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با  كلسيم كربنات مختلف فرمهاي تشكيل درمقادير مختلف اوره و كلسيم  اثر بررسي
  رسوبي محيط در اسپوروسارسينا پاستورياستفاده از 

  محمد شفيعي و *في، غلامرضا قزلباشطنرجس گندلي مص
  ايران، اهواز، دانشگاه شهيدچمران اهواز، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي

  11/03/1401 :تاريخ پذيرش  29/11/1400 :تاريخ دريافت

  چكيده

محيط و  pHي اوره و افزايش با تجزيه ي اورهدر آن باكتري هاي هيدروليزكننده است كهسيمان سازي زيستي، فرآيند جديدي 
توليد كلسيت توسط باكتري هدف از اين بررسي  .كنندبنات كلسيم جامد را فراهم ميدر حضور يون كلسيم امكان تشكيل كر

بعلاوه اثر منابع كربني در محيطهاي . در محيط رسوبي و بهينه سازي فاكتورهاي موثر در توليد آن است  پاستورياسپوروسارسينا 
درصد  1ي حاوي ، نمونهكمي مشخص شد كه در محيط رسوبينيمه  XRDنتايج آناليز  طبق. رسوبي مورد مطالعه قرار گرفت

درصد كلسيم  2ي حاوي نمونه. نظر داشتن خلوص كلسيت بوددرصد واتريت بهترين نمونه از  4/2درصد كلسيت و  94اوره با 
درصد واتريت بيشترين ميزان خلوص كلسيت و كمترين ميزان  9/4واتريت و  8/2درصد كلسيت،  3/92كلريد نيز با داشتن 

درصد  1ص شد كه ذرات توليد شده در محيط اوره خمش FESEMبق آناليز ذرات توسط ط. محصولات جانبي را داشته است
واني ذرات زير ادرصد فر 2با افزايش اوره اين محدوده بيشتر شد بطوريكه در اوره . نانومتر هستند 100غالبا بين محدوده زير 

 ذرات درصدايي در موجب كاهش قابل ملاحظه كلسيم كلريد افزايش كه داد نشان FESEM آناليزهاي. تر كمتر گرديدمنانو 100
هاي ها در غلطتاندازه ذرات كريستال اين مطلب در مورد اوره نيز صادق بود و مشخص شد .شودمي نانومتر 50 تا 0 با اندازه

نيز هاي كربنات كلسيم رسوبي در توليد نوع كريستال، اثر حضور منابع كربني در محيط بعلاوه .يابدگرها افزايش ميبالاي واكنش
حضور مالتوز موجب  .ديده نشدتفاوت معني داري در مورد گلوكز و سوكروز در مقايسه با عدم حضور آنها بررسي شد كه 

  . شودمي كاهش كلسيت و افزايش ديگر كريستالها

  نيمه كمي ،FESEM ،XRD، اسپوروسارسينا پاستوريمحيط رسوبي، كلسيت،  :كليدي واژه هاي

 rghezelbash@scu.ac.ir: پست الكترونيكي ،09122644815: ، تلفننويسنده مسئول* 

  مقدمه

ي پوسته %4كربنات كلسيم ماده معدني فراواني است كه 
 سازي زيستيي كانيتشكيل داده و بواسطهزمين را 

)Biomineralization( كلسيم، توسط هاي يون
شود كه از اهميت ويژه اي ها توليد ميميكروارگانيسم
كربنات كلسيم سه فرم كريستالي  .)7و  5( برخوردار است

. هاي كلسيت، آراگونيت و واتريت داردبدون آب به نام
مونوهيدروكلسيت و هاي كريستالي فرمهاي آبدار شامل فرم

و كربنات  )كربنات كلسيم شش آبه( )Ikaite( ايكائيت
 )Amorphous calcium carbonate( شكلكلسيم بي

(ACC) كلسيت پايدارترين و واتريت . باشدمي
كاربرد . ناپايدارترين فرم كريستالي كربنات كلسيم است

كربنات كلسيم بستگي به مورفولوژي، اندازه، ساختمان، 
-مادههاي آسطوح و خلوص كه همگي به روشمساحت 

- يا بيهاي آمورف فرم. سازي و فرايند توليد بستگي دارد

ناپايدارند و تمايل دارند به فرمهاي كريستالي تبديل شكل 
  . )7( شوند
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فرآيند جديدي  )Biocementation( سيمان سازي زيستي
 )Geotechnical engineering( در مهندسي ژئوتكنيك

اوره را هيدروليز  ،آزاورهمولد هاي كه در آن باكترياست 
هاي كلسيم امكان تشكيل كربنات در حضور يونكرده و 
فراواني و اهميت . دنسازمي را فراهم كريستالي كلسيم

در ايجاد رسوب كلسيت باعث شده كه ها ميكروارگانيسم
سازي ترين محصول متابوليكي كانيه مهماين فرايند ب

 لسيتتوليد ميكروبي ك فرايند. زيستي تبديل شود
)Microbial induced calcite precipitation (MICP)(  يك

فناوري موثر و سازگار با محيط زيست است كه مي تواند 
براي حل مشكلات مختلف محيطي از جمله اصلاح خاك 

حضور كلسيت بين ذرات ماسه موجب . دنكاربرد داشته باش
ايي هاي ماسهاتصال آنها با يكديگر و افزايش مقاومت خاك

  .)16و  9( شودمي

به آمونيوم و كربنات  راهيدروليز اوره  آزآنزيم اورهابتدا 
در اين واكنش، ابتدا يك مول اوره به يك . كندكاتاليز مي

شود مول آمونياك و يك مول اسيدكرباميك هيدروليز مي
بطور خودبخودي  فوق سپساسيدكرباميك كه ) 1واكنش (

 شودآمونياك و اسيد كربنيك تجزيه مي به يك مول
در آب ) H2CO3, NH3( ت فوقمحصولا. )2واكنش (

-و دو مول يوندو مول آمونيوم  ،كربناتبيموجب تشكيل 

هاي يون. )4و  3واكنش ( شوندميهيدروكسيد هاي 
 تشكيل شده و موجب  pHهيدروكسيد منجر به افزايش

كه در صورت ) 5واكنش ( شودمييون هاي كربنات 
- حضور كلسيم با كلسيم رسوب كربنات كلسيم ايجاد مي

  ).5(. )6واكنش (گردد 

CO(NH2)2+H2O→NH2COOH+ NH3 (1) 

NH2COOH +H2O→ H2CO3+ NH3 (2) 

H2CO3→HCO3
-+H+ (3) 

2NH3 +2H2O→2NH4
++2OH- (4) 

HCO3
-+H++2OH-→CO3

2-+2H2O (5) 

Ca2+ +CO3
2-→CaCO3 (6) 

به تركيبات موجود در  كربنات كلسيم،اشكال مختلف  
كلسيم كلريد و . بستگي داردو شرايط توليد  محيط كشت 

نوان منابع كلسيم در محيط كشت ميكلسيم استات به ع
 باسيلوسهاي شناخته شده مثل باشند و برخي از باكتري

)Bacillus(  سودوموناسو )Pseudomonas(  به عنوان
دو شرايط محيط  كربنات كلسيم در هري توليد كننده

مقادير مختلف . )19( طبيعي و آزمايشگاهي گزارش شدند
و ديگر مواد كلرايد لف كلسيم اوره، مقادير مختهاي غلظت

هاي كربنات روي توليد مقادير مختلف كريستالغذايي بر 
حاضر در مطالعه . طور اندازه آنها موثر استكلسيم و همين

 اوره، كلسيم مختلف مختلفي مانند غلظتهايعوامل اثر نيز 
محيط رسوبي به طور كامل طي و منابع كربني در  كلرايد

و اثر  ندمطالعه شد FESEMو نيمه كمي  XRDآناليزهاي 
بر  هامانند كربن ديگر مواد غذاييحضور گرها و واكنش

طور طيف ننوع كريستال كربنات كلسيم توليد شده و همي
  .قرار گرفتندبررسي مورد توليد شده  ذرات

  هامواد و روش
تمام مواد شيميايي در : ميكروارگانيسم و مواد شيميايي

. اين مطالعه از شركت مرك و سامچوئن كره تهيه شد
 پاستوري اسپوروسارسيناباكتري مولد كلسيت باكتري 

)Sporosarcina pasteurii( هاي محموعه كلكسيون
بود كه طبق كاتالوگ در  PTCC1645ميكروبي ايران با كد 

درصد اوره فعال و نگهداري  2محيط نوترينت آگار حاوي 
  . شد

مواد سازنده محيط : توليد كلسيت در محيط رسوبي
هاي كلسيت نانوكريستال و رسوب توليدبراي رسوبي كه 

، كلريد 3نت براث نوري) گرم بر ليتر(استفاده شد شامل 
، كلريد 12/2سديم كربنات ، بي20، اوره 20كلسيم بي آب 

محيط . )6( بود) =pH 8( 15 آگار- و آگار 10آمونيوم 
درجه سانتيگراد به  121در دماي  فوق بعد از تهيه رسوبي
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 45/0اوره توسط فيلتر  و اتوكلاو شددقيقه  15مدت 
به طور جداگانه توسط اتوكلاو كلرايد سرسرنگي و كلسيم 

منظور كشت ب. اضافه شداستريل و به محيط رسوبي 
باكتري و توليد كلسيت بر روي اين محيط ابتدا باكتري به 

 2بر روي محيط نوترينت آگار حاوي  ساعت 24مدت 
و سپس در محلول سرم  كشت داده شددرصد اوره 

 100تهيه و  OD600=1فيزيولوژي استريل غلظت 
چمني مايكروليتر از محلول فوق در محيط رسوبي كشت 

درجه  30در دماي روز  10ا ت 7و به مدت  داده شد
 هاي حاوي رسوبات كريستاليكلني. شدند گرماگذاري

لنز توليد شده بعد از مطالعه توسط ميكروسكوپ نوري 
x10 و سپس آوري جمع  ،هاو اطمينان از توليد كريستال

 اترسوبسپس . خشك شدنددر دماي اتاق شستشو و 
 مورد بررسي واقع شدناليزهاي مختلف خشك شده طي آ

  . )9و  8(

در اين مطالعه اوره در سطوح : بهينه سازي محيط رسوبي
درصد به صورت يك ) 4و  3، 2، 1(وزني حجمي  4تا  1

عد از انتخاب سپس ب. بهينه شدابتدا فاكتور در يك زمان 
 5/1غلظتهاي ظت اوره مقادير كلسيم كلرايد در بهترين غل

تمام  pH. درصد بهينه شد) 3و  5/2، 2، 5/1( 3تا 
  . تنظيم شد 8محيطهاي فوق قبل از اتوكلاو بر روي 

محيط : اثر منابع كربني مختلف بر روي توليد كلسيت
و داراي اضافي رسوبي فوق در حالتهاي فاقد منبع كربني 

در سه نوع گلوكز، مالتوز و سوكروز در اضافه منبع كربن 
بعبارت ديگر اثر . نددرصد بهينه شد 1و  5/0دو سطح 

قرار  مطالعهمنابع كربني در محيط رسوبي مورد حضور 
  .گرفت

آوري و خشك ها بعد از جمعدر اين بررسي كلني: آناليزها
ابتدا . مطالعه شدند PSAو نيمه كمي  XRDسازي توسط 

بررسي شكل شناسي نانو  بمنظور هاي خشك شدهكلني
 D8 advanceذرات از دستگاه طيف نگار پرتوايكس 

تحت  CuKα  آلمان با تشعشع Brukerشركت  ساخت

ها پرتودهي نمونه. استفاده گرديد mA 40و  kV 40شرايط 
 width step 05/0درجه و  5- 80ي زاويهدر  XRDتوسط 

 scan timeدرجه و 
آناليزهاي . )8( انجام شدثانيه  2- 1

XRD  توسط آزمايشگاه مركزي دانشگاه اصفهان نيمه كمي
الكتروني روبشي ميكروسكوپ اندازه ذرات توسط و 

 Field emission scanning electron( گيسل ميداني

microscopy( (FESEM)  مدلMIRA3  ساخت شركت
TESCAN  توسط شركت آريا كشور جمهوري چك

آناليز شكل شناسي  .تعين شدتهران الكترون اپتيك 
آريا الكترون اپتيك شركت  FESEMتوسط نيز ها كريستال

ميكروسكوپ  تهيه تصاوير بمنظورها نمونه. انجام شد
با  FESEMو آناليز ذرات با استفاده از دستگاه  الكتروني

نگهدارنده (هاي استابچسب مس بر روي استفاده از 
دهي با طلا پوششفلزي تثبيت شدند و سپس  )SEMنمونه 
تحليل  آزمون نيز توسطنتايج آناليزهاي آماري . شدند

و آزمون  p˂0.01در سطح معني داري  واريانس يك طرفه
  .صورت گرفتتوكي تعقيبي 

  نتايج
رسوبات كلسيت توليد شده در محيط  XRDآناليز 

نيمه كمي  XRDنتايج  :هاي مختلف اورهرسوبي با غلظت
درصد  تفاوت چنداني  2درصد يا  1نشان داد كه اوره 

ندارند اما با افزايش اوره درصد ديگر كريستالهاي جانبي 
طبق اين نتايج مشخص شد كه ). 1جدول (يابد افزايش مي

 94تشكيل ميزان درصد اوره با 2يا  1محيط رسوبي حاوي 
درصد رسوب كلسيت و بدليل داشتن محصولات  5/93 و
نسبت به ساير   غلطتهاي بهترينبي كمتر به عنوان جا

رسوب  XRDطيف   2و  1شكل . بودندهاي اوره غلظت
در محيط  اسپوروسارسينا پاستوريتوليد شده توسط 

كلسيم ثابت درصد و غلظت  2و  1با اوره ترتيب برسوبي 
 XRDتصاوير مربوط به آناليز . دهدرا نشان مي درصد 2

 .درصد اوره در قسمت ضميمه آمده است 4و  3غلطتهاي 
-كلسيت، آراگونيت و واتريت در غلظت مقادير درصدي
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داري هاي مختلف اوره به لحاظ آناليز آماري تفاوت معني
شود مشاهده مي 1همانطور كه در جدول . را نشان ندادند

درصد اوره نيز به لحاظ  2و  1ايي بين تفاوت قابل ملاحظه
تفاوتي بين لذا وقتي . ها وجود نداردمقادير كريستال

قابل غلظتهاي اوره به لحاظ نسبت كريستالي تفاوتي 
براي انتخاب بهترين غلظت اوره  ايي نيست بايدملاحظه

ها جدا از نسبت كريستالهاي توليد شده به اندازه كريستال
  .كه در ادامه به آن پرداخته شده است نيز نگاهي داشت

  

  درصد 2: غلظت كلسيم: براي رسوبات كلسيت توليد شده در محيط رسوبي جامد با غلظت هاي مختلف اوره XRDنتايج آناليز  -1جدول 

  درصد 4  درصد 3 درصد 2 درصد1 درصد اوره/ نمونه 
  5/93  94 5/93 94 درصد كلسيت
  4/2  5/2 _ _  درصد كوارتز 
  1/4  1/3 2/2 4/2 درصد واتريت

  
: Vكلسيت،: C. درصد 2درصد و غلظت كلسيم  1در محيط رسوبي با اوره  اسپوروسارسينا پاستوريرسوب توليد شده توسط  XRDطيف  -1شكل 

  كوارتز: Qواتريت، 

  
: Vكلسيت،: C. درصد 2درصد و غلظت كلسيم  2در محيط رسوبي با اوره  اسپوروسارسينا پاستوريرسوب توليد شده توسط  XRDطيف  -2شكل 

 كوارتز: Qواتريت، 
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رسوبات كلسيت توليد شده در محيط  XRDآناليز 
 XRDنتايج : رسوبي با غلظتهاي مختلف كلسيم كلريد

درصد  بهترين نتايج را به  2نيمه كمي نشان داد كه كلسيم 
دهد لحاظ مقدار كلسيت و محصولات جانبي نشان مي

طبق اين نتايج مشخص شد كه محيط رسوبي ). 2جدول(
درصد  3/92تشكيل ميزان   درصد كلسيم  با 2حاوي 

رسوب كلسيت و بدليل داشتن محصولات جانبي كمتر به 
را نسبت به ساير غلظتهاي كلسيم  عنوان بهترين نمونه

اين نتايج تفاوت مشخصي بين . ميتوان انتخاب كرد
درصد كلسيم را   2و  5/1خصوصيات كريستال توليد شده 

 مقادير نسبيكلسيم كلرايد بر  مقاديراثر  .ددهنشان مي
دار و كلسيت طبق آناليز آمري معنيواتريت  ،توليد كوارتز

رسوب توليد شده  XRDطيف  3شكل . )p˂0.01(بود 
در محيط رسوبي با كلسيم  اسپوروسارسينا پاستوريتوسط 
نتايج . دهددرصد را نشان مي 1درصد و اوره  2كلرايد 

  .ديگر مقادير كلسيم كلرايد در ضميمه آمده است
  

 درصد 1براي رسوبات كلسيت توليد شده در محيط  رسوبي با غلظتهاي مختلف كلسيم كلريد و غلظت اوره  XRDنتايج آناليز  -2جدول 

  درصد 3  درصد 5/2 درصد 2 درصد5/1 درصد كلسيم كلرايد/  نمونه
  3/89  6/90 3/92 9/78 درصد كلسيت
  8/3  6/2 8/2 _ درصد كوارتز
  9/6  9/6 9/4 1/2 درصد واتريت

 

  
: Vكلسيت،: C. درصد 1درصد و اوره  2در محيط رسوبي با كلسيم كلرايد  اسپوروسارسينا پاستوريرسوب توليد شده توسط  XRDطيف  -3 شكل

  كوارتز: Qواتريت، 

رسوبات كلسيت توليد شده در محيط   XRDآناليز 
: رسوبي با غلظت هاي مختلف سوكروز، مالتوز و گلوكز

درصد  5/0نتايج مشخص شد كه  محيط حاوي   طبق اين
و داشتن  كلسيت درصد رسوب 6/93سوكروز با تشكيل 

نمونه صولات جانبي كمتر نسبت به سايرين، بهترين مح

 1با افزايش غلظت   .كريستال كلسيت است براي تشكيل
كاهش و  3/91لسيت با درصد خلوص كدرصدي سوكروز 

 5/1به عنوان محصول جانبي با غلظت  درصد واتريت
درصد نيز بترتيب  1و  5/0مالتوز . درصد افزايش يافت

درصد نيز  1و  5/0درصد و گلوكز  7/84و  2/90داراي 
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 .باشددرصد  كلسيت مي 5/93و   3/92بترتيب داري 
درصد  6/93 دارايدرصد منبع كربن نيز  0ي حاوي نمونه

 .درصد كوارتز بود 1/1درصد واتريت و  8/1 كلسيت و
مقادير كريستال توليد شده در دو  طبق آناليز آماري نتايج

قند گلوكز و سوكروز در مقايسه با عدم حضور آنها معني 
محيط رسوبي حاوي در بين  معني داريتفاوت . دار نبود

 شدمشاهده در مقايسه با محيط رسوبي فاقد قند  قند مالتوز
)p˂0.01( . برخي افزايش درصد  ونتايج نشان داد حضور

اسپوروسارسينا مالتوز در محيط رسوبي قندها مانند 

هاي توليد شده اثر دارد و با كريستال توليددر  پاستوري
واتريت افزايش كلسيت كم و درصد افزايش آن درصد 

رسوب توليد شده توسط  XRDطيف  4شكل  .يابدمي
درصد،  1در محيط رسوبي با اوره  اسپوروسارسينا پاستوري

. دهدرا نشان مي 5/0درصد و سوكروز  2كلسيم كلرايد 
رسوب توليد شده توسط  XRDنيز طيف  5شكل 

درصد،  1در محيط رسوبي با اوره  اسپوروسارسينا پاستوري
  .دهددرصد و فاقد قند را نشان مي 2كلسيم كلرايد 

  

درصد،  1غلظت اوره : رسوبات كلسيت توليد شده در محيط  رسوبي با غلظت هاي مختلف از سوكروز، مالتوز و گلوكز XRDنتايج آناليز  -3 جدول
  درصد 2غلظت كلسيم كلرايد 

  درصد كوارتز  درصد واتريت درصد كلسيت  نمونه
  8/3  6/2 6/93 درصد 5/0سوكروز 

  6/3  1/5 3/91  درصد 1سوكروز 
  1/3  7/6 2/90  درصد 5/0مالتوز 

  9/3  4/11 7/84  درصد1مالتوز 
  4/3  3/4 3/92      درصد5/0 گلوكز

  7/3  8/2 5/93 درصد 1 گلوكز
  1/1  8/1 6/93  فاقد قند

  

  

  
 5/0درصد و سوكروز  2درصد، كلسيم كلرايد  1در محيط رسوبي با اوره  اسپوروسارسينا پاستوريرسوب توليد شده توسط  XRDطيف  -4 شكل

 كوارتز: Qواتريت، :  Vكلسيت،: C. درصد
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: C. درصد و فاقد قند 2درصد، كلسيم كلرايد  1در محيط رسوبي با اوره  اسپوروسارسينا پاستوريرسوب توليد شده توسط  XRDطيف  -5 شكل

  كوارتز: Qواتريت، :  Vكلسيت،

 

طبق آناليز : و ميكروسكوپ الكتروني آناليز اندازه ذرات
ذرات ميتوان به اين نتيجه رسيد كه  FESEMذرات توسط 

غالبا بين محدوده زير  درصد 1اوره توليد شده در محيط 
با افزايش اوره اين محدوده ). 6 شكل(نانومتر بودند  100

واني ذرات زير ادرصد فر 2در اوره  شود بطوريكهبيشتر مي
 2جدول طبق ). 7 شكل(گردد تر كمتر ميمنانو 100

 ندرصد كلسيم كلرايد بهتري 2غلظت كه  شدمشخص 
 اين. توليد كريستال كلسيت استبيشترين  بمنظورمقدار 

درصد كلسيم كلرايد در مقايسه با ديگر مقادير كلسيم 
 .ايي داشتهملاحظه لحاظ طيف ذرات نتايج قابل ب كلرايد

- نشان مي بطوريكه همانطور طيف هيستوگرام اندازه ذرات

درصد كلسيم كلرايد  2غلظت پراكنش اندازه ذرات در  دهد
 شكل( داردايي قابل ملاحظه ياننانومتر فراو 100زير در 

رايد لافزايش كلسيم كبا  نشان داد كه آناليز ذراتنتايج  ).8
ايي هطنانومتر به طور قابل ملاح 50تا  0درصد اندازه ذرات 

ها در ظاهر كريستال 9شكل ). پيوست(شود كم مي
  .دهدرا نشان مي FESEMميكروسكوپ 

  

  
 كلسيت توليد شده در محيط رسوبي حاوي آناليز طيف ذرات -6 شكل

 درصد 2كلسيم كلرايد  و درصد 1اوره 

 

  
رسوبي حاوي آناليز طيف ذرات كلسيت توليد شده در محيط  -7 شكل

  درصد 2درصد و كلسيم كلرايد  2اوره 
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آناليز طيف ذرات كلسيت توليد شده در محيط رسوبي حاوي  -8شكل 

 درصد 1درصد و اوره  2كلسيم كرايد 

  

  
هاي توليد شده توسط تصوير الكتروني كريستال -9شكل 

و كلسيم  1در محيط رسوبي حاوي اوره  اسپوروسارسينا پاستوري
  .ها در تصاوير مشخص استبرخي از باكتري: درصد 2كلرايد 

  

 بحث

مطالعه حاضر به بهينه سازي تركيبات اصلي محيط رسوبي 
از آنجائيكه كلسيت يك . پردازدميتوليد كلسيت  بمنظور

هاي مختلف و از باكتري ماده پر كاربرد در مهندسي است
آز بهمراه محيط كشت بعنوان عامل مولد كلسيت مولد اوره

در بيشتر موارد الگوي محيط رسوبي در . شوداستفاده مي
تهيه محيط مايع حاوي باكتري تزريقي به خاك استفاده 

) 1999( استاكس فيشر و همكاران براي مثال . شودمي

به اين ) 4و  2() 2013و  2011(    Al Qabany و) 17(
ليتر نوترينت براث يا  برم گر 3غلظت كه نتيجه رسيدند 

سازي شده جهت رسيدن به در محلول به مخمري عصاره
بهترين مقدار اين  آزرشد و دوام كافي باكتريهاي مولد اوره

گرم بر ليتر كلريد آمونيوم  10 بعلاوه به ميزان. تركيب است
نيز استفاده شده است كه  .NaHCO3گرم بر ليتر  12/2و 

نكته مهم اين است . ستمقادير محيط رسوبيدقيقا مشابه 
براث از عصاره مخمر كه برخي مطالعات بجاي نوترينت 

كار برده هبطور همزمان بهاند و اگر هر دو استفاده كرده
مطالعات  ).17(شود غلظت مجموع نهايي بايد رعايت شود 

كند كردن فعاليت  بمنظورنشان داده كه كلريد آمونيوم 
تندي واكنش يا افزايش اوره . شودتوليد كلسيت افزوده مي

ها ميشود كه از تشكيل سريع و كلسيته شدن باكتري موجب
شود مي نيزطرفي نيز موجب افزايش اندازه ذرات كلسيت 

)18.(  

زيادي از محيط رسوبي بكار رفته در اين تحقيق  محققان
هاي مولد كلسيت يا مطالعه توليد جداسازي باكتري بمنظور

و  6(اند توسط يك باكتري خاص استفاده كردهكلسيت 
نكته مهم تغيير مقادير برخي موارد مانند كلسيم و ). 10

توان اين اوره است كه در مقالات با هدف غربالگري مي
بعبارت ديگر اگر هدف . پوشي كرد مرات را چشيتغي

ها ع و اندازه كريستالمطالعه اثر مواد غذايي بر روي نو
كه غلظت كلسيم اچر. گرددباشد بايد به اين جزئيات دقت 

و اوره بر درصد انواع كريستالهاي كربينات كلسيم و 
 . آنها اثر دارد اندازههمينطور 

گزارش كردند كه ) 11() 1989( مبلي و همكاران
ها از اوره بعنوان منبع نيتروژن و انرژي ميكروارگانيسم

اين حال در اين فرايندها آمونيوم و  با. كنندمياستفاده 
، هاي كلسيمشود و در صورت وجود يونكربنات توليد مي

ي استاكس فيشر طبق گفته .كربنات كلسيم رسوب مي كند
هاي باكتري داراي بار منفي سطح سلول) 17( ) 1999(

يون  هايمحلعنوان ههاي باكتري باست و سطح سلول
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تاييد متعددي مقالات . كنندعمل مي ارييا هسته گذكلسيم 
وقتي غلظت  اسپوروسارسينا پاستوريكردند كه در باكتري 

اوره و كلسيم بالا باشد بازده رسوب كلسيت كاهش مي 
 25/0تا 0/0 5( يابد و بر عكس با مقادير كم اين تركيبات 

بعبارتي سرعت هيدروليز  .يابداين كارايي افزايش مي) مول
اوره و سرعت توليد محصولات آن بر روي نوع كريستال 

 . گذار استوليدي به لحاظ اندازه و خلوص اثرت

 pHنوع باكتري، مقدار باكتري، غلظت اوره، غلظت كلسيم، 
اوليه محيط و قدرت يوني محيط از عوامل موثر در فعاليت 

. كلسيت را كنترل كندتواند توليد آزي ست كه خود مياوره
يابد كه طبق ميآزي با مقدار باكتري افزايش فعاليت اوره

بسياري از مقالات افزايش كلسيم نيز موجب افزايش 
 مطالعه اوكاوا نشان داد كه. شودمي رسوب كربنات كلسيم

ر لاميلي مو 250ميلي مولار به  25افزايش يون كلسيم از 
. )14( دهدزايش ميدرصد اف 10را كربنات كلسيم رسوب 

مطالعات نشان داده كه افزايش غلظت كلسيم و اوره در 
بهبود خاك موجب  بمنظورمحلول تزريقي به خاك 

لذا آنها . شودپراكنش ناهمگن آنها بر روي ذرات ماسه مي
دهند كه پيشنهاد ميسيماني شدن يكنواخت ذرات  بمنظور

. )3( گرددغلظت مواد را كم و تعداد دفعات تزريق بيشتر 
گر هاي بالاي واكنشها در غلطتاندازه ذرات كريستال

گر هم موجب پراكنش غلظتهاي كم واكنش. يابدافزايش مي
و  4(شود زه ذرات مياها و كوچك شدن اندبهتر كريستال

اندازه ذرات  كه اين تحقيق اثبات كرد FESEMنتايج ). 12
  .يابدافزايش مي هاهاي بالاي واكنشگرها در غلطتكريستال

هاي طبيعي يا استفاده هاي مختلف در محيطحضور كربن
هاي توليد نانوكريستال بمنظورمنابع كربني ارزان قيمت 

منابع كربني در  كربنات كلسيم بحث ديگري ست كه نقش
آچال و . دهدرا با اهميت جلوه ميها توليد اين كريستال

توليد كلسيت توسط اثبات كردند كه ) 1(همكاران 
در محيط ليكور ذرت تفاوت  اسپوروسارسينا پاستوري

. خاصي با محيطهاي نوترينت براث و عصاره مخمر ندارد

مانند گلوكز منابع كربني  نتايج اين تحقيق نشان داد افزودن
در داري معنيدر محيط رسوبي اثر كاهشي و سوكروز 

اما اثر مالتوز در توليد كلسيت و  ها نداردتوليد كريستال
حضور منابع . بود) p˂0.01(محصولات جانبي معني دار 

امري اجتناب ناپذير ها و خاككربني مختلف در طبيعت 
اكثر محققان اثر مواد غذايي اصلي را در  و بعلاوه است

كنند و به نقش ها و خاكها مطالعه ميتوليد كلسيت در بتن
يا افزوده شده به صورت طبيعت منابع كربني موجود در 

آچال و همكاران با مطالعه رشد و . پردازندنميمصنوعي 
در محيط ليكور  اسپوروسارسينا پاستوريفعاليت آنزيمي 

ذرت و عصاره مخمر و نوترينت براث دقيقا اثبات كردند 
كه رشد و فعاليت آنزيمي در ليكور ذرت در مقايسه با 

هر چند مطالعه  .محيطهاي استاندارد تفاوت خاصي ندارد
. ها نپرداختندآچال و همكاران به مقادير و نسبت كريستال

از نقش در  هاي غذايي جدانكته مهم اين است كه محيط
- ها هم نقش بازي ميمقدار توليد بر روي درصد كريستال

ه از ملاس يا لاكتوز بعنوان تحريك زمحققين امرو. كنند
هاي خاك و توليد كلسيت استفاده كردند كه كننده باكتري

مقاومت ايجاد شده در خاك اهميت استفاده از ملاس يا 
 13( دهدمينشان بعنوان منبع كربن ارزان قيمت لاكتوز را 

مطلب مهمي كه اين مطالعه به آن تاكيد دارد اين ). 15و 
غذايي كه  موادهاي رسوبي يا است كه مواد غذايي محيط

منظور توليد كلسيت هاي طبيعي بهمراه باكتري ببه محيط
توليد شده در نسبت مقادير به نظر ميرسد شوند استفاده مي
هاي كربنات كلسيم مانند كلسيت، واتريت و كريستال

در اين تحقيق جدا از مطالعه مقادير . آراگونيت مهم باشند
اثر منابع كربني  ،گرهارايد بعنوان واكنشلاوره و كلسيم ك

و  اي كربنات كلسيم نيز مطالعه شددر تنوع كريستاله
-مشخص شد اثر همه قندها در مقادير توليد شده كريستال

 .نيستها يكسان 
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  تشكر و قدرداني

 شهيد دانشگاه پژوهشي معاونت از مقاله اين نويسندگان

-مي تشكر نامه پايان اين مالي حمايت دليل به اهواز چمران

دكتر ولي اله نوبخت عضو هيات جناب بعلاوه از  .نمايند

علمي گروه شيمي دانشگاه شهيد چمران اهواز به علت 
- تقدير و تشكر مي FESEMو  XRDكمك در آناليزهاي 
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Abstract 

Bio-cementation is a new process in which urea hydrolysing bacteria decompose urea 
into ammonia and produce calcium carbonate crystals at higher pH due to the 
production of an alkaline environment. This study aimed to investigate calcite 
production using S. pasteurii in a precipitation medium and optimize the factors 
affecting this reaction. In addition, the effect of carbon sources in the precipitation 
medium was studied. According to the results of quantitative XRD analysis, it was 
found that 1% urea with 94% calcite, 2.4% vaterite, and 2% calcium with 92.3% calcite, 
4.9% vaterite productivity, respectively, were the best condition for the highest calcite 
productivity in precipitation medium. Particle size analysis using FESEM revealed that 
particles produced in 1% urea were often below 100 nm. With increasing urea 
concentration, the frequency of particles below 100 nm in size decreased. The particle 
size distribution showed that less than 100 nm particles were lower in 2% urea than 1%. 
FESEM analysis showed that increasing calcium chloride particles of less than 50 nm 
decreased significantly. The same was true of urea, and it was found that the particle 
size of the crystals increased at high concentrations of the reactants. In addition, we 
investigated the effect of the presence of carbon sources in the precipitation medium on 
the production of calcium carbonate crystals. The result was not significantly different 
from their absence (glucose and sucrose). Maltose sugar decreases calcite and increases 
other crystals. 

Key words: Precipitation medium, Calcite, Sporosarcina pasteurii, FESEM, Semi 
quantitative XRD 


