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  چکیده 
     مانند مس، طلا و روي را از سنگی باکتري ها فلزاتبه کمک که در آن  است بیولیچینگ فرآیندي :هدف زمینه و

باکتري هاي اسیدوفیل و کمولیتوتروف موجود در معادن قادرند فلزات را . می شود هاي با عیار پایین استخراجمعدن 
اسیدیتیوباسیلوس  از جمله باکتري هاي مهم. از سنگ معدن هاي سولفیدي استخراج کنند توسط فرآیند بیولیچینگ

 20آیند بیولیچینگ رشد بهینه دارد و در دماي کمتر از رگراد در ف درجه سانتی 25-35می باشد که در دماي  فرواکسیدانس
سازگار کردن باکتري در دماهاي پایین تر است تا بتوان فرآیند  مطالعههدف از این . درجه سانتی گراد رشد مطلوبی ندارد

  . بیولیچینگ را در تمام فصول سال منجمله در فصل هاي سرد به کار برد
و  TKاز محلول زیر هیپ معدن مس سرچشمه جداسازي و در محیط هاي    At.ferrooxidansباکتري :روش بررسی

9K  سپس جهت سازگار نمودن باکتري در دماهاي پایین به تدریج در . درجه سانتیگراد گرمخانه گذاري شد 30در دماي
آهن فریک با همچنین میزان رشد باکتري و غلظت . درجه سانتیگراد غنی سازي شد 4و  12، 15، 18، 22، 25دماهاي 

 رشد جهت تایید .قرار گرفتغلظت مس در دماهاي فوق بررسی و ارزیابی . گیري شد دستگاه اسپکتروفتومتر اندازه
. اندازه گیري شد بردفوردبا کمک روش پس از شش روز درجه سانتیگراد، پروتئین هاي خارج سلولی  4در دماي  باکتري
DNA  استخراج و ژن ناحیه باکتري  SrDNA16  به روش PCRتکثیر و تعیین توالی شد.  

رشدي لگاریتمی داشته و این توانایی را دارد تا با  مورد آزمایشدر دماهاي  At.ferrooxidans باکتري : یافته ها
با توجه به نتایج . را به فرم محلول آزاد کند) II(اکسایش آهن فرو به آهن فریک، فرآیند بیولیچینگ را انجام و مس 

روز بیشترین رشد را داشته و با  18گراد و پس از گذشت حدود  درجه سانتی 25ید که باکتري در دماي مشاهده گرد
هاي  نتایج حاصل از مقایسه میزان تشابه توالی نوکلئوتیدي سویه برتر با سویه. کاهش دما از میزان رشد آن کاسته می شود

      .گذاري شد نام ALباشد و سویه  می Acidithiobacillus ferrooxidansمرتبط نشان داد که باکتري مورد نظر 
   قادر است خود را در دماهاي پایین سازگار نماید و فرآیند بیولیچینگ را  At.ferrooxidansباکتري : گیرينتیجه

توان  بنابراین بر طبق نتایج حاصل، فرآیند بیولیچینگ و اکسایش آهن در دماهاي پایین امکان پذیر است و می. انجام دهد
    .فلزات با ارزشی مانند طلا و مس را در شرایط سرماي محیط استخراج نمود

  بیولیچینگ، سازگار کردن، مس، At.ferrooxidans :هاي کلیديواژه

  

  اسلامی آزاد دانشگاه میکروبی فناوري زیستی پژوهش -علمی مجله
  55-61 صفحه ،مهفت شماره دوم، دوره ،1389 زمستان
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی -مجله علمی

 در Acidithiobacillus ferrooxidansباکتري  بهینه سازي
  مقدمه  دماهاي پایین

یولیچینگ جایگاه مهمی در با شروع قرن بیست ویکم فرآیند ب
 به خود اختصاص داده را   هاي رایج در معدن میان تکنولوژي

عنوان تسریع در یک فرآیند محیطی تلقی  بیولیچینگ به. است 
هاي  ها، سولفید کمک میکروارگانیسم شود که در آن به می

معدنی اکسید شده و فلزات با ارزشی مانند نیکل، مس، طلا 
دلیل سادگی و  فناوري بیولیچینگ به. شوند وکبالت استخراج می

گذاري مالی، روشی مناسب جهت استخراج  تر به سرمایه نیاز کم
توسعه این  .شود هاي در حال توسعه تلقی می فلزات در کشور

است که امروزه در امریکا بیش از  حدي بوده روش در دنیا به
در . باشد درصد مس استخراج شده به روش میکروبی می 20%

بسیاري از کشورهاي دیگر از جمله شیلی، استرالیا، آفریقاي 
جنوبی، کانادا، چین، پرو و دیگر مناطق از این فرآیند براي 

 ). 1(شود  بها استفاده می بازیابی فلزات اصلی و گران
 At.ferrooxidans  از جمله باکتریهایی است که در این

ونهاي آهن فروس فرآیند دخالت دارد و این توانایی را دارد که ی
را در محلول مورد نظر اکسید و ترکیبات گوگردي را احیا کند 

این باکتري در گروه باکتریهاي مزوفیل قرار دارد و ). 3و2(
گراد  درجه سانتی 35تا  25داراي رشدي بهینه در بازه دمایی 

اما قادر است خود را در یک بازه دمایی وسیع آداپته . می باشد
یکی از انواع ).  4(لیچینگ را انجام دهد کند و فرآیند بیو

روشهاي بیولیچینگ، هیپ بیولیچنگ می باشد که در آن مواد 
معدنی سولفیدي خرد و انباشته شده و در یک توده مهندسی 
شده قرار گرفته، سپس محلول اسیدي لیچینگ از بالاي هیپ 

. شود برروي آن اسپري شده و از ناحیه زیر هیپ هوادهی می
اکسیدکننده آهن و گوگرد که در محلول اسیدي  ايباکتریه

. لیچینگ وجود دارند، مواد معدنی خرد شده را کاتالیز می کنند
   سپس فلز استخراج شده به صورت محلول در پایین هیپ 

استفاده از هیپ بیولیچینگ جهت بازیافت . شود جمع آوري می
محسوب فلزات از مواد معدنی کم عیار، روشی ارزان و اقتصادي 

اما در محیط هاي سرد مانند ارتفاعات و فصول سرد . شود می
). 5(آید  سال، دماي پایین یک عامل محدودکننده به شمار می

بنابراین استفاده از باکتریهاي سازگار شده در شرایط سرما 
جدا این مطالعه، هدف از . جهت استخراج فلرات، اقتصادي است

از محلول زیر هیپ به  At.ferrooxidans باکتریهايسازي 
گراد  درجه سانتی  4و  12، 15، 18، 22، 25تدریج در دماهاي 

  . ي آنها می باشدسازي و سازگار غنیو 
  

  روش بررسی
باکتري بومی  :گردآوري نمونه و شرایط رشد

At.ferrooxidans  از محلول زیر هیپ معدن مس سرچشمه
ر معدن مس سرچشمه د. جداسازي شد 1387کرمان در سال 

کیلومتري جنوب غربی کرمان قرار دارد و یکی از مراکز  160
نمونه ها در ارلن مایر . بزرگ تولیدکننده مس ایران می باشد

  TK    محیط کشتهايمیلی لیتر  100حاوي میلی لیتر  250
K2HPO4 (NH4)2SO4 ،MgSO4.7H2O  از هر کدام به

رم گ 4/33به میزان FeSO4.7H2Oگرم بر لیتر و  4/0میزان 
، 2SO4(NH4)گرم  3هر لیتر حاوي (  9Kو pH=1.8بر لیتر،

گرم  K2HPO4 ،5/0گرم  KCl ،5/0گرم  1/0
MgSO4.7H2O ،01/0  گرمCa(NO3)2  گرم  8/44و

FeSO4.7H2O،pH=2.2 ( کشت و در شیکر % 10با تلقیح
 10به مدت  rpm150گراد با دور  درجه سانتی 30انکوباتور 

به جهت اکسید ) II(ولفات آهن س. روز گرمخانه گذاري شدند
شدن توسط حرارت توسط فیلتر استریل و به محیط ها اضافه 

در واقع این کار بدین منظور انجام شد تا به باکتریها . گردید
فرصت داده شود از نظر تعداد بر سایر باکتریهاي موجود در 

لازم به ذکر است که محیط  .محلول زیر هیپ برتري یابند
اطلاق  Kellyو  Tuvinenط کشت به محی TKکشت 

   ).8-  6(شود می
  

به  At.ferrooxidansبهینه سازي و سازگار پذیري باکتري 
ابتدا در  At.ferrooxidans باکتري :درجه حرات هاي پایین

          30در شیکر انکوباتور  9Kو  TKمحیط کشتهاي 
سپس به . غنی سازي شد rpm 150گراد با دور  درجه سانتی

میلی لیتر  250سلول بر میلی لیتر در ارلن مایر  5×107 میزان
تلقیح و در شیکر  TKمحیط کشت میلی لیتر  100حاوي 

 rpm 150گراد با دور  درجه سانتی 18و  22، 25انکوباتورهاي 
      4و  12، 15جهت بهینه سازي در دماهاي . انکوبه شد

ت گراد، پس از دوبار تجدید کشت در محیط کش درجه سانتی
TK 100حاوي میلی لیتر  250، باکتریها در ارلن مایر     

    تلقیح و در شیکر انکوباتور با دور 9Kمحیط کشت  میلی لیتر
rpm 180 جهت اطمینان از زنده بودن ). 5(قرار داده شدند

ها در دماهاي فوق، میزان رشد توسط دستگاه  باکتري
. گیري شداندازه نانومتر  640اسپکتروفتومتر در طول موج 

، غلظت آهن )II(همچنین به منظور بررسی اکسایش آهن فرو 
روز توسط دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج  5فریک پس از 
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  و همکارانسارا محسنی 

جهت ). 9(به کمک منحنی استاندارد سنجش شد  نانومتر 300
در ) I(گرم مس  1بررسی انجام فرآیند بیولیچینگ، به میزان 

سپس . تها اضافه گردیدانتهاي فاز رشد لگاریتمی به محیط کش
 Neocuprionتوسط پروتکل مس و معرف ) II(غلظت مس 

محیط کشت میلی لیتر  100در این روش به . اندازه گیري شد
   5اسید سولفوریک غلیظ و میلی لیتر  1حاوي مس حدود 

اسید نیتریک اضافه و تا تشکیل محلول بی رنگ میلی لیتر 
لول مورد نظر به یک از محمیلی لیتر  50سپس . جوشانده شد

محلول میلی لیتر  5. منتقل شدمیلی لیتر  125قیف جداکننده 
محلول توسط  pHهیدروکسیل آمین هیدروکلراید اضافه و 

معرف میلی لیتر  10به میزان . تنظیم گردید 4سود بر روي 
Neocuprion  30کلروفرم اضافه و به مدت  میلی لیتر 10و 

فرم حاوي کمپلکس مس و محلول کلرو. ثانیه مخلوط شدند
پس از تشکیل دو لایه . می باشد Neocuprionمعرف 

        جداکننده، محلول پایینی حاوي کلروفرم به داخل بشر 
سپس . منتقل و توسط متیل الکل رقیق گردیدمیلی لیتر  25

 457 میزان جذب توسط دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج 
ظت مس توسط منحنی اندازه گیري و میزان غلنانومتر 

 ).10(استاندارد مس تعیین شد 
و تکثیر توسط  DNAجهت استخراج  :DNAاستخراج 

PCR،  ابتدا باکتریها در محیط کشتTK  کشت داده شدند و
سلول در میلی لیتر، توسط  2×109پس از رسیدن به تعداد 

دقیقه  10دور در دقیقه به مدت  10000دستگاه سانتریفوژ با 
سپس به منظور آهن زدایی باکتریها، دو بار . ندرسوب داده شد

 به رسوب حاصل به مقدار . شسته شدند% EDTA 1با محلول 
 mM50، %20سوکروز ( set bufferمحلول میلی لیتر  1

EDTA  ،mM 50 Tris HCl  ،4/7 pH:  (اضافه گردید .
میکرولیتر لیزوزیم  35دقیقه قرار دادن روي یخ،  20بعد از 

mg/ml 5 دقیقه برروي یخ  30ه شد و  دوباره به مدت اضاف
اضافه و در  SDSمیکرولیتر  9در مرحله بعد، . قرار گرفتند

بعد از اضافه . دقیقه انکوبه شدند 60دماي محیط به مدت 
و یک  mg/ml 1با غلظت  Kمیکرولیتر پروتئیناز  50کردن 

استات آمونیم میلی لیتر  50ساعت سازگار شدن در دماي اتاق، 
M 7/5 در دقیقه به  12000نمونه ها با دور . شود اضافه می

دقیقه سانتریفوژ شده و در اتانول سرد مطلق در دماي  5مدت 
بعد از سانتریفوژ، . دقیقه گذاشته شدند 30به مدت  -20

براي بررسی کیفیت % 1حاصل روي ژل آگارز   DNAرسوب
  ). 11(آن الکتروفورز گردید 

 

توسط دستگاه  16SrRNAهاي ناحیه  ژن :PCRواکنش 
PCR  با استفاده از دو پرایمرG1-F  وL1-R تکثیر شد .  

 
G1-F(5’-GAAGTCGTAACAAGG-3’) 
L1-R(5’-CAAGGCATCCACCGT-3’)  

 
 5الگو،  DNAمیکرولیتر  1شامل  PCRهر واکنش 

و  G1-Fمیکرولیتر پرایمرهاي  PCR X 10 ،1میکرولیتر بافر 
L1-R mM 10 ،1/2  میکرولیتر ازmM 50 MgCl2 ،

میکرولیتر از آنزیم  2/0و  mM 4/0 dNTPمیکرولیتر از 1
Taq DNA Polymerase  میکرولیتر 50در حجم نهایی 

 94دستورالعمل دمایی به صورت دناتوراسیون در دماي . است
    58ثانیه، دماي چسبیدن  45گراد به مدت  درجه سانتی
ن در دماي ثانیه و پلیمریزاسیو 60گراد به مدت  درجه سانتی

در ژل  PCRمحصول . چرخه انجام شد 35درجه به تعداد  72
توالی نوکلئوتیدي . الکتروفورز گردید TAEو بافر % 1آگارز 

، توسط شرکت ژن فن آوران DNAحاصل از باند 
)Microgen, Korea  ( توالی یابی گردید)12 .( 
 

  یافته ها
هاي در درجه حرات At.ferrooxidansارزیابی رشد باکتري 

و  TKپس از غربالگري توسط محیط کشت هاي جامد : پایین
9K  و همچنین رنگ آمیزي باکتریها مشخص شد که محلول

زیر هیپ حاوي باکتریهاي 
At.ferrooxidans،Leptospirillum ferrooxidans، 
At.thiooxidans باکتري . می باشدL.ferrooxidans  قادر

می باشد و همچنین به رشد در محیط حاوي یون بی سولفیت ن
فقط در محیط کشت حاوي گوگرد  At.thiooxidansباکتري 

و اکسیداسیون آن به عنوان تنها منبع انرژي می تواند رشد 
، At.ferrooxidanبنابراین جهت جداسازي باکتري . نماید

باکتریها در محیط کشت حاوي یون بی سولفیت و محیط 
. داده شدند که فاقد گوگرد است، کشت 9Kو  TKکشت هاي 

فقط از یون آهن و  At.ferrooxidans لازم به ذکر است که
اکسایش آن به عنوان منبع انرژي استفاده می کند و قادر به 

  ).     15و  14(رشد در محیط کشت هاي حاوي قند نیست
 12، 15، 18، 22، 25در دماهاي  At.ferrooxidansباکتري 

همانطور که در . ردگراد رشدي لگاریتمی دا درجه سانتی 4و 
 درجه سانتی 25مشاهده می شود باکتریها در دماي  1شکل 

   4و  12، 15، 18، 22گراد رشد بهتري نسبت به دماهاي 
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی -مجله علمی

 در Acidithiobacillus ferrooxidansباکتري  بهینه سازي
اگرچه این باکتریها در دماهاي پائین . گراد دارند درجه سانتی  دماهاي پایین

کنند ولی میزان رشد آنها با کاهش دما کاسته  نیز رشد می
  .شود می
 

  
، 25،22در دماهاي  At.ferrooxidans د باکتريمنحنی رش. 1شکل

  گراد درجه سانتی 4و  12، 15، 18
 

        در دماي At.ferrooxidansجهت تأیید رشد باکتري 
با کمک روش  گراد، پروتئین هاي خارج سلولی درجه سانتی 4

همانطور که در . و پس از شش روز اندازه گیري شد برادفورد
 پروتئین هاي خارج سلولیایش شود افز مشاهده می 2شکل 

گراد  درجه سانتی 4دماي نشان دهنده رشد این باکتري در 
قابلیت سازگار  At.ferrooxidansبنابراین باکتري . است

  .تر را دارد شدن در دماي پائین
 

 
  

  منحنی اندازه گیري پروتئین هاي خارج سلولی در دماي .2شکل
  گراد به روش برادفورد درجه سانتی 4
: دزه گیري میزان غلظت آهن فریک در درجه حراتهاي پایینان

جهت  At.ferrooxidansبه منظور بررسی توانایی باکتري 
اکسایش آهن در دماهاي پایین، غلظت آهن فریک توسط 

به کمک نانومتر  300دستگاه اسپکتروفتومتر در طول موج 

      طور که در نمودار همان. گیري شد منحنی استاندارد اندازه
قادر است در دماهاي  At.ferrooxidansمشاهده می شود، 3

گراد آهن فرو را به  درجه سانتی 4و  12، 15، 18، 22، 25
  . آهن فریک اکسید کند

  

  
  

در ) +Fe3(نمودار انداره گیري غلظت آهن فریک  .3شکل
  گراد   درجه سانتی 4و  12، 15، 18، 25،22دماهاي

  
جهت  :پاییندر دماهاي  )II(اندازه گیري غلظت یون مس 

اطمینان حاصل کردن از انجام فرآیند بیولیچینگ و اکسایش 
) II(توسط آهن فریک، غلظت مس ) II(به مس ) I(مس 

در دماهاي فوق  Neocuprionتوسط پروتکل مس و معرف 
آورده شده  1با توجه به نتایجی که در جدول . اندازه گیري شد

ی را دارد که فرآیند این توانای At.ferrooxidansاست، 
بنابراین این باکتري . بیولیچینگ را در دماهاي پایین انجام دهد

می تواند خود را در دماهاي پایین سازگار کند و فرآیند 
 1همانطور که در جدول . بیولیچینگ غیر مستقیم را انجام دهد

مشاهده می شود، جهت تأیید این فرآیند غلظت مس در روز 
ضافه کردن مس به محیط کشت ها در اول و دوم پس از ا

  .  انتهاي فاز لگاریتمی توسط پروتکل مس اندازه گیري شد
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با استفاده از معرف ) II(اندازه گیري غلظت مس  .1جدول
Neocuprion  گراد درجه سانتی 4و  12، 15، 18، 22در دماهاي  

  
شناسایی گونه باکتري جداسازي شده و سویه برتر به روش 

 DNAبه منظور شناسایی گونه باکتري و سویه برتر، : ژنتیکی
هاي ناحیه  ، ژنPCRباکتري استخراج و توسط دستگاه 

16SrDNA ي تایید دستیابی به باند تکثیر شد و برا
16SrDNA  درصد  1باکتري مورد نظر، بر روي ژل آگارز

  . تکثیر شده مشاهده گردد DNAالکتروفورز شد تا قطعه 
  

  
  

الکتروفورز برروي ژل آگارز و مشاهده باند تکثیر شده  .4شکل
DNA  16از قطعهsrDNA  باکتريAt.ferrooxidans  

  
  
  

هاي جداسازي  باکتري جهت بررسی خصوصیت فیلوژنتیکی
شده و تعیین گونه باکتریایی، توالی حاصل از تکثیر ناحیه 

16SrRNA  توسط دستگاهPCRهاي  ، تعیین توالی و با توالی
 NCBI Blast) (موجود در بانک ژنی مرکز ملی بیوتکنولوژي

هاي ثبت شده  شد و میزان شباهت ترادف نوکلئوتیدي با سویه
 .در این بانک ژنی بدست آمد

نتایج حاصل از مقایسه میزان تشابه توالی نوکلئوتیدي سویه 
هاي مرتبط نشان داد که باکتري مورد نظر  برتر با سویه

Acidithiobacillus ferrooxidans باشد و سویه  میAL 
چنین درخت فیلوژنی پس از تعیین توالی  هم. گذاري شد نام

 Al Acidithiobacillus ferrooxidansنوکلئوتیدي سویه 
 Megaافزار  هاي نزدیک، با استفاده از نرم و مقایسه آن با گونه

version4 با مشاهده درخت فیلوژنی رسم شده . ترسیم گردید
 Al Acidithiobacillusتوان نتیجه گرفت که سویه  می

ferrooxidans هاي  در موقعیتی بسیار نزدیک به گونه
Acidithiobacillus ferrooxidans ،

Acidithiobacillus caldus  وAcidithiobacillus 
thiooxidans قرار گرفته است.  

 
 
  

  
  

 Alدرخت فیلوژنتیکی تعیین توالی نوکلئوتیدي سویه . 5شکل
Acidithiobacillus ferrooxidans هاي  و مقایسه آن با گونه

  نزدیک
  
  
  

 بر حسب میکروگرم) II(غلظت مس 

 روز دوم روز اول دما

22˚C 3/108 73/128 

18˚C 12/90 92/102 

15˚C 61/65 48/99 

12˚C 58/26 66/70 

4˚C 86/4 8/20 
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 پژوهشی زیست فناوري میکروبی -مجله علمی

 در Acidithiobacillus ferrooxidansباکتري  بهینه سازي
  بحث  دماهاي پایین

 At.ferrooxidansبر طبق بررسی هاي انجام شده، 
ر هیپ معدن مس سرچشمه جداسازي شده از محلول زی
. گراد دارد درجه سانتی 30تا  25بهترین رشد را در دماي بین 

شود، باکتري  مشاهده می 1همچنین همان طور که در نمودار 
گراد هم رشد خوبی داشت و توانست  درجه سانتی 25در دماي 

با . آهن فروس موجود در محیط کشت را اکسید کند% 90
، 22قادر است در دماهاي  At.ferrooxidans توجه به نتایج،

گراد هم رشد کند و آهن فروس  درجه سانتی 4و  12، 15، 18
 At.ferrooxidansبنابراین . را به آهن فریک تبدیل کند

در این . تواند خود را به تدریج در دماهاي پایین آداپته کند می
گراد کشت  درجه سانتی 30بررسی، ابتدا باکتریها در دماي 

 12، 15، 18، 22د از چند سیکل مناسب، در دماهاي داده و بع
در واقع با این . گراد گرمخانه گذاري شدند درجه سانتی 4و 

سویه هاي . یابد روش دوره رشد فاز لگاریتمی کاهش می
قادرند فرآیند بیولیچینگ  At.ferrooxidansسایکروتولرانت 

نتایج . را در مناطق سردسیر و فصول سرد سال انجام دهند
دهد که دماي پایین عامل  حاصل از این بررسی نشان می

محدود کننده فعالیت هاي بیولوژیکی نبوده و در فصول سرد 
و  5(شود  سال و مناطق قطبی این گونه فعالیت ها مشاهده می

رشد باکتریهاي اسیدوفیل اکسیدکننده آهن توسط ). 16و 13
، 19 ،28، 37، 46در دماهاي  1998آهونن و توینن در سال 

آنها نشان . گراد بررسی شد درجه سانتی 4و  7، 10، 13، 16
درجه  46دادند که باکتري ها در تمام دماها به جز دماي 

همچنین آنها گزارش کردند که . گراد رشد خوبی دارند سانتی
    درجه سانتیگراد و سپس 19کشت باکتریها در دماي 

د سبب درجه سانتیگرا 4گرمخانه گذاري آن ها در دماي 
). 3(ساعت می شود  56ساعت به  72کاهش زمان تکثیر از 

 T7و  SS3دو سویه  2007داپسون و همکاران در سال 
 Norilskرا از مناطق صنعتی  At.ferrooxidansباکتري  

واقع در شمال غربی سیبري که قادر به انجام بیولیچینگ و 
یی گراد بودند را شناسا درجه سانتی 5اکسایش آهن در دماي 

  ).4(کردند 
  

  نتیجه گیري
جداسازي شده بومی ایران از  At.ferrooxidansباکتري 

محلول زیر هیپ قادر است خود را در دماهاي پایین سازگار 
بنابراین برطبق نتایج . کند و فرآیند بیولیچینگ را انجام دهد

حاصل، پروسه بیولیچینگ و اکسایش آهن در دماهاي پایین 
توان فلزات با ارزشی مانند طلا و مس را  امکان پذیر است و می

این نتایج و ). 6(در شرایط سرماي محیط استخراج نمود 
دهد که هواي سرد  تحقیقات پیشین به طور واضح نشان می

مناطق سردسیر و کوهستانی، بازدارنده فعالیت میکروبی جهت 
  .پروسه بیولیچینگ نمی باشد

  
  تشکر و قدردانی

ایع ملی مس ایران به جهت حمایت وسیله از شرکت صن بدین
نین از همکاري مسئولین همچ. گردد الی از این طرح تشکر میم

و اساتید محترم دانشگاه الزهرا، دانشگاه تربیت مدرس و سرکار 
خانم فلاحی کارشناس آزمایشگاه میکروبیولوژي دانشگاه الزهرا 

  .شود قدردانی می
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