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بيان ژن  از طريق آناليز در فرآيند بيوليچينگاورانيوم  كانسنگمختلف  ر غلظت هايياثت
  FJ2  گونه اسيديتيوباسيلوسباكتري  A1سيتوكروم 

  3سبا ميري و *2فائزه فاطمي ،1سمانه جهاني

  گروه ميكروبيولوژيدانشكده علوم، قم، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد قم،  1
  پژوهشكده مواد و سوخت هسته ايهسته اي،  فنون و علوم پژوهشگاهتمي، ا انرژي تهران، سازمان 2

  گروه بيوتكنولوژيدانشكده زيست شناسي، ، )س(تهران، دانشگاه الزهرا  3

  30/8/96: تاريخ پذيرش  18/10/95: تاريخ دريافت

  چكيده

با كمك زنجيره انتقال الكترون انجام  يدانس،اسيديتيوباسيلوس فرواكساورانيوم توسط باكتري  كانسنگفرايند اكسيداسيون و احياء 
در اين پروژه، . مي باشد cycA1 ژنكه يكي از مهم ترين اجزاء اين زنجيره كه در فرايند اكسيداسيون آهن دخيل است، مي گيرد 

گالي هاي در حضور چاسيديتيوباسيلوس فرواكسيدانس در باكتري  cycA1جهت افزايش راندمان بيوليچينگ اورانيوم، بيان ژن 
 كانسنگبدين منظور، باكتري مورد نظر در حضور چگالي پالپ هاي مختلف از  .اورانيوم، بررسي شده است كانسنگمختلف از 

و آهن  pH  ،Ehساعته ميزان استخراج اورانيوم، تغييرات  24در توالي هاي سپس . ، كشت داده شد%)25و  10، 5، 5/2(اورانيوم 
-Realباكتري با استفاده از روش  cycA1رسيد، بيان ژن % 100زماني كه بازده استخراج اورانيوم به  .فريك آنها اندازه گيري شد

time PCR سرعت استخراج  ،، با افزايش ميزان چگالي پالپنتايج حاصل از آزمايشات نشان داد. مورد بررسي قرار گرفت
اورانيوم به نسبت نمونه  كانسنگدرحضور  cycA1، بيان ژن نهمچني. ندمي كاورانيوم و فعاليت اكسيداسيوني باكتري كاهش پيدا 

نتايج . دوشمي مشاهده روند كاهشي  ،به دليل سميت اورانيوم ،و با افزايش بيشتر چگالي پالپ فتهافزايش يا كانسنگعاري از 
 اسيديتيوباسيلوساكتري و استخراج اورانيوم در فرآيند بيوليچينگ توسط ب Eh ،pHدهد تغييرات حاصل از آزمايشات نشان مي

نتايج حاصل از  .تر به تأخير افتاده استهاي كشت يافته با چگالي پالپ پائيننسبت به باكتري كانسنگبا چگالي پالپ بالاي 
موثر بوده  مذكور ژنبر روي بيان  كانسنگنشان داد كه غلظت  كانسنگباكتري در غلظت هاي مختلف  cycA1بررسي بيان ژن 

   .است

  اكسيداسيون آهن، بيوليچينگ اورانيوم، A1سيتوكروم  اسيديتيوباسيلوس فرواكسيدانس،باكتري : كليدي يواژه ها

  ffatemi@aeoi.org.ir :، پست الكترونيكي 02188216690: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
كند كه درآن انحلال بيوليچينگ، فرآيندي را توصيف مي

هاي يكروارگانيسم، توسط مفلزات از منبع معدني آنها
-در اين فرآيند، باكتري .)7( گيردطبيعي معيني، صورت مي

هاي اكسيداسيون، باعث كننده فلزات با واكنشهاي اكسيد
به علاوه،  .شوندكم عيار مي كانسنگبازيابي فلزات از 

امكان بازيابي فلزات، حتي فلزاتي كه به ميزان كمي در 

معمول باطله در نظر معدن وجود دارند و به طور  كانسنگ
اين فرايند بسيار مهم . كندرا فراهم مي ،شوندگرفته مي

شود است و تا حد زيادي به ارزش فلزي كه بازيابي مي
هاي معدني كانسنگاستخراج اورانيوم از  ).31( بستگي دارد

اي، از نظر توليد انرژي كم عيار و پسماندهاي هسته
انيوم چهارظرفيتي اكسيد اور. استاي حايز اهميت هسته
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(UO2)  باشد كه وجود دارد، نامحلول مي كانسنگكه در
توان به وسيله اكسيداسيون شيميايي با يون اين ماده را مي

ظرفيتي كه محلول است،  6فريك بصورت اورانيوم 
ها هزينه زيادي را البته، دستيابي به اين اكسيدكننده. درآورد

از باكتري توان با استفاده در بر دارد كه مي
با هزينه كمتري،  اسيديتيوباسيلوس فرواكسيدانس

 ).23(اي مانند آهن فريك را توليد كرد اكسيدكننده

تيوباسيلوس با نام سابق ( فرواكسيدانس اسيديتيوباسيلوس
و  Kolmerتوسط  1947اولين بار در سال ) فرواكسيدانس

Hinkel  جدا شد و  كانسنگاز آب اسيدي يك معدن ذغال
كه  استن ميكروارگانيسم اكسيدكننده سولفيد فلزي اولي

مربوط به  شرح داده شده و بيشترين مطالعاتخصوصياتش 
 است شيميوليتواتوتروفيك اين باكتري،  .)12(باشد آن مي

 آهن شامل معدني مواد اكسيداسيون از حاصل انرژي از كه
يكي از ، بعلاوه ).36(كند مي استفاده رشد براي وگوگرد
هايي است كه انرژي خود را از ميكروارگانيسم معدود

هاي اسيدي به دست طريق اكسيداسيون آهن فرو در محيط
كند تا پايين محيط طبيعي استفاده مي pHآورد و از مي

را ايجاد  NADHجريان معكوس الكترون، از آهن فرو به 
وجود يك جريان معكوس الكترون از سيتوكروم  .)37(كند 

cوكروم ، از طريق سيتbc1  به كوئينون وNAD(P)H 
اسيديتيوباسيلوس دهيدروژناز به صورت واضح در باكتري 

 .ه استشناسايي شد ATCC19859فرواكسيدانس 
مربوط  bc1كننده كمپلكس هاي اپرون كدهمچنين، ويژگي

باكتري  ATCC33020و  ATCC19859هاي  به سويه
اء الق .مشخص شده است اسيديتيوباسيلوس فرواكسيدانس

اين ژن در باكتريهاي اكسيدكننده آهن نسبت به باكتري 
اين اپرون . )8، 30( هاي اكسيدكننده گوگرد، بيشتر است
، )bc1 )PetA1B1C1علاوه بر سه زيرواحد از كمپلكس 

و يك آنزيم ريبيتول گلوگز ) c )CycA1يك سيتوكروم 
نمايد كه عملكرد آخرين  را كد مي) SdrA1(دهيدروژناز 

شده توسط كد c4سيتوكروم  و )22(ناشناخته است پروتئين 
در مسير معكوس  .)18( تنيز شناسايي شده اس cycA1ژن 

ها را از يك  الكترون bc1انتقال الكترون، كمپلكس 
دريافت نموده و آنها را به كوئينون پول منتقل  cسيتوكروم 

پيشنهاد  c4نوع اين سيتوكروم، سيتوكروم  ).19( نمايند مي
از  .)30 و 8(شود  كد مي cycA1كه توسط ژن  شده است
در بيوليچينگ مهمترين واكنشي كه باكتري در آن آنجائيكه 
و ) 13، 24( باشدباشد، اكسيداسيون آهن فرو ميدخيل مي

ثير أتبه علاوه، چگالي پالپ در فرايند فروشويي زيستي 
ي ژنها، بررسي )39(ها دارد بسيار زيادي در فعاليت باكتري

حائز و تاثير چگالي پالپ بر آنها ل در اين مسير دخي
در واكنش اكسيداسيون آهن فرو، . باشداهميت فراواني مي

،  به عنوان اولين آنزيم در مسير توليد cycA1بيان ژن 
NADH بنابراين، يكي از . در زنجيره انتقال الكترون است

كانسنگ هاي پالپاين پروژه، چگالي  اهداف اصلي در
قابل ذكر است  .مختلف بر روي بيان اين ژن است اورانيوم

كه تاكنون بيان اين ژن در چگالي پالپ هاي مختلف 
  .اورانيوم مورد بررسي قرار نگرفته است كانسنگ

  مواد و روشها
 استفاده شده نسنگكا: در تحقيق مورد استفاده كانسنگ

با اندازه  )ساغند 2آنومالي (از معدن ساغند  در اين تحقيق،
106µm كانسار اورانيوم ساغند در ). 16( انتخاب گرديد

كيلومتري  185شمال شرقي استان يزد و در فاصله 
 '30"شهرستان يزد و در منطقه اي به طول جغرافيائي

در كوير مركزي ايران قرار  32˚30 '30"و عرض 55˚25
تركيبات شيميايي نمونه،  اطلاع ازبه منظور  .گرفته است

   .ارسال گرديد XRFآناليز خرد شده براي  كانسنگ

با  اسيديتيوباسيلوس فرواكسيدانسسازگار كردن باكتري 
 بومي باكتري: اورانيوم كانسنگغلظت هاي متفاوت پودر 

، در )FJ2 )42 يپ. اس اسيديتيوباسيلوس فرواكسيدانس
تركيبات تشكيل  .، تلقيح گرديدK9محيط كشت اختصاصي 

 .اده شده استنشان د 1دهنده اين محيط كشت در جدول 
 10نرمال، سود  10 سپس، با استفاده از اسيد سولفوريك

محيط كشت   Metrohm827،pH)(متر pH نرمال و دستگاه 
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در مرحله بعدي، به ميزان  .)10، 41( دشتنظيم  2به روي 
ميلي  250ميلي ليتر از محيط كشت در داخل ارلن  90

اسيلوس اسيديتيوبميلي ليتر از باكتري  10ليتري ريخته و 
و در ) مايه تلقيح% 10(به آن افزوده گرديد  فرواكسيدانس
نرمال  10محلول بوسيله اسيدسولفوريك  pHنهايت مجدداً

سپس، ارلن حاوي باكتري و محيط كشت، در . تنظيم شد
درجه سانتيگراد و در انكوباتور شيكر دار با دور  30دماي 
غلظت در اين تحقيق، از  .)35(انكوبه شد  rpm180همزن 

%) 25و % 10، %5، %5/2(اورانيوم  كانسنگهاي متفاوت 
پس از آماده سازي  .گرديدبراي سازگاري باكتري استفاده 

، تلقيح )ميلي ليتر محيط كشت مايع k9 )100 محيط كشت
و محيط  صورت گرفت% 10با باكتري مورد نظر به ميزان 

 تريپتيك سوي براث و g/L 1.0پپتون،  g/L 0.5كشت با 
. )1جدول ()15، 28( عصاره مخمر غني گشت 0.01%

اورانيوم افزوده و  كانسنگ% 5/2سپس، به اين سوسپانسيون 
و دور همزن  C°35در نهايت نمونه در انكوباتور با دماي 

rpm150 زمانيكه استخراج اورانيوم در . )14( انكوبه شد
به صورت كامل انجام شد، اورانيوم  كانسنگ% 5/2 حضور

آوري شده و به ترتيب در غلظت هاي بالاتر باكتري جمع 
، به عنوان مايه )كه در بالا ذكر شد(پودر كانسنگ اورانيوم 

تلقيح مورد استفاده قرار گرفت و آزمايشات بيوليچينگ 
لازم به توضيح مي باشد كه غلظت باكتري  .تكرار گرديدند

، ثابت در نظر كانسنگاستفاده شده در تمامي غلظت هاي 
 .)108×1( است هگرفته شد

تغييرات ساعته،  24در توالي هاي : و آناليز نمونه گيري
pH  وEh  اندازه گيري وpH  ميزان . تنظيم گشت 2بر روي

آهن فرو با اندازه گيري آهن فريك و آهن كل به روش 
همچنين،  .)20( شداندازه گيري و محاسبه كالرومتريك 

% 100به  تعيين زماني كه ميزان استخراج اورانيوم براي
-از ليچ cc5ساعته ميزان  24هاي رسيده است، در توالي

 سپس،. ميكرون، فيلتر شد 2/0ليكور برداشته شد و با فيلتر 
سنجي نشر اتمي محلول حاصل از آن براي آناليز طيف

ليكور برداشته ميزان ليچلازم به ذكر است  .ارسال گرديد

در هر  در نهايت،. جبران شد pH=2 شده با آب مقطر 
% 100چگالي پالپ، زماني كه ميزان استخراج اورانيوم به 

جمع آوري  cycA1بررسي بيان ژن  برايرسيد، باكتريها 
مورد استفاده قرار  RNAبراي فرايند استخراج  تا هشد

 .گيرند

  K9تركيبات محيط كشت -1جدول 
  مواد مورد نياز مقادير

g3 (NH4)2SO4 

g5/0 K2HPO4 

g5/0 MgSO4.7H2O 

g1/0 KCl  
g01/0 Ca(NO3)2.4H2O 

g7/44 FeSO4.7H2O 

cc1000 Distilled Water 

به منظور استخراج : cDNA ساختو  RNAاستخراج 
RNA  از كيت استخراجRNA  شركتThermo Scientific 

)#K0731 ( حذف  برايسپس، . گرديداستفادهDNA  از
RNA  استخراج شده، از آنزيمDNase  شركتThermo 

Scientific جهتبه لازم به ذكر مي باشد كه . استفاده شد 
، cDNAمصرفي در ساخت  RNAيكسان بودن غلظت 

، Dnaseهاي تيمار شده با موجود در نمونه RNAغلظت 
. خوانده شد) (NanoDrop 2000توسط دستگاه نانودراپ 

براي ساخت تمامي  RNAدر نهايت، ميزان معيني از 
cDNAبراي ساخت  .ها استفاده گرديدcDNA  ازRNA 

 Thermo Scientificاستخراج شده، از كيت شركت 
)#K1622 (استفاده شد.  

 Realواكنش زنجيره اي پليمراز و :  PCRانجام واكنش 

time PCR  با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي ژنcycA1 
انجام و  اسيديتيوباسيلوس فرواكسيدانسباكتري در  16sو 

پرايمر . بارگذاري گرديد% 1ل آگارز محصول آن بر روي ژ
مورد نظر با استفاده از اطلاعات موجود در بانك ژن 

NCBI  طراحي و پس از اطمينان، جهت سنتز به شركت
مشخصات پرايمرهاي  2جدول  .تكاپوزيست ارسال شدند

  .مورد استفاده را نشان مي دهد
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  توالي پرايمرهاي مورد استفاده -2جدول 
 )´3→´5(توالي پرايمرها ژن

cycA1  GCTCCCTATCTGGTCAAACAACT F= 
 GGTGGAGTCTGGGTAGAGAAGT R= 

  

16s  CCTACGGGAGGCAGCAG               F= 
 R= CGGTGCTTCTTCTTGGATTCACG  

 Real time PCRواكنش :  Real time PCRانجام واكنش 
 SYBER با استفاده از پرايمر اختصاصي و كيت مخصوص 

 Premix Ex Taq  II )TaKaRa( اين . انجام پذيرفت
آنزيم ( PCRكيت حاوي تمام مواد لازم براي انجام واكنش 

Taqبافر همراه با ،MgCl2   وdNTPs ( و رنگ سايبرگرين
- مي باشد كه به عنوان مستر ميكس مورد استفاده قرار مي

 10حجم نهايي( Real time PCR هر واكنش. گيرد
پرايمرهاي  μl 4/0،مسترميكس μl 5حاوي ) ميكروليتر
Forward  وReverse ) 2جدول( ،μl 5/0 cDNA ،μl 2/0 

. باشدمي Nucleaseآب عاري از   μl 9/3و   ROXرنگ 
اطمينان از به جهت پس از مخلوط كردن مواد مذكور، 

هاي حاوي ژن مورد آزمايش صحت انجام واكنش، نمونه
(CycA1)  و نمونه حاوي ژن كنترل داخلي)s16 (  در

لازم به توضيح مي . ها به صورت سه تايي ريخته شدپليت
نرمالايز كردن تمامي  جهتباشد كه ژن كنترل داخلي به 
نرمالايز كردن براي  .شته شدانتايج براي تمام نمونه ها گذ

شرايط تخليص  ،تصحيح و حذف اختلافها در بازده تكثير
براي  همچنين،  .و مقدار حجم اوليه نمونه مي باشد

اطمينان حاصل كردن از عدم آلودگي و خطاهاي حاصل از 
سه كنترل منفي در نظر گرفته شد كه  ،آن، براي هر ژن

با آب مقطر جايگزين ) cDNA(ميزان الگوي مورد نظر 
 3جدول در نهايت، از چرخه حرارتي ذكر شده در . گرديد

از  CycA1بيان ژن  اتمحاسبه ميزان تغييربراي استفاده و 
  .استفاده گرديد CT  وشر

 Real-Time PCRچرخه حرارتي واكنش  -3جدول 

  مرحله       دما           زمان         تعداد سيكل

1 30  oC 95  1  
40 15  oC 95  2  
  20  oC 60    
  20  oC 72    
1 15  oC 95  3  
 60  oC 60    

  15 oC 95    

ه از نرم تفاوت هاي بين داده ها با استفاد: آناليز آماري
با استفاده از . تعيين گرديد ANOVAو تست  SPSSافزار 

 P<0.05داده ها، محاسبه گرديد و  P- valueاين نرم افزار 
  .به عنوان تفاوت معني دار در نظر گرفته شد

  و بحث نتايج
اسيديتيوباسيلوس باكتري توسط  استخراج اورانيوم

 4 در جدول XRFنتايج حاصل از آناليز  :فرواكسيدانس
   .قابل مشاهده مي باشد

 

. كانسنگ مورد استفاده داراي ميزان قابل قبولي اورانيوم جهت فرايند بيوليچينگ مي باشد( XRFاورانيوم با استفاده از آناليز  كانسنگتركيبات  -4جدول
 ) كمك شاياني مي كندبه علاوه، ميزان آهن و گوگرد موجود در سنگ به فعاليت باكتري در زمينه اكسيداسيون آهن و گوگرد 

  
 در گوگرد اكسيدكننده آهن و باكتريهاي از استفاده

 به ضمن سولفيدي، كانيهاي در موجود فلزاتبيوليچينگ 
 هزينه فلزات، استخراج در عيار كم كانسنگهاي كارگيري

 روشهاي منفي محيطي زيست اثرات و بردارد در كمتري
 ).1( ندارد بر در نيز را فلزات استخراج مرسوم



 1397، 2، شماره 31جلد                                                                 )          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

191 

فرايند بيوليچينگ اورانيوم براي چگالي هاي پالپ مختلف 
مشخص شده است، همانطور  1اورانيوم، در شكل  كانسنگ

اسيديتيوباسيلوس كه مشاهده مي شود، باكتري 

% 25و  10، 5، 5/2در حضور چگالي پالپ فرواكسيدانس 
و  3، 2، 2توانسته به ترتيب طي معدن اورانيوم  كانسنگاز 
  .استخراج كند%) 100(رانيوم را به طور كامل روز او 8

 

  
  .معدن اورانيوم كانسنگدر حضور چگالي پالپ هاي مختلف  اسيديتيوباسيلوس فرواكسيدانسميزان استخراج اورانيوم توسط باكتري  -1شكل 

  
كاهش نرخ نتايج اين آزمايشات حاكي از آن است كه 

به . مي دهدرخ  پالپ چگالياستخراج اورانيوم با افزايش 
بيان ديگر، هر چه ميزان چگالي پالپ افزايش پيدا كند 
توانايي استخراج اورانيوم رو به كاهش است و مدت زمان 

به  (P<0.05) بيشتري جهت استخراج كامل نياز مي باشد
توانسته طي % 25طوريكه، باكتري در حضور چگالي پالپ 

  .روز، اورانيوم را به طور كامل استخراج كند 8

قيقات مختلفي نشان داده است كه عوامل متعددي بر تح
. سرعت و كيفيت فرآيند فروشويي فلزات تاثير مي گذارند

محدوده عملكرد بهينه برخي از اين عوامل با توجه به 
و  بيوليچينگ مي شوندفرآيند خود، باعث مهار يا بهبود 

مواردي نظير چگالي پالپ و اندازه ذرات، متعلق به فلز 
كتري فرآيند مي باشند كه بر روي فعاليت با درگير در
به شدت اثر مهاري روي  ينسنگعناصر  ).7( تاثيرگذارند

رشد ميكروارگانيسم ها دارند و مي توانند براي 
 اين فلزات شامل .ميكروارگانيسم ها مرگ آور باشند

مي  )Ag(و نقره ) Hg(، جيوه )U(، اورانيوم )Th(توريوم 
 سلول را مهار مي كنند و اثر سميكه متابوليت هاي  باشند

ين سنگميزان مقاومت به فلزات . )7( دارند براي باكتري ها
 نشان مي دهدتجربه . ، به سويه بستگي داردباكتريدر هر 

ها  كه با اعمال فشار انتخابي بر جمعيت ميكروارگانيسم
براي رشد در حضور يون فلزي، ميزان مقاومت آنها به 

يابد؛  ت به اغلب فلزات افزايش ميميزان قابل توجهي نسب
هر چند كه ممكن است اين فرآيند در برخي موارد زمان 

  ).33(زيادي طول بكشد 

ميزان  پايين،پالپ هاي  چگاليدر يل ديگري كه دلايكي از 
 و سريعتر انجام مي شود نرخ بالايي دارد اورانيوم استخراج

 يكي از اساسي ترين مواد مغذي براي O2كه  ستا اين
 چگاليبا افزايش محسوب مي شود و رشد باكتري ها 

 پايين،پالپ هاي  چگاليدر . كاهش مي يابد O2ميزان  پالپ
ميزان انتقال جرمي اكسيژن بين توليد و مصرف آن متعادل 

پالپ هاي بالا نرخ اكسيژن  چگالياست در حالي كه براي 
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از مورد نياز با ميزان اكسيژن توليد شده طي انتقال آن بين گ
  ).6، 26( و مايع كمتر مي باشد

ميزان كه كاهش تحقيقاتي مشخص شد  درهمچنين، 
 فرايند ثر درؤهاي مسبب كاهش غلظت باكتري ،اكسيژن

 فروشويي زيستي و همين طور كاهش غلظت يون فريك و
غلظت  كهزماني .مي گردددر نهايت كاهش استخراج مس 

نيز ها ريباكتدرصد برسد، رشد  15كمتر از به اكسيژن 
در اين مطالعه نيز با توجه به  .)38(خواهد شد محدود 

شود كه با افزايش نتايج استخراج اورانيوم مشاهده مي
چگالي پالپ در روند استخراج، كاهش قابل توجهي 

  . صورت گرفته است

در حضور چگالي پالپ هاي مختلف از  pHتغييرات 
توسط محيط كشت  pHتغييرات : معدن اورانيوم كانسنگ
در حضور غلظت  اسيديتيوباسيلوس فرواكسيدانسباكتري 

قابل  2معدن اورانيوم در شكل  كانسنگهاي مختلف از 
تحقيقات مختلف نشان همانطور كه در . مشاهده مي باشد

داده شده است باكتري مورد بررسي در اين مطالعه 
است كاملاً مشخص  2شكل در  ).2( اسيددوست مي باشد

 كانسنگحضور غلظت هاي مختلف از  در pHميزان  كه
به . معدن، در روزهاي ابتدايي روند افزايشي داشته است

بعد از گذشت يك روز  %25گونه اي كه، در چگالي پالپ 
رسيده كه اين ميزان براي چگالي پالپ  4/3به  pHميزان 
. مي باشد 11/2و  2، 45/2به ترتيب  %10و  5، 5/2هاي 

زايشي رو به كاهش رفته و با گذشت زمان اين روند اف
بدين صورت كه . داراي روند كاهشي شده است pHميزان 

تا  pHميزان  %25در روز هشتم در حضور چگالي پالپ 
لازم به ذكر مي باشد كه اين . كاهش داشته است 97/1

معدن  كانسنگروند در حضور تمامي چگالي پالپ هاي 
  .اورانيوم مشاهده شده است

 

  
  .معدن اورانيوم كانسنگدر حضور چگالي پالپ هاي مختلف  اسيديتيوباسيلوس فرواكسيدانستوسط باكتري  pHغييرات ميزان ت -2شكل 

اسيديتيوباسيلوس در حضور باكتري  pHافزايش 
درگير با واكنش هايي دانست كه را مي توان  فرواكسيدانس

مكانيسم . )24،13( )1واكنش( مصرف كننده اسيد هستند
ي دخيل در انحلال سولفيد هاي معدني، اصلي باكترياي

اكسيداسيون آهن فرو مي باشد، در اين واكنش اكسيژن 
 .)21،27،29( باشدگيرنده الكترون مي

Fe2 +   + 1/4 O2 +  H + Fe3+  +  1/2 H2O   (1) 
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در طي فرآيند فروشويي زيستي، آهن فريك و اسيد 
. تحصال اورانيوم ضروري هستندسولفوريك به منظور اس

باشد و  مي IV(U(ي مؤثر كنندهآهن فريك يك عامل اكسيد
هاي اورانيومي كه تحت شرايط معدن كانسنگزمانيكه به 

شود، اورانيوم را به صورت محلول يا  اسيدي هستند اضافه 
)VI(U كندتبديل مي.  

با پيشرفت زمان، ميزان آهن فريك در محيط افزايش 
هاي هيدروليزي كه منجر به و اين آهن در واكنشيابد مي

كه اين واكنش  )2واكنش ( كندشود شركت ميمي +Hتوليد 
محيط در مراحل بعدي  pHتوانند باعث كاهش ها مي

  ).13( فرآيند شوند

Fe3+ + H2O →Fe (OH)3+ H+  (2) 

در حضور چگالي پالپ هاي مختلف از  Ehتغييرات 
توسط  Eh ميزان تغييرات 3 شكل: معدن اورانيوم كانسنگ
در حضور چگالي  اسيديتيوباسيلوس فرواكسيدانسباكتري 

معدن اورانيوم را نشان مي  كانسنگپالپ هاي مختلف از 
، با افزايش Ehهمانگونه كه قابل مشاهده است، ميزان . دهد

 ميزان چگالي پالپ كاهش معني دار پيدا كرده است
)P<0.05(. زان چگالي پالپ به بياني ديگر، هر چه مي

افزايش پيدا كرده، ميزان پتانسيل اكسيداسيون و احيا 
. كاهش يافته است اسيديتيوباسيلوس فرواكسيدانسباكتري 

از  5/2%در حضور چگالي پالپ اول به طور مثال، در روز 
ميلي ولت رسيده  586به  Ehمعدن اورانيوم، ميزان  كانسنگ

چگالي پالپ  است، در حالي كه در همين روز، در حضور
  . ميلي ولت مي باشد Eh 366، ميزان 25%

  
 .معدن اورانيوم كانسنگدر حضور چگالي پالپ هاي مختلف  اسيديتيوباسيلوس فرواكسيدانستوسط باكتري  Ehميزان تغييرات  -3شكل 

  
معدن  كانسنگدر فروشويي اورانيوم، باكتريها مستقيماً به 

ها پيريت ميكروارگانيسمكنند، بلكه اين اورانيوم حمله نمي
كنند و باعث توليد آهن فريك و آهن فرو را اكسيد مي

سپس، آهن فريك براحتي به اورانيوم . شوندمي) 3واكنش (
(IV)  كه به صورت تركيب با مواد معدني وجود دارد حمله
كه محلول در  (VI)و آنرا به اورانيوم ) 4واكنش(كند مي

  .)34( كندمياسيد سولفوريك رقيق است تبديل 

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

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

آهن فريك از اكسيداسيون پيريت كه اغلب همراه با 
فرآيند بيوليچينگ معدن اورانيوم است و يا در طي  كانسنگ
در تحقيقات پيشين نشان . شودگردد، توليد ميياضافه م

 در اورانيوم استخراج عامل داده شده است كه مهمترين
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فرو  يون اكسيداسيون از شده تشكيل فريك يون بيوليچينگ،
 استخراج در Ehافزايش  بنابراين، .باشد مي باكتري توسط

چگالي  ).4( باشد مي ايكننده تعيين نقش داراي اورانيوم
ثير بسيار زيادي در فعاليت أتبيوليچينگ يند آپالپ در فر

هر چه چگالي پالپ به اين صورت كه ها دارد، باكتري
، )39( يابدها كاهش ميفعاليت باكتري ،افزايش يابد

هاي بالا را در چگالي پالپ Ehبنابراين، تاخير در افزايش 
   .مي توان اينگونه توضيح داد

 قابل ،Ehبه تغييرات  مربوط دارهاينمو در كه همانطور
 دليل كنترل منفي به نمونه در ،)3شكل (باشد مي مشاهده

 وبوده  كمتر Eh تغييرات  محيط، در باكتري وجود عدم
 هوا توسط فرو اكسيداسيون يون دليل به Ehاندك  افزايش

  ).4(باشد  مي

آهن فرو در حضور چگالي پالپ هاي مختلف تغييرات 
نشان دهنده تغييرات  4شكل : دن اورانيوممع كانسنگاز 

باكتري  آهن فرو در فرآيند بيوليچينگ اورانيوم توسط
نتايج حاصل  .باشدمياسيديتيوباسيلوس فرواكسيدانس 

در حضور  آهن فروميزان كه  نشان دهنده اين است
اورانيوم با پيشرفت زمان روند كاهشي داشته است  كانسنگ

كاهشي با  الپ، روند تغييراتو با افزايش ميزان چگالي پ
 دوم به طوريكه در روز .)P<0.05(تاخير انجام شده است 

معدن اورانيوم،  كانسنگاز  5/2%در حضور چگالي پالپ 
رسيده است، در حالي كه در  ppm250  به آهن فروميزان 

 ppm آن ، ميزان%25همين روز، در حضور چگالي پالپ 
  . مي باشد 10705

  
 .معدن اورانيوم كانسنگدر حضور چگالي پالپ هاي مختلف  اسيديتيوباسيلوس فرواكسيدانستوسط باكتري  آهن فروتغييرات ميزان  -4شكل 

  
 باشد،ابل مشاهده ميق 1و  3واكنش  در  همانطور كه

به آهن  را آهن فروباكتري در طي فرآيند بيوليچينگ، 
وبه طوريكه ميزان آهن فرو محيط  كند فريك اكسيد مي

بد كه اين كاهش نشان ياشت با پيشرفت فرآيند كاهش ميك
افزايش  با اما، باشدباكتري مي يت اكسيداسيوندهنده فعالي

ميزان چگالي پالپ، روند تغييرات كاهشي با تاخير انجام 

ثير أدر رابطه با ت مختلفي مطالعات و آزمايشات .پذيردمي
منگنز فروشويي زيستي روي و فرايند چگالي پالپ بر روي 

دهد كه نشان مي بدست آمدهنتايج . انجام شده است
 100به ميزان درصد  1در چگالي پالپ  ،استخراج روي

 يابد،افزايش درصد  8اگر چگالي پالپ به  و استدرصد 
در  .كندپيدا ميكاهش درصد  9/29ميزان استخراج روي به 
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ميزان  درصد، 1در چگالي پالپ  ،رابطه با استخراج منگنز
 8است و با افزايش چگالي پالپ به درصد  94راج استخ
يابد كه كاهش كاهش ميدرصد  5/2، اين ميزان به درصد
در اين مطالعه نيز با توجه به نتايج . )39( گيري استچشم

شود كه با افزايش چگالي استخراج اورانيوم مشاهده مي
پالپ در روند استخراج، كاهش قابل توجهي صورت 

 وجود عدم دليل كنترل منفي به ونهنم در. گرفته است

كاهش آهن فرو كمتر از ساير نمونه   محيط، در باكتري
 دليل اندك به كاهش باشد كه اين مي هاي حاوي باكتري

تحقيقات  ).4( باشد مي هوا توسط فرو اكسيداسيون يون
اخير نشان مي دهد كه در يك محلول اسيدي كه فاقد 

ماند و سرعت ميباكتري است، مقدار آهن فرو ثابت 
-مستقيم كه به واسطه آهن فريك انجام ميفروشويي غير

  ).3(شود، آهسته خواهد بود 

اسيديتيوباسيلوس  باكتري cycA1تغييرات بيان ژن 
چگالي پالپ هاي مختلف از  در حضور فرواكسيدانس

نمودار ترسيم شده  5شكل : معدن اورانيوم كانسنگ
يديتيوباسيلوس اسباكتري  cycA1مربوط به بيان ژن 

 كانسنگدر حضور غلظت هاي مختلف  فرواكسيدانس
معدن  كانسنگپودر % 25و  10،  5، 5/2(معدن اورانيوم 

 .را نشان مي دهد) 2د يزد آنومالي اورانيوم كم عيار ساغن
همانگونه كه از نتايج مشخص مي باشد، بيان ژن مورد نظر 

بدون (رل با افزايش ميزان چگالي پالپ نسبت به نمونه كنت
همچنين، در چگالي . افزايش پيدا كرده است) چگالي پالپ

% 5/2بيشترين ميزان بيان ژن و در چگالي پالپ % 5پالپ 
 .)P<0.05( كمترين ميزان بيان ژن مشاهده شده است

  
  .معدن اورانيوم كانسنگمختلف در حضور چگالي پالپ هاي  اسيديتيوباسيلوس فرواكسيدانسباكتري  cycA1به بيان ژن ميزان تغييرات  -5شكل 

  
نشان دهنده اين امر ) 5شكل (نتايج حاصل از بيان اين ژن 

كه با درصد بيوليچينگ است كه در فرآيندهاي ابتدايي 
باكتري، سعي در تطبيق خود  ،شودكمتري آغاز مي كانسنگ

با محيط دارد و بيان ژن مورد نياز براي اكسيداسيون آهن 
ايش چگالي پالپ افزايش بيشتري رود و با افزبالا مي

اما با . %)5به  5/2از چگالي پالپ ( شودمشاهده مي
اورانيوم محيط،  كانسنگ بيشتر پيشرفت فرآيند و افزايش

ژنهاي دخيل در اكسيداسيون آهن دراثر مواجهه شدن با 

باشد، عوامل تنشي كه از حد آستانه تحمل باكتري بيشتر مي
%) 25و 10چگالي پالپ هاي ( دهندروند كاهشي نشان مي

كه اين تغييرات كاهشي نيز به طور واضح در نتايج 
باكتري در  ،به طوريكه .باشداستخراج اورانيوم مشهود مي

توانسته اورانيوم را %) 5و  5/2(ترچگالي پالپ هاي پائين 
ولي در چگالي  ستخراج كندادر طي دو روز به طور كامل 

به روزهاي بيشتري براي  نياز%) 25و 10(پالپ هاي بالاتر
    .  استخراج كامل اورانيوم دارد



 1397، 2، شماره 31جلد                                                                 )          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

196 

 ها راالكترون cyc2 آهن، اكسيداسيون فرايند طي در
پذيرد و با جايگاهي كه در غشاي مستقيماً از آهن فرو مي

خارجي دارد، اولين مرحله در اكسيداسيون آهن فرو را 
يك  شود كه اين پروتئينتصور مي. )40( انجام مي دهد

دهند كه غشاهاي داخلي وپر كمپلكس تنفسي را شكل ميس
) يا پيريت(ها را از آهن و خارجي را فرا گرفته و الكترون

بر اساس مطالعات . )17، 9، 5( كندبه اكسيژن منتقل مي
هاي حاصل ژنتيكي و متابوليكي، مشخص شد كه الكترون

سيانين منتقل به راستي cyc2از اكسايش آهن فرو از طريق 
ها مسير سرازيري الكترون از آنجا، برخي الكترون. شونديم

طي aa3 به سيتوكروم اكسيداز  cyc1را از طريق سيتوكروم 
كنند كه كرده و برخي نيز مسير سربالايي الكترون را طي مي

توسط  NADHدر اين مسير، دهنده عمومي الكترون، يعني 
لين او(  cycA1جريان معكوس الكترون از طريق سيتوكروم

-و سپس به منبع يوبي bc1به كمپلكس  )گيرنده سربالايي

   .)36( شوددهيدروژناز، توليد مي NADكينون و در نهايت 

افزايش بيان اين ژن در حضور چگالي پالپ از سوي ديگر، 
از  NADHاورانيوم يك مكانيسم براي توليد  كانسنگ

باشد كه مي NAD(P)به   Fe(II)طريق انتقال الكترون از 
اكسيداتيو  زاي باكتري را قادر به مواجهه با عوامل تنش

براي اين مبارزه در مقابل عوامل  NADH، زيرا كندمي
  .)11(باشد تنشي مثل اورانيوم، ضروري مي

اسيديتيوباسيلوس سميت اورانيوم براي  ،همچنين
 .توسط محققان زيادي بررسي شده است فرواكسيدانس

طي تحقيقاتي مشاهده كرده  آقايان دان كن و بروينستين در

در معادن  اسيديتيوباسيلوس فرواكسيدانساند كه فعاليت 
مي ) U3O8(  گرم بر ليتر اورانيوم 12اورانيوم در غلظت 

 75/0 باشد، در حالي كه ابنر و شوارتز مقدار اورانيوم

Kg/m3 اظهار  آقايان تووينن و كلي. را گزارش كرده اند
ضعيف شدن پيوند و اتصال داشتند سميت اورانيوم باعث 

شود كه در نتيجه باعث كاهش بين سطوح و سلولها مي
CO2 به علاوه، بيان . و اكسيداسيون يون فرو مي گردد

- mol/dm33 -10 -4( كردند كه غلظت هاي اورانيوم بالاي

105(  سمي است  اسيديتيوباسيلوس فرواكسيدانسبراي
كه باكتري تا  دهددر اين مطالعه نيز، نتايج نشان مي .)32(

باشد قادر به تحمل سميت اورانيوم مي% 5چگالي پالپ 
هاي بيشتر، سميت اورانيوم تاثيرات ولي در چگالي پالپ

   .منفي در فعاليت اين باكتري دارد

   نتيجه گيري
كه  نتايج به دست آمده از اين تحقيق حاكي از آن است

كه نقش مهمي را در فرايند  cycA1ژن تغييرات بيان 
كسيداسيون آهن و در نتيجه ميزان استخراج اورانيوم دارد، ا

اورانيوم به نسبت نمونه عاري از  كانسنگدرحضور 
بيشتر چگالي پالپ به  يابد و با افزايشافزايش مي كانسنگ

در نتيجه، . دهددليل سميت اورانيوم روند كاهشي نشان مي
 با افزايش ميزان چگالي پالپ سرعت استخراج اورانيوم و

و باكتري مي كند فعاليت اكسيداسيوني باكتري كاهش پيدا 
مدت زمان بيشتري براي استخراج كامل اورانيوم نياز به 

    . دارد
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Abstract 

The iron and sulfur oxidation process in Acidithiobacillus ferrooxidans is performed 
using an electron transport chain, which cycA1 as the most important component. 
Regarding the importance of this protein in the bioleaching process, the study of 
Acidithiobacillus ferrooxidans cycA1 gene in the presence of different pulp densities is 
the one of the main objectives to increase the efficiency of uranium bioleaching. For 
this purpose, the bacteria cultivated in the presence of different pulp densities of 
uranium ore (2.5, 5, 10 and 25%). Uranium extraction, variation of pH, Eh and ferrous 
iron values measured at 24 h intervals. Then, when the uranium extraction yield reached 
to 100%, gene expressions of cycA1 Acidithiobacillus ferrooxidans were analyzed. The 
results showed, with increasing pulp density, the uranium extraction rate and oxidation 
activity of bacteria was reduced. In addition, the results of cycA1 gene expression 
showed that the target gene expression increases in the presence of uranium ore 
compare to sample with absence of uranium ore, and with further increase of pulp 
density, due to the toxicity of uranium, show a decreasing trend. In addition, the 

changes of Eh, pH and uranium extractions at bioleaching process Acidithiobacillus 
have been delayed in the presence of high pulp density in compare with lower one. The 
results of cycA1 gene expressions bacteria in the presence of ore different 
concentrations showed that mutations and ore concentration has been effective on the 
expression of this gene. 

Key words: Acidithiobacillus ferrooxidans, Cytochrome A1, Iron oxidation, Uranium 
bioleaching 

 


