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  چكيده 

. هاي مهم در ارتباط با صنعت، اقتصاد و محيط زيست دستيابي به بيشترين باز يابي با حداقل هزينه و كمترين ميـزان آلـودگي اسـت   يكي از شاخص
ت و موليبـدن معـروف بـه پديـده اسـتخراج      هاي كموليتوتروف مزوفيل در استخراج فلزاتي چون مس، اورانيوم، طلا، كبالامروزه استفاده از ميكروارگانيزم

هاي اكسيد كننده آهن وگـوگرد در منـاطق   هدف از انجام اين تحقيق  شمارش دو دسته مهم از باكتري. بيولوژي در سنگهاي كم عيار معمول شده است
هاي خاك جمـع آوري  عدن ميدوك نمونهبراي دستيابي به اين هدف از هفت نقطه مختلف م. مختلف معدن ميدوك شهربابك در استان كرمان مي باشد

ها و كشت در محيط نه كي حاوي آهن و گوگرد عنصري بترتيـب  هاي اتوتروف اكسيد كننده آهن و گوگرد با تهيه سريال رقت از نمونهتعداد باكتري. شد
هاي اتـوتروف و هتروتـروف نيـز بـا     مالي باكتريتعداد حداكثر احت. هاي هتروتروف نيز با كشت در محيط نوترينت براث شمارش شدندباكتري. انجام شد

نتايج حاصل از ايـن تحقيـق نشـان داد كـه بيشـترين      . خانه انجام شد 24هاي ها در محيط اختصاصي درون ميكروپليتهاي اعشاري از نمونهكشت رقت
پـد   OPهـاي هتروتـروف در نمونـه   كم باكتريو كمترين ترا PLSنمونه خاك زرد رنگ نزديك به تشتك  YPهاي هتروتروف مربوط به ميزان باكتري
نمونه خاك زرد رنگ نزديك  YPپد اكسيدي بود و كمترين تراكم نيز مرتبط به  OPهاي آهن مربوط به نمونه بالاترين تراكم اكسيدكننده. اكسيدي بود

بالاترين تـراكم اكسـيد كننـده هـاي گـوگرد      . اشتهاي آهن وجود دهاي معدن در خصوص اكسيدكنندهتنوع نسبتا پاييني در نمونه. بود PLSبه تشتك 
تنـوع  . پد اكسيدي معـدن بـود   OPهاي اكسيد كننده گوگرد مربوط به بود وكمترين تراكم باكتري PLSخاكهاي زرد رنگ اطراف تشتك  YPمربوط به

بـا بكـارگيري نتـايج حاصـله از ايـن تحقيـق و       . داردهاي آهن وجود هاي گوگرد در معدن ميدوك در مقايسه با  اكسيدكنندهمناسبي از انواع اكسيدكننده
  . هاي اتوتروف بدست آمده مي توان جهت افزايش فرايندهاي بيوليچينگ در معدن ميدوك بهره بردباكتري
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 بـه  توجـه . اسـت  قرارگرفتـه  توجه زيادي مورد كه امروزه است معدن

 بـه هـدر   از جلـوگيري  و مختلف صنايع ضايعات جانبي از مواد بازيابي

 ديگـر  محور متالوژي، و معدني فرايندهاي مختلف در اوليه منابع رفتن

 براي منبعي عنوان به مواد زايد، عظيم حجم امروزه .است اين تحولات

 بازيافـت  براي مؤثر جذبي فرايندهاي. است مطرح مواد صنعتي تأمين

 هايحاصل تلاش صنعتي مختلف فرايندهاي از پساب فلزي هاييون

  ).6( رابطه است اين در صنعتي و علمي
هـاي  امروزه جهت گيري و رويكرد صنعت مـس بـه سـوي روش   

ايـن امـر بـا توجـه بـه      . هيدرومتالوژي از جمله زيست فروشويي است
هاي زيسـت محيطـي اهميـت    هاي سنگين مواد اوليه و آلودگيهزينه

هاي هيدرومتالوژي ناشي از سازگاري تحولات و پيشرفت. خاصي دارد
و مصـرف كمتـر انـرژي اسـت كـه      بيشتر اين روش با محيط زيسـت  

ها و كاربرد ريز جانداران مي گسترش آن مرهون كشف، ساخت حلال
هاي هيدرومتالوژي آمار و اطلاعات نيز نشان مي دهد كه فرايند. باشد

هاي اخير افزايش چشمگيري داشته است به طوري كه سـهم  در سال

  )علوم و صنايع كشاورزي( آب و خاك نشريه
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 ـ 1998درصد در سال  15توليد مس به كمك هيدرومتالوژي از   30ه ب
  ).8(رسيده است  2013درصد در سال 

فرايندي است كـه بوسـيله آن ميكـروب هـا بـا       فروشويي زيست
افزايش انحلال پذيري فلـزات در كانسـنگ هـا كـم عيـار منجـر بـه        

زيست فروشويي نـوعي جداسـازي   . افزايش استخراج فلزات مي شوند
سـازي  هاي جداپاك مي باشد بدين معني كه در مقايسه با ديگر فرايند

ــه وجــود مــي آورد  ــودگي بســيار كمتــري را ب امــروزه اســتفاده از . آل
هاي شيموليتوتروف مزوفيل دراسـتخراج فلزاتـي چـون    ميكروارگانيسم

مس، اورانيوم، طلا، كبالت و موليبـدن در كشـورهايي ماننـد اسـتراليا،     
كانادا، شيلي، امريكا، چين و پرو در سنگهاي كـم عيـار معمـول شـده     

) FeS2(داراي پتانسـيل سـولفاتي، غنـي از پيريـت      هـاي خاك. است
پيريت يكي از سولفيدهاي معدني رايج در سطح زمـين مـي   . باشند مي
زمـاني كـه پيريـت در معـرض هـوا قـرار مـي گيـرد بـه اسـيد           . باشد

. گيرنـد  هـاي سـولفاتي شـكل مـي    سولفوريك اكسيد مي شود و خاك
ت همـه  زيست توده ميكروبي خـاك نيـروي محركـه كليـدي در پش ـ    

ها از شركت كنندگان اصلي در چرخـه  تحولات گوگرد است و باكتري
  . )11(كربن، گوگرد، نيتروژن و فسفر مي باشند 

آهن يكي از عناصر فراوان بر روي زمين است و به طور گسـترده  
آهن فرو به آساني بـه  . هاي متعدد شناخته شده مي باشدبراي استفاده

وان يك دهنده الكترون مي توانـد  آهن فريك اكسيد مي شود و به عن
استفاده از آهن به عنوان دهنده الكترون فقط در تـنفس  . استفاده شود

به هر حال تحت شرايط هـوازي و در صـورتي   . هوازي اتفاق مي افتد
محيط پايين باشد آهن فرو خودبه خود به آهن فريك اكسـيد   pHكه 
ت هستند قادر به هايي كه به شدت اسيد دوسبنابراين باكتري. شود مي

استفاده از آهن به عنوان دهنده الكترون مي باشند در حـالي كـه ايـن    
خنثـي فعاليـت دارنـد ميسـر      pHهـايي كـه در   امكان بـراي بـاكتري  

  ).12(شود  نمي
ايـن عنصـر   . گوگرد در مقياس وسيعي در طبيعت پراكنـده اسـت   

عنصري است كـه بـه فراوانـي در سـاختمان پوسـته زمـين        3يكي از 
. گوگرد در طبيعت به فرم آزاد و تركيـب وجـود دارد  . ركت مي نمايدش

هرگاه گوگرد به فرم تركيب با ساير عناصر باشد، بـه يكـي از اشـكال    
سـولفيدها و سـولفاتها احتمـالا    . آلي يا غير آلي مشـاهده خواهـد شـد   

مهمترين تركيبات غير آلي مي باشند كه تحت تاثير تغييرات بيولـوژي  
  ) .13(ا قرار مي گيرند توسط باكتري ه

و  1هاي اكسيد كننده گوگرد مانند تيوباسيلوس تيوپـاروس باكتري 
هاي اكسـيد كننـده آهـن ماننـد     و باكتري 2تيوباسيلوس تيواكسيدانس

هاي سولفاتي جداسـازي و  در خاك 3اسيدوتيوباسيليوس فرواكسيدانس
فـي،  ايـن گـروه از بـاكتري هـا  گـرم من     . مورد بررسي قرار گرفته اند

                                                            
1- Acidithiobacillus thioparus 
2- Thiobacillus thiooxidans 
3- Acidithiobacillus ferrooxidans 

ها انرژي مورد نياز اين باكتري. هوازي، كموليتوتروف ومزوفيل هستند
براي رشد خود را از اكسيداسيون تركيبات گوگردي به دست مي آورند 

)2 .(  
مهمترين بـاكتري صـنعتي مزوفيـل از جـنس اسيدوتيوباسـيلوس      

ايـن  . ناميده مي شود Tfفرواكسيدانس مي باشد، كه به نام اختصاري 
از معـدن   Hinkleو  Colmerتوسط  1947لين بار در سال باكتري او

اين باكتري نه تنها توانـايي اكسـيد كـردن    . زغال سنگ جداسازي شد
آهن فرو را دارد بلكه مي تواند تركيبات گوگردي را نيز اكسـيد كنـد و   

 ).3(درجه رشد مي كند  35تا  25در دماي 
يـن دو  هدف از انجام اين تحقيـق  شناسـايي و بررسـي كميـت ا    

هـاي اكسـيد كننـده آهـن وگـوگرد در منـاطق       دسته مهم از بـاكتري 
بك در اسـتان كرمـان مـي باشـد كـه      مختلف معدن ميـدوك شـهربا  

ها بعنـوان سـويه هـاي    توان راه حل جامعي از جهت استفاده از آن مي
  .بومي در روش  بيوليچينگ بهره گرفت

  
  مواد و روش ها

  نمونه برداري و آماده سازي خاك معدن
منطقه مختلف معدن ميـدوك نمونـه بـرداري     8در اين تحقيق از 
در هنگام نمونه برداري سعي شد كـه نمونـه هـا    . خاك صورت گرفت

ابتـدا سـطح خـاك را    . خشك باشند و با آب باران مخلوط نشده باشند
سـانتي متـري    10كمي كنار زده شد و سپس نمونه بـرداري از عمـق   

) ميلـي متـر   2(اري، نمونه ها با الـك  بعد از نمونه برد. خاك انجام شد
مكان هاي مختلف نمونه برداري همراه بـا  ) 1(غربال شدند در جدول 

  .نام اختصاري كه به آنها داده شده آمده است
  

  محيط كشت هاي مورد استفاده
به منظور شمارش باكتري هـاي اتـوتروف اكسـيد كننـده آهـن و      

ن و گـوگرد بـه   حـاوي آه ـ  9Kگوگرد در اين تحقيق از محيط كشت 
اين محيط كشت بصـورت دو محلـول جداگانـه    . ترتيب استفاده گرديد

تركيبات اين محيط . تهيه گرديد و پس از اتوكلاو با هم مخلوط شدند
 2SO4 3(NH4): شـامل ) A(محلـول  : كشت در يك ليتر عبارتنـد از 

 MgSO4.7H2O5/0 گـرم،   K2HPO4 5/0گرم،  KCL 1/0گرم، 
و محلـول   ليتـر  ميلـي  700گرم، آب مقطر  Ca(NO3)2  01/0گرم، 

)B (شامل :FeSO4.7H2O 44  ،گرمH2SO4(1N) 10   ،ميلي ليتـر
گـوگردي   9Kبراي تهيه محيط كشـت  . ميلي ليتر بود 290آب مقطر 

گـرم بـر    30بجاي آهن داراي گوگرد عنصري به ميـزان  ) B(محلول 
براي شـمارش بـاكتري هـاي هتروتـروف از محـيط كشـت       . ليتر بود

  ) .1(رينت آگار طبق دستورالعمل شركت سازنده استفاده گرديد نوت
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  مكان هاي مختلف نمونه برداري خاك معدن -1جدول 

Table 1- Different Soil Sampling Zone of Mine 
 اسم نمونه

)Sample name(  
  مكانهاي نمونه برداري 

)Sampling location       ( 

SP PADسولفوري)Sulfuric PAD   
OP PADاكسيدي)Oxidic PAD (  
BP سد رسوب گير)Sedimentation Barrier (  
PLS   تشتك هيپ)Hipe Pound (  
YP خاك زرد نزديك تشتكPLS    )Yellow Soil near to PLS pound  (
SM          دامپ اكسيدي)Oxidic Dump (  
DS دامپ سولفوري )Sulfuric Dump (  

 
هاي اتوتروف اكسيد كننده آهـن و گـوگرد   شمارش باكتري

  به روش لام نئوبار 
آهني وگوگردي بصورت جداگانه تهيه شد و بـا   9Kمحيط كشت 
ارلـن   7سپس در . تنظيم گرديد 2نرمال اسيديته در 1اسيد سولفوريك 

 ارلـن  7آهني حاوي آهن ريخته و در  9Kسي سي محيط كشت  250
گوگردي ريخته و از هر نمونـه   9Kميلي ليتر ديگر محيط كشت  250

ارلـن هـا داخـل انكوبـاتور     . گرم به ارلن ها اضافه شد 10خاك ميزان 
قرار گرفتنـد و    Rpm160درجه سانتيگراد با دور  30شيكرداردر دماي 

بعد از گذشت پنج روز با استفاده از سمپلر مقـداري نمونـه از ارلـن هـا     
وبار ريخته شد و بعد از قرار دادن لامل بـر روي آن لام را  روي لام نئ

هاي زنده متحرك انجـام  زير ميكروسكوپ قرار داده وشمارش باكتري
  ).4(شد 

  
هاي اتوتروف اكسيد كننده آهـن و گـوگرد    شمارش باكتري

  به روش شمارش حداكثر تعداد احتمالي
 10 آهني و 9Kميلي ليتر محيط  100گرم خاك داخل  10ميزان 

گوگردي ريخته و به  9Kميلي ليتر محيط  100گرم خاك ديگر داخل 
ساعت شيك گرديدند، سپس از هر كدام يك ميلـي ليتـر بـه     1مدت 

رقـت   10-4ميلي ليتر بافر فسفات ريخته و تا رقت  9لوله هاي حاوي 
براث  9K(براث  9Kميكروليتر از محيط  1700ميزان. سازي انجام شد

هر چاهك (خانه  24داخل ميكروپليت ) جداگانه آهني و گوگردي بطور
ميكروليتـر   200و ميـزان  ) ميكروليتر ظرفيـت دارد  2000ميكروپلييت 

در . بـه هـر چاهـك اضـافه شـد      10-4، 10-3، 10-2هم از رقتهاي 
نهايت جهت جلوگيري از تبخير محـيط در طـي انكوباسـيون اطـراف     

جه سانتيگراد داخـل  در 30ميكروپليت با پارافيلم بسته شد و در دماي 
شـاخص  . خوانـده شـد   MPN1روز نتـايج   7انكوباتور گذاشته بعـد از  

مثبت براي باكتري هاي اتوتروف اكسيد كننده آهن مشـاهده رسـوب   
                                                            
1- Most  Probable Number  

آهني و براي براي باكتري هاي اتـوتروف   9kنارنجي رنگ در محيط 
  ).5(گوگردي بود  9kاكسيد كننده گوگرد مشاهده كدورت در محيط 

  
  سري رقت هاي هتروتروف به روش اكتريشمارش ب

ــه    ــوتروف ب ــاكتري هــاي ات ــه منظــور بدســت آوردن نســبت ب ب
گـرم نمونـه خـاك در     10بطوريكه ابتدا . هتروتروف اين كار انجام شد

ميلي  1محلول گرديد و =pH 7ميلي ليتر بافر فسفات استريل با  100
اضـافه   pH= 7ميلي ليتر بـافر فسـفات اسـتريل بـا      9ليتر از آن را به 

-10،2-1سپس از رقتهاي. گرديد تا رقت هاي مورد نظر ساخته شوند
ميكروليتـر روي محـيط    100به انـدازه   10،3-10،4-10،5-10،6-10

پليـت هـا و داخـل    . كشت نوترينت آگار كشت سـفره اي انجـام شـد   
سـاعت قـرار داده    48درجه سانتيگراد به مـدت   30انكوباتور در دماي 

  ).7(ل شود و شمارش انجام گرديد شدند تا كلوني تشكي
  

  MPNشمارش باكتري هاي هتروتروف به روش 
ميلي ليتـر بـافر فسـفات     100گرم از نمونه خاك را در  10ميزان 
ميلي ليتـر از آن را   1ريخته و مخلوط گرديد سپس  pH= 7استريل با 

عمـل رقـت    10-4ميلي ليتر بافر فسفات ريختـه و تـا رقـت     9درون 
 1700درون هـر چاهـك ميكروپليـت ميـزان     . تسازي صـورت گرف ـ 

ميكروليتر از محيط كشت نوترينت براث اضافه شد و بـه هـر چاهـك    
. اضـافه شـد   10-4، 10-3، 10-2ميكروليتر از رقت هـاي   200ميزان

سـاعت داخـل    72ميكروپليت ها با پارافيلم بسـته شـدند و بـه مـدت     
و پـس از گذشـت   درجه سانتيگراد قرار گرفتنـد   30انكوباتور در دماي 

زمان انكوباسيون با در نظر گرفتن كدورت بعنـوان شـاخص مثبـت در    
  ).14(نتايج حاصله ثبت گرديدند  MPNشمارش 

  
  تجزيه و تحليل شاخص هاي تنوع زيستي در نمونه ها

جهت بررسي تنوع زيستي جمعيت ميكروبي در نمونه هاي خـاك  
ميكروبـي در  معدن اطلاعات بدست آمده از شمارش كليه گروه هـاي  
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در . وارد و شاخص هاي تنوع زيستي محاسـبه شـد   PAST1نرم افزار 
  .ها  بطور جزيي توضيح داده مي شودادامه هر يك از اين شاخص

حالـت  . اين شاخص از عدد صفر تا يك متغير است): D( 2غالبيت
هاي ميكروبي به انـدازه يكسـان   صفر بدين معني است كه همه جنس

يك گروه ميكروبي به كل جامعـه ميكروبـي    1ت وجود دارند و در حال
  . غالب است
بازگو كننده تنـوع در جوامـع ميكروبـي      اين شاخص: H) ( 3تنوع

عدد صفر به معنـي وجـود تنهـا    . متغير است 10است و از عدد صفر تا 
بنابراين هـر چـه ايـن    . در جامعه است) عدم تنوع(يك گروه ميكروبي 

هاي ميكروبـي در جامعـه ميكروبـي    عدد بزرگتر باشد گستردگي گروه
  . بيشتر است

باقيمانده كـل جامعـه ميكروبـي      اين شاخص:  (D-1) 4همساني
نشـان دادن    منظور از اين شـاخص . هاي غالب در آن استبجز گروه

اين واقعيت است كه مابقي جامعه از فراواني يكساني نسـبت بـه هـم    
ه جوامـع شـبيه هـم    بنابراين نبايد اين طور تلقي شـود ك ـ . برخوردارند

هـاي  لغت همساني فقط به دارا بودن فراوانـي همسـان گـروه   . هستند
بنابراين هر چه اين عدد بزرگتر باشـد  . ميكروبي در جمعيت اشاره دارد

  . Willner)) 15(غالبيت كمتري در جوامع ميكروبي وجود دارد 
  
  نتايج

  ميزان عناصر در خاك هاي مورد بررسي
گرد توسط ازمايشگاه مكانيك خاك در ر آهن و گوغلظت دو عنص

. آمـده اسـت   2نمونه هاي مورد مطالعه محاسبه گرديد كه در جـدول  
كه در اين جدول ديده مي شود بالاترين ميزان گوگرد مربوط  همانطور

 SMو بالاترين ميزان آهن مربوط به نمونه خـاك   YPبه نمونه خاك 
 .مي باشد

  
ه آهـن در خـاك   كميت باكتري هاي اتـوتروف اكسـيد كننـد   

  معدن
هـاي مختلـف معـدن بـا     هاي اكسيد كننده آهن در نمونـه باكتري

حاوي آهن بعنوان منبع انـرژي   9Kروش كشت در محيط اختصاصي 
بـا توجـه بـه    . آمده است) 3(نتايج حاصله در جدول . شمارش گرديدند

مشاهده مي گردد، بالاترين شـمارش جمعيـت   ) 3(آنچه كه در جدول 
. مي باشـد  (PLS)اي آهن مربوط به نقطه تشتك هيپ هاكسيد كننده

هـاي آهـن   البته در بقيه نقاط معدن نيز تراكم مناسبي از اكسيد كننده
هـاي اكسـيد كننـده آهـن     اما كمترين تـراكم بـاكتري  . ديده مي شود

                                                            
1- Paleontological Statistics Software 
2- Dominance 
3- Shannon 
4- Simpson 

 9Kبـا اسـتفاده از محـيط    . مي باشـد ) SM(مربوط به دامپ اكسيدي 
زرد رنـگ  بعنـوان شـاخص     حاوي آهن بعنوان منبع انرژي و رسـوب 
هـاي اكسـيد كننـده آهـن در     مثبت كميت حـداكثر احتمـالي بـاكتري   

آمـده  ) 3(نتايج حاصله در جـدول  . هاي خاك معدن تعين گرديد نمونه
همانطور كه در ايـن جـدول گـزارش گرديـده اسـت، بـالاترين       . است

هاي اكسيد كننده آهن مربوط احتمالي باكتري تعداد بيشترين شمارش
كمتـرين  . مي باشـد  1/7 × 108با ارزش  ) پد اكسيدي( OPنمونه به 

بـا  ) PLSخاك زرد نزديك به تشـتك  ( YPتراكم نيز مرتبط با نمونه 
 .مي باشد 3/3 × 107ارزش  
 

گوگرد در خاك  شمارش باكتري هاي اتوتروف اكسيد كننده
  معدن

هاي مختلف معـدن بـا   هاي اكسيد كننده گوگرد در نمونهاتوتروف
حاوي گوگرد عنصـري بعنـوان    9Kش كشت در محيط اختصاصي رو

با . آمده است) 4(نتايج حاصله در جدول . منبع انرژي شمارش گرديدند
مشاهده مـي گـردد، بـالاترين تـراكم     ) 4(توجه به آنچه كه در جدول 

خـاك زرد نزديـك بـه    ( YPهاي گوگرد مربوط به نقطه اكسيد كننده
ه در بقيـه نقـاط معـدن نيـز تـراكم      البت. معدن مي باشد) PLSتشتك 

اما كمتـرين تـراكم   . هاي گوگرد ديده مي شودمناسبي از اكسيد كننده
) پـد اكسـيدي  ( OPهاي اكسيد كننده گوگرد مربوط به نقطـه  باكتري

حـاوي گـوگرد بعنـوان منبـع      9Kبا استفاده از محيط . معدن مي باشد
هـاي  تريانرژي و ايجاد كدورت  بعنـوان شـاخص مثبـت تـراكم بـاك     

نتـايج  . هاي خاك معـدن مشـخص شـد   اكسيد كننده گوگرد در نمونه
همانطور كه در اين جـدول ملاحظـه   . آمده است) 4(حاصله در جدول 

هـاي اكسـيد كننـده    مي شود، بالاترين كميت حداكثر احتمالي باكتري
بـا  ) PLSخاك زرد نزديـك بـه تشـتك    ( YPگوگرد مربوط به نمونه 

 OPكمترين تراكم نيز مرتبط بـا نمونـه   . اشدمي ب 2/8 × 109ارزش  
 .در هر گرم خاك مي باشد 3/9 × 107با ارزش ) پد اكسيدي(

 
  هاي خاك معدنهاي هتروتروف در نمونهتعداد باكتري

ــه ــه نمون ــت   كلي هــاي خــاك جمــع آوري شــده از لحــاظ جمعي
. هاي هتروتروف با روش سريال رقت مورد بررسي قرار گرفتند باكتري
همانطور كه در ايـن  . نشان داده شده است) 5(اصله در جدول نتايج ح

جدول آمده است، بيشترين ميزان باكتري هاي هتروتروف مربـوط بـه   
و كمتـرين تـراكم   ) PLSخـاك زرد نزديـك بـه تشـتك     ( YPنمونه 
بالاترين . مي باشد) پد سولفوري( SPهاي هتروتروف در نمونه باكتري

 YPي هتروتروف مربوط بـه نمونـه   هاكميت حداكثر احتمالي باكتري
و كمتـرين   3/3 × 106بـا ارزش  ) PLSخاك زرد نزديك به تشـتك  (

 .مي باشد 1 × 105با ارزش )  پد اكسيدي( OPآن مربوط به نمونه  
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  ميزان اهن و گوگرد در مكان هاي مختلف نمونه برداري خاك معدن -2جدول 

Table 2- The concentration of Iron and sulfur at different Soil Sampling Zone of Mine 

pH 
 mg/Kg) ميزان آهن

soil) 
 mg/Kg)ميزان گوگرد 

soil) 

 اسم نمونه
)Sample 

name(  

  مكانهاي نمونه برداري
)Sampling location(  

5.8 43 48 SP PAD سولفوري (Sulfuric  PAD)                   
4.8 53 24 OP PAD اكسيدي                                            

6.6 28 62 BP سد رسوب گير (Sedimentation Barrier)  

4.2 68 39 PLS تشتك هيپ   (Hipe Pound)   

4.6 18 89 YP  خاك زرد نزديك تشتك PLS      )Yellow Soil near to PLS 

pound(  
3.9 12 55 SM دامپ اكسيدي          (Oxidic Dump)   
4.5 32 41 DS دامپ سولفوري  (Sulfuric Dump)     

  
  )CFU/g(هاي اكسيد كننده آهن در نمونه هاي خاك معدن باكتري -3جدول 

Table 3- The quantity of Iron oxidizing bacteria in soil mine samples 
 شمارش با روش لام نئوبار

Enumeration with Neobar Lam

  كميت حداكثر احتمالي
Most Probable Number 

  منطقه نمونه برداري
Sampling zone 

6 × 106 3.3 × 107 YP 
1.7 × 106 8.7 × 107 SM 
2.6 × 106 6.6 × 107 SP 
4.6 × 107 5.1 × 108 PLS 
1.4 × 107 1.1 × 108 DS 
3.1 × 107 7.1 × 108 OP 
6.5 × 106 3.5 × 107 BP 

  
  مونه هاي خاك معدنهاي اكسيد كننده گوگرد در نباكتري -4جدول 

Table 4- The quantity of sulfur oxidizing bacteria in soil mine samples  
 شمارش با روش لام نئوبار

(Enumeration with Neobar Lam)  
  كميت حداكثر احتمالي

(Most Probable Number) 
  منطقه نمونه برداري
Sampling Zone  

2.4 × 1082 × 109 WM 
2.9 × 108 8.2 × 109  YP 
3.9 × 107 8.4 × 108  SM 
1 × 107 1.1 × 108  SP 

1.8 × 108 8.3 × 108  PLS 
4 × 107 4.3 × 108 DS 

2.8 × 106 9.3 × 107  OP 
2 × 108 4.6 × 109  BP 

  
  كميت هتروتروف ها در خاك معدن -5جدول 

Table 5- The quantity of heterotrophic bacteria in soil mine samples 
 كميت هتروتروف ها با روش سريال رقت
(Enumeration with Neobar Lam)

  كميت حداكثر احتمالي 
(Most Probable Number)  

  منطقه نمونه برداري
(Sampling Zone) 

3.5 × 1053 × 106  WM 
9× 1053.3 × 106 YP 
3 × 1042.9 × 105    SM 
1 × 1041.1 × 106 SP 
6× 1043.5 × 105 PLS 
5× 1042 × 105 DS 
4× 104 1 × 105  OP 
2 × 1042× 105 BP 
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هـاي  هاي تنوع زيستي اتوتروف هـا و هتروتـروف  شاخص

  خاك معدن
هــاي مهــم تنــوع زيســتي جوامــع ميكروبــي تعــدادي از شــاخص

اتوتروف و هتروتروف  براي نمونه هاي خاك معدن با استفاده از نـرم  
نشـان داده  ) 6(ت آمده در جدول نتايج بدس. محاسبه شد PASTافزار 

همانطور كه در اين جدول ديده مي شـود، تنـوع پـاييني از    . شده است
هاي هتروتروف در نقاط مختلف معـدن ميـدوك وجـود دارد و    باكتري

در خصوص اتوتروف . هاي ميكروبي هتروتروف كم استغالبيت گروه

-سهاي اكسيد كننده آهن اين جدول نشان مي دهد كه يكساني جـن 
هاي ميكروبي اتوتروف اكسيد كننده آهن و غالبيت پايين يك جـنس  

در مـورد اتـوتروف   . در جمعيت ميكروبي اتوتروف معدن مشهود اسـت 
هاي اكسيد كننده گوگرد شاخص تنوع بيانگر اين است كه تنوع نسبتا 

هاي هاي معدن در خصوص اكسيد كنندهدر نمونه) =H 83/3(بالايي 
واقع بالاترين ميزان تنوع در سه گـروه بـاكتري    در. گوگرد وجود دارد

مطالعه شده در معدن ميدوك در تحقيق حاضـر مربـوط بـه اتـوتروف     
  .  هاي اكسيد كننده گوگرد مي باشد

  
  هاي اتوتروف و هتروتروفهاي تنوع زيستي براي باكترينتايج حاصل از شاخص -6جدول 

Table 6- The results of biodiversity indexes for autotrophic and heterotrophic bacteria  
  باكتري هاي هتروتروف

Heterotrophic bacteria 
 اتوتروف هاي اكسيد كننده آهن
Iron-oxidizing autotroph

  اتوتروف هاي اكسيد كننده گوگرد
Sulfur-oxidizing autotroph 

  شاخص تنوع
Diversity Index 

  )Dominance(غالبيت    0.1488 0.1405  0.1796
  )Diversity Shannon, H(تنوع   3.83 2.02  1.75

  )Identity Simpson, 1-D(همساني  0.8512 0.8595  0.8204
  

  بحث و نتيجه گيري
امروزه با توجه به ذخاير رو به كاهش معـادن معـدني بسـياري از    
كشورهاي جهان حركت به سمت استفاده از كانسنگ هاي كم عيار را 

تـا بـا اسـتفاده از روش هـاي مختلـف هيـدرومتالوژي       آغاز كرده اند، 
يكي از مهمترين روش هـاي  . كارايي استخراج فلزات را افزايش دهند

هيدرومتالوژي كه در دهه هاي اخير مورد توجـه زيـادي قـرار گرفتـه     
جهـت دسـتيابي   . است روش فروشويي زيستي يا بيوليچينگ مي باشد

ن بايستي شرايط مختلفـي  به يك بيوليچينگ موثر و كارا در يك معد
يكي از مهمتـرين ايـن شـرايط توجـه بـه وضـعيت       . را در نظر گرفت

ميكروب هاي بـومي آن معـدن و امكـان سـنجي اسـتفاده از آنهـا در       
زيرا چنانچه از ميكروب هاي بـومي يـك   . فرايند بيوليچينگ مي باشد

اكوسيستم در فرايند هاي افزايش استخراج فلزات استفاده شود بـدليل  
ازگاري و تطابق اين ميكـروب هـا بـا محـيط معـدن كـارايي روش       س

استخراج به ميزان قابل توجهي بالا خواهـد رفـت و امكـان شكسـت     
  ).10و  1(فرايند به حداقل مي رسد 

اين دو گروه از باكتري ها از مهترين ميكروارگانيسم هاي موثر در 
ش آنهـا در  فرايند بيوليچينگ هستند و لذا درك مناسبي از نحوه پراكن

نقاط مختلف معدن مي تواند به انتخاب بهتر روش هـاي بيوليچينـگ   
  .در آينده كمك شاياني نمايد

جهت دستيابي به اين هدف از نقاط مهم معدن ميـدوك كـه هـم    
از خاك هاي اين مناطق ) مس و آهن(اكنون فرايند استحصال فلزات 

مارش و ش ـ. با روش هاي پيرومتالوژي صورت مي گيرد صورت گرفت
باكتري هاي اتوتروف اكسيد كننده گـوگرد و آنهـا هريـك در محـيط     

  .اختصاصي مربوط به خود انجام شد
نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد كه بـالاترين تـراكم اكسـيد    

. هاي آهن مربوط به نقاط تشتك هيپ و پد اكسيدي مـي باشـد  كننده
يد كننده اين اين نتيجه در خصوص باكتري هاي اكسيد كننده آهن تاي

) بـود  4برابر بـا   pH(واقعيت است كه حضور اكسيژن و اسيديته پايين 
در اين دو نقطه تاثير بسيار زيادي بر روي افزايش تراكم اين بـاكتري  

زيرا اكسيد كننده هـاي آهـن از لحـاظ    . ها در اين مناطق داشته است
پـايين مـي باشـند و ايـن      pHفيزيولوژيكي نيازمند محـيط هـوازي و   

شرايط در اين دو نقطه از خاك معدن نشـبت بـه نقـاط ديگـر معـدن      
  .بيشتر فراهم است

در خصوص باكتري هاي اكسيد كننده گوگرد ما بـه ايـن نتيجـه    
رسيديم كه تراكم بالايي از اين باكتري هـا در خـاك زرد نزديـك بـه     

لام نئوبار و (بطوريكه با هر دو روش شمارش . تشتك هيپ وجود دارد
MPN ( اين نتيجه تا حـدودي  . منطقه واجد بالاترين شمارش بوداين

زيرا بالا بودن ميزان عنصـر گـوگرد و از طرفـي    . قابل انتظار مي باشد
در ايـن نقطـه مـي توانـد     ) 4برابـر   pH(پايين بودن اسـيديته محـيط   

  .شرايطي انتخابي براي افزايش اكسيد كننده هاي گوگرد فراهم نمايد
معـادن از اهميـت چنـداني برخـوردار     باكتري هاي هتروتروف در 

هر چند اخيرا بحث بيوليچينگ هتروتروفـي نيـز مطـرح شـده     . نيستند
است و دانشمندان اميد دارند كه شايد بتوان در اينده از بـاكتري هـاي   
هتروتروف براي اهداف افزايش اسـتخراج كانسـنگ هـاي كـم عيـار      

زمينـه صـورت   استفاده كرد ولي تا به امروز پيشرفت چنـداني در ايـن   
  ) .6(نگرفته است 
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نتايج حاصل از تعيين باكتري هاي هترروتروف در معدن ميدوك  
نشان داد كه خاك زرد نزديك به تشتك هيپ بالاترين ميـزان را دارد  
و با توجه به اينكه همين خاك از نظر اتـوتروف هـاي اكسـيد كننـده     

بـين   گوگرد داراي بالاترين بود ممكن است يك رابطـه سينرژيسـمي  
هر چند كـه  . اين دو گروه از باكتري ها در اين نقطه وجود داشته باشد

در اين تحقيق ازمايشي براي اثبات ايـن فرضـيه و وجـود ايـن رابطـه      
  .انجام نگرديد

در طي يـك بررسـي بـا اسـتفاده از روش     ) 15(ويلنر و همكاران 
بر روي تـراكم بـاكتري هـاي اتـوتروف و     ) لام نئوبار(رقت پي در پي 

اسيدوفيل در معدن مس در شيلي نشان دادند كـه جمعيـت ميكروبـي    
اتوتروف وابسته به ميزان تراكم فلزات و مقـدار اسـيديته نمونـه هـاي     
آزمايش شده است به طوري كه ميزان اتوتروف ها در نقاط بـا تـراكم   
بالاي فلزات يا اسيديته بالا بيشتر است در حـالي كـه تعـداد بـاكتري     

دوفيل در محل اسيدي معدن بسيار بيشـتر اسـت   هاي هتروتروف اسي
در طي يك بررسي بـا اسـتفاده از روش   ) 10(نانسي و همكاران ). 15(

MPN   بر روي تراكم باكتري هاي اتوتروف  در معدن سنگ آهـن در
برزيل نشان دادند كه فراوانترين باكتري ها در جمعيت ميكروبي مورد 

ري اسيدوفيل در هيپ هاي مطالعه مربوط به باكتري هاي هوازي اجبا
و همكـاران نيـز بـا روش     )9(ليچينگ نسبت به دامپ ها مـي باشـد   

MPN   به بررسي تراكم باكتري هاي اتوتروف در آب هاي زير زمينـي
براي باكتري هـاي   MPNپرداختند و مشخص شد كه بيشترين مقدار 

در مجموع نتايج اين تحقيق نشـان  ). 9(اكسيدكننده سولفات مي باشد 
د كه باكتري هاي اتوتروف اكسيد كننـده آهـن و گـوگرد از تـراكم     دا

در اين بين . مناسبي در خاك معدن ميدوك شهربابك برخوردار هستند
تراكم و تنوع باكتري هاي اتـوتروف اكسـيد كننـده گـوگرد بيشـتر از      

  . اكسيد كننده هاي آهن بود
چنانچه كميت باكتري هاي اكسيد كننده اهـن و گـوگرد در يـك    

هايي  با تقويت اين باكتري ها در مكان عدن مشخص گردد، مي توانم
كه تراكم بالايي دارند از انها بـراي روش زيسـت فروشـويي اسـتفاده     

زيرا اين دو گروه از باكتري ها از مهمترين بـاكتري هـايي مـورد    . كرد

بطـور مثـال يكـي از روش    . استفاده در روش زيست فروشويي هستند
ضافه كردن باكتري خارجي به جمعيت باكتري هاي زيست فروشويي ا
اما روش ديگر تقويت جمعيـت بـاكتري درونـي    . دروني در خاك است

حال اگر قبل از انجام اين روش ها تعيين كميت باكتري هـا  . مي باشد
صورت گيرد مي توان بهترين روش را براي زيست فروشويي انتخـاب  

  .كرد
ر فرايندهاي بيوليچينگ با بكارگيري نتايج حاصل از اين تحقيق د

اين معدن مي توان روش كارايي براي استحصال كانسنگ هـاي كـم   
از طرفي با جداسازي، شناسايي و انتخـاب  . عيار اين معدن بدست آورد

بهترين سويه هاي اتوتروف اكسيد كننده مي توان از سويه هاي بومي 
  .براي اهداف بيوليچيتگ در اين معدن بهره جست

  
  ليگيري ك نتيجه

نتايج حاصل از اين تحقيق تاييد كـرد كـه بـاكتري هـاي اكسـيد      
كننده آهن و گوگرد از تراكم و تنوع مطلوبي در خاك معـدن ميـدوك   
شهربابك برخوردار هستند و چناچه رش هاي غني سازي  جداسـازي  
براي كشت خالص اين باكتري ها انجام شود مـي تـوان سـويه هـاي     

ي فروشويي زيستي جهـت استحصـال   بسيار موثر بومي براي فرايندها
مس از سنگ هاي كم عيار بدست آورد و ميزان توليـد مـس در ايـن    

هر چند اين امر نيازمنـد  . معدن را با روش هاي كم هزينه افزايش داد
  .تحقيقات بيشتر در اين زمينه است

  
  قدرداني وتشكر 

اين تحقيق با حمايـت مـالي معـدن مـس ميـدوك شـهربابك و       
در اينجا از ايـن دو نهـاد   . اهنر كرمان انجام شده استدانشگاه شهيد ب

همچنين نويسندگان از خانم مهندس لونا ابراهيمي .  قدرداني مي شود
  .مشاور صنعتي اين تحقيق نيز كمال تشكر را دارند
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Introduction: One of the most important indicators in relation to industry, economy and environment is to 

achieve the most recovery with the least cost and minimum pollution. Today, the use of chemolithotrophic 
microorganisms is common for extraction of some metals such as cooper, uranium, gold, cobalt and 
molybdenum in bioleaching process of low-grade rocks. Attention to the bioleaching of heavy metals such as 
copper, nickel, cobalt, zinc, and molybdenum has been increased in recent years because of its application to 
low-grade ores. The variety of microbes identified as being capable of growth in situations that simulate bio-
mining commercial processes is rapidly growing. This is partly because of an increase in the number of 
environments being screened for such organisms, partly because of an increase in the variety of minerals being 
tested, and most importantly because of new techniques available to screen for the presence of organisms. The 
aim of the present research was to study the quantity of two important autotrophic bacteria, iron and sulfur 
oxidizing bacteria, in different regions of Miduk mine in Shahrbabak, Kerman province. 

Materials and Methods The soil samples were collected from different locations of Miduk cooper mine 
such as: Sulfuric Pool Acid Discharge (PAD), Oxidic PAD, Sulfuric damp, Pool Leaching Sulfuric (PLS)and 
leaching hip. Top layer of mine soil (about 1 cm) was removed. In each site, soil samples were collected from 
five different spots. The quantity of iron and sulfur oxidizing bacteria were measured by culture of serial 
dilutions of samples in 9K medium with Iron and sulfur as electron sources, respectively. The 9K medium was 
used for enrichment of iron and sulfur oxidizing bacteria in collected mine samples. These two important groups 
of bacteria have autotrophic growth but the energy sources for these two bacteria are different. Iron oxidizing 
bacteria use ferrous ion in form of FeSO4 but sulfur oxidizing bacteria use inorganic sulfur and sulfur 
compounds as a source of energy and obtain the carbon from the reduction of the CO2 of the atmosphere, in 
autotrophic growth. Heterotrophic bacteria were quantified by culture in nutrient broth medium. Most probable 
number (MPN) method was used to enumeration the autotrophic and heterotrophic bacteria by culture of samples 
in 24 well microplates with specific medium. The positive index for enumeration iron and sulfur oxidizing 
bacteria in these experiments were red color and turbidity, respectively. The microplates were incubated for 21 
days for autotrophic bacteria and 7 days for heterotrophic bacteria.  

Results and Discussion: The results of this research showed that the highest quantity of heterotrophic 
bacteria related to soil near to PLS and the lowest quantity belonged to sulfuric PAD. Iron oxidizing bacteria had 
the highest density on oxidizing Pad (OP) and the lowest density of these bacteria found in soil near to PLS. The 
diversity of iron oxidizing bacteria was low in the mine. The lowest quantity of sulfur oxidizing bacteria related 
to oxidizing PAD. Although appropriate diversity of sulfur oxidizing bacteria in compare to iron oxidizing 
bacteria was observed in the Miduk mine. These results about quantity of iron oxidizing bacteria confirmed this 
truth that the presence of oxygen and also low acidity in oxidizing Pad (OP) has major effect on the distribution 
and quantity of iron oxidizing bacteria. Because, the optimum condition for growth of iron oxidizing bacteria is 
low acidity and abundance of oxygen that these two factors provided in oxidic Pad (OP).  

The quantity of sulfur oxidizing bacteria was high in yellow soil near to PLS. These results obtained by 
enumeration with MPN and Newbar lam methods. This result can be interpreted as the high concentration of 
sulfur element in this region has a selection force to prevalent the sulfur oxidizing bacteria in compare to iron 
oxidizing bacteria in this region. Because, when the sulfur is high, the bacteria that can use this element as their 
only energy source for fixation of CO2 is dramatically increased.  

Conclusions: In the present research, the quantity and distribution of iron and sulfur oxidizing bacteria of 
Miduk cooper mine were studied. Based on the results, iron and sulfur oxidizing bacteria had the highest density 
on oxidizing Pad (OP) and in yellow soil near to PLS, respectively. Although sulfur oxidizing bacteria had an 
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appropriate diversity compared to iron oxidizing bacteria in Miduk mine. However, the results obtained in this 
study confirmed that the sufficient quantity of iron and sulfur oxidizing bacteria were present in this mine. Then, 
the soil bacteria of this mine can be used to enhance the bioleaching process in Miduk mine. 
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