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در باکتری  دی اتیل سولفاتقبل و بعد از جهش با   سیانینراستی ژن یابیتوالی

 FJ2اسیدیتیوباسیلوس اس پی. 
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اسیون آهن فرو به فریک، ، با اکسیدنیسیانهای موجود در مسیر زنجیره انتقال الکترون از جمله پروتئین راستيتیوباسیلوس فرواکسیدانس، پروتئیندر باکتری اسیدی چکیده.

است.  نشده. تاکنون، ارتباط بین توالي این ژن با میزان استخراج اورانیوم در فرایند بیولیچینگ بررسي شوندو در نهایت استحصال اورانیوم مي شدن الکترونسبب آزاد

تواند نقش مستقیم و دقیق این پروتئین را آشکار سازد. بدین مي ،rusژن  اکتری، بررسي تغییراتبنابراین، در این مطالعه پس از تغییر میزان استحصال اورانیوم بر اثر جهش ب

-جهش تصادفي ایجاد شد. سپس، جهت انجام فرایند بیولیچینگ، باکتری از دی اتیل سولفات 1%و  8/0%بومي با دو دوز  FJ2منظور، در باکتری اسیدیتیوباسیلوس اس پي. 

در فرایند بیولیچینگ،  pHگیری میزان استخراج اورانیوم، آهن، میزان تغییرات اکسیداسیون و احیا و شدند. بعد از اندازهنگ معدن اورانیوم منتقل س 50%ها به محیط حاوی 

، Bioedit v7.2.5افزار ز نرمتفاده ا، برای تعیین توالي فرستاده شد. سپس، با اسPCRژنومي استخراج و پس از انجام  DNAسیانین، منظور بررسي سکانس ژن راستيبه

نسبت به باکتری  7-11بین روزهای  DES 1% یافته باجهشباکتری استخراج اورانیوم توسط مقایسه قرار گرفت. نتایج نشان داد که  تحتسکانس ژن وحشي با موتانت 

 مؤثرهای اثر خود را بر دیگر ژن DES، رسد که احتمالاًنظر ميه است. بهین رخ ندادسیانکردی ژن راستياست. با این وجود، تغییری در نواحي عمل افزایش یافتهوحشي 

 .استدر نواحي تنظیمي گذاشته است که نیازمند مطالعات بیشتر در این زمینه  در زنجیره انتقال الکترون و یا
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Abstract. In Acidithiobacillus ferrooxidans, the proteins present in the electron transfer pathway cause ferrous iron 

oxidation which leads to uranium extraction. The relationship between gene sequence and uranium extraction has not 

been investigated yet. Based on the changes in uranium extraction, the changes of rus gene sequence can reveal the 

direct and accurate role of this protein. For this purpose, a random mutation was induced in native Acidithiobacillus sp. 

FJ2 by two doses of 0.8% and 1% of DES. Then, the bacteria was transferred into a medium which contained 50% 

uranium ore to carry out the bioleaching process. After measuring the amount of the extracted uranium, iron, Eh and 

pH, genomic DNA was extracted to investigate the rusticyanin gene (rus) sequence sent for sequencing after performing 

PCR. Then, the wild-type gene sequence was compared with the mutant by Bioedit v7.2.5 software. The results showed 

that uranium extraction increased by mutant bacteria with DES 1% between 7-11 days in comparison with wild 

bacteria. However, there has been no change in the functional areas of the rusticyanin gene. It seems that DES affected 

other effective genes in the electron transport chain or regulatory areas, which required further studies. 
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 مقدمه
ترین فرایندهای میکروبي، فرایندی موسوم به یکي از مهم   

های سری واکنش بیولیچینگ است که در آن، برای انجام یک

با  ،این فرایندشود. در ها استفاده ميروارگانیسمشیمیایي از میک

ها، فلزاتي همانند اورانیوم، مس، روی، کبالت و فاده از باکتریاست

 & Borisovich) آیندول در ميطلا به صورت محل

Mihaylovich, 2013) . 1975کاربرد عملي این علم از سال 

و در حال حاضر در بسیاری از کشور نظیر آمریکا، شیلي،  شدآغاز 

 .(McCready & Gould, 1990) شودانادا و استرالیا انجام ميک

در دخیل اکتری ب ترین، مهمساسیدیتیوباسیلوس فرواکسیدان   

شده از باکتری بومي جدا . در این تحقیق،استبیولیچینگ اورانیوم 

در فرایند ، (FJ2)اسیدیتیوباسیلوس اس پي.  چشمه آبگرم رامسر

. (Jahani et al., 2015) کار گرفته شده استهچینگ اورانیوم ببیولی

تیوباسیلوس فرواکسیدانس، یک باکتری شیمیولیتوتروف، گرم اسیدی

 ,.Tsukasa et al)آهن است  ۀکنندمنفي، اسید دوست و اکسید

. این باکتری از انتقال الکترون رها شده در مسیر اکسایش مواد (2004

معدني )نظیر یون فرو، گوگرد عنصری، ترکیبات احیا شده گوگردی 

مین أتنفسي، انرژی مورد نیاز خود را تو کانه سولفیدی( در زنجیره 

گیرنده  (.Rawling, 2002; Ilbert & Bonnefoy, 2012) کندمي

که از طریق  استنهایي الکترون در زنجیره تنفسي، اکسیژن مولکولي 

 (.Silverman & Lundgren, 1959) شودغشا وارد سلول مي

ر ه دچندین پروتئین در فضای پری پلاسمي باکتری وجود دارد ک 

 ;Robert et al., 1994) دنکنزنجیره انتقال الکترون شرکت مي

Sand et al., 1995.)  بیوانفورماتیکي سکانس ژنوم  تحلیلبا

اجزای اصلي زنجیره انتقال الکترون  ،اسیدیتیوباسیلوس فرواکسیدانس

 که در اکسیداسیون آهن و سولفور نقش دارند، شناسایي شده است

(Valdes et al., 2008.)  بر اساس مطالعات رونویسي، بیوشیمیائي

ها از اکسیداسیون آهن فرو و ژنتیک، پیشنهاد شده است که الکترون

 & Holmes) کنندسیانین جریان پیدا ميبه راستي Cyc2از طریق 

Bonnefoy, 2006) .ها مسیر پائین روندهاز اینجا، بعضي از الکترون 

در مسیر پایین رونده،  .کنندو بعضي مسیر بالارونده را طي مي

 aa3به سیتوکروم اکسیداز  Cyc1 ,cسیتوکروم  الکترون از طریق

سیانین، در این میان، راستي .(Valdes et al., 2008)شود منتقل مي

که نقش  است (kDa5/1٦) یک پروتئین مس آبي پری پلاسمیک

سیانین در فرو دارد. با افزایش میزان راستيمهمي در اکسیداسیون 

 ,.Yarzabal et al) یابدط کشت، اکسیداسیون آهن افزایش ميحیم

2003.) rus های دارای یک پروموتور مستقل است و رونویسي ژن

 ,.Yarzabal et al)این اپرون، هدف تنظیمات پس از ترجمه است 

ره انتقال الکترون بوده و این پروتئین جزء اصلي در زنجی .(2004

 دهدتشکیل ميوجود در زنجیره را های مکل پروتئین 5% بیش از

(Hall et al., 1998).  بیان اپرانrus بستراهای انرژیبستگي به سو-

بنابراین، بیان . (Yarzabal et al., 2003) زای محیط کشت دارد

مه، بسته به منبع در سطح ترج مداوم نیست، بلکه احتمالاً  rusاپران 

  (.Pulgar et al., 1993) شودانرژی تنظیم مي

 وم،های اساسي در مورد فروشویي زیستي اورانییکي از دغدغه  

در  نیوماستخراج اورا اقداماتي جهت بهبود، تسریع و افزایشانجام 

ن آکه تاکنون اقدام عملي در مورد  استهای بالا چگالي پالپ

 ی آنبرا سازیتعداد معدودی فرضیه و مدل ،انجام نگرفته و تنها

قش العات و با توجه به اهمیت ناین مط. بنابرصورت گرفته است

راتي تغیی یجادتوان با اه فرایند بیولیچینگ اورانیوم، ميها در بازدژن

و نیز  در جمعیت باکتری وحشي، بازده بیولیچینگبیولوژیکي 

 بررسي قرار داد. تحت راباکتری  ساختارارتباط آن با 

ایي بسز أثیرتاند توینکه ایجاد جهش بر روی باکتری ميبا توجه به ا   

ه، طالعمدر این داشته باشد،  اورانیوم در بازده فرایند بیولیچینگ

 اتیلدی امشیمیایي با ن موتاژن عوامل از از یکي تا تصمیم گرفته شد

منظور ایجاد به ،(S4O10H4C) با فرمول شیمیایي (DES) سولفات

 تسا کنندهآلکینه عوامل از  DESمورد استفاده قرار گیرد. جهش

 از زیادی تعداد در ژنتیکي تغییرات جهش و دیگر القای که برای

 لئوتیدهانوک کردن آلکینه به قادر DES شود.مي ها استفادهارگانیسم

یل بوده و قادر به تبد G-6O موقعیت شامل اکسیژن های مکان در

GC  بهAT است (Hoffman, 1980).  در این پژوهش برای اولین

ان تصادفي در جمعیت باکتری وحشي، میزبار، پس از ایجاد جهش 

 حتتیافته و وحشي های جهشبازده استخراج اورانیوم در نمونه

زان بررسي قرار گرفته و در مرحله بعدی، جهت تعیین مکان و می

 . شودبا ژن وحشي مقایسه مي تعیین و rusجهش، توالي ژن 

 

 هامواد و روش   
  (DES) جهش با دی اتیل سولفات

مورد استفاده در این  FJ2اسیدیتیوباسیلوس اس پي. باکتری 

ه از چشمه گوگردی رامسر جدا شددر تحقیقات قبلي، ، مطالعه
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 اتیل دی با جهش منظور به (.Jahani et al., 2015) است

 در آب مقطر تهیه شد. سپس، DESغلظت های مختلف  سولفات،

  cell/mlغلظت با کشت حاوی باکتری محیط از لیتر میلي 10
و  V/V( %8/0(های شده و غلظت داده دو پلیت انتقال به 1×810

(V/V) 1% هر شد. استفاده پلیت هر برای سولفات اتیلدی از 

شده و  زده هم مگنت استیرر از استفاده با دقیقه 15مدت  پلیت به

 پایان منظور ، به25%تیوسولفات  سدیم از یترمیکرول 40درنهایت، 

 تاثیرات ماندگاری جهت گردید. اضافه جهش به آن القای به دادن

 گراد درجه سانتي 4ساعت در دمای  12 مدت به ها نمونه جهش،

  (.Ru-an et al., 2009; Jian et al., 2009) شدند نگهداری

  باکتری و تهیه مایه تلقیح کشت

 در هاتلقیح از باکتری وحشي و موتانت، باکتری مایه تهیه منظور به

 حاوی k9ده شدند. محیط کشت کشت دا k9کشت  محیط

g0/3 4SO2)4(NH، g5/04HPO2K  ،g5/0 O2H.74MgSO ،

g1/0 KCl ،g01/0 O2H.42)3Ca(No وg7/44 O2H.74FeSO 

پس از  .(Fatemi et al., 2016) استآب مقطر  ml1000در 

 2محیط به روی  pHباکتری ها به محیط کشت،  10%اضافه کردن 

سپس،  (.Chen et al., 2012; Zhang et al., 2008) شدتنظیم 

درجه سانتي گراد  30 محیط های کشت حاوی باکتری، در دمای

روز )تا  2به مدت  rpm180در انکوباتور شیکردار با دور همزن 

 Shahroz)د ها به فاز لگاریتمي( انکوبه شدن زمان رسیدن باکتری

et al., 2012 .)دور با از سانتریفیوژ با استفاده پس از آن، باکتریها 

g×2422 =rpm4500  ندشد آوری جمع ،دقیقه 30در زمان. 

  سنگ معدن تحلیل

کانسار اورانیوم از سنگ معدن اورانیوم کم عیار از منطقه معادن 

کیلومتری  185ساغند در شمال شرقي استان یزد و در فاصله 

به منظور انجام فرایند  .شهرستان یزد جمع آوری شده است

 et Fatemi) انتخاب شد 80d= mμ10٦ بیولیچینگ، ابعاد سنگ

al., 2015) .نمونه ترکیبات شیمیایي آوردن بدست منظور به 

 نتایج و فرستاده شد XRF تحلیل برای نمونه شده، خرد سنگ

کوارتز، پیریت و همچنین اورانیوم به عنوان ۀدهند نشان ،حاصل

 ترکیبات اصلي بود. 

  اورانیوم بیولیچینگفرایند 

)باکتری تلقیح  هایمایهاز  10%فرایند بیولیچینگ، به منظور انجام 

 سنگ 50% (W/V)حاوی  k9به محیط کشت وحشي و موتانت( 

درجه سانتیگراد  35 ها در انکوباتور نمونه اورانیوم منتقل شد. معدن

زمانیکه میزان استخراج انکوبه شدند.  rpm 150و دور همزن 

در این  .شدینگ متوقف بیولیچ، اورانیوم به بالاترین حد خود رسید

= g×2422 دور با از سانتریفیوژ با استفاده باکتریهازمان، 

rpm4500 کنترل نمونه در .شدند آوری جمع دقیقه، 30 زمان در 

 به فرمالدهید - متانول مخلوط از تلقیح مایه جای به موجود، منفي

 .شد استفاده 9:1نسبت 

 گ اورانیومحاصل از فرایند بیولیچین های لیچ لیکورتحلیل

  اورانیوممیزان 

زان ین میتربه منظور تعیین زماني که میزان استخراج اورانیوم به بالا

چ از لی cc10ساعته، میزان  24های خود رسیده است، در توالي

حلول و م همیکرون، فیلتر شد 2/0لیکور برداشته شده و با فیلتر 

 و) ICPطیف سنجي نشر اتمي یا  تحلیلحاصل از آن برای 

کور چ لیفرستاده شد. در نهایت میزان لی (گیری آهناندازه همچنین

 جبران شد. pH=2برداشته شده با آب مقطر 

 pH  وEh  

متر  Ehمتر و  pH ، با استفاده از دستگاهEhو  pH میزان

(827Metrohm )، گیری شد.اندازه pH و  تنظیم 2روی بر  محیط

-ميیم تنظ 2ددا بر روی گیری و مجساعته اندازه 24در توالي های 

 24نیز در توالی های  Eh، میزان تغییرات pHهمانند  .شد

یافته با دزهای ساعته در حضور باکتری وحشی و تنش

عداد به دست آمده در این ا گیری شد.اندازه DESمختلف 

 اند.هشدصورت نمودار رسم مرحله به 

 آهنمیزان 

ریک از آهن کل میزان آهن فرو با بدست آوردن اختلاف آهن ف

موجود در نمونه مورد  III به منظور اندازه گیری آهن .شد محاسبه

لیکور لیتر از لیچمیلي 1نظر، پس از تهیه منحني کالیبراسیون، میزان 

لیتر میلي 3لیتری ریخته شد. میلي 50، در یک بالن فیلتر شده

به آن اضافه و با آب مقطر به حجم  10%سولفوسالیسیلیک اسید 

سانده شد. در نهایت، جذب محلول توسط دستگاه اسپکتروفتومتر ر

(UV-Vis)  نانومتر در مقابل محلول شاهد  500در طول موج

گیری به منظور اندازه .(Karamanev et al., 2002) شدخوانده 

آهن کل موجود در نمونه مورد نظر، پس از تهیه منحني 

لیکور فیلتر شده در بالن چلیتر از نمونه لیمیلي 1کالیبراسیون، میزان 

و  10%لیتر سولفوسالیسیلیک اسید میلي 3لیتری ریخته شد. میلي 50

مقطر به به آن اضافه و با آب  25%لیتر محلول آمونیاک میلي 3
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حجم رسانده شد. پس از مدت زمان کوتاهي، جذب محلول توسط 

ر نانومتر د 425در طول موج  (UV- Vis)دستگاه اسپکتروفتومتر 

 در .(Karamanev et al., 2002) مقابل محلول شاهد خوانده شد

 نهایت میزان آهن فرو محاسبه گشت.

  PCRپلیمراز  ایزنجیره واکنش

های جمع آوری شده در فرایند بیولیچینگ باکتریاین مرحله،  در

ژنومي از   DNAاستخراجاورانیوم، مورد استفاده قرار گرفتند. 

 )سیناژن( DNA با کیت استخراج یدانساسیدیتیوباسیلوس فرواکس

ژن با استفاده از . پس از دستورالعمل های تامین کننده انجام شد

 GAC AAC GAT CTT ACC-′5)) يپرایمرهای اختصاص

GAA C-3′)F) 5) و′-TAT GTA ACT GTT GGT GCG 

G-3′)R) این پرایمرها با استفاده از نرم افزار. تکثیر شد Primer3 

میکرولیتر  5/2از  PCR برای انجام احي شدند.طر runnerو ژن 

  میکرولیتر 5/0میکرولیتر از هر آغازگر،  x PCR10، 1 بافر

dNTPs،75/0  میکرولیترMgCl2، 1/3 میکرولیتر DNA و  الگو

 با حجمدر مجموع  pfu DNA polymeraseمیکرولیتر  4/0

به ترتیب   PCR. مراحل بعدیشدمیکرولیتر استفاده  25 نهایي

 35 واکنش مرحله دوم در دقیقه(، 5درجه ) 95اولیه  اتوراسیوندن

ثانیه(،  20درجه ) 94دناتوراسیون در دمای شامل ، سیکل

Annealing  در دمای  طویل سازیثانیه( و  30)درجه  ٦0در دمای

پس از  ثانیه( انجام پذیرفت. 30دقیقه و  2)درجه سانتیگراد  72

درجه  72دقیقه در  7دت تکمیل چرخه، طویل سازی نهایي به م

انجام هر تست  صحت تأیید و نظورکنترلم سانتیگراد انجام شد. به

PCR محصولات .شداستفاده  مثبت و منفي کنترل هاینمونه از 

PCR  مورد تجزیه و  1%با استفاده از الکتروفورز در ژل آگارز

 Safe stainآمیزی با و باندها بعد از رنگ تحلیل قرار گرفتند

 مشاهده شدند. UVنور  توسط

  سیانینژن راستی تعیین توالی

به شرکت جهت تعیین توالي  پس از تکثیر، rusژن  PCRمحصول 

بررسي وجود یا عدم وجود جهش  جهتتکاپوزیست فرستاده شد. 

 Bioeditافزار توالي ها با استفاده از نرم تحلیل ،rusبر روی ژن 

v7.2.5 انجام شد. 

 آنالیز آماری

و تست  SPSSها با استفاده از نرم افزار های بین دادهتتفاو   

ANOVA  تعیین شد. با استفاده از این نرم افزارP- value ها، داده

به عنوان تفاوت معني دار در نظر گرفته شد.  P<05/0محاسبه شد و 

 به دست آمد. Excelافزار نمودارها با استفاده از نرم

 

 و بحث نتایج   

 استخراج شده در طی فرایند بیولیچینگ اورانیوممیزان 

میزان استخراج  نشان داده شده است، 1 شکلهمانطور که در    

در پالپ   1%DES (V/V)رانیوم توسط باکتری جهش یافته با او

(W/V) 50%نسبت به باکتری وحشي  11تا  7فاصل روزهای  ، در حد

که استخراج  به تدریج رو به افزایش است. نتایج بیانگر این مطلب بود

در   1%DES (V/V) اورانیوم موجود در محیط پس از ایجاد جهش با

رسیده است که این میزان استخراج بیشتر از  (90/%32)به  دهمروز 

میزان استخراج اورانیوم . استدر همان روز  (82/%15)باکتری وحشي

کمتر از باکتری   8%/0DES (V/V) یافته باشتوسط باکتری جه

این نتایج بیانگر این مطلب است که غلظت . استدهم  وحشي در روز

(V/V) 1%DES   ، .اثر مطلوبتری در استخراج اورانیوم داشته است

و همکارانش که نشان دادند  Ru-an نتایج حاصل از این بخش با نتایج

اسیدیتیوباسیلوس  بر روی DESدزهای متفاوت جهش  تأثیربا 

ول حاصل از سنگ ضریب فرونشست فسفر محل ،فرواکسیدانس

فسفات سولفید آهن، با کاربرد اسیدیتیوباسیلوس فرواکسیدانس القا 

به میزان بالایي افزایش یافته  1% (V/V)  شده با دی اتیل سولفات

 و همکاران Ehlingمطالعات  (.Ru-an., 2009) است، مطابقت دارد

روی  DESکشنده با -روی القای خاص لوکوس و جهش غالب

. نتایج بیانگر آن شداسپرماتید تاخیری موش نر انجام  اسپرماتوزوآ و

مرگ و میر  83%ناشي از القای خاص لوکوس، منجر به  بود که جهش

که جهش روی  شود. در حاليدر اسپرماتوزوآ و اسپرماتید تاخیری مي

. استمیزان جهش متغیر  DESکشنده بسته به دوز -لوکوسهای غالب

 mg/kg راواني جهش باف 5-8بطوریکه در فاصله روزهای 

200= DES  و جهش با  5/17×10-5برابر باmg/kg 300= DES  برابر

 Klaus-& NeuhiuserEhling ,) در هر لوکوس بود 5/7×10-5با 

از  1% (V/V)با توجه به اینکه در پژوهش حاضر در دوز  (.1988

DES نتایج بهتری نسبت به دوز (V/V) 8%/0  ،حاصل گشته است

گونه بیان نمود که نتایج حاصل از این تحقیق با نتایج  توان اینمي

Ehling  5/12%مطابقت دارد. بیشترین میزان استخراج تاکنون در پالپ 

در مدت  ٦8± ٦/2% به میزان FJ2از باکتری اسیدیتیوباسیلوس اس پي. 

  (.Jahani et al., 2015) روز گزارش شده بود 20
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: 8/0%اکتری وحشیي، : بW: کنترل منفي، 8/0DES (N.Cو % 1% (V/V)وسط باکتری وحشي در مقایسه با باکتری جهش یافته با میزان استخراج اورانیوم ت -1 شکل

 .(1% DES (V/V): جهش ناشي از 8%/0DES ، 1%( V/V)از  جهش ناشي

Fig. 1. Uranium extraction concentrations by wild bacteria compared with mutated bacteria by (V/V) 1%; 0.8% DES. 

(NC: Negative Control, W: wild Bacteria, 0.8%: Mutation caused by DES 0.8% (V/V), 1%: Mutation caused by DES 

1% (V/V)). 

 

 Ehو   pHبررسی تغییرات

در روزهای ابتدایي  pHنتایج حاکي از آن است که میزان 

 pHیابد. میزان مي افزایش یافته و پس از آن به تدریج کاهش

به حداقل  12در روز   1%DES (V/V)در باکتری جهش یافته با 

مصرفي  pHرسیده است که این میزان  (pH=89/1) مقدار خود

 شکل) است pH=03/2 در باکتری وحشي در همان روز برابر با

 ،روندهایي که در فروشویي میکروبي بکار ميباکتری ۀمه .(2

کاهش  دارند. اسیدی فعالیت pHخاصي از محدوده یک در 

 تأثیرهای زنجیره انتقال الکترون روی پروتئینتواند مي pHزیاد 

فعالیت باکتری را  5/1زیر  pHطوریکه هب ،سوء داشته باشد

در طي انجام فرایند  (.Fetter, 1998) دهدکاهش مي

محیط در روز اول افزایش و از روز دوم تا  pHبیولیچینگ، 

یکي از فاکتورهای مهم در  ،pHیافته است. دوازدهم کاهش 

 تأثیرتواند روی اکسیداسیون آهن فرو رشد باکتری است که مي

در روزهای  (.Meruane & Vargas, 2003) گذار باشد

در اکسیداسیون آهن فرو شرکت  H+باکتری با مصرف  ،ابتدایي

. با پیشرفت شودمحیط مي pHنموده که این امر باعث افزایش 

شود و اکسید مي Fe+3به  Fe+2روشویي باکتریایي، زمان ف

 pHشود که در نهایت به کاهش تدریجي مي  H+باعث تشکیل 

 Meruane & Vargas, 2003; Dong) شودمي منجر محیط

et al., 2011.) Ru-an روی ضریب  (2009)  و همکاران

فرونشست فسفر محلول حاصل از سنگ فسفات سولفید آهن، با 

 1% (V/V)یتیوباسیلوس فرواکسیدانس القا شده با کاربرد اسید

 5پس از  pHمطالعه نمودند و اظهار داشتند که میزان  DESاز 

روز به حداقل مقدار خود )مقدار تعادل( رسیده است. با توجه به 

اکسیداسیون سولفید آهن از طریق اسیدیتیوباسیلوس 

حاصل شده است به  4SO2Feکه از  Fe+2فرواکسیدانس یون 
3+Fe واکنش مزبور با کاهش شودتبدیل مي .pH  ،محیط

موجب ایجاد انرژی لازم برای رشد اسیدیتیوباسیلوس 

 4SO2Hفرواکسیدانس شده و سنگ معدن مزبور نیز به کمک 

به حالت محلول در میاید و در نهایت منجر به تولید فسفر 

و  Hiroyoshi. (Ru-an., 2009) شودمحلول مي

عنوان یک عامل ه ن دادند که جاروسیت بنشا (1999)همکاران

شود زیرا مواد مورد ممانعت کننده بر رشد باکتری محسوب مي

 pH. تنظیم میزان کندنیاز باکتری را از دسترس آن خارج مي

جاروسیت را کنترل نموده و آن را به  ۀتواند پدیدمحیط مي

ه این نتایج با یافت (.Hiroyoshi et al., 1999) حداقل برساند

 های حاصل از این پژوهش مطابقت دارد.
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: 8/0%اکتری وحشي، ب: W: کنترل منفي، 8/0DES . (N.Cو % 1% (V/V)محیط توسط باکتری وحشي در مقایسه با باکتری جهش یافته با  pH تغییرات -2 شکل

 . (1% DES (V/V): جهش ناشي از 8%/0DES  ، 1% (V/V)جهش ناشي حاصل از 

Fig. 2. The values of the environmental pH by wild bacteria compared with mutated bacteria by DES 0.8%, 1% (V/V). 

(NC: Negative Control, W: wild Bacteria, 0.8%: Mutation caused by DES 0.8% (V/V), 1%: Mutation caused by DES 

1% (V/V)). 
 

 

در باکتری جهش یافته  (Eh) تغییرات اکسیداسیون و احیا 3 شکل

افزایش  ۀدهد. نتایج نشان دهندنسبت به باکتری وحشي را نشان مي

، به تدریج  1%DES (V/V)در باکتری جهش یافته با  Ehتدریجي 

در باکتری جهش  Eh. میزان است 13 تا 10در حدفاصل روزهای 

 mv)به حداکثر مقدار خود  10در روز   1%DES( V/V)یافته با 

، بیشتر از باکتری Ehرسیده است که این میزان  (541/٦٦

. میزان اکسیداسیون و احیا توسط است (mv 33/418)وحشي

کمتر از باکتری وحشي   8%/0DES( V/V)باکتری جهش یافته با 

اکسیداسیون است که با نتایج استخراج اورانیوم همخواني دارد. 

آهن فریک غیرمستقیم باکتریایي که سبب آزادسازی فلزات بوسیله 

بسیار وابسته است. در طول اکسیداسیون آهن  Eh میزان شود، بهمي

-. باکترییابدمي محیط به تدریج افزایش Ehفرو بوسیله باکتری، 

های هوازی به پتانسیل ردوکس مثبت احتیاج دارند که این افزایش 

که  استپتانسیل در نتیجه اکسایش یون فرو و افزایش یون فریک 

. با استناد به (Natarajan, 1998) ها استیت باکتریحاکي از فعال

V02/0- =3+Fe 0E,  V14/0- = 0E)جدول پتاسیل ردوکس 

2+Fe)  و با توجه به بالا بودن غلظت یون فرو در محیط و تبدیل آن

نرنست،  به یون فریک طي فرایند بیولیچینگ و با استناد به معادلۀ

و  Kanbiعه ای که یابد. در مطالمحیط افزایش مي Ehمیزان 

انجام دادند، بیان نمودند که پس از ایجاد   (2002) همکاران

به  Ehمیزان  met148leuو با تبدیل   rusجهش بر روی ژن

و  Barrett همچنین، طبق مطالعۀ .افزایش یافته است mV800اندازۀ

و با تبدیل  rus، پس از ایجاد جهش بر روی ژن  (2006)همکاران

H143M میزان ،Eh  تقریبا به اندازۀmV400  نسبت به نوع وحشي

این نتایج با نتایج  (.Barrett et al., 2006) افزایش یافته است

 حاصل از این پژوهش مطابقت دارد.

 میزان آهن فرو

را در باکتری جهش یافته نسبت  مصرفي محیط Fe+2میزان  4 شکل

دهد. مشاهدات بیانگر کاهش آهن به باکتری وحشي نشان مي

، به تدریج در  1%DES( V/V)ط در باکتری جهش یافته با محی

است. میزان آهن فرو در باکتری  12تا  10حدفاصل روزهای 

به حداقل مقدار خود  12در روز   1%DES( V/V)جهش یافته با 

(ppm 0)  رسیده است، در حالیکه مصرف آهن در باکتری وحشي

است. مطالعات بیانگر این مطلب است  (ppm 1300)در همان روز 

  Fe+2ارتباط مستقیمي با میزان مصرف  pHکه کاهش تدریجي 

آهن برای رشد باکتری ضروری (. Walsh, 1997) محیط دارد

است. باکتری با اکسیداسیون آهن دو ظرفیتي به سه ظرفیتي و در 

آورد. نتیجه مصرف آن، انرژی مورد نیاز خود را به دست مي

ین، با مصرف آهن فرو در محیط، و تولید آهن فریک، بنابرا

U(IV) به فرم قابل حل U(VI) اکسیده شود (Dutrizac & 

MacDonald, 1974.)  این نتایج با مطالعاتYingbo  و

که نشان دادند پس از ایجاد جهش در باکتری  (2011)همکاران
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 : باکتری وحشي،Wي، : کنترل منف8/0DES. (N.Cو %1% (V/V)یسه با باکتری جهش یافته با میزان اکسیداسیون و احیا توسط باکتری وحشي در مقا -3 شکل

یافته با اکتری جهشبدهنده نتیجه حاصل از تحلیل آماری نشان  **علامت . 1%DES( V/V): جهش ناشي از 8%/0 DES، 1% (V/V): جهش ناشي حاصل از 0/8%

1%DES  تنددار هسبوده که با باکتری وحشي معني (05/0>P.) 

Fig. 3. Oxidation and reduction rates by wild bacteria compared with mutated bacteria by DES 0.8%, 1%. (NC: 

Negative Control, W: wild Bacteria, 0.8%: Mutation caused by DES 0.8% (V/V), 1%: Mutation caused by DES 1% 

(V/V)). The ** sign represents the result of statistical analysis Des 1% (V/V) mutant, which is significant with Wild 

bacteria (P <0.05). 

 

 
: 8/0%اکتری وحشي، ب: W: کنترل منفي، DES. (N.C 8/0و % %1( V/V)توسط باکتری وحشي در مقایسه با باکتری جهش یافته با   Fe+2میزان مصرف  -4 شکل

حشي بوده که با دهنده نتیجه حاصل از تحلیل آماری باکتری ولامت * نشانع .(%1DES( V/V): جهش ناشي از %8/0DES، 1% (V/V)ي حاصل از جهش ناش

دار ل معنيکه با گروه کنتر بوده  1%DES( V/V)دهنده نتیجه حاصل از تحلیل آماری باکتری جهش یافته با نشان **علامت  (.P<05/0) دار استگروه کنترل معني

 .(P<05/0)دار هستندي معنيبوده که با باکتری وحش 8%/0DES (V/V)دهنده نتیجه حاصل از تحلیل آماری باکتری جهش یافته با نشان #. علامت (P<05/0)هستند

Fig. 4. Fe + 2 consumption rates by wild bacteria compared with mutated bacteria by DES 0.8%, 1% (V/V). (NC: 

Negative Control, W: wild Bacteria, 0.8%: Mutation caused by DES 0.8% (V/V), 1%: Mutation caused by DES 1% 

(V/V)). The * sign represents the result of statistical analysis of the Wild bacteria, which is significant with Negative 

control (P <0.05). The ** sign represents the result of statistical analysis Des 1% (V/V) mutant, which is significant 

with Wild bacteria (P <0.05). The # sign represents the result of statistical analysis Des 0.8% mutant, which is 

significant with Wild bacteria (P <0.05). 
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یدیتیوباسیلوس فرواکسیدانس، سرعت اکسیداسیون آهن فرو در اس

یابد مطابقت یافته نسبت به باکتری وحشي افزایش ميجهشباکتری 

بررسي میزان استخراج اورانیوم، تغییرات اکسیداسیون و احیا،  .دارد

باکتری جهش و آهن محیط بیانگر این مطلب بود که  pHمصرف 

 ۀمحیط پدید pHته است با تنظیم توانس  1%DES( V/V)یافته با 

و با اکسیداسیون آهن  کندجاروسیت را در چگالي پالپ بالا کنترل 

را به فرم  U+4فرو و تولید آهن فریک در محیط و مصرف آن، 

 ,et al; Hiroyoshi 1999Vaghar ,.) کنداکسید  U+6قابل حل 

، 50% (W/V) حاصل از پالپهای  بهترین نتایج در نمونه (.1999

حاصل شده  12-10در روز  Eh، آهن و pHدر مورد پارامترهای 

به کمترین  pHمیزان آهن فرو و  دوازدهمدر روز  است، بطوریکه

مقدار خود رسیده است و این مقدار کمتر از باکتری وحشي در 

نیز در روز دهم به بیشترین مقدار خود  Ehمیزان . استهمان روز 

باکتری وحشي در همان روز  رسیده است که این مقدار بیشتر از

. در طي این مدت نیز میزان استخراج اورانیوم به تدریج است

افزایش یافته است. این میزان استخراج اورانیوم در روز دهم به 

رسید و از روز دوازدهم به بعد فعالیت باکتری وحشي  90/32%

این مطلب است که  ۀمجددا افزایش یافته است که این نشان دهند

یافته سعي در تطابق خود با محیط داشته و تا جهش ی های باکتر

 .هستند حد آستانه خاصي قادر به تحمل شرایط سمي اورانیوم

 Bioeditافزار یابی با نرمتوالیو  PCRنتایج 

های ترین ژنبه عنوان یکي از مهم rusژن تایج حاصله، نبنابر   

 DNAاز د نظر مور تواليانتخاب شده و  در انتقال الکترون،دخیل 

تکثیر  PCRبه روش که یافته جهشباکتری وحشي و در  rusژن 

پس از تعیین توالي  (.5)شکل گرفتند بررسي قرار تحت  یافتند

ها با یافته، جهت بررسي مکان جهش، تحلیل توالي هشجژنهای 

 rusتحت ارزیابي قرار گرفتند. ژن Bioedit v7.2.5 v نرم افزار 

نوکلئوتید اول آن سیگنال پپتید  32است که  نوکلئوتید 187دارای 

-85است. این ژن با احتساب سیگنال پپتید دارای یک دومین )

دهد که ها نشان مي . بررسي(www.uniprot.org) است (187

(. با توجه به ٦هیچ جهشي در توالي ژنها رخ نداده است )شکل 

ج فوق استخراج اورانیوم افزایش یافته است، امکان اینکه طبق نتای

 De leyدارد جهش در بقیۀ ژنها و یا مراکز ژنها رخ داده باشد. 

، روی باکتری آگروباکتریوم تومه UVپس از ایجاد جهش با 

 آن با نوع وحشي، میزان جهش را از روی نقطۀ فاسینس و مقایسۀ

ذوب در  که نقطۀذوب تحت ارزیابي قرار داد. وی مشاهده نمود 

DNA  و میزان  ٦/94±1/0ی باکتری وحشيGC ٦1/%5 برابر با 

مقاوم به گلایسین نقطۀ  که در باکتری جهش یافتۀاست، در حالي

است. طبق این نتایج،  5/٦5%برابر با  GCو میزان  2/9٦±1/0ذوب 

تغییر زیادی در توالي نوکلئوتیدی پس از ایجاد جهش مشاهده 

و همکاران  Ronenمطالعات  (.De Ley, 1964) نشده است

جهت بازگشت لوسین  DESکه با ایجاد جهش توسط  (1964)

روی سالمونلاتایفي موریوم اگزوتروف انجام شد، بیانگر این 

روز تغییرات کمي در  5بعد از  DESاز  ml5مطلب بود که 

لوله آزمایشي که ارزیابي شد، در  10کند. از بین باکتری ایجاد مي

 5بود و در  (5/0-٦×5-10) میزان بازگشت لوسین برابر با لوله 5

 (5×1-8-3/10×٦-10با )دیگر این میزان جهش کمتر و برابر  لولۀ

 و همکاران Albooshokeطبق مطالعات (.  ,1964Ronen) بود

 cyc1ژن  نتایج هم ردیفي نوکلئوتیدی توالي جهش یافتۀ (2017)

 99%غ بومي خراسان، موجود در زنجیره انتقال الکترون در مر

شباهت را با توالي مشابه در ژنوم نوکلئوتید مرغ وحشي نشان داد. 

بیشترین تنوع ژنتیکي در توالي ناحیه غیرکدشونده گزارش شده 

روی جداسازی آرسنیک  (2013) و همکاران Xieمطالعات  .است

و آهن از سنگ آرسنیک حاوی طلا پس از ایجاد جهش ترکیبي 

UV60s دقیقه روی مخلوطي از  10 ونیک به مدتو اولتراس

های اسیدیتیوباسیلوس فرواکسیدانس و اسیدیتیوباسیلوس باکتری

این مطلب بود که اکسیداسیون آهن فرو  کریپتوم، نشان دهندۀ

افزایش یافته است. در طي بیولیچینگ سنگ آرسنیک حاوی طلا، 

بر برا 10روز، به بیش از  15های جهش یافته طي تراکم باکتری

 15باکتری ها در کشت اصلي رسید. میزان استخراج آهن پس از 

روز به  12و میزان استخراج آرسنیک پس از  9/9%روز به میزان 

در مقایسه با باکتری وحشي افزایش یافت. همچنین  1/4٦%میزان 

در روزهای ابتدایي افزایش یافت و پس از آن تا روز  pHمیزان 

 در pHکاسته شد. این میزان کاهش هجدهم از مقدار آن به تدریج 

 .باکتری جهش یافته بیشتر از باکتری وحشي گزارش شده است

روی بیولیچینگ کلکوسیت  (2009) نو همکارا Kangمطالعات 

، 2NO-ایجاد جهش توسط مواد جهش زای شیمیایي  به وسیلۀ

DES  وUV های جدا شده روی مخلوطي از باکتری

 سیلوس( لیوم، اسیدیفیلوم و سولفوبا)اسیدیتیوباسیلوس، لپتوسپیری

 (V/V)از شیرابه های معادن نشان داد که ایجاد جهش توسط 
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 .rusبا استفاده از پرایمرهای اختصاصي ژن بر روی ژل اگاروز  PCRمحصولات باند  -5شکل 

Fig. 5. PCR product band on agarose gel using rus gene specific primers. 

 

 

 
 .DES 8/0و % %1  (V/V)توالي باکتری اسیدیتیوباسیلوس فرواکسیدانس قبل و بعد از جهش با  Bioeditراف ترسیم شده توسط نرم افزار گ -6شکل 

Fig. 6. Graph depicted by Bioedit software. Sequence analysis of Acidithiobacillus ferrooxidans before and after 

mutation by DES 0.8%, 1% (V/V). 

 

1%DES  کرد را در لیچینگ لدقیقه بهترین عم ٦0مدت  به

در  Cu+2کلکوسیت دارد و این جهش منجر به افزایش استخراج 

و  Wuمطالعات . شودروز در مقایسه با نمونه وحشي مي 20مدت 

به  UVنشان داد که پس از ایجاد جهش توسط   (2017) همکاران

های ، تراکم سلولJAT-1یدنسیا ثانیه روی باکتری پروو 120مدت 

 و آمونیاک تولیدشده توسط 2٦%باکتری جهش یافته در فاز ثابت 

افزایش یافته است. این امر به  12%یافته نیز های جهشباکتری

های جهش توسط باکتری ٦/10%افزایش استخراج مس به میزان 

ا شود. این نتایج بهای وحشي منجر ميیافته در مقایسه با باکتری

 نتایج حاصل از این پژوهش مطابقت دارد.

 

  گیرینتیجه   
نتایج به دست آمده از این تحقیق حاکي از آن است که هرچند    

 50% (W/V)در پالپ  rus ۀتغییری در توالي ژن جهش یافت
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 تأثیر 1% DES( V/V)مشاهده نشده است، اما جهش ناشي از 

از روز  50% (W/V) پبسزایي در افزایش استخراج اورانیوم در پال

 (V/V)باکتری جهش یافته با  داشته است. به عبارتي دیگر، 11-7

8%/0DES  در پالپ(W/V) 50%  فعالیتي کمتر از باکتری وحشي

 (V/V)های جهش یافته با فعالیت باکتریدر حالیکه  ،داشته است

1% DES  با توجه به تصادفي بودن جهش و  نشان مي دهند.افزایش

تغییر در توالي باکتری، مي توان اینگونه نتیجه گیری  عدم مشاهده

رخ داده است که ها یا مراکز ژنها ژن ۀبقینمود که احتمالا جهش در 

این امر منجر به ازدیاد استخراج اورانیوم در پالپ مورد نظر شده 

 ایجاد ژنها و یابا بررسي سایر  ،است. با توجه به اهمیت موضوع

پس از جهش، یا مراکز ژني را که مي توان ژن ، جهش هدفمند

 پیدا نمود.، شودزایش استخراج اورانیوم ميمنجر به اف
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