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  چکیده

کننده گوگرد بومی مزارع پرورش ماهیـان گرمـابی    هاي اکسید هاي برتر باکتري تحقیق حاضر با هدف جداسازي سویه
رسـوب مـزارع   رسـوبات و آب بـین   بـرداري از  پس از نمونـه  .شداستان مازندران براي حذف سولفید هیدروژن انجام 

 تعـداد  بـراي افـزایش  سـازي   کنـار، بابـل، بابلسـر و سـاري، اقـدام بـه غنـی        هاي فریدون پرورش ماهیان در شهرستان
پس از جداسازي بـر اسـاس   . گردید H-3استارکی، پستگیت و محیط کشت مایع سه در مورد نظر ي ها میکروارگانیسم

) جدایـه هتروتـروف   13جدایه اتـوتروف و   14(جدایه  27، )هاي کشت جامد فوق محیط در( شناسی ریختهاي  تفاوت
در محیط کشت مایع استارکی انجام شـد کـه از ایـن     pHغربالگري اولیه بر اساس کاهش سپس . سازي گردید خالص
میـزان مصـرف    ،جدایـه  6تر توانایی اکسـایش گـوگرد   به منظور ارزیابی دقیق. انتخاب شدند کارآمدتر جدایه 6میان 

 6از بـین  . ها در محیط کشت مایع اسـتارکی بررسـی گردیـد    تیوسولفات، میزان تولید یون سولفات و نیز تراکم باکتري
و  5/3104، 79/4053(توانایی بیشتري در اکسیداسیون یون تیوسولفات  FH-14و  FH ،21-FH-13هاي  ، جدایهجدایه

در محـیط  ) گرم بـر لیتـر   میلی 490و  965، 2240(و تولید یون سولفات ) روز 14یتر در مدت گرم بر ل میلی 97/278
نتایج . انجام شد rRNA S16یابی ژن ها نیز با استفاده از روش توالیشناسایی مولکولی این جدایه. کشت مایع را داشتند

 Thiobacillusدرصد با سویه  80/99و  100، 70/99به ترتیب  FH-21و  FH ،13-FH-14نشان داد که هر سه جدایه 

HM173634 thioparus هاي  عنوان سویهتوان بهمی هاسویهاین بر اساس نتایج این پژوهش، از . شباهت تبارزایی داشتند
مزارع پرورش ماهیان گرمـابی   دریند زیست پالایی به منظور حذف سولفید هیدروژن آاکسید کننده گوگرد در فر موثر

  .  استفاده نمود

  
هـاي اکسـیدکننده گـوگرد، اکسیداسـیون گـوگرد،       پرورش ماهیان گرمابی، سولفید هیـدروژن، بـاکتري   :کلیدي هايواژه

Thiobacillus thioparus  
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  مقدمه
طبیعی، مقدار ماده آلی   هاي در مقایسه با محیط

هاي پرورش آبزیان به علت ورود مواد غذایی،   استخر
و همکاران، ابراهم (تر است  بیشمدفوع، کود و غیره 

افزایش مواد آلی در استخرها سبب ایجاد شرایط ). 2004
بهرا (گردد  هاي پایینی آب می هوازي در رسوب و لایه بی

در این شرایط ترکیبات سمی نظیر ). a2014و همکاران، 
هایی مانند  م، توسط میکروارگانیس)H2S(سولفید هیدروژن 

شود ها و غیره تولید می توزوآها، پرو ها، قارچ باکتري
افزایش تولید سولفید ). 2004و همکاران، ابراهم (

هاي پرورش آبزیان سبب ایجاد  هیدروژن در استخر
و لاهاو (مشکلاتی نظیر مرگ و میر دست جمعی ماهیان 

، کاهش رشد )2002و همکاران،  پلتون؛ 2004همکاران، 
همکاران،  و پلتون(، بوي نامطبوع )2008، پیلاري(ماهی 
و همکاران،  کنگ(و افزایش نرخ مصرف اکسیژن ) 2002
ترین عوارض سولفید هیدروژن  از مهم. گرددمی) 2016

توان به کاهش فعالیت سیتوکروم بر فیزیولوژي ماهی می
، مهار سیستم انتقال الکترون و تنفس هوازي Cاکسیداز 

اشاره کرد که در نهایت سبب افزایش لاکتات خون و 
 ). 2004و همکاران،  آفانسو(گردد  بافت می  سیهیپوک

معمولاً براي کنترل میزان سولفید هیدروژن در 
هاي فیزیکوشیمیایی  هاي پرورش آبزیان از فرایند استخر

تعویض آب، آهک پاشی و اکسیداسیون شامل هوادهی، 
شود  استفاده می) به عنوان مثال هیدروکسید آهن(شیمیایی 

ها  از جمله معایب این روش ).2012، توکرو  بوید(
هاي  توان به کارایی کم، تلفات ناگهانی ماهیان، هزینه می

هاي ثانویه و نیاز به مواد  زیاد انرژي، تولید آلودگی
و همکاران،  لاهاو(شیمیایی گران قیمت اشاره نمود 

). 2008و همکاران،  ژنگ؛ 2016و همکاران،  زائو؛ 2004
ها  ماده از میکروارگانیسمشکلات، استف با توجه به این

هاي پرورش  براي حذف سولفید هیدروژن از استخر
عنوان یک استراتژي پایدار، موثر، کم تواند به آبزیان می

هزینه و دوستدار محیط زیست حائز اهمیت باشد 
). 2016و همکاران،  زائو؛ a2010و همکاران،  کریشنانی(

ید هایی که براي حذف سولف تر میکروارگانیسم بیش
اند، عمدتا شیمیوتروف بوده و  هیدروژن به کار برده شده

هاي کشت حاوي ترکیبات سولفیدي همچون  در محیط
این . کنند سولفید هیدروژن و تیوسولفات رشد می

ها انرژي لازم براي رشد را از اکسیداسیون  میکروارگانیسم
مجرد مغانلو و (آورند  ترکیبات سولفیدي به دست می

  .)1392 همکاران،
هـاي   نقـش مهـم میکروارگانیسـم   مطالعات زیادي بـه  

اکسید کننده گوگرد در چرخه گوگرد اکوسیستم آبی شامل 

کاران، ـو هم راـبه؛ a2014کاران، ـو هم راـبه(گرو ــانـم
b2014 ــرا؛ ــاران،  به ــه، )2016همک ــا دریاچ ــولمر( ه و  ه

هـاي اخیـر،    در سـال . ، اشـاره داشـتند  )2001، استورخولم
هاي اکسیدکننده گوگرد در  زمینه نقش باکتري مطالعات در
هاي قلیایی و حلالیت مواد مغـذي عمـدتاً در    بهبود خاك

؛ بشارتی و همکاران، 2017، بشارتی(حوزه گیاهان زراعی 
کننده  استفاده از باکتري اکسیدهمچنین . بوده است) 1395

گــوگرد بــراي حــذف ســولفید هیــدروژن از پســاب      
بسیار مـورد مطالعـه قـرار گرفتـه     هاي صنعتی نیز  کارخانه
ــت  ــی(اس ــاران،  میرزای ــانلو و  2014و همک ــرد مغ ؛ مج

هـاي  هـاي بـاکتري  اما با وجـود مزیـت  ). 1392همکاران، 
اکســید کننــده گــوگرد، مطالعــات بســیار کمــی در مــورد 

هـا بـه منظـور حـذف     شناسایی و استفاده از ایـن بـاکتري  
رمـابی  هاي پـرورش ماهیـان گ   سولفید هیدروژن از استخر

رانجیبت ؛ a2010و همکاران،  کریشنانی(انجام شده است 
 اسـتفاده از  لـزوم  بـه  توجـه  با). 2018و همکاران، کومار 

حفاظـت از محـیط    بـه منظـور   بـومی  هاي میکروارگانیسم
بـه دلیـل    1هـاي بـومی   ها و سـویه زیست، استفاده از گونه

رقابت پذیري بالا و امکان سـازگاري بـا شـرایط اقلیمـی     
ین هدف از این مطالعه، بنابرا. است ضروري و لازم ربسیا
کننـده   هاي اکسید سازي و شناسایی باکتريسازي، جدا غنی

اســتان  ی ماهیــان کپــور هــاي پرورشــ از اســتخرگــوگرد 
   .باشدمیبه منظور حذف سولفید هیدروژن مازندران 

  مواد و روش
  نمونه برداري

ت متـري رسـوبا   سـانتی  0-10از عمـق  نمونه برداري 
در نواحی مرکزي اسـتان   کپورماهی  یشش مزرعه پرورش

ــاه  ــدران در مــرداد م مشخصــات . انجــام شــد 1397مازن
آورده شـده   1برداري در جدول جغرافیایی نقاط نمونه

برداري از سـه   براي تهیه یک نمونه واحد، نمونه. است
ــا   ــه ب ــز مزرع ــک ورودي، خروجــی و مرک ــه نزدی نقط

، Bios-Hydro( 2ون ویـن  بردار گـرب  استفاده از نمونه
هـاي   نمونـه . انجام و سپس کاملاً مخلوط شدند) آلمان
در درون ظـروف   راه آب بـین رسـوب  به هم ـ اترسوب
 در مجاورت یـخ بـه آزمایشـگاه   و استریل  گیري نمونه

و طـی   منتقل شددانشکده علوم دریایی تربیت مدرس 
  .ساعت مورد استفاده قرار گرفت 24

                                                        
1. Endemic strains 
2. Van Veen Grab Sampler 
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  بردارينقاط نمونه یاییمشخصات جغراف - 1جدول 

  منطقه  شماره نمونه  ردیف
  مختصات جغرافیایی

  جغرافیایی طول  عرض جغرافیایی
1  1S 52.539321° 36.619253°  کنار فریدون - روستاي فرم  
2  2S 52.547728°  36.617834°  کنار فریدون -روستاي حیدرکلا  
3  3S 52.704267°  36.476814°  بابل -روستاي میرود پشت  
4  4S 52.754846°  36.555520°  ساري -روستاي موسی کلا  
5  5S 52.761172°  36.689552°  بابلسر -بهنمیر  
6  6S 52.994980°  36.710996°  ساري - روستاي سید محله  

 
  هاي اتوتروف و هتروتروف هاي کشت پایه معدنی و آلی استفاده شده براي جداسازي باکتري محیط - 2جدول 

  ترکیب مورد استفاده  هاي کشت پایه معدنی محیط ی هاي کشت پایه آل محیط
H-3  استارکی پستگیت H-3 استارکی پستگیت  
10 7 10 10  7 10 Na2S2O3.5H2O 

  
  

محلول عناصر 
  مصرف پر

(g/lit)  
 

 5/3 1  5/3  1 (NH4)SO4 

1   1   (NH4)Cl 

5/0 7/0 5/1 5/0 7/0 5/1 MgSO4.7H2O 

 4/0 42/0  4/0 42/0 CaCl2.2H2O 

30/2 15/0   5/0 30/2 15/0 5/0 KH2PO4  

9/2   9/2   Na2HPO4.2H2O 

  7/0   7/0 KCl 

003/0   003/0   MnCl2.4H2O 

  .... cc10  ..... ...... NaHCO3 (5%) 

05/0      Fe(NH4)citrate 

 5  5    glucose 

0005/0 5 0005/0 0005/0 5 0005/0  EDTA 

  
  

محلول عناصر 
  مصرف کم

(g/100cc) 
  
 

01/0 2/2 01/0 01/0 2/2 01/0 ZnSO4.7H2O 

0002/0 49/0 0002/0 0002/0 49/0 0002/0 FeSO4.7H2O 

  72/0     72/0    CaCl2.2H2O 

03/0  03/0 03/0  03/0 H3BO3 

003/0 16/0 003/0 003/0 16/0 003/0 MnCl2.4H2O 

003/0  003/0 003/0  003/0 NaMoO4.2H2O 

  11/0     11/0   (NH4)Mo7O24.4H2O 

001/0 16/0 001/0 001/0 16/0 001/0 CuSO4.5H2O 

02/0 16/0 02/0 02/0 16/0 02/0 CoCl2.6H2O 

002/0  002/0 002/0  002/0 NiCl2.6 H2O 
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  محیط کشت
 H-3، )1934استارکی، ( 1سه محیط کشت استارکیاز 

2 )medium 81.DSMZ (3و پستگیت ) ،1966پستگیت (
هم بر پایه کربن معدنی و هم بر پایه کربن آلی براي 

ي  کننده هاي اتوتروف و هتروترف اکسید جداسازي باکتري
در   هاي کشتترکیبات این محیط. گوگرد استفاده شد

به دو   هاي کشتاین محیط. نشان داده شده است 2جدول 
تهیه ) با اضافه کردن دو درصد آگار(صورت مایع و جامد 

 02/0( 4هاي کشت از برم تیمول بلو در همه محیط. شد
به عنوان شناساگر ) گرم معرف در یک لیتر محیط اصلی

pH استفاده شد. 
  غنی سازي باکتري 
، ي اکسـیدکننده گـوگرد  ها سازي باکتري به منظور غنی
لیتر  میلی 100ي رسوبات هموژن شده به یک گرم از نمونه

اضـافه   پسـتگیت و  H-3، هاي کشت مایع اسـتارکی  محیط
و درون انکوبـاتور شـیکردار   ) 2017و همکـاران،   مکظوم(
ــپانیاComectaمــدل ( ــاي ) ، ســاخت اس درجــه  29در دم

روز  14دور بر دقیقـه بـه مـدت     97و چرخش  سلسیوس
ــدند  ــداري ش ــد از    . نگه ــنج درص ــزان پ ــه می ــپس ب س
لیتر محیط کشـت مـایع تـازه     میلی 100سوسپانسیون را به 
هاي  بعد از اتمام دوره انکوباسیون، رقتانتقال داده شد و 

میکرولیتـر روي   100تهیه و از هـر رقـت    10-5 متوالی تا 
در سـطح پلیـت پخـش    هاي کشـت جامـد تلقـیح     محیط

  ).2007و همکاران،  ژو(شد ) کشت سطحی(
  جداسازي و خالص سازي
هـاي  هاي رشد کرده روي محـیط در این مرحله، کلنی

هـاي  کلنـی . ازي شدندسکشت جامد، جداسازي و خالص
شکل، اندازه، رنـگ،  (داراي مشخصات ریخت شناسی 
ده از متفاوت با استفا) قوام، حاشیه و برآمدگی سطحی

درجـه   29و در دماي روش کشت خطی خالص سازي 
هاي درون انکوباتور نگهداري شدند تا کلنی سلسیوس

ــوند  ــر( خــالص مشــخص ش ــاران،  برن  ).2005و همک
علـت تفییـرات زیـاد کـاهش      محیط کشت استارکی به

pH ــی ــه غن ــه   در مرحل ــتیابی ب ــین دس ســازي و همچن
تر به عنوان محیط کشـت بهینـه بـراي     هاي بیش جدایه

  .مراحل بعدي انتخاب شد
  ها ارزیابی توانایی اکسایش گوگرد توسط جدایه

هـا، یـک لـوپ از     به منظور غربـالگري اولیـه جدایـه   
محیط کشت مایع لیتر  میلی 50هاي خالص شده را به  کلنی

                                                        
1. Starkey medium  
2. Medium for chemolithotrophic growth 
3. Postgate medium 
4. Thymol blue 

استارکی تلقیح شدند و بـر مبنـاي تغییـر اسـیدیته محـیط      
ــدند  ــابی ش ــار(ارزی ــت کوم ــاران،  رانجیب ). 2018و همک

رومیزي متر  pHبه روش معمول با استفاده از  pHسنجش 
و برموتیمول بلو به عنوان ) ، ساخت انگلستان3510مدل (

ــاگر  ــد شناس ــام ش ــه . انج ــالگدر مرحل ــایی، غرب ري نه
را از مرحلـه   pHهایی که بیشترین توانایی کـاهش   هجدای

هـا   لیتر از آن قبل داشتند، انتخاب شده و به میزان یک میلی
لیتر محـیط کشـت مـایع اسـتارکی منتقـل       میلی 100را به 
، مقـدار  تـر در این فرآیند به منظـور ارزیـابی دقیـق   . شدند

و مقـدار یـون سـولفات     تیوسولفات سدیم مصـرف شـده  
) ایی اکسیداســیون تیوســولفات ســدیمتوانــ(تولیــد شــده 

و  اوهبا؛ 2018و همکاران، رانجیبت کومار (ارزیابی شدند 
براي سنجش میـزان تیوسـولفات سـدیم در    ). 2005، اووآ

محــیط کشــت مــایع از روش تیتراســیون تیوســولفات بــا 
 10مقـدار  . یدین در حضور نشاسته اسـتفاده شـد   محلول

لیتري ریخته و سـپس   میلی 50لیتر نمونه، درون ارلن  میلی
لیتر محلول نشاسته یک درصد، به عنوان معـرف   یک میلی

مـولار تـا    میلـی  10تیتراسیون با محلول یـد  . اضافه گردید
حجم محلول . زمانی ادامه یافت که رنگ آبی مشاهده شود

ید مصـرف شـده یادداشـت و سـپس میـزان تیوسـولفات       
. )2008ران، بنسیو و همکـا ( مانده به دست آورده شد باقی

مقدار یون سولفات در محیط کشت مایع با روش کدورت 
) DR1900مـدل  (سنجی بوسیله دستگاه اسـپکتروفتومتري  

 .شـرکت هـک سـنجش شـد    متـر   نـانو  450در طول موج 
هاي رشـد یافتـه روي محـیط کشـت      همچنین تعداد کلنی

ها بـر حسـب    استارکی شمارش گردید و جمعیت باکتري
گـزارش شـد   ) cfu/ml(لیتـر   میلـی واحد تشکیل کلنی بـر  

  ). 1383بشارتی و همکاران، (
  هاي منتخب شناسایی مولکولی جدایه

هـاي مـورد نظـر، از     براي شناسایی مولکـولی جدایـه   
. اسـتفاده شـد   rRNA 16Sتکثیر و تعیین توالی ژن روش 

ها با استفاده از سـانتریفیوژ در ویـال    ي زیستی جدایهتوده
از ) DNA(تخراج ماده ژنتیکـی  آوري شد و براي اسجمع

. کیت استخراج ژنوم باکتریایی شرکت سیناژن استفاده شد
اي پلیمراز  واکنش زنجیره، rRNA 16Sبه منظور تکثیر ژن 

 F27آغازگرهـــــاي عمـــــومی  بـــــا اســـــتفاده از  
)AGAGTTTGATCMTGGCTCAG (و R1492 
)GGTTACCTTGTTACGACTT (ــد ــام ش ــت. انج  جه

بـه ژل   PCRحصـولات  م د نظر،اطمینان از تکثیر باند مور
 Dena Geneمـدل  ( درصد منتقل و الکتروفـورز  1آگاروز 
Tajhiz ، و همکـاران،   ویسـبورگ ( گردیـد  )ایـران ساخت
شـرکت  بـه   یـابی  قطعه تکثیـر شـده بـراي تـوالی     ).1991
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نتایج حاصل از تعیین . ارسال گردیدي جنوبی کره 5بایونیر
اه اطلاعـاتی  در پایگ ـ BLASTتوالی، به کمک نـرم افـزار   

NCBI )https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (  مورد بررسـی
قرار گرفت و در نهایـت بـا توجـه بـه نتـایج حاصـل از       

BLASTجداسـازي شـده بـا     هاي ، درخت فیلوژنی سویه
 joining -Neighborروشاز  MEGA 6افزار استفاده از نرم

ــدل  ــا م ــاملی  ب ــد Nei-Tamuraتک ــم ش ــامورا( رس و  ت
  . )2013همکاران، 

  هاداده آماري تحلیل و تجزیه
هــا از نـــرم   بــراي تجزیــه و تحلیـــل آمــاري داده   

ــاي ــخه (  Excelافزاره ــخه ( SPSSو ) 2016نس ) 24نس
، SPSSهـا در   ابتدا بررسی نرمال بودن داده. استفاده گردید

. وف انجـام شـد  اسـمیرن -با استفاده از آزمون کولموگراف
از  pHجهت مقایسه آماري سطح سولفات، تیوسـولفات و  

در قالـب آزمـون   ) ANOVA(تجزیه واریانس یک طرفـه  
هاي آماري در سطح اطمینـان   دانکن استفاده شد و مقایسه

  . درصد انجام گردید 95
  تایجن

ــی ــاکتري   غن ــازي ب ــالص س ــازي و خ ــازي، جداس ــاي  س ه
  کننده گوگرد اکسید
کننـده گـوگرد    هاي اکسید زي باکتريسا غنی موفقیت 

یـا رسـوب ذرات گـوگرد در     pHبا کاهش قابل توجه در 
هاي کشت به جز محیط کشت پستگیت با پایه  همه محیط

هـاي   از این رو، پس از تهیه رقـت . کربن آلی مشاهده شد
سازي شده دامنه تشـکیل   هاي رسوب غنی متوالی از نمونه

بـر اسـاس    .گردیـد مشـاهده   410-510ها بین رقـت   کلنی
سـازي   ها و پس از خالصهاي مورفولوژیکی کلنی تفاوت

متوالی در محیط کشت جامد با پایه کربن معدنی و آلـی،  
که در  کننده گوگرد جداسازي شد جدایه باکتري اکسید 27

 6و  7، 14و پستگیت به ترتیب  H-3هاي استارکی،  محیط
  . جدایه بدست آمدند

اسازي طراحـی شـده   کننده یک روش جد کشت غنی
 براي ایجاد شرایطی بسیار مطلوب براي رشـد و افـزایش  

هاي مورد نظـر و عـدم رشـد سـایر      میکروارگانیسم تعداد
در  .)2019و همکاران،  مدحوري(ها است  میکروارگانیسم

کننـده   هـاي اکسـید   این تحقیق به دلیل تراکم کـم بـاکتري  
 ـ میلـی  100در هر  30/2×210 -40/2×410(گوگرد  در ) رلیت

و عـدم  ) 2004و همکـاران،   آبـراهم (هـاي رسـوب    نمونه
سـازي   تشکیل کلنی در محیط کشت جامد به روش رقـت 

هاي مایع اسـتارکی،   سازي در محیط متوالی از تکنیک غنی
یـابی بـه    به منظور افزایش تراکم و دست H-3پستگیت و 

                                                        
5. Bioneer 

در اکثـر مطالعـات انجـام    . استفاده شـد  تر هاي بیش جدایه
ــده در زم ــاکتري  ش ــالگري ب ــازي و غرب ــه جداس ــاي  ین ه

. کننده گوگرد نیز از این تکنیک استفاده شـده اسـت   اکسید
ــتا،  ــن راس ــاسدر ای ــا  -رج ــاران اولیزیپ ) 2013(و همک

سـازي در   گزارش کردند که بـا اسـتفاده از تکنیـک غنـی    
ــیط ــ محـ ــف  هـ ــت مختلـ ــم  75اي کشـ میکروارگانیسـ

ــهکننــده گــوگرد از نمو ولیتواتوتروف اکســیدشــیمی هــاي  ن
) 2019(و همکـاران   نـدلا . محیطی مختلف جداسازي شد

کننـده گـوگرد از    هـاي اکسـید   به منظور جداسازي باکتري
هاي خـاك مـزارع پـرورش مـاهی از روش کشـت       نمونه
هـا   آن. کننده در محیط کشت معـدنی اسـتفاده کردنـد    غنی

سازي شده توانایی  هاي خاك غنی گزارش کردند که نمونه
روي محیط کشت جامد گردید که  510رقت  تولید کلنی تا

در . این نتایج با نتایج تحقیق حاضر همسو و منبطق است
این پژوهش محیط کشت استارکی به علت تفییرات زیـاد  

سازي و همچنـین دسـتیابی بـه     در مرحله غنی pHکاهش 
. تر به عنوان محیط کشت بهینه انتخاب شد هاي بیش جدایه

هـاي مختلـف بـه ویـژه      نـه مطالعات انجـام شـده بـر نمو   
هاي رسوب و پساب نیز حاکی از عملکـرد مناسـب    نمونه

کننـده   هاي اکسید این محیط کشت براي جداسازي باکتري
؛ 2013و همکـاران،  اولیزیپـا   -رجـاس (گوگرد بوده است 

  ).2017و همکاران،  چادهري
  ها ارزیابی توانایی اکسایش جدایه

اولیـه بـر    غربـالگري ، هـا سازي جدایـه  پس از خالص
همراه با برموتیمول بلـو بـه    pHکاهش گیري  اندازهاساس 

غربالگري اولیه نتایج . انجام شد )1شکل ( عنوان شناساگر
در محیط کشت  pHجدایه توانایی کاهش  21نشان داد که 

FH ،-FH-13مایع استارکی را نداشتند و تنها شش جدایه 
14 ،15-FH ،21-FH ،24-FH  27و-FH  توانســــــتندpH 

، 65/5، 98/5، 46/5به  7محیط کشت مایع را به ترتیب از 
کــاهش دهنــد کــه مطــابق بــا نتــایج  73/6و  31/5، 35/6

 و) 1996(و همکاران  دوناتی، )2015(و همکاران سریدر 
بواسطه  pHاین کاهش . باشد می) b2014(و همکاران  بهرا

 اکسیداسـیون  نتیجـه  در کـه  بـود  سـولفوریک  اسـید  تولید
ایـن  . افتـد  اتفـاق مـی   تیوسولفات به سـولفات  بیولوژیکی

ــات و   ــنن در مطالع ــد همچی ــاس فرآین ــا و  -رج اولیزیپ
 .گزارش شد )1999(سوزوکی ، )2013(همکاران 
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 با برموتیمول بلو به عنوان ) ب(و جامد استارکی ) الف(ها روي محیط کشت مایع  غربالگري اولیه جدایه - 1 شکل

 .را داشتند رنگ محیط کشت را از سبز به زرد تغییر دادند pHتوانایی کاهش هایی که  باکتري: یک شناساگر

  
ــون     ــولفات و ی ــون س ــدار ی ــایی، مق ــابی نه در ارزی
تیوسولفات و جمعیت شش جدایـه منتخـب اتـوتروف و    

روز  14هتروتروف در محیط کشت مایع استارکی بعـد از  
نتایج تجزیه . گیري شد اندازهسلسیوس درجه  29در دماي 

ریانس میزان تولید یون سولفات و میـزان مصـرف یـون    وا
جدایه اکسیدکننده گـوگرد،   ششتیوسولفات نشان داد که 

بر مقدار یون سولفات و یون تیوسولفات در محیط کشـت  
). 4و  3جـدول  (داري داشته است  مایع استارکی اثر معنی

گیـري یـون تیوسـولفات     نتایج مربوط به اندازهاز این رو، 
هاي باکتري نشان داد که جدایه  وسط جدایهمصرف شده ت

13-FH ،21-FH  14و-FH  تـرین توانـایی    به ترتیب بـیش
 97/278و  5/3104، 79/4053(مصرف یـون تیوسـولفات   

جـدول  ( را در محیط کشت مایع داشتند) گرم بر لیتر میلی
همچنین، توانایی تولید یون سولفات در محیط کشـت  . )5

 ــ ــه ترتی ــه ب ــن ســه جدای  490و  965، 2240ب توســط ای
FH-هاي  جدایهبنابراین، . )5جدول ( گرم بر لیتر بود میلی

13 ،14-FH  21و-FH    ــون ــیون یـ ــه اکسیداسـ ــادر بـ قـ
جدایـه بعنـوان    3ایـن  . تیوسولفات به یون سولفات بودند

  . جدایه کارآمدتر به منظور تعیین توالی انتخاب شدند

  
  

 روز  14بعد از  هاي اکسیدکننده گوگرد در محیط کشت استارکی ولفات جدایهتجزیه واریانس میزان تولید یون س - 3جدول 
  درجه سلسیوس 29در دماي 

Sig  F  مجموع مربعات درجه آزادي میانگین مربعات   

  اختلاف بین گروهی 29/1163061 6  714/1938435  399/383  /000

 اختلاف درون گروهی 000/67950  14 571/4853   

 لک 29/11698564 20   

 
  

  14بعد از  هاي اکسیدکننده گوگرد در محیط کشت استارکی تجزیه واریانس میزان مصرف یون تیوسولفات جدایه - 4جدول 
  درجه سلسیوس 29روز در دماي 

Sig  F  مجموع مربعات درجه آزادي میانگین مربعات   

  اختلاف بین گروهی 54/53704095 6  590/8950682  144/7743  /000

 اختلاف درون گروهی 292/16183  14 949/1155   

 کل 83/53720278 20   
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  کننده گوگرد در محیط کشت هاي اکسید میزان تولید یون سولفات، مصرف یون تیوسولفات و جمعیت جدایه -5جدول 

  درجه سلسیوس 29روز در دماي  14بعد از  استارکی

ها  جمعیت جدایه
)cfu/ml(  

 مقدار یون تیوسولفات
)mgl-( 

 لفاتمقدار سو
)mgl-( 

هاي  جدایه
 اکسیدکننده گوگرد

  ردیف

0 a0 ± 4467  e110 ± 1110 1 شاهد  

107×6/3 e50/33 ± 21/413 a50 ± 3350  FH-13 2 

107×1/5 c84/55 ± 03/4188 c100 ± 1600 FH-14 3 

104×2 b17/11 ± 72/4366 d25 ± 1275 FH-15 4 

107×1 d32/22 ± 50/1362  b75 ± 2075 FH-21 5 

0 a05/11 ± 93/4455 ed50 ± 1200 FH-24 6 

107×8/2 ab72/55 ± 27/4411 ed25 ± 1225 FH-27 7 

  
) 2013(و همکـاران  اولیزیپـا   -رجـاس در این راستا، 

ولیتواتوتروف جدایـه بـاکتري شـیمی    41ن دادند که از نشا
تـرین توانـایی    اکسیدکننده گوگرد تنها هفت جدایـه بـیش  

گرم  میلی 380تا  190ت را از اکسیداسیون گوگرد به سولفا
. بر لیتر در محیط کشت مایع استارکی اصلاح شده داشتند

 بـه  قادر که هایی ها گزارش کردند جدایه علاوه بر این، آن
را  نهایی pH مقدار بودند سولفات از بالاتري مقادیر تولید
 ارتبـاط  هـیچ  حـال آن هـا   این با دهند، می تر کاهش بیش

ــین مســتقیمی ــد ب ــاهش و ولفاتســ تولی  مشــاهده pH ک
گـزارش  ) 2018(و همکـاران   یوسفدر تحقیقی  .نکردند

گـرم   میلی 12/155(کردند که حداکثر مقدار یون سولفات 
و سـپس جدایـه    SOB-9مربـوط بـه جدایـه    ) لیتر بر میلی

4-SOB )73/125 اوهبـا بعلاوه . بود) لیتر گرم بر میلی میلی 
گیـري   س انـدازه گزارش کردند که بر اسـا ) 2005( اووآو 

، از بـین  pHمیزان یون تیوسولفات مصرف شده و کـاهش  
کننـده   هشت سویه باکتري تنها سه سـویه بـاکتري اکسـید   

 5/6از ( pHگوگرد بودند که هر سه سویه توانایی کـاهش  
و مصــرف تقریبـاً تمــام یـون تیوســولفات   ) 4/3 -3/4بـه  

  . را در محیط کشت داشتند) 59/1 -60/1(
  
  
  

  هاي منتخب لکولی جدایهشناسایی مو
بـر روي   RNAr S16ژن  PCRالکتروفـورز محصـول   

. نشان داده شـده اسـت   2ژل آگاروز یک درصد در شکل 
بدست آمده هر سـه   16S rRNAپس از اصلاح توالی ژن 

گوگرد به روش دستی، شـباهت   کننده سویه باکتري اکسید
 NCBIهاي معتبر ثبـت شـده در بانـک ژنـی      ها با داده آن

هاي  جدایه BLASTنتایج حاصل از  6جدول . سه شدمقای
نتایج مشخص کرد . اکسیدکننده گوگرد را نشان داده است

ترتیـب  بـه   FH-21و  FH، 13-FH-14که هـر سـه سـویه    
ــویه  80/99و  100، 70/99 ــا س  Thiobasillus درصــد ب

HM173634 thioparus    ســه . شـباهت تبـارزایی داشـتند
ئوباکتریــا و رده بتــا جدایـه فــوق مربـوط بــه شـاخه پروت   

همچنـین، درخـت تبـار شناسـی     . باشـد  پروتئوباکتریا مـی 
 Neighbor joiningهاي مورد نظر بر اسـاس روش   جدایه

 Geneiousو با استفاده از نرم افـزار   Nei-Tamuraبا مدل 
ــوتیپی  ویژگــی ).3شــکل (ترســیم شــد  (9.1.3) هــاي فن
نشـان   7کننده گوگرد کارآمد در جـدول   هاي اکسید جدایه

کننـده گـوگرد،    ي اکسـید  هـر سـه جدایـه   . داده شده است
. دهند اي صاف و پهن تشکیل می هایی گرد با حاشیه کلنی

سـفید و جدایـه    FH-14و  FH-13هـاي   رنگ کلنی جدایه
21-FH بررسی میکروسکوپی نشان داد که هـر  . کرم است

 . اي شکل و گرم منفی هستندسه جدایه میله
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  روي ژل آگاروز یک درصد برPCR حاصل از  16S rRNAباند  -2 شکل

  
  هاي استاندارد هاي مورد آزمایش در این تحقیق با سویه مقایسه میزان شباهت ژن جدایه - 6جدول 

  تاکسونومی  سویه استاندارد با بیش ترین میزان شباهت  درصد شباهت  شماره دستیابی  نام جدایه
FH-14 MK828485  70/99  Thiobacillus thioparus HM173634 Bacteria; Proteobacteria; Be

taproteobacteria; Nitrosomo
nadales; Thiobacillaceae; T

hiobacillus 
FH-13  MK828486 100  Thiobacillus thioparus HM173634  Be ;Proteobacteria ;Bacteria

Nitrosomo ;taproteobacteria
T ;Thiobacillaceae ;nadales

hiobacillus  
FH-21  MK828487  80/99  Thiobacillus thioparus HM173634 Bacteria; Proteobacteria; Be

taproteobacteria; Nitrosomo
nadales; Thiobacillaceae; T

hiobacillus 
  

 
 با مدل  Neighbor joiningدرخت تبار شناسی باکتري هاي شناسایی شده در تحقیق به روش  –3شکل 

Tamura-NSei  درصد 50و ضریب صحت گره بالاتر از  1000با تعداد تکرار 
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  ده گوگرد کارآمدکنن هاي اکسید هاي فنوتیپی جدایه ویژگی - 7جدول 
  FH-13  FH-14  FH-21  ویژگی ها
  گرم منفی  گرم منفی  گرم منفی  نوع گرم
  میله اي  میله اي  میله اي  شکل

  گرد  گرد  گرد  شکل کلنی
  صاف  صاف  صاف  حاشیه کلنی
  پهن  پهن  پهن  ارتفاع کلنی
  کرم  سفید  سفید  رنگ کلنی
  کره اي  کره اي  سفت  قوام کلنی
 متحرك  متحرك  متحرك  تحرك

  متر  میلی 1  متر میلی 1  متر میلی 1  اندازه کلنی 
 

بـا اسـتفاده از   ) 2004(و همکـاران   ایتودر این راستا، 
ــوالی ژن   ــالیز تــ ــاکتري   S rRNA16آنــ ــک بــ یــ

کننده گوگرد را شناسایی کردنـد   ولیتواتوتروف اکسیدشیمی
) درصـد  Halothiobacillus )89که این باکتري با جـنس  

علاوه بر این، صادقی پور مـروي   .شباهت تبارزایی داشت
ــه  ) 1395(و همکــاران  ــه شــش جدای ــد ک ــزارش کردن گ

کننده گوگرد از خاك کشاورزي در منطقه مس سـر   اکسید
 Sچشمه کرمان جداسازي و با استفاده از آنالیز توالی ژن 

rRNA16 هـــاي  شناســـایی کردنـــد کـــه بـــا جـــنس
Thiobacillus  وStarkey  ــتند ــارزایی داش ــباهت تب . ش

و  هـوت (هـاي مختلـف    لعات زیادي در اکوسیستممطا
و  مـایزر  ؛ 1991و همکـاران،   چـو  ؛ 2017همکـاران،  

ــاران،  ــا؛ 2013همکــ ــاران،  باربوســ  ؛2006و همکــ
گزارش کردنـد کـه ایـن    ) 1997و همکاران، ولسسیانو 

ها توانایی اکسیداسـیون ترکیبـات گـوگردي از     باکتري
پنتاتیونـات،  جمله تیوسولفات، تریتیونات، تتراتیونات، 

ــیانات، دي  ــات، تیوسـ ــولفید   هگزاتیونـ ــات، سـ تیونـ
ــولفید، دي  ــل س ــدروژن، دي متی ــل دي هی ــولفید، متی  س

مرکاپتان بـه عنـوان منبـع    و متیل  )SH3CH( 1تیول متان
  . انرژي را دارند

و  مایزر و 2017و همکاران،  هوت(در اکثر منابع 
را  thioparus. Tباکتري ) 2013همکاران، 

در مطالعه . توتروف اجباري معرفی کردندولیتواشیمی
از محیط کشت با پایه  FH-14و  FH-13حاضر، دو سویه 

از  FH-21و یک سویه ) کربنات سدیم بی(کربن معدنی 
دو سویه . جداسازي شد) گلوکز(محیط با پایه کربن آلی 

13-FH  14و-FH  توانایی رشد در محیط کشت حاوي
 FH-21حالی که  تیوسولفات و گلوکز را نداشتند در

توانایی رشد در محیط کشت حاوي هم تیوسولفات و هم 
این ). نتایج نشان داده نشد(گلوکز و تیوسولفات را داشت 

توانایی رشد  FH-21تواند نشان دهد که سویه  نتایج می
                                                        

1. Methanethiol 

روي منابع آلی را دارد و افزودن گلوکز به محیط کشت 
ر این د. گردد استارکی سبب افزایش رشد این سویه می

نشان دادند که سویه ) 1997(و همکاران  ولسسیانوراستا، 
LV43 thioparus Thiobacillus  به صورت اتوتروفی از

کند اما  طریق اکسیداسیون تیوسولفات و سولفید رشد می
به (توانایی رشد به طور هتروتروفی روي ترکیبات آلی 

عنوان مثال، عصاره مخمر، سدیم استات، سدیم سیترات، 
ها گزارش  علاوه بر این، آن. را ندارد) وکز و فروکتوزگل

کردند که افزودن این ترکیبات آلی به محیط معدنی حاوي 
. نشد LV43تیوسولفات باعث افزایش سرعت رشد سویه 

هاي  نشان دادند که در محیط) 1980( ماتینو لیفلت 
کشت میکسوتروفیک هم گلوکز و هم تیوسولفات سبب 

تواند به  گلوکز در این شرایط می .گردد رشد سلول می
عنوان منبع کربن سلول و یا به عنوان منبع هم کربن و هم 

بنابراین، لازم است براي کسب اطلاعات در . انرژي باشد
این زمینه میزان کربن گوکز استفاده شده را با میزان کربن 

  .  موجود در مواد سلولی سنتز شده مقایسه گردد
  گیري نتیجه

نتایج مطالعه حاضر نشان داد که سه سویه در مجموع، 
Thiobacillus thioparus  بهترین عملکرد از لحاظ توانایی

در  pHاکسایش تیوسولفات، تولید سولفات و کاهش 
  بنابراین، از این سه سویه . شرایط آزمایشگاهی داشتند

کننده گوگرد در  اکسید ثرؤهاي م عنوان سویهتوان بهمی
به منظور حذف ترکیبات گوگردي به  فرایند زیست پالایی

ی کپور ماهیان ویژه سولفید هیدروژن از مزارع پرورش
هاي  به دلیل اهمیت بسیار زیاد باکتري. استفاده کرد

کننده گوگرد در فرایند تجزیه ترکیبات گوگردي به  اکسید
ویژه سولفید هیدروژن، در این تحقیق سعی بر آن بود تا با 

ومی در این فرایند از مصرف مواد هاي برتر ب معرفی سویه
از . شیمیایی در مزارع پرورش ماهی جلوگیري به عمل آید

هاي مختلف کشاورزي و  توان در حوزه ها می این سویه
  .تصفیه پساب نیز استفاده کرد
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 قدردانی و تشکر
از همکاري کارشناسان محترم آزمایشگاه علوم دریایی 

 حسین الی، مهندسکممرتضی و منابع طبیعی آقایان دکتر 
بور و صادق حسینی، مهندس  مصطفی نورانی، مهندس
از  .میکمال تشکر را دار حق دوستمنظر خانم مهندس 

بخش بیولوژي موسسه تحقیقات خاك و آب  ياعضا
جناب آقاي ، رحمانی جناب آقاي دکتر هادي اسدي کشور
جناب  فلاح،علیرضا جناب آقاي دکتر رجالی،  فرهاد دکتر

سرپرست محترم  کاري دولت آباد،حسین  آقاي دکتر
علیزاده و کارشناسان محترم ندا آزمایشگاه خانم مهندس 

مهناز مهندس  اربابی،خدیجه ها مهندس  بخش خانم
همچنین از زحمات  .کنیم تشکر و قدردانی می اوتادي

رمضانی و آقاي محدثه مکظوم، دکتر سمیه خانم دکتر 
ز ملی ذخایر مشتاقی اعضاي محترم مرکمهدي دکتر 

شریفیان و  هانیه ژنتیکی و زیستی ایران و از خانم دکتر
 .شود آقاي دکتر کرمی کمال تشکر و قدردانی می
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Abstract  

This study was aimed to isolate and identify the most efficient native bacteria 
from warm-water fish farms of Mazandaran that can potentially oxidize 
hydrogen sulfide. After sampling the sediments and sediment pore water of fish 
farms in Fereydunkenar, Babol, Babolsar and Sari counties, enrichment and 
isolation carried out in three liquid culture media of Starkey, Postgate, and H-3 
to increase the number of the desired microorganisms. After isolation based on 
morphological difference (in the above solid culture media), 27 isolates (14 
autotrophic and 13 heterotrophic isolates) were purified. Then preliminary 
screening was performed based on pH decrease in Starkey liquid culture media, 
among which only 6 isolates were selected. In the next stage, the amount of 
thiosulfate consumption, sulfate production, and the density of bacteria in 
Starkey liquid culture media were measured to a more detailed evaluation of the 
ability of sulfur oxidation. Among the 6 isolates, isolates FH-13, FH-21, and 
FH-14 had the highest oxidation ability of thiosulfate ions (4053.79, 3104.5, 
and 2878.97 mg / l for 14 days) and sulfate ion production (2240, 965 and 490 
mg / l) in the liquid culture medium. Molecular identification of these isolates 
was performed using the 16S rRNA gene sequencing method. The results 
showed that three isolates FH-14, FH-13, and FH-21 had 99.70, 100, and 
99.80% of identity with the Thiobacillus thioparus HM173634, respectively. 
Based on the results of this study, these strains can be used as effective sulfur-
oxidizing strains in the bioremediation process to remove hydrogen sulfide in 

warm-water fish farms. 
 
Keywords: Warm-water fish culture, Hydrogen sulfide, Sulfur-oxidizing bacteria, Sulfur 
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