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   چکیده

سازي فلز از  سمیت در فرآیند آزادایجاد شود  می زیستی فروشوییهاي فرآیند  عواملی که باعث کاهش نرخ رشد و مرگ احتمالی باکتري جمله از
در این تحقیق براي بهبود فرآیند . وجود آمدن این سمیت، حضور عنصر آرسنیک در سنگ معدن استهیکی از دلایل ب. سنگ معدن است

پرتو فرابنفش با  ،از این طیف شاد جهجبراي ای. ه استاي استفاده شد طیف الکترومغناطیسی و هستهوسیله هبزایی  از روش جهش زیستی فروشویی
هاي  هی در زماند پس از پرتو. اند انتخاب شده MeV 662/0با انرژي  Cs137 ، چشمهپرتو گاما براي و eV 3و انرژي  نانومتر 253 طول موج

  آرسنیک ،هاي جدید روي باکتريها بر مرگ و میر باکتري تیوباسیلوس فرواکسیدانس پرداخته شد و بعد از آن بر ثیر این پرتومختلف به بررسی تأ
هاي متفاوت  وسیله پرتوهاي گاما و فرابنفش در زماناي که به یافتههاي جهش بندي باکتري در ادامه با دسته. اضافه گردیدهاي معین  با غلظت

ها  تن شرایط رشد براي باکتريداشو با ثابت نگه هاي مختلف بررسی شد ها در مقابل سمیت آرسنیک در غلظتپرتودهی شده بودند، مقاومت آن
رسنیک آها درمقابل دقیقه پرتودهی فرابنفش نه تنها مقاومت آن 120دقیقه پرتودهی گاما و  3دست آمد که در یافته، این نتایج بهشاهد و جهش

- درصد نسبت به نمونه شاهد، به 45و  20ها به میزان  طور متوسط، افزایش رشد در تعداد باکتريهاي شاهد شد، بلکه به برابر باکتري 10تقریباً 

  .دهی فرابنفش و گاما مشاهده شدترتیب براي پرتو
  

 .زایی، باکتري تیوباسیلوس فرواکسیدانس، آرسنیک ، جهشزیستی فروشوییپرتو فرابنفش، پرتوگاما،  :واژگان کلید

 مقدمه . 1

هاي فلزات سنگین بینی قادرند یونبعضی از موجودات ذره
هاي رقیق جذب سطوح خـارجی  ویژه محلولها بهرا از محلول

هاي فلزي را از محلول جـدا  ترتیب این یونخود کرده و بدین
 هاي صنعتی و این روش براي جداسازي فلزات از پساب .کنند

هیـدرومتالورژي کـاربرد    هاي حاصـل از فرآینـدهاي   یا محلول

هـاي معـدن   کردن و انحلال میکروبی سنگ اکسید .فراوان دارد
تـرین جنبـه کـاربرد    عیـار مهـم   هاي سولفوري کمویژه سنگبه

 باشـد منظور افزایش بازدهی حل شدن مـی ها بهمیکروارگانیسم
یکی از اشکالات عمده استخراج فلز از سـنگ معـدن بـه    . ]1[

وجود آرسنیک در سنگ معـدن اسـت    ،زیستی فروشوییروش 
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ک فلز آرسنیک ی. شود که باعث ایجاد سمیت در این فرآیند می
سنگین و سمی بسیار خطرناك است که به صورت طبیعـی در  

آرسنیک به صورت طبیعی در چهـار  . ي زمین وجود داردپوسته
فراوانـی  تـرین  بیش. شودیافت می -3، صفر و +3، +5ظرفیت 

یا آرسـنیت   As (III)یا آرسنات و  As (V)آرسنیک  مربوط به
در . دارد تـري که آرسنیت نسبت به آرسنات سمیت بـیش  است

ــد  ــوییفرآین ــتی فروش ــماز  ،زیس ــامیکروارگانیس ــد ییه  مانن
و  2تیواکســیدانس تیوباســیلوس ،1تیوباســیلوس فرواکســیدانس

که انرژي مورد نیاز  شود استفاده می 3لپتوسپریلیم فرواکسیدانس
عنصر گـوگرد   شیایا از اکس +Fe3به  +Fe2 شیاخود را از اکس

واکنش . آورند دست میهب سولفور به سولفات و احیاي ترکیبات
سـرعت بسـیار   با  طور طبیعی اماهو کاهش آرسنیک ب اکسایش

هـا از جملـه   میکروارگانیسـم  تربیشدهد و براي آهسته رخ می
تیوباسیلوس فرواکسیدانس سمی است و باعـث کـاهش نـرخ    

طبـق تحقیقـات، نشـان داده    . شودمی آن رشد و مرگ احتمالی
ثیري بر باکتري تیوباسیلوس أآرسنیک ت ppm10  شده است که
تواند به رشد خـود ادامـه    میاین باکتري  وندارد  فرواکسیدانس

روشی بـه نـام   از  زیستی فروشوییبراي بهبود فرآیند . ]2[ دهد
دهد که از روش مطالعات نشان می. شود زایی استفاده میجهش
براي رسـیدن  توان  میهاي مناسب  زایی با استفاده از پرتوجهش

اسـتخراج فلـز از    تر بـه منظـور  هایی با پتانسیل بیش اکتريببه 
-ادهجهش ناشی از پرتو فـرابنفش از س ـ  .سنگ معدن بهره برد

-زایی ژنتیکی است که مـی  هاي جهشثرترین روشؤترین و م

را  سـتی یز فروشـویی تواند فعالیت زیسـتی و توانمنـدي فرآینـد    
 ر آرسنیکثیتأ به بررسی 4کاودیل پژوهشیدر  .]1[ بخشدبهبود 

As (V)  وAs (III) بـر روي بـاکتري    هاي متفـاوت با غلظت
بر اساس آن منحنی نرخ  پرداخته و تیوباسیلوس فرواکسیدانس

                                                             
1 Thiobacillus ferrooxidans (TF) 
2 Thiobacillus thiooxdans (TT) 
3 Leptospirillum ferrooxidans (LF) 
4 Mandi Caudill 

ثیر تـأ  و همکاران 5ژوهاي .]2[ آمده است دستهرشد باکتري ب
قبـل و   معادن هاي فلور وسیله باکتريهطلا را ب زیستی فروشویی

بـراي   در ایـن پـژوهش  . دندار دامورد بررسی قر بعد از جهش
زایـی از پرتـو فـرابنفش، مـافوق صـوت و مـایکروویو        جهش

ایـن بـاکتري بـر روي     شیاسپس اثـر اکس ـ . استفاده شده است

  .]3[نمونه سنگ معدن امتحان شده است 
  

 روش کار. 2

طور گسـترده قابلیـت   باکتري تیوباسیلوس فرواکسیدانس به
که براي انجام این  اردرا د زیستی فروشوییمطالعه براي فرآیند 

میکروبـی سـازمان    مجموعهاز  1647 سویه و انتخاب پژوهش
ــژوهش ــد  پ ــه گردی ــران تهی ــنعتی ای ــی و ص ــاي علم ــن . ه ای

ــم ــه  میکروارگانیس ــزات از کان ــال فل ــراي استحص ــا ب ــاي ه   6ه
اي ندارند و تنها هاي غذایی پیچیدهسولفیدي به طور نسبی نیاز

ها را از محـیط و مـوادي   که آن به مواد معدنی اندکی نیاز دارند
در . کننـد  مین مـی گیرنـد تـأ  قرار می زیستی فروشوییکه تحت 

هـا نیـاز بـه محـیط     آزمایشگاهی براي رشد این باکتري شرایط
هـا بتواننـد از مـواد موجـود در     کشت مناسب است تا بـاکتري 

یکـی از محـیط    .محیط تغذیـه و بـه رشـد خـود ادامـه دهنـد      
  نـام دارد  K 9 هـا،  د ایـن بـاکتري  هاي مناسب براي رش ـ کشت

محـیط کشـت بـه     از ایـن لیتر  میلی 100براي ساختن . ]5،4،2[
 75برداشـته و بـه    ترکیبات ایـن محـیط   از هاي مشخص نسبت
سـولفات آهـن نیـز بـه     . )1 ارلن( آب مقطر اضافه شدلیتر میلی
گردیـد   آب مقطـر اضـافه   لیتـر  میلـی  25بـه  گـرم   42/4 میزان

 121 دمـاي  جداگانه در دقیقه 15 لن به مدتار هر دو ).2ارلن(
 اضافه شـد  1 به ارلن 2ارلن  محتوي و شده اتوکلاو گراد سانتی

سـولفوریک  از  محـیط کشـت   )2 حدود( pHبراي تنظیم  .]6[

                                                             
5 Xie Xuehui 
6 Ore 
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درصـد   10به منظور کشت باکتري به نسبت . استفاده شد اسید
ــت ــیط کشـ ــاکتري  ،از محـ ــیون بـ ــیلوس  سوسپانسـ تیوباسـ

روز  6پـس از حـدود   . آن تلقـیح گردیـد   درون فرواکسیدانس
رسند کـه در ایـن زمـان مـورد     ها به رشد کامل خود می باکتري

ــتفاده قــرار گرفتنــد   ــمارش ابتــدایی بــا اســتفاده از    . اس ش
هـا در حـدود    باکتريمیکروسکوپ نوري انجام شد که غلظت 

  . آمددست هلیتر بدر هر میلی 12/3×108

 ـ ر آرسـنیک بـر بـاکتري    ثیدسـت آوردن تـأ  هدر ابتدا براي ب
 25 هايها برداشته و در ارلن اصلی، به حجم یکسان از باکتري

، 60، 50 هاي نمک آرسنیک با غلظت تقسیم کرده ولیتري  میلی
به  )ppm برحسب( 500و 400، 300، 200، 100، 90، 80، 70
هـا  بـاکتري  شمارش ها اضافه شد و پس از گذشت سه روزآن

 درصـدي  80کاهش حجم  ppm 100 غلظت که درانجام شد 
هـا بـر روي بـاکتري    بعد از آن اثر پرتـو . ها مشاهده شد باکتري

 فرابنفش از لامپ فرابنفش با تـوان  دهیبراي پرتو. بررسی شد
 اسـتفاده شـد   eV 3و انرژي نانومتر  253و طول موج  وات 30

]3،7[.  
بـا   Cs137هـاي در دسـترس،    براي پرتو گاما از بین چشمه 

سـال و   30و نیمه عمـر   MeV 662/0ما به انرژي تک پرتو گا
هــاي  سـپس نمونـه  . انتخـاب شـد  میکروکـوري   92/3 فعالیـت 

ــان    ــتریل در زم ــرایط اس ــاکتري در ش ــیون ب ــاي  سوسپانس ه
ــا  دهیمــورد پرتــودقیقــه  120و 60، 30، 10، )شــاهد(صــفر ب

ساعت از  24و پس از گذشت ] 7،8[ قرار گرفتندپرتوفرابنفش 
  . شمارش شدند ها باکتري دهی پرتو

، 120، 60، 30، 10هـاي  ها در زمانباکتري ،در ادامه تحقیق
ثانیه تحت تابش پرتو گاما قرار گرفتند و شـمارش   240و 180

 و سـپس  ها، همانند روش پرتودهی فرابنفش انجام شـد باکتري
ppm 100  شـده   دهیهـاي پرتـو  نمک آرسنیک به همه نمونـه

ها مـورد شـمارش    گذشت سه روز باکترياضافه شد و پس از 
  .قرار گرفتند

  

 نتایج. 3

تغییرات تعداد باکتري اصـلی بـا اضـافه کـردن      1در شکل 
گونـه   همـان . هاي مختلف آرسنیک نشان داده شده استغلظت

ها بـا افـزایش    شود، جمعیت باکتري مشاهده می 1که در شکل 
اي ل توجـه کاهش قاب) لیتر بر میلی ppm100 تا (اولیه آرسنیک 

ها  و پس از آن با افزایش سمیت آرسنیک، جمعیت باکتريدارد 
   .یابند به تدریج کاهش می

 43، آرسـنیک  ppm 50 پـس از اضـافه کـردن    1در شکل 
اتفاق افتاده اسـت   درصد کاهش جمعیت نسبت به نمونه کنترل

در  و درصـد  80کـاهش جمعیـت    ppm  100هايغلظتو در 
مشـاهده  تري  با شیب ملایم عیتجم کاهش ،ترهاي بیشحجم

   .شودمی

  
  .هاي مختلف آرسنیک بر روي باکتري اصلی تأثیر غلظت: )1( شکل

  

هـا در اثـر پرتـو    الف تغییـرات تعـداد بـاکتري   -2در شکل 
ب تغییرات تعداد باکتري در اثـر پرتـو   -2فرابنفش و در شکل 

الـف  -2هاي  گونه که در شکل همان. گاما نشان داده شده است
ثیر سـمیت آرسـنیک، در   هماننـد تـأ   شود،ب مشاهده می-2و 

هـا و بـا ادامـه     ابتدا کاهش شـدید جمعیـت بـاکتري    ،پرتودهی
-همـان . نمائی دارند ها کاهش تقریباً پرتودهی جمعیت باکتري

نشـان داده شـده، تعـداد    ) الـف و ب ( 2هاي  طور که در شکل
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یافته اهش به تدریج ک ها در اثر پرتودهی با افزایش زمانباکتري
دقیقه پرتودهی تعداد  10الف پس از گذشت -2در شکل. است

ها نسبت به حالت کنترل تغییر چندانی نداشته است ولی باکتري
درصـد کـاهش یافتـه     80هـا  دقیقه تعداد بـاکتري  120 در زمان

بـراي   ،شـود  گونه که مشـاهده مـی   همانب -2در شکل . است
نسـبت بـه    هاباکتريتعداد  ثانیه 10دهی گاما طی گذشت پرتو

-زمـان انـد و در  رو شدههدرصد روب 50حالت کنترل با کاهش 

تري دیده شـد کـه   هاي بعد کاهش تعداد باکتري با شیب ملایم
 85کـاهش   )ثانیـه  240(  دقیقـه  4در آخرین بررسی در زمـان  

  .دهد درصدي را نشان می

  

 )الف(

 
  )ب(

 

  هاي تیوباسیلوساثر پرتو بر روي مرگ و میر باکتري: )2( شکل
   ).برحسب ثانیه( پرتو گاما) ب، )برحسب دقیقه(پرتو فرابنفش) الف 

 

  )الف(

  
  

  )ب(
     اضافه کردن مقایسه تغییرات تعداد باکتري در اثر پرتو و: )3( شکل

ppm 100 ،فرابنفش) گاما ب) الف با پرتودهی، آرسنیک.  

  
نیه ثا 240و120، 60، 30، 10هاي الف در زمان-3در شکل 
از  پـس  نسـبت بـه   ،آرسـنیک  افـزودن  ها بعـد از تعداد باکتري

رسد این  نامحسوسی داشته است و به نظر می کاهش دهی،پرتو
دهی شده تا حدودي مقاومت بـاکتري را نسـبت   هاي پرتوزمان
-پرتـو  دقیقه 3هایی که  رسنیک بالا برده است و در باکتريبه آ

 ـ    زایش جمعیـت  دهی شدند بعد از اضـافه کـردن آرسـنیک، اف
دقیقـه   10ب پـس از گذشـت   -3در شـکل  . باکتري دیده شـد 

 درصد 70حدود  ،آرسنیک ppm 100و اضافه کردن  دهیپرتو
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توان گفت در اثر  اتفاق افتاده است و می ها کاهش تعداد باکتري
در . در باکتري تغییر خاصی رخ نداده است ،دهیاین زمان پرتو

 80عداد بـاکتري کمتـر از   نیز کاهش ت دقیقه 60و 30هاي زمان
هـا  دهد در یکسـري از بـاکتري  مشاهده شد که نشان می درصد

اما هنـوز   ه که نسبت به آرسنیک مقاوم هستندجهش اتفاق افتاد
 دهیبعد از پرتـو  دقیقه 120. شودکاهش تعداد باکتري دیده می

 ppm 100و بعد از اضافه کردن  درصدي 80کاهش  ،فرابنفش
  . س تعداد باکتري مشاهده شدآرسنیک افزایش محسو
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هـا در  دهنده این است کـه بـاکتري  ها نشانداده 1 در شکل
انـد و  آرسنیک، افت شدید جمعیت را داشـته  ppm 100حجم 
هاي باقیمانده قابلیت تحمل این میزان سمیت را داشته و باکتري

دست آمـده  هبر اساس نتایج ب. لیت خود هستندقادر به ادامه فعا
 120 زمـان  با گذشت eV 3پرتو فرابنفش با انرژي  2 در شکل

 3 زمـان  بـا گذشـت   MeV 662/0و پرتو گاما با انـرژي  دقیقه 
 .شـدند هـا   درصدي تعداد باکتري 80تقریباً باعث کاهش  دقیقه

هاي باقیمانده احتمال اینکه میر، در باکتري و علاوه بر اثر مرگ

تواند در بهبود و  باشد نیز هست، که میهایی اتفاق افتاده  جهش
دسـت  هدف این تحقیق، به. ها مؤثر باشدکارائی باکتريیا عدم 

اي است که پس از اضافه کـردن  هاي جهش یافتهآوردن باکتري
هاي  ها همانند باکتريآرسنیک با حجم معین به محیط، رشد آن

هـا   رياین هدف با پرتودهی باکت. تر از آن باشدشاهد و یا بیش
دقیقه با پرتو فرابنفش و تا  120دقیقه با پرتو گاما و  3به مدت 
حتـی افـزایش   . برابري حجم آرسنیک برآورده شد 10افزایش 

 45%و ) براي پرتـو فـرابنفش  ( 20%ها به میزان  جمعیت باکتري
ها در حضور آرسـنیک   در نسل جدید باکتري) براي پرتو گاما(

  . نیز مشاهده شد

توان براي ادامه این تحقیـق داد،   گري که میپیشنهادهاي دی
هـا  زیستی بـا اسـتفاده از بـاکتري    انجام فرآیند فروشویی  -الف

هـا بـا   یافته حاصـل از پرتـودهی و مقایسـه عملکـرد آن     جهش
در در پرتـودهی   -ب. هاي استفاده شده درمعادن اسـت  باکتري

دقیقـه پرتـو گامـا،     4دقیقه پرتـو فـرابنفش و    120 زمان مدت
درنتیجـه  . یابنـد،  درصد کاهش می 80ها بالاي  معیت باکتريج

هـاي باقیمانـده هـم     زائی وتغییر ژن باکتري توان روي جهش می
  .تحقیقاتی انجام شود
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