
 

 

در  UVتیمار شده با اشعه  Acidithiobacillus ferrooxidansباكتری  rusبررسی بیان ژن 

 فرایند فروشویی میکروبی اورانیوم

 *2، رضا حاج حسینی1ملوس شیدایی

 13/01/1396:  افتیدر خیتار

  20/08/1397 : رشیپذ خیرتا
 1چکیده

بی های شركت كننده در فرآیند فروشویی میکرواز مهمترین باكتری Acidithiobacillus ferrooxidansباكتری 

. كندتبدیل می محلول، U+6نامحلول را به  U+4اورانیوم بوده كه در آن، آهن فریك به عنوان یك پذیرنده الکترون عمل كرده و 

ثانیه  180و  120، 60در سه دوز  UVدخیل در فرآیند فروشویی میکروبی اورانیوم با استفاده از اشعه  ضر، باكتریدر مطالعه حا

نها بررسی آجهش داده شد. باكتری ها در حضور غلظت های مختلف سنگ اورانیوم قرار داده شده و بازده فروشویی میکروبی 

 rusیتا، بیان ژن نها آنها اندازه گیری شد. Ehو  pHراج اورانیوم، تغییرات ساعته میزان استخ 24سپس، در توالی های گردید. 

ش جهش یافته و وحشی در حضور چگالی پالپ های مختلف با استفاده از رو Acidithiobacillus ferrooxidansباكتری 

Real time PCR دهد تغییرات مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل از آزمایشات نشان میEh ،pH انیوم در و استخراج اور

كشت یافته  هایفرآیند فروشویی میکروبی توسط باكتری های جهش یافته و وحشی با چگالی پالپ بالای سنگ نسبت به باكتری

شی در غلظت های باكتری جهش یافته و وح rusنتایج حاصل از بررسی بیان ژن  تر به تأخیر افتاده است.با چگالی پالپ پائین

ن اذعان به عبارتی دیگر می توانگ نشان داد كه جهش و غلظت سنگ بر روی بیان ژن مذكور موثر بوده است. مختلف كانس

پالپ، می باشد. در  عامل تاثیر گذاری بر فعالیت باكتری در استخراج اورانیوم با افزایش چگالی rusداشت كه تغییرات بیان ژن 

میکروبی  زگار شده كه مقدار بسیار قابل توجهی در فرایند فروشوییكانسنگ معدن سا ٪50تحقیق حاضر، باكتری بومی تا 

 اورانیوم می باشد. 

 rus ،Real time، ژن Acidithiobacillus ferrooxidansفروشویی میکروبی اورانیوم،  واژه های كلیدی:

PCR 
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 (Bioleaching )  یکی از راه حل هایی كه در طی دهه های گذشته در دنیا مطرح شده فروشویی میکروبی این راستا، در

یکروبی شامل فنونی است كه از میکروارگانیسم ها و یا بخشی از سلول برای دسترسی به برخی از اهداف صنعتی، فروشویی ماست. 

میکروارگانیسم های اسیددوست اكسید كننده آهن و گوگرد  معدنی و زیست محیطی بهره برداری می شود. در این روش غالبا از

درومتالوژی است كه برای استخراج فلزاتی مانند مس، روی، آرسنیك، نیکل، می شود. این فرآیند از كاربردهای بیو هی استفاده 

 نظر از كانسنگ در فلز غلظت اگر .(kinnunen and Puhakka, 2005) مولیبدن، طلا، نقره، كبالت و اورانیوم استفاده می گردد

است  گزینه ترین مناسب بیولیچینگ كرد، استخراج را آن شیمیایی معمول روش ها ی با نتوان كه باشد پائین قدری به اقتصادی

(Dong et al., 2010.)  فرآیندهای میکروبی مزیت های اقتصادی آشکاری در بازیافت فلزات از رسوبات معدنی با عیار پائین داشته

در محیط شیمیایی ، علاوه بر ایجاد آلودگی های كمتر  -اند. فرآیندهای استخراج میکروبی فلزات نسبت به فرآیندهای فیزیکی

زیست، نسبت به فرآیندهای برشته كردن و ذوب كردن به انرژی كمتری نیاز دارند. به علاوه، باقیمانده های معدن و فاضلاب های 

شیمیایی در معرض باران و هوا، به صورت بیولوژیکی استخراج شده و تولید اسید ناخواسته و  -تولید شده از فرآیندهای فیزیکی

 Rawlings, 2005).) آلودگی فلزی می كنند

از مهمترین باكتری  Acidithiobacillus ferrooxidansمیکروارگانیسم های مختلفی قادر به انجام این فرایند هستند كه 

در دو مسیر  یدیتیوباسیلوس فروكسیدانساستوسط  (IIاكسایش یون آهن )Rawlings, 2005). )های دخیل در این فرایند است 

downhill  وuphill در مسیر اما هر دو مسیر در طبیعت با یکدیگر رابطه دارند.  ،گیردرت میصوdownhillها به صورت ، الکترون

شوند، جایی كه از آنها های الکترونی از غشای خارجی به سیتوپلاسم منتقل می( به كمك یك سری از ناقلIIبیولوژیکی از آهن )

 :(Appia-Ayme et al., 1999)سیر انتقال الکترون به شرح زیر می باشدمشود. این برای احیای اكسیژن به آب استفاده می

  cytoplasmic 2»O—(Cox BACD)  3»cytochrome oxidase aa— 1»Cyc—»rusticyanin — 2»Cyc—Fe(II)  

ولت( و پایداری میلی 680كیلودالتونی با پتانسیل ردوكس بالا ) 5/16آبی محلول -سیانین، یك پروتئین مسراستی

ترین مطالعات روی آن انجام شده است. این پروتئین در مسیر انتقال الکترون از هایی است كه كاملاسیدی، یکی از پروتئین

 (.Appia-Ayme et al., 1999كند )طریق اكسیداسیون آهن غشای پلاسمایی نقش ایفا می

راندمان فروشویی میکروبی كانسنگ اورانیوم به منظور افزایش  Acidithiobacillus ferrooxidansبهبود عملکرد باكتری 

ساغند یزد یکی از اهداف اصلی تحقیق حاضر می باشد. به منظور تحقق بخشیدن به این هدف، در مطالعه حاضر تاثیر  2شماره 

 در این مطالعه مورد بررسی قرار گرفته است.  UVجهش با اشعه 

روشویی میکروبی اورانیوم بسیار موثر بوده، بر آن شدیم تا در از آنجایی كه غلظت كانسنگ مورد استفاده در فرایند ف

باكتری جهش یافته و وحشی را مورد بررسی قرار  rusحضور غلظت های مختلف كانسنگ اورانیوم، میزان عملکرد و بیان ژن 

 دهیم. 
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 هامواد و روش

 Acidithiobacillus ferrooxidansباكتری  كشت

 Acidithiobacillus sp. FJ2 (Jahaniباكتری  9Kمایه تلقیح، ابتدا محیط كشت اختصاصی به منظور رشد بهینه و تهیه 

)2015., et al4گرم  3این محیط شامل: . ، تهیه شدSO2)4(NH ،5/0  4گرمHPO2K، 5/0 گرم O2H.74MgSO ،1/0 گرم KCl

 محیط كشت  pHس از آماده سازی، پ در یك لیتر آب مقطر می باشد. O2H.74FeSOگرم  20و   O2H.42)3Ca(NOگرم 01/0،

 اسیدیتیوباسیلوسباكتری  10تنظیم و % 2نرمال، به روی  NaOH( 10 (نرمال، سود 10 )4SO2H(با استفاده از اسید سولفوریك 

 درجه سانتیگراد و در انکوباتور 30. سپس، نمونه آماده شده در دمای (Chen et al., 2012; Zhang et al., 2008)اضافه گردید 

 .(Shahroz et al., 2012)ساعت انکوبه گردید  48به مدت  rpm180شیکردار با دور همزن 

 Acidithiobacillus ferrooxidans باكتریدر  جهشالقای 

 rpmبه منظور ایجاد جهش در باكتری مورد نظر، باكتری در فاز لگاریتمی برداشته و با استفاده از سانتریفیوژ با دور 

یقه جمع آوری شد. سپس، رسوب باكتری سه بار با استفاده از آب اسیدی شسته شده و در نهایت در دق 20به مدت  4000

پلیت ریخته شد. فاصله  4میلی لیتر از باكتری های آماده سازی شده در  10محیط كشت فاقد منبع آهن حل گردید. در ادامه، 

ثانیه در معرض نور  180و  120، 60، 0یده و نمونه ها به مدت سانتی متر تنظیم گرد 30به اندازه  UVبین پلیت ها و منبع نور 

UV  نانومتر قرار داده شدند. پس از جهش، به منظور حفظ تغییر ایجاد شده و عدم بازسازی  254وات و طول موج  30با قدرت

(. در نهایت، et al., 2013)  Yuanدرجه سانتی گراد نگهداری شدند 4ساعت در تاریکی و دمای  12ژنوم باكتری، نمونه ها به مدت 

در شرایط بهینه رشد كشت داده شده و برای آزمایشات فروشویی میکروبی اورانیوم مورد استفاده  9kنمونه ها در محیط كشت 

 قرار گرفتند.

 با غلظت های متفاوت پودر سنگ معدن اورانیوم  Acidithiobacillus ferrooxidansسازگارسازی باكتری

عملکرد باكتری  و همچنین rus اثر غلظت اورانیوم )به عنوان یك ماده سمی و تنش زا( بر بیان ژنبه منظور بررسی 

های مختلف جهش یافته و وحشی با درصد Acidithiobacillus ferrooxidans های جهش یافته در استخراج اورانیوم، باكتری های

 %50و  25، 15، 10، 5های متفاوت كانسنگ اورانیوم برابر  تپودر سنگ معدن اورانیوم كشت داده شدند. بدین منظور، از غلظ

 ها استفاده گردید. باكتری rus برای بررسی تاثیر بر روی بیان ژن

استفاده  1:9فرمالدهید به نسبت  -در نمونه كنترل منفی موجود در این مطالعه، به جای مایه تلقیح، از مخلوط متانول

( ساغند یزد استفاده گردید كه خصوصیات شیمیایی كانسنگ مورد IIنگ اورانیوم آنومالی )شد. در این مطالعه، از پودر كانس

 قابل مشاهده می باشد. 1استفاده در جدول 
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 XRFلیز تركیبات موجود در پودر كانسنگ اورانیوم با استفاده از آنا :1جدول 

 

 

 

از مایه تلقیح تغلیظ شده شامل باكتری های جهش یافته و وحشی با تعداد مشخصی از  10برای انجام این مرحله، %

محیط كشت اضافه شد(. سپس،  ml900باكتری به  ml100اضافه شد ) K9، به میزان معینی از محیط كشت 810سلول در حدود 

، نرمال 10اضافه گردیده و با استفاده از اسید سولفوریك  µm106دو ساغند یزد با ابعاد كانسنگ آنومالی  5به این محلول میزان %

دار درجه سانتیگراد و در انکوباتور شیکر 35ها در دمای تنظیم گردید. سپس، تمام ارلن 2روی محیط كشت بر  pHنرمال، 10سود 

به منظور ( Leach liquor) لیکوراز لیچ cc10ساعته میزان   24توالی های انکوبه شدند. در مرحله بعدی، در rpm150با دور همزن 

جبران گردید. همچنین،  pH=2( محلول برداشته شد و این میزان با آب مقطر ICPبررسی میزان اورانیوم )با استفاده از آنالیز 

دید. زمانی كه میزان استخراج تنظیم گر 2بر روی  pHساعته اندازه گیری و  24محیط در توالی های  Ehو  pHمیزان تغییرات 

رسید، باكتری از محیط دارای چگالی پالپ كمتر به محیط حاوی چگالی پالپ بیشتر منتقل شد. در این مرحله،  %100اورانیوم به 

 gتوسط سانتریفیوژ با دور 5های جمع آوری شده از چگالی پالپ %از باكتری 10%در حجم مشخصی تهیه و با  9Kمحیط كشت 

×2422 = rpm4500  درجه سانتی گراد با دور همزن  35، تلقیح و در دمای دقیقه 30در زمانrpm150  ،انکوبه شد. همچنین

گیری شد. به علاوه، میزان تغییرات ساعته میزان اورانیوم محلول موجود در نمونه، اندازه 24های همانند دفعات پیشین در توالی

pH  وEh  ته اندازه گیری و ساع 24محیط در توالی هایpH  تنظیم گردید  2بر رویet al., 2009) (Abhilash. 

 %50و  25، 15از لیچ لیکور مرحله قبل به محیط كشت جدید حاوی چگالی پالپ بیشتر كه به ترتیب  %10در ادامه، 

 .et al., 2009) (Abhilashباشد، اضافه گردید سنگ اورانیوم می

 و وحشی جهش یافته Acidithiobacillus ferrooxidansباكتری  rus ژنبررسی بیان 

های ملکولی كه در پی سازگارسازی استفاده شد. بررسی  qPCRدر این مطالعه، به منظور بررسی بیان ژنهای مورد نظر از

ج اورانیوم به باشد كه بدین منظور، زمانی كه در هر چگالی پالپ، استخراوجود دارند، نیازمند غلظت بالای باكتری می هاباكتری

، جمع دقیقه 30در زمان  g ×2400=   rpm4500ها با استفاده از سانتریفیوژ با دور(، باكتری٪100بالاترین میزان خود رسید )

 آوری شدند.

آمریکا استفاده  Thermo Scientific,شركت  RNAاز كیت تجاری استخراج  RNAدر این مطالعه، به منظور استخراج 

)شركت  DNaseمیکرولیتر آنزیم  15/0با  RNAمیکرولیتر  6استخراج شده، میزان  RNAاز  DNAحذف  به منظورشد. 

MgO 3O2Al 2SiO 3O2Fe U 

19.03 wt % 1.49 wt % 24.83 wt % 
49.67wt% 465 ppm 
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ThermoScientific ،0521EN# ) میکرولیتر بافر  1وX10  2آن كه حاویMgCl باشد، مخلوط شده و سپس با آب مقطر عاری می

 میکرولیتر رسانده شد.  10به حجم از نوكلئاز 

دقیقه در  10دقیقه انکوبه شد. سپس،  30گراد به مدت درجه سانتی 37، محلول حاصل در دمای به دنبال مرحله بالا

است، مورد استفاده قرار گرفت  cDNAگراد گرماگذاری شد و محلول حاصل برای مرحله بعد كه ساخت درجه سانتی 65دمای 

(Vera et al., 2009)غلظت  . قبل از انجام مرحله بعد، به منظور یکسان بودنRNA  مصرفی در ساختcDNA غلظت ،RNA 

( خوانده شد. در نهایت، میزان معینی از (NanoDrop 2000، توسط دستگاه نانودراپ Dnaseهای تیمار شده با موجود در نمونه

RNA  برای ساخت تمامیcDNA .ها استفاده شد 

، آمریکا Thermo Scientificت استخراج شده، از كیت تجاری شرك RNAاز  cDNAدر ادامه، به منظور ساخت 

(#K1622 استفاده شد. به منظور تأیید ساخت )cDNAای پلیمراز ، واكنش زنجیره((Polymerase Chain Reaction) PCR)  برای

 ژنهای مورد نظر انجام شد كه چرخه حرارتی آن به شرح زیر می باشد:

سیکل تکرار شونده با دمای  35قه. چرخه تکثیر شامل دقی 5درجه سانتیگراد به مدت  95دناتوراسیون اولیه در دمای 

درجه  72ثانیه و دمای سنتز  20درجه سانتیگراد به مدت  60ثانیه. دمای اتصال  20درجه سانتیگراد به مدت  95دناتوراسیون 

 ه سانتیگراد. درج 72دقیقه در دمای  5های تکثیر یافته، به مدت  DNAثانیه. تکمیل نهایی ساختار  20سانتیگراد به مدت 

و قسمتی از  rus مورد نظرمان یعنی ژن از پرایمرهای اختصاصی ژن Real time PCRو  PCRبرای انجام واكنش  

در این مطالعه به عنوان كنترل داخلی  rRNA  16sاستفاده گردید. ژن Acidithiobacillus ferrooxidansباكتری  rRNA  16sژن

باشد كه میزان بیان آن در شرایط می ) (Housekeeping Geneبه عنوان یك ژن خانه دار در نظر گرفته شده است، زیرا این ژن

. (Yarzabal et al., 2004)گردد ها استفاده میباشد و به عنوان یك ژن استاندارد برای مقایسه با بیان سایر ژنمختلف یکسان می

 مشخصات پرایمرهای مورد استفاده را نشان می دهد. 2جدول 

 توالی پرایمرهای مورد استفاده :2جدول 

 توالی  (′3–′5) نام ژن

rus (F) 
rus (R) 

GGCATAACCGCATAAGGAGGT 
GAACCCGACCTTGGAGATTCC 

16S rRNA (F) 
16S rRNA (R)  

CCTACGGGAGGCAGCAG 
CGGTGCTTCTTCTTGGATTCACG 

 

Real-Time PCR 

، با استفاده از پرایمر ن از صحت انجام آنو اطمینان حاصل كرد cDNA، پس از ساخت Real time PCRواكنش 

 ، ژاپن انجام پذیرفت.TaKaRaاختصاصی و كیت تجاری شركت 

 باشدمی 3میکرولیتری صورت پذیرفت. هر واكنش حاوی اجزایی به شرح جدول  10ها در حجم انجام این واكنش
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 Real-Time PCRاجزای تشکیل دهنده یک واكنش : 3جدول 

 ورد استفادهمواد م مقدار مصرفی

l 5 Master Mix 

l (10mM) 0.2 Forward primer 

l (10mM) 0.2 Reverse primer 

l (50 ng) 0.5 cDNA 

l 0.2 ROX 

l 3.9 Water (Nuclease free) 

و  (rusهای حاوی ژن مورد آزمایش )پس از مخلوط كردن مواد بالا، به منظور اطمینان از صحت انجام واكنش، نمونه

ها به صورت سه تایی ریخته شد. همچنین، برای اطمینان حاصل كردن از در پلیت) rRNA)s16 نمونه حاوی ژن كنترل داخلی 

با ( cDNAعدم آلودگی و خطاهای حاصل از آن، برای هر ژن، سه كنترل منفی در نظر گرفته شد كه میزان الگوی مورد نظر )

 های حاصل و محاسبه میزان خطای كار، این آزمایش برای هر نمونهاطمینان از جوابآب مقطر جایگزین گردید. به علاوه، برای 

ای خانه 48ها نیز با همین آرایش، در چندین پلیت سه بار انجام شد. همچنین، بررسی بیان ژنهای مورد نظر در دیگر چگالی پالپ

 استفاده شد.  Applied Biosystems (StepOne)از دستگاه   Real time PCRدیگر نیز صورت گرفت. برای انجام واكنش

 آنالیز آماری

قابل ذكر است كه در این مطالعه تمامی آزمایشات با سه بار تکرار انجام و آنالیز آماری صورت گرفت و تفاوت های بین 

ها، محاسبه گردید داده P- valueتعیین گردید. با استفاده از این نرم افزار  ANOVAو تست  SPSSداده ها با استفاده از نرم افزار 

 به عنوان تفاوت معنی دار در نظر گرفته شد. P<0.05و 

 نتایج و بحث

های مختلف از سنگ معدن اورانیوم در پنج نتایج حاصل از فرایند فروشویی میکروبی اورانیوم در حضور چگالی پالپ

ثانیه(، كنترل )باكتری فاقد جهش( و كنترل  180 و 60 ،120) UV گروه مورد آزمایش: باكتری جهش یافته با سه دوز مختلف 

 باشد:به شرح زیر می منفی )نمونه بدون باكتری(
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تاثیر چگالی پالپ بر روی باكتری های جهش یافته و وحشی در فرایند فروشویی میکروبی اورانیوم را نشان می  1شکل 

ن استخراج اورانیوم كاهش یافته و مدت زمان لازم برای دهد. نتایج این تحقیق نشان می دهد كه با افزایش چگالی پالپ، میزا

، سرعت استخراج اورانیوم بوسیله باكتری های جهش ٪50و  10، 5استخراج كامل فلز بیشتر شده است. در چگالی پالپ های 

 180افته با دوز ، كل اورانیوم، پس از دو روز توسط باكتری جهش ی٪5یافته بیشتر از باكتری وحشی بوده است. در چگالی پالپ 

ثانیه استخراج گردیده، در حالی كه در سایر باكتری ها این مدت به سه روز افزایش یافته است. به علاوه، نتایج نشان دادند كه 

تمامی باكتری های جهش یافته دارای عملکرد بهتری نسبت به باكتری وحشی بوده اند. همچنین، در  ٪10در چگالی پالپ 

ثانیه دارای بهترین عملکرد در استخراج اورانیوم بوده است. به طور كلی می  180ری جهش یافته با دوز باكت ٪50چگالی پالپ

 توان اذعان داشت كه جهش دارای تاثیری مثبت بر روی عملکرد باكتری است.

 

حشی( در )جهش یافته و نمونه و Acidithiobacillus ferrooxidans میزان استخراج اورانیوم توسط باكتری :1شکل 

 حضور غلظت های مختلف از سنگ معدن اورانیوم.

نتایج آزمایش سازگارسازی حاكی از آن است كه كاهش نرخ استخراج اورانیوم با افزایش دانسیته پالپ رخ می دهد. 

یون فریك،  ، دما، آمینواسیدها، فلزات سنگین، pHعوامل متعددی بر فرآیند فروشویی فلزات تاثیر می گذارند. این موارد شامل 

چگالی پالپ، مواد معدنی و تركیبات آلی، نوع سنگ، نور و اشعه های مختلف، محیط كشت، سویه باكتری، دی اكسید كربن، 

، pH. برخی از آن ها نظیر هومئوستازی، (Chen and Lin, 2001))پتانسیل اكسیداسیون و احیا( می باشند   ORPاكسیژن،

ق به محیط و شرایط اكولوژیکی فرآیند هستند. برخی دیگر نظیر غشای سلولی، پتانسیل تركیبات معدنی و منبع انرژی، متعل

ذخیره آن و فعالیت باكتری مربوط به خود میکروارگانیسم بوده و مواردی نظیر چگالی پالپ و اندازه ذرات، متعلق به فلز درگیر 

بهینه خود، باعث مهار یا بهبود فروشویی میکروبی می  در فرآیند می باشند. برخی از این عوامل با توجه به  محدوده عملکرد
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عناصر سنگین به شدت اثر مهاری روی رشد میکروارگانیسم ها دارند و می توانند برای میکروارگانیسم (. Brandl, 2008شوند )

تابولیت های سلول را ( می باشندكه مAg( و نقره )Hg(، جیوه )U(، اورانیوم )Thتوریوم ) ها مرگ آور باشند. این فلزات شامل

به فلزات سنگین در هر گونه، به سویه بستگی  میزان مقاومت (.Brandl, 2008) مهار می كنند و اثر سمی برای باكتریها دارند

كند كه با اعمال فشار انتخابی ای باشد. تجربه پیشنهاد میی تغییر سویهدارد. احتمالاً سازگارشدن با سطوح بالای فلز، دلیل عمده

ها برای رشد در حضور یون فلزی، میزان مقاومت آنها به میزان قابل توجهی نسبت به اغلب فلزات ر جمعیت میکروارگانیسمب

های فلزی افزایش مقاومت به یون یابد؛ هر چند كه ممکن است این فرآیند در برخی موارد زمان زیادی طول بکشد.افزایش می

های جدید از دیگر یا اكتساب ژن های موجود در سلولایجاد جهش ژنتیکی در ژنشود: تواند از دو منبع اصلی ناشی می

دلیل این امر كه تماس  (Horizontal gene pool)های مقاوم به فلز از طریق فرآیندی موسوم به اشتراک ژنی افقیارگانیسم

رات داخلی سلول دانست كه به صورت جامع توان در نتیجه تغییشود را میها با فلزات موجب افزایش مقاومت آنها میمیکروب

در چگالی پالپ های كمتر میزان استخراج اورانیوم نرخ بالایی  یکی از دلایل دیگر كه .Sand et al.,1995)) آزموده نشده است

 2Oان میز با افزایش چگالی پالپ یکی از اساسی ترین مواد مغذی برای رشد باكتری ها محسوب می شود و 2O دارد این است كه

در نتیجه افزایش چگالی پالپ را می توان با تعداد باكتری ها، كاهش میزان استخراج یون های فلزی در محلول،  كاهش می یابد.

و تخریب سلول های باكتری ها با ذرات كانسنگ مرتبط دانست. در چگالی پالپ  2COو  2Oمحدودیت دسترسی باكتری ها به 

یژن بین تولید و مصرف آن متعادل است در حالی كه برای چگالی پالپ های بالا نرخ اكسیژن های كمتر میزان انتقال جرمی اكس

 ,.Boon et al., 1998; Moon-Sung et al).مورد نیاز با میزان اكسیژن تولید شده طی انتقال آن بین گاز و مایع كمتر می باشد )

2005 

الپ های پایین تر فرایند فروشویی میکروبی اورانیوم بهتر و همانگونه كه از نتایج قابل مشاهده می باشد، در چگالی پ

سریعتر بوده است. به بیانی دیگر، كاهش قابلیت فرایند فروشویی میکروبی اورانیوم می تواند به دلیل افزایش مالش بین ذرات 

فی دیگر، سمیت در . از طر(Chong et al., 2002)سنگ باشد كه باعث كم شدن چسبندگی بین ذرات و باكتری خواهد شد 

دوزهای بالای فلزات و یا سختی شرایط زیستی كه رشد و فعالیت باكتری ها را درگیر می كند، اغلب از دلایل اصلی كاهش بهره 

محیط می شود  pHوری فرایند فروشویی میکروبی در چگالی پالپ های بالا است. به علاوه، افزایش چگالی پالپ، باعث افزایش 

همچنین، . (Chen et al., 2016)ش فعالیت باكتری های دخیل در فرایند فروشویی میکروبی اورانیوم خواهد شد كه خود باعث كاه

دهد كه در بالاترین چگالی پالپ استخراج اورانیوم به طور كامل صورت نگرفته و بیشترین میزان استخراج اورانیوم نتایج نشان می

وه، نتایج این آزمایشات حاكی از آن است كه كاهش نرخ استخراج اورانیوم با مربوط به باكتری جهش یافته می باشد. به علا

تواند منجر به یك جهش افزایش چگالی پالپ رخ می دهد. تحقیقات یینگبو و همکارانش نشان داده است كه پرتو فرابنفش می
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یت فروشویی میکروبی آن را افزایش دهد شده و فعالیت زیستی و قابل Acidithiobacillus ferrooxidansLD-1مشهود در باكتری 

 (.Yingbo et al., 2011كه تاییدی بر نتایج به دست آمده از پژوهش حاضر می باشد )

كانسنگ اورانیوم سازگار شوند كه نتیجه قابل توجهی در فرایند فروشویی میکروبی  ٪50در مطالعه حاضر، باكتری ها توانستند تا 

اظهار داشتند سمیت اورانیوم باعث ضعیف شدن پیوند و اتصال بین  (Tuovnen and Kelly)لیاورانیوم می باشد. تووینن و ك

و اكسیداسیون یون فرو می گردد. به علاوه، بیان كردند كه غلظت های  CO2شود كه در نتیجه باعث كاهش سطوح و سلولها می

 .(Rossi, 1990انس سمی است )برای اسیدیتیوباسیلوس فرواكسید  mol/dm33-10-4-105 اورانیوم بالای 

های متفاوت پودر سنگ معدن اورانیوم و بررسی نتایج حاصل از پتانسیل اكسیداسیون و احیا در حضور غلظت

 باكتری جهش یافته و وحشی 

نشان دهنده نتایج حاصل از پتانسیل اكسیداسیون احیا در باكتری های جهش یافته و وحشی در چگالی  6تا  2اشکال 

در تمامی نمونه ها با گذشت زمان میزان  ی مختلف از سنگ معدن اورانیوم می باشد. همانگونه كه مشاهده می شود،پالپ ها

این نتایج نشان دهنده روند فعالیت باكتری و . (P<0.05)پتانسیل اكسیداسیون و احیا به صورت معنی داری افزایش یافته است 

، سرعت فعالیت اكسیداسیونی باكتری در چگالی پالپ های پایین تر سریعتر از چگالی فرایند فروشویی میکروبی می باشد. به علاوه

پالپ های بالاتر است. از این رو، با افزایش چگالی پالپ، زمان بیشتری برای اكسیداسیون طبق الگوی به دست آمده از نتایج لازم 

میلی  590میلی ولت به  369نسیل اكسیداسیون و احیا از ، پس از سه روز، پتا٪5در حضور چگالی پالپ  180می باشد. در نمونه 

میلی  567در حالی كه، پتانسیل اكسیداسیون و احیا باكتری وحشی در همین زمان فقط به  .(P<0.05)ولت افزایش یافته است 

در نمونه كنترل منفی ولت رسیده است. لازم به ذكر می باشد كه در تمامی نمونه ها كمترین میزان پتانسیل اكسیداسیون و احیا 

 فاقد باكتری مشاهده شده است.

 باكتری فرو توسط یون اكسیداسیون از شده تشکیل فریك یون فروشویی میکروبی، در اورانیوم استخراج عامل مهمترین

 تعیین نقش كه به معنی انجام فرایند اكسیداسیون آهن می باشد دارای اورانیوم استخراج در Ehافزایش  بنابراین، باشد. می

كنترل منفی  نمونه در باشدمی مشاهده قابل ،Ehبه تغییرات  مربوط نمودارهای در كه همانطور (Akcil, 2004).باشد  می ایكننده

 هوا توسط فرو اكسیداسیون یون دلیل به Ehاندک  افزایش و باشد می كمتر Ehتغییرات  محیط، در باكتری وجود عدم دلیل به

  (Akcil, 2004).باشد  می

 Azizur) آهن فریك و اسید سولفوریك به منظور استحصال اورانیوم در طی فرآیند فروشویی زیستی ضروری هستند

Rahman, 2016)باشد و اگر در شرایط اسیدی به سنگ ظرفیتی می 4ی مؤثر اورانیوم كننده. آهن فریك یك عامل اكسید

كند. غلظت آهن فریك در طی اكسیداسیون اورانیوم ظرفیتی تبدیل می 6شود، اورانیوم را به صورت محلول یا های اضافه معدن
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 Acidithiobacillus ferrooxidansدوست، مانند باكتری های اكسیدكننده آهن و اسیدتواند توسط باكترییابد، اما میكاهش می

باشد، كه گیرد. لازم به ذكر مییدوباره تولید شود اما به سبب تشکیل رسوب ژاروسیت این بازیابی با سرعت كندی صورت م

. در فروشویی  (Keith-Roach & Livens, 2002)باشندهایی كه دارای اورانیوم هستند دارای پیریت نیز میبسیاری از سنگ معدن

اكسید  ها پیریت و آهن فرو راكنند، بلکه این میکروارگانیسمها مستقیماً به سنگ معدن اورانیوم حمله نمیاورانیوم، باكتری

كه به صورت تركیب با مواد  (IV)شوند. سپس، آهن فریك براحتی به اورانیوم ( می1كنند و باعث تولید آهن فریك )واكنش می

 كندكه محلول در اسید سولفوریك رقیق است تبدیل می (VI)( و آنرا به اورانیوم 2كند )واكنش معدنی وجود دارد حمله می

((Sapsford et al., 2012. 

4FeSO4 + O2 + 2H2SO4              2Fe2(SO4)3 + 2H2O                                           (1)  

UO2 +Fe2(SO4)3 +2H2SO4               UO2(SO4) 3 + 2FeSO4 +4H+                                 (2) 

نیوم است و یا در طی فروشویی زیستی اضافه آهن فریك از اكسیداسیون پیریت كه اغلب همراه با سنگ معدن اورا

های تواند سرعت واكنشبا حضور میزان زیادتری از آهن فرو می Acidithiobacillus ferrooxidansشود.. گردد، تولید میمی

 در فرایند می شود. Ehكه موجب افزایش میزان  (Abhilash et al., 2010)اكسیداسیون خود را افزایش دهد 

در محیط افزایش  Ehی می توان نتیجه گرفت كه با انجام مرحله اكسیداسیون آهن فرو به آهن فریك میزان به طور كل

پیدا می كند. در نتیجه افزایش این پارامتر در نتایج حاصل از این تحقیق نشان دهنده افزایش فعالیت اكسیداسیونی باكتری می 

 باشد.

 
 ٪5ا باكتری جهش یافته و وحشی در چگالی پالپ تغییرات پتانسیل اكسیداسیون و احی :2شکل 
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 ٪10تغییرات پتانسیل اكسیداسیون و احیا باكتری جهش یافته و وحشی در چگالی پالپ  :3شکل 

 

 ٪15تغییرات پتانسیل اكسیداسیون و احیا باكتری جهش یافته و وحشی در چگالی پالپ  :4شکل  

 

 ٪25باكتری جهش یافته و وحشی در چگالی پالپ  تغییرات پتانسیل اكسیداسیون و احیا :5شکل 
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 ٪50تغییرات پتانسیل اكسیداسیون و احیا باكتری جهش یافته و وحشی در چگالی پالپ  :6شکل 

ساعت كشت  24در مطالعه ای مشخص شده است كه سرعت اكسیداسیون آهن فرو در باكتری جهش یافته، پس از 

روز مشخص  30ر از زمان متعلق به باكتری اصلی، تحت شرایط فروشویی مشابه(. پس از ساعت كمت 18برسد ) %100تواند به می

افزایش داشته است. این در صورتی است كه  %17شد كه استخراج مس توسط باكتری جهش یافته در مقایسه با باكتری اصلی، 

نتایج آزمایشات آنها نشان داد كه اثرات  باشد.می %70میزان استخراج توسط باكتری اصلی در مقایسه با فروشویی شیمیایی، 

باشد های اصلی و بسیار بهتر از فروشویی شیمیایی نیز میتابی فرابنفش، بهتر از پرتوتابی باكتریباكتری جهش یافته پس از پرتو

 (.Yingbo et al., 2011كه تاییدی بر نتایج به دست آمده در مطالعه حاضر می باشد )

 اكتری جهش یافته و وحشی در حضور چگالی پالپ های مختلفدر ب pHبررسی تغییرات 

در باكتری های جهش یافته و وحشی در حضور چگالی پالپ های مختلف از  pHنشان دهنده تغییرات  11تا  7اشکال 

شی داشته و در روزهای ابتدایی روند افزای  pHسنگ معدن اورانیوم می باشد. در همه نمونه ها به جز نمونه كنترل منفی، میزان 

كه عمدتاً به دلیل فعالیت اكسیداسیونی آهن و سولفور توسط  (P<0.05)بعد از آن روند به صورت كاهشی مشاهده شده است 

به دلیل واكنش های شیمیایی مصرف كننده اسید می باشد  pHباكتری می باشد. لازم به توضیح می باشد كه افزایش اولیه 

(Sandstorm & Petersson,1997) .  میزان قابل مشاهده می باشد 11همانطور كه در شکل ،pH  در روزهای ابتدایی روند افزایشی

در روز دهم با توجه به  180در نمونه  ٪50آن در چگالی پالپ كمترین میزان كه  (P<0.05)و سپس روند كاهشی داشته است 

 است.  فعالیت بیشتر باكتری، در نتیجه تولید اسیدسولفوریك بیشتر مشاهده شده
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 ٪5در حضور باكتری جهش یافته و وحشی در چگالی پالپ  pHتغییرات : 7شکل 

 

  ٪10در حضور باكتری جهش یافته و وحشی در چگالی پالپ  pHتغییرات  :8شکل 

 

 ٪15در حضور باكتری جهش یافته و وحشی در چگالی پالپ  pHتغییرات  :9شکل 
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 ٪25هش یافته و وحشی در چگالی پالپ در حضور باكتری ج pHتغییرات  :10شکل 

 

 ٪50در حضور باكتری جهش یافته و وحشی در چگالی پالپ  pHتغییرات  :11شکل 

در طی فرآیند فروشویی زیستی، آهن فریك و اسید سولفوریك به منظور استحصال اورانیوم ضروری هستند. آهن فریك 

های اورانیومی كه تحت شرایط اسیدی هستند اضافه به سنگ معدنباشد و زمانیکه می U(IVی مؤثر)كنندهیك عامل اكسید

 كند.تبدیل می U(VIشود، اورانیوم را به صورت محلول یا )

های هیدرولیزی كه منجر به تولید یابد و این آهن در واكنشبا پیشرفت زمان، میزان آهن فریك در محیط افزایش می

+H توانند باعث كاهش كند كه این واكنش ها میشود شركت میمیpH  محیط در مراحل بعدی فرآیند شوند., et alDong (

كه این رسوبات، حاصل ( 4(، تشکیل رسوب ژاروسیت )واكنش 3. این واكنش ها عبارتند از: هیدرولیز آهن فریك )واكنش (2010

كه  (EPSلی ساكارید خارجی )های مربوط به  مربوط به اگزوپباشد و واكنشاز اكسید شدن سولفید آهن در سنگ معدن می

 .شونددر محیط می H+باشند كه باعث آزاد شدن می –COOHو  –OHحاوی 

 ) ++ H3Fe (OH)→O 2+ H +3Fe  ( 3 

)+H8+  6(OH)2)4(SO3O         XFe2H6+  -4HSO2+  ++ X +3Fe3 ( 4  

+O3and H +
4, NH+, Na+X= K
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)+  H3+ 3Fe (EPS)→H − EPS 3+  +3Fe ( 5 

تواند بر روی رشد باكتری و اكسیداسیون آهن باشد و همچنین مییکی از فاكتورهای مهم می pHت باكتری در كش

نشان داده شده است، در حضور  pHهمانطور كه در بخش نتایج، تغییرات  (Meruane & Vargas, 2003).گذار باشد فرو تاثیر

ر روزهای ابتدایی روند افزایشی داشته و با گذشت زمان، این روند محیط د pHهای مختلف از سنگ معدن اورانیوم،  چگالی پالپ

در مطالعات پیشین نشان داده شده است كه در مراحل اولیه فروشویی  .)11تا  7نمودارهای ( شودبه صورت كاهشی مشاهده می

 H+ن واكنش، مصرف كننده باشد كه ایباشد، اكسیداسیون آهن فرو میمیکروبی مهمترین واكنشی كه باكتری در آن دخیل می

در حضور باكتری  pHشود. یا به بیان دیگر، افزایش محیط در مراحل اولیه می pHباشد و همین امر باعث افزایش می

Acidithiobacillus ferrooxidans  را می توان درگیر با واكنش هایی دانست كه مصرف كننده اسید هستند. با پیشرفت زمان

 H+دهد، باعث تشکیل شدن نشان می 5و  4 ،3های شود و همانطور كه واكنشاكسیده می 3Fe+به  2eF+فروشویی باكتریایی، 

 ;Meruane & Vargas, 2003)شود محیط می pHشود، بنابراین، در مراحل بعدی فروشویی میکروبی باعث كاهش تدریجی می

Dong et al., 2010). 

باشد و همچنین انحلال پذیری می pHخصوص ژاروسیت، تحت تاثیر تولید رسوب آهن به انحلال پذیری آهن فریك و 

. (Grishin et al., 1989) شودشود و مانع از بازیابی و تولید مجدد یون فریك میآهن فریك توسط رسوب ژاروسیت كنترل می

 تولید نتیجه، این امر از در سآورد پممانعت به عمل می فرو آهن مجدد اكسیداسیون امکان از رسوب همانطور كه اشاره شد، تولید

 خارجی نشیند. لایهمی سلولی غشای خارجی لایه روی بر حاصل نماید و همچنین رسوبجلوگیری می سلول داخل در انرژی

 آنجا در آهن اكسیداسیون فرآیند آغازگر كلیدی هایآنزیم كه هستند هاییمکان ها،این رسوب توسط شده اشغال سلولی غشای

  (Gomez et al., 1998). گردند ها مینمایند و وجود این رسوبات باعث كاهش و یا عدم كارایی این آنزیم می و عمل دارند وجود

وحشی و جهش یافته در حضور چگالی پالپ های مختلف  Acidithiobacillus ferrooxidans باكتری rus بررسی بیان ژن

 از سنگ معدن اورانیوم

در حضور غلظت های مختلف از سنگ  جهش یافته و وحشی Acidithiobacillus ferrooxidans باكتری rus بیان ژن

 باشد.معدن اورانیوم، بر طبق پروتکل ذكر شده در بخش مواد و روش ها مورد بررسی قرار گرفت و نتایج به شرح زیر می

ذوب توسط دستگاه  ، جهت اطمینان از عدم تکثیر غیر اختصاصی، منحنیReal-Time PCRپس از انجام هر واكنش 

اختصاصی همان ژن  "اختصاصی مربوط به هر ژن، نشان دهنده تکثیر كاملا Tmرسم و ثبت می شود. منحنی دارای تك قله در 

 ها پس از انجام هر واكنش از نظر منحنی ذوب مورد بررسی قرار گرفتند. باشد كه در تمامی نمونهباشد. همچنین، قابل ذكر میمی

 rus ژنمربوط به تغییرات بیان  12شد. نمودار  استفاده CT  از روش rus ه میزان تغییرات بیان ژنبه منظور محاسب

همانگونه باشد. ساغند یزد می 2های مختلف از سنگ معدن اورانیوم آنومالی چگالی پالپ باكتری جهش یافته و وحشی در حضور
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 های جهش یافته تغییر پیدا كرده است میزان چگالی پالپ در باكتری كه از نتایج مشخص می باشد، بیان ژن مورد نظر با افزایش

(P<0.05).  كانسنگ اورانیوم كاهش چشمگیری در بیان ژن  ٪5در حضورrus  .باكتری های جهش یافته قابل مشاهده می باشد

كه این افزایش در غلظت كانسنگ، بیان این ژن در باكتری های جهش یافته افزایش داشته  ٪10در صورتی كه در حضور غلظت 

 مشاهده نشده است. ٪15در غلظت  180های بالاتر كانسنگ بجز نمونه 

ها، در بسیاری از موارد، تحت تاثیر محیط اند كه بیان ژنهای كدكننده حاملین الکترونبسیاری از مطالعات نشان داده

محیطی انعطاف پذیر باشد. در میان این حاملین الکترونها، باشند تا باكتری بتواند در مقابل تغییر شرایط رشد میکروارگانیسم می

كنند ها و یوباكترها در انتقال الکترون ایفای نقش میدر طیف وسیعی از موجودات مانند یوكاریوتها، آركی cهای سیتوكروم

(Meyer, 1996) . های مبه طور غیر معمولی دارای غلظت بالایی از سیتوكرواسیدیتیوباسیلوس فرواكسیدانسc باشد به طوری می

 cهای نوع های ساخته شده در سلولهای رشد یافته در محیط حاوی آهن فرو، سیتوكرومدرصد از كل پروتئین 10كه حدود 

 . (Vernon et al., 1960)باشند می

 

لظت های مختلف جهش یافته و وحشی در حضور غ Acidithiobacillus ferrooxidans باكتری rusنمودار بیان ژن  :12شکل 

 سنگ معدن اورانیوم.

كه باكتری با درصد  فروشویی میکروبینتایج بدست آمده از این پژوهش نشان دهنده این مطلب است كه در ابتدای 

سنگ كمتری مواجه است، سعی در تطبیق خود با محیط دارد و بیان این ژن كه برای اكسیداسیون آهن مورد نیاز است افزایش 

شود. اما با افزایش بیشتر سنگ اورانیوم، بیان ژن با بالا رفتن میزان چگالی پالپ افزایش بیشتری مشاهده میپیدا می كند و 

باشد، دارای روند دخیل در اكسیداسیون آهن در اثر مواجهه شدن با عوامل تنشی كه از حد آستانه تحمل باكتری بیشتر می

 واضح در نتایج استخراج اورانیوم قابل مشاهده است. كاهشی می باشد كه این تغییرات كاهشی نیز به طور 
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، این احتمال وجود دارد كه باكتری تا حد آستانه خاصی قادر به تحمل شرایط سمی rus با توجه به تغییر بیان ژن

یارزابال و شود. باشد و میزان بالاتر از این آستانه باعث كاهش چشمگیر بیان ژنهای دخیل در اكسیداسیون آهن میاورانیوم می

، حاوی كلاسترهای ژنی اصلی دخیل در انتقال الکترون از آهن به اكسیژن rusاند كه اپرون ای گزارش كردههمکاران، در مطالعه

یك اپرون با عملکرد ناشناخته و یك  ،c  cyc1) ،(cyc2 دارای دو سیتوكروم نوع rus. اپرون (Yarzabal et al., 2004)است 

بر اساس نتایج این مطالعه، .  (Appia-Ayme et al., 1999)و راستی سیانین است aa3-type (coxBACD)سیتوكروم اكسیداز 

است. به علاوه، سطح ترجمه این اپرون بعد از اینکه آهن  Fe(II)ت مثبتی تحت تاثیر به صور  rus پیشنهاد شد كه بیان اپرون

های توان اینگونه استنباط كرد كه بیان ژن. می (Yarzabal et al., 2004)یابد موجود در محیط كاملا اكسیده شد كاهش می

 كنند. شرایط تنش تغییر پیدا می موجود در این اپرون به دلیل نقش كلیدی كه در اكسیداسیون آهن دارند، در

 Babij)شود از طرفی دیگر، تکنیك سازگارسازی یکی از روشهایی است كه برای افزایش عملکرد باكتریایی استفاده می

& Madgwick, 1993)  .توان به زنده ها سمی هستند ولی با روش سازگارسازی مییونهای فلزی برای میکروارگانیسم بیشتر

های اسیددوست توانایی رشد در حضور انواع  و میکروارگانیسم زا كمك كرد. گونه تیوباسیلوسحمل این شرایط استرسماندن و ت

كند، در نتیجه باعث افزایش در رشد و عملکرد می (lag period ) های فلزی دارند. سازگارسازی كمك به كاهش دوره تاخیریون

. بنابراین، می توان نتیجه گرفت كه یکی از دلایل كاهش میزان استخراج (Attia et al., 1993)شود كلی سینتیك لیچینگ می

 می باشد. rus اورانیوم با افزایش چگالی پالپ، كاهش در بیان ژن 

 نتیجه گیری

عامل تاثیر گذاری بر  rus از بررسی نتایج حاصل از این مطالعه می توان اینگونه استنباط كرد كه تغییرات بیان ژن

باشد كه به منظور كسب البته این نکته حایز اهمیت می باكتری در استخراج اورانیوم با افزایش چگالی پالپ، می باشد. فعالیت

تر در رابطه با عمکرد باكتری جهش یافته و بیان ژنهای كد كننده حاملین الکترون، بررسی سایر حاملین الکترون اطلاعات جامع

 نیز لازم است.
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1Abstract 

Acidithiobacillus ferrooxidans is the main bacteria involved in the uranium bioleaching in which the 

ferric ion acts as an electron acceptor and converts insoluble U+4 to soluble U+6. The oxidation process 

involved the electron transport chain which would occur through several periplasmic carriers. In this research, 

the bacterium involved in uranium bioleaching process was mutated using UV radiation at doses of 60, 120 

and 180 seconds. Mutant and wild bacteria were placed in the presence of various concentrations of uranium 

ore (5, 10, 15, 25 and 50 %) and their bioleaching yields were examined. Then, uranium extraction, variation 

of pH and Eh were measured in the 24 hour intervals. Finally, rus gene expressions of mutant and wild 

Acidithiobacillus ferrooxidans in the presence of various uranium ore were analyzed using Real time PCR 

method. The results showed that, the changes of Eh, pH and uranium extractions at bioleaching process by 

mutant and wild bacteria have been delayed in the presence of high pulp density in compare with lower one. 

The results of rus gene expressions in mutant and wild bacteria in the presence of ore different concentrations 

showed that mutations and ore concentration has been effective on the expression of this gene. It should be 

noted that, in the present project, the native bacteria were adapted to 50% uranium ore that is very significant 

at uranium bioleaching process. 

gene, Real time PCR rus, Acidithiobacillus ferrooxidanshing, Uranium bioleacKeywords:  
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