستندگوگرد را دارا  ءت احیاخاکزي توانایی اکسایش ترکیبا

  شوند. تیوباسیلوس مهمترین اکسیدکنندگان گوگرد در خاك محسوب می
هاي کوتاه گرم منفی، بدون اسپور، بصورت باسیلهاي جنس تیوباسیلوس باکتري

یاز ندارند. هوازي بوده و براي رشد و فعالیت به مواد آلی ن ، تاژکدار وکمولیتوتروفمزوفیل، 
ها از دي اکسیدکربن بعنوان منبع کربن و از اکسیداسیون ترکیبات احیاء این باکتري

در هاي جنس تیوباسیلوس باکتري کلنیکنند. گوگرد بعنوان منبع انرژي استفاده می
معمولاً به رنگ زرد روشن تا نارنجی روشن، صاف، گرد، کم هاي کشت اختصاصی محیط

ها مقاوم به غلظت برخی از گونه شوند.متر دیده میمیلی 1-2تقریباً تحدب، کدر با قطر 
(استفاده همزمان از  و برخی نیز میکسوتروفزیاد  نمک، برخی مقاوم به دماي زیاد

هاي جنس تیوباسیلوس گونه. همه هستندموادآلی و دي اکسیدکربن بعنوان منبع کربن) 
  یه بدلیل محدود کردن غلظت (بجز دنیتریفیکانس) هوازي بوده ولی شدت تهو

هاي اسیدي و pHها در تعدادي از گونهاکسیدکربن براي رشد آنها مناسب نیست. دي
هاي این گونه رواز این ،دهندفعالیت بهتري از خود نشان می زيهاي باpHتعدادي در 

) تفکیک Neutrophileدوست () و خنثیAcidophile( دوستبه دو گروه کلی اسیدجنس 
هایی که اشکال قابل اکسیدشدن گوگرد وجود در مکان بیشترها شوند. این باکتريمی

  هاي گوگردي، در چشمههاي اطراف در خاكرو از اینشوند. داشته باشند، یافت می
هاي ، پساباندهایی که قبلا با گوگرد تیمار شدهدار، در خاكهاي معدنی گوگردآب
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شوند که این یافت می هاي شور و شیرینریاها و باتلاقها و ددریاچهها، اسیدي، فاضلاب
ها باید مدنظر قرار گیرد. بدلیل موضوع در تهیه نمونه به منظور دستیابی به این باکتري

هاي تیوباسیلوس ها، جمعیت باکتريکمبود یا فقدان ترکیبات احیاء گوگرد در اکثر خاك
ایطی در صورتی که جداسازي باکتري بسیار اندك است، در چنین شر ها معمولاًدر خاك

نمونه خاك با مقداري گوگرد عنصري  نخستهایی مدنظر باشد، بهتر است از چنین خاك
، سپس از نمونه خاك تیمار شده و براي مدتی در رطوبت و دماي مناسب، خوابانده شود

  .شودها استفاده براي جداسازي این باکتري
  

  تريها و کشت باکسازي نمونهآماده - 1
 سهاي جنباکتريداراي مقداري نمونه آزمون (خاك، آب، کود زیستی و...) که 

مونه توزین گرم در شرایط استریل توزین شود. مقدار ن01/0تیوباسیلوس می باشد، با دقت 
لی لیتر آب می 90گرم نمونه در  10گرم متغیر باشد. بهتر است 100تا 1تواند از شده می

رخش چساعت روي شیکر با 1تا 5/0ولوژیک ریخته و به مدت مقطر استریل یا سرم فیزی
نخستین  ت.بار رقیق شده اس 10. نمونه در این حالت شوددور در دقیقه مخلوط  120 حدود
  با  10 -1لیتر از سوسپانسیون رقت باشد. سپس یک میلیمی 10-1رقت تهیه شده  سري

ل یا سرم لیتر آب مقطر استرییمیل 9داراي ت استریل برداشته و به لوله آزمایش پپی
  ب سري به همین ترتی؛ )10-2فیزیولوژیک افزوده و با ورتکس بخوبی مخلوط شود (رقت

  شود.میهاي بالاتر تهیه رقت
 هاي تیوباسیلوس درید تهیه شوند به جمعیت باکتريهاي رقتی که باتعداد سري

نیز ممکن  10 - 8 ستی تا رقتهاي کودهاي زینمونه آزمون بستگی دارد. معمولا در نمونه
یت ها که حاوي جمعمحیطدیگر هاي خاك یا . در حالیکه در نمونهباشدتهیه  بهاست نیاز 
شده  هیهت يهارقتچند تا از  کفایت دارد. 10-4 یا رقت 10-3 ، تا رقتهستندکمتري 

 1/0ن انتخاب و از هریک به میزا) بسته به جمعیت تخمینی موجود در نمونه آزمون(
 د.شون حیتلقمورد نظر کشت  طیمحلیتر در سه تکرار در میلی

 25- 28هاي رقت در شرایط دمایی مناسب (هاي تلقیح شده با سريکشت محیط
در باید ها روز کلنی10شوند. بعد از یک هفته تا حداکثر درجه سلسیوس) انکوباسیون 
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هاي ها باشد، کلنیاز نمونهسازي باکتري ها بررسی شوند. اگر هدف جداسازي و خالصپلیت
هاي ظاهري ذکر شده در منابع علمی معتبر) هاي تیوباسیلوس (با توجه به ویژگیباکتري

کلنی  به دست آمدن. این تجدید کشت تا شودمحیط کشت جدید واکشت  انتخاب و در
ها در نمونه (مثلا یابد. در صورتیکه هدف شمارش جمعیت باکتريخالص باکتري ادامه می

  کلنی  30- 300دارايهایی که پلیتها در کود زیستی یا خاك ...) باشد، تعداد کلنی
ها در هر رقت بدست آمده و سپس با اعمال باشند، شمارش شوند. میانگین تعداد کلنیمی

  ها در واحد وزن یا واحد حجم نمونه مورد بررسی بدست ضریب رقت تعداد باکتري
  ).1396(بشارتی و همکاران،  آیدمی

 هاي تهیههاي تیوباسیلوس در نمونهاز جداسازي و یا شمارش جمعیت باکتري پیش
ري ها شود، باید خودداشده، از هرگونه عملیاتی که موجب تغییر در جمعیت باکتري

تقیم ش مس. مثلاً باید از خشک شدن نمونه، قرار گرفتن طولانی مدت در معرض تابشود
ا درج بها بلافاصله پس از تهیه . نمونهشودعت آنها ممان آفتاب یا فشردگی زیاد
گیري، ندازهکدر) به آزمایشگاه منتقل و تا زمان ا دار (ترجیحاًبمشخصات در ظروف در

ها درجه سلسیوس نگهداري شوند. از آنجا که این باکتري 4در دماي حدود 
ازي کمولیتوتروف هستند، محیط کشت پیشنهادي براي رشد و تکثیر، شمارش و جداس

شت کمحیط  باشد. در منابع علمی معتبر تاکنون چندینمواد معدنی می دارايآنها فقط 
 ه بهکاست  ها معرفی شدهاین باکتري سازي، شمارش و تکثیربراي جداسازي، خالص

  شود:  برخی از آنها اشاره می چکیده
  

  هاکشت یطمح  - 2
  )Starkey( محیط کشت استارکی -  1- 2

 يجداساز يبرا .است شدهه ارائ یکدر جدول کشت  محیطاین ترکیبات   
 اضافه )رلیت در گرم 5 میزان(به  کشت گلوگز یطبه مح یدهتروتروف با يهایدکنندهاکس

  .یستن کشت محیط در گلوکز از استفاده به نیازي تروفتوا جداسازي براي. نمود
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  ت استارکیمحیط کشترکیبات شیمیایی  - 1جدول 
  یتر)مقدار(گرم در ل  ترکیب

  4PO2KH  3 فسفات دي هیدروژن پتاسیم

  O2H.74MgSO  2/0 سولفات منیزیم
  O2.2H2CaCl  2/0 کلرور کلسیم

  4SO2)4(NH  5/0 سولفات امونیم
  oS 10 گوگرد عنصري

  4FeSO 01/0 سولفات آهن فرو

  
 O2H.22CaCl  ،5/0گرم  O2H.74MgSO  ،2/0گرم  4PO2KH ،2/0گرم  3 مقدار -
ود . توجه ششودآب مقطر حل  یترل کیو در  نیتوز 01/04FeSOمقدار و 4SO2)4(NHگرم 

 شود هضافو ا ینتوز يبعد یبو انحلال آن در آب مقطر، ترک یبکه پس از افزودن هر ترک
)Starkey, 1935(.  

pH دوست، یخنث يهایوباسیلوست يجداساز براي. ییدنما یمتنظ راکشت  یطمح pH 

از مواد  pH یمتنظ ي. براشود یمتنظ سهدوست حدود یداسواع ان يو برا هشت يرو یدبا 
  شود.  یم) استفاده یکسولفور یدو اس KOHمحلول( یاییو قل یدياس

نیاز در است را به مقادیر مورد آن نیز تنظیم شده  pHآماده شده کهمحیط کشت  -
 2/1شار و ف درجه سلسیوس 121با دماي  وهایی با حجم مناسب توزیع و در اتوکلاارلن

  دقیقه اتوکلاو کنید.  15اتمسفر به مدت 
 یدابها و جداسازي آنها باکتريبراي توزیع محیط کشت در ظروف به منظور کشت 

  درصد حجم ظرف از محیط پر شود.  40تا  50توجه داشت که حداکثر 
انجام شود. در این روش پس  1ناسیواستریل کردن گوگرد بهتر است به روش تندالیز

ریخته  )فویل ضخیم نیاز گوگرد، آن را در یک ظرف مناسب (مثلاوزین مقادیر مورداز ت
. البته گوگرد آب گریز بوده و این کار براي تولید کنیدچند قطره آب نیز به آن اضافه و 

                                                   
1 Tyndallization 
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سپس شود. گوگرد و استریل شدن بهتر گوگرد انجام می دارايبهتر بخار در ظرف 
 80در حرارت دقیقه  90تا 60الی و هر بار به مدت را سه بار در سه روز متو گوگرد

براي ایجاد این شرایط  معمولاً اتوکلاو کنید.تمسفر یک ا فشار ودرجه سلسیوس  100تا
درجه و فشار  90تا  80گذارند تا دما از در اتوکلاو، شیر اطمینان اتوکلاو را کمی باز می

طی باید از کافی بودن مقدار آب در نرود. البته در چنین شرای بالاتراتمسفر یک نیز از 
مخزن اتوکلاو و نیز بازدید و تنظیم مقدار آب بعد از اتوکلاو شدن نیز اطمینان حاصل 

در شرایط ، استارکی محیط کشتخنک شدن از پسشده را  گوگرد استریلنمود. 
  .کنیدبه آن اضافه و مخلوط استریل 

از نین مورداز آماده شدن به میزا توان پسمیشده مایع را  محیط کشت آمادهتوجه: 
.) یستی..هاي مناسب توزیع و سپس نمونه (خاك، آب، کود زبا حجمهاي استریل ارلن در

جه رسیدن در را پس از )آگار داراي( جامدشده  محیط کشت آمادهرا به آنها اضافه نمود. 
ار در لامیندر زیر هود  در شرایط استریل و )درجه سلسیوس 50تا  40مناسب (حرارت 

هاي که هدف، بررسی رشد باکتري در لوله. همچنین در صورتیکنیدها توزیع پلیت
 ظربا حجم موردناستریل هاي آزمایش را داخل لوله مایع آزمایش است، محیط کشت

اي هلودگیکار و نیز کاهش آبراي آسانی . براي کار با محیط کشت مایع، نماییدتوزیع 
در ظرف  pHکشت استارکی پس از آماده شدن و تنظیم  احتمالی، بهتر است محیط

ر این دیرند. (لوله آزمایش یا ارلن...) توزیع و سپس ظروف در اتوکلاو قرار گ نظرمورد
در  داگانهجبه طو هر ظرف نیز ابتدا توزین و سپس براي صورت بهتر است گوگرد موردنیاز 

 رویناز ا .ودشضافه اارلن یا لوله  هربه  اتوکلاو قرار گرفته و پس از استریل در زیر لامینار
  .نیستنیازي به توزین گوگرد استریل شده در زیر لامینار 

ها) هاي آزمایش یا پلیتولهلها، (ارلنشده در محیط کشت استارکی  نمونه کشت داده - 
درجه  32روز در انکوباتور در دماي  25روز در دماي محیط یا به مدت  25را به مدت 

  . دهیدقرار  سلسیوس
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  اهرشد باکتريارزیابی  -2-1-1
 وگرد درگهاي اکسیدکننده باکتريگیري میزان رشد و فعالیت بطورکلی براي اندازه

 خواهند شد، چندوصف که در ادامه  کشتهاي محیط دیگرمحیط کشت استارکی یا 
  :شیوه پیشنهادي وجود دارد

 (کاهش)  ها اندازه گیري میزان تغییراتیکی از این روشpH اشد که بمحیط کشت می
 موتیمول بلو،(برو هاي رنگیبکارگیري محلول معرفشود یا با گیري میمتر اندازه pHیا با 

ستفاده از در صورت ا کنند. مثلاًمیبررسی محیط کشت را  pHات یریبروموکروزول، ...) تغ
تی ر صوردتیره است و محیط کشت اولیه استارکی به رنگ آبی معرف رنگی بروموتیمول بلو، 

 یط کشترنگ محمحیط،  pHبه دلیل تغییر  د،ي اکسیدکننده گوگرد در آن رشد کنکه باکتر
ثی سبز در محیط اسیدي زرد، در محدود خن برمو تیمول بلو معرف .)1(شکل  شودمیزرد 

 . )1377(بشارتی،  هاي قلیایی به رنگ آبی تیره استpHرنگ و در محدوده 
  

  
 وگوگرد  کسایشادر اثر  کهچپ)  سمترنگ  یآب لوله( یاستارک مایعکشت  یطمح -1شکل 

  ).راست سمت هاي(لوله است یافته تغییربه رنگ زرد  pHکاهش 
  

 ها در محیط هاي ارزیابی و سنجش رشد و فعالیت باکترياز دیگر روش  
میزان گیري و سنجش هاي اکسیدکننده گوگرد، اندازههاي توصیه شده براي باکتريکشت

. در این روش پس از صاف کردن استسولفات تولید شده در محیط در مقایسه با شاهد 
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هاي محیط و تهیه محلول شفاف، میزان سولفات موجود در محیط کشت را به روش
 گیرند.می(کدورت سنجی، وزن سنجی،...) اندازه  مناسب
 روش، از . در ایناستها روي محیط جامد روش پیشنهادي دیگر کشت باکتري 

ه کگرد) هاي مورد استفاده براي اکسیدکنندگان گومحیط کشت استارکی (یا سایر محیط
، اندفتهشد یارها در آن باکتري با نمونه آب یا خاك یا کود زیستی تلقیح شده و احتمالاً 

هاي رقت را روي محیط کشت جامد در پتري کنند. سپس سريسري رقت تهیه می
د رش تعدادهند. با شمامیاي مناسب براي مدت زمان کافی قرار ها توزیع و در دمدیش
 .شودیها ارزیابی مها میزان رشد و فعالیت باکتريهاي رشد یافته در پلیتکلنی
 از  . پساستهاي پیشنهادي اندازه گیري میزان کدورت محیط کشت از دیگر روش

تولید  هايتها یا متابولیتهیه محلول صاف و مناسب، میزان کدورت (ناشی از رشد باکتري
ی، (بشارت دکننشده یا ترکیبات شیمیایی ایجاد شده...) را در مقایسه با شاهد ارزیابی می

دورت کشود و میزان هاي اسپکتروفتومتري استفاده میدر این حالت از روش .)1377
اه دستگه از را در مقایسه با شاهد با استفاد است یافتهمحیطی که باکتري در آن رشد 

  نمایند. اسپکتروفتومتر تعیین می
  

  )Postgate(محیط کشت پستگیت  - 2-2
ا هز آنماده با ترکیب شیمیایی متفاوت است که هر یک ااین محیط کشت داراي چند 

  : ) ,1951Postgate( اند) نشان داده شده3) و (2در جدول (
 محلول اصلی  
  

  محیط کشت پستگیت (گرم در لیتر) محلول اصلییایی موجود در ترکیبات شیم - 2جدول 
 ترکیب شیمیایی  (گرم در لیتر) مقدار

7/0  O2.7H4MgSO  
5  O2.5H3O2S2Na  
5/3  4SO2)4(NH  
4/0  O2.2H2CaCl  
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  عناصر کم مصرفمحلول  
  

(گرم در لیتر) محیط کشت  محلول عناصر کم مصرفیایی موجود در ترکیبات شیم - 3جدول 
  پستگیت

 ترکیب شیمیایی  )لیترمیلی  100(گرم در  مقدار

5  )(Titriplex II) EDTA8O 2N 16H 10(C  
2/2  O2. 7H4ZnSO  

499/0  O2. 7H4FeSO  
161/0  O2. 4H2MnCl  
161/0  O2H6. 2CloC  
161/0  O2H5. 4CuSO  
72/0  O2. 2H2CaCl  
11/0  O2. 4H24O7Mo6)4(NH  

  
 ک ازیهر ن حل شود. حل کردآب مقطر  لیترمیلی 100در  مواد ترکیب شیمیایی -

محلول  pH مواد و سپس افزودن ترکیب بعدي باید با دقت مورد توجه باشد. پس از تهیه،
واد قلیایی م(اسید سولفوریک) و  با افزودن مواد اسیدي pH. تنظیم شودمیتنظیم  6روي 

  . گیردصورت می) KOHمحلول (
ست براي الذا بهتر شود، در آب مقطر به راحتی حل نمی  EDTAلازم به یادآوري است که

 60حدود  مثلاًلیتر (میلی 100میلی لیتر از استوك عناصر کم مصرف ابتدا کمتر از  100تهیه 
ا افزودن به ارلن اضافه شود، سپس ب EDTAگرم  5میلی لیتر) آب مقطر در ارلن ریخته و 

حل و پس از شفاف شدن محلول، ترکیب بعدي  را EDTAو همزدن محلول،  KOHمحلول 
  .)1377(بشارتی،  برسد 6به  محلول pHبعد از افزودن تمامی مواد باید، . شودفه اضا

  

 لیتریمیل 100گرم در  15/0بروموتیمول بلو به میزان  بروموتیمول بلو: معرف  
 4 :محلول فسفاتPO2KH  آب مقطر لیترمیلی 200گرم در  30به میزان  
 هاي اسیدي و قلیایی: محلولKOH 2  مولار 1تا  5/0وریک اسید سولف -نرمال  
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از استریل  شوند. بعداستریل اتوکلاو در ها در ظروف جداگانه تهیه و هر یک از محلول
زیر لامینار با  ، در شرایط استریل دررسید سلسیوسرجه د 40- 50کردن وقتی دماي آنها به 

، سو سپ شوندیحل م یترلیلیم 960در  یمحلول اصل یباتترک مقدار .شوندیکدیگر مخلوط 
لیتر میلی 20لیتر محلول معرف رنگی و میلی 10، لیتر محلول عناصر میکرو میلی 12تا  10

 شود.  اضافه محلول فسفات

و در  رنگآبی ازيهاي بpHهاي خنثی سبزرنگ، در pHمعرف بروموتیمول بلو در 
pHسازي، شمارش و یا تکثیرازي، خالصباشد. اگر هدف جداسهاي اسیدي زردرنگ می 

 محیط کشت در حد pHهاي اکسیدکننده گوگرد از نوع خنثی دوست باشد، اکتريب
ت سید دوساع اخنثی یا کمی قلیایی (رنگ محلول سبز یا آبی) باید باشد، اما اگر هدف انو

 نظرمورد pHبراي تنظیم و رنگ محیط زرد) باشد.  3محیط اسیدي (حدود  pHباشد، باید 
 ید سولفوریک استفاده شود. و اسنرمال  KOH 2 هايمحلولاز 

  :حیط مبراي یک لیتر  محلول عناصر کم مصرف از تریلمیلی 10میزان یادآوري
داري شود سربسته نگهو پرشده  ظروفباید در  بالامحلول اضافی ؛ گرددمیکشت استفاده 

ا و یت حرارت دادن، محیط کش در صورت مشاهده چنین حالتی، با .تا تغییر رنگ ندهد
 .شدو قابل استفاده خواهد سبزرنگ ،  pHدوبارهتنظیم احتمالا 
 اده گرم در لیتر آگار استف 12-15جامد مقدار  پستگیت براي تهیه محیط کشت

ر منجمد هاي اسیدي که آگاpHشود. هرچقدر مقدار آگار کمتر باشد بهتر است. در می
  . ودنمفاده استان تومیشود از ترکیبات دیگري مانند آگارز و سیلیکاژل بجاي آگار نمی

  

 (Chemolithotroph) ولیتوتروفمک هاي جنس تیوباسیلوسباکتريطور که قبلا اشاره شد، همان
از دي اکسیدکربن به عنوان منبع کربن و از انرژي اکسیداسیون ترکیبات احیاء هوازي بوده،  و

از  آلی نیاز ندارند. براي رشد و فعالیت به مواد و کنندعنوان منبع انرژي استفاده میگوگرد به
 هاي طبیعی منوط به وجود ترکیبات احیاء گوگرد بوده وها در محیطحضور این باکتري رواین

ها با اکسید کردن گوگرد این باکتري .مواد معدنی است دارايمحیط کشت آنها نیز فقط 
معرف محیط کشت و تغییر رنگ محیط  pHباعث کاهش محیط کشت پسُتگیت موجود در 

 د. معرف برمو تیمول بلو موجود در محیط کشت کهنشومیی بکار رفته در محیط کشت رنگ



 (تیوباسیلوس) هاي اکسیدکننده گوگردريباکت سازيو خالصشت ک                              10

 

ها و اسیدي شدن محیط کشت به با رشد تیوباسیلوس ،به رنگ سبز است 7حدود  pH در
به اکسیداسیون ترکیبات  تواناهایی که باکتري براي. این معرف یابدتغییر میرنگ زرد 

هایی که بسیار ضعیف این عمل را انجام گوگردي نیستند، به رنگ آبی و در مورد باکتري
  .مانددهند، سبز باقی میمی

  

  
) به زرد چپز سبز (با رشد تیوباسیلوس اپستگیت جامد تغییر رنگ محیط کشت  - 2شکل 

  )1377(بشارتی، ) راست(
  

  براث سولفاتآگار و تیو (Thiosulphate)محیط کشت تیوسولفات  - 2-3
  : استترکیبات شیمیایی زیر  با داراي مواد محیط کشت تیوسولفات

  

 )گرم در لیترت تیوسولفات (محیط کشترکیبات شیمیایی  - 4جدول 

 ترکیب شیمیایی  (گرم در لیتر) مقدار
5  3O2S2Na  
1/0  4HPO2K  
2/0  3NaHCO  
1/0  Cl4NH  

  
  بکار  گرم در لیتر 0025/0به میزان  )mo phenol blue (BPB)Bro(برومو فنلبلو  - 

توان میز نی )Purple Bromocresol( پرپل برومو کروزولاز  به جاي برومو فنل بلو. رودمی
  استفاده کرد.

 هاي هتروتروفیک)گرم در لیتر (براي جداسازي اکسیدکننده 5ان گلوکز به میز - 



 11                        (تیوباسیلوس) هاي اکسیدکننده گوگردباکتري سازيو خالصشت ک

 

  رلیتمیلی 1000آب مقطر به میزان  - 
  آگار) محیط کشت تیوسولفات (براي تهیهگرم در لیتر میلی 15آگار به میزان  - 

pH  محیط کشت را توسطpH  متر با استفاده ازHCl  ماییدنتنظیم  8یک مولار بر روي .
دقیقه  15اتمسفر به مدت یک و فشار  سلسیوس درجه 121 محیط کشت را در حرارت

  . )Vishniac and Santer, 1957( اتوکلاو کنید
   100هاي استریل لیتر در ارلنمیلی 50محیط کشت آماده شده مایع را به میزان 

ست، زمایش اهاي آدر صورتی که هدف بررسی رشد باکتري در لولهتوزیع نمایید. لیتري میلی
 چنینهم استریل توزیع کنید.تري لیمیلی 30هاي آزمایش را داخل لولهمایع محیط کشت 
شت به ماده شده همراه با آگار را پس از رسیدن درجه حرارت محیط کآجامد محیط کشت 

  ها توزیع نمایید. زیر هود لامینار در پلیت درجه سلسیوس، 50تا  45 حدود
ب در لازم در دماي مناسنمونه کشت داده شده در محیط کشت تیوسولفات را به مدت 

  انکوباتور قرار دهید.
اکسیدکننده گوگرد در محیط کشت هاي باکتريظاهري، کلنی  ویژگی از نظر

 ا حاشیهبلنی، کاي از گوگرد در اطراف تیوسولفات آگاردار، از زردکاهی تا نارنجی با هاله
  .)4و 3 شکل( ها، برجسته و صاف استو سطح کلنی اکثر جدایه متغیر بوده منظم تا نامنظم

  

  
لوله) و  نی(چپ اول کروزولبرومو یهمراه با معرف رنگ عیما وسولفاتیکشت تطیمح -3شکل 

  طیمح نیگوگرد در ا يهادکنندهیمختلف اکس يهاهیرشد جدا
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 ي(چپ)، رشد باکتر آگار همراه با بروموکروزول بنفش خام وسولفاتیکشت ت طیمح - 4شکل 

  (راست) طیرنگ مح رییو تغ (SOB)سولفات  دکنندهیاکس
  

  (9K) محیط کشت نه کی - 2-4
طور هاي اکسیدکننده گوگرد و بهکشت و جداسازي باکترياز محیط کشت نه کی براي 

. )Liu et al., 2009( شودمیاستفاده  ferrooxidansAcidithiobacillus هاياختصاصی جدایه
  آماده شود: A محلولم با ترکیب شیمیایی با نا براي تهیه این محیط کشت در ابتدا محلول

  
  Aمحلول )گرم در لیتر(رکیبات شیمیایی محیط کشت نه کی ت -5جدول 

 ترکیب شیمیایی  (گرم در لیتر) مقدار
5/0  4HPO2K  
1/0  KCl  
5/0  O2. 7H4MgSO  
01/0  2)3Ca(NO  
3  4SO2)4(NH  

  
و به مدت  شدهلیتر آب حل میلی 1000در  اشاره شده در جدول پنجترکیبات 

  .شوداتمسفر اتوکلاو  2/1و فشار  سلسیوس درجه121 در حرارتدقیقه 15
 

  :Bلول مح
- O2H74.FeSO  و به مدت شدهلیتر آب حل میلی 1000گرم در  01/0به میزان 

  .شوداتمسفر اتوکلاو  2/1و فشار درجه سلسیوس  121 در حرارتدقیقه 15
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  :دیگر مواد
  لیتر  گرم در 1به میزان شده استریل  (Elemental Sulfur)عنصري گوگرد  -
  )جامد 9Kیه محیط کشت (براي تهگرم در لیتر 15آگار به میزان  -
 .شوندبا هم مخلوط  Bتر از محلول لیمیلی 300و  Aمیلی لیتر از محلول  700 -

استفاده  )نرمالNaOH )10و 4SO2H هايمحلولمحیط کشت از  pH براي تنظیم
 .شودمیمتر انجام  pHمحیط کشت توسط  pHتنظیم از استریل شدن  پیش .شود

  .شودتنظیم  2-2/2باید بر روي  A.ferrooxidans،pHبراي جداسازي 
  

هاي را در ارلن2ایعممحیط کشت آماده شده کی، 9براي تهیه محیط کشت  -
استریل و محیط کشت آماده شده همراه با آگار را پس از رسیدن درجه حرارت محیط 

. نماییدها توزیع ر زیر هود لامینار در پلیتد درجه سلسیوس 50تا  45 کشت به حدود
هاي آزمایش بررسی کنید محیط کشت که نیاز است رشد باکتري را در لولهدر صورتی 

نمونه کشت داده شده  .نماییدهاي آزمایش در زیر هود لامینار توزیع را داخل لولهمایع 
  لازم در دماي مناسب قرار دهید.در محیط کشت را به مدت 

 سیون آهن فروبز روشن است که در اثر اکسیداس -رنگ اولیه این محیط کشت آبی 
 .)5کل(ش آیدر میاي دو تولید آهن فریک در محیط، به رنگ قرمز متمایل به قهوه

A.ferrooxidans بندي قدیمی با نام قبلی (در طبقهThiobacillus ferrooxidans (
ر دفاده به دلیل استاین باکتري باکتري کمولیتوتروف، گرم منفی و اسید دوست است. 

ته گرف نعتی و فیزیولوژي غیرمعمولش مورد توجه بسیاري قرارفرآوري مواد معدنی ص
  است.
A . ferrooxidans تواند آهن میII گوگرد عنصري و ترکیبات احیاء شده آن و مواد ،

کاري شود در زیست معدنمعدنی سولفیدي را اکسید کند. این توانایی باعث می
)Biomining( شوداستفاده رانیوم براي بازیافت فلزاتی مانند مس، طلا و او )Kai et al., 

1989( .  

                                                   
2Broth 
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محیط کشت اولیه آبی روشن  A.ferrooxidans براي جداسازي 9Kمحیط کشت  -5شکل 

  .(پایین) یافته باکتري رشد داراي محیط کشت - (بالا)
  

  محیط کشت براي رشد غیرهوازي و دنیتریفیکاسیون -2-5
ربن کاکسیددين حال به وجود هاي تیوباسیلوس هوازي بوده و در عیتمامی گونه

اید، رشد نم یرهوازيتواند در شرایط غمیاي که تنها گونه .بعنوان منبع کربن نیز نیاز دارند
کسیژن اهوازي از نیترات بجاي که در شرایط بی استدنیتریفکانس تیوباسیلوس گونه 

لفات تیوسو حیطکند. براي کشت و جداسازي این گونه از مرا احیا میآن استفاده کرده و 
  :استزیر شیمیایی که شامل ترکیبات  شودنیترات استفاده میداراي 
  

  (گرم در لیتر) نیترات دارايتیوسولفات کشت محیط ترکیبات شیمیایی  –6جدول
 ترکیب شیمیایی  (گرم در لیتر) مقدار

5  O2.5H3O2S2Na  
2  3KNO  
2  4HPO2K  
1  3NaHCO  
6/0  O2. 7H4MgSO  
5/0  Cl4NH  
01/0  O27H4.FeSO  
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 7آن روي  pHدر یک لیتر آب مقطر حل و  در جدولشش را اشاره شدهترکیبات 
  تنظیم شود. 

باید جداگانه استریل و سپس به  O2H.74FeSOو  4HPO2K،3NaHCOسه ترکیب  :توجه
  .)Baalsrud, and Baalsrud, 1954, Vishniac. and Santer, 1957،( محیط اصلی اضافه شوند

ی میل 10( عناصر کم مصرفسولفات آهن بهتر است از محلول محلول توجه: بجاي 
  ، استفاده گردد. هشدتشریح  )3جدول (در هر لیتر) که در  لیتر

ر لوله همیلی لیتر) توزیع و سپس در 25( هاي آزمایشمحیط کشت تهیه شده در لوله
وسط تها هلولگیرد. پس از تلقیح آزمایش یک لوله کوچک دورهام بصورت وارونه قرار می

ي هوازتا شرایط بی دآوري شده، سطح لوله توسط پارافین پوشانده شوهاي جمعنمونه
سیوس قرار درجه سل 28تا  25هفته در دماي  2هاي تلقیح شده به مدت . لولهشودفراهم 

  ریفیکانس هاي دورهام نشانه وجود و فعالیت باکتري دنیتدر لوله 2Nتجمع گاز گیرند. 
  . )6کل (ش باشدمی

  

  
  حیط کشت حاوي نیترات براي سنجش فعالیت تیوباسیلوس دنیتریفیکانسم -6شکل 

 
  باسیلوسهاي تیوبراي باکتري DSMZمحیط کشت پیشنهادي  - 2-6
 سازيخالصبراي کشت و DSMZ  المللیمحیط کشت پیشنهادي کلکسیون بینالف) 

  :است زیرشیمیایی رکیبات (بجز گونه دنیتریفکانس) شامل ت هاي تیوباسیلوسباکتري
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  (گرم در لیتر) DSMZ پیشنهادي محیط کشتترکیبات شیمیایی  - 7جدول 
   ترکیب شیمیایی  (گرم در لیتر) مقدار

1/0  
4SO2)4(NH   

4  4HPO2K   

4  4HPO2K  

1/0  O2MgSO4.7 H   

1/0  
2CaCl   

02/0  O2H 6 .3FeCl.  

02/0  O2x H 4MnSO   

15  Agar (براي محیط جامد)  

10  O2.5 H3O2S2Na   

  
حل  آب مقطردر را  یوسولفاتبه جز ت شیمیایی اشاره شده در جدول هفت ترکیبات

 سبکشت منا در ظروفرا محلول بدست آمده . نمایید یمتنظ 6/6 يرا رو pHکرده و 
توك اس را از محلول یوسولفات. تیداتوکلاو کن سپس و یعتوز (ارلن یا لوله آزمایش)

ب ات در آسولفبراي این منظور مقدار کافی تیو ید.وکلاو شده اضافه کنات یطبه مح یلاستر
 . پس از خنک شدن محلول تیوسولفات، حجمشودمقطر حل شده و جداگانه استریل 

رم گ 10بطوریکه مقدار  شودمناسبی از آن به محیط کشت اصلی آماده شده افزوده 
ازه ه اندبمحلول تیوسولفات  . باید توجه داشت کهشودتیوسولفات به محیط اصلی منتقل 

ات رکیبکافی غلیظ و از افزودن حجم زیادي از آن به محلول اصلی خودداري شود تا ت
  محلول اصلی رقیق نشوند. 

  

رکیبات که ت اندپیشنهاد شده محلولچندبراي گونه تیوباسیلوس دنیتریفیکانس ب) 
  شده است. نشان داده 12تا 8شیمیایی آنها در جداول 

  لیترمیلی A  :960محلول 
  لیترمیلی B  :20محلول 
  لیترمیلی C  :20محلول 
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  لیترمیلی D :1محلول 
  هستند:به صورت زیر شیمیایی بالا هايولترکیبات محل

  
  (گرم در لیتر) Aمحلول ترکیبات شیمیایی  - 8جدول 
 ترکیب شیمیایی  (گرم) مقدار

2  4PO2KH  
2  3KNO  
1  Cl4NH  
8/0  O27 H 4.MgSO  

  Trace element solution  لی لیترمی 2
15  Agar, for solid medium  

 Distilled water  میلی لیتر 960

  تنظیم نمایید. 7محلول را روي   NaOH ،pHبا استفاده از 
  

 (گرم) Bترکیبات شیمیایی محلول  - 9جدول 

  O2. 5 H 3O2S2Na  گرم 5

  Distilled water  میلی لیتر 20

  
 (گرم)  Cیایی محلولترکیبات شیم - 10جدول 

  3NaHCO  گرم 1
  Distilled water  میلی لیتر 20

 
 (گرم)  Dترکیبات شیمیایی محلول - 11جدول 

  O2. 7 H4FeSO  میلی گرم 2

  4SO2H (N 0.1)  میلی لیتر 1
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 تر)(گرم در لی اصر کم مصرفنعترکیبات شیمیایی محلول  -12جدول 

 ترکیب شیمیایی  (گرم در لیتر) مقدار

5/0  EDTA-2Na  
2/0  O2H 7 .4FeSO.  
1/0  O27 H 4.ZnSO  
03/0  O2H 4 .2MnCl.  
3/0  3BO3H  
2/0  O26 H .2CoCl  
01/0  CuCl2. 2 H2O 

02/0  NiCl2. 6 H2O 

03/0  Na2MoO4. 2H2O 

  
 7 يرو نرمال NaOH2را با استفاده از pHرا در آب مقطر حل کرده و  EDTAابتدا 

  .یداضافه کنرا  یگرد یبات. سپس ترکیدکن یمتنظ
 121 يابه طور جداگانه با اتوکلاو در دمپس از آماده شدن  Dو  A ،B يهامحلول

 یلتربا ف Cشوند. محلول  یلاستر یقهدق 15به مدت  اتمسفر 1فشار  سلسیوس ودرجه 
  د.ناضافه شو Aبه محلول  یببه ترت Dو B ،C يهاشود. محلول یلاستر

 يرو یمنف یرشود، اما تاثیم یلتشک یدسفرسوب  ینکته: پس از اتوکلاو مقدار کم
  رشد ندارد.

  
  هاي تیوباسیلوسبراي باکتري ATCCمحیط کشت پیشنهادي  - 2-7

براي کشت و  ATCC(American Type Culture Collection)المللی کلکسیون بین
کیبات است که تر نمودههاي جنس تیوباسیلوس محیط کشتی را پیشنهاد تکثیر باکتري

  است. ه شدهارائ )13(دهنده این محیط در جدول شماره تشکیل شیمیایی
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 (گرم در لیتر) محلول نمکیترکیبات شیمیایی  - 13جدول 

 ترکیب شیمیایی  (گرم در لیتر) مقدار

2/0  4SO2)4(NH  

5/0  MgSO4. 7H2O  

25/0  CaCl2  

3  4PO2KH  

  4FeSO  میلی گرم 5

  Tap water  میلی لیتر 1000

10  Sulfur (see below)  

 
 یههت يبرا .یدکن یلاستر یلتراسیونکرده و با ف یهرا بدون گوگرد ته یمحلول نمک
  ید: را انجام ده یرگوگرد مراحل ز

خشک  نارل یکگرم پودر گوگرد را در 1/0ا تقریب، یتريلیلیم 100 يهاارلن يبرا
 100 يماد در یقهدق 30را در اتوکلاو و به مدت  ظروف. یدبپوشان درب آن را ریخته و

 یلراستیند فرآتا  یدانجام ده یروز متوال سه کار را ین. انمایید استریلسلسیوس درجه 
ودر گوگرد پ یشگرم در هر لوله آزما1/0یش، تقریبا آزما يهالوله يبرا. شودشدن تکمیل 

  ها را بپوشانید.لوله يرو ینیومیآلوم یلفوبا و  ریخته
ر هر دگرم پودر گوگرد  1/0باشد. رصد می، یک دبه گوگرد ینسبت حجم محلول نمک

 ستریلادر شرایط را  یلاستر یمحلول نمکشود. یط کشت استفاده میمح یترلیلیم 100
 یعما يرو و، نشده "یسخ"پودر گوگرد  .یزیدشده بر یلاز ظروف گوگرد استر یکهر  به

 .شودمیشناور 

  
  )MPNوش (ر هاشمارش جمعیت باکتري -3

هاي رقت تهیه شود. چنانچه سري(خاك، آب، کود زیستی و...)  رنظمورداز نمونه 
هاي بالاتر و در صورتیکه ها قابل توجه باشد، رقتتخمین زده شود که جمعیت در نمونه

هاي هاي حاوي محیط کشت با سريتر تهیه شود. لولههاي پایینجمعیت اندك باشد رقت
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هاي تلقیح شده لولهسپس ر هر لوله) و (یک دهم میلی لیتر از هر رقت دشده رقت تلقیح 
  .  داده شوندهفته قرار  چهاربه مدت  یوسسلس درجه 28در دماي 

ر دصري، هاي اکسیدکننده گوگرد و اکسایش گوگرد عندر اثر فعالیت میکروارگانیسم
  ک ها یولهتعیین وجود یا عدم وجود سولفات در لبراي شود. ها سولفات تولید میلوله

 سهرصد و د پنج قطره محلول کلرورباریم 5از محلول رویی هر لوله را برداشته و  لیترمیلی
فید قطره اسید کلریدریک غلیط به آن اضافه شود. وجود سولفات با تشکیل رسوب س

هاي ان لولهرسوب بعنوداراي هاي . لولهشودسولفات باریم در مقایسه با شاهد، مشخص می
ن با آمقایسه  وهاي مثبت در هر رقت لولهتوجه به تعداد  شوند. بامیمثبت در نظر گرفته 

 ودشها تعیین نمونه)، جمعیت اکسیدکنندگان گوگرد در MPN(جدول  جداول مربوطه
  ).1377، بشارتی(

 بیشترینها) به روش (کمولیتوتروف براي شمارش جمعیت اکسیدکنندگان گوگرد
ترکیب شیمیایی زیر استفاده با  4) از محیط کشت مایع بوشون3MPNتعداد محتمل (

  شود:می
  

  (گرم در لیتر) وشونترکیبات شیمیایی محیط کشت مایع ب -14جدول 
 ترکیب شیمیایی  ( گرم در لیتر) مقدار

2  3NO4NH  
25/0  4HPO2K  
1/0  NaCl  
1/0  O2.6H2MgCl  

5  3CaCO  

 
ده و لیتر آب مقطر حل شمیلی 1000در  14شیمیایی اشاره شده در جدول  ترکیبات

ها در اتوکلاو با دماي لوله هاي آزمایش اضافه شود.لیتر به لولهمیلی پنج سپس به میزان

                                                   
3 Most Probable Number 
4 Boschon 
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دقیقه استریل شوند. سپس در  30اتمسفر به مدت  1و فشار  یوسدرجه سلس 121
  گرم گوگرد عنصري استریل شده اضافه شود. میلی 50شرایط استریل به هر لوله مقدار 

 
  هاي تیوباسیلوست باکتريبلندمد روش نگهداري - 4

 ازند، کنهاي جنس تیوباسیلوس با اکسیدکردن ترکیبات گوگرد انرژي کسب میباکتري
د در ولید اسیت. شودتولید میاسید سولفوریک در محیط در نتیجه فعالیت آنها مقداري  رواین

ید اسزیرا  ،باشدها میمدت این باکترينگهداري بلندهاي چالشمحیط فعالیت آنها یکی از 
) تنثی دوسخبویژه براي انواع ( شودتولید شده با گذشت زمان باعث کاهش جمعیت آنها می

  دارد.ندانی ن(پلیت و اسلنت...) دوام چ هاي کشت جامدها بر روي محیطکلنی این باکتري و
امل حز مواد ها استفاده اهاي تجربی و با صرفه براي نگهداري این باکتريیکی از روش

شود. میافه در این روش ابتدا گوگرد و آپاتیت با هم مخلوط و سپس به پرلیت اضباشد. می
مخلوط  هایتنشود. در معادل سه برابر وزن پرلیت پودري مایه تلقیح مایع باکتري اضافه می

تا  25 يماد درساعت در انکوباتور 24به مدت  مایه تلقیحشود. مییکدست  تهیه شده کاملاً
تقل براي نگهداري طولانی مدت به یخچال منسپس و شده قرار داده  یوسسلس درجه 28
ین روش، ااز اشکالات  .سال ماندگاري دارند 3تا  1 بین روشها در این باکتري .شودمی

راي بوقت  ها و مقرون به صرفه بودن، تجدید کشت و صرفعلیرغم نگهداري بلندمدت باکتري
  باشد.میکار  هنگامال آلودگی در ها و افزایش احتمتجدید کشت باکتري

سیله وبه ها آمیز براي نگهداري این باکتريهایی که بطور موفقیتاز دیگر روش 
سرم  (در محلول درصد 30و  15هاي گلیسرول ، استفاده از محلولشدبررسی گان دنویسن

. در ودبزیر صفر  سلسیوسدرجه  80و  30فیزیولوژیک) و سپس نگهداري در فریزر با دماي 
ایه تر از میک میلی لیسپس  و شودمیاین روش ابتدا کشت تازه باکتري در محیط مایع تهیه 

 یل منتقلاستر درصد 30و15هاي تیمار شده با گلیسرول به ویالتحت شرایط استریل تلقیح 
وثر ما چندان هها، در مورد این باکتريباکتري دیگرهاي معمول براي نگهداري . روششودمی

 ي ذخیرهمد براهاي مختلف و یافتن روشی موثر، کم هزینه و کارآآزمون روش رواز این نیست،
  ژوهش دارد.پها، یکی از مسایلی است که نیاز به بررسی و و نگهداري بلندمدت این باکتري
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