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Abstract 

As industrial activities grow, concerns about the gradual depletion of easily processable metal reserves and 

the exploitation of these resources have increased. Consequently, the development of environmentally 

friendly technologies capable of extracting metals from complex and refractory sources has gained 

significant importance. Biohydrometallurgy is recognized as a green and sustainable technology that relies 

on iron-oxidizing microorganisms to facilitate metal dissolution. These microorganisms contribute to the 

leaching process through the production of ferric iron, which act as an effective and low-cost oxidizing 

agent. In this study, the individual and interactive effects of the operational parameters, pulp density, time, 

and bacterial inoculum, on ferric iron production in the copper bioleaching from the Kal-e-Kafi ore using 

uranium-resistant Acidithiobacillus ferrooxidans strain THA3 were investigated. The experiments were 

designed using a central composite design within the framework of response surface methodology. The 

results indicated that increasing the time from 2 to 21 days led to a decrease in ferric concentration from 

1695.86mg/L to 135.36mg/L. Similarly, an increase in pulp density from 5% to 15% resulted in a reduction 

of ferric production from 1590.86mg/L to 838.34mg/L. On the other hand, when the bacterial inoculum 

was increased from 5% to 14.7%, there were increases in ferric production from 520.89mg/L to 1269mg/L. 

The proposed statistical model demonstrated satisfactory predictive performance, with a P-value=0.0022 

and R²=0.93. The key innovation of this research is the combination of efficient bacterial strains with a 

central composite design to model and simultaneously analyze the influences of the most important 

operational factors for ferric iron production. The statistically efficient method of this work has been 

effective in reducing trial and error to a considerable extent for optimizing operational factors to move 

forward with innovations in the aspect of native bacterial strains for bioleaching on a larger scale. 
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Introduction 

Iron is one of the most abundant elements in the earth’crust and plays a vital role in many biological 

activities. Although various oxidation states have been proposed for iron, the ferrous and ferric states are 

the most common. The iron cycle is one of the most important biogeochemical cycles, and microorganisms 

play a key role in the transition between various oxidation states of iron. Iron-oxidizing microorganisms 

are not only key players in the biogeochemical cycles of iron but also play important roles in the cycles of 

other metals and in bioindustrial mining-related activities (1). The biologically catalyzed oxidation of Fe2+ 

to Fe3+ is of particular significance in hydrometallurgical processes, as under low pH conditions (below 2), 

this reaction proceeds through the activity of iron-oxidizing bacteria at rates several orders of magnitude 

higher than abiotic oxidation under ambient temperature and pressure (2). Sulfide ores are the most 

abundant source of copper, with chalcopyrite accounting for about 70% of global copper reserves. Due to 

the high emissions of polluting gases, especially sulfur dioxide, as well as the high investment costs, efforts 

have been intensified to develop alternative hydrometallurgical processes to conventional methods. 
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Chalcopyrite bioleaching is a new technology for the economic extraction of copper from low-grade and 

complex ores, with low investment and operating costs and environmental benefits. Bioleaching relies on 

the activity of iron- and sulfur-oxidizing microorganisms to regenerate reactive agents such as ferric iron 

and acid during the leaching process (3, 4). The ability of acidophiles to grow at low pH and tolerate high 

acid concentrations is of industrial significance. One reason is their involvement in the iron cycle, which 

relies on the interconversion of iron ions between their two oxidation states (Fe²⁺ and Fe³⁺). The iron cycle 

primarily occurs in acidic environments, where ferrous iron acts as an electron donor under aerobic 

conditions, allowing acidophilic bacteria to derive energy. Ferric iron is relatively insoluble at neutral pH, 

whereas its solubility increases in acidic solutions, facilitating continuous cycling and metal solubilisation 

(5). Acidithiobacillus ferrooxidans, an acidophilic and chemolithotrophic bacterium, is one of the most 

important microorganisms used in biohydrometallurgy, capable of oxidizing ferrous iron. This bacterium 

plays a pivotal role in bioleaching of refractory metal sulfides like chalcopyrite by producing ferric ions as 

a strong oxidant and regenerating it, turning the process into a green and economical method for extracting 

copper, gold, and other metals from low-grade ores (6, 7). Results by researchers indicate that resistance to 

uranium in leaching microorganisms is often very low, and uranium-containing leach solutions slow down 

or inhibit iron biooxidation in these microorganisms. Therefore, selecting the appropriate type of microbes 

in microbial leaching operations is of utmost importance (8). The Kal-e-Kafi copper mine is located in the 

Anarak mining area in Isfahan province. Three types of mineralizations are identifiable in this mine: 1- 

Copper mineralization, 2- Copper-nickel-cobalt-uranium mineralization, 3- Copper-nickel-cobalt-arsenic 

mineralization (9). Accordingly, the aim of the present study is to optimize ferric iron production as a key 

oxidizing agent in the bioleaching of copper from the Kal-e-Kafi mine ore using uranium-resistant 

Acidithiobacillus ferrooxidans strain THA3. The present study, emphasizing the importance of iron ion in 

the bioleaching, was conducted by optimizing the effective parameters (leaching duration, initial bacterial 

inoculum and pulp density). 

Materials and methods 

A mesophilic chemolithotroph, uranium-resistant bacterium, Acidithiobacillus ferrooxidans strain THA3, 

was used in this study that belongs to biological resource of Nuclear Science and Technology Research 

Institute of Iran (in press). The liquid APH medium was used for the growth of the target bacterium and for 

the bioleaching environment (10). The ore sample, with a grade of Cu= 4786 ppm, was obtained from the 

Kal-e-Kafi mine and was prepared for use by crushing to a particle size of d80= 100 µm (9, 11). 

Three parameters, pulp density, duration of the bioleaching process, and bacterial inoculation were 

evaluated for their individual and interactive effects on ferric iron production by Acidithiobacillus 

ferrooxidans strain THA3 using Response Surface Methodology (RSM) based a Central Composite Design 

(CCD). In the CCD, the variables were set at five levels: -α, -1, 0, +1, and +α. Using this design, 17 

experiments were planned. All experiments were conducted in 150 mL of APH medium at 30°C in a 

shaking incubator at 150 rpm under aerobic conditions. Ferric and total iron concentrations were determined 

by sampling from the flasks at the end of each experiment (12, 13). 

To determine ferric iron (Fe³⁺ ) in the culture medium, 100 µL of the samples was added to 3 mL of 10% 

sulfosalicylic acid. Sulfosalicylic acid forms a purple complex with ferric ions present in the medium. The 

absorbance of the solution was then measured at 500 nm using a spectrophotometer, based on a standard 

calibration curve. For the measurement of total iron in the culture medium, 3 mL of 10% sulfosalicylic acid 

and 3 mL of 25% ammonia were added to 100 µL of the samples. Sulfosalicylic acid initially reacts with 

ferric ions to form a purple complex. Upon increasing the pH by adding ammonia, sulfosalicylic acid reacts 

with all iron ions present in the medium, forming a yellow complex. The absorbance of the solution was 

measured at 425 nm using a spectrophotometer according to the standard calibration curve (14). 

Discussion of Results & Conclusions 
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The results showed that the ferric iron produced by the bacterium decreased from 1695.86 mg/L to 135.36 

mg/l as the bioleaching duration increased from 2 to 21 days. The prolonged bioleaching time also 

decreased ferric iron concentration because of microbial growth dynamics and inhibitory effects (17). The 

decrease in concentration of ferric iron during prolonged bioleaching time is not solely related to microbial 

growth dynamics but also to the consumption of ferric iron as an oxidant in leaching reactions and its 

removal from solution through precipitation as secondary minerals such as jarosite (3). With an increase in 

the initial bacterial inoculum from %5 to %14.7, the ferric iron concentration increased from 520.89 mg/L 

to 1269 mg/L, and then decreased to 1122.33 mg/L with further increases in inoculum size. Ferric iron 

production increased with initial inoculation up to an optimal level and declined after that time, likely due 

to competition for limited nutrients and oxygen (11,16). Furthermore, the results indicated that increasing 

the pulp density from %5 to %15 led to a decrease in ferric iron production from 1590.86 mg/L to 838.34 

mg/L. Increasing pulp density reduced ferric iron generation due to mass transfer limitations and microbial 

inhibition, consistent with previous bioleaching experiments (11,14,15). The use of central composite 

design enabled efficient identification of key and interaction effects, highlighting the importance of 

balanced process optimization. The p- and F-values of the proposed model were 0.0022 and 11.08, 

respectively, confirming the model’s validity. Moreover, the R² value was 0.93, indicating that the proposed 

model can reliably predict the experimental data. Finally, the results show that ferric iron production by 

Acidithiobacillus ferrooxidans strain THA3 is strongly influenced by operational conditions. The 

application of Central Composite Design within the Response Surface Methodology framework enabled 

the simultaneous identification and quantification of main and interactive effects of operational variables 

while substantially reducing the number of experiments and associated costs. These findings underscore 

that effective ferric iron production requires achieving an optimal balance between operational and 

biological conditions of the system. Overall, the results of this study not only provide valuable scientific 

insights into the behavior of the native uranium-resistant bacterium, Acidithiobacillus ferrooxidans strain 

THA3 but also serve as a robust foundation for designing and optimizing large-scale bioleaching processes, 

thereby enhancing the efficiency of industrial applications reliant on biological iron oxidation by indigenous 

strains. 
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 مقاله پژوهشی

 اسیدی تیوباسیلوس فروکسیدانس بررسی فاکتورهای موثر در اکسیداسیون زیستی آهن توسط

 

 چکیده

 یافته ایشافز این منابع از برداریبهره و آسان  فرآوری قابلیت فلزی با ذخایر تدریجی کاهش درباره هانگرانی صنعتی، هایفعالیت رشد با زمانهم

. است دهکر پیدا توجهی قابل اهمیت هستند، مقاوم و پیچیده منابع از فلزات استخراج به قادر که سازگارزیست هایفناوری توسعه رو،ازاین. است

 آهن یدکنندهاکس هایمیکروارگانیسم بر فلزات انحلال تسهیل برای که شودمی شناخته پایدار و سبز فناوری یک عنوانبه زیستی هیدرومتالورژی

 در د،کننمی عمل هزینهکم و مؤثر اکسیدکننده عامل یک عنوانبه که فریک، آهن هاییون تولید طریق از هامیکروارگانیسم این. است متکی

 تلقیح نمیزا و فرایند زمان دانسیته، پالپ شامل عملیاتی پارامترهای کنشیبرهم و منفرد اثرات حاضر، پژوهش در .دارند نقش فروشویی فرایند

تیوباسیلوس  اسیدیمقاوم به اورانیوم  باکتری توسط کافی،زیستی مس از کانسنگ کال فروشویی فرایند در فریک آهن تولید بر باکتری اولیه
 پاسخ رویه روش چارچوب در مرکزی مرکب طراحی روش از استفاده با هاآزمایش طراحی. گرفت قرار بررسی مورد THA3 سویه فروکسیدانس

 طوربه. شودمی mg/l 68/261به mg/l68/2861 از فریک آهن غلظت کاهش موجب روز 22 تا 2 از زمان افزایش که داد نشان نتایج. شد انجام

 با دیگر، سوی از. گردید mg/l63/666 به mg/l 68/2161  از فریک آهن تولید میزان کاهش باعث ٪21 به ٪1 از دانسیته پالپ افزایش مشابه،

 پیشنهادی آماری مدل .یافت افزایش mg/l 2286به mg/l66/121 از فریک آهن تولید مقدار ،٪7/23 به ٪1 از باکتری اولیه تلقیح میزان افزایش

 در پژوهش این اصلی نوآوری. آمد دستبه 2R=66/1 و  =1122/1P مقدار بطوریکه داد، نشان خود از بخشیرضایت کنندهبینیپیش عملکرد

 لیاتیعم عوامل ترینمهم اثر زمانهم وتحلیل سازیمدل منظوربه مرکزی مرکب طراحی روش با کارآمد باکتریایی هایسویه کارگیریبه ترکیب

 سازیهینهب در وخطا آزمون به وابستگی توجه قابل کاهش با تحقیق، این در کاررفتهبه کارآمد آماری روش. است نهفته فریک آهن تولید بر مؤثر

 کرده فراهم رتبزرگ هایمقیاس دررا  بومی هایسویه بر مبتنی زیستی فروشویی فرایندهای پیشبرد و توسعه برای را زمینه عملیاتی، پارامترهای

 .است

 طراحی آزمایش فروشویی زیستی،، آهن، باکتری کمولیتروف، اکسیداسیون زیستی واژگان کلیدی:

 مقدمه

 کند.های زیستی ایفا میبسیاری از فعالیتترین عناصر موجود در پوسته زمین است و نقش حیاتی در آهن یکی از فراوان

 شوند.محسوب می هاترین آنشایع 2فریک و 2فرو اند، اما دو حالتاگرچه حالت های اکسیداسیونی مختلفی برای آهن پیشنهاد شده

چرخه آهن احیاء قرار دارد. -، میزان اکسیژن و پتانسیل اکسیدpHقبیل،  تغییر در عدد اکسایش آهن تحت تاثیر شرایط محیطی از

داسیون های اکسیها نقش بسیار کلیدی در جابجایی بین حالتاست و میکروارگانیسم بیوژئوشیمیاییهای ترین چرخهیکی از مهم

کثر این ا آهن به خود اختصاص دادند.های اکسیدکننده ، بیشترین مطالعه را باکتریدر میان انواع اکسیدکنندگان .مختلف آهن دارند

ی پروتئوباکتریا، بزرگترین شاخه باکتریایی، تعلق دارند. اکسیدکنندگان آهن نه تنها بازیکنان کلیدی و مهم در ها به شاخهباکتری

یز از معدن نهای زیست صنعتی مرتبط با و فعالیت عناصری سایر شوند، بلکه در چرخهشیمیایی آهن محسوب میژئوهای بیوچرخه

ای هیدرومتالورژی از اهمیت ویژهبیودر فرایندهای  فریکبه  فروی اکسیداسیون زیست کاتالیزشده .(2) اهمیت زیادی برخوردارند

آهن با سرعتی چندین مرتبه  یهای اکسیدکننده(، این فرایند با استفاده از باکتری2کمتر از پایین ) pHبرخوردار است، زیرا در 

آهن فریک نقش بسیار مهمی در فرآیندهای فروشویی  .(2) شودبیشتر از اکسیداسیون غیرزیستی در دما و فشار معمولی انجام می

                                                           
1 Fe2+ 
2 Fe3+ 
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میان،  روند که در اینشمارمیترین منبع تاًمین مس بههای سولفیدی فراوانکانسنگکند. ایفا می های سولفیدیکانسنگزیستی 

دنبال آن فلوتاسیون و به طور معمول، کانسارهای پرعیار از طریقدهد. بهاز ذخایر جهانی مس را تشکیل می %71کالکوپیریت حدود 

های و همچنین هزینه 6شوند. با این حال به دلیل انتشار زیاد گازهای آلاینده، به ویژه دی اکسید گوگردذوب کنسانتره فرآوری می

اند. تهفهای مرسوم شدت یاجای روشهیدرومتالورژیکی بهبیوی جایگزینی فرآیندهای ی توسعهها در زمینه، تلاشبالای سرمایه گذاری

ن رود. فروشویی زیستی کالکوپیریت یک فناوری نویشمار میترین کانی سولفیدی مس در جهان بهترین و مقاومکالکوپیریت فراوان

گذاری و عملیاتی کم و مزایای زیست محیطی های سرمایهعیار و پیچیده، با هزینهجهت استحصال اقتصادی مس از کانسارهای کم

گر ی آهن و گوگرد برای تولید عوامل واکنشهای اکسیدکنندهوشویی زیستی وابسته به عملکرد میکروارگانیسمرود. فربه شمار می

 . (3, 6)باشد مانند آهن فریک و اسید در طول فروشویی می

است  بیولیچینگ کالکوپیریت شامل چندین مرحله . کنددر بیولیچینگ کالکوپیریت ایفا می آهن فریک نقش بسیار مهمی

ورت صسپس فلزات بهشود. ها و آهن فریک موجود در محیط بیولیچینگ آغاز میکه با انحلال سولفیدهای معدنی توسط پروتون

ولید شده با اکسایش توسط یون آهن فریک اکسید شده و شود. هیدروژن سولفید تیونی آزاد شده و گاز هیدروژن سولفید تولید می

ری به ها و آهن فریک، تشکیل گوگرد عنصنوهای ترکیبی پروتی فعالیتشود. نتیجهسولفیدها تجزیه و دایمریزه میمتعاقباً به پلی

 :(3) شودمکانیسم به صورت زیر بیان می این هایواکنش ی اصلی است.عنوان واسطه

𝐶𝑢𝐹𝑒𝑆2 +  𝐹𝑒3+ + 𝐻+ → 𝐶𝑢2+ + 𝐹𝑒2+ + 𝐻2𝑆𝑛  (𝑛 ≥ 2)                    (1)  

0.5 𝐻2𝑆𝑛 + 𝐹𝑒3+ → 0.125 𝑆8 + 𝐹𝑒2+ + 𝐻+                                            (2) 

 

های اکسیدکننده گوگرد نسبتاً پایدار است، اما ممکن است توسط میکروارگانیسم 2گوگرد عنصری تولید شده در واکنش 

سولفوریک اکسید شود و همچنین آهن فرو اسید به  (1کالدوس اسیدی تیوباسیلوس یا 3تیواکسیدانس اسیدی تیوباسیلوسمانند )

اسیدی تیوباسیلوس های اکسیدکننده آهن مانند نیز ممکن است مجدداً توسط میکروارگانیسم 2و  2های تولید شده در واکنش
ها در نتیجه نقش میکروارگانیسم به آهن فریک اکسید شود. 7سولفوباسیلوسیا  8لپتوسپیریلومهای جنس و یا باکتری فروکسیدانس

برای  فریکاکسید شده نی و حفظ آهن در حالت وی پروتحملهسولفوریک برای اسید در فرآیند انحلال سولفیدهای فلزی، تاًمین 

و تحمل غلظت بالای اسید را  پایین pHاسیدوفیلها توانایی رشد در نکته که  باشد. اینی اکسیداتیو )اکسایشی( به کانی میحمله

 لمتقاب تبدیل به که است آهن چرخه در آنها مشارکت آن، دلایل از یکیباشد. اهمیت می داشته باشند، از دیدگاه صنعتی حائز

 دهد،می رخ اسیدی هایمحیط در اول درجه در آهن چرخه. است فریک متکی فرو و اکسیداسیون حالت دو بین آهن هاییون

 انرژی دهدمی اجازه اسیددوست هایباکتری به و کندمی عمل هوازی شرایط در الکترون دهنده عنوان به ظرفیتی دو آهن جاییکه

 و یابدمی افزایش اسیدی هایمحلول در آن حلالیت حالیکه در است، نامحلول نسبتاً خنثی pH در ظرفیتی سه آهن. کنند کسب

  .(1, 3) کندمی تسهیل را فلز انحلال و مداوم چرخه

های مورد استفاده میکروارگانیسمترین ، یکی از مهمکمولیتوتروف  و اسید دوست، باکتری اسیدی تیوباسیلوس فروکسیدانس باکتری

چندین ترکیب گوگردی از قبیل، گوگرد و  (⁺Fe²⁺ → Fe³) در هیدرومتالورژی زیستی است که قادر به اکسیداسیون آهن دوظرفیتی

 به عنوان اکسیدکننده قوی و های فریکباشد. این باکتری از طریق تولید یونمی (1/2بهینه ی  pH) های اسیدیدر محیط عنصری

کند، که این فرآیند را ایفا می  (CuFeS₂) بازتولیدکننده آن، نقش محوری در بیولیچینگ سولفیدهای فلزی مقاوم مانند کالکوپیریت

                                                           
3 SO2 
4 Acidithiobacillus thiooxidans 
5 Acidithiobacillus caldus 
6 Leptospirillum 
7 Sulfobacillus 
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رین . این باکتری، گسترده تعیار تبدیل کرده استبه روشی سبز و اقتصادی برای استخراج مس، طلا و سایر فلزات از کانسارهای کم

امروزه ثابت شده است که . (7, 8) مطالعه شده و پر استفاده ترین میکروارگانیسم در صنعت فروشویی زیستی استمیکروارگانیسم 

از اهمیت بالایی برخوردار است. تحقیقات نشان  زیستی ه جمعیت میکروبی و مقاومت آنها به فلزات در فرایندهای فروشوییدانسیت

ها به اسید و فلزات سنگین برای پروسه های فروشویی میکروبی بسیار با اهمیت می باشد، داده است که استراتژی مقاومت باکتری

در مقاومت محققان نشان داده است که اغلب  نتایج توسط. (21) جائیکه فلزات محلول به طور چشمگیری افزایش پیدا می کنند

تی آهن اکسیداسیون زیس ،باشد و محلول های فروشویی دارای اورانیومهای فروشویی نسبت به اورانیوم بسیار کم میمیکروارگانیسم

بنابراین انتخاب نوع مناسب میکروبها در عملیات فروشویی میکروبی بیش . (6)کنند ها کند و یا مهار میفرو را در این میکروارگانیسم

  از حد اهمیت دارد.

بندی مشخصی از کانسارها در ناحیه انارک منطقه است.شده انارک در استان اصفهان واقع  منطقه معدنیکافی در کالمعدن مس 

 -زایی مسکانه -2زایی مس کانه -2زایی مرتبط با ولکانیک ائوسن قابل تشخیص است: وجود دارد و از غرب به شرق سه نوع کانه

 آهن یون تولید سازیبهینه حاضر، پژوهش از هدف اساس، این بر. (6)آرسنیک  -کبالت -نیکل -مس -6اورانیوم  -کبالت -نیکل

 قاوم به اورانیوم م باکتری توسط ،کافیکانسنگ معدن کالمس از  زیستی فروشویی فرایند در کلیدی اکسیدکننده عامل عنوانبه فریک

 دانسیته، پالپ کنشیبرهم و اصلی اثرات بار نخستین برای مطالعه، این در. است THA3 6 سویه اسیدی تیوباسیلوس فروکسیدانس

 مورد پاسخ رویه روش چارچوب در مرکزی مرکب طراحی روش از گیریبهره با کمی صورتبه باکتری تلقیح میزان و فرایند زمان

مس از  زیستی فروشویی فرایند در مقاوم به اورانیوم سویه یک از استفاده تلفیق در پژوهش این اصلی نوآوری. گرفت قرار بررسی

 بهینه شرایط شناسایی امکان که است نهفته دقیق آماری تحلیل و آزمایش طراحی پیشرفته رویکرد با کافیکانسنگ معدن کال

 ندهایفرای پذیریمقیاس و توسعه برای معتبری علمی مبنای تواندمی مطالعه این نتایج. کندمی فراهم را وخطاآزمون کاهش و واقعی

  .آورد فراهم آهن زیستی اکسیداسیون بر مبتنی استخراجی زیست

 هامواد و روش

 سنگ معدن باکتری و

، THA3 سویه اسیدی تیوباسیلوس فروکسیدانسنام  یک باکتری مقاوم به اورانیوم به باکتری مورداستفاده در این پژوهش،

 .(In press) ای ایران استمتعلق به ذخایر زیستی پژوهشگاه علوم و فنون هسته کهباشد می معدن گچین بندرعباسجداشده از 

 d80= 100و خردایش آن با اندازه ذرات تهیه شده   =ppm  3768Cu حدود با عیارکافی کانسنگ مس حاوی اورانیوم، از معدن کال

 ° 61´تا  66 ° 21´شرقی و  13 ° 21´تا  13 ° 21´کال کافی  محدودهطول و عرض محدوده جغرافیایی  میکرومتر آماده گردید.

  .(22) باشدمیانارک در استان اصفهان  منطقه معدنیدر شمالی  66

 

 کشت باکتری  هایمحیط

. محیط (28, 21) جهت کشت باکتری موردنظر استفاده شد SM mediumو محیط کشت جامد  APHاز محیط کشت مایع 

گرم 2/1آبه،  7گرم منیزیم سولفات 1/1گرم دی پتاسیم فسفات، 1/1گرم آمونیوم سولفات،  2حاوی در یک لیتر  APHکشت مایع 

سولفوریک اسید نهایی این محیط توسط  pHباشد و آبه می 7گرم نمک سولفات آهن 21گرم کلسیم نیترات و12/1پتاسیم کلرید، 

)  rpm 211 دور با C61˚ انکوباتور به شکل هوازی در شیکر % 21باکتری با مقدار تلقیح اولیه  .(21) تنظیم گردید 6/2بر روی 

 در این محیط کشت داده شد.   شرایط بهینه رشد(

                                                           
8 Acidithiobacillus ferrooxidans strain THA3 
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  g/l 11)حاوی:  10x Modified 9Kاز محلول  ml 61 :1محلول استفاده شده دارای  SM mediumمحیط کشت جامد 

4SO2)4(NH  ،g/l 88/2 KCl ،g/l 63/14HPO2K ،g/l 63/6 O2.7H4MgSO ،g/l  23/1O 2.4H2)3Ca(NO  )  کهml 281   آب مقطر

 2  :3محلول  و ( 1/2 برابر با pH)آب مقطر  ml 71 در O2.7H4FeSOگرم  22 :2محلول  و (1/2محلول برابر با  pHاضافه گردید )

 گرماگذاری می گردید. C61˚ در انکوباتور SMهای کشت باکتری در محیط پلیت .باشد، می(28)آب مقطر   ml 221 درگرم آگارز  

طراحی  توسطجهت آزمایشات فروشویی زیستی آهن  اکسیداسیون زیستیموثر در  پارامترهای بررسی

  آزمایش

، تعداد روزهای انجام فرایند فروشویی زیستی و میزان تلقیح باکتری به روش )استریل شده( پالپدانسیته سه پارامتر میزان 

 در  شان بر میزان آهن فریک تولید شدهو تعاملی منفرد ، به منظور بررسی اثرات 21و از طریق طراحی مرکب مرکزی  6رویه پاسخ

، مورد ارزیابی و THA3 سویه اسیدی تیوباسیلوس فروکسیدانستوسط کافی زیستی مس از کانسنگ معدن کال فروشویی فرایند

. سطوح مختلف بررسی گردید  -α،+1 ،0 ،-1 ،αسطح  1در طراحی مرکب مرکزی، متغیرهای مستقل در سازی قرار گرفتند. بهینه

که مشخصات هر  عدد آزمایش طراحی شد27 بررسیطی این در نشان داده شده است.  2-جدولپارامترهای طراحی آزمایش در 

انجام و  APH کشت محیطاز  ml 211با حجم های  ml 211در ارلن های  . تمام آزمایشاتمشاهده می گردد 2-جدولآزمایش در 

میزان آهن فریک تولیدی و همچنین  تحت شرایط هوازی گرماگذاری شدند. وrpm211در شیکرانکوباتور با دور  C61°در دمای 

, 22) گیری شدروز پایانی هر آزمایش اندازه درهای مربوط میزان آهن کُل با نمونه برداری از مایع رویی محیط فروشویی در ارلن

26). 

  

                                                           
9 Response Surface Methodology (RSM) 
10 Central Composite Design (CCD) 
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 هامربوط به آن یکد شده وحمتغیرهای طراحی مرکب مرکزی و سط -2جدول

Table1- Variables and the corresponding coded levels in the central composite design 

 

  
 

 

 

 

 

 

مرکزی در روش رویه پاسخ مقادیر متغیرهای آزمایشگاهی طراحی مرکب -2جدول  
Table2- Experimental levels of central composite design variables in RSM 

  

C 

Pulp Density (%) 
B 

Inoculation (%) 
A 

Time (Day) RUN 

12.97 8.04 17.15 1 
12.97 8.04 5.85 2 
12.97 16.96 17.15 3 
12.97 16.96 5.85 4 
15.00 12.50 11.50 5 
7.03 8.04 5.85 6 
5.00 12.50 11.50 7 

10.00 12.50 11.50 8 

7.03 16.96 17.15 9 

7.03 8.04 17.15 10 

10.00 12.50 11.50 11 

10.00 12.50 21.00 12 

10.00 5.00 11.50 13 

10.00 20.00 11.50 14 

10.00 12.50 2.00 15 

7.03 16.96 5.85 16 

10.00 12.50 11.50 17 

 

  آهنسنجش 

لیتر میلی6میکرولیتر از مایع رویی محیط فروشویی زیستی به 211کشت، جهت سنجش میزان آهن فریک محیط

دهد. های آهن فریک محیط تشکیل کمپلکس ارغوانی رنگ میبا یونسولفوسالیسیلیک اسید اضافه شد.  %21سولفوسالیسیلیک اسید 

 (A) -)شکل نانومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتری خوانده شد 111ل موج سپس جذب محلول با توجه به منحنی استاندارد در طو

2) . 

+α +1 0 -1 -α Parameters 

15 12.97 10 7.03 5 Pulp density (%) 

20 16.96 12.5 8.04 5 Bacterial inoculum (%) 
21 17.15 11.5 5.85 2 time 
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 اکیآمون از تریلیلیم 6 سپس و %21 کیلیسیسولفوسال دیاس از تریلیلیم 6 ،هانمونه در کل آهن زانیم یریگاندازه جهت

 یرنگ یانارغو کمپلکس و شده بیترک کیفر آهن یهاونی با کیلیسیسولفوسال دیاس. شد اضافه طیمح از تریکرولیم 211به %21

 نشواک طیمح در موجود آهن یهاونی تمام با کیلیسیسولفوسال دیاس اک،یآمون افزودن لیدل به طیمح pH شیافزا با. کندیم جادیا

 توسط نانومتر 321 موج طول در استاندارد یمنحن از استفاده با محلول جذب ت،ینها در. دهدیم لیتشک یرنگ زرد کمپلکس و داده

 .(23) (2(B) -شکل) شد یریگاندازه یاسپکتروفتومتر دستگاه

 

A 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 ( سنجش آهن کلB( سنجش آهن فریک )Aسنجش آهن براساس تغییرات جذب نوری )آزمایش از  ml 11های تصاویر بالن حجمی -2شکل 

Figure 1- Pictures of volumetric flasks (50ml) in iron determination test based on optical absorbance changes (A) Ferric iron 

determination (B) Total iron determination 

 نتایج

و  طراحی مرکب مرکزی شده بر اساس سه متغیر مستقلآزمایش طراحی 27مشخصات کمی مربوط به هر  6-جدولدر 

میزان تطابق مدل پیشنهادی نرم  . به منظور ارزیابیمشاهده می گرددآزمایش  27همچنین میزان آهن فریک تولیدی مربوط به هر 
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روش رویه   (.3-جدولشد ) استفاده  22از تحلیل واریانس موجود بین متغیرهای مستقل و متغیر پاسخآماری ی معنادار افزار با رابطه

باشد که ارتباط میان چندین متغیر مستقل و یک یا چندین متغیر وابسته )متغیر های ریاضی میای از تکنیکپاسخ یک مجموعه

های ریاضی مناسب سازی آمده از طراحی آزمایش را توسط مدلروش رویه پاسخ، نتایج تجربی بدست. کندپاسخ( را توصیف می

ویژه برای بهبود کارایی فرآیندها قابل استفاده است. طراحی آزمایش به آید.های آماری بدست میکند و اعتبار مدل براساس روشمی

شده و ادغام نتایج از مترهای مهم در یک مجموعه از آزمایشات طراحیهدف اصلی طراحی آزمایش، دخالت دادن همزمان تمام پارا

بینی یا تفسیر استفاده کرد. این امر منجر به سازی، پیشتوان برای بهینهباشد. پس از آن از این مدل میطریق یک مدل ریاضی می

مان ی عملیات و زها و همچنین کاهش هزینهین آنتنها مهمتر بهبود عملکرد فرآیند، کاهش تعداد متغیرها در فرآیند با درنظرگرفتن

دهنده تاثیر بیشتر متغیرها بزرگ در جدول تحلیل واریانس نشان Fو مقدار  11/1کمتر از  P، مقدار طورکلی به. (22) شودآزمایش می

دلالت بر صحت مدل  باشد کهمی 16/22و  1122/1ترتیب برابر با مدل پیشنهادی به Fو  Pباشد. مقادیر می %61با سطح اطمینان 

خوبی قادر است مقادیر دهد که مدل پیشنهادی بهنشان می داراین مق باشد کهمی 66/1برابر با  2Rپیشنهادی دارد. همچنین مقدار 

ی زیستی، میزان تلقیح دهد که هر سه متغیر تعداد روزهای انجام فرایند فروشوینشان می 3-جدول. نتایج بینی کندتجربی را پیش

شده توسط باکتری بسیار تاثیرگذار  ( بر میزان آهن فریک تولیدp-value  >11/1اولیه باکتری و میزان پالپ دانسیته از لحاظ آماری )

 هستند.

 مقادیر متغیرها و پاسخهای آزمایشگاهی طراحی مرکب مرکزی در روش رویه پاسخ -6جدول

Table3- Experimental variables and responses in the central composite design of RSM 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 صورت زیر تعریف شده است: افزار بهمدل پیشنهاد شده توسط نرم

                                                           
11 Analysis of variance (ANOVA) 

 آهن غلظت
 فریک
(ppm) 

 

C 

Pulp 

Density 

(%) 

B 

Inoculation 

(%) 

A 

Time 

(Day) 
RUN 

202 12.97 8.04 17.15 1 

679 12.97 8.04 5.85 2 
650 12.97 16.96 17.15 3 

1141.5 12.97 16.96 5.85 4 
924.5 15.00 12.50 11.50 5 
1285.5 7.03 8.04 5.85 6 
1676 5.00 12.50 11.50 7 

1213.5 10.00 12.50 11.50 8 

982.5 7.03 16.96 17.15 9 

679 7.03 8.04 17.15 10 

982.5 10.00 12.50 11.50 11 

245.5 10.00 12.50 21.00 12 

635.5 10.00 5.00 11.50 13 

1228 10.00 20.00 11.50 14 

1806 10.00 12.50 2.00 15 

1517 7.03 16.96 5.85 16 

1459 10.00 12.50 11.50 17 
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44.27908 * -134.27012 * Pulp Density-1691.22699+256.18806 * Time +688.56736 * Inoculation-= 3+Fe

3.31297* -Time * Inoculation+1.28396 * Time * Pulp Density+3.54025 * Inoculation * Pulp Density
2+1.78258 * Time * Inoculation227.48621* Inoculation-2Time 

 

 

حلیل واریانس مدل پیشنهادیت -3جدول  

Table4- ANOVA of the proposed model 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

که در نقطه مرکزی، میزان آهن فریک تولید می باشد  mg/l 1/3166کشت برابر با نتایج نشان دادند میزان آهن کل محیط 

این . علت (2شکل ) دیابکاهش می mg/l 68/261به  mg/l 68 /2861روز، از مقدار  22تا  2شده توسط باکتری با افزایش زمان از 

ا ب عنوان اکسیدکننده اصلی برای انحلال مس در طول فروشویی زیستی دانست.توان به مصرف پیوسته آهن فریک، بهکاهش را می

افزایش  mg/l  2286به mg/l  66/121، میزان آهن فریک تولیدی از%7/23تا  %1افزایش میزان تلقیح اولیه باکتری در محیط از 

یابد. دلایل تقلیل می mg/l  66/2222بیشتر میزان تلقیح اولیه باکتری، میزان آهن فریک تولید شده بهو سپس با افزایش  یابدمی

سلولی، توان به یک مجموعه از فاکتورهای فیزیولوژیکی منفی نسبت داد. این فاکتورها شامل رقابت بینرا می احتمالی برای این کاهش

وبی و میکر -های متابولیکیباشند که منجر به مهار احتمالی فعالیتهای سمی میاتمام موادمغذی ضروری و انباشتگی متابولیت

ش . همچنین نتایج نشان دادند که با افزایشوندمی درنتیجه کاهش کارایی موثر تولید زیستی آهن فریک در حین فروشویی زیستی

. دانسیته یابدکاهش می 63/666به  68/2161از  ، میزان آهن فریک تولید شده%21تا  %1میزان پالپ دانسیته مورداستفاده از 

های بالا ممکن است چندین فاکتور مهاری را بر روند فرایند فروشویی زیستی اعمال کنند. این فاکتورهای مهاری شامل محدودیت پالپ

توانند بر فعالیت میکروبی و کاهش تولید که می باشندو همچنین محدودیت انتقال جرمی می 2Oو 2COدسترسی به موادمغذی، 

 ،سه متغیر ها که ناشی از برهمکنشهای سه بعدی پاسخ، رویه1تا  6اشکالدر  .(2 شکل) زیستی آهن فریک تاثیر منفی بگذارند

 اند.تعداد روزهای انجام فرایند فروشویی زیستی، میزان تلقیح اولیه باکتری و میزان پالپ دانسیته مورداستفاده هستند، نشان داده شده

 

p-value F value Mean square df Sum of squares References 

0.0022 11.08 358403.8 9 3225634 Model 

0.0005 37.66 1217580 1 1217580 A-Time 

0.0079 13.50 436643.7 1 436643.7 B-Inoculation 

0.0025 21.14 683559.3 1 683559.3 C-Pulp Density 

0.9132 0.01 413.2813 1 413.2813 AB 

0.7444 0.12 3719.531 1 3719.531 AC 

0.4843 0.55 17625.03 1 17625.03 BC 

0.0777 4.27 138022.9 1 138022.9 A^2 

0.0300 7.37 238449.8 1 238449.8 B^2 

0.0822 4.11 132882.5 1 132882.5 AB^2 
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C 

 

به طور جداگانه بر اکسیداسیون  (C)و میزان پالپ دانسیته  (B)، میزان تلقیح اولیه باکتری (A)زمان  نمودارهای تأثیر -2شکل 

 THA3سویه  اسیدی تیوباسیلوس فروکسیدانسزیستی آهن توسط 

Figure 2- Diagrams of time (A), initial bacterial inoculum (B) and pulp density (C) effect on the iron 

biooxidation by Acidithiobacillus ferrooxidans strain THA3 

 

 

 

دهد. بنابراین، با توجه بینی شده را نشان میهای پیشهای تجربی از دادهانحراف داده 8شکل در بحث کفایت مدل، نمودار 

میزان آهن فریک تولید شده خوبی که معادله ارائه شده، بهتوان نتیجه گرفت شده، میهای تجربی به خط ترسیمبه نزدیکی داده

  کند.را توصیف می THA3سویه  اسیدی تیوباسیلوس فروکسیدانستوسط باکتری 
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ولید آهن فریک ت مقداربرهمکنش تعداد روزهای انجام فروشویی زیستی و میزان تلقیح اولیه باکتری بر رویه سه بعدی  -6شکل

 . THA3سویه  اسیدی تیوباسیلوس فروکسیدانس شده توسط 

Figure 3- Three-dimensional surface of interaction of bioleaching duration and initial bacterial inoculum on the 

amount of ferric iron  produced by Acidithiobacillus ferrooxidans strain THA3. 
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مقدار آهن برهمکنش تعداد روزهای انجام فروشویی زیستی و میزان پالپ دانسیته مورداستفاده  بر  رویه سه بعدی  -3شکل 

  .THA3سویه  اسیدی تیوباسیلوس فروکسیدانس  فریک تولید شده توسط

Figure 4- Three-dimensional surface of interaction of bioleaching duration and pulp density on the amount of 

ferric iron produced by Acidithiobacillus ferrooxidans strain THA3.  

 

 

 وسطت آهن فریک تولید شده مقداربرهمکنش میزان پالپ دانسیته و میزان تلقیح اولیه باکتری بر رویه سه بعدی  -1شکل 

  .THA3سویه  اسیدی تیوباسیلوس فروکسیدانس

Figure 5- Three-dimensional surface of interaction of pulp density and initial bacterial inoculum on the amount of 

ferric iron produced by Acidithiobacillus ferrooxidans strain THA3. 
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 مقادیر پیش بینی شده به منظور ارزیابی کفایت مدلو  یتجرب ریمقاد سهیمقا  -8شکل 

 Figure 6-Comparing experimental values and predicted values to assess the adequacy of the model 

 

 

 گیریبحث و نتیجه

استفاده توسط  در حضور اکسیژن، مکانیسم اصلی مورد (Fe+3( به آهن فریک )Fe+2اکسیداسیون آهن فرو )

و اکسیداسیون غیرزیستی  استپایین نسبتاً پایدار  pHباشد. آهن فرو در های فروشویی زیستی برای انحلال فلزات میمیکروارگانیسم

ن های اسیدی، برای فرآیند اکسیداسیون آههای مسئول فروشویی زیستی در محیط. بنابراین حضور میکروبباشدبه شدت آهسته می

، هر پارامتری که روی شودسیون آهن و گوگرد اندازه گیری میاکسیدا میزانها از فعالیت میکروب کهازآنجایی و باشدضروری می

لول موجود در مح فریکو درنتیجه میزان  فروها و فعالیتشان اثر بگذارد، به صورت غیر مستقیم بر میزان اکسیداسیون باکتری

 شودمحسوب میکمولیتوتروف های فروشویی میکروارگانیسماغلب منبع اصلی انرژی برای  Fe+2یون  فروشویی نیز اثرگذار خواهد بود.

اکسید شده بستگی دارد. در یک برآورد تقریبی، برای تولید یک گرم زیست توده به صد گرم  وجمعیت باکتریایی به مقدار آهن فرو 

  .(26-27) اکسیداسیون آهن فرو نیاز است

 آهن یون تولید میزان بر معناداری طوربه که است کلیدی پارامترهای از یکی دانسیته پالپ که داد نشان پژوهش این نتایج

 کاهش باعث %21 به %1 از دانسیته پالپ افزایش طوریکهبه دارد، تأثیر THA3سویه  اسیدی تیوباسیلوس فروکسیدانس توسط فریک

 است، استارهم فلزات بیولیچینگ زمینه در پیشین مطالعات در شدهگزارش نتایج با یافته این. شد تولیدی فریک آهن توجه قابل

 اییکار واکنش، محیط در جامدات محتوای افزایش با است داده نشان فلزات استخراج بر دانسیته پالپ اثر بررسی که ایگونهبه

و همچنین  است ذرات سطح به جرم انتقال در محدودیت و اکسیژن پذیریدسترس در کاهش آن دلیل که یابدمی کاهش استخراج
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در فرایند همچنین ثابت شده است که  .(22, 21) باشدمی های باکتریاثر سایش فیزیکی ذرات بر سلول برصدمات سلول باکتری 

، فرایند بنابراینفروشویی زیستی، افزایش چگالی پالپ باعث افزایش مواد سمی در محیط فروشویی و مهار رشد میکروبی می شود. 

 مطالعه در همکاران و 22اولوبامبی مشابه، طوربه  .(27)استخراج فلز در چگالی پالپ کمتر، اغلب به بهترین شکل انجام می شود 

 درصد کاهش به منجر روی و آهن برای بالاتر مقادیر به %1/2 از دانسیته پالپ افزایش که دادند نشان فلز چندین بیولیچینگ پیرامون

است  رتبطم محیط در باکتری فعالیت کاهش و هیدرودینامیکی مقاومت بالارفتن منفی اثرات به نیز پدیده این که شودمی استخراج

 شرایط هب مختص تنهانه جامدات، درصد افزایش با فریک آهن کاهش که دهدمی نشان دانسیته پالپ یرتأث الگوی در تقارن این .(22)

  .است آهن اکسیداسیون بیولوژیکی هایسیستم در عمومی روند یک بلکه پژوهش این

ه است تحقیقات نشان دادبه سویه ی دیگر متفاوت است. میکروبی سویه یک اکسیداسیون، به دلیل چندین عامل، از  مقدار

کروبی انبوه باشد. جمعیت میکنترل کننده در سینتیک فروشویی زیستی میچگالی مایع تلقیح میکروارگانیسم، یکی از عوامل که 

و منبع مواد مغذی می  2CO کمبود ممکن است راندمان فروشویی زیستی را افزایش دهد، اما چندین عامل محدود کننده، مانند

شوند. بنابراین برای دستیابی به حداکثر راندمان فروشویی زیستی، باید یک چگالی  به محدود شدن جمعیت میکروبیتواند منجر 

 هبهین سطح یک وجود دهندهنشان حاضر نتایج نیز فرایند زمان و باکتری تلقیح میزان مورد در .(27) مایع تلقیح بهینه تامین شود

. دیدگر تولید افت موجب مقدار این از بیشتر تلقیح اما شد، فریک آهن تولید افزایش به منجر %7/23 تا اولیه تلقیح افزایش هستند؛

 تلقیح از ادهاستف جاییکه دارد، مطابقت بیولیچینگ فعالیت و اولیه تلقیح مقدار نقش با ارتباط در منتشرشده هایداده با الگو این

 ابترق باعث تواندمی ازحدبیش هایتلقیح حالیکه در گردد،می رشد تاخیر فاز کاهش و اکسیداسیون مقدار افزایش باعث مناسب

 همکاران و 26هوانگ .(26)باشد  داشته دنبال به را کارایی افت و گردیده مغذی، مواد و اکسیژن جمله از محدود، منابع برای ازحدبیش

 گزارش کردند سیبرر را آهن هاییون اکسیداسیون سینتیک بر اسیدی تیوباسیلوس فروکسیدانس تلقیح میزان تأثیر که ایمطالعه در

 نیازمند و بوده غیرخطی صورتبه اثر این اما کند، تسریع راآهن فرو  اکسیداسیون سرعت تواندمی تلقیح میزان افزایش که کردند

 .(26)است  سازیبهینه

 دیتولی فریک آهن میزان بر داریمعنی تأثیر زیستی فروشویی فرایند انجام زمان که داد نشان نتایج حاضر پژوهش در

 هاییافته با همسو الگو این. یافت کاهش توجهی قابل طوربه فریک آهن میزان روز، 22 تا 2 از زمان افزایش با که ایگونهبه دارد،

 که ردیدگ مشاهده فلزات بیولیچینگ بررسی در مثال، برای است؛ شده مشاهده بیولیچینگ فرایندهای در که است قبلی مطالعات

 دینامیک تغییرات از ناشی تواندمی که یابدمی کاهش تدریج به و کندمی تغییر توجهی قابل طوربه روز چند از پس فریک آهن غلظت

یدی اس رفتار که امری باشد، محیط درهای فلزی خاص یا مواد آلی( )مثلاً تجمع یون سمی ترکیبات شدنانباشته و باکتری رشد
 علاوه بر این، مصرف .(22, 27)دهد می نشان محدودکننده شرایط تحت بیولیچینگ پیشرفته مراحل در را تیوباسیلوس فروکسیدانس

 ،23وسیتجار ویژهبه ثانویه، معدنی فازهای صورتبه آن رسوب همچنین و بیولیچینگ هایواکنش در اکسیدکننده عنوانبه فریک آهن

 هایکانی با واکنش در فروکسیدانساسیدی تیوباسیلوس  توسط تولیدشده  آهن فریک هاییون. کندمی ایفا کاهش این در مهمی نقش

. دکنن رسوب جاروسیت مانند آهن نامحلول ترکیبات صورتبه است ممکن ،خاص محیطی شرایط در و شوندمی مصرف سولفیدی

 مراحل در مهم محدودکننده عوامل از یکی عنوانبه و شده گزارش پایه فلزات و آهن بیولیچینگ متعدد مطالعات در پدیده این

 ینب دقیق تعادل به نیاز و است فلز چندین بیولیچینگ در قبلی مشاهدات این نتایج مشابه. (6) شودمی شناخته فرایند پیشرفته

 .کندمی تأکید را محیطی فاکتورهای و عملیات مدت

                                                           
12 Olubambi 
13 Huang 
14 Jarosite 
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، میزان آهن فریک %7/23تا  %1نتایج برهمکنش ها نیز نشان داد که با افزایش میزان تلقیح اولیه باکتری در محیط از 

یابد، سپس با افزایش بیشتر میزان تلقیح اولیه باکتری، میزان آهن فریک تولید شده روز( افزایش می 2تولیدی در مدت زمان کمتر )

توان به یک مجموعه از فاکتورهای فیزیولوژیکی (. همانطور که ذکر شد، دلایل احتمالی برای این کاهش را می6شکل یابد )تقلیل می

د که منجر باشنهای سمی میسلولی، اتمام موادمغذی ضروری و انباشتگی متابولیتمنفی نسبت داد. این فاکتورها شامل رقابت بین

میکروبی و درنتیجه کاهش کارایی موثر تولید زیستی آهن فریک در حین فروشویی زیستی  -های متابولیکیفعالیتبه مهار احتمالی 

عنوان اکسیدکننده اصلی برای انحلال مس در طول فروشویی زیستی هنوز روز که آهن فریک، به 2در مدت زمان  این اثر .شوندمی

هم دیده می شود، میزان آهن فریک تولید  3شکل شود. همانطور که در دیده می واضح ترهای بیشتر نسبت به زماناستفاده نشده 

دهد، این اثر مهاری در مدت زمان های نشان می 3شکل یابد. نتایج در شده با افزایش میزان پالپ دانسیته مورداستفاده کاهش می

شکل ده می شود )بیشتر دینیز باکتری کمتر د. همچنین این اثر مهاری دانسیته پالپ بالا در میزان تلقیح اولیه بیشتر، افزایش می یاب

های بالا ممکن است چندین فاکتور مهاری را بر روند فرایند فروشویی زیستی اعمال کنند، . همانطور که ذکر گردید، دانسیته پالپ(1

 کارگیریهب .این اثر مهاری بیشتر است افزایش غلظت مواد سمی در محیط فروشویی و مهار رشد میکروبی بیشتر و ت زماناما با گذش

 هایهزینه و هاآزمایش تعداد کاهش ضمن تا ساخت فراهم را امکان این پاسخ رویه روش چارچوب در مرکزی مرکب طراحی روش

 آهن ؤثرم تولید که است آن بیانگر هایافته این .گردد تعیین و شناسایی زمانهم طوربه متغیرها کنشیبرهم و اصلی اثرات اجرایی،

 بینش ائهار بر علاوه مطالعه این نتایج مجموع، در. است سیستم زیستی و عملیاتی شرایط میان مناسب تعادل ایجاد مستلزم فریک

 عنوانبه تواند، میTHA3سویه  تیوباسیلوس فروکسیدانس اسیدیمقاوم به اورانیوم  جدایه جدید زیستی رفتار خصوص در علمی

 یداسیوناکس بر مبتنی صنعتی کاربردهای کارایی بهبود و زیستی فروشویی فرایندهای سازیبهینه طراحی، برای کارآمد مبنایی

 .آورد فراهم ایران بومی هایسویه توسط آهن زیستی
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