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 و فعل و محيط pH افزايش و اوره تجزيه با آزاد آزاوره آنزيم يا و اوره كننده هيدروليز هاي باكتري آن رد كه است جديدي يندافر زيستي سازي سيمان .چكيده
 بتن و خاك مقاومت افزايش مانند مهندسي زمينه در فراواني كاربرد نانوكلسيت وزهامر شوند.مي كلسيت تشكيل موجب كلسيم يون حضور در شيميايي انفعالات

 و مناسب اندازه  كيفيت، با  كلسيت نانو ذرات توليد آزمايشگاهي شرايط بررسي مطالعه، اين از هدف دارد. سرطان درمان و دارو حمل مانند پزشكي در همچنين و
 در پاستوري اسپوروسارسينا باكتري منظور اين براي بود. مهندسي و پزشكي مطالعات در استفاده براي يستوراپناياسپوروسارس يميآنز عصاره توسط خالص
 عصاره سونيكاسيون وسيله به سپس شدند. شو و شست و جدا هاسلول مناسب زمان به رسيدن با و شد داده كشت نيكل و اوره حاوي براث نوترينت محيط
 كيفيت گرفت. قرار مطالعه مورد دما و آنزيم مختلف مقادير و كلرايد كلسيم و اوره مختلف هايغلطت در كلسيت رسوب توليد سپس و شد استخراج هاآن آنزيمي

 XRD آناليز نتايج به توجه با گرفت. قرار بررسي مورد SEM و  XRDآناليز توسط هاكريستال ديگر با مقايسه در آن نسبت و شده توليد كلسيت هايكريستال
 هيستوگرام بررسي شود.مي توليد جانبي محصولات كمترين و درصد ٩٦ با كلسيت ميزان بيشترين مولار ٢٥/٠ كلرايد كلسيم و مولار ٥/٠ اوره در هك شد صخمش

 هاكريستال جنس و هيتما .است نانومتر ١٠٠ تا ٥٠ بين ذرات طيف كه كرد مشخص كلرايد كلسيم مولار ٢٥/٠ و اوره مولار ٥/٠ حاوي نمونه در ذرات اندازه
 اوره غلظت افزايش با كه شد مشخص حاصل نتايج طبق داد. نشان را كربن و اكسيژن كلسيم، حضور EDX آناليزهاي و شد مطالعه الكتروني ميكروسكوپ توسط

  .است بالا هايغلظت از ربيشت كلسيم، و اوره پايين هاي غلظت در شده توليد كلسيت درصد همچنين و شده بزرگتر  ذرات اندازه طيف كلسيم، و
 BEICP، XRD، SEM-EDX آز،اوره ،پاستوري اسپوروسارسينا .كليدي هايواژه  
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Abstract. Biological cementation is a new process in which urea hydrolysis bacteria or free urease enzyme decompose urea and 
increases the pH of the environment and chemical interactions in the presence of calcium ions to form calcite. Nowadays, nano-
calcite is widely used in engineering, such as increasing the strength of soil and concrete, as well as in medicine, such as drug 
delivery and cancer treatment. This study aimed to investigate the laboratory conditions for producing nano-calcite particles with 
appropriate quality, size and purity by Sporosarcina pasteurii enzyme extract for use in medical and engineering studies. This 
investigation aimed to make calcite by S. pasteurii enzyme extract and optimize influential factors in calcite production. For this 
purpose, the bacterium S. pasteurii was cultured in nutrient broth containing urea and nickel, and upon reaching the appropriate 
time, the cells were separated and washed. Then, their enzyme extract was prepared by sonication, and calcite precipitation was 
studied in different amounts of urea, calcium chloride, enzyme and temperature. The quality of produced calcite crystals and their 
ratio compared to other crystals were investigated by XRD and SEM analyses. According to the results of XRD analysis, it was 
found that in 0.5 M urea and 0.25 M calcium chloride, the highest amount of calcite is produced with 96%, and the least side 
products are produced. Examining the particle size histogram in the sample containing 0.5 M urea and 0.25 M calcium chloride 
revealed that the range of particles were between 50 and 100 nm. The nature and type of crystals were studied by electron 
microscopy, and EDX analysis showed the presence of calcium, oxygen, and carbon. According to the results, it was found that 
by the increase of the concentrations of urea and calcium, the range of particle size became larger. Also, the percentage of calcite 
produced in low urea and calcium chloride concentrations is higher than those in high concentrations. 
 Key words. Sporosarcina pasteurii, Urease, BEICP, XRD, SEM-EDX 
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  مقدمه   
 فرم سه دارد. وجود طبيعت در كلسيم كربنات فرم شش   

 و آب بي هاييكريستال واتريت كلسيت، ،)Aragonite( آراگونيت
 هايفرم نيز مونوهيدروكلسيت و )Ikaite( ايكايت فرم دو

 و شكلبي كلسيم كربنات ششم فرم .هستند آبدار كريستالي
 و آبدار كه است )carbonate calcium Amorphous( آمورف
 شود.مي تبديل بلوري ساختارهاي به راحتي به و بوده ناپايدار
 و مانند سوزن ساختار آراگونيت شكل، لوزي ساختاري كلسيت
 اريپايد حداقل دليل به واتريت دارد. كروي ساختار واتريت

 در واتريت دارد. وجود طبيعت در كمتر معمولاً  ترموديناميكي،
 شود تبديل آراگونيت و كلسيت به تواندمي سرعت به آبي محلول

)Putra et al., 2022.( در كلسيت موجود، هايفرم تمام بين در 
 پايدار زياد آراگونيت است. فرم پايدارترين اتمسفري، فشار و دما

 Castanier et( شود مي كلسيت به تبديل نازم مرور به و نبوده
al., 1999(.  

 مختلفي فرايندهاي هوسيل به است ممكن كربنات رسوبات   
 آهن احياء و سولفات احياء دنيتريفيكاسيون، اوره، هيدروليز مانند
 توانندمي هاميكروارگانيسم ).Torgal et al., 2015( شوند توليد

 از يكي طي با كلسيم از يغن هايمحيط در را كلسيم كربنات
 كلسيت توليد اصلي مسير دهند. رسوب فوق هايمكانيسم
 فرايند اين به كه است آزاوره آنزيم مولد هايباكتري از استفاده

 Microbial Induced( ميكروبي القاء توسط كلسيت وبرس
Precipitation Carbonate( شود.مي گفته  MICP فرايند 

 را خاك ذرات تواندمي كه است ستييز واسطه با سازي سيمان
 در خالي فضاي و ببندد خاك ذرات سطوح تماس هايمحل در

  ).Costa et al., 2017( دهد كاهش را متخلخل محيط
 ريتاث و يآزاوره تيفعال يبررس به همكاران و شريف -استوكس 

 اصطلاح از بار نياول يبرا كه ندپرداخت تيكلس رسوب بر آن
MICP نددكر استفاده )Stocks-Fischer et al., 1999(. 

 ذرات به ميكلس منبع و اوره همراه به يباكتر محلول موارد شتريب
 يم خاك مقاومت و استحكام شيافزا باعث و شوديم هاضاف خاك
 برخي ).;DeJong et al., 2006 van Paassen, 2009( شود

 تيكلس يكروبيم رسوب بر اثرگذار يپارامترها ريتاث محققان
 زانيم بر را ديكلر ميكلس و اوره غلظت ،يباكتر غلظت انندم

 يپاستور ينااسپوروسارس يباكتر توسط ميكلس كربنات رسوب
 يباكتر اين در كه گرفتند جهينت و دادند قرار مطالعه مورد

 مولار ٢ و اوره مولار ١ غلظت يشگاهيآزما طيشرا نيموثرتر
  .)Keykha et al., 2018(  است ديكلر ميكلس

 رسوب در استفاده مورد آزاد آزاوره آنزيم ،MICP خلاف بر   
 Enzymed Induced Calcite( آنزيمي القاء توسط كلسيت

Precipitation( محلول و است نانومتر ١٢ اندازه داراي حدودا 
 اندازه كاهش و نانو كلسيت ذرات توليد افزايش باعث كه آب در
 هاباكتري تغذيه به يازني EICP در اين بر علاوه شود.مي هاآن

 آزاد ميآنز از يناش تيكلس رسوب از استفاده دهيا نيست.
)EICP( آن در كه جديدي ايده شد. مطرح ٢٠٠٠ دهه لياوا در 
 منظور به EICP فرايند نيتام يبرا گياهي خالص آزاوره كي از

 ).Hoang et al., 2019( شد استفاده يبتن مواد با ترك ميترم
 استفاده يتجار آزاوره از عمدتا يستيز كيژئوتكن انمحقق را،ياخ
. )Hamdan et al., 2016; Oliveira et al., 2016( دكننيم

 اي اهانيگ عصاره از فرايند شدن صنعتي منظور به جديد مطالعات
 ,.Javadi et al., 2018; Dilrukshi et al( اندكرده استفاده بذر

 آنزيمي عصاره توسط كلسيت توليد مطالعه اين از هدف .)2018
 مختلف مقادير اثر علاوهبه كه بود پاستوري اسپوروسارسينا

 كلسيت خلوص درجه و اندازه روي بر اوره و كلسيم واكنشگرهاي
 مطالعات منظور به كلسيت خالص توليد .شد مطالعه شده توليد

 ريز ذرات شده مشخص عملا كه هاريزگرده تثبيت و دارويي
 فرايندهايي از نيستند كنترل قابل MICP دفراين توسط خاك

 تمام به تحقيق اين لذا است. نياز EICP به امروزه كه هستند
 اسپوروسارسينا باكتري عصاره از استفاده با EICP هايجنبه

 پردازد.مي پاستوري
  هاروش و مواد    

  كشت محيط و ميكرارگانيسم
 يپاستور اينساسپوروسار يقتحق ينا در استفاده مورد يباكتر   
 كلكسيون مركز از كه بود  PTCC 1645 كد با

 دستورالعمل طبق و تهيه ايران صنعتي هايميكروارگانيسم
 محيط از باكتري اين كشت و سازيفعال براي شد. سازيفعال

 Behzadipour( شد استفاده اوره درصد ٢ حاوي آگار نوترينت
et al., 2011(. كار به شتك هايمحيط و شيميايي مواد تمام

 (اسپانيا) شارلوآ و (آلمان) مرك شركت دو از بررسي اين در رفته
 به وسيسلس درجه ١٢١ در كشت هايمحيط تمامي شدند. تهيه
 شدند استريل ايران) طب، (ريحان اتوكلاو توسط دقيقه ١٥ مدت

 از بعد فوق هايمحيط به و )آمريكا ،Biofil( فيلتر جداگانه اوره و
  ند.شد اضافه اتوكلاو

  يپاستور ينااسپوروسارس يباكتر رشد يمنحن رسم
 محيط روي بر فوق باكتري ابتدا رشد منحني رسم منظور به   

 فوق هايكلني از سپس و شد فعال اوره حاوي آگار نتنوتري
 با تلقيح شد. تهيه نانومتر ٦٠٠ موج طول در ١ كدورت با محلولي
 براث رينتتون كشت محيط به قبلي محلول از درصد ١ نسبت
 انكوباتور شيكر روي بر فوق محيط شد. انجام اوره درصد ٢ حاوي
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 ٣٠ دماي و دقيقه در دور ١٢٠ دور با ايران) الكترونيك، (فاطر
 در كشت محيط جذب شد. داده قرار ساعت ٤٨ مدت به درجه
  و شد خوانده يكبار ساعت ٢ هر  ازاي به نانومتر ٦٠٠ موج طول

 رسم جذب از آمدهدست به  نتايج ساسبرا باكتري رشد منحني
  .)Behzadipour et al., 2011( شد

  سلولي عصاره تهيه
 ايبر سپس و فعال را باكتري داابت سلولي عصاره تهيه براي   

 ٢ حاوي نوترينت مايع محيط در سلولي توده بيشترين كسب
 ،٢٠ ،١٦ مختلف هايزمان طي سپس شد. داده كشت اوره درصد

 زا ليتر ميلي ٥٠ مقدار باكتري رشد از پس عتاس ٤٢ و ٣٠ ،٢٤
 ٦٠٠ موج طول در آن جذب و شد برداشت رشد حال در باكتري
 خوانده )چين ،MAPADA( اسپكتروفتومتر دستگاه با نانومتر

 سپس شد. استفاده آن از عصاره تهيه براي سپس و شد
 سانتريفيوژ دقيقه ١٠ مدت به ٦٠٠٠ دور در فوق هايمحيط
 سپس شد. ريخته دور رويي محلول و ايران) ،طب (آرش

 دو )=٨pH( السيايچ تريس بافر با شده نشين ته هايباكتري
 صورت سانتريفيوژ مجدد و شد داده شستشو مجزا صورت به بار

 السيايچ تريس بافر با انتها در آمدهدست به  رسوب گرفت.
 اجاستخر و باكتري سلولي ديواره تخريب براي و شد مخلوط

 )انگلستان ،MSE( سونيكاسيون روش از سلولي درون محتويات
 ١٥ سپس و سونيكاسيون ثانيه ١٥ كه صورت بدين شد. استفاده

 نسفركا و شد تكرار دفعه ٤ سيكل اين شد. داده استراحت ثانيه
 دماي همچنين بود. وات ١٥٠ قدرت و كيلوهرتز ٢٥ دستگاه
 دستگاه تا شد كنترل وسيسلس درجه صفر محدوده در را محلول

 از سپ ندهد. دست از را خود آنزيمي فعاليت و نشود گرم
 اجساد و باكتري رسوبات و شد سانتريفيوژ محلول سونيكاسيون

 سلولي عصاره محتوي رويي محلول و يابندمي رسوب ظرف ته در
 براي ).Kaltwasser & Christians,1986( است آنزيمي

 از يباكتر محتويات خروج و ها باكتري ديواره تخريب از اطمينان
  شد. استفاده نوري ميكروسكوپ

 روش با باكتري رشد مختلف هايزمان در آزياوره فعاليت
  سنجي هدايت

 كشت مختلف هايزمان در آزياوره فعاليت سنجش براي   
 ابتدا كه صورت بدين شد. استفاده سنجي هدايت روش از باكتري

 ميلي ١ و كرده حل مقطر آب ليتر ميلي ٩ در را اوره گرم ٦/٠
 دستگاه با بلافاصله شد. اضافه محلول اين به سلولي عصاره ليتر

 مقدار كه صورت بدين شد. سنجيده تغييرات سنج، هدايت
 نقطه ٥ در دقيقه ٥ طول در فوق محلول الكتريكي هدايت
 نمودار شيب كه اندازه هر گرديد. رسم نمودار شيب و شد خوانده
 هر بود. خواهد بيشتر ساعت آن در آزياوره يتفعال باشد بيشتر

 ١١ هيدروليز معادل الكتريكي هدايت دقيقه در زيمنس ميلي
  ).Harkes et al., 2010( است دقيقه در اوره مولار ميلي

   آزياوره ويژه فعاليت
 آزاد اساس بر آنزيمي فعاليت ابتدا ويژه فعاليت تعيين براي   

Thompson &  ( لرنس معرف و اوره از آمونيوم سازي
Morrison, 1951( شد. استفاده آمونيوم استاندارد منحني و 

 Tris-HCl مولارميلي ٥٠بافر آنزيمي فعاليت تعيين براي
)٨pH=( كلين ديركل مولارميلي ١/٠ و اوره مولار ٢٥/٠ حاوي 

 به فوق بافري هايمحلول اين از كدام هر به سپس شد. استفاده
 دقيقه ٥ از بعد شد. افزوده آنزيمي هارعص ليترميلي يك مقدار

 فعاليت توقف منظور به وسيسلس درجه ٣٧ دماي در گرماگذاري
 ١/٠ مقدار به مولار ٥/١ اسيد استيك كلرو تري محلول از آنزيم
 فوق آنزيمي محلول از سيسي ٥/٠ سپس شد. استفاده ليترميلي

 به نسلر معرف ميكروليتر ٢٥٠ و آب سيسي ٧٥/١ همراه به
 آن جذب سپس و شد گرماگذاري اتاق دماي در دقيقه ١٠ مدت

 آزاوره آنزيمي واحد يك شد. خوانده نانومتر ٤٨٠موج طول در
 ١ ليترميلي ١ در دقيقه ١ در كه است آنزيم از مقداري

 مقدار بر آنزيمي فعاليت سپس كند.مي آزاد آمونيوم ميكرومول
 فعاليت و شد يمتقس بردفورد روش طبق آمده دست به پروتئين

 Follmer et al., 2004; Nakano et( شد تعيين آزياوره ويژه
al., 1984(.  

  سلولي پروتئين غلظت تعيين
 يا آنزيمي محلول در موجود پروتئين مقدار تعيين منظور به   

 اساس اين بر .شد استفاده برادفورد روش از سلولي عصاره همان
-Tris بافر ميكروليتر ٩٠ با ار سلولي عصاره از ميكروليتر ١٠

HCl )٨pH=( بعد و كرده مخلوط برادفورد معرف ليترميلي ١ و 
 در آن جذب دقيق ٥ مدت به محيط دماي در گرماگذاري از

 با دقيق ينتئپرو رمقدا سپس شد. خوانده نانومتر ٥٩٥ موج طول
  ).Bradford, 1976( گرديد مشخص استاندارد نمودار به توجه
  كلسيت توليد

 حاوي محلول كه است صورت اين به EICP در كلسيت ليدوت   
 نيكل كلرايد حاوي كه گرواكنش محلول با آنزيمي عصاره يا آنزيم

 مخلوط است كلسيم كلريد و اوره آز،اوره كوفاكتور عنوانبه
 مدت به وسيسلس درجه ٣٧ دماي در گرماگذاري از بعد شود.مي
 خشك شستشو و ازيجداس از بعد شده ايجاد رسوبات ساعت ٢٤

 قرار آناليز مورد حساس ترازوي با شدن وزن از بعد و شده
 صورت به كلرايد مطالعه اين در كلسيم و اوره مقادير گيرند.مي
 براي سوبسترا عنوان به اوره شدند. بهينه زمان در فاكتور يك

 توليد براي كه است پارامترهايي مهمترين از آزاوره آنزيم
 سازي بهينه را آن بايد كلسيم كربنات وبرس ميزان بيشترين
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 ،٢٥/٠ هايغلظت با هاييمحلول اوره سازي بهينه منظور به كرد.
 كلسيم غلظت كه شد تهيه اوره مولار ٣ و ٥/٢ ،٢ ،٥/١ ،١ ،٥/٠
 مساوي مقدار سپس بود. مولار ٢ برابر و ثابت هاآن همه در

 محلول حجم ينكها تا شد اضافه هامحلول از كدام هر به عصاره
 با و آوري جمع شده تشكيل رسوبات شد. ليترميلي ٥ كلي

 اوره بهينه غلظت آنكه از پس شدند. گيرياندازه تالديجي ترازوي
 ثابت غلظت اين شد مشخص رسوب مقدار بيشترين توليد براي
 ،٢ ،٥/١ ،١ ،٥/٠ ،٢٥/٠ هايتغلظ در كلسيم و شد داشته نگه

   شد. بهينه بآ ونبد كلسيم كلريد مولار ٥/٢
    كلسيت كريستال نانو آناليز

 در هاآن دادن قرار با رسوبات شدن خشك و سانتريفيوژ از پس   
 مدت به وسيسلس درجه ٢٤ دماي در ايشيشه هايديش پتري

 XRD آناليز منظور به هانمونه كردن، وزن سپس و ساعت ٢٤
 هانشگاد مركزي آزمايشگاه به هاكريستال درصد و كمي نيمه

 فوق شده خشك رسوبات بررسي اين در شدند. ارسال اصفهان
 هايكلني ابتدا شدند. مطالعه PSA و كمي نيمه XRD توسط
 دستگاه از ذرات نانو شناسي شكل بررسي بمنظور شده خشك
 تشعشع با )آلمان ،D8 advance )Bruker پرتوايكس نگار طيف

αCuK شرايط تحت kV و ٤٠ mA دهيتوپر گرديد. استفاده ٤٠ 
 ٠٥/٠ width step و درجه ٥-٨٠ زاويه در XRD توسط هانمونه
Ghezelbash & ( شد انجام ثانيه ٢-١ time scan و درجه

Haddadi, 2018.( آناليزهاي XRD توسط كمي نيمه 
 توسط ذرات اندازه و اصفهان دانشگاه مركزي آزمايشگاه

nissioEm Field ( ميداني گيسل روبشي الكتروني ميكروسكوپ
Microscopy Electron Scanning ( 3 مدلMIRA 

)TESCAN، اپتيك الكترون آريا شركت توسط چك) جمهوري 
 توسط نيز هاكريستال شناسي شكل آناليز شد. تعيين تهران

FESEM و تصاوير تهيه هاينمونه و شد انجام نامبرده شركت 
 نگهدارنده روي بر مس چسب از استفاده با ابتدا ذرات تعيين

 دهيپوشش طلا با سپس و شدند تثبيت فلزي SEM هوننم
  شدند.

  
 نتايج   

  پاستوري اسپوروسارسينا رشد منحني
 اسپوروسارسينا باكتري سلولهاي رشد منحني ١ شكل   

 از كه رسدمي نظر به ميدهد. نشان را مايع كشت در پاستوري
 شده سكون فاز وارد و شده ثابت سلول رشد بعد به ٢٢ ساعت

 رگم فاز وارد بعد به ٢٨ حدودا ساعت از نيز آن از بعد و ستا
  شود.مي

 هدايت با باكتري رشد مختلف هاي زمان در آزياوره فعاليت
  سنجي

 منظور به باكتري رشد مختلف هايساعت در آنزيمي فعاليت   
 زمان بهترين و آنزيمي فعاليت زمان بهترين آوردن دست به

 فعاليت خط شيب مجاان سنجي هدايت روش توسط استخراج
 است. بيشتر ساعات بقيه از ولسل رشد ساعت ٢٠ در آنزيمي
 از بعد ٢٠ ساعت آنزيمي استخراج زمان بهترين ديگر بعبارت

 هيدروليز معادل كه است مايع كشت محيط در هاسلول رشد
  است. دقيقه در اوره مولارميلي ٨/٣

  ويژه آزياوره فعاليت
 اسپوروسارسينا باكتري از هشد اجاستخر آنزيمي عصاره   

 رد كشت ساعت ٢٢ از بعد مطالعه اين در رفتهكار به  پاستوري
 گرمميلي بر آنزيمي واحد ٨/٦ برابر اوره حاوي كشت محيط

  داد. نشان ويژه آنزيمي فعاليت پروتئين
 كلسيت توليد

 در گرواكنش لمحلو و آنزيمي عضاره كردن مخلوط از بعد   
 بررسي مورد جنبه چند از شده ايجاد وبرس مختلف هايغلظت

 در شده توليد رسوبات ميزان ٢ شكل نتايج گرفت. قرار
 كلرايد كلسيم غلظت كه دهدمي نشان را اوره مختلف هايغلظت

 غلظت است مشخص كه همانطور شد. داشته نگاه ثابت صورت به
- يم نشان وزني لحاظ به را رسوب ميزان بيشترين اوره مولار ٢
 بيشتري اوره از غلظتي چه در شد مشخص آنكه از سپ هد.د

 و تهداش نگه ثابت اوره مولار ٢ غلظت شودمي توليد رسوب ميزان
 رسوب ميزان بيشترين تهيه براي را كلسيم مختلف هايغلظت
 اعمال از پس حاصل رسوبات ميزان ٣ شكل نتايج شدند. اعمال
 ٢ ظتلغ دهد.مي نشان را كلرايد كلسيم مختلف هايغلظت
 زنيو لحاظ به را رسوب ميزان بيشترين نيز كلرايد كلسيم مولار
  داد. نشان

 مقادير شد مطالعه كلسيت كريستال توليد كه ديگري جنبه   
 تعيين كمي نيمه XRD آناليز توسط كه بود هاكريستال نسبي

 ينبيشتر اوره مولار ٥/٠ هايغلظت در نتايج اين اساس بر شد.
 دليل به و شده توليد درصد ٣/٩١ مقدار هب و كلسيت ميزان

 به نسبت نمونه بهترين عنوان به كمتر جانبي محصولات داشتن
   شد. گزارش اوره هايغلظت ساير

 ٢ و مولار ٢٥/٠ هايغلظت XRD كمي نيمه آناليز براساس   
 به شده توليد كلسيت ميزان بيشترين كلرايد، كلسيم مولار

 يدتول محصولات بقيه به نسبت ٤/٩٥ و ٩٦ هايدرصد با و ترتيب
 جانبي محصولات داشتن بدليل كلرايد كلسيم مولار ٢٥/٠ شد.

 كلسيم هايغلظت ساير به نسبت نمونه بهترين عنوان به كمتر
 شد. گزارش كلرايد
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 اندازه كلسيت توليد شرايط بهترين مقايسه ديگر جنبه   
 كه گفت توانمي ١٠ و ٩ شكل طبق كه بودند هاكريستال

 ينبهتر كلرايد كلسيم مولار ٢٥/٠ و اوره مولار ٥/٠ هايغلظت
 اندازه پراكنش بهترين با كلسيت توليد در گرهاواكنش غلظت
 مكلسي غلظت يا اوره بالاي هايغلظت در مثال عنوانهب است.

 شامل ار بزرگتري طيف ذرات و كندمي تغيير هااندازه اين كلرايد
  شوند.مي

  XRD  نتايج
 علاوهبه و كرد تائيد را هاكريستال بودن كلسيت XRD يجتان   

 و ٦ شكل شد. تعيين نيز هاكريستال درصد كمي نيمه آناليز طي
 ٢٥/٠( كرايد كلسيم و مولار) ٥/٠( اوره درصد بهترين تصاوير ٧

  دهد.مي نشان را مولار)
   SEM نتايج

 دهش توليد هايكريستال SEM تصاوير ترتيب به ٩ و ٨ هايشكل   
 كلريد مولار ٢٥/٠ و اوره مولار ٥/٠ غلطت در EICP فرايند طي

 عدم و آنها پراكنش SEM در هاكريستال حضور دهد. نشان را كلسيم
 نآ مختلف نقطه چند در هاكريستال دهد.مي نشان را اشكال تنوع
 و اكسيژن كربن، عناصر كه شد مشخص و شد انجام EDX آناليز

 ).١٠ (شكل دارد وجود عناصر تنها انوعن به آنها در كلسيم
  بحث    
 و محيط پزشكي، زمينه در فراواني كاربردهاي كلسيت نانو امروزه   

 روي بر كمتري جانبي اثرات كه سبز هايوشر از يكي دارد. مهندسي
 به كه است آزاوره آنزيم كمك به نانوكلسيت توليد دارد زيست محيط

 ;Kavazanjian & Hamdan, 2015( گويندمي EICP آن
Hamdan et al., 2016( عنوانهب توانمي را متعددي آنزيمي منابع 

 تحقيقاتي هاييافته تمام امروز به تا ولي كرد مطرح آزاوره منابع
 گياهي منابع از توليد تجاري آزاوره يا گياهي منابع از EICP با مرتبط

 بيان )Nemati et al., 2005( همكاران و نعمتي اند.كرده استفاده

 فرايند طي آزاوره توسط شده وليدت كلسيم كربنات مقدار كه كردند
EICP روش با شده گيرياندازه مقدار از بيشتر برابر سه تقريبا 

MICP روش است. بوده EICP گياه از شدهمشتق آنزيم بر متكي 
 مقياس و بزرگ مقياس در توليد دارد. اشكال چندين هنوز كه است

 صنعت براي ستگياهي منشاء با كه موجود تجاري آزرهاو ميداني
 عصاره از جديد تحقيقات از بعضي در شود.مي تمام گران بسيار

 روش اين به كه شده استفاده خاك بهبود براي باكتريايي آنزيمي
)BEICP( همكاران و هوانگ مطالعه شود.مي گفته )Hoang et al., 

 با مقايسه در باكتريايي آزرهوا آنزيمي عصاره كه داد نشان )2019
MICP يا EICP اييماسه هايخاك مقاومت افزايش در بهتري نتايج 

 آب در شدهحل آزاوره آنزيم يك كوچك اندازه است. داده نشان خود از
 كاربردهاي براي MICP فرايند به نسبت متمايز مزيت يك آن به

 كوچك ياربس خالي فضاهاي به نفوذ به قادر كه دهدمي مهندسي
 نانومتر ٣٠٠ از بيش قطر شدهشناخته هايباكتري تمام تقريبا است.
 كه دارند قرار نانومتر ٥٠٠٠ تا ٥٠٠ محدوده در هاآن اكثر و دارند

 محدود را ريز ماسه از ريزتر هايخاك به نفوذ براي را هاآن توانايي
 اتصال واندتمي بنابراين و است آب در محلول آزاد آزاوره آنزيم كند.مي

 در پيشتر MICP فرايند رسد.مي نظر به ريزگردها يا خاك ريز ذرات
 هاباكتري اندازه به توجه با كه چرا است بوده ناموفق ريزگردها اتصال

 .)Pakbaz et al., 2018( نيست ممكن ريزگردها بين اتصال اين
 كربنات رسوب كه دادند نشان باد تونل هايآزمايش با محققين برخي
 انتشار كاهش براي روشي عنوان به )EICP( آنزيم فعاليت از ناشي
 ,Kavazanjian & Hamdan( كندمي عمل محلي غبار و گرد

 مشكل يك آيد مي بوجود باد وسيله به كه محلي غبار و گرد ).2015
 مطالعه است. خشكنيمه و خشك هايمحيط در مهم محيطي زيست
 راهكار آن در شده ايجاد هايلاكريست كيفي و كمي بررسي و حاضر

 ارائه محيطي زيست فرايند طي ريزگردها نترلك براي مناسبي
  است. بيشتر مطالعات نيازمند كه دهدمي

 
  

 ي.پاستور ناياسپوروسارس يهاسلول رشد منحني -١ شكل
.Figure 1. Growth curve of Sporosarcina pasteuri cells 
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  .اوره مختلف هايغلظت در باترسو مقدار مقايسه -٢ شكل  
Figure 2. Comparison of the amount of precipitate in different urea concentrations.   

 .كلرايد كلسيم مختلف هايغلظت در رسوبات مقدار مقايسه -٣ شكل  
Figure 3. Comparison of the amount of precipitates in different calcium chloride concentrations.   

  .اوره مختلف هايغلظت در يافته رسوب كلريد آمونيوم و واتريت آراگونيت، كلسيت، هايدرصد -١ جدول
Table 1. The percentages of calcite, aragonite, vaterite, and ammonium chloride precipitated in different urea 
concentrations. 

 
2.5 M 

 
 

2 M  
1.5 M  

1 M  
0.5 M  

0.25 M 
Urea Concentration 

 
Crystal Percent 

86.4 86.9 87.1 84.4 91.3 85.6 Calcite 
2.4 2.8 2 2.2 2.2 2.8 Aragonite 
4.4 4.8 7.7 6 6.5 11.6 Vaterite 
6.8 5.5 3.2 7.4 - - Ammonium Chloride 

  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

br
.k

hu
.a

c.
ir

 o
n 

20
24

-0
4-

29
 ]

 

                             6 / 11

https://nbr.khu.ac.ir/article-1-3581-en.html


                                                     Nova Biologica Reperta 10(3): 208-218 (2023)) ١٤٠٢( ٢٠٨-٢١٨: ٣، شماره ١٠هاي نوين در علوم زيستي، جلد يافته
 

214/٢١٤ 

 

 كلرايد. كلسيم مختلف هايغلظت در يافته وبرس كلريد ،آمونيوم واتريت آراگونيت، كلسيت، درصدهاي -٢ جدول
Table 2. The percentages of calcite, aragonite, vaterite, and ammonium chloride precipitated in different calcium 
chloride concentrations. 

 
2.5 M 

 
 

2 M  
1.5 M  

1 M  
0.5 M  

0.25 M 
Calcium Chloride 

Concentration  
Crystal Percent 

93.1 95.4 89.5 93.3 89.9 96 Calcite 
2.7 2.8 3 2.3 3.5 3.9 Aragonite 
4.2 1.8 5.1 1 - - Vaterite 
- - 6 4.3 6.7 - Ammonium Chloride 

 
  

 .PSA وسيله به اوره مولار٥/٠ غلظت در شده توليد هايكريستال ذرات اندازه شنپراك -٤ شكل 
Figure 4. The particle size distribution of produced crystals in 0.5 M urea concentration using PSA.   

  .PSA وسيله به كلرايد كلسيم مولار٢٥/٠ غلظت در شده توليد هايكريستال ذرات اندازه شنپراك -٥ شكل 
Figure 5. The particle size distribution of produced crystals in 0.25 M calcium chloride concentration using PSA. 
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  .اوره مولار ٥/٠ ينمونه  XRD آناليز -٦ شكل

Figure 6. XRD analysis of 0.5 M urea sample. 
 

 .كلرايد كلسيم مولار ٢٥/٠ ي نمونه XRD آناليز -٧ شكل
Figure 7. XRD analysis of 0.25 M calcium chloride sample. 

 محلول از مشخصي مقدار محققين برخي اتمطالع اساس بر    
 كلريد و كلسيم كلريد اوره، حاوي گرواكنش محلول و آزاوره

 كلسيم كربنات اوره هيدروليز طي متعاقبا و شده مخلوط نيكل
 نتايج شود.مي نشينته آزمايش هايلوله پايين در يافته رسوب
 ترينكم براي كلسيت ي % ٩٥ رسوب نسبت كه دهدمي نشان

 است معني اين به )٢٥/٠ mol/L( كلسيم كلريد -  اوره غلظت
 اوره تمام تقريبا هيدروليز به قادر محلول در موجود آزاوره مقدار
 منتظره، غير طور به .ستكافي اوره تمام هيدوليز براي و  است
 كلريد -  اوره غلظت افزايش با كه دهندمي نشان همچنين نتايج

 رسوب نسبت و شودمي آيندفر كارايي كاهش اعثب كلسيم
 در موجود اوره از بخشي يعني ديگر بعبارت يابد.مي كاهش
 به است ممكن رفتار اين شود.نمي هيدروليز آزاوره توسط محلول

 بالا غلظت منفي اثر دليل به يا  و آزاوره آنزيم ناكافي مقدار دليل
 و دارد آزاوره فعاليت مهار به تمايل كه باشد  كلسيم كلريد - اوره
 Carmona et( است موثر تركم بيوكاتاليز فرآيند در نتيجه در

al., 2016.( كلريد -  اوره غلظت افزايش منفي اثر واقع، در 
 به شدهآماده هاينمونه در نيز محققين ديگر توسط نيز كلسيم
 ,Yasuhara & Debendra( است شده گزارش مشابه روشي

 رسوب مقدار اوره و سيمكل اوليه افزايش چهاگر .)2012
 طرف از كه داد نشان مطالعه اين اما دهدمي افزايش را كريستالي

 و كوچك كلسيت كريستالهاي كلسيم و اوره افزايش با ديگر
 شود.مي كمتر نيز آن كلسيت بخش

  گيرينتيجه   
EICP    توليد مانند اهميت پر جنبه چند در صنعتي فرايندي 
 زا ريزگردها كنترل و بيوتكنولوژي هايربردكا منظور به كلسيت
 توليد لحاظ به مقاله اين در كه است برخوردار زيادي اهميت
 تكلسي توليد داد نشان مطالعه اين شد. پرداخته آن به كلسيت

 مقدار ها،كريستال نوع لحاظ به اكار فرايندي EICP در
  .است آنها اندازه و كلسيم كربنات هايكريستال

  سپاسگزاري    
 شهيد دانشگاه پژوهشي معاونت از مقاله اين نويسندگان   

 تشكر نامه پايان اين مالي حمايت دليل به اهواز چمران
  .نمايندمي
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 هستند. كلسيت مكعبي هايكريستال :اوره مولار ٥/٠ نمونه هايكريستال تصوير -٨ شكل  
Figure 8. The image of crystals of 0.5 M urea sample: Cubic crystals are calcite.   

 .هستند كلسيت مكعبي هايكريستال كلرايد: كلسيم مولار ٢٥/٠ نمونه در هاكريستال تصوير -٩ شكل 
Figure 9. The image of crystals of 0.25 M calcium chloride sample: Cubic crystals are calcite. 
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  (الف)  

  (ب)  
 .يمكلس و اكسيژن كربن، عناصر حضور كلسيم: كلريد مولار ٢٥/٠ ب) و اوره مولار ٥/٠ الف) رسوبي يهاكريستال EDX آناليز -١٠ شكل

Figure 10. EDX analysis of precipitated crystals: the presence of carbon, oxygen, and calcium elements. 
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