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  چکیده

از مهمترین باکتري هاي دخیل در بیولیچینگ و استحصال فلزات از  Acidithiobacillus ferrooxidans: زمینه و هدف
خالص سازي میکروارگانیسم ها به طور معمول بروي محیط هاي کشت جامد و با تولید کلونی تک . اشدکانسنگ هاي آنها می ب

با توجه به کند رشد . بروي محیط هاي کشت جامد معمولی غیر قابل کشت است At. ferrooxidansباکتري . صورت می گیرد
ت و خالص سازي آن استفاده می شود بسیار حائز اهمیت بودن این باکتري و اهمیت اقتصادي آن، انتخاب محیط هایی که براي کش

  .است

معدن مس سرچشمه نمونه گیري انجام شد  بومی ایران، از At. ferrooxidansدر این مطالعه براي خالص سازي : روش بررسی
کتري توسط بعد از خالص سازي این با. و از محیط هاي کشت مایع و جامد سنتزي براي کشت و خالص سازي آن استفاده شد

بررسی  PCRموجود در آن توسط  SrDNA16استخراج و ژن  At. ferrooxidansمتعلق به این سویه از  DNAکلونی تک، 
  . تعیین توالی شد   PCRمحصول . گردید

اصلاح شده، به ترتیب بهترین محیط هاي  k9محیط هاي کشت مایع حاوي سولفات آهن هفت آبه و محیط کشت جامد : یافته ها
بررسی فیلوژنتیکی این باکتري با استفاده از تعیین توالی . مایع و جامد براي کشت و خالص سازي این سویه از باکتري بودند کشت
 .Atو مقایسه آن با میکروارگانیسم هاي موجود در بانک ژنی ، شباهت این سویه خالص شده را به  SrDNA16ژن 

ferrooxidans شیمیایی را تائید کردبیواکتري توسط روش هاي کلاسیک و تست هاي نشان داد، که شناسایی نسبی این ب.  

در حضور آهن به عنوان منبع انرژي، رشد بیشتري نسبت به سولفور از خود نشان می  At. ferrooxidansباکتري : نتیجه گیري
شمارش و زیادي می کند که  اصلاح شده تولید کلونی هاي قابل k9علاوه بر آن، این باکتري بروي محیط هاي کشت جامد . دهد

بروي محیط  At. ferrooxidansنتایج این مطالعه نشان می دهد که باکتري . براي خالص سازي این باکتري گامی اساسی است
  .هاي کشت جامد حاوي آگارز و آگار شسته شده بهتر از محیط هاي جامد حاوي آگار رشد می کند

  اصلاح شده At. ferrooxidans، k9بیولیچینگ، : واژه هاي کلیدي
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  مجله علمی زیست فناوري میکروبی

 .......Acidithiobacillus ferrooxidansتولید کلونی از باکتري

  مقدمه
 ـدر طبیعت محیط هایی وجـود دار  د کـه بـه شـدت اسـیدي     ن

. جمعیت باکتریایی خاص خود را دارنـد  این محیط ها. هستند
گاهی این شرایط اسیدي به کمک فعالیت هاي انسانی می آید 

بیولیچینگ از جمله . تا بتواند از محیط خود بهتر استفاده کند
باشـد کـه در آن تبـدیل فلـزات در شـکل      این فرایند هـا مـی   

نامحلول به شکل محلول به وسـیله اکسیداسـیون بیولـوژیکی    
بیواکسیداسـیون   ).1(توسط میکروارگانیسم ها انجام می گیرد 

سنگ هـاي سـولفیدي بـراي استحصـال مـس در کشـورهاي       
اسپانیا، سودان، آلمان، چین و دیگر مناطق مورد بهره بـرداري  

از آن جایی که به کار گیري روش هـاي   ).2(قرار گرفته است 
معمولی استخراج فلـزات در مـورد کانسـنگ هـاي کـم عیـار،       

اسـتفاده از روش هـاي    ،اقتصادي و مقـرون بـه صـرفه نیسـت    
). 3(جایگزین دیگر مانند بیولیچینگ ضروري تلقی می گـردد  

فلزاتی که بیولیچینگ در اسـتخراج آنهـا اسـتفاده مـی شـوند      
ز جملـه طـلا، مـس، نقـره، اورانیـوم، روي،      اکه متعدد هستند 

بـا در نظـر گـرفتن اینکـه     . کبالت و نیکل را می توان نام بـرد 
بیولیچینـگ   ،میکروارگانیسم ها در ایـن پروسـه نقـش دارنـد    

مضــرات کمتــري را بــراي محــیط زیســت در بــر دارد، انــرژي 
کمتري مصرف کرده و در استخراج فلز از سنگ هاي کم عیـار  

ر این پروسه د). 1(روش شیمیایی معمولی است  به صرفه تر از
ختلفی دخیل هسـتند کـه در سـه بـازه     میکروارگانیسم هاي م

مزوفیل ها که بـه طـور معمـول    : دمایی به فعالیت می پردازند
ــد    ــی مانن ــرم منف ــاي گ ــاکتري ه  Acidithiobacillusب

ferrooxidans  وLeptospirillum ferrooxidans  را شامل
ل هاي میانه کـه اغلـب بـاکتري هـاي گـرم      می شوند، ترموفی

مثبت و تشکیل دهنده اسپور را شـامل مـی شـود و ترموفیـل     
هـا و سـویه هـاي     اسـیدیانوس هاي شدید که شامل آرکی ها، 

لیچینگ فلزات معدنی بـه عنـوان   ). 4(می باشد  سولفولوبوس
ل ن پروتون ها و یون هاي فریک مسئوپروسه اي است که در آ
نقش میکروارگانیسم ها تولیـد مـواد   . ندواکنش لیچینگ هست

شیمیایی مورد نیاز لیچینگ و تولید فضایی است کـه واکـنش   
میکروارگانیسـم هـا یـک لایـه     . لیچینگ در آن اتفاق می افتد

ایـن لایـه اگزوپلـی    . اگزوپلی سـاکاریدي تشـکیل مـی دهنـد    
ساکاریدي به عنوان محیط واکنش تلقی می شود و در مقایسه 

، واکـنش اکسیداسـیون زیسـتی بـا سـرعت و      با توده محلـول 
بـه طـور کلـی دو نـوع     . بازدهی بیشتري در آن انجام می شود

مکانیسم لیچینگ وجود دارد، مکانیسم تیوسولفات کـه بـراي   
اکسیداسیون سـولفیدهاي فلـزي غیـر محلـول اسـیدي مثـل       

و مکانیسـم پلـی سـولفید کـه بـراي       پیریت پیشنهاد می شود
محلول مثـل کالکوپیریـت پیشـنهاد    سولفیدهاي فلزي اسیدي 

در مکانیسم تیوسولفات، حل شدن از طریـق حملـه   . می شود
یون فریک روي سولفید فلزي غیر محلول است که تیوسولفات 
مهمترین و عمده ترین حد واسط و سـولفات محصـول نهـایی    

با استفاده از پیریت به عنوان یک مثال مـی تـوان   . عمده است
سـم تیوسـولفات را بـه صـورت زیـر      واکنش لیچینگ بـا مکانی 

  .نمایش داد

FeS2 + 6Fe+3 + 3H2O                   S2O3
-2 + 7Fe+2 + 6H+ 

S2O3
-2 + 8 Fe+3 + 5H2O                 2 SO4

-2 + 8Fe+3 + 10H+ 

در مکانیسم پلی سولفید، حل شدن سولفید فلـزي محلـول   
کـه  در اسید از طریق حمله یـون فریـک و پروتـون هـا اسـت      

ایـن   .به عنوان محصول حدواسط عمده اسـت سولفور عنصري 
سولفور عنصري پایدار است اما می توانـد بـه سـولفات توسـط     
میکروارگانیسم هاي اکسید کننـده سـولفور اکسـید شـود کـه      

  .از زیر نشاندهنده این تبدیل است 5واکنش 
MS + Fe+3 + H+                    M+ + 0.5H2Sn + Fe+2 (n ≥2) 

0.5 H2Sn + Fe+3                     0.125 S8 + Fe+2 + H+ 

0.125 S8 + 1.5 O2 + H2O    microbes     SO4
-2 + 2H+ 

مـی توانـد    4بـه   1آهن فروس تولید شـده توسـط واکـنش    
یا  At. ferrooxidansدوباره توسط میکروارگانیسم هایی مثل 

  .ید شوددیگر میکروارگانیسم ها دوباره به یون فریک اکس

2Fe+2 + 0.5O2 + 2H+  microbes     2Fe+3 + H2O 

نقش میکروارگانیسم ها در حل شدن سولفیدهاي فلزي این 
رده و آواست که اسید سولفوریک را براي حمله پروتونی فراهم 

آهن را در حالت فریک براي اکسیداسیون مواد معدنی نگه می 
ــل  ). 1(دارد  ــاي دخی ــم ه ــان میکروارگانیس ــد د از می ر فراین

مهمتــرین میکروارگانیســم  At. ferrooxidansبیولیچینــگ، 
ــوازي،     ــکل، ه ــه اي ش ــی، میل ــرم منف ــاکتري گ ــه ب اســت ک
کمولیتوتروف اجباري، به شدت اسیدوفیل و کنـد رشـد اسـت    

ــازي      ). 6و  5و 1( ــالص س ــاي خ ــیط ه ــی مح ــور کل ــه ط ب
میکروارگانیسم ها جهت استفاده از آنهـا جهـت کـاربرد هـاي     

خالص سازي میکروارگانیسم هـا  . وري ضروري استفنا تزیس
به طور معمول با جداسازي آنها توسط کلونی تک امکان پـذیر  
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سوم، شماره یکم، دوره  88زمستان   

و همکاران مریم کارخانه  

پرورش اسیدوفیل ها در محیط هاي کشت مایع بـه  ). 7(است 
ندرت مشکل به نظر می رسد اما گزارشـات زیـادي مبنـی بـر     
مشکلات رشد ایزوله ها بر روي محیط کشت جامد وجود دارد 

این مطالعه، محیط هاي مایع و جامـد مختلفـی بـراي     در). 8(
و تولیـد کلـونی تـک از آن     At. ferrooxidansخالص سازي 

براي این منظور نمونه گیـري از  . مورد بررسی قرار گرفته است
از معدن مـس سرچشـمه انجـام شـدو     ) تپه(محلول زیر هیپ 

مطالعات غربالگري و خـالص سـازي گسـترده اي بـر روي آن     
در این مطالعه سعی بـر ایـن اسـت کـه برخـی      . فتصورت گر

دلایل شکست و عدم رشد و تولید کلونی بروي محـیط کشـت   
. جامد توسط باکتري هاي کمولیتـوتروف اجبـاري بیـان شـود    

بدیهی است که محیط هـاي کشـت معرفـی شـده مـی توانـد       
وي این بـاکتري و در  رراهگشایی براي پژوهشگرانی باشد که بر

قابل ذکـر اسـت   . مشغول به فعالیت هستندزمینه بیولیچینگ 
 .Atکـه ایــن مطالعــه اولــین گـزارش از جداســازي بــاکتري   

ferrooxidans وي محیط کشت جامد و تولید ربومی ایران بر
  .کلونی تک از آن است

  روش بررسی
 PLS نمونه گیري از محلول زیـر هیـپ یـا    :گرد آوري نمونه

)Pregnant leaching solution (  سرچشـمه   از معـدن مـس
 .Atواقـــع در کرمـــان بـــه منظـــور جداســـازي بـــاکتري 

ferrooxidans  قابـل ذکـر اسـت کـه     . بومی ایران انجام شـد
بـه شـدت اسـیدي و     pHمحلول زیر هیپ، سبز رنگ و داراي 

  .زیر یک است

در ابتدا بـه میـزان    :محیط هاي مایع و جامد مورد استفاده
(v/v) 10٪    ياز محلول زیر هیپ در ارلـن مـایر هـا ml 250 
محـیط هـاي   . محیط کشت تلقیح صورت گرفت ml90 حاوي

 30و دمـاي   rpm150 تلقیح شده در شـیکر انکوبـاتور بـا دور   
ي ادر این مطالعـه محـیط ه ـ  . قرار داده شدندسانتیگراد درجه 

به شرح هـر کـدام   کشت مختلفی مورد استفاده قرار گرفت که 
 k9ي ط هااین محی pH .پرداخته می شود 1از آنها در جدول 

)9( ،TK )ـ و سـولفور ) 11(، تیوسولفات سـدیم  )١٠  اسـید   اب
بـه   5/2و  )13( 3، 8/1، )12( 5/2نرمـال روي   10سولفوریک 

منبع انرژي این محیط هاي کشت مـایع یـا   . ترتیب تنظیم شد
سولفات آهن هفت آبه و یا مـواد مشـتق گـوگردي اسـت کـه      

 45/0 محلول اسیدي حاوي ایـن منـابع انـرژي توسـط فیلتـر     
گوگرد . میکرون به بقیه نمک هاي استریل شده اضافه می شود

درجـه   120دمـاي   بـا  عنصري نیز به مدت نیم ساعت در فـور 
بعد از کشت هاي مکرر در محـیط  . سانتیگراد استریل می شود

 هاي کشت مایع به منظور غربالگیري اولیه، از این محـیط هـا  
رقـت هـاي   وي محیط هاي کشت جامد مختلف در سریال ربر

مختلف، تلقیح هم به صورت خطی و هـم بـه صـورت چمنـی     
محیط هاي کشت جامد مـورد اسـتفاده شـامل    . صورت گرفت

k9- حاوي نمک هاي محیط کشت  آگارk9  وg3  ،آگارTK- 
تیوسولفات  آگار و g3و  TKحاوي نمک هاي پایه محیط آگار 
حاوي نمک هاي پایه محیط تیوسولفات سـدیم و  آگار  -سدیم

g3  ،آگـار Washed Agarose Yeast Extract   یـاWAYE 
 g2/0حاوي  Aمحلول (است  Bو  Aکه شامل دو محلول  )8(

است  k9میلی لیتر نمک هاي پایه محیط  100عصاره مخمر و 
رسانده می شود، محلول  ml٧۵٠ که حجم آن با آب مقطر به

B داراي حجم کلیml 250  است که حاويg7   آگارز شسـته
در نهایـت بعـد از اسـتریل کـردن     . قطر می باشدشده با آب م

محلول سولفات آهـن هفـت آبـه     ml5جداگانه این محلول ها 
mM500  2با:pH     به محیط کشـت اضـافه مـی گـردد( ،k9- 

می باشد، علاوه  k9شامل نمک هاي محیط (آگار شسته شده 
آگار این محیط سه بار در آب مقطر استریل و هر بار  g8بر آن 

قیقه شستشو داده می شود و به صورت محلـولی  د 10به مدت 
 شامل( FeTSB،).جداگانه از نمک هاي پایه اتوکلاو می گردد

آگـارز مـی    5/4آهن هفت آبـه و  سولفات  TSB ،g12 محیط
و  A ،Bشامل سه محلول جداگانه ) 7(اصلاح شده  k9 ،)باشد

C  ،محلول (می باشدA حاوي mlنمک هاي پایـه محـیط    ٧٠
k9  برابر می باشد که با آب مقطـر حجـم آن بـه     10با غلظت

ml600  رسانده می شود، محلولB  حاويg22  سولفات آهن
حـاوي   Cمی باشد، محلـول   ml150هفت آبه با حجم نهایی 
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  مجله علمی زیست فناوري میکروبی

 .......Acidithiobacillus ferrooxidansتولید کلونی از باکتري

  حیط هاي کشت مایع مورد استفاده و اجزاي تشکیل دهنده آنم -1 جدول

محیط کشت   محیط کشت سولفور
نمک هاي محیط    k9محیط کشت  TKمحیط کشت   فات سدیمتیوسول

 (g/l)کشت 
-  4/0  4/0  3  (NH4)2SO4  
25/0  5/0  4/0  5/0  MgSO4.7H2O  
25/0  3  1/0  5/0  K2HPO4  
-  -  -  1/0  KCl  
01/0  -  -  01/0  Ca(NO3)2  
-  01/0  6/24  25/44  FeSo4.7H2O 
-  5  -  -  Na2S2O3 
-  25/0  - - CaCl2 

10  -  - - Elemental sulfur 
1000 ml 1000 ml 1000 ml 1000 ml آب مقطر 

g6 آگارز در حجم نهایی ml250 دنمی باش) می باشد. pH 
( تنظیم شد 2نرمال روي  10این محیط ها با اسید سولفوریک 

  ).1جدول

 k٩کلونی هاي تک تولید شده بروي محیط  :DNAاستخراج 

و  k٩ عاصلاح شده و دیگر محیط ها در محیط هاي کشت مای
TK  تلقیح شد و جهت لیز باکتري ها از این محیط ها استفاده
به چند لوله آزمایش  مقداري از مایع رویی این محیط ها. شد

هن زدایی باکتري ها آبعد از . شد ژمنتقل و با دور بالا سانتریفو
  و شستشو با آب مقطر براي از بین رفتن EDTA 1٪با 

EDTAرسوب، ، به mlمحلول ١.set buffer ) 20سوکروز٪ ،
mM50EDTA  ،mM50Tris HCl ،7/4pH:  (اضافه شد .

میکرولیتر لیزوزیم  35دقیقه قرار دادن روي یخ،  20بعد از 
mg/ml5 دقیقه قرار دادن  30بعد از ورتکس و . اضافه شد
 اضافه نموده و نمونه SDS 25٪میکرولیتر محلول  9مجدد، 

بعد از . به می شودق انکوابه مدت یک ساعت در دماي ات ها
و  mg/ml١با غلظت   Kمیکرولیتر پروتئیناز 50اضافه کردن 

استات آمونیوم  ml5/0 یک ساعت انکوبه شدن در دماي اتاق،
M5/7 دقیقه با دور  5نمونه ها به مدت . اضافه می شود

rpm12000  می شوند فوژسانتری درجه سانتیگراد 4در دماي .
مایع رویی جدا شده و دو برابر حجم آن، ایزوپروپانل سرد به 

 -20دقیقه در فریزر  30نمونه ها به مدت . آن اضافه می شود
درجه سانتیگراد گذاشته می شود و بعد با شرایط بالا 

 ٪1حاصل روي ژل آگارز  DNAرسوب . سانتریفوژ می شوند
  .براي بررسی کیفیت آن الکتروفورز می شود

توسط دستگاه  SrDNA16ژن هاي ناحیه  :PCRواکنش 
PCR  به کمک دو پرایمر جلوییG1- F  و عقبیL1- R )14( 

  .تکثیر شد

G1- F ( 5׳ - GAAGTCGTAACAAGG- 3׳ ) 

L1- R ( 5׳ - CAAGGCATCCACCGT- 3׳ ) 

 Xمیکرولیتر  5میکرولیتر الگو،  1شامل  PCRهر واکنش 
PCR Buffer10 ،1  از پرایمرهاي میکرولیتر از هر یک

، mM50MgCl2میکرولیتر از  mM10 ،2/1جلویی و عقبی 
میکرولیتر از  2/0و  mM4/0dNTPمیکرولیتر از  1

u/µl٢۵/1Taq DNA Polymerase   50در حجم نهایی 
پروتکل دمایی به صورت دناتوراسیون در . میکرولیتر می باشد

درجه  58ثانیه، دماي چسبیدن  45درجه به مدت  94دماي 
 72ثانیه و در نهایت پلیمریزاسیون در دماي  60مدت به 

در ژل  PCRول محص. سیکل انجام شد 35و به تعداد درجه 
 X1TAEو بافر ) سیناژن(حاوي اتیدیم بروماید  ٪1آگارز 

توسط شرکت ژن فن آوران  PCRمحصول . الکتروفورز گردید
(Microgen, korea) تعیین توالی گردید.  
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سوم، شماره یکم، دوره  88زمستان   

و همکاران مریم کارخانه  

  یافته ها

روز بر روي محیط هاي کشت جامد کلونی  14د بعد از حدو
با توجه به نتایج به دست آمده . )2جدول ( هایی مشاهده شد

اصلاح شده تولید کلونی هاي قابل شمارش و  k9محیط کشت 
زیادي می کند که این محیط کشت جامد را به صورت یک 

کلونی هاي . محیط کشت بهینه براي این باکتري قرار می دهد
 زرددر این محیط داراي مرکزي قهوه اي با هاله اي  ایجاد شده

 رنگ هستند و قطر کلونی ها از یک تا سه میلیمتر متغیر است
  . )1شکل (

  
کلونی تک ایجاد شده بروي محیط کشت جامد  - 1 شکل

k9 اصلاح شده  

 At. ferrooxidansاین نتایج تائید می کند که باکتري 
هاي کشت حاوي آگارز بهتر از محیط هاي وي محیط ربر

نتایج . )2و جدول 1شکل(حاوي آگار رشد می کندکشت 
 و بررسی آن با SrDNA16ژن  PCRو  DNAاستخراج 

این بانک ژنی، مشخص کرد که  میکروارگانیسم هاي موجود در
ژن  کهبوده  Acidithiobacillus ferrooxidans، سویه

SrDNA16  به ژن ٪100داراي شباهت SrDNA16  باکتري
At. ferrooxidans  23270سویه ATCC می باشد. 
بروي ژل آگارز در  SrDNA16ژن  PCRالکتروفورز محصول 

   .مشاهده می گردد 2شکل 

 

 محصول: 1ستون  .الکتروفورز روي ژل آگارز -2شکل 

PCR.  مارکر وزنی: 2ستون DNA.  

 

 هاي کشت جامد ویژگی هاي کلونی هاي ایجاد شده بروي محیط - 2 جدول

احتمال آلودگی و   مشخصات کلونی
  خشک شدن محیط

  قطر کلونی
)mm(  

تعداد کلونی هاي 
  ایجاد شده

  محیط کشت جامد

کلونی هاي نا منظم و نارنجی 
  رنگ با مرکزي تیره تر

  آگار - k9محیط کشت   1 -  3  1  40/0

کلونی هاي نامنظم و نارنجی 
  رنگ با مرکزي تیره تر

  آگار - TKکشت  محیط  1 -  3  1  40/0

  آگار -محیط کشت تیوسولفات  0  -  70/0  -

کلونی هاي زرد رنگ و نا 
  منظم

80/0  5  - 1  11 - 3  WAYE 

کلونی هاي زرد رنگ و نا 
  منظم

  با آگار شسته شده k9محیط کشت   3 - 10  1 -  3  40/0

کلونی هاي قهوه اي تیره و 
  دایره اي شکل

80/0  5  - 1  10 - 3  FeTSB 

مرکز قهوه اي و کلونی هاي با 
  هاله اي زرد رنگ

  اصلاح شده k9محیط کشت   10 – 110  1 -  3  40/0
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  مجله علمی زیست فناوري میکروبی

 .......Acidithiobacillus ferrooxidansتولید کلونی از باکتري

  بحث

به  روي محیط کشت مایع At. ferrooxidansباکتري 
 خصوص محیط هاي کشت حاوي آهن به عنوان منبع انرژي

اما در محیط هاي کشت جامد  )15( به خوبی رشد می کند
 .)8و  16( داردمعمولی رشد نمی کند یا رشد بسیار کمی 

خیلی از فرمول هاي طراحی شده براي محیط کشت جامد 
و دیگر  At. ferrooxidansجهت کشت، جداسازي و شمارش 

 .میکروارگانیسم هاي اسیدوفیل رضایت بخش نبوده است
موفقیت هاي کم و نتایج غیر قابل تکرار در تلاش براي کشت 

At. ferrooxidans مولیتوتروف و دیگر میکروارگانیسم هاي ک
. )8و  7(حیط کشت جامد می تواند به چند دلیل باشد روي م

 Leptospirillumو هم  At. ferrooxidansچون هم 
ferrooxidans  به راحتی روي محیط هاي کشت مایع داراي

محتمل به نظر می رسد رشد ضعیف یا  آهن رشد می کنند
عدم رشد آنها روي محیط هاي کشت جامد به دلیل حضور 

کی از فاکتورهاي دخیل در ی .خی مواد ممانعت کننده باشدبر
که می تواند با  این امر، نوع ماده تشکیل دهنده ژل است

تجزیه جزئی و ترکیب با برخی فاکتور ها باعث نقص در چرخه 
آگار یک پلی سارید تشکیل دهنده ژل . غذایی باکتري شود

ایط در شرهنگام انکوباسیون محیط هاي کشت جامد است که 
به مونوساکاریدها و کربوهیدرات  به طور پیوسته اي اسیدي

حاصل از  هاي محلول هیدرولیز می شود که این مواد
هیدرولیز، بازدارنده رشد باکتري هاي شیمیولیتوتروف اجباري 

شستن آگار ). 17و  8( استنزیم هاي اکسید کننده آهن و آ
مواد  قبل از استفاده در محیط کشت باعث کاهش درصد این

علاوه بر آن در طی آماده سازي محیط هاي کشت  .می گردد
ه محلول آگار به صورت جداگانه اي کجامد اسیدي لازم است 

اسیدي استریل شود و به محیط کشت در از محلول هاي 
درجه سانتیگراد دارد اضافه  50حالیکه داغ نیست و دماي زیر 

جامد  میزان کربوهیدرات هاي محلول در محیط کشت .شود
اسیدي با تغییر نوع ماده تشکیل دهنده ژل و با تغییر دماي 

استفاده از آگارز، سیلیکاژل و . انکوباسیون تغییر می کند
ژلریت در این محیط ها در مقایسه با آگار با موفقیت بیشتري 

آگارز یک مشتق از آگار می باشد که  ).8و  7(همراه بوده است 
هینه اي از مواد پایه نمکی در این پژوهش به همراه غلظت ب
 14اصلاح شده بعد از  k9باعث شد تولید کلونی در محیط 

کلونی هاي  تولید تهیه سریال رقت، .قابل توجه باشد) 18(روز 

 تهیه سریال رقت از .ي را حاصل می کندمورد نظر بیشتر
کروارگانیسم هاي د با حذف میمحیط هاي غنی سازي می توان

نی هاي بیشتري از میکروارگانیسم هاي کلو دیگر، باعث تولید
 این پژوهش، از حاصل بررسی  ).15(غالب آن محیط شود

داس و همکارانش در  اتنتایج حاصل از گزارش علاوه بر اینکه
تاثیر  ،را تائید می کند 1995و جانسون در سال  1989سال 

در ایجاد کلونی تک از استفاده از آگارز در محیط کشت جامد 
سال  توسط لی و همکارانش در که کمولیتوتروف هايباکتري 

پژوهش انجام . درا نیز تائید می کن انجام شده است 2007
اولین گزارش تولید کلونی تک از باکتري  شده،

Acidithiobacillus ferrooxidans  در ایران بوده با اشاره به
 گزارشات کمی در این زمینه انجام شده است نیز اینکه در دنیا

تولید کلونی براي این باکتري مهم اقتصادي می . )18و  8، 7(
تواند باعث موفقیت هاي چشم گیر در زمینه زیست فناوري 

  .بیولیچینگ باشد

 نتیجه گیري 

جداشده بومی ایران روي محیط  At. ferrooxidansباکتري 
این باکتري بروي . هاي کشت مایع به خوبی رشد می کند

ز و آگار شسته شده بهتر از محیط هاي کشت جامد حاوي آگار
علت این . محیط هاي کشت جامد حاوي آگار رشد می کند

ناخالصی هاي احتمالی مانند  وجودامر می تواند به دلیل 
که این مواد  در آگار باشد مونوساکارید ها و الیگوساکاریدها

همچنین . بازدارنده آنزیم هاي اکسید کننده آهن می باشد
اسیدي در دماهاي  pHهاي داراي انکوبه کردن این محیط 

مناسب رشد باکتري باعث هیدرولیز شدن آگار می گردد که 
علاوه بر آن تهیه . درصد این مواد بازدارنده را افزایش می دهد

سریال رقت از محیط هاي کشت مایع در جداسازي باکتري به 
وي محیط کشت جامد کمک کننده صورت کلونی تک در ر

کلونی . حاصل شده است 10-2رقت  و نتایج خوبی در بوده
جدا شده بروي محیط هاي  At. ferrooxidansهاي باکتري 

کشت حاوي آگارز داراي مرکزي قهوه اي و هاله اي زرد رنگ 
  .می باشند 
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سوم، شماره یکم، دوره  88زمستان   

و همکاران مریم کارخانه  

   تشکر و قدر دانی

  مطالعه انجام شده، قسمتی از طرح پژوهشی مصوب شرکت

ط این الی توسصنایع ملی مس ایران می باشد و از لحاظ م
  .شرکت حمایت شده است
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