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 چکیده
 هاي کلونی کشت یک و هوازي را دارد. در این پژوهش، عملکرد باکتريتوانایی حذف اورانیم در شرایط بی 7Shewanella RCRI باکتري

هوازي حاوي اورانیم و نیترات بررسی شده است. نتایج مانی باکتري در محلول بیده روزه از نظر توان حذف اورانیم، تغییرات مورفولوژي و زنده
که درصد حذف حالی مولار دارد، درمیلی 2اورانیم  تري نسبت به باکتري ده روزه در غلظتروزه، رشد بیش دهد که باکتري یکنشان می

روش جذب زیستی هاي باکتري مرده و بهرسد که این مهم توسط تودهتر از باکتري یک روزه بوده است. به نظر میاورانیم باکتري ده روزه بیش
وسیله مورفولوژي به ، اسپکتروفوتومتري و بررسیXRDهاي هاي کشت یک روزه، در آنالیزورانیم در باکتريانجام گرفته است. احیاي زیستی ا

ي دهندهحذف اورانیم داشتند که نشان %99و  %96ماهه از کلونی یک روزه، به ترتیب  9ماهه و  4هاي میکروسکوپ نوري اثبات گردید. نمونه
ماهه حاوي نیترات و اورانیم نیز توان حذف  4هاي یک روزه و باشد. عملکرد نمونههاي زمانی طولانی میبازهپایداري حذف اورانیم محلول در 

ست. این نتایج توان این باکتري بومی در حذف زیستی اورانیم در حضور ا نموده ییدأگرم در لیتر ت 20اورانیم را در حضور نیترات با غلظت 
 .کنداي مناسب براي مطالعات آینده معرفی میاکتري را به عنوان گزینهدهد و این بنیترات را نشان می
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Abstract  
Shewanella RCRI7 can reduce uranium under anaerobic conditions. The bacterial function of one- and 
ten-day cultured colonies in terms of uranium removal ability, morphological changes, and viability in an 
anaerobic solution containing uranium and nitrate has been investigated in this study. The results showed 
that one-day bacteria grew faster than ten-day bacteria at a concentration of 2 mM Uranium. In contrast, 
the uranium removal percentage of ten-day bacteria is higher than that of one-day bacteria, which are 
adsorbed by the bacterial masses through biosorption. Bioremediation of uranium in one-day cultured 
bacteria was confirmed by XRD analysis, spectrophotometry, and morphological examination by light 
microscopy. 4-month and 9-month samples from a one-day colony had 96% and 99% uranium removal, 
respectively, indicating the stability of soluble uranium removal over long periods. One-day and 4-month 
samples containing nitrate and uranium also confirmed the ability to remove uranium in the presence of 
nitrate at a concentration of 20 g /L, which shows the ability of this native bacterium to reduce the 
uranium in the presence of nitrate, introducing this as a suitable option for future studies. 
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 مقدمه. 1
هاي صنعتی، واسطه فعالیتهاي پرتوزا به محیط به آلایندهورود 

هاي آلوده به هنگام استخراج فلزهاي مختلف و تولید پساب
ها از طبیعت به محیط است. تر از میزان ورود آنمراتب بیش

خاطر ههاي فلزي هستند که باکثر فلزات سنگین، کاتیون
هاي تشکیل ترکیبات پیچیده، نقش اساسی در واکنش

هاي بالا براي بدن سمی بیوشیمیایی بدن داشته و در غلظت
کتیو، ناشی از هاي رادیواچنین، سمیت آلایندههستند. هم

باشد که این جانداران می DNAها به آن پرتوزایی و آسیب
تواند براي تمام موجودات زنده خطرآفرین باشد. موضوع می

ها به منابع هاي احتمالی ناشی از این عناصر و نفوذ آنآسیب
هاي زیرزمینی، لزوم حذف این سموم از محیط زیست را آب

 .]1[ ثابت کرده است
گسترده فلزات سنگین در صنایع مختلف، ورود  کاربرد

هاي بالایی از این عناصر به محیط زیست را به دنبال غلظت
هاي پرخطر، اهمیت سازي و بازیابی این آلایندهداشته است. پاك

 1سزایی در حفظ سلامت موجودات زنده دارد. حذف زیستیبه
روشی بهینه است که امکان  2روش احیاي زیستیاورانیم به

سازد. ها فراهم میسازي اورانیم از محل آلوده را از پسابپاك
ثر باشد، محیط کشت مناسبی براي ؤکه حذف زیستی مبراي این

ي صورت رشد بهینه ها مورد نیاز است. دررشد میکروارگانیسم
ها را به ها حمله کرده و آنهها، قادرند به آلایندمیکروارگانیسم
هاي زیست پالایی ضرر تبدیل نمایند. اکثر سیستممحصولات بی

شوند، اما در این پژوهش، حذف تحت شرایط هوازي اجرا می
هوازي انجام شده است. اورانیم در یک سیستم تحت شرایط بی

هاي زنده، اورانیم محلول را به این روش میکروارگانیسم در
. باکتري مورد استفاده در ]3، 2[کنند محلول تبدیل میاورانیم نا

است که  7Shewanella RCRI این پژوهش، باکتري بومی
 گل تبریز جداسازي شده و تواناییاز دریاچه قوري 1390سال 
 الکترونی  هايگیرنده از وسیعی گستره به الکترون انتقال

 این باکتري واجد شباهت  .]5، 4[ دارد (از جمله اورانیم) را
  ) با باکتري%1/99(بیش از  فیلوژنتیکی بالاي

1Shewanella oneidensis MR-  باکتري مدل پرکاربرد در)
 .]7، 6[ باشدزیستی و احیاي فلزات سنگین) میسازي پاك

در فرایند احیاي زیستی اورانیم از حالت اکسایشی شش 
چهار ظرفیتی  به شکل محلول در آب (اورانیل)، ظرفیتی

. این ]8[ کندنامحلول (اورانیتیت)، احیا شده و رسوب می

                                                           
1. Bioremediation 
2. Bioreduction 

هاي تخصصی در دیواره هستند و با تولید ها حاوي آنزیمباکتري
انرژي از مسیر انتقال الکترون، توانایی حذف فلزات سنگین را از 

هاي پیشین بر روي این . پژوهش]9، 4[ هاي صنعتی دارندپساب
باکتري صورت گرفته و توانایی آن را در احیاي زیستی فلزاتی 

 . ]11، 10[ کندچون اورانیم تأیید میهم
مانی، تغییرات مورفولوژي و یی زندهدر این پژوهش توانا
 باکتري يیک روزه و ده روزه TSBاحیاي اورانیم از کشت 

7Shewanella RCRI  به روش آنالیز میکروسکوپی وICP 
بررسی شد و حضور و عدم حضور اورانیتیت در محلول احیاي 

یید أبا هدف ت XRDمورد مطالعه به روش اسپکتروفوتومتري و 
بررسی گردید. در ادامه، میزان پایداري احیاي احیاي اورانیم 

 تر ي زمانی طولانیاورانیم در باکتري کشت یک روزه، در بازه
چنین ماه انکوباسیون) مورد مطالعه قرار گرفت. هم 9و  4(

توانایی حذف اورانیم این باکتري بومی، در حضور نیترات در 
نتایج گرفت. ماه مورد بررسی قرار  4هاي زمانی یک روز و بازه

تواند در راستاي تعیین سن مناسب کلونی این مطالعه می
تر سازوکار احیاي باکتري در آزمایشات آینده و شناخت دقیق

 زیستی اورانیم راهگشا باشد. 
 

 . روش کار 2
 سازي نمونه  کشت باکتري و آماده 2.1

اي میان در کشت یک روزه و ده در این پژوهش، ابتدا مقایسه
توان حذف اورانیم به در  7Shewanella RCRI باکتريروزه 

روش احیاي زیستی انجام گرفت. سپس حضور و عدم حضور 
 اورانیتیت در محلول احیا از طریق دو آنالیز اسپکتروفوتومتري و

XRD  بررسی شده و باکتري مناسب جهت حذف اورانیم به
روش احیاي زیستی جهت انجام فرایند زیست پالایی پیشنهاد 

ي زمانی گردید. در ادامه، میزان پایداري احیاي  اورانیم در بازه
ماهه مورد مطالعه قرار گرفت. بررسی اثر  9و  4تر طولانی

 در حضور اورانیمگرم در لیتر)  20تداخلی غلظت بالاي نیترات (
انجام شد. در انتهاي  ICPمولار نیز از طریق آنالیز میلی 2

ي زمانی پژوهش نیز میزان پایداري احیاي اورانیم در بازه
گرم بر  20هاي تیمار شده با نیترات ماهه، در نمونه 4تر طولانی

 مولار، مورد مطالعه قرار گرفت و با میلی 2لیتر و اورانیم 
مولار مقایسه و میلی 2ترل تیمار شده با اورانیم هاي کننمونه

 .)1(شکل  بررسی شد
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 .مراحل انجام شده در این پژوهش .1شکل 
 

شرایط استریل (شامل استریل نمودن تمامی س از تأمین پ
گراد و بـه درجه سانتی 121تجهیزات به وسیله اتوکالو در دماي 

داري از باکتري، از استوك اولیه آن، دقیقه)، جهت نگه 15مدت 
 در فریزر با دماي لیتري تهیه شده ومیلی 2تعداد زیادي استوك 

اولیه باکتري در  صورت که از استوكداري گردید. بدیننگه -80
 24تلقیح شد، پس از  100به  1با نسبت  TSB محیط مایع

 درجه 30ساعت انکوباسیون در شیکر انکوباتور با دماي 
، محیط کشت برداشته شده و به rpm 150 گراد و دورسانتی

کشت داده شد.  TSA منظور تهیه تک کلونی در محیط جامد
گراد انکوبه سانتی درجه 30این محیط کشت نیز در دماي 

هاي یکسان و ساعت با مشاهده کلونی 24گردید. پس از 
سازي، یکی از تک یکنواخت در محیط کشت، بـه منظور خالص

کشت داده شد.  TSB ها برداشته شده و مجدد در محیطکلونی
ساعت انکوباسیون باکتري در شرایط ذکر شده،  24پس از 

ـد. سپس پلت حاصل محیط کشت حاوي باکتري، سانتریفیوژ ش
از آن به منظور کاهش احتمال آسیب به باکتري به همراه 

لیتر میلی 2یا  5هاي در کرایوتیوب 50:50گلیسرول با نسبت 
داري گردید. در مراحل بعدي، از نگه -80 ریخته شده و در فریز

داري شده در فریزر استفاده گردید، ابتدا هاي نگهاین استوك
درجه  30هاي پایین در دماي عته با حجمسا 18هاي کشتپیش

 rpm 150 و با دور شیکر TSB گراد، در محیط کشتسانتی
کشت به محلول اصلی با نسبت حجمی انجام شد. سپس از پیش

ساعت پس از  24هاي بالاتر اضافه گردید. در حجم 100به  1
 کشت باکتري، باکتري از شیکر انکوباتور خارج شـده و بـا دور

rpm 4500  دقیقه  30گراد، به مدت درجه سانتی 4و دماي
سانتریفیوژ گردید. پس از جداسازي محیط کشت، جهت 
اطمینان از عدم وجود محیط کشت در اطراف باکتري، باکتري با 

مولار میلی 22محلول بیکربنات سدیم) با غلظت تقریبی 
انتریفیوژ گردید. سپس با س(سوسپانسیون شده و مجدداً 

محلول روي پلت، با توجه به شمارش باکتري حاصل  جداسازي
سلول بر  1×1010از شمارش با لام نئوبـار و حجم اولیه محیط 

کشت،  4/6در  pH لیتر باشد، رسانده شد. پس از تنظیممیلی

پلت به حجم مناسبی که در آن شمارش باکتري و 
هاي سازي سوسپانسیون حاصل، به هر کدام از نمونههوازيبی
باکتري تلقیح گردید. رقت باکتري ورودي  لیترمیلی 4هوازي، بی

لیتر باکتري به میلی 4به محلول پس از تلقیح با گرفتن نسبت 
ابد، به صورتی یبرابر کاهش می 10لیتر محلول احیا، میلی 40

 1×910که شمارش باکتري موجود در محلول پس از تلقیح 
 لیتر خواهد بود.سلول بر میلی

جایی که احیاي زیستی اورانیم از مسیر زنجیره انتقال از آن
شود، کلیه مراحل هوازي انجام میالکترون تنها تحت شرایط بی
هوازي انجام گرفت. پس از خروج کشت باکتري در محیط بی

ذخیره شده در  Shewanella RCRIباکتري  کشت جدایه
، TSAگراد، یک کشت جامد درجه سانتی -80فریزر با دماي 

با هدف تهیه کلونی خالص از  ،TSBپس از کشت مایع محیط 
پس از یک روز  TSAباکتري، تهیه شد. دو نمونه محیط کشت 

 گراد به یخچالدرجه سانتی 30روز انکوباسیون در دماي  10و 
هاي یک روزه گراد منتقل گردید. کلونیدرجه سانتی 4با دماي 

کشت داده شده و  TSBي باکتري، در محیط مایع روزه 10و 
به  (cell/mL) 1×910هوازي شدن، با تعداد اولیه پس از بی

مولار تلقیح میلی 2هوازي شده حاوي اورانیم محلول احیاي بی
 گردید.

احیا به روش جایگزینی گاز، پیش از تلقیح باکتري، محلول 
هوازي شده، هاي حاوي محلول احیاي بیویالهوازي شد. بی

محیط  10باکتري در دو مرحله به صورت هوازي در باکتري بر 
به  rpm 150 گراد و دورجه سانتیدر 30 دماي ، TSBکشت

 10ساعت کشت داده شد. سپس، تعداد  24و  18مدت 
  4، با نسبت حجمی 1V1C=2V2C ق رابطهلیتر، طبمیلی
هوازي شده لیتر محلول احیاي بیمیلی 36لیتر باکتري در میلی

  100هاي ) تلقیح شد و انکوباسیون ویال9به  1(نسبت 
 .انجام گرفت گراددرجه سانتی 30 لیتري، در دمايمیلی
هوازي در گلاوبگ طراحی شده با ابعاد مین شرایط بیأت
شد. ترکیب گاز به کار رفته در متر انجام سانتی 30×30×45

کربن بوده اکسـیددي %10نیتروژن و  %90این پژوهش، مخلوط 
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هوازي مین شرایط بیأو تزریق گاز به درون گلاوبگ با هدف ت
انجام شد. در ادامه، گاز هیدروژن با  %1کامل غلظت اکسیژن 

 100هاي مانده در محیط به ویالهدف حذف اکسیژن باقی
تزریق شد. لازم به ذکر است که اطمینان از صحت لیتري میلی

یید أهوازي تسازي توسط اندیکاتور شرایط بیهوازيفرایند بی
 گردید.

هوازي که حاوي مواد مورد نیاز براي رشد حلول احیاي بیم
ها، لاکتات سدیم ها، مواد معدنی، ویتامینباکتري از جمله نمک

ورانیل و نیترات سدیم دهنده و نمک استات ابه عنوان الکترون
به عنوان الکترون گیرنده است، براساس آزمایشات ژروینسکی و 

  ).2 هوازي گردید (شکل)، تهیه شده و بی2008( 1پالز
سازي محلول احیا به کمک ها پس از آمادهسازي نمونههوازيبی

در گلاوبگ انجام شده و سپس  2Hو  2N ،2OCتزریق گازهاي 
صحت و نتیجه بخشی روش کار، در  .درب آن کریمپ شد

اي پیشین که بر روي این باکتري بومی انجام گرفته هپژوهش
 .]13، 12، 10[ تیید شده اسأاست ت

آزمایش مورد نظر در حجم ساخت محلول احیاي اولیه در 
انجام شده است. نمونه حاوي  1لیتر مطابق جدول میلی 250
لیتر محلول باکتري میلی 25لیتر محلول احیا و میلی 225

میکرولیتر از  125است. محلول احیا حاوي  )9به  1(نسبت 
میکرولیتر  1375لیتر)، میلی 125/0محلول مواد معدنی (

 250/0میکرولیتر ( 250لیتر) و میلی 375/0و  1لاکتات سدیم (
لیتر) به ترتیب براي محلول آهن و ویتامین است و مواد میلی

 نمکی مورد نیاز به صورت پودري به محلول احیا افزوده شد.
مانی باکتري به منظور اطمینان از توان احیاي اورانیم و زنده

 آزمایشات احیاي اورانیم تحت شرایط  ،7RCRI شوانلا بومی
این پژوهش شامل کنترل فاقد اورانیم در  هوازي انجام شد.بی

 3ر هوازي و کنترل حاوي اورانیم در شرایط هوازي دشرایط بی
تکرار بود. دلیل انتخاب کنترل فاقد اورانیم، تعیین نقش اورانیم 

لیل و دمانی باکتري موجود در محلول احیا در میزان زنده
سازي هوازيصحت فرایند بی انتخاب کنترل هوازي، اطمینان از

چنین اثبات فعال بودن مسیر احیاي اورانیوم تحت شرایط و هم
 باشد.هوازي میبی

 

 هاي حذف اورانیم و شمارش سلولیمحاسبات مربوط به آنالیز 2.2
از  2AES-ICPدر این بررسی حذف اورانیم پس از انجام آنالیز 

) و حذف مطلق اورانیم 1دو فرمول درصد حذف اورانیم (فرمول 
 ) محاسبه شده است:2برحسب میکرومول (فرمول 

)1 (( ) ( )
×

−
= 100



u uf

u

c cUranium  removal  percent  
c

 

)2 (( ) V
= − ×

/0238u ufUranium  removal  µmol  ( C C ) 

                                                           
1. Czerwinski and Polz 
2 .Inductively Coupled Plasma- Atomic Emission 
Spectroscopy 

 
  40به ترتیب حجم محلول ( ufCو  V ،u0Cها ر این فرمولد

نهایی اورانیم محلول ) و غلظت ppmلیتر) ، غلظت اولیه (میلی
)ppmدهند. میزان مطلق حذف در واقع مقدار ) را نشان می

اورانیم حذف شده در هر ویال را برحسب جرم (میکرومول) 
کند. پارامتر بدون در نظر گرفتن مقدار اولیه و نهایی بیان می

دهد که یک مقدار مشخص از میزان مطلق حذف نشان می
تواند از ان اورانیم را میباکتري در شرایط مشخص چه میز

چنین تغییرات تعداد باکتري از طریق محلول حذف کند. هم
 شمارش با لام نئوبار، از فرمول زیر محاسبه شده است:

 
)3 (                                                     fS×M×fD=N                                                                                                          
 

ها ترتیب تعداد باکتريبه ،Sf و N ،Df ،Mدر فرمول فوق 
، میانگین حاصل از شمارش 3، ضریب رقتcell/mlبرحسب 

مورد نظر خانه لام نئوبار و ضریب ویژه لام  16ها در باکتري
 باشد. ) می4× 610(
 

به Shewanella RCRI 7اثبات احیاي اورانیم توسط باکتري  2.3
  روش اسپکتروفوتومتري

احتمال اکسید شدن مجدد اورانیم احیا شده در حضور اکسیژن، 
بسیار بالا است، بنابراین بررسی کمی این رسوب با خطا همراه 

هاي کیفی تنها با روشبوده و انجام فرایند احیا توسط باکتري، 
. ]10[ پذیر استانجام XRDمانند اسپکتروفوتومتري و آنالیز 

گیري میزان جذب نور اسپکتروفوتومتري روشی براي اندازه
گیري چگالی نوري توسط مواد شیمیایی بوده که از طریق اندازه

شود. اساس این روش، می یک پرتو عبورکننده از نمونه انجام
جذب نور توسط هر ترکیب در بازه طول موجی معین است و با 

توان هاي خارج شده میهاي وارد شده و موجبررسی تفاوت موج
را شناسایی کرد. در این  ترکیبات موجود در محلول مورد بررسی

 پژوهش هدف از آنالیز اسپکتروفوتومتري بررسی حضور اورانیم
(IV) نیتیت در محلول بوده و تأیید حضور این ماده به یا اورا

نانومتر  662 نانومتر و 560 هايه پیک در طول موجیوسیله ارا
در محلول  (IV)و تولید اورانیم  (VI)تأییدي بر احیا اورانیم 

 438در طول موج  (VI) چنین وجود پیک اورانیمباشد. هممی
داده و با استفاده از  مانده اورانیم محلول را نشاننانومتر، باقی

 (VI)و  (IV) هاي خاص سپکتروفوتومتري مقدار اورانیمفرمول
 محلول قابل محاسبه است.

                                                           
3. Dilution Factor 
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 مراحل تهیه نمونه.. 2شکل 

 
 تهیه محلول احیا .1جدول 

 )cc500مواد معدنی (در  )cc100ویتامین (در  )cc500ها (در نمک دهندهالکترون

 ماده
 مقدار

 )ml/L( 
 ماده

مقدار 
)g/L( 

 ماده
 مقدار 

)g/L( 
 ماده

مقدار 
)g/L( 

لاکتات سدیم 
)50% k*Mcr( 

5/5 Cl4NH 250 p-amino benzoic acid 05/0 O2H4.2MnCl 1/0 

  

KCl 500 Thiamine-HCl 02/0 O2H6.2CoCl 12/0 
O2H2.2CaCl 150 6B 1/0 2ZnCl 07/0 

NaCl 1000 12B 001/0 3BO3H 06/0 
O2H6.2MgCl 620 

 

O2H6.2NiCl 025/0 
  O2H2.2CuCl 015/0 
  O2H2.4MoO2Na 025/0 
  O2H4.2FeCl 5/1 

 
ها بر اساس پژوهش فرانسیس و همکاران سازي نمونهآماده
مولار اورانیم انجام شده و پس میلی 2در غلظت ، 2008در سال 

هوازي هوازي شده و بیهاي بیاز انکوباسیون یک ماهه در نمونه
به این صورت که بعد از اتمام  .نشده مورد آنالیز قرار گرفتند

هوازي درون دوره انکوباسیون، کل محیط احیا در شرایط بی
 rpm به یک تیوب سانتریفیوژ منتقل شده، سپس در گلاوبگ
دقیقه سانتریفیوژ گردید. پس از آن براي  10به مدت  10000

جلوگیري از اکسایش مجدد اورانیتیت، مایع رویی در زیر 
 10لیتر سیتریک اسید میلی 10گلاوبگ برداشته شده و پلت در 

هاي اورانیم استخراج شوند. سپس مولار حل گردید تا گونهمیلی
ور داده شد تا میکرومتري عب 2/0محلول از خلال یک غشاي 

 باکتري از محلول جدا گردد. محلول شفاف عبور داده 
 در طول   (IV) و (VI)شده براي بررسی جذب اورانیم 

 نانومتر به کمک دستگاه 700الی  400موج 
SQ-Single Beam Scanning UV/Visible Spectrophotometer 

 مورد بررسی قرار گرفت. 

به  7Shewanella RCRIاثبات احیاي اورانیم توسط باکتري  2.4
 XRDروش 

XRD  یک تکنیک رایج براي شناسایی مواد کریستالی و آنالیز
 توسط 1912ابعاد هر واحد از آن است که در سال 

Max von Laue  ابداع گردید. اساس این روش بر پایه برخورد
هاي کریستالی هاي مونوکروماتیک ایکس و نمونهسازنده اشعه

باشد. این روش یک روش کیفی است و در این پژوهش از آن می
در رسوب استفاده شده است  2UOهاي براي شناسایی کریستال

هایی نمایش داده که در آن حضور اورانیتیت به صورت پیک
شده و تبدیل اورانیل به اورانیتیت از طریق فرایند احیا را تأیید 

 نماید. می
ش پس از گذشت یک هفته از انکوباسیون در این پژوه

 4هاي دار، نمونهي بدون نیترات و نیتراتهاي یک روزههنمون
ماهه بدون نیترات،  9ماهه بدون نیترات و  4دار و ماهه نیترات

با هدف بررسی اثبات احیاي اورانیم و حضور اورانیتیت توسط 
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مطابق پژوهش  XRDبه روش  7Shewanella RCRI باکتري
 سازي و آنالیز شد. آماده 2010لی و همکارانش در سال 

انکوباسیون، رسوب به همراه  گذشت مدت زمانپس از 
اي در کف ظرف مشاهده نشین شده به رنگ قهوههاي تهباکتري

منظور، پس از ریختن محلول در تیوب در شرایط شد. بدین
به مدت  10000هوازي شده و سانتریفیوژ در دور گلاوبگ بی

هوازي)، محلول رویی دور ریخته دقیقه (مجدداً در شرایط بی 10
هوازي شده و تحت فشار شده و رسوب در شرایط گلاوبگ بی

) %10اکسیدکربن () و دي%90مستقیم مخلوط گاز نیتروژن (
 جهت جلوگیري از اکسایش در معرض اکسیژن هوا 

 ستگاه خشک گردید. در نهایت این نمونه به وسیله د
STOE MP-STADY Germany .مورد آنالیز قرار گرفت 

 
 . نتایج و بحث3
 شمارش سلولی، درصد حذف و میزان حذف مطلق اورانیم 3.1

 حاصل از  هاي کشت باکتريالف، نمونه 3مطابق شکل 
روزه  10هاي یک روزه حاوي نیترات و بدون نیترات و کلونی

اورانیم، پس از یک روز هوازي حاوي بدون نیترات در محلول بی
گیري هاي شمارش سلولی نمونهانکوباسیون جهت انجام آنالیز

ها، مقایسه شدند. هدف از بررسی شمارش سلولی این نمونه
 هوازي حاوي هاي زنده و فعال در محیط بیمیزان باکتري

 مولار اورانیم است. میلی 2
سه هاي زنده را در این الف شمارش سلولی باکتري 3شکل 

دهد. تعداد باکتري در نمونه باکتري نمونه ذکر شده نشان می
لیتر، سلول در میلی 7/3×910ساعت با  24بدون نیترات پس از 

ترین ترین مقدار و در نمونه باکتري نیترات یک روزه کمبیش
 لیتر)،  گزارش شده است.سلول در میلی 8/1×910مقدار (

روزه و  10نمونه باکتري باکتري بدون نیترات یک روزه با دو 
. نمونه p <  (A))05/0( دار اختلاف معنادار داردباکتري نیترات
سلول در  8/2×910روزه با شمارش سلولی  10باکتري کلونی 

هاي باکتري کلونی یک روزه بدون نیترات و لیتر، نمونهمیلی
چنین . همp <  (C))05/0(دار اختلاف معنادار دارد نیترات
ترین شمارش سلولی) با دار یک روزه (با کمباکتري نیتراتنمونه 

  > p)05/0( باشدي دیگر داراي اختلاف معنادار میدو نمونه
(B). 

ترین رشد مشاهده شده در نمونه چه ذکر شد، بیشچنان
بدون نیترات یک روزه مشاهده شده است، در نتیجه کلونی 

تري نسبت به ساعت، شرایط مناسب 24کشت شده از باکتري  
روزه در  10روزه براي احیاي اورانیم دارد و باکتري  10کلونی 

برابر اثر سمی اورانیم با کاهش رشد مواجه شده است. مقایسه 
دار در ونه محلول احیاي بدون نیترات و نیتراتمیان دو نم

باکتري کلونی یک روزه، اثر سمی حضور نیترات را در حضور 
که جمعیت بسیار کمی از طوريدهد. بهاورانیم نشان می

ها در حضور عامل سمی نیترات علاوه بر اثر سمیت باکتري
 اورانیم قادر به زنده ماندن و احیاي زیستی اورانیم بودند. 

شود که ترین میزان رشد باکتري، در حضور نیترات دیده میکم
دهد. سمیت اثر سمی نیترات را در حضور اورانیم نشان می

گرم بر لیتر، جمعیت باکتري زنده را از  20نیترات با غلظت 
 8/1×910لیتر در نمونه بدون نیترات به سلول در میلی 7/3×910

کاهش  %50ترات (با حدود لیتر در نمونه حاوي نیسلول بر میلی
 . > p)05/0(زنده مانی)، کاهش داده است 

غییرات پتانسیل احیاي محیط، تغییرات غلظت الکترون ت
دهنده (قند سدیم لاکتات) و الکترون گیرنده (اورانیم)، فاز رشد 
باکتري و میزان اکسیژن موجود در محیط از جمله عواملی 

 اندازي تنفس بر راه هستند که تاکنون به عنوان عوامل مؤثر
. ]17-14[ اندهوازي در باکتري جنس شوانلاسه معرفی شدهبی

ي حاضر تمام شرایط مربوط به محلول احیا، از جمله در مطالعه
گیرنده در دو  پتانسیل احیا و میزان الکترون دهنده و الکترون

توان تفاوت رفتار باکتري گروه مورد بررسی برابر است، لذا می
کشت داده شده از کلونی یک روزه و ده روزه، در برابر اورانیم را 
مربوط به فاز رشد آن دانست. چرا که باکتري جنس شوانلاسه 

ي دمایی وسیع از جمله یک باکتري مزوفیل بوده و در بازه
ست رشد کند. بنابراین ا صفر درجه نیز قادردماهاي نزدیک به 

توان در نظر گرفت که با قرار گرفتن در محیط کشت جامد می
گراد، باکتري درجه سانتی 4حاوي باکتري در یخچال با دماي 

. ]18[دهد چنان مسیر رشد خود را ادامه میبا روندي کندتر هم
وان دریافت که احتمالا فاز رشد این دو باکتري با ترو میاز این

دیگر متفاوت بوده است، چرا که باکتري ده روزه توانایی رشد یک
چه در مناسب در حضور اورانیم را ندارد. از طرفی دیگر (چنان

بخش بررسی مورفولوژي نیز اشاره خواهد شد)، در نمونه باکتري 
د یهاي زاها (رشتهمنتهاي مرده، فیلاروزه، باکتري 10کلونی 

هاي به هم چسبیده و خارج شده از باکتري مرده) و  باکتري
گاهی دراز و کشیده مشاهده شد که دلیلی دیگر بر فعال بودن 

 هاي فعال کلونی یک روزهمسیر احیاي زیستی در باکتري
 باشد.  می

ب درصد حذف اورانیم پس از یک روز انکوباسیون  3شکل 
مولار اورانیم را نشان میلی 2 داراي غلظت باکتري در محلول

هاي باکتري بدون شود نمونهچه مشاهده میدهد. چنانمی
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روزه،  10نیترات کشت یک روزه و باکتري بدون نیترات کشت 
 دار یک روزه تر از باکتري نیتراتبه میزان قابل توجهی بیش

. P <  (E,C))05/0(توانند اورانیم را از محلول حذف کنند می
 10بدون نیترات  چنین توان حذف اورانیم در نمونه باکتريهم

دیگر تفاوت روزه و باکتري بدون نیترات یک روزه با یک
. دو کنترل بدون باکتري و باکتري > P) 05/0( معناداري دارد

حذف اورانیم را نشان دادند و   %36و  %26کشته شده به ترتیب 
نشان دادند که به  %5دار در سطح ها اختلاف معنابا سایر نمونه

. نتایج حاصل از > P) 05/0( اندنشان داده شده Bو  Aترتیب با 
این دو کنترل اهمیت فعال بودن مسیر احیاي اورانیم را در 

کیدي بر انجام احیاي أباکتري زنده و فعال را نشان داده و ت
 باشد.هاي زنده از مسیر احیاي زیستی میاورانیم در باکتري

ترین درصد حذف اورانیم در نمونه کشت باکتري از بیش
که )، حال آنE( )%75روزه گزارش شده است ( 10کلونی 

ترین شمارش سلولی در باکتري بدون الف بیش 3مطابق شکل 
). این موضوع C( > p) 05/0( نیترات یک روزه گزارش شده بود

روزه  10دهد که افزایش درصد حذف در باکتري نشان می
هاي ممکن است به دلیل جذب سطحی اورانیم بر روي توده

مرده باشد. این نتایج با مشاهدات مورفولوژي باکتري و  باکتري
 مطابقت دارد.   XRDنتایج اسپکتروفوتومتري و 

از کلونی  رداترین درصد حذف در نمونه باکتري نیتراتکم
الف  3) که طبق شکل %6/10یک روزه گزارش شده است (

ها باشد. این دادهترین میزان رشد سلولی را نیز دارا میکم
هاي زنده و از ییدي بر احیاي زیستی اورانیم توسط باکتريأت

چنین علت باشد، همها میمسیر انتقال الکترون در این نمونه
اورانیم در این نمونه، اثر سمیت کاهش چشمگیر رشد و حذف 

است. اثر سمی  زمان بر باکتريبالاي نیترات و اورانیم به طور هم
نیترات بر باکتري پیش از این آزمایش نیز در تحقیقات ظاهري 

گرم بر لیتر مورد مطالعه  10تا غلظت  2017و همکاران در سال 
  .]4[ه شده است یقرار گرفته است و نتایج مشابهی ارا

) %59درصد حذف باکتري بدون نیترات از کشت یک روزه (
ترین میزان باکتري شمارش شده را نشان داده است، با بیش

 روزه 10وجود نشان دادن اختلاف معنادار با نمونه باکتري 
)05/0(P <  ،14%  تري را روزه درصد حذف کم 10از باکتري

ي دهد که بخش عمدهدهد. این موضوع نشان مینشان می
ي باکتري از کلونی یک روزه، حذف اورانیم از محلول در نمونه

هاي زنده و فعال و از مسیر زنجیره انتقال الکترون توسط باکتري
ي کشت یک روزه در این باکتري است. مطابق این نتایج، نمونه

یاي زیستی اورانیم بر روي براي آزمایشاتی که با هدف اح

شوند انتخاب شد انجام می 7Shewanella RCRIباکتري بومی 
ي این پژوهش، میزان پایداري و ثبات اورانیم حذف و در ادامه

ماهه مورد  9ماهه و  4هاي شده از محیط محلول در نمونه
 بررسی قرار گرفت. 

هاي حاوي ج میزان حذف مطلق اورانیم را در نمونه 3شکل 
هوازي بعد تحت شرایط بی 7Shewanella RCRIباکتري بومی 

ترین میزان ترین و کمدهد. بیشاز یک روز انکوباسیون نشان می
روزه و یک روزه  10هاي مطلق حذف اورانیم به ترتیب در نمونه

میکرومول) گزارش شده  8میکرومول و  43با نیترات (به ترتیب 
ج نشان داده  3در شکل  Dو  Eاست و به ترتیب با حروف 

یک روزه  از کشت اند. میزان مطلق حذف اورانیم در باکتريشده
روزه بدون  10میکرومول است که با دو نمونه  41بدون نیترات 

دار اختلاف معنادار نشان داده نیترات و کشت یک روزه نیترات
هاي بدون باکتري و باکتري ). کنترلC(  > P)05/0(است 

میکرومول حذف اورانیم را نشان  28و  20به ترتیب  کشته شده
نشان دادند  %5دار در سطح ها اختلاف معنادادند و با سایر نمونه
  . > P)05/0(اند نشان داده شده Bو  Aو به ترتیب با حروف 

دهد که باکتري ه شده نشان مییهر سه شکل ارا مقایسه
اورانیم از محیط روزه از نظر توان حذف  10کشت یک روزه و 

، تفاوت %5محلول با وجود داشتن اختلاف معنادار در سطح 
روزه  10دهند. باکتري کشت دیگر نشان نمیچشمگیري با یک

هاي احیاي توان به عنوان گزینه این مناسب براي پژوهشرا می
اورانیم، با هدف حذف زیستی به روش جذب در مصارف صنعتی 

ناسب و نیز میزان حذف اورانیم پیشنهاد داد، چرا که رشد م
وجود کاهش جمعیت نسبت به باکتري یک  مناسبی داشته و با

جا تري را از محلول حذف کند. از آنتواند اورانیم بیشروزه، می
که حذف اورانیم محلول توسط باکتري، وابسته به دو فرایند 
جذب زیستی و احیاي زیستی بوده و جذب زیستی وابسته به 

، ]19[ي زیستی در دسترس براي باکتري است ودهجمعیت و ت
روزه توان حذف اورانیم  10هاي توان دریافت که در باکتريمی

هاي یک روزه بوده است تر از باکتريبه روش جذب زیستی بیش
شده  تر این باکتريو همین موضوع موجب عملکرد مناسب

ي فعالیت احیاي پژوهش که هدف، مطالعه است، اما در این
باشد، سایر زیستی اورانیم از مسیر زنجیره انتقال الکترون می

آنالیزهاي تشخیصی احیاي زیستی ماننده اسپکتروفوتومتري و 
XRD هاي زمانی و بررسی میزان پایداري احیاي اورانیم در بازه
ز کلونی ماهه) در بر روي باکتري کشت شده ا 9و  4تر (طولانی

 یک روزه انجام شده است. 
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 روزه باکتري بومی 10هاي یک روزه و نتایج حاصل از آنالیز کلونی. 3 شکل

7Shewanella RCRI هوازي ساعت انکوباسیون در شرایط بی 24 پس از
شمارش  )گراد). الفدرجه سانتی 30مولار (دماي میلی 2در حضور اورانیم 

میزان حذف مطلق اورانیم. توضیح: در  )درصد حذف باکتري. ج )سلولی. ب
هاي کشت دار نمونهبه ترتیب اختلاف معنی Cو  A ،Bقسمت الف، حروف 

دار و کشت ده روزه بدون روزه بدون نیترات، کشت یک روزه نیتراتیک 
به  Eو  A ،B ،C ،Dدهند و در قسمت ب و ج حروف نیترات را نشان می

هاي کنترل بدون باکتري، کنترل باکتري بین نمونه ترتیب اختلاف معنادار
دار و کشته شده، باکتري یک روزه بدون نیترات، باکتري یک روزه نیترات

 .دهداکتري ده روزه بدون نیترات را نشان میب
 

  اهمیت بررسی اثر نیترات، از این جهت است که معمولاً
نیترات به عنوان یک عامل مزاحم و حتی بازدارنده در احیاي 

 که بسیاري از شود، در حالیمیکروبی اورانیم شناخته می

نیترات ي از ل توجهبهاي آلوده به اورانیم حاوي مقادیر قامحیط
هاي شناخته شده اي که قادر به تعداد سویه .]20[ هستند

در حضور نیترات هستند کم است. به عنوان مثال  احیاي اورانیم
 و Geobacter sulfurreducens هايتوان به گونهمی

Clostridium acetobutylicum وازي هیاشاره نمود کـه ب
هستند. مطالعات در منابع علمی موجود نشان داد که مطلق 

ي باکتریایی از تاکنون گزارشی در خصوص وجود یک گونه
جنس شوانلا کـه توانایی حذف اورانیم را در حضور نیترات 
 داشته باشد، مشاهده نشده است. لذا در این تحقیق، باکتري

7RCRI هوازي اختیاري از جنس ي بیبه عنوان یک گونه
قابل توجهی از  نلا و قادر به احیاي اورانیم در حضور مقادیرشوا

با  7RCRI ي باکترينیترات، معرفی شده است. در مقایسه
توان به ، میShewanella oneidensisي مهم و معروف سویه
در توانایی احیاي اورانیم در حضور نیترات اشاره  7RCRI مزیت

چون مطلق همهوازي هاي بینمود. اگرچه برخی باکتري
قل از نیترات قادراند اورانیم را احیا تم مسوو کلستریدی ژئوباکتر

 .]20[کنند 
 هاي بالاي نیترات مشاهده شده است که غلظت

)mM 50-150شده با هاي زیرزمینی آلوده) در آب
کردن شود و خارج یدها مانع از احیاي میکروبی مییرادیونوکل

 شش ظرفیتیموجب افزایش احیاي اورانیم ها نیترات از این آب
 در صورت وجود یون نیترات در کنار یون اورانیل. ]21[شود می

+22UO  7در محیط کشت باکتريRCRI ،هاي نیترات در یون
 واکنش احیا با اورانیم رقابت خواهد کرد. این موضوع به نوع

باکتري بستگی دارد. باکتري شوانلا تمایل زیادي به احیاي 
نیترات دارد، بنابراین محلول اولیه حاوي اورانیم نباید داراي 

یرا باکتري در مراحل اولیه احیا، ابتدا شروع نمک نیترات باشد، ز
کند. بهتر است آنیون همراه با اورانیم محلول به احیا نیترات می

بتواند در متابولیسم باکتري مشارکت کند. اي باشند که به گونه
باشند و یا مانند استات یا لاکتات که منبع انرژي باکتري می

اي باشد که به عنوان رقیب اورانیم توسط باکتري حداقل به گونه
احیا نشود، زیرا باکتري براي انجام واکنش احیا به یک دهنده 

 .]22[ الکترون نیاز دارد
هاي الکترونی مانند براساس اصول ترمودینامیک، گیرنده

اکسیژن، منگنز، آهن و نیترات نسبت به اورانیم در اولویت احیا 
اکسید کربن در اولویت پس از هستند و سولفات و گوگرد و دي

، اورانیم هستند. به همین دلیل است که در محیط حاوي نیترات
اکسیژن و آهن به همراه اورانیم، امکان اکسید شدن مجدد 

  .]22[ دارداورانیم وجود 
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ماه، با هدف  9و  4هاي با زمان چه گفته شده، نمونهچنان
هاي بررسی پایداري احیاي زیستی اورانیم در مدت زمان

هوازي تهیه شده و شرایط بیتر انکوباسیون باکتري در طولانی
الف با نمونه یک روزه  4 شکلها در نتایج درصد حذف این نمونه

 چه مشاهده دار و بدون نیترات مقایسه گردید. چناننیترات
در نمونه یک روزه بدون  %59شود درصد حذف اورانیم از می

ماهه به  10ماهه و  4هاي در نمونه %99و  %96نیترات، تا 
 Eو  Cکه به ترتیب با حروف   > P)05/0(یش یافته ترتیب افزا

ي قابل توجه توان حفظ اورانیم نامحلول نکتهاند. نشان داده شده
هاي بسیار حذف شده به روش احیاي زیستی، در مدت زمان

کیدي أباشد و این موضوع تطولانی توسط این باکتري بومی می
ي بر توان بالاي باکتري در کاربردهاي صنعتی با هدف تصفیه

ي مورد توجه دیگر، اثر ناچیز سمیت نیترات بر پساب است. نکته
 باشد. ماه) می 4هاي طولانی (نمونه حذف اورانیم در بازه

 دار چه مشاهده شد، نمونه کشت یک روزه نیتراتچنان
ترین درصد حذف کمالف) و  3 شکلترین شمارش سلولی (کم

ب  4در شکل  Bب) را نشان داده است که با حرف  3 شکل(
. شایان ذکر است که این اثر سمی در  > P)05/0(شود دیده می

چنین نمونه ماهه حاوي نیترات دیده نشده، هم 4نمونه باکتري 
دار هیچ اختلاف معناداري ماهه نیترات 4ماهه بدون نیترات و  4

 دهندماهه بدون نیترات نشان نمی 9باکتري و با  دیگربا یک
)05/0 (P > (E)گرم در  20ثیر سمیت نیترات با غلظت أ. عدم ت

 مولار تحت شرایط انکوباسیون میلی 2لیتر در حضور اورانیم 
ماه، گویاي عدم تداخل حذف زیستی  4هوازي در مدت بی

ملکرد هاي زمانی طولانی بوده و عاورانیم با حذف نیترات در بازه
هاي زمانی طولانی نشان مناسب این باکتري بومی را در بازه

گرم در  10دهد. پیش از این، عملکرد حذف نیترات تا غلظت می
لیتر در بازه زمانی یک روزه در پژوهش ظاهري و همکاران 

 .]10[مورد بررسی قرار گرفت  2017
 

 
 

 
 

 ساعت انکوباسیون در شرایط  24پس از  7Shewanella RCRI ماهه بدون نیترات باکتري بومی 9ماهه و  4نتایج حاصل از آنالیز نمونه یک روزه، . 4 شکل
میزان حذف مطلق اورانیم. توضیح:  )درصد حذف باکتري. ب )گراد است و از کلونی یک روزه. الفدرجه سانتی 30مولار و دماي میلی 2هوازي در حضور اورانیم بی

ماهه  4ماهه بدون نیترات، باکتري  4دار، باکتري اکتري یک روزه نیتراتبه ترتیب اختلاف معنادار بین باکتري یک روزه بدون نیترات، ب Eو  A ،B ،C ،Dحروف 
 دهد.ماهه بدون نیترات را نشان می 9دار و باکتري نیترات
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ب میزان حذف مطلق اورانیم را در این باکتري در  4 شکل
 دهد. ماهه نشان می 9ماهه و  4هاي زمانی یک روزه، بازه

شود میزان مطلق حذف اورانیم به ازاي هر چه مشاهده میچنان
 57و  55میکرومول در نمونه یک روزه، به  41باکتري، از 

 > P) 05/0(ماهه افزایش یافته  9ماهه و  4میکرومول در نمونه 
 اند. نشان داده شده Eو  Cکه به ترتیب با حروف 

دار در مدت زمان نتایج نمونه باکتري کشت یک روزه نیترات
ماهه بدون  4هاي باکتري ماهه نیز با نمونه 4انکوباسیون 

چه ماهه فاقد اختلاف معنادار بوده و چنان 9باکتري و باکتري 
اشاره شد، بر پایداري مولکولی اورانیم حذف شده از محلول 

 زي در مدت زمان هاي طولانی دلالت داردهواتحت شرایط بی
)05/0(E) (P >  .اي این نتایج نیز این باکتري را به عنوان گزینه

هاي مناسب براي حذف فلزات سنگین از جمله اورانیم از پساب
 دهد.  هاي زمانی طولانی نشان میصنعتی در بازه

 

 تغییرات مورفولوژي باکتري  3.2
باکتري با هدف تعیین اثر سن بررسی تغییرات مورفولوژي 

کلونی بر فعالیت باکتري توسط مشاهدات میکروسکوپ نوري، 
حین شمارش باکتري انجام گرفت. معیارهاي مورد بررسی در 

 ها پس از زمان انکوباسیون (زماناین مرحله، بررسی رنگ نمونه
هاي کشت یک روزه بدون نیترات، یک روزه یک روز براي نمونه

ماه براي کشت  9و کشت ده روزه بدون نیترات) و حاوي نیترات 
نشان داده  2از کلونی یک روزه بدون نیترات است که در شکل 

شده است. تمایل رنگ نمونه به رنگ قرمز و صورتی به عنوان 
معیاري از باکتري فعال با توان حذف اورانیم در نظر گرفته شد، 

 الايچرا که این باکتري به دلیل دارا بودن محتواي ب
دار سیتوکروم در مسیر انتقال الکترون، به رنگ هاي آهنینیپروت

. رنگ محلول نمونه در شرایط طبیعی ]20[ شودقرمز دیده می
الف)، با افزایش  5باشد (شکل قرمز روشن مایل به صورتی می

یل مرگ و میر باکتري رنگ محلول به سمت قرمز تیره متما
ب) و با کاهش شمارش سلولی و کاهش  5شود (شکل می

باکتري فعال در نمونه، رنگ باکتري به زرد روشن متمایل 
تر ج). با افزایش زمان انکوباسیون (بازه بیش 5خواهد شد (شکل 

هاي هاي زنده که با ایجاد تودهاز یک هفته) و مرگ باکتري
رنگ محلول  ي اورانیم همراه است،سلولی و جذب بخش عمده

د). بررسی رنگ پلت باکتري  5شود (شکل نمونه سیاه رنگ می
، براي 6پس از برداشت نمونه و سانتریفیوژ اولیه در شکل 

هاي مذکور نشان داده شده است. هدف از بررسی پلت نمونه
علاوه بر تشخیص رنگ کلی باکتري، تخمین کلی حجم توده 

ي مورد باکتري در نمونهسلولی باکتري به عنوان معیاري از رشد 
هاي ساختاري مانند اندازه چنین ویژگیباشد. همبررسی می

انواع حرکات نسبی باکتري، میزان تحرك و نوع فعالیت باکتري (
درجا، چرخشی و سرعت حرکات باکتري) حین شمارش سلولی 

). 7وسیله لام نئوبار مورد بررسی قرار گرفته است (شکل به
دازه نسبی متوسط به عنوان باکتري فعال و باکتري فعال با ان

عادي با توان بالاي حذف زیستی اورانیم معرفی شده است 
 .]21[الف)  8(شکل 

 

 مورفولوژي نمونه یک روزه بدون نیترات 3.2.1
این نمونه حاوي باکتري فعال با شمارش سلولی و توانایی حذف 

که رنگ نمونه و رنگ پلت پس از بوده، به طورياورانیم بالا 
الف). باکتري  6و  5باشد (شکل سانتریفیوژ صورتی پر رنگ می

بسیار سریع به اطراف (راست و چپ) حرکت کرده و داراي انواع 
ي باکتري نسبت به حرکات سریع چرخشی و درجا بودند. اندازه

ري مرده گونه توده باکتباکتري اولیه تغییري نکرده و هیچ
 ب). 8مشاهده نشد (شکل 

 
 دارمورفولوژي نمونه یک روزه نیترات 3.2.2

در این نمونه، باتوجه به اعمال تنش سمیت نیترات علاوه بر 
مولار تري نسبت به نمونه دو میلیحضور اورانیم، باکتري ضعیف

بدون نیترات مشاهده شد. رنگ نمونه و پلت صورتی کم رنگ و 
ب).   6و  5براي باکتري ثبت شد (شکل حرکات بسیار کند 

حرکات کند به سمت اطراف (راست یا چپ) مشاهده گردید و 
هایی که گونه حرکت سریع چرخشی مشاهده نشد و باکتريهیچ

ي دهندهزنده بودند حرکت در جا و آرام را نشان دادند که نشان
ي باکتري، باشد. با دقت در اندازهفعال نبودن باکتري می

ي نسبی باکتري نسبت به باکتري اولیه ده شد که اندازهمشاه
تر شده و موارد متعددي به شکل کروي دیده شدند کمی کوچک

تر شدن اندازه باکتري در نتیجه تقسیم د). کوچک 7(شکل 
هاي جدید مشاهده شد. این دوتایی متعدد و عدم رشد باکتري

چرا که با افتد، پدیده در شرایط تنش بالاي محیطی اتفاق می
 تقسیم شدن باکتري نسبت سطح به حجم باکتري افزایش 

دهد که باکتري در حال یابد و کوتاه شدن باکتري نشان میمی
چون تلاش براي زنده ماندن تحت شرایط تنش مواد سمی هم

ها هوازي است. کوتاه شدن باکترينیترات و اورانیم در شرایط بی
ضم درون سلولی مکانیسمی دفاعی است که از طریق ه

 .]23، 22[ شودسیتوپلاسم و غشاي خارجی باکتري انجام می
هاي مرده، در این نمونه مشاهده شد که هایی از باکتريودهت

با نتایج شمارش سلولی مطابقت دارد. جمعیت باکتري نسبت به 
روزه بدون نیترات  10بدون نیترات یک روزه و باکتري باکتري 

الف). بسیاري از مطالعات  3به شدت کاهش یافته بود (شکل 
ایجاد توده سلولی و تشکیل بایوفیلم را در بسیاري از شرایط 

هایی اند. این مطالعات براي باکتريتنش باکتري گزارش نموده
پذیري ر، تطابقبراب 1000اند تا که تشکیل توده سلولی داده

 تري را با محیط نسبت به حالت باکتري آزاد در نظر یشب
 .]25-23[ج)  8اند (شکل گرفته
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  .7Shewanella RCRIهاي باکتري تفاوت در رنگ نمونه. 5 شکل
 نمونه کشت باکتري  )روزه بدون نیترات. ب 1نمونه کشت باکتري  )الف

نمونه  )روزه بدون نیترات. د 10نمونه کشت باکتري  )دار. جروزه نیترات 1
 ماهه بدون نیترات. 9کشت باکتري 

 

 . 7Shewanella RCRIهاي باکتري مقایسه رنگ پلت نمونه. 6شکل 
 نمونه کشت باکتري  )روزه بدون نیترات. ب 1نمونه کشت باکتري  )الف

نمونه  )روزه بدون نیترات. د 10نمونه کشت باکتري  )دار. جروزه نیترات 1
 ماهه بدون نیترات. 9کشت باکتري 

 

 
زیر  7Shewanella RCRIبررسی مورفولوژي باکتري . 7 شکل

روزه  1نمونه کشت باکتري  )الف×).  100نمایی میکروسکوپ نوري (با بزرگ
نمونه کشت  )دار. جروزه نیترات 1نمونه کشت باکتري  )بدون نیترات. ب

ماهه بدون  9روزه بدون نیترات. نکته: نمونه کشت باکتري  10باکتري 
 هاي متراکم باکتري مشاهده شد.نیترات فاقد باکتري زنده بوده و تنها توده

 

 
 زیر 7Shewanella RCRIمقایسه تغییرات مورفولوژي باکتري . 8 شکل

) باکتري با اندازه معمولی. ب )الف×).  100نمایی میکروسکوپ نوري (با بزرگ
هاي تجمع یافته از باکتري توده )باکتري با اندازه کوچک (به شکل کروي). ج

 مرده.
 روزه بدون نیترات  10مورفولوژي نمونه  3.2.3

پلت مشاهده شده تفاوت چندانی با باکتري یک رنگ نمونه و 
روزه فاقد نیترات نشان نداد و به رنگ صورتی پر رنگ با نقاط 

ج). حرکت باکتري نسبت  6و  5 تیره رنگ مشاهده شد (شکل
 تر به باکتري بدون نیترات یک روزه، کندتر بوده و بیش

ها تنها حرکت درجا داشتند. حرکت چرخشی بسیار کم باکتري
تر به اطراف (راست و ها بیشاهده شده و حرکت باکتريمش

هاي روزه نسبت به باکتري 10هاي چپ) مشاهده شد. باکتري
 که تر بودند، به طوريیک روزه بدون نیترات، کشیده

هاي طویل سیتوپلاسمی) در نتیجه تجمع هایی (رشتهفیلامنت
ن مجموعه هایی در ایشد. تودهدیگر دیده ها به دور یکباکتري

 باشد.هاي مرده میي وجود باکتريدهندهمشاهده شد که نشان
روزه نسبت به باکتري یک روزه بدون  10به طور کلی باکتري 

نیترات، در نوع حرکت و افزایش تعداد باکتري مرده تفاوت بارز 
 نشان دادند.

 
 ماهه بدون نیترات 9مورفولوژي نمونه  3.2.4

شده کدر و تیره رنگ متمایل به سیاه رنگ نمونه و پلت مشاهده 
هاي سلولی بسیار متراکم در د) و توده 6و  5 نشان داد (شکل

گونه باکتري زنده مشاهده زیر میکروسکوپ مشاهده شده و هیچ
 نشد. 

 
 نتایج اسپکتروفوتومتري  3.3

 براي اثبات احیاي اورانیم توسط باکتري 
7Shewanella RCRI باید از روشی استفاده نمود که وجود ،

را در محلول احیا اثبات  U (IV)اورانیم نامحلول (اورانیتیت) 
نانومتر در شکل  662و  560نماید. وجود پیک اورانیتیت در بازه 

تواند دلیلی بر احیاي حاصل از آنالیز اسپکتروفوتومتري، می
 . از ]26[ دزیستی اورانیم از مسیر زنجیره انتقال الکترون باش

وم محلول، جا که در پژوهش حاضر هدف از بررسی اسپکترآن
تنها تشخیص تولید و یا عدم تولید اورانیتیت در محلول پس از 

 کشت  هايباشد، این بررسی بر روي نمونهتلقیح باکتري می
 درجه  30ساعت در دماي  24یک روزه، با زمان انکوباسیون 

 گراد  انجام گرفته است. سانتی
هاي مورد استفاده در این بررسی شامل کنترل فاقد نمونه

باکتري، کنترل هوازي، کنترل باکتري کشته شده و نمونه    
باشد. در ادامه، نتایج حاصل از بررسی هوازي یک روزه میبی

 گرد.ه مییها ارااین نمونهاسپکتروم 
الف که مربوط به نمونه کنترل فاقد باکتري  9دقت در شکل 

دهد که  پیش از تلقیح باکتري به محلول احیاي است، نشان می
حاوي اورانیم احیا نشده (اورانیل)، تنها پیک مشاهده شده در 
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نانومتر متعلق به اورانیم احیا نشده یا  700الی  400حد فاصل 
 مشاهده  U(IV)باشد و هیچ پیک اورانیتیت یل میاوران
گردد، پس هیچ احیایی نیز صورت نگرفته است. این نتیجه، نمی

احیاي اورانیم را تنها در شرایط وجود باکتري زنده و از مسیر 
 کند.احیاي زیستی اورانیم اثبات می

ب، شکل اسپکتروم نمونه باکتري کشته شده با  9شکل 
دهد که با کشته شدن باکتري، تنها پیک حرارت را نشان می

نانومتر متعلق به  700الی  400مشاهده شده در حد فاصل 
اورانیم احیا نشده یا اورانیل است. در این نموار هیچ پیک 

ي گردد و در صورت مشاهدهمشاهده نمی U(IV)اورانیتیت 
کاهش اورانیم محلول (اورانیل) در این نمونه، به روش جذب 

 هاي باکتري مرده انجام شده است.سطوح توده زیستی در
ج اسپکتروم محلول احیاي باکتري انکوبه شده در  9شکل 

دهد. در این شکل تنها پیک قابل محیط هوازي را نشان می
نانومتر متعلق به اورانیم  700الی  400مشاهده، در حد فاصل 
ي باشد که فعال بودن مسیر زنجیرهیاحیا نشده یا اورانیل م

هوازي انتقال الکترون در احیاي اورانیم را تنها تحت شرایط بی
 دهد.به وضوح نشان می

د اسپکتروم حاصل از نمونه حاوي باکتري یک روزه  9شکل 
مولار را میلی 2هوازي با محلول احیاي انکوبه شده در شرایط بی

 داراي پیک U(VI)دهد. این شکل علاوه بر پیک نشان می
U(IV) باشد که نانومتر می 662 و 560هاي در طول موج

چنین با دقت باشد. همي احیاي زیستی اورانیم میدهندهنشان
شود ي بدون باکتري و مقایسه با این شکل مشاهده میدر نمونه

حدودي کاهش  تر شده است که تاکم U(VI)که ارتفاع پیک 
 دهد.اورانیم احیا نشده را نشان می

هاي کنترل هده شد، نتایج اسپکتروم نمونهچه مشاچنان
فاقد باکتري، باکتري کشته شده و باکتري هوازي فاقد پیک 

باشد و تنها نمونه حاوي باکتري می U(IV)اورانیم احیا شده 
هوازي پیک اورانیم احیا شده را به وضوح نشان داده است. بی

ت ییدي بر فعال بودن مسیر احیاي اورانیم تحأاین نتایج ت
هوازي است و صحت شرایط انجام آزمایش در محیط بی شرایط

هوازي و احیاي اورانیم در مسیر زنجیره انتقال الکترون را بی
 دهد. نشان می

 

 

 
 

 

 
 

انکوبه  7Shewanella RCRIاسپکتروم محلول احیاي باکتري . 9کل ش
فاقد باکتري؛ در این تصویر  نمونه )الفمولار اورانیم. میلی 2شده در غلظت 

 U(VI)نانومتر  500تا  400 هاي بینپیک متعلق به اورانیل در طول موج
 گونه اورانیتیت احیا شده مشاهده نشده است. گردد و هیچمشاهده می

پیک اورانیم احیا نشده (اورانیل)  شکلدر این  ؛نمونه باکتري کشته شده )ب
پیک اورانیم احیا  شکلنمونه باکتري هوازي؛ در این  )خیص است. جقابل تش

اسپکتروم نمونه یک روزه در شرایط  6 شکل )نشده قابل تشخیص است. د
در طول (اورانیتیت)،  U (IV)پیک اورانیم احیا شده  شکلهوازي؛ در این بی

 نانومتر قابل تشخیص است. 662و  560هاي موج
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با استفاده از روش اسپکتروفوتومتري بررسی پیک اورانیتیت 
در مطالعات متعددي صورت گرفته است. به طور مثال در 

)، احیاي اورانیم توسط 2008اي فرانسیس و همکاران (مطالعه
 چند سویه از جنس کلستریدیوم را با این روش به اثبات 

هاي مختلف این بررسی را pHچنین در ها هماند. آنرسانده
هاي نزدیک به خنثی pHدریافتند که اورانیم در  انجام داده و

دهد و در نتیجه احیا در این شرایط بهتر پیک بلندتري می
 چنین، احیاي اورانیم توسط این صورت گرفته است. هم

ها را در چند غلظت متفاوت انجام داده و دریافتند که باکتري
هاي مولار نسبت به غلظتمیلی 6/0این باکتري در غلظت 

ي دیگري گائو و . در مطالعه]27[تري دارد تر احیا مناسبایینپ
به بررسی تأثیر حضور یا عدم حضور  2013فرانسیس در سال 

 آهن در محیط، بر احیا اورانیم توسط باکتري
1Clostridium sp. BC  پرداخته و دریافتند که حضور آهن به

شود دهد و باعث میطور قابل توجهی احیا اورانیم را افزایش می
 .]28[ه دهد یتري براي اورانیتیت ارااسپکتروم پیک مناسب

 
  XRDنتایج  .3.4

به  7Shewanella RCRIاثبات احیاي اورانیم توسط باکتري 
هاي مختلف هایی است که در پژوهشیکی از روش XRDروش 

هاي داراي باکتري یا جهت اثبات احیاي اورانیم بر روي نمونه
فاقد آن انجام گرفته است. در این روش با تجزیه و تحلیل 

هاي تشکیل شده در رسوب، تشخیص ترکیبات شکل کریستال
. براي انجام این آنالیز، پس ]29[شود گرفته در آن را ممکن می

هاي از انکوباسیون باکتري و مشاهده رسوب حاصل از نمونه
هاي داراي ، محلول نمونهمولار اورانیممیلی 2 داراي غلظت

هوازي خشک رسوب مناسب سانتریفیوژ شده و در اتمسفر بی
 ).10 گردیدند (شکل

پژوهش، حضور اورانیتیت در براساس نتایج حاصل از این 
ماهه  4الف) و  11ماهه بدون نیترات (شکل  4هاي تمامی نمونه

ج)  11ي بدون نیترات (شکل ماهه 9ب) و  11دار (شکل نیترات
مشاهده و به اثبات رسید. حضور اورانیتیت در  XRDدر آنالیز 

ییدي بر انجام أدار و بدون نیترات تماهه نیترات 4هاي نمونه
دار و بدون نیترات در هاي نیتراتند احیا است. بررسی نمونهفرای
ماهه  9ي بدون نیترات چنین نمونهماهه هم 4ي زمانی بازه

ییدي بر پایداري و حذف اورانیم از محلول مورد مطالعه در أت
الف حذف  9چه مطابق شکل تر است. چناني زمانی طولانیبازه
 دار، بدون نیترات و نیترات ماهه 4هاي اورانیم در نمونه 96%
ي با مدت زمان اورانیم، در نمونه %99چنین حذف هم

 ماهه به اثبات رسیده است. 9انکوباسیون 
 

 
به  )الف و ب(مولار اورانیم. شکل میلی 2بررسی رسوب نمونه  .10شکل 

ترتیب رسوب اورانیم پس از برداشته شدن ویال از انکوباتور و رسوب اورانیم 
دهند. رنگ سیاه رسوب مشاهده شده در کف پس از سانتریفیوژ را نشان می

 .گرددویال، پس از سانتریفیوژ و فشرده شدن قابل تشخیص می
 

 
 

 

 
 

مولار میلی 2بررسی حضور اورانیتیت در نمونه داراي اورانیم  .11 شکل
طریق آنالیز  ازماه  4اورانیم از کشت یک روزه، با مدت زمان انکوباسیون 

XRD . ه شده در سطح زیرین پیکیالگوي اراXRD  جایگاه دقیق ، 
) را در نمونه مورد بررسی تعیین U (IV)هاي استاندارد اورانیتیت (پیک
  دارماهه نیترات 4نمونه  )ماهه بدون نیترات ب4نمونه  )کند. الفمی
 ماهه بدون نیترات. 9نمونه  )ج
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هاي در بازه XRDبراساس مشاهدات صورت گرفته آنالیز 
 ماهه، هر چه مدت زمان انکوباسیون  9ماهه و  4زمانی، 
گردد، رسوب و حجم حاصل از احیاي اورانیم تر میطولانی

 هاي تر و کریستالشده و رنگ رسوب تیره ترباکتري بیش
گردد. این تر میاي تیره مایل به سیاه اورانیتیت مشخصقهوه
ي با مدت ماهه نسبت به نمونه 9هاي انکوبه له در نمونهأمس

مشخص و مشهود بود. پیک حاصل  تر کاملاًزمان انکوباسیون کم
 ت. نشان داده شده اس 11مولار در شکل میلی 2 از نمونه

هاي بلند شود پیکمشاهده می 11طور که در شکل همان
حجم بالاي اورانیم احیا شده در نمونه به صورت  گرنشان

هاي بلندي که متعلق به چنین پیکباشد. هماورانیتیت می
ترکیب دیگري از اورانیم در رسوب حاصله به نام اورانیم 

 باشد قابل تشخیص است.) می2UO(OH)2هیدروکساید (
را جهت  XRDبررسی مقالات مختلف استفاده از آنالیز 

دهد. اثبات احیا اورانیم با بررسی وجود اورانیتیت نشان می
، بر روي یک باکتري 2005مطالعات خیجنیاك و همکاران در سال 

 Thermo terra bacterium ferrireducensترموفیل به نام 
، بر روي 2002پژوهش روه و همکاران در سال  چنینهم ]29[

، احیاي ]Thermoanaerobacter ]30اي از خانواده سویه
کند. از طرفی دیگر، را اثبات می XRDزیستی اورانیم در آنالیز 

، احیاي اورانیم 2018در پژوهش وانگ و همکاران در سال 
در حضور  Shewanella Putrefaciensتوسط باکتري 

هاي الکترونی مورد بررسی به عنوان شاتل AQSریبوفلاوین و 
احیاي اورانیم را  XRDقرار گرفته است. این پژوهش به کمک 

دارد که به صورت اورانیتیت توسط باکتري نشان داده و بیان می
هوازي، قادر است اورانیم را به باکتري در حضور شرایط بی

(اورانیتیت) رسوب دهد، چرا که اورانیتیت داراي  U(IV)صورت 
مشاهده شده  U(IV)هاي مکعبی و مشخص بوده، اما کریستال

در این شرایط بدون تشکیل کریستال رسوب کرده است. این 
تواند امکان وجود اورانیم احیا شده غیراورانیتیتی را موضوع می

 .]31[ در رسوبات حاصل از احیاي اورانیم نشان دهد
هاي مختلف پیوند اورانیم با از سویی دیگر، در پژوهش

هیدروکسیل در طی فرایند جذب زیستی مورد تأیید قرار گرفته 
به وجود  2018است. در بررسی وانگ و همکاران در سال 

 ترکیبات هیدروکسید اورانیم بر روي سطح باکتري
S.putrefaciens ه شده و بیان گردیده است که وجود اشار

هاي عاملی مختلف مانند هیدروکسیل و آمید بر روي سطح گروه
ها و اورانیم شده و باکتري موجب ایجاد پیوند میان این گروه

 کننداورانیم را به سطح باکتري متصل یا به عبارتی جذب می

توان حاصل رسوب خود به وب را میچنین، این رسهم. ]31[
خودي اورانیم محلول که پس از مدتی در محیط حاوي آن 

شود، دانست. بر اساس پژوهشی که کنگ و همکاران ایجاد می
 pHدر  UO)22+اند، اورانیم محلول (انجام داده 2002در سال 

پس از گذشت چند روز به صورت خود به خودي و  9الی  6بین 
محلول  pHکه  جاآن کند. ازرسوب می 2UO(OH)2با ترکیب 

توان وجود این ماده را حاصل رسوب خود باشد، میمی 4/6احیا 
دهد ها نشان می. این بررسی]32[به خودي اورانیم نیز دانست 

 به جز فرایند احیا،  که رسوب حاصل از نمونه مورد بررسی
تري رسوب خود تیجه فرایند جذب و به میزان کمتواند در نمی

و این امر از اهمیت  به خودي اورانیم محلول حاصل شده باشد
 .]35-33[ کاهدثیر مکانیسم احیا در ایجاد رسوب اورانیم نمیأت
 

  گیري. نتیجه4
قادر به حذف اورانیم در  7Shewanella RCRIبومی  باکتري

باشد. نتایج حاصل از این پژوهش نشان هوازي میشرایط بی
دهد که باکتري کشت جامد یک روزه به دلیل توانایی رشد و می

هاي مورفولوژي از قبیل رنگ پلت و ویژگی ترمانی بیشزنده
تر صورتی پررنگ مایل به قرمز در باکتري شوانلا و تحرك بیش

تر جهت احیاي اورانیم نسبت به ي مناسببه عنوان نمونه
چنین، حذف گردد. همروزه پیشنهاد می 10باکتري از کلونی 

افزایش یافته است که  %99ماهه تا  9و  4هاي اورانیم در نمونه
یکی دیگر از کاربردهاي این باکتري در مقیاس صنعتی را نشان 

و اسپکتروفوتومتري نیز احیاي اورانیم در  XRDدهد. آنالیز می
هوازي را اثبات نموده است. این نتایج این باکتري را شرایط بی

 اي مناسب براي کاربردهاي صنعتی معرفی به عنوان گزینه
 کند.می

حذف اورانیم، بر  %48از سوي دیگر، در این پروژه، کاهش 
سمی  ثیر حضور آنیونأباکتري کشت یک روزه حاصل از ت

نیترات مشاهده شد. حضور این آنیون علاوه بر کاهش روند احیا، 
مانی و مورفولوژي باکتري نیز اثر بر روي توانایی تولیدمثل و زنده

هاي آتی در این زمینه، رو، در پژوهشمنفی داشته است. از این
ي ارتقاء و افزایش قابلیت گردد که بر روي نحوهپیشنهاد می

تري انجام گردد تا نه تنها این لعات بیشباکتري شوانلا مطا
هاي بالاي اورانیم، توانایی احیاي بالاتري باکتري در غلظت

نیترات،  ها خصوصاًداشته باشد، بلکه در حضور سایر آنیون
 د.توانایی حذف و احیاي اورانیم خود را حفظ نمای
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