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شده از خاك معدن مس و سازي دا جكننده گوگردي  اكسيد باكتريهاي عملكردارزيابي 
  16S rRNAبر اساس توالي  آنها مولكولييي شناسا
  2زهرا منافي و 1، احمد حيدري1، حسينعلي عليخاني*1، احمد علي پوربابايي1مهدي صادقي پور مروي

  و مهندسي خاك  كرج، دانشگاه تهران، پرديس كشاورزي و منابع طبيعي، گروه علوم 1
  سرچشمه، شركت ملي صنايع مس ايران، مجتمع مس سرچشمه، آزمايشگاه هيدرومتالورژي ،كرمان 2

  21/4/95 :تاريخ پذيرش  12/12/94 :تاريخ دريافت

  چكيده

هاي ، استفاده از گونهفلزي معادن در موجود سولفيدي يكانيها از فلزات فروشويي عمليات راندمان افزايش يكي از راهكارهاي
بنابرين هدف از اين پژوهش، جداسازي و شناسايي باكتريهاي اكسيد كننده . باشدباكتريهاي اكسيد كننده گوگردي مي كارآمد

ها سازي نمونهبعد از غني. استو بررسي عملكرد آنها در اكسايش گوگرد بوده  كرمان سرچشمه مس معدن يخاكها ازگوگرد 
بر اساس . شناسي و روشهاي فيلوژنيك شناسايي شدندها بر اساس خصوصيات ريختسازي گرديدند و سپس جدايهخالص
، جداسازي و شناسايي  Sulfobacillus spو  Acidithiobacillus sp متعلق به جنسهاي سويه اكسيد كننده گوگرد  3نتايج، 
 2تغيير (علت سرعت رشد بالاتر  به،  Acidithiobacillus ferridurans شباهت به درصد 95 با 184از اين ميان، سويه . شدند
تواند به برتر انتخاب شد كه مي در محيط پايه معدني حاوي گوگرد به عنوان سويه) هفته 2در طي  mg S/L 385و  pHواحد 

 .كاربردي در فروشويي زيستي فلز مس مورد استفاده قرار گيرداي عنوان سويه

 Thiobacillusخاك، باكتري اكسيد كننده گوگرد، : هاي كليديواژه

  pourbabaei@ut.ac.ir: پست الكترونيكي ،02632231787: تلفننويسنده مسئول، * 

  مقدمه
گوگرد دهمين عنصر موجود در پوسته زمين است كه در 
ساختار اسيد آمينه به صورت گروه سولفيدريل و پل دي 
سولفيدي، در اقيانوسها به صورت سولفات، در جو زمين 
به صورت گاز اكسيد گوگرد و در سنگ و خاك به صورت 

روشهاي مرسوم ). 12و  7(كاني سولفيدي وجود دارد 
استخراج فلزات از معادن فلزي، مبتني بر اعمال شرايط 

باشد كه با اعمال تيمارهاي هاي ويژه ميدمايي بالا در كوره
سنگ  خراج فلزات از كانتمخصوص در نهايت منجر به اس

اين روشها به هيدرومتالوژي معروف هستند . گرددفلزي مي
بها مورد فلزات گران و از گذشته تا كنون براي استخراج

محصول نهايي اين روش استخراج . گرفتنداستفاده قرار مي
فلزات، به عنوان ضايعات حاصل از استخراج فلزات، 

-غلظت كمي از فلزات را دارد و در اصطلاح كم عيار مي

- از آنجايي كه با روش مرسوم استخراج فلزات، نمي. باشد

د، از روشهاي توان فلز موجود در آنها را استخراج نمو
موسوم به فروشويي زيستي براي استخراج فلز از كانسنگ 

شود تا به استخراج فلز از كانسنگ كم كم عيار استفاده مي
از طرفي روشهاي مرسوم استخراج . عيار، منجر گردد

فلزات، اثرات زيست محيطي منفي به دنبال دارد و معادن 
ي دوستدار صنعتي استخراج فلزات، همواره به دنبال راهها

محيط زيست به عنوان جايگزين روشهاي مرسوم استخراج 
فلزات هستند كه فروشويي زيستي فلزات، يكي از اين 

سازي هر چه بيشتر بدين منظور، براي غني. هاستگزينه
جمعيت ميكروبي به منظور استفاده در فروشويي زيستي 
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فلز مس از كانسنگ كم عيار مس، به شناسايي باكتريهاي 
يد كننده گوگرد در معدن مس سرچشمه كرمان اقدام اكس

باكتريهاي بومي موجود در محيط، ضمن توان . گرديد
رقابت پذيري بالايي كه دارند امكان سازگاري با شرايط 

هاي غير بومي دارند و از اين اقليمي محيط را بيشتر از گونه
سينتيك واكنش ). 19(جهت، بيشتر مورد توجه هستند 

از طرفي، عملكرد باكتريهاي د، پايين است و اكسايش گوگر
باشد، يعني برخي تند اكسيد كننده گوگرد نيز متفاوت مي

رشد بوده و توانايي اكسيدكنندگي بالايي دارند و برخي 
و  15(كند رشد بوده و توانايي اكسيد كنندگي پاييني دارند 

-به طور كلي، توانايي اكسيدكنندگي گوگرد در سويه). 17

-هاي خنثيما دوست و اسيد دوست بيشتر از سويههاي گر

اين توانايي متفاوت آنها ). 18(دوست معتدل دوست است 
در اكسيدكنندگي گوگرد، به ژنهاي موجود در ژنوم اين 

جنسهاي مختلفي ). 46و  43(ها ارتباط دارد ميكروارگانيسم
 Acidithiobacillus sp ،Starkey sp ،Acidiphiliumاز قبيل 

sp ،Acidianus sp  وSulfolobus sp  توانايي اكسيد كنندگي
بر اين مبنا، هدف از اين پژوهش، ارزيابي . گوگرد را دارند
هاي مختلف اكسيدكننده گوگرد در معدن عملكرد سويه

بدين منظور، به جداسازي و شناسايي . مس سرچشمه بود
باكتريهاي اكسيدكننده گوگرد از معدن مس سرچشمه، اقدام 

تا از نتايج آن، براي اهداف صنعتي مانند فروشويي  گرديد
  .زيستي فلز مس استفاده گردد

  مواد و روشها
به منظور جداسازي و شناسايي باكتريهاي : بردارينمونه

برداري از خاك محدوده معدن اكسيد كننده گوگرد، نمونه
بدين . مس سرچشمه واقع در استان كرمان، انجام گرديد

نمونه خاك در شرايط استريل به آزمايشگاه  22منظور، 
. نگهداري شدند سانتي گراددرجه  4منتقل و در دماي 

آزمايشهاي شيميايي شامل، اسيديته و شوري توسط دستگاه 
. انجام شدند هاش سنج و اي سي سنج مدل يونيكم،پ
كه گوگرد  9kها بر روي محيط پايه معدني نمونهسازي غني

به عنوان تنها منبع انرژي به آن اضافه شده بود، انجام 
شامل ) گرم در ليتر(محيط پايه معدني ). 29( گرديد

K2HPO4 5/0 ،KCl 1/0 ،MgSO4. 7H2O 5/0 ،Ca(NO3)2 

01/0 ،(NH4)2SO4 3 و FeSO4.7H2O 01/0  1به همراه 
 5/1 ،شرايط اسيديته محيط كشت. گرم در ليتر گوگرد بود

 سانتي گراددرجه  45و  25و دماي محيط كشت  5/7تا 
تعيين شد تا شرايط براي جداسازي باكتريهاي اسيد دوست 

و همچنين معتدل دوست و  )14( و خنثي دوست
  .)38(گردد گرمادوست معتدل مهيا 

ميلي ليتر از  50با خاك  نمونهيك گرم از : جداسازي
، در داخل گرم گوگرد در ليتر 1حاوي  9kمحيط كشت 

هفته در  2ميلي ليتري ريخته شد و به مدت  200ارلن 
 rpmدر همزن با دور  سانتي گراددرجه  45و  30دماي 

اين مايكروليتر از  200 سپس. گرماگذاري شدند 120
جديد  جدد در شرايط مشابه، به محيط كشت، ممحلول

 5، اين عمل، براي هر نمونه. منتقل و گرماگذاري انجام شد
بار تكرار شد و در نهايت، محيطهايي كه رشد ميكروبي آن 
بر اساس كدورت ايجاد شده، قابل تشخيص بود، به منظور 
جداسازي سويه خالص اكسيد كننده گوگرد، انتخاب 

  . گرديد

يد اكسهاي سويهخالص سازي به منظور : سازيخالص
تهيه و به محيط كشت  10- 6رقتهاي متوالي تا كننده گوگرد، 

و به روش ريختن در پليت و با  شدمنتقل  ، 9kآگار 
به طور يكسان پخش  ،شكل در پليت Uاستفاده از ميله 

درجه  45و  30هفته در دماي  2پليتها به مدت . گرديد
و بعد از اين مدت، كلنيهاي  شدهگرماگذاري  سانتي گراد

و سپس  كرده، به روش خطي، كشت داده شدندرشد 
به منظور اطمينان از . ها انجام گرديدسازي سويهخالص

 مرحله تجديد كشت انجام شد 5ها، خالص بودن نمونه
)41( .  

به منظور ارزيابي توانايي اكسايش : انتخاب سويه برتر
سازي شده در مرحله قبل، به هاي خالصگوگرد، جدايه
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، منتقل گرديدند و بر 9kمحيط كشت مايع پايه معدني 
در . مبناي تغيير اسيديته و سولفات محيط، ارزيابي شدند

اين مرحله، بهترين جدايه از نظر توانايي اسيدي كردن 
  .محيط و همچنين توليد سولفات، انتخاب گرديد

به منظور : هاو سولفات توسط جدايه pHبررسي تغييرات 
هاي مورد و سولفات توسط جدايه pHبررسي تغييرات 

و  45و  40، 35، 30، 25تيمارهاي دمايي ، آزمايش
 5/6، 5/5، 5/4، 5/3، 5/2، 5/1همچنين تيمارهاي اسيديته 

  . ، اعمال گرديد9kدر محيط كشت پايه معدني  5/7و 

شناسايي : اي پليمرازو واكنش زنجيره DNAاستخراج 
 16Sفاده از ماكر هاي مورد نظر با استمولكولي سويه

rRNA ها بدين منظور ابتدا زيست توده از سويه. انجام شد
شركت  DNAتهيه شد و سپس با استفاده از كيت استخراج 

كياژن مطابق دستورالعمل شركت مذكور، به استخراج 
DNA سنجش كيفي . اقدام گرديدDNA با الكتروفورز ژل ،

، با استفاده از DNAدرصد و سجش كمي  1آگاروز 
. انجام شد nm 280/260نانودراپ و با محاسبه نسبت 

PCR  27و تكثير ژن مربوطه با استفاده از پرايمرهايf (5´-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´)  1492 وr (5´-

AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3´)  انجام گرديد و
اي واكنش زنجيره. الكتروفورز انجام شد به وسيلهآن  تأييد

 5مايكروليتر انجام گرديد كه  50در حجم نهايي  پليمراز
با  MgCl2مايكروليتر بافر  PCR X1 ،5مايكروليتر بافر 

با غلظت  dNTPمايكرو ليتر  4ميلي مولار،  2غلظت برابر 
مايكرو ليتر از هر پرايمر رفت و  5/2مايكرو مولار،   100

مايكرو ليتر آنزيم  1مايكرو مولار،  5/0برگشت با غلظت 
Taq DNA    پليمرازU/µl 02/0 ،1  مايكرو ليترDNA  و

اي واكنش زنجيره. مايكرو ليتر آب مقطر  استفاده شد 29
 95واسرشت اوليه در دماي : پليمراز به شرح زير انجام شد

چرخه تكرار  35دقيقه،  5براي مدت  سانتي گراددرجه 
براي  سانتي گراددرجه  94شونده شامل واسرشت در دماي 

براي مدت  سانتي گراددرجه  59يه، اتصال در دماي ثان 30

براي مدت  سانتي گراددرجه  72ثانيه و سنتز در دماي  50
چرخه، براي سنتز نهايي،  30دقيقه و پس از اتمام اين  2

در مرحله . سانتي گراددرجه  72دقيقه در دماي  10مدت 
، با استفاده از كيت فرمنتاز و مطابق PCRبعد، محصول 

لعمل شركت مذكور، كلون گرديد و با استفاده از دستورا
  . يابي شد، تواليسردستگاه سكوئن

افزار يابي با استفاده از نرمنتايج توالي: هاآناليز داده
Chromas 2.01 (Technelysium Pty Ltd)  ويرايش گرديد

با تواليهاي معتبر ثبت  BLASTnافزار و با استفاده از نرم
ترين سويه مقايسه شد و نزديك NCBIشده در پايگاه ژني 

شناسايي  16S rRNAبر اساس مشابهت در توالي ژن 
افزار ها با استفاده از نرمتحليل تبارزايي سويه. گرديد

ClustalW  رسم درخت تبارزايي با استفاده ). 50(انجام شد
و با استفاده از نرم افراز  Neighbor-Joiningاز الگوريتم 

MEGA6 22( انجام گرديد.(  

  نتايج
، اسيديته و هدايت الكتريكي 1جدول : آناليز شيميايي

ميانگين اسيديته . دهدهاي مورد بررسي را نشان مينمونه
دسي زيمنس  75/2و هدايت الكتريكي آنها  56/4ها نمونه

هاي مورد آزمايش، اسيدي بدين ترتيب، نمونه. بر متر بود
  .شور بودند نسبتاًبوده و 

سازي، از در مرحله غني: اكسايش گوگردتوانايي 
ها تلقيح شده بودند و نمونه به وسيلهمحيطهاي كشت كه 

سويه با توانايي اكسايش  3كدورت ايجاد كرده بودند، 
، توانايي آنها در شرايط 2جدول . سازي شدگوگرد خالص

، سانتي گراددرجه  30، دماي 7اسيديته (يكسان محيط 
rpm 120( از نظر تغيير اسيديته و توليد سولفات نشان ،
نشان دهنده ) 184و  155، 148(ها سويه شماره. دهدمي

سازي و خالص سازي آنها از  مراحل مختلف جدا
  . هاي خاك بود نمونه
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  اسيديته و هدايت الكتريكي خاكهاي مورد بررسي -1جدول 
هانمونه          پارامترها  ميانگين           

 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15 S16 S17 S18 S19 S20 S21 S22 

 

   pH 56/4  53/4  31/4  43/4  69/4  69/4  59/4  01/5  51/4  60/4  52/4  40/4  56/4  46/4  56/4  58/4  56/4  57/4  54/4  56/4  56/4  56/4  56/4  

   EC(dS/m) 75/2  76/2  76/2  75/2  75/2  75/2  77/2  71/2  75/2  75/2  71/2  74/2  73/2  75/2  75/2  75/2  75/2  69/2  75/2  74/2  81/2  75/2  75/2  

1S  : 1نمونه شماره        EC :هدايت الكتريكي  
هاي مورد بررسي، دهد، از ميان سويهنشان مي 2جدول 
بيشترين توانايي اكسايش گوگرد را نشان داد و  184سويه 
گرچه قادر به رشد در روي محيط  155و  148هاي سويه

درجه (كشت بودند ولي در شرايط دمايي و اسيديته موجود 
توانايي ) 5/7و اسيديته  سانتي گراددرجه  30حرارت 

كمتري براي اكسايش گوگرد نشان دادند كه در مرحله 
ايط بهينه دما و اسيديته آنها براي رشد و بعدي آزمايش، شر

 . اكسايش گوگرد، تعيين گرديد

در مرحله بعد،  :و سولفات pHرين تغييرات تبررسي بيش
ها تعيين گردد، حداكثر توان اكسايش سويه اينكه براي

اعمال تيمارهاي مختلف  به وسيلهشرايط بهينه رشد آنها 
 . هفته، تعيين گرديد 2دمايي و اسيديته طي مدت 

ها براي تغيير اسيديته و توليد سولفات در توانايي سويه -2جدول 
درجه سانتي گراد و  30و دماي  5/2اسيديته (شرايط محيطي يكسان 

rpm 120(  
 (mg S/l)تغييرات سولفات pHتغييرات  سويه

148* 70/1  342  
184 00/2  385  
155 11/0  33  

، نشان دهنده مراحل مختلف )184و  155، 148(ها سويه شماره*: 
  .هاي خاك بودجداسازي و خالص سازي آنها از نمونه

  

  
  5/2در اسيديته ) الف(      درجه سانتي گراد 30در دماي   )ب(

  و درجه حرارت ثابت pH، در 9kهفته در محيط كشت  2هاي مورد آزمايش بعد از و سولفات براي جدايه pHتغييرات  -1 شكل
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هاي مورد و سولفات براي جدايه pHتغييرات  1 شكل
و درجه  pH، در 9kهفته در محيط كشت  2آزمايش بعد از 

  .دهدحرارت ثابت را نشان مي

  

  
عدد نشان .  16S rRNAمنتج از آناليز تواليهاي ژن    Neighbor-Joiningهاي اكسيد كننده گوگرد بر اساس روش درخت تبارزايي سويه -2شكل 

  .باشدمي bootstrap 1000داده شده در گرهها، نشان دهنده 

 Thiobacillus thiophilus (NR044555)
 Thiobacillus sajanensis (NR115758)

 Thiobacillus denitrificans (NR074417)
 Thiobacillus thioparus (NR117864)
 Thiobacillus thioparus (NR117817)

 Thiobacillus aquaesulis (NR117675)

 Thiobacillus plumbophilus (NR114805)
 Neisseria sicca (NR121688)

 Thermithiobacillus tepidarius (NR042145)
 Acidithiobacillus ferrivorans (NR074660)

 148 (Acidithiobacillus thiooxidans) 
 Acidithiobacillus caldus (NR102970

 Acidithiobacillus thiooxidans (NR115265)
 Acidithiobacillus ferridurans NR 117036
 184 (Acidithiobacillus ferridurans  ) 

 155 (Sulfobacillus acidophilus) 

 Thermaerobacter subterraneus (NR028814) 
 Thermaerobacter marianensis (NR074944)

 Sulfobacillus acidophilus (NR074758)
 Sulfobacillus benefaciens (NR044352)

 Sulfobacillus sibiricus (NR042730)
 Sulfobacillus thermosulfidooxidans (NR040945)
 Acidithiobacillus ferridurans (NR117036) 

 Agrobacterium vitis (NR115517)
 Rhizobium loessense (NR115123)

 Blastochloris viridis (NR115543)
 Starkeya novella (NR074219)

 Starkeya koreensis (NR041013)
 Azorhizobium  oxalatiphilum (NR108517)

 Xanthobacter flavus (NR113665)
 Alpha proteobacteriu (AJ224611)
 Ancylobacter abiegnus (NR117472)

 Ancylobacter polymorphus (NR042795)
 Ancylobacter sp. (EU289805)

85
87

87

99

100

63

71

97 

90 

100 

70 

69 

60 
97 

99 

57

90 

91 

52 

89 

100 

93 

95 

84

78 
86 

58

75 

79 
72 

0.02 

Firmicutes 

Gamma-proteobacteria
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، در شرايطي كه اسيديته )الف( 1بر اساس نتايج شكل 
باشد، سويه هاي مورد بررسي از نظر  5/2محيط كشت 

گروه اول، . بندي شدنددماي بهينه رشد، به دو گروه تقسيم
بود كه مزوفيل بودند و دماي  148و  184سويه  2شامل 

گروه . سانتي گراد به دست آمددرجه  30بهينه رشد آنها 
بود كه در گروه ترموفيل معتدل جاي  155دوم شامل سويه 

درجه سانتي گراد تعيين  40گرفت و دماي بهينه رشد آن، 
هاي آيد كه سويهچنين بر مي) ب( 2همچنين از شكل . شد

درجه  30مورد بررسي از نظر اسيديته بهينه رشد، در دماي 
 5/2دوست بودند و در اسيديته سانتي گراد، همگي اسيد 

و  148سويه  2بدين ترتيب . بيشترين رشد را نشان دادند
نيز  155مزوفيل و اسيد دوست بودند و سويه  184

  .ترموفيل معتدل و اسيد دوست بود

بيشترين توانايي  184نشان داد، سويه ) الف و ب( 1شكل 
اكسايش گوگرد را در شرايط مزوفيل و ترموفيل معتدل 

به طوري كه اكسايش گوگرد در شرايط مزوفيل . ن دادنشا
نشان ) الف( 1شكل . همواره بيشتر از شرايط ترموفيل بود

، بيشترين توانايي تغيير اسيديته محيط، 5/2داد در اسيديته 
آمد و كمترين  به دست 184واحد بود كه توسط سويه  2

 به دست 155سويه  به وسيلهتوانايي اكسايش گوگرد نيز 
بود كه اين روند در توليد سولفات نيز مشاهده  7/0كه  آمد

و  385به طوري كه بيشترين و كمترين توليد سولفات . شد
آمد كه به ترتيب  به دستميلي گرم گوگرد در ليتر  33

دامنه تغييرات اسيديته . بود 155و  184هاي مربوط به سويه
است كه اين نتيجه، با ساير  2در پژوهش حاضر حدود 

نيز نشان داد ) ب( 1شكل ). 52(يقات همخواني داشت تحق
سويه مورد بررسي  3، سانتي گراددرجه  30در دماي 

به  5/2همگي اسيد دوست بودند و اسيديته بهينه آنها 
در اين شرايط، بيشترين و كمترين تغييرات . آمد دست

تعلق داشت و  155و  184هاي اسيديته به ترتيب به سويه
 كمترين تغييرات سولفات نيز به همين سويهبيشترين و 
سويه ) بهينه و رشدي(دما و اسيديته  3جدول . مربوط بود
اين نتايج با نتايج پژوهش قبلي همخواني . دهدرا نشان مي

  ).39(نشان داد 
  سويه) بهينه و رشدي(دما و اسيديته  -3جدول 

  اسيديته رشد  اسيديته بهينه  دماي رشد  دماي بهينه  سويه
148  30  45-10  5/2  5/6-5/1  
184 30  45-10  5/2  5/6-5/1  
155  40  60-20  5/2  5/5-5/1  

نتايج تعيين توالي : 16S rRNAبر اساس توالي شناسايي 
هاي مورد نظر و مقايسه شباهت آنها سويه 16S rRNAژن 

 4، در جدول NCBIهاي معتبر ثبت شده در پايگاه با داده
 . نشان داده شده است

  هاي استانداردهاي مورد آزمايش با سويهسويه 16S rRNAمقايسه ميزان شباهت ژن  -4جدول 
 تاكسونومي سويه استاندارد با بيشترين ميزان شباهت درصد شباهت  شماره دستيابي  نام سويه

148 KR020047 6/94Acidithiobacillus thiooxidans NR 115265
 

Bacteria; Proteobacteria; 
Gammaproteobacteria; 
Acidithiobacillales, 
Acidithiobacillaceae, 
Acidithiobacillus; 

184 KR020046 0/95Acidithiobacillus ferridurans NR 117036
 

Bacteria; Proteobacteria; 
Gammaproteobacteria; 
Acidithiobacillales; 
Acidithiobacillaceae; 
Acidithiobacillus 

155 KR020045 6/94Sulfobacillus acidophilus NR 074758 Bacteria; Firmicutes; 
Clostridia; Clostridiales; 
Clostridiales incertae 
sedis; Clostridiales 
Family XVII. Incertae 
Sedis; Sulfobacillus; 
Sulfobacillus acidophilus 
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 184، 148، سويه 4جدول اساس نتايج مشاهده شده در بر 
، Acidithiobacillus thiooxidansبه ترتيب  155و 

Acidithiobacillus ferridurans  و  
Sulfobacillus acidophilus 148دو سويه . شناسايي شدند 

به  155به گاماپروتئوباكتريا تعلق داشتند ولي سويه  184و 
Firmicutes تعلق داشت .  

هاي اكسيد ، درخت تبارزايي سويه2شكل : آناليز فيلوژنيك
منتج از  Nighbor-Joiningكننده گوگرد بر اساس روش  

  . دهدرا نشان مي 16S rRNAآناليز تواليهاي ژن 

دو گروه  در هاي مورد بررسي، جدايه2بر اساس شكل 
در يك گروه  184و  148سويه  2. قرار گرفتند

monocladetic  در گروه جداگانه  155قرار دارند و سويه
  . قرار گرفت

  بحث
همان طور كه در مقدمه ذكر شد، استفاده از باكتريهاي 

زيستي فلزات موجود در اكسيدكننده گوگرد در فروشويي 
كانيهاي سولفيدي، ضمن به كارگيري كانسنگهاي كم عيار 
در استخراج فلزات، هزينه كمتري در بردارد و اثرات 
زيست محيطي منفي روشهاي مرسوم استخراج فلزات را 
نيز در بر ندارد و كاربرد فروشويي زيستي، در آينده، روبه 

  ).42و  37 ،31 ،11، 2، 1(فزوني خواهد گذاشت 

 2، سويه مورد بررسي 3نتايج آناليزها نشان داد، كه از 
 سويه ديگر 1و  .Acidithiobacillus spسويه 

Sulfobacillus sp.  و  37، 11(بود كه در تحقيقات قبلي نيز
در . اين باكتريها در محيط معدن گزارش شده بودند) 42

يند زيستي اكسايش گوگرد، محصولات متنوعي آطي فر
در هر حال محصول نهايي سولفات  گردد وليميتوليد 

كه از اين تركيب در كنار شاخص تغيير ) 3(باشد مي
توان در ارزيابي توان اكسايش گوگرد استفاده اسيديته، مي

در اين پژوهش نيز از توانايي تغيير اسيديته و توليد . كرد
سولفات براي ارزيابي توانايي اكسايش گوگرد توسط 

استفاده گرديد كه اين پارامترها، شاخص خوبي باكتريها، 
براي سنجش توانايي اكسايش گوگرد، مورد ارزيابي قرار 

   ).6( گرفتند

بيشترين توانايي  184، سويه شناسايي شده سويه 3از ميان 
درصد  95، با 184سويه . اكسايش گوگرد را نشان داد

تعلق   Acidithiobacillus ferriduransشباهت به گونه 
باكتريهاي اكسيد كننده گوگرد كه خنثي دوست و . اشتد

قليا دوست هستند بيشتر در كلاس بتا پروتئوباكتريا قرار 
ترين جنسهاي باكتريهاي اكسيد كننده شده دارند و شناخته

در كلاس  184اما سويه ). 27(گوگرد هستند 
باكتري گرم منفي، شكل اين . گاماپروتئوباكتريا قرار داشت

straight rods و  هوازي اختياريبي، اسيددوست، مزوفيل
كه علاوه بر توانايي اكسايش شيميوليتوتروف اجباري است 

اين نتايج با . گوگرد، توانايي اكسايش آهن را نيز داشت
 3بايد در نظر داشت . همخواني داشت) 20(ساير تحقيقات 

 Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillusگونه

ferridurans   وAcidithiobacillus ferrivorans  بسياري
از خصوصيات فيزيولوژيك يكساني دارند ولي برخي 

دارند  نيز متفاوت) از قبيل تحرك(خصوصيات فنوتيپي 
جنس اسيدي  Acidithiobacillus thiooxidans). 49و  20(

تيوباسيلوس با توجه به نقشي كه در فرآيند اكسايش 
. گوگرد دارد از نظر اقتصادي در صنعت بسيار مهم است

رشد برروي محيطهاي جامد كه از  مشكل بودنرشد كند و 
مشخصات اين باكتريهاست ضرورت جداسازي، شناسايي 

نشان  بالاتر را كارآييو به كار گيري گونه هاي جديد با 
اين جدايه، گرم منفي، مزوفيل، ). 8و  5(  دهدمي 

شيميوليتوتروف، اسيدي دوست بود كه با نتايج تحقيقات 
 Sulfobacillus acidophilus. همخواني داشت) 39(قبلي 

باكتري ترموفيل معتدل، هوازي، گرم مثبت، اسيد دوست و 
rod گرد، عدم توانايي رشد در حضور  شكل، كلني

ايج با تحقيق قبلي همخواني داشت اين نت. شناساگر بود
اين جدايه، از گوگرد عنصري و پيريت به عنوان تنها ). 24(

منبع انرژي و از سوبستراي آلي از قبيل گلوكز و گلوتامات 
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اين نتايج با ساير . كندبه عنوان منبع كربن استفاده مي
خصوصيات . همخواني داشت) 13(تحقيقات قبلي 

نشان داد كه اين  DNAاليهاي فيزيولوژيك و  شناسايي تو
  . بود Sulfobacillus spباكتري، گونه جديدي از 

 2نتايج تحقيقي نشان داد كه نرخ اكسايش گوگرد بعد از 
كه اين نتيجه نيز با ) 21و  20(رسد هفته به حد ثابتي مي

در يك پژوهش، . نتايج تحقيق حاضر همخواني داشت
اسيديته محيط را طي دو باكتريهاي اكسيد كننده گوگرد، 

 20واحد كاهش دادند و مقدار توليد سولفات تا  8هفته تا 
همچنين در ). 40( ميلي گرم گوگرد بر گرم گزارش شد

ميلي گرم گوگرد بر كيلوگرم  40تا  10بين گزارشي ديگر، 
بر اساس ). 44( هفته توليد گرديد 10خاك، طي مدت 

ديته، كمتر از نتايج اين پژوهش تغييرات سولفات و اسي
تواند به دليل تفاوت در نتايج گزارشات قبلي بود كه مي

نتايج تحقيقي . توانايي اكسايش گوگرد توسط باكتريها باشد
نشان داد كه اسيدي تيوباسيلوس فرواكسيدانس ) 47و  20(

و اسيديته بالاي  سانتي گراددرجه  30در دماي كمتر از 
 ه اين نتايج با نتايجداشت كرا توانايي اكسايش گوگرد  7/0

، دماي )35(در يك تحقيق . پژوهش همخواني داشت اين
گزارش  سانتي گراددرجه  55بهينه رشد سولفوباسيلوس را 

گرچه بيشتر تمركز مطالعات انجام شده بر روي . كردند
بوده است ولي در مورد  Thiobacillusهاي مزوفيل گونه

، 27(گونه هاي ترموفيل آن نيز مطالعاتي انجام شده است 
  ).34و  28

سويه مورد بررسي اسيد دوست بودند ولي دو سويه  3هر 
رشد بهينه  سانتي گراددرجه  30در دماي  184و  148

درجه  40در دماي  155داشتند و مزوفيل بودند، ولي سويه 
ت و ترموفيل معتدل بود كه با رشد مطلوب داش سانتي گراد

همچنين در . همخواني نشان داد) 30(نتايج تحقيق قبلي 
سويه مورد بررسي، اسيد دوست و  3تحقيق حاضر، هر 

توانايي  184توانايي تحمل اسيديته كم را داشتند ولي سويه 
اين نتايج با نتايج . نشان دادرا تحمل اسيديته كمتري 

نتايج پژوهش . )20(د پژوهش قبلي همخواني نشان دا
با نتايج  Sulfobacillus acidophilusحاضر در مورد 

  . تحقيق قبلي همخواني نشان داد

هاي علت تفاوت در توانايي اكسايش گوگرد در ميان سويه
مختلف به تفاوت در عملكرد ژنهاي اكسايش گوگرد و 

اكسيد  – iro - اكسيد كننده گوگرد – soxاز قبيل (آهن 
به طوري كه ). 44و  20(مربوط است ) rusو  -كننده آهن

تنوع ژني نيز موجب تنوع آنزيمي در فرآيند اكسايش 
 .A به عنوان مثال، . )48 و 33، 25(شود گوگرد مي

ferrooxidans و  A. ferrivorans  ژن تثبيت كننده نيتروژن
در ). 20(را دارند كه بقيه ندارند ) نيتروژناز(

Acidithiobacillus ferridurans   برخي ژنها اختصاصي
باشد و مي iron oxidaseكه كدكننده  iro هستند مثل ژن 

) ,Acidithiobacillus thiooxidansدر دو سويه ديگر 

Sulfobacillus acidophilus)   وجود ندارد و برخي ژنها
  rusticyanin-iso كه كدكننده  rusB عمومي است مثل ژن 

از ديگر  ).49(باشد و در دو سويه ديگر نيز وجود دارند مي
دلايل تفاوت در عملكرد باكتريهاي اكسيدكننده گوگرد، 

طوري كه  به .)45(است  soxمربوط به تنوع ژني اپرون 
را  sox (sulfur oxidizing)آلفا پروتئوباكتريا، اپرون كامل 

را به طور  soxدارند ولي بتا و گاما پروتئوباكتريا، اپرون 
ناقص دارند، يعني ژنهاي كد كننده سولفور دهيدروژناز را 
ندارند و به جاي آن سيستم احياي برگشتي سولفات را 

Calvin–ژنهاي اختصاصي  Sulfobacillusدر . )15(دارند 

Bassham (cbb)–Benson  در اين ). 9(نقش دارند
 (.Acidithiobacillus spp) 184و  148پژوهش، سويه 

 155متعلق به گاما پروتئوباكتريا بودند  ولي سويه 
(Sulfobacillus  sp.)  متعلق بهFirmicutes  بود كه اين

  . ها بودتفاوت عملكرد اين سويهخود يكي ديگر از دلايل 

باكتريهاي اكسيد كننده گوگرد در دماهاي  كهعلت اين
مختلف، عملكرد متفاوتي دارند نيز به سيستم آنزيمي آنها 

از كه  cytochrome cآنزيم به عنوان مثال، . مي شودمربوط 
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دخالت دارد  اكسايش گوگرد در، TOMESطريق مسير 
 گيردانجام مي AXsoxبه نام  soxبخشي از اپرون توسط 

در مزوفيلهاي اكسيد كننده كه اين آنزيم   )26و  10(
گوگرد، به دماي بالا حساس بوده و فعاليت خود را در 

 Sulfobacillus).36و  32(دهد دماي بالا از دست مي

acidophilus   ترموفيلهاي معتدل قرار دارد كه در گروه
آنزيمهاي مقاوم به دماي بالا دارند كه در اصطلاح ترمو 

به طوري كه در اين شوند ناميده مي )thermozymes(آنزيم 
 .)51و  23(دما قادر به فعاليت و رشد هستند 

- عملكرد سويه اينكه با توجه به اين نتايج و در نظر گرفتن

در سطح  سانتي گراددرجه  30در دماي  184و  148هاي 
مطلوبي قرار داشت، براي عمليات فروشويي زيستي فلز 
مس از كانسنگ سولفيدي آن، در شرايط اسيدي، پيشنهاد 

، براي شرايط اسيدي و 155گردد و استفاده از سويه مي
بر اساس .  گردد، پيشنهاد ميسانتي گراددرجه  40دماي 

بيشترين توانايي اكسايش  184ق حاضر، سويه نتايج تحقي
گوگرد را نشان داد كه آناليز مولكولي نشان داد اين سويه 

  . ردتعلق دا Acidithiobacillus ferriduransبه 

شباهت سه سويه شناسايي شده در اين  اينكه با توجه به
درصد بود  99هاي استاندارد، كمتر از پژوهش با سويه

باشند و جديدي هستند كه بومي ايران ميهاي سويه احتمالاً
هاي جديد نيازمند آناليز تحقيق در مورد ثبت اين گونه

فاكتورهاي مختلفي از قبيل تعداد . باشدتر آنها ميدقيق
جمعيت ميكروبي، تنوع جمعيت ميكروبي، شرايط اقليمي 

، )از قبيل درجه حرارت، هوادهي، پتانسيل آب در خاك(
تماس با محيط، اندازه ذرات، فراواني سطح ويژه گوگرد در 

باكتريهاي هترتروف موجود در محيط و فراواني سوبستراي 
 4(در اكسايش گوگرد دخيل هستند  تركيبات آلي و معدني

  ). 16و 

  گيرينتيجه

در پژوهش حاضر، بر اساس نتايج شناسايي مولكولي و 
سويه اكسيد كننده گوگرد  3آزمايشات انجام شده، 

مزوفيل و اسيد ) 184، 148(سويه آن  2شناسايي گرديد كه 
 Acidithiobacillus thiooxidansبه ترتيب (دوست بودند 

در حالي كه سويه ). Acidithiobacillus ferridurans و
ترموفيل معتدل و اسيد دوست بود  ،)155(ديگر 

)Sulfobacillus acidophilus .( سويه، سويه 3از ميان اين 
- ، بيشترين توانايي اكسايش گوگرد را نشان داد كه مي184

  . تواند در فروشويي زيستي مس مورد استفاده قرار گيرد
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Abstract 

One ways to increase the operational efficiency of leaching metals from sulfide 
minerals is using efficient species of sulfur oxidizing bacteria in metal mining. Thus, the 
aim of this study was to isolate and identify sulfur oxidizing bacteria from soils of 
Sarcheshmeh copper mine (Kerman, south of Iran) and to survey their operation in 
sulfur oxidation. After enrichment, samples were purified and then isolates were 
identified based on their morphological characteristics and phylogenic techniques. 
Subsequently, three sulfur-oxidizing strains which belonged to Acidithiobacillus sp and 
Sulfobacillus sp were isolated and identified. Of these three, strain 184, with 95% 
similarity to Acidithiobacillus ferridurans was selected as the superior strain due to 
higher growth rate (change of 2 value pH and 385 mg S/L during 2 weeks) in the 
synthetic mineral medium containing sulfur which can now be used as an applicable 
strain in bioleaching of copper metal. 
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